
種種目目（（特特定定研研究究））

植植物物稀稀少少有有用用化化合合物物のの生生産産をを指指向向ししたた放放線線菌菌休休眠眠二二次次代代謝謝覚覚醒醒化化シシスステテムムのの確確立立  

■■背背景景・・目目的的

生薬資源の確保が困難になってきた今日にあって、和漢薬等の有効成分の効率的生産法の開発や稀少有

用成分高含量植物の生産法の開発は益々重要な課題である。その方策の一つとして、酵母等に天然物の生

合成遺伝子を組み込むことで、稀少有用化合物を効率的に生産する方法などが挙げられる。一方、これら

の生産性の向上を図る上で、導入した生合成遺伝子を効率的に高生産可能なシグナル分子や制御タンパク

質の開発、および現在一般的に用いられている酵母等の宿主よりも高生産を可能にする宿主の探索も必要

である。本研究では、放線菌を新たなモデル宿主として着目する。放線菌は微生物の中でも比較的早くゲ

ノム解読が完了しており、2002 年のモデル放線菌 Streptomyces coelicolor A3(2) の全塩基配列決定を契機と

して、現在では 1,000 株以上のゲノムが公開されている。特筆すべき点は、１１株株ああたたりり 30種種類類以以上上のの二二次次

代代謝謝産産物物生生合合成成遺遺伝伝子子ククララススタターーをを有有すするるがが、約約８８割割ははゲゲノノムムのの中中にに「「休休眠眠ししてていいるる状状態態」」である。これ

らの休眠遺伝子を覚醒する試みが世界中の天然物生合成研究者によって試みられているが、休眠遺伝子を

覚醒可能なシグナル分子や制御タンパク質を開発できれば、その休眠遺伝子部位に植物由来稀少有用化合

物の生合成遺伝子を組み込むことで、放線菌を用いた稀少有用化合物の高生産系の開発に繋がることが期

待される。そこで本研究では、シシググナナルル分分子子と制制御御タタンンパパククに注目し、その先行研究として、放線菌休眠

遺伝子の覚醒化を目指した。 

■■結結果果・・考考察察

[[課課題題11]]  シシググナナルル分分子子にによよるる休休眠眠遺遺伝伝子子覚覚醒醒化化のの実実証証おおよよびび分分子子基基盤盤のの解解明明 

放線菌Streptomyces rochei 7434AN4株は２つの

抗生物質ランカサイジン、ランカマイシン（図１

A）を生産し、その生産誘導はブテノライド骨格

を有するSRB (Streptomyces rochei butenolides) に
より引き起こされる。本分子は、今まで知られて

いるシグナル分子 (図１B )と構造が異なり、異

種放線菌で二次代謝誘導を引き起こす可能性が

示唆された。そこで、概略図 2 に示した通り、シ

グナル分子による休眠二次代謝遺伝子覚醒化を

目指した。シグナル分子SRB もしくはその炭化

水素を簡略化したC10-SRB, C8-SRB を添加し、

その代謝産物のプロファイル変化をSRB添加、

非添加で比較検討し、SRB による代謝誘導を調

べた。各種単離放線菌への添加実験では、69 株株

中中 11株株ににおおけけるる抗抗菌菌性性のの変変化化を確認した。この

ことは、本誘導システムが放線菌二次代謝産物のゲノムマイニングに有効である可能性を示すものであり、

さらなるその他新規分離源サンプルへの適用により、新規分子骨格を有する代謝産物の獲得が期待できる。 
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図図1  (A) S. rochei 二次代謝カスケードおよびシグナル分子SRBの化学構造 
(B) Streptomyces 属放線菌シグナル分子の化学構造 
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種種目目（（特特定定研研究究））

