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≪概要≫  

 全ての生物は真核生物、真正細菌、アーキアの 3 つのドメインに大別される。80ºC 以上

の高温環境で生育可能な微生物は超好熱菌と呼ばれ、一部のバクテリアを除くとその多く

はアーキアに分類される。超好熱アーキアは、その生育する環境が始原の地球の環境に類

似していることから、分子進化との関連性が着目されている。また、好熱菌由来の酵素は、

一般に高い耐熱性に加えて、pH 安定性、有機溶媒耐性など示すことが多く、保存性の高さ

や適応範囲の広さを活かした、バイオセンサーや酵素試薬としての産業利用が期待される。 

 本研究で対象とする Thermococcus 属のアーキアは偏性嫌気性の海洋性超好熱アーキアで、

その生育温度が 55ºC~98ºC と全生物の中で比べても、生育可能な温度範囲が広いのが特徴で

ある。これまで、Thermococcus 属由来の酵素の研究は、核酸代謝関連酵素や糖質代謝関連

酵素について中心的に行われ、その酵素科学的な機能や応用利用について数多く報告され

ている。一方、アミノ酸代謝関連酵素に関する報告は、核酸代謝関連酵素や糖質代謝関連

酵素に比べて少なく、特に D-アミノ酸代謝に関わる酵素についてはほとんど報告されてい

ない。 

そこで本研究では、Thermococcus litoralis DSM 5473 の細胞内のアミノ酸分析を行い、D-,L-

アミノ酸ともに細胞内の存在量が多かったアスパラギン酸代謝に着目し、アスパラギン酸

代謝関連酵素の機能について解析することで、本菌のアスパラギン酸代謝経路について明

らかにするとともに、これらの酵素の応用利用への有用性を明らかとすることを目的とし

た。本研究では、D-アスパラギン酸の生合成に関わるアスパラギン酸ラセマーゼと L-アス

パラギン酸異化代謝の主要な酵素である L-アスパラギン酸オキシダーゼの 2酵素について、

詳細な酵素科学的性質について明らかにした。また、これらの酵素がアスパラギン酸定量

に用いる定量用酵素として有用であることを明らかとし、これらの酵素を用いた新規の D-

及び L-アスパラギン酸定量法を開発した。 

 

 

 



 

 

≪各章の要旨≫ 

第一章では Thermococcus litoralis DSM 5473 の細胞内に、アスパラギン酸、アラニン、セ

リン、バリンなどの D-アミノ酸が存在することを明らかにした。特に D-アスパラギン酸は

他の D-アミノ酸に比べて著量に存在し、アスパラギン酸ラセマーゼによって生合成されて

いると考えられた。そこで、T. litoralis DSM 5473 ゲノム上のアスパラギン酸ラセマーゼ

(AspR)のホモログ遺伝子をクローニングし、発現用宿主 Escherichia coli Rostta (DE3)の可溶

性画分に発現させた結果、その遺伝子産物が AspR 活性を有することを見出した。アスパラ

ギン酸ラセマーゼ遺伝子は 687 bpの塩基対で構成され 228アミノ酸残基をコードしていた。

精製酵素の比活性は 1,590 U/mg であった。本酵素は 56 kDa のサブユニット分子質量をもつ

ホモダイマーで補酵素として PLP を必要としなかった。本酵素は 95ºC の高温条件下でもア

スパラギン酸ラセマーゼ活性を示し、その活性化エネルギーは 51.8 kJ/mol であった。本酵

素は高い熱安定性を示し、90ºC、11 h の熱処理後も約 50%の活性が残存していた。本酵素

は pH 7.5 で最大活性を示し、pH 6.0-7.0 の間で安定であった。本酵素は D-および L-アスパ

ラギン酸の他にも、L-システイン酸、L-システインスルフィン酸に対しても活性を示し、ヨ

ード酢酸によって強く阻害された。部位特異的変異導入の結果から、Cys83 と Cys194 の二

つのシステイン残基が触媒残基であることが明らかになった。 

 

第二章では Thermococcus litoralis DSM 5473 の L-アスパラギン酸オキシダーゼ(LASPO)の

ホモログ遺伝子(Tl-laspo) (accession no. : OCC_06611)を PCR で増幅し、pET21b ベクターにク

ローニング後、発現用宿主Escherichia coli BL21 (DE3)に導入することで発現系を構築した。

発現培養の結果、Tl-laspo を E. coli Bl21 (DE3)の可溶性画分に発現させることに成功した。

その遺伝子産物(Tl-LASPO)は in vitroの FAD存在下で L-アスパラギン酸オキシダーゼ活性を

示し、本研究によって Thermococcus 属で初めてその詳細な性質について明らかとした。 

Tl-LASPO と既報の Pyrococcus horikoshii OT3 の L-アスパラギン酸オキシダーゼの一次構

造の類似性は約 65%であった。Tl-LASPO は 52 kDa のサブユニット分子質量をもつホモト

リマーであった。本酵素は、75ºC までの温度範囲で反応温度の上昇に伴い活性が上昇した。

本酵素は、pH 4.5-10.5 の間で活性を示し pH 8.0 で最大活性を示した。本酵素は 80ºC、1 時

間の熱処理においても失活が見られなかった。反応速度論的な解析の結果、本酵素は 70ºC

において最も高い kcat/Kmを示した。本酵素は L-アスパラギン酸に対し高い基質性を示し、

それ以外の標準アミノ酸に対しては反応しなかった。嫌気条件下において本酵素は FAD に

加えて、フマル酸、2,6-ジクロロインドフェノール(DCIP)、フェリシアン化カリウムを補因

子とした。Tl-LASPO のホロ酵素の吸収スペクトルを測定したところ、補酵素 FAD に起因

する、380 nm と 450 nm に極大吸収が見られた。FAD-Tl-LASPO 複合体における FAD の解

離定数(Kd)を算出したところ、5.9×10-9 M であった。 

 

 



 

 

第三章では、第一章、第二章の機能解析の結果、Tl-AspR と Tl-LASPO がいずれも高い安

定性と基質特異性を有していたことから、これらの酵素は保存性の高いアスパラギン酸定

量用酵素として用いるのに有用であると考え、これらの耐熱性酵素を用いて新規 D-,L-アス

パラギン酸酵素定量法を開発した。試料中の L-アスパラギン酸濃度の測定は、Tl-LASPO と

西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ(HRP)の共役反応を利用して定量した。また、総アスパラ

ギン酸の定量は Tl-AspR、Tl-LASPO、HRP の三つの酵素をカップリングさせることで行っ

た。標準 D,L-アスパラギン酸溶液を用いて L-アスパラギン酸、総アスパラギン酸の検量線

を作成した結果、いずれの検量線も 0 - 600 µM の範囲で直線性が得られた。本法を用いて、

様々なD-アスパラギン酸含量(%)のD,L-アスパラギン酸溶液のD-およびL-アスパラギン酸を

定量した結果、D-アスパラギン酸含量(%)の低い試料の定量法としても有効であった。本法

は生体試料や食品サンプルのような L-アスパラギン酸を豊富に含むサンプルに対しても有

効であると考えられたため、食品サンプルのモデルとして、日本酒試料と黒酢試料を用い

て本酵素法と高速液体クロマトグラフィー法(HPLC 法)を比較した。日本酒、黒酢いずれの

サンプルも酵素法を用いた定量値と HPLC 法を用いた定量値は同程度の値を示した。以上

の結果から本酵素法は生体試料や食品試料中の D-,L-アスパラギン酸分析に有用なツールと

なることが明らかとなった。  
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序論 

 全ての生物は真核生物、真正細菌、アーキアの 3 つのドメインに大別さ

れる。アーキアに分類される生物には高温、高圧、強酸性、強アルカリ性

などの極限環境下で生育可能な極限環境微生物が多数見つかっている。中

でも 80ºC 以上の高温環境で生育可能な超好熱アーキアは、その生育する環

境が始原の地球の環境に類似していることから、分子進化との関連性が着

目されている。また、超好熱アーキアを含めた好熱菌由来の酵素は、一般

に、耐熱性以外にも、pH 安定性、有機溶媒耐性など示すことが多く、総じ

て安定性が高いことから、バイオセンサーや酵素試薬といった応用面での

利用が期待される。 

 本研究で対象とする Thermococcus 属のアーキアは偏性嫌気性の海洋性超

好熱アーキアで、その生育温度が 55ºC~98ºC と全生物の中で比べても、生

育可能な温度範囲が広いのが特徴である。Thermococcus 属由来の酵素とし

て、古くから核酸代謝関連酵素や糖質代謝関連酵素がよく研究されており、

一部の酵素は産業面での応用利用もなされている。例えば、Thermococcus 

kodakaraensis KOD1 由来の DNA ポリメラーゼ(EC 2.7.7.7)は、耐熱性かつ高

正確性の PCR 用酵素として利用されている(Nishioka et al., 2001)。また、T. 

kodakaraensis 由来の 4-α-グルカノトランスフェラーゼはデンプン加工産業

におけるデンプンの分子内の糖転移に利用される(Tachibana et al., 2000)な

ど Thermococcus 属由来の酵素は様々な分野で産業利用されている。 

 Thermococcus 属のアミノ酸代謝関連酵素としては、これまでに、NADP+

特異的なグルタミン酸脱水素酵素(EC 1.4.1.2) (Ma et al., 1994)や T. litoralis 

DSM 5473の細胞内に見出された 2 つの芳香族アミノ酸アミノトランスフェ

ラーゼ(EC 2.6.1.57)が L-体の芳香族アミノ酸の異化に関与していること 

(Andreotti et al., 1994)や、Thermococcus sp. CKU-1 由来のフォールドタイプ I

の PLP 酵素として分類される新規の分岐鎖アミノ酸アミノトランスフェラ

ーゼ(EC 2.6.1.1)の酵素科学的性質(Uchida et al., 2014)や、L-アミノアシラー

ゼ(EC 3.5.1.14)の機能(Toogood et al., 2002)について報告されている。しかし

ながら、上記の核酸代謝関連酵素や糖質代謝関連酵素と比較するとアミノ
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酸代謝関連酵素の報告例は少なく Thermococcus 属におけるアミノ酸代謝

経路については十分に明らかとなっていないのが現状である。特に、D-ア

ミノ酸代謝に関しては、真核生物やバクテリアの生体内での D-アミノ酸の

生理的な機能について徐々に明らかとなりつつある一方で、アーキアにお

ける D-アミノ酸の生理的な機能や代謝経路についてはいまだ不分明な点が

多く、Thermococcus 属由来の D-アミノ酸代謝関連酵素としては唯一、プロ

リンラセマーゼ/ヒドロキシプロリンエピメラーゼの機能について報告され

ている(Watanabe et al., 2015)。 

そこで本研究では T. litoralis DSM 5473 の細胞内のアミノ酸分析を行い、

D-,L-アミノ酸ともに細胞内の存在量が多かったアスパラギン酸代謝に着目

し、第一章では D-アスパラギン酸の代謝に関わると考えられるアスパラギ

ン酸ラセマーゼホモログ遺伝子のクローニングと、その遺伝子産物の機能

解析によって、D-アスパラギン酸代謝に関わる酵素の存在を明らかにし、

その詳細な酵素科学的性質について解明することを目的とした。 

T. litoralis DSM 5473 のゲノム上にはアスパラギン酸代謝に関わる代謝経

路として、アスパラギン酸ラセマーゼ(EC 5.1.1.13)の他にも、L-アスパラギ

ン酸オキシダーゼ(EC 1.4.3.16)、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ

(EC 2.6.1.1)、L-アスパラギナーゼ(EC 3.5.1.1)、アスパラギンシンターゼ(EC 

6.3.5.4)、アデニロコハク酸シンセターゼ(EC 6.3.4.4)のホモログ遺伝子が存

在していることが明らかとなっている(Fig. 1)。中でも L-アスパラギン酸オ

キシダーゼは T. litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸の異化代謝における中

心的な役割を担う酵素の一つであると予想された。また、耐熱性の L-アス

パラギン酸オキシダーゼは保存性の高い酵素としてバイオセンサーや酵素

定量法などの産業上の有用性が高いと考えられたため、第二章では T. 

litoralis DSM 5473 ゲノム上の L-アスパラギン酸オキシダーゼホモログ遺伝

子をクローニングし、熱安定性、pH 安定性、基質特異性をはじめとした酵

素科学的な性質について検討した。 
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Fig. 1 T. litoralis DSM 5473 のゲノム上に保存されている 

アスパラギン酸周辺の代謝経路 

 

Thermococcus 属由来の酵素は一般に、その高い安定性や、反応温度の適

応範囲が広いことから、応用面での有用性が期待される。第一章、第二章

の機能解析の結果に基づき、これらの酵素はアスパラギン酸定量用の酵素

として用いるのに有用であると考えられた。また、D-アスパラギン酸は肌

の老化抑制効果を示すことが報告されている(芦田 他, 2011)他、当研究室

ではこれまでに日本酒中の D-アスパラギン酸、D-アラニン、D-グルタミン

酸が味質の向上に寄与していること明らかにしている(Okada et al., 2013)。

このような食品中の D-アスパラギン酸の機能が注目されている今、高価な

装置や専門的な分析技術を必要としない、簡便な D-アスパラギン酸定量法

の開発への期待が高まっている。そこで第三章では、耐熱性アスパラギン
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酸ラセマーゼ、L-アスパラギン酸オキシダーゼを用いた新規 D-及び L-アス

パラギン酸定量法の開発を目指した。さらには、本酵素法の有用性を実証

するため、食品サンプルのモデルとして、日本酒および黒酢を使用して試

料中の D-及び L-アスパラギン酸の酵素法での定量結果と、従来法である高

速液体クロマトグラフィー(HPLC)法を用いた定量結果を比較した。 
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第一章 

Thermococcus litoralis DSM 5473 由来の 

アスパラギン酸ラセマーゼの酵素科学的性質の解明 

 

要約 

 本研究では、Thermococcus litoralis DSM 5473 の細胞内に、アスパラギン

酸、アラニン、セリン、バリンなどの D-アミノ酸が存在することを明らか

にした。また、アスパラギン酸ラセマーゼ(AspR)のホモログ遺伝子(Tl-aspr) 

(アクセッション No. : LC034559)を Escherichia coli Rostta (DE3)の可溶性画

分に発現させることに成功し、その遺伝子産物がアスパラギン酸ラセマー

ゼ(AspR)活性を有することを見出した。アスパラギン酸ラセマーゼ遺伝子

は 687 bp の塩基対で構成され 228 アミノ酸残基をコードしていた。精製酵

素の比活性は 1,590 U/mg であった。本酵素は 56 kDa のサブユニット分子質

量をもつホモダイマーで補酵素として PLP を必要としなかった。本酵素は

95ºC の高温条件下でもアスパラギン酸ラセマーゼ活性を示し、その活性化

エネルギーは 51.8 kJ/mol であった。本酵素は高い熱安定性を示し、90ºC、

11 h の熱処理後も約 50%の活性が残存していた。本酵素は pH 7.5 で最大活

性を示し、pH 6.0-7.0 の間で安定であった。本酵素は D-および L-アスパラギ

ン酸の他にも、L-システイン酸、L-システインスルフィン酸に対しても活性

を示し、ヨード酢酸によって強く阻害された。部位特異的変異導入の結果

から、Cys83 と Cys194 の二つのシステイン残基が活性に重要であることが

明らかとなった。 

 

1-1 緒言 

 生体内に存在するアミノ酸は全て L-体であると以前は考えられていたが、

近年の分析技術の進歩に伴い、幅広い生物種において L-アミノ酸だけでな

く D-アミノ酸が存在し、様々な生理機能をもつことが明らかとなってきた。

例えば、真核生物においては、D-セリンが脳内の NMDA 型受容体のコアゴ

ニストとして存在していることや、記憶や学習にも関与していることが報

告されている(Fadda et al., 1988)。また D-アスパラギン酸も神経伝達物質と
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しての機能やテストステロン、メラトニンなどのホルモンの生合成や分泌

に関与していることが明らかとなっている(D’Aniello et al., 1996)。さらに、

二枚貝などの一部の海洋性動物では D-アラニンがオスモライトとして機能

し、細胞内の浸透圧調整に関与していることが報告されている(Yoshikawa 

and Yokoyama, 2015)。一方でバクテリアにおいては主として D-アラニン、

D-グルタミン酸が細胞壁のペプチドグリカンの構成要素として存在するこ

とが広く知られている。一部のアーキアにはバクテリアと同様に細胞表層

に細胞壁を持つものも存在しているが、その構成成分として D-アミノ酸は

含まれておらず、細胞壁を有していない種も多く(Kandler and König, 1998)、

アーキア全般における D-アミノ酸の生理機能についてはいまだ不分明のま

まである。超好熱アーキアの D-アミノ酸に関する報告として、これまでに

Desulfurococcus sp. SY, Pyrococcus sp. O-II, Thermococcus sp. KS-1 の細胞内に

遊離の D-アミノ酸が存在し、それらの細胞抽出液がそれぞれの D-アミノ酸

に対応したアミノ酸ラセマーゼ活性を示すことが見出されている 

(Matsumoto et al., 1999) 。 

これらの生体内の D-アミノ酸の生合成経路としては一般に、アミノ酸ラ

セマーゼの機能によって L-アミノ酸から合成される経路が知られている。

アミノ酸ラセマーゼは大別すると PLP を補酵素とする PLP 依存型と補酵素

を必要としない PLP 非依存型に分類される。PLP 依存型アミノ酸ラセマー

ゼとしては、アラニンラセマーゼ(EC 5.1.1.1) (Oikawa et al., 2006)、セリンラ

セマーゼ (EC 5.1.1.18) (Gogami et al., 2009)、アルギニンラセマーゼ (EC 

5.1.1.9) (Matsui et al., 2009)が報告されている。PLP 非依存型アミノ酸ラセマ

ーゼとしてはグルタミン酸ラセマーゼ(EC 5.1.1.3) (Choi et al., 1992)、プロリ

ンラセマーゼ(EC 5.1.1.4) (Rudnick and Abeles, 1975)が報告されている。一方、

AspR(EC 5.1.1.13)の場合、PLP依存型、PLP非依存型の両方の酵素が存在し、

PLP 依存型のアスパラギン酸ラセマーゼとしては、Scapharca broughtonii 

(Shibata et al., 2003)、Thermoplasma acidophilum (Long et al., 2001)由来の AspR

が報告されており、PLP 非依存型のアスパラギン酸ラセマーゼとしては、

Lactobacillus sakei NBRC 1589 (Fujii et al., 2015)、Picrophilus torridus (Aihara 

et al., 2016)、Streptococcus thermophilus(Okada et al., 1991)、Bifidobacterium 
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bifidum NBRC 14252 (Yamashita et al., 2004)について報告されている。興味深

