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研究成果の概要（和文）： リファンピシン耐性を付与する rpoB 変異（RNA ポリメラーゼ β-
サブユニットをコードする遺伝子における変異）を利用して放線菌細胞内の RNA ポリメラー
ゼ（転写）を改変することで, 放線菌の潜在的な二次代謝産物の生産能力を効率よく活性化で
きることを明らかにした。この原理を通常の培養では抗生物質をほとんど生産しない 
Streptomyces 属放線菌に活用して, 実際に新しい抗生物質ピペリダマイシンを発見することに
も成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：This study demonstrated the pragmatic method for efficiently activating 
unexpressed or poorly expressed actinomycetes gene to synthesize secondary metabolites through a 
mutation that confers resistance to rifampicin targeting the RNA polymerase; a specific mutation in the 
rpoB gene (encoding the RNA polymerase  β-subunit) dramatically altered gene expression in 
actinomycetes by modulating the transcriptional apparatus (i. e., RNA polymerase).  This method 
allowed the discovery of piperidamycin, a novel antibiotic produced by Streptomyces sp. 631689, which 
rarely produces antibiotics in any type of culture media. 
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム生物学の飛躍的な進歩に伴い, 多種
多様な微生物の全ゲノム配列が次々と解読
されている。その解析結果から, 微生物, と
りわけ代表的な抗生物質生産菌である放線
菌においては, 二次代謝産物の生産に繋がる
遺伝子の多くが潜在的に存在していること

が判ってきた。このような潜在遺伝子は, 当
然ながらこれまで利用されることなく見過
ごされてきた部分であるが, 抗生物質をはじ
めとする様々な生理活性を示す有用な二次
代謝産物の生産に関与している可能性があ
る。従って, 国内外の多くの研究者が放線菌
における潜在遺伝子の有用性に着目し, その
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活性化と利用に向けた技術開発に取り組み
始めている。 
 リファンピシンは, 細菌の RNA ポリメラ
ーゼに作用して, RNA合成の開始反応を阻害
する抗生物質である。細菌におけるリファン
ピシン耐性の表現型は, RNAポリメラーゼの
β-サブユニットをコードする遺伝子（rpoB 
遺伝子）内の突然変異により現れることが知
られている。興味深いことに, 放線菌におい
て , リファンピシン耐性を付与する特定の
rpoB変異が生じると, 二次代謝産物の生産性
が著しく増大する現象が見出された。 
 
２．研究の目的 
 本研究は, 放線菌を対象に, これらが保有
する潜在的な二次代謝産物生合成遺伝子（潜
在能力）を最大限に活用することで, 放線菌
の高度利用を目指そうとするものである。背
景で述べたように, リファンピシン耐性を付
与する特定の rpoB 変異が, 放線菌の潜在能
力発現において重要な役割を果たし得るこ
とが判ってきた。本研究では, “放線菌の潜
在的な抗生物質生産能力の活性化における
rpoB変異の有効性の検証”, および“RNAポ
リメラーゼ変異による潜在遺伝子活性化の
メカニズムの解明”, 以上 2 点の課題に取り
組み, 放線菌の潜在能力発現における RNA
ポリメラーゼ変異の重要性とその利用のた
めの論理的基盤を構築し, 新しい抗生物質を
発見することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）放線菌からのリファンピシン耐性変異
株の取得と rpoB変異の特定 
 本研究では, 通常の培養では抗生物質生産
を示さない放線菌を実験材料とした。これら
放線菌に対するリファンピシンの最小生育
阻止濃度（MIC）を決定し, MICの 2倍~数
十倍濃度のリファンピシンを含む放線菌用
寒天培地を用いた薬剤耐性選抜法によりリ
ファンピシン耐性変異株を取得した。取得し
たリファンピシン耐性変異株は寒天培地に
て適宜培養し, 得られた培養物を黄色ブドウ
球菌（Staphylococcus aureus 209P）を検定菌
とした抗菌試験に供した。抗菌物質生産が認
められたリファンピシン耐性変異株を抗生
物質生産活性化変異株とした。また, これら
変異株の rpoB遺伝子をシーケンシングし, 
抗生物質生産の活性化に関わる rpoB変異を
特定した。 
（2）放線菌から取得した rpoB変異株が生産
する抗生物質の単離・精製および構造解析 
 （1）の検討で得られた活性化 rpoB変異株
が生産する抗生物質を培養抽出物から単
離・精製（オープンカラムクロマトグラフィ
ーや HPLCを使用）し, NMR（核磁気共鳴）
や MS（質量分析）により構造解析を行った。 

