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　　Thc　irGn−oxidizing 　bacterium　Thioba‘i〜lus／Lrreoxidans　inhab王ts　dra正nages 　in　 acid

mines 　 and 　plays 　a　crucial 　role 　in　the　bactcrlal　lcaching　 of 　sulfide 　 ores ．　The 　value 　 of

T．　ferrooxidans　in　bacter三al 　lcaching　may 　be　due　tQ　the　ability 　of 　this　bacterium　to　oxidize

both　ferrous　ions　and 　reduced 　sui 蝕r　compoumds ．　 To 　obtain 　more 　valuablc 　strains 　for

bacterial　Ieaching，　it　is　importanuo 　study 　the　mechanism 　of 　iron−and 　sul 蝕 r −oxidation

三nT ．プ
「
errooxidans 。　The 　following　findings　are 　discussed　in　this　paper。

（！） Aproteinous 飴ctor 　having　 a　 sti皿 ulating 　 effect 　on 　iron−oxidizing 　actlvity 　 was

　　puri丘ed 　from　T・丿eerrooxidans 　grown　on 量ron −salts 　med 正urn ・

（2）Novel 　 sulfur − and 　 sulfite −oxidizing 　 enzynes
，
　 namcly

，
　 surfur ：ferric　 ion　 Qxido −

　　 reductase （SFORase ） and 　 sul 丘te ：ferric　 ion　 oxidoreductase ，　 wcre 　 found　 in　T．

　　ノkrrooxidatts，
　and 　the　actual 　substratc 　during　a 　solid 　su1 負ユr　oxidation 　by　SFORase 　was

　 　 identined，

（3） Anew 　route 　for　sulfur 　oxidation 　 Qther 　than 　that　previously　reported 　was 　proposed

　　 in　T▽乙r厂ooxidairs
，
　in　w ｝麺ch 　elemental 　sulfur 　is　oxidized 　by　the　cooperatlon 　of 山 ree

　　 enzymes ，　 namely
，
　SFORase ，　 sul 丘tc ：ferr三c　ion　 ox 三doreductase，　 and 　iron　 oxidase ，

　　 and 　Fe3＋
and 　Fe2＋

act 　as 　mediators 　of 　eiectrons 　among 　these 　enzymes ．

（4＞Evidence　that 山is　new 　sulfur 　oxidat 三〇 n　route 　i＄ actual 旦y　involved　in　aerobic 　su 王fur

　　 oxidation 　by 　this　bacterium 　is　presented ．

（5） The 　mechan ｛sms 　fbr　 the 　inhibition　by　Gu2＋ and 　Co2 ＋ Qf 　the 　5ulfur 　metabDlism 　of

　　 T ．　ferrooxidans，
　 and 　the　mec   nisms 　for　Mn4 ＋ and 　Mo6 ＋ reduction 　wi 血 elemental

　　 sul ｛rur　by　 T・プ診rroexidans 　were 　clarificd ・

1， は じ め に

　ThiobaciUus 属細菌 は生理学的性質 の 異 な っ た 多彩

な微生物群 を 包含 して い る が，金属鉱 石 か ら有用金

属 イ オ ン を溶出させ る 技術で あるバ ク テ ウア リ
ーチ ン

グ
1 −S）

に お い て 重 要な役割を 担 っ て い る の は，好気性

の 絶対独 立栄養細菌 で あ る 硫黄 酸化 細菌 丁・tliioo −

xidans お よ び鉄酸化細pa　T ・ノ「lerroexidansと考 え られ

て い る．後者 は ， 還元型無機硫黄化合物ばか りで な く

Fe2＋ を も酸化で き， こ うして 生成される Fe3＋ が 各種

金属 イ オ ン に 対す る 強力な 酸化剤で ある 等の点から特

に 重 要 と考え られて い る．両 細 菌共 に ， 空 気 中の 炭酸

ガ ス を 固定して 独立栄養的 に 生育で き， ま た金属 イ オ

ン が 可 溶性で 安定 な 酸性条件下 に 生息で きる とい う特

徴を持 っ て い る．

　本研究は，工 業的に よ り有用 な鉄酸化細菌を育種す
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Fig，1．　 Absorption　spectra 　of 　stimulating 　factor　from　T ．　ferγ ooxidans ，

　　
一

， oxidized 　fQrm ；
一一一，皿 oderately 　 reduced 　 form ；

・…，　 ieduced 　foTm

るた め の 基礎研究として ，T ．　fettoaxidansの 鉄酸化

酵素系 ， 硫黄酸化酵素系 ， 重金属 イ オ ン に 対す る 阻害

機構 の 解明 を 目的 と して 行 っ た もの で ， T ．　ferroo一

鉐 4 硼 ∫ AP19 −3 株 中 に FeS ＋

を 電 子受容体 にす る新

規 な硫黄酸化酵素，亜硫酸酸化酵素 の 存在を明 らかに

し，従来報告 されて い るもの と は異な っ た 新 しい 硫黄

酸化経路 の 存在 を提案 した の で ，こ の 点を 中心 に 解説

した い ．

2．　 鉄酸化酵素系
4麝7）

　鉄酸化細菌 に おい て 最も特徴的かつ 重要な酵素は 鉄

酸化 酵素 お よ び 硫黄酸化酵素で あ る．鉄酸化細菌 の エ

ネル ギ ー
源で ある Fe2＋

は ，
　 pH 　3 以下 で は分子状酸

素 で 自動酸化 さ れ に くく安定に 存在す るた め， 本菌は

一般 に pH 　3以下 の 酸性環境下 に生息 して い る．　Fe菖
ツ

Fe2＋
の 標準酸化 還 元電位 が ＋ O．　771V と 02／H ，O の

そ れに 近 い た め，鉄酸化酵素は最 も単純な 電子伝達系

か ら構成 され て い る と考え られ て い る が，完全な解明

は現在 に 至 っ て もま だ な され て い な い ．本項で は，鉄

酸化酵素 の 重要 な成分と して ，銅 と C 型 チ トク ロ ム を

含むタ ン パ ク質 〔stimulating 　factorと命名 した）を 電

気泳動的に 単一な標品 と して 得 ， 2〜 3の 性質 につ い

て 検 討 した の で こ れ に つ い て 述べ る．4’5｝

　 0，01M 以下の リ ン酸 カ リゥ ム 緩衝液中 で 鉄酸化細

菌洗浄細胞を 超音波破砕 して 得 られ る 膜 画 分 は，大き

く破砕さ れ た plasma　membrane と考え られ強い 鉄酸

化活性を 示 した．41
この 膜画分 を さ らに イオ ン 強度を

上げた 0．1M リン 酸 カ リゥ ム 緩衝液 中で 超 音波破砕を

oo8
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Fig．2．　Effects　 of 　ferrous　ion　 on 　the　 spectrum 　 of

　　stimulating 　 factor　 in　 O．1M β・alanine −SO42 −

　　buffer
，
　plヨ［3．5．

　　Absorptlon　 spectra 　 of 　 stimulating 　 facter　 after

　 　 addition 　of 　ferrous　sulfate 　was 　traced 　under

　　 anaerobic 　 conditions ．　 Absorption 　 spectrum 　 of

　　 stimulating 　factor　after 　60　min 　aeration 　is　shown

　 　 with 　 a 　 broken　 line．
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Fig3・

　　act 三v 三ty 　 Df 　plasma 　membrane ・

　　Symbols：　○，　plasma 　membrane 　（4．21ng 　Qf

　　protein ）wh 廴ch 　has　a　bw 　level　of 　iron−exidizing

　　activity ；　■，　 puri丘ed 　stilnulating 　factor（0．41　mg

　　of 　protein）was 　added 　to　plasma 　 membrane （4．2

　　mg 。f　pr。tein）； ■ ，　 purified　 sしimulating　 fact。 r

　　（0．4mg 　of 　protein）・

行うと，plasma 　m εmbrane は さ らに 細か く破砕 され，

同時 に 鉄酸化活性 が ほ とん ど消失 して しま っ た． こ

の 原因 は膜画分 よ り鉄酸化 に 必要な 成分 （stirr・ulating

factor）が可 溶 化 し 除 か れ て しま っ たた め で あ る．

stimulating 　 factor を 電気泳動的に 均
一な 標 品 と して

精製 し，分子中に銅 成分 と C 型 チ トク ロ ム （ハ イ ドロ

サ ル フ ァ イ トで 強 く還元する こ とで 存在が 検出 で き

る） を 含ん で い る こ とを 明 らかに した （Fig・1）．5） 分子

中の 銅成分は酸性条件下 Fe2t『に よ っ て 還 元 され る が

（597　nm の ピークが 消失す る こ とで 確認 で き る），

一

た ん 還 元 され た銅は 自動酸化され な か っ た　（Fig．2）．

O
り

匸

酊
』
」

O
の

n
＜

0　　　40 　　 80

　　Tlme （sec ）

Fig・　4・ IrQn−cy ヒ。 chr 。 me ‘ reductase 　 activity 　 of 　pu ・

　　 rified 　 stimulating 　fa〔：tor・

　　The 　 composltlon 　 of 　the　 reaction 　 mixture 　 was 　as

　　 fonows：　 acetate 　buffer
，　150 μ mel ；　　purified

　　 stimulating 　factor，0．76　 mg 　 of 　protein ∫ mam −

　　malian 　 cytochrome ‘ 〔Sigma　type 皿），10
−s

　M ；

　　 ferrous　 su1 魚 te，10 μmol ．　 The 　total 　vQlume 　 was

　　 3．O　ml ．　　Symbols二　　〇，　chemical 　reaction 　at

　　pH 　5．5； ●，　puri 丘ed 　 stimulating 　facter，　 at　pH

　　 5．5； △ ，chemical 　 react 量Qn 　 at　pH 　5．　O； ▲ ，　 stim −

　　 ulating 　factQr　at 　5，0．

stimulat 正ng 　 facter は 鉄 酸 化 活性 を 失 っ た plasma

mernbrane の 鉄酸化活性を活性化す る作用を持 っ て い

た （Fig・3）．ま た ，
　pH 　5．5で Fe2＋

に よ る mamrnalian

cytQchrome 　C の 還元を触媒す る活性，す な わち iren・

cytochr 。 me 　 c　 reductase 活
’
性を示 した が，　 pH 　5．0 以

下 で は こ の 活性 は認 め られな か っ た （Fig．4）．

　Fe2 ＋一無機塩 培地 に 1mM の Cu2 ＋

を添加 して 培養

す る と，洗浄細胞 の 鉄酸化活性は約ユ．56倍増大 した．

Table　1．　 Summary 　of 　the　purificatien　procedure　for　 stimulating £actor 　from

　　gK 　 medium 　 gr。wn 　 cells ・

Fraction
Totalprotein

（mg ）

Totalactivity

（units ）

Specificactivity
　 ・45・・IA2s・

（units ／mg ）

Yield
（％）

EI−P ・S・P −S

Heat 　treatnlent

Precipitatien　at　pH 　4・5

DEAE 　 cellulose

negative 　adsorption

4422735036 18602047120016744．27

，524

，046

．5

0，051G

．052O

．ユ25O

．132

10061

．813

．38

．1
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Table　2．　 Summary 　of 　the　purification　procedure　for　stimulating 　factor　from

