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研究成果の概要（和文）：放線菌ゲノムに含まれる未知の生物活性物質生合成遺伝子クラスター

の探索系を開発するために、Nocardia brasiliensis IFM 0406 株において次世代シークエンサーを

用いたゲノムスキャニングを行い、多くの生物活性物質生合成遺伝子クラスター候補を見出し、

そのうちのひとつについては、調節遺伝子の強制発現によって代謝産物を検出することができ

た。この手法は新規な生物活性物質の探索に有効であると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：To develop a system to find bioactive molecules by genome scanning, 

Nocardia brasiliensis IFM 0406 was sequenced by a next-generation sequencer. Many candidates for 

biosynthetic gene clustres of bioactive molecules were found, and the metabolite of one of the clusters 

was detected by forced expression of positive regulatory genes. These results suggest that genome 

scanning facilitates the finding of novel bioactive molecules. 
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１．研究開始当初の背景 

 

現在我々が認知している生物活性物質は、放
線菌の持つ能力の 1割ほどでしかないことが
放線菌ゲノム解析により明らかになった。残
りの 9割には新規な生物活性物質が多数含ま
れていると期待されているが、それらの解析
は、現時点でゲノム解析が終了している少数
の菌種に限られている。しかしながら、今後
次世代シークエンサーによるゲノム解析が
頻繁に行われるようになると予想されるた
め、次世代シークエンサーのデータを効率よ
く用いて、多くの未知ゲノムにアプローチす

るための手法の確立が望まれる。 

 

２．研究の目的 

 

現在用いられている抗生物質や抗がん剤
などの生物活性物質の大半は、放線菌と呼ば
れる菌群により生産された化合物をもとに
して作られている。近年、放線菌においても
数種のゲノム配列が明らかにされ、多様な生
物活性物質を生産する背景がゲノムレベル
で解明されつつあり、その創薬への応用に期
待が持たれている。放線菌は多くの場合、複
数の化学構造の異なる生物活性物質を生産
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する能力を持ち、生産物の数だけ生合成遺伝
子セット（クラスター）を持っている。生合
成遺伝子クラスターは数十キロベースから
百キロベースを超えることもあり、そのよう
な大きな遺伝子セットをゲノム中に複数保
持していることだけでも興味深いが、それら
既知の生合成遺伝子クラスターは、放線菌ゲ
ノム解析によって予測された全ての生合成
遺伝子クラスター候補のわずか 1割ほどでし
かないことが明らかになった。残りの 9 割の
生合成遺伝子クラスターは、その産物の化学
構造は未知であるものの、ポリケチド合成酵
素（PKS）やペプチド合成酵素（NRPS）な
どの既知の生合成酵素との配列相同性を用
いて予測されているため、既知物質の類縁体
であると想像される。しかしながら、生合成
遺伝子あるいは酵素が明らかになっていな
い物質や、既知物質とは全く構造の異なる化
合物の場合は、既知物質の生合成酵素とは相
同性がないと考えられるため、そのようなも
のを含めれば、さらに多くの未知（新規）物
質の生合成遺伝子が放線菌ゲノムの中に眠
っていると考えられる。 

このような状況の中、残り 9 割の未知生物
活性物質を同定するための努力が国内外で
行われているが、その対象は現時点でゲノム
配列が明らかになっている小数の菌種に限
られている。その理由のひとつは、ゲノムシ
ークエンスが高コストであり、しかもコスト
に応じた結果が得られるかどうかわからな
いことである。しかしながら、いわゆる次世
代シークエンサーの登場により、ゲノムシー
クエンスのコストは従来の十分の一以下に
低下してきているため、これを有効に利用す
ることを考えた。次世代シークエンサーによ
って得られる配列は、従来のサンガー法によ
って得られる配列に比べ非常に短く、それを
アセンブルして得られるコンティグ配列も
相対的に短い。したがって、次世代シークエ
ンサーを用いた場合には、生合成遺伝子クラ
スター全体が一度に明らかになるとは考え
にくく、クラスターの一部であると予測され
る断片を探索することになる。 

Nocardia brasiliensis IFM 0406 株は本邦の
臨床分離株であり、これまでにブラジリカル
ジン（免疫抑制作用、Komaki et al., J. Antibiot. 

