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研究成果の概要（和文）：抗生物質や抗ガン剤などの生産者である放線菌で、現在我々が認知できている二次代謝産物
は、放線菌の生産能力のうちの１割ほどでしかないため、残りの９割にアプローチし、生合成マシナリーの解明とその
応用のための解析法を開発することを目的とした。既知の放線菌ゲノム配列のうち、二次代謝産物生合成遺伝子がよく
アノテーションされている４種のすべてのタンパク質に見出されるPfamドメインのうち、二次代謝産物生合成に特有あ
るいは高頻度に見出されるものを抽出したサブセットを作成した。これ用いて、ドラフトゲノム配列などから二次代謝
産物生合成遺伝子を効率よく見出すためのウェブツール「2ndFind」を開発した。

研究成果の概要（英文）：Actinomycetes produce various medically important secondary metabolites such as 
antibiotics, anticancer drugs, etc. Recent genome analyses revealed that their ability to produce such 
metabolites was 10-fold higher than previously known. To unveil their hidden ability, we searched for 
Pfam domains in all proteins coded in four well-annotated actinomycete genomes. The result indicated that 
there were Pfam domains only or frequently found in secondary metabolism related proteins. We developed a 
web tool, 2ndFind, to find secondary metabolite biosynthetic genes using those Pfam domains as the 
indicator. The 2ndFind is freely available at the URL http://biosyn.nih.go.jp/2ndfind/.

研究分野：微生物ゲノム科学
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表１．放線菌の二次代謝産物遺伝子クラスタ
ー数． 

 

 

図１．二次代謝関連タンパクに見出された
Pfam ドメインの出現頻度ごとのドメイン数． 

１．研究開始当初の背景 
すでに 1,000 を超える（執筆時点では 3,000

を超える）微生物ゲノムが明らかにされ、ゲ
ノム情報は各分野における研究を飛躍的に
進展させている。応募者は、抗生物質や抗ガ
ン剤などの生物活性物質（二次代謝産物）の
生産者として重要な放線菌のゲノム解析を
世界に先駆けて行ってきたが、それらのバイ
オインフォマティクスを用いた解析によっ
て、現在我々が認知できている二次代謝産物
は、ゲノム解析から推定される放線菌の生産
能力のうちの１割ほどでしかないことを明
らかにした（表 1）。さらに、国外で行われた
放線菌ゲノム解析も、我々の結論を支持する
ものであった。新たな抗菌薬の開発が停滞し
て久しい昨今、残りの９割に大きな期待が寄
せられているが、それらにアプローチし、利
用するための情報は未だ不十分であった。 

 

２．研究の目的 
 本研究は、既存の情報を効率的に用い、次
世代シークエンサーなどにより得られたド
ラフトゲノム配列から、二次代謝産物生合成
遺伝子を簡便、迅速に検出し、生合成マシナ
リーの解明とそれを応用した新たなマシナ
リーのデザインのための解析環境を提供す
ることを目的とする。 

 

３．研究の方法 
原核生物ゲノムの遺伝子予測には

MetaGeneAnnotator［1］を用い、真核生物ゲ
ノムには AUGUSTUS 2.7［2］を用いた。 

Pfam データベース［3］は 27.0 を用い、検
索等には HMMER 3.0［4］を用いた。 

ユーザーインターフェースは、どのような
プラットホームからも容易に使用できるよ
うにインターネットブラウザを採用した。
CGI プログラムは Perl ならびに Javascript を
用いて作成した。 

 

４．研究成果 
既知の放線菌ゲノム配列のうち、二次代謝

産物生合成遺伝子に関して非常に良くアノ
テ ー シ ョ ン さ れ て い る Streptomyces 
avermitilis ATCC 31267［5］、 S. coelicolor A3(2)

［6］、S. griseus NBRC 13350［7］および

Saccharopolyspora erythraea NRRL 2338［8］
の 4種のゲノムに含まれる合計 29,728個のタ
ンパク質中に見出される Pfam ドメインを検
索した結果、3,039 個の Pfam ドメインが検出

