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研究成果の概要（和文）：放線菌Actinoallomurus fulvus K09-0307が生産する抗トリパノソーマ活性物質
actinoallolideの生合成遺伝子を遺伝子操作により改変させることで、 抗トリパノソーマ原虫薬として発展可
能なactinoallolide類縁体の合成を目的に研究を行った。K09-0307株のゲノムシークエンスよりactinoallolide
生合成遺伝子クラスターを同定し、本遺伝子クラスターをベクターにクローニングすることにより、異種発現に
成功した。この結果より、ベクター上で遺伝子操作が可能となり、生合成遺伝子改変による類縁体合成の基盤が
構築された。

研究成果の概要（英文）：Actinoallolides are anti-trypanosomal macrolides isolated from the 
endophytic actinomycetes, Actinoallomurus fulvus MK10-036 and K09-0307. A putative actinoallolide 
biosynthetic gene cluster was predicted from the genome sequence of the strain K09-0307. The gene 
cluster was assembled in a BAC vector using Gibson Assembly and ermE* promoter was inserted upstream
 from the start codon of the polyketide synthase gene. The resulting vector is introduced into S. 
coelicolor M1152. Subsequent LC/MS analysis identified actinoallolide A in the culture broth. Thus, 
the heterologous expression system for actinoallolide biosynthetic gene cluster was established and 
it could be used for genetic modification of the gene cluster to synthesis new actinoallolide 
analogs.  

研究分野： 微生物薬品化学
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１．研究開始当初の背景 
 アフリカ睡眠病およびシャーガス病はそ
れぞれアフリカおよびラテンアメリカの風
土 病 で あ り 、 ト リ パ ノ ソ ー マ 原 虫
(Trypanosoma brucei および Trypanosoma 
cruzi)の感染によって発症する感染症であ
る。アフリカ睡眠病による年間死亡者数は 1
万 8 千人と推定され 、年間感染者数は減少
傾向にあるが、既存の治療薬はいずれも副作
用が強いこと、耐性原虫が出現していること
が問題となっている。一方、シャーガス病の
感染者数は年間 7〜8 万人（年間死亡者数 8
千人）と推定されている。シャーガス病の治
療薬は 2種類のみで、いずれも強い副作用や
耐性原虫の出現が問題となっている。トリパ
ノソーマ原虫感染症の治療薬は製薬企業に
とって採算の合う市場とならないため新薬
開発が行われず、現在も 40 年以上前に開発
された薬が使用されている。感染患者の治療
の質を向上させ、さらなる感染拡大を防ぐた
めに「安全」で「効果的」、「経口投与可能」、
「耐性原虫に有効」な薬の開発が早急に求め
られている。 

Actinoallolide A は 放 線 菌
Actinoallomurus fulvus MK10-036 および A. 
fulvus K09-0307 が生産する 12員環マクロラ
イドであり、 in vitro において既存の治療
薬に匹敵する活性を示す一方、細胞毒性を示
さず、選択性に優れている抗トリパノソーマ
原虫活性物質である（図 1）(Inahashi Y., et 
al. Org. Lett. 17: 864-867, 2015)。しか
しながら、トリパノソーマ原虫感染マウスを
用いた in vivo 実験では actinoallolide A
の活性が認められず、薬物代謝実験により
actinoallolide Aは肝ミクロソームで速やか 
に代謝されることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. Actinoallolide A の構造 

 
 
 
２．研究の目的 
  本研究では、A. fulvus K09-0307 のゲノ
ムより actinoallolide 生合成遺伝子クラス
ターを同定するとともに、その生合成遺伝子
を改変させることで、肝ミクロソームでの代
謝を抑え、抗トリパノソーマ原虫薬として発
展可能な actinoallolide 類縁体を合成する
ことを目指した。 
 
 
 

３．研究の方法 
（1）Actinoallolide 生合成遺伝子クラスタ
ーの推定 
 A. fulvus K09-0307 のドラフトゲノムシー
ク エ ン ス を
antiSMSAH(https://antismash.secondaryme
tabolites.org/#!/start)等の生合成遺伝子
クラスター探索ツールを用いて解析するこ
とより、actinoallolide 生合成遺伝子クラス
ターを推定する。 
 
（2）A. fulvus K09-0307 の遺伝子操作 
 A. fulvus K09-0307 を用いて、推定した
actinoallolide 生合成遺伝子を相同組換え
により欠損させる。生合成遺伝子欠損株にお
いて actinoallolide が生産されなくなるこ
とを確認することで、actinoallolide 生合成
遺伝子クラスターを確定させる。 
 
（3）Actinoallolide 生合成遺伝子クラスタ
ーの異種発現 
 A. fulvus K09-0307 の遺伝子操作が困難な
場合は、遺伝子クラスターをプラスミド上に
クローニングし、異種発現用宿主である
Streptomyces属放線菌に導入させる。遺伝子
クラスター導入株を用いて異種発現を行い、
actinoallolide の生産を確認することで、
actinoallolide 生合成遺伝子クラスターを
確定させる。 
 
