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研究成果の概要（和文）：放線菌における2次代謝産物の生成過程や前駆体の供給に関わる代謝などの解析のた
め多種の欠失株を評価が必要である。そのため新たな遺伝子欠失を取得方法を開発した。I型ポリケチド合成酵
素や非リボソーム型ペプチド合成酵素の翻訳後修飾に関して主に放線菌における包括的な解析を行い、比較的広
範囲にこれらの合成酵素を修飾できるものを見出すことができた。一方、物質生産における前駆体供給の主代謝
経路に関してはクロラムフェニコールの生産が解糖系よりもペントースリン酸経路の代謝を向上させることによ
って生成量を改善させることができた。一方、生合成遺伝子群に配置する制御遺伝子が他の遺伝子群を制御する
という新しい知見も得た。

研究成果の概要（英文）：Several deletion mutants are required for evaluation of oricess in the 
biosynthesis of secondary metabolites and analysis of metabolism involved in supply of precursors in
 streptomtcetes. We have developed an excelent methods for construction of deletion mutants in 
Streptomyces. A comprehensive analysis of post-translational modification of modular polyketide 
synthases and non-ribosomal peptide synthetases could be perormed using our genome-minimized 
versatile host strain. On the other hand, we studied the metabolic analysis of the primary 
metabolism during secondary metabolite production. The production of chloramphenicol could be 
improved by increaased flux of pentose-phosphate pathway. It also gave a new finding that the 
regulatory gene in the biosynthetic gene cluster can control the expression of the different 
biosynthetic genes.

研究分野：微生物分子遺伝学

キーワード： 応用微生物　ゲノム　抗生物質　発現制御　バイオテクノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
放線菌における遺伝子改変に関する最適な方法は現在まで確立はされていなかった。本研究では多数の欠失変異
株の取得などの迅速かつ簡便な、そしてStreptomyces属の多くの菌種にも適用できる方法を開発できたことは大
いに意義のあることである。また、これまでI型ポリケチド合成酵素や非リボソーム型ペプチド合成酵素の翻訳
後修飾に関しての特異性などの解析はこれらの酵素の扱いができなかったため全く不明であった。この問題点は
我々の異種発現系を利用することで物質生産という形質で評価することのできる画期的な方法を開発することが
できた。そして多くの上記合成酵素を修飾可能な酵素を見出すことができたことは有用である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
微生物 2次代謝産物は抗生物質を含む生物活性物質など天然医薬品として有用な天然有機化合
物である。特に土壌に生息する放線菌は多様な 2 次代謝産物を生成するだけでなく、それらを
工業的なレベルで生産させることのできる代謝能を有している。これまで 2 次代謝産物の生成
過程における生合成および制御に関しては個々の生産菌での解析に留まっていた。また、ゲノム
解析からおよそ 70%以上の 2 次代謝産物の生合成遺伝子(群)は休眠状態であることが明らかと
なった。個々の 2 次代謝産物の生成過程の代謝の比較解析や休眠状態の生合成遺伝子群の解析
のため、我々は工業生産に利用された放線菌から異種遺伝子(群)の発現のためのモデル宿主を構
築してきた。さらにこのモデル宿主では多くの異種生合成遺伝子群が効率よく発現することや
