
第6章kasク ラスター内のカスガマイシン排出に関わる遺伝子群

抗 菌物 質 をは じめ とす る多種 多様 な生理活性 をもつ抗生物質 を生産 してい る放線菌 は,

自身の生産 した抗生物 質によ る自殺 を避 けるため,高 度 に発達 した 自己耐性機構 を持 って

い る。 これ らの機構 は以下の3つ に大別 され る(Cundliffe,1989)。 すなわち,

1)生 産 した抗生物 質に対 して,生 産菌 が自身の一次作用点(リ ボ ゾームな ど)を 変化 さ

せて感受性 を低 下させ る;

2)生 産 した抗生物質 を菌体 内で化 学的に修飾 して不活性化 させ る;

3)生 産 した抗 生物質を効率 良 く菌体外へ排 出す る;

であ る。

これ らの うち,3)で は,膜 内外におけるプ ロ トンの濃度勾配 を利 用 した膜輸送 システ

ム とATP-binding cassette(ABC)ト ランスポー ター を介 したシステ ムが知 られてお り

(Higgins,1992),ブ レオマ イシン,ミ スラマイ シン,SMな どの生合成遺伝子 クラスタ

ーか ら
,次 々 とABCト ランスポー ター遺伝 子が見出 された(Calcutt&Schmidt,1994;

Femandezε'砿,1996;Beyer2∫ 砿,1996)。 この うち,ミ ス ラマイシン生合成遺伝 子 クラ

スター 内に見 出されたmtrAB遺 伝 子群のコー ドす るABCト ラ ンスポー ターは,ミ スラマ

イシ ンへの 自己耐性に必須であ ることが示唆 されてい る(Fernandez et al.,1996)。 さらに,

この ようなABCト ランスポー ター遺伝子群を抗生物質の標 的 とな る生物種に導入 して発

現 させ ると,多 くの場合 その抗生物質に対 して耐性 を獲得 することな どか ら(Kaur,1997),

抗 生物質生合成遺伝子 クラス ター 内に見出され るABCト ラ ンスポー ターの役割 のひ とつ

は,自 身が生産す る抗生物質の効 率良い排 出に よる自己耐性化であ ると考え られて いる。

本章では,KSM生 合成遺伝子 クラスター内に見出されたABCト ランスポー ター遺伝子

群(kasKLM)の 一次構 造お よび推定タ ンパク質の特徴 を述べ,kasKLM領 域がオペ ロンを

形成 してい ることについて述べ る(Ikeno et al.,2000)。 さ らに,著 者 は,大 腸菌JM109

株 においてkasKLMを 発現 させ,そ の形 質転換株 がKSMに 対 して高度 の耐性 を獲得す る

こ とを示 し,kasKLMがKSMト ランスポーター をコー ドしていることを論 じる(Ikeno et al.,

2000)。 また,そ の構成 にはKasK,KasLお よびKasMの3種 類 のタンパ ク質が必須であ

るこ とについて も述べ る。



第1節kasク ラスター内のABCト ランスポー ター遺伝子群(kasKLM)

kasK,kasLお よ びkasMは,kasJとkasNの 遺伝 子 間領 域 に見 出 され た(図3.2.1)。kasJ

とkasKの 遺 伝 子 間 領 域 には,推 定kasJ転 写 終 結 シグ ナル が図6.11のnt722-752に 見 出 さ

れ た 。 ま た,第1編,第3章 の 図3.1.2の(B)で 見 出 され た低(G+C)領 域(G+C含 量:

57.2%)は,kasK開 始 コ ドンの210～480bp上 流(図6.1.1のnt1033-1303)に 位 置 して い

る こ とが 確 認 さ れ た 。 図6.1.1に 示 す よ う にkasK開 始 コ ドン の9bp上 流 に は推 定RBS配

列(AAGGAG)が 見 出 され た 。ま た,kasMとkasNの 遺 伝 子 間 領 域(図6.1.1のnt4062-4111)

にはkasMの 転 写 終 結 シ グ ナル が 見 出 さ れ た 。 さ らに,kasKの 終 止 コ ドン(TGA)とkasL

の 開 始 コ ドン(ATG),kasLの 終 止 コ ドン(TGA)とkasMの 開 始 コ ドン(ATG)は それ

ぞ れATGAで 重 複 して い た(図6.1.1に お け るnt2499-2502お よ びnt3269-3272)。 この

よ う にATGAに よ って 終 止 コ ドン と開 始 コ ドン が重複 して い る遺 伝 子 群 は,ポ リシ ス トロ

ニ ックmRNAに 転 写 され,ト ラ ンス レー シ ョナル カ ッブ リング を 受 け て い る可能 性 が高

い(Zalkin et al.,1988; Guchte et al., 1991)。 実際 にkasク ラ ス ター に お い て も第1編,第

4章,第1節 にお け る 図4.1.7お よ び 図4.1.8に お いて 示 され た よ う に,kasRとkasAお よ

びkasEとkasFに お い て も 同様 な 重複 が 観 察 され,こ れ らは ポ リシス トロ ニ ックmRNA

に転 写 さ れ て い た 。

kasK,kasLお よびkasMは,そ れ ぞ れ329ア ミノ酸 か らな るKasK(分 子 量35.8k,pI6.58),

257ア ミ ノ酸 か らな るKasL(分 子 量27.5k,pI8.2),240ア ミノ酸 か らな るKasM(分 子

量26.4k,pI9.56)を コー ドして い る。 モ チ ー フ検 索 の 結 果,KasKはATP結 合 モ チ ー フ

で あ るWalkerAお よ びWalkerBを1組 有 し,さ らにWalkerAとWalkerBの 間 にloop3

と呼 ば れ るモ チ ー フを 有 して い た(図6.1.1)(Walker et al., 1982; Hyde et al., 1990)。 各

推 定 タ ンパ ク質 の ア ミノ酸 配 列 を基 に相 同 性 検 索 を行 っ た結 果,KasKはStreptomyces

peucetius由 来 の ダ ウ ノル ビシ ン トラ ンス ポ ー タ ー を構 成 す るATP結 合 タ ンパ ク質DrrAと

39%のidentityを 示 した ほ か,Streptomyces antibioticus由 来 のオ レア ン ドマ イ シ ン トラ ン

ス ポ ー ター を構 成 す るATP結 合 タ ンパ ク質OleCと39%,Streptomyces argillaceus由 来 の

ミス ラマ イ シ ン トラ ンス ポ ー タ ー を構 成 す るATP結 合 タ ンパ ク質MtrAと37%のidentity

を示 した(Guilfoile & Hutchinson, 1991; Rodriguez et al., 1993; Fernandez et al., 1996)。

一 方
,KasLお よ びKasMは と も にABCト ラ ンス ポー ター を構 成 す る膜 貫 通 タ ンパ ク質 と

の 相 同 性 が得 られ た(表6.1.1)。 さ らに,KasLお よびKasMの 疎 水 性 領 域 の検 索 を 行 っ

た結 果,図6.1.2に 示 す よ うにKasLお よ びKasMは とも に複 数 の 疎 水 性 領 域(値 が0.00

よ り高 くな っ て い る部 分)が 観 察 さ れ,こ れ らが膜 貫 通 領 域 で あ ろ う こ とが示 唆 され た 。



図6.1.1To be continued



図6.1.1kasKLMと そ の 周 辺 領 域 を 含 む4,236 bp Sacl-EcoRI領 域 の 塩 基 配 列 とKasJ(C末 端 領 域),

KasK,KasLお よ びKasMの 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列

制限酵素認識部位 は塩基配列の上段に示した。逆向き繰返 し配列は傍点で示 し,繰 返 し配列には下線 と番号を付 した。推定プロモー

ター配列は,-35配 列 および-10配 列 を枠で囲んだ。推定 リボソーム結合配列は二重下線で示 し(RBS)と 記 載 した。kasKLMの

重複箇所(ATGA)は 下線で示 した。KasKタ ンパク質のWalkerA,WalkerB,loop3の 各モチーフは,相 当するアミノ酸配列を

枠で囲んで示 した。



表
6
.
1
.
1
K
a
s
L
お
よ
び
K
a
s
M
に
関
す
る
相
同
性
検
索
結
果



図
6
.
1
.
2
K
a
s
L
お
よ
び
K
a
s
M
に
お
け
る
疎
水
性
領
域
の
解
析

グ
ラ
フ
の
下
に
示
し
た
数
字
は
,
各
タ
ン
パ
ク
質
の
ア
ミ
ノ
酸
番
号
を
示
し
て
い
る
。



第2節kasKLMの 転写解析

6.2.1転 写単位

著者は,kasKLM領 域 の塩基 配列情報,各 構造遺伝子 のATGAに よる重複 などの特徴 か

らkasKLMが ポ リシス トロニ ックmRNAに 転写 されてい ると考 えた。 そこで,図6.2.1の

(A)に 示 され るkasK開 始 コ ドンの上流 か らkasMの3'末 端領域に至 る領域 に対 してRT-

PCRを 行 った。使用 した合成 プライマー は表6.2.1に 示 した。RT-PCRの 結果,図6.2.1の

(B)の よ うに予測 された2,643bpに 相当す るDNA断 片の増幅 が確認 され,kasKLMが オ

ペ ロンを形成 しポ リシス トロニ ックmRNAに 転写 されてい るこ とを明 らか にすることが

で きた。著者 は,ノ ーザ ンプロッ ト解析 も試み ているが,現 在 までの ところkasKLMの

mRNA鎖 長 は不明で あ る。

6.2.2転 写 開始 点 とプ ロモ ー タ ー 配列

次 に著 者 は,表6.2.1に 示 した 合 成 ブラ イ マ ー を用 いて,ブ ラ イマ ー エ クス テ ンシ ョ ン

法 に よ りkasKLMmRNAの 転 写 開 始 点 を決 定 した(図6.2.2)。 そ の 結 果,転 写 開 始 点 はkasK

の推 定 開始 コ ドン よ り436bp上 流 のC(図6.1.1のnt1077)で あ る こ とが 明 らか とな った 。

従 って,kasKLMmRNAの436bp非 翻 訳 領 域 に は,図6.1.1中 の … で 示 した2つ の逆 向

き繰 返 し配 列 と同 じ く図6.1.1中 で1,2,3で 示 した3つ の繰 返 し配 列 が認 め られ た。 転

写 開 始 点 が 決 定 さ れ た こ とに よ り,そ の上 流 領 域 に推 定 の プ ロモ ー ター 配 列,-10配 列(図

6.1.1中 のnt1065-1070)お よび 一35配 列(図6.1.1中 のnt1041-1046)が 見 出 され た。-10お

よ び-35配 列 の 間 隔 は18bpで あ っ た。kasK上 流 に見 出 され た プ ロモ ー タ ー(kasKLM-p)

