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研究成果の概要（和文）：A. oryzae由来D-グルコース脱水素酵素（GDH）は，FAD依存的にグルコースをグルコノ-1, 5
-ラクトンへと酸化する酵素である．血糖値のモニタリングでよく利用されるD-グルコース酸化酵素（GOX）と異なり，
GDHにおける還元型FADは、酸素に対する応答性が低くいため，GDHは血糖センサへの利用が期待されている．同じGMC酸
化還元酵素ファミリに属し，29%の配列相同性を示すGDHとGOXにおける酸素に対する応答性の違いやグルコースだけで
なくキシロースには弱い反応性を示すGDHの基質特異性が，両者のどのような分子構造の違いに由来するか興味があり
，X線結晶学的な手法を用いて研究した．

研究成果の概要（英文）：FAD-dependent D-glucose dehydrogenase [GDH, EC 1.1.99.10] from A. oryzae catalyzes
 a reaction from D-glucose to D-glucono-1, 5-lactone using FAD as a cofactor. During the oxidative half-re
action, the reduced FAD is re-oxidized by electron acceptors, for instance 2, 6-dichlorophenol-indophenol 
and p-benzoquinone. It is expected that GDH would be utilized as a diagnostic enzyme for a biosensor that 
monitors the blood glucose level of diabetic patients. On the other hand, FAD-dependent D-glucose oxidase 
[GOX, EC 1.1.3.4] from A. niger, which shows a sequence identity of 29% with the GDH, catalyzes the same r
eductive half-reaction but different oxidative half-reaction; the reduced FAD is re-oxidized by O2. An oxy
gen reactivity of GDH is slower than that of GOX. To clarify the catalytic-reaction and substrate-binding 
mechanisms of GDH and how structural features govern the oxidative half-reaction between GDH and GOX, we i
nvestigated the GDH using X-ray crystallography.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
  FAD 依存型 D-グルコース脱水素酵素
(GDH, EC 1.1.99.10)は、グルコース-メタノ
ール-コリン酸化還元酵素ファミリ(GMC 酸
化還元酵素ファミリ)に属する糖タンパク質
である。非共有結合的に酵素タンパク質に結
合した FAD を補酵素として、D-グルコース
から D-グルコノ-1, 5-ラクトンへの酸化反応
を触媒する。この反応に伴って生じた還元型
FAD は、2, 6-ジクロロフェノールインドフェ
ノール(DCPIP)やp-ベンゾキノンなどの電子
受容体によって再酸化される。本酵素は 1937
年OguraとNagahisaによって最初に報告さ
れ、1966 年に Bak と Sato によって酵素学的
な研究が行われていたものの長らく注目さ
れていなかった。 
 一 方 、 1928 年 に Müller に よ っ て
Asperigillus nigerとPenicillum galucumか
ら発見された FAD 依存型グルコース酸化酵
素(GOX, EC 1.1.3.4)は、同じ GMC 酸化還元
酵素ファミリに属する二量体酵素である。
FAD を補酵素として、GDH と同じ酸化反応
を触媒する。しかしながら GDH と異なり、
還元された FAD は酸素によって再酸化され
る。この酸素によって容易に再酸化されると
いう簡便さから、GOX とペルオキシダーゼ
を組み合わせ、糖尿病の診断に必要な尿糖検
査の検査紙や尿糖値や血糖値の測定キット
として広く利用されている。そのため変異体
酵素を用いた研究などその酵素学的性質に
ついてよく研究されており、1993 年には
KaliszらによってA. niger由来酵素の結晶構
造が明らかにされている。 
 近年、臨床診断には迅速で正確かつ簡便な
測定が求められている。GOX を利用した糖
濃度測定用バイオセンサーの開発が進めら
れているが、酸素と容易に反応する GOX で
は正確な濃度測定が難しい。一方、酸素との
反応性が低い GDH はこの点で非常に有利で
あるため、近年再び注目されてきた。 
 
２．研究の目的 
  我々は、A. oryzae 由来 GDH の組換え酵
素を用いた結晶化から、X 線結晶構造解析に
適した結晶を作製することに成功した。GOX
の構造(PDB code:1CF3)を用いた分子置換法
から初期位相を決定し、1.5 Å 分解能で GDH
の結晶構造（図 1）を初めて明らかにした。 
GDH の構造は GOX の構造に極めてよく似
ており、そのフォールディング様式はほとん
ど同じであった。特に FAD 結合部位の構造
は、ほとんど一致する。一方、フラビン環周
辺の活性部位の主鎖に若干の構造の違いが
見られた。両者は、よく似た構造を持つにも
関わらず、酸素への反応性が大きく異なって
いる。どのような立体構造の違いが、酸化酵
素と脱水素酵素を決定づけているのか非常
に興味がある。 
 還元的半反応においても、GDH は GOX と
異なり、グルコースだけでなくキシロースに

