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研究成果の概要（和文）：本研究では、土壌中で生育している放線菌が分解酵素を生産し栄養を獲得する一連のプロセ
スや抗生物質の生産プロセスを制御する遺伝子の発現制御ネットワークの解明を目指した。放線菌の栄養源としてキチ
ンを添加した土壌から直接抽出したRNAを放線菌ゲノム遺伝子を網羅的に固定したマイクロアレイで解析した結果、キ
チン存在下土壌中で生育している放線菌では、キチン代謝関連遺伝子や解糖系・窒素代謝等の主要代謝系遺伝子群ばか
りでなく、複数の抗生物質生産遺伝子群の発現が高レベルに誘導され、これら代謝遺伝子群の発現に転写制御因子DasR
が重要な役割を演じていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To provide new insights into the cellular response to nutrients and regulation cas
cade of antibiotic production genes in global gene expression of Streptomyces in soil, genome-wide transcr
iptional analysis with microarray technology was performed using RNA extracted from the wild type and muta
nt strains of Streptomyces coelicolor grown in soil cultures. Microarray analyses revealed that expression
 of genes for secondary metabolism was induced by chitin together with primary metabolic genes in soil cul
tures of Streptomyces coelicolor. The data also indicated that a transcriptional factor, DasR, was involve
d in the regulation of gene expression for chitin catabolism, secondary metabolism and stress responses.
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１．研究開始当初の背景 
放線菌は、代表的な土壌細菌であり、他の
微生物と競合しながら自然界に存在する基
質を分解し栄養源としている。そのため放線
菌は、他の生物が利用しにくい高分子基質を
効率よく分解する酵素群を分泌する一方で、
他の微生物の成育を抑えるために抗生物質
を生産すると考えられる。こうした放線菌の
機能は、これまで医薬品の開発や有用酵素の
生産という形で人類に多大な貢献をしてき
た。放線菌のこうした有用機能の発現制御機
構は、これまで主に実験室における培養系を
用いて精力的に解析されてきている。 
一方、自然環境中で放線菌が生育のために
利用する栄養基質としては、カビの細胞壁や
昆虫等の外骨格を形成するキチンが挙げら
れる。キチンはセルロースに次いで自然界に
多量に存在するバイオマスであるが、堅固な
高次構造を有することから、その分解は簡単
ではない。放線菌は、キチン分解酵素、キチ
ナーゼを生産する代用的な土壌微生物で、キ
チン分解能が放線菌同定の際の大きな指標
にもなっている。我々は、いち早く放線菌キ
チナーゼに着目し、複数の放線菌キチナーゼ
遺伝子をクローニングし、多くの放線菌が基
質特異性の異なる構造的にも多様性に富ん
だ多数のキチナーゼ遺伝子を有することを
明らかにした。また、放線菌のキチナーゼ遺
伝子の発現制御機構を解析した結果、キチナ
ーゼがキチンを分解することによって生じ
る N,N’-ジアセチルキトビオース（キトビ
オース）によって、その膜輸送系蛋白質遺伝
子とキチナーゼ遺伝子群の発現が誘導され
