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研究成果の概要（和文）：　硫黄酸化細菌から精製されたCOS加水分解酵素（COSase）は、地球の気候に影響を与える
硫化カルボニル（COS）を分解する新奇酵素である。この酵素活性をより効率の高いものとする事を目指して、酵素の
活性中心付近および基質あるいは反応生成物のトンネル付近のアミノ酸の変異体を作製し、酵素活性への影響を調べた
。さらに自然界のCOSの動態を明らかにする研究の一環として、COSを効率よく取込み分解する細菌及び真菌を土壌から
分離し、その中から高い分解活性を有する７株の分解菌を得た。

研究成果の概要（英文）：  Carbonyl sulfide hydrolase (COSase) has been isolated from sulfur oxidizing bact
erium. COSase catalyses degradation of carbonyl sulfide (COS) that is a trace constituent in the atmospher
e and is considered as one of important gas affecting on the global climate especially on ozone depletion.
 The aim of our research is to obtain information to make highly efficient enzyme molecule so that powerfu
l removal of COS will be possible. We introduced mutations of several amino acids around the sequence of t
he active center of the enzyme and alpha 5 helix that is a putative tunnel of substrate or reaction produc
t by forming point mutation and examined the effects against COS degrading activity. Furthermore, we tried
 to isolate new COS degrading microorganisms from soil samples because soil environment is the major sink 
of atmospheric COS. Novel COS degrading microorganisms including bacteria and fungi were isolated from the
 soil.
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１．研究開始当初の背景	
  
	
 硫化カルボニル（COS）は化学的に安定
で大気圏に長く留まり、オゾン層破壊に関

連する成層圏硫酸エアロゾルの原因物質の

ひとつである事、またCO2の1000倍以上の温
室効果を持つ事から、大気の微量成分であ

るにも拘らず大気化学などの分野において

は注目される化合物のひとつである。COS
の近年の大気濃度は500 pptv程度であるが、
その発生源のおよそ1/3は人為起源である
といわれ、将来その発生量が増加し大気中

のCOS濃度が増した場合に、地球の気候が
どのような影響を被るかが危惧されている。

そのため地表と大気の間のCOSの動態、特
にCOSの消失に大きな寄与をする事が予想
される微生物分解についての研究は、COS
の影響を抑制する上で極めて重要であると

いえる。 
	
 硫黄酸化細菌であるThiobacillus thioparus 
THI 115株はCOSを唯一のエネルギーとし
て生育に利用する事ができる化学合成無機

独立栄養性の細菌である。THI115株から精
製され、遺伝子のクローニング、大腸菌で

の大量発現系の構築、生化学的特性の解析、

さらにX線結晶構造解析が本研究メンバーに
よって行なわれているCOS加水分解酵素
（COSase）は、COSを硫化水素(H2S)と二酸
化炭素（CO2）に加水分解する新奇酵素であ

る。COSaseは、致死濃度に相当するppmv
オーダーの濃度から、大気に存在する500 
pptv前後の希薄なCOSまで、広い濃度範囲の
COSを分解する事が可能である。COSaseは
ほとんどの生物に存在するカーボニックア

ンヒドラーゼ (CA)にアミノ酸配列ならび
に立体構造のレベルできわめて類似してい

るにもかかわらず、CA本来の触媒活性であ
る［CO2 + H2O ⇄ HCO3

- + H+］に関する触媒

能は極めて微弱であり、高感度の測定ができ

るStopped-flow spectroscopyを使用した測定に
よって、CAよりも3~4オーダー低い活性しか
示さない事が確認された。そのため、活性部

位の立体構造のわずかな差異や基質・生産物

の移動経路が触媒活性に影響を及ぼす可能性

が高いと示唆された。そこで、酵素反応につ

いてのより詳細な機作に関する情報を得る事

を目的に、変異体についえの解析を行なった．	
 	
 	
 	
  
	
