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研究成果の概要（和文）：微生物の多様な二次代謝産物生産能を活用した新規化合物の探索方法の構築と、それ
を利用した新規化合物の単離を目的として以下の４項目に沿って本課題を遂行した。(1)多様性指向型フラクシ
ョンライブラリーの作製、(2)ライブラリーのLC/MS分析およびスペクトルデータベースの作成、(3)ライブラリ
ーの活性評価、(4)新規活性化合物の探索。19種の糸状菌を３種の培地を用いて培養し、フラクションライブラ
リーを作製した。これをLC/MSで分析するとともに各種生物活性試験に供した。この結果をもとに新規活性物質
の探索を行った。結果を学会や学術論文として報告した。本研究により本方法の有効性を確認することができ
た。

研究成果の概要（英文）：I constructed a method to search and isolate structurally and biologically 
interesting secondary metabolites efficiently from microbes by the following 4 tasks: (1) 
construction of a fraction library with high diversity, (2) construction of spectral database based 
on LC/MS analysis, (3) evaluation of biological activities, and (4) search and isolation of new 
active metabolites. As the results, a fraction library was prepared from culture broths of 19 fungi 
by 3 different culture conditions. The library was analyzed by LC/MS for constructing a database and
 evaluated its biological activities including cytotoxicity and antimicrobial activities. Based on 
the database search coupled with activity tests, some interesting compounds were identified. The 
results were presented in conferences and published in academic journals. I confirmed the efficiency
 and importance of the method for isolating new active compounds from microbes.

研究分野： 天然物有機化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物二次代謝産物は、多様な構造と生理活性から創薬資源として重要である。しかし、精製の手間や量の確保
の難しさ、最近では新規の構造や活性を有する化合物発見の難しさなどからも研究の継続が困難になっている。
大手製薬企業なども同様の状況である。本課題では、これら欠点を解消するため、微生物本来の二次代謝産物生
産能を活用するとともに、従来法では見落とされていた微量代謝産物にもフラクションライブラリーの手法を応
用することで注目した。ここで確立した方法の活用により、医薬品などのシード化合物およびバイオプローブの
創出につなげることが期待できる。また、限りある微生物資源を有効活用することにおいても重要である。

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



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

糸状菌や放線菌などの微生物は、多様な構造や活性を有する二次代謝産物を生産すること

で知られている。そのような二次代謝産物は、その多様性から創薬資源として広く利用されてお

り、製薬企業においてもその探索研究は重要であった。しかし、天然物からの新規化合物の単離

報告は減少傾向にあり、特に新しい骨格を有する化合物の単離は困難になってきていた。さらに、

精製に多くの手間と時間がかかることや、量の確保が困難であることなどから、製薬企業では探

索研究から手を引かざるを得ない状況にあった。一方で、近年のゲノム解読の進展から、微生物

は単離が報告されている以上の多種多様な未知の代謝産物の生産能を有していることがわかっ

てきていた。それらは実際には生産されていない可能性もあるが、生産量や構造の多様性などか

ら従来の探索方法では見落とされていた可能性もあった。そこで本課題実行者は、微生物代謝産

物の粗精製物を収集したフラクションライブラリーと、代謝産物の物性情報を収蔵したオリジ

ナルのデータベース NPPlot＊（Natural Product Plot）を組み合わせた構造に特化した新規化合物の

探索系を構築した 1)。この方法を用いることで数種の新規骨格を有する二次代謝産物を単離して

きた。その一つ opantimycin A は、g-lactone を含む天然物として非常に珍しい骨格を有していた
2)。また、pyrrolizilactone は、特徴的な pyrrolizidinone 骨格を有するだけでなく、興味深い活性も

示した 3)。このようにフラクションライブラリーとスペクトルデータベースを組み合わせる方法

は、新規化合物の探索に非常に有用であった。しかし、この方法にも作製方法の簡略化や活性評

価との組み合わせなど、改良・発展させる余地があった。また、微生物の代謝産物生産能は培養

条件への依存度が高いが、従来法ではその検討は行われていなかった。そこで本課題では微生物

の生産能を引き出し、且つ分離方法の改良により多様性に富んだフラクションライブラリーを

作製し、それを活性評価と組み合わせることで新規活性物質の探索系を構築することとした。 
 

＊NPPlot：LC/MS 分析より得られた化合物の保持時間（極性の情報）とマスナンバー m/z
（分子量の情報）をそれぞれ縦軸と横軸に取り、化合物を二次元プロットしたもの。化

合物が二次元上の分布として表現され、そのパターンが菌株固有であるため容易に菌株

固有の化合物群を探索可能である。 
 
２．研究の目的 

微生物が生産する二次代謝産物から新規活性物質を探索する方法の構築と、その方法を利

用した新規活性物質の単離を本研究課題の目的とした。具体的には、微生物を３種の異なる培養

条件で培養し、微生物が本来有する二次代謝産物生産能を引き出すことと、それを利用したフラ

クションライブラリーの作製を行う。フラクションライブラリー作製についても、従来法を改良

し、より多様性に富んだライブラリーをより簡便に作製することとする。作製したライブラリー

を LC/MS で分析するとともに、各種生物活性評価を行い、それらの結果を組み合わせて構造と

活性の両面から新しい化合物の探索を行い、本方法の有用性を確認する。 
 
３．研究の方法 

本研究課題は、その目的を達成するために大きく以下の４項目に沿って行った。 
(1) 多様性指向型フラクションライブラリーの作製 

日本国内で採集した土壌より単離した 19 種の糸状菌を、それぞれ 2 L 程度の規模で培養し

た。各糸状菌に対して、1. PDB（2.4% potato dextrose broth）、2. YES（2% yeast extract, 15% sucrose, 
0.05% MgSO4•7H2O, 0.00005% CuSO4•5H2O, 0.001% ZnSO4•7H2O）、3. YMGS（0.5% yeast extract, 
0.5% malt extract, 1% glucose, 1% soluble starch）の３種の培地を用いて培養を行った。その他の条