も,kasク ラ ス ター 内 で 見 出 さ れ たkasU,kasJお よ びkasNOの プロ モー ター(kasU-p,kasJ-p,

kasNO-p)と 同様,SEPプ ロ モ ー タ ー との 類 似 性 が認 め られ た 。kasKLM-pと 類 似 の プ ロ

モ ー ター 配 列 は,主 要 シ グマ 因子 の1つ で あ るHrdBに よ り認識 さ れ る こ とが知 られ て い

るS.coelicolor A3(2)由 来 のagarase遺 伝 子(dag4)の プ ロ モ ー ターdagA-p4の ほ か(Brown

et al., 1992),SMの トラ ンス ポー タ ー遺 伝 子strVWの プ ロモ ー タ ーstrVW-pや ダ ウ ノル ビ

シ ン トラ ンス ポ ー ター 遺 伝 子drrABの プ ロモ ー ターdrrAB-pに も見 出 され て い る(表6.2.2)

(Beyer et al., 1996; Guilfoile & Hutchinson, 1991)。
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第3節 大腸菌JM109株 におけ るkasK,kasLお よびkasMの 発現

kasK,kasLお よびkasMの3遺 伝 子は,本 章,第1節 で述べた ように構造 遺伝 子の一部

をATGAで 重複 させてい た。著者は,こ れ らの遺伝子 を大腸菌に導入 した際に,正 しく発

現す るのか どうか確 かめ る必要 があ ると考えた。そ こで,kasKLMの 発 現プラス ミ ドと,

kasKLMの 各遺伝 子 とlacZ'と の融合 遺伝子 を有 するプラス ミ ドを構築 して各遺伝子の大腸

菌JM109株 中での翻訳 につ いてβ-ガ ラク トシダーゼ活性 を指標 に して確認 することと し

た。本節で使用 した合 成 プライマーは表6.3.1に まとめて示 した。 また,本 節 で使用 も し

くは作製 した組換 え プラス ミ ドについては表6.3.2に ま とめて記載 した。

6.3.1kasKLM発 現 プ ラ ス ミ ドの構 築

著 者 は,大 腸 菌JM109株 中 でkasK,kasL,kasMを 発 現 させ るた め に,pTV118Nを 使

用 した 。 ま ず,kasK開 始 コ ドン をlacZ'開 始 コ ドンに あ わ せ るた め,Ncol認 識 部 位

(CCATGG)を 開 始 コ ドン領 域 に設 計 した 合 成 プ ライ マ ー(表6.3.1)を 作 製 し,kasKの

5'端 領 域(195bp)をPCR法 に よ り増 幅 した。 得 られ たDNA断 片 を制 限 酵 素Ncolお よ び

EcoRIに よ り消 化 した 後,同 様 の制 限 酵 素 に よ り消 化 したpTV118Nに 挿 入 した 。 得 られ

た組 換 え プ ラ ス ミ ドをpTV-NE195と 命 名 した。次 に,pSKE5(表3.1.1,表6.3.2)をEcoRI

に よ り完 全 消 化 してkasKの3'領 域(開 始 コ ドン の下 流195bp以 降)か らkasLお よびkasM

の 全 領 域 を含 む2,533bpのEcoRI断 片 を 回収 し,pTV-NE195のEcoRIサ イ トに挿 入 した 。

得 られ た組 換 え プ ラ ス ミ ドよ り,挿 入 方 向 が 目的 の 向 きで あ るも の を選 択 しpTV-KLMと

命 名 した 。

6.3.2β-ガ ラク トシダーゼ融合 タ ンパ ク質発現用 プラス ミ ドの構築

6.3.2.1KasK-LacZ'融 合 タ ン パ ク 質 発 現 プ ラ ス ミ ド

kasKの5'末 端 領 域(開 始 コ ドンよ り77bp)をPCR法 に よ り増 幅 した。 鋳 型DNAと し

て はpSKE5(表3.1.1,表6.3.2)を1ng使 用 した 。得 られ たDNA断 片 を制 限 酵 素NcoI

お よびEcoRIに て 消 化 した後,大 腸 菌用 発 現 ベ ク ターpTV118NのNcoIお よびEcoRI認

識 部 位 に挿 入 した 。得 られ た組 換 え プ ラス ミ ドをpTV-Kgalと 命 名 した 。 ま た,ネ ガテ ィ

ブ コ ン トロー ル と して は,本 節6.3.1で 作 製 したpTV-NE195を 使 用 した。

6.3.2.2KasL-LacZ'融 合 タ ンパ ク質 発 現 プ ラス ミ ドの構 築

kasKの3'末 端 端 領 域 か らkasLの5'端 領 域 を含 むDNA領 域(図6.1.1のnt2350-2553)



をPCR法 によ り増幅 した。5'-ORFS1プ ライマーがア ニー リングす る領域には,2個 の

BamHIサ イ トが近接 して いる。そこで,プ ラス ミ ド構築 に際 して下流側 のBamHIサ イ ト

が無 くなるよ うにプライマー の配列 を1塩 基 置換(G→C)さ せて設計 した(表6.3.1)。

また,3'-ORFS1プ ライマーでは,kasLとlacZ'と の フレームを一致 させ るためにSphIサ

イ トの直前 に1塩 基(G)を 挿入 した(表6.3.1)。 得 られたDNA断 片 を制 限酵素BamHI

お よびSphIで 消化 し,本 節6.3.1で 構築 したpTV-KLMをBamHIお よびSphIで 消化 した

もの に挿入 した。得 られた組換 えプラス ミドをpTV-KLgalと 命 名 した。また,pTV-KLM

をSphIに て完全消化 した後 にセル フライゲー シ ョンさせて構築 したpTV-KLgal(-)を ネ

ガテ ィブコン トロール プラス ミ ドと した。

6.3.2.3KasM-LacZ'融 合 タ ンパ ク 質発 現 プ ラ ス ミ ドの構 築

kasLの3'端 領域 に位置 するBamHIサ イ トか らkasMの5'端 領域 を含むDNA領 域(図6.1.1

のnt3067-3317)をPCR法 によ り増幅 した。3'-ORFJ1プ ライマーにはその5'末 端 にXbaI

サイ トを付加 した。得 られたPCR増 幅 断片 を制 限酵素BamHIお よびXbaIに て消化 した。

一方 ,pTV-KLMをXbaIで 完全消化 した後,BamHIに て部分消化 して 目的 とする消化断

片をアガ ロースゲル よ り回収 し,こ れ にBamHIお よびXbaIに て消化 したPCR断 片 を挿

入 した。得 られた組換えプラス ミ ドをpTV-KLMgalと 命 名 した。また,pTV-KLMをKpnI

にて完全消化 した後 にセル フライゲー シ ヨン して構築 したpTV-KLMgal(-)を ネガテ ィ

ブコ ン トロール プラス ミ ドと した。

6.3.3大 腸 菌JM109株 におけ るkasK,kasLお よびkasMの 翻訳の確認

図6.3.1に 示す よ うに各遺伝子 とlacZ'と の融合遺伝子 をもつ プラス ミ ドを用 いて,融 合

タンパ ク質の有無 をβ-ガラ ク トシダーゼ活性 を指標 に して確認 した。その結果,図6.3.2

の(A)に 示 すよ うに,pTV118N,pTV-Kgal,pTV-KLgal,pTV-KLMgalの 形 質転換株 は

ネガテ ィブコン トロールの各 プラス ミ ドpTV-NE195,pTV-KLgal(-),pTV-KLMgal(-)

