
は じ め に

　放線菌 Streptomyces sp. 由来 l-グルタミン酸オキシダー
ゼ（LGOX）は，l-グルタミン酸（l-Glu）の酸化的脱アミ
ノ化反応を触媒する l-アミノ酸オキシダーゼ（LAAO）
の一種であり， 1 分子の l-Glu，酸素，水から 1 分子の
α-ケトグルタル酸，過酸化水素，アンモニアを生成す
る．蛇毒由来のものを代表例とする一般的な LAAO は，
幅広いアミノ酸を酸化的に分解する低基質特異性酵素で
ある1，2）．しかし，LGOX は当研究室で研究が進められて
きた糸状菌 Trichoderma viride 由来の l-リシンα-オキ
シダーゼ（LysOX）3，4）とともに，厳格な基質特異性を示す
高基質特異性の LAAO である．加えて，熱安定性が高
く，60℃，20分間の熱処理後でも高い残存活性を示す．
さらに pH に対する安定性にも優れている5）．これらの性
質から，LGOX は食品や生体試料中の l-Glu の微量定
量，検出といった面で非常に有用であり，現在，食品の
旨味成分の測定や医療分野で酵素センサーとして幅広く

利用されている6-8）．
　ここでは，我々がこれまでの研究で明らかにしてきた，
LGOX の酵素学的性質や厳格な基質特異性を示す構造
的特徴，成熟化機構等，LGOX の興味深い諸性質を紹介
する．さらに，LGOX を基に作成した l-アルギニンオキ
シダーゼ（ArgOX）を始めとする基質特異性変換酵素の
有用性についても説明する．

LGOX の大腸菌発現系構築

　元々本酵素は生産菌である放線菌をふすま培養という
固体培養法で培養し，生産させていた9）．しかし，本方
法では培養期間が非常に長く，生産量も微量であった．
LGOX を大腸菌で発現させた例はなく，LGOX の簡便な
精製法を確立するために，我々は新たに E. coli JM109を
用いた発現系の構築を行った5）．
　まず遺伝子クローニングのため，LGOX 精製酵素標品
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の N 末端配列の解析結果を用いて，LGOX のα，γサブ
ユニットの DNA プローブを作成した．これを T4 ポリ
ヌクレオチドキナーゼと 32P-ATP で標識し，ハイブリダ
イゼーションプローブとして使用した．ゲノム DNA を
制限酵素 BamH1 で処理後断片を回収し，宿主に E. coli 
JM109，ベクターに pUC19 を用いたゲノムライブラリー
を構築し，作製したプローブでスクリーニングを行った．
2 回のスクリーニングの結果得られた LGOX 遺伝子全
体を含む 5.5 kb のインサート断片を pBK-CMV に導入
し，プラスミド pGS1 を作製した．pGS1 のシークエンス
解析を行ったところ，本酵素は2106 bp，701 アミノ酸か
らなり，サブユニットをα-γ-βの 順で含む 1 本のポリ
ペプチド鎖でコードされていることがわかった．次に 
E. coli JM109 で LGOX を過剰発現させるため，得られた
LGOX 遺伝子をベクターpKK223-3 に導入し，発現プラ
スミド pKK-LGOX を構築した．この大腸菌形質転換体
は，元酵素と比較して活性が低く不安定な前駆体酵素と
して LGOX を発現していた．これを放線菌 Streptomyces 
griseus 由来のメタロエンドペプチダーゼ（Sgmp）で処
理すると，活性と安定性が大幅に上昇した．さらに，
Sgmp 処理した酵素は，15% SDS-PAGE で Streptomyces 
sp. 由来の野生型 LGOX と同様，約40，17，10 kDa に相
当する主要なバンドを示すことを確認した（Fig. 1 ）．こ
れらのフラグメントを N 末端配列解析にかけたところ，
末端に開始メチオニンがないことから，Sgmp はサブユ
ニットの N 末端付近と内部を切断することで LGOX 成
熟体となり，活性化することが示された．そして，Sgmp
処理後にカラム精製し，組換え LGOX の反応速度論解析
と基質特異性を検討した結果，Streptomyces sp. 由来

LGOX と同等の性質を示した．この，ペプチダーゼ切断
により活性化し，耐熱性が向上することを利用した大腸
菌形質転換体からの簡便な組換え LGOX の大量精製系
を確立することができた事で，本酵素の産業利用と研究
利用の範囲は大きく拡大した5）．

