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研究成果の概要： 
 本研究は、メタゲノムライブラリーのハイスループットなスクリーニング系である SIGEX 
(Substrate Induced Gene Expression)法に用いる為の宿主を、大腸菌以外に拡張する事を目的
として行い、大腸菌及び古草菌で使用可能なシャトルベクターの構築に成功した。また SIGEX
法で得られる陽性クローンをレポーターシステムとして利用する新規の酵素活性スクリーニン

グ法、PIGEX (Product Induced Gene Expression)法の開発も併せて行い、当該法を用いて新
規な安息香酸アミダーゼをメタゲノムライブラリーからスクリーニングする事に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 
 自然環境中には多様な代謝活性を有した
様々な微生物が存在しているが、その大部分
は未だ分離・培養されておらず、また今後も
分離・培養は難しいと考えられる。しかしな
がら、これら難培養微生物は、従来得る事の
できなかった産業上有用な新規酵素の宝庫
であると考えられ、その有効利用法が種々の
アプローチにより試みられている。とくに環
境から直接 DNA を抽出・ライブラリー化し、
スクリーニングするようなメタゲノムを使
用した手法は、分離・培養のステップを経ず
に新規有用酵素遺伝子を獲得する方法とし
て近年注目を集め続けている(Ferrer, M., 
Martinez-Abarca, F., and Golyshin, P. N. 
Mining genomes and ‘metagenomes’ for 
novel catalysts. Curr. Opin. Biotechnol. 
Vol. 16, 588-593, 2005)。これに対し申請
者は遺伝子の発現に依存した新しい代謝酵
素遺伝子スクリーニング法である SIGEX 
(Substrate Induced Gene Expression)法を
考案した(Uchiyama, T., Abe, T., Ikemura, 
T., and Watanabe, K. Substrate-induced 
gene-expression screening of 
environmental metagenome libraries for 
isolation of catabolic genes. Nat. 
Biotechnol. Vol. 23, 88-93, 2005)。この
方法は以下の知見に基づいている。すなわち、
原核生物の持つ多くの代謝系酵素は、その基
質や反応生成物などにより誘導的に発現す
る。そして、原核生物の代謝系遺伝子の多く
がオペロンを形成しており、その発現制御因
子は代謝系酵素遺伝子の近傍にあることが
多い。SIGEX 法ではスクリーニング対象とな
るメタゲノム遺伝子断片とマーカー遺伝子
（ここでは GFP; Green fluorescence protein
を利用した）が一つのオペロンを構成するよ
うにオペロントラップベクターを構築し、誘
導基質でオペロンの発現を誘導した際に 
GFP が協調的に発現するように構築する。こ
れによりメタゲノム由来インサートの酵素
活性ではなく、GFP の蛍光シグナルをモニタ
ーする事で誘導基質に応答し、発現する遺伝
子群を補足する。特に GFP の蛍光を利用する
事で、フローサイトメーターを使用したハイ
スループットスクリーニングを行う事がで
きる事も、大きな特徴である。申請者は本
SIGEX 法により、芳香族化合物で誘導される
多種多様なオペロンを獲得する事に成功し
た。一方、クローン化されたインサートの由
来となる微生物種を、国立遺伝研の阿部らの
開発した SOM 解析により推定すると、γプロ
テオバクテリア綱の遺伝子に偏って補足さ
れている傾向が認められた。この現象は、
我々の遺伝子補足システムに由来すると考
えられた。すなわち、メタゲノム由来インサ

ートの発現が宿主内で誘導されるか否かは、
ライブラリーの宿主である大腸菌の転写シ
ステムとの相性に大きく依存し、その為同綱
であるγプロテオバクテリア綱の遺伝子が
優先的に選択されやすい傾向に有るのでは
ないかと結論づけた。 
 
２．研究の目的 
 そこで今回申請者は、SIGEX の原理を活
かしつつ、より多様な微生物種から遺伝子を
取得するため、本研究において宿主範囲の拡
張を試みる事とした。新たな宿主の候補とし
て様々な微生物が考えられたが、産業有用微
生物であり、またモデル生物としても研究が
盛んな枯草菌を利用する系の構築を試みる
事とした。この微生物は大腸菌とは異なる微
生物系統群に属しており、またその遺伝子操
作系（宿主・ベクター系）も確立されている。
また遺伝子組換実験指針における認定宿主
でもある。本研究では、SIGEX 法に用いる
宿主を大腸菌以外にも拡張し、メタゲノムク
ローンから得られる微生物遺伝子資源の多
様性拡大を目的とする。 
 また SIGEX法で得られる特定基質でGFP
の発現が誘導される陽性クローンを、レポー
ターシステムとして利用し、メタゲノムライ
ブラリーからハイスループットに目的の酵
素活性を保持する陽性クローンのスクリー
ニングをおこなう方法の開発も併せて試み
る事とした。この様なスクリーニング法を開
発する事により、SIGEX 法で得られてくる
陽性クローンを有効活用し、当該方法の有効
性を補完するのが目的である。 
 
