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総合緒言 

私たちが呼吸している空気の中には 21%の酸素が含まれている。 酸素はラジカルの一

種だが、特殊な分子構造をしているため他の物質と反応することほとんどなかった。呼吸

で肺から取り込まれて組織に運ばれた酸素は、生体内の穏やかな条件下で反応し易い不安

定な形に変わることがある。代表的な活性酸素にスーパーオキシドラジカルは生体内では

主にミトコンドリアや種々の酵素反応で産生される。ミトコンドリアは、活性酸素の産生

源として特に注目されている。私たちが呼吸で取り込んだ酸素の 90％以上はミトコンドリ

アで使われる。この不安定な酸素種を活性酸素種 (ROS)は他の物質と反応して安定になろ

うとする性質がある 1,2)。 

活性酸素（Reactive Oxygen Species、ROS）は、大気中に含まれる酸素分子がより反

応性の高い化合物に変化したものの総称である。一般的にスーパーオキシドアニオンラジ

カル、ヒドロキシルラジカル、過酸化水素、一重項酸素の 4 種類とされる。活性酸素は、

酸素分子が不対電子を捕獲することによってスーパーオキシド、ヒドロキシルラジカル、

過酸化水素、という順に生成する。スーパーオキシドアニオンラジカルは酸素分子から生

成される最初の還元体であり、他の活性酸素の前駆体であり、生体にとって重要な役割を

持つ一酸化窒素と反応してその作用を消滅させる。活性酸素はタンパク質・脂質・核酸な

どと反応し、酸化して変性してしまうことがある（酸化傷害）。活性酸素は 1 日に細胞あた

り約 10 億個発生し、これにり一日数万から数 10 万個になるがこの DNA 損傷はすぐに修復

される(DNA 修復)1,2,3,7,8)。 

細胞内の酵素で分解しきれない余分な活性酸素は癌や生活習慣病、老化等、さまざま

な病気の原因であるといわれており、遺伝子操作によって活性酸素を生じやすくした筋萎

縮性側索硬化症のモデル動物も存在するが、因果関係がはっきりとしていないものも多い。

それを防ぐために各組織には抗酸化酵素と呼ばれる。活性酸素・フリーラジカルを消去あ

るいは除去する酵素が存在する。その抗酸化酵素としてカタラーゼ対して生体の活性酸素

消去能力(抗酸化機能)が働くものの活性酸素は細胞内の DNA を損傷し，平常の生活でも DNA 

損傷の数は細胞あたやスーパーオキシドディスムターゼ（SOD）、ペルオキシダーゼなど、

活性酸素を無害化する酵素がある 1,2,3,5,7,8)。 

スーパーオキシドディスムターゼ (Superoxide dismutase, SOD) は、細胞内に発生し

た活性酸素を分解する酵素であり、スーパーオキシドアニオンを酸素と過酸化水素へ不均

化する酸化還元酵素である。SOD は活性中心に存在する金属の種類によって、Cu/Zｎ，Fe，

Mn 型といった様々な金属型が存在し、Cu/Zn 型は真核細胞の細胞質に存在し、Mn 型の SOD

は真核細胞、原核細胞の両方に存在である。ヒトでは 3 種の SOD が存在する。Cu-ZnSOD は

細胞質、MnSOD はミトコンドリア、NiSOD は細胞外空間に存在する。SOD は同じサブユニッ

トからなるホモ二量体（FeSOD や MnSOD では時に四量体）である 1,2)。 

ガン遺伝子を目覚めさせるイニシエーターや異常化したガン細胞をガン化させるプロ
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モーターと言われる発ガン促進物は、活性酸素を発生させ、SOD は重要な抗ガン物質として、

ますます注目にすることが分かってきている。 また、ストレスも活性酸素をつくりやすい

ことで、ガンの大きな要因となることも明らかにされてきている 4,5,9,10)。また、活性酸素

の害で発生する生活習慣病、ガンを始め各種の疾患、シミ、シワ等の皮膚障害が増えてき

る。よって、SOD は医療、化粧品産業、実験的研究など多方面への利用が進められている。

これは SOD が工業化を生産することが必要である。 

活性酸素は体に害を与えるものと思われがちだ？本来はウイルスや病原体から体を守

ったり、体内で発生した毒素を排出したりする働きをもつため、健康を維持するために必

要な物質である。活性酸素が体の中で増えすぎてしまう原因は、ストレス、紫外線、喫煙、

不規則な生活や、加工食品の添加物など、私たちの身近に数多く存在しており、現代人は

活性酸素が体内に増えすぎている傾向にある。増えすぎた活性酸素は、老化の促進や体の

不調だけでなく、生活習慣病である動脈硬化やガンなど、あらゆる病気の原因となるため、

SOD 酵素や、ビタミン Cなどの抗酸化物質を摂取することが必要である。例えば、活性酸素

の増えすぎを防止して美肌を実現するためには抗酸化作用のある化粧品や食品を摂取する

ことが提唱されている 6)。 

  タンパク質，特に生育に必須であるタンパク質の変性温度は，生物の生育温度の上限

と密接に関わっている。異なる至適生育温度を持つ生物種に由来する相同タンパク質の安

定性は，多くの場合，生育温度付近と同じ程度になる。好熱菌タンパク質の多くは，高い

耐熱性とともにその他の耐性も有する。たとえばタンパク質分解酵素に対する耐性，タン

パク質を変性させるような条件（酸，アルカリ，変性剤など）に対する耐性も高い。通常

の生育環境よりも高温で生育する生物が見出されて以来、その耐熱システムがどのように

獲得されたかが大きな科学的関心となった。工業製品の場、熱ばかりでなく、酸、アルカ

リ、圧力、強度などに対する耐性の獲得は、いずれも素材の組成を変化させて対応してい

る。 

  常温菌由来 SOD と比較して、好熱菌由来 SOD による、酵素生産系は高温のため、雑菌

汚染を防ぐことができて、好熱菌の増殖速度が高くて、培養時間が短くて、単位時間当た

りの SOD の生産量は大幅に増加することができる。好熱菌由来の SOD は、精製から安定

性が高く、変性させるような条件（酸，アルカリ，変性剤など）に対する耐性も高くて、

長時間の利用が可能である。よって、好熱菌由来 SOD は工業利用上からも期待され、利用

が進められている。 

  本研究では好熱菌 B.stearothermophilus C36 株から得られる MnSOD は

工学的有用利用を目的に、SOD の精製と性質を研究し、ここに報告する。  
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緒言 

 

細菌では、好熱菌は通常 55℃以上で生育できる菌を指し、このうち，90℃以上でも生

育できる菌を超好熱菌、75℃以上でも生育できる菌を高度好熱菌、それ以下のものは中度

好熱菌とよぶ。中度好熱菌には，Bacillus 属をはじめ各種の属に所属するものが知られて

いる。好熱性菌と最適温度を見ると、Bacillus thermophiles は 55℃、Bacillus 

stearothermophilus は 60～65℃、Bacillus megaterium、Bacillus coagulans、Bacillus 

circulans、Thermus aquaticus、Thermus thermophilus は 70℃であり、もっとも代表的な

ものは、Bacillus stearothermophilus である 9,19,20)。好熱菌タンパク質の多くは、高い

耐熱性とともにその他の耐性も有する。たとえば、タンパク質分解酵素に対する耐性、タ

ンパク質を変性させるような条件（酸、アルカリ、変性剤など）に対する耐性も高い。好

熱菌は、その生産する物質は熱に対して安定であり、その安定性は細胞から取り出しても

失われないものが多い。また、熱だけでなく、化学変性剤(尿素や界面活性剤など)にも耐

性が高いことが知られている。好熱菌が生産する酵素はその安定性から、現在、いろいろ

な分野で広く利用されている。例えば、製紙業では、従来の方法は、強力な酸または塩基

を使用し、リグニンを約 90％まで加水分解処理するが、環境汚染を引き起こすことがある。

好熱菌 Thermotoga から精製された Xylanase は、この酵素最適処理温度は 105℃、効果的に

パルプリグニンを除去し、化学漂白剤の量を減らすことにより、環境汚染を減らすことが

できる。好熱菌 Thermoactinomyces 由来の酵素 Thermoviridin は抗生物質として工業化生

産が行われ、医療分野で応用されている。産業利用のために、好熱菌生産する SOD は、熱

安定性であり、熱変性、酵素不活性化の一般的な原因である。好熱菌が生産する酵素を工

業的利用がなされ、さらなる研究開発がすすめられている 1,4,5,11)。 

タンパク質特に生育に必須であるタンパク質の変性温度は、生物の生育温度の上限と

密接に関わっている。異なる至適生育温度を持つ生物種に由来する相同タンパク質の安定

性は、多くの場合、生育温度付近で同じ程度になる。すなわち、種々の塩や糖類、分子シ

ャペロンの関与はあるが、基本的にはタンパク質の耐熱性が生物の生育上限温度を決めて

いる。耐熱性とアミノ酸配列に関係があることを述べる。例えば、常温菌の大腸菌、枯草

菌と高度好熱菌 T. thermophilus 由来 IPMDH は、いずれもホモ二量体を形成する。サブユ

ニット接合面には、各サブユニットの２本の平行αヘリックスが接近して会合し、サブユ

ニット間相互作用を疎水性相互作用で安定化している。好熱菌由来 IPMDH のサブユニット

接合面の疎水性残基 Leu と Val を、それぞれ常温菌型の Glu と Met に置き換えると耐熱

性が著しく低下し、逆に大腸菌 IPMDH、あるいは枯草菌 IPMDH のこれらの部位に好熱菌型

の Leu と Val を導入すると耐熱性が上昇した。しかしながら、酵素の耐熱性の獲得には多

くの説がある 19,20)。 
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好熱菌 C36 株は土壌から分離した中等度好熱菌、最適生育温度は 60℃、標準的な中度

