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本研究で用いられる主な略語 

 

DAAO:  D-アミノ酸オキシダーゼ（D-amino acid oxidase） 

TdDAAO: 好熱性真菌 Thermomyces dupontii NRRL 2155 株由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

ReDAAO: 好熱性真菌 Rasamsonia emersonii YA 株由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

RgDAAO: 常温性真菌 Rhodotorula gracilis 由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

TvDAAO: 常温性真菌 Trigonopsis varibilis 由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

pkDAAO: ブタ腎由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

hDAAO: ヒト由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

mDAAO: マウス由来 D-アミノ酸オキシダーゼ 

 

DDO:  D-アスパラギン酸オキシダーゼ（D-aspartate oxidase） 

TdDDO: 好熱性真菌 Thermomyces dupontii NRRL 2155 株由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

ChDDO: 常温性真菌 Cryptococcus humicola UJ1 株由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

CbDDO: 常温性真菌 Candida boidinii 2201 株由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

pDDO:  ブタ由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

hDDO:  ヒト由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

mDDO:  マウス由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

CeDDO-1–3: 線虫 Caenorhabditis elegans 由来 D-アスパラギン酸オキシダーゼ 

 

CPC:  Cephalosporin C 

7-ACA:  7-Aminocephalosporanic acid 

4-AA:  4-Aminoantipyrine 

TOOS:  N-Ethyl-N-(2-hydroxy-3-sulfopropyl)-3-methylaniline 

HRP:  Horseradish peroxidase 

2, 4-DNPH: 2,4-Dinitrophenylhydrazine 

IPTG:  Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside 

 

LBAC:  Lysogeny Broth with Ampicillin and Chloramphenicol 

TBAC:  Terrific Broth with Ampicillin and Chloramphenicol 

PDA:  Potato Dextrose Agar 

 

Topt:  至適温度（°C） 

T50
x:  初期活性の 50%が失われる時の x min の保温温度（°C） 

t1/2:  初期活性の 50%が失われる時の保温時間 (min) 
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序論 

D-アミノ酸 

アミノ酸は生命活動に必須なタンパク質の構成成分であることから，生命体の基本的な構成物

質である．タンパク質を構成する 20 種類の α-アミノ酸のうち Gly を除いた 19 種類には，α 炭素

が不斉中心をなし，立体的に重ね合わすことができない一対の鏡像異性体が存在する．これらは，

L-アミノ酸と D-アミノ酸に区別されている。興味深いことに，生体物質のほとんどは L-アミノ酸

から構成されている．両鏡像異性体の融点や等電点などの物理的性質は同じであるが，旋光度な

どの光学的性質は異なる．長年，生体において重要な役割を担うアミノ酸は，原核生物の細胞壁

を除いて L-アミノ酸のみであり，D-アミノ酸は環境異物だと考えられてきた．しかし近年，高速

液体クロマトグラフィー（HPLC）などの微量分析技術の発展に伴い，様々な D-アミノ酸が，種々

の真核生物にも見出され，多様な生理機能を担っていることが明らかになってきた． 

原核生物において，D-Ala や D-Glu などの D-アミノ酸が細胞壁の主要構成物質であるペプチド

グリカン（PG）の構成要素として機能することが古くから知られている．また，ある種の細菌で

は D-Asp，D-Asn，D-Lys や D-Ser も PG の構成要素として機能することが報告されている(1)．PG

における D-アミノ酸の存在は，L-アミノ酸からなるペプチド結合を切断する多くのプロテアーゼ

から身を守るための細菌の生存戦略の一つと考えられている(2)．さらに近年，いくつかの細菌の

培養液上清に，上述した D-アミノ酸以外にも様々な遊離 D-アミノ酸が検出されたことから，PG 構

成要素以外の D-アミノ酸が生産されていることが明らかとなった(3)．また，ある種の細菌が生産

する polyglutamic acid や gramicidin S などのペプチド系抗生物質にも D-アミノ酸が含まれること

が知られている(4)．ゲノム配列解析の進展により，多くの細菌種において D-アミノ酸の生合成を

担う複数のアミノ酸ラセマーゼホモログ遺伝子が見出されたことから，多様な細菌種において，

複数種の D-アミノ酸が生産されている可能性が指摘されている(5)．近年，細菌における遊離 D-ア

ミノ酸の生理学的な役割が次々と明らかになっている．例えば，D-Leu，D-Met や D-Tyr は，枯草

菌 Bacillus subtilis のバイオフィルムで高濃度に蓄積し，蓄積したこれら D-アミノ酸がバイオフィ

ルムを分散させる機能を有することが報告されている(6)．また，病原性細菌の Vibrio cholerae は

ラセマーゼによって，Vibrio 種を除く多くの細菌種に対して毒性を示す D-Arg を生産し，細胞外

エフェクターとして他の細菌種に作用させることで生存競争を有利にすると考えられている(7)． 

真核生物においても，いくつかの D-アミノ酸の生理機能が報告されている．D-Ser は Ser ラセマ

ーゼ（Srr）により生合成され，哺乳類の脳内で L-Glu 依存性のイオンチャンネルの１つであり，

記憶や学習といった脳の高次機能に関与する N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）型グルタミン

酸受容体の Gly 結合サイトに結合するコアゴニストとして神経伝達に関与することが報告されて

いる(8)．また，脳内 D-Ser 濃度の変化が統合失調症や筋萎縮性側索硬化症などの神経性疾患に関

与する可能性が示唆されている(9)．さらに，カイコを含む鱗翅目に属するいくつかの昆虫におい

て，幼虫から蛹にかけて D-Ser 濃度が増加していくことから，変態に関与することが示唆されて
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いる(10)． 

D-Asp は軟体動物，両性類，爬虫類，鳥類や哺乳類に見出されており，哺乳動物では主に脳内お

よび内分泌腺を含む末梢神経組織に見出されている(11)．ラットの臓器において，D-Asp が高濃度

になる時期が，その機能や形態が成熟する時期と一致することから，D-Asp が細胞の増殖と分化

に関与している可能性が示唆されている(4, 12, 13)．また，精巣では D-Asp の濃度が性成熟に伴っ

て増加し，テストステロンの増加に相関関係を示すことから，D-Asp がテストステロン合成に関

与していると考えられている(14)．他にも，種々のホルモンの合成と放出の調節に D-Asp が関与す

ることが指摘されている(15)．さらに，D-Asp が NMDA 型グルタミン酸受容体の Glu 結合サイト

に結合するアゴニストとして神経伝達に関与し，さらに統合失調症に関与する可能性が指摘され

ている (16)．近年，マウスにおいて機能未知のタンパク質であった glutamate-oxaloacetate 

transaminase 1-like 1（GOT1L1）が Asp ラセマーゼ（AspR）活性を示し，生体内において D-Asp の

生合成を担うことが報告されたが，その後の複数の研究により否定され，哺乳類における合成経

路は現在のところ不明である(17, 18)．一方，真核生物由来としては初めて赤貝に D-Asp の生合成

を担う AspR が見出され，Asp 代謝を通して嫌気的エネルギー代謝の制御に関与すると考えられ

ている(19, 20)．これら真核生物における D-Ser や D-Asp の生理機能は，アミノ酸ラセマーゼによ

る生合成と D-アミノ酸オキシダーゼ（DAAO）および D-アスパラギン酸オキシダーゼ（DDO）に

よる分解代謝により量的なレベルで制御されていると考えられている．他にも，D-Ala，D-Glu，D-

Leu および D-Pro が哺乳動物体内に見出されているが，その生理機能や生合成経路は不明であり，

今後の解明が期待されている(21, 22)． 

 

微生物における D-アミノ酸代謝酵素 

 これまでに動物においては，遊離 D-アミノ酸の代謝に関わる酵素として，前述の DAAO，DDO，

Srr や AspR などが知られている(21)．一方，これまでに，古細菌，細菌や真菌といった微生物で

は遊離 D-アミノ酸の代謝に関わる 17 種の酵素が報告されている（Table 1）(23)．特に，細菌にお

ける D-アミノ酸代謝酵素の種類は多く，D-Pro レダクターゼ（PR），D-アミノ酸デヒドロゲナーゼ

（DAD），D-アミノ酸アミノトランスフェラーゼ（DAAT），D-Thr アルドラーゼ（DTA），Phe ラセ

マーゼ（gramicidin S シンテターゼ，GrsA），Arg ラセマーゼ（ArgR），Glu ラセマーゼ（GluR），

広基質特異性アミノ酸ラセマーゼ（BsrV）などは細菌に特異的に見出される D-アミノ酸代謝酵素

である(24-29)．古細菌では，D-アミノ酸代謝酵素としてAspR，D-Proデヒドロゲナーゼ（D-Pro DH），

Pro ラセマーゼ（ProR），などが報告されている(30)．真菌では，DDO と D-アミノ酸-N-アセチルト

ランスフェラーゼ（DNT）が真菌特異的であり，その他に DAAO，D-Ser デヒドラターゼ（DSD），

Ala ラセマーゼ（Alr）および Srr が遊離 D-アミノ酸の代謝酵素として報告されている(31-36)． 
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Table 1. 微生物に見出される D-アミノ酸代謝酵素 

Enzymes Microorganisms 

Oxidoreductases  

D-Amino acid oxidase (DAAO, EC 1.4.3.3) Bacteria and fungi 

D-Aspartate oxidase (DDO, EC 1.4.3.1) Fungi 

D-Proline reductase (PR, EC 1.4.1.6) Bacteria 

D-Amino acid dehydrogenase (DAD, EC 1.4.99.6) Bacteria 

D-Proline dehydrogenase (D-Pro DH, EC 1.5.99.13) Archaea 

Transferase  

D-Amino acid-N-acetyltransferase (DNT, EC 2.3.1.36) Fungi 

D-Amino acid aminotransferase (DAAT, EC 2.6.1.21) Bacteria 

Lyases  

D-Serine dehydratase (DSD, EC 4.2.1.14) Bacteria and fungi 

D-Threonine aldolase (DTA, EC 4.1.2.42) Bacteria 

Isomerases  

Alanine racemase (Alr, EC 5.1.1.1) Bacteria and fungi 

Serine racemase (Srr, EC 5.1.1.18) Bacteria and fungi 

Phenylalanine racemase (GrsA, EC 5.1.1.11) Bacteria 

Arginine racemase (ArgR, EC 5.1.1.9) Bacteria 

Broad substrate specificity amino acid racemase (Bsr, EC 5.1.1.10) Bacteria 

Aspartate racemase (AspR, EC 5.1.1.13) Archaea and bacteria 

Proline racemase (ProR, EC 5.1.1.4) Archaea and bacteria 

Glutamate racemase (GluR, EC 5.1.1.3) Bacteria 

 

 

D-アミノ酸オキシダーゼ（DAAO） 

D-アミノ酸オキシダーゼ（DAAO，EC 1.4.3.3）は，フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）を

補酵素とし，中性および塩基性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触媒する酵素であり（Fig. 1），

真核生物において DAAO は主にペルオキシソームに局在する(37-40)．DAAO の反応において，基

質である D-アミノ酸は FAD の還元を伴いながら酸化され，イミノ酸中間体になる．その後，イミ

ノ酸中間体は非酵素学的に脱アミノされ，最終的に，α-ケト酸とアンモニアが生成される．還元さ

れた FAD は分子状酸素により再酸化され，酸化型の FAD に戻ると同時に，過酸化水素が生成さ

れる．一般的に，DAAO の塩基性 D-アミノ酸に対する活性は，中性 D-アミノ酸と比較して低く，

また酸性 D-アミノ酸にはほとんど作用しない(41)．一方，酸性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応

は，後述する DDO によって DAAO と同様な機構で触媒される． 
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Fig. 1. DAAO および DDO による D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応 

D-アミノ酸は DAAO または DDO の補酵素 FAD の還元を伴いながら酸化され，イミノ酸中間体になる．イミノ

酸中間体は非酵素学的に脱アミノされ，最終的に，α-ケト酸とアンモニアが生成される．還元された補酵素 FAD

は分子状酸素により再酸化され，酸化型の FAD に戻ると同時に，過酸化水素が生成される． 

 

 

DAAO は 1935 年に Krebs（1953 年ノーベル生理学・医学賞受賞，功績：TCA サイクルの発見）

によってブタの腎臓に初めて見出された(42)．以降，DAAO は主に真核生物において見出され，フ

ラビンを補酵素として含むデヒドロゲナーゼ-オキシダーゼのモデル酵素として数多くの研究対

象となってきた．現在までに，DAAO は真菌，魚類，鳥類，爬虫類や哺乳類など多くの真核生物

に見出されている．そのなかでも，ブタ腎由来 DAAO（pkDAAO），ヒト由来 DAAO（hDAAO）

および酵母 Rhodotorula gracilis 由来 DAAO（RgDAAO）は詳細に解析されており，これらの酵素

学的な諸特性（Table 2）や結晶構造などが解明され，DAAO の生理学的機能についてもいくつか

知見が得られている．一方，細菌を含む原核生物では，ペルオキソームのような有害な過酸化水

素から細胞を守るオルガネラが存在しないこと，過酸化水素を生成せずに D-アミノ酸を分解代謝

できる D-アミノ酸デヒドロゲナーゼやアミノ酸ラセマーゼなどの酵素が複数存在することから，

酵素反応により過酸化水素を生産する DAAO は細菌に存在しないと長年考えられてきた．ところ

が，2007 年に放線菌 Arthrobacter protophormiae DSM 15035 に DAAO（ApDAAO）が初めて見出さ

れて以降，放線菌 Streptomyces coelicolor A3(2) (ScDAAO)や好熱性細菌 Rubrobacter xylanophilus 

DSM 9941 (RxDAAO)など，主に Actinobacteria 門に属するグラム陽性細菌に DAAO が見出されて

いる(43-45)． 

  



序論 

6 

 

Table 2. 既知の真菌および哺乳動物 DAAO の酵素学的諸特性 

DAAOs Oligomeric state 
 

kcat Km
−1

 

(s−1 M−1) 

Topt 

(°C) 

T50 

(°C) 
Optimum pH 

 

RgDAAOa Dimer 381,000 (D-Met) 40 39 (30 min) 9.0 

pkDAAOb Dimer 18,000 (D-Pro) 39 45 (30 min) 10.0 

hDAAOc Dimer 9,900 (D-Tyr) - - - 

kcat Km
−1は各 DAAO のなかで最も高い値を示し，( )内はその基質を示す．T50の( )内の数値は保温時間（min）を

示す．(-)はデータ未報告を示す．a は Hsieh らのデータ(46)，Umhau らのデータ(47)および Pollegioni らのデータ

(48)を用いた．b は Tosa らのデータ(49)，Setoyama らのデータ(50)および Pollegioni らのデータ(48)を用いた．c は

Kawazoe らのデータ(40)を用いた． 

 

 

D-アスパラギン酸オキシダーゼ（DDO） 

D-アスパラギン酸オキシダーゼ（DDO, EC 1.4.3.1）は，DAAO と同様に FAD を補酵素とし，酸

性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触媒する酵素である（Fig. 1）(51)．DAAO と同様に，ほと

んどの DDO は真核生物においてペルオキシソームに局在する(31)． 

1949 年に DDO は Still らにより，ウサギの肝臓に初めて見出された(51)．以降，DDO は真菌から

ヒトを含む動物において見出されているが，未だ原核生物からは見出されていない(31)．DAAO と

比較して DDO の研究は遅れているが，線虫 Caenorhabditis elegans 由来 DDOs（CeDDOs），マウス

由来 DDO（mDDO），ブタ由来 DDO（pDDO）およびヒト由来 DDO（hDDO）といった動物由来

DDO においては比較的研究がなされている(52-54)．なお，線虫には他の真核生物と異なり，3 つ

の DDO（CeDDO-1, 2, 3）が見出されている(53)．また，pDDO の結晶化や hDDO の結晶構造も報

告されている(52, 55)．真菌では，現在までに Aspergillus ustus f 株，Fusarium sacchari var. elongatum 

Y-105 株，Candida boidinii 2201 株および Vanrija humicola (Cryptococcus humicola）UJ1 株といった

常温性真菌に見出されている(31)．これら真菌の DDO のうち，C. boidinii 2201 株と V. humicola UJ1

株由来 DDO（CbDDO と ChDDO）について酵素学的な特性が詳細に解析されている(31)（Table 3）． 

また，ChDDO に関しては遺伝子がクローニングされ，E. coli で発現させた組換え体の基質 D-

Asp との複合体結晶構造（未報告）が明らかにされている(56-58)．これらの研究から DAAO と同

様に DDO の触媒特性やいくつかの生理機能が明らかとなっている． 
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Table 3. 既知の真菌 DDO の酵素学的諸特性 

DDOs Oligomeric state 
 

kcat Km
−1

 

(s−1 M−1) 

Topt 

(°C) 

T50 

(°C) 
Optimum pH 

 

ChDDOa Tetramer 28,300 (D-Asp) 37 46 (10 min) 7.5 

CbDDOb Monomer 2,980 (D-Glu) 37 - 7.0 

kcat Km
−1は各 DDO のなかで最も高い値を示し，( )内はその基質を示す．T50の( )内の数値は保温時間（min）を示

す．(-)はデータ未報告を示す．aは Takahashi らのデータ(58)と Yamada らのデータ(59)，bは Fukunaga らのデータ

(60)を用いた． 

 

 

DAAO と DDO の生理機能 

D-アミノ酸は多くの動物，真菌や原核生物に対して毒性を示すことが報告されているが，動物

や真菌において，DAAO は D-アミノ酸の解毒酵素として，外来性および内在性 D-アミノ酸を代謝

分解する役割を担うと考えられている(39)．また，真菌において，DAAO は D-アミノ酸を窒素源，

炭素源およびエネルギー源として利用するための役割を担うことも報告されている(61)．ヒト脳

においては，D-Ser が脳内神経伝達制御因子として神経伝達に機能していることが示されたことか

ら（Fig. 2），D-Ser 代謝を担う DAAO の機能不全が統合失調症，双極性感情障害や筋萎縮性側索硬

化症といった神経性疾患に関係することが示唆されている(62-64)．さらに近年，哺乳類の腸の上

皮に DAAO が分泌発現し，腸内細菌由来の D-アミノ酸を代謝することで過酸化水素を生み出し，

これにより病原性細菌の増殖を抑える機能を有していることが報告されている(Fig. 2)(65)．アフ

リカツメガエル Xenopus laevis では，オタマジャクシにおける DAAO 活性は成体の 3 倍であり，

発達に伴う D-Pro 濃度と関連したことから，DAAO が D-Pro の代謝を通して変態に関与すると示

唆されている(66)． 
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Fig. 2. DAAO の生理学的な役割 

(a) 哺乳動物における DAAO の D-Ser 代謝による神経伝達への関与．図は Sacchi らの論文(67)から引用した．(b) 

哺乳動物における DAAO の D-アミノ酸代謝による腸内細菌叢恒常性への関与．図は Nature 誌（2016 年 10 月

号）Author Interview から引用した． 

 

 

一方，細菌における DAAO の生理学的な役割はほとんど明らかにされていない．放線菌

Streptomyces coelicolor では，DAAO（ScDAAO）が主に分岐鎖 D-アミノ酸に作用すること，ゲノム

上の dao 遺伝子の周囲に細胞壁分解に関わると考えられるペプチダーゼ遺伝子が集積しているこ

とから，細胞壁に取り込まれた分岐鎖 D-アミノ酸がペプチダーゼの作用により遊離し，細胞内に

取り込まれ，その取り込まれた D-アミノ酸を ScDAAO が分解する役割を果たしていると考察され

ている(44)．しかし，他の細菌種において DAAO が同様の役割を担っているかは不明である． 

DDO も DAAO と同様に，真菌において，酸性 D-アミノ酸の解毒酵素として，また酸性 D-アミ

ノ酸を窒素源，炭素源およびエネルギー源として利用する資化酵素として機能することが報告さ

れている(68)．哺乳類では，肝臓や腎臓に高い DDO 活性が存在することから，DDO の生理学的な

役割は内因性および外因性の酸性 D-アミノ酸の代謝分解と考えられている(69)．一方で，D-Asp が

脳や精巣を含む多くの組織に見出され，神経伝達やホルモン合成への関与が報告されたことから，

DDO は D-Asp の分解代謝を通して，これら D-Asp の生理機能への関与が示唆されている(70, 71)．

実際，DDO 遺伝子をノックアウトしたマウスでは各組織における D-Asp 濃度が増加し，α-メラニ

ン細胞刺激ホルモンに依存する行動（体重の増加，性行動の質の低下や毛づくろいの減少など）

の変化が報告されている(72)．また近年，統合失調症患者の死後脳における DDO 活性が高く，D-

Asp 濃度が相対的に低下していることが報告されており，D-Asp 代謝の異常が統合失調症を含む

神経性疾患に関与する可能性が指摘されている(73-76)．また，線虫 Caenorhabditis elegans に存在

する 3 つの DDO（CeDDO-1, 2, 3）は，D-Asp と D-Glu の代謝を通して繁殖と孵化プロセスに関与

し，さらに CeDDO-3 は線虫の増殖と寿命の制御に関与する可能性が示唆されている(77, 78)．  
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DAAO と DDO の一次構造 

DAAO と DDO は共通した触媒機構と高いアミノ酸配列同一性を有することから同一祖先から

分岐したと考えられている(31)．また，動物と真菌の DAAO 間や DDO 間のアミノ酸配列同一性

よりも，動物の DAAO と DDO 間の方が高い同一性を示すことから，動物内や真菌内で DAAO と

DDO が分岐したと考えられている(31)．DAAO と DDO の一次構造を構成するアミノ酸残基の数

はほぼ同じであるが，真菌由来の DDO や DAAO は約 370 アミノ酸残基からなるのに対して動物

由来の DAAO や DDO は約 350 アミノ酸残基と少し短い（Fig. 3）．結晶構造が明らかな RgDAAO，

pkDAAO および hDAAO，ChDDO と hDDO における構造的および生化学的解析から，両酵素にお

いて，基質結合や FAD 結合に関わるいくつかの保存性の高いアミノ酸残基が知られている．例え

ば，全ての DAAO と DDO の N 末端領域には，補酵素 FAD との結合に関与する Wierenga ADP 結

合配列（GxGxxG：x は任意のアミノ酸残基，(79)）が存在する（Fig. 3）．また，ほとんどの真核生

物由来の DAAO と DDO の C 末端領域には，ペルオキシソームへの局在に関わるⅠ型ペルオキシ

ソーム標的シグナル（PTS1：S/T/A/G/C/N–R/K/H–L/I/V/M/A/F/Y，PROSITE: PS00342）に一致する

配列が存在する．また，基質 D-アミノ酸の α-カルボキシ基と相互作用する Tyr と Arg 残基，α-ア

ミノ基と相互作用する Gly/Ser 残基が両酵素に共通して保存されている（Fig. 3）． 
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Fig. 3. DAAO と DDO のアミノ酸配列アライメント 

青は N 末端領域における Wierenga ADP 結合配列（GxGxxG：x は任意のアミノ酸残基）を示す．緑は C 末端領

域におけるⅠ型ペルオキシソーム標的シグナル（PTS1：S/T/A/G/C/N–R/K/H–L/I/V/M/A/F/Y）に対応する配列を

示す．マゼンタは pkDAAO と hDAAO における active-site lid を示す．(◇)は真菌 DAAO と DDO にそれぞれ特異

的な Asn と His 残基を示す．(●)は基質 D-アミノ酸の α-カルボキシ基と相互作用する Tyr と Arg 残基を示す．

(〇)は基質 D-アミノ酸の α-アミノ基と相互作用する Ser または Gly 残基を示す．アライメントに用いた DAAO と

DDO の UniProtKB accession no.を以下に示す：RgDAAO，P80324；pkDAAO，P00371；hDAAO，P14920；

ChDDO，Q75WF1；hDDO，Q99489．  
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DAAO における基質相互作用 

現在，DAAO の反応に伴う基質 D-アミノ酸による FAD の還元は，基質 α-H の FAD N(5)への

直接的なヒドリド転移によると考えられており，効率的な反応には，基質結合親和性以外に，基

質 α-H と FAD N(5)の適切な位置関係が重要と考えられている(80)．この基質の基質結合部位にお

ける適切な配置は，基質結合部位におけるアミノ酸残基と基質 α-カルボキシ基，α-アミノ基およ

び側鎖との相互作用で成り立っている． 

RgDAAO の D-Ala 複合体の結晶構造や多くの DAAO の生化学的解析から，基質の結合に関わ

るいくつかの保存性の高いアミノ酸残基が明らかにされている(40, 47, 81-83)．例えば，RgDAAO

の Tyr223 と Arg285 残基は基質の α-カルボキシ基と，Ser335 残基の主鎖カルボニル酸素は基質の

α-アミノ基と水素結合を形成することで基質との結合に関与している（Fig. 4a）(84-86)．これら

アミノ酸残基のうち，Tyr223 と Arg285 残基に対応するアミノ酸残基は現在までに解析された全

ての DAAO に保存されている（Fig. 3, Fig. 4b, c）．一方，RgDAAO の Ser335 残基と同様な役割

を担うアミノ酸残基は，他の DAAO では，Gly 残基である場合が多い（Fig. 3, Fig. 4）．また，

RgDAAO の Tyr238 残基も基質の α-カルボキシ基と水素結合を形成することで基質結合に関与す

るが，哺乳動物 DAAO の対応する位置には Tyr 残基ではなく Phe 残基が存在している(83)．加え

て，RgDAAO の Asn54 残基も水分子を介して基質の α-アミノ基と相互作用している．他の真菌

DAAO にも対応する Asn 残基が存在するが，哺乳動物 DAAO では存在せず，代わりに Leu 残基

が存在する(47, 56)．既知の真菌 DDO では Asn 残基の代わりに His 残基が保存されていることか

ら(Fig. 3, Fig. 4, Fig. 5)，一次構造において Asn と His 残基の違いを確認することで真菌 DAAO と

DDO の区別することが可能と考えられている(56)． 

 哺乳動物 DAAO の活性部位上側には“active-site lid”と呼ばれる可動性の高い長いループが存在

し，基質の取り込みと生成物の放出に寄与すると考えられている（Fig. 3, Fig. 4bc）(81)．一方，

RgDAAOの対応するループは短いことから，active-site lidとして認められていない（Fig. 3, Fig. 4a）

(87)．一般的に，真菌由来の DAAO の触媒活性は哺乳動物由来のものよりも非常に高いが，この

理由として active-site lid が存在しないことがその理由と考えられている(87)．また，active-site lid

が基質特異性に関与することが pkDAAO で報告されている(50)．加えて，哺乳動物 DAAO の活性

部位に存在する Leu，Ile や Tyr 残基によって形成される疎水性領域が疎水性 D-アミノ酸への活性

に寄与すると考えられている（Fig. 4）(67)． 
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Fig. 4. DAAO 結晶構造における活性部位 

(a) RgDAAO-D-Ala 結晶構造（PDB entry: 1C0P），(b) hDAAO 結晶構造（PDB entry: 2DU8）および (c) pkDAAO

結晶構造（PDB entry: 1VE9）の活性部位．原子の配色：炭素原子，灰（アミノ酸残基）とシアン（D-Ala と

benzoate）；窒素原子，青；酸素原子，赤．FAD は橙，pkDAAO と hDAAO において疎水性領域を形成する疎水

性アミノ酸残基は茶で示した．pkDAAO と hDAAO における紫のループは active-site lid を示し，RgDAAO におい

ては対応するループを示す．PyMOL ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用いて作図した． 
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DDO における基質相互作用 

DDO に関しては，ヒトと真菌 C. humicola UJ1 株由来の DDO（hDDO と ChDDO）の結晶構造が

明らかにされているが，基質との複合体の結晶構造は ChDDO においてのみ明らかにされている

（Fig. 5）．これら DDO の結晶構造やモデル構造を用いた生化学的な解析から，基質結合に関わる

DAAO と共通するアミノ酸残基や DDO の酸性 D-アミノ酸に対する基質特異性に関わるアミノ酸

残基の同定が進められてきた(31)．例えば，ChDDO の Tyr245 と Arg317 は，DAAO において基質

の α-カルボキシ基と水素結合を形成する Tyr と Arg 残基に相当し，Gly344 は基質 α-アミノ基と水

素結合を形成する Gly/Ser 残基に相当する．これらアミノ酸残基は動物 DDO を含む全ての既知の

DDO に保存されている（Fig. 5）(52)．一方，DDO において，RgDAAO の Tyr238 や hDAAO の

Phe242 に対応する位置には，哺乳動物 DDO では Arg 残基（Arg237）が ChDDO では Met 残基

（Met260）が存在している．哺乳動物 DDO の Arg 残基は，活性に寄与することが示されている

(52, 88)．また，DDO の活性部位上部には DAAO には見られない Arg 残基（Fig. 5, ChDDO: Arg243，

hDDO: Arg 216）が存在し，基質 D-Asp 側鎖のカルボキシ基と相互作用を形成し，酸性 D-アミノ酸

に対する基質特異性を付与していると考えられている(57)．加えて，ChDDO の活性部位に存在す

る真菌 DDO に特異的な His 残基（His56）も D-Asp 側鎖と相互作用することで，D-Asp に対する

基質特異性に寄与していると考えられている（Fig. 5a）(56)．hDDO においては，ChDDO の His56

に対応する位置には Met 残基（Met50）が存在するが（Fig. 5b），その近傍に存在する His 残基

（His54）が酸性 D-アミノ酸に対する活性に寄与する可能性が示唆されている（Fig. 5b）(52)． 

 

 

Fig. 5. DDO 結晶構造における活性部位 

(a) ChDDO-D-Asp 結晶構造と (b) hDDO 結晶構造（PDB entry: 6RKF）の活性部位．原子の配色：炭素原子，灰

（アミノ酸残基）とシアン（D-Asp と glycerol）；窒素原子，青；酸素原子，赤；硫黄原子，黄．FAD は橙で示

した．点線は水素結合を示す．PyMOL ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用いて作図した．  
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DAAO の基質特異性 

現在までに解析されている DAAO は基質特異性の違いにより（i）広基質特異性，（ii）中基質特

異性，（iii）狭基質特異性の 3 つに分けることができる（Table 4）．（i）広基質特異性を有する DAAO

には RgDAAO と TvDAAO が含まれる．これら DAAO は後述する cephalosporin C（CPC）を含む

多様な D-アミノ酸に対して高い活性を示すが，他の DAAO と同様に，酸性である D-Asp や D-Glu

に対してはほとんど活性を示さない(41)．RgDAAO と TvDAAO が単離された酵母 Rhodotorula 

gracilis と Trigonopsis variabilis はそれぞれ Basidiomycota 門と Ascomycota 門に属する真菌で系統的

に遠縁であり，両 DAAO のアミノ酸配列同一性も 30％と高くない．これら DAAO の広基質特異

性の要因は活性部位ポケットの広さなどに起因すると考えられているが，その詳細についてはほ

とんど明らかになっていない(89)．（ii）中程度の広さの基質特異性を有する DAAO には hDAAO

と pkDAAO といった哺乳動物由来の DAAO が含まれる．これら DAAO は D-Trp，D-Met，D-Val，

D-Phe や D-Pro といった比較的嵩高い側鎖を持つ中性かつ疎水性 D-アミノ酸に対して高い活性を

示す．この基質特異性は，基質の疎水性側鎖と基質結合部位の疎水性領域との疎水性相互作用が

要因と考えられている(38)．（iii）狭い基質特異性を有する DAAO には，RxDAAO や ApDAAO と

いった Actinobacteria 門に属する細菌由来の DAAO が含まれる．RxDAAO は分岐鎖 D-アミノ酸に

対して，ApDAAO は D-Met や塩基性 D-アミノ酸に対して非常に高い活性を示す(43, 45)．RxDAAO

の分岐鎖 D-アミノ酸に対する高い活性と強い基質結合親和性は基質結合部位での基質との強い疎

水性相互作用が要因と考えられている(45)．一方，ApDAAO における塩基性 D-アミノ酸に対する

高い活性の要因は現在のところ不明であり，今後の解明が期待される． 
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Table 4. DAAO の基質特異性 

Substrates 

Broad  Moderate  Narrow 

RgDAAOa TvDAAOa  pkDAAOa hDAAOb  RxDAAOc ApDAAOd 

  Relative activity (%)   

D-Asp 0 4  1 2  n.d. 0 

D-Glu 4 9  0 1  5 0 

D-His 58 88  3 6  4 6 

D-Arg 2 43  4 8  1 80 

D-Lys 5 17  2 0  2 99 

D-Thr 10 4  2 2  12 0 

D-Ser 41 22  18 18  1 0 

D-Asn 40 65  0 0  0 0 

D-Gln 53 81  1 1  1 - 

D-Trp 56 38  2 7  2 0 

D-Tyr 26 17  4 37  18 5 

D-Phe 79 36  84 67  2 54 

D-Pro 57 25  100 100  0 <1.0 

D-Met 100 78  75 53  2 100 

D-Ala 71 97  40 30  2 <1.0 

D-Val 95 100  28 18  100 <1.0 

D-Leu 57 32  21 13  27 12 

D-Ile 56 76  35 27  27 - 

Gly 3 0  0 0  0 0 

CPC 2 13  0 -  0 0 

各 DAAO の種々の D-アミノ酸に対する比活性から相対活性を算出した．aは Gabler らのデータ(41)，bは Molla ら

のデータ(52)，Cは Takahashi らのデータ(45)および dは Geueke らのデータ(43)を用いた． 
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DDO の基質特異性 

 DDO は DAAO の基質である中性と塩基性 D-アミノ酸にほとんど活性を示さないが，DAAO が

ほとんど活性を示さない D-Asp や D-Glu などの酸性 D-アミノ酸に高い活性を示す(31)．このよう

な DDO の酸性 D-アミノ酸に特異的な基質特異性は，DDO の活性部位に観察される Arg や His 残

基といった塩基性アミノ酸と基質側鎖のカルボキシ基との相互作用による(56, 57, 88)．DDO は D-

Asp と D-Glu のどちらかにより高い活性を示すかにより大きく 2 つに分けられる（Table 3）．D-Glu

よりもD-Aspにより高い活性を示すDDOには，常温性真菌由来のChDDO，哺乳動物由来の pkDDO，

ウシ腎臓由来の DDO（bkDDO）および hDDO といった多くの DDO が含まれる(53, 58, 90, 91)．な

かでも，ChDDO は D-Asp に対して D-Glu の約 50 倍高い活性を示すことから，D-Asp 特異的な DDO

であり，D-Asp の検出・定量に有用と考えられている(57)．一方，D-Asp よりも D-Glu により高い

活性を示すDDOには，常温性真菌由来のCbDDOや線虫由来のCeDDO-1, 2, 3が含まれる(53, 60)．

この D-Asp または D-Glu の選好性に寄与する構造因子はほとんど明らかになっていないが，

ChDDOのD-Aspに対する高い基質特異性は，動きが制限されているHis56による相互作用とHis56

イミダゾール環による基質結合空間の制限が原因と考えられている(56)． 

 

 

Table 5. DDO の基質特異性の相違 

Substrates 

D-Asp > D-Glu  D-Asp < D-Glu 

ChDDOa pkDDOb bkDDOc hDDOd  CbDDOe CeDDO-1d 

Relative activity (%)   

D-Asp 100 100 100 100  32 74 

D-Glu 2.4 25 5.3 7.8  100 100 

各 DDO の D-Asp と D-Glu に対する活性から相対活性を算出した．aは Takahashi らのデータ(58)，bは Yamamoto ら

のデータ(90)，Cは Negri らのデータ(91)，dは Katane らのデータ(53)および eは Fukunaga らのデータ(60)を用いた． 
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DAAO の応用的利用 

DAAO は多様な応用的用途に利用可能である．その中でも最も重要なものが，cephalosporin C か

らの抗生物質原料である 7-aminocephalosporanic acid（7-ACA）の生産である（Fig. 6）．7-ACA は

β-ラクタム系抗生物質の初発原料であり，世界で年間約 20 億円の市場を形成している(92)． 

 

 

 

Fig. 6. DAAO を用いた CPC からの 7-ACA 生産 

CPC, cephalosporin C; 7-ACA, 7-aminocephalosporanic acid; KA-7-ACA, ketoadipyl-7-ACA; GL-7-ACA, glutaryl-7-ACA; 

GLA, glutaric acid．CPC は DAAO により脱アミノされ，KA-7-ACA 中間体となる．中間体は反応副産物である過

酸化水素と反応し，非酵素学的に GL-7-ACA へと変換される．GL-7-ACA は GL-7-ACA アシラーゼにより加水分

解され 7-ACA と GLA が生成される(38, 93)． 

 

 

また，DAAO はアミノ酸や非天然アミノ酸のラセミ体混合物の光学分割にも有用である．例え

ば，RgDAAO と L-Asp aminotransferase を組み合わせた生理活性ペプチドや医薬品の原料となる L-

2-naphthyl alanine のラセミ体混合物の光学分割（Fig. 7）(89)，TvDAAO と glucose dehydrogenase を

組み合わせた心不全治療薬である Omapatrilat の前駆物質である L-6-hydroxynorleucine のラセミ体

混合物の光学分割(94)，pkDAAO と非エナンチオ選択的還元剤である sodium borohydride（NaBH4）

を組み合わせたラパマイシンや FK-506などの様々な免疫抑制剤の中間体として有用な L-pipecolic 

acid のラセミ体混合物の光学分割などへの応用が報告されている(95)． 
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Fig. 7. DAAO を用いた D, L-2-naphthyl alanine の脱ラセミ化 

Caligiuri らの論文の scheme 1 を一部改変し引用した(89)．化合物の略称：2-NAla，2-naphthyl alanine；2-NPA，2-

naphthyl pyruvic acid；L-CSA，L- cysteine sulphinic acid．酵素の略称：L-AspAT，L-aspartate aminotransferases．DAAO

により D-2-NAla が 2-NPA に脱アミノされる．L-AspAT により 2-NPA のケト基に L-CSA のアミノ基が転移され，

最終的に L-2-NAla とピルビン酸および二酸化硫黄が生成される． 

 

 

また，DAAO は慢性尿毒症の治療薬や様々な医薬品の原料となる α-ケト酸の生産にも有用であ

る(96)．また，アポトーシスを引き起こす事が知られており，抗がん剤として用いられる 4-

Methylthio-2-oxobutyric acid（MTOBA）の D-Met からの合成への利用も報告されている(97)． 

DAAO の重要な応用的利用の一つに D-アミノ酸の検出・定量がある．これまでに，D-アミノ酸

の検出・定量法として，高速液体クロマトグラフィー（HPLC），ガスクロマトグラフィー，キャ

ピラリー電気泳動を用いた方法および酵素学的手法が開発されている(98-104)．これらの手法のな

かで，HPLC は高感度であることから最も広く使用されているが，（i）蛍光誘導体化などの煩雑な

前処理が必要，（ii）高コスト，（iii）多数のサンプルを並行して分析出来ないといった問題がある．

一方，酵素学的手法は感度において HPLC 法より劣るが，（i）迅速かつ簡便，（ii）低コスト，（iii）

一度に多数のサンプルを分析できる点で優れている．DAAOを用いた D-アミノ酸の検出・定量は，

主に反応により生じる生成物を誘導体化や他酵素とのカップリング反応で分光学的に検出するこ

とで行われる(105)(Fig. 8)．また近年では，反応にともなう酸素の消費量や過酸化水素の生成量を

酸素電極や過酸化水素電極と組み合わせて用いることで電気シグナルに変換し，D-アミノ酸濃度

を測定することができるバイオセンサーの開発も行われている(106-108)． 

近年，神経伝達物質である D-Ser が統合失調症や筋萎縮性側索硬化症（ALS）に関係することが

明らかになったことから，これら疾患の診断への DAAO の利用が期待されている．統合失調症患
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者では D-Ser 濃度の減少が(109)，ALS 患者では D-Ser 濃度の増加が観察されていることから，生

