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研究成果の概要（和文）：二次代謝産物生合成の詳細な解析および改変のため汎用性のある異種生合成遺伝子群発現の
ためのモデル宿主の構築を行った。物質生産を効率良く達成するため2003年に我々によってゲノム解析が完了した、医
薬品生産菌Streptomyces avermitilisを元に染色体の再構築を行った。同菌株の内在性の二次代謝産物の生合成にかか
わる遺伝子を欠失、さらに反応性の高い修飾酵素の遺伝子を欠失させた大規模欠失株を作製した。得られた宿主に20種
の異種生合成遺伝子群を導入したところ、得られた形質転換体から物質生産を観察することができた。

研究成果の概要（英文）：An industrial microorganism Streptomyces avermitilis, which is a producer of 
anthelmintic macrocyclic lactones, avermectins, has been constructed as a versatile model host for 
heterologous expression of genes encoding secondary metabolite biosynthesis. Twenty of the entire 
biosynthetic gene clusters for secondary metabolites were successively cloned and introduced into a 
versatile model host S. avermitilis SUKA17 or 22. Almost all S. avermitilis transformants carrying the 
entire gene cluster produced metabolites as a result of the expression of biosynthetic gene clusters 
introduced. A few transformants were unable to produce metabolites but their production was restored by 
the expression of biosynthetic genes using an alternative promoter or the expression of a regulatory gene 
in the gene cluster that controls the expression of biosynthetic genes in the cluster using an 
alternative promoter.

研究分野： 微生物分子遺伝学

キーワード： 二次代謝産物　生合成マシナリー　異種発現　放線菌
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１．	 研究開始当初の背景 
	 放線菌は多種多様な構造ならびに生物
活性を有する有機化合物（ 2 次代謝産物）
を創り出す。放線菌等の原核細胞生物の 2
次代謝産物生合成に関与する遺伝子は、ほ
ぼ例外なくそれらすべての遺伝子が染色
体上の特定の位置にクラスターを形成し
ており、オペロン構造を形成しない植物な
どの遺伝子とは全く異なる。このことは一
連の生合成遺伝子すべてを一つの DNA 断
片として回収することが可能であり、これ
らの遺伝子の再構成や機能改変を行う上
で、極めて効率良い素材である。一方、有
用 2次代謝産物を生産する放線菌の生合成
機構を解析する過程で、ゲノム配列の決定
や染色体断片のクローン化が行われても、
直接的かつ詳細な検討には分子遺伝学的
な解析は必須である。しかしながら、多く
の放線菌では、遺伝的な不安定性さのみな
らず、遺伝子破壊や特定遺伝子の高発現な
ど遺伝子の導入が不可能、あるいは極めて
困難な場合が多く、解析を断念せざるを得
ない場合が多い状況である。 
２．研究の目的 
	 2 次代謝産物の生合成遺伝子群はその
生合成に必要な反応工程に応じ、ポリケタ
イドのような極めて複雑かつ、骨格の修飾
の多い化合物の生合成遺伝子群では 100 kb 
を越えるものも少なくない。このような巨
大 DNA 断片を利用した物質生産を達成す
るには宿主生物に導入することだけでな
く、それが安定に宿主生物に保持されるこ
と、また導入した個々の遺伝子が効率良く
発現することは言うまでもない。放線菌は
2 次代謝産物の生産に長けた微生物であ
り、ゲノム解析から 2 次代謝産物の生合成
遺伝子群の総数のみならずこれら 2 次代
謝産物の生成に必要な 1 次代謝産物であ
る前駆体の供給や合成過程に必要なエネ
ルギー代謝が十分に整っていることと、1 
次代謝と 2 次代謝とのタイミングが極め
て効率良いものと推察された。このような
理由から、工業生産に使用されなおかつゲ
ノ ム 解 析 が 完 了 し た Streptomyces 
avermitilis を、物質生産のために最適化し
た宿主として構築することは、生合成工学
的な物質生産の展開ならびに将来に向け
ての新たな物質生産体系を築くためにも
有効な方法である。このような考えで宿主
を構築する試みは国内外ともに報告が無
く、きわめて独創性のある次世代技術開発
につながる研究である。 
３．研究の方法 
	 多くの天然物生合成経路の解析から、そ
れらの生合成には 1 から 30 種の酵素が働
いていることが明らかとなってきた。また、
これらの解析結果からを 10 種程度の生合
成酵素を自在に扱うことによってかなり
複雑な分子の合成もできるようになって
きた。そこでこれらの生合成酵素および遺