いことに、アーキアにはこれらの両タイプのアスパラギン酸ラセマーゼの

存在が報告されているが、その詳細な酵素科学的性質についてはいまだに

明らかとなっていない。そこで本研究では、T. litoralis DSM 5473 ゲノム上

のアスパラギン酸ラセマーゼホモログ遺伝子(Tl-aspr)をクローニングし、大

腸菌を用いた異種発現および酵素精製を行い、アーキア由来のアスパラギ

ン酸ラセマーゼとしてその酵素科学的な性質について明らかにすることを

目的とする。 
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1-2 実験材料および方法 

 

1-2-1 実験材料 

 L-アスパラギン酸ナトリウム塩、D-アスパラギン酸、D,L-アスパラギン酸

はいずれもナカライテスク株式会社から購入した。L-システイン酸及び L-

システインスルフィン酸は和光純薬株式会社から購入した。Escherichia coli 

NovaBlue、Escherichia coli Rosetta (DE3)、pT7blue-T ベクター、pET11b ベク

ターは Novagen から購入した。Brend Taq DNA ポリメラーゼ、KOD plus ver.2 

DNA ポリメラーゼは東洋紡から購入した。LA PCR in vitro cloning kit、DNA 

ligation kit、制限酵素(NdeI, XhoI)はタカラバイオ株式会社から購入した。

Toyopearl DEAE-650M、Butyl-650M、SuperQ-650M は東ソー株式会社から購

入した。その他の試薬は適切な純度の試薬を、和光純薬、関東化学、キシ

ダ化学、ナカライテスク、渡辺化学、インビトロジェン、シグマアルドリ

ッチ、Bio-Rad から購入した。  

 

 

1-2-2 Thermococcus litoralis DSM 5473 の培養とゲノム抽出 

1) Thermococcus litoralis DSM 5473 の培養 

T. litoralis DSM 5473の培養は T. litoralis培養用培地(2.5 g/L Bacto Tryptone, 

0.5 g/L Yeast extract, 3.6 g/L マルトース一水和物, 0.5 g/L L-システイン塩酸

塩一水和物 , 50 mL/L 10×Solution A, 50 mL/L 10×Solution B, 8 mL/L 

125×Solution C, 10 mL/L 100×Trace mineral solution)を用いて、嫌気指示薬と

して 0.1%レザズリン水溶液を終濃度が 1 µg/mL になるように培地中に添加

し、N2 ガスを通気しながら嫌気的に 84ºC, 16 h 培養した。10×Solution A、

10×Solution B、125×Solution C、100×Trace mineral solution の組成を以下に示

す{(10×Solution A（/L）：NaCl 239 g, Na2SO4 40 g, KCl 7 g, NaHCO3 2 g, KBr 1 

g, H3BO3)、(10×Solution B（/L）：MgCl2･6H2O 108 g, CaCl2･2H2O 15 g, SrCl2･

6H2O 15 g)、(125×Solution C：NH4Cl 31.25 g, KH2PO4 17.5 g, CH3COONa 125 g, 

100×Trace mineral solution：ニトリロ三酢酸 1.5 g, MnSO4･H2O 0.5 g, FeSO4･

7H2O 1.4 g, NiCl2･6H2O 0.2 g, CoSO4 0.1 g, ZnSO4･7H2O 0.1 g, CuSO4･5H2O 
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0.01 g, Na2WO4･2H2O 0.3 g, Na2MoO4･H2O 0.01 g)}。培養後の培養液 1 mL を

1.5 mL 容マイクロチューブに回収し、14,500×g、1 min 遠心分離し上清の培

地を捨て、菌体を回収した。これを 5 回繰り返し、培養液 5 mL 分の菌体を

回収した。 

 

2) ゲノム DNA 抽出 

得られた菌体に 60 µL の 1.0 mg/mL リゾチーム溶液と 400 µL の滅菌水を

加えて懸濁し 37ºC、30 min 処理した後、さらに 30 µL の 10% SDS と 30 µL

のプロテイナーゼ K を加えて 65ºC、18 h 処理した。処理後の混合液に、39 

µL の 5 M NaCl を加えた後、700 µL の PCI 溶液(フェノール：クロロホルム：

イソアミルアルコール＝25：24：1)を添加しよく混合した。混合液を 5,900×g、

5 min 遠心分離し、水層を新たな 1.5 mL 容マイクロチューブに回収し、そ

こへ 700 µL のクロロホルムを加えてよく混合した。混合液を再び 5,900×g、

5 min 遠心分離し、水層を新たな 1.5 mL 容マイクロチューブに回収た。回

収した水層の 0.6 倍量の 2-プロパノールを加えて生じた DNA の沈殿物を 1 

mL の 70%エタノールでリンスした後、50 µL の 0.04 mg/mL RNase 溶液に再

懸濁し、-20ºC で保存した。 

 

 

1-2-3 Thermococcus litoralis DSM 5473 細胞内の D-アミノ酸含有量の分析 

 T. litoralis DSM 5473 を前述の培地を用いて 82ºC、23 h 培養後、200 mL

の培養液を 3,000×g で 15 min 遠心分離し菌体を回収した。得られた菌体に

0.5 mL の 50 mM KPB, pH 7.0 に再懸濁し、超音波破砕した (Output 2, Duty 

cycle 30%, 1 min)。得られた細胞抽出液に等量の 10% (w/v)のトリクロロ酢酸

を加えて 20 分間氷上で静置し除タンパク処理し、その後 5 M NaOH を加え

て中和したものを分析サンプルとして o-フタルアルデヒド(OPA)と N-アセ

チル L-システイン(NAC)を用いた HPLC 法(Gogami et al., 2011)で分析した。

HPLC 分析には Develosil ODS UG-S カラム (ϕ6.0 × 250 mm, 野村化学) を

使用し、移動相として 50 mM 酢酸ナトリウム緩衝液、メタノールを用いた。 
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1-2-4 アスパラギン酸ラセマーゼホモログ遺伝子 (Tl-aspr)のクローニング

と発現系の構築 

1) Tl-aspr の全 DNA 配列の決定 

 本研究で用いたプライマーの配列及び宿主大腸菌の遺伝子型を Table 

1-2-1 にまとめた。本研究を開始した当初、T. litoralis DSM 5473 の全ゲノム

情報は解読中であったため、ゲノムウォーキング PCR 法を用いて、Tl-aspr

の全長配列を決定した。まず初めに Tl-aspr 内部の部分配列の増幅のために、

近縁のゲノム解読株 4 種(Thermococcus kodakarensis KOD1, Thermococcus 

onnurineus NA1, Thermococcus sibiricus MM739, Thermococcus gammatolerans 

EJ3)の aspr ホモログ遺伝子の遺伝子配列を比較し、保存性の高い領域で設

計したプライマー(aspr-N-1-int, aspr-N-2-int, aspr-C-1-int, aspr-C-2-int)を用

いて PCR を行い、250 bp と 370 bp の部分配列を得た(Fig. 1-2-1)。得られた

部分配列の DNA シーケンスは、Thermo Sequenase primer cycle sequence kit 

(Amersham Bioscience)を用いてシーケンス反応させた解析用サンプルを

SQ550E DNA sequencer (日立ハイテクノロジー)で分析し行った。DNA シー

ケンスの解析結果を基に、新たに 4つのプライマー(aspr-250-S1, aspr-250-S2, 

aspr-370-S1, aspr-370-S2)を設計し、それぞれの部分配列の上流および下流の

配列を LA PCR in vitro cloning kit を用いたゲノムウォーキング PCR によっ

て決定した。 

 

2) 発現系の構築 

得られた配列情報を基に Tl-aspr 全長配列を増幅するためのプライマー

aspr-exp-N と aspr-exp-C (Table 1-2-1)を新たに設計し PCR を行った。PCR 産

物と pET11b プラスミドベクターは、それぞれ NdeI と XhoI で制限酵素処理

し、得られたそれぞれの断片を、DNA ligation kit を用いてライゲーション

した。ライゲーション産物を用いてクローニング用宿主 Escherichia coli 

NovaBlue を形質転換した。得られたコンストラクトの配列を DNA シーケン

スによって確認した後、発現用宿主 Escherichia coli BL21 (DE3)に導入した。

pET11b-Tl-aspr を導入した、E. coli BL21 (DE3)の形質転換体は 5 mL の LB

培地 (100 µg/mL amp を含む)で 37ºC、16 h 培養後、培養液と 50%滅菌グリ
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セロール溶液を 2：1 割合で混合しグリセロールストックを作成し、-80ºC

で保存した。 
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Table 1-2-1 本研究に用いたプライマー及び宿主大腸菌 

Primer Sequence (5’→3’) 

  aspr-N-1-int AT(C/T)GG(A/C)AT(A/C)CT(A/C)GG(C/T)GG(A/C/G)ATGG 

  aspr-N-2-int ACTT(C/T)ATAATAATGCC(A/C)TG(C/T)AA(C/T)AC(C/G)GCC 

  aspr-C-1-int C(C/G)GT(A/G)TT(A/G)CA(G/T)GGCATTATTAT(A/G)AAGT 

  aspr-C-2-int AC(A/G)CT(G/T)AC(C/T)TC(A/C)GT(A/G)CA(A/G)CC(A/G/T)GCTAT(C/T)A 

  aspr-250-S1 GCTGTCAATGAGTTCTGGAAGTGGATTTTC 

  aspr-250-S2 GAGAATATAAGCAGTTCGATCGGGAATCTTG 

  aspr-370-S1 CTCAAAAAGAGAGGAATTGAAGCGCTCATTC 

  aspr-370-S2 CATGAAAGCTATCTATGAAGGAGTAAAGGCAGGTG 

  aspr-exp-N TTACATATGGAGAAGGTCATAGGGA 

  aspr-exp-C AGGATCCAAGGATGGTTATAAACCA 

  C83A-f ATAATCATGCCCGCCAATACCGCTCATTACTTTGC 

  C83A-r ATGAGCGGTATTGGCGGGCATGATTATAAAATCTGC 

  C194A-f AATAGCCGGAGCCACGGAAGTAAGTGTAGCTTTAAAGC 

  C194A-r TTACTTCCGTGGCTCCGGCTATTATAGCTTCAACTTC 

Strain Genotype 

  Escherichia coli NovaBlue endA1 hsdR17(r
k12

-

m
k12

+

) supE44 thi-1 recA1 gryA96 relA1 lac F’[proA
+

B
+  

lacI
q 

ZΔM15::Tn10] (Tet
R
) 

  Escherichia coli Rosetta (DE3) F
-

 ompT hsdS
b
(r

b

-

m
b

-

) gal dcm (DE3) pRARE (Cam
R
) 
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Fig. 1-2-1 プライマー設計に用いた aspr ホモログ遺伝子のアライメント
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Thermococcus kodakaraensis KOD1 (accession No. : NC_006624 ) 

Thermococcus onnurineus NA1 (accession No. : NC_011529) 

Thermococcus sibiricus MM739 (accession No. : TSIB_0542) 

Thermococcus gammatolerans EJ3 (accession No. : NC_012804) 

 

 

1-2-5 クローン株の培養及び発現タンパク質(Tl-AspR)の精製 

1) クローン株の培養と粗酵素液の調製 

発現用ベクターpET11b-aspr を導入した Escherichia coli Rosetta (DE3)を 5 

mL の 100 µg/mL アンピシリンと 34 µg/mL クロラムフェニコールを含む LB

液体培地 (LB-amp/cm 培地) 中で 37ºC、16 h 前培養した後、坂口フラスコ

（4 本）中の 250 mL の同培地に 1 mL ずつ植菌し 37ºC で 16 h 培養した。培

養液を 8,266×g、20 min 遠心することで発現菌体を集菌し、得られた菌体を

30 mL の 1 mMの 2-メルカプトエタノールを含む 20 mM Tris-HCl, pH 8.0 (以

後、緩衝液 A とする)に懸濁した。菌体懸濁液を、Output 6、Duty cycle 30

の条件で 5 min × 3 回超音波破砕した後、14,500×g、20 min 遠心、251,550×g、

60 min 超遠心分離し上清を粗酵素液として回収した。 

 

2) 発現タンパク質の精製 

粗酵素液を 500 mL 容三角フラスコに移し 70ºC、30 min 熱処理した。熱

処理後の粗酵素液を 18,900×g、20 分間遠心分離し、回収した上清を 3 L の

緩衝液 A に対して透析した (4ºC, 16 h)。透析後の酵素液を、緩衝液 A で平

衡化した、Toyopearl DEAE-650M カラム (ϕ25 × 150 mm) にアプライし、担

体の 5 倍量の緩衝液 A で未吸着画分を洗い流した。吸着タンパク質の溶出

は、緩衝液 A 中の NaCl 濃度を 0-400 mM の勾配で変化させて行い、1.5 mL

ずつ分画した。分画した溶出液から AspR 活性を示す画分(No. 40～61)を回

収し、脱塩と緩衝液交換のため 1 mM 2-メルカプトエタノールを含む 50 mM 

カリウムリン酸緩衝液(KPB), pH 8.0 に対して透析した。次いで、回収した

画分を 2 M (NH4)2SO4、1 mM 2-メルカプトエタノールを含む、50 mM KPB, 

pH 8.0 (以後緩衝液 B とする)に対して透析した。酵素液を緩衝液 B で平衡
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化した Toyopearl Butyl-650M (ϕ25 × 150 mm)にアプライし、緩衝液 B を担体

の 5 倍量流すことで未吸着画分を洗い流した。吸着タンパク質は、緩衝液 B

中の(NH4)2SO4 濃度を 2.0-0 M で直線的に減少させることで溶出し、1.8 mL

ずつ分画した。分画した溶出液から AspR 活性を示す画分(No. 65～96)を回

収し、脱塩のため緩衝液 A に対して透析した。脱塩後の酵素溶液はさらに、

緩衝液 A で平衡化した Toyopearl SuperQ-650M (ϕ15 × 150 mm)にアプライし

吸着させた。単体の 5 倍量の緩衝液 Aを流すことで未吸着画分を洗い流し、

緩衝液 A 中の NaCl 濃度を 0-400 mM の勾配で上昇させて吸着タンパク質を

溶出した。溶出液は 1.8 mL ずつ分画し、AspR 活性を示す画分を回収した後、

後述の方法で精製純度を確認した。得られた精製酵素は、1 mM 2-メルカプ

トエタノールを含む 50 mM KPB, pH 8.0 に対して透析した後、1.5 mL 容マ

イクロチューブに小分けし-80ºC で保存した。 

 

3)  タンパク質の定量と精製純度の確認 

各精製スッテプでのタンパク質濃度は CBB protein アッセイ溶液 (ナカラ

イテスク)を用いて CBB とタンパク質が反応することで生じる 595 nm の吸

光度変化から測定した。タンパク質の標準液として、0、0.1、0.2、0.3、0.4、

0.5 mg/mL になるように脱イオン水に溶解した牛血清アルブミン(和光純薬)

を用いて検量線を作成した。各精製ステップにおけるタンパク質の純度は

13.5%T ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 用 い た Sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)によって確認した。  

 

1-2-6 標準活性測定法 

アスパラギン酸ラセマーゼ活性は D-アスパラギン酸を基質として 90ºCで

反応を行い、生成する L-Asp 量から測定した。総量 200 µL の反応系中に 100 

mM KPB (pH 8.0)、4 mM DTT、50 mM D-アスパラギン酸の濃度になるよう

にそれぞれの試薬を加えて 90ºC、5 min プレインキュベートし、そこに

Tl-AspR を添加することで反応を開始した。90ºC で 0、2、4、6、8、10 分間

反応させた後、60 µL の 1 M トリクロロ酢酸を加えることで反応停止し、

さらに 140 µL 0.5 M Na2CO3 を加えて中和した。反応後のサンプルは、OPA
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と NAC を用いたジアステレオマー蛍光誘導体化(OPA/NAC 法)、あるいはキ

ラルカラムを用いた高速液体クロマトグラフィー(HPLC)法で分析した。ジ

アステレオマー蛍光誘導体化の分析は、島津製作所の LC システム(送液ユ

ニット ; LC-20AB, オートサンプラー ; SIL-20AC, カラムオーブン ; 

CTO-20AC, 蛍光検出器; RF-10Axl, ソフトウェア; LCsolution)の装置構成で

カラムに Develosil ODS UG-S カラム (ϕ6.0 × 250 mm, 野村化学)を用いて行

った。キラルカラムを用いた分析には島津製作所の LC システム(送液ユニ

ット; LC-10AD, オートサンプラー; SIL-10AD, カラムオーブン; CTO-10A, 

UV 検出器; SPD-10A) の装置構成でカラムに SUMICHIRAL OA-5000 カラム

(ϕ4.6 × 150 mm, 住化分析センター)を用いて行った。酵素活性 1 U は 90 ºC

で一分間に 1 µmol の L-アスパラギン酸を生成する酵素量と定義した。 

 

1-2-7 Tl-AspR 活性に及ぼす温度の影響 

Tl-AspRの最適活性温度は、標準活性測定法の反応温度の条件を 25～95ºC

の間で 5ºC おきに変化させて活性を測定することで調べた。Tl-AspR の活性

化エネルギーは、最適活性温度の結果を基に以下に示す式(1-2-1)を用いてア

レニウスプロットを作成することで算出した。Tl-AspR の熱安定性について

調べるため 0.5 mg/mL の精製 Tl-AspR を 90ºC で 0～16 時間、熱処理し一時

間ごとの残存活性を測定した。 

 

 

ln 𝑘 =  (−Ea / R) / T + ln A       (1-1) 

 

k：反応速度定数、Ea：活性化エネルギー(J/mol)、R：気体定数(8.314 J/K/mol)、

T：反応温度(K)、A：頻度因子 
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1-2-8 Tl-AspR 活性に及ぼす pH の影響 

1) 最適 pH  

Tl-AspRの最適 pHは標準活性測定方法の 100 mM KPB (pH 8.0)の代わりに

pH 6.0-8.5 間の 100 mM の各 pH の緩衝液を用いて、反応温度 50ºC における

活性を測定することで決定した。本実験に用いた各 pH の緩衝液を以下に示

した；MES-NaOH, (pH 6.0-7.0)、HEPES-NaOH, (pH 7.0-8.0)、Tricine-NaOH, (pH 

7.5-8.5)。 

 

2) pH 安定性 

Tl-AspR の pH 安定性は精製酵素と 0.5 M の各 pH の緩衝液を体積比で 2:3

となるように混合し、4ºC、4 日間処理した後、酵素活性を測定することで

決定した。本実験で使用した緩衝液を以下に示した；酢酸緩衝液 , (pH 

4.5-5.5)、MES-NaOH, (pH 5.5-7.0)、HEPES-NaOH, (pH 7.0-8.0)、TAPS-NaOH, 

(pH 8.0-9.0)、CHES-NaOH, (pH 9.0-10.0)。 

 

