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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンサーによる分子バーコードシーケンス、二分子発光補完法などの新し
い技術を駆使して生理活性物質の標的分子を効率よく決定できる総合システムを開発した。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した。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、これまで作用機序が不明であったいくつかの微生物代謝物、海洋天然物の標的分子・作用経路を同定し
た。

研究成果の概要（英文）：We have developed a unique platform to systematically identify target 
molecules of bioactive compounds by utilizing novel technologies such as molecular barcode 
sequencing and bimolecular luminescence complementation. Specifically, an integrated method to 
detect chemical genomic interaction using barcoded gene disruptant libraries of both budding and 
fission yeasts, a barcoded, pooled shRNA viral library, and a split luciferase-based mammalian 
three-hybrid system was established. By using this method as well as a conventional physical 
interaction screening using compound-conjugated beads, we could identify target molecules and the 
mechanisms of action of several target-unknown metabolites from microbes and marine organisms.

研究分野： 農学（境界農学）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ペニシリンを例に挙げるまでもなく、新しい天然生理活性物質（天然物）とその作用機構の解明は、時として世
界を変えるほどのインパクトを社会に与えてきた。しかし、一般に生理活性物質の作用機序解明は、研究者の試
行錯誤に委ねられ、その成功率はきわめて低かった。有効な方法と考えられる化合物固定化担体による結合タン
パク質の探索も、その結合安定性、強度、標的タンパク質存在量などによって成功率は変動する。すなわち、
様々な相互作用検出系を組合せ、総合的に標的分子と作用機序を解明する方法論の確立が望まれている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

自然界の多様な微生物、植物群は、独自の二次代謝系を進化させ、驚くべき生理活性を生み出
す化合物を合成する。それらは人智を超えた化学構造と生理活性を人類にもたらしてきた。その
作用機構の解明から画期的な創薬標的が同定されてきた。現在の承認薬、治験薬となっている医
薬品の標的分子の多くが天然物の標的分子として同定されたものである。こうした生理活性化
合物の標的分子同定のプロセスは、古典遺伝学との類似性から一般に「化学遺伝学」と呼ばれる
が、技術的には合成化学と遺伝学の双方が必要で難易度は高い。さらに一般的な固定化アフィニ
ティービーズによる標的分子の同定法は、標的分子との結合の可逆性や不安定性のために失敗
することも多い。従ってバイアスのないゲノムワイドなケミカルゲノミクス技術の確立が望ま
れていた。 
 
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、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ことを第一の目的とする。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
概念のもとに、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ことを
第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 以下の手法を用いて研究を遂行する。(1) 多数の検体を同時に扱い、化合物の活性と標的分子
の関係を網羅的に解析可能な酵母ケミカルゲノミクス手法を確立する。(2) 高等生物細胞を用
いたケミカルゲノミクス手法を確立するため、分子バーコード付き pooled shRNA ウイルスライ
ブラリーを用いた化合物標的分子、合成致死遺伝子の高速スクリーニング系を構築する。(3) 二
分子発光補完法を用いた相互作用検出系を開発し、タンパク質間相互作用あるいはタンパク質
―低分子間相互作用を細胞内で検出する方法を確立する。 
 
４．研究成果 
（1）出芽酵母において多剤超感受性宿主細胞株を創出し、各種遺伝子破壊株ライブラリーの多
検体同時解析により作用機構を推定する系を確立した。これを用いて理研天然化合物ライブラ
リーNPDepo の約 10,000 種化合物を含む約 13,000 種化合物の作用経路を解析し、多くの化合物
の作用経路の同定に成功した（図 1）。 
 

（2）マルチプレックスバーコードシーケンス法を適用し、分子バーコード付き pooled shRNA ウ
イルスライブラリーを用いた化合物標的分子、合成致死遺伝子の高速スクリーニング系を構築
した。これを用いて海洋天然物 Aurilide B や微生物が生産する複数のチオアミド構造を持つ
Prethioviridamide（図 2）の標的分子と作用機序を明らかにした。 
 
（3）タンパク質間相互作用の定量解析系として高輝度ルシフェラーゼのスプリットシステム
（NanoBiT）による二分子発光補完法を確立した。ヒト遺伝子から標的タンパク質を同定するた
め、約 12,000 のスクリーニング用 cDNA ライブラリーを構築し、細胞内での標的分子結合活性
の検出に成功した。 
 

 
図 1．出芽酵母のケミカルゲノミクスランドスケープ 

化学遺伝学ネットワーク解析によって遺伝学的相互作用（左）と理研天然物ライブラリー化

合物の作用経路を大規模に解析した。 



（4）エピジェネティクス制御に関わるタンパク質翻訳後修飾の阻害剤を多数発見し、それらの
ユニークな作用機序を明らかにした。 
 

 以上、本研究を総括すると、いくつかの遺伝学的および物理的な化合物−標的相互作用検出技

術を開発することにより、化合物の標的分子を迅速、組織的に同定する系の構築に成功した。さ

らに、これらの方法を用いて、興味深い活性が知られていたにもかかわらず、長くその標的分子

が不明であったいくつかの化合物の作用機序を解明した。今後はさらにこの技術を高度化し、物

質生産や医療に役立つ化合物の作用機序研究に応用していく計画である。 

 
図 2．Prethioviridamide の作用機序 

Prethioviridamide はアデノウイルスがん遺伝子 E1A を発現する細胞に選択的な細胞死を

誘導する。shRNA スクリーニングによる感受性遺伝子の解析、トランスクリプトーム解

析、化合物ビーズによる結合タンパク質解析の結果、本物質はミトコンドリアの F1Fo-
ATP synthase に直接結合し、統合ストレス応答を強く誘発して細胞死を引き起こすことが

わかった。さらに E1A 遺伝子の発現により、いくつかの統合ストレス応答経路の遺伝子発

現が活性化されることにより、その効果が強く増強されることが明らかになった。 
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 ２．発表標題

 ２．発表標題

吉田　稔

Minoru Yoshida

吉田　稔

吉田　稔

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

微生物由来生理活性物質の作用機構研究とその応用

クロマチン・核内構造の動的制御とケミカルバイオロジー
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