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ǟ 1Ǟ� Ģȥ 
 
� B�bLTv`ib}[�Y(OxdA),�ĨǊǚĎ*��<da~�(R-C≡N)�ȧ
*ɕ�<Ǌǚ(1-21)+�&ƾȔ�=�ɊǬ&�<�ŦɊǬ,�
#%BM~�da~�


:BM~�BubĜŵƴƵ+ǟ���Ȉ'�%£ƶ�=�Ʊï&7ȵȊ+Àɭ¡

&�< 5-TBfg��Bub@Ĝŵǀ*ƴƵ�%	< Pseudomonas chlororaphis 
B23Ų(���B23Ų) (22)+da~��ȧM}V[� (Fig. 1-1-1)+�Ɛ*ƾȔ�=��
ĨǊǚĎ&+¯ȋǊǚ(23-33)&ŦɊǬ+ȦĶȬ@Șŭ��Ǳů�(ⅰ) Rm{d^a 1 
molĨ�; 1 mol+n�aov IX@à5ovɊǬ&�;�(ⅱ) ƅƞƔ�&+Öĵ*7
ɕ?:�ƅ@';ɛ��(ⅲ) ƤǬ-ǜǬɺɍǱÝ@ĩĻ�<Öĵ@șĆ�<�'�Ş
:
*�=%	<��:*³ɱ Raman»°ĉǀȘŭǠ*9;�ŦɊǬ,�(ⅳ) ov
+ǟɼɈ�ć�ɴHemoglobin8 Peroxidase)('ÞŸ*ɵHisƀô&�;�ov[
�hMȬ'�%+Ʈĳ@Ň!Ý?�)�:7�(ⅴ) șĆ�<Öĵ,ɋÉɅ­Öĵ&,
)��(ⅵ)ov*ôȬ�ǄŌBn��]�<)(�İŪ+ov[�hMȬ&,Ȕ:=
)	Ğţ)ŘƱȩ@ţ�<�'7¾Ş�%	<� 
ŦǊǚ&,OxdA�ŦŪ+ǾƅÖĵ',Ƽ)<Öĵ@șĆ�<
*ȃä@Ň!�ɋ

ÉɅ­Öĵ*ǆǃ��J[}�Y�q�ILT\�Y�q�ILTPc�YƏĶ (Fig. 
1-1-2)@ňź'�%ŴȜ�<�'@ǃǀ'���3��Ɏƴò [OxdA(WT)]ɊǬ �
&)��üƼɊǬ (Ʈ*His320@�+Bufɋ*ǸŎ��üƼɊǬ)#	%7��=
�=+ɊǬƏĶ@ŴȜ���



 5 

 

 
 

Fig. 1-1-1  da~��ȧM}V[� 
 
 
 
 

 
Fig. 1-1-2  Compound I@¿ƶ��ɋÉɅ­Öĵ 

 
 

 
 
 
 



 6 

第二章 OxdA(H320D)の作成  

諸言 

 本論文の目的である野生型 OxdA[OxdA(WT)]と変異 OxdA の酸化還元反応触媒能を

比較する為に、変異型の OxdA を取得しなければならない。そこで、他のグループによ

る Myoglobin の研究内容(34-38)と、Chloroperoxidase の立体構造および作用機構(39-41)

と、先行研究により得られた oxdA の配列を元に、変異体 OxdA[OxdA(H320D)]の遺伝

子 配 列 を 作 成 し 、 プ ラ ス ミ ド pET24a(+) に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

pEToxdA(H320D)を作成した。Chloroperoxidase の活性中心を模した同変異体は、

Myoglobin の研究結果などから(42-43)、酸化還元反応触媒能の増強が期待される。 

 

実験材料 

1. 菌株 

Escherichia coli  DH10B 

Escherichia coli  BL21codonplus (DE3)RIL (Novagen) 

 

2. プラスミドベクター 

pET24a(+) 

 

3. 培地 

[2×YT 培地] 

 

Bacto tryptone   16 g 

Yeast extract   10 g 

NaCl     5 g 

up to MilliQ           1L 

 

調製後、オートクレーブによる滅菌を行った。 

 

 

[2×YT 寒天培地] 

 2×YT 培地に 1.5 %の粉末寒天を加えたものを用いた。 
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4.酵素 

・制限酵素 

Hind3(宝酒造) 

Xba1(宝酒造) 

 

・PCR 用酵素 

KOD-Neo DNApolymerase（東洋紡） 

 

・その他の酵素 

T7T DNA ligase(宝酒造) 

 

5. 緩衝液 

・酵素反応用緩衝液 

10×M buffer(宝酒造) 

10×K buffer(宝酒造) 

10×T7T DNA Ligase buffer(宝酒造) 

KOD-Neo buffer（東洋紡） 

KOD-Neo buffer Ver.2（東洋紡） 

 

・その他緩衝液 

[50×TAE buffer] 

 

 

 

 

 

 

[Big dye solution buffer] 

 

 

 

 

 

[1×Running buffer for SDS-PAGE] 

 

 

Tris     24.2  g 

Acetate     57.1  ml 

0.5 M EDTA (pH 8.0)  100  ml 

up to MilliQ     1 L 

Tris 4.895 g 

2 M MgCl2 0.5 ml 

up to MilliQ 100 ml(pH 8.0) 

 

Tris 15.1 g 

Glycine 94.0 g 

SDS 5.0 g 

Up to D.W. 5.0  L 
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[1 M リン酸カリウム buffer(KPB) (pH 7.0)] 

 

 

 

 

 

 

 

 

[2×pre sample buffer for SDS-PAGE] 

 

 

 

 

 

 

 

[2×sample buffer for SDS-PAGE] 

2×pre sample buffer for SDS-PAGE に 2-Mercaptoethanol を 1/4 量加えたもの（用

事調製）。 
 

6. 試薬 

・アガロース電気泳動用試薬 

[アガロースゲル] 

 計量した agarose が 1 %となるように 1×TAE Buffer を加え、オートクレーブによ

り溶解、ゲル板に流し込みコームを装着し固まったものを用いた。 

 

Ethidium bromide 

λ-EcoRⅠ/HindⅢ digest 

10×loading buffer(宝酒造) 

 

 

・酵素反応用試薬 

1 M K2HPO4 38.5 ml 

1 M KH2PO4 61.5 ml 

Total 100 ml 

250 mM Tris-HCl (pH 6.8) 25 ml 

Sucrose 5 g 

SDS 2 g 

Bromophenol blue 2 μg 

up to MilliQ 40 ml 
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dNTP(宝酒造) 

MgSO4（東洋紡） 

Big Dye terminater (Applied Biosystems) 

 

8. その他試薬・kit 

high di formamide (Applied Biosystems) 

Mag Extractor Genome（東洋紡） 

Mag Extractor PCR＆Gel Clean up（東洋紡） 

Mag Extractor-plasmid（東洋紡） 

X-gal 

NaOAc (pH 5.2) 

Ethanol 

kanamycin (Km) 

ampicilin (Amp) 

Chloramphenicol (Cm) 

IPTG  

5×Protein Assay CBB solution 

Bovine serum alubmin 

L-(+)arabinose 

Tetracycline 

 

 会社名が明記されてないものについては、全てナカライテスク、東京化成工業株式会

社、和光純薬から購入したものを用いた。 
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第 1 節 pET-oxdA(H320D)の作成 

 先行研究により得られた oxdA の配列を元に、変異体 OxdA[OxdA(H320D)]の遺伝

子 配 列 を 作 成 し 、 プ ラ ス ミ ド pET24a(+) に 挿 入 し 、 プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

pEToxdA(H320D)を作成した。 

 

方法 

a, PCR 増幅 

 pET-oxdA を鋳型に、T-GRADIENT（Biometra）を用いて PCR 増幅(44)を行い、oxdA 

(H320D)の 0~320D と、320D~353 のインサートを作成した。増幅の確認はアガロー

ス電気泳動により確認した。反応条件は Table 2-1-1、 Table 2-1-2、Table 2-1-3 に

示す。 

 プライマーは、 

sense 鎖  

 PR-OxdA(H320D)-S(5’-CGGCTGTACGACGAGGTATCGGTCTCGGAC) 

antisense 鎖 

 PR-OxdA(H320D)-AS(5’-GATACCTCGTCGTACAGCCGCAACTTTTTC) 

とした。 

 

Table 2-1-1 PCR mixtrure (sense) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 2-1-2 PCR mixtrure 2 (antisense) 

 

pET OxdA          10  ng 

T7P    1.5 μl 

H320D AS   1.5 μl 

neo 用 buffer   5   μl 

dNTP    5   μl 

10×KOD neo   5   μl 

25 mM MgSO4   3   μl 

up to MilliQ          50   μl 
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Table 2-1-3 タイムプログラム 

 

 

 

 

 

 

アニーリング温度である 55℃の他に 50℃、60℃に振って条件検討を行った。 
 

b. アガロースゲル電気泳動 

 サンプルに 10×loading buffer を 10 分の 1 量加えたものをアガロースゲルに充填し

泳動層にセット、30 分間電気泳動する。泳動層から取り出した後、0.1%ethidium 

bromide 溶液に浸し 10 分前後待ち、UV を照射し確認する。 

 

c. ゲル抽出 

 増幅した oxdA(H320D)遺伝子 (0~320D、320D~353)と、pET24a(+)プラスミド

ベクターをゲル抽出した。その際に Mag Extractor PCR＆Gel clean up（東洋紡）kit を

用いた。実験操作は以下の通りである。 

  [b]で増幅させた oxdA(H320D)と pET24a(+) (一番大きいバンド)の断片と共にア

ガロースゲル電気泳動し、切り出し細かくスライスし、同じエッペンドルフチューブに

入れた。200 μl の吸着液を加え、ゲルが完全に溶解するまで撹拌しながら室温に放置

した。15 μl の磁性ビーズを加え時々ボルテックスをしながら 2 分間室温に放置後、B/F

分離した。300 μl の洗浄液を加え 10 秒間ボルテックスし、B/F 分離した。1 ml の 75%

エタノールを加え 10 秒間ボルテックスを行い B/F 分離を行った。同様の操作をもう一

度行った後に、遠心エバポレーター(Micro Vac MV-100 株式会社トミー)を用いて５分

間乾燥させた。25 μl の滅菌水を加え 10 秒間ボルッテクス後 2 分間放置し、B/F 分離

30 cycles 

94℃ 2 min 

94℃ 30 sec 

55℃ 30 sec 

68℃ 1 min 

 4℃ 

pET OxdA          10  ng 

T7T    1.5 μl 

H320D S   1.5 μl 

neo 用 buffer   5   μl 

dNTP    5   μl 

10×KOD neo   5   μl 

25 mM MgSO4   3   μl 

up to MilliQ          50   μl 
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により上清を回収した。DNA 濃度や純度は Nano Drop ND-1000 分光光度計を用いて確

認した。 

 

d. ライゲーション 

 ゲルから抽出した pET24a(+)と、oxdA(H320D)混合液をライゲーション反応により

繋げた。Table 2-1-4 に示した反応溶液を用いて 16℃で終夜インキュベートした。 

 

Table 2-1-4 Ligation mixture 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

e. 形質転換（塩化カルシウム法） 

 ライゲーション産物により E. coli DH10B 株の形質転換を行った。実験操作は以下の

通りである。 

 コンピテンシーを高めた E. coli DH10B 株(OD600＝0.4 前後 100 μl –80 ℃保存)

に[f]で作製したライゲーション産物を 5 μl 加えた。0 ℃で約 1 時間静置後 45℃で 90

秒間インキュベート（ヒートショック）し、0℃で 5 分間放置した。750 μl の 2×YT

培地を加え 37℃で 2 時間インキュベート後、kanamycin（以下 Km）を終濃度 50 γ、

Chloramphenicol (以下 Cm)を終濃度 50 γ加えた 2×YT 寒天培地に適量プレーティン

グした。37℃で終夜培養後、生育したコロニーを pET24a(+)が導入され、かつ

oxdA(H320D)がインサートとして入っている形質転換体として取得した。 

 

f. プラスミド抽出 

 プラスミド抽出を Mag Extractor-plasmid（東洋紡）kit を用いて行った。形質転換体

を 2×YT 液体培地 5 ml に植菌し、OD600=1.0 前後になるまで 37℃で培養した。培養

液をエッペンドルフチューブに移し 6,000 rpm で 5 分間遠心分離し、上清を取り除い

た。150 μl の再懸濁液を加え 60 秒間ボルテックスし、150 μl の溶解液を加え五回

撹拌倒拌した後に氷上に５分間放置した。120 μl の中和液を加え再度五回撹拌倒拌し

氷上に 5 分間放置した。12,000 rpm 4℃で 5 分間遠心分離し、上清を新しいエッペン

p ET24a(+),oxdA(H320D)混合物 0.5 μg 

10×T4 DNA ligase buffer 2     μl 

T4 DNA ligase 0.5     μl 

up to MilliQ 20     μl 
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ドルフチューブに移した。500 μl の吸着液、30 μl の磁性ビーズⅡを加え 60 秒間ボ

ルテックスし、B/F 分離を行った。次に、720 μl の 70%エタノールを加え 30 秒間ボ

ルテックスを行い B/F 分離した。同様の操作をもう一度行なった後に、500 μl の

99.5%エタノールを加え 30 秒間ボルテックスし、B/F 分離を行った。遠心エバポレー

ターにより 15 分間乾燥させ、50 μl の滅菌水を加え 60 秒間ボルテックスした。12,000 

rpm で 5 分間遠心分離した後に B/F 分離により上清を回収し、プラスミド DNA 抽出液

とした。DNA 濃度や純度は Nano Drop ND-1000 分光光度計を用いて測定した。 

 

g. 配列の確認 

 DNA 塩基配列測定用の反応溶液を Table 2-1-5 のように調製し、Table 2-1-6 に示す

反応を行った。その後、以下に示すような塩基配列測定のための前処理を行った。 

 3 M の NaOAc(pH 5.2)を 1 μl 加えよく混ぜ、よく冷えた 99.5%エタノールを 27.5 

μl(2.5 倍量)加え、ピペッティングし室温で２時間放置した。15,000 rpm 4℃で 15 min

遠心分離し上清を完全に取り除いた。75 %エタノールを 490 μl 以上加え軽く撹拌倒

拌した後 15,000 rpm 4℃で 1 分間遠心分離を行った。同様の操作をもう一度行った後

に、5 分間遠心エバポレーターにより乾燥させた。high di formamide を 15μl 添加し、

ピペッティングを 20 回以上し、ボルテックスした。その後 95℃ 2 分間 boil し、氷上

で急冷した。塩基配列測定用 96well reaction plate(applied Biosystems)にアプライし、

ABI PRISM 310(Applied Biosystems)により配列を解析した。 

 

Table 2-1-5 sequence mixture 

 

 

 

 

 

Sequencing mix は Big dye terminater(Applied Biosystems)50 μl と Big Dye 

solution buffer 75 μl を混合したもの。 

primer は pET24a(+)のマルチクローニングサイトの外側の配列である 

HindⅢ(5’-AAGCTT)と XbaⅠ(5’-TCTAGA)を用いた。 

 

