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研究成果の概要（和文）：様々なD-アミノ酸、希少糖を基質としたSIGEX解析法を用いて南海トラフ熊野灘海底
下コア試料由来ショットガンメタゲノムライブラリーと、南太平洋環流海底下コア試料由来メタゲノムショット
ガンメタゲノムライブラリーに含まれる陽性クローン候補数を決定した。フローサイトメーターを用いて南太平
洋環流海底下コア試料由来ショットガンメタゲノムライブラリーからD-Trp, D-Arg, D-Asp各々に応答する3つの
陽性クローンを単離し、塩基配列を明らかにした。ライブラリー構築法のブラッシュアップも行い、挿入断片長
と、ライブラリー数ともに従来法と比べ大幅に改善できた。

研究成果の概要（英文）：I determined the percentage of clones in shotgun metagenomics libraries 
prepared with subseafloor sediment samples at Nankai Trough and South Pacific Gyre with green 
fluorescence as the response to various D-amino acids and rare sugars using the SIGEX method. Clones
 with positive induction response to D-Trp, D-Arg, or D-Asp from the South Pacific Gyre library were
 sorted by a cell sorter. I determined DNA sequences for these three clones using the Sanger method.
 Furthermore, I brushed up the method for construction of libraries, and hence, both the length of 
inserted DNA fragment and the number of clones were significantly improved.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質や核酸など生体分子の殆どはL-アミ
ノ酸、D-糖から構成されるという光学異性体
比の偏り（ホモキラリティー）が存在し、他
方の光学異性体は生物界から排除されたと以
前は考えられていた。また、生命圏での主要
単糖はD-リボースやD-グルコースを含む7種
類のみで、残りの単糖約50種類は希少糖とさ
れている。しかし、近年の光学異性体などを
分離分析する技術の発展に伴い、微生物から
高等生物まで幅広くD-アミノ酸や多くのL-糖
を含む希少糖が結合型、遊離型で存在し、病
気への関与など生理機能や美肌効果、抗酸化
作用など多くの効能を有することが明らかに
なり、医療・化粧品分野から大きな注目を浴
びている。更に、希少糖のみならずD-アミノ
酸の多くも甘味を呈することから、食品分野
からのアプローチも多く始まっている。この
ように生命圏で存在比が低いD-アミノ酸や希
少糖の有用性に大きな注目が集まるのに伴い、
その分析や物質生産などに用いるための既知
酵素とは特異性、安定性、至適条件、反応動
力学定数、調節機構などが異なる酸化還元酵
素や異性化酵素をはじめとした新規代謝系酵
素の発見が待たれている。特に酸化還元酵素
は、研究代表者が近年構造機能解析や応用研
究を精力的に行っており、酸化反応による有
用酸化物、還元反応によるD-アミノ酸/希少糖
など有用物質生産用素子以外にも、酸化反応
を利用した未利用生物資源を燃料とする酵素
電池用素子、遊離D-アミノ酸/希少糖濃度を高
精度で簡便に算出できる酵素センサー用素子
など多くの産業利用が見込まれる。 
地球の表面積の半分以上も占める海底下で
はアーキアを主とした微生物が多く生存し、
陸上や海中とは全く異なる地球最大規模の生
命圏が存在する。有機物質や呼吸に用いるた
めの酸化的物質が欠乏した超貧栄養状態の広
大な海底下生命圏で生存する微生物は、海水
中の生物活動により消費されずに埋没した難
分解性物質を栄養源として利用するなど、独
自のライフスタイルを持つ。陸上や海中の生
命圏におけるD-アミノ酸、多くのL-糖の代謝
速度はもう一方の光学異性体と比べ著しく遅
いため、アミノ酸や単糖の絶対量が非常に低
い海底下生命圏で生育する微生物は、消費さ
れず埋没したそれらを効率良く利用する代謝
経路を有すると考えられる。実際、海底下コ
ア試料はD-アミノ酸の割合が高く、D-アミノ
酸を栄養源とする海底下微生物の存在も報告
されている。更に海底下微生物はその生育を
維持するために、蛋白質やD-アミノ酸を含む
ペプチド、細胞膜エーテル脂質など菌体成分
の再利用までも行っており、D-アミノ酸と同
様に多くの L-糖を含む希少糖に対する新規
代謝経路の存在が予想される。 
 
