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研究成果の概要（和文）：抗稲イモチ病用抗生物質カスガマイシン(KSM)と構造類似のミノサミ
ノマイシン(MSM) の生合成遺伝子群を放線菌より分離した。これらは共通のカスガミン生合成
遺伝子群を含み，染色体組込み型ベクターにより異種・異属放線菌に導入し発現させると KSM
と MSM の生産を誘導した。一方，MSM 生合成遺伝子群の一部を発現させると未知の抗生物質を
生産した。このように，これら遺伝子群を適宜組み合わせ発現させると新たな抗生物質の生産
が可能となる。 

 

研究成果の概要（英文）：The biosynthetic genes of kasugamycin (KSM), anti-rice blast 
antibiotic, and minosaminomycin (MSM), an analogue of KSM, were cloned from their 
producing streptomycetes.  It was found that they contained kasugamine-biosynthetic 
genes in common, and produced KSM and MSM heterologously when introduced via a chromosomal 
integration vector.  In addition, specific parts of MSM biosynthetic genes induced 
heterologous production of unknown antibiotic(s).  These results  seem to suggest that 
suitable combination of these biosynthetic genes enables to produce new antibiotic(s).   
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１．研究開始当初の背景 

(1) 放線菌 Streptomyces kasugaensis が生産
する稲いもち病用抗生物質カスガマイシン
(KSM，図１)は，イノシトールとカルボキシホ
ルムイミドイル側鎖がアミノ基に付加したカス
ガミンより成るアミノグリコシド系抗生物質で
ある。我々は本菌より KSM 生合成遺伝子クラ
スターをクローン化して，クラスター内で遺伝
子群の転写活性化をもたらす kasT 遺伝子を恒
常的に発現させることにより，Streptomyces 

lividans をはじめとする異種 Streptomyces
属放線菌において KSM 生産を誘導した。一
方，これら生合成遺伝子群を大腸菌や異属放
線菌類に導入・発現して KSM を生産させる
試みは行っていなかった。 

(2) Streptomyces avermitilis よりイノシトー
ル 1‐リン酸をグルコース 6-リン酸から生合成
する酵素遺伝子 ino1 をクローン化して発現カ
セットを構築した。 

(3) Streptomyces sp. MA514-A1 株(以下，
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図２．KSM 生合成カセットとプラスミド 

各矢印は，青色が転写活性化遺伝子 kasT，赤色が

カスガミン生合成推定遺伝子群，緑色が KSM 自己

耐性遺伝子群，灰色が機能未知遺伝子群，橙色が

ino1 を示している。 

 

MA514 株)により生産される抗菌抗生物質ミノ
サミノマイシン(MSM，図１) は，イノサミンと
カスガミンおよびエンジュラシディディンより
成る KSM の構造類似体である。MSM の生合成
研究は行われていなかった。 

(4)人や動植物に対して安全で，また耐性菌の出
現が極めて少ないなど，抗生物質としての優れ
た特性を持つ KSM について，誘導体の生産研
究は行なわれていなかった。 

図１. KSM と MSM の化学構造 

  

２．研究の目的 

(1) KSM を大腸菌や Streptomyces 属以外の放
線菌に効率よく生産させることを目的に，これ
ら菌内に導入し発現が可能な KSM 生合成遺伝
子群発現カセットと生合成プラスミドを， 

KSM 生合成遺伝子群やイノシトール生合成遺
伝子 ino1 の発現カセットを用いて構築する。構
築した KSM 生合成プラスミドを大腸菌や異属
放線菌に導入・発現させて，これら菌株におけ
る KSM 生産誘導を検討する。 

(2) MSM の生合成遺伝子クラスターをクローン
化して MSM 生合成について知見を得る。さら
に，異種放線菌で MSM 生産誘導を可能とする
生合成遺伝子群発現カセットと生合成プラスミ
ドを構築する。 

(3) KSM と MSM の生合成遺伝子群を利用して
異種遺伝子発現用の S. lividans を宿主として
KSMとMSMの互いの部分構造を有するハイブ
リッド物質の生産誘導を試みる。 

 

３．研究の方法 

(1) MSM 生合成遺伝子クラスターは，コスミド
を用いた MA514 株のゲノムライブラリーより
クローン化した。MSM 生合成遺伝子群の解析，
KSMおよびMSMの生合成遺伝子群カセットの
構築は，大腸菌 JM109 を基本とした遺伝子操作
で行った。構築した遺伝子発現カセットを放線
菌染色体組込み型ベクターpTYM19 などに挿入
して生合成プラスミドを構築した。 

