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論 文 内 容 の 要 旨

ビフィズス菌は腸内の有用細菌の一種であり,その選択的増殖は腸内細菌学の主要な課題である｡ この観点からオリゴ糖

などの様々などフィズス菌増殖促進因子が発見 ･研究されてきた｡2-Amino-3-carboxy-1,4-naphthoquinone(ACNQ)

はこのようなビフィズス菌特異的増殖促進因子として発見されたが,その作用機序はよくわかっていない｡ACNQはキノ

ン骨格を持ち,かつ,0.5nM という極低濃度で増殖を促進するというこれまでの増殖因子にはみられない特徴を持ってい

る｡ キノン類は多様な電子伝達特性を持ち,好気性微生物のエネルギー代謝に関与していることが知られているが,ビフィ

ズス菌のような嫌気性菌の代謝に対する役割に関する研究例は少ない｡本研究では,ACNQが電子伝達メディエータとし

て機能し,ビフィズス菌の糖代謝や酸素還元系などを変化させることにより増殖を促進しているというモデルを提唱した｡

生物電気化学的手法によるACNQの物理化学的特性評価と関連諸反応の速度論解析により,このモデルを定量的に検証し

た｡さらに,このモデルを用いて,キノン類による乳酸菌発酵産物の定量的な制御法への展開を試みた｡

1.ビフィズス菌のような嫌気性菌においてはNAD(P)十の再生が糖代謝を決定づける大きな因子と考えられている｡ そ

こで本研究では,ACNQが外的電子受容体によるNAD(P)+再生を媒介すると考え,この反応系を検証した｡ビフィズス

菌 (Bljldobacterium longum,Bljldobacterium breve)細胞破砕液中において,ACNQはNAD(P)Hによって破砕液の

diaphorase活性に依存 して触媒的に還元され,生じたACNQ還元型は酸素によって直接再酸化されることを明らかにした｡

この反応系は微量のACNQが媒介する新規なNAD(P)+再生経路と考えられる｡ ACNQ還元型の再酸化に伴って過酸化

水素が生じるが,この過酸化水素もACNQ還元型によって酵素的に還元されることを過酸化水素センサにより実験的に証

明した｡また,これらのACNQが媒介するNAD(P)+再生反応の速度は,ビタミンK3(VK3)などの他のナフトキノン類

あるいはベンゾキノン･アンスラキノン類が媒介する反応の速度より,非常に大きいことを示した｡反応の速度が関与する

キノンの酸化還元電位に大きく依存する事実に鑑み,速度の大きさは,ACNQが他のナフトキノン類に比べてやや負な酸

化還元電位 (-71mV vs.SHE)を有することによるものと結論づけた｡

2.ACNQによるNAD(P)+再生経路が存在 している条件において,ビフィズス菌 (B.longum,B.breve)休止菌体の糖

代謝産物を解析 し,ACNQのビフィズス菌糖代謝に対する役割を考察した｡ACNQ還元型を再酸化する外的電子受容体と

しては,分析的簡便性を考えFe(CN)63~を用いた｡ACNQ-Fe(CN)63~が無い条件では,解糖系で生じたNADHはピル

ビン酸,アセチルCoA,アセ トアルデヒドなどによって再酸化され,代謝産物として乳酸 ･エタノールなどが生じる｡ し

かし,AtNQとFe(CN)631の存在下では,Fe(CN)63-によってNAD(P)Hが再酸化されるので,これらの代謝産物の割

合が大きく減少し,代わりにピルビン酸由来の代謝系の活性化が見られた｡このような代謝変化がビフィズス菌の増殖に関

与しているものと考えられる｡ 同様の代謝産物の変化は乳酸菌 (LactobacilluSPlantarum,Lactococcuilactis)においても

兄いだされたが,ビフィズス菌に比べてその変化は小さかった｡また,乳酸菌 (L.lactis)代謝産物の割合の調節は食品工

学の立場からニーズがあるが,培養条件やACNQ濃度を変えることにより,休止菌体のレベルにおいては,､L･lactiSの代
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謝産物を大きく変えうることを兄いだした｡