体内のD-Ser濃度の測定によりこれら疾患の早期診断が可能になると期待されている(110)．また，

アルツハイマー病患者でも生体内における D-アミノ酸濃度の変化が観察されていることから，同

様に D-アミノ酸濃度の測定により早期診断が可能になると期待されている(111)．さらに，血液や

尿中の D-Ser 濃度の測定は腎機能や慢性腎臓病の診断に有効であると報告されている(112)． 

その他，様々な生物において種々の D-アミノ酸が検出され，多様な生理機能を担っていること

が近年明らかになってきたことから，これらの研究における D-アミノ酸の分析においても DAAO

は有用である．また，D-アミノ酸は食品の栄養，味覚や保存性に影響を与えることが報告されて

いることから，D-アミノ酸分析による食品品質の評価においてもDAAOは有用と考えられる(113)． 

また，DAAO はガン治療にも有用と考えられている．ガン細胞のカタラーゼ活性は正常細胞よ

りも著しく低いため，DAAO と D-アミノ酸を腫瘍部位に投与すると，生成する過酸化水素により

ガン細胞が死滅するが，正常細胞には影響がないことが報告されている(114)． 

以上，DAAO の広範な応用的利用の可能性から，高安定性，高活性および広基質特異性を有す

る DAAO が強く求められている． 

 

 

Fig. 8. DAAO を用いた D-アミノ酸の分光学的な検出法 

(a) DAAO 反応．(b) H2O2に対する定量手法．略称：HRP，horseradish peroxidase；4-AA，4-aminoantipyrine；o-DA，

o-dianisidine．(b) NH3 に対する定量手法．略称；GDH，glutamate dehydrogenase．(c) α-ケト酸に対する定量手法．

略称；DNPH，2,4-dinitrophenylhydrazine；DNPHs，2,4-dinitrophenylhydrazone；TSC，thiosemicarbazide；TSCs，

thiosemicarbazine．  
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DDO の応用的利用 

DDO は DAAO の基質でない酸性 D-アミノ酸に対して作用できることから，DDO は DAAO が

作用しない酸性 D-アミノ酸の検出・定量に有用である．DDO は DAAO と同じ反応を触媒するこ

とから，反応により消費する酸素や生成する過酸化水素を検出する場合は，DAAO と同様の方法

で酸性 D-アミノ酸を定量することが可能である． 

これまでに，酸性 D-アミノ酸のさまざまな酵素を用いた酵素学的な検出と定量法が開発されて

いる（Fig. 9）．古典的な酸性 D-アミノ酸の酵素学的な検出手法として，酸性 D-アミノ酸と DDO と

の反応により生成される α-ケト酸を 2, 4-dinitrophenylhydrazine と反応させ，生成される 2, 4-

dinitrophenylhydrazone を比色定量する方法である（Fig. 9a）(101)．他の酵素学的手法として，他の

酵素反応と組み合わせることで酸性 D-アミノ酸を定量する方法も開発されている．例えば，DDO

と NADH 依存性 malate dehydrogenase または glutamate dehydrogenase を組み合わせることで，それ

ぞれの反応時の NADH 減少量を分光学的に測定することで，D-Asp と D-Glu の混合溶液中の各々

を分別定量する方法が開発されている．この定量法の感度は HPLC やキャピラリー電気泳動法に

匹敵する（Fig. 9b）(102)．また，L-aspartate oxidase，aspartate racemase および NAD+依存性 L-aspartate 

dehydrogenase を組み合わせることで，D, L-Asp のラセミ体混合物から NADH の増加を分光学的に

測定することで D-Asp のみを定量する方法も開発されている（Fig. 9c）(103)．さらに，DDO と D-

Asp との反応により生成した oxaloacetate を oxaloacetate decarboxylase により pyruvate に変換し，

蛍光試薬である 1, 2-diamino-4, 5-methylenedioxybenzene と反応させ，その蛍光強度から D-Asp を定

量する方法も開発されている．この方法では D-Asp の μM レベルでの定量が可能である（Fig. 9d）

(104)．一方で，DDO を用いたバイオセンサーは報告されておらず，その開発が期待されている． 
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Fig. 9. DDO を用いた酸性 D-アミノ酸の酵素学的手法による検出・定量 

(a) DDO と 2, 4-dinitrophenylhydrazine（2,4-DNPH）を用いた手法(101)．(b) DDO，NADPH 依存性 malate dehydrogenase

（MDH）または glutamate dehydrogenase（GDH）を組み合わせた手法(102)．(c) L-aspartate oxidase（L-AO）, aspartate 

racemase（AspR）および L-aspartate dehydrogenase（AspDH）を組み合わせた手法(103)．(d) DDO と oxaloacetate 

decarboxylase（OAD）および蛍光試薬 1, 2-diamino-4, 5-methylenedioxybenzene（MDB）を組み合わせた手法(104)．

Takahashi の論文の Fig. 4 を改変し，作成した(31)． 
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DDO は化学産業や製薬産業において需要が高い“光学的に純粋”な酸性 L-アミノ酸，α-アミノ酸

および非天然 L-アミノ酸の生産にも有用と考えられている（Fig. 9）(104)．DDO を用いたこれら

純粋な酸性アミノ酸の最も単純な生産法は，酸性アミノ酸のラセミ混合物に対して DDO と非エ

ナンチオ選択的還元剤である sodium borohydride（NaBH4），sodium cyanoborohydride（NaCNBH4）

または amine-borane をカップリングさせる方法である(104, 115)． 

以上，DDO の応用的利用の可能性から，高安定性および高活性を有する DDO が強く求められ

ている． 

 

 

Fig. 10. 光学的に純粋な酸性 L-アミノ酸の生産 

Takahashi の論文の Fig. 5 を改変し，作成した(31)． 

 

 

DAAO の安定化 

DAAO と DDO は多様な応用的利用に有用な酵素であるが，これら酵素自身の安定性の低さが

応用的利用への障害となっている．一般的に，天然状態のタンパク質の構造は疎水性相互作用，

水素結合およびイオン結合（塩橋）などの相互作用によって安定化されている(116-119)．また，ペ

プチド結合主鎖のとりうる角度が広い Gly 残基の除去や主鎖と側鎖の動きが制限される Pro 残基

の導入といった変性状態のエントロピーを下げることもタンパク質の安定性を高める要因である

ことが知られている(120)．また，ジスルフィド（SS）結合も変性状態のエントロピーを低下させ

ることでタンパク質構造を安定化することが知られているが，近年相互作用による天然状態の安

定化にも寄与することが報告されている(121)．これらの因子が実際に対象の酵素の安定化に寄与

するかどうかは，安定性の異なる酵素間の比較（例えば，好熱性微生物由来と常温性生物由来）

や変異導入による野生型との比較から実証するのが一般的である(122-124)． 

DDO の安定化や不安定化に関しては解析されていないが，DAAO の不活性化の主な要因は FAD
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の解離，サブユニット解離や触媒反応で生じる過酸化水素によるアミノ酸残基側鎖の酸化に起因

することが報告されている(125-127)．比較的安定性の高い DAAO は，FAD との結合が強く，サブ

ユニットが解離し難い構造であることが示されている(128-130)．したがって，DAAO の安定性を

高めるために，DAAO の樹脂への固定化，化学的修飾，アミノ酸変異，二量体 DAAO の融合，他

のタンパク質との融合などが行われている(130)．これら安定化の手法に用いられている DAAO の

ほとんどが，既知の DAAO のなかでも高活性かつ広基質特異性であり，応用的に有用な常温性真

菌由来の RgDAAO や TvDAAO である． 

DAAO の熱安定性を改善するために最も用いられている手法は固定化である．例えば，遊離の

RgDAAO は 50℃で 1 時間の保温で完全失活するが，磁気ビーズへ固定したものは 56%の活性を

保持できたと報告されている(131)．また，アガロースビーズへ固定された TvDAAO の熱安定性の

向上など，これら以外にも固定化による熱安定性の改善が報告されている(132-137)．しかし，用

いる素材によっては①煩雑な固定化処理が必要，②樹脂に環境毒性がある，③固定化により酵素

活性の損失が起こる，④担体を再利用できない場合は高コストになるなど，多くの問題点が指摘

されている(138)．これらは DAAO の応用的利用に際し，非常に大きな障害と考えられる． 

DAAO の安定性を向上させるため，タンパク質工学的に DAAO 自身の安定化の検討もなされて

いる．例えば，ランダム変異導入により熱安定性が増加した pkDAAO のバリアントが得られてい

る(139)．しかし，熱安定性が増加した理由は不明である．また，Golubev らは TvDAAO の α-helix

に存在する複数の Ser 残基を Ala 残基に置換した α-helix の疎水化により熱安定性を向上させた

(140)．しかし，その安定化効果は小さかったことから(140)，既知の有用 DAAO をランダム変異導

入や α-helix の疎水化により安定化させるのではなく，別のアプローチで高安定性，高活性かつ広

基質特異性を有する DAAO を取得する必要があると考えられた． 

 

 

好熱性細菌 Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 株 DAAO 

 Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 株は，1996 年にイギリスのカーペット工場の温排水から単離

された 60℃の生育至適温度を有する好熱性の放線菌門に属する細菌である(141)．DSM9941 株か

ら単離されたトレハロース合成酵素を含むいつかの酵素は高い耐熱性と至適温度を有することが

報告されている(142)． 

Takahashi らは DSM9941 株のゲノム配列に DAAO ホモログ（RxDAAO）遺伝子を見出し，E. coli

で発現させた組換え酵素の酵素学的諸特性の解析から，RxDAAO の至適温度は 65℃であり，T50

値（酵素活性の半分が消失する保温温度）は 64℃であることを明らかにした(45)．この T50値は常

温性真菌由来の TvDAAO の T50 値の 54℃よりも著しく高く(48)，RxDAAO は既知 DAAO の中で

最も高い耐熱性を有する DAAO であった．しかし，RxDAAO が作用する基質は D-Val や D-Ile な
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どの分岐鎖 D-アミノ酸に限られており，基質特異性は非常に狭く，触媒活性も真菌 DAAO よりも

著しく低かったことから（Table 2），RxDAAO の応用的利用は制限されると考えられた(45)． 

 

 

好熱性真菌 

 1886 年に Lindt によって 50–60°C の高温で生育可能な真菌 Rhizomucor pusillus が単離されて以

降，1960 年代までに R. pusillus と同様に高温で生育可能な真菌がいくつか見出された(143)．Cooney

と Emerson がこのような高温で生育可能な真菌を好熱性真菌（Thermophilic fungi）と呼ぶことを

提唱して以降，現在では，最低 20℃から 60°C 付近までの温度範囲で生育可能で 40–50℃の至適生

育温度を有する真菌を好熱性真菌とすることが一般的である(143-145)． 

2012 年までに報告されている好熱性真菌は，Ascomycota 門–Eurotiomycetes 網の（i）Eurotiales 目

または（ii）Onygenales 目のどちらかに属することが知られている(146)．好熱性真菌は暖かく多湿

な好気性環境を好み，比較的体温の高い鳥の巣などのユニークな環境を含む，様々な環境から単

離されているが，主な単離源は堆肥であることが知られている(143)．好熱性真菌は好熱性細菌や

古細菌同様に，工業的に有用な耐熱性酵素の単離源として注目されており，実際に好熱性真菌由

来のいくつかの酵素（lipase，protease，xylanase および cellulase など）が商業的に生産・利用され

ている(143)． 

 

好熱性真菌 Thermomyces dupontii 

T. dupontii は Ascomycota 門–Eurotiomycetes 網–Eurotiales 目–Trichocomaceae 科に属する好熱性真

菌である(147)．T. dupontii は 1911 年に Griffon と Maubl によって Penicillium dupontii（旧学名）と

して単離され，2014 年に Houbraken らによって現学名の T. dupontii に再分類された(147)．至適生

育温度は 45–50℃であり，一般的な好熱性真菌と同様に，暖かく湿気の多い好気性環境を好み，土

壌や腐敗した植物材料，主に堆肥から見出されている(143)．T. dupontii からは複数の応用的利用に

有用な高い耐熱性を有する酵素，β-glucosidase，lipase および xylanase などが単離されており，細菌や

古細菌には存在しない酵素の有用な単離源として考えられている(148-150)． 

 

好熱性真菌 Rasamsonia emersonii 

R. emersonii は Ascomycota 門–Eurotiomycetes 網–Eurotiales 目–Trichocomaceae 科に属する好熱性

真菌である(151)．R. emersonii は 1965 年に Stolk によって堆肥から Talaromyces emersonii（旧学名）

として単離され，2012 年に Houbraken らによって現学名の R. emrsonii に再分類された(151, 152)．

T. dupontii と同様に，至適生育温度は 45–50℃であり，主に堆肥から見出されている(151, 153)．R. 

emersonii の β-glucosidase は高い耐熱性を有することが報告されており，商業利用されている(153, 

154)．  
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本研究の目的 

近年，分析技術の発展に伴い，環境異物として考えられてきた D-アミノ酸が細菌のみならずヒ

トを含む様々な動物に見出され，多様な生理学的な役割を担っていることが明らかになってきた．

生物において，D-アミノ酸は主にアミノ酸ラセマーゼにより生合成され，原核生物ではアミノ酸

ラセマーゼ，アミノトランスフェラーゼやデヒドロゲナーゼなど複数の酵素により代謝される．

一方，真核生物では主に中性および塩基性 D-アミノ酸に作用する D-アミノ酸オキシダーゼ（DAAO）

と酸性 D-アミノ酸に作用する D-アスパラギン酸オキシダーゼ（DDO）により代謝され，D-アミノ

酸の生体への利用や生体内の D-アミノ酸レベルの制御を通して多様な生理学的な機能を担うこと

が明らかとなっている． 

DAAO と DDO は D-アミノ酸の検出や定量，アミノ酸ラセミ体混合物の光学分割，光学的に純

粋な L-アミノ酸や医薬品原料の合成に有用であり，さらにガンなどの病気の治療への応用も期待

されている．現在，応用的な利用が検討されている DAAO や DDO は主に常温性真菌由来のもの

である．この理由として，真菌由来のものは動物や細菌由来のものと比較して高い触媒活性を有

しており，DAAO ではこれに加えて広い基質特異性を有することによる．しかし，これら酵素の

応用的利用の拡大には高い安定性が求められている．当研究室ではこれまでに，好熱性細菌 R. 

xylanophilus DSM 9941 株に既知の DAAO のなかで最も高い耐熱性を有する DAAO（RxDAAO）を

見出した．しかし，RxDAAO は高い安定性を有するものの活性は低く，基質特異性も狭かったた

め，応用的利用が制限された． 

そこで本研究では，応用的利用に有用な高活性・広基質特異性・高安定性を有する DAAO と高

活性・高安定性を有する DDO の取得を目的とし，DAAO と DDO の触媒特性に関するこれまでの

知見（真菌由来の DAAO と DDO の触媒活性は高い，好熱性微生物由来の DAAO を含む酵素の耐

熱性は高い）を踏まえ，未だ解析されていない好熱性真菌において DAAO と DDO を探索し，そ

の耐熱性や基質特異性などの酵素学的諸特性を解析した．さらに，好熱性真菌に見出した DAAO

の結晶構造と生化学的な解析から，その新奇な広基質特異性と高い耐熱性に寄与する構造因子に

ついて解析した．
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第 1 章 好熱性真菌 Thermomyces dupontii 由来 D-アミノ酸酸化酵素の酵素学的諸特性解析と

その D-アスパラギン酸オキシダーゼの基質親和性の向上 

 

1. 緒言 

D-アミノ酸オキシダーゼ（DAAO）や D-アスパラギン酸オキシダーゼ（DDO）といった D-アミ

ノ酸酸化酵素は高い光学立体選択性を有することから，多様な応用的利用に有用である．DAAO

においては，常温性真菌 Rhodotorula gracilis や Trigonopsis variabilis 由来の DAAO（RgDAAO と

TvDAAO）が高い活性と cephalosporin C などの医薬原料を含む多様な基質に作用することから応

用的利用の主な研究対象となっている．また，DDO においても同様に，高い活性の観点から常温

性真菌 Cryptococcus humicola UJ1 株や Candida boidinii 由来の DDO が応用的に有用だと考えられ

ている．一方で，これら常温性真菌由来の D-アミノ酸酸化酵素の安定性は低いことから，応用的

利用が制限されている．当研究室ではこれまでに，好熱性細菌 R. xylanophilus 由来の DAAO

（RxDAAO）が既知の D-アミノ酸酸化酵素のなかで最も高い耐熱性を有することを明らかにして

いる．しかし，RxDAAO の触媒活性は RgDAAO や TvDAAO よりもかなり低く，基質特異性も狭

かったことから，RxDAAO の応用的利用は制限されると考えられた．したがって，高い安定性を

有してかつ高活性で広基質特異性を有する DAAO の取得が求められている． 

 これまでの知見から，真菌由来の D-アミノ酸酸化酵素が高活性と広基質特異性を有すること，

好熱性微生物由来の D-アミノ酸酸化酵素が高い安定性を有することが明らかにされていることか

ら，未だ解析のなされていない好熱性真菌由来の D-アミノ酸酸化酵素がこれら応用的利用に有用

な特性を兼ね備えている可能性が高いと考えた．そこで，第 1 章では，全ゲノム配列が解読され

ており，これまでにいくつかの高い耐熱性を有する酵素が報告されている好熱性真菌Thermomyces 

dupontii NRRL 2155 株を DAAO と DDO の単離源とし，単離した DAAO（TdDAAO）と DDO

（TdDDO）の酵素学的諸特性を解析した．加えて，取得した TdDDO に対して部位特異的変異を

導入し，基質親和性の向上を検討した． 
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2. 結果 

2.1. 好熱性真菌 Thermomyces dupontii における DAAO と DDO ホモログ遺伝子の探索 

好熱性真菌の DAAO と DDO ホモログ遺伝子を取得するため，RgDAAO と ChDDO のアミノ酸

配列を用いて，ゲノム配列が明らかにされている好熱性真菌 T. dupontii NRRL 2155 株に対してホ

モロジー探索した．その結果，RgDAAO と ChDDO に対して有意なアミノ酸配列同一性を有する

タンパク質をコードする遺伝子が 2 つ（Talth1p4_001973 と Talth1p4_002474）見出された（Fig. 1-

1, Table 1-1）．ゲノム DNA 上の Talth1p4_001973 は 5 つのイントロンで分断された構造をしてお

り，イントロンを含む全長は 1,390 bp であった．遺伝子領域の全長は 1,107 bp で，368 アミノ酸

からなるタンパク質（Td001973）をコードしていた．Td001973 は RgDAAO と ChDDO にそれぞ

れ 32.0 と 30.3%のアミノ酸配列同一性を有していた（Table 1-1）．一方，Talth1p4_002474 にはイン

トロンが存在せず，遺伝子全長は 1,113 bp で，370 アミノ酸からなるタンパク質（Td002474）をコ

ードしていた．Td002474 は，RgDAAO と ChDDO にそれぞれ 31.0 と 26.1%のアミノ酸配列同一性

を有していた（Table 1-1）．また，Td001973 と Td002474 のアミノ酸配列同一性は 28.0%であった． 

 

 

Fig. 1-1. T. dupontii の推定 DAAO と DDO ホモログ遺伝子 

真菌ゲノムデータベース Genozymes（https://www.fungalgenomics.ca/）における T. dupontii NRRL2155 株に見出され

た推定 DAAO と DDO ホモログ遺伝子のエキソン−イントロン構造． 

 

 

Table 1-1. T. dupontii の推定 DAAO と DDO ホモログ遺伝子 

Gene ID Talth1p4_001973 Talth1p4_002474 

Protein ID Td001973 Td002474 

Amino acid residues 368 370 

Amino acid identity (%)   

vs RgDAAO 32.0 31.0 

vs ChDDO 30.3 26.1 

vs Td001973 ― 28.0 

vs Td002474 28.0 ― 

aアミノ酸配列同一性は Needleman-Wunsch アルゴリズムによるグローバルアライメントを用いて算出した．  
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見出された Td001973 と Td002474 のそれぞれが DAAO または DDO であるかを推定するため

に，Td001973，Td002474，既知の DAAO および DDO のアミノ酸配列をアライメントした（Fig. 

1-2）．その結果，Td001973 と Td002474 の両方の N 末端領域に FAD 結合に関わる Wierenga ADP

結合配列（GxGxxG：x は任意のアミノ酸残基(79)）が存在した．Td001973 の C 末端にはⅠ型ペル

オキシソーム標的シグナル（PTS1：[S/T/A/G/C/N]–[R/K/H]–[L/I/V/M/A/F/Y]）に一致する配列 A–

K–L が存在したが，Td00274 における配列は N–L–K であり一致しなかった．既知の DAAO と DDO

において D-アミノ酸基質の α-アミノ基と α-カルボキシ基との相互作用を担うことが知られている

Tyr，Arg および Gly 残基に対応する位置に．Td001973 では，Tyr249，Arg313 および Gly339 残基

が保存されていた．一方，Td002474 には，Arg308 と Gly335 が保存されていたが Tyr 残基は保存

されておらず，代わりに Phe248 残基が存在した．また，Td002474 には，既知の DDO で基質酸性

D-アミノ酸の側鎖カルボキシ基との相互作用を担うことが知られている Arg 残基に対応する位置

もしくは近傍に Arg239 と Arg242 残基が保存されていた．また，Td001973 には真菌 DAAO に特

異的に見出される Asn 残基（Asn53）が観察されたが，Td002474 には真菌 DDO に特異的に見出

される His 残基（His70）が観察された．これらの結果から，Td001973 をコードする遺伝子

Talth1p4_001973 は DAAO ホモログ（TdDAAO）遺伝子であり，Td002474 をコードする遺伝子

Talth1p4_002474 は DDO ホモログ（TdDDO）遺伝子と考えられた． 
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Fig. 1-2. T. dupontii の推定 DAAO と DDO および既知 DAAO と DDO のアミノ酸配列の比較 

青塗りは N 末端領域の Wierenga ADP 結合配列：GxGxxG（x は任意のアミノ酸残基）を示す．緑塗りは C 末端領

域の PTS1 を示す．(◇)は真菌 DAAO 特異的な Asn 残基または真菌 DDO に特異的な His 残基を示す．(▼)は既知

DAAO と DDO において基質 D-アミノ酸の α-アミノ基または α-カルボキシ基と相互作用することが知られている

Tyr，Arg および Gly（Ser）残基を示す．(▽)は mDDO と hDDO または ChDDO において基質酸性 D-アミノ酸の側

鎖カルボキシ基と相互作用する Arg 残基を示す．波線は RgDAAO における二量体化ループを示す．マルチプルア

ライメントには T-COFFEE server（http://tcoffee.crg.cat/）を用いた．用いたアミノ酸配列の UniProtKB accession no.

を以下に示す：ChDDO，Q75WF1；mDDO，Q220Z0；hDDO，Q99489；RgDAAO，P80324；TvDAAO，Q99042；

mDAAO，P18894；hDAAO，P14920．  
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2.2. TdDAAO と TdDDO 遺伝子の E. coli における発現と発現産物の精製 

T. dupotii NRRL2155 株に見出された TdDAAO 遺伝子と TdDDO 遺伝子それぞれが機能的な

DAAO と DDO をコードすることを明らかにするため，これら遺伝子の E. coli における発現系の

構築を検討した．TdDAAO または TdDDO 遺伝子を有する pET-15b ベクターを E. coli BL21(DE3) 

pLysS に導入したのち LB 培地で培養し，IPTG 添加により各々の遺伝子を誘導発現させた．その

結果，TdDAAO 遺伝子を導入した E. coli は生育が OD600 において 2.0 程度まで増殖し，最終的に

600 ml の LB 培地から湿重量 2.3 g の菌体を得ることができた．一方，TdDDO 遺伝子を導入した

E. coli の場合は，IPTG 添加により生育が停止した（Fig. 1-3）．IPTG を添加しない場合には，生育

の停止が観察されなかったことから，この原因として TdDDO 遺伝子発現産物の E. coli 宿主に対

する毒性が考えられた．そこで，TdDDO 遺伝子を導入した E. coli の生育を増加させるため，LB

培地から富栄養である TB 培地へ変更して培養し，OD600 が 3.0 付近に達した時に IPTG 添加によ

り誘導発現させた．その結果，100 ml の TB 培地から湿重量 1.6 g の菌体を得ることができた． 

 

 

 

Fig. 1-3. TdDDO 遺伝子発現が E. coli 宿主の生育に与える影響 

TdDDO 遺伝子発現ベクターを導入した E. coli BL21(DE3) pLysS を 37°C で培養した．LB 液体培地では E. coli 培

養液の OD600が 0.5 付近，TB 液体培地では 3.0 付近に達した時に終濃度 1 mM IPTG を添加した． 
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得られた各遺伝子を発現させた E. coli から粗抽出液を調製し，種々の D-アミノ酸に対するオキ

シダーゼ活性を測定した．測定の結果，TdDAAO 遺伝子を発現させた E. coli の粗抽出液は D-Met

に対して最も高い活性（0.59 U/mg）を示した（Fig. 1-4a）．また，D-Phe や D-Tyr といった嵩高く疎

水性の強い中性 D-アミノ酸や，D-Leu や D-Gln といった中程度の大きさの中性 D-アミノ酸に対し

ても D-Met と同程度の比活性を示した．一方，酸性である D-Asp と D-Glu に対してはほとんども

しくは全く活性を示さなかった．TdDDO 遺伝子を発現させた E. coli の粗抽出液は D-Glu に対して

最も高い活性（15.0 U/mg）を示した（Fig. 1-4b）．また，D-Asp に対しても比較的高い活性（11.0 

U/mg）を示した．一方，酸性以外の中性と塩基性 D-アミノ酸に対しては，D-Gln を除き，ほとん

どもしくは全く活性を示さなかった．したがって，アミノ酸配列から推定されたように，TdDAAO

遺伝子と TdDDO 遺伝子はそれぞれ機能的な DAAO と DDO をコードしていることが明らかにな

った． 

 

 

 

Fig. 1-4. 組換え E. coli 粗抽出液を用いた TdDAAO と TdDDO 遺伝子発現産物の基質特異性 

(a) TdDAAO と(b) TdDDO 遺伝子発現 E. coli 粗抽出液の基質特異性．TdDAAO または TdDDO 遺伝子を発現させた

E. coli 粗抽出液を用いて，基質 20 mM D-アミノ酸（1.5 mM D-Tyr を除く）に対するオキシダーゼ活性を 37°C，20 

µM FAD 存在下で o-dianisidine/HRP カップリング法により測定した．TdDAAO と TdDDO において，それぞれ D-

Met と D-Glu に対する比活性（0.59 U/mg と 15.0 U/mg）を 100%とした相対活性を示した．活性は 3 回測定し，平

均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す． 
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次に，各遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から TdDAAO と TdDDO を His タグアフィニティ

ーカラムを用いて精製した．精製した TdDAAO と TdDDO を SDS-PAGE に供したところ，どちら

も His タグ融合タンパク質としての分子質量（42 kDa と 44.5 kDa）に相当する位置に単一のバン

ド（>95%以上）が観察され，電気泳動的に単一に精製されたことが分かった（Fig. 1-5ab）．最終

的に，TdDAAO 遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から，TdDAAO を収率 46.2％で 84.7 倍にまで

精製し，0.95 mg（総タンパク質量）の精製酵素標品を取得した． 

精製した TdDAAO は 37°C において 20 mM D-Met に対して 50.8 U/mg の比活性を示した．E. coli

で発現させた好熱性細菌由来の RxDAAO は 60°C で D-Val に対して最も高い比活性 21.1 U/mg を

示すことが知られている(45)．したがって，TdDAAO は RxDAAO よりも高い活性を有することが

分かった．しかしながら，既知 DAAO のなかでも高活性だとされる RgDAAO と TvDAAO はそれ

ぞれ 25°C で D-Met に対し 80 U/mg と D-Trp に対し 123 U/mg（どちらも最良基質）の比活性を有

することが知られている(155)．したがって，既知 DAAO のなかでも，37℃においては，TdDAAO

は中程度の活性を有する DAAO であることが明らかとなった． 

一方，TdDDO 遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から，TdDDO を収率 27.3%で 2.6 倍にまで

精製し，6.7 mg（総タンパク質量）の精製酵素標品を取得した．精製した TdDDO は 37°C と 60°C

において 20 mM D-Gluに対してそれぞれ 46.3と 169 U/mgの比活性を示した．中温性真菌C. boidinii

由来 DDO の至適温度 37°C における D-Glu に対する比活性は 41.4 U/mg であると報告されている

(60)．また，hDDO と mDDO の 37°C における D-Glu に対する比活性は 7.8 U/mg であり(156)，

ChDDO は 37°C において 2.3 U/mg の比活性を示す(58)．したがって，TdDDO は既知 DDO のなか

でも，D-Glu に対して優れた触媒能を有する DDO であることが分かった． 
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Fig. 1-5. 精製した TdDAAO と TdDDO の SDS-PAGE 解析 

(a) Marker, 分子量マーカー; Crude extract, TdDAAO 遺伝子発現 E. coli 粗抽出液 (15 µg); TdDAAO, 精製 TdDAAO 

(1.5 µg)．(b) Marker, 分子量マーカー; Crude extract, TdDDO 遺伝子発現 E. coli 粗抽出液 (15 µg); TdDAAO, 精製

TdDDO (1.5 µg)．12.5% (w/v) ポリアクリルアミドゲルを用いてタンパク質を分離し，CBB G-250 を用いて染色し

た． 
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2.3. TdDAAO と TdDDO の酵素学的諸特性解析 

2.3.1. TdDAAO と TdDDO の基質特異性解析 

精製した TdDAAO と TdDDO を用いて基質特異性を解析した．その結果，E. coli 粗抽出液にお

ける基質特異性の解析結果と同様に，TdDAAO は D-Met に対して最も高い活性（50.8 U/mg）を示

した（Fig. 1-6a）．また，TdDAAO は D-Leu，D-Phe，D-Gln および D-Trp に対しても比較的高い活

性を有することが分かった．一方，塩基性である D-Arg，D-Lys と D-His などの基質に対する活性

は低かった．また，構造的に小さな D-Ala に対する活性も低く，疎水性側鎖を有する D-Ile や，D-

Val と D-Pro などに対してはほとんど活性を示さなかった．これらの結果から，TdDAAO の基質特

異性は，RgDAAO といった既知の広基質特性 DAAO と比べて，狭いことが分かった（Fig. 1-6a）．

したがって，TdDAAO は本研究の目的とする広基質特異性を有する DAAO でなかったことから，

さらなる解析をしないこととした． 

TdDDO も，E. coli 粗抽出液における基質特異性の解析結果と同様に，D-Glu に対して最も高い

活性（46.3 U/mg）示し，次いで D-Asp に高い活性を示すことが分かった（Fig. 1-6b）．また，D-Asp

の α-アミノ基がメチル化されている N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）と中性 D-アミノ酸で

ある D-Gln に対しても比較的高い活性を示した．一方，他の中性と塩基性 D-アミノ酸や Gly に対

してはほとんどもしくは全く活性を示さなかった．したがって，TdDDO は既知の DDO と同様に，

中性と塩基性 D-アミノ酸ではなく，酸性 D-アミノ酸に高い活性を示す DDO であることが明らか

となった．また，D-Asp よりも D-Glu に対して高い活性を示すことが分かった． 
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Fig. 1-6. 精製 TdDAAO と TdDDO の基質特異性 

(a) 精製 TdDAAO と RgDAAO の基質特異性．(b) 精製 TdDDO の基質特異性．精製 TdDAAO または TdDDO を用

いて，基質 20 mM アミノ酸（1.5 mM D-Tyr を除く）に対するオキシダーゼ活性を 37°C，20 µM FAD 存在下で o-

dianisidine/HRP カップリング法により測定した．TdDAAO と TdDDO において，それぞれ D-Met と D-Glu に対する

比活性（50.8 U/mg と 46.3 U/mg）を 100%とした相対活性を示した．活性は 3 回測定し，平均値を示した．エラー

バーは標準偏差を示す．aは Gabler らのデータ(41)を用いた。 
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2.3.2. TdDDO の酵素反応速度論的パラメーター解析 

 TdDDO の触媒特性についてより詳細に理解するために，酵素反応速度論的パラメーターを解析

した．その結果，TdDDO は D-Glu に対して最も低い Km（2.16 mM）と最も高い kcat（217 s−1）を示

した（Table 1-2）．したがって，TdDDO は D-Glu に対して最も高い kcat Km
−1（100,000 s⁻¹ M⁻1）示し，

D-Glu が最良の基質であることが分かった．また，既知の DDO なかでも，TdDDO は D-Glu に対

して最も優れた反応速度論特性を有していた（Table 1-6）． 

 TdDDO の三次元構造モデルを作成し，その推定基質結合部位を他の既知 DAAO と DDO の結晶

構造および三次元モデル構造と比較したところ，他の既知 DAAO と DDO において基質 D-アミノ

酸の α-カルボキシ基と α-アミノ基と相互作用することが知られている Arg と Gly/Ser 残基に対応

する位置（Fig. 1-7b, mDDO モデル; Arg278, Ser308）に，Arg308 と Gly335 残基が見出された（Fig. 

1-7a）．一方，他の既知 DAAO と DDO の全てに保存されている基質の α-カルボキシ基と相互作用

する Tyr 残基に対応する位置に，アミノ酸配列アライメントからも推定されたように，TdDDO で

は Phe（Phe248）残基が存在した．また，他の既知 DDO で酸性 D-アミノ酸に対する基質特異性に

寄与することが知られている His, Arg および Arg 残基に対応する位置（Fig. 1-7b, mDDO モデル; 

His54, Arg216, Arg237）に，His70，Arg242 および Lys263 残基が存在した（Fig. 1-7a）． 

 

 

Table 1-2. TdDDO の酵素反応速度論的パラメーター 

Substrates kcat (s⁻¹) Km (mM) kcat Km
−1

 (s⁻¹ M⁻¹) 

D-Glu 217 ± 14 2.16 ± 0.23 100,000 

D-Asp 123 ± 10 8.77 ± 1.1 14,000 

NMDA 155 ± 47 103 ± 23 1,500 

D-Gln 144 ± 58 108 ± 32 1,330 

D-Glu は 0.1–50 mM，D-Asp，NMDA および D-Gln は 1–50 mM を用いて，60°C，20 µM FAD 存在下で o-dianisidine/HRP

カップリング法により DDO 活性を測定した．3 回測定し，その平均値と標準偏差を示した． 
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Fig. 1-7. TdDDO と mDDO モデル構造の基質結合部位の比較 

原子の配色：炭素原子，灰；窒素原子，青；酸素原子，赤；硫黄原子，黄．補酵素 FAD は橙で示した．I-TASSER 

On-line Server（https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いてモデル構造を構築した．PyMOL ver 2.4 を

用いて作図した． 
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2.3.3. TdDDO の補酵素解析 

TdDDO がフラビンを含有するかどうかを明らかにするため，精製 TdDDO の吸収スペクトルを

測定した．その結果，TdDDO は典型的なフラビン酵素で観察される 273，375 および 455 nm に吸

収極大を有するスペクトルが観察された（Fig. 1-8a）．このことから，TdDDO は他の DAAO や DDO

と同様にフラビンを含有することが分かった．また，酵素溶液への D-Glu 添加後の吸収スペクト

ルを測定したところ，375 と 455 nm の吸収極大が消失した（Fig. 1-8a）．このことから，含有する

フラビンの還元が示唆され，含有する FAD が補酵素として機能していると考えられた． 

次に，TdDDO が含有するフラビンが共有結合もしくは非共有結合のどちらの様式で結合してい

るか解析した．精製 TdDDO を熱変性させたのちに遠心分離により回収した上清はフラビンに由

来する黄色を呈したことから，TdDDO が含有するフラビンは，他の DAAO や DDO 同様に，非共

有結合的に結合していることが示された．さらに，上清を薄層クロマトグラフィー（TLC）に供し

たところ，上清中のフラビンの Rf 値（0.22）は FMN ではなく FAD の値と一致したことから，

TdDDO は FAD を補酵素とすることが示唆された（Fig. 1-8b）．TLC 解析では，FMN，FAD と TdDDO

が同じモル濃度になるように供したが，TdDDO 由来のフラビンの蛍光強度は，FMN や FAD と比

べて弱かったことから，アポ体の存在が示唆された．そこで，0.34 mM TdDDO タンパク質の熱変

性後の遠心上清の FAD を定量したところ，その濃度は 0.16 mM だった．また，FAD を含む反応

系では酵素活性が 57.6 U/mg であったのに対し，FAD を含まない反応系では 39.4 U/mg だった．

これらのことから，精製した TdDDO の 40–50%程度はアポ体として存在すると考えられた． 

次に，TdDDO と FAD の結合強度（解離定数 Kd）を明らかにするため，TdDDO のアポ化を検討

した．その結果，2 M KBr に対し TdDDO 溶液を 5 日間透析したにもかかわらず，FAD の有意な

量の放出は観察されなかった．したがって，TdDDO の FAD に対する Kdを求めることは出来なか

ったが，その結合は非常に強固と考えられた． 

 

 

Fig. 1-8. TdDDO の補酵素フラビンの解析 
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(a) TdDDO の吸収スペクトル解析．20 µM TdDDO の 200–600 nm における吸光度を測定した．実線は D-Glu を添加

せずに 40°C で 10 分間保温後，点線は終濃度 50 mM D-Glu を添加し 40°C で 10 分間保温後に測定した吸収スペク

トルを示す．(b) TLC 解析．左から順に，1 µl 標準 100 µM FMN; 1 µl 標準 100 µM FAD; 1 µl 100 µM TdDDO タン

パク質熱変性後の遠心上清．展開溶媒としてクロロホルム，酢酸および蒸留水の混合液（6:7:1）を用いた． 

 

 

2.3.4. TdDDO の四次構造解析 

TdDDO の四次構造を明らかにするために，TdDDO（タンパク質濃度 0.5 mg/ml）をゲル濾過ク

ロマトグラフィーに供し，分子量を求めた．その結果，TdDDO の分子質量は約 38 kDa であり，

His タグを付加したアミノ酸配列から算出された分子質量 44.5 kDa と概ね一致した（Fig. 1-9）．し

たがって，TdDDO はタンパク質濃度 0.5 mg/ml において単量体として存在することが明らかとな

った． 

 

 

 

Fig. 1-9. TdDDO のゲル濾過クロマトグラフィー 

タンパク質濃度 0.5 mg/ml の TdDDO の分配係数 Kav を標準タンパク質から得られたものと比較することで算出し

た．標準タンパク質として以下を用いた：ribonuclease A，13.7 kDa；chymotrypsinogen A，25.0 kDa；albumin，67.0 

kDa；aldolase，158 kDa． 
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2.3.5. TdDDO の至適 pH と pH 安定性の解析 

TdDDO の至適 pH を明らかにするため，pH 6.0–10.0 でそれぞれ TdDDO の活性を測定した．そ

の結果，TdDDO は pH 8.0 で最も高い活性を示したことから至適 pH は 8.0 であることが明らかと

なった（Fig. 1-10a）．また，pH 6.5–7.0 の弱酸性領域と pH 8.5 の弱塩基性領域においても高い活性

（80–90%の相対活性）を示した．一方，pH が 6.0 以下や 9.0 以上になるにつれて活性は低下して

いった． 

次に，TdDDO の pH 安定性を明らかにするため，異なる pH で TdDDO をそれぞれ 1 時間保温

した後の残存活性を測定した．その結果，TdDDO は pH 5.0–10.0 で比較的高い残存活性を示した

ことから，この pH 領域で安定であることが明らかとなった（Fig. 1-10b）．一方，pH 5.0 以下の酸

性領域や pH 11.0 の塩基性領域での残存活性は著しく低下し，失活することが分かった． 

 

 

 

Fig. 1-10. TdDDO の pH 特性 

(a) pH が活性に与える影響．pH 6.0-10.0（25 mM GTA buffer）の反応系で，20 mM D-Glu を基質として用いて，20 

µM FAD 存在下で 2, 4-DNPH 法により 60°C で活性を測定した．pH 8.0 における活性を 100%とした相対活性を示

した．(b) pH が安定性に与える影響．pH 3.5–10.0（25 mM GTA buffer）と pH 10.0-11.0（25 mM CAPS buffer）で

45°C で 1 h 保温後，20 mM D-Glu を基質として用いて，20 µM FAD 存在下で o-dianisidine/HRP 法により 60°C で活

性を測定した．pH 8.0 で保温後の活性を 100%とした相対活性を示した．3 回測定し，その平均値を示した．エラ

ーバーは標準偏差を示す． 
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2.3.6. TdDDO の至適温度と耐熱性の解析 

TdDDO の至適温度（Topt）を明らかにするため，30–75°C で TdDDO の活性を測定した．その結

果，TdDDO は 60°C において最も高い活性を示したことから，Toptは 60°C であることが分かった

（Fig. 1-11a）． 

次に，TdDDO の温度安定性を明らかにするため，20–75°C で 1時間保温後の TdDDO（0.1 mg/ml）

の残存活性を測定した．その結果，TdDDO の残存活性は 45°C まで一定で高かったことから（Fig. 

