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研究成果の概要（和文）：本研究では、放線菌二次代謝シグナル系の改変による休眠物質の生産覚醒化とその生
合成系の解明、またブテノライド型シグナル系を有する放線菌種の同定とその二次代謝系の解明、を主目的とし
た。本研究により、抗寄生虫薬エバーメクチン生産菌において、シグナル受容体の遺伝子破壊がフトキサゾリン
Aの生産を覚醒すること、またフトキサゾリンA生合成クラスターが公開ゲノム情報にない領域にコードされてい
ることを解明した。また、ブテノライド型シグナル活性を示す物質を同定し、ブテノライド型シグナルの構造活
性相関を解明したのに加え、二次代謝シグナルを介した化学シグナルトークを示した。

研究成果の概要（英文）：Streptomyces hormones induce the production of secondary metabolites by 
binding to the cognate receptors in actinomycetes. In this study, I aimed to awaken cryptic useful 
secondary metabolites through the manipulation of signaling cascades governed by Streptomyces 
hormones, and to identify actinomycetes strains in which butenolide-type Streptomyces hormones 
control secondary metabolism. I demonstrated that gene disruption of Streptomyces-hormone receptor 
activates the production of phthoxazolin A in Streptomyces avermitilis, and that phthoxazolin A 
biosynthetic genes are encoded on an extra genomic region that is not found in the public database. 
Furthermore, identification of butenolide-type Streptomyces hormone-like compounds from Streptomyces
 albus J1074 led to structure-activity relationship for butenolide-type Streptomyces hormones, as 
well as chemical communication between different streptomycetes via Streptomyces hormones. 

研究分野： 応用微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
研究代表者は、多彩な生理活性物質を二次

代謝産物とする放線菌を対象として、新型の
二次代謝誘導シグナル（ブテノライド型シグ
ナル）を抗寄生虫薬エバーメクチン生産菌
Streptomyces avermitilisより報告した（引
用文献①）。先行研究により、（i）ブテノラ
イド型シグナルの異種放線菌への投与は、休
眠化合物の生産を覚醒する、（ii）二次代謝
誘導シグナル受容体の遺伝子破壊は、主生成
物以外の二次代謝産物の生産にも影響する、
（iii）放線菌の 30%がブテノライド型シグナ
ルを産生する活性を示す、（iV）ブテノライ
ド型シグナルによる二次代謝誘導機構は、従
来のシグナル制御系とは異なる、などの成果
を挙げた。 
研究代表者は、これらの成果を発展させ、

（i）ブテノライド型シグナル制御系を活用
すれば、従来シグナルでは為し得なかった休
眠物質の生産が覚醒し、生理活性物資を探索
する技術を提案できる、（ii）シグナル受容
機構を多種放線菌にて解明すれば、潜在二次
代謝能を開拓する制御モデルを確立できる、
（iii）微生物ケミカルコミュニケーション
を微生物潜在能の発掘に応用できる、と考え
た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（i）ブテノライド型シグナル

制御系の改変に基づいて、休眠二次代謝能を
活性化し、有用生理活性物質を顕在化させ、
その生合成系を解明する、（ii）新たに特定す
るシグナル産生放線菌にてシグナル受容機
構を解析し、ブテノライド型シグナル系によ
る物質生産制御モデルを確立する、ことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、休眠二次代謝を覚醒させる放

線菌として、S. avermitilisと異種発現宿主
放線菌として著名な Streptomyces albus 
J1074 株、ブチロラクトン型シグナルを産生
する Streptomyces lavendulae FRI-5 株、二
次 代 謝シグ ナ ルが同 定 されて い な い
Kitasatospora setae を、主要な研究対象菌
とした。また、上記の４菌株に加え、二次代
謝シグナル制御系解明の手がかりとなるブ
チ ロ ラ ク ト ン 型 シ グ ナ ル 産 生 菌
Streptomyces virginiaeも対象とし、二次代
謝シグナル制御系の総合的な理解にも取り
組んだ。一方、休眠二次代謝を覚醒させる放
線菌ライブラリーを充実させるため、海綿に
共生する放線菌も新たに単離することにし
た。 
 

（１）生産覚醒化物質フトキサゾリン Aの生
合成経路の解明 
エバーメクチン生産オリジナル菌株 S. 

