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研究成果の概要（和文）：放線菌には、多くの二次代謝クラスターがあるが、その多くが休眠状態にある。この
潜在能力を活性化できれば、新規有用物質を効率的に発掘できる。本研究では、放線菌の二次代謝シグナル系を
操作し、休眠二次代謝を覚醒させることにより、新規物質を創出することを目的とした。
　本研究により、ブテノライド型二次代謝シグナルを生産する放線菌種を同定し、同シグナル系の放線菌におけ
る普遍性を示した。また、二次代謝シグナル系の改変により生産覚醒させたβ-カルボリン化合物に着目した結
果、微生物では希有な生合成系を見出した。加えて、同生合成系の応用にて、非天然型の生理活性物質を創出す
ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：　Actinomycetes have a large number of secondary metabolite biosynthetic 
gene clusters, many of which are silent. Activation of the expression of these gene clusters could 
lead to identifying new bioactive compounds efficiently. This study aimed to awaken the secondary 
metabolism of actinomycetes by manipulating the signaling pathways that regulate secondary 
metabolism and to provide new useful compounds. Here, we have identified several actinomycetes that 
produce butenolide-type Streptomyces hormones, and have shown that the signaling system is universal
 among actinomycetes. Furthermore, we focused on the β-carboline compounds identified by 
modification of the Streptomyces-hormone signaling pathway and found a unique β-carboline 
biosynthetic system, which rare in microorganisms. By modifying this biosynthetic system, we have 
succeeded in producing non-natural bioactive compounds.

研究分野： 応用微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　放線菌の二次代謝産物の多くは、生理活性物質として活用されるにも関わらず、一つの放線菌種が生産する有
用物質は極僅かであり、大半の物質がゲノムに潜在する状態にある。本研究により、ブテノライド型の二次代謝
シグナルが放線菌に普遍的に存在することが明らかとなった。これにより、本シグナル系の改変は、新たな休眠
物質を発掘できる可能性を示した。一方、休眠物質β-カルボリン化合物の生合成系を解析したところ、従来に
ない合成機構であったこと、また、生合成系の応用は非天然型物質を創出すること、が明らかとなったことか
ら、放線菌潜在能の開拓は生理活性物質の構造多様性拡大に資することが示唆された。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
放線菌は、有用な生理活性物質を二次代謝産物として生産する産業上、重要な土壌微生物であ

る。しかし、放線菌のゲノム DNA には、30 種以上もの二次代謝クラスターがコードされるにも
関わらず、通常条件下では、この優れた物質生産能力の 90%以上が休眠状態にある。この放線菌
の潜在能力を顕在化できれば、新たな生理活性物質を、限られた生物資源より効率的に発見でき
る。放線菌の休眠二次代謝を覚醒させるには、多種多様な二次代謝シグナル経路を強制的にオン
することが重要であると考えた。 
研究代表者は、抗寄生虫薬エバーメクチン生産菌 Streptomyces avermitilis より、新型二次代謝

シグナル（ブテノライド型シグナル）とその物質生産制御系を見出した（引用文献①）。先行研
究により、（i）二次代謝シグナル受容体の機能破壊は、休眠状態にある新規物質／新奇生合成系
の発見に繋がる（引用文献②③④⑤）、（ii）二次代謝シグナルの異種放線菌への投与は、代謝物
プロファイルを変化させる、（iii）放線菌の 90%が、新型または既知型の二次代謝シグナル系を
有する（引用文献⑥）、などの成果を挙げた。研究代表者は、これらの成果を礎にして、（i）二次
代謝シグナル制御機構を改変すれば、シグナル系を活性化でき、休眠二次代謝の顕在化を経て、
有用物質を創出できる、（ii）ブテノライド型シグナルによる二次代謝機構を各種放線菌にて解析
すれば、ブテノライド型制御モデルを確立できる、と考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（i）二次代謝シグナル系の活性化により潜在二次代謝能を覚醒させ、有用生理活

性物質／有用遺伝子の探索と新奇物質の創出に資する技術を開発する、（ii）各種放線菌におい
て、ブテノライド型シグナルによる二次代謝制御の分子機構を解明し、ブテノライド型制御モデ
ルを構築、その休眠物質探索源としての有効性を示す、ことを目的とした。これらの成果により、
放線菌に潜在する卓越した二次代謝能力を合理的に覚醒発揮させることを目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、休眠二次代謝を覚醒させる放線菌として、ブテノライド型二次代謝シグナルを生

産する活性を示す Streptomyces bambergiensis、二次代謝シグナルが同定されていない
Kitasatospora setae、ブチロラクトン型二次代謝シグナル生産菌 Streptomyces lavendulae FRI-5 株、
多彩な抗生物質を生産する Streptomyces sp. BB47 株を主要な研究対象菌とした。 

