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研究成果の概要（和文）： 

 抗生物質などの微生物二次代謝産物の生成過程における種々の解析は、生合成経路の解明や

生合成遺伝子群の発現調節機構の理解など、基礎的な研究のみならず、それらの成果を工業的

な安定かつ大量生産への達成といった応用研究に発展させることが期待できる。しかしながら、

多くの Streptomyces 属の菌株では DNA の導入さえも困難な場合があり、その生合成遺伝子群の

評価ができない場合が多々ある。これらの問題を回避するためには対象とする二次代謝産物生

合成遺伝子群を物質生産に適した汎用宿主に導入して解析できる系の構築が、これまで望まれ

ていた。本研究ではこれらのことを踏まえ、実際の医薬品生産に利用されている S. avermitilis

を物質生産に特化した染色体改変を行い、異種微生物由来の有用な二次代謝産物の生産系を確

立しその有用性を実証した。 

研究成果の概要（英文）： 

Genetic analysis of production process in secondary metabolites reveals their biosynthetic pathways and 

their regulatory networks for gene expression. These results reflect on not only basic research but also 

application to the industrial production process. But almost Streptomyces microorganisms that produce 

valuable secondary metabolites including antibiotics cannot be applied to molecular genetic approaches 

(DNA transformation, gene targeting and so on). In this study, we have developed a versatile host for the 

production of exogenous secondary metabolites using efficient heterologous gene expression system. An 

industrial anthelmintic antibiotic, avermectin, producer S. avermitilis was used as this model and its 

chromosome has been engineered for heterologous expression of gene cluster for secondary metabolite 

biosynthesis. The results indicate that the versatile host constructed is useful for the heterologous 

expression of many gene clusters for secondary metabolite biosynthesis. 
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に関して極めて高い技術水準を維持してき
ており、これらの成果が我々の社会生活に還
元されているものが多い。特にアミノ酸や核
酸などの食品や微生物二次代謝産物の医薬
品利用に関する我が国の技術的水準は世界
をリードしていると言っても過言ではない。
これらの産業微生物に関してもグルタミン
酸・リジン生産菌を皮切りに放線菌、乳酸菌
や麹菌など相次いでゲノム解析が報告され
はじめた。これまで産業微生物の育成は積極
的な変異株の収集を主に行ってきており、そ
れらに関しての詳細な遺伝的解析が行われ
なかったため有用遺伝子を積極的に利用、改
変するといった系統的な展開が困難であっ
た。しかしながら、遺伝学的な情報が乏しい
菌株においても、そのゲノム解析情報が得ら
れることによって、迅速に遺伝子発現制御系
ならびに代謝系を改変設計し、短期間にその
微生物の機能の改良を達成することが期待
できる。また、この技術には遺伝子解析系の
みならず遺伝子導入ならびに遺伝子改変技
術が整備されていることが必須であり、その
技術的基盤が開発されていない場合、ゲノム
上の遺伝子の有用性を実証および判断する
ことができない。これまで産業微生物は有用
物質生産あるいは変換といった表現形質の
変化をとらえるのみで、遺伝子導入・改変と
いった分子基盤的な研究は極めて乏しいの
が現状である。また、大腸菌や枯草菌で開発
された遺伝子導入、および改変技術がそのま
ま産業微生物に適用できる例はきわめて尐
ない。このような状況下、我々がゲノム解析
を行った (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:12215, 

2001, Nat. Biotechnol. 21:526, 2003)抗寄生虫お
よび抗昆虫活性を有する抗生物質エバーメ
クチンの工業的生産菌Streptomyces avermitilis 

(Antimicrob. Agents Chemother. 15:361, 1979)を
用いて、自身の生産する二次代謝産物のみな
らず他の放線菌の二次代謝産物に関する物
質生産および物質変換を包括的に解析可能
なシステムの構築を目指す。ゲノム情報から
本菌の染色体の再構成を施し、物質生産・変
換のための最適、最小ゲノムを有する宿主の
構築、ならびにこれまでの遺伝子導入とは異
なりなおかつ物質生産・変換に有用な染色体
組 込 み 型ベ ク ター の開 発 、さ ら には
Streptomyces 属では報告例の尐ない誘導発現
プロモーターをゲノム情報から検索し、新た
な異種遺伝子発現系の開発を計画した。 

