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計画研究：応用ゲノム

放線菌ゲノム情報に基づく二次代謝産物の生産

●堀之内 末治 1)　 ◆鮒 信学 1)　 　◆池田 治生 2)　　◆石川 淳 3)

1)　東京大学大学院農学生命科学研究科　2) 北里大学生命科学研究所　3) 国立感染症研究所

＜研究の目的と進め方＞
放線菌が有する多様な二次代謝酵素の反応機構の解明および改

変を行い、パスウェイ工学、代謝工学、コンビナトリアル生合成
法や人工的生合成遺伝子クラスターの一員として利用することに
より、既知有用物質の増産はもとより、「非天然型」化合物の微
生物生産を達成し、新規な生理活性や特性を有する医薬、工業原
料の開発を目指す。この目的のために、エバーメクチン生産菌で
ある Streptomyces avermitilis と Nocardia farcinica のゲノム情報お
よびストレプトマイシン生産菌 Streptomyces griseus のゲノム情報
に基づき、二次代謝産物の生合成遺伝子クラスターの抽出および
それぞれの酵素の反応機構の解明、改変を行う。本研究では特に、
化合物としてフラボノイド、ポリケタイドとテルペン類、酵素と
して P-450 を中心とした酸化還元酵素に力を注ぐ。一方ではパス
ウェイ工学、ゲノム工学の手法を用いて、安定的かつ大量な物質
生産を行うために汎用性のある宿主の開発を目指す。同時に、二
次代謝生合成の調節と栄養増殖から二次代謝のための増殖へと切
換わるグローバルな調節機構の解明を行い、その知見を有用物質
生産の効率化のためにフィードバックする。

＜ 2008 年度の研究の当初計画＞
①  ストレプトマイシン生産菌Streptomyces griseus と他の２種の放

線菌との比較により導きだされた放線菌に特有な遺伝子の形
態分化に及ぼす影響の網羅的解析および非翻訳領域にある
RNA遺伝子の網羅的解明を目指す。

②  これまでに大腸菌で醗酵生産させた種々の生理活性を発揮す
るクルクミンおよびその非天然型を含む誘導体を他研究機関
との共同で医薬を目指したスクリーニングを行う。

③  S. avermitilisのゲノム解析から鉄代謝異常治療薬として利用さ
れているnocardamineの生合成遺伝子群の解析結果から、生合
成経路の人為的な改変により非天然型nocardamineの創製が可
能であることを見出した。nocardamineの生物活性の改変を目
的に、種々のジアミン誘導体を有機合成によって調製し、そ
れらを用いて非天然型nocardamineの創製を試みる。

④  S. avermitilisのゲノムは、およそ20%を欠失可能である。昨年
度、異臭物質2-methylisoborneolの生合成遺伝子およびその酵
素を世界で初めて明らかにすることができた。これらの遺伝
子の評価を上記ゲノム縮小株で行い、極めて有効な解析が可
能であることを実証した。本年度も他の異種生合成遺伝子群
の発現および解析系の評価を継続する。

⑤  S. avermitilisのゲノム解析から新たに見出された二次代謝産物
生合成遺伝子群の解析を継続する。Sesquiterpene化合物の
pentaleneneから生成されると考えられるpentalenolactone生合
成遺伝子解析から、その構造が新規であることが推定され
た。またBaey e r-V i l l i g e r反応を触媒すると考えられる
monooxygenaseに関しても大腸菌での大量発現が期待できるた
め、in vitroでの酵素反応の評価を行う。

⑥  N. farcinicaの二次代謝産物生産に関わると推定される遺伝子ク
ラスターを、ゲノムエンジニアリングにより人為的に制御可
能に改変し、その産物を特定する。そのために必要な遺伝子
操作ツールの開発も併せて行う。

