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研究成果の概要（和文）： 
 地球の気候変動に影響を及ぼしている気体の一つである硫化カルボニルを加水分解する酵素
の立体構造を決定し、基質選択機構について検討した。この酵素の全体構造や触媒部位の構造
は、二酸化炭素を水和し炭酸と水素イオンを生成する反応を触媒する酵素に非常に類似してい
たが、基質の酵素への侵入口に違いが見られたことから、この部位が基質の選択性に関わって
いる可能性が示唆された。本研究成果を基に、この酵素の基質選択性、安定性、反応性を改良
することにより、硫化カルボニルの効率的な除去法の開発につながることが予想される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Carbonyl sulfide is an atmospheric trace gas leading to sulfate aerosol formation, 
thereby participating in the global radiation balance and ozone chemistry. In this study, 
the crystal structure of carbonyl sulfide hydrolase (COSase) from Thiobacillus thioparus 
strain THI115 was determined to clarify its substrate recognition mechanism. Although 
the overall structure including the catalytic site resembles those of the β-class 
carbonic anhydrases, the α5 helix of COSase narrows its substrate pathway, which could 
be responsible for the substrate specificity. 
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１．研究開始当初の背景 
 Thiobacillus thioparus THI115 は、チオシア
ネート (SCN–) をエネルギー源とする土壌細
菌であり、SCN– を硫酸イオン (SO4

2–) にま
で分解する代謝系を有している。チオシアネ
ート加水分解酵素 (SCNase) は、この分解系
の第一段階を触媒する酵素であり、SCN– を

水和・加水分解して硫化カルボニル (COS) 
とアンモニアを生産する(SCN– + 2H2O → 
COS + NH3 + OH–)。SCNase の機能や構造に
関して、本研究の連携研究者である尾高らを
中心としたグループにより精力的に研究が
進められており、これまでに SCNase がα、
β、γの３種のサブユニットから構成された
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ヘテロ 12量体(αβγ)4であり反応中心にコバル
トを有すること、コバルトには２個の主鎖ア
ミド窒素と３個の Cys のイオウ原子が配位
していること、さらに、Cys 配位子のうち２
つは、それぞれ、システインスルフィン酸 
(Cys-SO2H) 、 シ ステ インス ルフェ ン酸 
(Cys-SOH) に翻訳後修飾された極めて特異
な構造を有することが明らかにされている。 
 近年、本学の片山らにより、SCN– 分解系
の二段階目に相当する COS を二酸化炭素と
硫化水素に加水分解する反応 (COS + H2O → 
CO2 + H2S) を触媒する硫化カルボニル加水
分解酵素 (COSase) が同定・単離され、その
生化学的な解析が行われた。アミノ酸配列の
相同性検索の結果より、COSase は植物や真
正細菌の持つ炭酸脱水酵素である β-炭酸脱
水素酵素 (β-CA) ファミリーに属することが
予想され、β-CA と同様に、サブユニットあ
たり１個の亜鉛原子を有することが確認さ
れた。β-CA は二酸化炭素と炭酸水素イオン
の相互変換 (CO2 + H2O ⇄ HCO3

- + H+ ) を触
媒する酵素であり、植物においては二酸化炭
素の濃度上昇を補助し、光合成による炭酸固
定反応の増大に寄与している。エンドウから
精製された β-CA など、COS 分解活性を示
す β-CA の存在も確認されていたが、その反
応は副次的な反応として捉えられていたに
過ぎなかった。 
 
２．研究の目的 
 T. thioparus THI115 由来 COSase は COS 
分解活性は示すが、二酸化炭素と炭酸水素イ
オンの相互変換活性 (CA 活性) は示さない
COS 分解のみを触媒する新奇な酵素である。
さらに、土壌環境中には他にも COS 分解可
能な微生物が数多く生育していることも明
らかにされており、これら微生物の有する酵
素が自然界での COS の消失源として重要な
役割を果たしていると考えられている。しか
しながら、その立体構造等が不明なため、触
媒機構についてはほとんど解明されていな
い。 
 そこで、本研究では、T. thioparus THI115
による SCN– 分解系の第二段階を触媒する
酵素である COSase の基質認識機構、触媒機
構を解明することを目的として、COSase 野
生型、および、COSase と基質類似化合物と
の複合体の結晶化とそのＸ線構造解析によ
り活性中心近傍の立体構造について検討し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) COSase の詳細な立体構造情報を収集す
るために、COSase 野生型、および、COSase
と基質類似化合物との複合体の結晶化とＸ
線結晶構造解析に行った。大腸菌によるタン
パク質試料の大量発現系は既に構築済みで

