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１. はじめに 

 

 現在、Streptomyces 属放線菌は、抗生物質や免疫抑制剤に代表される医薬品・医薬品中間体

をはじめ様々な有用物質の実生産菌として世界中で広く利用されており、放線菌の産出する生理

活性物質や酵素を工業利用する市場規模は極めて大きい 1)。しかしながら、工業的に利用される

様々な種類の放線菌株の改良プログラムの大部分は旧態依然のままである。すなわち、各種突然

変異剤とスクリーニングを繰り返すという古典的な方法に依存し、（染色体への相同組換え、あ

るいは、多コピーベクターとしての遺伝子導入などの）遺伝子組換え操作による放線菌株改良は

限られているのが現状である。これは、（放線菌に顕著に見られる制限修飾系や形質転換効率の

悪さといった）未だに育種や組換え遺伝子操作の系が確立されていない菌株が多いことが原因で

ある。一方、ゲノム解析時代の中、Streptomyces 属放線菌においても最近、初めて染色体ゲノ

ム配列が決定され 2,3)、ゲノム情報を利用した新規生理活性物質生産研究が今後、行われること

が期待される時代になってきた。Streptomyces 属でしか発現しない産業用酵素・タンパク質も

現に存在し、その内の一部（P-450 等）は重要な医薬・農薬の合成に関わる。本属での有用生理

活性物質や有用タンパク質生産の重要性を鑑み、Streptomyces 属放線菌において発現が制御可

能な誘導型の高発現系の開発が現在、急務の課題となっている。 

 

 ポストゲノム時代、如何にして遺伝情報・遺伝子資源を有用物質およびタンパク質生産につな

げるかが産業上、重要であり、そのためにはツールとなり得る発現系が必要不可欠である。しか

しながら、大腸菌など極く一部の微生物を対象とした遺伝子発現系がこれまでに開発されている

ものの、これらの系で実際に（活性のある形で）発現するタンパク質は限られているのが現状で

ある。遺伝子発現系の開発研究は, ある意味, 地道で時間がかかり困難を伴うものであるが、（本

稿の最後でも触れるが）Streptomyces 属放線菌による新規生理活性物質生産研究が今後も益々

行われることが強く期待されることから、我々は Streptomyces 属における誘導型遺伝子高発現

システムの開発に取り組み、世界に先駆け、これに成功したので、本稿で報告する。併せて、本

システムの将来性および展望についても述べたい。 



 

 

２. 研究の背景 

 

 ニトリルは R—C≡N の構造式を持つ化合物であり、シアノ基を有するが為に一般的に高い毒

性を示す。しかしながら、ニトリルは、各種有用化合物生産の出発物質あるいは中間原料として

広く使用されており、化学工業上、有用な物質である。我々はこれまで、これらニトリル関連化

合物の様々な微生物の代謝を基礎および応用の観点から研究を行ってきた 4)。特に、放線菌

Rhodococcus rhodochrous J1 菌によるニトリル化合物の分解代謝を研究中、イソバレロニトリ

ルを誘導剤として培地に添加した場合、SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動上、ニトリラー

ゼ(ニトリルを酸とアンモニアに分解する酵素)が菌体内の全可溶性タンパク質の 35%以上占め

る程、大量生産される現象を発見した 5)。その後、本酵素の構造遺伝子をクローン化し 6)、分子

レベルでの構造・機能解析を行うとともに、放線菌としての R. rhodochrous J1 菌の遺伝子構造

について解析を進めてきた。 

 

 また、Rhodococcus 属は今日、難分解性化合物の分解能が高く、かつ、有用物質生産能が高い

微生物として知られ、本属を対象とした基礎および応用研究が世界中で広く行われるようになっ

てきているが、我々は初期の頃から世界に先駆けて、放線菌としての Rhodococcus 属を対象とし

た研究を鋭意に行ってきた。 

 

 

３. 強力遺伝子プロモーターの発見 

 

 R. rhodochrous J1 菌のニトリラーゼを対象とし、本酵素構造遺伝子近傍を詳細に解析した結

果、ニトリラーゼの構造遺伝子（nitA）の直ぐ下流に存在する遺伝子が（nitA の発現を正に調

節する）制御遺伝子（nitR）であることを同定するとともに、nitA の開始コドン ATG より２６

塩基上流から転写が開始することを明らかにし本酵素遺伝子プロモーター領域を特定すること

に成功した（本プロモーターの特定は Rhodococcus 属のプロモーターにおける世界で最初の同定

である）。 
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、これまで、Streptomyces 属以外の（全ての微）生

