
1 
 

（報告様式４）                                   

【16ae0101002h0004】 

平成２９年５月３１日 

 

 

平 成 ２ ８ 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書  

 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ：  （日本語）次世代治療・診断実現のための創薬基盤技術開発事業 

 （英 語）Project Focused on Developing Key Technology for Discovering and 

Manufacturing Drugs for Next-Generation Treatment and Diagnosis 

 

研究開発課題名： （日本語）天然化合物及び ITを活用した革新的医薬品創出技術 研究開発項目②「次

世代型有用天然化合物の生産技術開発」 

 （英 語）Development of core technologies for innovative drug development based 

upon natural products and IT Project 1: Development of production technology 

for useful next-generation-type natural products 

 

研究開発担当者  （日本語）国立研究開発法人産業技術総合研究所 創薬基盤研究部門  
所属 役職 氏名：      研究グループ長 新家 一男 

（英 語）Kazuo Shin-ya 

Group Leader 

Biotechnology Research Institute for Drug Discovery  

National Institute of Advanced Industrial Science and Technology  

 

実 施 期 間： 平成２８年４月１日 ～ 平成２９年３月３１日 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
天然化合物の魅力は、人智を越えた構造を有し、高い生物活性を示すことにある。中でも、マク

ロライドと呼ばれる化合物群は、抗菌剤であるエリスロマイシンから抗腫瘍剤 rapamycin あるいは免疫

抑制剤 FK-506 と言った臨床上重要な化合物が多い。これらの化合物は、有機合成による調製は困難で

あり、合成達成には一年、二年と言った長い時間を要する。したがって、これらの臨床薬は現在でも発

酵法によって生産されている。このような大環状マクロライドに関しては生合成遺伝子クラスターが

100 kbp を超えるものも多く、異種発現生産研究の究極の目標の一つであり、難培養微生物が生産する

と言われている halichondrin B の生合成遺伝子クラスターに関しては、200 kbp と言った超巨大遺伝子ク

ラスターにより生産されると考えられる。そこで、本年度は、200 kbp を超える BAC ライブラリー調製
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技術の開発を行った。種々の改良を行った結果、陸上微生物由来のマクロライドである quinolidomicin

の生合成遺伝子クラスターの取得に成功した (生合成遺伝子クラスター223 kbp、全インサート長 232 

kbp)。 

本技術を用いて，調製した BAC ライブラリーの中から巨大な未利用生合成遺伝子クラスターを選

抜し、異種発現生産による新奇化合物の創出を試みた。対象としたクラスターは、インサート長 205.4 kbp、

生合成遺伝子クラスター長 173 kbp の I 型 PKS であった。本遺伝子クラスターの異種発現により、分子

量 1193、分子式 C68H107NO16 の mediomycin 類縁の新奇化合物であることを明らかにし、neomediomycin B

と命名した。未利用生合成遺伝子を用いた異種発現例そのものの報告例は少ないが、このような巨大な

未利用生合成遺伝子を応用した異種発現による新奇化合物生産に関しては、世界で初めての例である。 

本技術開発のもう一つの大きな目標である巨大生合成遺伝子の導入法の開発に関して、本年度は

さらなる安定なゲノム組み込み法の開発を行った。遺伝子のゲノム組み込みに関しては、組み込みサイ

トを応用するが、ホストにより組み込みサイトの安定性に差が有る。これまで、本組み込みサイトを応

用するためそれぞれのサイトが利用可能な 5 種の integrating vector を構築してきている。今年度、新た

に保有の Streptomyces に感染するバクテリオファージから、組み込み配列である attP/int 領域を制限酵

素で切り出し、S. avermitilis を用いて組み込み部位の同定を行った。E. coli ベクターにバクテリオファ

ージの attP/int を連結したクローンを S. avermitilis に導入し、得られた挿入体から上記の attP/int を含む

断片を PCR で増幅後その配列を確認すると共に、S. avermitilis に安定に組み込まれることを明らかにし

た。組み込み効率はこれまで作製した組み込みサイトと同程度の効率で S. avermitilis の染色体へ導入す

ることができた。さらに汎用性を調べるために他の Streptomyces を用いたところ、多くの Streptomyces

に導入可能であることが明らかとなった。これらの菌株の attB の配列を比較すると、現在まで配列決定

された Streptomyces の多くに導入が可能と推察され、非常に汎用性の高い integrating vector であると考

えられる。 

放線菌以外の Pseudomonas 属など由来の化合物について、これまで異種発現の成功率が低く、報

告例も極めて少ない。Pseudomonas 属には aeruginosa などの日和見感染菌が含まれ、Burkholderia 属の

ような動植物共通感染菌などが類縁菌種として知られており、そのままでは工業利用には不向きである。

そこで、文科省認定宿主である Pseudomonas putida KT2440 での異種発現が望まれている。今年度、我々

は、種々のプロモーターを用いた異種発現システムの開発に成功し、異種発現の成功率を格段に上げる

ことに成功した。 
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Outline of outcome (progress in year) 

