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研究成果の概要（和文）：　放線菌の二次代謝は、シグナル分子により誘導制御されている。本研究では、放線
菌Streptomyces rocheiが有するブテノライド型シグナル分子SRBに注目し、菌群における構造多様性および生合
成機構、さらには合成酵素と機能の相関性解明を目指し、以下の成果を得た。
(1) ランダムに選択した放線菌80株は SRB型分子を有さず、構造特異性が示唆された。(2) SRB生合成につい
て、P450モノオキシゲナーゼSrrOはC-6'メチレン酸化反応に関与することを解明した。(3) SRB型分子の休眠二
次代謝誘導能を解析したところ、SRB添加により代謝プロファイルが変化した放線菌の存在が認められた。

研究成果の概要（英文）：   Secondary metabolite production in Streptomyces is strictly controlled by
 signaling moleclues. We analyzed structural diversity, biosynthesis and biological activity of the 
signaling molecules SRBs that induce antibiotic production in Streptomyces rochei. The followings 
are short summary in this project.
   (1) Around 80 Streptomyces strains showed no ability to induce antibiotic production in S. 
rochei, suggesting their signaling molecules are different from SRB-type molecules. (2) P450 
monooxygenase SrrO is responsible to oxidize C-6’ methylene group during SRB biosynthesis. (3) 
Exogenous addition of SRBs caused alteration of the metabolic profiles among some Streptomyces 
strains.

研究分野：生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 

 放線菌は、抗生物質をはじめとする様々な

二次代謝産物の生産菌として知られており、

人類の健康長寿に多大な貢献をしている。と

りわけ、Streptomyces属放線菌の二次代謝は、

極微量(nM オーダー)生産されるシグナル分

子によりその遺伝子発現が一括制御される。

例えば Streptomyces griseus のシグナル分子

A-factor (図 1A) は、A-factor 合成酵素 AfsA

によって合成され、特異的リセプターArpA

との結合を介して抗生物質ストレプトマイ

シンを生産誘導する。A-factor 以降発見され

たシグナル分子も -ブチロラクトンを共通

骨格としており、約 60%の放線菌が本タイプ

をもつと推測されている。一方、近年フラン

型分子 MMF、ブテノライド型分子 avenolide 

(図 1A) が相次いで発見され、残り 40%の構

造多様性に興味が持たれた。 

 

 

 我々が研究対象としている Streptomyces 

rochei 7434AN4株は、２つのポリケチド抗生

物質ランカサイジン(LC)・ランカマイシン

(LM) (図 1B)を生産し、それらの生合成およ

び制御遺伝子は線状プラスミド pSLA2-L に

コードされていた  [Mol. Microbiol. 48, 

1501-10 (2003)]。pSLA2-L上にシグナル分子

合成遺伝子 srrXがあり、シグナル分子の構造

に興味が持たれたため、我々は LC,LM 生産

誘導性シグナル分子SRBを培養液160リット

ルから単離した。化学合成を組み合わせて構

造決定を行ったところ、SRBは 2,3-二置換ブ

テノライド骨格を有していた  (図 1B) 

[Arakawa et al., ChemBioChem 13, 1447-57 

(2012)]。SRBは、既知分子(図 1A)と比較して

ブテノライド骨格および官能基に構造特異

性があり、分子進化および多様性を考える上

で興味深い。 

 シグナル分子は二次代謝生産における重

要な鍵物質であるにもかかわらず、ほとんど

の菌株において構造不明である。その原因は、

シグナル分子の生産が極微量 (nM) なため

であり、例えば S. rochei の SRB 生産量は 6 

g/liter であった。NMR による構造解析に至

るには、大量培養とともに、微量代謝産物の

活性検出を組み合わせた精製法の確立が必

要不可欠である。 

 図 2に放線菌シグナル分子の多様性分布を

示す。他グループの先行研究において、S. 

griseusや S. virginiaeなど -ブチロラクトン

型分子生産菌を検定菌とし、それらの抗生物

質生産を誘導する放線菌株を調べたところ、

約 60%の放線菌が -ブチロラクトン型分子

を有すると報告された [J. Antibiot. 35, 349-58 

(1982); Actinomycetol. 9, 57-65(1995)]。しかし残り

40%の構造多様性は長

い間不明であった。内訳

として、[1] SRBなど最

近発見されたシグナル

分子, [2] シグナル分子

非生産, [3] 新規構造, が考えられる。[1]〜[3] 

の多様性解析に際し、本研究は我々が発見し

た SRBの構造・機能に立脚しているため、従

来手法と異なり、以下の特色を有する。 

・シグナル分子制御系の体系化が期待できる 

 LC, LM生産回復を指標とする SRB型分子

検出システムを確立している。それゆえ、供

試菌(120 株程度)のスクリーニングを行うこ

とで ([課題１])、SRB型分子の合成酵素およ

びリセプターのアミノ酸配列情報、さらには

基質結合ポケットなどの構造情報の蓄積が

期待できる。 

・休眠二次代謝の一括活性化が期待できる 



 シグナル分子は特異的リセプターへの結

合を介して二次代謝誘導を引き起こすため、

[2] に該当する菌株は、抗生物質非生産であ

る可能性が高い。すなわち、シグナル分子添

加により初めて休眠二次代謝の一括活性化

が期待できる (研究計画 [課題３])。有用生理

活性物質の新規発見が減少傾向にある昨今、

本研究の遂行は、放線菌資源に基づく新たな

医薬品開発の突破口となり得る。 

 

