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研究成果の概要（和文）：PIGEX 法にフローサイトメーターによるソーティングとゲルマイ

クロドロップ法を組み合わせた、新規スクリーニング法の開発をおこなった。当該手法を

用いて、大腸菌を宿主に用いたライブラリーから、任意の酵素活性を発現する陽性クロー

ンをスクリーニングすることに成功した。一方自然環境中の微生物細胞群から、任意細胞

をスクリーニングするためには、ある程度集積培養が必要であることを示唆するような結

果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The study developed a new method for high-throughput screening of enzyme activity in 
bacteria by combing PIGEX method, flow cytometry and gel micro droplet. The method which 
allows viable microbial cells to be sorted on the basis of the expressed enzyme activity. 
The potential of the method was demonstrated by selecting benzoamidase positive cells 
from an artificial mixture of benzoamidase positive and negative E. coli.  
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１．研究開始当初の背景 
 自然界には多様な代謝活性を有した微生
物が存在しているが、その大部分は未だ分
離・培養されたことがなく、また今後も分
離・培養は難しいと考えられている。しかし
ながらこれら難培養性微生物は、従来得るこ

とのできなかった産業上有用な新規酵素の
宝庫であると考えられ、その有効利用法が
様々なアプローチにより試みられている。と
くに環境中から微生物の分離・培養のステッ
プを経ずに直接 DNA を抽出・ライブラリー化
し、これをスクリーニングする方法（メタゲ



ノムライブラリースクリーニング）は、難培
養性微生物資源へのアプローチ法として世
界的に注目を集めている。従来メタゲノムラ
イブラリーより有用酵素遺伝子を獲得する
方法として、遺伝子配列に基づくスクリーニ
ング法や酵素活性に依存したスクリーニン
グ法がおこなわれてきた。これに対して研究
提案者は遺伝子の発現に依存して目的酵素
のクローニングを試みる方法、 SIGEX 
(Subtrate-Induced Gene EXpression)法を考
案した。この方法は以下の知見に基づいてい
る。すなわち、１．原核生物の代謝系酵素遺
伝子は、その基質や反応生成物などにより誘
導的に発現する。そして、２．原核生物の代
謝系酵素遺伝子の多くがオペロンを形成し
ており、その発現制御因子は代謝系酵素遺伝
子の近傍にあることが多い。SIGEX 法では予
め、ベクターのクローニングサイト下流にマ
ーカー遺伝子[(蛍光緑色タンパク質(GFP))
を配置し、クローン化されたメタゲノム遺伝
子断片とマーカー遺伝子があたかも一つの
オペロンを構成するようなライブラリーを
構築する。そして任意の化合物をライブラリ
ー培養液中に添加し、その結果活性化するオ
ペロンが存在した場合、オペロン下流に位置
する GFP が協調的に発現するようになる。
SIGEX 法は、GFP の蛍光シグナルを検出する
ことで、添加物の代謝に関わる酵素遺伝子を、
酵素活性をスクリーニングすることなく高
感度に取得可能である。またフローサイトメ
ーター(FACS)を用いることで、他のスクリー
ニング系とは比較にならないほど大規模な
ハイスループット化も容易に実現できる。 
 研究提案者は本 SIGEX 法により、芳香族化
合物により誘導される多様なオペロンを獲
得することに成功した。いくつかのクローン
には、添加化合物に応答する転写制御因子と
ともに芳香族化合物の代謝に関わる酵素遺
伝子も含まれており、SIGEX 法により新規酵
素スクリーニングが可能であることを実証
した。一方で SIGEX がターゲットとしている
のは実際には代謝系酵素遺伝子そのもので
はなく、添加化合物に応答する転写制御因子
等の遺伝子制御モジュールである。この為、
目的とする酵素遺伝子以外にも、薬剤排出ポ
ンプなどがクローン化されてくることがあ
った。そのため提案者は、SIGEX の利点を生
かしつつも、こうした“ノイズ”を軽減する
方法を模索した。 
 提案者は SIGEX法の基本原理を生かしつつ、
これに「酵素活性」をスクリーニングする要
素を付加することで、目的酵素を確実に取得
する方法を検討した結果、以下に述べる
PIGEX (Product Induced Gene Expression)
法を考案した。本研究課題は PIGEX 法の確立
と汎用化のための技術開発の方向性を明確
にし、実際に産業用酵素スクリーニングへの

