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緒言

生物への酸素障害は， 反応性の低い酸素分

子その ものよ り も よ り活性な分子種である

スーノマ ー オキシ ド (0 2 -) ， 過酸化水素 (H202) 

や ヒ ドロキ シノレラ ジカ ノレ ( ・ o H ) などの活性酸

素によ って生ずる といわれている. L、~ れらの

活性酸素は， いずれも生体内で膜脂質， 酵素

タ ンパク質， D N A などの酸化や脂肪酸からの

脂肪酸ラ ジカルの形成の惹起などによ り 種

々の細胞機能を障害する 1 -3 ) 般に， 生物

はこれらの活性酸素による障害を防御するた

め 活性酸素を消去する機構と して， スーパ

オキ :/ ドジスム タ ー ゼ， カ タ ラーゼ， ペル

オキシダーゼなどの活性酸素消去酵素や， 活

性酸素の消去低分子化合物 (抗酸化剤) など

を有している 3 ) 

スーノマーオキシ ドジスム タ ー ゼ s u p e r -

o x i d e D i s m u t a s e E C 1.15.1.1 以下 S 0 D と

略す )は， O2- 1 分子が他の o 2 - 1 分子を還元し

て H 2 0 2 とな り， 一方の O 2 - は酸化されて o 2 と
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な る 自 己酸化還元反応を， 次に示すよ つ な反

応を触媒する酵素である 4 ) 

o 2 -+ 0 2 一+ 2 H +• o 2 + H 2 0 2 

細菌の もつ S 0 D は， 細菌が生育 している環境

下で 酸素によ る毒性や貧食細胞によ る殺菌

作用か '?, 菌体を守る役割を担っている と考

え られている 5 -7 ) 好気性菌は高い S 0 D 活性

を有しているのに対し， 偏性嫌気性菌には

S 0 D 活性がみ られないから， 好気性菌の S 0 D 活

性と菌の酸素に対する抵抗性と の聞には相関

性があ る に-司Vー とが示唆された 8 ) しか し， その

後， 偏性嫌気性菌に も 低いながら も S 0 D 活

性を保有している ものがあ る .こ とが報告され

9 - 1 3 ) 偏性嫌気性菌の もつ S 0 D 活性と酸素

に対する抵抗性と の関係が注目 される よ つ

な っ Tこ ま Tこ， N 0 C a r d i a a s t e r 0 i d e s 1 4 )や

M y C 0 b a c t e r i u m t u b e r c u 1 0 s i s ] 5 )な どの強い

病原性を有する菌株は 貧食細胞か ら放出さ

れる o 2 ーを， 細菌がもっ S 0 D によ って消去する

にvー とで， 貧食細胞の攻撃か ら菌体を守る に干ー と
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が示され， 細菌の S 0 D は， 細菌の病原性発現

に重要な係わり を もつ酵素のひとつと考え Lっ

れるよ つ になっ 7こ 1 6 . 1 7 ) 

S 0 D ，こは 活性中心に銅と亜鉛を含む c u -Z n 

-S 0 D, ? ンカ。 ンを含む M n -S 0 D および鉄を含む

r e -S 0 D が知られており， それぞれの S 0 D には，

酵素学的性質に特徴がみられ， かっ， その分

布も生物種や組織によ ってほぼ決ま っている

3 ) 細菌の保有する S 0 D の多くは， F e -S 0 D, 

M n -S 0 D または両金属が結合 し 7こ S 0 D (ハイ フ

-ソ であ り， それぞれの S 0 D は， 活性

中心に結合する金属に対して特異性を もつ と

いわれている 3 ) 伊j えば， E s c h e r i c h i a c 0 1 i 

は， 嫌気的条件下で培養された場合には， F e 

-S 0 D のみを有しているが 好気的条件下にお

いては， F e -S 0 D, M n -S 0 D およびハイ フ 、ゾ ド

S 0 D を もつ よ つ になる 1 8 ) ま ?こ c. れらの

S 0 D のア ポ酵素への金属の再配位実験の結果，

アポ F e -S 0 D は鉄と の結合によ 'コ てのみ酵素活

性を回復し アポ M n -S 0 D では， ? ンガ ンと の
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結合に よ て〉 てのみ酵素活性を回復す る 1 9 ) 

し カュ し なが り， P r 0 p i 0 n i b a c t e r i u m s h e r i m a -

nii 2Ø ) や S t r e p tococcus m u t a n s 2 1 ) な どの細

菌では， 生育培地の含有金属の種類に依存 し

て， 同ーの酵素タ ンパク 質か り， F e -S 0 D ま アこ

は M n -S 0 D が形成さ れる L、.. と が示唆さ れた. ま

アこ B a c t e r 0 i d e s f r a g i 1 i s では， 嫌気的条件

下にみ られる Fe-SOD と酸素に暴露さ れ る k、.. と

よ り 誘導合成さ れる M n -S 0 D と は 同 の分

子量と ア 、、、、 ノ 酸組成を も ち そ のア ポ S 0 D は

鉄 と マ ン ガ ンの双方に結合 して酵素活性を不

す に、，ー と が報告されてお り 2 2 • 2 3 ) ま アこ , B a c -, 

teroides t h e t a i 0 t a 0 m i c r 0 n で も同様な結果

が得 り れてい る 2 .4 ) 従っ て， これ り の細菌

では， 鉄と '7 ンカー ンの両方に結合特異性を も

つ同ーのア ポ S 0 D タ ンパク質によ り Fe-SOD と

M n -S 0 D が生成され る と し 1 つ 仮説が提唱 され，

.E_ .coli の産生する 酵素に代表さ れる S 0 D と は

異な つ た性質を も つ S 0 D の存在が示さ れた

B a c t e r 0 i d e s E i n z ivalis は成人性歯周炎の



患者から高頻度に分離され， また歯周疾患を

引き起こす様々な病原性因子を備えているこ

とから， 本疾患の有力な原因菌として注目さ

れている] 7 ) B. g i n g i v a 1 i s などの歯周病原

性菌が， 歯周ポケット内に定着し， その病原

性を発揮するためには， ポケット内の酸素や

白血球， マクロファ ー ジにより放出される活

性酸素に対して抵抗性を示すことが考えられ，

これらの細菌のもつ酸素毒性に対する防御機

構とその病原性の発現との聞には， 密接な関

係があることが推測される. しかし， 歯周病

原性菌の酸素毒性に対する抵抗性やそれに係

わる酵素群については， これまで， 殆んど知

見が得られていない. 本研究では， 歯周病原

性菌として注目されている偏性嫌気性菌の

穫である黒色色素産生性 B a c t e r 0 i d e s 種(以

下， B a c t e r 0 i d e s と記載)の酸素代謝に関連

するいくつかの酵素活性と酸素に対する抵抗

性との関係を明らかにするとともに， 酸素耐

性に強く係わっていると考えられる S 0 D を
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嫌気培養および曝気された B.ι上旦 g i v a 1 i s 381 

株菌体より分離精製し ， 精製酵素の生化学的

諸性質を比較検討し， 本菌のもつ S 0 D の誘導

機構の一端を明らかにすることを目的として

以下の実験を行った.



実験材料ならびに方法

1 . 供試菌株

供試した菌株， B a c t e r 0 i d e s g i n ~ i v a 1 i s 

381. SU-3. ATCC 33277. ト 2 -1 株， B a c t e r -

o i d e s 1 0 e s c h e i i A T C C 159 3 0 株， B a c t e r -

o i d e s m e 1 a n i n 0 g e n i 己 U s A T C C 2 584 5 株， B a c -

t e r 0 i d e s i n t e r m e d i u s A T C C 2 5 261 . ESO-4. 

E S S -1 株， B a c t e r 0 i d e s d e n t i c 0 1 a A T C C 3 3 1 8 

5. 4 A -3 -1 1 株， B a c t e r 0 i d e ~ U_Y_l_よ ATCC 140 

15. lP-2-77 株はサンスタ ー 株式会社基礎研

究所より分与を受けた.

これらの菌株を， 40 m g / m 1 のトリプチケ-

スソイアガー ( B a 1 t i m 0 r e B i 0 1 0 g i c a 1 L a b 0 -

r a t 0 r y ; B B L. C 0 c k e y s v i 1 1 e. M d .• U. S. A . ), 

1 m g / m 1 の酵母エキス末 (BBL) , 5μg / m 1 のへ

、ン， 1μg / m 1 のメナジオン， 5 完ヒツジ脱

織血を含む血液寒天培地に接種し 嫌気培養

装置( F 0 r m a S c i e n t i f i c A n a e r 0 b i c S y s t e m 

M 0 d e 1 1 0 2 4 ・ Morietta. o h . u . S. A. )を用 し 1 ，

嫌気的条件下 (10% CO 2 • 10 先 H 2. 80% N 2 )に
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て， 3 5 oc で培養を行い， 1 週間ごとに， 新た

な培地 lこ継代培養して保存した.

2 . 酵素標品

上記 B a c t e r 0 i d e s 菌株を 1 mg/ml の酵母エキ

ス末 (BBL). 5μg / m 1 のへミン， 1μg / m 1 の

メナジオンを含むトリプチケースソイブロス

10m 1 に接種した. なお， 以後， 特に断わら

ない限り， 同培養液は予め嫌気的条件下に 4 8 

時間以上， 静置しておいたものを用いた. 接

種した培養液を嫌気的条件下 ( 1 0 % C 0 2. 1 0 完

H 2. 8 0 完 N 2 )で， 約 3 0 時間培養を行い， この

培養液を同培養液 2 9 0 m 1 に移し， 同一条件で

対数的増殖期 (A66ﾘ ='=T 1.0) まで培養した. 培

養液を 4 oc に冷却した後， 8 . 0 0 0 x g , 3 0 分間の

遠心操作により得られた菌体を， 0. 1 m M エチ

レンジアミン 4 酢酸ナトリウム (EDTA) を含む

5 0 m M リン酸カリウム塩緩衝液 (pH 7.8) で， 3 

回洗浄した後， 同緩衝液に懸濁し， 超音波破

砕装置( M 0 d e 1 U R -2 0 0 P ; トミ-精工側， 東京

)にて， 氷冷下で， 1 分間， 5 回繰り返して処



理した. 菌破砕液を 2 5 , 0 0 0 x g, 6 0 分間遠心

し， 得られた上清を同緩衝液で， 2 4 時間透析

し， そのタンパク質濃度を A 280 ::::; 0.100'こ調

整したものを酵素標品とした.

3 . 酵素活性の測定

S 0 D 活性の測定は， McCord と F r i d 0 V i c h の方

法.4 )に準じて行った. 反応液は O. 1 m M E D T A, 

o . 0 5 m M N a C N, O. 0 1 m M チトクロ ー ム C(Gradeill ，

S i g m a C h e m . C 0 . , S t. L 0 u i s , M 0 . , U. S. A . ) 

および O . 1 m M キサンチン (Sigma) を含む 5 0 m M 

リン酸カリウム塩緩衝液 (pH7 . 8) に， キサン

チンオキシ夕、、 ゼ溶液 (Sigma) および酵素溶

液を加え 7 全量 3 m 1 と して反応を開始させた.

