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はしがき

科学研究費補助金、基盤研究(A)の研究課題「放線菌の線状ゲノムの構造と機能の多様性」

は、平成1 6年度から1 8年度までの3年間にわたって行われた。本年3月この研究を終了す

るにあたり、 3年間の研究成果をここにまとめて報告する。

放線菌は多くの抗生物質を生産し、糸状菌に似た複雑な形態分化を行い、加えて線状染色体

をもつという極めて興味深い土壌細菌である。本研究ではその中で、ストレプトマイシン生産

菌であるStreptomyces griseusの線状染色体のダイナミックな構造変化および放線菌の代表株

であるS. coe〟color A3(2)の線状染色体と巨大線状プラスミドSCPlとの相互作用を解析した0

さらに、 S. rochei 7434AN4株が有する線状プラスミドpSLA2-L上にコードされた様々な二次

代謝遺伝子群の機能解析を行った。その結果、次のような成果を得ることができた。

1. S. griseus 2247株の線状染色体は不安定で両末端が容易に欠失し、欠失末端同士が非相同

組み換えを起こして環状化するが、この他にもアーム置換・巨大パリンドロームの形成など様々

な構造変化を起こして、生き残りを計っていることが明らかになった0

2. S. coe〃co/or 2106株は2つの巨大線状DNAをもつが、それらは野生型染色体と線状プラ

スミドSCPlが一点交差して生じたキメラ染色体であることが明らかになった。

3.上記の事実から、大腸菌型の環状染色体と線状プラスミドが一点交差して線状染色体が生

まれ、線状染色体同士あるいは線状染色体と線状プラスミドが一点交差して染色体の複数化が

起こったことが示唆された。また、線状ゲノムの両末端にある末端逆位配列が、末端欠矢を組

み換え修復するための相同配列を提供していることが示唆された。

4.線状プラスミドPSLA2-L上のランカサイジンおよびランカマイシン生合成遺伝子クラスタ

ーを解析し、ランカサイジンの特異的な17員環炭素一炭素骨格の形成機構を明らかにした。ま

た、ランカマイシン生合成における初発物質および8,15位の水酸化遺伝子を明らかにした。

5.様々な二次代謝制御遺伝子の破壊株の解析によって、 S. rocheiではS. griseusのA-ファク

ター制御カスケードに較べて極めて複雑な制御系が働いていることが明らかになった。その中

で、 srrX--> srrA --> srrYのシグナル伝達経路が中心的役割を果たしていることが分かった.

これらの研究成果は、本科学研究費補助金があって初めてなし得たものであり、ここに記し

て感謝する。また、研究成果は多くの共同研究者および学生とともに得られたものであり、関

係した全ての方々に感謝する。
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有機化合物討論会, 2006年10月,仙台
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年3月
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研究成果

1.放線菌の線状ゲノムの構造および再編成機構の解析

(1) Streptomyces griseus 301-22株染色体に形成された巨大パリンドローム構造の解析(論文3)

S. griseus 2247株の線状染色体は不安定で自然誘発的にあるいは様々な変異処理によって容易

に末端欠矢が起こるO欠失サイズは20-550kbとまちまちで、欠矢のホットスポットは存在しな

かった。欠失株の多くでは欠失末端同士が非相同組み換えによって結合し、染色体が環状化し

ていた(J. Bacteriol., 181, 5711-5717 (1999); Biosci. Biotechnol. Biochem., 67, 1101-1108 (2003))c