発 現 調 節 機 構 を Streptomyces 属で働

試してみよう,あるいは,働かせ ようという研究は全くな

かった。上記のように、ポス

Streptomyces 属におけ る遺伝子

系のニーズを鑑み、我々は「種 の壁」の

取り込み、全く新しいタイプ の遺伝子

はまず、

と と

Streptomyces

モーター

pIJ487 に

たプラスミド（pSH10）

 「種の壁」という言葉があるように、種（属）が異なると遺伝子発現系が働かないと思われが

ちであり 物の

遺 伝 子 くか

のニトリラーゼ活性を高速液体クロマトグラフィーを用いて測定した。 

 

 

 

 

 

 

トゲノム

時代、 発現

問題に

発現

系を開発す る 実

験に着手 した。

具体的に nitA

を nitR も に 、

属用プロ 検索

ベクター 挿入

し、得られ を

（プロトプラスト法を用いた形質転換法によって）S. lividans に導入後（図１）、形質転換体

      図１ ニトリラーゼ遺伝子周辺領域の切縮め実験 

の結果、基質として用いたベンゾニトリルが本酵素反応によって（反応生成物である）安息香

へと変換される顕著な活性が認められたことから、Rhodococcus 属の誘導型発現調節機構が

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

そ

酸



Streptomyces 属においても強力に働くことが初めて明らかになった 8)。Rhodococcus 属の遺伝子

現機構が Streptomyces 属でも機能することを発見できたことで、次に述べる Streptomyces

Streptomyces属における実用的な遺伝子発現ベクターを開発する上で、ベクターサイズを小さ

ニトリラーゼ発現調節に必要とされる最小領域の決定を試みた。

tomyces属放線菌体内での発現を（酵素活性測定お

SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動による解析で）検討した結果（図２）、ニトリラーゼ

A）・転写調節タンパク質（NitR）・誘導剤という３つのシンプルな構

素のみで本誘導発現系（図３）が機能することが明らかとなった。次に、得られた結果を基

転

体

SDS-ポリ

 

発

属における誘導型遺伝子発現システムの構築を行うことが可能となった。 

 

 

４. Streptomyces 属における発現系の開発 

 

4.1  発現ベクターの構築 

  

 

くすることが望ましいことから、

種々のDNA断片欠失実験（図１）およびStrep

よび

遺伝子プロモーター（Pnit

成要

に、ニトリラーゼ誘導発現系を用いた新規遺伝子発現系（PnitA-NitR）を保持する高発現ベクタ

ーpSH19（図４）の構築を試みた8)。 

 

 

        図

２ 各

種 形

質

換

の

アクリルアミドゲル電気泳動 

        による解析および活性測定 
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     図 ３ 

導 発 現調節

構 お よび本

       図４ Streptomyces属放線菌用新規発現ベクター 

発現系はマルチクローニングサイトおよびnitR遺伝子のすぐ上流にPnitAを、また上流からの

ベクター系を

用した発 現系では、

誘

機

発 現 系 に必要

な ３ つ の因子 
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目的タンパク質の発現を顕著に促進するだけでなく、NitR自身の発現も促進し、そこに再び誘導

物質が作用することで、目的タンパク質の自己増幅的な発現が期待できる（図５）。 
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し、カテコール 2,3-ジオ キ

てはカテコールから 2- ヒド

クセミアルデヒド へ

し、また、N-置換ホ ル

デフォルミラーゼについて

ホルムアミドからアミンへ

その結果、ニ ト

これらの酵素に

導剤の添加により発現が引 き

本発現ベクターが実際に機 能

し た

SDS-

 

     図５ 発現ベクターのマルチクローニングサイト周辺構造 

クローニングサイトには９種の制限酵素サイトを設け、両方向が使用できるように利便性

をかけない

合、20世代の培養によっても67.4%が保持され、一方、薬剤選択圧下では100%が保持され極め

本発現ベクターが実際に機能し得るかを確認するため、実際に様々な遺伝子をマルチクローニ

ンパク質の発現を検討した。ここでは、Pseudomonas 由来の（イ

ニトリル化合物を分解する）イソニトリルヒドラターゼ 9)、そしてカテコール 2,3-ジオキシ

ソニトリルヒドラターゼについてはイソニトリルから N-置換ホルムアミドに変

シ

の

ム

は N-置換

の変換活

性を測定した。 リラーゼ

のみならず、 おいても誘

起こされ、

すること

が判明 （図６）。

し か も 、 ポリア

 

