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研究成果の概要（和文）：コレステロールオキシダーゼは、血中の総コレステロールの定量に広

く使用されている。これまで報告された全てのコレステロールオキシダーゼの中で、最も高い

熱安定性、界面活性耐性、有機溶媒耐性を示すコレステロールオキシダーゼ（グラム陰性細菌

Chromobacterium sp.DS-1 株由来）の高度な安定性の機構について調べた結果、補欠分子族で

あるフラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）が DS-1 株由来の酵素の安定性に関与することを

明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Cholesterol oxidase is a valuable enzyme which is used for 
determination of cholesterol in human blood. We previously discovered a thermal, organic 
solvent and detergent-tolerant cholesterol oxidase from a gram-negative bacterium 
Chromobacterium sp. DS-1. In this study, the mechanism of the high stability of the enzyme 
was studied. As the result, it was found that a coenzyme FAD is involved in the stability 
of the enzyme. 
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１．研究開始当初の背景 
厚生労働省の国民健康・栄養調査によると、
血液中の中性脂肪やコレステロールの値が
高い人は、潜在的患者も入れると、2,200 万
人もいるといわれている。このような疾患は、
「脂質異常症」と呼ばれる。アメリカや西欧
を含めると「脂質異常症」の可能性がある人

は約 3億人に達する。コレステロール値が高
いと動脈硬化が起き、心筋梗塞や脳卒中のリ
スクが高まることが知られている。微生物由
来のコレステロールオキシダーゼ（以下、COX
と略す）は、このような高コレステロール血
症などの臨床検査のため、血中の総コレステ
ロールの定量に広く使用されている。メタボ
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リック症候群検診が 2008 年 4 月から医療保
険者全員に実施が義務化されたことから、そ
の検査項目の 1つであるコレステロール値の
検査数も急激に増加している。COX の基質と
なるコレステロールは非水溶性であるため、
臨床検査の測定液にはコレステロールを溶
解するために界面活性剤が添加される。近年、
LDL（低比重リポタンパク質, いわゆる「悪
玉」）と HDL（高比重リポタンパク質, いわ
ゆる「善玉」）に含まれるコレステロールを
それぞれ別々に分離して測定する技術も開
発されているが、この場合には酵素変性作用
の強い界面活性剤が使用されている。厚労省
の「脂質異常症」の診断基準として用いられ
る日本動脈硬化学会の「動脈硬化性疾患予防
ガイドライン」では、2007 年から LDL と HDL
に含まれるコレステロールの値を別々に評
価する点が重要視されており、今後は LDL-
と HDL-コレステロールの効率的な分離測定
技術の必要性が高まるものと予想される。こ
のような技術開発には、様々な界面活性剤存
在下で安定性の高い COX が必要となる。この
他にも、COX は、コレステロール以外のステ
ロイド化合物の変換反応やコレステロール
に類似した構造のアルコールの光学分割に
応用する研究が報告されており、医薬品原料
の生産として注目されている。このような反
応には、基質を溶解するため反応液に有機溶
媒が添加されており、有機溶媒耐性の COX が
望まれている。現在、臨床検査やその他の研
究に使用されている酵素のほとんどが、グラ
ム陽性細菌である Streptomyces 属や
Nocardia 属など放線菌由来の COX である。こ
れらの酵素は、グラム陰性細菌由来の COX に
比べて、界面活性剤や有機溶媒存在下で不安
定であり、熱安定性も低い。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまで報告された全ての COX の中
で、最も高い熱安定性、界面活性耐性、有機
溶媒耐性を示す COX（グラム陰性細菌
Chromobacterium sp.DS-1 株由来）について
報 告 し て い た (Doukyu et al., Appl 
Microbiol Biotechnol 80:59-70 (2008))。
本酵素は、臨床検査分野やその他の産業分野
への COXの応用性を拡大するものとして期待
し て い る 。 そ こ で 、 本 研 究 で は
Chromobacterium sp.DS-1 株由来の COX（以
下、DS-1 COX と略す）の高度安定化の機構を
解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
COX は補欠分子族としてフラビンアデニンジ
ヌクレオチド（FAD）を必要とし、FAD がタン
パク質に共有結合したタイプと非共有結合
のタイプの 2種類がある。DS-1 COX は FAD が
共有結合しており、放線菌由来の COX は非共