（3）rpoB変異による放線菌の潜在的な二次
代謝産物（抗生物質）生産能力の活性化機構
の解析 
 （1）および（2）の検討から代表的な活性
化 rpoB変異株を選び解析を行った。rpoB変
異株とその親株を液体培養し, 対数増殖期と
定常期の菌体から RNAポリメラーゼを調製
した。特定遺伝子のプロモーター領域への結
合能を指標に, 野生型 RNAポリメラーゼと
変異型 RNAポリメラーゼの機能を比較解析
した。変異型 RNAポリメラーゼの特質を明
らかにすることで, rpoB変異と潜在的な二次
代謝産物生産（抗生物質生産）能力の活性化
との関連を考察した。 
  
４．研究成果 
（1）放線菌 Streptomyces sp. 631689の潜在能
力活性化による新抗生物質の発見 
 抗生物質非生産性の放線菌 Streptomyces sp. 
631689 から 45 菌株のリファンピシン耐性変
異株を取得し, それらの抗生物質生産性を調
べるとともに rpoB 変異を特定した。その結
果 , rpoBH437L や rpoBH437D, rpoBH437R, 
rpoB437Y といった変異を有する変異株が顕
著な抗生物質生産を示すことが明らかとな
った（図 1）。すなわち, 特定の rpoB 変異に
より, 生産量が低レベルで検出できなかった
Streptomyces sp. 631689 の抗生物質生産性を
検出可能なレベルまで向上させることに成 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 1 rpoBH437L変異による Streptomyces sp. 
  631689 の抗菌物質生産活性化 
 
功した。さらに, これら変異株が生産する抗
生物質を単離・精製し, 構造解析を行ったと
ころ, ピペリジン 4 分子を包含する新奇な構
造を持つ抗生物質（ピペリダマイシンと命
名）であることが明らかになった（図 2）。本
研究の成果は, リファンピシン耐性を付与す
る rpoB 変異を活用して放線菌の潜在的な二
次代謝産物生産能力を活性化すれば, 従来に
ない新しいタイプの抗生物質を発見できる
ことを世界で最初に実験的に証明したもの
であり , 国際的評価が極めて高い学術誌
Nature Biotechnology誌に掲載された［雑誌論



 

 

文①：Hosaka et al. 2009］。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2  Streptomyces sp. 631689から取得した 
 rpoB変異株が生産する抗生物質ピペリダ 
 マイシンの構造 
 
 
（2）抗生物質非生産性放線菌の潜在能力活
性化におけるリファンピシン耐性変異（rpoB
変異）の有効性検証 
（1）の検討により, リファンピシン耐性を付
与する rpoB 変異を利用して放線菌の潜在的
な抗生物質生産力（潜在能力）を活性化すれ
ば, 新しい抗生物質を発見できることが明ら
かになった。しかし, 本アプローチによる新
抗生物質の発見例は, ピペリダマイシンでの
一例にとどまっていた。そこで, 放線菌から
の抗生物質探索研究における本アプローチ
の真価を明らかにするために以下の検討を
行った。 
 国内各地の土壌から 244菌株の放線菌を定
法に従い分離した。これらの放線菌を 3種類
の代表的な放線菌寒天培地を用いて培養し
（1~7日間）, 抗菌試験に供した。いずれの
培地および培養時間においても抗菌物質生
産を示さなかった 11 菌株を抗生物質非生産
性放線菌として選抜した。これら 11 菌株の
放線菌からリファンピシン耐性変異株を取
得し, 各変異株の抗生物質生産性を評価した。
その結果, リファンピシン耐性付与により, 
11菌株中 6菌株の潜在的な抗生物質生産能を
活性化できたことが明らかになった（表 1）。 
 