1-11b），この温度範囲で安定であることが分かった．また，TdDDO の 0.1 mg/ml における T50
60（初

期活性の 50％が失われる 60 min の保温温度）は 51°C であった．さらに，0.1 mM の FAD を添加

した場合の T50
60は 56°C であり，無添加の T50

60よりも 5°C 増加したことから，アポ体への FAD 結

合による安定化が示唆された（Fig. 1-11b）． 

次に，タンパク濃度が TdDDO の耐熱性に与える影響を明らかにするため，0.005, 0.02, 0.1 mg/ml

のタンパク質濃度で 45°C で 60 min 保温後の TdDDO の残存活性を測定した．その結果，0.1 から

0.02 mg/ml のタンパク質濃度の低下に伴い TdDDO の残存活性は約 60%減少し，0.1 から 0.005 

mg/ml への濃度低下では約 70%減少した（Fig. 1-11c）．これらの結果から，TdDDO の耐熱性はタ

ンパク質濃度に依存することが明らかとなった．また，0.1 mM FAD を添加した場合，0.02 mg/ml

においてわずかに安定化効果が見られたが，0.005 mg/ml では安定化効果が見られなかったことか

ら，TdDDO のタンパク質濃度低下による不安定化は FAD 添加により抑制できないことが分かっ

た（Fig. 1-11c）． 
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Fig. 1-11. TdDDO の温度特性 

(a) 温度が活性に与える影響．30–75°C の反応温度で，20 mM D-Glu を基質として用いて，20 µM FAD 存在下で 2, 

4-DNPH 法により DDO 活性を測定した．60°C での活性を 100%とした相対活性で示した．(b) 温度が安定性に与

える影響．20–75°C で TdDDO（タンパク質濃度 0.1 mg/ml）を 1 h 保温した後，20 mM D-Glu を基質として用いて，

20 µM FAD 存在下で o-dianisidine/HRP 法により 60°C で残存 DDO 活性を測定した．20°C での保温後の残存活性を

100%とした相対活性で示した．(c) タンパク質が耐熱性に与える影響．タンパク質濃度 0.1, 0.02, 0.005 mg/ml の

TdDDO を 0.1 mM FAD 存在または非存在下で 45°C で 1 h 保温した後，20 mM D-Glu を基質として用いて，20 µM 

FAD 存在下で o-dianisidine/HRP 法により 60°C で残存活性を測定した．0.1 mg/ml で FAD 非存在下における保温後

の残存活性を 100%とした相対活性で示した．活性はそれぞれ 3 回測定し，その平均値を示した．エラーバーは標

準偏差を示す． 
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2.3.7. TdDDO の DAAO および DDO 阻害剤の影響解析 

TdDDO の DDO と DAAO 競合的阻害剤に対する影響を解析した．その結果，10 mM では，DAAO

競合的阻害剤（benzoate，anthranilate，crotonate）だけでなく DDO 競合的阻害剤（malonate, meso-

tartrate, D-malate）でも阻害は観察されなかった（Table 1-3）．50 mM では，DDO 競合的阻害剤のな

かで最も構造の小さい malonate による阻害は見られなかったが，meso-tartrate と D-malate により

それぞれ 23%と 38%の活性が阻害された．一方，50 mM DAAO 競合的阻害剤では，anthranilate の

みが約 11%とわずかに活性を阻害した． 

 

 

Table 1-3. DDO と DAAO 競合的阻害剤の TdDDO 活性への影響 

Compounds 
Concentration 

(mM) 

Mean relative activity ± SD 

(%) 

None   100 

DDO inhibitors    

Malonate 

 

10 108 ± 2.8 

50 96.1 ± 1.8 

meso-Tartate 

 

10 103 ± 0.6 

50 76.9 ± 0.8 

D-Malate 

 

10 95.9 ± 0.6 

50 61.6 ± 1.6 

DAAO inhibitors    

Benzoate 

 

10 106 ± 2.5 

50 100 ± 3.1 

Anthranilate 

 

10 102 ± 4.0 

50 89.1 ± 0.2 

Crotonate 

 

10 102 ± 4.0 

50 95.9 ± 1.9 

10 または 50 mM 阻害剤存在下で，20 mM D-Glu を基質として用い，20 µM FAD 存在下で 2, 4-DNPH 法により 37℃

で活性を測定した．3 回測定し，その平均値と標準偏差（SD）を示した．原子の配色：灰，炭素原子；赤，酸素原

子；青，窒素原子． 
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2.4. TdDDO F248Y バリアント遺伝子の E. coli における発現と精製 

前述したように，TdDDO のアミノ酸配列アライメントや三次元構造モデルから，既知の DDO

や DAAO において基質 α-カルボキシ基と水素結合を形成する Tyr 残基に対応する位置に Tyr 残基

が存在せず Phe 残基（Phe248）の存在が示唆された（Fig. 1-7, Fig. 1-16, Fig. 1-18）．そこで，実際

に Phe248 残基が基質結合部位に存在する可能性を探ること，基質との水素結合導入による基質親

和性の向上を期待し，Phe248 残基を Tyr 残基に置換したバリアント（F248Y バリアント）を作成

し野生型と同様な方法で E. coli で発現させた．100 ml の TB 培地から TdDDO F248Y 遺伝子を IPTG

で誘導発現させた E. coli が 1.2 g（湿重量）得られた．得られた菌体から TdDDO を精製し，SDS-

PAGE に供したところ，His タグ融合としての分子質量 42.4 kDa に対応する位置に単一のバンド

（>95%以上）を示したことから，電気泳動的に単一に精製されたことが分かった（Fig. 1-12）．最

終的に，TdDDO F248Y 遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から，TdDDO F248Y を収率 27.9%で

5.5 倍にまで精製し，3.9 mg（総タンパク質量）を取得した．精製した TdDDO F248Y は 37°C にお

いて 20 mM D-Glu に対して 6.7±1.2 U/mg の活性を示したことから，変異導入により活性が低下

した． 

 

 

 

Fig. 1-12. TdDDO F248Y バリアントの SDS-PAGE 解析 

Marker, 分子量マーカー; Crude extract, TdDDO F248Y 遺伝子発現 E. coli 粗抽出液 (10 µg); TdDDO F248Y, TdDDO 

F248Y (2.0 µg)．12.5% (w/v) ポリアクリルアミドゲルを用いてタンパク質を分離し，CBB G-250 を用いて染色し

た． 
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2.5. TdDDO F248Y バリアントの酵素学的諸特性解析 

2.5.1. TdDDO F248Y バリアントの基質特異性 

変異導入による基質特異性への影響を明らかにするため，TdDDO F248Y バリアントの種々の D-

アミノ酸（20 mM）に対する活性を測定した．その結果，F248Y バリアントは野生型とは異なり，

NMDA に対しても最も高い活性 12.8 U/mg を示した（Fig. 1-13）．次いで，D-Glu に 8.4 U/mg，D-

Gln に 7.2 U/mg，D-Asp に 6.0 U/mg の活性を示した．また，野生型と同様に，F248Y バリアント

は他の中性および塩基性 D-アミノ酸に対してほとんど活性を示さなかった． 

 

 

 

Fig. 1-13. TdDDO F248Y バリアントの基質特異性 

精製 TdDAAO F248Y バリアントを用いて，基質 20 mM D-アミノ酸（1.5 mM D-Tyr を除く）に対するオキシダーゼ

活性を 20 µM FAD 存在下で o-dianisidine/HRP カップリング法により 37°C で測定した．NMDA に対する比活性

12.8 U/mg を 100%とした相対活性を示した．活性は 3 回測定し，平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す．  
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2.5.2. TdDDO F248Y バリアントの酵素反応速度論的パラメーター解析 

TdDDO F248Y バリアントの触媒特性についてより詳細に理解するために，酵素反応速度論的パ

ラメーターを解析した．その結果，D-Glu に対する Kmは 0.713 mM と最も小さく，野生型の 1/3 と

なった（Table 1-4）．また，D-Asp，D-Gln と NMDA に対する Kmもそれぞれ野生型の約 1/10，1/4

と 1/15 となった．一方，F248Y バリアントの D-Glu に対する kcat は野生型の約 1/4 となり，また

D-Asp，NMDA と D-Gln に対する kcatも野生型の約 1/2–1/4 となった．結果として，F248Y バリア

ントの kcat Km
−1 は D-Asp に対して野生型より大きくなったが，それ以外の基質ではほとんど変化

がなかった（Table 1-2, Table 1-4）．これらの結果より，F248Y 置換により，触媒活性は低下するも

のの，予想通り基質親和性の増加が観察された．また，推測どおり Phe248 残基が基質結合部位に

存在することが示唆された． 

 

 

Table 1-4. TdDDO F248Y バリアントの酵素反応速度論的パラメーター 

Substrates kcat (s⁻¹) Km (mM) kcat Km
−1

 (s⁻¹ M⁻¹) 

D-Glu 58.1 ± 2.8 0.713 ± 0.081 81,500 

D-Asp 50.9 ± 2.4 0.869 ± 0.096 58,600 

NMDA 68.9 ± 13 6.73 ± 6.7 10,200 

D-Gln 39.9 ± 7.5 25.7 ± 5.2 1,550 

D-Glu は 0.1–50 mM，D-Asp，NMDA および D-Gln は 1–50 mM を用いて，20 µM FAD 存在下で o-dianisidine/HRP カ

ップリング法により DDO 活性を 60°C で測定した．3 回測定し，その平均値と標準偏差を示した． 
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3. 考察 

好熱性真菌における DAAO と DDO ホモログ遺伝子 

好熱性真菌 T. dupontii において DAAO と DDO 遺伝子がそれぞれ 1 つずつ見出されたことから，

他の好熱性真菌においても各ホモログ遺伝子が存在するか真菌ゲノムデータベース Genozymes

（ https://pub.fungalgenomics.ca/ ） に 登 録 さ れ て い る 5 株 の 好 熱 性 真 菌 ―Thermomyces 

lanuginosus，Thermoascus aurantiacus，Chaetomium thermophilum，Crassicarpon thermophilum およ

び Thermothelomyces thermophilus―において各ホモログ遺伝子を探索した．その結果，DAAO と

DDO に共通して保存されているアミノ酸残基を有し，かつ真菌の DAAO と DDO にそれぞれ特異

的な Asn と His 残基を有するタンパク質をコードする遺伝子が 5 株全てにおいてそれぞれ 1 つず

つ見出された（Fig. 1-14）．このことから，DAAO と DDO の両方の存在は好熱性真菌において一

般的であると考えられた．したがって，他の好熱性真菌からも耐熱性を有する DAAO や DDO を

取得できる可能性が示唆された．多くの動物においても両 D-アミノ酸酸化酵素の存在が報告され

ている(31)．真核生物の DAAO と DDO のアミノ酸配列同一性と分子系統解析から，真菌 DAAO

と DDO は真菌内で，動物 DAAO と DDO は動物内で分岐進化した可能性が示されていることか

ら，DAAO を基に必要に応じて DDO が作り出されてきたと考えられる(58)．しかし，ゲノム上の

TdDAAO 遺伝子は 5 つのイントロンで分断されていたが，TdDDO 遺伝子にはイントロンが存在せ

ず，1 つのエキソンで構成されていた（Fig. 1-14）．T. dupontii と同属の T. lanuginosus の両遺伝子

も同数のイントロンで同様な位置で分断されていた．一方，T. dupontii と同目（Eurotiales）だが異

なる科（Thermoascaceae）に属する Thermoascus aurantiacus の DAAO 遺伝子は同様であったが，

DDO 遺伝子は 2 つのイントロンで分断されていた．また，Sordariales 目の Cheatomiaceae 科に属

する 3株のDAAO遺伝子とDDO遺伝子はそれぞれ 3つと 2つのイントロンで分断されていたが，

Thermothelomyces thremophilius の DDO 遺伝子におけるイントロン位置は他と大きく異なっていた．

このように，好熱性真菌の DAAO と DDO 遺伝子は多様なエキソン–イントロン構造を有すること

から，両遺伝子は真菌の早い段階で分岐し進化したと考えられる． 
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Fig. 1-14. ゲノム配列既知の好熱性真菌における DAAO と DDO ホモログ遺伝子のエキソン-イントロン構造 

TdDAAO ま た は TdDDO の ア ミ ノ 酸 配 列 を 用 い て ， 真 菌 ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス Genozymes

（https://pub.fungalgenomics.ca/）の“confident”と明記された好熱性真菌のゲノム配列に対して，TdDAAO または

TdDDO のアミノ酸配列を用いて BLAST 検索を行い，DAAO と DDO 遺伝子を探索した． 

 

 

一般的に DAAO と DDO はペルオキシソームタンパク質であることから，そのアミノ酸配列に

ペルオキシソーム標的シグナル（PTS）が観察される．PTS には，タンパク質の C 末端に存在す

る PTS type 1（PTS1; [S/T/A/G/C/N]-[R/K/H]-[L/I/V/M/A/F/Y]; PROSITE, PS00342）と N 末端領域に

存在する PTS type 2（PTS2; [R/K]-[L/V/I/Q]-X-X-[L/V/I/H/Q]-[L/S/G/A/K]-X-[H/Q]-[L/A/F];(157)）が

ある．DAAO や DDO には PTS1 が見出されており，PTS1 受容体である peroxin protein 5（Pex5p）

に結合してペルオキシソームに輸送されると考えられている(158)．しかし，本研究で見出された

TdDDO には PTS1 は観察されず，また PTS2 も見出されなかったことから，TdDDO は細胞質に局

在している可能性が示唆された．線虫 C. elegans に見出される 3 つの DDO（CeDDO-1，2 および

3）のうち，CeDDO-2 は PTS シグナルを持たないことから細胞質に局在していると考えられてい

る(159)．しかし，ヒト由来の hDDO の C 末端配列は S–N–L（Fig. 1-2）であり PTS1 配列に一致し

ないが，Pex5p と相互作用しペルオキシソームに局在することが明らかにされている(160, 161)．

また，PST1 のコンセンサスに一致しない配列を持つタンパク質のペルオキシソーム局在性が複数

観察されていることから，TdDDO も hDDO と同様にペルオキシソームに局在する可能性はある

(162)．  
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TdDAAO と TdDDO 遺伝子の E. coli における発現 

様々な生物種由来の DDO や DAAO の構造や酵素学的特性は主に E. coli で発現された組換え体

を用いて解析されている(31, 93)．しかし，本研究において，E. coli を宿主として TdDDO 遺伝子を

発現させると E. coli の生育は停止した（Fig. 1-3）．DAAO や DDO 遺伝子発現により E. coli の生育

が停止する例はこれまでに報告されていないが，TvDAAO の E. coli における生産において，培養

液にD-AlaやD-Metを添加しておくことで，DAAOの収量が増加することが報告されている(163)．

この理由として，細胞壁 PG（Fig. 1-15）の構成原料となる細胞内の D-Ala が発現した TvDAAO に

より分解されることで E. coli の生育が低下するが，D-Ala や D-Met（競合分解による D-Ala 分解の

抑制によると推測）を培養液に添加することで細胞壁に D-Ala を十分に供給できるため生育の低

下が抑制され DAAO の収量が増加したと考えられている．これと同様に，TdDDO 遺伝子発現で

観察された E. coli の生育停止も PG 構成要素である D-Glu の枯渇が原因と考えられた．しかし，

LB 培地に D-Glu を 5 mM 添加しても TdDDO 遺伝子を導入した E. coli の生育停止を抑制できなか

った（データ無し）．このことから，D-Glu の枯渇以外の因子，恐らく反応による H2O2の発生も生

育停止に寄与している可能性が考えられる．一方，他の DDO 遺伝子発現において，E. coli の生育

停止は報告されていない．これは TdDDO よりも D-Glu に対する活性が低いためであると考えら

れる．また，TdDDO と同等の代謝能を有する DAAO の E. coli 発現においても生育停止は報告さ

れていないことから，D-Glu の分解の方が D-Ala 分解より E. coli の生育に厳しいかもしれない．ま

た，TdDAAO の発現においても他の DAAO と同様に E. coli の生育停止は観察されなかったが，

これは D-Ala が TdDAAO の貧基質であることも要因の一つと考えられる． 

 

 

Fig. 1-15. E. coli 細胞壁 PG の構造 

略語：GlcNAc，N-acetylglucosamine；MurNAc，N-acetylmuramic acid；A2pm，2,6-diaminopimelic acid．Vollmer ら

の論文(164)の Fig. 1 を引用した．  
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TdDDO の酵素学的特性 

基質特異性と酵素反応速度論 

DDO の結晶構造やモデル構造と部位特異的な変異導入実験や基質ドッキングシミュレーショ

ン解析などから，ChDDO の His56 や Arg243 残基, mDDO と hDDO の Arg216 や Arg237 残基が基

質 D-Asp 側鎖のカルボキシ基と相互作用することで酸性 D-アミノ酸に対する基質特異性が付与さ

れると考えられている（Fig. 1-16bc）(53, 60, 88)．TdDDO モデル構造において，His70，Arg242 お

よび Lys263 残基が ChDDO の His56 や Arg243 残基，hDDO と mDDO の Arg216 と Arg237 残基に

空間的に対応する位置に観察されたことから（Fig. 1-16abc），TdDDO におけるこれらアミノ酸残

基が酸性 D-アミノ酸に対する基質特異性に寄与すると考えられた．しかし，TdDDO は，ChDDO

や mDDO とは異なり，D-Asp よりも D-Glu に対して高い比活性と kcat Km
−1を示した（Fig. 1-6b と

Table 1-2）．TdDDO と同様に，真菌 C. boidinii 由来 DDO（CbDDO）と線虫 C. elegans の 3 種類の

DDO（CeDDO-1, 2 および 3）も D-Asp より D-Glu に対して高い kcat Km
−1を示すが，その構造的要

因と生理的な理由は明らかにされていない(53, 60)．TdDDO は，D-Glu の側鎖がアミド化された D-

Gln に対して，より構造が小さい D-Asp 側鎖のアミド体である D-Asn よりも高い活性を示すこと

（Fig. 1-6b と Table 1-2），また DDO 競合的阻害剤による阻害において malonate よりも構造的によ

り大きな D-malate でより強く阻害されたことから（Table 1-3），基質が結合する空隙が D-Asp より

も D-Glu の結合により適した大きさである可能性が考えられる（Fig. 1-6b）．しかし，TdDDO の基

質特異性に関して構造的観点からより詳細に明らかにするためには，結晶構造の決定や部位特異

的変異導入による解析が必要である． 

 

 

 

Fig. 1-16. TdDDO と既知 DDO の基質結合部位の比較 

(a) TdDDO モデル構造，(b) ChDDO 結晶構造および (c) hDDO 結晶構造（PDB entry: 6RKF）の活性部位．原子の

配色：炭素原子，灰（アミノ酸残基）とシアン（基質 D-Asp）；窒素原子，青；酸素原子，赤；硫黄原子，黄．

補酵素 FAD は橙で示した．点線は水素結合を示す．PyMOL ver 2.4 を用いて作図した．  
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pH 特性と温度特性，耐熱性 

TdDDO の至適 pH は 8.0 であった（Fig. 1-10a）．真菌由来 CbDDO や ChDDO の至適 pH は 7.0–

7.5 であるため，TdDDO は他の真菌 DDO と同様な至適 pH を有することが分かった(58, 60)．ま

た，TdDDO は弱酸性（pH 5.0）から弱塩基性（pH 10.0）領域の pH で安定であった（Fig. 1-10b）．

真菌 Trichoderma harzianum DDO（ThDDO）は pH 6.0–9.0 で安定であり，TdDDO は他の真菌 DDO

よりも幾分広い pH 安定性を有したことから，pH 安定性の観点において TdDDO は他の真菌 DDO

よりも応用的利用において有用と考えられた． 

TdDDO の Topt（至適温度）は 60°C であった（Fig. 1-11a）．これは T. dupontii の生育至適温度（45–

50°C）よりも高く，生育上限温度である 60°C と一致した(143)．また，TdDDO の Toptは，常温性

真菌由来の CbDDO，ThDDO および ChDDO よりも 20°C 以上高く，好熱性細菌由来の RxDAAO

と同等であった(57, 60, 165)．TdDDO のタンパク質濃度が 0.1 mg/ml の時の T50
60（初期活性の 50％

が失われる 60 min の保温温度）は約 51°C であった（Fig. 1-11b）．この T50
60の値は，より高いタ

ンパク質濃度（0.35 mg/ml）かつより短い保温時間（10 min）で算出された ChDDO の T50
10 より

5°C 高かったことから，TdDDO は他の DDO よりも高い耐熱性を有していることが示され，温度

安定性の観点においても他の真菌 DDO よりも応用的利用に有用と考えられた(58, 165)． 

これまでに DDO の耐熱性に寄与する因子は報告されていないが，DAAO においてオリゴマー

化と補酵素 FAD 結合が耐熱性に寄与することが報告されている(125, 126)．本研究において，

TdDDO は単量体であり（Fig. 1-9），アポ化できなかったことから，TdDDO の高い耐熱性には，タ

ンパク質構造の高い剛性や FAD との強固な結合が寄与する可能性が考えられた．しかし，TdDDO

では過剰量の FAD 添加による失活抑制効果は観察されなかった（Fig. 1-11c）．常温性真菌由来の

TvDAAO では，過剰量の FAD 添加による変性抑制効果が観察され，2 つの独立した不可逆的な熱

変性経路が提案されている(166)．一つは，FAD を保持したまま変性する経路で（Native enzyme → 

Denatured enzyme，Fig. 1-17a），他方は FAD を放出したのち凝集し不活性化する経路である（Native 

enzyme ↔ Apo enzyme + FAD → aggregation，Fig. 1-17b）．後者の変性経路では，FAD の再結合に

より Native enzyme に戻ることができるため，過剰量の FAD の存在は熱安定化に寄与すると考え

られる．したがって，TdDDO の高い耐熱性には，FAD との結合よりも，主にタンパク質構造その

ものの高い剛性が寄与すると考えられ，アポ化が困難な理由もタンパク質構造の高い剛性による

と考えられる．一般的に，高い耐熱性を有する酵素は疎水性相互作用，ジスルフィド結合，水素

結合や塩橋といったサブユニット内またはサブユニット間相互作用が常温性生物由来の酵素より

も多いことで構造剛性を高めていることが知られている(116, 119, 167)．古細菌 Methanococcus 属

内の好熱性種と常温性種の比較研究により，好熱性種由来のタンパク質には塩橋の形成に必要な

荷電を有する極性アミノ酸残基（Arg，Lys，Glu および Asp）と疎水性相互作用の形成に必要な疎

水性アミノ酸残基がより多く含まれているが，高温において脱アミド化を受けやすい Asn と Gln
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や脱アミド化を促進する Ser と Thr はより少ないことが報告されている(168)．TdDDO の総アミノ

酸残基に対する Asp，Glu，Lys および Arg 残基の合算数の割合を調べたところ，その割合は約 30%

であり，常温性真菌由来の DDO と DAAO や好熱性細菌由来の RxDAAO のものよりも顕著に高

かった（Table 1-5）．このことから，TdDDO では他の DDO と DAAO よりも塩橋が多く形成され

ており，これによりタンパク質構造の剛性が高まっている可能性が考えられた．また，TdDDO に

おける Asn，Gln，Thr および Ser 残基の合算数の割合は約 15%であり，RxDAAO よりは高いが，

常温性 DDO や DAAO と同等もしくは低かった．したがって，TdDDO はより高い温度における

Gln または Asn 残基の脱アミドが生じにくい DDO であることが示唆された．一方，TdDDO の疎

水性アミノ酸残基については，Met，Phe および Ile 残基の割合が常温性 DDO と DAAO よりも高

い傾向にあったが，他の疎水性アミノ酸残基の割合は同等かもしくは低い傾向にあった． 

今後，より詳細な考察のためには，結晶構造解析により TdDDO の立体構造を解き，種々の相互

作用の解析が必要である． 

 

 

 

Fig. 1-17. DAAO における変性経路 

(a) FAD を保持したまま変性する経路．“N”と“D”はそれぞれ天然状態と（部分）変性状態の DAAO を示す．(b) 

FAD を放出したのち凝集し不活性化する経路．“N”，“A”および“Aggr”はそれぞれ天然，アポおよび凝集状態の

DAAO を示す．Dib らの論文(166)の Scheme 1 に基づき作図した．  
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Table 1-5. 各 DDO と DAAO のアミノ酸残基の割合の比較 

Amino acid 

residues 

TdDDO ChDDO RgDAAO pkDAAO RxDAAO 

/ Total amino acid residues (%) 

RKDE      

Arg 11.6 8.1 7.1 6.1 12.7 

Lys 3.0 0.8 4.6 3.5 0.3 

Asp 6.2 5.9 5.2 3.7 3.1 

Glu 8.9 3.5 5.7 6.3 9.6 

Total 29.7 18.3 22.6 19.6 25.7 

NQST      

Asn 2.2 1.4 1.6 5.5 1.5 

Gln 3.8 2.4 3.8 4.0 0.6 

Ser 4.3 4.1 7.6 3.7 4.0 

Thr 4.6 6.5 6.0 6.3 4.6 

Total 14.9 14.4 19.0 19.5 10.7 

Others      

Gly 8.6 10.5 9.5 9.2 12.0 

Ala 7.0 14.9 9.5 4.9 11.4 

Val 5.1 8.4 7.3 7.5 9.6 

Leu 8.1 9.2 9.0 10.4 9.6 

Ile 5.9 3.5 4.3 5.8 1.5 

Phe 3.5 2.2 2.2 4.3 2.2 

Tyr 2.7 2.7 3.0 4.0 3.1 

Trp 2.2 2.7 2.2 2.9 1.9 

Pro 6.5 6.5 6.2 6.3 7.4 

Cys 1.4 1.6 1.6 1.4 2.8 

Met 2.4 2.2 1.1 1.4 0.9 

His 1.9 3.0 2.4 2.6 1.2 

Expasy server 内の ProtParam tool（https://web.expasy.org/protparam/）を用いて，DDO と DAAO における総アミノ

酸残基に対する各アミノ酸残基の割合を算出した．  
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TdDDO Phe248Tyr バリアント 

一般的に，DDO と DAAO の活性部位には保存された Tyr 残基が存在し，このヒドロキシ基が

基質 D-アミノ酸の α-カルボキシ基と水素結合を形成することで基質結合に関与している（Fig．1-

17: ChDDO, Tyr245; hDDO, Tyr223）．一方，TdDDO では Tyr 残基に対応する位置には Phe 残基

（Phe248）が存在した（Fig. 1-16, Fig. 1-18）．しかし，TdDDO の酸性 D-アミノ酸に対する速度論

パラメーターは他の DDO のものと同等か優れていた(53, 60, 169)（Table 1-6）．RgDAAO において，

この Tyr223 残基を Phe 残基および Ser 残基に置換したバリアントが作成され，Tyr223 の触媒能に

おける機能が解析されている(84)．Tyr223 残基の Phe 残基への置換は D-Ala に対する kcatと Km に

影響を与えなかったが，Ser 残基への置換は kcat を減少させ Km を増加させたことから，Tyr223 残

基のヒドロキシ基ではなく芳香環と基質との相互作用が触媒能に重要と考えられている(84)．し

たがって，TdDDO における Phe 残基の存在は速度論パラメーターに大きな影響を与えなかったと

考えられた．しかし，pkDAAO の Tyr228 残基の Phe 残基への置換は D-Ala に対する kcatを低下さ

せ，Kmを増加させたことから，酵素や基質の違いで Tyr 残基のヒドロキシ基の触媒能における重

要性は異なるかもしれない(170)．実際，TdDDO の Phe248 残基の Tyr 残基への置換は解析した全

ての D-アミノ酸に対する kcatや Kmを大きく低下させたことからも，その触媒能における重要性が

示唆される（Table 1-4）．TdDDO ではヒドロキシ基を有さない Phe248 残基を配置することで，あ

えて基質に対する親和性を低下させることで kcat を高めていると考えられる．本研究で作成され

た TdDDO F248Y バリアントの酸性 D-アミノ酸に対する Km値は，他の DDO の値よりも，一桁小

さい値であることから（Table 1-6），検出感度の点において酸性 D-アミノ酸の検出・定量に有用と

考えられる． 

  



第 1 章 

55 

 

Table 1-6. TdDDO と他の DDO との酵素反応速度論的パラメーター 

DDOs 
kcat (s−1)  Km (mM)  kcat Km (s−1 M−1) 

D-Glu D-Asp  D-Glu D-Asp  D-Glu D-Asp 

TdDDO 217 123  2.16 8.77  100,000 14,000 

TdDDO F248Y 58.1 50.9  0.713 0.869  81,500 58,600 

ChDDOa 2.00 82.6  62.6 2.92  25.0 28,300 

CbDDOb 60.0 19.2  20.1 12.9  2,980 1,490 

hDDOc 5.54 70.6  40.0 2.14  139 33,000 

mDDOd - 7.37  - 9.83  - 1,350 

CeDDO-1c 35.4 26.1  1.06 5.54  33,400 4,710 

(-)はデータ未報告を示す．aは Takahashi らのデータ(58)，bは Fukunaga らのデータ(60)，cは Katane らのデータ(53)

および dは Katane らのデータ(156)を用いた． 

 

 

 

Fig. 1-18. DDO と DAAO 結晶構造の活性部位 

(a) TdDDO モデル構造，(b) RgDAAO 結晶構造（PDB entry: 1C0P）および(c) pkDAAO 構造（PDB entry: 1VE9）の

活性部位．原子の配色：炭素原子，灰（アミノ酸残基）とシアン（基質 D-Ala と benzoate）；窒素原子，青；酸素

原子，赤；硫黄原子，黄．補酵素 FAD は橙で示した．青の小球は水分子を示す．点線は水素結合を示す．PyMOL 

ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用いて作図した．  
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4. 材料と方法 

材料 

試薬は特記しない場合，Nacalai tesque，Merk，Takarabio，Toyobo または Fujifilm Wako から購入した．D-Ile と D-

Tyr はペプチド研究所から購入し，D-Asp は田辺製薬から寄贈されたものを用いた．オリゴヌクレオチドは，Eurofins 

Genomics から購入した． 

 

好熱性真菌 T. dupontii NRRL2115 株における DAAO と DDO ホモログ遺伝子の探索 

RgDAAO または ChDDO のアミノ酸配列を用いて，真菌ゲノムデータベース Fungal Genomes

（http://fungalgenomics.ca/wiki/Fungal_Genomes）における好熱性真菌 Thermomyces dupontii NRRL2155 株のゲノム配

列に対して BLAST を用い，有意なアミノ酸配列同一性を有する DAAO と DDO ホモログ遺伝子を探索した． 

 

供試菌，プラスミドおよび培地 

Themomyce dupontii NRRL 2155 株は（独）製品評価技術基盤機構（NITE）から入手し，malt extract agar（MEA）

培地（2.0% malt extract，2.0% glucose，0.1% peptone，2.0% agar; pH 6.0）を用いて 37°C で生育させた．DNA 組換

えの宿主として E. coli DH5α を，遺伝子発現の宿主として，E. coli BL21(DE3) pLysS を用いた．E. coli の培養には，

LB（lysogeny broth）液体培地（5 g/l yeast extract，10 g/l tryptone，5 g/l NaCl，pH 7.0）と TB（terrific broth）液体培

地（24 g/l yeast extract，12 g/l tryptone，4 ml/l glycerol，12.54 g/l K2HPO4，2.31 g/l KH2PO4，pH 7.2）を用いた．LB

寒天培地には精製寒天粉末を終濃度 15 g/l となるように添加した．抗生物質を添加する場合，終濃度が 100 µg/ml

となるように ampicillin を添加し培地名に“A”を付記し，また，終濃度が 34 µg/ml となるように chloramphenicol を

添加し培地名に“C”を付記した．培地に glucose を添加する場合，終濃度が 1%（w/v）となるように添加し培地名

に“G”を付記した． 

 

T. dupontii NRRL2155 株のゲノム調製 

T. dupontii NRRL2155 株のゲノムは主に Yu JH らの方法(171)に従い調製した．菌体を 500 µl の breaking buffer

（2% Triton X-100，1% SDS，100 mM NaCl，10 mM Tris–HCl，1 mM EDTA；pH 8.0），500 µl の phenol: chloroform:isoamyl 

alcohol（25:24:1）および 300 µl のφ0.5 mm glass beads を含むチューブに懸濁し，細胞破砕機 Mini-BeadBeater-8（Bio 

Spec Products）で 2 min 最高速度でホモジナイズした．ホモジナイズ溶液を遠心（16,000×g，4°C，10 min）した後，

上清から DNA をエタノール沈殿により沈殿させた．沈殿した DNA を 10 µg/ml RNaseA を含む TE buffer（pH 8.0）

に再溶解し，使用するまで-20°C で保存した． 

 

TdDAAO 遺伝子発現ベクターの構築 

pET15b に E. coli のコドン使用頻度を基にコドンを改変した TdDAAO 遺伝子が組み込まれた TdDAAO 遺伝子発

現ベクター（pET15b-TdDAAO）は GenScript 社に委託して合成した． 

 

TdDDO 遺伝子発現ベクターの構築 

ゲノム DNA を鋳型として，T. dupontii NRRL 2155 株に見出された DDO ホモログ遺伝子 ORF（Talth1p4_002474）

の 5’と 3’末端配列にアニールするプライマーpTt2474F2（5’- CCCATATGCCACCTCGAATCATCATTCTCG-3’）と

pTt2474R2（5’- CGGATCCTCATTTAAGATTCTCCGAGACTC-3’）を用い，TaKaRa Ex Taq DNA polymerase により
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94°C で 2 min の後，94°C で 30 s・55°C で 30 s・72°C で 1 min を 1 サイクルとして 30 サイクルした後，最後に 72°C

で 7 min 反応した．増幅産物を pGEM-T Easy ベクターに一度クローニングしたのち，NdeI/BamHI で消化して切り

出し，pET15b の NdeI/BamHI サイトに挿入することで，TdDDO 遺伝子発現ベクター（pET15b-TdDDO）を作成し

た． 

 

TdDDO F248Y 遺伝子発現ベクターの構築 

F248Y 遺伝子発現ベクターは Agilent 社の QuickChange 法（https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=300131）

を参考にして構築した．具体的には， pET15b-TdDDO ベクターを鋳型とし，プライマー F248Yf（ 5’-

CGGGACGGCAGCTGGATCTATCTGATCCCCCGGCCGTTC-3’ ） と F248Yr （ 5’-

GAACGGCCGGGGGATCAGATAGATCCAGCTGCCGTCCCG-3’），KOD-Plus-を用いて，94°C で 2 min の後，98°C で

10 s・68°C で 7 min を 1 サイクルとして 10 サイクル反応した．反応液を DpnI で処理した後，E. coli DH5α を形質

転換した．抽出したプラスミドの塩基配列を解析し，遺伝子発現ベクター（pET15b-TdDDOF248Y）とした． 

 

E. coli の形質転換 

pET15b-TdDAAO，pET15b-TdDDO または pET15b-TdDDO-F248Y を含む DNA 溶液 1 µl を 20 µl の E. coli BL21 

(DE3) pLysS に添加して，氷上で 30 min 静置した．その後，42°C で 45 s 保温して，氷上で 2 min 静置した後，SOC

培地を 500 µl 添加して，37°C で 1 h 振盪培養し，LBACG 寒天培地に 50 µl 添塗し 37°C で一晩培養した． 

 

LB 培地における TdDAAO と TdDDO 遺伝子発現条件の検討 

pET15b-TdDAAO，pET15b-TdDDO または pET15b-TdDDOF248Y を導入した E. coli BL21 (DE3) pLysS を 10 ml の

LBACG 液体培地で前培養（30°C，169 rpm，16 h）した．次に，前培養液 50 µl を 10 ml の LBACG 液体培地を入

れた試験管に接種し，振盪培養（37°C，200 rpm）した．OD600が 0.3 に達した時に isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside

（IPTG）を終濃度 1 mM となるように培養液に添加し，5 h 培養した．培養液の OD600を 1 h ごとに分光光度計 UV-

1800（SHIMADSU）を用いて測定した．同様に，IPTG を添加せずに培養した E. coli の生育もモニタリングした．

培養液を遠心（4°C，3,000×g，15 min）して菌体を回収し，使用するまで‐30°C で保存した． 

 

TB 培地における TdDDO と F248Y 遺伝子発現条件の検討 

LBACG 培地で前培養した培養液 500 µl を 100 ml の TBACG 液体培地に接種し，振盪培養（37°C，200 rpm）し

た．OD600が 3 に達した時に IPTG を終濃度 1 mM となるように培養液に添加し，5 h 培養した．培養液の OD600を

1 h ごとに UV-1800 を用いて測定した．培養液を遠心（4°C，3,000×g，15 min）して菌体を回収し，使用するまで

‐30°C で保存した． 

 

E. coli 粗抽出液の調製 

保存していた菌体を 5 倍量の 20 ml の平衡化 buffer（50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，10% glycerol，pH 7.0 また

は 8.0）で懸濁した後，ソニケーターUltrasonic Disruptor Ud-201（Tomy）を用いて超音波破砕（output 3，duty cycle 

50：破砕 30 s，氷上 30 s，15 サイクル）した．破砕後，遠心（4°C，20,000×g，20 min）して得られた上清を Minisart 

Single use filterφ0.2 μm（Sartorius）を用いてフィルターろ過し，粗抽出液とした． 
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金属アフィニティークロマトグラフィーによる精製 

粗抽出液に 10 mM となるように imidazole を添加し，平衡化 buffer で平衡化した His TALON Superflow Cartridge

（Clontech）に全量供した．その後，洗浄 buffer（30 mM imidazole，50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，10% glycerol，

pH 7.0 または 8.0）25 ml でカラムを洗浄し，溶出 buffer（150 mM imidazole，50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，10% 

glycerol，pH 7.0 または 8.0）10 ml でカラムに結合したタンパク質を溶出した． 

 

Imidazole 溶出画分の濃縮 

溶出画分を遠心式ろ過ユニット Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultracel 10 K，Regenerated Cellulose 10,000 MWCO

（Merk）により濃縮した． 

 

濃縮 Imidazole 溶出画分の透析 

濃縮した Imidazole 溶出画分を微量透析器 透くん（NIPPON Gnenetics）を用いて透析 buffer（50 mM KPi，5% 

glycerol，pH 7.5 または 8.0）400 ml に対して 3 h 透析した後，透析 buffer を交換し，再度 12 h 透析した．透析後の

タンパク質溶液を遠心分離（4°C，20,000×g，30 min）して変性タンパク質を除去し精製酵素とした．精製酵素は

使用するまで-80°C で保存した． 

 

タンパク質濃度測定 

タンパク質濃度は，Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent（Bio-Rad）を用いて添付のプロトコルに従い Bradford 法

により測定した．標準タンパク質と酵素試料の吸光度を 2 点ずつ，マイクロプレートリーダーSpectraMax Paradigm

（Molecular Devices）を用いて測定し，検量線は 0–1 mg/ml BSA を用いて作成した． 

 

SDS-PAGE 解析 

SDS-PAGE 解析は，ラビタス・ミニスラブ電気泳動装置（Atto），12% polyacrylamide gel を用いて，Laemml 法に

より行った．タンパク質マーカーとして，Thermo, Unstained Protein Molecular Weight Marker と Fluorescent Protein 

Molecular Weight Marker for SDS-PAGE（EZBiolab）を用いた．泳動後のタンパク質は coomassie brilliant blue R-250

染色または LED トランスイルミネーター ゲルみえーる（Fujifilm Wako）を用いて可視化し，デジタルカメラ

COOLPIX P7800（Nikon）で撮影した． 

 

o-Dianisidine–horseradish peroxidase（o-dianisidine/HRP）カップリング法 

DAAO または DDO 反応によって生じる H2O2を o-dianisidine と horseradish peroxidase（HRP）によるカップリン

グ反応により検出することで活性を測定した．具体的には終濃度 20 mM D-アミノ酸，20 µM FAD，0.86 mM o-

dianisidine，10 U/ml HRP を含む 50mM KPi buffer（pH 7.5 または 8.0）を 37°C で 5 min 保温した後，E. coli 粗抽出