好熱菌 Bacillus stearothermophilus IFO12550（以下、IFO12550 株と略称）と近縁であ

る。C36 株は SOD の大量生産系であり、C36 株生産する SOD は IFO12550 株の生産量の 3 倍

以上である。本研究室の安部，草薙，鶴の研究により、C36 生産する SOD は Mn 型のホモ二

量体（ダイマー）であり、一つサブユニットの分子量は 22.5 kDa である。C36 株生産する

SOD は変性させるような条件（温度、酸、アルカリ）に対する耐性が高いほか、界面活性剤

（SDS）に対する耐性も高いが、C36 株生産するタンパク質は相互作用が強く、それよりそ

のように界面活性剤 SDS を用いて新精製方法により、C36 株由来 SOD を精製した。本研究

では好熱菌 Bacillus stearothermophilus C36 株（以下、C36 株と略称）から得られ

る MnSOD の工学的有用利用を目的に、SOD の精製と性質を研究した 2,3)。  

一般的に、SOD の精製手順は、以下のステップに分けることができる：硫酸アンモニウ

ム分画、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマトグラフィー。例えば、常温菌

大腸菌（E.coli B）から SOD の精製方法は、クロマトグラフィーの 2種類の方法を使用し、

CM-52 及び DE-32 13)。ヒト肝細胞 Mn-SOD の精製方法はクロマトグラフィーの 2種類の方法

を使用し、CM-52、DE-52 及び Biogel A 5)。しかし、好熱菌が生産 SOD は常温菌より、精製

が難しい、好熱菌 Bacillus licheniformis M20 生産する SOD の精製がクロマトグラフィ

ーの４種類の方法を使用し：Phenyl-Sepharose, DEAE-Sepharose, Sephadex G-100，Sephadex 

G-50。しかし、その SOD の回収率は約 11％であり、工業生産には不十分である 7)。この好

熱菌由来 SOD の精製が他と比べて特徴的なことは Phenyl-sepharose クロマトグラフィーを

用いたことである。これは先に述べた酵素の耐熱性の獲得に疎水性を高めたことに関係の

あると考えられた。すなわち、好熱菌の酵素は疎水性が高いためタンパク質間相互作用が

強くなり、このため疎水クロマトグラフィーが必要になったと考えられた。工業生産ため

に、次のような特徴を持っている必要があり：SOD を大量生産が可能、SOD の耐性が高い、

SOD を大量回収が可能である。 

このため、工業化生産によって、SOD の効率的な新規精製方法を開発ことが必要であり、

本論文は新規の精製法を示した。 
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材料 

 

試薬 

 

ｴﾀﾉｰﾙ    C2H5OH    特級 関東化学 

ｴﾁﾚﾝｼﾞｱﾐﾝ四酢酸二ﾅﾄﾘｳﾑ  C10H14N2O8Na2・2H2O   試験研究用 和光純薬 

塩化ﾅﾄﾘｳﾑ   NaCl    特級 関東化学 

塩化ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ   MgCl2・6H2O   特級 和光純薬 

塩酸    HCl    特級 和光純薬 

寒天        1 級 関東化学 

ｸｰﾏｼｰﾌﾞﾘﾘｱﾝﾄﾌﾞﾙｰ R350          C47H48N3NaO7S2                                        ﾌｧﾙﾏｼｱ 

ｸﾞﾘｼﾝ                           H2NCH2COOH            電気泳動用    関東化学 

ｸﾞﾘｾﾘﾝ    CH2(OH)CH(OH)CH2(OH) 1 級  関東化学 

ｸﾞﾙｺｰｽ    C6H12O6    特級 和光純薬 

ｸﾛﾛﾎﾙﾑ    CHCl3    特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

酢酸          CH3COOH   特級 和光純薬 

酢酸ﾅﾄﾘｳﾑ・3 水和物  CH3COONa・3 H2O  特級  ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

N N,-ｼﾞﾒﾁﾙﾎﾙﾑｱﾐﾄﾞ  HCON(CH3)2   特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

水酸化ﾅﾄﾘｳﾑ   NaOH    特級 和光純薬 

ｽｸﾛｰｽ    C12H22O11   特級 ｷｼﾀﾞ化学 

N,N,N’,N’-ﾃﾄﾗﾒﾁﾙｼﾞｴﾁﾚﾝｱﾐﾝ       (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2     電気泳動用    和光純薬 

ﾄﾞﾃﾞｼﾙ硫酸ﾅﾄﾘｳﾑ   CH3(CH2)11OSO3Na     生化学用 和光純薬 

ﾆﾄﾛﾌﾞﾙｰﾃﾄﾗｿﾞﾘｳﾑ   C40H30Cl2N10O6    ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

ﾌｪﾆﾙﾒﾁﾙｽﾙﾎﾆﾙﾌﾙｵﾗｲﾄﾞ             C3H3O2SF           Boehringer Mannheim GmbH 

2-ﾌﾟﾛﾊﾟﾉｰﾙ   (CH3)2CHOH   特級 ｷｼﾀﾞ化学 

ﾌﾞﾛﾓﾌｪﾉｰﾙﾌﾞﾙｰ   C19H10Br4O5S   特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

ﾒﾀﾉｰﾙ    CH3OH    特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

2-ﾒﾙｶﾌﾟﾄｴﾀﾉｰﾙ                   HSCH2CH2OH                鹿特級    関東化学 

ﾘﾎﾞﾌﾗﾋﾞﾝ                        C17H20N4O6                                            ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

硫酸ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ   MgSO4・7H2O   特級 和光純薬 

硫酸ﾏﾝｶﾞﾝ・5 水和物  MnSO4・5H2O    ｷｼﾀﾞ化学 

Tryptone        和光純薬 

Polypepton                                                              和光純薬 

Yeast Extract                         関東化学 
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分子量マーカー 

 

Ez Standard(Lot No.A3I0202)(ATTO AE-1440) 

 

Standard SOD 

 

Superoxide dismutase from Bacillus stearothermophilus (生化学工業株式会社) 
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使用した略語は以下のとおりである． 

 

BSA          ウシ血清アルブミン （Bovine serum albumin） 

BPB    ブロモフェノールブルー （bromophenol blue） 

CBB    クーマシーブリリアントブルー（Coomacssie brilliant blue） 

EDTA    エチレンジアミン四酢酸 （ethylenediaminetetraacetic acid） 

NBT    ニトロブルーテトラゾリウム（nitro blue tetrazolium） 

PMSF    フェニルメチルスルホニルフルオライド （phenylmethylsulfonyl 

fluoride） 

SDS    ラウリル硫酸ナトリウム （sodium lauryl sulfate） 

SOD    スーパーオキシドディスムターゼ （superoxide dismutase） 

TEMED    テトラメチルエチレンジアミン （NNN'N'-tetramethylethylene diamine） 

Tris 2- ア ミ ノ -2- ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -1,3- プ ロ パ ン ジ オ ー ル ( ト リ ス ) 

（2-amino-2-hydroxymethy-1,3-propanediol） 

C36 株    Bacillus stearothermophilus strain C36 

IFO12550      Bacillus stearothermophilus strain IFO12550 

E.coli JM109  Escherichia coli JM109 
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装置 

 

本研究では以下に示す装置を使用した。 

 

遠心器（Centrifuge Micro 6.HG CFM-200 IWAKI 製） 

遠心分離機（Kubota3700 KUBOTA 製） 

遠心分離機（Kubota5200 KUBOTA 製） 

遠心分離機（himac SCR 20B HITACHI 製） 

オートクレーブ（MLS-3000 型 SANYO 電機製） 

恒温器（Dry Thermo Unit DTU-18 TAITEC 製） 

恒温振盪器（Micro Incubator M-36 TAITEC 製） 

恒温振盪槽（Personal-11 型 TAITEC 製） 

振盪器（MildMixer SI-36 TAITEC 製） 

振盪器（Shaking Mixer SHM-100 IWAKI 製） 

超音波破砕（SONIFIER250 型 BRANSON 製） 

電気泳動装置（AE-6400 型 ATTO 製） 

電源装置（Electrophoresis Power Supply EPS-600 Pharmacia Biotech 製） 

デンシトグラフ（AB1500 型 ATTO 製） 

保冷槽（e-Cooling Bucket ECB TAITEC 製） 

ボルテックスミキサー（Micro Tube Mixer TMW-4836 IWAKI 製） 

ルミノメーター（AccuFLEX Lumi 400 ALOKA 製） 
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使用細菌 

 

  好熱菌は、有珠山墳気孔付近から採取した資料土壌より南部らが分離した細菌、C36 株

を用いた。この菌の増殖温度範囲は 35～75℃、形状は桿菌で、グラム染色性は陽性であり、

増殖温度によりこの菌は中等度好熱菌 Bacillus stearothermophilus とされた 14,16)。 

 

Table１ 新規好熱菌 C36 株の生理学的，生化学的諸性質 

 

 

形状  棒状  ガス生成  

サイズ     グルコース - 

幅(μm）  0.7-0.8  加水分解  

長さ(μm）  2.5-5.0   デンプン + 

胞子  楕円体   ゼラチン - 

カタラーゼ  +   カゼイン - 

VP 反応  -   Tween80 - 

VP 培養ｐH  5.9   アセキュリン - 

ウレアーゼ  -  下記の使用  

培養条件     クエン酸エステル - 

Medium pH5.7  -   プロピオン酸エステル - 

NaCl 2% -  チロシンの分解 - 

 5% -  NO3から NO2の生成 - 

 7% -  インドール + 

 10% -  ﾌｪﾆﾙｱﾗﾆﾝﾃﾞｱﾐﾅｰｾﾞ - 

酸生成  +  ｱﾙｷﾞﾆﾝﾋﾄﾞﾛﾗｰｾﾞ - 

D-グルコース  +    

L-アラビノース  +    

D-キシロース  +    

D-マルトース  +    

D-フルクトース  +    
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培地 

 

L’培地 

 