4）。このことはSrrZによる actinorhodin生産誘導を示唆しており、ε-PLタグ融合型SrrZが細胞壁と細胞膜

をダイレクトに透過できれば、遺遺伝伝子子操操作作をを必必要要ととししなないい休休眠眠遺遺伝伝子子覚覚醒醒のの新新ししいいアアププロローーチチになる。本

課題では、大腸菌での大量発現系の構築を目指した。本酵素のタンパク発現は放線菌発現系でのみ可溶性

画分での発現が認められていたが、タンパクの機能解析に賦すレベルのタンパク量の調達は困難であった。

そこで、発現レベルの向上を目指し、大腸菌発現系で様々なベクター系を試した。しかし、可溶性画分への

良好な発現は現段階では認められなかった。コドン usageの検討も含め、徹底的な条件検討を行っていく予
定である。

■■結結論論

以下に将来展望と期待できる効果を示す。

生物資源の遺伝情報の中には眠眠っったた医医農農薬薬シシーーズズのの存存在在が示唆され、健康長寿や農林水産業、環境保全

など「持続可能な開発目標 (SDGs)」への還元が期待される。本研究では「シグナル分子SRBの添加有無」
の比較プロファイル解析に焦点を当てるため、通通常常培培養養非非生生産産のの休休眠眠二二次次代代謝謝産産物物のの検検出出とと生生物物活活性性評評価価

が可能となる。新薬の開発本手法は、シグナル分子の系外からの添加に基づくため、遺伝子組換えを要し

ない二次代謝誘導システムである。このことは、屋外（開放系）試験が非制限であることを示しており、海

外を含めた大規模利用が可能である。なお、課題１「シシググナナルル分分子子にによよるる代代謝謝活活性性化化」に用いる SRB は、
我々が世界で初めて見いだしたブテノライド型シグナル分子であり、従来のシグナル分子 (図 1) と構造が
異なる。我々は、SRB に関する構造特性や生化学的性質、さらに誘導体を含めた合成経路を確立しており、
他グループの追随を許していない。将来的には、微微生生物物分分離離源源のの開開拓拓にて新規性の高い放線菌群を単離し、

それらの休休眠眠二二次次代代謝謝のの活活性性化化を組み合わせる、という相乗効果により、新規化合物獲得の可能性が指数

関数的に増強できる。その結果、課題２にて新薬候補となる抗原虫活性を有する新規化合物が見いだされ

ることが大いに期待できる。

従来法においてはベクターによる強制発現が多用されている。しかし、ベクターの場合、宿主・ベクター

系の相性により複製・形質転換効率が変動するため、各供試菌体における一律でのタンパク発現量の制御は

困難である。ブチロラクトン型は 60%, avenolide型は24%の放線菌で利用されており、SRBに代表されるブ
テノライド型は稀少な構造と考えられる。また、放線菌のゲノム解析を行うと、一菌株あたり複数のシグナ

ル分子受容体が存在しており、異異ななるる分分子子骨骨格格ののシシググナナルル分分子子をを認認識識すするる可能性が示唆される。先行研究と

して、SRBを系外から添加したところ、84株中16株において二次代謝生産の違い、11株にて抗菌活性の変
化が見られた。このことは、シグナル分子が各供試菌の細胞内に送達されること、さらに休休眠眠遺遺伝伝子子のの活活性性

化化にに適適用用可可能能であることを強く示唆している。さらに、シグナル分子は土壌中の自由拡散が可能と考えられ、

図図4 SARP型アクティベーターSrrZによるStreptomyces lividans でのactinorhodin生産（左:SrrZ発現、右:空ベクター）
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[[課課題題22]]  膜膜透透過過性性ポポリリリリジジンンタタググにによよるる制制御御タタンンパパククのの修修飾飾おおよよびび細細胞胞内内送送達達 

二次代謝誘導を制御する制御タンパクに着目し、本研究では activator と repressor に注目した。まずは稿

発現系を構築し、次いでタンパクの結晶化に賦す。得られた結晶構造を解析し、タンパク表面のカチオン

性残基を調べ、ポリリジンタグを導入しうるアミノ酸残基を選定し、さらにリガンド結合やDNA結合領域

の特定を氏、二次代謝制御タンパクの分子基盤を解明する（図 3A）。さらに、我々は図 3B記載のように

膜透過性ポリリジンタグの融合化を検証する。そして、膜透過性ポリリジンタグを融合させた制御タンパ

クを供試菌に添加して細胞内に送達させ、二次代謝プロファイルの変動を解析する。 

本研究では、森田博士には専門分野である結晶構造解析を担当していただいている。まず、repressor につ

いては、[課題１]でも掲げたシグナル分子SRB の特異的受容体SrrA を大腸菌にて異種発現し、高純度に精

製したSrrA を用いて結晶化を行った結果、微結晶を得ることに成功した。現在、結晶化条件の最適化を進

めているところである。一方、activator に関しては、SARP型転写アクティベーターに注目し、まず、標的

遺伝子配列の機能解析を完了(Biosci. Biotechnol. Biochem. 2010)したStreptomyces rocheiのSARP (Streptomyces 
antibiotic regulatory protein) 型アクティベータータンパクSrrY, SrrZ に取り組んだ。まず、SrrZ を異種の放線

