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口腔常在細菌の増殖性と酸化還元酵素について

I1. 口腔常在細菌が保有する酸化還元酵素について

菊池 裕子

北海道大学歯学部仁l腔細菌学講座(指導 e 鈴木武教授)

〔受付:昭和田年3月10日〕

Studies on the growth of oral indigenous bacteria 

and their oxidoreductase activities 

II. Oxidoreductase activities 
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Abstract: In a preceding study， an index was given for bacteria with intermediate tolerances for 

oxygen which could express their aerobic to anaerobic pGtentials in a quantitative manner. 

The purpose of this paper is to examine to what extent changes in that index might relate with 

the oxidoreductase activities in those oral indigenous bacteria under different oxygen coroditions. The 

oxidoreductases studied in bacteria grown under aerobic and a口aerobicconditions include NADH per 

oxidase， peroxidase， superoxide dismutase (SOD)， and catalase. Isczyme of SOD was also studied in 
some bacteria using disc polyacrylamide electrophresis. 

lt is suggested that NADH peroxidase and superoxide dismutase (SOD) play a dominative role 

in the grown of oral indigenous bacteria under several oxygen concentrations. 

緒言

口腔微生物叢，特にプラーク中の微生物叢の形

成および成熟には，微生物聞の共生，措抗，およ

び宿主の抵抗力，栄養の摂取などが関係する1，2)。

それらの因子のうちでも，特に酸素の供給が微生

物叢の形成に第1義的な影響を与えるものと考え

られる。

前報においては，口腔常在細菌の増殖に及ぼす

酸素の影響を定量化する方法を考案し，得られた

指標が各群において明らかに呉なることを報告し

札幌市北区北13条西 7]目(干 060)

た3)。

本報では，培養中の細菌について，その増殖に

及ぼす酸素の影響と，細菌自体が持つ酸化還元酵

素の質的，または量的な差との関連を検討した。

そのため，異なる酸素条件下で培養した口腔常在

細菌の保有する各種の酸化還元酵素の分布，活

性，およびアイソザ、イムの存在などについて測定

を行った。

材料と方法

1) 使用細菌

口腔常在細菌として，以下の細菌を実験に用
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U 、fこ。

すなわち，Neisseria mucosa S-11 *4)， N. sub-

戸'avaYN -1 *4>， Staphylococcus aureus 209 P4)， 

Streptococcus salivarius S-6判)ヲ Str.mitior S-

8判 ) Str. sanquis A TCC 105575)， Str. sanguis 

S-9*5)， Str.sa万guisNS-7*5)， Str.mutans Ingbri悶

tt6)， Str. mutans 1089料 7) Str. mutans MT  

7038)， Str. mutans Pk 19)， Str. mutans OMZ 

17510九Str.mutans B 1311l， Str. faecalis A TCC 

1943312)， Str. faecalis ATCC 975612)， Str. 1う'yo-

genes IID 68913，14)， Lactobacillusαcidophilus 

A TCC 435615)， Veillonella alcalescens A TCC 

1774816)， Propionibacterium acnes A TCC 

1182717)， Fusobacterium nucleatum IID 89118) 

である。

対照菌種として Escherichiacoli K 1219)， E. 

coli K 6719)， E. coli B/r20)， Proteus vulgaris 

IID 87421)， Salmonella enteritidis IID 60422)， 

Micrococcus luteus NCTC 266523，24)ヲ Pseudo-

monasαeruginosa S司2判)を用いた。

2) 培養法

実験には，嫌気性菌用培地である GAMブイ

ヨン培地(日水製薬，東京)を用いた。

細菌は，一菌株について好気振蓋と静置の 2条

件で，3rcで1-2日開培養した。振壷培養は，
定温振謹機 (Gyrotory incubator shaker G24 ; 

New Brunswick Scientific Co.， Inc.， USA) 

