
放線菌の抗生物質生産を司るマスタースイッチ

　特異的転写制御モデルと物質生産系への応用　

市瀬浩志

多段階酵素反応を経る天然有機化合物の生合成では，生合成酵素遺伝子群の協調的な発

現制御が必要だが，放線菌抗生物質生合成遺伝子クラスター中に続々と経路特異的転写活

性化遺伝子が見つかっている．OmpR型 の生合成遺伝子の特異的制御機構の存在が示唆さ

れ，それに立脚した新たな人為的有用物質生産系が構築されている．

【放線菌ポリケタイド生合成遺伝子】【転写活性化因子】

【OmpRフ ァ ミ リー】 【有用 物 質生 産 】

は じめ に　 土 壌細 菌 であ る放線菌 は通常 ， その 特定 の

生 育環境 下 で獲得 した特異 な2次 代 謝能 力 を有 してお

り， この2次 代謝 の多様 性 こそが人類 に抗生 物 質供給

とい う福 音 を与 えた原 因 であ る．放 線菌 は2次 代 謝 産

物生 産以 外 に もさ まざ まな特 徴 を もつ．

放 線菌 類 （Actinomycetes） には，Streptomyces属 な

どの主 要属 のほ か に稀 少放線 菌属 が あ り，菌 学 的 に興

味深 い1）ほか， 遺伝 子構造 も多様 で ある ことがわか って

きた．放 線菌 には巨大線 状 プ ラス ミ ドが存 在 し， また

染色 体 自身が 線状 で しか も両 末端 の 欠失 や環状 化 も生

じる動的 な構 造 を もつ ことが示 された2）． さらに放 線菌

類 で は初 め て，結核 菌 （Mycobacterium　 tuberculosis)

の ゲ ノ ムDNAの 全 配 列 が 昨 年 決 定 さ れ3），Stye-

ptomyces属 で も初 の ゲノム プ ロジ ェ ク トが 進行 中 （次

節）で ある．

放 線菌 は， 菌糸伸 長 か ら胞 子形 成 に至 る複 雑 な形態

分化 を示 し， その現 象 は2次 代 謝 産物 生産 とも連 動 す

る． これ らの調 節機 構 として は， 微生 物 ホル モ ン様 の

化 学 調節 物 質 を介 した シ グナ ル 伝 達 系 の 解 明 がStre-

ptomyces griseusな どを材 料 と して進 んで い る4）（本号，

大西 らの総説参照）．

抗生 物質 につい ては その生 合成 に関与 す る遺伝 子 の

研 究が 急速 に進 んだ ． なかで もポ リケ タイ ド （PK） 系

化 合物 ＊1では，PK合 成酵 素 （PKS） 遺伝 子 の ク ロー

ニ ング と初 のハイブリッド抗 生 物質 生産 の報 告5）を皮切

りに， 最近 で は“ 生合 成工 学 ” を指 向 した研 究が 展 開

され てい る6,7）．

一 方
，多段 階酵 素反 応 を必 要 とす る天 然有 機化 合物

の生合成 で は，生 合成 酵素 遺 伝子 群 の協 調 的 な発 現制

御 が必 要 と考 え られ るが， 近 年 これ に関与 す る制御 遺

伝子 が生合 成遺 伝子 クラスター中 に続 々 と発見 され，生

合成 遺伝 子 の特 異的 な転写 活 性化 を説 明 す るモ デルが

提 出 され た8）．本 稿 で は この研 究 発 展 の端 緒 にな った

Streptomyces coelicolorの 話題 か ら入 り， 筆者 らが研 究

して いるPK化 合 物 の生 合成 を例 に経 路 特異 的 ＊2転写

活性 化機 構 を解説 し， その物 質生 産 系へ の応 用例 にふ

Koji　 Ichinose， 東 京 大 学 大 学 院 薬 学 系 研 究 科 天 然 物 化 学 教 室 （〒113-0033東 京 都 文 京 区本 郷7-3-1） ［Department of Natural Pro-

duct Chemistry,Graduate School of Pharmaceutical Sciences,The University of Tokyo,Hongo,Bunkyo-ku,Tokyo 113-0033,

Japan] E-mail:ichinose@mol.f.u-tokyo.ac.jp http://www.f.u-tokyo.ac.jp/~tennen/head.htm

