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メラニン色素産生能を有する好熱性放線菌の探索

西村 基弘＊・国田 品品＊＊・藤井 一＊＊＊

Isolation of Thermophilic Tyrosinase-Producing Streptomycetes. 

Motohiro NISHIMURA＊， Mitsuhide KUNITA＊＊ and Hajime FUJII''＊''

Abstract

 Thermophilic StrePtomyces sp.  UKOOI-IS2， which produces tyrosinase， was isolated from a soil sample

collected in Yamaguchi Prefecture.  The microorganism showed the optimum temperature for growth and

melanin production at 50 OC .  ln this paper， screening for thermopilic tyrosinase-producing streptomycetes

and taxonomic characteristics of strain UKOOI-IS2 were reported. 

1. まえがき

 バイオテクノロジーの新たな潮流として，ここ数年，

耐熱性微生物酵素の研究が盛んに行われるようになった. 

酵素は現在多くの分野に於いて利用されているが，一般

に安定性に乏しく，使用範囲が限定されるうえ，長期の

使用あるいは保存に耐えないという欠点を有している. 

一方，耐熱性の酵素は90℃付近の高温でも十分に活性を

示すものも少なくなく，また，熱以外に有機溶媒や酸，

アルカリに対しても安定なものが多い. このような特性

を有する耐熱性酵素は，臨床検査分析の試薬として，あ

るいはバイオリアクターとしてその適用が期待される. 

 酵素の耐熱性が注目されるようになって，耐熱性酵素

の探索やその適用といった応用研究が盛んに行われたが，

それにともなって，耐熱性における分子機構の解明に関

わる研究も活発化している. その背景には，酵素の熱物

性を支配する要因を明らかにすることによって，酵素を

人工的に改変し，既存の酵素に耐熱性を付与することが

可能になるからである. 酵素の熱物性は，主としてその

高次構造の安定性に起因する. そして，分子構造上の安
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定性はその一次構造，すなわちアミノ酸配列によって規

定される. このような観点から，アミノ酸のいくつかを

他のアミノ酸に置換し，耐熱性を付与することに成功し

た例がいくつか報告されているω. 

 現在のところ酵素の耐熱性は，このようにいくつかの

構成アミノ酸の違いによるとする考えが一般的である. 

最近，好熱菌由来の耐熱性酵素のアミノ酸配列を解析し

た報告がしばしばみられる(2).  しかしながら，これらに

ついて高い相同性を持つ近縁種からのタンパク質が見当

たらないため，直接相同性を比較して酵素の常温性・耐

熱性を論ずるまでには至っていない. 

 ∫㌍ρ'o〃z罪6sに属する放線菌は通常，最適生育温度が

28～37℃の常温菌であるが，中には70℃を最適温度とす

るものも存在する. また，同属には，メラニン色素を産

生するものが多く，これまでにその産生を触媒する酵素

チロシナーゼの遺伝子がいくつかクローニングされ，そ

のアミノ酸配列に関する知見も蓄積されている(3x4). 

 したがって，好熱性s龍ρ'o〃2夕66s由来のチロシナーゼ

について，そのアミノ酸配列が明らかになれば，既存の

チロシナーゼとの相同性を比較することによって，常温

性の酵素がいかにして耐熱性へと変化したかについて考

察することが可能となる. ここでは，メラニン色素産生

能を有し，50℃を最適生育温度とする菌株の取得に成功

したので，その分類学的性質も含めて報告する. 
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加速電圧 25 kV

2. 実験方法

 2・1 培地

 好熱性放線菌のスクリーニングには，イースト・麦芽

寒天培地(酵母エキス0. 4％，麦芽エキス1. 0％，グル

コース0. 4％，寒天2. 0％，pH 7. 3)及びグリセリンー

ツァペック寒天培地(グリセロール1. 0％，NaNO30. 2％l

K，Hpo， o. 10/. ， Kcl o. oso/. ， Mgso，・7H，o o. oso/. ，

FeSO4・7H200，001％，寒天2. . 0％， pH 7. 0)を使用し

た. 菌の形態観察のための培養には，イースト・麦芽寒

天培地を使用した. 菌体成分の分析及び最適生育温度決

定のための培養にはイースト・麦芽培地(酵母エキス

0. 4％，麦芽エキス1. 0％，グルコース0. 4％，pH7. 3)

を用いた. チロシナーゼの生産には34％シュークロース

を含む・…MYT培地(トリプトン1. 0％，酵母エキス

0. 4％，麦芽エキス1. 0％，グルコース 0. 4％，チロシ

ン0. 035％，メタルイオン水溶液＊1. 0％，pH 7. 3)を使

用した. 

 ＊ Composition (per liter) : ZnC12， 40mg; FeC13'

  6H20， 200 g; CuC12・2H20， 10mg; MnC12'4H2

  0， 10mg; Na2B407'10H20， 10mg; (NH4)6Mo7

  024 4H，O， lomg. 

