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研究成果の概要（和文）：本研究は、硫黄を好んで食べる硫黄酸化細菌の「硫黄を消化（代謝）する酵素」を研
究することで、その細菌が硫黄を代謝する仕組みを解明する。この理解は「無機硫黄化合物の酵素化学」という
硫黄の化学として新たな研究分野を開拓することにつながる。これにより得られる知見は、石油の脱硫に伴い生
じた大量の脱硫硫黄の生物的処理への応用が期待できる。我々は既に複数の硫黄酸化細菌から新規な硫黄代謝酵
素を発見した。この内、テトラチオン酸ハイドロラーゼは酸性の硫黄酸化微生物にだけ確認されたユニークな酵
素であり、この遺伝子の同定・組換え発現・結晶化に成功した。X線結晶構造解析により、その新規な反応メカ
ニズムの一部を解明した。

研究成果の概要（英文）：This study has been performed to progress our knowledge about the enzymes 
involved in the dissimilatory inorganic sulfur metabolism in sulfur-oxidizing bacteria.  We have 
isolated and identified the gene encoding tetrathionate hydrolase (<i>Af-tth</i>) which is the key 
enzyme in the metabolism in sulfur-oxidizing bacterium, <i>Acidithiobacillus ferrooxidans</i>. The 
recombinant <i>Af</i>-Tth was successfully obtained as an active form by new refolding method under 
acidic condition. The enzyme was crystalized to apply X-ray diffraction analysis. The 3D structure 
of <i>Af</i>-Tth has been determined by MAD/SAD methods with the Se-methionylated enzyme. The active
 center was also determined by the X-ray diffraction analysis of the crystal with tetrathionate. No 
cysteine residue was observed around the active center in the enzyme. It suggested that the enzyme 
has a unique cysteine independent reaction distinct from almost all other enzymes concerning 
dissimilatory sulfur-metabolism.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 硫黄酸化細菌　硫黄代謝　無機硫黄化合物　脱硫硫黄　酵素化学　酵素の結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
	 石油は現代文明を支えるエネルギー基盤で

ある。しかしながら石油を燃料として利用す

る場合、大気汚染や酸性雨の原因となる硫黄

成分を除去する必要がある。近年は、技術開

発により燃料中の硫黄成分をほぼ100%除去
したサルファフリー燃料として市場に供給さ

れているが、一方で除去した硫黄（脱硫硫黄）

が国内において余剰状態となり、その処理と

いう新たな問題が生じている。これに対して

は、物理的（隔離や埋立）化学的（硫安・農

業肥料への変換）処理などによって凌いでい

るのが現状である。世界的な石油消費の増大

に伴い、脱硫硫黄の余剰も深刻化することが

懸念されている。これに関して生物的処理は

現在まで有効な手段が開発されていない。

我々は、硫黄を好んで食べる微生物の一種、

硫黄酸化細菌を利用した生物的脱硫硫黄の処

理方法を開発することを目指して、このよう

な硫黄酸化細菌の硫黄を消化（代謝）する酵

素の基礎研究を行なった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究課題は、硫黄を好んで食べる硫黄酸

化細菌が持つ「硫黄化合物を消化する酵素」

を対象として生化学的・分子生物学的に研究

し、個々の酵素の反応機構の解明や代謝にお

ける相互作用等を解明することで、これまで

ほとんど研究がなされていない無機硫黄化合

物を代謝する酵素の知見を増やし、無機硫黄

化合物の酵素化学という新たな研究分野を確

立することを目的として行う。 
 
３．研究の方法 
	 我々はこれまでに好酸性硫黄酸化細菌の

一種 Acidithiobacillus ferrooxidansを研究の対
象として、これの異化的硫黄代謝の全容解明

を目標として、個々の酵素における詳細な解

析を行ってきた。本研究ではこの代謝の鍵と

なる酵素、テトラチオン酸ハイドロラーゼに

ついて詳細な解析を進めた。精製およびこれ

をコードする遺伝子の同定（Af-tth）、生化学
的解析、大腸菌を宿主とした組換え発現など

を行い、この酵素が不溶性の封入体を形成し

たことから、新たに酸性 refolding処理を開発
し、これによる活性化を試みた。得られた酵

素からは活性が検出され、活性型酵素の遺伝

子組換えによる大量取得に成功した。この活

性型 Af-Tthを高度に精製した後、ハンギング
ドロップ蒸気拡散法により結晶化を試みた。

得られた結晶に対して X-線を照射し、結晶構
造解析を行った。また、海洋性硫黄酸化細菌

における本酵素についても遺伝子の同定や

生化学的解析をすすめた。本酵素以外にも本

菌の硫黄代謝において本酵素の基質である

テトラチオン酸を供給する重要な役割を果

たすと考えられる、チオ硫酸デヒドロゲナー

ゼの精製と性質検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Af-Tth の結晶構造解析による３次元構造
の決定。Af-Tth の一次配列は新規構造を有す
るため、分子置換法による構造決定ができな