環状化以外の構造変化を探るために、さらに多くの変異株の取得を試みた。

その中の301-22-L.M株では左右の染色体末端が欠失し、そこに新たな断片が生じていたので、

両末端の欠失後も線状染色体を維持していると推定された。しかし詳細な構造解析の結果、こ

の株では次のような複雑な構造変化が起きていることが明らかになった。すなわち、 (i)左右の

染色体アーム上にあるリボ蛋白様ORF問の相同組み換えによって、染色体の左ア-ムが右ア-

ムに乗り移り(アーム置換)、 (ii)その結果生じた異常に長い末端逆位配列(TIR)もまた末端欠矢に

曝され、 TlR内の異なる場所で閉環して巨大なパリンドロ-ム構造が形成されていた。坂口ら

は、放線菌の線状プラスミドの両TIRが末端蛋白やその他の結合蛋白の相互作用によって並列

にならぴ、これが柄の部分となってDNA全体はracket frame構造をとると提唱した。この仮説

はLosickらによるStreptomyces lividans染色体の両末端のin situ hybridizationによって支持さ

れた　301-22株染色体ではT旧の先端が閉じているので、私たちはこの構造を'closed racket

frame'と命名した。

301-22-L,M`株染色体のパリンドロームの先端部のクローン化を試みたが、成功しなかった。

そこで、親株2247の対応する領域をクローン化し、塩基配列を決定した。両変異株のパリンド

ロ-ム構造の先端に対応する位置に、片側のホモロジーの長さが14bp, 24bpのinverted repeats

が見つかり、これらがclosed racket frameの形成に関与したと思われた。すなわち、欠失末端

にinverted repeatがあるとヘアピン構造が形成され、これが複製によって伸びたところで反対

側のTIRと組み換え修復を起こして、 closed racket frameが生じたものと思われた。このよう

に大きなパリンドローム配列は大腸菌などでは複製不能なので、放線菌には特別な複製装置が

働いていることが示唆された。

(2) Streptomyces griseus 402-2株の染色体逆位の解析(投稿準備中)

S. griseus 402-2株染色体をAse¥で消化しパルスフイ-ルド電気泳動で解析したところ、

AseトB,D断片の代わりにAseトB',D'断片が生じ、その他の断片に変化はなかった　Dra¥消化物

についても同様の結果が得られた。これらの結果から、 AseトH.K.J.I断片を挟んで>Asel-B　と

Ase¥-Dの間で約2.5Mbにわたる染色体逆位が起きたことが示唆された　402-2株の4sel-B',D'

上の逆位の接合部と親株のAseトB,D上の対応する領域をクロ-ン化し、制限酵素地　　塩基配

列の比較を行った。その結果、トランスポゾンが逆位に関与していることが推定された。親株
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ではこの配列が1コピーあるのに対して、 402-2株では2コピーあった。それ故、トランスポ

ゾンが染色体の2.5Mb離れた所に逆向きに転座した後、初めのコピーと相同組み換えを起こし

て逆位が生じたことが示唆された。

これを証明するため、親株のトランスポゾンの全塩基配列と402-2株の2コピーのトランス

ポゾンの両末端の塩基配列を決定した。また親株における第2のコピーの挿入点の塩基配列も

決定した。トランスポゾンには両末端にdirect repeat (DR)があり、その塩基配列はコピーごと

に異なるOそれ故、もし2コピーのトランスポゾン間で組み換えが起こればキメラDRが生じ

るはずである。親株と変異株の3つのトランスポゾンの両末端配列を比較したところ、予想通

り後者にはキメラDR (GTGAC-GGAGA, GGAGA-GTGAC)が生じていたOまたトランスポゾ

ンを切断しない酵素Sca什Notlで消化し、 3つのコピーをパルスフィールド・ゲル上で巨視的

に確認した。また、親株のトランスポゾンの全塩基配列(6.5kb)を決定し、その中にtransposase,

resolvase/recombinase, transmembrane protein, ABC transporter, GntR-family transcriptional

regulator遺伝子を同定した。こうして、放線菌において初めて発見された染色体逆位の形成機

構を明らかにした。

(3) Streptomyc占s coelicolor2106株のキメラ染色体の構造解析(論文4)

S. coelicolor 2106株は約1850kbの巨大線状プラスミドSCPV-cysDをもつ。このプラスミ

ドおよび染色体の制限酵素地図の比較から、この株では8668kbの野生型染色体と356kbのSCPl

が組み換えを起こして、 SCPV-cysDと新たな染色体が生じたことが示唆された　SCPl'-cysD

が様々なcuring処理によっても除去できなかったことから、これはプラスミドというより生存

に必須な染色体であると考えられた　2106株の線状染色体とSCPl'-cysDの接合部および後者

の両末端の塩基配列を決定し、これらが染色体とSCPlの一点交差によって生じたキメラ染色

体(7181, 1843kb)であることを最終的に確認した。染色体とSCPlの組み換え点にホモロジー

はなく、組み換えによってそれぞれに15bpと55bpの欠矢が起きていた。このように線状染色

体と線状プラスミドが一点交差して2つのキメラ染色体が生じたことは、線状染色体の複数化

のモデルと捉えることができ、ゲノム進化を考える上で極めて興味深い(後述)0

(4) Streptomyces violaceoruberJCM4979株のSCPlプラスミドラダーの解析(投稿準備中)

