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研究の目的 

Surugamides A–E（SA–SE，図 1）は、海洋放線菌 Streptomyces sp. JAMM992から単
離された環状オクタペプチドである。我々が持つ放線菌ライブラリを LC-MSにより
分析した結果，異なる海域の底泥から分離された複数の Streptomyces属放線菌，およ
び同属の陸上放線菌が SAを生産することを確認した。さらに我々の報告の後、地理
的に離れ、異なる環境から分離された Streptomyces属放線菌が、共通して SAを生産
することが明らかになってきた。このことから、我々は SAが生産菌において重要な
生理機能を持つと推測し、機能解析に着手した。SA の生理機能を解析するため，
JAMM992株の SA非生産性変異株を作製し、野生株と変異株の表現型を比較するこ
とを企図した。変異株を作製するにあたり、SA–SEの生合成遺伝子を同定した結果、
4つの連続する非リボソームペプチド合成酵素（NRPS）遺伝子が、 2種の全く異な
るペプチドを生産することが明らかになった。続いて大腸菌接合によるインフレー

ム欠損によって surugamide非生産株を作製したところ、SAが気中菌糸形成を誘導す
る機能を持つことを明らかにした。このような背景のもと、本研究ではスルガマイ

ドによる気中菌糸形成の誘導メカニズムを解明することを目的とした。 
 
方法 

1. スルガマイド関連ペプチドの非生産株の作製 
スルガマイドは、同一の遺伝子クラスター上にコードされている非リボソーム性

ペプチド合成酵素（NRPS) SurA-Dのうち、SurAと SurDによって生合成されている。
一方で、SurBおよび SurCから生合成されるペプチド（surugamide F）の単離にも成
功しており、そのアミノ酸配列は大きく異なる 1)。surBの破壊株（ΔsurB）とともに、
二重破壊株（ΔsurA ΔsurB）を作製することで、スルガマイド関連ペプチドの気中菌
糸形成への関与を検討した。 
2. surugamide類の標的タンパク質（SJP）の同定 

JAMM992 株の培養上清から活性試験を指標に、SA によって活性が上昇する酵素
を単離した。得られた酵素の N末端配列をエドマン分解で解析し、ゲノム情報から
酵素の全アミノ酸配列を決定した。さらに標的タンパク質 SJP のリコンビナントタ
ンパク質を大腸菌作製した。発現後、リコンビナントタンパク質は His タグ精製に
よりおこなった。また、SJPの欠損株を大腸菌接合によるインフレーム欠損によって
作製した。 
3. スルガマイド生産放線菌、非生産放線菌における標的タンパク質の配列比較 



スルガマイドを生産する Streptomyces属放線菌の SJPと非生産菌の SJPホモログへ
の SAによる活性の差異を調べた。また、複数の SA生産菌と非生産菌のゲノム解析
をおこない、アミノ酸配列を比較した。 

 
結果 
ゲノム解析で得られた生合成遺伝子の配列情報をもとに、JAMM992株のsurA遺伝
子を破壊し、SA–SEを生産しない変異株ΔsurAを作製したところ、ΔsurAは気中菌糸
の形成速度が野生株と比べて顕著に遅いことが明らかとなった。また、SAを添加し
た培地上でΔsurAを培養したところ、SAの濃度依存的に気中菌糸の形成速度が回復し
たことから、SAが気中菌糸の形成を促進することが明らかとなった。同一の生合成
遺伝子クラスターによりSAとSFの両方が生合成されることを考慮すると，SFもSA
と同様に、何らかの生理機能を持つ可能性があった。そこでΔsurAに加え、 ΔsurB, お
よび二重欠損株ΔsurAsurBを用いて，SFを含めたsurugamide類の包括的な生理機能を
解析した。その結果、ΔsurB はΔsurAと同様に気中菌糸の形成が著しく遅れ、その遅
延はSFによって回復することが明らかとなった。同様に、二重欠損株の気中菌糸の
形成はSAによって部分的に回復し、SAおよびSFの同時投与によってほぼ野生株と同
様の菌糸形成になることが明らかとなった。（Figure 1）これらの結果から、SAおよ
びSFそれぞれが放線菌の菌糸形成に関与するシグナル分子であることが示唆された。 
続いてSAの菌糸形成に関わる作用機構の解明に着手した。SAがカテプシンBの阻
害活性を示すことから，我々は，まずSAが生産菌自身のプロテアーゼに作用して気
中菌糸形成を促進する可能性を考慮した。JAMM992株の培養上清から調製した粗酵
素を用いて種々の酵素試験をおこなった結果，SAによって，粗酵素のプロテアーゼ
活性が上昇することが明らかとなった。そこでJAMM992株の培養上清から調製した
粗酵素を，ゲルろ過およびイオン交換クロマトグラフィーで精製し，活性を示すプ

ロテアーゼを得た。プロテインシーケンサーを用いて決定したSJPのN末端配列を，
JAMM992株のゲノム配列に対して検索し，SJPをコードする全長960 bpの遺伝子sja
を同定した。sja遺伝子のうち成熟SJPに相当する配列を大腸菌に導入し，6×Hisタグ
を付加した組み換えSJP（rSJP）を得たところ、SAで活性化されたことより、菌糸形
成に関与するプロテアーゼSJPがSAによって活性化されることで、菌糸形成を促進し
ていることが明らかとなった。 
 このように低分子化合物がプロテアーゼの活性化を通して菌糸形成を促進する、

という報告例がこれまでになかったことから、SAによる活性化がStreptomycesのSJP
ホモログに普遍的に生じているかどうかを調べることにした。surugamide を生産お
よび非生産の Streptomyces をそれぞれ数株準備し、培養上清から粗酵素を調製し活
性化試験をおこなった。その結果、生産株の SJP は活性化するものの、非生産株の
酵素は活性化しないことが明らかとなった。（Figure 2）そこで、各株に対してゲノ
ム解析をおこなうことで、SJPホモログ間におけるアミノ酸配列の比較をおこなった。



その結果、生産株と非生産株では相同性が高いものの、明らかにクラスターが異な

ることが分かった。その詳細な活性化の機構は明らかになっておらず、SJP-SA複合
体の結晶構造解析による、詳細な機構の解明を試みている。 
 
結論 
分泌型プロテアーゼは，基底菌糸が気中菌糸へと分化する際に基底菌糸の分解に

関与すると考えられている。したがって，我々は，SAが基底菌糸の分解に関与する
SJPを活性化することで，気中菌糸形成を促進すると推定している。分泌型プロテア
ーゼに作用し形態分化を制御するシグナル分子として，leupeptinと SSI（Streptomyces 
subtilisin inhibitor）様タンパク質が知られているが，いずれもプロテアーゼを阻害し
形態分化を制御する。また，気中菌糸形成を促進する低分子化合物として

hormaomycin と pamamycin が知られているが，これらの化合物の作用機構に関する
知見は少ない。このように，SAが示す気中菌糸形成の促進における作用機構は，既
知のシグナル分子とは異なっていることから，SAは新たな機構で形態分化を制御す
るシグナル分子であると考えている 
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Figure 1. Recovery of sporulation in the mutants. (upper) addition of SA in DsurA (middle) 
addition of SA in DsurA DsurB (lower) addition of SA and SF in DsurA DsurB 
 

   

Figure 2. Enzyme activity of proteases after the treatment of SA. (left) proteases from 
Streptomyces producing surugamides (right) proteases from Streptomyces not producing 
surugamides 
 
 


