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論 文 内 容 要 旨

Introduction

Polyaminesareessentiallowpolycationsmoleculesforcellgrowthand

pmlifヒ 耐ionhlallofIivhlgorgallismThekeyilltemlediate㎞polyamine

biosynthesisisputrescine(H2N(CH2)aNH2,Put),whichisapoiyamineandis

fUrtherconvertedtohigherpolyamhleslikespermid血eandspem血e.Pu曾escine

andspermidinearemajorpoiyamineinbacteriawhereasspermidineismainly

foundinplantandanimals.

Intheprinciple,twodifferentbiosyntheticpathwaysleadtotheformation

ofputresc㎞e:(i)theomi曲edecarboxylase(ODC)catalyze.dhectfbrmationof

putrescine丘omornithineand(ii)theargininedecafboxylase(ADC)pathway.In

-

ADCpathway,azginineisfirstdecazboxylasedbyADCtoformagmatinewhich

issubsequentlyconvertedtoputrescine.ODCandADCwerefoundmainlyin

animalandplWnt,respectively.Howeverbothpathwaysoccursimultaneouslyin

manybacteria

PolyaminesplayauniqueroleinSelenomonasruminantiuwhichisgram

negぬvebacte舳1iso1飢ed丘omsheep㎜ 肌Cぬve血e㎝dpu鵬sc㎞e

covalentlylinktothea-carboxylgroupofD-glutamicacidresidueof

peptidoglycanandplayimportantroleinmaintenanceoftheintegrityofcell

envelOpe.Bothofthemarefbmled丘 ・omレ1ys血eorLomitb血ebylysine

decarboxylase(LDC)whichsho"sd㏄afboxylationactivityagainstbothofレ

1ys㎞eandレomithhle.Ontheother,レomi血nespecificdecarboxylase(ODC)is

notfoundinS.ruminantium.HenceLDCisanimportantenzymewhichsupplies

cadaverineandputrescinetoformauniquepeptidoglycan.

TheproductionofLDCinS.ruminantiumishigherregulatedandis

strictlylinkedtothegrowthphaseofthebacterium,i.e.adrasticdecreaseof

LDCactivityoccurredonlatelogphaseofcellgrowth,whichwasduetothe

rapiddegradationofLDC.Yabukiinourlaboratoryfoundthatintracellulazfree

cadaverinecontactalsodecreasedafterlatelogphase.However,atthestationary

phase,spem垣dillealldspem血econtentwerekepta㎞ostsameIeveIasthoseill

latelogphase.Thesefactssuggestedthatanotherputrescinesynthesispathway

whichisactiveevenatstationaryphasesuchasADCpathwayshouldbe
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presentinS7〃 初 加oπ 伽 η2.Ihordertoclarifンthishypothesis,DFMLorDFMO,

thespecificinhibitorforLDCandODCwereused.TakatsukaandKamio(2004)

observedthatS.ruminantiumcouldgrownormallyeveninthepresenceofsmM

DFMLorDFMOwhenlOmMレarghnewassupplied.Thiscase,the

peptidoglycancontainsputrescineinsteadofcadaverine.ThisresultindicatesS.

ア〃7π'παπ枷 加canfb㎝putrescinenotonlydkectly丘omomi廿 血ebutalso丘om

azginine.Recently,LiaoinourlaboratoryfoundADCinSruminantium.

PurificationandcharacterizationofADCandcloningofADCgenefromS.

ruminantiumchromosomalDNAwasaccomplished

Ingenera1,putreschlewascollverts丘omagma血ehldif驚rent3pathways.

