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研究成果の概要（和文）： 
 我々は、抗寄生虫薬であるavermectinの工業生産菌であるStreptomyces avermitilisの染色体

大規模欠失株(SUKA)が種々の異種(微)生物由来の二次代謝産物生産のための汎用宿主として利

用できることを報告してきた。本研究では、5種の異なるアクチノファージの溶原化因子

(attP-int)を保持する染色体組込み型ベクターと部位特異的組換え機構であるCre/loxPシステ

ムを組み合わせることにより、5種の染色体組込み型ベクターを同時に染色体上へ導入可能なマ

ーカレス多重遺伝子導入法を確立した。これにより、数種の異なる、あるいは類似の二次代謝産

物生合成遺伝子の同時導入による新規有用物質生産の為の基盤技術を構築した。 

  

研究成果の概要（英文）：  
 We have already demonstrated the heterologous expression of biosynthetic gene clusters 
in the large-deletion mutants of S. avermitilis (SUKA) that lack major endogenous 
biosynthetic gene clusters and did not produce these endogenous metabolites. SUKA have 
been shown to be versatile and effective hosts for the expression of heterologous gene 
clusters governing the production of a variety of secondary metabolites. In this study 
we developed novel marker-less multi gene introduction system using 5 integrating vectors 
derived from 5 different actinophages. It is useful gene introduction system for 
production of unnatural compounds by combinatorial biosynthesis. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
交付決定額 2,300,000 690,000 2,990,000 

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・応用微生物学 
キ ー ワ ー ド ： Sterptomyces avermitilis, Cre/loxP, genome, secondary metabolism, 

actinophage, synthetic biology 

 
１．研究開始当初の背景 
 放線菌 Streptomyces avermitilis は抗寄
生虫・抗昆虫活性を有する avermectin(ヒ
ト・オンコセルカ症などの特効薬)の工業生
産菌であり、2003 年に申請者所属の研究室に

より実用に供されている抗生物質生産菌と
しては初めてゲノム解析が完了した。
(Nat.Biotechnol.21:526,2003)。申請者は S. 
avermitilis の産業微生物としての優れた
物質生産能力を異種(微)生物由来の有用物
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質生産に応用することを計画し、これまで S. 
avermitilis のゲノム再構成により、物質生
産に特化した汎用宿主の育種並びに種々の
化合物を対象とした物質生産試験を行い、そ
の有用性を示した。大規模染色体欠失株であ
る S. avermitilis SUKA は本菌の主生産物で
あるポリケチド化合物 avermectin(ave)、
oligomycin(olm)、filipin (pte)に加え、テ
ルペン化合物であるpentalenolactone (ptl), 
carotenoids (crt)、geosmin (geo) を含む
約 1.6 Mb(野生株染色体の 20%程度)に及ぶ領
域を欠失している。当領域には当菌染色体上
に見出されている 32 種の二次代謝生合成遺
伝子群の 3割と染色体不安定性の原因となる
IS エレメントのほとんどが含まれている。通
常、本菌野生株へ異種二次代謝産物生合成遺
伝子群を導入した場合、本菌が生産する二次
代謝産物も同時に生成されるため、前駆体や
エネルギー供給の競合による目的化合物の
生産量の低下が生じる。一方、SUKA は主要な
二次代謝産物を全く生産しないため、目的化
合物を効率よく生産することができる。 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究成果により、SUKA が異種微
生物由来の有用物質生産に有用であること
が示された。更に申請者は、複数の異なる二
次代謝産物生合成遺伝子群の同時導入によ
る、新規非天然型化合物の生成を計画した。
汎用宿主へ、類似あるいは異なる二次代謝産
物生合成遺伝子(群)や cytochrome P450 など
の比較的基質特異性の低い修飾酵素を同時
に導入することによって、新たな新規の非天
然型化合物が生成する可能性がある。例えば
ポリケチド化合物の生合成遺伝子群の内の
一部を異なる類似の生合成過程を有する化
合物の生合成遺伝子の一部と入れ替え、本来
の生合成経路を変更することによって、非天
然型の新たな新規化合物が合成される可能
性がある。これは、新たな医薬品や医薬品リ
ード化合物として期待できる。しかしながら、
複数の遺伝子(群)を同時に細胞内へ導入す
る場合には、使用する複数のプラスミドベク
ターが細胞内で安定的に保持されるなけれ
ばならない。また、使用可能な薬剤耐性遺伝
子の数には限りがあるため、ベクター導入後
の薬剤耐性遺伝子の除去が必須である。よっ
て、本研究期間内には既に開発している 5種
の染色体組込み型ベクターを基礎とした、新
たなマーカレス多重遺伝子導入法の確立を
行い、異なるあるいは類似の生合成経路を有
する二次代謝産物生合成遺伝子を簡便かつ
同時に汎用宿主の染色体上へ安定に導入す
ることができる基盤技術の開発を行う。これ
により新たな物質生産体系構築のための基
盤技術の開発を行い、新規生物活性物質の創
製を目指す。 