⑦  次世代シークエンサーによるNocardiaのゲノム解析を試みる。

＜ 2008 年度の成果＞
①  S. griseus ゲノムのDNAアレイによりA-ファクターの制御下に

ある約600遺伝子を同定した。これら個々の遺伝子につき、遺
伝子破壊を行い、転写因子AdpAの直接的影響を調べた。ま
た、菌体外プロテアーゼの網羅的解析を行った。さらに、
small non-coding RNAを網羅的に拾い上げ、その転写および破
壊による形質の変化を解析したが、形質については明確な結
論を得られなかった。

②  コンビナトリアル生合成法にて多くの植物ポリケタイドを大
腸菌で醗酵生産できた。特にイネ由来のクルクミンの生合成
酵素の反応機構を明らかにした意義は大きい。なお、副次的
成果として、ウコンにおけるクルクミンの全生合成経路を明
らかにした。現在、生産されたクルクミン等の非天然型化合
物の生理活性は、共同研究先で鋭意探探索中である。

③  S. avermitilisのnocardamin生合成に関し、昨年度は生合成段階
の初発の段階のL-Lys decarboxylase遺伝子を欠失させた組換
体に2-methy ld iaminopentaneを添加し、2-(tr imethy l)-
nocardaminの生成を達成した。本年度は、5種の基質を合成
し 、 欠 失 組 換 体 に 添 加 培 養 を 行 っ た 。 2 つ の 基 質
3-methyldiaminopentane, 3-hydroxyldiaminopentaneは
nocardamin誘導体に変換されることを確認し、新規な化合
物、3-(trimethyl) および3-(trihydroxyl)-nocardaminの創製を達
成した。

④  S. avermitilisのゲノム縮小株での異種生合成遺伝子群の発現の
ため、streptomycin, kasugamycin, ribostamycin, pladienolide, 
echinomycinおよびtetracyclineの生合成遺伝子群の単離を計画
し、streptomycin, kasugamycin, pladienolideの生合成遺伝子群
全体を含むクローンの取得に成功した。Streptomycinの生産は
認められたがkasugamycinおよびplasdienolideはゲノム縮小株
では生産が認められなかった。しかしながら、これらの遺伝
子群内の制御遺伝子を強制的に発現させることによって代謝
産物の生成を確認した。

⑤  S. avermitilisのptl遺伝子群の解析の結果、PtlDは分子状の酸素
を基質として5員環炭素骨格を6員環lactoneに変換するBaeyer-
Villiger反応を触媒する酵素であることが明らかにした。また
本 酵 素 に よ っ て 生 成 す る 中 間 体 は 新 規 骨 格 を 有 し 、
neopetalenolactone Dと命名した。

⑥  N. farcinicaゲノムに存在する二次代謝産物生産に関わると推定
される4つの遺伝子クラスターのプロモーターを誘導型に置換
し、制御可能とした。さらにNocardia における高コピー数の
ベクタープラスミドを開発した。

⑦  Brasilicardin、brasilinolide、nocardiolactoneなど多様な二次代謝
産物を生産するN. terpenicaのゲノムを次世代シークエンサー
で解析し、約1800コンティグ（計5 Mb）を得た。得られたコ
ンティグは配列既知であるbrasilicardine生合成遺伝子クラス
ターを完全に網羅しており、さらにゲノムの90%以上を網羅し
ていると推定され、多くのPKSやNRPS遺伝子も見出され
た。

＜国内外での成果の位置づけ＞
①  微生物によるflavonoids, stilbenoids, curcuminoidsの生産例

は、微生物に人工的二次代謝遺伝子クラスターを導入して、
非天然型を含む有用物質を生産させるモデルケースとして極
めて意義深い。

②  Nocardamin: これまでnocardaminの生合成は詳細に検討はされ
ていないため、その生合成を改変した非天然型nocardaminの生
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成等は検討されていなかった。すでにnocardaminは医薬品とし
て使用されており、本研究で新たに創製された化合物の生物
活性が期待できる。