  Polypeptone 1.0 g、Yeast extract 0.5 g、NaCl 0.5 g を脱イオン水 100 ml に溶解させ，

オートクレーブ（121℃ 20 min）で滅菌した。また、固体培地とする場合は 2％となるよ

うに寒天を添加した。好熱菌の培養に用いた。 

 

LB 培地 

 

  Tryptone 1.0 g、Yeast extract 0.5 g、NaCl 0.5 g を脱イオン水 100 ml に溶解させ、オ

ートクレーブ（121℃ 20 min）で滅菌した。また、固体培地とする場合は 2％となるよう

に寒天を添加した。大腸菌の培養に用いた。 
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実験方法 

 

菌体内タンパク質の抽出 

 

  5 ml L’培地に白金耳を用いて C36 株を植菌し、60℃ 100 rpm 18 h 恒温振盪器を用い

て前培養した。培養後、培養液を 100 ml L’培地に滅菌済みピペットで植菌し、60℃、150 

rpm、6 h 恒温振盪器を用いて本培養である。培養後、培養液全量を 100 ml 遠心管に移し、

4℃、5000 rpm、10 min 遠心分離して上清を除去した。0.9％ NaCl 10 ml を加えてよく懸

濁し、4℃、5000 rpm、10 min 遠心分離し、上清を除去した。同様の操作をもう 1度おこな

った後、buffer（10 mM Tris-HCl pH 8.0、10 mM EDTA pH 8.0、0.1 mM PMSF、10 mM 2-メ

ルカプトエタノール（使用直前に添加））15 ml を加えて、泡立たないようにスパーテルで

よく懸濁した。懸濁液を 50 ml のコーニングチューブに移し代え、懸濁液に透明感が出る

まで超音波破砕した（出力 2 で 30 sec の破砕を 4 回）。超音波破砕後の溶液を 50 ml コー

ニングチューブに移し変え。4℃ 10000 rpm 10 min 遠心分離して、上清は菌体内タンパク

質とした。 

 

硫酸アンモニウム分画法 

  

菌体より得られた菌体内合成タンパクを 80 ％ 硫酸アンモニウム塩析による濃縮を行

った。4℃下において硫酸アンモニウムが完全に溶解後、20 分間静置し、その後遠心分離(4℃, 

10,000 rpm, 20min)を行いえられた、沈殿を 20mM Tris-HCl (pH 8.0) Buffer に溶解し、

その後 20mM Tris-HCl (pH 8.0) Buffer においての透析による脱塩をおこなった。 

 

透析 

 

試料内の硫酸アンモニウムを除去する目的として、セロハン膜チューブを用いた透析

をおこなった。透析膜を脱イオン水で洗浄後、一端はクリツプに対してクローズし、蛋白

質を入れ、他の側をクリツプで閉めた。そしてチューブを透析 buffer（20mM Tris-HCl(pH 

8.0)、 0.1mM PMSF、 0.1mM MnSO4、1L）に入れ、4℃ ６時間撹拌で置いた。６時間後、新

透析 buffer を替え、4℃ 6∼10 時間撹拌した。 

 

 

陰イオン交換クロマトグラフィー 
 

陰イオン交換クロマトグラフィーは、電荷の違いを利用してタンパク質分子を分離す
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る方法である。タンパク質では、弱酸性や弱塩基性など多種類のイオン性のアミノ酸を含

み、正の電荷と負の電荷の両方を分子表面に持っている。イオン交換基とイオン性のアミ

ノ酸の可逆的な相互作用の他にも、主にファンデルワールス力や非極性相互作用により結

合する可能性がある、その影響はイオン結合に比べればごく弱いため、有効表面電荷をコ

ントロールするだけでイオン交換クロマトグラフィーによる精製が成り立つ。 

陰イオン交換クロマトグラフィーによる分離は次のようなステップでおこなった。 

1. 担体（DEAE-Sepharose fast flow）はカラムへの 5ｍｌを充填した。 

2. 担体ゲルの活性化：0.5M NaOH、0.5M NaCl を 15 ml 担体ゲルにとおし、担体ゲルを洗浄

した。 

3. 担体ゲルの平衡化：buffer 20 mM Tris-HCl(pH 8.0)により、pH 8.0 になるまで流し平

衡化でした。 

4. タンパク質の分離：タンパク質溶液を担体に流し、ゲルと結合させて、その後、buffer

のイオン強度により、三段階の stepwise（0.05M NaCl、0.1M NaCl、0.5M NaCl）で分離さ

した。 

5. 分離したタンパク質を収集し、分光光度計を用いて総タンパク質量を吸収波長 280nm で

測定した。 

 

ゲルろ過クロマトグラフィー 

 

ゲルろ過クロマトグラフィーは、簡単でしかも信頼性の高いクロマトグラフィーであ

り、カラムにつめた担体にサンプルを通して、大きさの違いによって分子を分離する手法

である。担体の間をすり抜けて分子は溶出される。担体には小さな孔が開いており、小さ

い分子はその孔に入り込むため、大きい分子より遅く溶出される。 

本実験は担体ゲル Sephacryl S-200 High Resolution により、 好熱菌 C36 株由来の

Mn-SOD の精製は精製条件の最適化を検討した。 

 

タンパク質定量 

 

  タンパク質の定量には、Bradford 法を用いた。BSA（500µg/ml）を超純水により段階

希釈し、200、160、120、80、40 µg/ml の各 BSA 溶液を作成した。CBB solution 2.5 ml

に対して、BSA 溶液および試料タンパク質溶液を 50 µl ずつ加え混合後、5 min 静置した。

分光光度計で OD595を測定し、BSA 溶液の検量線より試料中のタンパク質濃度を求めた。 
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タンパク質電気泳動と染色法 

 

SDS-PAGE 15) 

 

  タンパク質標品に、同量の SDS 用サンプル処理液（BPB 25 mg、グリセリン 20 mM、0.5 

M Tris-HCl (pH6.8） 10 ml、10 % SDS 10ml、2-メルカプトエタノール 2 ml を加え、超純

水で 50ml にメスアップ）を加えて 2倍量にした後、100℃で 1分間加熱処理し、急冷した。

電気泳動を Laemmli 法でおこなった。ゲルは分離用ゲル（濃度 12.5 % ： 30 %アクリルア

ミド 3.75ml、1.5M Tris-HCl(pH 8.8)  2.25ml、10 % SDS 0.09ml、超純水 2.85ml、TEMED 0.01 

ml、10 %過硫酸アンモニウム 0.05ml）及び濃縮用ゲル（濃度 4.5 % ： 30%アクリルアミド

0.9 ml、0.5M Tris-HCl(pH6.8)  1.5ml、10 % SDS 0.06ml、超純水 3.6 ml、TEMED 0.0 1ml、

10%過硫酸アンモニウム 0.018 ml）を合わせて固めたものを用いて、30 mA で電気泳動をし

た。 

 

Native-PAGE  

 

  上記の Laemmli 法を改変した。加熱操作をおこなっていないタンパク質標品に、同量

の native 用サンプル処理液（BPB 25 mg、グリセリン 20 ml、0.5 M Tris-Hcl (pH 6.8) 10ml 

を加え、 超純水で 50ml にメスアップ）を加えて 2倍量にした。native 用 buffer（Tris 6 

g、グリシン 28 g を加えて，超純水で 2l にメスアップ）を用いて，電気泳動をおこなった。 

ゲルは分離用ゲル（濃度 12.5 % ： 30 %アクリルアミド 3.75ml、1.5M Tris-HCl(pH8.8)  

2.25ml、超純水 2.94ml、TEMED 0.01ml、10 % 過硫酸アンモニウム 0.05ml）及び濃縮用ゲ

ル（濃度 4.5 % ： 30 %アクリルアミド 0.9ml、0.5M Tris-HCl(pH6.8)  1.5ml、超純水 3.66ml、

TEMED 0.01ml、10 % 過硫酸アンモニウム 0.018ml）を合わせて固めたものを用いて，30 mA

で電気泳動をした。 

 

CBB 染色 

 

  SDS-PAGE をおこなったゲルを CBB 染色液（CBB-R 0.5 g、メタノール 250 ml、酢酸 100 

ml を加え、超純水で 11にメスアップ）に浸し、室温で 1 h 振盪した。染色液を捨て、脱イ

オン水で洗浄後、脱色液（メタノール 50 ml、酢酸 70 ml を加え、超純水で 1 l にメスアッ

プ）に浸してキムワイプを入れ、途中でキムワイプを交換しながら、室温で一晩振盪した。

脱色後、デンシトグラフでゲルの撮影をおこなった。 
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活性染色 6) 

 

  Native-PAGE をおこなったゲルを 2.45 mM NBT 溶液（NBT 0.5 g を超純水で 250 ml に

メスアップ）に浸し、ハイブリダイゼーションオーブンを用い、アルミホイルで遮光しな

がら 37℃で 15 min 振盪させた。NBT 溶液を捨て、脱イオン水で洗浄後、Immersion 液（リ

ボフラビン0.011 gを100 mlにメスアップしたものを25 ml、TEMED 1.06 ml、1 M  K-Pi buffer

（pH 7.8）9 ml を加え、超純水で 250 ml にメスアップ）に浸し、ハイブリダイゼーション

オーブンを用い、アルミホイルで遮光しながら 37℃で 20 min 振盪させた。Immersion 液を

捨て、脱イオン水で洗浄後、ゲルをガラス板の上に置き、蛍光灯で 5～15 min 照らした。

SOD 活性がある部分以外が青く染色されたところで活性バンドを確認し、デンシトグラフで

ゲルの撮影をおこなった。活性はデンシトグラフで相対的に比較した。 

          

 

活性測定 

 

ルミノール発光法 12) 

 

