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研究成果の概要（和文）：健康被害予防のため、トルエンやキシレン、スチレンの尿中代謝産物である芳香族有
機酸のハイスループット分析方法を開発した。まず、トルエン・キシレンの代謝産物である馬尿酸・メチル馬尿
酸総量の新規酵素的測定法を考案した。使用酵素は構造情報に基づき反応機構を推定し、比活性が向上し、低温
適正化あるいは基質阻害消失が達成された変異体を開発した。スチレン暴露の指標となるマンデル酸について
も、新規測定法を考案した。乳酸オキシダーゼの立体構造に基づき、多重変異を合理的にデザインした。作成し
た変異体のL-マンデル酸に対する反応性は野生型に比べて約200倍向上し、マンデル酸オキシダーゼの開発に成
功した。

研究成果の概要（英文）：To prevent health hazards, we developed high-throughput assay methods for 
urinary metabolites of toluene, xylene, and styrene, which are aromatic organic acids. First, we 
devised a new enzymatic assay to measure the total amount of hippurate and methyl hippurates, which 
are metabolites of toluene and xylene. The reaction mechanisms of the enzymes used were deduced 
based on structural informations, and mutants with improved specific activity and achieved low 
temperature optimization or disappearance of substrate inhibition were successfully developed. A new
 assay method for mandelate, an indicator of styrene exposure, was also devised. The enzyme used was
 rationally designed based on the tertiary structure of lactate oxidase to have multiple mutations. 
The reactivity of the prepared mutant to L-mandelate was improved about 200-fold compared with that 
of the wild type, and the development of mandelate oxidase was successfully achieved.

研究分野： 酵素利用分析およびタンパク質工学関連

キーワード： トルエン　キシレン　スチレン　酵素的測定法　基質特異性　健康診断　ハイスループット　タンパク
質工学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
有機溶剤取扱作業従事者は、健康被害予防のため特殊健康診断の受診が義務付けられている。現在の分析、診断
手法は、操作が煩雑、スループットが低いなど課題が多い。本研究の成果は、これらの課題を解決する。既に馬
尿酸・メチル馬尿酸測定の研究成果は検査企業に移管終了し、分析試薬が実用化の目処を得ている。マンデル酸
測定の研究成果も企業移管中で、分析試薬開発が進められている。
臨床検査などで普及している酵素的測定法は、既存酵素の組合わせで測定系を構築している。本研究ではこのア
プローチを逆転し、理想的な酵素的測定法を考案後、必要な新規酵素を合理的に開発した。今後、新たな開発手
法となることを期待する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
有機溶剤として汎用されるトルエンは揮発性を有するため、主に吸入によって体内に取り込

まれる。その後、シトクロム P450 やアルコールデヒドロゲナーゼの作用を受けて安息香酸とな
り、さらにグリシン抱合を受け馬尿酸として尿中に排出される。また、キシレンはトルエンにメ
チル基が 1 つ付加した化合物であり、トルエンと同様の代謝経路を辿る。キシレンには o 体、m
体、p 体が存在するため、代謝産物にも o-メチル馬尿酸、m-メチル馬尿酸、p-メチル馬尿酸があ
る。スチレンも同様に代謝され、マンデル酸やフェニルグリオキシル酸となる。 
トルエンやキシレン、スチレンは塗装業などで大量に取り扱われている。これらの体内への蓄

積は、疲労感やめまい、腎機能障害、肝機能障害、造血障害、神経障害など様々な生体機能障害
を引き起こす。このような健康被害を予防するため、有機溶剤取扱い作業に従事する労働者には
特殊健康診断の受診が義務付けられている。健康診断ではトルエン、キシレン、スチレンの尿中
代謝産物である芳香族有機酸：馬尿酸，メチル馬尿酸，マンデル酸を測定する。受診者は平成 30
年度に約 70 万人、さらに受信者数が近年増加傾向で、それに伴い有所見者数も増加傾向にある。
また、特殊健康診断は会社単位、事業所単位で受診するため測定が集中する。現在、高速液体ク
ロマトグラフィーを用いて分析、評価・診断を行っているが、操作が煩雑・スループットが低い・
高額という欠点が挙げられる。簡便かつ多検体迅速測定が可能な酵素的測定法による分析・評価
系が開発できれば、上記の課題を解決できると思われる。 
 
２．研究の目的 
 上記状況の下、本研究は酵素を利用した尿中芳香族有機酸のハイスループット分析方法の開
発を最終目的とした。使用酵素は、新規な芳香族有機酸反応性酵素をプロテイン・エンジニアリ
ング（PE）により創成することとした。臨床検査や食品分析などで普及している酵素的測定法
は、既存酵素を組合わせることにより、巧みに測定系を構築している。本研究ではこのアプロー
チを逆転し、まず理想的な酵素的測定法を考案後、必要な新規酵素の創成を試みた。これにより、
新たな PE の活用分野の創出も期待した。 
 