の形 質転換株 と比べて有意のβ-ガラ ク トシダーゼ活性 を示 し,ま た図6.3.2(B)に 示す

よ うに これ らの形質転換大腸菌はX-galを 含 むプ レー トで培養す ると青色 コロニー となっ

た。 この ことよ り,著 者が構 築 したkasKLM用 発現 プラス ミ ドpTV-KLMを 用いてkasK,

kasKL,kasKLMの それぞれ を大腸菌JM109株 にて発現 させた場合,kasKLMの いずれ も

正 しいフ レー ムで翻 訳が行われ ることが確 認で きた。そこで次 に,pTV-KLMに よ り形質

転 換 したJM109株 のKSMに 対 する耐性度 について検討 した。



6.3.4大 腸 菌JM109株 の カ ス ガ マ イ シ ン耐 性 化

著者 は,本 節6.3.1で 構築 したpTV-KLMを 用 いて大腸菌JM109株 を形質転換 し,そ の

KSMに 対 す る耐 性 度 を観 察 した。 そ の結 果,pTV-KLMで 形 質 転換 され た大腸 菌

(JM109・/pTV-KLM株)で は,培 養18時 間前後 か ら急激な増殖 が認 め られた(図6.3.3)。

このこ とはpTV-KLMよ り発現 されたABCト ランスポーター が菌体 内のKSMを 排出す

ることによ り,JM109株 を耐性化 した ことを示唆 してい る。また,今 回デー タを示 してい

な いがKSMと 同様 にア ミノグ リコシ ド系抗生物質 であるSMや カナマイ シン等 をそれぞ

れ培地 に添加 してJM109/pTV-KLM株 について同様 の実験 をお こな ったが,い ずれの薬剤

にも耐性 は示 さなか った。以上 の ことか ら,著 者 はkasKLMがKSMに 特 異的なABCト ラ

ンスポー ター をコー ドしてい ると結論 した。

第4節 カスガ マイシ ン トラ ンスポー ター を構成 するサ ブユニ ッ ト

kasKLMの3遺 伝子 の うち,kasLお よびkasMは ともに膜貫通サ ブユニ ッ トをコー ドし

てい ると考え られ る(本 章,第1節)。 著者 は,kasKお よび,2種 類 の膜 貫通 タ ンパ ク質

(KasLお よびKasM)がKSMト ラ ンスポー ター の構成 に必須であ るか否か を検討 す るた

め,kasKLMの うちいずれか1つ を破壊 した プラス ミ ドを作製 し,各 プラス ミ ドに よって

形質転換 された大腸菌JM109株 のKSMに 対 す る耐性度 を観察 した。

6.4.1kasK,kasLお よびkasM遺 伝子 を破壊 したプラス ミ ドの構築

本節で作製 した組換 えプラス ミ ドを(表6.4.1)に まとめた。

6.4.1.1kasK破 壊 プ ラ ス ミ ド

本章,6.3.1で 作 製 したpTV-KLMを,制 限酵素NcoIに よ り完全消化 した後,セ ル フラ

イゲーシ ョンさせ た。得 られた組換えプラス ミ ドをpTV-ΔKLMと 命 名 した。

6.4.1.2kasL破 壊 プ ラ ス ミ ド

pTV-KLMを 制限酵素SphIお よびBamHIに よ り各 々部分消化 した ものに,ベ クターpKF

3由 来 のSphI-BamHI断 片(約200bp)を 挿入 した。得 られた組換え プラス ミ ドをpTV-K

ΔLMと 命名 した。



6.4.1.3kasM破 壊 プラ ス ミ ド

kasMを 破 壊 した プ ラス ミ ドと して は,本 章,6.3.2.3で 構 築 したpTV-KLMgalを 利 用 し

た。

6.4.2大 腸菌形質転換株 のカスガマイ シン耐性 化

著者は,図6.4.1に 示すkasKLMの 遺伝子の いずれか1つ を破壊 した3種 類の プラス ミ

ド(pTV-ΔKLM,pTV-KΔLM,pTV-KLMgal)を 用 いて,大 腸菌JM109株 を形 質転換

してKSMに 対 する耐性度 の変化 を観察 した。 その結果,図6.4.2に 示す ようにkasKを 破

壊 した プラス ミ ドによ り形 質転換 され た菌株は も とよ り,kasL,kasMの いずれかを破壊

した プラス ミ ドによって形質転換 された株 につ いて も,KSMに 対す る耐性化 は確 認され

なか った。

ABCト ラ ンスポー ターは微生物か らヒ トに至 る生物界 に広 く存在 し,そ の基本構造は

ATP結 合サ ブユ ニ ット2分 子 と膜貫通サ ブユニ ッ ト2分 子 か ら構 成 され ることが知 られて

い る(Higgins,1992)。 大腸 菌 中でkasKLMを 発 現させ るとKSM耐 性 を獲得す ること,ATP

結合 タ ンパ ク質 をコー ドする遺伝子はkasK以 外 にな く,ま た膜貫通サ ブユニ ッ トをコー

ドす る2種 類 の遺 伝子の どち らを破壊 して も活性 を失 う事か ら,KSMト ランスポーター

はKasKの ホモ2量 体 とKasLお よびKasMの2種 類 の膜貫通サ ブユニ ッ トか ら構成 され

て い る トラ ンスポー ターであ ることが強 く示唆 された(図6.4.3)。

第5節 考察 と小括

膜 を介 した物 質の能動輸送 に関与す るABCト ランスポーターのなかで抗生物質生産株

か ら見 出された抗生物質排出 トラ ンスボー ターは,図6.5.1に まとめたようにその遺伝子

構成 か ら3つ の タイプに分類 されて いる(Mendez & Salas, 2001)。 すなわち,

1)ATP結 合領域(図6.5.1のWAとWB)と 膜貫通領域(図6.5.1のHC)が 別々の遺伝

子 にコー ドされて いるType1;

2)2つ のATP結 合領域 を持つ親水性 タ ンパ ク質 をコー ドする遺伝子のみで構 成 され,膜

貫通領域 をコー ドす る遺伝 子が認め られないType2;

3)膜 貫通領域 とATP結 合領域 を持 つ融合 タ ンパ ク質をコー ドす る遺伝子か ら構成 され

てい るType3;