休眠状態の生合成遺伝子(群)を覚醒させ、物質生産を達成できることを明らかにしてきた。この
ようなモデル宿主は前駆体が全く異なる 2次代謝産物の生成過程の比較解析に最も有効であり、
物質生産を工業的なレベルで達成できる機構を探ることも期待できる。前駆体の全く異なる複
数の 2 次代謝産物生合成遺伝子群を設定し、生合成遺伝子群の発現解析と同時にそれぞれの前
駆体を生成する 1 次代謝の解析を行う。また、代謝フラックスを意図的に変化させることによ
る物質生産への効果を検討するべくモデル宿主の代謝改変さらには本来モデル宿主には持ち合
わせていない代謝系の導入を検討する。一方、モデル宿主における異種遺伝子群発現を効果的に
展開するための基礎的な解析も検討する。例えば、複数の生合成遺伝子群の統合による新たな生
合成経路のデザインや真核細胞生物由来の生合成遺伝子情報からそれらの遺伝子のコドン使用
頻度による改変や人工オペロンの形成といった合成生物学的な展開をモデル宿主で行う。これ
ら一連の研究は、種を越えた 2次代謝産物のより高度な活用への進展が期待できる。 
 
２．研究の目的 
微生物 2次代謝産物は抗生物質を含む生物活性物質など天然医薬品として有用な化合物である。
特に放線菌は多様な 2 次代謝産物を生成するだけでなく、それを工業的なレベルで生産させる
ことのできる代謝能を有している。これまで 2 次代謝産物の生成過程における生合成および制
御に関しては個々の生産菌での解析に留まっていた。また、ゲノム解析からおよそ 70%以上の
2次代謝産物生合成遺伝子(群)は休眠状態であることが明らかとなっている。個々の 2次代謝産
物の生成過程の代謝の比較解析や休眠状態の遺伝子群の解析のため、我々はこれまで工業生産
に利用された放線菌から異種遺伝子群の発現のためのモデル宿主を構築してきた。さらにこの
モデル宿主では多くの異種生合成遺伝子群が効率良く発現することや休眠状態の遺伝子群を覚
醒させ、物質生産を達成できることを明らかにしてきた。この様なモデル宿主は前駆体が全く異
なる 2 次代謝産物の生成過程の比較解析に最も有効であり、物質生産を工業的なレベルで達成
できる機構を探ることも期待できる。前駆体の全く異なる複数の 2 次代謝産物生合成遺伝子群
を設定し、生合成遺伝子群の発現解析と同時にそれぞれの前駆体を生成する重要な 1 次代謝の
解析を行う。一方、異種発現に適した発現系を利用してこれまで解析が実現できなかった I型ポ
リケチド合成酵素や非リボソーム型ペプチド合成酵素の翻訳後修飾の詳細を明らかにするとと
もに非天然型代謝産物生成に関する基礎的な方法論を検討する。 
 
３．研究の方法 
Streptomyces 属における遺伝子破壊を含む、分子遺伝学的な基本技術は未だ確立されてはいな
い。また、原核細胞生物であるゆえに、いくつかの遺伝子はオペロンを形成している。したがっ
て、オペロンの最後の遺伝子の欠失は耐性遺伝子で交換した挿入欠失変異で行うことは問題が
ないが、オペロンの最初あるいは中間の遺伝子の欠失変異は codon frame をずらさないような
in-frame の欠失変異を行わなければならない。我々は Streptomyces avermitilis の汎用宿主を
作製する過程で、大腸菌の Cre/loxP 用いた部位特異的組み換え機構を用いて最終的に耐性遺伝
子を除去した大規模欠失株の作製を開発してきた。そこでこの技術を応用して耐性遺伝子の両
端に変異型 loxP を挟み込んだ断片を用いて欠失したい領域の上流と下流、それぞれ 1.5 kbp の
断片を loxP に挟まれた耐性遺伝子と連結し、さらに Streptomyces 属での複製が温度感受性の
ような条件下での複製が可能な vector と連結後、S. avermitilis 大規模欠失株(SUKA 株)に導
入した。得られた形質転換株で相同的組換えを生じさせ、目的遺伝子と耐性遺伝子と交換した挿
入欠失体を効率に得た。さらにこの挿入欠失株に大腸菌の cre 遺伝子を Streptomyces の xylA の
プロモーターで制御できる断片を含んだ plasmid を導入後、xylose を添加して cre の発現を誘
導させ、loxP で挟まれた耐性遺伝子を部位特異的な組換えによって除去した。なお loxP に挟ま
れた周辺を PCR primer の配列に使用するが、欠失したい遺伝子領域の上流及び下流の配列と
loxP配列との連結部分は codon frame がずれのないように設計することによってin-frame 欠失
が達成できる。これら一連の欠失方法は S. avermitilis のみならず、S. lividans, S. 