 

マルチ

を計って設計した。コピー数は300に及ぶ高copy型であり、また、安定性は薬剤選択

場

て 安 定 な ベ ク タ ー で あ っ た 。

�����������������������������������������������������������������

������������� -�����������, 
�������������������������������������������� -�������������������

���������おける大量使用においても実用的な誘導剤であると言える。 

 

4.2  発現ベクターの機能性 
 

 

ングサイトに導入し、対応するタ

ソ

ゲナーゼ 10)、そして N-置換ホルムアミドデフォルミラーゼ 11,12)の実験結果を記載させていただ

くが、イ 換する

活性を測定 ゲナー

ゼについ ロキシ-

ムコニッ 変換活

性を測定 アミド



クリルアミドゲル電気泳動上による解析の結果、全可溶性タンパク質の 40%にもおよぶ著量な発

現量を示し、本発現ベクターの有用性が確認された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      図６ 各酵素発現のSDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 

        による解析および活性測定 

上の結果は S. lividans を宿主としたものであることから、続いて、他の種の Streptomyces

おいても本発現系が機能するかを検討した。各発現プラスミドを種々の Streptomyces 属に導

し、得られた形質転換体に対する酵素活性測定および SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

よる解析の結果、最近、全ゲノムが決定された２種の Streptomyces、すなわち、S. coelicolor2)

S. avermitilis3) 、そして S. griseus など幅広い宿主で著量の誘導発現が起こり、この系の

家畜の駆虫

で毎年 1500 億円以上売れている）を工業

に生産する放線菌であり、染色体ゲノムの全塩基配列が決定されたことから現在、北里大では

 

 

以

に

入

に

や

汎用性が確認された（図７）。特に、S. avermitilis は現在、（人の寄生虫感染症や

に使われている）エバーメクチン（家畜薬として世界

的

有用遺伝 子資

源を持つ 菌お

よび有用 宿主

としてさ らに

鋭意に研 究が

進められ てい

る。 
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現系は幾つか知られているが、我々が知る限り、大腸菌以

の微生物において、今回我々が開発したシステムほど実用的な誘導型高度発現系は無い。本シ

りそろえておくことが望ましく、ユーザーの目的と

る遺伝子によってはタンパク質発現量や生理活性物質生産量等が変わることもあり得る。従っ

図７ Streptomyces 属の各種放線菌における発現の SDS- 

   ポリアクリルアミドゲル電気泳動による解析  

 

５. 誘導発現システムの利用と展望 

 

 大腸菌を宿主とした誘導型遺伝子発

外

ステムは、誘導剤の培地への添加の有無で、遺伝子の発現制御のOn/Offが利く画期的かつオリジ

ナルな系である。従って、発現させたい時期に、菌体内に大量の目的タンパク質・酵素を誘導的

に生産させることが可能であり、また、それらによって対応する各種生理活性物質が著量に生産

され得る。一般的に、生理活性物質のような二次代謝産物は菌の培養後期（定常期）に生産され

ることが多く、培養の最初から構成的に遺伝子を発現させることは必ずしも生理活性物質生産上、

好ましいものではなく、この意味においても、我々の誘導発現システムは有効である。

Streptomyces属での本システムは、（生理活性物質を含む）各種有用物質や有用酵素（放線菌の

P-450等）の生産開発を行う上でブレークスルーとなる世界に先駆けた新規の基盤技術であり、

国内外の産業界から高い評価を得ている。 

 

