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希少放線菌の形態分化に関する分子遺伝学的研究

東京大学大学院農学生命科学研究科　手 塚 武 揚

は じ め に
放線菌はグラム陽性細菌に分類される高GC含量の土壌微生
物であり，原核生物としては非常に複雑な形態分化を行う菌群
が含まれる．自然界からの分離頻度が最も高いのは Streptomy-
ces属放線菌であり他の分離頻度が低い放線菌は希少放線菌と
呼ばれるが，希少放線菌の中には特に複雑な形態分化を行うも
のが知られている．筆者は希少放線菌がどのような分子機構に
より複雑な形態分化を行っているのかという点に興味を持ち，
希少放線菌の一種Actinoplanes missouriensisを対象として研
究を行ってきた．A. missouriensisを適切な条件で固体培養す
ると，基底菌糸の伸長による増殖の後，胞子嚢柄を経てその先
端に多数の胞子嚢を形成する．個々の胞子嚢内部には数百の胞
子が形成され，成熟して休眠細胞となる．胞子嚢は水をかける
と覚醒し，最外層である胞子嚢膜が破れて胞子を水中へ放出す
る．胞子はべん毛を持ち，遊走子として水中を高速移動する
が，発芽に適した環境では運動を停止して発芽し，菌糸生長を
開始する（図1）．筆者らは，このような生活環の中でも特に胞
子成熟を含む胞子嚢形成，および胞子嚢開裂に注目して研究を
進めてきた．以下に成果の概要を紹介する．

1.　効率的な遺伝子操作法の確立
筆者が A. missouriensisの研究を開始した当時，大腸菌との
接合伝達を利用した形質転換，および相同組換えによる遺伝子
破壊株の取得が行われていたものの，形質転換体や破壊株の取
得効率の低さが研究の律速となっていた．そこで，接合伝達の
際に使用する細胞の調製法や培地組成の検討，および sacB遺
伝子を利用するカウンターセレクション法の条件検討等により
形質転換体や遺伝子破壊株の効率的な取得法を確立した．これ
により，着目した遺伝子の過剰発現株や破壊株，相補株等の迅
速な作製による機能解析を可能にした．

2.　形態分化に関わる遺伝子群の転写制御機構の解析
A. missouriensisが示す複雑な形態分化の過程では，それぞ

れの生命現象に関わる多数の遺伝子が時期特異的に発現し，そ
の機能を発揮していると考えられることから，筆者らは，形態
分化に関わる遺伝子の発現制御機構に関心をもって研究に取り
組んできた．筆者が研究を開始した時点では，形態分化に関わ
る 2つの転写制御因子BldD と TcrA が同定されており，bldD
破壊株では栄養増殖時に無秩序な胞子嚢形成が観察されるこ
と，tcrA破壊株では胞子嚢が形成されるものの胞子嚢内部で
一部の胞子が発芽しており，水中でも胞子嚢が開裂しないこと
が判明していた．そこで，遺伝子破壊株の詳細な表現型解析や
RNA-Seq解析，ChIP-Seq解析，組換えタンパク質を用いた in 
vitroでの機能解析等を行い，BldD が栄養増殖時に胞子嚢形成
の開始を抑制する鍵転写因子として機能すること，TcrAが遊
走子のべん毛・線毛の合成や走化性に関わる遺伝子群を含む
200 を超える遺伝子の転写を活性化するグローバルな転写制御
因子であることを示した．tcrAはBldD により転写が抑制され
る遺伝子の 1つであり，形態分化の開始時には BldD による転
写抑制が解除されることで胞子嚢形成や胞子成熟に関わる遺伝
子の転写が活性化される．また，胞子嚢を水に懸濁すると胞子
嚢開裂，遊走子の運動等に関わる遺伝子の発現が順次活性化さ
れる．また，このようなTcrAによる多数の遺伝子の発現制御
ネットワークにおいて，TcrAをリン酸化すると考えられるキ
ナーゼHhkAや 3 つの FliA ファミリーのシグマ因子，および
転写制御因子BldC が重要な役割を果たしていることを明らか
にした（図2）．
放線菌の形態分化については数種の Streptomyces属放線菌
を対象として精力的な研究が行われ，形態分化に関わる遺伝子
の発現制御機構について解析が進められてきた．BldD や BldC
は Streptomyces属放線菌において形態分化の制御因子として
同定されていたタンパク質であり A. missouriensisにおいても
利用されていることから，放線菌において形態分化に関わる遺
伝子の制御因子として広く保存されていると考えられる．

図1.　A. missouriensis の生活環
図2.　�A. missouriensis の形態分化に関与する遺伝子の発現制

御ネットワーク
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一方，二成分制御系のセンサーキナーゼと応答制御因子である
HhkAと TcrA は，Actinoplanes属とその近縁の希少放線菌に
おいて高度に保存された制御因子である．また，FliA ファミ
リーのシグマ因子はべん毛遺伝子の発現制御因子として知られ
ているが，A. missouriensisでは複数の FliA ファミリーのシ
グマ因子がべん毛遺伝子に加えて形態分化に関わる多数の遺伝
子の発現を制御していることが明らかになった．以上の結果か
ら，Streptomyces属放線菌と Actinoplanes属放線菌の形態分化
では最上流に位置する転写制御因子は共通しているものの，下
流の制御ネットワークはまったく異なることを示すことができ
た．