（4）生合成遺伝子の改変 

ポリケチド合成酵素（PKS）のアシルトラ
ンスフェラーゼ（AT）ドメインを改変し、エ
ステル結合近傍の側鎖を伸長させることに
より、エステルの加水分解が受けにくい類縁
体を作り出す。 
 

４．研究成果 
（1)Actinoallolide 生合成遺伝子クラスタ
ーの推定 
Actinoallolide は erythromycin 等のマク

ロライド化合物と同様に I型 PKS によりマロ
ニル CoAやメチルマロニル CoAを基質として
合成されることが推測されたため、A. fulvus 
K09-0307 のドラフトゲノムシークエンスを
antiSMASH で解析した結果、I 型 PKS を含む
遺伝子クラスターを actinoallolide 生合成
遺伝子クラスターとして推定した。本遺伝子
クラスターは 53 kb のサイズを有し、クロト
ニルCoAレダクターゼ、PKS、シトクロムP450、
アシル CoA デヒドロゲナーゼおよび TetR 
family 転写制御因子をコードする遺伝子が
含まれていた（図 2）。  
 
 
 
 
 
図 2. Actinoallolide 推定生合成遺伝子ク

ラスター 



 
（2）A. fulvus K09-0307 の遺伝子操作 
Actinoallolide 生合成遺伝子クラスター

の同定のため、相同組換えによる生合成遺伝
子の欠損を試みた。接合伝達法およびプロト
プラスト法（Kieser T. et al. Practical 
Streptomyces genetics, 2000）を用いて A. 
fulvus K09-0307 へのプラスミド導入を試み
たが、いずれの方法も成功せず、A. fulvus 
K09-0307 の遺伝子操作は困難であると判断
した。 
 

（3）Actinoallolide 生合成遺伝子クラスタ
ーの異種発現 
A. fulvus K09-0307 の遺伝子操作が困難で

あったため、推定された actinoallolide 生
合成遺伝子クラスターをクローニングし、
Streptomyces 属放線菌にて異種発現させる
ことを試みた。 
A. fulvus K09-0307 のゲノム DNA よりコス

ミドライブラリーを作製した。本遺伝子クラ
スターの上流領域（約 200 bp）、中流領域（約
500 bp）および下流領域（約 600 bp）を特異
的に増幅させるプライマーを用いて、PCR に
よりコスミドライブラリーから本遺伝子ク
ラスターの探索を行った結果、本遺伝子クラ
スターの上流から中流領域 27 kb を含むコス
ミド（2D5）および中流から下流領域 35 kb
を含むコスミド（5C5）を取得した。 
取得したコスミドを Gibson Assembly

（Gibson et al. Nat. Methods. 6: 343-347, 
2009）を用いて BAC ベクター上に繋ぎ合わせ
ることとした。コスミド 2D5 を XhoI で消化
することで 14 kb のフラグメント A（上流-
中流領域）を得た。コスミド 5D5 を BstBI お
よび SpeI で消化することで 31 kb のフラグ
メント B（中流-下流領域）を得た。コスミド
5D5 を BstBI で消化することで 11 kb のフラ
グメント C（フラグメント Aと Bの間の領域）
を得た。フラグメント Cの両端にそれぞれフ
ラグメント Aおよび Bとオーバーラップする
領域を補足した後、全てのフラグメントを 
Gibson Assembly を用いて BAC ベクターに連
結させることで、本遺伝子クラスター全領域
を含むベクターを構築した。構築したベクタ
ーに apramycin 耐性遺伝子、attP site およ
び integrase 遺伝子を導入することで
pYIK3-aal を作製した。大腸菌から接合伝達
によりpYIK3-aalを異種発現用宿主である放
線菌 Streptomyces coelicolor M1152、 S. 
lividans TK24 および S. albus J1074 に導入
した。遺伝子クラスター導入株を 5種類の液
体培地で培養し、LC/MS で培養液を解析した
が 、 い ず れ の 培 養 液 に お い て も
actinoallolide の生産を確認することはで
きなかった。 
生合成遺伝子クラスターの転写が異種発

現用宿主内で起こっていないことが考えら
れたため、PKS のスタートコドンの上流に
ermE*プロモーターを挿入したpYIK3-aalMを

作製した。pYIK3-aalM を大腸菌から接合伝達
により S. coelicolor M1152 に導入し、S. 
coelicolor M1152/pYIK3-aalM の培養液を
LC/MS で解析した結果、actinoallolide A の
生産が確認された。 
 
以上の結果より、A. fulvus のゲノムから

actinoallolide の生合成遺伝子クラスター
が同定され、さらに、異種発現による
actinoallolide の生産が可能となった。また、 
ベクター上の生合成遺伝子クラスターに対
して遺伝子操作が可能なため、A. fulvus 
K09-0307 の遺伝子操作を行うよりも容易に
生合成遺伝子の改変が行えるようになった。 
 
今後は 、ベクター上の生合成遺伝子を改

変することにより、肝ミクロソームでの代謝
を抑え、抗トリパノソーマ原虫薬として発展
可能な類縁体の取得を試みる。 
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