1-2-9 Tl-AspR の基質特異性 

本酵素の基質特異性を検討するため、L-アスパラギン酸、L-システイン酸、

L-システインスルフィン酸、D-アスパラギン酸、D-アスパラギン、D-グルタ

ミン酸、D-グルタミン、D-アラニン、D-ロイシン、D-バリン、D-プロリン、

D-セリン、D-スレオニン、D-アルギニンを基質に用いて、Tl-AspR の反応を

行った。酵素反応の生成物のうち D-アスパラギン酸、L-システイン酸、L-

システインスルフィン酸、L-アスパラギン、L-グルタミン酸の濃度は、前述

の OPA/NAC 法を用いて測定した。また、L-アスパラギン酸、L-ロイシン、

L-プロリン、L-バリンの濃度は SUMICHIRAL OA-5000カラム(ϕ4.6 × 150 mm, 

住化分析センター)を用いて測定した。L-アスパラギン酸、L-ロイシンの分

析には 2% (v/v) 2-プロパノールを含む 2 mM 硫酸銅水溶液を移動相として、

プロリンとバリンの分析には 2 mM 硫酸銅水溶液を移動相として用いた。ま

た、アラニン、セリン、スレオニン、グルタミン、アルギニンの分析には

SUMICHIRAL OA-6100 (ϕ4.6 × 150 mm, 住化分析センター)を用いた。アラ

ニン、セリン、スレオニンの分析時には、1 mM 硫酸銅水溶液を移動相とし
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て用い、グルタミン、アルギニンの分析時には、2% (v/v)アセトニトリルを

含む 2 mM 硫酸銅水溶液を移動相として用いた。L-システイン酸、L-システ

インスルフィン酸以外のアミノ酸を基質とした酵素活性は、それぞれの基

質に対応した L-,D-アミノ酸の生成量から標準活性測定法と同様の方法で求

めた。L-システイン酸と L-システインスルフィン酸は対応する D-体の標品

の入手が困難であったため、酵素反応による基質の減少量から活性を算出

した。 

 

1-2-10 Tl-AspR 活性に及ぼす SH 試薬および金属イオンの影響 

1) SH 試薬の影響 

ヨード酢酸、N-エチルマレイミド、ジチオビス(2-ニトロ安息香酸）、p-ク

ロロ水銀安息香酸をそれぞれ 1 mM になるように 50 mM KPB, pH 7.0 に溶解

し各種 SH 試薬を調製した、調製したそれぞれの SH 試薬 4,980 µL に対して

0.125 mg/mL の Tl-AspR を 20 µL ずつ加えて混合し、4ºC で 1 時間ヒートブ

ロック(TAITEC; THERMO UNIT TAL1G)でインキュベートした。インキュベ

ート後の酵素液は 1 mM 2-メルカプトエタノールを含む 50 mM KPB, pH 7.0

に対して透析(1 L×2 回)することで酵素液中に残存する SH試薬を除去した。

SH 試薬で処理した酵素液の残存活性は標準活性測定法で測定した。 

 

2) 金属イオンの影響 

Tl-AspR の活性に与える金属イオンの影響を調べるため、反応液中に終濃

度が 1 mM になるように各種の 5 mM 金属イオン溶液(CaCl2, MgSO4, FeSO4, 

MnSO4, CuSO4, NiSO4, CoSO4)および 5 mM EDTA をそれぞれ加え、標準活性

測定法で活性を測定した。 

 

1-2-11 Tl-AspR の部位特異的変異導入による触媒残基の同定 

Tl-AspR の推定触媒残基である Cys83 および Cys194 のそれぞれ、あるい

は両方をアラニン残基に置換した C83A、C194A、C83A/C194A の変異酵素

をクイックチェンジ変異導入法(Fujii et al., 2016)によって作成した。 

まず、pET11b-Tl-aspr をテンプレートとして、Table 1-2-1 に示した変異導
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入プライマーの内、(C83A-f, C83A-r)あるいは(C194A-f, C194A-r)のプライマ

ーの組み合わせで、KOD plus ver.2 polymerase を用いて PCR を行い、変異

導入産物を増幅した。PCR は 25 µL の反応系中に 1×buffer for KOD-plus-ver.2、

0.2 mM dNTP、1.5 mM MgSO4、15 pmol 各プライマー、KOD-plus-ver.2 (1 U)

の濃度になるように各試薬を加えて、ポリメラーゼの活性化；94ºC、2 min、

変性；98ºC、30 sec、アニーリング；55ºC、30 sec、伸長反応；68ºC、320 sec

の条件で行った。反応後のサンプルに 10 U の DpnI を加えて 37ºC、1 h 処

理することで、テンプレート DNA を除去した後、それぞれの変異を導入し

たコンストラクト（pET11b-Tl-aspr C83A, C194A）をエタノール沈殿させて

精製し、それぞれのコンストラクトを用いて発現用宿主 E. coli Rosetta (DE3)

を形質転換させた。pET11b-Tl-aspr C83A をテンプレートに用いて、C194A-f, 

C194A-r のプライマーの組み合わせで用いることで、上記と同様の操作を行

い pET11b-Tl-aspr C83A/C194A のコンストラクトを得た。それぞれの変異酵

素の形質転換体は前述の野生酵素の場合と同様の方法で、発現、精製した。 

 

1-2-12 Tl-AspR の反応速度論的解析 

 異なる基質濃度の条件下で酵素活性を測定し、D-および L-アスパラギン

酸それぞれの基質に対する、Km、Vmax、kcat をラインウィーバー・バークプ

ロット(Lineweaver and Burk, 1934)から算出した。反応系中の基質濃度が D-

アスパラギン酸、L-アスパラギン酸それぞれ 10、20、30、40、50 mM にな

るように基質を添加した条件で活性を測定した。 

 

1-2-13 Tl-AspR のサブユニット分子質量と会合状態の推定 

 Tl-AspR のサブユニットの分子質量は前述の 13.5％T ポリアクリルアミド

ゲルを用いた SDS-PAGEにより決定した。Tl-AspRの会合状態については、

ゲル濾過カラムクロマトグラフィーを用いて測定し、標準タンパク質を用

いて作成した検量線から算出した。標準タンパク質としては、アポフェリ

チン(660 kDa)、β-アミラーゼ(200 kDa)、アルコール脱水素酵素(150 kDa)、

アルブミン(66 kDa)、炭酸脱水酵素(29 kDa)、を用いた。標準タンパク質溶

液は各標準タンパク質の濃度が 1.0 mg/mLになるように 0.1 mLの 50 mM リ
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ン酸ナトリウム緩衝液(NaPB), pH 7.0 に溶解して調製した。150 mM NaCl を

含む 50 mM NaPB, pH 7.0 平衡化した Superdex 200 カラム(ϕ10×300 cm, 

GE-healthcare)に 300 µLのサンプルをアプライし 0.5 mL/minの流速で同緩衝

液を流すことで溶出した。先に標準タンパク質溶液を分析し、各標準タン

パク質の移動度と分子質量の対数をプロットした検量線を作成し、0.5 

mg/mL に調製した Tl-AspR の分析を同様の条件で行い、その移動度(Kav)か

ら分子質量を算出した。各標準タンパク質と Tl-AspR の移動度は次式(1－1)

から算出した。 

 

 

Kav = (Ve－V0)/(Vt-V0)         (1-1) 

 

Kav : 移動度、Ve : 各タンパク質のエリューションボリューム (mL)、 

Vt : ベットボリューム(24 mL)、V0 : ボイドボリューム(8 mL) 

 

1-2-14 Tl-AspR の系統樹解析 

Tl-AspR ホモログの分布について明らかとするため、AspR としてデータ

バンクに登録されている 49 種の一次構造情報に基づきアライメントを作成

し(Altschul SF et al., 1990)系統樹解析を行った。アスパラギン酸ラセマーゼの

系統樹は MEGA4 プログラムの Clustal W マルチプルアライメント

(Thompson et al., 2002)を用いて、近接結合法(Saitou and Nei 1987)によって作

成した。 
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1-3 実験結果  

 

1-3-1 Thermococcus litoralis DSM 5473 の細胞内アミノ酸含有量の分析 

 T. litoralis DSM 5473 の無細胞抽出液中のアミノ酸分析の結果を Table 

1-3-1 にまとめた。T. litoralis DSM 5473 の細胞内の L-アミノ酸は、L-グルタ

ミン酸が最も豊富に存在し、次いで L-アスパラギン酸が多く含まれていた。

一方で D-アミノ酸は D-アスパラギン酸が最も多く存在し、他にも D-セリン、

D-アラニン、D-バリンが存在していた。特に D-アスパラギン酸は DL 比

(D/(D+L)%)も高いことが明らかとなった。 

 

Table 1-3-1 T. litoralis DSM 5473 の培養 23 h 後の細胞内アミノ酸含量 

 
Asp Glu Ser Ala Val 

D-form 

(nmol/mg wet cell) 
2.18±0.02 N.D. 0.28±0.16 0.61±0.03 0.16±0.08 

L-form 

(nmol/mg wet cell) 
2.11±0.33 12.8±0.61 N.D. 0.87±0.00 0.38±0.03 

D/(D+L) % 50.8±8.50 - - 41.2±1.36 30.0±13.3 

n=2  N.D. : not detected 

 

1-3-2 Tl-AspR の発現と精製 

 Tl-AspRの E. coli Rosetta (DE3)の可溶性画分への発現を SDS-PAGEを用い

て確認したところ、約 60%のタンパク質が可溶性画分に発現していた。精

製後の酵素の純度を SDS-PAGE で確認したところ、単一のバンドが確認さ

れた(Fig. 1-3-1)。精製過程のステップ表を Table 1-3-2 に示した。酵素精製は

計 3 回行い、精製 Tl-AspR の比活性の平均は 1,900±350 U/mg であった。

SDS-PAGE の移動度から算出した Tl-AspR のサブユニットの分子質量は 24 

kDa で、Sephadex-200 10/300 GL カラムを用いたゲル濾過によって分析した
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分子質量が 56 kDa であった(Fig. 1-3-2)ことから、本酵素はホモダイマーで

あることが明らかとなった。 

 

 

Table 1-3-2 ステップ表 

Step 

Total 

protein 

(mg) 

Total 

activity 

(U) 

Specific 

activity 

(U/mg) 

Yield 

(%) 

Cell-free extract  273 422,000 1,550 100 

Heat treatment 106 334,000 3,150 79.1 

DEAE-Toyopearl 30.0 116,000 3,870 27.5 

Butyl-Toyopearl 19.8 29,000 1,470 6.87 

SuperQ-Toyopearl 18.3 29,100 1,590 6.89 
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Fig. 1-3-1 各精製ステップにおける純度の確認 

レーン 1,8：分子質量マーカー 4 µL、 

レーン 2：無細胞抽出液(可溶性画分) 5 µg、 

レーン 3：熱処理 5 µg、レーン 4：DEAE-Toyopearl 5 µg、 

レーン 5：Butyl-Toyopearl 5 µg、レーン 6,7：SuperQ-Toyopearl 5 µg
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Fig. 1-3-2 Tl-AspR の会合状態の推定 

●：分子質量マーカー(29 kDa ; Carbonic anhydrase, 66 kDa ; Albumin, 150 

kDa ; Alcohol dehydrogenase, 200 kDa ; β-Amylase,443 kDa ; Apoferritin) 

○：精製 Tl-LASPO  

 

1-3-3 Tl-AspR 活性に及ぼす温度の影響と熱安定性 

Tl-AspR 活性は反応温度の上昇に伴い増加し、95ºC で最大となり既報の

Picrophilus torridus (60ºC) (Aihara et al., 2016)、B. bifidum NBRC 14252 (45°C) 

(Yamashita et al., 2004)、S. thermophilus (37°C) (Okada et al., 1991)由来の AspR

と比べると最も高い最適活性温度を示した（Fig. 1-3-3A）。アレニウスプロ

ットから活性化エネルギーを算出したところ 51.8 kJ/mol であった（Fig. 

1-3-3B）。0.5 mg/mlの精製酵素(1 mM 2-メルカプトエタノールを含むKPB pH 

7.0 に溶解)は 90ºC の 11 h の熱処理で約 50%の残存活性を示し、19 h の熱処

理後も 25%の活性が残存していた(Fig. 1-3-4)。本酵素の熱安定性は既報の

S. thermophilus の AspR の 50ºC、1 h (Okada et al., 1991)、B. bifidum NBRC 

14252 の AspR の 60ºC、30 min (Yamashita et al., 2004)と比べると最も高い熱

安定性を示すことが明らかとなった。 

y = -3.177 x + 6.519 
R² = 0.983 
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Fig. 1-3-3 Tl-AspR の熱に対する影響 

A : 最適反応温度 B : アレニウスプロット 

 

Fig. 1-3-4 Tl-AspR の 90ºC における熱安定性 
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1-3-4 Tl-AspR 活性に及ぼす pH の影響 

 Tl-AspR は 100 mM HEPES-NaOH, pH 7.5 を用いた時に最大活性を示した

(Fig. 1-3-5A)。Tl-AspR は 0.5 M MES-NaOH を用いた pH 6.0 から 7.0 の間で

最も安定であることが明らかとなった (Fig. 1-3-5B)。これらの pH に対する

特性は、既報の AspR と同様の傾向を示した。(B. bifidum NBRC 14252: 最適

pH 7.0-7.5、安定性 pH 5.5-7.5、S. thermophilus: 最適 pH 8.0、安定性 pH 

6.0-7.0) (Yamashita et al., 2004; Okada et al., 1991)。 

 

Fig. 1-3-5 Tl-AspR 活性に及ぼす pH の影響 

A：最適 pH (反応温度：50ºC) 

●：MES-NaOH, pH 6.0-7.0, ■：HEPES-NaOH, pH 7.0-8.0,  

▲：Tricine-NaOH, pH 7.5-8.5 

 

B：pH 安定性 

●：酢酸緩衝液, pH 4.5-5.5, ■：MES-NaOH, pH 5.5-7.0,  

▲：HEPES-NaOH, pH 7.0-8.0, ○：TAPS-NaOH, pH 8.0-9.0,  

□：CHES-NaOH, pH 9.0-10.0 
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1-3-5 Tl-AspR の基質特異性 

 Tl-AspR は L-システイン酸、L-システインスルフィン酸、L-および D-アス

パラギン酸に対して活性を示し、その他に測定に用いたアミノ酸に対する

活性は検出されなかった（Table 1-3-3）。 

 

 

Table 1-3-3 Tl-AspR の基質特異性 

Substrate Relative activity (%) 

D-Aspartic acid 100 

L-Aspartic acid 56.4±1.9 

L-Cysteinic acid 27.5±4.2 

L-Cysteinesulfinic acid 12.3±3.0 

D-Glutamic acid 0 

D-Asparagine 0 

D-Glutamine 0 

D-Alanine 0 

D-Leucine 0 

D-Valine 0 

D-Proline 0 

D-Serine 0 

D-Threonine 0 

D-Arginine 0 

n=2 
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1-3-6 Tl-AspR の触媒残基の決定 

 推定触媒残基である二つのシステイン残基 (Cys83,Cys194)をアラニンに

置換した変異型酵素 C83A-、C194A-、C83A/C194A-Tl-AspR を野生型酵素と

同様に発現、精製し、SDS-PAGE 上で単一に精製されたことを確認した(Fig. 

1-3-6)。いずれの変異酵素も標準活性測定法の条件下でアスパラギン酸ラセ

マーゼ活性を示さなかった。Tl-AspR の二つのシステイン残基の内、両方に

変異を導入した C83A/C194A-Tl-AspR のみならず、片方のシステイン残基に

のみ変異を導入した C83A-、C194A-Tl-AspR も AspR 活性が見られなくなっ

たことから、Cys83 と Cys194 はそれぞれ Tl-AspR が活性を示すために必須

な残基であることが明らかとなった。 

 

 

Fig. 1-3-6 野生型 Tl-AspR と各変異酵素の純度確認 

レーン 1：分子質量マーカー (4 µL)、レーン 2：野生型 Tl-AspR (2 µg)、 

レーン 3：C83A-Tl-AspR (2 µg)、レーン 4：C194A-Tl-AspR (2 µg)、 

レーン 5：C83A/C194A-Tl-AspR (2 µg) 
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1-3-7 Tl-AspR の活性に及ぼす SH 試薬および金属イオンの影響 

 Tl-AspRは種々の SH試薬によって活性を阻害された(Table 1-3-4)。一方で、

いずれの金属イオンも酵素活性に大きく影響しなかった。また EDTA によ

る酵素活性への影響もなかったことから、本酵素は金属イオンとの相互作

用はしていないと考えられた。 

 

Table 1-3-4 Tl-AspR の活性に及ぼす SH 基試薬と金属イオンの影響 

Inhibitor Relative activity (%) 

None 100 

N-Ethylmaleimide   38±4.5 

5,5’-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid)   65±5.2 

p-Chloromercuribenzoic acid   64±3.0 

Iodoacetic acid     0 

EDTA   93±28 

CaCl
2
 120±17 

CuSO
4
   85±5.5 

MnSO
4
   82±8.2 

MgSO
4
   52±15 

NiSO
4
   69±7.7 

CoSO
4
   64±15 

FeSO
4
   57±30 

n=2 
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1-3-8 Tl-AspR の反応速度論的解析 

 Tl-AspR の L-および D-アスパラギン酸に対する Km、Vmax、kcat、kcat/Kmの

各パラメーターはラインウィーバー・バークプロット(Fig. 1-3-7)から算出し

Table 1-3-5 にまとめた。既報の B. bifidum NBRC 14252 や S. thermophilus 由

来の AspR は L-アスパラギン酸に対する Km が D-アスパラギン酸に対する

Km に比べて高い値を示すのに対し(Yamauchi et al., 2004; Okada et al., 1991)、

Tl-AspR は D-アスパラギン酸に対する Km が L-アスパラギン酸に対する Km

に比べ高い値を示した(D-Asp：136 mM, L-Asp：30.2 mM) (Table 1-3-5)。一方

で P. horikoshii 由来の AspR は Tl-AspR と同様の傾向を示した。D-アスパラ

ギン酸に対する kcat/Km と L-アスパラギン酸に対する kcat/Kmの比として定義

される Keq の値が Tl-AspR において 1.15 と 1 に近い値を示したことから、本

酵素がアスパラギン酸ラセマーゼとしての定義を満たしていることが明ら

かとなった。 

 

Fig. 1-3-7 Lineweaver-Burk plot 

A：D-Asp 基質  

B：L-Asp 基質  
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Table 1-3-5 反応速度論的パラメーター 

Substrate 

K
m

 V
max

 k
cat

 k
cat

/K
m

 

K
eq (D/L)

 

(mM) (μmol/min/mg protein) (sec
-1

) (sec
-1

/mM) 

D-Asp 136±48 (1.41±0.50)×10
4
 (6.10±2.15)×10

5
 (4.51±2.26)×10

4
 

1.15±0.47 

L-Asp 30.2±3.1  (0.28±0.02)×10
4
 (1.18±0.73)×10

5
 (3.92±0.47)×10

4
 

n=3
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1-3-9 Tl-AspR の系統樹解析 

 Tl-AspR 系統樹解析の結果、Tl-AspR と高い配列類似性を示す AspR ホモ

ログは主として Thermococcaceae 科のアーキアと一部のバクテリアに分布

していた(Fig. 1-3-8)。Desulflococcus sp. SY を除くと、Thermococcaceae 科以

外のアーキアには Tl-AspRと類似性を示す AspRホモログが存在していなか

った。 

 系統解析に用いた、Tl-AspR ホモログのアクセッション番号を以下に示し

た。 (生物種： Accession no.) Atribacteria bacterium JGI 0000014-F07 ; 

