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研究成果の概要（和文）：色素依存性脱水素酵素(Dye-DH)は人工の酸化還元色素を電子受容体として利用できる
ため、バイオセンサー素子への応用が期待される。一方、Dye-DHは不安定な酵素であり、有用性に反して研究は
殆ど進んでいない。本研究では、色素依存性D-乳酸脱水素酵素（DLDH）を超好熱菌に多数見出し、これら酵素の
機能解析に成功した。超好熱菌のDLDHは全て高い耐熱性を示すことを明らかにした。この高度耐熱性DLDHを固定
化した酵素電極の作製にも成功し、食品試料中のD-乳酸の検出にも成功した。本研究はD-乳酸の新規測定法開発
において重要な役割を果たすと考えられる。また、DLDHの構造解析にも成功した。

研究成果の概要（英文）：Dye-dependent dehydrogenase (Dye-DH) has a potential as a biosensor devices.
However, Dye-DH is an unstable enzyme and there are few studies. In this study, we found a large 
number of dye-dependent D-lactate dehydrogenase (DLDH) in hyperthermophilic bacteria. All DLDHs from
 hyperthermophilic bacteria showed high thermostable. We succeeded in developing an enzyme electrode
 on which this high thermostable  DLDH is immobilized. Using this electrode, we succeeded in 
detecting D-lactic acid in food samples. This study is considered to play an important role in the 
development of new measurement methods for D-lactic acid. We also succeeded in analyzing the X-ray 
crystal structure of DLDH.

研究分野：酵素工学

キーワード： 酵素工学　酵素　超好熱菌　構造生物学　FAD

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Dye-DHは不安定な酵素であり、有用性に反して研究例が少ない。そのため応用例は限定的であり、また酵素の機
能改良に必須の構造情報も少ない。本研究により開発に成功したD-乳酸測定用バイオセンサーは、D-乳酸に対し
て特異的で、且つ長期間利用できることが明らかとなった。D-乳酸は診断用バイオマーカーや食品の品質管理の
指標として有用であるが、これまでに簡便に測定する方法は無かった。本研究の成果はD-乳酸の新規測定法開発
において重要な役割を果たすと考えられる。また、Dye-DHの構造情報の取得によりDye-DHの機能改良も可能とな
り、高性能センサーや電極の開発にも繋がる成果を得たといえる。

※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 
色素依存性脱水素酵素  (Dye-

DH) は FADまたは FMNを補酵素
として糖・有機酸・アミノ酸等の各
種生体成分から電子を取り出し、最
終的に酸素や硫黄に渡して ATP を
生成する酵素複合体において機能
する酵素群である。電子受容体とし
て人工の酸化還元色素を利用でき、酸素を電子受容体とせず溶存酸素の影響を受けないため、セ
ンサーや酵素燃料電池への利用が期待されている (図 1)。 
有用性が高い一方で、Dye-DHの研究と応用化は遅れている。その理由として、①膜結合型酵
素が多く詳細な解析が困難、②常温菌酵素は極端に不安定なため可溶化または電極への固定化
操作での失活などが挙げられる。我々は高い安定性を示す超好熱菌 Dye-DH を利用することで
種々の課題を解決し、色素依存性 D-プロリン脱水素酵素、色素依存性 L-プロリン脱水素酵素を
固定化したセンサーを開発し、その高い有用性を立証した。しかし、ゲノム情報から機能推定が
可能な Dye-DH 遺伝子は限られており、見出した酵素は少なく応用展開が限定されている。さ
らに、Dye-DHの構造解析例は少なく、触媒機構・電子受容体特異性に関する構造的情報が少な
いため基質特異性などの改変が困難な点も応用展開の妨げとなっている。 
 
 
２．研究の目的 
 上記背景を踏まえ、医療・食品分野において有用な Dye-DHの目指し、種々の Dye-DHホモ
ログに関して、大腸菌における発現系構築と活性スクリーニングを実施したところ研究開始以
前に色素依存性 D-乳酸脱水素酵素 (DLDH) を発見した。D-乳酸は糖尿病ケトアシドーシスの
バイオマーカーとして有用であり、その他にも微生物感染症の指標などに利用できる可能性が
ある。また、発酵食品中の D-乳酸濃度は腐敗において大きく上昇することが知られているため、
D-乳酸測定は食品分野における品質管理にも有用である。DLDH の機能と構造を詳細に解析す
ることで、新たな機能性電極の開発に期待できる。本研究では超好熱菌に見出した高度耐熱性
DLDHの機能と構造の解析を進め、DLDHを反応素子とする酵素電極型バイオセンサーの開発
を進めることを主たる目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1)DLDHホモログの推定と発現系の構築 

