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放線菌ストレプトミセス・グリセウスのA-ファクター制御
カスケードの網羅的解明
● 堀之内 末治

東京大学・大学院農学生命科学研究科

〈研究の目的と進め方〉
放線菌は多種多様な抗生物質の生産菌として、従来か

ら工業微生物として重要な位置を占めている。約8,000種
類といわれる抗生物質のうち、本菌群によって生産され
る抗生物質が大半を占め、人類の健康、長寿に貢献して
きた。最近では、抗生物質以外にも、たとえば免疫抑制
剤、高脂血症の治療剤等、いわゆる生理活性物質の供給
源としても脚光を浴びている。一方では、放線菌は真核
生物である糸状菌に似た複雑な形態分化を行い、「境界生
物」（boundary microorganism）と呼ばれている。我々が
長年に亘り研究を続けている微生物ホルモンA-ファクタ
ーによる二次代謝、形態分化の開始のためのシグナル伝
達は、まさに「真核型」制御の根幹をなす。このように
放線菌は、実用菌として重要であるばかりでなく、多細
胞の形態分化のモデル生物として基礎生物学の格好の材
料である。

以上のように、放線菌の二大特徴は、多種多様な二次
代謝産物の生産と複雑な形態分化である。我々は、この
二大形質を超微量で制御する微生物ホルモンA-ファクタ
ーについての複雑な調節ネットワークを提唱し、微生物
学に大きなインパクトを与えた。世界中の多くの研究室
からA-ファクター類似の調節機構の存在が次々に発表さ
れており、我々の先行的な研究の正しさが証明されつつ
ある。A-ファクターは放線菌研究における一大パラダイ
ムとなっている。A-ファクターによるストレプトマイシ
ン生合成に至る調節経路の主要ステップは既に解明され
ている。我々の大きな目標は、A-ファクター制御カスケ
ードの全貌を明らかにすることであるが、本研究計画内
では（１）カスケード内の重要な転写因子であるAdpAの
標的遺伝子（プロテアーゼ群、グリキサジノン生合成遺
伝子群を含む）の機能解明の継続、（２）adpA自身の転
写抑制機構、（３）A-ファクター生合成遺伝子afsAの発現
誘導機構および酵素反応機構、（４）A-ファクターレセプ
ターのA-ファクターおよびDNAとの共結晶のX線構造解
析を目標とする。以上の研究により、A-ファクター制御
カスケードのうち３つの主要ステップ、即ち①A-ファク
ターの生合成、②A-ファクターによるレセプターの負の
制御の解除、③二次代謝、形態分化に必要な多くの遺伝
子をオンにするAdpAレギュロンの解明が期待できる。

〈研究開始時の研究計画〉
当面の大きな目標は、ストレプトマイシン生産菌であ

り 、 か つ 世 界 の 多 く の 研 究 者 の 標 準 株 で あ る
Streptomyces griseus IFO13350の全ゲノム配列（8 メガベ
ース）を決定することであるが、本研究計画内では（１）
ゲノム配列決定を見据えて、ほぼ完成しているBACライ
ブラリーの完璧化とそれに基づいてAseI、DraIによるゲ
ノム制限酵素地図を作製する。また、これまでにクロー
ニング、解析されているS. griseusの遺伝子を整列化BAC
ライブラリー上にマッピングする。（２）A-ファクター制
御カスケード内の転写活性化因子AdpA、A-ファクター受
容体であると同時に転写抑制因子であるArpAの標的遺伝

子をSELEX法により網羅的に同定、単離し、機能解析を
行う。このためには、ゲルシフトアッセイ、DNase Iフ
ットプリント法、遺伝子破壊・過剰発現、転写解析とい
った遺伝性化学的手法を駆使する。こうしたアプローチ
により、A-ファクターによるホルモン制御の全貌に迫れ
る。

〈研究期間の成果〉
研究開始当時の最大の目標であったS. griseusのゲノム

配列の解読については、GC含量の極めて高い10ヶ所程度
のギャップを残して解読を完了した　（未発表）。現在は、
フィニッシュを目指してそのギャップを埋めつつある。
また、A-ファクター制御カスケード内の多くの新しい

「役者」を同定するとともに、A-ファクター受容体のX線
結晶構造解析に成功し、当初の目標であった「A-ファク
ター制御カスケードの網羅的解明」に値する成果を得る
ことができたと考える（図１）。本研究では、A-ファクタ
ー制御と並行して二次代謝、形態分化を制御するセリン
/スレオニンキナーゼを介する情報伝達　（図２）、カル
モジュリン、cAMPを介する制御についても追求した。
成果を要約すると以下のとおりである。