WP_090599668, Bacillus onubensis ; WP_099363952, Bacillus panaciterrae ; 

WP_028402222, Caldanaerobacter subterraneus subsp. tengcongensis MB4 ; 

AAM24924, Clostridioides difficile ; WP_074429601, Desulfurococcus sp. SY ; 

BAA12209, Mitsuokella jalaludinii ; CUN68645, Natronincola peptidivorans ; 

SET27178, Palaeococcus ferrophilus ; WP_048148292, Palaeococcus pacificus ; 

WP_048165265, Pyrococcus abyssi GE5 ; CAB50281, Pyrococcus furiosus 

COM1 ; AFN03775, Pyrococcus horikoshii OT3 ; BAA29761, Pyrococcus 

kukulkanii ; AMM53874, Pyrococcus sp. NA2 ; AEC52198, Pyrococcus sp. ST04 ; 

AFK22666, Pyrococcus yayanosii CH1 ; AEH24360, Thermococcales archaeon 

44_46 ; KUJ98666, Thermococcus barophilus ; ALM74353, Thermococcus celer ; 

ASI98788, Thermococcus celericrescens ; KUH34700, Thermococcus 

chitonophagus ; ASJ16640, Thermococcus cleftensis ; AFL96228, Thermococcus 

eurythermalis ; AIU70513, Thermococcus gammatolerans EJ3 ; ACS33843, 

Thermococcus gorgonarius ; ASJ01064, Thermococcus guaymasensis DSM 

11113 ; AJC72529, Thermococcus kodakarensis KOD1 ; BAD84693, 

Thermococcus litoralis DSM 5473 ; LC034559, Thermococcus nautili ; 

AHL22184, Thermococcus onnurineus NA1 ; ACJ16156, Thermococcus 

pacificus ; ASJ07222, Thermococcus paralvinellae ; AHF79793, Thermococcus 

peptonophilus ; AMQ17994, Thermococcus piezophilus ; ANF23362, 

Thermococcus profundus ; ASJ02930, Thermococcus radiotolerans ; ASJ14052, 

Thermococcus sibiricus MM 739 ; ACS89608, Thermococcus siculi ; ASJ09202, 

Thermococcus sp. 2319x1 ; ALV62187, Thermococcus sp. 4557 ; AEK72226, 
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Thermococcus sp. 5-4 ; ASA77493, Thermococcus sp. AM4 ; EEB73200, 

Thermococcus sp. EP1 ; KPU62705, Thermococcus sp. EXT12c ; WP_099210848, 

Thermococcus sp. P6 ; ASJ10697, Thermococcus sp. PK ; WP_042698886, 

Thermococcus thioreducens ; KQH83191, Thermococcus zilligii ; WP_010480338, 
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Fig. 1-3-8 Tl-AspR の系統樹解析
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1-4 考察 

 

 本研究において、T. litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸ラセマーゼホモ

ログ遺伝子の遺伝子産物(Tl-AspR)がアスパラギン酸ラセマーゼ活性を有し

ていることを明らかにした。精製 Tl-AspR の機能解析の結果、本酵素は高

い熱安定性を示し、既報の AspR の中では最も高い最適反応温度を示した。

このような温度に対する特性は T. litoralis DSM 5473 の高い生育温度と関連

していると考えられた。本酵素は精製過程において Toyopearl Butyl-650M カ

ラムクロマトグラフィーの後に比活性が減少したことから、硫酸アンモニ

ウム存在下での Tl-AspRと Toyopearl Butyl-650Mの間の疎水的相互作用によ

る失活がおこっているのではないかと考えられた。 

 AspR を含めた、グルタミン酸ラセマーゼ、プロリンラセマーゼといった

PLP 非依存的なアミノ酸ラセマーゼには触媒残基として二つの Cys 残基が

関与していることが報告されている(Ohtaki et al., 2008; Zhang et al., 2011)。

これらの二つの Cys残基は基質のアミノ酸の Cα-Hからの脱プロトン化と再

プロトン化を触媒している(Fig. 1-4-1)。 

Fig. 1-4-1 Tl-AspR の推定反応機構   (R：アスパラギン酸側鎖) 
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Tl-AspR の一次構造中にはこれらの Cys 残基に対応する Cys83、Cys194

の二つの Cys 残基が存在している。この Cys83 と Cys194 をアラニンに置換

した変異酵素(C83A, C194A, C83A/C194A)はいずれも AspR 活性を示さなか

った。また Tl-AspR は種々の SH 試薬によって阻害されることや、Tl-AspR

には PLP 依存型アミノ酸ラセマーゼに特有の Lys 残基の ε 位のアミノ基と

PLP の間の結合によって形成されるシッフ塩基に起因する 420 nm 付近の吸

収が見られなかったことから、Tl-AspR は PLP 非依存型のアスパラギン酸ラ

セマーゼであることが示され、Cys83 と Cys194 の二つのシステイン残基が

酵素活性に必要な触媒残基であると考えられた。近縁の Pyrococcus 

horikoshii OT3 には 2 つの aspr ホモログ遺伝子(PH0670, PH1733)が存在し、

これまでにこれらの遺伝子産物について X 線結晶構造解析が行われている

(Liu et al., 2002, Kita et al., 2008)。しかしながらその酵素科学的な性質につい

ては未解明である。これらの遺伝子産物と Tl-AspR との間の一次構造の類

似性はそれぞれ 68.0%、30.5%であった。この内、類似性の高い PH0670 の

立体構造(PDB: 1JFL)をもとに MODELLER (Webb and Sali, 2014)を用いて

Tl-AspR の推定三次構造モデルを構築した(Fig. 1-4-2)。Tl-AspR のモデル構

造から、Tl-AspR の Cys83 と Cys194 が活性中心の触媒残基として配置され

ていることが推定された。 

Fig. 1-4-2 Tl-AspR の推定三次構造モデル 

左：Tl-AspR の推定三次構造(全体) 

右：Tl-AspR の推定三次構造(青色表示：Cys83,Cys194) 
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 また、Pyrococcus horikoshii OT3 の二つの aspr ホモログ遺伝子の内、

PH1733 の一次構造中には、Cys 残基が一つしか存在してないことから、両

ホモログ遺伝子のうち PH0670 にしかアスパラギン酸ラセマーゼ活性が見

られないと考えられる。 

 T. litoralis DSM 5473 の細胞内のアミノ酸分析の結果、いくつかの D-アミ

ノ酸が細胞内に存在していることが明らかとなった。興味深いことに T. 

litoralis DSM 5473 の細胞内には高濃度の D-アスパラギン酸が存在している

ことが明らかとなった。同様に Desulflococcus sp. SY、Pyrococcus sp. O-II、

Thermococcus sp. KS-1 といった他の超高熱アーキアの細胞内にも D-アスパ

ラギン酸が存在することが明らかとなっているが、バクテリアにおいては

このような報告はない。また、Tl-AspR の系統樹解析の結果から、Tl-AspR

ホモログがアーキアにおいて主に Desulflococcus 属、Pyrococcus 属、

Thermococcus 属に分布していることが明らかとなった。 

Tl-AspR の D-Asp に対する Km の値が L-Asp に対する Km の 5 倍も高いこと

や、T. litoralis DSM 5473 細胞内に D-Asp が高濃度で存在していたことを合

わせて考えると、Tl-AspR は T. litoralis DSM 5473 の生体内において、L-ア

スパラギン酸から D-アスパラギン酸を生合成するのに中心的な役割を担う

酵素であると考えられる。また、T. litoralis DSM 5473 の細胞内には D-アス

パラギン酸以外にも D-アラニンや D-セリン、D-バリンといった D-アミノ酸

が存在していることが明らかとなった。しかしながら、Tl-AspR はアスパラ

ギン酸、システイン酸、システインスルフィン酸にのみ作用し、これらの

D-アミノ酸を基質としなかった。以上のことから、Tl-AspR はこれらの D-

アミノ酸の生合成には寄与していないと考えられ、T. litoralis DSM 5473 に

は Tl-AspR の他にも、これらの D-アミノ酸の生合成に関わるアミノ酸ラセ

マーゼや D-アミノ酸アミノ基転移酵素のような酵素が存在すると考えられ

る。 
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第二章 

Thermococcus litoralis DSM 5473 由来の 

L-アスパラギン酸オキシダーゼの酵素科学的性質の解明 

 

要約 

 本研究では Thermococcus litoralis DSM 5473 の L-アスパラギン酸オキシダ

ーゼ(LASPO)のホモログ遺伝子(Tl-laspo) (accession no. : OCC_06611)を PCR

で増幅し、pET21b ベクターにクローニング後、発現用宿主 Escherichia coli 

BL21 (DE3)に導入することで発現系を構築した。発現培養の結果、Tl-laspo

を E. coli BL21 (DE3)の可溶性画分に発現させることに成功した。その遺伝

子産物(Tl-LASPO)は in vitro の FAD 存在下で L-アスパラギン酸オキシダー

ゼ活性を示し、本研究によって Thermococcus 属で初めてその詳細な性質に

ついて明らかとした。 

Tl-LASPO と既報の Pyrococcus horikoshii OT3 の L-アスパラギン酸オキシ

ダーゼの一次構造の類似性は約 65%であった。Tl-LASPO は 52 kDa のサブ

ユニット分子質量をもつホモトリマーであった。本酵素は、75ºC までの温

度範囲で反応温度の上昇に伴い活性が上昇した。本酵素は、pH 4.5～10.5 の

間で活性を示し pH 8.0 で最大活性を示した。本酵素は 80ºC、1 時間の熱処

理においても失活が見られなかった。反応速度論的な解析の結果、本酵素

は 70ºC において最も高い kcat/Km を示した。本酵素は L-アスパラギン酸に対

し高い基質性を示し、それ以外の標準アミノ酸に対しては反応しなかった。

嫌気条件下において本酵素は FAD に加えて、フマル酸、2,6-ジクロロイン

ドフェノール(DCIP)、フェリシアン化カリウムを補因子とした。Tl-LASPO

のホロ酵素の吸収スペクトルを測定したところ、補酵素 FAD に起因する、

380 nm と 450 nm に極大吸収が見られた。FAD-Tl-LASPO 複合体における

FAD の解離定数(Kd)を算出したところ、5.9×10-9 M であった。 

 

2-1 緒言 

 一般に超好熱アーキア由来の酵素は高い安定性と幅広い温度での活性を

示すことから、幅広い分野において産業利用されている。 
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 アミノ酸オキシダーゼは FAD を補酵素としてアミノ酸を酸化的に分解し

2-オキソ酸とアンモニアと過酸化水素を生じる反応を触媒する酵素で、幅広

い生物種のアミノ酸代謝において重要な酵素である。加えて、アミノ酸オ

キシダーゼの触媒するアミノ酸の酸化還元反応はバイオセンサーや酵素定

量法などに利用可能であることから、応用面での有用性も期待される。こ

れまでに、基質特異性の違いに基づき、いくつかの種類のアミノ酸オキシ

ダーゼについて報告されている。 

D-アミノ酸オキシダーゼ(DAO、EC 1.2.3.3)は D-アミノ酸に作用しこれま

でに Rhodotorula gracilis (Pilone et al., 1989), Arthrobacter protophormia 

(Geueke et al., 2007), Rubrobacter xylanophilus (Takahashi et al., 2014)をはじめ

とした様々な生物種の酵素について報告されている。D-アスパラギン酸オ

キシダーゼ(DDO, EC 1.4.3.1)は D-アスパラギン酸に特異的に作用し、ヒト、

ウシ、タコ由来の酵素について報告されており、細胞内の D-アスパラギン

酸濃度を調節する機能が明らかとなっている(Schell et al., 1997)。L-アミノ酸

オキシダーゼ(LAAO, EC 1.4.3.2)は L-アラニン、L-アルギニン、L-リジン、

L-ヒスチジン、L-ロイシンなど幅広い L-アミノ酸に対して作用する酵素とし

て、Crotalus adamanteus (Wellner and Meister, 1960), Rhizoctonia solani (Hahn et 

al., 2017), Pseudomonas sp. AIU 813 (Isobe et al., 2012) 由来の酵素が報告され

ている。LAAO は蛇毒由来の酵素が最もよく研究されており(Mot et al., 2017, 

Stabeli et al., 2004; Braga et al., 2008; Vargas et al., 2013)、キングコブラ由来の

LAAO は抗菌活性を示すことが明らかとなっている。L-グルタミン酸に作用

する L-グルタミン酸オキシダーゼ(LGOX、EC 1.4.3.11)は、特に Streptomyces 

endus や Streptomyces violascens をはじめとした Streptomyces 属から単離され

ている(Bohmer et al., 1989)。LGOX は Streptomyces 属のグルタミン酸代謝に

関わる主要な酵素であると考えられる。 

本研究で対象とする L-アスパラギン酸オキシダーゼ(LASPO, EC 1.4.3.16)

は主に L-アスパラギン酸に対して作用し、これまでに Arabidopsis thaliana 

(Katoh et al., 2006)、Escherichia coli (Flachmann et al., 1988)、Sulfolobus tokodaii 

(Bifulco et al., 2013)などから報告されている。LASPO の生理的な機能として

は、NAD＋の生合成経路の最初の反応を触媒することが報告されている。し
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かしながら、LASPO については他の DDO、DAO、LAAO、LGOX に比べる

と報告例が少ないのが現状である。 

 T. litoralis DSM 5473 ゲノム中には L-アスパラギン酸代謝に関わる酵素の

ホモログとして第一章で報告したアスパラギン酸ラセマーゼの他に L-アス

パラギン酸オキシダーゼ、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、L-

アスパラギナーゼ、アスパラギン合成酵素、アデノシルコハク酸合成酵素

のホモログ遺伝子が保存されているが、Thermococcus 属におけるこれらの

酵素の機能については、これまでに報告されていない。中でも、L-アスパラ

ギン酸オキシダーゼのホモログ遺伝子(OCC_06611：Tl-laspo)の遺伝子産物

(Tl-LASPO)は、L-アスパラギン酸からオキサロ酢酸を生じる、L-アスパラギ

ン酸代謝経路の主要な酵素の一つであると予想され、加えて耐熱性 LASPO

として L-アスパラギン酸定量への有用性が期待される。そこで、本研究で

は Tl-laspo をクローニングし、大腸菌を用いた発現系を構築し、その遺伝子

産物の詳細な酵素科学的な性質について明らかにすることを目的としてい

る。 
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2-2 実験材料および方法 

 

2-2-1 実験材料と使用菌株 

 特に記載しない限り、前章と同様の試薬会社から適当な純度の試薬を購

入し実験に用いた。本実験で使用した宿主大腸菌の遺伝子型について Table 

2-2-1 に示した。 

 

 

Table 2-2-1 本研究で用いた大腸菌宿主の遺伝子型 

Strain Genotype 

Escherichia coli NovaBlue 
endA1 hsdR17(r

k12

-
m

k12

+
) supE44 thi-1 recA1 gryA96 

relA1 lac F’[proA
+
B

+  
lacI

q 
ZΔM15::Tn10] (Tet

R
) 

Escherichia coli BL21 (DE3) 
F－ ompT hsdSB(rB

－ mB
－) gal(λcI 857 ind1 Sam7 

nin5 lacUV5-T7gene1) dcm(DE3) 

 

 

2-2-2 L-アスパラギン酸オキシダーゼホモログ遺伝子 (Tl-laspo)のクローニ

ングおよび発現系の構築 

 T. litoralis DSM 5473の培養とゲノムDNAの抽出は前章に記載の方法で行

った。PCR による LASPO のホモログ遺伝子(Tl-laspo)の増幅は、以下に示す

プライマーペアーを用いた (Tl-laspo N: TGTTCGGGTAGACATATGACA, 

Tl-laspo C: CTCGAGTAACATACACCTCCC)。PCR は 25 µL の反応系中に

1×buffer for KOD-plus-ver.2、0.2 mM dNTP、1.5 mM MgSO4、15 pmol 各プラ

イマー、KOD-plus-ver.2 (1 U)の濃度になるように各試薬を加えて、ポリメラ

ーゼの活性化；94ºC、2 min、変性；98ºC、30 sec、アニーリング；55ºC、

30 sec、伸長反応；68ºC、90 sec の条件で行った。PCR 以降の実験操作は、

前章と同様に行い、発現用コンストラクト pET21b-Tl-laspo を構築し、発現

用宿主 E. coli BL21(DE3)を形質転換した。 
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2-2-3 発現タンパク質(Tl-LASPO)の精製 

 pET21b-Tl-laspo を導入した発現用宿主 E. coli BL21(DE3)の形質転換体を

500 mL 容坂口フラスコに調製した 250 mL の LB-amp 培地で 37ºC、16 時間

発現培養させた。培養液後の培地を 14,500×g, 15 min 遠心分離し菌体を回収

した。培養液 1 L 分の菌体に 20 mM のイミダゾールと 300 mM の NaCl を含

む 50 mM KPB, pH 7.0 (以下、緩衝液 A とする)を 30 mL 加えて再懸濁した。

菌体懸濁液を 50 mL 容コニカルチューブに移し氷水中で超音波破砕機

(UD-201、トミー精工)を用いて超音波破砕した(output,6; duty cycle, 30%)。

破砕後の液を遠沈管に移し 14,500×g, 4ºC, 20 min 遠心分離した。上清を 500 

mL 容三角フラスコに移し 80ºC の温水中で穏やかに振盪した。15 min の熱

処理後の液を遠沈管に移し、同様の条件で遠心分離し沈殿を除去し、上清

を粗酵素液とした。得られた粗酵素液を緩衝液 A で平衡化した Ni-NTA ア

ガロースカラム(ϕ 1.5×2.8 cm)にアプライした。50 mM のイミダゾール、300 

mM NaCl を含む KPB, pH 7.0 をカラムに流し未吸着タンパク質を洗い流し

た後、15 mL の 250 mM イミダゾール、300 mM NaCl を含む 50 mM KPB, pH 

7.0 を流し吸着タンパク質を溶出した。精製酵素は 50 mM KPB, pH 7,0 に対

して透析(1 L×3 回)した後-80ºC で保存した。 

 

2-2-4 標準活性測定法 

 LASPOの活性測定は 70ºCで行い、3 mLの反応液中に 50 mM KPB, pH 7.0、

50 µM FAD、2 mM フェノール、0.4 mM 4-アミノアンチピリン(4-AA)、30 mM 

L-アスパラギン酸、9.6 U 西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ(HRP;和光純薬)、