ること、また、グルコース存在下でこれら遺
伝子の発現が強く抑制される等、主に液体培
養条件下での放線菌のキチン分解制御機構
を明らかにしている。 
放線菌における抗生物質の生産制御機構
については、長年わたって膨大な量の研究が
全世界で行われてきた。一般的に、放線菌の
抗生物質生産は、胞子形成に至る一連の形態
分化のプロセスや培地の栄養条件に大きく
依存する。また、放線菌自身が生産するシグ
ナル物質の生産から始まり抗生物質生産や
形態分化に至る遺伝子発現カスケードに、多
くの制御蛋白質が関与することも明らかに
されている。我々も、抗生物質の生産制御蛋
白質のプロモーターを特異的に認識するシ
グマ因子を明らかにしてきた。通常、キチナ
ーゼが生産される液体培養では形態分化は
誘導されず、これまで、キチナーゼ生産は形
態分化とは全く無関係であると思われてき
た。しかし、今年、キトビオースの取り込み
に関与する ABC トランスポーターのキトビ
オース受容体の変異により、寒天培地上で放
線菌の胞子形成に異常をきたすことが示さ
れ、放線菌のキチン代謝と形態分化が密接に
関連していることが示唆された。また、キチ
ンの構成単糖である N-アセチルグルコサミ
ンの代謝調節蛋白質が、放線菌の形態分化と

抗生物質生産に関与することからも、自然環
境下では、放線菌の栄養源となるキチンの代
謝と抗生物質生産や胞子形成の開始が密接
に関連して、これらの機能に関わる遺伝子群
が一つの発現制御ネットワークで繋がって
いることが予想される。自然界における放線
菌のキチナーゼや抗生物質の生産制御機構
を明らかにすることは、放線菌の自然環境適
応戦略を明らかにする上で重要であるだけ
でなく、放線菌を利用した作物病原菌の防除
技術やバイオマス廃棄物の除去技術等、放線
菌を野外で利用する技術の開発に役立つこ
とが期待される。 
ところが、これまでの知見は実験室の培養
実験から明らかにされたものであり、放線菌
の有用機能の発現が、土壌中でどのように制
御されているかについてはほとんど解明さ
れていないのが現状である。これは、遺伝子
発現を調べるために必須となる RNA を土壌
から抽出することが困難だったことに起因
している。最近我々は、土壌から直接抽出し
た DNA を用い亜酸化窒素発生関連微生物の
群集構造解析を行うとともに、土壌からRNA
を直接抽出する手法を開発し、基質誘導性酵
素遺伝子の転写誘導を検出することに成功
した。また、放線菌のゲノム情報は既に公開
されており、マイクロアレイ等を用いて、ゲ
ノムワイドな発現制御ネットワークを解析
することも可能となってきている。こうした
背景から本課題を提案することとした。 
 
２．研究の目的 
土壌などの自然環境中で微生物がいかに
その有用機能を発現するかについて、それに
関わる遺伝子だけでなく、他の遺伝子の発現
と共に総合的に解析した研究は極めて少な
い。本研究では、土壌中で生育している放線
菌が分解酵素を生産し栄養を獲得する一連
のプロセスや抗生物質の生産プロセスを制
御する遺伝子の発現制御ネットワークを解
明し、放線菌の自然環境適応戦略を明らかに
することを目的とする。具体的には、様々な
条件下、放線菌が生育している土壌から直接
RNA を抽出し、マイクロアレイ等を用いて
分泌酵素や抗生物質等の生産に関わる遺伝
子群の土壌における発現条件を明らかする。
その際、各種変異株を用いて、胞子形成に至
る形態分化や蛋白合成、アミノ酸代謝など他
の代謝系遺伝子群の発現条件と比較解析す
ることにより、それぞれの関連性を調べる。
また、土壌環境中で有用機能の発現を左右す
る遺伝子を特定し、遺伝子破壊株の解析等を
通じてその機能を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)供試菌株、培養条件、RNA 抽出 
本研究では、放線菌でいち早くゲノム配列
が明らかになった Streptomyces coelicolor 
A3(2)株の野生株と、キチナーゼ生産及び抗
生物質生産に変異をきたした dasR 遺伝子変



異株（YU1 株）を供試菌として研究を行った。
土壌における本菌の遺伝子発現を解析する
ため、オートクレーブ滅菌した畑土壌（最大
