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Ⅰ．はじめに

　中性脂肪や各種コレステロール、クレアチニ
ンなどの臨床検査薬、あるいは尿糖試験紙や血
糖センサなどに黄色い酵素が使われているのを
御存知だろうか。この黄色は酵素タンパク質そ
のものではなく、結合している補酵素フラビン
アデニンジヌクレオチド（FAD，図１）の色で
ある。それぞれの酵素の基質はもちろん異なる
が、反応や構造上の類似性があり、一方で非常
に興味深い個性を持っている。本稿では、これ
ら臨床検査で活躍するFAD結合オキシダーゼの

特徴を、立体構造やわれわれの実験データを交
えて解説する。

Ⅱ．生化学検査と FAD 結合オキシダーゼ

　生化学検査の多くの項目で、酵素による酸化
還元反応を利用した測定が行われている。これ
らは1970年代初めより測定系の開発・改良と臨
床検査への応用が進み、現在では主要な項目で
ほぼ100%酵素利用測定法が普及している1），2）。
酸化還元反応を行う酵素の代表として、オキシ
ダーゼ（酸化酵素）とデヒドロゲナーゼ（脱水
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素酵素）があり、前者は基質の酸化に伴い酸素
を還元するが、後者は酸素以外の物質を酸化還
元する。尿酸オキシダーゼ（ウリカーゼ）のよ
うに自分自身で酸化還元反応を触媒する酵素も
あるが3）－5）、多くは補酵素や金属イオンなどの
補因子の力を借りて酸化還元反応を行ってい
る。中でも、FAD（図１）は補酵素の代表格で、
表１に示すように主要な生化学検査項目で黄色
のFAD結合オキシダーゼが利用されている。他
にも、HbA1c測定に用いるフルクトシルアミノ
酸オキシダーゼ、フルクトシルペプチドオキシ

ダーゼや、リン脂質測定に用いるコリンオキシ
ダーゼなどさまざまなFAD結合オキシダーゼを
用いた酵素法が開発されている。なお、生化学
検査に用いられる黄色の酸化還元酵素には、乳
酸オキシダーゼやジアホラーゼなどのフラビン
モノヌクレオチド［FMN，リボフラビンのリ
ビチル鎖（図１）にリン酸が１つ結合した化合
物］結合オキシダーゼも存在する。ここでは、
FAD結合オキシダーゼのうち表１の主要４酵素
について比較を行う。

Ⅲ．反応と構造の類似性と個性

　FAD結合オキシダーゼは、２段階の反応を触
媒する（図２）。第１反応では、基質が酵素の
酸化型FADに水素（つまり電子と陽子）を渡し、
生成物と還元型酵素ができる。続いて起こる第
２反応では、還元型酵素から酸素へ水素が受け
渡され、過酸化水素が生成すると共に酵素は酸
化型に戻る。一般に、第１反応での基質から
FADへの水素移動には仲介役がいて、FADの近
くのヒスチジン（H）がその役割を果たすが、
サルコシンオキシダーゼ（Sox）は基質から直接
FADへ水素の移動が起こると考えられている6）。
　図3Aは、４種のFAD結合オキシダーゼの立

図１ フラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）
の構造

 Ball and Stickで表す。グレー、黄、青、赤、
ピンクのBallは、それぞれ水素、炭素、窒素、
酸素、リン原子を示している。

図２　FAD結合オキシダーゼの反応

表１　主なFAD結合オキシダーゼ
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体構造を示している。生化学検査に用いられる
これらの酵素は、すべて微生物由来である。そ
れぞれの酵素の立体構造は異なるが、しいてい
えばSoxとL-α-グリセロリン酸オキシダーゼ
（Glpox）の形は少し類似しており、同様にグル
コースオキシダーゼ（Gox）とコレステロール
オキシダーゼ（Chox）の形にも少し類似性が
あることがおわかりいただけるだろうか。ちな
みに、SoxとGlpoxはどちらも細菌の細胞質に
存在する酵素で、一方GoxとChoxはどちらも糸
状菌や放線菌の菌体外分泌酵素である。また、