AccuFLEX Lumi400(ALOKA 製)の電源を入れ、ラジカルキャッチ（BLR-ALBI-01）を室温

に戻し、転倒混合した。試薬 C液(過酸化水素水)10ul を精製水 10ml(超純水でも可)に加え

て転倒混合し、1000 倍希釈液とした。無色透明の 1.5ml エッペン試薬 A液（塩化コバルト）

と B液（ルミノール）を 25ul ずつ分注し、サンプルを 10ul 加えた。（コントロールには 10mM 

Tris-HCl(PH8.0)を使用）測定室内でインキュベージョン（37℃ 5min）した。試薬 C 希釈

液を 25ul 加え、OD430にてルミノール発光量を測定した。発光量として、測定 80秒から 120

までの積算値を用いて、そして消去率が次式により求めた。 

 

消去率(%)= 
コントロール発光量-サンプル発光量

 コントロール発光量
 % 

SOD の活性値はコントロール発光量の 1/2 を与えるサンプル濃度又は消去率 50%のサンプル

濃度として求めた。 
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第一章 SDS 非存在下における SOD の精製 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 22 

結果 

 

陰イオン交換クロマトグラフィーの最適条件 

   

陰イオン交換クロマトグラフィーは、三つのイオン強度の buffer によるステップ法で、

タンパク質を分離した。50ml Buffer ① 20mM Tris-HCl(PH8.0)、0.05M NaCl;50ml buffer 

② 20mM Tris-HCl(PH8.0)0.1M NaCl;50ml buffer ③ 20mM Tris-HCl(PH8.0)、0.5M  NaCl、

100 drops/faction 溶出液を用いておこなった。Buffer ②の条件下で、SOD を溶出して

（figure 1）；buffer ③の条件下で、夾雑タンパクの多くの部分が除去された。C36 株由来

SOD の一つサブユニットの分子量は 22.5ｋDa であり、SDS-PAGE（figure 2）に見られるよ

うに、硫酸アンモニウム分画したタンパク質から陰イオン交換クロマトグラフィーにより、

混雑タンパク質の多くが除去された、SOD の精製程度は大幅に向上された。 

陰イオン交換クロマトグラフィー後、精製した SOD は Native-PAGE(figure 3)により、

SOD の活性が保持されていることが示された。粗抽出から陰イオン交換クロマトグラフィー

までの段階で、約 42％の SOD が回収された（table 2）。 
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Fraction No. 

          Figure 1  陰イオン交換クロマトグラフィーの最適条件 

担体ゲル DEAE-Sepharose Fast Flow  100 drops/faction  

カラム φ2.0X10cm 

 

Stepwise    1-11   20mM Tris-HCl(PH8.0)、0.05M  NaCl  50ml 

                12-23  20mM Tris-HCl(PH8.0)、0.1M   NaCl  50ml 

              24-37  20mM Tris-HCl(PH8.0)、0.5M  NaCl  50ml 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 24 

 

           

 

Figure 2 陰イオン交換クロマトグラフィーにより SOD の精製程度 

SDS-PAGE,CBB 染色 

 

Lane M  分子量マーカー, Lane 1  粗抽出, Lane ２ 硫酸アンモニウム分画 

Lane ３ 陰イオン交換クロマトグラフィー（Fig.1 の No.13-No.18） 
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Figure 3 陰イオン交換クロマトグラフィーにより SOD の活性 

Native-PAGE、活性染色 

 

Lane M  Standard SOD, Lane 1   陰イオン交換クロマトグラフィー 
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                 Table 2  精製プロセスの活性回収率 
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ゲル過クロマトグラフィーの精製 

   

陰イオン交換クロマトグラフィーで SOD を含む分画は硫安分画を濃縮し、担体

Sephacryl S-200（buffer 20 mM Tris-HCl(pH 8.0), 0.1 M NaCl）によって分離した。ゲ

ル過クロマトグラフィーの画分を吸光度 280 nm で測光した結果を figure 4 に示した。単

一のピークが見られ、タンパク質の分離が完全でないことを示唆していた。さらに各画分

を電気泳動 SDS-PAGE したところ、分子量が異なるタンパク質が混在し、SOD と夾雑タンパ

ク質を分離できていないことが明らかであった（figure 5）。 

また、Native-PAGE からも SOD がより大きな分子量のタンパク質と挙動を同じにしてい

たとか示された（figure 6）。 
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                   Fraction No. 

 

Figure 4  ゲル過クロマトグラフィーにより収集した溶出液グラフ 

担体 Sephacryl S-200 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

Buffer 20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1 M NaCl 
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Figure 5  SOD と夾雑タンパク質が分離できない 

SDS-PAGE,CBB 染色 

Lane M   分子量マーカー, Lane 1   粗抽出, Lane ２  硫酸アンモニウム分画 

Lane ３  陰イオン交換クロマトグラフィー 

Lane ４  ゲル過クロマトグラフィー(Fig.4 の No.45-No.49) 
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Figure 6 SOD と大きな分子量のタンパク質挙動を同じ 

Native-PAGE,CBB 染色 

 

Lane M   Standard SOD, Lane 1   粗抽出, Lane 2  硫酸アンモニウム分画 

Lane 3  陰イオン交換クロマトグラフィー, Lane 4  ゲル過クロマトグラフィー 

 

(試料は Fig.5 と同じ) 
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考察 

   

通常のゲル過クロマトグラフィーによって、SOD と他のタンパク質が分離的なかった。

なぜ、そのような状況があるのでしょうか？以下は、議論の結果である。 

タンパク質の構造上の最も一般的な特徴の一つは、タンパク質内部は疎水性が高く表

面は親水的であることである。疎水性残基は内部に集まり、親水性残基は表面に見られる。

常温菌由来タンパク質と比較して、好熱菌タンパク質は高温における熱安定性を得るため

に分子内結合が強いことが知られている。 

酵素の活性と温度の関係をアレニウスプロットすると、転位点が 50-60℃にあることが

特徴つけられた。これは、この温度領域において構造変化が生じたことを示した。しかし、

この場合の酵素の状態は一律ではなく、ある酵素は転位点以上の高温でエントロピー差が

大きくなり基質がゆるくしか結合できない。またある酵素は転位点以下ではエントロピー

差が小さく、基質が結合しにくかった。このように転位点がある以上のことは明確にはな

らなかった。リボゾームの安定性においては。スペルミンのようなポリアミンが高温時に

おいて有効であり。アミラーゼに対してはカルシウムイオンが有効であったように、タン

パク質の構造安定化に補助的に疎水結合の増大によるものが議論された。また、好熱菌タ

ンパク質はミャペロニ、カチオンとの相互作用が報告されているように、タンパク質の表

面疎水性アミノ残基が多い、表面荷電も多い 8,9,10)。 

好熱菌 C36 株由来 SOD は一次構造のアミノ酸が 203 であり、疎水性アミノ酸が 49.8％

含まれている。常温菌の大腸菌 SOD は一次構造のアミノ酸が 205 であり、疎水性アミノ酸

が 44.9％含まれている。C36 株と大腸菌（E.coli）SOD 一次構造のアミノ酸配列を比較する

と、アミノ酸配列は、83％同一であり、変更された部分は、いくつか親水性アミノ酸から

疎水性アミノ酸に変化している。セリン→アラニン、グリシン→イソロイシン、チロシン

→イソロイシン、このような変化は、タンパク質表面の疎水性を増加させ、タンパク質の

耐熱性を増加し、しかし、疎水性残基の存在がタンパク質の分離することを妨害する。し

たがって、好熱菌のタンパク質の分離は常温細菌よりも難しい。そのため、好熱菌 C36 由

来タンパク質間相互作用が強いのであると推察され、これまでのゲル過クロマトグラフィ

ー条件では、その相互作用のために分離精製ができなかったものと考えられた 16,21)。 
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Figure 7 C36 株と大腸菌（E.coli）SOD 一次構造のアミノ酸配列 

 

好熱菌 Bacillus licheniformis M20 生産する SOD の精製がクロマトグラフィーの４

種類の方法を使用し：Phenyl-Sepharose、 DEAE-Sepharose、 Sephadex G-100、Sephadex G-50。

その中で Phenyl-Sepharose クロマトグラフィーは疎水クロマトグラフィー、好熱菌の場合、

タンパク質間相互作用が強いめ、分離に用いろんだと考える。しかし、疎水クロマトグラ

フィーによって、SOD 活性の回収が大幅に値下した 7)。そのため、新しい精製方法を開発す

る必要があった。 

  Sodium dodecyl sulfate（SDS）は陰イオン性界面活性剤の 1つである。一般的に、SDS

は電気泳動(SDS-PAGE)においてタンパク質を変性させるために使用される。SDS はタンパク

質の非共有結合を分離させ、分子の高次構造を失わせる。さらに、SDS の陰イオンは、1つ

の SDS 陰イオンに対し 2つのアミノ酸残基の比率で主ペプチド鎖に結び付く。これにより、

そのタンパク質の質量に比例した負電荷を効果的に分配する。SDS の結合により生成される



Ding LingYun 2015 

 

 33 

静電気反発作用は、タンパク質の折りたたみ構造を棒状構造へと変化させることにより、

ゲル中泳動時におけるタンパク質形状の差による影響を取り去る。言い換えれば、SDS はタ

ンパク質表面張力を弱める作用を持つ、タンパク質間相互作用を減少することができる。

常温菌と比較して、好熱菌タンパク質は、変性剤（SDS）に対する耐性が高い、これより、

0.1%SDS を buffer においてに添加し、ゲル過クロマトグラフィーにより、SOD の精製を試

みた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 34 

 

 

 

 

 

 

 

 

第二章 SDS 存在下における SOD の精製 
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結果 

 

SDS を用いたゲル過クロマトグラフィーの精製 

 

陰イオン交換クロマトグラフィー後、0.1 % SDS 存在下ゲルろ過クロマトグラフィーを

おこなって、溶出液 50 drops/fraction を収集した。収集した画分の吸光度 280nm を測定

した。ゲルろ過クロマトグラフィーのプロファイルは 2 つのピークを有し、第 2 のピーク

（Fig.8 No.50-No.55）に SOD 活性を見ることができた。これより、SDS が存在しないゲル

ろ過クロマトグラフィーと比較して、SOD 存在下では夾雑タンパクの多くが除去された

（figure 8、9）。しかしながら、分子量 20KDa-50KDa にも SOD 以外のタンパクバンドかす

かに見られた（Fig.9 lane 3）。 
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 Fraction No. 

