
緒　　　言

　海洋性細菌 Marinomonas mediterranea はメラニン形
成能を有し Oceanospirillaceae 科に属するグラム陰性細
菌である．生育温度は15～30℃であり，1 ～ 5 % の NaCl
存在下で生育できる．M. mediterranea が菌体外に産生
する L-リシンε-オキシダーゼ（εLysOX）は L-リシン
に対して厳格な基質特異性を持つ事が報告されている1）．
εLysOX は，L-リシンの酸化的脱アミノ化反応を触媒
し，副産物として過酸化水素を生成する．この反応で生
じる過酸化水素はバイオフィルム内の細胞死を促し，バ
イオフィルムの形成及び分化に関与しているとされる 2）．
本研究室ではこの M. mediterranea 由来εLysOX のＸ
線結晶構造解析に成功し，全体構造を明らかにするとと
もに，酵素内アミノ酸残基の Cys516 と Trp581 が結合し
て補酵素システイントリプトフィルキノン（CTQ）を形
成していることを明らかにした（Fig. 1 ）3）．更に本菌が
εLysOX と同様に CTQ 依存性の新規なグリシンオキ
シダーゼを生産していることが判明した 4）.
　グリシンオキシダーゼ（GlyOX）はグリシンの酸化的
脱アミノ化反応を触媒し，グリオキシル酸，過酸化水素，
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Fig. 1  Structure of ‘Built-in’ type cofactor, cysteine tryptophyl-
quinone（CTQ）of εLysOX3）.



アンモニアを生産する．

　これまで GlyOX として広く研究されているものは
Bacillus subtilis 5，6）や Geobacillus kaustopjilus 7）由来の酵
素であり，FAD 依存性酵素がほとんどである．これら
は，グリシン以外に短鎖 D-アミノ酸（アラニン，バリ
ン，プロリン）やサルコシンに強く反応する低基質特異
性の酵素である．本研究で対象とした M. mediterranea
由来の新規グリシンオキシダーゼはグリシンに対して高
い基質特異性を有し，バイオセンサー等への応用利用が
期待されるにもかかわらず，本酵素の M. mediterranea
での発現量は非常に少なく，精製も難しい．GlyOX の効
率的な獲得は GlyOX の構造と機能や CTQ 形成機構の
解明のために解決すべき課題であった．そこで我々は大
腸菌での組換え発現系を構築し，大量かつ簡便な GlyOX
の精製を目指した．さらに精製した GlyOX の性質を検
討し，血中グリシン定量に応用した．

材料と方法

　使用菌株とプラスミド
　M. mediterranea NBRC 103028株のゲノム DNA を単
離し GlyOX をコードする goxA と goxB の両遺伝子を増
幅した．増幅した goxA，goxB を pRSFDuet- 1 プラスミ
ド（Merck Millipore 社）に連結し，発現ベクターpRSFD  
goxA-goxB を作製した．また発現宿主として E. coli  
Rosetta（DE3）pLysS（Merck Millipore 社）を使用した．
　使用試薬
　試薬は特記したものを除き，すべてナカライテスク社
の特級試薬を使用した．TALON Metal Affinity Resin の
担体ゲルはタカラバイオ社より購入し用いた．ペルオキ
シダーゼは和光純薬工業の特級試薬を用いた．
　グリシンオキシダーゼ活性測定法
　酵素活性は 4-アミノアンチピリン・フェノール法

（4AAP 法）によって測定した．グリシン30 mM，ペル
オキシダーゼ100 U，クエン酸ナトリウム緩衝液（pH 5.5）
15 mM，4-アミノアンチピリン 2 mM，フェノール 2 mM
を含む反応混合液900 µl に酵素液100 µl 添加して反応を
開始させた．活性の測定は反応開始後 5 分間の505 nm の
吸光度の増加を見ることで行った．吸光度の直線的な増
加が見られる範囲での 1 分間あたりの吸光度の増加を求
めた．既知の濃度の過酸化水素を用いて作成した検量線
から酵素反応により 1 分間あたり生成した過酸化水素を
定量した．なお，1 分間に 1 µmol の過酸化水素を生成す
る酵素量を 1 U とした．
　E. coli Rosetta（DE3）pLysS/pRSFD goxA-goxB の
培養
　E. coli Rosetta（DE3）pLysS/pRSFD goxA-goxB を

