
静岡県立大学・薬学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２３８０３

基盤研究(C)（一般）

2024～2022

自己耐性遺伝子指向型ゲノムマイニングを基盤とした標的分子の同定

Identification of target molecules based on self-resistance gene-directed genome
 mining

１０６２９６９５研究者番号：

佐藤　道大（Sato, Michio）

研究期間：

２２Ｋ０６６６５

年 月 日現在  ７   ６ ２３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、申請者が行ってきたターゲットゲノムマイニングに加えて、耐性遺伝子の
産物すなわち耐性酵素が標的分子であるか、さらにどのように耐性を獲得しているのか、その分子機構の解明を
目的とした。我々は、真菌由来の免疫抑制活性物質FR901483の生合成遺伝子クラスターに存在するFrzKが、標的
分子(アミノホスホリボシル転移酵素(PPAT))かつ耐性酵素であることを明らかにした。FR901483はプリン塩基生
合成に関わる生物に普遍的に存在する酵素である。今回、FrzKの耐性機構について、タンパク質の結晶化および
モデリング構造を基盤として関与するアミノ酸および分子機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Based on previous targeted genome mining studies, this study aimed to 
determine whether the putative resistance enzyme encoded within the biosynthetic gene cluster (BGC) 
functions as the target molecule, and to elucidate the molecular mechanism by which resistance is 
acquired. As a result, we identified FrzK encoded by the biosynthetic gene cluster of the fungal 
immunosuppressive compound FR901483 as both the resistance enzyme and the target molecule, 
aminophosphoribosyltransferase (PPAT). PPAT is a universally conserved enzyme involved in purine 
biosynthesis. Through protein crystallization and structural modeling, we identified the key amino 
acid residues and the molecular mechanism underlying FrzK-mediated resistance.

研究分野：生物有機化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ターゲットゲノムマイニングでは、微生物のゲノム情報を利用することで、生物活性物質の探索と、その標的分
子の同定を一挙に行うことが可能となる画期的な手法である。また、今回の我々の研究結果のように、これまで
不明であった生物活性物質の標的分子の特定や酵素の耐性メカニズムの解明など学術的に重要な知見も得られ
た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
従来の天然物探索は、微生物培養液や植物由来の抽出物から活性を指標としたスクリーニン
グを行い、目的の活性を有する化合物を精製・単離するというものである。微生物や植物は生物
であるので、その生育環境によって、代謝物は変化する。栄養・温度・pHなどによってその代
謝系は大きく変化するため、それを利用したOSMAC (one strain many compounds) 法など
も開発され、また抗生物質による突然変異によるリボソームや RNA ポリメラーゼに変異を誘発
することによるリボソーム工学、エピジェネティック制御を利用した物質生産といった代謝系
を大きく変化させ生産者のポテンシャルを引出す技術も発展してきた。しかしながら、すでに数
十万もの化合物が見出されている現在、広いケミカルスペースを有するといわれる天然物では
あるが、新たな骨格を有する新規化合物を発見するのは困難になってきている。一方で、創薬分
野においては、ドラッグリポシショニングのように、新たな適応を探索する動きも活発になって
いるが、天然物においてもそのポテンシャルが知られないまま埋もれてしまっている化合物も
多分に存在すると考えられる。しかしそのような可能性はあれど、サンプルの量的供給という壁
もあり、時間・コストの面から天然物を創薬シードとする研究開発は衰退の一途をたどっている
のが現状である。２０００年に入り、次世代シーケンサーが普及し、コンピュータの性能やバイ
オインフォマティクス技術が大きく発展したおかげで、迅速・安価に正確なゲノム情報が得られ
るようなった。世界中で行われているゲノムシークエンスの取組みにより、微生物や植物のゲノ
ム情報がパブリックデータベースに急速に蓄積されている。ポストゲノム時代とよばれる現在、
物質探索という課題にゲノムを用いたアプローチ、「ゲノムマイニング」が加わった。ゲノムマ
イニングとは、ゲノム情報から有用な情報 (生合成遺伝子) を探索することを意味している。ゲ
ノムシークエンス技術の急速な発展によるゲノムマイニングは、天然物の探索研究に革命をも
たらした。細菌や真菌類などの微生物が生産する天然物の生合成遺伝子は、ゲノムの一部分に集
積して (生合成遺伝子クラスター、以降 BGC とする) いるが、ゲノム情報と強力なバイオイン
フォマティクスツールにより、数万の生合成遺伝子が微生物ゲノムから同定されている。これら
BGCのうち、わずか 10％未満がこれまで見つかっている天然物と関連していると推定され、残
りの 90％以上の BGCは未知の産物の生合成遺伝子と考えられている。この BGCと天然物の関
連性の低さの原因は、(1) 実験室培養条件下での化合物の生産性の低さ (2) 極低濃度でのみ生
産 (3) 活性を指標としたスクリーニングにおいて、本来の生物活性が見落とされている、とい
ったことがあげられる。この未知と考えられる 90％以上の BGC の天然物と活性を明らかにす
ることは、創薬の新たなアプローチとして非常に重要となる。 
近年、ゲノム主導の天然物探索研究が広く行われ、ゲノムマイニングがこれまで不明であった
BGC の効果的な探索法であることが示されてきた。生合成経路特異的転写因子の過剰発現、ク
ロマチン構造のエピジェネティック修飾、異種宿主における生合成経路の異種発現を含む、クロ
ーニングおよび合成生物学技術の融合によって、微生物が生産する天然物のケミカルスペース
の増加につながってきた。しかしこれらの結果は、活性を指標としたスクリーニングではなく、
BGC の遺伝子構成や生態学的にユニークな種を選択したことで得られたものである。現在、機
能未知の BGC の数が指数関数的に増加しており、選ぶべき BGC の選択肢が多い状況にある。
生産される天然物の標的分子が不明な場合、所望の生物活性のためのゲノムマイニングを行う
際に、どのようにして BGCに優先順位をつけるかということが、天然物ゲノムマイニングの分
野における重要な課題である。 