 

Figure 8  SDS におけるゲル過クロマトグラフィー 

担体 Sephacryl S-200 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

             Buffer  20mM Tris-HCl (pH 8.0)  0.1 % SDS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 37 

 

 

 

Figure 9   SDS 存在下、SOD の精製を向上 

SDS-PAGE,CBB 染色 

 

Lane M 分子量マーカー, Lane 1  陰イオン交換クロマトグラフィー, Lane 2  SDS 非存在

下のゲル過クロマトグラフィー, Lane 3  0.1%SDS 存在下ゲル過クロマトグラフィー 
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NaCl の SOD 精製への効果 

   

  SDS 存在しない場合、NaCl 単独の効果を確認した（figure 10、11）。高濃度の NaCl は、

タンパク質の分離を促進するかどうかを確認した。0.5M NaCl 存在下でゲル過クロマトグラ

フィーによって、SOD を精製し、Figure 10 より、単一のピークが見られん、figure 11 よ

り、SOD と夾雑タンパク質が分離できなかった。このより、NaCl のみでは SOD と他のタン

パク質との結合を弱めることができなかった。よって、NaCl の効果は SDS に対し、補助的

であったと考えられた。 
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                Fraction No. 

 

Figure 10  SDS 非存在下、0.5M NaCl におけるゲル過クロマトグラフィー 

担体 Sephacryl S-200 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

        Buffer 20mM Tris-HCl(pH 8.0)、0.5 M NaCl 
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Figure 11  0.5M NaCl ゲル過クロマトグラフィーの Native-PAGE 

          Native-PAGE、CBB 染色 

 

Lane M  Standard SOD 

Lane 1 0.5M NaCl ゲル過クロマトグラフィー、fraction No.41 

Lane 2  0.5M NaCl ゲル過クロマトグラフィー、fraction No.42 

Lane 3  0.5M NaCl ゲル過クロマトグラフィー、fraction No.43 

Lane 4  0.5M NaCl ゲル過クロマトグラフィー、fraction No.44 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 41 

SDS 濃度の検討 

 

    ゲル過クロマトグラフィーにおいて、0.1 ％ SDS、0.1M NaCl はタンパく質の分離を促

進することができるが、SDS 濃度の検討をおこなった。SOD 濃度が増加すると、SOD の精製

結果を検討した。他の条件を一定し、SDS に 0.3 % 上昇し、NaCl に 0.5M 上昇したゲル過ク

ロマトグラフィーにより、SOD を精製した。 

Figure 12 に見られるように、0.3 % SDS 存在下、タンパク質の分離を促進することが

でき、でも夾雑タンパク質を残り、0.1 % SDS の結果と比較すると、分離の程度を下げた。

SDS の濃度を増加させると、SOD の精製が向上することがなかった。 
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 Figure 12 SDS濃度変化に対して、SOD の精製の影響 

                      SDS-PAGE, CBB 染色 

 

Lane M 分子量マーカー 

Lane 1  0.1% SDS, 0.1M NaCl のゲル過クロマトグラフィー 

Lane 2  0.3% SDS, 0.5M NaCl のゲル過クロマトグラフィー 
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SDS 存在下、ゲルろ過クロマトグラフィーによって、SOD の最適精製条件 

 

SDSの添加によりSODの精製純度が高まったが、さらにNaClによりイオン強度を上げ、

タンパク質間相互作用を低減させ精製をおこなった。NaCl の役割は buffer のイオン強度を

高いため、タンパク質の分離を助長することができる。異なる NaCl 濃度を用いて buffer、

0.1 % SDS 存在下ゲルろ過クロマトグラフィーにより、各画分のクロマトグラムが確認した

（figure 13）。 

NaCl 濃度を 0.1、0.2、0.3 そして 0.5 M と変化させたところ、SDS-PAGE により、0.1 % 

SDS と 0.5 M NaCl 下ゲルろ過クロマトグラフィー下で、夾雑タンパク質が完全に除去され

て、SOD が単一タンパク質として得ることができた (figure 13、14)。 

    SOD の最適精製条件を確認された、その条件は 0.1 % SDS、0.5M NaCl であった。 
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               Fraction No. 

Figure 13  異なる buffer のゲル過クロマトグラフィー 

Sephacryl S-200 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

 

Buffer 20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1 M NaCl、0.1 % SDS 

      20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.2 M NaCl、0.1 % SDS 

         20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.3 M NaCl、0.1 % SDS 

         20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.5 M NaCl、0.1 % SDS 
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Figure 14  0.1 % SDS、0.5 M NaCl のゲル過クロマトグラフィー 

SDS-PAGE,CBB 染色 

 

Lane M 分子量マーカー, Lane 1 Fraction No. 72, Lane 2 Fraction No. 73 

Lane 3 Fraction No. 74, Lane 4 Fraction No. 75, Lane 5 Fraction No. 76 

Lane 6 Fraction No. 77 
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SDS 存在下の SOD の活性 

 

SDS はタンパク質の非共有結合を分離させ、分子の高次構造を失わせ、タンパク質を変

性するため、SDS の存在下での SOD 活性の残存は、重要な要素である。最適精製条件下で、

電気泳動Native-PAGE、活性染色により、ゲル過クロマトグラフィー後のSOD活性を測った。

その結果、精製した SOD は、その活性を維持していることが示された（figure 15）。 
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Figure 15 S-200 の最適条件下で、SOD 活性が維持 

 

Lane 1 分子量マーカー, Lane 2 精製した SOD（SDS-PAGE,CBB 染色） 

Lane 3  standard SOD, Lane 4  精製した SOD（Native-PAGE,活性染色） 
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最適条件における SOD 精製のまとめ 

 

硫酸アンモニウム沈殿、陰イオン交換クロマトグラフィー、ゲルろ過クロマトグラフ

ィーの各精製手順にしたがった SOD 純度を SDS-PAGE で確認した（figure 16）。硫酸アンモ

ニウム沈殿法は濃縮効果だけがあり、精製には寄与しなかった。陰イオ交換クロマトグラ

フィーで多く夾雑タンパク質が取り除され、SDS 存在下のゲルろ過クロマトグラフィーで単

一 SOD が獲得できた。各過程の活性、回収率などは Table 3 にまとめた。SOD は 33％が回

収され、SDS における新規精製方法を確認した。 
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Figure 16 精製プロセスの結果 

              SDS-PAGE、CBB 染色 

 

Lane M  分子量マーカー, Lane 1  粗抽出, Lane 2 硫酸アンモニウム分画 

Lane 3 陰イオン交換クロマトグラフィー, Lane 4 ゲル過クロマトグラフィー 
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Table 3 SOD の精製段階と活性 
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結論 

   

これまて、好熱菌由来の SOD の精製には疎水クロマトグラフィーを併用し、精製ステ

ップが多くなり、回収率の低下が問題であった。 

本論文の新規精製法はゲルろ過クロマトグラフィーの buffer (20 mM Tris-HCl pH 8.0、

0.5 M NaCl)に 0.1 % SDS を加えることで、精製を単純化することができ、33%の高い回収

率で SOD を得ることができた。 
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第三章 SOD の性質 
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緒言 

タンパク質分子の安定性はアミノ酸側鎖間およびタンパク質の三次構造における、1）

共有結合、2）静電相互作用、3）水素結合、4）ファンデルワールス力（レナードジョーン

ズ相互作用）、５）エントロピーなどを考えればよい。タンパク質の構造上の最も一般的な

特徴の一つは、タンパク質内部は疎水性が高く表面は親水的であることである。膜タンパ

ク質を除くほとんどのタンパク質で、疎水性残基は内部に集まり、親水性残基は表面に見

られる。すなわち、分子内部の疎水性相互作用はタンパク質の立体構造形成に関わる最も

重要な力であるといえる。タンパク質の安定性に対する疎水性相互作用の重要性は、多く

のタンパク質でΔGNU が最大となる温度が、疎水性相互作用が最も大きくなる 20℃ 付近で

あることからも予想される。これは、常温生物由来タンパク質だけではなく好熱菌由来タ

ンパク質においても成り立っている。超好熱菌由来タンパク質の疎水コアを形成する疎水

性残基の耐熱性への寄与が、超好熱菌 Thermococcus kodakaraensis 由来リボヌクレアーゼ

HII を用いた研究からも確かめられた 17)。 

好熱菌タンパク質は、常温菌由来相同タンパク質と比較して小さい傾向がある。これ

はとりわけ表面に露出したループの短鎖化として見られで、高温領域での安定性を高める

ことができる 18)。好熱菌が生産する酵素はその安定性から、現在、いろいろな分野で広く

利用されている。好熱菌 C36 株由来のタンパク質は SDS 存在下における、高純度の SOD を

獲得することができた。しかし、SDS はタンパク質の非共有結合を分離させ、分子の高次構

造を失わせことができる。したがって、SOD の SDS 耐性は非常に重要であり、精製のプロセ

スで、SOD 活性を損失で知ることが重要である。 

本実験では C36 株由来の SOD に対して、SDS 耐性、耐熱性、pH の適用範囲を検討し、

SOD の性質についてもっと詳しく知ることを求めた。 
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結果 

 

SOD の SDS 耐性 

 