 
(1) S. bambergiensis のブテノライド型二次代謝シグナル制御系の解明 
ブテノライド型二次代謝シグナルを生産する活性が高い S. bambergiensis にて、ブテノライド

型シグナル生合成機構の鍵となるアシル CoA 酸化酵素遺伝子（aco）を探索するため、エバーメ
クチン生産菌 S. avermitilis の aco 遺伝子または他種放線菌の aco 相同遺伝子の DNA 塩基配列を
元に、PCR プライマーを設計した。このプライマーにより、aco 相同遺伝子を S. bambergiensis の
ゲノム DNA を鋳型にして PCR 法により増幅した。増幅 DNA 領域を放線菌接合伝達用ベクター
pKC1132 に挿入したプラスミドにより、S. bambergiensis 野生型株を形質転換し、aco 破壊株（Δaco
株）を構築した。Δaco 株を各種液体培地にて培養し、培養液の n-ブタノール抽出物を逆相 HPLC
にて解析することにより、その代謝物プロファイルを観察した。aco 遺伝子の破壊に伴い、生産
が消失する化合物を、野生型株の培養液からシリカゲルクロマトグラフィーと逆相 HPLC にて
精製し、その化学構造を質量分析と NMR 解析により推定した。 
 
(2) 生産覚醒化物質キタセタリン生合成系の同定と非天然型物質の創出 
新規 β-カルボリン化合物キタセタリンは、二次代謝シグナルが同定されていないバフィロマ

イシン生産菌 K. setae の二次代謝シグナル受容体様遺伝子の破壊株より、生産覚醒物質として研
究代表者が同定した。キタセタリン生合成遺伝子と推定した kslB と kslA, kslC の各遺伝子を異種
代謝物生産宿主 Streptomyces avermitilis SUKA22 株に順次、導入し、kslB 発現株と kslB-kslA発現
株、kslB-kslA-kslC 発現株を構築した。また、マイコチオール-S-アミド加水分解酵素遺伝子（mca）
欠損を S. avermitilis SUKA22 株に導入した S. avermitilis SUKA22 Δmca 株を用いて、キタセタリ
ン生合成遺伝子を発現させた。各遺伝子導入株を液体培養し、その代謝物プロファイルを逆相
HPLC により解析した。一方、キタセタリンまたはキタセタリン酸の非天然型類縁体を創出する
ため、フッ素化トリプトファンまたはトリプタミンを各遺伝子導入株の培養液に添加した後、生
成したキタセタリン誘導体を精製した。また、精製した各化合物の抗菌活性や細胞毒性などの生
理活性を検討した。 
 
(3) ブチロラクトン型二次代謝シグナル生産菌 S. lavendulae FRI-5 株からの新規抗生物質の探索 
ブチロラクトン型シグナル（IM-2）生産菌 S. lavendulae FRI-5 株は、抗結核剤 D-サイクロセリ

ンや青色色素インジゴイジンを二次代謝物として生産する。さらなる二次代謝産物を探索する
ため、S. lavendulae FRI-5 株を炭素源または窒素源が異なる液体培地にて培養した。培養液の n-



ブタノール抽出物をフォトダイオードアレイ検出器にて解析し、化合物 1 と 2 をポリエン系化
合物として検出した。1 と 2 の化学構造を推定するため、S. lavendulae FRI-5 株の培養液を n-ブ
タノールにて抽出し、シリカゲルクロマトグラフィーと逆相 HPLC により精製した。次に、精製
化合物の化学構造を質量分析計とNMRにより解析した。1と2の構造推定が困難であったため、
1 をアセチル化し、その誘導体の構造を解析した。1 をピリジン存在下にて無水酢酸と混合した
後、生じた反応物を精製し、その構造を各種分析機器により解析した。 
 
(4) Streptomyces sp. BB47 株の二次代謝シグナル経路改変による休眠物質生産の覚醒 
ジョムトン酸生産菌 Streptomyces sp. BB47 株の二次代謝シグナル系を改変するため、

Streptomyces coelicolor A3(2)株の bldA遺伝子を Streptomyces sp. BB47 株に導入することにした。
PCR 増幅した bldA 遺伝子を構成的高発現プロモーターの下流に配置したベクターを構築し、
Streptomyces sp. BB47 株のゲノム DNA に大腸菌を用いた接合伝達にて導入した。bldA遺伝子を
導入した Streptomyces sp. BB47 株を各種固体培地にて培養し、胞子形成や気菌糸形成などの形態
分化を観察した。また、bldA形質転換株を固体培地または液体培地にて培養し、n-ブタノール抽
出物に含まれる代謝物の生産性を野生型株のものと比較した。bldA 遺伝子の導入により、生産
が新たに検出された化合物を精製し、その化学構造を各種機器分析により同定した。 
 