２．研究の目的 

 物質生産および物質変換を包括的に検証
できるシステムの構築のため、宿主自身の生
産物の生合成系や主要な物質変換系を停止
させ、導入する物質生産に関与する異種遺伝
子(群)によって展開される生合成および制御
ネットワークを確実にモニター可能な状態
を実現させるため以下に示す基盤技術を確

立させる。(1)ゲノム情報を基盤とした染色体
再構成による主要 2 次代謝産物生合成遺伝子
群が欠失した大規模欠失株の構築。(2)溶原化
ファージの組み込み機構を利用した染色体
組込み型ベクターの開発。(3)ゲノム情報を基
盤とした誘導可能なプロモーターの検索お
よびその実験的検証。物質生産に関わる有用
遺伝子の評価系を構築にあたり、汎用性のあ
る宿主の設計を考慮に入れる。即ち、宿主自
身多くの二次代謝産物生合成遺伝子群を保
有しており、これらの遺伝子(群)が検討した
い異種の二次代謝産物の生合成や調節に関
わる遺伝子と干渉し、前駆体供給やエネルギ
ー生成系の遺伝子(群)の発現への影響が問題
となる。また、異種生合成遺伝子群導入によ
る物質生成の解析では宿主の生成する二次
代謝産物の混在が解析を困難にする。したが
って、S. avermitilis の前駆体やエネルギー生
成系の遺伝子(群)を欠失せずに、主生産物
(avermectin, oligomycin, filipin)の生合成遺伝
子群をすべて欠失させるような染色体再構
成欠失株を構築する。染色体再構成物質生産
系には異種遺伝子(群)を安定に細胞内に維持
することが必須ではあるが、自律複製するプ
ラスミドベクターには安定性および物質生
産過程に多くの問題を含んでいる事例がい
くつかある。一方、溶原化ファージを利用し
た染色体組込み型ベクターは一度染色体に
組み込まれることによって選択圧無しに安
定に染色体に留まり、脱落することは殆どな
い。二次代謝産物生合成遺伝子群のような
40-kb にも及ぶ遺伝子群の安定維持には極め
て有用ではなるが、これまで 2 種のファージ
由来組込み型ベクターのみが報告されてお
らず(Gene 116:43, 1992, J. Bacteriol. 185:5320, 

2003)、更なる組込みベクターの開発が必用で
ある。新たな溶原化ファージの取得とその組
込み遺伝子の探索によってより有効なベク
ターの開発につながる。遺伝子発現には遺伝
子本来のプロモーターによる発現のみなら
す人為的な発現系による解析も有効な手段
となることが多い。Streptomyces 属では誘導
可能なプロモーターは僅か 2 種のみ (J. 

Bacteriol. 171:1459, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA. 102:14031, 2004)利用されているに留ま
り、新たな誘導可能なプロモーターの探索が
期待されている。ゲノム解析から誘導型と推
定されるいくつかのプロモーター領域が確
認されており、これらを実験的に確認し、そ
の有効性を検証する。 

３．研究の方法 

 本研究は物質生産および変換のための包
括的な解析基盤を構築するため以下の 3 つの
課題に分け検討していく。(1) ゲノム情報を
基盤とした染色体再構成による主要 2 次代謝
産物生合成遺伝子群が欠失した大規模欠失
株の構築。(2) 溶原化ファージの組み込み機



 

 