応用をおこなうことで、国産の革新的酵素ス
クリーニング技術を世に送り出すことを目
的とした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は微生物センサーを用いた新たな
酵素スクリーニング法、PIGEX(Product 
Induced Gene EXpression)法の確立と拡張を
目的とした。 
 以下に PIGEX 法の原理を説明する。はじめ
に、基質 Xには反応しないが、その酵素反応
分解生成物である Yに反応し、シグナルを発
するセンサー細胞を構築する。並行してライ
ブラリーの構築をおこない、その後ライブラ
リーとセンサー細胞を共培養する。培養液に
は予め基質 Xを添加する。もし基質 Xを分解
し Yを生成させる活性を持つクローンが存在
すれば、センサー細胞が Yを感知し、結果と
してこのような陽性クローンは GFP蛍光シグ
ナルで同定できる。PIGEX 法とは X から Y の
変換活性を求めつつも、検出するのは GFP 蛍
光シグナルであり、基質／生成物の分光学的
性質や化学的性質に左右されずに簡便にス
クリーニングをおこなう方法である。 
 まとめると、PIGEX 法とは目的の酵素活性
による生成物を検知する微生物センサーを
用いて、ライブラリーから目的酵素をスクリ
ーニングする方法である。 
 研究提案者は、この PIGEX 法をフローサイ
トメーターを利用したスクリーニング法と
組み合わせる為、ゲルマイクロドロップ
(GMD)のような微小コンパートメント中で
PIGEX 法をおこない、当該方法をハイスルー
プットな方法にすることを目標とした。スク
リーニングの対象となる集団としては、メタ
ゲノムライブラリー及び環境微生物群を想
定した。 
 
３．研究の方法 
 PIGEX法の確立と拡張の為、PIGEX法にFACS
と GMDを組み合わせたハイスループットスク
リーニングの系の確立を試みた。はじめにモ
デル系として、センサー細胞と陽性クローン
を準備し、これらを用いて実際に GMD 法、
PIGEX 法、フローサイトメーターを組み合わ
せたハイスループットスクリーニングの系
を立ち上げた。モデル系の完成の後、SIGEX
法によりクローン化したセンサー細胞を利
用して、今回構築するハイスループット系を
用いてメタゲノムライブラリーから任意酵
素活性を示す陽性クローンのスクリーニン
グをおこなった。その後、複合微生物群から
任意酵素活性を示す微生物のスクリーニン
グも当該方法でおこなった。 
 