対する弱い活性を示す。これら酸化的半反応
や還元的半反応における GDH の反応機構と
基質認識機構の詳細を明らかにするための
研究をおこなった。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. GDH と GOX のサブユニット構造 
GDH（左）と GOX（右, PDB code: 1CF3） 

 
３．研究の方法 
 これまでの研究において、酸化型 GDH の
結晶構造だけでなく、還元型 GDH、並びに
還元型 GDH と基質 D-グルコースとの複合体
（還元型 GDH-基質複合体）の結晶構造を
1.65 と 1.80 Å 分解能で明らかにした。しか
しながら、基質複合体における D-グルコース
は、触媒反応が進行しえないと考えられる配
向で活性部位に結合していた。そこで、２．
の目的を達成するために、まず GDH と阻害
剤である D-グルカールとの複合体結晶を作
製し、この阻害剤複合体の結晶構造を明らか
にすることで、実際の基質結合を模した構造 
から、本来、どのような基質の認識機構をも
つのか明らかにする。 
 加えて、変異体の作製と反応速度論解析、
その変異体の X 線結晶構造解析から、酸化的
半反応の触媒メカニズムについて研究する。
この変異体を用いた研究は、現在、継続中で
ある。そこで、ここでは、グルコースを基質
とした反応について、その詳細を報告する。 
 
４．研究成果 
 今回、p-ベンゾキノンによる再酸化型GDH、
酸化型 GDH と D-グルカールとの複合体（酸
化型 GDH-阻害剤複合体）および、還元型
GDH と D-グルカールとの複合体（還元型
GDH-阻害剤複合体）を、それぞれ、1.20、
1.80、1.40 Å 分解能で構造決定することに成
功した。 

図 2. GDH と GOX の活性部位 
GDH（左）と GOX（右）の活性部位を示す。活

性部位に結合した FAD のイソアロキサジン環部

分は、GDH で約 20°、GOX で約 10°平面構造か

ら歪んでいる。 



 GDHとGOXの活性部位の比較から、GDH
の FAD のイソアロキサジン環周辺の残基の
種類と配置は、GOX と非常によく似ていた
（図 2）。しかしながら、大きな違いとして、
補酵素 FAD のコンホメーションの違いが挙
げられる。電子密度図から GDH のイソアロ
キサジン環平面は、N5-N10 を軸として折れ
曲がったバタフライ型コンホメーションを
とることが明らかとなった。報告されている
GOX でも同様の傾向が見られるが、イソア
ロキサジン環平面の歪みは約 10°であるの
に対して、GDH は約 20°と歪みが大きかっ
た。また還元型 GDH でも FAD は同様の構
造を持つことが見いだされた。今回、決定し
た再酸化型 GDH の分子構造は、全体構造だ
けでなく、活性部位の FAD のコンホメーシ
ョンにいたるまで、酸化型 GDH の分子構造
とよく一致していた。即ち、GDH における
FAD のイソアロキサジン環のコンホメーシ
ョンは、触媒反応を通じて、バタフライ型コ
ンホメーションを保持していると強く推定
される。フラビン酵素において、このバタフ
ライ型コンホメーションは、還元型酵素でみ
られるものの、酸化型酵素では、比較的珍し
い構造である。我々は、酸化酵素と脱水素酵
素の違いがこの FAD のコンホメーションの
違いにあるのではないかと推定した。この
FAD のイソアロキサジン環を歪ませるタン
パク質部分、即ち、FAD 周辺のループ構造が
酸素に対する応答性の違いに寄与すると考
えられる。 

 
図 3. 酸化型 GDH-阻害剤複合体の活性部位 
活性部位のリボン-スティック図、アミノ酸側鎖を

CPK カラーで FAD の炭素を黄色、阻害剤の炭素

を緑で示した。 
 
 GDH の還元型半反応では、GOX で提唱さ
れているように活性部位に結合した D-グル
コース 1 位の OH 基が FAD の re 面側に存在
する His506 と His549 に認識され、これら
が触媒塩基としてプロトンを引き抜くと同
時に、1 位の水素が FAD へと転移することで、
反応が進行すると考えられている。酸化型

