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　　　We　characterized　a　transformant　BalA　l　of　thiostrepton－producing　strain　Streptomgyces

ueureus　ATCM4921，　which　carries　an　approximately　2．5kb　chromosomal　DNA　fragrnent　in

higli一くtopy－nu，mber　plasmid．　While　strain　BalA　l　formed　little　aerial　hyphae，　its　morphologicai

defeet　was　restored　by　cuitivatioR　wtth　S．　aczerezes，　S．　laecrentii　aRd　S．　coelicetor．　S，　｛；raixx　BalAl

SもrO咽y数．蒲わ鰍i撫e　grOWth　Of　B．　SZtbtigis　more　sO　than三tS　pareRt　StraiR，　and　alS（）i！灘b蜘d撫e

deve圭◎P雛織t　o£三コ入　P鍵e蕊a薮ごsome　SSreptomyces　sもrai鼓s　wi撫もh重◎S麗μ◎滋res韮S嶽．聡．

F臨hex“Ore，至編戯（沁。綴3．　coθ麗coεoγA3（2）も◎pr◎（沁ce撒decylprodg孟os類at　aR　ear三y，　sta慕e　of

醤r◎w縫｝，a嚢（圭も《）increase圭R　the＆r准◎犠飛もof　actiR◎rh◎d圭蓑pr（）（凶猛。も圭◎R。　Tl蒸e　2，5茎d）fra艦meRt

CO糞総熱ed　two　oofs，　oが了α編もr㎜戯ed◎耀，　The　dedgced　pr◎δ慧Cもs　wer¢SO醗wh就S㎞銭鍵もO

ph◎s麟os¢r圭．Re　pkospha騰e畷ke　p醸e類a羅聾もer㎞a韮regi◎鍛◎罫M嬢D逝ke　pro重蕊韮，　respec一

八ve三y．　Th《｝Σ穀（叢三vk叢“撮fuxctk）轟（｝f　eyf．～or　joiR急ed　fuRCtioR（）f　boも｝l　o喚seerasも。髭剃（叢犠ce

par縫¢u圭ar峯）h¢鷺。悪y茎）《きs　Or茎）r◎pe震謡es主嚢sもra韮山Ba雛1．

INTRODUCTION
　　　　Streptorrtycetes　wwdergo　a　coraplex　cycle　gf　morpholcgical　aRd　physiolegl．ca｝　d，iffereR－

ti就ion　resemb蕪Rgもhaもof伽ment◎us㎞gi。　A　sp◎re　germ蟄ates　to艶㎜s曲就r就¢myce鷺一

um，　aeriai　hyphae　rise　from　the　coloRy　surface，　and　aerial　hyphae　septate　into　chains　of

pigmented　spores．　Morphological　arid　physiological　differentiation　of　Streptomyces　are

temporally　coordinated　（Champness　and　Chater，　1994），　suggestiRg　the　existenee　of

shared　global　r曙u玉atory　elements　for　differentiation．　Genes　that　pro．mote　mo叩hological

and　physiologi（／）al　differentiation　have　been　identified　and　characterized，　include．　bld，　whi，

aba，　abs　amd　ofs　（Aceti　and　Champness，　1998；　Chater，　1998；　Fernandez－Moreno　et　al．，

1992；　Umeyaxna　et　at．，　1999）．　By　cloning　of　regulatory　sequences　on　high－eopy－number

plasmids，　novel　regu］，ators　for　secondary　metabolism　and　cellular　differentiation　have

been　detected　and　characterized　（Scheu　et　al．，　1997；　Ueda　et　at．，　1999）．　These　reports

encourage　the　use　of　high－copy－number　plasmid　to　screen　for　potential　de．vGlopmental

regulatory　genes　or　sequences．

　　　We　iso｝ate（1　a　2．5　kb　chromosorria｝　DNA　fragment　from　thiostrepton一一producing

Streptomyces　aa？treze＄，　usiRg　a　high－copy－Rumber　p｝asrRid．　IR　this　report，　we　¢har一
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　　　1）ivi＄ioR　of　Agrieu’iture，　Graduate　Sclwol，　K｝rushu　URiversky
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acterized　t．he　transformant　and　detemtmed　the　sequence　of　the　2．5　kb　fragment．