を用いて 150rpmで行った。

3) 洗糠菌体および菌体破砕抽出被の訴l製

a) 洗糠菌体の調製

培養液を遠心沈殿して (8，000g，10分間)菌体

を集め， この菌体を O.05M リン酸緩衝液 (pH

7.0)を用いて 3回遠心洗糠した後，可及的に少量

の緩衝液中に浮遊させた。 この濃厚菌液の濃度

は，この一部を比濁すること，および乾燥菌量を

測定することにより求めた。

b) 菌体破砕抽出披の調製

i先糠菌{本を湿菌量 0.5g/mlとなるように 0.01

M リン酸緩衝液 (pH7.0)で調製し，これらを

菌体浮遊液とした。この浮遊液中の細胞を，超音

* 北海道大学歯学部仁I}庄市11妥i学講座分詰fE株
林 愛知i学日完大学尚一学部口腔微生物学講座分離事長

波破砕機 (TomyUR-200;富永，東京)を用い

て 20kHz，80Wで3分間作用させ破砕した O こ

れを冷却遠心分離機 (RC-5; Sorvall， USA) を

用いて12，000g，60分間遠心し，上清を得た。この

上清をよ記緩衝液中で36時間透析し，菌体破砕抽

出被を調製した O

4) 酵素活性の検出と定量

酵素活性は?培養期間1-2日後の定常期に測

定し，最低3回の測定の平均を取った。酵素活性

の検出には，点滴分析法および活性染色法を用

い，定量分析には分光光度計 (Hitachi Model 

200-20 ;日立，東京)を用いて250Cで測定した。

a) 全 NADH酸化活性の定量

会 NADH酸化活性は，Dolin25)の方法に従し、

NADH と過酸化水素を含む反応液中に菌体破砕

上清を加え， NADHの減少の割合を 340nmの

吸光度の減少より測定した。

Dolinはこの方法を部分精製標品の測定につい

てのみ，適用しているが，本研究では， Uesugiと

Yajima26)に従い，本方法を菌体破砕抽出液の測定

について適用した。この場合 Lactobacillus

では，全 NADH酸化のうち，約7.5%が oxida-

tionによるものであり，残りが peroxidationに

よることが Mizushimaと Kitaharaにより報告

されている27)。従って，使用蕗株によって oxida-

tionと p巴roxidationの比率が異なる可能性はあ

るが， 全 NADH酸化活性の簡便な定量法とし

て卜分適用可能であると思われる。

b) スーパーオキサイド・ディスムターゼ

(SOD)活性の定量法

SOD 1?H生は Beauchampおよび Fridovichの
方法28)に従い xanthine-xanthineoxidase系に

よる nitrobluetetrazolium (NBT) の還元を

SODが阻害する現象を 560nmの吸光度の減少

により測定した。

c) SODのアイソザ、イムの検出法

SODのアイソザ、イムの才会出は， Davis，および

Ornstein の方法叫に従ってディスク電気泳動を

実施した後 Beauchamp，および Fridovichの

方法30)による活性染色法に従って実施した。

d) カタラーゼ活性の定量法

カタラーゼ活性は Beers と Sizerの方法31)
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に従u、，過酸化水素の消費率を 240nmの吸光度

の減少から測定した。

カタラーゼ活性の測定法に関し，過マンガン酸

カリウム (K2Mn04) よる滴定法31>と過酸化水素

の 240nm吸光度測定法32)とを比較検討した。そ

の結果，市販の精製カタラーゼでは，両方法によ

って向じ活性値が得られたが，菌体破砕抽出液で

は，過マンガン酸カリウム法による滴定の終点が

求められなかった。また， 測定試料中に 240nm

近傍の吸収のないこと，測定がより簡便であるこ

となど，吸光度測定法の方がより適していると考

えられた。

e) カタラーゼ(過酸化水素分解)活性の検出

法

GAM寒天平板発生集落，および菌体破砕抽出

液中のカタラーゼ活性は Cowanの方法4lに従い，

過酸化水素の分解による発泡より検出した。

f) 細菌の産生する過酸化水素の検出法

GA叫寒天平板発生集落を大気中に放置し，そ

の集落を硫化水素によって黒変させた酢酸鉛紙に

接触させ，退色の有無より検出した制。

5) タンパク質量の測定法

タンパク質量は Lowryの方法34)に従い，

Folin-Ciocalteu試薬を用いて測定した。

結果と考察

全 NADH酸化活性

全 NADH酸化の活性を各菌種について測定比

較した結果を Table 1に示す。

本実験結果から，好気性菌の方が嫌気性菌より，

全 NADH酸化活性が5齢、ことが示唆される O こ

の点は，腸管内の obligateanaerobes， 28菌株が

嫌気条件下で示す全 NADH酸化活性について

UesugiとYajima26lが調べた結果と同じ傾向を示

している。

また，本実験で，好気振壷培養と静置培養の 2

条件下に全 NADH酸化活性を比較した結果は，

全 NADH酸化活性が酸素により誘導されること

を明らかにしている o

スーパーオキサイド・ディスムターゼ (SOD)

