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要 約 ゲノム生物学の飛躍的な進歩に伴い，様々な微生物の全ゲノム配列が次々と解読されている。そ

の解析結果から，微生物，とりわけ代表的な抗生物質生産菌である放線菌においては，有用な二次代謝産

物の生産に繫がる遺伝子の多くが潜在的に存在していることが判ってきた。従って，放線菌における潜在

的な二次代謝産物の生産能力を引き出すための手法を確立することは，放線菌利用の高度化に向けて極め

て重要な課題となっている。我々はこれまでの研究で，薬剤耐性変異（リファンピシン耐性変異やストレ

プトマイシン耐性変異など）を利用して放線菌細胞内のRNAポリメラーゼ（転写）やリボソーム（翻

訳）を改変することで，放線菌の潜在的な二次代謝産物の生産能力を効率よく活性化できることを証明し

てきた。実際にこの原理を通常の培養では抗生物質をほとんど生産しない Streptomyces属の放線菌に活

用して，新しい抗生物質ピペリダマイシンを発見することにも成功した。本総説では，我々が開発した放

線菌の潜在能力活性化技術の原理とその利用の高度化に向けた新たな取り組みについて紹介する。
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１．は じ め に

20世紀初頭のペニシリンの発見にはじまり，我々

人類は微生物が生み出す様々な有用二次代謝産物の

恩恵を受けてきた。代表的な抗生物質生産菌である

放線菌からは，1942年のストレプトスリシンと翌年

の抗結核薬ストレプトマイシンの発見を皮切りに，

実に多くの有用化合物が今日までに発見されている。

しかしながら，微生物由来の二次代謝産物に関して

は発見し尽くされた感があり，それらの中から医薬

品の開発に繫がるような化合物を見つけ出すことは，

極めて困難になってきている。一方，近年のゲノム

生物学の発展は目覚ましいものがあり，多種多様な

微生物の全ゲノム配列が次々と解読されている。抗

生物質に代表される有用な二次代謝産物の宝庫であ

る放線菌においては，Streptomyces coelicolor（青

色色素抗生物質アクチノロージン生産菌，放線菌の

基礎研究で最も頻用されているモデル放線菌）や

Streptomyces avermitilis（エバーメクチン生産菌)，

Streptomyces griseus（ストレプトマイシン生産菌）

などの代表菌株の全ゲノム配列が決定された 。

興味深いことに，これら菌株のゲノム配列の全体像

を眺めてみることで，放線菌には通常の培養では検

出に到らない極低発現な二次代謝産物生合成遺伝子

が数多く存在することが判ってきた。このような潜

在的な二次代謝産物生合成遺伝子（潜在能力）は，

当然ながら利用されることなく見落とされてきた部

分であるが，抗生物質などの有用な二次代謝産物の

生産に関与している可能性がある。従って，現在，

国内外の多くの研究者が放線菌における潜在能力の

有用性に着目し，その活性化と利用に向けた技術開

発に取り組んでいる。潜在能力の活性化例としてこ

れまでに，OSMAC（one strain-many com-

pounds）アプローチや遺伝子発現を劇的に変化さ

せる化合物（S-アデノシルメチオニンや希土類元

素を含む化合物）の培地への添加，さらには異種細

菌を利用した複合培養など，培養そのものを工夫す

る手法，また，遺伝子工学技術を活用して遺伝子発

現を直接的に操作する手法などが報告されてい

る 。本総説では，筆者らが開発した薬剤耐性を

付与する自然突然変異を利用した放線菌の潜在能力
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活性化技術の基本原理と応用例を紹介し，本技術の