Table 2-1-6 タイムプログラム 

 

 

 

Sequencing mix 2.5 μl 

peT-oxdA(H320D) 0.1 μg 

primer (1.6 pmol/μl) 1 μl 

up to MilliQ 10 μl 

Hot start 

96℃ 2min 

96℃ 10sec 

50℃ 5sec 

60℃ 4min 

 4℃ 

20 cycles 
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結果 

 Chloroperoxidase の立体構造を参考に設計した、変異体 OxdA[OxdA(H320D)]の遺

伝子をプラスミド pET24a(+)に挿入し、プラスミドベクターpEToxdA(H320D)の作成

に成功した。 
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ǟ 3Ǟ� CatalaseƏĶ+ŴȜ 

ȦȚ 

� Catalase, H2O2@ƅ'ɋǬ*»Ș�<Öĵ (Ĥ 1)@șĆ�<ovɊǬ&�<� 

� �  

� Catalase Öĵżŷ+ȡǭ,ċ²*ȘŞ�=%,	)	��3 ¥+ov (Native)'
Compound I'+ɔ&ȋ?=<�ƁɜÖĵ&�<�'�¾Ş�%	< (Fig. 3-1-1)� 

 
Fig. 3-1-1  Catalase+Öĵżŷ 

 
� ǟ�+ H2O2»ć� Catalase +ƏĶ�Ĵ.±<'�ov�ȸ*Ĉï�<Ƀ�+i
V]U� (His)��Ȅɋ÷ôșĆ'�%«��H2O2 
:n�a�@ĥ�Ł��ov

ɑ'ɀɋ�Æ¡@ĩĻ�<��+Į�ɀɋ�Æ¡+ɋǬɶɋǬǱÝ�DI�ǀ*ɓ

ȏ��Compound I'ƅ»ć�ƴĻ�< (Ĥ 2)� 
  ǲ	%�ǟ�+ H2O2»ć�ɢć¤�¡'�%«��Compound I@Ʌ­�%�ƅ
'ɋǬ»ć@Þş*ƴĻ�< (Ĥ 3)'Ǻ�:=%	<� 

� � � � � � �  
� Catalase ,�H2O2»ć@ƓȪ�% 3 ¥+ov (Native)
: Compound I ' H2O
»ć@ƴĻ�<Öĵ (Ĥ 2)'�H2O2»ć� Compound I@ 3¥+ov (Native)*Ʌ
­�%H2O'O2»ć@ƴĻ�<Öĵ (Ĥ 3)& 1 [��I�g��<�Ǳů'�%�
Catalase, (Ĥ 1)+Öĵ@șĆ�<� 
� Catalase+ÖĵȽģ,ɤğ*Ŝ��ǭȈ+Ň# Catalase*�	%,��+ŢĀȽ
ģ, 1 ǔɔ* 54,000 
: 833,000 ê7+[��I�g�@Ǐ�� 
  OxdA(WT)�9- OxdA(H320D)+ CatalaseƏĶ+ţƧ+ŴȜ*��;�ôȬ&�
< H2O2+ƙĕ@�=ȁ¡�Ň# 240 nm +á×@ƛČ�<�'*9;Ŵº@ȟ4�
Öĵ&ƴ�<ɋǬ+úÆ@ɋǬɢŶ*9;Ŵº@ȟ4�� 



 16 

ǟ 1Ǥ� ɊǬǨȐ 

ȦȚ 

� CatalaseƏĶ+ŴȜ*ƶ	<�6*�OxdA+ɰǫģǨȐ@ȋ"�� 
 
čɯŧŖ 
1. ȈŲ 
 
   Escherichia coli BL21codonplus (DE3) RIL (Agilent Technologies, California, 
�  USA) 
 
2. n}VubpM[� 
 
   pET-oxdA(29) 

   pET-oxdA(H320A)(29) 

   pET-oxdA(H320D) (ǟ 2ǞɸǤ) 
 
3. óð 
 
 � 2×YTóð 
 
 
 
 
 
�  ȤȐĮ�I�aM��m*9<ƟȈ@ȋ"�� 
 
  2×YTđāóð 
� � 2×YTóð* 1.5%+ǧťđā@Æ��7+@ƶ	�� 
 
 
 
 
 
 

Bacto tryptone 16 g 
Yeast extract 10 g 
NaCl 5 g 
up to H2O 1 L 
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4. ǵȌƔ 
 
� 1×Running buffer for SDS- PAGE 
 
 
 
 
 
 
� 1 M~�ɋJ~Ev buffer (KPB) (pH 7.0) 
  

 
 
 
 
� 2×pre sample buffer for SDS-PAGE 
 
 
 
 
 
 
 
� 2×sample buffer for SDS-PAGE 
    2×pre sample buffer for SDS-PAGE* 2-Mercaptoethanol@ 1/4ɏÆ�� 
  7+ɴƶ�ȤȐɵ� 
 
 
� Potassium chloride (KCl) (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ��ɇ) 
� Ammonium sulfate (ǍɋB�xdEv) (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
 
 
 

Tris 3  g 
Glycine 19  g 
SDS 1  g 
up to D.W. 1  L 

1 M K2HPO4 38.5  ml 
1 M KH2PO4 61.5  ml 
Total 100  ml 

250 mM Tris-HCl (pH 6.8) 25 ml 
Sucrose 5 g 
SDS 2 g 
Bromophenol blue 2 μg 
up to MilliQ 40 ml 
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5. ȟȊ 
 

SDS-PAGEƶȟȊ 
 

  12% Resolving gel solution(45) 
MilliQ 15.7  ml 
30% acrylamide mix 20.8  ml 
1.5 M Tris-HCl (pH 8.8) 12.5  ml 
10% SDS 0.5  ml 
10% APS 0.5  ml 
TEMED 0.02  ml 
Total 50  ml 

 
  5% Stacking gel solution 

MilliQ 6.8  ml 
30% Acrylamide mixture 1.7  ml 
1.0 Tris-HCl (pH 6.8) 1.25  ml 
10% SDS 0.1  ml 
10% APS 0.1  ml 
TEMED 0.01  ml 
Total 10  ml 

 
 
P�¢ȐřƉ 
� 12% Resolving gel solution@P�Ŭ*Ɛ�ȷ4�ɫæ Butanol@Ʉɏɍę�%
Ǫ 30»ɔí3<3&ĎƚőǸ�<�ɫæ Butanol@Ø;ɛ	�Į* 5% Stacking 
gel solution @ɍę��Q�v@±=%Ǫ 1 şɔĎƚőǸ�% SDS-PAGE ƶ
polyacrylamide gel@¢Ȑ��� 
 

� 30% acrylamide mixture 
  
 

 
�  

Acrylamide 73 g 
N, N’-Methylenenisacrylamide 2 g 
Up to MilliQ 250 ml 
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ŰȅƔ 

Methanol 450  ml 
Acetate 90  ml 
CBB R-250 2.5  g 
up to MilliQ 1  L 

 
� ǾȅƔ 
 
 
 
 
6. �+�ȟȊ 
 
� Kanamycin (Km) (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
� Chloramphenicol (Cm) (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
� IPTG (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
� 5 × Protein Assay CBB Solution (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
 
řƉ 
 

a. ĩȬȱŎɴ÷ÉJ�TEvƉɵ 
� Ś* pET24a(+)* B23Ų+ oxdAD�R�aɈ¼�ǯ4ȷ3=%	<
pET-oxdA(29)�pET-oxdA(H320A)(29)7��, pET-oxdA(H320D)@ƶ	%�E. coli 
BL21codonplus (DE3)RIL Ų+ĩȬȱŎ@ȋ"��čɯŐ¢,��+ȼ;&�<� 

� � E. coli BL21codonplus (DE3)RIL Ų+Q�k_�aX�* pET-oxdA�
pET-oxdA(H320A)7��, pET-oxdA(H320D)@Æ���0℃&Ǫ 1 şɔɣǸĮ�
45℃& 90ǔɔD�Lzp�aɴi�aT|^Mɵ��0℃& 5»ɔőǸ���750 
μl+ 2×YTóð@Æ� 37℃& 2şɔD�Lzp�aĮ�Km@Ǯƣģ 50 γ�Cm
@Ǯƣģ 30 γÆ�� 2×YTđāóð*Ʉɏn��_C�N���37℃&Ǯÿóɬ
Į�ƴǻ��ĩȬȱŎ¡@k^MB^n��� 

 
b. óɬ�ƧǭǼłºƔ+ȤȐ 
� ĩȬȱŎ¡@ Km 50γ' Cm 30γ@Æ�� 5 ml+ 2×YTƔ¡óð& 37℃�12

Methanol 450  ml 
Acetate 90  ml 
up to MilliQ 1  L 
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şɔóɬ��ÞŸ+ŀƴƭȬ@Æ�� 500 ml+ 2×YTƔ¡óð (2 LñÚl}VQ)
* 1%ųȈ���37℃& 2 şɔóɬĮ*Ǯƣģ 0.1 mM *)<9
* IPTG @Æ
��16℃& 3śɔóɬ����=@ 2 LñÚl}VQ& 12 Ŧ�6 Lóɬ@ȋ"�� 
� OxdA@ɰƾƱ���ĀǿȈóɬƔ@ 500 mlɃƈǣ*Æ��6,000 rpm�4℃&
10»ɔɃĴ»ɠ�Ȉ¡@ê×���Ȉ¡* 0.01 M KPB (pH 7.0) 100 ml@Æ�ĺ
Ƣ��6,000 rpm�4℃&ɃĴ»ɠ��Ƙ@ɛÔ��-80℃&§Ĉ���Ȉ¡ǌǋş
*,�Ǫ 40 g+Ȉ¡*Ē� 0.1 M KPB (pH 7.0)@ǳɏ� 240 mL*)<9
*Æ
�%ĺƢ��INSONATOR 201M (ŲĤ�Ǒ�§ƷȐ¢ľ�ū�)@ƶ	%ȮɦƊǌ
ǋ���ǌǋĮ�9,000 rpm�4℃& 30»ɔɃĴ»ɠ���Ƙ@ƧǭǼłºƔ'�
%ê×��� 

 
c. ǍɋB�xdEv»ƺ 
� � ǍɋB�xdEv&»ƺ@ȋ	�30-65%ǍĊ»ƺR�n�@ê×��� 
�   ı:=�ƧǭǼłºƔ@Ɔ�&·8��j�J�*Ƌ��tNe]^MV[�
}�@ƶ	%ŏń��pH@ȤŔ�)�:ǍɋB�xdEv@į�*Æ��30%ɫ
æǍĊƞƔ'����+33 30»ɔŏń��Į�2şɔƆ�&őǸ����+R
�n�@ 13,000 rpm�4℃& 15»ɔɃĴ»ɠ���Ƙ'ƈƂƭ*»��� 
  ı:=��Ƙ+ pH @ȤŔ�)�:�65ɳɫæ*)<9
*ǍɋB�xdEv
@į�*Æ��ɃĴĮ+ƈƂƭ@ 30-65%ɫæǍɋB�xdEv»ƺR�n�'�
�� 
 

d. Ȼŭ 
� [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ c ] &ı:=�R�n�*,Āɏ*÷�à3=%	<�6�
�ɘ*ȋ
ƏĶƛČ8 SDS-PAGE +Ő¢@ɗď�%�3
��=@ɖ��6*Ȼ
ŭ@ȋ"�� 
� ı:=�ƈơ@ 0.1 M KPB (pH 7.0)*ƞ
��I�aM��m¹Ʋ*9;N~X
���8§ĈÁ@ɛÔ��ȻŭȀɴ\DB}DTVw�m���æ°ǫȊɵ*±=�

·Ò�� 10 mM KPB (pH 7.0)�R�n�ɏ*Ē�% 100¨ɏ��±"�j�J�
*±=��4℃��+ ƚ�&V[�}�*9;ŏń�)�: 2şɔ��Ȼŭ���
ýƔ@Ŋ%�Ř�	 10 mM KPB (pH 7.0)@Þ�ɏ �Æ��ÞŸ*ŏń�)�:
ɹşɔ��Ȼŭ���Þ�Ő¢@7
�ģǷ;ȹ��ȻŭĮR�n�'��� 
 

 
e. DEAE-Sephacel 
� � [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ d ] &ı�R�n�@DEAE-Sephacel (GE Healthcare UK 
Ltd.)*9;ǨȐ���řƉ�ƞºũ�, Table 2-1-1*Ɲ��� 
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Table 2-1-1  DEAE-SephacelJ}vƞºũ� 

J}v : DEAE-Sephacel ɴI�n�J}vɵ 
J}vĐɏ (CV)  : 200 ml 
ƞºũ� : 0-0.5 M KCl in 10 mM KPB (pH 7.0) / 5 CV~dBN}UF�a 
ƐȽ : 1.2 ml/min 

 
� 1 M KCl in 10 mM KPB (pH 7.0)*9<Ń¡+ wash�10 mM KPB (pH 7.0)*9<
ġȍÉ+Į*R�n�@Bn}D��1.5 CV+ 10 mM KPB (pH 7.0)*9;ɤƮƼ
ǀ[�hMȬ@ɛÔĮ�ƞºũ�*9;~dBN}UF�aƞº���ƞºũ�&

+ƞºƔ@�l}MT|� 10 ml�#l}MT|�Q�M[�*9;ê×��� 
 

f. SDS-PAGE 
� [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ e ] &ı�ƞºĮ+l}MT|�@ 10 μl�#ê×��G^
0�b�l]z�m*±=���=�=* 2×sample buffer for SDS-PAGE@Ǡɏ
Æ��7+@ɼ»ɔƜƩ���ƌÈŹ*X^a�� SDS-PAGEƶ poly acrylamide 
gel*ƜƩĮ+R�n�@Ü 7 μl�#®ø��40 mAČɢƐ& 45»ɔɢƄƌÈ�
��ƌÈŹ
:Ø;º�P�@ŰȅƔ*ƒ�% 10 »ɔŉǂ��ŰȅƔ@Ŋ%��
�+Į,ǾȅƔ@ƶ	%Ǿȅ�=<3&ÞŸ+Ő¢@ȋ"��t�J�'�%

LMW (GE Healthcare UK Ltd.)@ƶ	�� 
 

g. ǍɋB�xdEvƈơ�Ȼŭ 
� SDSɶPAGE Į+Ǳů
:Ąɟ[�hMȬ�ĕ)	l}MT|�@ɞ6�Į*�
ƣǶ+�6*ǍĊƈơ���R�n�@Ɔ�*�	�j�J�*Ƌ��tNe]