　　gK，CuSO4 （10
−3

　M ）mediu ！n 　grown 　cells ．

Fraction
Totalproteln

（mg ）

TotalactlVlty

（units ）

Specificactivlty
　 ・459・μ 28 。

（Units ／mg ）

Yleld
（％）

EI・P・S・P・S

Heat 　treatrnent

Precipitation　 at　pH 　 4．5

DEAE 　 cellulose
negative 　adsorption

37工

25989

．574

．2

393039102005270010．615

．122

，436

．4

0，0470

．0530

．063O

．130

10069

．824

．120

．　0

Cu2 ＋

添加また は無添加の 培地 で 培養 した 菌体 か ら

stirnulating 　 factorを そ れ ぞ れ 精 製 し比 活性 お よ び総

活性を比較した と こ ろ ， 比 活性は ほ ぼ 同 じで あ っ た が ，

Cu2＋
添加培地で 培養す る と総活性が約1．61倍高くな

る こ とが 観 察 され，鉄酸化活性 の 上 昇と stimulating

factor の 含量 と に 相 関 が あ る こ とが 明 らか に な っ た

（Table 　1 お よ び 2）．以 上得 られ た結果およ び嫌気条件

下，Fe2＋
の 添加 に よ っ て p玉asma 　 mernbrane に 固く

結合 した C 型 チ ト ク ロ ム が 還元 され，さ らに 好気条件

下で チ トク ロ ム オ キ シ ダ
ーゼ に よ っ て 再酸化 され る と

い う知見より，

6’7〕

鉄酸化酵素系を現在 Fig・5 に示す

ように考えて い る．

　Cobely らも鉄酸化細菌か ら ， ラ ス テ ィ シ ア ニ ン と

彼らが 命名 した 銅タ ン パ ク質を単離 し，
Fe2＋

の 電子

が，ラ ス テ ィ シ ア ニ ン
，

C 型 チ ト ク ロ ム ，チ トク ロ ム

オ キ シ ダ
ー

ゼ
， 分子状酸素に順 に伝達 される鉄酸化酵

素系を提案 して い る・8’9＞ 最近山中らは，鉄酸化細菌か

ら鉄酸化酵素を高度に 精製 し，
こ れ が Fe2＋

の 電子を

酸性条件下 で チ ト ク ロ ム c
−552 へ 直接伝達する 活性

を 持 っ て い る こ とを報告 した．エ゚ ）
近 い 将来， 鉄酸化酵

素系の 解明が急速 に 進む こ とが期待さ れ る．

3．　 硫黄酸化酵素系
11’12 ’

　 T ・ferr・exidans は T ・　tiiiooxidans と共 に 低 pH と

い う異常環境 に生育す る 耐酸性微生物の代表 の
一

つ と

考え られ て きた が，そ の 生育環境が高濃度 の 重 金属 イ

オ ン ，特 に 鉄 イ オ ン に 対 して も異常環境で あ る 点 に 関

して は余 り注 目 され な い で きた．著者は，高濃度の 鉄

イ オ ン の 存在に 対応す る ユ ニ
ークな 酸化還元酵素が T．

ferraoxidans中に 存 在 す る はず で あ る とい う観点か ら，

T ．　ferroexidans　AP19 −3株の 硫黄酸化酵素系の 検討を

行い
， 従来他 の thi。bacilliで報告され て きた もの とは

2Fe2・

2Fe3
・

ゆ「eP

噛
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Fig，5．　 PropQsed　mechanism 　of 　iron　oxidatlon 　of 　7 ．　ferrooxidans，
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Fig．6．　 Proposed　 mechanism 　 of 　 sulfur 　 oxidatiQn 　 Qf τ．／
’
erroaxidans 　AP19 −3，

全 く異 な っ た
， 二 種類 の Fe3＋

を 電子受容体に す る新

規硫黄酸化酵素 （sulfur ： ferric　ion　oxidoreductase お

よ び sulfite ；ferric　ien　oxidoreductase ）と iron　oxidase

とが 鉄 イ オ ン で 連結さ れ サ イ ク リッ クに 回 転す る新 し

い 硫黄酸化経路の 存在を提案 した （Fig、6）．　11’エ2）

　 T ．ferrooxidans　 AP19 −3 株 か ら の sulfur ：

ferric　ion 　 oxidoreductase の 精製 と 性 質
u ’ユ2）

現 在ま で に 多 くの 研究者 が ， 還 元型無機硫黄化合物を

エ ネル ギ
ー

源 に して の T ．　ferrooxidansの 生育 に つ い

て
i3”15 ），硫黄酸化 機 構 に つ い て ，エ6−2° ）

そ して 硫黄酸化

に 関与 する 酵素
21−24｝

に っ い て 報告 して きた．Suzuki

は T．tJtieoxidans か ら sulfur 　di。 xygenase を部分精

製 し，こ れ が 触媒量の 還 元型 グ ル タ チ オ ン （GSH ）の

存在下 ， 元素硫黄を酸化 して 亜 硫酸 （SO32
−
）を生成す

る こ とを 示 した．2s’26〕 sulfur 　 dioxygenaseが，　 T ．

’ゐ吻 ¢ 耀 ∫・21 ｝ T ・nove 〜lus，
2e’T ・　ferr・ ・ a

’idansM ）

に も存

在する との 報告から，T ・　ferrooscidansに お い て も T ．

thiooxidans と同様 の硫黄酸化経路 （Fig．7）が存在 し

　 　 　 　 　 SuL「ur 　 dIox
四

e ［δ5e

一 ぬ掌 ∵
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 APS

Fig，7．　Post凹正ated 　scheme 　for　sulfur

　 　 Thioba‘〃 us 　ifhiooxidans．25・26・29・30 ）

oxidation 　of

E
二
。

E3u

ωリ
コ
09

α

 
」

7654321
ε

＝
。

象
）
。
・

茗
。、
α

旭

∈

を
∈

3
℃

86
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Ω

 
」

　　　　　　　 012345 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0246810

　　　　　　　　　 Time （h。 urs ）　 　 　 　 　 Time 〔h。ur5 ）　 　 　 　 　 Tlme （h 。 urs ）

Flg．8．　 Effects　of　 the　 concentrations 　of　cells，　 elemental 　 sulfur ，　 and 　ferric　ion　 on 　 the　 aetivity 　 of

　　the　ferric　ion−reducing 　systern ．　 The 　reaction 　was 　done　under 　aerobic 　conditions 　in　the　presence

　　of 　5　 mM 　 cyanide ，（A ）Effects　 of 　 cell　 concentration 　 of 　the　 activity 　 of 　 Fe3＋
reduction ．〔B）

　　Effects　of　elemental 　su］fur　concentration 　 on 　 the 　 activity 　 of 　Fe3＋
reduction ．（C）Effects　 of

　　Fes＋　cQncentratien 　 qn 　the 　ac てivity　of　Fes＋

　reduction ．
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て い る と考 え られ て き た．　16’2！’x2’24 ）
こ の 硫黄酸化経路

に よれ ば ， まず触媒量の GSH の 存在下 で 元素硫黄 の

8 員環 が 化学的 に 開裂 し ポ リサ ル フ ァ イ ドが 生 成す る．

ポ リサ ル フ ァ イ ドは sulfur 　di。 xygenase の 作用で 分子

状酸素 に よ っ て 酸化 さ れ SO32一を生成す る．　 SO32一

は 2 種類の 方法 で さ らに 硫酸まで 酸化 され る が，そ の

一
つ は，亜硫酸

一
チ トク ロ ム C 還元酵素 が 関与 し，も

う
一

方は ア デ ノ シ ン
ー5
’一ホス ホ ス ル フ ェ

ート還元酵素

お よ び ア デ ノ シ ン ジ リン 酸 ス ル フ リラ
ー

ゼ が 関与す る

経路 で あ る．29’so ）

　さて 鉄酸化細菌は そ の 名が示すとおり強力な Fe2＋

酸 化 活 性を有 して い る た め に，こ の 菌 が 元 素硫黄 （S °

）

を電子供与体に して Fe3＋
を Fe2＋

に 還元す る酵素を

持 っ て い る こ とは長い 間気づ か れな い で きた 。硫黄無

機塩培地 に 添加 した Fe3＋

が Fe2＋

に 還 元 され る 現象

は，SuifOlobecs　acidocaldarius ，31） 71．　ikio ・ xid α ns ，31’52 ）

そ して Z 　ferrooxidansSl132｝
を用 い た生育実験で報告

され た が，こ の Fe3＋

の 還 元 が 酵素的に 行 われ る の か

否 か につ い て の 明 確 な 知 見 は 得 られ て い な か っ た．

　寒天平板 で 単
一

コ ロ ニ
ー

として分離 した絶対独立栄

養細菌 T ．ferroaxidans　 API9−3 株
ss−36｝

の 洗浄細胞

を嫌気 条件下 ， pH 　3 で S°

お よ び Fe3＋

を 含む反 応

液中で incubate す る と Fe3＋
を酵素的 に還元 し Fe2÷

が 生 成す る こ と，
FeZ＋

の 生成量 は菌体濃度 ， 電 子供与

体で あ る S°

濃度，電 子受容体 で あ る Fe3＋ 濃度 に

そ れぞ れ 比 例 して 増 大 す る こ と等 を 明 らか に しrt　11）

（Fig・8）．好 気 条件下で は 全 く Fe2＋
の 生成 は観 察 され

なか っ たが ， 好気条件下で も鉄酸化酵素を完全 に阻 害

す る 5mM の シ ア ン を存在さ せ る と，嫌気条件下 で

観察 され た と同程 度 の Fe2＋
の 生 成が み られた （Fig．9｝．

E
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Fig・9・　Effects　of 　cyanide 　on 　the　activity 　of 　Fes＋

reductiQn 　by　washed 　intact　 cells　 of 　T ．　ferl’oo ・
xidans 　AP19 −3　 under 　 aerobic 　 conditions ．
As 　a 　cGntrol