今後課題と展望について述べる。

２．薬剤耐性変異による放線菌の潜在能力活性化と

新抗生物質の発見

越智らは，放線菌にリファンピシン（RNAポリ

メラーゼを標的とする薬剤）やストレプトマイシン

（リボソームを標的とする薬剤）に対する耐性を付

与すると，抗生物質の生産量が劇的に増大する現象

を見出した 。さらに，このような現象が認めら

れるリファンピシン耐性変異株はRNAポリメラー

ゼβサブユニットをコードする rpoB 遺伝子に，ス

トレプトマイシン耐性変異株はリボソームタンパク

質S12をコードする rpsL遺伝子などに，それぞれ

特定の変異を有していることを明らかにした 。

筆者らはこれらの事実をもとに，特定の rpoB 変異

や rpsL変異が定常期の放線菌細胞内における

RNAポリメラーゼ（転写）あるいはリボソーム

（翻訳）の機能を変化させ，結果的に抗生物質生産

が活性化されることを突き止めた 。転写や翻訳

系の改変による抗生物質生産活性化の詳細なメカニ

ズムについては，未解明の部分が多いが，現在まで

に次のようなことが判っている。

放線菌は，細胞内のアミノ酸が枯渇すると，微生

物アラーモンppGpp（グアノシン５’-二リン酸

３’-二リン酸）を合成する。ppGppが RNAポリメ

ラーゼの活性中心近傍に結合し，ppGpp-RNAポ

リメラーゼ複合体が形成されると，放線菌の細胞内

では緊縮調節と呼ばれる複雑な制御が起こる 。こ

の調節によって，リボソームタンパク質やリボソー

ムRNA，転移RNAなどのタンパク質合成に関与

する遺伝子の転写が阻害され，一方で，アミノ酸の

生合成または輸送に関わるタンパク質や抗生物質な

どの二次代謝産物の生合成に必要な酵素タンパク質

の発現が促進される。すなわち，ppGppは，放線

菌の抗生物質生産の引き金物質となっている。興味

深いことに，Xuらは，特定の rpoB 変異株が

ppGpp非依存的に抗生物質を高生産することを明

らかにした 。この発見は，特定の rpoB 変異を有

する変異型RNAポリメラーゼがppGpp結合状態

を模倣するという提唱に繫がった。筆者らの最近の

研究成果によって，抗生物質高生産 rpoB 変異株の

定常期におけるRNAポリメラーゼは，特定遺伝子

のプロモーターへの結合力が野生型RNAポリメラ

ーゼよりも強いことも判ってきた 。厳密な証明に

は程遠いが，変異型RNAポリメラーゼが抗生物質

生合成遺伝子の発現制御に関わるプロモーターへの

高い親和力を獲得したことで，同遺伝子の転写が促

進し，結果的に抗生物質生産の活性化が起きている

可能性が考えられる。放線菌には多種多様なシグマ

因子が存在することから，野生型と rpoB 変異型の

RNAポリメラーゼホロ酵素では，機能しているシ

グマ因子が異なるため，プロモーターへの親和力が

変化したとも推察できるが，実際どのような仕組み

で抗生物質生産が活性化されるのか，詳細について

は，現在も解析中である。

一方，特定の rpsL変異を有する変異型リボソー

ムは，定常期においても高い翻訳活性を維持すると

いう特異な能力を持つことで特徴づけられてい

る 。抗生物質生合成遺伝子の多くは，対数増殖

期よりもむしろ定常期において活発に転写されてい

る。この時期に高い翻訳活性を有する rpsL変異株

は，抗生物質の生合成に関与する酵素群を効率的に

生産できるため，結果的に抗生物質生産の活性化が

起こると考えられる。しかしながら，rpsL変異株

が定常期に高い翻訳能力を発揮する仕組は，謎のま

まである。

rpoB 変異と rpsL変異による抗生物質生産活性

化のメカニズムの解明は，現在もなお大きな課題と

なっているが，薬剤耐性変異の特質が引き起こす

RNAポリメラーゼ（転写）やリボソーム（翻訳）

の機能変化が，放線菌の潜在能力を活性化させる要

因であることが判ってきた。ごく最近筆者らは，こ

の原理を活用することで，通常の培養では抗生物質

を生産しないと判定された放線菌 Streptomyces sp.