ambofaciens, S. albus および S. parvulus などの他の菌種でも同様に行うことが可能であっ
た。上記の方法によって解糖系、ペントースリン酸経路、TCA 回路の遺伝子の欠失を行なった。
また、翻訳後修飾の解析に使用した、pptA(ホスホパンテテイン転移酵素遺伝子)の欠失株の作製
では相同組換えによる挿入欠失と Cre による耐性遺伝子除去の過程を複数回繰り返すことによ



って 1重, 2 重, 3 重, および 4重の in-frame 欠失株を作製した。一方、生合成遺伝子群の再
構成を含む複雑な改変については単に PCR 産物を利用する方法では達成できない。そこで大腸
菌内で生合成遺伝子群を含んだ cosmid あるいは BAC クローンをλRED を利用した改変技術を用
いて行なった。 
 2 次代謝産物生合成遺伝子群の中には構造や生物活性が多様な非リボソーム型ペプチド合成
酵素によって生成されるペプチド化合物の生合成遺伝子群のように 40 kbp 以上のものやラクト
ン型ポリケチド化合物のように 60 kbp 以上の極めて大きな断片からなるものが多い。これらの
生合成遺伝子群を用いて解析を行うには、これらの巨大な遺伝子群を効率よくかつ欠失の無い
ような導入方法が必須である。野生株の S. avermitilis には線状 plasmid SAP1 を保有してお
り、継代培養など種々の条件でも脱落が殆どないこと、また極めて効率よく接合伝達する能力を
有していることが明らかとなっている。したがって、SAP1 のこれらの機能を十分に活用した
vector は異種生合成遺伝子群の移動及び発現に有用であると判断し、vector として利用を行な
得るような改変を行った。SAP1 は S. lividans, S. ambofaciens, S. coelicolor A3(2)および 
S. parvulus に接合伝達させることが可能であり、特に S. lividans は異種生合成遺伝子群の発
現には問題があるが、大腸菌で調製した巨大 DNA を効率で導入することができること、また導入
株は S. avermitilis SUKA 株との接合によって欠失なく SUKA 株に伝達させることが可能であ
る。また、S. avermitilis SUKA 株はそれぞれ異なる耐性遺伝子を導入した 2種の系統を作製し
てある。したがって、これらの間でも非常に効率で異種２次代謝産物生合成遺伝子群を含む SAP1 
vector を接合伝達させることが可能である。この方法を用いて受容菌(SAP1 vector に異種２次
代謝産物生合成遺伝子群を含む)から主代謝経路欠失株や pptA 多重欠失株へ効率よく異種２次
代謝産物生合成遺伝子群を含む SAP1 vector を移動させることが可能である。 
 各種の２次代謝産物生合成遺伝子群を導入した異種発現株での生産物の確認は、それぞれの
化合物が蓄積する画分を分別し、直接あるいは有機溶媒抽出を行なった後、HPLC-MS で解析した。
チオストレプトンおよびネマデクチンは菌体を分離した後、有機溶媒で抽出した画分を分析し
た。アクチノマイシン、セファマイシン C、クロラムフェニコール、インジゴイジン、ラクタシ
スチン、ピクロマイシン、タイロシン、ロイコマイシン及びスピラマシンは培養上清を濾過ある
いは溶媒抽出したものを分析した。なおストレプトマイシンは培養液を用いたペーパーディス
ク法によって検出および定量した。 
 代謝フラックス解析には[1-13C]-グルコースを含んだ生産培地で培養し、経時的に菌体を集め
洗浄後、菌体を塩酸で加水分解した。加水分解物を陽イオン交換樹脂に吸着させ、アミノ酸画分
をアンモニア水で溶出した。溶出したアミノ酸画分を凍結乾燥させた後、1%の tert-
butyldimethylchlorosilane を 含 む N(tert-butyldimethylsilyl)-N-methyl-
trifluoroacetamide と 105℃で反応させ silyl 誘導体に導いた。得られた誘導体は DB-5MS+DG カ