なお， キサンチンオキシダ ー ゼ溶液は， 5 5 0 n m 

におけるチ ト ク ロム C の還元による吸光度の

増加が， O.025=:t O.OOl/min (平均値 ± 標準偏

差 )となるように量を調整した. 反応は 2 5 oc 

で行い， 5 5 0 n m におけるチ トク ロ ー ム C の還元

による吸光度変化を経時的に測定した . S 0 D 

活性はチトクロ ー ム C の還元速度を 5 0 完阻 害 す
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る酵素活性を 1 ユニットと規定した.

NADH- オキシダ ー ゼ活性の測定は， H i g u c h i 

の方法 2 5 )により行った. 反応液は o . 1 rn M 

N A D H を含む 5 0 rn M リン酸カリウム塩緩衝液 ( p H 

7 . 0) に， 適量の酵素溶液を加え， 全量を 3 rn 1 

とし， 反応を開始させた. 反応は 2 5 oc で行い，

3 4 0 n rn における N A D H の酸化による吸光度変

化を経時的に測定した. 酵素単位は 1 分間

に 1 n rn 0 1 の NA D H を酸化する酵素活性を 1 ユニッ

トとし 7こ.

4 . タンパク質の定量

タンパク質の定量は， L 0 W r y らの方法を改

良した H a r t r e e の方法 26) と Bradford の色素結

合法 27) によって測定し， 標準タンパク質と

して， ウシ血清アルブミン (Sigrna) を用いた.

5 . 酸素耐性の評価

供試菌の曝気は， R 0 1 f e らの方法 1 3 )に準じ

て行った. B a c t e r 0 i d e s 1 3 株を保存培地より

1 rn g / rn 1 の酵母エキス末 (BBL) ， 5μg / rn 1 のへ

、ン， 1μg / rn 1 のメナジオンを含む， トリフ。
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チケースソイフロス 10m 1 に接種し， 嫌気的

条件下 ( 1 0 完 CO 2 ， 10 児 H 2 , 80% N 2 )にて， 3 5 

OC , 約 3 0 時間培養を行い， この培養液を同培

養液 4 0 m 1 に移し， 同一条件で対数的増殖期

(A660~ 1.0) まで培養した. 培養液を 4 oc に冷

却した後， 4 , 0 0 0 x g, 2 0 分間の遠心操作によ

り得られた菌体を， 寒天を含まない Cary and 

B 1 a i r 移送培養液( C B T 培養液) 2 8 )で 3 回洗浄

した後， 同培養液にて懸濁し 108 C 0 1 0 n y 

forming u n i t s (CFU)/ml となるように濁度を

調整した. 曝気による酸素耐性を評価するた

めに， 調製した菌懸濁液 5 m 1 を嫌気的条件下

で， 滅菌シャーレ (90x20mm) に移した後， 県系

濁 j夜を撹祥しながら， 3 5 oc にて空気中で曝気

を行った. ま 7こ， 対照と して 嫌気的条件下

で同様の操作を行った. 曝気開始後， O. 5 

1 , 2 , 4 , 8 , 12 時間後およびその後 1 2 時間間

隔で 7 日間， その都度， 曝気， 対照双方のシャ

ーレより， それぞれ O. 1 m 1 の懸濁液を採取し，

還元した C B T 培養液で連続 1 0 倍希釈を行った.
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0.1 rnl の希釈懸濁液を 40 rng/rnl のトリプチ

ケ ー スソイアガ ー (BBL) , 4 rng/rnl の 寒天 ，

1 rn g / rn 1 のグルコ ー ス， 0.5 rng/rnl の硝酸カリ

ウム， 0.5 rng/rn 1 のギ酸ナトリウム， 1 rng/rnl 

のフマル酸ナトリウム， 1 rng/rnl の酵母エキ

ス末 (BBL) ， 5μg / rn 1 のへミン l' 1μg / rn 1 の

メナジオンおよび 5 %ヒツジ脱繊血を含む血液

寒天培地表面に均一に接種し， 嫌気的条件下

で 3 5 oC , 5 日間， 培養を行い，

ロニ-数より生菌数を求めた.

形成されたコ

対照とした菌

懸濁液でも経時的に生菌数が減少したため，

曝気した菌懸濁液の生菌数を， 曝気後， 同時

点での対照、の生菌数で除した値より， 曝気に

よる生菌数の経時的な減少曲線を求めた. 1 

菌株につき同実験を 3 回行った. 酸素耐性

の評価は M 0 a t s の方法 29) に準じ， 生菌数が対

数的に半減する曝気時間( T 5 � )を指標とした.

6 . 曝気による酵素活性の誘導

供試菌株を嫌気的条件下で トリプチケ ー

スソイブロス 500 rn 1 にて， 3 5 oC , 4 8 時間，

円
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対数的増殖期まで培養した. その培養液を，

100 m 1 づっ 5 つに分けた後， それぞれ遠心し

て得られた菌体を， 100ml の新しい培養液で

5 0 0 m 1 のナス型フラスコに懸濁した. この 5 つ

に分けられた菌懸濁液のひとつを嫌気的条件

下にて， 3 5 oc , 2 時間培養した. 残りの 4 つの

菌!怒濁液は 好気的条件下で保存しておいた

培養液に懸濁し 酵素誘導を抑えるために氷

冷下に静置したものと， 空気中で震塗しなが

'?, 3 5 oc での培養を， それぞれ 3 0, 6 0 およ

び 1 2 0 分間行ったものとに分けた. 培養後，

それぞれの培養液より 先述したと同じ方法

で， 酵素標品を調製した.

7 電気泳動および分子量の測定

1 ) S D S ーポ リアク リルア 、、、 ドゲル電気泳動

S D S -ポリアク ルアミ ドゲル電気泳動( S D S 

-P A G E )は P h a s t S y s t e m ( P h a r m a c i a L K B B i 0 -

t e c h n 0 1 0 g y A B, U p p s a 1 a, Sweden) を用 , 、
‘
.

7
匂

通法に従って行った. 酵素標品を 2 . 5 %ドデシ

ル硫酸ナトリウム( s 0 d i u m d 0 d e c y 1 s u 1 f a t e : 
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S D S) , 1 m M E D T A, O. 01% ブロムフェノ ー ルブ、

ル ー および 5 %β ーメルカプトエタノ ー ルを含

む 10m M トリス塩酸塩緩衝液 (pH8. 0) 30μl に溶

解した後， 1 0 0 oC , 5 分間熱処理した. また，

還元処理を行わない場合は， メルカプトエタ

ノールを含まない同緩衝液に精製標品を溶解

し， 室温にて， 30 分間放置した .0. 011 2 M 酢

酸および o . 11M トリスアミノメタンを含む

P h a s t G e 1 G r a d i e n t 1 0 -1 5 (P h a r m a c i a L K B ) 

を支持体として， 緩衝液は o . 20M トリシン，

o . 20M トリスおよび o . 5 5 完 S D S を含む PhastGel

S D S B u f f e r S t r i p s (P h a r m a c i a L K B )を用い，

1 5 oC , 10m A で 3 0 分間泳動した. 泳動後， タン

パク質をクマシー・ブリリアントブルーを用

いて染色した. 分子量測定用標準タンパク質

標品 (Pharmacia LKB) として， フォスフォリ

ラーゼ b(94K) ， ウシ血清アルブミン (67K) ，

卵白アルブミン (45K) ， 炭酸脱水酵素 (30K) ，

大豆トリプシンインヒピタ ー ( 2 0 K )および α ー

ラクトアルフミン( 1 4 K )を用いた.
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2 )ポリアクリルアミドゲルディスク電気泳動

ポリアクリルアミドゲルディスク電気泳動

( N a t i v e -P A G E )は， D a v i s の方法 36) に従い，

7 . 5 %のゲルを支持体として精製標品の泳動を

行った. ゲル (O.4x12cm) をガラスカラムに調

製し， 2m A / t u b e の条件下で， 3 時間泳動した.

タンパク質はクマシ プリリアントブル ー

で染色した. また， S 0 D 活性の検出は， ニト

ロ ブルーテ ト フ ゾリ ウム( N B T )法 3 1 )に準じて

行った. 即ち， 電気泳動終了後， 2 . 4 5 m M N B T 

5 0 m 1 中にゲルを 2 0 分間浸し 続いて 28m M 

N , N , N' , N .ーテ ト フ メ チルエチ レンジア ‘、、、 ンと

2 8μM リ ボフ フ ピンを含む 36m M リ ン酸カ ウ

ム塩緩衝液( p H 7 . 8 ) 5 0 m 1 中に 1 5 分間浸した.

その後， 約 1 5 分間蛍光灯( 3 0 W )を照射し， S 0 D 

活性が存在する部分は， 白色帯として色がぬ

けることで判定した.

F e -S 0 D と Mn-SOD の判別 3 2 )は， 電気泳動終

了後， ゲルを 1 m M N a C N, 2 m M H 2 0 2 を含む 5 0 m M 

リン酸カリウム塩緩衝液( p H 7 . 8 ) 5 0 m 1 中に 1 時

F
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間浸した後， N B T 法により S 0 D 活性を検出した.

活性バンドの位置は直線密度走査計 (Model 

c S 9 10; 島津製作所， 京都)を用いて決定した.

3 )等電点電気泳動

等電点、ポリアクリルアミドゲル電気泳動

( 1 E F -P A G E )は P h a s t S y s t e rn (P h a r rn a c i a L K B ) 

を用い， 精製標品の泳動を通法に従って行っ

Tこ 支持体として， 両性担体 P h a r.rn a 1 y t e 

( P h a r rn a c i a L K B )を含む， 均一な濃度のポリ

アクリルアミドゲルである 1 E F P h a s t G e 1 3 -9 

( P h a r rn a c i a L K B )を用い， 等電点測定用標準

タンパク質標品 (Pharrnacia LKB) により， 精

製標品の等電点、を測定した.

4 )生体高分子用高速液体クロマトグラフィ ー

( F a s t P r 0 t e i n L i q u i d C h r 0 rn a t 0 g r a p h y 

F P L C ) 

精製した酵素の均 一 性と分子量を確認する

ため， S u p e r 0 s e 1 2 ( P h a r rn a c i a L K B )カラムに

よるゲルろ過を行った 3 3 ) 既知タンパク質

として， アルドラーゼ (158K) ， ウシ血清アル
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ブミン (67K) ， 卵白アルブミン( 4 3 K )およびチ

トクローム C(12K) を用いた. 精製標品 (約

100μg )ならびに既知タンパク質を 5 0 m M リン

酸カリウム塩緩衝液 (pH7.8) で平衡化した同

カラムに展開し， 流速 o . 4 m 1 / m i n で， O. 5 m 1 ご

とに分取した .28 0 n m における吸光度にてタ

ンパク質を検出し， 分画後ただちにその画分

中の S 0 D 活性を測定した.

