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研究成果の概要（和文）： 本研究では、ブテノライド型シグナルが放線菌の二次代謝をどのように誘導するのか？と
いう分子機構の解明、シグナルが機能する放線菌の探索とシグナル系操作による休眠二次代謝の覚醒を目的とした。
 有用駆虫薬エバメクチン生産菌において、シグナル、その受容体とホモログ、シグナル生合成酵素による相互制御ネ
ットワークがエバメクチン生産を調節していることを明らかにした。また、受容体遺伝子破壊やシグナル添加が休眠化
合物の生産を覚醒できることが分かった。ブテノライド型シグナルを産生する放線菌を同定したことより、シグナルを
活用した放線菌分子育種が可能になると期待される。

研究成果の概要（英文）： Autoregulators elicit secondary metabolism by binding to the cognate receptors 
in actinomycetes. In this study, I report the molecular mechanism for the regulation of secondary 
metabolism by a butenolide-type autoregulator as another type of signaling molecule, the identification 
of actinomycetes producing the autoregulator, and the useful method for finding sleeping compounds in the 
genome. I demonstrated that the regulatory network composed of autoregulator, receptor, 
receptor-homologues, and autoregulator biosynthetic enzymes controls antibiotic production in 
Streptomyces avermitilis. Furthermore, gene inactivation of the receptor (homologue) genes or exogenous 
addition of the autoregulator led to increased production of silent compounds. These findings indicated 
that a butenolide-type autoregulator is a key molecule for not only understanding secondary metabolism in 
actinomycetes but also activating the numerous useful silent natural products.
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１．研究開始当初の背景 
放線菌の二次代謝は、ホルモン様低分子シ
グナルにより誘導され、多彩な生物活性物質
を産み出す。60%の放線菌群で二次代謝を誘
導するブチロラクトン型シグナル経路の研
究を通じて、研究代表者は、他の放線菌群で
機能する新規シグナル物質（ブテノライド型
シグナル）を、二次代謝に関する情報が豊富
であり、かつ有用駆虫薬エバメクチンの生産
菌でもある放線菌 Streptomyces avermitilis
より単離・構造決定し、制御カスケードの存
在を報告した。本カスケードの詳細は、放線
菌二次代謝制御に学問的ブレークスルーを
もたらすと同時に、休眠遺伝子群の強制発現
による新規生物活性物質の生産誘導など、産
業への展開価値が高いと考えられる。したが
って、研究代表者は、(i) ブテノライド型シ
グナルの制御カスケードを明らかにすれば、
ブチロラクトン型シグナル単独では成し得
なかった、生物活性物質の生産性向上や未発
掘の有用遺伝子資源を発見できる、(ii) ブテ
ノライド型シグナルの物質生産への有効性
を示せれば、両シグナルの培養液への添加に
より、有用物質生産能力を覚醒する方法が提
案できると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、(i) 放線菌二次代謝の新たな
制御系の分子メカニズムを明らかにするべ
く、ブテノライド型シグナルがどの分子経路
を経て、生物活性物質の生産を誘導するの
か？という制御カスケードの解明、(ii) ブテ
ノライド型シグナルが産業利用に資する可
能性を追求するため、ブテノライド型シグナ
ルが機能する放線菌の探索とシグナル添加
による二次代謝の覚醒、を目的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究では、ブテノライド型シグナル制御
系を解明する放線菌として、S. avermitilis
を主要研究対象菌とした。また、ブテノライ
ド型シグナル制御系解明の手掛かりとなり
得るブチロラクトン型シグナル産生菌
Streptomyces virginiae と Streptomyces 
lavendulae FRI-5、またシグナル未同定菌
Kitasatospora setae も対象とし、ホルモン
様シグナルによる放線菌二次代謝制御系の
総合的な理解と有用物質生産への応用にも
取り組んだ。 
ゲノム情報を精査し、シグナル受容体（様）
遺伝子を推定した後、各遺伝子破壊株を構築、
代謝物生産プロファイルや形態分化などの
詳細な表現型解析に基づき、各遺伝子の機能
を明らかにした。極微量しか生産しないブテ
ノライド型シグナルは、シグナル受容体の
DNA 結合能がシグナルに影響する現象に基づ
き、ゲルシフトアッセイ法によりその活性量
を測定した。ブテノライド型シグナルを産生
する放線菌を同定するため、シグナル生合成
に関わる遺伝子を破壊した S. avermitilis 