好熱菌 C36 株、好熱菌 IFO12550 株、常温菌 E.coli JM109 株の SOD の SDS 耐性を測っ

た（figure 17）。SDS 非存在下の SOD を 100 ％ 活性として、0.1 % SDS と 0.3 % SDS 存在

下で、SOD は温度 25度で、１ｈを静置し、ルミノール発光法により、残存活性を測定した。 

  0.1 % および 0. 3 % SDS により、大腸菌 SOD の活性はそれぞれ 32 %、25 % まで低下

したが、いずれの好熱菌由来 SOD は耐性を示した（figure 17）。好熱菌 IFO12550 株は 0.1 % 

SDS で 82 % に活性が下がり、0.3 % では、57 % まで低下した。しかしながら、C36 株は

0.1 % 、0.3 % SDS で、それぞれ 94 % 、83 % と高い活性を保持した。 
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                   Figure 17 SOD の SDS 耐性 

それぞれの菌体において、SDS を添加しないときの活性を 100 ％ としてあらわ

した 
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好熱菌 C36 株由来 SOD の耐熱性 

 

  異なる温度条件(25,30,40,50,60,70,80,90,および 100℃)に基づいて SOD の活性変化

を測定した。各温度に 10 分間を維持して、その後ルミノール発光法によって、SOD の活性

を測り、室温(25℃)SOD の活性をコントロール(100%)とした(figure 18)。図より、C36 株

由来 SOD の耐熱性は 65℃まで、ほぼ初期の活性を保持していることが示された。その後、

70℃以上で急激に活性が失われたが、100℃も 50%を温存した。 

Figure 19 は SOD の活性は熱処理時間の変化により現した変化を示した。さらに耐熱性

の変化を見たところ、60℃までは活性の時間低下はゆるやかであったが、70℃以上では、1

時間でほぼ失活した（figure 19）。 
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                   温度 

 

                      Figure 18 SOD の耐熱性 
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Figure 19 SOD の熱処理時間と耐熱性 

 

◆ 温度 25℃，  温度 40℃，▲温度 60℃，×温度 70℃，*温度 80℃ 
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好熱菌 C36 株由来 SOD の pH 耐性 

 

 好熱菌 C36 株由来 SOD の示適 pH を求めるために、pH 4－12 において活性を求めた。な

お buffer は pH 4.0、5.0、6.0 のとき酢酸 buffer(CH3COOH-CH3COONa)、pH 6.0、7.0、8.0

のときリン酸buffer(Na2HPO4-NaH2PO4)、pH 8.0、 9.0、10.0のときトリスbuffer（Tris-HCl）、

そして pH 10.0、11.0、12.0 グリシン buffer(Glycine-NaOH)を用いた（figure 20）。その

結果、SOD の活性は、pH 7.0 から pH9.0 の範囲で安定に保持していた。特に pH 8.0 のとき

に、SOD 活性は極めて安定であった。 
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Figure 20  好熱菌由来 SOD のｐH耐性 

 

■  CH3COOH-CH3COONa buffer, ◆ Na2HPO4-NaH2PO4   buffer 

▲  Tris-HCl         buffer, × Glycine-NaOH     buffer 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 61 

 

 

 

 

 

 

 

 

第四章 新精製法の適用範囲 
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結果 

 

新精製方法下で好熱菌 IFO12550 株由来 SOD の精製 

   

先に報告した SOD の新規精製法を C36 株と同じ B.stearothermophilus であり、もっと

も一般的に用いられる IFO12550 株に適用した。 

好熱菌 IFO12550 株の精製は C36 株の精製と同じ条件下で、0.1 ％ SDS を用いたゲル過

クロマトグラフィーをおこなったところ、タンパク質のグラフが二つのピークが見られた

（figure 21）。SOD は第二ピークにおり、夾雑タンパクの多くが除去され（figure 22）、活

性を保持した SOD が得られた(figure 23)。これは、この方法は、好熱菌 IFO12550 にも適

用可能であることを示された。 
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                   Fraction No. 

    

Figure 21 B.stearothermophilus IFO12550 のゲル過クロマトグラフィー 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

Buffer 20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1% SDS、0.5 M NaCl 

矢印は中心に SOD活性が確認された。 
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Figure 22  B.stearothermophilus IFO12550 の精製 

                   SDS-PAGE, CBB 染色 

Lane 1 分子量マーカー, Lane 2 粗抽出, Lane 3 硫酸アンモニウム分画 

Lane 4 陰イオン交換クロマトグラフィー, Lane 5 ゲル過クロマトグラフィー(Fig.20 の

No.80-No.85) 
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Figure 23 B.stearothermophilus IFO12550 由来 SOD の活性 

           Native-PAGE,活性染色 

 

Lane M standard SOD, Lane 1 精製した SOD 
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新精製方法下で大腸菌由来 SOD の精製 

   

タンパク質間相互作用の強い好熱菌由来 SOD の精製法を常温菌の大腸菌に適用した。

大腸菌（E.coli JM109）由来 SOD の精製は C36 の精製と同じ条件下で、0.1 ％ SDS を用い

たゲル過クロマトグラフィーをおこなったところ、五つのピークが見られた（figure 24）。

SOD は第三つのピークに存在したが、SOD の活性はほぼ失った（figure 25）。ルミノール発

光法によって、0.1 ％ SDS を用いたゲル過クロマトグラフィーは SOD の活性約 90 ％ を消

失した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 67 

 
Fraction No. 

   

Figure 24 E.coli JM109 由来 SOD のゲル過クロマトグラフィー 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

Buffer 20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1% SDS、0.5 M NaCl 

 

矢印は中心に SOD 活性が確認された。 
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Figure 25 E.coliJM109 由来 SOD の活性 

           Native-PAGE,活性染色 

 

Lane M  standard SOD, Lane １ 硫酸アンモニウム分画, Lane 2  ゲル過クロマトグラフ

ィー(Fig.24 No.41) 
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考察 

 

  本研究は C36 由来 SOD について簡便で高効率な精製方法を開発した。しかし、この方

法はただ C36 株に適用するだけか、それ以外の生物の SOD にも適用するかについて、さら

に検討する必要である。 

  このために、同じ精製方法によって、常温菌の代表的な大腸菌（E.coli JM109）と好

热菌 Bacillus stearothermophilus IFO12550 株を検証した。実験結果によると、好热菌

IFO12550 由来 SOD は新規精製方法で精製を成功した。大腸菌由来 SOD は SDS の影響により

活性を失った。 

  これにより、本研究で開発した新規精製方法の適用範囲は目的 SOD の SDS 耐性が強い

酵素に限定される。 
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まとめ 

   本研究により得られた結果を以下にまとめた。 

1.好熱菌由来の SOD は、0.1 ％ SDS、0.5MNaCl、20mMTrisHcl(pH 8.0)の条件下で、ゲルろ

過クロマトグラフィーを組み合わせることで、高純度に精製できた。 

2.新規精製法は他の方法に比べ、高い回収率（33 ％）を得た。 

3.好熱菌 C36 株由来 SOD は高い SDS 耐性があり、0.1 ％ SDS で 94 ％ の活性を保持した。 

4.好熱菌 C36 株由来 SOD の最適 pH範囲（pH7.0－pH9.0）であった。 

5.本精製法は他の好熱菌の SOD にも適用できた。  
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第二部 活性と構造の関係 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 74 

目次 

緒言                                75 

 

材料                                                               76 

試薬                                                                       77 

 装置                                                                       77 

 

実験方法                                                           80 

SOD タンパク質                                                              80 

架橋法                                                                     80 

タンパク質定量                                                              80 

タンパク質電気泳動                                                          80 

 SDS-PAGE                                                                    80 

 Native-PAGE                                                                 81 

 CBB 染色                                                                     81 

活性染色                                                                    81 

  泳動スポット画像解析法                                                      82 

活性測定                                                                      82 

ルミノール発光法                                                            82 

 

結果                                                                82 

SOD の架橋反応                                                               83 

架橋反応により、SOD ダイマーの活性                                           86 

架橋反応により、SOD ダイマーとモノマーの活性                                 90 

SOD ダイマーとモノマーの分離                                                 92 

架橋後 SOD の耐熱性                                                           95 

 

考察                                97 

 

まとめ                                                              98 

 

参考文献                                                           99 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 75 

緒言 

   

  SOD は活性中心に存在する金属の種類によって、Cu/Zｎ，Fe，Mn 型といった様々な金

属型が存在し、Cu/Zn 型は真核細胞の細胞質に存在し、Mn 型の SOD は真核細胞、原核細胞

の両方に存在である。とくに Mn 型は原核生物、真核生物に共通にあり、抗酸化システムで

もっとも重要である。たんぱく質のサブユニットの数に応じて、Native SOD は二量体、四

量体として存在した。Cu/Zｎはほとんどすべて二量体の形が存在し、とくに Mn 型は二量体

または四量体の形をとり、好熱菌 B.stearothermophilius では二量体で、ヒトでは四量体

とされている。しかしながら、ほとんど生物内でアミノ酸配列がかわらない Mn型において

二量体、四量体の両方があり、単量体状態の働きが不明である。そこで、化学架橋法を用

いて SOD の単量体、二量体、四量体と活性の関係を明らかにするものである 3,4,5)。 

化学架橋法は、その目的が不溶化をめざしたものと、もとのタンパク質の溶解度を損

なうことなく架橋する場合とが考えられる。架橋反応の目的は、いくつかのサブユニット

より成る機能タンパク質において、架橋反応物からそれぞれのサブユニットの空間的な配

置（トポロジー）を明らかにし、非共有結合によるタンパク質集合体の 4 次構造を決定す

ることである。架橋反応はまた、タンパク質の物理的、化学的性状を改変するためにも用

いられる。多くの場合、もとのタンパク質より優れた生理的、物理的、あるいは化学的な

性状を有するタンパク質を得る目的で架橋が行われる。架橋の形成には分子内と分子間が

あり、分子内の架橋はサブユニットに固定することができる 6,7)。 

SOD 活性は保持金属に依存するだけでなく、また、その分子構造に依存し、架橋により、

タンパク質の分子構造を変更することができ、活性はまた、それに応じて変化した。本研

究では、分子内のアミノ基相互間に架橋剤グルタルアルデヒトによって、SOD 活性と構造の

関係を討論した 2)。 
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材料 

 