5 )高速液体クロマトグラフィ ー

精製した酵素の均一性を確認するために，

635 型 高速液体クロマトグラフィ ー ( H i g h 

P e r f 0 r m a n c e L i Q U i d C h r 0 m a t 0 g r a p h y: H P L C ) 

システム(日立製作所、東京)を用いた W a t e r s 

C 4 -3 0 0 A ( 0 . 3 9 x 1 5 c m, M i 1 1 i p 0 r e C o. , M i 1 f 0 r d , 

M a s s . , U. S. A. )逆相カラムに精製酵素を展開

し， O. 1 完トリフルオロ酢酸溶液と o . 06% トリ

フルオロ酢酸を含むイソプロパノ ル ー アセ

トニトリル ( 7 / 3 容量比)溶液による直線的

濃度勾配法によりタンパク質を溶出させた.

2 1 5 n m における吸光度にてタンパク質を検出

n
x
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し， その均 性を確認した.

8 . 吸収スペクトルの測定

適量の精製酵素標、品を 5 0 m M リン酸カリウム

塩緩衝液( p H 7 . 8 ) 3 m 1 に溶かし， タンパク質濃

度が o . 24m g / m 1 になるように調整し， 光路 1 c m 

のシリカセルを用いて， 710 n m から 2 4 0 n m の吸

収スペクトルを， 島津 u V -2 6 5 F W 型分光光度計

(島津製作所)で測定した.

9 . 含有金属量の測定

精製酵素の含有金属 量 の測定は， 30m M 酢酸

アンモニウム塩緩衝液( p H 6 . 0 ) 5 m 1 に溶解した

標品約 2 m g を， 同緩衝液にて平衡化した Che-

1 e x 100 (B i 0 -R a d t a b 0 r a t 0 r i e s. C a 1 i f . . U. 

S . A. )中を流速 2ml/min で， 数回通過させ， 溶

液中の金属イオンを除去した後， 標、品を凍結

乾燥し， タンパク質濃度を lmg/ml になるよう

調整した後， 原子吸光度計 ( A A -8 5 0 0 ; N i p p 0 n 

J a r r e 1 1 -A s h, 京都)により行った.

1 O. S 0 D のアポタンパク質の調製および S 0 D へ

の金属の再配位

nu.U 
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酵素のアポ化および金属の再配位は G r e -

g 0 r y と D a p p e r の方法 22) に準じて行った. S 0 D 

のアポイヒは， 精製標品を 20m M 8 ーハイ ドロキ

シキノ ンを含む 5 M 塩酸グアニジン (pH3.2) 

溶液中で， 1 8 時間透析を行った後， 5 M 塩酸グ

アニジン( p H 3 . 2 ) 溶液中で， 再度 8 時間透析

を行った. さ らに， 20m M ト ス塩酸塩緩衝液

( p H 7 . 0 )中で， 12 時間透析を行い， 塩酸グア

ニジンを除去した.

S 0 D への金属の再配位は， アポ化 S 0 D O. 5 m g 

を 20m M トリス塩酸塩緩衝液( p H 7 . 0 ) 2 m 1 に溶か

し， 1m M M n C 1 2 または 1 m M F e ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 を

含む同緩衝液 (pH7.0) 中にて 1 2 時間透析した

後， さらに， lmM EDTA を含む同緩衝液に対し

て 1 2 時間透析を行い， 余剰の金属イオンを除

去した.

1 1. アミノ酸分析

精製酵素 3 n m 0 1 を 100μl の 0.2% フェノール

を含む 5. 7 M 共沸塩酸に溶解し， 減圧封管した

試験管中で， 1 1 0 oC , 2 4 時間の加水分解を行っ
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た後， アミノ酸分析装置 (835 S Amino Acid 

A n a 1 y z e r ;日立製作所)で分析した 3 .4 ) シス

テインの分析 35) は， 精製酵素を過ギ酸で酸

化した後，上記の方法で定量し トリプトフ

ァンの分析 3 4 )は， O. 2 %トリプタミン存在下，

共沸塩酸の代わりに， 4 M メタンスルホン酸を

用いて加水分解した後， 分析を行った.

1 2. アミノ酸配列の決定

嫌気的条件下で培養した B. g i n g i v a 1 i s 

381 株菌体から精製・調製されたアポ化 S 0 D 

2 0 n m 0 1 を 1 2 0μl の 10m M トリス塩酸塩緩衝液

(pH 9.5) に溶解し， A chromba c t e r プロテアー

ゼ 1 (和光純薬側， 大阪)を酵素 / 基質= 1/2 0 0 

(モル比)の割合で加え 3 5 oC , 6 時間の消化を

行い， S 0 D タンパク質をリジル残基の C 末端側

で切断した. プロテア ー ゼ消化により生成し

た断片ペプチドを W a t e r s C 4 -3 0 0 A ( O. 3 9 x 1 5 c rn 

M i 1 1 i p 0 r e C 0 . )逆相カラムを用いた H P L C によ

り分離精製した. 各断片ペプチドを凍結乾燥

した後， アミノ酸分析を上記の方法により行

4
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い， 各ペプチドのアミノ酸組成を決定した.

アミノ酸配列の決定は， 4 7 7 A 気相式シーケン

サー (Applied Biosystems , Inc. , F 0 s t e r -

c � t y , u . S. A . ) を用 自動エ ドマCal if. ~ '¥ , 

ン法により 3 ーフェニノレー 2 ーチオヒダントイ

ン誘導体 (PTH-AA) を生成させ， PTH-AA を単

溶媒溶出法により同定し， 各断片化ペプチド

のア ノ酸配列を決定した 36) 各さら

断片化ペプチド聞の相互配列を決定するため

に， 酵素 / 基質 =1/500 (重量比)の割合で，

P ~_e u d 0 m 0 n a s f r a g i 由来のエンドプロティナ

ーゼ Asp-N(Boehringer Mannheim GmbH , West 

Germany) を添加し， アポイヒ S 0 D をアスパラギ

ン酸残基の N -末端側で切断した. ま 7こ， 無水

酢酸を用いて， 全リ ジル基の ε ーア 、、、 ノ基を

アセチルイヒした アポイヒ S 0 D ，こ， 酵素 / 基質=

1 / 1 0 0 (モル比)の割合で L -1 一( p -ト ジルア 、

ノ) -2 ーフェニルエチルク ロ ロ メ チルケ ト ン処

理したウ ン ト フ。シン ( T y p e 田 和光純薬

側)を添加し， アルギニン残基の C -末端側で

n
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の切断を行い， 上記と同様にして， 各切断ペ

プチドの構造解析を行い， S 0 D の全 一 次構造

を決定した 3 6 ) 

曝気を行った B . g ingivali s 381 株より精製

された S 0 D の N 一末端分析は， 700 p m 0 1 のアポ化

S 0 D を N 一末端から直接 4 7 7 A 気相式シ ー ケンサ

ー で分析した.

• 
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実験結果

1 供試した B a c t e r 0 i d e s 1 3 株の酸素代謝に

係わる酵素活性

供試した B a c t e r 0 i d e s 1 3 株の菌体のもつ酸

素代謝に係わる酵素活性を表 1 に示した. 供

試菌の全てが， S 0 D および NADH- オキ シダ ー ゼ

活性を有し B. z i nRival is は供試した B a c -

teroides の中で， 両酵素と もに最も高い活性

を示した. ß. .denticola では， S 0 D 活性は低か

っ Tこが， N A D H -オキシダーゼ活性は中等度で

あ っ アこ .゚. intermedius では， 両酵素活性と

も低い値を示した.

2 . 供試した B a c t e r 0 i d e s の酸素耐性

B a cteroide s 1 3 株の酸素耐性の結果を表 i に

不した. 全ての供試菌株の生菌数は， 曝気に

より， 経時的に放物線状の減少を示し， T 5 � 

値が 7 8 から 104 時間を示す B. 丘上n givali s が，

最も高い酸素耐性を有しており， また， B . 

d e n t i c 0 1 a は T 5 ø 値が 8 から 1 1 時間となり， 供

試菌株の中で， 最も低い酸素耐性を示した.
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図 1 に各供試 菌 株の酸素耐性と S 0 0 および

N A D H -オキシダ ー ゼの酵素活性との相関性を

不した. 両酵素活性とも酸素耐性との間に正

の相関性が認められ， S 0 0 活性と酸素耐性と

の相関係数は， 0 . 8 1 4 であり， N A D H ーオキシダ

ー ゼの酸素耐性との関係 (r =0.683) よりも強

い相関性が認められた.

3 . 曝気による酵素の誘導

供試菌株の中で、最も高い酸素耐性を示し

た B. g ingivali s 381 株と， 酸素 lこ対する耐性

が最も低い.6.. g e n t i C 0 1 a A T C C 3 318 5 株を用い

て， 曝気による S 0 D と NADH ーオキシダ ー ゼの誘

導性を調べた. 図 2 に示すように， 酸素耐性

菌株である B . _g i n g i v a 1 i s 381 株では， 2 時間

の曝気により S 0 D 活性は約 2 倍， N A D H ーオキシ

ダーゼ活性は約 1 . 5 倍の増加が認められたが，

B . d e n t i C 0 1 a A T C C 3 318 5 株では， 両酵素活性

ともに， 活性の上昇は全く認められなかった

4. _゚. _g i n g i v a 1 i s 381 株の S 0 D の精製

B a c t e r 0 i d e s の酸素耐性に強く係わってい
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ると考えられる S 0 D を， 嫌気的培養および曝

気された~. g i n g i v a 1 i s 381 株より分離精製し

すこ . 

1 )嫌気的に培養された菌体から精製した S 0 D 

( a n a e r 0 -S 0 D ) 

嫌気的条件下で， 3 5 oC , 3 0 時間培養した

合計 2 0 .2の同菌株培養液より得られた菌体約

1 0 0 g (湿重量〉を 5 0 m M リン酸カリウム塩緩衝

液 (pH7 . 0) で， 3 回洗浄した後， 同緩衝液に懸

濁し， 超音波処理を加えた菌破砕液を遠心し

その上清画分 1 8 0 m 1 を組標品として用いた.

得られた上清を硫安 5 0 先飽和で塩析し， 3 時

間撹 j宇後， 2 5 , 0 0 0 x g, 3 0 分間の遠心を行った.

その沈澄には， S 0 D 活性はほとんど認められ

ず， S 0 D 活性を示す上清画分 1 9 7 m 1 を精製操作

に用いた.