MATERIALS　AND　METHODS

Bacterial　strains，　plasmids　and　growth　conditions

　　　Streptomyces　axznvezes　PKIOeC，　a　plasmid－cured　de．rivative　of　thio＄treptoR　pro－

ducing　S．　ac2iTe？Ls　ATCC14921　nained　as　PKO，　was　earlier　isolated　ix’i　our　labora’tory

（Miyoshi　et　at．，　1986）．　StTejptomyces　coelicolor　A3（2），　its　plJ702　（Katz　et　aL．，　1983）

carryikg　derivative　and　aRether　thiostreptell－producing　strain　Streptemgces　laztrentii

ATCC31255　wer¢used　as㎞（灘caも◎rs盈獄もi麺crob呈a捻。もivityもesもs．　P圭as樋d　pMCP5，　that

was　constructed　by　i，nsertion　of　a　kanamyein　resistance　gene　from　Streptomyces

kanamyceticzes　ISP5500　into　the　Bgl　il　site　of　plJ702　（Nakano　et　al．，　1984），　was　kmdly

pr◎樋（ied　by　H．　Ogawara（Me塘Pha】【丁資ace疑tical　U類vers猛y，　Japa嚢）．3〃（撃）tomyces　cU　ltures

were　gr◎w加担B8獄ett’s◎r　Rye　med玉a（Ogata　et　esl．，　1981）。　S◎蓋d瓶e（温a　were　prepared　by

addition　of　1．50／」　agar　（Difco）．　Thiostrepton　and　kanamycin　were　added　at　a　coneen－

tration　of　25　psg　mirmi，　as　required．

　　　Bacillms　s2tbtigZs　ATCC6633　was　wsed　as　Em　iridicator　o£　aRtirifticrebia3　activity．　Solid

cultures　were　prepared　by　mixing　spores　iRto　autec｝aved　LB　medium　ceRtainiRg　1．5％

agar　at　about　60　“C，　then　incubated　at　370C．

　　　E．　coti　strain　JM　I　O9，　host　for　pUC19　aAd　pUC　I　19，　was　grown　at　37℃　in　LB　medium

s纏PP玉emented　w三th　5◎μg　mP　ampic涯疑霞．

　　　Other　bacteriat　strains　used　in　this　work　are　described　in　notes　and　frgure　legends，

and　all　were　grown　under　suitable　conditions　and　appropriate　media．

GeneraJ　re¢omも油【a就DNA　te¢㎞盛窪田es

　　　Transformation，　plasmid　iselation　and　DNA　manipulation　of　Streptomyces　and　E，　coLi

were　done，　as　described　（Hopwood　et　al．，　1985）．　Restriction　endonucleases　and　other

medtiymg　enzymes　were　purehased　frem　TOYOBO　（Japan）．　DNA　sequeRce　was　deter－

m沁ed疑s圭Rg　an　ALFexpress爲疵◎搬ated　seq装e難cer　a識d　Th¢rm◎Se（1uenase　f1鞍oresce蓑も

labelled　primer　cycle　sequencing　kits　with　7－deaza－dGTP　（Amersham　Pharmacia

Biotech）．　Computer　analysis　was　made　using　GENETYX－MAC　program　（Software

DevelopmeRt　Co．　Ltd．，　JapaR）．　SirRila’r　Ruc｝eotide・or　amiRe　aeid　seq“ences　were

ideRtified　usiRg　BLAST．

S量琶etgun　doni蹟替

　　　Chromesomal　DNA　prepared　from　S．　aczerezes　PKIOOC　was　digested　with　Kpnl　and

ligated　iRto　the　Kpnl　site　of　pMCP5．　The　｝igatioR　raixture　was　used　to　traRsform　S．

a2zereus　PKIOOC，　and　kanamycin－resistant　transformants　were　selected　（Tomura　et　al．，