液または精製酵素溶液を添加して反応を開始した．活性は反応により生成する酸化型 o-dianisidine を波長 436 nm

（ε=8,300 M−1 cm−1）で UV-1800 または SpectraMax Paradigmを用いて継時的にモニタリングすることで算出した．

なお，コントロールとして，基質を含まない反応液も同様に調整し，基質を含む反応液で得られた活性値からコン

トロールの活性値を引いた値を活性値とした．1 min 当たりに 1 µmol の基質を代謝する酵素量を 1 U と定義した．

また，反応系における補酵素添加の影響解析では，上記の反応系における 20 µM FAD の代わりに 20 µM フラビン
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モノヌクレオチド（FMN）もしくは蒸留水を用いた． 

 

2, 4-Dinitrophenylhydrazine（2, 4-DNPH）法 

基質 20 mM d-Glu と 20 µM FAD を含む 50 mM KPi buffer（pH 7.5）950 µl を各温度で 5 min 保温した後，50 µl の

酵素溶液を添加して各温度で 5 min 反応させ，400 µl の 25% trichloroacetic acid を添加して反応を停止した．反応

液を遠心（3,500 rpm，10 min）し，上清を 500 µl 回収した後，0.1% 2,4-dinitrophenylhydrazine（2, 4-DNPH）を含む

2 M HCl 溶液 100 µl を添加し，37°C で 15 min 反応させた．反応後，3.75 M NaOH 溶液 400 µl を添加し，室温で 15 

min 静置した後，波長 430 nm における吸光度を SpectraMax Paradigm を用いて測定した．DDO 活性は、，吸光度

430 nm における α-ketoglutarate のモル吸光係数（ε=16,000 M−1 cm−1）を用いて算出した．1 min 当たりに 1 µmol の

D-Glu を代謝する酵素量を 1 U とした． 

 

基質特異性解析 

20 mM D-アミノ酸（D-Tyr は 1.5 mM）と N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）を基質として用い， 37°C で o-

dianisidine/HRP カップリング法により DAAO または DDO 活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

酵素反応速度論的パラメーター解析 

0.1–50 mM D-Glu，D-Asp，D-Gln および NMDA を基質として用い，60°C で o-dianisidine/HRP カップリング法に

より精製 TdDDO または TdDDO F248Y バリアントの活性を測定した．最大反応速度（Vmax）とミカエリス定数（Km）

の算出には，データ解析ソフトウェア Sigma Plot 12.5（Hulink）の酵素反応速度分析モジュールを用い，ミカエリ

ス-メンテンの式を基にした非線形回帰分析によるカーブフィッティングから算出した．分子活性（kcat）値は，Vmax

値と His タグ融合 TdDDO または TdDDO F248Y バリアントの分子量 44,497 または 44,513 から算出した． 

 

四次構造解析 

TdDDO の四次構造は AKTAprime plus（GE Healthcare）に接続したカラム Superdex 200 10/300 GL（GE Healthcare）

を用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより解析した．カラム洗浄には孔径 0.22 µm の Vacuum Driven Disposable 

Filtration System（Millipore）により濾過し，脱気した milliQ 水を用いた．カラムの平衡化には同様に濾過・脱気し

た 150 mM NaCl と 5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を用いた．カラムを平衡化（流速 0.2 ml/min，4 

h）した後，タンパク質濃度 0.5 mg/ml の TdDDO 溶液を流速 0.2 ml/min でカラムに供した．TdDDO の分子質量は，

標準タンパク質 Aldolase（158 kDa），Albumin（67.0 kDa），Chymotrypsinogen A（25.0 kDa）および Ribonuclease A 

（13.7 kDa）（GE Healthcare）を用いて算出した． 

 

三次元構造モデルの作製 

TdDDO と mDDO の三次元構造モデルは I-TASSER On-line Server（zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を

用いて作製した．TdDDO F248Y バリアントの三次元構造モデルは，TdDDO モデルを鋳型として分子グラフィッ

クツール PyMOL ver. 2.4（https://pymol.org/2/）の Mutagenesis ツールにより作製した． 
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スペクトル解析 

 20 µM TdDDO 溶液（0.89 mg/ml）の波長 250-600 nm における吸収スペクトルを，ブラック石英セルと UV-1800

を用いて測定した．還元型 FAD を有する TdDDO の吸収スペクトルは，同様の 20 µM TdDDO 溶液に D-Glu を終濃

度 50 mM になるように添加し，40°C で 10 min 保温した後に，同様の波長範囲で測定した．なお，コントロール

には 50 mM KPi buffer（pH 7.5）を用いた． 

 

薄層クロマトグラフィー（TLC）解析 

300 µM TdDDO 溶液（13.5 mg/ml）をサーマルサイクラーPTC-100（MJ-Research）を用いて遮光しながら 100°C

で 10 min 保温した．保温後，遠心（20,000×g，4°C，30 min）し，補酵素を含む上清を回収した．5% glycerol を含

む 50 mM KPi buffer（pH 7.5）を用いて，回収した上清を 3 倍希釈した．希釈した上清 1 µl をシリカゲル薄層プレ

ート TLC employing a silica gel 60 F-254 plate，2 mm thickness（Merck）に滴下し，クロロホルム/酢酸/蒸留水の 6:7:1

混合液を展開溶媒として展開した．薄層プレート上のフラビンは，Handy UV Lamp LUV-4（AS-ONE）を用いて UV

照射（365 nm）し，CCD カメラ（UVP, BioDoc-It imaging system）で撮影することで検出した．標準フラビンには

5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer（pH 7.5）に溶解させた 1 µl の 100 µM FMN と FAD を用いた． 

 

FAD 含有量解析 

TLC と同様に熱変性させ回収した TdDDO 上清の 450 nm における吸光度を，超微量分光光度計 NanoDrop 1000 

spectrophotometer（Thermo Scientific）を用いて測定した．標準 FAD として，5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer

（pH 7.5）を用いて調製した 0.05–0.2 mM FAD 溶液を用いた． 

 

アポ化 

 TdDDO のアポ化は Casalin らの方法(172)に従い透析法により検討した．15.0 mg/ml TdDDO 溶液 10 µl をアポ化

buffer（2 M KBr，250 mM KPi，0.3 mM EDTA，5 mM 2- mercaptoethanol，20% glycerol，pH 7.5）に対して遮光しな

がら透くんを用いて 4°C で 5 day 透析した．透析後，NanoDrop 1000 spectrophotometer を用い，波長 273 と 455 nm

における吸光度（A273と A455）を測定し，透析前後の A273/A455を比較した． 

 

至適 pH 解析 

 20 mM D-Glu を基質として含む pH 6.0–10 の 25 mM GTA buffer を用い，37°C で 2, 4-DNPH 法により TdDDO の

活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

pH 安定性解析 

23.2 mg/ml TdDDO を pH 3.5–10.0 の 25 mM GTA buffer または pH 10.0–11.0 の 25 mM CAPS buffer で 231 倍希釈

し 0.1 mg/ml に調整した．調整した各 TdDDO 溶液を PTC-100 で遮光しながら 45°C で 1 h 保温した．保温後，20 

mM D-Glu を基質として用い，60°C で o-dianisidine/HRP カップリング法により残存 DDO 活性を測定し，相対活性

を算出した． 

 

至適温度解析 

20 mM D-Glu を基質として用い，30–75°C で 2, 4-DNPH 法により DDO 活性を測定し，相対活性を算出した． 
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耐熱性解析 

0.1 mg/ml TdDDO 溶液を PTC-100 で遮光しながら 20–75°C で 1 h 保温した後，20 mM D-Glu を基質として用い，

60°C で o-dianisidine/HRP カップリング法により残存 DDO 活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

耐熱性に及ぼす FAD 添加の影響解析 

15.0 mg/ml TdDDO を 50 mM KPi buffer（pH 7.5）を用いて 0.1–0.005 mg/ml に希釈した．希釈した各 TdDDO 溶液

を PTC-100 で遮光しながら 45°C で 1 h 保温した．保温後，各 TdDDO 溶液を 5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer

（pH 7.5）を用いて 0.005 mg/ml になるように希釈し，20 mM D-Glu を基質として用い，60°C で o-dianisidine/HRP

カップリング法により残存 DDO 活性を測定し，相対活性を算出した．また，終濃度 0.1 mM FAD を添加して調製

した 0.1–0.005 mg/ml の TdDDO 溶液も同様に保温して残存 DDO 活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

DDO と DAAO 競合的阻害剤影響解析 

10 mMもしくは 50 mMのDDO競合的阻害剤（malonate，meso-tartrate，D-malate）とDAAO競合的阻害剤（benzoate，

anthranilate，crotonate）存在下における DDO 活性を 20 mM の D-Glu を基質として用い，37°C で 2, 4-DNPH 法によ

り測定し，相対活性を算出した．
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第 2 章 D-アミノ酸資化能を有する好熱性真菌の単離とその DAAO の酵素学的諸特性解析 

 

1. 緒言 

第 1 章では，応用的に有用な高活性かつ高安定性を有する DDO と高活性，高安定性かつ広基質

特異性を有する DAAO を取得するため，好熱性真菌 T. dupontii NRRL 2155 株のゲノム配列に DDO

と DAAO ホモログ遺伝子を見出した．E. coli で発現させた各遺伝子発現産物は，各々酸性 D-アミ

ノ酸と中性及び塩基性 D-アミノ酸に対してオキシダーゼ活性を示したことから，それぞれ DDO

（TdDDO）と DAAO（TdDAAO）をコードしていることが明らかとなった．しかし，TdDAAO の

基質特異性は広基質特異性を有する真菌由来 RgDAAO や TvDAAO と比べて狭かったことから，

目的とした広基質特異性を有する DAAO でなかった．一方，TdDDO は目的とした高い耐熱性を

有しており，また D-Glu に対して高い触媒活性を有する DDO であった． 

現在のところ，DAAO の広基質特異性に寄与する構造的知見はほとんどないため，DAAO の一

次構造から広基質特異性であるか否かを判断することは非常に困難と考えられる．また，既知の

広基質特異性 DAAO（RgDAAO と TvDAAO）が単離されている常温性真菌 R. gracilis や T. variabilis

はそれぞれ Basidiomycota と Ascomycota 門に属することから，系統分類からも広基質特異性を有

するDAAOが存在する可能性のある好熱性真菌を推定するのは難しいと考えられた．したがって，

広基質特異性を有する DAAO をコードする遺伝子を好熱性真菌のゲノムデータベースから見出

すことは非常に困難と考えられた． 

そこで第 2 章では，広基質特異性 DAAO を有する可能性のある好熱性真菌を単離したのちに，

単離した好熱性真菌から DAAO 遺伝子を単離することで，広基質特異性を有する好熱性真菌

DAAO の取得を目指した．  
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2. 結果 

2.1. 好熱性真菌の単離と単離した好熱性真菌株の D-アミノ酸資化能の解析 

序論で述べた通り，多くの好熱性真菌が発酵堆肥から単離されているため，単離源として 6 種

類の多様な市販の発酵堆肥（バーク発酵堆肥 2 種：バーク A と B，牛糞発酵堆肥 2 種：牛糞 A と

B，鶏糞発酵堆肥 1 種，馬糞発酵堆肥 1 種）を入手した．これら発酵堆肥にどの程度の好熱性真菌

が存在するか不明であったため，はじめに真菌の一般的な検出培地である PDA 培地を用いて好熱

性真菌の存在を確認した．好熱性細菌の生育を抑制するために抗生物質を添加した PDA 培地に，

各種市販堆肥の懸濁液を塗布し，60℃で 2 週間培養した．その結果，堆肥懸濁液を塗布した全て

の PDA 培地において好熱性真菌の生育は観察されなかった．そこで，培養温度を 50°C に変更し，

再度培養したところ，バーク A，牛糞 A と B の懸濁液を塗布した培地においてそれぞれ 1 株の好

熱性真菌の生育が観察された．このことから，用いた市販の発酵堆肥には 60°C で生育可能な好熱

性真菌は存在しないが，50°C で生育可能な好熱性真菌が少数存在することが示唆された．生育し

た 3 株をそれぞれ YA 株，PB 株および PE 株と名付けた． 

次に，単離した YA 株，PB 株および PE 株を，多くの DAAO の良基質である D-Ala，そして広

基質特異性である RgDAAO と TvDAAO の良基質であり，他の DAAO では貧基質である D-Asn，

D-Gln および D-His 各々を単一窒素源とした最少培地で 50℃，1 週間培養し，生育を観察した（Fig. 

2-1）．観察の結果，D-Asn における生育は幾分悪いものの，3 株とも D-アミノ酸を単一窒素源とし

た培地において D-Ala と同等に生育した（Fig. 2-1）．なかでも，YA 株は広基質特異性 DAAO が良

基質とする D-Asn，D-Gln および D-His において他の株よりも良好に生育したことから，YA 株の

DAAO は RgDAAO や TvDAAO と同じく，広基質特異性である可能性が最も高いと考えられた． 
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Fig. 2-1. 単離した好熱性真菌 3 株の D-アミノ酸資化能 

PDA 培地上で 1 週間培養した 3 株を，500 μg/ml クロラムフェニコールと 50 μg/ml ゲンタマイシン，1.5% (w/v) グ

ルコースを単一炭素源，各 50 mM D-アミノ酸を単一窒素源として含む最少培地において，50℃で 1 週間培養した．  
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2.2. 単離した好熱性真菌 YA 株の同定 

2.2.1. ITS 領域の単離 

分子系統解析により YA 株を同定するために，YA 株のゲノム DNA を鋳型とした PCR により

Internal transcribed spacer（ITS）領域の増幅を試みた．ITS 領域は 18S, 5.8S と 28S リボソーム RNA

遺伝子（rDNA）の間にある領域（ITS1 と ITS2）である（Fig. 2-2a）． YA 株，PB 株および PE 株

のゲノム DNA を鋳型にした PCR の結果，それぞれ約 600 bp の ITS 領域配列と考えられる増幅産

物が得られた（Fig. 2-2b）．塩基配列解析の結果，プライマー配列を除いた YA 株の ITS 領域配列

の全長は 577 bp であり，ITS1/ITS4 プライマーセットを用いた PCR から得られる真菌 ITS 領域の

一般的な長さ 420-825 bp と同等だった(173)．また，PB 株と PE 株のプライマー配列を除いた ITS

領域配列の全長はともに 591 bp であり，これらの塩基配列は同一だった．したがって，PB 株と

PE 株は同種の真菌であると判断した． 

 

 

 

Fig. 2-2. D-アミノ酸資化性好熱性真菌 YA 株の ITS 領域の PCR 増幅 

(a) 真菌 ITS 領域とプライマー結合部位．(b) 電気泳動解析．左から順に，DNA マーカーと PCR 増幅産物を示す． 
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2.2.2. 分子系統解析 

YA 株，PB 株および PE 株の ITS 領域配列を用いて NCBI の塩基配列データベースにおいて

BLAST によるホモロジー探索を行った．その結果，YA 株の ITS 領域配列は Ascomycota 門-

Eurotiomycetes 網-Eurotiales 目-Trichocomaceae 科に分類される好熱性真菌 Rasamsonia emersonii の

基準株である CBS 393.64 株と CBS 396.64 株の ITS 領域配列に対してそれぞれ 99.7%と 100%の塩

基配列同一性を有することが分かった．また，PB 株と PE 株の ITS 領域配列は R. emersonii と同

様に Trichocomaceae 科に分類される好熱性真菌 Thermomyces dupontii の基準株である NRRL 2155

株に対して 99.7%の塩基配列同一性を有していた．真菌において，ITS 領域は種の判別に最も適し

た正式な DNA バーコーディング領域とされており，ITS 領域の塩基配列同一性と，同定の絶対的

基準である染色体 DNA-DNA ハイブリダイゼーションに基づく DNA 相同性を比較すると，同一

種内の変種以上の関係では ITS 領域の塩基配列同一性は約 99%以上であり，別種では 99%未満で

あることが報告されている(174, 175)．したがって，YA 株は R. emersonii と同種であり，PB 株と

PE 株は T. dupontii と同種と判断した．R. emersonii YA 株と T. dupontii PB 株/PE 株の系統関係を明

らかにするため，Eurotiales 目の Trichocomaceae 科または他の科に属するいくつかの真菌基準株の

ITS 領域配列を用いて系統樹を作製した（Fig. 2-3）．その結果，R. emersonii と T. dupontii は比較的

近縁な種であることが分かった．T. dupontii PB 株/PE 株が有する DAAO の基質特異性は，第 1 章

において狭い基質特異性を有していた TdDAAO とほぼ同じであると考えられることから，PB 株

と PE 株における DAAO の解析は検討しないことにした． 

  



第 2 章 

67 

 

 

Fig. 2-3. ITS 配列による YA 株，PB 株および PE 株の分子系統解析 

系統樹は MEGA 7.0 の maximum likelihood 法を用いて，bootstrap 試行 1,000 回によって構築した．枝の数字は

boostrap 値（%），スケールバーの長さは 10%の相違塩基を表す．株名に付記された上付き文字の“T”と“NT”はそ

れぞれ type strain と neotype strain を示す．(●)または(◆)はそれぞれ YA 株または PB 株と PE 株に 99%以上の配列

同一性を示す真菌株を表す．解析に用いた ITS領域配列のNCBI accession no.を以下に示す：R. emersonii CBS 396.64，

JF417479；R. emersonii CBS 393.64，JF417478；R. byssochlamydoides CBS 413.71，JF417476；R. eburnean CBS 100538，

JF417483；R. argillacea CBS 101.69，JF417491；T. dupontii NRR 2155，JF412001；T. crustaceus，JF412002；T. bacillisporus 

CBS 296.48，JN899329；R. cylindrospora CBS 275.58，JF417470；R. brevistipitata CBS 128785，JF417488；R. brevistipitata 

CBS 128785，JF417488；B. nivea CBS 100.11，FJ389934；M. purpureus CBS 109.07，KY635851；X. bisporus CBS 236.71，

KY635854；L. ellipsoideum CBS 607.74，KF732839；A. aculeatus CBS 172.66，FJ629320；P. macrosclerotiorum CBS 

116871，KJ834511；C. neoformans CBS 132，AF444326．  
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2.3. R. emersonii YA 株からの DAAO ホモログ遺伝子の単離 

2.3.1. R. emersonii CBS 393.64 基準株における DAAO ホモログ遺伝子の探索 

R. emersonii と同定された YA 株の DAAO ホモログ遺伝子の塩基配列は，ゲノム配列が明らかに

されている R. emersonii 基準株である CBS 393.64 株の DAAO ホモログ遺伝子の塩基配列に似てい

る可能性が高いと考えた．そこで，まず CBS 393.64 株のゲノム配列に対して RgDAAO と TvDAAO

のアミノ酸配列に高い同一性を有するタンパク質をコードする遺伝子を探索した．その結果，

RgDAAO と TvDAAO に対して有意なアミノ酸配列同一性を有するタンパク質をコードする遺伝

子が 2 つ（T310_5354 と T310_4950）見出された（Fig. 2-4）．ゲノム DNA 上の T310_5354 は 5 つ

のイントロンで分断された構造をしており，イントロンを含む全長は 1,442 bp であった．遺伝子

領域の全長は 1,107 bp であり 368 アミノ酸からなるタンパク質（KKA20625）をコードしていた．

KKA20625 は RgDAAO，TvDAAO，TdDAAO，ChDDO および TdDDO にそれぞれ 30.2，40.7，77.0，

30.0 および 29.0%のアミノ酸配列同一性を有していた（Table 2-1）．一方，T310_4950 は 2 つのイ

ントロンで分断されており，イントロンを含む全長は 1,214 bp であった（Fig. 2-4）．遺伝子領域の

全長は 1,007 bp であり 358 アミノ酸からなるタンパク質（KKA21004）をコードしていた．

KKA21004 は RgDAAO，TvDAAO，TdDAAO，ChDDO および TdDDO にそれぞれ 33.0，32.0，31.0，

28.0 および 47.0%のアミノ酸配列同一性を有していた（Table 2-1）．また，KKA20625 と KKA21004

のアミノ酸配列同一性は 31.0%であった． 

 

 

 

Fig. 2-4. R. emersonii CBS 393.64 基準株のゲノム配列に見出された推定 DAAO と DDO ホモログ遺伝子 

真菌ゲノムデータベース Ensembl Fungi（https://fungi.ensembl.org/index.html）における R. emersonii CBS393.64 株に

見出された推定 DAAO と DDO ホモログ遺伝子のエキソン−イントロン構造． 
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Table 2-1. R. emersonii CBS 393.64 株の推定 DAAO（KKA20625）と DDO（KKA21004） 

Gene ID T310_5354 T310_4950 

Protein ID KKA20625 KKA21004 

Number of amino acid residues 368 358 

Amino acid identity a (%)   

vs RgDAAO 30.2 33.0 

vs TvDAAO  40.7 32.0 

vs TdDAAO 77.0 31.0 

vs ChDDO 30.0 28.0 

vs TdDDO 29.0 47.0 

aアミノ酸配列同一性（％）は Needleman-Wunsch アルゴリズムによるグローバルアライメントによって決定した．

アライメントに用いた配列の UniProtKB accession no.を以下に示す: RgDAAO, P80324; DAAO, Q99042; DDO, 

Q75WF1; DDO, A3KCL7． 

 

 

見出された KKA20625 と KKA21004 が DAAO または DDO であるか推定するために，既知の

DAAO および DDO のアミノ酸配列とアライメントした（Fig. 2-5）．その結果，KKA20625 と

KKA21004 の N 末端領域に，他の DAAO や DDO と同様に，FAD 結合に関わる Wierenga ADP 結

合配列（GxGxxG：x は任意のアミノ酸残基(79)）が観察された．また，KKA20625 の C 末端には

PTS1（[S/T/A/G/C/N]-[R/K/H]-[L/I/V/M/A/F/Y; PROSITE, PS00342）に一致する配列 A–R–L が存在

したが，KKA21004 における配列は A–A–L であり一致しなかった．KKA20625 には，DAAO と

DDO で基質 D-アミノ酸の α-アミノ基と α-カルボキシ基と相互作用する Tyr，Arg および Gly 残基

に対応する位置に，Tyr244，Arg308 および Gly335 残基が観察された．一方，KKA21004 には，同

位置に Arg293 と Gly329 残基が観察されたが，Tyr 残基は観察されず，TdDDO と同様に Phe232 残

基が観察された．また，KKA21004 には，DDO で基質酸性 D-アミノ酸の側鎖カルボキシ基との相

互作用する Arg 残基に対応する位置に Arg223 残基が観察された．KKA20625 には真菌 DAAO に

特異的に見出される Asn 残基（Asn53）が観察され，KKA21004 には真菌 DDO に特異的に見出さ

れる His 残基（His55）が観察された．これらの結果から，KKA20625 をコードする遺伝子 T310_5354

は DAAO をコードし，KKA21004 をコードする遺伝子 T310_4950 は DDO をコードすると考えら

れた． 
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Fig. 2-5. R. emersonii CBS393.64 株の推定 DAAO と DDO および既知 DAAO と DDO のアミノ酸配列比較 

青塗りは N 末端領域の Wierenga ADP 結合配列：GxGxxG（x は任意のアミノ酸残基）を示す．緑塗りは C 末端領

域の PTS1 を示す．マゼンタ塗りは pkDAAO と hDAAO の active-site lid を示す．(▽)は真菌 DAAO 特異的な Asn

残基または真菌 DDO に特異的な His 残基を示す．(▼)は既知 DAAO と DDO において基質 D-アミノ酸の α-アミノ

基または α-カルボキシ基と相互作用する Tyr，Arg および Gly（Ser）残基を示す．(●)は RgDAAO の Met213 残基

に対応する位置を示す．波線は RgDAAO における二量体化ループを示す．既知の DAAO と DDO 名に続く(f)は真

菌由来を示す．アライメントには T-COFFEE server（http://tcoffee.crg.cat/）を用いた．用いたアミノ酸配列の

UniProtKB accession no.を以下に示す：RgDAAO，P80324；TvDAAO，Q99042；pkDAAO，P00371；hDAAO，P14920；

ChDDO，Q75WF1．  
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2.4. R. emersonii YA 株の DAAO ホモログ（ReDAAO）遺伝子の単離 

アミノ酸配列から推定された R. emersonii CBS 393.64 株の DAAO ホモログ遺伝子（T310_5354）

の 5’と 3’末端に相補的なプライマーを用いて，YA 株のゲノム DNA を鋳型とした PCR により，

YA 株の DAAO ホモログ遺伝子の単離を試みた．PCR の結果，長さの異なる増幅産物が 2 つ得ら

れた（Fig. 2-6）．このうち，長い増幅産物の塩基配列を解析したところ，配列全長は 1,443 bp であ

り，その塩基配列は T310_5354 の塩基配列と 3’末端領域の 1 塩基を除き同じであった．したがっ

て，得られた増幅産物は単離した YA 株の DAAO ホモログ（ReDAAO）遺伝子と考えられ，単離

した塩基配列を Genbank に登録した（accession no.：LC436777）．遺伝子配列の 1 塩基の違いによ

り，363 番目のアミノ酸残基が R. emersonii CBS 393.64 株 DAAO では Lys，ReDAAO では Arg 残

基であった． 

 

 

 

Fig. 2-6. R. ermersonii YA 株の DAAO ホモログ遺伝子の PCR 増幅 

左から順に，DNA マーカーと PCR 増幅産物を示す． 
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2.5. ReDAAO 遺伝子の E. coli における発現と発現産物の精製 

R. emersonii YA 株に見出された ReDAAO 遺伝子が機能的な DAAO をコードすることを明らか

にするため，E. coli における発現を検討した．ReDAAO 遺伝子を有する pET-15b ベクターを E. coli 

BL21(DE3) pLysSに導入してLB培地で培養したのち，IPTG添加により遺伝子を誘導発現させた．

その結果，ReDAAO 遺伝子を導入した E. coli は生育が OD600 において約 2.0 程度まで増殖し，最

終的に 600 ml の LB 培地から湿重量 4.0 g の菌体を得ることができた． 

得られた ReDAAO 遺伝子を発現させた E. coli から粗抽出液を調製し，種々の D-アミノ酸に対す

るオキシダーゼ活性を測定した（Fig. 2-7）．測定の結果，ReDAAO 遺伝子を発現させた E. coli の粗

抽出液は D-Ile に対して最も高い活性（2.8 U/mg）を示した．また，D-Phe や D-Tyr といった嵩高く

疎水性の強い中性 D-アミノ酸や，D-Leu，D-Val や D-Gln といった中程度の大きさの中性 D-アミノ

酸に対しても D-Ile と同程度の活性を示した．さらに興味深いことに，DDO の基質であり DAAO

の基質でない酸性 D-アミノ酸である D-Glu に対しても中性 D-アミノ酸と同程度の活性を示した．

一方，酸性 D-アミノ酸である D-Asp に対してはほとんど活性を示さなかった．これらの結果から，

アミノ酸配列から推定されたように，ReDAAO 遺伝子は機能的な DAAO をコードしていることが

明らかになった．また，第 1 章で報告した基質特異性の狭い TdDAAO とは異なり，ReDAAO は

D-Glu を含む多様な D-アミノ酸に作用する新奇な広基質特異性を有すると考えられた． 

 

 

 

Fig. 2-7. E. coli 粗抽出液を用いた ReDAAO 遺伝子発現産物の基質特異性 

各 20 mM D-アミノ酸（D-Tyr は 1.5 mM）を基質として 37°C で 4-AA/HRP カップリング法によりオキシダーゼ活

性を測定した．D-Ile に対する比活性 2.8 U/mg を 100%とした相対活性を示した．測定は 3 回行いその平均値を示

した．エラーバーは標準偏差を示す． 
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次に，ReDAAO 遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から ReDAAO を His タグアフィニティーカ

ラムを用いて精製した．精製した ReDAAO を SDS-PAGE に供したところ，His タグ融合タンパク

質としての分子質量（42 kDa）に相当する位置に単一のバンド（>95%以上）が観察され，電気泳

動的に単一に精製されたことが分かった（Fig. 2-8）．最終的に，ReDAAO 遺伝子を発現させた E. 

coli 粗抽出液から，ReDAAO を収率 25.7％で 24.6 倍にまで精製し，1.43 mg（総タンパク質量）の

精製酵素標品を取得した．精製した ReDAAO は 37°C と 55°C において 20 mM D-Ile に対してそれ

ぞれ 70.0 と 112 U/mg の比活性を示した．E. coli で His タグ融合体として発現され，精製された常

温性真菌由来の RgDAAO と TvDAAO は，37℃においてそれぞれ 81.0 U/mg（基質 D-Met）と 123 

U/mg（基質 D-Trp）の比活性を有することが報告されている(155)．また，好熱性細菌由来の His タ

グ融合 RxDAAO は 21.1 U/mg（60°C，基質 D-Val）の比活性を示すことが報告されている(45)．し

たがって，ReDAAO は，RgDAAO や TvDAAO と同様に，高い触媒活性を有する DAAO であるこ

とが分かった． 

 

 

 

Fig. 2-8. 精製 ReDAAO の SDS-PAGE 解析 

Marker, 分子量マーカー; Crude extract, ReDAAO 遺伝子発現 E. coli 粗抽出液 (10 µg);精製 ReDAAO (2 µg). 蛍光染

色試薬 Instant-Bands を用いて染色したタンパク質を 12.5% (w/v) ポリアクリルアミドゲルを用いて分離し，LED

トランスイルミネーター（λ500 nm）を用いて検出した． 
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2.6. ReDAAO の酵素学的諸特性解析 

2.6.1. ReDAAO の基質特異性解析 

精製した ReDAAO の基質特異性を解析した．その結果，E. coli 粗抽出液とは異なり，ReDAAO

は D-Val に対して最も高い活性（79.2 U/mg）を示した（Table 2-2）．また，ReDAAO は多様な D-ア

ミノ酸に対して高い活性を示し，なかでも D-Ile，D-Phe，D-Met や D-Ala に対しては比較的高い活

性を示した．さらに，前述した粗抽出液の結果と同様に，ReDAAO は酸性 D-アミノ酸の D-Glu に

対しても高い活性を示した．現在まで，広基質特異性を有する常温性真菌由来の RgDAAO や

TvDAAO を含め，酵素学的諸特性が解析されている既知 DAAO において，本来 DDO の基質とな

る酸性 D-アミノ酸の D-Glu に対して高い活性を示すものは報告されていない．したがって，

ReDAAO は新奇な広基質特異性を有することが明らかとなった．また，ReDAAO は cephalosporin 

C（CPC）に対しても高い活性を示した．この ReDAAO の CPC に対する活性は，現在 7-

aminocephalosporanic acid（7-ACA）生産に工業的に利用されている常温性真菌由来の TvDAAO に

匹敵したことから，ReDAAO が 7-ACA 生産に利用できる可能性が期待された．反対に，塩基性 D-

アミノ酸である D-Lys や酸性 D-アミノ酸である D-Asp に対しては低い活性を示した．また，精製

ReDAAO は広基質特異性を有する RgDAAO や TvDAAO と同様に，鏡像異性体を持たない Gly に

対して著しく低い活性を示した．さらに，高い活性を示した D-Ile，D-Val および D-Met の鏡像異性

体である L-Ile，L-Val および L-Met に対しては活性を示さなかった．したがって，ReDAAO は他の

既知 DAAO と同様に高い立体選択性を有することが分かった． 
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Table 2-2. ReDAAO と他の既知 DAAO の基質特異性比較 

Substrates 
Relative activity ± SD (%) 

ReDAAO TdDAAOa RgDAAOb TvDAAOb pkDAAOb RxDAAOc 

D-Val 100 0.2 95 100 28 100 

D-Ile 88.4 ± 5.3 0.1 56 76 35 26.7 

D-Phe 82.3 ± 9.6 95.7 79 36 84 2.1 

D-Met 74.2 ± 2.3 100 100 78 75 2 

D-Ala 70.0 ± 15.9 16.1 71 97 40 1.6 

D-Leu 64.6 ± 5.3 94.2 57 32 21 27.2 

D-Gln 60.5 ± 11.8 77.0 53 81 1 1 

D-allo-Thr 53.2 ± 2.2 - - - - - 

D-Glu 53.0 ± 0.8 0.9 4 9 n.d. 5.1 

D-Arg 45.9 ± 2.0 10.4 2 43 4 1.1 

D-Ser 41.3 ± 4.7 6.2 41 22 18 1.3 

D-His 30.6 ± 3.8 42.1 58 88 3 3.6 

D-Tyr 30.4 ± 0.8 79.5 26 17 4 17.6 

D-Asn 27.6 ± 0.7 23.7 40 65 n.d. 0 

D-Trp 17.3 ± 3.8 44.1 56 38 2 1.5 

D-Thr 16.1 ± 1.1 0.1 10 4 2 11.5 

CPC 14.0 ± 0.5 - 2 13 0 n.d. 

D-Lys 12.6 ± 1.4 6.8 5 17 2 2.4 

D-Pro 5.2 ± 0.4 0.4 57 25 100 0 

D-Asp 2.5 ± 0.1 <0.1 0 4 1 n.d. 

Gly 0.9 ± 0.7 - 3 0 n.d. 0 

L-Ile n.d. - - - - <1 

L-Val n.d. - - - - <1 

L-Met n.d. - - - - n.d. 

ReDAAO において，1.5 mM D-Tyr と 1 mM cephalosporin C（CPC）を除く，各 20 mM D-アミノ酸を基質として 37°C, 

pH 8.0，4-AA/HRP カップリング法により DAAO 活性を測定した．D-Val に対する比活性値（79.2 U/mg）を 100％

とした相対活性を示した．測定は 3 回行い，平均値を示した．n.d.は不検出，(-)はデータなしを表す．aは第 1 章に

おけるデータ，bは Tishkov らのデータ(38)，cは Takahashi らのデータ(56)を用いた． 
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2.6.2. 酵素反応速度論的パラメーター解析 

より詳細な ReDAAO の酵素学的な反応特性を明らかにするため，基質特異性解析において高い

活性が観察された中性 D-アミノ酸の D-Val，D-Met および D-Ala，塩基性 D-アミノ酸の D-Arg，そ

して酸性 D-アミノ酸の D-Glu に対する酵素反応の速度論的パラメーターを解析した（Table 2-3）．

解析の結果，ReDAAO は D-Met に対して最も低いミカエリス定数 Km（0.213 mM）を示した．ま

た，D-Val に対して最も高い分子活性 kcat（225 s−1）を示した．そして，D-Met に対して最も高い特

異性定数 kcat Km
−1（562,000 s⁻¹ mM⁻1）を示し，次いで D-Val に高い kcat Km

−1を示した（Table 2-3）．

D-Glu に対しては，比較的高い kcat（90.7 s−1）を示したが，Kmが高いことから特異性定数は D-Met

で得られた値よりも 75 倍低かった．しかし，D-Glu に対する kcatは DAAO の基質とされている D-

Arg に対する kcatよりも 2 倍高く，Kmは 1.5 倍低かったことから，D-Glu に対する kcat Km
−1は，D-

Argに対する kcat Km
−1よりも高い値を示し，D-GluはD-Argよりも良い基質であることが分かった． 

 

 

Table 2-3. ReDAAO の酵素反応速度論的パラメーター 

Substrate 
Mean ± SD 

Vmax (U/mg) kcat (s−1) Km (mM) kcat Km
−1 (s−1 M−1) 

D-Val 318 ± 3.4 225 ± 2.4 0.628 ± 0.04 358,000 

D-Met 169 ± 4.4 120 ± 3.1 0.213 ± 0.03 562,000 

D-Ala 267 ± 7.3 189 ± 5.2 2.7 ± 0.3 69,900 

D-Glu 128 ± 9.3 90.7 ± 6.6 12.1 ± 2.9 7,490 

D-Arg 64.5 ± 6.3 45.6 ± 4.5 19.2 ± 4.3 2,380 

D-Val と D-Met は 0.125–50 mM，D-Ala は 0.5–50 mM，D-Glu は 0.5–100 mM，D-Arg は 1.0–50 mM を用いて，55°C

で 4-AA/HRP カップリング法により DAAO 活性を測定した．測定は 3 回行い，その平均値を示し．SD は標準偏

差を示す． 
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2.6.3. ReDAAO の補酵素解析 

ReDAAO がフラビンを含有するかどうかを明らかにするため，精製 ReDAAO の吸収スペクト

ルを測定した（Fig. 2-9a）．その結果，ReDAAO は典型的なフラビン酵素において観察される 273，

375 および 455 nm に吸収極大を有するスペクトルが観察された．このことから，ReDAAO は他の

DAAO や DDO と同様にフラビンを含有することが分かった．また，酵素溶液への D-Ile 添加後の

吸収スペクトルを測定したところ，375 と 455 nm の吸収極大が消失した．このことから，反応に

おいて含有するフラビンの還元が示唆され，含有 FAD が補酵素として機能していると考えられ

た． 

次に，ReDAAO が含有するフラビンが共有結合もしくは非共有結合のどちらの様式で結合して

いるか解析した（Fig. 2-9b）．精製 ReDAAO を熱変性させたのちに遠心分離により回収した上清は

フラビンに由来する黄色を呈したことから，ReDAAO が含有するフラビンは，他の DAAO や DDO

同様に，非共有結合的に結合していることが示された．さらに，上清を薄層クロマトグラフィー

（TLC）に供したところ，上清中のフラビンの Rf 値（0.70）は FMN ではなく FAD の値と一致し

たことから，ReDAAO は FAD を補酵素として含有すると考えられた． 

次に酵素標品中のホロ体の量を明らかにするため，また，0.18 mM ReDAAO タンパク質の熱変

性後の遠心上清の FAD を分光法により定量したところ，その濃度は 0.18 mM だった（Fig. 2-9c）．

したがって，精製した ReDAAO の 100%がホロ体として存在することが示唆された． 

次に，ReDAAO と FAD の結合強度（解離定数 Kd）を明らかにするため，ReDAAO のアポ化を

検討した．その結果，2 M KBr に対し ReDAAO 溶液を 5 日間透析したにもかかわらず，FAD の有

意な量の放出は観察されなかった．したがって，ReDAAO の FAD に対する Kdを求めることは出

来なかったが，その結合は RxDAAO や TdDDO と同様に非常に強固であると考えられた． 
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Fig. 2-9. ReDAAO の補酵素フラビンの解析 

(a) ReDAAO の吸収スペクトル．20 µM ReDAAO の 250–550 nm における吸光度を測定した．実線は D-Ile を添加せ

ずに 40°C で 10 分保温後，点線は終濃度 50 mM D-Ile を添加し 40°C で 10 分間保温後に測定した吸収スペクトルを

示す．(b) TLC 解析．左から順に，1 µl 標準 100 µM FMN; 1 µl 標準 100 µM FAD; 1 µl 183 µM ReDAAO タンパク

質熱変性後の遠心上清．展開溶媒として 5% (w/v) Na2HPO4溶液を用いた．(c) ReDAAO の FAD 含有量測定．0.05–

0.2 mM 標準 FAD の 450 nm における吸光度をもとに 0.18 mM ReDAAO の熱変性後の遠心上清の 450 nm の吸光度

を測定． 
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2.6.4. ReDAAO の四次構造解析 

ReDAAO の四次構造を明らかにするために，ReDAAO（タンパク質濃度 0.1 mg/ml）をゲル濾過

クロマトグラフィーに供し，分子量を求めた（Fig. 2-10）．その結果，ReDAAO の分子量は約 180 

kDa であり，His タグを付加したアミノ酸配列から算出された分子質量 42 kDa の 4 倍の値と概ね

一致した．したがって，ReDAAO はタンパク質濃度 0.1 mg/ml において四量体として存在するこ

とが明らかとなった． 

 

 

 

Fig. 2-10. ReDAAO の四次構造解析 

タンパク質濃度 0.1 mg/ml の ReDAAO の分配係数 Kav を標準タンパク質から得られたものと比較することで算出

した．標準タンパク質として以下を用いた：ribonuclease A，13.7 kDa；chymotrypsinogen A，25.0 kDa；conalbumin，

75.0 kDa；aldolase，158 kDa；catalase，232 kDa． 
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2.6.5. ReDAAO の至適 pH と pH 安定性の解析 

ReDAAO の至適 pH を明らかにするため，pH 4.0–10.0 でそれぞれ ReDAAO の活性を測定した

（Fig. 2-11a）．その結果，ReDAAO は pH 8.0 で最も高い活性を示したことから至適 pH は 8.0 であ

ることが明らかとなった．また，pH 8.0–pH 10.0 の塩基性領域においても高い活性（pH 8.0 の約

90%の相対活性）を示した．一方，pH 8.0 より低い pH では活性は急激に低下した． 

次に，ReDAAO の pH 安定性を明らかにするため，異なる pH で ReDAAO をそれぞれ 1 時間保

温した後の残存活性を測定した（Fig. 2-11b）．その結果，ReDAAO は pH 7.0–10.0 で比較的高い残

存活性を示したことから，この pH 領域で安定であることが明らかとなった．一方，pH 6.0 以下の

酸性領域や pH 11.0 の塩基性領域での残存活性は著しく低下した． 

 

 

 

Fig. 2-11. ReDAAO の pH 特性 

(a) pH が活性に与える影響．pH 4.0–10.0（50 mM GTA buffer）において，20 mM D-Val を基質として用いて，20 µM 

FAD 存在下で 2, 4-DNPH 法により 55°C で活性を測定した．pH 8.0 における活性を 100%とした相対活性を示し

た．(b) pH が安定性に与える影響．pH 4.3–10.0（50 mM GTA buffer, ●）と pH 10.0–11.0（50 mM CAPS buffer, 〇）

で 45°C で 1 h 保温後，20 mM D-Val を基質として用いて，20 µM FAD 存在下で 4-AA/HRP 法により 55°C，pH 8.0

で活性を測定した．pH 8.0 で保温後の活性を 100%とした相対活性を示した．3 回測定し，その平均値を示した．

エラーバーは標準偏差を示す． 
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2.6.6. ReDAAO の至適温度と耐熱性の解析 

ReDAAO の至適温度（Topt）を明らかにするため，30–70°C で ReDAAO の活性を測定した（Fig. 

