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天然資源由来医薬品  
	
 植物、セイイヨウイチイより単離されたタキサン系に類する抗悪性腫瘍剤 paclitaxel1)

や芥子由来の鎮痛薬 morphine2)、あるいは 1928年にフレミングによって発見された青カ

ビ由来のペニシリン 3)等に代表される様に、天然資源からはこれまでに多種多少な医薬

品リード化合物が単離・報告され、医薬品として上市されている（Figure 1）。4) 

 

 
Figure 1. 植物・微生物由来医薬品の例 

 

	
 それらに合わせる様に、高分解能 MS解析 5)や微量サンプルでの構造決定 6)等、化合

物分析技術も飛躍的な進歩を遂げている。その為、現在でも植物あるいは微生物からは

非常に多くの新規化合物が報告されている。しかしながら近年、医薬品の上市数にある

問題が生じている（Figure 2）。 

 
Figure 2. 医薬品上市数の推移 
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 Figure 2は 1991年から 2010年までの医薬品上市数に関して、５年毎にその推移をま

とめたグラフである。7) 化学技術の発展に伴い、▲で示した関節リウマチ治療薬等が知

られる生物製剤が増加傾向にある事に対して、●で示された医薬品の全上市数が年々減

少している事が見てとれる。また、これらの中で特筆すべきは■で示した低分子化合物

の上市数の推移である。生物製剤上市数の増加に反して、年が経つ毎にその減少が見て

とれる。 

	
 この原因の一つに、新規骨格を有する化合物の報告例が少なくなっている事が挙げら

れる。近年新規化合物として報告される化合物は、これまでに単離・報告されてきた化

合物の類縁体も多く、医薬品リード化合物として利用可能な新規化合物の探索は困難と

なっている。 

	
 その為、これまでに扱われていない新たな探索資源が求められている。そこで、上に

示した植物資源あるいは微生物資源に次いで近年注目を集めている資源が海洋生物由

来の天然資源である。地球上で広大な面積を持ちながらも、その資源探索は土壌のそれ

と比較して困難である事から、未だ開拓されていない資源が海洋には眠っていると期待

される。8) 

 

 

海洋資源由来医薬品  
	
 これまで、ホヤ、ウミウシ、海綿等の海洋生物からは、抗腫瘍活性、抗菌活性、酵素

阻害活性等、多種多様な活性を示す新規化合物が数多く見出されており 9)、いくつかの

化合物は臨床試験を通過し上市されている（Table 1）。 

 

Table 1. 医薬品認可を受けた海洋資源由来医薬品 

 
 

	
 例えば、イモ貝の 1種であるヤキイモ Conus magusより単離されたペプチドを基に設

計された Ziconotideは、2004年 12月末に米食品医薬品局（FDA）により鎮痛剤を認可

された。10) 他の治療法が効かない重度疼痛の治療薬として上市され、海洋生物、特に

無脊椎動物が医薬品開発に貢献し得る可能性を示した初の例である（Figure 3）。 

 

Compound name Collected sources Biosynthetic source Molecular target Disease area
Zicnotide Cone snail Cysteine knot peptide N-type Ca channel Pain

Vidarabine (Ara-A) Sponge Nucleoside Viral DNA polymerase I Antiviral
Cytrabine (Ara-C) Sponge Nucleoside DNA polymerase Cancer

Omega-3-acid ethyl esters Fish Microalgae Triglyceride-synthesizing enzyme Hypertriglyceridemia
Trabectedin (ET-743) Tunicate Bacterium Minor groove of DNA Cancer

Eribulin Mesylate Sponge Bacterium Microtubules Cancer
Brentuximab vedotin Mollusk Cyanobacterium CD30 and microtubules Cancer
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Figure 3. 海洋資源から上市された医薬品 

 

	
 また、クロイソカイメン Halichondria okadaiより単離された Halichondrin B11)の構造

を簡略化し、活性を維持した化合物Eribulin mesylate (Halaven)も上市された。12) FDAは、

後期乳癌で既に 2 種類以上の化学療法を受けている転移性乳癌患者の治療薬として本

化合物を承認している（Figure 4）。 

	
 Halichondrin Bは計 32個の不斉炭素を持ち、約 160工程という複雑な工程を経て全合

成が報告されたが、その複雑さ故に大量供給の為の問題点が生じていた。その問題を解

決したのが、構造を簡略化した Halavenの生産であった。13)活性を維持しながらも不斉

炭素 20箇所、35工程にて Halichondrin Bの構造を部分的に合成した Halavenの全合成

を達成し、医薬品供給の問題点解決に大きな進展を齎した。14) 

 

 

Figure 4. Halichondorin Bから Halaven合成の達成 
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 以上の様に、海洋生物由来の医薬品は現在までに計９種類上市されており、その実用

性は既に証明されている。15) また、これらに続く形で多くの海洋生物資源由来の化合

物も臨床試験の段階にあり、医薬品リード化合物の探索を行う為の資源として非常に期

待の持てる天然資源であると言える（Table 2）。16) 

 

Table 2. 臨床試験の段階に進んでいる化合物 

 

 

 

海洋資源由来医薬品の問題点  
	
 海洋生物由来の二次代謝産物の中には、上述した様に医薬品となり得る有望な化合物

があるにも関わらず、上市の為にはいくつかの問題が生じている。 

	
 その原因の一つとして、Halichondrin Bの様な物質供給の問題が挙げられる。海洋生

物資源の採集は自然保護の観点から制限されており、採集量はわずかとなる為、海綿を

養殖する試みも行われている。17, 18) 

	
 また図にも示す通り、多くの海洋由来天然化合物はその構造が非常に複雑であり、化

学合成は困難を極める。これまでにも多くの化学者がこれらの化合物をターゲットとし

て合成を達成してきたが、その工程には数十ステップを要する物もあり、工業的なスケ

ールでの実現は難しい状況である。 

 

難培養性微生物の存在とその利用  
	
 こういった問題に対して近年、一つの興味深い知見が得られている。即ち、多様な活

性を示す海洋資源由来の天然化合物の真の生産者が、その海洋生物に共生している微生

物である、と言う可能性である。19) 

	
 同様の背景から、これら共生微生物を培養する事によって、大量に二次代謝産物を獲

得する事が可能となるのでは、と期待が寄せられている。しかし近年、従来の実験室環

境下での培養法では 99%以上の微生物は分離・培養が困難である事が微生物生態学の成

果として明らかになってきた（Table 3）。20) 

Clinical status Compound name Collected sources Biosynthetic source Molecular target Disease area
Phase III Plitidepsin (Aplidine) Tunicate Bacterium Rac 1 and JNK activation Cancer
Phase II DMXBA (GTS-21) Worm Worm α7 nicotinic acetylcholine receptor Cognition
Phase II Plinabulin (NPI 2358) Fungus Fungus Microtubules and JNK stress protein Cancer
Phase II Elisidepsin Mollusk Bacterium Plasma membrane fluidity Cancer
Phase II Zalypsis (PM00104) Nudibranch Bacterium DNA binding Cancer
Phase II Glembatumumab vedotin (CDX-011) Mollusk Cyanobacterium Glycoprotein NMB and microtubules Cancer
Phase I Marizomib Bacterium Bacterium 20S proteasome Cancer
Phase I Trabectedin analog Tunicate Bacterium Minor groove of DNA Cancer
Phase I SGN-75 Mollusk Cyanobacterium CD70 and microtubules Cancer
Phase I ASG-5ME Mollusk Cyanobacterium ASG-5 and microtubules Cancer
Phase I Hemiasterlin derivative Sponge Bacterium Microtubules Cancer
Phase I Bryostatin 1 Bryozoan Bacterium Protein kinase C Cancer, Alzheimer's
Phase I Pseudopterosins Soft coral Bacterium Eicosanoid metabolism Wound healing
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Table 3. 各環境中での培養可能な微生物の割合 

 
 

	
 上の表には各環境中における培養可能な菌の割合を示しているが、例えば分離源が海

水のケースでは、培養可能な割合は 0.1%にも達せず、実験室での分離培養という当然

の工程が、有用資源の利用への大きな妨げとなっている事が見てとれる。また、培養可

能な割合が最も大きいとされる活性汚泥でもその割合は 15%である事から、ほとんどの

バクテリアが培養困難である事も見て取れる。 

	
 しかし裏を返せば、仮にこの様な難培養性微生物を資源として扱う事が出来れば非常

に莫大な天然資源となる為、これら未開拓資源に対する利用法の確立が様々な方面から

試みられている。その解決法の１つとして台頭してきた手法がメタゲノム解析である。

21) 

 

 

メタゲノムライブラリを用いたスクリーニング  
	
 メタゲノムとは、遺伝子全体を示す言葉であるゲノムに、接頭語として高次元・複数

の、という意味を持つ「メタ」を付けた用語であり、環境中に存在する微生物群全 DNA

の混合体を指す（Figure 5）。 

 

 

Figure 5. メタゲノムライブラリの概要 
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 上の図に示す様に、特定の環境中（土壌・植物・海綿等）から、そこに生息する全て

の生物の DNAを一挙に抽出する事でメタゲノム DNAが得られる。メタゲノム DNAを

培養可能な宿主へと導入する事で、メタゲノムライブラリの構築が可能となった。22) メ

タゲノムライブラリは、上述した様に非常にバラエティに富んだ DNAライブラリであ

り、これまでに利用する事が困難であった未開拓な資源を遺伝子として保存、複製、利

用する事が可能となった。 

	
 様々な環境から構築したメタゲノムライブラリを用いるスクリーニング手法は大き

く２種類に分類される。一つはこれまでに報告されている酵素の塩基配列を基に設計し

たプライマーを用いてライブラリに対して PCR を行い探索する手法である

sequence-based screeningである。もう一方は構築したメタゲノムライブラリの挿入遺伝

子を宿主中にて発現させ、産生される化合物や酵素の生物活性や物性に基づいて探索を

行う function-based screeningである（Figure 6）。23) 

 

 
Figure 6. メタゲノムライブラリを用いたスクリーニング 
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Sequence-based screening 
	
 Sequence-based screening は既存の酵素配列を鋳型として縮重プライマーを作製し、

PCRの増幅によってスクリーニングを行う手法である。24) Sequence-based screeningでは、

高次にクラスター化したポリケタイド化合物合成遺伝子群のスクリーニングの際には

その威力を大いに発揮する事ができる。 

	
 生理活性物質であるポリケタイド合成系のオペロンは 100kbp を超える巨大な遺伝子

クラスターを形成しているものもあり、その中にはアミノ酸配列がよく保存された遺伝

子が存在している。25) 現在は、この保存された配列を指標にメタゲノム由来の新たな

合成遺伝子群のスクリーニングが行われている。26-29)ポリケタイド化合物合成遺伝子群

では一部の遺伝子に高い相同性がある場合でも、オペロン全体として何らかの新規性が

得られれば、新規化合物が合成される期待が持てる。 

 

 

Sequence-based screeningを用いた生合成遺伝子報告例  
	
 下図にこれまでに sequence-based screeningを用いて探索が行われた例を示す（Figure 

7）。土壌、海綿等からメタゲノムライブラリの構築が達成され、Erdacin30)、Fasamycin A31)、

Borregomycin A32)、Onnamide33) 等、複雑な骨格を持つ化合物の興味深い生合成知見が得

られている。 

 

 
Figure 7. Sequence-based screeningを用いた報告例 
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Function-based screening 
	
 Sequence-based screening に対して、function-based screening は挿入されたメタゲノム

DNA を宿主中で発現させ、生産された化合物の生物活性や物性、あるいは発現した酵

素活性を指標としてスクリーニングを行う手法である。34) 構築したメタゲノムライブ

ラリをプレート上で培養し、色素の産生、抗菌活性、あるいは分解酵素による基質の色

調等々、その変化を捉える事でライブラリよりコロニーを選別する事が可能となる。 

 

Table 4. Function-based screeningを用いた分解酵素探索の一例 

 

 

	
 Function-based screeningを用いたスクリーニングでは、分解酵素の探索が多く報告さ

れている。35) これはスクリーニング系が非常に簡便で、かつ未開拓資源から探索を行

う為に、これまでに報告されている酵素とは活性の異なる物が発見されやすい為と考え

られる。一例を Table 4に示したが、非常にユニークな資源を基にライブラリが構築さ

れ、esterase36-38) や protease39-41) 等の加水分解酵素や、環境汚染物質の分解酵素 42-44) が見

出されている。対象とする酵素が異なる為、一概には言い難いが、インサートサイズが

大きくなるにつれ、クローンのヒット数も増加している様に見てとれる。 

	
 その一方で、コロニーの色調変化を捉える色素産生スクリーニング 45) や、コロニー

周辺に阻止円を示す様な抗菌活性 46) を基にした探索法等、酵素活性ではなく酵素によ

って生産される化合物に準じたスクリーニングも行われており、2000 年に Wang らに

よって報告された terragine類 47)以降、色素化合物の violacein48) や indigo49, 50)、抗菌活性

を有する N-acyltyrosine51, 52)、鉄キレート活性によって同定された vibrioferrin53) や

bisucaberin54) といったシデロフォア等に加え、この他にも様々な化合物がメタゲノムラ

イブラリから単離され 55-58)、その生合成知見と共に報告されている（Figure 8）。 

�"(% eDNA'� �	
� �������� ��
��� ����
��� (kbp)

Esterase &!�� 1 92000 plasmid 3.5
β-galactosidase � �� 3 12000 plasmid 4.8

Esterase ���� 1 10000 fosmid 30
Protease #��� 1 30000 plasmid 6

16 17000 fosmid 32
Amylase ���$� 1 20000 fosmid 30-40
Cellulase ����
 4 100000 cosmid 33
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Figure 8. Function-based screeningを用いた報告例 

 

Function-based screeningの利点  
	
 Function-based screeningを用いて各試験系に対して陽性を示すクローンを見出す事が

出来れば、『活性に対する化合物本体・その化合物の生産に関与する酵素・その酵素を

コードする遺伝子』の生化学的に重要な３つのファクターを一挙に手に入れる事が出来

る（Figure 9）。この点が function-based screeningを探索手法として用いた際の大きな利

点である。 

 
Figure 9. Function-based screeningの利点 
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本研究の目的  
 

	
 以上の様に、海綿動物中には非常に多くの種の微生物が存在していると考えられ、そ

れらを利用・解析する手段としてメタゲノム解析が台頭している。これまでにも海綿動

物由来メタゲノムライブラリを構築し、それらに対して sequence-based screening 及び

function-based screening を用いて有用な二次代謝産物あるいは活性に関与する酵素の探

索は行われてきたが、その報告数は他の資源由来メタゲノムスクリーニングと比較して

少ない。とりわけ、function-based screening を用いて二次代謝産物を探索している例は

顕著に少ない。そこで、海綿中に含まれる豊富な遺伝子資源が function-based screening

を用いたメタゲノムライブラリへと適応可能か、海綿動物よりメタゲノムライブラリを

構築し、有用な二次代謝産物の同定、及びその化合物生産に必要な遺伝子の同定を試み

た。 
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第１章	
 メタゲノムライブラリの構築	
 

	
 

海綿動物  

	
 海綿動物は海綿動物門 Poriferaに属し、多細胞動物の中で最も下等な動物の位置付け

にあり、神経も筋肉も分化していない未発達な状態である。59) また、襟細胞室という

養分を摂取する独特な器官を有する事も特徴である（Figure 10）。海綿の体の構造は、

小孔（入水孔）→流入系→襟細胞室→流出系→中腔→大孔（出水孔）からなる流水系と、

体を支持する骨格および数種の細胞群で構成されており、スポンジ状の構造を有する事

から、様々な微生物の住処となっている。60, 61) これが先述した共生微生物であり、多い

物では海綿重量の約 40%が微生物である海綿も報告されている。62) その為、海綿動物

は遺伝子資源として非常に魅力的な資源であると言える。 

 

 
Figure 10.	
 海綿動物の構造 

 

	
 本研究では海綿動物の中でもとりわけ、Theonella科の海綿動物に着目した。Theonella

科に属する海綿には Theonella属と Discodermia属の海綿が存在しており、それぞれの海

綿動物から非常に興味深い化合物の報告がなされている（Figure 11）。63-70) 
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Figure 11. 海綿 Theonella科に属する海綿動物 

 

	
 上に Theonella 科海綿の一例を示しているが、各海綿から構造的に非常に複雑、かつ

巨大な化合物の単離も報告されており、Theonella 科に属する海綿動物の有用性が見て

とれる。これらの海綿を用いたメタゲノムライブラリの構築も近年達成されており、特

に海綿 Theonella swinhoei より構築されたメタゲノムライブラリでは、これまでに T. 

swinhoeiから単離報告のある様々な化合物の生合成知見が一挙に得られている。71, 72) 

 

	
 

海綿 Discodermia	
 calyx	
 

	
 相模湾に生息するイシカイメン目(Lithistida)セオネラ科(Theonellidae)の海綿

Discodermia	
 calyx は東京大学創設直後の 1883 年、医学部予科の博物学教師であった

Ludwig	
 H.P.	
 Doderlein が初めて記載した海綿動物である。73) この海綿に含まれる二次

代謝産物のうち、特に興味深い化合物は、1986 年に伏谷らによって単離された

calyculin	
 A である。74) Calyculin	
 A はテトラエン、リン酸基、スピロ環構造等々、多

くの特徴的な官能基をその構造中に有し、生合成的にも非常に興味深い化合物である

（Figure	
 12）。また、この化合物は PP１及び PP2A と言ったタンパク質脱リン酸化酵素

の活性を阻害する為、生化学試薬として市販されている化合物でもある。75)	
 

	
 

	
 この D.	
 calyx には先述した calyculin 類 76-80) の他に、ペプチド化合物である

Calyxamide81) やポリケタイド化合物 Icadamide	
 C82)、また構造中にハロゲンを含む

deoxytopsentin83) 等々、多くの興味深い化合物の単離報告がなされている（Figure	
 12）。	
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Figure	
 12.	
 海綿 D.	
 calyxからの単離報告例の一部	
 

	
 

	
 以上の様に、D.	
 calyx からは多くの興味深い化合物が報告されているが、その生合

成知見に関しては未解明な物もあり、これらの化合物を生産すると考えられる共生微生

物には多くの有用遺伝子が含まれていると期待出来る。そこで本研究では、海綿 D.	
 

calyxを用いてメタゲノムライブラリの構築を行った。	
 

	
 

	
 

メタゲノム DNA の抽出・ライブラリ構築	
 

	
 

Figure	
 13.	
 Fosmid ベクターを用いたメタゲノムライブラリの構築	
 

	
 

	
 上にメタゲノムライブラリ構築のスキームを示す（Figure	
 13）。式根島にて採集され

た海綿 Discodermia	
 calyxよりフェノール・クロロホルム抽出法にて、メタゲノム DNA

を抽出後、断片の平滑末端化を行った。	
 その後、Fosmid ベクターに組み込む為に適切

なサイズである 40kbp 程度の長さのメタゲノム DNA を得る為、電気泳動にて目的とする

サイズの DNA の切り出しを試みた(Figure	
 14)。	
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Figure	
 14.	
 切り出しを行ったメタゲノム DNA の電気泳動図	
 

	
 

	
 	
 得られたゲノム DNA は目的とするサイズも含め、広範なサイズを有していた為、

40kbp 周辺のバンドを切り取り、得られたメタゲノム DNA を用いて fosmid ベクターと

のライゲーションを行った。その後、ファージによるパッケージングを行い、ファージ

耐性を持つ大腸菌 EPI300 株へと形質転換し、メタゲノムライブラリを構築した。84)	
 

	
 

	
 

ライブラリのバラエティ確認	
 

	
 メタゲノムライブラリの希釈を段階的に行い、プレートにて各希釈溶液を培養した。

その後、培養できたコロニーの数を計測し、構築したライブラリのバラエティを確認し

た所、挿入された鎖長が平均約 35	
 kbp で 2.5	
 x	
 105	
 cfu のバラエティに富むメタゲノ

ムライブラリの構築を達成した（Table	
 5）。	
 

	
 

Table	
 5.	
 希釈溶液の培養に対するコロニー生育数の計測	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

- 40 kbp 

Dilution # of clonies Efficiency (cfu/mL) Library size(cfu)
1 many -
10 246 2.5 x 105 cfu
100 25 2.5 x 105 cfu 2.5 x 105 cfu
1000 4 4.0 x 105 cfu
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第２章	
 色素産生試験	
 

	
 

スクリーニング系の構築	
 

	
 今回構築したメタゲノムライブラリが実際に function-based	
 screening へと適応可

能か評価する為、簡便且つ活性の判別が付きやすい色素産生スクリーニングを用いて本

ライブラリより探索を試みた。	
 

	
 メタゲノムライブラリを用いた function-based	
 screening では、数万、あるいは数

十万の膨大なクローンを、構築したアッセイ系を用いて一度に評価する必要がある。そ

の為、より簡便で正確なスクリーニング系の構築が求められる。そこで、寒天培地上で

コロニー周辺の変化を捉える評価系が多く利用されている。寒天培地を用いる事が出来

れば、プレート１枚あたりに数百のクローンを評価する事が可能となるため、メタゲノ

ムライブラリのスクリーニングにおいては非常に有効な手法と言える。	
 

	
 色素産生スクリーニングは既に適応した報告例があり 49, 50)、メタゲノムライブラリを

調べる適切な試験系である為、初めに本スクリーニング系を試みた。	
 

	
 

	
 

色素産生クローンの探索	
 

	
 Chloramphenicol を含む LB 培地を作製し、プレート 1 枚に対して 200 コロニー程度

となる様に構築したメタゲノムライブラリを希釈し、プレート上へとまいた。30℃、3

日間培養した後に、コロニーの色に変化が検出されるか、目視にて確認を行った（Figure	
 

15）。	
 

	
 

Figure	
 15.	
 色素産生スクリーニング系の構築	
 

	
 

1 Prepare LB plate 

LB agar containing chloramphenicol 
(12.5 ug/mL) was prepared 

Detect color change 

2

3
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 約 500プレート程度の色素産生スクリーニングを行い、結果として、negative	
 control

と比較してオレンジ色を呈色するコロニーを見出した（Figure	
 16）。	
 

	
 

	
 

Figure	
 16.	
 色素産生クローン	
 

	
 

	
 このクローンの色調変化がどの様な要因によって引き起こされているか、液体培養に

て大量培養し、単離精製を行う事でその色素化合物の同定を試みた。	
 

	
 

	
 

Negative	
 control との比較検討	
 

	
 Fosmid ベクターを EPI300 へと形質転換した大腸菌を negative	
 control として用い

て、得られた色素産生クローンとの比較を試みた。両クローンを Chloramphenicol 含有

LB 培地にて 30℃、３日間培養し、各培養液を遠心した後に上清をエバポレーターにて

濃縮した。得られた溶液を HPLC にて分析し、ピークに変化が見られるか、検討を行っ

た。結果、短波長側（220	
 nm）では negative	
 control と比較して大きな変化は見られ

なかったが、長波長側（400	
 nm）において新たに生産された 4 つのピークを検出した

（Figure	
 17）。	
 

	
 

Figure	
 17.	
 HPLC を用いた negative	
 control との比較	
 

1 

2 3 4 

220 nm 
400 nm 

negative control 

positive clone 
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色素化合物の単離・精製	
 

	
 液体培地にて本クローンを大量培養後、誘導された色を指標として単離精製を試みた。

LB 培地 12	
 L を培養した後に遠心し、得られた培養液上清に Diaion	
 HP-20 を加えて化

合物の吸着を行った。これを MeOH にて溶出させた後に、MeOH 抽出物を ODS	
 column へ

と供した。次いで 0%、25%、50%、75%	
 及び 100%	
 MeOH にて stepwise	
 gradient の溶出

を行った。各フラクションをエバポレーターにて濃縮した所、50%及び 75%のフラクシ

ョンに色素化合物の存在を確認した。	
 

	
 これら色素産生の確認された2つのフラクションを続くLH-20を用いた分離へと供し

た。MeOH の単一溶媒にて溶出させ、色素化合物を含むフラクションを集めた後に、HPLC

にて最終精製を行った。アセトニトリル—水系を用いて単離精製を試み、結果として、

先述した新たに生産された化合物 4 種を単離した。	
 

	
 

	
 

色素化合物の構造決定	
 

	
 高分解能マススペクトルから化合物１の分子式を C36H37N4O8
64Zn	
 (m/z	
 717.1903)と決

定した。また、1H-NMR において 10.08	
 (1H)、10.10	
 (2H)、10.16	
 (1H)	
 ppm と、低磁場

領域にシングレットピークが観測された。また、HPLC で分析を行った所、今回単離し

た化合物群は類似した UV クロマトグラムを示しており、これらの化合物が 405	
 nm に最

大吸収波長を有する事から、本化合物がポルフィリン発色団を含む化合物である事が推

定された。また、3.62	
 ppm に観測された 4 つのメチル基及び、3.18	
 (8H)、4.33	
 (8H)	
 ppm

からなる 4 つのメチレン鎖より、擬対称性を有する構造である事が推察された。更に、

構造中に含まれるピロール環構造に対して HMBC 相関を用いたメチル基やメチレン鎖と

言った置換基の位置関係を詳細に解析し、本化合物が Zn-coproporphyrin	
 III	
 (1)であ

ると同定した。85-87)また化合物 2 に関して分子量を測定した所、その分子式を C36H37N4O8

と決定した。また、1H-NMR 及び 2D-NMR においても先ほどの化合物 1 と同様のスペクト

ルを示した事から、化合物 2 を coproporphyrin	
 III	
 (2)と決定した（Figure	
 18）。	
 

	
 一方で、高分解能マススペクトルから化合物 3 の分子式を C34H33N4O4
64Zn	
 (m/z	
 

625.1793)と決定した。また、化合物１との 1H-NMR の比較より新たにエキソメチレンの

存在が確認された。1H-NMR 及び 2D-NMR のデータから単離報告がなされているポルフィ

リン系化合物を参照し、化合物 3 を Zn-protoporphyrin	
 IX	
 (3)と決定した。88) また、

化合物 4 に関しては化合物 2 と同様に、Zn を構造中に含まない protoporphyrin	
 IX	
 (4)

と決定した。	
 

	
 



 21 

	
 

Figure	
 18.	
 同定した色素化合物の構造	
 

	
 