(Fig.1)Thefirstpathway,agmatinase(agmatineureohydrolase,AUH,EC

3.5.3.11)encodedbyspellhydrolyzesagmatineandformsputrescine.This

pa血waywasfbund血1nanybacteriassuchas瓦co1ま,&zη 霊oηe磁 り卿 ま,

&～1〃20ηθ〃α りP伽 πア∫〃〃3,1艶 ∂5∫1如48ア09卿5,Bαo'〃 鰐3〃 わ"1威5,B4c'11鰐

anthracisandalsoinhuman.Thesecondpathwaywasfoundinlacticacid

bactelria,Eカ`θroσooc鋸 ノhεcα露5(P烈 ∋viouslyre飴redtoas酌 ア{ψホococ6鋸 ノ～zθoα113)

andLathyrussativusseedling.Agmatinedeiminase(agmatineiminohydrolase,

EC3.5。3.12)encodedbyαg〃Aconvertsagma血etoハ 乙caτba血oylputrescine

(NCP).Thenputrescinecazbamoyltransferase(EC2.1.3.6)catalyzesthe

phosphorolysisofN-cazbamoylputrescinetocazbamoylphosphateandputrescine.

Thelastpathwayconsistsoftwoenzymes;AguAandNCP-carbamoylputrescine.

However,agmatineutilizationpathwaysinvolvedinputrescinesynthesisinS.

耀 〃3∫η傭 勧2havenotbeenrep磁edbefbre.

Lioaet.al.foundtwoopenreadingframeswhichshowedhighhomology.

withthoseofagmathled{1血eandハ 乙carbamoylputrescineamidohydrolaseat

downstreamofADCgene.Inmydoctorthesis,Iinvestigatedagmatine

conversiontoputrescineinvivoandinvitrotoconformtheexistenceofactiveof

ADCpathway血&ア 〃履 ηαηガ〃加.
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RESULTSANDDISCUSSION

5」'㎜ カ3απぬ勉〃8hasAI図Cp8thway.

SruminantiumwereculturedinCDmediuminpresenceofSmMDFMO

and14C-arginine.Cellswereharvestedanddisruptedinthepresenceof5%TCA,

andradioisotopeproductsinsupernatantwereanalyzedbyTLC.Theresult

clearlyshowedtbat14C-argh血ewashlcorporatedintocellandconvertedto

agmatineandputrescine.(Fig.2)Therefore,itisstronglysuggestedthatS.

川 而 ηαη"〃海hasADCpathway.

Fromthenucleotidesequenceofα 漉anditsthefla曲gregions,oヴ6and

oヴ7whichshowedhomologywithproteinsinagma血eutilizatio!1enzymeswere

fb皿d.Theoヴ6geneof1116bplongencodes372alI血10acidsprotein(ORF6).

ORF6showed54%and43%identitywi血agmathledeimhlaseof」%θ π4b醒o㎜8

αθ7π9加{ゴ∫αand5蜜7・ 《ψ'oooα:粥 〃躍 如 鰐,respectively,and48%iden廿tywith

Peptidyl-argininedeiminase-likeproteinofListeriamonocytogenes.Predicted

proteinofORF7whichcomposedof292aminoacidshashomologytoN-

carbamoylputrescine(NCP)amidohydrolaseofP38μ 掘卿70〃 α∫ α87㎎ 加03α(57%

identity)andshowedhighhomologywithcarbon-nitrogenhydrolasefamily

proteinformStreptococcuspneumoniae(71%identity),Erwiniacarotovora

(58%identity),Caulobactercrescentus(57%identity)andBurkholderia

pseudomallei(55%identity).TheseresultssuggestedS.ruminantiumhasADC

pathwaywhichcomprisedofADC,agmatinedeiminaseandNCP-

amidohydrolase.

AnalysisactivityofrecombinantAguAandAguB

Theorf6andorf7geneswereamplifiedbyPCRandclonedtopETand

recombinantORF6andORF7proteinswereexpressedasaC-terminalHis6-tag

fusionproteininE.coliRosetta(DE3)cell.Recombinantproteinswerepurified

曲gNi2+chela血g面 面,DE超 一5PW㎝dphenyl-5PWco1㎜

chromatograplues.EnzymeactivitiesofrecombinantORF6andORF7were

investigatedusingagmatineandNCPassubstrates,respectively.