３．研究の方法 
われわれは既に、臨床検査用・食品分析用酵素や酵素的測定法の開発、酵素センサを用いた測

定システムなどの研究を実施している。また、計算科学的研究を行う十分なソフトウェア環境が
あり、PE による変異酵素の作成や酵素特性の評価についても研究設備と方法が確立している。 
これまでの知識・経験に基づき、有機溶剤健診の測定対象化合物である 3種の芳香族有機酸に

対する簡便な（使用酵素 3種類以内）酵素的測定法を考案した。そして、測定に必要な主反応酵
素および追随酵素の課題を、PE により解決した。 
主反応酵素を新規創成するに当たり、ベース酵素の設定、芳香族有機酸反応性（従来基質非反

応性）変異酵素の設計を行った。具体的には、ドッキング・スタディおよび反応シミュレーショ
ンにより、本来の基質に替えて芳香族有機酸を用いた場合の活性中心アミノ酸残基を種々変化
させ、モデル上で高選択性と反応性を具備した新たな変異酵素を設計した。 
設計上の各種変異酵素を実際に作成し、それらの特性評価によりデザイン方法の検証を行っ

た。さらに、変異酵素評価結果のフィードバックに基づく変異デザインのブラッシュアップを実
施した。これら研究成果に基づき、検査企業と共同で診断用試薬の開発と応用を進めている。 
 



４．研究成果 
(1)馬尿酸・メチル馬尿酸総量の新規酵素的測定法 
われわれは、馬尿酸とメチル馬尿酸の総量を酵素的に測定する簡便な方法を考案した。この方

法はまず、馬尿酸またはメチル馬尿酸を馬尿酸加水分解酵素（Hhase，EC3.5.1.32）でグリシン
と安息香酸またはメチル安息香酸に分解する。次に、分解産物であるグリシンにグリシンオキシ
ダーゼ（Gox，EC1.4.3.19）を追随させ、生じる過酸化水素を 4-アミノアンチピリンとトリンダ
ー試薬、ペルオキシダーゼ（EC1.11.1.7）でキノン系色素として発色させる（図１）。このキノ
ン系色素の発色を吸光度測定することで、馬尿酸やメチル馬尿酸の定量を行うことができる（特
許出願済）。 
この測定法には、馬尿酸や各種メチル馬尿酸に対して酵素法測定温度（すなわち自動分析装置

の分析温度）である 37℃にて反応性の高い Hhase が必要である。本研究を始める前には、その
ような酵素は知られておらず、酵素法の開発および実用化を進めるための課題であった。既に
Bacillus cereus、Campylobacter jejuni、Paenibacillus macerans など数十種の生物が Hhase
を保有し、フェニルアラニン代謝に関わっていることが知られていた。C.jejuni 由来馬尿酸加水
分解酵素については、触媒残基が推定されていた。しかし、酵素特性はあまり報告がなく、立体
構造や反応機構なども不明であった。 
本酵素的測定法に適用可能な Hhase を創成するためには、以下の 3 つの課題を解決する必要

があった。 
①分析温度（37℃）において十分な活性を有すること 
②各種メチル馬尿酸に対する反応性の向上 
③測定用液状試薬中にて長期保存安定性の確保（1 年間初期性能を維持） 
 また、追随酵素の Gox も、本酵素的測定法に適用するには以下の 2 つの課題を解決する必要
があった。 
①グリシンに対する反応性の向上 
②グリシンに対する基質阻害の低減 
 
(2)馬尿酸加水分解酵素（Hhase）の開発 
リアルタイムでの長期保存安定性確認が困難なため、われわれは十分な保存安定性を有する

ことが知られている好熱性菌由来の酵素を対象とし、70℃付近での馬尿酸反応性スクリーニン
グを行った。その結果、超好熱性古細菌 Pyrococcus horikoshii から馬尿酸加水分解能を有する
酵素を見出した。当該酵素（PH1043）は既に別酵素として報告されており、各種基質特異性を
はじめ諸性質が分かっていたが、馬尿酸を加水分解することは知られていなかった。 

PH1043 は安定性の課題を解決したが、分析温度では反応を検出できなかった。そこで、合理
的デザインによる機能改変を行うことで PH1043 の低温適正化を試みた。また、馬尿酸のみな
らずメチル馬尿酸への反応性を高め、トルエンおよびキシレンの総合暴露量を評価する酵素的
測定法への応用を目指した。構築した立体構造モデルに基づき変異箇所を絞り、部位特異的ラン
ダム変異処理および変異体スクリーニングを行った。結果として、K193、P200、N307 をより
小さなアミノ酸残基とした変異酵素で 37℃における活性向上が確認されたが、o-メチル馬尿酸
への反応性が不十分であった。 

