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研究成果の概要（和文）：　D-アミノ酸オキシダーゼ（DAO）は，D-アミノ酸の光学分割や医薬品中間体の合成など様
々な応用的利用が可能なことから，安定性の高いDAOが強く求められている。
　申請者は，好熱菌Rubrobacter xylanophilusにDAOホモログ遺伝子（RxDAO）を見出し，大腸菌における発現産物の解
析から，RxDAOが既存のDAOよりも非常に高い安定性を有することを明らかにした。さらに，他の好熱菌や好熱性真菌に
もDAOホモログ遺伝子を見出し，新たな高い安定性を有するDAOが存在する可能性を示した。本研究により得られた成果
により，DAOの産業的利用を推進するための基盤を築くことができた。

研究成果の概要（英文）：  D-Amino acid oxidase (DAO) is a biotechnologically important enzyme that can be 
used for various applications, such as the determination of D-amino acids and the production of pharmaceut
ical intermediates. Therefore, a highly stable DAO has been desired. 
  In this study, we identified a DAO homologous gene (RxDAO) in the thermophilic bacterium Rubrobacter xyl
anophilus, and showed that the gene product produced in E. coli has a much higher stability than known DAO
s. In addition, we identified DAO homologous genes in another thermophilic bacterium and also in a thermop
hilic fungus, showing the possibility of the additional existence of other highly stable DAOs. In conclusi
on, we successfully identified a novel, highly stable DAO useful for practical applications in various ind
ustrial fields.
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１．研究開始当初の背景 
 D-アミノ酸オキシダーゼ（DAO）は，D-ア
ミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触媒する補
酵素としてフラビンアデニンジヌクレオチ
ド（FAD）を有する酵素である。DAO は，D-
アミノ酸の検出・定量，アミノ酸ラセミ体混
合物の光学分割や光学純度測定，ケト酸や 7-
アミノセファロスポラン酸などの医薬品中
間体の合成に利用可能である。さらに，ガン
などの疾病の治療への応用も研究されてい
る。このように，DAO は多様な応用的利用が
可能な非常に有用な酵素であるが，その低い
安定性から産業上における利用が困難な状
況にある。したがって，高い安定性を有する
DAO が現在求められている。 
 近年まで，DAO は真核生物においてのみ見
いだされており，原核生物には見いだされて
こなかった。このことから，原核生物に DAO
は存在しないと長年考えられてきた。しかし
近年，細菌 Arthrobacter protophormiae に
DAO が初めて見いだされ，原核生物にも DAO
が存在することが示された。原核生物には，
好熱菌や超好熱菌などの高温環境を生育場
所とするものが多数存在しており，これら好
熱菌由来の酵素は非常に高い安定性を示す
ことが知られている。したがって，好熱菌に
DAO を見出すことができれば，工業的に有用
な高い安定性を有するDAOが獲得できると期
待された。 
 
２．研究の目的 
本研究は，応用的に有用な DAO の産業利用

を拡大させるため，今まで DAO が見出されて
いなかった好熱菌において DAO を探索し，世
界で初めて好熱菌由来のDAOを見出すととも
に，高い安定性を有する新奇な DAO を世界に
提供することを目的とする。また，好熱菌 DAO
の種々の酵素学的諸特性を明らかにし，様々
な応用的利用へ展開するための基盤を築く
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では，主に以下の項目について研究
を行った。用いた試薬や具体的な実験方法・
手順等は省略する。 
 
（１）好熱菌における DAO ホモログ遺伝子の
探索 
酵母や動物由来の既知DAOのアミノ酸配列

を用いて，ゲノムデータベースを BLAST 検索
した。有意な相同性を示す遺伝子（DAO ホモ
ログ遺伝子，DAO 遺伝子）のうち，好熱菌や
好熱性真菌に存在するDAO遺伝子を探し出し
た。好熱菌や好熱性真菌にみられた DAO 遺伝
子がコードする推定アミノ酸配列を既知の
DAOのアミノ酸配列とClustalWを用いてアラ
イメントし，DAO の機能に重要なアミノ酸残
基の保存性を確認した。 
 
（２）好熱菌および好熱性真菌の DAO 遺伝子

の単離 
上記で見出された好熱菌や好熱性真菌，ま

た中温菌と系統学的に近縁関係にある好熱
菌を NBRC や IFO から入手した。入手した菌
を培養し，ゲノム DNA を調製した。調製した
ゲノム DNAを鋳型とした PCRにより DAO遺伝
子の単離を検討した。好熱性真菌の一部の
DAO 遺伝子は，イントロンの存在が推定され
たため，大腸菌発現に適するように改変した
遺伝子を外部委託により合成した。 
 
（３）好熱菌 DAO 遺伝子の大腸菌における発
現と精製 
 単離したDAO遺伝子を大腸菌発現ベクター
に融合して Hisタグ融合 DAO発現ベクターを
作成し，大腸菌に導入した。各種発現条件（培
養温度や時間，発現誘導剤濃度）の検討を行
い，発現の最適化を行ったのち，ジャーファ
ーメンターを用いて大量培養した。得られた
大腸菌体から，金属キレートアフィニティー
カラムを用いて種々の精製条件を検討して
最適化したのちに，電気泳動的に単一にまで
精製し，精製酵素標品を得た。 
 
