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研究成果の概要（和文）：生理学的機能不明なAcinetobacterの水溶性キノプロテイン・グルコース脱水素酵素
（sGDH）とPQQ易脱離性の原理および理由が明らかになっていない酢酸菌膜結合型キノプロテイン・グリセロー
ル脱水素酵素（GLDH）の酵素反応におけるラジカル・スカベンジャーの影響を解析した。
それらの電子受容体や補酵素PQQの化学的ラジカル生成能と含めて解析した結果，今回の研究では確定はできな
かったが，これらの酵素がアルカリpHで「還元型」PQQ（PQQH2）を生成・解離していると仮定すると説明可能な
結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, the effect of radical scavengers was examined on the enzyme 
activities of Acinetobacter soluble quinoprotein, glucose dehydrogenase, of which the physiological 
role is still unknown, and also of Gluconobacter membrane-bound quinoprotein, glycerol 
dehydrogenase, from which the mechanism of PQQ release has not been solved. 
Together with examination of the radical generation ability of cofactor PQQ and/or electron 
acceptors, we have proposed one speculation that these quinoproteins are able to release PQQH2 from 
the protein at alkaline pH and thus to generate O2-.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 

PQQ（右図）を補欠分子族とするキノプ
ロテイン（PQQ 酵素）は発見さ
れてから既に 30年が経
過した。その間，酢酸菌

やメタノール資化性

菌に加えて，植物と

共生・寄生関係にあ

る限定された細菌（α, β, γ-プロテオバクテリ
ア）間に，大腸菌のアルドール脱水素酵素に

代表される新規ないくつかのキノプロテイ

ンが見つけられている。これらの新規なキノ

プロテインは，古くから知られている

Acinetobacter calcoaceticus の水溶性グルコー
ス脱水素酵素（sGDH）と同様，水溶性で，
その生理的な電子受容体が見つかっていな

い。特に，sGDH の場合は，本酵素を遺伝子
的に欠損させても，膜結合型のキノプロテイ

ン・グルコース脱水素酵素が存在するために，

そのグルコース酸化能は消失することはな

い。このようにして，新規なキノプロテイン

やこの sGDHは，現在に至るまで，その生理
学的な役割は不明のままである。一方，酢酸

菌の膜結合型キノプロテイン・グリセロール

脱水素酵素（GLDH）は種々の糖アルコール
の酸化反応を担うことが明らかになってい

るが，PQQを失ったアポ型酵素が多くの割合
で存在し，その PQQ 易脱離性の原理および
理由が明らかになっていない。後述するよう

に，本酵素には 2 つの至適 pH が存在してお
り，そのアルカリ側の活性の生理学的な役割

も不明なままである。 

２．研究の目的 
水溶性キノプロテインの代表としての

Acinetobacter sGDHの生理学的機能, さらに
膜結合型の GLDH のアポ化現象の生理学的
な機能を解明するために，これらの酵素の基

質酸化と PQQ還元反応，生成される PQQH2

の酸素反応における役割，そして生成

PQQH2 の生理学的な役割を明らかにするこ

とを目的として解析を行った。 

３．研究の方法	  

（１）Acinetobacter sGDH の機能解析：
Acinetobacter calcoaceticusの sGDHを大腸
菌高発現株から精製し，その精製酵素を用

いて，①酵素触媒活性に及ぼすラジカルス

カベンジャー（Radical Scavenger: RS）の影

響，②酵素反応における電子受容体の役

割，③酵素反応時における PQQH2の反

応液中への放出の分光学的解析を行う。 

（２）PQQH2 のラジカル生成反応の解

析：PQQは DTT (dithiothreitol) によって
還元される。そこで，①DTT存在下での
PQQ (PQQH2) の酸素との反応を酸素電
極を用いて，また②ラジカル生成反応を

NBT (Nitro blue tetrazolium) の還元反応
を用いて解析した。 

（３）酢酸菌 GLDH の精製とその機能
解析：①酢酸菌 Gluconobacter frateurii 
CHM 43の細胞膜からのGLDHの精製を
行うために，GLDH精製の妨害物として
のキノプロテイン・アルコール脱水素酵