2-12a）．その結果，ReDAAO は 55°C において最も高い活性を示したことから，Topt は 55°C であ

ることが分かった． 

次に，ReDAAO の耐熱性を明らかにするため，20–70°C で 1 時間保温後の ReDAAO（0.1 mg/ml）

の残存活性を測定した（Fig. 2-12b）．その結果，ReDAAO の残存活性は 50°C まで一定で高かった

ことから，この温度範囲で安定であることが分かった．また，ReDAAO の 0.1 mg/ml における T50
60

（初期活性の 50％が失われる 60 min の保温温度）は 60°C であった． 

次に，タンパク濃度が ReDAAO の耐熱性に与える影響を明らかにするため，0.1 と 0.01 mg/ml

のタンパク質濃度で 1 時間保温後の ReDAAO の残存活性を測定した（Fig. 2-12c）．その結果，0.1

から 0.01 mg/mlのタンパク質濃度の低下に伴うReDAAOの残存活性の減少は約 10%に留まった．

したがって，タンパク質濃度は ReDAAO の耐熱性に大きな影響を与えないと考えられた． 

次に，ReDAAO の熱安定性に及ぼす FAD の添加効果を解析した（Fig. 2-12c）．0.01 mg/ml ReDAAO

に終濃度 0.1 mM になるように FAD を添加し，熱安定性を解析したところ，FAD の添加により保

温後の残存活性がわずかに上昇し，0.1 mg/ml タンパク質濃度の熱安定性と同等になった．このこ

とから，FAD の添加は熱安定性を高めると考えられた． 
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Fig. 2-12. ReDAAO の温度特性 

(a) 温度が活性に与える影響．30–70°C の反応温度で，20 mM D-Val を基質として用いて，20 µM FAD 存在下で 2, 

4-DNPH 法により DAAO 活性を測定した．55°C での活性を 100%とした相対活性で示した．(b) 温度が安定性に与

える影響．20–70°C で ReDAAO（タンパク質濃度 0.1 mg/ml）を 1 h 保温した後，20 mM D-Val を基質として用い

て，20 µM FAD 存在下で 4-AA/HRP 法により 55°C で残存 DAAO 活性を測定した．45°C での保温後の残存活性を

100%とした相対活性で示した．(c) タンパク質が耐熱性に与える影響．タンパク質濃度0.1と0.01 mg/mlのReDAAO

を 0.1 mM FAD 存在または非存在下で 45°C で 1 h 保温した後，20 mM D-Val を基質として用いて，20 µM FAD 存

在下で 4-AA/HRP 法により 55°C で残存活性を測定した．0.1 mg/ml で FAD 非存在下における保温後の残存活性を

100%とした相対活性で示した．活性はそれぞれ 3 回測定し，その平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す． 
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2.6.7. ReDAAO の DAAO および DDO 阻害剤の影響解析 

ReDAAO の DAAO と DDO 競合的阻害剤に対する影響を解析した（Table 2-4）．その結果，10 

mM では，DDO 競合的阻害剤である D-malate により約 14%の活性が阻害されたが，他の DAAO

競合的阻害剤（benzoate，anthranilate，crotonate）と DDO 競合的阻害剤（malonate，meso-tartrate）

ではほとんど活性阻害は観察されなかった．一方，50 mM では，benzoate と crotonate によりそれ

ぞれ約 13%と 23%の活性が阻害された．また，D-malate により約 17%の活性が阻害された．これ

らの結果から，ReDAAO は基質特異性解析で明らかにされたように，競合的阻害剤に対する感受

性においても，DAAO と DDO の両方の阻害剤感受性を有することが示された．RxDAAO の活性

は 10 mM benzoate，anthranilate および crotonate により，それぞれ 63%，17％および 11％阻害され

ることが報告されている(45)．また，第 2 章において，TdDDO の活性は，50 mM maolonate，meso-

tartrate および D-malate により 4%，23％および 38％阻害された（Table 1-3）．したがって，ReDAAO

のこれら競合的阻害剤に対する感受性は他の DAAO や DDO と比較して低いことが分かった． 

 

Table 2-4. DAAO と DDO 競合的阻害剤の ReDAAO 活性への影響解析 

Compounds 
Concentration 

(mM) 

Mean relative activity ± SD 

(%) 

Inhibitors  

  

None  

 

100 

DAAO inhibitors  

  

Benzoate 

 

10 

50 

93.5 ± 1.4 

86.8 ± 6.5 

Anthranilate 

 

10 

50 

95.7 ± 3.4 

103 ± 1.8 

Crotonate 

 

10 

50 

101 ± 0.8 

77.4 ± 2.2 

DDO inhibitors  

  

Malonate 

 

10 

50 

91.5 ± 4.5 

98.6 ± 3.1 

meso-Tartate 

 

10 

50 

96.5 ± 2.7 

93.5 ± 5.7 

D-Malate 

 

10 

50 

86.5 ± 2.8 

82.8 ± 1.3 

10 mM もしくは 50 mM DAAO と DDO 競合的阻害剤存在下における DAAO 活性を，20 mM D-Val を基質として用

いて，55°C で 2, 4-DNPH 法により測定した．測定は 3 回行い，阻害剤非存在下における活性値を 100%とする相

対活性を示した．SD は標準偏差を示す．原子の配色：灰，炭素原子；赤，酸素原子；青，窒素原子．  
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3. 考察 

好熱性真菌の単離と D-アミノ酸資化能 

発酵堆肥からの好熱性真菌の単離を検討したところ，60°C の培養温度において全ての堆肥試料

から好熱性真菌を単離できなかった．2000 年までに 29 種の好熱性真菌の至適生育温度と限界生

育温度が解析されている(143)．そのなかで，60°C 以上の至適生育温度を有する好熱性真菌は報告

されていない．また，60°C 以上の限界生育温度を有する好熱性真菌はわずか 6 種であり，その最

高温度は Cheatomium thermophile，Thermoascus aurantiacus および Thermomyces ibadanensis におけ

る 61°C である．また，50°C の培養温度においても，本研究で単離できた好熱性真菌はわずか 3 株

であった．至適生育温度と限界生育温度が解析されている 29 種の好熱性真菌のうち，その全てが

50°C 以上の限界生育温度を有するが，50°C 以上の至適生育温度を有する好熱性真菌はわずか 7 種

である．したがって，本研究で用いた堆肥試料には好熱性真菌があまり存在しなかった可能性に

加え，好熱性真菌の単離において 50°C 以上の培養温度は厳しい単離条件であると考えられた． 

現在までに，微生物において様々な D-アミノ酸代謝に関わる酵素が知られている(23, 176)．こ

のうち，真菌において報告されているものは DAAO，DDO，DSD，DNT，Alr および Srr である

（Table 1）．そして，これらの 6 つの酵素のなかで，単離に用いた 4 種の D-アミノ酸を窒素源とし

て利用するために機能しうる酵素は Alr（D-Ala の L-Ala への変換を触媒）と DAAO（D-Ala，D-

Asn，D-Gln および D-His の酸化的脱アミノ反応を触媒）の 2 つのみである．D-Ala は多くの DAAO

にとって良基質である，一方，D-Asn，D-Gln および D-His は既知 DAAO のなかでも広基質特異性

として知られる常温性真菌由来である RgDAAO と TvDAAO にとって良基質であるが，基質特異

性が狭い他の既知 DAAO にとっては貧基質であることが報告されている(38)．したがって，D-Asn，

D-Gln および D-His を唯一の窒素源として良好に生育できる真菌は，発現量の差が影響する可能性

はあるが，基質特異性が広い DAAO を有している可能性が高いと考えた．実際，広い基質特異性

を有する DAAO（ReDAAO）を有する R. emersonii YA 株は，1 章で述べた狭い基質特異性を有す

る DAAO（TdDAAO）とほぼ同じ基質特異性を有すると考えられる T. dupontii PB 株および PE 株

よりも D-Asn，D-Gln および D-His を単一窒素源とした培地で良好に生育したことからも支持され

た（Fig. 2-1）．今後，同様の手法で真菌から様々な基質特異性，例えば逆に特定の D-アミノ酸に対

してのみ作用する DAAO などの取得が可能かもしれない． 

R. emersonii YA 株は D-Gln と D-His をそれぞれ単一窒素源とした培地上で D-Ala を用いた場合よ

りも良好に生育したにもかかわらず，ReDAAO の D-Gln と D-His に対する活性は D-Ala に対する

活性よりも低かった（Fig. 2-1, Table 2-2）．この原因は不明であるが，これら D-アミノ酸を唯一の

窒素源として用いているため，単純に D-Gln と D-His には D-Ala よりも窒素原子が多く含まれて

いることによるかもしれない．また，真菌において DAAO は培養液中の D-アミノ酸の存在により

その発現が誘導され，D-アミノ酸の種類の違いにより発現レベルが異なることが報告されている
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とから(177)，YA 株において D-Ala よりも D-Gln と D-His において ReDAAO の発現レベルが高い

可能性がある．しかし，D-アミノ酸による DAAO の誘導発現が解析されている全ての真菌におい

て D-Ala が最もよいインデューサーであることが明らかにされていることから，発現レベルの違

いが原因である可能性は低いかもしれない(177-179)．また，YA 株の各 D-アミノ酸の取り込み能

の違いも要因の一つである可能性もある．真菌において，D-アミノ酸の取り込みに関する解析は

酵母 Saccharomyces cerevisiae で行われており，general amino-acid permease 1（Gap1p）などの広基

質特性アミノ酸トランスポーターがいくつかの D-アミノ酸の取り込みに関与することが報告され

ている(180)．しかし，D-アミノ酸種の違いによる取り込み能の違いは不明である．また，R. emersonii

の基準株である CBS 393.64 株にも Gap1 ホモログ（Gene ID: T310_0539）が存在するが，アミノ酸

の取り込みに関する解析はなされていないため，各 D-アミノ酸種の違いによる取り込み能の違い

が生育に与える影響は現在のところ不明である．  
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ReDAAO の酵素学的諸特性 

触媒活性 

 ReDAAO は既知の常温性真菌由来で高い触媒活性を有する RgDAAO と TvDAAO と同等の比活

性を有していた．低い触媒活性を有する pkDAAO を含む動物由来の DAAO は，活性部位を覆う

“active-site lid”と呼ばれる 13 アミノ酸（pkDAAO: Thr216–Tyr228）からなるループを有し，これが

活性部位への基質の進入と生成物の放出に伴い開閉することが知られている(81)（Fig. 2-5, Fig. 2-

13）．このコンフォメーション変化は遅いため，結果として active-site lidを有する動物由来のDAAO

は代謝回転数（kcat）が小さくなると考えられている(181)．一方，真菌由来 RgDAAO の active-site 

lid は 9 アミノ酸からなり（Fig. 2-13），pKDAAO のものより短いために開閉が速く，高い触媒活

性を有すると考えられている(87)．ReDAAO 三次元構造モデルの active-site lid は RgDAAO と同様

に短いことから，ReDAAO は高い触媒活性を有すると考えられる． 

 

 

 

Fig. 2-13. ReDAAO, RgDAAO と pKDAAO の active-site lid の比較 

ReDAAO の三次元構造モデル，RgDAAO の結晶構造（PDB entry, 1C0P）および pkDAAO の結晶構造（PDB entry, 

1VE9）を重ね合わせた．ループの配色：青，ReDAAO；緑，RgDAAO；マゼンタ，pkDAAO．スティックの配色：

赤，酸素原子；青，窒素原子；シアン，D-Ala または benzoate の炭素原子；橙，FAD．構造の描画と重ね合わせに

は PyMOL ver. 2.4（https://pymol.org）を用いた． 
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基質特異性 

ReDAAO は CPC を含む多様な D-アミノ酸に対して高い活性を示したが，同様に広い基質特異

性を有する RgDAAO や TvDAAO とはいくつかの特異性の違いが観察された（Fig. 2-14）．RgDAAO

は嵩高い疎水性の D-Trp や D-Pro に対して中程度の活性を示すが，ReDAAO はこれら基質にあま

り高い活性を示さなかった．一方，RgDAAO は D-Arg に対してほとんど活性を示さないが，

ReDAAO は TvDAAO と同様に，中程度の活性を示した．また，ReDAAO は，RgDAAO と TvDAAO

を含む既知の全ての DAAO がほとんど活性を示さない酸性の D-Glu に対しても高い活性を示し

た．D-Glu は本来 DDO の基質であることから，ReDAAO は DAAO と DDO の両方の活性を有する

新規な DAAO であり，応用的利用において RgDAAO や TvDAAO より有用と考えられる． 

真菌において DAAO や DDO は，D-アミノ酸の解毒酵素としての機能や D-アミノ酸の生育利用

の役割を担っていることが報告されている(39)．恐らく，ReDAAO も YA 株において同様な機能

を担っていると考えられる．近年，様々なバクテリアが，D-Leu，D-Met，D-Tyr や D-Trp など細胞

壁 PG を構成する D-アミノ酸以外の D-アミノ酸を生産し，細胞壁リモデリングやバイオフィルム

分散などの様々な機能を有していることが報告されている(2)．発酵堆肥には Lactobacillus 属や

Bacillus 属を含む多様なバクテリアが存在するため(182)，ReDAAO は発酵堆肥に存在するバクテ

リアが生産した様々な D-アミノ酸を利用もしくは解毒するために広い基質特異性を有している可

能性が考えられる． 

 

 

 

Fig. 2-14. ReDAAO と他の広基質特異性を有する DAAO の比較 

ReDAAO において，1.5 mM D-Tyr と 1 mM cephalosporin C（CPC）を除く，各 20 mM D-アミノ酸を基質として 37°C, 

pH 8.0，4-AA/HRP カップリング法によりオキシダーゼ活性を測定した．D-Val に対する比活性値（79.2 U/mg）を

100％とした相対活性を示した．測定は 3 回行い，平均値を示した RgDAAO と TvDAAO においては Tishkov らの

データ(38)を用いた． 
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既知の DAAO と DDO において，FAD のイソアロキサジン環が位置する活性部位の上部に存在

する active-site lid やアミノ酸残基がその基質特異性に関与することが明らかとなっている(50, 

183)．RgDAAO において，Met213 を Arg 残基に置換したバリアントが野生型では活性を示さない

D-Asp に対して活性を示すことが報告されている(183)．ReDAAO において，RgDAAO の Met213

に対応するアミノ酸残基を確認したところ，一次構造上では Ile232 であったが，三次構造モデル

では Ser233 が存在した（Fig. 2-5, Fig. 2-15b）．したがって，ReDAAO において Ser233 残基の側鎖

のヒドロキシ基が D-Glu の側鎖カルボキシ基と水素結合を形成することで D-Glu に対する活性に

寄与する可能性が示唆された．また，hDDO，mDDO および ChDDO では，活性部位上部に位置す

る Arg 残基が基質側鎖のカルボキシ基と塩橋を形成することで酸性 D-アミノ酸に対する触媒活性

を付与していることが知られている（Fig. 2-15c，ChDDO: Arg243）．そこで，ReDAAO 三次元構造

モデルの活性部位の上部に位置する Arg 残基を確認したところ，空間的に対応する位置に Arg97

が存在した（Fig. 2-15a）．一方，RgDAAO の結晶構造において，ReDAAO の Arg97 に空間的に対

応するアミノ酸残基は Gln98 であった（Fig. 2-15b）．したがって，ReDAAO において Ser233 もし

くは Arg97 もしくは両アミノ酸残基が ReDAAO の D-Glu に対する活性に寄与すると考えられた． 

 

 

Fig. 2-15. ReDAAO の酸性 D-アミノ酸に対する活性に寄与するアミノ酸残基 

(a) ReDAAO モデル構造，(b) RgDAAO（PDB entry: 1C0P）および (c) ChDDO 結晶構造の活性部位．ReDAAO の三

次元構造モデルは I-TASSER On-line Server（zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いて構築した．RgDAAO

の結晶構造は PDB entry 1C0P を用いた．配色：灰，炭素原子；赤，酸素原子；青，窒素原子；シアン，炭素原子

（D-アミノ酸）；黄，硫黄原子；橙，FAD．構造の描画には PyMOL ver. 2.4（https://pymol.org）を用いた．  
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ReDAAO は様々な D-アミノ酸に対して活性を示したが，特に疎水性の D-アミノ酸に対して高い

活性を示した（Table 2-2）．hDAAO も疎水性の D-アミノ酸に対して高い活性を示すが，これは主

に基質結合部位の Leu51，Leu215，Tyr228 および Ile230 によって形成される疎水性領域の疎水性

D-アミノ酸側鎖とのファンデルワールス相互作用と疎水性相互作用によると考えられている（Fig. 

2-16b）(67)．ReDAAO のモデル構造において，hDAAO のこれら疎水性アミノ酸残基に対応する

位置には，それぞれ Asn53，Ser233，Tyr244 および Met246 が存在した（Fig. 2-16a）．加えて，

ReDAAO においては，疎水性アミノ酸残基でない Asn53 と Ser233 が活性部位に含まれていたが，

Asn53 の近傍には疎水性アミノ酸残基である Tyr54，Leu55，Pro56 および Val57 が存在した．ま

た，Ser233 の近傍にも Val94 と Phe144 が存在した．したがって，ReDAAO においても，hDAAO

と同様に，基質側鎖が配置する近傍に疎水性領域が存在することで，疎水性 D-アミノ酸に高い活

性を示すと考えられた． 

D-Thr と D-Val，D-Asn と D-Leu は構造的に同程度の大きさであるが，ReDAAO は，D-Thr より

も疎水性度が高い D-Val に，D-Asn よりも疎水性度が高い D-Leu や D-Ile に高い活性を示した（Table 

2-2）．このことからも，基質側鎖との疎水性相互作用が活性に重要な因子と考えられた．加えて，

ReDAAO は D-Thr と D-Ile のジアステレオマーである D-allo-Thr と D-allo-Ile に対してそれぞれ D-

Thr と D-Ile と大きく異なる活性を示したことから（Table 2-2），基質側鎖の形状や向きも基質特異

性に関わる重要な因子であると考えられた．また，pkDAAO において，Tyr55 は Tyr224，Tyr228 お

よび Tyr314 残基とともに基質の活性部位への進入を制御すると考えられており，Tyr55 を Ala 残

基に置換したバリアントは，基質の活性部位へのアクセスの改善により，嵩高い D-Trp に対して

野生型よりも高い活性を示すようになることが報告されている（Fig. 2-16c）(184)．ReDAAO のモ

デル構造において，pkDAAO の Tyr55 に対応する位置には，構造的に小さな Val57 が存在したこ

とから（Fig. 2-16），これが ReDAAO の広基質特異性の要因の一つと考えられた．しかし，ReDAAO

の D-Trp に対する活性は低く，また同位置に Tyr と同程度の大きさの Phe 残基を有する RgDAAO

は D-Trp に対して中程度の活性を有することから，より詳細な考察のためには，ReDAAO の結晶

構造を明らかにする必要があると考えられた． 
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Fig. 2-16. ReDAAO の疎水性 D-アミノ酸に対する活性に寄与するアミノ酸残基 

(a) ReDAAO モデル構造と (b) hDAAO および (c) pkDAAO の結晶構造の活性部位．ReDAAO のモデル構造は I-

TASSER On-line Server（https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いて構築した．hDAAO と pkDAAO の

結晶構造は PDB entry 2DU8 と 1VE9 を用いた．配色：シアン，炭素原子（benzoate）；赤，酸素原子（benzoate）；

橙，FAD．赤色のグラデーションはアミノ酸残基の疎水性の高低を示す．PyMOL ver. 2.4（https://pymol.org）を用

いて作図した． 
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ReDAAO は TdDAAO に対して極めて高いアミノ酸配列同一性を有するが（Table 2-1），ReDAAO

と TdDAAO の基質特異性は大きく異なっていた（Table 2-2）．そこで，この基質特性の相違を引き

起こす構造的な知見を得るため，ReDAAO と TdDAAO のアミノ酸配列をアライメントしたとこ

ろ，ReDAAO に存在し TdDAAO には存在しない領域（ReDAAO, Lys300–Asp304：KQRRD 配列）

と ReDAAO には存在せず TdDAAO に存在する領域（TdDAAO, Tyr57–Gly61：YVLQG 配列）が見

出された（Fig. 2-17a）．両 DAAO の三次元構造モデルでこれら領域の存在位置を確認したところ，

KQRRD 配列は ReDAAO の活性部位から大きく離れた C 末端のループ上に，YVLQG 配列は

TdDAAO の活性部位近傍のループ上に存在した（Fig. 2-17b）．したがって，活性部位近傍に存在

した YVLQG 配列の有無が ReDAAO と TdDAAO の基質特異性の相違に寄与する可能性が高いと

考えられた．しかし，三次元構造モデルは実際のタンパク質構造とは異なる可能性があるため，

この可能性を明らかにするためには結晶構造解析と生化学的な解析が必要と考えられた．その詳

細については次章で述べる． 

 

 

Fig. 2-17. ReDAAO と TdDAAO の一次構造上の相違領域と三次元構造モデルにおけるその位置 
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(a) RgDAAO と TdDAAO の一次構造の比較．青塗りは ReDAAO に特異的な連続したアミノ酸残基（Lys300–Asp304: 

KQRRD）を示す．マゼンタ塗りは TdDAAO に特異的な連続したアミノ酸残基（Tyr57–Gly61: YVLQG）を示す．

アライメントには T-COFFEE server（http://tcoffee.crg.cat/）を用いた．(b) ReDAAO と TdDAAO の三次構造の比較．

順に ReDAAO の三次元構造モデル，TdDAAO の三次元構造モデル，ReDAAO と TdDAAO の重ね合わせ図を示す．

スティックの配色：青，KQRRD；マゼンタ，YVLQG．モデル構造の構築には I-TASSER On-line Server

（zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いた．モデル構造の描画と重ね合わせには PyMOL ver. 2.4

（https://pymol.org）を用いた． 

 

 

酵素反応速度論 

ReDAAO は種々の D-アミノ酸のなかでも，至適温度において D-Met に対して最も高い kcat Km
−1

を示し，次いで，D-Val に対して高い kcat Km
−1を示し，また，構造の小さい疎水性の D-Ala に対し

ても比較的高い kcat Km
−1を示した（Table 2-3）．広基質特異性を有する RgDAAO や TvDAAO も，

D-Met に対して最も高い kcat Km
−1を示すことから（Table 2-5）(183, 185)，真菌 DAAO の多くが D-

Met を最良基質とすることが分かった．一方，ReDAAO の D-Val に対する kcat Km
−1 は，RgDAAO

と TvDAAO の D-Val に対する kcat Km
−1よりも 50–60 倍高かった．これは主に ReDAAO の D-Val に

対する低い Km に起因した（Table 2-5）．したがって，ReDAAO は D-Val に対する基質親和性が他

の真菌 DAAO よりも非常に強いことから，RgDAAO や TvDAAO より，D-Val に対して良好に反

応すると考えられた．また，ReDAAO の D-Ala に対する kcat Km
−1は，RgDAAO と TvDAAO のそれ

ぞれ 1/1.5と 11倍であった（Table 2-5）．この相違は主に，ReDAAOの D-Alaに対するKmがRgDAAO

よりも大きく，TvDAAO よりも小さいことに起因した．しかし，kcatが他の真菌 DAAO の約 2 倍

高いことから，実際の反応系では，ReDAAO の D-Ala に対する反応性が真菌 DAAO のなかで最も

高いと考えられた．一方，ReDAAO の塩基性の D-Arg に対する kcat Km
−1は中性 D-アミノ酸のもの

よりも低かった（Table 2-3）．この様な塩基性 D-アミノ酸に対する低い反応速度特性は他の DAAO

でも観察されており（Table 2-5），塩基性 D-アミノ酸に対する低い親和性と，活性部位に塩基性側

鎖の正電荷が存在することによる活性部位の熱力学的不安定性に起因すると考えられていること

から，ReDAAO の D-Arg に対する低い触媒能もこれらが原因と考えられる(186)． 

ReDAAO の D-Glu に対する kcat Km
−1 は RgDAAO の約 520 倍と高く，DAAO であるにもかかわ

らず D-Glu を良好の基質とした（Table 2-5）．これは，D-Glu に対する高い kcatと低い Kmの両方に

起因した．ReDAAO の D-Glu に対する kcatと Kmは，他の DAAO のみならず，多くの DDO のもの

よりも高いことから，ReDAAO は DAAO であるのにもかかわらず，多くの DDO よりも D-Glu に

対する優れた触媒能を有することが分かった．前述したように，ReDAAO の D-Glu に対する優れ

た触媒能は，ReDAAO に特異的に存在する Arg97 と Ser233 が要因である考えられるため，部位特

異的変異導入によりバリアントを作製し，更なる解析を検討することにした．詳細については次

章で述べる．  
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Table 2-5. 各 DAAO と DDO の酵素反応速度論的パラメーターの比較 

D-Met 
kcat 

/ReDAAO 
Km 

/ReDAAO 
kcat Km

−1 
/ReDAAO 

(s−1) (mM) (s−1 mM−1) 

ReDAAO 120 － 0.213 － 562,000 － 

RgDAAOa 76.7 1/1.6 0.200 1/1.1 381,000 1/1.5 

TvDAAOb 80.5 1/1.5 0.460 2.2 175,000 1/3.2 

D-Val 
kcat 

/ReDAAO 
Km 

/ReDAAO 
kcat Km

−1 
/ReDAAO 

(s−1) (mM) (s−1 mM−1) 

ReDAAO 225 － 0.628 － 358,000 － 

RgDAAOc 131 1/1.7 18.9 30 6,930 1/52 

TvDAAOb 85.3 1/2.6 14.4 23 5,920 1/60 

D-Ala 
kcat 

/ReDAAO 
Km 

/ReDAAO 
kcat Km

−1 
/ReDAAO 

(s−1) (mM) (s−1 mM−1) 

ReDAAO 189 － 2.70 － 69,900 － 

RgDAAOb 83.3 1/2.3 0.800 1/3.3 104,000 1.5 

TvDAAOc 109 1/1.7 16.7 6.2 6,530 1/11 

D-Arg 
kcat 

/ReDAAO 
Km 

/ReDAAO 
kcat Km

−1 
/ReDAAO 

(s−1) (mM) (s−1 mM−1) 

ReDAAO 45.6 － 19.2 － 2,380 － 

RgDAAOd 20.0 1/2.3 18.0 1/1.1 1,110 1/2.1 

D-Glu 
kcat  

/ReDAAO 
Km 

/ReDAAO 
kcat Km

−1 
/ReDAAO 

(s−1) (mM) (s−1 mM−1) 

ReDAAO 90.7 － 12.1 － 7,500 － 

RgDAAOa 1.00 1/91 70.0 5.8 14.3 1/520 

RgDAAO M213Ra 16.3 1/5.6 33.0 2.7 494 1/15 

TdDDO 217 2.4 2.16 1/5.6 100,000 13 

CbDDOe 60.0 1/1.5 20.1 1.7 2,980 1/2.5 

ChDDOf 2.00 1/45 62.6 5.2 25.0 1/300 

hDDOg 5.54 1/16.0 40.0 3.3 139 1/54 

CeDDO-1h 35.4 1/2.6 1.06 1/11 33,400 4.5 

aは Sacchi らのデータ(183)，bは Komarova らのデータ(185)，cは Pollegioni らのデータ(187)、dは Boselli らのデー

タ(83)，eは Fukunaga らのデータ(60)，fは Takahashi らのデータ(58)，gは Katane らのデータ(82)，hは Katane らの

データ(53)を用いた． 

  



第 2 章 

94 

 

pH 特性と温度特性，耐熱性 

ReDAAO の至適 pH は 8.0 であった（Fig. 2-11a）．既知の多くの DAAO の至適 pH も 8.0–10 の

間にある(45, 48, 188)．これは，D-アミノ酸が活性部位に結合した時，基質 α-アミノ基のプロトン

が解離することで活性部位における電荷が喪失し，それにより活性部位の実効電荷が喪失して熱

力学的に安定化し，その結果基質から FAD へのヒドリド転移が促進されるため，基質 α-アミノ基

のプロトンが解離しやすい塩基性領域に至適 pH を有すると考えられている(189)．したがって，

ReDAAO においても同様なメカニズムが作用し，塩基性領域に至適 pH を有すると考えられる．

また，ReDAAO は中性から弱塩基性領域の pH で安定であった（Fig. 2-11b）．RgDAAO や TvDAAO

を含む，既知の DAAO も同様の pH 領域で安定であることが報告されているため，ReDAAO は既

知の DAAO と同等の pH 安定性を有すると考えられた(48, 190)． 

ReDAAO の Topt（至適温度）は 55°C であったが（Fig. 2-12a），これは宿主である R. emersonii の

生育至適温度である 45–50°C よりも高く，生育上限温度である 55°C と一致した(143)．また，

ReDAAO の Toptは好熱細菌由来の RxDAAO の Topt（65°C）よりも低かったが，動物由来の pkDAAO

や常温性真菌由来の RgDAAO よりも 10–15°C 高く，好熱性真菌由来の TdDDO と同等であること

が明らかとなった(45, 46, 49)．高い Toptを有する耐熱性酵素は応用的利用において様々な利点があ

る(191, 192)．例えば，i）酵素が失活し難い，ii）酵素の調製が容易，iii）反応リアクターを高温に

できるため中温性微生物による汚染を防止できる，iv）高温により基質と生成物の溶解度の上昇や

粘度の低下により生産性が向上するなどが挙げられる．したがって，ReDAAO は応用的利用にお

いて有用と考えられる． 

ReDAAO のタンパク質濃度が 0.1 mg/ml の時の T50
60（初期活性の 50％が失われる 60 min の保温

温度）は約 60°C であった（Fig. 2-12b）．これは既知の DAAO において最も高い耐熱性を有する

RxDAAO のもの（64℃）よりも低かったが，応用的に有用とされている高い触媒活性と広い基質

特異性を有する RgDAAO（39℃）と TvDAAO（54℃）のものよりも有意に高かった(38, 45, 48)．

なお，RgDAAO と TvDAAO の T50 は，ReDAAO よりも高いタンパク質濃度かつ短い保温時間で

測定されているため，実際の耐熱性の差はより大きいと考えられる．したがって，ReDAAO は既

知の真核生物由来 DAAO のなかで最も高い耐熱性を有し，応用的利用に有用であることが明らか

となった．結晶構造が解析されている RgDAAO は head-to-tail 型，pkDAAO と hDAAO は head-to-

head 型の二量体を形成している(37, 47, 193, 194)．また，TvDAAO も RgDAAO と同様に head-to-

tail 型の二量体を形成することがバリアントの結晶構造解析（構造データ未登録）から明らかにさ

れている(92)．一方，ReDAAO はゲル濾過クロマトグラフィーによる解析により，四量体を形成

することが示された（Fig. 2-10）．一般的に，好熱性微生物由来の高い耐熱性を有する酵素は，常

温性生物由来の酵素よりもより高次な多量体を形成し，その耐熱性に寄与することが知られてい

る(195)．したがって，ReDAAO においても四量体の形成がその高い耐熱性に寄与すると考えられ，
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結晶構造解析によりその四量体形成様式を明らかにする必要があると考えられた． 

二量体である RgDAAO と TvDAAO において，タンパク質濃度の低下（0.15 から 0.05 mg/ml）

に伴う耐熱性の有意な低下が観察され，サブユニットの解離が DAAO の熱変性を促す要因の一つ

と考えられている(92, 166, 196)．しかし，ReDAAO では，タンパク質濃度の低下に伴う耐熱性の

低下は RgDAAO と TvDAAO に比べてわずかであった（Fig. 2-12c）．したがって，ReDAAO のサ

ブユニット相互作用は RgDAAO や TvDAAO よりも解離しづらいと考えられた．また，FAD の添

加により ReDAAO のタンパク質濃度低下に伴う安定性の低下がわずかに緩和されることが明ら

かとなった（Fig. 2-12）．TvDAAO では，遊離 FAD が存在することで，タンパク質に結合してい

る FAD の解離が妨げられ安定化すると考えられている(126)．したがって，ReDAAO においても

同様のメカニズムによって安定化がもたらされたと考えられる．また，FAD 添加による安定化効

果があまりなかったことから，ReDAAO からの FAD の解離は少なく，強固に結合していると考え

られた． 
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4. 材料と方法 

試薬 

試薬は特記しない場合，Nacalai tesque，Merk，Takarabio，Toyobo または Fujifilm Wako から購入した．D-Ile と D-

Tyr はペプチド研究所から購入し，D-Asp は田辺製薬から寄贈されたものを用いた．オリゴヌクレオチドは，Eurofins 

Genomics から購入した． 

 

供試菌，プラスミドおよび培地 

DNA 組換えの宿主として E. coli DH5α を，遺伝子発現の宿主として，E. coli BL21(DE3) pLysS を用いた．E. coli

の培養には，LB（lysogeny broth）液体培地（5 g/l yeast extract，10 g/l tryptone，5 g/l NaCl，pH 7.0）を用いた．LB

寒天培地には精製寒天粉末を終濃度 15 g/l となるように添加した．抗生物質を添加する場合，終濃度が 100 µg/ml

となるように ampicillin を添加し培地名に“A”を付記し，また，終濃度が 34 µg/ml となるように chloramphenicol を

添加し培地名に“C”を付記した． 

 

好熱性真菌の単離 

 6 種類の市販の発酵堆肥（牛糞発酵堆肥 2 種，鶏糞発酵堆肥 1 種，バーク発酵堆肥 2 種，馬糞発酵堆肥 1 種）を

1 g ずつ 50 ml コニカルチューブに量りとり，生理食塩水（0.9% NaCl）10 ml を用いてそれぞれの懸濁液を調製し

た．懸濁液 100 µl を終濃度 0.5 g/l chloramphenicol と 0.05 g/l gentamicin を含む potato dextrose agar（PDA）培地に塗

布し，50℃で 2 週間培養した．培養後，生育が観察された糸状菌を新たな PDA 培地上で 1 週間分離培養した．単

離した好熱性真菌は使用するまで PDA 培地上で 4℃で保存し，1 ヶ月毎に継代培養（PDA 培地で 50℃で 1 週間）

した． 

 

単離した好熱性真菌の D-アミノ酸資化能の確認 

 PDA 培地で 50℃，1 週間培養した好熱性真菌の菌糸を白金耳で掻き取り，0.5 g/l chloramphenicol，0.05 g/l 

gentamicin，炭素源として 1.5% glucose，窒素源として 50 mM D-Ala，D-Asn，D-Gln もしくは D-His を含む Yeast 

Nitrogen Base without Amino Acids and Ammonium Sulfate（YNB）（Becton, Dickinson and Company）培地に接種し，

50℃で 1 週間培養し，生育を経日観察した． 

 

ゲノム DNA の調製 

 単離した好熱性真菌のゲノム DNA は，以下に示す Yu らの方法に従って調製した(171)．PDA 培地で 50℃，1 週

間培養した好熱性真菌の菌糸を掻き取り，2 ml スクリューキャップチューブに移した．Braking buffer（2% Triton 

X-100，1% SDS，100 mM NaCl，10 mM Tris–HCl，1 mM EDTA，pH 8.0）を 500 µl，φ 0.45 mm ガラスビーズを 300 

µl，phenol/chloroform/isoamyl alcohol（25:24:1）500 µl を加え，細胞破砕機 Mini-BeadBeater-8（Bio Spec Products）

を用いて，最大スピードでホモジナイズした．ホモジネートを遠心（16,000 × g，10 min）し，上清を 1.5 ml 微量

遠心チューブに移した．エタノール沈殿で DNA を回収し，10 µg/ml RNaseA を含む TE buffer (pH 8.0) 50 µl に溶解

しゲノム溶液とした． 

 

ITS：Internal Transcribed Spacer 領域の単離と塩基配列解析 

YA 株，PB 株および PE 株のゲノムＤＮＡを鋳型とし，ITS1（5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’）と ITS4（5’-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’）を用いて，The Gflex DNA Polymerase により ITS 領域を PCR 増幅（94℃で 1 min

の後，98℃で 10 sec，55℃で 15 sec，68℃で 1 min を 1 サイクルとして 30 サイクル反応；Veriti 200（Applied 

Biosystems））した．増幅産物を pGEM-T Easy vector（Promega）に導入し，E. coli DH5α を用いてクローニングし，

塩基配列を解析（Eurofins genomics）した(197)．得られた YA 株の ITS 領域配列を GenBank に登録した（accession 

no.：LC436776）． 

 

分子系統解析 

 単離した ITS 領域を Query 配列とし，NCBI の BLAST を用いてホモロジー検索を行った．T-COFFEE server（Swiss 

Institute of Bioinformatics）を用いて他の糸状菌の ITS 領域配列とマルチプルアライメントし，さらに，Gblocks Server 

version 0.91b（Castresana Lab）を用いてトリミング処理をした．系統樹は MEGA 7.0 の Maximum likelihood 法を用

いて構築した． 

 

Rasamsonia emersonii CBS 393.64 基準株における DAAO ホモログ遺伝子の探索 

RgDAAO および TvDAAO のアミノ酸配列を query 配列として，真菌ゲノムデータベース Ensembl Fungi（EMBL-

EBI）において，YA 株と同種でありゲノム配列が明らかな Rasamsonia emersonii CBS 393.64 株に対して BLAST に

よるホモロジー検索し，R. emersonii CBS 393.64 株における DAAO ホモログ遺伝子を探索した．得られた DAAO ホ

モログ遺伝子のアミノ酸配列と，既知の真菌 DAAO および DDO アミノ酸配列を用い，T-COFFEE server を用いて

マルチプルアライメントを行った． 

 

Rasamsonia emersonii YA 株の DAAO ホモログ遺伝子の単離 

R. emersonii YA 株のゲノム DNA を鋳型とし，R. emersonii CBS 393.64 株 DAAO ホモログ遺伝子の 5’と 3’末端に

相 補 的 な プ ラ イ マ ー （ ReDAAO-F （ 5’-ATGGCAACCAATAACATCG-3’ ） と ReDAAO-R （ 5’- 

TTACAGCCTCGCCTCTCC-3’）を用いて，The Gflex DNA Polymerase により YA 株の DAAO ホモログ遺伝子を PCR

増幅（94℃で 1 min の後，98℃で 10 sec，60℃で 15 sec，68℃で 42 sec を 1 サイクルとして 30 サイクル反応；Veriti 

200）した．増幅産物を pGEM-T Easy vector に導入し，E. coli DH5α を用いてクローニングし，塩基配列を解析

（Eurofins genomics）した． 

 

ReDAAO 遺伝子 E. coli 発現ベクターの構築 

pET15b に E. coli のコドン使用頻度を基にコドンを改変した ReDAAO 遺伝子が組み込まれた ReDAAO 遺伝子 E. 

coli 発現ベクター（pET15b-ReDAAO）は，GenScript 社に委託して作成した． 

 