ラムを用いて GC-MS で解析した。アミノ酸のうちアラニンを分析し、その fragmentation peak
らアラニンのどの炭素に 13C が取り込まれているか、またそれらの積分値から取り込み率を計算
した。これらの結果からグルコースが解糖系およびペントースリン酸経路で代謝されているか
を算出した。 
 
４．研究成果 
これまで我々は Streptomyces 属での効率良い異種遺伝子(群)の発現系の構築を目指して、抗
寄生虫症抗生物質エバーメクチンの工業生産株である S. avermitilis を用い、そのゲノムの再
構成を施した汎用宿主(S. avermitilis SUKA 株)の構築を行ってきた。今回の研究計画に関して
は、多数の欠失変異体を取得して、2次代謝産物の生成など、さらには前駆体の生成に関わる代
謝など解析するため、迅速かつ簡便に Streptomyces 属で欠失株を取得する方法を開発した。
Streptomyces 属は原核細胞生物の中でもゲノムサイズが大きく、パラログ遺伝子が多いことが
特徴である。本研究計画では、ポリケチドやペプチド合成酵素に特有な翻訳後修飾の詳細な解析、
前駆体生成に最も重要な主代謝系の欠失株、さらには 100 kbp にもおよぶ I 型ポリケチド合成
酵素を含むマクロライド化合物の生合成遺伝子群の編集を行うため、Streptomyces ゲノムのこ
れまでにない遺伝子編集方法を構築することを行なった。一般に 1 遺伝子欠失は目的遺伝子の
上流と下流の領域の断片に耐性遺伝子を挟み込み、複製がある条件下で行われる(温度感受性複
製)vector に連結し、遺伝子欠失させたい菌株に導入後、相同的組換によって目的遺伝子が耐性
遺伝子に置き換わった挿入欠失変異株を得る。さらに in-frame 欠失体を得るには再度の相同的
組換えによって耐性遺伝子を除去する。これまで欠失させる遺伝子の上流及び下流、さらに耐性
遺伝子と vector を PCR で増幅し、さらにそれぞれの断片を制限酵素で切断し、4 断片連結する
方法を行ってきた。この方法をさらに簡便かつ制限酵素サイトの制約無しに効率よく行う方法
を開発した。目的遺伝子の上流及び下流の領域約 1.5 kbp を増幅する primer の 5’側には連結
する隣接断片の 20 bp が重複するような配列を連結しておき、それぞれ得られた増幅断片を T5 
exonuclease/Taq DNA ligase/Phusion polymerase を用いた Gibsons’s assmeble の方法によっ
て短時間に効率よく 4断片を連結することができた。なお、上流と下流領域を挟み込む耐性遺伝
子は両端に変異型 loxP 配列を含むものを使用し、primer 配列の loxP 配列の上流は後の部位特
異的組換え酵素 Cre によって切り出された後、codon frame がずれないような配列を使用するこ
とによって in-frame 欠失体を得ることが可能となった。 なお、Streptomyces での Cre/loxP の
発現系は既に S. avermitilis の大規模欠失株の作製の研究で確立されており、この研究で作製



された cre 発現 vector を利用した。以上の方法の開発によって Streptomyces での遺伝子欠失
は安定かつ比較的短時間に作製することが可能となった。一連の欠失株取得の過程では相同的
組換えのために導入した上流、耐性遺伝子、下流領域を含む温度感受性複製 plasmid を高温培養
によって除去する操作を行うが、除去率は完全ではないため、それぞれのクローンの plasmid の
耐性マーカーに感受性のクローンを選択する必要がある。1遺伝子欠失ではそれほど問題となら
ないが、多重欠失変異を取得する場合には操作が煩雑となる。一方、トランスポゾン転移の研究
の過程でStreptomycesで利用可能な自殺遺伝子の開発を検討する過程でフェニルアラニンtRNA
合成酵素のαサブユニットの変異遺伝子がこの目的に利用できることを見出している。S. 