菌である Streptomyces lividans に導入したところ、その形質転換体は青色色素 actinorhodin を生産した（図
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図図2  SRBによる休眠遺伝子覚醒化システムの概略図 

図図3  二次代謝制御タンパクの分子基盤解明のフローチャート（A）および膜透過性ポリリジンタグの融合化 (B) 
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4）。このことはSrrZ による actinorhodin 生産誘導を示唆しており、ε-PL タグ融合型SrrZ が細胞壁と細胞膜

をダイレクトに透過できれば、遺遺伝伝子子操操作作をを必必要要ととししなないい休休眠眠遺遺伝伝子子覚覚醒醒のの新新ししいいアアププロローーチチになる。本

課題では、大腸菌での大量発現系の構築を目指した。本酵素のタンパク発現は放線菌発現系でのみ可溶性

画分での発現が認められていたが、タンパクの機能解析に賦すレベルのタンパク量の調達は困難であった。

そこで、発現レベルの向上を目指し、大腸菌発現系で様々なベクター系を試した。しかし、可溶性画分への

良好な発現は現段階では認められなかった。コドン usage の検討も含め、徹底的な条件検討を行っていく予
定である。 

■■結結論論

以下に将来展望と期待できる効果を示す。 

生物資源の遺伝情報の中には眠眠っったた医医農農薬薬シシーーズズのの存存在在が示唆され、健康長寿や農林水産業、環境保全

など「持続可能な開発目標 (SDGs)」への還元が期待される。本研究では「シグナル分子SRBの添加有無」
の比較プロファイル解析に焦点を当てるため、通通常常培培養養非非生生産産のの休休眠眠二二次次代代謝謝産産物物のの検検出出とと生生物物活活性性評評価価

が可能となる。新薬の開発本手法は、シグナル分子の系外からの添加に基づくため、遺伝子組換えを要し

ない二次代謝誘導システムである。このことは、屋外（開放系）試験が非制限であることを示しており、海

外を含めた大規模利用が可能である。なお、課題１「シシググナナルル分分子子にによよるる代代謝謝活活性性化化」に用いる SRB は、
我々が世界で初めて見いだしたブテノライド型シグナル分子であり、従来のシグナル分子 (図 1) と構造が
異なる。我々は、SRB に関する構造特性や生化学的性質、さらに誘導体を含めた合成経路を確立しており、
他グループの追随を許していない。将来的には、微微生生物物分分離離源源のの開開拓拓にて新規性の高い放線菌群を単離し、

それらの休休眠眠二二次次代代謝謝のの活活性性化化を組み合わせる、という相乗効果により、新規化合物獲得の可能性が指数

関数的に増強できる。その結果、課題２にて新薬候補となる抗原虫活性を有する新規化合物が見いだされ

ることが大いに期待できる。 
従来法においてはベクターによる強制発現が多用されている。しかし、ベクターの場合、宿主・ベクター

系の相性により複製・形質転換効率が変動するため、各供試菌体における一律でのタンパク発現量の制御は

困難である。ブチロラクトン型は 60%, avenolide型は24%の放線菌で利用されており、SRBに代表されるブ
テノライド型は稀少な構造と考えられる。また、放線菌のゲノム解析を行うと、一菌株あたり複数のシグナ

ル分子受容体が存在しており、異異ななるる分分子子骨骨格格ののシシググナナルル分分子子をを認認識識すするる可能性が示唆される。先行研究と

して、SRBを系外から添加したところ、84株中16株において二次代謝生産の違い、11株にて抗菌活性の変
化が見られた。このことは、シグナル分子が各供試菌の細胞内に送達されること、さらに休休眠眠遺遺伝伝子子のの活活性性

化化にに適適用用可可能能であることを強く示唆している。さらに、シグナル分子は土壌中の自由拡散が可能と考えられ、

図図4  SARP型アクティベーターSrrZによるStreptomyces lividans でのactinorhodin生産（左:SrrZ発現、右:空ベクター） 
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種種目目（（特特定定研研究究））

