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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　スーパーオキシドジスムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによ
って、スーパーオキシドジスムターゼの活性が阻害された突然変異細菌ロドバクター・ス
フェロイデス２．４．１ＳｏｄＢ１変異菌株（寄託番号：ＫＣＴＣ１１０６９ＢＰ）を寒
天平板培地上で培養する段階と、
　スクリーニングする抗酸化物質候補及びクロロフィリドが添加されたフィルターディス
クを該寒天平板培地上に配置する段階と、
　該突然変異細菌の成長が観察されるフィルターディスクを選別する段階とを含むことを
特徴とする抗酸化物質のスクリーニング方法。
【請求項２】
　細菌培養用の寒天平板培地にクロロフィリドを添加した後、該寒天平板培地をブロック
状に切り取ってクロロフィリドが添加された培地ブロックを製造する段階と、
該培地ブロックを細菌培養用のペトリ皿上に配置する段階と、
　スクリーニングしようとする抗酸化物質候補と、スーパーオキシドジスムターゼを暗号
化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによってスーパーオキシドジスムターゼの活
性が阻害された突然変異細菌ロドバクター・スフェロイデス２．４．１ＳｏｄＢ１変異菌
株（寄託番号：ＫＣＴＣ１１０６９ＢＰ）とを該培地ブロック上に加える段階と、
　該突然変異細菌が成長する培地ブロックを選別する段階とを含むことを特徴とする抗酸
化物質のスクリーニング方法。
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【請求項３】
　前記突然変異細菌は、酸素雰囲気下でスーパーオキシドアニオン生成を誘導する多量体
タンパク質であるクロロフィリド還元酵素を発現することを特徴とする請求項１または請
求項２記載の抗酸化物質のスクリーニング方法。
【請求項４】
　前記突然変異細菌は、酸素雰囲気下でスーパーオキシドアニオン生成を誘導する多量体
タンパク質であるクロロフィリド還元酵素を過発現するように形質転換されたことを特徴
とする請求項１または請求項２記載の抗酸化物質のスクリーニング方法。
【請求項５】
　前記突然変異が導入される細菌（以下、突然変異対象細菌と記載する）の形質転換は、
スーパーオキシドジスムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによっ
て、スーパーオキシドジスムターゼ活性が阻害された第１組み換えベクター及び酸素雰囲
気下でスーパーオキシドアニオンを過発現させることができる第２組み換え発現ベクター
を製造する段階と、
　該第１組み換えベクターが導入された第１形質転換大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及び該第２
組み換え発現ベクターが導入された第２形質転換大腸菌を製造する段階と、
　第１形質転換大腸菌及び第２形質転換大腸菌と該突然変異対象細菌とを接合させること
によって、該突然変異細菌を製造する段階とを含むことを特徴とする請求項４記載の抗酸
化物質のスクリーニング方法。
【請求項６】
　前記突然変異細菌は、クロロフィリド存在時、１～３％の範囲の濃度の酸素条件下で過
酸化水素を生成せず、スーパーオキシドアニオン生成活性を有することを特徴とする請求
項１または請求項２記載の抗酸化物質のスクリーニング方法。
【請求項７】
　前記クロロフィリドは、前記フィルターディスクまたは前記寒天平板培地が０．１～１
００ｍＭの範囲のクロロフィリド濃度となるように添加されることを特徴とする請求項１
または請求項２記載の抗酸化物質のスクリーニング方法。
【請求項８】
　前記フィルターディスクは、５～２０ｍｍの範囲の直径及び０．１～１ｍｍの範囲の厚
さを有し、前記培地ブロックは、１０～３０ｍｍの範囲の直径及び５～１５ｍｍの範囲の
厚さを有することを特徴とする請求項１または請求項２記載の抗酸化物質のスクリーニン
グ方法。
【請求項９】
　請求項２の方法において、寒天平板培地に添加されたクロロフィリドが０．１ｍM～１
００ｍMの範囲内である方法。
【請求項１０】
　請求項２の方法において、培地ブロックが直径１０～３０ｍｍかつ深さが５～１５ｍｍ
である方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、突然変異細菌とクロロフィリドとを用いた抗酸化物質のスクリーニング方法
に関する。より詳細には、クロロフィリドが添加されたフィルターディスクまたは培地ブ
ロック中での特定突然変異細菌の成長状態を観察することによって、抗酸化物質を容易に
選別するスクリーニング方法及び該スクリーニング方法によってスクリーニングされた抗
酸化物質に関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般的に、活性酸素種（ＲＯＳ）及び酸素フリーラジカルは人体内で酸化作用を起こし
、それによって細胞膜、ＤＮＡ及び多様な細胞構造物に損傷をもたらし、癌、動脈硬化症
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、糖尿病、脳卒中、心筋梗塞症、肝炎、腎臓炎、アトピー、パーキンソン病のような多様
な疾病に直接的または間接的に関与することが知られている。活性酸素種の一つであるス
ーパーオキシドは、酸素分子が生体組織の酸素代謝過程で電子を一つ受けとり、スーパー
オキシドアニオン（Ｏ２

