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L-GlutamatemeasurementandGOT/GPTassaywassuccessfulbyHO measure-

mentusingtheL-glutamateoxidasewith4-aminoantipyrine/phenolmethod.But,

inexaminationofoxygenelectrode,immobilizedL-glutamateoxidaseatthecellulose

membranelosesitsaffinitytothesubstrate.ForapplicationofL-glutamateoxidase

toL-glutamateandGOT/GPTsensor,L-glutamatemeasurementwasusedforthe

amperometricdeterminationwithnon-fixedenzyme.Onexaminationofelectron

mediator,responseforL-glutamatewasobservedwitheachofthecompounds

ferricyane,ferrocene-COOH,ferrocene-MeOH,andbenzoquinone.L-Glutamatewas

measuredbycarbonprintedtipelectrodepresentingtheL-glutamateoxidaseand

ferricyanebasedontheprincipleofchronoamperometry.Alinearcalibrationgraph

wasobtainedbetween1mMand30mM.TheseresultssuggestthatL-glutamate

oxidaseisabletoutilizetoL-glutamatesensor,andthatthereisastrongpossibility

toputthissensortosensingforGOT/GPTactivity.
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緒 言

L-グルタミン酸は食品の主なうまみ成分である他，

体内では脳神経細胞全般にわたり大量に存在し，興

奮性の神経伝達物質として働く．また，L-グルタミ

ン酸は接種しすぎることにより，急性神経毒性を示

すことが一部で報告があり，その体内における生理

活性は，摂取量と非常に密接な関係があることが明

らかとなっている．よって，今後L-グルタミン酸検

出・定量は，医療，食品などの様々な分野において

応用されることが考えられる．しかしその定量は，

アミノ酸分析機やグルタミン酸脱水素酵素 ，脱炭酸

酵素を用いた方法などがあるが，それらは全て不正

確，困難，高価という問題が存在する．そこでL-グ

ルタミン酸を容易かつ確実に定量，微量検出の可能

な酵素として，L-グルタミン酸オキシダーゼが発見

された ．

L-グルタミン酸オキシダーゼはL-グルタミン酸の

酸化的脱アミノ反応を触媒する酵素であり，通常の

L-アミノ酸オキシダーゼとは異なり基質特異性が非

常に高く，温度やpHに対して安定である．近年こ
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のようなオキシダーゼと電極とを組み合わせたバイ