酵素溶液が含まれるように反応系を調製した。反応は酵素溶液を添加する

ことで開始し、過酸化水素とフェノール、4-AA が HRP によって反応するこ

とで生じるキノンイミン色素の 500 nm における吸光度変化を分光光度計

(日本分光)で測定した。事前に 70ºCにおける HRPの安定性について検討し、

70ºC、30 分以内の熱処理では、HRP 活性への影響がないことを確認した。

1 U の活性は 70ºC で一分間に 1 µmol のキノンイミン色素を生成する酵素量

とした。各 pH の緩衝液中でのキノンイミン色素のモル吸光係数 (ε500; 

M-1cm-1)として H2O2 標準液を用いて算出した値を Table 2-2-2 にまとめた。 
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Table 2-2-2 各 pH におけるキノンイミン色素のモル吸光係数 

Buffer pH ε500 (M-1cm-1) 

Bis-Tris 6.0 7,420 

 6.5 7,440 

KPB 6.5 7,520 

 7.0 7,600 

 7.5 7,260 

 8.0 7,340 

Tricine-NaOH 8.0 7,300 

 8.5 8,000 

 9.0 8,580 

 

2-2-5 Tl-LASPO 活性に及ぼす温度と pH の影響 

 前述の標準活性測定法の反応温度および、緩衝液の pH をそれぞれ変える

ことで、Tl-LASPO 活性の温度と pH による影響を調べた。反応温度は 30、

35、40、45、50、55、60、65、70ºC で行った。pH の影響について調べる

ために、酢酸緩衝液(pH 4.5, 5.0, 5.5)、Bis-Tris (pH 5.5, 6.0, 6.5)、KPB (pH 6.5, 

7.0, 7.5, 8.0)、Trcine-NaOH (pH 8.0 ,8.5, 9.0)、ホウ酸緩衝液(pH 8.0, 8.5, 9.0)、

グリシン緩衝液(pH 9.0, 10.0, 10.5)を使用した。 

 

2-2-6 pH および熱に対する安定性 

 Tl-LASPO の pH 処理、熱処理後の残存活性を標準活性測定法で測定する

ことで Tl-LASPO の安定性を調べた。pH 処理は、20 mM KPB (pH 7.0)に溶

解した 0.6 mg/mL Tl-LASPO 100 µL に対して、等量の 250 mM の各 pH 緩衝

液を加えて 4ºC で 72 h 静置して行った。各 pH の緩衝液には酢酸緩衝液(pH 

4.0, 4.5, 5.0 5.5)、Bis-Tris 緩衝液(pH 5.5, 6.0, 6,5)、KPB (pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0)、

Tricine-NaOH (pH 8.0, 8.5, 9.0)、Glycine-NaOH (pH 9.0, 9.5, 10.5)を用いた。熱

処理は、20 mM KPB (pH 7.0)に溶解した Tl-LASPO を 90ºC、85ºC、80ºC、

70ºC のそれぞれの温度で 0、10、20、30、40、50、60 min 行い残存活性を

測定した。 
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2-2-7 Tl-LASPO の基質特異性 

 本酵素の基質特異性について検討するため、L-アラニン、L-アルギニン、

L-アスパラギン、L-システイン、L-システイン酸、L-システインスルフィン

酸、L-グルタミン、L-グルタミン酸、L-ヒスチジン、L-イソロイシン、L-ロ

イシン、L-リジン、L-メチオニン、L-フェニルアラニン、L-プロリン、L-セ

リン、L-スレオニン、L-トリプトファン、L-チロシン、L-バリン、グリシン、

D-アスパラギン、D-アスパラギン酸、L-グルタミン酸を L-アスパラギン酸の

代わりに基質に用いて反応を行い活性を測定した。L-チロシンを除く各種ア

ミノ酸は、スタンダードアッセイの反応系の L-アスパラギン酸の代わりに、

終濃度が 30 mM になるように添加しその他の条件は標準活性測定法で活性

を測定した(L-チロシンの終濃度：5 mM)。 

 

2-2-8 Tl-LASPO の電子受容体の特異性 

 本酵素の電子受容体の特異性はフマル酸、DCIP、フェリシアン酸を電子

受容体として用いることで確認した。酵素活性は 99.9%の純アルゴンガスを

用いて嫌気雰囲気化にした嫌気グローブボックス (As one) 内で嫌気的に

70ºC の条件下で反応を行い測定した。反応系(0.3 mL)の組成として、50 mM 

KPB, pH 7.0、50 µM FAD、30 mM L-アスパラギン酸、Tl-LASPO (28 µg)とな

るように試薬を混合し、そこに各電子受容体を加えることで反応を開始し

た。フマル酸、DCIP、フェリシアン化カリウムをそれぞれ電子受容体とし

た場合の反応条件および活性測定法を以下の a)、b)、c)に示した。 

 

a) フマル酸を電子受容体としたアッセイは、反応系中のフマル酸濃度が 30 

mM になるように添加し、0、4、6、8 min 反応させた後、50 µL の 60%(w/w)

過塩素酸を反応系に添加することで反応を停止させた。活性は生成物であ

るアンモニアとネスラー試薬の反応によって生じる 412 nm の吸光度変化か

ら測定した。アンモニア標準液として、0、1.5、3.0、4.5、6.0 mM の(NH4)2SO4

を用いて検量線を作成した。 
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b) DCIP を電子受容体とした酵素活性の測定は反応系中の DCIP 濃度が 42 

µM になるように添加し、0、4、6、8 min 反応させた後、50 µL の 10%(w/v) 

SDS を反応系に添加することで反応を停止させた。酵素活性は DCIP の還元

に伴う 600 nm の吸光度の減少から、モル吸光係数 ε600 = 17,970 M-1cm-1 を用

いて算出した。 

 

c) フェリシアン化カリウムを電子受容体としたアッセイは反応液中のフェ

リシアン化カリウム濃度が 1 mM になるように加えて 0、4、6、8 min 反応

させた後、50 µL の 10% (w/v) SDS を反応系に添加することで反応を停止さ

せた。酵素活性はフェリシアン化カリウムの還元に伴う 420 nm の吸光度の

減少から、モル吸光係数 ε420 = 790 M-1cm-1 を用いて算出した。 

 

2-2-9 Tl-LASPO の反応速度論的解析 

 反応速度論的解析は、37ºC、50ºC、60ºC、70ºC の反応温度で、5、10、

15、30、60 mM の基質濃度で Tl-LASPO 活性を測定し行った。各反応温度

における反応速度論的パラメーター(Km, Vmax, kcat)は、活性測定の結果を基

にラインウィーバー・バークプロットから算出した。(Lineweaver and Burk, 

1934) 

 

2-2-10 Tl-LASPO のサブユニット分子質量と会合状態の推定 

 Tl-LASPO のサブユニットの分子質量は SDS-PAGE により決定した。分離

ゲルには 12%T および 10%T アクリルアミドゲルを使用した。50 µL の精製

酵素と等量の 2×サンプル緩衝液(125 mM Tris-HCl, pH 6.8, 4% (w/v) SDS, 

10% (w/v)スクロース, 0.01% ブロモフェノールブルー)を混合し 100ºC、5 

min 処理したものをサンプルとして用いた。 

Tl-LASPO の会合状態については、ゲル濾過カラムクロマトグラフィーを用

いて測定し、標準タンパク質を用いて作成した検量線から算出した。標準

タンパク質としては、アポフェリチン(660 kDa)、β-アミラーゼ(200 kDa)、

アルブミン(66 kDa)、炭酸脱水酵素(29 kDa)、チトクローム C (12.4 kDa)を用

いた。標準タンパク質溶液は各標準タンパク質の濃度が 1.0 mg/mL になる
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ように 0.1 mL の 50 mM KPB, pH 7.0 に溶解して調製した。300 mM NaCl を

含む 50 mM KPB, pH 7.0 平衡化した Superdex 200 カラム(ϕ10×300 cm, 

GE-healthcare)に 100 µLのサンプルをアプライし 0.5 mL/minの流速で同緩衝

液を流すことで溶出した。先に標準タンパク質溶液を分析し、各標準タン

パク質の移動度と分子質量の対数をプロットした検量線を作成し、 2.0 

mg/mL に濃縮した Tl-LASPO の分析を同様の条件で行い、その移動度から

分子質量を算出した。移動度の計算には第一章の式(1-1)を用いた。 

 

2-2-11 Tl-LASPO のホロ酵素およびアポ酵素の吸収スペクトル解析 

 アポ酵素は約 10 mg の Tl-LASPO のホロ酵素を 3 M KBr と 0.05%活性炭素

を含む 50 mM KPB (pH 7.0), 500 mL に対して 4ºC,72 h 透析することで調製

した。このとき透析外液は 24 h ごとに交換した。透析後の酵素液は 50 mM 

KPB (pH 7.0)で平衡化した PD-10 カラム(GE-healthcare)を用いて脱塩し、吸

収スペクトルの測定に使用した。ホロ酵素とアポ酵素それぞれの酵素液は

50 mM KPB (pH 7.0)を用いて 1.4 mg/mLのタンパク質濃度になるように調製

し、日本分光の分光光度計(JASCO V-550)を用いて吸収スペクトルを測定し

た。 

 

2-2-12 Tl-LASPO の FAD の解離定数の決定 

 Tl-LASPO の FAD の解離定数(Kd)は、FAD とアポ酵素の結合によって生じ

る FAD の蛍光消光を測定し算出した。FAD 由来の蛍光は日立 F-2500 蛍光

光度計(日立ハイテクノロジー)を用いて 25ºCで 10×10×45 mmのセルを使用

した、励起波長 450 nm (スリット幅：10 nm)、蛍光波長 522.5 nm (スリット

幅：20 nm)の条件で測定した。測定に用いるサンプルは酵素濃度が 7.0 µM

になるように 50 mM KPB, pH 7.0 を用いてアポ酵素を希釈し、そこへ 0-24.5 

µM になるように 50 µM FAD のストック水溶液を添加することで調製した。

Kd の値は、Arroyo らの方法に基づいて、以下に示す式(2-1)から算出した

(Arroyo et al., 2007)。 
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1/(1 − 𝑎)=1/Kd ([L0]/𝑎 − [E0]).      (2-1) 

 

𝑎 : FAD 結合部位の飽和度、Kd：解離定数、[L0]：総 FAD 濃度、[E0]：総酵

素濃度 

 

2-2-13 Tl-LASPO の保存中に生じる未知タンパク質の MALDI-TOF-MS 解

析 

 SDS-PAGE によって分離したポリアクリルアミドゲル上のタンパク質の

バンドを約 1 mm×1 mm の小片として切り出し、1.5 mL 容マイクロチューブ

に回収した。回収したゲル片を In-Gel Digestion kit (Thermo Fisher Scientific)

を用いて処理することで、ゲル片からのタンパク質の回収、トリプシン消

化を行った。トリプシン消化後のサンプルは Zip Tip C18 (Millipore)を用いて

脱塩し、0.5 µL の脱塩したサンプルと等量のマトリクス溶液と混合し

MALDI ターゲットプレートにアプライした。マトリクス溶液は 1.0 mg/mL

になるように 2,5-ジヒドロキシ安息香酸を 40% (v/v)アセトニトリル、0.06% 

(v/v)トリフルオロ酢酸を含む超純水で溶解することで調製した。プレート

上の分析サンプルが乾いたら AXIMA-CFR-plus MALDI-TOF-MS (島津製作

所)を用いて、リフレクションポジティブイオンモードで質量分析した。質

量分析の結果得られたデータを MASCOT (Matrix science)で解析し、トリプ

シン消化によって生じたペプチド断片とデータベース上のタンパク質のペ

プチド断片を比較することでタンパク質サンプルの同定をした。 

 

2-2-14 Tl-LASPO の保存中の遊離チオール基濃度変化のジチオビス(2-ニト

ロ安息香酸)を用いた定量 

 2 mL の 50 mM KPB, pH 7.0 に溶解した精製 Tl-LASPO を、各 pH の緩衝液

(50 mM Bis-Tris, pH 6.0, 50 mM KPB, pH 7.0, 8.0, Gly-NaOH, pH 9.0)で平衡化

した PD-10 カラム(GE healthcare)を用いて置換し、緩衝液交換後の各 pH の

酵素液を 4ºC で保存した。168 h 後の酵素液の遊離のチオール基をジチオビ

ス (2-ニトロ安息香酸 ) (DTNB)を用いて定量した (Patsoukis and Georgiou, 
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2004)。1.5 mL 容マイクロチューブに 30 µL の各 pH の酵素液サンプルと 60 

µL の 500 mM NaPB (pH 8.0)、60 µL の 25 mM EDTA、24 µL の 10 mM DTNB

を混合し、25ºC、40 min 反応させた後、反応液の 412 nm における吸光度を

測定した。チオール基の標準物質として還元型グルタチオンを 0、5、10、

20、40 µM を調製し、同様の測定を行い、検量線を作成した。 

 

2-2-15 Tl-LASPO ホモログ遺伝子の系統樹解析 

 Tl-LASPO ホモログの分布について明らかとするために、BLAST プラグ

ラムを用いて LASPO としてデータバンクに登録されている 71 種の一次構

造情報に基づき第一章の系統樹解析と同様の方法を用いてアライメントを

作成、系統樹解析を行った。 
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2-3 結果 

 

2-3-1 Tl-laspo 遺伝子のクローニングと系統樹解析 

 T. litoralis DSM 5473 のゲノムをテンプレートに Tl-laspo 遺伝子増幅用に

設計した Tl-laspo N、Tl-laspo C プライマーを用いて PCR を行い、アガロー

ス電気泳動で確認したところ、目的の 1,398 bp 付近に増幅産物のバンドが

確認された(Fig. 2-3-1)。 

 

Fig. 2-3-1 PCR 産物のアガロース電気泳動 

レーン 1,6：マーカー 

レーン 2, 3, 4, 5：PCR 産物 

 

得られた PCR 産物をアガロースゲルから切り出しゲル抽出した後、

pT7Blue-T ベクターにライゲーションしサブクローニングした後、DNA シ

ーケンスによって配列を確認した。DNA シークエンス解析の結果から、

Tl-laspo 遺伝子が 1,398 bp から構成され、465 アミノ酸残基をコードしてい

ることが示された。T. litoralis DSM 5473 ゲノム上の Tl-laspo 遺伝子の下流
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にはキノリン酸合成酵素(EC 2.5.1.72)やニコチン酸ヌクレオチドピロホス

ホリラーゼ(EC 2.4.2.19)のホモログ遺伝子が保存されており、上流には機能

未知の推定タンパク質がコードされていた。Tl-LASPO のアミノ酸配列は既

報の LASPO との類似性を示し、各 LASPO との類似性は以下に示す通りで

あった(Pyrococcus horikoshii OT3; 65%, Sulfolobus tokodaii 7; 38%, Bacillus 

subtilis 168; 35%, Escherichia coli K-12; 34%)。Tl-LASPO の一次構造中には

FAD との結合に重要だと推定されるアミノ酸残基 (Ala12, Gln43, Gly45, 

Glu331, Leu348)が高度に保存されていた(Fig. 2-3-2)。 

 Tl-LAPSO の系統樹解析の結果、10 網に分類されるアーキアのうち

Thermococci、Thermoprotei、Halobacteria の 3 網の特に、Thermococcaceae、

Sulfolobaceae、Halobacteriaceae のそれぞれの科に所属する、Thermococcus

属、Pyrococcus 属、Sulfolobus 属、Halobacteria 属において Tl-LASPO のホモ

ログ遺伝子が存在していることが示された(Fig. 2-3-3)。バクテリアにおいて

は、Escherichia coli、Bacillus subtilis、Pseudomonas putida 由来の LASPO に

ついて報告されているが、主として Aquificaceae 属において Tl-LASPO ホモ

ログ遺伝子が存在している結果となった。 
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Fig. 2-3-2 Tl-LASPO と既報の LASPO とのアライメント解析 

＊FAD 結合部位と推定されるアミノ酸残基
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Fig. 2-3-3 Tl-LASPO の系統解析 
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青色表示：LASPO ホモログ 

赤色表示：フマル酸レダクターゼホモログ 

 

系統解析に用いた各種のホモログ遺伝子の推定一次構造のアクセッショ

ン No.を以下にまとめる。(生物種名：Accession No.) Aquifex aeolicus VF5：

AAC06932、Candidatus Methanoperedens sp. BLZ1：KPQ41658、Halalkalicoccus 

paucihalophilus：KYH26718、Haloarcula amylolytica JCM 13557：EMA20236、

Haloarcula japonica DSM 6131：EMA28687、Halococcus salifodinae：EMA49854、

Halococcus thailandensis JCM 13552：EMA50543、Haloferax volcanii DS2：

ADE03658 、 Halogeometricum borinquense DSM 11551 ： ADQ66598 、

Halomicrobium mukohataei DSM 12286：ACV47611、Halopiger salifodinae：

SEW21219、Halorubrum tebenquichense DSM 14210：ELZ40236、Halovenus 

aranensis： SDJ44082 、 Hydrogenobacter thermophilus TK-6 ： BAI68789、

Hydrogenobaculum sp. Y04AAS1： ACG57280、 Methanobacterium lacus ：

ADZ08296、Methanocaldococcus infernus ME：ADG13203、Methanoculleus sp. 