1993）．　A　eeioRy　lacking　fterial　hyphae　was　cultured　in　liquid　BenRett’s　medium．　The

recombiiiant　plasmid　was　extracted　aAd　re－tran，＄forre．ed　strain　PKIegC　tc　confTirra　that

the　aerial　hyphae－negative　phenotype　was　the　result　of　cloned　DNA　fragment．

Pぬys薫。至ogi㈱韮a¢tivity

　　　ARti搬ic翌◎bia簾acもiviもy　w’as　tesもed　us㎞9もhe　agar　piece撮eもh（）d．　Pr窃一cuまtivaもed　3。

a2zeTezLs　PKIOOC　and　BalA　l　in　liquid　Bennett’s　media　were　spreaded　to　Rye　plates　（106
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colony－forrning　units　per　plate）．　These　solid　cultures　sampled　using　a　cork－borer　were

transferred　onto　an　indicator　lawn　of　B　sztbtitis　ATCC6633．　Further　physiological　activ－

ity　was　observed　by　streaking　BalA　l　proxtmate　to　indicator　strains．

Southern　hybridization
　　　Chromosomal　DNAs　of　StTeptomyces　strains，　prepared　as　described　（Hopwood　et　al．，

1985），　were　digested　with　Kpnl．　After　agarose　gel　electrophoresis，　the　DNA　fragments

were　transferred　onto　a　PROTRAN　BA85　nitrocellulose　membrane　（Schleicher　＆　Schuell，

Genmany）．　The　2．5kb　fragrnent　used　as　a　probe　was　labeled　with　DIG　DNA　Labeling　and

Detection　kit　（Roche　Diagnostics）．　Hybridization　was　carried　out　following　the

martufacturer’s　instructions．

RESULTS

Isolation　of　transformant　BalAl

　　　One　colony　impaired　in　aerial　myeelium－fermation　was　isolated　out　of　approximately

30，000　shotgun－cloned　transformants　（Fig．　1，　right）．　This　transformant　carried　a　plasmid

pSAB931　which　we　constructed　by　insertion　of　an　approximately　2．5kb　chromosomal

DNA　fragrnent　into　the　Kpnl　site　of　pMCP5．　The　aerial　mycelium－negative　phenotype

was　confirmed　by　re－introduction　of　pSAB931　into　S　azurezes　PKIOOC，　and　the

transformant　was　named　BalA　l．　A　transformant　with　only　vector　pMCP5　did　not　show

the　aerial　hyphae－negative　phenotype　and　the　following　properties．

　　　It　is　well　known　that　medium　pH　pleiotropically　affects　morphological　development　of

Fig．　1．　Growth　inhibition　toward　B．　subtitts　ATCC6633　by　S．　a2fzerezLs　BaLA，1

　　　　　　and　its　parent　PKIOOC．

　　　　　　After　seven　days　of　growth，　agar　pieces　of　strains　BalAl　（right）　and

　　　　　　PI（100C（1eft）were　transferred　onto　a　B．8zめ観乞8　seeded　plate，　and

　　　　　　incubated　at　37“C　for　1　d．
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Streptomgces　（SUsstrunk　et　al．，　1998）．　However，　the　phenotype　of　strain　BalA　l　was　not

suppressed　by　neutralizing　buffer　（data　not　shown）．

Physiological　activity

　　　As　shown　in　Fig．　1，　a　piece　of　solid　culture　of　strain　BalAl　not　only　forrned　a　clear

growth－inhibitory　zone　toward　B．　szebtilis　ATCC6633　as　large　as　that　of　parent　strain

PKIOOC，　but　also　formed　a　turbid　area　outside　of　the　clear　zone　（Fig．　1，　right）．　Strain

