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研究成果の概要（和文）：天然物、特に微生物代謝産物から、抗生物質、抗がん剤、免疫抑制剤など多くの医薬
品が開発されてきた。近年、合成化合物が創薬の探索源として用いられることが多いが、生物活性の強さ、構造
多様性では天然物が優れている。本研究では、微生物代謝産物を起点に、我々が構築してきた新世代ケミカルバ
イオロジー研究基盤を駆使することで、新規生物活性物質の創出法の確立に取り組んだ。その結果、新規微生物
代謝産物を複数取得することができ、今後の新規生物活性物質発見、さらには医薬・農薬シーズ創出が大いに期
待できる成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Natural products that possess structural diversity and show a wide range of 
specific biological activities have been an important resource for the development of pharmaceutical
 drugs and agrochemicals. In this project, we focused on secondary metabolites produced by 
microorganisms to establish a methodology for the discovery of new bioactive compounds by means of 
new chemical biology research tools constructed by ourselves, such as NPPlot, MorphoBase, 
ChemProteoBase, and photoaffinity beads. A number of new microbial metabolites were isolated by 
genetic engineering and manipulation of regulatory systems, and evaluated their biological 
activities, leading to a creation of seeds for the drug discovery.

研究分野： ケミカルバイオロジー

キーワード： 生物活性物質　ケミカルバイオロジー　二次代謝産物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
天然物、特に微生物代謝産物から、抗生物

質、抗がん剤、免疫抑制剤など多くの医薬品
が開発されてきた。近年、創薬におけるケミ
カルバイオロジーの重要性が認知されつつ
あるが、研究を成功に導くためには、多様性
に富んだ化合物ライブラリーが必要である。
またそのようなライブラリー構築には、①質
の高い化合物群と②構造や活性情報が充実
したデータベースやデータマイニング技術
などの創薬基盤の整備が不可欠である。我々
は天然物（特に微生物二次代謝産物）を中心
とした天然化合物バンク NPDepo を構築し、
生物活性物質探索に活用してきた。培養、分
離精製に多大な時間がかかること、高頻度で
既知化合物が再分離されることなどの欠点
から、製薬企業では天然物離れが進んだが、
生物活性の強さ、構造多様性では天然物が優
れている。我々は以下に述べる様々な技術開
発やデータベース構築を行い、天然物スクリ
ーニングにつきまとう個々の課題を克服し
てきた。 
（1）生合成経路改変技術（パスウェイ工学） 
保有する土壌単離微生物（放線菌・糸状菌）

を有用遺伝子資源として活用する手法の開
発が必須である。微生物二次代謝に関わる遺
伝子情報が蓄積し、ゲノム解読が迅速かつ安
価に実施できるようになったことで、保有す
る有用化合物生産菌からの生合成遺伝子ク
ラスター取得が容易となった。遺伝子情報に
基づく生合成経路改変技術（パスウェイ工
学）により、自在な化合物生産が可能となる。
これまでに我々は、パスウェイ工学の適用に
より、有用物質生産微生物から、通常は取得
が困難な生合成中間体や類縁体を得てきた。 
（2）生合成遺伝子クラスターの覚醒技術 
二次代謝産物の生合成遺伝子クラスター

は、特定の環境・条件下でのみ活性化される
ことが知られている。制御系の遺伝子改変は
高確率の活性化が期待できる。その一方で、
遺伝子改変に依らない、より汎用性の高い手
法の開発にも注目が集まっている。微生物の
共培養やエピジェネティック修飾剤処理で
ある。我々は、経路特異的に遺伝子を活性化
する外来性小分子（バイオメディエーター）
が、トマトエキスを含む生産培地中に存在す
ることを見出した。 
（3）NPPlot データベース 
我々はこれまでに、系統的精製法に準拠し

た独自の Natural Product Plot（NPPlot）データ
ベースを構築し、微生物培養液からの新規化
合物探索の効率化を推し進めてきた。微生物
代謝産物の LC/MS 分析結果を登録した本デ
ータベースとの照合により、既知物質を初期
段階で排除し、構造多様性に富んだ化合物の
発見が可能になる。 
（4）ハイコンテントスクリーニング 
我々は、がん細胞が与えられた薬剤の作用

に応じて特異な形態変化を示すことをヒン
トに、形態変化と薬理作用を関連づけたデー

タベース MorphoBase を開発し、新規抗がん
物質の作用機序解明に役立ててきた。本デー
タベースには代表的な抗がん剤の表現型が
登録されており、簡便な形態変化比較で既存
抗がん剤とは作用機序が異なる化合物を迅
速に選りすぐることが可能である。 
（5）作用機序予測技術（ChemProteoBase） 
細胞内タンパク質の発現量や修飾は、与え

られた薬剤の作用に応答して変化する。我々
は約 50種の既知薬剤を処理したHeLa細胞の
プロテオーム変化から成るデータベース
ChemProteoBase を構築した。これまでに様々
な新規化合物のプロテオーム変化を本デー
タベースに照合し、その標的分子同定に用い
てきた。 
（6）光親和型化合物固定化ビーズ 
ジアジリンを先端に有する光親和型リン