52:13-19, 1999）、ブラジリノライド（免疫抑
制作用および抗真菌作用、Tanaka et al., J. 

Antibiot. 50:1036-1041, 1997）、ノカルディオ
ラクトン（抗菌作用、Mikami et al., Nat. Prod. 

Lett. 13:277-284, 1999）などの多様な生物活性
物質を生産することが明らかにされてきた
病原性放線菌の一種である。ブラジリカルジ
ンについては先ごろ生合成遺伝子がクロー
ニングされたが（Hayashi, Y., et al. J. Antibiot. 

61:164-174, 2008）、他については試みられて
おらず、その生合成過程は不明である。そこ

で本研究では、次世代シークエンサーを用い
て N. brasiliensis IFM 0406 株のゲノムスキャ
ニングを行い、種々の二次代謝産物の生合成
遺伝子を探索し、コスミドライブラリーから
発見した遺伝子を含むクローンを単離し、申
請者らが開発した Nocardia 宿主・ベクター系
（Chiba, K., et al. Jpn. J. Infect. Dis. 60:45-47, 

2007）を用いて遺伝子を発現させ、生産物を
特定することにより、生物活性物質の生合成
過程や調節機構の解明につなげることを目
的とした。 

IFM 0406 株のゲノム配列はいまだ解析さ
れていないことから、発見された生合成遺伝
子クラスターの生産物が特定されれば、ゲノ
ム配列未知の生物活性物質生産菌のゲノム
スキャニングによって生合成遺伝子を同定
した初めての例（モデル）となり、この手法
をより有用な物質の生産菌に適用すること
で、創薬研究に大きな進展をもたらすと期待
された。 

 

３．研究の方法 

 
N. brasiliensis IFM 0406 株は千葉大学真菌

医学研究センターより分与された。Red-ET

法に用いたプラスミドはエール大学 Coli 

Genetic Stock Center から入手した。ゲノムシ
ークエンシングは Nextera（Epicentre）で作製
したライブラリーをイルミナ社GAIIxを用い
て 行 っ た 。 遺 伝 子 予 測 に は
MetaGeneAnnotator（Noguchi, H. et al. DNA 

Res. 15:387-396, 2008.）を用いた。タンパク
質のドメイン検索には Pfam 26.0（Punta, M., 

et al., Nucl. Acids Res.  40:D290-D301, 

2012）を用いた。その他にも多数の in-house 

Perl スクリプトを開発して配列解析に用い
た。 

 
４．研究成果 
 
ゲノムアセンブリーの最適化：次世代シー

クエンサーデータのアセンブラーは発展途
上であるため、様々なアセンブラーで、様々
な条件でアセンブルを行い、好適と考えられ
るアセンブリーを得る必要がある。そこで、
アセンブラーとして ABySS （Jared, T. et al. 

Genome Res. 19:1117-1123, 2009）および Velvet 

（Zerbino, D. R. & Birney, E., Genome Res. 

表 1. 最適なアセンブリー 

コンティグ数  27,255 

  ≧1 kb 1,725 

    

  ≧5 kb 206 

  ≧10 kb 64 

  ≧50 kb 1 

 最長  51.7 kb 

 



18:821-829, 2008）を用い、各アセンブラーで
数100種類の条件でアセンブリーを作成した。
アセンブリーの良し悪しは、コンティグ数、
最長コンティグ、コンティグ総延長、さらに
ブラシリカルジン生合成遺伝子クラスター
を網羅できているかで判断した。その結果、
アセンブリーの良し悪しはリード長が長け
れば良いわけでも、多くのリードを用いれば
良いわけでもなく、数 100 通りのアセンブリ
ーを作成することで初めて明らかとなった。 
最適なアセンブリー（表 1）は 1,725 本（≧