S. violaceoruber JCM4979株は大きさが約35kbずつ異なる390-630kbの一連の線状プラス

ミドをもつ。線状プラスミドSCPl(356kb)と環状プラスミドSCP2(31.3kb)がプラスミドラダ

ーにハイブリダイズしたので、これらのプラスミドはSCPlにSCP2が異なるコピー数組み込

まれて生じたものと推定された。しかし、各プラスミドの大きさの違いがSCP2のサイズと完

全には一致しなかった。その後、 Chaterらは、私たちをはじめ多くの研究者と共同してSCPl

の全塩基配列を決定し(論文2)、またSCP2の全塩基配列もAltenbuchnerらによって明らか

にされた。これらの塩基配列を利用して、プラスミドラダー中のSCP1-SCP2接合部の配列と
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比較することによって、プラスミドラダーの構造を推定した。その結果、SCP2からstab=ty region

が欠失した28kb領域とSCPlの8kb領域からなる36kb DNAが増幅単位となって、 SCPl上

で異なるコピー数増幅してラダーを生じたことが明らかになった。それ故、一連の線状プラス

ミドは、増幅領域以外は複製開始点を含めてSCPlと全く同じ構造をしている。このように極

めて類似したプラスミドが同一細胞内で共存できることはたいへん興味深く、これらのプラス

ミドDNAにはincompatib=tyが働いていないことが示唆された。

(5)ゲノム進化および末端逆位配列(TIR)の機能に関する仮説の提唱(論文3,4,6,12)

S. griseus 2247株の線状染色体は不安定で自然誘発的にあるいは様々な変異処理によって末端

欠矢が起こる。欠失株の多く(404-23, N2, No.9, No.83株)では染色体が環状化していた。融合し

た欠失末端同士にホモロジーはなく、環状化が非相同組み換えによって起きたことが分かった。

このように放線菌の染色体は線状でも環状でも複製維持される。これは放線菌が、大腸菌型の

両方向複製装置と線状プラスミド・ウイルス型の末端複製装置の両方を備えているためである。

この結果は、大腸菌型の環状染色体と線状プラスミドが一点交差して、線状染色体が生じたこ

とを示唆した。一方、 S. coe〟color 2106株の2つのキメラ染色体の構造は、線状染色体と線状

プラスミドが一点交差して、線状染色体の複数化が起こったことを示唆した。生物はこのよう

に、 「環状染色体一一>線状染色体->線状染色体の複数化」とゲノム構造を進化させることに

よって、増大するゲノム情報量に対応してきたと思われる。

S. griseusの線状染色体は末端欠矢にともなって、環状化以外の構造変化も示した　MM9株

では左右の染色体アーム上にある2つのリボ蛋白様ORF(ORF-L.R)が相同組み換えしてアーム

置換が起こり、 450kbという巨大なTIRをもつ線状染色体に変化していた(J. Bacteriol., 185,

1120-1124 (2003))。上述したように、 301-22株ではTIR内で閉環して巨大パリンドロ.-ム構造

が形成されていた　S. griseus線状染色体のダイナミックな構造変化を図1にまとめて示した。

Dele崩on

±冨
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(2247^

I

U
Circularization

=

Am

replacement
==二コ A

Long TIRs
(MM9)
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Repair人
/

○　凸

lrculanzation

Circular chromosome Closed racket frame

(404-23, N2, 9, 83)　　　　　　(301-22-L, M)

図1. S. griseus2247株の線状染色体のダイナミックな構造変化とTIRの機能
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このような様々な構造変化から、放線菌の生存戦略とT旧の機能について次のようなことが推