MAB1：CVK31361、Methanolacinia petrolearia DSM 11571：ADN37392、

Methanothermococcus okinawensis IH1：AEH06252、Methanotorris igneus Kol 

5：AEF95579、Natronomonas pharaonis DSM 2160：CAI49299、Natronorubrum 

sediminis：SEH16664、Palaeococcus ferrophilus：WP_048149971、Palaeococcus 

pacificus DY20341：AIF68566、Pyrococcus abyssi：WP_048147208、Pyrococcus 

furiosus DSM 3638：AAL82100、Pyrococcus horikoshii OT3：BAA29083 、

Pyrococcus kukulkanii：AMM54247、Pyrococcus sp. NA2：AEC51452、Pyrococcus 

sp. ST04：AFK21679、Pyrococcus yayanosii CH1：AEH25409、Sulfolobus 

acidocaldarius SUSAZ：AHC50960、Sulfolobus islandicus Y.G.57.14：ACP45480、

Sulfolobus met al.licus：WP_054839231、Sulfolobus solfataricus 98/2：AKA74220、

Sulfolobus tokodaii 7 ： BAK54476、 Thermococcus barossii：ASJ03836、

Thermococcus celer：ASI98302、Thermococcus celericrescens：KUH32063、

Thermococcus chitonophagus：ASJ15662、Thermococcus cleftensis：AFL95005、

Thermococcus eurythermalis：AIU68991、Thermococcus gammatolerans EJ3：

ACS33122、Thermococcus gorgonarius：ASJ01095、Thermococcus guaymasensis 
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DSM 11113：AJC71951、Thermococcus kodakarensis KOD1：BAD84486、

Thermococcus litoralis DSM 5473：EHR78939、Thermococcus nautili：AHL22922、

Thermococcus onnurineus NA1：ACJ17376、Thermococcus pacificus：ASJ06406、

Thermococcus peptonophilus：AMQ18168、Thermococcus piezophilus：ANF22655、

Thermococcus profundus：ASJ03423、Thermococcus radiotolerans：ASJ15399、

Thermococcus sibiricus MM 739：ACS89124、Thermococcus siculi：ASJ08395、

Thermococcus sp. 2319x1：ALV63936、Thermococcus sp. 4557：AEK73068、

Thermococcus sp. 5-4：ASA76763、Thermococcus sp. AM4：EEB74599、

Thermococcus sp. EP1：KPU63813、Thermococcus sp. PK：WP_083965087、

Thermococcus thioreducens：ASJ11607、Thermococcus zilligii：WP_010478909、

Thermocrinis albus：WP_041434046、Thermocrinis minervae：SHK43562、

Thermocrinis sp. GBS：WP_029551840、Thermoproteus sp. CP80：WP_081226661、

Vulcanisaeta distributa DSM 14429：ADN49891。 
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2-3-2 Tl-laspo 遺伝子の発現と精製 

本研究において、pET21b-Tl-laspo が導入された E. coli BL21 (DE3)の可溶

性画分に Tl-LASPO を発現させることに成功した。SDS-PAGE で確認したと

ころ約 60%のタンパク質が可溶性画分に発現していた。pET21b-Tl-laspo が

導入された E. coli BL21 (DE3)から抽出した粗酵素液を、熱処理および

Ni-NTA アフィニティカラムクロマトグラフィー、ハイドロキシアパタイト

カラムクロマトグラフィーを用いて精製することで、単一に精製された酵

素標品が得られた(Fig. 2-3-4A)。また、培養液 1 L 分の粗酵素液から約 20 mg

の Tl-LASPO が得られた。精製酵素の比活性は、3.86 U/mg であった。ゲル

濾過カラムクロマトグラフィーの結果、Tl-LASPO は約 140 kDa の位置に溶

出した(Fig. 2-3-4C)。SDS-PAGE の結果から、Tl-LASPO のサブユニット分子

質量は約 52 kDa であったことから、Tl-LASPO はホモトリマーであること

が明らかとなった。 

本研究の過程で、精製 Tl-LASPO を 4ºC、96 h 以上保存すると SDS-PAGE

において 52 kDa のバンドに加えて、100 kDa に相当する位置に新たにバン

ドが出現することを見出した(Fig. 2-3-4A)。しかしながら、保存している間

の比活性の変化はほとんど確認されなかった。MALDI-TOF-MS を用いた解

析によって 52 kDa のバンドと、100 kDa のバンドのタンパク質はそれぞれ

Tl-LASPO の単鎖のポリペプチド鎖であることが同定された(Table 2-3-1)。

Tl-LASPO の保存中の pH の影響について検討したところ、pH 6.0~pH 9.0 の

範囲において pH が酸性になるにつれて、100 kDa に出現するバンドの強度

が高くなることが明らかとなった(Fig. 2-3-4B)。加えて各 pH で保存した酵

素の遊離のチオール基を定量した結果、pH の低下とともに遊離のチオール

基の減少が見られた{pH, チオール基濃度(µM)：pH 6.0, 3.9±1.1, pH 7.0, 8.6

±2.0, pH 8.0, 14.8±3.1, pH 9.0, 16.0±0.9}。以上の結果から、100 kDa のバン

ドとして検出されるタンパク質は、Tl-LASPO の 2 分子間でジスルフィド結

合を介した会合体ではないかと考えられた。 
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Fig. 2-3-4 SDS-PAGE 解析及び会合状態の推定 

 

A：精製 Tl-LASPO の保存による影響  

レーン 1 保存 0 h 精製 Tl-LASPO 5 µg、 

レーン 3 保存 192 h 精製 Tl-LASPO 5 µg、 

レーン 2,4 分子質量マーカー(4 µL)  
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B：Tl-LASPO の保存時の pH の影響 

レーン 1 分子質量マーカー(4 µL)  

レーン 2~5 各 pH 緩衝液中で保存した精製 Tl-LASPO 5 µg(レーン 2：pH 6.0、 

レーン 3：pH 7.0、レーン 4：pH 8.0、レーン 5：pH 9.0) 

 

C：会合状態の推定 

●：分子質量マーカー (12.4 kDa ; Cytochrome c, 29 kDa ; Carbonic 

anhydrase, 66 kDa ; Albumin, 200 kDa ; β-Amylase,443 kDa ; Apoferritin) 

○：精製 Tl-LASPO
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Table 2-3-1 MALDI-TOF-MS 解析による SDS-PAGE 上のバンドの同定結果 

Mass value Position 

The band of 52 kDa The band of 100 kDa 

Sequence 

(monomeric 

Tl-LASPO)    

Observed mass 

value 
M.C. 

Observed mass 

value 
M.C. 

3103.30 83-110 3101.56 0 n.d. 
 

SSEAYDFLLSLSLTFEGNEIEGGHSFPR  

3032.39 152-179 n.d. 
 

n.d. 
 

CYGVFLNGEFLNFDATVLATGGYTALFK  

2190.45 199-218 n.d. 
 

2189.50 0 GVLASDLEFVQFHPTGFIGR  

2188.45 37-57 2188.63 0 2188.05 0 TNSYLAQAGVALPILEGDSIR  

1966.18 281-297 1965.64 0 1965.12 0 FPQIYSFLVGEGINPER  

1923.19 180-198 1922.63 0 n.d. 
 

YTAGSPLNLGTLTGDAIMK  

1888.99 325-342 1888.56 0 1888.11 0 NLYAIGEAANNGFHGANR  

1874.18 343-360 n.d. 
 

n.d. 
 

LASNSLLECIVSGLEVAR 

1794.10 298-314 1793.71 0 1793.30 0 DLIPVTPIAHYSIGGLK  

1756.02 132-148 1755.69 0 1755.29 0 ELGVHFIDGIASSIGIK  

1724.07 4-22 1723.77 0 1723.34 0 IGIIGDGIAGLTAAIGLAK  

1637.82 69-82 1637.64 0 1637.26 0 YLSDEEVVWAVISK  
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1428.45 376-388 1418.59 0 1418.28 0 DTTQEPGDIESVK  

1369.51 267-278 1369.63 0 n.d. 
 

VYLDATGIENFK  

1116.22 400-409 1116.60 0 1116.32 0 SENNLIEGLK  

976.08 243-250 976.55 0 976.30 0 FVSELEPR  

963.12 24-32 963.55 0 n.d. 
 

GFEVTLIGK  

957.06 444-450 957.47 0 957.21 0 EDYPFMR 

945.15 426-434 945.56 0 n.d. 
 

GILECALAR  

940.07 58-65 940.57 0 940.33 0 SHVLDTIR 

929.97 235-242 930.51 0 930.27 0 LVNENGER 

829.91 456-462 830.48 0 830.26 0 HSIFNGR  

827.93 315-320 828.48 0 828.27 0 VDLYYR  

801.84 369-375 802.47 0 802.24 0 GENVEVR  

772.90 223-229 773.51 0 773.30 0 LVSEAVR  

759.81 414-419 760.46 0 n.d. 
 

VEIDER  

606.75 111-115 n.d. 
 

608.18 0 VFTIK  

n.d.：not detected  MC: number of miss cleavages 
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2-3-3 酵素活性に及ぼす温度及び pH の影響 

 Tl-LASPOは 30-70ºCの範囲で反応温度の上昇に伴い、活性が上昇した(Fig. 

2-3-5A)。また、本酵素は pH 6.0-9.0 の範囲いおいて 50 mM KPB, pH 8.0 を用

いた時に最大活性を示した(Fig. 2-3-6A)。Tl-LASPO は 80ºC 以下の温度にお

いて、一時間以内の熱処理による失活が見られず安定に活性を保持するこ

とが明らかとなった(Fig. 2-3-5B)。また、85ºC、一時間の熱処理後も約 70%

の活性が残存しており、90ºC、85ºCにおける活性半減期はそれぞれ約 46 min、

170 min と算出された。このような Tl-LASPO の高い熱安定性は、既報の好

熱菌由来の酵素とよく似た傾向を示した(Sulfolobus tokodaii ; 80ºC 以下で安

定、Pyrococcus horikoshii ; 80ºC で高い安定性) (Sakuraba et al., 2008, Sakuraba 

et al., 2002)。また、Tl-LASPO は pH 5.5-10.5 の間で高い安定性を示した(Fig. 

2-3-6B)。 

Fig. 2-3-5 Tl-LASPO 活性に及ぼす温度の影響 

A：Tl-LASPO 活性に及ぼす反応温度の影響 

B：熱安定性  ●：90ºC ■：85ºC ▲：80ºC ○：75ºC 
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Fig. 2-3-6 Tl-LASPO 活性に及ぼす pH の影響 

A：最適 pH 

●：Bis-Tris (pH 6.0, 6.5) ■：KPB (pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0)  

▲：Tricine-NaOH (pH 8.0, 8.5, 9.0) 

 

B：pH 安定性 

●：酢酸-酢酸ナトリウム(pH 4.0, 4.5, 5.0, 5.5)  

■：Bis-Tris (pH 5.5, 6.0, 6.5) ▲：KPB (pH 6.5, 7.0, 7.5, 8.0)  

〇：Tris-HCl (pH 8.0, 8.5, 9.0) □：ホウ酸-NaOH (pH 9.0, 9.5, 10.0, 10.5) 

 

2-3-4 Tl-LASPO の質特異性の検討 

 Tl-LASPOは L-アスパラギン酸以外の標準アミノ酸に対する活性を示さず、

一方で非標準アミノ酸である、L-システイン酸、L-システインスルフィン酸

に対して弱い活性を示した(L-Aspに対する相対活性：L-システイン酸 4.02%、

L-システインスルフィン酸 1.09%)。Tl-LASPO と比較すると、既報の LASPO

では Sulfolobus tokodaii 7 由来の酵素が L-アスパラギン酸の他に L-アスパラ

ギンにも活性を示すこと(Bifulco et al., 2013)や、Pseudomonas putida ATCC 
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47054 の酵素が L-アスパラギン、L-グルタミンにも活性を示す(Leese et al., 

2013)など基質特異性が低いことが示された(Table 2-3-2)。 

 

Table 2-3-2 Tl-LASPO の基質特異性 

Substrate 

Specific 

activity 

 (U/mg) 
 

Substrate 

Specific 

activity  

(U/mg) 

L-Aspartic acid 3.69±0.19  L-Proline 0 

D-Aspartic acid 0  L-Serine 0 

L-Cysteinic acid 0.15±0.01  L-Threonine 0 

L-Cysteinesulfinic acid 0.04±0.00  L-Methionine 0 

L-Asparagine 0  L-Cysteine 0 

D-Asparagine 0  L-Histidine 0 

L-Glutamic acid 0  L-Arginine 0 

D-Glutamic acid 0  L-Lysine 0 

L-Glutamine 0  L-Phenylalanine 0 

L-Alanine 0  L-Tryptophan 0 

L-Valine 0  L-Tyrosine 0 

L-Leucine 0  Glycine 0 

L-Isoleucine 0    

n=3



63 

2-3-5 Tl-LASPO の電子受容体の特異性 

 Tl-LASPO は嫌気条件において、フマル酸や DCIP、フェリシアン化カリ

ウムを補因子とすることが明らかとなった。それぞれに対する比活性は、

0.96±0.02、3.7±0.6、15.7±1.2 U/mg であった。 

 

2-3-6 Tl-LASPO の反応速度論的解析 

 Tl-LASPO の反応速度論的パラメーターを Table 2-3-3 にまとめた。本酵素

の L-アスパラギン酸に対する Km の値は、反応温度の上昇に伴い減少し、一

方で kcat の値は増加することが明らかとなった。触媒効率を表す kcat/Km の値

は、実験した温度範囲において 70ºC で最大となった。Tl-LASPO の 37ºC に

おける Km の値は既報の S. tokodaii 7 由来の酵素の Km の値(13.3 mM, 37ºC, 

pH 8.0) (Bifulco et al., 2013) に比べて高い値を示していた。以上のことから、

S. tokodaii 7の LASPOと比べると Tl-LASPOは低温条件における L-アスパラ

ギン酸との親和性が低いことが示された。 

 

Table 2-3-3 Tl-LASPO の各反応温度における反応速度論的パラメーター 

Temperature K
m

 for L-Asp V
max

 k
cat, L-Asp

 k
cat

/K
m

 

(C) (mM) (μmol/min/mg) (s
-1

) (mM
-1

・s
-1

) 

37 21.1±5.0  0.82±0.19  0.70±0.16  0.03±0.01  

50 14.4±1.7 1.89±0.22  1.61±0.18  0.11±0.02  

60 10.2±3.1 2.97±0.90 2.53±0.77  0.25±0.08  

70   7.5±1.4 5.00±0.90 4.26±0.77  0.57±0.15 

n=3 
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2-3-7 Tl-LASPO の吸収スペクトル解析と FAD の解離定数 

 FAD とアポ型 Tl-LASPO は強く結合していたため、3 M KBr のみで処理し

た場合は FAD の解離がみられなかった。そこで 3 M KBr に加えて、活性炭

素を透析外液に添加することでアポ型の Tl-LASPO の調製に成功した。ホロ

型の Tl-LASPO の吸収スペクトルでは、380 nm と 450 nm に極大吸収を示し

たのに対してアポ酵素ではこれらのピークが確認されなかった(Fig. 2-3-7)。

アポ型 Tl-LASPO と FAD の結合実験の結果 Tl-LASPO は１サブユニット当

たり 1 分子の FAD の添加を境に、蛍光強度の挙動に変化が見られた(Fig. 

2-3-8)。上記の結果からホロ酵素の吸収スペクトルが FAD に由来する特徴を

示し、Tl-LASPO はサブユニット 1 分子あたり 1 分子の FAD が結合してい

ることが明らかとなった。また、FAD-Tl-LASPO 間の FAD の解離定数(Kd)

は 5.6×10-9 M と算出された。 

 

Fig. 2-3-7 Tl-LASPO のアポ酵素とホロ酵素の吸収スペクトル解析 

ホロ酵素 (1.4 mg/mL, in KPB, pH 7.0) 

アポ酵素 (1.4 mg/mL, in KPB, pH 7.0) 
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Fig. 2-3-8 FAD-Tl-LASPO の結合係数の決定 
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2-4 考察  

 

 本研究において、T. litoralis DSM 5473 ゲノム上の L-アスパラギン酸オキ

シダーゼホモログ遺伝子 (OCC_06611: Tl-laspo)のクローニングと E. coli 

BL21(DE3)の可溶性画分に発現させることに成功し、また、その遺伝子産物

が in vitro で L-アスパラギン酸オキシダーゼ活性を有することを示した。ま

た、本研究は Thermococcus 属由来の L-アスパラギン酸オキシダーゼとして

初の報告となった。 

Tl-LASPO ホモログの系統解析の結果、Tl-LASPO と高い類似性を示す

LASPO ホモログは、数種の限られたアーキアの綱と一部の好熱性のバクテ

リアに分布しており、他にも、一部のアーキア由来のフマル酸レダクター

ゼホモログとの類似性も見られた(Fig. 2-3-3)。このように、LASPO ホモロ

グはフマル酸レダクターゼホモログにも類似性を示し、LASPO としての機

能予測が難しいことが、他のアミノ酸オキシダーゼに比べて、バクテリア

における LASPO の報告例が少ない理由のひとつではないかと考えられた。 

 Tl-LASPO は、52 kDa のサブユニットを構成単位とするホモトリマーであ

った。これまでに報告されている LASPO は P. horikoshii OT3 由来の酵素が

ホモトリマーである(Sakuraba et al., 2002)以外は、S. tokodaii 7 由来のものも

含めて多くが単量体であると報告されている(Seifert et al., 1990, Marinoni et 

al., 2008, Bifulco et al., 2013)。このことから、Thremococcales 目由来の LASPO

と Sulfolobus 目由来の LASPO では酵素の耐熱性に関わる機構が異なると考

えられた。 

 精製 Tl-LASPO を 4ºC で 96 h 以上保存した後、SDS-PAGE によって分析

すると、アクリルアミドゲルの約 100 kDa に相当する位置に新たにバンドが

出現した(Fig. 2-3-4B)。この 100 kDa の分子質量は Tl-LASPO のサブユニッ

トの 52 kDa の約 2 倍であったため、この 100 kDa のタンパク質は、2 つの

Tl-LASPO のポリペプチド鎖に起因している可能性が考えられた。この仮説

は、精製 Tl-LASPO 保存時の pH に依存的して生じる SDS-PAGE で確認され

るバンド強度の増加と、Tl-LASPO 遊離のチオール基の総量が減少している

ことからも支持された。システイン残基のチオール基の pKa の値は一般的



67 

には 6.16 であり、アルカリ側の pH でチオール基のプロトンが解離する。

このため、酸性側の pH において Tl-LASPO の二つのポリペプチド鎖中の二

つのシステイン残基間でジスルフィド結合が形成されやすかったのではな

いかと考えられる。この現象は、Tl-LASPO でのみ観察され、他の超好熱ア

ーキア由来の酵素では報告されていない。Tl-LASPO の一次構造中には 4 つ

のシステイン残基 (Cys152, Cys351, Cys430, Cys463) が存在している。一方

で P. horikoshii 由来の LASPO には 2 つのシステイン残基が、S. tokodaii 7 由

来の LASPO には 1 つのシステイン残基しか存在しておらず、Tl-LASPO は

いずれの超好熱アーキア由来の酵素よりもシステイン残基が多く存在して

いる。このことは Tl-LASPO だけが保存中にポリペプチド鎖間でジスルフィ

ド結合を形成する要因の一つである可能性が考えられた。 

 Tl-LASPOは L-アスパラギン酸に対して基質特異性が高いにもかかわらず、

L-システイン酸、L-システインスルフィン酸に対しても活性を示した。この

ような基質特異性の特徴は第一章の Tl-AspR の基質特異性との合致がみら

れた。T. litoralis DSM 5473 のゲノム情報に基づくと Tl-AspR によって D-ア

スパラギン酸から生じる L-アスパラギン酸は Tl-LASPO によってオキサロ

酢酸へ変換されるのではないかと考えられる。オキサロ酢酸は L-アスパラ

ギン酸がアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼによって変換される場

合も生成するが、興味深いことに T. litoralis DSM 5473 のゲノム上にはアス

パラギン酸アミノトランスフェラーゼとアノテーションされている遺伝子

が 5 つも存在している(OCC_05516, OCC_03517, OCC_11879, OCC_08839, 

OCC_10965)。しかしながら、これらのアスパラギン酸アミノトランスフェ

ラーゼについての報告はこれまでに一つもない。アスパラギン酸アミノト

ランスフェラーゼを除くと、T. litoralis DSM 5473 のゲノム上にはオキサロ

酢酸代謝に関わる酵素と推定される遺伝子としてピルビン酸カルボキシラ

ーゼサブユニット B (EC 6.4.4.1, OCC_09596) やオキサロ酢酸デカルボキシ

ラーゼサブユニット β (EC 4.1.1.3, OCC_03162) が存在しているが、いずれ

も成熟型酵素の部分的なサブユニットしかコードされていないと考えられ、

これらの遺伝子産物は生体内で機能していない可能性が考えられた (Fig. 