^MV[�}�@ƶ	%ŏń��pH @ȤŔ�)�: 70%ɫæ*)<9
*ǍĊ
@į�*Æ����+33 30»ɔŏń��Į�2şɔƆ�&őǸ����+R�
n�@ 13,000 rpm�4℃& 15 »ɔɃĴ»ɠ��ƈơ@ê×���ê×R�n�
@�[ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ ɽ ]*Ɲ��Ő¢&Ȼŭ@ȋ"���Ȼŭ¯g^lA−
@ƽƅJ}v*
�<�6* 20%ɫæǍĊ in 10 mM KPB (pH 7.0)'��� 

 
h. Butyl-Toyopearl 650M  
  � [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ g ] &ı�R�n�@�Butyl-Toyopearl 650M (ūZ�ŲĤ
�Ǒ�ū�)*9;ǨȐ���I�n�J}v@ƶ	�ǨȐ@ȋ	�ƞºũ�,
Table 2-1-2*Ǐ��� 
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Table 2-1-2  Butyl-Toyopearl 650MJ}vƞºũ� 

 
�   10 mM KPB (pH 7.0)*9<Ń¡+ wash�20%ɫæǍĊ in 10 mM KPB (pH 7.0)
*9<ġȍÉ+Į*R�n�@Bn}D��1.5 CV + 20%ɫæǍĊ in 10 mM 
KPB (pH 7.0)*9;ɤáǆ[�hMȬ@ɛÔĮ�ƞºũ�*9;~dBN}UF
�aƞº���R�n�Bn}DĮ,²%+ƞºƔ@ 1l}MT|� 10 ml�#
l}MT|�Q�M[�*9;ê×��SDS-PAGE [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ ɾ]@ȋ
"�� 

 
i. ǍɋB�xdEvƈơ�Ȼŭ 
� [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ h ] &ı�R�n�@ƣǶ�Ȼŭ���řƉ,[ǟ 3Ǟ ǟ 1 
 Ǥ řƉ ɽ ] *Ɲ��� 
 
j. RESOURCE Q 
�  [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ i ] &ı�R�n�@�RESOURCE Q (GE Healthcare UK 
Ltd.)*9;ǨȐ���AKTA (GE Healthcare UK Ltd.)@ƶ	�ǨȐ@ȋ	�ƞºũ
�, Table 2-ɸ-ɺ*Ǐ��� 

 
Table 2-1-3  RESOURCE QJ}vƞºũ� 

 
  1 M KCl in 10 mM KPB (pH 7.0)*9<Ń¡+ wash�10 mM KPB (pH 7.0)*9<
ġȍÉ+Į*R�n�@Bn}D��5 CV+ 10 mM KPB (pH 7.0)*9;*9;ɤ
ƮƼǀ[�hMȬ@ɛÔĮ�ƞºũ�*9;~dBN}UF�aƞº���R�n

�Bn}DĮ,²%+ƞºƔ@l}MT|�Q�M[�*9;ê×��SDS-PAGE 
[ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ ɾ]@ȋ"�� 

 
k. əý>ɀ 
� Amicon Ultra-15 30k NMWL (w�MŲĤ�Ǒ�ū�)@£ƶ�%�R�n�+ƣ

J}v : Butyl-Toyopearl 650MɴI�n�J}vɵ 
J}vĐɏ (CV) : 200 ml 
ƞºũ� : 20-0%ɫæǍĊ 10 mM KPB (pH 7.0) / 5 CV ~dBN}UF�a 
ƐȽ : 1.3 ml/min 

J}v : RESOURCE QɴAKTAɵ 
J}vĐɏ (CV) : 6 ml 
ƞºũ� : 0-0.5 M KCl in 10 mM KPB (pH 7.0) / 5 CV ~dBN}UF�a 
ƐȽ : 2.5 ml/min 
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Ƕ'Ǿ÷@ȋ"�� 
  Amicon Ultra-15 30k NMWL,�£ƶÀ*´Ɇ@G[f��' MilliQ&ƍƑ@ɹ
ê�#ƍƑ��MilliQ@ 3,000 g�4℃& 10»ɔɃĴ»ɠ�<Ő¢@ 2êȋ"�� 
� [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ j ] &ı�R�n�@ Amicon Ultra-15 30k NMWL*Ƌ��
4,500 g� 4℃& 15»ɔɃĴ»ɠ�<Ő¢@ȋ"��ƣǶ�Ǿ÷�ċ���Į*�
R�n�+ġȍÉ+�6* 1 mM KPB (pH 7.0)@ɄɏÆ��Į*�µ- 4,500 g�
4℃& 15»ɔɃĴ»ɠ�<Ő¢@ 2êȋ	�ǳɏ� 5 ml��*)<9
*��� 

 
l. CHT Type1  
� [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ k ]&ı�R�n�@�CHT Type1 (gDI�}^b }r}
a~�WŲĤ�Ǒ�ū�)*9;ǨȐ���AKTA@ƶ	�ǨȐ@ȋ	�ƞºũ�,
Table 2-ɸ- 4*Ǐ��� 

 
Table 2-1-4� CHT Type1J}vƞºũ� 

 
 

 
 
 
� 500 mM KPB (pH 7.0)*9<Ń¡+ wash�1 mM KPB (pH 7.0)*9<ġȍÉ+Į
*R�n�@Bn}D��5 CV+ 1 mM KPB (pH 7.0)*9;*9;ɤƮƼǀ[�
hMȬ@ɛÔĮ�ƞºũ�*9;~dBN}UF�aƞº���R�n�Bn}D

Į,²%+ƞºƔ@l}MT|�Q�M[�*9;ê×��SDS-PAGE [ǟ 3Ǟ ǟ
1Ǥ řƉ ɾ] @ȋ"�� 

 
m. əý>ɀ 
� [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ i ] &ı�R�n�@əý>ɀ*9;ƣǶ�Ȼŭ���řƉ
,[ǟ3Ǟ ǟ1Ǥ řƉ k ] *Ɲ����R�n�+ġȍÉ*,50 mM KPB (pH 7.0)
@£ƶ��� 

 
n. Hi Load 16/60 Superdex200 prepgrade 
� [ǟ 3 Ǟ ǟ 1 Ǥ řƉ m ] &ı�R�n�@�Hi Load 16/60 Superdex200 
prepgrade (GE Healthcare UK Ltd.)*9;ǨȐ���AKTA@ƶ	�ǨȐ@ȋ	�
ƞºũ�, Table 2-1-5*Ǐ��� 

 
 

J}v : CHT Type1 ( AKTA ) 
J}vĐɏ (CV) : 5 ml 
ƞºũ� : 1-100 mM KPB (pH 7.0) / 5 CV ~dBN}UF�a 
ƐȽ : 1 ml/min 
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Table 2-1-5� Hi Load 16/60 Superdex200 prepgrade 

 
� MilliQ*9<Ń¡+ wash�150 mM KCl in 50 mM KPB (pH 7.0)*9<ġȍÉ+
Į*R�n�@Bn}D��ÞǵȌƔ&ƞº���R�n�Bn}DĮ,²%+

ƞºƔ@l}MT|�Q�M[�*9;ê×��SDS-PAGE [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ ř
Ɖ ɾ]@ȋ"�� 

 
o. əý>ɀ 

 [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ n ] &ı�R�n�@əý>ɀ&ƣǶ�Ǿ÷���řƉ 
  [ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ řƉ k ] *Ɲ���ƣǶ�Ǿ÷Į+R�n�,�100 μl+ 100 
  mM KPB (pH 7.0)@Æ��Į*ê×��-80℃&§Ĉ��� 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

J}v : Hi Load 16/60 Superdex200 prepgradeɴAKTAɵ 
J}vĐɏ : 120 ml 
ƞºũ� : 150 mM KCl in 50 mM KPB (pH 7.0) / 1.5 CV DZM}_C^M 
ƐȽ : 0.5 ml/min 
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Ǳů 

 

� ǨȐĮ+ SDS-PAGE +Ǳů
:�OxdA +BufɋɈ¼
:+ōČ»ćɏ 
(40.127) '�Ȃ��Ï�+g�b@ǎȢ�� (Fig. 3-1-1)��+ǨȐ OxdA �9-
OxdA(H320D)' OxdA(H320A)@ƶ	%�CatalaseƏĶ+ŴȜ@ȋ"�� 
 
            (kDa)      H320A  H320D WT 

� � � � �  

 
Fig. 3-1-1 ǨȐĮ+ OxdA(WT)�OxdA(H320D)�OxdA(H320A)+ SDS-PAGE 

 
 
 
 
 
 
 
 

OxdA 
40 kDa 
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ǟ 2Ǥ� CatalaseƏĶ+ƛČ (A240ƛČƉ) 

ȦȚ 

� ǟ 1Ǥ&ǨȐ�� OxdA@ƶ	%�H2O2@ôȬ'�� CatalaseƏĶ+ƛČ@ȋ"
��H2O2� Abs240*á×Ɗɒ@Ň#�'@¿ƶ��CatalaseÖĵƔ�+ H2O2@Č

ɏ��� 
 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA (ǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+) 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. CatalaseÖĵȟȊ 

30% H2O2 (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 

řƉ 

a. [�hMȬƣģ+ƛČ 
� ǨȐ OxdA (WT, H320D, H320A)@m}^blH�bƉ*9;ƛČ��� 
G^q�b�l]z�m* 790 μl+MilliQ' 10 μl+ 100¨ĞɌ��R�n�@
Æ�ȱ©ŏń���5 × Protein Assay CBB Solution@ 200 μlÆ��µģ�ȱ©
Ɩæ� 15»
: 30»ɣǸ���Q�a���'�%�800 μl+ MilliQ' 200 μl
+ 5 × Protein Assay CBB Solution@Æ��ȱ©ŏńĮ�ÞşɔɣǸ��� 
� �+Į�»°°ģț UV-1700 (ŲĤ�Ǒ ěƎȐ¢ľ��ɇ)*9; Abs595+ª

@ƛČ����:
�6 BSA ƞƔ*9;¢Ȑ�%�	�ŴɏǴ@ô*�[�h
MȬƣģ@Ǣº��� 
 

b. CatalaseƏĶ+ƛČ 
� � ôȬ&�< H2O2ƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ (4 μM)@ 50 μl'�Ÿ� 
� )ƣģ+ H2O2ƞƔ 150 μl&ƖÝ��²Đɏ� 200 μl&ɊǬÖĵ@ȋ"�� 
� � ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% 4/3¨*ȤȐ��� 
� � ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş*Ǯƣģ� 100 mM*)<9
* 1 M KPB (pH  
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  7.0)@Æ��ȤȐ��� 
� � H2O2ƞƔ@ 150 μl@G^q�]z�m*';�20℃&ɺ»ɔ�À§ƚ��� 
  �+Į�H2O2ƞƔ@ǉȆX�*ǖ��»°°ģț UV-1700*X^a��ɊǬƞ 
  Ɣ@ƗÆ�%Öĵ@ɓą���Abs240+ƛČ@�0.5ǔɔɝ& 5»ɔȋ"�� 
� �  
� � ÖĵƔ+ǯĻ�9-ũ�@ Table 2-2-1 *Ǐ��� 
 

Table 3-2-1  CatalaseƏĶƛČ 1 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 10  mM 
OxdA 4  μM 
Total  200  μl 

 

c. ƃƏĶ (Specific activity)+Ǣº 
  H2O2*Ē�<ŴɏǴ@¢Ȑ���+ŴɏǴ@ô* H2O2+ƙĕɏ@Ǣº��� 
� 1 unit (U)+Čǹ,��ȝÖĵũ�*9; 1»ɔ* 1 μmol+ H2O2@ƙĕ��<

ɊǬɏ'���ƃƏĶ,�U/ mg&Ȏ��� 
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Ǳů 

� Catalase ƏĶ@ƛČ��Ǳů�ôȬ&�< H2O2+»Ș@Ǐ� Abs240+ƙĕ@Ŵ

º�� (Fig. 3-2-1)��+�'
:�OxdA� CatalaseƏĶ@ţ�<��½6%Ǐç
�=�� 
� �
��ÞřƉ&,ĸģ� ��OxdA +Ħ	 Catalase ƏĶ+ȡǭ)Șŭ@ȋ

��ºŪ)
"��3��Öĵ+ÀĮ+ÖĵƞƔ+VqMa�@ƛČ��'�>�

(240 nm@à5)OxdAȁ¡+á×�ĀĠ*ƙĕ�%�; (Fig 3-2-2)�240 nm+ƙĕ
,�Catalase+ôȬ&�< H2O2+»Ș@ǄŌǏ�7+&,)	�'�»
"���

+�'
:�ÞƏĶƛČřƉ&,�OxdA + Catalase ƏĶ@ƛČ&�)	��?

"�� 
 
 
 

 
Fig. 3-2-1  OxdA+ CatalaseƏĶƛČ 
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Fig. 3-2-2  OxdA+ CatalaseÖĵƞƔ+VqMa� 
ÖĵÀ(ǌǴ)�Öĵɺ»Į(čȰ) 
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ǟ 3Ǥ� CatalaseƏĶ+ƛČ (ɋǬɢŶƉ) 

ȦȚ 

� ǟɹǤ+ H2O2+á×&�< A240@ƛČ�<ĿƉ&,�OxdA +Ħ	 Catalase Ə
Ķ@ƛČ�<��&�)
"����&�ɋǬɢŶ@ƶ	 CatalaseÖĵ*9;ƴ�
<ɋǬ@Čɏ�<�'&�OxdA [OxdA(WT)]��9-�+üƼ¡[OxdA(H320A)�
OxdA(H320D)]*#	%�CatalaseƏĶ+ƛČ@ȋ"��3��Ÿ�) H2O2ƣģ&

ƏĶƛČ@ȋ	��=�=+ CatalaseƏĶ+Le_C^Mh}w�[�@Ǣº��� 
 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA (ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+) 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. CatalaseÖĵȟȊ 

30% H2O2 (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 

4. ɋǬɢŶ (Hansatech Inst. Ltd) 
 

řƉ 

a.[�hMȬƣģ+ƛČ 
� ǨȐ OxdA@m}^blH�bƉ*9;ƛČ��� (ǟ 3ǞǟɹǤ� řƉ@Õ
ƪ) 

 
b.CatalaseƏĶ+ƛČ 
� � ôȬ&�< H2O2ƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ (2 μM)@ 200 μl'�Ÿ� 
� )ƣģ+ H2O2ƞƔ 800 μl&ƖÝ��²Đɏ� 1000 μl&ɊǬÖĵ@ȋ"�� 
� � ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% 5/4¨*ȤȐ��� 
� � ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş*Ǯƣģ� 100 mM*)<9
* 1 M KPB (pH  
  7.0)@Æ��ȤȐ��� 
� � H2O2ƞƔ@ 800 μl @ɋǬɢŶ+X�*';�30℃&ɺ»ɔ�À§ƚ��ɋǬ
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ɏ+ĊČ@ĭ"�� 
  �+Į�ɋǬɏ+ƛČ@ɓą��ɺɷǔ�"�şƥ&�ɊǬƞƔ 200μl @X�*
ǖ��Öĵ@ɓą��� 
� �  
� � ÖĵƔ+ǯĻ�9-ũ�@ Table 3-3-1 *Ǐ��� 
 

Table 3-3-1  CatalaseƏĶƛČ 2 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 10~400  mM 
OxdA 0, 2  μM 
OxdA(H320D) 0, 0.5 μM 
OxdA(H320A) 0, 1 μM 
Total  1000  μl 