Pathway-specificActivatorforAntibioticBiosynthesisinStreptomycesspp:AModelforTranscriptionalControlandApplications

toMetabolicEngineering

1562

D
a
t
a
b
a
s
e
 
C
e
n
t
e
r
 
f
o
r
 
L
i
f
e
 
S
c
i
e
n
c
e
 
O
n
l
i
n
e
 
S
e
r
v
i
c
e



放線菌の抗生物質生産を司るマスタースイッチ 21

図1 Streptomyces coelicolorが 生産 す る4種 類 の異 なる 骨格 を もつ抗 生 物 質

CDAは 単離 された類縁体の一 つ を示 し，D型 立体 配置を とるア ミノ酸残基 は個 々に記号 を付記

した．

れ る ．

Ⅰ

．S．coelicolor A3（2） をめ ぐる話題

放 線 菌 の 実 質 的 な遺 伝 学 的 研 究 は，英 国 のD．A．

HopwoodがS．coelicolorの 遺 伝 的 な 組 換 え研 究 を

1950年 代半 ばに開始 した こ とに始 ま る．Hopwoodの

言葉 に よれ ば 「医薬 品 資源 と して重要 な位 置 を占 めて

いた もの の，遺伝 学 の研 究対 象 としての放 線菌 は 当時

まった く未知 の細 菌 で あ った」 とい うこ とで あ る．S.

coelicolorが 生 産 す る抗 生物 質 としては4種 類 が知 られ

てい る （図1）． なか で もア クチノ ロジ ン （ACT） は，

共 役ベ ンゾキ ノ ン2量 体 とい う特異 な部 分構 造 を もつ

ため特徴 的 な色調 を示 し，ACT生 産 性の有無 が視 覚 的

に容 易 に検知 で きた こ とが， 抗生物 質 生合成 をは じめ

とす る放 線菌 の遺 伝 子 レベ ルで の研 究発 展 の鍵 となっ

た．Hopwoodら 英 国John Innes研 究所 のグルー プを

中心 に編集 された，S.coelicolorを 主 とした放 線菌 遺伝

子操 作 の実験 書9）は世 界 中で汎 用 され ，放 線菌 の遺 伝

子工 学 系 も確立 して きた10)．

S.coelicolorを 使 っ た 最 近

の 研 究 と して は， ① 整 列 化 さ

れ た ゲ ノ ム コ ス ミ ドラ イ ブ ラ

リー11）を 使 っ た ゲ ノ ム シー ク

エ ン ス が 進 行 中 （http：//

www.sanger.ac.uk/Pro

jects/S_coelicolor/） で あ る

こ と， ② 胞 子 形 成 を制 御 す る

遺 伝 子 座 で あ るwhi遺 伝 子

群12） につ い て ，6因 子 （後 述 ）

を介 す る 転 写 制 御 の 存 在 が 示

され た こ と13,14）， ③ 先 に ふ れ

たS．griseusで の シグナル 伝 達

系 に 類 す る も の がS。

coelicoloyに も存 在 す る こ と15｝

（本 号 ，大 西 ら の総 説 参 照 ） な

どが あ る．ACT以 外 の抗 生 物

質 で あ る ウ ン デ シル プ ロ デ ィ

ジ ォ シ ン （RED）16）， カ ル シ ウ ム 依 存 性 抗 生 物 質

（CDA）17）， メ チ レノマ イ シンA（MMY）18） のすべて に

ついて生合 成遺 伝 子 の同定 がな された． またCDA19)と

胞 子色 素20）につ い て は未 確定 だ った化 学構造 が決定 さ

れ た．

Ⅱ

． 放線菌PK生 合成の概観：反応・酵素・遺伝子

1． 生合 成 の諸段 階

PK化 合物 基本 骨 格 の生 合成 が 脂肪 酸 生合 成 と類 似

している ことが遺伝 子 レベルの研 究で も確認 された．PK

生合 成 を触媒 するPKS遺 伝子 の構 造 も脂肪 酸生合 成遺

伝子 にな らっ て，1型 （多機 能型 酵 素 ：複 数 の機 能 ド

メイ ンが1本 のポ リペ プチ ド鎖 に連続 して存在 ） とⅡ

型 （サ ブユ ニ ッ ト型 ：個 々 の機能 を有 す る酵素 サ ブユ

ニ ッ トの複合 体 ） に分 け られ て い る． これ まで ク ロー

ン化 された放 線菌PKS遺 伝 子 の例6）では，1型 はマク

ロライ ド化合 物 を，Ⅱ 型 は芳 香族 化合 物 を与 え るこ と

が わか ってい る （図2a） ．PKSの 触媒 機構 の詳 細7）は

省略 す るが，PK化 合 物 の構造 多様 性 の源 は，PKSの

＊1 脂肪 酸生合成 に代表 され る酢酸-マ ロン酸経路 と同様 に低級脂肪酸が縮合 して生成す る一連 の2次 代謝産物 をさ し，微生物 や植物

か ら多 く生産 され る．抗 生物質 をはじめ放線菌 由来 の多 くの生理 活性物質 （テ トラサ イク リン，エ リスロマイシン， エバ ーメクチ

ン，FK-506な ど）が含 まれる．

＊2 本稿 では特定 の2次 代謝 経路で機能す ることをさす．
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PKSに よる基本炭素骨格の