	
 

挿入メタゲノム DNA 関与の可能性	
 

	
 以上の様に、オレンジ色を呈色するクローンより、その色を指標とした精製を試みた

結果、coproporphyrin	
 III 及び protoporphyrin	
 IX の単離に至った。先述した通り、

メタゲノムライブラリより活性に対して陽性を示すクローンを発見し、誘導された化合

物を同定する事が出来れば、「誘導された化合物本体、化合物生産に関与する酵素、酵

素の塩基配列情報」という３つのファクターを一挙に手に入れる事が可能となる。	
 

	
 では、今回単離・同定した porphyrin 系化合物は、実際に挿入されたメタゲノム DNA

によってその生産が誘導されているのか、興味が持たれる。そこで、次世代シークエン

サーによって挿入されたメタゲノム DNA の遺伝子配列解読を試みた。	
 

	
 次世代シークエンスの結果、全長 40	
 kbp、31 個の推定 ORF を含む挿入配列の存在が

明らかとなった（Table	
 6）。これらのうち、得られた porphyrin 系の化合物群の生産に

関与する遺伝子が存在しているか、推定した ORF を精査した所、ORF	
 18、19 及び 20 の

3 種が本化合物の生産に関与している事が推察された。	
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Table	
 6.	
 挿入メタゲノム配列の相同性検索結果	
 

	
 

	
 

	
 

Porphyrin 生合成	
 

	
 大腸菌における色素化合物 Protoporphyrin	
 IX の生合成は C5経路が利用されており、

Glutamyl-tRNAGluを出発物質として 7 種の酵素反応によって生産される生合成経路が明

らかになっている。89)	
 

ORF Size Predicted function Identity
(aa) (%)

1 159 multi-sensor signal transduction histidine kinase 43
2 492 diguanylate cyclase [Nitrosococcus halophilus Nc4] 29
3 552 multi-sensor hybrid histidine kinase 45
4 195 putative transmembrane protein [NC10 bacterium] 39
5 560 TonB-dependent receptor, plug [NC10 bacterium] 49
6 971 conserved hypothetical protein, membrane [Candidatus Poribacteria sp.] 48
7 321 serine/threonine kinase [Streptomyces griseoaurantiacus M045] 31
8 583 unnamed protein product [Desulfobacterium autotrophicum HRM2] 41
9 405 amidohydrolase [Sebaldella termitidis ATCC 33386] 39
10 200 conserved hypothetical protein [Oscillatoria sp. PCC 6506] 52
11 464 hypothetical protein NIDE3054 [Candidatus Nitrospira defluvii] 51
12 236 proteasome subunit alpha [Candidatus Nitrospira defluvii] 59
13 226 proteasome subunit beta [Candidatus Nitrospira defluvii] 59
14 80 unnamed protein product [Streptomyces scabiei 87.22] 54
15 491 putative proteasome component [NC10 bacterium 'Dutch sediment'] 54
16 611 ATPase [Streptomyces sp. C] 58
17 261 cytochrome c-type biogenesis protein CcsB [Geobacter sp. FRC-32] 37
18 420 glutamyl-tRNA reductase [Thermodesulfatator indicus DSM 15286] 49
19 322 hemC-porphobilinogen deaminase [endosymbiont of Riftia pachyptila ] 49
20 322 hemB-Porphobilinogen synthase [Thermodesulfatator indicus DSM 15286] 65
21 155 RsmD family RNA methyltransferase [Eubacterium infirmum F0142] 35
22 355 tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA [Geobacter sp. FRC-32] 54
23 155 cytoplasmic protein[Syntrophus aciditrophicus SB] 40
24 638 DNA mismatch repair protein 39
25 499 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase[Deferribacter desulfuricans ] 67
26 1152 DNA polymerase III subunit alpha[Geobacter sulfurreducens PCA] 52
27 236 transporter, MotA/TolQ/ExbB proton channel family [γ proteobacterium] 40
28 145 Biopolymer transport protein ExbD/TolR[Moritella sp. PE36] 36
29 192 N-acetyltransferase GCN5 40
30 436 group 1 glycosyl transferase 48
31 214 beta-lactamase domain protein [Arthrospira maxima CS-328] 39
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 先述した次世代シークエンサーによって得られた結果より、Glutamyl-tRNAGlu から

Glutamate	
 1-semialdehyde への変換を促す glutamyl-tRNA	
 reductase90)と相同性を示す

ORF	
 18、それに続く異性化によって得られた aminolevulinic	
 acid（ALA）から

porphobilinogen への反応を触媒する porphobilinogen	
 synthase91)と相同性を示す ORF	
 

19、更に porphobilinogen の 4 量体化に関与する porphobilinogen	
 deaminase92)と相同

性を示す ORF	
 20、計 3 種の ORF が挿入配列中に含まれている事が判明した。	
 

	
 

	
 

Figure	
 19.	
 Porphyrin 化合物生合成に関与する ORF	
 3 種の酵素反応	
 

	
 

	
 これらは porphyrin 化合物の生合成における初発段階の酵素であり、この部分の生産

が亢進された事によって、Porphyrin系化合物の生産が増加したと考えられる。実際に、

これら 3 つの ORF を含むフラグメントをサブクローニングによって構築し、単離した

porphyrin 系化合物の生産確認を行った所、negative	
 control と比較して鮮明に培養液

の色が赤色へと変化し、porphyrin 系化合物が生産された事からも、この 3 種類の ORF

が大腸菌中にて porphyrin 系化合物生産の為に機能している事が明らかとなった。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

ORF aa Predicted function Identity 
18 420 glutamyl-tRNA reductase [Thermodesulfatator indicus] 49 
19 322 hemC-porphobilinogen deaminase [endosymbiont of Riftia pachyptila]  49 
20 322 hemB-porphobilinogen synthase [Thermodesulfatator indicus] 65 

ORF 18� 19� 20�

HO

O

tRNAGlu

O

NH2

HO

O

H

O

NH2

N
HNH2

HOOC
COOH

HO

O

NH2

O

NH

NH HN

HN

OHO

HO

O

OH

O

OH

O

OH

O

OH

O

HO

O

HO

HO
O

ORF 18 

ORF 19 ORF 20 

Glutamyl-tRNAGlu Glutamate 1-semialdehyde 

ALA 
Porphobilinogen 

Hydroxymethylbilane 



 24 

過去の研究報告例	
 

	
 色素産生スクリーニングは既に確立された手法であり、海綿動物由来メタゲノムライ

ブラリが実際に function-based	
 screening へと適応可能かを判断する為に適切な手法

であった。以前の報告では、2001 年、I.A.	
 MacNeil らはイギリスで採集した土壌及び

BAC ベクターを用いてメタゲノムライブラリの構築を試み、平均挿入鎖長が 37	
 kbp で

1.7	
 x	
 107	
 cfu のバラエティに富むライブラリの構築に成功している。50) このライブラ

リを用いて色素産生スクリーニングを行った所、negative	
 control と比較して大きく

色の変化が見られたクローンを発見し、その因子が indigo 及び indirubin であると同

定している（Figure	
 20）。また、挿入配列の解読から、これらの生産に必要な indole	
 

dioxygenase と高い相同性を示す ORF が含まれている事も同時に報告している。 

	
 

Figure	
 20.	
 土壌メタゲノムライブラリより得られた色素化合物	
 

	
 

	
 今回の色素産生スクリーニングを用いた探索は、メタゲノムライブラリ全体としては

3例目となるが、海綿動物由来メタゲノムライブラリを用いた探索では初の報告となる。

以上の様に、本ライブラリが実際に function-based	
 screening の系へと適応可能であ

った為、続いて抗菌活性試験系への適応を試みた。	
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第 3 章	
 抗菌活性試験	
 

	
 

	
 抗菌活性物質は医薬品として欠かす事の出来ない化合物群であり、様々な疾病を治療

する為に重要な位置を占めている。その為、抗菌活性試験は抽出単離分野において最も

用いられている活性指標の１つであり、医薬品を開発する上でも重要な試験である。こ

れまでにも、細胞壁合成阻害薬、転写開始阻害薬等、様々な抗菌薬、抗生物質が開発さ

れている。93, 94) 以下にその化合物群を簡略的に示す（Figure	
 21）。	
 

	
 

・細菌細胞壁阻害薬	
 

	
 β-ラクタム系抗生物質、ホスホマイシン、ビコザマイシン等が挙げられ、ペニシリ

ンと特異的に結合するペニシリン結合タンパク質	
 (penicillin	
 binding	
 protein)	
 と呼

ばれる細胞壁合成酵素を阻害することで、細菌の細胞壁を形成するペプチドグリカンの

合成を阻害する。	
 

	
 

・タンパク合成阻害薬	
 

	
 テトラサイクリン系抗生物質	
 (オキシテトラサイクリン、ドキシサイクリン等)、マ

クロライド系抗生物質	
 (エリスロマイシン、スピラマイシン等)、アミノグリコシド系

抗生物質	
 (カナマイシン、ゲンタマイシン等)、チアンフェニコール等があり、リボソ

ーム構成粒子に結合しタンパク合成を阻害する。	
 

	
 

・核酸合成阻害薬	
 

	
 ナリジクス酸、フルオロキノロン系合成抗菌剤は、DNA 鎖に固有の立体構造を与える

DNA ジャイレースの阻害作用を示す。また、リファンピシンは RNA ポリメラーゼに結合

して転写の開始を阻害する作用を有する。	
 

	
 

・細胞膜障害薬	
 

	
 ポリミキシン B やコリスチンは、細菌の細胞膜に作用して殺菌的に作用する。	
 

	
 

・代謝拮抗薬	
 

	
 合成抗菌剤であるサルファ剤は、代謝経路の前駆物質や中間体等との構造の類似性か

ら、代謝経路に入り込む事で本来の代謝過程を制御する。	
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Figure	
 21.	
 多様な活性を示す抗生物質	
 

	
 

	
 上述の通り、抗菌薬の構造的多様性あるいは標的とする作用は様々存在するが、その

後を追って薬剤耐性菌の出現は報告され 95, 96)、未だ抗菌リード化合物の探索が求められ

る。そこで本研究では、海綿動物より構築したメタゲノムライブラリを用いて抗菌活性

スクリーニングを行い、より有用な抗菌活性を有する抗菌性物質の探索、及びその生合

成機構の解明を試みた。	
 

	
 

	
 

スクリーニング系構築	
 

	
 抗菌活性試験のスクリーニング手法としてはオーバーレイアッセイを採用した。この

手法は、2005 年に Lim らによって提唱された手法である。本試験では試験菌として、

グラム陽性桿菌・通性嫌気性菌であり食中毒の原因となる Bacillus	
 cereusを選択した。

97) 事前に chloramphenicol 含有 LB 寒天培地を用いて、メタゲノムライブラリを 1 プレ

ート辺り 200 コロニー程度となる様に希釈して培養した。コロニーを形成させた後に、

この培地上に試験菌である B.	
 cereusを混合した LB 半寒天培地を被せて培養を行い、

コロニー周辺で試験菌に対して阻止円が形成されるクローンを目視にて探索した

(Figure	
 22)。	
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Figure	
 22.	
 抗菌活性スクリーニングの適応	
 

	
 

	
 結果として、下に示す様なコロニー周辺に阻止円を示すクローン１種を見出した	
 

(Figure	
 23)。この結果から、得られた抗菌活性試験に対して陽性を示したクローンが

B.	
 cereusに対する抗菌物質を生産している事が示唆された。その為、本クローンを液

体培地にて大量培養し、目的とする抗菌活性を指標とした活性化合物の探索・同定を試

みた。	
 

	
 

	
 

Figure	
 23.	
 抗菌活性陽性クローン	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

1 pre-culture with plate 

LB agar medium 
with metagenomic library 

2 cover with bacterial culture 
 
LB medium containing  
Bacillus cereus (as test bacteria) 
0.5% soft agar 

30℃, 2 days 

37℃, over night 3 detect the inhibition circle 
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抗菌活性物質の同定	
 

	
 

Chart	
 1.	
 抗菌活性を指標とした活性化合物単離	
 

	
 

	
 見出した抗菌活性に対して陽性を示したクローンを LB 液体培地にて大量培養後、

Bacillus	
 cereusに対する抗菌活性を指標として、分離を試みた。得られた培養液を遠

心した後、培養液上清に Diaion	
 HP-20 を加えて吸着させ、MeOH にて溶出した。この MeOH

抽出物に対して ODS	
 column を用いて step	
 wise	
 gradient にて分画を行った。得られた

ODS 画分	
 (25%,	
 50%,	
 75%,	
 100%	
 MeOH	
 fraction)	
 それぞれに対して抗菌活性試験を行

った所、100%	
 MeOH	
 fraction において抗菌活性を確認した。	
 

	
 活性が見られたフラクションに対して Silica	
 gel	
 column を２度用いて分離を行い、

同様に抗菌活性を確認した所、２つのフラクションに抗菌活性が検出された。その為、

得られた活性フラクションに対して HPLC を用いて精製を行い、各フラクションから化

合物 5 及び 6 を単離した	
 (Chart	
 1)。	
 

	
 単離した 2 種の化合物について、各種 NMR スペクトル、及び MS 分析を行う事で各化

合物の構造決定を試みた。	
 

	
 

Diaion HP-20 
Wash with MeOH 

MeOH extract H2O fraction 

Silica gel CC (ϕ 40 x 60 mm) 
stepwise gradient (Chloroform : MeOH : H2O) 

8 : 2 : 0 
(54 mg) 

5 : 5 : 1 7 : 3 : 0.5 

ODS open column (ϕ 40 x 70 mm) 
25, 50, 75, 100% MeOH stepwise gradient 

25% 50% 75% 100% fraction 
   (4 g) 

9 : 1 : 0 
(42 mg) 

Silica gel CC  (ϕ 20 x 70 mm) 
stepwise gradient (Hexane : EtOAc) 

fr. 1 fr. 7 fr. 4 
(3.4 mg) 

fr. 3 
(1 mg) 

compound 2 

combine 

Silica gel CC (ϕ 20 x 70 mm) 
stepwise gradient (CHCl3 : MeOH : H2O) 

fr. 1 fr. 6 ・・・ fr. 2 
(22.0 mg) 

fr. 4 

C18 MS-II column (ϕ 10 x 250 mm) 
65% MeOH with 0.05% TFA 

fr. 1 fr. 4 fr. 2 
(1.5 mg) 

fr. 3 

compound 1 

Clone A culture solution  (9 L, 2 days, 30 ℃, 120 rpm) 

・・・ ・・・ ・・・ 
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化合物 5 の同定	
 

	
 化合物 5 は赤色固体物質として得られた。高分解能マススペクトルから、化合物 5

の分子式を C24H17N3O と決定した。また
1H-NMR 及び COSY スペクトルより、7.09、7.19、

7.36、7.62	
 ppm の 4 つのシグナルに相関が見られ、それらのカップリングからオルト 2

置換ベンゼンを構造中に有すると推測した。更に 6.94	
 ppm にシングレットシグナルが

観測され、8.10	
 ppm にはアミノプロトンと考えられるシグナルも観測された事から、

化合物 5 の構造中にはインドール基が含まれていると推測した。また 1H-NMR の積分値

から、この化合物中にインドールが 2 分子含まれると判断した。	
 

	
 次いで、インドール構造以外に観測されたシグナルに関して精査すると、6.89、6.91、

7.51、7.73	
 ppm のシグナルにおいてそれぞれ COSY 相関が見られた事から、こちらもオ

ルト 2 置換ベンゼンに由来すると推測した。また、13C-NMR より、201.5	
 ppm にケトカル

ボニルと考えられるシグナル、更に 68.2	
 ppm には HSQC において相関の観測されない 4

級炭素の存在を確認した。これらの結果を基に、HMBC における相関を精査した所、本

化合物は 2,2-di(3-indolyl)-3-indolone	
 (5)	
 であると決定した	
 (Figure	
 24)。98, 99) 

	
 

	
 

Figure	
 24.	
 化合物 5 及びその類縁体 trisindoline の構造	
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Table	
 7.	
 化合物 5 のケミカルシフト	
 

	
 

	
 

	
 

化合物 5 について	
 

	
 化合物 5 は海綿由来 Vibrio	
 sp.や海水由来 Aeromonas	
 sp.	
 CB101 等の菌からの単離

が報告されており、実際に Bacillus	
 cereus、methicillin	
 sensitive	
 Staphylococcus	
 

aureus	
 （MSSA)に対して抗菌活性が報告されている抗菌活性化合物である。98,	
 99)	
 また、

本化合物の類縁体である trisindoline にも強力な抗菌作用が報告されており、これら

indole 類縁体の医薬品リード化合物としての有用性が示唆されている。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

13C 1H
Position δ (ppm) δ (ppm) Intensity Multiplicity
indoxyl
1-NH - 8.09 1H br.s
2 68.2 -
3 201.5 -
3a 120.8 -
4 125.5 7.73 1H d (J = 8 Hz)
5 119.4 6.89 1H t (J = 8 Hz)
6 137.6 7.51 1H t (J = 8 Hz)
7 112.9 6.91 1H d (J = 8 Hz)
7a 160.3 -

indole
1-NH - 8.10 2H br. s
2', 2'' 124.1 6.94 2H s

3', 3'' 115.1
3'a, 3''a 125.7 -
4', 4'' 120.4 7.36 2H d (J = 8 Hz)
5', 5'' 119.9 7.19 2H t (J = 8 Hz)
6', 6'' 122.3 7.09 2H t (J = 8 Hz)
7', 7'' 111.4 7.62 2H d (J = 8 Hz)
7'a, 7''a 137.0 -

1H-NMR (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) data for Cpd 5 in CDCl3
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化合物 6 の同定	
 

	
 化合物 6 は黄色固体物質として得られた。1H-NMR スペクトルの結果から、観測され

たシグナルは低磁場側に存在する 6 本のみであり、その構造は非常にシンプルな構造で

あると推定された。	
 

	
 更に、1H-NMR 及び COSY において、7.09、7.19、7.36、7.62	
 ppm の 4 つのシグナルに

相関が認められたため、化合物 5 と同様にオルト位での 2 置換ベンゼンを有すると推察

した。また、低磁場側にシングレットのシグナルとアミノプロトンと考えられるシグナ

ルが認められた事からインドール基を構造中に持つと推定した。更に、ESI-TOF	
 MS を

用いた質量分析により化合物 6 の分子量は 360 であった事から、インドール 3 量体の可

能性が示唆された。	
 

	
 インドール 3 量体化合物には 1,1,1-tris（3-indoly）methane,	
 turbomycin	
 A 等が例

として挙げられるが、化合物 6 の UV スペクトルは非常に特徴的であり、284	
 nm と 468	
 nm

に最大吸収を示していた（Figure	
 5b）。これは turbomycin	
 A に特徴的に見られる吸収

波長である。更に、TLC による Rf 値を検討した所、turbomycin	
 A の単離が報告された

論文中に示されている Rf 値と一致した。以上の結果から、化合物 6 は turbomycin	
 A

であると決定した（Figure	
 5a）。	
 

	
 

Table	
 8.	
 化合物 6 のケミカルシフト	
 

	
 

	
 

	
 

Figure	
 24.	
 (a)	
 化合物 6 の構造、(b)	
 化合物 6 の UV 吸収スペクトル	
 

Position δ (ppm) Intensity Multiplicity
1, 1', 1''-NH 7.96 3H br. s
2, 2', 2'' 6.94 3H s
4, 4', 4'' 7.36 3H d (J = 8 Hz)
5, 5', 5'' 7.19 3H t (J = 8 Hz)
6, 6', 6'' 7.09 3H t (J = 8 Hz)
7, 7', 7'' 7.62 3H d (J = 8 Hz)

1H-NMR (500 MHz) data for Cpd 6 in CDCl3

turbomycin A (6) 

HN

HN

NH

+ 

(a) (b) 



 32 

化合物 6 について	
 

	
 化合物 6 は、その構造の中央にカチオン構造を有する希有な化合物であり、これまで

にも Saccharomyces	
 cerevisiae培養液から単離報告されている。100)また、化合物 6 も

化合物 5 と同様に、グラム陽性菌、陰性菌を始めとして、幅広い抗菌スペクトルを有す

る事が報告されている(Table	
 11)。	
 

	
 

	
 

得られた抗菌活性物質の生合成	
 

	
 両化合物の生合成経路について考えてみると、化合物 5 及び 5 の類縁体である

trisindoline は、恐らく indole 系化合物を基質としており、共通の前駆体からこれら

の作り分けが行われているのか、あるいは全く違う経路で各化合物が生合成されている

のか、非常に興味が持たれる。また、化合物 6 に関しても同様に indole 系化合物を基

質として生合成されると考えられるが、中央炭素原子のカチオン構造の形成、またその

炭素原子の由来等、未だ推測の域を出ていない。そこで、得られた抗菌活性物質が挿入

されたメタゲノム DNA のうち、どの遺伝子がこれらの生産に関与しているか、次世代シ

ークエンサーを用いてその挿入配列の解読を試みた。	
 

	
 

挿入配列解析の結果	
 

	
 色素産生スクリーニングにて得られたクローンの分析方法と同様の手法にて、挿入さ

れた遺伝子配列を解読した。その結果、興味深い事に、この抗菌活性に対して陽性を示

したクローン及び色素産生試験において色の変化を示したクローン中には全く同じメ

タゲノム DNA が挿入されていると判明した．つまり、このクローンはポルフィリン系化

合物に加え、抗菌化合物も生産している事が判明した。	
 

	
 

	
 

Figure	
 25.	
 １種のクローンより得られた化合物	
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サブクローニングによる生産に関与する遺伝子の推定	
 

	
 

Table	
 9.	
 挿入メタゲノム配列の相同性検索結果	
 

	
 

	
 

	
 ここで改めて、先ほど得られた挿入配列遺伝子の解析情報を示す（Table	
 9）。得られ

た全長 40	
 kbp、31 個の推定 ORF のうち、赤い枠で囲っている ORF	
 18、19 及び 20 につ

いては、色素産生スクリーニングにおいて porphyrin 系化合物の産生に必要な遺伝子で

ある事が判明している。その為、今回得られた抗菌活性化合物の生産に関してはこれら

を除いた何れかの遺伝子が関与していると考えられる。しかし、BLAST を用いた相同性

検索の結果だけでは生産に必須な遺伝子の推定が困難であった。そこで、どの領域が抗

菌化合物の生産に関わっているかを同定する為、サブクローニングを試みた。	
 

ORF Size Predicted function Identity
(aa) (%)

1 159 multi-sensor signal transduction histidine kinase 43
2 492 diguanylate cyclase [Nitrosococcus halophilus Nc4] 29
3 552 multi-sensor hybrid histidine kinase 45
4 195 putative transmembrane protein [NC10 bacterium] 39
5 560 TonB-dependent receptor, plug [NC10 bacterium] 49
6 971 conserved hypothetical protein, membrane [Candidatus Poribacteria sp.] 48
7 321 serine/threonine kinase [Streptomyces griseoaurantiacus M045] 31
8 583 unnamed protein product [Desulfobacterium autotrophicum HRM2] 41
9 405 amidohydrolase [Sebaldella termitidis ATCC 33386] 39
10 200 conserved hypothetical protein [Oscillatoria sp. PCC 6506] 52
11 464 hypothetical protein NIDE3054 [Candidatus Nitrospira defluvii] 51
12 236 proteasome subunit alpha [Candidatus Nitrospira defluvii] 59
13 226 proteasome subunit beta [Candidatus Nitrospira defluvii] 59
14 80 unnamed protein product [Streptomyces scabiei 87.22] 54
15 491 putative proteasome component [NC10 bacterium 'Dutch sediment'] 54
16 611 ATPase [Streptomyces sp. C] 58
17 261 cytochrome c-type biogenesis protein CcsB [Geobacter sp. FRC-32] 37
18 420 glutamyl-tRNA reductase [Thermodesulfatator indicus DSM 15286] 49
19 322 hemC-porphobilinogen deaminase [endosymbiont of Riftia pachyptila ] 49
20 322 hemB-Porphobilinogen synthase [Thermodesulfatator indicus DSM 15286] 65
21 155 RsmD family RNA methyltransferase [Eubacterium infirmum F0142] 35
22 355 tRNA-specific 2-thiouridylase MnmA [Geobacter sp. FRC-32] 54
23 155 cytoplasmic protein[Syntrophus aciditrophicus SB] 40
24 638 DNA mismatch repair protein 39
25 499 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase[Deferribacter desulfuricans ] 67
26 1152 DNA polymerase III subunit alpha[Geobacter sulfurreducens PCA] 52
27 236 transporter, MotA/TolQ/ExbB proton channel family [γ proteobacterium] 40
28 145 Biopolymer transport protein ExbD/TolR[Moritella sp. PE36] 36
29 192 N-acetyltransferase GCN5 40
30 436 group 1 glycosyl transferase 48
31 214 beta-lactamase domain protein [Arthrospira maxima CS-328] 39
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Figure	
 26.	
 サブクローニング構築模式図	
 

	
 

	
 上には得られた挿入配列の模式図を示す（Figure	
 26）。解析によって得られた挿入遺

伝子配列から 4 つの適当な配列鎖長を構築する為にプライマーを作製し、PCR によって

増幅を試みた。得られた増幅断片をそれぞれ fosmid ベクターへと組み込み、メタゲノ

ムライブラリ構築に用いた大腸菌 EPI300 株へと形質転換を行った。各フラグメントを

含むサブクローンを構築後、LB 液体培地にて各々培養し、Diaion	
 HP-20、ODS	
 column	
 

chromatography の分離によって精製を行った後に、単離した化合物が含まれるフラク

ションに関して LC-MS を用いて生産確認を試みた。結果、fragment	
 4 を含むサブクロ

ーン培養液中にのみ、2,2-di(3-indolyl)-3-indolone	
 (5)の生産が確認された（Figure	
 

27）。	
 

	
 

	
 

Figure	
 27.	
 化合物 5 標品と各サブクローン培養液の比較	
 

	
 

ORF 1 ORF 24 ORF 31 ORF 18 ORF 7 

Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3 Fragment 4 0 kbp 40 kbp 

A part of ORFs involed in the biosynthesis of porphyrin 

Predicted as inosine 5’-monophosphate dehydrogenase 

Primer for subcloning 

2,2-di(3-indolyl)-3-indolone (5) 
(Standard)  

