
 
 

 

 

平成 24年度 博士論文 

 

 

 

 

Acidithiobacillus ferrooxidansの 

チオ硫酸代謝経路の解析 

 

 

 

 

平成 25年 3月 

 

岡山大学大学院 自然科学研究科 

バイオサイエンス専攻 

51421454 菊本 愛生 



 
 

目次 

略語表 

第一章 序論 

1.1 硫黄の循環 

1.2 微生物による硫黄の代謝機構 

1.3 バクテリアリーチングのメカニズム 

1.4 Acidthiobacillus ferooxidansで提案される硫黄代謝経路 

 

第二章 チオ硫酸デヒドロゲナーゼの解析 

2.1 緒言 

2.2 材料と方法 

2.2.1 使用菌株、培地および生育条件 

2.2.2 酵素活性測定 

2.2.3 A. ferrooxidans ATCC 23270 株からの Tiosulfate dehydrogenase

（TSD）の精製 

2.2.4 大腸菌における A. ferrooxidans ATCC 23270株由来 tsd遺伝子の 

クローニングと発現タンパク質解析 

2.2.5 タンパク質解析 

2.2.6 硫黄化合物解析 

2.2.7 PCR解析 

2.2.8 遺伝子解析 

2.3 結果および考察 

2.3.1 テトラチオン酸生育 A. ferrooxidans細胞抽出液の TSD活性 

2.3.2 テトラチオン酸生育 A. ferrooxidans細胞の可溶性画分からの 

TSDの精製 

2.3.3 部分精製 TSDの性質 

2.3.4 チオ硫酸酸化の化学量論 

2.3.5 A. ferrooxidans の TSDをコードする tsd遺伝子の同定と発現 

1 

 

2 

3 

7 

10 

 

 

12 

14 

14 

14 

 

15 

 

17 

21 

22 

22 

23 

24 

24 

 

26 

28 

30 

31 



 
 

2.3.6 大腸菌における A. ferrooxidans ATCC 23270株由来 tsd遺伝子の 

発現と A. ferrooxidans の TSDとの比較 

2.4 結論 

 

第三章 鉄および還元型硫黄化合物の酸化に関与する遺伝子の発現制御 

機構の解析 

3.1 緒言 

3.2 材料と方法 

3.2.1 細菌、プラスミドおよび培養 

3.2.2 RNA抽出と RT-PCR発現ベクター内での scpB 遺伝子の 

クローニング 

3.2.3 組換え ScpBタンパク質の大腸菌内での合成と精製 

3.2.4 ゲルシフトアッセイ（Electrophoretic mobility shift assays; EMSA） 

3.2.5 データ解析 

3.3 結果および考察 

3.3.1 sqr遺伝子近傍の ORF解析 

3.3.2 A. ferrooxidansにおける scpB遺伝子の転写 

3.3.3 鉄および硫黄酸化に関与する遺伝子のプロモーター領域への

ScpBの結合 

3.4 結論 

 

第四章 総括 

 

謝辞 

 

参考文献 

 

38 

41 

 

 

 

43 

44 

44 

 

45 

47 

48 

48 

49 

49 

53 

 

53 

56 

 

58 

 

60 

 

61 

 

 



 

1 

略語表 

 

本文中で使用した略語は以下に示す。 

APS Ammonium persufate 

BSA Bovine serum albumin 

CBB Coomassie brilliant blue 

DDW distilled deionized water 

DMS Dimethyl sulfid 

DNA Deoxyribonucleic acid 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

IPTG Isopropylthio-β-D-galactoside 

KPB Potassium phosphate buffer 

mRNA Messenger RNA 

MtOH methanol 

NADH nicotinamide adenine dinucleotide 

ORF Open reading frame 

PCR Polymerase chain reaction 

RISCs Reduced inorganic sulfur compounds 

RNA Ribonucleic acid 

SDS PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SOC Super Optimal broth with Catabolite repression 

SOR Sufite: cytochrome c oxidoreductase 

SQR Sulfide: quinine oxidoreductase 

TSD Thiosulfate dehydrogenase 

TTH Tetrathionate hydrolase 
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第一章第一章第一章第一章    序論序論序論序論 

 

1.1 硫黄硫黄硫黄硫黄のののの循環循環循環循環 

硫黄は、酸化型（+6）から還元型（-2）の様々な状態の化合物として自然界および生体

内に存在し得る。化石燃料の燃焼で発生した二酸化硫黄（SO2）や火山活動で発生する硫化

水素（H2S）は、大気中の酸素や水分子と反応して硫酸イオン（SO4
2-）となり、降雨で土

壌や水域に移行する。また、硫化水素は、硫黄酸化細菌や光合成硫黄細菌によって硫酸に

まで酸化され、植物体が硫酸イオンを吸収し、含流アミノ酸に還元してタンパク質を合成

する。食物連鎖を通じて動物に摂取された硫黄成分は、やがて死骸や排泄物から、好気性

微生物によって硫酸イオンに、嫌気性微生物によって硫化水素へ変換され、硫黄の循環経

路が成り立っている（Fig.1-1）。また、嫌気的な条件下では、硫酸還元菌によって、硫酸

は硫化水素に変換される。一部の硫酸は、藻類などで硫化ジメチル（DMS:CH3-S-CH3）に

変換され、光化学反応によって硫酸イオンに戻る経路もある。地球規模での硫黄の循環を

考えると、これは、周期の短い循環であるが、地殻成分に含まれる硫黄は、長期的な循環

系を形成している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-1. Global cycle of sulfur by biological, chemical and geochemical process. 
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全ての生物は、生育のために硫黄を必要とする。細菌において、硫黄は細胞乾燥重量の

0.5－1.0%に達し、主に含硫アミノ酸のシステインやメチオニンの成分になっている。同化

に利用されている硫黄は、ほとんどが先に述べたような短期的なサイクルで循環している

硫黄分である。しかしながら、異化的な硫酸還元、タンパク質中のチオール基の

desulfurylation、および生物の死骸や排泄物の分解に由来する硫化水素は、容易に金属イオ

ンと結合して堆積する。これらの堆積物中の金属硫化物が利用されなければ、硫黄の循環

は滞る。したがって、硫化鉱石中の硫黄化合物の酸化に関与する微生物の生理、生態およ

びその酸化機構を知ることは、基礎生物化学的にも地球科学的にも重要である。 

 

1.2 微生物微生物微生物微生物によるによるによるによる硫黄硫黄硫黄硫黄のののの代謝機構代謝機構代謝機構代謝機構 

 化学合成無機栄養性菌による、元素硫黄や還元型硫黄化合物（RISCs；硫化物、チオ硫酸、

ポリチオン酸、チオシアン酸、carbon disulfide、carbonyl sulfide、メチル化硫黄化合物など）

の代謝経路については、少なくとも 2つの主要な経路（Paracoccus sulfur oxidation pathway

（PSO経路）および S4 intermediate pathway（S4経路））が提案されている[1]。そのなかで、

チオ硫酸の生化学的酸化については、下記に述べる 4 つの経路が化学無機栄養硫黄酸化細

菌や光合成無機栄養硫黄酸化細菌から見つかっている。 

 

1.2.1 Sox system 

PSO経路は Sox経路として知られており、Paracoccus versutusや Paracoccus denitrificans

に存在し、おそらく Starkeya nobellaや Xanthobacter spp.にも存在する。この経路には、sox

遺伝子クラスターにコードされている酵素（SoxXYZABCD）が主要な役割を担っている。

SoxYZとチオ硫酸や亜硫酸は、SoxXAの作用で、チオ硫酸-SoxYZ複合体や亜硫酸-SoxYZ

複合体を生じる。それらは、SoxB によって加水分解され、硫酸と SoxZY-S-S-あるいは

SoxZY-S-を生じる。SoxZY-S-S-は、SoxCD によって酸化され、生じた硫酸基が SoxB によ

る加水分解で硫酸を遊離し SoxZY-S-に戻る。チオ硫酸からスタートするこの一連の反応に

おいて、生じた電子は、酸化型の cytotirome c552に伝達される（Fig. 1-2）。 
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1.2.2 Starkeya nobellaのののの system 

Starkeya novellは、チオ硫酸酸化のために 2つの経路を持っており、一つは、不完全なが

らも、Soxタンパク質の複合体である。もう一つは、ロダネース、硫黄酸化酵素、亜硫酸：

シトクロム c酸化還元酵素（Sor, Sulfite:cytochrome c oxidoreductase）およびシトクロム c酸

化酵素を含む、膜結合型複合酵素である。最初に、チオ硫酸が、ロダネースによって亜硫

酸と硫黄に分解される。生じた亜硫酸は、SorAB によって硫酸に酸化されると同時に電子

をシトクロム cに渡し、末端酵素のシトクロム c酸化酵素まで電子が運ばれる（Fig.1-3）。

この電子伝達系は、in vitroでの再構築がすでになされている[3]。しかしながら、最初のチ

オ硫酸の分解で生じた硫黄が、どのように亜硫酸に酸化されるかは、未解明である。Charles

ら[4]は、S.novella の無細胞抽出液で、グルタチオン依存性硫黄酸化酵素活性を報告し、

Kapplerら[5]は、硫黄を硫黄酸化酵素に輸送することができる硫黄受容タンパク質を発見し

Fig. 1-2. Model of reaction cycle of thiosulfate oxidation by the Sox enzyme of P.pantotrophus.[2] 
XA, heterodimeric cytochrome c complex SoxXA; B, dimanganese sulfate-thioesterase SoxB; YZ, 
sulfur-binding complex SoxYZ; CD, 2 2-heterotetrameric SoxCD complex of the molybdoprotein SoxC 
and the cytochrome c SoxD. 
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た。これらのデータを基に、S. novellaにおいて推測されるチオ硫酸酸化経路を Fig. 1-3 に

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.3 S4 intermediate pathway 

S4経路は、Thiobacillus属に特徴的な経路で、チオ硫酸での生育中にテトラチオン酸を中

間体として生じるチオ硫酸の酸化経路である。T. tepidariusにおけるチオ硫酸酸化のメカニ

ズムは、ペリプラズム空間において、2 分子のチオ硫酸から 1 分子のテトラチオン酸が生

成され、生じた電子が c-type cytochromeに伝達されると提案されている [1] 。生じたテト

ラチオン酸は、ペリプラズムではなく、細胞質内に輸送されてから、硫酸へと酸化される。 

 

Fig. 1-3. Pathway of thiosulfate oxidation in Starkeya novella. [5] 
Shaded components, hypothetical proteins or enzymes; unshaded components, identified 
proteins or enzymes; dotted arrows, postulated reactions; GSH, glutathione; GSSH, 
Vlutathione heterodisulfide.  
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1.2.4 古細菌古細菌古細菌古細菌のののの経路経路経路経路 

 好熱塩性古細菌 Acidianus ambivalensは、膜結合型チオ硫酸：キノン酸化還元酵素（TQO）

によってチオ硫酸を代謝し、その反応生成物はテトラチオン酸である。TQOの 2つのサブ

ユニット（16 および 28 kDa）は、doxDA にコードされており、その相同体は、Sulfolobus 

solfataricusや S. tokodaiiにも存在する。好気性古細菌である Acidianusや Sulfolobusは、電

子供与体として元素硫黄を用い、可溶性、膜結合型両方の酵素を含む経路を使って、亜硫

酸やチオ硫酸を経て硫黄を酸化する。Kletzinら[9]によって提案された経路では、元素硫黄

が細胞質の硫黄酸化還元酵素（SOR）によって酸化され、チオ硫酸と亜硫酸、硫化水素を

生じると想定されている（Fig. 1-5）。生じたチオ硫酸や亜硫酸が、TQOや SAORの活性に

よってエネルギー生成に利用されると考えられる。 

Fig. 1-4. Chemolithotrophic thiosulfate oxidation by the S4I pathway as proposed in Thermithiobacillus 
tepidarius [1, 6] and later supported by studies in Acidithiobacillus caldus [7] and Therathiobacter 
kashmirensis [8].  
 Thiosulfate is oxidized to tetrathionate in the periolasmic space while tetrathionate hydrolysis yielding 
sulfite as one of the intermediates takes place in the cytoplasm or in close vicinity of the inside of the cell 
membrane, followed by oxidation of sulfite to sulfate in same cellular compartment. 
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 TQOに相同性のあるタンパク質をコードしている遺伝子が、A. ferrooxidansや A. caldus、

A. thiooxidans、A. ferrivoransでも見つかっているが、その生化学的機能は明らかにされてい

ない[10, 11, 12, 13, 14]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3 バクテリアリーチングバクテリアリーチングバクテリアリーチングバクテリアリーチングののののメカニズムメカニズムメカニズムメカニズム 

 バクテリアリーチングとは、鉱石中の有用金属（銅、コバルト、ニッケル、亜鉛、ウラ

ンなど）を細菌の作用によって溶出させる技術である。バクテリアリーチングについては、

これまで多くの研究がなされ、そのメカニズムはほぼ解明されており[15, 16]、三価鉄（Fe3+）

やプロトン（H+）が関与する科学的なプロセスによる金属溶出が主要なメカニズムである。

Rohwerder らは、チオ硫酸の関与するチオ硫酸経路とポリサルファイドと元素硫黄の関与

するポリサルファイド経路について詳細に述べている[16]。チオ硫酸酸化経路は酸に不溶

な金属硫化物（FeS2、MoS2およびWS2）の酸化に利用され（Fig. 1-6 A）、ポリサルファイ

ド経路は、酸可溶性金属硫化物（ZnS、PbS、FeAsS、CuFeS2 および MnS2）の酸化に利用

Fig. 1-5. Model for sulfur oxidation in Acidianus ambivalens.[9] 
APAT, adenylylsulfate: phosphate adenlylyltransferase; Pi, inorganic phosphate; dotted arrows, reactions 
postulated; broken arrows, non enzymatic reactions. 
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される（Fig. 1-6 B）。 

 パイライト（FeS2）などの金属硫化物は、三価鉄によって酸化され、二価鉄（Fe2+）とチ

オ硫酸として遊離する。金属硫化物のこの酸化機構は、最初に遊離してくる硫黄化合物が

チオ硫酸であるため、チオ硫酸経路と呼ばれている。生じたチオ硫酸は、テトラチオン酸

（S4O6
2-）などのポリチオン酸（SnO6

2-）を経て、最終的に硫酸にまで酸化される。 

 一方、カルコパイライト（CuFeS2）などの酸可溶性金属硫化物は、ポリサルファイド経

路で溶出される。このグループの金属硫化物では、金属および硫黄部分の結合はプロトン

アタックによって破壊される。2分子のプロトンが結合すると、硫黄部分は硫化水素（H2S）

として遊離し、この硫化物ラジカルは、高分子ポリサルファイドを経て、ポリサルファイ

ドと元素硫黄を生産する。生じた元素硫黄は最終的に硫酸にまで酸化され、プロトンが再

びプロトンアタックへと再利用される。この経路は、ポリサルファイドを経由して行われ

るので、ポリサルファイド経路と呼ばれる。硫黄酸化細菌非存在下で、この経路はその硫

化物の 90%以上を元素硫黄へと酸化することができる[17]。チオ硫酸酸化経路では、金属

硫化物からの金属溶出の最初のステップに、三価鉄の還元を必要としたが、ポリサルファ

イド経路では、金属の溶出がプロトンアタックのみでも進行するため、硫黄酸化細菌だけ

でも駆動可能である。しかしながら、硫化物ラジカルからポリサルファイドや元素硫黄へ

の非生物的酸化には、三価鉄を必要とするので、効率的なリーチングを考えると、三価鉄

の存在は大きい。 

 上記したいずれの経路においても、三価鉄の存在は全体の効率を大きく左右する。酸化

鉄が金属の溶出やチオ硫酸およびポリサルファイドの酸化に共役して還元されると二価鉄

が生じる。生じた二価鉄は、鉄酸化細菌（Acidithiobacillus ferrooxidans や Leptospirillum 

ferrooxidans）によって生物的に酸化され、三価鉄として再利用される。また、三価鉄によ

って非生物的酸化によって進むチオ硫酸やポリサルファイドの酸化は、硫黄酸化細菌

（Acidithiobacillus thiooxidansや Acidithiobacillus caldus）や鉄酸化細菌（A. ferrooxidans）に

よって生物的にも進む。 

 このように、バクテリアリーチングの反応において重要な因子は、三価鉄や硫酸の生成

である。そこで、鉄や硫黄酸化能力のある化学合成独立栄養細菌が、本技術においては重

要な生物となる。特に、（ⅰ）大気中の二酸化炭素を固定して独立栄養的に生育できる、
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（ⅱ）電子供与体として二価鉄あるいは還元型硫黄化合物を利用することができる、（ⅲ）

低い pH 環境下でも生育可能な好酸性菌である、（ⅳ）様々な金属イオンに耐性をしめす

ような生物が求められている。そこで、様々な重金属に耐性を持ち[18]、好酸性で化学合

成独立栄養性の鉄酸化細菌 Acidithiobacillus ferrooxidans がモデル生物として最もよく研究

されており[19]、ATCC 23270株を用いたゲノム配列の解析や、分子遺伝学的な総説もなさ

れている[20, 21]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 鉄酸化細菌 A. ferrooxidans の鉄酸化経路については、よく研究されており、二価鉄から

酸素への電子伝達鎖として、少なくとも 2 つの c-type cytochrome （14 kDa の可溶性

cytochrome c [22] や c4 cytochrome [23] ）および rusticyaninを経由し、末端酸化酵素として

aa3-type cytochrome c oxidaseを使用する経路が提案されている[22]。しかし、A. ferrooxidans

は、種々の還元型硫黄化合物を酸化する能力を持っているが[24, 25, 26]、酸化される硫黄

化合物が多様なこと、化学的反応性が高いこともあり、鉄酸化経路のように確立されてい

ない。 

 

Fig. 1-6. Bioleaching process by two different mechanisms via thiosulfate (A) and polysufide 
(B) pathway. Dotted and solid arrows represent the chemical reaction and biooxidation, 
respectively. Af, Acidithiobacillus ferrooxidans; Lf, Leptospurullum ferrooxidans; and At, 
Acidithiobacillus thiooxidans.[17] 
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Fe3+

Fe2+
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（ZnS, PbS etc.)

