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高活性型アミン酸化酵素の諸性質解析と反応メカニズム解明

Characterization of highly active amine oxidase and elucidation of the reaction

mechanism.

成 果 の 概 要

アミン酸化酵素以下 AOXは、体外臨床診断薬用酵素として産業応用が期

待されている酵素の一つである。これまでに、本酵素に関しては多くの研究が

報告されているが、既知 AOXはエタノールアミン以下 EAの酸化活性が低い

ことが産業応用上課題であった。そこで、研究代表者らは EAに対する酸化活性

が高い新規 AOXをスクリーニングし、EAに対して触媒効率が高い新規 AOXをカ

ビの一種から見出した。本研究では、その触媒効率が高い理由を解明するため

の研究を実施した。

エタノールアミン 過酸化水素

図アミン酸化酵素によるエタノールアミン酸化反応

カビ由来 AOX以下 SrAOXについて酵素学的諸性質を調べた結果、pH 7.2,

45℃で酵素が最も良く働き、中性から弱塩基性 pH域、4℃45℃付近で活性を

有することがわかった。また、基質特異性試験の結果、チラミンなどの芳香族

アミンに比べて、EAなどの直鎖脂肪族アミンに対して高い特異性を示した。こ

の特徴は、Arthrobacter sp. 由来 AOX (ArAOX)と類似したものだったが、SrAOX

の EA酸化反応の活性化エネルギーは 29.5 kJ/molであり、ArAOXの約半分のエ

ネルギーで EAを酸化できることがわかった。SrAOXの速度論解析の結果、EA

に対する親和性Km値が 0.847 mM、最大反応速度 Vmaxが 6.99 µmoml min
-1

mg-protein-1と既知酵素に比べて触媒効率が極めて高く、特に EAとの親和性高

いという特徴があることがわかった。

SrAOXの遺伝子塩基配列を解読することにも成功し、さらに組換え大腸菌を

用いて本酵素を大量生産する方法を確立した国内特許出願。

SrAOXが EAに対して高い酸化活性を有するメカニズムを解明することを目指

し、本酵素の X線結晶構造解析を試みたが、良好な結晶が得られなかった。そ

こで、本酵素の立体構造モデルを作成し、既知酵素との違いについて解析・考

察した。その結果、図 2に示すように本酵素は既知酵素の立体構造と全体的に

は類似した構造をしているものの、触媒作用を行う活性中心のアミノ酸残基を

比較すると、3者間で大きな違いが認められた図 3。この違いが EAOの基質

特異性および EAに対する高い酸化活性の要因になっているものと結論づけた。
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図既知酵素との立体構造比較

図既知類似酵素との活性中心付近の比較

なお本研究によって、以下の成果を得た。
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