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研究成果の概要（和文）：本研究では，L-グルタミン酸酸化酵素とL-リシン酸化酵素という2つの高基質特異性アミノ
酸酸化酵素の厳格な基質特異性の構造要因を明らかにできた。また低基質特異性酵素との構造比較から，高基質特異性
をもたらす構造的要因も明らかにできた。更にL-グルタミン酸酸化酵素の特徴的な基質認識機構を活用し，L-アルギニ
ン酸化酵素，L-ヒスチジン酸化酵素，L-チロシン酸化酵素の3種類の基質特異性変換酵素を創製でき，産業応用の基盤
構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：We determined the crystal structure of two L-amino acid oxidases with high 
substrate specificity, L-glutamate oxidase (LGOX) from Streptomyces sp. X-119-6 and L-lysine α-oxidase 
(LysOX) from Trichoderma viride. and we analyzed the molecular mechanism of the substrate recognition of 
L-amino acid oxidases with high substrate specificity. X-ray crystal structure of LGOX revealed that 
Arg305 in the active site is the key residue involved in substrate recognition. We created 19 mutant 
enzymes by substitution of Arg305. Some of them, R305D-LGOX, R305L-LGOX, and R305H-LGOX lost oxidase 
activity for L-Glu, and exhibited a new oxidase activity for L-Arg, L-His, and L-Tyr, respectively. These 
progress and findings will provide a great contribution to further industrial application of these 
enzymes.

研究分野：生物機能工学

キーワード： L-アミノ酸オキシダーゼ　L-グルタミン酸オキシダーゼ　L-リシンオキシダーゼ　基質認識機構　X線結
晶構造解析　異種発現系構築　基質特異性の改変　抗腫瘍性酵素
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１．研究開始当初の背景	
 

	
 L-グルタミン酸酸化酵素と L-リシン酸化酵

素は，補酵素として非共有結合型 FAD を含有

するフラビン酵素であり，それぞれ L-グルタ

ミン酸とL-リシンの酸化的脱アミノ化反応を

触媒する L-アミノ酸酸化酵素の一種である。

蛇毒由来酵素に代表される一般的なL-アミノ

酸酸化酵素の基質特異性は極めて低くブロ

ードであるが，これら両酵素は，極めて高い

基質特異性を持つ非常にユニークなL-アミノ

酸酸化酵素の一群である。これらの酵素群の

一次構造には相同性が見られ，共に共通の祖

先型フラビン酵素から進化し，現在の特異性

になったものと考えられ，基質認識の機構解

析の絶好のモデルである。これまでに申請者

らは，放線菌由来 L-グルタミン酸酸化酵素の

遺伝子クローニングを行い，大腸菌を用いた

大 量 発 現 ， 大 量 精 製 系 を 確 立 し た

(J.Biochem.,134,	
 805,2003)。更に本酵素成

熟体の X 線結晶構造解析に成功した(FEBS	
 

Journal.,276,3894,2009)。また本酵素が，

二量体構造の前駆体蛋白質として発現した

後に，自身の生産するプロテアーゼで切断さ

れ，活性化すると共に，構造安定化するとい

う他に例のない極めてユニークな性質を有

することを明らかにした。こうしたユニーク

な特性の全容解明が待たれている。切断され

成熟化した本酵素は，常温菌由来にもかかわ

らず非常に安定で,かつ基質特異性が厳格で

あることから，L-グルタミン酸の定量・検出

に多方面で用いられている。食品分野では,

うま味成分であるL-グルタミン酸の定量キッ

トとして，医学分野では脳内神経伝達物質の

センサーとして重宝されている。一方糸状菌

由来 L-リシン酸化酵素についても，生理的意

義が不明で，防御物質(生物毒)なのか興味が

持たれる。一方で，優れた抗腫瘍性酵素とし

て医療分野における応用が期待されている。

血中のリシンレベルを減少させることによ

る腫瘍細胞の増殖抑制効果に加え，酵素反応

により生成した低濃度の過酸化水素による

殺細胞効果が認められている (J.Biol.	
 