viridochromogenes の PheS の T278A/A339G の 2重変異は p-chlorophenylalanine (あるいは p-
methylphenylalanine)に感受性となるため、相同組換えを行った後、上流及び下流断片に挟まれ
た耐性マーカーの抗生物質と p-chlorophenylalanine で選択することによって、挿入・欠失変異
を生じ、かつ遺伝子欠失断片を含む組換え plasmid が脱落したクローンのみが得られることが
可能となった。このような自殺遺伝子を利用することによって翻訳後修飾に関与する遺伝子
pptA の 1 から 4 重欠失株を短期間で得ることが可能となった。なお、この方法は一般的な欠失
株を取得する場合においても非常に短期間で得ることができる。 
抗寄生虫薬エバーメクチンや抗菌マクロライドなどの I 型ポリケチド合成酵素(PKS)によって
生合成されるラクトン型ポリケチド化合物や、かつて抗腫瘍薬として利用されたアクチノマイ
シン D などの非リボソーム型ペプチド合成酵素(NRPS)によって生合成されるペプチド化合物の
これらの多機能合成酵素は活性中心のcarrier protein 部分の翻訳後修飾(apo体からholo体へ
の変換)によってはじめて触媒活性を示すことができる。この翻訳後修飾(holo 化)はホスホパン
テテイン転移酵素(PptA)によって達成される。いくつかの 2 次代謝生合成遺伝子群にも見出さ
れることもあるが、一般的には生合成遺伝子群から離れたゲノム上に配置している。また、この
遺伝子のパラログも多く存在し、I 型 PKS および NRPS を含む生合成遺伝子群の異種発現におい
てはこの翻訳後修飾酵素の性質及びその遺伝子発現は極めて重要である。そこで本研究では我々
がこれまで構築してきた S. avermitilis ゲノム縮小株での異種発現系で PptA の包括的な解析
を行った。上記のラクトン型ポリケチド化合物やペプチド化合物の生合成遺伝子群は 60 kbp 以
上の大きさのものが多く、検討したほとんどの生合成遺伝子群は BAC vector でクローン化した
ものを利用した。また、各種の多重変異株での評価を行わなければならないため、S. avermitilis
の野生株が保有する伝達性線状 plasmid を vector として利用する簡便な方法を開発し、その遺
伝子群接合伝達系を用いて評価した。S. avermitilis には 4つの PptA を保有しており、それら
のうちの 2 つの遺伝子産物(SAV_1748 および SAV_2905)が多くの I 型 PKS および NRPS の翻訳後
修飾を行っていることを明らかにした。また SAV_1748 は検討したすべての I型 PKS(エバーメク
チン、ネマデクチン、ピクロマイシン、ラクタシスチン)や NRPS(アクチノマイシン、セファマ
イシン C、クロラムフェニコール、インジゴイジン)を holo 化することができた。したがって、
S. avermitilis SUKA 株の異種発現系で多くのポリケチドやペプチド化合物の生産が良好な要因
の一つと考えられる。なお、Streptomyces で扱い易い菌株である S. lividans や S. albus では
PptA の活性は S. avermitilis の PptA と比べて低く、これらの菌株でのポリケチド化合物やペ
プチド化合物の生産量の低さはこの翻訳後修飾によることが一つの要因と考えられる。 
これまで異種遺伝子発現用に開発してきた S. avermitilis の汎用宿主(SUKA 株)は多くの異種
2 次代謝産物生合成遺伝子群の発現ならびにそれらの生産が効率的に行われることを確認して
きた。効率良い物質生産は生合成遺伝子群の発現のみならず、前駆体として利用される 1次代謝
産物の供給との同調が極めて重要であることから、本汎用宿主の代謝フラックス解析の検討を
行なった。また、前駆体の主代謝経路として解糖系、ペントースリン酸系、および TCA 回路まで
の代謝系の必須遺伝子ではない遺伝子破壊株の網羅的な取得を試みた。Streptomyces 属は原核
細胞生物であることから遺伝子の構成がオペロンを形成しているものが多い。実際に解糖系、ペ