Metal cations + H2S
+
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Af, Lf

H2Sn, S0 SO42-, H+ 
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(B) Polysulfide pathway

(A) Thiosulfate pathway
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1.4 Acidithobacillus ferrooxidansでででで提案提案提案提案されているされているされているされている硫黄代謝経路硫黄代謝経路硫黄代謝経路硫黄代謝経路 

すでに述べたように、細菌の硫黄化合物酸化には非常に多くのメカニズムが存在し、A. 

ferrooxidansの RISCs酸化にも、これらの酵素のうちいくつかが関与していることが報告さ

れているが、未解明の部分が多い。これまでに、還元型グルタチオンを必要とする元素硫

黄の酸化、硫化物酸化に関与する酵素として、チオ硫酸のテトラチオン酸への酸化を触媒

するチオ硫酸酸化酵素[27]、チオ硫酸の亜硫酸および硫黄への不均化反応を触媒する

Rhodanese[28]など多くの酵素が報告されている。また、酸化鉄の還元と共役した元素硫黄

や亜硫酸酸化の機構も提案されている[29, 30]（Fig. 1-7）。 

末端酸化酵素系の阻害剤を用いたこれまでの研究で、硫黄の酸化が、キノン関連酵素の

阻害剤である HQNOによって顕著に阻害され、Cytochrome c oxidase阻害剤の cyanide(KCN)

や azide(NaN3)によってそれほど阻害されない[31]ことから、二価鉄と元素硫黄は、2 つの

異なる経路で酸化されることが示唆されている[32, 33]。A. ferrooxidans NASF-1株からは、

Ubiquinol oxidaseが精製されており、硫黄の酸化経路として sulfide: quinine oxidoreductase 

(SQR) を介して Ubiquinol oxidaseに電子が渡される経路も提案されている。 

A. ferrooxidansは、バイオリーチングの機構を解明するためのモデル微生物として使用さ

れ、研究が行われてきた。A. ferrooxidansのゲノム配列から、鉄の酸化に関与するタンパク

質は、rusオペロンと petオペロンにコードされていることが明らかとなった。二価鉄から

の電子は、より高い酸化還元電位の電子伝達系に輸送される downhill、あるいは低い電子

伝達成分に輸送される uphill経路を経て、aa3-type cytochrome c oxidaseや NADHデヒドロ

ゲナーゼに渡されると考えられている[16, 34, 35, 36, 37]。 

一方、すでに述べたように本菌の硫黄代謝機構は不明な点が多い。硫化鉱石のバクテリ

アリーチングでは、鉱石中の硫黄成分がチオ硫酸に変換されて、代謝されると考えられて

いるが、本菌のチオ硫酸代謝機構は明らかにされていない。 

その機構の解明は、本菌のバクテリアリーチング能の向上のための技術開発に新たな知

見を提供するものと期待される。そこで、本論文では、第二章においてチオ硫酸デヒドロ

ゲナーゼについて解析を行った。さらに第三章では各種還元型硫黄化合物の代謝酵素の発

現調節に関する解析を行った。 
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Fig. 1-7. Mechanism proposed for the oxidation of reduced sulfur compounds in 
Acidithiobacillus ferrooxidans. Solid arrows represent enzymatic conversions, and dotted arrows 
show chemical reactions and undefined reaction. 
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第二章第二章第二章第二章    チオチオチオチオ硫酸硫酸硫酸硫酸デヒドロゲナーゼデヒドロゲナーゼデヒドロゲナーゼデヒドロゲナーゼのののの解析解析解析解析 

 

2.1 緒言緒言緒言緒言 

 

 Acidithiobacillus ferrooxidansは、二価鉄や還元型無機硫黄化合物（RISCs：reduced inorganic 

sulfur compounds）の酸化からエネルギーを得る、好酸性、化学合成独立栄養細菌である。

この細菌は、工業的バイオリーチングの応用における重要な生物の一つであり[16, 20, 25, 

38]、二価鉄の酸化については、かなり詳細に解明されている[12, 34, 35, 39, 40, 41, 42, 43]。

鉄酸化系には、Cyc2、Rusticyanin, CycI と aa3-タイプのシトクロム c 酸化酵素が含まれて

いる。これらのタンパク質は、rusオペロンにコードされており、鉄が存在するとその発現

が活性化され、RISCs のみの培養では、発現が抑制されることが報告されている。一方、

好気的な RISCs酸化については、関与すると考えられる酵素活性が、これまでの研究でい

くつか見つかっている[10, 27, 35, 44, 45, 46]。RISCsや金属硫化物で生育した細胞内には、

ロダネース様タンパク質、硫化物：キノン酸化還元酵素（SQR）、テトラチオン酸加水分

解酵素（TTH）、および機能未知のタンパク質が、高発現することが知られており、これ

らの酵素やタンパク質が、硫黄酸化に関与することが強く示唆されている[1, 15, 38, 42, 47, 

48, 49]。RISCs は、化学的に反応し、いくつかの反応が非酵素的に生じるため、この細菌

における生物的硫黄酸化のメカニズムは、未だ明らかにされていない。 

第一章で述べたように、分類学的ならびに生理学的に多様な化学合成硫黄酸化細菌が、

呼吸においてチオ硫酸を電子供与体として利用でき[50,51]、いくつかのチオ硫酸酸化酵素

系が報告されている。A. ferrooxidansによるバクテリアリーチングでは、鉱石の硫黄成分が

チオ硫酸を介して代謝されることが報告されている[52]。また、我々は、A. ferrooxidansが

硫黄を酸化する際にテトラチオン酸や硫化水素が、中間体として形成され、これらの中間

体は、テトラチオン酸加水分解酵素（TTH）や硫化水素：キノン酸化還元酵素（SQR）に

よってさらに代謝されることを提案してきた[1, 42, 53]。さらに、bd-タイプのユビキノール

酸化酵素が、硫黄酸化に関与していることを明らかにした[54]。TTH は、テトラチオン酸

をチオ硫酸と硫黄(S0)、亜硫酸へと加水分解する。この反応で生じたチオ硫酸は、チオ硫

酸：シトクロム c 酸化還元酵素（チオ硫酸デヒドロゲナーゼ；TSD）やチオ硫酸：キノン
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酸化還元酵素（TQO）によって、酸化されると考えられている。A. ferrooxidans は、TQO

に相同性のあるタンパク質をコードする遺伝子を持っているので、TQOがチオ硫酸酸化に

関与していると考えられているが、その生化学的特性は明らかにされていない[41, 55]。既

に、分子量45 kDaのタンパク質の4量体であるチオ硫酸デヒドロゲナーゼが、A. ferrooxidans 

CCM 4253から精製されている[56]が、その遺伝子の特徴付けはされていない。そこで、本

章では、A. ferrooxidansにおけるチオ硫酸酸化に関与するチオ硫酸デヒドロゲナーゼの性質

を明らかにするとともに、その遺伝子の同定を試みた。 
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2.2 材料材料材料材料とととと方法方法方法方法 

2.2.1    使用菌株使用菌株使用菌株使用菌株、、、、培地培地培地培地およびおよびおよびおよび生育条件生育条件生育条件生育条件 

2.2.1.1     鉄酸化細菌鉄酸化細菌鉄酸化細菌鉄酸化細菌 

鉄酸化細菌 A. ferrooxidans ATCC 23270株を用いた。本菌の培養は、UMEÅ培地［3.2％ 

Na2SO4･10H2O，3% (NH4)2SO4，0.1% KCl，0.5% MgSO4･7H2O，0.05% K2HPO4，0.014% 

Ca(NO3)2･4H2O］に、終濃度 3% (w/v) の二価鉄（FeSO4･H2O）を添加した鉄培地、終濃度

1% (w/v)の元素硫黄（S0）を添加した硫黄培地、もしくは終濃度 5 mM のテトラチオン酸

（K2S4O6）を添加したテトラチオン酸培地を用いた[20]。鉄培養およびテトラチオン酸培

養は、強制通気攪拌培養法を用いて、30℃、7 日間培養した。硫黄培養は、同じく、14 日

間培養した。大量培養する際は、前培養として 5 mMテトラチオン酸培地 100 mLに 1 mL

植菌し、室温で 7日間強制通気培養したものを、5 mM テトラチオン酸培地 4.5 Lに接種し

た。7日ほどで培養液が白く濁ってきたところで、3 mM テトラチオン酸水溶液を 500 mL

添加し、さらに 8日間培養した。 

 

2.2.1.2 大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌 

形質導入には、非発現用宿主として E. coli DH5α、発現用宿主として E. coli BL21（DE3）

を用いた。培養には、LB（Luria-Bertani）培地（1.0% peptone，0.5% yeast extract，1.0% NaCl，

pH 7.2）を用い、培地の 1/100量の種菌を植菌後、37℃で振とう培養した（16~18h）。必要

に応じて、終濃度 50 µg/mLの抗生物質（アンピシリン）を加えた。固体培地を作成する場

合には、1.5% agaroseを加えた。なお形質転換には SOC培地を用いた。 

   

2.2.2 酵素活性測定酵素活性測定酵素活性測定酵素活性測定 

2.2.2.1 Thiosulfate dehydrogenase 活性活性活性活性 

電子受容体として ferricyanide［K3Fe(CN)6］を用いて、420 nm における吸光度の減少に

より測定した。50 mM β-alanine buffer (pH 2.5)、1 mM K-ferricyanide［K3Fe(CN)6］、10 mM 

Na-thiosulfate（Na2S2O3）、200 mM Na-sulfateおよび酵素を含む反応液中で測定を行った。

基質となる Na-thiosulfateを除いた反応液を、プレインキュベート（40℃，10 min）し、基

質の添加により反応を開始した。1分間に 1 µmolの ferricyanideを還元する酵素量を 1Uと



 

15 

定義する。 

熱処理（100℃，10 min）した酵素を化学反応の測定に用い、酵素反応から化学反応を差

し引いた。以下の酵素活性も同様に、酵素反応は化学反応を差し引いた値で示した。 

 

2.2.2.2 Thiosulfate:quinone oxdoreductase 活性活性活性活性 

電子受容体として ubiquinoneを用いて、275 nm における吸光度の減少により測定した。

全量 1 mL中に 50 mM β-alanine buffer (pH 2.5)、30 µM ubiquinone-2 (Eizai Co., Tokyo, Japan)、

10 mM Na-thiosulfate および酵素を含む反応液で活性測定を行った。基質となる

Na-thiosulfate を除いた反応液を、プレインキュベート（37℃、10 min）し、基質の添加に

より反応を開始した。 

 

2.2.2.3 Thiosulfate:cytochrome c oxidoreductase 活性活性活性活性 

電子受容体として、酸化型の馬心臓シトクロム cを用いて、550 nmの吸光度の上昇によ

り測定した。全量 1 mL中に、50 mM β-alanine buffer (pH 2.5)、0.1 mg 馬の心臓シトクロム

c、10 mM Na-thiosulfate および酵素を含む反応液で活性測定を行った。基質となる

Na-thiosulfate を除いた反応液を、プレインキュベート（40℃，10 min）し、基質の添加に

より反応を開始した。 

 

2.2.2.4 Sulfite:ferricyanide oxidoreductase 活性活性活性活性 

電子受容体として ferricyanide［K3Fe(CN)6］を用いて、420 nm における吸光度の減少に

より測定した。50 mM β-alanine buffer （pH 2.5）、1 mM K-ferricyanide［K3Fe(CN)6］、200 

mM K2SO4、10 mM K-sulfite（K2SO3）および酵素を含む反応液中（1 mL）で測定を行った。

基質となる K-sulfiteを除いた反応液を、プレインキュベート（37℃，10 min）し、基質の

添加により反応を開始した。 

 

2.2.3 A. ferrooxidans ATCC 23270 株株株株からのからのからのからの Thiosulfate dehydrogenase のののの精製精製精製精製 

2.2.3.1 ペリプラズムペリプラズムペリプラズムペリプラズム画分調製法画分調製法画分調製法画分調製法 

テトラチオン酸培地で 15日間培養した A. ferrooxidans ATCC 23270培養液を No5Bろ紙
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を用いてろ過することによって、硫黄を除去した後、遠心分離（6,000 × g，10 min，4℃）

で集菌した。菌体を、0.1 M potassium phosphate buffer（KPB）（pH 6.3）で 3回洗浄後、氷

上で超音波破砕［破砕 30 s，静置(4℃) 1 minを 300 cycle］を行い、遠心（10,000 × g，10 min）

することによって、無細胞画分を調製した。この無細胞抽出画分を、超遠心分離（110,000 

× g，60 min，4℃，TL-100 Ultracentrifuge，BECKMAN）して得られた沈殿を、5 mM MgSO4･

7H2O、10 % glycerol、1 mM Dithiothreitol（DTT）を含む 0.1 mM KPB（pH 6.3）に懸濁し、

膜画分とした。上清（可溶性画分）に、乳鉢ですり潰した硫安［(NH4)2SO4］を終濃度 3 M

になるように、4℃で攪拌しながら徐々に添加し、塩析を行った。氷上で 1時間攪拌し、遠

心分離（20,000 × g，10 min，4℃）で得られた沈殿を、5 mM MgSO4･7H2O、1 mM DTTを

含む 20 mM citrate buffer（pH 4.0）に懸濁し、30分氷上に静置、再度遠心分離（20,000 × g，

10 min，4℃）して、得られた上清を pH 4.0上清画分（ペリプラズム画分）、沈殿を、5 mM 

MgSO4･7H2O、1 mM DTTを含む 0.1 mM KPB（pH 6.3）に懸濁し、pH 4.0沈殿画分（細胞

質画分）とした。 

 

2.2.3.2 透析透析透析透析 

セロファン透析チューブを用いて pH 4.0上清画分の硫安を除くため、20 mM citrate buffer

（pH 4.0）を用いて透析を行った。長めに切ったチューブを 10分間程度煮沸し、片方の端

を固く結んで、サンプルを 7分目まで充填。交換用溶液中に浮かべ、静かに溶液を攪拌し、

1時間後に外液を交換した後、一晩透析を行った。外液はサンプルの 20~30倍量で行った。 

 

2.2.3.3 イオンイオンイオンイオン交換交換交換交換クロマトグラフィークロマトグラフィークロマトグラフィークロマトグラフィー 

AKTAprime plus (GL. science) に ToyoScreen CM-650M（φ6.4 mm × 3 cm，TOSOH）を装

着し、陽イオン交換クロマトグラフィーを行った。平衡化には、5 mM MgSO4･7H2O、1 mM 

Dithiothreitol（DTT）を含む 20 mM citrate buffer（pH 4.0）を用い、溶出には 0－0.5 M NaCl

の直線的濃度勾配を用いた。流速は 1.0 mL/min、0.5 mLずつ分画した。 

 

2.2.3.4 疎水性疎水性疎水性疎水性クロマトグラフィークロマトグラフィークロマトグラフィークロマトグラフィー 

AKTAprime plus (GL. science) に ToyoScreen Butyl-650M（φ14.6 mm × 3 cm，TOSOH） を
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装着し、疎水クロマトグラフィーを行った。平衡化には、5 mM MgSO4･7H2O、1 mM 

Dithiothreitol（DTT）、1.33 M硫酸アンモニウム（30% 硫安）を含む 20 mM citrate buffer （pH 

4.0）を用い、溶出には 1.33－0 M 硫酸アンモニウムの直線的濃度勾配を用いた。流速は 1.0 

mL/min、1.0 mLずつ分画した。 

 

2.2.3.5 ゲルゲルゲルゲルろろろろ過過過過クロマトグラフィークロマトグラフィークロマトグラフィークロマトグラフィー 

AKTAprime plus (GL. science) に TSKgel G3000SW（φ8.0 mm × 30 cm，TOSOH）を装着し、

ゲルろ過クロマトグラフィーを行った。平衡化には 5 mM MgSO4･7H2O、1 mM Dithiothreitol

（DTT）、0.2 M硫酸アンモニウムを含む 20 mM citrate buffer (pH 4.0)を用いた。流速は 0.3 

mL/min、1.0 mLずつ分画した。タンパク質の分子量を決定するために、分子量スタンダー

ドとして、Thyroglobulin（669kDa）、Ferrithin（440kDa）、Catalase（232kDa）、Aldolase

（158kDa）、Albumin（67kDa）、Ovalbumin（43kDa）、Chymotrypsinogen（25kDa）、Ribonuclease

（13.7kDa）（Gel Filtration Calibration Kits、Amersham Biosciences）を用いた。 

 

2.2.4 大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌におけるにおけるにおけるにおけるA. ferrooxidans ATCC 23270株由来株由来株由来株由来 tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののクローニングクローニングクローニングクローニングとととと発現発現発現発現

タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの精製精製精製精製 

2.2.4.1 ゲノムゲノムゲノムゲノム DNA のののの精製精製精製精製 

洗浄菌体を saline-EDTA solution［0.1 M Tris-HCl (pH 8.0)，0.1 M EDTA，50 mM NaCl］中

に懸濁し、氷上で 60分間静置した。遠心分離（12,000 × g，10 min）して得られた沈殿を、

10 mM EDTA、150 mM NaCl、0.2 % sodium dodecylsulfateを含む 10 mM Tris-HCl（pH 8.0）

に懸濁し溶菌した。proteinase K/phenol/cholrform法およびエタノール沈殿法により、ゲノム

DNAを抽出した。 

 