－）へと還元されてできており、該スーパーオキシドは、反応性
が高いため、核酸、タンパク質、脂質等の生体構成物質を非可逆的に破壊する。特に、ス
ーパーオキシドは、Ｆｅ３＋イオンが存在する時、Ｆｅ３＋イオンをＦｅ２＋イオンに還
元し、該還元されたＦｅ２＋は、過酸化水素との反応を通じてヒドロキシラジカルを形成
させる。このように形成されたヒドロキシラジカルは、突然変異の誘発、タンパク質の鉄
硫黄中心の破壊、脂質の過酸化の誘発等のような生命体の代謝及び恒常性を阻害するとこ
とが知られている（例えば、非特許文献１参照）。
【０００３】
　従って、スーパーオキシドアニオンラジカルを含む活性酸素種の細胞毒性を減少させる
か、直接活性酸素種を不活性化させることができる抗酸化物質を得ることが非常に重要で
あり、抗酸化物質をスクリーニングするための多様な方法が開発されている。例えば、生
体外での酸化還元反応による色または蛍光の変化、ＤＮＡ鎖切断または活性酸素と特異的
に反応するスピントラップ試薬等を用いて抗酸化物質を分析及び開発しているが、このよ
うな方法を通じて開発された抗酸化物質は、大部分が実際には生体内への吸収や代謝によ
る生体利用効率が低いか、生体への毒性のために使用が制限される。また、上述した方法
は、生体での効能、安全性及び抗酸化特異性等の生体外実験を含んでいるため、複数のス
クリーニング工程を通じて検証しなければならなかった。
【０００４】
　また、高い抗酸化活性を有し、生体膜透過性及び生体利用効率に優れているにもかかわ
らず、組職吸収及び細胞膜透過性が比較的に優れた脂溶性抗酸化物質は、ほとんどが細胞
膜に局在するので、活性酸素種の生成箇所で抗酸化作用を行うことは困難である。脂溶性
の前記抗酸化物質は、体内から疎水性化学物質の排出を促進するＲＯＳまたはＲＮＳ（活
性窒素種）と反応するため、体内に蓄積され、また、肝臓で親水性形態へと代謝されるこ
とも困難である。一方、水溶性抗酸化物質の場合には、酸化された抗酸化物質の体外への
排出はよく行われるが、生体膜透過性が低く、細胞膜保護作用や、細胞内小器官へ拡散し
てしまう問題があった。従って、抗酸化物質の使用目的によって水溶性及び脂溶性の特性
をいずれも備え、用途に応じて容易に調製可能な両親媒性抗酸化物質の開発が要求されて
いる。
【０００５】
　一方、紅色非硫黄細菌であるロドバクター属（Rhodobacter）の微生物は、光合成細菌
の一種であって、藻類や植物の光合成とは異なり、その過程中で酸素を発生させず、多様
な代謝条件、すなわち、好気的条件、嫌気暗条件、嫌気光条件のいずれにおいても成長で
きるという長所を有する。特に、前記光合成細菌であるロドバクター属の微生物は、嫌気
光条件では、バクテリオクロロフィル色素が含有する光合成装置を用いて長波長の光を受
けると細胞膜関連の一連の電子伝達過程を行う。これを通じて光エネルギーが化学エネル
ギーに転換され、発生した化学エネルギーは、二酸化炭素の固定等の細胞代謝活動に必要
なエネルギーとして用いられる。前記光合成細菌において、バクテリオクロロフィルを合
成する代謝過程を媒介する酵素の一つでｂｃｈＸ遺伝子、ｂｃｈＹ遺伝子及びｂｃｈＺ遺
伝子の三つの遺伝子の発現によってできる多量体タンパク質は、クロロフィリド還元活性
を有することが知られている。
【０００６】
　そこで、ロドバクター・スフェロイデス由来のスーパーオキシド生成酵素である多量体
タンパク質が知られている（特許文献１参照）。前記多量体タンパク質は、両親媒性基質
であるクロロフィリドが存在すれば、生体内外でスーパーオキシドを生成させることがで
きるので、前記多量体タンパク質を発現する細胞を選択的に死滅させることができる。
【０００７】
　しかしながら、前記従来の多量体タンパク質は、スーパーオキシド生成試薬としての機
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能のみが記載されており、これを用いて具体的に抗酸化物質のスクリーニング方法に適用
することができないという問題がある。
【特許文献１】大韓民国公開特許公報第２００７－５９４８５号
【非特許文献１】Imlay,J.A.,2003,Ann.Rev.Microbiol.57:395-418
【非特許文献２】Sistrom,W.R,1962.J.Gen.Microbiol.28:607-616
【非特許文献３】McCord and Fridovich,1969,J.Biol.Chem.244:6049-6055
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、かかる問題を解消し、容易な方法によって両親媒性抗酸化物質を選択的に大
量にスクリーニングすることができる抗酸化物質のスクリーニング方法を提供することを
第１の目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法は、スーパーオキシドジスムターゼを暗号化
した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによって、スーパーオキシドジスムターゼの活
性が阻害された突然変異細菌ロドバクター・スフェロイデス２．４．１ＳｏｄＢ１変異菌
株（寄託番号：ＫＣＴＣ１１０６９ＢＰ）を寒天平板培地上で培養する段階と、スクリー
ニングする抗酸化物質候補及びクロロフィリドが添加されたフィルターディスクを該寒天
平板培地上に配置する段階と、該突然変異細菌の成長が観察されるフィルターディスクを
選別する段階とを含む。
【００１１】
　本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法は、前記第１の目的を達成するための他の方
法であって、細菌培養用の寒天平板培地にクロロフィリドを添加した後、該寒天平板培地
をブロック状に切り取ってクロロフィリドが添加された培地ブロックを製造する段階と、
該培地ブロックを細菌培養用のペトリ皿上に配置する段階と、スクリーニングしようとす
る抗酸化物質候補と、スーパーオキシドジスムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異
