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研究成果の概要（和文）：様々な放線菌ゲノム解読の結果、医薬・農薬の探索源となる可能性を秘めた多くの未知二次
代謝生合成遺伝子クラスターが見出されている。本研究では、小分子を用いた遺伝子クラスター活性化手法の開発を目
的とした。放線菌に広く見出されるLALファミリー転写制御因子のなかで、リベロマイシン生合成遺伝子クラスターに
存在するRevUに着目し、リベロマイシン生産増強に関わる小分子化合物の探索・構造最適化を行い、遺伝子活性化機構
の解明につながる大きな研究成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Genome sequencing of Streptomyces spp. revealed many unknown secondary metabolite 
gene clusters that might be potential sources for a medicinal drug and an agricultural chemical. The objec
tive of the study is an activation of secondary metabolite gene clusters using small molecules. LAL family
 transcriptional regulators are widely found in Streptomyces spp. Among them, we focused on RevU which exi
sts in reveromycin biosynthetic gene cluster. We searched a small molecule which activates reveromycin pro
duction, and optimized its chemical structure. This study gave great insights for the mechanism of the act
ivation of secondary metabolite gene cluster. 
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１． 研究開始当初の背景 
微生物が作り出す天然化合物は、医薬シー

ドとして重要であり、抗生物質、抗がん剤、
免疫抑制剤など多くの医薬が開発されてき
た。近年、新規生理活性化合物の発見が困難
となり、合成化合物のスクリーニングも行わ
れているが、多様な構造や生理活性を有する
微生物代謝産物が重要である事に変わりは
ない。近年のゲノム解析から、有用天然物の
探索源である放線菌ゲノム中には 30 以上の
二次代謝生合成遺伝子クラスターが存在す
るが、一部しか利用されておらず、未知化合
物の発掘が望まれている。 
 
２．研究の目的 
放線菌は、有用化合物の宝庫として知られ

ている。これらの化合物の多くは特定の培地
で培養したときにのみ高生産となることが
経験的に知られているが、どの物質が生産向
上に関わるかについては知見がない。本研究
では、放線菌の二次代謝生合成遺伝子クラス
ターに広く存在する Large ATP binding of 
LuxR (LAL)ファミリー転写制御因子を活性化
する小分子化合物を天然化合物バンク
(NPDepo)から探索し、放線菌休眠遺伝子クラ
スターを覚醒する手法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
小分子化合物を用いた遺伝子覚醒手法開

発に向けて、リベロマイシン生合成遺伝子ク
ラスターに存在するLALファミリー転写制御
因子(RevU)に着目した。NPDepo 天然化合物ラ
イブラリーを用いて、リベロマイシンの生産
を増強する化合物をUPLC-MSにより解析を行
なった。次に、強いリベロマイシン生産誘導
活性を有する小分子構造を最適化するため
に構造活性相関研究を行なった。さらに、全
遺伝子の発現解析（RNA-seq）を行ない、発
現誘導される遺伝子クラスターの検討を行
った。また、理研・ケミカルバイオロジー研
究グループで開発された光親和型化合物ビ
ーズや化合物アレイ（3,500 の天然物 2 セッ
トが一つのガラス基盤に固定化されたもの）
を活用して標的分子探索を行った。 
バイオメディエーター作用を一般化する

為に、異種放線菌由来の未知遺伝子クラスタ
ー中に見いだされ、RevU と高い相同性を有す
るLALファミリー転写制御因子遺伝子に注目
した。培地にバイオメディエーターを添加し
培養を行った後に、酢酸エチル及びブタノー
ル抽出を行い、生産が誘導される化合物を
UPLC-MS で解析を行なった。 
 
４．研究成果 
1）放線菌(Streptomyces reveromyceticus)

において、リベロマイシン生産増強に関わる
小分子化合物は、LAL ファミリー転写制御因
子である revU 遺伝子発現を誘導した。本研
究で、このような二次代謝生産を促進する外
来の小分子化合物をバイオメディエーター

と定義した。構造活性相関研究によりリベロ
マイシンＡの生産誘導に関わるバイオメデ
ィエーター（βカルボリン化合物）の構造を
最適化した。 
 
2）リベロマイシン生産菌のゲノム解読デ

ータを活用して、バイオメディエーター処理、
未処理の生産菌より調製したRNAを用いて全
遺伝子発現の変動を一括解析することによ
り、リベロマイシン生合成遺伝子クラスター
以外にもバイオメディエーター処理後に発
現が変動する二次代謝生合成遺伝子クラス
ターが存在するか否かを検証した。その結果、
リベロマイシン生合成遺伝子クラスターの
生合成遺伝子群の発現が顕著に増大してい
ることが判明した。この中には LAL ファミリ
ー転写制御因子であるRevUも含まれていた。 
 
3）標的分子の解析に向けて、バイオメデ

ィエーターを化合物ビーズに固定化し、リベ
ロマイシン生産菌及び RevU を恒常発現する
放線菌(Streptomyces lividans TK23) より
調製した細胞抽出液と結合するタンパク質
を探索した。コントロールビーズには結合し
ないが、バイオメディエーター結合ビーズに
特異的に結合するタンパク質を SDS-PAGE に
より分離し、CBB 染色された特異バンドを切
り出し、トリプシン消化後に MALDI-TOFMS 解
析を行ない、候補タンパク質を見出した。ま
た、特異的結合を評価する為に、ビーズと結
合していないバイオメディエーターを用い
て競合実験を行った。 
 
4）標的と予想されるタンパク質を放線菌

（Streptomyces lividans TK23）を用いて
His-タグ融合タンパク質として発現を行っ
た。標的タンパク質は可溶化されるフラクシ
ョンが少ないため、共結晶構造解析の為に発
現条件や精製条件の検討を行った。 
 

 5）バイオメディエーターを添加し異種放
線菌の培養を行った後に、生産が誘導される
化合物を UPLC-MS 解析を行なったところ、
Mass/UV スペクトルから新規と考えられる化
合物の生産を確認出来た。 
 
挑戦的萌芽研究の助成により、新しい二次

代謝産物探索に向けて新たな方法論を発展
させることが出来た。小分子化合物を用いる
手法は、遺伝子工学的な技術を全く必要とせ
ず、形質転換が困難な放線菌に対しても広く
適応できる点に大きな特色がある。今後の更
なる研究展開により、幅広い生命科学分野へ
の波及が大いに期待できる。 
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