Chem.,255,976-81,1980) 。 申請者らは，

Trichoderma	
 viride由来本酵素遺伝子を含む

完全長 cDNA の取得に成功し,	
 遺伝子配列を

明らかにした。最近，フスマ培養から精製し

た酵素の結晶化にも成功している。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

	
 本研究では，L-アミノ酸酸化酵素の中で際

立って基質特異性の厳格な放線菌由来のL-グ

ルタミン酸酸化酵素と糸状菌由来のL-リシン

酸化酵素というユニークな性質を持つ２種

の微生物酵素の精密な立体構造とその機能

解析を行い，両酵素の構造及び反応特性の全

貌を明らかにする。更に他の酸化酵素との比

較解析に基づいた部位特異的変異と,	
 進化

工学など遺伝子工学的手法を組み合わせる

ことにより，アミノ酸酸化酵素の基質認識機

構の詳細を明らかにし，特定のアミノ酸のみ

を基質とする酵素や，逆にほぼ全てのアミノ

酸に作用する酵素など，新規な酵素群を創出

すると共に，バイオセンサー，超小型アミノ

酸分析装置や臨床診断薬，抗腫瘍性酵素とし

て幅広く産業応用する基盤の構築を目的と

する。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

(1)	
 L-グルタミン酸酸化酵素 X 線結晶構造解

析と基質認識機構の解析，基質特異性変

換酵素の開発	
 

	
 L-グルタミン酸酸化酵素の詳細な X 線結晶

構造解析を行い基質認識機構の解析を行う。

特異的変位などの手法で基質特異性変換酵

素の開発を行う。	
 

(2) L-リシン酸化酵素及び基質複合体の X 線
結晶構造解析と基質認識機構の解析	
 

	
 抗腫瘍性酵素L-リシン酸化酵素の立体構造

と機能を明らかにするため，発現系と大量精

製系構築を行う。引き続き結晶化，構造解析

を行うとともに，生理的意義，抗腫瘍性の解

明に取り組む。	
 

(3) L-アミノ酸酸化酵素の基質認識機構の解
明及び基質特異性の改変	
 	
 

	
 高基質特異性のL-アミノ酸酸化酵素の基質

認識の機構解明の為，対照的に基質特異性の

低い低基質特異性L-アミノ酸酸化酵素の遺伝

子クローニング，発現系構築を行い，蛋白質

工学的手法により，構造比較を行う。部位特

異的変位などの手法で機構に関わる残基を

特定し，基質特異性改変酵素の作製を行う。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 L-グルタミン酸酸化酵素 X 線結晶構造解

析と基質認識機構の解析，基質特異性変換

酵素の開発	
 

	
 	
 	
 図 1.	
 LGOX 活性中心への基質結合モデル	
 

	
 

1-1.	
 L-グルタミン酸酸化酵素のX線結晶構

造解析と部位特異的変異解析により，活性中

心に存在するアミノ酸残基の内，Arg305 が最

 



も基質認識に重要な役割を果たしているこ

とが判明した。またこの残基を変化すること

により基質特異性変換酵素が作製できるこ

とも明らかとなった。	
 

	
 

表 1には，部位特異的変異を用いて 1アミノ

酸を置換して作成した基質特異性変換酵素

の反応速度論パラメーターをまとめた。元の

LGOX の基質 L-グルタミン酸に対する Km 値が，

0.41	
 mM であるのに対して，ヒスチジンオキ

シダーゼは，7.5	
 mM,	
 チロシンオキシダーゼ

は，2.1	
 mM と若干高めであったが，アルギニ

ンオキシダーゼは，0.42	
 mM と元酵素と同じ

程度の親和性を示した。ｋcat は元の LGOX が

105であるのに対していずれも103オーダーで

あったが，珪藻土に固定化して，過酸化水素

電極酵素センサーとして用いるには，十分な

過酸化水素変換率を示した。	
 

	
 1-2.	
 R305L 変異 LGOX の構造解析	
 得られ

た結晶を SP-ring8	
 BL41XU にて X 線回折強度

測定を行い，分解能 2.7Å の回折画像を得た。

今回得られた結晶構造では，R305L 変異 LGOX

は非対称単位中に 1分子存在し，結晶中では

2 量体を形成しており，この結晶の空間群は

P6122，格子定数は a=125.0，b=125.0，c=169.4，

β=120.0°であった。この結晶の空間群はプ

ログラム PHENIX を用いて Wild-type である

LGOX	
 (PDB	
 ID;	
 2E1M)を serch	
 model として

分子置換法により位相決定を行い，PHENIX，

Coot を用いて精密化を行った結果，分解能

2.7Å，R/Rfree=0.201/0.247 で構造モデルを

決定した。図 2.に R305L 変異 LGOX と野生型

LGOX の構造を重ね合わせた図を示す。両者の

構造に大きな差異は見られなかったが，細部

においていくつかの変化が見られた。まず，

活性部位の近傍に存在する α-へリックスの

移動が観察された(図 3)。これは，305 番目

のアミノ酸がアルギニンからロイシンに置

換されたことにより 305 の側鎖近傍に存在す

るα-へリックスを構成するW564と立体障害

が生じたためであると考えられる。L305 と

W564 の間に立体障害が生じ，α-へリックス

が移動したことで，野生型 LGOX では狭めら

れていた活性部位が広げられ，L-ヒスチジン

やL-フェニルアラニンといった比較的側鎖の

大きなアミノ酸に対して活性を示すように

なったと考えられる。	
 

	
 