構を利用した染色体組込み型ベクターの開
発。(3) ゲノム情報を基盤とした高発現およ
び誘導可能なプロモーターの検索およびそ
の実験的検証。(1)については S. avermitilis の
ゲノム情報から生育に必須な遺伝子、前駆体
およびエネルギー生成系の遺伝子を生物情
報学的に解析し、欠失させる領域をいくつか
設定し、大規模欠失を行っていく。(2)につい
てはこれまで他の研究で探索したアクチノ
ファージのライブラリー約 30 種から順次、
溶原化ファージのスクリーニングを進め、染
色体組込み領域の特定を行う。(3)に関しては
S. avermitilis のゲノム情報を種々の解析アプ
リケーションによってシュミレーションし、
高発現あるいは誘導発現可能と推定される
領域を順次スクリーニングしていくととも
に、S. avermitilis で極微量あるいは全く生産
が確認されていない二次代謝産物生合成遺
伝子群あるいは異種の二次代謝産物生合成
遺伝子群の発現をこれらのプロモーターを
用いてその有用性を確認する。 

４．研究成果 

(1) ゲノム情報を基盤とした大規模欠失株の
構築 

 Streptomyces 属細菌は原核細胞生物にもか
かわらず、その染色体は環状ではなく真核細
胞生物と同じく、線状構造を有しており、染
色体末端にはアデノウイルスなどと同様に
特異なタンパク質が結合している。これまで
ゲノム解析が完了した Streptomyces 属の染色
体は複製開始点(oriC)が線状染色体のほぼ中
央に位置し、染色体両末端からそれぞれおよ
そ 1 Mb ずつ、合計 2 Mb の生育に必須な遺伝
子が存在しない菌株特異的な領域が配置し
ている。一方、染色体の中央部分のおよそ 6

〜6.5 MbにはActinomycetales目に共通する遺
伝子が配置している。S. avermitilis のゲノム
は oriC が染色体中心から右側におよそ 780 

kb 離れて配置しており、菌株特異的な領域は
左側に 2 Mb、右側に 0.5 Mb と非対称に配置
している。左側の 2 Mb の領域には主生産物
を含む二次代謝産物の生合成遺伝子群が多
数存在している。したがって、染色体左末端
から 2 Mb の領域は必須遺伝子が配置してい
ないので、ほとんどを欠失させても生育には
影響を及ぼさず、さらには主生産物のほとん
どの生成を停止させることが可能であると
考えられた。二つの領域 sav6 と sav1205 を含
む断片を用い 7,733 bp から 1,494,899 bp の領
域を相同的組み換えで大規模欠失を試みた。
通常の相同組換えとは異なり極めて組換え
効率は低く、かつ期待される部分以外の領域
で組み換わってしまったクローンが多数出
現した。最終的に二つの正しい欠失を生じた
組み換え体 SUKA2 を得ることができた。相
同組換えによる欠失と平行して、Cre/loxP を
用いた部位特異的な組換えによる大規模欠

失も試みた。染色体の 7,9454 bp と 1,595,564 

bp の領域に相同組換えによって、loxP がそれ
ぞれ同方向に配置するように導入した。部位
特異的組換え酵素の遺伝子 cre を、本研究で
見出した S. avermitilis のキシロース代謝オペ
ロンの誘導型プロモーターに連結したプラ
スミドを上記の loxP を二つ配置した組み換
え体に導入後、キシロース存在化で培養し cre

を誘導発現させた。Cre による部位特異的な
組換えは相同的組換えに比べ極めて効率良
く、かつ目的の領域およそ 1.516 Mb を正確に
欠失させることができ SUKA3 を得た。さら
に残る主生産物などの生合成遺伝子群等を
順次欠失させ、一連の大規模欠失体を作製し
た。これらのうち SUKA17 株(7,352,064-bp)

のゲノムは、野生株の 81.46%であるにもかか
わらず、形態分化や生育には全く影響が無く、
むしろ野生株よりも旺盛な形態分化が観察
された。 

 全ての大規模欠失株は S. avermitilis の主生
産物を全く生産しない、また SUKA15, 16 お
よび 17 株は、放線菌に特有のテルペン化合
物の生成も停止している。このような状態に
異種二次代謝産物生合成遺伝子群を導入し、
安定に発現すれば異種二次代謝産物の生成
が開始されることが期待できる 