5 0 %飽和の硫安を含む 5 0 m M リン酸カリウム

塩緩衝液 (pH7 . 8) にて平衡化した Phenyl-

Sepharose CL-4B カラム( 1 . 8 x 1 0 c m ; P h a r m a c i a 

L K B )に， 硫安塩析によって得られた上清画分
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4 0 m 1 を吸着させ 5 0 %飽和の硫安を含む同緩

衝液で洗浄した後， 直線的濃度勾配法により

硫安を 3 0 %飽和から o %まで変化させて， 吸着

画分を溶出させた. 流速は 15ml/h で， 4 m 1 ご

とに分取した. S 0 D 活性は約 10% 飽和の硫安で

溶出される画分にのみ認められ， その他のタ

ンパク質画分 iこは， S 0 D 活性はみられなかった

P h e n y 1 -S e p h a r 0 s e ク ロマ ト グラフ イーによ

り得られた S 0 D 活性画分を， 5 m M り ン酸カ ウ

ム塩緩衝液 (pH8.5) で透析した後， この画分

4 0 m 1 を同緩衝液で平衡化した Q -S e p h a r 0 s e 

F a s t F 1 0 W (P h a r m a c i a L K B )を充填したカラ

ム (3 . 2xlOcm) に吸着させ， 直線的濃度勾配法

により， o . 3 M まで塩化ナ ト ウム濃度をあげ

て試料を溶出させ， 最後に， 1 M 塩化ナ ト ウ

ムを含む同緩衝液によって， 強く カ ラムに吸

着した画分を溶出させた. 流速は lml/min で，

2 m 1 ごとに分取した. S 0 D 活性は塩化ナ ト ウ

ムの濃度 o . 1 M 付近に溶出したタ ンパク質画分

にのみ認められた
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Q -S e p h a r 0 s e クロマトグラフィ ー で得られ

た S 0 D 活性画分を， U K -2 0 のフィルタ - (東洋

ろ紙(掬， 東京)を用いて限外ろ過を行 , 、
、I
Y
 

分

子量 2 0 K 以上のタンパク質を濃縮後， 5 0 m M リ

ン酸カリウム塩緩衝液 (pH7.8) で透析した.

この画分 O. 5 m 1 を同緩衝液で平衡化した

S u p e r 0 S e 1 2 カラム( 1 x 2 7 c m ; P h a r m a c i a L K B ) 

に F P L C S y s t e m を用いて， ゲルろ過を行った.

流速は o . 4 m 1 / m i n で， O. 5 m 1 ごとに分取した.

溶出容量が 14.2ml のところに， 左右対称のタ

ンパク質ピ クが認められ， このピ ク lこ

致して S 0 D 活性がみられた. 他のタ ンパク質

画分は S 0 D 活性を示さなかった. 以上の精製

の各段階における結果を表 2 にまとめた 精

製酵素標品の比活性は 9 3 1 エニヴト /mg 9 'J ハ o ?質で

あり， 粗標品の 272 倍に精製され， その回収

率は 4 9 %であった.

曝気された菌体から精製した S 0 D 

嫌気的条件下で， 3 5 oc , 2 6 時間培養した合

nxu 
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計 2 0 Q の同菌株培養液より得られた菌体約

9 5 g (湿重量)を好気的条件下で保存した 3 0 Q 

の同培養液に再懸濁し， 振還しながら， 空気

中で 3 5 oC , 6 時間の曝気を行った. 遠心後，

得られた菌体約 1 0 0 g (湿重量)を 5 0 m M リン酸

カリウム塩緩衝液 (pH7.0) で 3 巨i 洗浄した後，

同緩衝液にて懸濁し， 超音波処理を加えた菌

破砕液を遠心し， その上清画分 178ml;を組標

品として用いた

嫌気的培養を行った場合と同様に， 硫安処

理を行い， S 0 D 活性を示す上清画分 1 8 3 m 1 を

P h e n y 1 -S e p h a r 0 s e C L -4 B による疎水性クロマ

トグラフィ・ ーによって分画し， 約 1 0 %飽和の

硫安で溶出される画分にのみ S 0 D 活性を認め

7こ

P h e n y 1 -S e p h a r 0 s e クロマトグラフィ ー によ

り得られた S 0 D 活性画分を， 20 m M リン酸カリ

ウム塩緩衝液 (pH8.5) で透析した後， この画

分 20m 1 を同緩衝液で平衡化した Mono-Q カラム

( 0 . 5 x 5 c m ; P h a r m a c i a L K B )に吸着させた. 流
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速は 1 m 1 / m i n で， 2m 1 ごとに分取した. S 0 D 活

性は非吸着画分にのみ認められた.

Mono-Q カラムクロマトグラフィ ー により得

られた S 0 D 活性画分を， 5 m M リン酸カリウム塩

緩衝液 (pH8.5) で透析した後， この画分 4 0 m 1 

を同緩衝液で平衡化した Q -S e p h a r 0 S e F a s t 

F 1 0 W に吸着させ， 直線的濃度勾配法により，

o . 3 M まで塩化ナトリウム濃度をあげ ， 試料を

溶出させた. 流速は 1 m 1 / m i n で ， 2m 1 ごとに分

取した. S 0 D 活性は嫌気的培養の場合と同じ

く， 塩化ナトリウムの濃度 O . 1 M 付近に溶出し

たタンパク質画分にのみ認められた. 以上の

精製の各段階における結果を表 3 にまとめた

精製酵素標品の比活性は 1 , 4 3 8 1 ニヴト /rng 7ï ハ ・ ?

質であり， 粗標品の 240 倍に精製され， その

回収率は 36% であった .

5 . 精製した a n a e r 0 -S 0 D と aero-SOD の 一 般的

性質

1 )両精製酵素の均 一 性および分子 霊

図 3 に示したように， S u p e r 0 s e 1 2 カラム
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によるゲルろ過法によって測定した両精製酵

素標品の分子量は 約 46 ， 00 0 と推定された.

図 4 は両精製酵素標品を S D S ーポリ アク リ ノレ

ア 、、、 ドゲル電気泳動を行った後， クマシ

フリ アン トブルーでタ ンパク質の染色を行

ったものである. 両精製酵素は推定分子量約

23 , 000 に相当するところに， 単 一 のパン ドと

して検出された. また， β ーメルカプトエタ

ノ ールによる還元処理を行わなかった場合で

も 同様の結果が得られた. 上記の結果から，

両精製酵素は分子量約 46 ， 00 0 で， ジスノレフィ

ド結合をもたない 2 つの同じ分子量をもっサ

プユニッ トからなることが示唆された.

両精製酵素の含有金属量

anaero-SOD は 1 分子あたり Fe:l.79 g 原子，

M n : 0 . 2 8 g 原子， c u : 0 . 0 8 g 原子， Z n : 0 . 1 7 g 

原子の金属を含有しており aero-SOD は 1

分子あたり F e : O. 3 6 g 原子， M n : 1 . 0 8 g 原子，

c u : 0 . 0 9 g 原子， Z n : 0 . 2 3 g 原子の金属を含有

していた
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3 )吸収スペクトル

図 5 は両精製酵素の 2 4 0 n m から 7 1 0 n m までの

吸収スペクトルを示しており， 両酵素ともに，

2 8 0 n m で極大吸収を示し， 2 9 2 n m で肩をもっ吸

収スペクトルがみられた. 2 6 0 n m に対する 280

n m での吸光度の比率は 1 . 8 であり， 精製標品

には核酸がほとんど存在しないと考えられた.

2 8 0 n m での分子吸光係数は 8.1xl0 4 M- 1 cm- t で

あった. また ， a n a e r 0 -S 0 D は Fe-SOD の吸収ス

ペクトルの特徴である 3 5 0 n m ，こ特有な吸収を

不し， aero-SOD は 4 7 5 n m に Mn-SOD の特有な吸

収を示した.

6 . 電気泳動

1 )精製 S 0 D の N a t i v e -P A G E 

図 6 に精製した a n a e r 0 -S 0 D と aero-SOD を用

いて， N a t i v e -P A G E を行った後" N B T 法により，

S 0 D 活性を検出したゲル ( a ; a n a e r 0 -S 0 D. c; 

a e r 0 -S 0 D )とタンパク質を染色したゲル ( b ; 

anaero-SOD , d;aero-SOD) を示;した. タンパ

ク質を染色したゲルでは， 両精製標品には，

n,b 
n‘u 



本の明瞭なタ ンパク質ノマン ドと よ り陽極

側に認められる l 本の染色の弱いタ ンパク質

パン ドがみられた. S 0 D 活性を示すゲルでは，

これら 3 本のタ ンパク質ノてン ド lこ 致して，

白 く ぬけた染色されない 3 本のパン ドが認め

られた. この結果よ り 両 S 0 D はそれぞれ 3 つ

のアイ ソザイ ムをもっこ とが示された. これ

らのアイ ソザ、イ ムが， Fe-SOD か Mn-SOD かのど

ち らに属するかを判別するために， anaero-

S 0 D と aero-SOD を上記の条件で， N a t i v e -P A G E 

を行った後， ゲルを 2mMH 2 0 2 存在下で， S 0 D 活

性の検出を試みた. その結果， 図 ?に示した

よ つ a n a e r 0 -S 0 D の 3 つのアイ ソザイ ムは，

完全に不活性化されたが， aero-SOD では陽極

側への易動度の大きい 2 本のパン ドは不活性

化されたが， 陰極側の最も活性の強いノ可、ン ド

は， 僅かに活性の減少を示したのみであ っ fこ.

この結果よ り a n a e r 0 -S 0 D は 3 つの Fe-SOD の

アイ ソザ、イ ムからなるのに対して， aero-SOD 

は活性の最も強い 1 つの Mn-SOD と 活性の弱い

内
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('¥ 

2 つの Fe-SOD を含んでいる L. とが示唆された.

2 ) 精製 S 0 D およびアポ S 0 D の IEF--PAGE

両精製 S 0 D を用いて， IEF-PAGE を行った結

果， 図 8 に示すよ つ 両 S 0 D と もに， p 1 カ王

5 . 2 5, 5. 1 0, 5. 0 0 の 3 つのタ ンパク質ノぐン ド

に分かれた. 一方， アポ化した i可 S 0 D は， と

もに， p 1 カ) 5. 3 0 の均 なタ ンパク質ノてン ド

を示した.

3 )金属を再配位した両 S 0 D の N a t i v e -P A G E 

F e 2 +または M n 2 +を再配位させた両 S 0 D を，

N a t i v e -P A G E 上に展開し， タンパク質と S 0 D 活

性を染色した. 図 9 に示すように， 金属を再

配位した S 0 D は， 全てタンパク質または活性

バンドは単 であり， このバンドの位置は，

精製 S 0 D の最も陰極側のバンドに一致してい

Tこ

7 • 再構築した S 0 D の活性の阻害および不活

性化

両精製 S 0 D のアポ化と再構築した S 0 D 活性の

N a N 3 による阻害および H 2 0 2 による不活性化の

a
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結果を表 4 ，こ示した. a n a e r 0 -S 0 D は活性測定

系に添加した 5mMNaN 3 により ， 80% の活性阻害

を受け， また， 1m M H 2 0 2 に 2 5 oC , 2 0 分間の

浸漬により 68% 不活性化された. 方， aero-

S 0 D に対しては 5mM NaN 3 による活性阻害は 2 6 完

と弱く， 1m M H 202 による不活性化も 30% であ

っ 7こ しかし， 両酵素ともに， アポ S 0 D は活

性を全く示さなかった.