有結合型である。これまでの報告等から、FAD
共有結合型 COX の方が FAD 非共有結合型 COX
よりも安定性が高いことが推察される。つま
り、FAD と酵素の結合の違いが酵素の安定性
に関与しているものと考えられた。DS-1 COX
は X 線結晶解析の結果などから、ヒスチジン
残基（His63）に FAD が共有結合しているこ
とが分かっている。そこで、このヒスチジン
残基を他のアミノ酸に置換した変異体（FAD
非共有結合型 COX）を作製し、変異体の温度
安定性や界面活性剤耐性、有機溶媒耐性、Km
値、kcat 値などの反応速度論的パラメータ、
二次構造（円二色性スペクトル解析）等を調
べた。この結果、FAD と酵素の結合の酵素安
定性への関与について明らかにすることに
した。以下に、主な実験方法について記述し
た。 
 
（1）COX 変異体の構築 
シグナルペプチドを除いて、成熟型 COX を発
現するように構築されたプラスミド pETCOX
を鋳型として用いた。タカラバイオの PCR 変
異導入キットを用いて、FAD が共有結合して
いるヒスチジン基（H63）をアラニンに置換
した。構築したプラスミドを pETCOX（H63A）
とした。 
 
（2）COX 変異体の精製 
pETCOX（H63A）を大腸菌に導入し、LB 培地を
用いて 30℃で 24 時間培養した。培養時間 5
時間後に IPTG を終濃度 0.5 mM になるように
添加した。24 時間後、遠心分離により菌体を
回収した。回収した菌体に 10 mM Tris-HCl
（pH 8.0）を添加して菌体を懸濁した。この
菌体懸濁液を用いて超音波破砕により菌体
を破砕した。菌体破砕液を遠心分離後、上清
を回収した。この上清を用いて、DEAE-セル
ロースを用いた陰イオン交換クロマトグラ
フィーにより COX を精製した。 
 
（3）COX 活性の測定（Allain 法） 
Allain 法は、コレステロールを酸化する際に
生じる過酸化水素を定量する方法である。反
応液（87 mM Na-リン酸緩衝液（pH 7.0)、64 
mM コール酸ナトリウム、0.34% Triton X-100、
1.4 mM 4-アミノアンチピリン、21 mM フェノ
ール、0.89 mM コレステロール、4.5 U/ml ペ
ルオキシダーゼ）1 ml に酵素液 50μlを加え
30℃で反応させ、分光光度計で 500 nm にお
ける吸光度を測定した。この方法において 1
分間に1μmolのH2O2を生成する酵素量を1 U
とした。 
 
４．研究成果 
（1）COX 変異体の作製と精製 
既に、本酵素をコードする遺伝子のクローニ
ングに成功していたため、本研究では本遺伝
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子を導入した大腸菌によるタンパク質高発
現システムである pET システム(Novagen 社
製)を用いた本コレステロールオキシダーゼ
（COX）の高発現化を検討した。この結果、
pET システムを用いることにより、元の DS-1
株に生産させた場合よりも 148 倍高い(同じ
培養液量当たり)酵素生産が可能になった。
また、精製条件なども検討した結果、培養液
100 mℓ から 4 mg 程度の精製酵素を得ること
が可能となった。この pET システムに使用し
た COX 発現用のプラスミド(pETCOX)は、シグ
ナルペプチドを除去した成熟型 COXを発現す
るように設計された COX遺伝子が挿入されて
いる。また、発現された組換え COX は、元の
DS-1 株が生産する野生型 COX と同様の性質
（至適温度、至適 pH、温度安定性、pH 安定
性、基質特異性、Km 値、Vmax 値など）を示
すことが分かっていた。そこで、pETCOX を鋳
型として用いて、FAD が結合しているヒスチ
ジン残基（His63）を他のアミノ酸に置換す
るようにプライマーを設計して PCRを行うこ
とにより、COX 遺伝子に変異を導入し、FAD
非共有結合型 COX を作製し、精製した。変異
体 COX の精製について表 1にまとめた。また、
SDS-PAGE 後、CBB 染色により、58 kDa のバン
ドが得られることを確認した(図 1)。 
 
表 1 COX 変異体の精製 
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図 1  精製した COX 変異体 

M:マーカー 
1:精製した COX 変異体 

 
 
