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研究成果の概要（和文）：　放線菌S. avermitilisの大規模欠失体 (SUKA) は異種の二次代謝産物生産のための宿主と
して有用である。しかしながら、全長100 kbを超える様な生合成遺伝子群を含むBACクローンの導入効率が極めて低い
ため、接合伝達性線状プラスミド (SAP1)を利用した遺伝子導入法を開発した。5種のバクテリオファージのattB配列を
組込んだSAP1を形質転換能力の高いS. lividansに導入した後、組込型BACクローンを形質転換法によりSAP1ベクター上
に組込んだ。得られた形質転換体を供与菌としてSUKAと接合を行い、100 kbを超す生合成遺伝子群を効率よく導入する
ことができた。

研究成果の概要（英文）： We have constructed the large-deletion mutants of S. avermitilis (SUKA) for 
expression of exogenous gene clusters for secondary metabolite biosynthesis. The entire biosynthetic gene 
cluster for polyketide compound is quite large in comparison with biosynthetic gene clusters for other 
metabolites and some of them are ~ 100 kb. In order to achieve the heterologous expression of these giant 
biosynthetic gene clusters in SUKA, more efficient methods for gene introduction are indispensable. Most 
Streptomyces microorganisms strongly restrict DNA prepared in E. coli because they possess unique 
methyl-specific restriction system. However, S. lividans is not an ideal host since it possesses a weak 
methyl-specific restriction system. In this study, we have developed efficient heterologous expression 
system. Procedures are based on integrating BAC vector, a preferable transformation host (S. lividans) 
and transfer of linear plasmid vector by interspecific mating between S. lividans and SUKA.

研究分野：応用微生物

キーワード： 二次代謝産物生産　異種発現　接合伝達　放線菌　生合成遺伝子　線状プラスミド
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１．研究開始当初の背景 
 放線菌Streptomyces avermitilisは抗寄生
虫・抗昆虫活性を有する avermectin(ヒト・
オンコセルカ症などの特効薬)の工業的な生
産菌として利用されており、2003 年に申請者
所属の研究室において、実用に供されている
抗生物質生産菌としては初めてゲノム解析が
完了し(Nat. Biotechnol. 21:526, 2003)、そ
の全塩基配列(9,025,608 bp)を公開している
(http://avermitilis.ls.kitasato-u.ac.jp/
)。ゲノム解析から、本菌のゲノム上には
avermectinを含む多種多様な二次代謝産物生
合成遺伝子群(少なくとも 32 種)に加え、一次
代謝に関与する酵素(遺伝子)群に多くのパラ
ログが見出された。同様にゲノム解読がなさ
れた同属の S. coelicolor A3(2)や近縁の
Corynebacterium glutamicum 等 の
actinobacteria や低 GC 含量グラム陽性菌の
B. subtilis と比較しても、ATP や NAD(P)H 等
のエネルギーや補酵素、また、ポリケチド化
合物の前駆体となる malonyl-CoA 或いは
methylmalonyl-CoA の生成に関与する酵素群
に多くのパラログが存在していた。また、S. 
avermitilis は実際に avermectin の工業生産
に用いられていることから、医薬品素材の供
給源として本質的な機能を有しており、二次
代謝に関わる前駆物質の供給をはじめとする
代謝調節機構が、工場生産に耐え得る充分な
機能を備えている微生物であると理解できる。
申請者は、この様な S. avermitilis の産業利
用株としての優れた特徴を、単に avermectin
の工業生産に利用するだけではなく、異種微
生物由来の有用物質の生産に応用することを
計画した。しかしながら、本菌へ異種二次代
謝産物生合成遺伝子群を導入した場合、本菌
が生産する二次代謝産物も同時に生成される
ため、目的物質の分離と精製が困難である。
また、同じ前駆体を利用する生産物の場合、
前駆体の競合による生産量の低下が生じるこ
とが予想される。したがって、本菌の生育な
らびに二次代謝に必須な代謝や調節などの重
要な関連遺伝子群を残し、異種微生物由来の
二次代謝産物の生産には不要な自身の主生産
物を含む二次代謝生合成遺伝子群を取り除く
ことが肝要である。申請者はこれまでに、S. 
avermitilis の物質生産能力を最大限に引き
出すため、大規模なゲノム再構成により、S. 