素（ADH）の欠損株を作成し，引き続き，
この株に GLDH 遺伝子を高発現する菌
株を作成した。得られた菌株から本酵素

をMidol-10で可溶化し，DEAE-Toyopearl
及び CM-Toyopearl を用いて精製を行っ
た。②得られた酵素及び Gluconobacter 
thailandicus Strain NBRC 3255 から精
製された GLDH を用いて，その酵素活
性の解析と，RSの影響を調べた。 

４．研究成果 

（１）Acinetobacter sGDHの機能解析  

	 大腸菌高発現株から精製した sGDH
を用いて，その酵素活性に対する RSの
影響を調べた。先づ，RS として知られ
ている Mn（ 0.1 mM）の酵素活性
（PMS-DCIP還元活性）への影響をみる
と，アルカリ領域（pH 7.5~8.5）での活
性が抑制されることが示された（図 1）。 

 図 1．sGDH 活性の Mn による阻害 

		 そこで，その他の RSである SODを
含め，酸性とアルカリ性での活性阻害を 
調べた（図 2A）ところ，Mn, SODとも
に，アルカリ (pH 8.5) 側でのみ酵素活 
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図 2. sGDH の酵素活性に及ぼす Mn 及び 
    SOD の影響（0.1 mM Mn, 150U/mL SOD） 

性を阻害した。後述するように，本酵素活

性測定では，PMSが電子受容体として用い
られており，それを介して生成される O2

-

が本反応に関与している可能性がある。そ

こで，活性としては低くなるが，PMSを含
まない DCIP還元酵素活性に対する影響も
調べた（図 2B）。この場合も，pH 5.0や pH 
6.5では，Mnもしくは SOD の影響は見ら
れないのに対し，pH 8.0 もしくは pH 8.5 
(data not shown) では，Mn, SODともに強
くその活性を阻害した。このようにして，

アルカリ側での酵素活性は O2
-を介して行

われている可能性が示唆された。 
	 次項で示すように，酵素反応中に生成さ

れる PQQH2がこの反応を媒介していると

考えられた。そこで，本酵素反応中に生成

される PQQH2の反応液中への脱離がある

か否かを分光学的に調べた。しかしながら，

少なくとも 1.75µM sGDH (3.82U) /250 µL
では，反応液中に高濃度の PQQH2生成を

認めることはできなかった。同様に，

PQQH2依存の O2
-生成反応を NBT 還元反

応として計測したが，少なくとも 0.955U 
sGDH/mLでは，NBT還元を認めることは
できなかった。 

（２）PQQH2 のラジカル生成反応の解

析  
	 sGDHの酵素反応におけるラジカル生成
について解析するためには，この酵素反応

に関与する電子受容体である PMS, DCIP
及び PQQ 自身によるラジカル生成能につ
いて検証する必要がある。そこで，これら

化合物のO2との反応及びO2
-生成反応を解

析した。PMS は sGDH から電子を受け取
ると，その還元体 PMSH2は O2と速やかに

反応する（97.7±5.85 at pH 6.5; 436±64.5 at 
pH 8.5 with 87 pmol of sGDH）が，上述した

ように，PQQ は sGDH によって還元さ
れない（遊離の PQQH2を生成しない）。

しかし，PQQは DTTによって化学的に
還元されることが明らかになったので，

DTT で還元・生成される PQQH2 及び

PMSH2 の酸素との反応を解析した（表

１）。結果，PQQ（PQQH2）は pH 6.5，
pH 8.5どちらにおいても，酸素と反応し，
その反応は SOD によって完全に阻害さ
れると言うよりは，その添加によって逆

に酸素濃度の増加（O2↑: 消費された酸
素の回復）が見られた。一方で，Catalase
は 60-70% の反応阻害を起こしたが，
Mn は，酸性では効果がなく，アルカリ
側でその反応を活性化した。PMS（アル
カリ側でのみDTTによって還元される）
の場合，その酸素との反応は，SOD, 
catalase によって部分的に阻害されたが， 
Mn は PQQ と同様に活性化した。この
Mn の効果は説明できないが，少なくと
も SOD/Catalase の効果は，PQQH2 や