試薬 

 

ｴﾀﾉｰﾙ    C2H5OH    特級 関東化学 

ｴﾁﾚﾝｼﾞｱﾐﾝ四酢酸二ﾅﾄﾘｳﾑ  C10H14N2O8Na2・2H2O   試験研究用 和光純薬 

塩化ﾅﾄﾘｳﾑ   NaCl    特級 関東化学 

塩化ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ   MgCl2・6H2O   特級 和光純薬 

塩酸    HCl    特級 和光純薬 

寒天        1 級 関東化学 

ｸｰﾏｼｰﾌﾞﾘﾘｱﾝﾄﾌﾞﾙｰ R350          C47H48N3NaO7S2                                        ﾌｧﾙﾏｼｱ 

ｸﾞﾘｼﾝ                           H2NCH2COOH            電気泳動用    関東化学 

ｸﾞﾘｾﾘﾝ    CH2(OH)CH(OH)CH2(OH) 1 級  関東化学 

ｸﾞﾙｺｰｽ    C6H12O6    特級 和光純薬 

ｸﾛﾛﾎﾙﾑ    CHCl3    特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

酢酸ﾅﾄﾘｳﾑ・3 水和物  CH3COONa・3 H2O  特級  ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

N N,-ｼﾞﾒﾁﾙﾎﾙﾑｱﾐﾄﾞ  HCON(CH3)2   特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

水酸化ﾅﾄﾘｳﾑ   NaOH    特級 和光純薬 

ｽｸﾛｰｽ    C12H22O11   特級 ｷｼﾀﾞ化学 

N,N,N’,N’-ﾃﾄﾗﾒﾁﾙｼﾞｴﾁﾚﾝｱﾐﾝ       (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2     電気泳動用    和光純薬 

ﾄﾞﾃﾞｼﾙ硫酸ﾅﾄﾘｳﾑ   CH3(CH2)11OSO3Na     生化学用 和光純薬 

ﾆﾄﾛﾌﾞﾙｰﾃﾄﾗｿﾞﾘｳﾑ   C40H30Cl2N10O6    ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

ﾌｪﾆﾙﾒﾁﾙｽﾙﾎﾆﾙﾌﾙｵﾗｲﾄﾞ             C3H3O2SF           Boehringer Mannheim GmbH 

ﾌﾞﾛﾓﾌｪﾉｰﾙﾌﾞﾙｰ   C19H10Br4O5S   特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

ﾒﾀﾉｰﾙ    CH3OH    特級 ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

2-ﾒﾙｶﾌﾟﾄｴﾀﾉｰﾙ                   HSCH2CH2OH                鹿特級    関東化学 

ﾘﾎﾞﾌﾗﾋﾞﾝ                        C17H20N4O6                                            ﾅｶﾗｲﾃｽｸ 

硫酸ﾏｸﾞﾈｼｳﾑ   MgSO4・7H2O   特級 和光純薬 

硫酸ﾏﾝｶﾞﾝ・5 水和物  MnSO4・5H2O    ｷｼﾀﾞ化学 

Tryptone        和光純薬 

Polypepton                                                              和光純薬 

Yeast Extract                         関東化学 

Glutaraldehyde       OHCCH2CH2CH2CHO          生化学用   和光純薬 

(グルタルアルデヒト)  

2-Morpholinoethanesulfonic acid   C6H13NO4SH2O       試験研究用 和光純薬 
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分子量マーカー 

 

Ez Standard(Lot No.A3I0202)(ATTO AE-1440) 

 

Standard SOD 

 

Superoxide dismutase from Bacillus stearothermophilus (生化学工業株式会社) 
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使用した略語は以下のとおりである． 

 

BSA          ウシ血清アルブミン （Bovine serum albumin） 

BPB    ブロモフェノールブルー （bromophenol blue） 

CBB    クーマシーブリリアントブルー（Coomacssie brilliant blue） 

EDTA    エチレンジアミン四酢酸 （ethylenediaminetetraacetic acid） 

NBT    ニトロブルーテトラゾリウム（nitro blue tetrazolium） 

PMSF    フェニルメチルスルホニルフルオライド （phenylmethylsulfonyl 

fluoride） 

SDS    ラウリル硫酸ナトリウム （sodium lauryl sulfate） 

SOD    スーパーオキシドディスムターゼ （superoxide dismutase） 

TEMED    テトラメチルエチレンジアミン （NNN'N'-tetramethylethylene diamine） 

Tris    2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール(トリス) 

（2-amino-2-hydroxymethy-1,3-propanediol） 

MES      2-Morpholinoethanesulfonic acid 

C36 株    Bacillus stearothermophilus strain C36 
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装置 

 

本研究では以下に示す装置を使用した。 

 

遠心器（Centrifuge Micro 6.HG CFM-200 IWAKI 製） 

遠心分離機（Kubota3700 KUBOTA 製） 

遠心分離機（Kubota5200 KUBOTA 製） 

遠心分離機（himac SCR 20B HITACHI 製） 

オートクレーブ（MLS-3000 型 SANYO 電機製） 

恒温器（Dry Thermo Unit DTU-18 TAITEC 製） 

恒温振盪器（Micro Incubator M-36 TAITEC 製） 

恒温振盪槽（Personal-11 型 TAITEC 製） 

振盪器（MildMixer SI-36 TAITEC 製） 

振盪器（Shaking Mixer SHM-100 IWAKI 製） 

超音波破砕（SONIFIER250 型 BRANSON 製） 

電気泳動装置（AE-6400 型 ATTO 製） 

電源装置（Electrophoresis Power Supply EPS-600 Pharmacia Biotech 製） 

デンシトグラフ（AB1500 型 ATTO 製） 

ハイブリダイゼーションオーブン（MHS-301 EYELA 製） 

保冷槽（e-Cooling Bucket ECB TAITEC 製） 

ボルテックスミキサー（Micro Tube Mixer TMW-4836 IWAKI 製） 

ルミノメーター（AccuFLEX Lumi 400 ALOKA 製） 
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実験方法 

 

SOD タンパク質 

 

  SOD は本論文の第一部に記された方法にしたがって精製した。 

   

架橋法 

 

  架橋は共有結合によって 2 つ以上の分子を化学的に架橋するプロセスであり、架橋試

薬は、タンパク質や他の分子の特定の官能基（アミノ基、スルフヒドリル基など）と反応

する反応基を末端に持つ。 

  本実験は架橋剤グルタルアルデヒトにより、50mM MES-NaOH(pH 6.0),0.1mM MnSO4 の条

件下で、SOD を架橋した。 

 

タンパク質定量 

 

 タンパク質の定量には、Bradford 法を用いた。BSA（500µg/ml）を超純水により段階希

釈し、200、160、120、80、40 µg/ml の各 BSA 溶液を作成した。CBB solution 2.5 ml に

対して、BSA 溶液および試料タンパク質溶液を 50 µl ずつ加え混合後、5 min 静置した。

分光光度計で OD595を測定し、BSA 溶液の検量線より試料中のタンパク質濃度を求めた。 

 

タンパク質電気泳動と染色法 

 

SDS-PAGE  

 

  タンパク質標品に、同量の SDS 用サンプル処理液（BPB 25 mg、グリセリン 20 mM、0.5 

M Tris-HCl (pH6.8） 10 ml、10 % SDS 10ml、2-メルカプトエタノール 2 ml を加え、超純

水で 50ml にメスアップ）を加えて 2倍量にした後、100℃で 1分間加熱処理し、急冷した。

電気泳動を Laemmli 法でおこなった。ゲルは分離用ゲル（濃度 12.5 % ： 30 %アクリルア

ミド 3.75ml、1.5M Tris-HCl(pH 8.8)  2.25ml、10 % SDS 0.09ml、超純水 2.85ml、TEMED 0.01 

ml、10 %過硫酸アンモニウム 0.05ml）及び濃縮用ゲル（濃度 4.5 % ： 30%アクリルアミド

0.9 ml、0.5M Tris-HCl(pH6.8)  1.5ml、10 % SDS 0.06ml、超純水 3.6 ml、TEMED 0.0 1ml、

10%過硫酸アンモニウム 0.018 ml）を合わせて固めたものを用いて、30 mA で電気泳動をし

た。 
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Native-PAGE  

 

  上記の Laemmli 法を改変した。加熱操作をおこなっていないタンパク質標品に、同量

の native 用サンプル処理液（BPB 25 mg、グリセリン 20 ml、0.5 M Tris-Hcl (pH 6.8) 10ml 

を加え、 超純水で 50ml にメスアップ）を加えて 2倍量にした。native 用 buffer（Tris 6 

g、グリシン 28 g を加えて，超純水で 2l にメスアップ）を用いて，電気泳動をおこなった。 

ゲルは分離用ゲル（濃度 12.5 % ： 30 %アクリルアミド 3.75ml、1.5M Tris-HCl(pH8.8)  

2.25ml、超純水 2.94ml、TEMED 0.01ml、10 % 過硫酸アンモニウム 0.05ml）及び濃縮用ゲ

ル（濃度 4.5 % ： 30 %アクリルアミド 0.9ml、0.5M Tris-HCl(pH6.8)  1.5ml、超純水 3.66ml、

TEMED 0.01ml、10 % 過硫酸アンモニウム 0.018ml）を合わせて固めたものを用いて，30 mA

で電気泳動をした。 

 

CBB 染色 

 

  SDS-PAGE をおこなったゲルを CBB 染色液（CBB-R 0.5 g、メタノール 250 ml、酢酸 100 

ml を加え、超純水で 11にメスアップ）に浸し、室温で 1 h 振盪した。染色液を捨て、脱イ

オン水で洗浄後、脱色液（メタノール 50 ml、酢酸 70 ml を加え、超純水で 1 l にメスアッ

プ）に浸してキムワイプを入れ、途中でキムワイプを交換しながら、室温で一晩振盪した。

脱色後、デンシトグラフでゲルの撮影をおこなった。 

 