図3Bは、それぞれの酵素の表面を示している。
ほぼ中央に活性中心とフラビン環を置いている
が、表面構造の形状・凹凸はそれぞれの酵素の
基質に応じて異なっている。
　FADと酵素の結合は非共有結合性のものが多
いが、SoxはFADのフラビン環のメチル基と酵
素のシステイン（C）［Arthrobacter属細菌の酵
素（SoxA）の場合ではアミノ末端から317番目
のシステイン（C317）］とが共有結合している
（図3A）。この共有結合はSoxのFAD保持に重要
である。われわれのSoxAの研究では、C317を
セリン（S）に置換し共有結合できないように
すると酵素とFADの結合が弱まり、FADが無い
環境では酵素活性が極端に減少する（後述する
が不活性になる訳ではない）7）。しかし、FADの
濃度上昇と共に変異酵素の活性は回復し、FAD

濃度と酵素活性は飽和曲線となる。この変異酵
素におけるFADの解離定数は1.6 μmol/Lと算出
されたが、野生型酵素ではFADは共有結合して
いるので当然ながら解離しない。FADと非共有
結合性のオキシダーゼでも、例外があるものの
通常はFADが酵素から解離することはない。
FADを持たないアポ酵素は、人為的な実験条件
でのみ作成できる。また、無細胞タンパク質合
成を行えば、FAD結合オキシダーゼのアポ酵素
が簡単に作成できる。無細胞タンパク質合成と
は、タンパク質をコードするDNAから転写・
翻訳を行う最低限の物質の混合物でタンパク質
合成を行う方法で、試薬キットが既に市販され
ている。この試薬キットの中にはFADが含まれ
ないので、FAD結合オキシダーゼのDNAを加
えて合成できるのはアポ酵素のみである。実際
に、SoxAのアポ酵素合成事例が報告されてい
る8）。

Ⅳ．FAD 結合の類似性と個性

　実は、異なるFAD結合オキシダーゼ間の全体
的なアミノ酸配列に類似性はほとんど見られな
い。今回比較している４種についても、アミノ
酸配列の相同性は全く無い。しかしながら、ア
ミノ末端のアミノ酸配列には、類似した部分が
ある（図4A）。いわゆるGXGXXGモチーフ（G

はグリシン，Xは他のアミノ酸）と呼ばれる共
通配列、そしてその直前4アミノ酸はアラニン

図３ FAD結合オキシダーゼの立体構造
 FADの構造をBall and Stickで表す。Soxの構

造は、ソフトウェアMOE（Chemical Computing 

Group Inc., Montreal, Canada）を用いたホモ
ロジーモデリングによりArthrobacter属由来
サルコシンオキシダーゼ（SoxA）の立体構
造を構築し、FADと共有結合するシステイ
ン残基（C317）を示している。Glpox、Gox、
Choxの構造は、タンパク質立体構造データ
ベースPDBより引用した（Glpox、Gox、Chox

のPDB IDは、 そ れ ぞ れ2RGOa、1CF3a、
1N4W）。（A）主鎖構造をリボンモデルで表
す。（B）酵素表面構造を表す。
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（A）やバリン（V）、ロイシン（L）、イソロイ
シン（I）、チロシン（Y）といった疎水性のア
ミノ酸、モチーフの後ろには17～ 18アミノ酸
をはさんで酸性アミノ酸のアスパラギン酸（D）
かグルタミン酸（E）、といった形が全てに見
られる［Streptomyces属放線菌由来Chox（ChoxS）
のみGXGXXGモチーフが完全一致ではない］。
この部分は立体構造も極めて類似しており（図
4B）、モチーフを中央に前半がβシート、後半

がαへリックスとなっている。図4Bに示すよ
うに、それぞれの酵素はここでFADのADP部分
（図１）を根元から支える状態になっていて、
活性中心のフラビン環とは遠く離れているが
FADと酵素との結合に重要な役割を果たすと予
想される。
　このアミノ末端類似領域のアミノ酸の変異を
系統的に作成し調査した研究は意外と見当たら
ないが、われわれはSoxAにて変異解析を行っ
た（表２）。結果として、活性中心から離れて
いるGXGXXGモチーフやD/Eの変異が、予想通
り酵素活性に大きな影響を及ぼすことを確認し
た9）。モチーフの最初のGおよび二番目のGをA