avermitilis の染色体を野生株の約 80%程度
まで縮小した変異体(SUKA)を作製した
(Fig.1)。SUKA株は、avermectin(ave)を含む、
S. avermitilis の主生産物生合成遺伝子群を
全て欠失しており、通常の培養においてはほ
とんど二次代謝産物を生産することは無い。
これまでに、アミノグリコシド、ポリケチド、
テルペン、ペプチド化合物をはじめとする
種々の二次代謝産物の生合成遺伝子群を S. 
avermitilis SUKA 株に導入することによって、
本菌がそれら化合物を導入した遺伝子の供給
元の微生物を超える高い生産性を有している
ことを報告した 1-3)。また、極めて単純化され
た本菌の二次代謝プロファイルは、物質生産
性の高さに加え、目的化合物の簡便な分析な
らびに精製過程を与え、また、二次代謝産物
の生合成解析やコンビナトリアル生合成とい
った応用面においても有用な異種発現宿主と
して利用できる。 
 
２．研究の目的 
 二次代謝産物の生成過程における種々の解
析は、生合成経路の解明や生合成遺伝子群の
発現調節機構の理解など基礎的な研究のみな
らず、それらの成果を工業的な安定かつ大量
生産への達成といった応用研究に発展させる
ことが期待できる。これらの解析には分子遺
伝学的なアプローチが極めて重要であるが、
多くの Streptomyces 属の菌株では DNA の導
入さえも困難な場合があり、二次代謝産物生
合成遺伝子群のクローニングのみならず、そ
の生合成遺伝子群の評価ができない場合が多
い。S. avermitilis は大腸菌から調製した
DNA 分子を分解する制限系を有しており、遺
伝子を導入する際は dam (DNA adenine 
methylase)遺伝子ならびにdcm (DNA cytosine 
methylase)遺伝子を欠損した大腸菌から調製
した非メチル化 DNA 分子を用いなければなら
ない。しかしながら、モジュラー型ポリケチ
ド合成酵素遺伝子を含む、ポリケチド化合物
の生合成遺伝子クラスターの様に100 kbを超
える DNA断片の導入は、たとえ非メチル化 DNA
分子を調製しても困難であり、その形質転換
効率は極めて低い。これらの問題を回避する
ためには対象とする二次代謝産物生合成遺伝
子群を物質生産に適したS. avermitilis SUKA
株に導入して解析できる系の構築が必要であ
る。本研究は S. avermitilis が保持する線状
プラスミド SAP1(94,287 bp5))をベクターとし
て利用し、巨大 DNA 断片を効率よく導入する
ための方法を開発することを目的とする。
SAP1 は Streptomyces 属細菌間で接合伝達に
よって容易に転移し、異種菌株細胞内でも安
定に保持されることが明らかとなっている。
先に述べたように、S. avermitilis は本菌が
保持する制限系により、巨大な DNA 分子の導
入が極めて困難である。一方で、同属の S. 
lividans は制限系をほとんど保持せず、非メ
チル化 DNA 分子を調製しなくとも、容易に巨
大 DNA を導入することが可能である 4)。SAP1



は接合により S. avermitilis と S. lividans
間を可逆的に転移し、安定に保持されること
が明らかとなっている。そこで、SAP1 を保持
する S. lividans に目的の巨大二次代謝産物
生合成遺伝子クラスターを導入した後、接合
によってS. avermitilisに転移する方法を検
討した(Fig.2)。 

 
３．研究の方法 
 S. avermitilis大規模欠失体(SUKA)におけ
る巨大DNA分子導入法の確立ならびにそれを
利用した異種(微)生物由来の二次代謝産物生
産を達成するため以下の4つの課題に分けて
検討した。 
 
(1)アクチノファージ溶原化因子の導入によ
る SAP1 ベクターの構築 
 SAP1上にファージ溶原化因子(attB)の導入
を行う。ファージ溶原化は、ファージゲノム
上に存在する int 遺伝子がコードする
integrase が触媒するファージゲノム上の
attP サイト(int の数 10 bp 上流に存在する)
と細菌ゲノム上の attB サイトを介した部位
特異的組換え反応である。我々はこれまでの
解析から、自律複製型プラスミドに比べ、染
色体組込み型ベクターを用いて、二次代謝産
物生合成遺伝子を染色体上へ直接導入する事
によって、より安定的な物質生産を達成でき
ることを明らかにしている。よって、SAP1 へ
の遺伝子導入はファージの部位特異的組換え
系を利用した染色体組込み型ベクターによっ
て行う。そこで、SAP1 上へ attB を導入し、
SAP1をベクターとして利用できる系の構築を
行った。我々はこれまで、5 種のアクチノフ
ァージ(øC31, R4, TG1, øK38-1, øBT1)の溶原
化因子(int-attP)を導入した、cosmid ならび
に BAC ベクターを含む染色体組込み型ベクタ
ーを開発した。また、それぞれの染色体上の
特異的組込み部位(attB)を同定している。
SAP1 上には、S. avermitilis 由来の上記 5種
のアクチノファージの attB を同時に導入す
ることを計画した。上記 5 種のアクチノファ
ージの attB はオペロン社(現ユーロフィンジ
ェノミクス株式会社)に依頼し、5 種の attB 