４．研究成果 
 始めに PIGEX 法の系に GMD 法を適応するこ



とを試みた。モデル系として、センサー細胞
として安息香酸に反応して GFPを発現させる
クローンを用意し、陽性クローンとして安息
香酸アミドを安息香酸に変換する活性（アミ
ダーゼ活性）を有するクローンを用意した。
これらを安息香酸アミドを含む LB 培地中で
混合し、さらに溶解させたアガロースゲル中
に混合した。この混合液を孔径 20 µm の多孔
質ガラス膜を用いて Water/Oilエマルジョン
化し、センサー細胞と陽性クローンを一緒に
封じ込めた GMD を作成した。次に GMD 内で細
胞を 37˚C、14 時間培養し、その後 GMD を蛍
光顕微鏡観察した。観察の結果、GMD 内でセ
ンサー細胞が陽性クローンの持つ酵素活性
によって生じた安息香酸を検知して GFPを発
現しているところが確認された。これらの実
験結果から、GMD は PIGEX 法の系に適応可能
であることを確認した。 
 次に FACS を用いて、GFP を発現したセンサ
ー細胞が含まれた GMDを回収することが可能
か確認した。センサー細胞と陽性クローンを
一緒に封じ込めた GMD を作成し、GMD 内で細
胞を 37˚C、14 時間培養した。その後 FACS を
用いて GFPを発現したセンサー細胞が含まれ
る GMD の回収を試みた。実験の結果、GFP を
発現したセンサー細胞を含む GMDの回収に成
功した。しかしながら、GMD 内に細胞を閉じ
込めたまま細胞培養をおこなうと、細胞の増
殖効率が悪く、ほとんどが死滅してしまうこ
とが明らかとなった。そこで GMD を回収後、
アガラーゼ処理をおこなうことにより細胞
を GMD 中から取り出す工夫をし、これにより
細胞の培養効率を 10 倍以上、上げることに
成功した。 
 次にセンサー細胞に自殺遺伝子を組み込
み、センサーとしての役割を終えた後は自己
消滅するように遺伝子改変をおこなった。そ
の目的として、センサー細胞をウイルス由来
のチミジンキナーゼ(hsvTK)で形質転換させ
た。このウイルス由来チミジンキナーゼはヌ
クレオシドアナログの１種である dP 
{6-(beta-D-2-Deoxyribofuranosyl)-3,4-di
hydro-8H-pyrimido[4,5-c][1,2]oxazin-7-o
ne}をリン酸化する。リン酸化された dP はア
デニン・グアニンの対塩基として DNA 合成の
際に取り込まれ、その結果 DNA 変異が蓄積し
て形質転換体は細胞死に至る。センサー細胞
である大腸菌 JM109 を hsvTK で形質転換させ、
対数増殖期まで培養した。そして様々な濃度
の dP を与えて、細胞死の起きる最少濃度を
測定した。その結果、100 µM で 100,000,000
個のhsvTK発現細胞を100%死滅させることが
できることを確認した。 
 次にハイスループットスクリーニングの
系が作動するか調べた。陽性クローン
1,000,000 個 に 対 し 、 陰 性 ク ロ ー ン
10,000,000,000 個 、 セ ン サ ー 細 胞

10,000,000,000 個を準備し、これらを 2 
cell/GMD となるように GMD を作製した。GMD
内で細胞を 37˚C、14 時間培養し、その後 FACS
を用いて GFPを発現したセンサー細胞を含む
GMD を回収した。回収した GMD はアガラーゼ
と 100 µM dP で処理し、その後 LB 寒天培地
上に塗布して、陽性クローンがいくつコロニ
ーをつくるか調べた。期待値として 24 個の
陽性クローンが得られるような条件で実験
をおこなったところ、陽性クローンのコロニ
ーを 5 個得ることに成功した。期待値の 1/5
の結果であったが、陰性クローンやセンサー
細胞の混入は全く認められず、開発したスク
リーニング法はおおむね期待通りの成果を
あげられたと考えた。 
 次に環境中の微生物の中から、今回開発し
た方法を用いて任意活性（今回はアミダーゼ
活性）をもつ微生物がスクリーニングできる
か試みた。センサー細胞として、安息香酸に
反応して GFPを発現させるクローンを用意し、
また腐葉土から微生物の細胞を回収して、こ
こからアミダーゼ活性を示す細胞をスクリ
ーニングすることを試みた。センサー細胞 5 
cell に対し、微生物細胞 1 cell になるよう
に GMD を作製し、GMD 内で細胞を 37˚C、14 時
間培養、その後 FACS を用いて GFP を発現し
たセンサー細胞を含む GMD を回収した。実験
の結果、FACS による選別の時点で、GFP を発
現したセンサー細胞を含む GMDが全く得られ
ず、その後の操作でも微生物のコロニーを全
く得ることができなかった。この実験結果は、
アミダーゼ活性を持つ微生物が腐葉土とい
う環境中には全くいないか、いたとしてもご
く少量であったために、ハイスループットな
スクリーニングである当該手法でも、目的の
酵素活性を示す微生物細胞をスクリーニン
グできなかったのではないかと考えた。目的
のアミダーゼ活性を保持する微生物を増加
させるため、ある程度集積培養が必要になる
と結論づけた。 
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