DLDHと推定される 10種類以上の遺伝子を PCRで増幅後、大腸菌における発現系を構築し
た。発現確認は SDS-PAGEによって行った。可溶性画分に産物の発現が見られたサンプルにつ
いて、熱処理を行い、大腸菌由来のタンパク質を変性させた。触媒活性の確認は、D-乳酸を基質
とした活性染色法および分光光度計を用いた活性測定法により行った。 
 
(2)DLDHの精製と機能解析 
活性が確認された酵素を各種クロマトグラフィーにて単一に精製し、活性測定法により酵素
化学的特徴を解析した。基質特異性、電子受容体特異性、カイネティクス、熱安定性、反応の温
度依存性などを詳細に解析した。 
 
(3)DLDHの結晶化と X線結晶構造解析 
 酵素の結晶化条件を探索した。シッティングドロップ蒸気拡散法を基本にして、各種沈殿剤、
無機塩、緩衝液を変化させることで酵素を結晶化させた。酵素の結晶化は、スクリーニングキッ
トを用いて短時間に網羅的に行った。結晶が得られた場合、沈殿剤濃度を変化させることで結晶
化条件の最適化を検討した。得られた結晶はインハウス型 X 線回折装置により、回折データを
収集した。良好な回折データが得られたサンプルについて高エネルギー加速器研究機構にて高
精度なデータを収集した。位相決定は分子置換法により行った。 
 
(4)酵素固定化電極の作製 
グルタルアルデヒド法等の従来法に加え、高温条件下で溶液状にした寒天溶液または Carbon 

Nanotube-Ionic Liquid Gelを用いたスピンコーティング法による固定化を検討し、各酵素にお
ける最適条件を検討した。スピンコーティング法は高温状態で寒天溶液と酵素溶液を混合した
溶液を、回転している電極に滴下しながら層状に固定化する方法であり、高度耐熱性酵素の実施
可能な固定化法である。固定化電極の機能評価は、酸化電流もしくは還元電流を測定するクロノ
アンペロメトリーまたはクーロメトリー、サイクリックボルタンメトリー法にて行った。 
 
 
 

 
 
 
 
 
図 1. Dye-DHを用いた電気化学測定法の略図 

還元型 
メディエーター 

酸化型 
メディエーター 

Dye-DH 

基質 
(糖・有機酸など) 

生成物 

e- 
電 
極 



４．研究成果 
(1)超好熱菌 5 種、好熱菌 2 種の DLDH の機能
解析に成功し、酵素化学的諸性質の解明に成功
した。これら酵素は全て高い耐熱性を示し、特に
超好熱菌より精製した酵素は 80℃以上の熱処理
でも約 90%残存活性を有していた。また、機能
解析および HPLC による解析の結果、全ての
DLDH は補酵素として FAD を利用することが
判明した。機能解析の結果、DLDHは FADが結
合した状態でのみ精製されるものと、FAD 非結
合状態でのみ精製されるものに分かれることが
判明した (表 1)。そのため、FAD非結合のDLDH
は活性測定時に反応溶液にFADの添加を必要で
あった。これまでに、FAD 非結合状態で精製さ
れるオキシダーゼの報告はあるが、それら酵素
はFADを含む緩衝液中で精製または透析処理す
ることにより、酵素が FAD結合状態へとフォー
ルディングされる。我々が解析した DLDHにつ
いても同様の手法で FAD の結合を試みたが、
FAD 非結合状態の酵素しか得られなかった。そ
こで、DLDH について系統学的解析を実施した
結果、FAD非結合で精製される DLDHと結合状
態で精製されるDLDHは系統学的に異なるグル
ープに属することが判明した(図 2)。即ち、超好
熱菌 DLDHは、①既知 FAD 依存性酵素と同じ
く酵素中に FAD が強固に結合するグループ 
(tight グループ)と、②結合力が非常に弱く容易
に FADが解離するグループ(loose グループ) の 2 つに大別できることが明らかとなった。本成
果は国際学術誌 Extremophiles に掲載された。両グループの酵素は一次構造上で高い同一性を
示すが、共に FAD 依存性酵素に典型的な FAD 結合モチーフ(GXGXXG モチーフ) を持たず、
両グループの FAD 結合性の違いに関与する要因をアミノ酸配列の比較から特定することは困
難であった。現在、X線結晶構造解析により超好熱菌 DLDH の FAD結合力に関与する構造的
要因の特定を進めている。 
 