avermitilis KA-320 株を野生型株として、二
次代謝シグナル受容体様タンパク質の遺伝

子破壊株ΔavaR3 株（引用文献②）から、フ
トキサゾリン Aを標準品として調製した。エ
バーメクチン高生産株 S. avermitilis K139
株とゲノム大規模欠失株 S. avermitilis 
SUKA22 株を用いて、そのフトキサゾリン A生
産能を調査した。フトキサゾリン Aの生合成
遺伝子クラスターを同定するため、 S. 
avermitilis KA-320/ΔavaR3株を出発菌株と
して、左端領域を欠失させた各種SALD株を、
またフトキサゾリンA生合成酵素と推定され
る PtxA の遺伝子破壊株を構築し、そのフト
キサゾリン A生産能を解析した。 
 
（２）ブテノライド型シグナル活性を有する
放線菌における二次代謝機構の解明 
ブテノライド型シグナル活性が高い S. 

albus J1074 株（引用文献③）にて、ブテノ
ライド型シグナルの生合成酵素遺伝子を推
定するため、公開ゲノム情報を解析した。推
定したシグナル生合成酵素（aco）の遺伝子
破壊株を構築し、各種培養条件における代謝
物プロファイルを HPLC にて解析した。aco遺
伝子の破壊に伴い生産が消失する化合物を
精製し、その化学構造を各種機器分析により
同 定 し た 。 S. albus J1074 株 と S. 
avermitilis Δaco 株を共培養することによ
り、S. avermitilis Δaco株のエバーメクチ
ン生産回復能を解析した。S. albus J1074 株
との共培養により S. avermitilis Δaco 株
が生産するエバーメクチンをイメージング
質量分析により可視化した。 
 

（３）ブチロラクトン型シグナル産生菌にお
ける休眠二次代謝の覚醒 
ブチロラクトン型シグナル産生菌 S. 

lavendulae FRI-5 株にて、各種二次代謝クラ
スターを確認するため、ゲノム情報を解析し
た。青色色素インジゴイジンの生合成遺伝子
（lbpA）を S. lavendulae FRI-5 株からクロ
ーニングし、構成的プロモーターと共に S. 
avermitilis SUKA22 株に導入した。構築した
S. avermitilis SUKA22/lbpAのインジゴイジ
ン生産能を各種培養条件下にて解析した。 
 次に、I 型ポリケタイド合成酵素遺伝子群
が座乗するコスミドを S. lavendulae FRI-5
株コスミドライブラリーから同定し、S. 
avermitilis SUKA22 株に導入した。コスミド
導入に伴い生産が増加する化合物（ラベンジ
オール）を精製し、その化学構造を各種機器
分析により同定した。ラベンジオール生合成
酵素と推定される遺伝子を、コスミド導入株
にて破壊し、そのラベンジオール生産能を解
析した。 
 
（４）生産覚醒化物質キタセタリン生合成系
の同定と新規物質の生産 
K. setaeにおいて、二次代謝シグナルの受

容体様遺伝子を破壊すると、新規β-カルボ
リン化合物キタセタリンの生産が増加する
（引用文献④）。キタセタリンの生合成遺伝



子を同定するため、推定生合成遺伝子を S. 
avermitilis SUKA22 株に導入し、その代謝物
プロファイルを HPLC により解析した。キタ
セタリン生合成遺伝子の一つである kslB 遺
伝子の導入により、生産が検出された化合物
を各種機器分析により構造同定した。また、
同化合物の抗菌活性と細胞毒性などの生理
活性を検討した。 
 
（５）ブチロラクトン型シグナルを生産誘導
する培養因子の同定 
ブチロラクトン型シグナル産生菌 S. 

virginiae にて、シグナル生産が観察される
合成培地の条件を検討した。合成培地に含ま
れる各種成分の濃度を変化させた場合のブ
チロラクトン型シグナル産生能をバイオア
ッセイにより解析した。また、ブチロラクト
ン型シグナルが生産誘導する抗生物質の生
産量を HPLC により定量解析した。 
 
（６）海綿共生放線菌の単離とその生物的性
質の解明 
休眠二次代謝を覚醒させる放線菌種を拡

大させるため、海綿に共生する放線菌を、高
知県または鹿児島県から単離した。単離した
放線菌の多様性を解析するため、その 16s 
rDNA 配列と抗菌スペクトラムを分析した。 
 

４．研究成果 
（１）生産覚醒化物質フトキサゾリン Aの生
合成経路の解明 
研究代表者は、エバーメクチン生産菌にお

いて、ブテノライド型シグナル受容体様遺伝
子を機能喪失させることにより、セルロース
生合成阻害剤フトキサゾリン A を見出した
（発表論文⑤）。フトキサゾリン A の生理活
性を検討したところ、ダイズ茎疫病菌
Phytophthora sojaeとほうれん草根腐れ病菌
Aphanomyces cochlioides に対して強い生育
阻害活性を示した。フトキサゾリン Aの生産
がブテノライド型シグナルに制御されるか
を検証したところ、ブテノライド型シグナル
がフトキサゾリンA生産を負に調節している
ことが分かった。また、フトキサゾリン A生
産はエバーメクチン生産欠損に対して微小
にしか増加しないことから、ブテノライド型
シグナル受容体様タンパク質がフトキサゾ
リンA生産を直接的に制御する様式が明らか
となった。 
フトキサゾリンAは既知化合物であったが、