BalAl　inl’ribited　the　morphological　development　of　thiostrepton　resistant　StTeptomgces

strains，　including　its　parent　strain　PKIOOC　（Fig．　2）　and　another　thiostrepton　producing

strain　S．　Lct2Lrentii　ATCC31255　（Fig．　3，　A，　B）．　And　strain　BalA　l　also　mhibited　morpho－

logical　development　of　PKO，　wild－type　strain　of　S．　a22LTezes，　and　S．　coelicoLor　A3（2）

transformed　with　plJ702　（Fig．　3，　A；　Table　1），　which　carried　the　thiostrepton　resistance

gene　of　S．　azzerezes　（Katz　et　at．，　1983）．　We　interpreted　these　phenomena　to　mean　that

strain　Ba］Al　secreted　some　bioactive　substance（s）　in　addition　to　thiostrepton．

　　　During　grovvth　with　S．　a2zerezes　and　S．　lazerentii　ATCC31255，　forrnation　of　aerial

hyphae　and　spores　of　strain　BalAl　was　restored　（Fig．　3，　A，　B）．　Weaker　restoration　was　also

observed　with　StTeptomgces　gTdsezes　JCM4681　and　Streptomyces　fradeae　JCM4133

（Table　1）．　These　restorations　may　suggest　that　strain　BaLAI　lacks　an　irnportant　substance

or　regulator　for　mitiating　morphological　development，　or　that　a　developmental　inhibitor

caused　by　pSAB931　is　inactivated．

　　　Furthermore，　strain　BalAl　induced　S．　coeticolor　A3（2）　early　production　of　red

懇

Fig．2．　Physiological　activities　of　strain　BalA　l．

　　　　　　Strain　BalAl　and　its　parent　PKIOOC　were　cultivated

　　　　　　proximately　for　3　d．　Strain　BalAl　（A，　upper　half）

　　　　　　inhibited　morphological　differentiation　of　PKIOOC　（A，

　　　　　　lower　half），　but　not　so　PKIOOC　carrying　the　vector

　　　　　　pMCP5　（B，　upper　half）．
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Inhibition　of　morphological　development　toward　S．　coeticolor　and　S．　laurentii　by　strain　BaJAI，

and　restoration　of　morphological　differentiation　of　strain　BalAl　by　them．

A：　Strain　BalAl　（a），S．　coelicolor　A3（2）　cariying　plJ702　（［b）　and　thiostrepton－producing　strain　S．

la2trentii　ATCC31255　（c）　were　cultivated　proximately　for　7　d．　Strain　BalAl　inhibited

morphological　development　of　thiostrepton　resistant　strains　（b，　c）．　Needless　to　say，　no　inhibition

was　observed　between　strain　Ba］Als　（a）．　Aerial　mycelia　and　spores　of　strain　BalAl　was　restored

on　the　entire　lawn．

B：Strain　BaユA1（right）and　3．1αurentii　ATCC31255（1eft）were　cU　ltivated　proximately　for　3　d（Bi）．

The　aerial　mycelia　of　strain　Ba］Al　appeared　at　the　area　nejghboi　ing　lawrL　of　S．　laurentii　（Bi，　arrow）．

After　7　d　cultivation，　aerial　mycelia　and　spores　of　strain　BaJAI　were　observed　on　the　entire　lawn　（Bti）．
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Table　1．　Physiological　activities　of　S．　acurezes　BalAl

Thiostrepton　resistant　strains　which　were

inhibited　their　morphological　differentiation

by　strain　BalAl

Strains　which　restore　the　formation　of　aerial

hyphae　and　spores　of　strain　BalA　l　t

S．　a2　ztTe2Ls　PKO＊

S．　acuTeus　PKIOOC

S．　coeltcolor　A3（2）　with　plJ702

S．　laurentii　ATCC31255

S．　aczere2Ls　PKO＊

S．　acure2Ls　PKIOOC

S．　coelicoloT　A3（2）　with　plJ702

S．　griseus　JCM4681

S．　frct（tiae　JCM4133

S．　taurentii　ATCC31255

“　S．　aczerezLs　ATCC14921

’1’　Restorations　were　observed　in　the　sarne　way　as　Fig．　3．

雛

Fig．　4．　lniluence　of　strain　BalAl　on　pigmentary　antibiotics　productions　of　S．　coeticolor　A3（2）．