，
　 the　reduction 　of 　 Fe3÷

　under

anaerobic 　conditions 　w ε」s　done　with 　a　colnplete

reaction 　 mixture 　lack置ng 　 cyanide （x ）．

こ れ らの 結果は，S°
の 酸化 に伴 っ て 生成 した Fe2＋

が

鉄酸化酵素 に よ っ て 直 ち に再酸化 され る こ とを示 して

い る．

　洗浄細胞を用 い て ， 嫌気条件下 S°
に よ る Fe3＋

還

元の ス トイ キオ メ b リーを 検討 し， 下記 の 式 に 従 っ

て 硫黄酸化反 応 が 進む と推定 した （Fig・10）．エ1）
まず

4mol の Fe3＋

が 1mo1 の so に よ っ て 還元さ れ ，

4mol の Fe2 ＋

と 1mol の SO32一を生成す る （1式）．

　 　 　 　 　 　 　 　 Ferric　ion　redu ζi〔9　system

S
° ・ 4F・ Cい 3H

、
。　L 　H，5。、

・ 4F ・Q2 ・ 4HCL （1）

H2SO3 †

　2FeCl3
　 　 Chem 鴎 al　rea ⊂ tlon

・ Hzo 」 一・Hzso4 ・2Feα 2　＋　2Hq 〔2）

（1）・〔2）

　　 S
°
　　†　　6FeC13 今 　4H20 　

−一一一一一→ 　卜于2SO4 　や 　6FeCt2 ＋ 6Hq （3｝

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Iron 　　@oxidas

6F・ q
、 ・6HC

い3
／ 2。

、 亠6F・C13 ・3H （

j 　 　　　（3）。

4冫 　　 　
　

　
　se ・3

／ 202 ・H20 − − H2SO4 　　　　　 　　　

【5） Fig ．10．　Stoichiometry　 Gf 　anaerobic 　and 　aerobic　 sulfut 　 oxidations 　by　 Z 　ferrooxidans 　AP
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1 式を触媒す る酵素を鉄還 元酵素系 ferric−ioll　 reduc −

ing　systeln と 仮に 呼 ん だ が， 後 に 電 気 泳動的 に 単
一

な

標品 と して 単離し，
su ！fur： ferric　i。 n 　 oxidoreductase

（SFORase ）と命名 した．12） 次 い で 1 式で 生成 して くる

中間体の SO32一が 2mol の Fe3＋ に よ っ て 非酵素的 に

酸化 され，2mol の Fe2＋

と 1mQ1 の 硫酸 イ ォ ン （SO42っ

を 生成する．こ の 反応 が酵素的に も行 わ れる こ とを後

で 確 か め sulfite ： ferric　 ion　 oxidoreductase と命名

＝
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Fig・11・　Production　of 　ferrous，　 sulfate ，　 and 　sul 丘te

　 　 iolls　in　 anaerobic 　 oxidation 　 Qf 　 e 工ernental 　 sulfur

　　 with 　 ferric　 ion　by　 washed 　intact　 ce 重ls　 Qf 　 T ．

　　ferrooxidans　API9 −3．

　　Symbols：　●，
　 Fe2＋ production　 in　a 　 com 正）lete

　　reaction 　 mixture ； ▲ ，　 SO42− production　in　a

　　 complete 　 reaction 　 mixture ； ○，　SO42
−
production

　　in　a　COmplete 　reaCtiOn 　miXture 　laCking　CellS ；　θ
，

　　SO42− production 　in　a　 complete 　reaction 　mixture

　　lacking　elemental 　 sulfur ；　Q ，　 SO42
−
　production

　　in　 a　ccmp 置ete　reaction 　mi ：　ture　lacking　Fe3＋

；　■
，

　　SO32L　pr。ducti。 n 　in　a　cornplete 　reaction 　mixture ；

　　口 ，　SO32
−
　production　in　a 　complete 　reaction

　　 mixture 　 except 　 that 　 active 　 ce11s 　 we 【 e　 replaced

　　by　cells 　boiled　for　10　min ・

した，嫌気条件 下 に お け る S°
に よ る Fe3＋

還元 の

全 反 応式 は 3 式 と な る E すなわ ち，linel の S°

は

6mol の FeS＋

に よ っ て 酸化 され 1mol の SO42｝と

6mol の Fe2t を生成する．生成す る SO42‘と Fe2＋

の mol 比 は 実測 の 結果 0．　g5〜1．15 対 6．0 で あ っ た

（Fig．　11）．嫌気条件下 で 生成す る 6mo1 の Fe ？t が，

好気条件下鉄酸化酵素に よ っ て直ちに酸化されるとす

れば 4 式 の よ うに な る．従 っ て ，好気条件下に おけ る

T ．ferrooxida？ns 　AP19 −3 株の so 酸化 の 全式 は 5 式と

なる．AP19 −3 株の 硫黄酸化 に 際 して 5 式 が成 り立つ

こ と が実際に 確か め られた が （Fig・　12｝，　5 式は 　T．

5

4

3

2

＝
o
∈

气
）
で

 

E
コ

饕
8

δ　 1

　 　 　 0
　　　　 0　　　　　　 1　　　　　　 2

　　　　　　　　　SO孕 P・。duc・d （pm 。D

Fig．ユ2．　Relation　between　oxygen 　consumptiQn 　and

　　sulfate 　production　in　an 　aerobic 　su 五fur　Qxid 飢 ion

　　bY　7
’・ferroaxidans　AP ユ9−3．

Table　3． Summary 　 of 　 puri丘cation 　procedure　 for　 sulfur ： ferrie　 ion　 oxidoreductase

　　 from　ir⊂》n −grown　T ・ノ「lerrooxidans　AP 工9−3．

Step
Totalprote

；n

（mg ）

TotalactlV
五ty

　（u ）

Sp　acta

（U ／mg ）

Yield
（％）

Cel］　extract

105，000×gsupernatant

（NH ，）2SO4 （O　te　40％ ）

Sephadex 　G −IOO

FPLC （Mono 　Q ）b

PAGE ・gel　 cut ‘

744．3364
．5111

．815

．5

　 1．1

　 0．1

7，4437

，9467

，2225

，
　5951

，121

　 154 ．3

　 10．0

　 21．8

　 64．6

　 361．01

，019，81

，543 ．2

100．0106

．897

．075

．215
．0

　 2．0

aThe 　activity 　of 　sulfur ：ferr宝c　ion　oxidoreductase 　was 　determined　by　measuring 　sul 五te

　produced　in　 the 　 reaction 　 mixture 　 under 　 aerobic 　condi しions　at　pH 　65 ．
西 Purification　 with 　 an 　 anion ・exchange 　resin 　or 　Mono 　Q　column （0．5by 　5　cm ）of 　a

　Pharmac …a 　FPLC 　 system ・
‘ Afte【 PAGE

，
　tlle　enzyme 　fraction　on 　the　gel　was 　cut 　off 　and 　extracted 　with 　O．1M

　sodium 　phosphate　buffer（pH 　6，5），
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thiaoxidans が S°

を酸化す る 際の 式 と 同じで あ り，

両者は単 に 全反 応式を 比 較す るだ けな ら区別が つ か な

い ．

　 1 式 を触媒す る 酵素，すな わ ち 鉄還元酵素 （FIR

system ） の 精製を試 み，電気泳動的 に 単
一な 酵素標品

を 得 た （Table　3）．
12 ）

こ の 精製 酵素標 品 は pH 　6．5，嫌

気条件下，Fe3＋

の キ レ
ー h剤で ある ・

・phenanthr 。］ine

の 存在下 で ，1mol の so を 酸 化す る 際に，1mol の

SO32一の 生成 に 対 して 約 4mol の Fe2÷

を 生 成 し た

（Fig．13）． こ の 結果から， 1 式を触媒 す る鉄還元酵

素が 単離 で き た と 結論 し，
こ の Fe3＋ を電子受容体

に する 新規酵素を sulfur ； ferric　 i。 n　 oxidoreductase

（SFORase ）と命名 した ．

　 SFORase の 分子量は46，000，等電点は4．6で あ っ た．

SDS −PAGE で 分子量23，000の 位置に 単
一バ ン ドを 示

す こ とか ら，SFORase は 同
一

分子量 の 二 つ の サ ブユ

ニ ッ トよ りな る と考えて い る．SFORase の 最適 pH

は 6．5 に あ り （Fig．14＞，　 pH 　4．5 以 下 ま た は pH 　8．　5

以上 で 活性は 観 察 さ れ な か っ た，SFORase 反応 は

c。factorとして GsH の 存在を 絶対 に 必要とするが

（Fig．15），こ の 理 由に つ い て は 後で ふ れ る ．
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F量g．13，　Production　of 　ferrous　ion　and 　sulfite 　by

　　 anaerobic 　oxidation 　ofelemental 　sul　fur　by　su 旦fur：

　　ferric　ion　 oxidoreductase ．　SFORase 　 purified　 at

　　the 　 stage 　 of 　Mono 　 Q　 column 　 chromatography

　　（30 μgof 　protein）was 　 used 　 in　 the 【 eaction ．

　　Symbols ：　○ ，
　production　of 　Fe2＋

； O ，　produc匡ion

　 　 of 　sulfite ．

（

。
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；
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Fig．14．　 Effects　 of 　 pH 　 on 　 the 　 activity 　 of 　 sulfur ：

　 　 ferric　ion　oxidoreductase ．

　　The 　activitywas 　measured 　by　the 　sul 丘te　produced
　 　 under 　aerobic 　conditions ．　 The 　buffer　used 　in

　　 the 　 pH 　 curve 　 was 　 O．1　 M 　 sodiuln 　 phosphate

　　buffer・Enzyme 　 pu 【i丘ed 　 at　the　 stage 　 of 　Mono

　　Qcolumn 　 chromatog 瓰 phy （30 μg　 of　 protein）
　 　 was 　 used 　 in　the　 reactions 。

　pH 　6．5 好気 条件下 に お い て ， 精製 SFORase に よ

っ て So が 酸化され る際 SO ，
z一

の 生成が 認め られ る が

（Fig．16），
　 Fe2＋

は こ の pH で 直 ち に 自動酸化 され る

た め生成は 観察で きな か っ た，しか し，反 応 液中に e・

phenanthroline を存在 さ せ て お け ば Fe2＋
の 生成を確

認 で きる （Fig．17）．また
，
　 pH 　6，5 好気条件下 に お い

て，反 応 液中に Fe3＋ を添加 しな くて も SO32｝の生成

が 見 られ る が，こ れ は酵素中に c 。fact・ r として 存在す

る と考え られ る Fe3＋

が Fe2t に 還 元 され た後 ， 分子

状酸素で 再酸化 され SFORase 反 応 が進む た め と考え

て い る．反応 の進行 に 伴 っ て 生成され る SO32一は反

応液中に 未反 応で 残 っ て い る S 囗
と化学的に 反 応 しチ

オ 硫酸を 生成 す る．2T ） SFORase は チ オ硫酸を 酸化で

きない の で，反応15分経過後か らチ オ硫酸が反応液中

に 集積 して くる．

　 洗浄細胞 を osmotic 　 shock 処理する と，　 SFORase

は pe【iplasmic　 space の マ
ーカー

酵素で ある 酸姓 ボ ス

フ ァ ターゼ と一緒に sh 。ck 溶液中に 溶出して くる の
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Fig．15．　Effects　 of 　GSH 　on 　the　 activity 　 of 　sulfur ；

　 　 ferric　 ion　oxidQreductase ．

　　The 　 activity 　was 　measured 　by　sulfite 　aerobically ．

　　Enzyme 　purified　 at 　the 　stage 　ofMono 　Q　 column

　　 chromatography （30 μg　of 　pretein）was 　 used 　in

　 　 the 　reactions ．
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Fig．　16．　 Ferrous　ion
，
　 sulfite