 
表 1 薬剤耐性付与による抗生物質非生産性
放線菌の潜在的抗生物質生産力の活性化 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 a）変異株を取得できなかった。 

Streptomyces sp. THSU-2や THSU-3のように
約 4割もの高頻度で抗生物質生産を示すリフ
ァンピシン耐性変異株が出現したケースも
あった。興味深いことに, 同検討をストレプ
トマイシン耐性変異を活用して行ったとこ
ろ, 活性化に成功した菌株は 11菌株中 3菌株
で, 活性化菌株の出現もリファンピシン耐性
変異活用の場合と比べて低頻度であった。以
上の結果からみても, 抗生物質非生産性放線
菌の潜在能力活性化にリファンピシン耐性
変異の活用が極めて有効であることが明ら
かになった。 
 特に著しい抗生物質生産の活性化が認め
られた Streptomyces sp. THSU-2のリファンピ
シン耐性変異株について rpoB 変異の特定を
行った。その結果, 活性化菌株は rpoBD427V
や rpoB437R, rpoBH437Yといった変異を有す
ることが明らかになり, 抗生物質非生産性放
線菌の潜在能力を引き出す rpoB 変異も特定
できた。 
 一方, 本検討により, 様々な放線菌から数
多くの活性化リファンピシン耐性変異株
（rpoB変異株）を取得できたが（延べ 150菌
株）,  活性化により新たに生産が認められた
抗生物質の単離・精製および構造解析には至
らなかった。この課題に取り組むことで, ピ
ペリダマイシンに続く新抗生物質発見を達
成できるものと考え, 現在, 本課題について
さらに検討を進めている。 
 
（3）rpoB 変異による放線菌の潜在的な抗生
物質生産能力活性化機構の解析 
 本検討では, Streptomyces sp. 631689 の野
生株, ピペリダマイシン生産の活性化が認め
られた rpoBH437L変異株や rpoBH437D, rpoB
変異を有するがピペリダマイシン生産力を
獲得できなかった rpoBS442W 変異株を用い
た。各菌株の対数増殖期および定常期におけ
る菌体から RNA ポリメラーゼを調製し, 特
定 遺 伝 子 （ 放 線 菌 基 準 株 Streptomyces 
coelicolor A3(2) の抗生物質生産や気菌糸形
成に関わる遺伝子）のプロモーター領域への
結合能を表面プラズモン共鳴装置（Biacore 
3000）を用いて解析した。その結果, ピペリ
ダマイシン生産を示した rpoB 変異株の定常
期における RNA ポリメラーゼは, それら遺
伝子のプロモーターへの結合力が野生型
RNA ポリメラーゼよりも強いことが明らか
になった（図 3, ピペリダマイシン生産を示
さない rpoBS442W変異株の RNAポリメラー
ゼの結合力は野生型と同レベルであった）。 
厳密な証明にはほど遠いが, rpoBH437L およ
び rpoBH437D変異型 RNAポリメラーゼがピ
ペリダマイシン生合成遺伝子の発現制御に
関わるプロモーターへの高い親和力を獲得
したことで, 同遺伝子の転写が促進し, 結果
的にピペリダマイシン生産の活性化が起き 



 

 

たものと考察した。放線菌には多種多様なシ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3  野生型および rpoB変異型 RNAポ 
 リメラーゼのプロモーターへの結合力 
 
グマ因子が存在することから, 野生型と rpoB
変異型の RNA ポリメラーゼホロ酵素では, 
機能しているシグマ因子が異なるため, プロ
モーターへの親和力が変化したとも推察で
きる。実際に rpoB 変異によりどのような仕
組みで放線菌の抗生物質生産が活性化され
るのか , 詳細については , 放線菌基準株
Streptomyces coelicolor A3(2)から取得した
rpoB変異株なども用いて, 現在も解析を進め
ている。 
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