形成後，生産する最終生成物

に対応した特異な化学修飾（テ

ーラリング）経路（図2b），さ

らには別の主代謝系由来の官

能基の転移 （図2c） を経て複

雑なPK化 合物 は生成 され

る．

図2　 放線 菌 ポ リケ タ イ ド化 合 物の 段 階 的生 合 成 の例

（a）既知のポ リケタイ ド合成酵素 （PKS） のうち，Ⅰ 型 （R：メチル基 ）では側鎖 をもった炭素

鎖が生成 し，Ⅱ 型 （R：水素）で は直 鎖状のポ リケ タイ ド鎖 を生成 する．生成物の主鎖上 で縮合

原料 のアシルCoAの ケ トン基 に由来 する炭素 に番号を付 した．（b）PKS反 応以後の化学修飾 （テ

ーラ リング）過程 （ラク トン化 ・酸化 還元 ・閉環 ・脱水） で非糖部 分 （アグ リコン） が生成 す

る． （c）さらなる化学修 飾 と官能基 （例 ではデオキ シ糖）転移が生 じ，生成物 （配糖体 ） とな

る．糖転移 に由来す る部 分 を点線枠 で示 した．

触媒 機能 の選択 の幅 ， 具体 的 に は，縮合 出発 単位 （ス

ター ター）の選 択 と5つ の基本 触媒 反応 （ア シル基転

移 ・縮合 ・ケ ト還元 ・脱 水 ・エ ノイル還 元 ）の 回数 や

有無 の組 合せ にあ る．

2． 放 線菌PK生 合 成遺 伝 子

ク ラス ター

微 生 物2次 代 謝 に特異 的 に

か かわ る遺伝 子群 は通 常， 生

産菌 の 染色体 上 で クラス ター

を形 成 してい る． 放線 菌抗 生

物 質 で は，生 合成 酵素 をコー

ドす る構 造遺 伝子 ， 自己耐 性

遺 伝 子， 構造 遺伝 子 の機 能 制

御 を行 な う制 御遺 伝子 な どが

クラス ター 中で見 つ かっ てい

る．

ACT生 合 成遺 伝 子 ク ラ ス

ター （actクラ スター）のほか，

ACTと 同 じベ ンゾイソクロマ

ンキノ ン （BIQ） 系骨 格 を有

す る抗 生物 質 の生合 成遺 伝子

ク ラス ターの い くつかが す で

に クローニ ング され ている21）．

ACTと グラナティシン（GRA，

構 造式 は図2c参 照 ）は基本 骨

格 が 類 似 （双 方 と も炭 素16

個 か らなる直鎖状PKに 由来

す るBIQ骨 格 を もつ）し， 生

産菌 も分類 学上 で近 い こ と22）

か ら両 者 の生合成 遺伝 子 ク ラ

ス ター 全体 の構造 に高い相 同

性 が期待 された ．両者 を比較

する （図3） と，確かに両 クラ

スター で相 同性 の高 い遺伝 子 が存在 し23）共通 の機能 を

もつ こ とが推 定 され たが ，遺 伝子 構造 全体 をみ る とⅡ

型最 小PKS＊3，KRの ひ とつ，AROの ， クラスター中

で の総体 的配 置 は類似 して い る もの の， その ほか の遺
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伝 子 は必 ず し も機 能 に対応 し

