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研究成果の概要（和文）：これまでに報告されているD-アミノ酸を基質とする色素依存性脱水素酵素とは一次構造が大
きく異なる新規の色素依存性D－アミノ酸脱水素酵素を高度好熱菌Rhodothermus marinusから見出すことに成功した。
本酵素の大腸菌によるタンパク質の発現系を構築し、組み換えタンパク質の精製にも成功した。本酵素の酵素化学的性
質を解析したところ、これまで見出されている色素依存性D－アミノ酸脱水素酵素とは性質の大きく異なる新規酵素で
あることが判明した。また、本酵素は熱だけでなく幅広いpH領域に対しても高い安定性を示した。このことから、D－
アミノ酸定量用素子として有用性が高いことも明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The novel dye-lined D-amino acid dehydrogenase was found in thermophilic 
bacterium, Rhodothermus marinus. The primary structure of the enzyme was largely different from that of 
mesophilic dye-linked D-amino acid dehydrogenases so far reported. The dye-linked D-amino acid 
dehydrogenase was overexpressed in Escherichia coli, and its product was purified and characterized. When 
enzyme-catalyzed dehydrogenation of several D-amino acids was carried out using 2,6-dichloroindophenol as 
the electron acceptor, D-phenylalanine was the most preferable substrate among the D-amino acids tested. 
In addition, the enzyme was stable over a wide range of pH and did not also lose its activity by 
incubating 70 degrees C for 10 min. Thus, the highly thermostable dye-linked D-amino acid dehydrogenase 
exhibits a high potential usefulness for application to the D-amino acid bio-sensor.

研究分野：酵素化学
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１．研究開始当初の背景 
色素依存性 D-アミノ酸脱水素酵素は、人工の
酸化還元色素存在下で様々な種類の D-アミ
ノ酸の酸化反応を触媒する一群の酵素であ
る。この人工色素を介した酸化反応を利用す
れば、酵素反応と電極を結びつけることが可
能となるため、D-アミノ酸の濃度を電気化学
的信号として簡便に検出するバイオセンサ
用素子として利用できる。しかしながら、従
来から研究されてきた常温生物由来の酵素
は総じて不安定であり、D-アミノ酸検出用素
子としての応用例は無い。申請者らは、超好
熱性アーキア Pyrobaculum islandicum に
D-プロリン（D-Pro）を最も良好な基質とす
る色素依存性 D-プロリン脱水素酵素
（D-ProDH）を見出し、これが非常に高い安
定性を持つことやセンサ用素子として有用
性が高いことを明らかにした。D -アミノ酸を
基質とする色素依存性脱水素酵素の中で、セ
ンサ用素子として利用可能な酵素は申請者
が見出した本酵素以外報告例がなくバイオ
センサ応用への律速となっている。 
D-アミノ酸は、植物、下等動物、哺乳類など
の様々な生物の生体内に存在し重要な生理
機能を果たしていることが明らかとなって
いる。その中でも遊離の D-セリン(D-Ser)と
D-アスパラギン酸（D-Asp）は、高等動物生
体内において高濃度で確認されている。
D-Serは N-メチル-D-Asp受容体のコ・アゴ
ニストとして神経伝達に関与しており D-Ser
濃度と統合失調症病態との関連性が注目さ
れている。また、D-Aspは精巣内のテストス
テロン生産亢進に関与しており D-Asp 濃度
と無精子症との関連性に注目が集まってい
る。このように D-アミノ酸は非常に有用な診
断用マーカーとして期待されている。高度に
安定な D -アミノ酸脱水素酵素（DADH）を
素子とする酵素機能電極が構築できれば、こ
れまでセンサ用素子としての不安定性から
実現できなかった安価で簡便に定量可能な
D-アミノ酸定量用デバイスの開発が可能に
なる。以上のことから、安定性の高い DADH
の発見が期待されている。 
 
２．研究の目的 
本申請では、これまでに申請者が報告してい
る超好熱菌由来 D-ProDH に加え、申請者ら
は新たに 3 つの DADH ホモログを高度好熱
菌、超好熱菌から見出した（遺伝子 ID：
TTX1315、TTX1450、Rmar0499）。本研究
では、これら DADH ホモログの機能解析を
行い、D-アミノ酸定量用バイオセンサへの応
用面の開発につなげるため詳細な酵素の機
能解析を行いセンサ用素子としての機能評
価を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 色素依存性 D-アミノ酸脱水素酵素ホモ
ログの機能解析 
大腸菌用タンパク質発現ベクターpET-11a に