（１） 転写因子AdpAの標的遺伝子として、気中菌糸形成
に必須なECFシグマ因子であるadsA (3)、おそらく基底
菌糸のアポトーシスに関与する金属プロテアーゼsgmA
(15)、気中菌糸に隔壁を入れるのに必須なssgA (19)、気
中菌糸形成に必須であり、枯草菌のSpo0Aに比せられる
amfR (25)およびその標的の１つであるamfS (11)、黄色色
素グリキサゾン (30) を同定した。これら標的遺伝子は、
SELEX法を用いて同定した (4) が、明らかにAdpA依存性
であることが確認された遺伝子であっても、破壊によっ
てなんの発現形質の変化を示さない遺伝子もいくつかあ
った。形態分化にいたる情報伝達は、同じ属である
Streptomyces coelicolor A3(2)とは大きく異なることが示
された (14, 20)。

（２） AdpAの標的遺伝子の活性化機構を詳細に解析し、
その活性化機構、結合コンセンサス配列、結合配列のプ
ロモーターに対する相対位置と結合箇所の個数、二量体
化ドメインのアミノ酸配列などから、本転写因子は
AraC/XylSファミリーに属するものの新規サブファミリ
ーの代表であることを提唱した (29) 。

（３） 転写活性化因子であるAdpAは、自身の転写には抑
制的に働く。adpAプロモーターは、AdpA結合部位を3箇
所有し、上流からA, B, C部位と名付けた。B部位は完全
にー35とー10配列に重なる。最も結合力が強いA部位に
結合したAdpAは、B部位にもう1分子のAdpAをリクルー
トしてDNAループを形成して安定化する。したがって、
RNAポリメラーゼはプロモーターに近づけなくなり、結
局転写抑制が起こる。転写開始部位の下流にあるC部位
は、RNAポリメラーゼによる転写伸長を押さえると考え
られた。この結果は、2005年度に公表された[ J. Mol.
Biol. 350, 12-26 (2005)] 。

（４） A-ファクター受容体であり、かつ転写抑制因子で
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あるArpAの種々の変異体の解析および発現形質の解析か
ら、ArpAの標的はS. griseus内でadpAが唯一であること
を証明した (27) 。なお、arpAの下流には、RNaseがコー
ドされ、気中菌糸形成に影響を与えることを確認した
(2) 。

（５） ArpAのホモログであるCprBのX線結晶構造から、
A-ファクター（リガンド）結合ドメイン、DNA結合ドメ
インの構造を明らかにし、TetRファミリーとの相同性か
ら、A-ファクター結合によりArpAがいかにDNAから解離
するかを明らかにした (24, 26)。A-ファクターがArpAのC
末側ポケットにすっぽり収納されるように結合すると、
その情報が長いα-へリックスを介してN末側のDNA結合
ドメインに伝えられ、DNA結合へリックスが外側に開く
格好に構造変化して、その結果ArpAはDNAから解離する。

（６） A-ファクター制御カスケードと並行した系である
セリン/スレオニンキナーゼAfsKによる形態分化、二次
代謝の制御について、AfsKに直接結合することによって
自己リン酸化能を調節するKbpAを同定した (7) 。また、
AfsKの標的タンパクであるAfsRは、AfsK以外にもAfsLや
PkaGによりスレオニン残基がリン酸化される (28) 。さ
らに、AfsRはリン酸化によってそのDNA結合能が増大し、
afsSのプロモーターに結合して転写活性化を行うことを
明らかにした (12) 。このように、AfsK/AfsL/PkaG →
AfsR → AfsSという情報伝達を明らかにできた (13, 21) 。
つまり、AfsRは、複数のHanks型キナーゼが感知した細
胞内外の栄養状態、環境変化を集約する役割を持つと推
定される。なお、P2A型の脱リン酸化酵素は、形態分化
に影響を及ぼすが、Afs系への関与は今後の課題である
(1) 。

（７） A-ファクター制御と並行する系として、グルコー
スに依存して基底菌糸から直接に胞子形成を行う変異株
を取得し、原因遺伝子としてGntRファミリーのdasRを同
定、解析した (10, 17) 。転写抑制因子であるDasRの遺伝

子破壊、またはその標的であるDasAの過剰発現により、
基底菌糸から気中菌糸を経ることなく、成熟胞子を形成
する。このectopic sporulationは、グルコースの存在下で
のみ観察される。また、真核生物のカルモヂュリンと高
い相同性を有するCabB (8) やグラム陽性菌では初めてと
なるcAMPによる制御 (5) を明らかにした。なお、二次代
謝産物であるカロテノイドの生産は、A-ファクターでは
なく、sigma-Bにより制御されていた (6) 。