E. coli の形質転換 

pET15b-ReDAAO を含む DNA 溶液 1 µl を 20 µl の E. coli BL21 (DE3) pLysS に添加して，氷上で 30 min 静置した．

その後，42°C で 45 s 保温して，氷上で 2 min 静置した後，SOC 培地を 500 µl 添加して，37°C で 1 h 振盪培養し，

LBACG 寒天培地に 50 µl 添塗し 37°C で一晩培養した． 

 

LB 培地における ReDAAO 遺伝子発現条件の検討 

pET15b-ReDAAO を導入した E. coli BL21 (DE3) pLysS を 10 ml の LBACG 液体培地で前培養（30°C，169 rpm，
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16 h）した．次に，前培養液 50 µl を 10 ml の LBAC 液体培地を入れた試験管に接種し，振盪培養（37°C，200 rpm）

した．OD600が 0.3 に達した時に isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside（IPTG）を終濃度 1 mM となるように培養液に

添加し，5 h 培養した．培養液の OD600を 1 h ごとに分光光度計 UV-1800（SHIMADSU）を用いて測定した．培養

液を遠心（4°C，3,000×g，15 min）して菌体を回収し，使用するまで‐30°C で保存した． 

 

E. coli 粗抽出液の調製 

保存していた菌体を 5 倍量の 20 ml の平衡化 buffer（50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，5% glycerol，pH 8.0）で懸

濁した後，ソニケーターUltrasonic Disruptor UD-201（Tomy）を用いて超音波破砕（output 3，duty cycle 50：破砕 30 

s，氷上 30 s，15 サイクル）した．破砕後，遠心（4°C，20,000×g，20 min）して得られた上清を Minisart Single use 

filterφ0.2 μm（Sartorius）を用いてフィルターろ過し，粗抽出液とした． 

 

金属アフィニティークロマトグラフィーによる精製 

粗抽出液に 10 mM となるように imidazole を添加し，平衡化 buffer で平衡化した His TALON Superflow Cartridge

（Clontech）に全量供した．その後，洗浄 buffer（30 mM imidazole，50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，pH 8.0）25 ml

でカラムを洗浄し，溶出 buffer（150 mM imidazole，50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，5% glycerol，pH 8.0）10 ml で

カラムに結合したタンパク質を溶出した． 

 

Imidazole 溶出画分の濃縮 

溶出画分を遠心式ろ過ユニット Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultracel 10 K，Regenerated Cellulose 10,000 MWCO

（Merk）により濃縮した． 

 

濃縮 imidazole 溶出画分の透析 

濃縮した imidazole 溶出画分を微量透析器 透くん（NIPPON Genetics）を用いて透析 buffer（50 mM KPi，5% 

glycerol，pH 8.0）500 ml に対して 3 h 透析した後，透析 buffer を交換し，再度 12 h 透析した．透析後のタンパク

質溶液を遠心（4°C，20,000×g，30 min）して変性タンパク質を除去し精製酵素とした．精製酵素は使用するまで

-80°C で保存した． 

 

タンパク質濃度測定 

タンパク質濃度は，Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent（Bio-Rad）を用いて添付のプロトコルに従い Bradford 法

により測定した．標準タンパク質と酵素試料の吸光度を 2 点ずつ，マイクロプレートリーダーSpectraMax Paradigm

（Molecular Devices）を用いて測定し，検量線は 0–0.5 mg/ml BSA を用いて作成した． 

 

SDS-PAGE 解析 

SDS-PAGE 解析は，ラビタス・ミニスラブ電気泳動装置（Atto），12.5% e-PAGEL（Atto）を用いて，Laemml 法

により行った．タンパク質マーカーとして Fluorescent Protein Molecular Weight Marker for SDS-PAGE（EZBiolab）を

用いた．泳動後のタンパク質は LED トランスイルミネーター ゲルみえーる（Fujifilm Wako）を用いて可視化し，

デジタルカメラ COOLPIX P7800（Nikon）で撮影した． 
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四次構造解析 

ReDAAO の四次構造は AKTAprime plus（GE Healthcare）に接続したカラム Superdex 200 10/300 GL（GE Healthcare）

を用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより解析した．カラム洗浄には孔径 0.22 µm の Vacuum Driven Disposable 

Filtration System（Millipore）により濾過し，脱気した milliQ 水を用いた．カラムの平衡化には同様に濾過・脱気し

た 150 mM NaCl と 5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を用いた．カラムを平衡化（流速 0.2 ml/min，4 

h）した後，タンパク質濃度 0.1 または 0.01 mg/ml の ReDAAO 溶液を流速 0.2 ml/min でカラムに供した．ReDAAO

の分子質量は，標準タンパク質 catalase（232 kDa），aldolase（158 kDa），conalbumin（75.0 kDa），chymotrypsinogen 

A（25.0 kDa）および ribonuclease A（13.7 kDa）（GE Healthcare）を用いて算出した． 

 

4-Aminoantipyrine–horseradish peroxidase（4-AA/HRP）カップリング法 

DAAO 反応によって生じる H2O2を 4-aminoantipyrine（4-AA）と horseradish peroxidase（HRP）によるカップリン

グ反応により検出することで活性を測定した．具体的には基質 D-アミノ酸，終濃度 20 µM FAD，1.5 mM 4-AA，2 

mM phenol および 2.5 U/ml HRP を含む 50mM KPi buffer（pH 8.0）を 37°C で 5 min 保温した後，E. coli 粗抽出液ま

たは精製酵素溶液を添加して反応を開始した．活性は反応により生成するキノンイミン色素を波長 505 nm（ε = 

6,580 M−1 cm−1）で UV-1800 または SpectraMax Paradigm を用いて継時的にモニタリングすることで算出した．な

お，コントロールとして，基質を含まない反応液も同様に調製し，基質を含む反応液で得られた活性値からコント

ロールの活性値を引いた値を活性値とした．1 min 当たりに 1 µmol の基質を代謝する酵素量を 1 U と定義した．  

 

2, 4-Dinitrophenylhydrazine（2, 4-DNPH）法 

基質 20 mM D-Val と 20 µM FAD を含む 50 mM KPi buffer（pH 8.0）950 µl を各温度で 5 min 保温した後，50 µl の

酵素溶液を添加して各温度で 1.5 min 反応させ，400 µl の 25% trichloroacetic acid を添加して反応を停止した．反応

液を遠心（3,500 rpm，10 min）し，上清を 500 µl 回収した後，0.1% 2,4-dinitrophenylhydrazine（2, 4-DNPH）を含む

2 M HCl 溶液 100 µl を添加し，37°C で 15 min 反応させた．反応後，3.75 M NaOH 溶液 400 µl を添加し，室温で 15 

min 静置した後，波長 430 nm における吸光度を SpectraMax Paradigm を用いて測定した．DAAO 活性は，吸光度

430 nm における ketovaline hydrazone のモル吸光係数（ε=15,800 M−1 cm−1）を用いて算出した．1 min 当たりに 1 

µmol の D-Val を代謝する酵素量を 1 U とした． 

 

基質特異性解析 

20 mM D-アミノ酸（D-Tyr は 1.5 mM）と，1 mM cephalosporin C（CPC）zinc salt （Sigma-Aldrich）を基質として

用い，37°C で 4-AA/HRP カップリング法により DAAO 活性を測定し，相対活性を算出した．CPC に対する DAAO

活性の測定は，CPC を 2 mM となるように 500 mM NaCl（pH 2.5）に溶解したものを基質溶液として用いた．ま

た，CPC に対する相対活性は，D-Val を 40 mM となるように 500 mM NaCl（pH 2.5）に溶解したものを基質溶液と

して用いて測定した DAAO 活性を 100%として算出した． 

 

酵素反応速度論的パラメーター解析 

0.1–100 mM D-Ala，D-Arg，D-Glu，D-Met および D-Val を基質として用い，55°C で 4-AA/HRP カップリング法に

より DAAO 活性を測定した．最大反応速度（Vmax）とミカエリス定数（Km）の算出には，データ解析ソフトウェ

ア Sigma Plot 12.5（Hulink）の酵素反応速度分析モジュールを用い，ミカエリス-メンテンの式を基にした非線形回
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帰分析によるカーブフィッティングから算出した．分子活性（kcat）値は，Vmax値と His タグ融合 ReDAAO の推定

分子量 42,438 から算出した． 

 

三次元構造モデルの作製 

ReDAAO の三次元構造モデルは I-TASSER On-line Server（zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いて作

製した． 

 

スペクトル解析 

20 µM ReDAAO 溶液（0.85 mg/ml）の波長 250 - 600 nm における吸収スペクトルを，ブラック石英セルと UV-

1800 を用いて測定した．還元型 FAD を有する ReDAAO の吸収スペクトルは，同様の 20 µM ReDAAO 溶液に D-Ile

を終濃度 50 mM になるように添加し，40°C で 10 min 保温した後に，同様の波長範囲で測定した．なお，コント

ロールには 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を用いた． 

 

薄層クロマトグラフィー（TLC）解析 

15.5 mg/ml ReDAAO（0.366 mM）を 50 mM KPi buffer（pH 8.0）で 2 倍希釈（7.75 mg/ml，0.183 mM）し，サー

マルサイクラー（LifeECO，Bioer Technology）を用いて遮光しながら 100°C で 10 min 保温した．保温後，遠心

（20,000×g，4°C，30 min）し，補酵素を含む上清を回収した．上清 1 µl をシリカゲル薄層プレート（TLC employing 

a silica gel 60 F-254 plate 2 mm thickness，Merck）に滴下し，5% Na2HPO4を展開溶媒として展開した．薄層プレー

ト上のフラビンは，ルミノ・イメージアナライザー（Amersham Imager 600，GE Healthcare）を用いて，波長 312 nm

において検出した．標準フラビンには 2.5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer（pH 8.0）に溶解させた 1 µl の 100 µM 

FMN と FAD を用いた． 

 

FAD 含有量測定 

TLC と同様に熱変性させ回収した ReDAAO 溶液上清の 450 nm における吸光度を，超微量分光光度計 NanoDrop 

1000 spectrophotometer（Thermo Scientific）を用いて測定した．標準 FAD として，2.5% glycerol を含む 50 mM KPi 

buffer（pH 8.0）を用いて調製した 0.05–0.2 mM FAD 溶液を用いた． 

 

アポ化 

ReDAAO のアポ化は Casalin らの方法(172)に従い透析法により検討した．15.0 mg/ml ReDAAO 溶液 10 µl をアポ

化 buffer（2 M KBr，250 mM KPi，0.3 mM EDTA，5 mM 2- mercaptoethanol，20% glycerol，pH 8.0）に対して遮光し

ながら透くんを用いて 4°C で 5 day 透析した．透析後，NanoDrop 1000 spectrophotometer を用い，波長 273 と 455 

nm における吸光度（A273と A455）を測定し，透析前後の A273/A455を比較した． 

 

至適 pH 解析 

20 mM D-Val を基質として含む pH 4.0–10 の 50 mM GTA buffer を用い，55°C で 2, 4-DNPH 法により DAAO 活性

を測定し，相対活性を算出した． 

 

pH 安定性解析 
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7.0 mg/ml ReDAAO を pH 4.0–10 の 50 mM GTA buffer と pH 10–11 の 50 mM CAPS buffer で 70 倍希釈し 0.1 mg/ml

に調整した．調整した各 ReDAAO 溶液を LifeECO を用いて遮光しながら 45°C で 1 h 保温した．保温後，20 mM 

D-Val を基質として用い，37°C で 4-AA/HRP カップリング法により残存 DAAO 活性を測定し，相対活性を算出し

た． 

 

至適温度解析 

20 mM D-Val を基質として用い，30–70°C で 2, 4-DNPH 法により DAAO 活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

耐熱性解析 

0.1 または 0.01 mg/ml ReDAAO 溶液を LifeECO で遮光しながら 20–75°C で 1 h 保温した後，20 mM D-Val を基質

として用い，37°C で 4-AA/HRP カップリング法により残存 DAAO 活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

耐熱性に及ぼすタンパク質濃度と FAD 添加の影響解析 

15.0 mg/ml ReDAAO 溶液を 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を用いて 0.01–0.1 mg/ml に希釈した．希釈した各 ReDAAO

溶液を LifeECO で遮光しながら 45°C で 1 h 保温した．保温後，各 ReDAAO 溶液を 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を

用いて 0.01 mg/ml になるように希釈し，20 mM D-Val を基質として用い，37°C で 4-AA/HRP カップリング法によ

り残存 DAAO 活性を測定し，相対活性を算出した．また，終濃度 0.1 mM FAD を添加して調製した 0.01 mg/ml の

ReDAAO 溶液も同様に保温して残存 DAAO 活性を測定し，相対活性を算出した． 

 

DAAO と DDO 競合的阻害剤 

10 mM もしくは 50 mM の DAAO 競合的阻害剤（anthranilate，benzoate，crotonate）と DDO 競合的阻害剤（meso-

tartrate，malonate，D-malate）存在下における DAAO 活性を 20 mM D-Val を基質として用い，55°C で 2, 4-DNPH 法

により測定し，相対活性を算出した． 
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第 3 章 ReDAAO の高安定性と新奇な広基質特異性に寄与する構造的要因の同定 

 

1. 緒言 

第 2 章では，高い安定性を有しかつ高活性で広基質特異性を有する DAAO を取得するため，発

酵堆肥から D-アミノ酸を唯一の窒素源とした培地で良好に生育する好熱性真菌 YA 株を単離し，

好熱性真菌 R. emersonii と同定した．さらに，YA 株から DAAO ホモログ遺伝子を単離した．E. coli

で発現させた YA 株の DAAO ホモログ遺伝子産物（ReDAAO）は様々な中性及び塩基性 D-アミノ

酸に対してオキシダーゼ活性を示したことから広基質特異性を有する DAAO であることが分か

った．興味深いことに，ReDAAO は本来 DDO の基質である酸性の D-Glu やセファム系抗生物質

の材料である CPC も対しても高い活性を示したことから，今まで報告されている DAAO にはな

い新奇な広基質特異性を有していた．その一方で，ReDAAO のアミノ酸配列は，第 1 章で見出さ

れた基質特異性の狭い TdDAAO のアミノ酸配列に対して高い配列同一性を有していた．ReDAAO

と TdDAAO のアミノ酸配列とモデル構造の比較から，ReDAAO における一部のアミノ酸配列の

欠失とそれに伴う ReDAAO と TvDAAO の基質結合部近傍の構造的な相違が観察され，両 DAAO

間の基質特異性の相違への関与が示唆された．また，ReDAAO の耐熱性は既知の DAAO のなかで

好熱性細菌由来 DAAO に次いで 2 番目に高く，真核生物由来 DAAO のなかで最も高かった．さ

らに，ReDAAO は既知の DAAO とは異なり，二量体ではなく四量体を形成していたことから，四

次構造の高度化がその高い耐熱性に寄与する可能性が考えられた． 

第 3 章では，ReDAAO に見出された新奇な広基質特異性と高い耐熱性に寄与する構造的要因を

明らかにするため，ReDAAO の結晶構造を決定するとともに，ReDAAO の基質特異性と耐熱性に

寄与するアミノ酸残基を推定し他のアミノ酸残基に置換したバリアントを作成し，その基質特異

性と耐熱性への影響を解析した．  
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2. 結果 

2.1. ReDAAO の X 線結晶構造解析 

2.1.1. ReDAAO の結晶化と X 線回折強度データの測定 

ReDAAO の結晶化に際し，市販のスクリーニングキットを用いたハンギングドロップ蒸気拡散

法により結晶化条件のイニシャルスクリーニングを行った．その結果，異なる 96 種のリザーバー

溶液条件の組成のうち，ammomium formate，ammonium tartrate，lithium chlorideおよび sodium formate

をそれぞれ含む 4 条件で一辺あたり 10–100 µm 程度の大きさの ReDAAO の結晶が 3–7 日間の静

置後に観察された．また，より良好な結晶を得るために，塩濃度と PEG 濃度の最適化を検討した． 

最適化の結果，240 mM sodium formate と 16–20% (w/v) PEG 1540 を含む 120 mM Tris-HCl (pH 

8.5)をリザーバー溶液とし，リザーバー溶液と 2.0 mg/ml ReDAAO を 1:2 で混合したドロップを用

いて，22℃で 7 日間静置することで六方晶の結晶が得られた（Table 3-1, Fig. 3-1）．一方，凍結保

護剤として終濃度 20% (v/v) 2-methylpentane-2,4-diol，15% (v/v) PEG 200 または 5% (v/v) glycerol を

それぞれ含む最適化リザーバーを用いた場合，良質な結晶は得られなかった。したがって，凍結

保護処理は，最適化により得られた結晶を X 線照射前に終濃度 20% (v/v) PEG400 を含むリザーバ

ー溶液に浸漬することで行った． 

 

Table 3-1. 最適化により得られた ReDAAO 結晶化条件 

Sample 2.0 mg/ml ReDAAO 

Sample buffer 50 mM KPi (pH 8.0) 

Reservoir 100 µl: 120 mM Tris-HCl pH 8.5, 240 mM sodium formate, 17.4% w/v PEG 1540 

Drop 6 µl: 4 µl (protein)+2 µl (reservoir) 

Temperature 22°C 

Humidity 38% 

 

 

Fig. 3-1. X 線回折強度測定に用いた ReDAAO の結晶 

リザーバーとして 17.4％ (w/v) PEG 1540，240 mM sodium formate および 120 mM Tris–HCl pH 8.5 を用いて，22°C

でハンギングドロップ蒸気拡散法により ReDAAO を結晶化した．スケールバーは 100 µm を示す．  
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高エネルギー加速器研究機構（KEK, つくば）のフォトンファクトリーのビームライン BL-5A

において，得られたReDAAO結晶にX線を照射し回折強度データを取得し，プログラムXDS(198)，

POINTLESS(199, 200)および SCALA(199)を用いて 2.00Å分解能までの範囲でデータを処理した

（Table 3-2）．なお，X 線回折強度データの収集は，共同研究先の東邦大学理学部生物分子科学科

の後藤研究室に依頼した．その結果，ReDAAO 結晶は P61 の空間群に属し，格子定数は a = b = 

79.13 と c = 366.67Åであることが明らかとなった．また，ReDAAO 結晶の非対称単位に含まれる

分子の数を 4 分子と見積もると，Matthews 係数は 1.95，溶媒含有率は 36.9%と算出された． 

 

 

Table 3-2. ReDAAO 結晶の X 線回折強度データの収集と処理 

Data correction  Data correction  

Diffraction source BL-5A, PF, KEK Mosaicity (°) 0.18 

Wavelength (Å) 1.0000 Resolution range (Å) 45.83–2.00 (2.11–2.00) 

Temperature (K) 95 Total No. of reflections 885584 

Detector PILATUS 3S 6M No. of unique reflections 87291 

Crystal-to-detector distance (mm) 336.7 Completeness (%) 100 (100) 

Rotation range per image (°) 0.2 Multiplicity 10.1 (10.0) 

Total rotation range (°) 180 〈I/σ(I)〉 13.6 (2.2) 

Exposure time / image (s) 2.0 Rr.i.m. 0.105 (1.178) 

Space group P61 
Overall B factor from 

Wilson plot (Å2) 
38.5 

Unit cell parameter: a, b, c (Å) 79.13, 79.13, 366.67   

α, β, γ (°) 90, 90, 120   

( )内は最外殻における値を示す．推定 Rr.i.m.は Rmerge [N/(N − 1)]1/2で算出した．N はデータの多重度を示す． 
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2.1.2. ReDAAO 結晶構造の構築と精密化 

Protein Data Bank において最も高いアミノ酸配列同一性（30.6％）を有する RgDAAO のサブユ

ニット A（PDB entry: 1C0I）を初期モデルとし分子置換法により ReDAAO の初期位相を決定した．

初期位相が決定した後，プログラム REFMAC5(201)を用いて立体構造を精密化し ,プログラム

COOT(202)を用いて手動でのモデル構築と電子密度を確認した．最終的に，Rcryst と Rfree 値がそれ

ぞれ 20.6%と 24.6%の精度で 2.000 Å 分解能の ReDAAO の構造が得られた（Table 3-3）．構築した

ReDAAO の立体構造において，サブユニット A，B，C および D には 341，346，347 および 342

のアミノ酸残基（水素原子を除く計 10,390 原子），FAD が 1 分子ずつ（水素原子を除く計 212 原

子），水分子が 91，84，93 および 99 個ずつ（水素原子を除く計 367 原子）含まれていた．電子密

度が無秩序になっているアミノ酸残基（Gln101–Lys114 残基：13 アミノ酸残基）は立体構造から

除いた．構築した ReDAAO の立体構造のアミノ酸残基の 98.0%が Most favored 領域に存在し，残

りの 2%が Allowed 領域に存在した．得られた構造データを PDB に登録した（PDB entry: 7CT4）． 

 

 

Table 3-3. ReDAAO 結晶構造の決定と精密化 

Data correction  Data correction  

Resolution range (Å) 50.00–2.000 (2.052–2.000) R.m.s. deviations  

Completeness (%) 99.980 (99.753) Bonds (Å) 0.0081 

σ Cutoff 0 Angles (°) 1.3215 

No. of reflections, working set 82916 Average B factors (Å2)  

No. of reflections, test set 4229 Protein 43.052 

Final Rcryst 0.206 (0.210) Ligand 35.177 

Final Rfree 0.246 (0.223) Water 43.215 

Cruickshank DPI 0.0471 Ramachandran plot  

No. of non-H atoms  Most favored (%) 98.0 

Protein 10390 Allowed (%) 2.0 

Ligand 212   

Water 367   

Total 10969   

( )内は最外殻における値を示す．  
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2.1.3. ReDAAO の全体構造 

ReDAAO のサブユニット構造は，pkDAAO（PDB entry: 1VE9）と RgDAAO（PDB entry: 1C0I）

との重ね合わせから，これらDAAO同様に“flavin-binding domain”（Asn4–Ala34残基，Thr151–Arg202

残基および Lys319–Leu356 残基)と“interface domain”（Arg63–Ile149 残基および Leu212–Arg311 残

基）の 2 つのドメインに分けることができた（Fig. 3-2ab）．Flavin-binding domain は 5 つの α-helix：

αF1（Val13–Leu22 残基），αF2（Thr151–Lys164 残基），αF3（Val177–Asn182 残基），αF4（Gly198–

Arg202 残基），αF5（Ser341–Leu356 残基）と 6 つの β-strand：βF1（Asn4–Leu9 残基），βF2（Asn28–

Ala34 残基），βF3（Val168–Arg171 残基），βF4（Leu192–Asn195 残基），βF5（Lys319–Ile322 残基），

βF6（Val325–His329 残基）で構成されていた．Interface domain は 2 つの α-helix：αI1（Arg63–Asn81

残基），αI3（Pro271–Leu284 残基）と 8 つの β-strand：βI1（Ile87–Arg97 残基），βI2（Arg127–Glu128

残基），βI3（Ile138–Ile149 残基），βI4（Leu212–Val222 残基），βI5（Met229–Ile232 残基），βI6（Glu241–

Thr247 残基），βI7（Thr254–Thr259 残基），βI8（Ile300–Arg311 残基）で構成されていた．プログラ

ム PDBeFold と ESPript 3.0 による構造アライメントから，ReDAAO の両ドメインの二次構造の構

成は，αI2 に対応する α-helix が無いことを除き，RgDAAO と pkDAAO に類似した（Table 3-4）． 

ReDAAO のサブユニット分子内において，βI5 に位置する Cys230 残基と αI3–βI8 間のループに

位置する Cys285 残基が SS 結合を形成していることが確認できた（Fig. 3-2b, Table 3-5）．また，

ReDAAO の分子内相互作用を定量化したところ，疎水性相互作用，水素結合，塩橋および π-π 相

互作用数はそれぞれ 281，608，19 および 11 本であった（Table 3-5）． 

ReDAAO の構造データを用いてプログラム PDBePISA におけるアセンブリ解析を行ったところ，

ReDAAO のサブユニット A-B は 1,215 Å2，A-C は 536 Å2および A-D は 197 Å2の接触面積（いず

れもサブユニット A における面積）を有することから，四量体を形成することが示され，dimer-

of-dimers型の四量体を形成することが明らかとなった（Fig. 3-2c）．この結晶構造におけるReDAAO

の四量体形成は，第 2 章の ReDAAO のゲル濾過クロマトグラフィーによる解析結果と一致した．

また，ReDAAO がサブユニット界面を形成する際に 1 サブユニットが獲得する溶媒和自由エネル

ギー（ΔiG）は−18.6 kcal mol−1であった． 

ReDAAO の二量体は，pkDAAO のような head-to-head 型ではなく，RgDAAO のような head-to-

tail 型であったが，ReDAAO と RgDAAO の二量体形成に関わる領域が異なり，二量体を形成する

サブユニットの相対的な配向も異なっていた． ReDAAO の構造データを用いてサブユニット間

相互作用を定量化した（Table 3-6, Fig. 3-3）．その結果，サブユニット A-B 間において，疎水性相

互作用（HI），水素結合（HB），塩橋（SB）および π-π 相互作用（ππ）がそれぞれ 10，12，2，1 本

ずつ見出された（Fig. 3-3a）．サブユニット A-C 間においては，HI と HB が 9 と 4 本ずつ見出され

たが（Fig. 3-3b），他の相互作用は見出されなかった．サブユニット A-D 間においても，HI と HB

が 1 本ずつ見出されたが（Fig. 3-3c），他の相互作用は見出されなかった．  
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Fig. 3-2. ReDAAO 結晶構造 

(a) ReDAAOの二次構造．ReDAAOの二次構造はプログラムPDBeFold（https://www.ebi.ac.uk/msD-srv/ssm/）とESPript 

3.0（http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/）を用いて，RgDAAO および pkDAAO との比較により決定し番号付けし

た．弦巻線は α-helix を，矢印は β-strand を示す．Flavin-binding domain と interface domain の α-helix と β-strand は

それぞれ αF と βF および αI と βI で示し，その順番を数字で示した．(▽)はサブユニット内 SS 結合に関わる Cys230

と Cys285 残基を示す．(▼)は D-Glu に対する活性への寄与が予想された Arg97，K99，K114 および Ser231 残基を

示す．(b) ReDAAO のサブユニット構造．配色：紫色，flavin-binding domain；緑，interface domain．点線で結ばれ

た領域は電子密度の乱れにより構造が決定できなかったアミノ酸残基（Gln101–Lys114）を示す．小球の配色：黄，

Cys230 と Cys285 残基．橙色のスティックモデルは FAD を示す．(c) ReDAAO の四次構造．配色：橙，subunit A；

緑，subunit B；青，subunit C；黄，subunit D．  
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Table 3-4. 各 DAAO の α-helix と β-strand の比較 

DAAOs 
N-terminus → C-terminus 

βF1 αF1 βF2 αI1 βI1 βI2 αI2 βI3 αF2 βF3 αF3 βF4 αF4 βI4 βI5 βI6 βI7 αI3 βI8 βF5 βF6 αF5 

ReDAAO S H S H S S - S H S H S H S S S S H S S S H 

RgDAAO S H S H S S H S H S H S H S S S S H S S S H 

pkDAAO S H S H S S H S H S H S H S S S S H S S S H 

紫塗りは flavin-binding domain を示し，緑塗は interface domain を示す．略称：H，α-helix；S，β-strand．(-)は α-helix

と β-strand が無いことを示す．用いた DAAO の PDB entry を以下に示す．ReDAAO，7CT4；RgDAAO，1C0I；

pkDAAO，1KIF．Table はプログラム PDBeFold（https://www.ebi.ac.uk/msd-srv/ssm/cgi-bin/ssmserver）と ESPript 3.0

（http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/）の構造アライメントを用いて作成した． 

 

 

Table 3-5. ReDAAO サブユニット内相互作用 

Interactions 
ReDAAO (7CT4) 

The number of interactions 

Hydrophobic interactions (HI) 281 

Disulfide bonds (SS) 1 

Hydrogen bonds (HB) 608 

Salt-bridge (SB) 19 

π-π interactions (ππ) 11 

Protein Interaction Calculator（http://pic.mbu.iisc.ernet.in/）を用いて ReDAAO のサブユニット内相互作用数を定量し

た．PDB entry は DAAO 名に続く( )内に示した． 

 

 

Table 3-6. ReDAAO サブユニット間相互作用 

Interactions 

ReDAAO (7CT4) 

Subunit-subunit 

A-B (C-D) A-C (B-D) A-D (B-C) A-B-C-D 

The number of interactions 

Hydrophobic interactions (HI) 10 9 1 40 

Disulfide bonds (SS) 0 0 0 0 

Hydrogen bonds (HB) 12 4 1 34 

Salt-bridge (SB) 2 0 0 4 

π-π interactions (ππ) 1 0 0 2 

Protein Interaction Calculator（http://pic.mbu.iisc.ernet.in/）を用いて ReDAAO のサブユニット間相互作用数を定量し

た．DAAO 名に続く( )内に PDB entry を示した．  
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Fig. 3-3. ReDAAO のサブユニット間相互作用 

(a) サブユニット A-B， (b) サブユニット A-C および (c) サブユニット A-D 間の相互作用．スティックの配色：

茶，疎水性相互作用を担う疎水性アミノ酸残基；青，水素結合を担うアミノ酸残基；マゼンタ，塩橋を担う Asp と

Arg 残基；緑，π-π 相互作用を担う Tyr 残基；橙，FAD．PyMOL ver 2.4 を用いて作図した．  
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2.1.4. ReDAAO の活性部位構造 

ReDAAO の活性部位を観察したところ，第 2 章の一次構造のアライメントとモデル構造から推

測されたように，Asn53，Tyr244，Tyr260，Arg308，Gly335 および Gln339 残基が活性部位および

その近傍に位置し，基質 D-アミノ酸の α-カルボキシ基と α-アミノ基と相互作用すると考えられた

（Fig. 3-4a）．しかし，ReDAAO における Tyr260 残基の側鎖は，RgDAAO と D-Ala の複合体構造

における Tyr238 残基の側鎖の向きとは異なり，活性部位に対して外側に向いていた（Fig. 3-4ab）． 

第 2 章のモデル構造で酸性の D-Glu への活性に寄与すると予想された Arg97 残基は，結晶構造

においても活性部位の上部に位置していた（Fig. 3-4a）．さらに，D-Glu 側鎖と相互作用する可能性

のある他の塩基性残基を探索したところ，RgDAAO には存在しない，ReDAAO に特異的に存在す

る Lys99 残基が Arg97 残基と同様に活性部位の上部に存在していた．また，構造が決定できてい

ない Lys114 残基も ReDAAO にのみ特異的に活性部位上部に存在する可能性が考えられた．した

がって，これら 3 つの塩基性アミノ酸残基が D-Glu への活性に寄与する可能性が考えられた． 

RgDAAO の Met213 残基（M213R バリアントは D-Asp に活性を示す）に対応する ReDAAO の

アミノ酸残基は一次構造とモデル構造上ではそれぞれ Ile232と Ser233残基であったことを第 2章

で述べたが，結晶構造では Ser231 残基であった（Fig. 3-4ab）．したがって，Ser231 残基も D-Glu の

側鎖カルボキシ基の認識に寄与する可能性が示唆された． 

 

 

Fig. 3-4. ReDAAO と RgDAAO 結晶構造における活性部位の比較 

(a) ReDAAO（PDB entry: 7CT4）と (b) RgDAAO と D-Ala の複合体結晶構造（PDB entry: 1C0P）の活性部位を示し

た．スティックの配色：灰，炭素原子；シアン，炭素原子（D-Ala）；青，窒素原子；赤，酸素原子；橙，FAD．

RgDAAO における青の小球は水分子を示す．ReDAAO において電子密度の乱れにより構造決定できなかったアミ

ノ酸残基（Gln101–Lys114）が位置する loop と，これに重ね合う RgDAAO の α-helix を桃色で示した．RgDAAO に

おける点線は水素結合を示す．PyMOL ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用いて作図した．  
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第 2 章において，高いアミノ酸配列同一性を有する ReDAAO と TdDAAO の基質特異性の広さ

の違いは，活性部位近傍の連続したアミノ酸残基（TdDAAO の Tyr57–Gly61 残基; YVLQG，Fig. 3-

5b）の有無と推測された．そこで，ReDAAO の結晶構造と TdDAAO のモデル構造を重ね合わせた

ところ，TdDAAO の YVLQG 配列は ReDAAO の活性部位近傍の Flavin-binding domain の βF6 と

Interface domain の αI1 間のループに位置することが分かった（Fig. 3-5ab）．したがって，この連続

したアミノ酸残基の有無が基質特異性に関与する可能性が示唆された． 

 

 

 

Fig. 3-5. ReDAAO 結晶構造と TdDAAO モデル構造の活性部位近傍の比較 

(a) ReDAAO（PDB entry: 7CT4）結晶構造と(b) TdDAAO モデルの活性部位近傍を示した．スティックの配色：シ

アン，ReDAAO と TdDAAO の共通の Ala–Pro 残基；青，ReDAAO と TdDAAO の共通の Val–Asn 残基；赤，TdDAAO

に特異的な Tyr57, Val58, Leu59, Gln60 および Gly61 残基．TdDAAO モデル構造は I-TASSER On-line Server

（https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いて構築した．PyMOL ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用い

て作図した．  
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2.2. ReDAAO R97A, K99A, K114A および S231A バリアント 

2.2.1. E. coli 粗抽出液における ReDAAO R97A, K99A, K114A および S231A バリアントの基質

特異性解析 

ReDAAO 結晶構造の活性部位において，Arg97，Lys99，Lys114 および Ser231 残基が D-Glu 側鎖

と相互作用する可能性が示唆されたことから，これら残基をAla残基に置換したバリアント（R97A, 

K99A, K114A および S231A）を E. coli BL21(DE3) pLysS で発現させ，それぞれの E. coli 粗抽出液

を用いて各バリアントの基質特異性を解析した（Fig. 3-6）．その結果，R97A と S231A の D-Glu に

対する相対活性（それぞれ D-Met と D-Val に対する活性を 100%とした）は 10%と 5%であり，野

生型（58％）と比較して著しく低下した．一方，K99A と K114A の D-Glu に対する相対活性（そ

れぞれ D-Met に対する活性を 100%とした）は 39%と 60%であり，野生型（58％）と比較して少し

低いか同等の相対活性を示した．したがって，Arg97 と Ser231 残基が D-Glu との相互作用に関与

することが示唆された．そこで，精製した R97A と S231A およびの基質特異性を解析することに

した．また，二重置換したバリアント（R97A/S231A）も作成し，同様に解析することにした． 

 

 

 

Fig. 3-6. 組換え E. coli 粗抽出液を用いた ReDAAO バリアント遺伝子発現産物の基質特異性 

野生型 ReDAAO（WT）または各バリアントを発現させた E. coli 粗抽出液を用いて，基質 20 mM D-アミノ酸に対

する DAAO を 37°C，20 µM FAD 存在下で 4-AA/HRP カップリング法により測定した．活性は 3 回測定し，平均

値を示した．エラーバーは標準偏差を示す． 
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2.2.2. ReDAAO R97A，S231A および R97A/S231A バリアントの精製 

各遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から R97A，S231A および R97A/S231A バリアントを His

タグアフィニティーカラムを用いて精製した．精製した各バリアントを SDS-PAGE に供したとこ

ろ，いずれも His タグ融合タンパク質としての分子質量（42.4 kDa）に相当する位置に単一のバン

ド（>95%以上）が観察され，電気泳動的に単一に精製されたことが分かった（Fig. 3-7）．精製し

た R97A と R97/S231A は 37°C において 20 mM D-Met に対してそれぞれ 21.2 と 41.5 U/mg の比活

性を示し，S231A は 37°C において 20 mM D-Phe に対して 23.4 U/mg の比活性を示した．37°C に

おける野生型 ReDAAO の比活性は 79.2 U/mg（D-Val）であることから，Arg97 と Ser231 残基を Ala

残基に置換することで，ReDAAO の活性は低下することが分かった． 

 

 

 

Fig. 3-7. 精製した ReDAAO R97A, S231A および R97A/S231A バリアントの SDS-PAGE 解析 

Marker，分子量マーカー；ReDAAO R97A (1.5 µg)；ReDAAO S231A (1.5 µg)；ReDAAO R97A/S231A (1.5 µg)．12.5% 

(w/v) ポリアクリルアミドゲルを用いてタンパク質分離し，CBB-G250 を用いて染色した． 
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2.2.3. ReDAAO R97A，S231A および R97A/S231A バリアントの基質特異性解析 

精製した R97A，S231A および R97A/S231A バリアントを用いて，基質特異性を解析した（Table 

3-7）．その結果，E. coli 粗抽出液の結果と同様に R97A は D-Met に対して最も高い活性（21.2 U/mg，

37℃）を示した．また，D-Lue や D-Phe といった嵩高い疎水性 D-アミノ酸と D-Gln に対しても D-

Met と同等な高い活性を示した．一方，D-Glu に対する活性（1.9 U/mg）は低かった． 

S231A は D-Phe に対して最も高い活性（23.4 U/mg，37℃）を示した．また，D-Ala や D-Val とい

った構造的に小さな疎水性 D-アミノ酸と D-Glnに対して D-Pheと同等な高い活性を示した．一方，

D-Glu に対する活性（2.3 U/mg）は低かった． 

R97A/S231A は D-Met に対して最も高い活性（41.5 U/mg）を示した．また，R97A と同様に，D-

Leu や D-Phe に対しても比較的高い活性を示した．一方，D-Glu に対する活性（1.0 U/mg）は 3 つ

のバリアントのなかで最も低く，野生型 ReDAAO の 1/40 程度であった． 
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Table 3-7. ReDAAO R97A, S231A および R97A/S231A バリアントの基質特異性 

Substrates 
Relative activity ± SD (%) 

R97A S231A R97A/S231A WT 

D-Asp 0.1< 2.0 ± 2.1 1.0 ± 0.8 2.5 ± 0.1 

D-Glu 8.9 ± 1.3 10.0 ± 1.1 2.4 ± 0.1 53.0 ± 0.8 

D-Arg 49.0 ± 3.5 38.0 ± 2.6 14.1 ± 1.7 45.9 ± 2.0 

D-Lys 22.9 ± 3.0 10.0 ± 1.3 4.9 ± 0.8 12.6 ± 1.4 

D-His 38.5 ± 9.9 26.0 ± 1.0 24.4 ± 1.0 30.6 ± 3.8 

D-Asn 30.7 ± 6.5 29.0 ± 3.0 7.8 ± 1.5 27.6 ± 0.7 

D-Gln 82.2 ± 9.4 86.0 ± 7.3 65.2 ± 10.9 60.5 ± 11.8 

D-Phe 80.2 ± 12.6 100 71.1 ± 10.2 82.3 ± 9.6 

D-Leu 90.4 ± 1.9 32.0 ± 5.2 65.1 ± 15.0 64.6 ± 5.3 

D-Met 100 30.0 ± 1.0 100 74.2 ± 2.3 

D-Ala 38.2 ± 1.9 87.0 ± 3.0 43.0 ± 4.9 70.0 ± 15.9 

D-Tyr 29.5 ± 2.9 9.0 ± 1.1 12.4 ± 0.4 30.4 ± 0.8 

D-Val 14.3 ± 1.4 84.0 ± 3.3 17.1 ± 1.1 100 

D-Pro 0.2 ± 0.1 3.0 ± 0.3 0.8 ± 0.1 5.2 ± 0.4 

D-Ser 17.6 ± 1.0 53.0 ± 7.6 10.3 ± 0.2 41.3 ± 4.7 

D-Thr 1.2 ± 0.1 3.0 ± 0.3 2.6 ± 0.3 16.1 ± 1.1 

D-Trp 24.7 ± 3.3 2.0 ± 0.2 2.9 ± 0.3 17.3 ± 3.8 

D-Ile 10.1 ± 1.5 28.0 ± 1.3 7.8 ± 0.9 88.4 ± 5.3 

1.5 mM D-Tyr を除く，各 20 mM D-アミノ酸を基質として 37°C, pH 8.0，4-AA/HRP カップリング法によりオキシダ

ーゼ活性を測定した．R97A と R97A/S231A は D-Met に対する比活性（21.2 と 41.5 U/mg），S231A は D-Phe に対

する比活性（23.4 U/mg）および WT は D-Val に対する比活性（79.2 U/mg）をそれぞれ 100％とした相対活性を示

した．測定は 3 回行い，平均値を示した．SD は標準偏差を示す．  
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2.2.4. ReDAAO R97A，S231A と R97A/S231A バリアントの酵素反応速度論的パラメーター解析 