オセンサーが開発されつつあり，その代表例として

グルコースセンサー（グルコースオキシダーゼと電

極を組み合わせ，血糖値などを測定する機器）があ

る．そこで我々は本酵素を用いてFig.１Ａに示すよ

うな原理により，L-グルタミン酸の定量が可能であ

ると推測した．またL-グルタミン酸は，肝臓や心臓

機能の指標となる血中のグルタミン酸オキサロ酢酸

トランスアミナーゼ （GOT）及びグルタミン酸ピ

ルビン酸トランスアミナーゼ（GPT）の生産物でも

あることから，L-グルタミン酸センサーを応用する

ことで Fig.１Ｂ,Ｃに示される原理で，GOT/GPT

測定の可能性を見いだした．そしてそれらのセンサ

ーが開発されることにより，医療分野における本酵

素の利用，各診断法，検査法の簡便化が期待される

ようになる．これまでにこのようなグルタミン酸セ

ンサー及び GOT/GPTセンサーについては，グル

タミナーゼを膜に固定させたグルタミン・グルタミ

ン酸センサー ，リンゴ酸デヒドロゲナーゼを用いた，

オキサロ酢酸センサー及びGOTセンサー の報告が

ある．しかし，これらは未だに実用化されておらず，

また別のシステムを構築する必要性があると考えら

れる．放線菌由来のL-グルタミン酸オキシダーゼは，

非常に安定であり，また基質特異性が高い酵素であ

る．よって本酵素は今後，様々な分野においてのグ

ルタミン酸に関わるセンサーに応用されることが期

待される．

我々はこれまでに放線菌由来L-グルタミン酸オキ

シダーゼ遺伝子をクローニングし，大腸菌内での発

現系を構築した．大腸菌クローン株からは，本酵素

は前駆体として発現し，またその性質は基質親和性

や安定性について，放線菌から生産されるものと異

なった．しかし，大腸菌クローン株より生産される

本酵素を，トリプシンで処理することにより，基質

親和性が上がったことから，この時点で微量のL-グ

ルタミン酸を検出できるようになり，工業的に利用

できる性質を持ち得ることになる．そこで本論文で

はセンサーの開発に当たり，まず試験管内で本酵素

をGOT/GPT活性へ応用できるかどうかを記した．

そして電極への応用では，再利用のできる酵素固定

膜での検討を行うと共に，家庭用グルコースセンサ

ーで実用化されている使い捨て電極チップへの応用

の可能性について検討を行った．本研究ではこのよ

うに大量生産が可能となった本酵素を用い，L-グル

タミン酸センサーの開発及び，GOT/GPT検査への

応用を目的とした．

方 法

１.L-グルタミン酸オキシダーゼの調製

本酵素遺伝子オープンリーディングフレーム（ORF）

を組み込んだpKK223-３（pKK-LGOX）を持つ大

腸菌JM109株より，L-グルタミン酸オキシダーゼ前

駆体を精製し，トリプシン分解により基質親和性の

優れた酵素を調製した．まず一定量の湿菌体を20mM

リン酸カリウム緩衝液（pH7.4）に懸濁し，超音波

破砕を行い，遠心分離して上清をとった．これに対

し硫安分画（20-45 ）を行った後，DEAE-Toyopear-

l650M イオン交換クロマトグラフィーに吸着させ，

100-200mMNaClでステップワイズ溶出を行った．

酵素活性の高い分画を収集した後，濃縮を行い，さ

らに Superdex200FPLCゲル濾過クロマトグラフ

ィーに供してL-グルタミン酸オキシダーゼ前駆体を

精製した．この精製試料に対し，１/50容の１㎎/

トリプシン溶液を添加し，室温で１時間反応させた．

その後，トリプシン溶液と等量の１㎎/ のトリプシ

ンインヒビターを添加することでトリプシン反応を

止め，この試料をL-グルタミン酸オキシダーゼとし
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Fig.1 Principleofreaction.A,L-glutamatesensor；B,

GOTsensor；andC,GPTsensor.LGOXisL-

glutamateoxidaseandBiselectronmediator.
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た．