を組み込むことによってスーパーオキシドジスムターゼの活性が阻害された突然変異細菌
ロドバクター・スフェロイデス２．４．１ＳｏｄＢ１変異菌株（寄託番号：ＫＣＴＣ１１
０６９ＢＰ）とを該培地ブロック上に加える段階と、該突然変異細菌が成長する培地ブロ
ックを選別する段階とを含む。
【００１２】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法として、前記突然変異細菌は、酸素雰
囲気下でスーパーオキシドアニオン生成を誘導する多量体タンパク質であるクロロフィリ
ド還元酵素を発現することができる。
【００１３】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法に用いる前記突然変異細菌としては、
ロドバクター・スフェロイデス（Rhodobacter sphaeroides）２．４．１ＳｏｄＢ１変異
菌株（寄託番号：ＫＣＴＣ１１０６９ＢＰ）である。
【００１４】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法に用いる前記突然変異細菌は、酸素雰
囲気下でスーパーオキシドアニオン生成を誘導する多量体タンパク質であるクロロフィリ
ド還元酵素を発現するように形質転換されたものであってよい。
【００１５】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法は、前記突然変異が導入される細菌（
以下、突然変異対象細菌と記載する）の形質転換は、スーパーオキシドジスムターゼを暗
号化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによって、スーパーオキシドジスムターゼ
活性が阻害された第１組み換えベクター及び酸素雰囲気下でスーパーオキシドアニオンを
過発現させることができる第２組み換え発現ベクターを製造する段階と、該第１組み換え
ベクターが導入された第１形質転換大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及び該第２組み換え発現ベク
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ターが導入された第２形質転換大腸菌を製造する段階と、該第１及び第２形質転換大腸菌
と該突然変異対象細菌とを接合（conjugation）させることによって、該突然変異細菌を
製造する段階とを含むことができる。
【００１７】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法として、前記突然変異細菌は、クロロ
フィリド存在時、１～３％の範囲の濃度の酸素条件下で過酸化水素を生成せず、スーパー
オキシドアニオン生成活性を有することができる。
【００１８】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法として、本発明の望ましいさらに他の
実施形態によれば、前記クロロフィリドは、前記フィルターディスクまたは前記寒天平板
培地が０．１～１００ｍＭの範囲のクロロフィリド濃度となるように添加される。
【００１９】
　また、本発明の抗酸化物質のスクリーニング方法として、前記フィルターディスクは、
例えば、５～２０ｍｍの範囲の直径及び０．１～１ｍｍの範囲の厚さを有し、前記培地ブ
ロックは、１０～３０ｍｍの範囲の直径及び５～１５ｍｍの範囲の厚さを有することがで
きる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　以下、本発明をより詳細に説明する。
【００２２】
　本発明は、クロロフィリド及び突然変異細菌を用いて多様な抗酸化物質候補のうちから
抗酸化物質を選択的にスクリーニングするための方法及びそれによりスクリーニングされ
た抗酸化物質に関するものであって、クロロフィリドが添加されたフィルターディスクま
たは培地ブロック中での特定の突然変異細菌の成長状態を観察することによって、抗酸化
物質を容易に選別するスクリーニング方法に関する。
【００２３】
　本発明では、スーパーオキシドジスムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異を組み
込むことによって、スーパーオキシドジスムターゼの活性が阻害された突然変異光合成細
菌を製造し、これを抗酸化物質のスクリーニングに応用する方法を提供する。
【００２４】
　野生型細菌においては、生成したスーパーオキシドアニオンを過酸化水素に変換するス
ーパーオキシドジスムターゼが発現されるので、スーパーオキシドアニオンに対する細胞
毒性が緩和されるが、本発明による突然変異細菌は、前記スーパーオキシドジスムターゼ
の活性が阻害されているので、相対的に野生型細菌に比べてスーパーオキシドアニオンに
よる細胞毒性が大きく表われる。
【００２５】
　従って、本発明による突然変異細菌は、クロロフィリドに対する多量体タンパク質の酵
素作用の結果として生成されたスーパーオキシドアニオンによって死滅するが、スクリー
ニングされる候補物質の中で抗酸化物質としての活性を有する特定の物質が存在する場合
には、スーパーオキシドアニオンの細胞毒性を阻害するようになる。この結果、突然変異
細菌であっても成長可能になるので、突然変異細菌の成長如何によって抗酸化物質として
の活性を有する物質を容易に選別することができる。
【００２６】
　具体的には、本発明による抗酸化物質のスクリーニング方法は、スーパーオキシドジス
ムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによって、スーパーオキシド
ジスムターゼの活性が阻害された突然変異細菌を寒天平板培地上で培養する段階と、スク
リーニングする抗酸化物質候補及びクロロフィリドが添加されたフィルターディスクを該
寒天平板培地上に配置する段階と、該突然変異細菌の成長が観察されるフィルターディス
クを選別する段階とを含む。前記フィルターディスクを使った抗酸化物質のスクリーニン
グ方法の概略図を図１に示す。