カナマイシン 50 µg/竓含有 LB 培地で一晩培養した．そ
の前培養液を 50 µg/竓含有 LB 培地に 1 % 植菌し37℃
で O.D. 600＝0.6になるまで培養した．その後終濃度
0.4 mM になるように IPTG を添加し，25度で20時間誘導
を行った．得られた培養液は遠心回収し，－30度のディ
ープフリーザーで保存した．
　グリシンオキシダーゼの精製
　集菌した菌体を破砕用緩衝液（20 mM Tris-HCl pH 7.4，
300 mM NaCl， 1 mM PMSF）で懸濁し，150 W 30分
間で超音波破砕を行った．破砕液を遠心し，無細胞抽出
液を回収した．無細胞抽出液はバイアル瓶に入れて密閉
し，アルゴン脱気，酸素置換をして一晩撹拌した．
　TALON Metal Affinity Resin を平衡化緩衝液（20 mM 
Tris-HCl pH 7.4，300 mM NaCl）で平衡化し，無細胞
抽出液をカラムに供して200 mM イミダゾールで目的タ
ンパク質を溶出させた．溶出タンパク質は50 mM リン酸
カリウム緩衝液（pH 7.0）にバッファー置換した．次に
DEAE-トヨパール 650 M を50 mM リン酸カリウム緩
衝液で平衡化し，100 mM NaCl 含有50 mM リン酸カリウ
ム緩衝液で目的タンパク質を溶出させ，脱塩処理をした．
　ポリアクリルアミド電気泳動（SDS-PAGE）法
　SDS-ポリアクリルアミド電気泳動法は Laemmli 法で
行った．酵素サンプルは 2 ×緩衝液（0.5 M Tris-HCl，
10% SDS，60% グリセロール，0.04％ ブロモフェノー
ルブルー）と等量で混合し，95℃で 3 分間加熱して変性
させた．また泳動終了後は染色液（0.25% クマシーブリ
リアントブルー，50％ メタノール，10% 酢酸）で30分
染色し，染色液を取り除いて脱色液（25% メタノール，
7.5% 酢酸）で脱色を行った．
　最適温度，最適 pH，熱安定性，pH 安定性の検討
　最適温度は各温度で 5 分間プレインキュベートのの
ち，同じ温度で 3 分間酵素反応を測定した．最適 pH は
各 pH の緩衝液 15 mM に置き換えて測定を行った．そ
の際 pH 3 - 6 はクエン酸 Na 緩衝液，pH 6 - 8 はリン酸
カリウム緩衝液，pH 8 -10はホウ酸 Na 緩衝液を使用し
た．熱安定性，pH 安定性は各温度，各 pH に酵素を30分
間処理して，その後最適条件で酵素反応を測定した．
　基質特異性の検討
　精製酵素を珪藻土で固定化し，グリシン，19種 L-アミ
ノ酸および D-アラニン，D-ロイシン，D-トリプトファ
ン，D-アルギニン，D-グルタミン酸，サルコシン，グリ
シンエチル，N-エチルグリシンについて過酸化水素電極
を用いた測定を行った．
　反応速度論解析
　最適条件においてグリシンについて 4AAP 法で活性
測定を行い，Lineweaver-Burk プロットより反応速度論
解析を行った．
　分子質量の測定
　精製酵素の分子質量は TSK-GEL G3000SW を用いた
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ゲル濾過法により算出した．標準タンパク質として牛由
来チログロブリン（670 kDa），牛由来γ-グロブリン

（158 kDa），鳥由来オボアルブミン（44 kDa），鳥由来ミ
オグロビン（17,400 Da），ビタミン B12（1,350 Da）を用
いた．
　また，サブユニットの質量は SDS-PAGE により決定
した．
　血清，血漿中のグリシン定量
　和光純薬社のヒト血清，コスモバイオ社のヒト血漿サ
ンプルを使用した．組換え GlyOX（28 mU）を使用し，
クエン酸緩衝液（pH 5.0），常温という条件で活性測定し
た．さらに同酵素を用いて既知のグリシン濃度の溶液で
検量線を作成し，グリシン濃度（µM）を算出した．

