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研究成果の概要（和文）：糖尿病の指標は空腹時の血糖値であるが、これは食事等の影響を受け

やすい。その代替指標として、生体内で寿命の短い蛋白質にグルコースが結合した修飾蛋白質

量を評価する方法が開発されている。その方法では酵素（ケトアミンオキシダーゼ）を用いる

が、この酵素の安定性を高めることで、臨床検査試薬として利用しやすくなるため、この研究

ではこの酵素に種々のアミノ酸の置換を行ったが、有益な酵素の創製はできなかった。また、

この酵素の立体構造が解析されてないということが、この一因と考えたため、この酵素の結晶

化を行い黄色の結晶を得たが、結晶の形状が悪く解析には至らなかった。	 

	 

研究成果の概要（英文）：For	 prevention	 of	 diabetes,	 we	 should	 control	 of	 the	 concentration	 

of	 glucose	 in	 our	 vessels.	 Since	 the	 concentration	 of	 glucose	 is	 affected	 by	 foods,	 the	 

concentration	 of	 glycated	 proteins	 in	 vessels	 often	 became	 used	 as	 an	 indicator	 of	 the	 

average	 of	 concentration	 of	 glucose.	 	 The	 ketoamine	 oxidase	 is	 crucial	 for	 the	 evaluation	 

of	 the	 concentration	 of	 glucose	 from	 the	 glycated	 proteins.	 To	 improve	 the	 function	 of	 

the	 ketoamine	 oxidase,	 we	 prepared	 many	 ketoamine	 oxidase	 mutants	 but	 did	 not	 obtain	 

ketoamine	 oxidase	 mutant	 with	 improved	 function.	 Then,	 in	 order	 to	 obtain	 the	 basis	 for	 

mutation	 design,	 we	 tried	 to	 analyze	 the	 three-dimensional	 structure	 of	 the	 ketoamine	 

oxidase	 in	 vain.	 	 
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１．研究開始当初の背景 
糖尿病の評価として、血糖値の測定が広く用

いられている。空腹時血糖の測定が一つの指

標となるが、血糖値は食事等の影響を受けや

すい。Bunn ら（Science1978）は糖化ヘモ
グロビンが糖尿病の指標となることを示し
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たことから、最近、糖化ヘモグロビンの測定

も臨床現場で実施されている。例えば、ヘモ

グロビンは生合成されて代謝されるまで、生

体内で約２ヶ月の寿命を持つので、測定時か

ら遡って約２ヶ月間の平均的な血糖値を得

ることができる。従って、糖化ヘモグロビン

の値は、直接血糖値を測定した結果と相補的

に用いられ、被験者の血糖の状態を知ること

ができる。この有用性のため、糖化ヘモグロ

ビン（HbA1c）の評価は世界中で行われてい
る。また、他の体内寿命の短い蛋白質につい

ても、糖化した蛋白質の評価が実施されてい

る（Kouzuma	 et	 al.,	 Clin	 Chim	 Acta	 2002;	 