(6) JP 4746059 B2 2011.8.10

10

20

30

40

50

【００２７】
　前記抗酸化物質のスクリーニング方法は、前記突然変異細菌の培養後、クロロフィリド
及び抗酸化物質候補を、フィルターディスクを用いて添加する方法である。
【００２８】
　また、前記抗酸化物質のスクリーニング方法は、クロロフィリドが添加された前記培地
ブロックを製造した後、突然変異細菌及び抗酸化物質候補を添加する方法であってもよい
。すなわち、本発明による、他の抗酸化物質のスクリーニング方法は、細菌培養用の寒天
平板培地にクロロフィリドを添加した後、該寒天平板培地をブロック状に切り取ってクロ
ロフィリドが添加された培地ブロックを製造する段階と、該培地ブロックを細菌培養用の
ペトリ皿上に配置する段階と、スクリーニングしようとする抗酸化物質候補と、スーパー
オキシドジスムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによってスーパ
ーオキシドジスムターゼの活性が阻害された突然変異細菌とを該培地ブロック上に加える
段階と、該突然変異細菌が成長する培地ブロックを選別する段階とを含む。前記培地ブロ
ックを用いた抗酸化物質のスクリーニング方法の概略図を図２に示す。
【００２９】
　特に、本発明による抗酸化物質スクリーニング方法は、水溶性及び脂溶性特性を同時に
有する両親媒性抗酸化物質のスクリーニングを容易に行うことができる。すなわち、抗酸
化物質候補が水溶性でない場合には、フィルターディスクまたは培地ブロックに対する溶
解度が低下し、細胞内拡散性が不十分である。一方、前記抗酸化物質が脂溶性でない場合
には、細胞膜透過度が低下して細胞吸収度が低いために、スーパーオキシドアニオンによ
る毒性を効果的に阻害することができない。従って、本発明による抗酸化物質スクリーニ
ング方法による場合、両親媒性抗酸化物質である抗酸化物質候補が突然変異細菌の成長を
効果的に援助する。
【００３０】
　本発明による突然変異細菌は、酸素雰囲気下でスーパーオキシドアニオン生成を誘導す
る多量体タンパク質であるクロロフィリド還元酵素を発現することができる。このような
突然変異細菌の具体例としては、これに制限されるものではないが、ロドバクター・スフ
ェロイデス、ロドスピリラム・ルブルム、ロドシュードモナス・パルストリス、アロクロ
マチウム・ヴィノサム、クロロビウム・テピダムまたはクロロフレクサス・アウランティ
アクス等の光合成細菌を挙げることができる。
【００３１】
　また、本発明による突然変異細菌は、クロロフィリド還元酵素を発現することができな
いものであるとしても、該クロロフィリド還元酵素を過発現するように形質転換する場合
がある。例えば、本発明による突然変異細菌は、配列番号１のｂｃｈＸ遺伝子、配列番号
２のｂｃｈＹ遺伝子及び配列番号３のｂｃｈＺ遺伝子、ｒｒｎＢプロモーター及びＮ末端
Ｈｉｓ－ｔａｇ等を含む組み換え発現ベクターによって形質転換されることによって、多
量体タンパク質を過発現することができ、該多量体タンパク質は、クロロフィリドを基質
とする還元酵素として作用し、その結果、スーパーオキシドアニオンを生成することが知
られている（例えば、特許文献１参照）。
【００３２】
　前記突然変異細菌の形質転換は、スーパーオキシドジスムターゼを暗号化した遺伝子配
列に突然変異を組み込むことによって、スーパーオキシドジスムターゼの活性が阻害され
た第１組み換えベクター及び酸素雰囲気下でスーパーオキシドアニオン生成を誘導する多
量体タンパク質を過発現する第２組み換え発現ベクターを製造する段階と、前記第１組み
換えベクター及び第２組み換え発現ベクターのそれぞれを使って第１組み換えベクターが
導入された第１形質転換大腸菌及び第２組み換え発現ベクターが導入された第２形質転換
大腸菌を製造する段階と、前記第１形質転換大腸菌及び第２形質転換大腸菌と前記突然変
異対象細菌とを接合させることによって、前記突然変異細菌を製造する段階とによって行
うことができる。
【００３３】
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　例えば、本発明者は、突然変異対象細菌としてロドバクター・スフェロイデスを選択し
、スーパーオキシドジスムターゼ遺伝子を破壊するための組み換え発現ベクターを製造し
た。その後、前記製造された組み換え発現ベクターを使って大腸菌を形質転換させること
によって、形質転換大腸菌を製造した。最後に、前記形質転換大腸菌とロドバクター・ス
フェロイデスとを接合させることによって、突然変異細菌を製造した。前記製造された突
然変異細菌は、クロロフィリドを還元する多量体タンパク質を発現しながらも、スーパー
オキシドジスムターゼの活性が阻害されたＳｏｄＢ１変異菌株であって、これをロドバク
ター・スフェロイデス　２．４．１　ＳｏｄＢ１変異菌株とし、２００７年２月１２日付
で寄託した（寄託番号：ＫＣＴＣ１１０６９ＢＰ）。
【００３４】
　本発明によって製造された突然変異細菌は、多量体タンパク質を発現し、該発現された
多量体タンパク質はクロロフィリドを還元するため１～３％の範囲の濃度の酸素条件下で
は過酸化水素を生成しないが、スーパーオキシドアニオン生成活性を有することができる
。従来のスーパーオキシド生成物質であるメチルビオローゲン、プルンバギン、メナジオ
ン等は、結果としてスーパーオキシドだけではなく、過酸化水素も生成する。生成した過
酸化水素は、様々な問題を有する。例えば、鉄イオン（Ｆｅ２＋）と反応してヒドロキシ
ラジカルを生成し、脂肪の変性やＤＮＡ変異を引き起こす。さらに、細胞膜透過性が高く
て比較的安定しているため、過酸化水素を生成した細胞以外の正常細胞にも影響を及ぼす
という副作用があるために、カタラーゼにより該過酸化水素を分解し、除去しなければな
らないという問題があった。しかし、本発明によって製造された突然変異細菌が発現する
多量体タンパク質は、過酸化水素を生成せず、かつ、スーパーオキシドアニオン生成活性
を有するために、従来技術の限界点を克服することができる。
【００３５】
　本発明による抗酸化物質スクリーニング方法において、前記フィルターディスクまたは
前記平板培地には、クロロフィリド濃度が０．１～１００ｍＭの範囲になるよう添加する
ことが望ましい。前記クロロフィリド濃度が０．１ｍＭ未満である場合には、感度が低く
なり過ぎることがある。一方、前記クロロフィリド濃度が１００ｍＭを超える場合には、
細胞毒性を示すことがある。
【００３６】
　前記平板培地またはペトリ皿上に配置される、クロロフィリドが添加されたフィルター
ディスクまたは培地ブロックの大きさは、スクリーニングしようとする候補物質の個数ま
たは視覚的観察の容易性等を考慮して多様に調節可能であるが、例えば、前記フィルター
ディスクは、５～２０ｍｍの範囲の直径及び０．１～１ｍｍの範囲の厚さを有し、前記培
地ブロックは、１０～３０ｍｍの範囲の直径及び５～１５ｍｍの範囲の厚さを有すること
ができる。
【００３７】
　また、本発明は、前記第２の目的を達成するために、上述された方法によってスクリー
ニングされた抗酸化物質を提供する。
【００３８】
　例えば、下記実施例に記載したように、本発明によるスクリーニング方法によってスク
リーニングされた抗酸化物質の中でＰｃｈ２１２は両親媒性を有し、そのため、ＤＭＳＯ
（ジメチルスルホキシド）及び水溶性緩衝溶液の両方に対して優れた溶解度を有する。ま
た、図４の細菌増殖の観察結果から分かるように、本発明によるスクリーニング方法によ
ってスクリーニングされた抗酸化物質は、従来の抗酸化物質である脂溶性ケルセチンまた
は脂溶性トコフェロールに比較して優れた抗酸化効能を有することが明らかである。
【００３９】
　本発明によれば、前記突然変異細菌及びクロロフィリドを用いて該突然変異細菌の成長
状態をモニタリングすることによって、両親媒性抗酸化物質を大量で容易に選択的にスク
リーニングすることができる。
【００４０】
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　以下、実施例を通じて本発明をより詳細に説明する。下記実施例は、本発明の理解を助
けるためのものであり、下記実施例によって本発明の範囲が制限されるものではない。
【実施例１】
【００４１】
突然変異細菌の製造
　１．１　多量体タンパク質発現突然変異細菌の製造
　ｂｃｈＸ遺伝子（配列番号１）、ｂｃｈＹ遺伝子（配列番号２）、ｂｃｈＺ遺伝子（配
列番号３）に対してＰＣＲ（ポリメラーゼ連鎖反応）により、Ｎ末端にＨｉｓ－ｔａｇま
たはＳｔｒｅｐ－ｔａｇを融合させた。前記ＰＣＲは、翻訳開始コドン（ＡＴＧ）を修飾
された前方プライマー（forward primer）が使われた。前記修飾された前方プライマーは
、前記ｂｃｈＸ遺伝子、ｂｃｈＹ遺伝子及びｂｃｈＺ遺伝子に対して、それぞれ配列番号
４、配列番号５及び配列番号６に記載の配列を有するように製作された。また、前記ＰＣ
Ｒは、ＨｉｎｄＩＩＩ認識配列を有する後方プライマーが使われた。前記後方プライマー
は、前記ｂｃｈＸ遺伝子、ｂｃｈＹ遺伝子及びｂｃｈＺ遺伝子に対して、それぞれ配列番
号７、配列番号８及び配列番号９に記載の配列を有するように製作された。表１の下線は
、制限酵素認識配列を作るために任意に変形させた塩基配列を表わし、太字で表示した塩
基配列は、対応する制限酵素の認識配列である。
【００４２】
【表１】