であ る。



著者 が見出 したKSMト ランスポーターは,kasKLMの3遺 伝子 か ら構成 され,KSMト

ラ ンスポー ターのATP結 合領域 と2つ の膜貫通領域 がそれぞれ別 々の遺伝子 にコー ドさ

れてい ることか らType1に 分 類す るこ とがで きる。KSMト ラ ンスポー ター と同様 に3遺

伝子 か ら構 成 され る トランスポー ターの例 と しては,Staphylococcus epidermidisが 生産す

るエ ピダ ミンの トラ ンスポー ターや 加Lactococcus lactisが生産す るラ クチ シン481の トラ ン

スポーター そ してBacillus subtilisが生産 す るバシ トラ シンの トランスポー ター などが報告

されてい る(Peschel & Gotz, 1996; Rince et al.,1997; Podlessk et al., 2000)。

ABCト ラ ンスポー ター遺伝 子群か ら溶質の通路 を形 成する膜貫通領域 のみ を発現 させ る

と生物に とって は致死 的になる場合があ る。例 えば,ダ ウノル ビシ ン トラ ンスポーターの

膜 貫通領域遺伝子drrBを 大腸 菌で発現 させ る と,大 腸菌は死に至 る(Kaur,1997)。 従 っ

て,ABCト ランスポー ター遺伝子群は必要時に効率良 く構成 サブユ ニ ッ トを過不足 な く発

現 させ る必要 がある。KSMト ラ ンスポーター遺伝子群 の遺伝子構造は,3遺 伝子kasKLM

がオペ ロンを形成 し同一プロモー ター による一元的な転写調節 を受け,さ らに トラ ンス レ

ー シヨ ナル カ ップ リングによ り各構成 タンパ ク質が効率良 く生成 で きることを容易 に して

い ると考え られ る。ダウノル ビシン トランスポー ター遺伝 子群(drrAB)やSMト ラ ンス

ポーター遺伝子群(strVW)も オペロンを形成 し トラ ンスレー ショナルカ ップ リング して

い ることか ら(Guilfoile & Hutchinson, 1991; Beyer et al., 1996),こ の システ ムは放線菌

におけ るABCト ラ ンスポーター遺伝子群 の発現機構 として広 く存在 してい るのであ ろう。

kasKLMmRNAの5'末 端領域 には436bpに お よぶ長い非翻訳領域があ り,antiterminator

な どの調節部位 を含 んでいる と考 え られ る(Piepersberg et al., 1988; Li et al., 1990)。 実

際に,本 章,第2節 で述べた ように本領域 には3つ の繰返 し配列 と2つ の逆向 き繰 返 し配

列が見出 されてお り,複 数 の調節 因子が結合 し複雑な発現調節 を受けてい るこ とが考 え ら

れ る。kasKLMが どの ような因子によ り発現調節 されているのかについては,今 後 の興味

深い研 究課題で ある。
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第7章 総括 と展望

本研 究 は,KSMを 生産 する放線菌株 がKSMに 対 して 自己耐性化 す るために必要なKSM

アセチル化酵素 に関する研究 か ら始 まったものである。以下に本研 究 によ り明 らかにな っ

た事項 をま とめ る。

1)KSMア セチル化酵 素遺伝子(kac)は2種 のKSM生 産放線菌S.kasugaensis 338-M1

お よびMB273-C4に 存在 し,kac相 同DNA領 域 がKSM生 産放線菌 であ るS.celluloflavs 

JCM4126お よびS.albulus MF861-C4に 保持 されていることが示唆された。また,S.albulus 

MF861-C4株 よ り得 られたKSM非 生産 の 自然 突然 変異株では,kacを 含 む と考 え られ る領

域が欠 失 して いた。これ らの事実か ら,KSM生 産放線菌においてはKSM生 合成関連遺伝

子群が 和kacの近傍領域 に存在 してい ることが示唆 された。

2)S.kasugaensis M338-M1株 よ りKSMア セチル化酵素遺伝子(kac338)を クローニ ング

し,S.kasugaensis MB273-C4株 由来 のKSMア セチル化酵素遺伝子(kac273)と 比較 した。

その結果,kac338お よびkac273の それ ぞれ の推定 タ ンパ ク質は141ア ミノ酸お よび142ア ミ

ノ酸よ りな り,両 タンパ ク質のア ミノ酸 配列は1ア ミノ酸の欠 失 と1ア ミノ酸が異な る点

を除 き完 全 に一致 した。 さらに両遺伝 子を大腸菌JM109株 に導入 して発現 させ ると,形 質

転換株 は いずれ もKSMに 対 して高度 耐性 化(>800μg/mL)す ることが判明 した。

3)s.kasugaensis M338-M1株 ゲ ノム よ りkac338周 辺領域 のクロー ニ ングを行 い,得 られ

た22,414bpに お よぶ領域 に19個 の遺伝 子を見出 し,こ れ らをkas遺 伝子群 とした。 これ

らの推定 タンパ ク質の ア ミノ酸配列 やモチー フ情報お よび相 同性検索な どの結果か ら,

kasP,kasQ,kasR,kasA,kasC,kasDの6遺 伝 子はカスガ ミン生合成,kasN「 はカルボキ

シホル ミ ドイル基 の生合成,そ してkasJは イ ノシ トールのD-chiro体 へ のエ ピマー・化 に関

す るD-chiro-イ ノシ トールの生合成 にそれぞれ関与 して いると推定 した。すなわち,本 領

域はUDP-GlcNAcか らは じま りKSMに 至 る生合成 のほぼ全過程 を説明 し得 るkas遺 伝子

群を含 むKSM生 合成 に関与す るkasク ラスター であ る。

4)kasク ラスター内に存在 するkas遺 伝 子群は,kasT,kasU,kasJ,kasKLM,kasNO,kasPQ,

kasRA,kas338の 少な くとも8つ の単位で転写 が行われてい ることが示唆された。また,そ

の塩基配列 情報か らオペ ロンを形成 してい ると推定 されたkasBCDEF領 域 に関 しては,少

な くともkasCDお よびkasEFが ポ リシス トロニ ックに転写されて いるこ とが示唆 された。

kas遺 伝子群 の転写はいずれもKSMの 生産 開始以前 に開始 され,特 にkasTの 転 写は他の

kas遺 伝子群 に先がけて開始 されるこ とを明 らかに した。 さ らに,5'-RACE法 や ブライマ

ーエクステ ンシ ョン法 を用いてkasU
,kasJ,kasNOお よびkasKLMの 転写開始点 を決定 し



た。 いず れ の プ ロモ ー ター 配 列 もStreptomyces E.Coli σ70-like promoters(SEP)と 高 い類

似 性 を有 して い た。

5)kasTが コー ドするタ ンパ ク質(KasT)は,SMの 生合成 を経路特異的 に制御す るStrR

とア ミノ酸 レベルで50%のidentityを 示 し,さ らにStrRと 同様 にDNA結 合性 タ ンパク質

に特徴的なhelix-tum-helix(HTH)モ チー フを有 して いた。KasTのkasク ラス ターDNA

領域への結合 につ いて,チ オ レ ドキシンとの融合 タンパ ク質(Trx-KasT)を 用 いて検討 し

たところ,KasTは 少 な くともkasU-kasJ遺 伝子間領域,kasNO上 流領域 およびkasP-kasQ

遺伝子 間領域 にそれ ぞれ結合 するこ とが明 らか となった。さ らに,rpoZ変 異 によってKSM

非生産 とな った変異株R6D4で は,kasTを 含めKSM生 合 成に関与 す るkas遺 伝 子群 の転

写が抑制 されて いたが,R6D4株 中でプラス ミ ドを介 してkasTを 恒常 的に強制発現 させ る

とkas遺 伝 子群 の転写が再び開始 され,KSM生 産が復帰 したこ とを明 らかに した。 これ ら

の結果か ら,KasTはkasク ラスターにお けるKSM生 合成 の経路特異的転写活性化 因子 で

あ ることが判明 した。

6)kasK,kasL,kasMの 推定 タ ンパ ク質は,ABCト ラ ンスポー ター を構成 するサ ブユニ

ッ トと相 同で あった。 また,kasKとkasL,kasLとkasM間 では上流 の終止 コ ドン(TGA)

が下流の開始 コ ドン(ATG)と 重複 したATGAと な ってお り,翻 訳時 には トランス レー

ショナルカ ッブ リングを受 けて いる可能性 が示唆 された。 また,kasK,kasL,kasMは ポ

リシス トロニ ックmRNAに 転写 されているこ とが判 った。3遺 伝 子を大腸菌JM109株 に

導入 して発現 させ る と,形 質転換株は200μg/mLのKSM存 在下で も十分 な生育 を示す よ

うにな った ことよ り,kasKLMはKSMの 菌体外へ の排 出に関わ る トラ ンスポー ター遺伝

子群であ ることが判明 した。さ らに,KSMト ランスポーター としての活性発現 には,KasK,

KasLお よびKasMの3種 類のタ ンパク質が必須 であ るこ とを明 らかに した。

著者は,KSM生 産菌S.kasugaensis M338-M1株 よ りKSM自 己耐性遺伝子 とクラスタ

ーを形成 してい るKSM生 合 成遺伝子群 とそれ らの転写調節遺伝子
,さ らにKSMの 排 出

と自己耐性 に も関わ ると考え られ るKSMト ラ ンスポー ター遺伝子群 を得 ることがで きた。

これ らによ り,従 来,前 駆物質 の取 り込み実験で その一部が明 らかにされていたKSM生

合成 を,生 合成遺伝群 への制御 とKSM耐 性機 構 とともに分子遺伝学 的に解 明することが

可能 となった。 これ までに,kasク ラスターに含 まれ る20遺 伝子の うち5遺 伝子(kas338,

kasT,kasK,kasL,kasM)に ついては機能 を同定 し,8遺 伝子(kasA,kasC,kasD,kasJ,

kasN,kasP,kasQ,kasR)に ついては機能 を推定 できた。 これ ら推定遺伝子 を含 め未 だに

機 能未知の遺伝子 につ いては破壊株等の構築 を行 うことによ り機能解明 を進めて行 く予定



で あ る 。

本研究 の応用 面 と して次 の ような研 究が可能 であろう。 すなわ ち,

1)KSMに 特徴 的 な側鎖 であ るカルボ キシホル ミドイル基生合成 の関連遺伝子(kasN)

や カス ガ ミン生合 成 に関与 す る遺伝 子群(kasP,Q,R,A,C,D)な どを適宜選択 して他

の抗生物 質生産放 線菌に導入 す ることに よ り,カ ル ボキシホル ミ ドイル基やカスガ ミンあ

るいは カル ボキシホル ミ ドイル側鎖 を もつカスガ ミンが付加 された新規ハ イブ リッ ド物質

の生産研究

2)S.kasugaensisに てKSM生 合成遺伝子群 を操作 す るこ とによ り,未 知 のKSM中 間体

も しくはシャ ン ト物質を蓄積 す る変異株 の育種研究

3)KSMに 特徴 的 なイノシ トールの希少異性体 であ るD-chiro-イ ノシ トールへの変換過程

を解明 するこ とに よってD-cjiro-イ ノシ トール を蓄積す る変異株 の育種研 究

4)KSM生 産株 に転 写調節遺伝子(例 えば,kasT)を 導入 し高発現 させ ることに よるKSM

高生産株 の育種研 究,さ らに転 写調節 遺伝子 とともにKSM高 度耐性 化のためにKSMア

セチル化酵素遺伝 子(kac338)やKSMト ランスポーター遺伝 子(kasKLM)を 適宜導入 し

発現 させ るこ とに よるKSM高 生産菌株 の育種研究

な どであ る。

カナマ イシン,ゲ ンタ ミシ ン,ア ルベカシンなどのAG系 抗生物 質の医薬品 としての重

要性 は依 然 として極 めて高 い一方 で,AG耐 性 菌の出現が大 きな社会問題 とな ってい る。AG

耐性 の原 因の多 くは,薬 剤の酵素的 な化学修飾 による不活性 化で,リ ン酸化,ア デ ニ リル

化,ア セチル化 の3タ イブが代表的であ る(Wright,1999;田 中ら,1992)。 これ らに加 え

て,今 後テ トラサ イク リン系抗生物質 やア ンス ラサ イク リン系制癌 剤に対する耐性化機構

に見 られ るよ うな薬剤 の能 動的 排 出 もAG耐 性 化 の一 因 とな り得 る可能 性 があ る

(Westbrock-Wadman et al.,1999;Saitoh et al.,2003)。AG系 抗生物質生産菌にお けるAG

排 出 トラ ンスポー ター遺伝子 の存在 は,SM生 産菌S.griseusに おいて も報告 されて いるが

(Beyer et al.,1996),そ の詳細 な機 能解 析は行われていない。本研究 で明 らか となったKSM

トラ ンスポーター についてKSMの 認識機構や排出機構 の理解 を深 める ことによって,AG

系抗生 物質の耐性菌研究 に対 して基礎 的デー タを提供 で きるもの と考えている。



第2編 実験の部

第1章 実験材料

第1節 菌株

1.1.1放 線菌株

本研究 で使 用 した放線菌株 を表1.1.1お よび表5.2.1に 示 した。表1.1.1に 記載 した放線

菌株 は,い ずれ も微生物化学研 究所(現 微生物化 学研究 セ ンター)浜 田 雅博士 よ り分与

された。表5.2.1に 記載 したStreptomyces kasugaensis MB273-C4株 由来のA1R6株 お よび

R6D4株 は,秋 田県立大学 小嶋 郁夫博士 よ り分与 され た。Streptomyces lividans TK21株

は,国 立感染症研究所 石川 淳博士 よ り分与 され た。

1.1.2大 腸 菌 株

本 研 究 で使 用 した 大 腸 菌株 を 表1.1.2に 示 した 。大 腸 菌DH5α 株 お よびTH2株 はTaKaRa

社,JM109株 はTOYOBO社,BL21(DE3)株 はNovagen社 よ りそ れ ぞ れ購 入 した 。

1.1.3そ の 他 の 菌 株

カ ス ガ マ イ シ ンバ イ オ ア ッセ イ に使 用 したPseudomonas fluorescens IFO15334株 は,秋

田 県立 大 学 小 嶋 郁 夫 博 士 よ り分 与 され た 。

第2節 培 地

1.2.1放 線 菌 株 用 培 地

放 線 菌株 の 培 養 に使 用 した培 地 を表12.1,表1.2.2,表1.2.3,表1.2.4,表12.5,表1.2.6

に記 載 した 。

1.2.2大 腸 菌株 用培 地

大 腸 菌株 の 培 養 に使 用 した培 地 の 組 成 を表1.2.7,表1.2.8,表1.2.9に 記 載 した 。寒 天培

地 は,特 に 記 載 しな い限 り1.5%と な る様 にBacto agar(DIFCO)を 添 加 して調 製 した。

1.2.3カ ス ガ マ イ シ ンバ イオ ア ッセ イ用 培 地

P.fluorescensの 培 養 に使 用 したNoken培 地 の 組 成 は 表1.2.10,カ ス ガマ イ シ ンバ イ オ ア

ッセ イ用 培 地 の 組 成 は 表1.2.11に 記 載 した 。

第3節 ベ クターお よび合成 プライマー

本研究 で使用 した クローニ ングベ クターおよび発現用ベ クター を表1.3.1に まとめて記

載 した。 また,S.kasugaensis用 発現 プラス ミ ドについては,表5.2.2に 記載 した。本研究

で使用 した合成 プライマーは,著 者が決定 した塩基配列情報 を基 に設計 し,ア マ シャムバ



イオ サイエ ンス社 に合成 を依 託 した。塩基配列 の決定 に用 いたプライマーを表1.3.2,RT-

PCR法 に使用 した プライマー を表1.3.3,さ らに,5'-RACE法 で使 用 した プライマー を表

1.3.4に まとめて示 した。 その他,本 研究 において使 用 したPCRプ ライマー については,

第1編 本論の各項 目に別途記載 した。

第4節 酵 素

制 限 酵 素 加BanHI,EcoRI,HindIII,KpnI,NcoI,PstI,SacI,SalI,SmaI,SphI,XbaI

はTaKaRa社 お よ びTOYOBO社 よ り購 入 し た 。DNaseI,RNase,LA Taq DNAポ リ メ ラ

ー ゼ
,AMV由 来Reverse transcriptase(RTase),M-MLV由 来RTaseお よ びRNaseイ ン

ヒ ビ タ ー はTaKaRa社 よ り購 入 した 。 リゾ チ ー ム,Proteinase KはSIGMA社 よ り購 入 し

た 。

第5節 キ ッ ト

組 換 え プ ラス ミ ドの 構 築 に はDNA Ligation Kit(TaKaRa社),組 換 え プ ラ ス ミ ド抽 出

に はGenEluteTM Plasmid Mniprep Kit(SIGMA社)を 使 用 した 。塩基 配 列 の 決定 に はCy5TM

AutoCycleTM Sequencing Kit(ア マ シ ャム バ イ オ サ イ エ ンス社)を 使 用 した 。 放 線 菌株 か ら

のtotal RNAの 抽 出 に はRNA Extraction Kit(ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イエ ンス 社)を 使 用 し