 2・2 メラニン色素産生好熱性放線菌の分離

 採取した土壌0. 5gに滅菌生理食塩水10 m1を加え，

菌懸濁液とし，5分間静置したのち，その上清0. 1mlを

上記の寒天培地に塗布した. 培養は55℃で行い，出現

したコロニーより放線菌を分離した. メラニン色素産生

株の確認は，培地にイニスト・麦芽寒天培地を用い，生

育したコロニーの周辺が茶褐色に染まることで行った. 

 2・3 分離菌株の形態観察

 分離株の形態観察は，光学顕微鏡及び走査型電子顕微

鏡により行った. 光学顕微鏡では，基生菌糸分断の有無，

気菌糸の形状，胞子嚢あるいは菌核の有無∫胞子連鎖の

形状等について観察した. 電子顕微鏡では，主として胞

子及び胞子連鎖の観察を行った. 

   光学顕微鏡:オリンパス製 Model CHT

                Model BH-2

   走査型電子顕微鏡:日立製作所製 S-2300

      試料前処理  単純乾燥法

             Au蒸着…6mA，8min

 2・4 細胞壁タイプの決定

 Stroptomyces属は，細胞壁成分であるジアミノピメリ

ン酸について，LL一体は存在するが， meso一体が存在しな

いことから細胞壁タイプ1に分類される. 本研究では，

このことに着目して，ジアミノピメリン酸異性体の分析

に限定した. 全菌体試料からのジアミノピメリン酸の分

析はBeckerらの方法(5)に従った. すなわち，イースト・

麦芽培地で増殖させた菌体を滅菌生理食塩水で洗浄後，

エタノールで処理し乾燥磁瓶とする. 乾燥菌体100mgに

6N塩酸2m1を加え，105℃で18時間加水分解したのち

固形分を遠心除去し分析試料とした. 分析は下記の展開

溶媒を用いたペーパークロマトグラフ法(ADVANTEC

No. 51B)により行った. 

  メタノール:水:10N塩酸:ピリジン

        ＝80:17。5:・2. 5:10 (下降法)

 展開後の検出は，0. 5％ニンヒドリンのn一ブタノール

溶液を噴霧し，100℃で加熱することにより行った. な

お，本分析においてはStreptomyces lavendulae

H646-SY2株を対照として用いた. 

 2・5 最適生育温度及び最適メラニン色素産生温度

 本スクリーニングで取得したメラニン色素産生株

(UKOO1-IS2)1白金耳をイースト・麦芽培地に植え，

50℃で2日間培養した. この培養液0. 5mlを別の同培

地(8. Oml)に植菌後，20，30，37，40，45，50，55，

60℃においてそれぞれ5日間振とう培養し，生育及びメ

ラニン色素の産生状況を観察した. 

 2・6 チロシナ一能生産のための培養

 前項と同様に，まずUKOO1-IS2株をイースト・麦芽培

地にて前培養を行い，次いでその培養液2. O mlをMYT

培地(100m1)に接種した. 培養は50℃で3日間振と

うした. 

 2・7 培養菌体からの無細胞抽出液の調製

 無細胞抽出液の請酒は杉山らの方法⑥に準じた. 

すなわち，菌体を培養液から集自動，bufferP次いで

bufferll''により洗浄し，菌体と同量の石英砂を加えて破

砕した. 破砕菌体に少量のbufferIIを加えて懸濁し，こ

れを30000×g，20分間遠心分離した. 得られた上清は無

細胞抽出液として酵素二二の測定に供した. 
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BufferI:10 mM Tris-HCl(pH 7. 65)，10 mM酢

    酸マグネシウム，1M塩化カリウム，6mM

    2一メルカプトエタノール，5mM EDTA-2

    カリウム. 

BufferII:10 mM Tris-HC1(pH 7. 65)，101nM酢

    酸マグネシウム，30mM塩化アンモニウム，

    6mM 2一メルカプトエタノール，5mM

    EDTA-2カリウム，0. 2 mM DFP，3. 45

    mM PMSF. 

 2・8 チロシナーゼの活性測定法

 チロシナ一心活性の測定は以下の方法により行った. 

すなわち，10mM L-DOPAを含む0. 1 Mリン酸緩衝

液(pH6. 2)3. O mlをあらかじめ50℃に保温しておき，

これに0. 5mM硫酸銅を含む同緩衝液30μ1，次いで酵素

溶液…300μ1を加えた. これを50℃，10分間インキュ

ベーションしたのち，直ちに475nmでの吸光度を測定し

た. なお，本酵素1ユニットは，50℃において1分間

に1μmo1のドーパクロムを産生する酵素量と定義した. 

3. 実験結果および考察

 3・1 メラニン色素産生好熱性放線菌のスクリーニ

     ングについて

 本研究の目的はメラニン色素産生能を有する好熱性の

StreP to〃mycesを取得することである. しかしながら，他

の放線菌とStrePtomycesをスクリーニングの段階でふる

い分けることはほとんど不可能であり，また，Therm us

やBαcillusに代表される属には，比較的高温条件を好む

菌が多いうえ，生育速度が放線菌より高いため，しばし

ば分離の障害となる. 従って，スクリーニングの効率化

を図るために以下のことに留意した. (1)分離用培地は

できるだけ放線菌に対する選択性の高いものを使用する，

(2)試料となる土壌はなるべく高温条件下の乾燥した場

所から採取する，(3)メラニン色素産生能の有無が直接

培地上で判別できるような培地を使用する. 