 また、土壌は大型動物の致死レベルを遥

かに超える濃度のCOSも吸収し無毒化する
事1)、土壌からは高いCOS分解活性を保持す
る従属栄養性細菌が分離される事２）、しか

も土壌直上の大気に含まれるCOSの濃度は
その上部のCOSよりも明らかに低下３）して
おり、土壌と大気の間のCOSのフラックス
に微生物が重要なはたらきを担っている事

が明らかとなっている。 
 

２．研究の目的 
（１）結晶構造解析と突然変異体作製 
	
 酵素の活性中心近傍ならびに基質・反応産

物の移動系路に関するより詳細な情報を得

る事を目指して、変異体を作製しそれらの酵

素活性を比較する。 
（２）新規 COS分解細菌および真菌の分離 
	
 より強力な分解活性を有する COS 分解微
生物を取得する事を目指して、複数の土壌か

ら細菌および真菌を分離し、その中から COS
分解活性を有する菌株をスクリーニングす

る。 
 
３．研究の方法 
（１）結晶構造解析と変異体の作製 
	
 COSase の基質選択性について立体構造に
基づいた検討を行うために、COSase と基質
類似化合物との複合体の結晶化とＸ線結晶
構造解析を行った。Ｘ線回折実験には、高エ
ネルギー加速器研究機構放射光科学研究施
設のタンパク質結晶用ビームライン 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
は研究室に既設のシステムを利用した。	
 

	
 COSase の結晶構造解析によって明らかと
なった活性中心付近の基質結合に関与する

と考えられるアミノ酸に対して、点変異導入

により変異体を作製し、大腸菌を用いた発現

系を作製した。それぞれの変異体タンパク質

を精製後、検出器として FPDを装備したガス
クロマトグラフ（FPD-GC)を用いて、COSの
分解に伴う H2Sの生成を調べる事で、酵素活
性を求めた。 
（２）分解細菌、真菌の分離 
	
 ４種の土壌および１種のバイオフィルム

試料を供試し、分解微生物のスクリーニング

を行なった。1/10濃度 NBY寒天培地上で細
菌株を、PDA平板培地を用いて真菌を純粋分
離した。特に高い分解活性の確認された真菌

株については、更に単胞子分離を実施するこ

とで純化を行なった。それぞれの分離株の

COS分解活性は、培養容器の気相に添加した
標準 COS ガスの減少及び H2S の生成を、
FPD−GCで分析し求めた。 
 
４．研究成果 
（１）結晶構造解析と部位特異的変異体作製 
	
 収集した回折データを基に構造解析を行
ったところ、基質類似化合物である SCN-との
複合体について分解能 1.45 Å での構造決定
に成功した	
 (PDB ID: 3VRK, R = 0.159, Rfree 
= 0.204)。	
 
	
 触媒部位に存在する亜鉛近傍の構造はこ
れまでに結晶解析された β-炭酸脱水素酵素 
(β-CA) で共通して見出されていた構造に類
似していたが、基質の認識に関与すると考え
られるアミノ酸残基の一部に変異が見られ



 

 

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。COSase の触媒部位、および、全体
構造を 2 種の構造と比較した結果、COSase
は Cab型に属すると考えられた。 
	
 COSase の基質結合部位近傍のアミノ酸残
基である N 末端から数えて４５番目のメチ
オニン残基（メチオニン 45、以下同様）、ヒ
スチジン 63、イソロイシン 82、ロイシン 87
は、CAの活性部位との比較によって COSase
に特異的に存在するものである事が示され

た。このことは COSase の触媒活性に影響を
及ぼすことが示唆されるため、これら 4つの
アミノ酸残基のそれぞれに、CA で見られる
アミノ酸やサイズの小さいグリシンへの点