伝子の機能解析に必要な道具である信頼
性が高く、かつ効率良い異種発現用宿主、
高発現用プロモーター、多数の遺伝子から
なる断片を効率良く導入可能な仕組みな
ど物質生産用（分子生物学用）ツールを開
発する。具体的には、(1) 物質生産のため
に必須な最少ゲノムの構築 (2) 安定かつ
良好な発現が達成できる異種遺伝子導入
システムの構築 (3) 異種生合成遺伝子の
高発現を達成するプロモーターの探索 (4) 
前駆体供給系改変による物質生産の効率
化などの検討を行う。 
４．研究成果	 
	 今世紀初めからのゲノム解析技術の進
歩によって、現在までに 3,400 種以上の真
正細菌および 170種を越える始原菌のゲノ
ム 解 析 が 完 了 し て い る
(https://gold.jgi-psf.org/index)。2次代謝産物
の生成が比較的多く観察される上記の細
菌のゲノムは、生成物に対応する数以上の
生合成遺伝子群が見出されることが特徴
である。特に Streptomyces属ではゲノム上
に 30 種以上の生合成遺伝子群が見出され
るが、これらの内の数種の生合成遺伝子群
のみが発現し、他の生合成遺伝子群は実験
室レベルの環境では発現が観察されない
休眠状態である 1。2次代謝産物生合成遺伝
子群の遺伝学的な解析は、生合成経路の理
解や遺伝子発現調節など多くの知見を得
ることができるとともに、それらの成果を
実用生産の改良や特定成分の選択的な蓄
積など、産業利用に展開することが期待さ
れる。しかしながら、放線菌では遺伝的な
不安定性さや分子遺伝学的な手法の適用
が困難なこともあり、解析に至ってない場
合も少なくない。我々は、多くの有用物質
生合成遺伝子群の詳細な機能解析等を実
現するため、信頼性の高いモデル宿主(最
適化宿主)の構築、安定かつ高発現の達成
できるベクターおよび多数の遺伝子の導
入可能な物質生産用のツールを提供する
ことを目的として検討を行った。	 
	 2 次代謝産物の生合成遺伝子群を詳細に
解析するにあたり、当該生合成遺伝子群を
保有する菌株での分子遺伝学的な手法が
適用できないことが少なくない。このこと
によって生合成遺伝子群の解析を著しく
困難にしている。この場合、分子遺伝学的
な解析が可能な宿主での 2次代謝産物生合
成遺伝子群の異種発現系は多くの情報を
得ることが期待できる。これらの要求に応
え る べ く 、 avermectin の 工 業 生 産 株
Streptomyces avermitilisをモデルに、2 次代
謝産物生合成に特化した異種発現系を構
築した。作製した最適化宿主を用いて、20
種を越える異種生合成遺伝子群を導入し、
生合成遺伝子群の発現並びにその遺伝子
群から生成する遺伝子産物によって生合
成される代謝産物を確認してきた。これら
生合成遺伝子群の多くは、単に生合成遺伝



子群を含む DNA断片を導入することによっ
て目的の代謝産物の生成を確認すること
が可能ではあったが、いくつかの生合成遺
伝子群に関しては制御遺伝子の強制発現
あるいは生合成遺伝子群を直接強制発現
させることによって代謝産物の生成を確
認することができた。Cephamycin Cおよび
clavulanic acid の 工 業 的 な 生 産 菌 S. 
clavuligerus ATCC 27064は、通常これらの
化合物の生産が主であり、他の化合物の生
産は cephamycin Cあるいは clavulanic acid
非生産変異株で、 holomycin あるいは
tunicamycin の蓄積が報告されているのみ
であった。本菌の genome-mining によって
新たに glycopeptide 化合物の生合成遺伝子
群が見出されているが、当該化合物の生産
はいずれの培養条件によっても確認され
ていない。しかしながら、生合成遺伝子群
を導入した S. avermitilis最適化宿主からは
多量の pholipomycin の生産が確認された。
Pholipomycin 生 合 成 遺 伝 子 群 は S. 
clavuligerus ATCC 27064株では休眠状態で
あったが、S. avermitilis では当該生合成遺
伝子群の発現を活性化する因子を保有し
ているため、遺伝子群内の個々の遺伝子の
発現さらにはそれらの遺伝子産物による
生合成によって pholipomycinが生成したも
のと思われる。このように休眠状態の生合
成遺伝子群であっても、その発現が達成可
能な宿主に導入することによって物質生
産を達成可能にすることのできる唯一の
例を実証することができた。	 
	 いくつかの異種生産が確認された生合
成遺伝子群は cosmid でクローン化可能な
~45 kb程度の大きさである。一方、多様な
構造および生物活性を有するラクトン型
ポリケチド(PKS)化合物の生合成遺伝子群
は type-I型 PKSの遺伝子を含むためその全
長は 50 kb以上となる。さらに 100 kbを越
す大きさの遺伝子群も多く存在するため、
それらの生合成遺伝子群全体をクローン
化するには BAC ベクターを使用しなけれ
ばならない。100-kb 程度の BAC クローン
の導入は大腸菌でも効率は低く、さらに
Streptomyces 属に導入する場合も極めて低
率であった。我々はこの欠点を克服するた
めに S. avermitilisが保有する線状プラスミ
ド SAP1 の伝達能に着目し、大腸菌 DNA
に対する制限が比較的低い S. lividansを中
間宿主とする巨大 DNA 断片の導入法の開
発を検討した。Streptomyces 属では染色体
のみならずプラスミドに関しても線状構
造を有するものが多数見出されている。
SAP1 (94,287 bp)を巨大 DNA断片導入ベク
ターとして取り扱うにあたり、複製・分配
および伝達に関する解析を行うとともに 5
種のファージ attPに対応する attB配列を含
む誘導体を構築した。作製した線状プラス
ミドベクターに数種の type-I型 PKS遺伝子
群を含む BAC クローンを導入し、 S. 