，
　 and 　thiosulfate　fbrma−

　　tion　by　the　 aerobic 　oxidation 　Qf 　elemental 　sulfur

　　by　sulfur ： ferric　ion　oxidoreductase ・

　　Enzyme 　purified　at　the　stage 　of 　Mono 　Q　column

　　 chromatography （30 μg　 of 　protein） was 　 added

　　to　the 　reactlon 　mixture ．　 Symbols ： ▲，　production

　　 of 　Fe2
＋

　by　native 　enz アme ；　●，　production　of

　　 su1 丘te　by　native 　enzyme ；　O ，　production　of 　sul 丘te

　　by　enzyme 　boiled　fQr　15　min ；　■，　produc 匸ion　of

　　 thiesulfate 　bア native 　 enz ソme ； 口，　production　 of

　　 thiosulfate 　by　enzyrne 　boiled　for　15　 min ・

　 　 　 　O
　　　　 O　　 1　　 2　　 3　　 4　　 5

　　　　　 Sulfur ：ferr］cニーion　oxidoreductGse
　　　　　　　　　　（層 9Prot ．’ml ）

Fig．17．　Aerobic　produetion　of 　ferrous　ion　by　sulfu 【：

　 　 ferric　 ion　 oxidoreductase ．

　　The 　reaction 　mixture 　contained 　4．　O　ml 　of 　O．　I　M

　　sodiun ユ phosphate　 buffer （pH 　6．5＞，
20 候g　 of

　　enzyme 　purified　 at　the 　 stage 　of 　Mono 　Q 　column

　　chromatography ，20 μg　 of　 GSH 　（adjusted 　 to

　　pH 　6．5with 　 diluted　 NaO 壬1），
100　 mg 　 of 　So

，

　　0．2mg 　of 　bovine　 serum 　albumin ，0，5 μmol 　of

　　Fe3＋，　 and 　 1 μ mol 　 Qf 　 o −phenanthroline．　 Total

　　 volume 　 was 　 5．0　 Tn1．　 S）
・mbo 玉s ： ● ，

　 complete

　　 reaction 　mixture ； ▲，　without 　Fe3＋
∫ ■ ，　wlthout

　　o・phenanthroline．

で periplasmic　 space に局在 して い る と考えて い る

（Fig．18）．
12’

ま た，洗浄細胞 を プ ロ テ ア
ー

ゼ 処理 して

も SFORase 活性 は全 く減少 しな か っ た． さ らに ，

洗浄細胞を 0．5％ フ ェ ノ
ー

ル で 短時聞処理 す る と，

SFORase 活性は 完全 に失活す る けれ ど鉄酸化活性は

影 響 を受 け な か っ た． これ らの 結果 は，SFORase が

本菌 の 外膜表面 に，また 内膜 よ り内側 に 存在 しな い こ

とを 示唆 して い る．

　以上得られた 結果 よ り，SFORase が T ．ferreo＝ idans

API9 −3 株 の periplasmic　space に 局在し ， 鉄酸化 酵

素と共同して 本菌 の 硫黄酸化 に 関与す る新 しい 硫黄酸

化経路の 存在 を提案した （Fig．6）．12 》 T．　thiooxidans

の 洗浄細胞を 用 い tAP
ユ9−3 株 と同 じ条件下 で so に

よ る Fe3＋ 還 元 の 有無 を 検 討 し，　 T ・tliiooxidans に

Fe3＋

還 元 活性 が ほ とん ど 存在 しな い こ と　〔Fig・19），

AP19 −3 株の 硫黄無機塩培地で の生育量が Fe3＋ 添加

量 に 比例 して 増大す る の に 対 して T・thieoxidans に

こ の 現象 が み られ な い こ と （Fig．　20），　 Z 　thieoxidans

の sulfur 　 dioxygenase と SFORase の 性質が非常に
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Fig．　18．　Activities　of 　su 】fur：ferricion　oxidereductase

　　（A ）and 　acid 　phosphata §e （B）in　osmotic 　 shock

　 　fluid．

　　Osmotic 　 shock 　fluid　was 　prepared　by　 treating

　 　intact　 cells 　 wlth 　 50　mM 　 Tris・10　mM 　 sodium

　　EDTA （pH 　7．5）吋 th （●）or 　 without （痼）20％
　 　 sucrose ，　 The 　 activities 　of 　sulfur ：ferric　ion

　　oxidoreductase 　and 　acld 　phosphatase　were 　 me −

　　sured ．　The　protein　 concentration 　in　the　 assay

　　was 　O．094　mg ／ml ．

異 な っ て い る等 の 点 か ら，両菌 の 硫黄酸化機構は本質

的 に 異 な っ て い る と現 在考えて い る．

　 T ．ferroo．vidans 　AP19 −3 株の 硫黄酸化における
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Activities　 of 　ferric・ion　 reducing 　 system 　 of

　 　 　 　 　 　 AP19 −3　and 　 T ．！hiooxidans

Fig ，19，

　 　 T ．ferreoxida．ns
　 　 ON106 ．47）

　　Symbols ： ● ，　 T ，　ferrooxidans　 AP19 −3；　▲
，
7 ．

　 　 1加 oo 鋸 ゴα ，z∫ ON106 ．

鉄酸化酵素 の 関 与
37’3S，

　 前 項 に お い て ，7 ・〃 70 ・

oxidans 　 AP19 −3 株 の 硫黄酸化 に 鉄酸化 酵素 も 関 与

す る こ とを 推定 した．以下，本菌 の 硫黄酸化 に鉄酸化

酵素 も実際に 関与す る こ とを示す結果を示す．

　大量の AP19 −3 株洗浄細胞 を 用い て ，　 so と Fea＋

が存在する 嫌気条件下，鉄 還 元 反 応 を あ らか じめ行 わ

o 5　　　 　 10　　 　　15
TimeCdays ）
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Fig．20．　Effects　of 　ferric　ion　on 　th 巳 grQwth　of 　T ．　ferrooxidans　AP19 −3　 and

　 　 ク
’
．tltiooxidans 　 ON106 ‘？） on 　 sulfur ・salts 　 medium ．
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せ た．Fe2＋
の 生成 した こ とを o−phenanthro】ine 法 で

Fe2＋
を定量するこ とに よ っ て 確認 した 後，遠心分離を

行 っ て 硫 黄 と菌体 を除い た．こ の 様 に ，あらか じめ 洗

浄菌体 に 生 産 させ た Fe2＋

を 含 む 培地 に 少 量 の AP19 ・3

株を種菌と して加え好気条件下で 培養した （Fig・21）．

AP19 −3 株 が 自分で 生 産 した Fe2÷

を 酸化 して 増殖 で

きる の が 確 認 で きた．3T ） 一
方，嫌 気 条 件 下 S°

を 電 子

供与 体，Fe3＋ を 電子受容体 に して の 増殖 （Fe3＋
呼吸

に よ る増殖）は観察 され な か っ た （Fig．22）．　
3ε）

精製

SFORase の ス ペ ク トル に チ ト ク ロ ム b お よ び c の バ

ン ドが 観察 され な い こ と，SFORase 活性 が HOQNO

に よ っ て 阻害 さ れな い こ とよ り，S° ICよ る Fe3＋
の 還

元 に チ トク ロ ム b は 関与 しな い と結論 した．こ の 結果

は，本菌 が Fe3＋

呼 吸 に よ っ て 増 殖 で きな か っ た 理 由

を良 く説明す る．

　好気条件下 ， 鉄酸化酵素の 阻害剤 で あ る シ ア ン の非

存在下 に お い て も so 依存性の Fe2＋

の 生成が確認さ

れ れ ば AP19 −3株の 硫黄酸化 に鉄酸化酵素も関 与す る

こ とが 強 く示唆 され る．a −phenanthroline とキ レ
ー

ト

を 形成 した Fe2＋

は鉄酸化酵素 の 基質 に な らな い こ と
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Fig．21．　 Use 　 of 　Fe2＋ p 【Qduced 　bef（〕【ehand 　 by　 a

　　ferric・ion　 Iedudng 　system 　 and 　 elemental 　 sulfur

　　for　 growth　 of 　T ．　ferrooxidans　AP19 −3．

　　Symbols：　ceU 　growth（●）跚 d　Fe2＋
consump ・

　　tion （○）in　Fe2＋ −
salt　 medium 　in　 which 　Fe2＋

　　 was 　 produced　 beforehand　 bア the　 F工R 　 system

　　and 　elemental 　sulfur ； ceU 　grewth （▲ ）and 　Fe2＋

　　 consumption （△）in　Fe2＋−salt 　medium 　in　 which

　　FeSO ，
・7H ，O （guaranteed　 reagent ）was 　 added

　 　 to　 100　ml 　 of 　fresh　 salt 　 selution 　 at 　 30．5mM ，

を利用 して ， 好気条件， o・phenanthroline 存在下，

AP19 −−3 株が S °
依存性の Fe2＋ の 生成を行 うこ とを

示 した （Fig．23）．37） AP19 −3 株 の硫黄無機塩培地で の

生育 お よ び 洗浄細胞に よ る 硫 黄酸 化 漉 性 は，5mM お

よび 50mM の o −phenanthroline で そ れぞ れ完全 に

阻害された．

　AP19 −3 株 が 硫黄無 機 塩 培 地 で 生育 す る 際 の

SFORase （鉄還 元 酵素）お よ び 鉄酸化酵素の 比 活性 の

変動につ い て 検討 した， AP19 −3 株 の 増殖 に 伴 っ て

SFORase の 比 活性が 約2．5倍増大す る ば か りで な く，

鉄酸化酵素も約8 倍増大 した （Fig・24）．38
｝

こ の 結果 は

硫黄生育 の 際 ，
SFORase ばか りで な く鉄酸化酵素も
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Fig．22．　 Att已 mpted 　 anaerobic 　 growth　 of 　 T ．　ferre・
　 　 oxidans 　AP19 −3 痢 th　 a　ferric　ion　as 　the　terminal

　　 electrQ ロ acceptQL

　　7   ferrooxidans　 API9 −3　 was 　 grown 　 on 　Fe2＋

　　（18mM ）
−salts 　 medium 　 at　 30℃ ，　 At 　the 　point

　　indicated　by　the 　 arrow ，　 at 　 which 　 Fe2＋ in　the

　　 mediuln 　 was 　 completely 　 oxidized 　 to　 Fe3＋

，　 ele−

　　 melltal 　 sulfur （1　 g）and 　 NaHCO3 （0．2g ）were

　　added ．　The 　headspace　of 　one 　of 　the　cUltures

　　was 　 purged　 with 　 n まtrogen 　 gas　 and 　incubated

　　 anaerobically 　with 　Fe3＋
as　the　terminal 　 electron

acceptor 　 at 　 3  ℃ ； the　 other 　 was 　 incubated

aerQbicaUy 　at　30QC　The　 amollnt 　of 　Fe2＋

pro−

duced　in　the 　medium 　and 　the　growth　rate 　were

determined．　 Symbols ： ○，
エ1umber 　 of 　 ce ］］s　 in

the　medium 　incubated　 under 　 aerobic 　conditions ；

口
，

number 　of 　cells　 in　 the 　 medium 　 incubated

under 　 anaerobic 　 conditiens ； ●，　 Fe2＋ content 　in
the　medium 　incubated　under 　aerobic 　 conditions ；

■，Fe2＋ content ｛n　the　medium 　incubated　under

anaerobic 　conditions ，
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Fig．23．　 Sulfur−dependent　Ieakage　 of 　ferrous　ions　 from　 intact　 ceUs 　 of 　7’．　ferrooxidans
　 　 API9 −3　 under 　 aerobic 　 conditions ．

　　（A ）： Leakage　ofFe2
＋ from　iron−grow 皿 cells　washed 　three　times 　with 　dilute　sulfuric 　acid