2.2.4.2 tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののクローニングクローニングクローニングクローニング 

2.2.4.2.1 tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの PCR 増幅増幅増幅増幅 

tsd遺伝子は、A. ferrooxidans ATCC 23270株から抽出したゲノム DNAを鋳型に用いて、

後述の反応液および反応条件で増幅した。増幅した DNAは、1.5 %アガロースゲル電気泳

動によって分離し、約 700 bpの PCR産物のバンドを切り出し、GFX PCR DNA and Gel Band 
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Purification Kit（GE Healthcare）を用いて精製した。 

制 限 酵 素 部 位 NdeI （ 下 線 部 ） を 持 つ forward primer ThioD-F-NdeI

（5’-AATGCCTCCCATATGGCCGCCGGCATGAGC-3’）は、A. ferrooxidans 23270株から精

製された TDS の N 末端アミノ酸配列を基に構築した。制限酵素部位 XhoI（下線部）を持

つ reverse primer ThioD-R-XhoI（5’-CTCATTTCTCGAGAGTTATTTGGCGTACTG-3’）は、

A. ferrooxidans 全ゲノムデータベースから得られたオープンリーディングフレームの C末

端領域の相補的な配列から設計された。 

tsd遺伝子は、シグナルペプチドをコードする塩基配列を持っており、ペリプラズムで発

現すると考えられるが、使用したプライマーは TSDのシグナルペプチドを除いた部分を増

幅するように設計した。したがって、遺伝子発現タンパク質は、細胞質で発現する。 

 

PCR reaction component  

×10 reaction buffer (KOD Plus) 5.0 µl 

2 mM dNTPs 5.0 µl 

25 mM MgSO4 2.0 µl 

10 µM F Primer (ThioD-F-NdeI) 1.5 µl 

10 µM R Primer (ThioD-R-XhoI) 1.5 µl 

KOD Plus polymerase 1.0 µl 

Template DNA x µl 

D.D.W. 34-x µl 

 50 µl 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR reaction cycle   

94℃ 2:00  

94℃ 0:15  

58℃ 0:30 30 cycle 

68℃ 1:30  

68℃ 3:00  

4℃ ∞  
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2.2.4.2.2 pUC-tsd のののの作成作成作成作成 

A. ferrooxidans ATCC 23270 株から増幅させた tsd 遺伝子を pUC119に導入し、pUC-tsd

を作成した。pUC を、制限酵素 SmaIを用いて 30℃で一晩処理し、反応物をアガロースゲ

ル電気泳動に供した後、GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit （GE Healthcare）を用

いて精製した。制限酵素処理を行った pUC119と A. ferrooxidans ATCC23270株由来 tsd遺

伝子が 1:10になるように調整した溶液に、TOYOBO Ligation high ver.2を加え、16℃で 60

分反応させた。 

非発現宿主である E. coli DH5α competent cell（40 µl）を氷上で融解し、ライゲーション

処理した溶液を 2 µL 加えた。氷中に 5 分間静置後、42℃に保った温水に 30~40 秒浸け、

Heat-shock処理を行った。氷中に 2分静置後、SOC培地を 160 µL 加え、37℃で 60分イン

キュベートした。LB plate（+Amp）に、反応液を 50 µL ずつプレーティングし、37℃で一

晩培養した。青白選択により生じた白コロニーへの tsd 遺伝子の挿入を、インサートチェ

ックにより確認した。選別した菌株を LB培地（+Amp）を用いて、37℃で一晩振とう培養

した。菌体からプラスミドを抽出し、これを pUC-tsd とした。インサートチェックには、

Insert Check -Ready-（TOYOBO）を使用した。 

使用したプライマーと PCRの反応条件は下記のとおりである。 

 

Insert Check –Ready- Primer 

Name Sequence (5’→3’) 

M13 Primer P7 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 

M13 Primer P8 AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAAC 

 

PCR reaction cycle   

94℃ 4:00  

94℃ 0:30  

60℃ 0:05 30 cycle 

72℃ 0:30  

72℃ 3:00  

4℃ ∞  
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2.2.4.2.3 pET-tsd作成作成作成作成 

pUC-tsdの tsd遺伝子を pET-21aにライゲーションするため、制限酵素 NdeIと XhoIを使

用し、37℃で一晩反応させた。反応物をアガロースゲル電気泳動に供して、目的のバンド

を切り出し 、GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit（GE Healthcare）を用いて精製し、

ライゲーションの試料とした。 

NdeIと XhoIで制限酵素処理を行った pET21aと上記の tsd 遺伝子が 1:5になるように調

整した溶液に、TOYOBO Ligation high ver.2を加え、16℃で 60分反応させた。 

非発現宿主である E. coli DH5α competent cell（40 µL）を氷上で融解し、ライゲーション

処理した溶液を 2 µL 加えた。氷中に 5 分間静置後、42℃に保った温水に 30~40 秒浸け、

Heat-shock処理を行った。氷中に 2分静置し、SOC培地を 160 µL加え、37℃で 60分イン

キュベートした。 

LB plate（+Amp）に、反応液を 50 µLずつプレーティングし、37℃で一晩培養後、tsd遺

伝子の挿入を、T7 Promoterと T7 Terminaterプライマーを用いたコロニーPCR法で確認し

た。確認できたコロニーを、LB培地（+Amp）を用い 37℃で一晩振とう培養し、プラスミ

ドを抽出した。tsd遺伝子の挿入の有無は、制限酵素 NdeIと XhoIを用いて確認し、これを

pET-tsd とした。大腸菌からのプラスミド抽出には、Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit 

( Bio-Rad Laboratories Inc., California, USA)を用いた。 

 

2.2.4.3 tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの大腸菌内大腸菌内大腸菌内大腸菌内でのでのでのでの発現発現発現発現とととと組組組組みみみみ換換換換ええええタンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの精製精製精製精製 

2.2.4.3.1 tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの発現発現発現発現 

pET-tsdを E. coli DH5αから、Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit（Bio-Rad Laboratories Inc., 

California, USA）を用いて精製した。このプラスミドを、発現用宿主 E. coli BL21（DE3）

中に Heat-Shock（42℃，30 s）で導入した。形質転換の成否は、前述のコロニーPCR によ

り行った。 

E. coli BL21（DE3）（pET-tsd）を培地に植菌して、37℃で培養後、OD660の値 0.4~0.7を

目安に、終濃度 0.2 mMになるように isoprophyl-1-thio-β-D-galactopyranoside（IPTG）を添加

して 37℃で 1晩培養して TSDの発現誘導を行った。 
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2.2.4.3.2 組換組換組換組換ええええ TSD のののの精製精製精製精製 

発現誘導を行った大腸菌を遠心分離（12,000 × g，10 min，4℃）に供して、集菌し、菌体

を 20 mM Tris-HCl buffer（pH 7.4）に懸濁して全細胞画分を得た。超音波破砕（破砕 30 s， 

静置（氷上）30 sを 30 cycle）によって菌体を破砕した後、遠心分離（12,000 × g，10 min，

4℃）して、上清を無細胞抽出画分として回収した。この画分に乳鉢ですり潰した硫安を終

濃度 3 Mになるように、4℃で攪拌しながら徐々に添加した。氷上で 30分静置し、遠心分

離（12,000 × g，10 min，4℃）して得られた沈殿を、1.33 Mの硫安を含む 20 mM citrate buffer

（pH 4.0）に懸濁し、30分氷上に静置、再度遠心分離（12,000 × g，10 min，4℃）して、得

られた上清を酸性可溶性画分とした。この画分を疎水性クロマトグラフィー（2.2.3.4参照）

に供して TSDを精製した。 

 

2.2.5 タンパクタンパクタンパクタンパク質解析質解析質解析質解析 

2.2.5.1 タンパクタンパクタンパクタンパク質定量法質定量法質定量法質定量法（（（（Bradford 法法法法）））） 

タンパク質は、Bradford法による呈色反応によって測定した。試薬には Protein Assay Dye 

Reaget Concentrate（Bio-Rad）を用いた。5倍希釈した Bio-Ras Protein Assayを 1 mLずつ 1.5 

mLチューブに分注し、それぞれ Sampleを 20 µL加えて、十分に攪拌してから室温で 5分

間静置した。その後、595 nmの波長で吸光度を測定した。検量線は、牛血清アルブミン（BSA）

を用いて作成した。 

 

2.2.5.2 Sodium dodecyl sulfate-polyacryl amid gel electrophoresis（（（（SDS-PAGE）））） 

SDS-PAGE は Laemmli の方法に従って、15%泳動ゲルを用いて行った。電気泳動後のゲ

ルは、染色液（0.25 % Coomassie brilliant blue R-250，45 % methanol，10 % acetic acid）に浸

して、30分室温で振とうして染色し、脱色液（10 % methanol，10 % acetic acid）に浸して、

バックグラウンドが薄くなるまで脱色した。 

 

2.2.5.3 N-末端末端末端末端アミノアミノアミノアミノ酸解析酸解析酸解析酸解析 

Butyl 650M columnクロマトグラフィー後の Sampleを SDS-PAGEによって分離し、ゲル

を Transfer buffer［100 mM Tris，192 mM glycine，5 % (v/v) MtOH，D.D.W］に 20分間浸し
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た。ゲルサイズに切った RVDF（Polyvinylidene difluoride）膜とろ紙も同様に Transfer buffer

に浸した。PVDF膜は、bufferに浸す前に、MtOHで親水化した。セミドライブブロッティ

ング装置（ホライズブロット；AE-6677 型；ATTO）に陽極側からろ紙 3 枚、膜、ゲル、

ろ紙 3枚の順に重ね、2 mA/cm2の定電流で 2時間通電した。陰極側の bufferには、0.02 %

の SDSを添加し、タンパク質がゲルから抜けやすいようにした。膜の染色は、アミドブラ

ック染色液［0.6%(w/v) Amido Black 10B，40% MeOH，10% acetic acid，MilliQ水］および

脱色液［50% MtOH，7% acetic acid，D.D.W］を用いて行った。目的のバンドをカッターナ

イフで切りだし、この PVDF膜をプロテインシークエンサーに供して、N末端アミノ酸配

列を決定した。 

 

2.2.6 硫黄化合物解析硫黄化合物解析硫黄化合物解析硫黄化合物解析 

2.2.6.1 テトラチオンテトラチオンテトラチオンテトラチオン酸酸酸酸のののの定量定量定量定量 

反応溶液から 100 µLサンプリングを行い、0.1 M KCN 250 µLとD.D.W 150 µLに 混合、

室温で 5分間静置させた。その後、25 mM Fe(NO3)3-HNO3 250 µLと D.D.W 250 µLを添加

し、2分以内に 460 nmの吸光度を測定した。 

 

2.2.6.2 チオチオチオチオ硫酸硫酸硫酸硫酸のののの定量定量定量定量 

反応溶液から 25 µLサンプリングを行い、50 mM β-alanine buffer 75 µL（5倍希釈するた

め）0.1 M KCN 250 µLと D.D.W 150 µLに混合、室温で 5分間静置させた。その後、25 mM 

Fe(NO3)3-HNO3 250 µLと 33 mM CuCO2 250 µLを添加し、2分以内に 460 nmの吸光度を測

定した。 

 

2.2.7 PCR 解析解析解析解析 

 1 Lの二価鉄培地で 10日間、硫黄培地、テトラチオン酸培地では 14日間、30℃で浸透培

養した細胞を遠心し、1 mM EDTAを含む 10 mM Tris-HCl bufferで懸濁後、RNeasy Mini 

Protocol for Isolation of Total RNA from Bacteria（QIAGEN, Tokyo, Japan）を用いて RNAの抽

出を行い、ゲノム DNAを除去するために、RNase-free DNase（Invitrogen）で処理した。RNA

濃度は、Quant-iT RNA Assay kit（Inbitrogen）を用い、Qubit fluormeter（Invitrogen）により
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測定した。 

 等量の total RNA（0.067 µg）を用い、cDNAを調製した。反応溶液には、0.5 mM dNTPs 

mixture、2 µLの 10 µM revers primer （P14-R2）、0.067 µgの total RNA、4 µLの 5 × buffer、

および 1 µL ReverTra Ace（TOYOBO）を含み、20 µLになるように調製した。42℃で 60分、

酵素反応を行い、99℃で 5分間変性させた。調製した cDNAを鋳型 DNAとして、PCRを

行った。反応溶液には、0.2 mM dNTPs、1.5 mM MgSO4、0.4 µLずつの 10 µM forward primer 

（TSD-F1）と reverse primer （MOD-R2）、2 µLの 10 × buffer、および 0.4 µl KOD-Plus-Neo

（TOYOBO）を含み下記に示す反応条件で PCRを行った。実験に用いたオリゴヌクレオチ

ド プ ラ イ マ ー は 、 A. ferrrooxidans ATCC 23270 株 の DNA ゲ ノ ム 配 列

(http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf)を基にデザインした (Table 2-1)。 

2%アガロースゲル電気泳動によって増幅を確認した。 

 

name Sequence Tm（（（（℃℃℃℃）））） 

TSD-F1 GCTGCAGGAATTGAGTAACC 55,52 

MOD-R2 TCCACGTCATGTTGCCGATG 57,55 

   
PCR reaction cycle   

94℃ 3:00  

98℃ 0:10  

60℃ 0:30 30 cycle 

68℃ 0:35  

68℃ 3:00  

4℃ ∞  

   

2.2.8 遺伝子解析遺伝子解析遺伝子解析遺伝子解析 

A. ferrooxidans 23270 株の全ゲノム配列、アノテーションおよび AFE number は、

Comprehensive Microbial Resource (CMR) を利用した。 

(J. Craig Venter Institute, http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf). 

TSDの相同性解析には、NCBIの BLASTを使用した。AFE番号は、NCBIのナンバリン

グのものを使用した。（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/） 

 

Tabel 2-1 Primer used in this study 
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2.3 結果結果結果結果およびおよびおよびおよび考察考察考察考察 

 

2.3.1 テトラチオンテトラチオンテトラチオンテトラチオン酸生育酸生育酸生育酸生育 A.ferrooxidans細胞細胞細胞細胞のののの TSD 活性検出活性検出活性検出活性検出 

テトラチオン酸加水分解酵素（TTH）は、テトラチオン酸で生育した A. ferrooxidans 細

胞で不可欠な酵素であり、テトラチオン酸をチオ硫酸と硫黄、そして亜硫酸に加水分解す

る反応を触媒する[57]。それゆえに、チオ硫酸酸化に関与する酵素もまた、テトラチオン

酸上での A. ferrooxidans の生育に不可欠である。無細胞抽出液とフェリシアン、チオ硫酸

を含む反応液中で TSDの活性を pH 1.5から 6.0の範囲で測定したが、活性は検出できなか

った。A. ferrooxidans ATCC 23270由来のテトラチオン酸加水分解酵素（TTH）は、その活

性発現に硫酸イオンを必要とする[58]ことから、本酵素においても硫酸イオンの影響を検

討した。TSD活性は、硫酸カリウムや硫酸ナトリウムを、反応液に加えることによって検

出され、200 mMの硫酸ナトリウムを添加した時に最大活性が、得られた（Fig. 2-1）。塩

化カリウムや塩化ナトリウムではこの効果を示さなかったことから、酵素活性の発現には

硫酸イオンが必要であることが明らかとなった（Fig. 2-2)。 
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Fig. 2-1. Effect of sodium sulfate on the activity 
of thiosulfate:ferricyanide oxidoreductase. 
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Fig. 2-2. Effects of sodium sulfate, potassium 
sulfate, sodium chloride, and potassium chloride 
on the activity of thiosulfate:ferricyanide 
oxidoreductase.  Activities were measured in 
the presence of 200 mM of K2SO4 or Na2SO4 
and 100 mM of NaCl or KCl 



 

25 

チオ硫酸は、4.0より低い pHでは不安定であり[59]、3.5より低い pHでは、フェリシア

ンとだけでなく、二価鉄イオンとも化学的に反応してしまう。しかしながら、熱処理によ

り失活させた酵素を用いた非酵素反応に比べ、優位な酵素活性が検出された（Fig. 2-3）。

なお、Fig.2-3で示す活性のタイムコースは、10 mMチオ硫酸ナトリウム、1 mMフェリシ

アン化カリウム、200 mMの硫酸ナトリウムおよび 60 µg/mlのタンパク質を含む反応液を

用い、pH 2.5、40℃で測定したものである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

酵素活性に及ぼす pHの影響を調べた結果、2つのピーク（pH 2.5と 4.0）が検出され

た。少なくとも 2 つの異なる酵素が、テトラチオン酸生育細胞によるチオ硫酸酸化に関

与していることを示唆している（Fig. 2-4）。最適 pH 2.5を持つ酵素活性は、可溶性画分

から検出され、もう一つの pH 4.0に最適 pHを持つ活性は、膜画分に検出された。 

我々は、すでに、SQRや TTHが、硫黄やテトラチオン酸培地で生育した細胞内では合

成されるが、二価鉄培地で生育した細胞では合成されないことを報告している[17,40]。

同様に、TSD 活性は、硫黄生育細胞から調製された可溶性画分からも、テトラチオン酸

生育細胞から調製された可溶性画分からも、それぞれ 0.063 U/mgと 0.085 U/mg検出され

Fig. 2-3. Time course of the absorbance changes at 420 nm after mixing of thiosulfate and 
ferricyanide with soluble fraction (circle) or soluble fraction at pH 4 (square) from A. 
ferrooxidans.  The enzymatic reactions and the non-enzymatic reactions by heat inactivated 
enzymes (10 min at 100 ℃) were shown in black and white, respectively. 
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たが、鉄生育した細胞の可溶性画分からは検出されなかった。この結果は、tsd遺伝子は、