【００４３】
　次に、前記配列番号４～９に記載の配列を有するプライマーを用いて、前記ｂｃｈＸ遺
伝子及びｂｃｈＹ遺伝子に対するＰＣＲで得られた生成物を、ＢａｍＨＩ及びＨｉｎｄＩ
ＩＩで切断して、ＢａｍＨＩ及びＨｉｎｄＩＩＩの認識配列が開裂したｐＲＳＥＴ―Ｃベ
クター（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製）に連結することで、それぞれｐＲＳＥＴ－ＨｉｓＸ
ベクター、ｐＲＳＥＴ－ＨｉｓＹベクターを製作した。ＤＮＡ断片を得るための切断には
、対応する制限酵素（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ　ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅ、タカラバイ
オ株式会社製）を使い、該ＤＮＡ断片の連結のためには、Ｔ４　ＤＮＡリガーゼ（タカラ
バイオ株式会社製）を使った。また、ｂｃｈＺ遺伝子のＰＣＲで得られた生成物は、Ｂｇ
ｌＩＩ及びＨｉｎｄＩＩＩの認識配列で切断して、ＢａｍＨＩ及びＨｉｎｄＩＩＩの認識
配列が開裂したｐＲＳＥＴ－Ｃベクターに連結し、ｐＲＳＥＴ－ＨｉｓＺベクターを製作
した。前記ｐＲＳＥＴ－ＣベクターのＢａｍＨＩ位置から１４２ｂｐ上位にあるＸｂａＩ
認識配列を用いて、前記ｐＲＳＥＴ－ＨｉｓＸベクター、ｐＲＳＥＴ－ＨｉｓＹベクター
及びｐＲＳＥＴ－ＨｉｓＺベクターをＸｂａＩ及びＨｉｎｄＩＩＩを用いて切断し、各ベ
クターの制限断片を得た。前記制限断片は、ｐＲＫ４１５ベクターにロドバクター・スフ
ェロイデスのｒｒｎＢプロモーターを含むベクターに連結され、ｐＲＫ－ＨｉｓＸベクタ
ー、ｐＲＫ－ＨｉｓＹベクター及びｐＲＫ－ＨｉｓＺベクターを製作した。これらのベク
ターは、細胞内でｒｒｎＢプロモーター（配列番号１０）によって転写されてＮ末端にＨ
ｉｓ－ｔａｇが融合された所定のタンパク質を発現させるように設計されており、従って
、該所定のタンパク質を発現することができる。このような各ベクター構造は大腸菌Ｓ１
７－１に形質転換されて、連結法（conjugation process）によりロドバクター・スフェ
ロイデスに可動化された。所定の形質転換体を得るために、ベクタープラスミドを選別で
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きる抗生物質であるテトラサイクリンを添加したシストロム最小培地に塗抹し、抗生物質
耐性を有する菌株を確保した。前記ｐＲＫ－ＨｉｓＸベクター、ｐＲＫ－ＨｉｓＹベクタ
ー及びｐＲＫ－ＨｉｓＺベクターによる前記ＢｃｈＸタンパク質、ＢｃｈＹタンパク質及
びＢｃｈＺタンパク質の発現は、前記Ｈｉｓ－Ｔａｇに対する抗体を用いたウエスタンブ
ロッティングにより確認した。
【００４４】
　前記タンパク質発現の有無を確認するために、前記形質転換された大腸菌に前記Ｂｃｈ
Ｘタンパク質（配列番号１１）、ＢｃｈＹタンパク質（配列番号１２）及びＢｃｈＺタン
パク質（配列番号１３）を過発現させ、該タンパク質各々を分離した。前記ｐＲＫ－Ｈｉ
ｓＸベクター、ｐＲＫ－ＨｉｓＹベクター及びｐＲＫ－ＨｉｓＺベクターを含む前記形質
転換された大腸菌は、嫌気条件で１Ｌ培養瓶をブチルゴム栓で塞ぎ、雰囲気ガスを窒素ガ
スに置き換えて培養した。分離過程は、５％水素、５％二酸化炭素、９０％窒素を含む嫌
気性チャンバー（ｍｏｄｅｌ１０、ＣＯＹ社製）内で行われた。細胞内にある水溶性の過
発現タンパク質を得るために超音波破砕機（Ｓｏｎｉｆｉｅｒ２５０、Ｂｒａｎｓｏｎ社
製）を用いて４℃、１０分間細胞を破砕して細胞溶解物を得た。次に、前記細胞溶解物を
４℃で１２，０００Ｇに遠心分離して水溶性の細胞質画分を得た後、ニッケル親和クロマ
トグラフイー（ＱＩＡＧＥＮ社製）を使い、使用説明書に従って分離した。前記細胞質画
分をニッケル樹脂に吸着させた後、該細胞質画分のタンパク質のイミダゾールとの親和度
の競合を通じて前記ＢｃｈＸタンパク質、ＢｃｈＹタンパク質及びＢｃｈＺタンパク質を
得た。得られた前記タンパク質の溶出のために１５０ｍＭのイミダゾールと３００ｍＭ塩
化ナトリウムとを含む５０ｍＭリン酸二水素ナトリウム（ＮａＨ２ＰＯ４）緩衝液（ｐＨ
７．９）を使った。前記タンパク質はそれぞれ、１２％ポリアクリルアミドゲルを用いた
電気泳動によって同定され、前記ＢｃｈＸタンパク質は４０ｋＤａ、前記ＢｃｈＹタンパ
ク質は５８ＫＤａ、前記ＢｃｈＺタンパク質は５７ｋＤａのバンドが確認された（図３）
。
【００４５】
　図３は、前記ロドバクター・スフェロイデスから前記ＢｃｈＸタンパク質、ＢｃｈＹタ
ンパク質及びＢｃｈＺタンパク質を分離した後、１２％ポリアクリルアミドゲルを用いた