に変えただけで酵素活性は失われ、三番目のG

をAに変えると相対活性はわずかに約0.4%残る
のみであった。Gの間のアミノ酸についても同
様に活性の大幅な低下や失活が見られ、モチー
フの構造維持が酵素内におけるFADの有効な結
合に極めて重要であることが分かった。ちなみ
にわれわれは、これらの変異の一部については
塩素イオンなどのハロゲンイオンを添加すれば
活性がほとんど回復することを発見した9），10）。
また、NaClのサルコシンオキシダーゼ安定化
効果についても、詳細に研究し報告した11），12）。
その後、サルコシンオキシダーゼのX線構造解
析が進み、立体構造のすべてにおいて酵素と
FADの間に塩素イオンが見出されたことから、
FADの安定化効果を納得した次第である13）。現
在では、NaClはサルコシンオキシダーゼおよ
びクレアチニン測定試薬の安定化剤として広く
活用されている。
　モチーフ後方のDは、アスパラギン（N）に
変えただけで相対活性が約1/100となり、この
位置の負電荷の重要性が示された。また、

図４ FAD結合オキシダーゼのアミノ末端におけ
る共通構造

 SoxA、GlpoxS、GoxA、ChoxSは、それぞ
れArthrobacter、Streptococcus、Aspergillus、
Streptomyces由来の酵素を示している。（A）
アミノ末端のアミノ酸配列の比較を表す。
青、オレンジ、赤のアミノ酸は、それぞれ
GXGXXGモチーフおよび直前の疎水性アミ
ノ酸配列、モチーフ後位の酸性アミノ酸を
示している。（B）アミノ末端構造とFADと
の相互作用を表す。関連するアミノ酸の構
造をBall and Stickで、FADの構造をStickで
示している。

表２　FAD結合に関わるアミノ酸残基の変異効果（SoxA）



－ 193 －

生物試料分析　Vol. 39, No 3 (2016)

C317のSへの置換は相対活性を約0.3%へと大幅
減少させてしまう（表２）。これは前述の通り、
C317とFADとの共有結合を無くしたため酵素
とFADの結合が脆弱となったことに起因する。

Ⅴ．基質における個性

　FAD結合に関する類似性を有するこれらの酵
素の基質は、当然のことながら全く異なる。た
だ、Sox、Glpox、Goxの基質はどれも水によく
溶けるが、Choxのみ基質のコレステロールは
疎水性で水になかなか溶けない。したがい、
Choxの活性を測定する際にはコレステロール
を非イオン性界面活性剤やアルコールと共に水
溶解する。Choxには活性中心を蓋のように覆
う大きな疎水性のループ構造が存在する（図
5A）。ここには、V、L、フェニルアラニン（F）、
トリプトファン（W）といった疎水性の高いア
ミノ酸が集まっている。われわれの検討では、
コレステロールを溶解する界面活性剤の疎水性
が高まると酵素活性が減少した（図5B）14）。さ
らに、疎水性ループ構造のVをAに変えただけ
で界面活性剤で溶解したコレステロールに対す
る反応性が低下し、一方アルコールに溶解した
コレステロールに対する反応性は変化しなかっ
た14）－16）。つまり、疎水性ループ構造が界面活性
剤のミセルに存在するコレステロールを酵素へ
と取り込む役割を果たし、ループの疎水性の低
下は酵素機能の低下に繋がることを示唆してい
る。

Ⅵ．おわりに

　生化学検査薬にとって酵素は主成分であり、
それぞれが応用を考える上で非常に興味深い類
似性と個性を有している。本稿はFAD結合オキ
シダーゼについて解説したが、さまざまな酵素
グループの類似性と個性を理解することで、生
化学検査の理解が深まり、さらなる改良も進む
であろう。酵素は他の成分と異なり、反応温度
やpH、保存温度や水溶液の塩濃度などさまざ
まな環境要因の小さな変化によって状態が変化
し、反応触媒能力も変化する。非常にデリケー
トで、完全に使いこなすにはまだまだ人知に不
足があり、今後共基礎的研究の成果を速やかに

検査薬に活用する必要がある。
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