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　抗生物質を は じ め とす る天然生理活性物質は，人間社

会に な くて は な ら ない もの で あ り，1929年フ レ ミン グが

食 航 瀚 脚 刀 属糸状薗 に よ る ペ ニ シ リン 生産 を 報告 した こ

と を契機と して，数多くの有用化合物が微生物よ り発見

さ れ て き て い る．

　表 1は，新規化合物生巌菌 の 分布 を示 す もの で，1947 −

1997 年の 50年間に10雄 翩 硬肋 ！歪翻 飾 に 発表され た新規

化合物に つ い て，そ の活性と生産微生物を八木澤が ま と

め た もの で あ る Il．原核微生物で あ る放線菌が新規生理

活性物質 の 生産菌 と して は圧倒的多数 （69．4％ ）を占め，

次 い で 真核微生物で あ る 糸状菌が 19，】％ を占め る．

　表 2 は，い ま ま で に 微生物か ら知 られ て い る 生理活性

物質 の総数 を B6rdy ら 2｝が 報告 したもの で
tt

微生物由来

の 生理 活性物質の う ち約45 ％ が 放線菌 に よ っ て 生産 さ

表 1．新規 生理 活 性 物質が 示 す生 理 活 性 と そ の 生産 菌の 分布　〔文 献1よ り改 変）

活 性 放 線菌
　 　 そ の 他

（細 菌，担子 菌な ど ）
合計

抗 菌，抗寄 生虫、

抗真菌活性

抗腫瘍 活性

各種 生物活 1生

そ の 他

抗 ヴ ィ
ー

ル ス 活 性 Ll772778014103151 916011

〔う

34493

2469i725231 1，59．　2

う28989806439

三口 2，980
（69．4舞6）

　 822
〔L9．1％ ）

492 4，L94

表2．微生物 に 幽来す る 生理活 性物質

生産 菌 抗 生物 質 その 他活性 計

放線 菌

糸状 菌

そ の 他微 生物

8，7004

，9．　002

，900

1，400

．9，700900

1〔〕．loe （44．9％ ）

8，60（妻　（S8．296）
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れ，ま た 38．2％ が 糸 状 菌 に よ っ て 生産 さ れ る こ と が判 る ．