３．研究の方法 
 モデル生物として研究が盛んな古草菌と
大腸菌のそれぞれで使用可能なメタゲノム
ライブラリー構築用シャトルベクターの構
築を行った。またシャトルベクターが SIGEX
法で使用可能なオペロントラップベクター
となるように構築を行った。シャトルベクタ
ーは市販の pHT01を基に、gfp遺伝子、マル
チクローニングサイトを導入する事によっ
て構築を試みた。オペロントラップシャトル
ベクターの構築後は、特定の環境中からメタ
ゲノムを抽出し、これと当該ベクターを用い
てメタゲノムライブラリーを構築する。メタ
ゲノムライブラリー構築の際は、始めに大腸
菌で構築し、これを枯草菌に移す事で異宿主
間で同じライブラリー構築を構築する。この
ようなメタゲノムライブラリーが構築でき
れば、それぞれのライブラリーに同じ誘導基
質を与えて SIGEX を行い、得られる陽性ク
ローンの遺伝子資源に変化が生じるか否か
を確認する事によって、ライブラリー構築の
宿主を変える事の意義が確認できると考え



 

 

られた。 
 新規な酵素活性スクリーニング法の開発
では、SIGEX 法で得られた陽性クローンを
レポーターとして利用する PIGEX (Product 
Induced Gene Expression)法の開発を試み
る。申請者は SIGEX法を用いて、安息香酸・
キシレン・ナフタレンを誘導基質として GFP
の発現が誘導される陽性クローンのクロー
ン化に成功している。これらの陽性クローン
をレポーターシステムとして利用する事で、
メタゲノムライブラリーからの新規の酵素
活性スクリーニング法の開発を試みる。今回
は、安息香酸誘導型クローンを用いて、安息
香酸アミダーゼ活性を保持するクローンの
スクリーニングを試みた。 
 
４．研究成果 
 大腸菌と枯草菌両方の宿主で使用可能な
SIGEX 用オペロントラップシャトルベクタ
ーの、pHT01GFP の構築に成功した。また
当該ベクターと、温泉由来メタゲノムを用い
たメタゲノムライブラリーの構築に成功し
た。このメタゲノムライブラリーは、大腸菌
と枯草菌の異宿主間で同じライブラリーの
構築に成功している。これらのメタゲノムラ
イブラリーへ様々な誘導基質を与え、SIGEX
を行うところまで研究は進捗した。 
 また SIGEX 法を拡張する目的で、当該法
を用いて得られる陽性クローンをレポータ
ーシステムとして利用する PIGEX 法の開発
にも成功した。PIGEX 法とはレポーターシ
ステムを用いて、クローンライブラリーから
目的の酵素活性を保持する陽性クローンの
スクリーニングを行う方法である。今回は
SIGEX 法で得られた安息香酸に反応するク
ローンをレポーターとして利用し、メタゲノ
ムライブラリーから安息香酸アミダーゼ活
性を保持する陽性クローンのスクリーニン
グを試みた。スクリーニングの対象としたメ
タゲノムライブラリーは、芳香族化合物分解
活性汚泥から抽出したメタゲノムと、フォス
ミドベクターを用いて作製されたものを使
用した。その結果、９６０００個の独立した
クローンからなるメタゲノムライブラリー
中に、少なくとも１０４個の陽性クローンが
存在している事を明らかにした。そして最終
的にここから４つの新規な安息香酸アミダ
ーゼ遺伝子のクローン化に成功し、これらが
個々に特徴的な基質特異性を保持している
事を明らかにする事に成功した。この成果は、
PIGEX 法が目的酵素のハイスループットな
スクリーニング系として使用可能である事
を示唆しており、また SIGEX 法によって得
た陽性クローンをレポーターシステムとし
て利用する様なスクリーニング系を構築す
る事によって、SIGEX 法の補完を行う事に
成功した。 

 今後の展望としては、大腸菌と枯草菌両方
の宿主で使用可能な SIGEX 用オペロントラ
ップシャトルベクター、pHT01GFP を用い
て作製した、異宿主メタゲノムライブラリー
から得られる遺伝子資源の相違を確認する
研究を進める必要が有る。また、PIGEX 法
に関しては、あらたなレポーターシステムを
構築して、産業上有用な酵素遺伝子（例えば
セルラーゼ等）のクローン化を試みて行きた
い。 
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