　　　　　　　After　seven　days　of　growth，　agar　pieces　of　strains　BalAl　were　transferred　onto　seeded

　　　　　　　plates　of　S．　coeticoLor，　and　incubated　for　more　than　2　d．

　　　　　　　A：　Strain　BalAl　induced　early　production　of　undecylprodgiosin　at　2　d　or　less　（lower

　　　　　　　right）．

　　　　　　　B：Strai皿BalAl　had　barely　i皿duced　early　production　of　act血orhod血，　but　increased　i皿

　　　　　　　the　amount　af7ter　2　d　（lower　right）．

　　　　　　　Strain　PKIOOC　（lower　left）　and　paper　disk　（8　mrn　in　diameter）　containing　10peg

　　　　　　　thiostrepton　（upper　center）　did　not　affect　the　antibiotics　productions．

pigmentary　antibiotic　undecylprodgiosin　（Fig．　4，　A）．　The　sarne　effect　was　obtained　with

the　addition　of　supernatant　of　liquid　culture　of　strain　BalAl　（data　not　shown）．　Strain

BalA　l　did　not　induced　early　production　of　actinorhodin，　blue　pigrnentary　antibiotic　of　S．

coelicoloT，　but　jncreased血the　amount（Fig．4，　B）．　The　parent　strai皿PK100C　and　its
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antibiotic　tltiostrepton　did　not　affect　pigmen．｛　produ¢tion　of　S．　coeticolor　A3（2）．　These

results　s譲99e就ed撫aもstrain　BalAlμob畿b王y纂）rod慧。¢d　inducer（s）◎r　reg嚢1at◎r（s）f◎r

production　of　secondary　metabolites　of　Strepto7n．u．，　ce，s．

！曝紐¢至eotide　se《茎1謎e盤¢e

　　　The　nucleotide　sequence　of　the　c｝oned　2506　bp　fragment　was　deterrnined．　FRAME

analysis（Bibb唱題1984）by　GRNmYX－MAC　rev副畷aco撒pleもe　834　bp　oげ（oげ1）and
aR　incomp｝ete　541　bp　o？f（o？　f！？）　in　this　regien　（Fig．　5）．　The　entire　nucleotide　sequeRce　of

the　fragment　was　deposited　in　DDBJ　under　aceession　no．　ABOO4855．
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Homology　search
　　　The　nucleotide　sequerlce　arLd　deduced　amino　acid　sequences　of　oが7　and　oが2　were

compared　with　sequeRces　in　databa＄es．　There　wa＄　Ro　similar　gene，　proteM　or　sequeRce

relating　to　the　d並ferentiatiort　in　St’req）tomyca）s。　Orfl　showed＄㎞ilarity　to　ph◎sphoserine

phosphatase－like　protein　of　Mycobacter’i？Lm　le．pTae　（B”ig．　6，　A）　（accession　no．　UOOO18，

370／e　ideRtity　aRd　730／o　simi｝arity　in　the　ove’rlapped　regieR），　aRd　ethers．　Orf2　showed　a　｝ow

level　of　similarity　to　MinD，　septum　site　detc｝mtuntig　protetn，　of　B．　szebtitis　（Fig．　6，　B）

（accession　no．　ALOO9126，　140／）　identity　and　58“／）　s．　imilarity　in　the　overlapped　region）

（iVarley　aRd　Stewart，　1992）　and　MinD－like　prote．ins　of　＄everal　speeies．　Although　MiRD

protein　was　seen　to　have　a　mononuc｝eonide　bin（iiiig　motif　and　ATPase　activity　（de　Boer　et

al．，　1991），　OrM　lacked　the　motif　replacing　the　．most　important　lysine　residue　with　alanine

（Saraste　et　at．，　1990）．
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MLKGVENHSLPRTAAFFDLDK｛r

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　★★★嚢★　　★　　★
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　弓　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　●