この よ うに，ま と め る 人 間 に よ り，ま た そ の 観点 に よ り，

数字 の 上 で若干の相違 が あ る もの の，天然生理活性物質

の 生 産 菌 と し て は，原 核微生物中の 放線菌 と真核微 生物

中の 糸状菌とが 圧倒的に 優秀な能力を秘 め，両者 を 合 わ

せ る と 83〜 88％ の 多数 を占め る とい う傾向は変わ ら な

い ．した が っ て，天 然 の 生理 活性物質 を扱 う研究 者は，

必然的 に放線菌 か 糸状菌の ど ち らか，あ る い は 両者 を扱

う運命に あ り，逆に放線菌 と糸状菌 を対象 としてい れば，

生 理 活性物質生 産 菌 の 主 要 な と こ ろ は 押 さ え て い る こ と

を担保 で き る．

　図 1 に．代表的な微生物由来生理活性物質 の 構造 を示

すが ，い ずれ も き わ め て 複雑な構造 を有 し て い る こ とが

特徴 で，工 業規模で の 実生産を考 え る と き，有機化学的

な純然た る合成法 で は到底採算が合わず，微生物 を 用 い

た 発酵法 が 唯
一

の 実際的 な生産法 とな る ．こ こ で 注意し

て お き た い こ と は，生産菌 に と っ て こ れ ら の 生理 活性物

質は 生育や 菌体維持 に は必 ず しも必要 で はない ，い わ ゆ

る二 次 代 謝 産物 に あ た る こ とで あ る ．こ れ ら二 次代謝産

物生産プ ロ セ ス は 多量 の ATP や NADPH な ど を消費す る

プ ロ セ ス で あ り，不 必 要なエ ネル ギ
ー

消費を抑 え る とい

う観 点 か ら，生産菌 は 必 要最小限 の 量 しか作 ら な い で す

む よ う，また 生産 した 化合物 に よ っ て 自身が害 を被 ら な

い よ う に，菌 体外排 出 系や 生合成 系 を 巧 み に 制御す る 何

段階 に もわ た る複雑な機構 を備えて い る．　
・
方，こ れ ら

の 化 合物を利 用 す る 立場 の 人間側か らみれば，高 い 生産

能力 を持 っ た 菌 ほ ど望 ましい わけ で あ る が，野生株の 生

産能力以 Eに高い 生産力を発揮させ るため に は，菌が備

え て い る制御系をうま くか い くぐり，ある い は操 っ て 望

み の 二 次 代 謝 産物 を 多量 に 作 らせ る こ とが 必 要 とな っ て

くる．従来この よ うな高生産菌 の 育種 に は，ペ ニ シ リン

高生産菌の 育種の 場合 の よ うに，ラ ン ダム 変異法が用 い

られ ，種 々 の 変異 処 理 の後 に 高生産株を選別す る と い う

過程 を何度も繰り返 し，培地組成や培養法 の 改良を組み

合わ せ て，高生産 を達成 して い る こ と は周知 の 事実 で あ

る．しか し，制御系 が 多重で 複雑 で あれば 単純な ラ ン

ダ ム変異法 で は 高生産株を得 られ る 可能性はきわ め て 低

く，高生産株の 育種 に膨大な時間 と手間がかか る の が最

大 の 欠 点 で あ り，よ り合理的な育種法が望 ま しい ．幸 い

な こ とに，放線菌や糸状菌 に お い て は，二 次代謝産物 の

生産 に関わ る生合成系遺伝子，制御遺伝子 お よ び 耐性遺

伝 子 は ゲ ノ ム 中の
一

定 の 部位 に 固 まっ て 存在 し，ク ラ ス

ターとし て機能 して い る ケ
ー

ス が多 い ため，現在 の よ う

に塩基配列決定が安価 ・迅速 に 行 え る 状態 で は，まず関

　 　 　 　 　 o

斗：：：（窟
　 　 　 OH
ク

Wr 昌iniamycin 　M 　by 　5L　virStiniae 〆・

　 　 Virginiam｝
’
cin 　S　by　S，ツirginiae

　 　 　 　 　 　 H，CQ

、釦
゜黏 へ

、

　 HsCO

　 　 　 　 　 　 　 　 H｝Cピ

Avermectin 　by 　S，　avermitilis

CH
コ

HO

IE3CO

H。

丿

OCH コ　 OCHI

FK −506　by　S．　tukubaensis

図 1．放線菌 が 生産 す る 各種 の 有用 生理 活性 物質
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連す る 遺伝子領域 を 取得 ・解析 し，そ の 解析 に 基 づ い て，