両アポ S 0 D の金属特異性を調べるために

実験方法で述べたようにして， F e 2 + ま 7こは

M n 2 +を再配位させた. 表 4 に示すように，

a n a e r 0 -S 0 D の M n 2 +による再構築では， 未処理

の活性の 69% の活性を示し， F e 2 +でも 2 5 %の活

性の回復を示した. また， a e r 0 -S 0 D において

も， M n 2 +によ り 5 8 %, F e 2 +によ り 3 6 %の活性の

回復を示した. 両アポ S 0 D において， F e 2 -1- ，こ

よ る再構築を した酵素は， mM N a N 3 による

活性阻害が 7 0 から 80% みられ， 1 m M H 2 0 2 によ

る不活性化も 6 0 から 80% の値を示した . 一 方，

M n 2 +により再構築した場合は， 両アポ S 0 D と

rh.u 
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もに， 5 m M N a N 3 による活性阻害は約 1 5 %, 1 m M 

H 202 による不活性化も約 2 5 完と低い値であっ

すこ . 

8 両精製 S 0 D のア ノ酸分析およびア 、、、、 ノ

酸配列

両精製 S 0 D のア ‘、、、 ノ酸分析の結果を表 5 に不

し Tこ. 各ア 、、、、 ノ酸組成の差は， 約 1 0 完以内で

あり， 両 S 0 D のア 、、、、 ノ酸組成の相向性は非常

に高いものであった. a n a e r 0 -S 0 D のタ ン/f:ク

質 次構造を図 10'こ示した. 次構造は 191 

個のア 、、、 ノ酸残基よりなる 1 本鎖ポ リペプチ

ドであり 次構造解析より得られたア 、、、、 ノ

酸組成は， ア 、、、 ノ酸分析より求めた値とほぼ

致した. 図 1 0 に示すよ うに， A c h r 0 m b a c t e r 

プロテアーゼ消化で得られた断片化ペプチ ド

とエン ドプロティ ナーゼ A s p -N 消化およびウ

シ ト プシン消化により得られたペプチ ドの

ア ‘、、、 ノ酸配列を決定し， これらペプチ ドを重

ね合わせるこ とにより， 各ペプチ ドの相互配

列を解析した. また， aero-SOD をプロテアー
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ゼ処理を行わず， 気相シ ー クエンサ ー を用い

て， N -末端分析を行った結果， N -末端のメチ

オニン残基から 3 6 番目のチロシン残基までを

同定することができ， そのアミノ酸配列は，

図 1 0 に示す a n a e r 0 -S 0 D のそれと完全に 一 致し

アこ
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考察

本研究では， 供試した B a c t e r 0 i d e s の全て

の菌株から S 0 D 活性と N A D H -オキシダ ー ゼ活

性が認められた しかし， 結果には示さなか

っプこが カタラ ー ゼ、 ， ペルオキシダ ー ゼ，

ヨー ドーペルオ牛シダ ー ゼ， N A D +ーペルオキシ

ダ ー ゼおよび NA D P +ーペルオ牛シダ ー ゼの酵素

活性は いずれの菌株においても， 検出され

なかった ま fこ 供試菌株の酸素耐性と S 0 D 

活性の聞には高い相関性がみられ 酸素耐性

と NADH ーオキシダ ー ゼ、 との品守にも やや高い相

関性が認められた. これら結果は， B a c t e -

roides のいく っかの株に S 0 D 活性が認められ

9 -1 2 ) 
しかも， その酸素耐性は， 主と して

S 0 D 活性に依存しているという報告 5 - 7 ・ 3 7 )や，

細菌の酸素耐性を決定する重要な因子のひと

っと して， N A D H -オヰシダ ー ゼ活性を指摘し

ている報告 2 5 )と一致する. 細菌を曝気する

t、.. 
とによってこれら酵素が誘導される L、~ とは，

S 0 D については， g_. _軅_Q_1 i 1 8 ・ 37 〉， B. 工 ragilis
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2 2 • 2 3 ) B. t h e t a i 0 t a 0 m i c r 0 n 2 4 ) , s trepto-

c o c c u s 2 ) s a n g U 1 s ~ , , S. m U t a n S 3 8 )などで， 念
品

た， NADH- オキシダ ー ゼは S . m u t a n s 25) で起こ

ることが報告されている. 本研究でも， 酸素

耐性の高いß.. _g i n p; i v a 1 i s 381 株では， S 0 D と

NADH- オキシダーゼ両活性ともに， 曝気によ

り酵素活性が誘導された. 一 方 酸素耐性

の低い B. d e n t i C 0 1 a A T C C 3 3 1 8 5 株では誘導

はみられなかった これらの結果より， B. 

g i n g i v a 1 i s などの歯周病原性菌が， 歯周ポケ

、7 ト内に定着し生息する際には ， この菌のも

つ S 0 D や N A D H ーオキシダーゼ、が重要な役割を担

っている可能性が示唆される.

上述の如く， 本研究により B.g i n g i v a 1 i s 

の酸素耐性には S 0 D 活性が強く係わっており，

ま 7こ， 曝気により本酵素が誘導されることが

明らかとなった. そこで， 嫌気的条件下で培

養された B.g i n z i v a 1 i s 3 8 1 株菌体および曝気

された同菌体に存在する S 0 D の酵素学的性質

について， 詳細に比較検討した. B. g 1 n g 1 -

-39-



v a 1 i s 381 株を 6 時間曝気すれば， 比活性は

3 . 4 ヱニヴト/ m g タンハ. 1 質から 6. 0 ヱニヴト/ m g タンハ.ク

質と増加した. 比活性の増加は， 約 2 倍程度

にすぎなかったが， 粗標、品を得るために行っ

た超音波による菌体の破砕処理において， 嫌

気的培養の場合は， 菌 1 g (湿重量)あたりか

ら約 6 m g, 曝気を行った場合は， 約 3 倍の 16m g 

が抽出され， 菌 1 g (湿重量)あたりから得ら

れた S 0 D 活性としては， 嫌気的培養の場合は

約 2 0 1 ニット， 曝気を行うと約 9 6 1 ニットであり， 活

性の増加は約 5 倍となった. 嫌気的培養に比

べ 曝気を行った場合の粗標品中のタンパク

質濃度の増加は， 曝気 lこより細菌の細胞表層

構造 iこ異常をきたしたり， 細胞質膜や細胞質

が傷害を受け 37) 菌体自身が脆弱とな り

超音波によ り破砕されやすく なったためと思

われる

a n a e r 0 -S 0 D と aero-SOD の均一性については，

F P L C システムを用いた Superose 1 2 ゲルろ過

カ フ ム， SDS-PAGE および H P L C を用いた逆相ク
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ロマトグラフィ ー によって両酵素標品が単一

物質である に... とを確認した 両酵素と も

推定分子量約 23 ， 000 の 2 つのサフユニ 、7 ト よ

り なる と推定された. 他の菌株由来の S 0 D の

推定分子量は， S . mutans では約 4300038) , 

B. fragilis では 約 42 ， 000 22 . 23 ) および B. 

t h e t a i 0 t a 0 m i c r 0 n では約 46 , 0 002 4 )であり，

いづれも 2 つの等しい分子量を もつサブユニ

、7 ト 七、 りな ってお り， 本研究の結果と よ く 類

似 している

a n a e r 0 -S 0 D, a e r 0 -S 0 D の吸収スペクトルは，

a n a e r 0 -S 0 D は Fe-SOD の特徴 3 9 )を， a e r 0 -S 0 D 

は Mn-SOD の特徴 4 � )を示した. 金属含有量の

測定結果から， a n a e r 0 -S 0 D の含有金属の 77% 

は F e で， aero-SOD のそれは 6 1 %が Mn であった.

また 含有金属の合計量は， a n a e r 0 -S 0 D カ王

2 . 3 2 g 原子/ m 0 1 S 0 D, a e r 0 -S 0 D が 1 . 7 6 g 原子

/ m 0 1 S 0 D であ り， この結果から 両 S 0 D は i つ

のサブユニ 、7 ト あたり， 1 つの金属結合部位

を もっと考え られる. S 0 D の 般的性質と し

'
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て， Fe-SOD は N a N 3 により活性が阻害され，

H 2 0 2 により不活性化されるのに対して， M n -

S 0 D ではそれらの影響は非常に弱いものであ

ることが知られている 3 2 ) 両精製 S 0 D の N a N 3 

および H 2 0 2 による阻害実験の結果は. anaeroｭ

S 0 D は N a N 3 での活性阻害や， H 2 0 2 による不

活性化を受けやすく， a e r 0 -S 0 D はそれらの影

響をあまり受けなかった. 以上の結果から，

a n a e r 0 -S 0 D は主として Fe-SOD からなり，

aero-SOD は主として Mn-SOD からなると考えら

れた.

しかしながら， 精製した a n a e r 0 -S 0 D および

a e r 0 -S 0 D の N a t i v e -P A G E ならびに 1 E F -P A G E の

結果， それぞれの精製酵素標品には 3 つのア

イソザイムが存在することが分かった. また，

確認実験として， 精製した a n a e r 0 -S 0 D と

aero-SOD を混合して同様の実験を行っても，

同じく 3 本のバンドがみられ， a n a e r 0 -S 0 D, 

aero-SOD ともに等電点が相応し， 分子量も同

じである 3 つのアイソザイムをもつことが明

n
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らかとなった なお， anaero-SOD , aero-SOD 

の粗標品を n a t i v e -P A G E で展開 し 活性染色

を行っても， 同じ位置に 3 本の活性パン ドカf

確認された. H 2 0 2 による不活性化実験によ り，

a n a e r 0 -S 0 D は 3 つのアイ ソザイ ムすべてが F e -

S 0 D であるのに対して， a e r 0 -S 0 D は主たる活

性を示す 1 つの Mn-SOD と 2 つの Fe-SOD からなる

c.. とが示された. これらの 3 つのアイ ソザイ

ムの活性の比は a n a e r 0 -S 0 D, aero-SOD と も

に同程度であった. さ らに， 結果には示して

いないが， 嫌気的培養後， タ ンパク質合成阻

害剤である ビュー ロマイ シン( 2 0μg / m 1 )を培

地に加えて曝気を行う と， 曝気後の S 0 D の誘

導は 3 つのアイ ソザ、イ ム全てにおいてみられ

ず， また， 分離した S 0 D 活性は a n a e r 0 -S 0 D と

同じ F e -S 0 D の特徴を示した. これらの結果を

考え合わせる と B.g i n g i v a 1 i s 3 8 1 株では曝

気によ り， Mn-SOD だけではな Fe-SOD も新

たに誘導される L、~ とが示唆された. 嫌気的条

件下で培養された E.coli 18 . 37 ) .゚. ~ z i 1 i s 
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2 2 . 2 3 )およ び B. t h e t a i 0 t a 0 m i c r 0 n 2 4 )よ り 分

