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研究成果の概要（和文）：転写因子DasRは、土壌中で生育しているS. coelicolorにおいて、キチン存在下、キチン代
謝関連遺伝子や抗生物質生産遺伝子群の発現制御に関与している。本研究では、DasRの発現を左右する制御因子を解明
し、DasRを中心とした代謝制御カスケードを明らかにすることを目的に、 DasRをコードする遺伝子dasRの転写調節領
域に結合するタンパク質とDasRの発現調節因子の探索を試みた。その結果、DasR自身が強くdasRプロモーターに結合す
ること、また、その欠失がキチナーゼ生産量の増大とカタボライト抑制の喪失を招く転写因子がDasRの発現を制御する
ことを見いだした。

研究成果の概要（英文）：In Streptomyces coelicolor growing in soil amended with chitin, a transcription 
factor DasR is involved in the regulation of expression of chitin metabolism-related genes and antibiotic 
production genes. In this study, in order to clarify the metabolic regulation cascade around the DasR, we 
tried to find factors which regulate dasR expression. As a result, we found that DasR itself binds 
strongly to dasR promoter, also that a transcription factor whose deletion leads to over production of 
chitinase and loss of catabolite repression of chitinase production controls expression of dasR.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 遺伝子発現制御　転写カスケード　キチナーゼ　抗生物質生産　放線菌　転写因子
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１． 研究開始当初の背景 
代表的な土壌細菌である放線菌は、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。放線菌が自然環
境中で分解する基質としては、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
チナーゼを複数生産することで有名で、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、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
コース存在下これら遺伝子の発現が強く抑
制される等、放線菌のキチナーゼ遺伝子群の
発現制御に関わる因子を研究してきた。 
放線菌はこうした高分子基質を分解する

酵素群を分泌する一方で、他の微生物の生育
を抑えるために抗生物質を生産することで
も有名である。これまで人類によって見いだ
された有用な抗生物質や二次代謝産物の約 6
割は、放線菌類から見いだされたもので、医
薬品の開発などで人類に多大な貢献をして
きた。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いる。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。しかし、キ
チナーゼが生産される液体培養では形態分
化は起こらず抗生物質は生産されないこと
から、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。 
ところが近年キトビオースの取り込みに

関与する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、キチンを構成する炭糖 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、キチン代謝と抗生物質生産に何らか
の関係があることが示唆された。申請者らは、
先行する基盤研究(B)の課題、「土壌環境下に
おける放線菌有用機能の発現制御ネットワ
ークの解明」において、土壌中で生育してい

る放線菌 Streptomyces coelicolor にキチン
を炭素源として加えた場合に誘導されてく
る遺伝子群をゲノムワイドに解析した結果、
キチナーゼ遺伝子群を始め主要な糖代謝や
窒素代謝関連遺伝子ばかりでなく、ゲノム上
に存在する複数の抗生物質生産関連遺伝子
群がキチンによって誘導発現することを見
いだした。さらに、その発現制御にこれまで
様々な代謝遺伝子発現を制御することが知
られていた転写制御因子 DasR が関与するこ
とを明らかにした。しかも、この様なキチン
による抗生物質生産関連遺伝子群の発現は
土壌中で強く誘導されることから、土壌中の
何らかの因子がその誘導に関与しているこ
とが示唆された。これは、土壌という元々放
線菌が生存の場としている環境下で、餌とな
るキチンを他の土壌微生物と競合する際に
抗生物質の生産を利用して、自らの生存に有
利に働かせるという放線菌の土壌環境適応
戦略の一端を示しているものと考えられる。 
この様な土壌環境下における抗生物質生

産関連遺伝子群の発現制御機構が解明でき
れば、これまで液体培養ではその生産が確認
されなかった新規抗生物質の発見や作物病
原菌の防除技術、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。我々は独自に開発
した土壌からのRNA抽出技術やマイクロアレ
イを用いた遺伝子発現解析にこれまで精力
的に取り組んできており、これらの解析技術
を駆使して土壌環境下における放線菌の生
存戦略を遺伝子発現制御の面から解き明か
そうという本研究課題の着想に至った。 
 