制御系 の 回避や不足す る 生合成系 の 補充など，合理的 ・

合 目的的 に 高生産株 を育種す る こ と が 可能 と な っ て い

る ．以下，我 々 が，StrePto・m ）
，ce．s　wirginiae を題材 に して ，抗

生物質 virginiamycin の 生産性を高 め て きた例 を述 べ ，読

者が高生産菌を育種す る 戦略 を立 て る
一

助 と したい ．

S．　virginiae 　t：お ける放線菌ホル モ ン を介 した

　　　　 virgi 皿 iamycin生産制御

　∫，τ・ご》 廟 8 に よ る virginiamycin 生産 プ ロ フ ァ イル を図

2に示すが，本菌が生産するvirginiamycin は実は virginia −

mycin 　M （VM ） と virginianlycin 　S （VS ） （図 1） とい う

構造 の まっ た く異な る 2種類 の 混合物 で あ る ls）．　 VS は，

ア ミノ酸 の みが縮 合 した環状ペ プチ ド系 の 抗生物質 で あ

る の に対 して，VM は．ボ リケチ ド系 とペ プチ ド系 とが

混 ざ っ て 生成す る ハ イ ブ リ ッ ド型 の マ ク ロ ラ イ ド系 抗

生物質 で あ る．こ れ ら は単独 に 存在す る場 合に は静菌

的 に の み働 くが，共存す る と殺菌的 に 働 き，また 有効濃

度が IO分 の 圭以下 に な る な ど，　 synergistlic に 働 く抗生物

質 の 典型例 で
tt

生産菌 で あ る S．癬 g翻 艦 は奇妙な こ とに

VM とVS の 両者 を同時 に 生産 し，また 最 も効果 の 高い 比

率を保 っ て 両者を牛産す る とい う非常 に 合理的 な 生産 ブ

ロ フ ァ イ ル を示す
’t）．生合成経路 と し て は，VS は ポ リペ

フ
」
チ ド型 の 抗生物質 で あ るた め，non −rlbo ミomal 　peptide

s｝
・nthase （NRPS ） に よ っ て，また VM は NRPS と poly−

kedde　SVII 重hase （PKS ） とが 混 ざ っ た 状態で 存 在 す る ハ

イブ リ ッ ド型 の typc 　l　NRPS −PKS に よ っ て 生合成され る

と 予 想 さ れ る が，各 tt　100−20  kbp は あ る で あ ろ う生 合

成遺伝子 ク ラ ス ターよ りな る と考え られ，複数 の 遺伝 子

クラ ス ターをい か に して 制御 し同時生産を達成 して い る

か が 興味 深 い ．

　Virgillialnycin生産 の 最初の 制御 ポイ ン トは，図 2 で
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virginiae 　butanolide （VB ）と し て 示 した 放線顱ホ ル モ ン

