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研究成果の概要（和文）： 

 本研究課題では、口臭の原因となる硫化水素を高産生する口腔細菌に着目し、それらの持

つ硫化水素産生酵素の酵素単独および基質アナログとの複合体の立体構造を決定した。反応

中間体の捕捉にも成功した。構造情報や酵素学的データを基に、反応時のコンフォメーショ

ン変化、触媒部位近傍のアミノ酸の役割などが明らかとなった。得られた知見は個別の酵素

に対して、より詳細に反応機構を記述する上で重要であり、新規口臭予防薬の探索の基盤と

なることが期待される。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 In this study, I focused on oral bacteria that highly produce hydrogen sulfide, a 

causative agent of oral malodor, and determined the structure of hydrogen 

sulfide-producing enzymes and their complex with a substrate analogue. We also succeeded 

to trap reaction intermediates. On the basis of structural information and/or 

enzymological data, conformational changes of enzyme during reaction and roles of amino 

acid residues at the active site were revealed. These results are quite important to 

descript their enzymatic reaction mechanisms and are expected to lead the search for 

novel prophylactic drugs that prevent oral malodor. 
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１．研究開始当初の背景 

 口腔細菌により産生される硫化水素をは

じめとする揮発性硫化物は、口臭の主要な

原因物質である。これらの持つチオール基

は体内の生体高分子と容易に反応し、低濃

度においても強い細胞毒性を示すことから、

口臭と歯周病の間には密接な関連があるこ

とが分かっている（Ratcliff & Johnson, J. 
Periodontol. 1999）。したがって、口腔細

菌による硫化水素産生機構の解明は、口腔

管理の観点から極めて重要な意味を持つ。 

 本研究課題開始当時、硫化水素は、口腔

細菌のL-cysteine desulfhydraseあるいは

L-cysteine desulfidase（いずれも Lcd と

表記する。）が L-システインを分解した際、

ピルビン酸、アンモニアと共に反応生成物

の一つとして産生される（Pianotti et al., 
J. Dent. Res. 1986）と考えられていた。

当時、口腔細菌における Lcd は 3 つのタイ

プが報告されており、それぞれの間にはア

ミノ酸配列の相同性がなく、サブユニット

の分子量、補因子の種類や四次構造にも共

通点が少ないことから、それぞれが異なる

反応機構で同一の反応を触媒していること

が考えられた（この分類は、本申請のため

に研究代表者が便宜的に行ったものであり、

一般的なものではない。）。これらのうち、

最も研究が行われていたのがⅠ型であり、

Treponema denticola Lcd においては、酵

素学的解析だけでなく（Chu et al., Infect. 
Immun. 1995）、立体構造解析もなされてい

た（Kurpka et al., EMBO J. 2000）。これ

に 続 き 、 申 請 者 は 、 Streptococcus 
anginosus および Streptococcus gordonii 
Lcd（βC-S リアーゼ）の立体構造を明らか

にしていた（発表論文 2）。さらに、部位特

異的変異体を用いた酵素学的解析からは、

Kurpka らの提唱している反応機構モデル

をより詳細に記述することのできることを

示すデータを得ていた。Ⅱ型 Lcd について

は、酵素学的解析が予備的に行われている

に過ぎなかった（Fukamachi et al., FEMS 
Microbiol. 2002）。Ⅲ型 Lcd は、口腔細菌

で は な い が Methanocaldococcus 
jannaschii で同定されており（Tchong et 
al., Biochemistry 2005）、Fusobacterium 
nucleatum や T. denticola のゲノム上にも

Ⅲ型 Lcd 遺伝子が存在する可能性が高いこ

とが分かっていた。この酵素は、[4Fe-4S]

中心を持つ鉄-硫黄タンパク質であり、好気

条件下では鉄の離脱により、[4Fe-4S]が

[3Fe-4S]となることで失活してしまうこと

が予想された。歯周ポケットなどの嫌気環

境下で歯周病細菌の分布割合が高いことを

考えると、Ⅲ型 Lcd は歯周病に特に深い関

わりを持つことが推察された。しかしなが

ら、歯周病細菌に由来するⅢ型 Lcd の酵素

学的解析や立体構造解析例は皆無であった。

これまで 3 つのタイプの Lcd は個別に研究

が行われてきており、L-システイン分解に

伴う硫化水素産生能および機構の直接的な

比較や関連付けが、なされていないのが現

状であった。 

 

 

２．研究の目的 

 本研究課題では、口腔細菌による硫化水

素産生機構を、酵素学的および構造生物学

的手法により原子レベルで解明する。さら

に、硫化水素産生酵素の立体構造に基づい

て医薬品候補化合物とのドッキングシミュ

レーションを行い、新規口臭予防薬の探索

を目指す。 

 

 

