
放線菌 にストレプトマイシン耐性変異 変異あるいは
変異 を導入することにより青色抗生物質 アクチノロ ジン の過剰生産が誘

発される

微生物は多彩な機能を有しており その能力を余すことなく引き出してやるこ
とが 微生物機能の高度利用化において重要である 我 は リボゾ ムタンパ
ク質の 変異により放線菌の抗生物質生産能が著しく活性化されることを 約
年前に見いだした 図 リボゾ ムは 細胞内において からタン

パク質を合成する翻訳過程に関与する細胞内小器官であるが 我 は以上の発見
を機に リボゾ ムを操作することにより 微生物の有用機能を活性化できる可
能性がある という着想を得 それをもとに研究を進めてきた その中では リ
ボゾ ムを作用部位とする抗生物質 タンパク質合成阻害剤 を利用した簡易な
リボゾ ム改良法 薬剤耐性選抜法 を確立した その結果 リボゾ ムを改変
して微生物機能を活性化することを基礎とした リボゾ ム工学 を確立でき
た さらに 遺伝情報の転写を司る酵素 ポリメラ ゼを改変することに
よっても微生物機能の活性化が可能であることを見いだした そして リボゾ
ム工学 と同様 ポリメラ ゼを作用部位とした抗生物質を用い 当該抗生
物質に対する耐性菌の選抜による改変技術 転写工学 を開発することに成功し
た 本技法によって得られた改変型 変異型 リボゾ ムまたは ポリメ

図 ストレプトマイシン耐性変異の導入による抗生物質生産の活性化

薬剤耐性変異の導入による翻訳装置および
転写酵素の改変と微生物機能の高度利用化
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ラ ゼがどのようなメカニズムによって微生物機能を活性化させるのかについて
も解析し そのメカニズムの解明に成功した 本稿では 薬剤耐性選抜法の概
要 図 及び微生物機能の活性化メカニズムについて紹介するとともに 最近
明らかにした 低レベルストレプトマイシン耐性菌の耐性機構 について概説す
る なお 本手法は放線菌を中心に開発を進め 本稿でも放線菌を中心に詳細を
記載するが 我 が調べた範囲のバクテリアすべてについて適用可能であること
が確認されている

一般的に用いられている抗菌剤の中には タンパク質合成阻害剤 すなわちリ
ボゾ ム攻撃性の薬剤が多数存在する こうした抗菌剤に対して耐性を示す変異
株を単離した場合 高い確率で リボゾ ム構成成分 タンパク質あるいは

の変異を見いだすことが出来る 即ち 薬剤耐性株を選択する事により改
変型のリボゾ ムを持つ株を効率的にスクリ ニング出来るのである 我 は
放線菌の二次代謝に着目して リボゾ ムの改変に適した薬剤の選択を行った
具体的には 放線菌 および
における青色二次代謝産物である アクチノロ ジン の生産をモデルとし

その活性化 生産性の増大 に適したリボゾ ム変異導入法の確立を行った 本
物質の生産は目視で簡単に判別できるため 効率的なスクリ ニング成功の鍵と
なった 種 の抗生物質を検討した結果 二次代謝の顕著な活性化に有効な変異
を付与する薬剤の一つとして 抗結核薬として有名なストレプトマイシンが見い
だされた 本稿の冒頭で述べた本手法開発の契機となった最初の発見も 偶然
使用していた株がストレプトマイシン耐性変異株であったことによった 対象と
する菌から高度ストレプトマイシン耐性変異株 最小発育阻止濃度の 倍以上
の薬剤濃度で生育可能 を取得すると その大半はリボゾ ムタンパク質 に
様 な変異が生じていることが確認され 中でも 番目のリジンがグルタミン
酸に変化した 変異がアクチノロ ジン生産の活性化に特に有効であること
が明らかとなった 一方 興味深いことに 高濃度ではなく低濃度のストレプ
トマイシンで高頻度に得られる低レベルストレプトマイシン耐性変異株 最小発
育阻止濃度の 倍程度の薬剤濃度で生育可能 においても顕著なアクチノロ ジ
ン生産が検出された 低レベルストレプトマイシン耐性を付与する遺伝子変異は
これまでに明らかにされておらず その同定は難渋を極めたが 最近になって

変異がその実体であることを確定した これについては後述する
二次代謝の活性化には ストレプトマイシン以外に 同じくリボソ ムを標的

とする薬剤であるゲンタミシン ジェネティシン パロモマイシン リンコマイ
シン フシジン酸あるいはチオストレプトンが有効である 図 したがって
リボゾ ムの改変 耐性変異の導入 による微生物機能の活性化は ストレプト

