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研究成果の概要（和文）： 

芳香族アミノ酸脱炭酸酵素は、様々な生理活性アミンおよびその誘導体の生成に関わる重
要酵素である。本研究では、様々な細菌から該酵素遺伝子群を取得し、酵素学的な基礎性
状解析を行ったほか、大腸菌細胞を用いた植物アルカロイド合成プラットフォームの構築
に本酵素を利用することに成功した。また、本酵素を保持する乳酸菌群の消長を追うため、
次世代シークエンス法を用いた発酵食品の菌叢解析も遂行した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Aromatic amino acid decarboxylase is a key enzyme for synthesis of various biogenic 
amines and their derivatives. In this study, we isolated the genes encoding the enzyme 
from various bacteria, and carried out enzymatic analyses for their products. We also 
succeeded in constructing a bacterial platform for synthesis of the plant alkaloid using 
a recombinant E. coli strain. In addition, fermented food microbiota was investigated 
by using pyrosequencing technique to evaluate the existing ratio of lactic acid bacteria 
with abilities to produce biogenic amines. 
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１．研究開始当初の背景 
芳香族アミノ酸脱炭酸酵素 (AADC, EC 
4.1.1.28) は、芳香族アミノ酸のα位のカル
ボキシル基を脱離し、芳香族アミンおよび二
酸化炭素を生じる反応を触媒するピリドキ
サール 5'-リン酸依存性酵素である。AADC 

は高等生物から微生物にいたるまで広く保
持され、哺乳類においてはセロトニンやドー
パミン、さらにドーパミンから生じるアドレ
ナリンおよびノルアドレナリンといった神
経伝達物質およびホルモンの合成に関与し、
植物においてはベンジルイソキノリンアル
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カロイドおよびインドールアルカロイドな
どの二次代謝産物の合成において役割を果
たす。AADC の機能喪失および欠損は、パー
キンソン氏病および AADC 欠損症といった
重篤な中枢神経系疾患を引き起こすため、そ
の重要性から医療分野においても注目され
ている。ブタ腎臓、ラット肝臓、およびヒト
胎盤由来酵素については多くの報告がなさ
れており一部結晶構造解析も終了している
が、これまで微生物由来 AADC については詳
しい研究報告が殆どなかった。 
 
２．研究の目的 
１．に述べた背景から、本研究では将来の医
療・薬学分野における AADC の重要性を見据
え、微生物由来 AADC の酵素学的特性の解明
とその応用利用を目指した以下の研究を展
開した。 
(1) 複数のバクテリアから AADC のホモロ
グ遺伝子を単離し大腸菌内にて発現させて
組換え体を得、基質特異性等の酵素性状の解
明を行った。 
(2) 3,4-ジヒドロキシフェニル-L-アラニン
(L-DOPA) に特異性の高い AADC を探索し、
その酵素機能を微量で極めて強い生理活性
を持ち医薬として期待される植物アルカロ
イドの微生物生産に応用した。 
(3) 乳酸菌において古くから存在が報告さ
れている L-チロシンに対して特異性の高い 
AADC を単離し、酵素機能を調べるとともに、
発酵食品中の乳酸菌叢を解析することによ
ってチラミン生成型乳酸菌群の消長をつか
んだ。 
 
３．研究の方法 
(1) AADC ホモログ遺伝子の探索、クローニン
グ、および組換え酵素の精製 

細菌ゲノムシークエンスデータベース中
においてブタ腎臓由来 AADC のホモログ遺
伝子を探索し、細菌 2 株 (Pseudomonas 
putida KT2440 および Microscilla marina 
ATCC23134) において、相同性約 40 ％の該
当 ORF を見出した。また、乳酸菌 5 株 
(Enterococcus faecalis, Enterococcus 
hirae, Enterococcus faecium, 
Lactobacillus brevis, および 
Lactobacillus curvatus) のゲノム DNA よ
り PCR 法にて AADC ホモログ遺伝子群の全
長を増幅した。上記の遺伝子群を pET-16b 
(Merck) ベクター上の T7 プロモーター下
流に導入し、大腸菌内において N 末端ヒス
チジンタグ融合体として発現させた。精製に
は、Ni-NTA resin (Qiagen)、Mono-Q HR 5/50 
(GE Healthcare)、および Superdex-200 HR 
10/300 (GE Healthcare) を用いた。 
(2) 酵素性状解析および発酵産物解析 