活性

SOD生成に対する酸素の誘導効果について諦

べた結果を Table2に示す。 Obligateaerobesの

SOD活性については，静置培養での増殖が認め

られなかったため，酸素による誘導効果を判定す

ることができなかった。 Facultativeanaerobesで

ある E.coli K 12では，酸素による誘導効果に

より SOD活性は1.8倍に，Staph. aureus 209 P 

では1.5倍に増加した。 Aerotolerantanaerobesお

Table 1 NADH oxidation activity in bacteria 

Strain 

Obligate aerobes 

111. subflava S-l 

Ps. aeruginosa S-2 

Facultative anaerobes 

E. coli K 12 

Aerotolerant anaerobes 

Str. faecalis A TCC 9756 

Str. mutans Pk 1 

Str. faecalis ATCC 19433 

L.ιcidophilus A TCC 4356 

Str.昨1ItiorS-8 

a) No growth is abbreviated as N.G. 

b) No detection is abbreviated as N.D. 

NADH peroxidase activity 
(Ujmg of prot巴in)

Shaking in air. 

0.2 

0.1 

0.6 

113 

26.5 

0.2 

N.D. 

N.D. 

Not shaking. 

N.G.a) 

N.G. 

N.D.b) 

N.D. 

N.D. 

0.4 

0.1 

0.2 
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Table 2 Superoxide dismutase (SOD) activity in bacteria 

SOD activity (Ujmg of protein) 
Strain 

Shaking in air Not shaking. 

Obligate aerobes 

M. lzμeus NCTC 2665") 0.8 N.G.b) 

N. subflava N-1 1.0 N.G. 

λT. subflava S-l 0.2 N.G. 

Ps. aerugi710sa S-2 0.6 N.G. 

Facultative anaerobes 

E. coli K 12 10.3 5.7 

5taph. aureus 209 P 5.7 3.8 

Aerotolerant anaerobes 

5tr. salivarius TS-S 14.9 N..Dc) 

51r. salivarius HTS-1 7.7 N.D. 

5tr. salivarius EFS-2 9.6 N.D. 

5tr. salivarius MNS 18.9 3.9 

51rρ'yogenes IID 689 1.7 1.0 

5tr二sanguisSθ 0.7 0.6 

5tr. mutans 1089 0.5 1.1 

5tr. faecalis 19433 2.3 11.2 

51r. salivarius S-6 N.D. 0.7 

L. acidojりhilusA TCC 4356 N.D. 0.2 

5tr. mitior S-8 N.D. 0.2 

Obligate anaerobes 

v. alcalescens ATCC 17748 24.3 0.2 

Prop. aC1ies ATCC 11827 N.G. 1.6 

F. nucleatum IID 891 N.G. N.D. 

a) Culture medium for this strain is an enriched medium， M. broth 
b) No growth is abbreviated as N.G.. 

c) No detection is abbreviated as N.D. 

よび obligateanaerobesのいくつかの株もまた，

SOD活性を示した。

また， aerotolerant anaerobesについては，酸

素による SOD生成能の誘導効果に関して 3群に

分けられることが示された。すなわち， i) 誘導

効果の著しい群， ii)誘導効果の認められない群，

iii)酸素の存在により SOD生成の抑制される群

の3群である。このことは極めて興味深い事実と

思われる。

また v.alcalescens A TCC 177/J8は，従来
obligate anaerobesであるとされてきた35-37)にも

かかわらず，酸素の存在により SODが多量に誘

導され，好気振麓培養した時の比活性が静置培養

した時の 122倍にも達していたo このことは，熱

海，上3J3Jらの報告38)とも一致し，極めて興味深し、

事実と思われる。

スーパーオキサイド・ディスムターゼ (SOD)