薬剤耐性選抜法によるリボゾ ムの改変
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フシジン酸耐性変異 チオストレプトン耐性変異 およびゲンタミシン
耐性変異 の導入によりアクチノロ ジン生産が著しく活性化される

図 リボゾ ム工学および転写工学の概要

図 各種薬剤耐性変異による抗生物質生産の活性化
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マイシン耐性に特有なものではなく これらの薬剤に共通に見られる現象であ
る これらの耐性変異の内 パロモマイシン耐性変異が 変異 ストレプトマ
イシン耐性とは異なるアミノ酸残基の変化 であることは判明しているが そ
の他は不明であり その実体解明は今後の課題である

転写酵素である ポリメラ ゼの改変も微生物機能の活性化に有効である
ことを 転写阻害剤であるリファンピシンを用いて明らかにした バクテリア
の ポリメラ ゼは および の各サブユニットからなる多量体酵素
であるが 得られたリファンピシン耐性変異株においては サブユニットを
コ ドする遺伝子 上に種 の変異が見つかり 中でも 種類の変異
及び がアクチノロ ジン生産を著しく活性化することを明らかにした

さらに 変異はリボゾ ム変異と相乗作用を示すことが確認され 図 こ
のことから 種 の抗生物質耐性変異を逐次的に付与していくことによって 微
生物機能を飛躍的に活性化できることが明らかとなった

リボゾ ム変異や ポリメラ ゼ変異がどのように微生物機能の活性化に
繋がっているかについて これまでに分かっていることを簡単に記しておくこと
とする 微生物機能活性化に有効な 変異およびその他のリボゾ ム変異
を有する株では 生育後期においてもタンパク質合成活性が低下しない 図
という特異な性質が明らかにされている 野生株では同時期にはタンパク質合成
活性は急激に低下する 抗生物質あるいは酵素などの生産は培養後期に見られ
ることが多く この時期にタンパク質合成能が保持されていることが 微生物機
能活性化の主要因であることは間違いない 図 低レベルストレプトマ
イシン耐性変異 変異 を有する放線菌変異株においては アデノシル
メチオニン 合成酵素遺伝子の発現が著しく上昇しており それに伴って
細胞内の レベルが有意に高くなっている は抗生物質生産を誘導
するシグナル物質であると考えられており その細胞内レベルの上昇により抗生
物質の過剰生産が起こる 微生物機能の活性化能を有する変異型 ポリメ
ラ ゼは 遺伝子の発現パタ ンを劇的に変化させることが観察されている 未
発表 したがって 目的遺伝子 例えば二次代謝遺伝子 を効率的に転写する変
異型 ポリメラ ゼをスクリ ニングしていることになる 微生物機能の活
性化については以上のような知見が得られているが リボゾ ム変異及び
ポリメラ ゼ変異による微生物機能活性化には数多くの因子が複雑に関係すると
予想されることから 活性化の全容解明は今後の課題である

薬剤耐性選抜法による ポリメラ ゼの改変

微生物機能活性化のメカニズム
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変異株では定常期においても高いタンパク質合成活性が保持されている

近年 微生物由来の新規生理活性物質の発見は減少してきており 一部では
微生物の限界 といったことがささやかれているのも事実である しかしなが
ら ここ 年間の間に蓄積されてきたゲノム情報から判断すると 新規有用物質

新規生理活性物質探索への利用

図 野生株および 株におけるタンパク質合成活性の経時変化

図 リボゾ ム変異による抗生物質生産活性化のメカニズム

薬剤耐性選抜法の活用例
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二次代謝産物 抗生物質 の生合成に関与していると考えられる遺伝子クラスタ

の探索という分野における微生物の高いポテンシャルは明らかである
抗生物質を始めとし 多くの有用物質の生産を担う放線菌が工業上最も重要な

微生物の一つであることは疑いの余地もない 年に 種類の放線菌
及び の全ゲノム配列が相次いで

報告された 放線菌のゲノムサイズは 超とバクテリアとしては異常に
大きく そこから読みとれる情報は本菌群の多彩な潜在能力を示すものであり
未知の物質生産の可能性を十分感じさせるものである 例えば これらの菌には

が では では クラスタ と 予想以上に多く存
在することが明らかとなっている これらの二次代謝遺伝子クラスタ の中には
通常の培養条件下では発現していないものも少なからずあり それらの効率的な
発現により 新規有用化合物の発見も十分期待できると思われる したがって
これら通常の条件では発現していない 潜在遺伝子 を活性化するのにわれわれ
が開発した薬剤耐性選抜法が有効であると予想された