かった。このため、セレノメチオニンを取り

込ませた組換え型 Af-Tthを作成し、これを結
晶化することで多波長・単波長異常散乱法

（MAD/SAD 法）による位相の決定を行い、
本酵素の立体構造の決定に成功した。本酵素

結晶は 2.15Åの分解能で回折像を得た。これ
を基に解析したところ、本結晶は空間群 P32

に属し、本酵の構造は Classにおいて All beta 
protein [48724]、Fold において 8-bladed beta 
propeller [50997]に分類されることが分かっ
た。 
(2) Af-Tth における唯一のシステイン残基の
役割に関する研究。無機硫黄化合物を基質と

する酵素は、ほとんど全てが活性中心にシス

テイン残基を有し、このチオール基が基質の

硫黄原子と反応してジスルフィド結合を形

成し、触媒反応を促進すると報告されている。

そこで Af-Tthの一次構造を調べたところ、シ
ステイン残基は全 499アミノ酸（成熟タンパ
ク質では 467 アミノ酸）の内、307 番目に唯
一存在した（C301）。このシステイン残基の
役割を調べるために、部位特異的変異導入に

よってシステイン残基をアラニン残基に置

換した変異酵素（Af-Tth C301A）を作成した。
本変異酵素は、野生型酵素と同様に組換え発

現、酸性 refoldingによって可溶性画分に検出
されただけでなく、4THase活性も野生型と同
等レベルで検出できた。さらにホモダイマー

構造に関しても野生型酵素と同等の挙動を

示したため、ダイマーの形成に関与するもの

でもないことが分かった。以上のことから、

本酵素に存在する唯一のシステイン残基は

特別な役割を担う残基ではないことが分か

ったが、同時に本酵素がシステイン残基に依

存しないこれまでの硫黄代謝関連酵素とは

異なる新たな反応機構によって触媒活性を

持つことが強く示唆された。 
(3) 結晶構造解析による Af-Tthの反応機構の
解明。本酵素の新規な反応機構が示唆された

ため、これを解明するために本酵素の結晶を

基質であるテトラチオン酸溶液に浸漬し、X-



線結晶構造解析を行った。これにより 2.0Å
を下回る分解能で基質であるテトラチオン

酸と推定される電子雲を特定し、本酵素の活

性中心と期待される基質結合部位を決定す

ることができた。（下図） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

そしてこの基質の電子雲に関与できる距離

にアスパラギン酸残基（D325）が存在し、そ
の左下に切断された生成物と推定される硫

酸イオンの電子雲も観察できた。そこで、こ

の D325 をアスパラギン残基に置換した部位
特異的変異酵素（Af-Tth D325N）を作成した。
本変異酵素も野生株と同様に組換え発現、酸

性 refolding処理により可溶性タンパク質とし
て獲得できた。しかしながら本酵素活性は完

全に消失しており、この D325 残基が活性に
関わる重要な残基であることが分かった。ま

た本変異酵素（D325N）も X-線結晶構造解析
を行い、立体構造において野生型のものと同

一であることも確認しており、この活性の消

失は refoldingの不具合によるものではないこ
とも証明されている。以上の結果より、本酵

素の反応の第一段階において D325 残基が関
与した反応機構を解明することができた。 
(4) 海洋性硫黄酸化細菌 Acidithiobacillus 
thiooxidans SH 株の 4THase に関する研究。
我々の研究室にて単離された海洋性硫黄酸

化細菌の一種、SH株からも 4THase活性が検
出されたため、これについての研究を行った。

本酵素を SH 株より精製し、性質検討、これ
をコードする遺伝子の同定（SH-tth）を行っ
た。さらに大腸菌組換え発現から得られた組

換えタンパク質は封入体を形成したが、

Af-Tth 同様、refolding により活性型を獲得す
ることに成功した。また、NaClの存在により
活性化されることが確認され、海洋性細菌由

来の特徴を示した。 
(5) 海洋性硫黄酸化細菌A. thiooxidans SH株
のチオ硫酸デヒドロゲナーゼに関する研究。

SH 株の硫黄代謝の解明のために、本菌株よ
りチオ硫酸デヒドロゲナーゼ（SH-Tsd）の精

製を試みた。各種カラムクロマトグラフィー

によって電気泳動的に単一に精製し、諸性質

の検討を行った。精製酵素タンパク質をトリ

プシン消化し、断片を質量分析することで内

部配列を決定した。この情報を基に本酵素を

コードする遺伝子を特定したが、それから推

定した一次構造は、従来報告されている主要

なチオ硫酸デヒドロゲナーゼ（Tsd）とは全
く異なる新規な構造を持つ Tsdであることが
分かった。 
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