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研究成果の概要（和文）： 
  過酸化脂質分解力の強い菌株である Lactobacillus plantarum  P2 株より、２個の過酸化
脂質分解酵素を精製し、その遺伝子のクローニングと発現系の構築に成功した。この酵素を大
量精製後、それを用いて酵素解析を行った。 
  本酵素は過酸化脂質から迅速に対応するアルコールを生成するため、安全性は証明できた。
この反応解析の過程で、本酵素が電子供与体として NAD(P)H のみを要求し、補助タンパクと他
の補欠分子属が不要のため、従来にない新酵素であることが示唆された。そこで、具体的目標
として、タンパク結晶を作製し立体構造解析が必須となった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

In order to get lactic acid bacteria scavenging environmental lipid peroxide, we successfully isolated 
Lactobacillus plantarum P2 strain and purified two lipid peroxide reductases from the bacteria. The 
enzymes catalyze the reduction of lipid peroxide to its alcohol derivative with NAD(P)H as the preferred 
electron donor. The gene of the enzyme was cloned and overexpressed in E.coli. The recombinant 
enzyme has been purified to homogeneity and analyzed to get enzymatic parameters.  
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1. 研究開始当初の背景 

  プロバイオティックス分野で、多種の乳酸
菌開発が報告されているが、菌体外の過酸化
物を分解する菌株開発の報告は、一般微生物
界においても見いだせなかった。 過酸化物
分解乳酸菌には酸化ストレスに対するプロ
バイオティックス効果が期待される。そこで
本申請では、過酸化物分解乳酸菌の分離から
スタートした。 

 
２．研究の目的 
  本申請の最終目標は、生きて腸内に到達
し、 腸内の過酸化脂質と過酸化水素を迅速
に分解する乳酸菌株の機能開発である。 過
酸化脂質分解菌（Lactobacillus plantarum 
P2 株）と過酸化水素分解菌(Pediococcus 
pentosaceus Be1 株)を分離、分解関与の各
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過酸化物還元酵素系精製を試み、両株の全関
与酵素完全精製に成功した。 
  Be1 株 は 、 Mg-catalase, NADH 
peroxidase, NADH alkyl peroxide reductase, 
H2O forming-NADH oxidase を有し、P2 株は、
NADH peroxidase, ２ 種 の NADH 
alkylperoxide reductase, H2O 
forming-NADH oxidase を有していた。各精
製酵素の諸性質の検討から、過酸化水素分解
力の強い Be1 株は、２個の強力な過酸化水素
分解酵素を持ち、過酸化脂質分解力の強い菌
株である P2株は、２個の強力な過酸化脂質
還元酵素（電子供与体 NAD(P)H）を持つこと
が示唆された。 
  生菌体による過酸化物分解反応の安全性
確認には、反応の要となる酵素の反応解析が
最も有効である。また、過酸化物の中で、過
酸化脂質は特に不安定なため、迅速に安定な
アルコール体が還元生成するかが安全性確認
の鍵となる。 
  そこで本年度では、(1)P2株由来の２過酸
化脂質還元酵素遺伝子をクローニングし、そ
の発現系を大腸菌で構築する。この大腸菌を
大量培養し、発現酵素の大量精製を試みる。
(2)各精製酵素を用いた酵素反応解析（反応生
成物の同定と、Km, Vmax値の測定、反応機構
解析）を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) P2株由来の GR2または GR4を大量発現
する大腸菌を構築することに成功した。GR2
および GR4発現大腸菌は、培養する LB培地
に bacto tryptone (difco 社)の代替品としてし
ばしば用いられる polypeptone (日本製薬)を
使用すると、IPTG 添加しても GR2 および
GR4 の発現が一切行われないことを確認し
ている。この点を留意して構築した発現大腸
菌からの GR2および GR4の精製を行う。 
 P2株より見つかった過酸化アルキル還元
酵素 GR2及び GR4は、酵素精製による酵素
の獲得量が極めて少ないため、酵素量を必要
とする諸性質解析やウエスタンブロッティ
ング用抗体の作製、結晶構造解析など様々な
解析を難しくしていた。そのため先ず P2株
由来の GR2または GR4を大量発現する大腸
菌を構築し、これを用いて大量培養し、酵素
精製を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 分子量約 48 kDa 付近に単一のタンパク
を得ることに成功した。 
  膜遠心濃縮ではタンパク質凝集が起こ
ることを確認しているため(GR2)、限外ろ過
により濃縮透析を行うことにした。膜は

ADVANTEC ULTRA FILTER P0500 (50kDa 
cut) を使用し、3.9kPa以下の圧力により溶出
させた。200mL の精製 GR4 液は Abs450 = 
0.067であった。これを 13.3倍濃縮して 15mL
にした。精製 GR2は 2.77mg/mLが 11mLあ
り、計 30.5mgであった。 
(2)各精製酵素を用いた酵素反応解析 
精製した GR2、GR4の N末端アミノ酸配列
を解析し、一致を見いだしたので、酵素反
応解析を以下に行った。 
今回読んだ精製 GR2の N末端アミノ酸配列 
 Met-Ser-Glu-Lys-Phe-Asp-Val-Val-Tyr-Leu-Gly- 

 P1-2株由来 GR2の N末端アミノ酸配列 
 Ser-Glu-Lys-Phe-Asp-Val-Val-Tyr-Leu-Gly- 
 今回読んだ精製 GR4の N末端アミノ酸配列 