(2) 溶原化ファージの組み込み機構を利用し
た染色体組込み型ベクターの開発 

 ファージには感染後、宿主を単に溶菌せし
めてしまうものと、宿主の染色体に組み込ま
れ溶原化が成立するファージがある。後者の
溶原化の機構は宿主の染色体のattB部位とフ
ァージゲノム上のattP間でファージゲノム上
の int の遺伝子産物である組換え酵素によっ
て部位特異的な組換えを生じ、ファージゲノ
ムが宿主染色体に導入される。この機構を利
用することによって、外来遺伝子断片を安定
に宿主染色体に導入することが可能である。
研究室に保存されていた 30 種のファージに
ついて、溶原化あるいは溶菌ファージである
かを調べ、4 種の溶原化ファージを得た。ま
た、溶原化ファージとして単離されているが、
attP および int 領域が不明なファージ TG1 に
ついて検討を行った。4 種のファージおよび
TG1 から溶原菌を作製し、サザンハイブリダ
イゼーションによってK38-1 および TG1 が
利用できることを見出し、さらにそれらの塩
基配列を決定し、attP および int 領域を特定
した。これまで保有するファージC31, BT1

および R4 と本研究で得られた上記、2 種のフ
ァージの attP と int を取り出し染色体組み込
み型ベクターを作製した。また、これらのベ
クターを基に構成型、および誘導型プロモー
ターを連結した発現用ベクター、さらには
cos 領域を組み込んだコスミドベクターと大
腸菌の F 因子の複製領域を付加した BAC ベ
クターを作製した。作製した全てのベクター



 

 

は数種の Streptomyces 属放線菌の染色体に組
み込むことが可能であるとともに導入後は
ベクターマーカーの選択圧無しに脱落する
ことなく宿主染色体上に維持することがで
きた。 

(3) ゲノム情報を基盤とした高発現および誘
導可能なプロモーターの検索 

 S. avermitilis の転写プロファイルを確認す
るため、DNA マイクロアレイによる解析を行
ったところ、特にリボソームを構成するタン
パク質の遺伝子の発現量が、培養初期より後
期にかけて高いことが判った。これらの内、
rpsL-rpsG-fusA1 と
rpsJ-rplC-rplD-rplW-rplB-rpsS-rplV-rpsC-rplP-r

pmC-rpsQ-rplN-rplX-rplE-rpsN1 のオペロンの
発現量が最も高かったので rpsL および rpsJ

の上流のプロモーターを得た。一方、各種炭
素源による誘導発現の有無を同じく DNA マ
イクロアレイで検討したところ、xylA の発現
がキシロース添加によって有意に上昇する
ことが、また sav7190-sav7189-iolG2 のオペロ
ンの発現が myo-イノシトール添加によって
上昇することが明らかとなったため、xylA お
よび sav7190 のプロモーターを得た。 

 これらのプロモーターの評価については
(1)の課題で Streptomyces 内での Cre/loxP によ
る部位特異的な組換えにおける cre 遺伝子の
発現を検討した。当初、小断片(2 ~ 5-kb)を用
いた、Cre/loxP の部位特異的な組換えは、比
較的高発現が確認されている erythromycin 生
産 菌 Saccharopolyspora erythraea の
erythromycin耐性遺伝子ermEの構成的プロモ
ーターをプロモーターを利用することで効
率良く cre 遺伝子を発現させることが確認さ
れた。しかしながら 1.5-Mb にもおよぶ大規
模欠失は、同構成的プロモーターを利用した
系では部位特異的組換えには至らなかった。
そこで ermE プロモーターと同程度あるいは
それ以上の発現量が観察された誘導型 xylA

プロモーターを用い、効率良く Cre/loxP によ
る部位特異的組換えを達成することができ、
xylAプロモーターの誘導型発現系が有効であ
ることを明らかにした。 

