
１． イソニトリル代謝経路の発見

イソニトリル（R―N≡C）はイソシアニドとも呼ばれ，

ニトリル（R―C≡N）の構造異性体である．イソニトリル

の最も大きな特徴は，イソシアノ基（―N≡C）が一酸化炭

素とよく似たユニークな共鳴構造をとる点にあり，このた

めイソシアノ炭素は求核性・求電子性の両方の性質を示

す．合成化学上，この性質は有用であり，特に Ugi反応な

どの多成分反応系において活用されている１）．一方，イソ

ニトリル化合物は天然物としても存在することが見出され

ている．例えば，Penicillium notatum から xanthocillin（図

１）が分離されており，その後，種々の原核・真核生物か

らイソニトリル構造を持つ化合物が発見されている．天然

のイソニトリル化合物（図１）は，大別すると陸上生物由

来のものと，海洋生物由来のものがある２，３）．前者は，主に糸

状菌により生産され，その構造には多様性がありアミノ酸

骨格を基礎とするものが多い．一方，後者は，天然イソニ

トリルの大部分を占めており，海綿・ウミウシなどにより

作られる．構造的には，テルペノイド骨格を基本とし，対

応するイソチオシアネート（R―N＝C＝S），N ―置換ホルム

アミド（R―NH―CH＝O）としばしば同時に見出される．

これらの化合物の大部分はなんらかの生理活性を有する

ことから，実用上興味深いものが多い．例えば，７，２０-

diisocyanisocycloamphilectane（図１）は，in vitro で強力な

抗マラリア活性を示し，新規マラリア治療薬開発のリード

化合物として期待できる４）．この活性は，イソシアノ基の

存在に由来することが示唆されており，これからヒントを

得て合成されたいくつかのイソニトリル化合物は in vivo

でマラリアに効果を示すことが認められている．また，１０-

isocyano-４-cadiene（図１）は，貝類の付着防止作用を示す５）．

フジツボなどの貝が船の外板の没水部に付着するのを防ぐ

ための船底塗料として，生物忌避効果や成長阻害効果のあ

る有機スズ化合物が従来から用いられてきた．しかし，近

年，環境保全の見地から使用を全面禁止する条約が採択さ

れたため，イソニトリル化合物はその代替品となり得る可

能性を秘めている．

このようにイソニトリル化合物が天然界に存在すること

から，生物によるイソニトリル化合物の生合成とともに，

イソニトリル化合物分解が行われていることは容易に想像
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できる．天然イソニトリルの代謝については若干の研究成