，

　　pH 　3．0，（B ）： Leakage 　 of　Fe2＋ from　iron・grown 　 cells 　that　were 　passed　twice 　through

　　cation −exch 乱 nge 　resin ．（C）： Leakage　of 　Fe2＋ froM　sulfur −grown 　cells 　that　were 　cultured

　　22times 　in　sulfur ・salt　medium ．　Elemental　sulfur （200　mg ），2ml 　of 　O．1％ o −phenanthrQ −

　　1正ne ，　hydroxylamine （1，5mmol ＞，　or 　sodium 　cyanide 〔0，05　mmo1 ）was 　added 　 to　 a 　 reaction

　　mixture 　 of 　7　ml 　 of 　 O．1M β・alanine −SO42− buffer
，
　 pH 　 3．　O　 and 　 intact　 ceUs （4　mg 　of

　　protein）in　a　total　volume 　of 　10　mL 　Reaction　was 　under 　aerebic 　conditions 　at　30℃ ，　A

　　sample 　 of 　 the　 reaction 　 mixture 　 was 　 wi 由 drawn 　 a 丘er　 some 　 time 　 and 　 centrifuged 　 at

　　10
，
000× 8for 　 s　min 　to　 obtain 　 supernatant ； the　intensity　of 　the　 orange 　arising 　from 　o・

　　phenanthroline・Fe2
＋

compIexes 　in　supernatant 　was 　measured ．　 Symbols ： 圏
，
　no 　addition ；

　　口，o ・phenanthroline ； △，　sulfur 　 and 　o・phenanthroline； ▲ ，　sulfur ，　o −phenanthroline，　and

　　NaCN ；○，　hydroxylamine 　and 　o・phenanthroline ．
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Fig・24・　Synthesis　of 　iron・oxidizing 　and 　ferric・ion・

　　reducing 　s アsterns 　during　growth　 of 　7
噛
・ferrooxi−

　 　 dans 　 AP19−30n 　 sulfur
・salts　medium ．

　　Symbols ： △ ，
　ceII　growth； O ，

　pH 　ofthe 　medium 多

　　● ，
specific 　 activity 　of 　the　i【on ・oxidizing 　 system ；

　　ロ
，　specific 　activity 　of 　the　ferric　｛on ・reducing

　　system 　〔sulfur ：　ferric　ion　oxidoreductase ）・

同時に de　 nevo 合成され る こ とを，す な わち鉄酸化酵

素も硫黄培地 で の 生育 に重要 な 役割を持 っ て い る こ と

を 強 く示唆して い る．

　硫黄無 機 塩 培地 に 22回 継 代培養後 の API9 −3 株 洗 浄

細胞 は，Fe2＋
を唯

一
の エ ネ ル ギー源として 増殖 した菌

の 約62％ の 鉄酸化活性 を保有 して お り，
Fe2＋

無機塩培

地 に植え換 て もほ とん ど 1ag　phase な しに 増殖がみ ら

れた．上記 の 結果 も，AP19 −3 株が硫黄無機塩培地 で

生育す る時 に も高 い 鉄酸化酵素活性を保持 しなければ

な らな い 機構に な っ て い る こ とを示唆 して い る．

　 T．ferrooxidans　AP19 −3 株に よる固体硫黄の 酸

化機構
‘°，

　 水に不溶性の 固体硫黄がどの 様な機構で

酸化 され る の か 多 くの 研究者 が 興味を持 っ て きた．T ．

tliiooxidans が 固体硫黄を 酸 化す る 際に ，まず菌が 固

体硫黄 に吸 着す る必 要があ り ，
こ の 吸 着がエ ネ ル ギ ー

依存性で ある こ とが高桑らに よ っ て 報告されて い る
39 ）．

Suzuki が提案 した 固体硫黄酸化 の 機構 に つ い て は先

に 述べ た が，SFORase と sUlfur 　 diexygenase とは

GSH を 必 須とす る 点以外で 共通 性 は 少 な い ．そ こ で

精製 SFORase を用い て 固体硫黄酸化 の 機構を検討 し

た．40）
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　現在まで 検討 した限 りで SFORase の 基質 に な っ た

硫黄化合物 は，S°，　FeS そ して 低濃度 の 硫化水素（H2S ＞

の 3 つ の み で ，他の 硫黄化合物は基質に な らなか っ た．

GSH 以外 の SH 化合物，　 s・methylglutathione ，§
’

hexylglutathione等 は GSH の かわ り に ならなか っ

た・固体硫黄酸化 の 機構を明 らか に す る た め に GSH

の 役割 に つ い て 検討 し，
SFORase 反 応 の 最 適条件下

で 緩衝液，GSH ，　S°
を incubate す る と，　 H2S が 化学

反 応で 生成する こ と，また SFORase を 反 応液 に 最初

か ら存 在 さ せ る と SO32『の 生 成 は見 られ る が H2S は

全 く生成しな い こ と， 反 応 の進行 に伴 っ て GSH が 酸

化されて GSSG が 生 成 す る こ と等 を 明 らかに した

（Fig・25），
4°〕

以上の 結果 よ り，
　SFORase に よ る 固体硫

黄酸化の 真の 基 質 は H2S で あ る と結論 した．

　SFORase 活性 は 高濃度の H2S （O．5mM ）に よ っ て

完全 に 阻 害 され る が ，
こ の 阻害は Fe2＋

を 反 応液に 添

加する こ とで特異的 に 軽減さ れた （Fig．26）．一
方，

FeS＋，　Sn2 ＋

，
　 Ni2＋

，　 Cr3＋，　 M6 ＋
等 の 金属 イ オ ン に 阻 害

軽減効果 は なか っ た，こ れ らの 結果よ り，Fe ：＋

は H2S

と反 応する こ とに よ っ て FeS とな り SFORase が 阻

害を受け な い 濃度 に ま で H ，S 濃度を 低下 さ せ る 機構

に よ っ て 阻害の 軽減を 行 う もの と推定 した．Fe2＋

以外

の 金 属に 阻害軽減効果 が な か っ た理由お よび FeS 以外

の 硫化金属 が SFORase の 基質 に ならなか っ た理由は，

Fe2÷
に 比較す る と こ れ らの 金 属 イ オ ン が SFORase を

強 く阻害す る こ とに あ る と推定 した．4°’

以上 の 結果 よ

り，T ．　fen’voxidan ∫　AP19 −3 株 の 固体 硫 黄酸化の 初期

ス テ ッ プ を Fig27 の よ うに 考え て い る．4 °〕 SFORase

の 真の 基 質 が H ，S で あ る こ とが 明 らか に な っ た の で，

SFORase の 名前はむ しろ hydrogen　sulfide ： ferric　ioロ

Qxidorcductase と した 方が適 当 で はない か と考 えて い

る．

　さて ，
H2S が SFORase の 真の 基質で あ る ならば，

SFORase は固体硫黄 と接触しな くて も S° を 酸化 し

SO32一を 生成す る はず で あ るが，こ の 点を 検討す る た

め に透析 チ ニ
ーブ に 固体硫黄と GSH の 両方を緩衝液

と共 に 入れて 透 析 した もの の 透析外液，もう
一

方は単

に 固体硫黄 と緩衝液の み を透析 チ ＝
一ブ に 入 れ て 透析
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Fig．25．　 PrGductio駐 of 　hydrogen 　su1 βde，　sulfite ，　and 　GSSG 　in　elemental 　sulfur 　oxidation 　by

　　 sulfu τ ： ferric　ion　oxido 【eductase 　puri丘ed 　from　T ．　ferreoxida　ns 　AP19 −3．

　　Enzyme 　purified　 at 　the　 stage 　 of 　Mono　 Q　 column 　 chromatography （3．5Fg 　 of 　protein）

　　was 　added 　to　the　reaction 　mixture ，　 Symbols： （A ）Apurified 　SFORase　was 　added 　to

　　the　 standard 　assay 　mixture 　for　SFORase 　at　the　start 　 of 　reaction ，　 and 　the　 concentration

　　of 　sul 丘de （■） and 　 sulfite （匚］） were 　determined．（B）Two 　flasks　 containing 　both　GSH

　 　 and 　 elemental 　 su ：fur　 were 　incubated　fbr　l　h ．　 One　 of 　the　 flasks　 was 　further　 incubated

　　without 　the　 addition 　of　SFORase　and 　concentrat 五〇 n 　of 　sUlfide （●）and 　sulfite （O ）in　the

　　reaction 　mixture 　were 　measured ．　 SFORase （3．5 μg）was 　added 　to　another 　flask　 at　the

　　pQint　of 　 a∬ ow ，　 and 　the 　 concentration 　 of 　sulfide （闘 ）and 　 su 皇丘te （［］）were 　 measured ．　 A

　　chem ｛ca 【produet三〇n　of 　GSSG 　ln　the 　 standard 　 reaction 　 mixture 　 wi 出 out 　SFORase 　 was

　　 also 　plotted　（▲ ）．
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Fig．26．　Effects　of 　metal 三〇 ns 　on 　the　ox 三dation　of

　　 sodiuln 　sul 丘de　by　sulfur ：ferric　ion　oxidoreductase

　　puri五ed 　from　1「．ノlerreoxidans　AP19 −3．

　　Enzyme 　purified　 at　the　 stage 　of 　Mono 　Q 　column

　　chrornatography 〔12．5 μg　of 　protein）was 　added

　 　 to 　 the 　 reaction 　 mixture ．　 Su1丘de　 instead　of

　　elemental 　sulfur 　was 　added 　to　the　standard 　assay

　　mixture 　for　SFORase 　as 　a　substrate ．　 Symbols：

　 　 Metal　 ions　 described　 below　 were 　 added 　 at 　 the

　　fc）110wing　concentrations ．　口，　Fe2＋
（l　mM ）； 臨，

　　Fe2＋

（4　mM ）； ● ，
　Fe3＋

（1　mM ）； ▲，　Sn2
＋ 11　mM ）；

　　凹，Ni2＋ （1　mM ）三 △，　 Cr3＋

（4　mM ）； Φ，　MoO42
−

　　（4mM ）．　 No 　metal 　ion　was 　 add ∈d （x ）．　 Sulfite

　　production　 with 　 the 　 standard 　 assay 　mixture
，
　in

　　wh ｛ch 　both　 metal 　ions　 and 　 sulfide　 were 　 absent

　　（○）・

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3や　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 2，
　 　 2GSH 　　GSsG 　　　　　　　　6Fe　　　 6Fe

s。　L ∠
＿ 、 一．V ＿ ，．1

一

幗

制降
欟 贈

　 　 　 　 　 　 　 　 　 FeS

Fig27 ． 工nitial 　 steps 　 of 　 elementa 且 sulfur 　 exidation

　　by　hydrogen 　sulfide ； ferric　ion　oxidoreductase

　　（sulfur ： ferric　ioll　oxidoreductase ）puri丘ed 　from
　　T ，ferrooxidans　AP19 −3．

した もの の 透析外液 の 2 つ を用 意 した ．両 透 析外液 に

SFORase を作用させ る と ， 固体硫黄の み を透析する こ

とに よ っ て 得られた透析外液で は SOa2一の 生成 が 全

く見 られ な か っ た が，S°

と GSH が共 存 した もの を
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Fig．28．　 Oxidation　of 　elemental 　su1 血 r 　without 　con ・

　　 tacting 　sulfur 二　ferric　ion　oxidQreductase 　with

　 　 sQlid 　elernental 　 sulfur ．

　　Elementa王sulfur （200　mg ）suspended 　with 　2　ml

　　of 　O．1　M 　sodiuln 　phosphate　buffer　（pH 　6．5）
　　 supplemented 　 with 　 or 　 without 　 GSH （40 μmo1 ）

　　was 　put　into　dialyzing　bag，　 and 　incubated　fbr

　　8hat 　30°C ．　The 　dialyzates　obtained 　by　8　h 　of

　　incub飢 ion　were 　 tested　for　 the 　production　of

　　sulfite 　bア incubating　them 　with 　SFORase 　in　the
　　absence 　of 　elernental　sUlfur ．　Symbols ：　▲

