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放線菌 Streptomycessp. 590由来
Lーメチオニン脱炭酸酵素の精製および性質検討

前村知美 ・内富久美子・日下 知香・稲垣 純子a)

問村ー 隆・ 左右田健次b)・稲垣 賢二

(農芸化学コース)

Purification and仁haracterizationof L-Methionine Decarboxylase 

from Streptomyces sp. 590 

Tomomi Maemura， Kumiko Uchitomi， Chika Kusaka， Junko Inagakia)， 

Takashi Tamura， Kenji Sodabl， and Kenji Inagaki 

(COIII":問。{Agrorllen 

L-Methionine decarboxylase [EC 4.1.1.57] catalyzes the decarboxylation of L-methionine and is a 

pyridoxal5ヒphosohate(PLP)-dependentenzyme. L-Methionine decarboxylase has been purified 630-fold 

by DEAE-Toyopearl 650M， Phenyl-Toyopearl 650M and Sephacryl S-300 column chromatographies 
from Streptomyces sp. 590. The enzyme has a dimeric structure with identical subunits of Mr 60，000. This 

enzyme shows optimum activity at pH7.0 and 450C， and is stable between pH5.7 and pH9.0. L-Methio-

nine decarboxylase has antitumor activity against RERF-LC-AI and HeLa cells. Ten N-terminal amino 

acid sequence of L-methionine decarboxylase was determined， and the sequence showed no homology 

with other reported proteins. 
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緒己

放i'ji菌は最も形態分化の進んだ細菌といわれている.

カビに似た糸状の菌糸を形成 し放射状に伸長させる原核

細胞E!のグラム陽性細菌である.DNAの GC含量が高

く，菌糸体・菌糸分j[皮型・胞子などの形態的形質に加え，

細胞壁の化学組成，キ ノン系， DNA相向性などが分類

形質として広く用いられている.多数の菌株は，医薬分

野に役立つ多種多維な抗生物質を二次代謝産物と して生

産する.そのため，組み換え DNA技術で抗生物質な ど

のコ:業生産を可 能とするため， 放線菌の宿主ベクタ ーの

開発が進むな ど，放線菌は今日の応用微生物学上きわめ

て重要な菌群である と言える 1)

よって放線菌由来 L-メチオニ ン脱炭酸酵素が部分精製

され， 本酵素がピリドキサール 5'リン酸 (PLP) を補酵

素とするビタミン B6酵素で、ある ことが示されたo) これ

まで本酵素を有する生物として報告されているのは，こ

の放線菌を除いては， シダ7.8.9) 海産鞭毛藻10)の 2種の

L-メチオニンの脱炭酸反応の存在が初めて報告された

のは， Mazelisによる キャベツの葉や西洋わ さびの過酸

化物が生成する 際の酵素シス テムの一部と してであ っ

たけ

1968年になり，協和|発酵工業株式会社の萩野と中山に

よって L メチオニン 脱炭 酸酵素 の存在が 放 線菌

Strettomyces sp.で発見され， 本酵素がメチオニンの脱

炭酸反応を触媒すること が明 らかにされた. 更に， この

反応の産生物が 3-メチルチオプロピルアミンであると

同定された1.5) その後，京都大学化学研究所の味園らに

みである.これらに共通した特徴と して，同一サブユニ

ットから なるダイマ一橋造であること ，PLPを補酵素と

することがあげられる.本酵素の生理的意義は，不明な

点が多い. 11佐一海産鞭毛藻において，海洋仁1-1の硫黄サイ

クJレの重要な物質である硫化ジメチルの合成に本酵素が

関与しているのではないかとの考察がなされている 10)

このように， 本静素は保有する生物が板めて|浪られて

いるという点から非常にユニークな酵素であるといえ

る. しか し 発見されてから40年近く経過したにも関わ

らず， 未だ遺伝子レベルでの解析例は一例も なく生理的

意義について も興味が持たれる. そこ で，木研究は，放

線商から Lーメチオニン脱炭酸酵素の精製を行い，N末お
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よび内部のアミノ酸配列を明らかにすることで，酵素遺

伝子のクローニング，大腸菌で、の大量発現系の構築，お

よび立体構造解析を行い，他の類縁酵素との比較を行う

ことを最終日 I'ISとした.

材料と方法

使用菌株

Lーメチオニン脱炭酸酵素を生産する放線菌 Strettomyces

sp.590は，協和発酵工業株式会社より分譲されたものを

用いた.