カーを導入した担体を開発し、官能基非依存
的に化合物を固定化できる手法を開発した
（光親和型化合物ビーズ法）。生物活性に影
響のない官能基を介した固定化が一般的に
は望まれるが、適切な官能基が不明な場合も
ある。我々の手法はこの問題を回避すること
ができ、様々な薬剤の標的分子の同定に用い
てきた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、我々が構築してきた新世代ケ

ミカルバイオロジー研究基盤を利用して新
規生物活性物質の創出を目指す。具体的には、
微生物代謝産物の取得から、生物活性物質の
探索までを一気通貫して行うことで、新規微
生物代謝産物の効率的取得法、ならびにその
有効活用法の確立を目的とした。 
（1）新規微生物代謝産物の取得 
パスウェイ工学と遺伝子覚醒技術という

異なる２つの手法を用い、微生物が潜在的に
有する代謝産物生産能を最大限に引き出す。
パスウェイ工学では、生合成研究で得られた
知見に基づいた経路改変を行うことで、生合
成経路が持つ構造多様性の拡張を図るとと
もに、高活性誘導体の選択的生産と収量向上
に取り組んだ。遺伝子覚醒技術では、経路特
異的転写因子やエピジェネティック制御系
を標的とした遺伝子改変により、発現が極め
て微弱で産物が不明な遺伝子クラスターを
活性化させた。また、これら制御系を介して
遺伝子発現を活性化させる小分子化合物を
探索した。 
独自に構築した NPPlot データベースを組

み合わせることで、遺伝子改変や化合物処理
を施した微生物培養液から新規化合物を迅
速かつ効率的な取得を行った。 
（2）生物活性物質の探索 
ユニークな生物活性を有する新規化合物

を発見するには、如何に早く既存薬との差別
化を図るか、如何に早くその作用機序を明ら
かにするかが重要である。MorphoBase は簡単
な形態変化比較で薬剤作用を類推すること
ができ、データベースに登録されていない表



現型を選べば、これまでにないユニークな化
合物を迅速に得ることができる。本研究では、
新たに真菌の形態変化を収集し、医薬・農薬
開発につながる MorphoBase を構築した。取
得した新規化合物について、MorphoBase を基
盤としたハイコンテントスクリーニングを
実施し、高次評価に資する化合物を探索した。
さらには ChemProteoBase や光親和型化合物
ビーズ法で作用標的分子を探索した。ユニー
クな生物活性物質を見出し、その作用標的を
同定することを期間内の課題とした。 

 
３．研究の方法 
（1-1）パスウェイ工学による代謝産物取得 
生合成経路のある段階を担う遺伝子を破

壊すると、その段階の基質となる中間産物が
蓄積する。それが不安定な場合、あるいは高
度に蓄積した場合には、野生株における通常
の生合成プロセスでは起こりにくい反応が
進み、類縁化合物（シャント代謝物）が産生
する。生物活性物質生産菌に由来する遺伝子
破壊株において、蓄積する中間産物とその関
連化合物を収集した。また、新たに見出した
新規化合物の生産菌ゲノム解読を行い、生合
成遺伝子クラスターを同定した。遺伝子破壊
実験を行うことで生合成経路の全容を明ら
かにするとともに、中間産物やシャント代謝
物を含め関連化合物の網羅的収集を行った。 
（1-2）制御系改変による遺伝子クラスター活
性化 
微生物二次代謝産物生合成遺伝子クラス

ターには通常、経路特異的転写因子をコード
する遺伝子が含まれる。それら制御因子はク
ラスターに含まれる遺伝子の発現を一括で
制御している。そこで、これまで解析を行っ
てきた遺伝子クラスターに含まれる経路特
異的制御因子を改変することで、高活性化合
物の安定的高生産を試みた。またゲノム解読
した様々な有用物質生産放線菌・糸状菌につ
いて、改変の対象となる経路特異的制御因子
を探索し、遺伝子クラスター活性化による新
規化合物取得を試みた。 
（1-3）バイオメディエーター探索系構築 
二次代謝産物生合成遺伝子クラスターを

制御する転写因子ネットワーク解明を進め、
生産調節に中心的に機能する経路特異的制
御遺伝子を同定する。その支配下にある遺伝
子プロモーターを用いた GUS レポーターア
ッセイ系を構築し、遺伝子発現を活性化する
小分子化合物をスクリーニングした。ヒット
した小分子化合物（バイオメディエーター）
が標的代謝産物の生産を誘導することを確
認した後、その作用標的分子を解析した。ま
た、他の生合成遺伝子クラスターの活性化に
関与しているか、他の微生物にも適応可能か
どうかを検証した。 
（1-4）NPPlot データベースを活用した新規
化合物取得 
我々が保有する有用代謝物生産菌株の多

くは、生物活性を指標に特定の化合物群のみ

を単離精製しただけで、それら菌株本来の多
様な代謝産物生産能は評価されていない。そ
こで、保有菌株の培養物を分析し NPPlot デー
タベースと照合することで、これまで見落と
していた新規化合物を探索した。その中から、
構造的にユニークな新規化合物に絞って単
離精製を行った。 
（ 2-1 ）形態変化に基づくデータベス
（MorphoBase） 