保坂らは 土壌から分離された 属細菌の中から通常の培養条件
では抗菌物質を生産しない菌株を選択した これらの放線菌から薬剤耐性選抜
法により多数の変異株を取得したところ 新たに抗菌物質生産能を獲得した株が
高頻度で出現することを見いだした また この潜在的な抗生物質生産能の活性
化には ポリメラ ゼの改変およびリボゾ ム改変のいずれもが有効であ
ることも明らかにした さらには これらの活性化株の一つからは 新規イオノ
フォア系抗生物質の単離及び構造決定に成功し ピペリダマイシン と命名した
図 本物質は 分子のオルニチンを含む環状ペプチドであり これまでに例
のないユニ クな骨格を有していた 以上の成果は ポリメラ ゼの改変
およびリボゾ ム改変を用いた本技術が 新たな抗生物質の発見に有用であるこ
とを証明し 画期的な成果として社会的に認められるに至っている

上記の例は 実際の物質生産を指標にするスクリ ニング系で薬剤耐性選抜法
を活用したものであるが この方法では簡便でハイスル プットなアッセイ系が
必要となり 適用範囲が限定されるという問題がある そこで 遺伝子レベルで
目的の微生物機能を検出し さらにはそれらの発現の有無を迅速に判定できる技
術の開発を試みた 未発表 これらの技術を開発するにあたって我 がタ ゲッ
トとしたのは エリスロマイシンなどの抗生物質を始めとする有用物質の宝庫で
あるポリケタイド化合物である ポリケタイドの生合成においては ポリケタイ
ド生合成酵素 が鍵酵素であるため 遺伝子を 法により検出す

抗生物質の探索

新規なスクリ ニング系の開発
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ることにした プライマ の配列を工夫することにより 遺伝子の存在を高
感度に検出できると共に その増幅パタ ンから新規物質の生産を予測できるシ
ステムの構築に成功した さらには 法 逆転写 法 を応用するこ
とにより 目的とする 遺伝子の発現を高感度に検出できる技術を確立した
図 構築したシステムの有効性を検討するため 土壌より分離した放線菌を
対象としたスクリ ニングを行った 最初に 遺伝子を有する菌株をスク
リ ニング 次にその増幅パタ ンから新規化合物生産の可能性の高い菌株を選
抜した こられの株から薬剤耐性選抜法により変異株を取得し 遺伝子発現
の有無および強度を 法により判定した 遺伝子発現活性化の一例
を図 に示した この株では リボゾ ムの改変 ストレプトマイシン耐性変異
の導入 により 遺伝子の発現が顕著に活性化された 現在までに 新規ポ
リケタイド化合物の生産が期待される株を多数取得しており 幾つかの化合物に
ついては単離 構造決定が進行中である

薬剤耐性選抜法の利用としては微生物育種への応用が最も直接的であり 野生
微生物育種への利用

図 ピペリダマイシンの構造
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株を対象とした初期育種から 高度に育種された工業株にまで広く適用可能であ
る 初期育種の場合には 目的とする生理活性物質を薬理試験に供する あるい
は目的酵素の有用性をパイロット反応で検証するといった際に それらを必要な
量だけ供給するために行われる したがって いかに短期間で達成できるかが重
要なファクタ となってくる 一方 工業株の育種においては 目的とする物質
の生産量が重要なのは当然として 生育などが極端に低下しないことなど様 な
ファクタ を加味しなければならず 何年にもわたる長丁場になることもまれで
はない 一方 本手法による育種の基本ストラテジ は以下の通りであり 手法
が簡便で直接的であるため 迅速な育種が可能である 対象とする菌株から各
種薬剤 リボゾ ム攻撃性の薬剤およびリファンピシン に対する耐性株を取得
する 適当なスクリ ニングにより目的とする性質を有する変異株を選別す

図 法による新規物質スクリ ニング系
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る 必要に応じて異なる種類の薬剤耐性変異を逐次的に付与 目標とするレベ
ルの育種を達成する このステップにより効率的な微生物育種が可能となる
王らは 種類の薬剤耐性変異の逐次的導入 ストレプトマイシン耐性変異

ゲンタミシン耐性変異 リファンピシン耐性変異 パロモマイシン耐性変異
ジェネティシン耐性変異 フシジン酸耐性変異 チオストレプトン耐性変異 リ
ンコマイシン耐性変異 により のアクチノロ ジン生産を 倍