3 種類の DADH ホモログをそれぞれ連結し
たプラスミドベクターpET11a- TTX1315、
pET11a- TTX1450、pET11a- Rmar0499を
作成し大腸菌に導入した。これら形質転換体
を用いて組み換えタンパク質の発現を行っ
た。大腸菌によって発現した組み換えタンパ
ク質を SDS-PAGE によって確認し組み換え
酵素の精製を行った。電気泳動的に単一に精
製した酵素を用いて酵素化学的性質の解析
を行った。 
(2) R. marinus 由来色素依存性 D-アミノ酸
脱水素酵素の生理機能の解析 
R. marinus由来DADHをコードしている遺
伝子周辺には、L-ヒドロキシプロリンを代謝
する酵素が存在しておりクラスターを形成
していた。このことから、R. marinus 由来
DADH は L-ヒドロキシプロリンの異化代謝
に関与していることが示唆された。そこで、
R. marinusを L-ヒドロキシプロリン存在下
で培養し DADH をコードする遺伝子の転写
誘導が起こるかをリアルタイム PCR 法によ
って解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 色素依存性 D-アミノ酸脱水素酵素ホモ
ログの機能解析 
3 種類の DADH ホモログ遺伝子をコードす
るタンパク質を大腸菌細胞内で発現させた
結果、TTX1315、TTX1450 遺伝子の発現産
物は封入体を形成していた。一方、Rmar0499
遺伝子発現産物は可溶性画分にタンパク質
発現が確認できた。そこで、Rmar0499遺伝
子発現産物の精製を行った後、さらに詳細な
酵素化学的性質の解析を行ったところ、本酵
素は 50℃、10 分間の処理では pH4 から 11
の広範囲の pH領域で全く失活しなかった。
さらに 70℃、10 分間の熱処理を行っても変
性しなかった。大腸菌由来の DADHは 37℃、
10 分間の処理で失活してしまうことが知ら
れている。これらの結果から、本酵素は、こ
れまで知られている DADH のなかで、すで
に 我 々 が 見 出 し て い る 超 好 熱 菌 P. 
islandicum由来DADHに次いで 2例目の高
い安定性を有する DADH であることが明ら
かとなった。この酵素の安定性の結果から、
本酵素はバイオセンサ用素子として高い有
用性を有していることが明らかとなった。次
に、基質特異性の解析を行った結果、本酵素
は様々な種類の D-アミノ酸に対して色素依
存性脱水素酵素活性を示したが、D-フェニル
アラニンに最も高い活性を示した。すでに
我々が見出している P. islandicum 由来
DADH も、本酵素と同様に D-アミノ酸に対
して広い基質特異性を有しているが、この酵
素は D-プロリンに最も高い活性を示すこと
からR. marinus由来DADHとは基質特異性
の面では性質が異なっていた。我々は、すで
にP. islandicum由来DADHのバイオセンサ
への応用には成功しているが、異なった基質
特異性を有する本酵素を用いたバイオセン



サを構築することによって、P. islandicum由
来 DADH を素子としたバイオセンサでは測
定できなかった D-アミノ酸を定量できる可
能性を見出した。 
（2）R. marinus由来色素依存性 D-アミノ酸
脱水素酵素の生理機能の解析 
R. marinus由来DADHの生理機能の同定を
行うために、DADH遺伝子のオペロン構造の
解析を行った。DADH遺伝子周辺に存在する
遺伝子をもとにプライマーを作成し逆転写
PCRによって DADH遺伝子の転写単位の同
定を行った。その結果、DADH遺伝子は、自
身の遺伝子を含む 6つの遺伝子を一つの転写
単位とする巨大なオペロンを形成している
ことが明らかとなった（DADHオペロン）（図
1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１. R. marinus由来 DADHの転写単位の 
同定; （上図） R. marinus DADHの 
周辺遺伝子（転写単位は遺伝子の下に 
ある線で示す）と（下図）逆転写 PCR 
によって増幅した遺伝子領域 

 
次に、同定できた DADH オペロンの転写誘
導条件の検討を行った。合成培地中にＬ-フェ
ニルアラニン（L-Phe）、Ｌ-アラニン（L-Ala）、
Ｌ-プロリン（L-Pro）、Ｌ-ヒドロキシプロリ
ン（L-Hyp）をそれぞれ添加した培養液で培
養した R. marinus の mRNA を抽出し
DADH 遺伝子内部配列をもとに作成したプ
ライマーを用いてリアルタイム PCR
（RT-PCR）を行った。その結果、L-Hypを
添加した培地で培養した菌株で DADH オペ
ロンの転写量の大幅な増大が認められた（図
2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
図 2．RT-PCR による DADHオペロンの転 
写量の解析 

これらの結果より、DADH は L-ヒドロキシ
プロリンの異化代謝に関与していることが
明らかとなった。これまで大腸菌由来 DADH
は、L-アラニンの異化代謝に関与しているこ
とが分かっているが、R. marinus 由来
DADHは、L-アラニンを添加した合成培地で
は誘導されないことから、従来の DADH と
は異なる新規な生理機能を有していること
が判明した。 
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