た部 分 ク ラス ター を形 成 して

い ない．

Ⅲ．抗生物質生合成遺伝子の

転写活性化因子

1． 抗 生物 質生 産制 御 にかか

わ る要 因

形 態分 化 の ほか に も抗 生物

質 （2次代謝 産物 ）生 産 に及 ぼ

す 要 因 は 多 様 に存 在 す る15）．

遺伝 子転 写一 般 に直接 か かわ

る 因 子 と し て は，細 菌 型

RNAポ リメラーゼのプロモー

タ ー配 列 の認 識 に関与 す る σ

因 子 が あ げ ら れ る ．S．

ceolicolorで は少 なくとも8種

類 の6因 子 が見 いだ され， 抗

生 物質 生合 成 の経路 特 異的転

写 因 子 （後 述）の転 写 を制御

す るもの もある ことか ら15）， σ

因 子の多様 性24）が抗 生物 質生

産 に関 与 す る こ とは明 らか で

あ る．Streptomyces属 の プロ

モー ター配 列 につ いて も大腸

菌 σ70型の もの と類 似するもの

の ほか ， これ とは異 な るプ ロ

モ ー ター も実験 的 に多数 見 い

だ されてお り， 放線 菌6因 子

の多様 性 を反 映 した もの と思

われ る25）．

図3放 線 菌 芳香 族 ポ リケ タイ ド抗 生 物質 生 合 成遺 伝 子 ク ラ ス ター の構 造 と転写 制 御

（a）ベ ンゾイソクロマ ンキ ノン （BIQ）系化合物のア クチノロジ ン （∂c亡クラス ター） とグラナ

テ ィシ ン （graクラス ター）の ものを示 す．∂c亡クラスターでは，遺伝 子領域 を ∂ctI～ ∂c亡Wま

でに分 け，各領 域に複 数の読 取 り枠 （ORF） がある場 合には独 立 した番 号を付 している．II型 最

小PKSの 構成 単位 は，KS（ β一ケ トアシル合成 酵素）・CLF（ 鎖長決 定因子）・ACP（ アシルキ ャ

リアー蛋 白質）であ る．転写活性化 因子 （特異 型SARP） が制御 する と考 え られる構造遺伝 子 に

特異 型SARPか ら矢 印を付 した （特異 型SARPの 詳細 は本文 のIII節3項 を参照）． （b）両遺伝子

クラス ターの遺伝 子で有意な相同性のあるものの機 能別比較．gr∂ クラス ター中15個 のORFの

相 同遺伝子がac亡 クラス ター に存在 している．

2． 放線 菌抗 生物 質生 産 制御 蛋白質 （SARP）

A． 多機 能型 と経路 特異 型

放線 菌 によ って は基本 構 造 の異 な る抗 生物 質 を同 時

に生産 す るので， 複数 の2次 代 謝系 を総合 的 に制 御 す

る機構 が必 要 で あ る．S.coelicolor　 A3（2） は基本 骨格

が 異 な る4種 の抗生 物質 （図1） を生産 す るが ， この う

ちACT・RED両 生合成 の制御 と形 態分化 調 節 の双 方

を行 な うセ リン/ス レオニ ンキナー ゼの存 在 が明 らか に

なった4｝． また，原 核微 生物 に特 徴 的な二成 分制御 系 の

応 答蛋 白質 による抗生 物質 生 産制 御 の存在4）も示 されて

い る．

以 上 の制御 因子 は2次 代 謝 生産 と生産 菌 の生理 を全

体 的 に制 御 す る“ 多機 能型 因 子 ”で あ り，抗 生物質 生

産 開始 に関 して い えば“ グ ローバ ル なスイ ッチ”4）で あ

る． 一方 ， あ る抗 生物 質生 合 成経 路 に特 異的 な制御 因

子 を コー ドす る遺 伝子 は， それ ぞれ 生合 成遺伝 子 クラ

＊3　 サ ブユニ ッ ト型 （Ⅱ型）PKSで ポ リケタイ ド鎖 を形成 す るの に最小限必須 な蛋白質群 （KS，CLF，ACP） をさす．生成 した ポ リケ

タイ ド鎖 か ら生成物 への変換 には， さ らにケ ト還元酵素 （KR）， 芳香 化酵素 （ARO），閉環酵 素 （CYC） な どの触 媒が必要であ る．

1565

D
a
t
a
b
a
s
e
 
C
e
n
t
e
r
 
f
o
r
 
L
i
f
e
 
S
c
i
e
n
c
e
 
O
n
l
i
n
e
 
S
e
r
v
i
c
e



24 蛋 白質　 核酸　 酵素　 Vol．44No.11（1999）

ス ター 内 に見 いだ され ている．

抗生物 質 生産 を制 御 す る蛋 白

質8）（Streptomyces　antibiotic　

regulatory　 protein;