LGOX 成熟化機構の解析

　先述のように，LGOX は大腸菌において 701 アミノ酸
から成るポリペプチドが重合したホモ二量体の活性が低
い前駆体として発現する5）．そして，プロテアーゼ消化
により切断されて，ヘテロ 6 量体構造の高活性を示す成
熟体になる．LGOX の他にも，LysOX3，4）や Pseudomonas 
sp. P-501 由来 l-フェニルアラニンオキシダーゼ10）等，
幾つかの LAAO は前駆体として発現し，その後プロテ
アーゼによる切断を受け活性化されるが，これらは前駆
体の構造が明らかになっており，活性化機構の仕組みが
考察されている11-13）．LGOX はこれらの LAAO と活性化
の仕組みが異なっているので，成熟化機構の解明は，
LGOX の知見を深めることにつながると考えられる．成
熟化機構解明のための手段として，LGOX 前駆体の構造
と成熟体との構造比較を行うことが第一に必要である．
我々は最近 LGOX 前駆体の結晶化に成功し，構造解析を
試みている最中である．LGOX の成熟化機構の解明は，
類似性を持つ酵素の知見を深めること，放線菌における
発現調節のパターンの 1 つを提示することになり，非常
に興味深い分野である．

LGOX の肝機能バイオセンサーへの応用

　l-グルタミン酸は食品の旨味成分であるとともに，体
内では興奮性の神経伝達物質としても働くことから，
l-Glu の検出，定量は食品や医療分野において大変重要
である．ここで，LGOX の安定性と厳格な基質特異性を
用いた l-Glu 定量キットは主に食品工業での利用が進む
一方，測定時に生体内の様々な成分に干渉される医療分
野での応用は停滞していた．したがって，我々は LGOX
を用いて血中の l-Glu 濃度を簡便に測定する微量分析シ
ステムの構築を行った6）．ここで，l-グルタミン酸オキサ
ロ酢酸トランスアミナーゼ（GOT），γ-グルタミルトラン
スペプチダーゼ（γ-GTP）及び血中 l-グルタミン酸ピル
ビン酸トランスアミナーゼ（GPT）は基質によって生成
物として l-Glu を放出する酵素である。これら酵素は人
体の様々な場所に存在するが，特に肝臓や心臓，骨格筋
に多く含まれており14），これら三酵素の活性は肝機能の
指標とされている．こうした組織に異常が起こると三酵
素が血中に大量放出されるため，酵素活性の上昇は心筋
梗塞，肝炎，黄疸などの指標となる．固定化した LGOX
と過酸化水素電極を用いて，反応による電流の増加量の
変化から生体内の l-Glu を特異的に定量したところ，
l-Glu 濃度の増加を示す吸光度の増加量は酵素の活性に
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A B C

Fig. 1 Electrophoretic and chromatographic analysis of recom-
binant LGOX and Sgmp-treated recombinant LGOX.5）

（A） 15% SDS-PAGE of recombinant LGOX precursor 
from Streptomyces sp X-119-6, its Sgmp digestion, and 
LGOX maturation. Molecular weight markers are shown 
on the right side of the gel. （B） 15% Native PAGE of 
LGOX isolated from Streptomyces sp X-119-6, its Sgmp 
digest, and LGOX mature. （C） FPLC gel filtration profiles 
of recombinant LGOX （2 mg/injection） and Sgmp-
treated recombinant LGOX （2 mg/injection）.



対 し て GOT で 127 U/l，GPT で 88 U/l，γ-GTP で は
300 U/l まで直線性を示した（Fig. 2 ）．よって，このシ
ステムが GPT，GOT，γ-GTP 活性の迅速，高感度の定
量に活用でき，簡便な肝機能センサーとして活用できる
ことを実証できた6-8）．

LGOX と LGOX 前駆体の生化学的諸性質

　LGOX と成熟化前の LGOX 前駆体の最適 pH は，それ
ぞれ pH 7.4 と 7.0 であり，殆ど変わらない5）．最適温度は
LGOX 前駆体が 35℃，LGOX は 58℃と，大きく異なる
結果となった5）．また，熱安定性を検討したところ，LGOX
前駆体は 60℃，30分間の熱処理で失活した．一方，LGOX
は 60℃，30分間の熱処理後も 80％ の活性を維持してい
た5）．さらに l-Glu に対する速度論解析を行ったところ，
kcat/Km 値（触媒効率）は LGOX 前駆体と LGOX を比較
すると，LGOX が 100倍以上高い値を示し，成熟化によ
り熱安定性や活性が大幅に上昇することが示された．ま
た，大変興味深いことに LGOX 前駆体は活性が低いもの
の，LGOX と同様に l-Glu に対する厳格な基質特異性を
有していた．

