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研究成果の概要（和文）：色素依存性デヒドロゲナーゼ（dye-DH）は、バイオセンサーの素子としての利用が期待でき
る。しかし常温菌由来の酵素は総じて不安定であり、応用開発は遅れている。一方、超好熱菌には安定性の高いdye-DH
が存在する。本研究では、超好熱菌のゲノム情報に基づきdye-DHの探索を行った。その結果、新規D-フェニルアラニン
デヒドロゲナーゼ、3タイプのD-乳酸デヒドロゲナーゼ、L-プロリンデヒドロゲナーゼ（LPDH）を見出し、これらの酵
素化学的性質を明らかにした。さらに、LPDHについては結晶構造解析に成功した。また、数種の酵素を用いて電極に固
定化し、センサー素子としての有用性を確認した。

研究成果の概要（英文）：Many types of dye-linked dehydrogenases(dye-DHs)have been identified in mesophilic
 microorganisms, and it has been suggested that they have the potential for use as specific elements in bi
osensors. However, their instability has limited the practical application of mesophilic dye-DHs. On the o
ther hand, hyperthermophiles are known to produce highly stable dye-DHs. Their high stability make them mo
re amenable to practical application. In this study, on the basis of genome information, we observed novel
 D-phenylalanine dehydrogenase, three types of D-lactate dehydrogenase, and L-proline dehydrogenase (LPDH)
 in hyperthermophiles. We revealed enzymological properties of these enzymes. Moreover, we succeeded in th
e crystal structure analysis of LPDH. Finally, we constructed enzyme-immobilized electrodes with hyperther
mophilic dye-DHs and confirmed that these electrodes are available for stable biosensors.

研究分野：

科研費の分科・細目：

工学

キーワード： 超好熱菌　デヒドロゲナーゼ　バイオセンサー　フェニルアラニン　乳酸　プロリン　結晶構造解析　
耐熱性酵素

生物機能・バイオプロセス



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
色素依存性デヒドロゲナーゼ（Dye-DH）は、
糖・有機酸・アミノ酸など各種生体成分から
電子を取り出し、人工の酸化還元色素に渡す
ことができる。この反応を利用すれば、人工
色素をメディエーターとして、酵素反応と電
極を結びつけることが可能となるため、バイ
オセンサーやバイオ電池素子としての利用
が期待できる。しかしながら常温生物由来の
酵素は、総じて不安定であり、応用開発は遅
れている。 
我々はこれまでに、超好熱菌培養菌体の活
性スクリーニングにより、Thermococcus 
profundusに色素依存性L-プロリンデヒドロ
ゲナーゼ（LPDH）を見出し、本酵素が 4種類
のサブユニットから構成される複合体構造
を持つことを明らかにした。また、類縁の
Pyrococcus horikoshii に、2 種サブユニッ
ト型 LPDH を見出し、そのＸ線結晶構造解析
に成功している。4種サブユニット型 LPDH に
ついては、DCIP と共に炭素電極へ固定化する
ことに成功し、L-プロリン濃度に依存して良
好な電流応答を示すことを確認した。これは、
超好熱菌由来の Dye-DH がセンサー素子とし
て有効利用できることを示す最初の例とし
て高い評価を受けた[第 5 回酵素応用シンポ
ジウム研究奨励賞受賞 ] 。 さらに、
Pyrobaculum islandicum には、膜結合型の
D-プロリンデヒドロゲナーゼ（DPDH）を見出
している。膜結合型酵素は、活性を保持した
まま電極へ固定化することが困難であるが、
我々は DPDH を用いて、高分子ポリマーを利
用した、高温条件下での効果的な固定化法の
開発に成功した。作成した D-アミノ酸センサ
ーは、80 日以上の長期間、高い精度を保持し
た。これらの結果は、超好熱菌の Dye-DH が
応用面で優れた潜在性を持つことを示して
いる。 
 
２．研究の目的 
 上記背景を踏まえ、臨床分析などに有用性
の高い、多様な Dye-DH を見出すことを目的
として、活性スクリーニングを行ったところ、
研究開始時点で新規 D-乳酸デヒドロゲナー
ゼ（DLDH）および新規ホモダイマー型 LPDH
を見出した。しかしながら、新しい Dye-DH
の探索には、培養菌体を用いた活性スクリー
ニングだけでは限界がある。超好熱菌のゲノ
ム情報を見ると、いまだに機能が知られてい
ない多くのDye-DHホモログが存在している。
本研究では DLDH、LPDH の構造解析を進める
とともに、これら未知の Dye-DH の活性スク
リーニング、触媒する反応の同定、さらに、
その機能・構造解析を通して機能性電極素子
としての有用性を検証することを目的とし
た。 
 
３．研究の方法 
（１）超好熱菌の Dye-DH ホモログ遺伝子の
クローニング、発現系の構築および産物の機

能解析 
 存在が推定された Dye-DH をコードする遺
伝子を PCR で増幅後、大腸菌における発現系
を構築した。可溶性画分に産物の発現が認め
られたサンプルについて、熱処理を行い、大
腸菌由来のタンパク質を変性させた。その後、
活性染色により触媒活性の同定を行った。活
性が検出できた酵素を精製し、基質特異性、
電子受容体特異性、カイネティクス、熱安定
性、反応の温度依存性等を詳細に解析した。 
 