GDH-阻害剤複合体並びに還元型 GDH-阻害
剤複合体の活性部位には、D-グルカールとみ
なされる電子密度図が確認できた。図 3 のよ
うに、活性部位 FAD の N5 位の re 面側直上
に D-グルカールの 1 位炭素が存在し、3 位
OH 基が GDH の Arg502 と Asn504 側鎖、4
位OH基は、同様にTyr54、Glu414とArg502
側鎖と水素結合を形成できる距離に存在し
た。とりわけ、Glu414 と Arg502 の側鎖コ
ンホメーションが大きく変化し、阻害剤を認
識していた。阻害剤の位置に基づいて、基質
結合モデルを作製すると基質の 1位 OH基が
2 つの His と水素結合を形成でき、さらに 1
位水素が FAD へと転移できる距離にあるこ
とが判明した。即ち、この D-グルカールの結
合様式は、還元型 GDH-基質複合体における
D-グルコースと異なり、反応が進行すると考
えられる配向で結合している。 
 GDH は、GOX と異なり、キシロースに対
しても弱い活性を示す。キシロースとグルコ
ースを比較すると、キシロースは、グルコー
スの 5 位官能基を欠損した構造である。阻害
剤複合体におけるD-グルカールの 6位OH基
は、イソアロキサジン環の 4 位カルボニル酸
素と水素結合を形成するものの、タンパク質
側鎖との相互作用は見つからなかった。つま
り、基質の認識は、3 位や 4 位の OH 基の認
識が主である。GOXで相当する残基として、
Asp414 と Arg512 が保存されている。GDH
では基質結合のない場合、Glu414 と Arg502
は、Asn319 と水素結合を形成している。こ
れらが基質の結合に伴って、大きなコンホメ
ーション変化が導かれることが判明した。実
際、阻害剤複合体における D-グルカールの 3
位と 4 位の OH は、基質阻害剤における D-
グルコースの 4 位と 3 位の OH 基とそれぞれ
同じ方向に向いていたものの、その位置は一
致しない。GDH では、このずれを埋めるよ
うに、Glu414 と Arg502 のコンホメーショ
ンが変化し、化合物を活性部位へつなぎとめ
ていた。一方、GOX において、GDH の
Asn319に相当する残基は Thr331であるが、
この残基は、基質認識に関与するであろう
Asp414 や Arg512 との水素結合を形成して
いない。また、炭素鎖が 1 つ短い Asp414 は、
GOX における Glu414 ほど多様なコンホメ
ーションをとれるわけではない。以上のこと
から、GDH における水素結合ネットワーク
の組換えを伴う基質認識残基のフレキシブ
ルなコンホメーション変化が、グルコースだ
けでなく、キシロースにも反応を示す原因の
ひとつに挙げられるのではないだろうか。 
 今回、決定された酸化型 GDH-阻害剤複合
体、ならびに還元型 GDH-阻害剤複合体の活
性部位構造において、酸化型 GDH と大きく
異なる点は、FAD のイソアロキサジン環 re
面直上に存在する His506 のコンホメーショ
ンである。この残基は、His549 とともにグ
ルコース 1 位の酸化において、1 位 OH 基と
水素結合を形成し、この OH 基からプロトン



を引き抜く触媒塩基として働くと提唱され
ている。酸化型 GDH や還元型 GDH や還元
型 GDH-基質複合体における His506 のコン
ホメーションは、これまで構造が知られてい
る GMC ファミリの酵素でよくみられたコン
ホメーションをとり、これは GOX における
His516 のコンホメーションとよく一致して
いた。ところが、酸化型 GDH-阻害剤複合体
では、His506 の電子密度図は、広い範囲に
大きく広がっていた。これは、結晶中の分子
のすべてが同じコンホメーションではなく、
His506 が 2 つのコンホメーションのいずれ
かをとっていると考えられた。その割合を見
積もるとおよそ 1 : 1 と考えられる。このうち、
一方は、酸化型 GDH の His506 の配向とよ
く一致するが、他方は、側鎖の二面角を見る
限り、エネルギー的に不利なコンホメーショ
ンである。つまり、His506 は阻害剤の結合
で立体的に不利なコンホメーションを強い
られていると言える。さらには、還元型 GDH-
阻害剤複合体の His506 のコンホメーション
は、そのほとんどが、エネルギー的に不利な
コンホメーションであった。His506 が、こ
のコンホメーションをとる理由は、His506
のプロトン化の影響ではないかと推定され
る。即ち、基質と反応したことでプロトン化
された His506 と D-グルカール間の立体障害
のためにこのようなコンホメーションをと
らなければならなかったのであろう。詳細な
検討が必要であるが、このような His506 の
コンホメーション変化は、これまでの研究で
報告されておらず、非常に興味ある結果であ
る。 
 今後も、バイオセンサーに適した酵素の開
発を目指して、さらなる研究を通じて、新た
な知見を明らかにしてゆく。 
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