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原著

口腔常在細菌の増殖性と酸化還元酵素について

III. Veillonellααlcalescensの過酸化水素

分解酵素について

菊池裕子

北海道大学歯学部口腔細菌学講座(指導鈴木武教授)
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and their oxidoreductase activities 
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of Veillonellααlcαlescens 

Hiroko E. Kikuchi 

Depαrtment 0/ Oralmicrobiology， School 0/ Dentistry， 
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Abstract : Veillonella alcalescens subsp. disper， oral indigenous bacterium， produces a hydrogen perox-
ide-decomposing enzyme. It is presumed that the enzyme has heme as prosthetic group but a protein 

structure di妊erentfrom that of ii1icrococcus and li ver catalases. 

患者 百

Mikx ら5)は V.alcalescensは口腔内で抗う蝕

性に作用する因子であると推定し， 重要視してい

口腔内には， ベイヨネラが多数存在してい

る1，2)。そのうちの約40%を過酸化水素分解活性

(カタラーゼ活性)を有する Veillonella alcale-

scens が占めていると Newman3) が報告してい

るO

Rogosa6l は，V. alcalescensの集落において，

へムの検出法であるべンジジン・テストの反応結

果が陰性であったため， ["ベイヨネラの過酸化水

素分解酵素は， へムを持っていない過酸化水素分

解酵素である可能性Jを報告している。
る。

V.αlcalescensは，歯表面やl唾液中lこ106
戸8コロ

ニー形成単位 (CFU)存在しているヘこの細菌

は乳酸塩を炭素源として利用し，発育培地の pH

を上昇させる。そのため，武井と深津へおよび

札幌市北区北13条西7丁目

以上の観点から，V. alcalescensの生態を知る

ための一助として? 本菌の過酸化水素分解酵素を

精製し， その性状を検討することは意義あると考

えられた。
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実験材料と方法

1) 使用細菌

Veillonellaαlcalescens subsp. disper A TCC 

17748， および対照菌種として Micrococcuslu同

teus NCTC 2665を使用した。

2) 菌体破砕抽出液中の NADHオキシダ}ゼ

活性， NADHペルオキシダーゼ活性，およびぺ

ノレオキシダーゼ活性の測定

NADHオキシダーゼ活性，および NADHペ

ルオキシダ)ゼ活性の測定は， M. 1. Dolinの方

法7)に準じて行った。すなわち， NADH オキシ

ダーゼ活性は， 好気条件下における NADH の

消費速度を340nm における吸光度の減少から測

定して求めた。 NADHペルオキシダーゼ活性

は，その反応系に更に過酸化水素を添加して，

NADHの消費速度の増加を測定し， その増加量

から求めた。これらの活性の測定の際，青酸カリ，

アジイヒナトリウムを最終濃度が 1mMになるよう

に加え， これらの試薬による反応の阻害度も検討

した。また， グアヤコールを基質とするペルオキ

シダーゼ活性の有無も調べた8)。

3) カタラーゼ(過酸化水素分解)活性の測定

法

カタラーゼ活性は Beers と Sizerの方法9'に

従い?過酸化水素の分解速度を240nmの吸光度の

減少から測定して求めた。

4) カタラーゼ(過酸化水素分解)活性の検出

法

寒天平板発生集落， および菌体破砕抽出液中の

カタラ)ゼ活性の存在は Cowan10' の方法に従

い， 3%過酸化水素を滴下し，分解による発泡に

より検出した0

5) 精製法

V. alcalescens ATCC 17748は，乳酸ナトリ