の 生産 で あ る．VB は ∫．　g廊 媚 の A −faCtorと 同 じ くブチ ロ

ラ ク トン 骨格 を持 つ 7−buwrolactone　autorcgulator の
・

種 で ，0．61〕g〆ml とい う極低濃度 で ∫．　virgini αe に お ける

virginiamycintr ．産 の 引き金を引 く働きを して い る 5）．

　通常 virginiam γcin 生産は，培養 14時間 目頃 よ り始 ま

る が ，こ れ に 先立 つ 1〜2 時間前 に VB の 生 産 が 始 ま り，

培養 14時間で 最大値 とな り，v童rginlam γcin 生産 に つ な が

る．Virgilliamycin生産開始 が VB 依存的 で あ る こ と は，

VB を含 む 後期 の 培養 上 清 を 培養 8 時問 目に 添 加 す る と，

virginialnycin 生産が早 く開始 され る こ とか ら明らか で あ

る．この よ うな7−butyrolactone　autoregulator 　ekt　 StrePto−

7zax，ce，s属放線菌 に広 く分布 し 6｝，多 くの 場合，抗生 物質の

生産誘導 に 関わ っ て い る こ とが 知 ら れて い る が，極低濃

度 で有効 で あ る だ け に 実質 の 生産量 が 少 な く，構造決定

に 必 要な mg オーダー
の 精 製 品 を確 保 す る に は トン 単位

の 培養が 必須 とい うこ と もあ り，現在7菌株よ り 12種類

（構造が 同
・
と考 え られ る も の を考慮す る と 10種類）が

単離 ・溝造決定 （図 3） さ れ て い る に 留 ま る 7．9＞．

　構造上 の 特徴 は，い ずれ の autoregulator も3−hydroxy−

n ）eth 》
，11〕utanolide 　

’R格 を有す る こ と で，2 位 測鎖の構造

の 違 い か らケ ト基 を持 つ A 一轍 tOr 型，β一水 酸 基 を 持 つ IM −

2型，α
一水酸基 を持つ VB 型 の 3種に 分類 して い る Io）．こ

の よ う に 微妙 な購造上 の違い を基 に 分類す る 意味が あ る

の か と疑 問 を 呈 す る 向 き もあ ろ う が，実は 個 々 の 生産菌

は，こ れ らの 微 妙 な 構造上 の 差違 を 晃 分 け て ，自ら が 生

産す る ホル モ ン と特異的 に 反応す る 機構 を有 し て い る，

た とえば VB の 生産菌 で あ る S．謡 君加 α 6 は 0、6　ng ！
’
ml の

VB ．A を人為的 に 加えて やれ ば virginiamycin 生産 を誘導

す る こ とがで きる が，A −factorや IM −2 で は 16，0〔〕0倍以 ヒ

の 高濃度 を加 えな い と 同様 の 効果を得 られ な い ．同様 に

A −fac〔or の 生産菌 で あ る 5．　g・ri，seus 　tt　A −factorの み に 反応

し．VB や iM −2 に は ま っ た く反 応 しな い ．

　S．u 鰭枷 α 6 に お い て，放線菌ホ ル モ ン で あ る VB を 介 し

た vlrg 重niamycin 生 産制 御 力ざい か に な さ れ て い る か を 解

明す る に あ た っ て，我 々 は VB 特異的な リセ プ タータ ン

パ ク質が存在する こ とを想定 して 検討 を進 め た．微量 で

あ る ホ ル モ ン の ，さ ら に 微量 で あ ろ う リセ ブ タータ ン パ

ク質を取得す る に あた っ て は，放射能ラベ ル VB の 合成

とこ れを用 い た binding　assay の 開発など．種 々 の ス テ ッ

プ を経 て ，BarA と呼ぶ VB 特異的 リセ プタ
ー

タン パ ク質

とその 遣伝 子 を得 る に 至 っ て い る （図 4）H ），．こ の 時点ま

で，放線菌 ホ ル モ ン とい う信号を菌体内 に 伝達す る機構

は ま っ た く不明の 状態 で ，IU：　ljで 初 め て こ の 機構解明 の

第
一

歩を記 し た こ と に な る．

　 そ の 後，構造の 異 な る autoregulator で あ る IM −2 型
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pおよび ∫ ． r ．θ eklcolor 　A3 （ 2 ＞ からScbR タ

パク質と その遺伝子13）を ， さら に A − factor 型 autoregu

tor の リセ プ ターと し て S ． 　 gr 廨 硲 か ら Ar

タ ンパク質と その遺伝子殉が， 我々 単独 あ るい は 英 国 Jo

　 lnnes 研究 所， 東大・堀 之 内 らとの 共 同研究で得

れており，特異 的リ セプタータン パク質を介した信号 伝 達 経 路 は

放 線 菌 のauLoregu
t （〕 r 制 御 系 では 共 通 である ことが明確 になって い る．

　

記の表 中 に も記 し た が ，autoregulatOr リセプター は

リガンドであるautoregulatOI ・の 結 合部 位 以外に ， hc

x − turn − hclix モチー フ とい う DNA 結 合モ チ ー フ を 持 ち

autoregulator が結合 し て い るか 否かによ っ

1 ） NA
結合能が変 化する転 写 抑制制 御因 子 であ る （図5）．すな

ち ，autoregulator が存在 し な い状態
では，

D 冗 丿喫 禰 砌 のBarA タ
ン
パク質は ，標的 遺 伝子プ

モー タ ー 部 位に 結 合し ているため， 標的遺伝 了
一
の 転 写 が 抑 制 さ れ た

態 となっ て いる，こ こ でautorcgulatol ・

あ る VB が牛産さ れ ると，VB はBarA に 結合 しその

A 結合能 を失わ せ る た め ， BarA タンパク質 は

的遺伝子プロ モー タ ー
部
位 より解 離し ，標 的 遺 伝 子の 転 写が開始され

最終 的に virginiam ｝ ， cin 生産へとつながる こととなる

− 1 η ． 　 以 E のこと から，∫ ．紬召諏 仞 にお いて ，a

oregulator リ セプ タ ーであ る Ba1Aは，負の制御

子 として機 能し て い る こ と が
明

らか とな ったわけであ り，
ここ

で

rginia − mycin 生産を制 御 す る カ ス ケ

ド の 中 で ，　BarAが唯
一

』の 負 の 制御 因 子であ れ ば 本制 御因子

破壊し やるこ と により

rginiamycin 生 産を 抑制する 因 子 が なくなり ， 高
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図 9．Virginiamycin 　Pt｛生合成 遺伝子 ク ラ ス タ