果は挙げられているものの，未解明の部分が極めて多いの

が現状である．これまで多くの「取り込み実験」が行われ，

その結果，いくつかの天然イソニトリルについては前駆体

化合物が推定された２，３）．しかし，イソシアノ基の炭素原子

や窒素原子として導入される前駆体化合物は必ずしも同一

ではなく，いろいろな多様性があると想像できる．また，

イソシアノ基の由来の大部分は未知のままである．一方，

イソニトリルの分解経路についても報告が極めて少なく，

海綿においてイソニトリルが分解されることでイソチオシ

アネート・N ―置換ホルムアミドが作られることが示され

ている．しかし，これらの報告は全て in vivo レベルの解

析によるものである．どのような反応経路を経て各種前駆

体化合物がイソシアノ基に変換されるのか，また，生じた

イソニトリルがいかなる反応経路によってさらに分解され

ていくのか，それらを解明するためにタンパク質・遺伝子

レベルでの詳細な解析が不可欠であるが，分子レベルでの

解析研究はこれまで全く報告がなかった．

このような背景のもと，筆者らは自然界からのイソニト

リル分解酵素の探索を試みた．イソニトリル化合物として

シクロヘキシルイソシアニドを単一窒素源とする液体培地

に，土壌サンプルを分離源として集積培養を行った．２８℃

で約２ヶ月間培養した後，平板培地上には数百個のコロ

ニーが出現した．これらの外見は多様であり，イソニトリ

ル分解酵素が多様な生物種に分布していることが示唆され

た．これらの微生物の培養菌体によりシクロヘキシルイソ

シアニド分解を行い，反応溶液を高速液体クロマトグラ

フィーで分析した結果，有意な分解活性を示す全ての菌に

ついて，シクロヘキシルイソシアニドの減少に伴い，同一

の新規化合物の出現が認められた．質量分析などにより，

本化合物を N ―シクロヘキシルホルムアミドと同定した．

これによりイソニトリルが N ―置換ホルムアミド（R―NH―

CHO）に変換される代謝経路を初めて同定した．また，

このイソニトリルの代謝は，イソニトリルに水一分子を付

加する新規酵素が関わっていることが示唆され，本酵素を

イソニトリルヒドラターゼと命名した（式１）６）．

R―N≡C ＋ H２O → R―NH―CH＝O （式１）

２． 新規酵素 イソニトリルヒドラターゼ

単離した微生物の中で最も高いイソニトリル分解活性を

示した微生物（N１９-２株）を Pseudomonas putida と同定し，

本株からイソニトリルヒドラターゼの精製を試みた．本酵

素は各種イソニトリルを培地に加えた場合のみ発現する誘

導酵素であり，０．０２％シクロヘキシルイソシアニド添加

により最大の活性が得られた．この条件で大量培養し，無

細胞抽出液を各種クロマトグラフィー操作により精製する

ことで，単一酵素標品（１６．２ units／mg protein）を得た６）．

本酵素は，分子量２９，０００のサブユニットから成るホモダ

イマーであり，補酵素を必要とせず，また金属原子を含ま

なかった．さらに，各種イソニトリルに対して活性を示す

一方で，ニトリル・アミドなどの類縁化合物には一切作用

せず，本酵素は基質特異性が既知のいずれの酵素とも異

なっていた．さらに本酵素の生理的役割がイソニトリル分

解であることを実証し６），本酵素は新規酵素として認定さ

れ，新規酵素番号 EC４．２．１．１０３７）が与えられた．

本酵素と類似の反応を触媒する酵素に，ニトリルヒドラ

ターゼがある８）．本酵素はニトリルを水和してアミドに変

換する（式４）．ニトリルヒドラターゼは（アクリロニト

リルから）アクリルアミドの工業生産に使われる有用酵素

であるため，比較的よく解析が進んでいるが，これは鉄９）

またはコバルト１０）を活性中心に持つ金属酵素である．本酵

素は，炭素―窒素三重結合を持つ官能基を基質とし，一分

子の水を付加する反応を触媒し，イソニトリルヒドラター

ゼと類似した反応式を示す．イソニトリルヒドラターゼは

金属酵素ではなく，その活性中心はニトリルヒドラターゼ

の活性中心と全く異なるものと示唆され，触媒する反応の

類似性とは興味深い対比をなしている．

精製酵素の N末端および内部の部分アミノ酸配列を基

に定法に従い，本酵素の構造遺伝子（inhA）全長を取得し，

全塩基配列を決定した１１）．inhA 遺伝子は，２２８アミノ酸か

図１ 天然界のイソニトリル化合物
（A）xanthocillin，（B）７，２０-diisocyanisocycloamphilectane，（C）１０-isocyano-４-cadiene
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らなる推定分子量２４，２１１のタンパク質をコードしていた．