含水量 60%）に放線菌 S. coelicolor の胞子
を最終 106（CFU/g 土）になるように接種後、
0.2%（w/w）のコロイダルキチンを添加し、
30℃で様々な時間培養した。各種遺伝子の発
現量をリアルタイム RT-PCR で経時変化を測
定する場合には、培養開始後 24、48、60、72
時間後に Wang 等が開発した方法を一部改変
して 2g の土壌から直接 RNA を抽出した。ま
た、ゲノム上の遺伝子の発現を、マイクロア
レイで解析する際には、培養開始後 48 時間
後に、16g のキチン添加土壌及び 20 グラムの
キチン無添加土壌（対象区） から RNA を抽
出し解析に供試した。 
(2)放線菌の土壌中における生育把握 
本研究では、放線菌が土壌中で栄養分を獲
得し生育するプロセスと、抗生物質生産や形
態分化のプロセスとの関連性を明らかにす
ることが目的であるため、放線菌の土壌中で
の生育をモニタリングすることが必須とな
る。そこで、土壌での放線菌の生育をモニタ
リングするため、放線菌の染色体 DNA に着目
した。すなわち、滅菌土壌に S. coelicolor 
A3(2)を接種し、時間を追って土壌から DNA
を抽出、抽出された DNA の量による土壌中で
の生育のモニタリングを行った。また、並行
して S. coelicolor A3(2)が生育している際
に常時発現していることが知られているい
わゆるハウスキーピング遺伝子の一つであ
る主要シグマ因子（σhrdB）を標的にした定量
PCR によって発現している同遺伝子のコピ
ー数で土壌中の放線菌の生育を評価した。 
(3)遺伝子発現量の定量 
キチンの分解と代謝のプロセスをモニタ
ーするため、S. coelicolor A3(2)のゲノム
情報からキチナーゼや、キトオリゴ糖の取り
込みに関与する蛋白質をコードしていると
考えられる遺伝子について、定量 PCR を行う
ためにそれぞれの遺伝子に特異的なプロー
ブの設計を行った。また同様に、 S. 
coelicolor A3(2)の抗生物質生産や形態分化
を制御する制御蛋白質遺伝子、あるいは初発
酵素遺伝子についても発現解析のための定
量 PCR 用プローブの設計も行った。設計した
プローブは、DNA 断片や液体培養細胞から抽
出したRNAを鋳型にしたモデル系でその定量
性を検証し、各遺伝子それぞれについてその
発現を定量的に解析するための遺伝発現解
析系を確立した。 
③マイクロアレイによる遺伝子発現解析 
土壌中で S. coelicolor A3(2)がキチンを
栄養源として生育しているときに、どのよう
な遺伝子が発現するかを、マイクロアレイを
用いて解析した。マイクロアレイは、S. 
coelicolor A3(2)のゲノムにコードされてい
る各遺伝子を網羅的固定した Roche 
NimbleGen 社製のものを用い、ゲノム上に存
在するそれぞれの遺伝子の発現解析は同社

の解析キットのマニュアルに従って行った。 
 
４．研究成果 
これまで放線菌の土壌中での生育を正確
に計る方法は開発されていなかったことか
ら、土壌中で生育している放線菌の生育をモ
ニタリングする手法の検討を行った。滅菌土
壌に放線菌を接種し、時間を追って土壌から
DNA を抽出、抽出された DNA 量による土壌中
での放線菌の生育のモニタリングを行うと
同時に、σhrdBのコピー数で土壌中の放線菌の
生育を評価した結果、両者の間に相関が見ら
れ、これらの指標を用いることによって、土
壌で生育する放線菌の生育をモニタリング
できることが明らかとなった。また、放線菌
ゲノム遺伝子の網羅的な発現解析に備えて、
市販の核酸精製キットを組み合わせ、放線菌
を接種した滅菌土壌から大量に高純度の RNA
を抽出する条件を明らかにした。 
土壌で生育している放線菌 S. coelicolor 
A3(2)株におけるキチン代謝プロセスを明ら
かにするため、キチンを添加した滅菌土壌に
本菌を植菌し、経時的に土壌から RNA を抽出
して本菌ゲノム上に存在する複数のキチナ
ーゼ遺伝子やキチン代謝産物の取込みに関
与するトランスポーターの遺伝子などの発
現を定量 PCR を用いて解析し、キチンを添加