次に、基質を推定活性中心領域にフィッテイングさせ、基質と W164 残基との間で立体障害



が生じるとの予測を得た。この立体障害の緩和を目的として W164 残基に変異導入を行った結
果、o-メチル馬尿酸への反応性が向上した（図２）1)。さらに、相加的な反応性向上を狙い、多
重変異体を作成、特性評価を行った。その結果、各基質に対し 4～31 倍活性向上した多重変異
体が得られ、W164 単変異体と比較して相加効果も認められた（図２）2)。 
 
(3)グリシンオキシダーゼ（Gox）の開発 

Gox－グリシン複合体の結晶構造 3)より、グリシンが反応部位以外にもう 1 分子、非反応部位
に確認され、基質阻害との関連が予想された。また、Open 構造と Closed 構造の比較を行ったと
ころ、触媒部位近傍の large loop に存在する E55 側鎖の配向に変化が見られたため、変異体解析
を行った。その結果、基質阻害が消失し比活性が野生型の約 2 倍向上した E55A の開発に成功し
た（図３）。 

Gox の活性中心には、小さな loop 構造（mobile loop）も存在した。これが Open 構造から Closed
構造への移行で外側にシフトし、非反応性グリシンの結合空間を形成した。そこで、mobile loop
のヒンジに位置する G251 をより嵩高いアミノ酸に置換したところ、基質阻害が消失し比活性が
野生型の約 4 倍向上した G251I の開発に成功した（図３）。更なる変異体解析により、Gox の低
比活性および基質阻害は、E55 と非反応性グリシンの協同効果による Closed 構造の安定化が原
因と示唆され、Gox の反応機構の一端が明らかとなった。 
 
(4)マンデル酸の新規酵素的測定法
とマンデル酸オキシダーゼの開発 
スチレン暴露の指標となるマン

デル酸分析については、図４に示す
酵素的測定法を考案した。L-マンデ
ル酸に対しオキシダーゼを反応さ
せ、生じる過酸化水素を 4-アミノア
ンチピリンとトリンダー試薬、ペル
オキシダーゼでキノン系色素とし
て発色させる。同時に、D-マンデル
酸 は マ ン デ ル 酸 ラ セ マ ー ゼ
（EC5.1.2.2）により L 体に変換す
る。 

本酵素的測定法に適用可能な新
規酵素マンデル酸オキシダーゼを
開発するため、まず乳酸オキシダー
ゼ（Lox）の立体構造を基に、L-マン
デル酸との間に生じる立体障害を
確認した。活性部位周辺の疎水ポケ
ットを広げ、立体障害を軽減すると
予 想 さ れ る 二 重 変 異 （ M2: 
A88G+Y117A ）および三重変異
（M2+Y207A・V・L）をそれぞれデザインした。野生型 Lox の L-マンデル酸に対する反応性は
著しく低く（乳酸の 0.01%未満）、触媒効率は検出限界以下であった。一方、M2 及び M2+Y207V
の L-マンデル酸に対する反応性は、野生型に比べてそれぞれ約 290 倍、約 200 倍に向上した。
さらに、L-乳酸に対する触媒効率が検出限界以下になった。M2+Y207V は、すべての変異体の中
で L-マンデル酸に対する親和性及び触媒効率が最も優れ、マンデル酸と十分反応し乳酸とは殆
ど反応しないマンデル酸オキシダーゼへの改変に成功した 4)。本酵素により、マンデル酸の酵素
的測定が可能となった。 

 
(5)実用化と今後の展望 
 現在、馬尿酸・メチル馬尿酸総量測定の研究成果は検査企業に移管終了し、既に分析試薬開発

D-Mandelate L-Mandelate

L-Mandelate + O2 Benzoylformate + H2O2

2H2O2 + Chromogen                                            4H2O + Quinoneimine dye 

L-mandelate oxidase
(mutated lactate oxidase)

mandelate racemase

peroxidase

図4 マンデル酸酵素的測定法の原理



が達成されており、実用化の目処を得ている。マンデル酸測定も研究成果を検査企業に移管中で、
分析試薬開発が進められている。適当なマンデル酸ラセマーゼを開発できれば、健康診断への活
用の目処がつくと期待している。一方、馬尿酸を単独測定可能な酵素的測定法は検査企業にて開
発されており、この方法との組合わせでメチル馬尿酸のみの測定も可能である。しかし、この方
法は系が複雑で使用酵素の安定性が低いという課題がある。今後は、簡便な馬尿酸単独測定法お
よび高安定な測定用酵素を開発し、実用性を高めたい。また、マンデル酸同様フェニルグリオキ
シル酸もスチレン代謝産物として分析のニーズがあり、新規測定方法および酵素の開発を進め
たい。 
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