その生合成系は報告されていない。そこで、
フトキサゾリンAの生合成クラスターを同定
するため、フトキサゾリン Aの基本骨格から
推定される生合成遺伝子群を機能喪失させ
た。しかし、いずれもそのフトキサゾリン生
産能に変化はなく、フトキサゾリン生合成に
は予想困難な酵素が関与している可能性が
示唆された。フトキサゾリン A生合成に関わ
るゲノム領域を同定するため、ゲノム大規模
欠失株を Cre/loxP 法などにより構築した。

その結果、約 690 kb を欠失させた株がフト
キサゾリン Aの生産を停止したため、領域の
限定化を図ったが、生合成遺伝子の同定に至
らなかった。フトキサゾリン A生産の覚醒化
が想定外の遺伝子に変異が導入された可能
性を疑い、S. avermitilis KA-320 株のゲノ
ム再解析を実施したところ、公開されている
S. avermitilis K139 株には含まれないゲノ
ム DNA 領域が S. avermitilis KA-320 株の染
色体DNA右端領域に位置することが明らかと
なった。In silico 解析と遺伝子破壊解析に
より、フトキサゾリン生合成を担う遺伝子群
を同定することに成功した。これらの結果よ
り、二次代謝シグナル系の改変が、エバーメ
クチン生産菌におけるゲノム構造の変遷を
解明し、また新たな I型ポリケタイド合成酵
素の発見に結びついた（発表論文②）。 
 
（２）ブテノライド型シグナル活性を有する
放線菌における二次代謝機構の解明 
研究代表者は、ブテノライド型シグナルを

生産欠失する S. avermitilis Δaco 株を用
いて、各種放線菌の培養抽出液を精査するこ
とにより、放線菌の約 30%がブテノライド型
シグナル活性を示すことを明らかにした（発
表論文⑥）。その中でも、S. albus J1074 株
が高シグナル活性を示したことから、S. 
albus J1074 株では、ブテノライド型シグナ
ルが支配する二次代謝制御系が存在するの
ではないかと考えた。S. albus J1074 株の公
開ゲノム情報に基づき、シグナル生合成に関
与する遺伝子（aco）を推定し、その機能破
壊株を構築した結果、ブテノライド型シグナ
ル活性が顕著に低下するともに、代謝物プロ
ファイルが大きく変化した。一方、シグナル
活性を示す培養液を aco遺伝子破壊株に添加
したところ、代謝物プロファイルに変動が観
察されなかった。そこで、野生型株に存在し、
生合成酵素破壊株では生産されない化合物
を同定したところ、ブテノライド環を含む化
合物であることが分かった。類似した挙動を
示す放線菌種を複数、見出していることより、
ブテノライド型シグナル制御系は、放線菌に
広く分布する可能性が示唆された。S. albus 
J1074 株より単離したブテノライド環を含む
化合物群の二次代謝誘導能を調べたところ、
ブテノライド型シグナルの構造活性相関が
明らかとなった。 
また、S. albus J1074 株を S. avermitilis 

Δaco 株と共培養させたところ、エバーメク
チンの生産が回復したことから、ブテノライ
ド型シグナルが放線菌の種間を超えて作用
することが明らかとなり、放線菌の二次代謝
シグナルを介した化学コミュニケーション
が明らかとなった（発表論文①）。 
 
（３）ブチロラクトン型シグナル産生菌にお
ける休眠二次代謝の覚醒 
S. lavendulae FRI-5 株は、ブチロラクト

ン型シグナルを産生して、青色色素インジゴ



イジンを生産する。インジゴイジンは有望な
天然染料にあるにも関わらず、S. lavendulae 
FRI-5 株におけるインジゴイジン生産は不安
定であった。インジゴイジン生合成酵素遺伝
子を S. lavendulae FRI-5 株のドラフトゲノ
ム情報から探索したところ、候補遺伝子 lbpA
を見出した。lbpA遺伝子を構成的プロモータ
ーと共に S. avermitilis SUKA22 株に導入し
たところ、青色色素の生産が観察された。こ
の青色色素の質量を測定したところ、インジ
ゴイジンの質量と一致したことから、lbpA遺
伝子がインジゴイジン生合成酵素遺伝子が
あることが明らかとなった。また、インジゴ
イジンの基質であるグルタミンを lbpA 導入
株に添加したところ、インジゴイジン生産を
約 10 倍に増加させることに成功した（発表
論文⑦）。 
次に、休眠二次代謝クラスターを覚醒させ