2-4-1)。
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Fig. 2-4-1 Thermococcus litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸周辺の代謝

経路に存在するホモログ遺伝子 

 

 

Tl-LASPO と Tl-AspR の基質特異性の類似性から判断すると、D-システイ

ン酸、D-システインスルフィン酸についても生体内において D-アスパラギ

ン酸と同様の代謝経路でスルホピルビン酸、β-スルフィニルピルビン酸にそ

れぞれ変換されている可能性が考えられた。また、既報の LASPO が L-アス

パラギンや L-グルタミン酸に対して活性を示したのに比べて、Tl-LASPO は

これらの標準アミノ酸に対する活性を示さなかった。このような高い基質

特異性は、生体試料中の L-アスパラギン酸からオキサロ酢酸への特異的な

変換や、L-アスパラギン酸の定量法といった応用面での利用に有用な性質で

あると考えられた。 
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Tl-LASPO は 3 M KBr と 0.05% 活性炭素を用いた処理によってアポ化さ

れたことから、Tl-LASPO と FAD は非共有結合での結合をしていることが

明らかとなった。既報の LASPO では、B. subtilis と E. coli 由来の LASPO

と FAD の解離定数はそれぞれ、4.5 µM、3.4 µM と報告されている(Marinoni 

et al., 2008; Seifert et al., 1990)。バクテリア由来の LASPO が µM オーダーの

解離定数を示したのに対し、Tl-LASPO は nM オーダーの解離定数を示した

ことから、Tl-LASPO と FAD との結合はバクテリア由来の LASPO に比べて

強いことが明らかとなった。また、P. horikoshii OT-3 や S. tokodaii 7 のアー

キア由来の LASPO は FAD とアポ化が困難な程強く結合していることが報

告されており(Sakuraba et al., 2002; Bifulco et al., 2013)、Tl-LASPO を含め超

好熱アーキア由来の酵素は FAD とより強く結合していることが明らかとな

った。 

Tl-LASPOは嫌気条件で in vitroにおいて P. horikoshii OT-3と同様にフマル

酸、DCIP、フェリシアン化カリウムを補因子として利用可能であった。こ

れらの活性は Tl-LASPO の好気条件での酵素活性と同程度の値となった。T. 

litoralis DSM 5473 は偏性嫌気性であり嫌気条件下でしか生育できないこと

から、生体内において Tl-LASPO はフマル酸を補因子として用いていると考

えられた。T. litoralis DSM 5473 のゲノム上には、アデニロコハク酸合成酵

素  (EC 6.3.4.4; OCC_02397) とアデニロコハク酸リアーゼ  (EC 4.3.2.2; 

OCC_01109) と推定される遺伝子がコードされており、生体内のフマル酸は

L-アスパラギン酸からこれらの経路を経て生産されている可能性が考えら

れた (Fig. 2-4-1)。興味深いことに、T. litoralis DSM 5473 のゲノム上には、

クエン酸回路上の遺伝子としてフマル酸ヒドラターゼのサブユニット α と

推定される遺伝子(OCC_11212)を除きほとんどの遺伝子が保存されていな

かった。 

 既報の原核生物由来の LASPO の研究では NAD+の de novo 合成における

初発の反応としての役割が注目されている。T. litoralis DSM 5473 のゲノム

上にもこれらの代謝経路に関わるホモログ遺伝子が存在しており、

Tl-LASPO もまた NAD+生合成に関与している可能性が考えられたが、詳細

は更なる研究が必要であると考える。 
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第三章 

耐熱性酵素を用いた新規 D-および L-アスパラギン酸 

定量法の開発 

 

要約 

 これまでに第一章、第二章で機能解析を行った Tl-AspR と Tl-LASPO がい

ずれも高い安定性と基質特異性を有していることを見出した。これらの性

質は、定量用酵素として用いるのに有用であると考えられたので、第三章

ではこれらの耐熱性酵素を用いて新規 D-,L-アスパラギン酸酵素定量法を開

発した。試料中の L-アスパラギン酸濃度の測定は、Tl-LASPO と西洋ワサビ

由来ペルオキシダーゼ(HRP)の共役反応を利用して定量した。また、総アス

パラギン酸の定量は Tl-AspR、Tl-LASPO、HRP の三つの酵素をカップリン

グさせることで行った。標準 D,L-アスパラギン酸溶液を用いて L-アスパラ

ギン酸、総アスパラギン酸の検量線を作成した結果、いずれの検量線も 0 - 

600 µM の範囲で直線性が得られた。本法を用いて、様々な D-アスパラギン

酸含量(%)の D,L-アスパラギン酸溶液の D-および L-アスパラギン酸を定量

した結果、D-アスパラギン酸含量(%)の低い試料の定量法としても有効であ

った。本法は生体試料や食品サンプルのような L-アスパラギン酸を豊富に

含むサンプルに対しても有効であると考えられたため、食品サンプルのモ

デルとして、日本酒試料と黒酢試料を用いて本酵素法と高速液体クロマト

グラフィー法(HPLC 法)を比較した。日本酒、黒酢いずれのサンプルも酵素

法を用いた定量値と HPLC 法を用いた定量値は同程度の値を示した。以上

の結果から本酵素法は生体試料や食品試料中の D-,L-アスパラギン酸分析に

有用なツールとなることが明らかとなった。 

 

3-1 緒言 

 L-アミノ酸は生体内に豊富に存在し、様々な生理機能を持ち、結合態とし

てはタンパク質の構成要素として主に機能しているが、前章までに述べた

とおり、近年の研究によって、その鏡像異性体である D-アミノ酸も生体内

に存在し、様々な生理的機能を持つことが明らかとなってきている。生体
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内の D-アミノ酸は体内でアミノ酸ラセマーゼなどの酵素によって生合成さ

れる(Gogami et al., 2009, Matsui et al., 2009, Oikawa et al., 2006)ほか、食品中

の D-アミノ酸を摂取することによって体外から取り込まれると考えられる

(Morikawa et al., 2007, Nagata, et al., 1994)。当研究室では、これまでに様々な

食品中、特に日本酒やワインなどの発酵食品中に豊富に D-アミノ酸が含ま

れていることを明らかにしている(Gogami et al., 2011, Kato et al., 2011)。また、

当研究室では、日本酒中に含まれる D-アラニン、D-アスパラギン酸、D-グ

ルタミン酸が日本酒の味質の向上に寄与することを明らかにしており、他

にも D-アスパラギン酸には、肌の老化抑制効果を示すことが明らかとなっ

ているなど、食品中の D-アミノ酸の機能性が注目されている(Okada et al., 

2013) (芦田 他, 2011)。 

一般に D-及び L-アミノ酸の定量法としては、試料中のアミノ酸を蛍光ジ

アステレオマー誘導体化して高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いて

分析する HPLC 法と、試料中の測定対象とするアミノ酸に特異的に作用す

る酵素を用いて定量する酵素法が主に利用されている。HPLC 法では、最少

検出感度が約 0.1 µM と低く高感度な分析が可能であるが、食品サンプルの

ような mM オーダーで多種類のアミノ酸を含むサンプル中の D-及び L-アミ

ノ酸の分析には、数十～数百倍もの高い倍率で試料を希釈する必要があり、

段階的な希釈操作による系統誤差が大きくなるという欠点がある。一方、

酵素法では、最少検出感度は低いが試料中の数十 µM から数百 µM のアミノ

酸を希釈することなく定量することができ、食品中の D-及び L-アミノ酸の

分析には、この点で酵素法は HPLC 法より優れている。また、酵素法は、

HPLC 法に比べて高額な分析装置が不要であり、操作が簡便なことも大きな

利点である。これまでにいくつかのアミノ酸について酵素法を用いた定量

法が報告されているが(Kusakabe et al., 1984, Sugawara et al., 2014) AspR と

LASPOを用いた D-及び L-アスパラギン酸の酵素定量法については報告例が

ない。 

第一章、第二章において、超好熱アーキア Thermococcus litoralis DSM 5473

の Tl-AspRと Tl-LASPOがいずれもアスパラギン酸に対する高い基質特異性

と熱に対する高い安定性を有することを明らかにした。これらの耐熱性酵
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素は、反応や保存中に熱による変性や失活の影響を受けにくく、また反応

温度の適応範囲も広いことから、保存性の高い定量用酵素試薬として有用

であると考えられた。そこで本研究では、これらの耐熱性 2 酵素(Tl-AspR

及び Tl-LASPO)を用いた D-及び L-アスパラギン酸の新規酵素定量法を開発

することを目的とした(Fig. 3-1-1)。 

 

 

 

Fig. 3-1-1 D-及び L-アスパラギン酸定量の反応スキーム
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3-2 実験材料および方法 

 

3-2-1 実験材料 

Tl-AspR と Tl-LASPO はそれぞれ第一章及び第二章で述べた方法に従い調

製した。D-アスパラギン酸及び L-アスパラギン酸はナカライテスク株式会

社から購入した。西洋ワサビ由来ペルオキシダーゼ (HRP、製品番号

169-10791、100 U/mg)、4-アミノアンチピリンは和光純薬工業株式会社から

購入した。N-エチル-N-(2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル)-3-メトキシアニリ

ン (TOOS)、N-エチル-N-(2-ヒドロキシ-3-スルホプロピル)-3,5-ジメチルアニ

リン(MAOS)は株式会社同仁化学研究所から購入した。その他の試薬は前章

までの試薬と同様に適切な純度の試薬を各会社から購入した。 

 

3-2-2 Tl-AspR と Tl-LASPO を用いた D-及び L-アスパラギン酸の定量 

まず、反応に必要な試薬として、250 mM リン酸カリウム緩衝液（KPB）

pH 7.0、0.25 mM FAD、8.0 mM フェノール、1.0 mM 4-アミノアンチピリン

を含む水溶液を調製し混合液 A とした。次に試料(50 µL)をマイクロチュー

ブ(Greiner Bio-One、製品番号 616201、1.5 mL 容)に入れ、混合液 A(50 µL)、

脱イオン水(130 µL)を加えて十分撹拌した。マイクロチューブの蓋をしっか

りと閉じ、ドライサーモユニット(タイテック株式会社・DTU-1B)を用いて

70ºCで 5 min、プレインキュベートした。L-アスパラギン酸の測定の場合は、

プレインキュベート後、50 mM KPB, pH 7.0 に溶解した 1.6 mg/mL (0.8 U) 

HRP (5 µL)及び 10.2 mg/mL Tl-LASPO (0.6 U、15 µL)をそれぞれ反応液に添

加し、マイクロチューブの蓋をしっかりと閉じ、ドライサーモユニットを

用いて 70ºC でインキュベートすることで反応を開始した。30 min 後、マイ

クロチューブを氷上で冷却し、反応液の 515 nm における吸光度を、紫外可

視分光光度計（日本分光, JASCO V-630）を用いて測定した(Abs[Sample(L-Asp)])。

ブランクは、試料の代わりに等量の脱イオン水を用いて反応液を調製した

もの、Tl-LASPO の代わりに等量の 20 mM KPB pH 7.0 を用いて反応液を調

製したもの及び HRP の代わりに等量の 20 mM KPB pH 7.0 を用いて反応液

を調製したものをそれぞれ試料と同様に反応させた後、吸光度を測定し、
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Abs[-Sample(L-Asp)]、Abs[-Tl-LASPO(L-Asp)]、Abs[-HRP(L-Asp)]とした。Abs[Sample(L-Asp)]から

ブランクの中で、最も値の大きい Abs[-Tl-LASPO(L-Asp)] を差し引いた値

{ Abs[Sample(L-Asp)]－Abs[-Tl-LASPO(L-Asp)]}を Abs[L-Asp]とした。試料中の L-アスパラ

ギン酸濃度(L-Asp[o])は、試料として標準 L-アスパラギン酸水溶液(0, 100, 

200, 400, 600 µM)を用いて横軸に L-Asp[o] (µM)、縦軸に Abs[L-Asp]をとり作成

した検量線を用いて算出した。測定は少なくとも 3 回繰り返し行った。 

試料中の D-アスパラギン酸濃度は、試料中の D-アスパラギン酸を Tl-AspR 

で等量の L-アスパラギン酸に変換後上記の方法で L-アスパラギン酸濃度

(L-Asp[t])の測定を行い、L-Asp[t]から L-Asp[o]を差し引くことにより算出し

た。L-Asp[t]の測定は、上記 L-アスパラギン酸濃度の定量と同様に調製した

混合液 A のプレインキュベート後、50 mM KPB pH 7.0 に溶解した 1.6 

mg/mL (0.8 U) HRP (5 µL)、10.2 mg/mL Tl-LASPO (0.6 U、15 µL)をそれぞれ

添加した後、さらに 50 mM KPB, pH 7.0 に溶解した 7.5 µg/mL Tl-AspR (2.2 U、

20 µL)を加えてマイクロチューブの蓋をしっかりと閉じ、ドライサーモユニ

ットを用いて 70ºC でインキュベートし反応を開始した。30 min 後、マイク

ロチューブを氷上で冷却し反応を停止後、反応液の 515 nm における吸光度

を測定した(Abs[Sample(D-Asp + L-Asp)])。ブランクは、試料の代わりに等量の脱イ

オン水を用いて反応液を調製したもの、Tl-LASPO の代わりに等量の 20 mM 

KPB, pH 7.0 を用いて反応液を調製したもの及び HRP の代わりに等量の 20 

mM KPB, pH 7.0 を用いて反応液を調製したものを試料と同様に反応させた

後それぞれの吸光度を測定し、Abs[-Sample(D-Asp + L-Asp)]、Abs[-Tl-LASPO(D-Asp + L-Asp)]、

Abs[-HRP(D-Asp + L-Asp)]とした。Abs[Sample(D-Asp + L-Asp)]からブランクの中で、最も値

の大きい Abs[-Tl-LASPO(D-Asp + L-Asp)]を差し引いた値{ Abs[Sample(D-Asp + L-Asp)]－

Abs[-Tl-LASPO(D-Asp + L-Asp)]}を Abs[D-Asp + L-Asp]とした。試料中の L-Asp[t]は、試料

として標準 D-アスパラギン酸水溶液(0, 100, 200, 400, 600 µM)を用いて測定

を行い、横軸に L-Asp[t]、縦軸に Abs[D-Asp + L-Asp]をとり作成した検量線を用

いて算出した。測定は少なくとも 3 回繰り返し行った。 
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3-2-3 高速液体クロマトグラフィー法を用いた D-及び L-アスパラギン酸の

定量 

高速液体クロマトグラフィー(HPLC)を用いた試料中の D-及び L-アスパラ

ギン酸の定量は、既報の方法に従い行った(Gogami et al., 2011)。試料として

標準 DL-アスパラギン酸水溶液(1, 2, 5, 10, 15 µM)を用いて横軸に標準 DL-ア

スパラギン酸濃度、縦軸にエリア面積をとり作成した検量線を用いて算出

した。測定は少なくとも 3 回繰り返し行った。 

 

3-2-4 D-アスパラギン酸定量に及ぼす L-アスパラギン酸の影響 

 一般に、生体試料や食品サンプル中の D-アスパラギン酸は L-アスパラギ

ン酸に比べ含有量が著しく少なく、総アスパラギン酸含有量に対する D-ア

スパラギン酸含有量の DL 比(D/[D+L]%)は著しく低くなる。そこで、DL 比

(D/[D+L]%)の低いサンプル中の D-アスパラギン酸が本酵素法で定量できる

ことを確認するため、D-アスパラギン酸含量が 50%以下の 100 µM D,L-アス

パラギン酸溶液(DL 比(D/[D+L]%) = 5, 10, 25, 50)をそれぞれ調製し、上記 2

の酵素法を用いてこれらの溶液中の D-及び L-アスパラギン酸を定量した。 

 

3-2-5 反応系に用いるトリンダー試薬の検討 

 本酵素定量法では、Fig. 3-1-1 に示す原理に基づき Tl-AspR と Tl-LASPO

の共役反応により生成する過酸化水素を、HRP の存在下で 4-アミノアンチ

ピリンとフェノールと反応させ、生成する酸化的縮合物の吸光度を測定す

ることにより D-及び L-アスパラギン酸を定量する。この過酸化水素、4-ア

ミノアンチピリン、フェノールと HRP との反応は、トリンダー(Trinder)に

よって開発され、トリンダー反応と呼ばれる(Trinder, 1969)。また、トリン

ダー反応におけるフェノールなどの水素供与体はトリンダー試薬と呼ばれ

る。一般に、トリンダー反応で生成する酸化的縮合物の検出波長や検出感

度は、トリンダー試薬の種類を変えることにより変化することが知られて

いる。そこで上記 2 の酵素法の反応系に用いるトリンダー試薬を検討する

ため、8.0 mM フェノールの代わりに 4.0 mM N-エチル-N-(2-ヒドロキシ-3-

スルホプロピル)-3-メトキシアニリン (TOOS)または 8.0 mM N-エチル-N-(2-



76 

ヒドロキシ-3-スルホプロピル)-3,5-ジメチルアニリン(MAOS)を用いてそれ

ぞれ 45ºC および 70ºC で反応を行い、それぞれ 550 nm または 630 nm にお

ける吸光度変化を経時的に測定した。検量線作成には、標準 L-アスパラギ

ン酸(0, 15, 50, 125, 250 µM)水溶液及び標準 D-アスパラギン酸(0, 15, 50, 125, 

250 µM)水溶液を用いてフェノール用いた場合と同様に反応を行い L-Asp[o]

及び L-Asp[t]の定量用の検量線を作成した。測定は少なくとも 3 回繰り返し

行った。 

 

3-2-6 食品試料中の D-及び L-アスパラギン酸の定量 

Tl-AspR及び Tl-LASPOを用いた D-及び L-アスパラギン酸の新規酵素定量

法の有効性を確認するため、モデル食品分析試料として当研究室で保有し

ている日本酒(試料番号：0204)1 試料と黒酢(試料番号：004)1 試料を用いて、

前述の酵素法と HPLC 法を用いてそれぞれの試料中の D-及び L-アスパラギ

ン酸の定量を行い、両測定法の分析結果を比較した。 
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3-3 結果 

 

3-3-1 Tl-AspR と Tl-LASPO を用いた D-及び L-アスパラギン酸の定量 

Tl-AspR及び Tl-LASPOを用いた D-及び L-アスパラギン酸の新規酵素定量

法の最適反応時間を検討するため、標準反応条件として設定した 70ºC, pH 

7.0 の条件で、D-及び L-アスパラギン酸それぞれを基質とした時の経時的な

吸光度変化を測定した。その結果、D-アスパラギン酸、L-アスパラギン酸い

ずれを基質とした場合でも 20 分で A515 が一定となり、70ºC で 20 分以上反

応すれば反応が終了していた(Fig. 3-3-1)。そこで D-及び L-アスパラギン酸

標準液を試料として本酵素法による L-アスパラギン酸と D-アスパラギン酸

定量のための L-Asp[o]及び L-Asp[t]の検量線をそれぞれ作成したところ、い

ずれの検量線も 0-600 µM の範囲で直線性が得られた (Fig. 3-3-2A, Fig. 

