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チ オ シ ア ネ ート （NiC ・S．）の 白然発 生 源 は植物の 配糖体で あ る グル コ シ ノ レ
ー

トの 分解 物 が 挙げ られ る が 、人 為起 源 と して は鉱 山 ・
製錬廃液や コ

ー
ク ス 廃液

な ど に含 まれ る シア ン化物の 毒性 を下げ るた め に 生 成 され た もの 、農薬
・
染料

製 造 な どの 化 学合 成 な ど多岐 に及ぶ 。チ オ シ ア ネートは比 較的安定で 限 られ た

細 菌種 に よる 分解 が 報告 され て い るの み で あ るが 、代謝 巾間体 と して 硫化 カ ル

ボ ニ ル 〔COS ）を経る COS 系路 と シ ア ン 酸塩 を経 る CNO
齟
系路が知 られ る 。COS

系路 の 最初の 反応 を触 媒する チ オ シ ア ネ
ー

ト加水分解酵素（SCNase、　EC　3、5．S、8）
は Thiobaciilus　thioparus か ら見出 された 新規酵素で 、コ バ ル トを活性部位 に含 む
ニ ト リル ヒ ドラ ターゼ に 類似する が 、無機 の ニ トリル を唯

一
の 基 質にす る な ど、

ユ ニ ーク な 特性 を有す る。SCNase は Thiohatophiius属 な どの 他 の チオ シ ア ネ
ー

ト分 解細 菌に もそ の 存 在が 確認 され て い る。
SCNase の 反応産物で あ る COS は 常温で 気体の 、　H。S に 類似する有毒物質で あ

る。自然界で の COS 分解 は CO2 の ア ナ ロ グ と して 光合成反応 に取 り込 まれ る系

路 な ど、気体 を基質 とす るい くつ か の 酵素で 副次的反応が知 られ るが、硫黄酸

化 に 関わ る 反応は 不明で あ っ た 。一方、Z 　thiopar ”s は COS をH2S と CO2 に分解

し、前者は 電子供与体 と して エ ネ ル ギ ー生 成 に リン ク す る。本菌か ら得 られ た

COS 加水分解酵素 （COSase ）は、βフ ァ ミ リ
ーカ ーボ ニ ッ ク ア ン ヒ ドラ

ーゼ 〔β
一

CA ） に類似 する が 、　 CO ．の 水和反応が み られない など、こ れ まで の CA に はな

い ユ ニ ーク な特 徴 を示 す。基 質 認識や 反 応の 詳細 を明 らか に す る ため に 、
COSase の 結 晶構 造解析 を行った 結果、全体構 造は β

一CA に類似 して お り、5 本

の βス トラ ン ドか らなるオ
ー

プ ン βシ
ー

トと a ヘ リ ッ ク ス に よ り構成 さ れ る α／β

構 造を形成 し、非 対称 単位 中に COSase一分子 が存在 し、互 い に垂直 に交わ る 2
本 の 結晶学的 2 回軸 で 関係づ け られ る分子間で tetratnerを形成 する こ とが 示 さ

れた 。活性部位の 存在が 予想 され る平行 βシ
ー

トの C 末端近傍 に亜鉛 イ オ ン と

考 え られる電子密度が観測 され、金属含量の 測定結果 とも
一

致 した c 活性部位

の 空間は 構造既知の β
一CA に比べ 狭 く、また溶媒領域か らほ とん ど遮蔽 され る と

い う特色 を有 し、基 質認識 との 関連が 考 えられ る。
COS は 大 気中の 硫黄化合物 の 中 で最大 の 濃度で 存在 し、成層 圏で 光分解 され 硫

酸 エ ア ロ ゾ ル 生 成 の 要因 とな るた め 、地 球の 気候変動 に影響 を及 ぼす。人為起

源 が 大 気 へ の 放 出量 の約 U3 を 占め 、更な る増 加が 予想 され る ．一
方．　 COS は硫

黄 系不純物 と して 精密加工 に お い て 問題 と なる こ とか ら 、今後は 本酵素 を用 い

た 効率的 な COS 除去 へ 向け た研究が 重 要 であ る と考 えて い る。
本研 究は 、科学研 究費補助金 基 盤 研究 B183toe20 の 支援 を受 け行 なわ れ た。