(2) KSM および MSM の生合成プラスミドや生
合成遺伝子群の発現は，異種放線菌については
S. lividans JT46 および TK21，異属放線菌につ
いては Rhodococcus erythropolis L-88，大腸菌
は BL21 株を使用した。L-88，大腸菌は BL21 株
を使用した。株を使用した。 

 
４．研究成果 

(1) 異種微生物でKSM生産を誘導する生合成

プラスミドの構築（図２） 

異種放線菌ならびに大腸菌で KSM 生産を

誘導するため，KSM 生合成遺伝子クラスター

を利用して 4 種の生合成遺伝子発現カセット

および生合成プラスミドを構築した。 

① KSM 生合成遺伝子クラスター内の KSM

生合成遺伝子群転写活性化遺伝子 kasT の上

流に S. avermitilis 由来リボソーム S10 タン

パク質遺伝子 rpsJ のプロモーター (PrpsJ)を

連結してカセットⅠを構築した。これを染色

体組込み型ベクターpTYM19 に挿入して，生

合成プラスミド pKSM109 を構築した。 

KSM の構成成分のイノシトール増強のた

め，大腸菌などの細菌で発現可能な Tn5 のネ

オマイシン耐性遺伝子 neo のプロモーター

Pneoに S. avermitilis由来の ino1を連結させ

た Pneo-ino1 をカセットⅠに挿入してカセッ

トⅡを構築した。本カセットを pTYM19 に挿

入して pKSM125 を構築した。 

② KasTの転写活性化によらずKSM生合成遺

伝子群を恒常的に発現させるため，７転写単位

(kasJ, kasNO, kasQP, kasRABCDE1E2F, 
kasI)および KSM 自己耐性遺伝子遺伝子群

kasKLMとkacの上流にPneoを連結してカセッ

トⅢを構築した。さらに pTYM19に挿入した生合

成プラスミドpKSM81を構築した。本プラスミド

に Pneo-ino1 ユニットを挿入したカセットⅣを構

築した。さらに pTYM19 に挿入した pKSM126

を構築した。 

(2) KSM生合成プラスミド導入による異種放線菌

S. lividansでの KSM生産誘導 

①異種遺伝子発現用宿主の S. lividans JT46

の染色体に，構築した 4種のKSM生合成プラス

ミドを導入して KSM 生産を検討した。各プラスミ

 



ド導入株について，KSM 生産用液体培地 30mL

／100mL フラスコを用いて発酵実験を行った（図

３）。その結果，カセットⅠおよびⅡ(pKSM109 およ

び pKSM125)の導入株は，KSM 高生産株の S. 

kasugaensis R6S1 と同レベルのKSMを生産した。

しかし，カセットⅡにおけるPneo-ino1挿入による有

意なKSM生産向上は認められなかった。すなわち，

これら導入株での KSM 生産ではイノシトールでは

なくカスガミンの生合成が律速であると考えられる。 

②カセットⅢ(pKSM81)の導入株はいずれもKSM

が低生産であった。一方，カセットⅣ(pKSM126)

