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2FpO5 メ タゲ ノ ム データベ ー
ス を利 用 し た細菌性ペ プチ ドの ス

ク リーニ ング
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【目的 】ア ミノ酸 が数 個つ ながった だ けの ジペ プチ ド、トリベ プチ ド他の オ リ ゴ

ペ プ チ ドに は、予想 外に も多 くの 生 理活性効果が ある。細 菌性ペ プ チ ドに は、
好 中球の 走化 因子 で ある トリペ プチ ドfMLP （f−Met−Leu−Pro）や 、抗腫瘍活性 を も
つ argyrin 　A な どが知 られて い る。現在、生理 活性の 強 い ペ プチ ドや 、その 生 産
に 関わ る 酵素の 分 離に 高い 関心が集 ま っ て い る．本研究 は、創薬実績の あ る カ

イメ ン か ら分離 した 共在バ ク テ リ アの メ タゲ ノム 配 列を収め たデ ータベ ース を

利用 し、ペ プ チ ド生産酵素 の in　siiico ス クリーニ ン グ を行 い 、ペ プ チ ド生 産株 を

探索 した 。
【方法

・
結果】

ペ プ チ ド合成 経路 と して ア ミノ 酸 リ ガ
ー

ゼ を標的とし、ATP−bindingモ チ ー
フ を

もつ ORF を検索 した。488件 ヒ ッ トしたなか で りガ ーゼ の ホ モ ロ グ 120 件 を選
び 、以下の ア ッ セ イ を行 っ た。ア ミ ノ 酸 リガ ーゼ 活性と して 、ア ミ ノ酸添加時
の ATP 消 費量 を測 定 し、好中球の 炎症反応を計測する こ とで 、免疫応答促進効

果を測定 した。
そ の 結 果顕著 に Arp を消 費 したク ロ ーン は 13ク ロ ーン あ っ た 。また、33 ク ロ

ー
ン に おい て 、顕著 な炎症反応が 観察され た 。 上 位 5 件で み る と 2 件は ATIコの 消

費 を と もなわなか っ た。以上の 結果 よ り、in　silieo ス ク リーニ ン グ を介する こ と

に よ って 高効 率に 陽性 ク ロ ーン を取得で き、免疫応答促進ペ プチ ドの 分離が期

待 された。
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揮発性有機塩素化合物で 汚染 された土壌や 地下水 を浄化する 方法 として 、微生

物 を利用 したバ イオ レ メ デ ィ エ
ー

シ ョ ン が期待 されて い る 。ク ロ ロ エ テ ン類に

関す る浄化CilDehatocoecoidesms細菌を中心 とする微 生物複 合系 〔コ ン ソ
ーシ ア）

が担ってい る こ とか ら、コ ン ソ
ー

シア の微 生物 群 を正確に 把握 する こ とが、浄

化の 成否 に重要な要素 となる。本研究で は、シス ジク ロ ロ エ テ ン を竃子受容体

と して 添加 して、作 製したコ ン ソ
ー

シア の ゲノム を対象 に、次世代 シ
ー

ケ ンサ
ー

SOJ．iD　3を用い て シーケ ン ス 解析 を行 っ た。その 結果、現在同定されて い る 3 種

類の クロ ロ エ テ ン 脱塩素化酵素teeA、　 bveA、　 verA が確認 された，。それぞれの 存
在量の 違い か ら、この コ ン ソ

ー
シア に は数種類 のDehαtococcoides属細 菌が存在

してい る こ とが示唆 された。さらに 、独自に 開発 した手法で デ
ー

タベ
ー

ス ヒの

16S　rRNA 遺伝子 との 比較定量 を行い 、コ ン ソ
ー

シ ア中に 存在する微生物の 種類
とその 存在比 を算出 した。
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カ イ メ ン に は 有用 遺伝 子を持つ バ クテ リア が生息 して い るが 、そ の 多 くが 難培

