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研究成果の概要（和文）：多くの二次代謝生合成遺伝子群は通常培養条件下では発現しておらず、未利用遺伝子
資源のままであることはよく知られている。培養条件による休眠している二次代謝生合成遺伝子の発現活性化
は、新規有用物質の探索に有用な手法であると考えられる。本研究では、海洋性放線菌を用い、休眠生合成遺伝
子の探索と培養条件改変による遺伝子発現の活性化の解析を目的とした。結果として、新規天然化合物とその生
合成遺伝子を発見し、生産を活性化する培養条件を解明した。

研究成果の概要（英文）：Bacteria belonging to actinomycete group present a rich source of novel 
bioactive compounds. These compounds are often used in medicine, agriculture and other fields. 
However, most bioactive compounds which respective biosynthetic genes are found in actinomycetal 
genomes are not produced under laboratory conditions. This research aimed to search for such silent 
genes and respective compounds in marine actinomycetes and trigger their expression by optimization 
of cultivation conditions. 
As the result, one potentially novel polyketide derivative has been isolated and its candidate 
biosynthetic gene cluster was found in the genome of the producer. Conditions necessary for compound
 production activation were analyzed and may be applied in future for cultivation of other 
actinomycete strains.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で得られる成果を用いることにより、海洋放線菌だけではなく、陸上放線菌の休眠している生合成遺伝子
の発現にも応用する予定であり、新規天然化合物の発見と新規創薬シード開発に繋がるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
医薬資源の開発は、生理活性を持つ天然化合物を効率よく発見し、創薬シードとして提供でき
るかが、鍵となる。放線菌は多様な天然化合物（二次代謝産物）を産生する産業上重要な微生
物群である。陸上放線菌 Streptomyces 属などは多様な生理活性化合物を産生する産業上重要な
微生物群である。しかし、従来の分離法や培養法では新規天然物の発見が困難となりつつあり、
新規天然物の発見のためには、これまで分離があまり試られていなかった特殊環境下に生育し
ている放線菌株を、効率よく分離することが重要である。近年、世界的に多くの研究者が、海
洋放線菌は未開拓な新規化合物の宝庫であることに注目している。また、放線菌における多く
の二次代謝生合成遺伝子の発現は、通常培養条件下では未活性であり、未利用遺伝子資源のま
まである。培養条件下による休眠している二次代謝生合成遺伝子の発現活性化は、新規有用物
質の探索に極めて有用な手法であると考えられる。 
２．研究の目的 
今までの研究では、研究代表者は新たな天然物とその生合成遺伝子の探索源として、海洋放線
菌に着目し、四国太平洋沿岸域の海底土壌や南海トラフの深海底の堆積物から放線菌の分離を
試みた(引用文献 1,2)。その結果、Salinispora, Micromonospora, Pseudonocardia 属といった希少
種を多く含む独自の海洋放線菌コレクションを構築した。本研究では、(i)海洋性放線菌コレク
ションを用いて、様々な培養条件で培養し、特別な条件でのみ生産される天然化合物の探索、
(ii)その関連遺伝子の探索、（iii）天然物生産に影響を及ぼす培地成分の解析を行い、新奇生
合成遺伝子と生理活性化合物の探索と共に、放線菌における新規二次代謝産物産生のための新
たな効率的培養方法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、海洋性放線菌コレクションを用い、培養条件の改変により、休眠生合成遺伝子を
発現させ、生理活性化合物の探索と二次代謝物産生に影響がある培地成分の同定のために、次
の実験を行った。 
（１）放線菌の培養と新規天然物のスクリーニング、単離、構造解析 
海洋堆積物から分離された放線菌を用い、通常培養条件で二次代謝産物の生合成遺伝子を発現
してない株を選択した。次に、培地成分を改変し、新しい培養条件下で生産された天然物の生
産活性化を液体クロマトグラフィー・質量分析（LC/MS）及び生物活性アッセイにより解析し
た。天然化合物データベースと検出した化合物のデータを比較し、新規候補化合物を選択した。
LC/MSと NMR解析により、本化合物の構造解析を行った。 
（２）生産者の全ゲノム解析と生合成遺伝子群探索 
又、この化合物の生合成の理解のため、生合成遺伝子群の同定が必要である。そのため DNA
抽出をし、次世代シーケンサーにより全ゲノム配列解析をした。ゲノムデータを antiSMASH 
pipelineを用い、DNAデータベースと比較し、ターゲット化合物の関連遺伝子群を同定した。 
（３）天然物生産活性がある培養成分の解析 
三つ目の目的において、発現活性化に影響を表す培養条件・培地成分の解析を進めた。各成分
を除く培養を行い、目的化合物に影響があるか、LC/MSにより分析をした。次、大量生産され
る培養条件を検討し、構造解析のための十分な量を得た。また、活性化機能を解明するために、
各培養条件下で RNA抽出を行い、目的化合物の生合成遺伝子発現解析を行った。 
（４）深海から新たな放線菌の探索 
海洋性放線菌コレクションを広げるために、深海からの堆積物を用い、放線菌分離を行った。四
国海盆などの堆積試料を用い、寒天プレートに接種し、28℃で培養することで、コロニーを得た。 
16S rRNA遺伝子、16S-23S rRNA遺伝子 ITSおよび gyrB断片をコロニーPCRによって個々の放
線菌コロニーから増幅し、配列を決定した。更に、天然化合物生合成遺伝子解析のため、全ゲノ
ム配列を決定した。 