を導入した２株では KSM の低生産と高生産が観

察された。カセットⅣ導入による高生産は，Pneoに

よる KSM 生合成遺伝子群および ino1 の発現強

化によるカスガミンとイノシトール生合成の増強の

結果と考えられる。 

③カセットⅢ(pKSM81)の導入株が KSM 低生産

であったため，導入株を 1週間毎に継代してKSM

生産を調べた。その結果，継代を経る毎に生産量

が低下し，３代継代後の全ての株で KSM 非生

産となった。これら菌株の KSM 生合成遺伝子

群について PCR 増幅により検討した結果，

kasNO，kasQP および kasCD 部分で欠失が

生じていた。これは，カセットに複数含まれる

Pneo間で相同組換えが生じたためと考えられる。

カセットⅣ(pKSM126)導入株の一方でKSM低

生産が生じた原因も，Pneo 間での相同組換え

によると考えられる。 

（3）大腸菌 BL21 におけるイノシトールおよび

KSM生産の誘導（図４） 

①大腸菌は KSM の構成成分となる myo‐イノ

シトールを生産できないため，大腸菌用の低コ

ピーベクターpSTV28 に Pneo-ino1 ユニットを

挿入して pKP05 を構築した。pKP05 を導入し

た大腸菌 BL21 は低濃度ではあったがイノシト

ールを生産した。 

②大腸菌で安定な KSM 生産を導くために，

ino1 発現カセットを大腸菌用ベクターｐSTV28

に挿入した pKP05 に，さらにカセットⅢを挿入し

た pKP12 を構築した。大腸菌 BL21 に pKP12

および大腸菌内でも複製可能な pKSM126 をそ

れぞれ導入し，KSM 生産用培地ならびに放線

菌用合成培地にて，培養温度（20，15℃）の条

件で 7 日間培養して，その培養上清および菌体

破砕液を調製した。しかし，これらいずれの培養

液からもKSMは検出されなかった。この原因とし

て， (i) 大腸菌内で KSM生合成酵素遺伝子群

の安定発現ができない，(ii)生合成原料の安定

供給が難しい，などが考えられる。 

③カセットⅢを挿入した pKSM81 の大腸菌

BL21導入株について，図２および３の緑矢印

の自己耐性遺伝子群(kasKLM および kac)に

よる KSM 耐性誘導について調べた。その結

果，導入株は KSM を 400g/mL 含む LB 培

地においても良好に生育したことから，これ

ら自己耐性遺伝子群は正常に発現しているこ

とが判った。 

（4）Rhodococcus erythropolis L-88 における

KSM生産誘導 

Rhodococcus 属細菌は，Streptomyces 属と

同様にアクチノバクテリアに属し，DNAの GC含

量が高い。一方，菌糸状の Streptomyces 属に

対し，Rhodococcus 属細菌は桿菌状形態を示し，

抗生物質生産菌も報告されている。そこで，遺伝

 
 

図４．大腸菌用の ino1 および KSM 生合成

プラスミド 

各矢印については図２の脚注を参照 

 

 

 
図３．KSM 生合成プラスミド導入株の KSM 

生産 



子発現用宿主として開発された R. erythropolis 

L-88（以下，L-88 株）を用いて KSM 生合成遺伝

子群による KSM生産誘導を検討した。 

① Streptomyces属放線菌の互いに異なる 5 ヵ所

の染色体に組込み可能な 5 種のベクターをエレクト

ロポレーション法により L-88 株に導入を試みた。そ

の結果，いずれも導入可能であった。すなわち，図

２に示す KSM 生合成プラスミドが導入可能である

ことが判った。 

② L-88 株にカセ ッ ト Ⅰ お よびⅡを有する

pKSM109 および pKSM125 をそれぞれ導入した。

得られた 2 種のプラスミドの導入株の培養液から， 

KSM が検出された。すなわち，L-88 株において，

カセットⅠおよびⅡの kasT 遺伝子が PrpsJ により

強制発現され，KSM 生合成遺伝子群が発現して

KSMが生産されたことが示唆された。 

③KSM 生産用液体培地 KPM に 0.1%イノシトー

ルを添加 し ， L-88 株の pKSM109 および

pKSM125導入株のKSM生産を調べた（図５）。そ

の結果，イノシトール添加は KSM 生産に影響せ

ず，一方，pKSM125導入株はpKSM109導入株

に比して有意に KSM 生産が向上していた。これ

は，L-88 株はイノシトール生合成系を有しており，

イノシトール取り込み能は低いが，ino1 導入による

内因性イノシトールの増加により KSM 生産向上が

もたらされたと考えられる。 

 さらに pKSM125 導入株を用いて，KSM 生産用

培地 KPMの糖源と窒素源を検討したところ，1.5%

グルコースと 1% バクトソイトンの組合せが KSM生

産に有効であることがわかった。 

(５) MSM 生合成遺伝子群のクローニングと解析 

MSMはKSMの構成アミノ糖のカスガミンに
イノシトール誘導体のイノサミンが結合し，さ
らに Streptomyces fungicidicus が生産するペ
プチド系抗生物質エンジュラシディンの構成物
質のエンジュラシディディン(END)が付加した
構造を有する(図１)。そこで，MSM 生合成遺伝
子群にはKSMのカスガミンとENDの生合成相