③  ゲノム縮小株を用いた異種生合成遺伝子発現: 物質生産のため
のゲノム縮小株の検討は本邦が初めてであり、他の放線菌で
は検討がなされていない。主生産物生合成遺伝子群など含む
およそ20%のゲノム縮小施したにもかかわらず二次代謝には全
く影響がないことは初めての知見である。

④  ptl遺伝子群: PtlDはdioxygenaseと相同なBaeyer-Villiger反応
を触媒する酵素である。放線菌からのBaeyer-Villiger反応を
触媒する酵素の単離は初めてであり、今後本酵素の諸性質を
解析することによって有用変換酵素としての利用も期待でき
る。

⑤  次世代シークエンサーを用いたde novoシークエンシングによ
るゲノム情報取得のモデルとなることが期待される。

＜達成できなかったこと、予想外の困難、その理由＞
①  非天然型nocadaminの生成においては5種の基質のうち2種のみ

が新規化合物の生成を確認することができたが、残りの3種, 
3,3-dimethyl-, 2,4-dimethyl, 3-phenyldiaminopentaneは最終産
物への変換が確認できなかった。生合成酵素の基質特異性な
ど種々の理由が考えられるが、分子軌道計算によるシュミ
レーションによる推定構造の化合物の力学的妥当性を考慮す
るべきであった。実際に3-phenyldiaminopentaneから生成する
と考えられる化合物はFeイオンとの錯体形成に大きな歪みを
生じることが計算値から明らかになった。

②  ゲノム縮小株での異種二次代謝産物生合成遺伝子群の発現の
ため、数種の2次代謝産物生合成遺伝子群のクローン化を行っ
たが、現在までにすべてのクローンの取得に至ってない。ほ
とんどの生合成遺伝子群が25 kbあるいはそれ以上の大きさの
ため、全体を含んだクローンの取得は効率的ではない。より
効果的なクローン化技術の開発は今後とも開発しなければな
らない。また、pladienolide生合成遺伝子群のクローン化は
BACベクターを基本にしたものを使用して全長75 kbの生合成
遺伝子群の単離に成功しており、今後BACベクターを用いた
クローン化も検討する。

③  Nocardiaのゲノムエンジニアリングによる二次代謝遺伝子の誘
導発現において、ターゲットとする二次代謝産物の特定には
至らなかった。培養条件等の検討が必要である。

＜今後の課題＞
①  非天然nocardaminのうち3-hydroxyldiamonopentaneから生成し

た化合物は医薬品として利用されているdesferrioxamineと比
べ水溶性が改善されている。また、水溶性が上昇したため化
合物の単離精製がこれまでの方法では回収率が悪く、最終的
な構造解析のためのスペクトルを取るに十分な量を得ること
ができていない。精製法を変更し、最終的な構造確認を行
う。

②  ゲノム縮小株にstreptomycin生合成遺伝子群を導入し、多量の
s t r e p t o m y c i nの生産を確認した。S.  g r i s e u sにおける
streptomycin生成過程の遺伝子制御は既に研究代表者によって
低分子遺伝子発現調節物質A-factorを含む詳細な制御機構を明
らかにしている。しかしながら、S. avermitilisではS. grisuesの
遺 伝 子 発 現 調 節 機 構 は 全 く 異 に す る 。 し た が っ て 、 S . 
avermitilisではS. griseusとは異なった制御によってstreptomycin
が生成していることが考えられる。Streptomycin生合成はstrR
の遺伝子発現調節が鍵であるが、それを制御するadpA遺伝子
はS. a v e rm i t i l i sには見いだせない。これらのことからS. 
avermitilisにおけるstrRの発現を調節する遺伝子の探索は異種
菌株における二次代謝の開始にとって重要な情報が得られる
ものと推察される。

③  次世代シークエンサー解析において、より多くの情報を得る
ための解析手法の開発が必要である。
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