電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）写真である。レーン１～３は、分離したタンパク質を表わ
し、その大きさを確認するために標準分子量を有するタンパク質をともに電気泳動した。
【００４６】
　このようなｂｃｈＸ遺伝子、ｂｘｈＹ遺伝子及びｂｃｈＺ遺伝子を一つのベクター上に
位置させてプラスミドを製作し、該プラスミドを接合法により可動化させることによって
、前記ＢｃｈＸタンパク質、ＢｃｈＹタンパク質及びＢｃｈＺタンパク質が全て発現され
てクロロフィリド還元酵素を発現することができる形質転換突然変異細菌を製造した。
【００４７】
　１．２　ＳｏｄＢ１変異菌株の製造
　実施例１の１．１で製造された突然変異細菌を使って、下記の方法によりスーパーオキ
シドジスムターゼを暗号化した遺伝子配列に突然変異を組み込むことによって、スーパー
オキシドジスムターゼの活性が阻害されたＳｏｄＢ１変異菌株を製造した。
【００４８】
　Ｆｅ－スーパーオキシドジスムターゼ（Ｆｅ－ＳＯＤ）を暗号化するｓｏｄＢ遺伝子は
ｐＬＯ１自殺ベクターを使った相同組み換えの誘導により破壊された。ストレプトマイシ
ンまたはスペクチノマイシン耐性遺伝子を含む転写ターミネーターまたは翻訳ターミネー
ターは、前記ｓｏｄＢ遺伝子のＳｔｕＩ位置に挿入され、該挿入された遺伝子構造を、自
殺ベクターにクローニングしてｐＬＯ１－Ｂ１ベクターとした。前記ｐＬＯ１－Ｂ１ベク
ターを使った相同組み換え時において、遺伝子の中間に位置するストレプトマイシン耐性
遺伝子及びスペクチノマイシン耐性遺伝子の存在により、ストレプトマイシン及びスペク
チノマイシンに対してのみ耐性を有し、該ｐＬＯ１－Ｂ１ベクターによるカナマイシン耐
性のない二重交差相同組み換えが起きたコロニーを選別してｓｏｄＢ１欠損変異菌株とし
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た。
【００４９】
　前記多量体タンパク質を発現するＳｏｄＢ１変異菌株であるロドバクター・スフェロイ
デス２．４．１ＳｏｄＢ１変異菌株を２００７年２月１２日付で寄託した（寄託番号：Ｋ
ＣＴＣ１１０６９ＢＰ）。
【実施例２】
【００５０】
クロロフィリドの分離
　実施例１の１．１で製造された突然変異細菌から発現される多量体タンパク質に対する
基質であるクロロフィリドを分離するために、前記ロドバクター・スフェロイデスの前記
ｂｃｈＺ遺伝子の相同組み換えを誘導する方法を通じて破壊した。前記ｂｃｈＺ遺伝子が
欠損された変異株を製作するために、該ｂｃｈＺ遺伝子内にある制限酵素であり、Ｂａｍ
ＨＩ認識配列を認識し、開裂するＢａｍＨＩを用いた。ＢａｌＩとＰｓｔＩとを用いてｂ
ｃｈＺ遺伝子領域を得た後、抗生物質であるカナマイシン耐性遺伝子を含む転写ターミネ
ーターまたは翻訳ターミネーターはＢａｍＨＩ領域に挿入され、該挿入された遺伝子構造
を、自殺ベクターｐＳＵＰ２Ｏ２にクローニングしてｐＳＵＰ－ＢＺベクターとした。前
記ｐＳＵＰ－ＢＺベクターを使った相同組み換え時において、遺伝子の中間に位置するカ
ナマイシン耐性遺伝子の存在により、カナマイシンに対してのみ耐性を有し、該ｐＳＵＰ
－ＢＺベクターによるテトラサイクリン耐性のない二重交差相同組み換えが起きたコロニ
ーを選別してｂｃｈＺ欠損変異株を確保した。前記ｂｃｈＺ欠損変異株は、ジメチルスル
ホキシドを電子移動連鎖の最終電子受容体として使う嫌気暗条件で成長させた場合、緑色
クロロフィリドを培地内に蓄積させる。前記緑色クロロフィリドを、分光光度計（ＵＶ－
２５５０、株式会社島津製作所製）を用いて吸光度を測定した時、従来報告されていたよ
うに、６６３ｎｍの波長に対する吸光度を表わした。前記培地内に蓄積されている緑色ク
ロロフィリドを分離するために、該培地をジエチルエーテルで抽出し、窒素を用いて乾燥
させた後、ジメチルスルホキシドに溶かして以下の反応に使った。
【実施例３】
【００５１】
抗酸化物質のスクリーニング
　図１及び図２に図示されたように、クロロフィリド（０．１～１００ｍＭ）を添加した
寒天平板培地を作った後、該寒天平板培地を非常に小さな培地ブロックに切り取ってブラ
ンク寒天平板培地に載せて、該培地ブロックに抗酸化物質候補とＳｏｄＢ１変異菌株とを
加えるか、または直接フィルターディスクにクロロフィリド（０．１～１００ｍＭ）を加
えた後、該フィルターディスクに所望する濃度の抗酸化物質候補を加えた後、多量体タン
パク質を発現するＳｏｄＢ１変異菌株であるロドバクター・スフェロイデス　２．４．１
　ＳｏｄＢ１変異菌株（寄託番号：ＫＣＴＣ１１０６９ＢＰ）をシストロム最小平板培地
［２０ｍＭリン酸二水素カリウム（ＫＨ２ＰＯ４）、３．８ｍＭ硫酸アンモニウム（（Ｎ
Ｈ４）２ＳＯ４）、３４ｍＭコハク酸、０．５９ｍＭ　Ｌ－グルタミン酸、０．３０ｍＭ