ウムを 2%含むトリプチケース・ソイ・ブロス

(BBL) を用いて静霞培養した。 M. luteus 

NCTC 2665は，栄養強化培地(組成;1.0%牛肉

エキスフ1.0%ポリペプトン， 0.15%酵母エキス，

0.5%食境， 0.1%クソレコース， pH 7.0) を用い

て好気振翠培養した。いずれも370C 下において

24時間培養した。定常期の初期の細菌を集菌後，

0.02M リン酸緩衝液 (pH7.0) で3回洗糠した

後，同じ緩衝液に湿菌量0.5g/mlの割に浮遊させ

た。 この菌浮遊液をブラウン・ホモジナイザー

(Braun， Germany) を用いてヲ 20 kHz で5分

間， ガラス粒とともに振謹し，細抱の破砕を行っ

た。ガラス粒きと低速で遠心除去した後， 100，000g 

で1時間超遠心し(日立超遠心機55P-2)，菌体破

砕抽出液とした。 この菌体破砕抽出液に粉末硫安

をooC下で加え 250C における硫安飽和度40
から70%の分画を分離し， これを可及的少量の

0.02Mリン酸緩衝液 (pH7.0) に溶解した。 こ

の液を0.02Mリン酸緩衝液 (pH 7.0) に対して

40C で24時間透析した。 これを同じリン酸緩衝

液で平衡化した DEAE-セルロース・カラムに吸

着させた。吸着させた試料のカラムからの溶離

は， 0.02Mから0.2Mまでの濃度勾配法により行

った。最も活性の高い溶出部分を集め，精製標品

とした0

6) 酵素の純度の検定法

1%寒天ゲル，および0.02Mリン酸緩衝液 (pH

7.0)を用いて寒天ゲ、ル電気泳動を行った。タンパ

ク量50μg の試料を複数について泳動し， 一方は

クマジー・ブリリアント・ブルーR 250でタンパ

ク染色し，他方には 3%過酸化水素を噴霧し，

Cowan10' の方法によりカタラーゼ活性を検出し

た。また Davis，および Ornstein1llの方法に

準じて， ポリアクリルアミドによるディスク電気

泳動を実施した。寒天ゲ、ル電気泳動の場合と同じ

く，50，ugの精製標品を泳動した後，クマジー・ブ

リリアント・ブルーR250を用いてタンパク染色

を行った。

7) 吸収スペクトルの測定法

酸化型の吸収スペクトルは，分光光度計(日立，

200型) を用いて測定した。 また， 還元型のスペ

クトノレは， ハイドロサルファイト・ナトリウム粉

末を溶存酸素とへムの還元にト分な量添加した

後，測定した。

8) へムの検出法

ピリジン・ヘモクローム法12'によって行った。

精製標品に水酸化ナトリウムを最終濃度0.1Nに

なるように加えた後， ピリジンを最終濃度20%に

なるように力日えた。 しかるのち， ハイドロサノレフ
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を測定した。

9) 過酸化水素分解活性の阻害度の測定法

分光光度計を用いて? 過酸化水素分解活性を測

定する時，反応液中に青酸カリ， アジ化ナトリウ

ム，昇こう， p-amino salicylic acid (P AS)， 

1. 3. 7 . trimethyl xanthin巴(ca妊ein)， p-chloro-

mercuribenzoic acid (p-CMB)のそれぞれを 1mM

からO.lmMの最終濃度になるように添加し，過酸

化水素分解活性を50%~.ll害する濃度を Dawes の

作図法13)に従って求めた。

吸収スペクトル

Agar plate zone electrophoresis pattern. 

a) Staining of protein by Coomasie bril-

liant blue R-250 
b) Catalase (H2u2-splitting) activity. 

M: Catalase from ii1. luteus. 
V: Enzyme from V. alcalescens. 

+ 

Fig. 1 

teinの標品を使用した。

それぞれ V.αlcalescensと M.luteusから

得た標品の寒天ゲル電気泳動は， 明らかに移動度

を具にした。また，カタラーゼ活性の検出位置は，

それぞれのタンパク染色部位と一致した (Fig.

1 )。

次に，V. alcalescensの精製標品のポリアクリ

ノレアミドによるディスク電気泳動では， メイン・

バンド以外に約7本のトレース・バンドが認めら

れた。対照としたミクロコッカス，肝のカタラー

ゼでは， それぞれ2本のパンドを与えた (Fig.