  遺伝子発現系はできれば様々なタイプを取

す

て、我々は、今回開発した誘導発現システムとは別のタイプの発現システムの構築にも新たに取

りかかっている。R. rhodochrous J1菌のニトリル代謝研究を行っていた過程で、培地にコバル

トを添加した場合、ニトリラーゼによるニトリル分解経路とは全く異なるニトリル分解様式を本

株が示すことを以前、我々は発見した5)。すなわち、培地にコバルトを添加することによって、

本菌のニトリル代謝ががらりと変わり、別の酵素であるニトリルヒドラターゼ（ニトリルをアミ

ドに分解する酵素）活性が出現する現象を認めた。その後、本菌は、コバルト存在下で誘導剤と

して尿素を用いた場合、ニトリルヒドラターゼが菌体内全可溶性タンパク質の50%以上生成する

ことが判明し、現在、本酵素によって（アクリロニトリルからの）アクリルアミドの工業生産が



行われるに至っている。また、本酵素による（3-シアノピリジンからの）ニコチンアミドの工業

生産も稼働している。産業酵素であるニトリルヒドラターゼにおいても、これ程までに大量にし

かも誘導的に酵素が菌体内に生成されることから、我々は本酵素の発現調節機構を解明し、その

機構および本酵素遺伝子プロモーターを利用することで、（ニトリラーゼ遺伝子プロモーターを

利用した誘導発現システム開発と同様に）誘導型高度遺伝子発現システムを開発できるのではな

いかと考え、現在、研究を進めている。既に、構成的な大量発現系の構築に成功しており、現在、

誘導機能を付与できるかどうか検討を行っているところである。 

 

 一方、近年、Metabolic engineering（代謝工学）の手法により、
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 二次代謝産物生合成遺伝子のコンビナトリアル生合成への利用 

代謝経路中の特定の酵素の

現を調節し、目的産物の生産促進を行う有用微生物の育種改良が行われつつある。代謝工学の

 図８
 （初発のＡ１、Ａ２の物質に対し、縮合酵素が作用した物質をＢ１、作用しなかった物質を

最

終的には指数関数的に膨大な種類の新規な反応産物が得られる） 

発

中でも、近年、有機化学合成分野のコンビナトリアル・ケミストリーのような“組み合わせの合

成”を微生物細胞内で行うコンビナトリアル・バイオシンセシス研究 13,14)が盛んになってきてい

る（図８）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Ｂ２と表し、以下同様に、酵素が作用した物質を１、作用しなかった物質を２で表すと、



（抗生物質や免疫抑制作用を持つ生理活性物質の生合成経路を有し、それらを生産する）放線菌

は、本来保有している種々の（生合成）段階から成る生合成経路を組み換える, あるいは, 組み

合わせるコンビナトリアル・バイオシンセシスに最適な微生物であり、この手法によって、合成

された様々な非天然の類似化合物の中から新規な生理活性物質のスクリーニングが可能である。

しかしながら現在、本手法によって膨大な数の新規化合物が合成されるようになっている（図９）

にも関わらず、菌体内におけるその生成量は微量なため、（様々な生理活性の有無を調べる）ア

ッセイに供給できる量が確保できていないのが現状である。今回、我々が開発した Streptomyces

属における遺伝子発現システムを利用することでこれら微量の生理活性物質を初めて大量に合

成できる可能性が出、医薬品等の新しい用途開発への道を切り開くものと強く期待される。 
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９ コンビナトリ アル生合成
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ら得られる未知の生理活性物質探索源 

か

 

 我々はさらに、今回開発したプラスミド型発現系（図１０）にとどまらず、染色体ゲノム組込

み型の発現系の開発をも目指しており、ここにその新規な系の概要を提案したい。すなわち、今

回開発した「ニトリラーゼ遺伝子プロモーター（PnitA）・転写調節タンパク質（NitR）・誘導剤」

という３つのシンプルな構成要素のみから構成される誘導発現システム（図３）を一つのユニッ

トととらえることで、本ユニットを直接、Streptomyces 属放線菌染色体ゲノムに組込み、その

機能を発揮させることで、染色体ゲノムの有用遺伝子を強力に発現させ、それによって各種生理

活性物質を大量生産させようと考えている。具体的には、Streptomyces 属放線菌染色体ゲノム

上にあるが、弱い遺伝子プロモーターあるいは潜在性遺伝子プロモーター領域を、上記の我々の

誘導発現システムユニット（を導入すること）で置き換えることによって、（対応するプロモー

ターの下流に存在する）有用遺伝子の発現を強力に行わせようとするものである（図１１）。生

理活性物質生合成に関与する各種酵素遺伝子は群（クラスター）を形成している場合があり、従



って、このような長い遺伝子をプラスミド上で発現させることが困難な場合もあり得る。その場

合、染色体ゲノム組込み型の発現システムは効力を発揮し得ることになると期待され、今後、鋭

意に研究を進めていく所存である。 
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       図

           ユニットの構築と物質生産へ
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 図１１ 染色体 DNA 組込み型誘導性高発現プロモーターユニットの 

１０ プラスミド型誘導性高発現プロモーター 

の利用 
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