 

d. ƃƏĶ (Specific activity)+Ǣº 
� 1 unit (U)+Čǹ,��ȝÖĵũ�*9; 1»ɔ* 1 μmol+ H2O2@ƙĕ��<

ɊǬɏ'���ƃƏĶ,�U/ mg&Ȏ��� 
 

 
Fig. 3-3-1  OxdA(WT, H320D, H320A)+ CatalaseƏĶƛČ 

OxdA(WT) (A)�OxdA(H320D) (B)�OxdA(H320A) (C) 
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e. Le_C^Mh}w�[�+ƇČ 
� Üǘ OxdA (WT, H320D, H320A)*#	%�Ÿ�)ƣģ+ H2O2@ƶ	�ƏĶƛ

Č@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 3Ǟ� ǟ 3Ǥ řƉ b]*Ɲ��� 
� ı:=�ƃƏĶ@ Sigma Plot&Șŭ��Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��� 

 

 
Fig 3-3-2 ABTS@ôȬ'�� OxdA(WT, H320D, H320A)+ peroxidadseƏĶ+u

JG�Vw�_�Ĥ 
OxdA(WT) (A)�OxdA(H320D) (B)�OxdA(H320A) (C) 
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Ǳů 

� CatalaseƏĶ@ƛČ��Ǳů�Ƶƭ&�< O2+ƴƵ@Ŵº�� (Fig. 3-3-1)��
+�'
:�ÞƏĶƛČƉ*�	%7 OxdA + Catalase ƏĶ�Ȣ6:=��3��
Ÿ�) H2O2ũ��&�ƏĶƛČ@ȋ	�OxdA+ CatalaseƏĶ+Le_C^Mh}
w�[�@ƇČ��Ǳů (Fig 3-3-2)�OxdA+ CatalaseƏĶ+ Vmax, 1.9 U/mg�
Km, 22 mM');�ŚĈ+CatalaseœÌ¨~œ�¨ȿ	Ǳů')"� (Table 3-3-2)� 
� #$	%�Chloroperoxidase+ŷȾ@ÕǺ*¢Ļ��ɋÉɅ­ƏĶħÉòüƼ¡�
OxdA(H320D)*#	%�Catalase ƏĶ@ŴȜ��Ǳů�ÞƏĶ+Ŵº*ĻÅ���
�:*�Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��'�>�Vmax, 69 U/mg�Km, 29 mM
');� Vmax,Ɏƴò OxdA [OxdA(WT)]+ 30¨��ɰ��ƏĶ+úħ@ǎȢ���
�ř�Km , OxdA(WT)'�3;ü?:��ôȬ'+ȖæĶ+ĝ,�3;)
"�
(Table 3-3-2)� 
� ŢĮ*OxdAŦŪ+șĆƏĶ&�< AldoximedehydrataseƏĶ@Ň�)	üƼ¡�
OxdA(H320A)*#	%�Catalase ƏĶ@ŴȜ��Ǳů�ÞƏĶ+Ŵº*ĻÅ���
�:*�Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��'�>�Vmax,2.7 U/mg�Km,2.3 mM
');� Vmax, OxdA(WT)*ƃ/ĕ�ɰ	Ǘģ*)"���ř�Kmª, OxdA(WT)
8 OxdA(H320D)9;Ǫɸɷ¨ ��ôȬ'+ȖæĶ��ŝ���'�ǎȢ�=�
(Table 3-3-2)� 
 

Table 3-3-2  OxdA (WT, H320D, H320A)+ CatalaseƏĶ 
Enzyme Km (mM) Vmax (units/mg) kcat (s-1) kcat/ Km (s-1 mM-1) 

OxdA(WT)      22 ± 4       1.9 ± 0.1     1.3 ± 0.1         0.057 

OxdA(H320D)      29 ± 4     69 ± ４   46 ± 3         1.6 

 

 

 

 

OxdA(H320A)        2.3 ± 0.2       2.7 ± 0.1     1.8 ± 0.0         0.80 
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ǟ 4Ǟ� PeroxidaseƏĶ+ŴȜ 

ȦȚ 

� ǟ 3 Ǟ& OxdA + Catalase ƏĶ�Ȣ6:=��'
: Peroxidase ƏĶ+ŴȜ@
ȋ"�� 
� Peroxidase,(Ĥ 1)+Öĵ@șĆ�<ɊǬ&�<� 

 

  �+Öĵżŷ,�Catalase 'ÞŸ* H2O2*9< Compound I +ĩĻ
:ą3< 
(Ĥ 2)�Compound IĩĻĮ�Compound I�ôȬ@�ɢćɋÉ�% Compoud II @
ĩĻ� (Ĥ 3)��:* Compoud II�ôȬ@�ɢćɋÉ�% Native+ƯĹ.Ľ< (Ĥ 
4)�2Ɓɜ+ÖĵɀǗ& 2»ć+ SH2 (ôȬ)��ɢćɋÉ�=�ɹ»ć+ SH�')
<�(Fig. 3-1) 

 

 

Fig. 3-1  Peroxidase+Öĵżŷ 
 
  Peroxidase Öĵ*9;ƴĻ�=� 2 »ć+ SH�,�(Ĥ 5)+Öĵ@ȋ
'Ǻ�
:=%	<� 

 



 35 

  Peroxidase ,�3 ¥+ov (Native)
:+ Compound I +ĩĻ (Ĥ 2)*ą3;�
Compound I
: Compound II�Compound II
: Native+ƯĹ*7(< 2Ɓɜ+
ÖĵɀǗ&ɹ»ć+ôȬ+�ɢćɋÉ@ȋ	 (Ĥ 3) (Ĥ 4)�1 [��I�g�')
<� 
� S (ôȬ)��ɢćɋÉ�=%ƴĻ�=�ɹ»ć+ SH�,�(Ĥ 5)+Öĵ@ȋ
'
Ǻ�:=�Ǳů'�% Peroxidase,�(Ĥ 1)+Öĵ@șĆ�<� 
  Peroxidase ƏĶ+ŴȜ@ȋ
*��;�Guaiacol(46)�9- ABTS(46)@ôȬ'��

ɹǘɪ+ PeroxidaseƏĶ+ƛČ@ȋ"�� 
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ǟ 1Ǥ� Guaiacol@ôȬ'�� PeroxidaseƏĶ+ƛČ 

ȦȚ 

� Guaiacol' H2O2@ôȬ'�� PeroxidaseƏĶ+ƛČ@ȋ"�� 
  PeroxidaseÖĵ*9"%ƴ�< Tetraguaiacol*Ʈĳǀ) 470 nm+á°ģ+úÆ
ɏ@Čɏ�%ŦƏĶ@ƛČ��(46) (Fig. 4-1-1)� 
 

 

Fig. 4-1-1  Guaiacol' H2O2@ôȬ'�� PeroxidaseÖĵ 
 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA(WT)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
OxdA(H320D)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
OxdA(H320D)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. PeroxidaseÖĵȟȊ 
� Guaiacol (ū�ÉĻĜŵ�ū�) 
� 30% H2O2 (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
4. UV-1700 (»°°ģț) (Shimadzu Co.) 
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řƉ 

a. [�hMȬƣģƛČ 
řƉ*ɕ�%,[ǟ 3Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ a]*Ɲ��� 

 
b. á°ģƛČ 
� � Guaiacol' H2O2+ɹ#+ôȬƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ� 50 μl�H2O2 

� ƞƔ� 50 μl�GuaiacolƞƔ� 100 μl&�²Đɏ� 200 μl+ɊǬÖĵƔ'��� 
� � ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% H2O2,ɻ¨�Guaiacol,ɹ¨ 
� *ȤȐ���ɊǬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�%ɻ¨*ȤȐ��� 
� ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş* 1 M KPB (pH 7.0)@Æ��Ǯƣģ� 100 mM* 
� )<9
ȤȐ��� 
� � H2O2ƞƔ@ 50 μl�GuaiacolƞƔ@ 100 μl@G^q�]z�m´&ƖÝ��Į 
� * 20℃&ɺ»ɔ�À§ƚ���H2O2' Guaiacol+ƖÝôȬƞƔ@ǉȆX�*± 
� =�»°°ģț UV-1700*X^a��ɊǬƞƔ@ƗÆ�%Öĵ@ɓą���Abs470 

� +ƛČ@�0.2ǔɔɝ& 2»ɔȋ"�� 
 

Table 4-1-1 PeroxidaseƏĶƛČ (ôȬ: Guaiacol)1 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 100  mM 
Guaiacol 0.01~10 mM 
OxdA 0, 1 μM 
OxdA(H320D) 0, 0.25 μM 
Total  1000  μl 

 
c. ƃƏĶ (Specific activity)+Ǣº 
� [ǟ 4 Ǟ� ǟ 1 Ǥ řƉ b ]+Ǳů
:Öĵşɔ'á°ģ+N}l@¢Ļ��
Tetoraguaiacol +x�á°¦œ  (ε470 = 3.8 × 103 M-1 cm-1) (23)@£ƶ�%

Tetoraguaiacol+ƴĻɏ@țǢ��� 
� 1 unit (U)+Čǹ,��ȝÖĵũ�*9; 1»ɔ* 0.25 μmol+ Tetraguaiacol
@ƴĻ�<ɊǬɏ'���ƃƏĶ,�U/mg&Ȏ����=,�1»ɔ* 1 μmol
+ H2O2@ƙĕ��<ɊǬɏ'Ǡ�	� 
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Fig. 4-1-2  Guaiacol@ôȬ'�� OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxidaseƏĶƛ
Č 

OxdA(WT) (ĂǴ)�OxdA(H320D) (ǌǴ)�OxdA(H320A) (ǭǴ) 
 
d. ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ 
� OxdA(WT)�OxdA(H320D)�OxdA(H320A)³*�peroxidaseƏĶ�Ŵº�
=��6 (Fig. 4-1-2)�9;ȡǭ)Șŭ@ȋ
À*�ôȬ+ɸ#&�< H2O2

+ŢɄƣģ+ƛČ@ȋ"��ƛČ*,�Table 4-1-2+ǯĻ+ÖĵƞƔ@ƶ	�
Ÿ�)ƣģ+ H2O2ƣģũ��&ƏĶƛČ@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 4Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ b]*Ɲ��� 
� Ţ7ɰ	ƏĶ@Ǐ�� H2O2ƣģ@�ŢɄƣģ'��ÜɊǬ+ Guaiacol @
ôȬ'�� PeroxidaseƏĶ+Le_C^Mh}w�[�+ƇČ*ƶ	�� 
 

Table 4-1-2 PeroxidaseƏĶƛČ (ôȬ: Guaiacol)2 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 10~400  mM 
Guaiacol 10 mM 
OxdA (WT, H320A) 0, 1 μM 
OxdA(H320D) 0, 0.25 μM 
Total  1000  μl 
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Fig. 4-1-3  OxdA (WT, H320D�H320A)+ Guaiacol@ôȬ'�� peroxidaseÖĵ*
��<ŢɄ H2O2ƣģ+ƛČ 

� OxdA(WT) (ɲ�)�OxdA(H320D)(ɲ�ȗ)�� OxdA(H320A) 
 
    e. Le_C^Mh}w�[�+ƇČ 

� ŢɄ)H2O2ƣģ+ƛČ+Ǳů�OxdA (WT, H320D, H320A)+ÖĵƔ+H2O2

+Ǯƣģ@ 100 mM�OxdA(H320A), 25 mM'��Ÿ�)ƣģ+ Guaiacol
@ƶ	�ƏĶƛČ@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 4Ǟ� ǟ 1Ǥ řƉ b]*Ɲ��� 
� ı:=�ƃƏĶ@ Sigma Plot&Șŭ��Le_C^Mh}w�[�@ƇČ
��� 
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Fig 4-1-4 Guaiacol@ôȬ'��OxdA(WT, H320D, H320A)+ PeroxidadseƏĶ+
uJG�Vw�_�Ĥ 

OxdA(WT) (A)�OxdA(H320D) (B)�OxdA(H320A) (C) 
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Ǳů 

� OxdA(WT)+ PeroxidaseƏĶ@ƛČ��Ǳů�Ƶƭ&�< Tetraguaiacol+ƴƵ@
Ǐ� Abs470+úÆ@ǎȢ�� (Fig. 4-1-2)��+�'
:�OxdA + Peroxidase Ə
Ķ@½6%Ŵº�<�'*ĻÅ���3��OxdA(H320D)' OxdA(H320A)*�	%
7�ÞŸ* Tetraguaiacol +ƴƵ@Ǐ� Abs470+úÆ@ǎȢ��Peroxidase ƏĶ@
Ŵº�<�'*7ĻÅ�� (Fig. 4-1-2)� 
� �:*�Ÿ�) H2O2ũ��&�ƏĶƛČ@ȋ	�ôȬ'�% guaiacol @ƶ	�
Peroxidase ƏĶƛČ*��<�ŢɄ) H2O2 ƣģ@ƛČ��Ǳů�OxdA(WT)�
OxdA(H320D)³* 100 mM�OxdA(H320A), 25 mM�ŢɄƣģ&�<'¾Ş�� 
(Fig. 4-1-3)� 
� #$	%�ŢɄƣģ+ H2O2�9-�Ÿ�) guaiacolƣģũ��&ƏĶƛČ@ȋ	�
Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��Ǳů (Fig 4-1-4)�OxdA(WT)+Vmax,20 U/mg�
Km, 0.026 mM');�OxdA(H320D)+ Vmax, 50 U/mg�Km, 1.0 mM');�
OxdA(H320A)+ Vmax, 1.2 U/mg�Km, 0.84 mM')"��OxdA(H320D)+ Vmax

,Ɏƴò OxdA [OxdA(WT)]+ 2¨��ɰ��OxdA(H320D)+üƼ*9<ƏĶúħ@
ǎȢ����ř�OxdA(H320D)+ Km, OxdA(WT)9;Ǫ 40¨ɰ��OxdA(H320D)
+üƼ*9;�ôȬ&�< guaiacol '+ȖæĶ�Ãǀ*��"�(Table 4-1-3)�3
��OxdA(H320A)+ Vmax,�OxddA(WT)9;Ǫɹɷ¨ ��H320A +üƼ*9"
%�ȉ�� Peroxidase ƏĶ�ɗď�=��'@Ǐ����:*�OxdA(H320A)+
Km, OxdA(WT)9;Ǫ 30¨ɰ��OxdA(H320A)+üƼ*9;�ôȬ&�< guaiacol
'+ȖæĶ�Ãǀ*��"�(Table 4-1-3)� 
 

Table 4-1-3  OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxidaseƏĶ (ôȬ: Guaiacol) 

Enzyme Km (mM) Vmax (units/mg) kcat (s-1) kcat/ Km (s-1 mM-1) 

OxdA(WT)   0.026 ± 0.010     20 ± 2   14 ± 1      530 

OxdA(H320D)   1.0 ± 0.4     50 ± 5   33 ± 3       32 

 

 

 

 

OxdA(H320A)   0.84 ± 0.17      1.2 ± 0.1    0.81 ± 0.05        0.97 
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ǟ 2Ǥ� ABTS@ôȬ'�� PeroxidaseƏĶ+ƛČ 

ȦȚ 

� 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid ammonium salt (ABTS)'
H2O2@ôȬ'�� PeroxidaseƏĶ+ƛČ@ȋ"�� 
  PeroxidaseÖĵ*9"%ƴ�< ABTS radical*Ʈĳǀ) 430 nm+á°ģ+úÆ
ɏ@Čɏ�%ŦƏĶ@ƛČ��(46) (Fig. 4-2-1)� 
 

 
Fig. 4-2-1  ABTS' H2O2@ôȬ'�� PeroxidaseÖĵ 

 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA(WT)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
OxdA(H320D)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
OxdA(H320A)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. PeroxidaseÖĵȟȊ 
� ABTS (ū�ÉĻĜŵ�ū�) 
� 30% H2O2 (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
4. UV-1700 (»°°ģț) (Shimadzu Co.) 
 