631689の潜在能力を活性化して，実際に新しい抗生

物質（ピペリダマイシンと命名）を発見することに

も成功している（Figure１） 。

以上の事実から，“放線菌の潜在能力を目覚めさ

せれば新しい二次代謝産物を発見できる”という放

線菌利用の高度化に向けた新たな方向性がはっきり

と見えてきた。

３．放線菌の潜在能力を強力に引き出す薬剤耐性変

異

前述したように，薬剤（RNAポリメラーゼやリ

ボソームを標的とする抗生物質）耐性変異を利用し

て放線菌細胞内の転写や翻訳の機能を改変すること

で，放線菌の潜在的な抗生物質生産力を効率的に活

性化できることが判ってきた。リファンピシン耐性

変異やストレプトマイシン耐性変異がその代表格で

あるが，これまでに，ゲンタマイシン，パロモマイ
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シン，G418（ジェネティシン），フシジン酸，チオ

ストレプトン及びリンコマイシン耐性変異にも同様

の効果があることが判っている。Wangらは，実際

にこれらの変異を逐次的に利用して，モデル放線菌

S. coelicolorの青色抗生物質アクチノロージンの生

産性を180倍まで上昇させることにも成功してい

る 。また，ごく最近筆者らは，エリスロマイシン

耐性変異にも強力な抗生物質生産活性化作用がある

ことを新たに見出した 。こ れ ま で に，S.

coelicolorや S. lividansのアクチノロージン生産や

S. griseusのストレプトマイシン生産，S. parvulus

のアクチノマイシン生産においてその効果を実証し

ている（Table１）。興味深いことに，エリスロマ

イシン耐性変異には S. lividansの潜在的な抗菌物

質生産力をも顕在化させる効果があることも明らか

に な っ た。Figure２ Aに 示 し た よ う に，S.

lividansから分離したエリスロマイシン耐性変異株

は，野生株では生産が認められない抗菌物質を著量

に生産する。この抗菌物質は，カルシウム非存在下

においても顕著な抗菌活性を示すので，S. lividans

が生産する抗菌物質として報告のあるCDA（cal-

cium-dependent antibiotics）とは異なることが明

らかになった。抗菌物質の正体は不明であるが，抗

菌物質生産が認められた時期の培養抽出液の

HPLCプロファイルが野生株と変異株では大きく

異なることも判明した（Figure２ B）。S. lividans

は S.coelicolorと並んで放線菌の基礎研究の場で頻

用されている菌株である。S.lividansのようによく

保坂ら：放線菌の潜在能力開発による抗生物質の探索

Fig.1. Antibiotic discovery in actinomycetes strains with mutations in RNA polymerase
 

and ribosome.The H437L mutation in rpoB gene(encoding the RNA polymeraseβ-

subunit)alter the affinity of the resulting mutant RNAP for promoters and the K88R
 

mutation in rpsL gene (encoding ribosomal protein S12)enhances protein synthesis
 

during stationary growth phase.This led to the expression of an actinomycete silent
 

gene cluster and production of antibiotic piperidamycin.

Table 1. Screening for antibiotic-overproducing erythromycin-resistant (Ery)mutants in various strains
 

of Streptomyces
 

Strains  MIC

(μg ml )

Concentration of eryth
 

romycin used for screening

(μg ml )

Frequency (%) of Ery

mutants  producing  in
 

creased antibiotic

-

-

S. coelicolor 1147  30  170,420  22［57/259］

S. lividans 1326  60  170,420  20［61/300］

S. griseus IFO13189  300  600  14［17/124］

S. parvulus ATCC12434  60  300,500,600  24［40/166］

Determined after incubation on agar medium at 30℃ for 3 days.

Numbers in parentheses mean number of mutants producing increased antibiotic (actinorhodin in S.

coelicolor and S. lividans,actinomycin in S.parvulus,streptomycin in S.griseus,respectively)per number of
 

mutants tested.
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特徴付けられている放線菌からも，上で述べたよう