3-3-2B)。 

 

 

 

 

Fig. 3-3-1 D-,L-アスパラギン酸定量法の反応時間の影響 
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Fig. 3-3-2 酵素定量法に用いる L-Asp[o]、L-Asp[t]の検量線 

 

A：L-Asp 検量線 

(L-Asp 濃度：0, 100, 200, 400, 600 µM) 

 

B：D-,L-Asp 検量線 

(DL-Asp 濃度：0, 100, 200, 400, 600 µM) 
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3-3-2 D-アスパラギン酸定量に及ぼす L-アスパラギン酸の影響 

 D-,L-体の混合比が異なる 100 µM D-,L-アスパラギン酸溶液の酵素法を用

いた D-及び L-アスパラギン酸定量の結果を Table 3-3-1 に示した。本酵素法

は、5%までの D-アスパラギン酸含量のサンプル中の D-,L-アスパラギン酸

の定量が可能であった。 

 

 

Table 3-3-1 D-アスパラギン酸含量の違いによる定量値への影響 

Theoretical values in standard 

solutions 
Experimental values (µM)  

D-Asp (µM) L-Asp (µM) D/(D+L)% L-Asp[t] L-Asp[o] D-Asp 

5.0 95.0 5.0 98.5±1.3 95.3±1.0  3.2±1.7 

10.0 90.0 10.0 94.9±0.6 86.8±6.3  8.1±6.3 

25.0 75.0 25.0 96.7±0.8 75.0±1.8 21.7±1.9 

50.0 50.0 50.0 95.4±0.8 50.0±1.5 45.4±1.7 

n=3 
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3-3-3 反応に用いるトリンダー試薬の影響 

本酵素法の反応系に用いるトリンダー試薬としてフェノールの代わりに

TOOS と MAOS を用いて、L-アスパラギン酸と D-アスパラギン酸定量のた

めの L-Asp[o]及び L-Asp[t]の検量線をそれぞれ作成したところ、70ºC、pH 7.0

の条件下では TOOS、MAOS いずれの試薬を用いた場合もアスパラギン酸濃

度に応じた吸光度変化がなく、直線性が得られなかった。これは、生成物

の高温での安定性が低いことが原因であると考えられた。そこで、反応温

度を 45ºC に変更し TOOS を用いて同様に L-Asp[o]及び L-Asp[t]の検量線を

それぞれ作成したところ、いずれの検量線も 0 - 250 µM の範囲で直線性が

得られた(Fig. 3-3-3A, Fig. 3-3-3B)。一方で MAOS を用いた場合、45ºC、pH 7.0

の反応条件では、40 min 以上の反応時間でも完全に反応が進行しておらず

検量線が作成できなかった。 

Fig. 3-3-3 TOOS を用いた L-Asp、D-,L-Asp 検量線 

A：L-Asp 検量線  (L-Asp 濃度：0, 15, 50, 125, 250 µM) 

B：D-,L-Asp 検量線 (D-,L-Asp 濃度：0, 15, 50,125, 250 µM) 
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3-3-4 食品中の D-及び L-アスパラギン酸の定量 

当研究室で保存している日本酒（試料番号；0204）と黒酢（試料番号；

004）中の D-及び L-アスパラギン酸濃度を、本酵素法を用いて測定した。ま

た、同一試料中の D-及び L-アスパラギン酸濃度を HPLC 法で測定し、検量

線(Fig. 3-3-4)から D-及び L-アスパラギン酸濃度を算出した。その結果、い

ずれの試料中の D-及び L-アスパラギン酸濃度も酵素法と HPLC 法でよく一

致した(Table 3-3-2)。したがって、本酵素法は、食品中の D-及び L-アスパラ

ギン酸の定量法として適応可能であることが明らかとなった。 

Fig. 3-3-4 HPLC 法を用いた L-Asp、D-Asp 定量検量線 

A：L-Asp 検量線  

(L-Asp 濃度：1, 2, 5, 10, 15 µM)、溶出時間: 10.20 min 

B：D-Asp 検量線 

(D-Asp 濃度：1, 2, 5, 10, 15 µM)、溶出時間: 11.13 min 
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Table 3-3-2 食品サンプル中の D-及び L-アスパラギン酸定量 

Sample Method 
Concentration (µM) 

D-Asp +L-Asp L-Asp D-Asp 

Sake  

(No.0204) 

Enzymatic 

HPLC  

1,991±56 

2,117±35 

1,690±40 

1,837±34 

301±69 

281±4.0 

Black vinegar 

 (No.004) 

Enzymatic  

HPLC  

1,172±41 

1,138±3.2  

925±48 

878±3.1 

247±64 

261±4.4 

n=3 
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3-4 考察 

 

本研究では、耐熱性アスパラギン酸ラセマーゼ、L-アスパラギン酸オキシ

ダーゼを用いた新規の D-及び L-アスパラギン酸定量法を開発した。反応条

件を検討した結果、前述の方法を用いることにより、試料中の 0-600 µM L-

アスパラギン酸、0-600 µM の D-アスパラギン酸を定量できることが明らか

となった。本酵素法は D-アスパラギン酸含量(%)の低いサンプルに対しても

有効であったため、HPLC 法では測定が困難な DL 比(D/[D+L]%)の小さい試

料中の D-アスパラギン酸も定量できることが明らかとなった。 

反応液中のフェノールの代わりに TOOS をトリンダー試薬として用いた

場合、フェノールを用いた場合よりも長い反応時間を必要とした。しかし

ながら、フェノールを用いた場合に比べて検出感度が高く、より長波長側

での測定が可能となることから、試料中の D-及び L-アスパラギン酸濃度の

低いサンプルや、試料中の物質が 500 nm 付近に吸収を持つ場合に有効であ

ると考えられる。一方 MAOS をトリンダー試薬として用いた場合、70ºC、

pH 7.0 の条件下では生成する色素の安定性が低いことが明らかとなった。

このため、MAOS を用いる場合には、より低温で反応させるなどの、生成

物を安定に保持できる条件を検討する必要があると考えられる。 

既報の D-アミノ酸の酵素定量法としては、酵母 Rhodotorula gracilis の D-

アミノ酸オキシダーゼの T60A、Q144R、K152E、M213G 変異型酵素を用い

たバイオセンサーによる試料中の総 D-アミノ酸の定量(Rosini et al., 2008)、

酵母 Saccharomyces cerevisiae の D-セリンデヒドラターゼを用いた D-セリン

定量(Ito et al., 2007)、Ureibacillus thermophaericus のメソ-ジアミノピメリン

酸デヒドロゲナーゼの変異型酵素、D-アミノ酸デヒドロゲナーゼを用いた

D-イソロイシンの定量(Akita et al., 2014)などが報告されている。また、D-

アスパラギン酸の酵素定量法として Cryptococcus humicolus の D-アスパラギ

ン酸オキシダーゼと Pseudomonas sp.のオキサロ酢酸デカルボキシラーゼを

用いた方法(Kato et al., 2012)について報告されているが、アスパラギン酸ラ

セマーゼと L-アスパラギン酸オキシダーゼの共役反応を利用した D-アスパ

ラギン酸と L-アスパラギン酸の酵素定量法の報告例はなく、特に L-体、D-
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体のアスパラギン酸両方を定量できる酵素定量法としては本報告が最初の

例である。 

第一章、第二章の機能解析の結果、Tl-AspR と Tl-LASPO はいずれもアス

パラギン酸に対する基質特異性が高く、その他の標準アミノ酸に対する活

性を示さないことが明らかとなっている。また、食品サンプル中のアスパ

ラギン酸定量の結果、HPLC と酵素法の定量値がよく一致したことと合わせ

て考えると、本酵素法はサンプル中のアスパラギン酸を特異的に定量でき

る方法であると考えられた。本酵素法は、HPLC 法のように高価な実験装置

や専門技術を必要とせずに、簡便に D-及び L-アスパラギン酸を定量できる

方法である。特に、本酵素法は L-アスパラギン酸含有量の高い試料中の D-

アスパラギン酸の定量にも有効であり、今後、食品試料や生体試料のよう

な豊富にアミノ酸を含む試料中の D-アスパラギン酸及び L-アスパラギン酸

の定量への応用が期待される。 
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総括と結論 

 

 Thermococcus 属のアーキアは超好熱アーキアの中でも、その生育可能温

度が 55ºC~98ºC と幅広く、Thermococcus 属由来の酵素は、高温環境から低

温環境への適応機構を解明するモデルとして利用されたり、応用面では耐

熱性かつ広範囲の適応範囲をもつ酵素として産業利用されたりしている。 

これまでに Thermococcus 属由来の酵素として核酸代謝関連酵素、糖質代

謝関連酵素について酵素科学的な性質から、応用面での利用まで詳細な研

究が行われている。一方でアミノ酸代謝関連酵素についてはこれらの酵素

に比べると報告例が少なく、特に D-アミノ酸代謝関連酵素につての報告は

Watanabe らの報告したプロリンラセマーゼ/ヒドロキシプロリンエピメラー

ゼの一例のみであることから、Thermococcus 属のアミノ酸代謝経路につい

て解明するには、より詳細な酵素科学的性質について明らかとする必要が

ある。 

 

本研究の第一章では T. litoralis DSM 5473 の細胞内のアミノ酸分析の結果、

細胞内にいくつかの遊離の D-アミノ酸が存在することを明らかとした。特

に D-アスパラギン酸は他のアミノ酸と比較して T. litoralis DSM 5473 の細胞

内に著量に存在していることを明らかとした。 

これまでに、いくつかのアーキアの細胞内に遊離の D-アミノ酸が存在し、

無細胞抽出液中にそれらの D-アミノ酸に対応するアミノ酸ラセマーゼ活性

が見出されている(Matsumoto et al., 1999)。このことから T. litoralis DSM 

5473 の細胞内の D-アミノ酸も主としてアミノ酸ラセマーゼによって生合成

されていることが考えられた。そこで、T. litoralis DSM 5473 の D-アスパラ

ギン酸の生合成経路について明らかとするために、T. litoralis DSM 5473 ゲ

ノム上のアスパラギン酸ラセマーゼホモログ遺伝子をクローニングし E. 

coli Rosetta (DE3)を用いた発現系を構築したところ、その遺伝子産物

(Tl-AspR)が AspR 活性を示すことを見出した。 

さらに、精製した Tl-AspR を用いて詳細な酵素科学的性質について機能

解析を進めた結果、Tl-AspR は 95ºC 以上の最適反応温度を示し 90ºC での
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熱安定性も非常に高いことが明らかとなり、これらの Tl-AspR の熱に対す

る特性は、T. litoralis DSM 5473 の生育環境と合致した。また、Tl-AspR の基

質特異性は高く、D-アスパラギン酸、L-アスパラギン酸、L-システイン酸、

L-システインスルフィン酸に対して活性を示した。一方で、Tl-AspR は細胞

に存在していた D-アスパラギン酸以外の D-アミノ酸に対する活性は検出さ

れなかった。このことから T. litoralis DSM 5473 には Tl-AspR 以外に、これ

らの D-アミノ酸の生合成に関わる酵素が存在していることが示唆された。 

また、既報の AspR は大きく分けて、PLP を補酵素として要求する PLP

依存型の酵素と、PLP を必要としない PLP 非依存型の酵素に分類され、真

核生物由来の AspR としては前者(Shibata et al., 2003)がバクテリア由来の

AspR としては後者(Fujii et al., 2015, Okada et al., 1991, Yamashita et al., 2004)

がこれまでに報告されている。一方でアーキアにおいては、両タイプの酵

素の存在について報告されている(Long et al., 2001, Aihara et al., 2016)。

Tl-AspR は PLP 依存型酵素に特有の 420 nm 付近の吸収を持たず、その一次

構造中には PLP 非依存型酵素の触媒残基とされる二つのシステイン残基が

保存されていた(Cys83、Cys194)。これらのシステイン残基をアラニンに置

換した変異型酵素はいずれも AspR 活性を示さなかった。以上のことから

Tl-AspR はこれらの Cys83 と Cys194 を触媒残基にもつ PLP 非依存型の酵素

であることが明らかとなった。 

反応速度論的解析の結果、Tl-AspR の Km の値は L-Asp に対してよりも

D-Asp に対しての方が高い値を示したことから、T. litoralis DSM 5473 の細

胞内の D-アスパラギン酸は、L-アスパラギン酸が Tl-AspR によって変換さ

れることで生合成されていることが明らかとなった。 

 

T. litoralis DSM 5473 のゲノム上には、第一章で報告した、Tl-AspR による

L-アスパラギン酸から D-アスパラギン酸を生合成する経路の他にも、L-ア

スパラギン酸代謝に関わる酵素として、アスパラギナーゼ、アスパラギン

合成酵素、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ、L-アスパラギン酸オ

キシダーゼのホモログ遺伝子が存在していた。中でも、L-アスパラギン酸オ

キシダーゼは、バイオセンサーやアスパラギン酸定量用酵素としての有用
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性が期待されたため、第二章では L-アスパラギン酸オキシダーゼホモログ

のクローニングと大腸菌を用いた発現系を構築し、熱安定性をはじめとし

た詳細な酵素科学的性質について機能解析を行った。発現した Tl-laspo 遺伝

子の遺伝子産物(Tl-LASPO)は L-アスパラギン酸オキシダーゼ活性を有し、

Tl-LASPO の機能解析の結果、Tl-LASPO は 80ºC 以下の温度で高い熱安定性

を示すことを明らかにした。 

また、Tl-LASPO は L-アスパラギン酸の他に、L-システイン酸、L-システ

インスルフィン酸に対しても活性を示し、その他の標準アミノ酸に対して

は活性を示さなかった。この結果は、Tl-AspR の基質特異性の結果とよく合

致していたことから、T. litoralis DSM 5473 の生体内では D-アスパラギン酸

と同様の代謝経路で D-システイン酸や D-システインスルフィン酸がスルホ

ピルビン酸、β-スルフィニルピルビン酸へ代謝されている可能性が考えられ

た。また、既報の LASPO の中には L-アスパラギンや L-グルタミンに対する

活性を示したのに対し、Tl-LASPO はこれらのアミノ酸に対して活性を示さ

なかったので、Tl-LASPO は L-アスパラギン酸を特異的に定量する定量用酵

素としての有用性が見出された。 

 

Tl-AspR と Tl-LASPO の機能解析の結果、両酵素はいずれも高い熱安定性

と L-アスパラギン酸への高い基質特異性を示すことが明らかとなった。こ

れらの性質は、アスパラギン酸の酵素定量に用いる酵素として有用である

と考えられた。第三章ではこれらの酵素を組み合わせた、新規の D-及び L-

アスパラギン酸定量法の開発を試みた。これまでに、酵素法を用いたアミ

ノ酸定量法としていくつかの手法が報告されているが、AspR と LASPO を

用いる D-および L-アスパラギン酸の定量法としては本報告が初となる。 

本酵素定量法は、D-アスパラギン酸含量の低い D,L-アスパラギン酸溶液

中の D-アミノ酸に対しても有効であることが判明し、食品サンプルや生体

試料のように D-アミノ酸に比べて豊富に L-アミノ酸を含むようなサンプル

への適応が可能であると考えられた。また、食品サンプルのモデルとして、

当研究室で保有している日本酒および黒酢サンプル中の D-,L-アスパラギン

酸を本酵素法と従来法である HPLC 法を用いて定量したところ、両者の定
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量値はよく一致していた。このことから本酵素法は、食品サンプルをはじ

めとした様々な生体試料中の D-及び L-アスパラギン酸定量法としての有用

であると考えられた。 

また、本酵素定量法は、検出に用いるトリンダー試薬の種類を変えるこ

とで、より高い検出感度での測定や、検出波長を変更することができる。

本研究ではトリンダー試薬として TOOS (検出波長 ＝ 550 nm)や MAOS (検

出波長 ＝ 630 nm)を用いた方法について検討したが、いずれのトリンダー

試薬もフェノールと同一条件で反応すると、時間経過に伴う吸光度の減衰

がみられ、生成物である色素の安定性が低いことが明らかとなった。TOOS

を用いた反応では反応温度を 45ºCに低下させることで生成物の分解を抑制

することができたが、フェノールを用いた系に比べて基質が完全に反応す

るまでに時間がかかる結果となった。また、MAOS を用いた反応では依然

として生成物が安定して保持される条件を本研究では定められず、今後の

さらなる研究において、反応温度や pH、酵素添加量の条件を検討すること

で、より幅広いサンプルに適応可能な酵素定量法として利用できるように

なると考えられる。 

 

 超好熱アーキア由来の酵素の酵素科学的な性質を明らかにすることは、

高温環境から低温環境への適応機構の解明など、分子進化との関連性を解

明するための足がかりになると考えられる。これまで Thermococcus 属由来

の酵素の研究は核酸代謝関連酵素や糖質代謝関連酵素が中心でありアミノ

酸代謝関連酵素については十分に解明されていなかった。第一章、第二章

では T. litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸代謝に関わる、アスパラギン酸

ラセマーゼと L-アスパラギン酸オキシダーゼについてその酵素科学的性質

について明らかにすることができた。T. litoralis DSM 5473 のゲノム上には、

アスパラギナーゼやアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼといった、

いくつかのアスパラギン酸代謝関連酵素のホモログ遺伝子が存在しており、

今後のさらなる研究によってこれらの機能を明らかにすることで、T. 

litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸代謝の全容が解明できると考えられる。 

また、本研究では T. litoralis DSM 5473 の細胞内に D-アスパラギン酸をは



89 

じめ、いくつかの D-アミノ酸が存在していることを明らかにした。特に、

D-アスパラギン酸は、他の D-アミノ酸に比べてもその存在量が多いことか

ら、今後 T. litoralis DSM 5473 の D-アミノ酸の生理機能を解明する上で D-

アスパラギン酸が主要なターゲットとなるのではないかと考えられる。ア

ーキアにおける D-アミノ酸の生理的な機能は未だ不分明なままであるが、

本研究を足がかりにアスパラギン酸ラセマーゼの発現量解析や遺伝子破壊

のようなさらなる解析が行われれば、アーキアにおける D-アスパラギン酸

の生理的な機能に関する新たな知見が得られるのではないかと考えられる。 

 一般に、超好熱アーキア由来の酵素は高い安定性と引き換えに高温条件

下でしか機能しないことが産業利用上の課題の一つとなる。T. litoralis DSM 

5473 をはじめ Thermococcus 属のアーキアはその生育温度の範囲が広いこと

から、その酵素の適応温度の範囲も広いことが期待される。実際に Tl-AspR

と Tl-LASPO を用いたアスパラギン酸定量においては、50～70ºC でも両酵

素の反応が進行していることが明らかとなった。しかしながら、より低温

側になるにつれて、十分に反応が進行するのに必要な酵素量や反応時間が

増えるのも事実である。今後のさらなる研究によって、これらの酵素の耐

熱性機構が解明されることで、機能改変による反応条件の最適化が可能と

なると考えられる。 
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