2004）。糖化蛋白質から、グルコースの量を

評価する場合に、ケトアミンオキシダーゼが

必要である。この酵素が糖化アミノ酸に反応

して、過酸化水素を発生するので、この過酸

化水素を定量することによって、糖化アミノ

酸量，すなわち一定期間の血中グルコースの

量を知ることができる。従って、このケトア

ミンオキシダーゼを安定化は長期間使用で

きる酵素が得られるので、臨床検査分野では

有益である。 
 
２．	 研究の目的 
 
本研究の目的は、活性を保持したまま、アミ

ノ酸変異を施こすことにより長期間活性を

保つ、ケトアミンオキシダーゼを創製するこ

とである。蛋白質の安定化は、立体構造が明

らかになった場合、種々の安定化の方策（例

えば、二面角における歪の解消、へリックス

の N 末領域への負電荷アミノ酸残基の導入、
へリックス C 末端領域への正電荷アミノ酸
残基の導入）が適用可能であるが、本研究開

始段階では、ケトアミンオキシダーゼ及びそ

の類似体の立体構造が明らかとなっていな

いので、ケトアミンオキシダーゼ X線結晶解
析と並行して一次配列を基にアミノ酸変異

を施し安定化を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）ケトアミンオキシダーゼのアミノ酸の

変異導入	 

	 ケトアミンオキシダーゼ遺伝子（野生型）

を含むベクターpET22b（+）を鋳型としてア

ミノ酸置換するための種々のオリゴヌクレ

オチドを用いてメガプライマー法によりケ

トアミンオキシダーゼ遺伝子改変ベクター

を作成した。次に、５‘末端の NdeI と３’

末端の EcoRI を含むプライマーを用いて PCR

（Polymerase	 Chain	 Reaction）を行った。

その後、ケトアミンオキシダーゼ遺伝子を

NdeI と EcoRI の制限酵素で切断したのち、ア

ガロース電気泳動法で反応が進行している

ことを確認した。この遺伝子をベクター

pET22b（+）を NdeI と EcoRI で切断したもの

にライゲーションした後、このベクターで大

腸菌 JM109 を形質転換した。このベクターに

はアンピシリン耐性遺伝子が挿入されてい

るので、アンピシリンを含む培地で生育コロ

ニーを選別した。そのコロニーからアルカリ

法によりプラスミドを抽出し、DNA シークエ

ンサーを用いて目的に遺伝子配列が挿入さ

れていることを確認した。	 

	 

（２）ケトアミンオキシダーゼの精製	 

	 前項で得た形質転換体をアンピシリンを

含む LB 培地で 37℃で培養して、600nm の吸

光度が 0.5-1 になった段階で、イソプロピル

β-D-チオガラクトピラノサイド 0.2mM を添

加して、20℃で 20 時間培養した。その後、

上清を 50mM トリス緩衝液 pH	 8に対してリゾ

チーム破砕後、遠心分離して、上清を 70%w/v

の硫酸アンモニウムで塩析した。沈殿物を再

び 50mM のトリス緩衝液 pH	 8 にけん濁させ、

その緩衝液に対して透析した。次に、

DEAE-Toyopearl（1.5	 x	 100	 cm）を用いて分

離した。溶出緩衝液は、50mM のトリス緩衝液

pH	 8から0.5M	 NaClを含む同緩衝液で行った。

溶出画分の 280nm の吸光度をモニターした。

溶出ピークの SDA-PAGE により、ケトアミン

オキシダーゼの分子量に単一のバンドが確

認された。	 

	 

（３）ケトアミンオキシダーゼの劣化の評価	 

	 調製した野生型及び変異型ケトアミンオ

キシダーゼを 50mMTris-HCl 緩衝液 pH7 に対

して十分透析した後、各濃度を 50μg/mL に

調整した。これを 50μL ずつのプラスチック

チューブに分注して、一定時間加熱後、氷冷

し、沈殿物を卓上型遠心分離機で遠心分離し

た後(12000rpm	 x	 ５min)、HPLC に接続し、

50mMTris-HCl緩衝液pH7で平衡化した陰イオ

ン交換樹脂 Resource	 Q（１cm	 x５cm）カラム

に、一定量を添加し、0-0.5M	 NaCl までの塩

濃度勾配により溶出した。溶出は 450nm の吸

光度(補酵素フラビンの吸収)でモニターし



 

 

た。加熱前の各ケトアミンオキシダーゼ量に

対する、加熱後の各ケトアミンオキシダーゼ

量を比較し、残存量を評価した。	 

	 

（４）ケトアミンオキシダーゼの X線結晶解

析	 

リコンビナントケトアミンオキシダーゼの

野生型を精製し、水に対して十分に透析した

後、種々のスクリーニングキットで沈殿条件

を検討した。その後、沈殿条件の比較から、

適当な pH,沈殿剤等の条件を選抜した。ラー

ジスケールで pH や沈殿剤の濃度を少しずつ

変動させて至適結晶化の条件を見いだした。

反射データは九州大学内にある X線結晶解析

装置により得た。	 

	 