に増強することに成功した ここで使用された薬剤は 転写
阻害剤であるリファンピシンを除いて全てリボゾ ム攻撃性の薬剤であり この

図 遺伝子の検出およびストレプトマイシン耐性 変異の導
入による遺伝子発現の活性化
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赤色で示した塩基はストレプトマイシンと直接結合することが示されている 破線で結
んだ部分は塩基対を形成する

育種に要した期間はわずか ヶ月であった 最終的に得られた株は多少生育が低
下していたものの胞子形成能も保持しており 実用に充分耐えられるものである
ことが確認できた
一方 田中らは 低レベルストレプトマイシン耐性変異 変異 および高

度ストレプトマイシン耐性変異 変異 の導入によるアクチノマイシン生産
菌の育種について報告した 彼らは 放線菌 にこれ
ら 種類の変異を逐次的に付与することにより 野生株にくらべて 倍以上の
アクチノマイシン生産を達成している
上記の例は 野生株を対象にした初期育種の好例であるが 本手法を実用菌株

に応用した例として 動物用抗生物質 サリノマイシン の工業生産株
の育種について以下に述べる 為広らは 現在使用されている工業

株に対して ストレプトマイシン耐性およびゲンタミシン耐性変異 さらにはリ
ファンピシン耐性変異を逐次的に導入することにより そのサリノマイシン生産
性を倍増 から に増加 することに成功した 野生株においてそ

図 において高度に保存された ル プの構造および
タンパク質の標的部位
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の物質生産力を 倍に増強することはたやすいが 高度に育種された工業株での
倍アップは大変に困難であり それを達成した意義は極めて大きい上 育種操
作に要した期間はわずか ヶ月であった
本手法は抗生物質だけではなく 酵素生産にも適用可能であり これまでに

枯草菌のアミラ ゼおよびプロテア ゼの生産性向上にも有効であることが確認
された さらに 最近 食総研の越智 舟根らのグル プは 抗う蝕活性を有す
るオリゴ糖であるサイクロデキストランの生産性向上を目的とし 本オリゴ糖合
成酵素生産菌 工業株を使用 のさらなる育種を試みており 非常に良好な結果
を得ている 未発表

これまでに述べたように 薬剤耐性選抜法に使用するリボゾ ム攻撃性の薬剤
の種類は多岐にわたっている また 得られる耐性菌も 高度耐性から低レベル
耐性まで様 である 高度薬剤耐性に関与する変異の多くは これまでの研究に
より明らかにされている 一方 低レベルの薬剤耐性変異の実体については不明
のケ スも多い 我 は これらの変異の多くはこれまでに知られていない新規
なものであると予想しており その実体 変異遺伝子 解明は 実用面のみなら
ず学問的にも非常に重要であると考えている しかしながら これらの低レベル
耐性変異は 選択培地上での判別が難しく このことが古典的な遺伝解析 既知
の遺伝マ カ との連鎖解析 による変異同定を困難にしている主因である 近
年 ゲノム解析技術の進歩は目を見張るばかりであり ドルでヒトゲノムを
解析 等の謳い文句も近 達成されるであろう これらの技術革新は 微生物の
ゲノム解析においても非常に有効なツ ルを提供しており 既に全ゲノム情報が
明らかにされている株であれば そこから得られた変異株の変異点 遺伝子 を
同定することは比較的安価 万円 かつ短期間 ヶ月 で出来るように
なっている 我 は これまでに 未知の変異を有する薬剤耐性株の解析を試み
いくつかのケ スでは変異遺伝子を決定することが出来た 残念ながら現時点
において完璧な方法は存在せず 全ゲノム情報を用いた解析によっても変異が見
つからないリスクはかなり ある 以下において 低レベルストレプト
マイシン耐性変異の解析について述べる

薬剤耐性選抜法において ストレプトマイシンは代表的な使用薬剤であるが
微生物機能の活性化に有効な高度ストレプトマイシン耐性 変異 の出現頻
度は非常に低く である 栄養要求変異などの出現頻度は

程度である 一方 低レベルストレプトマイシン耐性は の高い
頻度で得られ この変異も放線菌の抗生物質生産の活性化に有効なことは早くか

低レベルストレプトマイシン耐性変異の実体解明

未知の薬剤耐性変異の実体解明とその意義
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精製 タンパク質およびリボゾ ムを用いた生化学的解析の結果 本メチ

ら知られていた 図 放線菌 を用いたその後の解析により 本
変異株の性質について以下のことが明らかにされた 合成酵素遺伝子

遺伝子 の発現が野生株に比較して著しく上昇している それに伴い細
胞内の 濃度も上昇しており このことが抗生物質過剰生産の主な要因であ
る 本変異株は このように非常に興味深い形質を示すが 古典的な遺伝学では
その変異の同定には至らなかった そこで我 は 新しい変異探索の方法である