LGOX のＸ線結晶構造解析及びドッキングスタディに
より明らかとなった構造的特徴

　我々は，E. coli JM109 で発現させた組み換え LGOX の
結晶化及びＸ線結晶構造解析に成功し15），さらにドッキン
グスタディ16）を行ったことで，LGOX の全体構造（Fig. 3 ）， 
活性中心構造（Fig. 4 ）と厳格な基質特異性に寄与する
構造的特徴を明らかにした．LGOX の 1 つのサブユニッ
トはα，β，γフラグメントと FAD を 1 分子持つ．これ
が 2 量体を形成し，基質結合部位は 2 量体の接地面から
逆を向くように位置している．また，アミノ酸 1-17，
364-376，387-390，481-522，674-701 の電子密度は確認
できず，単一ポリペプチド LGOX のおおよその切断部位
が判明した．補酵素である FAD は奥に埋もれるように
位置し，多数のタンパク質残基と相互作用しており，イ
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Fig. 2 Measurement of liver function values（GOT, GPT, γ-GTP）in serum using LGOX and hydrogen peroxide electrode.8）

Reactions were performed in 100 mM potassium phosphate buffer containing 100 mM KCl, and 10 µl of serum sample was used.

Fig. 3 Overall structure of the LGOX mature.15）

Functional hexamer with two protomers （α2β2γ2）. On the 
left side of the protomer, the α-fragment, β-fragment, 
and γ-fragment are color-coded orange, green, and blue, 
respectively；FAD is shown in the CPK color scheme；
the N terminus of the β-fragments and γ-fragments and 
the C terminus of the α-fragments and γ-fragments are 
indicated by arrows.

Fig. 4 Proposed docking study model for l-glutamate binding 
at the active site of LGOX.16）

The residues associated with the l-glutamate binding are 
indicated as sticks with color according to the atom type. 
The isoaloxazine ring of FAD is shown in yellow for CPK, 
and N5 is shown in blue.



ソアロキサジン環は，FAD 結合ドメインと基質結合ド
メインとの界面に位置していた．多くのフラビン酵素の
特徴であるタンパク質の表面から内部に伸びる 2 つの漏
斗状のくぼみが FAD に近い活性部位で終端していた．
この構造を LAAO と比較したところ，LGOX の漏斗形
状は LAAO よりも狭く，複雑であったため，活性ポケッ
トに侵入できる基質を制限する要因になると考えられ
た．ドッキングスタディシミュレーションからは活性中
心の基質 l-グルタミン酸の結合に関連する残基が明らか
となった．モデルでは，Arg305 の側鎖が l-グルタミン酸
の側鎖と水素結合を生じると考えられ，また Trp564 は
空間を狭めることで重要であると示唆された．そこで，
鍵残基であると推測された Arg305 の基質認識への寄与
を明らかにするため，飽和変異導入を行い，計19種類の
変異体解析を行った16）．その結果，R305 変異 LGOX は
l-Glu への活性をほとんど消失し，触媒効率も低下して
いた（Fig. 5 ）．基質特異性に関しては厳格さが崩れ，新
たに l-Tyr，l-His，l-Arg に対する活性を獲得し，基質

特異性が劇的に変化した．これら諸性質が大幅に変化し
ていたため，Arg305 は l-グルタミン酸の側鎖認識を担
う重要な残基であることが証明された16）．

ArgOX となった R305E 変異 LGOX の結晶構造

　我々は，作成した R305X 変異 LGOX の中で，l-アル
ギニンオキシダーゼ（ArgOX）へと性質が変化した
R305E-LGOX（Fig. 6 ）の基質複合体のＸ線結晶構造解
析に成功した（Fig. 7 ）．その結果，Fig. 7 b に示したよ
うに基質 l-Arg は Glu305 と相互作用しているだけでは
なく，Asp433，Glu617 とも相互作用しており，計 3 つ
の酸性残基を用いて基質をトラップすることで厳格な基
質特異性を示すことがわかった17）．なかでも Glu617 は基
質が結合する前の LGOX でも基質側鎖と相互作用可能
と考えられる位置に存在しており，LGOX の基質側鎖の
認識に関わる可能性が示唆された．
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Fig. 6 Comparison of substrate specificity between R305E-LGOX and LGOX.17）

Relative oxidative activity is shown in magenta for R305E-LGOX and blue bars for LGOX. The most active substrate was 
designated as 100% relative activity. Enzyme activity was measured at 40℃ with 1 mM substrate.