離 精製さ れた S 0 D では， いずれも ア イ ソ ザ

イ ム の存在は示さ れていな し 1 曝気によ る

S 0 D の誘導は， B . f r a g i 1 i s では嫌気的条件下

で得 り れた F e -S 0 D と等 しい等電点を もつ M n -

S 0 D のみが誘導さ れ， Fe-SOD は認め り れなか

ザコ Tこ と し 1 つ
2 3 ) 曝気を行っ fこ E . C 0 1 i では，

分子量， 等電点の異な る 3 つの アイ ソ ザイ ム，

M n -S 0 D, F e -S 0 D お よ び ハイ フ 、7 ド S 0 D が主忍

め られたが 曝気によ り Mn-SOD と ハイ フ 、7

ド S 0 D の誘導が起 、vー る けれど も F e -S 0 D の誘

導は， み られなか ーコ ?こ と報告さ れてい る 3 7 ) 

従っ て， 本研究でみ られた曝気によ る F e -S 0 D 

の誘導は， 非常に興味あ る現象 と言 つ 、vー と カ三

で き よ つ

a n a e r 0 -S 0 D と a e r 0 -S 0 D を， 塩酸グアニ ン

ンおよ び 8 -ハイ ド ロ キ シキ ノ ンの処理に よ

り， 金属イ オ ンを除去 し ア ポ化する と， ア ポ

a n a e r 0 -S 0 D, ア ポ a e r 0 -S 0 D と も に 1 E F -P A G E ，こ

おいて， 1 つのタ ンパク 質バン ドのみ しか刀ミ
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さ なか 'コ fこ. これ らのアポ S 0 D を F e ( N H 4 ) 2 S 0 4 

ま Tこは M n C 1 2 を含む ト ス塩酸緩衝液で透析

し， それぞれの金属イ オ ン と結合させ る と，

S 0 D 活性が再び発現されたが， N a t i v e -P A G E 

上においては， 1 つの活性およびタ ンパク質

J 、ミ ン ド しかみ られなかった. c. の に、，ー と は，

a n a e r 0 -S 0 D, a e r 0 -S 0 D それぞれに含ま れてい

る 3 つのアイ ソ ザイ ム は， 1 つの コ アタ ンノマク

質であ る ア ポタ ンパク質よ り な る 」、. と を強く

示唆 し ている ま fこ F e ( N H 4 ) 2 S 0 4 で アポ

a n a e r 0 -S 0 D と アポ aero-SOD への金属の再配

位を行 った場合， それらの S 0 D 活性は F e -S 0 D 

の特性を示 し M n C 1 2 によ る再配位の場合に

は， Mn-SOD の特性がみ られた. a n a e r 0 -S 0 D, 

a e r 0 -S 0 D と もに， 鉄やマ ン ガン といっ た結合

金属に対 しての特異性は強 ないと考え られ

る. ま fこ， 結果には示 していないが， 本精製

S 0 D の場合， F e 2 +ま 7こは M n 2 +と 緒に C U2+ , 

Z n 2 +の金属塩を添加し， 再配位を行っ アこ と に~

ろ 添加 しなかっ た場合と比べ C U2+ , Z n 2 + 
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の添加量に比例 して S 0 D 活性の回復率は減少

し fこ L の結果よ り， C U2¥ Z n 2 +は酵素活性

の発現には寄与し ないが， F e 2 +ま Tこは M n 2 + ，こ

競合的にア ポ S 0 D の金属結合部位に配位する

と考え られ， S 0 D の金属結合部位は， F e2¥ 

M n 2 +以外の 2 価金属イ オ ンでも配位が可能で

あ る と思われる.

Fe-SOD の全 次構造が明 らかに されてい る

のは， 現在まで E.c o 1 141) , P h 0 t 0 b a c t e r i u m 

1 e i 0 g nathi 42 ) および P s e u d 0 m 0 n a s ovalis43) 

由来の 3 つの Fe-SOD のみである. また， 鉄と

で"< ンガ ンの両方を配位でき る S 0 D の 次構造

解析については， ま だ報告をみない. 表 6 ，こ

次構造の明らかに されている代表的な S 0 D 

閣のア 、、、 ノ 酸配列.4 1 -4 6 )の相向性につ いてま

と めてみた. 本 a n a e r 0 -S 0 D は他の F e -S 0 D と は

47.6-51.3 混と高いア 喝、、、 ノ 酸配列の相向性を不

し Tこ も のの， .E... c 0 1 i , tl!_. leio g n a t h i およ び

P s . 0 v a 1 i s の F e -S 0 D 聞の相向性は 65.1-74.0%

であ る L、，司 と を考え る と， 本 a n a e r 0 -S 0 D は， にvー
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れまでに明かとな っている F e -S 0 D 聞にみ られ

る よ つ な高い相向性は認め られなかっ アこ . 本

a n a e r 0 -S 0 D と他の S 0 D との全 次構造.4 1 -.4 6 ) 

の相同性の詳細な比較を図 1 1 に示 した. 本

a n a e r 0 -S 0 D を含む全ての S 0 D について一致す

る ア 、、、 ノ酸残基は 4 1 ヶ所と多 く み られ， ま Tこ，

ポ ペフチ ド鎖の構造の維持に特異的な役割

を果たすと考え られている ゲ 、/ ン.4 2 ) の配

列位置 もよ 類似 してお り， F e -S 0 D と M n -S 0 D 

には， 構造的に高い相向性が存在する とし1 つ

過去の報告に合致 した結果が得 られた. ま 7こ，

E.coli47) と P s . 0 V a 1 i s 4 8 ) の Fe-SOD および

T h e r m u s t h e r m 0 p hilus49) の M n -S 0 D 酵素タ ン

パク質の X 線構造解析によ り， S 0 D の金属 と

の結合部位が明かにされてお り この結合部

位は Fe-SOD と M n -S 0 D と もに図 1 5 に大印で

刀ミ し fこ H i ・ S 2 7 H i ・ S 8 2 A S P171 , H i s 1 7 5 であ

る L、~ の金属結合部位のア 、、、、 ノ 酸残基は， 本

a n a e r 0 -S 0 D もそ の他の S 0 D も一致してお り，

本 a n a e r 0 -S 0 D の金属結合部位も同位置にあ る
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と推測される.

しか し 本 a n a e r 0 -S 0 D と他の Fe-SOD が 致

し， かっ， {也の Mn-SOD と 致しないア 、、、 ノ 酸

残基は 1 8 部位であったが， 逆 lこ， 本 F e -S 0 D 

と{也の M n -S 0 D が 致し かっ他の F e -S 0 D と ー

致 しないア 、、、、 ノ酸残基は 1 4 部位 もみ られた.

なお， 他の全ての F e -およ び Mn--SOD が 致 し

たア 、、、、 ノ酸残基を もつ部位で， 本 a n a e r 0 -S 0 D 

のみが異なる残基をもっ部位は 5 ヶ所であ 'コ

Tこ L、" れらの結果から， 本 a n a e r 0 -S 0 D の 次

構造の特徴と して， Fe - SOD と Mn-SOD の双方に

あ る程度高い相向性を示し 構造的に F e -S 0 D 

と Mn-SOD の中間的な位置にある と考え られ，

c. のこ と は本 F e -S 0 D のよ つ に鉄とマ ン ガンの

両方を配位でき る S 0 D の構造的特徴を示して

いるのかも しれない a e r 0 -S 0 D のア ‘、、、 ノ酸配

列は， a n a e r 0 -S 0 D のそれと 3 6 残基自ま では全

等 し い配列をもっ ものであ り， a e r 0 -S 0 D の

次構造も a n a e r 0 -S 0 D と同様な特徴を示す も

のであ る と推測さ れるが， a e r 0 -S 0 D の 次構

-48-



造につ いては， 今後も継続 して解明 してい く

予定であ る.

緒言でも述べたよ つ 多 く の菌株では，

同 菌株が有する F e -S 0 D と M n -S 0 D と は異な る

酵素タ ンパク質か ら構成さ れる と考え られて

いる そ して， それらの例外と して B . f r a g-

i 1 i s , B. t h e t a i 0 t a 0 m i c r 0 n , P ~hermanii 

および S . m u t a n s な どの細菌は， 同 の酵素タ

ンノマク 質か ら Fe-SOD ， M n -S 0 D を構築す る L と

が報告されている 2 � -24. 38) B. g i n g i v a 1 i s 

381 株の もつ 2 つ の S 0 D は， と も に分子量 約

4 6 , 0 0 0, サブユニ 、7 ト は 約 23 ， 000 であ マコ fこ.

ま た N a t i v e -P A G E および I E F -P A G E において

み られた本酵素の 3 つのア イ ソ ザイ ム は， と

も に等 しい易動度および等電点を示した. さ

り ホ ロ S 0 D よ り金属イ オ ンを取り 去っ fこ

ア ポ S 0 D は， と も に p I が 5. 3 0 の均 な タ ン J 号

ク 質であ ずコ ずこ そ して，アポ S 0 D は再配位させ

た金属によ り， それぞれ F e -S 0 D または M n -S 0 D 

と しての酵素的特性を示し プこ 以上の結果と
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ア 司、、、 ノ酸分析および N -末端ア 、、、、 ノ酸配列の分

析の結果を合わせて勘案する と" a n a e r 0 -S 0 D 

と aero-SOD は， 同 の酵素タ ンパク質である

と考えられる. しかしながら， a n a e r 0 -S 0 D お

よび aero-SOD は同 の酵素タ ンパク質から構

成されている と考えられるにもかかわらず，

それぞれの S 0 D には 3 つのアイ ソザ、イ ムが存在

していた 本研究から， これら 3 つのアイ ソ

ザイ ムの生成機構を説明する c.. とは困難では

あるが， し 1 く っかの可能性は考えられる. 種

々の酵素タ ンパク質が， ン酸化 5 B ) グリ

コ シルイヒ 5 1 ) アセチルイヒ 5 2 ) ア 、、、 ド化 53)

脱ア 、、、 ド化 54) ， メ チオニ ン残基の酸化 5 5 )な

どといっ 7こ， いわゆる翻訳後修飾を受け， タ

ンパク質の化学的な性質に変化をきたすこ と

はよ く 知られている. 本 S 0 D においても， に、，ー

のよ つ な翻訳後修飾をう け 立体構造の変化

や電気的なチ ヤー ジの変化を伴ない， アイ ソ

ザイ ムが発現したと も推測される. アポイヒに

よ り， アイ ソザ、イ ムがひとつになったこ とや，
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金属を再配位してもアイ ソザイムが存在しな

'-"ことは， 翻訳後修飾をうけ立体構造の変化

をきたしたものが， 塩酸グアニジンや 8 -ハイ

ドロキシキノ ンによる金属の離脱とと もに，

酵素タ ンパク質がなんらかの構造的修飾を受

け， 電気的に均 になったためと説明できる

かもしれない.