あり、大腸菌の培養、タンパク質の発現、精
製、結晶化には研究室に既設の設備を用いた。
結晶の予備的な測定には、本学学術研究支援
総合センターに既設の共同利用機器を使用
し、構造解析に必要な回折データ収集は高エ
ネルギー加速器研究機構放射光科学研究施
設 Photon Factory のタンパク質結晶用ビーム
ライン BL-5A、BL-6A、NW12A を共同利用
課題として利用した。回折データ処理、結晶
構造解析に必要なソフトウェア等について
も、研究室に既設のシステムを利用した。 
 
(2) 結晶構造解析の結果をもとに COSase と
β-CA の活性部位の構造を比較したところ、
COSase に見られたアミノ酸残基の変異箇所
は基質分子の認識  (Met45, Ile82, Leu87, 
Met102) や反応サイクル (His63) に関与す
る可能性が高い部位であると予想された（図
1）。そこで、活性部位の Ile82 (あるいは 
Leu87)と His63 を、多くの β-CA で保存され
ているアミノ酸残基である Tyr と Phe にそ
れぞれ置換した変異体を作製し、それらの 
COS 分解活性や CA 活性の評価を行った。
また、COSase の活性部位近傍には、β-CA の
活性部位にはほとんど見られない Met 残基
が複数存在しており、これが活性部位空間の
大きさ、形状、化学的性質に影響を与えてい
ると考えられた。さらに、活性部位の奥に位
置する Ile33 も反応キャビティの性質に関
係していることが予想された。そこで、Met45 
や Met102 を Gly, Ala, Leu などに、また、
Ile33 を Gly, Ser に置換した変異体の作製、
酵素活性評価を行い、反応キャビティの改変
にともなう基質との親和性や酵素反応の変
化に関して検討した。 
 

 
図１ COSase の活性部位の構造。金属中心近傍
の構造はβ-CAに類似しており、基質認識に関わ
ると予想される部位に変異が見られた．本研究で
導入した変異箇所を矢印に続いて示した。 



 

 

４．研究成果 
 Photon Factory でのＸ線回折測定の結果、野
生型は分解能 1.25 Å、基質類似化合物である
SCN-との複合体は分解能 1.45 Å での強度デ
ー タ 収 集 に 成 功 し た 。 Mycobacterium 
tuberculosis 由来 β-CA Rv1284 の構造 (PDB 
ID:1YLK) をプローブとして、分子置換法プ
ログラム Molrep を用いて初期構造を得た。
構造精密化には SHELXL-97 を使用し、野生
型 (PDB ID: 3VQJ) は R = 0.135 (Rfree = 
0.170)、SCN- との複合体 (PDB ID: 3VRK) は 
R = 0.159 (Rfree = 0.204) の構造モデルを得て、
結果を蛋白質構造データベース(PDB)に登録
した。本研究の成果は、関連した酵素の構造
解析の中でも高分解能での解析結果であり、
類似した触媒機構の検討にも有用な構造情
報になると考えられる。 
 全体構造：野生型と SCN- 複合体の構造は
同形であり、結晶学的非対称単位はサブユニ
ット１分子を含んでいた。結晶中において、
COSase は互いに垂直な３本の結晶学的２回
軸で関係づけられるサブユニットとの間で
四量体を形成していた。分子量測定の結果よ
り、水溶液中でも四量体を形成していること
が確認できたことから、結晶中での四量体構
造は生物学的構造単位であると考えられる。
四量体は、二量体が二量化した構造と考えら
れ、基本となる二量体構造は、これまでに結
晶解析された β-CA に共通した二量体構造と
類似していた。サブユニット構造は、５本の
βストランドからなるオープンβシートの
両面に４本のαへリックスが接しているコ
ア部と、コア部から突出した２本のαヘリッ
クスから構成されるα/β構造であった (図
2)。基本的二量体構造中では、２つのサブユ
ニットの 10 本のストランドが連続したβシ
ートを形成しており、サブユニット間の相互
作用面積は 3420 Å2（サブユニット表面積の
約 31 %）であった。一方、四量体形成にお
ける相互作用面積はサブユニット当たり 960 
Å2 であり、四量体化の相互作用は二量体化
のそれに比べ弱いと考えられた。 
 触媒部位の構造：触媒部位は基本的二量体
の界面に存在し、溶媒領域からほぼ完全に遮
蔽されていた。β-CA のアミノ酸配列との比
較から予想されたように、亜鉛イオンには、
Cys44 と Cys100 の硫黄原子、His97 の窒素
原子が正四面体型に配位していた（図 3）。
β-CA では、4番目の配座には水分子、あるい
は近接した Asp の側鎖カルボキシレート基
の酸素が配位した構造が報告されているが、
COSase 野生型、SCN- 複合体では、ともに水
分子が配位していた。この活性部位の構造は
これまでに結晶解析された β-CA で共通して
見出されていた構造とほぼ同一のものであ
った。基質類似化合物 SCN- は亜鉛の第四配
座の水分子から約 2.9 Å の位置にあり、基質