MASPDLSNAYNGRMLGSLANNASXNRALNDMPtrAVDDAGVRPQPPIDLTAAAFFDVDNT

VIAKSSTLTFSKSFYQGGLINRRAVLRTAYAQ一一rvFLAGGADHDQMERMRAYLSALCRG
　　　　“k　　　k　t　ftee　ttt　　W　　十　de　t　　i　“　　　＊一　　　一　　　一　一　　　一　一　　　一　　　一　　　一　　　　　　　　“　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　一　　　　　　　　　　　　一　｝　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　t　一　一

LVQGSSAVHFGRGI，AARDYFT￥RDVLGF1YAQAKFQLLGK！1　N　SQDVAAGQRKAL－AFIEG

wNVQQVKEIVAETLHDLIDPIIYDEAASLIEEHHTAGRDwlVSTSGAEwEPIG肌GA
一　　　　一　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　一　　　　一　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　一　　　　一　　　　一　　　　　　　　　　一　一　　　　一　　　　一　　　　一　一　　　　一　一　一　　　　一　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　一　一　　　　一　　　　一　　　　一　　　　　　　　　一

RSVEQLVALGEEIYDEIIADKIWAGTRQLTQIHLDAGQQVWLITATPYELAATIARRLGL

gRVVArRMWGbDGCFTGg－VEYYAYGPTKIEAI　RELAASEG￥DLSRCYAYSDSATDVPM
　　　　　w　t“　se“t　　t　“　　t＊　t　ft　ve十　　t“　　de　tt　t“ttt　　十十tde一　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　一　　　　　　　　一　t　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　一　一

TGALGT－VAESVDGrFTGRLVDEllLHGVGKAHAVRSLAIREGLNLKRCTAYSDSYNDVPM

LESVGRPHAVNPDRALRREALARGWPILDFHRPVRLKQRrPGFS一一VPPRPALVAVAAIGA
t　　＊“　ft　tft“　　tft　　＊　　＊t“　i　tt　t　　“　ttc　s　tt　“　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　◎　　　　　　　　　　　　　　　禽　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　要　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　の　　　　ゆ　　　　●

LSLVGTAVAINPDAQLRSI，ARERGWE　I　RDF－RTARKAAR1GVPSAIALGGALAAAVSRRR

AAATAGLVWYANRRRANVA

DRE

　　　133t　PALTVGVIGGRGGAGASTI，ACAI，AVTSAREGLRTLLVDADPLGGGLDV
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tide　t　k　“　t　“de　sctt　t　ttt　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“　　　　一　　　　　　　　　一　　　　．　　　　．　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　t　　　　　　　　　一　　　　一　　　　一　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　t

　　　　　1”　MGEAIVITSGKGGVGKTTTSANLGTALAILGKRVCLVDTDIGLRNLDV　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　m

　　　181’　LLGGETAEGLRWPAFAS　SRGRVGGGAL－EESLPELHSLRVLSWDRGDRIAVPPQAVRAVL

　　　　　　　　　　“ve　t　“w　十t“十　　　　　　　　一　　　一　一　一　　　　　　　　一　　　一　　　一　一　　　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　一　　　　　　　　一　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　一　　　一　　　　一　　　一　　　一　　　一

　　　　49”　VMGLENRilYDLVDVVEGRCKMHQALVKDKRFDDLLYLMPAA－QTSDKTAVAPEQXKNMV

　　　240i　muRRGGTVVVDLPRRIDDGVAEVLTQLDVGVL
　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　　t　　de　　　i　　　t　十　　　　　　　　●　　　　●　　　　　　　　　　●　　　　輪　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　嚇　　　　鞘　　　　●　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　●　　　　●　　　　，

　　　108曾．QELKQEFDYvI工DCPAGIEQGYIくNAVSGADKA工V

F韮奪．6．　Coptpar韮soR（）f　a慮。　ac圭d　seq殺e飛ces　be£wee登0禽二毛蓑e　2．5kb癒ag穣e魏a無d　reg圭sもere〈孟

　　　　　　sequen¢es重n（iaもa嚢）ase．

　　　　　　A：　Orfl　（upper　1ine）　and　phosphoserine　phosphatase－like　protein　ofM，　teprae　aower　1ine）．