SARP） として機 能 す ることか

らみれ ば両者 は同類 であるが，

経 路特 異 的で あ る こ とか ら本

稿 で は“ 特異 型SARP” とし

て以下 の議論 を進 め る．

B．OmpRフ ァミ リー との類

似 性

PK生 合 成 に関 与 す る特 異

型SARP遺 伝子 は，actク ラ

ス ター 中 に見 い だ され たact

Ⅱ-ORF426） を皮切 りに， ほか

の芳 香 族 系 抗 生 物 質 生 合 成

（Ⅱ型PKSが 関与 ）遺 伝子 ク

ラス ター内 で続々 と類 縁体 が

見 いだ されて いる6,21）． マクロ

ライ ド系PKの 生 合成 遺伝 子

クラス ター の中 に も制御 遺 伝

子 は見 つか って い るが27～30），

Ⅱ型 ほ どの互 いの相 同性 は見

られ ない．PK以 外 の 抗 生物

質で は，S.coelicolorのRED

生 産 に関与 するredD31） および

redZ32） と，S.griseusの ス ト

レプ トマ イ シン生産 に関与 す

るstrR33）（本号，大西 らの総説

参照）がそれぞれの生 合成 遺伝

子 クラス ター 内で見 い だ され

てい る．

特 異 型SARPの 転 写 活 性

化 の実験 的証 明が進 む15）一方

図4　OmpR型 転 写 活 性 化 因 子 中 に 存 在 す るDNA認 識 部 位 の ア ミ ノ 酸 配 列 比 較

（a）こ れ まで 放 線 菌 で はN末 端 ， そ れ 以 外 で はC末 端 に 見 い だ さ れ て い る．3つ の αヘ リ ック

ス の うち ，2番 目 と3番 目 をつ な ぐ長 い ル ー プ構 造 を特 徴 とす る．既 知 のOmpRフ ァ ミリー蛋 白

質 中 で保 存 され て いる疎 水 性 残 基 位 置 を ドッ ト表 示 し， その 下 に特 異 的SARP（ScActⅡ ～ScRedD）

で の保 存 残 基 を示 した． 白抜 き表 示 の ア ル ギ ニ ン は既 知 の す べ て のOmpRフ ァ ミ リー で保 存 さ

れ て い る ．（b）DNA認 識 にか か わ る と考 え られ る3番 目 の α ヘ リ ッ クス （両 矢 印 ）に つ いて ，放

線 菌 特 異 的SARPの うち ア クチ ノ ロ ジン お よび グ ラナ テ ィシ ン生 合 成 に 関 与 す る もの とOmpRを

比 較 す る と， ヘ リ ッ ク ス の 片方 の側 面 に 疎 水 性 残 基 （1，5，8，12番 目 ） が 配 置 し て蛋 白 質 側 に

向 き， 反 対 の 側 面 の 残 基 （3，6,10番 目）が 特 異 的 なDNA認 識 にか か わ る と考 え られ る． 荷 電

性 ア ミノ酸 残 基 （7，9，11番 目）が 負 に 荷 電 し たDNA鎖 骨格 と相 互 作 用 す る と推 定 され る ． 比

較 配 列 ：ScActⅡ4（S．coelicolor， ∂ctク ラ ス タ ー ∂ctⅡ ORF4産 物 ），SvGra9（S.violaceoruber,gra

ク ラ ス タ ーORF9産 物 ），SrFrnG（S．roseofulvus，fmク ラ ス ターFrnG） ，SpDnr1（S．pencetius，

dnrク ラス ターDnrD，SnoA（S.noga1ater,snoク ラス ターSnoA） ，ScAfsR（S．coelicolor,AfsR） ，

ScAFsQ1（S．coelicolor,AfsQ1） ，MaEmbR（Mycobacterium avium，EmbR） ，EcOmpR（E.coli，

OmpR） ，EcPhoB（E.coli,PhoB） ，ArVirG（Agrobacterium rhizogenes pRi4，VirG） ． 各 配 列 の

先 頭 と末 尾 の 数 字 は， ア ミ ノ酸 残 基 番 号 を 示 す ．

で， その ア ミノ酸 配列 の相 同性 か ら転 写活 性化 を説 明

で きるモデルが提 唱 され た8）．転 写活 性化 因 子の多 くが

DNA結 合 蛋 白質で あ り，SARP配 列 中 に も特 異的 な

DNA認 識 部 位 が あ る こ とが 予 測 され る． これ らの

SARP配 列 には，大 腸 菌OmpRに 代 表 され る細 菌の二

成 分制御 系 の転写 因子 中 に存在 す るDNA認 識構 造 と

類似 した部分 が見 つ か った．OmpRのDNA認 識 にか

かわ るC末 端側 のX線 結 晶構 造解 析34-36）によると， リ

プ レッサー な どのDNA結 合蛋 白質 に見 られ るヘ リック

ス-ター ン-ヘ リックス構 造 （HTH構 造 ） とは異 なる，

約11ア ミノ 酸 残 基 の ル ー プ を挟 む ヘ リ ッ ク ス構 造

（HLH構 造） が発 見 され た ＊4．

これ と相 同な配列 が特 異型SARPの 中ではN末 端近

傍 に見 いだ され （図4a） ， さ らに特 異 型SARP中 の

HLHを 構 成 す る αヘ リックス3の12ア ミノ酸残 基 に

つい て は，疎 水 性 お よび荷 電性 の残 基 の相対 的位 置 が
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図5 OmpR型 転 写 活 性化 因 子 が制 御 す る遺 伝 子 群 の プ ロモー ター領 域 に存在 す る直 接