 

 

活性染色 

 

  Native-PAGE をおこなったゲルを 2.45 mM NBT 溶液（NBT 0.5 g を超純水で 250 ml に

メスアップ）に浸し、ハイブリダイゼーションオーブンを用い、アルミホイルで遮光しな

がら 37℃で 15 min 振盪させた。NBT 溶液を捨て、脱イオン水で洗浄後、Immersion 液（リ

ボフラビン0.011 gを100 mlにメスアップしたものを25 ml、TEMED 1.06 ml、1 M  K-Pi buffer

（pH 7.8）9 ml を加え、超純水で 250 ml にメスアップ）に浸し、ハイブリダイゼーション

オーブンを用い、アルミホイルで遮光しながら 37℃で 20 min 振盪させた。Immersion 液を

捨て、脱イオン水で洗浄後、ゲルをガラス板の上に置き、蛍光灯で 5～15 min 照らした。

SOD 活性がある部分以外が青く染色されたところで活性バンドを確認し、デンシトグラフで

ゲルの撮影をおこなった。活性はデンシトグラフで相対的に比較した。 
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泳動スポット画像解析法 

 

  泳動スポット画像解析法電気泳動法には必須のツールである。電気泳動ゲルのバンド

の定量値で検量線を描いて、画像解析ソフトウェアによって、電気泳動の画像から十分な

情報を得る。本研究は Lane and Spot Analyzer を画像解析ソフトウェアとして、電気泳動

ゲル画像を解析した。 

 

 

活性測定 

 

ルミノール発光法 

 

AccuFLEX Lumi400(ALOKA 製)の電源を入れ、ラジカルキャッチ（BLR-ALBI-01）を室温

に戻し、転倒混合した。試薬 C液(過酸化水素水)10ul を精製水 10ml(超純水でも可)に加え

て転倒混合し、1000 倍希釈液とした。無色透明の 1.5ml エッペン試薬 A液（塩化コバルト）

と B液（ルミノール）を 25ul ずつ分注し、サンプルを 10ul 加えた。（コントロールには 10mM 

Tris-HCl(PH8.0)を使用）測定室内でインキュベージョン（37℃ 5min）した。試薬 C 希釈

液を 25ul 加え、OD430にてルミノール発光量を測定した。発光量として、測定 80秒から 120

までの積算値を用いて、そして消去率が次式により求めた。 

 

消去率(%)= 
コントロール発光量-サンプル発光量

 コントロール発光量
 % 

SOD の活性値はコントロール発光量の 1/2 を与えるサンプル濃度又は消去率 50%のサンプル

濃度として求めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 83 

結果 

 

SOD の架橋反応 

   

SOD を精製し、精製した SOD を架橋剤により架橋反応を用いておこなった。グルタルア

ルデヒト低濃度（SOD: グルタルアルデヒト＝1:500）で用いた架橋反応は、架橋反応が遅

かった。グルタルアルデヒト高濃度（SOD: グルタルアルデヒト＝1:2500）を用いた架橋反

応は、架橋反応が早く、SOD のダイマーのほか SOD のホモ四量体も生成された（figure 1）。

Figure 1 の 22.5KDa、45KDa のタンパクバンドを泳動スポット画像解析法により、figure 2

を作成した。SOD モノマーは架橋反応時間とともに減し、SOD ダイマーは架橋反応時間とと

もに増加した(figure 2)。これより架橋反応の最適条件を SOD: グルタルアルデヒト＝1:500、

１時間とした。 
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Figure 1  SOD の架橋反応 

 

Lane M  分子量マーカー 

Lane 1  精製した SOD 

Lane 2  SOD: グルタルアルデヒト＝１：５００、反応時間０分 

Lane 3  SOD: グルタルアルデヒト＝１：５００、反応時間３０分  

Lane 4  SOD: グルタルアルデヒト＝１：５００、反応時間１時間 

Lane 5  SOD: グルタルアルデヒト＝１：５００、反応時間２時間 

Lane 6  SOD: グルタルアルデヒト＝１：２５００、反応時間０分 

Lane 7  SOD: グルタルアルデヒト＝１：２５００、反応時間３０分 

Lane 8  SOD: グルタルアルデヒト＝１：２５００、反応時間１時間 

Lane 9  SOD: グルタルアルデヒト＝１：２５００、反応時間２時間 
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Figure 2 反応時間により、二量体/単量体の比 

泳動スポット画像解析法 
●SOD：グルタルアルデヒド=1：2500 ,▲SOD：グルタルアルデヒド=1：500 
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架橋反応により、SOD ダイマーの活性 

 

  架橋剤グルタルアルデヒトにより、SOD を架橋し、架橋後の SOD ダイマーは活性を求

めたところ、モノマーの活性の減少にともなってダイマーの活性が弱いが増加した

（Figure3、4、5）。これより、架橋に応じて、タイマーの形成が増加し、ダイマーも、モ

ノマーも同様に活性を有することが示された。 
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Figure 3 架橋後、SOD のダイマーの活性 

Native-PAGE、活性染色 

Lane M  Standard SOD, Lane 1 架橋剤非存在 SOD, Lane 2 架橋 SOD、0 時間 

Lane 3 架橋 SOD、0.5 時間, Lane 4 架橋 SOD,１時間, Lane 5 架橋 SOD,2 時間 
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Figure 4  ＳＯＤダイマーの活性変化 

    泳動スポット画像解析法 
                             Figure 3 から作成した。 
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Figure 5 SOD のモノマーの活性 

泳動スポット画像解析法 
Figure 3 から作成した。 
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架橋反応による、SOD ダイマーとモノマーの活性 

   

  Figure 6 に架橋反応にともなうモノマー、ダイマーおよび総活性をまとめて示したも

のである。これより、モノマーの活性低下と総活性の低下が類似しており、ダイマーの活

性の寄与は小さかった。モノマーの活性を低減することが分かりやすい、架橋反応が進む

につれて、モノマーの量を続けに減少のためである（Figure 4）。ダイマーの活性の増加小

さい理由は不明であるが、架橋試薬による失活またはダイマー形成に活性を低下すると考

えられた。 
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Figure 6 架橋反応により、ＳＯＤの活性変化 

泳動スポット画像解析法 
 

○コントロール，▲総活性，◆モノマーの活性，■ダイマーの活性 
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SOD ダイマーとモノマーの分離 

   

Nature SOD ダイマーおよび架橋の SOD ダイマーの活性の比を明確にするために、架橋

反応後、ゲルろ過クロマトグラフィーにより、SOD ダイマーとモノマーSOD 存在下で、native 

型タイマーを解離させて分離を試みた（Figure7、8）。しかし、完全にこれを分離すること

はできなかった（Figure 7、8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Ding LingYun 2015 

 

 93 

 
Figure 7 ゲルろ過クロマトグラフィーの fraction により、 

SOD モノマーと SOD ダイマーの活性変化 

  ● タンパク質吸光度、▲SOD 活性 

 

ゲル過クロマトグラフィーの条件： 

50 drops/fraction, カラム φ1.8X60cm 

buffer 20mM Tris-HCl (pH 8.0)、0.1% SDS、0.5 M NaCl 

 

活性はルミノール発光法によって、測定した。 
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Figure 8  ゲルろ過クロマトグラフィーによるモノマー、ダイマーの分離 

 

数字 56-78 はゲルろ過クロマトグラフィーの fraction No.を示した 

   SDS-PAGE、CBB 染色 
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架橋後 SOD の耐熱性 

   

架橋後 SOD の耐熱性を測定した。異なる温度条件(37,50,60,70,80 および 90℃)に基づ

いて SOD の活性変化を測定した。各温度に 10 分間を維持して、その後ルミノール発光法に

よって、SOD の活性を測り、37℃下 SOD の活性をコントロールとした。Native SOD も同じ

条件下で耐熱性を測定した(figure 9)。 

架橋後 SOD の活性は大幅に低減し、native SOD に比べ架橋後 SOD の耐熱性が高温域で

大幅に低減された（figure 9）。これは化学架橋により、構造の柔軟性が失われたためと考

えられた。 
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Figure 9 SOD の耐熱性 

 

▲  Native SOD の活性、◆ 架橋 SOD の活性 
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考察 

 

Watanabe K によると、サブユニット間のアミノ酸置換により高次構造が不安定になる

ことが示され、一つのアミノ酸置換が大きな効果をあらわした１）。Andrea Battistoni の研

究により、Cu/ZnSOD 立体構造の安定性はタンパク質のβプリーツシート構造の固有安定性

によるものであり、SOD の二量体構造と pH 感受性はサポート役割を果たした。よって、SOD

安定性は単量体の内部構造とダイマー形成によて得るれているとされた８）。 

本実験では SOD の分子内のアミノ基相互間に架橋によって、二つのサブユニットを固

定し、タンパク質の三立体構造に損傷しなく、サブユニット間の柔軟性のみ変更した。架

橋後 SOD ダイマーの活性は native SOD より減少し、架橋後 SOD ダイマーの耐熱性も native 

SOD より弱い。これは、SOD サブユニット間の柔軟性が、その SOD 活性に影響する条件の一

つを示している。本研究で用いたグルタルアルデヒトによって、ユニット内およびユニッ

ト間のみの化学架橋による効果を測定することが必要と考えられる。 
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まとめ 

 

本研究により得られた結果を以下にまとめた。 

1. SOD は、架橋剤グルタルアルデヒドにより、二量体の SOD に架橋された。 

2. 架橋 SOD ダイマーは活性が維持していた。 

3. Nature SOD と比較して、架橋 SOD ダイマーの活性が低く、耐熱性も低かった。 

4. 柔軟性は、SOD 活性を維持する上で決定的な要因であると考えられた。 
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