řƉ 

a. [�hMȬƣģƛČ 
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řƉ*ɕ�%,[ǟ 3Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ a]*Ɲ��� 
 
b á°ģƛČ 
� � ABTS' H2O2+ɹ#+ôȬƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ� 50 μl�H2O2 

� ƞƔ� 50 μl�ABTSƞƔ� 100 μl&�²Đɏ� 200 μl+ɊǬÖĵƔ'��� 
� � ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% H2O2,ɻ¨�ABTS,ɹ¨ 
� *ȤȐ���ɊǬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�%ɻ¨*ȤȐ��� 
� ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş* 1 M KPB (pH 7.0)@Æ��Ǯƣģ� 100 mM* 
� )<9
ȤȐ��� 
� � H2O2ƞƔ@ 50 μl�ABTSƞƔ@ 100 μl@G^q�]z�m´&ƖÝ��Į 
� * 20℃&ɺ»ɔ�À§ƚ���H2O2' ABTS+ƖÝôȬƞƔ@ǉȆX�*± 
� =�»°°ģț UV-1700*X^a��ɊǬƞƔ@ƗÆ�%Öĵ@ɓą���Abs430 

� +ƛČ@�0.2ǔɔɝ& 2»ɔȋ"�� 
 

Table 4-2-1 PeroxidaseƏĶƛČ (ôȬ: ABTS)1 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 100  mM 
ABTS 0.01~5 mM 
OxdA 0, 1 μM 
OxdA(H320D) 0, 0.25 μM 
Total  200  μl 

 
c. ƃƏĶ (Specific activity)+Ǣº 
� [ǟ 4Ǟ� ǟ 1Ǥ řƉ b ]+Ǳů
:Öĵşɔ'á°ģ+N}l@¢Ļ��ABTS 
radical+x�á°¦œ (ε430 = 1.4 × 104 M-1 cm-1) (23)@£ƶ�% ABTS radical+
ƴĻɏ@țǢ��� 
� 1 unit (U)+Čǹ,��ȝÖĵũ�*9; 1»ɔ* 1 μmol+ ABST radical@ƴ
Ļ�<ɊǬɏ'���ƃƏĶ,�U/mg&Ȏ����=,�1»ɔ* 1 μmol+ H2O2

@ƙĕ��<ɊǬɏ'Ǡ�	� 
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Fig. 4-2-2  ABTS@ôȬ'�� OxdA (WT,H320D, H320A)+ PeroxidaseƏĶƛČ 

OxdA(WT) (ĂǴ)�OxdA(H320D) (ǌǴ)�OxdA(H320A) (ǭǴ) 
 
d. ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ 
� OxdA(WT)�OxdA(H320D)�OxdA(H320A)³*�PeroxidaseƏĶ�Ŵº�
=��6 (Fig. 4-2-2)�9;ȡǭ)Șŭ@ȋ
À*�ôȬ+ɸ#&�< H2O2

+ŢɄƣģ+ƛČ@ȋ"��ƛČ*,�Table 4-1-2+ǯĻ+ÖĵƞƔ@ƶ	�
Ÿ�)ƣģ+ H2O2ƣģũ��&ƏĶƛČ@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 4Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ b]*Ɲ��� 
� Ţ7ɰ	ƏĶ@Ǐ�� H2O2ƣģ@�ŢɄƣģ'��ÜɊǬ+ ABTS@ôȬ
'�� PeroxidaseƏĶ+Le_C^Mh}w�[�+ƇČ*ƶ	�� 
 

Table 4-2-2 PeroxidaseƏĶƛČ (ôȬ: ABTS)2 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 5~100  mM 
ABTS 5 mM 
OxdA 0, 1 μM 
OxdA(H320D) 0, 0.25 μM 
Total  200  μl 
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Fig. 4-2-3  OxdA (WT, H320D�H320A)+ ABTS@ôȬ'�� peroxidaseÖĵ*�

�<ŢɄ H2O2ƣģ+ƛČ 
� OxdA(WT) (ɲ�)�OxdA(H320D)(ɲ�ȗ)�� OxdA(H320A) 

 
 
    f. Le_C^Mh}w�[�+ƇČ 

� ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ+Ǳů�ÖĵƔ+ H2O2+Ǯƣģ@ 25 mM��9- 
10 mM'��Ÿ�)ƣģ+ ABTS@ƶ	�ƏĶƛČ@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 4Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ b]*Ɲ��� 
� ı:=�ƃƏĶ@ Sigma Plot&Șŭ��Le_C^Mh}w�[�@ƇČ
��� 
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Fig 4-2-4 ABTS@ôȬ'�� OxdA(WT, H320D, H320A)+ PeroxidadseƏĶ+u

JG�Vw�_�Ĥ 
OxdA(WT) (A)�OxdA(H320D) (B)�OxdA(H320A) (C) 
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Ǳů 

� OxdA(WT)+ ABTS @ôȬ'�� Peroxidase ƏĶ@ƛČ��Ǳů�Ƶƭ&�<
ABTS radical +ƴƵ@Ǐ� Abs430+úÆ@ǎȢ�� (Fig. 4-2-2)��+�'
:�
ABTS @ôȬ'��öÝ7�OxdA + Peroxidase ƏĶ@Ŵº�<�'*ĻÅ���
3��OxdA(H320D)' OxdA(H320A)*�	%7�ÞŸ* ABTS radical+ƴƵ@Ǐ
� Abs430+úÆ@ǎȢ��ÞƏĶ@Ŵº�<�'*7ĻÅ�� (Fig. 4-2-2)� 
� �:*�Ÿ�) H2O2 ũ��&�ƏĶƛČ@ȋ	�ôȬ'�% ABTS @ƶ	�
Peroxidase ƏĶƛČ*��<�ŢɄ) H2O2 ƣģ@ƛČ��Ǳů�OxdA(WT)�
OxdA(H320D)³*�25 mM�ŢɄƣģ&�<'¾Ş�� (Fig. 4-2-3)� 
� ŢĮ*�25 mM��9- 10 mM H2O2�9-�Ÿ�) ABTSƣģũ��&ƏĶƛ
Č@ȋ	�Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��Ǳů (Fig 4-2-4)�OxdA(WT)+ Vmax

, 3.4 U/mg�Km, 0.21 mM');�OxdA(H320D)+ Vmax, 33 U/mg�Km, 0.12 mM
');�OxdA(H320A)+ Vmax, 1.3 U/mg�Km, 0.21 mM')"��OxdA(H320D)
+ Vmax,Ɏƴò OxdA [OxdA(WT)]+Ǫ 10¨ɰ��OxdA(H320D)+üƼ*9<ƏĶ
úħ@ǎȢ����:*�OxdA(H320D)+ Km , OxdA(WT)+ǪÍ»&�;�
OxdA(H320D)+üƼ*9;�ôȬ&�< ABTS'+ȖæĶ��ŝ��(Table 4-2-3)�
�ř�OxdA(H320A)+ Vmax,Ɏƴò OxdA [OxdA(WT)]+Ǫ 3¨ ��OxdA(H320A)
+üƼ*9<ƏĶƙĕ@ǎȢ���3��OxdA(H320A)+ Km, OxdA(WT)'ÞǠ&
�;�OxdA(H320A)+üƼ*9;�ôȬ&�< ABTS'+ȖæĶ,üÉ�)	��
»
"�� 
 

Table 4-2-3  OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxidaseƏĶ (ôȬ: ABTS) 

Enzyme Km (mM) Vmax (units/mg) kcat (s-1) kcat/ Km (s-1 mM-1) 

OxdA(WT)     0.21 ± 0.04      3.4 ± 0.2     2.3 ± 0.1         11 

OxdA(H320D)     0.12 ± 0.02     33 ± 2    22 ± 1        190 

 

 

 

 

OxdA(H320A)     0.21 ± 0.03      1.3 ± 0.1     0.85 ± 0.07          4.0 
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ǟ 5Ǟ� PeroxygenaseƏĶ+ŴȜ 

ȦȚ 

� ǟ 2Ǟ& OxdA+ CatalaseƏĶ�Ȣ6:=��'
: PeroxygenaseƏĶ+ŴȜ
@ȋ"�� 
� Peroxygenase,(Ĥ 1)+Öĵ@șĆ�<ɊǬ&�<� 
 

H2O2 + S � H2O + SO (Ĥɸ) 
 

  �+Öĵżŷ,�Catalase 'ÞŸ* H2O2*9< Compound I +ĩĻ
:ą3< 
(Ĥ 2)�Compound IĩĻĮ�Compound I�ôȬ*ɋǬ»ć@�Æ�% Native+Ư
Ĺ.Ľ< (Ĥ 3)� 
 

Native + H2O2 � Compound I + H2O (Ĥ 2) 
 

Compound I + S � Native + SO (Ĥ 3) 
 

Fig. 5-1  Peroxygenase+Öĵżŷ 
 
  Peroxygenase ,�3¥+ov (Native)
:+ Compound I+ĩĻ (Ĥ 2)*ą3;�
Compound I
: Native+ƯĹ*7(< 2Ɓɜ+ÖĵɀǗ&ôȬ*Ē��ɋǬ»ć
+�Æ@ȋ	 (Ĥ 3)�1 [��I�g�')<� 
  Peroxygenase ƏĶ+ŴȜ@ȋ
*��;�1-Methoxynaphthalene(�� 1-MN)@
ôȬ'�� PeroxygenaseƏĶ+ƛČ(47, 48)@ȋ"�� 
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ǟ 1Ǥ� PeroxygenaseƏĶ+ƛČ 

ȦȚ 

� 1-MN' H2O2@ôȬ'�� PeroxygenaseƏĶ+ƛČ@ȋ"�� 
  PeroxygenaseÖĵ*9"%ƴ�< Russig’s blue*Ʈĳǀ) 610 nm+á°ģ+
úÆɏ@Čɏ�%ŦƏĶ@ƛČ��(47, 48) (Fig. 5-1-1)� 
 

 
 

Fig. 5-1-1  1-MN' H2O2@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ 
 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
� OxdA(WT)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
� OxdA(H320D)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
� OxdA(H320A)ɴǟ 3Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. PeroxygenaseÖĵȟȊ 
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1-MN(ū�ÉĻĜŵ�ū�) 
� 30% H2O2 (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
� Ethanol (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
4. UV-1700 (»°°ģț) (Shimadzu Co.) 
 

řƉ 

a. [�hMȬƣģƛČ 
� řƉ*ɕ�%,[ǟ 2Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ a]*Ɲ��� 

 
b. á°ģƛČ 
� 1-MN ' H2O2+ɹ#+ôȬƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ� 50 μl�H2O2

ƞƔ� 50 μl�1-MNƞƔ� 100 μl&�²Đɏ� 200 μl+ɊǬÖĵƔ'��� 

� ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% H2O2,ɻ¨�1-MN ,ɹ¨*
ȤȐ���ɊǬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�%ɻ¨*ȤȐ��� 
� ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş* 1 M KPB (pH 7.0)@Æ��Ǯƣģ� 100 mM
*)<9
ȤȐ��� 
� ǉȆX�*�ɊǬƞƔ 50μl @±=���*�H2O2ƞƔ@ 50 μl�1-MN ƞƔ@
100 μl@Æ��Ǆ!*ƖÝ��»°°ģț UV-1700*X^a��ɊǬƞƔ@ƗÆ
�%Öĵ@ɓą���Abs334+ƛČ@�0.2ǔɔɝ& 2»ɔȋ"�� 

 
Table 6-1-1  PeroxygnaseƏĶƛČ 

Reaction mixture Final conc. 
Ethanol 20 % 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 5  mM 
1-MN 0.01~0.5 mM 
OxdA 0, 1 μM 
OxdA(H320D) 0, 0.25 μM 
OxdA(H320A) 0, 1 μM 
Total  200  μl 
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Fig. 5-1-2  OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxygenaseƏĶƛČ 
OxdA(WT) (ĂǴ)�OxdA(H320D) (ǭǴ)�OxdA(H320A)(ǌǴ) 

 
c. ƃƏĶ (Specific activity)+Ǣº 
� [ǟ 5 Ǟ� ǟ 1 Ǥ řƉ b ]+Ǳů
:Öĵşɔ'á°ģ+N}l@¢Ļ��
Russig’s blue+x�á°¦œ (ε470 = 1.45 × 104 M-1 cm-1) (23)@£ƶ�% Russig’s 
blue+ƴĻɏ@țǢ��� 
� 1 unit (U)+Čǹ,��ȝÖĵũ�*9; 1»ɔ* 0.25 μmol+ Russig’s blue
@ƴĻ�<ɊǬɏ'���ƃƏĶ,�U/mg&Ȏ����=,�1»ɔ* 1 μmol
+ H2O2@ƙĕ��<ɊǬɏ'Ǡ�	� 
 

d.ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ 
� OxdA(WT)*�	%�PeroxygenaseƏĶ�Ŵº�=��6 (Fig. 5-1-1)�9;ȡ
ǭ)Șŭ@ȋ
À*�ôȬ+ɸ#&�< H2O2+ŢɄƣģ+ƛČ@ȋ"��ƛČ*

,�Table 5-1-2 +ǯĻ+ÖĵƞƔ@ƶ	�Ÿ�)ƣ� ģ+ H2O2ƣģũ��&Ə

ĶƛČ@ȋ"� (Fig 5-1-3)�řƉ,ɕ�%,[ǟ 4Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ b]*Ɲ���Ţ
7ɰ	ƏĶ@Ǐ�� H2O2ƣģ@�ŢɄƣģ'��OxdA + Peroxygenase ƏĶ+
Le_C^Mh}w�[�+ƇČ*ƶ	�� 
 
 
 
 
 
 
 

5� 10�

0.06�

Reaction time (sec)�
2.5�

A
bs

or
ba

nc
e 

(6
10

 n
m

)�

0 
15�

0.03�

7.5� 12.5�0 
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Table 5-1-2 PeroxygenaseƏĶƛČ 2 
Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 1~100  mM 
1-MN 0.5 mM 
OxdA 1 μM 
Total  200  μl 

 
 

 
Fig. 5-1-3  OxdA(WT)+ 1-MN@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ*��<ŢɄ H2O2