RISCsの存在下で、特異的に発現することを示唆している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.2 テトラチオンテトラチオンテトラチオンテトラチオン酸生育酸生育酸生育酸生育 A. ferrooxidans細胞細胞細胞細胞のののの可用性画分可用性画分可用性画分可用性画分からのからのからのからの TSD のののの精製精製精製精製 

TSDは、テトラチオン酸で生育した A. ferrooxidans ATCC 23270株から調製した可溶性画

分から精製した。可溶性画分を 20 mMクエン酸緩衝液（pH 4.0）で透析し、20,000 × gで

10分間遠心した。TSD活性は、上清に検出された。A. ferrooxidansは、好酸性細菌であり、

ペリプラズムの pHは、2.5－3.0の間であることから、pH 4.0でも可溶性であるというこの

結果は、TSDがペリプラズムに局在していることを示唆している。 

TSD の部分精製は、Table.2-2 で示した手順で行い、細胞抽出液から回収率 3%で 64 倍に

精製された。Butyl-650M カラムクロマトグラフィーの活性サンプルを、TSK ゲル G3000

カラムクロマトグラフィーにかけると、比活性が大幅に減少したので、Butyl-650Mカラム

クロマトグラフィーのサンプルを、諸性質の検討に使用した。 

Fig. 2-5に示すように、SDS-PAGE分析によって、CM-650Mカラムクロマトグラフィー

後のサンプル（lane 4）と比較して、Butyl-650Mカラムクロマトグラフィー後のサンプル（lane 

5）で分子量 25 kDaのバンドが濃くなっていることが示された。比活性もまた、増加した

（Table 2-2）。従って、この 25 kDaに分子量を持つタンパク質が、TSD活性を示すと結論
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Fig. 2-4. Effect of pH on the activity of thiosulfate:ferricyanide oxidoreductase by 
cell-free-extract.  Activities were measured in the presence of 200 mM sodium sulfate.  
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付けられた。データは示さないが、TSK ゲル G3000 を使用したゲルろ過分析の結果から、

TSDがモノマー構造であることが明らかとなった。 

 

 

Purification step 
Total protein    

(mg) 

Specific activity 

(µmol/min/mg) 

Total activity 

(µmol/min) 

Recovery 

(%) 

Purification 

(fold) 

Cell-free extract 200.8 0.05 10.0 100 1.0 

 Soluble fraction 55.1 0.09 4.9 49 1.8 

Soluble fraction 

 at pH 4.0 
11.1 0.20 2.2 22 4.0 

CM650M fraction 1.3 2.28 3.0 30 45.6 

Butyl650M fraction 0.1 3.16 0.3 3 63.2 
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Fig. 2-5. SDS-PAGE of partially purified thiosulfate dehydrogenase. M, size marker; 1, Cell-free 
extract; 2, Soluble fraction; 3, Soluble fraction at pH 4.0; 4, CM650M; 5, Butyl650M. 

Table 2-2.  Purification of thiosulfate dehydrogenase with the pH optimum at 2.5 from soluble 
fractions of tetrathionate-grown Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270 
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2.3.3 部分精製部分精製部分精製部分精製 TSD のののの性質性質性質性質 

2.3.3.1 最適最適最適最適 pH、、、、最適温度最適温度最適温度最適温度およびおよびおよびおよび硫酸硫酸硫酸硫酸イオンイオンイオンイオン等等等等のののの影響影響影響影響 

酵素活性の最適 pHと温度は、それぞれ、pH 2.5と 70℃であった（Fig. 2-6 A,B）。可溶

性画分の酵素は、活性のために硫酸を必要としたが、Butyl-650Mカラムクロマトグラフィ

ーで精製した後の TSD活性は、硫酸イオン非存在下でも活性を示し、高濃度の硫酸イオン

では阻害された。硫酸ナトリウム非存在下での酵素活性の約 45%が、200 mM 硫酸ナトリ

ウムによって阻害された（Fig. 2-6 C）。1 mMの亜硫酸は、酵素活性を活性化した（Fig. 2-6 

C）。しかしながら、1 mMより高濃度の亜硫酸は、酵素活性を阻害し、10 mMの亜硫酸で、

完全に阻害された。 
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Fig. 2-6. Effect of pH (A), Temperature 
(B) and sulfate and sulfite (C) on the 
activity of thiosulfate:ferricyanide 
oxidoreductase. Activities were 
measured in the presence of 200 mM of 
K2SO4 or 1 mM of K2SO3. 
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2.3.3.2 電子受容体電子受容体電子受容体電子受容体のののの検討検討検討検討およびおよびおよびおよび基質特異性基質特異性基質特異性基質特異性とととと最適基質濃度最適基質濃度最適基質濃度最適基質濃度 

部分精製された本酵素は、ユビキノンや馬心臓シトクロム c を電子受容体として利用し

なかった。また、チオ硫酸を基質として加えた場合、Fig.2-7に示したように、フェリシア

ンの還元が観察されたが、亜硫酸やテトラチオン酸では観察されなかった。さらに、熱処

理して失活させた酵素を用いて化学反応を測定したところ、チオ硫酸はケミカルにフェリ

シアンを還元するのに対して、亜硫酸では、ケミカルな還元は起こらなかった（Fig. 2-7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 mMのフェリシアンを含む反応液中、亜硫酸ナトリウム非存在下で得られた Km値は、

15 mMと推定された（Fig. 2-8）。また、チオ硫酸の濃度が 4 mMよりも低いときには、酵

素活性が検出されなかった。pH が 4.0 より低い条件では、チオ硫酸が不安定であるため、

TSDのみかけ上のKm値は、もう少し低いと考えられる。これまでの報告にはA. ferrooxidans

由来の TSDは、Km値が 0.9 mMであるいう報告もある[25]。基質濃度と反応速度の関係は、

シグモイド曲線を示した（Fig. 2-8）。これは、本酵素がアロステリック酵素であり、酵素

反応にアロステリックエフェクターを必要としていることを示唆している。 
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Fig. 2-7. Time course of the absorbance changes at 420 nm after mixing of thisosulfate or 
sulfite and ferricyanide in the presence or absence of enzyme.  Black circle, thiosulfate and 
enzyme; open circle, thiosulfate and heat-denatured enzyme; white square, thiosulfate and 
water; black triangle, sulfite and enzyme; white triangle, only enzyme without substrates. 
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A. ferrooxidansからは、2つのチオ硫酸酸化酵素の精製が報告されている。Silverと Lundgren

は、ヘムを持たず、最適 pHを 5.0に持つ酵素を報告しているが、その酵素の分子量は、述

べられていない[27]。Janiczekらは、最適 pHを 3.0に持ち、分子量 45 kDaのサブユニット

から成る酵素を報告しているが、酵素活性への硫酸イオンの影響や、タンパク質をコード

している遺伝子についての報告はない[57]。報告されている酵素の分子量は、この研究で

部分精製された TSDのものと、明らかに異なる。また、チオ硫酸やジチオン酸で還元した

酵素の可視吸収スペクトルの結果、本研究で報告されたタンパク質内にヘムの存在を示す

典型的なピークは示されなかった（データは示さない）。 

 

2.3.4 チオチオチオチオ硫酸酸化硫酸酸化硫酸酸化硫酸酸化のののの化学量論化学量論化学量論化学量論 

温度に伴って、化学的な分解反応が増加するため、TSDによるチオ硫酸酸化の化学量論

は、20℃で、5 mMのチオ硫酸と 1 mMのフェリシアンを含む反応液中で測定した（Fig. 2-9）。

チオ硫酸酸化の最終産物は、テトラチオン酸であった。30分間の反応で、0.33 mMチオ硫

酸が 0.18 mMテトラチオン酸へ、また、60分間の反応で 0.78 mMチオ硫酸が 0.33 mMテ

トラチオン酸へ、化学量論的に転換されることが、シアノリシスによる定量で明らかとな

った。この結果は、TSDが、2分子のチオ硫酸から、1分子のテトラチオン酸の形成を触媒

することを示した。 
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Fig. 2-8. Effect of thiosulfate concentration on the activity of thiosulfate:ferricyanide 
oxidoreductase. Activities were measured in the presence of 1 mM ferricyanide at pH 2.5. 
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2.3.5 A. ferrooxidans のののの TSD ををををコードコードコードコードしているしているしているしている遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの同定同定同定同定とととと発現発現発現発現 

2.3.5.1 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの同定同定同定同定 

分子量 25 kDaのタンパク質の N末端アミノ酸配列は、AGMSGNPANLLPTGAであると

決定された。National Center for Biotechcology Information nonredundant databaseを利用した

BLASTP検索の結果、A. ferrooxidans ATCC 53993におけるタンパク質をコードしていると

推測される Lferr_0043 が、この 15 アミノ酸配列を含むことが示された。A. ferrooxidans 

ATCC23270 株の中で、これに対応する遺伝子は、GenBank database によると、AFE_0042

であった。この 15アミノ酸配列を含む遺伝子（810 bp）は、推定されるシグナルペプチド

（N末端から 37アミノ酸）を含む 270アミノ酸のタンパク質をコードしている（Fig. 2-11）。

シグナルペプチドの存在は、このタンパク質がペリプラズムに局在することを示唆した。

シグナルペプチドを持たない（233アミノ酸）成熟したタンパク質の分子量は、25,796 Da、

等電点は、6.2と推測された。先に述べたとおり、スペクトル分析とヘム染色によって、こ

のタンパク質がヘムを持っていないことが明らかとされている。AFE_0042のアミノ酸配列
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Fig. 2-9. Stoichiometry on thiosulfate consumption and the tetrathionate formation by 
the enzymatic traction of the thiosulfate dehydrogenase. 
 Thiosulfate in the presence (●) and absence (○) of the enzyme. Tetrationate in the 
presence (▲) and absence (∆) of the enzyme. 
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の中に、ヘム結合領域や、鉄-硫黄クラスター、モリブデンの様な金属共有因子結合領域は

保存されていなかった。AFE_0042は、硫黄の存在でその発現が制御される遺伝子（参考文

献の中では hyp4）としてすでに報告されており、二価鉄よりも硫黄培地でその発現が活性

化されることが分かっている[40, 38]。硫黄代謝に AFE_0042が関与していることが示唆さ

れているが、その機能は明らかにされていなかった。AFE_0042（参考文献の中では HypA1）

のペリプラズム局在性も、既に報告されている[48]。 

AFE_0042遺伝子を囲む領域は、A. ferrooxidans ATCC 23270のゲノム配列上ですでに分

析されている[12, 40, 49, 60]（Fig. 2-10）。この領域は、Fig. 2-10に示すように、硫黄代謝

に関与する遺伝子がクラスターを形成していることから、注目を集めている[15, 49]。2つ

の TSD相同体と、2つの溶質結合タンパク質相同体、2つの DoxDA相同体、ロダネース領

域を含む 2 つのタンパク質とチオレドキシン相同体が、この領域には含まれている。ロダ

ネース様タンパク質をコードしている p21 は、二価鉄で生育した細胞と比較して、硫黄で

生育した細胞で高く発現することが報告されている[12, 40, 47, 49, 60]。p21タンパク質の機

能はまだ明らかにされていないが、硫黄代謝に関与していることは強く示唆されている。

類似した遺伝子構造（tsd1-modA1-docDA1だけで、他の部分は違う）が、Gluconobacter oxydans

の遺伝子で、すでに見つかっている[41]。 

AFE_0042相同体をコードしている遺伝子は、Acidithiobacillus ferrooxidans、Acidiphilium 

multivorum 、 Thiomonas intermedis 、 Hydrogenobaculum sp、 Burkholderia cencepacia 、

Gluconobacter oxydansあるいは Leptospirillum ferrodiazotrophumから見つかった（Fig.2-11）。

RISCsの利用に関しては、Acidiphilium、Thiomonas、Hydrogenobaculumそして Burkholderia

属は、チオ硫酸を酸化することができる[10, 19, 44, 61, 62]。L. ferrodiazotrophumは、好酸性

鉄酸化細菌であるが、エネルギー生成を伴う硫黄酸化を行う可能性が、遺伝子解析によっ

て示されている[63]。G. oxydansがチオ硫酸を利用できるという情報はない[64]。また、A. 

ferrooxidansの AFE_0042の相同体遺伝子を持つ細菌が、TSD活性を示すかどうかは今後の

課題として残されている。 
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Fig 2-10. (A) Schematic map of the contig region containing the putative gene cluster context 
around gene tsd from A. ferrooxidans. (B) Putative functions of AFEs present in this region (see 
reference 41). AFE, derived from the NCBI numbering. Molecular weight (MW), pI, and export 
signal prediction was done with sequences from a local database. MW was estimated using the 
putative amino acid sequence without the signal peptide.   
 

AFE Descript
ion

MW

(kDa)

pI Putative function Predicted 
subcellar 
location

Identification 
in previous 
studies

References

0041 cdt 44.6 6.6 C4-dicarboxylate transporter Membrane 34

0042 tsd1 25.7 6.2 Thiosulfate dehydrogenase Periplasm hypA1

hyp4

9
48
34

0043 modA1 33.9 9.2 Putative solute-binding protein 
(Sulfate/thiosulfate binding protein)

Periplasm

sbp1

modA-1

5

36

48

34

0044 doxDA1 38.8 9.6 DoxDA-like protein Membrane doxDA-1 48
34

0045 p21 20.9 9.3 Rhodanese-like protein Periplasm p21 35, 36, 48
34

0046 p14 14.3 4.6 Rhodanese domain containing protein Cytoplasm 34

0047 trx 18.1 8.8 Thioredoxin Periplasm

0048 doxDA2 39.0 9.7 DoxDA-like protein Membrane

0049 modA2 33.8 8.8 Putative solute-binding protein Periplasm

0050 tsd2 25.7 6.0 Tat pathway signal sequence domain 
protein

Periplasm

0042 0043 0045 00440041 0047 0046 0048 0049 0050

cdt tsd1   modA1    doxDA1        p21       p14               trx doxDA2     modA2     tsd2                        

A

B
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                                                                   ↓ 

YP002424556 1    MSN------ESNL-LSRREAMKRTVL-GAGAVAVGALGANASAMAAGMSGNPANLLPTGAGTLQELSNRLAKAPRRRDFK  72 

YP004785011 1    MIN------ESNL-LNRREAMKRAVL-GAGVVAVGAMGASASAMAAGMSGNPGNLLPPGASTLQELSNRLAKAPRRRDFK  72 

YP002424564 1    MSN------EQNL-LSRRDAMKHALW-GAGALAVGAVGTQTSAVAAGLSGNPGNLLPTGARSLKELGERLAKTPRRRDFK  72 

YP003641775 1    MST------HSPVQPSRRLALQSTLVAGLGLTALGA--KTAQAASAQERF-----MPQGASTLAELGKKLAAAPRRRDFK  67 

YP004284142 1    MSDTGQTERDSSLQLSRRTALSLPAV-GVGTAVIGAM--IMPAAEAANSAPPPNLITPESKKLRALAAALAKAPRRRNYK  77 

YP004675973 1    MT------MTG-----RRQALQAFGL-ALAAASVGGFTREADAAAAHD-------IPAGASALADLTDRLAKTPRRRDFK  61 

YP002120754 1    MDQ------------SRRNVLKGAIL-GLGAGMVASALNPTAAKAEEVGA----LIPKGARTLKELAERLAKAPRRRNFK  63 

YP002235043 1    MSD-----RHA-----RRDALKTLGL-AAGTVLLAA-TRPAHAAAPDTG----TLLPGGAARLADLTRRLAATPRRRDFK  64 

ZP08900025 1    MND-----MTSNLRADRRHALLGLMA-ATAGATIAT-TSTALAARSSSS----H--ADGTGNLAVLTSQLARSPRRRDFR  67 

ZP08903590 1    MND-----MTSNLRADRRHALLGLMA-ATAGATIAT-TSTALAARSSSS----H--ADGTGNLAVLTSQLARSPRRRDFR  67 

YP190376 1    MND-----MTSNLRADRRHALLGLMA-ATAGATIAT-TSTALAARSSSS----H--ADGTGNLAVLTSQLARSPRRRDFR  67 

EES53836 1    M----------SRSMSRREMLGMLAMMGTAGVALGLGGGKVPLASASEHL---DLQPRGDHHLHALLSALARAKRRRDYR  67 

YP005469801 1    M----------SESVSRREMLGMVATIGAAGAALGLGVGKLPEAAASEKL---DLEPKGDHHLKALLRALERAKGRRDYK  67 

 