本研究で得られた諸結果は， B.g i n g i v a 1 i s 

のもつ S 0 D が酸素毒性から菌体を保護する機

能を果たすことを示しており， 今後， 白血球

などの貧食細胞から放出される o 2 ーに対する

本菌のもつ S 0 D の役割などが解明されれば，

歯周ポケッ トでの本菌の定着， 生息における

S 0 D の重要性がさ らに明らかになると思われ

る また B . g i n g i v a 1 i s の S 0 D は， いままで

報告された S 0 D とは異なった酵素学的性質を

もつことからも非常に興味深く， 本菌のもつ

S 0 D の誘導機構の研究を進展させる上で， 本

研究は， l つの手掛りを与えるものと言える

であろう.
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i小t士口 圭口ム付甘

本研究では， 偏性嫌気性菌の一種である黒

色色素産生性 B a c t e r 0 i d e s 種の酸素代謝に関

連するいくつかの酵素活性と酸素耐性との関

係を明らかにするとともに， 酸素耐性に強く

係わっている と考えられる S 0 D を， 嫌気的培

養および曝気された B a c t e r 0 i d e s g i n R i v a 1 i s 

381 株菌体より分離精製し， 両精製酵素の生化

学的諸性質を比較検討した結果， 以下の結論

を得た.

1 . 供試した B a c t e r 0 i d e s 種の全てに， S 0 D お

よび N A D H -オキシダーゼ活性が認められ， 特

に， B. g ingivali s に最も高い S 01 D 活性がみら

れた. しかし， これらの菌株にはカタラーゼ

およびペルオ牛シダ ゼ活性は認められなか

っ Tこ

2. B a c t e r 0 i d e s 穫の S 0 D 活性と つ[' 5 ~で示され

た酸素耐性時間との相関性は 1 =0 . 814 と非常

に高く， NADH- オキシダーゼと酸素耐性との相

関性も 1 =0.683 とやや高いものであった

n
J
i
u
 

r
ヘ
U



3 高い酸素耐性を示した B.ιi n g i v a 1 i s 381 

株は， 曝気により S 0 D, N A D H -オキシダ ー ゼと

もに酵素誘導がみられたが， 酸素耐性の低い

B . d e n t i C 0 1 a A T C C 3 3 1 8 5 株では曝気によ って，

酵素の誘導はみられなかった.

4 嫌気的培養または曝気を行った B. g 1 n -

g i v a 1 i s 381 株の菌体破砕液よ り精製された

S 0 D は， ともに分子量約 46 ， 00 0 で， 分子量約

23 , 000 の 2 つのサブユニットよりなると推定

された

5 • 両精製 S 0 D の吸光特性は， 2:B 0 n m に極大吸

収を示し， 分子吸光係数は 8.1xl0 4 M- 1 cm- t で

あった. また ， a n a e r 0 -S 0 D は 3 ，50nm に， F e -

S 0 D に特有な吸収を示し， aero-SOD は 4 7 5 n m に，

Mn-SOD に特有な吸収を示した. 精製酵素の金

属含量は， a n a e r 0 -S 0 D が 1 分子あたり Fe:l.79

g 原子， M n : 0 . 2 8 g 原子， Cu:O.08 g 原子， Z n : 

o . 1 7 g 原子であり， aero-SOD は 1 分子あたり

Fe:O.36 g 原子， M n : 1. 0 8 g 原子， Cu:O.09 

g 原子， Z n : 0 . 2 3 g 原子であった. これらの結
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果より， a n a e r 0 -S 0 D は主として F e -S 0 D より，

aero-SOD は主として Mn-SOD よりなると考えら

れた

6 . 両精製酵素は IEF-PAGE 法により， それぞ

れの p 1 が 5 . 2 5, 5 . 1 0, 5. 0 0 の 3 つのバンドに

分かれ， また N a t i v e -P A G E 法によっても， 3 つ

の酵素活性をもっバンドがみられ おのおの

3 つのアイソザイムをもっていた.

7. Native-PAGE 法を用いた H 2 0 2 による F e -

S 0 D の不活性化により， a n a e r 0 - S 0 D の 3 つの酵

素活性を示すバンドは全て， 不活性化された

が， aero-SOD は 2 つの活性を示すバンドのみ

が不活性化され， 前者は全て Fe-SOD であり，

後者は l つの Mn-SOD と 2 つの Fe-SOD から構成

されていた

8 .両精製酵素のアポ S 0 D は，

5 . 3 0 の均 なタンパク質であり "

ともに p I が

酵素活性を

刀ミさなかった.

9 . 両精製酵素のアポ S 0 D は， ともに F e 2 +ま

たは M n 2 +を再配位させることにより酵素活性
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を再び示すようになり， 再構築した S 0 D は，

N a t i v e -P A G E 法により， 単一の酵素活性をも

つタ ンパク質と して示された.

1 O. H 2 0 2 と N a N 3 による Fe-SOD の活性阻害態度

より， 再構築された酵素は， Fe-SOD ならびに

Mn-SOD それぞれのもつ特性を示した.

1 1. a n a e r 0 -S 0 D のタ ンパク質 次構造は， 総

残基数 191 個の 本鎖ポ リペプチ ドよりなり，

その 次構造は鉄とマンガンの双方を配位で

きる S 0 D に特徴的なものであると考えられた.

ま fこ， anaero-SOD と aero-SOD のア 、、、、 ノ酸組

成は酷似しており aero-SOD のア 、、、 ノ酸配列

は， 調べられた 3 6 番固までは anaero-SOD のそ

れと完全に一致した.

1 2. 以上の結果から， 両精製酵素は分子量，

等電点， ア 、、、、 ノ酸組成， 部分的なア 、、、、 ノ酸配

列は一致しており， さらに， アポ化した両

S 0 D および金属を再配位させた S 0 D は， 同じ等

電点をもっ単 のタ ンパク質であったことか

り， 両 S 0 D は同 のアポタ ンパク質からなる
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ことが示唆された.

稿を終えるに臨み， 終始御懇篤なる御指導

と御校閲を賜った大阪大学歯学部予防歯科学

講座 常光 旭教授ならびに雫石 聴助教授

に深甚なる謝意を表します. また， タンパク

質一次構造の決定に御協力いただきました大

阪大学蛋白質研究所蛋白質化学構造部門 崎

山文夫教授ならびに綱沢 進助教授に深謝致

します. そして， 精製酵素の含有金属量の測

定にご協力頂きました大阪大学工学部発酵工

学科発酵工学第二講座 山田靖宙教授に厚く

御礼申し上げますとともに， 予防歯科学講座

の諸先生方に謝意を表します.
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Induction by Oxygen and Characterization Purification , 

of Superoxide Dismutase from Bacteroides gingivali s 381 

Atsuo Amano 

Department of Preventive De旦tis立王

位坐主 lJniversity Faculty 延恒旦主主主rr

包註主.色坐主並立，主但旦Yamadaok a , 1-8 , 

Key words:Superoxide dismutase. Bacteroides gingivali s ・ Oxygen induction 

strains of Bacteroides gingivali s had strong activities of 

(SOD) and were markedly tolerant in the presence of 

Several 

superoxide dismutase 

Bacteroides species tested. 

the strains were maintained and incubated in the either 

black-pigmented of strains in 13 oxygen 

anaerobic Thus , 

It was found that the SOD activity was significantly or aerobic system. 

anaero-The SODs especially in B.g ingivali s 381. 

B. g ingiva lis 381 cells , 

induced by oxygen , 

each was SOD and aero-SOD from the extracts of 

by anion exchange chro-purified by'hydrophobic chromatography followed 

purl-Both the respectively. and then by gel filtration , ma togr aphy , 

consisted of two 46.000 about fied enzymes having molecular weight of 

that anaero-SOD Spectral analysis revealed equal sizes. subunits of 

A475 of but aero-SOD exhibited the characteristic A35a of Fe-SOD , had 

isoelec-Both samples contained three isozymes with identical Mn-SOD. 

inactivation of of On the basis 5.10 and 5.00. tric points of 5.25 , 

one Mn-SOD and a consisted of it was shown that aero-SOD SOD by H2 02 , 

whereas anaero-SOD contained only Fe-SOD. small quantity of two Fe-SODs , 

aero-SOD is the same as 

ln 

band 

dialysis 

one protein 

by prepared 

Only 

the apoprotein of 

th~t of 

guanidinium chloride plus 8-hydroxyquinoline. 

was apoprote匤 

whether or not 

each anaero-SOD 

To ascertain 

円
s
t

r
、
υ



with the same isoelectric point of 5.30 on an isoelectric focusing gel 

was obtained in each purified SOD sample. Subsequent reconstitution 

of both apoenzymes with either Fe(NH4)2(S04)2 or MnC12 significantly reｭ

stored their activity. These reconstituted SODs showed only one protein 

band with SOD activity on Native-PAGE. The complete amino acid 

sequence of anaero-SOD was determined by automated Edman degradation of 

the protein. Achrombacter protease 1, endoproteinase Asp-N and tryptic 

digestion. The sequence consisted of 191 residues corresponding to a 

molecular weight of 21, 500 per subuni t. F u r-t h e r m 0 r e. t h e f i r s t 3 6 

amino acid sequence of aero-SOD was determined following N-terminal 

analysis. The two enzymes had similar amino acid compositions , and 

their amino-terminal sequences were identical through the first 36 amino 

acids in which methionine residue was present at N-terminal. These 

results suggest that the three isozymes of either anaero-SOD or aero-SOD 

in 12..& ingivali ~ 381 may be formed from the same apoprotein. 
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図の説明

図 1 黒色色素産生性 B a c t e r 0 i d e s のもつ S 0 D 

および N A D H ーオキシダーゼの酵素活性と

酸素耐性 (T 5 � )との相関性

図 2 曝気された B. g i n g i v a 1 i S 381 株と B. 

d e n t i c 0 1 a A T C C 3 318 5 株の S 0 D と N A D H -

オ牛シダーゼの誘導

• : B. g ingivali s 3 8 1 株

() : B . d e n t i c 0 1 a A T C C 3 3 185 株

図 3 Superose 12 カラムによる両精製酵素標

品の分子量の測定

図 4 両精製酵素標品の S D S ーポリアクリルア

ドゲル電気泳動パタ ー ン

a . d :分子量測定用標準タンパク質標品

b: a n a e r 0 -S 0 D 

(タンパク質量 1 . 1μg ) 
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c: a e r 0 -S 0 D 

(タンパク質量 1 . 3μg ) 

図 5 両精製標品の吸収曲線

標品はタンパク質濃度が O . 24m g / m 1 とな

るように 5 0 m M リン酸カリウム塩緩衝液

(pH7.8) にて溶解した

図 6 両精製酵素の酵素活性およびタンパク

質を染色したポリアクリルアミドゲル電

気泳動パターン

a 酵素活性を染色した a n a e r 0 -S 0 D 

(酵素活性量・ 6 . 5 1 ニヴト)

b : ク ンパク質を染色した a n a e r 0 -S 0 D 

(タ ンパク質量， 4 0μ 

c : 酵素活性を染色した a e r 0 -S 0 D 

(酵素活性量・ 6 . 5 1 ニット)

d : タ ンパク質を染色した a e r 0 -S 0 D 

(タ ンパク質量 4 0μ 
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図 7 a n a e r 0 -S 0 D と a e r 0 -S 0 D のアイソザイムの