た 。RT-PCR法 に はRNA LAPCRTM Kit(AMV)Ver.1.1(TaKaRa社)を 使 用 した 。5'-RACE

法 に は5'-Full RACE Core Set(TaKaRa社)を 使 用 した。 ラ ジオ ア イ ソ トー プに よるDNA

断 片 の 標 識 に は,Nick translation Kit(ア マ シ ャ ム バ イ オ サ イ エ ン ス 社)お よ び

MEGALABELTM Kit(TaKaRa社)を 使 用 した 。

第6節 そ の他 の 試 薬

カ ス ガ マ イシ ン塩 酸 塩 一 水 和 物 は 和 光 純 薬 工 業,ア ン ピ シ リン,ク ロラ ム フ ェニ コー ル,

ス トレ プ トマ イ シ ン,ア クチ ノマ イ シ ンD,チ オ ス トレプ トン,X-galお よびIPTGは,SIGMA

社 か ら購 入 した 。ラ ジオ ア イ ソ トー プ[α-32P]-dCTP(0.37MBq/μL)お よび[γ-32P]-ATP(0.37

MBq/μL)は,日 本 ア イ ソ トー プ協 会 を通 して ア マ シ ャ ムバ イ オ サ イ エ ンス社 よ り購 入 し

た 。
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表1.2.1MR(カ ス ガ マ イ シ ン生 産)培 地 の 組 成

表1.2.2YGG培 地の組成

表1.2.3GPY培 地 の組 成



表1.2.4GLPYG培 地 の組 成

表1.2.5R2YE培 地 の 組 成

表1.2.6RK5培 地 の 組 成



表1.2.7YT培 地 の 組 成

表1.2.8LB培 地 の 組成

表1.2.9L-brothの 組 成



表1.2.10Noken培 地 の組 成

表1.2.11カ ス ガ マ イ シ ンバ イオ ア ッセ イ用 培 地 の組 成
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表1.3.2塩 基 配列決定 に使 用 した合成 プライマー



表1.3.2塩 基配 列決定 に使 用 した合成 プラ イマ ー(続 き)



表1.3.3RT-PCRに 使 用 した合 成 プ ラ イ マ ー



表1.3.45'-RACEに 使 用 した 合 成 プ ラ イ マ ー



第7節 緩衝液 等の組成

1.7.1DNA抽 出 と電気泳動

2x TES:50mM Tris-HCl[pH 7.4],50mM EDTA,50mM NaCl

TE緩 衝 液:10mM Tris-HCl[pH 8.0],1mM EDTA

TAE緩 衝 液:40mM TRIZMA BASE,40mM酢 酸,1mME DTA[pH 8.0]

1.7.2サ ザ ン プ ロ ッ ト解 析

6xSTE:900mM NaCl,90mM Tris-HCl[pH 7.5],6mM EDTA

2xSSC:300mM NaCl,30mM Na3-citrate-2H2O

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液:50%ホ ル ム ア ミ ド,6xSTE,0.1%SDS,5x Denhardt's溶

液,100μg/mLサ ケ 精 子DNA

1.7.3ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト解 析

MOPS緩 衝 液:20mM MOPS,5mM酢 酸 ナ ト リウム,1mM EDTA[pH8.0]

ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン溶 液:50%ホ ル ム ア ミ ド,5x SSC,50mMリ ン酸 緩 衝 液[pH6.5],

10x Denhardt's溶 液,100μg/mLサ ケ 精 子DNA

1.7.4ブ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ン

TEK緩衝液:10mM Tris-HCl[pH8.3],1mM EDTA[pH8.0],250mM KCl

RT緩 衝 液:24.2mM Tris-HCl[pH8.3],17.3mM KCl,13.7mM MgCl2,13.8mM DTT,

0.346mM dNTP

1.7.5放 線 菌 を用 い た プ ロ トブ ラ ス トの作 成 と形 質 転 換

Trace element solution:0.004% ZnCl2,0.02% FeCl3-6H2O,0.001% CuCl2-2H2O,0.001%

MnCl2-4H2O,0.001%(NH4)6Mo7O24-4H2O,0.001% Na2B4O7-4H2O,0.001% Na2B4O7-10H2O

TES緩 衝 液:5.73%N-tris[Hydroxymethyl]methyl-2-aminoethanesulfonic acid[pH7.2]

プ ロ トブ ラ ス ト緩 衝 液:10.3% Sucrose,0.025% K2SO4,0.202% MgCl2-6H2Oに 調 整 後,1000

mLに 対 してTrace element solutionを2mL添 加 し高 圧 蒸 気 滅 菌 した 。 使 用 時 は,プ ロ ト

プ ラ ス ト緩 衝 液80mLに 対 し て0.5% KH2PO4を1mL,3.68% CaCl2-2H2Oを10mL,TES

緩 衝 液 を10mL加 え て 使 用 し た 。

Transformation緩 衝 液:2.575% Sucrose,0.025% K2SO4に 調 整 後,100mLに 対 してTrace

element solutionを0.2mL添 加 した 。 使 用 時 に,9.3mL対 し て5M CaCl2を0.2mL,1M

Tris-maleic acidを0.5mL加 え て 使 用 した 。

P3 medium:70mM NaCl,5mM MgCl2,5mM CaCl2,0.5M Sucrose,0.025M TES緩 衝

液

PWP:70mM NaCl,10mM MgCl2,20mM CaCl2,0.5M Sucrose,0.025M TES緩 衝 液



PB緩 衝 液:2% KH2PO4,8% Na2HPO4-12H2O

1.7.6Trx-KasT融 合 タ ンパ ク質 の発 現 と精 製

SDS-PAGE泳 動緩 衝 液:25mM TRIZMA BASE,192mM glycine,0.1% SDS

固定 液:40%酢 酸

Tris-HCl[pH8.0]/NaCl溶 液:50mM Tris-HCl[pH8.0],300mM NaCl

Lysis緩 衝 液:Tris-HCl[pH8.0]/NaCl溶 液 に10mMに な る よ う にimidazoleを 添 加

Wash緩 衝 液:Tris-HCl[pH8.0]/NaCl溶 液 に50mMに な る よ う にimidazoleを 添 加

Binding緩 衝 液:10mM Tris-HCl[pH8.0],50mM KCl,5mM MgCl2,10% glycerol

Elution緩 衝 液:Binding緩 衝 液 に250mMに な る よ う にimidazoleを 添 加

1.7.7ゲ ル シ フ ト解 析

40%ア ク リ ル ア ミ ド溶 液:39% acrylamide,1% N,N'-Methylene-bis-acrylamid

10xゲ ル シ フ ト緩 衝 液:67mM Tris-HCl[pH8.0],10mM EDTA[pH8.0],33mM酢 酸 ナ

ト リ ウ ム

そ の他,こ こに 記 載 しな か った基 本 的 な 試 液 の 組 成 お よび そ の調 整 は,Sambrookら の

成 書 に従 っ た(Sambrook et al.,2001)。

第2章 実験方法

第1節 培養

2.1.1放 線 菌株 の 培 養

放線菌株 の培養は,500mLの 培養 フラスコに培地110mLお よび ガラス ビーズ約50粒

を加 えた もの を用 いて行 った。特記 しな い限 り,培 養の条件 は27℃,180rpmと した。

2.1.2大 腸 菌株 の 培 養

大腸菌株 の培養 は,特 に記載 しない限 り37℃,180rpmで 数時 間か ら一晩行 った。pUC118

およびpTV118Nに よる形質転換株 の培養 では,100μg/mLと な る様 にア ンピシ リンを添

加 した。 また,pET-32a(+)に よる形 質転換株の培 養では,50μg/mLと な る様 にア ンピ

シ リンを添加 した。pKF3に よる形質転 換株の培養では,ク ロラムフ ェニコール(終 濃度

12μg/mL),ス トレプ トマイシン(終 濃度50μg/mL)を 添加 した。

第2節 使用 した遺伝子操作技術

フ ェ ノー ル ・ク ロ ロホ ル ム抽 出,ア ル コー ル(イ ソ プ ロパ ノー ル,エ タ ノー ル)沈 澱 な

どの基 本 的 な遺 伝 子 操作 は,Sambrookら の 成 書 に従 って 行 った(Sambrook et al.,2001)。



制限酵素お よび他の酵素類の取扱 いは,添 付 の取扱説明書 に従 った。アガロースゲル電気

泳動 による核酸の分離 は,特 に記載 しない限 りTAE緩 衝液 を使用 して100V,60分 間行

った。アガロースゲルか らの核酸 の回収はSUPREC-01(TaKaRa社)を 用いて行 った。PCR

反応後の プライマー の除去お よび標識 プロー ブ作製後の未反応 ラジオアイ ソ トー プの除去

は,ゲ ル ろ過 スピンカラムS-200HR,S-300HRお よびS-400HR(ア マシ ャムバイオサイエ

ンス社)を 用 いて添付 の取扱説 明書に従 って操作 した。

第3節 放線菌株 か らの核酸抽 出法

2.3.1ゲ ノムDNAの 抽 出

YGG培 地 にて48時 間振 とう培 養 した菌体 を回収 し,2xTESに て菌体 を洗浄 した後,再

度2xTESで 懸濁 した。 この菌体懸濁液 に リゾチーム(終 濃度4mg/mL)を 添加 して37℃,

1時 間処理 した後,SDS(終 濃度0.1%)お よびProteinase K(終 濃度20μg/mL)を 添加 し

て溶菌 し,フ ェノール ・クロロホルム抽 出によ り除 タ ンパ ク,イ ソプロパ ノール沈澱 によ

り核 酸 を回収 した。得 られた沈澱 をTE緩 衝液(pH8.0)に 溶解 し,RNase(終 濃度20μg/mL)