ORF6reactionproductwasanalyzedbyAPI2000mass

spectrophotometer,anditsmolecularweightof131.8wassameasche卑ical
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syntheticNCP(Fig.3).BothNCPswereusedassubstratesforORF7reaction,

andconvertedtoputrescine.Fromtheseresults,ORF6and7wereconfirmedas

agmatinedeiminaseandN-carbamoylputrescineamidohydrolase,respectively.

Therefore,Idesignatedorf6and7asaguAandaguB,respectively.

AguAand、 △guB血15」7rπ π1`παπ1ぼ」醐臨臨

ExpressionofAguAandAguBproteinsinS.ruminantiumcellwere

determinedbyawesternblotting.(Fig.9)S.ruminantiumproducedbothproteins

inTYGmedium.ThepossiblepolyaminesynthesispathwayinS.ruminantium

wasdepictedinFigure4.

PropertiesofAguAandAguB

ThemoleculazmassofAguAwascalculatedas41,391.ODaand

determinedas45kDaonSDS-PAGEandgelfiltrationcolumn.ThereforeAguA

wases血1atedtobemonomericenzyme.Ontheotherhand,AguBwascalculated

as32,531.7Daanddetemunedtobe37kDaonSDS-PAGEwhile80kDaongel

filtrationcolumn.HenceAguBwassuggestedtobeahomodimer.(Fig.5)

AveryfewinformationhasbeenavailableaboutAguAandAguBfrom

bacteriawhileasbothenzymesweremostlyfoundinplant.Onlypurificationof

AguAandAguBfromP.aeruginosawasreport.AguAofPaeruginosais

homodimerof43kDasubunits(Table1)MostofAguAazehomodimerssuchas

丘omオ ァαδ∫4φ 廊 孟加 〃αηα(43kDasubullit),Z2α 初の 贋(44kDasubunit)rice(95

kDasubunit}exceptfromsoybeanshowedamonomerof70kDa.ForAguB,

mostlyC-Nhydrolasesstudiedsof… 江arefb皿 血ghomomultimers.AguB丘omP.

aeruginosaandA.thalianashowedsameashomohexamerof33kDa,and35

respectively.(Table1)

Figure6showed血eef驚ctofpHandtemperatureonAguA.Theopt㎞um

pHandtemperaturewere6.5and45ｰC,respectively.OptimumpHofAguAwas

sameasenzymefromcornandsoybean.AguAfromP.aeruginosashowed

higheropt㎞ulnpHat8.0.Opt㎞umtemperatureofAguA丘omslア 〃7π'π4π撫 海

andP.aeruginosaweresame.WhileAguAfromcornshowedhighoptimum

temperatureat60ｰC.TheenzymewasstableatpHrangefrom6.Oto9.Oandat

thetemperaturebelow40ｰCfor30min.TheeffectsofpHandtemperatureon
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AguBwereshowninfigure7.OptimumpHisabout7.Oandtheenzymefsstable

frompH6:0to8.0.Morethan80%activityremainedatthispHrange.Inthe

optimumpHrangeofAguBweresameasfoundinothersourcesexceptAguB

fromA.thalianashowedhighoptimumpHat8-9.Theoptimumtemperatureof

A岬wお450C.A姻 ㏄ti殉wass励1em漉1700C.(脚m㎜temp㎝ ㈱of

AguBfromS.ruminanNumwasalmostsameasAguBfromothersources.

TheKmandVmaxvalveobtainedfromaLineweaver-Barkplotwere6.67

mMandl.22nmoy㎡n1ド9ProteinofAguAtowardsagma血eandO.22mMand

O.33nmoUmin/ｵgproteinofAguBtowardsN-carbamoylputrescine,respectively.

(Fig.8)」 勤valuesofAguAandAguB丘omothersourceswereshowedTable1.

AguAfromriceseedlingshowhighKm,15mM.WhileKmvalueofAguA

fromP.aeruginosa,A.thaliana,corn,maizeshoot,soybeanandcucumberwere

lowerthanlmM.KmvalueofAguBfromS.ruminantiumwasalmostsameas

肱ofAguBfbmP.α87㎎ 吻05伽4.1加1勧 αa丑dcom.

