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 [科学研究費助成事業･若手研究B(日本学術振興会)] 

7 共生細菌由来の新奇酵素によるリグニンの変性 

今井岳志 

 

１ 背景と目的 

ペルオキシダーゼは過酸化物の酸素原子を賦

活することで電子供与体を酸化あるいは過酸化

物を還元する酵素で、古細菌、真正細菌、真核

生物に至るあらゆる生物において保存されてい

る。その役割は多岐に渡り、活性酸素の除去、

代謝、特定の化合物の生合成など基質特異性や

発現部位により様々である。細胞内外で発生す

る過酸化物は過酸化水素のみならず、アルキル

化合物の過酸化物も存在しており、特にヒトに

おいては血中や組織内に存在するセレンタンパ

ク質のグルタチオンペルオキシダーゼ 4

（GPX4）が過酸化水素よりも過酸化脂質や過

酸化脂肪酸に対して高い特異性を示すことが報

告されている 1)。その他にもペルオキシレドキ

シン、リピッドハイドロペルオキサイドペルオ

キシダーゼなどがチオール（-SH）を電子供与

体として過酸化アルキルを還元している。 

一方で、細菌においてはこれら細胞内外の過

酸化アルキルの制御方法は未だに不明な点が多

く、関連酵素や基質となる電子受容体、電子供

与体のほとんどが未解明である。これまでに著

者は反芻動物のルーメン内で共生していること

が報告されているグラム陽性菌 Bacillus 
licheniformis が、過酸化脂肪酸を還元可能な活

性を持つヘムタンパク質 YjbI を有することを見

出した。 

これまで発見されている過酸化脂肪酸を還元

可能な酵素はチオールを電子供与体としている

が、YjbI はチオール非依存的であり、pH7-9 に

おいて難分解性で複雑な構造を持つリグニンの

構成単位であるフェノール類（グアイアコール、

カテコールなど）を電子供与体として過酸化脂

肪酸を還元可能であった。そのため、植物中に

含まれるリグニンを電子供与体とした反応を

担っていることが予想された。しかしながら、

基質を含め、当該酵素の細菌における実際の生

理機能は不明であった。そこで、本研究テーマ

では YjbI の生理機能の解明を目的とした。 

 

２ 実験方法 

２.１ YjbI の大量発現および精製 

YjbI は既にオープンカラムにより精製したも

のが少量あったが、今後さらなる評価を行うた

めにはより多くの精製酵素が必要であった。 

そこで、E. coli （pET system）および B. 

choshinensis （BIC system）を宿主とした発

現株を作成し、当該酵素を大量取得した。また、

精製酵素から抗体を作製し、細菌における局在

解析等を実施した。 

 

２.２ 近縁種の遺伝子破壊株評価 

yjbI 遺伝子は近縁種で遺伝子解析の進んだモ

デル生物 B. subtilis にも保存されており、切断

型ヘモグロビン（trHbO）をコードしているこ

とが既に報告されている 2)。配列もほぼ一致し

ていることから、同様の機能を有していること

が予想されるが、その生理的な役割は不明で

あった。そこでナショナルバイオリソースプロ

ジェクト（NBRP）から当該遺伝子破壊株を入

手し、野生株と比較したフェノタイプの解析と

過酸化脂質の定量を行うことで、YjbI が実際に

過酸化脂質の除去に寄与しているか評価した。 

 

２.3 酵素反応試験 

グアイアコール、シリンガアルデヒド、カテ

コール、クラフトリグニンといった、リグニン

アナログのフェノール類を電子供与体とし、過

酸化脂質を含め、いくつかの過酸化物を電子受

容体として YjbI の機能を調べた。さらに、in 

vitro の酵素反応系で同様の現象を再現できな

いかを検証した。 

 

３ 結果と考察 

３.１ 基質の探索 

精製した YjbI を用いて、リグニンアナログを

基質とした酵素活性測定を実施し、ペルオキシ

ダーゼ活性を有することを確認した。一方で、

当初想定していた電子受容体である過酸化脂質

に関しては、活性が見られるものの、比較的短

時間でヘムの酸化変性が起きることが判明し、

真の基質が別に存在する可能性が示唆された。 

さらに、B. subtilis の当該遺伝子破壊株中の

過酸化脂肪酸量を定量したところ、破壊株にお

いても過酸化脂肪酸量に有意差が見られなかっ

たことから（図 1）、電子受容体に関しては過酸

化脂肪酸以外の過酸化物と結論づけた。 

 

３.２ フェノタイプへの影響評価 

当初の仮説と矛盾する結果が得られたため、 



- 16 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 バイオフィルム中の過酸化脂肪酸量 

 

新たなアプローチを加えることで本研究の目的

である YjbI の生理的な機能解明を目指した。す

なわち、破壊株におけるフェノタイプ変化を観

察し、影響を詳細に評価することで、電子受容

体への足掛かりを見出せないか試みた。その結

果、yjbI 破壊株ではバイオフィルムの形成異常

が起きていることがわかった（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 撥水性の評価（接触角測定） 

 

通常、B. subtilis の正常なバイオフィルムは

撥水性を有しているが、不完全なバイオフィル

ムではその撥水性が失われる事が知られている。

さらに、そこからバイオフィルムの構成因子で

ある繊維状タンパク質 TasA の変化を調べた結

果、酸化重合によるアグリゲーションが起きて

いる事が明らかとなった(図 3)。このことから、

YjbI が特定の酸化還元反応により、菌体表面の

タンパク質を酸化変性から守っている事が示唆

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 TasA の酸化重合・変性 

 

４ 結  論 

in vivo, in vitro の実験結果間で矛盾の無い、

仮説を支持するデータが得られ、目的であった

YjbI の生理的な機能解明が概ね達成されたと考

えている。その役割は当初想定していた過酸化

脂質の還元やリグニン分解を目的とするもので

はなく、タンパク質の酸化変性を抑制するとい

うものであった。一方で、YjbI の電子供与体は

不明なままであり、局在も細胞外であるため、

リグニンなどの細胞外部から供給されるフェ

ノール類が関与している可能性もある。そのた

め、草本類の細胞が破砕された際に多量に放出

される、過酸化脂肪酸などの外部からもたらさ

れる ROS からの膜タンパク質の保護、すなわ

ち反芻動物のルーメンおよび口腔内で生じる酸

化剤への耐性に寄与していることが考えられる。

本研究により、YjbI が生物の好気的な環境への

適応に貢献した重要な抗酸化因子である事が示

唆された。これらの成果の詳細は論文として、

現在プレプリントサーバーにて公開している 3)。 
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