のアイソザイム

さらに，酸素に対する抵抗性は，細菌が保有す

る酸化還元酵素の種類だけではなく，個々の酸化

還元酵素のアイソザ、イムの構成にも大きく依存す

ると考えられる。そのため，酸素の影響が最も微

妙な aerotolerantanaerobesについて SODの

アイソザ、イムの検出を行った。

Table 3に示すごとく ，Strψtococcusの SOD

は 1種類のみであったが，Str. mutans Pk 1 
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Table 3 Localization of superoxide dismutase on polyacrylamide gel 

Rm 
Sp/m .act of SOD Strain 
(Ujmg of protein) 0-0.19 0.20 0.40 0.60 0.80 

…0.39 一0.59 0.79 1.0 

Obligate aerobes 

N. subfiava N_1*a) 1.3 0.71 

Facultativ巴 anaerobes

E. coli K 12*、 6.5 0.07 0.38 0.51 0.72 

Sta}うh.aureus 209 P* 22.7 0.97 

Aerotolerant anaerobes 

Str. mutans Pk1 66.8 0.93， 0.98 

Str.mutans lngbritt 2.8 0.90 

Str. mutans 1089 1.4 0.95 

Str. mutans B 13 5.5 0.86 

Str. mutans MT  703 6.1 0.88 

Str. mutans OMZ 175 6.1 0.88 

Str. faecalis ATCC 19433本 1.2 0.92 

Obligate anaerobes 

V. alcαlescens ATCC 17748 0.2 0.61 0.91 

Prop. acnes A TCC 11827 1.6 0.65 

a) Air shaking culture is described asへ

Table 4 Catalase activity in bacteria 

Catalase activity (Ujmg of protein) 
Strain 

Shaking in air N ot shaking. 

Obligate aerobes 

1¥1. luteus NCTC 2665a) 112 N.G.b) 

N. subfiava S-l 6.0 N.G. 

Ps. aeruginosa S-2 405 N.G. 

Faculatative anaerobes 

E. coli K 12 0.2 N.D.b) 

Staph. aureus 209 P 681 N.D. 

Obligate anaerocles 

V. alacalescens ATCC 17748 38.1 102 

Proρ. acnes A TCC 11827 N.G. 10.0 

a) Culture medium for this strain is an enriched medium， M. broth. 
b) No growth is abbreviated as N.G.. 

c) No detection is abbreviated as N.D.. 

は例外的に 2本のパンドを有していることが認め

られた。既に報告した IDicroaerophilicbacteria 

である Campylobacter属の SOD39)とは，大き

く異ったアイソザイム構成を持つ点が注目され

る。

カタラーゼ活性

カタラーゼ活性は，本実験に使用した obligate

aerobes， facultati ve anaerobesの総ての細菌に存

在することが認められた (Table4)。

facultati ve anaerobesである E.coli K 12， 

および Staph.aureus 209 Pについて，それぞれ

の静置培養後に得られた洗樵菌体破砕抽出液は，

共に定性的な検出によって発泡の存在が認められ

たが， 定量法によっては検出されなかった。 E.
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coli K 12の好気振蓋培養後の洗糠菌体の比活性は

0.2 U/mg of proteinであった。一方，Staph. 

aureus 209 Pの好気振壷培養後の洗糠菌体では，

比活性 680U/mg of protein の値を示す菌体破

砕抽出披が得られた。

酸素によるカタラーゼ活性の誘導効果は， facul-

tative anaerobesにおいて著明であった。

細菌による過酸化水素の発生

主に aerotolerantanaerobesについて，過酸化

水素生成を調べた。その結果，Str. pyogenes IID 

689， L. acidophilus A TCC 4356に生成が認めら

れたのに対し，Str. faecalis A TCC 19433， Str. 

mutans BHT， Str. mutans 1089には生成が認め

られなかった。

これらの実験結果から，以下の議論が可能であ

るoすなわち，従来の説によると， obligate ana-

erobesおよび facultativeanaerobesでは，酸素

存在ドで細菌が増殖した場合，トJADH，FADな

どの作用により生体に有害なスーパーオキサイ

ド・アニオン (0-2.) が生成する 40-42)。次にスー

ノξーオキサイド・ディスムターゼ (SOD)の作用

により，スーパーオキサイド・アニオンから過酸

化水素 (H202) が生成される叫44)。過酸化水素

は， さらにカタラーゼによって生体に無害な水

(H20)と酸素 (02) に分解される 28，31l。ゆえに，

細菌が酸素存在下で増殖するためには，細菌はス

ーパーオキサイド・ディスムターゼとカタラーゼ

を保有していなければならないと説明されてい

る。28)