推定アミノ酸配列を基にデータベース検索を行った結果，

本酵素全長にわたり高い相同性を示す既知の酵素はなく，

このことからも本酵素の新規性が示唆された．しかしなが

ら，本酵素は，高度好熱性アーキアである Pyrococcus

horikoshii および Pyrococcus furiosus 由来の細胞内プロテ

アーゼ（PH１７０４および PfpI）と２５％程度の相同性を示し

た．PH１７０４は，結晶構造解析から Cys１００-His１０１-Glu７４

を catalytic triadとするシステインプロテアーゼと推定され

ている１２）．イソニトリルヒドラターゼにおいてもこのシス

テイン残基は対応する位置（Cys１０１）に保存されていた．

このため，イソニトリルヒドラターゼの Cys１０１に変異導

入することで活性がどう変化するかを調べた．野生型酵素

および C１０１A変異酵素の発現ベクターを構築し，大腸菌

の可溶性画分に大量発現させ，単一に精製したところ，前

者は P. putida N１９-２由来の酵素標品と同等の酵素活性

（１７．３ units／mg protein）を示したのに対し，C１０１A変異

酵素は一切の活性を示さなかった．さらに，PH１７０４の

His１０１に対応する位置に存在する本酵素の Thr１０２も変異

導入により活性が９２％減ったことから，重要なアミノ酸

残基であることが判明したが，その役割は不明である．

Cys１０１がイソニトリルヒドラターゼの活性に必須であり，

触媒上，重要な役割を果たすアミノ酸残基と示唆された結

果を基に新規な反応機構を提唱した１１）．さらに，窒素―炭素

三重結合（R―N≡C）を切断する本酵素と炭素―窒素単結合

（ペプチド結合）を切断するプロテアーゼが進化的に関連

することを初めて明らかにした．両者は Cys残基を同じ

活性中心とするものの，ペプチド結合［―NH―CO―］とイ

ソシアノ基［―N≡C］は電子分布状態が大きく異なり，ま

た，イソニトリルヒドラターゼが水和，PH１７０４が加水分

解と触媒する反応も異なる．イソニトリルヒドラターゼが

いかなる触媒機構を持つか，それがプロテアーゼの触媒機

構とどのように類似あるいは相違するかは非常に興味深

い．（プロテアーゼとの）活性中心の進化的関連性や，（ニ

トリルヒドラターゼとの）反応の類似性をも考慮しつつ，

立体構造学的アプローチからの本酵素の反応機構解析を

行った．

３． イソニトリルヒドラターゼの立体構造

より詳細なイソニトリルヒドラターゼの反応機構に関す

る知見を得ることを目的として，X線結晶構造解析を行っ

た．結晶化条件を検索し約０．４×０．２×０．０２mmの良質の

板状結晶を得ることができた．セレノメチオニン置換酵素

も大量調製し，本置換酵素においても良質の結晶を得るこ

とができた．得られた結晶で X線回折像が得られること

の確認および回折データ収集を行った．さらに位相を決定

するため，セレノメチオニン置換酵素結晶の回折データを

用い初期位相の決定，さらに初期モデルの構築に成功し

た．構造精密化を行った結果，イソニトリルヒドラターゼ

の立体構造解析に成功した．イソニトリルヒドラターゼは

非対称単位中でダイマーを形成しており，ダイマー全体で

ラグビーボール状の形をしている（図２）．ダイマーには

非結晶学的２回軸が存在し，図２の誌面垂直方向にその２

回軸がある．それぞれの分子は７本の αヘリックスと１
本の３１０ヘリックス，１１本の βストランドで構成されてい
る．

イソニトリルヒドラターゼは α／β構造をとっており，
中央の７本の βストランドからなる βシートは，モノ
マー内側から３本のヘリックス，外側から５本のヘリック

スに挟まれた構造をしている．モノマーの会合領域につい

て見てみると，会合面には塩橋が形成されておらず，

Leu・Ala・Val・Ileなどの疎水的なアミノ酸残基で構成さ

れている．また二つのモノマー間には２６本の水素結合が

形成されていることがわかった．さらに，分子の表面には

基質（シクロヘキシルイソシアニド）の大きさに対して少

し大きめのくぼみ（直径約７Å）がダイマーあたり二つ存

在し，その底には活性中心と予測される Cys１０１が位置し

ていた．

イソニトリルヒドラターゼが相同性を示し，立体構造が

決定されている P. horikoshii 由来の細胞内システインプロ

テアーゼ（PH１７０４）１２）の構造と比較したところ，アミノ酸

レベルでの相同性は２４％と低いながらも，その立体構造

はよく似ていることが判明した（図３）．活性中心と予測

される Cys１０１の周辺と，PH１７０４において電荷リレー系

を構成し活性中心（Cys１００，His１０１，Glu７４）と考えられ

ている領域と比較したところ，イソニトリルヒドラターゼ

の Cys１０１と Thr１０２は，PH１７０４の Cys１００，His１０１とほぼ

同じ位置にあるが，PH１７０４の Glu７４に対応すると予想さ

れていた Glu７９，Glu８１は全く異なる場所に位置すること

が明らかとなった．PH１７０４の電荷リレー系を構成する

Glu７４に対応するアミノ酸残基は存在せず，（相同性の

あった）PH１７０４とは全く異なる活性中心構造を形成して

いることが判明し，新しい反応機構の存在が強く示唆され

た．本酵素は新規酵素でもあり，ユニークな反応機構解析

など，今後さらに詳細な酵素科学的解析を行いたい．

４． N ―置換ホルムアミド代謝経路の発見

新規酵素イソニトリルヒドラターゼによりイソニトリル

は水和され，N ―置換ホルムアミドに変換される（式１）６）．

N ―置換ホルムアミドの分解酵素として，数種類の天然酵

素が既に報告されており，これらの酵素は一般にデホルミ

ラーゼと称され，N ―置換ホルムアミドを加水分解してア

ミンとギ酸への変換反応を触媒する．具体的な例として，

トリプトファン代謝に関わるキヌレニンホルムアミドデホ
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図５ アルドキシムデヒドラターゼの還元剤および CO添加時の吸収スペクトル変化（A）と酸化剤および KCN添加時の吸収スペク
トル変化（B）

図３ イソニトリルヒドラターゼ（A）と P. horikoshii 由来システインプロテアーゼ（B）の立体構
造重ね合わせ（C）

図２ イソニトリルヒドラターゼの
全体構造（リボンモデル表示）
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ルミラーゼは，ニワトリ胚の正常な発育に必須な NADの