使用試薬

試薬は特記したものを除き すべてナカライテスク祉

の特級試薬を購入した.ペルオキシダーゼ¥ トリプテイ

クソイブロースおよびN-ZアミンタイプAは和光純薬

工業の特級試薬を購入した.酵素活性測定に用いるアミ

ンオキシダーゼは，大阪大学産業技術研究所の谷津克行

氏，岡島俊英氏より譲渡していただいた.

胞子懸濁液の作成

ベネット寒天培地(胞子形成用平板培地)に菌株を植

菌後， 2週間程度30
0

Cで精義し，胞子が 1・分に形成され

たコロニーを [.L[金耳でかきとり，滅菌水に懸濁した後，

脱脂綿でろ過することで、菌糸を除去した.このろ過液を

遠沈管に集め，軽く遠心することで上清を除き，再度少

量の滅菌水に懸濁したうえで・終濃度が20%になるようグ

リセロールを添加し，少量ずつ分注し，保存用の胞子jぜ

濁液とした.

Streρtomyces sp. 590の培養

前培養では 1Lの坂口フラスコを刷いた. 115 mMク'ル

コース，および 3%トリティクソイブロース， 1 %酵町

エキスを含むi{!，::l也120mLを作成し，綿松で封をし，オー

トクレーブにより滅菌した.この培地に胞子懸i胃液を十

分量植南し， 30
0

C 120 rpm， 24時間 士 2時間培養した.

本培養は， 3 Lミニジャーファメンターを用い， 300 mM 

グルコース， 0.3%酵町一エキス， 1mM MgSO.，・ 7H20，15 

mM (NH.')2S0." 0.01 %PLP， 70 mM L メチオニンを含む培

地を 2MのNaOHにて pH7.2-7.3に調整し，滅菌後使

則した.菌イ本は遠心、によって回I1又し， 0.85% NaCl溶i!li.
で 2凶洗j争し， -30'tのフリーザーで保存した.

L-メチオニン脱炭酸酵素の精製

集菌した菌体を破砕用緩衝液[100mMカリウムリン酸

*差衝iW.(KPB， pH7.0)， 0.25mM EDTA， 0.01% 2-メ

ルカプトエタノール (2 -ME)， 50 j1M PLP]で懸濁し，

150W x 20分間で超音波破砕を行った.破砕i夜から遠心操

作ーにより沈殿を除去し，硫酷アンモニウムを加えて， 25 

%-50%飽和硫安岡分を回収した.得られた沈殿を緩衝

i夜に懸濁し，さらに同じ緩衝液で一晩透析することで脱

塩した.

50 mM NaClを含むリン酸カリウム緩衝液 [20mM KPB 

(pH7.0)， 0.25mM EDTA， 0.01% 2-ME， 50j1M PLP] 
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で DEAEートヨノマールカラムのよ1'，衡化を行い， 50 mM-250 

mM NaClの直線濃度勾配にて向的タンパク質を裕LBさせ

た.次に20%飽和硫酸アンモニウムを含むリン隈緩衝液

[20mM KPB (pH7.0)， 0.25mM EDTA， 0.01% 2-ME， 

50μM PLP]で平衡化した Ph巴nyl-トヨノfールカラムに活

性画分を供し， 20-0 %飽和硫酸アンモニウムで置す泉濃度

勾配にて目的タンパク質を溶出させた.活性問分を200

mLのセフアクリル S-300樹脂を充填したカラムを用いて

20 mM KPB緩衝i食 (pH7.0)， 200 mM KClを用い， 1 mLl 

1分間の流速で-ケソレろ過クロマトグラフイーを行った.

Lーメチオニン脱炭酸酵素の活性測定法

200 mM L メチオニン， 40 j1M PLPを含む100mM KPB 

(pH7.0)に酵素サンプルを加え， 45
0

Cで5分間インキ

ュベートし L メチオニン脱炭蔽反応を行った.次に 3

分間煮沸することで酵素を失活させ，遠心によって沈殿

を除去し，七1jlfを回収した.上j背中の 3ーメチルチオプロ

ピルアミンをアミンオキシダーゼで酸化させ，発生した

過酷化水素をペルオキシダーゼとの共役系で、赤色セミキ

ノン色素として連続的に測定する 4 アミノアンチピリ

ンフェノー jレ法を用いて測定した.煮沸後の上清に対し，

.ヒ 1i~' : 15 mM 4 アミノアンチピリン 50 mMフェノール

300 mU/mgペルオキシダーゼ(キIJ光純薬コー業株式会社)

を21: 1 : 1 : 1になるように加え，アミンオキシダー

ゼを加えた後， 37'tでインキュベー卜した.反応溶液中

のアミンが完全に酸化され 赤色セミキノン色素の生成

がストップした時点でのIP.A光値505nm (UV1200島i車社)

の増加量から，酵素活性を算出した.