４．研究成果	 

（１）Gly-Pro 配列導入によるケトアミンオ

キシダーゼの安定化の試み	 

	 私の研究室では以前 Pro 残基がその N末側

に位置するアミノ酸残基と不都合な相互作

用をしている可能性が高いため、Pro 残基の

N 末側に Gly 残基を挿入することで、蛋白質

を安定にすることができることを示した

（Ueda	 et	 al.	 Protein	 Eng.1993:Motoshima	 

et	 al.	 J.	 Biochem.1995）。研究を開始した

平成２０年の春の段階では、ケトアミンオキ

シダーゼ並びに類似の一次配列をもつ酵素

の立体構造が解析されていなかったので、こ

の戦略によりケトアミンオキシダーゼの安

定化を試みた。	 

	 ケトアミンオキシダーゼには Pro が２７個

存在するが、市販のソフトウエアーも用いて

構造を持たない部分に存在する Pro 残基

（Pro45、Pro89、Pro187、Pro249、Pro300、

Pro359、Pro402、Pro413）に着目した。その

理由は、βターン中の２番目にプロリン残基

が存在するとその構造を安定化することが

知られているからである。そこで、これらの

８つの Pro の N 末端側のアミノ酸基を Gly に

変異した変異体（S45G、D88G、S186G、T248G、

Y299G、H358G、R401G、D412G）の変異を持つ

大腸菌 BL21 の形質転換体を実験方法に従っ

て作成した。遺伝子操作が適正に実施されて

いること、アミノ酸変異が期待通りに挿入さ

れていることは、塩基配列の解析などから確

認した。	 

	 少量培養して SDS-PAGE で発現確認を行っ

たところ、D88G、H358G は培養後、大腸菌を

破砕して、遠心分離後、上清画分には存在し

なかったので、アミノ酸変異の影響がケトア

ミンオキシダーゼの安定性やフォールディ

ングに影響したものと判断し、それ以外の６

つの変異体について、大量発現した。１L あ

たり 5-10mg の目的物を調製できた。SDS-PAGE、

HPLC に接続した Resource	 Q カラムにより単

一物であることも確認した。	 

	 そこで、野生型と６つの変異体を実験方法

に従って、24 時間 40℃でインキュベーショ

ンして、加熱前と加熱後の残存量の比較を行

った。野生型はこの条件で加熱すると 31%ま

で残存量が低下する。一方、変異型６種(S45G、

S186G、T248G、Y299G、R401G、D412G)いずれ

も残存量は 0.1%以下に低下した。この結果か

ら、Pro45、Pro187、Pro249、Pro300、Pro402、

Pro413の領域にGly-Pro配列を挿入してもケ

トアミンオキシダーゼは安定化しないこと

がわかった。	 

	 平成２０年７月２２日にプロテインデー

タバンクにケトアミンオキシダーゼと一次

配列が類似した酵素フルクトシルアミンオ

キシターゼの立体構造座標（3DJD）が公開さ

れたので、この構造に基づきホモロジーモデ

リングを行って、ラマチャンドランプロット

上で Pro がどのような二面角を有するかを調

べた（下図）。	 

	 	 Pro 残基の N 末側に存在するアミノ酸残基

の二面角を図中にプロットしたが、いずれも

安定なコンフォメーション（図中の有色の領

域）に存在することがわかった。この結果を

踏まえて、変異体の不安定化の要因を考察す

ると、野生型において、Ser45、Ser186、Thr248、



 

 

Tyr299、Arg401、Asp412 の側鎖がケトアミン

オキシダーゼ内で元々有利な相互作用をし

ていた可能性がある。	 

	 