YP002424556 73   TVPMMLTSPDQWDSEALDEILHYAGGPKQVWDNTALTSPWLNLMRNSMNVQIWSFKHP--DFLALSATHGSAHFALYDNY  150 

YP004785011 73   TVPMILTSPDQWDSEALNEVLHYAGGPKQVWDNTVLKSPWLNLMRNAMNCQIWSFKHA--DFFCASATHGSAHLALYDNY  150 

YP002424564 73   TVPMILTKPDEWDDAALREIIHYAGGPKQVWDNTDVSSPWLNLMRNSMNVQVWSFRHP--DFLCVSATHGSAHWALYDDF  150 

YP003641775 68   TTQMVLENRDEWDAEALDLVLAYAGQPKQVWNNTNLEGPWLNLMRNAMNAQIWSFKHP--DFLAVSATHGSAHLALYDDA  145 

YP004284142 78   SVPMILTNSDQWDSEALHILFTYAAGPKQIWDNTDLTGPWLNLMRNAMNAQIWSWKHP--NFIAVSATHGSAHLALYDNY  155 

YP004675973 62   TVPMILDHSDQWDDEALKEVLAYKPVTKQAWDVTDIAGPWLNVMRNSINAQIWSFKHP--DFLVVSATHGSAHYALYDQA  139 

YP002120754 64   SLPMVLTDKNQWDWEALDEVFNYKGGPKQVWDNYDIHSAWLNVMRNAMNAQIWSYKNP--DFLCVSATHGNAHFAIYDDY  141 

YP002235043 65   TVPMILERPDQWDHAALTEVIGYRGGPKQVWDNTELGGPWLNLMRNSLNAQIWSYGHP--DFLVVSATHGSAHLALFDRI  142 

ZP 08900025 68   TVPMVLDDPLMWDAQALDLVIAYRGERKQVWDNTAIDSPWLNLMRNSVNAQVFSFRHP--DFLAVSATHGSAHLALYDQT  145 

ZP 08903590 68   TVPMVLDDPHMWDAQALDLVIAYRGERKQVWDNTAIDSPWLNLMRNSVNAQVFSFRHP--DFLAVSATHGSAHLALYDQT  145 

YP190376     68   TVPMVLDDPLMWDAQALDLVIAYRGERKQVWDNTAIDSPWLNLMRNSVNAQVFSFRHP--DFLAVSATHGSAHLALYDQT  145 

EES53836     68   SLTMISLHQDEWDHEALALLLHYHAKPKQVWDNTIFGSPWLNLMRNSLNAQVYSFGKK--DALVLSATHGTAHLGLFDDT  145 

YP005469801 68   SVTMISLHKDEWDHEALSLLFHYRAKPKQVWDNTVIGSPWLNLMRNSLNAQVYSFGKK--DALVLSATHGTAHLALFDDH  145 

 

YP002424556 151  IWNKY-LATAT-------KGKWKANAWLKQPPASATNPADFEDPEGVFSPHDNSIIVLQRRGAVFLACHNEVWELTMGLH  222 

YP004785011 151  IWNKY-LATLT-------KGKWKANAWLKQPPASATNPADFEDAEGVFSPHDNSIIVLQRRGAVFLACHNEVWELTMGLH  222 

YP002424564 151  IWNKY-LAQMT-------GGKWKDNEWIKEPPAAAADPANFENPEGVFSPGDNSVTVLQRRGAVFLGCHNGIWEITEGVL  222 

YP003641775 146  LWAKYQLGSLT-------KGKAKTNTWIKTSLAADADPKSVEDPKGVYSPADNSITVLQERGAVFLACHNAIWELTGHLH  218 

YP004284142 156  IWKKY-LSSFT-------GGKFSSNIWIEEPSAASSPASSFNDPKGVFSPHDNSIVVLQRRGAVFCACHNEVWELTMAVL  227 

YP004675973 140  MWDKYQFAKIV-------GKGFEKNTLIVDKPAASANPADYESPTGVFSPLNNSIPALQRRGAVFMSCHNAIWEQATKLH  212 

YP002120754 142  VWETY-ITPLT-------KGKLKKNVWLKMKP-GMLEKDSPTDESGAFSPADNSVEALIERGAVFLACHNQTWEMAGALL  212 

YP002235043 143  AWDKYGLAKFA-------GAAFPTNTLLDAKPAQAKGAQDHELPDGAFSSHDNGIAALQQRGIVFLSCHNAIWELAERLD  215 

ZP08900025  146  IWDKYQLAKLA-------GPAFAFNTLIKT-PDGALDASAHEDPKGLFGAAGNTIPILQKRGVVFMACHNAIWEQTGKLI  217 

ZP08903590  146  IWDKYQLAKLA-------GPAFASNTLIKT-PDGALDASAHEDTKGLFGAAGNTIPILQKRGVVFMACHNAIWEQTGKLI  217 

YP190376    146  IWDKYQLAKLA-------GPAFAFNTLIKT-PDGALDASAHEDPKGLFGAAGNTIPILQKRGVVFMACHNAIWEQTGKLI  217 

EES53836    146  MWEKYRLYKKA-------GVKSKTNPLIRLSPASTKPLSALNDPHGVLSPEDNNIPVLQARGVVFLACHNMIWELSGALK  218 

YP005469801 146  MWEKYKLHEKA-------GMKSAQNPLLKRSPASEKPLSDLNNPHGVLSPEDNNIPVLQARGVVFLGCHNMIWELSGALK  218 

 

YP002424556 223  SKGINPDHLSHEEMAAEFTNHLIPGVVLTPGIVGTLPELQLAG-YQYAK--------  270 

YP004785011 223  NKGINPSKLSHVEMAAEFTNHLIPGAILTPGIVGTLPELELAG-FQYAK--------  270 

YP002424564 223  KKGINPDGLSHEQMAAEFTNHLIPGVILTPGVVGTLPELQLAG-FQYAK--------  270 

YP003641775 219  AIGHNPDKVSHAQMAAEFTNHLIPGAVLTPGIVGTLVELENAG-YRYAG--------  266 

YP004284142 228  KRGINPDKLSHEQLAAEFTNHLIPGAILTPGIVGTIPQFELAG-FQYAK--------  275 

YP004675973 213  EKGVNPDKLEVDALAAELTNHLIPGVVLIPGAVATLPELQQAG-FHYAR--------  260 

YP002120754 213  KAGINPHKLTHDELSADLTNHIIPQAIVTPGVVATIPELQMRG-FHYINTADFPK--  266 

YP002235043 216  GANANPDKLPLDALAADLTNHVIPSAIVTPGAVGTLPELQQAG-FTYAK--------  263 

ZP08900025  218  EKGINPDHLSHEQMAAELTNHLIDGVVLTPGIVATIPELQHAG-FGYVK--------  265 

ZP08903590  218  EKGINPDRLSHEQMAAELTNHLIDGVVLTPGIVATIPELQHAG-FGYVK--------  265 

YP190376    218  EKGINPDHLSHEQMAAELTNHLIDGVVLTPG---------HRG-NRSLNCNMPVSAT  264 

EES53836    219  KEGTNPDHKTHGEIAAELTNHLIPGVVLTPGIVGTLPLLVEAG-YQYAHA-------  267 

YP005469801 219  KGGVNPDHKTHGEIAAELTNHLIPGVVLTPGIVGTIPLLSEAG-FHYARS-------  267 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-11 Multiple alignment of thiosulfate dehydrogenase homologues. 
Homologues of thiosulfate dehydrogenase were obtained by BLASTP analysis and indicated in accession numbers.  The alignment was made 
using the ClustalW program. Completely conserved residues across all the aligned sequences are indicated by red letters.  Highly conserved 
residues are indicated by blue letters.  The same residues as TDS of A. ferrooxidans ATCC 23270 were indicated by green letters. ↓ indicated 
the cleavage site for the signal peptide. 
YP_002424556: hypothetical protein [Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270] 
YP_004785011: Tat pathway signal sequence domain-containing protein [Acidithiobacillus ferrivorans SS3] 
YP_002424564: hypothetical protein [Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270] 
YP_003641775: Tat pathway signal sequence domain-containing protein [Thiomonas intermedia K12] 
YP_004284142: hypothetical protein [Acidiphilium multivorum AIU301] 
YP_004675973: unnamed protein product [Hyphomicrobium sp. MC1]. 
YP_002120754: hypothetical protein [Hydrogenobaculum sp. Y04AAS1] 
YP_002235043: hypothetical protein [Burkholderia cenocepacia J2315] 
ZP_08900025: hypothetical protein [Gluconacetobacter oboediens 174Bp2] 
ZP_08903590: hypothetical protein [Gluconacetobacter europaeus LMG 18494] 
YP_190376: hypothetical protein [Gluconobacter oxydans 621H] 
EES53836: protein of unknown function [Leptospirillum ferrodiazotrophum] 
YP_005469801: unnamed protein product [Leptospirillum ferrooxidans C2-3] 
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YP002424557 1   MKKSKTLQVATVAAVASLLFCGVAAQA-----ADMGWNGKAEAPRYQEQVFPPWQHGENNPAIHQGLEFTVPEVDDLADF  75 

YP004783859 1   MKKTTIARMTLLAACTSMGLWGMTAHA-----ADMGWHGKAEVPRYQEQVFPPWQHGANNPTVKKGLNFTVPEVDDLADF  75 

YP002424563 1   MTKSSTLRLAPLLAAASLMVFGTCAVA-----ADNGWGAPGEFHGTKSQVFPPWQNGANNPATSKGLDFTIPEVDNLPDF  75 

YP002218519 1   MRRIP-LATGTPLLAALLLALPVLAKAQQVQQADTGWQGKVHAPQYKETIFPPWQHGANNPALNKGLEFTVPEVNDLPDF  79 

YP190377 1   MTPSRIRKTLLATAAATFVLSTAAALADPVQ-----WNGKAQTPHYAEDVFPPWQHGQNNDATRRGFEFTVPEVDVLADF  75 

ZP08900026 1   ----------MATAAATFVLSTAAALADPVQ-----WNGKAQTPHYAEDVFPPWQHGQNNDATRRGFEFTVPEVDVLADF  65 

YP004284143 1   MRNRH----IKAVATGLFVLLAGAGLAHATSPHDTGWRGKVQPPQYRGAIFPPWQGGANNDTVNKGFVFTIPEVDDVADF  76 

YP004675974 1   MRANSIVKA-VFGAAIAGTVTLGAISAQSAE-----QN--------APNIFPPWQHGFNNDATDRGFEFTVPQVDNLADF  66 

YP004675974 1   MKKSG----LASAFLASLTLFLHGGPLSP-----------AESLAASSEIFPPWSHGRNNPSPDKGIDVTVPDVDNLPDL  65 

YP005469800 1   MNQRP----LMTILAVSLLL---GGVSSG-----------KTVWADETSTYPPWSHGHNNPSVGKGVNVTVPDVDNLPDL  62 

YP003066433 1   MARLS---------LPAVLSGLALLAASPAG---------ADPQRDTNRAFPPWQGGANAPARDKGLEFTVHEADNLADF  62 

YP002755444 1   MSMYR-------RLLTTLLLMTAGAALAAVQ-------------QASAQQGPPWSRGANDPAA-QGYVFQVPDVDNVPDL  59 

 

YP002424557      76   HGSIDNPQLTIFVGGNYYFAMAPLVKAFEKEYPALRGKIYYETLPPGILIKQMKQGGTITIGNMTWTVKPDVYAAGLKKV  155 

YP004783859 76   HGSIDHPQLVIFVGGNYFFAMAPLVAAFEKEYPEIKGKIYYETLPPGILIRQMQQGNTITVGNMTWTIQPDVYAAGLKKV  155 

YP002424563 76   HGSIDNPKLSIFVGGNYFFAMAPLVAAFEKEHPEIKGRIYYETIPPGLLIRQMEHGNTITVGNMTWTVKPDVYAAGLQKV  155 

YP003641776 80   HGDLDHPKLVIFVAGNYYFAMAPLVQAFEKEHPDFKGRVFYETLPPGILLKQMKAGGTITVGNMTWTVKPDVYAAGLKKI  159 

YP190377 76   HGDITNPSLVLYVGGNYFFAMAPLVSAFEHEHPEFSGKIYWETIPPGLLIRQIEAGGTITSGNMTWTAKPDAYFAGLKKI  155 

ZP08900026 66   HGDITNPSLVLYVGGNYFFAMAPLVSAFEHEHPEFSGKIYWETIPPGLLIRQIEAGGTITSGNMTWTAKPDAYFAGLKKI  145 

YP004284143 77   HGDVDHPRLVLYIGGNYYFAVAPLVKMFEKENPQYLGKVFVVTIPPGMLIKAMNADGRFMIGNMSFTAKPDAYLAGLKKV  156 

YP004675974 67   HGSVTDPKLVLYVGGNYFFAMAPLVDEFEKAHPEFKGRIYWETLPPGLLVHQIKAHGVVTSGNMTWTAKPDAYFAGLVAV  146 

EES53835 66   HGNLSHPRLVLYVGGNYFFAMAPLVKAFEKKYPQIRGGLFYETLPPGLLAKQIGKKGRLTIGNATMTVPGDVYAAGLKKV  145 

YP005469800 63   HGNMSHPELVMYVGGNYFFAMAPLVEAFEKKYPKIRGKLFYETLPPGLLAKQIAEKGRLTVGNATMTVPGDLYAAGLGQV  142 

YP003066433 63   HGDLTNARLILYVGGNYFFAMAPLVAAFEARHPELAGRVYYETIPPGLLVRQMRAGGRVTVGNMTWTAKPDAYLAGLGAD  142 

YP002755444 60   HGNPCDARLVLFIGGNQFFVLPRLIAAFEQQHPELKGHIFYETLPPGILRRQIAHDDTLTLGNLTLRVHPDVYEAGLRAV  139 

 

YP002424557     156 NAFIKEGLLQGPAVPYVTNDLTIMIPKGNPAHITGLQDLGKPGVRLSMPNPAWEGVARQIKMSLTKAGGPALEKMVYDTK  235 

YP004783859 156 NYLIHQGLLQGPAVPYVTNDLTIMIAKGNPAHIETLRDLGKPGIRLSMPDPRWEGVARQIQISLHKAGGPALERMVYDTK  235 

YP002424563 156 DYYVQHGLLKGPAVPYVTNDLTIMVPKGNPAHISGLQDLGKPGMRLVMPNPAWEGIARQIKMSLTKAGGPALATAVYDTK  235 

YP003641776 160 EAGIHDGVLTGKAISYVSNDLTIMVPKGNPAHITGLADLGKPGVTLSMPNPAWEGVARQIEASLKKAGGDALEQAVYDTK  239 

YP190377 156 DQYIKSGLLAAPAVPYVTNTLTIMIPKDNPGHVESLKDLGRPGIRLAMPNPEFEGIARQIEASLDKAGGKALANAVYKTK  235 

ZP08900026 146 DQYIKSGLLAAPAVPYVTNTLTIMIPKDNPGHVESLKDLGRPGIRLAMPNPEFEGIARQIEASLDKAGGKALANAVYKTK  225 

YP004284143 157 KSLIAAGRLTAPAVAYATNDLTIMVPKGNPDHIRDLADLARKGVKVAMPNPAFEGIARQIEASLRKAGGKKLEHEIYNTG  236 

YP004675974 147 KRLVDDGTLAGPPVPYVKNTLTIMVPKDNPGHVSGLADLGRAGLRIAMPNPEFEGVARQIKASLKKAGGEALEKEVYETK  226 

EES53835 146 RILIAKKLLVGKPVVYATNDLTIMVPKGNPAGIKGLADLGKPGVRLVMPNPAWEGVARQIKGALEKAGGKKLVQAVYVDK  225 

YP005469800 143 RKLIAKKLLVGPPVAYATNDLTIMVPKGNPAGIKGLSDLGKPGVRLVMPNPAWEGVSRQIKGSLVKAGGEKLSKTVYEDK  222 

YP003066433 143 ERLVREGDLIGPAAPYVTNQLAIMVPKGNPAKVTGLADLARPGLRLAMPNPEFEGVARQIKSALRKAGGEDLVRTVYETK  222 

YP002755444 140 RQMQTAGQLHG-VVAYATNDLAIMVAKGNPRGIHSLADLARPGIRLSMPNPQWEGVANQIAASLRKAGGESLYHAVYQAK  218 

 

YP002424557 236 VKNGETILTHIHHRQTPLFLMQGLADAGVTWKSEAIFQEQAGHPIANVPIPAKDNTTAIYASAVVKGAAHPKWAKDWVNF  315 

YP004783859 236 VKNGETILTHVHHRQTPLFLMQGLADAGVTWKSEAIFQEQSGHPISNIPIPAKDNTTAIYASAVAKGALHPKWAKDWVNF  315 

YP002424563 236 VKNGETILTEIHHRQSPMFLMQGRAVAGVTWKSEAIFQEKIGNPIGNVAIPAQFNTKAIYAAAAVKDAPHPKWAEAWVNF  315 

YP003641776 240 VKNGETTLTHIHHRQTPLYLMQGVAQAGVTWKSEAIFQEQAGHPISNVPIPADQNTTAIYAAAVVKGAAHPKAGLMWAEF  319 

YP190377 236 IANGSTVLTHIHHRQTPLFLMQGLADAGVTWQSEAIFQEQTGHAISHVDIPADQNSTAIYAGAMVKGAAHPQAAKLWLDF  315 

ZP08900026 226 IANGSTVLTHIHHRQTPLFLMQGLADAGVTWQSEAIFQEQTGHAISHVDIPADQNSTAIYAGAMVKGAAHPQAAKLWLDF  305 

YP004284143 237 VKNGTTLLTHIHHRQTPLFLMQGLADAGVTWKSEAIFQEEIGHPISHVDLPARYNTTAIYGGAMVKNAPHPHAAKAWLSF  316 

YP004675974 227 VADGGTILTHIHHRQTPLFLMQGHVDAGVTWLSEAMFQEQVGNPITNVVIPADQNTTATYAGAMVKGAAHPEAAKMWLDF  306 

EES53835 226 VKNGETVLTRIHHRQSPMALMRKKADAGVTWRSEAVFQEEEGHPIENVSIPDSQNVRAIYAAGIIRGSRHVLWAKRWLTF  305 

YP005469800 223 VKNGETTLTRIHHRQSPMFLMAKKADAGVTWRSEAIFQEQVGHAIENVAIPDSQNVKAIYAASIIRGARHKLWAKRWLIF  302 

YP003066433 223 VADGTTTLTRMHHRQTPVWLMQGRADAGVTWRSEAIFQAEANLPTERVDIPADENETGAYAGGAVKDAAHPAEALSWLNF  302 

YP002755444 219 VQSGQTVLTEIHHRQTPMRIMSGQADAGVTWASEVRFQESIGNPIQGLAIPAAQNATAIYAGGALNHAPHPAVAAAWLAF  298 

 

YP002424557     316 LKSPTALQIFEHYGFKPY-T-GK--------  336 

YP004783859 316 LRSPVALHIFERYGFKAYHD-AK--------  337 

YP002424563 316 LKSPTALHIFEEYGFQPY-TQGK--------  337 

YP003641776 320 LRSPTALKIFERYDFKPVSA-HKPG------  343 

YP190377 316 IKSPTALAIFERYGFKAY--HGGSMPDHDSE  344 

ZP08900026 306 IKSPTALAIFERYGFKAY--HGGSMPDHDSE  334 

YP004284143 317 IQSPAALKIFEHYGFKQY----KRV------  337 

YP004675974 307 IHSPSALKIFEKYGF---------TPA----  324 

EES53835 306 LKSPEALHVFEHYGFKPV--TRKDL----K-  329 

YP005469800 303 LKSPEAQKVFRHFGFKSV--TKADL----KK  327 

YP003066433 303 LRGAEAREIFARYGFEPY--RANAIPE--RR  329 

YP002755444 299 LKTPQAQAIYHQYGFRSLPAAASQK------  323 

 

Fig.2-12 Multiple alignment of putative sulfate-binding protein. 
Homologues of putative sulfate-binding protein were obtained by BLAST analysis and indicated in accession numbers.  The alignment was 

made using the Clustal W program.  Completely conserved residues across all the aligned sequences are indicated by red letters.  Highly 

conserved residues are indicated by blue letters.  The same residues as TDS of A. ferrooxidans ATCC 23270 were indicated by green 

letters.   