反 復 配列

（a）S．coelicolorA3（2）アクチノ ロジン生 合成 （act）遺 伝子， （b）S．violaceoruber T?22グ ラ

ナテ ィシン生合成 （gra,）遺伝 子， （c）Agrob∂cterium rhizogenes pRi4の ウイル レンス （vir）遺

伝 子．プ ロモ ーター領 域 （-10）か ら一定の距離 に直接 反復 （DR）配列 （6また は7塩 基対）が

存在 し，それ らのスペースはDR配 列の先頭塩基 か ら次 のDR配 列のそれ まで11ま たは22bp，

すなわちB型DNAの らせ んピッチ数 で1ま たは2個 分に相当 している．

OmpR型 の それ と完 全 に一致 した （図4b） ．

以上 の結果 か ら，放線 菌 の抗生物 質生 合成 遺 伝子 の

特 異 的転写 活性 化 の機構 として，OmpR型 のDNA認

識 機構 が存 在 す る こ とが強 く示唆 され た．

3． 抗 生物 質 生合成 遺伝 子の 転写活 性化 モ デル

OmpR型 転 写活 性化 因子 の標 的DNA側 については，

実験 的 に示 され た蛋 白質 結合領 域の遺 伝 子配 列 と既知

のOmpR型 転 写因 子 の標 的遺伝 子の プロモー ター領域

の醜 列解 析 に よ り，RNAポ リメラー ゼ との協調 的 な複

合体 形 成 による転 写活 性化 のモデル38）が提 唱された． こ

のモ デルに よれ ば， 標 的DNAの プロモー ター領 域 に6

塩基 か らな る直接 反復 配列 （DR配 列 ）が存 在 し， それ

らのスペ ー ス はDR配 列 の先頭塩 基 か ら次のDR配 列

の それ まで11ま た は22bp， す なわ ちB型DNAの ら

せ ん ピ ッチ数 で1ま た は2個 分 に相 当す る．筆 者 らが

研 究 してい る21,23）BIQ生 合成

遺伝 子 クラ ス ター に含 まれ る

構 造遺 伝 子 の プロモ ー ター領

域 の配 列 を解 析 した と こ ろ，

プ ロモー タ ーか ら一定 の距 離

にDR配 列 （6または7塩 基）

が存 在 し， しか もそれ らの ス

ペ ー ス も11ま た は22bpで あ

った （図5）． また， ほか の放

線 菌 の 例 で はStreptomyces　

pucetius中 のダウノル ビシン生

合成 （dnr）クラス ター で も7

塩 基 （5'-TCGAGCG／C-

3'）8），S．ceolicolorのRED

生 合 成 ク ラス ターで も7塩 基

（5'-GTCAGCG-3'） （M．J．

Bibb： 私信）のDR配 列 が 見

いだ され て い る．dnrク ラス

タ ー の特 異 型SARPで あ る

DnrⅠ に っ い て は， 実 際 に

DNAフ ットプ リント法で，5'-

TCGAG-3'が 標 的DNA配

列 と して 同定 され て い る39）．

以 上の結果 と前 節の蛋 白質 側の知 見 を総合 すると， 特

異型SARPに よる放線 菌抗 生物 質生 合 成遺 伝子 の特 異

的転 写活 性化 の機構 はOmpR型 のモ デル38）でうま く説

明 で きる （図6）．放 線菌 の抗 生 物質 生合 成遺 伝子 ク ラ

ス ター 内の各遺 伝 子 は転 写 方 向が さ まざ まで，転 写 単

位 もオペ ロン を形成 す る もの としない もの が混在 して

い るが， それ らを特 異的SARPが 見事 に制御 してい る

（図3矢 印 参照 ）"マ ス ター ス イ ッチ” であ る こ とが わ

か る．

Ⅳ

．SARP遺 伝子を利用した物質生産系の構築

1． 生産システムの概要

最後に特異的SARP遺 伝子の物質生産系への応用例

を紹介する．放線菌遺伝子を発現させる場合はその特

徴と多様性を考慮した工夫が必要である．放線菌遺伝

＊4 実験 的に示 されたOmpR（239ア ミノ酸）のC末 端側 に存在す るDNA結 合領 域 と相同 な構造が，細 菌由来 の50種 類以上 の二成

分制御 系の転写因子 に見 つかってお り，OmpRフ ァミリー とよばれ る（文献36，37参 照 ）．本稿で は，OmpR中 に見いだされた こ

のHLH構 造 を特徴 とす るDNA結 合領域 をもつ転写 因子 を“OmpR型 ” として取 り扱 う．
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図6　 特 異 型SARPに よ る放 線 菌 抗 生 物 質 生 合 成 遺 伝 子 の

