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【目的】糖尿病の診断マーカーである HbA1c は、ヘモグロビン β 鎖の N 末端に
血中のグルコースが結合して生成する糖化タンパク質であり、血中ヘモグロビ
ンに占める HbA1c の割合は過去 1~2 ヶ月の平均血糖値を反映する。これまでに
我々は、fructosyl peptide oxidase (FPOX)を利用して、HbA1c の β 鎖 N 末端から
プロテアーゼにより遊離される糖化ジペプチド(F-VH)を定量する HbA1c の酵素
的測定法を開発し、本測定法は既に市場に受け入れられている。一方で、測定
試薬中のプロテアーゼは FPOX にも作用するため、理想的には HbA1c から F-
VH を遊離させる工程を含まない測定法が望まれる。そこで本研究では、FPOX
の基質特異性を改変して HbA1c の β 鎖特異的に作用する FPOX を獲得し、プロ
テアーゼを必要としない HbA1c の酵素的測定法の構築を目指した。

【方法・結果】結晶構造から同定した FPOX の基質結合部位を構成するアミノ
酸残基を対象に変異導入実験を行い、変性 HbA1c に対して酸化活性を示す
FPOX-H を獲得した。続いて、FPOX-H に界面活性剤耐性変異を追加導入した
FPOX-DH を作製し、界面活性剤で前処理した HbA1c の定量試験を行った。
HbA1c を FPOX-DH で酸化した時に生じる H2O2 の定量にはペルオキシダーゼ
による比色法を利用した。その結果、標準物質の HbA1c 濃度と吸光度の間に相
関が成立し、プロテアーゼを必要としない HbA1c の酵素的測定法の構築に成功
した。
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○中垣 康平, 田邊 直人, 道林 泰樹, 沖 昌也, 内田 博之
（福井大院・工）

uchida@u-fukui.ac.jp

[背景] ギ酸オキシダーゼ（FOD）は酸素を電子受容体としてギ酸を二酸化炭素
に酸化し、同時に過酸化水素を産出する。FOD は、GMC オキシドレダクター
ゼファミリーに属するが、イソアロキサジン環の 8 位が修飾された 8-formyl-
FAD をコファクターとし、そのピリミジン環部位近傍には His-Arg 対が存在す
る。本研究では、FOD の亜硝酸との反応について検討した。
[方法] 嫌気的条件下でギ酸 1.0 mM 処理により生成する FOD 還元型酵素を亜硝
酸 1.0 mM と反応させ、可視吸収スペクトル変化を測定した。この反応液から
PD-10 カラムを用いてギ酸、亜硝酸を除き、亜硝酸添加、無添加時における可
視吸収スペクトル変化を測定した。また、酸化型 FOD やジチオナイト還元によ
り作成したセミキノン型 FOD と亜硝酸との反応についても検討した。
[結果と考察] 還元型酵素は、嫌気的条件下で亜硝酸と反応させると、混合して
いる間に可視吸収スペクトルが変化した。変化後の可視吸収スペクトルは、ジ
チオナイト還元により生成するセミキノン型酵素の可視吸収スペクトルと類似
していた。酸素存在下、このセミキノン型酵素を亜硝酸と反応させると、可視
吸収スペクトルが徐々に変化し最終的には酸化型酵素のスペクトルになった。
一方、亜硝酸無添加時には変化しなかった。また、酸化型酵素は亜硝酸と反応
させると、可視吸収スペクトルが変化した。これらの結果より、（１）FOD の
酸化型、セミキノン型、還元型酵素は、全て亜硝酸結合能を有し、（２）還元型
酵素及びセミキノン型酵素に対して亜硝酸は一電子受容体として働く、（３）還
元型酵素から亜硝酸への一電子は、セミキノン型酵素から亜硝酸への一電子移
動よりずっと早いことが分かった。
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【目的】 Val-Gly(バリルグリシン)は γ-Glu-Val-Gly(γ-グルタミルバリルグリシン)
の酵素合成の基質として有用なジペプチドである。γ-Glu-Val-Gly は非常に高活
性なコク味物質として、新規な食品添加物としての利用が期待させている。し
かし、Val-Gly を効率的に合成する方法が確立されていないため、γ-Glu-Val-Gly
は高価な物質である。そこで、本研究では、L-アミノ酸エステラーゼにより、
バリンのメチルエステルとグリシンから、Val-Gly を酵素合成する方法を確立す
ることを目的とし、土壌中から Val-Gly 合成能を有する L-アミノ酸エステラー
ゼを生産する菌のスクリーニング、および酵素の精製と精製酵素を用いた酵素
の諸性質の検討を行った。

【方法・結果】 日本各地の土壌より、Val-Gly 合成能を有する微生物のスクリー
ニングを行った。その結果、単離した 17 種類の菌株のうち、Elizabethkingia 属
の一種に最も強い活性が見られた。そこで、Elizabethkingia sp. TT1 の菌体より、
陽イオン交換、疎水性、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて L-アミノ酸エス
テ ラ ー ゼ を 精 製 し た 。 最 終 精 製 酵 素 は 、 精 製 倍 率 1300 倍 、 比 活 性
118.8μmol/min/mg を示した。SDS-PAGE およびゲルろ過クロマトグラフィー分
析の結果、本酵素はホモダイマーとして機能することが示唆された。本酵素の
至適 pH は 9.0、至適温度は 25℃、安定温度は 25℃~40℃、安定 pH は 5.0~8.5
となり、EDTA および Ni2+よってわずかに反応が阻害された。
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【目的】γ-グルタミルトランスフェラーゼ（GGT）は加水分解反応と転移反応を
触媒する酵素である。GGT は N-terminal nucleophile hydrolase superfamily に属
し、2 つのヘテロサブユニットを持つことが知られており、グルタチオン代謝
への関与やテアニンを始めとする γ-グルタミル化合物合成への利用など多くの
研究がされてきた。一方、β-アスパルチルトランスフェラーゼ(BAT)に関しては
Mycobacterium tuberculosis 由来の酵素しか報告されていないのが現状である。
GGT に関する研究を行う中で、Delftia acidvorans 由来 GGT(DaGGT)が GGT 活
性と BAT 活性を併せ持つことが示唆された。これは初めての例であり、本発表
では DaGGT の部分精製酵素標品における諸性質について報告する。

【方法・結果】DaGGT 遺伝子を pET22b でクローン化し、Rosetta Gami B(DE3)
で形質転換した。得られた形質転換体を 30℃、LB 培地で培養した。その後、
OD600 が 0.4 に達したところで、0.2 mM IPTG を加え、22℃で 24 時間培養した。
集菌、超音波破砕を行い、これを無細胞抽出液とした。この無細胞抽出液をク
ロマトグラフィーに供し、β-aspartyltransferase を部分精製し、諸性質を検討し
た。BAT 活性は pH7.5、50℃で 9.92 μmol/min・mg であり、同条件で BAT 活性
が GGT 活性よりも高かった。現在、本酵素の発現量が低いことが課題であり、
高発現するために種々の検討を行っている。
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