精製後 SDS-PAGE 上で単一バンドを示し

た酵素サンプルについて、至適 pH、至適温
度、pH 安定性、および熱安定性を評価し、
また基質特異性を評価した。至適 pH および 
pH 安定性の評価の際はクエン酸リン酸カリ
ウム (pH 4.5-6.0)、リン酸カリウム (pH 
5.5-8.5)、および NH4OH-NH4Cl (pH 8.0-11.0) 
緩衝液を使用し、基質として 
5-hydroxy-L-tryptophan (L-5-HTP) を用い
た。基質特異性評価の際は、L-DOPA,L-5-HTP, 
L-phenylalanine (L-Phe), L-tyrosine 
(L-Tyr), L-tryptophan (L-Trp), 
3-methoxy-L-tyrosine (MeO-L-Tyr), α
-methyl-L-DOPA, および各アミノ酸の D 体
を用いた。生成した各芳香族アミン群は、
HPLC にて 280 nm の吸光度により検出した。
該波長域に吸収を持たない物質群について
は AccQ-tag (Waters) によるアミノ基標識
法を使用し、蛍光検出を行った。α
-methyl-L-DOPA の反応生成物を評価する際、
および大腸菌培養上清中における植物アル
カロイド (レチクリン) 産生を評価する際
は、LC/MS による検出を行った。 
(3) 発酵食品の乳酸菌叢解析 
発酵食品サンプル 3 種 (かぶらずし、な

れずし、山廃酒母) から、FastPure DNA kit 
(タカラバイオ) を用いて DNA 抽出・精製を
行い、PCR により細菌 16S rDNA V1-V2 可変
領域の増幅を行った。増幅サンプルの精製を
行った後、Genome Sequencer FLX system 
(Roche) を用いた各サンプル約 20,000 リ
ードの次世代シークエンス解析を行い、RDP 
Classifier および BLAST を用いて分類・同
定に供した。 
 
４．研究成果 
(1) Pseudomonas putida KT2440 株由来 AADC
の機能解析 
大腸菌において発現させた各 AADC 組換

え体の中から、哺乳類・植物・昆虫由来酵素
との相同性が高い P. putida KT2440 由来酵
素について、詳細な酵素性状の解析を行った。
その結果、本酵素の至適 pH は 8.0、至適温
度は 55℃であり、pH 6.0～11.0、45 ℃以下
において安定であった。本酵素は L-DOPA に
対して極めて特異性が高く、L-5-HTP に対し
ても高い活性を持つブタ・ラット・ヒト・シ
ョウジョウバエ由来酵素と明確に区別され
た (kcat/Km において L-DOPA:L-5-HTP =140:1、
ブタ腎臓由来酵素においては 5:1 程度)。ま
た、ブタ由来酵素において報告されていたα
-methyl-L-DOPA に 対 す る  oxidative 
deaminase 活性 (酸素存在下において、通常
の脱炭酸反応を経て酸化的脱アミノ反応ま
でが進行する) も確認され、両酵素間におい
て類似した反応機構が予想された。また、D 
体に対する活性は示さなかったことも以前
に報告された脱炭酸酵素群と共通していた。 



 

 

 

(2) Enterococcus faecium 由来 AADC (TYDC)
の機能解析 

乳酸菌においては、古くから L-Tyr に特
異性の高い脱炭酸酵素の存在が報告されて
おり、発酵食品中 (チーズ、ワイン等) にお
いて多量摂取時に頭痛・血圧上昇等の原因と
なるチラミンの高含有に関与する危害要因
として認識されてきた。本研究では、E. 
faecium 由来 AADC (L-Tyr 脱炭酸酵素、
TYDC) の大腸菌組換え体の性状解析を行っ
た。その結果、P. putida 由来酵素と異なり、
至適 pH が若干酸性側の 5.5-6.0 付近に存
在することが明らかになり、安定 pH 域も
5.0-7.0 付近と比較的狭い範囲にあること
が判明した。E. hirae, E. faecalis, およ
び L. brevis 由来酵素においても至適 pH 
は同様に弱酸性域にあったことから、乳酸菌 
TYDC に共通する性質であることが強く示唆
された。 