YP_002424557: putative sulfate-binding protein [Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270] 

YP_004783859: periplasmic solute-binding protein [Acidithiobacillus ferrivorans SS3] 

YP_002424563: putative sulfate-binding protein [Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270] 
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YP_003641776: periplasmic solute-binding protein [Thiomonas intermedia K12] 

YP_190377:     putative sulfate-binding protein [Gluconobacter oxydans 621H] 

ZP_08900026:  putative sulfate-binding protein [Gluconacetobacter oboediens 174Bp2] 

YP_004284143: hypothetical protein ACMV_19140 [Acidiphilium multivorum AIU301] 

YP_004675974: unnamed protein product [Hyphomicrobium sp. MC1]. 

EES53835:      ABC transporter, periplasmic component [Leptospirillum ferrodiazotrophum] 

YP_005469800: protein product [Leptospirillum ferrooxidans C2-3]. 

YP_003066433: sulfate-binding protein [Methylobacterium extorquens DM4]. 

YP_002755444.1| hypothetical protein ACP_2404 [Acidobacterium capsulatum ATCC 511

 

2.3.5.1 硫酸結合硫酸結合硫酸結合硫酸結合タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの発見発見発見発見 

BLASTP検索の結果、A. ferrooxidans ATCC 23270の AFE_0042の相同体を持つ細菌は、

AFE_0043（硫酸結合タンパク質と推測される；SBP）の相同体も持つことが分かった（Fig. 

2-10, 2-11, 2-12）。CM-650M画分の TSD活性は、硫酸イオンを必要としたが、要求性は、

Butyl-650M画分では、明らかでなかった（Fig. 2-14 A）。この結果は、硫酸要求性の酵素

活性に関与する共同因子が、CM-650M画分には含まれており、疎水性カラムクロマトグラ

フィーによって、それが除去されてしまうことが推測される。CM-650M画分では、おおよ

そ 33 kDaの位置に、濃いタンパク質のバンドが確認されるが、Butyl-650M画分では薄くな

っている（Fig. 2-5 lanes 4 and 5）。その 33 kDaのタンパク質の N末端アミノ酸配列は、

ADMGWNGKAEAPRYQと決定された。BLASTP解析の結果、A. ferrooxidans ATCC 53993

株で硫酸結合タンパク質（SBP）と推測される Lferr_0044が、この 15アミノ酸配列を含ん

でおり、A. ferrooxidans ATCC 23270株で対応する遺伝子は、AFE_0043であることが明ら

かとなった（Fig. 2-10, 2-12）。33 kDaのタンパク質の N末端アミノ酸配列から判断すると、

N末端から 27アミノ酸がシグナルペプチドであった。したがって、成熟したタンパク質の

分子量と、シグナルペプチドを除いたタンパク質の等電点は、それぞれ、33,983 Daと 9.2

であると算出された。 

BlastP解析の結果、AFE_0042の相同体遺伝子をもつ微生物ではそのすぐ上流かあるいは

下流に AFE_0043と相同性のある SBPをコードしている遺伝子が存在していることが明ら

かとなり（Fig. 2-12）、TSDと SBPが複合体を形成していることが強く示唆された。また、

TSD活性に硫酸要求性を示す CM-650M画分に AFE_0043タンパク質（SBP）が検出される

が、SBPがなくなった Butyl-650M画分では硫酸依存性が消失することから、AFE_0043タ

ンパク質（SBP）が AFE_0042タンパク質（TSD）とヘテロオリゴマーを形成し、生体内で

その複合体に、硫酸依存性の酵素活性を付与することを強く示唆する。
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2.3.5.2 A. ferrooxidansにおけるにおけるにおけるにおける tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの発現発現発現発現 

鉄生育細胞と元素硫黄生育細胞では、鉄や元素硫黄、RISCs を基質とした酸化能力に違

いがある。TSD活性は、硫黄生育細胞で 0.063 U/mg、テトラチオン酸生育細胞で 0.085U/mg

の値を示したのに対して、鉄生育細胞では活性を示さなかった。そこで、本研究で明らか

となった tsd遺伝子の発現が、生育基質の違いによってどのように変化するのかを RT-PCR

によって検討した。 

 

tsd1 mod1 doxD1 p21 p14

TSD-F1

MOD-R2 P14-R2  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 鉄生育細胞、硫黄生育細胞およびテトラチオン酸生育細胞から抽出した Total RNAの濃

度をそろえ（0.067 µg）、reverse primer（p14-R2）を用いて cDNAを作成した。ポジティブ

コントロールにはゲノムDNAを、ネガティブコントロールには逆転写を行っていないTotal 

Fig. 2-13. Analysis of cotranscription of the tsd gene of A. ferrooxidans by RT-PCR. (A) 
Schematic map of the genetic context around the tsd gene of A. ferrooxidans ATCC 23270. 
Arrows indicate locations of primers used for the RT reaction and for PCR. (B) Agarose gel 
electrophoresis of partial tsd gene fragment amplified by PCR. PCR products were analyzed by 
electrophoresis on 2% agarose gel. Lane M, 100 bp DNA Ladder Marker; lane 1, cDNA from 
sulfur-grown; lane 2, cDNA from tetrathionate-grown; lane 3, cDNA from ferrous-grown; lane 
4, genome DNA; lane 5, D.D.W. 
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RNA（データは示さない）および鋳型を含まない反応溶液を用いて PCRを行った。ネガテ

ィブコントロールにはいずれも PCR産物の増幅は確認されず、ポジティブコントロールに

おいて単一の PCR産物が確認された（Fig. 2-13 B lane 4,5）。PCR産物は、硫黄生育細胞よ

りも、テトラチオン酸生育細胞で、高い増幅を示したが、鉄生育細胞では、観察されなか

った。この結果は、TSD活性の結果と一致し、tsd遺伝子は、硫黄代謝とテトラチオン酸代

謝に関与しているが、鉄代謝には必要ないことが明らかとなった。 

 

2.3.6 大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌におけるにおけるにおけるにおける A. ferrooxidans  ATCC 23270 株由来株由来株由来株由来 tsd 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの発現発現発現発現とととと A. 

ferrooxidans ATCC 23270 株株株株のののの TSD とのとのとのとの比較比較比較比較 

 

2.3.6.1 大腸菌大腸菌大腸菌大腸菌でのでのでのでの tsd遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの発現発現発現発現とととと精製精製精製精製 

AFE_0042 が TSDをコードしていることを決定するために、大腸菌での発現を試みた。

AFE_0042は、N末端領域に、シグナルペプチドを持っているので、シグナルペプチドをコ

ードしている領域を取り除いた遺伝子を構築した。pET-tsd を持った大腸菌 BL21（DE3）

細胞を、30℃で 50 µg/mlのアンピシリンを含む培地で生育し、0.2 mMの IPTGによって 24

時間誘導後、無細胞抽出液を SDS-PAGE分析に供した結果、25 kDaの分子量の遺伝子産物

が検出された（Fig. 2-14）。大腸菌内で、遺伝子は、高い発現をしなかったが、無細胞抽

出液は、TSD活性を示した（Table 2-3）。組換え TSDは、A. ferrooxidans ATCC 23270の

TSD の精製に用いた方法と同じ手順で精製された。したがって、AFE_0042 が、TSD をコ

ードしていると結論付けられた。組換え TSD は、26%の回収率で、無細胞抽出液から 61

倍まで精製された。比活性は、pH 2.5、40℃で 4.26 U/mgであり、これは、A. ferrooxidans ATCC

細胞からの TSDの 3.16 U/mgと似ていた。 
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Purification step 
Total protein 

(mg) 
Specific activity 
(µmol·min-1·mg-1) 

Total activity 
(µmol·min-1) 

Recovery 
(%) 

Purification 
(fold) 

Cell-free extract    260.5 0.068 17.7 100 1 

Soluble fraction 
at pH 4  

  32.6 0.26 8.47 48 3.8 

Butyl-650M 
chromatography  

1.1 4.16 4.57 26  61.2 

 

2.3.6.1 諸性質諸性質諸性質諸性質のののの比較比較比較比較 

組換え TSDの最適 pHは 2.5（Fig. 2-15 C）、最適温度は 50℃であった（Fig. 2-15 D）。

A. ferrooxidans細胞からの TSD活性は、亜硫酸によって活性化がみられたが、組換え TSD

では観察されなかった（Fig. 2-15 B）。Km値は、8 mMであり、A. ferrooxidans細胞からの

TSDの 15 mMよりも低くかった（Fig. 2-16）。これらの違いは、TSDが成熟する場所、つ

まりペリプラズムや細胞質の pHの違いによるものと考えられる。すなわち、A. ferrooxidsans

では pH 2－3の環境下で成熟するが、大腸菌では pH 6－7である。A. ferrooxidans由来の

TSDと組換え TSDとには、多少の性質の違いがあるが、以上の結果は AFE_0042遺伝子に

コードされる 25 kDaのタンパク質が、TSD活性を触媒していることを示している。 

Fig. 2-14. SDS-PAGE analysis of the polypeptide expressed in E. coli BL21(DE3) harboring 
pET-tsd. Lane M, proteins for molecular marker; lane 1, cell-free extract from E. coli with 
pET21a; lane 2, cell-free extract; lane 3, soluble protein at pH 4.0; lane 4, Butyl-650M fraction. 

Table 2-3. Purification of recombinant TSD from soluble fraction of E. coli harboring pET-tsd. 

M 31 2 4(kDa)
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Fig. 2-15. Effect of sulfate (A), sulfite (B), pH (C), or temperature (D) on TSD activity in 
Butyl-650M fraction from A. ferrooxidans ATCC 23270 (black circle) or E. coli BL21 (DE3) 
harboring pET-tsd (white circle). Effect of sulfate on TSD activity in CM-650M fraction was 
shown with black squire (A).  Specific activities in U•mg-1 for the 100% value were given 
as follows; (A) 3.47 (black circle), 4.57 (white circle), and 2.34 (black square); (B) 5.47 
(black circle) and 4.57 (white circle); (C) 3.47 (black circle) and 4.57 (white circle); (D) 13.79 
(black circle) and 6.53 (white circle).    
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Fig. 2-16. Effect of thiosulfate concentration 
on TSD activity in Butyl-650M fraction from 
A. ferrooxidans ATCC 23270 (black circle) 
or E. coli BL21 (DE3) harboring pET-tsd 
(white circle).  Experiments were carried 
out at pH 2.5 and 40℃ in mixture containing 
1 mM ferricyanide and 50 mM Na-sulfate.  
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2.4 結論結論結論結論 

 

テトラチオン酸で生育した菌体を用いて、各種基質の酸化にどの様な電子伝達系が関与

しているのか検討したところ、コロイドイオウを基質として用いた場合、ヘム d（625 nm）

とヘム b（580 nm）の還元が報告された。これは、鉄酸化細菌が持つ bd-type Ubiquinol oxidase

の硫黄酸化への関与を明らかとした。また、チオ硫酸を基質として用いた場合の、ヘム c

の顕著な還元、613 nm付近のピーク出現により、チオ硫酸からの電子は、cytotirome cに渡

された後、新規の末端酸化酵素に渡されることが示唆されている。 

本研究では、チオ硫酸酸化に関与するチオ硫酸脱水素酵素（TSD）について、解析する

ことで、RISCs 酸化に関する知見を得ようと試みた。テトラチオン酸を生育基質として培

養した A. ferrooxidansの無細胞抽出液で TSD活性を測定したところ、硫酸カリウム非存在

下では活性が検出できず、200 mM の硫酸カリウムを含む反応液で最大活性を示した。塩

化ナトリウムや塩化カリウム、硫酸ナトリウムの影響を検討したところ、塩化ナトリウム

や塩化カリウムでは活性が検出されなかったことから、本酵素が、活性発現に硫酸イオン

を必要とすることが示された。最適 pHは、2.5と 4.0に検出され、2つの TSD酵素の存在

が示唆された。これらの活性は、テトラチオン酸あるいは元素硫黄を生育基質として用い

た場合の細胞で検出されたが、二価鉄を生育基質として用いた細胞には検出されなかった。

このことから、tsd遺伝子が RISCs存在下で特異的に発現することが示された。 

可溶性画分から、透析法、陽イオン交換カラム（CM650M）と疎水性カラム（Butyl650M）

を用いて TSDの精製を行い、回収率 3%で 64倍の精製率を示した部分精製品の性質の検討

を行った。最適 pHと最適温度はそれぞれ、2.5と 70℃であった。SDS-PAGE解析の結果、

精製が進むにつれて、明らかに 25kDa付近のバンドが濃く表れてくることから、この 25kDa

の分子量をもつタンパク質が TSDであると考えられた。これまでに A. ferrooxidansから精

製が報告されている TSDの分子量とは明らかに異なるもであった。本酵素は、チオ硫酸に

基質特異性を示し、亜硫酸やテトラチオン酸を基質にはしなかった。他の菌で知られてい

るチオ硫酸代謝酵素の Km値は、一様に 1.0 mM以下であるのに対し、本酵素は低い基質濃

度では活性を示さず、基質濃度と活性の関係を示したグラフは、シグモイド型となったこ

とから、この酵素がアロステリック酵素であり、反応液中に酵素活性を阻害するものがあ
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るか、あるいは酵素活性を活性化する何か他のモノが必要であると考えられた。無細胞抽

出液では、TSD活性に必要とされた硫酸イオンが、部分精製酵素では阻害剤として働き、1 

mM という低濃度の亜硫酸イオンが活性剤として機能した。本酵素の触媒する反応の基質

と生成物を調べるために、チオ硫酸とテトラチオン酸の定量を行ったところ、2 分子のチ

オ硫酸から 1分子のテトラチオン酸が生成されることが分かった。 

この分子量 25 kDaのタンパク質の N末端アミノ酸配列を決定し、A. ferooxidans ATCC 

23270の全ゲノムデータを使って BLAST検索を行った結果、オープンリーディングフレー

ムの存在が明らかとなった。N 末端アミノ酸配列から予測された遺伝子は、シグナルペプ

チドを持つ 270 アミノ酸からなるタンパク質をコードしており、成熟した（シグナルペプ

チドを除いた）タンパク質の分子量は 25,769 Da と推測された。この遺伝子は、すでに硫

黄調整遺伝子として登録されており、二価鉄よりも硫黄生育細胞内で発現が高まることが

報告されているが、機能は未解明のままである[65]。この遺伝子の下流には、硫黄転移タ

ンパク質（ロダネース様タンパク質）や硫酸/チオ硫酸結合タンパク質、Dox様タンパク質

をコードしていると推測される配列が並んでおり、クラスターを形成していることが分か

っている。 

この遺伝子の相同性解析を行ったところ、いくつかの硫黄酸化細菌や好酸性細菌などに

存在することが分かったが、それらすべてがチオ硫酸を酸化する能力を持つかどうかは確

認されていない。また、それらホモログを持つ細菌は、ほとんどがその近傍に硫酸結合タ

ンパク質（SPB）のホモログ遺伝子を持つことが明らかとなった。このことから、TSD は

SPB と結合し、生体内で酵素活性のために、硫酸イオン要求性を示すのではないかと考え

られた。 

決定された遺伝子が、TSDをコードしているかを確認するために、大腸菌で発現させた

ところ、顕著に高い発現は示さなかったが、分子量 25kDaの遺伝子産物が検出され、無細

胞抽出液は TSD活性を示した。A. ferrooxidans ATCC 23270由来の TSD精製手順と同じ方

法で精製することができたため、決定された遺伝子は TSDであると結論付けた。 
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第三章第三章第三章第三章    鉄鉄鉄鉄およびおよびおよびおよび RISCs 酸化酸化酸化酸化にににに関与関与関与関与するするするする遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの発現制御機構発現制御機構発現制御機構発現制御機構のののの解析解析解析解析 

 

