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研究成果の概要（和文）：絶対嫌気性菌の O2感受性機構の解明を目的とした。供試菌に用いたブ
タノール生産菌 Clostridium acetobutylicum は、O2の存在を瞬時に感知し、複数の O2応答性遺
伝子を協奏的に高発現する。本研究では機能未知の O2応答遺伝子産物を精製し、それらが O2と
活性酸素を瞬時に消去する酵素複合体として機能することを明らかにした。ビフィズス菌は O2
下で過酸化水素（H2O2）を培地中に蓄積し生育が阻害される。ビフィズス菌 B. bifidum から O2
感受性の原因酵素を精製し、b-type DHOD と同定した。解析の結果、好気生育阻害への関与が推
定された。 
 
研究成果の概要（英文）：Our purpose is to know the mechanism of O2 sensitivity of the 
obligatory anaerobes Clostridium and Bifidomacterium. Clostridium acetobutylicum, which 
is well known as an efficient acetone-butanol fermenting bacteria, senses the 
contamination of O2 in the growth environments quickly and expresses the O2 responsive 
genes. In this study, we investigated the function of O2-responsive nror operon enzymes 
by purification of the proteins and characterization of their enzymatic activity. We 
propose that the obligate anaerobe C. acetobutylicum possesses an efficient multi-enzyme 
complex that can scavenge O2 and ROS using NROR as a master electron donor protein. The 
primary factor responsible for aerobic growth inhibition of Bifidobacterium species is 
proposed to be the production of H2O2 in the growth medium. A H2O2-forming NADH oxidase 
was purified from O2-sensitive Bifidobacterium bifidum and was identified as a b-type DHOD. 
The kinetic parameters suggested that the enzyme could be involved in H2O2 production in 
highly aerated environments. 
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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学 
キーワード：嫌気性菌・抗酸化酵素・活性酸素・酸素毒性・Clostridium・Bifidobacterium・
腸内細菌 
 
１． 研究開始当初の背景   
近年、余剰汚泥等の産業廃液の増加やファー
ストフードに代表される食環境の悪化に伴い、
その浄化役である有用嫌気性菌への期待が日
増しに増大している。また未利用バイオマス
のバイオエネルギー変換や有機資源化の分野
においても将来の主役的役割が嘱望されてい
る。しかし嫌気性菌はO2に感受性を示すこと
から、O2存在下では取り扱いの難しい難培養
微生物として一般に認識されており、その応
用的な利用には高コストな嫌気設備の建設や
食品の無酸素包装技術が必要とされている。 
 微生物学の教科書には、嫌気性菌はO2に対
し致死的で、カタラーゼやSODなどの活性酸素
分解系を欠如することが主な要因であると述
べられている。しかし筆者は代表的な絶対嫌
気性菌で、バイオマスエネルギー生産や環境
浄化分野の主力菌であるクロストリジウム属
細菌のO2感受性機構の解明を目的として研究
した結果、逆に優れたO2応答機構・O2代謝
系・活性酸素分解系の存在を同定し、世界に
先駆けて報告した。 
 
２．研究の目的  
上記の背景を基に、本研究では絶対嫌気性菌
において同定された未知の O2応答機構・O2

代謝系・活性酸素分解系の詳細な酵素反応機
構の解明を目的として、代表的な絶対嫌気性
菌 で あ る Clostridium 属 細 菌 と
Bifidobacterium 属細菌を供試菌として用い
研究を行った。また本実験にはさらなる O2

耐性能を有する嫌気性細菌の取得が必要に
なったことから、自然界のサンプルから O2

耐性嫌気性細菌の単離に着手した。 
 
３．研究の方法  
クロストリジウム属細菌で発見されたO2応答
性タンパク質の機能を解明するために、タン
パク質の精製と酵素反応解析、および構造解
析に着手した。目的遺伝子をPCRで増幅後、p
ET系の発現ベクターに組み込み、大腸菌にお
ける大量発現とタンパク質の精製を行った。
全ての精製酵素を用いて、O2代謝と活性酸素
代謝に関する詳細な酵素反応解析を行った。
また本タンパク質群の結晶解析を兵庫県立大

学大学院の樋口芳樹教授との共同研究で進め、
兵庫県播磨のスプリング８にてＸ線結晶解析
を行った。ビフィズス菌の酸素感受性機構の
解明に関しては、ビフィズス菌属の代表種で
O2感受性を示すB. bifidumからO2感受性の
原因酵素の精製を行った。各種カラムクロマ
トグラフィーを行い、純粋酵素の精製を行っ
た。またさらなるO2耐性ビフィズス菌の探索
を行った。これまでにミツバチの腸管から単
離された種が優れたO2耐性能を有するとの
報告があることから、花に着眼し、花に生息
する嫌気性細菌の単離を行った。 
 
４．研究成果  
クロストリジウムから５つの酵素精製に成
功し、O2と活性酸素を同時に、かつ高速に還
元消去する新規な複合酵素系の同定（AEM 2
009に発表）、複合酵素系の中心的役割を担う
NROR-Rd複合体の結晶構造解析（Acta Crys
tal. 2010, Proteins 2010に発表）、またビフ
ィズス菌に関しては O2感受性株からH2O2生
成に関与する原因酵素の精製に成功し、ピリ
ミジン合成の鍵酵素であるb-type Dihydroor
otate dehydrogenaseと同定した（AEM2009
に発表）。またO2に耐性を有するビフィズス
菌の探索を行う過程で、花から新種の乳酸菌
の単離に成功し、Lactobacillus ozensisとLa
ctobacillus floricolaと命名した（IJSEM201
0に計2報発表）。 
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