2 )。

酵素の紫外，および可視部の吸収スペクトル

この酵素の精製標品の酸化型の可視部スペクト

ルには， 41Onm， 485nmに吸収の肩が存在し，還

元すると535nmに肩が現れた。還元型の紫外部ス

ペクトルは， ハイドロサルファイト・ナトリウム

の吸収が重なっているため記載を省略した

(Fig. 3)。対照としたミクロコツカスと肝のカタ

酵素の精製

V. alcalescens ATCC 17748の過酸化水素分解

酵素を部分精製し， 最終的に， 比活性 18.6x102 

U/mg of proteinの標品を得た。これは，菌体破

砕抽出液の比活性と比較すると約90倍に精製され

ており，収量は約30%であった (Table 1)。

比較のため， ミクロコッカスのカタラーゼを向

時に精製した。 λ1.luteusのカタラーゼ、標品の比

活性値は， 39 X 102U /mg of proteinであり，菌体

破砕抽出液と比較して約9倍に精製されていた。

また V. alcalescens の酵素は， 1¥1/. luteus 

のカタラーゼに比較して? 各精製段階ごとの比活

性の上昇率は大きいが， 精製の初期に冷暗所に静

置すると白色沈殿を生じ，活性が低下した。この

沈殿には活性がなかった。

酵素の純度の検定

この実験には，比活性18x102U/mg of protein 

V. alcalescens の題字:素の精製襟品を用いた。

対照とした 1¥11.luteus の酵素の比活性は， 39x 

102U/mg of protein であった。更に， もう lつ

の対照として 2回結晶させた高等動物の肝カタ

ラーゼ (Sigma，USA)， 300X 102 U/mg of pro-

実験結果

ぴ〉

Puri五cationof V. alcalesceJls enzyme 

enzyme 
Yield 
(%) 

100.0 

92.7 

30.3 

Table 1 

Sp Act. 
(X102U/mg 
of protein) 

Total 
Activity 
(X103U) 

Total 
Protein 
(X 102mg) 

0.2 

5.6 

18.6 
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Purificatory Step 

1. Crude extract 

2. Fract of (NH4)SU4 

3. Partially purified enzyme 
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。
Disc electrophoresis pattern of catalase 

from 11. alcalesce1ls. 

L: Catalase from bovine liver(Sigma). 

M: Catalase from 1¥11. luteus 

V: Enzyme from 11. alcalescens 

Fig.2 

700 

。fcatalase from 

400 500 600 
Wavelength(nm) 

Absorption spectrum 

11. alcalescens. 

一一 Oxidized form. 
一--: Reduced form by sodium hydro阻

sul五te.

300 

Fig. 3 

コッカスのカタラーゼでは， 2.2X 1O-7Mであった

(Fig. 6). 2 X 1O-4_1O-8Mの PAS，4 X 10-3-

1O-8Mの caffein，O.lmM の昇こう， および0.1

pCMB によっては， ベイヨネラの酵素

もミクロコッカスのカタラーゼもi塩害を受けなか

っfこO

直体破砕抽出液中の

性， NADHペルオキシダーゼ活性，

オキシダーゼ活

およびペル

NADH 

のmM  

ラーゼの酸化型では， Ll05nmにへムに特有の吸収

ピークが言忍められた (Fig. 4)。

ピリジン・ヘモクロームの吸収は， 対照とした

1¥1. luteus，および肝のカタラーゼでは， 418.5nm 

と557nm に鋭い吸収ピークが見られた。しかし，

V. alcalesce川の精製標品では，反応液の白濁が

起に明瞭な吸収スペクトルは符られなかった。

過酸化水素分解活性の阻害

青酸カリが50%の阻害をする濃度は， ベイヨネ

ラの酵素では， 1.2X 1O-4M，ミクロコツカスのカ

タラーゼでは， 1.8X 1O-5Mであった (Fig. 5)。

また， アジ化ナトリウムが50%の阻害をする濃度

は，ベイヨネラの酵素では， 1.7 X 1O-6M，ミクロ

1 0 

fLK- … ....fc-Miaowμus 

F\~./ i1¥ぐ
er catal制 / "-..-.._..'::'::~見弘山品み芸品「ー

catalase 

h
u
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Wavelength (n m) 

Absorption spectrum of oxidized form of catalase from 1¥11. luteus and from 

bovine liver (Sigma). 