Fragment 1 

Fragment 2 

Fragment 3 

Fragment 4 
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 この結果から、fragment	
 4 に含まれる ORF のうちの何れかが化合物 5 の生産に関与

すると考えられる。この fragment	
 4 には ORF	
 24-26 が含まれていた（Table	
 10）。	
 

	
 

Table	
 10.	
 Fragment	
 4 に含まれる挿入遺伝子配列	
 

	
 

	
 

	
 更に詳細に化合物生産に必要な遺伝子を同定する為、同様の手法で各 ORF を単独で組

み込んだ形質転換体を作製し、化合物 5 の生産の確認を試みた。その結果、inosine	
 

5’-monophosphate	
 dehydrogenase（IMPD）と相同性を示す ORF	
 25 が化合物 5 の生産に

必要である事が判明した（Figure	
 29）。	
 

	
 一方、本サブクローニングの実験では化合物 6 の生産をその培養液中から確認する事

は出来なかった。この結果から、化合物 6 に必要な遺伝子は挿入遺伝子配列中に複数存

在しており、その為に本化合物の生産が確認されなかったと推定している。また後述す

るがこの様なメタゲノムライブラリを用いた大腸菌中でのインドール系化合物の生産

は、単一の経路では生産が行われておらず、多様な経路によってその生産が行われると

推測している（Figure	
 32）。	
 

	
 

	
 

Inosine	
 5’-monophosphate	
 dehydrogenase（IMDP）	
 

	
 IMPD はプリンの de	
 novo 合成における主要な一次代謝酵素である。101)この酵素はイ

ノシン-5'-一リン酸	
 (IMP)	
 からキサントシン-5'-一リン酸	
 (XMP)	
 への NAD 依存性酸

化反応を触媒し、NADH および XMP を産生する	
 (Figure	
 28a)。この反応では、IMP の 1

位窒素原子に隣接するイノシン酸 2 位の炭素原子が酸化される。生成した XMP は更に

GMP	
 synthetase によってグアノシン-5'-一リン酸	
 (GMP)	
 へと変換されるが、IMPD はこ

の GMP 産生の律速段階となる酵素である。	
 

	
 これまでに IMPD の結晶構造解析は報告されており、ヒポキサンチン、リボース、リ

ン酸の各部位にそれぞれ対応するアミノ酸が水素結合を形成し、IMPD のキャビティ内

にイノシン-5'-一リン酸を留める事が判明している	
 (Figure	
 28b)。102)	
 

ORF Size (aa) Predicted function Identity (%)
24 638 DNA mismatch repair protein 39
25 499 inosine-5'-monophosphate dehydrogenase[Deferribacter desulfuricans SSM1] 67
26 1152 DNA polymerase III subunit alpha[Geobacter sulfurreducens PCA] 52
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Figure	
 28.	
 (a)	
 IMPD 本来の反応、(b)	
 Streptococcus	
 pyogenes由来 IMPD の IMP 結合

サイト	
 

	
 

	
 

大腸菌由来 IMPD 過剰発現体との比較	
 

	
 以上の様に、IMPD は一次代謝系の酵素であり、通常は二次代謝産物の生産に関与す

る酵素ではない。その為、IMPD ホモログである ORF	
 25 がどの様にして抗菌化合物であ

る化合物 5 の生産に関与するか、疑問が持たれる。	
 

	
 即ち、IMPD ホモログが直接的に化合物 5 の生合成に必要と考えられるインドール系

化合物を基質として酸化反応を触媒し、大腸菌が本来持つ酵素と協奏的に化合物 5 の生

産を誘導しているのか。あるいは ORF	
 25 が挿入される事で本来の IMPD の酵素機能が亢

進され、その影響から副次的にインドール系化合物の生産に変化が生じているのか、推

測の域を出ない。	
 

	
 この疑問点を解決する為、大腸菌 BL21 株由来 IMPD のクローニングを行い、EPI300

株を用いて形質転換体を作製した。構築した形質転換隊の培養液より、同様の手法にて

化合物生産の確認を試みた。その結果、この培養液からは化合物 5 の生産は確認されな

かった（Figure	
 29）。	
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Figure	
 29.	
 ORF	
 25 サブクローン体及び IMPD 過剰発現株での化合物生産	
 

	
 

その為、IMPD ホモログである ORF	
 25 が直接的にインドール系化合物を基質として酸化

反応を触媒し、化合物 5 の生産を担っている事が示唆された。	
 

	
 

	
 

In	
 vitro 反応を用いた解析	
 

	
 以上の結果から、ORF	
 25 の詳細な酵素反応機構解明の為に ORF	
 25 を大腸菌にて発現

させ、精製酵素を用いて機能の解析を試みた。しかしながら、様々な大腸菌宿主を検討

したが、大腸菌をホストとした発現系では酵素が不溶正画分へと移行する為、可溶性画

分に発現させる事が困難であった。こうした共生微生物由来の遺伝子発現は BLAST で比

較した際に相同性が高い場合であっても、発現の条件検討が非常に困難な物があり、詳

細な実験が必要となる。	
 

	
 この解決策の一つとして、発現宿主に大腸菌ではなくメタノール資化性酵母 Pichia	
 

pastoris を用いる手法がある。103)	
 P.	
 pastoris を用いた発現系は発現蛋白質の N 末端

側にαファクターという酵母特有のシグナル配列を導入する。その為、発現蛋白質を細

胞外の培地中に分泌させる事が出来るので、細胞破砕等する必要がなく精製が比較的容

易になる。また、細胞外に分泌される過程で様々なシャペロン蛋白質の影響を受け、正

確に折り畳まった状態で目的の蛋白質が分泌される為、発現後のリフォールディング操

作をする必要が少ない。	
 

	
 

E. coli ’s IMPD transformant 

ORF 25 transformant 

Compound 5 standard 
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Figure	
 30.	
 P.	
 pastorisを用いた発現系の構築	
 

	
 

	
 この様な利点から P.	
 pastorisを用いた ORF	
 25 の発現を試みた。その結果、可溶性

画分にて本タンパクを発現させる事に成功した（Figure	
 30）。そこで、得られた酵素に

対して、化合物5の基質と考えられるインドール系化合物数種（indole、indole	
 aldehyde、

tryptophan、3-oxyindole）を単独で、あるいは組み合わせて酵素反応を試みた。しか

しながら、種々の条件検討をした際にも、化合物 1 の生産を確認出来なかった。また、

本来の IMPD の反応では NAD+を補酵素として反応が進行するが、NADP+を利用した際にも

反応は進行しなかった。現時点では、in	
 vitro 反応での活性は見出せていないが、更

なる条件検討によって IMPD ホモログによる酸化反応が検出されると期待している。	
 

	
 

	
 

化合物の推定生合成機構	
 

	
 以上の結果から化合物 5 の生合成では、大腸菌自身の酵素と挿入遺伝子である IMPD

ホモログの酵素が協奏的に働く事で、化合物 5 が生合成されると推察される。まず大腸

菌本来の酵素である tryptophanase 及び monooxygenase により indoxyl が生産される。

次いで indoxyl が 3-oxyindole へと変換される時、IMPD ホモログが 3-oxyindole を受

け入れれば、3-oxyindole	
 2 位の炭素原子が酸化され、反応性に富む isatin が産生さ

れる。その後、2 分子の indole	
 3 位から isatin	
 2 位への求核攻撃を経て本化合物が生

成する生合成経路を予想している	
 (Figure	
 31)。	
 

-Pichia pastoris system- 
Vector : pPIC-z 
Host : P. pastoris 
Buffer : 100mM Tris-HCl (pH7.5) 
              200mM NaCl 
              5% glycerol 
              10, 300 mM imidazole each  
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Figure	
 31.	
 化合物 5 の推定生合成経路	
 

	
 

	
 しかし、通常であれば isatin が求核攻撃を受ける位置は 2 位ではなく、3 位へと行

われる可能性が高い。その場合、生産される化合物は化合物 5 ではなく類縁体である

trisindoline と推定されるが、今回のサブクローニング実験では trisindoline の生産

は確認されなかった。これはIMPDホモログが3-oxyindoleを基質として酸化した後に、

プロダクトをリリースせず、その場でインドール 2 分子が 3 位ではなく 2 位へと求核攻

撃させやすい構造を維持する事で、化合物 5 への変換が進行していると考えられる。こ

の推定反応機構に関しては、今後 in	
 vitro 反応解析によって活性を検出した後に、X

線結晶構造解析を用いる事で明らかにしたい。	
 

	
 インドール分子はバクテリアにとって重要な化合物であり、これまでにグラム陽性、

陰性を問わず 90 種近い細菌が大量の indole を生産する事が知られているが、その機能

のほとんどは未解明である。しかし、これまでにも indole はバイオフィルム形成阻害、

プラスミド安定性の調節、対数増殖期から定常期への移行制御等、様々な機能に関与し

ていると報告があり、104)	
 今回宿主として用いた大腸菌中でも、トリプトファンをイン

ドールへと変換する	
 tryptophanase	
 (tnaA)	
 によって多量に生産されている。また、

indole 自身の酸化反応も非常にバラエティに富み、その反応性は多岐にわたる。この

様に、大腸菌のインドール代謝系へのメタゲノム DNA の挿入・影響によって新たな代謝

経路が発生する点はメタゲノム解析を用いた非常に興味深い結果であり、今後もメタゲ

ノム DNA が大腸菌生産系に多様な影響を与える事で、未だ生合成機構の解明されていな

い化合物の生産やその生産に関与する遺伝子の発見に繋がると期待出来る。	
 

tryptophan�

tryptophanase�

indoxyl�
monooxygenase�

32oxyindole�

IMPD�

isa7n�

NAD+�

NADH�indole<x2�

2,22di(32indolyl)232indolone�

N
H

NH

NH

O

N
H

O

O

N
H

O

N
H

OH
E.#coli<contribu7on� Insert<DNA<contribu7on�



 40 

化合物 6 の先行研究	
 

	
 また、化合物 6 は Handelsman らによって、2002 年に土壌由来メタゲノムライブラリ

より単離され、その生合成に関わる遺伝子が推定されている。105)この論文中で

Handelsman らは、土壌よりメタゲノムを抽出し、bacterial	
 artificial	
 chromosome	
 

(BAC)	
 vector を用いて、平均鎖長 44.5	
 kbp を有する 2.5	
 x	
 104	
 cfu のメタゲノムライ

ブラリを構築している。BAC ベクターは大腸菌プラスミド F 因子を利用して、約 150	
 kb

に及ぶ大きな断片のクローニングを可能とするベクターである。その為、ライブラリの

バラエティにもよるが、探索をした際にスクリーニングのヒット数が上昇する可能性が

ある。	
 

	
 彼らは構築した土壌由来メタゲノムライブラリを用い、色素産生スクリーニング行っ

た所、茶褐色を呈するコロニーを見出した。このコロニーを液体培養後、生産されてい

る化合物を解析した所、turbomycin	
 A 及び turbomycin	
 B、そしてメラニンの生成が確

認された。turbomycin	
 B は turbomycin	
 A と同様にその構造の中央部分にカチオン構造

を有する化合物である(Figure	
 32)。また、それぞれの抗菌活性試験を行った所、2 種

の化合物は共に幅広い抗菌スペクトルを有する事が判明している	
 (Table	
 11)。	
 

	
 

Table	
 11.	
 Turbomycin	
 A 及び B に対する種々の抗菌活性試験結果	
 

	
 

	
 

	
 

Gram-negative bacteria
 E. herbicola IRQ + +
E. coli HS997 + / - + / -
P. aeruginosa 9020 - -
S. enterica serovar Typhimurium LT2 + +

Gram-positive bacteria
B. cereus subsp. mycoides 1003 + +
B. subtilis BR151pPL608 + +
E. faecalis 4025 - -
S. aureus 3001 + +
S. pyogenes 8P01 + +
S. griseus 6501 + +

Fungi or Protists
C. guilliermondii Y001 + / - + / -
P. ultimum 1033 - -
F. solani (f. sp. glycine) 90.1 - -

turbomycin A turbomycin B
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 Handelsman らは得られた色素産生クローンの挿入 DNA を解析し、その挿入鎖長を約

25	
 kbp であると判断した。更に、この配列情報を基に 2 種の turbomycin 類生産に関わ

る遺伝子領域の同定を試みた所、配列中に含まれる	
 4-hydroxyphenylpyruvate	
 

dioxygenase	
 (4-HPPD)がこれらの化合物の生産に関わっている事を明らかにした。	
 

	
 4-HPPD は本来、ユビキノン生合成、チロシン及びフェニルアラニン代謝に関わる酵

素であり、4-ヒドロキシフェニルピルビン酸	
 (4-HPA)	
 をホモゲンチジン酸	
 (HGA)へと

変換する酸化還元酵素である。106)	
 この反応で精製した HGA からは Handelsman らは種々

の確認実験から、この酵素が 2 種の turbomycin 類生産に関与していると推定した。	
 

	
 

	
 

Figure	
 32.	
 提唱された turbomycin 推定生合成経路	
 

	
 

	
 挿入されている 4-HPPD の影響によって生産される HGA は、好気的条件下において自

発的なポリマー化を起こし、結果 HGA-melanin を生成する。この HGA から HGA-melanin

への酸化的ポリマー化を駆動力として、インドールアルデヒド及びインドール２分子の

から、turbmycin	
 A が生産されると推定した	
 (Figure	
 32)。また turbomycin	
 B に関し

ては、彼らはインドールアルデヒドに代わり、ベンズアルデヒドに対してインドール 2

分子が攻撃したと推測している。	
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 その一方で、今回得られた抗菌活性に対して陽性を示すクローンに含まれるメタゲノ

ム DNA を解読・解析した 31 個の高い相同性を示す ORF の中で、彼らが turbomycin	
 A 及

び B の産生に関与すると推測している 4-HPPD と相同性を示す遺伝子は見出されなかっ

た（Table	
 9）。その為、今回得られたクローン中では、別の酸化的駆動力の存在、ある

いはより直接的に turbomycin	
 A 産生に関わる複数の酵素が存在し、それらを利用した

turbomycin	
 A の生成が行われているのではないかと推察している。また、現在構築し

たサブクローン体では、隣接したフラグメントの遺伝子、例えば ORF	
 6 と ORF	
 7 の様な

遺伝子を含むサブクローン体の検討は行っていない為、それらが協奏的に働く事で

turbomycin 類の生産が行われる可能性もある為、現在検討を行っている段階である。	
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第 4 章	
 抗酸化活性試験	
 

	
 

	
 活性酸素とは、一般的には O2
-、一重項酸素、OH ラジカル及び過酸化水素水などが狭

義の活性酸素となるが、広義には、それらに加えて脂質過酸化物や O2
-を生成しやすい

有機ラジカルなど生体内分子を酸化する物も含む。	
 

	
 フリーラジカルは非特異的な反応をすることが多く、多くの生体内分子を標的として

いる。脂質、核酸、アミノ酸、炭水化物等々、種々の生物学的活性物質などを標的とす

るが、標的が異なるが故に多くの病態・疾患と関連していることになる。特に、全ての

細胞膜の脂質中に局在する高度不飽和脂肪酸は活性酸素により攻撃され、脂質過酸化連

鎖反応を介して過酸化脂質を生成する。生体膜は脂質や蛋白で構成されているが、それ

らは細胞や小器官を仕切る隔壁としてのみならず、生理活性物質の素材として、あるい

は酵素として、膜表面の受容体として多様な機能を集約した場を形成している。その為、

この連鎖的脂質過酸化反応は、膜構造を破壊するだけでなく、そこで働く蛋白の酵素作

用や受容体機能にも大きな障害を与える事になる	
 (Figure	
 33)。107)	
 

	
 この様なフリーラジカルによる脂質過酸化反応は生体膜全てに共通しており、その障

害が神経細胞に及ぶと、細胞壊死、アポトーシス等を生じる。その為、これらの活性酸

素種・フリーラジカルの消去剤は、脂質過酸化反応の開始を予防する事ができる可能性

がある。一度不飽和脂肪酸より水素引き抜き反応が生じると、脂質過酸化反応はペルオ

キシラジカルを担体として連鎖的に進行し、脂質過酸化物が生成する。このペルオキシ

ルラジカルを捕らえ、連鎖反応を断つ物質として、α—トコフェロールの様なラジカル

捕捉型の抗酸化剤がある。	
 

	
 

Table	
 12.	
 活性酸素に対する消去因子	
 

	
 

活性酸素 ラジカルスカベンジャー 抗酸化剤

O2- SOD ビタミン C
グルタチオン

H2O2 catalase
glutatione peroxydase

RO・/ROO・ ビタミン C
グルタチオン
ビタミン E

OH・ D-mannitol グルタチオン
安息香酸 ビタミン E
ギ酸
DMSO

一重項酸素 b-カロチン ビタミン C
ビタミン E
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 それぞれの活性酸素には活性酸素消去酵素及び、消去因子が存在する。これらによっ

て生体内の過剰な活性酸素が消去される事でバランスが保たれている。消去酵素として

は、O2
-を H2O2と O2にする SOD	
 (superoxide	
 dismutase)、H2O2を H2O と O2にするカタラ

ーゼ等がある。消去因子としては特定の活性酸素を消去するラジカルスカベンジャーと

呼ばれる物と、何種類かの活性酸素を消去する抗酸化剤がある。ラジカルスカベンジャ

ーの例としては、先述した SOD や一重項酸素に対して作用するb-カロチン等があり、抗

酸化剤の例としては、アスコルビン酸、α—トコフェロールやフラボノイド等が挙げら

れる	
 (Table	
 12)。108,	
 109)	
 

	
 

Figure	
 33.	
 活性酸素発生メカニズムとその消去因子	
 

	
 

	
 アスコルビン酸やα—トコフェロール等の低分子化合物は、体外から取り込む必要の

あるビタミンである。これまでにも天然資源から抗酸化物質単離報告例は多く、更に未

開拓な資源を探索する事によって、抗酸化剤の代替物となる化合物を見出す可能性があ

る。本研究では、メタゲノムライブラリを用いた function-based	
 screening によって、

抗酸化剤としての機能を果たす低分子化合物の探索を行った。	
 

	
 

	
 

	
 

O2 

O2 

OH・ 

1O2 

O2- 

H2O2 H2O 
catalase 
glutatione peroxidase 

fenton  
reaction 

superoxide dismutase 

xanthine oxidase 

hv HOCl 

LH LOO・ 
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スクリーニング系構築	
 

	
 抗酸化活性試験においては 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl	
 (DPPH)を用いて活性を

有するクローンの探索を行った。ラジカルは一般的にその反応性の高さから、短時間に

て分解消去されるため、通常測定に用いる事は困難である。	
 

	
 しかしながら、DPPH はその構造の嵩高さから、安定に存在する事の出来る紫色のラ

ジカル化合物であり、その最大吸収は 517	
 nm である	
 (Figure	
 34a)。110)	
 DPPH はフリー

ラジカルが除去されると紫色から黄色へと明瞭な色の変化を示す。この色の違いを目視

で捉える事により、抗酸化活性を有するクローンの探索を試みた（Figure	
 34b）。	
 

	
 

	
 

Figure	
 34.	
 (a)	
 DPPH 除去機構、(b)	
 DPPH 及び DPPH-H の UV クロマトグラム	
 

	
 

	
 スクリーニング手法としては抗菌活性試験と同様に、オーバーレイアッセイを用いる

事でプレート上での活性試験を試みた。メタゲノムライブラリを用いた抗酸化活性試験

系の構築は本研究が初めての適応となる（Figure	
 35）。	
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Figure	
 35.	
 抗酸化活性スクリーニング法	
 

	
 

	
 

抗酸化活性陽性クローンの探索	
 

	
 本試験において、抗酸化活性物質を産生しているクローンでは、DPPH を含む寒天培

地でコロニーを上から覆った際に、そのコロニー周辺でのみ DPPH が消費され、DPPH の

紫色から通常のコロニーの色である黄色へと色調が戻る為、その色調変化の検出を目視

によって試みた。	
 

	
 

	
 

Figure	
 36.	
 抗酸化活性陽性クローンの確認	
 

	
 

	
 

1 pre-culture with plate 

LB agar medium 
with metagenomic library 

2 cover with DPPH solution 
 
distilled water containing  
DPPH (2.5 mg/mL, 20uL) 
0.5% soft agar, 10mL 

30℃, 2 days 

r.t. 30 min 3 detect the color change 

陽性 陰性 
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 構築したメタゲノムライブラリより探索を試みた結果、本スクリーニング系に対して

陽性を示すコロニーの発見に至った。実際に、空ベクターを含む negative	
 control の

培養液と陽性を示したクローンを LB 培地にて液体培養して比較をした所、抗酸化活性

に対して陽性を示すクローンでは DPPH の色調が薄くなっている事が目視で確認できた

（Figure	
 36）。従って、このクローンが DPPH 除去作用を有する化合物を生産している

と判断した。次いで、得られた本クローンを液体培地にて大量培養し、DPPH を用いた

抗酸化活性を指標として活性化合物単離を試みた。	
 

	
 

	
 

抗酸化化合物の単離	
 

	
 得られたポジティブクローンを LB 液体培地にて大量培養後、DPPH	
 (1,1-	
 

diphenyl-2-picrylhydrazyl)	
 を用いた抗酸化活性を指標にして、分画を行った。得ら

れた培養液を Diaion	
 HP-20 にて溶出後、ODS を用いて分離を step-wise	
 gradient にて

行った。得られた ODS 画分	
 (25%,	
 50%,	
 75%,	
 100%	
 MeOH	
 fraction)	
 に対して DPPH を用

いた抗酸化活性試験を行った所、75%及び 100%	
 MeOH	
 fraction において活性を確認した。	
 

	
 更にこれらの活性フラクションに対して silica	
 gel	
 column	
 chromatography を用い

て分離を行い、2 つのフラクションに抗酸化活性を確認した。これらの活性を示したフ

ラクションに対して HPLC を用いた分離・分析を試み、100%	
 MeOH	
 フラクションから化

合物	
 7 を単離し、75%	
 MeOH フラクションから化合物 8a-8d を単離した。	
 

	
 

	
 

化合物 7 の同定	
 

	
 化合物 7 は赤色油状物質として得られた。1H-NMR スペクトルより、化合物 5 及び 6

と同様にインドールに特徴的な 6.89	
 ppm のシングレットシグナル、更に 7.29、7.48	
 ppm

のダブレットシグナル及び、6.91、7.03	
 ppm のトリプレットシグナル、計 5 つのシグ

ナルが観測された。また、これらのピークは積分値がそれぞれ 2 であった事から、構造

中にはインドール基が 2 つ含まれていると判断した	
 (Table	
 13)。	
 

	
 また、高磁場領域には 4.18	
 ppm に積分値２のメチレンピークも観測された。これら

の結果から、本化合物は 3,3’-diindolylmethane	
 (7)であると決定した	
 (Figure	
 37)。	
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Chart	
 2.	
 抗酸化活性を指標とした活性化合物単離	
 

	
 

	
 

	
 

Figure	
 37.	
 化合物	
 7 の構造	
 

	
 

	
 

TS 42-3 culture solution  (8 L, 2 days, 30 ℃, 130 rpm) 
Diaion HP-20 
Wash with MeOH 

MeOH fraction H2O fraction 

Silica gel CC  (ϕ 40 x 70 mm) 
stepwise gradient (Chloroform : MeOH : H2O) 

ODS open column (ϕ 40 x 70 mm) 
25, 50, 75, 100% MeOH stepwise gradient 

25% 50% 75% 100% fraction 

fr.1 fr.2 fr.3 fr.4 fr.5 

100% fraction 

C18 AR column  (ϕ 10 x 250 mm) 
30% MeOH 

化合物 7 

Silica gel CC  (ϕ 40 x 70 mm) 
stepwise gradient (Chloroform : MeOH : H2O) 

fr.1 fr.2 fr.3 fr.4 fr.5 

75% fraction 

fr.6 
C18 AR column  (ϕ 10 x 250 mm) 
30% MeOH 

fr.1 fr.2 fr.3 

π NAP column  (ϕ 10 x 250 mm) 
30% MeOH 

fr.1 fr.2 fr.3 

C18 MS-II column  (ϕ 10 x 250 mm) 
50% MeOH 

fr.1 fr.2 fr.3 
化合物 8a 

化合物 8b 

化合物 8c 化合物 8d 

3,3’-diindolylmethane (7) 

N
H

N
H
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Table	
 13.	
 化合物	
 7 のケミカルシフト	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

化合物 7 について	
 

化合物 7 は、構造中に立体的に嵩高い置換基であるインドール２分子を有している。そ

の為、DPPH を指標にした活性を確認する際、化合物 7 は中央のメチレン鎖で DPPH ラジ

カルを捕捉し、ラジカルスカベンジャーとして働いたのではないか考えられる	
 (Figure	
 

38)。	
 

	
 

	
 

Figure	
 38.	
 化合物	
 7 のラジカル捕捉メカニズムの推定	
 

	
 

	
 

	
 

Position δ (ppm) Intensity Multiplicity
indole
1, 1'-NH -
2, 2' 6.89 2H s
4, 4' 7.48 2H d (J = 8 Hz)
5, 5' 6.91 2H t (J = 8 Hz)
6, 6' 7.03 2H t (J = 8 Hz)
7, 7' 7.29 2H d (J = 8 Hz)

CH2 portion
8 4.18 2H s

1H-NMR (500 MHz) data for Cpd 7 in CD3OD

DPPH-H 

bulky portion 

DPPH radical 

N
H

N
H

H

R

N
H

N
H

N
H
N

O2N

O2N

NO2
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 また、化合物	
 7 はブロッコリーやケール等のアブラナ科の植物や野菜に多く含まれ

る物質である。これは植物中の Glucobrassicin という成分が変化する事で生成される

と報告されている。即ち、Glucobrassicin が加水分解して indole	
 3-carbinol へと変

換された後、不安定な indole	
 3-carbinol が、2 分子重合した化合物 7 へと変化する	
 

(Figure	
 39)。111)	
 

	
 

Figure	
 39.	
 化合物	
 7 の産生機構	
 

	
 

	
 