変異導入を行い、4 種の変異体を作製した。
また、COSase は低い CO2加水分解活性を示

すが、類似の酵素である二硫化炭素加水分解

酵素（CS2 hydrolase）は CO2加水分解活性が

ないと報告されている。そこで、COSase と
CS2 hydrolaseの活性部位の構造比較を行なっ
たところ、CS2 hydrolaseのアルギニン 20とグ
ルタミン酸 38に相当する位置で COSaseはイ
ソロイシン 33、アラニン 47 となっており、
疎水的な環境になっていることが明らかに

なった。そのため、触媒ポケットの奥に位置

するアミノ酸残基イソロイシン 33 が基質認
識に関与する可能性が高いと考えられたこ

とから、CS2 hydrolaseタイプのアミノ酸への
点変異導入による変異体も作製した。即ち、

COSase のイソロイシン 33 をアルギニンに、
アラニン 47 をグルタミン酸に置換した部位
特異的変異体を作製した。これらの変異体は

GST を付加した組換え体の発現系を作製し
たが、これまでのところ、活性測定、結晶解

析に十分な酵素を得るまでには至っていな

い。さらに発現系を工夫する事で、その活性

の変化を調べると共に、それらの精製酵素に

ついての結晶構造を詳細に解析する計画で

ある。 
	
 COSaseとβCA、CS2 hydrolaseの結晶構造
の比較から、COSase ではα5 へリックス
(118~133アミノ酸残基目）が基質ポケットに
繋がるトンネルとして存在することで基質

特異性を決定している事が示唆された（図

１）。そこで、この部分の欠損変異体の組み

換え体を作製し、His タグを付加した発現系
構築を試みた。COSaseの野生型の活性は 1.1 
× 102 nmol/µg/min であるのに対して、欠損
変異体では 1.7 nmol/µg/minの活性であった。
この結果、COSaseにおいて、α5へリックス
は酵素タンパク質の立体構造形成に大きく

寄与している可能性が示唆された。 
 
 
 

 
 

 
 
 

 

 
 
図１．COSase の立体構造。青と赤の二つの

サブユニットを示す。灰色の丸印は活性

中心の亜鉛原子を示し、黄色は基質

（COS)、あるいは反応生成物（H2S,CO2) 
の移動するトンネルの端を示す。 

 
（２）新規 COS分解細菌および真菌の分離	
  
	
 細菌	
 COS の分解が確認された土壌から、
計228株の細菌を無作為に分離しCOS分解を
調べたところ、活性に差は見られるものの高

頻度で COS分解が確認され、従属栄養性の土
壌細菌には COS 分解能が広く見出される事
が確認された。これらの中から 25 ppmv COS
を 3時間以内に検出限界値以下にまで分解す
る K23株、及び K42株が得られた（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．土壌から分離された新規 COS分解細菌

による 25 ppmv COS の分解。 
 
16S rRNA の塩基配列を基に系統解析を行な
った結果、K23 株は Rhodococcus 属、K42
株は Mycobacterium 属に属する細菌であり、
特に後者についてはKato et al.(2008)の結果
を裏付ける成果が得られたと云える。 
	
 真菌	
 上記土壌から 59株の真菌を分離し、
この内 10株に 30 ppmv COSを５時間以内に
分解する活性が確認された。更にこの内５株

は 1.5 時間以内の分解が可能であった。高い

α５ 



 

 

分解活性を示した 5 株について、ITS 領域の
塩基配列を元に近縁種検索を行なったとこ

ろ、Trichoderma属（4株）、 Arthrographis属
（1株）、に近縁であり、特に Trichoderma属
に比較的高い頻度で COS 分解能を有する菌
株が見出される事が判明した。 
	
 今後はこれらの菌株を用いて、COS分解活
性の至適条件の検討、COS分解酵素について
更に研究を進め、COSの微生物分解に関する
基礎的情報の充実を図ると共に、これらの微

生物の COS 分解活性を利用した効率的な
COS 除去技術の創出に向けた研究を継続し
て行なう計画である。 
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