４．研究成果 
（１）放線菌の培養と新規天然物のスクリーニング、単離、構造解析 
放線菌コレクションから約 10 株の培養結果として、Streptomyces属の 2株は培養条件（通常と
改変した条件）下で、抗菌活性が異なることを検出した（図１）。次に、LC/MS 解析し、一つ
の株の生産物は既知天然化合物だったが、もう一つの株（Streptomyces sp. N4-1）によって生産
された天然物はデータベースに同じ化合物を見つけられなかった。そこで、Streptomyces sp. 
N4-1株は改変した培養条件において、新規化合物（化合物１）を生産するとわかってきた。し
かし、化合物の生産量が低いため、十分量を得られず、もう一度培養条件を検討した。大量生
産の培養条件を検討し、構造解析のために十分な量を精製し、構造同定を完成した。結果とし
て、化合物１は、既知ポリケチド（化合物２）の新規類縁体であるとわかってきた。 
（２）生産者の全ゲノム解析と生合成遺伝子群探索 



新規化合物の培養条件
依存性を調べるために、
生合成経路とその制御
機構の解明が必要であ
る。そのために、次世代
シーケンサーにより生
産 者 株 で あ る
Streptomyces sp. N4-1のゲノム解析を行った。ゲノムデータを天然物生合成遺伝子データベース
と比較し、II型ポリケチド合成酵素遺伝子群を同定した。この遺伝子群の数遺伝子は、化合物
２と生合成遺伝子群と高い相同性を示した。したがって、同定した II 型ポリケチド合成酵素遺
伝子群は化合物１の生合成に関わる可能性が高いことを示唆した。 
 
（３）天然物生産活性がある培養成分の解析 
発現活性化に影響を表す培養条件・培地成分の検討を行った。各成分を除く培養を行い、目的
化合物に影響があるか、解析した。結果として、生産に正影響がある成分を同定した。 
次に、遺伝子が発現活性化をする培地成分の解析及び活性化メカニズムを調べた。正影響成
分を他の成分の組み合わせと解析し、細菌の増殖及び天然物生産解析を行った。結果として、
正影響成分及び補助成分を同定した。また、活性化機能を解明するために、各培養条件下で RNA
抽出を行い、生合成遺伝子発現解析を行った。各培養条件における目的遺伝子の発現レベルが
異なると分かった。現在は詳細な解析を実施中である。今後の研究では、詳しい発現解析を行
って、活性化メカニズムを解明することを期待する。 
 
（４）深海から新たな放線菌の探索 
4 ヶ月の培養で得られた 2 種の 16S rRNA 遺伝子配列分析を実施した結果、1 つの分離株は
Micromonospora 属、もう 1つの分離株は Salinispora pacifica と高い配列同一性を示した。後者に
ついては、ITSおよび gyrB配列も S. pacifica と高い相同性（98％）を示した。次、全ゲノム解析
を行い、天然化合物生合成遺伝子を同定した。 
海洋放線菌は、様々な生物活性化合物の生産者であり、一例として Salinispora sppが潜在的に抗
癌剤サリノスポラミドを産生することが知られている。本研究は、海洋放線菌の生態学を巡る新
たな知見をもたらすものであるといえる。 
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