植植物物性性医医薬薬品品開開発発ののたためめのの和和漢漢薬薬のの網網羅羅的的精精密密分分析析

■■背背景景・・目目的的

天然物医薬品は，天然由来であるがゆえに，含有成分の組成，含量にバラツキが生じ，品質を一定に保

つことが難しいという不安定な要素を持っている．生薬の品質に大きな影響を与える因子としては，原料

植物の遺伝的背景の違い，栽培／野生の別，産地などの生育条件の違い，加工調製法の違いなどが挙げら

れる．このため，天然物医薬品の開発には，薬効成分の同定や臨床研究の他に，上記の因子を理解し，効果

的なレギュレーションを課すことにより，一定した成分組成，量を有する生薬を確保することが重要であ

る．

本研究では，検討対象品目として，ニクジュヨウ，バクモンドウ及びショウブコンを選択し，これらの生薬

について，遺伝的多様性とLC/MS, GC/MS分析の結果を結び付けた解析を実施し，各標的疾患に適した，あ

るいは，安全性の高い成分組成を持つ生薬資源の探索，特定を目指した．

■■結結果果・・考考察察

ニクジュヨウ（肉蓯蓉）は，古来，腎陽を補い，精血を増し，腸を潤し，便を通ずるなどの効能で応用さ

れており，神農本草経の上品に収載されてきた．日本薬局方１においてその基原は，ハマウツボ科

（Orobanchaceae）のCistanche salsa (C. A. Meyer) G. Beck，C. deserticola Y. C. Ma，又はC. tubulosa

(Schrenk) Wightの肉質茎であると規定されている．これらの内，C. deserticola及びC. tubulosaは中

華人民共和国薬典 2にも基原として規定されている．東田らは，ニクジュヨウに含まれる acteoside（＝

verbascoside）が骨格筋機能改善作用をもつこと，さらに本化合物の投与により，骨格筋から pyrvate

kinase M2（PKM2）が分泌され，中枢神経系へ移行し軸索伸展促進作用と骨格筋増加作用を示すことを明ら

かにしている 3．さらに，acteoside にグルコースが 1分子追加された echinacoside についても活性化合

物である可能性を検討している．本研究では，基原種や産地の異なるニクジュヨウの成分的多様性を明ら

かにし，それらに含まれる 2 つの活性化合物及びそれらの関連化合物の含量を調べることを目的とした．

昨年度までにニクジュヨウ抽出物に含まれる成分の 1H NMRによる定量法（qHNMR法）及び，HPLCによる定

量法の開発を行っており，今年度は，これらを応用しニクジュヨウ抽出物に含まれる acteoside 関連化合

物の定量を行った．

Cistanche 属肉質茎の 80％メタノール抽出物について，ODS カラムを用いた HPLC 法で echinacoside，

acteoside，tubuloside A，isoacteosideの定量を行った．その結果，echinacosideの含量が最も高く，次

いでacteoside，tubuloside A，isoacteosideの順であった．これら成分の含量は，サンプルにより大き

くばらついており，基原や産地の違いより，個体差による影響が大きいことがわかった．個体差が大きい
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種種目目（（特特定定研研究究））

植物・微生物間相互作用への関与が示唆される。本研究の遂行により、植物稀少有用化合物の生産も期待で

きる。[課課題題2]にて取り組む膜膜透透過過性性タタググ融融合合型型タタンンパパククは、系外にて調製したタンパクを利用するため、細
胞内制御を考える必要はなく、異種菌株の細胞内にも一律のタンパク量を送達可能である。結果・考察の項

目でも述べたように、既に代表者らは、Streptomyces lividans TK64 に対する S. rochei 由来SARP タンパク SrrZ 
の異種発現において、青色色素actinorhodin の生産誘導を明らかにしている。このように制制御御タタンンパパククにによよるる
休休眠眠二二次次代代謝謝遺遺伝伝子子のの覚覚醒醒化化が期待できる。 
さらに、本研究は放線菌の多様性に応じたシステム構築が可能であり、[課課題題 1] に関しては、ブテノラ
イド骨格およびC-2 位側鎖の収収束束型型合合成成ススキキーームムを既に構築済み (ChemBioChem 2012; Biomolecules 2020) 
であり、シグナル分子受容体の基質認識に即応した分子設計が可能である。さらに [課課題題 2] において
は、ポリリジンタグを様々な制御タンパクに click chemistry にて縮合させるため、タグおよびタンパクの
多様な組み合わせ設定が容易であり，本研究成果は、植物稀少有用化合物の生産に繋がることが期待され
る。 
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