ントースリン酸系および TCA 回路のいくつかの酵素遺伝子はオペロンを形成しており、それぞ
れの遺伝子破壊は単純な耐性遺伝子を用いた挿入欠失では評価することができないため、in-
frame の欠失体を取得した。また、これらの経路の酵素遺伝子の多くはパラログ遺伝子が存在す
ることから、single 欠失体では評価できないことが予想されるため、生育に影響を及ぼさない
限り、パラログ遺伝子も同時に欠失させた。主経路欠失株のうち、ペントースリン酸経路のいく
つかの欠失株で 2 次代謝産物の生成の変化が確認されたが最も変化が認められたのはグルコー
ス 6リン酸デヒドロゲナーゼ遺伝子(zwf)の欠損(zwf1 及び zwf２の 2重欠失株)がストレプトマ
イシンの生成を若干上昇させた。また、トランスケトラーゼ遺伝子(tkt1/tkt2)の欠損はペント
ースリン酸経路から生成されるエリトロース-4-リン酸からシキミ酸経路を経て生合成される 2
次代謝産物、クロラムフェニコールとアクチノマイシン Dの生成を有意に低下させた。一方、解
糖系の経路のうちの 6-ホスホフルクトースキナーゼ遺伝子(pfkA)は 3 つ存在するが、全てを欠
失させることは致死的だったために 3 種の 2 重欠失株で評価した。これらの遺伝子のうちで
pfkA1 と pfkA3 の 2 重欠失株ではクロラムフェニコールの生成が有意に上昇していた。pfkA1 
pfkA3 二重破壊株の生育は元株と比べ低下していることが観察された。pfkA1 と pfkA3 欠失株を
詳細に解析した結果、増殖速度が低下しており、さらに定常期における菌体量も減少していた。
そこで特異的生産量(菌体量あたりの生産量)を比較したところ、元株に比べおよそ 2 倍量のク
ロラムフェニコールの生成上昇であることが明らかとなった。このことは pfk1 pfk3 欠失によ
って解糖系の流れを絞ったことによって一時増殖は沈滞したものの、定常期以降の生産開始時



期においてはペントースリン酸経路が旺盛に流れることによって物質生産が増強されたものと
推察された。一方、ペントースリン酸経路のトランスアルドラーゼ遺伝子(tal1 tal2)の欠失は
有意にクロラムフェニコールの生成を低下させた。このことは tkt1 tkt2 欠失と同様にグルコ
ースからペントースリン酸経路への流れを絞ったことによって前駆体であるエリトロース-4-リ
ン酸が減少したことによるものと考察された。このことを確認するため、pfkA1 pfkA3 欠失株及
び tal1 tal2 欠失株の代謝フラックスを解析した。解糖系酵素遺伝子 pfkA1 pfkA3 欠失株では
増殖初期からグルコースは解糖系ではなくペントースリン酸経路によって代謝されており、ク
ロラムフェニコールの生産開始以降では、80%以上がペントースリン酸経路によって代謝されて
いた。一方、ペントースリン酸経路酵素遺伝子 tal1 tal2 欠失株ではその反対にグルコースは解
糖系によって代謝されていた。pfkA1 pfkA3 欠失株で生育が低下した要因としてグルコースのほ
とんどが解糖系によって代謝できないため、生育に必須な前駆体の供給が滞ってしまったもの
と考えられる。しかし、クロラムフェニコール生産開始以降はペントースリン酸経路から前駆物
質であるエリトロース-4-リン酸が十分に供給されクロラムフェニコールの生成に効率よく利用
されたものと推察される。一方、アクチノマイシン Dも構成成分にシキミ酸経路から生成される
トリプトファンを利用するが、pfkA1 pfkA2 欠失株ではクロラムフェニコールのような生産上昇
は観察されず、むしろ低下が観察された。クロラムフェニコールはシキミ酸経路から供給される
フェニルアラニンのみを利用して生合成されるが、アクチノマイシン D はトリプトファン以外
に他の経路で生成されるバリン、プロリン、スレオニンおよびグリシンを利用するため、これら
のアミノ酸の供給には解糖系による代謝が重要であるためと思われる。なお Streptomyces 属に
は大腸菌など他の細菌で見出されている、Entner-Doudoroff 経路の phosphogluconate 
dehydrogenase 遺伝子(edd)が欠損しているため、この経路によるグルコースの代謝は存在しな
い。放線菌の中でエリスロマイシン生産菌 Saccharopolyspora erythrauea は上記の遺伝子を保