しない場合と比較した。その結果、土壌中で
も液体培地と同様に、キチン存在下で放線菌
が持つ複数のキチナーゼ遺伝子の発現が誘
導されることが明らかになった。また、液体
培養条件下で生育している場合と土壌環境
条件下で生育している場合で、発現している
各キチナーゼ遺伝子の相対発現量を比較し
た結果、これまで発現が確認されていなかっ
たキチナーゼ遺伝子を複数見出し、液体培地
では発現が低いにも関わらず、土壌中で発現
量が特に高くなるキチナーゼ遺伝子が存在
することなど新知見を得ることができた。ま
た、近年放線菌のキチナーゼ遺伝子群の誘導
ばかりでなく胞子形成にいたる形態変化や
抗生物質生産に関与することが示唆された
N-アセチルグルコサミンの代謝調節蛋白質
の遺伝子 dasR を標的に相同組換えを用いた
ノックアウト変異株を作成し野生株とその
キチナーゼ遺伝子発現パターンを比較した
結果、この dasR 変異株が液体培地では野生
株の4分の１程度にキチナーゼ活性が低下し、
土壌環境条件下では一部のキチナーゼ遺伝
子の発現が全く失われることが明らかとな
り、この転写制御因子がキチナーゼ遺伝子の
発現制御にも関与していることが明らかに
なった。滅菌していない畑土壌に供試菌、放
線菌 S. coelicolor を植菌し、キチン存在下
及び非存在下で生育させ、定量 PCR を用いて
供試菌の複数のキチナーゼ遺伝子及びトラ
ンスポーター遺伝子などの発現の検出を試
みた結果、栄養源やニッチを共有する他の土
壌微生物の存在下でもキチナーゼ遺伝子群
や分解産物であるキトビオースの取込みに



関与するトランスポーター遺伝子群の発現
を検出することができた。また、この様な非
滅菌生土壌でも液体培地や滅菌土壌と同様
にキチンの存在下でのみこれらキチン代謝
関連遺伝子の転写が誘導さることが確認さ
れた。さらに、キチン存在下及び非存在下で
生育した供試菌について、放線菌ゲノム遺伝
子を固定したマイクロアレイを用いた遺伝
子発現解析を行った結果、キチン代謝系遺伝
子ばかりでなく、解糖系や窒素代謝などの主
要一次代謝関連遺伝子群の発現もキチン存
在下で活性化されることが明らかとなった。
また興味深いことに、放線菌ゲノム上に存在
する複数の抗生物質生産遺伝子群の発現が
キチン存在下で誘導されるという新知見を
得ることができた。 
放線菌ゲノム・マイクロアレイを用いた遺
伝子発現解析で、土壌中で生育している放線
菌において、キチンによる転写の誘導が認め
られた8つの抗生物質生産関連遺伝子群につ
いて、それぞれ複数の遺伝子の発現を検出す
るための特異プライマーを設計・合成し、土
壌で生育している放線菌 S． coelicolor 
A3(2)株から RNA を抽出、得られた mRNA 中の
これら遺伝子の転写量を定量 RT-PCR を用い
て測定した結果、土壌中で生育している
A3(2)株でこれら遺伝子は例外なくキチンの
添加によって発現が誘導されることが確認
された。特に Cryptic polyketide 合成関連
遺伝子群のポリケタイド合成遺伝子ckpIは、
キチンにより100数十倍もその発現量が増大
することが明らかとなった。さらに、放線菌
抗生物質のキチンによる生産量増大は、土壌
抽出液を添加した寒天培地上でも確認され、
キチンを含む寒天培地に土壌抽出液を入れ
た場合に、青色抗生物質であるアクチノロー
ジンンの生産の増加が認められ、土壌の可溶
性各分に放線菌の抗生物資生産を誘発する
物質が存在することが明らかとなった。 
また、抗生物質生産を制御することが知ら
れている転写因子 DasR の遺伝子破壊株と野
生株をキチン存在下土壌中で生育させ、それ
ぞれのゲノムにコードされている遺伝子の
発現をマイクロアレイを用いて網羅的に比
較解析した結果、dasR 遺伝子の破壊によっ
て総計690個の遺伝子の発現が影響を受ける
ことが明らかとなった。中でも土壌で生育中
にキチンによって転写誘導がかかる抗生物
質生産関連遺伝子群の発現が dasR 遺伝子破
壊株で高まることから、dasR がこれら遺伝子
群の発現を負に制御していることが明らか
となった。 
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