ƣģ+ƛČ 
 
e. Le_C^Mh}w�[�+ƇČ 
� ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ+Ǳů�ÖĵƔ+ H2O2+Ǯƣģ@ 5 mM'��Ÿ�)
ƣģ+ 1-MN@ƶ	�ƏĶƛČ@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 5Ǟ� ǟ 1Ǥ řƉ b]*Ɲ��� 
� ı:=�ƃƏĶ@ Sigma Plot&Șŭ��Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��� 
 

50� 75�
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25�
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c 
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ts
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g)
�
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Fig 5-1-4 OxdA(WT)+ PeroxygenaseƏĶ+uJG�Vw�_�Ĥ 

 
f. á×VqMa�+ƛČ 
� [ǟ 5Ǟ� ǟ 1Ǥ řƉ b ]+Ǳů
:�OxdA(H320D)'�OxA(H320A),�russig’sblu
@ƴĻ���OxdA(H320D)*#	%,�OxdA(WT)',�Ƽ)<ƾȅÖĵ@Ǐ���
»
"� (Fig 5-1-5)���&�OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxygenaseÖĵƞƔ 
[ǟ 5Ǟ� ǟ 1Ǥ řƉ e]+á×VqMa�@�»°°ģț UV-1700&ƛČ�� (Fig 
5-1-6)� 

 

  
Fig. 5-1-5  OxdA (WT, H320D)+ PeroxygenaseÖĵƞƔ+¶ǅ 

ɊǬƧ�(A)�OxdA(WT) (B)�OxdA(H320D) (C) 
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Fig. 5-1-6  OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxygenaseÖĵƞƔ+á×VqMa� 
OxdA(WT) (čǴ)�OxdA(H320D) (ǌǴ)�OxdA(H320A) (ǭǴ) 
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Ǳů 

� Üǘ OxdA (WT, H320D, H320A)+ PeroxygenaseƏĶ@ƛČ��Ǳů�OxdA(WT)
@à5ÖĵƔ+4�Ƶƭ&�< Russig’s blue +ƴƵ@Ǐ� Abs610+úÆ@Ǐ��

OxdA� PeroxygenaseÖĵ@șĆ�<�@ą6%Ǐç�� (Fig. 5-1-2)��ř�ü
Ƽ¡+ OxdA(H320D, H320A)&,�Abs610+úÆ@ǎȢ�=��ÞÖĵ@șĆ�)

	��»
"��3��OxdA(H320D)+ÖĵƞƔ*�	%,�OxdA(WT)',�Ƽ
)<ƾȅÖĵ�ǎȢ�=�Ƽ)<Ƶƭ@ƴĻ�%	<�'�Ǐç�=�  (Fig 
5-1-5,6)� 
� �:*�OxdA(WT)+ Peroxygenase ƏĶ*#	%�Ÿ�) H2O2ũ��&�ƏĶ

ƛČ@ȋ	�ôȬ'�% 1-MN @ƶ	� Peroxygenase ƏĶƛČ*��<�ŢɄ)
H2O2ƣģ@ƛČ��Ǳů�5 mM�ŢɄƣģ&�<'¾Ş�� (Fig. 5-1-3)� 
� ŢĮ*�5 mM H2O2�9-�Ÿ�) 1-MNƣģũ��&ƏĶƛČ@ȋ	�OxdA(WT)
+Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��Ǳů (Fig 5-1-4)�OxdA(WT)+ Vmax, 0.77 
U/mg�Km, 0.070 mM')"� (Table 5-1-3)� 
 

Table 5-1-3  OxdA+ PeroxygenaseƏĶ 

Enzyme Km (mM) Vmax (units/mg) kcat (s-1) kcat/ Km (s-1 mM-1) 

OxdA(WT)    0.070 ± 0.017     0.77 ± 0.06    0.52 ± 0.04         7.4 
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ǟ 6Ǟ� Řȕ PeroxygenaseÖĵƵƭ+ÞČ 

ȦȚ 

� ǟ 5 Ǟ+ 1-MN @ôȬ'�� Peroxygenase ƏĶ+ŴȜ*�	%�Śǈ+Öĵ@
șĆ�� OxdA(WT)*Ē��(Fig 6-1)�OxdA(H320D),ÞÖĵǩ*�	%�Ťǈ+
ƾȅÖĵ@șĆ�� (Fig 5-1-3)��+�'
:�OxdA(H320D)*��<�Ťǈ+ƾ
ȅÖĵ+Ƶƭ+ÞČ@ȟ4�� 

 

Fig. 6-1  1-MN@ôȬ'�� OxdA(WT, H320D)+ PeroxygenaseÖĵǰȯ 1 
OxdA(WT) (A)�OxdA(H320D) (B) 

 
  ÖĵƵƭ+ÞČ@ȋ
*��;�ɉɋG]�łº�9- HPLC &Ƶƭ+ƴĻ@ȋ
	�LCMS�NMR&ǨȐƵƭ@»ŭ��� 

?�
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ǟ 1Ǥ� ŘȕÖĵƵƭ+ÞČ 

ȦȚ 

� 1-MN' H2O2@ôȬ'�� OxdA(H320D)+Öĵ*�	%�ǎȢ�=�Ťǈ+Öȵ
Ƶƭ@ÞČ�<Ʀ*�ɉɋG]�łº' HPLC*9;�ǨȐ@ȟ4�� 
 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA(H320D)ɴǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. PeroxidaseÖĵȟȊ 

1-MN(ū�ÉĻĜŵ�ū�) 
� 30% H2O2 (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
� Ethenol (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
4. UV-1700 (»°°ģț) (Shimadzu Co.) 
� Shimadzu Prominence system (SPD-M20A, LCMS-8030) (Shimadzu Co.)] (HPLC, 

LCMS) 
� AVANCE-600 NMR spectrometer (Bruker Co.) 
 

řƉ 

a.[�hMȬƣģƛČ 
řƉ*ɕ�%,[ǟ 3Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ a]*Ɲ��� 

 
b.ɉɋG]�»ɠ 
� � 1-MN' H2O2+ɹ#+ôȬƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ� 50 ml�H2O2 

� ƞƔ� 50 ml�1-MNƞƔ� 100 ml&�²Đɏ� 200 ml+ɊǬÖĵƔ'��� 
� � ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% H2O2,ɻ¨�Guaiacol,ɹ¨ 
� *ȤȐ���ɊǬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�%ɻ¨*ȤȐ��� 
� ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş* 1 M KPB (pH 7.0)@Æ��Ǯƣģ� 100 mM* 
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� )<9
ȤȐ��� 
� � H2O2ƞƔ@ 50 μl�GuaiacolƞƔ@ 100 μl@łºĐè´&ƖÝ��Į�10»ɔ 
� ğƚ&ɣǸ����+Į�ÖĵƞƔ'Ǡɏ+ɉɋG]�@ƖÝ��ɼ»ɔɣǸ�

�Į�ɉɋG]�ę@»Ø��í���5 ml+ 100%Ethanol*ƞ
��� 
Table 6-1-1  PeroxygenaseƏĶƛČ 

Reaction mixture Final conc. 
Ethanol 20 % 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 5  mM 
1-MN 0.5 mM 
OxdA(H320D) 1 μM 
Total  200  ml 

 
 
c.HPLC*9<ǨȐ 
� [ǟ 6Ǟ� ǟ 1Ǥ řƉ b ]
:ı:=�ÖĵƵƭ+R�n�@���+ũ�+ HPLC 

[Shimadzu Prominence system (SPD-M20A)]*¤� (Table 6-1-2)��ǝ"�k�M@
»Ø���3��Ƭ¹ƲɊǬ'Öĵ���ÖƞƔ7�Þ�ũ�+ HPLC*¤��Öĵ
Ƶƭk�M@ÞČ����:*�ǨȐ��R�n�*#	%7�ÞŸ*»ŭ��»ɠ

şɔ8ǨȐģ@ǎȢ�� (Fig 6-1-1)� 
 

Table 6-1-1  HPLC+»ɠũ� 
J}v : TSK-gel ODS-80Ts (7.8 by 300 mm; Tosoh Co.) 
ƞºũ� : 0-100% Acetonitrile / 5 CV~dBN}UF�a 
ƐȽ : 1 ml/min 
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Fig6-1-1  OxdA(H320D)+ PeroxygenaseÖĵƞƔ+ HPLC»ŭ 

OxdA(H320D)+ PeroxygenaseÖĵƞƔ (�)�Ƭ¹Ʋ�� OxdA(H320D)+
PeroxygenaseÖĵƞƔ (�ɔ)�ǨȐ�� OxdA(H320D)+ PeroxygenaseÖĵƵƭ 

(�) 
 
d.LCMS*9<»ŭ 
� [ǟ 6 Ǟ� ǟ 1 Ǥ řƉ c ]
:ı:=�ǨȐÖĵƵƭ@�HPLC'Þũ�+ LCMS 
[Shimadzu Prominence system (SPD-M20A, LCMS-8030)]*¤� (Table 6-1-2)�Ƶƭ
k�M+ MSVqMa� (negative ion mode)@ƛČ��� 
 

 
Fig 6-1-2  OxdA(H320D)+ PeroxygenaseÖĵƵƭ+ MSVqMa� (negative 

ion mode) 
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e.NMR*9<»ŭ 
� [ǟ 6 Ǟ� ǟ 1 Ǥ řƉ c ]
:ı:=�ǨȐÖĵƵƭ@�í���CDCl3*ƞȘ�

����+ũ�+ NMR (AVANCE-600 NMR spectrometer)*¤� (Table 6-1-3)�NMR
VqMa�@ƛČ��� 
 

 
Fig6-1-3  OxdA(H320D)+ PeroxygenaseÖĵƵƭ+ NMRȘŭ 

1H NMR スペクトル (A)、13C NMR スペクトル (B)、HMBC スペクトル (C) 
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Ǳů 

� ɉɋG]�łº' HPLC*9<»ɠ*9;�OxdA(H320D)+Ťǈ+ÖĵƵƭ+Ǩ
Ȑ*ĻÅ���3��LCMS Șŭ*9;�Ťǈ+ÖĵƵƭ+»ćɏ, 174 &�<'
Þ Č � = � � Ţ Ǯ ǀ * � NMR Ș ŭ * 9 " % � Ť ǈ + Ö ĵ Ƶ ƭ , �

1-methoxy-2-naphthalenol (»ćɏ 174)'ÞČ�=��)���+ÖĵƵƭ��
PeroxygenaseÖĵ*9;ƴĻ�=�'	
õã,½6%&�<� 
 

 
1-Methoxy-2-naphthalenol 

Fig 6-1-4  OxdA(H320D)+ŘȕÖĵƵƭ 
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ǟ 2Ǥ� OxdA(H320D)+ PeroxygenaseƏĶ+ƛČ 

 

ȦȚ 

� ǟ 6 Ǟ� 1 Ǥ*�	%�1-MN @ôȬ'�� OxdA(H320D)+ Peroxygenase ƏĶ
+ŘȕÖĵƵƭ@ 1-Methoxy-2-napthalenol 'ÞČ�� (Fig 6-2-1)���&��+
1-Methoxy-2-napthalenol +ƴĻ@ƛČ�<Ř�) Peroxygenase ƏĶƛČƉ@ŷǥ
��OxdA(H320D)+ PeroxygenaseƏĶ+ƛČ@ȟ4��3��OxdA(H320A)*#
	%7�OxdA(H320D)'ÞŸ* 1-Methoxy-2-napthalenol@ƴĻ�<
Ȥű��� 
 

 
Fig. 6-2-1  1-MN@ôȬ'�� OxdAH320D)+ PeroxygenaseÖĵǰȯ 

 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA(H320D)ɴǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. PeroxidaseÖĵȟȊ 
� Ethenol (cJ}D_VMŲĤ�Ǒ) 
 
UV-1700 (»°°ģț) (Shimadzu Co.) 
 

řƉ 

a.[�hMȬƣģƛČ 
řƉ*ɕ�%,[ǟ 3Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ a]*Ɲ��� 
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b.1-Methoxy-2-naphthalenol+x�á°¦œ+ƛČ 
� ǨȐ�� 1-Methoxy-2-naphthalenol (ǟ 6Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+)@
�í���țɏ��Į�Ethanol*ƞȘ��0.05 mM+ƞƔ@ı��ÞƞƔ+á×V
qMa�@țƛ� (UV-1700 @£ƶ)�� "�k�M*ɕ�%�ŴɏǴ@ĥ	%�
x�á°¦œ+ƛČ�� (Fig 6-2-2)� 

 

 
Fig 6-2-2 1-Methoxy-2-naphthalenol+á×VqMa� 

 
c.á°ģƛČ 
� 1-Methoxy-2-naphthalenol+�ȓ)k�M+x�á°¦œ,�280 nm = 9.38 × 103 
M-1cm-1� 334 nm = 4.76 × 103 M-1cm-1 "�(53)�280 nm,[�hMȬá×'ɍȑ
�<�6�ƏĶƛČ*, 334 nm@ƶ	�� 
� ƛČ&,�1-MN'H2O2+ɹ#+ôȬƞƔ'ɊǬƞƔ@ƶķ��ɊǬƞƔ�50 μl�
H2O2ƞƔ� 50 μl�1-MNƞƔ� 100 μl&�²Đɏ� 200 μl+ɊǬÖĵƔ'��� 

� ôȬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�% H2O2,ɻ¨�1-MN ,ɹ¨*Ȥ
Ȑ���ɊǬƞƔ+ƣģ,�ɊǬÖĵƔ+Ǯƣģ*Ē�%ɻ¨*ȤȐ��� 
� ɊǬƞƔ'ôȬƞƔ,�¢Ļş* 1 M KPB (pH 7.0)@Æ��Ǯƣģ� 100 mM*
)<9
ȤȐ�� (Table 6-2-1)� 
� ǉȆX�*�ɊǬƞƔ 50μl@±=���*�H2O2ƞƔ@ 50 μl�1-MNƞƔ@ 100 
μl@Æ��Ǆ!*ƖÝ��»°°ģț UV-1700*X^a��ɊǬƞƔ@ƗÆ�%Ö
ĵ@ɓą���Abs334+ƛČ@�0.2ǔɔɝ& 2»ɔȋ"�� 
� OxdA(H320A)*#	%,�ɊǬɏ@ 10¨ (10 μM)3&ú8��7++�334 nm
+á×+úÆ,ǎȢ&�� (Fig 6-2-3)��:*��+ÖĵƞƔ+á×VqMa� (Fig 
5-1-6)*�	%7�� "�Ƶƭ+á×�Ȣ6:=)	�6�OxdA(H320A),�1-MN
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@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ,șĆ�)	'¾ŗ��� 
 

Table 6-2-1  PeroxygnaseƏĶƛČ 3 
Reaction mixture Final conc. 
Ethanol 20 % 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 5  mM 
1-MN 0.01~0.5 mM 
OxdA(H320D) 0, 0.25 μM 
OxdA(H320A) 0, 1, 10 μM 
Total  200  μl 
   

 