有しており、Entner-Doudoroff 経路が存在する。そこで edd とオペロンを形成している下流 2-
dehydro-3-deoxy-6-phosphogluconate aldolase 遺伝子(kdgA)を S. avermitilis で発現できる
プロモーターで発現させる株を作成した。S> avermitilis SUKA 株で Entner-Doudoroff 経路を
付加させることができ、かつ[1-13C]-グルコースの取り込みから 5〜10%程度グルコースがこの経
路で代謝されることを確認したが、2次代謝産物の生成に関しては、変化が無いかあるいは減少
傾向であった。 
2 次代謝産物生合成遺伝子群の多くは生合成遺伝子群の中あるいは隣接して存在する制御遺伝
子によって発現が調節されている。I型 PKS と NRPS の翻訳後修飾酵素 PptA の包括的な解析を行
う研究で巨大な I 型 PKS 遺伝子を含む生合成遺伝子群の異種発現を効率よく達成させることが
できた。この技術を用いて、I 型 PKS によって生成される抗菌マクロライド(タイロシン、ロイ
コマイシン、スピラマイシン)のそれぞれの生合成遺伝子群の制御遺伝子の発現がそれぞれの生
合成遺伝子群の発現に影響があるかを検討した。それぞれのマクロライド生合成遺伝子群を発
現させる条件下でさらにそれぞれの生合成遺伝子群に配置している制御遺伝子を S. 
avermitilis でよく発現するプロモーターの支配下で発現させるとそれぞれのマクロライドの
生産は 3〜10 倍程度上昇することが確認された。したがってこれらの生合成で遺伝子群に配置
している制御遺伝子の発現が生産の律速になっていることが確認された。一般に生合成遺伝子
群に配置している制御遺伝子は他の 2 次代謝産物の生合成遺伝子群の遺伝子発現を制御するこ
とは知られていない。実際にこれまで構造が非常に類似な化合物の生合成遺伝子群であっても
異なる生合成遺伝子群の制御遺伝子が異なる生合成遺伝子群の個々の遺伝子発現を調節する報
告例は無かった。他の研究において 2 種の生合成遺伝子群を組み合わせたハイブリッド化合物
の創製の過程で興味ある現象を確認した。S.avermitilis でのタイロシン生合成遺伝子群の発現
はスピラマイシン生合成遺伝子群に配置している srmS を導入することによって増強された。そ
こでそれぞれの生産菌及び上記マクロライド生合成遺伝子群を含む S. avermitilis SUKA 株で
それぞれの制御遺伝子の発現による効果を検討した結果、生産菌と異種発現株で同様な結果を
得た。S. fradiae でのタイロシン生産はスピラマイシン生合成遺伝子群内の srmS で増強され、
S. ambofaciens でのスピラマイシン生産はロイコマイシン生合成遺伝子群内の lcmRI で若干の
増強が、S. kitasatoensis でのロイコマイシン生産はスピラマシン生合成遺伝子群内の srmS あ
るいはタイロシン生合成遺伝子群内の tylR では増強されなかった。なおこれらの結果は S. 
avermitilis SUKA 株でそれぞれのマクロライド生合成遺伝子群を異種発現させた系でも同様な
結果を得た。さらにスピラマイシン生合成遺伝子群の S. avermitilis SUKA 株での異種発現に
おける tylR の効果を詳細に調べたところ、スピラマイシンの生産はほとんど変化させなかった
が、新たにスピラマイシンよりも質量数が 3つ多い成分を見出した。これらの成分を単離精製し
たところ、スピラマイシンの構造の forosamine が mycarose に置き換わった成分であることが
判った。以上のような、異なる生合成遺伝子群に配置している制御遺伝子が他の生合成遺伝子群
の発現を正に調節することは初めての知見である。また、S. avermitilis SUKA 株でのスピラマ
イシン生合成遺伝子群の発現に tylR 発現によって生成された成分の構造から恐らく tylR はス
ピラマイシン生合成遺伝子群の中の配糖化及び生合成に関わる遺伝子の発現を増強させている
ものと思われる。 
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