Natural products are attractive because of their unique structures beyond the human intelligence, and of their 

potent biological activities. Among those natural products, large circular compounds such as antibiotic 

erythromycin, antitumor agent rapamycin, immunosuppressant FK-506 and so on, which are so called macrolide 

compounds, are one of the most important compounds in industrial field including clinical use. Preparation of these 

compounds by organic synthesis is usually difficult and it takes long time such as 1 or 2 years for the 

accomplishment of complete synthesis. Therefore, these clinical drugs are industrially produced by fermentation 

even at present.  Since the biosynthetic genes of macrolide compounds consist of over 100 kbp, it is also difficult 

to be biosynthesized by heterologous expression.  Especially, the size of biosynthetic gene of halichondrin B, 

which is one of the final targets of heterologous expression research, is estimated beyond 200 kbp.  Therefore, we 

tried to develop the BAC library preparation technique for over 200 kbp genome sizes in this current year.  After 

various improvements, we succeeded to obtain the biosynthesis gene cluster of quinolidomicin, which is the largest 

macrolide compound produced by Streptomyces strain isolated from terrestrial soil sample (biosynthesis gene 

cluster: 223 kbp and the whole insert size: 232 kbp).   

By employing this advanced BAC technology, we have prepared large-size BAC libraries from many some 

strains to obtain large biosynthesis gene clusters.  We selected cryptic large biosynthesis gene clusters from these 

BAC libraries and performed heterologous expression to produce novel natural compounds.  As a result, we 

succeeded in the production of a novel compound designates as neomediomycin, of which biosynthesis gene cluster 

is 173 kbp (insert size: 205.4 kbp).  This compound was biosynthesized by type I PKS, and possesses large 

molecular weight of 1193 (molecular formula C68H107NO16).  Even there are few reports concerning the 

production of novel compounds by using cryptic biosynthesis genes, this is the first example in the world about 

novel compound production by the heterologous expression of such giant cryptic biosynthesis gene cluster. 

One of another large purpose of this project is to increase the effective transformation ratio of large genes into 

Streptomyces host strains.  To conquer this problem, we tried to establish the stable transformation protocol by 

using integrating vectors involving bacteriophage attP/int.  This novel attP/int sequence effectively acted on the 

establishment of stable transformant of our main host strain, S. avermitilis.  To confirm the generality concerning 

transformation efficacy not only for S. avermitilis but also other Streptomyces, this integrating vector showed more 

general features to many Streptomyces strains.   

Our effort to establish heterologous expression in Streptomyces resulted in the higher success ratio.  To the 

contrary, heterologous expression of useful compounds of Pseudomonas origin still has bottlenecks and there are 

only a few success reports so far.  Genus Pseudomonas involves opportunistic infection bacteria of Pseudomonas 

aeruginosa, and Burkholderia genus, which is known as infectious bacteria against both animals and plants, is 

also known as related species of Pseudomonas.  These bacteria frequently produce bioactive compounds, but 

have a hurdle to apply for industrial production.  To overcome this problem, we developed the heterologous 

expression technique in Pseudomonas putida KT2440 which is approved as authorized host by the Ministry of 

Education, Culture, Sports, Science and Technology.  We developed heterologous expression system by applying 

a variety of promoters which raised the success rate of heterologous expression in Pseudomonas putida KT2440 

remarkably this year.  
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雅之、西山真、葛山智久、2016 年度日本放線菌学会．東京．2016 年 9 月 9 日．国内 
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11. ペプチジルヌクレオシド系抗生物質 Amipurimycin の生合成に関する研究、ポスター、池内秀

