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研究成果の概要（和文）：放線菌の好気的に生産する膜結合型硝酸還元酵素（dNar）の生理的
意義について解析した。作成した dNar 破壊株は野生型と比較して抗生物質生産に異常をきた
した。また一酸化窒素(NO)ジオキシゲナーゼであるフラボヘモグロビン破壊株でも同様に二次
代謝に影響が表れた。 

 
研究成果の概要（英文）： We analyzed physiological roles of aerobic membrane-binding 
type nitrate reductase (dNar) and nitric oxide dioxygenase (flavohemoglobin)in 
Streptomyces coelicolor. As a result, the dNar destruption caused abnormality to the 
antibiotic production compared with that of a wild type. Moreover, the influence also 
appeared for the secondary metabolism in the flavohemoglobin destruptant.  
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１．研究開始当初の背景 
申請者は、これまで絶対好気性細菌とされ
てきた土壌細菌である放線菌 Streptomyces
属 細 菌 に 、 嫌 気 的 に 生 育 可 能 な S. 
antibioticus を見出した。S. antibioticus
に見出された新規窒素代謝系（図１）につい
て、解析を行った結果、異化型硝酸塩還元酵
素とフラボヘモグロビンが、本代謝系の主要
構成酵素であることが示唆された。 
異化型硝酸塩還元酵素（dNar）は、嫌気条
件かつ硝酸塩存在時において発現、生産され

ることが、既知の知見であった。しかし、本
菌は好気的かつ硝酸非添加にも関わらず、
dNar を生産しており、また本培養条件で有機
体窒素から生産される亜硝酸と dNar の関連
性があった。 
以上の生命現象における本酵素らの生理
的意義について同様の現象が観察された S. 
coelicolor について解析を開始した。 
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図１ Streptomyces antibioticus の新規窒
素代謝経路（予想）と関連すると考えられる
酵素群 
Nar: 異化型硝酸塩酵素, Nir: 同化型ア硝酸
塩還元酵素, Nor: 一酸化窒素還元酵素, 
N2Or: 亜酸化窒素還元酵素, NOS: 一酸化窒
素合成酵素, Fhb: 一酸化窒素ジオキシゲナ
ーゼ（フラボヘモグロビン） 
 
 
２．研究の目的 
本研究は抗生物質、抗癌剤、免疫抑制剤生
産菌として人類にとって非常に有用な放線
菌の新規な窒素代謝系を分子レベルで明ら
かにし、各種発酵生産において本菌群の通気
制御などの生育制御や、また本代謝系を利用
した排水処理技術の開発などの応用面での
目的と、さらには地球上の窒素サイクルの新
たな知見を得ることを目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
（１）S. coelicolorA3(2)の異化型硝酸塩還
元酵素dNarは染色体上に3コピー存在する。
dNar は三量体の細胞膜結合型の酵素で、触
媒サブユニットのαサブユニットは遺伝子
narG にコードされており、本研究では、こ
の narG, narG2, narG3のそれぞれの単独破
壊と３つ同時破壊株の作成を試みた。さらに
表現型を野生株と比較した。  

 
 
（２）flavohemoglobinは一酸化窒素（NO）
を硝酸に還元する酵素である。これまで報告
されている知見では、本酵素は、NO に対し
ての解毒酵素で、外来の NOあるいは NO発
生剤によって細胞内での生産が誘導される
ことが知られている。しかし、本菌の
flavohemoglobin はこれまでの結果から、非

NO ストレス条件下でも生産されており、本
酵素のコードする hmpA 遺伝子の破壊を試
みた。さらに表現型を野生株と比較した。 
 
 
 （３）我々の研究グループにより S. 
antibioticus は細胞内に一酸化窒素を生産
することが明らかとなっている。そこで S. 
coelicolor も S. antibioticus と同様に一酸
化窒素を細胞内に生産するかを検証するた
め、一酸化窒素蛍光試薬 DAF-2DA を細胞内に
取り込ませ、蛍光顕微鏡で観察した。また
flavohemoglobin 過剰発現株を作成するため、
pIJ6902 vector に hmpa 遺伝子を挿入し、S. 
coelicolor に導入した。本過剰発現系は、抗
生物質であるチオストレプトンの添加によ
り、制御可能である。過剰発現株作成後、放
線菌の生産する一酸化窒素について検証し
た。表現型を野生株と比較した。  
 
 
４．研究成果 
（１）S. coelicolor の持つ異化型硝酸塩
還元酵素 dNar 生産能欠損株を作成し、野生
株と比較した結果、培養後 3 日目、4 日目の
固体培地上において、野生株では、ウンデシ
ルプロジギオシン（赤色色素）の生産は確認
されるが、一方、dNar 生産能欠損株では、野
生株と比較して顕著にアクチノロージン（紫
色素）の生産活性が上昇した（図２）。 
 

図２ S. coelicolor 野生型と dNar 破壊株の
抗生物質生産能の比較 
固体培地には Bennnet 培地を使用した。赤色
色素: ウンデシルプロジギオシン, 紫色色
素: アクチノロージン 



 （２）S. coelicolor の恒常的発現してい
る flavohemoglobin 生産能欠損株を取得した。
結果、野生型と比較して、胞子形成能とアク
チノロージン（紫色素）生産能が顕著に増加
した（図３）。さらにこの現象は、hmpA 遺伝
子を再導入することで相補され、本現象に
flavohemoglobin が関与していることが明ら
かとなった。 

図３ 野生株と flavohemoglobin 破壊株の表
現型比較 
 
 
 （３）S. coelicolor が生体内に一酸化窒
素を生産しているかどうかを検証するため
に、一酸化窒素蛍光指示薬 DAF-2DA を細胞に
取り込ませ、蛍光観察した。その結果、蛍光
が観察され、本菌は S. antibioticus と同様
に一酸化窒素を何らかの基質から生産して
いることが明らかとなった（図４）。更に観
察 さ れ た 蛍 光 、 即 ち 一 酸 化 窒 素 は
flavohemoglobin 過剰発現によって消失した。 
また、flavohemoglobin 過剰発現株では、野
生型と比較して、抗生物質アクチノロージン
の生産能が上昇した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図４）S. coelicolor の一酸化窒素生産及
び flavohemoglobin 過剰発現株と野生型の表
現型の比較 
 
以上の結果から、新たにいくつかの新規な生
命現象が明らかとなり、非常に有意義な結果
が得られた。今後は、一つ一つの現象につい
て、その原因を分子レベルで解明していく予
定である。 
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