４．研究成果 
(1) S. bambergiensis のブテノライド型二次代謝シグナル制御系の解明 
研究代表者がブテノライド型二次代謝シグナルを生産する放線菌を探索したところ、

Streptomyces albus に続いて、抗菌物質モエノマイシン生産菌 S. bambergiensis がブテノライド型
シグナルを生産する高い活性を示すことが分かった（引用文献⑥）。そこで、本菌株の二次代謝
がブテノライド型シグナルに制御されている可能性を検証するため、同シグナルの生合成機構
において重要なアシル CoA 酸化酵素遺伝子（aco）を探索することにした。エバーメクチン生産
菌にて、aco 遺伝子を破壊すると、ブテノライド型シグナルの生産が欠失し、エバーメクチン生
産が開始されない。まず、S. avermitilis の aco 遺伝子または他種放線菌の aco 相同遺伝子の DNA
塩基配列を元にプライマーを設計し、S. bambergiensis から aco 相同遺伝子を PCR 法により獲得
した。次に、増幅 DNA 領域を基にして、aco 遺伝子破壊株（Δaco 株）を作成し、その二次代謝
産物の生産プロファイルを解析した結果、野生型株と比較して、複数の化合物の生産性が変化す
ることが分かった。そこで、aco 遺伝子を Δaco 株に再導入した aco 遺伝子相補株を構築し、そ
の代謝物生産を解析したところ、aco 遺伝子相補株の代謝物プロファイルは、野生型株のものと
類似した。したがって、Δaco 株にて観察された代謝物生産の変動は、aco 遺伝子に起因すること
が明らかとなった。次に、S. bambergiensis の aco 遺伝子が二次代謝シグナルの合成に関与する可
能性を検証するため、野生型株培養液の有機溶媒抽出物を Δaco 株に添加した。しかし、その代
謝物プロファイルに顕著な変化が観察されなかったことから、Δaco 株にて生産変動した代謝物
は aco 遺伝子の代謝物である可能性が示唆された。そこで、生産が変化した代謝物を野生型株の
培養液より精製し、その構造を推定したところ、ブテノライド環を有する化合物であることが分
かった。この構造は、S. albus のブテノライド型シグナルと同一であったことから、ブテノライ
ド化合物を介した二次代謝シグナル系が広く存在することが示唆された。 
 
(2) 生産覚醒化物質キタセタリン生合成系の同定と非天然型物質の創出 
研究代表者は、バフィロマイシン生産菌 K. setae の二次代謝シグナル受容体様遺伝子の破壊株

より、β-カルボリン化合物キタセタリンを生産覚醒化物質として同定した。キタセタリン生合成
系の鍵酵素遺伝子と考えられる kslB を S. avermitilis SUKA22 株に導入したところ、新規トリプ
トリン化合物キタセタリン酸を見出した（発表論文）。このキタセタリン酸をキタセタリン生合
成中間体と推定したことより、キタセタリンを基質とする KslA発現放線菌株を用いた休止菌体
反応アッセイを実施した。その結果、KslA 発現放線菌株が、キタセタリン酸を β-カルボリン化
合物 JBIR-133 に変換したことから、KslA タンパク質は β-カルボリン骨格の不飽和化と側鎖の脱
炭酸化を担っていることが示唆された。 
次に、kslB と kslAに加え、P450 酵素遺伝子 kslC を異種放線菌にて共発現させたところ、キタ

セタリンが生産されたことから、KslC がキタセタリン分子の N-アセチルシステイン残基の付加
に関与することが示唆された。この付加反応にマイコチオール-S-アミド加水分解酵素遺伝子mca
が関与する可能性を検証するため、kslA, kslB, kslC の 3 遺伝子を mca 遺伝子を破壊した S. 
avermitilis SUKA22 株に導入し、その代謝物を解析した。その結果、JBIR-133 に加え、マイコチ
オール付加体の蓄積を検出したことから、Mca タンパク質が N-アセチルシステイン残基の付加
に関与することが分かった。以上の結果より、キタセタリンの生合成には、ksl 遺伝子群と mca
遺伝子が必要であることが明らかとなった。 
次に、非天然型の生理活性物質を創出するため、キタセタリン生合成遺伝子を導入した各異種