特異 的 転 写 開始 の モ デ ル

（a）鋳型DNAの プロモーター配列から上流 にかけて存在する反 復

配 列 （特異型SARP結 合部位 ）． （b）RNAポ リメラーゼホロ酵素が

プロモータ配 列を認識 して鋳型DNAと 複合体 を形成するとき． （c）

複数 の特異型SARPがDNA鎖 の反対側 からSARP結 合部位 を介 し

て会合 し，折れ曲が りDNAを 形成することによ り特異 的な転写 開

始 を促 す．

子 はG／C含 量が著 し く高 くコ ドンの使 用頻 度 に偏 りが

ある40）うえ，翻訳 開始 コドンとしてATGの ほか にGTG

（通常 はバ リンをコー ド）を頻 用 す る． た とえば放線 菌

遺 伝子 の大腸 菌で の効率 的発 現 を試 み る場 合 に対 象 遺

伝 子 の一部 （と くにN末 端 近 傍）を改 変す る ことが 行

なわれるが，多 数の生合成 酵 素の同時 発 現が必要 な2次

代 謝産 物生 産 を考 える と， この 方法 は実 用的 ではない．

放 線菌 を発 現宿 主 として使 用 す れ ば よいわ けだ が，放

線 菌 は遺伝 的 な多様性 か ら遺 伝子 工 学系 が適 用 で きな

い場合 が あ り，遺 伝 子 の取 得 はで きて も遺 伝 子破 壊 や

形 質転 換 による機 能解 析が 困難 で ある状 況 が多 々ある．

現 在， 発現宿 主 として最 も使われるのがS.coelicolorと

その近 縁 のStreptomyces lividansで あ り， これ らを用

いたベ クターが 多 く開発9）され て い る．

S.ceolicolorのactク ラスター全体 を，遺伝 子乗 換 え

を利 用 した遺 伝子 交換 （gene replacement）41） に よっ

て 欠損 させ た株 （CH999） が作 製 された （図7）42）． こ

れ を宿 主 として， 改 めて特 異的SARP遺 伝 子 （actⅡ-

〇RF4） ・SARP結 合 部位 ・プ ロモー ター ・構造 遺伝 子

をセ ッ トとして導 入すれば， 導

入した遺伝子の機能を選択的

に解析することが可能となる．

図7　 放 線 菌遺 伝 子 発現 宿 主S.ceolicolor CH999の 作 製 と発 現 ベ クタ ーpRM5

（a）二重乗換え によるactク ラスターの欠損株の作製．欠損株 はエ リス ロマイシン耐性 を指標 に

行 なう．ermE： エ リスロマイシン耐性 遺伝子． （b）発現プ ラス ミ ドpRM5． 遺伝子操作 を容易

にするために制限酵素部位 を導 入 しシャ トルベ クター化 されている．SARPはactク ラス ター由

来 で経路 特異型 に機能す るactⅡ-ORF4．ori ColEl： 大腸菌ColE1複 製起 点，ori SCP2*： 放線

菌SCP2＊ 複製起点 （低 コピー数型），bla： ア ンピシ リン耐性遺伝 子 （大腸菌 用），tsr： チ オス

トレプ トン耐性 遺伝子 （放線菌用），fd term： 転写 夕一 ミネー ター，PactⅠ ：actlプ ロモーター，

PactⅢ ：act川 プロモー ター．

2． 物 質生 産 の実 例

放 線 菌 由来 の生 合成 クラス

ター全体 を，別 の宿 主 を用 い

て発 現 させ る こ とが可 能 であ

る． 最初 のハ イ ブ リッ ド抗生

物 質 生産 の例5）では，actク ラ

スター全体 を別のBIQ系 抗生

物 質 生産 菌 に導 入 した もの で

あ った． この場 合， 導入 した

遺 伝 子 と宿 主が 本来 もって い

る生 合成 遺伝 子 が宿 主 内で相

互 に トラ ンス に機能 して生成

した化 合 物 が得 られ る． 宿主

としてCH999を 用いることで，

導 入 した遺 伝 子 固有 の代 謝産

物 を得 るこ とがで きる．GRA

生 合成 遺伝 子 クラ スタ ー全体

を 導 入 した 例23）で は，GRA

生 産 菌 の 野 生 株 と 同 様 の
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図8 S.coelicolor CH999と 特 異 型SARPを 利 用 した 物 質生 産 の 例