(4) 異種生合成遺伝子群の発現および休眠遺
伝子の強制発現による物質生産 

 一方、本研究は(1)の課題で作製した汎用宿
主を用い、(2)の課題で開発した染色体組み込
みベクターを利用して異種微生物あるいは
異種生物由来の二次代謝産物生合成遺伝子
群の発現による物質生産を検討することが
大きな課題である。この過程で発現に問題が
ある場合、(3)の課題で得たプロモーターを組
み合わせることが可能であるため、異種二次
代謝産物生合成遺伝子群導入による発現を
検討した。本研究では当初予定していた、
pladienolide, streptomycin, cephamycin C に加
え 、 ribostamycin, kasugamycin, tetracycline, 

echinomycin の生合成遺伝子群のクローン化
を試みた。なお、すべての遺伝子群は(2)の課
題で作製した染色体組み込み型コスミドお
よび BAC ベクターでクローン化した。特に
pladienolide の生合成は I 型ポリケチド合成酵
素が関与しており、全長およそ 80-kb の DNA

断片を染色体組み込みベクターでクローン
化できた。クローン化したそれぞれの生合成
遺伝子群は(1)の課題で作製した、S. avermitilis 

SUKA5 あるいは SUKA17 株に導入し、その
生産物を解析した。これらの内、streptomycin, 

cephamycin C の生産量は、それぞれの生産株
S. griseus および S. clavuligerus よりも多く、
汎用宿主としての有用性が確認された。一方、
pladienolide 生合成遺伝子群を導入した形質
転換体では pladienolide の生成は確認出来な
かった。詳細を確認したところ、生合成遺伝
子群の調節遺伝子 pldR が全く発現していな
いことが判明したため、(3)の課題で得た、数
種の高発現プロモーターを用い、pldR の強制
的な発現を試み、著量の pladienolide の生産を
確認することができた。生合成遺伝子群の発
現調節は、遺伝子群内の調節遺伝子によって
制御されていることは、既に多くの事象が確
認されているが、それらの調節遺伝子をさら
に上位で制御している制御系に関してはほ
とんど解明されていない。したがって、宿主
にそのような上位の制御系を保有していな
い場合は、代謝産物の生成は期待できない。
しかしながら、本研究のように、生合成遺伝
子群内の調節遺伝子の強制発現によって回
避できることが確認された。 

 これまでの Streptomyces 属のゲノム解析結
果から、多数の生合成遺伝子群が染色体に配
置していること、またそれらの多くは休眠状
態であることが明らかとなっている。これら
の休眠遺伝子を活性することによって、新た
な新規化合物の発見につながることが期待
できる。S. avermitilis の染色体には 37 種の生
合成遺伝子群が確認されているが、現在まで
に確認された化合物はわずか 15 種にすぎな
い。(1)の課題で作製した SUKA17 株は内在性
のテルペン化合物を一切生成しないため、野
生株が保有する、機能不明な 3 つのテルペン
合成酵素遺伝子(群)を(3)の課題で得たプロモ
ーターを用い解析を行った。 

 Sesquiterpene 合成酵素と推定された遺伝子
sav3032 はシトクロム P450 CYP170A2 の遺伝
子 sav3031 と転写カップリングしている。発
現解析の結果、sav3032 は発現していないこ
とが明らかとなったため、sav3032-sav3031 を
含む断片をクローン化、sav3032 のプロモー
ター領域を(3)で得た rpsJ あるいは rpsL のプ
ロモーターと交換するとともにCYP170A2の
反応効率を上げるため、フェレドキシン還元
酵素およびフェレドシキンの遺伝子、
fprD(sav5675)および fdxD(sav3129)を下流に



 

 

配置し、人工オペロンとして SUKA 株で発現
さ せ た 。 形 質 転 換 体 か ら は 尐 量 の
epi-isozizaene, albaflavenol お よ び
albaflavenone が、主生産物として 4  

-epoxy-2-epi-zizaan-  -olが単離された。なお、
後者の化合物はこれまで知られていない新
規な化合物であった。また、生成量は rpsJ プ
ロモーターを使用したときのほうが良好で
あった。 