な新事実を導けたことは，画期的な研究成果といえ

る。しかしながら，その一方で，潜在能力活性化作

用を示すエリスロマイシン耐性変異は同定されてお

らず，活性化の基本原理ですら説明できないのが現

状である。エリスロマイシンの標的がリボソームで

あることを考えると，ストレプトマイシン耐性変異

（rpsL変異）と同じような原理で活性化が起きて

いるのかもしれない。現在，次世代シーケンス解析

技術を活用して放線菌の潜在的な抗生物質生産力を

引き出すエリスロマイシン耐性変異を特定し，同変

異による活性化メカニズムの解明とその利用に向け

た論理的基盤の構築にも取り組み始めている。

４. 今後の課題と展望

筆者らは“薬剤耐性変異を利用することで微生物

の潜在能力を最大限に引き出せる”という斬新かつ

独創的な研究概念を確立しつつある。この概念は，

放線菌の抗生物質生産力の活性化のみならず，枯草

菌（Bacillus subtilis）の酵素（プロテアーゼやα-

アミラーゼ）生産能や Pseudomonas属細菌の有害

化学物質分解能の増強，さらには大腸菌（Escheri-

chia coli）の無細胞タンパク質合成系の効率化など

にも活用できることを既に実証しており，その応用

範囲は急速に拡大している 。しかしながら，

発酵食品の製造現場で活躍しているカビや酵母への

本概念の応用は，それらの微生物が真核生物である

が故に敬遠されてきた傾向にあり，未だ本格的な研

究実施には至っていない。この未知の領域に足を踏

み入れるためには，原核微生物（放線菌など）と真

核微生物（カビや酵母）ではRNAポリメラーゼや

リボソームの構成が大きく異なるため，変異株の取

得の際にどのような薬剤（RNAポリメラーゼやリ

ボソームを標的とする抗生物質）が使用できるか

を明らかにする必要がある。この課題を克服して，

真核微生物を対象とした潜在能力活性化技術を確立

できれば，医薬食品分野における微生物利用の促進

に向けた新しい道が拓かれていく。

今日までに発見された微生物の数は，地球上に存

Fig.2. Development of the potential to produce antibacterial compounds in S. lividans
 

through the acquisition of erythromycin resistance. (A) Detection of antibacterial
 

compounds produced by the wild-type and erythromycin-resistant (Ery) mutant
 

strains of S. lividans.(B)HPLC profiles of culture extracts.The arrows indicate the
 

peaks that were scarcely detected in the sample prepared from the wild-type strain.
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在する全微生物の１%にも満たないといわれている。

その１%であっても，不用と判定され活躍の場がな

いまま終わってしまう微生物菌株が大半である。し

かしそこには，医薬品の開発に直結するような化合

物の生産に関わる潜在能力が計り知れないほど隠さ

れている。従って，我々がこれまで見落としてきた

微生物の潜在能力を利用して，新しい二次代謝産物

を発掘する試みは，微生物資源を有効活用していく

上で極めて重要な研究アプローチといえる。筆者ら

が開発した微生物の潜在能力活性化技術を様々な微

生物に応用していくことで，ストレプトマイシンな

どの発見で賑わった1940年～1950年代のような”微

生物由来の有用物質探索研究の黄金時代”を再び築

き上げることも決して夢ではないと信じている。
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Summary
 

Recent genome sequencing projects have revealed that many biosynthetic gene clusters, producing
 

unknown secondary metabolites, exist in actinomycetes genomes. The exploitation of the genomic
 

potential of actinomycetes may lead to the isolation of new biologically active compounds,exemplified by
 

antibiotics.Therefore,it is extremely important for advanced utilization of actinomycetes to investigate
 

their unexploited abilities to produce secondary metabolites and to clarify their activation mechanism.We
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demonstrated a pragmatic method for efficiently activating unexpressed or poorly expressed
 

actinomycetes genes to synthesize secondary metabolites through a mutation that confers resistance to
 

drugs (such as rifampicin and streptomycin,etc.)targeting the RNA polymerase and/or ribosomes;these
 

drug-resistance mutations dramatically alter gene expression in actinomycetes by modulating the tran-

scriptional and translational apparatus or both (i.e.,RNA polymerase and ribosome).Interestingly,our
 

method allows the discovery of piperidamycin,a novel antibiotic produced by Streptomyces sp. 631689,

which rarely produces antibiotics in any type of culture media. In this review,we first give a detailed
 

description of the basic principle of the abovementioned methods and then introduce some of our recent
 

efforts in taking complete advantage of the potential of microorganisms to produce secondary
 

metabolites.

Key word:actinomycetes,secondary metabolites,drug-resistance mutation,RNA polymerase,ribosome
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