結果と考察

　組換え GlyOX の大腸菌での発現と精製
　E. coli Rosetta（DE3）pLysS/pRSFD goxA-goxB で発
現させた酵素はアフィニティークロマトグラフィーと陰
イオン交換クロマトグラフィーで精製を行った．
Table 1 が示すように大腸菌無細胞抽出液より収率
9.5%，650倍に精製することができた．精製酵素を用いて
ポリアクリルアミド電気泳動を行ったところ，電気泳動
的にほぼ単一に精製することができた（Fig. 2 ）．
　組換え GlyOX の性質検討
　最適温度，最適 pH，熱安定性，pH 安定性の検討を行
った．最適温度を10～50℃で検討したところ，30℃が最
適温度であることが分かった．最適 pH を3.0～10.0の間
で検討したところ，最適 pH は5.0であることが分かった
（Fig. 3 ）．熱安定性は20～80℃で30分間保持し，活性測
定法の反応試薬と混合して相対活性を算出した結果，
GlyOX は20～50℃では安定だったが，60℃以上で酵素が
失活し，70℃では完全に失活した．pH 安定性で検討し
たところ，pH 5.0～9.0で安定であった（Fig. 4 ）．
　19種類の L-アミノ酸への基質特異性を検討したとこ
ろ，グリシン以外の L-アミノ酸には活性を示さなかった

（Fig. 5 ）．このことから M. mediterranea 由来大腸菌組
換え GlyOX はグリシンに対して厳格な基質特異性を持
つことが示された．また特徴的なのは Table 2 のように
他の細菌由来の GlyOX が活性を強く示す D-アミノ酸や
サルコシンのようなグリシン構造類似体に対してもほぼ
活性を示さなかった．このことからも本酵素の高い基質
特異性が示された．
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Table 1 Summary of purification of recombinant GlyOX from E. coli transformant
Total protein

（mg）
Total activity

（U）
Specific activity

（U/mg）
Yield

（%）
Purification

（fold）
crude extract 1,600 420 0.26 100 1
metal affinity 1.0 90 90 21 350
DEAE-Toyopearl 650 M 0.25 40 160 9.5 620

Fig. 3  SDS-polyacrylamide gel electrophoresis of recombinant 
GlyOX.   
Lane M, molecular mass standard marker, Lane 1, crude 
extract, Lane 2, after metal affinity chromatography, 
Lane 3, after DEAE Toyopearl 650 M column chroma-
tography. Ten µg of protein was applied in each lane.

A

B

Fig. 2  Genes around GlyOX coding region（A）. Plasmid map 
of pRSFD goxA-goxB（B）.
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Fig. 5  Substrate specificities of recombinant GlyOX.  
Substrate specificity of recombinant GlyOX was examined using natural L-amino acids and structural analogue of glycine, and 
D-amino acids. Relative activity of each substrate was calculated as 100% activity torward glycine.

A B

C D

Fig. 4  Effect of temperature and pH on the activity and stability of recombinant GlyOX.   
（A）Optimum temperature of recombinant GlyOX.（B）Optimum pH of recombinant GlyOX. The reaction was performed using 
citrate buffer at a pH range of 3-6, potassium phosphate buffer at a pH range of 6-8 and sodium borate buffer at a pH range of 
8-10. （C）Thermal stability of recombinant GlyOX.（D）pH stability of recombinant GlyOX.