化合物 8a-8d の同定	
 

	
 化合物	
 8a-8d は類似した極性及びNMRスペクトル示した。まず化合物	
 8a に関して、

1H-NMR スペクトルを精査すると、アミノ酸のα位プロトンと考えられる 4.04 及び 4.35	
 

ppm のシグナルが観測された。また、6.69 及び 7.03	
 ppm にダブレットシグナルが観測

された事から、パラ 2 置換ベンゼンが構造中に存在すると推察し、チロシンがその部分

構造に含まれていると考えた。また、残ったシグナルに関して精査すると、COSY によ

る相関から、アルキル鎖であると判断し、もう一方のアミノ酸をプロリンと推定した。

しかしながら、13C-NMR スペクトルにおいて、アミノ酸末端に存在するカルボン酸に対

応する低磁場のシグナルが観測されず、代わりに 165.6 及び 169.5	
 ppm のシグナルが見

られた	
 (Table	
 14)。また、ESI-TOF	
 MS によって 8a の分子量を 244 と推定した。これ

らの事から、本化合物は 2 つのアミノ酸が互いにアミド構造を形成する

diketopiperazine 構造であると推定し、化合物	
 8a を Pro 及び Tyr によって構成され

る diketopiperazine 類であると決定した。	
 

	
 

hydrolysis 
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Figure	
 40.	
 Diketopiperazine 構造を有する活性化合物	
 

	
 

	
 また、他に単離された化合物	
 8b、8c 及び 8d の各 1H-NMR スペクトルからは、8a と

類似したシグナルが見られ、それら全ての化合物中にチロシンを含む事が示唆された。

更に、各化合物において 1H-NMR を精査した結果、8b はロイシン、8c はトリプトファ

ン、8d はフェニルアラニンをその構造中に含む diketopiperazine 化合物であると構造

を決定した（Figure	
 40)。	
 

	
 

Table	
 14.	
 化合物 8a-8d のケミカルシフト	
 

	
 

Tyr-Pro (8a) Tyr-Leu (8b) Tyr-Phe (8d) Tyr-Trp (8c) 
OH

N
H

NO

O

OH

N
H

H
NO

O

OH

N
H

H
NO

O

HN

OH

N
H

H
NO

O

13C 1H
Position δ (ppm) δ (ppm) Intensity Multiplicity
1 165.6 -
2 - -
3 44.6 3.54 1H m

3.34 1H m
4 21.4 1.79 2H m
5 28.1 1.22 1H m

2.09 1H m
6 58.7 4.04 1H s
7 169.5 -
8 - -
9 56.6 4.35 1H
10 36.3 3.06 1H

Ar
1' 156.4 -
2', 6' 130.8 7.03 2H d (J = 8 Hz)
3', 5' 114.9 6.69 2H d (J = 8 Hz)
4' 126.3 -

1H-NMR (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) data for Cpd 8a in CDCl3
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13C 1H
Position δ (ppm) δ (ppm) Intensity Multiplicity
1 167.4 -
2 - 8.05 1H br.s
3 53.4 3.46 1H m
4 23.0 0.77 1H m

0.17 1H m
5 24.0 1.39 1H m
6 22.8 0.65 3H d (J = 7 Hz)
7 23.0 0.63 3H d (J = 7 Hz)
8 168.6 -
9 - 8.01 1H br.s
10 56.8 4.02 1H m
11 38.7 2.98 1H m

2.67 1H m

Ar
1' 157.6 -
2', 6' 134.7 6.90 2H d (J = 8 Hz)
3', 5' 115.6 6.64 2H d (J = 8 Hz)
4' 126.9 -
-OH - 9.32 1H br.s

1H-NMR (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) data for Cpd 8b in DMSO

1H
Position δ (ppm) Intensity Multiplicity
1 - -
2 7.62 1H br.s
3 3.93 1H m
4 - -
5 7.80 1H br.s
6 3.75 1H m

Tyr
1' -
2', 6' 6.56 2H d (J = 8 Hz)
3', 5' 6.53 2H d (J = 8 Hz)
4' -
-OH 9.15 1H br.s
7' 2.78 1H m

2.46 1H m
Trp
1-NH 10.9 1H br.s
2'' 6.98 1H s
3'' - -
4'' 7.47 1H d (J = 8 Hz)
5'' 6.97 1H t (J = 8 Hz)
6'' 7.06 1H t (J = 8 Hz)
7'' 7.31 1H d (J = 8 Hz)
8'' 2.41 1H m

1.81 1H m

1H-NMR (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) data for Cpd 8c in DMSO
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1H
Position δ (ppm) Intensity Multiplicity
1 - -
2 - -
3 3.94 1H m
4 - -
5 - -
6 3.89 1H m

Tyr
1' -
2', 6' 6.84 2H d (J = 8 Hz)
3', 5' 6.68 2H d (J = 8 Hz)
4' -
-OH 9.21 1H br.s
7' 2.17 2H m

Phe
1' - -
2', 6' 7.03 2H d (J = 8 Hz)
3', 5' 7.27 2H t (J = 8 Hz)
4' 7.20 1H d (J = 8 Hz)
7' 2.55 2H dd (J = 11, 5 Hz)

1H-NMR (500 MHz) and 13C NMR (125 MHz) data for Cpd 8d in DMSO
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化合物 8a-8d について	
 

	
 Diketopiperazin 類の生合成に関しては、tRNA 依存的 diketopiperazine 類生合成経

路 112)	
 及び NRPS 依存的 diketopiperazine 類生合成経路 113)	
 が報告されている。

diketopiperazine 骨格合成酵素はいくつか報告されており、どのアミノ酸を取り込ん

で骨格を形成するかによって特性がある	
 (Table	
 15)。	
 

	
 

Table	
 15.	
 Diketopiperazine 生合成酵素の生産特異性	
 

	
 

	
 

	
 Table	
 15 には各 diketopiperazine 合成酵素において、基質として取り込むアミノ酸

の傾向を示した。例えば AlbC では、diketopiperazine 構造のうち、片側のアミノ酸に

フェニルアラニンを取り込み、もう一方に何種類かのアミノ酸を取り込む傾向がある	
 

(Figure	
 41)。114)	
 

	
 

Figure	
 41.	
 AlbC による diketopiperazine 産生	
 

	
 

	
 本研究において単離した化合物群は、化合物 8a-8d の全ての構造の一方がチロシン

で構成されている。Diketopiperazine 生合成酵素において、チロシンを片側に取り込

む酵素として、Rv2275 が知られている。115)	
 

	
 現在、得られた抗酸化活性クローンの挿入遺伝子配列の配列解析を行っていないが、

恐らくこの diketopiperazine 合成酵素と相同性を示す ORF が含まれており、その影響

によってチロシンを含む diketopiperzine 類が生じたと推測している。	
 

Enzyme Source Cyclodipeptides produced 
AlbC Sreptomyces noursei cyclo FX
Rv2275 Mycobacterium tuberculosis cyclo YX
YvmC-Bsub Bacillus subtilis cyclo LX
YvmC-Blic Bacillus licheniformis cyclo LX
YvmC-Bthu Bacillus thuringiensis cyclo LX
pSHaeC06 Staphylococcus haemolyticus cyclo LX
Plu0297 Photorhabdus luminescens cyclo LX
JK0923 Corynebacterium jeikeium cyclo LX

Nvec-CDPS2 Nematostella vectensis cyclo WX

AlbC 

L-Leu-tRNA L-Phe-tRNA cyclo (L-Phe-L-Leu) 

ANRt
O

NH2

O

ANRt
O

NH2

O

HN

NH

O

O

+ 
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第５章	
 他のスクリーニング系への適応	
 

	
 

	
 先述した試験系に次いで、海綿動物に含まれるメタゲノム DNA がどの程度広範なスク

リーニング系へと適応が可能を検討する為、鉄キレート活性及び、カテコール分解活性

試験への適応を試みた。	
 

	
 

	
 

鉄キレート活性試験	
 

	
 これまでに、土壌由来メタゲノムライブラリより鉄キレート活性試験系の構築が達成

されており、vibrioferrin や bisucaberin 等の活性化合物の同定、またそれらに関する

詳細な生合成知見が報告されている。53,	
 54)	
 そこで、今回構築した海綿動物由来メタゲ

ノムライブラリに対して鉄キレート活性試験系を試みた。	
 

	
 	
 

CAS を用いたスクリーニング系構築	
 

	
 本スクリーニング系では Chrome	
 azurol	
 S	
 (CAS)を用いて構築が行われた。116,	
 117)	
 通

常、キレート化合物である CAS が鉄イオンを配位する際には青色を呈色しているが、他

の鉄キレート化合物がその鉄をキレートする事で、溶液の色はオレンジ色へと変化する

（Figure	
 42）。	
 

	
 

Figure	
 42.	
 Chrome	
 azurol	
 S を用いた溶液の色調変化のメカニズム	
 

	
 

	
 この色調変化は目視にて活性評価を行うメタゲノムスクリーニングに適しており、

CAS を含む培地上にメタゲノムライブラリを培養する事で、その周囲の色に変化が検出

されるか、探索を試みた。	
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鉄キレート活性試験系に対して陽性を示すクローンの探索	
 

	
 LB 培地中に事前に作製した CAS 溶液を添加し、CAS 及び Chloramphenicol 含有 LB 寒

天培地を作製した。作製した寒天培地上にメタゲノムライブラリを希釈して１プレート

に 200 コロニー程度を培養した。30℃、3 日間培養した後に、コロニー周辺に色の変化

が見られるクローンの探索を試みた。結果、コロニー周辺が青色から黄色へと変化した

クローンを発見した（Figure	
 43）。実際に、空ベクターを含む EPI300 株と培養して比

較した所、その変化が明確に確認された。	
 

	
 

	
 

Figure	
 43.	
 CAS プレートを用いた function-based	
 screening の結果	
 

	
 

	
 これらの変化がどの様な要因によって引き起こされるか同定を試みたが、鉄キレート

化合物はその極性が高い物質が多く、同定が困難である事が予想された為、まず得られ

た鉄キレート活性に対して陽性を示したクローンに含まれる挿入メタゲノム配列の解

読を試みた。	
 

	
 

	
 

次世代シークエンサーによる挿入配列の解読	
 

	
 解読の結果、全長が 26	
 kbp で、28 個の推定 ORF を含む挿入配列であると判明した

（Table	
 16）。これらの遺伝子のうち、どの遺伝子が鉄キレート活性に対して必須な遺

伝子かを同定する為、先述した抗菌活性試験での必須遺伝子の同定と同様に、サブクロ

ーニングを行う事でその推定を試みた。	
 

Positive clone → 

Negative clone → 

Compare with negative clone 
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Table	
 16.	
 BLAST を用いた挿入配列の相同性検索結果	
 

	
 

	
 

	
 

サブクローニングによる遺伝子の探索	
 

	
 

Figure	
 44.	
 相同性検索結果の模式図	
 

	
 

	
 上に次世代シークエンサーによって得られた相同性検索結果の模式図を示す（Figure	
 

44）。この配列より適切な長さの断片となる様にプライマーを作製し、フラグメント 1-4

の 4 種サブクローン体構築を試みた。結果、4 種の形質転換体構築を達成した。次いで、

これらのうちどの遺伝子が活性に必要か判断する為、CAS を含む培地上にこれらのクロ

ーンを培養し活性評価を行った。	
 

	
 

ORF Size Predicted function Identity
(aa) (%)

1 144 aspartate carbamoyltransferase [Desulfotomaculum hydrothermale] 60
2 600 dihydroorotase [Syntrophomonas zehnderi] 57
3 65 hypothetical protein [Scytonema hofmanni] 69
4 85 dienelactone hydrolase [Frankia sp. DC12] 36
5 319 nuclease of the RecB family protein [Paenibacillus polymyxa] 25
6 59 phenylalanine--tRNA ligase subunit beta [Eggerthia catenaformis] 42
7 254 short-chain dehydrogenase [Arthrobacter sp. MA-N2] 45
8 286 enoyl-CoA hydratase [Frankia sp. Iso899] 47
9 165 hypothetical protein [Photobacterium marinum] 38
10 251 ubiquinone biosynthesis methyltransferase UbiE [Anoxybacillus flavithermus] 24
11 63 cyclodehydratase [Streptomyces sp. CNT302] 39
12 369 carbamoyl phosphate synthase small subunit [Dehalococcoidia bacterium SG8_51_3] 62
13 79 antitoxin [Syntrophobotulus glycolicus] 44
14 94 twitching motility protein PilT [Geobacter daltonii] 37
15 219 glycerophosphodiester phosphodiesterase [Bacillus sp. FJAT-18019] 38
16 1056 carbamoyl phosphate synthase large subunit [Dehalogenimonas lykanthroporepellens] 65
17 381 aspartate aminotransferase [Mastigocladus laminosus] 37
18 154 Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 1 [Ogataea parapolymorpha DL-1] 35
19 287 carbon-monoxide dehydrogenase [Nitrolancea hollandica] 54
20 155 carbon monoxide dehydrogenase [Thermorudis peleae] 76
21 114 transcriptional regulator [Acidovorax temperans] 46
22 138 transcriptional regulator [Nitrococcus mobilis] 61
23 244 hypothetical protein ETSY2_16275 [Candidatus Entotheonella sp. TSY2] 66

3-ketoacyl-ACP reductase [Miscellaneous Crenarchaeota] 44
24 126 carbon-monoxide dehydrogenase [Sphaerobacter thermophilus] 41
25 269 hypothetical protein ETSY2_09650 [Candidatus Entotheonella sp. TSY2] 52

enoyl-CoA hydratase [Kyrpidia tusciae] 37
26 152 hypothetical protein [Phaeospirillum molischianum] 50
27 283 enoyl-CoA hydratase [Pseudonocardia dioxanivorans] 49
28 308 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase [Candidatus Entotheonella sp. TSY1] 64

0 kbp 26 kbp 
Fragment 1 Fragment 2 Fragment 3 Fragment 4 
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Figure	
 45.	
 CAS 培地を用いた活性評価	
 

	
 

	
 結果、これら 4 種のサブクローン体では鉄キレート活性を見出す事は出来なかった

（Figure	
 45）。その為、本活性に必要な遺伝子は複数存在し、それらが協奏的に作用す

る事で活性化合物の生産が行われていると推察された。	
 

	
 

	
 

複数遺伝子の関与から推定される化合物の構造	
 

	
 この培養液からの活性化合物の単離には至っていないが、サブクローニングの結果か

ら、複数の遺伝子がこの化合物生産に関与すると推定された事から、相同性検索の結果

を改めて精査する事とした。得られた 28 個の推定 ORF のうち、協奏的に機能する可能

性のある遺伝子を探索した所、ORF	
 1、2、12 及び 16 の 4 つにその関連性が見られた

（Figure	
 46）。	
 

	
 

Figure	
 46.	
 ジヒドロオロチン酸の生合成経路	
 

	
 

	
 上にはピリミジン生合成の中間体として明らかにされているジヒドロオロチン酸の

生合成経路を示している。118)	
 ジヒドロオロチン酸の生合成にはアンモニアや ATP 等の

F1:$Fragment$1$
F2:$Fragment$2$
F3:$Fragment$3$
F4:$Fragment$4$
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開始物質より 3 工程の酵素反応にてその生産が行われている。今回得られた挿入配列中

に は 、 Carbonyl	
 phosphate	
 synthase 、 Asparatate	
 carbamoyltransferase 、

Dihydroorotase とそれぞれ相同性を示す遺伝子が含まれていた為、今回生産される活

性化合物はジヒドロオロチン酸に類する化合物であろう事が示唆された。119-121)	
 

	
 これまでに報告されているシデロフォア化合物は、構造的にジヒドロオロチン酸と類

似した構造を含む化合物も多く、これらに関連した化合物が生産されている可能性は十

分に考えられる。	
 

	
 

	
 

カテコール分解試験	
 

	
 メタゲノムライブラリを用いた function-based	
 screening では、宿主によって生産

される化合物と並行して挿入配列に含まれる酵素を指標としたスクリーニングも多く

探索されている。実際に、これまで報告されてきた酵素よりも反応性が高い物、あるい

は広範な基質特異性を有する物やこれまでは基質として受け入れなかった化合物を受

け入れる様になった酵素等、多くの知見が得られている為、難培養性微生物は工業的に

も非常に魅力的な資源である。そこで今回、海綿動物由来メタゲノムライブラリの遺伝

子資源多様性を評価する為、カテコール分解活性試験への適応を試みた。	
 

カテコール分解試験系の適応・探索	
 

	
 カテコール分解にはオルト開裂経路とメタ開裂経路の 2 種類が存在するが、カテコー

ルがメタ開裂した際には黄色化合物が生成する（Figure	
 47）。122)その為、function-based	
 

screening で探索を行う際には、メタ開裂を引き起こす酵素の探索を試みた。	
 

	
 

	
 

Figure	
 47.	
 カテコール分解経路	
 

	
 

	
 本試験系では、まず Chloramphenicol 含有 LB 寒天培を調製し、1 プレートに 300 コ

ロニー程度となる様にメタゲノムライブラリを希釈してまき、30℃、3 日間培養し、コ

ロニーを形成させた。その後、カテコール溶液をプレート上に噴霧し、コロニー自身の

色調変化を確認した。結果、コロニーが黄変するクローンを 5 種発見した（Figure	
 48）。	
 

Catechol 

OH

OH

OH

COOH

O

COOH

COOH meta-cleavage beta-ketoadipate 
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Figure	
 48.	
 カテコール分解活性試験を用いた探索結果	
 

	
 

	
 以上の様に、海綿動物由来メタゲノムライブラリを用いた際にも、カテコール分解活

性を有するクローンの発見に成功した。得られたこれらのクローンに含まれる挿入遺伝

子の解析により、酵素反応速度、あるいは基質特異性の異なるカテコール分解酵素の発

見が期待される。	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

	
 

Positive clone ? 

Check the repeatability 
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総括	
 

	
 

	
 本研究では海綿動物よりメタゲノムライブラリ構築を試み、2.5	
 x	
 105	
 cfu にてライ

ブラリの構築を達成した。また、本メタゲノムライブラリに対して 5 種類の

function-based	
 screening を行い、各試験系に対して陽性を示すクローンを見出した。

これらのスクリーニング系のうち、色素産生試験は海綿動物を用いたスクリーニングと

しては初の報告であり、抗酸化活性試験の確立に関しては、メタゲノムライブラリを用

いたスクリーニングにおいて初めての適用例である。	
 

	
 各試験に対して陽性を示したクローンを液体培地にて大量培養する事で活性化合物

本体の同定を試み、色素産生スクリーニングでは porphyrin 系化合物 4 種、抗菌活性ス

クリーニングでは 2,2-di(3-indolyl)-3-indolone 及び turbomycin	
 A の 2 種、また、抗

酸化活性スクリーニングでは arundine 及び 4 種の diketopiperazine 化合物、の計１１

種の化合物同定に至った。	
 

	
 このうち、2,2-di(3-indolyl)-3-indolone の生産に関わる遺伝子同定の為、次世代

シークエンサーを用いてその挿入配列を解読した。得られた全長 40	
 kbp の遺伝子情報

からサブクローニングによって化合物生産を確認し、IMPD と相同性を示す ORF	
 25 がそ

の生産に必要である事を明らかにした。	
 

	
 

	
 

今後の展望	
 

	
 以上の様に、海綿動物由来メタゲノムライブラリを用いて様々なスクリーニング系へ

と適応が可能となった。また、2000 年以降にメタゲノム解析が本格的に利用される様

になり、様々な資源からもメタゲノムライブラリが構築されてきており、これまでに生

合成知見が得られていなかった化合物群の詳細な知見が得られる様になった。しかしな

がら function-based	
 screening を利用して、多様な解析が出来る様になった現在も、

未だ多くの改善点が残っている。	
 

	
 その中で最も重要な点はライブラリ構築に用いる資源と宿主の選択である。これまで

にメタゲノムライブラリ構築の際に用いられてきた宿主のほとんどが大腸菌である。こ

れは遺伝子操作が行いやすい事が大きな理由ではあるが、メタゲノム DNA 中には GC 含

量の問題等から、大腸菌中での発現に適していない遺伝子も当然の事ながら多数存在し

ている。	
 

	
 その為、近年では大腸菌以外の発現宿主、具体的には放線菌 Streptomyces	
 lividans

やグラム陰性細菌 Ralstonia	
 metallidurans等を用いたメタゲノムライブラリの構築も
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達成されている。実際に、放線菌由来メタゲノムライブラリからは形態変化や色調変化

を誘導するクローンが発見されている。123)更には R.	
 metallidurans由来メタゲノムラ

イブラリに対しても抗菌活性試験試まれ、コロニー周辺に阻止円を示すクローンが発見

されている。また、そのクローンの液体培養から、それらの要因が PKS 産物である事も

同定されている（Figure	
 49）。124,	
 125)	
 

	
 

	
 

Figure	
 49.	
 大腸菌以外での発現宿主を基にした function-based	
 screening	
 

	
 

	
 こうしたメタゲノムライブラリを用いた探索手法は未だ黎明期にあり、先述した発現

宿主や構築に用いる資源の多様性、また、実際に function-based	
 screening で行う新

たな試験系の適応等によって、今後更に興味深い化合物の単離、あるいはその化合物生

産を担う酵素の発見が期待できる。126)	
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実験項 
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実験一般  
 
Experimental equipment 

Water deionizer: Milli-Q® Integral 5 超純水製造装置 (Millipore) 

Autoclave apparatus: BS-325, KS-243 (TOMY) 

Shaker: innova4230 (New Brunswick Scientific), NR-20, Bio-Shaker BR-42FL, DOUBLE 

SHAKER NR-30 (TAITEC), ORBITAL SHAKING INCUBATOR MODEL: OSI-502LD 

(FIRSTEK) 

Rotary Evaporator: ROTARY EVAPORATOR N-1000 (EYELA) 

Freeze-drier: FDU-2200 (EYELA) 

Freezer: Deep Freezer MDF-292, MEDICAL FREEZER (SANYO), ULT-2586-35D (REVCO) 

Incubator: M-230F (TAITEC), CI-610 (ADVANTEC) 

Clean bench: CCV (Hitachi) 

pH meter: SevenEasyTM pH Meter S20, InLab® Routine Pro (METTLER TOLEDO) 

Vortex: VORTEX GENIE2 (Scientific Industries Inc.) 

Cooled centrifuges (for Eppendorf tubes): M X-300, MX-305 (TOMY) 

Centrifuges: CAPSULEFUGE PMC-060 (TOMY) 

DNA centrifugal evaporator: DNAプチ vac PV-1200 (WAKENYAKU) 

Agarose gel electrophoresis tank: Mupid-2plus (ADVANCE) 

Gel scanner: AE-6905H Image Saver HR (ATTO) 

PCR Thermal Cyclers: PTC-100, PTC-200 (MJ Research Inc.), TaKaRa PCR Thermal Cycler 

Dice® Gradient (TaKaRa) 

Sequence Analysis Software: DNASIS® Pro (Hitachi Software Engineering) 

French Press: FRENCH® PRESSURE CELLS AND PRESS (Thermo Spectronic) 

LC/MS: micro TOF focus-ws (BRUKER DALTONICS) with a HP1100 series LC System 

(Agilent) 

HPLC: 8020 series (TOSOH) 

NMR: JNM-ECX 500, JNM-ECA 500 (JEOL) 

NMR Data Analysis Software: Delta, Alice2 (JEOL) 
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Biochemical materials 

Restriction enzymes: TaKaRa, New England Biotechs,  

Dephosphorylation enzyme: Alkaline Phosphatase (Shrimp) (TaKaRa) 

DNA polymerase: iProofTM High Fidelity DNA Polymerase (BIO-RAD) 

 

Escherichia coli Strains 

EPI 300 : F-, mcrA, Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC), φ80dlacZΔM15, ΔlacX74, recA1, endA1, araD139, 

Δ(ara, leu) 7697, galU, galK, λ-, rpsL, nupG, trfA 

 

Several kits for experiments 

DNA ligation: DNA Ligation Kit Ver.2.1 (TaKaRa) 

Plasmid DNA preparation from E. coli: Wizard® Plus Minipreps (Promega), Plasmid Maxi Kit 

(QIAGEN) 

DNA purification: Wizard® SV Gel and Clean-Up System (Promega) 

Fosmid library construction: CopyControlTM Fosmid Library Production Kit with pCC1FOSTM 

Vector (epicenter) 

キット類は添付のプロトコルに従い使用した。 

 

Chemical reagents 

特に記載がない限り和光の特級品を用いた。 

 

Stock solutions and stock mixtures 

Chloramphenicol solution: 12.5 mg/mlの Chloramphenicol EtOH溶液を調製し、これを 0.22 

µm孔径のメンブレンフィルター（MILLEX GP® 0.22 µm, Millipore）にて濾過滅菌した

ものを用いる。 

CAS solution:  

 

	
 上述した CAS（Wako）、CTAB、FeCl3及び HClを混合し CAS溶液として 1L調製し、

続くスクリーニング系へと用いた。 

<Composition>

Chrome azurol S 605 mg
CTAB 729 mg
FeCl3 16.22 mg
10 mM HCl

up to 1 L (with H2O)
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DPPH solution : DPPH（Wako）10 mgを秤量し、MeOHに溶解させた後に 0.22 µm孔径

のメンブレンフィルター（MILLEX GP® 0.22 µm, Millipore）にて濾過滅菌したものを

DPPH溶液として使用した（濃度 10 mg/mL）。 

Catechol solution: カテコールを滅菌水に溶かした後に、0.44 umフィルターを用いてフ
ィルター濾過を行いカテコール溶液とした。この試薬を用いてカテコール分解活性を有

するクローンの探索を試みた（濃度 1 mg/mL）。 

 

Media･Buffers 

LB liquid medium: LB Broth, Miller 2.5 g (nacalai tesque), dH2O up to 100 ml 

LB agar medium: LB Agar, Miller 4.0 g (nacalai tesque), dH2O up to 100 ml 

 

Column 

Diaion HP-20 (NIPPON RENSUI) 

Silicagel column chromatogramphy （関東化学） 

ODS column chromatogramphy （関東化学） 

COSMOSIL 5C18-MS-II column (nakarai tesque)  

COSMOSIL AR column (nakarai tesque) 
COSMOSIL 5C18 PAQ column (nakarai tesque) 
 