，
　the

　　dialyzate　obtained 　by　incubating　both　elelnental

　　sulfur 　and 　GSH 　in　the 　dialyzing　bag　was 　used

　　as 　a 　substrate 　丘〕r　SFORase ；　■
，
　the 　dia1アzate

　　obtained 　by　incubating 　element εしl　sulfur 　with

　　buffer　 solution 　lacking　 GSH 　 was 　 used 　as 　 a

　　substrate 　fQr　 SFORase ；　●，　 sUlfite 　production

　　with 　the　 standard 　assa ア mixture ．　 Enzyme

　　puri丘ed 　at　the 　stage 　of 　Mono 　Q　 column 　 chro −

　　matography （12．5 μ90f 　protein）was 　 added 　to
　 　 the 　 reaction 　 mixture ．

透析した外液で は SO32『の生成 が見 られた （Fig．28）．4°）

現 在，バ クテ リア リーチ ン グの 機構 と して ，直接接触

機構 と 間接接触 機構の 2つ が 考えられて い る が ，

41−43 》

上記 の 結果は ，
GSH が存在して い れば SFORase は

固体硫黄と直接接触 しな くて もこ れ を 酸化で きる 可能

性を示唆す る もの で ，今後バ ク テ リア リーチ ン グ の 機

構解明 に 役立つ もの と考えて い る，

4． 亜 硫 酸 酸 化 酵 素 （sulfite ： ferric　 ion

　　oxidoreductase ）
48，49 ）

元 素 硫 黄 が SFORase に よ っ て 酸化 され る nc　SO32
一
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が ど う して も生成 され る．　 11’t2】 こ の SO ・
2一

を酸化す

る 酵素が 存在 しな い か ど うか を 7
”
．　fei’rooxiala7ts 　AP19

−3 で 検討 した．

　API9 −3 株 の 洗浄細胞を 用 い て SO ，

2一
酸化 に 対する

pH 曲線を描 くと，
　 pH 　2 およ び pH 　7 に 2 つ の 活性

ピーク を示 した （Fig・29）．こ れ は本菌が 2種類 の異 な

っ た方法で SO32一を酸化 で き る こ とを 示 して い る．

pH2 にお ける SO32一の 酸化 は シ ア ン で 強く阻害 さ れ

鉄酸化酵素に 対す る pH 曲線と一
致 した こ とか ら， 鉄

酸化酵素 の 関与 す る SOs2一の 酸化と考えた．すなわ ち，

SO 許 は Fe3＋
に よ っ て 化学的 に酸化され Fe2＋ を生成

し， こ の Fe2＋

が 鉄酸化酵素 に よ っ て 酸化 さ れ Fe3 ＋

を再成する 方法で ある．さて ，洗浄細胞 で pH 　7 に 最

適 pH を示す SO 詑 酸化酵素に 関 して はこ れまで

T ．ferrooxidaitsで 報 告 が な か っ た．こ の SO32一酸 化

酵素 は AP19 −3 株の periplasrnic　space 側の 内膜に 比

較的強く結合して存在 して い る こ とが 推定された．膜

標品 を用 い て の 本酵素 の 最適 pH は6．　0，　57℃ ，15分間

の incubate 処 理 又 は プ ロ テ ア ービ処 理 に よ り完 全 に

失活 した．従来 T ・thioOxidans 等で報告されて い る

チ トク ロ ム 関与の sulfite 　oxidase とは異なり，

24’30’44−

4T ）

電 子受容体と して Fe3÷

を 特異的 に 用い る 新規 な

SO ，
2一

酸化酵素で あ る こ とが 下記 の実験 か ら示唆 さ れ

sulfite ： ferric　i。 n 。 xid 。 reductase と命名した．48 ｝

すな

わち，ω 嫌気条件下，Fe3＋
の 存在 下 で 好 気 条件下

とほ ぼ 同 様 の 速度で SO ，
2一

を酸化 した （Fig．30），

  Fe3＋
を 電子受容体 に した が，チ トク ロ ム c お よ
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F三g．29．　Effects　 of 　pH 　 on 　 the 　 oxidation 　 of 　 sulfite

　　by　washed 　intact　cells 　ef 　TLメllrreoxidans　AP19 ・3．

　　Symb 。ls： ●，0．1M β
一alanine −SO 〜

− buffer； ▲，
　　0。1Msodium 　phosphate　buffer．
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Fig．30．　Effects　of 　ferric　ions　on 　the　activity 　of

　 　 sul 丘te　Qxidase ．

　 　 Sul旦te　 consumed 　 in　 the　 reaction 　 mixture 　 was

　　 measured 　in　the　 absence （A ）or 　in　the　presence

　　（B）of 　ferric　ions （0．2 μmol ／lnl ）under 　 aerQbic

　　and 　 anaerobic 　 conditions ．　 Symbols ： O ，　 consu ．

　　 mption 　 of 　 sul 丘te 　Ineasured 　 uDder 　 aerobic

　　 conditions ； ▲ ，
　 consumptiQn 　 of 　sul 丘te　 measured

　　 under 　 anaerobic 　 condition5 ； 口 ，
　 consumption 　 of

　 　 su 嘛 e　 due　 to　 chemical 　 oxidation 　 lneasured 　 with

　　the　 enzyme 　 boiled　 for　 10　min 　 under 　 aerQbic

　 　 CQnditiQns ．

び フ ェ リシ ア ナ イ ドを 利 用 す る こ と が で き な か っ

た （Fig。31），  4．5−dihydroxy・m ・benzene・disulfonic

acid 　disodium　sa工ts （Tiron），
　 cr

，
α
’−dipyridyl の よ うな

Fe3＋
に 対す る キ レ

ー
ト剤で 強く阻害された等で あ る，
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Fig ・31・　 Electron　acceptor 　 for　sUlfite 　 oxidase ．

　　The　reduction 　 on 　ferric　ions　（●），　herse　heart

　　cytochrome ‘ 〔▲），
　or 　ferricyanide（■ ）by　sulfite

　 　 was 　 measured ．
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現在本酵素の 可溶化精製を進 め て い る．

　Sulfite： ferric　iQn 。 xidoreductase の 生理的意義は，

下 記 に 示すよ う に SFORase に よ る S°

酸化 の 際 に ど

う して も生 成 して くる毒作用 の 強 い SOs2
一
を 分解す る

と と もに，鉄酸化細菌の エ ネ ル ギー源で ある Fe2÷ をも

生成 す る こ と に ある と現在考え て い る．伽 9｝

す な わ ち．

AP19 −3 株 の 洗浄細胞 を鉄酸化酵素 の 働か な い pH 　6

で S°

と incubateす る と，
　 SO32”が多量蓄積して くる

が，鉄酸化酵素が活性 な pH 　3 で incubate した場合

に は SO32一の 生成 は ほ とん ど認 め られ な か っ た （Fig．

32）．こ うして 各 pH の 緩衝液中で 菌体 と S°
を 2 時間

incubate した 後洗浄細胞 の 鉄酸化活性 お よ び 鉄還 元

（SFORase）活性 を 測 定 する と，　 pH 　3 で incubate した

もの で は活性 の 低下は認 め られな か っ た が，SO32一が

大量 に生成す る pH 　6 で incubate した もの で は両酵素

活性が 無処理菌の lo％に まで 低下 して い た （Fig．　33）．49 冫

こ の 様 に 本菌 は ，もし鉄酸化酵素が 阻害さ れ る と ，

自分で 生成 した SO32一に よ っ て damage を受ける．

pH 　6 で 洗浄細胞を S°

と incubate した 場合， 2 時

間を 過 ぎ る と反 応液 に 集積 し続けて い た SO32一は徐

々 に減少 し始 め る．　 2時聞後 に ，
sulfite ： ferric　 ion

。 xidoreductase の 阻害剤で あ る Tiron を添加す る と
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Fig・32・　Production　Qf 　sulfite 　during　ae 【obic 　sulfur

　　 oxidation 　 bア 7   fettooxida郷 AP19 −3．

　　Washed 　iron・grown 　cells 　of 　T ・ノ「le「 「ooxidans

　　AP19 −3 （5　mg 　of 　protein ）were 　incubated　under

　　aerobic 　conditions 　with 　2％　elernental 　 sulfur 　in

　　lO　ml 　 of 　O．5M β・alanine −SO ，
2− buffer

，
　pH 　 3．0

　　（▲），pH 　4．0 （○ ），　 pH 　5．0 （■），　 pH 　6．0 （△ ）and

　　pH 　6．5 （●）．　 Sul五te　in　the　incubation　mixtures

　　 was 　 measured 　 spectrophotemetrica ］ly　 by　the

　　pararosaniline　 method 。
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Fig．33．　Activities　 of 　the　 ferric−ion　reducing 　and

　　ironっ xidizing 　systems 　in　T ．ノ
’
errooxidans 　AP19 ・3

　　 after 　incubation　of 　the 　ce11s　with 　elemental 　sulfur

　 　 under 　aerob 正c　 conditions ．

　　Washed 　iron・grown 　cells 　of 　T ．　fe，ア ooxidans

　　API9 −3 （5　 mg 　protein）were 　incubated　 under

　　aerobic 　conditions 　 with 　2％ e］emental 　 sulfur 　in

　　lO　ml 　 of 　O．5M β
一alanine ・SO4？

’buffer，　pH 　3．0，
　　4．0

，
5，0

，
6．Oand 　6．5．　for　2　hL 　The 　treated

　 　 cells 　 were 　harvested　and 　then 　washed 　three

　　times 　with 　O。　I　M β一alanine −SO42− buffer，　pH 　3．0．

　　S
ア
mbols ： ●

，
　the　 activity 　 of 　the　ferric−ion　 re −

　　dudng 　 syst 巳m ；　口 ，
　the　 activity 　 Qf　iron　 exidase ；

　　 ×
，

sul 且te　in　the　incubation　 mixture 　 after 　2　hr．

SOe2一は 減 少せ ず増加 し続けた （Fig．　34）．4s｝ こ の 結果

は AP19 −3 株が S°

を 酸化する 際 ，
　 SFORase に よ る

SO32一の 生成と，　 sulfite ： ferric　ion　oxidereductase に

よ る SO32一の 分解 が 同時 に 起 っ て い る こ と を示唆し

て い る．もし，sulfite ： ferric　ion　oxidoreductase が 本

菌中に 存在 しな い とすれ ば，な ん らか の 原因で 鉄酸化

酵素が阻害された場合 に ， 毒作用 の 強い SO32一が 菌体

内 に よ り蓄積し，さ らCC　damage が大き くなる こ とが

予想 され る・ 現在 AP19 −3 株の SO32『酸化を Fig・

35 の よ う に 考え て い る，

5．　 T ．ferrooxidans　AP19 −3 株1こよ る

　　金属イオ ンの 還元
53’54）

　従来鉄酸化細菌に お い て は，鉄酸化 酵素，硫黄酸 化

酵素と い っ た酸化酵素の解明を 中心 に研究 が進 め られ

て きた が，今回本菌が金属 イ オ ン を酸化す る ばか りで

な く，還元す る能力を も合わせ 持 っ て い る こ とを明 ら
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Fig．34．　Effects　　of 　　4，
5−dihydroxy−m −benzene−

　　disulfonic　 ac ｛d　 disodium　 saits （Tiron） on 　 the

　　production　and 　decompositlon　of 　sulfite 　during
　 　 aerobic 　 oxidation 　of 　 elemental 　sulfur ．
　 　 After　2　h　 of 　incubation　of 　 washed 　intact　cells 　of