（２）Cys 置換体によるケトアミンオキシダ

ーゼの安定化の試み	 

	 我々は Cys 残基と近接するアミノ酸残基を

Cys にアミノ酸置換することによって、アレ

ルゲン蛋白質 Phl7 を安定化することに成功

した（Ohkuri	 et	 al.J.Immunol.2010 に報告

済み）。そこで、フルクトシルアミンオキシ

ダーゼの立体構造を基盤にケトアミンオキ

シダーゼの立体構造をホモロジーモデリン

グした。その結果、ケトアミンオキシダーゼ

は８つの Cys 残基が存在することが示唆され

た。このうち活性に必要な補酵素であるフラ

ビンが結合する部位に存在する Cys 残基を除

いた５つの Cys 残基の近接するアミノ酸残基	 

（Phe172、Thr345、Arg348、Thr353C、Tyr354、	 

Asp425）を Cys に置換した、F172C、T345C、

R348C、T353C、Y354C、D425C の６種類の変異

型ケトアミンオキシダーゼをデザインした。

いずれも実験方法に記載した方法で作成し、	 

DNA 配列解析からデザインどおりの変異体が

作成されていることを確認した。ケトアミン

オキシダーゼ遺伝子の変異を有するベクタ

ーで BL21 を形質転換した。それぞれの形質

転換株を大量発現後、大腸菌を破砕して、遠

心分離後、上清画分を実験方法に従い精製し

た。その結果、１Lあたり 5-10mg の目的物を

調製できた。SDS-PAGE、HPLC に接続した

Resource	 Qカラムにより単一物であることも

確認した。	 

	 そこで、野生型と６つの変異体を実験方法

に従って、40℃でインキュベーションして、

加熱前と加熱後の残存量の比較を行った。そ

の結果、T345C、T353C、Y354C は野生型とほ

ぼ同一の残存量を示したが、D425C、F172C、

R348C においては、野生型より明らかに残存

量が低下した。そこで、T345C、T353C、Y354C

については、30℃で２週間インキュベーショ

ンして野生型の残存量と比較したが、優位な

残存量の差が得られなかった。これまでの研

究から SS 結合が形成された場合には、かな

りの安定化が見込まれることから、いずれの

変異体においても期待どおりの SS 結合が形

成していないことが予想される。今回の変異

体のデザインはホモロジーモデリングによ

るものであったことから、安定化を目指した

変異については、ケトアミンオキシダーゼの

正確な立体構造が必要であることが強く示

唆された。	 

	 

（３）ケトアミンオキシダーゼの X線結晶解

析	 

	 これまでの研究結果を踏まえて、ケトアミ

ンオキシダーゼのX線結晶解析を実施するこ

とにした。リコンビナントケトアミンオキシ

ダーゼを十分に精製したものをサンプルとし

て用いた。最初にケトアミンオキシダーゼを

水に溶解し、15mg/mLの溶液を調整した。市販

のスクリーニングキットCrystal	 Screen	 Kit	 

I/IIそれぞれ48条件、Wizard	 I/IIそれぞれ48

条件で、ハンギングドロップ蒸気拡散法によ

り、20℃で結晶化を実施した。その結果、ほ

とんどの条件で蛋白質の沈殿が観測された（9

割程度）。	 

次に市販のスクリーニングキットである、

Classics	 96 条件、JCSG	 96 条件、PACT	 96

条件で、ハンギングドロップ蒸気拡散法によ

り、20℃で結晶化を実施した。結晶化を行っ

た。この際、蛋白質濃度を前回のスクリーニ

ングの結果を踏まえて 7.5mg/mL に下げて結

晶化を試みた。ほとんどの条件で蛋白質の沈

殿が観測された（9割程度）。	 

	 さらに、各スクリーニングキットで条件を

絞り込み、再現性を調べた結果、蒸気核酸法

により、沈殿剤にポリエチレングリコール、

イソプロパノールを用いた条件で、有色の結

晶が得られた（下図）。その後、その結晶に

X 線をあて、反射データを解析すると蛋白質

の結晶であることがわかったが、分解能の悪

い結晶だったので、この反射データからケト

アミンオキシダーゼの立体構造を解析する

ことはできなかった。今後は結晶を細かく砕

いて、それをシードとして、ケトアミンオキ

シダーゼ過飽和溶液に加えるなどして結晶



 

 

化を実施すると単一で良質な結晶を得るこ

とができる可能性がある。 
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