培地、試薬類、実験器具など滅菌可能なものは全て 121 ℃、20 minでオートクレーブ

した。 
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第１章	
 Discodermia calyx 由来メタゲノムライブラリの構築  
 

海綿採集  

	
 2011年 5月、式根島にて採集された海綿 D. calyxを用いて、ライブラリ構築を行っ
た。また、採集した海綿は-30 ℃にて凍結保存した。 

 
D. calyx メタゲノム DNA の抽出  
	
 抽出法として、フェノール・クロロホルム抽出法を採用した。凍結保存しておいた海

綿 10 gを乳鉢及び乳棒を用いて液体窒素下で破砕した。破砕した試料を 50 mLファル

コンチューブへと移し、Lysis buffer（組成: 8 M urea, 2% SDS, 350 mM NaCl, 50 mM 
EDTA, 50 mM Tris-HCl（pH 7.5））を 20 mL加え、60℃、1 時間インキュベートし
た。振盪後、この溶液を室温、500 g、5 分間遠心を行い、上清を回収した。この上清

と等量のフェノール：クロロホルム：イソアミルアルコール（25 : 24 : 1）を添加し、
転倒混和した後、室温、800 g、5分間遠心した。この操作を 2度繰り返した後に、得
られた DNA溶液を 0.1倍量の 3 M酢酸ナトリウム（pH 5.2）及び 2.5倍量の 99.5%冷

エタノールを加え、析出した白色沈殿物をパスツールピペットにて回収した。得られた

DNAを 70%冷エタノールで２度洗浄した後に風乾し、DNase – Rnase free waterを用
いて溶解させた。この DNA溶液に 100 ug/mL proteinase K及び 0.5% SDSを添加し、

50℃、1時間インキュベートした。振盪後、再度フェノール・クロロホルム法にて DNA
を抽出し、これを D. calyxメタゲノム DNAとした。 

 
メタゲノムライブラリの構築  
	
 D. calyx 由来メタゲノムライブラリの構築には CopyControlTM Fosmid Library 

Production Kit を用い、プロトコールに従った抽出した D. calyxメタゲノム DNA 100 ug

に対して 0.8%アガロースゲルを用いて冷却しつつ 50 V、2時間電気泳動を行った。そ

の後、fosmidベクターへと組み込む為に適切なサイズである 40 kbp周辺のバンドを切

り出した。 

	
 得られたゲルを 70℃、10分インキュベートし、アガロースゲルを完全に融解させた。

300 mgのアガロースゲルに対して 1 Uの GELase enzyme preparationを加えて 45℃、2

時間インキュベートした後、70℃、１０分間インキュベートする事で GELaseを不活化

させた。この溶液を 11,000 gで 20分間遠心した後、その上清に対して 2.5倍量の 99.6% 

EtOH及び 0.1倍量の 3 M CH3OONa（pH 7.0）を加え、11,000 gで 30分間遠心した。上

清を除去し、冷やした 70% EtOHで 2回洗浄した。沈殿した DNAを 50 uLの 10 mL Tris 
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buffer（pH 8.5）で再度溶解させた。得られた DNAに End-repair enzymemixを加え、室

温にて 45分間インキュベートした後に 70℃、10分間インキュベートする事で反応を不

活化させた。ここで再度エタノール沈殿を行い、平滑末端化を行った DNA 240 ng及び

pCC1FOS vector 500ngを用いてライゲーションを試みた。 

	
 ライゲーション後の反応液 10 uLにMaxPlaxTM Lambda Packaging Extracts 25 uLを加え

て 30℃、120分間インキュベートを行った。この操作を 2回行った。パッケージング後

のファージ 10 uL を大腸菌 EPI300TM-T1R 100 uLと混合して 37℃、1時間インキュベー

トを行った。ファージ感染後の EPI300TM-T1Rをクロラムフェニコール含有 LB培地へと

塗布し、37℃にて一晩静置培養した。その後、形成したコロニー数をカウントし、ライ

ブラリサイズを算出した（Table 5）。 

	
 得られたカウント数を基に、2500 cfu/plateとなる様にクロラムフェニコール含有 LB

培地へと塗布し、37℃にて一晩静置培養した。その後、形成したコロニーを I mLの LB

培地にて回収し、終濃度 20%となる様にグリセロールを加えて、D. calyxメタゲノムラ

イブラリとして-80℃にて保存した。 
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第２章	
 色素産生試験  

 
色素産生試験  

・メタゲノムライブラリのプレート上での培養、及び色素成分産生の探索 
	
 海綿Discodermia calyx由来メタゲノムライブラリをLB寒天培地（chloramphenicol 
12.5 ug/mL含有）プレート上に１プレート当たり 200-300コロニー程度になる様にチ

ューブ毎に希釈溶液を作製し、プレート上に 200 uLの希釈溶液をまいた後にコンラー
ジ棒を用いてプレート上に撹拌させた。風乾後，作製したプレートを 37℃、3 日間培
養して、コロニー生育を行った。 

	
 培養を行った後、各プレート上で培養されたコロニーの色調に変化が見られないか、

目視にて確認を行った。その際、通常のコロニーと異なり赤色を示すコロニーを発見し

たので、爪楊枝を用いて植菌し、37℃、160 rpm、12 時間培養を行い、グリセロール

ストックを作製した。 

 
化合物  1-4 の単離  

・色素産生試験で陽性を示したクローンの液体培養 
	
 色素産生試験においてコロニーの色調変化を示したクローンのグリセロールストッ

ク 100 uLを 10 mLの LB培地に添加した後、12 時間、37℃、160 rpmで前培養を行っ

た。 その後、1 mLの前培養液を chloramphenicol含有 LB液体培地 1Lに添加し、合

計 12 Lの LB培地を 3日間、30 ℃、120 rpmで振盪培養した。 

 

・Diaion HP-20による吸着 
	
 得られた培養液を 6000 rpm、10分間、室温にて遠心し、上清を Diaion HP-20に供
した。バッチ法を用いて上清の成分を 2 時間吸着させた後、MeOH によって溶出させ

た。エバポレーターによって濃縮した後、MeOH extractとした。 
 

・ODSカラムを用いた分離 

	
 濃縮したMeOH extractを用いて ODS open column (ϕ 40 x 80 mm)による分離を試み

た。サンプルを H2O に溶解させた後、カラム上へアプライした。その後、25%、50%、

75%、100% MeOH溶液を 400 mLずつ調整し、step wise gradientによってアプライした

サンプルを溶出させた。誘導された色を指標として分画を試みた所、50%及び 75%の
フラクションに色素化合物の存在を確認した。これら色素産生の確認された 2つのフラ
クションを併せてエバポレーターにて濃縮した後に、続く LH-20 を用いた分離へと供
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した。 

 
・LH-20による色素分離 

	
 色素産生が確認されたフラクションを LH-20カラム（ϕ 4 x 80 cm）上へとアプライ

した。MeOH を用いて溶出を行い、フラクションコレクターにて 2 mL ずつ分取を試
みた。色素化合物が見られたフラクションを纏めて分取した後に HPLC にて分析した

時、4種の porphyrin化合物がこのフラクション中に含まれている事が判明した。 

 
・HPLCを用いた精製 

	
 検出した 4種の化合物を単離する為、以下の条件にてHPLCにて最終精製を行った。
アセトニトリル—水系を用いて精製を試み、結果として、先述した新たに生産された化

合物 1-4 を単離した（Figure 17）。 

 
HPLC condition 
Column : COSMOSIL 5C18 PAQ column (10 x 250 mm) 
Solvent : MeCN—0.1% AcOH system 

Flow scheme : 55% MeCN isocratic 
Flow rate : 3.2 mL/min 

UV detection : 400 nm 
 
次世代シークエンサーによる挿入遺伝子配列解読  

	
 得られたクローンより、FosmidベクターをWizard® Plus Miniprepsを用いて抽出した

後、Genome analyzer II（Illumina）を用いて挿入遺伝子配列の解読を試みた。また、得

られた挿入遺伝子配列中におけるORF及び機能の予測に関してはGenious 5. 5. 6、Frame 

plot 2. 3. 2及び BLASTを用いて行った。 
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第３章	
 抗菌活性試験  

 
抗菌活性に対して陽性を示すクローンの探索  

	
 Chloramphenicol含有LB寒天培地を用いてメタゲノムライブラリを 1プレート辺り
200コロニー程度となる様に希釈した後に、30℃、3日間培養してコロニーを形成させ
た。この培地上に試験菌であるBacillus cereusを混合した LB半寒天培地 （0.5% agar）

を被せて再度 30℃、一晩静置して培養を行い、コロニー周辺で B. cereusに対して阻止
円が形成されるクローンを目視にて探索した 

 
化合物 5 及び 6 の単離精製  
・抗菌活性試験で陽性を示したクローンの液体培養 
	
 Bacillus cereusを用いた抗菌活性試験に対して陽性を示したクローンのグリセロール

ストック 100 uLを 10 mLの LB培地に添加した後、12 時間、37℃、160 rpmで前培養

を行った。 その後、1 mLの前培養液を chloramphenicol含有 LB液体培地 1Lに添加

し、合計 9 Lの LB培地を 3日間、30 ℃、120 rpmで振盪培養した。 

 
・Diaion HP-20による吸着 
	
 得られた培養液を 6000 rpm、10分間、室温にて遠心し、上清を Diaion HP-20に供

した。バッチ法を用いて上清の成分を 2 時間吸着させた後、MeOH によって溶出させ
た。エバポレーターによって濃縮した後、MeOH extractとした。 

 
・ODSカラムを用いた分離 
濃縮したMeOH extractを用いて ODS open column (ϕ 40 x 70 mm)による分離を試みた。

サンプルを H2Oに溶解させた後、カラム上へアプライした。その後、25%、50%、75%、

100% MeOH溶液を 300 mLずつ調整し、step wise gradientによってサンプルを溶出させ

た。得られた各溶液を濃縮し、次いで抗菌活性の確認を行った。 

 
・Bacillus cereusを試験菌とする活性試験 
	
 得られた各 ODS画分 (25%, 50%, 75%, 100% MeOH fraction) に対してペーパーディ

スク法を用いて B. cereusに対する抗菌活性試験を行った。各フラクションを 10 mg/mL

に調製し、20 uLずつペーパーディスクへと添加、乾燥させた後、B. cereusを含む LB

寒天培地（1% agar）上に載せ、37 ℃、12時間培養し、阻止円の確認を行った。結果、

100% MeOH fractionにおいてペーパーディスク周辺に阻止円を確認した。 



 72 

・Silica gel columnを用いた単離 
	
 抗菌活性が見られた 100% MeOH fractionを Silica gel column (ϕ 40 x 70 mm) を用いて

分離を試みた。TLCを用いた溶媒検討の結果、以下の溶媒系にて 100 % MeOH fraction

の分離を試みた。 

Table. Silica gel columnの分離に用いた溶媒系 

 
	
 各フラクションを濃縮し、ODS column後の方法と同様のスキームにて B. cereusに対

する抗菌活性を確認すると Chloroform : MeOH = 9 :1 及び 8 : 2 の 2つのフラクション

に活性を確認した。 

 

・化合物 6の単離	
  

	
 抗菌活性に対して陽性を示したChloroform : MeOH = 9 :1のフラクションを再度 Silica 

gel column (ϕ 20 x 70 mm)で分離を行った。分離に用いた溶媒系を以下に示す。各濃度の

溶媒を 10mLずつ調整し、溶出させた。結果、化合物 6を単離した。 

 

Table 17. Silica gel columnの分離に用いた溶媒系 

 

 

Figure 50. 化合物 6 の NMRチャート 

(a) 1H-NMR (b) COSY 
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・Silica gel及び HPLCによる活性画分の精製 
	
 また、抗菌活性に対して陽性を示した CHCl3 : MeOH = 8 : 2のフラクションに関して

も同様に再度 Silica gel columnを用いて精製を行った。以下に溶媒系を示す。 

Table 18. Silica gel columnの分離に用いた溶媒系 

 
	
 Silica gel columnにて活性画分を分離した後、更に HPLCによる精製を試みた。条件

検討の結果、COSMOSIL C18 MS-II columnを用いて以下の条件にて精製を試み、化合物

5を単離した 

 

HPLC condition 

Column : COSMOSIL 5C18 MS-II column (10 x 250 mm) 

Solvent : MeOH—0.05% TFA system 

Flow scheme : 65% MeOH isocratic 

Flow rate : 3.2 mL/min 

UV detection : 280 nm 

 
Figure 51. HPLCによる化合物 5 の精製 
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Figure 52. 化合物 5 の NMRチャート 

(a) 1H-NMR (b) COSY (c) 13C-NMR (d) HSQC (e) HMBC 

 
 
 

 
 
 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
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サブクローニング実験  
	
 抗 菌 活 性 を 指 標 と し た 単 離 精 製 に よ っ て 得 ら れ た ２ 種 の 化 合 物 、

2,2-di(3-indolyl)-3-indolone (5) 及び turbomycin A (6) の生合成を明らかにする為、抗菌活

性に対して陽性を示したクローンの挿入遺伝子配列を次世代にシークエンサーによっ

て解析し、サブクローニングを行う事でどの遺伝子が抗菌活性化合物の生産に関与する

か、同定を試みた。 

 
・Fosmidベクター構築 
	
 CopyControlTM Fosmid Library Production Kitの fosmid ベクターに Bam H1処理を行う

事で平滑末端を作製し、増幅を行うインサートとのライゲーションを可能にした。 

 

 
・フラグメント部分の構築 
	
 挿入された遺伝子配列を解析した結果、その全長約 40 kbp であった為、得られた配

列から均等な鎖長となる様に各 10 kbpのフラグメント増幅を試る為、8種のプライマー

を構築した。プライマー上流に共通して存在する TGATCA配列は制限酵素サイトであ
る。 

Table 19. 増幅に用いたプライマー 

 
	
 作製したプライマーを用いて PCR増幅を行い、各フラグメントの構築を行った。 

 

<Reaction mixture>

10 x K buffer 5 uL
Fosmid NC 10 uL (3 ug)
Bam HI 1 uL

up to 50 uL (with H2O)

Name Primer sequence
fragment 1- Fw ATATGATCACCATGATTACGCCAAGCTAT
fragment 1- Re ACGTGATCAAAACTACCGCATACTCATTT
fragment 2- Fw ATATGATCACATCGAAATCCCGTGCGATA
fragment 2- Re ATATGATCATCAGAGAAAACATGCCTCGC
fragment 3- Fw ATATGATCATATATATGCCGACACCAGCG
fragment 3- Re ATATGATCAGCCGGGGTATTGAAAAACAG
fragment 4- Fw ATATGATCACATTGGCCACCATGGGATTT
fragment 4- Re ATATGATCAATACTTGGGCTCGATCTCTA
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 PCRにて増幅を行った後、Bcl Iを用いて制限酵素処理を行った。 

 
	
 反応後、ゲル精製を行い、ライゲーション反応を行った。 

 
 
・ライゲーション及び形質転換 

	
 DNA Ligation Kit Ver.2.1 を用いてインサートとベクターのライゲーション反応を行

った。その後に、EPI300株のコンピテントセルに対してライゲーション溶液 5 uLを混

合し、30分間氷上で静置した。次いで、42℃、45秒間加温し、大腸菌 EPI300コンピテ

ントセルへと形質転換を行った。 

形質転換後、Chloramphenicolを含む LB寒天培地上に形質転換体を塗布して一晩 37 ℃

にて培養後、生えてきたコロニーに対してコロニーPCR を行い、形質転換及びインサ

ートのチェックを行った。条件は以下の通りである。 

 
 
 

 
 
 

<Reaction mixture>

5 x PrimeSTAR buffer 10 uL
2.5 mM dNTP mix 4 uL
Primer forward 1 uL
Primer reverse 1 uL
Clone A plasmid 1 uL
Prime STAR HS DNA polymerase 0.5 uL

up to 50 uL (with H2O)

<Reaction mixture>

�
�	��������� 3 ng
10 x M buffer 5 uL
Bcl I 1 uL

total up to 50 uL

<Reaction mixture>

5 x KAPA Taq Extra buffer 2 uL
2.5 mM dNTP mix 0.3 uL
25 mM MgCl2 0.7 uL
Primer Fw 0.4 uL
Primer Re 0.4 uL
KAPA Taq Extra DNA polymerase 0.05 uL
colony

up to 50 uL (with H2O)
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化合物の生産確認  
	
 構築した 4種のサブクローンに関して、Chloramphenicol (12.5 mg/mL) を 200 uL
添加した 200 mLの LB液体培地にて、30 ℃、3日間、120 rpmでそれぞれ振盪培養

を行った。培養後、各培養液を Diaion HP-20にて吸着後、ODS open column (ϕ 20 x 70 mm) 

にて分離を行った。溶媒は 25％, 50%, 75%, 100% MeOH を各 100 mL 用いて溶出させ、

各フラクションを回収した。得られた ODS画分のうち、100 % MeOH fractionについて

LC-MSを用いて分析を行った。分析条件については以下に示す。 

Column : Cosmosil C18 MS-II column (2 x 100 mm) 

Solvent : MeOH—0.1% AcOH 

Flow scheme: 10%→100% MeOH gradient (0-10 min) 

             100% MeOH (10-15 min) 

Flow late: 0.2 mL/min 

 

	
 LC-MS 分析の結果、化合物 5 が fragment 4 の形質転換体の培養液中にのみ確認され

た。その為、fragment 4に含まれる各 ORFを単独で発現させ、同様の手法にて各形質転

換体の培養液から化合物の生産確認を試みた。その結果、ORF 25を含む形質転換体で

のみ、化合物 5の生産を確認した。 
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第４章	
 抗酸化活性試験  

 
抗酸化活性試験を用いたクローン探索  

	
 スクリーニング法には抗菌活性と同様にオーバーレイアッセイを採用した。調製した

DPPH溶液を 

 
化合物 7-8d の単離抽出  
・抗酸化活性試験にて陽性を示したクローンの液体培養 
	
 DPPH を用いた抗酸化活性試験に対して陽性を示したクローンのグリセロールスト

ック 100 uLを 10 mLの LB培地に添加した後、12 時間、37℃、160 rpmで前培養を行

った。 その後、1 mLの前培養液を 1Lの LB液体培地に添加し、合計 8 Lの LB培地を

3日間、30 ℃、120 rpmで振盪培養した。 

 

・Diaion HP-20による吸着 
	
 得られた培養液を 6000 rpm、10分間、室温にて遠心し、上清を Diaion HP-20に供

した。バッチ法を用いて上清の成分を 2 時間吸着させた後、MeOH によって溶出させ
た。エバポレーターによって濃縮した後、MeOH extractとした。 

 
・ODSカラムを用いた分離 
濃縮を行ったMeOH extractを用いて ODS open column (ϕ 40 x 70 mm)による分離を試

みた。サンプルを H2Oに溶解させた後、カラム上へアプライした。その後、25%、50%、

75%、100% MeOH溶液を 300 mLずつ調整し、step wise gradientによってサンプルを溶

出させた。得られた各溶液を濃縮し、次いで抗酸化活性の確認を行った。 

 

・DPPHを用いた抗酸化活性試験 

	
 得られたODS画分 (25%, 50%, 75%, 100% MeOH fraction) それぞれに対してDPPH溶

液 (10 mg/mL) に対する抗酸化活性を指標とした抗酸化活性試験を行った。各フラクシ

ョンを 10 mg/mLに調製し、10 uLずつ DPPH溶液 100uLへと添加し、経時的に DPPH

溶液の色の変化を追った。結果、75%及び 100% MeOH fractionの 2つのフラクションに

おいて抗酸化活性を確認した。 

 

・Silica gel columnによる分離 

	
 抗酸化活性試験に対して陽性を示した 100% MeOH fractionについて Silica gel column 
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(ϕ 40 x 70 mm) を用いて分離を試みた。条件検討の後、各 50 mLの以下に示す溶媒系を

用いて溶出させ、分離を行った。 

Table 20. Silica gel columnの分離に用いた溶媒系 

 

 

得られた各フラクションに対して抗酸化活性を確認すると CHCl3 : MeOH = 95 : 5 のフ

ラクションに活性を確認した。そこで、更に HPLCを用いて活性画分の探索を行った。 

 

・HPLCを用いた精製 

	
 得られた活性画分に対して以下の条件を用いて単離を試みた。結果、100% MeOH 

fraction から化合物 7 を単離した。次いで、このフラクションとは別に抗酸化活性が検

出された 75% MeOH fractionの探索を試みた。 

 

HPLC condition 

Column : COSMOSIL 5C18 AR column (10 x 250 mm) 

Solvent : MeOH—0.05% TFA system 

Flow scheme : 30% MeOH isocratic 

Flow rate : 3.2 mL/min 

UV detection : 280 nm 

 

 

Figure 53. 活性画分からの探索 

CHCl3 : MeOH : H2O
10 : 0 : 0
95 : 5 : 0
9 : 1 : 0
8 : 2 : 0
6 : 4 : 1

化合物 7 
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Figure 54. 化合物 7の 1H-NMRチャート 

 

・75% MeOH fractionからの探索 

	
 一方で、抗酸化活性が検出された 75% MeOH fractionについて Silica gel column (ϕ 40 x 

70 mm) を条件検討した溶媒を用いて、各 50 mLの溶媒で溶出させて分離を行った。 

 

Table 21. Silica gel columnの分離に用いた溶媒系 

 

	
 得られた各フラクションについて抗酸化活性を確認すると、Chloroform : MeOH = 8 : 2 

のフラクションに活性を確認した。この活性フラクションについて更に HPLCを用いて

分離を行った。 

 
 
・HPLCを用いた化合物 8b の単離 

	
 得られた活性フラクションに対して C18 AR columnを用いて活性成分の探索を試み
た。結果、化合物 8b の単離を達成した。また、分離したフラクションのうち、別のフ
ラクションについても抗酸化活性が確認された事から、HPLC の条件を変え、更に探

索を試みた。 
 

 

CHCl3 : MeOH : H2O
10 : 0 : 0
95 : 5 : 0
9 : 1 : 0
8 : 2 : 0
7 : 3 : 0.5
6 : 4 : 1
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HPLC condition 

Column : COSMOSIL 5C18 AR column (10 x 250 mm) 

Solvent : MeOH—0.05% TFA system 

Flow scheme : 30% MeOH isocratic 

Flow rate : 3.2 mL/min 

UV detection : 280 nm 

 

 

Figure 55. 化合物 8b の単離 

 

 
・HPLCを用いた化合物 8a の単離 
	
 活性の見られたフラクションのうち、一方のフラクションに対してπNAP column

を用いて条件検討を行い、以下の条件によって単離精製を試みた所、化合物 8a の単離
を達成した。 

 
HPLC condition 

Column : COSMOSIL πNAP column (10 x 250 mm) 

Solvent : MeOH—0.05% TFA system 

Flow scheme : 30% MeOH isocratic 

Flow rate : 3.2 mL/min 

UV detection : 280 nm 

 

化合物 8b 
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Figure 57. 化合物 8aの単離 

 

 
Figure 56. 化合物 8b の NMRチャート 

(a) 1H-NMR (b) HSQC (c) COSY (d) HMBC 
 

化合物 8a 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Figure 58. 化合物 8a の NMRチャート 

(a) 1H-NMR (b) 13C-NMR (c) COSY (d) HSQC (e) HMBC 

 
 
 

 
 
 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) 
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・HPLCを用いた化合物 8c 及び 8d の単離 
	
 化合物 8aを含むフラクションとは別の活性画分より、C18 MS-II columnを用いて
化合物の探索を試みた。結果、以下の条件にて単離を行い、化合物 8c 及び 8d の単離

を達成した。 

 
HPLC condition 

Column : COSMOSIL 5C18 MS-II column (10 x 250 mm) 

Solvent : MeOH—0.05% TFA system 

Flow scheme : 50% MeOH isocratic 

Flow rate : 3.2 mL/min 

UV detection : 280 nm 

 

 

Figure 59. 化合物 8c 及び 8d の単離 

 

 
 
 

 
 
 

 
 

 

化合物 8c 

化合物 8d 
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Figure 60. 化合物 8c の NMRチャート 

(a) 1H-NMR (b) COSY 
 

 

 
Figure 61. 化合物 8d の NMRチャート 

(a) 1H-NMR (b) COSY 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

(a) (b) 

(a) (b) 
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第５章	
 その他のスクリーニング系の適応  

 
鉄キレート活性試験  

・CAS含有 LBプレートの作製 
	
 100 mL滅菌水中に LB寒天培地を混合し、オートクレーブを行った。その後、寒天
培地が固まる直前に作製した５ mLのCAS溶液及び 100 uLのChloramphenicol（12.5 

mg/mL）を加え、LBプレートの作製を行った。 

 
・メタゲノムライブラリの CAS含有 LBプレート上での培養 

海綿 Discodermia calyx由来メタゲノムライブラリを先ほど作製した CAS含有 LBプ
レート上に１プレート当たり 200-300 コロニー程度になる様にチューブ毎に希釈溶液
を作製し、プレート上に 200 uLの希釈溶液をまいた後にコンラージ棒を用いてプレー

ト上に撹拌させた。風乾後，作製したプレートを 37℃にて培養を開始した。 

 
・鉄キレート活性の確認 

	
 プレート上での鉄キレート活性の確認に関しては、その活性が経時的に変化する為、

6 時間おきに 2 日間培養を行いながら活性確認を試みた。結果、CAS プレート上にて
コロニーの色調が変化するクローンを発見した。 

 
 
カテコール分解活性試験  

・メタゲノムライブラリのプレート上での培養 
	
 海綿 Discodermia calyx 由来メタゲノムライブラリを LB 培地（Chloramphenicol 
12.5 ug/mL含有）プレート上に１プレート当たり 200-300コロニー程度になる様にチ

ューブ毎に希釈溶液を作製し、プレート上に 200 uLの希釈溶液をまいた後にコンラー
ジ棒を用いてプレート上に撹拌させた。風乾後，作製したプレートを 37℃、2 日間培
養して、コロニー形成を行った。 

 
・カテコール分解活性試験 
	
 前培養を行ったメタゲノムライブラリのコロニーに対して、ガラス噴霧器を用いて調

製したカテコール溶液を噴霧した。 
	
 その後、３０分間隔で３時間コロニーの色調変化を確認し、白色から黄変するコロニ

ーの検出を試みた。カテコール分解試験に対して陽性を示したクローンは、LB
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（Chloramphenicol 12.5 ug/mL含有）培地へと滅菌した爪楊枝を用いて植菌し、37℃、
160 rpm、12時間培養を行い、グリセロールストックを作製した。 