（２）新規 Dye-DH のＸ線結晶構造解析 
 酵素の結晶化条件を検討した。シッティン
グドロップ、ハンギングドロップを基本にし
て、各種沈殿剤でスクリーニングを行い、得
られた結晶を用いてインハウスＸ線回折装
置により、回折データを収集した。分子置換
法による位相の決定を試み、これが適用でき
ない場合は、重原子誘導体のスクリーニング
を行った。また大腸菌における発現系におい
て、セレノメチオニンを含んだ培地を用いて
セレノメチオニル化酵素を生産し、重原子誘
導体の結晶を得た。高エネルギー加速器研究
機構のビームラインを利用して高精度のデ
ータを収集し、SIRAS、MAD 法等により位相決
定を行った。 
 
（３）酵素固定化電極の作成 
基本システムとして、取得した酵素を DCIP
修飾カーボンペースト電極上へ固定化した
機能性電極を作成し、基質の添加に伴う電流
応答を、ボルタンメトリーもしくはアンペロ
メトリー法で検出した。また、オスミウム錯
体、キノン類、フェロセン類など多様なメデ
ィエーターとの電子授受反応を検討した。固
定化法としては、高温条件下で溶液状にした
Agar Gel または Carbon Nanotube-Ionic 
Liquid Gelを用いたスピンコーティング法を
用い、各酵素における最適条件を検討した。 
  
４．研究成果 
（１）Rhodothermus marinas ゲノムより色素
依存性 D-アミノ酸脱水素酵素（DADH）を見出
した。本酵素を大腸菌で生産させ、性質を解
析したところ、D-フェニルアラニンを最も良
好な基質とする DADH であることが明らかと
なった。既知の DADH は、D-アラニンまたは
D-プロリンを最も良好な基質とするため、本
酵素は新規 DADH であることが判明した。興
味深いことに、ゲノム上で本酵素遺伝子は、
今までに報告されている D-アミノ酸脱水素
酵素遺伝子を含むオペロン構造とは大きく
異なる新規クラスターを形成しており、未知
の D-アミノ酸代謝経路の存在が示唆された。
（学会発表②④⑦） 
 
（２）Aeropurum pernix 由来の新規ホモダ
イマー型 LPDH の結晶構造解析に成功した。
本酵素の基質結合部位には L-プロリンが結
合していた。また C-末端アミノ酸の Leu は、



基質結合ポケットを溶媒から完全に遮断し
ていた。L-プロリンは、その基質結合ポケッ
トに強固にトラップされていた。C-末端 Leu
の役割を検証するため、その欠損ミュータン
トの構造解析を行った。ミュータントの活性
中心には L-プロリンは認められなかった。ま
た、基質結合ポケットは溶媒に対して解放さ
れていた。すなわち本酵素では、L-プロリン
の活性中心への保持にC-末端のLeuが重要な
役割を担っているという新たな知見を得た。
本成果は、国際的に著名な生化学雑誌である
J . Biol. Chem.に掲載された。（雑誌論文⑥、学
会発表①⑩⑪⑭） 
 
（３）Aeropurum pernix 由来の DLDH につい
ては、結晶作成に成功した。また、Ｘ線解析
用の初期データを得た。これまで本酵素の構
造解析例は大腸菌由来の酵素しか無く、超好
熱菌由来酵素の特徴解明が期待できる。また、
Thermoproteus tenax にも DLDH を見出した。
（雑誌論文⑩、学会発表⑤⑧） 
 
（４）新規ホモダイマー型LPDHについては、
非固定化状態で、フェロセンをメディエータ
ーとして L-プロリンに対する電極応答が確
認され、0-0.7 mM の範囲で L-プロリンを電
気化学的に定量できた。本酵素は従来の LPDH
にくらべて、シンプルなサブユニット構造、
L-プロリンに対する高い特異性と親和性を
持っており固定化電極素子としてより有用
性が高いと考えられる。（未発表） 
 
（５）各種超好熱菌由来の LPDH の酵素化学
的性質を詳細に調べ、比較検討した。（雑誌
論文②④⑦⑨、学会発表③⑫） 
 
（６）構造解析に成功したマルチ銅オキシダ
ーゼ（McoP）をカーボン電極表面に滴下し、
McoP を物理吸着させた電極を作成した。この
電極を用いて、酸素飽和下で酸素の還元波の
検 出 に 成 功 し た 。 ま た 、 McoP と
polyethyleneimine と交互に積層した電極
を作成したところ、作成 7日間で約 70％の電
流密度を維持することができた。このことか
ら、McoP は電極に固定化しても高い安定性を
維持できる、バイオ電池のカソード用素子と
して有用性の高い酵素であることが判明し
た（雑誌論文⑫、学会発表⑥⑨⑬）。 
 
（７）色素依存性アルドースデヒドロゲナー
ゼの固定化電極作成に成功した。カーボンナ
ノファイバー、ベンゾキノンおよび本酵素を
アガロースゲルと混合し、90℃の高温条件下
でカーボンペースト電極にスピンコーティ
ングし、電極を作成した。固定化電極はグル
コースに対して 30 日以上安定したレスポン
スを示し、センサーとしての有用性が確認で
きた。超好熱菌酵素の耐熱性を利用した固定
化法として注目されている。（雑誌論文③） 
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