２． 研究の目的 
 我々は、これまで先行する基盤研究(B)の課
題において、マイクロアレイ解析により土壌
中で生育する放線菌の網羅的遺伝子発現解
析を行い、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るという興味深い知
見を得た。本研究では、土壌においてこれら
キチン代謝関連遺伝子群や抗生物質生産遺
伝子群の発現を制御することが明らかとな
った転写因子、DasR を中心に、これら遺伝子
群の発現制御に関わる転写因子群と制御カ
スケードを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)供試菌株、培養条件 
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 S. coelicolor A3(2)株の
野生株 M145 とその派生株、及び放線菌、
S.lividans の野生株 TK24 及びその派生株を
を供試菌として研究を行った。放線菌の培養
は、液体培地の場合は 30℃振とう培養で、寒
天平板培地の場合は、コロイダルキチンを唯
一の炭素限としたキチン培地、R2YE 培地、



YEME 培地、SFM 培地を用いて 30℃で培養し、
定法（Tobias Kieser, Mervyn J. Bibb, Mark J. Buttner, 

Keith F. Chater, David A.Hopwood (2000) Practical 

Streptomyces Genetic, John Innes oundation）に従
い、それぞれキチナーゼ活性の検定や、形質
転換、RNA 抽出、および胞子調整を行った。 
(2) dasRプロモーター結合タンパク質のスク

リーニングと解析 
 dasR遺伝子の転写調節部位を含むDNA断片
を Dynabeads® MyOne TM Streptavidin T1 に
結合させ、アフィニティーバインディングア
ッセイ系用のアフィニティービーズを作成
した。このビーズと放線菌の細抽出液を混合
し、15 分間室温で振とうさせた。15 分後、
マグネットで樹脂を沈殿させ上清を回収し
た。バッファ 5 ml を加えて樹脂を洗浄、マ
グネットで樹脂を沈殿させ、上清を回収した。
この洗浄操作を計 3 回行った後、2 M KCl 
Tris-HCl (pH8.0) 500 μl 加え、樹脂を懸濁
し、マグネットで樹脂を沈殿させ、上清を回
収した。この溶出操作を計 2回行ない得られ
た画分を SDS-PAGE でビーズに固定化した
dasR プロモーターに結合したタンパク質を
分離、ゲルから抽出したタンパク質をトリプ
シン消化物の質量分析を行いタンパク質の
同定を行った。 
(3)遺伝子発現量の定量 
dasR 遺伝子やその標的遺伝子の発現を定

量するため、S. coelicolor A3(2)のゲノム
情報に基づき、dasR遺伝子やその標的遺伝子
と考えられている遺伝子について、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。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、標的遺伝子の転写量を定量 RT-PCR を
用いて測定した。  
 
４．研究成果 
 放線菌 S. coelicolorにおいて、キチン代
謝関連遺伝子群や抗生物質生産遺伝子群の
発現を制御することが明らかとなった転写
因子、DasR の発現を左右する制御因子を明ら
かにするため、1) DasR をコードする遺伝子
dasR の転写調節領域に特異的に結合するタ
ンパク質をスクリーニングし、DasR の発現へ
の制御の有無を確認するとともに、2)DasR が
キチナーゼ生産を制御することに着目し、こ
れまで我々が取得しているキチナーゼ生産
に異常をきたした放線菌変異株の中から、
dasR の発現に異常をきたしているものを探
すこととした。 
1) dasRの転写調節領域に特異的に結合する