 
２．研究の目的 
微生物や植物が生産する二次代謝産物の中でも抗生物質をはじめとする他者を排斥する活性
を持つ化合物は、生産宿主自身にも作用する。これを回避するために、生産宿主はそれに対する
耐性機構をもっている。この耐性機構を利用した物質探索は耐性遺伝子指向型ゲノムマイニン
グ(resistance gene-guided genome mining, 本申請書ではターゲットゲノムマイニングとす
る)と呼ばれている。本研究ではターゲットゲノムマイニングによる物質探索を基盤とした標的
分子の同定および耐性遺伝子の耐性機構を解明することを目的とする。 
 
 
 
 
 



３．研究の方法 
 

I）糸状菌ドラフトゲノムから、BGC 内にハウスキーピング遺伝子を含むクラスターを選別し、
クラスターの遺伝子をすべて発現し、化合物生産を行う。 
→新規化合物の獲得 
II）すでに SREと知られている遺伝子をクエリとし、そのホモログを探索する。 
→類縁体の獲得 
III）SRE と推定されている潜在的標的分子と BGC 由来化合物との相互作用の解析。 
→標的分子の確認および SREの非感受性機構解明 
 
I）に関しては、NCBI および JGI などのデータベースからゲノム情報を取得し、BGC内に存在
するハウスキーピング遺伝子を指標にゲノムを探索する。ヒットした糸状菌株を取得し、その
BGC由来化合物を獲得する。加えて、当研究室および共同研究先で解読した約 100 株の糸状菌
ゲノムからも探索を進める。現在、Phoma属糸状菌よりスプライソソームを構成する核内低分
子リボヌクレオタンパク質をコードする遺伝子を有するクラスターを発見している。スプライ
ソソームは、標的分子として研究されているが、これを標的とした治療は、臨床的にはまだ確立
していない。本 BGC由来化合物の発現および獲得を試みる。 
II）に関しては、現在当研究室で知見を得ている PPAT をクエリとして、PPAT を標的分子とす
る FR901483 以外の BGC の探索を行う。FR901483 の類縁体もしくは新たな阻害化合物の発
見を目指す。 
III)においては、すでに報告されている SRE の情報に基づいて、タンパク質―化合物の相互作
用を明らかにする。具体的には、cladosporin (SRE:tRNA 合成酵素 )や fumagillin 
(SRE:MetAP2)、citreoviridin (SRE:ATPase -subunit)などの化合物を対象にする。 
 
 
 
４．研究成果 
FR901483 (1) は糸状菌 Cladobotryum属真菌より、免疫抑制活性を指標に獲得された化合
物である。この免疫活性は、現在医療の現場で使用されているサイクロスポリンやタクロリムス
などの IL-2 産生阻害活性を有する化合物とはその作用機序が異なることが示唆されているが、
その標的分子をはじめとする作用機序は解明されていない。我々は本化合物の生合成研究の過
程で、その BGC 内に 1の耐性酵素が存在することを見出した (図 1 )。興味深いことに、本糸
状菌ゲノム中には、PPAT ホモロ
グタンパク質はこの FrzK のみし
か存在しておらず、FrzK は SRE
でありかつ本菌における唯一の
PPAT であった。PPAT は核酸合成
の初発を担う重要な一次代謝酵素
であり、ホスホリボシル二リン酸 
(PRPP) とグルタミンを基質に加
水分解およびアミノ基転移酵素の
両機能によりホスホリボシルアミン (5PRA) とグルタミン酸を生成する (図 1)。 
はじめに、1の標的分子が PPAT であるかを確かめるために、大腸菌由来 PPAT (PurF) を用
いて 1によるその阻害活性試験を行った。その結果、PurF の活性は濃度依存的に 1により阻害
されることが明らかとなった。その阻害活性は強く、IC50 値は
nM オーダーであった。このことから、1の標的分子は PPAT で
あることが示された。一方で、FrzK の活性は 1による阻害をほ
とんど受けないことから、SREであることが確認された (図 2)。
次に 1の作用機序を明らかにするために、PurF との共結晶を作
製した。得られた共結晶を X線結晶構造解析に供し、PurF-1複
合体の結晶構造を明らかにした。この結晶構造から、1 は PurF
の本来の基質である PRPP 結合部位に結合していることが示さ
れた。 
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【PPAT活性試験】
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FrzK: >3000 nM
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PPAT はプリン塩基の生合成に関わる酵素であり、原核生物から真核生物まで普遍的に存在し、
その活性部位のアミノ酸残基は高度に保存されている。我々は活性部位周辺のアミノ酸残基に 1
の結合を妨げる要因があると考え、いくつかの生物種における PPAT のアミノ酸配列のアライメ
ントを調べ、FrzK のみ保存されていないアミノ酸残基を見出した。これらのアミノ酸は、PPAT
の酵素活性には関与しないが、1の結合に関わるアミノ酸残基であると考えられた。また、並行
して FrzK-1 のモデリング構造を構築し、PurF-1 の共結晶構造との相違点を探索した。これら
解析から、PPAT との結合に必須のアミノ酸残基、および FrzK との結合を妨げるアミノ酸残基
を見出すことに成功した。これらの結果は、Journal of the American Chemical Society 誌に
掲載された。 
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