Fig. 5 Oxidative activities of wild-type and R305X LGOXs toward l-leucine, l-phenylalanine, l-asparagine, l-histidine, l-arginine, 
and l-glutamate.16）

The values are the average of two independent experiments.



R305E-LGOX（ArgOX）のバイオセンサーとしての性能
評価

　Fig. 6 に示したように ArgOX に性質が変化した R305E- 
LGOX は，l-Glu に全く反応せず l-Arg に対して厳格な
基質特異性を示す17）．l-Arg はヒトの代謝経路に関与，
また，医療分野でのバイオマーカーになり得るため18，19），
l-Glu のバイオセンサー同様，l-Arg に関しても迅速か
つ簡便な定量のための酵素法の開発が望まれている．例
えば Pseudomonas sp. 中に見い出された l-アルギニン
オキシダーゼ（AROD，EC 1.4.3.25）20）による定量は，
簡便であるが，AROD の l-Arg に対する比活性が低い
ため，これに代わる新たな酵素法が求められていた．我
々が作製した R305E-LGOX は，l-Arg に対する比活性
が7.5 Umg-1と AROD の約 40 倍の比活性を持ち（Table 1 ）， 
熱や pH に対する安定性にも優れている．これらの特性
は，酵素ベースのバイオセンサーへの応用に適している． 
また，R305E-LGOX による l-Arg の酸化的脱アミノ化
の副産物として LGOX と同様，過酸化水素が生成する．
我々はこの性質を利用して，過酸化水素量を4-アミノアン
チピリン TOOS（N-ethyl-N-［2-hydroxy-3-sulfopropyl］-
m-toluidine）法21）で測定した．l-Arg の濃度を変化させ
た溶液（0-100 µM）を調製し，0.25 Uml-1の R305E-LGOX

を含む反応混合物に添加し，28℃，555 nm での吸光度を
モニターしたところ， 5 分前後のインキュベーションで
吸光度が最大となった17）．最大値を記録し，l-Arg 濃度
に対してプロットした結果，l-Arg 濃度 0 〜100 µM の
範囲で555 nm の吸光度と l-Arg の間に直線関係があ
り，決定係数は0.9993 であった（Fig. 8 ）． 4 アミノアン
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（a） （b） （c）

Fig. 7 Comparison of the active site structure of the l-arginine complex of R305E-LGOX with the ligand-free active site structure of 
LGOX.17）

（a）Ligand-free structure of LGOX
（b）�Active site structure of R305E-LGOX with l-arginine
（c）�Superposition of the active site of R305E-LGOX （green） and the complex of l-arginine and R305E-LGOX （light blue）
Nitrogen and oxygen atoms are color-coded in blue and red. Possible hydrogen bonds are indicated by red broken lines.

Table 1 Kinetic parameters of LGOX, R305 variants and AROD17）

Enzyme Substrate
Specific activity 

（Umg-1）
Km 

（mM）
kcat 

（s-1）
kcat/Km 

（M-1s-1）
R305E-LGOX l-Arg 7.5 0.223 ± 0.071 3.42 ± 0.61 1.53 × 104

R305D-LGOX l-Arg 1.5 7.20 1.65 2.29 × 102

LGOX l-Glu 57 0.173 53.2 3.08 × 105

AROD l-Arg 0.19 0.149 - -

Fig. 8 Linear relationship between hydrogen peroxide produc-
tion by LGOX R305E and l-arginine concentration.17）

The absorbance at 555 nm is plotted against the 
l-arginine concentration from 0 to100 µM. The magnified 
plot in the range from 0 to 10 µM of l-arginine is shown 
as an inset. The linear regression equation with the 
coefficient of determination is also shown in the graph.



チピリン-TOOS 法によって測定することで，l-Arg の
濃度測定が可能であることを実証した．また，l-Arg 濃
度が 0 ～10 µM の間でも同様に直線を示しており，
LGOX R305E の l-Arg の定量への有効性を示している．
これらの結果より，LGOX R305E は l-Arg 定量用酵素
センサーとしての利用に適していることが明らかとなっ
た17）．

お わ り に

　以上のように，我々は LGOX の持つ多面的で有用な性
質とその基盤となっている特徴的な立体構造を明らかに
し，本酵素の活用方法を開発してきた．今後は，遺伝子
工学的手法を用いて更なる基質特異性改変酵素の創製に
挑戦するとともに，残された最後の課題である LGOX の
成熟化機構の解明に向けて取り組みたい．
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