タンパク質のスクリーニングと解析 
磁気ビーズに dasR の転写調節領域を含

む DNA 断片を固定化し、その転写調節領域
に特異的に結合するタンパク質をスクリー
ニングするためのアフィニティーバインデ

ィングアッセイ系を確立、この系を用いて、
dasR 転写調節領域に結合するタンパク質
のスクリーニングを行った結果、キチナー
ゼ関連遺伝子群の発現を誘導する誘導基質
キトビオース存在下、および非存在下で、
dasR 転写調節領域に結合する複数のタン
パク質を検出することができた。これらタ
ンパク質のバンドを切り出し、トリプシン
消化物の質量分析を行いタンパク質の同定
を試みた結果、非常に強く dasR 転写調節領
域に結合するタンパク質として、dasR遺伝子
の遺伝子産物である DasR タンパク質とこれ
までに S. coelicolorのアミノ酸代謝や抗生
物質生産に関与することが明らかになって
いる転写因子NdgRタンパク質が検出された。
dasR 転写調節領域には DasR タンパク質が結
合する際に標的となる DNA 配列、dre が存在
することから、このアッセイ系が確かに転写
領域に結合するタンパク質をスクリーニン
グできることが示唆された。このことから、
NdgR も dasR の転写を制御する新たな転写因
子であることが期待された。そこで、NdgR を
解析している研究者から ndgR 変異株と ndgR
発現用プラスミドを譲り受け、ndgR変異株に
おける dasR の転写とキチナーゼ生産性を調
べた。その結果、ndgRの変異は、グルコース
やジアセチルキトビオースの存在下での
dasRの転写量にほとんど影響が無いこと、大
腸菌で大量生産した NdgR タンパク質の dre
に対する結合が配列特異的なものでなく非
特異的な結合によるものである事、さらにコ
ロイダルキチン存在下のキチナーゼ生産性
も ndgR 破壊株とその野生株でほとんど変わ
らなかったことから、この転写因子は、dasR
遺伝子の転写には関与していないことが明
らかとなった。現在、アフィニティーバイン
ディングアッセイの際の標的配列に対する
結合特異性を高める条件を検討している。 
2)キチナーゼ生産に異常をきたした放線菌

変異株における dasR遺伝子の発現解析 
我々はこれまでに、放線菌 S. lividanns

の変異株の中に配列情報から転写因子と考
えられる遺伝子にトランスポゾンが挿入さ
れた変異株 KG03 を見いだしている。この株
は、野生株に比べ、キチナーゼ生産量が著し
く高く、カタボライト抑制もかからなくなっ
ている(図１)。 

図１．放線菌 S. lividans の野生株 TK24 のゲノ
ムにトランスポゾンが挿入されたことでキチナ
ーゼの生産に異常をきたした KG03 変異株 



この転写因子も DasR 同様キチナーゼ生産
を制御していると考えられることから、この
転写因子が S. coelicolor で DasR の発現を
制御している、あるいは DasR によってその
発現が制御されている可能性が示唆された。
そこで、S. coelicolor のゲノム上に存在す
るこの転写因子様遺伝子のホモログ遺伝子
を破壊した変異株を作成し、野生株とキナー
ゼ生産を比較した結果、この破壊株は S. 
lividanns の変異株 KG03 同様、野生株 M145
株に比べ、キチナーゼ生産量が著しく高く、
カタボライト抑制もかからなくなっている
ことが確認され、この転写因子は、 S. 
coelicolor でも DasR 同様キチナーゼ遺伝
子群の転写制御に関与する因子であること
が明らかとなった。そこで、この転写因子が
DasR の発現を制御している可能性を確認す
るため、この遺伝子破壊株における dasR や
キチン代謝関連遺伝子群の発現を野生株と
比較した。その結果、キチン存在下増殖中の
破壊株から経時的に RNA を抽出し、キチナー
ゼをはじめキチン代謝関連遺伝子群と dasR
遺伝子の発現を RT-PCR で定量し野生株と比
較した結果、この遺伝子の破壊株では、dasR
やキチン代謝関連遺伝子群の転写量が増大
しており、この転写因子が、dasRをはじめキ
チン代謝関連遺伝子群の発現制御に関与し
ていることが示唆された。現在、この転写因
子遺伝子を大腸菌にクローニングし、遺伝子
産物を大量に生成して、1)のアフィニティー
バインディングアッセイ系の配列特異性を
見直した後に、dasR遺伝子の転写領域への結
合性を検討する予定である。 
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