 
・各クローンに対する制限酵素処理 
得られた 5種のクローンに含まれている挿入遺伝子が同じ物かを確認する為、各クロー
ンより fosmidベクターを抽出し、制限酵素処理によって得られるバンドを比較する事

とした。 

 
Figure 62. 制限酵素処理による各クローンの検討 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 

10 x K buffer           1 uL 
BamHI                0.25 uL 
Fosmid vector         1 uL 
 

    up to 10 uL with H2O 

30 ℃ 
3 hours 

M M 

M : marker 
1-5 : positive clone 

1 2 4 5 3 
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抗菌活性に対して陽性を示したクローンの挿入配列遺伝子から予測した ORF	
 

	
 

Multi-sensor	
 signal	
 transduction	
 histidine	
 kinase	
 

ATGACCAAACCCGTCAACGACGCGATTTTGCTAGCGCGAGTTCGTAGTTATCTACGCAAAAAACGAGCCGAAGAAGGATTGCGTGCCG

CCAAAGAAGCAGCTGAAGCTGCCAACCAGGCGAAGAGTCAATTCCTGGCCAATATGTCACACGAACTCCGCACCCCGCTGCACGCGAT

TCTCAGTTGCGCCGGCTTCGGGATGCGACGCGTTGACGCTGCACCTCCAGCTAAACTGCAGCGTTATTTCACCCAAATCGATCAAAGT

GGCCGGACGCTTCTCACCCTGCTCAACGACCTACTCGATTTGGCTAAACTGGAAGCTGGCAAGATGACCTTTAAGTTAGAGACGACCC

ATGTAGATCGCTTGATAACCCATGCATGTGAGGAGTTTGAGTCCTATATCTCAGAACGCGATTTACAGCTGCATTTGTGGGATCCTCT

AGAGTCGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGAGTATTCTATAG	
 

	
 

Diguanylate	
 cyclase	
 [Nitrosococcus	
 halophilus	
 Nc4]	
 

ATGCATTTACCTGACACCGATGGCATCGCACTGGCTCGCACCATTAAAGCCGATCCGGACCTCGCATCGATTCCTCTGGTGCTCTTGA

CCGCCTCGAGTTCGCCCCATGATATCGAAAACGCATCGGAAGTTGGCATTATCGAGTGTTTGACCAAACCGATTCGCCAATCTCAATT

CTACCGGGTTCTCACCGATATCTTGCCAGTGGCTTCCGAAACCCTTCCCGCCCCGCAACGTTCACCGTCTCCTGAGCCCGACGATCGA

TTTAATGCCTTGGAAGGGCTCATTTTGCTAGCTGAAGATAATGAGGTCAATCAAATCGTTGCCATCGGTATGCTCACGAGTCTCGGCT

GCCAGATCCATATCGCGAGCAACGGCCACGAGGCGGTTGAGGCATTTCGTCGCACCGCTTATGATCTGGTGTTGATGGACTGTCAGAT

GCCGGAGATGGACGGCTTTGCTACCACCGAGGCATTGCGGCATCACGAGCGTTTGGAGAACCAAACGCCCACCCCGATCGTTGCTTTG

ACCGCACATGCCACCACGCGGGATCGCGCTCAATGCCTGGCCGCCGGCATGGACGATTATCTGAGTAAACCGTATACACAGGAAGGAT

TGTATACGGTTTTGCGCCGTTGGCTAACCGCCCGCCGGACAAAGACGGCCCTCCTGGCTGGCCCCAGTGTCTCGATCTCCAGTGCTTT

GATATCCGGTACCACGACCTTAGAGACCACGACGCCATCCGTCCCGTCTTTGGATACCCAGGTTCTCTCGACGCTCAAAACTCTGCCA

GATGGCGAAATGCGTGTCGAACGCATTTTAACGACTTACCTTGAAACCTCTGCCGATTTGATCATACAGCTGCGCGACGCTGCCACCA

ACTATCATAGCACCACTCTACAACAAGTAGCCCACACCCTGAAATCGAGCAGTGCCAATGTGGGTGCGCGGCGCTTGTCACAACTGTG

TGGCGAACTGGAATCGATCAATTCCGATGCGGTGACGCCATATGTGCAACAGCTCGTCAATCAAATTGAGGACGAATATCCAACGGTC

CGCAACGCATTAATGGTGCTAGTAAGCCCCAAGCCCACACCGCCCCCGAAGGTCTCGACCCCGACGGTGCCGAGACCATCTACGATGC

ATCATGCCCTCGAGCGCGTACCTGTCCTTGCGGCTGATCCCTTTGCGTTAGAACCGTCGGATGTCACCATTCTTGTCGTCGATGATGA

ACCCACCAATCTCGAAGTTCTGCAGGCCATCCTGGCGCCAGCGGACTACCAGCTCATCAAAGCGCTCAACGGTCCCGAAGCCCTCGAC

GTTCTCAATTCGGACCCGCCGGACATCATTTTACTTGACCTCGTCATGCCCGGACTCGATGGCTTTGAAGTTTGTCGCCGTATTAAAT

CATCGGCACATTGGCAGTCCATTCCGGTCATCGTGCTTACTGGTTTGGACGAAGCGAAATCCTATATTTAG	
 

	
 

Multi-sensor	
 hybrid	
 histidine	
 kinase	
 

ATGCAGTTCTTTCACCATTTATCCGTCCAGGGAAAGCTCTGTGCGTTAATAGTGATCACCAGTAGTGCGGCGCTGATTTGCGCCGCAA

CCGTCTTGGTCGGCTACGAACTGCAAGTCTCCCGCCACGCCTTAGTCGAACAGCTCGCCACCCTTGCTACCGTGACGAGCACCAACAG

CACCGCAGCCATGGTGTTTCAAGATAGCAAAGATGCAGAAGATCTCTTAGCCGCCCTGCATGTGAAACCTTACATTCTCCACGCCAGA

ATCACGACCCGCAGCGGGCAGCTTTTTGCCAAGTATACGGCTCGTGATGCGCGCTCAGCCCGCATCGCCATCGATCGCGAGCCACCCA

CCCACGAGTTTGGCGATTGGCACCGCACGCGCTACCAAGTGAGCCGCCGAGCCGTCCGCGTCCAGCAACCCATTGTGCACGATGGCGA

GCACATCGGCGACATCGACATTATCTCCGATCCTGGCGAGCTGTACCGCAAGCTGCACGACTACTTTCGCATTGTCGCGTTGGTCATG

ACCAGCTCATTCGTGGTGGCCGTTCTCCTCGCCTCTCGGCTGCAACGCGTCATCTCGAACCCGATTCGTCAACTGGCCCAAACCATGA

CGGCAGTGTCACAGGCCAATGACTATACTATCCGGGCCGCCAAGCAAAACCATGACGAAATTGGTAGCCTTATCGACGGCTTTAACGC

GATGTTGGCGCAAGTTCAAGTGCGTGATGAGCAACTCGCGCAGCACCGAGATCACCTCGAAGATCAGGTGGCGCAACGCACCACCGAA

TTGGTCCAGAGCAATCATGCCCTGCGGCAGGCCAAAGAGGCGGCAGAGGCGGCCAGCCACGCCAAATCTCAGTTTTTAGCCAACATGA

GCCATGAAATCAGGACGCCCATGAACGGCGTCCTGGGGATGACCGAACTGCTCCTCACCAGTCCACTGACCGAAAACCAACAGCATTT

TGCCGAGACCGTGCATCGCTCGGCCCATACCCTACTGGACATCATTAACGAAATTCTCGACTTTTCTAAAATTGAAGCGGGCAAGCTC
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AACTTGGAATACACCAACTTCAGTTTGCGTCAGGTCGTCGAAGAGGCGATCGAACTGCTGGCCGAACGCGCCCATCAAAAAGGTCTTG

AAGTTGTCTATTCTATCGATGCTGACATTCCGATGATGCTCCGTGGCGATCCGGTTCGCATCCGACAAATTCTAACGAATCTCGTCCA

CAATGCGATCAAATTCACAGCGAGTGGCGAAGTGGTGGTACGAATCAGCGCCATTGACATGACAGATGCCTATGCCGAGCTCTGCCTC

GAAGTGCGTGATACTGGCATTGGTATCGCTTCGGAGCATCAGGTCCATCTGTTCGAATCTTTTGTGCAAGCCGATGGCTCGACCACAC

GTCAATACGGCGGCACTGGACTGGGGCTGGCGATGACCAAACAACTGGTGGAAATGATGCGTGGTACGATTGAGGTGGAAAGCACGAT

TGGCAAAGGATCGACCTTCCGCTGCATCCTGCAGCTGGGTCATGTGTCTGACGAGGCACCGTCCGAGCTCCCATCCCATCCGATTTTG

AAGGGCCTGCGCCTCCTCGTGGTCGATGACAATACCACGAGCCTTGAAATCTTAAGCCATCAAGCCCATGCTTGA	
 

	
 

Putative	
 transmembrane	
 protein	
 [NC10	
 bacterium]	
 

ATGAACCATTACCCTGCTAACTGCTGTGTCAACTGGACGGTGATCGCCCTCTTGGTTTTGTTCATCATGTCAGCGCATCTATGTATTG

CCGCATCGCGTTATAAGGAAGATGAAATCAAAGCCGTGCTCATCTACCACTCTGCCAAATTTATCGACTGGCCACCCGAGGCATTGCC

GCCGACACCTTTCGGTGAGGTGCCCTCCGAATTCACGCTGTGTATCTTCGGCACCGGTTTGCTCGACAACGCCTTGGCATCGATCCGG

GGCAAGCCAGTTAAAGGGCGGCCCCTCGTCATCCGGCACGTCAATCGCCCGGCCCAGCTACAGACCTGTCACACCTTATTCATCAGTG

CCTCAGCCTTTGCGTTGGCAGCTCCGTTTTTGACCTACGCGAAAAACTTGCCCATCGTCACCATTAGCGATTTGACTGGGTTTGCACG

TATTGGGGGGATGTTTAACTTCATTCGCTCCAATGACACCATTGGCTTTGAAGTCAATCCGGAAGCGGCTCGACGCGTTGGCTTAACC

ATTCGCTCTAAGCTGCTACGACTGGCGATAACCGTCGTCCGAAGCGATGTTGAGAGGTAG	
 

	
 

TonB-dependent	
 receptor,	
 plug	
 [NC10	
 bacterium]	
 

ATGTGTAACCATACGCCATTTCACCTTAACAACGCAGGTATGACCCGTAGTCAAACCCGCGCGTCAACGGCCACGCCACGTTGGTGCT

GCGTCATGCGTCGGCTCCTATGGCTTCTGCTCGCCATCGCCAGCAGTACCCTACACCTTAGCCTAATCTCTGCCAGTTCCTCAGATGA

CGTCGACCTGACGGAAATGAGTATCGAAGAAGTCTTACAGCTCGAAGTGATCTCAGCCGCCAAAAAACCGCAAAAGCTGACCAACGTC

GCTGCCGCTATTTTTGTCATCACAGCCGAAGACATCCGCCGCTCCGGTGCCACCAGCATTCCCGAAGTATTACGTATGGTGCCCGGCC

TGCAAGTGGCGCGTATTGACGCCAATAAATGGGCCATCACCTCGCTTGGGTTCAGCGGTCGATTCGCCAACAAACTGCTGGTGTTGAT

CGACGGACGTAGCGTGTATACCCCGTCGTTCTCCGGAGTTTACTGGGAAGTTCAAGACACACTGCTCGCCGATATTGACCGCATCGAG

GTGGTTCGCGGTCCGGGGGCTGCGCTGTGGGGCGCCAATGCCGTCAATGGCATCATCAACATTATCACCAAGCACACCCGCGACACGC

CAGGTGGCGAGTTGACCGCTGGCGTCGGCACCGAAGAACGCGGTTTCGCTCGTCTCCGGTACGGCCAGGCATTGAGCGATACGGCATT

TCTACGCATCTACGCCAAATACTTCAACCGCGATGGCTCTGTGGACTCCGAGGGCCGTGACACGCCCGATGCTTGGGACACCATTCGT

TCCGGCATGCGTTTGGATTGGCAGGCGACAAACCGTGATGACATCACGGTGCAAGGCGATGTCTATGATGGCGACGCCACACAAACGC

TGAGTTTACCGTCATTCACCGCGCCCTATCGCGAGCGCCGCACCACGGCTATCGATTGGTCCGGAGCCCATCTCTTGGGGCGCTGGCA

ACATCATGTCTCAGACGCGAGTAACCTGACCTTGCAAGTGTATTACGATCGTACCAGACGCGATGAAAACGGCGTCGTGGGAGAAACG

CGAGATACGTTTGATCTCGACCTTCAGCACCAGTTTTCATGGGGGCAGTGGCAAGACCTCATATGGGGGGTCGGGTATCGCTTTACCC

GTGATGAATTCACCGACAACGCCTTCATTCAGCTCAACCCCCAAAGCCGTTCTCTACATCTGTTCAGCGCCTTTGTACAAGATGATAT

CACCCTCATCGACAACCACTTGCACATCATTTTGGGATTAAAATTCGAACACAATGACCACACGAGCTTTGAGATCCAACCGACCGCT

CGCCTGCTGTGGACGCCACATCGTCGACACACCGTTTGGGCCGCGATCTCACGCGCCGTCCGCACGCCGCAAAATCCGGGGGCCCTAC

CCATTTTGGTCCGCTTTTTGGGCAATCGGAATTTCGCATCTGAGGAACTGATCGCCTACGAGCTTGGCTATCGCCTACGACCGATCGA

CCGCGTCTCATTGGACCTCGCTGCATTTTACAACACATACGATGATCTGCGCACGGTGGAGCTTGGTCAGCCATTCGCTGATCTGACC

GCCGCCCCCCCCCCCGTGGTGGTCTCGCCTCTCACCTTAGACAATCAACTCCGGGTGAGACGTACGGCGTGGAGCTGGCCCTGGAGTG

GCAACTCCTAG	
 

	
 

Conserved	
 hypothetical	
 protein,	
 membrane	
 [Candidatus	
 Poribacteria	
 sp.	
 WGA-A3]	
 

ATGCATGGATCAGGTGCGAGCGGTAGGGCGTTTATGGGACATCGGTTATCGATACTTGGGGGCGTGGTAGGCCTCGCCCTGTGTTTGA

ATAGTGGCTACCTCGTGGCCACGGCAGAACCGTCATTATTTTATTTGGCAAATGTCGGCTTTCACGTTGTCGCTGGGGGGTTGGGTGC
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CCCCTTGTTGTGTCTCGCTGCGTGGCGGCTTTGGACGTGGGGGGGGGCCCTTGCCACCACGACAACCCGCCGCCTACTGGCCCTGGGA

GGGGGCACCCTCCTCCTCGGTTTTGGCACTGGCCTGGCTGTCATCGTATTGGGCAATACGCGCGAGCACCATTGGCTGCTCAACACGC

ATATCGGCCTTTGTGTGATGGCGATCGTATGTGGACTCGTAGGGCTGGCATCTCTACGTCAGCAGTTCTCACCCGCTCAGCACCGAAT

GTGGCGCACGGCCTGGGGATCGGTGGTGAGTGCGGTGTTGATCGCTGGCTTTTTCACAGCCCGCCCGCTCTGGCAACCCGAGCCGTTC

CGCGTCGTCAATCCCTCGCTGCCGCCGCTGAGCCAGGACGATGAAGGGATGGGCGGACAAGATGGCCCGTTTCACCCGGCCGGGGTCT

ATACCAACACCAGGGGCCGGATTCCGTCCGATTTTTTTATGACTTCGGAGCGCTGTGGCGATTGTCATCAGGATATTTACCGACAGTG

GTCCGAGTCAGCTCACCACTTTTCGTCGCTGAACAACCAATGGTATCGCAAGTCGATCGAGTACATGCAAGATGTCCTCGGCACGCGG

GCCAGCCGTTGGTGTGCTGGCTGTCACGATGTCGCATTGCTCCTCAACGGCATGATGGATACCCCAGTGCGAGAGCTGCTCGATACGC

CTGAGGCCCACGTGGGCTTGGCGTGTACCGCTTGTCACGCGATTACCCAAGTGCGGGATACGATGGGCAATGGCAATTATGAAATCAC

CTATCCGGCTCTACACGACTGGATGAACAGTGACAACCCTTGGCTTCACGCCATGCACGATTTTCTCGTGCATGTGGATCCCGGTCCG

CATCGCCAAGTGTTTTTGAAACCGTTTCATCACAATGACCAAAGTCCGGCCTTTTGTTCCACGTGCCATAAAGTGCACCTCGATACGC

ATGTGAACAACTATCGTTGGTCCCGGGGATTTAATGAATATGATGCCTGGCAGGCCAGTGGCGTGTCGGGCGATGGGGCGCGGTCATT

CTACTACCCGGACACACCTCAGACGTGTAATGACTGTCATATGCCATTGGTGCCGTCGGACGATCCGGGCCATCGTCAGGGCCTGGTA

CACAGCCATCGTTTTCCGGCCGCCAATACAGCCCTGCCAACGGCAAATCGTCATCGCGACCAGCTCGACACCACTATGGCATTGCTCC

GCAGTGGCGTGGTGTCGCTCGATATTTTTGCGATGAGTCCCGCTCCGCCATCATCGCGTGTGCCCATGGCCTCTGGAGCTGCGCCATC

GGGCCCGGCGGCGCTCGCAACCACGTTCCCGGTAGGGGAAGAGCAAGCGCTGCAGGTCGGTCGGCAATCTCACCGGCCCGCTCGGCAC

ATCACGGCTCCGCTCGACGCAGCTGAAGTCGTGGTCAAGCGGGGTTCAGAGGTGATCGTGGACGTGGTGGTGCGCAATCGTGGGGTGG

GACACTTTTTTCCCGGCGGCACTTTGGATGCGTTCGATGTGTGGGTCGAGTTTCAGGCGGTAGATGAGCAGGGCCAAATCTTGTTCTG

GAGCGGGGCGGTGACAGATCATGGTCGCGGGCCGGTCGAGCCCTATGCCCATCGGTACGGGGCGCGGTTGGTAGATGCGCACGGCAAT

ACAATCAACAAACGCAATGCCTGGGCCGCACGCGCAGTTGTCTACGCCAACGCCATTCCGCCCGGCTCGGCCGATGTGGTGCACTACC

GCTTGGCCATTCCCGAGCATGCTGGTGAACGGCTGACCCTCACGGCCAAGCTGCACTACCGGAAATTCGATTGGTGGTACACCCAGTG

GGCGTATGCGGGCGAGCGCGACCCTGCACAGCAACTCGAGCCAGCGGTCAGCCCGCATTACGATGATGGCGAGTGGGTCTTTACCGGT

GATACCTCAGAGGTTTCAGGCGCGGTGAAAGCGATTCCCGACGTGCCGATCGCGACCATGGCATCGGCGACCGTCACTTTGCGAGTGA

GCAAGTCTGGTGCGGCCCAAGCGGCATCGTTACGCTTGCCAGACCACCGTCAGGGCGAACCAGGGCGTGGGTCAGAACGTGGGTCAGA

GCGTTGGAACGACTACGGTATTGGCCTGCTGCGACAGGGGGATTTGCGAGGGGCAGAAGTTGCCTTTCGGCGCGTCTCGGAGCTGGCA

CCAGACGATGCCGATGGCTGGGTCAATCTCGGCCGGGTTCACCTTCAGGACGGCGATTTGGAGCGGGCACGCACGGTGTTGAATCAAG

CCTTGGTGCAAAGGCCCCAATTGCCCCGCGCCTTGTTTTTTCTCGCCATGGTGTTAAAAGCAGAGGGGGACTACGAAACGGCCCTCAG

CCATTTGCGACAGGTCGCTAACGTCCATCCCCGCGACCGAGTGGTGCGCAATCAAATGGGCCGTTTATTATTTTTATTGGGGCAGTAC

GAGGCAGCGAGAACGGAGCTGCAAGCGGTGTTGCGCATCGATCCGGAAGATCTGCAAGCCCACTATAACCTGATGCTCTGCTACCGCG

CCCTAGGGGATGAAACGCGAGCCGAGACCCACCACCGGTTATACTTGCGTTTTAAAGCCGACGAGTCCGCTCAGGTGATCGCAGGCAA

GGCGCGGCAGCGTGACCCGGGGGCCAACCTGGAGAGCCAACCCGTACACGAGCACCGCTCCATGCCGCTACCGCCGACATCGCCCCGC

ACCGGCGGCTAG	
 

	
 

Serine/threonine	
 kinase	
 [Streptomyces	
 griseoaurantiacus	
 M045]	
 

ATGAAAACCGAGGAGTCAAGTCGCGTGAGCTGTGGGAAGGAATTCATCGTGAGGGCACAGCTGCAAACCATCGTGTGGATCGCGGTGG

TTTGCATCGCCGCAAGCCCCCTGTATATGGCACTCGATCGAGTCAACGCGCACCACCATCCCAATCACGATACCGTTCCGGTGCGCCA

ATTGTTGACAATCTACGAGTGCTCAAGATGCCACCGATTGAACACGCCGCATCGTCTCATCGGGCCGAGTCTCTGGCAACTTGGCCAG

CGCAAAACGGCAGCGGACGTACGCGCTGCCCTCCTCGATCCCAATGCCATCATTGTGACGGGCTTTCCGGCTGGCCTGATGAAAAAAC

GGCTGCAAGCGGTGGGATTTTACAAGGACATTGAGCATGATCCAACCATCTTGGATCGCATCGTGGCGTATCTCATTCGCTCCCCCGA

GGCTGCTCCGGCCCCGGTCGCGAATCAGATGACTGCGAGCCCTGCTCCAGCTTCTCCAACTGCCTTGGGAATCGATTCGGTAGCAGTC

ACGAAAAAGCAATTTGCCGCCTTTATGGCGGATGGGGGTTACAGCACCAAGCGTTACTGGGATCGGATCGGCTGGGCATCGGTTATCC

GGCGGCGTCATCGCACGCAGCCCACAGGGTGGGACTCGGCTCGGGATGTGGCCTCCCAGCAACCCTTGGTGGGCGTCAATTGGTACGA
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AGCCGATGCCTATTGCCGCTGGGCCGGCAAAACTCTGCCAACGGTGCAAGAATGGGAACGTGCTTGTGTCGATTTGCCGACGTGGGCC

GATGCACCGCCGCAAAGTGACCTGCAGTGGGAGTGGACGGCCGATGCGATTTGGAAAGCGGCACCGGCCAGTGCGGACAACTCGCGTG

ATCACTGTACCGAACGCGTCGCCTCCCATCGCGCCTTGGATGGCTATCGCACGGGATTTCGATGCCACGCCGTCGCGCGCCCGTAA	
 

	
 

Unnamed	
 protein	
 product	
 [Desulfobacterium	
 autotrophicum	
 HRM2]	
 

ATGCACTCATATTCATCCTTAGGAATACATCATGAAAGACCTGTCCCATTCTACGCCCGATGTGTGTCCGGAGACAACCGCCAACGGC

GAAATCGTCTCGATTTTTGTCGATTACGATCACCCGCTGCTTCAGCTCTGGCAGACTCTACCCTGGGCGCAGATGACCGAGCTCCTGA

TCCAGGAGTGGCGTCTGTCAGGCAAAAACGTCGATGGTGGACCTGGGCGGCCCTTGGATGTGTCCTTATATGTGCCATTGGTCGTGTT

GATGATGGTGCAGGGATTCAATTCGCGCCAGATGGAGGCGTACGTGTCCGAGAATGTGGTGGCCCGAGTGTTCATCAGCAGACAGGAT

CAAGTGACGGCTGCGATTCGCGATCATGCCAACATCGCTCGAGTCTATGCGGCGCTGAGCCAAGAGGGTTTGGAAGCCCTCAATACCT

TGGTGGTGCACGAAGCCAAGCGCCACGGTTTTGCCGATGCCAGTATGCTTGTCGTCGGACACGACGATGCAGGAGTTGCCCATCGGCT

ACCCCAACGAGCCCGGGATATTACGGGGTCTCGCCCAGCGCTGTTTGCGTGCGGTGGAGAAGTTGGGCAAGCAAGGGGTTGCGGGTAT

CGAAGGCCGCCGGTGGAGAAGGCCAACGATGTCCTGCGCTCAGTCAAGGAGCACCATCTGTTTGCCAAAGGCAAAGAAGCCAAGCAGC

AGGTGTTGGAGCGAATCATGTTGGAAACCGAGGCCCTTTTGAACACCACCGATGGCCTCGTGGCACGCCTCGGCCAGCCTCAAGAAGC

GAGCAAGCAAGCGGCGCTGCGAACCCTACGGACCATGAAGGAGGTTGCCACCGGGCTTCTGCCTCAGATCACGCATTGGCTGACCACG

GGCACGGTGGCCAAGGGCAACATTCTACATGCGGGATTGACTCAAGCGGTGTCGGTGGTTCGCAACAAAGCAGGCAAGCGAACGGAGT

TCGGCTTGCCGTATTTGCTCAGCCGTTTGGGTGGTGGGTATGTGTTCGGAACGCTGTTGAGTCGGGCACCGGACGAGACGAAGATGCC

GTTGCATGCCCTGGTGGCTTATCGCGAGCGTTTTGGCGACGAGTCGGTCCCGGAGTTGATGGTCTACGACCGAGGGGGCTATGCCAAG

GGAACGTTGGATGCATTGGCCCACGAAGGCGTCAAACAGATTGGTGTTCAGCCCACGGGCAAGGGAGCCTGGCGGGTTGCCGAGGAAG

TCCGCGAGACGATTCGAAGCGAGAGAGGGATGACCGAGGGAGTCATTGGGACGCTCAAAAGCAACAAATACGGCTTCAACAACCCCAA

GGAGCGGACCTGGGAGACGCTTCGAATGGCAGGGACGAAGTCCATCTTGTCGTTCAATCTGAACAAATTAATGCGGGATGTGGTGGAG

GCCAAGAGTTAAGGAACCACGAAATCGGATTAGACAAAAGCGGAACCAGAGGAATGCAAGAGGGTGGAGGGAGAGCCCTGAGGAGGGG

CTTCGGCCCTCAGAGGAATTTCGCGACATGCTCTATCTATGGTATCTTGCATGTGTTGTTTTCCGCTATTCTCAAGGCAATTTTTTTC

TTGCCTATGTTTCTCACCGTTGGTCTGTTTGCATTCATCATCAATGCATTTTTGCTCTTTGTCACAGACAAACTCACCGATGATTTTG

AGATTGAAACCCTCAAAGACACCCTGATTGGAGCGGTGTTGTTAACCGTGTTTAATTTCGTTTGGCGTTTATTTTTCTAG	
 

	
 