 
Fig. 6-2-3  OxdA (H320A)+ PeroxygenaseƏĶƛČ 

10 μM OxdA(H320A) (ĂǴ)�10 μM OxdA(H320A) (ǭǴ) 
 
d.ƃƏĶ (Specific activity)+Ǣº 
� [ǟ 6 Ǟ� ǟ 1 Ǥ řƉ b ]+Ǳů
:Öĵşɔ'á°ģ+N}l@¢Ļ��
1-Methoxy-2-naphthalenol+x�á°¦œ (ε470 = 4.76 × 103 M-1 cm-1) (23)@£ƶ

�% 1-Methoxy-2-naphthalenol+ƴĻɏ@țǢ��� 
� 1 unit (U)+ Č ǹ , � � ȝ Ö ĵ ũ � * 9 ; 1 » ɔ * 1 μmol +
1-Methoxy-2-naphthalenol@ƴĻ�<ɊǬɏ'���ƃƏĶ,�U/mg &Ȏ���
�=,�1»ɔ* 1 μmol+ H2O2@ƙĕ��<ɊǬɏ'Ǡ�	� 
 

e.ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ 
� OxdA(H320D)*�	%�1-Methoxy-2-naphthlenol @Ƶƭ'�< Peroxygenase
ƏĶ,Ŵº�=%	<�6 (Fig. 5-1-6)�9;ȡǭ)Șŭ@ȋ
À*�ôȬ+ɸ#

A
bs

or
ba

nc
e 

(3
34

 n
m

)�

5� 10�

0.12�

Reaction time (sec)�
2.5�

0 
15�

0.06�

7.5� 12.5�0 
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&�< H2O2+ŢɄƣģ+ƛČ@ȋ"��ƛČ*,�Table 6-2-2 +ǯĻ+Öĵƞ
Ɣ@ƶ	�Ÿ�)ƣ� ģ+ H2O2ƣģũ��&ƏĶƛČ@ȋ"��řƉ,ɕ�%,

[ǟ 4 Ǟ� ǟ 2 Ǥ řƉ b]*Ɲ���Ţ7ɰ	ƏĶ@Ǐ�� H2O2ƣģ@�ŢɄƣģ

'��OxdA+ PeroxygenaseƏĶ+Le_C^Mh}w�[�+ƇČ*ƶ	�� 
� 3��OxdA(H320A)*#	%,�ɊǬɏ@ 10¨ (10 μM)3&ú8��7++�
334 nm+á×+úÆ,ǎȢ&�� (Fig 6-2-3)��:*��+ÖĵƞƔ+á×Vq
Ma�  (Fig 5-1-6)*�	%7�� "�Ƶƭ+á×�Ȣ6:=)	�6�
OxdA(H320A),�1-MN@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ,șĆ�)	'¾ŗ��� 

 
Table 6-2-2 PeroxygenaseƏĶƛČ 4 

Reaction mixture Final conc. 
KPB (pH7.0) 100  mM 
H2O2 1~100  mM 
1-MN 0.5 mM 
OxdA(H320D) 0.25 μM 
Total  200  μl 

 
 

 
Fig. 6-2-4  OxdA(H320D)+ 1-MN@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ*��<ŢɄ

H2O2ƣģ+ƛČ 
 
f. Le_C^Mh}w�[�+ƇČ 
� ŢɄ) H2O2ƣģ+ƛČ+Ǳů�ÖĵƔ+ H2O2+Ǯƣģ@ 5 mM'��Ÿ�)
ƣģ+ 1-MN@ƶ	�ƏĶƛČ@ȋ"�� 
� řƉ,ɕ�%,[ǟ 6Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ c]*Ɲ��� 
� ı:=�ƃƏĶ@ Sigma Plot&Șŭ��Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��� 
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Fig 6-2-5 OxdA(WT)+ PeroxygenaseƏĶ+uJG�Vw�_�Ĥ 
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Ǳů 

� OxdA (H320D, H320A)*#	%�1-MN @ôȬ'��1-Methoxy-2-naphthalenol
@Ƶƭ'�<PeroxygenaseƏĶ@ƛČ��Ǳů�OxdA(H320A)@à5ÖĵƔ&,� 
Ƶƭ&�< 1-Methoxy-2-naphthalenol+ƴƵ@Ǐ� Abs334+úÆ,ǎȢ�=��ǟ

ɼǞ� 1Ǥ+Ǳů'�?��OxdA(H320A), 1-MN@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ
@ǨȐ�<��ǎȢ�=%	��6 (ǟ 6Ǟ� ɸǤ)�Ÿ�) H2O2ũ��&�ÞƏĶ

ƛČ@ȋ	�ôȬ'�% 1-MN @ƶ	� Peroxygenase ƏĶƛČ*��<�ŢɄ)
H2O2ƣģ@ƛČ��Ǳů�5 mM�ŢɄƣģ&�<'¾Ş�� (Fig. 6-2-4)� 
� ŢĮ*�5 mM H2O2 �9-�Ÿ�) 1-MN ƣģũ��&ƏĶƛČ@ȋ	�
OxdA(H320D)+Le_C^Mh}w�[�@ƇČ��Ǳů  (Fig 6-2-5)�
OxdA(H320D)+ Vmax, 5.0 U/mg�Km, 0.075 mM'); (Table 5-1-3)�OxdA(WT)
'ƃ/�Vmax,Ǫ 6 ¨');�OxdA(H320D)+üƼ*9;�Peroxygenase ƏĶ�
úħ�=<��»
"���ř�Km, OxdA(WT)'12Þ�&�;�OxdA(H320D)
+üƼ,�1-MN'+ȖæĶ*�3;īɧ�)	��»
"�� 
 

Table 6-2-3  OxdA (WT, H320D)+ PeroxygenaseƏĶ 

Enzyme Km (mM) Vmax (units/mg) kcat (s-1) kcat/ Km (s-1 mM-1) 

OxdA(WT)   0.070 ± 0.017     0.77 ± 0.06   0.52 ± 0.04         7.4 

OxdA(H320D)   0.075 ± 0.030     5.0 ± 0.7   3.3 ± 0.4        44 
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ǟ 7Ǟ� Ʌ­ɢ�+ƛČ 

ȦȚ 

� ǟ 3~6 Ǟ& OxdA��9-�+üƼ¡+ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ�Ȣ6:=��'

:ÜɊǬ+Ʌ­ɢ�+ŴȜ@ȋ"��Ʌ­ɢ�,�.vɊǬ)(�ɐĘ­Ǭ@à5

ɊǬ*�	%�ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ+ħ�*ɕ¦��<'�=%�;��Ȅǀ*ɢ

��ɰ	1(ƏĶ�ħ	�Ʌ­ɢ�,��Ȅǀ*�ɋÉƯĹ*��ɊǬ*�Ʌ­Á

@į�*ƗÆ�%	��ɋÉò*üÉ��ɢ�@(ƗÆ��Ʌ­Á+ɏ�­ƞƔ+ɋ
ÉģǠ
:)țǢ��țƛ�<��ŦǙ&,9;ǦÏ
#ſǎ)»ŭřƉ@ƶ	�� 
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ǟ 1Ǥ� OxdA (WT, H320D, H320A)+Ʌ­ɢ�+ƛČ 

ȦȚ 

� ļ�,Üǘ OxdA (WT, H320D, H320A)+Ʌ­ɢ�@ƛČ�<�6�ɢƄÉĉǀĿ
Ɖ@ƶ	��ÞřƉ,�ƠČƉ'ƃȲ��čɯ�Ŷ6%ǦÏ&�;�ƛČǨģ7ɰ

	�� ��[�hMȬ+ĶȬ (»ćŷȾ�ɈßǠ)*9"%�ƛČ&�)	öÝ�
ɤğ*þ	��ǈ:=%	<�3��ŦǙ&,�Ʌ­ɢ�'�%�Onset-potential (ɋ
ÉƯĹ+ɊǬ�Ʌ­ƯĹ*);ą6�ɊǬƞƔ+ɢî���;ą6<ɢ�)@țƛ�
�� 

 

čɯŧŖ 

1. ɊǬ 
OxdA(WT)ɴǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
OxdA(H320D)ɴǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 
OxdA(H320A)ɴǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ+čɯĿƉ&ı:=�7+ɵ 

 
2. ǵȌƔ 
� 1 M KPB (pH 7.0) (čɯŧŖ ǟ 2Ǟ ǟ 1Ǥ� čɯŧŖ@Õƪ) 
 
3. Electrochemical analyzer (CHI 611A, ALS Co., Ltd.) 
 
 

řƉ 

a.[�hMȬƣģƛČ 
řƉ*ɕ�%,[ǟ 3Ǟ� ǟ 2Ǥ řƉ a]*Ɲ��� 
 

b.Ʌ­ɢ�+ƛČ 
� ÜɊǬƞƔ@�10 �M (1 ml)*ȤȐ��»ŭƶLzp^a*±=���+Į ArK
V&�ɊǬƞƔ@gm~�N��ƞĈɋǬ@ɛ��¢ƶɢŶ'�% Au ɢŶ�Ēŀɢ
Ŷ'�%ƿɐǴ�ÕƪɢŶ'�% Ag|AgCl|KCl (sat.)電極をキュベットに差し込んだ

後、キュベット内を Ar ガスで置換して、分析を行った。分析条件は Table 7-1-1

に示し、Onset-potential の定義は、酵素なしのコントロール溶液から、0.5 nA 電流

が低下した電位とした。 
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Table 7-1-1  Ʌ­ɢ�+ƛČ 
ɢƄÉĉ»ŭè : Electrochemical analyzer (CHI 611A, ALS Co., Ltd.) 
¢ƶɢŶ : Au 
ĒŀɢŶ : ƿɐǴ 
ÕƪɢŶ : Ag|AgCl|KCl (sat.) 
Scan rate : 5 mV/s 
ƚģ : Ďƚ 
ǸŎKV : Ar 
ɊǬƣģ : 10 �M 

 

 

Fig 7-1-1  OxdA (WT, H320D, H320A)+ Onset-potential 
A²¡ì�Béȗ´+ŅĀì�OxdA(WT) (ĂǴ)�OxdA(H320D) (ǌǴ)�OxdA(H320A) 

(ǭǴ)�Onset-potential (ǇÑ) 
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Ǳů 

� Üǘ OxdA (WT, H320D, H320A)*#	%�Onset-potential@ƛČ�<�'�&�
��Ü Onset-potential,�OxdA(WT) = 0.28 V�OxdA(H32D) = 0.40 V�OxdA(H320A) 
= 0.28 V')"� (Fig 7-1-1)��+Ǳů
:�OxdA(H320D)+üƼ,�Ʌ­ɢ�@
�ŝ��<�'�»
;�OxdA(H320D)+ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ���+ OxdA 'ƃ
/%ɰ	ƲƸ+�#��ɰ	Ʌ­ɢ�*�<�'@ȞŞ����ř�OxdA(H320A)
+üƼ,�OxdA+Ʌ­ɢ�*,īɧ�)	�7¾Ş��� 

 
Table 7-1-2  OxdA (WT, H320D, H320A)+ Onset-potential 

Enzyme Onset-potential (V vs. SHE) 

OxdA(WT) 0.28 

OxdA(H320D) 0.34 

OxdA(H320A) 0.28 
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ǟ 8Ǟ ǳņ 

ȓǪ 

� ǟ 1Ǟ&,�OxdA+ţƶ)ȦĶȬ'ɋÉɅ­Öĵ@ȋ
ovɊǬ*#	%Ⱥ/�� 
 
� ǟ 2Ǟ&,�OxdA(H320D)üƼ¡+¢Ļ@ȋ"��Śǈ+.vɊǬ&�<M��
q�ILT\�Y@ÕǺ*�OxdA (H320D)@`SD���pET-24a (+)*D�R�a
'�%ǯ4ȷ4�pM[�@¢Ļした。 

 
ǟ3Ǟ&,�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+CatalaseƏĶ+ŴȜ@ȋ"��ôȬ

&�<ɀɋÉƅǬ+ƙĕɏ@»°ĉǀĿƉ&Čɏ�%ŦƏĶ@ƛČ��Ǳů�Þř

Ɖ&,OxdA+CatalaseƏĶ@Ŵº&�)
"���+�6�ɋǬɢŶ*9;�9;
ɰĸģ)CatalaseƏĶƛČ@ȋ	�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+CatalaseƏĶ
+kcat �Km@�=�=Ǣº��Le_C^Mh}w�[@ƇČ��� 
 
ǟ4Ǟ&,�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+PeroxidaseƏĶ+ŴȜ@ȋ"��Ŧ

Ǌǚ&,ôȬ'�%ɀɋÉƅǬ�ý*�Guaiacol7��,ABST@ƶ	��Ƶƭ+ú
Æɏ@Čɏ�%ŦƏĶ@ƛČ��Ǳů�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+�=�=
+PeroxidaseƏĶ+kcat �Km@Ǣº��Le_C^Mh}w�[@ƇČ�<�'�

&��� 
 
ǟ5Ǟ&,�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+PeroxygenaseƏĶ+ŴȜ@ȋ"��

ŦǊǚ&,ôȬ'�%ɀɋÉƅǬ'1-MN@ƶ	��Ƶƭ&�<Russig’s blue+úÆ
ɏ@Čɏ�%ŦƏĶ@ƛČ��Ǳů�OxdA(WT)+PeroxygenaseƏĶ,Ŵº�=�
kcat �Km@Ǣº��Le_C^Mh}w�[@ƇČ����OxdA(H320D)*�	%
,�Russig’s blue+ƴĻ,ǎȢ�=���+ÖĵƞƔ,Ɏƴò',²�Ƽ)<ȅ@
â����+�',�OxdA(H320D)*�	%�²�Ƽ)<Ƶƭ�ƴĻ�=��'@
Ǐç���3��OxdA(H320A)*#	%,�OxdA(H320D)ÞŸ�Russig’s blue+ƴ
Ļ,ǎȢ�=��ƾȅÖĵ7ȭ�:)
"�� 
 
ǟ6Ǟ&,�OxdA(H320D)+Ťǈ+PeroxygenaseÖĵƵƭ+ÞČ@ȋ"��Ťǈ

+ÖĵƵƭ,�ɉɋG]�łº*9;łº��HPLC&ǨȐ���ǨȐ��Ƶƭ,�
LC/MS*9;�»ćɏ@Șŭ��NMR*9;�1-Methoxy-2-naphthalenol'ÞČ�
���:*�ǨȐ��Ƶƭ
:�1-Methoxy-2-naphthalenol+x�á°¦œ@Ǣº��
�=@ƶ	%�OxdA(H320D)+PeroxygenaseƏĶ@Ŵº�kcat �Km@Ǣº��Le
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_C^Mh}w�[�@ƇČ���3��OxdA(H320A),ÞÖĵ7șĆ�)	��
?
;�ɼǞ+Ǳů7Ý?�%�1-MN@ôȬ'��PeroxygenaseÖĵ@șĆ�)	
��»
"�� 

