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研究成果の概要（和文）：難培養性細菌の遺伝子資源を創薬に利用する手法の開発を行った。従来のメタゲノムライブ
ラリーを用いたスクリーニング方法で、オーファンGPCRの代替リガンド探索を行い、リガンド候補とその遺伝子を同定
することが出来た。このことは、難培養性細菌の遺伝子ソースが創薬ターゲットになり得る可能性を示唆している。さ
らに、重要創薬ターゲット遺伝子を持つ細菌のみを、夾雑細菌中から見分けて特異的に全ゲノム増幅する方法を確立し
た。

研究成果の概要（英文）：The methods for drug screening using genomic resources from VBNC (viable but 
non-culturable) bacteria were developed. The surrogate ligand of orphan GPCR was screened among 
metagenomic library and we successfully found the candidate and its gene cluster. This result suggests 
that the gene resources from VBNC bacteria would be applicable to drug discvery. Moreover, we established 
the method that the whole genome harboring target genes for drug discovery were amplified specifically 
among the majority of non-target.

研究分野：微生物ゲノム工学
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１．研究開始当初の背景 
 カイメン共生細菌から分離された生理活
性物質・ペプチドは、治療に多大に貢献して
いる製剤も多いが、その細菌をカイメンから
分離培養することが不可能である。現在、メ
タゲノムライブラリーを構築して寒天平板
上に展開するスクリーニング方法が用いら
れているが、多大なマンパワーを必要とする。
研究代表者はオリゴペプチドを生成するポ
テンシャルのあるクローンを in silicoスクリ
ーニングにより選択した。この中から創薬シ
ーズ候補が取得できれば、今後、単純計算で
1000倍にリソースが増大し、より有用な医薬
品開発につながると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、オーファン受容体のサロ
ゲートリガンド探索ツールの開発である。選
択したペプチド生成クローンのメタゲノム
ライブラリーから、アゴニストあるいはアン
タゴニストを探索することを目的とした。 
さらに、環状ペプチドの場合、その生合成遺
伝子は巨大遺伝子クラスターを形成してい
るためライブラリーではクローニングは不
可能であるため、大多数の環境細菌の中から
環状ペプチド合成遺伝子特異的にゲノムを
増幅し、その配列をマイニングする方法を開
発することで、メタゲノムライブラリーの欠
点を補う基盤技術開発を目的とした。 
 
３．研究の方法 
①ボンベシン受容体３(BRS3)のリガンド探
索 
 オーファン GPCRである BRS3を導入した
哺乳類細胞 HEK293T にメタゲノムライブラ
リーの培養上清を反応させ、Ca2+の細胞内動
員量を測定して 1次スクリーニングを行った。
また候補クローンの培養上清をHPLC精製し
た画分でアッセイし、活性本体を分離同定し
た。 
②環状ペプチド生合成遺伝子(NRPS)の特異
的増幅法の開発 
  NRPS の高度保存領域から変性プライ
マーを作製し、single priming RCA (rolling 
circle amplification)法を検討した。 
NRPSモデル細菌と大腸菌を混合して、特異
的増幅が可能なプライマーとその条件を検
討した。 
４．研究成果 
①ボンベシン受容体３(BRS3)のリガンド探
索 
 カイメン共在バクテリアメタゲノムライ
ブラリー、およそ 10 万クローンの中から、
アミノ酸リガーゼのモチーフを保持する 120
クローンを in silico解析で選択し、アッセイ
に供した。その結果 2クローンが BRS3と反
応した。培養上清を濃縮、C18 カラムで精
製・分画し、各画分を用いて、活性本体を含
む画分を探索したところ、#42 株が再現よく
顕著な反応を示した。#42 株が持つプラスミ

ド中にクローニングされたメタゲノム断片
の全長シークエンスを決定したところ、活性
に必要な領域には少なくとも 3つの ORFが
コードされており、そのうち 2つはオペロン
を形成していることが分かった。オペロンの
領域のみをクローニングし、#42株オリジナ
ルと比較した結果、オペロンのみでも GPCR
を刺激することが出来るが、全長を保持して
いた方が高活性であることが分かった。 
 以上の結果から、オーファン GPCRのリガ
ンドスクリーニングのプラットフォームと
してメタゲノムライブラリーは適用できる
ことが示唆された。また同時に、そのポテン
シャルリガンドをコードする遺伝子も分離
可能なツールといえる。 
②環状ペプチド生合成遺伝子(NRPS)の特異
的増幅法の開発 
 既報の NRPS ユニバーサルプライマーは、
培養確立株には有用であるが、カイメン共在
バクテリア由来の NRPSに対しては有効でな
いことを確認した。そこで、変性パラメータ
ーを最大にした場合でもメタゲノムに対し
て有効なプライマーをデザインした。 
 このプライマーで増幅された領域から、
single priming RCA 用のプライマーをデザ
インした。モデル系で夾雑細菌が存在する
中、NRPS陽性細菌のみを特異的に、全ゲ
ノム増幅することに成功した。陽性細胞を
希釈して感度を調べた結果、数細胞でも増
幅可能であることが明らかになった。これ
により、環境中から、環状ゲノムを無傷で
抽出するという条件付きであるが、標的遺
伝子特異的にメタゲノムソースを利用でき
る基盤技術ができたと言える。 
 
 以上の結果から本研究を総括すると、従
来のメタゲノムライブラリーによるスクリ
ーニングは創薬探索ターゲットになり得る
ことが分かったが、より高活性の候補を増
やすためにはライブラリーの母数を増やす
より手立てがない。一方、ターゲット合成
酵素遺伝子のみを特異的に増幅する技術は、
候補の濃縮につながる故、ライブラリーの
母数は小さいままヒット率を引き上げるこ
とが出来る。本研究では最も困難な課題で
ある巨大遺伝子クラスターを標的にして特
異的増幅法を開発したが、すべてのモチー
フ既知の遺伝子に対して適用可能であり、
次世代のメタゲノムライブラリースクリー
ニングツールの開発につながることは間違
いない。99.9%を超える海洋の難培養性細
菌の遺伝子ソースは大変ポテンシャルが高
いものであり、その利用手法の開発は今後
の医薬探索分野に大きく貢献できる可能性
を示すことが出来た。 
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