 

(3) AADC の植物アルカロイド発酵生産への
応用 

AADC の機能を有用物質生産に繋げること
をめざし、植物において L-Tyr および 
L-DOPA を出発物質として合成されるベンジ
ルイソキノリンアルカロイド (BIA) を発酵
生産ターゲットとした組換え大腸菌を作製
した。本株は L-Tyr 合成系の代謝フローを
増強した菌株であり (変異型 aroG, tyrA の
発現、ppsA, tktA の発現、および tyrR 欠
損)、さらに L-Tyr からベンジルイソキノリ
ン骨格を生じるために必要な中間原料 
[3,4-ジヒドロキシフェニルアセトアルデヒ
ド (3,4-DHPAA) および 3,4-ジヒドロキシ
フェニルエチルアミン (Dopamine)] を供給
するための人工代謝経路 [チロシナーゼ, 
AADC (P. putida 由来), およびモノアミン
オキシダーゼ] を導入している。加えて、モ
ルヒネをはじめとする BIA の重要中間体で
あるレチクリンの生合成に関わる植物由来
遺伝子群 (ノルコクラウリン合成酵素, ノ
ルコクラウリン-6-O-メチル基転移酵素, コ
クラウリン-N-メチル基転移酵素, および 
3'-ヒドロキシ-N-メチルコクラウリン
-4'-O-メチル基転移酵素) も導入しており、
グルコースおよびグリセロールといった単
純な炭素源から植物アルカロイドを合成す
るために必要な遺伝子群を全て擁した菌株
である。本株をグリセロールを炭素源として
培養したところ、培養液 1 L あたり 40 mg 
を超えるレチクリンを生成することに成功
した。本代謝経路においては L-DOPA 特異的
に脱炭酸が起こることが求められるため、P. 
putida 由来 AADC の特性が十二分に生かさ
れたことが成功に繋がったと考えられる。本

研究例は AADC の酵素機能を活用し医薬候
補物質として多くの可能性を持つアルカロ
イドの微生物生産を達成した注目すべき成
果であり、次世代の微生物生産技術における 
AADC の高い利用性を示すことができたと考
えられる。 
(4) 発酵食品中の菌叢解析によるチラミン
生成乳酸菌の消長解析 
本研究では、乳酸菌 TYDC の機能解析と併

せて、発酵食品中における乳酸菌の消長も解
析した。塩漬け・酢漬けした魚および米飯か
ら製造され 1～2 か月の発酵を行う石川県能
登地方の"なれずし"、塩漬けした魚、カブ、
および米麹を用いて製造され 4～10 日間の
発酵を行う石川県加賀地方の"かぶらずし"、
および日本酒の山廃仕込みのモトである"山
廃酒母"について、仕込み期間中に経時的に
サンプルを採取し、細菌 16S rRNA 遺伝子を
増幅し次世代シークエンス法を用いた菌種
同定に供した。その結果、かぶらずしおよび
山廃酒母においては Lactobacillus sakei 
が発酵期間中において次第に優勢となった
が、なれずしにおいては L. plantarum およ
びチラミンの主要生成菌種として知られる 
L. brevis を優勢とする菌叢の推移がみられ
た(図 1)。上記の主要乳酸菌種を MRS 培地
を用いて単離したところ、なれずしから単
離・培養した L. brevis のみからチラミン
生成活性が確認された。なれずし中のチラミ
ン濃度を評価したところ、健常人においては
摂取に問題ない濃度であるものの、チラミン
が顕著に検出されたことから、TYDC 保持型 
L. brevis により産生された可能性が高いと
考えられた。 
 

 

図 1  次世代シークエンス法によるなれずし中の菌叢
解析結果 
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