　　　　　　B：　Orf2　（upper　line）　and　MinD　protein　of　B．　szLbttlis　（lower　lme）．

　　　　　　Identical　and　similar　residues　are　designated　with　an　asterisk　and　a　dot，，　respeetively．

　　　　　　URderliRe　IRd｝eates　tke　raoReRuc｝eotide　birtding　raetif　（P－loop：　GXXXXGK［TS］）．

Southern　b茎ot　a簸a嚢ysis

　　　To　search　for　similar　sequences，　SoutherR　hybridizatioR　was　done　llsing　the　2．5kb

fragment　as　a　probe　against　total　DNAs　from　many　kinds　of　bacteria．　Fig．　7　shows

hybridizing　bands　with　Streptomgces　liv2dans　TK21，　S．　lividans　TK24，　S．　lazerentii

ATCC31255，　S．　coegicogor　jCM4357，　S．　grisezLs　JCM4681　aRd　S．　g？”ise2Ls　JCM43　i　9．　The

same　results　were　obtained　with　other　Streptomyces’ 唐狽窒≠奄獅刀C　but　Rot　from　Gordonia
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Fig．7．　Southern　blot　of　several　StTeptomyces　strains．

　　　　　　The　probe　was　the　DIG－labelled　2．5kb　fragment．　All　DNAs　were

　　　　　　digested　with　Kpnl．　Lanes：　1，　the　2．5　kb　fragment　carried　on　the　plasmid

　　　　　　pMCP5；　2，　S．　aczereus　PKIOOC；　3，　Streptomyces　livi（inns　TK21；　4，　S．

　　　　　　lividans　TK24；　5，　S．　lazerentii　ATCC31255；　6，　S．　coelicoloT　JCM4357；

　　　　　　7，　S．　gTisezes　JCM4681；　8，　S．　gTisezes　JCM4319．

amctTae　JCM3171，　Nocardia　farcinica　JCM3088，　Rhodococczes　sp　JCM3376，　B．　szebtilis

ATCC6633　and　E．　col乞　nMlO9（Table　2）．　These　results　indicate　that　regions　si皿nar　to　the

2．5　kb　fragment　are　widely　distributed　among　StTeptomyces　species．　Recently　we　found　a

sequence　（registered　as　highly　homologous　to　the　2．5kb　fragment　detected　in　this　work）

in　a　database　of　StTeptomyces　coelicoloT　A3（2）　Genome　Project　（SCH5．19－20c　region　of

S．　coeticotoT　cosmid　H5，　accession　no．　ALO35636，　Nucleotide　identity　is　810／o　in

overlapped　region）．　These　results　irnply　that　regulation　systems　similar　to　strain　BalA　l

play　tmportant　global　roles血the　early　differentiation　of　5「tγeX）tomyoes．

DISCUSSION

　　　Strain　BalAl，　which　carried　with　high－copy－numb　er　plasmid　including　an　approx－

tmately　2．5　kb　fragment，　formed　little　aerial　mycelium，　yet　this　morphological　defect　was

restored　by　growth　with　StTeptomyces　strains，　and　this　restoration　led　to　the　formation　of

spores．　Strain　BalAl　produced　an　unidentified　antimicrobial　substance　in　addition　to

thiostrepton，　and　induced　early　produetion　of　red　pigmentary　antibiotic　undecylprod－

giosin　in　S．　coeticolor．　These　phenomena　were　reminiscent　of　regulators　such　as

A－factor，　which　plays　a　key　role　as　regulator　to　activate　signal　transduction　pathways　for

differentiation　（Ohnishi　et　al．，　1999）．　The　repression　or　de－repression　caused　by　the

unidentified　regulatory　element　may　be　responsible　for　the　particular　phenotype　of　strain
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Tab｝e　2． Simiraarized　resu董もof　S◎uthem　hybr三d重z＆t圭◎n秘s主㎎も難e　2．5kb