Amidohydrolase	
 [Sebaldella	
 termitidis	
 ATCC	
 33386]	
 

ATGGACGATATATTATTGCGTGGTGGTATGGTAGAGGGGGAACCTCGTGACATCGCGATTCGAAACGGCCGTATTCGGCAAATTGCAT

CGCAGATTCAAACGGAGGCGGTCGACATCTTAGATGTCCATGGGCATCTTGTGGTGCCGGGGTTTGTCGAGTCTCACATCCATCCCGA

CAAGGCATTCATTGCCGACCGGGCACCAGGCTTGCAGTCGGGGGGGCCTACCCCGCAGACGCTGGTGGCCGAGCTGAAAAAAAGCTTT

ACCGTGGAGGATATTCGCCAGCGAGCCAGCCGCGTGCTCGAGATTGCCCTGCGGCACGGTTGTACTGCCATGCGCGCCTATGTGGAGA

TCGATACCTACATGGAACTGCGCGGGGTAGAAGCCATGTTACAGGTGCAGCAGGCGTGGGATGGCAGAGTGGATTTGCAACTGGTCGC

ATTTGCCCAAGAGGGTATTCACCACGACGACAGCACCTGCGATCTCTTGCGCGAAGGGTTGCGGATGGGGCTGCCGACGTTGGGTGGC

TGTCCGTATATGGATAGGGACCAAACCCGCCACATCGATTGGTTTTTTGAGACGGCAGCGGATTTTGGGGTGCGCCTCGACTTTCACG

CCGATTCCTCTGACGACCCGGCTATGCTCACCTGCGATTACATTGCTGAGCAGACCATTGTCTACGGCATGCAGGGGCAGGTGACACT

CGGGCATCTGTCCACGTTGGACATACTGGAACCCGCCCACCGAGCTGATGTCATTGCCAAACTCCACGAAGCCGGTGTCCATGCCATG

AGCTTGCCTGCCACCGAGTCGCACGTGAAGGGACGCAATGACACCCGACATACCTGGCGCGGCGTCACACGCATTGGCGAGCTGTGTG

AGGCTGGCCTCAACGTGTCGTTGTCGACCAATAATATTGTCAACCCTTTTACGCCCTACGGACATCCTGACTTGCTGCGGCAGGCACT

CGTGGCCGCGATGACCGCGCATCTGGGCAATCTGGAACAGATGGCCTGGCTACTGGACCTGGTTACTGTGAATCCGGCCCGTGCCTTG

GGGCTCGTGGATTACGGCTTGGAGGAGGGTTGTCGGGCCGACTTGGTGGTATTGGATGCCACAACCCCGGCCCAAGCGATTACGGAGC

AGGCGGAAAAACTTTGGGTATGCAAGGACGGCCGCGTGGTGGTGCGCAATTCGCGCGCCACCGAGTTCATGTAA	
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Conserved	
 hypothetical	
 protein	
 [Oscillatoria	
 sp.	
 PCC	
 6506]	
 

ATGCGCGGTCATCGCGGCCACGAGTGCCTGCCGCAGCAAGTCAGGATGTCCGTAGGGCGTAAAAGGGTTGACAATATTATTGGTCGAC

AACGACACGTTGAGGCCAGCCTCACACAGCTCGCCAATGCGTGTGACGCCGCGCCAGGTATGTCGGGTGTCATTGCGTCCCTTCACGT

GCGACTCGGTGGCAGGCAAGCTCATGGCATGGACACCGGCTTCGTGGAGTTTGGCAATGACATCAGCTCGGTGGGCGGGTTCCAGTAT

GTCCAACGTGGACAGATGCCCGAGTGTCACCTGCCCCTGCATGCCGTAGACAATGGTCTGCTCAGCAATGTAATCGCAGGTGAGCATA

GCCGGGTCGTCAGAGGAATCGGCGTGAAAGTCGAGGCGCACCCCAAAATCCGCTGCCGTCTCAAAAAACCAATCGATGTGGCGGGTTT

GGTCCCTATCCATATACGGACAGCCACCCAACGTCGGCAGCCCCATCCGCAACCCTTCGCGCAAGAGATCGCAGGTGCTGTCGTCGTG

GTGAATACCCTCTTGGGCAAATGCGACCAGTTGCAAATCCACTCTGCCATCCCACGCCTGCTGCACCTGTAA	
 

	
 

Hypothetical	
 protein	
 NIDE3054	
 [Candidatus	
 Nitrospira	
 defluvii]	
 

ATGAAAAAGCGTATCTATGGGCTGGAAAACGAATTCGGCATTGCCTTTACGTCGCACGGGCGGCGGACGCTACCGTCGGAAAGGGTGG

TGCGCTATTTGTTTGAAAAACTCATCACCACGGAAGGGTTCTTGAACGTTTTCCTGGAAAATGGCGCCCGATTTTATCTCGACACCGG

TTGCCATCCGGAATACGCCACCCCGGAATGCGCCAGTCCGCTCGATGTGACCATTTATGACAAGGCGGGCGAACGCATCTTGGAAAAT

CTGCTCCAATATGCCCAAGGCAAAGTGCGGGAGGAGGGATTTCACGGCAATCTGGCGATCTTCAAGAACAATACGGATTTTGTCGGCA

ATTCCTACGGCTGCCACGAAAATTACCTGGCCGAGCGCGCCTCGGACTTTTACTACATGGCGGAACAACTCATCCCATTTCTGGTGAC

CCGACAGATCTTCACTGGGGCTGGCAAGGTGTTTCGCACGCGCCGGGGAACGGTGTTTCACATTTCTCAGCGCGCTCAGCACATTCGG

CAAAAAATCTCGGGGACGACGACGAATGAGCGCAGTATTATCAATACCCGCGATGAGCCCCATGCGATCAAGGAAAAGTATCGCCGAT

TGCACATTATCGTAGGCGATTCCAATATGTCGGAGTACACCACGTATCTCAAAGTCGGGACCACGGCCATCATCTTAGAGATGATTGA

GGACGATTTTATTACGCCGAATTGCTCGCTGCGCAATCCGGTGCGGGCGATTAAAGACATCTCTCGTGACCTCACATGCCGCGAGCAG

GTGCCGCTCAATAATGGCAAAAAGTATTCGGCCCTGGAGTTGCAAAAAGAGTACTTGGAGCTGGCGCACCGCTATTACAGCACCCGGC

AAAAAAGCGAGATGGTGACCGATATCCTCGACAAGTGGGAAGAGGTGCTGACCAAGCTGGAAGAGGATCCCATGCAGTTGGACCGCAA

GGTCGACTGGGTGACCAAGATGAACCTGCTCAAAGCCTATGGGGAGCGGACGAAACAACCGTCTGAAACCAGTGGCGACCGGATGCTC

ATGCTGGATTTGCAATATCACGATATCCGGCGCGACAAGGGCTTGTATTATCTGTTGGAACGCAAGGACAAGGTGGAGCGCGTGACCA

CGGATGAGGCGATTGACAAGGCCATGGTGGACCCGCCGCAAAATACCCGCGCCAAGATGCGAGGCGAGCTGATCAAGTTGGCCAAGAT

GAAACGCATTCCCTACGATCTCGATTGGAACTATATTCGCATTGGCTACCTGCTGAATTTGTGGGTCAAGTGCAATGATCCGTTCCAA

GAAGAGAACGAAAAGGTGACGCAGCTTAAGCGGCGGATCGAGCGTTCTAATTTTAAGTATGGGTATCTGTTGTAG	
 

	
 

Proteasome	
 subunit	
 alpha	
 [Candidatus	
 Nitrospira	
 defluvii]	
 

ATGGCTACGCCATTCTATGTGTCGCCTGATCAGATCATGCAAGATAAGGCGGAGTATGCTCGCAAAGGCATTGCCAAAGGGCGTTCAA

TTGTGGTGGTCGAATTTAGCGATGGCATTTTGCTGACGGCTGAAAATCCGAGTTCGTCACTCAGCAAGATCTCCGAGATCTACGATCG

CATCGCTTTTGCGGGCGTGGGCAAATACAGCGAGTTTGAAAACCTCCGCAAAGCGGGCATTCGCTATGCGGATATCAAAGGCTATTCT

TATAGCCGCGAGGACGTTACCACCAAGTCGTTGGCCAATGCCTACTCGGAGAGCATCGGCAACATTTTTACGAGTAACCCCAAACCGC

TTGAAGCGGAAATTTTAGTGGTTGAAGTGGGTCAGCAACCGCATCAAAACGAGCTCTACCACATCTCGTTTGATGGCAGCATCACCGA

CCATCGCAACTACGCGGTGATTGGCGGGCAGGCCGATCGGATTCGAACGTACTTGCAGGAGCATTCCAAGGCGGATCTCGACCTGCAG

GCAGCCTTGGTCTTTAGCCGTCAAGCCCTACTTGCAGGCTATGAAAAACCCCCGTCAGAGGAAAGCGCGCTCGAAGTAGGGGTCTTGG

ATCGTCAACGGCCAAAACGTAGTTTCTACCGTCTGAGTCAGGATGACATCACCCAGGCGCTCAAGGCTGTGAGTGGCGCCGGCGAATA

A	
 

	
 

Proteasome	
 subunit	
 beta	
 [Candidatus	
 Nitrospira	
 defluvii]	
 

ATGTCGGCTGTGGTACCGTTTGGCACCACGGTGTTGGCGCTGCACTTTGCCGATGGCATTGTCATCGGTGGCGACCGGCAGGCCACCG

AGGGGTTTGAGGTGTCATCGCGCCGCATTGAGAAAGTTTACAATGCGGATGACTATTCGGTCATCGCGATCGCCGGGGCGGCGGGTCC

CTGTTTGGAAATGGTCAAGCTGTTCCAAATTGAGATGGAACACTATCAAAAGATTGAAGGCGAGGTGCTCGTCCTGGAGGGCAAGGCC
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AATAAGCTGGCCCAAATGATTCGACAAAACTTGCCCGCCGCTTTTCAAGGGCTCATCGTGATTCCGATTTTTGCCGGTTACGATCTCA

ACACGCAACAGGGCCGAATTTACAAGTACGATATCACTGGGGGTCGGTACGACGAGCGGGATTTCTATTCCACGGGGTCGGGCAGCCG

AGAGGCCCGGAGCACGTTAAAAAAGCGCTTTGAGCCCGACATGCAACGGGATGCGGCAGTGCGTTTGGCGTTGGAGGCCCTGGTGAAC

GCCGCGGATCTCGATATCGGCACCGCCGGACCGGATCTGCACCGGGGCATTTACCCGGTGGTCAAAGTCGTGACCCAGAACGGCATTG

AGGATGTGGGTGAAGACGAACTGCGCTCCATGAGTGAGGCGTTGCTGGCCGAGCTGAAAGGATGA	
 

	
 

ATPase	
 [Streptomyces	
 sp.	
 C]	
 

ATGGAAGAGGTCCCAAAGAGAGAAGAGCGCAAAGGGTTTGTCCGTGACACGATGCGCAAATTTTCGATTCATGTACCGCGCTCAGAAG

GGTCATTCCAGAACAAACTCTCCCAGTACGAAGATGAGCTGAATGAGTTGCAAGAGCGAATGCGGCAAATGGACCATGAATCTGAGAC

GATTGCCAGACATCTTGAGCAAACTTTAAATCAATATGAAGTGTTAAATCGCAAGTACTGCCAAGTTAATGAACAGCGCGGTCAAGGG

AAGAAACAGAACGAGAAGTTAGTGGCCGCCCTACAGGAAGCCAAGGAGCAAATTAATTCGCTTAAAAAGGACTTTGAGAAGCTTTGCG

CACCTCCCAATAGCTACAGCGTCTTTCGCCAACGCAACAAGGACGGCACGGTAGATGTCGATCTCGATGGGCGCCGCTTGAAGGTCAA

CGTGCATCCGAAGCTCGAATCGTACGACTTCGAACCTGGACAGTTGTTGGCGCTCAACGAGTCGCTCAACATCGTCGATTTGGGCGAC

TACGAAACCCGGGGCGAAGTGGTCCGCTTGAAAAACCGGTTGGATGAGGGCCGGGTGTTAGTGGTGGGGCGCGCGGACGAAGAGCGGG

TGGTGGTGTTGACCGAGCGCATCCGGCACTTGCATCTCGACGTGGGAGACAACCTGCTGCTCGATCCCCGCTCGAATTACATTTTGGA

GAAGTTGCCTAAGTCCAAAGTCGAGGAAGTCATGCTCGAAGAGGTCCCGGATATCAGCTACCTGGATATCGGGGGGTTGGACGAGCAG

ATTGAGGCGCTGCGTGACGGCATTGAATTGCCCTATCTCTATCCGGACGAATTTCGTGAGCACCAGTTGCGGCCGCCCAAGGGGGTGT

TGTTGTACGGCCCGCCAGGATGCGGCAAAACGCTGATCGCCAAGGCGGTGGCCAACAGCTTGGCAAAAAAGTTCGCCGAGCGGGCTGG

GGTTGAAGAGGCGCGCAGTTACTTTCTCAATATCAAGGGCCCGGAGCTGCTCAACAAATACGTTGGCGAGACGGAGTCGAAGATTCGC

GAAGTCTTTAAAAAGGCGCGGGAAAAGGCGAATAATACGACACCGGTGATCGTCTTTTTCGACGAGATGGACGCGTTGTTTCGAGTGC

GCGGCTCGGGTATTTCGTCGGACGTGGAAATCACCACCGTGGCCCAGTTTCTCTCCGAACTCGACGGTCTCGAATCGCTGGAAAACGT

CATTGTCATCGGGGCGAGCAACCGCCAGGATCTGATCGACCCGGCGGTCTTGCGACCGGGGCGCCTGGACATCAAGATCAAGGTGGAC

CGCCCAGATCGCCAGGCGGCCAAAGATATTTTCTCGAAGTACTTGAGGCCCGAGTTGCCCTTGCACGAGACGCTTTTGGCCGAAGTCG

AATCGGACCGCCAAGCCGCGATCGACCGGATGATTGACCACGCCTGCGACCATATGTACAGTGACCGGGAAGAGAACAAATTCCTGGA

GGTGACGTATGCTCGCGGGGATAAAGAGACGTTTTACTTCAAAGATTTCGCCAGTGGCGCGATGATTGAGAACATTATCGCCCGAGCC

AAAAAAGCGGCCTTAAAGCGATATTTGTCTCATGAAGAAAAAGGCATTAAGCTTCAAGACCTCATTGATGCCATCCAGGGCGAATTCA

GCGAAAACACAGATCTTCCCAACACCACGAATCCGGACGACTGGGCGCGGATTTCCGGTACGAAGGGCGAAAAGATTATCAATATCAA

TATTCGCACGTTGGTGGGATCGAAGAGTCCGAAAGCGCAGTCCATCGAAGATATTGCGCCGGGTCAGTATCTCTAA	
 

	
 

Cytochrome	
 c-type	
 biogenesis	
 protein	
 CcsB	
 [Geobacter	
 sp.	
 FRC-32]	
 

ATGAACAGCATTCTATTTCATGTCGTGCTCTTGGCATACTTGTTGGCCACCCTGGGTTTTTGGTGTTACTTTGGCGTGCGGCAGGGGT

GGTTGTTTCGCACGGCCCACGGCTTGGTGTACGTGGGGCTGCTCTTTCAGACTGTGCTGTTAGCCCAGCGCGCGTTCACCCCGACGGT

TTGGAGCAGTGTCTCCGCCTCGCTCGCCCTGCTCGCCTGGGCCATCGGCATTGGCTACGTGGTGGGGTGGTGGCGCTACCGCATGGAG

GCGCTCGGATCGTTCATGATTCCGTTGGCGTTTCTCGCCGTGGCGCTCTCGAGCGTGCCGGCGGCGGCGGTGTTGCCGCTACCGTCGT

CTTTGCAGCGCACCCTATTGGTGGTGCACATCGTCTTGGCCGTCTTGGGTTACGCGGCCCTGGCTCTGACGTTTTGTGCCGGCGTGAT

GTATTTGATACAAGAGCGTCAGCTCAAGTCGAAACAGCCCGGCCTGTGGTCGAACCGGCTGCCGTCGCTGTGGGTGCTCGACGAACTC

AATGCCAAGGCCCTTGCCCTGGGGCTGCCGCTGCTCACTCAGGGCGTGATCACGGGATCGGTGTGGGCCAAGGCCATGCGGGGTTCTT

ATCTCAGCTGGAGCATGACGTCGCTGCCGCTCCTGCTGGCACTGGCCTTGTACGTGTTGTTGTTGGGGGGGCGCTACACCCTGGGTTG

GCAGGGCAAAAAGGCGGCGTTTGCCGCCGTGACGGGCTTTTTATTGGTACTTGCTTCCTATGTCGTCCACACGTCGGCCTAG	
 

	
 

Glutamyl-tRNA	
 reductase	
 [Thermodesulfatator	
 indicus	
 DSM	
 15286]	
 

ATGGTCGTTGTCGGATTAAACCATAAAACCGCTCCGGTGGCGGTGCGGGAGCAGTTGGCCATCGCCGAATCGGACCTCGCCGAGCCGC
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TGGCGCAGTTTCGCCACCCGACGCTGAACGAGTTGGTGATTCTCTCGACCTGCAACCGGGTCGAGATCTATATGGAGACGGGTGACAC

GGCGGCCTGTACCGCCGCCTGTACGGATTTTTTGGCCGCCTACCGCGGGGTGGAGCCGGCCGCGTTTGAGCCCCATCTCGTCTACCGC

TACGACATGGAGGCGGTGCGGCACTTGTACCGGGTGTCGGCGAGCTTGGATTCGCTGGTGGTGGGCGAGCCGCAGATCCTGGGTCAGG

TGAAGGCGGCCTATATGGCGGCGCGGCAGGCGGGCCGCACCGGATCGGTGTTTCACCAGTTGTTCGACCGCGCCCTCGGGGTGGGCAA

GGCGGTGCGGCACGAGACCGGCATTAACGACAACGCGGTGTCGGTGAGCTACGCGGCGGTGGAGCTGGCCAAGAAAATTTTTGAGAGT

CTGCAGTCGCGCACGGCGATGGTTTTGGGGGCTGGAGAGACGTCGGAACTCGCGGCCCGGCACTTGGTGCGCCAGGGGGTGACCTCGA

TTTTTGTCGCCAACCGGACCCACGAGCGCGCCGTCAAATTGGCCCACGCCCTGCAGGGCAAGGCGATTGCCTGGGAGCACGTGGAAGA

GCACTTGGCCCACACCGACATCGTGGTGAGTTCGACAGCCGCCCCCGAGCCCGTTGTCGACAAGACGATGGTGCAGCGGGTCATGCGA

GCGCGGCGGCAGCAGCCGATGTTTTTTATCGATATCGCCGTGCCGCGCGACATCGCCCCGGAGGTGAACAGCGTTGAAAACGTGTTTC

TCTACGACATCGACGACTTGGAACACGTGATTGCCGCCAACCGCCGCGAACGCGAGCGCGAGGCGCTGGTGGCAGAGGAGATCGTCTG

GCGCGAAATGCGCCAGTTCGACCAGTGGCTGGAAGCCCAGGATGCGGTGCCGACGATCGTAGCCCTGCGCCAGCGGGCGGAGCACATT

CGCCAAGAGGAGCTGGAAAAGGCACTCGCCAAGCTCGGCCCGCTCGACGCTCGGCAGCGTCGGGCGCTCGACGCGCTGACGTCGGGCA

TTGTCAATAAACTCCTGCACACGCCGACGGTCAATCTCAAGCGCGCTACCGGACAGGGGCGTTTGCGGGATTACGTGCAGCTCGTGCG

GCATTTGTTTGCGCTGGACGCATGA	
 

	
 

HemC-porphobilinogen	
 deaminase	
 [endosymbiont	
 of	
 Riftia	
 pachyptila	
 (vent	
 Ph05)]	
 

ATGAGCGCGGCGCCGATCGCCCCCCAGGGGTCTACCGATATCGTCCGGCTCGGCTCACGCGGCAGCCCGCTGGCGCTGTGGCAGACGC

GGACGATCGCCGAGGCGTTGCAGTCGCACCACCCCGGTTTGCAGACCGAGATCGTCATCATTCGCACGGAAGGGGATCGCAACCGCCA

GGATCCATTGTCGAAAATTGGCGGCCAAGGGGTTTTCGTGCGGGAAATCGAGGCGGCTCTCATGCGCGGCGACATCGATATTGCGGTG

CACAGTATGAAAGACATGCCGACCGAACAGCCGTCGACGTTGCATTTTCCGGTGGTGCCGGCGCGGGGCGACGTGCGCGATGCGTACA

TCGCACGCGATGGCCAGCCCCTGACTTCTAGCTCGGGCAGCCGAGGCAGTTTGCGCATTGGGACCGGGAGTTTGCGCCGCCAGGCGCA

ACTGTTGGCCGCCAATACGGACTTGGAGCTGCGCGAGGTGCGCGGCAATGTCGATACTCGGTTGCGCAAGATGCGAGAGGGCGAAGTG

GACGGTTTGGTGTTGGCCGCAGCTGGGCTTATCCGCTTGGGGCGCGAGACGGAGATCACGGAATATCTACCCTTGGACGTGATGCTGC

CGGCGGTGGGTCAGGCAGCACTCGGGGTACAAACGCGCTGCGGCGATGCGGTGGAGGCGCTACTGGCGCCGCTACACGACGTGGCCAC

GGGGTGGGCGGTGACGGCCGAGCGGACTTTTTTGGCCCACTTGAACGGGGGCTGCATGGTGCCCATCGCCGCGTTTGGCGCGTGCCGA

GGGGATCGTTTACATCTTCAGGGCCTGGTGAGTTCGCCACGTGGTGAACAGGTGTTGCGGCACCGAGTTGAGGGGCCGTGTGAGCAAG

CGGTGTCCCTGGGCCAAACGCTCGCCGAGGTGCTGCTGGACAGCGGGGCCGGCGATATTCTAAGGGCGCAACGGGACGTTTCAGGTTG

A	
 

	
 

HemB-Porphobilinogen	
 synthase	
 [Thermodesulfatator	
 indicus	
 DSM	
 15286]	
 

ATGCGTTTTCCAACTTACCGAGCGCGCCGGTTGCGCGAGCACGACGTGCTGCGCCAAATGGTGCAAGAGACGCGGTTGGCGCCGCAGG

ATTTTATCTATCCGTTGTTTGTGACGCCGGGTCGGGGGATACGCGAGGAAATTTCGTCGATGCCGGGCAACTACCACCTGTCGGTGGA

CCAGGTGGAGGAAGAAGTCCAGGAAGTGGCGGATTTGGGCATTCCGGCGGTGCTGCTGTTCGGTTTGCCGGAGAGCAAGGACGCGGTG

GGACGCGAGGCCTACAGCCCGAGCGGGGTGATTCAGCAGGCGTCGCAGGCGATTAAAAAAGTGGCGCCGTCACTGATGGTGGTGACCG

ATGTGTGCTTGTGCGAGTACACCGATCACGGCCACTGTGGCGTCATCGAGGGCAATCACATCGTCAACGATCTGACGCTGGACTTGTT

GTGCCGCACGGCCCTGTCGCACGTGGAGGCAGGGGCGGACATGGTGGCGCCGTCGGATATGATGGATGGGCGCGTCGGCGCCATTCGC

GAGACCCTAGATGCCAAGGGGCACGTGAACGTGCCGATCATGGCCTATGCCGCCAAGTACGCCTCAAGCTTTTACGGGCCGTTTCGCG

AAGCGGCGGATTCGACGCCGCAGTTTGGTGACCGCCGGTCGTACCAGATGAATCCGGCCAACGCGCGAGAGGCGCTGCGCGAGGTGCG

TCTGGATATCGAAGAGGGCGCGGATATCGTGATGGTGAAGCCGGCCCTGGCCTATCTCGACGTCATCTGCCAAGTGCGGCAAATGACC

GACTTGCCGGTGGCGGCGTACAACGTTAGCGGCGAGTTTGCCATGATTAAGGCGGCCGCGCGCCTGGGGTGGCTAGATGAGATGCCAG

CTATGCTGGAAGCGCTCATTGGCATCAAGCGAGCCGGGGCGGATATCATTATGACCTATTGCGCCAAAGAGGTAATGCCCCATCTTTA

G	
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RsmD	
 family	
 RNA	
 methyltransferase	
 [Eubacterium	
 infirmum	
 F0142]	
 

ATGTTGCGTCCGGTCATCCGGGATGCTATCTTCGTAGATCTCTTTACCGGCACCGGCAGCGTCGGCTTAGAGGCCCTCAGCCACGGTG

CCAAACAGGTGTTTTTTGTCGAGCAAGATCGCCGCGTGGCGGCGACACTGCGGCACAACATTGAGCAGTGTGCGGTGGGTGACCGCGC

CACCGTGATTGCGGCGGCGCTGCCTCAGGCGGTGCAGCGGCTGCCGATCGAGCCGCAAGCGGACATCGTGTTTTTGGATCCGCCCTAC

GCCTCCGAACTGGCGGAACAGACCCTGGACGCATTCGCGCCACGGTCGCTCTTGGCGCCGCACGGCGTGGTCATTTGGCAGCACGCCG

TACGCCATGCCGTGCCTGAAGAAGTATTGGGGCGGGAGGTGATGGTGGGGAAGCCGCGGCGCTACGGGGATACGCAATTGTCGATCTA

TGGCGACTTACGACCGGCGTCGCAGTGA	
 

	
 

