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研究成果の概要（和文）： 歯周病は生活習慣病を惹起し、また悪化させる原因と認識されてきた。そこで、歯
周病原菌の一種、Porphyromonas gingivalis のサバイバルに必須の酵素であるスーパーオキシドジスムターゼ
( SOD )の阻害剤の開発を目指して特徴的な構造を明らかにすることを目的とした。Pg SODの特徴的な残基と推
測されるN末端から155番目にあるGly（Gly-155）、Leu-72およびLeu-76に対し、変異を作製して酵素の化学的性
質を検討した。この結果、Leu-72、Leu-76およびGly-155は、いずれもPg SODの金属寛容性を支持する役割を持
つアミノ酸残基であると結論付けた。

研究成果の概要（英文）： The anaerobe P. gingivalis is one of the organisms most strongly associated
 with chronic adult periodontitis. Superoxide dismutases (SOD), which are　essential for aerobic 
life, playing an important protective role against　oxidative stress. This research is a basic study
 aiming at the development of inhibitors of P. gingivalis SOD (Pg SOD) by structural features. We 
focused on Leu-72, Leu-76 and Gly-155, which are located near the active-site metal, they were 
constructed a mutant enzyme by the site-directed mutagenesis and discussed its chemical properties. 
Based on the results of this study, we herein conclude that the integrity of Leu-72, Leu-76 and 
Gly-155 are a necessary requisite for the metal-tolerant activity of Pg SOD.

研究分野：生化学
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にそれぞれ単独で部

変異させた変異体を作製し、側鎖

Sepharose

カラムクロマトグラフィー上の展開像を図

種の変異酵

は陰イオン交換樹脂であるた

め、野生型とは異なる酵素表面上の電荷が

いる事

変異体は、同一タンパク質量を

展開しているにも拘わらず、精製過程中で

溶出量が減少した。これは、酵素の変性

おきているものと考えられた。

②

金属に依存する度合いを比較するため比

活性を調べたところ、

Fe

の減少が顕著であった。

まず、

で

で

きかった。

Ser

約

かった。

（

び

であった。

③

酵素の

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)& (C) 

再構成標品

 

(A)

スペクトル。

P

変異酵素。吸収は殆ど認められない。

(B)

ペクトル。

近に肩が生じる。

Mn

溶出量が減少した。これは、酵素の変性

おきているものと考えられた。

② 酵素の金属再構成により、酵素活性の

金属に依存する度合いを比較するため比

活性を調べたところ、

Fe異存活性が僅かに上昇し、

の減少が顕著であった。

また、比活性で

まず、Fe再構成酵素の場合、

で 1.1 倍と殆ど変化がなく、

で 1.4 倍となり、

きかった。次いで

Ser 変異酵素で約

約 2/3 となり、

かった。この結果、

（Fe/Mn）は、野生型で

び Val変異酵素で

であった。 

③ 金属配位環境の相違を評価するため、

酵素の可視部吸収スペクトルを比較した。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A)& (C) 、Mn

再構成標品 

 

(A) Mn-SOD：

スペクトル。

Pg G/T mutant

変異酵素。吸収は殆ど認められない。

(B) Fe-SOD：典型的な

ペクトル。Fe-

近に肩が生じる。

Mn-SODを Fe

溶出量が減少した。これは、酵素の変性

おきているものと考えられた。

酵素の金属再構成により、酵素活性の

金属に依存する度合いを比較するため比

活性を調べたところ、いずれの変異酵素も

異存活性が僅かに上昇し、

の減少が顕著であった。 

また、比活性で 2点の特徴を指摘できた。

再構成酵素の場合、

倍と殆ど変化がなく、

倍となり、Val 変異酵素で変化が大

次いで Mn 再構成酵素の場合、

変異酵素で約 1/3 に、

となり、Ser 変異酵素

この結果、金属依存活性の比率

）は、野生型で

変異酵素でそれぞれ

 

金属配位環境の相違を評価するため、

可視部吸収スペクトルを比較した。

Mn再構成標品；

 

：典型的な 

スペクトル。480nm付近

G/T mutant：Pg SOD

変異酵素。吸収は殆ど認められない。

：典型的な Fe

-SODの特徴として

近に肩が生じる。Mn-SOD

Feで置換した酵素で、

溶出量が減少した。これは、酵素の変性

おきているものと考えられた。  

酵素の金属再構成により、酵素活性の

金属に依存する度合いを比較するため比

いずれの変異酵素も

異存活性が僅かに上昇し、Mn依存活性

 

点の特徴を指摘できた。

再構成酵素の場合、Ser変異酵素

倍と殆ど変化がなく、Val 変異酵素

変異酵素で変化が大

再構成酵素の場合、

に、Val 変異酵素で

変異酵素で変化が大き

金属依存活性の比率

）は、野生型で 0.7 倍、Ser

それぞれ 1.9倍と 1.4

金属配位環境の相違を評価するため、

可視部吸収スペクトルを比較した。

再構成標品；(B)& (D)

 Mn-SODの吸収

付近に吸収がある。

SODの Gly155Thr

変異酵素。吸収は殆ど認められない。

Fe-SODの吸収ス

特徴として 350nm

SOD：(A)で示した

で置換した酵素で、350nm

溶出量が減少した。これは、酵素の変性が

酵素の金属再構成により、酵素活性の

金属に依存する度合いを比較するため比

いずれの変異酵素も

依存活性

点の特徴を指摘できた。

変異酵素

変異酵素

変異酵素で変化が大

再構成酵素の場合、

変異酵素で

で変化が大き

金属依存活性の比率

Ser およ

1.4倍

金属配位環境の相違を評価するため、

可視部吸収スペクトルを比較した。 

(B)& (D)、Fe

の吸収

に吸収がある。

Gly155Thr

変異酵素。吸収は殆ど認められない。 

の吸収ス

350nm付

で示した

350nm



付近の肩が認められないだけでなく、

480nm付近の吸収は消失している。 

(C) Wild SOD、Mn で再構成を行なった

野生型酵素；G/S mutant、Ser変異酵素；

G/V mutant、Val変異酵素の吸収スペクト

ル。Ser 変異酵素、Val 変異酵素では

Mn-SODの特徴は認められず、野生型酵素

と大きな変異は見られない。 

(D) Feで再構成を行なった野生型酵素、Ser

変異酵素、Val変異酵素の吸収スペクトル。 

Val 変異酵素のスペクトル吸収では吸収は

低いが肩が生じており、Ser 変異酵素も緩

やかな肩が見られた。 

以上の結果は、2種変異酵素の何れも Fe

に依存する環境に近付いた事を示唆した。 
 
⑶ 結論 
① Leu72と Leu 76が Pg SODの金属寛容

性を支持する役割を持つアミノ酸残基の

候補になり得る。 

② 155位残基は、Glyおよび Thrの場合に

酵素の構造に適合するが、他の残基には置

換しにくい可能性が示唆された。 

③ Gly155の意義は、隣接する 2残基 Trp

の自由度を保証し、金属選択を寛容型にし

ていると考えられた。 
 現在、以上の成果を論文として執筆中であ
る。 
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