合成において重要な働きをしている１３）．また，原核生物の

タンパク質成熟に必須なペプチドデホルミラーゼは，近

年，抗生物質の新たな標的酵素として注目されている１４，１５）．

この他にも，ヒスチジン代謝に関わる種々のデホルミラー

ゼが知られており，生物にとって重要な機能を果たしてい

る１６）．しかしながら，イソニトリル代謝により生じる N -

置換ホルムアミドがこの先どのような分解酵素により代謝

されていくのかは未解明のままであった．

そこで，N ―置換ホルムアミドの分解酵素を自然界（つ

くば市近郊の土壌サンプル）から探索した．N ―置換ホル

ムアミドの一種である N ―ベンジルホルムアミドを単一窒

素源および単一炭素源とした液体培地に土壌サンプルを添

加し集積培養を行った．２８℃で約１ヶ月培養した後，生

育した菌の中から６０の菌株を単離した．これらの微生物

の培養菌体により N ―ベンジルホルムアミド分解を行い，

反応溶液を高速液体クロマトグラフィーで分析した結果，

有意な分解活性を示す全ての菌について，N ―ベンジルホ

ルムアミドの減少に伴い，同一の新規化合物の出現が認め

られた．N ―ベンジルホルムアミドと化学構造的に類似し

た各種化合物の高速液体クロマトグラフィーでのピークお

よび質量分析から，本生成物をベンジルアミンと同定し

た．これにより N ―置換ホルムアミドがアミンとギ酸に分

解される代謝経路を初めて同定した（式２）．また，この

N ―置換ホルムアミドの代謝は，N ―ベンジルホルムアミド

を加水分解してベンジルアミンとギ酸に変換する新規酵素

が関わっていることが示唆され，本酵素を N ―置換ホルム

アミドデホルミラーゼと命名した１７）．

R―NH―CH＝O ＋ H２O → R―NH２ ＋ O＝CH―OH

（式２）

５． 新規酵素 N ―置換ホルムアミドデホルミラーゼ

続いて，ベンジルアミンの生成量を酵素活性の指標とし

て，単離した６０株の菌株の中から単一窒素源培地で生育

する微生物（F１６４株）を最も N ―置換ホルムアミド分解活

性が高い菌株として選抜した．また，本菌はイソニトリル

も単一窒素源として資化・生育することができ，この時に

N ―置換ホルムアミドを産物とするイソニトリルヒドラ

ターゼ活性も検出できた．イソニトリル代謝において，イ

ソニトリルヒドラターゼと N ―置換ホルムアミドデホルミ

ラーゼが協調して働く可能性が強く示唆されたことから，

以後，本株を用いてより詳細な研究を行うことにした．ま

ず，本株を形態学的試験，生理学的試験および１６S rDNA

配列の解析によって Arthrobacter pascens と同定した．次

に，本株から N ―置換ホルムアミドデホルミラーゼの精製

を試みた．培養温度や培養時間の影響，培地中の単一窒素

源や単一炭素源の影響，そして，金属化合物の培地中への

添加の影響など至適培養条件の検討を行った．本酵素はN―

ベンジルホルムアミドを培地に加えた時，硫酸アンモニウ

ムを単一窒素源とした場合の４０倍活性が上昇する誘導酵

素であった１８）．決定した至適条件で大量培養し，無細胞抽

出液を各種クロマトグラフィー操作などで精製し，単一酵

素標品を得た１７）．

精製酵素を用いて，本酵素の諸性質を解明した．まず，

本酵素反応のストイキオメトリーを調べたところ，基質で

ある N ―ベンジルホルムアミドの分解量と，ベンジルアミ

ンおよびギ酸の生成量との間には，１：１：１の化学量論比

が成立していた．このことから，本酵素は，化学量論的に

N ―ベンジルホルムアミドを加水分解によりベンジルアミ

ンとギ酸へ変換する反応を触媒していることが明らかと

なった．本酵素は，分子量６１，０００のサブユニットから成

るホモダイマーであった．本酵素の基質特異性を調べたと

ころ，N ―ベンジルホルムアミド，N ―ブチルホルムアミ

ド，アリルホルムアミド，N ―α―メチルベンジルホルムア
ミド，N ―（２―シクロヘクス―１―エニルエチル）ホルムアミド

において活性を示し，特に，N ―ベンジルホルムアミドで

最も高い活性を示した．一方，アミドなどには一切作用せ