同遺伝子群が両方含まれると推定し，MSM 生
合成遺伝子群のクローン化を行った。   
①MA514 株ゲノム中のカスガミンおよび
END の生合成遺伝子群に対する相同遺伝子
群の存在について，縮重プライマーを作成し
て PCR 増幅により検討した。その結果，KSM

遺伝子群の kasR および END 生合成遺伝子
群の endP に対する相同遺伝子をクローン化
できた。これらを基に，遺伝子クローン化用
の kasR および endP 相同遺伝子のプライマ
ーを作成して，これら 2 遺伝子を含む DNA

領域を MA514 株のゲノムライブラリーから
クローン化を試みた。3,072 クローンから，2

組のプライマーを同時に増幅した約 32 およ
び 38kbの DNA断片を含む 2クローンを得た。
これらを，染色体組込み型ベクターにより S. 
lividans TK21(以下，TK21 株)に導入したと
ころ，いずれの導入株の培養液からも MSM

が検出された。すなわち，MSM 生合成遺伝子
群がクローン化できた。 

②2種のクローン化断片のうちで約 32kb断片
について全塩基配列を決定した。その結果，
MSM 生合成遺伝子クラスターは 21 遺伝子群
より成ることが示唆された(図６(B))。また，
クラスターには KSM 生合成の経路特異的遺
伝子 kasT の相同遺伝子は見出されなかった。
おそらく，MSM は恒常的に生産されていると
考えられる。 

(6) KSM と MSM とのハイブリッド物質の生産
を誘導するため，両物質の生合成遺伝子クラス
ターを，TK21 株の染色体に組込んだ多重導入
株を作成した。多重株は，KSM と MSM を同
時に生産したが，互いの部分構造を持つハイブ
リッド物質は検出できなかった。さらに，MSM

生合成遺伝子クラスターのアミノ糖鎖生合成推
定遺伝子群(msmA～H)，END 生合成推定遺伝
子群の msmN ～U およびmsmS～U の 3領域
をそれぞれ TK21 株の染色体に組込んだ 3 種の
導入株を作成したところ，これらのいずれの導
入株もPseudomonas fluorescensに対する抗菌
物質を生産していることが判った。 

 

 

 

 

 

図５．KSM 生合成プラスミド導入 L-88 株に

よる KSM 生産 

 

図６．KSM(A)および MSM(B)の生合成遺伝子 

クラスター 

(A)および(B)における，赤矢印はカスガミン生合成推

定遺伝子群，緑矢印は(A)では KSM，(B)では MSM

に対する自己耐性遺伝子群，(B)の黄矢印は END 生

合成推定遺伝子群，灰色矢印は機能未知遺伝子を示し

ている。 



5. 得られた成果の意義，今後の展望 

(1) S. kasugaensis 由来の KSM 生合成遺伝子群
を利用して異種放線菌において KSM 生産を導
く４種の生合成プラスミドを構築した。特に，
pKSM109とpKSM125は安定にKSM生産を導
き，異属放線菌の R. erythropolis L-88において
もKSM生産を誘導できた。今回の結果は，稲の抗
いもち病農薬として国内で広く使用されている
KSM を，Streptomyces属のみならず異属放線菌
でも生産誘導できた例として極めて学術的価値が
高い。本成果は，様々な特性を持つ放線菌に対し
て KSM 生産を導く可能性を示した。   

今後は，これら生合成プラスミドを未利用資
源のセルロース系バイオマスを資化できる放線
菌に導入することにより，セルロース系バイオ
マスを原料とした KSM の発酵生産系を構築す
る。また，桿菌形状を示す pKSM109 を導入し
た L-88 株を用いて KSM の高生産条件を見出す
ことにより，新しい KSM 発酵生産系の確立を
めざす。 

(2) MSM 生合成遺伝子群の解析により，KSM の
生合成遺伝子群との比較・検討が可能になり，2

種のアミノグリコシド系抗生物質の生合成の理
解が深まった。さらに，KSM と同様に MSM の
異種放線菌における生産も可能となったことか
ら，これら生合成遺伝子群を用いることにより
KSMとMSMとの部分構造を有するハイブリッ
ド抗生物質の誘導について研究を進める。さら
に，MSM 生合成遺伝子群の特定領域のみを導
入・発現させた TK21 株が抗菌物質を生産した。
これら抗菌物質は， MSM とは異なった物質で
ある可能性が高く，原因物質の精製と構造決定
を行う予定である。 
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