　　T ．ferrooxidans　AP19 −3　 with 　 elemental 　 sulfur

　　under 　 aerobic 　 conditions
，

10　 mM 　 Tiron　 was

　　added 　at 　the　pQint　indicated　by　the　arrow （● ）；

　　cells　with 　no 　Tiron　added 　were 　also 　tested （○〉・

s。e

s

：Lf54

soi
『

50’

sp

黙 翼
囗

HIO

lt201 ＋2H°

　 　 Me「nb 「ane 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 M跚Drme

Fig，35．　 Proposed　mechanism 　of 　sul 丘te　oxidation 　of

　　T ・ノ” 700 諾ガ4σ”∫ AP19 −3．

か に した の で こ の 点に つ い て 述べ る．

　 T ．thiooxidans ，　T ．　fe」’rooxidans を 用 い て の 二 酸 化

マ ン ガ ン （MnO2 ）の り
一

チ ン グ が生育実験で 研究 され

て い る．5°
−S2’ T・tltiooxidans が SO を 酸化す る 際 に 生

成 する SOsa一や S2
一

に よ っ て 非 酵 素的 に Mne ＋ が

Mn2 ＋
へ 還元 され る機構が提案されて い る が ， 洗浄細

胞を用い て の Mn4 ＋
還元の 機構 に 関して は 報告がな

か っ た．AP19 −3株洗浄細胞 を 用い ，　 S°
に よ る MnO2

還元の 機構を 検討し，
S° が SFORase に よ っ て 酵素的

に 酸化され て生成 した SO32一が非酵素的 に MnO2 を

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 lt　　　　 　　　　 　 1．

燦調
　 　 　 　 　 SU1「圏匸ρ　俚err ．こ．O∩　Oi ；dOfedUC ！a5 ρ　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 5F ？

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 3Mmi
『

Fig・36．　 Proposed 皿 echanism 　 of 　 Mn4 ＋ reduction

　　with 　elemcntal 　sulfur 　of 　7
「．ノ「llrrooa

’idans　AP19・3．

　　Symb 。ls： ⇒ ，　 enzymatic 　 reaction ；
→，　 chemical

　 　 reaction ，

Mn2 ＋

に 還元するとい う機構を 提案 した （Fig・36）．　s3 ）

　上 記 Mn4 ＋

還 元 機構 を支持 す る実 験結果 と して ，

〔i〕鉄還 元酵素 （SFORase） の 特異 的 阻害 剤 で あ る

diamideに よ っ て Mn4 ＋
の 還元が阻害される，〔ii）鉄還

元酵素 に よ る Fe2＋

お よ び SO3z’の 生成 が MnO2 に

よ っ て 強 く阻害 さ れ る ， 働 鉄 還 元 酵素 の 電 子受容体 で

あ る Fe3＋

は Mn4 ＋
の 還 元 量を増大させ る．励 鉄酸化

酵素の 阻害剤で ある シ ア ン は Mn4 ＋

の 還元量を増大さ

せ る，｛v ｝SO32
一

お よ び Fee＋
に よ っ て Mn4 ＋

は非 酵素

的 にす早 く還元される 等をあげる こ とがで きる．soの

電子を直接 Mn4 ＋
へ 伝達する酵素活性 の 有無を本菌無

細胞抽出液で 検討 した が 検出 で き な か っ た．

　AP19 −3 株 の 洗浄細胞が リン 酸 イ オ ン の 存在下 ，
　 S°

を電子供与体 に して Mo5 ＋
を酵素的 に還 元し molyb ・

denum　blueを生成す る こ とを明らか に した．54⊃ Mo6 ＋

還元 の 最適 pH は3．0，還 元 量 は so お よ び 菌体濃度

に 比例 して 増大した・洗浄細胞で 観察 さ れ た Mo6 ＋
の

還 元が新規な Mo6＋
還元酵素に よ る の か否 か を 検討

し，SFORase が S °
を電子 供 与 体に して Fe3＋

ばか

りで な く，
Mo6 ＋

を も還 元 す る こ と を 明 らか に した．

精製 SFORase を用 い て ，
1μmol の SOs2

一
の生成 に

対 して 4．6〜5．4pm 。1 の mo 】ybdenum 　 blue が 生成

され る こ と ，
M 。

fi＋
に 対 す る Km は 7，6mM ，　 Vmax

は 22．2μm 。1／rng ／min で ある こ と，　 Mo6 ＋
の 還元 に

対 して Fea＋

と Cu2 ＋

が 競争的 に 阻害し Ki がそ れぞ

れ 0．084mM お よ び O．　015　■ M で ある こ と等 を 明 ら

か に した （Fig・37）．54〕 Fe3＋ が Mo6 ＋

の 還元を競争的

に 阻害す る とい う結果は，SFORase が 両金属 イ オ ン

を 電子受容体 に す る と い う考 え を 支持す る．Cu2 ＋

も

SFORase に よ っ て 還元される可能性 が示唆 され た が ，

この点 に 関して は現在検討中で ある．
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Fig ・37・　Effects　of 　Fe3
÷，　Cuz＋

，　and 　Co2＋

　Qn 　the

　　velocity 　 of 　 molybdenum 　blue　 formation　by

　　SFORase 　puri丘ed 　from　T．ノ診ア roexidans 　AP19−3．

　　Symbols： Fe3＋
at　O．1mM （●）or 　O．2mM （O），

　　0，05mM 　 Cu2＋

（圏），0．1mM 　 Co2＋ （△），　 or　 no

　　metal 　（O）　was 　added 　to　the　reaction 　rnixture ．

　こ の 様 に，SFORase は Fe3＋

ば か りで な く Me6＋

，

Mn4 ＋

等をも還元するが，生理的に 重要な電子受容体

は鉄酸化細菌の生息環境下に 多量に 存在する Fe3＋

と

考 え られ る・す な わ ち ，
AP19 −3 株 の 洗浄細胞タ ン パ

ク当た り，S °
に よる Fe3＋

，
　Mo6 ＋

，
　Mn ‘ ＋

還元 の 比活性

は そ れぞ れ ，
3・3μ m 。1Fe2＋

／mg ，
　 O．13 μm 。I　 molyb −

denum 　blue／mg ，0．10 μ mol 　Mn2 ＋

／mg で ，
　 Fe2＋

の

生成量は molybdenum 　blue
，
　Mn2 ＋

生成量の 約25倍高

か っ た．

6．　重金属イオ ンに よる硫黄無機塩培地

　　で の 生育阻害機搆
55”ε9｝

　硫化鉱 石 か ら溶出 して くる種 々 の 金属 イ オ ン に 対 し

て よ り耐性な鉄酸化細菌は，
バ クテ リア リ

ー
チ ン グに

対 して もよ り有用 な菌株と考え られ る．鉄酸化細菌は，
Fe2＋

を エ ネ ル ギー
源 に して 増殖す る際 に は ， 水 銀 イオ

ン
， 銀 イ オ ン を 除 く各種重金属 イ オ ン に 対 して 比較的

耐性 で あ るが ，
S°

を唯
一の エ ネ ル ギ ー

源 に して 増殖す

る場合 に は，こ れ らの 重金属 イ オ ン に 対して よ り感受

性 に な る こ とが 知 られ て い る．従 っ て，バ ク テ リア リ

ー
チ ン グ に 対す る有用菌株を育種するた め に は ， 重金

属耐性 の 硫黄酸化酵素を持 つ 株を取得する こ と が 重要

と考え られるが，本菌 の 重金属耐性および重金属阻害

機構に つ い て の 詳細な研究は なさ れ て い な い の が 現 状

で ある．

　T ・ferr・ oxid α ns 　 AP19−3 株 の 硫黄無機塩培地 で の

増殖 は ，
100mM の Cu2＋

， ま た は 1mM の Co2＋
に

よ っ て 完全 に阻害 された ので ，こ れら重金属イオ ン に

よ る阻害機構を検討 した．そ の 結果，Cu2＋

は本菌 の

硫黄酸 化に 関与す る SFORase を，　 SFORase 本来の

電子受容体で あ る Fe3＋

と活性中心を競争す る様式 で

阻害す る こ とを明 らかに した ．55 ］

洗浄細胞を 用 い た 場

合，鉄還 元 酵素 （SFORase ）の Fe3＋
に 対する Km は

1．4mM ，　Cu2 ＋
に 対す る Ki は 121nM で あ っ た．

100mMCu2 ＋
に よる生育阻害は，培地に Fe3＋

を加え

る こ とで 軽減 され，18mM の Fe2＋

添加 で Cu2＋

無

添加 の コ ン トn 一
ル と同様 の 生育 量 を 示 した （Fig．38）．

一
方，

1mM の Co2÷
に よ る生育阻害 に Fe3÷ の 添加効

果が 観察 されない こ とか ら，両金 属 イ オ ン に よ る阻 害

機構は異 な るもの と推定 した．

　硫黄培地 で の Co2＋
に よ る生育阻害は ，以下に 示す
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Fig．38．　Effects　of 　ferric　ions　on 　the　grewth　of

　　T．ferrooxidans　AP19 −30n 　sulfur −salts 　medium

　　 supplemented 　 with 　100　 mM 　 cupric 　 sulfate ．

　　Symbois： Sulfur・sa ］t　 medium 　 without 　 100　 mM

　　cupric 　 suifate （○）； sulfur ・
salt　 medium 　 supple ・

　　mented 　with 　IOO　mM 　cupric 　sulfate （口〉： Ferric

　　iQns　were 　 added 　 to　sulfur −saJt 　medium 　 supple −

　　1nented 　with 工00　mM 　 cupric 　 sulfate 　at 　7．2 （田），
　　11 〔●），14 （鹽），and 　18　mM （▲ ），
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よ うに Co2÷ が SFORase 反 応 の c。factor で あ る