各アミノ酸残基置換の D-Glu に対する活性への影響をより詳細に理解するため，R97A, S231A, 

R97A/S231A バリアントの酵素反応速度論的パラメーターを解析した（Table 3-8）．解析の結果，

R97A の D-Glu に対する kcatと Kmはそれぞれ野生型の約 1/16 と約 4.0 倍であり，kcat Km
−1は約 1/63

であった．一方，S231A の kcatと Kmはそれぞれ野生型の約 1/7.2 と約 12 倍となり，kcat Km
−1は約

1/86 であった．また，R97A/S231A の kcatと Kmはそれぞれ野生型の約 1/17 と約 14 倍となり，kcat 

Km
−1は約 1/260 であった．ReDAAO の結晶構造より Arg97 と Ser231 がともに D-Glu に対する分子

活性能と基質結合能に関わると考えられたが，S231A 置換よりも R97A 置換により kcatが大きく低

下したこと，R97A 置換よりも S231A 置換により Kmが大きく低下したこと，また R97A/S231A と

R97A の kcat が同程度であり，R97A/S231A の Km が S231A と同程度であったことから，ReDAAO

の D-Glu に対する触媒活性において，Arg97 残基は主に D-Glu に対する分子活性能に，Ser231 残

基は主に基質結合能に大きく寄与すると考えられた． 

同様に，中性 D-アミノ酸である D-Met に対する各バリアントの酵素反応速度論的パラメーター

を解析した（Table 3-8）．解析の結果，R97A の D-Met に対する kcat と Km はそれぞれ野生型の約

1/3.3 と約 4.5 倍であり，kcat Km
−1は約 1/15 であった．一方，S231A の kcatと Kmはそれぞれ野生型

の約 1/9.6 と約 4.5 倍であり，kcat Km
−1は約 1/43 であった．また，R97A/S231A の kcatと Kmはそれ

ぞれ野生型の約 1/1.7 と約 2 倍であり，kcat Km
−1 は約 1/3.5 であった．以上の結果より，Arg97 と

Ser231 残基の Ala 置換の D-Met に対する酵素反応速度論的パラメーターに及ぼす影響は D-Glu に

対するものよりも小さいことから，これらアミノ酸残基は D-Glu に対する触媒能により重要であ

ると考えられた．特に，D-Met に対する Km値の変化は D-Glu に対するものよりも著しく小さかっ

たことから，これらアミノ酸残基が D-Glu の基質結合に関与する可能性が考えられた．  
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Table 3-8. R97A, S231A および R97A/S231A バリアントの酵素反応速度論的パラメーター 

DAAO 

D-Glu 

kcat ± SD 

(s−1) 
Variant/WT 

Km ± SD 

(mM) 
Variant/WT 

kcat Km
−1 

(M−1 s−1) 
Variant/WT 

R97A 2.5 ± 0.1 1/16 19.8 ± 0.8 4.0 126 1/63 

S231A 5.5 ± 0.2 1/7.2 59.2 ± 4.5 12 93.0 1/86 

R97A/S231A 2.3 ± 0.1 1/17 71.0 ± 5.0 14 31.0 1/260 

ReDAAO WT 39.8 ± 0.4  5.0 ± 0.2  7,960  

DAAO 

D-Met 

kcat ± SD 

(s−1) 
Variant/WT 

Km ± SD 

(mM) 
Variant/WT 

kcat Km
−1 

(M−1 s−1) 
Variant/WT 

R97A 14.4 ± 0.3 1/3.3 0.36 ± 0.03 4.5 40,000 1/15 

S231A 4.9 ± 1.0 1/9.6 0.36 ± 0.03 4.5 13,600 1/43 

R97A/S231A 27.3 ± 0.5 1/1.7 0.16 ± 0.02 2.0 170,000 1/3.5 

ReDAAO WT 47.0 ± 1.9  0.08 ± 0.02  588,000  

D-Glu は 0.5–100 mM と D-Met は 0.01–10 mM を用いて，37°C で 4-AA/HRP または AUR/HRP カップリング法によ

り DAAO 活性を測定した．測定は 3 回行い，その平均値を示した．SD は標準偏差を示す．  
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2.2.5. ReDAAO R97A/S231A に対する DDO および DAAO 競合的阻害剤の影響解析 

Arg97 と Ser231 残基が ReDAAO における DDO としての性質（酸性 D-アミノ酸に対する活性）

を担う可能性をさらに明らかにするため，R97A/S231A に対する DDO 特異的な競合的阻害剤 5-

aminonicotinic acid（5-AN）と DAAO 特異的な競合的阻害剤 benzoate（BEZ）の阻害定数 Ki を D-

Glu または D-Met を基質とした条件下で Dixon-plot 法により解析した（Table 3-9）．解析の結果，

基質として D-Glu を用いた場合，R97A/S231A に対する 5-AN の Ki は野生型よりも 2.9 倍高かっ

た．したがって，R97A/S231A は野生型よりも DDO 競合的阻害剤に感受性が低いと考えられた．

また，R97A/S231A に対する BEZ の Kiは野生型よりも 3.8 倍低かったことから，バリアントは野

生型よりも DAAO 競合的阻害剤に感受性が高いと考えられた．一方，D-Met を基質として用いた

場合，R97A/S231A に対する 5-AN の Ki は野生型とほぼ同じ値であったことから，バリアントと

野生型の DDO 阻害剤に対する感受性は同等と考えられた．また，R97A/S231A に対する BEZ の

Kiは野生型よりも 1.5 倍高かったことから，バリアントは野生型よりも BEZ に感受性が高いこと

が分かった．以上の結果より，R97A/S231A は野生型よりもより DAAO に似た基質競合的阻害剤

感受性を有していたことから，Arg97 と Ser231 残基は ReDAAO の DDO としての基質特異性（酸

性 D-アミノ酸に対する活性）に寄与することが支持された． 

 

 

Table 3-9. DDO および DAAO 競合的阻害剤の ReDAAO R97A/S231A バリアントに対する阻害定数 

Inhibitor 

R97A/S231A  WT 

D-Glu D-Met  D-Glu D-Met 

Ki ± SD (mM)  Ki ± SD (mM) 

DDO inhibitor      

5-Aminonicotinic acid 1.4 ± 0.1 3.3 ± 0.5  0.48± 0.04 3.8 ± 0.6 

DAAO inhibitor      

Benzoate 1.7 ± 0.2 2.7 ± 0.3  6.4 ± 0.3 4.1 ± 0.6 

野生型 ReDAAO（WT）においては 2.5，5.0 および 10 mM の D-Glu または 0.04，0.08 および 0.16 mM の D-Met，

R97A/S231A においては 35.5，71.0，142 mM の D-Glu または 0.08，0.16 および 0.32 mM の D-Met を基質とし，1–

5 mM 5-aminonicotinic acid または 1–10 mM benzoate を阻害剤として用いて，37℃で 4-AA/HRP または AUR/HRP カ

ップリング法により DAAO 活性を測定した．それぞれの Dixon-plot は Sigmaplot 12.5 を用いて作成し，Ki を算出

した．測定は 3 回行い，平均値を示した．SD は標準偏差を示す． 
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2.3. ReDAAOins と TdDAAOdel 

2.3.1. E. coli 粗抽出液における ReDAAOins と TdDAAOdel の基質特異性解析 

2 章で新奇な広基質特異性を有する ReDAAO と狭い基質特異性を有する TdDAAO の間に活性

部位近傍の連続した 5 つのアミノ酸残基（YVLQG 配列）の有無の違いが観察され，YVLQG 配列

の基質特異性への寄与が推測された．そこで，ReDAAO の Pro56 と Val57 残基の間に YVLQG を

挿入したReDAAOバリアント（ReDAAOins）とTdDAAOのTyr57–Gly61残基を欠失させたTdDAAO

バリアント（TdDAAOdel）作成して E. coli で発現させ，それぞれの E. coli 粗抽出液を用いて各バ

リアントの基質特異性を解析した（Fig. 3-8）．その結果，ReDAAOinsを発現させた E. coli 粗抽出液

は基質として用いた 4 種の D-アミノ酸のなかで D-Met に対して最も高い活性を示したが，他の 3

種の D-アミノ酸に対する相対活性は野生型 ReDAAO と比較して著しく低く，その基質特異性の

傾向は野生型の TdDAAO に近かった．一方，TdDAAOdel を発現させた E. coli 粗抽出液は野生型

TdDAAO と同様に D-Met に対して最も高い活性を示したが，他の 3 種の D-アミノ酸に対する相対

活性は野生型 TdDAAO とは異なり著しく高く，その基質特異性の傾向は野生型 ReDAAO に近か

った．したがって，基質特異性が広い ReDAAO に，基質特異性の狭い TdDAAO に特異的に観察

された YVLQG 配列を挿入することで，その基質特異性が TdDAAO のように狭くなり，逆に基質

特異性が狭い TdDAAO から YVLQG 配列を除くことで，TdDAAO の基質特異性が ReDAAO のよ

うに広くなる結果となった． 

 

 

 

Fig. 3-8. 組換え E. coli 粗抽出液を用いた ReDAAOinsと TdDAAOdel遺伝子発現産物の基質特異性 

野生型 ReDAAO（ReDAAO WT）と TdDAAO（TdDAAO WT）または各バリアントを発現させた E. coli 粗抽出液を用

いて，基質 20 mM D-アミノ酸に対する DAAO を 37°C，20 µM FAD 存在下で 4-AA/HRP カップリング法により測

定した．活性は 3 回測定し，平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す．  
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2.3.2. ReDAAOins と TdDAAOdel の精製 

各バリアント遺伝子を発現させた E. coli 粗抽出液から ReDAAOinsと TdDAAOdelを His タグアフ

ィニティーカラムを用いて精製した．精製した各バリアントを SDS-PAGE に供したところ，いず

れも His タグ融合タンパク質としての分子質量（それぞれ 43.0 kDa と 41.6 kDa）に相当する位置

に単一のタンパク質バンド（>95%以上）が観察され，電気泳動的に単一に精製されたことが分か

った（Fig. 3-9）．精製した ReDAAOinsは 37°C において 20 mM D-Met に対して 28.4 U/mg の比活性

を示し，TdDAAOdelは 20 mM D-Ala に対して 87.8 U/mg の比活性を示した．37ºC における野生型

ReDAAO と TdDAAO の比活性はそれぞれ 79.2 U/mg（D-Val）と 50.8 U/mg（D-Met）であることか

ら，ReDAAO の活性は YVLQG 配列の挿入により減少し，TdDAAO の活性は YVLQG 配列の欠失

により増加することが分かった． 

 

 

 

Fig. 3-9. 精製した ReDAAOinsと TdDAAOdelの SDS-PAGE 解析 

Marker，分子量マーカー；ReDAAOins (2.0 µg)；TdDAAOdel (2.0 µg)．12.5% (w/v) ポリアクリルアミドゲルを用いて

タンパク質分離し，CBB-G250 を用いて染色した． 
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2.3.3. ReDAAOins と TdDAAOdel の基質特異性解析 

精製した ReDAAOins と TdDAAOdel を用いて，基質特異性を解析した（Table 3-10）．その結果，

E. coli 粗抽出液の結果と同様に，ReDAAOinsは D-Met に対して最も高い活性（28.4 U/mg）を示し，

野生型 TdDAAO が高い活性を示した D-Leu，D-Tyr，D-Phe や D-Trp といった嵩高い疎水性 D-アミ

ノ酸と D-Gln に対しても高い相対活性を示した．一方，野生型 ReDAAO が比較的高い活性を示し

た疎水性の D-Val，D-Ile，D-allo-Ile や D-Ala，酸性の D-Glu，塩基性の D-Arg や中性の D-Ser と D-

allo-Thr に対する相対活性は大きく低下した． 

TdDAAOdelは D-Ala に対して最も高い活性（87.8 U/mg）を示し，野生型 ReDAAO が高い活性を

示した D-Phe，D-Met，D-Val，D-Ile に対しても高い相対活性を示しすようになった．また，野生型

TdDAAO が高い活性を示さなかった中性 D-アミノ酸の D-Glu，D-Ser および D-allo-Thr に対しても

高い相対活性を示した．さらに，野生型 TdDAAO がほとんど活性を示さなかった D-Thr や D-allo-

Ile にも 10–20%の相対活性を示すようになった． 

以上の結果より，粗抽出液を用いた基質特異性解析と同様に，精製酵素を用いた解析において

も，ReDAAO に TdDAAO 特異的な YVLQG 配列を挿入することで ReDAAO の基質特異性が

TdDAAO のように狭くなり，逆に基質特異性が狭い TdDAAO から YVLQG 配列を除くことで

TdDAAO の基質特異性が ReDAAO のように広くなったといえる．このことから，ReDAAO の広

い基質特異性は TdDAAO に存在する YVLQG 配列が無いことに起因することが明らかとなった．  
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Table 3-10. ReDAAOinsと TdDAAOdelの基質特異性 

Substrates 
ReDAAOins ReDAAO TdDAAOdel TdDAAO 

Relative activity ± SD (%) 

D-Asp 1.4 ± 0.1 2.5 ± 0.1 2.0 ± 1.7 0.3 ± 0.1 

D-Glu 6.0 ± 0.2 53.0 ± 0.8 62.3 ± 5.6 0.4 ± 0.1 

D-Arg 14.1 ± 1.1 45.9 ± 2 24.2 ± 2.5 12.2 ± 0.6 

D-Lys 10.3 ± 0.6 12.6 ± 1.4 17.8 ± 1.4 7.9 ± 0.4 

D-His 31.5 ± 4.1 30.6 ± 3.8 29.6 ± 2.4 34.4 ± 3.5 

D-Asn 46.6 ± 2.7 27.6 ± 0.7 47.2 ± 4.5 22.0 ± 1.4 

D-Gln 81.5 ± 11.3 60.5 ± 11.8 82.9 ± 12.4 68.4 ± 7.5 

D-Phe 77.4 ± 5.4 82.3 ± 9.6 84.1 ± 13.3 88.5 ± 12.8 

D-Leu 79.2 ± 7.2 64.6 ± 5.3 79.2 ± 9.7 96.2 ± 4.1 

D-Met 100 74.2 ± 2.3 91.9 ± 12.9 100 

D-Ala 36.9 ± 1.2 70.0 ± 15.9 100 17.2 ± 1.5 

D-Tyr 64.5 ± 9.1 30.4 ± 0.8 41.2 ± 3.6 89.0 ± 13.1 

D-Val 3.1 ± 0.2 100 ± 6.5 60.7 ± 10.6 <0.1 

D-Pro 2.3 ± 0.1 5.2 ± 0.4 4.4 ± 0.3 <0.1 

D-Ser 28.7 ± 0.2 41.3 ± 4.7 50.7 ± 7.9 6.8 ± 0.5 

D-Thr 0.6 ± 0.1 16.1 ± 1.1 14.0 ± 1.2 <0.1 

D-allo-Thr 12.9 ± 0.2 53.2 ± 2.2 60.8 ± 0.6 5.4 ± 0.3 

D-Trp 51.0 ± 1.8 17.3 ± 3.8 14.0 ± 1.7 61.4 ± 3.3 

D-Ile 3.5 ± 0.2 88.4 ± 5.3 62.8 ± 12.3 0.6 ± 0.3 

D-allo-Ile 1.9 ± 0.2 44.6 ± 2.5 22.5 ± 0.5 <0.1 

1.5 mM D-Tyr を除く，各 20 mM D-アミノ酸を基質として 37°C, pH 8.0，4-AA/HRP カップリング法によりオキシダ

ーゼ活性を測定した．ReDAAOins と TdDAAO WT は D-Met に対する比活性（28.4 と 50.8 U/mg）をそれぞれ 100%

とし，TdDAAOdelは D-Ala に対する比活性（87.8 U/mg）を 100%とし，ReDAAO WT は D-Val に対する比活性（79.2 

U/mg）を 100%とした相対活性を示した．測定は 3 回行い，平均値を示した．SD は標準偏差を示す．  
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2.3.4. ReDAAOins と TdDAAOdel の酵素反応速度論的パラメーター解析 

ReDAAO と TdDAAO における YVLQG 配列の挿入と欠失の基質特異性に対する影響をより詳

細に理解するため，野生型 ReDAAO の良基質かつ野生型 TdDAAO の貧基質である酸性の D-Glu，

塩基性の D-Arg および疎水性の D-Val と D-Ala，そして両 DAAO の良基質である疎水性の D-Met

と D-Phe の 6 種の D-アミノ酸に対する ReDAAOins と TdDAAOdel の酵素反応速度論的パラメータ

ーを解析した（Table 3-11）．その結果，ReDAAOinsの D-Glu，D-Met，D-Val，D-Ala，D-Phe および

D-Arg に対するそれぞれの kcatは野生型 ReDAAO の約 1/2.4 から 1/19 であり，特に D-Glu に対する

kcat の低下（1/19）が顕著であった．また，D-Phe を除くこれら D-アミノ酸に対する Km は野生型

ReDAAO の約 1.3 から 12 倍であり，特に D-Met に対する Kmの増加が顕著であった．一方，D-Phe

に対する Km は低下（1/1.5）した．結果として，これら D-アミノ酸に対する kcat Km
−1 は野生型

ReDAAO の約 1/2 から 1/110 に低下し，特に D-Val に対する低下（1/110）が顕著であった． 

他方，TdDAAOdel の D-Glu，D-Met，D-Val，D-Ala，D-Phe および D-Arg に対する kcat は野生型

TdDAAO の約 1.5 から 1,000 倍であり，特に D-Glu と D-Val に対する kcat の増加（それぞれ 1,000

倍と 980 倍）が顕著であった．また，D-Val と D-Phe を除くこれら D-アミノ酸に対する Kmは野生

型 TdDAAO の約 1/1.2 から 1/10 であった．一方，D-Val に対する Kmに変化はなく，D-Phe に対す

る Kmは野生型 TdDAAO の 4 倍であった．結果として，これら D-アミノ酸に対する kcat Km
−1は野

生型 TdDAAO の約 3.7 から 1,800 倍となり，特に D-Glu と D-Val に対する増加（それぞれ 1,800 倍

と 980 倍）が顕著であった．一方，D-Phe に対する kcat Km
−1 は野生型 TdDAAO の約 1/2.3 であっ

た． 

以上の結果より，YVLQG 配列の存在は特に D-Glu と D-Val に対する kcatに非常に大きな影響を

与え，D-Met や D-Ala などに対しては Km に比較的大きな影響を与えたことから，YVLQG 配列の

存在は代謝回転数と基質親和性の両方に影響を与えると考えられた．また，その影響の程度は各

D-アミノ酸で異なると考えられた．  
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Table 3-11.  ReDAAOinsと TdDAAOdelの酵素反応速度論的パラメーター 

D-Glu kcat ± SD (s−1) Variant/WT Km ± SD (mM) Variant/WT kcat Km
−1 (s−1 M−1) Variant/WT 

ReDAOins 2.1 ± 0.1 
1/19 

10.6 ± 0.8 
2.1 

198 
1/40 

ReDAO WT 39.8 ± 0.4 5.0 ± 0.2 7,960 

TdDAOdel 49.8 ± 1.0 
1,000 

5.0 ± 0.3 
1/1.9 

9,960 
1,800 

TdDAO WT 0.05 ± 0.01 9.3 ± 0.8 5.4 

D-Met kcat ± SD (s−1) Variant/WT Km ± SD (mM) Variant/WT kcat Km
−1 (s−1 M−1) Variant/WT 

ReDAOins 20.0 ± 0.5 
1/2.4 

0.94 ± 0.1 
12 

1,270 
1/28 

ReDAO WT 47.0 ± 1.0 0.08 ± 0.02 35,200 

TdDAOdel 52.0 ± 1.0 
1.5 

0.34 ± 0.03 
1/4.1 

9,270 
6.0 

TdDAO WT 35.7 ± 0.8 1.4 ± 0.1 1,550 

D-Val kcat ± SD (s−1) Variant/WT Km ± SD (mM) Variant/WT kcat Km
−1 (s−1 M−1) Variant/WT 

ReDAOins 0.7 ± 0.01 
1/86 

1.6 ± 0.1 
1.3 

438 
1/110 

ReDAO WT 60.2 ± 1.6 1.2 ± 0.1 50,200 

TdDAOdel 39.3 ± 0.4 
980 

2.4 ± 0.2 
1.0 

16,400 
980 

TdDAO WT 0.04 ± 0.01 2.4 ± 0.2 16.7 

D-Ala kcat ± SD (s−1) Variant/WT Km ± SD (mM) Variant/WT kcat Km
−1 (s−1 M−1) Variant/WT 

ReDAOins 15.8 ± 0.2 
1/2.9 

16.9 ± 1.0 
5.1 

935 
1/15 

ReDAO WT 45.3 ± 0.1 3.3 ± 0.1 13,700 

TdDAOdel 72.0 ± 3.6 
6.4 

2.8 ± 0.4 
1/10 

25,700 
66 

TdDAO WT 11.2 ± 0.4 28.7 ± 3.3 390 

D-Phe kcat ± SD (s−1) Variant/WT Km ± SD (mM) Variant/WT kcat Km
−1 (s−1 M−1) Variant/WT 

ReDAOins 16.1 ± 0.3 
1/3.1 

0.33 ± 0.02 
1/1.5 

48,800 
1/2.1 

ReDAO WT 49.5 ± 0.5 0.49 ± 0.06 101,000 

TdDAOdel 51.5 ± 0.6 
1.7 

0.88 ± 0.04 
4.0 

58,500 
1/2.4 

TdDAO WT 30.5 ± 0.4 0.22 ± 0.02 139,000 

D-Arg kcat ± SD (s−1) Variant/WT Km ± SD (mM) Variant/WT kcat Km
−1 (s−1 M−1) Variant/WT 

ReDAOins 7.6 ± 0.4 
1/6.4 

33.1 ± 3.7 
2.6 

230 
1/17 

ReDAO WT 48.7 ± 1.4 12.7 ± 1.3 3,830 

TdDAOdel 34.0 ± 1.1 
3.1 

25.2 ± 2.2 
1/1.2 

1,350 
3.7 

TdDAO WT 10.8 ± 0.2 29.8 ± 1.5 362 

D-Glu は 0.5–100 mM，D-Met は 0.01–20 mM，D-Val は 0.1–50 mM，D-Ala は 0.1–100 mM，D-Phe は 0.1–20 mM およ

び D-Arg は 0.1–150 mM を用いて，37°C で 4-AA/HRP または AUR/HRP カップリング法によりオキシダーゼ活性を

測定した．測定は 3 回行い，その平均値を示した．SD は標準偏差を示す．  
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2.4. ReDAAO C230S バリアントの耐熱性解析 

2.4.1. E. coli における ReDAAO C230S バリアントの発現と精製 

ReDAAOの耐熱性におけるCys230–Cys285残基間の分子内 SS結合の寄与を明らかにするため，

Cys230 残基を Ser 残基に置換したバリアント（C230S）を作成し，E. coli BL21(DE3) pLysS で発現

させ，His タグアフィニティーカラムを用いて精製した．精製した ReDAAO C230S を SDS-PAGE

に供したところ，His タグ融合タンパク質としての分子質量（43.0 kDa）に相当する位置に単一の

タンパク質バンド（>95%以上）が観察され，電気泳動的に単一に精製されたことが分かった（Fig. 

3-10）．精製した ReDAAO C230S は 37°C において 20 mM D-Val に対して 63.0 U/mg の比活性を示

した．37°C における野生型 ReDAAO の比活性は 79.2 U/mg（D-Val）であることから，Cys230 残

基の Ser 残基への置換は ReDAAO の活性へ大きな影響を与えないことが分かった． 

 

 

Fig. 3-10. 精製した ReDAAO と C230S バリアントの SDS-PAGE 解析 

Marker，分子量マーカー；ReDAAO (1.5 μg)；ReDAAO C230S (1.5 μg)．12.5% (w/v) ポリアクリルアミドゲルを用

いてタンパク質分離し，CBB-G250 を用いて染色した． 
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2.4.2. ReDAAO C230S バリアントの耐熱性測定 

精製した ReDAAO C230S を用いて．30–70ºC で 60 min 保温した後の残存活性を測定し，T50
60

（初期活性の 50%が失われる 60 min の保温温度）を解析した（Fig. 3-11a）．その結果，タンパク

質濃度 0.04 mg/ml における C230S は野生型と同様に 45°C までは安定であったが，50°C 付近から

徐々に失活し始め，56°C で完全に失活した．C230S の T50
60 は 52.3°C であり，同様の条件で測定

された野生型の T50
60 は 60℃であったことから，C230S の T50

60 は野生型のものよりも約 8°C 低か

った．したがって，SS 結合を失った C230S の耐熱性は野生型よりもかなり低いことが明らかとな

った． 

次に，ReDAAO C230S のタンパク質濃度による耐熱性への影響を明らかにするため，タンパク

質濃度 4 または 0.4 mg/ml において 56°C で保温した際の初期活性の半減期（t1/2）を解析した（Fig. 

3-11b）．その結果，4 mg/ml における t1/2は 57.8 min であったが，0.4 mg/ml へタンパク質濃度を低

下させると，t1/2は 17.0 min と著しく短くなった．したがって，タンパク質濃度の減少により C230S

の耐熱性は有意に低下することが明らかとなった．一方，野生型の 64°C における 4 と 0.4 mg/ml

での t1/2はそれぞれ 21.6 と 18.6 min と，第 2 章における結果と同様に，タンパク質濃度の低下に

よる耐熱性の低下はほんのわずかであった． 

次に，ReDAAO C230S の FAD 添加による耐熱性への影響を明らかにするため，タンパク質濃度

0.4 mg/ml において 10 µM FAD を添加し，56°C で保温した際の t1/2を解析した（Fig. 3-11b）．その

結果，FAD 存在下での t1/2は 16.3 min であり，FAD 非存在下での t1/2（17.0 min）とほぼ同じであ

った．また，野生型 ReDAAO においても同様に FAD 添加影響を解析したところ，FAD 存在下で

の 0.4 mg/ml における t1/2は 18.9 min であり，FAD 非存在下での t1/2（18.6 min）とほぼ同じであり，

第 2 章における結果と一致した．したがって，ReDAAO C230S の耐熱性は，野生型と同様に，FAD

添加によりほとんど向上しないことが分かった． 
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Fig. 3-11. ReDAAO C230S バリアントの耐熱性解析 

(a) 温度が安定性に与える影響．30–70°C で ReDAAO C230S と野生型（WT）（それぞれタンパク質濃度 0.4 mg/ml）

を 1 h 保温した後，20 mM D-Val を基質として用いて，20 µM FAD 存在下で 4-AA/HRP 法により 37°C で残存活性

を測定した．30°C での保温後の残存活性を 100%とした相対活性で示した．活性は 3 回測定し，その平均値を示し

た．エラーバーは標準偏差を示す．(b) ReDAAO C230S と (c) WT の失活変化．C230S と WT をそれぞれ 56°C と

64°C で 0–80 min 保温し，経時的な残存 DAAO 活性を 20 mM D-Val を基質として用いて，20 µM FAD 存在下で 4-

AA/HRP 法により 37°C で測定した．各 DAAO における 0 min の活性値を 100 とした相対活性を示す．活性は 3 回

測定し，その平均値を示した．エラーバーは標準偏差を示す．  
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2.4.3. ReDAAO C230S バリアントの四次構造解析 

ReDAAO C230S バリアントの四次構造をゲル濾過クロマトグラフィーにより解析した（Fig. 3-

12a）．その結果，天然状態の C230S は野生型と同様に溶出体積 13 ml において単一のピークを示

したことから，野生型と同様に四量体を形成していることが分かった． 

次に，C230S の 56°C（60 min の保温で完全失活する温度）での変性過程における四次構造変化

を解析した（Fig. 3-12a）．その結果，C230S の四量体に対応する溶出体積 13 ml におけるピークは

保温時間とともに低下していったが，60 min までの低下分に対応する新たなピークは出現しなか

った．このことから，ピーク減少分のタンパク質は不溶性の凝集体となり，ゲル濾過クロマトグ

ラフィーに供する前のフィルター濾過により除去されたと考えられた．野生型 ReDAAO も 64°C

で同様に解析したところ，C230S と同様に，60 min までのピーク減少分に対応するタンパク質の

新たなピークの出現は観察されなかった（Fig. 3-12b）．これらの結果から，C230S と野生型の変性

過程において，安定な二量体および単量体は存在せず，熱変性によって短時間で不溶性凝集体へ

変化すると考えられた．一方，C230S の四次構造の大部分が喪失する 56°C で 60 min の保温後に

おいても，野生型 ReDAAO のピークは未変性状態とほとんど同じ高さであった．したがって，SS

結合を喪失した C230S は野生型よりも低い温度で四次構造が喪失し，不溶性凝集体へ移行しやす

いと考えられた． 

 

 

 

Fig. 3-12. ReDAAO C230S バリアントと野生型の熱変性過程の四次構造解析 

(a) C230S バリアントと(b)野生型 ReDAAO の熱変性過程のゲル濾過クロマトグラフィー解析．タンパク質濃度 0.4 

mg/ml の C230S バリアントと野生型 ReDAAO をそれぞれ 64ºC と 56ºC で 30 と 60 min 保温し，フィルターろ過に

より不溶性凝集体を取り除いた後，4°C でゲル濾過クロマトグラフィーに供した．標準タンパク質として

chymotripsinogen A（25 kDa）と conalbumin（85 kDa）をゲル濾過クロマトグラフィーに供した際のそれぞれの溶出

体積に対応する位置を点線で示した． 
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3. 考察 

ReDAAO の三次構造 

リガンドが結合していない ReDAAO の βI1–βI2 間の Gln101–Lys114 残基の 13 アミノ酸残基は

電子密度の乱れによって構造を決定することが出来なかった（Fig. 3-4）．リガンドが結合していな

いタンパク質の結晶構造解析において，構造的な揺らぎが大きく，構造を決定できない領域は一

般的に“disorder region”と呼ばれる(203)．この disorder region は，リガンドの結合に関与しリガンド

が結合した場合には固定され，構造が決定できる場合が多い．したがって，リガンドが結合して

いない ReDAAO 結晶構造の Gln101–Lys114 残基における電子密度の乱れが disorder region に起因

するならば，βI1–βI2 は基質の結合に関与すると考えられる．今後，基質や基質アナログとの複合

体の結晶構造が明らかにすることで，βI1–βI2 と基質結合の関係性が明らかにできると期待される． 

ReDAAO の結晶構造において，RgDAAO の Tyr260 残基の側鎖は活性部位の外側に向いていた

（Fig. 3-12, Fig. 3-13c）．一方，RgDAAO の D-Ala または CF3-D-Ala との複合体（PDB entry：1C0P

または 1C0L）では，ReDAAO の Tyr260 残基に対応する Tyr238 残基は活性部位内部に向いてお

り，基質の α-カルボキシ基と水素結合を形成している（Fig. 3-13a）．RgDAAO において，基質と

結合した構造は”closed form“と呼ばれている．一方，阻害剤の anthranilate が結合した構造（PDB 

entry：1C0I）は生成物を放出するための構造を表しているとされ“opened form”と呼ばれ，Tyr238

残基の側鎖は，ReDAAO の Tyr260 残基と同様に，活性部位の外側に向いている（Fig. 3-13b）(204)．

したがって，本研究で得られた基質を含まない ReDAAO の結晶構造は”opened form“であると考え

られる．ReDAAO においても，基質 D-アミノ酸が結合した状態では，RgDAAO の Tyr238 残基と

同じように，Tyr260 残基の側鎖は活性部位に内部に向く可能性が考えられる． 

 

 

Fig. 3-13. RgDAAO の”closed form”と”opened form”における Tyr238 残基の側鎖の配向 

(a) RgDAAO の closed form (PDB entry: 1C0P) と (b) opened form (PDB entry: 1C0I) および (b) ReDAAO (PDB entry: 

7CT4) の活性部位．原子の配色: 炭素原子, 灰（アミノ酸残基）とシアン（基質 D-Ala と阻害剤 anthranilate）; 窒

素原子, 青; 酸素原子, 赤; 硫黄原子, 黄．FAD は橙で示した．点線は水素結合を示す．PyMOL ver 2.4 を用いて作

図した．  
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一般的に，タンパク質の構造安定性には，オリゴマー化，疎水性相互作用，水素結合，塩橋，

SS 結合などの様々な因子が関与することが知られている(116-119)．高い耐熱性を有する ReDAAO

と耐熱性の低い RgDAAO と pkDAAO のサブユニット構造内部における種々の相互作用数を比較

したところ，ReDAAO にのみ存在する Cys230–Cys285 残基間の分子内 SS 結合を除き，大きな差

は見出されなかった（Table 3-4, Table 3-12）．したがって，Cys230–Cys285 残基間の分子内 SS 結合

が ReDAAO の高い耐熱性の要因の一つと考えられた．ReDAAO が局在すると考えられるペルオ

キシソーム内の酸化還元状態については議論されている状況ではあるが，真菌 C. boidnii や動物

（CHO）細胞ではペルオキシソーム内部は細胞質よりも還元状態である可能性が報告されている

(205)．したがって，ReDAAO はペルオキシソーム内で SS 結合を形成していない可能性が考えら

れる．しかし，酵素近傍では反応に伴い生成される過酸化水素により局所的な酸化状態が発生す

ることで，SS 結合を形成できる可能性は考えられる． 

 

Table 3-12. RgDAAO と pkDAAO のサブユニット内相互作用数 

Interactions 
ReDAAO RgDAAO pkDAAO 

The number of interactions/subunit 

Hydrophobic interactions (HI) 281 281 292 

Disulfide bonds (SS) 1 0 0 

Hydrogen bonds (HB) 608 668 609 

Salt-bridge (SB) 19 21 19 

π-π interactions (ππ) 11 13 19 

Protein Interaction Calculator（http://pic.mbu.iisc.ernet.in/）を用いて各 DAAO のサブユニット内相互作用数を定量し

た．各 DAAO の PDB entry を以下に示す：ReDAAO，7CT4；RgDAAO，1C0I；pkDAAO，1VE9．  
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ReDAAO の四次構造 

X 線結晶構造解析により，ReDAAO は二量体である pkDAAO や RgDAAO とは異なり，head-to-

tail 型の二量体が会合した dimer-of-dimers 様式の四量体を形成することが明らかとなった（Fig. 3-

14b）．Head-to-head 型の二量体を形成する pkDAAO は αI3–βI8 間の 7 アミノ酸残基からなるルー

プが対面する形で二量体を形成する（Fig. 3-14d）．ReDAAO や RgDAAO の αI3–βI8 間のループは

pkDAAO よりも 8 アミノ酸残基長い 15 アミノ酸残基からなり，pkDAAO と同様の head-to-head 型

の二量体を形成しようとすると αI3–βI8 間のループ間で立体障害が生じる可能性があるため，

ReDAAO と RgDAAO は head-to-head 様式で会合できないと考えられた．また，ReDAAO は，

RgDAAO と同様に，head-to-tail 様式で会合するが，RgDAAO の二量体化に重要な役割を果たす 21

アミノ酸残基（Pro302–Glu322 残基）からなる βF5–βF6 間のループ（二量体化ループ）が存在しな

い．RgDAAO の二量体化ループを欠失させたバリアントのサブユニット間相互作用面積は野生型

の半分となるため，バリアントは二量体を形成できないと報告されている(206)．したがって，二

量体化ループを有さない ReDAAO は RgDAAO とは異なる様式で会合していると考えられた（Fig. 