Met-Thr-Asn-Lys-Tyr-Asp-Tyr-Asp-Val-Leu-Tyr- 
P1-2株由来 GR4の N末端アミノ酸配列 
 Thr-Asn-Lys-Tyr-Asp-Tyr-Asp-Val-Leu-Tyr- 

GR2、GR4 はそれぞれ分子量 44.7kDa、
48.6kDa の homo dimer であり、FAD を有
するフラビン酵素で、活性中心として SH基
を 2つ持ち、触媒反応は Ping-Pong機構であ
ることが示された（下図参照）。 

これは GR2、GR4 と homology の高い
glutathione reductaseや dihydrolipoamide 
dehydrogenaseと非常に近い性質である。し
かし基質特異性実験の結果、GR2、GR4 は
glutathione reductase 及び dihydrolipoamide 
dehydrogenaseの共通基質 (DCIP、ferricyanide) 
に活性を示し、各種合成過酸化アルキル及び
過酸化リノール酸に対し活性を示したが、
glutathione および dihydrolipoamide には活性
を示さかった（表１，表２）。 

表１. GR2の基質特異性 

Substrate 
電 子 供 与
体 :NADH 

電 子 供 与 体
NADPH 

H2O2 0.18 ± 0.00 0.26 ± 0.00 
t-butyl hydroperoxide 0.10 ± 0.01 0.12 ± 0.00 
Cumene hydroperoxide 5.53 ± 0.08 5.90 ± 0.29 
1,1,3,3-tetramethylbuty
l hydroperoxide 

0.22 ± 0.01 0.24 ± 0.00 

p-menthane 
hydroperoxide 

1.25 ± 0.02 1.50 ± 0.14 

Diisopropylbenzene  
hydroperoxide 

1.07 ± 0.01 1.36 ± 0.13 

過酸化リノール酸 1.38 ± 0.01 1.31 ± 0.03 
DCIP 2.33 ± 0.12 0.98 ± 0.08 
Ferricyanide 2.65 ± 0.11 0.19 ± 0.00 
FAD N.D. N.D. 
FMN N.D. N.D. 
Cytochrome C N.D. N.D. 
Menadione 0.41 ± 0.01 N.D. 
酸化型グルタチオン N.D. N.D. 
Lipoamide N.D. N.D. 
Dihydrolipoamide N.D. N.D. 

N.D. = Not detection 活性値単位は( µmol / min / mg ) 



一 方 glutathione reductase 及 び 
dihydrolipoamide dehydrogenase (E. coli cell 
free) は各々の特異基質に活性を示したが、双
方とも過酸化物に対し活性を示さなかった。 
表２．GR2の基質特異性 

Substrate 
電 子 供 与
体 : NADH 

電子供与体 : 
NADPH 

H2O2 0.99 ± 0.02 1.07 ± 0.03
t-butyl hydroperoxide 0.07 ± 0.01 0.09 ± 0.00
Cumene hydroperoxide 3.10 ± 0.04 3.32 ± 0.27
1,1,3,3-tetramethyl 
butyl hydroperoxide 

0.03 ± 0.00 0.06 ± 0.02

p-menthane hydroperoxide 0.18 ± 0.00 0.25 ± 0.04
Diisopropylbenzene  
hydroperoxide 

1.88 ± 0.04 1.77 ± 0.09

過酸化リノール酸 1.09 ± 0.01 1.09 ± 0.03
DCIP 1.18 ± 0.05 0.61 ± 0.01
Ferricyanide 2.44 ± 0.10 2.61 ± 0.33
FAD N.D. N.D. 
FMN N.D. N.D. 
Cytochrome C N.D. N.D. 
Menadione 0.65 ± 0.03 N.D. 
酸化型グルタチオン N.D. N.D. 
Lipoamide N.D. N.D. 
Dihydrolipoamide N.D. N.D. 
 N.D. = Not detection 活性値単位は( µmol / min / mg ) 
このことから、GR2、GR4はこれら homology
の高い酵素とは異なり、過酸化物還元酵素と
して機能する可能性が示唆された。 
  次に酵素速度論的解析を試みた（図１，
図２）。 

 
図１. Cumene hydroperoxideに対する GR2の
反応速度(NADH 150 µM、25℃)  Km = 103.5 
µM,   Vmax = 6.1.5 µmol / min / mg.protein 

 

図２. Cumene hydroperoxideに対する GR2の
反応速度(NADPH 150 µM、25℃)  Km = 107.6 
µM,   Vmax = 6.4 µmol / min / mg.protein 

 

表３. Cumene hydroperoxideに対する反応性 

 

表 4. 過酸化リノール酸に対する反応性 

 
 
 酵 素 速 度 論 的 解 析 に お い て 、

cumenehydroperoxide に対する kcat/Km は疎
水性過酸化物還元酵素として広く知られる
H. sapiens glutathione peroxidase が 6.6 × 105 

M-1S-1、S. cerebisiae glutaredoxinが 1.5 × 104 

M-1S-1であるのに対し、GR2は 7.3 × 104 M-1S-1

とほぼ中間ほどの値を示しており(GR4は 4.3 
× 103 M-1S-1)、既知酵素と比較しても決して劣
らない還元能力を有することがわかった（表
3）。GR2、GR4の過酸化リノール酸に対する
kcat/Km は、既知の疎水性過酸化物還元酵素
と比較してやや低い値であった（表 4）。これ
に関しては今後、その他の天然基質も加えて
の解析が重要になると考えられる。 
  Homology の高い酵素とは異なり過酸化
物に特異的な活性を示す GR2、GR4 がなぜ
過酸化物という基質を選択することができ
ているのか、今後立体構造の面からアプロー
チが必須である。 
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