3.　形態分化に関わる遺伝子の同定と機能解析
A. missouriensisの形態分化に関わる遺伝子を同定するため，
野生株を用いて RNA-Seq法によるトランスクリプトーム解析
や二次元電気泳動法によるプロテオーム解析を行い，胞子嚢の
形成や開裂，遊走子の運動時における遺伝子発現量の変化を網
羅的に解析した．このうち，胞子嚢形成時に発現が活性化され
る遺伝子に注目して機能解析を行い，二成分制御系の応答制御
因子AsfR や酸性タンパク質SsgB, および Clp プロテアーゼ構
成因子が胞子嚢形成に関わること，細胞壁分解酵素GsmAが
胞子嚢内部における胞子成熟に関わること，チオレドキシン
TrxAが遊走子のべん毛合成に関わることを示した．また，胞
子嚢開裂時に発現が活性化される遺伝子に注目して機能解析を
行い，2つの糖質加水分解酵素GimAと GimB が胞子嚢開裂に
関わることを示した．
また，胞子嚢表層で検出される自家蛍光を利用して胞子嚢膜
の精製を行い，その構成因子を解析することで，胞子嚢膜に局
在する複数の膜タンパク質を同定した．これらの膜タンパク質
の機能解析を行い，このうち 1つが胞子嚢膜の形成に必須であ
ることを示した．
一方，Streptomyces属放線菌の胞子には見られない生理機能
である遊走子の運動能に注目して解析を行い，べん毛遺伝子ク
ラスターの発現制御機構が他の運動性細菌における制御機構と
は異なることを示した．さらに，遊走子に線毛が形成されるこ
とを見出し，これが遊走子の固体表面への吸着に使われること
を明らかにした．

4.　 胞子嚢開裂を制御するシグマ‒アンチシグマ因子制御系の
解析

休眠状態の胞子を内包する A. missouriensisの胞子嚢を水中
に懸濁すると，時間の経過とともに胞子嚢表層に構造変化が起
こり透明になって内部の胞子が見えるようになる．その後，胞
子嚢は吸水して膨張し，胞子嚢膜が破れて胞子が放出される．
筆者らは，胞子の覚醒がこのようにダイナミックな胞子嚢形態
の変化を伴って進行する点に着目し，その分子機構を解明すべ
く研究を進めてきた．
胞子嚢内部の胞子と比較すると，胞子嚢から放出された遊走
子では耐熱性が大幅に低下する．そこで，両者の耐熱性の違
い，および胞子嚢と遊走子の大きさの違いを利用したスクリー

ニング法を考案し，水中において胞子嚢開裂がほとんど進行し
ない変異株，およびそのサプレッサー変異株を取得した．ゲノ
ム解析と遺伝子相補実験等により原因遺伝子を特定したとこ
ろ，隣接した遺伝子座にコードされるシグマ因子σSsdA とアン
チシグマ因子SipA が胞子嚢開裂を制御していることを見出し
た．詳細な機能解析の結果，SipAは σSsdA に結合してそのシグ
マ因子活性を阻害すること，sipA破壊株や ssdA過剰発現株で
は水中でも胞子嚢開裂が進行しないことを示した．したがっ
て，σSsdA が胞子嚢開裂を抑制して休眠状態を維持する一方，
SipAが σSsdA の機能を抑制することで休眠状態を解除し，胞子
嚢開裂を促進すると考えられ，SipA と σSsdA からなるシグマ–
アンチシグマ因子制御系はシグマ因子である σSsdA が胞子嚢開
裂を抑制するという予期しない機能を有していることを示すこ
とができた（図3）．

お わ り に
希少放線菌A. missouriensisの形態分化に焦点をあてて研究

を行い，胞子嚢の形成や開裂，遊走子の運動等に関わる遺伝子
を同定し，その機能を解析した．また，これらの遺伝子が時期
特異的に発現する制御機構を明らかにした．これらの成果か
ら，A. missouriensisが示す複雑な形態分化の分子基盤の一端
を明らかにすることができたと考えている．これらの研究の過
程では，RNA–Seq解析等の網羅的な遺伝子発現の解析データ
に加え，形質転換法の改良や変異株スクリーニング法の考案が
研究の進展に大きく貢献した．これらはいずれも地道で古典的
な実験であるが，特に A. missouriensisのような非モデル生物
を対象とする研究では，非常に重要な役割を果たすものと感じ
ている．今後は同定した遺伝子の機能解析と新たな因子の特定
を包括的に進め，希少放線菌が示す複雑な形態分化と生存戦略
の全容に迫っていきたい．
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図3.　胞子嚢開裂を制御する σSsdA/SipA制御系
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