3.1 諸言諸言諸言諸言 

 二価鉄が、化学的に鉱石から金属イオンの可溶化を触媒することから、鉄酸化細菌の二

価鉄生成は、硫化物鉱石からのバイオリーチングに不可欠である。しかしながら、硫化物

鉱石の表面に形成された硫黄層は、二価鉄イオンの硫化物金属への接触を妨げ、結果的に

バイオリーチング効率を減少させる。それゆえに、鉄酸化活性とともに、鉱石表面に元素

硫黄層を形成させないために、バイオリーチング操作において、硫黄酸化活性は重要な微

生物的活性の一つである[44]。鉄酸化細菌 A. ferrooxidansは、工業的バイオリーチング応用

のために研究されてきた化学合成無機独立栄養の好酸性細菌であり[14, 15, 44]、酸性条件

下で、その生育や細胞維持のエネルギーを二価鉄や還元型無機硫黄化合物（RISCs）から得

る。すでに述べたように、鉄酸化において、二価鉄から酸素への電子伝達に関与する構成

要素は、2つのシトクロム c（Cyc2と Cyc1）と、ラステシアニン（Rus）、aa3タイプシト

クロム c酸化酵素であると考えられ、これらのタンパク質は、rusオペロンにコードされる

[34, 66, 67]。このオペロンのより高い発現が、硫黄生育細胞よりも、鉄生育細胞において

報告されている[67]。 

 A. ferrooxidansによる RISCsの好気的酸化に関与すると考えられるいくつかの酵素活性

が検出され、酵素が生成されているが[20, 29, 35, 40, 45, 68]、RISCs酸化経路は未だ明らか

ではない。本研究室では、硫黄生育した A. ferrooxidans細胞の硫黄酸化が、中間体として

硫化物を介して進み、その経路には、硫化物：キノン酸化還元酵素（Sqr）や bdタイプユ

ビキノール酸化酵素（Cyd）[53, 56, 59] が関与していると考えている。また、A. ferrooxidans

における、硫黄酸化とテトラチオン酸加水分解酵素（Tth）の関係についてもすでに報告し

ている[58]。 

 鉄の酸化や硫黄の酸化活性は、バイオリーチングにおいて両方とも必要不可欠であるが、

鉄の酸化活性は、元素硫黄で生育した A. ferrooxidans細胞で減少する[53, 67]。これまでに

sqrや tth遺伝子の発現が、元素硫黄やテトラチオン酸で生育した細胞で、その発現が活性

化されることを報告してきた[53, 58]。プロテオーム解析によって、チオ硫酸硫黄転移タン

パク質（ロダネース様タンパク質）と予想される 21 kDaのタンパク質とチオ硫酸/硫酸結
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合タンパク質（ModA1）と予想される 33 kDaのタンパク質が、二価鉄で生育した細胞のよ

りも、硫黄やテトラチオン酸で生育した細胞内で、より多く合成されるということが明ら

かにされている[40, 49]。また、プロテオミック、バイオインフォミック解析によって、硫

酸/モリブデン結合タンパク質（おそらくModA1）が、硫黄生育条件下で多量に合成される

ことも明らかにされている[47]。第二章で述べたように、チオ硫酸デヒドロゲナーゼ（TSD）

とModA1が、硫黄およびテトラチオン酸生育細胞で検出されるが、鉄生育細胞では、TSD

活性が検出されず、また、それらの遺伝子の転写も著しく減少した。これらの結果は、A. 

ferrooxidansの中に、鉄や硫黄酸化に関与する遺伝子の転写制御に特定のメカニズムが存在

することを示唆しているが、その制御メカニズムは十分に理解されていない。  

 リーチング効率を改善する新しい技術の開発のために、鉄や RISCsの酸化に関与する遺

伝子の発現を制御するメカニズムの解明が期待されている。本章では、二価鉄生育と比較

して硫黄生育での発現量の増加が確認され、A. ferrooxidans ATCC 23270ゲノム DNA上で

配列の決定されている Sulfide:quinine oxidoreductase（SQR）遺伝子の上流に存在する、発

現制御因子であると予測される遺伝子（scpB）の転写を調べ、鉄や硫黄酸化に関与する遺

伝子のプロモーター領域への結合活性を調査した。 

 

3.2 材料材料材料材料とととと方法方法方法方法 

 

3.2.1 細菌細菌細菌細菌、、、、プラスミドプラスミドプラスミドプラスミドおよびおよびおよびおよび培養培養培養培養 

鉄酸化細菌 Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC 23270株を用い、第二章で述べた二価鉄培

地、硫黄培地およびテトラチオン酸培地で生育した細胞を用いた。形質導入には、非発現

用宿主として E.coli Nova F-、発現用宿主として E.coli BL21(DE3)を用いた（Table 3-1）。

培養は前述のとおり。 
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3.2.2 RNA 抽出抽出抽出抽出とととと RT-PCR 発現発現発現発現ベクターベクターベクターベクター内内内内でのでのでのでの scpB 遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののクローニングクローニングクローニングクローニング 

3.2.2.1 Total RNA 抽出抽出抽出抽出 

1 Lの二価鉄培地で 4日間、硫黄培地、テトラチオン酸培地では 7日間、30℃で浸透培養

した細胞を遠心し、1 mM EDTAを含む 10 mM Tris-HCl buffer（pH 8.0）で懸濁後、PureLink 

Micro-to-Midi Total RNA Purification System (Invitrogen Japan KK, Tokyo, Japan)を用いてRNA

を抽出した。ゲノム DNAを除去するために、RNase-free DNase (Invitrogen)で処理した。RNA

濃度は、Quant-iT RNA Assay kit (Inbitrogen)を用い、Qubit fluormeter (Invitrogen)により測定

した。 

 

3.2.2.2 Reverse transcription polymerase chain reaction(RT-PCR) 

等量の total RNA (1 µg)を用い、PrimeSxript 1st stand Synthesis kit (Takara-Bio, Shiga, Japan)

を使って、メーカーのプロトコルに従い、cDNAを調製した。反応溶液（20 µl）には、0.5 

mM dNTPs mixture、1 µlの 10 µM reverse primer (PscpB-R)、1 µgの total RNA、4 µlの Primer 

Script buffer、0.5 µlの RNase inhibitorおよび 0.5 µl Prime Script TRaseを含む。内部標準とし

て、16S RNA 遺伝子を用いた。実験に用いたオリゴヌクレオチドプライマーは、A. 

ferrrooxidans ATCC 23270株の DNAゲノム配列(http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/GenomePage. 

 

Name Characteristics Source 

Strains   

Escherichia coli   

Nova F- F-, endA1 hasdR17(rK12
- mK12

+)supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac Novagen 

BL21(DE3) F-, ompT hsdSB(rB
- mB

-)gal dcm(DE3) Novagen 

Plasmids   

pETcoco-2 

System 

Expression vector containing a T7 promoter, and two origins of 

replication control the single-copy (oriS) and medium-copy 

(oriV), AmpR 

Novagen 

pETcoco-scpB pETcoco with A. ferrooxidans ATCC 23270 scpB This work 

Table 3-1 Bacterial strain and plasmids used in this study. 
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cgi?org=gtf)を基にデザインした（Table 3-2）。 

scpB 遺伝子増幅のための PCRは、1 µlずつの 10 µM forward primer (PscpB-F)と revers 

primer (PscpB-R)、5 µlの cDNA、2 µlの 10 mM dNTPs mixture、5 µlの PCR bufferと TaKaRa 

Ex taq（Takara-Bio）を含む反応溶液を調製し、94℃で 1分間変性させ、94℃で 30秒、55℃

で 30秒アニーリング、72℃で 1分間の伸長を 30サイクル行った後、72℃で 7分間最終的

な伸長反応を行った。 

それぞれの PCR産物は、15 µlずつ 3% agarose gel電気泳動に供し、発現量を確認した。 

ポジティブコントロールとして鋳型にゲノム DNA を用いたもの、ネガティブコントロ

ールとして逆転写反応を行っていない total RNAを用いて PCRを行った。 

 

 

Primers Sequence (5’>3’) Genes or DNA regions 

ScpB-F-Nhe TTTGGCGAGCTAGCCGTGAAGCGCTCCTGG scpB gene 

ScpB-R-Hind GGAATATTATAGAAGCTTCCCAATT scpB gene 

PscpB-F AAGCGCTCCTGGCATTGTTTTTGTCCAG Partial scpB gene (RT-PCR)  

PscpB-R TGAAGCTGCTGCATGATCTGCACGCTGA Partial scpB gene (RT-PCR)  

Sqr-P-F GGCAGGCATAACGGACTGAAACCTTA sqr promoter 

Sqr-P-R GGGTTGGACGGAACGAACTGGAAATA sqr promoter 

ScpB-P-F GTATCTCCATGAGCTTCTGCCGCTT scpB promoter 

ScpB-P-R AAACAATGCCAGGAGCGCTTCACGCAT scpB promoter 

Tth-pro-R GGCCAGCAATAATGCCGATA tth promoter 

Tth-pro-F GGGATGCAGCCATAAATATA tth promoter  

Cyc2-pro-R TTCCACCAACTGCTGCTAAT cyc2 promoter 

Cyc2-pro-F AAATAGAACGTGTGGGTGCT cyc2 promoter 

341F CCTACGGGAGGCAGCAG 16S rRNA gene 

518R ATTACCGCGGCTGCTGG 16S rRNA gene 

 

Table 3-2 Primers used to amplify scpB gene and promoter regions of genes involved in the sulfur 
or iron oxidation in A. ferrooxidans. 
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3.2.2.3 発現発現発現発現ベクターベクターベクターベクター内内内内でのでのでのでの sqrB遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののクローニングクローニングクローニングクローニング 

scpB遺伝子は、A. ferrooxidansゲノムDNAを鋳型として、Amplitaq Gold PCer Mix (Applied 

Biosystems, Tokyo, Japan)を用い、NheI サイトを含む ScpB-F-Nhe と Hind サイトを含む

ScpB-R-Hind（Table 3-2）で増幅した。3% agarose gel電気泳動によって確認した約 600 bp

の PCR 産物を切り出し、GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit（GE Healthcare, 

Buckinghamshire, UK）を用いて精製した。scpB 遺伝子の全コード領域の N 末端に 6 つの

His-tagを融合させた組換えタンパク質を生産するために、精製したPCR産物をNheIとHind

Ⅲで制限酵素処理し、同様に処理したタンパク質発現用ベクターpETcoco plasmid と 4：1

のモル比で混合し、ライゲーションを行った。Heat Shock （60℃，30 sec）により非発現

用宿主 Nova F- competent cellに導入、SOC培地［2.0% peptone，0.5% yeast extract，10 mM NaCl，

2.5 mM KCl，10 mM MgCl2・7H2O(pH 7.2)］を加え、37℃で 1時間振とう培養した。50 µg/ml

のampicillinと0.2 %のD-glucoseを含む寒天平板BL培地に培養液をプレーティングし、37℃

で一晩静置培養した。得られた形質転換体に目的遺伝子が導入されていることをコロニー

PCRおよび回収したプラスミドの制限酵素処理によって確認した。 

コロニーPCR法には、プレート上に形成されたコロニーを滅菌した爪楊枝でピックアッ

プし、5 µlの滅菌水に懸濁、2倍濃度の PCR反応溶液を 5 µl添加して用いた。PCRには、

KOD-plus polymerase (TOYOBO)と特定のプライマー（T7 promoter and terminator）を用いた。 

 

3.2.3    組換組換組換組換ええええ ScpB タンパクタンパクタンパクタンパク質質質質のののの大腸菌内大腸菌内大腸菌内大腸菌内でのでのでのでの合成合成合成合成とととと精製精製精製精製 

His-tag付き ScpBタンパク質を生産するために、前項で作成した pETcoco-scpBを、発現

型宿主 E. coli BL21（DE3）に形質転換した。E. coli BL21（DE3）（pETcoco-scpB）を、50 µg/ml

のアンピシリンを含んだ 10 mlの LB培地で 37℃一晩培養した後、同じ濃度の抗生物質と、

0.1 %のアラビノースを含む 1 Lの LB培地に移した。培地のO.D 600 nmが 0.6に達した時、

0.1 mMの isopropyl-β-D-thiogalactopyranosed（IPTG）の添加することによって組換え ScpB

の発現を誘導した。さらに 22℃で 12時間培養し、遠心（15,000 × g, 10 min）によって集菌

した。Ni-charged Chelating Sepharose Fast Flow resin(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, 

UK)を用いて、メーカーの説明書に従い、組換え ScpBを精製した。100 mM イミダゾール

を含むリン酸/塩化ナトリウム（PN）buffer［20 mM phosphate, 0.5 M NaCl, pH 7.4］で樹脂
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を洗浄したのち、結合したタンパク質（組み換え ScpB）を、400 mMイミダゾールを含む

PN bufferで溶出した。さらに 10 mM Tris-HCl（pH 7.0）、80 mM KCl, 0.2 mM EDTA, 0.2 mM 

dithiothreitolおよび 10% glycerolを含む溶出 bufferを用いて、溶出サンプルをゲルろ過カラ

ム（G3000SW, Tosoh, Tokyo, Japan）に供し、組換え ScpBを含むフラクションを採取した。

試料は、濃縮後-70℃で保管した。 

 

3.2.4    ゲルシフトアッセイゲルシフトアッセイゲルシフトアッセイゲルシフトアッセイ（（（（Electrophoretic mobility shift assays; EMSA）））） 

プロモーター領域を含む配列を PCR 法により増幅し、GFX PCR DNA and Gel Band 

Purification Kit (GE Healthcare)を用いてDNAを精製した。DNA-Protein Binding Buffer［10 mM 

Tris-HCl (pH 7.0)，80 mM KCl，0.2 mM EDTA，0.2 mM DTT，10 % glycerol］に 0.1 pmol DNA

と制御用タンパク質（0.1~100 pmol）を加えて、Total volume 20 µlとし、室温で 15分反応

させた。これに 6 × Loading bufferを加えて反応をとめ、7 %ポリアクリルアミドゲルを使

って 100 Vで約 1時間電気泳動した。泳動後、D.W.でよく洗浄し、50 mMに調整した TBE 

bufferの中にゲルを入れ、5 µlの SYBR Green I Acid Gel Stain（CAMBREX）を加え、30分

室温でインキュベーとした。蛍光イメージアナライザーFMBIO Ⅱで染色を確認した。 

 

3.2.5    データデータデータデータ解析解析解析解析 

塩 基 配 列 の 決 定 に は 、 The Comprehensive Microbial Resource web site 

( http://cmr.jcvi.org/cgi-bin/CMR/GenomePage.cgi?org=gtf)を利用した。 

決定された配列を基に、相同性のある DNAやタンパク質のデータベース検索に、National 

Center for Biotechnology Information (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を利用した。 
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3.3 結果結果結果結果およびおよびおよびおよび考察考察考察考察 

 

3.3.1 sqr遺伝子近傍遺伝子近傍遺伝子近傍遺伝子近傍のののの ORF のののの解析解析解析解析 

我々は、すでに sqrと tth遺伝子の発現が、元素硫黄やテトラチオン酸で生育した A. 

ferrooxidansで上方制御され、鉄で生育した細胞では抑制されること報告している[10,25]。

それは、硫黄酸化に関与する遺伝子の転写を制御するタンパク質が存在することを示唆し

ている。 

A. ferrooxidans ATCC 23270のゲノム配列中のAfe_1792上にある sqr遺伝子を取り囲んだ

領域を分析したところ、染色体分離凝縮タンパク質（ScpB）であると注釈をつけられた

Afe_1791が、sqr遺伝子の上流領域で見つかった（Fig. 3-1 and Fig. 3-2）。その遺伝子は、

分子量が 19,389 Da と予測される 177アミノ酸のポリペプチドをコードしており（Fig. 3-3）、

BLAST解析の結果、ScpBには、細菌の制御に共通して存在するヘリックターンヘリック

（HTH）モチーフが存在することが分かった（Fig. 3-3）。   

また、ScpBが、Pseudomonas stutzeriで予測される（Ypuhのような）転写制御因子と 45%、

Acidithiobacillus ferrivorans SS3（74%）, Acidithiobacillus thiooxidans（68%）, Acidithiobacillus 

caldus（49%）, Methylococcus capsulatus（47%）, Cellvibrio japonicas（41%）, and Legionella 

pneumophila（39%）の ScpBsとカッコ内に示すような比較的高い相同性を持つということ

も明らかになった（Fig. 3-3）。A. ferrivoransは、最近新しい種として分類された、通性嫌

気性、好冷性の鉄あるいは硫黄酸化細菌である[10]。A. caldusは、好酸性硫黄酸化細菌であ

る[69]。これらの好酸性硫黄酸化細菌の ScpBは、RISCs酸化に関与する遺伝子の発現にお

いて重要な役割を果たしているだろう。 

ScpBは、Bacillus subtilis（枯草菌）で最初に発見され[70]、通常 scpB遺伝子は、原核生

物の scpAオペロンの中に局在している。ScpBは ScpAとともに、染色体構造維持タンパク

質（SMC）と相互作用するといわれており[70]、SMCと ScpA、ScpBで構成される複合体

は、枯草菌において染色体の分離と凝縮のために必要であると考えられた。 

  しかしながら、枯草菌の ScpBは、A. ferrooxidansの ScpBと違って、ATPの有無に関係

なく DNAに結合しなかった[71]。 
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Locus Length

(bp)

MW 

(kDa)

pI Putative function

Afe_1794 672 24.2 6.32 Base exision repair protein

Afe_1793 879 32.9 10.13 Psudouridine synthase (RluB)

Afe_1792 1305 47.4 6.33 Sulfide:quinone reductase (Sqr)

Afe_1791 537 19.3 5.31 Segregation and condensation protein B (ScpB)

Afe_1790 822 30.3 6.27 Segregation and condensation protein A  (ScpA)

Afe_1789 1188 44.1 6.71 Tryptophanyl tRNA synthase

(A)

(B)

1794 1793 1792 1791 1789

sqr scpB

1790

scpArluB

 

 

 

 

Fig. 3-1. RT-PCR analysis of the scpB gene in A. ferrooxidans cells grown in ferrous iron, sulfur, or 
tetrathionate. (a) Schematic map of the genetic context of scpB and sqr.  Arrows indicate locations of 
primers used for the RT-PCR analysis.  (b) Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products. The 
RT-PCR products amplified using cDNA from RNA prepared from cells grown in ferrous iron (lane 5), 
sulfur (lane 6), or tetrathionate (lane 7) were analyzed.   PCR reactions with RNA prepared from cells 
grown in ferrous iron (lane 2), sulfur (lane 3), or tetrathionate (lane 4) were carried out in order to exclude 
amplification due to genomic DNA contamination.  The PCR product amplified using genomic DNA was 
also analyzed (lane 1). 