定された。

放線菌の線状染色体は常に末端欠矢に曝されているが、欠矢が一方の丁旧の範囲内にある場

合は、もう一方の完全なT旧を用いた組み換え修復によって末端が回復する。このような修復

はしばしば起きているが、全く同じ末端構造が回復されるので、通常はこれに気がつかない。

放線菌の線状レプリコンの両末端にあるT旧は、相同組み換えのための相同配列を保証してい

ると考えられる　TIRを越えて欠矢が進んだ場合に、もし南ア-ム上に相同配列があれば、 MM9

株のように組み換え修復によってアーム置換が起こる。この場合は染色体の一部が失われるが、

より大きなT旧が形成されて末端が回復する。放線菌染色体は様々な長さのTIRをもつが、こ

のようなTIRの多様性はアーム置換によって生じたものと思われる。両末端が欠失した場合は

もはや末端を回復することはできないので、 404-23, N2, No.9, No.83株のように欠失末端同士

が非相同組み換えを起こして環状化する。アーム置換によって形成された異常に長いT旧も末

端欠矢に曝されるが、欠失末端に形成されたヘアピン構造がきっかけとなって組み換え修復が

起こり、 closed racket frame構造が形成される。

このように、 S. griseusの線状染色体は末端欠矢が起きたときに、様々な戦略を用いて末端の

回復をはかり、それが不可能な場合は染色体を環状化させて欠矢が必須領域へ拡大するのを防

いでいる　S. griseusの線状染色体のこのようなダイナミックな構造変化は、染色体構造の可塑

性と生物の適応能力をあらためて私たちに認識させてくれた。

2. pSLA2-L上にコードされた二次代謝遺伝子群の機能解析

(1)ランカサイジンの生合成機構の解析(論文7,8)

S. rochei 7434AN4株の線状プラスミドPSLA2-Lの全塩基配列(210,614bp)決定によって、そ

の上にはランカサイジンおよびランカマイシンの2つのI型ポリケチド生合成(polyketide

synthase, PKS)遺伝子クラスター、構造未知のⅡ型ポリケチド化合物の生合成クラスター、カ

ロテノイド生合成クラスターおよび多くの二次代謝制御遺伝子がコードされていることが明ら

かになった。それ故、 pSLA2-Lはその2!3を二次代謝関連遺伝子が占める極めて特異的な線状

プラスミドである。

特に、ランカサイジン(LC)の生合成は、特異的な17員環炭素一炭素骨格の形成と、モジュラ

ー・繰り返し混合ポリケチド生合成という2つの特徴をもつ。第1の特徴を明らかにするため、

次のような実験を行ったIankacidin synthase E (lkcE=orf14, amine oxidase)遺伝子を破壊した

ところ、この株はLCを生産せず別の代謝産物(LC-KA05)を蓄積した。これを単離し構造解析し

たところ、 C2-C18結合をもたない線状化合物であることが分かったintactなIkcE遺伝子を破

壊株に導入したところ、 LC-KA05はLCにまで変換された。これらの結果から、 LkcEによって

LC-KA05のC18アミドがイミドに酸化され、それをC2が求核攻撃して特異的な17員環が形

成されたことが明らかになった(論文7,8)。
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第2の特徴については次のような解析を行った。 LC骨格の生合成にはグリシンをスターター

として8個の酢酸分子の縮合が必要であるのに対して、 Ikcクラスター中には縮合反応を担う

ketosynthase(KS)ドメインが5個しか存在しない。この矛盾を説明するために、私たちはLkcC-

KSが4回繰り返して(iteratively)使われ、 LkcA-KS, LkcF-KSl,KS2, LkcG-KSは1回のみ

(modularly)使われるというモジュラー・反復混合ポリケチド生合成(modular-iterative mixed

polyketide biosynthesis)仮説を提唱した。繰り返し縮合の後、 LkcF-KRl, KR2によって7, 5位

のケトンが還元されると、 LCの化学構造と完全に一致する。この仮説を証明するために、 3つ

のKRドメイン(LkcC-KR, LkcトKRl.2)の活性中心にあるSer. Tyrの点変異株を作製したが、こ

れまでのところ期待した代謝産物は得られていない(未発表)0

そこで、 Ikcクラスター以外の遺伝子がLC生合成に関与していないことを証明するため、ク

ラスター全体をS. lividansに導入することを試みた.クラスタ-全体は大きすぎるので2つに

分け、 IkcA-Eを染色体に組み込み、 IkcF-Oをプラスミドに乗せて導入した。その結果、 S. lividans

はIankacidinol Aを生産したので、 IkcクラスターはLC骨格形成に必要な全ての遺伝子をコー

ドしていることが証明された。また、 LCではなくIankacidinol Aが作られたことは、後者の前

者への変換に必要な酸化および脱アセトキシ反応を行う酵素がS. rochei染色体にはコードされ

ているが、 S. lividans染色体にはコードされていないことが示唆された(投稿準備中)。

LkcAはnonribosomal peptide synthetase(NRPS)とPKSの融合酵素であり、骨格合成の初発

反応であるグリシンと酢酸の縮合反応を行うので、繰り返し縮合には関与していないと思われ

た。同様に、 LkcGはTEドメインをもち縮合反応の終結とラクトン形成を行うので、繰り返し

反応の候補としては除外された。残ったLkcC, LkcFの繰り返し反応を確かめるため、 IkcFの3'

