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研究成果の概要（和文）：アゾレダクターゼは、アゾ色素中のアゾ基を開裂させるNADPH依存型酵素である。補
酵素NADPHは高価であることから、NADPH再生酵素であるグルコキナーゼおよびグルコース-6-リン酸脱水素酵素
をアゾレダクターゼと接続したハイブリッドアゾレダクターゼを開発した。ハイブリッド酵素中の酵素ドメイン
の接続に、フレキシブルリンカーを導入したところ、アゾ色素の連続分解効率が向上した。分解効率向上の要因
を解明するために、リアルタイムNMR法を導入し、酵素反応を原子レベルで追跡することにも成功した．

研究成果の概要（英文）：Azoreductase is NADPH-dependent enzyme that cleaves azo bond in azo dyes. 
Since NADPH is a high-cost compound, we have sequentially connected an NADPH regeneration system 
with glucokinase and glucose 6-phosphate dehydrogenase domains to obtain a hybrid azoreductase. The 
degradation efficiency of azo dyes with the hybrid azoreductase was higher when the domains were 
connected via flexible linkers. In order to understand the mechanisms of how the linkers contribute 
to increasing degradation rate of azo dyes, we will track the enzymatic reaction of each domain in 
the hybrid enzymes using the real-time NMR method. 

研究分野： タンパク質工学

キーワード： アゾレダクターゼ　アゾ色素　タンパク質工学　アフィニティークロマトグラフィー　固定化酵素　カ
ードラン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
代表的な合成染料であるアゾ色素は、生産コストが低いことから、さまざまな繊維の染色において大量利用され
ている。アゾ色素はその高い化学的安定性により、廃棄にあたっては、凝集沈殿や加温処理などの高いエネルギ
ーコストを必要とする。
　本研究では、NADPH再生酵素群をアゾレダクターゼと組み合わせ、より少量の補酵素でアゾ色素を連続分解で
きるハイブリッド酵素を開発した。このハイブリッド酵素をカードランシートに低コストで固定化することで、
工業的な大規模利用への端緒を開いた。また、ハイブリッド酵素による複雑な補酵素再生およびアゾ色素の分解
カスケードを、NMR法により精密かつ効率的に観測することにも成功した。

※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。



1. 研究開発当初の背景 
 工業的に化学合成された物質の多くは自然環境中での安定性が高く、分解や廃棄のために大量のエネルギーを必要

とする。代表的な合成染料であるアゾ化合物も廃棄にあたって 凝集沈殿や加温処理が必要であり、処理物を埋め立て

地まで輸送するコストも高くなる。もし、アゾ化合物を低エネルギーで再利用可能な物質レベルまで分解できれば、ゼロエ

ミッションへと近づくことが可能となる。これまでに低エネルギーでアゾ染料を分解する方法として、アゾレダクターゼによる

酵素的分解法が報告されている (Suzuki et al., J. Biol. Chem., 2001)。この酵素反応では、反応液に酵素とその基質

以外の夾雑物がほとんど含まれず、酵素によって選択的に‒N=N‒結合を切断された生成物は、簡単な精製ステップでア

ゾ色素の合成原料として再利用できる。ただし、アゾレダクターゼによる酵素分解には高価な補酵素であるNADHあるい

はNADPHのいずれかを必要とするため、高エネルギーを要する既存の廃棄法に取って代わるためには、この補酵素の

再生サイクルを低コストで実現することが必須となっている。 

2. 研究の目的 
 これまで研究代表者の堀内は、アゾレダクターゼによるアゾ化合物の酵素的分解法の開発を、アゾレダクターゼの発見

者である北海道大学の鈴木定彦教授と共同で進めてきた。当初、遺伝子組換え酵素の固定化には、市販のアフィニティ

ービーズを用いていたが、アフィニティービーズが高価なため、スケールアップはコスト的に難しかった。そこで自ら開発し

た低コストなタンパク質固定化システム “GRPシステム” の研究成果を発展させて、固定化アゾレダクターゼを安価に大

量生産するという着想を得た (Horiuchi et al., Protein Eng. Des. Sel., 2012)。GRPシステムは、堀内らがカイコの自

然免疫関連タンパク質であるβ-1,3-glucan recognition protein (βGRP) の構造生物学的研究 (Takahasi et al., 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2009) の過程で見出したもので、βGRPのグルカン結合ドメイン (GRP-tag) を融合した

組換え酵素を、固形のβ-1,3-グルカン (カードラン) と特異的に結合させて固定化酵素を作製するシステムである。カード

ランは食品添加物 (増粘多糖類) として安価に入手できることから、従来のタンパク質固定化システムよりコスト面で大幅

に勝っていることが特徴である。アルカリで溶解したカードランは、再び中和によって固化する過程で、形状を自由に調節

できるという特徴をもつ。堀内はこの特徴を熟知しており、紙や布などの繊維をカードラン溶液に浸漬後に中和すること

で、丈夫なカードランシートを作製できることに着目した。マルチドメイン構造をもつシグナル伝達タンパク質に関する研究

経験に基づき、本研究では、安価なカードランシートにアゾ化合物分解ドメインと補酵素再生ドメインをもつ人工マルチド

メイン酵素を固定化し、アゾ化合物の効率的な連続分解を行うことを目的としている。 

3. 研究の方法 
(1) NADPH 再生系を内包するハイブリッド型アゾレダクターゼの作製 (担当: 堀内) 
 基質特異性の異なる文献既知の 4 種類のアゾレダクター