を添加 して37℃,1時 間処理 した後,フ ェノール ・クロロホルム抽 出を再度行い,エ タ

ノール沈澱 によ りゲ ノムDNAを 沈澱させた。得 られたゲノムDNAは 適 量のTE緩 衝液 に

溶解 して4℃ で保存 した。

2.3.2Total RNAの 抽 出

MR培 地 にS.kasugaensis M338-M1株 の胞子 懸濁 溶液 を添加 して,24時 間毎に(120時

間まで)菌 体 を回収 した。得 られ た菌体1gか ら,RNA Extraction Kit(ア マシャムバイオ

サ イエ ンス社)を 用 いてtotal RNAを 抽 出 した。操作 は添付 の取扱説明書 に従 って行 った。

特 に記載 しない限 り,RNAを 取 扱 う実験 にお いて は,使 用 す るガラス器具類はすべてDEPC

処理 を行 った。 また,プ ラスチ ック器具 ・容器類 はAbSolve(PerkinElmer社)に よ り洗

浄 した。精製水 もDEPC処 理(DEPC-DW)を 行 った後,オ ー トクレーブを3回 繰返 して

か ら使用 した。RNAを 用 いる実験 の試液は,す べてDEPC-DWに よ り調製 した。

第4節PCR

PCRは,MJ RESEARCH社 のMiniCyclerTM PTC-150-16を 用 いて 行 った 。PCR反 応 に

は,LA Taq DNA polymerase(TaKaRa社)と,酵 素 購 入 時 に添 付 さ れ て く るPCR緩 衝 液,

25mM MgCl2溶 液,2.5mM dNTP混 合 溶 液 を使 用 した 。 また,本 研 究 で 行 ったPCR反 応

条 件 を以 下 に記 載 した。 本 論 で は以 下 の 反 応条 件 名 を記載 した 。



反応条件1):

97℃,1分 →65℃,2分 →72℃,2分(1サ イ クル)

97℃,30秒 →65℃,1分 →72℃,1分(23サ イ クル)

97℃,30秒 →・65℃,1分 →72℃,5分(1サ イ クル)

合 計25サ イ クル

反 応 条 件2):

98℃,2分 →72℃,2分(1サ イ クル)

98℃,30秒 →72℃,2分(23サ イ クル)

98℃,30秒 →72℃,5分(1サ イ クル)

合 計25サ イ クル

第5節 ク ロー ニ ン グ

2.5.1シ ョ ッ トガ ン ク ロー ニ ン グ

本研 究 で は,宿 主 ベ クター 系 と して 大 腸 菌DH5α/pUC118,お よび 大腸 菌TH2/pKF3

を使 用 した 。 各 標 識 プ ロー ブは,Nick Translation Kit(ア マ シ ャ ム バ イ オサ イエ ンス社)

を用 い て取 扱 説 明 書 に従 って作 製 した。 遺 伝 子 ライ ブ ラ リー の構 築 お よび コ ロニー ハ イ ブ

リダ イ ゼ ー シ ョ ンはSambrookら の成 書 に従 っ て行 った(Sambrook et al.,2001)。

2.5.2Inverted PCRを 利 用 したPCRク ロー ニ ン グ

既 知DNA領 域 に認 識 部 位 が認 め られ る制 限酵 素 を用 いてM338-M1株 の ゲ ノ ムDNA約

1μgを 完 全 消 化 した 。 これ をDNA Ligation Kit(TaKaRa社)を 用 い て セ ル フ ラ イゲ ー シ

ョ ンさ せ て,そ の300ng相 当分 をinverted PCRの 鋳 型 と した。PCRの 反 応 条 件 は,第2

編,第2章,第4節 の 反応 条 件2)で 行 った 。

第6節 塩基配列決定法

塩 基 配 列 の 決 定 は,Cy5TM AutoCycleTM Sequencing Kit(ア マ シ ャム バ イ オ サ イエ ンス社)

を用 い た サ イ クル シー ケ ンス 法 に よ り行 っ た。 反応 条 件 を下 記 に 示 した 。

サ イ クル シ ー ケ ンス 反応 条 件:

95℃,2分 →50℃,36秒 →72℃,84秒(1サ イ クル)

95℃,36秒 →500C,36秒 →72℃,84秒(16サ イ クル)

95℃,36秒 →72℃,84秒(13サ イ クル)

反 応 に使 用 した 鋳 型DNA量 は,pUC118も し くはpTV118Nで 作 製 した 組換 え プ ラ ス ミ

ドの 場 合500ng～1μg,PCR増 幅 断 片(500～2,000bp)の 場 合200ng～500ng程 度 を使 用



した。 各 プ ライ マ ー(表1.3.2)は4pmol使 用 した 。作 製 した サ ンプ ル は6%ポ リア ク リ

ル ア ミ ドゲ ル(6Mウ レア 含)に よ り1,200V,10時 間 電気 泳 動 した。泳 動 はALFredDNA 

Sequencer(ア マ シ ャ ムバ イオ サ イエ ンス社)に よ り行 っ た 。

第7節 標 識 プ ロ ー ブの作 製

2.7.1 Nick translation

サ ザ ン ブ ロ ッ ト解 析 お よ び ノー ザ ン ブ ロ ッ ト解 析 に使 用 した標 識 プ ロ ー ブは,nick 

translation法 に よ り作 製 した 。 実験 に はNick translation Kit(ア マ シ ャム バ イ オ サ イ エ ン

ス 社)を 用 い て操 作 は 取 扱 説 明 書 に 従 って 行 っ た。 ア イ ソ トー プは[α-32P]-dCTP(0.37

MBq/μL)を 使 用 した 。

2.7.2 DNA5'末 端 標 識

 ゲ ル シ フ ト解 析 に使 用 した標 識 プ ロー ブは,[γ-32P]-ATP(0.37MBq/μL)を 用 い てDNA5'

末 端 の リ ン酸 基 を標 識 した の もを用 い た。5'末 端 標 識 反 応 はMEGALABELTMKit(TaKaRa

社)を 用 いて 行 い,そ の操 作 は取 扱 説 明 書 に従 った 。

第8節 サザ ンブロ ッ ト解析

 放線菌ゲ ノムDNA約5μgを,適 当な制限酵素(約50単 位)に て完全消化 して0.6%ア

ガロースゲル にて分画後,キ ャピラ リー法に よ りHybond-N(ア マ シャムバイオサイエ ン

ス社)に 転写 した。80℃ にて2時 間フィルター を加熱 して フィル ター上 にDNAを 固定 し

た後,5mLの ハ イブ リダイゼー シ ョン溶液に浸 し,42℃ 数時間 ブレハ イブ リダイゼー シ

ョン した。 その後,熱 変性 させた標識 プロー ブを添加 し42℃,12～17時 間ハイブ リダイ

ゼー シ ョンを行 った。次 にシー トを2xSSCに 移 し,65℃,30分 間洗浄 した。さ らに0.2xSSC

にシー トを移 して65℃,30分 間洗浄 した後,イ メージ ングアナライザ ーBAS2000に て解

析 した。

第9節 ノーザ ンブロ ッ ト解析

 本章,第3節,2.3.2に 従 って抽 出 したtotal RNA約20μgを,ホ ルムアル デ ヒ ドを含ん

だ1.2%ア ガロー スゲル で電気泳動 した。次にキ ャピラ リー法 によ りHybond-N(ア マシ

ャムバイオサイエ ンス社)に 転写 した。80℃ にて2時 間 フィルターを加熱 して フィル タ

ー上にRNAを 固定 した後
,5mLの ノーザ ンプロ ッ ト解析用ハイ ブ リダイゼー シ ョン緩衝

液 に浸 し,42℃ にて3～4時 間プ レハイ ブ リダイゼーシ ョンした。その後,熱 変性 した標

識 プローブを添加 し42℃,12～17時 間ハイ ブ リダイゼー ションを行 った。 シー トの洗浄



は,2xSSCに て65℃,30分 間 を1回,さ らに0.2xSSCに て65℃,30分 間 を1回 行 い,

イ メ ー ジ ン グア ナ ライ ザ ーBAS2000に て解 析 した。

第10節RT-PCR

 RT-PCRは,RNA LA PCRTM Kit(AMV)Ver.1.1(TaKaRa社)を 使用 し,添 付 され

ていた取扱説 明書に従 って操作 した。特 に記載 しない限 り,各total RNAは100ng使 用 し,

逆転 写反応 は42℃,30分 間行 った。 また,PCR反 応条件 は本章,第4節 の反応条件1)