３．研究の方法 

 Ⅰ型として、S. anginosus および S. 
gordonii βC-S リアーゼ、Ⅱ型として F. 
nucleatum Fn1220、そしてⅢ型として F. 
nucleatum Fn1147 を研究対象とした。 

 

（１）Ⅰ型 

 すでに酵素単独での構造解析に成功して

いるため、基質あるいは基質アナログとの

複合体の結晶構造の解析を目指し、部位特

異的変異による不活化酵素を調製した。触

媒あるいは基質との結合に関わると考えら

れるアミノ酸を置換し、その変異体の酵素

学的定数を求めた。これらの情報を基に、

反応機構の解明を目指した。 

 

（２）Ⅱ型 

大腸菌により、リコンビナント酵素の発現

および精製系を確立し、得られた酵素の硫

化水素産生能を比色法により確認した。そ

の後、結晶化条件の初期スクリーニングを

行い、Ｘ線結晶構造解析により立体構造を

決定した。部位特異的変異を作製し、複合

体の構造および酵素学的解析を行った。構

造情報と酵素学的データとを組み合わせる

ことにより、Fn1220 の反応機構の解明を目

指した。 



（３）Ⅲ型 

大腸菌による発現系を構築し、リコンビナ

ント酵素の発現を確認した。 

 

４．研究成果 

（１）Ⅰ型 

 S. anginosus および S. gordonii βC-S

リアーゼは、酵素単独に加え、L-セリン（基

質アナログ）との複合体の結晶構造を決定

した。L-セリンのソーキング時間を変化さ

せることで、複数段階における反応中間体

の形成を確認することができた。L-セリン

はこれら酵素の補因子であるピリドキサー

ル 5’-リン酸（PLP）と共有結合していた。

高い硫化水素産生能を示す S. anginosus 
βC-S リアーゼにおいては、2 種類の反応中

間体を捉えることができ、そのジオメトリ

ーおよび顕微分光測定の結果から、これら

が PLP 依存性酵素の反応中間体として知ら

れ て い る External aldimine と

α-Aminoacrylate であることを確認した。

これら 2 種の中間体の結合した酵素の立体

構造は、基質非結合型酵素のそれと主鎖レ

ベルにおける相違はほとんど認められない

ことから、この酵素の触媒反応には大きな

構造変化を伴わないことが考えられた。ま

た、結晶構造より触媒反応に寄与すると考

えられたアミノ酸（Tyr60、Tyr119と Arg365）

に部位特異的変異を導入したところ、いず

れの変異酵素も L-システインの分解活性

（硫化水素産生能）が著しく低下した。立

体構造と併せて考察し、各アミノ酸残基の

触媒反応における役割が推察された。 

 

（２）Ⅱ型 

 Fn1220 の大量調製は大腸菌を宿主として

行い、次いで 3 段階のクロマトグラフィー

からなる精製条件を確立した。結晶化条件

の探索および最適化を行い、X 線回折実験に

適した単結晶を得ることができた。分子置

換法により 2.0 Å 分解能で結晶構造を決定

した。非対称単位中の 2 つのサブユニット

のうち、一方は触媒部位を含むクレフトが

閉じた形を、他方は開いた形をしていた。

クレフトの閉じたサブユニットには、補因

子である PLP の近傍に、結晶母液に含まれ

る酢酸イオンが結合していた。酢酸イオン

の結合は、基質の結合の模倣であることが

考えられた。Fn1220 による基質分解は、ク

レフトの開閉という構造変化を伴う機構に

より行われることが推察された。L-セリン

（基質アナログ）との複合体の結晶構造を

決定したところ、Ⅰ型 Lcd 同様、L-セリン

と PLP が共有結合した中間体を観測するこ

とができた。L-セリンのカルボキシル基は、

基質非結合型酵素で酢酸イオンが結合して

いた場所とほぼ同じ位置を占めていた。さ

らに、基質非結合型酵素でクレフトが開い

た形をしていたサブユニットにおいても、

反応中間体の形成によりクレフトが閉じて

いることが確認された。このカルボキシル

基と直接相互作用するアミノ酸は Thr69 と

Asn142 であり、これらをどちらか一方でも

アラニンに置換すると、基質分解活性が著

しく低下した。したがって、これらのアミ

ノ酸は基質のカルボキシル基を認識し、基

質をより強固に結合させるためにクレフト

を閉じるスイッチの役割を果たしているこ

とが考えられた。 

 この酵素は、L-システイン 2 分子から、

ランチオニンというアミノ酸を生成し、そ

の過程で硫化水素を産生していることも明

らかとなった（発表論文 1）。ランチオニン

は Fusobacterium のペプチドグリカンの構

成成分としても知られており、Fn1220 がラ

ンチオニン合成酵素として働いている可能

性が示唆された。 

 

（３）Ⅲ型 

 大腸菌を宿主とした発現系を構築した。

タグの種類を変え、発現条件の検討を行っ

たものの、構造研究に必要な量の酵素を得

ることができなかった。 
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