(各 50 bp 程度)をタンデムに配列した人工遺
伝子を設計することによって構築した。SAP1
への人工遺伝子の導入は、相同的組換え反応
を利用し、viomycin 耐性遺伝子(vph)とカセ
ット化することで SAP1 上へ導入した。 
(2)S. lividans の attB 多重破壊株の作製 
 S. lividans の染色体上に存在する内在性
の attB の欠失を行うことにより、SAP1 上に
導入した attB サイトへの選択的な部位特異
的組換え系を構築した。S. lividans TK24 株
の染色体上に存在する各アクチノファージの
attB サイトは、それぞれ、染色体上の互いに
異なる位置に存在しており、各 attB サイトを
個別に欠失させた。なお、S. lividans は R4
に対する attB サイトを保持していない。方法
は、相同的組換え機構を利用し、薬剤耐性遺
伝子と交換することによって、一連の変異体
を順次作製した。我々はこれまで、大腸菌 P1
ファージ由来の Cre-loxP 系を Streptomyces
属細菌で利用できるように最適化したマーカ
レス遺伝子破壊法を構築した。また、単一菌
株を用いた多重遺伝子破壊株の構築のため、
組換え後に染色体上に残る loxP が、Cre によ
って再認識されない変異型 loxP を作製した。
利用可能な薬剤耐性遺伝子の数には限りがあ
るため、遺伝子破壊に使用する薬剤耐性遺伝
子の両端に変異型 loxP を配置することによ
って attB 欠失体を作製した後、Cre 発現ベク
ターを導入し、薬剤耐性遺伝子を除去した。
これにより、4種の attB 多重破壊株をマーカ
レスで作製することが可能であり、薬剤耐性
遺伝子を遺伝子導入のための選択マーカーと
してのみ使用できる。 
(3)SAP1接合伝達法の最適化 
 これまでにSAP1が可逆的にS. avermitilis 
SUKA 株と S. lividans 間を移動することを明
らかにしている。また、試験的にアクチノフ
ァ ー ジ φ C31 の attB を 導 入 し た
SAP1(SAP1attBøC31)に対して、40 kb 程度の
streptomycin生合成遺伝子群を保持する染色
体組込み型の cosmid ベクターを導入した結
果、接合伝達により高効率で両菌株間を可逆
的に移動した。また、streptomycinの生産も、
染色体上の attB サイトに導入した場合と同
じく良好であったことからこの系を用いた物
質生産が利用できることを確認した。しかし
ながら、ポリケチド化合物をはじめとする、
100 kb 程度の生合成遺伝子クラスターを保持
するいくつかのBACクローンをSAP1へ導入し
た結果、その接合伝達効率は極めて低下した
め、接合伝達効率を上げるための詳細な条件
検討を行った。接合伝達は、両菌株から調製
した胞子懸濁液あるいは液体培養後の菌糸を
用いるが、これまでの解析から、使用する両
菌株胞子懸濁液あるいは菌糸懸濁液の混合比
率が重要であることが判明している。スラン



ト状に試験管内で作製した寒天培地上に両菌
株胞子懸濁液を混合して塗布するのみで接合
伝達が進行するが、ここでは、培地組成の検
討に加え、詳細な胞子懸濁液の混合比につい
て検討した。 
(4)SAP1をベクターとした二次代謝産物生合
成遺伝子クラスター導入による物質生産 
 モジュラー型ポリケチド合成酵素遺伝子を
含む二次代謝生合成遺伝子クラスターをはじ
めとする種々の巨大遺伝子断片を、当該法を
用いてS. avermitilis SUKA株へ導入した後、
培地検討などを含めた詳細な物質生産性の検
討を行う。 
 