で行 った。内部標準 として16SrRNAのRT-PCR反 応 を行 った。また,ゲ ノムDNAを 用

いて行 ったPCR溶 液 をポ ジテ ィブコ ン トロール,逆 転写過程 にお いてRTaseを 添加 せず

に反応 を行 った ものをネガテ ィプコン トロール とした。

第11節 プ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ン

 本 実 験 で は,Cy5ラ ベ ル され た ブ ラ イ マー を用 い,そ の解 析 に はALFredTM DNA Sequencer

を使 用 した 。本 章,第3節,2.3.2で 調 製 した 各total RNA 2μgを,TEK緩 衝 液40μLに 溶

解 した 。この 溶 液20μLに,Cy5ラ ベ ル され た プ ラ イ マー 溶 液(1pmol/μL)を1μL加 え,90℃,

5分 →60℃,30分 →30℃ で7一晩 保 持 しプ ライ マ ー をア ニ ー リング させ た 。 こ

の 溶 液 に,RT緩 衝 液58.4μLと ア ク チ ノ マイ シ ンD(5ｵg/μL)1.6μLお よびM-MLV由 来

RTase(200μ/μL)1μLを 加 え37℃ に て1時 間反 応 し,エ タ ノー ル沈 殿 を行 っ た。 得 られ

た沈 澱 を,精 製 水3μLとCy5TM AutoCycleTM Sequencing Kit(ア マ シ ャム バ イ オサ イ エ ンス

社)付 属 の反 応 停 止液2μLに 溶解 した 。 また,残 りの 溶 液20μLに は,M-MLV由 来RTase

を添 加 せ ず に,同 様 の 操 作 を 行 い,ネ ガ テ ィブ コ ン トロー ル と した。 これ ら反 応 溶液 と,

プ ラ イ マ ー エ ク ス テ ン シ ョ ンで使 用 した の と同 じプ ラ イ マー で作 製 した シー ケ ンス 反応 溶

液 を シ ー ケ ンス 用 ゲル に流 し解 析 を行 った 。

第12節5'-RACE

 本 実 験 は,5'-Full RACE Core Set Kit(TaKaRa社)を 用 いて 行 い,そ の 操作 は 取 扱 説 明

書 に 従 っ た。 各total RNAは,3.5～7μg使 用 した 。5'末 端 が リン酸 化 され た合 成 プラ イ マ

ー を 逆 転 写 反 応 時 の プ ラ イ マ ー と して使 用 した(表1 .3.4)。Total RNAと 合 成 プラ イ マ ー

を合 わ せ,80℃,2分 →60℃,10分 間加 熱 した後,室 温 に戻 る まで 数 分 間放 置 した。

その 後,RNaseイ ン ヒ ビタ ー お よびAMV由 来RTaseを 添 加 し,50℃,30分 間 反応 した 。

この 反 応 溶 液 にRNaseHを 添 加 し,30℃,1時 間反 応 しRNA鎖 を分 解 した 。次 に,得 ら

れ た1本 鎖cDNAをT4RNA Ligaseに よ り15℃,15～18時 間 反 応 して 環状 化(も し くは



コンカテマー化)さ せ た。 この反応溶液の10倍 希釈液(も し くは原液)をPCR用 の鋳 型

と し,1st PCRプ ライマーセ ッ トに よ りPCRを 行 った。 さ らに,内 部に設計 した2nd PCR

プライマーセ ッ トを用 いてPCRを 行 った。プ ライマーの5'末 端 領域 に設計 した制限酵素

認識部位 を利用 して得 られた増 幅断片をpUC118に クローニ ング した後,そ の塩基配列 を

決定 してmRNAの5'末 端 を解析 した。

第13節 放線菌 プロ トブラス トの調製法

2.13.1 Streptomyces lividans TK21プ ロ トプラス トの調 製

 GPY培 地110mLに 対 してS.lividans TK21胞 子懸 濁液100μLを 加え,27℃180rpm

で30～40時 間培養 した。次 に0℃ にて8000×g10分 間遠心 して集菌 し,10.3%Sucrose

で2回 洗浄 した。得 られた菌体 を4mLの プロ トプラス ト緩衝液で懸濁 し10mg/mLリ ゾ

チー ム溶液 を1mL加 えて30℃ で60分 反応 させた。反応後,5mLの プロ トプラス ト緩

衝液 を加 え,綿 栓 したシ リンジによ り菌糸 を除去 した。 その溶液を0℃ にて1000×g7分

間遠心 して集菌 し,5mLの プロ トプラス ト緩衝液で1回 洗浄後,再 度0℃ にて1000×g7

分 間遠心 して集菌 した後,1mLの プロ トプラス ト緩衝液 に懸濁 した。得 られたプロ トプ

ラス ト溶液 を200μLず つ分注 し,-80℃ で保存 した。

2.13.2S.kasugaensisプ ロ トプラス トの調製

GLPYG培 地110mL,にS.kasugaensis MB273-C4株(A1R6株)を 植 菌 し,27℃180rpm

48～50時 間 培養 した 。培 養 菌液8mLを0℃ にて8000×g10分 間遠 心 して集 菌 し,0.35M

Sucroseに て 洗 浄 した後,8mLのP3培 地 にて 懸 濁 した 。8mgリ ゾチ ー ム を加 え て27℃

～30℃ で90分 間 反応 させ た 。 反応 後 ,0℃ に て200×g10分 間遠 心 して上 清 を回収 し,

再 度0℃ に て1000×g10分 間遠 心 して そ の上 清 を除 去 した。 次 に,沈 殿 を8mLのPWP

培 地 で 懸 濁 させ,0℃ にて1000×g10分 間遠 心 して上 清 を除 去 した。 この 操作 を2回 繰 り

返 し,400μLのPwP培 地 に懸 濁 後,100μL,ず つ分 注 して-80℃ で保 存 した 。

第14節 放線菌 の形 質転換法

2.14.1S.lividans TK21の 形質転換

 DNA溶 液 に同量の0.6M Sucroseを 加 えた後,S.lividans TK21プ ロ トプラス ト100μL

に全量 を加え1分 間室温 で放置 した。次に,1mLのTransformation緩 衝液(25%PEG4000

を含 む)を 加えて軽 くピベ ッテ ィング した後,あ らか じめチ ュー ブに分注 してお いた5m

Lの プロ トプラス ト緩衝液 にこの溶液 を添加 した。0℃ にて1000×g7分 間遠 心 して上清

を除去後,1mLの プロ トプラス ト緩衝液 に懸濁 してR2YEプ レー トに100μLず つ プレー

テ ィング し28～30℃ で14～18時 間培養 した。培養後,チ オス トレプ トン(12μg/mL)



を含 ん だR2YEソ フ トア ガー を9mL重 層 し,さ らに2～3日 培 養 した。 得 られ た コ ロニ ー

をGPY培 地 にて2～3日 培 養 し,プ ラ ス ミ ドを抽 出 して確 認 した 。

2.14.2S.kasugaensisの 形 質転 換

 DNA溶 液(3～5μg)20μLに5μLの50%Sucroseを 加 え た後,S.kasugaensis MB273-

C4の プ ロ トプ ラ ス ト溶 液105μLを 加 え,0℃ に て1分 間 放 置 した 。次 に,100μLのPWP

緩 衝 液(40%PEG4000入 り)を 加 え て混 和 後,0℃ に て2分 間 放 置 した 。 これ に1.7mL

のPWP緩 衝 液 を加 え て0℃ に て5分 間放 置 した。この 溶液 を,2時 間 以上 乾 燥 さ せ たRK5

プ レー トに300μLず つ プ レー テ ィ ン グ し,30分 間乾 燥 後,27～30℃ で17～18時 間 培 養

さ せ た 。培 養 後,チ オ ス トレプ トン(12μg/mL)を 含 ん だRK5ソ フ トア ガ ー を3mLず つ

プ レー トに 重 層 し,さ らに5～7日 培 養 した 。 得 られ た コ ロニ ー をGLPYG培 地 に て2～3

日培 養 後,プ ラ ス ミ ドを抽 出 して 確 認 した。

第15節 カス ガマイシ ンの定性 と定量

2.15.1Pseudomonas fluorescens IFO15334株 の培養

 凍結 保存 してお いたP.fluorescens IFO15334菌 液 を火炎滅菌 した ミクロスパーテルでか

きと り,1mLのNoken培 地に植 菌 し30℃ で20時 間静 置培養 した。得 られた菌液1mL

を45mLのNoken培 地 に植 菌 し,30℃ で36時 間再度静置培養 した。3,000rpmで5分 間

遠 心 して菌体 を回収 した。上清 を除 去 した後,新 しいNoken培 地 を7mLと50%グ リセ

ロール溶液3mLを 加 えて懸濁 した。得 られ た懸濁液は300μLず つ分注 した後,-80℃ に

て凍結 保存 した。

2.15.2カ ス ガマイシ ンのバイオア ッセイ

 カス ガマ イシ ンバイオア ッセイ培 地50mLを 溶解 し,45℃ の湯浴 に30分 間放置 した。

別途 融解 したP.fluorescens IFO15334菌 液300μLを 培地 に添加 して軽 く混合 した後,滅 菌

角型 シャー レ1号(栄 研器材)に 流 し込 んだ。培地が固 まった後,試 料溶液 を25μLし み

込 ませ たペーパ ーデ ィス クをのせて30℃ にて24時 間培養 して阻止 円の有無 を観察 した。

第16節 大腸菌JM109株 におけ る 加kacの発 現 とカスガマイシン耐性

 カス ガマ イ シ ンに対 して比較的感 受性 を示 す大腸菌JM109株 を,発 現 用ベ クター

pTV118Nにkac273,兎kac338を 導入 して構 築 したpTV-273kacお よびpTV-338kacに よ り形質

転換 した。得 られた形 質転換株 をYT培 地(100μg/mLア ンピシ リン含)に て37℃ 一晩培

養 した。得 られ た菌液20μLを2mLのYT培 地(100μg/mLア ンピシ リン含)に 植 菌 し,

660nmに お け る吸光度が約0.5ODと なった時点で,IPTG(終 濃度0.2mM)を 添加 して



さ らに3時 間培 養 を継続 した。 この菌液10μLを,100μg/mLア ンピシ リンとKSM(濃 度

は各 プ レー トで異 なる)を 添加 したYT寒 天培地 上に滴下 して,37℃ にて一 晩倒 置培養 し

た。

第17節 大腸菌 にお けるTrx-KasT融 合 タ ンパ ク質の発現 と精製

 pET-KasTに よ り形質転換 された大腸 菌BL21(DE3)を5mLのLB培 地に植 菌 し,37℃

で一晩培養 した。得 られた菌液1mLを110mLのLB培 地 に植菌 し,37℃ で約5時 間(660

nmに お ける吸光度 が約0.5OD)培 養 した。 この培養液にIPTG(終 濃度1mM)を 添加

し,さ らに30℃ にて20時 間培養 を継続 した。培養終 了後,遠 心によ り菌体 を回収 し,3mL

のLysis緩 衝液で再懸濁 した。これ に5mgの リゾチー ムを添加 して0℃ にて30分 間処理

した後,超 音波処理 によ り菌体 を破砕 した。菌体破砕 液を5,000xg,30分 間遠心 し,そ の

上 清 をNi-NTAと ともに90分 間振 とうした後,カ ラムに充填 した。Wash緩 衝液4mLで

2回,Binding緩 衝 液2mLで3回 カラムを洗浄 し,続 いてElution緩 衝液1mLで5回 溶

出 した。各 フラ クシ ョン溶液 をSDS-PAGEに よ り泳動 し,Trx-KasTの 有無を確認 した。

精製 されたタ ンパ ク質溶液 を適当な容量 に分注 し,直 ちに-80℃ にて凍結保存 した。各 フ

ラ クシ ョン溶液 の タンパ ク質量は プロテイ ンア ッセイ染色液(BIO-RAD社)を 用 いて定

量 した。

第18節 ゲルシ フ ト解析

 ブロー ブDNAはPCR法 によ り作製 した。PCR反 応 はいずれも第2編,第2章,第4

節 の反応条件1)で 行 った。比活性 を液体 シンチ レー シ ョンカウンターにて測定 し,15,000

cpm/μLに 希釈 した後,以 下 の操作 に使用 した。

(Trx-KasTと 各 プ ロー ブとの結合反応)