Δaco 株を用いた（①）。同時に、ブチロラク
トン型シグナルを産生する放線菌を検出す
るため、シグナル生合成遺伝子破壊株２種（S. 
virginiae ΔbarX 株と S. lavendulae FRI-5 
ΔfarX 株）を用いた（②,③）。また、シグナ
ル産生放線菌の調査対象として、独立行政法
人製品評価技術基盤機構・バイオテクノロジ
ーセンター（NBRC）に寄託されている放線菌
と研究代表者が保有する植物内生放線菌を
用いた。放線菌培養液の酢酸エチル抽出物を
これらのシグナル生合成欠損株３種に添加
し、酢酸エチル抽出物に生産誘導される二次
代謝物を HPLC により解析することで、放線
菌集団におけるブテノライド型シグナルと
ブチロラクトン型シグナルの産生分布状況
を調査した。シグナル物質の放線菌培養液へ
の外部添加が二次代謝に与える影響を調査
するため、ブテノライド型シグナル１種（エ
バノライド）とブチロラクトン型シグナル２
種（VB と IM-2）を各種放線菌の培養液に添
加し、変動する代謝物成分を HPLC により解
析した。 
 
４．研究成果 
研究の主な成果 
（１）二次代謝制御におけるシグナル受容体
の機能解析 
研究代表者は、S. avermitilis のエバメク
チン生産誘導因子としてブテノライド型シ
グナルであるエバノライドを同定している。
このエバノライドの受容体としてAvaR1を見
出しているが、エバメクチン生産制御におけ
るその詳細な機能は明らかではない。また、
avaR1 遺伝子の隣接領域には、エバノライド
生合成遺伝子である aco と cyp17 に加え、２
つの avaR1 相同遺伝子 avaR2 と avaR3 が位置
する。遺伝子破壊株の表現型解析により、
AvaR3 はエバメクチン生産、胞子形成、菌糸
断片化を正に調節する因子であることを明
らかにしているが（④）、AvaR2 の生理的機能
は不明なままであった。したがって、遺伝子
破壊株解析や生化学的解析などにより、
AvaR1 と AvaR2 の二次代謝制御における役割
を明らかにすることにした。 
大腸菌で発現させ精製したAvaR1タンパク
質は、aco 遺伝子の上流領域だけではなく、
avaR1、avaR2、avaR3 の各遺伝子上流領域に
も特異的に結合した。これらの結合 DNA 配列
から、AvaR1 が認識する保存配列を見出すこ
とができた。したがって、AvaR1 がこれらの
遺伝子の転写を調節することが示唆された。
次に、avaR1 破壊株のエバメクチン生産量を
測定したところ、予想に反し、野生型株と比
較して破壊株の生産量に変化は観察されな
かった。しかしながら、AvaR1 結合 DNA 配列
がエバノライド生合成遺伝子の上流領域に
位置するため、AvaR1 がエバノライド生合成
を調節するのではないかと推測した。そこで、
avaR1 破壊株の表現型を精査した結果、エバ
ノライド生合成遺伝子acoの転写量が増加す



ると共に、エバノライド生産量が増大してい
た。以上の結果から、AvaR1 はエバノライド
の生産を負に調節する因子であることが明
らかになった。低分子シグナル制御系が、そ
のシグナル分子の生合成自体を生産制御す
る例は、近年知られてきており、研究代表者
は S. lavendulae FRI-5 の IM-2 制御系にお
いても、同様の制御メカニズムを確認した。 
次に、avaR2 破壊株の表現型を解析した結
果、エバメクチン生産は 20%低下し、胞子形
成能は 70%低下した。avaR2 と avaR1 の機能
関連を調べるべく、avaR1/avaR2 二重破壊株
を構築したが、明瞭なエバメクチン生産の変
化は観察されなかった。また、転写解析によ
り、AvaR2 は avaR 遺伝子と aco 遺伝子に対し
ては負の、エバメクチン生産経路特異的制御
因子 aveR に対しては正の転写調節をするこ
とが分かった。したがって、エバノライドと
３つの avaR 遺伝子から構成される相互転写
ネットワークが、エバメクチン生産を巧妙に
制御していることが本研究より明らかとな
った。また、二次代謝を制御する新たな因子
として、エバメクチン生産を正に制御する
DeoR 型制御因子 SdrA を同定したが、エバノ
ライド制御系との関連は現在のところ、不明
である。 
 
（２）シグナル受容体の遺伝子破壊が及ぼす
休眠二次代謝への影響 
放線菌シグナル受容体の主要二次代謝産
物への生産制御については、研究されている
が、その他の二次代謝産物に関する生産制御
研究は少なく、その関連性は不明である。そ
こで、研究代表者がこれまでに構築したシグ
ナル受容体（様）遺伝子破壊株の代謝物を詳
細に解析することで、シグナル受容体の二次
代謝制御への機能関与を広範囲に検証する
ことにした。 
avaR3 破壊株の代謝物プロファイルを精査
した結果、野生型株のピークと比較して、
avaR3 遺伝子破壊に依存して顕著に増大する
ピークを１つ見出した。当該ピークを精製し、
MS解析とNMR解析によりその化学構造を同定
したところ、セルロース生合成阻害剤フトキ
サゾリンであることが分かった。 S. 
avermitilis のゲノム情報を in silico 解析
したが、フトキサゾリン生合成を担う遺伝子
群は見出せなかったことから、フトキサゾリ
ン生合成の新規経路が存在することが期待
される。同様に、シグナル未同定菌である K. 
setae において、シグナル受容体遺伝子 ksbC
を機能解析したところ、新規β-カルボリン
化合物キタセタリンとその類縁体を同定す
ることに成功した。微生物からのβ-カルボ
リン化合物の発見は珍しく、ブテノライド型
シグナル制御系が本化合物の生産制御に関
与することは興味深い。以上の結果から、シ
グナル受容体の遺伝子破壊は休眠二次代謝
を覚醒することが明らかとなり、新規物質の
発見に繋がる有用ツールとなり得ることが