４．研究成果 
(1)アクチノファージ溶原化因子の導入によ
る SAP1 ベクターの構築 
 SAP1 上には自律複製、分配、接合伝達に関
わる遺伝子が保存されており、Streptomyces
属放線菌において、同種ならびに異種間で接
合伝達され、宿主内で安定に保持される。S. 
avermitilis とは対照的に、S. lividans は制
限系をほとんど有しておらず、容易に高分子
DNA を導入することができる。また、S. 
lividans から調製した DNAは S. avermitilis
に対して高い形質転換効率を示すことから、
S. lividans に SAP1 を保持させ、目的の遺伝
子群を SAP1 上に導入した後、接合伝達により
SUKA 株に SAP1 をベクターとして移動できる
と推測した。SAP1 をベクターとして利用する
ため、5種の溶原化ファージ(øC31、R4、TG1、
øK38-1、øBT1)に対応する S. avermitilis 染
色体上の attB 配列をタンデムに配列した人
工遺伝子を設計し、vph とカセット化するこ
とによって SAP1 上に相同的組換えによって
導入した。各ファージの溶原化因子
(int-attP)を保持する 5 種の組込み型ベクタ
ーをプロトプラスト形質転換法により導入し
た。パルスフィールド電気泳動を行った結果、
SAP1 に導入した attB サイトに各ベクターが
部位特異的に組込まれることを確認した。 
(2)S. avermitilis SUKA 株 ならびに S. 
lividans の attB 多重破壊株の作製 
 SAP1上に特異的に組込み型ベクターを導入
するため、供与菌である S. lividans 染色体
上の内在性の attB サイトを全て欠失した後、
構築した SAP1 ベクターを導入した。SAP1 ベ
クターを保持する S. lividans に対し、プロ
トプラスト形質転換法により、100〜200 kb
程度の二次代謝産物生合成遺伝子クラスター
を保持する組込み型 BAC クローンを導入した。
パルスフィールド電気泳動を行った結果、得
られた S. lividans 形質転換体において完全
長の各二次代謝産物生合成遺伝子クラスター
が安定して SAP1 ベクター上に組込まれてい
ることを確認した。 
3)SAP1接合伝達法の最適化 
 S .lividans を供与菌とした SUKA 株(受容

菌)に対する SAP1 ベクターの接合伝達は、詳
細な条件検討の結果、可溶性デンプンを炭素
源とする合成培地に少量の酵母抽出物(0.2%)
を添加した寒天培地(M4YE)を試験管内で傾斜
状に固化した後、供与菌と受容菌の胞子混合
液を塗布し、4 日間程度培養することによっ
て接合体が得られた。また、胞子懸濁液の混
合比率を調製することによって接合効率は変
化したが、受容菌の胞子懸濁液量を供与菌の
10〜20倍使用することによって最も効率良く
接合体が得られた。パルスフィールド電気泳
動を行った結果、得られた接合体において、
二次代謝産物生合成遺伝子クラスターを保持
する SAP1 ベクターが、欠失(deletion)や再編
成(rearrangement)が無く、安定して保持され
ていることが確認された。また、I 型ポリケ
チド合成酵素遺伝子を含む concanamycin 生
合成遺伝子群全体を保持する約 220 kb の BAC
クローンについても SUKA 株へ効率よく導入
することができた。 
(4)SAP1をベクターとした二次代謝産物生合
成遺伝子クラスター導入による物質生産 
 モジュラー型ポリケチド合成酵素遺伝子を
含む二次代謝産物生合成遺伝子クラスターを
はじめとする、種々の生合成遺伝子クラスタ
ーを、S. lividans を供与菌として接合伝達
により構築した SAP1 ベクターを運び屋とし
て S. avermitilis SUKA 株へ導入した。得ら
れた接合体について、各二次代謝産物の生産
について調べた。約 100 kb の nemadectin 生
合成遺伝子クラスターについて調べた結果、
導入した二次代謝産物生合成遺伝子群に由来
する目的の化合物の生産が確認された。生産
量は 0.15 g/L と高い生産性を示した。また、
接合体選択時に使用した、選択薬剤非添加に
よっても、生産性に影響しないことから、導
入した、遺伝子群が宿主細胞内で SAP1 上に安
定に保持されていると判断できる。よって、
当該法を用いることによって、安定した物質
生産が達成できることが明らかとなった。 
 
 本研究により、これまでに困難であった S. 
avermitilis SUKA 株に対する巨大 DNA 分子の
導入が可能となった。これにより、更に多種
多様な二次代謝産物生合成遺伝子の導入が可
能となり、SUKA 株を汎用宿主とした効果的な
異種生産が期待できる。 
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