の利用を試みた 詳細については割
愛するが 本解析手法は マイクロアレイの変法である この方法により

から得られた低レベルストレプトマイシン耐性変異株を解析したと
ころ 後に と命名される遺伝子に変異が検出された 我 が分離 保存
していた 低レベルストレプトマイシン耐性変異 抗生物質過剰生産の形質を示
す の変異株 株 について調べたところ 全ての株で 変異が
確認され 本遺伝子の機能欠損により 上記の形質を獲得することが予想された
このことは 実際に 欠失株を作製することにより直接証明した
次に 遺伝子の機能について解明を試みた 本遺伝子によってコ ド

されるタンパク質は そのアミノ酸配列から 一種のメチル化酵素であると考え
られた 上述の様に 本遺伝子の欠損はリボゾ ム攻撃性の薬剤であるストレプ
トマイシンに対する耐性を付与することから タンパク質の基質は何らか
のリボゾ ム構成因子であると予想された

ル化酵素の基質は リボゾ ムの サブユニットの構成因子である
であることを見いだした 最終的に 本酵素が の 番目のグアノシ
ン を メチルグアノシンへと変換する酵素であることを解明した 図

これらの結果から 本遺伝子を 修飾酵素の命名則にしたがっ
て と命名した は全
てのバクテリアの において保存されており ストレプトマイシンと直
接結合するヌクレオチドの一つであることが明らかにされている 変異
によりそのメチル化が消失することにより ストレプトマイシンに対するリボ
ゾ ムの親和性が低下 結果として本薬剤に対する耐性が付与されるものと考え
られる なお 変異による 遺伝子の発現上昇のメカニズムについて
は現在解析中である

ストレプトマイシンは 古くは結核治療の臨床現場で繁用された その結果
多くの結核菌が本薬剤に対する耐性を獲得し 現在では第一選択肢の治療薬では
無くなった しかしながら 依然として重要な薬剤の一つであることは間違いな
い ストレプトマイシンは 年に発見されているが その 年後には耐性菌

変異解明の社会的意義
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の報告がなされている また ストレプトマイシン耐性変異には高度耐性およ
び低レベル耐性の 種類が存在することが知られていた 高度耐性が 変異の
結果であることは 年代には明らかにされている さらに 結核菌では

遺伝子 の変異によっても高度ストレプトマイシン耐性を獲得する
ことが 年代に解明されている 一方 低レベル耐性の実体に関しては
年間不明のままであった 実際に臨床から分離されたストレプトマイシン耐性結
核菌を解析しても 変異あるいは 変異を持たない株が数多く 見
つかっている 我 は これら変異未知の臨床分離結核菌には 変異株が
少なからず含まれているのではないかと予想し 薬剤耐性結核菌のエキスパ ト
である北海道大学の鈴木定彦教授と共同研究を開始した その結果 予想通り多
くの臨床分離耐性株において 変異を見いだすことに成功した 結果とし
て 年来のミステリ に終止符を打つことになり 薬剤耐性結核菌の診断およ
び治療にも貢献するという 社会的に非常にインパクトのある成果となった
以上のように 未知の薬剤耐性変異の同定は 微生物機能活性化のメカニズム

解明の点から重要であるのみならず 時として予想外の波及効果をもたらすこと
もあり 着実に進展させる必要がある

薬剤耐性選抜法は タンパク質合成装置であるリボゾ ムあるいは遺伝子の転
写を司る酵素である ポリメラ ゼを変異によって望ましい形質に改変し
それを微生物機能の活性化に利用する技術である 有効な変異が得られる可能性
の高い薬剤については本稿で述べたとおりである 本手法の特徴は なんといっ
てもその簡便さにある 即ち 対象とするバクテリアから薬剤耐性株を分離し
目的とする性質を示す株をスクリ ニングすればよいのである
もう一つの特徴は 本手法の実施にはゲノム情報などは必要なく 土壌から分

離した菌株にも直ちに適用可能な点である 現在 ゲノム情報を活用した微生物
育種が盛んに行われているが その中では遺伝子組み換え技術が用いられること
も多い カルタヘナ法などの法規制を考えると それらの育種株をオ プンな環
境で利用することには高いハ ドルが存在する 本手法は 組換え生物を作製す
るわけではないのでこの点では非常に有利であると言える 今後 本手法がゲノ
ム育種を補完する重要な育種法として 更に発展 利用されることを願う

食品バイオテクノロジ 研究領域 生物機能解析ユニット 岡本 晋
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