酵素の諸性質の検討

酵素の諸性質の検討は上記の精製した酵素を用いて行

った.最適反応温度は各iJfl'ti支で‘ 5 分間メチオニンと )~Jじ

させ測定した.熱安定性は，酵素を各j副主で10分と30分

間処理し，その後37'tにて活性il!UYi::を行い求めた.最適

反応 pHは37'tにて，各 pHで 5分間メチオニンと反応

させ測定した. pH安定性の検討には，ブリトン・ロピ

ンソン広域緩衝液 (40刷リン酸， 40 mM酢酸， 40 mMホウ

般を混令し， 2 N NaOHを用いて pHを制整)を用いた.

基質特異性の検討

通常の活性測定で用いている L-メチオニンの代わり

にD メチオニン， L-エチオニン Lーロイシン， Lイソロ

イシン Lーノfリン L-アラニン Lーシステイン，ホモシ

ステイン L-メチオニンス Jレホキシド， S-エチル L-シ

ステイン， S-メチルしシステイン某頁溶液をそれぞれ

70酬となるように作製し，適当な濃度に希釈した酵素溶

液にて活性測定を行った.

抗腫蕩性の検討

96 wellプレートに 1X 105 cells/mlの RERF-LC-AL

(ヒト肺扇平上皮ガン細胞)あるいは 1x 10"' cells/mlの

HeLa (ヒト子宵頚ガン細胞)を， 100 μL/well播種し，

24時間， 37't， 5 % CO2で、培養した後，各濃度の Lーメチ
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オニン脱炭酸酔素を添加した.その後 4日間培養し

MTT assayを行った.100 μiの培地に 1110倍量 00μ1) 

の0.5%MTT試薬を添加し， 1時間， 37
0

Cでインキュベ

ートした後，培地を捨て100μlの0.04NHCl (イソプロ

パノールで、稀釈)を加え滞解し， 570 nmの吸光度で、測定

した.

二次元電気泳動での酵素の分離，分取およびN末端アミ

ノ酸解析

酵素iiliに 1mlあたり 10mgのDTTを溶解したサンプ

ル溶解液 (60mMトリス， 5M尿素， 1Mチオ尿素， 1 mM 

PMSF， 1 % CHAPS， 1 % TritonX-100， pH8. 8に調整)

を加え，遠心分離した.上清に 1110畳一の 1Mアクリルア

ミドを加え，室温で10分間放置し，これを調整サンプル

とした.泳動槽の下部槽に下部電椋i夜 (10mMリン限)を

入れ，一次元自アガーゲル(アト一社製)の上部にサン

プル溶液，重層液(2M尿素)，上部電極液(0.2M NaOH) 

の}II買でカラムの上部まで重層した後， 70 V， 2 mA， 900分

間電気泳動を行った.終了後， 2.5%トリクロロ酢酸で一

次元Hゲルの回定を 3分間行い，蒸留水で、洗浄し， SDS 

11乙衡化i皮 (50mM Tris-HCl， pH6. 8， 2 % SDS， 0.001 % 

BPB)で10分間振とうした.その後，マーカーを染み込

ませた 3mm四方のろ紙，一次元日ゲルをゲル接着アガロ

ース溶液 (SDS平衡化液 1mlに10mgのアガロースを溶

解)で二次元日ゲルに密着させ， SDS-PAGEを行い，染

色，脱色を行った.泳動終了後，転:写バッファー (25mM 

トリス， 192刷グリシン， 20% MeOH) にゲルを漬け，

111寺開平衡化した.転写バッファーで平衡化したフィル

ターペーパー，ファイパーペーパー，ゲル， PVDF膜を

はさみ，エレクトロブロッテイング装置(ノてイオラッド

社)をセットし100V，350 mA， 1時間電気泳動後， PVDF 

膜を染色，脱色した. PVDF膜から目的スポットをカッ

ターで切り取り，ペプチドシーケンサーによりアミノ酸

配列解析を行った.