 
３．研究の方法 
 申請者はこれまで、既存ならびに新たに土
壌より分離した 5 種のアクチノファージ
(φC31, R4, TG1, φK38-1, φBT1)の部位特異
的組換え機構を基礎とする染色体組込み型
ベクター(pKU460, pKU461, pKU462, pKU463, 
pKU464)を開発した。これらは導入後、染色
体上の互いに異なる位置に部位特異的に組
込まれ、非薬剤選択圧下においても安定に保
持されることを確認している。これらは理論
上同時に染色体へ導入することが可能であ
るが、使用可能な薬剤耐性遺伝子の数に限り
があり困難であることから、5 種の染色体組
込み型ベクターを改良し、それら全てをマー
カレスで導入することが可能な技術の開発
を行う。申請者はこれまでに、P1 ファージ由
来の Cre/loxP を改変した変異型 loxP を構築
した。Cre/loxP システムは、Cre リコンビナ
ーゼが触媒する、互いに相同な 42 bp の loxP
配列間の特異的組換え反応である。同じ DNA
分子内で 2 つの loxP 分子が同一の方向性を
有して存在している場合、loxP に挟まれた
DNA 領域が特異的に染色体などの DNA 分子か
ら切り出されることから、DNA 分子内からの
目的分子の切り出しや除去に有用である。し
かしながら、DNA 領域が切り出された後、親
DNA 分子上に一分子の loxP 配列が傷跡とし
て残る。その配列は Cre によって再認識され
るため、同一 DNA 分子上での複数回の利用が
困難とされてきた。一方で、変異型 loxP は
組換え後は、Cre によって再認識されない塩
基置換が施されているため、単一 DNA 分子内
での複数回(無制限)の使用が可能である。つ
まり、5 種の染色体組込み型ベクターが保持
する薬剤耐性遺伝子を変異型 loxP で挟み込
み、各ベクターを染色体へ導入後、細胞内で
Cre を発現させることにより、簡便に薬剤耐
性遺伝子を除去することが可能である。これ
を繰り返し行うことにより、最大で 5種の染
色体組込み型ベクター(5 つの遺伝子群)を単
一染色体内に薬剤耐性遺伝子を必要とする
ことなく導入することが可能であると考え
られる。これまでの解析から、変異型 loxP
で挟み込んだ薬剤耐性遺伝子の Creによる切
り出し効率はほぼ 100%であることを確認し
ている。 
 ベクターの作成法は次のように行った。既
に作成している変異型 loxP で挟み込んだ薬
剤耐性遺伝子のカセットを保持するプラス
ミドを鋳型として、PCR によってカセット部
分を特異的に増幅した。この時、増幅される
カセットの両端に、42 bp の 5 種の染色体組
込み型ベクターの相同配列(薬剤耐性遺伝子
近傍の配列)が付加されるようにプライマー
を設計した。カセットの増幅後、λ RED シ
ステムを用いた組換えシステムを用い、既に