書ra慕m難論as　a　probe

s鋤a熱 ｝｛ybr重di撚無（）難

εか’隊》to窺Y，〈濯3　eβ鴛rθzes王）K◎

S．（四四γ鰯PK1◎◎C

S．　achromogenes　jCM4121
3・｛x？ztiわ客。認（pus　JCM4◎◎7

S．　coegicelor　JCM4357

S．　coelicalor　A3（2）

，Sl　coerugescens　JCM4360

S．　cyoneus　JCM4220
S”．、、乃門α漉αδJCM4133

蕊g奮闘郎。θγ躍JCM4377

3．g短詔？影s　JCM2926

S．　gTis6ws　JCM4681

S．　h（zzvaiie？n＄is　JCM4172

S．　lctcta’）7nt？LTcLns　JCM4912

Sl　1（zzw”e7tbtii　ATCC31255

3．伽望フen（加Zα8　JCM4055

S，．　lividazas　TK21

s．認？ノ②（オαγ㌶T幽4

S．　sioyaensis　JCM4418

α）x伽伽αα難～αγae　JCM3171

Nocantia・faTcintca　JCM3088
reho（lococcws　sp　jCNI3376

鳶αo寵君黛欝szgt）惹乞認s　ATCC6633

蕉＄《ゾxeγftich乞（x．（｝o｛客」！〉縫◎9

十
÷
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十

一軒，歪｛ybr三（滋2：〔x塁w重縫峯もhe　2．5kb　frag獄e鍛も；一，　N「o蓑ybri（§z就i◎難

丁伽mNA　of嶽ese　sもra雛s　were縫igesもeδ藏擬伽擁a熱d醇br羅漉娘．

w藩論⑨2．駄b無g獄e魏．

Ba1A1，　bowever，　the　A－factor　did　rlot　affect　the　properties　of　strai：n　Ba1Aユ（d就a　not

shown）．

　　　The　2。5）　kb　fra呂ment　is　expected　to　infiuence　the　regulation　sy就erns　of　mQrphological

differentiation　an，d　secondary　metabolite，　and！or　to　contain　some　regulatory　element（s）

invollved　in　d／ifferentiation．　lt　has　been　reported　that　putative　regula’tors　in，se，rted　in

high－copy－numb¢r　plasmids　influenced　a　carbon－source－dependent　rno叩hological
de．fect　in　S．　g’ma’seus　and　secondary　metabolite　production　of　S．　lividans　（Scheu　et　al．，

1997；　Ueda　e，　t　al．，　1999）．　The　2．5kb　fragment　showed　no　sirnilarity　to　p．　reviously

characterized　genes　or　to　sequences　for　differentiation　in　Streptomyces，　judgnng　from　the

sequenee　o／f　the　2．5　kb　fragment　and　two　orfs．　However，　these　orfs　showed　little　similarity

to　phosphoserine　phosphatase－like　proteins　and　MinD　（and　Minb一・like）　proteins．

Phospho＄erine　phosphatase　and　MinD　are　involved　in　serine　biosynthesis　and　inhibition　of

septum　fo，rma’tien　a’t　potentia｝　division　sites，　respective｝y　（Hu　and　Lut；k（p．nhaus，　1999；

Neuwald　a繋d　Stauffer，1985）．　Thus，もhe　oがS　may　in伽ence　ser㎞命conce’nt．ratiorl　or　ce｝l

diVisi◎xx漁．　myc礁蕪㎜．　These　quaRもitat重ve◎r　quahもaもive　changes　are　poss重b玉y．kE｝y　e三em．eRもs

for　different．ia’＃iew｝　i．i｝　St’repgomyces，　or　the　opts　theraselves　may　be　ftovel　regulatoyy
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elements．　Thus，　funetional　analysis　of　oTfl　aRd　orf2　may　eontribute　greatly　to

maderstanding　of　meehanisrns　of　differeRtiation　in　Streptomyces．　Detai．led　characteristics

of　07　fl　and　07ee　win　be　reported　in　ongoing　st’udi，es．
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