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研究の概要 
酵母ケミカルゲノミクス、分子バーコード付き shRNA ウイルスライブラリー、二分子発光・ 

蛍光補完法などを駆使して新しい化合物—標的相互作用検出技術を開発し、特異な生理活性を示 

す天然物の標的分子を迅速、組織的に同定する系を構築する。また、エピジェネティクスに作 

用する化合物を同定し、作用機構の解明からその制御機構に迫る。 

研 究 分 野：境界農学 
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１．研究開始当初の背景 
 天然生理活性物質（天然物）には極めて強
力で特異的な作用を示す物質が存在する。そ
れらの標的分子と作用機構の解明は、ペニシ
リンを例に挙げるまでもなく、時として世界
を変えるほどのインパクトを生物学に与え
てきた。しかし、これまでの個別研究は試行
錯誤の繰り返しによるものであり、生理活性
物質の標的分子を迅速に同定し、作用機構を
解明する効率的な方法論は確立されていな
い。また、研究代表者らはヒストン脱アセチ
ル化酵素阻害剤をはじめ、エピジェネティク
ス制御に重要な因子の阻害剤を見いだし、先
駆的な研究成果を挙げてきたが、エピジェネ
ティクス研究のさらなる発展には新たな化
合物の発見が不可欠となっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、新しい化合物—標的相互作用
検出技術を開発し、微生物、海洋生物由来の
天然物をはじめ、あらゆる化合物の標的分子
を迅速、組織的に同定する系を構築する。そ
れを基盤に未解明の天然物の作用機構を解
明すると同時に、エピジェネティクスなど標
的分子の機能に迫る。また、合成致死の概念
をもとに、疾患原因遺伝子から治療標的遺伝
子を同定し、新しい治療戦略を確立する。 
 
３．研究の方法 
 バーコードシーケンス、イメージング等を
駆使して生理活性物質の標的分子を短時間
で確実に決定できる総合システムを開発す
る。具体的には、分子バーコードが挿入され

た分裂酵母および出芽酵母遺伝子破壊株、プ
ール型 shRNA ウイルスライブラリーを用い
た動物細胞における薬剤感受性遺伝子の同
定とネットワーク解析、二分子発光または蛍
光補完法を使った three-hybrid による化合
物—標的間相互作用のスクリーニング系を構
築する。このシステムと化合物ビーズを用い
た相互作用解析を総合して、迅速に微生物由
来、海洋由来天然物の標的分子・作用経路を
同定する。また、エピジェネティクス因子に
突然変異を有する疾患細胞に対して合成致
死を誘導する shRNA を同定し、新たな創薬
スクリーニング系を創出する。確立した標的
分子決定法とスクリーニング系を用いてこ
れまで作用機構不明であった天然物の標的
分子を決定するとともにエピジェネティク
スを中心とした細胞機能を制御しうる新た
な化合物を同定する。 
 
４．これまでの成果 
（１）酵母ケミカルゲノミクス 
 薬剤感受性を高め、多くの化合物に対して
ケミカルゲノミクス解析が可能となるよう
に、分裂酵母の遺伝子破壊株ライブラリーに
は重要な 2 つの薬剤耐性遺伝子の破壊
（pmd1Δ bfr1Δ）を導入し、出芽酵母には
pdr1Δ pdr3Δ snq2Δの3重変異を導入した。
すでに遺伝子ネットワークの解析が進んで
いる出芽酵母を用い、ネットワークにおいて
重要な310株の診断株ミニプールの混合培養
を用いた高速ケミカルゲノミクス系を構築
した。これを用いて理研天然化合物ライブラ
リーNPDepo の約 10,000 化合物を含め、複
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数の化合物ライブラリーの活性物質につい
て作用経路の同定に成功した。 
（２）分子バーコード付きプール型 shRNA
を用いた高速スクリーニング 
 ヒト細胞において化合物感受性に関わる
遺伝子を一括して同定するため、分子バーコ
ード付きプール型 shRNA ウイルスライブラ
リーを作製した。バーコードシーケンシング
を行うことにより、化合物処理後に増殖が変
化する細胞の shRNA を一括して特定するこ
とが可能となった。これを利用し、新規天然
物 JBIR-140や海洋天然物Aurilide Bの作用
機構を解析した。また、疾患由来細胞の疾患
原因遺伝子との合成致死遺伝子の同定法と
しての利用を検証するため、解糖系阻害剤
2-deoxyglucose、スプライシング阻害剤
Spliceostatin A に対して合成致死となる遺
伝子を探索し、特定した。 
（３）細胞内相互作用検出系 
 二分子蛍光補完法（BiFC）による細胞内の
タンパク質間相互作用と化合物—タンパク
質相互作用の網羅的検出系を検討した。検討
の結果、一次スクリーニングとしては、BiFC
よりも二分子発光補完法（NanoBiT）の方が
有利であることが判明したため、スクリーニ
ングは NanoBiT で行い、BiFC は検証実験に
用いることとした。現在、ヒト cDNA ライブ
ラリーとの融合クローンの取得を進めてい
る。 
（４）ケミカルエピジェネティクス 
 まず、HDAC 阻害剤による抗がん活性の原
因を明らかにするため、非ヒストンタンパク
質基質を探索したところ、がん細胞の運動性
に関わる cortactin を見いだした。Cortactin
はアクチン結合タンパク質 Keap1 とともに
細胞辺縁部でアクチン再編成を促進するが、
アセチル化を受けると cortactin は Keap1 と
解離して不活性化されることを明らかにし
た。そこで cortactin の脱アセチル化に関わ
る NAD+依存的脱アセチル化酵素 SIRT2 の
阻害剤を探索し、NPDepo より特異的な阻害
剤 NPD11033 を同定した。SIRT2 との X 線
結晶構造解析を行ったところ、活性中心部位
の奥に通常で見られない新たな疎水ポケッ
トが形成され、阻害剤はこの疎水ポケットに
入り込んでいた。疎水ポケットの生理的意義
を解析した結果、リジン残基が長鎖アシル化
されたアシル化基質を脱アシル化するため
のものであることが判明した。興味深いこと
に、NPD11033 は SIRT2 の脱アセチル化活
性は強く阻害するが、長鎖脱アシル化活性は
全く阻害しなかった。その理由を解析したと
ころ、酵素—阻害剤複合体は、長鎖アシル化
基質の存在下では阻害剤が解離し、活性が回
復することがわかった。 
 
５．今後の計画 
 酵母ケミカルゲノミクス、分子バーコード

付きプール型 shRNA による遺伝子探索、二
分子発光または蛍光補完法を用いた細胞内
相互作用検出系を完成させるとともに、それ
らを組み合わせた総合的化合物標的同定シ
ステムを構築する。また、SIRT2 が脱アセチ
ル化・脱アシル化の二重特異性酵素であるこ
とが判明したので、その活性制御機構を解明
する。 
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