ず，基質特異性レベルにおいて既知酵素のいずれとも全く

異なっていた．よって，その反応形式や基質特異性などの

結果から，本酵素は既知のデホルミラーゼとは全く異なる

新規なデホルミラーゼであることが明らかとなり，新規酵

素・N ―置換ホルムアミドデホルミラーゼと認定され，新

規酵素番号 EC３．５．１．９１１９）として登録された．

精製酵素の N末端および内部アミノ酸配列の情報を基

に，本酵素の構造遺伝子（nfdA）を取得し，全塩基配列を

決定した１７）．nfdA 遺伝子は，５４２アミノ酸からなる推定分

子量５８，６９４のタンパク質をコードしていた．相同性検索

の結果，本酵素遺伝子の推定アミノ酸配列は，既知のデホ

ルミラーゼと有意な相同性を示さず，かつ，全長にわたっ

て有意な相同性を持つ既知の酵素は検出されなかった．上

記の酵素学的諸性質の解析結果と同様，本酵素が既知の酵

素のいずれとも相同性の点で異なる点からも本酵素は全く

新規酵素であることが強く支持された．興味深いことに，

相同性は高くないものの，本酵素はアミノ酸配列全長にわ

たりある種の制御タンパク質である LAF３-１２０）や AepA２１）と

最大２８％の相同性を示した．さらに，本酵素の N末端領

域のごく狭い領域（１０数アミノ酸）においてのみ，アミ

ドヒドロラーゼスーパーファミリー２２）に属する酵素２３～２７）と

局所的に高い相同性を示した（図４）．このように，N ―置

換ホルムアミドデホルミラーゼはユニークな酵素であり，

今後，その反応機構や立体構造の解明が期待される．しか

しながら，本酵素の生産菌である F１６４株からの酵素の収

量は極めて少ないことから，本酵素の大量発現系を構築す

ることにした．
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まず定法に従い，大腸菌での本酵素の大量発現を試みた

が，本酵素産物は発現しない，もしくは全て不溶性画分に

発現した．発現条件を種々検討したが，可溶性画分に発現

させることは全くできず，次に，Streptomyces 属放線菌を

宿主２８）とする大量発現を試みた．その結果，可溶性画分に

おいて著量のタンパク質発現を確認することができた．こ

れは，宿主が F１６４株と同様に，グラム陽性，DNAの G＋

C含量が高く放線菌群に属し細胞内環境が似ているためと

考えられる．次に，本形質転換体から組換え酵素の精製を

行い，電気泳動的に単一な酵素を大量取得することに成功

した．その諸性質の解析結果から，本組換え酵素は F１６４

株から精製した天然酵素と酵素学的に同一であることを実

証した２９）．

さらに，組換え酵素を用いて金属分析を行った結果，本

酵素は亜鉛イオンを含むことが明らかとなった．しかしな

がら，本金属イオンが酵素内でどのアミノ酸残基によって

保持されているのかについては全く分かっていない．前述

のとおり，N ―置換ホルムアミドデホルミラーゼは N末端

領域のみアミドヒドロラーゼスーパーファミリーのメン

バーと局所的に高い相同性を示す．本メンバーは一般的な

特徴として，まず，（α／β）８バレル構造を有し，βストラ
ンドと αへリックスが交互に８回繰り返される二次構造
をとっている．そして，本構造の β１，β５，β６，および β８
の C末端側に高度に保存されたアミノ酸残基が存在し，

これらのアミノ酸が本メンバーに属する酵素内に含まれる

金属イオンとの結合に関与している．このことから，N -

置換ホルムアミドデホルミラーゼにおいてもこのようなア

ミノ酸残基の存在が予想された．N ―置換ホルムアミドデ

ホルミラーゼと本メンバーに属する酵素とで既存の方法を

用いてアライメントの作成を試みたが，相同性が低いため

本酵素の金属結合アミノ酸部位を予測できなかった．しか

し，二次構造情報まで考慮することで局所的な配列アライ

メントの作成に成功した（図４）．本結果から，N ―置換ホ

ルムアミドデホルミラーゼにおいても β１，β５，β６，およ
び β８に高度に保存されたアミノ酸残基がすべて存在して
いることが明らかとなり，これらの His残基，Asp残基が