 今回のスクリーニングでは，山口県内及び山陰地方の

主として高温環境，例えば，焼却跡や温泉周辺部の土壌

を中心に採取を行った. こうして，約300種類の土壌を採

取し，その中から63株の好熱性放線菌を分離した. その

うちメラニン色素を産生するコロニーはわずか1株

(UKOO1-IS2と命名，写真1)のみであった. また，取

得した菌の多くは，コロニーの形状及び光学顕微鏡での

観察からStrOPtomyces以外の放線菌であった. 

 3。2 分離株の分類学的性状

形態観察  イーストー麦芽寒天培地(ISP-2)上で生・・

育させたUKOOHS2株のコロニーは，肉眼では典型的な

放線菌の形態を示し，灰色の豊富な胞子を着生した. 可

溶性色素としてメラニンを産生した. 

 光学顕微鏡による同コロニーの観察結果を写真2に示

す. 基生菌糸の分断はみられずt一気菌糸は互生に分岐し，

菌核や胞子嚢もみられなかった. また，胞子には運動性

はなかった. 

 写真3は，ISP-2寒天培地上に形成したコロニーの一

部を切り出し，過剰の寒天をそぎ落として薄片とし，一

夜デシケーター内で乾燥したものを金属蒸着後，走査型

電子顕微鏡にて観察したものである. 本菌株は，表面が

平滑で卵型の胞子(0. 7-0. 8×1. 0-1. 4μm)50個以上

からなる比較的長い胞子鎖を着生していた. 

細胞壁ジアミノピメリン酸の分析  図1は病菌体試料

からジアミノピメリン酸を分析した際のクロマトグラム

である. ここでは，試料の他，ジアミノピメリン酸標準

品及びポジティブコントロールとしてStrOPtomyces

lavendzalae H646-SY2株の全一体酸加水分解液を分析

に供した. この結果，本陣体細胞壁にはLレジアミノピ

メリン酸は存在するが，meso一体は含まれないことから，

ポジティブコントロールと同様，細胞壁タイプ1に属す

ることが判明した. 

 総括  胞子嚢を持たない放線菌で細胞壁タイプ1に

属するものとして，StrOPtomyces， Streptoverticillium，

Chainia，. A ctinosPorangiumなど約9種類の属が知られ

ている. これらのうち，UKOO1-IS2株は菌核や分生子殻，

偽書胞子嚢を持たず，基生菌糸の分断もみられないこと

からStrOPtomycesに属すると考えられる. 

 3・3 最適生育温度及び最適メラニン色素産生温度

 各温度での菌の生育及びメラニン色素産生状況につい

て，大きな差が認められたのは培養開始後3日目からで

あった. 培養開始4日目の観察結果を表1に示す. これ

より，本菌株の最適生育温度及び最適メラニン色素産生

温度はおよそ50℃であることが判明した. 

 3・4 チロシナーゼの至適反応温度

 2・6に基づいて，チロシナーゼの生産培養を行ない，

本菌株の無細胞抽出液を調製した. これを粗酵素液とし
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て，活性測定に供した. 表'2は，あらかじめ37℃，・50℃

および60℃に保温した反応液に粗酵素液(0. 04units)を

加え，活性を測定した結果である. これより，UKOOHS2

'株が産生するチロシナ日脚の至適反応温度は50℃付近

であり，本酵素は中程度の耐熱性を示すご・とが明らかに

なった. 

 ・4. 今後め課題

 今回分離した好熱性放線菌が産生するチロシナーゼは

中程度ながら耐熱性を示すことが判明した. 現在，・・本菌

株の染色体DNAよりチロシナーゼ遺伝子のクローニン

グを行っている.            ' ，
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表1'TUKOO'1-IS2株の生育とメラニン色素産生に及ぼす

   温度の影響

培養温度(℃) 生  育 色素産生

20 一 一

3・0 一 一

37 、 ± 一

40 十 '

p
±

45 . 十 十

50 十十十 十十十 . 

55 十十 十十十

60 一 一

  一 : Negative

  十 : Weakly positive

十 十 十 : Strongly positive

 ± : Dbinbtful

十十 : Positive

表2 チロシナーゼ活性に及ぼす温度の影響

反応温度(℃) 相対酵素活性(％)

37
50
60

 14

100
 89

＊50℃における酵素活性を10q％ζした。
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図1 ペーパークロマトグラフィーによるジアミノピメ
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写真2 光学顕微鏡によるUKOOHS2株の観察

               ( × 400)

写真3 走査型電子顕微鏡によるUKOOI-IS2株の観察

写真1 UKOOI-IS2株によるメラニン色素の産生
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