結果と考察

酵素の精製

硫安分画と DEAE 卜ヨパール， Phenyl-トヨパール及

びセフアクリル S-300の各カラムクロマトグラフィーに

より，比活性で630倍にまで精製することができた.ま

た，ゲルろ過クロマトグラフィーおよびSDS-PAGEの結

果から，本酵素が分子量60kDaの同一サブユニットから

なるダイマー構造を有していることが峰認できた. しか

し，均一と言えるまでには精製できておらず，更なる精

製が必要だと考える (Fig.1 ). 

L-メチオニン脱炭酸酵素の性質検討

本酵素の最適温度を明らかにするため， 100 mM KPB 

(pH7.0) を用い， 35t:から40
0

Cの各反応温度で 5分間，

L メチオニンと反応させることで、最適反応温度を測定し

た.その結果，最適反応渦度は45
0

Cであることが分かつ

放線菌由来 Lーメチオニン脱炭酸酵素の性質検討 5 

M 2 3 4 b M 

ーーー-J

Fig. 1 SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 01 L-methionine 
decarboxylase Irom Streptomyces sp. 590. 
Lanes M : moleιular mass mark巴rproteins. Lane 1 
crude extract. Lane 2・ammonillmsulfate pr巴cipitation
Lan巴 3: DEAE-Toyopearl colllmn chromatography. 
Lan巴 4:Ph巴nyl-Toyopearl colllmn chromatography. 
Lan巴5:S巴phacrylS-300HR column chromatography. 10 
μg of prot巴inwas appli巴dto each lan巴

た (Fig.2 ).また，同様のリン酸緩衝液を用い， 30t:か

ら60t:の各温度で10分間 または30分間インキュベート

後，氷 l二に 5~15分静置し， 37t:でJ.ーメチオニンと反応

させることで熱安定性の検討を行った.その結果， 45t: 

を超えるあたりから急速に酵素の失活が起きることが分

かった (Fig.3). また反応最適 pHは， 7.0であり，

pH5. 7~pH9. 0までは残有活性が90%以上あり， pHに対

して比較的安定な酵素であることが分かつた (Fig.4). 

基質特異性の検討

基質で、ある L メチオニン以外では， s-エチルーしーシス

テインと SーメチJレーLーシステインに対して59%，28%と

比較的高い値を示し L-ロイシンにも活性を示 したが，

それ以外のアミノ酸とはほとんど反応しなかった.こう

した傾向は，放線菌由来の酵素で，共通しており，シダ

の酵素とも類似していた (Table1 ). 

抗腫蕩性の検討

RERF-LC-AI， HeLa 細胞ともに 1U/mlのLーメチオニ

ンの濃度で，著しく生細胞数が減少していた (Fig.5 ). 

この実験により，今回初めて本酵素が抗腫傷性をもつこ

とが確認できたが，正常細胞に対する本酵素の細胞毒性

の検討を行うことができていないため，今後この点につ

いて，検討を行う必要がある.

N末端アミノ酸配列の解析

二次元電気泳動の結果，本酵素であると考えられるス

ホ・ットは 2つ見られ，分子量は同じであったが等電点が

異なった.それらをプロテインシーケンサーに供したと
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ころ， N末端から ATAVDPGPElーの配列であり，どち

らも|吋じ配列であった.この配列を用いて相向性検索を

行ったが，相向性の認められるタンパク質が得られなか

ったことから，新規性の高いタンパク質であることが推

定された。

要 約

L メチオニン脱炭酸酵素は L メチオニンの脱炭阪反

応を触媒する PLP依存酵素で、ある.放線菌 Strettomyces

sp.590株由来のしーメチオニン脱炭酸酵素を精製し，性質

検討およびN末端アミノ酸配列の解析を行った. ゲJレろ

過カラムクロ マ トグラフィ ーとSDS-PAGEの結果から

分子量60000の同一サブユニットからなるダイマー構造

を有していることが時認された.本酵素の反応最適温度

は45
0C，最適 pHは7.0で，pH5.7から pH9.0の問で安定

であった.また， ヒト子宮頚ガン細胞や ヒト肺肩平上皮

ガン細胞に対して抗腫場活性があることが判明した.二

次元電気泳動を用いて精製酵素を分離し， N末端アミノ

蔽解析を行うことにより 10残基のアミノ限配列を明らか

にすることができた.
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