GSH を GSSG に化学的に酸化分解して しまう結果，
SFORase が S°

を酸化 で きな くな っ て しま うの が 原

因の
一つ に な っ て い る こ と を明らか に した．S6 ，

すな わ

ち ，
AP19 −3 株を 1mM の Co2＋

を含む硫黄無機塩

培地 で 培養す る と，鉄還元酵素 （SFORase）活性が 見

かけ上す早 く消失 し，こ れ に 伴 っ て 菌の 増 殖 が 停 止 し

た （Fig．39）．反 応液 に GSH を添加す る と鉄還 元 活性

が見 られ る よ うに な る こ とか ら，SFORase の 失活 と

い うよ りはむ しろ，細胞内 GSH 含量が 減少 した た め

に 見 かけ 上 鉄還 元活性 が 減少 した もの と考え た．実際

無細胞抽出液の SFORase 活性を 測定すると，　 Co2＋

無添加 の コ ン ト ロ
ー

ル の 74％ の SFORase 活性 が

Co2 ＋
添加 した 場 合 に も存在 して い た． 洗浄細胞 の

GSH 含量を定量す る と，コ ン トu 一
ル 菌で 0．16μ mol
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Fig．39．　Effects　of 　Co2÷ on 　the　growth　 rate 　 of 　T ．

　　ノ「lerrooxidan∫ AP19 −30n 　 sulfur・salts 　 medium

　　and 　 on 　the 　ferric・ion　 reducing 　 system 　 activity

　 　 of 　 the 　cells．

　　Washed 　intact　cells 　Qfiron ・grown τ．ferrooxidans
　 　 AP19 −3　 were 　 added 　 to 　 200　ml 　 sulfur ・salts

　　medium 　with 　or　without 　l　mM −Co2＋ ．○
，
　Growth

　　without 　Co2＋
；　△ ，　growth　with 　Co2＋ （added 　at

　　the　 start 　 of 　incubation）； 口，　 growth 　 with 　 CQ2 ＋

　　（added 　 after 　 3　d　incubation）； ●，　 FIR 　 systenl

　　 acti 雨tア after 　 growth 　without 　 Co2＋
；　 ▲ ，　 FIR

　　system 　 activ1ty 　after 　grcwth　 witll 　Co2＋

（added

　　at 　 the 　 start 　 of 　incubation）∫ 冨 ，　 FIR 　system

　　activity 　after 　growth 、vith 　Co2＋
（added 　after 　3　d

　　incubat三〇n ）・

／mg 　prot，　 Co1＋
添加菌で O．　10　” rnol ／rng 　prot とな

り，培地 に Co2 ＋ が 存在す る と菌体内 GSH が低下 す

る の が 確 か め られ た．SG ＞

さ らに ，　 Co2÷が GSH を化

学的に 酸化 して GSSG に す るeg，　s7 ） 3SS −GSH 　ve−一た

ん 菌体内 へ 取 り込ませ て おい た菌体懸濁液に C。
2＋

を

添加 して incubate す る と，　 Mo6 ＋，　Cu2＋，　Pb2 ＋

と い っ

た 他 の 金 属 イオ ン を 添 加 して incubate した場合に 比

較して ， よ り早 く菌体内
ssS −GSH が消失す る こ と等

を明 らかに した 〔Fi　g．　40）．57 ・

　GSH は エ ネル ギ
ー

依存性 で 菌体内へ 取り込 ま れ る・

S°

よ りも Fe2＋
をエ ネル ギ

ー
源 に して の 取 り込 み速度

の 方が 約20倍速 か っ た．鉄酸化酵素の 阻害剤ある い は

活性化剤 は ， 硫黄を エ ネル ギー
源 に して の GSH の 取

り込み をそ れ ぞ れ 阻害 ま た は活性化 した （Fig．41）．57｝

一
方，GSH を 酸 化分解す る ジ ア マ イ ドや C。

2＋
は，

硫黄を エ ネ ル ギー
源 に して の GSH の 取 り込 み を阻害

したが，鉄をエ ネ ル ギ ー源 に して の 取 り込 み は阻害し

な か っ た ．こ れ らの 結果 は ，
AP19 −3 株で 提案 して い

（
三

20
」

α

O
ε

こ
oE

ε
 

＝

8
⊆

誘
O

1．OO

0，80

O．60

o．40

O．20

00
　 ？

Time 〔days ）

2

Fig．40．　 Disappearance 　　　　　　　　
35S −GSH ・

　　incorporated　 cells 　of 　T 、　ferreoxidans　AP19 −3　in

　　the　presence　 of 　heavy　 metal 　 or 　diamide，

　　Symbols： GSH ・incorporated　cells 　were 　incubated

　　with 　a　 gK・basal　 salts 　 sQlution 　supplemented

　　with 　 10　mM 　 Co2t 〔O ＞，　 MG6 ＋

（△），　 Cu ！＋

（口），
　　or 　Pb2＋

（▲ ），　 or 　 5　 mM 　 diarnide（圏），　 or　 without

　　either 　 a　heavy　metal 　 or 　diamide （○）．
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Fig．41．　GSH 　 uptake 　 into　 intact　 cells 　 Qf 　 T ，　fer−
　　rooxidans 　 AP 工9−3　in　the 　presence　 of 　 heavy

　 　 meta ［s　 o 【 diamide．

　　GSH 　uptake 三nto 　intact　ce 且1s　of ？
「
．　ferrooxidans

　　 AP19−3　 was 　 measured 　 with 　
35S ・GSH 　 in　 the

　　presence　or 　 absence 　of 　heavy　metals （10　mM ）．

　　The　composition 　of 　the　reaction 　mixture 　was 　as

　　foliows： 3．5ml　of 　O。1M β・alanine −SO4z− buffer

　　（pH 　3，5）； washed 　 cells 　 of 　iron・grow 且 T ．ノとプ
・

　　i
’
ooxid α ns 　AP19 −3，5mg 　 of 　 ceU 　protein； Fe2＋

　　（50 μ moD ，　 or 　elemental 　sulfur （100　mg ）； carrier

　　GSH ，9nmo1 ； and 　
35S −GSH 　（new 　 England

　　Nuclear），02 μCi．　 The 　total　volume 　was 　5．　O　ml ．
　 　 The 　reaction 　 was 　 carried 　out 　for　3D　 min 　at

　　30℃ ．The 　reaction 　mixture （0．25　m1 ）was 　passed
　　through 　a　O．2一μ m 　membrane 　filter．　 The 丘lter

　 　loaded 　with 　cells 　 was 　 washed 　and 　then 　the

　　 Iadioactivity 　was 　 me 郎 ured 　with 　an 　Aloka 　LSC −

　　6351iquid 　 scintillation 　 system ．　 GSH 　 uptake

　　activity 　was 　measured 　using 　Fe2＋

（A ）or 　elem 田 tal

　　sulfur （B ）as 　an 　 energy 　source ．

る鉄酸化酵素の 関与す る 新 しい 硫黄酸化経路を用 い て

矛 循 な く説 明で き る．

　
一た ん 細胞内に取 り込 ま れ た 35S −GSH は，菌体を

緩衝液で incubateす る と菌体外 へ 溶出されて くる こ

とか ら，
58 ）

細胞 内で合成 さ れ た GSH が 内膜 を 横切 っ

て Periplasmic　space に 至 り， そ こ で S °
酸化 に利用

される 機構を現在考え て い る．GSH は鉄酸化細菌 の

銀 イ オ ン 耐性 に も関与 して い る．すな わ ち，鉄酸化細

菌 の 銀耐性機構と して ，銀 耐性菌内で 合成 さ れた GSH

が細胞内膜を横切 っ て periplasmic　space に 輸送 され，
そ こ で Ag ＋

が 細胞内膜 に 局在す る鉄酸化酵素等 の 蛋

白へ 結合す るの を 抑制す る様式 で 阻 害を 回避 す る 機構

を提 案 して い る．S9 ）

　T ・　ferrooxidans　AP19 −3 株 に ，
　 Fe3 ＋

を 電 子受容体

に す る 2種類の ユ ニ
ー

クな硫黄酸化に 関与する酵素，

すなわ ち硫黄酸化酵素 sulfur ； ferric　ion　oxidoreduc −

tase およ び亜 硫酸酸化酵素 sulfite ： ferric　i。 n　oxidore −

ductase が存在する こ とを 明らか に し， こ れ ら二 つ の

酵素 と鉄酸化酵素 とが 鉄 イ オ ン で 連結 され サ イ ク リ ッ

クに 回転す る新 しい硫黄酸化経路を 提案 した．特 に 前

者 SFORase は T．　feirroo＝ idans　AP ユ9−3 株の 硫黄

酸化 の 中心 を な す 酵 素 と考 え られ，バ クテ リア リーチ

ン グ能の す ぐれ た 鉄酸化細菌を育種す る た め に本酵素

の ク ロ
ーニ ン グを現在検討中で あ る．

　新 し く提案 して い る硫黄酸化経路 を 用 い る と，
AP

19−3 株 が硫黄無機塩培地 で 生育す る際なぜ Fe3＋ を要

求する か の 理 由，Cu2 ＋ お よ び Co2＋
に よ る生育阻 害

の 機購，S ° を 電子供与体 に して の Mo5 ＋ お よ び Mn4 ＋

の還 元機構 さ らに 本菌 が Fe3＋
の 多量 に 存在す る環

境下 で 活発 に硫化 鉱石 （一般 に Fe と S を含む）を 酸

化 し増殖 で きる生態 学的 特徴等を うま く説 明 で き る．

　T ・ferr・ ・ xidans は S °
を酸化す るために SFORase

の 電子受容体として の Fe3＋
を必須とす る．すなわち，

FeS＋

の 濃度 が 低 い と S° を 酸化で きな い し生育 もで き

な い ．一
方，SFORase に よ っ て so を酸化す る際 ，

中間体と して ど う して も毒作用 の 強い SO32一が 生成 し

て くる，もし環境中に大量の Fe3＋

が存在 して い な か

っ た り，な ん らか の 原因 で 鉄酸化酵素が 阻害され Fe3＋

が 再生 で きな い と ， 菌体中に 蓄積 して くる SOs2一に よ

っ て SFORase ばか りで な く鉄酸化 酵素も damage を

受けて しま う．そ の 結果菌 の 増殖 は ス ト ッ プ す る．環

境中に Fe3＋ が多 量 に 存在 して い れ ば，こ の Fe3＋ を

用 い て 化学的 に SO32一を 分解す る こ と もで き る し ，

Fes＋

を 電子受容体 に す る su1 　fite　
： ferric　 ion ・ xi −

d。 reductase を 作用 さ せ 酵素的 に SOs2一を 分 解す る

こ ともで きる．

　こ の 様に，鉄酸 化細菌が 硫黄存在下 で 活発 に 増殖

するため に は ， 環境中に Fe3＋

の 存在す る こ とが 必 須

で ，鉄酸化細菌に と っ て エ ネル ギー
源 と して 必要 な

Fe2＋
の み が 重要な の で は な く，従来生 理 的意 義 が見落

され がちで あ っ た Fe3＋

に 対 して も重要性を認 識 して

い か な けれ ばな らな い と考 え て い る．

　終 りに 臨み ， 鉄酸 化細菌研究の イ ロ ハか ら御指導下 さい ま した 岡

山大学名誉教授今井 和艮先生 ， 岡 山大学農学部教授 田野 達男先生 に

心 よ り感 謝い た します．また ，本研究遂行 ic当た り有益な ご助霞，
ご協力 をいた だ きま した 閊山大学農学部教授 田中英彦先生，稲垣二
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