（４）好熱菌 DAO の酵素学的諸特性解析 
精製した酵素の熱安定性，至適温度，至適

pH，基質特異性，阻害剤特性，補因子や四次
構造などの種々の酵素学的諸特性を解析し
た。 
 
４．研究成果 
（１）好熱菌における DAO 遺伝子の探索 
既知の酵母やブタ由来の DAO のアミノ酸

配列を用いて，原核生物ゲノムデータベー
スを対象に BLAST 検索を行ったところ，有
意な相同性を示す遺伝子が多くの細菌（特
にアクチノバクテリア）に確認された。こ
の中から好熱菌を探索したところ，好熱菌
Rubrobacter xylanophilus DSM9941 に高い
アミノ酸同一性を有するタンパク質をコー
ドする遺伝子(RxDAO)が存在した。 
 RxDAO 遺伝子がコードするタンパク質の
推定アミノ酸配列は，ヒト，ブタ及び A. 
protophormiae 由来の DAO のアミノ酸配列
と高い同一性を示した。また，推定アミノ
酸配列中に，既知の DAO において基質結合
や FAD 結合に関わるアミノ酸残基が全て保
存されており，RxDAO が DAO である可能性
が示唆された。 
 
（２）RxDAO 遺伝子の単離 
ゲノムデータベース上の，RxDAO 遺伝子

の塩基配列から設計したプライマーを用い
て，ゲノム DNA を鋳型とした PCR により
RxDAO 遺伝子全長の取得を試みたが，取得
できなかった。そこで，RxDAO 遺伝子内部
や外部にアニールする種々のプライマーを
用いて PCR を行ったところ，RxDAO 遺伝子
を単離することができた。しかし，その塩
基配列はデータベースの配列と少し異なっ



ていた。 
申請者が決定した RxDAO 遺伝子は 972 bp

であり，324 アミノ酸残基数からなる推定
分子質量35.1 kDaのタンパク質をコードし
ていた。新たに決定した RxDAO のアミノ酸
配列は既知の DAO に高い同一性（30-46%）
を示し，機能アミノ酸残基も保存されてい
た。 
 
（３）RxDAO 遺伝子の大腸菌における発現 
RxDAO 遺伝子を大腸菌において His タグ

融合タンパク質として発現させたところ，
粗抽出液は DAO 活性を示した。このことか
ら，RxDAO 遺伝子が DAO をコードしている
ことが示され，好熱菌に DAO が存在するこ
とが初めて見出された。 
大腸菌で発現した RxDAO のほとんどは不

溶性画分に存在したことから，発現温度や
発現誘導剤濃度などの発現条件を解析した。
発現温度を 37℃から 15℃へ低下させたと
ころ，可溶性画分における RxDAO のタンパ
ク質量が増加したが，反対に活性が著しく
減少した。このことから，不溶性画分は増
加するものの，活性体を得るためには高い
温度による発現が有効であることが分かっ
た。一方，IPTG 濃度変化による発現への影
響は観察されなかった。 
 
（４）大腸菌で発現させた RxDAO の精製 
大腸菌粗抽出液から RxDAO を金属キレー

トアフィニティーカラムを用いて回収率約
8%で 340 倍に精製した。多くの DAO と異な
り，RxDAO は単量体であった。また，非共
有結合的に強固に結合した FAD を補酵素と
して有していた。RxDAO の酸素電極法によ
る D-バリンに対する比活性は，60℃におい
て 21.1 U/mg であった。この比活性値は，
真核微生物の DAO の比活性値よりも低かっ
た。 
 
（５）RxDAO の酵素学的諸特性解 
RxDAO の種々の酵素学的諸特性を解析し

た。RxDAO は，D-アミノ酸に対してのみ作
用し，D-バリン，D-ロイシンや D-イソロイ
シンなど分岐鎖 D-アミノ酸に対して高い
活性を示した。また，DAO 阻害剤として知
られる安息香酸により強く阻害された。こ
のことから，RxDAO が DAO であることが示
された。 
RxDAO の至適温度は 65℃であり，至適 pH

は 7.5-10 と塩基性側で高い活性を示した。
また，1時間の保温で 60℃まで安定であり，
活性が半減する温度 T50は 64℃であった。
これは，既知の DAO の中で最も熱安定性が
高いDAOよりも10℃以上高い温度であった。
このことから，RxDAO が既知の DAO の中で
最も高い熱安定性を有することが分かった。
さらに，RxDAO は 30℃保温において活性減
少が約 1週間観察されず，50℃保温におい
て 8 日間保温後も約 25%の残存活性が観察

された。RxDAO の安定性はタンパク質濃度
依存的であり，タンパク質濃度の低下によ
り安定性は低下した。しかし，FAD を酵素
液に添加すると安定性は回復した。このこ
とから，RxDAO の安定性には FAD との結合
が寄与していると考えられた。 
 
（６）他の好熱菌および好熱性真菌 DAO の
解析 
データベース検索から DAO 遺伝子が見出

された中温菌に進化的に近い好熱菌の複数
種からゲノムを調製し，中温菌 DAO 遺伝子
の配列から設計したプライマーを用いて
PCR を行ったところ，ある一種から既知の
DAO に高い相同性を示すタンパク質をコー
ドする DNA 断片を取得することができた。 
また，データベース検索から，ある種の

好熱性真菌が DAO 遺伝子を 2つ有すること
が示された。真菌由来の DAO は細菌由来の
DAO よりも高活性であることから，高い安
定性を有する高活性な DAO の存在が期待さ
れた。これら DAO 遺伝子を大腸菌で発現さ
せたところ，一方の遺伝子の発現産物は D-
メチオニンや D-チロシンに高い活性を示
し，他方の遺伝子の発現産物は D-グルタミ
ン酸に特異的に作用する新規な DAO である
ことが分かった。 
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