(2) 機能解析に成功した各種 DLDH の結晶化スクリーニングを実施した結果、loose グループ
DLDHである超好熱菌 Aeropyrum pernix DLDH (ApeDLDH) の FAD 非結合型の X 線結晶
構造解析に成功した。ApeDLDH は Penicillium simplicissimum 由来 Vanillyl-alcohol oxidase 
(Fraaije et al., JBC, 2000)の FAD 結合型(pdb: 1e8g)および非結合型(pdb: 1e8f)と立体構造的に
高い類似性を示した。この既知酵素も ApeDLDH と同じく FAD 結合モチーフは GXGXXG と
完全に一致しない。一方、構造比較により、既知酵素の
loop100-117 に相当する ApeDLDH の loop67-84 は、
既知酵素の FAD 結合部位から大きく外側に離れた場所
に位置していた (図 3)。既知酵素のこのループ構造は、
FAD の結合の有無に関わらず FAD のピロリン酸近傍
に位置している。このことから ApeDLDH は FAD のピ
ロリン酸との相互作用に関与する構造が既知酵素と比較
して非常に柔軟性が高く、それが FAD の結合ポケット
の形成に影響し、FAD の結合性が極端に弱くなること
が示唆された。現在、looseグループ DLDHの触媒機構
および FAD結合様式の解明を目指し、酵素/FAD/D-乳酸
複合体の結晶化と構造解析を進めている。また、他の
loose グループ DLDH についても、この loop 構造が補
酵素結合に関与することが予想される。今後、looseグル
ープおよび tight グループの立体構造を比較し、超好熱
菌の DLDH に見出した補酵素結合の特徴を構造的に解
明していく。 
 
(3) Candidatus Caldiarchaeum subterraneum (CcsDLDH) をグラッシーカーボン電極上に 
Carbon Nanotube と Nafion を混合した溶液で固定化した DLDH/CNT/Nafion修飾電極を作
製した。電子受容体としてカルボン酸フェロセンを選択し、サイクリックボルタンメトリーにて
D-乳酸測定用センサーとしての機能評価を行った。本電極は D-乳酸に対して最も高い電流応答
を示した。また D-2-ヒドロキシ酪酸も D-乳酸に対して 67%の電流応答を示した。一方、L-乳酸、
L-アスコルビン酸、エタノール、D-グルコース、ピルビン酸では電流応答は認められなかった。

図3. ApeDLDHと既知酵素との構造比較． 
緑:ApeDLDH、水色：既知酵素 (FAD非結
合型)、紫：既知酵素 (FAD結合型) 

表 1. 精製 DLDHの熱安定性と FAD結合性． 

図 2. DLDHの系統解析．図中の赤丸は FAD 非
結合(loose)グループを示す。表 1 における A. 
pernix、T. tenax、P. aerophilumのDLDHは loose
グループに属している。 



この特異性は素子として利用した酵素の性質とも一致
していた。本電極の 30℃における D-乳酸の検出限界及
び直線性を求めた結果、検出限界は 30 µM、直線性は 30
～2500 µMであり、広範囲の D-乳酸濃度を測定するこ
とが可能であることが判明した (図 4)。作製した電極の
保存安定性を評価するため 50 日間モニターした結果、
50日後の電流応答は作製初期の 90％以上を保持してい
た。Hansenula polymorphaの DLDH固定化電極では、
作製 10日後の電流応答は 71%まで低下することが報告
されている (Smutoket al.,Talanta, 2014)。このことか
ら、我々が開発した電極は、これまでに報告された
DLDH 固定化電極の中で最も高い安定性と長期保存性を有
することが明らかとなった。さらに、本電極を用いて、食品
サンプル中の D-乳酸の測定にも成功した。本電極を用いて測定した白ワイン中の D-乳酸濃度は
3.12±0.12 mMであり、これは市販キットを使用して分光光度的に測定した値 (3.05±0.09mM) 
とほぼ一致した。本研究により、センサー素子として高度耐熱性の DLDH に着目することで、
D-乳酸に対し特異的に作用し、少なくとも 50日以上の長期に渡り使用できる新規センサーの開
発に成功した。今後、臨床検体や食品中の D-乳酸の迅速測定に展開が期待できる。本成果は国
際学術誌 Journal of Bioscience and Bioengineeringに掲載された。 

図 4. D-乳酸センサーの性能 
(D-乳酸濃度と測定電流の直線性) 
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