　Ｌ－アスパラギン酸、８．５ｍＭ塩化ナトリウム、１．０５ｍＭニトリロ三酢酸、１．
２ｍＭ塩化マグネシウム（ＭｇＣｌ２・６Ｈ２Ｏ）、０．２３ｍＭ塩化カルシウム（Ｃａ
Ｃｌ２・７Ｈ２Ｏ）、２５μＭ硫酸第一鉄（ＦｅＳＯ４・７Ｈ２Ｏ）、０．１６μＭモリ
ブデン酸アンモニウム（（ＮＨ４）６Ｍｏ７Ｏ２４・４Ｈ２Ｏ）、４．７μＭ　ＥＤＴＡ
、３８μＭ硫酸亜鉛（ＺｎＳＯ４・７Ｈ２Ｏ）、９．１μＭ硫酸マンガン（ＭｎＳＯ４・
Ｈ２Ｏ）、１．６μＭ硫酸銅（ＣｕＳＯ４・５Ｈ２Ｏ）、０．８５μＭ硝酸コバルト（Ｉ
Ｉ）（Ｃｏ（ＮＯ３）２・６Ｈ２Ｏ）、１．８μＭホウ酸（Ｈ３ＢＯ３）、８．１μＭニ
コチン酸、１．５μＭチアミン塩酸塩、４１ｎＭビオチン（非特許文献２参照）］に塗抹
した。
【００５２】
　結果、スクリーニングしようとする抗酸化物質候補に抗酸化活性がある場合には、前記
培地ブロック上または前記フィルターディスクの周りにのみ細胞が成長し、赤色の細菌が
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観察されるのに比べて、抗酸化物質候補に抗酸化活性がない場合には、すべての細胞が死
滅して赤色の細胞成長が見られなかった。また、スクリーニングしようとする抗酸化物質
候補に抗酸化活性がある場合には、フィルターディスクの周りでも細胞が育ち、赤色の細
菌が観察されるのに比べて、抗酸化物質候補に抗酸化活性がない場合には、フィルターデ
ィスク周辺の細胞が死滅した（図４）。
【００５３】
　多様な細菌の細胞培養物をエタノール、メタノール、ジエチルエーテル、アセトン及び
クロロホルムでそれぞれ抽出し、これら抽出物を窒素により乾燥させた。得られた抽出物
の抗酸化活性を前述した方法によって観察し、そのうち優れた抗酸化活性を有するものを
Ｐｃｈ２１２と名付けた。前記Ｐｃｈ２１２の抗酸化活性を既存抗酸化物質と比べるため
に、適当な濃度でエタノールまたはジメチルスルホキシド溶媒に溶解させて抗酸化活性を
観察した。観察結果を図５に示す。
【００５４】
　図５に示すように、エタノールやジメチルスルホキシド等の陰性対照群では、細胞成長
を表わさない一方、強力な抗酸化活性を有する脂溶性ケルセチンや脂溶性トコペロールは
部分的な細胞の成長を見せたが、前記Ｐｃｈ２１２が細胞の死滅を最も効果的に防止した
。また、前記Ｐｃｈ２１２の両親媒性を確認するために、ＤＭＳＯ及び水溶性緩衝溶液に
溶解させて見た結果、両溶媒に対して優れた溶解度を表わした。
【実施例４】
【００５５】
Ｐｃｈ２１２のスーパーオキシドアニオンに対する抗酸化効果の確認
　本発明による両親媒性抗酸化物質のスクリーニング方法でスクリーニングされた抗酸化
物質Ｐｃｈ２１２の抗酸化活性をシトクロム還元方法で確認した。シトクロム還元方法は
、既存の方法を応用して行った（非特許文献３参照）。
【００５６】
　分析のため、反応緩衝溶液（５０ｍＭ　リン酸カリウム（ｐＨ７．４））を準備した。
ゴム栓で密閉された５ｍＬのガラス瓶内に前記反応緩衝溶液と１００ｍＭのキサンチン、
０．００４Ｕのキサンチン酸化剤及び実施例３でスクリーニングされた抗酸化物質Ｐｃｈ
２１２を入れた後、ゴム栓で密封して空気を抜いた。２０μＭのシトクロムｃさらに加え
て５５０ｎｍでの吸光度の増加を通じて還元程度を測定し、２１０００Ｍ－１ｃｍ－１の
吸光係数を用いて数値化した。このとき、スーパーオキシドアニオンを除去する抗酸化活
性は、シトクロムの還元程度差を通じて確認できた（図６）。
【００５７】
　本発明は、治療用の医薬品だけではなく、各種食品及び化粧品の添加剤として用いられ
る毒性が少なくて効果的な抗酸化物質をスクリーニングして製品化するのに適用可能であ
る。
【図面の簡単な説明】
【００５８】
【図１】本発明において、フィルターディスクを使った抗酸化物質をスクリーニングする
方法についての概略図。
【図２】本発明において、培地ブロックを使った抗酸化物質をスクリーニングする方法に
ついての概略図。
【図３】ＢｃｈＸタンパク質、ＢｃｈＹタンパク質及びＢｃｈＺタンパク質を分離した後
、１２％ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳動写真。
【図４】本発明によって培地ブロックを使って抗酸化物質をスクリーニングする場合、抗
酸化物質に抗酸化活性がある場合とない場合との細菌増殖観察結果を比較対照した写真。
【図５】本発明によってスクリーニングされた抗酸化物質であるＰｃｈ２１２の抗酸化活
性を既存の抗酸化物質の抗酸化活性と比べるための細菌増殖観察結果を示す写真。
【図６】本発明によってスクリーニングされた抗酸化物質であるＰｃｈ２１２の抗酸化活
性をシトクロム還元方法で確認した結果を示すグラフ。