ゼ (Sugiura et al., Biosci. Biotechnol. Biochem., 2006) 
および未公表の１種類のアゾレダクターゼの cDNA を、大腸

菌用発現プラスミドにクローニングした。これらのアゾレダクタ

ーゼ(AZR) を個々に大腸菌体内で発現させ、NADPH 存

在下におけるアゾ基切断活性を確認した。NADPH 再生を

担う酵素ドメインには、大腸菌の解糖系酵素群を利用した。

大腸菌からクローニングしたグルコキナーゼ (GLK) および

グルコース–6–リン酸脱水素酵素 (ZWF) を発現させ、それ

ぞれの活性を確認した。さらに、GLK、 ZWF および AZR 
を、ATP、グルコースおよび NADP+とともにメチルレッドと

反応させ、NADPH 再生系が機能し、AZR が連続的に活

性化されるかどうか確認した。 
 NADPH 再生系を内包するハイブリッド型アゾレダクター

ゼ (図 1) の作製は以下のとおり行なった。まず、ハイブリッ

ド型アゾレダクターゼ用の各酵素ユニットを大腸菌において

発現させ、アフィニティクロマトグラフィーおよび陰イオン交

換クロマトグラフィーにより精製した。次に中央ドメイン (ZWF) と C末ドメイン (GLK) を SrtAStrepで結合したのち、N末
ドメイン  (AZR) を SrtAStaph で結合した。プロテインライゲーション反応は、限外ろ過膜による濃縮法を用いた 
(Freiburger et al. 2015)。また、3 ドメイン全てを最初から含むコンストラクトを、GRP-tag 融合タンパク質として生産した。 

(2) リアルタイムNMR法によるアゾ色素の分解およびNADPH再生過程の観察 (担当:永田) 
 NADPH再生酵素とアゾレダクターゼによるアゾ色素分解カスケードにおける各基質の分解を、網羅的かつリアルタイム

に観察するために、その基盤情報となる、基質ごとのNMRスペクトルの経時変化を観察した。NMRによる酵素反応液中

  図 1 NADPH 再生系を内包する 
  ハイブリッド型アゾレダクターゼの概念図 



の各基質のスペクトル強度の測定は以下のとおり行なった．まず、GLK，ZWFおよびAZRを、各酵素の基質であるATP、

グルコース、NADPHおよびメチルレッドの混合液中に添加し、37 ºC で反応を行い、0、15、30、45、60 min ごとに反

応液を分取し、酵素反応を停止するために、ただちに90 ºC，5 min 加熱した。これらの反応液に重水を添加した後、

DRX600またはAvance III 分光器 (Bruker Biospin) NMRによって、各基質の1H-13C HSQCスペクトルを取得した。 
 
4. 研究成果 
(1) NADPH 再生系を内包するハイブリッド型アゾレダクターゼの作製 
 酵素カスケードの反応効率を上げることを目指し、プロテインライゲーション法によ

る AZR-ZWF-GLKハイブリッド酵素の作製を試みた。SrtAStrepおよ SrtAStaphを

用いたシークエンシャルな反応により、133 kD の分子量をもつ AZR-ZWF-GLK
の生成を確認できた (図 2)。また、ドメイン間に 10 アミノ酸残基からなるフレキシブ

ルリンカー (Gly-Gly-Gly-Gly-Ser)2を導入したところ、メチルレッドの分解活性が

20%向上した。このことから、ドメイン間の距離または配向が、分解活性に影響する

ことが示唆された。 

(2) NADPH 再生系をともなったアゾ色素分解過程の NMR による観測 
 0，15，30，45，60 min の反応液の 1H-13C HSQC スペクトルから，ATP，グルコース，6-ホスホグルコン酸，NADP+，
アントラニル酸，および N,N-ジメチル-1,4-フェニレンジアミンそれぞれについて，反応時間に対するシグナル強度の変化

を解析した (図 3)．ATP のシグナル (ATP-1) とグルコースのシグナル (Glucose-3) は GLK の反応により減衰し， 
ZWF の反応により 6-ホスホグルコン酸のシグナル (6-Phosphogluconic acid-1) が増大した．また，メチルレッドは AZR
によって分解され，アントラニル酸のシグナル (2-aminobenzoic acid-5E) と N,N-ジメチル-1,4-フェニレンジアミンのシ

グナル (N,N-dimethyl-1,4-phenylenediamine-4F) が増大した．以上の結果から，NADPH 再生からメチルレッド分

解へ至る反応カスケードは，NMR を用いることで一斉に測定できることが確かめられた．今後は，酵素および基質の混合

比の最適化のために，本測定法を用いていく予定である． 
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図 3 (A) ATP および NADPH, グルコースおよび 6-ホスホグルコン酸, アントラニル酸および N,N-ジメチル

1,4-フェニレンジアミンの 1H-13C HSQC スペクトル. (B) 各基質および生成物のシグナル強度の経時変化． 

NADP+ and ATP D-glucose and 6-phosphogluconic acid N,N-dimethyl-1,4-phenylenediamine 
and 2-aminobenzoic acid 
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図 2 AZR と ZWF-GLK のプロテ 
インライゲーションの経時変化 
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