3-14a）．  
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Fig. 3-14. ReDAAO，pkDAAO および RgDAAO の二量体形成様式 

(a) ReDAAO の head-to-tail 型二量体．(b) pkDAAO の head-to-head 型二量体．(c) ReDAAO の head-to-tail 型二量体．

(d) ReDAAO (PDB entry: 7CT4)，pkDAAO (PDB entry: 2DU8)および RgDAAO (PDB entry: 1C0P)のサブユニット A の

重ね合わせ．pkDAAO の head-to-head 型の二量体化に寄与する αI3–βI8 間のループとこれに対応する ReDAAO と

RgDAAO のループを小球モデルで示した．バックボーンモデルの配色：黄土色，ReDAAO のサブユニット A (A)；

青，ReDAAO のサブユニット B (B)；ピンク，pkDAAO のサブユニット A (A’)；シアン，pkDAAO のサブユニット

B (B’)；緑，RgDAAO のサブユニット A (A”)；黄，RgDAAO のサブユニット B (B”)；マゼンタ，RgDAAO の βF5–

βF6 間の二量体化ループ．各 DAAO の構造の描画と重ね合わせには PyMOL ver. 2.4（https://pymol.org/2/）を用い

た．  
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いくつかの酸化還元酵素や異性化酵素などにおいて，サブユニット間の相互作用がタンパク質

の耐熱性に寄与することが報告されている(207)．ReDAAO（サブユニット A-B または C-D），

RgDAAO および pkDAAO における二量体サブユニット間の種々の相互作用数を比較したところ，

ReDAAO の二量体間の相互作用数は他の DAAO と同等か少なかった（Table 3-13）．一方，ReDAAO

四量体におけるサブユニット間の種々の相互作用数は，サブユニット相互作用面積が増加するた

め，二量体の RgDAAO と pkDAAO よりも多くなった（Table 3-13）．好熱性古細菌や好熱性細菌由

来の酵素は常温性生物由来の酵素と比較して，より高次な多量体を形成することで相対的により

多くのサブユニット間相互作用を形成し，耐熱性を獲得すると考えられている(195, 208)．したが

って，ReDAAO においても同様に高い耐熱性は四量体の形成に起因すると考えられた． 

 

Table 3-13. ReDAAO と既知 DAAO とのサブユニット間相互作用数の比較 

Interactions 

ReDAAO  RgDAAO  pkDAAO 

A-B A-B-C-D  A-B  A-B 

The number of interactions/subunit-subunit 

Hydrophobic interactions (HI) 10 40  13  11 

Disulfide bonds (SS) 0 0  0  0 

Hydrogen bonds (HB) 12 34  14  18 

Salt-bridge (SB) 2 4  2  3 

π-π interactions (ππ) 1 2  0  1 

Protein Interaction Calculator（http://pic.mbu.iisc.ernet.in/）を用いて各 DAAO のサブユニット内相互作用数を定量し

た．各 DAAO の PDB entry を以下に示す：ReDAAO，7CT4；RgDAAO，1C0I；pkDAAO，1VE9． 

 

 

ReDAAO における Arg97 と Ser231 残基の D-Glu 活性への寄与 

一般的に DAAO は中性および塩基性 D-アミノ酸を基質とし，DDO の基質である酸性 D-アミノ

酸は基質としない(38, 209)．しかし興味深いことに，ReDAAO は DAAO の基質である中性と塩基

性 D-アミノ酸に加え DDO の基質である D-Glu にも高い活性を示した（Table 2-2）．既知の真菌や

動物由来 DDO の結晶構造や部位特異的変異導入実験から，活性部位上部に存在する Arg 残基が

酸性 D-アミノ酸側鎖のカルボキシ基と相互作用することで，DDO の酸性 D-アミノ酸に対する活

性に寄与することが示されている(52, 88)．ReDAAO 結晶構造における活性部位上部には，いくつ

かの塩基性アミノ酸残基（Arg97，Lys99 および Lys114 [disorder] 残基）が確認されたが，変異導

入解析から，これら塩基性アミノ酸残基のうち Arg97 残基の置換においてのみ D-Glu に対する顕

著な活性低下が観察された（Fig. 3-6, Table 3-7）．このことから，DDO と同様，活性部位上部に存

在する Arg 残基が酸性 D-アミノ酸に対する活性に重要と考えられた．特に，R97 は D-Glu に対す
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る kcatに大きく寄与することが示された．現在，DAAO の反応に伴う基質 D-アミノ酸による FAD

の還元は，基質 α-H の FAD N(5) への直接的なヒドリド転移によると考えられており，効率的な

反応には，基質結合親和性以外に，基質 α-H と FAD N(5) の適切な位置関係が大切であると考え

られている(80)．この基質の基質結合部位における適切な配置は，基質結合部位におけるアミノ酸

残基と基質 α-カルボキシ基，α-アミノ基および側鎖との相互作用で成り立つことから，Arg97 残

基は D-Glu 側鎖と相互作用することで，反応に適切な位置に基質を配置する役割を担っている可

能性が考えられる．また，Arg97 残基のグアニジノ側鎖は基質結合部位から幾分離れていること，

前述のdisorder regionと予想されたループに位置すること，Arg97残基に対応するChDDOのArg243

残基は基質の結合に伴い大きく動くことが結晶構造解析により明らかにされていることから，

Arg97 残基は D-Glu の結合に伴って動くことで，D-Glu を基質結合部位内部に引き入れることで分

子活性に寄与する可能性も考えられる． 

加えて，ReDAAO の活性部位上部に Ser231 残基が存在し，変異導入解析から Ser231 残基も D-

Glu 側鎖と相互作用することで活性に寄与すると考えられた（Fig. 3-6, Table 3-7）．特に，Ser231 残

基は D-Glu に対する基質結合能に大きく寄与することが示された．現在までに，DAAO と DDO に

おいて，酸性 D-アミノ酸の側鎖と Ser 残基が相互作用する例は報告されていないが，細菌

Helicobacter pylori 由来 glutamate racemase の Ser8 残基（Fig. 3-15a）と細菌 Clostridium symbiosum

由来 glutamate dehydrogenase の Ser380 残基（Fig. 3-15b）がそれぞれ基質 D-Glu と L-Glu の γ-カル

ボキシ基と水素結合を形成することが結晶構造解析から明らかにされている(210, 211)．したがっ

て，既知の DAAO の活性部位上部に Arg や Ser 残基を導入することで，その基質特異性を改変・

拡張できる可能性が期待できる． 

 

 

Fig. 3-15. H. pylori glutamate racemase と C. symbiosum glutamate dehydrogenase の活性部位における Ser 残基の

D-Glu と L-Glu との相互作用 

(a) Helicobacter pylori 由来 glutamate racemase（PDB entry: 2JFX）と (b) Clostridium symbiosum 由来 glutamate 
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dehydrogenase（PDB entry: 1BGV）の基質結合部位．原子の配色：炭素原子，灰（アミノ酸残基）とシアン（基質

D-Glu と L-Glu）；窒素原子，青；酸素原子，赤；硫黄原子，黄．青の小球は水分子を示す．点線は水素結合を示

す．PyMOL ver 2.4 を用いて作図した． 

 

 

YVLQG 配列が基質特異性に与える影響 

ReDAAO の広基質特異性は TdDAAO に見出された YVLQG 配列が無いことに起因すると考え

られた（Table 3-10）．他の DAAO における YVLQG 配列の有無と対応するアミノ酸配列を確認し

たところ（Fig. 3-16），広基質特異性を有する RgDAAO と TvDAAO において YVLQG 配列は存在

せず，対応する位置にはそれぞれ Phe61–Leu64 残基と Phe53 残基の存在が観察された．また，中

程度の広さの基質特異性を有する pkDAAO と hDAAO においても YVLQG 配列は存在せず，それ

ぞれ Tyr55–Glu58 残基と Tyr55–Asp58 残基が存在した．さらに，狭い基質特異性を有する RxDAAO

においても YVLQG 配列は存在せず，Tyr54–Tyr57 残基が存在した．よって，YVLQG 配列の有無

が基質特異性の広さに寄与することは全ての DAAO に当てはまるのではなく，好熱性真菌 DAAO

に特異的と考えられた． 

 

 

Fig. 3-16. DAAO における YVLQG 配列の有無 

青塗りは TdDAAO の YVLQG 配列に対応するアミノ酸配列を示す．T-Coffee Server（http://tcoffee.crg.cat/）を用い

てアライメントを行った．用いた DAAO の protein ID または accession No.を以下に示す：TdDAAO，Td001973；

ReDAAO，A0A499UB99；RgDAAO，P80324；TvDAAO，Q99042；pkDAAO，P00371；hDAAO，P14920；RxDAAO，

BAP18969． 

 

 

ReDAAOins と TdDAAOdel の酵素反応速度論的パラメーターの解析において，YVLQG 配列の存

在は D-Glu と D-Val に対する kcatを著しく低下させたことから（Table 3-11），恐らく YVLQG 配列

は，基質結合部位への基質の適切な配置を立体障害により邪魔することで，活性を低下させる可

能性が考えられる．興味深いことに，D-Glu にほとんど活性を示さない TdDAAO においても，

ReDAAO の D-Glu に対する活性に重要な Arg97 と Ser231 残基に対応する位置に Arg102 と Ser236

残基が存在した（Fig. 3-17b）．TdDAAO から YVLQG 配列を欠失させると D-Glu に対する Kmの変

化はあまり大きくないが，kcat が大幅に増加したことからも，YVLQG 配列が基質（特に D-Glu と

D-Val）の適切な配置に影響を与えていることが分かる（Table 3-11）．このことから，本来 TdDAAO

も D-Glu に対する高い触媒能を有するが，あえて YVLQG 配列を挿入することで，D-Glu に対する
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活性を低下させていると考えられる．これは，第 1 章で述べたように，同じ宿主 T. dupontii に存

在する TdDDO が D-Glu に対して非常に高い触媒活性を有していることから，DAAO があえて D-

Glu に対応する必要がないことが要因と考えられる．一方，YVLQG 配列が存在すると，無い場合

と比較して，D-Tyr や D-Trp などの芳香環を有する D-アミノ酸に対する相対活性が高く（YVLQG

有り: 51–89％, 無し:14–41%; Table 3-10），また D-Phe に対する Km値が 1.5–4 倍ほど低かったこと

から（Table 3-10），恐らく芳香環を有する阻害剤が結合した pkDAAO や hDAAO の Tyr224 のよう

に(67)，YVLQG 配列における Tyr 残基の芳香環と基質側鎖の芳香環の π-π 相互作用がこれら D-ア

ミノ酸の結合に有利に働いていると考えられる．したがって，YVLQG 配列は，芳香環を有する D-

アミノ酸に対して効率的に反応するために存在する可能性が考えられる． 

 

 

Fig. 3-17. ReDAAO と TdDAAO の D-Glu への作用に寄与する Ser と Arg 残基 

(a) ReDAAO（PDB entry: 7CT4）と (b) TdDAAO モデル構造の活性部位．原子の配色：炭素原子，灰；酸素原子，

赤；窒素原子，青．FAD は橙で示し，TdDAAO の YVLQG 配列は茶で示した．ReDAAO の disorder region と TdDAAO

のこれに対応する領域をマゼンタで示した．点線は構造の決定できなかった Gln101–Lys114 残基を示す．TdDAAO

モデル構造は I-TASSER On-line Server（https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/）を用いて構築した．PyMOL 

ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用いて作図した．  
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ReDAAO 分子内 SS 結合の耐熱性への寄与 

ReDAAO に特異的な分子内 SS 結合（Cys230–Cys285 残基）を欠失させたバリアント（ReDAAO 

C230S）の T50
60は野生型よりも約 8℃低くかったことから，SS 結合が ReDAAO の耐熱性に寄与す

ることが明らかとなった（Fig. 3-11a）．この SS 結合はサブユニット内で形成されていることから，

サブユニットの耐熱性の増加が四量体の耐熱性の増加を引き起こしたと考えた．しかし，ゲル濾

過クロマトグラフィーによる熱変性過程の構造解析において，野生型 ReDAAO および C230S と

もに単量体の存在が観察されず，四量体から直ちに変性・凝集すると考えられたこと（Fig. 3-12ab），

C230S では，野生型と異なり，タンパク質濃度の減少に伴う耐熱性の低下が観察されたことから

（Fig. 3-11bc），SS 結合は四量体におけるサブユニット間相互作用を安定化することで耐熱性に寄

与すると考えられる．そこで，ReDAAO の分子内 SS 結合がサブユニット間相互作用の安定化に

どのように寄与するか推測するため，SS 結合近傍のサブユニット間相互作用部位を観察したとこ

ろ（Fig. 3-18ab），サブユニット A-B 間（Sub A-B）において，Cys230（A）近傍のループに Arg223

（A）が存在し，その側鎖は Sub B の Lys35（B）主鎖のカルボニル基と水素結合を形成していた．

さらに，Lys35（B）のカルボニル基は同じ Sub B の Arg171（B）側鎖と，Arg171 残基（B）側鎖

はさらに Asp40（B）の側鎖と塩橋を形成していた（Fig. 3-18a）．また，Cys285（A）近傍の β-strand

（βI8）には Arg302（A）が存在し Asp40（B）と塩橋を形成している可能性が示唆された．したが

って，Cys230–Cys285 残基間の SS 結合は，Sub A-B 間の相互作用に関わる Arg223 と Arg302 残基

を固定することで，間接的にサブユニット間相互作用を安定化していると考えられた．一方，Sub 

A-C 間では，Cys285（A）が存在する α-helix（αI3）には，Sub B と疎水性相互作用している Pro271

（A），Val275（A）と Met278（A）や，Sub B の Asp299（B）および Ile300（B）の主鎖カルボニ

ル基と水素結合を形成している Asn272（A）が存在した（Fig. 3-18b）．したがって，Sub A-C 間で

は，SS 結合は αI3 を固定することで，間接的に Sub A-C 間の相互作用を安定化していると考えら

れた．一方，Sub A-D 間の相互作用部位は Cys230 残基や Cys285 残基から遠いため，SS 結合によ

る相互作用の安定化はないと考えられた．以上の観察結果より，Cys230–Cys285 残基間の分子内

SS 結合は，サブユニット A-B および A-C 間の相互作用を安定化させることで，ReDAAO の耐熱

性に寄与する可能性があると考えられた．現在のところ，ReDAAO の分子内 SS 結合はサブユニ

ット構造自身も安定化する可能性があるが，単量体のみを取り出すことができないため，サブユ

ニット構造の耐熱性にどの程度寄与しているのかは現在のところ不明である．  
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Fig. 3-18. ReDAAO 四量体における SS 結合近傍のサブユニット間相互作用 

(a) サブユニット A-B 間と (b) サブユニット A-C 間の相互作用部位．配色：サブユニット A，橙；緑，サブユニ

ット B；青，サブユニット C．黄の小球は Cys230 と Cys285 残基を示す．点線は水素結合を示す．PyMOL ver 2.4

を用いて作図した． 

 

 

ReDAAO において SS 結合を形成している Cys 残基が他の好熱性真菌 DAAO に保存されている

か確認したところ（Fig. 3-19），TdDAAO と好熱性真菌 Thermomyces lanuginosus DAAO（TlDAAO）

のアミノ酸配列の対応する位置に Cys 残基が見出された．したがって，TdDAAO と TlDAAO の耐

熱性おいても SS 結合が寄与する可能性が示唆された．一方，ReDAAO や TdDAAO 遺伝子の宿主

である R. emersonii や T. dupontii とは異なる科に属する好熱性真菌 Thermoascus aurantiacus の

DAAO（TaDAAO）と常温性真菌 Aspergillus nanangensis の DAAO（AmDAAO）においては，ReDAAO

の Cys285 残基に対応する位置に Cys 残基は存在したが，Cys230 残基に対応する位置には Cys 残

基は観察されなかった（Fig. 3-19）．また，R. emersonii や T. dupontii とは異なる網に属する好熱性

真菌 Corynascus thermophilus と Sporotrichum thermophile DAAO（CtDAAO と StDAAO）において

は，ReDAAO の Cys230 と Cys285 残基に対応する位置に Cys 残基は存在しなかった．以上のこと

から，ReDAAO で観察された SS 結合は全ての好熱性真菌 DAAO に共通するものではなく，

Trichocomaceae 科に属する好熱性真菌 DAAO に特異的と考えられた．  
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Fig. 3-19. ReDAAO と他の好熱性真菌 DAAO のアミノ酸配列アライメント 

(●)は真菌 DAAO に特異的な Asn 残基を示す．(〇)は ReDAAO の Cys230 または Cys285 残基に対応するアミノ酸

残基を示す．各 DAAO 名の後の数値は Needleman-Wunsch による global alignment を用いて算出した ReDAAO に

対するアミノ酸配列同一性（%）を示す．T-Coffee Server（http://tcoffee.crg.cat/）を用いてアライメントを行った．

用いた DAAO の protein ID または accession No.を以下に示す：TlDAAO，Thela2p4_000679；TaDAAO，

Theau2p4_008779；AmDAAO，KAF9894672；CtDAAO，Corth2p4_008662；StDAAO，Spoth2p4_009618．  
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4. 材料と方法 

材料 

試薬は特記しない場合，Nacalai tesque，Merk，Takarabio，Toyobo または Fujifilm Wako から購入した．D-Ile と D-

Tyr はペプチド研究所から購入し，D-Asp は田辺製薬から寄贈されたものを用いた．オリゴヌクレオチドは，Eurofins 

Genomics から購入した． 

 

供試菌，プラスミドおよび培地 

DNA 組換えの宿主として E. coli DH5α を，遺伝子発現の宿主として，E. coli BL21(DE3) pLysS を用いた．E. coli

の培養には，LB（lysogeny broth）液体培地（5 g/l yeast extract，10 g/l tryptone，5 g/l NaCl，pH 7.0）を用いた．LB

寒天培地には精製寒天粉末を終濃度 15 g/l となるように添加した．抗生物質を添加する場合，終濃度が 100 µg/ml

となるように ampicillin を添加し培地名に“A”を付記し，また，終濃度が 34 µg/ml となるように chloramphenicol を

添加し培地名に“C”を付記した． 

 

結晶化に用いた精製 ReDAAO の調製 

2 章と同様の方法で精製 ReDAAO を調製した． 

 

結晶化 

ハンギングドロップ蒸気拡散法により ReDAAO を結晶化した．リザーバー組成の条件を決定するためのイニシ

ャルスクリーニングとして，市販のスクリーニングキット HR2-110 Crystal Screen と HR2-126 PEG/Ion Screen

（HAMPTON RESEARCH, USA）を用いて，タンパク質濃度 2.0 mg/ml ReDAAO（buffer: 50 mM KPi pH 8.0）溶液

とリザーバー溶液を 1:1 または 2:1 で混合したドロップを 100 µl のリザーバー溶液に対して 22°C で平衡化し結晶

を作成した．最終的に，4 µl の 2.0 mg/ml ReDAAO（buffer: 50 mM KPi pH 8.0）溶液と 2 µl のリザーバー溶液（120 

mM Tris-HCl pH 8.5，240 mM sodium formate および 17.4%(w/v) PEG 1540）からなる 6 µl のドロップを 100 µl のリ

ザーバー溶液に対して 22°C で平衡化させ結晶を得た（Table 3-1）．X 線照射前に ReDAAO 結晶を凍結保護溶液

（20%(w/v) PEG 400 を含むリザーバー溶液）に浸漬し，瞬間冷却した． 

 

X 線回折強度データの測定と処理 

ReDAAO の X 線回折強度データは，茨城県つくば市の高エネルギー加速器研究機構（KEK）の放射光施設（PF）

のビームライン BL-5A において，検出機器 PILATUS3S 6M，0.200 mm 幅の入射 X 線の波長 1.00000 Å，カメラ長

336.706 mm，振動写真 1 枚当たりの振動角 0.5°，収集角度 180°，測定温度 95.00 K，および 1 枚当たりの露光時間

1 秒で測定した．回折強度データの処理にはプログラム XDS(198)，CCP4（http://www.ccp4.ac.uk）内のプログラム

POINTLESS(199, 200)と SCALA(199)を用いた（Table 3-2）．〈I/σ(I)〉が最外殻で 2 以上かつ完全性が全体と最外殻で

90%以上あることを確認し，分解能の範囲を決定した．  
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構造の精密化 

CCP4 内のプログラム MOLREP(212)を用いた分子置換法により，RgDAAO（PDB entry 1C0I(47)）を鋳型として

ReDAAO の位相を決定した．構造の精密化には CCP4 内の REFMAC5(201)の Rigid body refinement と Restrained 

refinement を用いた．手動でのモデル構築と電子密度の確認にはプログラム COOT(202)において Fo-Fc map または

2 Fo-Fc map を用いた（Table 3-3）．Rcrystと Rfreeがそれぞれ 31.1%と 36.7%になった時点で水分子の収集を開始した

（1 回目：Rcryst と Rfree がそれぞれ 24.3%と 30.7%）．決定された構造の描画には CCP4MG ver 2.10.11(213)または

PyMOL ver 2.4（https://pymol.org/2/）を用いた． 

 

ReDAAO と TdDAAO バリアント遺伝子発現ベクターの構築 

ReDAAO の Pro56 と Val57 の間に Tyr–Val–Leu–Gln–Gly 残基を挿入したバリアント（ReDAAOins）と TdDAAO の

Tyr57–Gly61 を欠失させたバリアント（TdDAAOdel）遺伝子発現ベクターは Toyobo 社のインバース PCR 法

（https://lifescience.toyobo.co.jp/embodiment/detail.php?embodiment_id=102）を参考にして構築した．具体的には，野

生型 ReDAAO または TdDAAO 遺伝子発現ベクターを鋳型とし，各バリアント対応するプライマーペア（Table 3-

14）と，Tks Gflex DNA Polymeras を用いて，94°C で 1 min の後，98°C で 10 s・68°C で 3.5 min を 1 サイクルとし

て 20 サイクル反応した．反応液を DpnI 処理とリン酸化した後，E. coli DH5α を形質転換した．抽出したプラスミ

ドの塩基配列を解析し，遺伝子発現ベクター（pET15b-ReDAAOinsまたは pET15b-TdDAAOdel）とした． 

ReDAAO の Arg97，Lys99，Lys114 および Ser231 残基をそれぞれ Ala 残基に，Cys230 を Ser 残基に置換したバ

リアント（R97A，K99A，K114A，S231A および C230S）遺伝子発現ベクターは Agilent 社の Quickchange 法

（https://www.chem-agilent.com/contents.php?id=300131）を参考にして構築した．具体的には，野生型 ReDAAO 遺伝

子発現ベクターを鋳型とし，各バリアントに対応するプライマーペア（Table 3-14）と，KOD FX Neo を用いて，

94°C で 1 min の後，98°C で 10 s・72°C で 3.5 min を 1 サイクルとして 5 サイクル，98°C で 10 s・70°C で 3.5 min

を 1 サイクルとして 5 サイクル，98°C で 10 s・68°C で 3.5 min を 1 サイクルとして 10 サイクル反応した．反応液

を DpnI 処理した後，E. coli DH5α を形質転換した．抽出したプラスミドの塩基配列を解析し，遺伝子発現ベクタ

ー（pET15b-ReDAAO R97A，pET15b-ReDAAO K99A，pET15b-ReDAAO K114A，pET15b-ReDAAO C230S，pET15b-

ReDAAO S231A）とした．また，ReDAAO の Arge97 と Ser231 残基の Ala 残基への置換を重複させたバリアント

遺伝子は発現ベクター（pET15b-ReDAAO R97A/S231A）は，pET15b-ReDAAO R97A を鋳型とし，ReDAAOS231A-

F,R プライマーペアを用いて，上記と同様の方法で作成した． 
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Table 3-14. ReDAAO と TdDAAO バリアント遺伝子発現ベクターの構築に用いたプライマー 

Variants Primer names Sequences (5’→3’) 

TdDAAOdel TdDAAOdel-F GTGGGCGCAGAAAACAATAAAGTGG 

 TdDAAOdel-R CGGCAGATAGTTGGCACCCGCCCAC 

ReDAAOins ReDAAOins-F tatgtgctgcagggcGTGGGTGCGGAGAACAGCCGTGTTG 

 ReDAAOins-R CGGCAGGTAGTTCGCACCCGCCCAC 

ReDAAO R97A ReDAAOR97A-F GACACCGTGGTTTACAACGCGACCAAGGATCAGGGCAGC 

 ReDAAOR97A-R GCTGCCCTGATCCTTGGTCGCGTTGTAAACCACGGTGTC 

ReDAAO K99A ReDAAOK99A-F GGTTTACAACCGTACCGCGGATCAGGGCAGCACC 

 ReDAAOK99A-R GGTGCTGCCCTGATCCGCGGTACGGTTGTAAACC 

ReDAAO K114A ReDAAOK114A-F GTTCAGCGAACTGGTGGCGCCGAACCCGTGGTAT 

 ReDAAOK114A-R ATACCACGGGTTCGGCGCCACCAGTTCGCTGAAC 

ReDAAO C230S ReDAAOC230S-F CGTAACGATCCGGGCCTGATGAGCAGCATTAGCGGCAC 

 ReDAAOC230S-R GTGCCGCTAATGCTGCTCATCAGGCCCGGATCGTTACG 

ReDAAO S231A ReDAAOS231A-F CGATCCGGGCCTGATGTGCGCGATTAGCGGCACCGACGATG 

 ReDAAOS231A-R CATCGTCGGTGCCGCTAATCGCGCACATCAGGCCCGGATCG 

挿入または置換に該当するコドンは小文字または下線で示した． 

 

E. coli の形質転換 

pET15b-ReDAAOins，pET15b-TdDAAOdel，pET15b-ReDAAO R97A，pET15b-ReDAAO K99A，pET15b-ReDAAO 

K114A，pET15b-ReDAAO C230S または pET15b-ReDAAO S231A を含む DNA 溶液 1 µl を 20 µl の E. coli BL21 (DE3) 

pLysS に添加して，氷上で 30 min 静置した．その後，42°C で 45 s 保温して，氷上で 2 min 静置した後，SOC 培地

を 500 µl 添加して，37°C で 1 h 振盪培養し，LBAC 寒天培地に 50 µl 添塗し 37°C で一晩培養した． 

 

LB 培地における ReDAAO と TdDAAO バリアント遺伝子発現条件の検討 

pET15b-ReDAAOins，pET15b-TdDAAOdel，pET15b-ReDAAO R97A，pET15b-ReDAAO K99A，pET15b-ReDAAO 

K114A，pET15b-ReDAAO C230S または pET15b-ReDAAO S231A を導入した E. coli BL21 (DE3) pLysS を 10 ml の

LBACG 液体培地で前培養（30°C，169 rpm，16 h）した．次に，前培養液 50 µl を 10 ml の LBAC 液体培地を入れ

た試験管に接種し，振盪培養（37°C，200 rpm）した．OD600が 0.3 に達した時に isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside

（IPTG）を終濃度 1 mM となるように培養液に添加し，5 h 培養した．培養液の OD600を 1 h ごとに分光光度計 UV-

1800（SHIMADSU）を用いて測定した．培養液を遠心（4°C，3,000×g，15 min）して菌体を回収し，使用するまで

‐30°C で保存した． 

 

E. coli 粗抽出液の調製 

保存していた菌体を 5 倍量の 20 ml の平衡化 buffer（50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，5% glycerol，pH 8.0）で懸

濁した後，ソニケーターUltrasonic Disruptor Ud-201（Tomy）を用いて超音波破砕（output 3，duty cycle 50：破砕 30 

s，氷上 30 s，15 サイクル）した．破砕後，遠心（4°C，20,000×g，20 min）して得られた上清を Minisart Single use 

filterφ0.2 μm（Sartorius）を用いてフィルターろ過し，粗抽出液とした． 
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金属アフィニティークロマトグラフィーによる精製 

粗抽出液に 10 mM となるように imidazole を添加し，平衡化 buffer で平衡化した His TALON Superflow Cartridge

（Clontech）に全量供した．その後，洗浄 buffer（30 mM imidazole，50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，pH 8.0）25 ml

でカラムを洗浄し，溶出 buffer（150 mM imidazole，50 mM KH2PO4，300 mM NaCl，5% glycerol，pH 8.0）10 ml で

カラムに結合したタンパク質を溶出した． 

 

Imidazole 溶出画分の濃縮 

溶出画分を遠心式ろ過ユニット Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultracel 10 K，Regenerated Cellulose 10,000 MWCO

（Merk）により濃縮した． 

 

濃縮 imidazole 溶出画分の透析 

濃縮した imidazole 溶出画分を微量透析器 透くん（NIPPON Genetics）を用いて透析 buffer（50 mM KPi，5% 

glycerol，pH 8.0）500 ml に対して 3 h 透析した後，透析 buffer を交換し，再度 12 h 透析した．透析後のタンパク

質溶液を遠心（4°C，20,000×g，30 min）して変性タンパク質を除去し精製酵素とした． 

 

タンパク質濃度測定 

タンパク質濃度は，Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent（Bio-Rad）を用いて添付のプロトコルに従い Bradford 法

により測定した．標準タンパク質と酵素試料の吸光度を 2 点ずつ，マイクロプレートリーダーSpectraMax Paradigm

（Molecular Devices）を用いて測定し，検量線は 0–0.5 mg/ml BSA を用いて作成した． 

 

SDS-PAGE 解析 

SDS-PAGE 解析は，ラビタス・ミニスラブ電気泳動装置（Atto），12.5% e-PAGEL（Atto）を用いて，Laemml 法

により行った．マーカーとして Fluorescent Protein Molecular Weight Marker for SDS-PAGE（EZBiolab）を用いた．泳

動後のタンパク質を CBB G-250 を用いて染色し，デジタルカメラ COOLPIX P7800（Nikon）で撮影した． 

 

四次構造解析 

ReDAAO C230S バリアントの四次構造は AKTAprime plus（GE Healthcare）に接続したカラム Superdex 200 10/300 

GL（GE Healthcare）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより解析した．カラム洗浄には孔径 0.22 µm の Vacuum 

Driven Disposable Filtration System（Millipore）により濾過し，脱気した milliQ 水を用いた．カラムの平衡化には同

様に濾過・脱気した 150 mM NaCl と 5% glycerol を含む 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を用いた．カラムを平衡化（流

速 0.2 ml/min，4 h）した後，0.4 mg/ml の ReDAAO C230S バリアント溶液を流速 0.2 ml/min でカラムに供した． 

 

4-Aminoantipyrine–horseradish peroxidase（4-AA/HRP）カップリング法 

DAAO 反応によって生じる H2O2を 4-aminoantipyrine（4-AA）と horseradish peroxidase（HRP）によるカップリン

グ反応により検出することで活性を測定した．具体的には基質 D-アミノ酸，終濃度 20 µM FAD，1.5 mM 4-AA，

1.5 mM TOOS および 2.5 U/ml HRP を含む 50mM KPi buffer（pH 8.0）を 37°C で 5 min 保温した後，E. coli 粗抽出液

または精製酵素溶液を添加して反応を開始した．活性は反応により生成するキノンイミン色素を波長 555 nm（ε = 

39.2 M−1 cm−1）で UV-1800 または SpectraMax Paradigm を用いて継時的にモニタリングすることで算出した．なお，
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コントロールとして，基質を含まない反応液も同様に調製し，基質を含む反応液で得られた活性値からコントロ

ールの活性値を引いた値を活性値とした．1 min 当たりに 1 µmol の基質を代謝する酵素量を 1 U と定義した． 

 

Amplex UltraRed–horseradish peroxidase（AUR/HRP）カップリング法 

DAAO 反応によって生じる H2O2を Amplex UltraRed（AUR, Invitrogen）と horseradish peroxidase（HRP）による

カップリング反応により検出することで活性を測定した．具体的には基質 D-アミノ酸（または H2O2），終濃度 20 

µM FAD，25 µM AUR および 50 mU/ml HRP を含む 50 mM KPi buffer（pH 8.0）を 37°C で 5 min 保温した後，精製

酵素溶液を添加して反応を開始した．反応により生成する resorufin の蛍光強度を励起（530 nm）/蛍光（590 nm）

で SpectraMax Paradigm を用いて継時的にモニタリングし，標準 H2O2 による検量線を参照することで基質 D-アミ

ノ酸に対する DAAO 活性を算出した．なお，コントロールとして，基質を含まない反応液も同様に調製し，基質

を含む反応液で得られた活性値からコントロールの活性値を引いた値を活性値とした．1 min 当たりに 1 µmol の

基質を代謝する酵素量を 1 U と定義した． 

 

基質特異性解析 

20 mM D-アミノ酸（D-Tyr は 1.5 mM）を基質として用い，37°C で 4-AA/HRP カップリング法により DAAO 活性

を測定し，相対活性を算出した． 

 

酵素反応速度論的パラメーター解析 

0.5–100 mM D-Glu，0.01–20 mM D-Met，0.1–50 mM D-Val，0.1–100 mM D-Ala，0.1–20 mM D-Phe はおよび 0.1–150 

mM D-Arg を基質として用いて，37°C で 4-AA/HRP または AUR/HRP カップリング法により DAAO 活性を測定し

た．最大反応速度（Vmax）とミカエリス定数（Km）の算出には，データ解析ソフトウェア Sigma Plot 12.5（Hulink）

の酵素反応速度分析モジュールを用い，ミカエリス-メンテンの式を基にした非線形回帰分析によるカーブフィッ

ティングから算出した．Vmax 値と分子活性（kcat）値は His タグ融合 ReDAAOins，TdDAAOdel，ReDAAO R97A，

ReDAAO S231A および ReDAAO R97A/S231A バリアントの推定分子量 43,017，41,569，42,371，42,440 および 42,355

から算出した． 

 

DAAO および DDO 競合的阻害剤解析 

ReDAAO においては 2.5，5.0 および 10 mM D-Glu または 0.04，0.08 および 0.16 mM の D-Met，R97A/S231A バリ

アントにおいては 35.5，71.0，142 mM の D-Glu または 0.08，0.16 および 0.32 mM の D-Met を基質とし，1–5 mM 

5-aminonicotinic acid または 1–10 mM benzoate を阻害剤として用いて，37℃で 4-AA/HRP または AUR/HRP カップ

リング法により DAAO 活性を測定した．Ki（mM）の算出には Sigma Plot 12.5 の酵素反応速度分析モジュールによ

る Dixon-plot 法を用いた． 

 

耐熱性解析 

タンパク質濃度 0.4 mg/ml の ReDAAO と C230S バリアント溶液を LifeECO で遮光しながら 30–80°C で 60 min

保温した後，20 mM D-Val を基質として用い，37°C で 4-AA/HRP カップリング法により残存 DAAO 活性を測定し，

相対活性を算出した． 
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熱失活測定 

タンパク質濃度 0.4 または 4.0 mg/ml ReDAAO と C230S バリアント溶液を，10 μM FAD 非存在または存在下で

それぞれ 56ºC と 64 ºC で 80 min 保温した後，20 mM D-Val を基質として用い，37ºC で 4-AA/HRP カップリング法

により残存 DAAO 活性を測定し，t1/2を算出した． 
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総括 

D-アミノ酸オキシダーゼ（DAAO）は中性および塩基性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応を触

媒するフラビン酵素である．一方，酸性 D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応はフラビン酵素である

D-アスパラギン酸オキシダーゼ（DDO）により同様の機構で触媒される．両酵素の高い立体選択

性から，DAAO と DDO は D-アミノ酸の検出・定量，D-アミノ酸ラセミ体混合物の光学分割，α-ケ

ト酸の生産，天然および非天然 L-アミノ酸の生産などに有用である．加えて，DAAO はセファム

系抗生物質原料である 7-aminocephalosporanic acid（7-ACA）の合成に利用され，さらにガンなど

の疾患の治療への応用も期待されている． 

これまでに，DAAO は一部の細菌とヒトを含む多様な真核生物種に，DDO は真核生物に見出さ

れており，その生理機能や酵素学的特性が報告されてきた．なかでも，真菌由来の DAAO や DDO

は高い活性を有しており，加えて真菌由来の DAAO は広い基質特異性を有することから，より応

用的に有用とされている．しかし，真菌由来のこれら酵素は常温性真菌由来であり安定性が低い

ことから，その応用的利用の拡大が制限されている．これまでに，タンパク質工学的手法による

DAAO の安定化の試みがなされているが，満足のいく結果は得られていない．この様な状況にお

いて，当研究室では好熱性細菌に DAAO 求め，既知の DAAO のなかで最も高い耐熱性を有する

DAAO を好熱性細菌に見出した．しかし，好熱性細菌由来の DAAO の活性は真菌由来の DAAO

よりも著しく低く，基質特異性も狭かったことから，応用的な利用が制限されると考えた．一方，

DDO は好熱性の古細菌や細菌を含む原核生物に見出されておらず，高い安定性を有する DDO は取得

されていない． 

そこで本研究では，「真菌由来の DAAO と DDO は高活性である」「好熱性微生物由来の酵素は

高い安定性を有する」というこれまでの知見を踏まえ，未だ DAAO と DDO が報告されていない

好熱性真菌から高活性・広基質特異性・高安定性を有する DAAO と高活性・高安定性を有する

DDO を取得し，その機能と構造を明らかにすることを目的とした． 

第 1 章では，応用的利用に有用な高活性・高安定性・広基質特異性を有する DAAO と高活性・

高安定性を有する DDO の取得を目的とした．そこで，これまでに多くの耐熱性酵素が単離されて

いる好熱性真菌 Thermomyces dupontii NRRL 2155 株のゲノム配列において DAAO と DDO ホモロ

グ遺伝子を探索し，DAAO および DDO をコードすると推測された Talth1p4_001973 と

Talth1p4_002474 を見出した．E. coli で発現させ精製した Talth1p4_001973 と Talth1p4_002474 の発

現産物は，それぞれ中性および酸性 D-アミノ酸に対して高いオキシダーゼ活性を示したことから，

DAAO（TdDAAO）と DDO（TdDDO）をコードすることが明らかとなった．しかし，TdDAAO は

高い触媒活性を有するものの，その基質特異性は広基質特異性を有する RgDAAO よりも狭かった

ことから，目的とする広基質特異性を有する DAAO ではなかった．一方，TdDDO は，酸性 D-ア

ミノ酸のなかでも，D-Glu に対して高い触媒活性を示し，その基質特異性定数は既知の DDO のな
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かで最も優れていたことから，D-Glu の検出・定量に有用と考えられた．また，TdDDO は既知 DDO

のなかで最も高い耐熱性を有していた．TdDDO は単量体であったことから，その高い耐熱性はタ

ンパク質構造の高い剛性に起因すると考えられた．以上の酵素学的特性から，TdDDO は高活性か

つ高い安定性を有する応用的に有用な DDO であることが分かった． 

 TdDDO の一次構造や三次元構造モデルの解析から，DDO や DAAO の基質結合部に保存されて

いる，基質の α-カルボキシ基と水素結合を形成する Tyr 残基が TdDDO に存在せず，代わりに Phe

残基（Phe248）の存在が確認された．そこで，基質親和性の向上を狙い，Phe248 を Tyr 残基に置

換したバリアント（TdDDO F248Y）を作製した．TdDDO F248Y は野生型と同様に酸性 D-アミノ

酸に対して活性を示し，分子活性は低下するものの，目的どおりに基質親和性の向上が達成でき

た．TdDDO F248Y の D-Glu に対する Kmは既知 DDO のものよりも 1 桁低かったことから，既知

の DDO よりも D-Glu を高感度で検出できると期待された． 

 第 2 章では，第 1 章で取得できなかった高活性・高安定性・広基質特異性を有する DAAO の取

得を目的とした．発酵堆肥から 3 株の好熱性真菌（YA 株，PB 株および PE 株）を単離した．この

3 株は広基質特異性 DAAO が良基質とする D-アミノ酸を含む培地で生育したが，特に YA 株と名

付けた株が良好に生育した．分子系統解析から，YA 株は好熱性真菌 R. emersonii に，PB 株と PE

株はともに好熱性真菌 T. dupontii に属すると考えられた．R. emersonii の基準株である CBS 393.64T

株のゲノム配列に見出した DAAO ホモログ遺伝子の塩基配列をもとに，YA 株の DAAO ホモログ

（ReDAAO）遺伝子を取得したところ，その塩基配列は 1 塩基を除き，CBS 393.64T株由来のもの

と同じであった．E. coli で発現させた ReDAAO は，抗生物質原料の生産に重要な cephalosporin C

や様々な D-アミノ酸に対して活性を示し，既知の真菌由来の DAAO と同等の高い活性を示した．

また，興味深いことに，ReDAAO は本来 DDO の基質である D-Glu に対しても高い活性を示した．

ReDAAO の至適 pH と pH 安定性は既知の DAAO と同様であったが，ReDAAO の耐熱性は好熱性

細菌由来の DAAO の耐熱性に匹敵した．以上の酵素学的特性から，ReDAAO は高活性・高安定

性・新奇な広基質特異性を有する目的とした応用的に有用な DAAO であることが分かった． 

ReDAAO の三次元構造モデルから，活性部位上部に位置する Arg97 と Ser233 が D-Glu に対する

高い活性に寄与すると推測された．また，狭い基質特異性を有する TdDAAO のアミノ酸配列と三

次元構造モデルの比較から，TdDAAO の活性部位近傍に存在する YVLQG 配列が ReDAAO には

存在しないことが，ReDAAO の新奇な基質特異性に寄与すると推測された．また，ReDAAO の高

次なオリゴマー形成がその高い耐熱性に寄与すると推測された． 

第 3 章では，第 2 章で明らかにした ReDAAO の新奇な広基質特異性と高い耐熱性に寄与する構

造的要因の同定を目的とした．ハンギングドロップ蒸気拡散法により基質リガンドを含まない

ReDAAOを結晶化し，X線結晶構造解析により 2.00Å分解能のReDAAO構造を構築した．ReDAAO

は dimer-of-dimers 型の四量体を形成することが分かった． 
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ReDAAO の新奇な広基質特異性に寄与する構造的要因を推測するため，ReDAAO 結晶構造の基

質結合部位を観察したところ，モデル構造から D-Glu への高い活性に寄与すると推測された Arg97

と Ser231 が推測どおりに基質結合部位上部に観察された．ReDAAO の Arg97 と Ser231 それぞれ

を Ala 残基に置換したバリアントは中性および塩基性 D-アミノ酸に対して高い活性を示したが，

D-Glu に対してほとんど活性を示さなくなったことから，これらアミノ酸残基が ReDAAO の D-

Gluに対する活性に寄与することが分かった．D-Gluに対する酵素反応速度論的パラメーターから，

Arg97 と Ser231 はそれぞれ主に分子活性能と基質結合能に寄与すると考えられた．一方，ReDAAO

の結晶構造から，TdDAAO に存在する YVLQG 配列はその活性部位近傍に位置すると推測された．

ReDAAO に YVLQG 配列を挿入した ReDAAOinsの基質特異性は野生型よりも狭くなり，TdDAAO

から YVLQG 配列を欠失させた TdDAAOdel の基質特異性は野生型よりも広くなったことから，

ReDAAO の広基質特異性は YVLQG 配列が無いことに起因することが明らかとなった．種々の D-

アミノ酸に対する酵素反応速度論的パラメーターから，YVLQG 配列の存在は主に分子活性を低

下させた（特に D-Glu と D-Val に対して）ことから，基質結合時に立体障害を引き起こす可能性が

考えられた．以上の結果より，ReDAAO の新奇な広基質特異性には活性部位上部のArg97と Ser231

と TdDAAO の基質結合部位近傍に位置する YVLQG 配列が寄与することが明らかとなった． 

興味深いことに，ReDAAO には，他の DAAO と DDO には見られない，分子内 SS 結合が観察

された．Cys230 残基を Ser 残基に置換したバリアント（C230S）の耐熱性は大きく低下したこと

から，分子内 SS 結合が ReDAAO の耐熱性に寄与することが分かった．また，野生型の耐熱性は

タンパク質濃度の低下の影響をあまり受けないが，C230S は著しく低下した．SS 結合の近傍には

サブユニット間相互作用に寄与するいくつかのアミノ酸残基が存在したことから，分子内 SS 結

合は ReDAAO のサブユニット間相互作用を安定化することでその高い耐熱性に寄与すると考え

られた． 

以上，本研究により，好熱性真菌 T. dupontii NRRL 2155 株に好熱性真菌としては初めて DDO を

見出し，応用的利用に有用な高活性かつ高安定性を有する TdDDO を取得することができた．ま

た，タンパク質工学的手法により基質親和性が大きく向上した TdDDO バリアントを作製するこ

とに成功した．今後，酸性 D-アミノ酸の検出や定量などの応用的利用におけるこれら好熱性真菌

由来 DDO の適用が期待される．さらに，広基質特異性 DAAO のみが良好に作用する D-アミノ酸

を利用して取得した好熱性真菌 R. emersonii YA 株から応用的利用に有用な高活性，新奇な広基質

特異性および高安定性を有する ReDAAO を取得し，構造学と生化学的な解析から新奇な広基質特

異性と高安定性に寄与する構造的要因を明らかにした．今後，D-アミノ酸の検出・定量や抗生物

質原料生産などの DAAO の広範な応用的利用への ReDAAO の適用が期待される．また，ReDAAO

において明らかとなった基質特異性と安定性に寄与する構造メカニズムを既知の有用なDAAOや

DDO へ適用させた機能改変・改良が期待される． 
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