TheeffectsofmetalionsonenzymeactivitieswereshowninTable2.

MetalionssuchasA12+,Cot+,Cue+,Fee+,Fe3+,Nit++andZn2+inhibitedthe

A罰A麟 ・i騨1mM・xceptMn2+,whi・hwasth・ ・㎜ ・ 鎚 血 皿dinA團A

丘omSoybea鶏riceseedlhlgandcom・On血eother㎞d,AguBwasstro1191y

h血bit・dbyC・2+,Fe2†,Mn2+㎝dZn2+.lgd・ac・ ㎞id・ ・ndHg2+㎜ 舳 ・・症・ng

inhibitorswithAguAandAguBactivity.Theseresultssuggestedthatcysteine

involvedinthecatalysisofbothenzymes.

Ef醸ec重ofsite・d董rec亡edm耐 £ge皿esisfbrt血eac髄vitiesofAguA8ndAg直B.

AlignmentofAguAamongseveralhomologuesobtainedfromGenBank

revealedthatC361wasstrongconserved.Ontheotherhand,triadconserved

regionscontainglutamate,lysineandcysteineamongnitrilasefamilyandK147,

C153andEl60,arealsofbund血AguB丘om51醒 痴 παπ枷 鷹.Therefbπe,mleof

theseconservedcysteineswasdeterminedbysite-directedmutagenesis.Asthe

result,C361AmutantofAguAshowed20%oftheactivityofthewildtype

enzyme.C153AandE160AmutatedenzymesofAguBcompletelylostits

㏄輔 … 抽 ・・e… 曲 ・・㎡㎞ 血ee願t・f
、面 ・1-m・而 血9郷 瓜

iodoacetamideandHg2+tocysteineoftheAguAandAguB.
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Conclusions

1.AgmatineutilizationpathwayinS.ruminantiumconsistsof2enzymes

agmatinedeiminaseencodedbyaguAandN-carbamolyputrescine

amidohydrolaseencodedbyaguB.

2.PropertiesofAguAandAguBwerecharacterizedbyusingrecombinant

enzymes.ItissuggestedthatAguAandAguBconvertagmatinetopu血escille

inADCpathwayofS.ruminantium.

3.TheconservedresiduesC361forAguA,C153andE160forAguBwere

impo血ntresiduesfbrenZymeac廿vi廿es.
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Fig.9.Crossreactionofanti-AguAandanti-AguBwithcrudeextractsof

S.ruminantiumaftercultureinTYGmediumfor4-12h

Table1.Molecularmassand働ofagma垣nedei面mseandハ みcarbamoylp蒐 血esch鳩

amidohydrolasewithothersources.

AguA AguB

source Molecu1組 コnass

a

伽 Molecularmass

a)

血

∫ ㎜ ∫㎜ ガ㎜

P.aeruginosa

浸.伽 」まα襯

Z診4〃 η四

Riceseedling

Soybean

Cucumber

45monomer

43homodimer

43homodimer

43homodimer

95homodimer

70monomer

36and47dieter

6.67

0.60

0.11

0.19

15.00

2.50

0.oa

37homodimer

33homohexamer

35homohexamer

o.a2

0.50

0.13
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Table2.Effectsofmetalionsandsomechemicalreagentsonagmatine

de㎞i1]鵬eandハ 乙carbamoylputrescinealnidohydrolase.

Relativeactivity(%)