PMSH2 が酸素と反応する時，O2
-もしく

は H2O2の生成をともなっていることを

示唆している。 

	 そこで，さらに進んで，NBT還元反表 
応によって，それらの化合物によるラジ 
カル（O2

-）生成能の解析を試みた。両

化合物とも，アルカリ側でだけ NBT還 

１．PQQ及び PMSの酸素との反応特性 
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DTT-10 µM PQQ 130.3 ± 16.3 (5) 123.1 ± 40.4 (5) 
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元反応を示したが，PMS による反応は，
DTT による還元が起こりにくいことが原
因とも考えられるが，顕著ではなかった。

一方，PQQでは強い NBT還元反応が認め
られた（図 3）。そこで，低濃度の PQQに
よる NBT還元反応（pH 8.0）を解析したと
ころ，この反応は SOD 及び Mn によって
70％阻害，Catalaseによって 50％阻害が観
察された。 

	 なお，DCIP (DCIPH2) では，O2もしくは

NBTの還元反応は見られなかった。 

（３）酢酸菌 GLDHの精製と機能解析	  

	 酢酸菌 G. thailandicus Strain 3255から精
製された GLDH が酸性域に加え，アルカ
リ側で酵素

活性を持つ

ことが明ら

かになって

いる（図 4）。
しかしなが

ら，その役

割は不明な 

ままである。    
 
        図 4. 3255-GLDH の Mg 酵素 
                 及び Ca 酵素の⾄適 pH 

	 そこで，別の酢酸菌である Gluconobacter 
frateurii CHM43を用いて，その普遍性を確
認するとともに，大量の GLDH 取得の道
を本研究において探った。そのため，先づ

本菌の ADH欠損株を作成し精製を行っ
たが、精製酵素の収率が悪かったため，

さらにこの欠損株の GLDH 過剰発現株
を作成し，そこから精製することでその

Purity及び回収率に優れた精製酵素を得
ることができた。本酵素の酵素活性

（PMS-DCIP）も 3255株から精製された
酵素と同様, 2つの至適 pH (5.0, 8.0) を

図 5. GLDH 活性に及ぼす RS の影響 

有すること，それぞれCa及びMgでPQQ
のホロ化が可能なことが明らかとなっ

た。そこで，この CHM 43-GLDHを用い
て，酸性・アルカリでの酵素活性の RS
の影響を調べた（図 5）。その結果，sGDH
と同様に,アルカリ側（pH 8.0: Mg-ホロ
化）の活性のみ SOD 及び Mn によって
阻害されること（ともに，活性の逆転，

還元型 DCIP の再酸化反応が見られる）
が示された。しかしながら，GLDHの場
合，アルカリ側においても，Catalase に
よる反応阻害はみとめられなかった。 
	 また，sGDHと同様，GLDHでも，少
なくとも 0.06U酵素/ mL濃度では，直接
の NBT還元反応は認められなかった。 

（４）まとめ	

	 これらの結果から，アルカリ pHでは 
sGDH及び GLDHともに，O2

- を介した
酵素反応（DCIP 還元）が起こっている
と推測された。この現象は，もしこれら

の酵素が基質によって還元された

PQQH2 を酵素触媒部位から，アルカリ

pH に限って解離できるとすれば，うま
く説明することができる。 
	 しかしながら，今回の研究では，使用

する酵素のスケールもしくは検出技術

の問題で，PQQH2 のリリースを検出す

ることはできなかった。 
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     40 µM NBT was reduced by PQQH2   
                        generated with 1 mM DTT.�
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	 今後，このあたりを改善して，その反応

を証明することができれば，リリースされ

る PQQH2による近年明らかになってきた

そのラジカル・スカベンジング能によって，

これら生理学的役割の明らかでないキノ

プロテイン及び不明なキノプロテイン反

応の役割が解明できるかもしれない。 
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