２．研究の目的 
生命圏で存在比が低い D-アミノ酸や希少
糖が持つ多くの生理機能や効能が明らかに

なるにつれ、これらは医療・化粧品・食品分
野などから大きな注目を集め、その分析や物
質生産に用いるための酸化還元酵素など新
規代謝系酵素の発見が待たれている。海底下
は超貧栄養状態であり、そこで生存する多く
の微生物は利用されずに埋没した D-アミノ
酸や希少糖を栄養源として利用するための
様々な代謝系酵素を有することが予想され
る。本研究では、酵素活性発現や既知配列情
報などに依存しない基質依存的遺伝子発現
誘 導 を 指 標 と し た 解 析 法 
（ Substrate-Induced Gene EXpression, 
SIGEX）を用いて、環境の異なる数種の海底
下コア試料から D-アミノ酸や希少糖に対す
る誘導オペロンとその中に含まれる新規代
謝系酵素遺伝子を探索、取得、解析すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
目的代謝系酵素遺伝子の網羅的探索には
構内の JAMSTEC 高知コア研究所海底資源研
究プロジェクト地球生命工学研究グループ
の支援のもと、近年開発された基質依存的な 
遺伝子発現誘導を指標とした解析法SIGEXを
用いた。本方法は、誘導オペロンに着目し、
添加基質による遺伝子発現誘導を蛍光検出
することで誘導オペロンに含まれる目的代
謝系酵素遺伝子やその転写因子遺伝子、リボ
スイッチ遺伝子、膜蛋白質遺伝子などを探索
する方法であり、①多くの代謝系酵素遺伝子
は基質やその生成物等に依存して誘導的に
発現する、②微生物の代謝系酵素遺伝子の多
くはオペロンを形成しており、転写因子遺伝
子やリボスイッチ遺伝子は代謝系酵素遺伝
子の近傍に存在することが多い、という 2つ
の知見に基づいている。蛍光検出にフローサ
イトメーター、基質依存的に蛍光を発する陽
性クローンの単離にセルソーターを使用す
ることができるため、従来の 2方法のメタゲ
ノム法（①酵素活性の検出（欠点; 活性発現
が必須、多大な労力）、②遺伝子配列/蛋白質
一次構造情報に依存した探索（欠点; 既知配
列情報に依存））と比べハイスループット且
つ画期的であり、機能未知遺伝子を大半とし
た海底下環境DNAには最適な方法であると考
えた。 
 既存の南海トラフ熊野灘海底下コア試料
由来と南太平洋環流海底下コア試料由来の
ショットガンメタゲノムライブラリーを対
象ライブラリーとして用いた。挿入 DNA 断片
の下流にはレポーター遺伝子としてgfpまた
は evoglow 遺伝子を配置している。 
 
４．研究成果 
 まず上記の既存の2つのショットガンメタ
ゲノムライブラリーを対象に、添加した 19
種の D-アミノ酸と 3種の希少糖（L-glucose, 
L-ribose, D-psicose）各々に応答する陽性ク
ローン候補数を算出した。その結果、宿主と
して用いた大腸菌がデータベース上代謝し



ないとされる基質の中では、南海トラフ熊野
灘海底下コア試料由来ショットガンメタゲ
ノムライブラリーの 1％以上のクローンが、
D-Ile, D-Gln, D-Thr, D-Trp, D-Tyr, D-Asp, 
D-His, L-ribose, D-psicose に応答し、南太
平洋環流海底下コア試料由来ショットガン
メタゲノムライブラリーの 0.01%以上のクロ
ーンが、D-Ile, D-Thr, D-Trp, D-Tyr, D-Arg, 
D-His に応答した。次にフローサイトメータ
ーを用いて南太平洋環流海底下コア試料由
来ショットガンメタゲノムライブラリーか
ら D-Trp, D-Arg, D-Asp 各々に応答する 3 つ
の陽性クローンを単離した。サンガー法を用
いて挿入塩基配列を明らかにした結果、
13-45bp と非常に短く、エネルギー的にリボ
スイッチの可能性も低いため、これらの陽性
クローンの誘導機構としては基質によって
宿主の代謝産物（転写因子など）が変化し、
それが挿入遺伝子断片に影響を及ぼしてい
る可能性が示唆された。 
また、本研究で対象とした D-アミノ酸、希
少糖に対する陽性クローンだけではなく、ニ
ッケルやガリウムなどのレアメタルに対す
る陽性クローンについても、その挿入遺伝子
断片が殆どの場合500bp以下と短いことが明
らかになった。より長い応答遺伝子断片を得
ることで基質応答メカニズムの考察がし易
くなると考え、本年度はショットガンメタゲ
ノムライブラリー作製時の条件検討（ブラッ
シュアップ）を行った。まず、挿入遺伝子断
片のサイズセレクションについて、これまで
はゲル切り出し法により行っていたが、今回
は磁気ビーズ法を用いることで課題であっ
た低分子DNAを効率的に除くことに成功した。
この時、数社の磁気ビーズキットの比較をし
た。また、今回から Gateway テクノロジーを
用いてショットガンメタゲノムライブラリ
ーを構築することにしたが、用いるデスティ
ネーションベクターをインバースPCRにより
直鎖状にした上でエントリークローンとク
ロナーゼ反応を行うことで、効率的に挿入断
片未挿入クローンを除けることがわかった。
更にインバースPCRにより挿入遺伝子断片上
流のlacプロモーターを削ることでバックグ
ランドの蛍光を顕著に減少させることが出
来ることがわかった。今回のこれらのブラッ
シュアップにより、今後作製予定のショット
ガンメタゲノムライブラリーのクオリティ
ーは劇的に向上することが期待される。 
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