２.L-グルタミン酸オキシダーゼ活性の測定

本酵素活性は，生成する過酸化水素をペルオキシ

ダーゼとの共役系で赤色キノイミン色素として連続

的に測定する４-アミノアンチピリン・フェノール法

を用いた．まず，酵素活性プレミックス溶液（100mM

リン酸カリウム緩衝液（pH7.4）：15mM４-アミノ

アンチピリン：50mMフェノール：300U/ ペルオ

キシダーゼ＝21：１：１：１で調整）1.6 に適当に

希釈した L-グルタミン酸オキシダーゼ溶液を0.2

添加した．25℃で，５分インキュベートした後，0.5

ML-グルタミン酸溶液を添加し，ShimadzuUV1200

を用いて505nmの吸光度の増加（ΔＡ /min）を

測定した．本酵素１Ｕは，25℃１分間に１μmolの

HO を生成する酵素量と定義した．

３.酸素電極を用いた L-グルタミン酸測定

酸素電極による測定は，アノードにPb，カソード

に Pt，そして電解液として KOH を用いるガルバ

ニ式電極を用いて行った．また酸素電極に取り付け

る酵素固定膜は，表面をグルタルアルデヒドで処理

したセルロース膜に酵素を浸し，アルデヒド基とリ

ジン残基とで共有結合させ，固定化させることで作

製した．

電極上に酸素透過性のテフロン膜を取り付け，そ

の上から酵素固定膜を覆う形で取り付けた．用意し

た電極を100mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.4）

中に浸し，酸素電極の出力端子を10kオームの抵抗に

つなぐことで，基質添加後の抵抗の両端での電圧降

下を測定することで酸素電極でのL-グルタミン酸測

定を評価した．

４.電子メディエーターの検討

電子メディエーターの検討は酵素固定膜を用い，

作用極をグラッシーカーボン電極，参照電極を白金

電極，基準電極を Ag/AgCl電極を用いた３電極系

で測定を行った．また酵素固定膜は，酸素電極での

測定の際用いたものを再度利用した．メディエータ

ーを用いた測定は，酵素固定膜をグラッシーカーボ

ンに取り付け，アルゴンガスによる脱酸素したメデ

ィエーター溶液中で，0.5Ｖの電圧をポテンショスタ

ットで印加した後，L-グルタミン酸を添加すること

で行った．

５.電極チップL-グルタミン酸センサーの作製及び

L-グルタミン酸の測定

L-グルタミン酸センサーは図１に示した原理の元，

グルコースセンサーにならい，カーボンプリントさ

れた電極チップを用いた２電極系で行った．センサ

ーの作製は電極上に酵素―メディエーター溶液（0.5

カルボキシメチルセルロース，２ フェリシアン

化カリウム，１ トリトンＸ-100，500U/ L-グル

タミン酸オキシダーゼ）を0.8μLプロットし，30℃

で10分乾燥を行った．

L-グルタミン酸の測定はクロノアンペロメトリー

法の原理で行った．酵素―メディエーター結晶状に，

２μLの L-グルタミン酸試料（0.9 NaCl溶液）

を添加し，５分反応を行ったあと，ポテンショスタ

ットで0.5Ｖの電圧を印加した．電圧印可後５秒後に

おける電流値を記録し，L-グルタミン酸濃度との比

例関係式をグラフにプロットすることで求めた．

結果及び考察

１.L-グルタミン酸オキシダーゼを用いた試験管内

での L-グルタミン酸定量及び GOT/GPTアッセ

イへの利用

大腸菌より精製したL-グルタミン酸オキシダーゼ

前駆体は，Km値が５mMであり，L-グルタミン酸

濃度が0.1mM 以下の場合，ほとんど反応が進まな

い結果となった．しかし，この前駆体に対しトリプ

シン処理を行うと，Km値が0.2mM となり，微量

のL-グルタミン酸存在下においても確実に反応が行

われるようになった．そこで，トリプシン処理後の

本酵素前駆体を用い，４-アミノアンチピリン・フェ

ノール法の原理でL-グルタミン酸の検量線を作製し

た（Fig.２Ａ）．この結果，L-グルタミン酸濃度と吸

光度（505nm）との間に正確な比例関係が得られた．

よってトリプシン処理後の本酵素前駆体を用いた L

-グルタミン酸定量は可能であり，それはかなり正確

な値を示すことが証明された．このことから同じ原

理でGOT/GPT活性も測定できると推測し，GOT/

GPTアッセイを試みた（Fig.２Ｂ,Ｃ）．GOT活性

の測定において，その基質となるL-アスパラギン酸

は，本酵素も僅かに基質とする（L-グルタミン酸に

対する相対活性は，約0.6）．従ってFig.２Ｂに示さ

れるよう，結果的に GOT非存在下においても吸光

度増加が観察された．しかし，単位時間あたりの吸
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光度増加をグラフにプロットすることで，GOT量と