本酵素の亜鉛イオンの結合に関与していると予測された．

今後，部位特異的変異法により変異酵素を作成し，これら

のアミノ酸が金属結合に関与していることを実証していく

必要がある．本酵素は新規なデホルミラーゼであったこと

から，その反応機構および立体構造はユニークなものであ

ることが示唆され，今後，本酵素の立体構造および反応機

構解析など，さらに詳細な酵素科学的解析が期待されてい

る．

６． ニトリル合成酵素 アルドキシムデヒドラターゼ

我々はこれまで，微生物におけるニトリル代謝に関わる

これらの酵素の基礎・応用研究を行ってきた．放線菌

Rhodococcus rhodochrous J１株は，ニトリルを酸とアンモ

ニアに分解するニトリラーゼを生成３０，３１）するが，培養条件

を変えることによりニトリルをアミドに変換するニトリル

ヒドラターゼ（NHase）３２）をも生成する．本 NHase（式４）

は，現在，第３世代の触媒として（アクリロニトリルから

の）アクリルアミドの工業生産に使用されており，また，

（３―シアノピリジンからの）ニコチンアミドの工業生産も

同酵素によって行われている３３，３４）．一方，ニトリル分解菌

Pseudomonas chlororaphis B２３株はニトリルヒドラターゼ

により生じたアミドをさらにアミダーゼ（式５）により酸

とアンモニアに分解する．以前，本菌はアクリルアミド工

業生産の第２世代菌として使用され，現在もなお，（アジ

ポニトリルから）農薬の中間原料シアノバレルアミドの工

業生産に使われている実用菌である３５，３６）．

R―CH＝NOH → R―C≡N ＋ H２O （式３）

R―C≡N ＋ H２O → R―CONH２ （式４）

R―CONH２＋ H２O → R―COOH ＋ NH３ （式５）

R―COOH ＋ CoA―SH→ R―CO―S―CoA ＋ H２O（式６）

本菌においてニトリル代謝関連酵素遺伝子は，アミダー

ゼ，ニトリルヒドラターゼの α，βサブユニット，さらに
機能未知オープンリーディングフレーム（ORF）の順でク

ラスターを形成していることまで明らかにされていた３７）

が，その上下流領域を含め遺伝子構成の全体像は不明のま

まであった．そこで，本菌のニトリル分解代謝機構を分子

レベルで解析することを目的として，アミダーゼ遺伝子上

流領域の塩基配列を決定したところ，新たに一つの ORF

を見出した．相同性検索の結果，アルドキシム（R―CH＝

N―OH）に作用しニトリルを生成する反応を触媒する（Ba-

cillus 属の）phenylacetaldoxime dehydratase３８）と相同性（３２％

のアミノ酸同一性）を示すことが判明し，上記の ORFを

oxdA と命名した．oxdA 遺伝子産物を大腸菌で可溶性画分

に大量発現させることに成功し，本タンパク質がアルドキ

シムを脱水しニトリルを生成するアルドキシムデヒドラ

ターゼ反応（式３）を触媒することを明らかにした．また，

スクロースを単一炭素源，硫酸アンモニウムを単一窒素源

とする培地で本菌を培養した時は本酵素活性が確認できな

いが，ブチルアルドキシムを単一炭素窒素源とする培地で

本菌が生育する時はアルドキシムデヒドラターゼ活性が確

認できた．さらに，本酵素に対する抗体を作成し，アルド

キシムが培地中に存在する場合のみ本酵素が発現すること

を確認し，細胞内において本酵素がアルドキシムの代謝に

直接関わることを初めて実証した３９）．

B２３株の本酵素（OxdA）は（phenylacetaldoxime dehydratase

に続いて）アルドキシムデヒドラターゼスーパーファミ

リーの２例目であるが，phenylacetaldoxime dehydrataseに

おいて反応機構・活性中心・立体構造等は未知であったこ
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とから，OxdAを対象としこれらを解明するために詳細な