(12) JP 4746059 B2 2011.8.10

【図１】

【図２】



(13) JP 4746059 B2 2011.8.10

【図３】

【図４】



(14) JP 4746059 B2 2011.8.10

【図５】

【図６】

【配列表】
0004746059000001.app



(15) JP 4746059 B2 2011.8.10

10

20

フロントページの続き

(73)特許権者  508273175
            国民大学校産学協力団
            大韓民国ソウル特別市城北区貞陵洞８６１－１国民大学校内
(74)代理人  110000800
            特許業務法人創成国際特許事務所
(72)発明者  李　正　國
            大韓民国　ソウル特別市　麻浦区　塩里洞　三星アパート１０８棟　６０４号
(72)発明者  李　海　鎭
            大韓民国　京幾道　南揚州市　瓦阜巴　徳沼里　シンアムアパート　１０１棟　１２０２号
(72)発明者  金　義　鎭
            大韓民国　ソウル特別市　西大門区　弘済１洞　１５８－１９
(72)発明者  成　文　喜
            大韓民国　大田市　儒城区　場垈洞　２８３－４　ギャラリビル　２次　９０２号

    審査官  佐々木　大輔

(56)参考文献  The Korean Society for Microbiology and Biotechnology, 2006, pp.95-97
              J. Biol. Chem., 2002, Vol.277, No.26, pp.23664-23669
              2005 International Meeting of the Federation of Korean Microbiological Societies, p.63
              , S5-1

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｑ　　　１／００－　３／００　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８－３３／９８　　　　
              Ｃ１２Ｎ　　　１／００－　７／０８
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩ）
              ＭＥＤＬＩＮＥ／ＣＡｐｌｕｓ／ＢＩＯＳＩＳ／ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