Conc.1mM Agma血edeiminase N-carbamoylputrescine

amidohydrolase

None

EDTA

Iodoacetamide

Hg2+

Al3+

Caz+

Coz+

Cui+

Fe2+

Fe3+

Mgi+

MTI2+

Ni2+

Zn2+

50

㎜

m

O

6

68

10

5

2

2

62

伽

0

-

㎜

%

0

0

砧

㎎

--

m

O

㎎

餌

37

64

⑳
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論 文 審 査 結 果 要 旨

大腸 菌等 の一般 に知 られてい るグラム陰性 菌のペ プチ ドグ リカ ン層 には,ム レイ ン リポ タンパ ク質

が共有結合 して存在 し,外 膜 を細胞壁 につ な ぎ止 めて安定化す る重 要な働 きを演 じてい る。 しか し,

グラム陰性 で嫌気性菌 である381θηo醜oηα∫rκ履η傭'翼〃2において は,本 ム レイ ン リポタンパ ク質 が欠失

して,ま るで これ に取 って代 わ るが ご とくカ ダベ リン若 しくはプ トレシ ンがペ プチ ドグ リカ ンのD一

グル タ ミン酸残 基の α一カル ボキシル基すべ て に共有結 合 して存在 し,'細 胞 分裂 に必須 の構成成 分 と

なってい る。&zμ 纏 ㎜η枷〃2において,カ ダベ リン及び プ トレシ ンはそれ ぞれL一 リジンお よびL一 オ

ルニチ ンか ら構成 的に細胞 質 内で合成 され,続 いて細胞 質膜 上で リピ ド中間体:ポ リア ミン トランス

フェラーゼ によ りペ プチ ドグ リカ ン リピ ド中間体 に転移 され る。本菌 において リジン脱炭 酸酵素は,

L一 リジ ンだ けでな くL一 オル ニチ ンも基 質 として認識 し,反 応 産物 として プ トレシンを生成す るオル

ニチ ン脱炭酸 酵素活性 を も持 っているこ とが明 らかになっている。

Di伽oromethylomichine(DFMO)は 上記酵 素 を特異 的に阻害 し,合 成 培地 にお け る本 菌 の生育 を完

全に阻害す るが,天 然培地及 びアル ギニ ン含有 合成培地 においては本 阻害剤 の阻害効果 は見 られ ない。

この よ うな背景 か ら本研究者 は,本 菌のポ リア ミン合成系 においてオルニチ ン経路 の他 に未知 の経 路

でプ トレシ ンが合成 され ている と考 え,こ の未知 回路 の検索 に取 り組 んだ 。

最初 に本研 究者 は,(1)DFMOな らび に標 識 アル ギニ ン含 有合成 培地 で生 育 させ た&濯 纏ηαπ枷配

において細胞 質画分 に標識 ア グマチ ン並 びに プ トレシ ンを検 出 した。本発 見は&z㈱ 伽 瞬配配 におけ

るプ トレシ ンはア グマ チンを経路 して生 合成 されてい るこ とを示 唆す る。従 って,本 研究者 は,本 研

究室 の蓼等 によ り決定 され た&rκ 〃励α纏 μ配のDNA塩 基配列デー タを参考 にアグマ チ ン回路 に関わる

agmaUnedeiminaseお よびN-carbamoylputrescine㎜idohydrolaseの2種 類の酵 素遺伝 子(08泌 及び α8μB

と命名)を8川 履照 η吻M染 色体DNAか らク リー ニ ング し,さ らに大腸菌 における組換 え酵素 の発現

並び に単離 ・精製 に成 功 した。(2)っ ぎに本研究者 は,本2種 類 の酵 素の基質特 異性,pH安 定性,

熱安定性,κ 配値,分 子質量,な らび にサブユ ニ ッ ト等 の基本 的諸性質 を決定 した。 また,遺 伝 子操

作によ り本2種 類 の活性部位 を決定 した。

今 目,動 物細胞 にお けるプ トレシン合成 においてア グマチ ン経路 とガ ン細胞 の誘発 に関 して注 目さ

れてい る。&剛 履耀π加 班 にお けるプ トレシ ン合成 に係 るア グマチ ン経 路の発 見及 び生化学 的証 明は,

本菌 にお けるポ リア ミン合成制御 の理解 ばか りでな く動物細胞 にお け るアグマチ ン経路に よるプ トレ

シン構成制御機構 を理解す る上で のモデル と成 り得 るもので ある。

従 って,審 査員一 同は,本 研究者 に博士(農 学)の 学位 を授 与す るに値す るもの と認定 した。
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