２．研究の目的 

 本研究では我々が発見した S. rochei の

SRB 型シグナル分子に焦点を当て、(1) 放線

菌における多様性解析、(2) 高機能化を指向

した生合成機構解析、(3) 休眠二次代謝の一

括発現誘導、を遂行する。 

 

３．研究の方法 

(1) SRB型シグナル分子の多様性解析 

 研究目的でも述べたとおり、SRBは 2,3-二

置換ブテノライド骨格 (図 1B) を有してお

り、従来報告されていたシグナル分子 (図

1A) とは構造が異なる。S. rocheiの srrX遺伝

子破壊株 (SRB 非生産株) に既知シグナル分

子を添加したところ、いずれも LC, LM生産

誘導活性(いわゆる交差活性)を示さなかった。

このことは、言い換えると「SRB型シグナル

分子を唯一の誘導因子とする放線菌の存在」

を示唆している。SRB型シグナル分子をもつ

放線菌のスクリーニングは、シグナル分子リ

セプターの新たなリガンド認識機構や結合

様式の解明にもつながり、シグナル分子を介

した二次代謝生産制御機構の体系的理解に

おいて重要な足掛かりとなる。 

 そこで本項目では、放線菌における SRB型

シグナル分子の多様性解析を行った。具体的

には、放線菌供試株の培養抽出液を srrX破壊

株（SRB検定菌）に添加培養し、LC, LM生

産性回復を調べた。srrX破壊株を用いた SRB

高感度検出系は、すでに当研究室で確立して

おり、5 mlの試験管培養で 60 ngの SRBを検

出できる。 

 なお放線菌供試株として、当研究室や広島

大学微生物遺伝資源保存室(HUT)で保管して

いる放線菌株約 120株を用いた。 

(2) 高機能化を指向した SRBの生合成機構解析 

 SRB合成酵素遺伝子 srrX (orf85) 近傍には

還元酵素 srrG (orf81), ホスファターゼ遺伝子

srrP (orf83), P450遺伝子 srrO (orf84), チオエ

ステラーゼ遺伝子 srrH (orf86) などがコード

されており、SRB生合成への関与が考えられ

た (図 3)。とくに C-1’水酸基、C-6’ケト基は

SrrG, SrrO による官能基変換が示唆され、さ

らに 2,3-二重結合や C-5メチル基、C-4位ヘ

ミアセタール基の存在は、従来の -ブチロラ

クトン型分子とは異なる生合成マシナリー

を示唆している。SRB 生合成機構の解明は、

構造改変による誘導活性向上の観点からも

興味深い。 

 そこで上述の遺伝子破壊株を構築して代

謝産物解析を行い、SRB生合成機構解明を目

指した。さらに 6’-デオキソ SRB など、SRB

生合成中間体の構造活性相関を明らかにす

るため、該当化合物の基質合成を行う。申請

者らは SRB1, SRB2 の化学合成を行なってお

り [ChemBioChem 13, 1447-1457 (2012)]、炭

化水素鎖長の改変を含めた構造類縁体の合

成スキームはすでに確立している。SRB 生産

量は 6 g/liter であり、生合成遮断株から得

られる SRB 中間体はそれ以上に低収量と考

えられる。そこで 30 リットル規模での培養

も遂行した。 



(3) SRB 型シグナル分子を利用した休眠二次

代謝遺伝子の発現誘導 

 土壌から分離した放線菌のうち、約 2-3 割

は抗生物質非生産といわれている。予備的実

験として、本研究課題で使用する放線菌株の

阻止円検定を行ったところ、2 割の菌株にお

いて検定菌 Micrococcus luteus に対する抗菌

活性を示さなかった。原因の一つとして、シ

グナル分子の合成欠損が挙げられる。シグナ

ル分子は特異的リセプターへの結合を介し

て二次代謝誘導を引き起こすため、シグナル

分子の合成欠損株は、同時に抗生物質非生産

の可能性が高い。図 2で示したシグナル分子

構造多様性は、-ブチロラクトン型分子の有

無を指標にしたものであり、本項に該当する

菌株は、「残り 40%」の [2] に分類される。 

 そこで本項目では、SRBを各供試株に添加

培養し、代謝プロファイル変化を抗菌活性試

験, HPLCなどを駆使して解析した。SRB添加

により二次代謝誘導が引き起こされた場合、

該当菌株において何らかの要因で srrX ホモ

ログが変異・欠失していたと考えられる。本

課題で掲げるシグナル分子相補実験は、対象

菌のシグナル分子制御系の活性化を促すも

のであり、休眠二次代謝の一括発現に有効で

ある。 

 