表２．Pfam ドメインの一次・二次代謝タンパク
における出現回数と頻度（抜粋）． 

一次代謝 二次代謝

Chal_sti_synt_C 0 6 100%

Cyclase_polyket 0 4 100%

DUF1702 0 2 100%

Docking 0 25 100%

HxxPF_rpt 0 54 100%

Condensation 5 133 96%

MbtH 2 14 88%

SQS_PSY 4 13 76%

Tyrosinase 2 5 71%

Thiolase_N 53 111 68%

Polysacc_synt_2 25 22 47%

polyprenyl_synt 17 14 45%

ACP_syn_III 19 15 44%

ATP-grasp_3 8 5 38%

KR 241 126 34%

p450 81 36 31%

adh_short 317 131 29%

Aminotran_3 53 11 17%

FAD_binding_2 135 21 13%

TetR_N 472 12 2%

Hydrolase 80 2 2%

Sigma70_r4_2 301 3 1%

HTH_18 108 1 1%

Acetyltransf_10 183 0 0%

BPD_transp_1 397 0 0%

Glyco_hydro_18 27 0 0%

HisKA 103 0 0%

TPR_12 102 0 0%

Usp 86 0 0%

出現回数

ドメイン名 頻度
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図２．2ndFind の解析フローチャート． 
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図３．2ndFind のスクリーンショット．A．配列
入力画面。配列の入力と遺伝子予測法を選
択する。B．遺伝子リスト出力画面。二次代謝
関連遺伝子の背景は緑や青などで表示され
る。[Pfam]および[BLASTP]ボタンを押下する
ことで、より詳細な解析が可能。 

されたが、それらの中には、二次代謝産物生
合成関連のタンパク質群に固有あるいは頻
繁に見出される Pfam ドメインの存在するこ
とが明らかになった（表２）。さらに、二次
代謝関連タンパク質における出現頻度を
50%以上とした場合にも、二次代謝関連 Pfam

ドメインは 100個足らずであったため（図１）、
これらのドメインを指標として、ドラフトゲ
ノム配列から二次代謝産物生合成遺伝子を
迅速・簡便に発見するためのウェブツールで
ある 2ndFind (http://biosyn.nih.go.jp/2ndfind/)の
開発を試みた。 

我々はまず、二次代謝関連タンパク質にお
ける出現頻度が 50%以上である 74 個の Pfam

ドメインを用いて、既知の二次代謝産物生合
成遺伝子クラスターがどの程度検出できる
かを確認した結果、ポリケチド、非リボソー
ム性ペプチド、テルペンなどの生合成遺伝子
クラスターは容易に検出できたが、アミノ配
糖体の生合成遺伝子クラスターの検出は十
分ではなかった。そこで、8 種のアミノ配糖
体生合成遺伝子クラスターに含まれるタン
パク質の Pfam ドメインを検索し、アミノ配
糖体に強く関連する Pfam ドメインを追加し
た。さらに、出現頻度が 50%未満ではあるも
のの、二次代謝産物生合成に頻繁に関わると
知られている酵素や調節因子の Pfam ドメイ
ンも追加した。また、利用者からリクエスト
のあった Pfam ドメインも追加し、現時点で
は 83 個の Pfam ドメインを用いている。 

2ndFind は、ゲノム配列の入力、遺伝子予
測、二次代謝遺伝子の検索、遺伝子リストの
出力の 4 段階からなる（図２）。解析可能な
配列は FASTA 形式あるいはプレインテキス
トであり、最長 500kb（キロベース）の配列
を解析可能である。500kb を超える配列が入
力された場合には、先頭から 500kb までだけ
が解析対象となる。 

図３に 2ndFind のスクリーンショットを示
した。遺伝子リスト出力画面（図３B）では、
2ndFind によって二次代謝関連と予測された
遺伝子は緑や青の背景色で示される。[Pfam]

と[BLASTP]ボタンを押下することにより、そ
の場で該当する検索が行われ、各遺伝子がコ
ードするタンパク質の特徴をより詳しく知
ることができる。また、解析結果は最後のア
クセスから 1 か月間は保存されるため、遺伝
子リスト出力画面の URL をブックマークし
ておくことにより、後日解析を再開可能であ
る。解析結果を保存せずに、即座に削除する
ことも可能である。 

我々は本研究期間中に領域内外との共同
研究として新たに 15 株のゲノムをシークエ
ンスし、それらを含む 38 株の未公開ゲノム
配列を 2ndFind で解析した。その成果は「５．
主な発表論文等」に示した通りであり、多数
の放線菌および真菌のドラフトゲノム配列
から、有用な二次代謝産物の生合成遺伝子を
同定するために威力を発揮した。また、リー
ドデータを次のアクセション番号で DDBJに
登録した（一部は 2 年後の公開）：DRA003076, 

DRA003105, DRA003117, DRA003131, 

DRA003132, DRA003133, DRA003134, 

DRA003135, DRA003162, DRA003163, 

DRA003164, DRA003165, DRA003166, 
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図４．2ndFindの利用統計．A．月毎と累積利

用。B．ドメイン別利用数。実際に解析が行

われた回数のみをカウントしている。 

DRA003167, DRA003168, DRA003170, 

DRA003171, DRA003172, DRA003176, 

DRA003177, DRA003183, DRA003184。 

2ndFind は公開からの約 4 年間に約 25,000

回の利用があり（図４A）、その約 45%が国内
（jp ドメイン）、約 65%が国外からの利用で
あった（図４B）。 
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