600 300 

8 

Fig.4 



微生物の過酸化水素分解酵素をタンパク構造の

函から分けると 3種に大別される。すなわち，

Iつは， 補欠分子族としてプロトポルフィリンIX

を持つ，いわゆるヘマチン要求性の「カタラーゼ」

C(EC. 1， 11， 1.6J， hydrogen-peroxide; hydro-

gen-peroxide oxidoreductase) である。これは，

高等動物由来のカタラーゼ14，15)とほぼ閉じ性質を

持つ。偏性好気性菌である 1¥1[.luteusから精製

された酵素16)もこれにあたる。 2つ目は，耐気性

嫌気性菌に存在し iFedependent pseudo cata-

laseJと呼ばれている 17，18)。連鎖球菌や乳酸梓菌の

一部の株は，通常，過酸化水素分解能力を持たな

いが，鉄とク、、ルコースを培地に加えて培養すると

過酸化水素を分解するようになる 17，18)。 これは，

前述のへマチン要求性カタラーゼと異なり， 青酸

カリ， アジ化ナトリウムに不感受性であり，酸に

感受性である。

3つ自は，緑色の新型のカタラーゼである。これ

は，Neuroゆoracrassα(アカパンカビ)から分

離されている 19)。

しかるに V. alcalescens C 11=1称 V. gazo-

genes)の過酸化水素分解酵素については， Rogosa6 

がへムの検出法でもあるべンジジン・テストの結果

「へムを持っていない過酸化水素分解酵素」

であると推定している。本研究では，偏性嫌気性

菌である V.alcalescensの過酸化水素分解酵素が

上記のどのタイプに属しているか，また， Rogosa 

の推論が正しいかどうかについて検討した。

過酸化水素の分解は， ペルオキシダーゼ反応に

伴って起きる可能性も考えられる20)ので， その検

討を行った結果1，ペ alcalescensの菌体破砕抽出

i夜中には， NADI-I，グアヤコールを基質とするペ

ルオキシダーゼは存在しないことが明らかになっ

383 %Ji也郁子 1:1腔常在細菌の増殖性と酸化還元酵素について

ーゼ活性も認められなかった。
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fこo

吸光度の減少による過酸化水素分解活性の測

定9)は， 精製の初期には誤差を伴うが， 測定法を

統一するために，これを採用した。

ベイヨネラの酵素は， ミクロコッカスと比較す

ると，精製の段階で白色沈殿を生じ，失活しやす

オキシダーゼ、活性

菌体破砕抽出液中の NADI-Iオキシダーゼ活性

は， 1. 9U /mg of proteinであった。この活性は

lmMの青酸カリおよびアジ化ナトリウムで阻害

されなかった。

ペルオキシダーゼt舌性は認められなか

グアヤコールを基質とするペルオキシダ

NADI-I 
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い。また，寒天ゲ、ル電気泳動の結果から判断する

と， ミクロコッカスのものより酸性のタンパク質

である。なお，ベイヨネラの精製標品は，酸化型

の可視部スペクトルから， へムタンパク質である

と推定できるm。しかし， ミクロコッカス型のカ

タラーゼは， 他のカタラーゼと同じく簡単には還

元できないという報告どうり 1ペ対照実験でもミ

クロコッカスの酵素の還元型スペクトルは得られ

なかったが v.alcalescensの酵素は，ハイドロ
サルファイト・ナトリウムにより簡単にスペクト

ル変化を起した。 これらのことから V.alcale田

scensの酵素タンパク質は， λ1[.luteusのものと

は， かなり異なったアミノ酸組成を持っと推定さ

れた。

一方， ミクロコッカスの酵素の精製襟品のピリ

ジン・ヘモクロームの吸収帯の位置は， 文献値と

一致したが12) ベイヨネラの精製標品では， ピリ

ジン・へモクローム作製の過程で濁りが生じ， 信

頼できる結果が得られなかった。 これが酵素自身

の性質によるものか， 不純物によるものか不明で

ある。

次に，へム鉄に直接結合する青酸カリ，アジ化

ナトリウムによる酵素活性の阻害を調べた。ベイ

ヨネラの精製標品の過酸化水素分解酵素活性の方

がミクロコッカスのカタラーゼ活性に比べ， いず

れも約10倍阻害されにくい。しかし，青酸カリ，

アジ化ナトリウムに感受性であるから， へムを含

むカタラーゼである可能性は強い。また，第二水

銀イオン，および pCMBによって，いずれの酵

素も阻害されなかったので， ベイヨネラの酵素の

補欠分子族が硫黄を含む非へム鉄やセレン21)等で

ある可能性は低いと判断した。

本実験の結果， および参考文献から λαlca.