ポケットを形成しているアミノ酸側鎖原子
と van der Waals 接触程度の距離にあった。
基質ポケットは主に疎水性アミノ酸で形成
されており、その大きさ、形状はともに基質
である COS とよく一致していた。 
 

 
図 2 COSase二量体の構造（基本的二量体）．二
量体を形成している一方のサブユニットは、N末
端（青）からC 末端（赤）に進むに従い徐々に色
を変化させており、他方のサブユニットは白色で
示した。6本のαヘリックスと5本のβストラン
ドには、N 末端側から順に番号を付けて表した。
結晶中では、この二量体の下側に、この図とは上
下方向が反対を向いた別の二量体が相互作用し、
ホモ四量体が形成されている。 
 

 
図 3  COSase触媒部位の構造。触媒部位は二量
体の界面に存在しており、一方のサブユニットの
アミノ酸側鎖を水色で、他方を桃色で示した。ア
ミノ酸側鎖の窒素、硫黄原子や水の酸素原子と亜
鉛との配位を赤い破線で、水素結合を青い破線で
示した。また、触媒部位近傍に存在した水とSCN-

イオンの電子密度を黄色のメッシュで示した。 



 

 

 触媒部位を構成するアミノ酸残基の違い
により、β-CA は plant 型と Cab 型に分類され
ている。触媒部位の特徴、および、全体的な
立体構造の類似性から COSase は Cab 型に属
すると考えられた。COSase と立体構造既知
の Cab 型 β-CA について、触媒部位からタン
パク質表面に達する基質分子が通る経路を
検討したところ、二量体コア部から突出した
ヘリックス部分（α5）が存在するため COSase 
は β-CA に比べ基質経路となるトンネルが狭
くなっていることが判った。β-CA はα5に相
当する部位を持っていないことから、COSase 
が CA 活性を示さない原因として、トンネル
のサイズが関係している可能性が示唆され
た。 

 
 
図 4  COSaseとCab型β-CA の触媒部位から
タンパク質表面に達する基質経路の比較。黄
色の部分が基本的二量体について予想される基
質経路を表す。二量体の一方のサブユニットは水
色で、他方を桃色で示し、灰色の丸は触媒部位の
亜鉛原子を表す。(A) COSase、(B) Mycobacterium 
tuberculosis β-CA Rv1284 (PDB ID: 1YLK)、(C) 
Methanobacterium thermoautotrophicum β-CA 
(PDB ID: 1G5C)． 
 
 COS は大気中に最も高濃度で存在する硫
黄化合物であり、自然界の生命活動だけでな
く、化石燃料の燃焼や化学物質の合成過程な
どを通じて人為的にも多量に発生している。
COS は対流圏ではほとんど分解されず、成層
圏で分解され硫酸エアロゾルの原因物質と
なるため、地球の気候変動に大きな影響を及
ぼしている。大気化学の分野では、COS によ
る気候変動の将来予測のための調査が広く
行われ、COS の消失源は主に植物や土壌への
吸収によるものであると推定されている。従
って、自然界において COS 分解の主要な役
割を果たしていると考えられる土壌細菌由

来の COS 分解酵素による分解機構の解明が、
地球上の硫黄循環や土壌中の硫黄集積に関
する研究に与える影響は大きく、その意義も
高いと考えられる。今後、部位特異的変異体
を用いて触媒機構に関する研究を引き続き
進めることにより、基質選択性や酵素機能の
改変、安定性の改良などが可能になれば、高
活性、高選択的な COSase 変異体を用いた大
気中からの効率的 COS 除去技術の開発に結
びつくことが期待される。 
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