従来、微生物の 生産する 酵素 を探索する 方法 として は 、土壌な り海水 な り環境

を分離源 と して 微生物をス ク リ
ー

ニ ン グ する とい う手法が とられ て きた。とこ

ろ が近 年の 分 子生 態学的解析 等 に よ り、L
’
i然 環境 中に 存在す る微 生物 の 実に

99°1。は、分離
・
培養 された こ との ない 未知微生 物で ある こ とが明 らか とな っ て

きた ，、我 々 が こ れ まで 目に して きた微 生物 は氷 山の
一

角で あ り、環境 中に は 見

た こ ともない 微生物が膨大な量存在 して い る の で ある 。こ の 事実 を踏 まえる と、
こ れ まで の 分離培養を介 した酵素の 探索方法は．微 生物の 培養 自体 が大 きなバ

イア ス となっ て お り．環境 に備 わ っ た微生物多 様性 が十分に生 か しきれ て い な

か っ た こ とがわか る。「酵素」とい う分子が 探索の 対象で ある ならば、微 生物を

丸 ご と生 け捕 りに する こ とは ない 。それよ りも酵素を コ
ー

ドする 「遺伝 子」を

対象 に、こ れ まで ア クセ ス で きなか っ た難培養 性微 盤物に まで 探索 の 間口 を広

げ る の が 有効 で は なか ろ うか。一　 こ れ を 実現 す る の が メ タ ゲ ノ ミ ク ス

〔metagen 。mi 。s）の 手法で あ る。本 講演 で は、未利用微 生物の探 索手法 として 有

効な メ タゲ ノ ミ クス に つ い て 概説する 。また、レ ポ
ー

タ
ー

ア ッ セ イ に 基づ くス

ク リ
ー

ニ ン グ法SIGEX （Substrate−lnduoed　Gene　Expression）1
及びPIGEX 〔Product−

tnduced　Gene　Expression〕2
に つ い て 紹介 する 。

SIGEX は化合物 に 依存 した遺伝子 発現 ユ ニ ッ トをス ク リ
ー

ニ ン グす る 方法で

あ る。メ タゲ ノ ム ラ イプラ リ
ー

を構 築する 際、遺伝子断片の 挿入位置下 流 に GFP
な どの 高感度 レ ポ

ー
タ
ー

を配置 して お くこ とで 、化合物に よ り応答す るス イ ッ

チ （転写 因 子 な ど）が あれ ば 、下 流 の GFP が 連動 して 発 現 する と い う仕 組み で

あ る。Uchiyamaらは 安息香酸の 存在下 で 大腸 菌 を宿 主 と した メ タゲ ノ ム ラ イブ

ラ リ
ー

をス ク リ
ー

ニ ン グ し、安息香酸特 異 的な新 規転 写 囚 fBe 刀R を取 得 す る こ

とに成功 した 。た だ し この 方法は 、酵素で は な く転写 因 チを ス ク リ
ー

ニ ン グの

タ
ー

ゲ ッ トとして い る 。そ こ で演 者 らは 、酵素 を直接の タ
ー

ゲ ッ トとす る P［GEX
を開 発 し た。
PIGEX で は生成物に 依存 して 発現す る遺伝子 ユ ニ ッ トを使 う。こ れ は SIGEX で

得た もの を活用す る。我 々 は 、BenR の 下流に GFP を連結 したユ ニ ッ トを使 い 、
安息香酸 ア ミ ドを安息香酸 に 変換する 酵素 〔ア ミ ダ

ーゼ ）の ス ク リ
ー

ニ ン グを

行 っ た。BenR −GFP 遺伝子ユ ニ ッ トを含 む大腸蘭 をセ ン サ ー
細胞 と して 用意 し、

これ と は別 に メ タゲ ノム ラ イプ ラ リ
ー

を構築 して お く。セ ン サ
ー
細 胞 とメ タゲ

ノム ラ イブ ラ リ
ー

を安息香酸 ア ミ ドの 存在下、96穴マ イク ロ プ レ
ー

ト内で 共培

養す る。安息香酸 ア ミ ドを安息香酸に 変換す る活性があれば、培養液 に安息香

酸が 蓄積 しBenR が動作す る 。その 結果、　GFP の 遺伝子が発現 し、蛍光 シ グナル

と して 現 れ る とい う仕組み で ある。こ の よ うな方法 で 、新規遺伝 于 3種 を含む

10種 余 りの ア ミ ダ
ーゼ を取得する こ とがで きた 。

上 記．SIGEXIPIGEX を活用 した酵素 ス ク リ
ーニ ン グ法 は活性 ス ク リ

ーニ ン グ

と相補的 に活用す る こ とが で きる が 、遺伝 子発現ユ ニ ッ トの 取得が 律速 と なっ

て い る。現在我々 は、汎用性の 拡大 を 目指 した 発現ユ ニ ッ トの 取得、改変 を行

な っ て い る。
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