るため、多彩な生理活性を示すポリケタイド
化合物を生合成するI型ポリケタイド合成酵
素遺伝子に着目した。転写が検出されない I
型ポリケタイド合成酵素遺伝子群が座乗す
るコスミドを S. avermitilis SUKA22 株に導
入したところ、宿主株では検出されない化合
物が検出された。この化合物を精製し、その
化学構造を決定したところ、ストレプトテノ
ール系化合物と考えられる新規化合物であ
ることが分かった。したがって、この化合物
をラベンジオールと命名した。ラベンジオー
ル生合成酵素と推定される遺伝子を、コスミ
ド導入株にて破壊したところ、ラベンジオー
ル生産能が消失したことから、ラベンジオー
ル生合成酵素群の取得に成功した。 
有用な生理活性を示すストレプトテノー

ル系化合物において、その生合成系は解明さ
れていない。したがって、ラベンジオール生
合成系の改変により、非天然型の化合物が創
出されることが期待される（発表論文③）。 
 
（４）生産覚醒化物質キタセタリン生合成系
の同定と新規物質の生産 
K. setaeにおいて、二次代謝シグナルの受

容体様遺伝子を破壊することにより、新規β
-カルボリン化合物キタセタリンを同定した。
キタセタリンの生合成遺伝子を同定するた
め、推定生合成酵素遺伝子を S. avermitilis 
SUKA22 株に導入した結果、キタセタリンとそ
の類縁体に加えて、新たな化合物の生産を検
出した。この化合物の化学構造を同定したと
ころ、３つのカルボン酸を有する新規トリプ
トリン化合物（キタセタリン酸と命名）であ
ることが分かった。キタセタリン酸は、キタ
セタリン生合成系の中間体であると考えら
れることから、この発見によりキタセタリン
生合成系の理解が進むと考えられる。次に、
キタセタリン酸の生理活性を検討したとこ
ろ、抗菌活性は検出されず、また各種細胞に
対する毒性も示さなかった。しかし、小胞体
ストレスに関与する腫瘍マーカーに対して
発現抑制作用が検出されたため、今後、キタ

セタリン酸が抗ガン剤リード化合物の一つ
になることが期待される。 
 
（５）ブチロラクトン型シグナルを生産誘導
する培養因子の同定 
ブチロラクトン型シグナルによる二次代

謝制御系の知見を深めるため、如何にしてブ
チロラクトン型シグナル自体の生産が誘発
されるかを S. virginiae を用いて検証する
ことにした。培地成分の詳細な検討を可能と
するため、シグナルを生産する合成培地の条
件を確立した。次に、各培地成分の初期濃度
を減少させたところ、アミノ酸と糖について
は、各初期濃度とシグナル生産の間に相関が
見られなかったのに対し、無機リン酸の初期
濃度を減少させた場合、シグナルの早期生産
現象が観察された。したがって、ブチロラク
トン型シグナルの産生が、無機リン酸の濃度
減少により誘導されることが明らかとなっ
た。二次代謝シグナルの産生誘導に関する知
見は、この研究成果が最初である。今後、こ
の無機リン酸の二次代謝シグナル産生への
関与が、放線菌全体に適用できる概念である
かを検証する予定である。 
 
（６）海綿共生放線菌の単離とその生物的性
質の解明 
休眠二次代謝を覚醒させる放線菌種を拡

大させるため、海綿に共生する放線菌を、高
知県または鹿児島県から単離した。単離した
放線菌の多様性を解析するため、16s rDNA 配
列を分析したところ、代表的な海洋放線菌で
ある Micromonospora属と Streptomyces属に
加え、Blastococcus属や Actinomycetospora
属、Saccharomonospora 属などの希少放線菌
が含まれていることが分かった。次に、抗菌
活性や抗真菌活性、放線菌二次代謝に対する
誘導活性を検討した結果、分離した海綿共生
放線菌の多くが、各種活性を示した。特に、
放線菌二次代謝を誘導する活性を示す菌株
や結核菌に対して生育阻害活性を示す菌株
が得られたことから、これらの海綿共生微生
物は新規生理活性物質、特に休眠化合物、の
有望な探索源になりうることが示唆された。 
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