解析を行うことにした．アルドキシムデヒドラターゼは水

溶液中での反応にも関わらず脱水反応を触媒するととも

に，炭素―窒素三重結合を形成するユニークな反応を触媒

する希有な酵素であり，アカデミックな観点からも興味深

い研究対象である．さらに，基礎面だけでなく，種々の有

用なニトリルをアルドキシムから合成し得る点で応用面か

らも意義深い研究対象である．

各種クロマトグラフィー操作などを行うことによって単

離精製した本酵素は，分子量約３８，０００のサブユニットか

らなるホモダイマー（ネイティブ酵素の分子量は約

７６，４００）であった．至適 pHは５．５であり，また４５°Cで

最も高い活性を示した．また，pH６．０から８．０の間で本酵

素は安定であり，温度安定性については４０°Cで約５０％

の活性を保持していた．本酵素１mol当たり，１．６２molの

鉄が，また，１．５８molのカルシウムが含まれていた．精製

した本菌のアルドキシムデヒドラターゼは赤茶色を呈し，

ヘムタンパク質に特徴的なスペクトルを示した．ピリジン

ヘモクロム法により，本酵素はサブユニット１mol当た

り，約０．６９molの割合でプロトヘム IXを含むヘム酵素と

同定した．精製酵素に還元剤ジチオナイトを添加したとこ

ろ，本酵素の吸収スペクトルは大きく変化し，還元型酵素

に COを添加したところ，４１９nmに強い吸収ピークを持つ

シャープなソーレー帯が現れた．一方，酸化剤で精製酵素

を処理したところ，ソーレー吸収帯に若干の変化が認めら

れた（図５）．ヘムの酸化還元状態が酵素活性に及ぼす影

響を調べるため，様々な酸化・還元状態において酵素反応

を行った結果，嫌気条件下，ジチオナイトでヘムを還元す

ると活性が飛躍的に（約２５０倍）上昇することが判明した．

基質特異性に関しては，ブチルアルドキシムが最も良好な

基質であったが，本酵素はそれ以外にも同じ脂肪族アルド

キシムであるアセトアルドキシムに作用した．一方，芳香

族アルドキシムにはほとんど作用しなかった．このことか

ら，本菌のアルドキシムデヒドラターゼは脂肪族アルドキ

シムに特異的に作用する新規なアルドキシムデヒドラター

ゼであると考え，これを aliphatic aldoxime dehydrataseと

命名した３９）．

一方，解析を重ねた結果，酵素精製中に SH基保護剤と

して添加していた２―メルカプトエタノールは本酵素の活

性維持には必要なく，むしろヘム含量を低下させる傾向に

あることが判明した．これまでは精製中にヘムが一部欠落

していたが，２―メルカプトエタノール非存在下で酵素精製

したところ，サブユニット１mol当たり約１molのヘムを

含む完全な形の酵素を精製することに成功した．ソーレー

吸収帯は以前よりも大きくなり，また，ピークは４１５nm

ではなく４０９nmに現れた．本スペクトルおよび酸化剤や

還元剤の添加によるスペクトル変化は以前に精製したもの

と本質的に同じパターンを示した．また，今回新しく精製

した酵素は，４６８units／mgという非常に高い活性を示し

た４０）．従って，以後，２―メルカプトエタノールを含まない

条件下で単離精製した酵素を用いてさらに以下の解析を

行った．

７． アルドキシムデヒドラターゼの反応機構解析

本酵素に対して共鳴ラマン分光学的解析を行った結果，

本菌のアルドキシムデヒドラターゼのヘムは６配位ロース

ピン型をとり，ジチオナイトによりヘム鉄を還元すると，

基質がより容易にヘムにアプローチできる５配位ハイスピ

ン型に変化することが判明した．また，還元型酵素で観察

された Fe-His伸縮振動と考えられる特徴的なバンド，CO

結合型酵素のラマンスペクトルにおいて観察された Fe-CO

伸縮振動バンドの波数と C-O伸縮振動の波数などから，

アルドキシムデヒドラターゼのヘムの第５配位子はタンパ

ク質内部の His残基であると同定した４０）．アルドキシムデ

ヒドラターゼファミリーに属する酵素４１）に保存された五つ

の His残基それぞれの変異酵素を作成，分光学的解析法に

より解析し，ヘムの第５配位子を His２９９であると同定し

た４２）．さらに，その過程で得られた（酵素サブユニット

１mol当たりほぼ１molのヘムを含んでいるものの，酵素

活性はほぼ失う）H３２０A変異酵素についても詳細に解析

を行った結果，His３２０を遠位側ヘムポケットに存在する

活性アミノ酸残基と同定し，この His３２０がプロトン化し

（酸触媒として）基質アルドキシムの OH基にプロトンを

供与する反応機構モデルを提唱した（図６）４２）．

続いて，本酵素の反応サイクルに関する情報を得るべ

く，反応中間体の分光学的解析に取り組んだ．ストップド

フロー法により基質（ブチルアルドキシム）混合後，２ミ

リ秒ごとに吸収スペクトル測定を行ったところ，アルドキ

シムデヒドラターゼの反応中間体と考えられる新規な吸収

スペクトルが観察された．本反応中間体スペクトルは，ブ

チルアルドキシム濃度を高くするほど長時間観察され，そ

の後次第に元のスペクトルに戻っていった．本反応中間体

の崩壊がアルドキシムデヒドラターゼ反応の律速段階であ

り，基質存在下では常に本反応中間体が反応液中に蓄積し

ているものと推察した．（反応が進まない）H３２０A変異酵

素についても同様の解析を行った結果，本反応中間体は，

基質が自身の窒素原子を介してヘムに結合した直後の状態

であると示唆され，「OxdA-substrate complex I（OS-I）」と

命名した４３）．さらに，低濃度の酵素に対して大過剰の基質

を添加した場合に観察される（OS-Iとは異なる）新規な

反応中間体スペクトルを発見し，本スペクトルは何らかの

反応中間体に由来するものと推察し OS-IIと命名した．本

中間体を詳細に解析したところ，ヘム鉄は高酸化状態（４

価の状態）をとり，鉄と窒素原子は二重結合を形成してい
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ると考えられ，OS-IIの分子構造モデル（図７），および，