４．研究成果 

(1) SRB型シグナル分子の多様性解析 

 (1) において、約 80株の放線菌について酢

酸エチル抽出し、SRB合成欠損株 KA20株へ

の添加実験を行ったところ、ランカサイジン

(LC)およびランカマイシン(LM)の生産回復

は認められなかった。本成果は、放線菌にお

ける SRB型分子の特異性を示唆しており、シ

グナル分子の多様性解析および新規骨格の

発見、さらにそれに伴う二次代謝生産誘導系

の構築など、多面的な研究展開の可能性を示

すことができた。 

 

(2) 高機能化を指向した SRBの生合成機構解析 

 P450 モノオキシゲナーゼ SrrO の機能解析

を行い、SRB生合成における C-6'メチレン基

の酸化反応を司ることを明らかにした。また、

SrrO の基質特異性解析を行い、C-1'の水酸基

の立体化学に関しては、R体、S体ともに C-6'

メチレン酸化反応が進行することを明らか

にした。また、その変換効率は、若干 R体の

ほうが高い反応効率で進行していることが

分かった。以上、ブテノライド骨格近傍の

C-1’位水酸基の立体化学に関しては、SrrOの

基質認識は寛容であることを見出した。 

 デヒドロゲナーゼ遺伝子 srrG およびホス

ファターゼ遺伝子 srrPの変異株は、いずれも

LC, LMを生産せず、SRB生合成への関与が

示唆された。また、srrG破壊株は LC, LMを

生産せず、このことによりデヒドロゲナーゼ

SrrG の、SRB 生合成への関与が示唆された。

我々の予想に反して、srrG 破壊株における

LC, LM生産は、SRB添加では回復せず、srrX

破壊株(ともに LC, LM 非生産)との共培養に

より回復した。このことは、srrG変異株によ

り生産される SRB 中間体が、SrrA への競合

的阻害作用を呈し、その結果 SRB-SrrA 複合

体の srrY からの遊離を阻害している可能性

が示唆された。現在、本株からシグナル分子

中間体を取得すべく、大量培養を行い、さら

に SrrA への競合的阻害作用の検証をおこな

うべく、srrA-srrG二重破壊株を構築している。 

 シグナル分子生合成は、その生産量が少な

いことから、変換メカニズムの詳細な分子基

盤はもちろんのこと、誘導体化などの知見も

ほとんどない。本成果がシグナル分子生合成

の基本システムの理解につながることが大

いに期待できる。 

(3) SRB 型シグナル分子を利用した休眠二次

代謝遺伝子の発現誘導 

 (1) と関連しているが、「シグナル分子は特

異的リセプターへの結合を介して二次代謝

誘導を引き起こすため、シグナル分子の合成



欠損株は、同時に二次代謝非生産の可能性が

高い」、と考えられる。そこで、SRB 型分子

の誘導能を[項目 1]で用いた計 80株にて調べ

ることとした。まず、15株において解析した

ところ、SRB添加により代謝プロファイルが

変化した株が 5 株認められた。このことは、

放線菌シグナル分子として特異な分子構造

と考えられる SRB型ブテノライド[(1)の結果

に基づくと分布割合は 1%以下]に特筆すべき

点である。現在、誘導された代謝産物の構造

解析を行うべく、SRB添加サンプルの大量培

養に着手している。 

 

 本 研 究 の 成 果 と し て 、 Antonie van 

Leeuvenhoek に総説の形で発表する（雑誌論

文②）など雑誌論文計８件、さらに 1st 

China-Japan Joint Symposium（学会発表②）、

18th International Symposium on the Biology of 

Actinomycetes（学会発表④）の国際会議招待

講演および国内での招待講演（⑤, ⑦, ⑧な

ど）などの学会発表は計 51件行った。 

 放線菌 Streptomyces rochei 7434AN4株から

単離した新規ブテノライド型シグナル分子

SRB は、従来型分子と構造が異なっており、

SRB 型分子を唯一の誘導因子とする放線菌

の存在が示唆された。本研究では、SRB型分

子に注目し、(1) 分子多様性解析、(2) 生合成

解析・構造活性相関、(3) SRB 分子添加によ

る休眠二次代謝の一括活性化、を手がけた。

上述の成果が得られ、放線菌シグナル分子の

構造多様性およびゲノムマイニングの新た

な分子基盤構築が達成できた。特に (3) に関

しては、シグナル分子の添加培養で二次代謝

を悉皆的活性化させるアプローチ、であるた

め、二次代謝クラスターの異種発現や破壊株

作製といった遺伝子組換えが不要である。そ

れゆえ、迅速な多検体ハイスループット解析

が容易であり、尚且つ自然界の様々な複合微

生物系にも適用可能である。本研究にて得ら

れた分子基盤を基にして微生物資源を開拓

し、次世代分子創成へのブレークスルーを強

力に推進していく所存である。 
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