avermitilis 最適化株へ伝達させた。得られ
た接合体は著量のポリケタイド化合物を
蓄積し線状プラスミドベクターの有用性
を実証した。 
	 放線菌は多種多様な構造ならびに生物
活性を有する 2次代謝産物を生産する菌種
として認識されているが、植物などから得
られる精油成分はテルペン化合物として
この生物種の主産物として理解されてい
る。一方、放線菌は数種の揮発性の異臭物
質がテルペン化合物として知られている
が、植物の代謝産物のような多様性が無く、
放線菌を含め原核細胞生物種ではテルペ
ン化合物は極めて少ないものと理解され
おり、テルペン合成酵素やそれらの遺伝子
の研究はもっぱら植物を中心に行われて
いた。植物由来のテルペン合成酵素のアミ
ノ酸配列は互いに相同性が高いことから、
BLAST 等の相同性を利用した方法によっ
て、テルペン合成酵素遺伝子を比較的容易
にクローン化することが可能である。一方、
原核細胞生物からのテルペン合成酵素の
単離は S. exfoliatus UC5319 の生産する
sesquiterpene抗生物質 pentalenolactoneの母
核構造 pentalenene を生成する pentalenene 
合成酵素が初めてであり、その後 21 世紀
初頭に放線菌ゲノム解析が完了し、geosmin
合成酵素が明らかにされた。植物由来のテ
ルペン合成酵素で見出される、N末端側の
特徴的なモチーフ(PF01397)は他の植物由
来のテルペン合成酵素とアミノ酸配列に
高い相同性が見出されるため、この領域を
基に BLAST 検索で検出することが可能で
あると推察される。一方、放線菌を含む原
核細胞生物のテルペン合成酵素には植物
のテルペン合成酵素で見出される PF01397
のモチーフ配列は存在せず、PF03936 モチ
ーフのみが存在する。さらに細菌のテルペ
ン合成酵素ではこの領域のアミノ酸配列
の相同性が互いに低いことが特徴的であ
る。このことは、植物由来のテルペン合成
酵素のアミノ酸配列を利用して、BLAST
解析による細菌のタンパク質データーベ
ースからのテルペン合成酵素の探索が極
めて困難であったことの理由である。我々
は 2008 年に PF03936 のモチーフ配列を使
用して、相同性解析ではなく、統計モデル
(hidden Markov models; HMM)を使用した
モ チ ー フ 解 析 を 行 い 、 放 線 菌 か ら
2-methylisoborneol 合成酵素遺伝子の存在
を明らかにした 2。この方法をさらに拡張
し、細菌タンパク質データベースから統計
モデルの作製および改良を行った。最終的
に細菌のタンパク質データーベース(総数 
8,759,463タンパク質、5,152菌種)から 262
個のテルペン合成酵素と推定されるタン
パク質を見出すことができた。 
	 我々がこれまで構築した S. avermitilis最
適化株での異種遺伝子発現系は、これらの
候補酵素遺伝子の発現には有用である。系



統分類の系統樹の中で分離した分岐群を
形成しているものは新規な反応を触媒す
ることが期待できる。これら 29 種の遺伝
子を S. avermitilis最適化株の発現系に供し、
ほとんどの形質転換体でテルペン化合物
を検出することができた。半数以上の生成
物は、これまで植物あるいは糸状菌から単
離されたものであったが、公的データーベ
ースなどによる検索に一致を生じない、い
わゆる「新規テルペン化合物」を 13 種も
見出すことができた。これらのことによっ
て細菌においても、植物と同様のテルペン
合成酵素の多様性が初めて示された。 
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