（a）生合成遺伝子 クラスター全体． （b）actクラスター上 で特異型SARPを 含む領域 （c）pRM5

の構造遺伝子 をほかのⅡ 型PKS遺 伝 子クラスターの相同遺伝子 と取 り替 えた例． （d）pRM5に

化学修飾 （ケ ト還元酵 素）遺伝 子 を加 えた例 ． （e）1型PKS遺 伝子 （エ リスロマイシ ン生産菌 由

来）によるマ クロライ ド生産． （f）ポ リケタイ ド生成 に関連 しない生合成 遺伝 子 （リファマ イシ

ン前駆体のAHBA生 合成関連酵 素群 ）の例．宿主 と してCH999か らの誘 導株Yu105を 用いてい

る． （g）糸状 菌由来のⅠ 型PKS（6一 メチルサ リチル酸合成 酵素）遺伝子．

GRA生 産性 を示 した （図8a） ．

S.coelicolorか らいった ん欠 損 させたactク ラスター

遺伝子 の うちSARP遺 伝 子 であ るactⅡ-〇RF4か ら下

流部分 を用 い てつ くった プラ ス ミ ド，pRM542） が構築

され た （図7）． 本 プ ラス ミ ドをCH999に 導入 す る と

ACT生 合 成 中間体 に由来す る代 謝産物 アロエサ ポナ リ

ンⅡ を与 え （図8b） ，導 入 した遺伝 子領 域 で構造 遺伝

子 の正 しい転 写 制御 ・発 現 ・物質 生産 が行 なわ れ てい

る こ とがわ か った．pRM5の 系 を使 って ほか の芳香族

PK生 合 成 に関 与 す る相 同 遺

伝 子 との 交換 を行 な った とこ

ろ，炭 素鎖 や 閉環様 式 の異 な

る さ まざまな化 合物43）が得 ら

れ （図8c） ，生 合成 後期 で働

く化 学 修飾 酵素 遺伝 子 を同 じ

転写 単位 で発現 させ る44）こと

も可 能 だ った （図8d） ． さ ら

に，pRM5か ら構 造遺 伝 子 を

除 いた部 分 を遺伝 子 の発 現 ツ

ール として用 い，Ⅰ 型PKS生

合成 遺伝 子45）か らのマ クロラ

イ ド （図8e） 生成 や ポ リケ タ

イ ド以外 の生合 成遺 伝子46）の

複 数 同 時 発 現 （H．G．Floss：

私信） も達 成 （図8f） され た．

放 線 菌類 の枠 をこえて 糸状 菌

由来 の遺伝 子 も，発 現 用 に コ

ドンの変更 を必 要 とす る もの

の発現 が確 認47）された （図8

g）． 前述 の発 現例 で は培 地 中

に 目的 生産 物 に応 じた基 質 を

添加 す る （directed　biosynth-

esis）必 要 はな く， 放線 菌宿 主

が もつ物 質代 謝 の潜在 能 力 を

引 き出 した 結果 で あ り，非 常

に実 用性 が 高 い．

おわ りに　 本稿 では ポ リケタ

イ ドに話 を限 定 したが， この

ほか に もア ミノグ リコ シ ドを

代 表 とす る糖 質系 の抗生 物 質

生合成研究などは進展が著しい．多くの抗生物質が配

糖体として単離され，デオキシ糖を主体 とする特異な

糖鎖とその非糖部分 （アグリコン）への結合様式が生

物活性発現の鍵である．本稿で紹介したGRA生 合成ク

ラスターをみても明らかなように，ポリケタイドとデ

オキシ糖という個々の生合成からみれば無関係な代謝

系の構造遺伝子であるにもかかわらず，これらが単一

のクラスターを形成して，共通のSARPに よる巧妙な

転写制御を受けている．放線菌の2次 代謝産物の種類
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は莫大であり，今後さまざまな主要2次 代謝系生合成

遺伝子の構造と機能が解明され，本稿で解説した知見

に立脚した物質生産への応用研究が展開されることが

期待される．

筆者が放線菌研 究を始 める機会 を与 えていただいた，John　Innes　

Centre，Sir　David　Hopwood教 授，SARPに 関 して有益 な議論

をいただいた同Mervyn　 J．Bibb教 授， な らびに東京大学大学 院

薬学系研究科天然物化学教室 海老塚 豊教授 に厚 くお礼 申 し上げ

る．
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