吸光度増加との間に比例関係が得られた．GOTは，

L-アスパラギン酸以上にシステインスルフィン酸を

基質として好むという報告がある ．よってシステイ

ンスルフィン酸を用いることで，さらに正確なGOT

測定が可能になることが予測できる．また GPT活

性においては，その基質が本酵素反応に全く影響を

及ぼさないことから，GPT非存在下においても全く

吸光度増加は見られず，その単位時間あたりの吸光

度増加と GPT量の間でかなり正確な比例関係が得

られることが明らかとなった（Fig.２Ｃ）．よって，

トリプシン処理後のL-グルタミン酸オキシダーゼ前

駆体はL-グルタミン酸定量に利用でき，またそれを

応用することで GOT/GPT活性も測定できること

がここで明らかとなった．

２.酸素電極を用いたL-グルタミン酸オキシダーゼ

固定膜の評価

トリプシン処理後の本酵素前駆体は，GOT/GPT

活性測定に利用できることから，さらにL-グルタミ

ン酸センサー及び GOT/GPTセンサーに応用する

ことを目的として，電極での検討を進めた．そこで

センサーを開発するに当たり，再利用可能な酵素固

定膜が利用できることは，コストや作業性の面で工

業的にかなり有効である．よって酵素固定膜を作製

し，酸素電極を用いた固定膜での評価を行った．電

極を浸したリン酸カリウム緩衝液（pH7.4）中，終

濃度0.3-１mM になるよう L-グルタミン酸を添加

し，反応における電圧降下を測定した．電圧降下の

大きさは酵素反応速度に由来することから，電圧降

下の値を用いて，酵素固定膜中に存在する本酵素の

Km 値を求めた（Fig.３）．酸素電極を用いた検討

において，終濃度0.3-１mMの基質存在下でははっ

きりと電圧降下が見られた（Fig.３Ａ）．しかし，各

基質濃度における応答はかなりの差が見られ，Lin-

eweaver-Burkプロットから求めた Km値は約2.4

mMであり，固定化されていない酵素とかなりの差

が見られた（Fig.３Ｂ）．またデータには示していな

いが，終濃度0.1mM以下の基質存在下においては，

全く電圧変化が見られなかった．この結果，本酵素

は固定化されることで基質親和性が下がり，低濃度

でのL-グルタミン酸定量は不可能であることが明ら

かとなった．今回行った酵素固定化法はセルロース

膜の表面にアルデヒド基をつけ，リジン残基とシッ

フ塩基を形成させる共有結合式の方法である．固定

化酵素において基質親和性の低下が見られたことか

ら，結合が基質認識に分子レベルで影響を与えてい

るか，または立体構造に何らかの変化を与えている

Fig.2 Calibration graphsforthe L-glutamate and

GOT/GPTmeasurementusinganL-glutamate

oxidaseby4-aminoantipyrine/phenolmethod.A,

L-glutamatestandardcurve；B,GOTmeasure

ment,andC,GPTmeasurement.