末端とIkcGの5'末端をinframeで融合させた変異株を作製した。この株が親株と同じ量だけLC

を生産したので、 LkcFも繰り返し反応に関与していないことが示唆された(投稿準備中)。これ

ら全ての結果はLkcCが繰り返し使用されるという私たちの仮説を支持している。

(2)ランカマイシンの生合成機構の解析(論文9,10)

ランカマイシン(LM)は有名なマクロライド抗生物質エリスロマイシンと構造がよく似ている

が、 13位にエチル基ではなくC2単位長い3-hydroxy-2-butyl基をもつ。この構造から, Ikm-PKS

中には酢酸をスターターとして認識するextra moduleの存在が予想されたが、 PSLA2-Lの全塩

基配列決定によってその可能性は否定された.そこで、 LkmAのIoading moduleは2-methyト3-

hydroxybutyrateあるいはその前駆体を認識すると推定された。 【3-'H】isoleucineを合成してS・

rocheiの培養液に添加し、得られたLMの'H-NMRを測定したところ、 2Hが14位に取り込ま

れていた。この結果はイソロイシンがmethylbutyrateに変換された後、スターターとして取り

込まれたことを示したo次に、 2つのP450 hydroxylase遺伝子(orf27=lkmF, orf37=lkmK)を破

壊したところ、前者は8-deoxylankamycin　を、後者は15-deoxylankamycinおよび8,15-

dideoxylankamycinを蓄積した。それ故、 LkmF, LkmKがそれぞれ8, 15位の水酸化酵素である
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ことが明らかになった。これらの結果から、 2-methylbutyrateが初めに8,15-dideoxylankan0日de

骨格に取り込まれた後、 15位の水酸化、続いて8位の水酸化が起こることが示唆された。

(3)二次代謝制御カスケードの解析(論文11)

pSLA2-L上には6個のtetR様リブレツサー遺伝子(orf74, orf79, orf82, orf92, orf99, orf126)と

3個のSARP (墨treptomyces旦ntibioticとegulatory protein)様制御遺伝子(orf51, orf55, orf75)およ

びafsAホモローグであるorf85がコードされている.これらの制御遺伝子の機能を明らかにす

るため、 S/7叫orf85), srrA(orf82), srrB(orf79), srrC{orf74)の単独破壊株およびsrrXとsrrA,B,Cと

の二重破壊株を作製し、抗生物質生産能および胞子形成能を調べた。その結果、 srrXがγ-

butyrolactone(GB)生合成遺伝子であること、この株のGBはS. griseusのAファクターとは異

なって抗生物質生産を正に、胞子形成を負に制御することが明らかになった。また、 srrAがGB

リセプターをコードしていて、 SrrA蛋白はGBとは全く逆に作用することが分かった。もう一

つのtetR型リセプター遺伝子srrCは胞子形成を正に制御し、抗生物質生産には影響を与えなか

った。一方、 sJ78は抗生物質を負に制御し、胞子には影響を与えなかった。このようにS. rochei

においては、 S. griseusのA-ファクター制御カスケードに較べて極めて複雑な二次代謝制御系

が働いていることが明らかになった(論文11).

次に、 srrX-srrAによって構成される†-butyrolactone-receptor制御系の下流で働いている遺伝

子を同定するため、 srrX, srrA破壊株およびsrrX-srrA二重破壊株における遺伝子発現をSl

nuclease mappingを用いて調べた。その結果、これらの変異株におけるSARP遺伝子srrY{orf75)

の発現と抗生物質生産性は完全に一致していた。ゲルシフト実験によってSrrA蛋白のS〝Yプ

ロモーター領域への結合が確認され、この結合はGB分画の添加によって阻害された。さらにfoot

printingによって結合領域を特定したところ、 2つの結合サイトが確認され、サイト1にはGB

結合サイトに共通するパリンドロ-ム配列が存在し、サイト2にはSARP蛋白の結合領域に特

徴的なリピート配列が見つかった.こうして、 srrX --> srrA --> srrYのシグナル伝達経路が、 S.

rocheiの二次代謝制御カスケードにおいて中心的な役割を果たしていることが明らかになった

(投稿中)0
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