MorphoBase は約 200 種の標準化合物が誘
導するがん細胞の形態変化を数値化し、統計
的に薬理作用と表現型を関連づけたデータ
ベースである。高分子合成や細胞骨格系など
これまでに抗がん剤標的として重要性が認
知されている 14 種の標的については簡単に
識別可能である。この手法をイネいもち病菌
Pyricularia oryzae へ適用し、既存抗真菌薬が
誘導する形態変化を収集することで、真菌版
MorphoBase の構築に取り組んだ。 
強力な活性を示す化合物ががん細胞や真

菌に対して誘導する形態変化を数値化し、
MorphoBase へ照合した。現在データベースに
ある化合物のデータと比較して、既存薬とは
異なる標的を持つことが期待される化合物
の絞り込みを行った。 
（2-2）生物活性評価 
取得した新規化合物について様々ながん

細胞や各種真菌に対する増殖阻害活性を評
価した。その中で、強力活性を示す化合物は、
MorphoBase による選定に供した。加えて、分
化誘導活性、抗細菌活性や抗原虫活性など研
究室で検討可能な生物活性を広く評価した。 
高次評価の一環として、ChemProteoBase に

よる作用機序予測、光親和型化合物ビーズに
よる標的分子同定を行った。光親和型固定化
法により作製した化合物固定化ビーズを用
い、細胞抽出液から結合タンパク質を探索し
た。化合物ビーズで有意に検出されるバンド
についてTOF/MS解析により標的分子候補を
同定した。ChemProteoBase や化合物ビーズで
見いだされた候補タンパク質の妥当性につ
いて、セルフリー系および細胞レベル系での
阻害効果、siRNA による細胞応答、SPR を用
いた化合物と候補タンパク質との物理的相
互作用解析などで検証した。 
 

４．研究成果 
（1）新規微生物代謝産物の取得 
パスウェイ工学、および NPPlot データベー

スを駆使し、新規微生物代謝産物の取得に取
り組んだ。バーティシラクタムやフサリセチ
ン、テヌアゾン酸、オカラミン、フォマセチ
ンなど、有用代謝産物探索に資する新規生合
成遺伝子クラスターを多数発見した。それら
生合成遺伝子クラスターの解析に取り組み、
主要生合成経路を全容解明し、破壊株におい
て蓄積する代謝産物の取得を行った。多様な
構造の類縁化合物を収集し、生物活性評価に
供することで、今後の医薬・農薬開発に資す
る構造活性相関を得た。 



イネいもち病菌をモデルに、制御系改変に
よる遺伝子クラスター活性化技術の開発に
取り組んだ。その結果、植物感染との関連が
指摘されている代謝物の生産制御を担う経
路特異的転写活性化因子を同定するととも
に、通常実験室条件では検出出来なかった代
謝産物を生産させることに成功した。 
リベロマイシン生産を制御する転写因子

ネットワークの解析により、遺伝子クラスタ
ーに含まれる転写因子の中で主要な役割を
担うマスター制御因子を同定した。この知見
に基づき構築したリポーターアッセイ系を
用いて、リベロマイシン生合成遺伝子発現を
活性化するバイオメディエーターの探索を
行い、候補となる化合物を発見した。次いで、
候補化合物の構造最適化を行い、その作用標
的とそのメカニズム解明に取り組んだ。また、
他の放線菌においても、二次代謝物生産誘導
が可能であることを実証した。 

NPPlot データベースの活用により、迅速か
つ効率的な新規化合物探索が可能となり、当
研究室が保有する有用代謝物生産菌株の培
養物の中から、新規オキシインドール類やユ
ニークな環構造を有する糸状菌代謝産物、抗
マラリア活性物質など、多くの新規化合物の
取得に成功した。 
（2）生物活性物質の探索 

MorphoBase 拡張の一環として、真菌版
MorphoBase 構築に取り組んだ。構築したデー
タベースを駆使することで、新規作用機序を
有する抗真菌物質のスクリーニングを行い、
Candida albicans に対して興味深い形態変化
を誘導する活性を発見した。当該活性エキス
の生産微生物を培養し、その活性本体の特定
に成功した。 
また、本課題で取得した新規化合物の生物

活性評価を行い、高次評価に資する候補化合
物を見出し、ChemProteoBase や光親和型化合
物固定化ビーズを用い、複数の生物活性物質
について、それらの作用機序予測を行い、分
子標的の同定に成功した。 
以上のように、独自のデータベース群を核

とした、新世代ケミカルバイオロジー研究基
盤を駆使し、微生物二次代謝遺伝子から、そ
の産物の生物活性評価、作用標的同定までの
一気通貫した研究に取り組んだ結果、微生物
二次代謝を活性化するバイオメディエータ
ーや病原性真菌 C. albicans に対する興味深い
作用を示す放線菌代謝物をはじめ、今後の新
規生物活性物質発見、さらには医薬・農薬シ
ーズ創出が大いに期待できる成果を得た。 
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