-
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ことが考えられた．酵素の固定化にはこの方法以外

にも，単体にイオン結合的に固定化，酵素同士の架

橋での固定化，高分子ゲルの微細な粒子に包み込む

か，半透膜性の膜によって被覆する方法などがある．

実際これらの方法で固定化された酵素の検討は，装

置などの関係上行われていない．しかし，酵素の立

体構造などにあまり影響の与えない半透膜性の膜に

よって被覆する包括法は，本酵素の性質を失わせる

ことなく電極上での反応に用いることが可能である

と予測されるため，今後の検討に期待される．

３.電子メディエーターの検討

酵素固定膜の検討において，固定化により基質親

和性に影響を受けていることが明らかとなった．そ

こで L-グルタミン酸センサー及び GOT/GPTセン

サーの開発において，現在市販されているグルコー

スセンサーにならい，酵素を固定化せず電極上で反

応を行い，電子を受け取った受容体を測定する方法

で実験を行った．そこでまず電子受容体の同定が必

要であると示唆されたため，酵素固定膜を用いた３

電極系での酵素―基質反応・応答試験を行った．電

子受容体として，フェリシアン化カリウム，フェロ

センカルボン酸，フェロセンメタノール，ベンゾキ

ノンの４種を用い，脱酸素状態で0.5Ｖの電圧を印加

してそれぞれの酸化電流上昇を測定した．結果，全

てにおいて電流上昇が見られた（Fig.４）．そのこと

から，通常還元型の FADは酸素へ電子を受け渡す

が，これらの化合物は電子受容体としての酸素の代

わりとなり得ることが明らかとなった．最も電子受

容体特異性の高い化合物はフェロセンカルボン酸で

あり，また頻繁に使用されているフェリシアンにお

いては応答は得られたが，これらの化合物の中では

最も特異性が低いことが明らかとなった．これまで

にグルコースセンサーに用いられているグルコース

オキシダーゼの電子受容体特異性について調べられ

ている ．そのデータから，グルコースオキシダーゼ

においてもフェロセン化合物は電子受容体特異性が

高く，フェリシアンの約150倍の値が観察されている．

しかし，実際市販されているグルコースセンサーの

電子受容体は．フェリシアンが用いられており，十

分に正確なセンサーの役割を果たしている．よって，

本酵素においてもこれらの４種の化合物は電子受容

体として用いることが可能であると考えられた．

４.クロノアンペロメトリー法によるL-グルタミン

酸測定の検討

電極上でのL-グルタミン酸測定は，固定化されて

いない酵素を用いたクロノアンペロメトリー法で行

った．また電子受容体としてグルコースセンサーに

ならい，フェリシアンを用いた．測定は０-100mM

及び，０-15mMでの範囲で行った．結果をFig.５

に示す．高濃度領域（０-100mM）での測定では，

濃度が高くなるに従い，勾配が緩やかになり，また

低濃度領域（０-15mM）での測定では，少々ばらつ

いた結果となった．今回の測定では電極上にのせる

L-グルタミン酸試料は２μLであり，乾燥条件も考

慮した上で反応時間を５分としたため，高濃度にお

いては時間内において酵素反応が終わらなかったこ

とが考えられた．また低濃度領域の測定では，電極

上のフェリシアン及び酵素結晶が空気中の水分を吸

収し，水分子とフェリシアンが反応してしまうこと

Fig.3 SensorresponseforL-glutamateusinganoxy-

genelectrodeandenzymefixedonthecellulose

membrane(A),andLineweaver-Burkplot(B).
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や，乾燥時のフェリシアン結晶のでき方の異なり，

そして一定した試料の添加条件がないことが，値が

一定しない原因として考えらた．酸化還元電流測定

において，電極上での試料添加時におけるスポット

の形は，電圧印加したときの電流値にかなりの影響

を与える．そのことから，必ず一定した添加条件で

試料をスポットする工夫が必要とされる．またフェ

リシアン結晶や酵素の溶解速度や，酵素反応前にす

でに存在しているフェロシアンなど，様々な環境の

要因に影響することが示唆された．しかしこれらの

グラフから，30mMまでの範囲において，直線が得

られることが示唆された．データはのせていないが，

実際，グルコース測定において同様の実験を行った

が，同じ結果として観察された．よって値がばらつ

くことはそこまで問題点としてあげられるものでは

ないと考えられる．しかし，GOT/GPT測定におい

ては，さらに低濃度で測定できるシステムが必要と

され（0.1-1.5mMで確実に測定できることが理想），

そのためにはさらに処方最適化による精度向上の検

討が望まれる．また，電子受容体の検討において最

も応答の高い値が得られたフェロセンカルボン酸で

の検討が今後必要であると思われた．フェロセンカ

ルボン酸においても，環境によるかなりの影響が考

えられるが，電子受容体特異性が高いことから，酵

素反応に由来する還元体での酸化還元電流が多く得

られると考えている．今後これらの検討を行い，低

濃度領域でのL-グルタミン酸測定を可能にし，GOT/

GPTセンサーへの応用が期待される．

要 約

L-グルタミン酸オキシダーゼ前駆体をトリプシン

分解することで，成熟酵素と同程度の基質親和性を

Fig.4 ResponsesforL-glutamatewitheachelectronmediator.Responsesweremeasuredat＋500mVvs.GC

electrodein100mM potassium-phosphatebuffer(pH7.4).A,10mM ferricyane；B,ferrocene-COOH；C,

benzoquinone；andD,ferrocene-methanol.
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持つ酵素を得た．この酵素はL-グルタミン酸を確実

に定量することを可能とし，また，GOT/GPTアッ

セイにおいてもその可能性を示した．しかし酸素電

極による固定化酵素の評価では，基質親和性の低下

が見られ，L-Gluが高濃度でないと測定不可能であ

ることが示唆された．そこで市販されているグルコ

ースセンサーにならい，クロノアンペロメトリー法

によるL-Gluの検出に試みた．電子受容体の検討に

おいて，フェロセン化合物及びフェリシアンで反応

が行われることから，フェリシアンを電子受容体と

して用いたL-グルタミン酸の検量線を作製した．そ

の結果，グルコースセンサーと同程度の検量線が得

られたことから，L-グルタミン酸センサーに利用で

きることが示され，また処方最適化の検討及び電子

受容体の変換による GOT/GPTセンサーへの応用

にも，その可能性が見いだされた．
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