発現株に、基質アナログであるフッ素化トリプトファンを添加したところ、JBIR-133 またはキ
タセタリン酸の β-カルボリン骨格にフッ素分子が付加された新規物質を獲得することに成功し
た。一方、培養液へのトリプタミンの添加では、代謝物プロファイルが変化しなかったことから、
β-カルボリン骨格形成酵素である KslB にトリプタミンが基質認識されなかったと推察した。こ
れらの非天然型 β-カルボリン物質の生理活性を評価したところ、母核物質では検出されなかっ



た植物病原菌の生育阻害活性とガン細胞の増殖阻害活性を観察した（発表論文）。 
一方、KslB の相同遺伝子を複数の希少放線菌にて見出したことから、これらの遺伝子を大腸

菌にて発現させ、その代謝物を解析した。その結果、KslB ホモログ酵素は 1-アセチル-3-カルボ
キシ-β-カルボリンを生合成することが判明した。同化合物は、他の放線菌においても見出され
ていることから、放線菌に共通の二次代謝産物であることが考えられ、その微生物間機能に興味
が集まる。 
 
(3) ブチロラクトン型二次代謝シグナル生産菌 S. lavendulae FRI-5 株からの新規抗生物質の探索 

S. lavendulae FRI-5 株は、ブチロラクトン型二次代謝シグナル IM-2 を産生して、抗結核剤 D-サ
イクロセリンや青色色素インジゴイジン、核酸系抗生物質などの生産を調節する。一方、S. 
lavendulae FRI-5 株のゲノム解析により、37 前後の二次代謝クラスターの存在が示唆されたこと
から、10%強の物質しか同定されていないことが明らかとなった。したがって、同菌株を培養す
る条件を検討すれば、IM-2 シグナル支配下にあるが基質供給不足により非生産となっている物
質や、IM-2 シグナル系とは異なるシグナル伝達系が活性化され、休眠物質の生産が覚醒するの
ではないかと考えた。そこで、S. lavendulae FRI-5 株を A-2M 培地で培養したところ、ポリエン
系化合物の UV スペクトルを示す化合物（1 と 2）を検出した。これは、培養条件の適合により、
新たな二次代謝系のスイッチがオンになったと考えた。 
 1 と 2 の構造を同定するため、S. lavendulae FRI-5 株を液体培地 2.5 L にて培養し、n-ブタノー
ル抽出、シリカゲルクロマトグラフィー、逆相 HPLC の順により、 1 と 2 を精製した。しかし、
NMR 解析では、明瞭な 13C シグナルを検出できなかったため、その構造を推定できなかった。
そこで、2 をアセチル化し、その構造を同定した後、アセチル化された 2 の構造に基づき、1 と
2 の構造を推定した。その結果、2 は既知物質 RKGS-A2215A であり、1 は 2 の新規類縁体であ
ったことから、ラベンシジンと命名した（発表論文）。ラベンシジンの生理活性を測定したとこ
ろ、ガン細胞増殖阻害活性を µMレベルの濃度にて示した。 
 
(4) Streptomyces sp. BB47 株の二次代謝シグナル経路改変による休眠物質生産の覚醒 
ジョムトン酸など多彩な生理活性物質を生産する Streptomyces sp. BB47 株は、胞子と気菌糸の

形成が欠損している。Streptomyces sp. BB47 株のゲノム情報を解析すると、放線菌の気菌糸形成
に関与すると知られる bldA遺伝子の DNA 塩基配列が、既知の機能的 bldA遺伝子のものと僅か
に異なっていることが分かった。 
 TTA コドンの翻訳に必要な bldA遺伝子は、放線菌の二次代謝シグナル経路において、重要で
あることから、機能的 bldA遺伝子を Streptomyces sp. BB47 株に導入すれば、胞子／気菌糸形成
などの形態分化が回復するのみならず、休眠二次代謝も覚醒するのではないかと考えた。そこで、
S. coelicolor A3(2)株の bldA遺伝子を Streptomyces sp. BB47 株のゲノム DNA に導入したところ、
気菌糸と胞子の形成を観察したことから、導入した bldA 遺伝子は同菌株にて正常に機能するこ
とが分かった。次に、bldA 形質転換株の代謝物プロファイルを野生型株のものと比較したとこ
ろ、bldA遺伝子の導入に伴い、複数の化合物の生産覚醒が認められた。そこで、これらの生産覚
醒化物質を精製し、各種機器分析にて解析したところ、一つの物質が抗寄生虫薬ミルベマイシン
A4 であることが分かった。したがって、機能的 bldA遺伝子の導入は、Streptomyces sp. BB47 株
の形態分化を回復させると同時に、ミルベマイシン A4 を生産制御する二次代謝系スイッチをオ
ンにさせたと考えた。bldA 遺伝子は放線菌に普遍的に存在することから、bldA 遺伝子を標的と
した休眠二次代謝の覚醒技術の確立が期待される。 
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