lescensの過酸化水素分解酵素は，へムタンパク質

ではあるが，M. luteusのカタラーゼとは，かな

り性質が異なっていると考えた。青酸カリ， アジ

北ナトリウムに対する感受性から， Fe-dependent 

pseudo catalaseである可能性は低い。

前々報では， 種々の酸素濃度下における口腔常

在細菌の増殖性の違いについて報告したか。そ

の原因として，スーパーオキシドジスムターゼ

(SOD)， カタラーゼ， NADH ペルオキシダー

ゼ， NADHオキシダ}ゼなどの酸化還元酵素の

保有の有無が考えられている。 Carlsson らは23)

カタラーゼを持たない偏性嫌気性菌などを培養す

る際には，培地滅菌後，生成した過酸化物をカタ

ラーゼの添加によって分解してから接種すること

を勧めている。実際，大多数の偏性好気性菌，お

よび通性嫌気性菌は， 過酸化水素を分解する酵素

を生産するが，大部分の耐気性嫌気性菌，および

偏性嫌気性菌は，この酵素を生産しない。しかし，

偏性嫌気性菌のうちでも V.alcalescens6)， Pro-

pionibacterium acnes24)， Clostridium sporoge-

nes24，25) ペプトコツカス24，26)などでは， 過酸化水

素を分解する酵素の存在が報告されている。ま

た，耐気性嫌気性菌のうちにも，培養条件によっ

ては， 過酸化水素分解能力を有する菌株のあるこ

と〆…告されている民27)。細菌の酸素感受性と保

有している酵素との関係については，前報で，主

に耐気性嫌気性菌について考察している28)。

また May ら29)は， ベイヨネラの過酸化水素

分解活性は，同ーの株であっても，継代によって，

しばしば変化すると報告している。 V.alcalescens 

の過酸化水素分解酵素は， 嫌気性菌の高体内にあ

って， どのような生理的役割を果たしているので

あろうか。 V.alcalescensの菌体破砕抽出液中に

トJADHオキシダーゼ活性が認められるので，生

細胞中で過酸化水素が発生している可能性はあ

る。過酸化水素分解活性は， その過酸化水素を除

去するには卜分と思われる。 この点に関しては，

Neurospora crassaで新しく見つかったカタラー

ゼについての知見19)が参考になると思う。 N.cra-

ssaは好気性の微生物であるが，硝酸呼吸を行う。

N. crassaのカタラーゼは，硝酸;臨培地で硝酸還

元酵素を誘導する際，発見された10)0 V. alcale司

scensもまた，嫌気性菌であるが， 硝酸塩還元能

を持つ O 肝カタラーゼの亜硝酸塩を水素供与体と

するペルオキシダーゼ活性が知られているの

で30) V. alcalescensのカタラーゼの生理的役割

を考える時， 硝酸呼吸との関連を考慮する必要が

あろう。

也士
*口 5吾

V. alcalescensは，偏性嫌気性菌に属している
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が， 過酸化水素分解酵素を生産することが示され

た。その酵素は，へムを活性基とするが Micro-

coccus，および肝臓のカタラーゼとは，かなり異な

るタンパク質構造を持つ可能性が示唆された。

穏を終えるにあたり，御指導と御校側をいただきまし

た北海道大学歯学部 I~I 膝細菌学講座，鈴木武教授に心か

ら感謝致します。また，街i校関と拡'11縦縫をいただきまし

た北海道大学歯学部小児歯科学講座，及川浩教授，ニf-防

歯科学講座，谷 宏教授に感謝致します。更に実験結果

を検討していただきました北海道大学前学部歯科薬理学

講座，谷川手11弥助教授に深く感謝致します。

抄録:口膝常在細菌である V.a! calescens の過酸化水素分解ー酵素を部分精製した。 この酵素は，ヘムを

活性基とするが，月干日)，および JIlI.lllteusのカタラーゼ16)と異なるタイフ。の酵素であると推察された。
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