養微生 物 で ある。当研 究室で は 、こ の ような有用遺伝子 を利用 す るた め 、メ タ

ゲ ノム 法に よ り共 在バ ク テ リア か ら遣伝 予を収集 して きた。本研究で は、メ タ

ゲ ノ ム 法 に よ り得 られ た カ ドミ ウ ム 濃縮 活性 を示す メ タゲ ノ ム 断片 MAG23 −
Xhot か らカ ドミ ウム 濃縮遺伝 子 を特定 し、その 機能を評価 した。方法 と して は 、
メ タ ゲ ノ ム MAG23 −XhoI ヒの 各ORF 及び 遺伝子 ク ラス タ

ー
を保持する ク ロ ーン

を 100
μ
MCd （NO3 ）z を含 むLB 培地で 培養 し、原子吸光分析で 菌体内 カ ドミ ウ ム

濃度 を測 定 した。その 結果、hypothetical　proteinを発現す る菌体で カ ドミ ウム 濃

縮が 見 られ た 。こ の タ ン パ ク 質は シ ス テ イン を含むペ ン タ ペ プチ ドリ ビートを

保持 して お り、リ ビ ー
ト内の シ ス テ イン で カ ドミ ウ ム と結合 する と考 え られ た。

しか し、ペ ン タ ペ プ チ ドリピ ー
ト領域 を発現する 菌体 を用い た場合で は、カ ド

ミウ ム濃 縮遺伝子 よ り低 い カ ドミ ウ ム 濃縮活性を示 した こ とか ら、カ ドミ ウ ム

濃縮 に は カ ドミ ウム濃 縮遺伝 子の 全 配列が 必要で あ る と示峻 された 。また 、カ

ド ミウ ム 濃縮 遣伝 子 を持つ 菌体 を 600，1．OOe 　−
M 　Cd 〔NO3 ＞1 を加 えた LB 培地で 培

養 した とこ ろ 、6eo　” M 以 上 の カ ド ミウ ムで 成長が 阻害 された が．　Acety ］−CDA シ

ンテ タ ーゼ と 相同性 を示す遺伝チ を共発現 させ た 場合 に は生 育が回復 した 。ゆ

え に 、acetyl −CoA シ ン テ ターゼ 様の タ ン パ ク 質は カ ドミ ウ ム 耐性 に 関 学す る と

考 え られ た 。

生 体 内 に 投 与 され た ナ ノ構 造 体は ，肝臓，脾臓，肺 な どに 存在 する緇 網内皮系

Creticuloendothelial　systern ，　RES ） と呼ば れ る 貪食細胞群 に 速や か に捕捉 され る．
．
方，ヒ トに 感 染 す る ウ イル ス の 中に は ，体 内に侵入 する と RES を 回避 しなが

ら標 的 臓 器 に 吸 着 し感 染成 立 させ る もの が あ る ．B 型 肝炎ウ イ ル ス （hepatitis　B

virus ，　HBV ）も血 流 中 に侵 入 後 ，　 RES を回 避 し ヒ ト肝臓 特異的 に感染す るが 、そ

の 回 避機 構 は不 明 で あ る 、2003 年，我 々 は DDS （drug　deHvery 　systern ）キ ャ リ

ァ と して 、HBV の表 面構造 を模 した バ イ オ ナ ノ カ プ セ ル 〔bio−nanocapsu ］e、　BNC ｝

を 開 発 した ．lm　viVQ イ メージ ン グに よ リ マ ウ スに 静 注 さ れ た BNC は RES を 回 避

した の で ，BNC は HBV と共 通 の RES 回避 機 構 、具 体 的 に は 両粒 子 表面 に存在 す

る 重合ア ル ブ ミ ン 結合 領域 〔pely−albUipin 　recepter ，　PAR 〕が 寄 与 して い る と考 え

られ た ．そ こ で，BNC の PAR 活性 とRES 回 避能の 関係 を検討 した と こ ろ，　 BNC

は 重合ア ル ブ ミ ン 提示 に よ りRES を回 避する こ とが 示 され た 、以 Eか ら，今後

開発 され るナ ノ 構造体 〔DDS キ ャ リ ア）に PAR ペ プチ ドを表面修飾す れ ば，血

中ア ル ブ ミ ン が介在する RES 回避能が付与可能 と考え られ た．
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