 

 

ベクターが保持している薬剤耐性遺伝子と
置換することによって構築した。ベクター作
成後、5 種のベクターを段階的に導入した。
各段階において、ベクターの導入後、Cre 発
現ベクター(不安定性変異が導入されている
ため、簡単に放線菌細胞内より脱落する)を
さらに導入し、薬剤耐性遺伝子の除去を行っ
た。各段階が正確に進行していることは、パ
ルスフィールドゲル電気泳動を用いて、全 5
種類のベクターが特異的部位に正確に組込
まれていることを確認した。 
 大規模染色体欠失株 SUKA22 に対し、互い
に異なる(微)生物由来の生合成遺伝子群を
同時に導入することにより、新規非天然型化
合物の創製を行った。ここでは、type I 型ポ
リケチド合成酵素によって生成する大環状
ラクトン化合物について検討した。 
 
４．研究成果 
 5 種の異なるアクチノファージの溶原化因
子(attP-int)を保持する染色体組込み型ベ
クターと部位特異的組換え機構である
Cre/loxP システムを組み合わせることによ
り、5 種の染色体組込み型ベクターを同時に
染色体上へ導入可能なマーカレス多重遺伝
子導入法の確立を行った。組換え後に、不活
性型配列を生じる変異型 loxP で挟み込んだ
薬剤耐性遺伝子のカセットを保持するプラ
スミドを鋳型として、PCR によってカセット
部分を特異的に増幅した。この時、増幅され
るカセットの両端に、染色体組込み型ベクタ
ー上の 42 bp の相同配列(標的とする導入領
域)を付加したプライマーを用いた。カセッ
トの増幅後、λRED システムを用いた遺伝子
組換えシステムを用い、5 種の染色体組込み
型ベクター上に上記の薬剤耐性遺伝子カセ
ットを導入した。ベクター作成後、5 種のベ
クターをそれぞれ段階的に S. avermitilis
にプロトプラスト形質転換法により導入し
た。各導入段階において、Cre 発現ベクター
を導入し、薬剤耐性遺伝子の除去を行った。
他の染色体組込み型ベクターを順次導入し、
パルスフィールドゲル電気泳動を行った結
果、5 種類のベクターが全て染色体の互いに
異なる特異的部位に正確に組込まれている
ことを確認した。 
 大規模染色体欠失株 SUKA22 に対し、異な
る(微)生物由来の生合成遺伝子群を同時に
導入することによる、非天然型化合物の創製
を試みた。特に、I 型ポリケチド合成酵素の
触媒により生成する大環状ラクトン化合物
について検討を行った。I 型ポリケチド合成
酵素の遺伝子サイズは数 10kb にもおよび、
またそれが複数連結したオペロン構造を取
っており、母核構造形成後の修飾に関与する
酵素遺伝子を含むその生合成遺伝子クラス
ター全体のサイズは 100 kb にも及ぶ。SUKA

株に対し、Erythromycin 生合成遺伝子クラス
ターをはじめとする種々の生合成遺伝子ク
ラ ス タ ー の 導 入 を 試 み た 結 果 、 S. 
avermitilis が有する制限系により、巨大サ
イズの遺伝子クラスターの導入は困難であ
った。本菌が保有する制限系を回避するため、
ゲノム情報より推測された制限酵素遺伝子
の破壊を行ったが、得られた変異株において
も巨大な DNA分子を導入することは出来なか
った。制限系に関与する因子について現在も
特定を試みているが、今後、巨大 DNA 分子を
導入するための新たな遺伝子導入法を確立
する事が必要である。 
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成遺伝子群の解析 2013 年 3 月 25 日(仙
台・東北大学川内北キャンパス) 口頭発表 

 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/ 
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