・一，1，に 存在 す る 分岐 鎖 ケ ト酸 デ ヒ ドロ ゲ ナ・一．ビ （BGDH ）

こ の 構造 遺伝子群 の 中 に ぱ bkdAB 遺 伝 子 が 存 在 し，

branched　chain 　α
一kct〔：）acid 　dehydrogcnase 　（BCDII ＞

complex を コ
ードす る と予 想 さ れ た た め，　 VM 生 合成 の

出発分于 で あ る iso−butyry，1　CoA を供給す る 役割 で あろ う

と推定 さ れ た （図 9）21〕．

　＞M の 生産量が生合成出発分子 の 量 に 依存す る 目f能性

が大 で あ っ た た め，出発分子 の 量 を増 や す べ く構成 的 発

現プ ロ モ
ーター下流に bkdAを挿入 し、野生株 に 導入した
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ー

ドす るろ鰄 1遺伝 子 の 補充 に よ る virginian1
γ
cin　M 生 産の 増 加

図 1］．ア シ ル 基 転 移 酵 素 ドメ イ ン 欠損 ∬II「」x・irghlialηycill　M 牛 合 成 1，KS

とこ ろ，予 想通 り VM 生 産量が増加す る 結 果につ なが っ

た．

　 ま た，VM の 基 本 骨格 生 成 に 関 わ る ハ イ ブ リ ッ ド型

PKS −NRpS 遺伝 子 を詳細に解析し た と こ ろ （図 10）22），
こ の 生合成遺伝子 で は，PKS 部分の モ ジ ュ

ー
ル に ア シ ル

基 転移 （AT ） ドメ イ ン が な く，外部 に 独 立 し て 存在す る

ア シ ル 基 転移酵素 〔Vil・1）が個 々 の モ ジ ュ
ール に 結合 し

て 生 合 成 を 行 っ て い る AF 欠損型生合成酵素 で あ る こ と

が 予 想 さ れ た．こ れ だ け多数 の モ ジ ュ
ール に ア シ ル 基転

移機能 を 字え る 必 要 が あ る こ とか ら，ア シ ル 基転移酵素

（Virl）の 量 が 不 足 し て い る 可能性が大 で あ っ たた め，先

ぼ ど と1司 じ く構成 的 発 現 プ ロ モ
ーター

下流 に 扼 が 遺伝子

を つ な ぎ，野生株 に 導入 し た 〔図 1D 結果，予想通 り

VM 生産量を増加 させ る こ とに 成功 して い る （図 12）．

　以 ヒ，近年 の 塩基配 列 決 定 の 低 価格化 と迅速 さ を頼 り

に、ラ ン ダ ム 変異 を行 う こ とな く，合 目的的 に 「 次代謝

産 物 の 生産増強を試 み て きた 成 果 の
一

部 を紹 介 した，糸

状菌 の 例 は誌面 の 都合か ら割愛し た が，放線菌 の 場合と

同 じ くt 次代謝産物 の 生合成系 は ク ラ ス ターを形成 して

い る の で 手法的 に は 同 様 で あ る．放 線菌 で あ れ 糸状菌 で

あ れ，個 々 の 遺伝
一fの 機能解 明 な どは 時 的 に 脇 に置 き，

第
一
段階で は と に か く目的 とす る 産物 の 生 合 成 ク ラ ス

ター
を大 きく取得 ・解析す る こ とが 重要 で ある と考 え て

い る．塩基配 列 に基 づ い て 予想 した 各遺伝 子 の 機能は確

実な もの で は な く．予想 に反 し た 結果 に な る こ ともあ り

得 る が，ともか く解析結果に 基 づ い て 出発物質供給 や 生

合成 サ イク ル で 弱 い 部 分 な ど，生 産 上 の ボ トル ネ ッ ク に

な っ て い そうな ス テ ッ プ を増強す る か，あ る い は抑制型

制御 因子 の 除去，また は活性型制御因子 の 増強を行 うの

が．高生産株 の 育種 に 至 る 最短 の 道 で あ ろ う．

本稿 で 述べ た 内容 は，大部 分 が山 田 靖宙 教授 （大 阪 大学 名誉
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教授，現 福 山大学 ）の 薫 陶 の
一
ドに 行わ れ た研究 で あ り，心 よ り
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