1kb）のコンティグからなり、最長コンティ
グは 51.7kb であった。（筆者注：現在は次世
代シークエンサーの性能がより向上してい
るため、コンティグ数は 500 前後、最長コン
ティグは 400kb 以上となっている。） 

生合成遺伝子候補の探索：上述の最適なア
センブリーを用いて、生物活性物質の生合成
に密接に関わっているポリケチド合成酵素
（PKS）、ペプチド合成酵素（NRPS）および
糖転移酵素、さらに経路特異的調節因子
（SARP）などを BLAST、Pfam などを用いて
探索した。その結果、PKS、NRPS あるいは
SARP を含むコンティグをそれぞれ 20、32 あ
るいは 5 個見出した。 
 コンティグの連結：生合成遺伝子クラスタ
ーは、数 10 キロベース（kb）から 100kb を

超えることも多いため、上で見出したコンテ
ィグのいくつかについて、その周辺配列をカ
セット PCR（Isegawa, Y. et al. Mol. Cell. Probes 

6:467-475, 1992.、タカラバイオのキットを使
用）を用いて解析し、その配列を含むコンテ
ィグをアセンブリー中に探索することによ
って、隣接するコンティグを明らかにした
（コンティグウォーキング）。 
生合成遺伝子クラスター領域のクローニ

ング：コンティグウォーキングによって明ら
かになった二次代謝産物生合成遺伝子クラ
スター候補のうち、Ⅱ型 PKS および SARP を
含むクラスター（hsn クラスターと命名）（図

Contig20089 (5,839 bp )

pks

Contig20149 (7,177 bp)

pks

Contig19755 (3,093 bp)

nrps

Contig20098 (5,227 bp)

 

図 1. 生物活性物質生合成遺伝子を含むコン

ティグの例。PKS（黄色）、NRPS（緑色）、SARP

（水色）。 
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図 2. コンティグウォーキングにより明らか

となった hsn クラスターの構造。Ⅱ型 PKS（黄

色）、SARP（水色）。 



2）をクローニングするために、コスミドラ
イブラリーから Red-ET 法を用いてターゲッ
トを含むコスミドをタグ付によって単離し
た。 

SARP の強制発現による hsnクラスターの
活性化と代謝産物の検出：hsn クラスターは
二つの SARP 遺伝子（sarp1 および sarp2）を
含むことから、hsn 遺伝子群は SARP 遺伝子
の発現があって初めて発現すると考えられ
た。そこで、sarp1 および sarp2 を構成的に発
現するプラスミドを作製し、IFM 0406 株に導
入した（図 3）。その結果、sarp1 および sarp2

を強制的に発現させた株でのみ hsnF 遺伝子
の発現が観察された。 

 続いて、HPLCを用いて代謝産物の解析を行
った（図 4）。その結果、sarp1 と sarp2 を同
時に発現させた時に新たなピークが検出さ
れた。これらのピークの UV スペクトルは互
いに類似しており（データ示さず）、複数の
代謝産物が生産されたわけではなく、ひとつ
の代謝産物とその中間体が検出されている
と考えられた。 

結論：次世代シークエンサーを用いてシー
クエンシングを行い、最適なアセンブリーの
作製、コンティグウォーキングなどを行うこ
とにより、未知のゲノムをスキャニングする
ことで、二次代謝産物の生合成遺伝子を効率
よく見出すことができ、その遺伝子を含むコ
スミドクローンを Red-ET 法を用いて迅速に
単離できた。さらに、調節遺伝子（SARP フ
ァミリー）を強制発現させることにより、通
常の培養条件下では生産されていない代謝
産物を生産させることができた。以上の戦略
は、放線菌ゲノムの中に眠る生物活性物質生
合成遺伝子を迅速に見出し、その代謝産物を

同定するために有効であると考えられる。 
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図 3. SARP 遺伝子の発現の有無による hsnF

遺伝子の発現変化。各株における hsnF の発

現を RT-PCR 法により解析した。RT, reverse 

transcription 

 

図 4. SARP 遺伝子の強制発現による代謝産物

の変化。 
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