（８） A-ファクター制御下にある遺伝子として、III型ポ
リ ケ タ イ ド 合 成 酵 素 RppA (9 , 16) 以 外 に 、
coumarate/cinnamate:CoA ligaseを同定し (18) 、これを
微生物によるフラボノイドの発酵生産をさせるための

「人工的生合成遺伝子クラスター」の一員として用いた
(22, 23) 。これにより、世界で初めて微生物によるフラ
ボノイド化合物の発酵生産が可能になったとともに、「非
天然型」化合物群生産の足掛かりとなる。

〈国内外での成果の位置づけ〉
微生物ホルモンA-ファクターに関する我々の先行的か

つ極めて興味深い研究を契機として、世界中のいくつか
の研究室でA-ファクターやこれと類似な調節物質に関す
る研究が開始されている。大阪大学の山田、仁平グルー
プ、英国ジョンイネス研のBibbグループ、ブリテイッシ
ュコロンビア大のThompsonグループがその代表である。
このグループ以外にも、我々の発見、命名になるafsA,
adpA, arpAの遺伝子名をタイトルに含む多くの論文が
次々に発表されている。このことは、多くの放線菌にお
いて種々の二次代謝産物の生産、形態分化にA-ファクタ
ーやその類縁体が重要な役割を果たしていることの証明
ともなっている。我々がこれまでに蓄積してきた研究成
果は明らかに他を圧倒しているのが実状である。

AfsK/AfsR制御系は、それまで「真核生物型」といわ
れていたセリン/スレオニンキナーゼによる情報伝達を
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証明した世界最初の例であったが、その後多くの微生物
種のゲノム解読によってその存在が明らかになるに至り、
それらの機能解析が続けられている。ただし、これまで
の真核生物の研究がそうであったように、DNA相同性か
ら多くのキナーゼが見い出せてもそれらの真の標的タン
パク質は相変わらず不明なものが多い。この点、生化学
的な手法で発見したAfsKキナーゼは、その標的としての
AfsRの転写因子としての機能、またそのAfsRの標的遺伝
子としてのafsSを見い出していることから、セリン/スレ
オニンキナーゼを介するタンパク質リン酸化の情報伝達
の解明において他をリードしている。

放線菌のうち、英国でS. coelicolor A3(2)の、日本でS.
avermitilisのゲノム解読がなされ、既に公表されている。
また、米国のベンチャー企業が2種の放線菌ゲノムを解読
したと発表している。英国では、S. coelicolor A3(2)のコ
ンソーシアムを形成して二次代謝、形態分化についての
制御機構の解明を目指しているが、その他は主として二
次代謝産物そのものに興味があるようである。本研究で
決定したS. griseusのゲノム情報をこれまでに蓄積してき
た膨大な数の遺伝子、タンパク質、変異株との組み合わ
せによって、二次代謝、形態分化の制御体系に焦点を当
てて有効利用すれば、他のグループでは得られない有意
義な成果が大いに期待される。

〈達成できなかったこと、予想外の困難、その理由〉
S. griseusのゲノムの完全解読を目指して、現在１０ヶ

所ほどのギャップを埋めているところである。逆転写を
利用するなどの方策で、この問題は解決できる。また、
線状の染色体末端に結合するタンパク質を同定する必要
もある。これまでに報告されているS. coelicolor A3(2)や

巨大線状プラスミドの末端タンパク質とは異なるようで
あり、生化学的なアプローチを採る。

本研究では、当初の目的、実験計画に沿って遂行され、
大略期待していた成果を得ることができたと考える。

〈今後の課題〉
S. griseusのゲノム情報を基に、約600種ある転写因子

のみからなるDNA microarrayを外注によって作製し、
種々の条件を検討している。近い将来には、全8,000種の
ORFからなるmicroarrayを作製し、A-ファクター制御カ
スケードやAfsK/AfsRシステム内のさらなる構成員の同
定が可能となる。したがって、本特定研究による支援は、
今後のA-ファクター研究に大いに役立つと期待される。

「境界生物」としての放線菌の生物学を推進するブレーク
スルーになる。

A-ファクター制御の下流にある多くの二次代謝酵素遺
伝子を同定し、その遺伝子産物の反応機構を解明してき
た。また、これらを「人工的生合成遺伝子クラスター」
の一員として用い、たとえば微生物によるフラボノイド
化合物群の発酵生産を達成した。いわゆるコンビナトリ
アル生合成を実用的な物質生産に応用したもので、今後
とも放線菌の二次代謝酵素をこうした方面への応用に活
かせる方向性を見い出せた。
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