Trz-KasT 10μL

0.1MDTT　 1μL

125mM Spermidine　 2μL

Poly(dI-dC) (1μg/μL) 1μL

Binding緩 衝 液 5μL

                                 Total 19μL

 上記反応溶液 に各 プ ローブ(15,000cpm/μL)1μLを 加 え,30℃ にて1時 間加温 した後,

4%ア ク リル ア ミ ドゲルを用 いて150V,1時 間電気泳動 した。泳動終 了後,ゲ ル をWhatman 

3MMろ 紙 に移 して30分 間乾燥 した後,イ メー ジングアナ ライザーBAS2000に よ り解析

した。 また,コ ンペ テ ィターを添加 する場合 は,上 記反応 溶液 に非標識 ブロー ブを約500

～1 ,500ng添 加 した。
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論 文 の 内 容 の 要 旨

論文題目 放線菌Streptomyces kasugaensisの 生産するアミノグリコシ ド

系抗生物質カスガマイシンの生合成とその排出に関する分子遺伝

学的研究

氏 名 池野 聡一

Streptomyces属 放線菌(以 後,放 線菌と称す)は グラム陽性の原核微生物

であるが,真 核微生物のカビに類似 した菌糸状の生育形態を示 して気菌糸形成

から胞子形成にいたる形態分化を行う。さらに,抗 菌活性をはじめとする多種

多様な生理活性をもつ抗生物質を二次代謝産物として生産 している。放線菌か

ら見出された抗生物質は,こ れまで発見されたカビをはじめとする微生物由来

の抗生物質の60%を 占めており,放 線菌は創薬の研究 ・開発において極めて重

要な微生物資源であると言える。

アミノグリコシ ド(AG)系 抗生物質 に分類 されるカスガマイシン(KSM)は,

稲 イモチ病 菌Piricularia oryzae(現 在 ではMagnaporthe griseaの 学名 が使用 さ

れて いる)に 対 して強 い抗菌活性 を示す物質として,1965年 に梅沢 らによって

Streptomyces kasugaensis M338-M1株

の培養 ろ液 か ら発見 され,現 在で も農薬 と

して国内で広 く使用されている。KSMは,

ア ミノ糖 のカス ガ ミンとD-chiro-イ ノシ ト

ールが グ リコシ ド結合 して
,カ スガ ミン部

分のC-4'位 にはカルボキシホル ミ ドイル側

鎖 を有する(図1)。

図1カ ス ガマ イ シ ン の化 学 構造

(A)カ ルボキシホルミ ドイル基。(B)カ スガミン。

(C)D-chiro-イ ノシ トール。



KSMの 生合成 につ いては,カ ルボキ シホル ミ ドイル基 がグ リシン,カ スガ ミン

がUDP-N-ア セ チル グル コサ ミン(UDP-GlcNAc),そ してD-chiro-イ ノシ トール

がmyo-イ ノシ トールをそれぞれ前駆体 と していることが明らかにされている。

しか し,そ の後,KSM生 合成の酵 素学 的研 究は行われ ず,ま た分子遺伝学 的研究

につ いても,約25年 を経 た1993年 にKSM生 産菌株Streptomyces kasugaensis

MB273-C4株 か らC-2'位 の ア ミノ基 を特異的にアセチル化 してKSMを 不活性化 す

るKSMア セ チル化酵素遺伝 子(kac273)の クローニ ングが行われたのみであった。

著者は,農 薬 と して今 もなお重要 な位置 を占めているにも拘わ らず,生 合成の一

部分 の解 明に留 まって いたKSM生 合成 に着 目 し,既 に確立 して いた放 線菌 での遺

伝子操作技術 とそれ までに蓄積 されていた情報を駆使すればKSM生 合成関連遺伝

子群 の取得 が可能 であろうと考 えた。本研究は,KSM高 生産株 の育種 およびハ イ

ブ リッ ド抗生物質などの新規化合物の創製を究極の目的として,KSM生 合成関連

遺伝子群 の取得 を行 うとともに,KSM生 合成の総括的解 明をめ ざすものである。

1)カ ス ガマ イシンアセチル化酵 素遺伝子(kac)

1993年,KSM生 産 菌株S.kasugaensis MB273-C4株 よ りKSMを 特異 的にアセ

チ ル化 して不活性化するKSMア セチル化酵素遺伝子(kac273)が ク ローニ ングさ

れ た。著者 は,KSM生 産が認め られた由来 の異 なる4放 線菌株 につ いて,kac273

をプ ローブ と してサザ ンブ ロッ ト解析 を行い,4菌 株 すべてにおいてkac273と の

相 同DNA部 分 を見 出 した(各 菌株 に見出 されたKSMア セチル化酵素遺伝子 を"kac"

と総称 する)。 また,Streptomyces albulus MF861-C4株 よ り得 られ たKSM非

生産株 にお いて,kac相 同遺伝子 が欠失 して いた ことか ら,kac周 辺領域 にKSM

生合成 関連遺伝 子群 が存在 して いる可能性が高いことが判明 した。さらに,著 者

がS.kasugaensis M338-M1株 よ りクローニ ング したkac338は,kac273の 場合 と

同様 に大腸菌JM109株 をKSMに 対 して高度耐性化 する ことを明 らかに した。

2)S.kasugaensis M338-M1株 のkac338周 辺領 域 の ク ロー ニ ング

著 者 は,S.kasugaensis M338-M1株 よ りkac338の 周 辺 領 域(22,414bp)を ク ロ

ー ニ ング し
,そ の全 塩 基 配 列 を決 定 した 。Open reading frame検 索 の 結 果,"kas



クラスター"と 命名 したク ロー ン化領域 には,ｋac338の 他 に19個 の遺伝子(以

後kas遺 伝子群 と称す る)が 見 出され た(図2)。

図2kasク ラス タ ーに 見 出 され たkas遺 伝 子群
白抜 きの矢印は,kas遺 伝子群の位置 および転写方向を示 している。HはHindlll,KはKpnl,

PはPstlそ してSはSacl認 識部位 を示 して いる。

3)kas遺 伝子群の転写解 析

著 者 は,ノ ーザ ンブ ロ ッ ト解 析 とRT-PCR法 を用 い て,kas遺 伝 子 群 の 転 写 単

位 に つ いて 検 討 した 。 その 結 果,kas遺 伝 子 群 はkasT,kasU,kasJ,kasTLM,

kasNO,kasPQ,kasRA,kac338の 単 位 で 転 写 され て いた 。 また,kasBCDEF

領 域 は塩 基 配 列 の 特 徴 か ら,ポ リシ ス トロニ ック に転 写 され て いる と思 わ れ る

が,現 在 の と ころ 少 な くともkasCDとkasEFは ポ リシ ス トロニ ックに転 写 され て

い る こ とが 示 唆 され た 。 さ らに,プ ラ イマ ー エ ク ステ ンシ ョ ン法 と5'-RACE法 を

用 いて転 写 開 始 点 の検 討 を行 い,kasU,kasJ,kaskLM,kasNOの 転 写 開始 点 を

決 定 した 。 これ らの プ ロモ ー タ ー配 列 は,い ずれ もStreptomyces E.coil σ70-

like promoters (SEP)と 称 す る プ ロモ ー タ ー配 列 と高 い相 同性 が得 られ た 。

4)カ スガマイシン生合成に関わる遺伝子群

kas遺 伝子群 が コー ドする推 定タ ンパ ク質のアミノ酸配列情報を基 に,相 同性

検 索を行 った結果,19遺 伝子産物 の うち12遺 伝子産物 につ いて既知 タンパ ク質

との相同性が得 られた。これ らのうち,kasP,Q,R,A,C,Dの 遺伝子産物は,

C-3,C-6デ オキ シヘキ ソース生合成 関連酵素や糖転移酵素などとの相同性が得

られたことから,カ スガ ミン生合成関連遺伝子群 と推定された。また,kas～ 遺

伝 子産物は グ リシ ン酸化酵素 との相同性が得 られたことからカルボキシホルミド

イル基生合成遺伝子と推定された。さらに,kasJ遺 伝子産 物はス トレプ トマイシ

ン(SM)生 合成 に関与す るStsBな ど,イ ノシ トール性 水酸基の酸化酵 素との相

同性が得 られたことから,D-chiro-イ ノシ トール生合成 に関与 して いると推定

された。



5)ｋas遺 伝子群の転写調節に関わる遺伝子

kasＴ遺伝子産物(KasT)は,Streptomyces griseusのSM生 合成遺伝子 クラ

スタ ーにおけ る経路特異的転写活性化因子(StrR)と50%のidentityを 示 した。

KasTのkasク ラスターDNA領 域への結合 につ いて,チ オ レ ドキ シンとの融合 タ ン

パ ク質(Trx-KasT)を 用 いて検討 した ところ,KasTは 少な くともkasU-kasJ遺 伝

子 間領域,kasN上 流領域,そ してkasQ-kasR遺 伝子間領域 に結合 する ことが明

か となった。さらに,KSM非 生産 とな った変異株R6D4で は,kasTを 含めKSM

生合成 に関与 するkas遺 伝 子群 の転写 が抑制 されていたが,R6D4株 中でプラス

ミ ドを介 してkasTを 恒 常的に強制発現 させ る とkas遺 伝子群 の転写 が再 び開始

され,KSM生 産 が復帰 した ことを明 らかに した。以上の結果より著者は,kasT

がkasク ラスタ ーにお ける経路特異 的転写調節遺伝子であると考察 した。

6)カ スガマイシ ンの排 出に関わ る遺伝子群

ｋasKLM遺 伝子群 は前後 する遺伝子の開始 コ ドンと終止 コ ドンがATGAで 重複

している ことか ら,オ ペ ロンを形成 していると予想 された。著者は,RT-PCR法

を用 いて,kasKLMが ポ リシス トロニ ックmRNAに 転写 されて いる ことを明 らか

に した。kasKLMは,抗 生物質排出 に関わ るABCト ランスポーターを構成す る各

サ ブユニッ トと相同性を有するタンパク質をコー ドしていると推定された。

大腸菌JM109株 中でkasKLMを 発現 させ た結果,得 られた形質転換株 がKSMに 対

して高度耐性化 した ことか ら,著 者 はkasKLMがKSMト ランスポーターをコー ド

して いると結論 した。また,KSMト ランスポー ターの構築 とその活性の発現には,

各遺伝子産物であ るKasK,KasLお よびKasMが 必須 であることを明 らかに した。