それをふまえた上での OxdAの反応機構モデルを世界に先

駆けて提案した４４）．

以上，我々は脂肪族アルドキシムデヒドラターゼ遺伝子

を発見し，生化学的な解析を行うとともに，活性中心構造

および反応中間体の解析を行い，ヘムを介したアルドキシ

ム脱水反応メカニズムの研究を大きく進展させた．詳細に

解析した本酵素の反応機構を基に，本酵素は新規酵素とし

て再分類され，新しい EC番号４．９９．１．５４５）が与えられた．

一般的に，ヘム酵素は酸素や過酸化水素分子をヘムに結合

させて反応を触媒するが，アルドキシムデヒドラターゼは

基質（有機化合物）がヘムに直接結合して（酸化還元反応

ではない）反応を触媒する４２，４３，４６）．アルドキシムデヒドラ

ターゼはヘムタンパク質でありながら従来のヘムタンパク

質には見られない非常に興味深い特徴を有するもののまだ

まだ未解明な点が多く，今後のさらなる反応機構解析およ

び本酵素の立体構造解析に期待したい．

８． ニトリルのさらなる代謝とニトリル経路

一方，B２３株のニトリルヒドラターゼ遺伝子クラスター

下流領域には，酸と CoAを連結する酵素（アシル CoA合

成酵素）（式６）と相同性を示す ORFが存在していた．大

腸菌で可溶性画分に大量発現させることに成功した遺伝子

産物は，実際に酸を CoAと連結しアシル CoAに変換する

図６ アルドキシムデヒドラターゼによる脱水反応の推定反応サイクル
Ferrous OxdA；鉄２価型 OxdA

図７ アルドキシムデヒドラターゼの反応中間体 OS-IIの分子構造モデル

９３７２００７年 １０月〕



活性を有しており，本 ORFを acsA と命名した４７）．単離精

製し基質特異性を調べた結果，本酵素は短鎖脂肪酸に良好

に作用するアシル CoA合成酵素であることが明らかに

なった．非常に興味深いことに，この酵素の基質特異性の

傾向は遺伝子クラスター中に同じ向きで存在するアルドキ

シムデヒドラターゼ３９）・ニトリルヒドラターゼ３６）・アミ

ダーゼ４８）それぞれの基質特異性と非常に類似していた．

B２３株はスクロースと硫酸アンモニウムをそれぞれ単一炭

素源，単一窒素源とした培地で生育可能であり，この時，

極めて微量のニトリルヒドラターゼは認められたものの，

アルドキシムデヒドラターゼ・アミダーゼ・アシル CoA

合成酵素はいずれも全く発現しなかった．一方，B２３株は

（ニトリルの前駆物質である）ブチルアルドキシムを単一

炭素源かつ単一窒素源とした培地でも生育できるが，この

時にはアルドキシムデヒドラターゼ・ニトリルヒドラター

ゼ・アミダーゼ・アシル CoA合成酵素の全てが誘導的に

発現した（図８）．これらの結果から，B２３株内でアルド

キシムを資化（単一炭素源・単一窒素源として利用）する

ために四つの酵素が協調的に働いていることが実証され

た．アシル CoA合成酵素の役割は，アセチル CoA合成酵

素のように酢酸を基質とするエネルギー代謝や，長鎖アシ

ル CoA合成酵素のように長鎖脂肪酸を基質とする脂質代

謝が一般的である．B２３株の本酵素は酢酸や長鎖脂肪酸に

はほとんど作用せず，さらに，大腸菌のアセチル CoA合

成酵素や長鎖アシル CoA合成酵素欠損変異株のそれぞれ

を相補できず，これらの機能の役割を担うことができな

い．ブチル酸を添加した培地で本酵素の発現が確認できる

ことから，本菌の本酵素はアルドキシムあるいはニトリル

から生じた酸のさらなる代謝を生理的役割とすることを実

証した．ニトリル化合物の分解に関する研究は既に３０年

以上行われており，ニトリル分解経路は（ニトリルヒドラ

ターゼとアミダーゼ，またはニトリラーゼのどちらの酵素

が関与するにしても）ニトリルから始まり酸とアンモニア

への代謝までしか解明されておらず，ニトリルから生じる

酸がどのように代謝されるのかについては未解明のままで

あった．しかし，この発見を基に，ニトリルから生じる酸

はさらにアシル CoAを経由して，β酸化系あるいは TCA

回路へ入り，炭素源・エネルギー源として利用される新し

い代謝経路が初めて明らかになった４７）．即ち，これまでの

研究成果を踏まえ，「ニトリルの合成」・「ニトリルの酸へ

の分解」・「酸を介する炭素源・エネルギー源としての利

用」に関与する一連の四つの代謝酵素の遺伝子がクラス

ターを形成しており，これらの酵素からなるニトリル経路

（アルドキシム→ニトリル→アミド→酸→アシル CoA）が

解明された（図８）．さらに，極く最近，他の微生物にお

いても（アシル CoA合成酵素遺伝子を含む）同様の一連

の代謝酵素遺伝子が同一クラスター中に存在することが報
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８
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告４９）されたことで，このニトリル経路は共通の機構である

と考えられる．

微生物がわざわざ毒性化合物であるニトリルを合成・分

解し，最終的に炭素源・エネルギー源として利用する経路

の存在・共通性が明らかになるにつれ，生体内におけるニ

トリル経路の存在意義やニトリルの役割が見え始めてき

た．しかし，これらを解明する研究は端緒が開けたばかり

であり，今後，ニトリルの前駆物質であるアルドキシムの

生合成経路の解明などアルドキシムからアシル CoAまで

しか解明できていないニトリル経路の全般的な解明が必要

である．
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