3.ACNQ還元型は酸素 ･過酸化水素以外に食品中の成分によって再酸化される可能性がある｡ ここでは食品中のデヒド

ロアスコルビン酸 (DHA)やポリフェノール酸化重合体などのジケ トン類によるACNQ還元型の再酸化反応を検討した｡

サイクリックボルタンメトリー法により,ACNQ還元型はDHAによって再酸化され (k-9.2M-1S~1atpH7.0),アス

コルビン酸が再生されることを示した｡ACNQのアミノ基がジケ トンのカルボニル基に求核置換するこの反応の機構を提

唱した｡また,ビフィズス菌破砕液によるアスコルビン酸生成がACNQの投与により,大きく促進されることを見出し,

ACNQがDHAによるNAD(P)+再生を媒介できることを示した｡同様に,ポリフェノールの酸化重合体 もACNQ還元

型を酸化することにより,NAD(P)十再生の外的電子受容体として機能することを示 した｡この反応には酸化重合体の O-

キノン構造を,抗酸化能を持つカテコール構造-と戻す反応としても意味を持つ｡ このようにACNQは食品中の成分によ

るビフィズス菌内NAD(P)+再生を促進するばかりでなく,食品 ･腸内における生理活性物質の再生系としても意味のあ

る系であると思われる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

1994年,2-?min°-3-carboxy-1,4-naphthoquinone(ACNQ)がビフィズス菌増殖促進因子としてプロピオン酸菌の発

酵粉末より発見された｡ACNQはこれまでの増殖促進因子とは異なり,キノン骨格を持ち0.5nM という非常に薄い濃度で

増殖を促進する｡このようが 曽殖促進作用の解明にはこれまでの酵素レベルの研究以外に,ビフィズス菌代謝全体に焦点を

当てた研究が必要となる｡ 本論文では,ACNQが電子伝達メディエータとしてNAD(P)+再生に関与し,ビフィズス菌の

糖代謝 ･酸素還元系を変化させることにより増殖を促進 しているとのモデルを提唱した｡そして,生物電気化学的手法によ

る関連諸反応の速度解析と糖代謝産物の分析から,この考えを定量的に検証している｡キノンなどの微量化合物によって嫌

気性菌の代謝が大きく変化することを示した例は少なく,また,その変化を定量的に解析 した例はほとんどない｡評価すべ

き点は以下の通 りである｡

1.本論文ではビフィズス菌による酸素 ･過酸化水素の還元が,ACNQの投与で大きく促進されることを示 している｡ 酸

素毒の消去や (外的電子受容体による)NAD(P)十再生は嫌気性菌の増殖に大きな意味を持つが,ACNQという微量化合

物によりこの二つの反応が促進されることは興味深い｡また,このような反応系の速度情報とACNQの物理化学的特性か

ら,ACNQの増殖促進特性やACNQの構造 ･物性の必然性を議論 したことは評価に値する｡

2.ACNQによるNAD(P)+再生経路が存在 している条件での,ビフィズス菌 ･乳酸菌の代謝産物を解析 し,ACNQに

よる経路が内的なNAD(P)十再生経路を競争的に抑制し,乳酸やエタノールの生成を抑制することを明らかにしている｡

この反応系によりピルビン酸由来の代謝系が活性化されることを示している｡ 代謝産物の割合の変化を定量的に解析するこ

とで,ACNQの作用機序やビフィズス菌に対する特異性について議論を進めている｡ 一方で,ここで得 られた知見に基づ

きACNQによる乳酸菌代謝産物調節の可能性を示している｡

3.食品由来の成分であるデヒドロアスコルビン酸やポリフェノールの酸化重合体によってACNQ還元型が再酸化される

ことを示し,ACNQの投与によりビフィズス菌が利用できる電子受容体の幅が広がることを明らかにしている｡ また,こ

の反応でアスコルビン酸など,宿主にとって有用な物質が再生されることを示している｡ また,ACNQ還元型とデヒドロ

アスコルビン酸との反応機構に関しても議論している｡

以上のように本論文は,ACNQが電子伝達メディエータとしてビフィズス菌の糖代謝 ･酸素還元系を大きく変化させる

ことを,主に生物電気化学手法を用いて定量的に明らかにしている｡ ここで得られた知見はACNQの作用機序解明につな

がるばかりでなく,応用微生物学並びに生物電気化学の分野に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成14年 1月10日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位を授与される学力

が十分あるものと認めた｡
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