	
 

tRNA-specific	
 2-thiouridylase	
 MnmA	
 [Geobacter	
 sp.	
 FRC-32]	
 

ATGAGTGGCGGGGTGGACAGCTCGGTGGCAGCGGCGTTGTTGCATGAGCAGGGCTATGATGTGATCGGCATGACCATGAAGCTTTGGG

ACGGCCCCGAGACGGCCGAGGCCGGTCACAAGACGTGCTGCACGCTGGATGACGTCTCCGATGCCCGGCGGGTGGCCGCCCAGTTGGG

GATTCCGTTCTACGTGGCCAATTTTAAAGACCAGTTTGCCACCCACGTCATGGACTACTTTACCGATGCCTATCGCCACGGGTATACG

CCGAACCCGTGCGTGCAGTGCAACCGTTATCTCAAGTTCACCCATTTGTTGCAGCGCGCCCGACAGCTCGGCGCCCGTTGGGTAGCAA

CCGGCCACTACGCCTCGGTGGACCATGGCGAGGACGGTCGCTACTACCTGCGCCGGGGCCGCGACGGCAACAAAGATCAGTCGTATTT

TTTATTTGACATGACGCAAGAACAATTGCGCCAGACGCTATTGCCCCTCGGGCAGTACTGCAAAGACGAGGTGCGCGCCATGGCCGCG

CGCTGGCAACTCAACGTGGCGACAAAGGCGGAGAGCCAAGAAATCTGTTTTATTCCGGATGGCGATTACCGGACGTTTTTACGCACGC

GCCTGGGGCCTGAAGAAGCGCGGCCGGGCCAGATGGTCAACGCGGCCGGCGAGGTGGTGGGTGAACATCAGGGCCTGCCGTTTTACAC

CGTTGGCCAGCGGCGCGGTTTAGGGGTGGCGACCGGTCAACCCCTCTACGTCACCGAGGTTCAACCGGAACTCAATGTCTTGGTTGTC

GGGCCGCGCCAGGAGGCGATGTCCGAGACGTGCACGGTGGAGCGGCTCAATTGGTTGCGCCCGCCCCCGGATCGTGCGATTCAAACCA

CGGTGCAAATCCGCTACCGCCACCCGCCGGTGGCGGCCAGGGTCGAGCCCCTGGGCGGCGACCGCGCCCGCATCGTGTTGCAAGCGCC

TCAATTTGCTGTGACGCCGGGACAAGCAGCGGTGTTTTACGAGGGCGACAGGGTGATTGGCGGCGGGTGGATTTGCCGGGAAGCGGTA

TCTGACGGTTGA	
 

	
 

Cytoplasmic	
 protein[Syntrophus	
 aciditrophicus	
 SB]	
 

ATGACGCCTCAGAATCGCGAAGAGGAACAGCAGGAAACGGGTTTTACCGTATCGGATAAGCGCTTGTTCACCAAGGACGGGGCCCGGC

GCGAAGGGCACGAACGCCCTGAACCCGAACGTCCCGCCCCGCCGCCGCCCCCGAGATCGGCCCCGCCGCCCCCGCAGGAGGCCCCGAC

CGCAGAGGCTGACGCGCCCCCCGAAGCGATGTCCCACCGGCCGATTTTTCGACGTACGTGGTCATGTTAGCCAATACCGTGATGATGA

TGCTCGGACAGATGCCCGATCCGGTCACGCAACAGCGTCGCCTCGATCTCGTGCAGGCCAAACACACCATCGACATTCTCATGATGTT

GCAAGCCAAAACGCAGGGCAATCTCAATGCCGAAGAAATCAAGTTGCTCGAAGACGTCTTGCCACAGCTGCAAATGGCTTACGTGAGT

ATCAGTCGGCAGGCCGGTGCCGGTTAG	
 

	
 

DNA	
 mismatch	
 repair	
 protein	
 

ATGGACGCCGACGATGCAACGCACTGTTTTCAGCGGCACGCCACGAGCAAGCTGCGCACGCTGTCGGATCTGGAGGCATTGGCCACCA

TGGGATTTCGCGGCGAGGCCCTGCCGAGCATTGCCGCCGTGTCGCGCTTGCAAATGACCTCGCGGTGCGCGACCGACGTGGCCGGGAC

GCAGGTGGTCATCGAAGGGGGGCGGATCGACAGTGTGGAGACCTGTGGTGCGCCACCGGGCACGTCGTTTCGCATCGCCGATCTGTTT

TTCAATACCCCGGCCCGCCGCAAGTTTCTCAAGAGCCCGGCCACCGAGTCCGGCCATATCGTGCAGAGGTTTACGGCTTTGGCCCTGA

CCGCGACGGATGTGCACATGACCTTGCGGCTCAACGGCCGTCTGCACACCCAAGCCGCGCCGACCCAATCGCTTGGCGAGCGGCTCGA

CATGATTTTTGGGGCGGGCTTGCAGGACCAACTCCTCGCCATTGAGCACGTTGAAGACGGGCTGCAGATCACCGGCCTCATCGCCCGG

GCGACGTTTCACCGCGCCACCCGCCGACAGCAGTTTTTTTTCGTCAACCAGCGGCCCGTGCAGAGCCGCTCACTGAATCAAGCACTCT

ACGACGCCTACCGGACGCTGTTGCCGCGCGACCGTCACCCCGTGGTCTGTGTGTTTCTCACCCTGCCGCCGAGTGAGGTGGACGTGAA

TGTCCACCCGGCGAAGTTAGAGGTCCGGTTTCGACGCGAGCGCCATATTTACGACTGTATCCGGCGCCTGCTGATTCGGCGTTTGGAA



 97 

GAGACGCTCATCGGACCGTCCGGTCCGGTCGTCCAGAGTCCGGCGGGTCCGGCCCTGGCCTCGCCCACCGCGCGCCCCGTACCCATGA

TGTGGGGAACGGCGCCGACGTCGACCCCAAAGCCGACCGTGCCCCAGACGCTTCACACCTCTGGAGGCGATGCGGCATCACCCGGCCC

GGCCAAGGCGTGGTCGAGCCCCTCTGGCCCGTCGGCGCCATTATCCCGTGCGGCCGGTGCGAACAAAAGCGCGGATAAAAGTCAGGGC

CTTGGCTTTCACACCGGTTACCCGGCCGAGGGTAGCGCTGTGCTCGACGGTGAACCCTTGGGTCAGTTGCACGAAACCTATCTCTTAG

TGCAGTATCCCGAGGGGGTGTTTATCGTCGATCAACACGCGGCTCACGAGCGTATCGTGTACGAACGACTCGTCGCCAAGATGCAGGC

GTCGTTGGCCGAGTCACAACAACTCCTCTTTCCGGTGAACATCGATTTGAACGGCGTTGATCCCGACTGGTTGGAGGCGTGCATGCCG

CGTCTGACGTCGTTCGGTTTTTCCCTCGAACCCTTTGGCGGACAGACGTACCGCATGCACAGCGTCCCTGCCTTGTTGGCGGAGCGCG

ATCATGCCGCGGCACTCATGGATGTACTCGATGTGCTGCGCACGCCCAACGCCGATGAAGCCCCGGAGCACGCGGCGACCGGTGTGCC

CAGCGTCTTGCACCGGGTGGTCACGGTGATGGCGTGTCACGGGGCCATCCGGGCCCACCAGCGGCTGCAGGATGCCGAAATGCGTGCG

CTCTTACGGGATTTAGCCCGCACACCGAGACCGTTTACGTGCCCGCACGGCCGTCCCGTTTTGGTCAATGTGGCCCTATCCGACATTG

AGAAAACCTTCTTGCGCCGTTAA	
 

	
 

Inosine-5'-monophosphate	
 dehydrogenase[Deferribacter	
 desulfuricans	
 SSM1]	
 

ATGATTCGGGCACAACGTTGTCAAAGGGAGCTGTCTATGTTGGAAGCAACCATACCTATGGGTCTCACGTTTGATGACGTCCTACTCG

TTCCGGCCCGCTCGGATATCGTGCCGCGCGACACGGATGTCTCCACCATTCTCACCCATCACATTCCGATGACCATTCCCCTCATCAG

TTCCGCTATGGACACCGTGACTGAGAGTAGCTTGGCCATTGCCCTGGCCCAGGAGGGCGGCATCGGGGTGATTCACAAAAACCTGTCC

ATCGAGGCCCAAGCTGCTGAGGTCGACAAAGTGAAACGCTCGGAGAGCGGCATGATTGTCGACCCCATTACCATGTCGCCGCATCAAA

CCGTGCAAGACGCCCTCGACGTGATGGCGCGCTACCGCATCTCCGGCATTCCGATCACCGAAGGGTCCAAGCTCGTGGGCATTTTGAC

CAATCGCGATCTTCGCTTTGTCAACGACACCGCACAGCTCATTTCGGCCCTGATGACCAAAGATAATTTGGTCACCGTGTCCGAGGGC

ACGAGCCTGGACGAGGCCCAGCGCTTGCTCCACGCCCACCGCATTGAAAAACTTCTGGTGGTCGACGAATTGTTTCACCTCAAAGGGC

TCATCACCATCAAAGATATTGAAAAGCGGCGCAAATACCCGTTGGCCTGCAAAGACGACCTCGGGCGCTTGCGGGTGGGCGCGGCCAT

TGGGGTGACCCCCGATCGCCTCGAGCGCTTGCAAGAACTGATGCGCTGCGGGGTCGATGTGGTGGTGGTCGACAGTGCACACGGCCAC

TCGACCAATGTGTTGGCAACCATTGAAGAGGTGAAGAAAACGGCGCCGGATCTCCAAGTGATTGGCGGCAATGTGGCCACTGCGGCCG

CCACCCGCGACACGATTAACGCGGGGGCCGACGCGGTCAAAGTGGGCATTGGACCTGCCTCCATTTGTACCACTCGGGTGGTGGCCGG

CACCGGCGTGCCGCAGCTCACGGCCATTGCGGAATGCGCCCAGGTGGGCGAGCAGTACGGCATTCCGATCATTGCCGATGGCGGGGTG

AAGTACTCCGGCGATATTGTTAAAGCGTTGGCGGCGGGGGCGCACTCGGTAATGATTGGCAGTCTGTTTGCCGGGACGGAAGAGAGTC

CGGGCGAGCGCGTGCTGTATCAAGGCCGGAGTTACAAAGTGTACCGGGGCATGGGATCGCTCGGGGCGATGGCCGGGGGCCACGGCGA

CCGCTACTTCCAAGGCGAAGAGCGAGAGCTGAGCAAGCTCGTGCCGGAAGGCGTCGAGGGCCGCATTCCGTTCAAGGGGGTGCTGGCT

GACGTGGTCTACCAGCTGGTCGGCGGGTTGCGAGTGGGCATGGGCTACTGCGGTTGCAAGAGTATCGACGCCTTGCGCCGCGAGGCGC

GTTTTGTGCAAATTACCAATGCCGGGTTCCGGGAAAGCCATGTTCACGACGTGATGGTGACCCAGGAGGCCCCGAATTATCAGATGGA

CTAA	
 

	
 

DNA	
 polymerase	
 III	
 subunit	
 alpha[Geobacter	
 sulfurreducens	
 PCA]	
 

ATGGCTAACGACACCTTTGTCCATTTACATCTGCACACGGAGTACAGCCTGCTGGACGGGGCGAATCGGATTGGCGAACTGGTTGAGC

GGACGGCAGAACTCGGCATGCCGGCGGTGGCCATGACCGACCATGGCAACATGTTTGGGGCCATGAAATTTTACAAGGCGGCCAAGCG

CCAAGGCATCAAGCCGATCCTGGGCTGCGAAGCCTATATCACGCCGGGCTCGCGCTTTGACCGGGCCATGACCGAGCGCGGCGGGGCG

GCGCACCATCTCACGTTGTTGGCCAAGGATTTTACCGGCTACCAAAACTTGTCGCGCCTGCTGAGCACCGCCTATATCGACGGCTTTT

ACTACAAGCCGCGCATTGATAAAGCGGCCTTGGCCGAACACGCCGAGGGCCTCATCGCCCTCTCCGGGTGTCTCAAAGGCGAGCCCAA

TGGCCACATCATGCACGATGAGATCAAACAAGCGGCCGACGCCATCGACAGTTACCGCCAGATTCTCGGACCGGACAACTACTACTTG

GAGATCATGGCCCACGGGCTGGAGCCGCAGACCAAGGTCAATCGGCAGCTCATCGATTTTAGTAAAGATATGAATGTGCCACTCGTGG

CCACCAACGATTGCCACTACTTGCGCGCGGGCGATGCCGTGCCGCACGACATCCTGCTCTGCATTGGCACCGGCAAGAGTTACAACGA

TCCCAAGCGCATGCGCTACGACCCGCAGCAATACTACGTCAAGTCGCCCGAGGAGATGTACGAGGTGTTCCGAGAGTACCCCGAGGCG
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TGTCGGCGCACGCTGGAGATCGCCGAGCGCTGCAATCTCGACTTGCCGTTTGACTCCTTGATGTTGCCGCTGTACGAAACCCCGGACG

ATTTGTCACTGGACGACTATCTGGAGCAGGTGGTGCAAGAGGGGCTCAAAGTGCGCTTTGAAGCGCATCAAAAGAGCAAAGGCCGCTT

GCCCTATCCGGAGGGTGACTACCAGGCACGGTTGCAAAAAGAGCTCGACATCATTCGCACCTGCGGGTACTCAGGCTACTTCTTGATC

GTGTGGGACTTTATCCGGCACGCCCGCGACGAGGGCATCCCGGTCGGGCCGGGGCGAGGCTCTGCCGCCGGCAGCCTGGTGGCCTACT

GCCTGCGCATTACCGACGTCGACCCGCTGGAATACGACCTGCTGTTCGAGCGTTTCTTAAATCCCGAGCGCGTCACCATGCCGGATAT

CGACATCGACTTCTGCATGGATCGGCGCGAGGAAGTGATTCAGTATGTGACGGAGAAGTACGGCAAGGACAATGTGGCGCAGATCATC

ACCTTTGGCACCATGTTGGCCAAAGGTGTGCTGCGCGACGTAGGCCGCACGTTAGATATGTCGTACAGTGATGTGGACCGCATTGCCA

AGCTGGTGCCGAACCGGCTCAATATCACGCTCAACGACGCGCTGCAGGAAGAGCCGCGCTTGCAGGAGTTGCAGACCCAGGACCCCAA

AGTCGGGCAGCTCATCGAGTCGGCGCGCCGCTTAGAGGGCTTGACGCGCCACGCTTCGGTACACGCGGCCGGGGTGGTGATCGCCCCG

GAACCCCTGCGCAATGTGGTGCCCTTGTACCGCAGCCCCAAAGGCGAGGAAGTAGTGACCCAGTACCCCATGGACGACGTGGAGGGCA

TGGGGCTGCTGAAGATGGATTTCCTGGGGCTGCGCACCCTGACGGTACTCAAAAATGCCGTCGATATGATTCGCGACAACCACGGCAT

CGAGCTCGATCTCGACCACCTGCCGCTGGACGATCAGCCGTCGTACCAACTGCTCTCGGACGGCCGCACCCAAGGGGTGTTTCAGTTT

GAGGGCAGCGGTCTGCGGGACTTGCTACGCAAGCTGCAGCCCTCGGTGTTCGAGGACCTGGTGGCGGTGGTGGCGCTGTACCGTCCGG

GGCCGTTGGGCAGCGGCATGGTGGACGACTTTGTCGAGCGGCGGCACGGGCGCCGCGAGATCGAATACGAATTGCCAGAGCTCGAACC

GATTTTGCGCTCGACCTACGGCGTCATCGTGTTTCAAGAGCAAGTCATGCAGATCGCGACCACCCTGGGCGGCTTTACCCTGGGTGGG

GCCGACTTGTTGCGCCGGGCCATGGGCAAGAAAAAAGCCGAGGTCATGGCCGAACAGCGCGAGTACTTTGTCAAAGGCGCATTGCAAA

ATGGCTTTCCCGAGGACAAAGCGGGCAAGATTTTTGATCTCATCGCCTACTTTGCCGGGTACGGTTTCAACCGCAGCCACAGCGTGTG

CTACGCGCTCATCGCCTACCAGACCGCCTACTTAAAGGCGCACTACCCGCGGGAGTTCATGGCCGCCCTCATCACCAGTGATATGGAC

AACACGGACAAGGTGATGCGCTATATCGGGGAGTGTCGCGACTTGCAGTGCGCGGTGTTGCCGCCGGACATCAATACCGGCTTTGCCG

GCTTTACGGTAGGTGGCGAGAACGTGCGGTTCGGGCTCGGGGCGATCAAGGGCGTGGGGCAAAATGCCATTACCTCGGTGGTGGCGGA

ACGCGAGGCCAATGGGCCATTTAAATCCTTTGCCGACATGTTGGAGCGCGTCGATTACCGCTTGGTGAATAAAAAGGTGATCGAGAGC

TTAATCAAGGGCGGAGCGCTCGACGGCCTGGGCATGCACCGGGCCGAAATGCTCGGCAACATGGCCCGGGTCATGGAGTGGGCCCAGC

GCCAACAAGAGGACGCGCAACAGGGTCAAATCAGCCTCTTTGGCGGCACCACCGAGCCAGCTGCGACTGGCATGTTGTCGCTCGATTC

GGTCATGCCTTGGAACGATGCCGAGCAGTTGGCCCATGAAAAAGAAGCCCTTGGATTCTATATCAGCAGCCACCCGCTCACCGCGGTG

CAGCCGCAGCTCCAGCGCTTGGTGACGGCCAATAGCCAAACCTTGGCCGAGCAGCCCGGCGGCGAGGTAAAAGTCGGTGGGGTGATCA

CCCAGCAACGCACCCAGTTGACCAAAAAAGGCGACCGCATGGCCTTTTTGACCTTGGAGGATCTCTACGGGACGATGGAGGTGATCGT

CTTTCCGGAGACCTATCGCCAGAGCATCACGCACTGTGAAAGCGAGGAGCCGCTGCTGATCTGGGGTACGGTCGAGGGCGATAGCGAT

GGCCGCATTATTGCCCAGCGCATCATGCCCCTGCAGTCGGAAGAGACCTGGCGCGAGTGCCGACAGGTCACCTTGACGCTGGCACCGC

AGTTGGACCAAGCCGTGCTGTTGCAAGTTCGCGACCTGTTGACATCAGCCCCGGGTGAAGCGGATGTGGTCGTGGCCCTGTCCTTTGA

AGATGGTGAACAGGTGCGGTTGCGGGCGAGCCAACGCCTGTGTGTGGCGCCGACGCATCAGTTGCTCGACGACCTGGATCAGTTGCTA

GGTGCGGGCAACGTGCGCGTGGCTTAA	
 

	
 

Biopolymer	
 transport	
 protein	
 ExbD/TolR[Moritella	
 sp.	
 PE36]	
 

ATGAGTGGGCTGCAGTTGTCCCTTGGCGAGTGGTTGCAGCGTTATGGCGGTAGCTTGTTGCCCGTGATTACATGGGTGTCGGCAGCTG

GCATTGCCCTGTGTTCACTGGTGGTGGTGGCGATCGCCATCGAGCGTTTTTTCGCCCTGCGGCAGCGGCGCATCATGCCACCGCGATG

GCTGGAACAAGTGCGGCGCCACGTCTACCGGGGCGATATCCAGGCGGCCCTCGATAGCTGCGACGGGCAGCCAGCCATGCTGGCACGC

ATTTTGTGTGCCGGGCTCAGCCGCTATGGCGAAGGCATGGCCGAGGTGGAAAAGACCCTGGAGAGCGTTGGGCAGATTGAAGCGGGCA

CCTTGACCCAGCACATGCGCGGCTTGGGCATGATTGCCAGTTTGGCGCCGATGCTGGGCTTTTTGGGTACGGTCACCGGTATGATCAA

GGCGTTCAATGCCATTGCGGTCGCTGGCACGAGCCATGCGGGCCTGGTGGCGAGCGGCATTTCCGAAGCGCTCTTGACCACCGCTGCC

GGCCTCCTCGTCGGCATTCCCGCCTGGGCGTTGTTCAATGTCTTGCGAGGCCGGGCGGACCGGCTGACCACCGCCATGGAGGCGGTCA

CATTCGAGCTGTTTGAAGAGTTGAGTGTGCAACAGCATCGCTTTGTCGCCTCCGTTCACGACGGGGACAGCGTCGCTCCACCCCGGGC

CGAAGATGCCAAGCCCGCCCTGGCCGAGGATCGCAACCATGCGGTTTAG	
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N-acetyltransferase	
 GCN5	
 

ATGGGTAAAAAGACTTTGTGTCTATTCGAAGTGGCACTGAAAACGGCCCAATTGCCCGTGTGCGAGGCGCGTCTCGATGTCGAGTACC

GCCTGTTGGATACAGCGGCCTGGGCCACCCAACCGCACACGGGACACATGGTGGATCGGCACCTCTTTCCCTCTCGTCTCGAACGGGG

AGAGGAATTCTGGACAGCACAGCGCGACAACCGTATTGTCTCGTACTGCTGGGCCACGCAAGAACCGGTCGAAATCGGCGAGATTCGC

TTTACGGTGAGACCTCGCAGAGACGAGATCTATCTCTATGACGCCTATACATTTGAAGAGCACCGCGGCCGCAATCTCTACCCGGCGC

TGCTCTACCACATTTTGCAACACAGCCGCGACGCTGGCCTGCGCCGGGCGTTGATTTTTGTCATGAGTGACAACACCCCCTCGATTCG

GGGGGTGACGAAAGCGGGCTTTGCCGAATTTCAGCGTGTCACTTACGCCACGCTACTCGGCTTCGGCCGTTATACCTACGAGCCACGC

CTATCTGCCGAAGCGGGCGTGGATTTGGTGACAAATTAG	
 

	
 

Group	
 1	
 glycosyl	
 transferase	
 

ATGATCAAACCTACTGATGCGGCACCGGCATTGCGCCGTGTCGCGATGTTGAGCGTGCACAGCAGCCCACTGGCGACCTTAGGGGGGC

AAGTGACGGGCGGCATGAATGTCTATGTGCGCGAGTTGAGTCGACAACTGAGTCAGCACGATATTGCAGTCGATGTGTACACGCGCCG

CCAGGACCCGGAGCTACCGGAGATCCTAGAATTCGATCGGCTGGCGCGGGTCATTCATCTCAATGCCGGTCCGCCAGCGCCGTATCCC

AAAAACGATGCGTACGACCACATGCCGGAGTTTGTGTCTCACATGCAGGCCTTTATTGCGAAAGCGGGCTTGCAATACGACTATCTGC

ACAGTCACTACTGGTTATCGGGCTGGGTGGCGTTGCGGCTCCGGGAGCGTTTGCAGGCGCCGGTGGTGCACATGTCCCACACCTTGGG

CTACCCCAAAAATTCGGCCGTCCAGCAGGCCTGGGAGCGCGAACCGCCCACGCGGCTACAAGTGGAGTACGAGGTCCTGAAGCACAGC

GACCGCCTGATTGCCGAAAGTCAGGCCAGCAAAGACCACATGGTGCAGGACTACGGCGTCGACCCAGAGCGCATTGAAATTATTCCGT

GTGGCGTGGAGACCTCGATTTTCCATCCGCACGACCGCCAAGAGGCCCGCGATCGGCTTGGGCTGCCTGGCGGGCCGATCTTGTTGTT

CATTGGCCGGTTGCAACCGCTCAAAGGCATCGATACACTATTGAGGTGCGCACACGATGTGCGACGCCAGCACGACGATGTGCAGGTG

TTGATCGTGGGTGGTGGGGTGGACTCGGACGACCCGCACGAGCGGCAGGAGCGCGAGCGCTTGTACGCCTTGACGGGGGAACTCGATC

TCACCTATTGCGTCCGGTTTATCGATGCCCAGCCTCAAGAGGCATTGGCGTATTACTACGCGGCGGCAGATGTATTGGTCATGCCGTC

CCATTACGAGTCTTTCGGTATGGTGGTCTTGGAGGCCATGGCTTGTGGAACACCAGTGGTGGCGTCACACGTGGGCGGATTGGCCTCT

ATCGTGTTGCCGGGGCAGACTGGGTTTTTGGCGCCAGTGGGCGATGTGCAAGCATTTGCTCAATCGATCGAACAGCTCATTGGCGATT

CGGAGTTGTGGCAGTCGATGAGTGAGGCAGCTTATCTGCGAGCTCAAGCCTACACTTGGCCACGCATTATGAAACGGACCCTGCAGCT

TTATCGCGAGTCGCAGCGTCAAAATACGGCTCGCCAAGGGAATCCGTCGGCCATGGCCACGCCGTGTCTAGCCCGATGA	
 

	
 

Beta-lactamase	
 domain	
 protein	
 [Arthrospira	
 maxima	
 CS-328]	
 

ATGCGACGGCCATACTATCCCATTCCGATGCATGCAATGGCGGGCCGTATGGATTTCACCTCGATGGCCGAGGGCAGTGCCACGCACG

ATGTGCCAGGGGCCAAGATTGAAGCGTGTGAGCTGAATCATCCCGGCAAAACGCTGGGCTTTCGCGTCGAGGTCGAGGGCAAGGTCTT

TGTATATGCCACCGACAATGAGCCCTTTGGCTCCGACCCAGTGACCCAACACTTGGTGAGTCCCTCACGCTTGGTGAAGTTCGCTCAA

GGGGCAGATCTGCTGATTCAAGATGCGCAGTACACGCAACAGGAGTACCCGCAACACCTTGGGTGGGGCCACTCCACCCACATTGATG

CGCTGCAGTTGGCCCGCGATGCAGGGGTTAAGCAGCTCGCCCTGTATCACCACGACCCAACTCATTCGGATGCGGATATCGATCAGAT

GGTGACGCAGTGTGAGTCGTGGATGCACAAGCACCAGCCAGGGTTTACGTTTTTTGCTGCGGCTGAGGGGGATACAGTCACGCTGTGA	
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