しかし，本実験の結果では，口腔常在細菌の大

多数を占める Strψtococcus，Lactobacillusなど

の aerotolerantanaerobesは，カタラーゼを保有

せず， SOD活性の低いものもあった。また，こ

れらの細菌は，好気的な条件下で強い NADH酸

化活性を示した。この実験結果は，従来からのわ-

idovich28)の SOD説だけでは説明できない。そ

のため， aerotolerant anaerobesが好気的な条件

下で増殖できる理由として，細菌はカタラーゼの

代りにベノレオキシダーゼや NADHペルオキシダ

ーゼなどの NADH酸化を起こす酵素を生成し，

これによって蓄積した過酸化物を分解しているこ

とが考えられた。

結 告五

日'"

1) スーパーオキサイド・ディスムターゼ

(SOD) の生成能は， 実験に使用した obligate

aerobes， facultati ve anaerobes の総ての細菌と

aerotolerant anaerobesの大部分の細菌において

認められた。 Obligateanaerobesでは，V. alca-

lescens ATCC 17748， Prop. acnes ATCC 11827 

に SOD生成能が認められたが，F.ηucleatum 

IID 891にはt忍められなかった。
2) 酸素による SOD生成能の誘導は， faculta-

ti ve anaerobes と aerotolerantanaerobesの一

部，および V.alcalescens A TCC 17748に認め

られた。特に，V. alcalescensにおいては，好気

培養における比活性は静置培養の比活性の 122倍

に達していた。

3) カタラーゼ(過酸化水素分解)活性は， ob-

ligate aerobes， facultative anaerobes の市きての

細菌に存在していた。 aerotolerantanaerobesに

は，カタラーゼ活性は，まったく認められなかっ

た。酸素によるカタラーゼ活性生成能の誘導は，

facultative anaerobesにおいて著明に認められ

た。

4) スーパーオキサイド・ディスムターゼ

(SOD) のアイソザイムは，E. coli K 12， V. 

alcalescens ATCC 17748，および Canψ'ylobac-

ter属においては，複数に存在していた。 aeroto-

lerant anaerob巴S である Str.mutans Pk 1で

は， Rmの近接した 2種類のアイソザイムが認め

られたが，本研究で用いた他の Str.mutansの

菌株では，アイソザ、イムは認められなかった。

5) aerotolerant anaerobes では， 代謝の過

程で過酸化物は，ペノレオキシダーゼや NADHペ

ルオキシダーゼにより分解されており，カタラー

ゼによらないと推察された。
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抄録.前報では，酸素に対する増殖性より， 口腔常在細菌を 4群に区分できること， および各々の客観的

判定法について述べた。今回は，各群に属する細菌28株を好気振盗培養， および静置務養し， 各締菌より得

られた酸化還元酵素の培地当りの生成量およびタンパク質当りの活性 (Sp.act)について比較した。

一般的に obligateaerobesではカタラーゼ活性は強いが，全 NADI王酸化活性は弱く，スーパーオキサイ

ド・ディスムターゼ (SOD)活性は比較的中等度に持っていた。 facultativeanaerobesでは，カタラーゼ活

性は全 NADH酸化活性と共に中等度であり， SOD 活性は強かった。 aerotolerantanaerobesでは，カタ

ラーゼは生成しないが， NADH酸化活性は最も強かった。 SOD活性は中等度であった。 obligateanaerobes 

のうち，カタラーゼを持つ株は， 静置培養でよくカタラーゼを生成した。また，V. alcalescensでは，振盗

培養のIJ寺， SODを多最に生成した。

また，これらの細菌12株についてディスク電気泳動を行い， SOD 活性染色をした。 Str. mutans Pk1， 

および V.alcalescens ATCC 17748株では 2種類のアイソザイムが認められた。 これらの結果から，

aerotolerant anaerobesが好気的な条件でも増列車できる理由として， カタラーゼの代りにペノレオキシダーゼ

や NADHペノレオキシダーゼを多量に生成し， これによって蓄積した過酸化物を分解していることが考えら

れた。
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