 同じく sesquiterpne 合成酵素と推定された
遺伝子 sav76 は発現解析において全く、発現
していないことが明らかとなった。前述の
sav3032 の発現と同じく、rpsJ プロモーター
と交換するとともに、セスキテルペンの前駆
体である farnesyl-diphosphate(FPP)の供給を期
待 す る た め FPP 合 成 酵 素 の 遺 伝 子
ptlB(sav2997)を下流に配置した人工オペロン
となるように配置した。SUKA17 株の形質転
換体からはアルコール体 2 種およびその一方
の酸化体と思われる成分を検出した。アルコ
ール体のうちのひとつは植物から蓄積が報
告されている viridiflorol と同定し、もう一つ
は新規化合物であることが判明し、avermitilol

と命名した。また、酸化体と推定された化合
物は avermitilol のアルコールが SUKA17 の保
有する酸化還元酵素によって酸化され、カル
ボニルとなった新規化合物、avermitinone で
あることが明らかとなった。 

 S. avermitilis のもう一つの sesquiterpene 生
合成遺伝子群は、これまでの強制発現系を利
用し、新規骨格を有する neopentalenolactone

類の生成に関与することを明らかにしてき
た。pentalenolactone および neopentalenolactone

の生合成過程の反応には環拡大反応によっ
て 6 員環ラクトンの形成が達成されると推定
されていた。また、それぞれの化合物の構造
上の相違点はこの環拡大反応の酸素原子の
導入の配向性の差異によるものと推定され
ていた。この環拡大反応は Baeyer-Villger 酸化
反 応 で あり 、 これ まで 生 物種 か らの
Baeyer-Villiger 反応を触媒する酵素の報告は
極めて尐なく、さらに生理的な基質が明らか
となっている例は無い。そこで、このような
詳細な遺伝子機能解析に大規模欠失株が有
効に利用できることを実証するため、
Baeyer-Villiger 反応を触媒すると思われる
PtlEおよび近縁種でpentalenolactoneを生産す
る 2 菌株より PenE および PntE の反応を解析
した。ermE プロモーターで発現させた ptl 遺
伝子群(ptlD インフレーム欠失を施した)は
neopentalenplactone D を生成し、さらに ptlE

を 欠 失 ( イ ン フ レ ーム ) さ せ た も のは
pentalenolactone および neopentalenolactone に
共 通 な 中 間 体 と 思 わ れ る
11-oxo-1-deoxypentalenic acid を生成する。こ
の欠失体に penE あるいは pntE を ermE プロ
モーターで強制発現させることによって

pentalenolactone D を生成することを確認した。
これらの結果から、PtlE は PenE と PntE とは
異なる配向性の Baeyer-Villiger 反応を触媒す
ることが推定された。さらに大腸菌で PtlE, 

PenE および PntE の組換え酵素を作製し、in 

vitro の反応を行い、それぞれの酵素の
Baeyer-Villiger 反応ならびにその配向性を確
認することができた。これらの結果は、アミ
ノ酸レベルではきわめて相同性が高いにも
かかわらず、反応の配向性が全く異なる初め
ての例である。また、Baeyer-Villiger 反応を触
媒する酵素で、生理的な基質が明らかとなっ
た初めての例でもある。 

 以上のように、本研究によって S. avermitilis

をモデルに物質生産に特化した染色体の再
構成を達成し、さらに異種二次代謝産物生合
成遺伝子群を効率良く、かつ安定に導入する
系を構築することができた。また、構築した
系を用いて、実際に異種の二次代謝産物生合
成遺伝子群を導入することによって、それら
の二次代謝産物を充分な生産量で得ること
もできた。また、生合成遺伝子群の導入によ
って発現が認められなかったものに関して
も、制御遺伝子を強制的に発現させることに
よって解決すること可能であることを実証
した。さらに休眠遺伝子を強制的に発現させ
ることによって、新規な骨格の化合物の単離
まで達成することが出来たことは特筆する
べきことである。このような、物質生産を目
的に合成生物学的な方法論によって物質生
産系を作製した例は国内外ではいまだ報告
例が無い。本邦初の次世代生産技術系として
今後の利用、さらなる改良が期待できる成果
と考えられる。 
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