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研究成果の概要（和文）：SCMPプロモーター全長、前半領域、後半領域下流に、放線菌由来分泌型ロイシンアミ
ノペプチダーゼを挿入した発現ベクターを作成し、S. lividans 1326株を宿主に用い、分泌されたアミノペプチ
ダーゼ活性の変動を検討した。その結果、5’側には転写活性はなく、3’側63塩基対を用いた場合、大幅に発現
量が増加することを見出した。また、この領域のみを用いると、培地成分の制限も解除されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：To determine the essential region working as a promoter, I constructed 
expression vectors including a secreted leucine aminopeptidase gene from Streptomyces sp. under the 
SCMP promotor, which was identified a powerful promoter from S. cinnamoneus TH-2. The vectors were 
containing of the first half, the last half, 63 bps from the 3’ termini and 43 bps from the 3’ 
termini of the SCMP promoter, respectively. By using S. lividans 1326 and above vectors, secreted 
aminopeptidase activities were compared. From the results, there is no working by using the first 
half of SCMP promoter. On the other hand, 63 bps from the 3’ termini showed a strong activity. 
Moreover, it is possible to use various expression media when the region was used as a promotor. 

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
放線菌は、抗生物質をはじめとする、多種
多様な二次代謝産物を生産し、産業上有用な
微生物である。また、放線菌は、さまざまな
タンパク質を菌体外に分泌することが知ら
れ、タンパク質生産の有用宿主として、近年
注目されつつある。しかしながら、放線菌
Streptomyces 属による有用タンパク質の菌
体外発現に関しての報告例は少ない。申請者
は、従来から放線菌由来ペプチダーゼの研究
を行ってきた。その中で、S. cinnamonues 
TH-2 株が、大量に金属プロテアーゼ
（SCMP）を分泌することを見出した（T. 
Hatanaka et al., Arch. Biochem. Biophys. 
434, 289-298 (2005)）。SCMPは、培地中の
リン酸塩の濃度、炭素源の種類および濃度に
よって、発現量が異なり、そのリン酸塩、炭
素源を至適化した培地を PG培地と名付けた。
PG培地を用いると、他の Streptomyces属菌
株も、SCMPと相同性の高い金属プロテアー
ゼを分泌した。リン酸、グルコースを豊富に
含む培地で、放線菌を培養すると、プロテア
ーゼを分泌することは、古くから知られてお
り（S. Shirato et al., Appl. Microbiol. 13(5), 
669-672）、この現象は Streptomyces属に共
通な事象であると推測できる。この SCMP
プロモーターを利用した酵素生産技術は、特
許化され、共同研究先である民間企業により、
2種の酵素生産に応用されている。 
申請者は、SCMPプロモーターによる放線
菌用発現ベクター（pTONA5a）を構築し、
SCMP下流に、放線菌由来酵素遺伝子を挿入
し、S. lividansを宿主に用い、発現を試みた。
その結果、いくつかのものは分泌シグナルを
もたないにも関わらず、大量に菌体外に分泌
し、その発現は培養後期に盛んになった（T. 
Hatanaka et al., Protein Express. Purif. 
62(2), 244-248 (2008)）。この結果から、2次
代謝が盛んになる培養後期に、SCMPプロモ
ーターは作動し、種々のペプチダーゼによっ
て菌糸が溶解され、強制発現させたタンパク
質が分泌することが示唆された。SCMP は、
S. griseus において、2次代謝のスイッチで
ある転写因子AdpAの支配下にある金属プロ
テアーゼ SgmA のホモログである（J. Kato 
et al., J. Bacteriol. 184(21), 
6016-6025(2002)）。SCMPプロモーターの配
列を SgmA プロモーター配列と比較した結
果、AdpA結合様配列が SCMPプロモーター
遺伝子には複数存在し、実際 AdpAが SCMP
プロモーターの後半領域に結合することも
確認済みである。この結果をもとに、発現ベ
クターに恒常発現型AdpA遺伝子をタンデム
に挿入し、S. lividansを宿主とし、SCMPプ
ロモーターによるタンパク質発現の時期・量
的変化について検討したが、発現時期を早め
る、あるいは発現量を向上させることはでき
なかった。 
 
 

２．研究の目的 
応用面で利用されつつある SCMP プロモ
ーターではあるが、培養後期に発現が盛んに
なるため、培養時間が長いといった弱点があ
る。また、その発現に関わる培地条件、転写
因子、分泌機構などの詳細は不明のままであ
る。そこで、本研究の目的は、SCMPプロモ
ーターの必須領域を特定した後、発現に関わ
る条件と因子を同定し、その知見を生かした
発現系の構築である。 

 
３．研究の方法 

SCMPプロモーターは、図に示すように約
420bpである。本課題では、SCMPプロモー
ター下流に、放線菌由来分泌型ロイシンアミ
ノペプチダーゼを挿入した発現ベクターを
作成し、S. lividans 1326株を宿主に用い、
アミノペプチダーゼ活性の変動を検討する。 

 
４．研究成果 

SCMPプロモーター全長、前半領域、後半
領域下流に、放線菌由来分泌型ロイシンアミ
ノペプチダーゼを挿入した発現ベクターを
作成し、S. lividans 1326株を宿主に用い、
分泌されたアミノペプチダーゼ活性の変動
を検討した。その結果、5’側には転写活性は
なく、3’側 63 塩基対（図の C に相当）を用
いた場合、大幅に発現量が増加することを見
出した。また、この領域のみを用いると、培
地成分の制限も解除されることが判明した。 
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