雄、新家一男、西山真、葛山智久、2016 年度日本放線菌学会．東京．2016 年 9 月 9 日．国内

12. 放線菌のメロテルペノイド生合成における普遍的脱アミノ化機構の解析、口頭、野口智弘、工藤

慧、西山真、葛山智久、日本農芸化学会 2017 年度大会、京都．2017 年 3 月 18 日．国内

13. ペプチジルヌクレオシド系抗生物質 Amipurimycin の生合成に関する研究、口頭、池内秀雄、白

石太郎、新家一男、西山真、葛山智久、日本農芸化学会 2017 年度大会、京都．2017 年 3 月18
日．国内

14. カプラザマイシン生合成における小タンパク質を介したアシル化反応の発見、口頭、白石太郎、

廣昇、五十嵐雅之、西山真、葛山智久、日本農芸化学会 2017 年度大会、京都．2017 年 3 月 18
日．国内

15. 新規天然化合物 s56-p1 の特異なヒドラゾンユニットの生合成に関する研究、口頭、松田研一、

新家一男、葛山智久、西山真、日本農芸化学会 2017 年度大会、京都．2017 年 3 月 18 日．国内

16. Streptomyces sp. SpE090715-01 produces a maleimycin-like compound using amino-group 
carrier protein (AmCP)、口頭、Muhammad Prima PUTRA, Naito KAZUHIRO, Matsuda 
KENICHI, Tomita TAKEO, Shin-ya KAZUO, Kuzuyama TOMOHISA, Nishiyama 
MAKOTO、日本農芸化学会 2017 年度大会、京都．2017 年 3 月 18 日．国内

17. Isolation of isoindolinomycin, a novel isoindolinone-derived natural product discovered via 
activation of cryptic gene cluster from Streptomyces  、口頭、Wei li THONG, Kazuo SHIN-YA, 
Makoto NISHIYAMA, Tomohisa KUZUYAMA、日本農芸化学会 2017 年度大会、京都．2017年
3 月 18 日．国内

18. Construction of metagenome BAC library from mangrove soil using the incubation method,ポ
スター, Sanghwa Park, Naoya Shinzato, Seikoh Saitoh, Hiroaki Aoyama, Junko Hashimoto, 
Kazuo Shin-ya, 第 31 回日本微生物生態学会大会, 2016/10/23-25, 国内.

19. メタゲノム的アプローチによる生理活性物質を生産する海綿共生微生物の探索 ～同一化合物を

生産する異種海綿間の微生物相比較～, ポスター, 田中志貴子, 新里尚也, 齋藤星耕, 青山洋昭,白
井由実, 朴相和, 伊藤通浩, 田中淳一, 第 31 回日本微生物生態学会大会, 2016/10/23-25,国内.

20. streptothricin 類縁生合成遺伝子群に見出した aminoacyl-tRNA 依存型ペプチド合成酵素の機能

解析, 口頭発表, 松田貫暉, 丸山千登勢, 橋本絢子, 新家一男, 濱野吉十, 日本農芸化学会2017

年度大会，京都，2017年 3月 17 日−20日，国内

21. O  -acyl peptide構造を有するstreptothricin類縁化合物の生合成, 口頭発表, 丸山千登勢, 橋本

絢子, 新家一男, 濱野吉十, 日本農芸化学会 2017 年度大会，京都，2017年3月17日−20日，国内 
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22. Indispensable mass spectrometric approach for the biosynthetic study of streptothricin, Oral presentation,

MARUYAMA C, Biological Mass Spectrometry Symposium 2016, 2016 年 10 月（東京） 国内

23. JBIR-126 の全合成研究、口頭発表、吉田将人、大山皓介、新家一男、土井隆行、第 55 回日本

薬学会東北支部大会、郡山、2016年 9月 25日、国内

24. Thioviridamide の合成研究、口頭発表、吉田将人、矢本啓輔、新家一男、土井隆行、第 55回日

本薬学会東北支部大会、郡山、2016 年 9月 25日、国内

25. JBIR-126 の全合成研究、口頭発表、吉田将人、大山皓介、新家一男、土井隆行、日本薬学会第

137 回年会、仙台、2017年 3月 27日、国内

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み

1. 微生物からのすばらしい贈り物、葛山智久、三省堂サイエンスカフェ、三省堂書店神保町本店、

2016/4/23, 国内．

2. 小さな微生物の大きな力－人間は微生物の力を借りなければ生きられない－、葛山智久、スー

パーサイエンスハイスクール特別講演会、東京学芸大学附属高校、2016/5/21, 国内．

3. 「次世代型有用天然化合物の生産技術開発」の成果, 新家 一男 , プロジェクト研究成果報告

会, 2016/12/9, 国内

4. 「巨大生合成遺伝子クラスターの発現調節による微生物二次代謝物の異種発現生産」、新家 一

男、LS-BT シンポジウム「ゲノムデザインがもたらす生物生産の可能性」、第 16 回 産総研・産

技連 LS-BT 合同研究発表会、産総研つくばセンター共用講堂、2017 /1/31、国内

（４）特許出願   なし 