Table 2 Substrate specificity of GlyOXs from various kinds of bacteria

Substrate
GlyOX from  

Marinomonas mediterranea
GlyOX from  

Bacillus subtilis5）

GlyOX from  
Geobacillus kaustophilus7）

glycine 100 77.4 36
sarcosine 0 100 69
N-ethyl glycine 0 85.3 85
glycine ethyl ester 5 - 26.3
glyphosate 0 - -
D-Ala 1 7.4 69
D-Pro - 15.1 100



　組換え GlyOX の反応速度論解析と分子質量測定
　精製酵素を用いてグリシンに対する反応速度論の解析
を行った．元菌由来 GlyOX と大腸菌組換え GlyOX の結果
を比較したところ Table 3 に示す結果となった．kcat/Km

が組換え GlyOX では27 s-1/mM と元菌由来 GlyOX と同
等の触媒効率であることを示した．また M. mediterranea
由来 GlyOX の触媒定数（kcat ＝13.4）は Bacillus subtilis
由来 GlyOX（kcat ＝0.9）よりも優位に高い結果であった．
　分子質量をゲル濾過法で測定したところ260,000 Da と
算出され，組換え GlyOX の SDS-PAGE の結果からサブ
ユニットの質量は76,000 Da であることから本酵素はホ
モ 4 量体であることが示唆された．
　組換え GlyOX を用いた血清及び血漿中のグリシン定量
　28 mU の組換え GlyOX を用いて作成した標準グリシ
ン検量線をもとに血清および血漿中のグリシン濃度を酵
素を用いた定量と HPLC での定量を行った結果，血漿中
のグリシンを HPLC とほぼ同感度で定量することがで
きた（Fig. 6 ）．
　以上をまとめると Table 3 のようになる．M. mediter︲
ranea 由来 CTQ 依存性 GlyOX と従来報告のあった FAD
依存性 GlyOX と比較して，グリシンに対する厳格な基質
特異性と高い触媒効率が示され，更に血中のグリシン濃
度を高感度に定量できることから今後の応用利用が期待
される．また今回確立した精製系によって Marinomonas 
mediterranea の培養上清から GlyOX を精製する場合よ
りも簡便かつ短時間の精製が可能になったので，今後Ｘ
線結晶構造解析による立体構造の解明や CTQ 形成機構
の解明が期待される．

要　　　約

　海洋細菌 Marinomonas mediterranea 由来の新規グリ
シンオキシダーゼ（GlyOX）はシステイントリプトフィ
ルキノン（CTQ）依存性の酵素で，グリシンの酸化的脱
アミノ化を触媒しグリオキシル酸，アンモニア，過酸化
水素を生産する酵素である．M. mediterranea 由来 GlyOX
の発現に必要な goxA と goxB 両遺伝子をクローニング

し，組換え GlyOX を大腸菌で異種発現させた．組換え
GlyOX の精製はメタルアフィニティークロマトグラフ
ィーと DEAE-トヨパール 650 M カラムクロマトグラ
フィーで行った．本酵素は30℃，pH 5.0が反応最適条件
で50℃，pH 5.0～9.0まで安定であった．組換え GlyOX は
グリシンに対して高い基質特異性を示し，これまで報告
のある GlyOX の中で最も基質特異性の厳格な酵素であ
った．反応速度論解析を行ったところグリシンに対する
Km は0.5 mM，kcat は13.4 s-1であった．M. mediterranea
由来 GlyOX を用いて血漿及び血清中のグリシン濃度を
正確に測定可能であった．
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Fig. 6  Glycine determination in human serum and human blood 
plasma.  

（A）Standard curve of glycine by GlyOX enzymatic 
assay.（B）Glycine concentration in human serum and 
human blood plasma were determined by HPLC（■）and 
enzymatic assay using recombinant GlyOX（□）.  The 
mean ± SD of triplicates.

Table 3 Properties of GlyOX from M. mediterranea
GlyOX from 

Marinomonas mediterranea
GlyOX from 

Bacillus subtilis5）
GlyOX from 

Geobacillus kaustophilus7）

Cofactor CTQ FAD FAD
Molecular mass of subunit（kDa） 76 41 43

Molecular mass（kDa） 260
（Homotetramer）

159
（Homotetramer）

160
（Homotetramer）

Optimum temperature（℃） 30 45 74
Optimum pH 5.0 8.0 8.5
Specific activity（U/mg） 160 0.46 11.85

Km（mM） 0.5 1.0 0.25

kcat（s-1） 13.4 0.6 -
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