酵素活性に及ぼす H 2 0 2 の影響

a: H 2 0 2 処理を行った a n a e r 0 -S 0 D 

b :未処理の a n a e r 0 -S 0 D 

c: H 2 0 2 処理を行った a e r 0 -S 0 D 

d :未処理の a e r 0 -S 0 D 

ゲル 1 本あたり酵素活性量 5 . 5 l ニヴトの標

品を用いて泳動を行った

図 8 両精製酵素のホロ酵素およびアポ酵素の

等電点電気泳動パタ ー ン

a a n a e r 0 -S 0 D (タ ンノマク 質 量 2μ 

b : ア ポ a n a e r 0 -S 0 D 

(タ ンノマク 質量 1 . 7μ 

c : a e r 0 -S 0 D (タ ンパク 質量 2μ 

d : ア ポ a e r 0 -S 0 D 

(タ ンパク 質量 1 . 7μ 

S t : 等電点測定用標準タ ンパク質標品

E
d
 

司
4

・



図 9 再配位した a n a e r 0 -S 0 D と a e r 0 -S 0 D の酵素

活性およびタンパク質を染色したポリア

クリルアミドゲルディスク電気泳動パタ

ーン

1 ア ポ a n a e r 0 -S 0 D を M n C 1 2 によ り 再配位

し 7こ S 0 D (タ ンノマク 質量 1 2μ 

2 ア ポ a e r 0 -S 0 D を M n C 1 2 によ り 再配位 し

7こ S 0 D (タ ンノマク 質量 1 2μ 

3 ア ポ a n a e r 0 -S 0 D を F e ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 に

よ り 再配位 し fこ S 0 D 

(タ ンパク 質量 1 0μ 

4 ア ポ a e r 0 -S 0 D を F e ( N H 4 ) 2 ( S 0 4 ) 2 によ

り 再配位 し アこ S 0 D 

(タ ンパク 質量 1 0μ 

a :酵素活性を染色

b :タ ンノマク 質を染色

図 1 0 a n a e r 0 -S 0 D の全一次構造

A: A c h r 0 m b a c t e r プロテアーゼ I 消イヒに
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h
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図 1 1 

よ り得 られたぺ フチ ド

N : エ ン ドフロ ア イ ナ ゼ A s p -N 消化に

よ り ノf守1=1 られたペプチ ド

A c -T : ε ジル基をアセチル化 し 7こ

a n a e r 0 -S 0 D の ウ シ ト フ てノ ン消化

によ り得 られたペプチ ド

ー~・ 自動エ ドマ ン法によ り 決定 したア 、、

ノ 酸配列

a n a e r 0 -S 0 D と種々の F e -S 0 D および

M n -S 0 D のタンパク質全 一 次構造における

相向性の比較

女:金属結合部位と推測されるアミノ酸

残基

B a. s t e a r 0 t h : B a c i 1 1 u s s t e a r 0 t h e r rn 0 -

p h i 1 u s 

F e : F e -S 0 D, M n : M n -S 0 D 

各 S 。 D のア 、、、 ノ 酸配列の共通する ア 、、

ノ 酸残基を四角で囲ん‘ であ る
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表の説明

表 1 黒色色素産生↑生 B a c t e r 0 i d e s の S 0 D 活性，

N A D H ーオキシダーゼ活性および酸素耐性

.生菌数が対数的に半減する曝気時間を

示す

表 2 嫌気的条件下にて培養した B. g i n g i v a -

1 i s 381 株より分離した S 0 D の精製

表 3 曝気された B. g i n g i v a 1 i s 381 株より分離

した S 0 D の精製

表 4 未処理，アポ化および再配位した a n a e r 0 

-S 0 D ならびに a e r 0 -S 0 D の酵素活性に及ぼ

す H 2 0 2 と N a N 3 の影響

表 5 anaero-SOD と a e r 0 -S 0 D のアミノ酸組成
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表 6 anaero-SOD と種々の F e -S 0 D および M n -

S 0 D とのタンパク質全一次構造の相向性

B a. s t e a r 0 t h e r m 0 p h i 1 u s : 

B a c i 1 1 u s s t e a r 0 t h e r m 0 p h i 1 u s 

M n: M n -S 0 D. F e: F e -S 0 D 

それぞれの数値は各 S 0 D のタンパク質 一

次構造の共通するアミノ酸残基の割合

(%  )を表す
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図 1 黒色色素産生性 Bacteroides のもつ SOD およびNADH-
オキシダーゼの酵素活性と酸素耐性 (T 5~) との相関性
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• 
NADH-オキシダーゼ活性および酸素耐性黒色色素産生性Bacteroides の SOD 活性，表 1

酸素耐性酵素比活性(ヱニット/mg ~ï ハ. 1 質)
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表 2 嫌気的条件下にて培養した~.&ingivalis 381株菌体からの S 0 D (anaero-S 0 D )の分離・精製

精製操作 容量 タンパク質濃度 総活性量 比活性 回収率 精製度

、
、
，
，
，
，

1
E
A
 

m川

，
，E
‘
、

(μg/ml) (エニヴト) (エニット/mg) (児) (倍)

菌破砕抽出物 180 3190 1950 3.4 
co 
co 

硫安処理 (50児飽和〉 197 2300 3270 7. 2 100 

Phenyl Sepharose CL-4B 303 46.0 3210 229 98 68 

Q-Sepharose Fast Flow 12. 8 188 2450 1020 75 300 

Superose 12 71. 0 24. 5 1610 931 49 272 



表 3 曝気された!i._gingivali s 381株菌体からの S 0 D (aero-S 0 D )の分離・精製

精製操作 容量 タンパク質濃度 総活性量 比活性 回収率 精製度

1
1
I
 

1
E
A
 

m
川

，
t

‘
、

(μg/ml) (エニヴト) (エニヴト/mg) (児) (倍)

菌破砕抽出物 178 8360 8970 6.0 CT> 

co 

硫安処理 (50完飽和) 183 3290 9600 15. 9 100 

Phenyl Sepharose CL-4B 340 65. 0 7100 321 74 54 

Mono-Q 355 14. 0 5850 1177 61 196 

Q-Sepharose 15. 0 160 3450 1438 36 240 



表 4 未処理，アポ化および再配位した anaero-SODならびに aero-SODの酵素活性に及ぼす H 2 0 2 と N a N 3 の影響

処理前の総活性 処理後の総活性 活性回収率 H2 0 2 による不活性化 NaN 3 による活性限害
添加金属塩 (%) (%) 

(ヱニヴト) (エニヴト) (完) 10 20 (min) 0.1 O. 2 1.0 5.0 (mM) 

く Anaero-SOD>

未処理 SOD 400 10 24 60 68 35 60 71 80 

アポ SOD 300 く 10 く 3

MnC12 300 207 69 4 10 20 22 4 8 18 

Fe(NH4)2(S04)2 300 75 25 30 55 60 32 52 66 70 Cコ
0'、

く Aero-SOD>

未処理 SOD 400 19 27 30 18 26 

アポ SOD 400 く 10 く 3

MnC12 400 230 58 15 24 27 10 12 

Fe(NH4)2(S04)2 400 144 36 15 33 55 75 30 57 70 82 



表 5 anaero-S 0 D と aero-S 0 D のアミノ酸組成

SOD lmol あたりのアミノ酸残基数

アミノ酸

anaero-SOD aero-SOD 

リジン 2 2 o 2 4. 4 

ヒスチジン 1 1 8 1 1 6 

トリフ。トファン 6. o 6. 1 

アルギニン 9 fi 1 O. 3 

アスパラギン酸 4 5 2 4 3. 4 

スレオニン 19. 7 2 O. 。

セリン 1 5 5 1 5 9 

グルタミン酸 4 0 7 4 O. 6 

フ。ロリン 15. fi 1 5. 。

グリシン 3 1 . 3 2 8 

アラニン 2 3 2 5 5 

シスチン < 0 fi < 0 5 
ノマリン 1 7 fi 1 6. 。

メチオニン 1 2. 。

イソロイシン 16. o 1 5. 7 

ロイシン 3 5 . 5 3 4. 7 

チロシン 1 4 aぐ』〉d 1 2. 7 

フェニルアラニン 2 1 dつ_J 2 O. 4 

'
'
ム

n
同
J
W



¥ 

表 6 anaero-SOD と種々の Fe-SODおよび‘Mn-SOD とのタンパク質全一次構造の相向性

~.gingivalis E. co 1 i Ph. 
(Fe) leiognathi 

B.g ing ivalis(Fe) 51. 3 

E. col i (Fe) 51. 3 

Ph. leioznathi (Fe) 43. 5 74.0 

Ps.ovalis(Fe) 47. 6 67. 2 

Ba. stearothermophi 1 us (Mn) 45.0 52. 6 

E. col i (Mn) 40. 3 45. 3 

Human liver(Mn) 39. 8 39. 6 

Ba. s tearothermophilu s : Bacillus stearothermophilus 

Mn : Mn-SOD , Fe: Fe-SOD 

43. 5 

74.0 

65. 1 

49. 8 

39. 3 

35. 0 

Ps. Ba. stearo- E. coli 

ovalis thermophilus (Mn) 

47. 6 45.0 40. 3 

67. 2 52. 6 45. 3 

65. 1 49. 8 39. 3 

52. 7 42. 2 

52. 7 59. 9 

42. 2 59. 9 

39. 4 47. 8 42. 4 

それぞれの数値は各SODのタンパク質一次構造の共通するアミノ酸残基数の割合(%)を表わす.

Human 

1 i ver 

39. 8 

39. 6 

35.0 
C‘寸

0') 

39. 4 

47.8 

42. 2 



a b c d 

← ~14 K 
• Ei7 K 
• 43 K 

• jlO K 

• 20 K 
• 14 K 

図 4 両精製酵素標品のSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動パタ ー ン

a , d :分子量測定用標準タンパク質標品
b:anaero-SOD (タンパク質量;1. 1μg)

c:aero-SOD (タンパク質量;1. 3μg)
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a St b c St d 

図 8 両精製酵素のホロ酵素およびアポ酵素の等電点電気泳動パタ ー ン

a:anaero-SOD (タンパク質量; 2μg) 

b :アポ anaero-SOD(タンパク質量;1. 7μg)
c:aero-SOD (タンパク質量; 2μg) 

d :アポ aero-SOD (タンパク質量; 2μg) 

S t :等電点測定用標準タンぷク質標品
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図 9 再配位した anaero-SOD と aero-SODお酵素活性およびタンパク質を
染色したポリアクリルアミドゲ、ルディスク電気泳動パタ ー ン

1 :アポ anaero-SODを MnC1 2 により再配位した SOD
(タンパク質量; 12μg) 

2: アポ aero-SODを MnC1 2 により再配位した SOD
(タンパク質量; 12μg) 

3: アポ anaero-SODを Fe(NH 4 )2(S04)2 により再配位した SOD
(タンパク質量; 10μg) 

4: アポ aero-SODを Fe(NH 4 )2(S04)2 により再配位した SOD
(タンパク質量; 10μg) 

a 酵素活性を染色
b: タンパク質を染色
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