（2）COX 変異体の温度安定性および至適温度 
さらに、精製した変異導入体の温度安定性に
ついて検討した結果、変異導入体の熱安定性
が著しく低下していることが示された（図 2）。
また、至適温度を調べた結果、野生型酵素と
FAD 非共有結合型 COX のいずれの場合も至適
温度は 60℃から 65℃であったが、30℃から
50℃の範囲において FAD 非共有結合型 COX の
活性が顕著に低下していた。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 野生型 COX と H63A の温度安定性 
 
 
（3）COX 変異体の pH 安定性および至適 pH 
pH 安定性についても検討した。野生型酵素と
FAD 非共有結合型 COX を用いて、 pH 2 から
pH 12 までの範囲の各 pH において 30℃で 30
分間保温した後の残存活性を調べた結果、pH 
2 から pH 3 の範囲において FAD 非共有結合型
COX の方の安定性が低下していた。至適 pH を
調べた結果、FAD 非共有結合型 COX の pH 3 か
ら pH 6 までの範囲における活性が、野生型
酵素に比べて低下していた(図 3)。 
 

 
図 3 野生型 COX と H63A の至適 pH 
 
 
（4）COX 変異体の安定性に対する有機溶媒お
よび界面活性剤の影響 
有機溶媒や界面活性剤に対する安定性につ



 

 

いて調べた結果、FAD 非共有結合型 COX は、
SDS などの界面活性剤や酢酸エチルやブタノ
ールなどの有機溶媒に対する安定性が野生
型酵素よりも著しく低下していた。 
 
（5）CD スペクトルによる COX の二次構造の
変化 
CD スペクトルにより、様々な温度における
FAD 非共有結合型 COX の二次構造の変化を調
べた結果、FAD 非共有結合型 COX は 70℃以上
で二次構造の変化が認められ、野生型酵素よ
りも安定性が低下していることが確認され
た（図 4）。以上の結果から、FAD が酵素に共
有結合しているか否かが酵素の安定性に深
く関与することが示唆された。 

 
図 4 野生型COXと H63Aの温度を変化させた
場合の CD スペクトル 
 
（6）DS-1 COX の立体構造 
DS-1 COX の X 線結晶構造解析を行った。本酵
素の立体構造は、アミノ酸レベルで 42％の相
同性を示し、既に立体構造が決定されていた

Brevibacterium sterolicum 由来のコレステ
ロールオキシダーゼと全体的な構造は非常
によく似ていたが、いくつかのループ構造な
どに違いが認められた。これら２つの酵素の
耐熱性は大きく異なり、Brevibacterium 
sterolicum 由来の COX は 1 時間の熱処理で
50℃まで安定であるが、DS-1 株由来の COX は
1時間の熱処理で 85℃まで安定である。また、
Brevibacterium sterolicum 由来の COX はコ
レステロールを酸化してコレスト-4-エン
-3-オンを生成するのに対し、DS-1 株由来の
コレステロールオキシダーゼによるコレス
テロール酸化反応では 6β-ヒドロペルオキ
シコレスト-４-エン-3-オンが生成すること
が分かっている。また、本酵素の内部には、
酸素分子が流入するトンネルや、基質結合部
位、補酵素である FAD の結合領域が認められ
た（図 5）。また、補酵素の FAD は酵素分子と
63 番目のヒスチジン残基の部分で共有結合
していることが確認された(図 6)。また、分
子内部には、酸素分子の流入をコントロール
するゲートの役割をする考えられるグルタ
ミン酸残基とアルギニン残基が存在するこ
とが分かった。 
 

図 5  DS-1 COX の分子内部の立体構造 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 補酵素 FAD と His63 の結合 



 

 

 
また、DS-1 株由来の COX と Brevibacterium 
sterolicum 由来の COX では、酵素の表層の極
性が大きく異なっており、DS-1 株由来の COX
は正に荷電したアミノ酸残基が多く塩基性
であり、また、Brevibacterium sterolicum
由来の COX では、負に荷電したアミノ酸残基
が多く酸性となっている。 
 これら 2つの酵素のアミノ酸組成を調べた
結果、ロイシンやアラニンの割合が、DS-1 株
由来のコレステロールオキシダーゼでは多
く、これらのアミノ酸は、酵素の表層のα-
ヘリックスに存在することが示された。アラ
ニンがタンパク質の二次構造であるα-ヘリ
ックスに高頻度で存在すると、タンパク分子
が安定化することが知られており、DS-1 株由
来の COX の高い安定性の 1 つの要因として、
アラニンがα-ヘリックスに高頻度で存在す
ることが考えられる。 
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