分かった。 
 
（３）シグナル外部添加が与える二次代謝へ
の影響 
ブチロラクトン型を始めブテノライド型
シグナルを各種放線菌の培養液に添加した
場合、二次代謝にどのような影響が生じるか
は示されていない。ホルモン様シグナル分子
の実用的応用性を検証するため、各種シグナ
ルを各種放線菌に投与し、二次代謝産物生産
の変化を HPLC により解析した。 
放線菌 50 種の培養液に、エバノライド、
VB、IM-2 の各シグナルを添加したところ、7
種の放線菌にて二次代謝プロファイルがシ
グナル依存的に変化した。しかし、培養再現
性を検討したところ、最終的にエバノライド
の逐次的な添加により２種の放線菌にて二
次代謝プロファイルが安定的に変化した。し
たがって、エバノライドを含むシグナル物質
の外的な培養液添加は、休眠二次代謝を覚醒
する可能性が示された。 
 
（４）シグナル産生活性を示す放線菌の同定 
放線菌の二次代謝制御において、いずれの
放線菌がブテノライド型またはブチロラク
トン型のシグナルを産生するかは、興味深い。
また、以前の研究からブチロラクトン型シグ
ナルは放線菌の 60%が産生するデータを得て
いるが、残り 40%がブテノライド型シグナル
を産生するかは定かではない。したがって、
シグナル欠損株を駆使し、シグナル型の分布
を調査することにした。 
以前の研究では、シグナル産生能を検出す
るため、シグナルを産生するオリジナル野生
型株に対する二次代謝誘導能を指標にして
いた。しかしながら、エバノライドの単純添
加は、エバメクチン生産を誘導しないため、
この方法では、その活性を検出することがで
きない。そこで、シグナル生合成遺伝子を破
壊したシグナル生合成欠損株を利用するこ
とにした。シグナル生合成欠損株では、シグ
ナルが生産されず、誘導される二次代謝物も
生産しない。この欠損株に、シグナル物質を
含んでいると推定される各種放線菌の培養
抽出物液を加え、二次代謝物生産が誘導され
ることを指標にして、シグナル産生活性を検
出することにした。NBRC に寄託されている
39 株と研究代表者が保有する植物内生放線
菌 14 株を液体培養し、培養液の酢酸エチル
抽出物中に含まれるシグナル活性を３種類
のシグナル生合成欠損株にて測定した。その
結果、13 株、つまり 25%の放線菌がエバノラ
イド産生活性を示すことが明らかとなり、ブ
テノライド型シグナルはエバメクチン生産
菌以外も広く分布することが示された。また、
40%の放線菌が複数のタイプのシグナル分子
を産生することも分かった。次に、ブテノラ
イド型シグナル産生活性を示す一部の放線
菌にて、その遺伝子情報を解析した結果、シ
グナル受容体遺伝子またはシグナル生合成



遺伝子と相同性を示す遺伝子が存在するこ
とが明らかとなった。したがって、これらの
放線菌は、ブテノライド型シグナル制御系の
普遍性を証明するモデル放線菌になると考
えられる。 
 
得られた成果の国内外における位置づけと
インパクト、今後の展望 
本研究から、ブテノライド型シグナルによ
る二次代謝制御は、シグナル受容体とそのホ
モログ、またシグナル生合成酵素が相互かつ
密接に関連することにより、成立しているこ
とが明らかとなった。研究が進んでいるブチ
ロラクトン型シグナル制御系と比較した場
合、その複雑さは際立っている。したがって、
エバノライド制御系、または本研究で見出し
たブテノライド型シグナル産生活性を示す
放線菌の二次代謝制御系をより詳細に解明
することで、放線菌二次代謝の新たな制御モ
デルを提唱することができると考えられる。 
また、シグナル受容体の遺伝子破壊や培養
液へのシグナル外部添加が休眠二次代謝を
覚醒できることを、本研究により初めて示し
た。これらの方法を幅広い放線菌に適用する
ことにより、これまでにない新規有用物質の
獲得がより一層進むことが期待される。 
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