Fig. 3-2. (A) Schematic map of the contig region containing the putative gene cluster context around the sqr 
gene of A. ferrooxidans 23270. (B) Putative functions of proteins encoded in genes surrounding sgr (loci were 
numbered according to NCBI numbering).  



 

51 

 細菌の中では 3つの異なる SMC複合体が、見つかっている[72]。一つは、腸内細菌や特

定の γ-プロテオバクテリアで見つかったMukBEF、二つ目は、他の多くの細菌や古細菌で

見つかった SMC-ScpAB、三つ目は、最近同定されたMksBEFで、様々な細菌に広く存在

することが分かった。smc遺伝子は、A.ferrooxidansゲノムの中でも見つかっているが[31]、

この SMCと ScpBの間の相互作用に関する情報はない。BLAST検索解析では、A. 

ferrooxidansの ScpBと、枯草菌の ScpBとの相同性は 30%と低い値を示した( Fig. 3-3)。 A. 

ferrooxidansの ScpAのアミノ酸配列を使った BLAST検索解析もまた、枯草菌の ScpAと低

いレベルの相同性（28%）を示した。このことから、枯草菌の ScpBは、染色体の分離凝縮

に関与すると知られているが、A. ferrooxidansの ScpBは、制御タンパク質に共通の HTH

モチーフを持っていることや枯草菌の ScpBと相同性が低いことなどから、染色体の分離

凝縮タンパク質というよりも、転写制御タンパク質として機能していることが考えられた。 
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Fig. 3-3. Sequence aligument of the ScpB of A. ferrooxidans with those of ScpBs or transcriptionalregulators. 
A. ferro, ScpB fo Acidithiobacillus ferrooxidans ATCC23270; A. ferri, ScpB of Acidithiobacillus ferrivorans 
SS3(EGK91264); A. caldus, ScpB of Acidithiobacillus caldus ATCC51756(ZP_05293617); P. stutze, 
transcriptional regulator of Pseudomonas stutzeri A1501(YP_001172939); M.capsul, ScpB of Methylococcus 

capsulatus str. Bath(YP_114626); L. pneum o, ScpB of Legionella pneumophila 1306(CBW99695); C. japoni, 
ScpB of Cellvibrio japonicas Ueda107(YP_001982274); B. subtil, ScpB of Bacillus subtilis str. 
168(SCPB_BACSU). Accession num bersin parentheses are found in a report of a BLASTP search at NCBI 
website (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). An underline indicates a predicted helix-turn-helix motif. 
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3.3.2 A. ferrooxidansにおけるにおけるにおけるにおける scpB遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子のののの転写転写転写転写 

  転写レベルで scpB遺伝子の発現量を解析するために、二価鉄、硫黄、テトラチオン酸

で生育した、対数増殖期の A. ferrooxidans細胞から全 RNAを抽出し、RT-PCRを行った。

予測された長さを持つ部分的な scpB遺伝子が、硫黄やテトラチオン酸生育細胞から調製さ

れた cDNAを使って増幅された（Fig. 3-1 b）。これは、scpB遺伝子が実際に A. ferrooxidans

の中で転写されていることを示している。一方、二価鉄生育細胞からの cDNAを PCR反応

に用いた時に、バンドは検出されなかった。16S rRNA遺伝子の転写産物は、二価鉄、硫黄、

テトラチオン酸で生育した細胞全てで、同程度検出された（データは示さない）。以上の

結果から、scpB遺伝子の転写が、RISCs存在下で活性化されることを示しており、硫黄酸

化に関与する遺伝子の転写制御に ScpBタンパク質が関与していることが示唆された。 

 

3.3.3 鉄鉄鉄鉄およびおよびおよびおよび硫黄酸化硫黄酸化硫黄酸化硫黄酸化にににに関与関与関与関与するするするする遺伝子遺伝子遺伝子遺伝子ののののプロモータープロモータープロモータープロモーター領域領域領域領域へのへのへのへの ScpB のののの結合結合結合結合 

 A. ferrooxidansの ScpBは、染色体分離凝縮タンパク質として注釈がつけられていたが、

HTHモチーフがを含んでおり、scpB遺伝子の転写が、硫黄やテトラチオン酸で生育した細

胞で活性化された。これらの結果は、A. ferrooxidansの ScpBは、転写制御因子としての役

割を果たし、鉄や硫黄酸化に関与した遺伝子のプロモーター領域に結合することが予測さ

れた。 

 プロモーター領域と精製された制御タンパク質を用いたゲルシフトアッセイ

（Electrophoretic mobility shift assay; EMSA）は、転写制御タンパク質の DNA結合能力を明

らかにする方法として、よく用いられる手法である。そこで、大腸菌内で発現させた His

タグ付き ScpBタンパク質（Fig.3-4）を用いて EMSA分析を試みた。 
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 精製した組換 ScpBタンパク質の性質を評価するために、最初に、ScpBタンパク質と sqr

のプロモーター領域を使って EMSA分析を行った。Fig.3-5に示すように、ScpBは、sqr遺

伝子のプロモーターDNAの移動性をシフトさせることができた(Fig. 3-5, lane sqr)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 データは示さないが、100℃で煮沸処理して変性させた ScpBタンパク質を、同じ条件下

で分析した時には、変更された DNAバンドは検出されなかった。つまり組換え ScpBタン

パク質は、タンパク質-DNA複合体を形成する能力を持つことが証明された。 

Fig. 3-4. SDS-PAGE analysis of the recombinant ScpB synthesized in E. coli. 
Lane 1, cell-free extract from E. coli BL21 (DE3) with pETcoco; lane 2, cell-free extract from E. coli BL21 
(DE3) with pETcoco-scpB; lane 3, supernatant obtained by centrifugation of cell-free extract from E. coli BL21 
(DE3) with pETcoco-scpB at 100,000 × g for 1 h; lane 4, sample obtained by affinity chromatography using a 
Ni-charged Chelating Sepharose Fast Flow resin, lane 5, ScpB obtained by gel filtration. Proteins were stained 
with Coomassie Blue. Molecular masses in kDa are indicated on the left. Lane M, marker proteins. 

sqr                        scpB                     tth cyc2             16S rDNA

Fig. 3-5. Electrophoretic mobility shift assays using recombinant A. ferrooxidans ScpB protein and 
DNAs of promoter regions ( sqr, scpB, tth and cyc2 promoter regions). A 177-bp fragment located inside 
the 16S rRNA gene was used as control DNA (16S rDNA). Promoter DNA was incubated with (right 
lane) and without recombinant ScpB (left lane) in each EMSA analysis. 
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 ScpBタンパク質が、鉄や硫黄酸化に関与する遺伝の、他のプロモーター領域に結合でき

るかどうかを調べるために、硫黄酸化に関与するテトラチオン酸加水分解酵素をコードす

る tthや、酸化に関与するシトクロム cをコードする cyc2のプロモーター領域の DNA断片

と一緒にインキュベートした。結果、プロモーターDNAの移動度は、ScpBタンパク質と

インキュベートすることによって遅れることが示された。ScpBタンパク質とそれ自身のプ

ロモーター領域との結合についても調べたところ、DNAバンドはの移動度が減少した (Fig. 

3-5 lane scpB)。コントロール DNA（16S rDNA）とインキュベートした時は、DNAバンド

の移動度の変化を示さなかったことから、ScpBタンパク質は、プロモーター領域と結合す

る能力があると結論付けられた。しかしながら、ScpBタンパク質は、この研究で調べた全

てのプロモーター領域と結合したため、その結合の特異性は低いと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

56 

3.4 結論結論結論結論 

 

本章では、生育基質の異なる条件で培養した A. ferrooxidans ATCC 23270細胞において、

発現量の異なるタンパク質の発現制御機構の解明のため、すでに元素硫黄やテトラチオン

酸で生育した細胞で上方制御が確認されている sqr遺伝子の上流にある scpB遺伝子と、そ

のコードするタンパク質（Segregation and condensation protein; ScpB）について、制御因子

としての可能性を明らかにするため、硫黄や鉄の代謝に関与する遺伝子のプロモーター領

域への結合活性について検証した。 

A. ferrooxidans 23270ゲノム配列中の sqr遺伝子を取り囲む領域を分析したところ、上流

に位置する配列は、染色体凝縮タンパク質と注釈づけられている scpB 遺伝子が存在した。

scpB遺伝子がコードする 177アミノ酸からなるタンパク質は、細菌類の制御タンパク質に

共通する HTH モチーフを持ち、遺伝子のオペレーター部位に結合することが示唆された。

ScpBは、Bacillus subtilis において最初に発見され、染色体構造維持タンパク質（structural 

maintenance of chromosomes protein; SMC protein）と相互作用する。A. ferooxidansにも、smc

遺伝子は存在するが、SMC と ScpB の相互作用に関する情報は得られていない。また、

Bacillus subtilis の ScpBは、ATPの有無に関係なく、DNAに結合しなかった。遺伝子配列

の相同性も、これら二つの間では 30%と低く、以上の違いから、A. ferrooxidansの ScpBは、

染色体の分離凝縮タンパク質というよりも、制御タンパク質として機能していると考えた。 

scpB遺伝子が、実際に A. ferrooxidans細胞内で転写されているかどうかを確認するため

に、生育基質の異なる条件で培養した、対数増殖期の細胞から抽出した RNAから調製され

た cDNAを鋳型に、PCRを行った。結果、硫黄やテトラチオン酸生育細胞では、転写が確

認されたが、二価鉄生育細胞では検出されなかった。16SrRNA遺伝子の増幅は、すべての

細胞で同レベル検出されたことから、scpB 遺伝子が、RISCs 存在下で選択的に発現が誘導

されることが示され、これは、ScpBタンパク質が硫黄酸化関連遺伝子の転写制御に関与し

ている可能性を示唆した。 

次に、ScpBタンパク質が鉄や硫黄の酸化に関与した遺伝子のプロモーター領域に結合す

るかどうかを、EMSA分析法を用いて確認した。sqr遺伝子、硫黄酸化に関与するテトラチ

オン酸加水分解酵素をコードする tth遺伝子や鉄の酸化に関与する cytochrome cをコードす
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る cyc2 遺伝子のプロモーター領域の DNA 断片と精製した ScpB をインキュベートした結

果、すべてのプロモーター領域の DNAと結合することが分かった。16S rDNAとは結合が

認められなかったことから、ScpBは、プロモーター領域と結合する能力があり、それは非

特異的であることが示された。しかしながら、Bacillus属の ScpBと異なり、DNA結合能が

あり、その発現が鉄生育細胞では確認できないが、硫黄生育細胞で活性化されることから、

硫黄代謝酵素遺伝子の発現に何らかの形で関与していることが予測された。 

A. ferrooxidansの鉄や RISCs代謝制御は、複雑化されている[18]ので、A. ferrooxidansの

ScpBの機能を明らかとするためには、さらなる研究が必要である。遺伝子ノックアウトは、

機能的遺伝子解析のための一般的な手法である。遺伝子操作における巨大な困難のために、

A. ferrooxidansの遺伝子ノックアウト変異構築の報告は一報しかないが、この細菌のための

マーカレス遺伝子置換システムが最近開発された[73]。このシステムを利用した、A. 

ferrooxidans の ScpB の機能解析が、今後の研究課題として早急に実施されることが望まれ

る。 
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第四章第四章第四章第四章    総括総括総括総括 

 

チオ硫酸は、テトラチオン酸で生育した細胞内で、テトラチオン酸加水分解酵素（TTH）

によって生産され、黄鉄鉱の硫黄部分の酸化（チオ硫酸経路）の重要な中間化合物として

生産されると主張されてきた。チオ硫酸形成の非生物機構は、既にいくつか報告されてい

る。亜硫酸は硫化物と反応することができ、中間体として形成された元素硫黄は、すぐに、

硫 化 物 と 反 応 し て チ オ 硫 酸 と 水 を 形 成 す る （ 2HS-+4HSO3
2-→3S2O3

2- ＋ 3H2O; 

3H2S+SO3
2-→3H2O+4S, SO3

2-+S→S2O3
2-）。2番目の可能な、非生物的チオ硫酸形成反応は、

オリゴ硫化物鎖への亜硫酸分子の攻撃である（Sn
2-+SO3

2-→Sn-1
2-+S2O3

2-）。序論で述べたよ

うに、チオ硫酸の代謝経路は少なくとも 4つ知られている。A. ferrooxidans ATCC 23270の

遺伝子配列分析によって、細菌に広く分布している SOXシステムが、本菌には欠損してい

ることが明らかになった。チオ硫酸デヒドロゲナーゼが、精製されているが、その遺伝子

は明らかにされていなかった。A. ferrooxidans ATCC 23270は、A. ambialensのチオ硫酸：キ

ノン還元酵素（TQO）と相同性のあるタンパク質をコードする遺伝子 doxDA遺伝子を持っ

ていることから、チオ硫酸酸化には TQOが関与していると考えられていた。しかしながら、

A. ferrooxidansにおけるチオ硫酸酸化へのTQOの関与は、生化学的には実証されていない。

本研究で検出された膜結合型TSD活性は、おそらくTQOに起因している可能性が高いが、

現時点で観察された膜結合性の TSD を TQO 活性に結びつけることができる証拠ははい。

チオ硫酸代謝に関与すると考えられる遺伝子が、tsd遺伝子付近のゲノム領域に存在するこ

とから、TSDが、A. ferrooxidansのチオ硫酸酸化に重要な役割を果たしていることが強く示

唆された。 

しかしながら、チオ硫酸の濃度が 4 mMでは活性を示さず、Km値 15 mMという結果は、

この酵素は、チオ硫酸との親和性がとても低く、TSDの活性化のためにはいくつかの共同

因子やサブユニットを必要とすることを示す。同じ Km値（15 mM）の値は、TSDと SBP

を両方含む CM-650 M画分でも観察され、これは、SBPが硫酸依存性酵素活性には関与す

るが、低濃度のチオ硫酸存在下での活性化剤にはならないことを示した。これらの結果は、

チオ硫酸からのテトラチオン酸形成が、TSDの主な反応ではないことを示唆した。したが

って、この酵素が触媒する反応を特徴付けるためには、基質特異性や活性化因子に関する
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さらなる検討が必要である。しかしながら、本研究によって、A. ferrooxidans細胞内で、チ

オ硫酸からテトラチオン酸を生成する酵素とその遺伝子が初めて明らかとなった。酵素は

cytochrome c を電子受容体に用いることが推測されるため、細胞内で機能している

cytochrome cの検出と、その cytochrome cを酸化する末端酸化酵素の解明が今後の課題とし

て残されている。 

A. ferrooxidansの鉄や硫黄の代謝制御機構の解明は、バクテリアリーチングの効率を上げ

るために重要である。第三章では、その制御に関与すると考えられる ScpB について解析

を行った。scpB 遺伝子の転写は、RISCs 内で生育した細胞で上方制御され、組換え ScpB

タンパク質は、プロモーター領域と結合能力を示すことを明らかにした。ScpBタンパク質

が sqrや tth遺伝子の発現の制御に関与しているかどうかを明らかにすることが、本研究の

目的であったが、ScpBタンパク質は、鉄あるいは硫黄酸化に関与すると考えられる遺伝子

のプロモーター領域に非特異的に結合したため、ScpBタンパク質の機能を限定することが

できなかった。しかし BLAST解析の結果、A. ferrivorans (74%)や A. thiooxidans (68%) 、A. 

caldus (49%)の ScpBとカッコ内に示すような、比較的高い相同性を持つことが分かった。

A. ferrivoransは、最近、新しい種として Acidithiobacillus属の中で分類分けされた、鉄・硫

黄酸化好酸性菌であり A. thiooxidansや A. caldusは、硫黄酸化好酸性菌である。これらの好

酸性硫黄酸化細菌の ScpBs は、硫黄酸化に関与した遺伝子の転写制御において、重要な役

割を果たしている可能性が高いと考えられている。A. ferrooxidansにおける鉄や硫黄代謝の

制御は、複雑なため、A. ferrooxidansの ScpBの本質的な機能を明らかにするために、さら

なる研究が必要である。 

 遺伝子ノックアウトは、遺伝子機能を解析するために極めて有効な手法である。A. 

ferrooxidansでは、これまでに利用しやすい遺伝子ノックアウト法がなかったが、最近、マ

ーカーレス遺伝子組み換えシステムが開発された。このシステムを用いた tsdや scpB遺伝

子の解析によって、チオ硫酸代謝の詳細な経路の解明と、RISCs の代謝酵素遺伝子の発現

制御機構の解明がなされることが期待される。 
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