 
ǟ7Ǟ&,�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+Ʌ­ɢ�@ɢƄÉĉǀĿƉ&ƛČ�

��ƛČ+Ǳů�ÜǘOxdA (WT, H320D, H320A)+Ʌ­ɢ� (Onset-potential)+ƛ
Č*ĻÅ���ƛČ�=�OxdA(H320D)+Ʌ­ɢ�,�OxdA(WT)8OxdA(H320A)
'ƃ/%ɰ��OxdA(H320D)+ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ+ħ�+ȓë+�#�¾Ş��� 
 
� ŦǊǚ+Ǳů
: OxdA �ɋÉɅ­Öĵ7șĆ�<�'�čȞ�=�

OxdA(H320D)+üƼ,�ÞƏĶ@úħ��Ř�	żǽ@���<�'�Ǐç�=��
�:*�OxdA(H320A)+üƼ,�CatalaseÖĵ@ɛ��ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ@ �
�=<�'�Ǐç�=�� 
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Ȩȥ 

 OxdA の酸化還元反応触媒能 
 OxdA は、ほとんどのへム酵素は酸化還元反応を触媒する中で、へム酵素なのにも

関わらず、酸化還元反応ではない脱水反応という極めて珍しい反応を触媒する希少

な酵素である(49, 50)。我々は今回、この OxdA において、一般的な酸化還元反応であ

る Catalase, Peroxidase, Peroxygenase の３種の反応を触媒する事を発見した。こ

のことは、へム酵素であれば、OxdA のような特殊な酵素であっても、普遍的に酸化

還元反応を触媒する事を示唆した。また、ŦƾȔ,�OxdA+7#Ğţ)șĆżŷ@
Ř�*ɋÉɅ­Öĵ*¿ƶ�<�'&��+ɋÉɅ­Öĵ*ɕ?<ovɊǬ+ov

sO^a&,șĆ&�)	RDW+ôȬ+șĆ'	"�ƭȬƴƵ&Ř�)ėɓ@ƴ

4º�ÛǽĶ@7Ǐ��� 
 

 OxdA(H320D)の変異の影響 
 OxdA(H320D)は、Chloroperoxidase の活性中心を模倣し、OxdA の His320 を Asp
に置換することによって構築した。 OxdA(H320D)は、OxdA(WT)と同様に、3 種類

の酸化還元活性 (Catalase, Peroxidase, Peroxygenase)のいずれも示し、また、その

Vmax 値 は 、 OxdA(WT) の 、 36 (Catalase) 、 2.5 [Peroxidase(Guaiacol)] 、 9.7 
[Peroxidase(Guaiacol)]、および 6.5 (Peroxygenase)倍を示した (Tables 3-3-2, 4-1-3, 
4-2-3, 6-2-3)。同結果から、OxdA(H320D)の変異が全てのレドックス活性を増強する

ことが判明した。 OxdA(H320D)のより高い活性は、OxdA(WT) (0.28 V)より高い、

Onset-potential(0.40v)によって引き起こされると考えられた (Table 7-1-2)。さらに、

各活性の Km 値は、 OxdA(WT)の 130％ (Catalase)、3800％ [Peroxidase(Guaiacol)]、
57％  [Peroxidase(ABTS)]および 110％  (Peroxygenase)となった (Tables 3-3-2, 
4-1-3, 4-2-3, 6-2-3)。これらの知見は、H320D 突然変異が基質に対する OxdA の親和

性を有意に変化させたことを示している。また、OxdA(H320D)は、1-MN を基質と

し た Peroxygenase 反 応 に お い て 、 OxdA(WT) と は 異 な る 産 物 
(1-Methoxy-2-naphthalenol)を生成している。このことは、OxdA(H320D)の変異によ

り、活性中心と 1-MN との配向が変化し、異なる部位が水酸化された可能性を示唆

した。 
 
 OxdA(H320A)の変異の影響 
 OxdA(H320A)は、OxdA の His320 を Ala に置換することによって、320 残基のチ

ャージを除いた変異体である。 OxdA(H320A)は、Catalase 反応と、Peroxidase 反

応の 2 種類の酸化還元活性を示し、また、その Vmax 値は、OxdA(WT)の、140 (Catalase)、
6 [Peroxidase(Guaiacol)]、38 [Peroxidase(Guaiacol)]%を示した (Tables 3-3-2, 4-1-3, 
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4-2-3)。同結果から、OxdA(H320A)の変異によって、Catalase 活性の強さはあまり

変化しないが、Peroxidase 活性は優位に減少し、1-MN を基質とした Peroxygenase
活性は消失することが分かった。このことから、320 残基のチャージの除去は、

Peroxidase や Peroxygenase 活性を優位に減少させることが示唆された。また、

OxdA(H320A)の Onset-potential (0.28 V)は、OxdA(WT) (0.28 V)と同等であった 
(Table 7-1-2)。さらに、OxdA(H320A)の各活性の Km 値は、 OxdA(WT)の 10％ 
(Catalase)、3200％  [Peroxidase(Guaiacol)]、100％  [Peroxidase(ABTS)]となった

(Tables 3-3-2, 4-1-3, 4-2-3)。この結果は、H320A 突然変異が基質に対する OxdA の

親和性を有意に変化させたことを示し、特に H2O2 に対しての親和性が劇的に向上し

たことを示した。 
 
 各活性 (Catalase, Peroxidase, Peroxygenase)の H2O2 の最適濃度が異なる原因 
 本稿では、不可解な事に、各活性(Catalase, Peroxidase, Peroxygenase)の H2O2

の最適濃度が異なった。これは、２つの阻害要素が影響しているためと考えられる。 
 その１つは高濃度の H2O2 の持つ強い酸化力による OxdA の不活性化である。一般

的に、高濃度の H2O2 は高い酸化力により、多くの反応を阻害する(51)。Fig 8-1 の

Catalase 活性における、200 mM 以上の高濃度の H2O2 による阻害は、他に阻害要

因がないため、動作用によるものだと考えられる。また、Guaiacol を基質とした OxdA 
(WT, H320D)の Peroxidase 活性も、Catalase 活性と似て、２００ mM の H2O2 存在

下から阻害を受けており (Fig 4-1-3)、高濃度の H2O2 の持つ強い酸化力により、OxdA
の不活性化し、活性が減少したと考えられる。また、OxdA(H320D)が、他の OxdA (WT, 
H320A)に比べ、より強く阻害作用を受けているのは、H2O2 に対する感受性が高いた

めだと考えられる。 
もう一方の阻害要素は、２つの活性による競争である。ヘム酵素が Peroxidase 反

応や Peroxygenase 反応を触媒する場合、Native のヘムが気質の一つである H2O2
により酸化され、反応中間体の compound I(52)になり、その compound I が基質と反

応して、各産物と Native ヘムを形成する (Fig 8-2)。しかし、同時に同反応系の基質

のひとつである H2O2 も、Catalase 反応により、compound I と反応して、水と Native
を形成する。すなわち、Peroxidase 活性や Peroxygenase 活性において、compound 
I は、同時に進行する Catalase 活性と取り合いになる。普通の活性の強い Peroxidase
や Peroxygenase であれば、Catalase 活性は相対的に低くなるので、阻害要因とな

りえないが、OxdA のような弱い Peroxidase 活性や Peroxygenase を持つ場合、阻

害要因となりうる。実際に、１−MN を基質とした Peroxygenase 活性（15 mM で

阻害）と ABTS を基質とした Peroxidase 活性(100 mM で阻害)においては、Catalase
活性の時より、低い濃度で活性阻害が起きている (Figs 4-2-3, 5-1-3, 6-1-4)。これら

の測定では、ABTS や 1-MN などの基質に対し、H2O2 が大過剰になったために、
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Catalase 活性が優勢になり阻害が生じたと考えられる。この阻害の程度は、活性の

強さや、気質との親和性、添加可能な基質の量が影響すると考えられる。また、今

回阻害された反応系における１−MN の濃度は飽和に近く、ABTS は産物の ABTS 
radical の測定波長である 430 nm にも弱い吸収を持つため、これ以上の濃度を添加

することは難しく、H2O2 に対し過剰量の 1-MN や ABTS を添加する事により、阻

害を解消することは困難である。 
� �ř�OxA(H320A)*#	%,�CatalaseƏĶ, OxdA (WT, H320D)'ÞŸ*�200 
mM +ƣģ
:ɗď@Ù��7++ (Fig8-1)�ɹ#+ Peroxidase ƏĶ (Figs 4-1-3, 
Fig4-1-2)*#	%,�OxdA (WT, H320D)9;� 	 H2O2 濃度で阻害を受けた。こ

の 原 因 は 、 OxdA(H320A) の Catalase 活 性 の 低 い Km 値 に あ る と 考 え ら れ 、

OxdA(H320A)においては、より低い H2O2 濃度でも Catalase 活性が強く作用するた

め、上記の競争作用により、OxdA (WT, H320D)9;� 	 H2O2 濃度で Peroxidase
活性は阻害を受けると考えられた。 
 

 

Fig 8-1 高濃度 H2O2 による Catalase 活性の阻害 
OxdA(WT) (A)、OxdA(H320D) (B)、OxdA(H320A) (C) 
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Fig 8-2  Peroxidase' Peroxygenase+Öĵǰȯ 

Peroxidase (A)�Peroxygenase (B) 
 

 新規の Peroxygenase 反応産物 
� OxdA(WT)'+Öĵ&,�PeroxygenaseÖĵƵƭ'�% Russig’s blue�ĩĻ�=
���ř�OxdA(H320D)+Öĵ&,�Russig’s blue (610 nm)+á°ģ+�ŝ,²�
Ŵº�=���?;* OxdA(WT)',Ā��Ƽ)<ƾȅ@Ǐ�� (Fig 5-1-5)�Þƾ
ȅÖĵ@ĥ�ȭ��Ťǈ+Ƶƭ*#	%ÞČ@ȟ4�ÖĵƵƭ@ǨȐ��LCMS�
NMRǠ&Șŭ��'�>�1-Methoxy-2-naphthalenol&�<�'�¾Ş���1-MN
@ôȬ'�<�=3&ǈ:=%	< PeroxygenaseÖĵ&,�1-MN+cl[��Ƴ
+ C-4 ��ib�LT�É�=% 4-Metnoxy-1-naphthalenol @ƴ�<�ǲ	%�2
#+�:)< PeroxygenaseÖĵ��2#+ 4-Metnoxy-1-naphthalenol+ǶÝ@ĥ�
ȭ����+Ǳů�Russig’s blue +ƴĻ@7�:�  (Fig 8-3)�Ēƪǀ*�
OxdA(H320D)+Ƶƭ&�< 1-Methoxy-2-naphthalenol ,�1-MN +cl[��Ƴ+
C-2ƅɋÉ*9;ƴĻ��[Fig 8-3]��
���:)< PeroxygenaseÖĵ*9< 2
# + 1-Methoxy-2-naphthalenol + Ƕ Ý , ȭ � : ) 
 " � � OxdA(WT) '
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OxdA(H320D)+ɔ+ PeroxygenaseÖĵƵƭ+ɂ	,�H320DǛƨüƼ� 1#+B
ufɋƀô+ǸŎ �&�1-MN +ƅɋÉɆ�@ţķ*üÉ��<�'@čȞ���
�=:+ǈȔ,�ovɑ*Ē�< 1-MN +cl[��Ƴ+řß� OxdA(WT)'
OxdA(H320D)+ɔ&²�Ƽ)<�'@Ǐç�%	<�OxdA+ His320ƀô,�ɋÉ
Ʌ­Öĵ+șĆ¢ƶ+�6+ôȬ+Ɉß*ɍȓ&�;��+ǛƨüƼ,ÖĵƵƭ+

{d�M)üÉ@ĥ�ȭ���'�Ǐç�=<��:*�320 ƀô+ɋ÷ô@ɛ	
� OxdA(H320A),�1-MN @ôȬ'�� Peroxygenase ƏĶ,Ŵº�=)
"��
��+ǈȔ
:�OxdA+ 320ƻǃ+ƀô+ɢȇ,�1-MN+q�ILTPc�YÖ
ĵ+șĆ¢ƶ*�	%ɍȓ)ĬÂ@Ň#'Ǻ�:=�� 
 

 
Fig. 8-3  1-MN@ôȬ'�� OxdA(WT, H320D)+ PeroxygenaseÖĵǰȯ 2 

OxdA(WT) (A)�OxdA(H320D) (B) 
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ǳņ 

� ov[�hMȬ*Ę�<ɋÉɅ­ɊǬ*#	%,��+ɰ	șĆƏĶ8ɰɡģɋ

É@ȋ
șĆżŷ*ɕ�<Ÿ�)Ǌǚ�)�=%	<��ê�ǒ, OxdA +ɺ#+
ɋÉɅ­Öĵ(Catalase�Peroxidase�Peroxygenase)+șĆ¢ƶ@½6%ƾȔ���
�=,�ɋÉɅ­Öĵ�ý+Öĵ@șĆ�<ovɊǬ*�	%�ɋÉɅ­ÖĵșĆ

ǽ�ǎȢ�=�Ţ½+õã&�<�3��ǒ,M��q�ILT\�Y+ƏĶ�Ĵ

@ÕǺ*�OxdA +üƼ¡ [OxdA(H320D)]@¢Ļ��ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ@Ɏƴò
+œ¨~œË¨*úħ�<�*7ĻÅ����:*�OxdA(H320D)+ Peroxygenase
Öĵ*�	%�Ɏƴò',²�Ƽ)<Ƶƭ@ƴĻ�<�'7¾Ş����+�', 
?�
�÷ô+üƼ&�Ɏƴò',Ƽ)<żǽ@��&�<�'@Ǐç�%�;�

�Į+ OxdA+ĵƶ@Ǻ�<�&ɍȓ)ǈȔ&�<�3��OxdA,�+ovɊǬ'
,Ƽ);�ovɑ*ǄŌB�bLTvǠ+Ā�)ôȬ@ǱÝ&�<�ƮƼ).vs

O^a@ţ�%�;�ŦǊǚ,�OxdA+7#Ğţ)șĆżŷ@Ř�*ɋÉɅ­Öĵ
*¿ƶ�<�'&��+ɋÉɅ­Öĵ*ɕ?<ovɊǬ+ovsO^a&,șĆ&

�)	RDW+ôȬ+șĆ'	"�ƭȬƴƵ&Ř�)ėɓ@ƴ4º�ÛǽĶ@Ǖ6

%	<�3��OxdA(H320A)+ɋÉɅ­ÖĵșĆǽ+Ȥű,�ɋÉɅ­Öĵ*��
< OxdA +ƏĶ�Ĵ+]y�U+īɧ@ǈ<�&ɍȓ)ǈȔ');��č�
OxdA(H320A)+üƼ*9;�]y�U@Žă��<�'&�PeroxidaseƏĶ�ƙĕ
��1-MN@ôȬ'�� PeroxygenaseÖĵ@șĆ�)�)<��»
"���Į,
Va^nal��Ɖ*9<»°ĉǀ)Șŭ8�ǝ¡ŷȾȘŭ*9;�OxdA+ɋÉɅ
­șĆǽ@š*ȡǭ*Șŭ�%	��Č&�<� 
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