(2)	
 L-リシン酸化酵素の発現系構築及び基

質複合体の X 線結晶構造解析と基質認識

機構の解析	
 

	
 抗腫瘍性酵素L-リシン酸化酵素の立体構

造と機能を明らかにするため，発現系と大量

精製系構築を行った。本酵素は放線菌宿主に

Streptomyces	
 lividansTK24，放線菌用発現

プラスミドに pHSA81 を使用した。挿入した

遺伝子配列には T.	
 viride由来のオリジナル

の配列と S.	
 lividans	
 TK24 用に GC 含量を高

めコドンの最適化を行ったもので発現させ

た。その結果形質転換体に発現及び活性が確

認された。コドンの最適化を行ったもの(図 4

の黒丸)で 18	
 日間培養したもので最大 10.7	
 

U/ml の活性を確認した。コドンの最適化をし

 
図 2.R305L(青)と野生型 LGOX(黄)の比較	
 

図 3.R305L(青)と野生型 LGOX(黄)活性中心

 

 

表 1.	
 基質特異性変換 LGOX の反応速度論 



ていない配列(図 4の白丸)を組み入れたもの

よりも 3	
 倍以上高い値だった。	
 

放線菌で発現させた酵素を精製し，結晶化に

用いた。結晶化はアガロースゲル法を使用し

た。精製サンプルをリザーバー溶液に 2	
 M	
 

(NH4)2SO4，4%(w/v)	
 PEG400，100	
 mM	
 HEPES(pH	
 

7.0)と混合したものをタンパク質溶液とし

て 4％（w/v）のアガロース溶液を 1:1 の割合

で混合した。それをガラス毛細管内に吸引

(φ	
 0.5	
 mm	
 ×	
 80	
 mm，サンプル量	
 10	
 µl)し，

密閉容器に入れ，20℃で 2-5	
 ヶ月間保存。結

晶の成長後，ゲルを毛細管から引き出して結

晶化部分を切り出し，数時間 L-リシン溶液に

浸した後，液体窒素で凍結を行った。Spring8	
 

BL41XU にて分解能 1.7Åの回折画像を得た。	
 

	
 	
 

基質複合体の全体構造は Native 酵素とほぼ

同じだった。活性中心の構造を見てみると，

主鎖骨格との相互作用は蛇毒 LAO-L-Phe 複合

体とほぼ同じであり，Arg68，Ala475，Tyr369

が基質と相互作用していた。Arg68，Ala475

は LAO で高く保存されている残基であり，基

質のアミノ酸骨格の結合に関与していると

思われる。側鎖との相互作用においては

Asp212 は L-Lys のεアミノ基と静電気相互作

用していた。Ala440 と Asp315 は水分子を介

して，L-Lys のεアミノ基と相互作用してい

た。この 3つのアミノ酸残基が LysOX の厳格

な基質認識に関与していることが示唆され

た。	
 

	
 

(3)	
 L-アミノ酸酸化酵素の基質認識機構の解

明及び基質特異性の改変	
 
高基質特異性のL-アミノ酸酸化酵素とは対

照的に基質特異性の低い低基質特異性L-アミ
ノ酸酸化酵素との構造比較を行う為に
Rhodococcus	
 sp.	
 AIU	
 Z-35-1 の低基質特異性
L-アミノ酸オキシダーゼ（rzLAO）の発現系の
構築と精製を行った。まず，大腸菌‐
RhodococcusシャトルベクターであるpREOプ
ラスミドを用いて pREOrzLAO を作製した後に	
 	
 
Rhodococcus 属 4 菌株を宿主として形質転換
を 行 い ， 酵 素 発 現 株 R.erythropolis/	
 
pREOrzLAO の作成に成功した。	
 

	
 

本研究により，2 つの高基質特異性アミノ酸

酸化酵素（L-グルタミン酸酸化酵素と L-リシ

ン酸化酵素）の厳格な基質特異性の構造要因

を明らかにできた。また両酵素と低基質特異

性酵素との構造比較から，高基質特異性をも

たらす構造的要因も明らかにできた。更に L-

グルタミン酸酸化酵素については，その特徴

的な基質認識機構を活用して，L-アルギニン

酸化酵素，L-ヒスチジン酸化酵素，L-チロシ

ン酸化酵素の 3種類の基質特異性変換酵素の

創製に成功した。これらは何れも固定化した

酵素センサーとして実用的な利用が可能で

有ったことから，酵素センサーとしての活用

が期待される。L-グルタミン酸酸化酵素に続

き L-リシン酸化酵素についても，異種発現系

が構築できたことから，今後抗腫瘍性薬剤や

抗菌剤としての産業応用も大いに期待され

る。以上のように，本研究で高基質特異性ア

ミノ酸酸化酵素の構造機能解析と産業応用

の基盤構築に成功した。	
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