件（温度、振とう速度、培養日数）は一定とした。得られた各培養液を酢酸エチル／水により溶

媒分画し、酢酸エチル可溶性画分（低〜中極性化合物含有）と水溶性画分を得た。水溶性画分を

さらにブタノールにより溶媒分画し、ブタノール可溶性画分（高極性化合物含有画分）を得た。

この溶媒分画操作により、ひとつの菌株より９種（培養液１株あたり３種の培養液×３種の抽出



物／酢酸エチル、ブタノール、水）の抽出物を得た。各培養より得られた２種の有機溶媒可溶性

画分をそれぞれシリカゲル中圧液体クロマトグラフィー（MPLC）により８分画し、フラクショ

ンを作製した。各フラクションの一部を用いて、1 mg/mL MeOH 溶液と 10 mg/mL DMSO 溶液を

各 100 µL 調製し、それぞれ LC/MS 分析と活性評価に用いた。残りのサンプルは乾燥状態で保管

し化合物の単離に用いた。 
(2) ライブラリーの DAD-LC/MS 分析およびスペクトルデータベースの作成 

作製した全てのフラクションについて DAD-LC/MS 分析を行い、フラクション中に含有さ

れる代謝産物の物性情報を収集した。物性情報として、保持時間（化合物の極性）、マスナンバ

ー：m/z（分子量）、UV 吸収スペクトルを収集した。保持時間とマスナンバーを用いて各菌株に

対してスペクトルデータベース（NPPlot）を作成した。 
(3) ライブラリーの活性評価系への適用 

活性は、細胞毒性、抗菌活性、抗マラリア活性を評価した。細胞毒性試験には以下の動物細

胞を用いた。ヒト子宮頸がん細胞 HeLa、ヒト前骨髄性白血病細胞 HL-60、ラット腎細胞由来繊

維芽細胞 NRK の v-Src 温度感受性株 srcts-NRK、ヒト骨肉腫細胞 MG-63、およびマウス胎仔由来

線維芽細胞 C3H10T1/2。抗菌活性は、Staphylococcus aureus、Escherichia coli、Aspergillus fumigatus、
Pyricularia oryzae、Candida albicans に対して評価した。マラリア原虫は、Plasmodium falciparum
を用いた。 
(4) 活性評価結果とスペクトルデータベースを組み合わせた新規活性化合物の探索 

LC/MS 分析結果と活性評価結果を組み合わせ、新規性の高い化合物を探索するとともに、

特定の培養条件で生産されるような化合物の探索を行った。見出した化合物について、フラクシ

ョンより HPLC 等を用いて精製・単離を行った。単離した化合物は、NMR や MS といった分光

学的手法により構造を決定するとともに、活性評価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 多様性指向型フラクションライブラリーの作製 

糸状菌19種より、900を超えるフラクションを含むフラクションライブラリーを作製した。

ライブラリーは、含有二次代謝産物の単離に備えて乾燥保存した。また、再培養することを考慮

し、ストック用の菌株を調製し、-80˚にて保管するようにした。 
(2) ライブラリーの DAD-LC/MS 分析およびスペクトルデータベースの作成 

作製したライブラリーを全て DAD-LC/MS にて分析し、含有する二次代謝産物の UV 吸収

スペクトルおよびマススペクトルを測定した。これらのデータを化合物探索に用いられるよう

にデータベースに登録した。NPPlot を用いることで、同じ菌株であっても培養条件を変えるこ

とにより、異なる化合物が生産されていることを明らかにすることができた。 
(3) ライブラリーの活性評価への適用 

ライブラリーの細胞毒性、抗菌活性、抗マラリア活性を評価した。フラクションを作製し活

性評価することで、ブロスの段階では検出できなかった活性を示すものを見出した。また、同じ

菌株由来のフラクションであっても、培養条件により活性が異なるものがあり、新しい活性物質

が生産されていることを確認することができた。 
(4) 活性評価結果とスペクトルデータベースを組み合わせた新規活性化合物の探索 

フラクションライブラリーの活性評価結果より、いくつか菌株が培養条件の違いで異なる

活性を示すことがわかった。その中の一つ RK11-F014 は、YMGS 培地で培養したときに HL-60
細胞に対して強い活性を示した（表１）。さらに、NPPlot においても YMGS 培養由来のフラクシ

ョンにのみ検出される類縁体と考えられるピーク群があることが示された。さらに、そのスペク

トル情報から ergochrome 類であることが示唆された。Ergochrome 類は２量体であり、その結合

様式で多様な類縁体が報告されているため、単離し構造を確認した。NMR と MS にて構造決定

を行い、talaroxanthone と同定した 4)（図１）。同様にして、特定の培養条件でのみ生産される化



合物として、harzianolide5)、nodulisporiviridin G6)、heptelidic acid7)などを同定した（図１）。 

図１．フラクションライブラリーより同定した化合物の一部 
 
糸状菌 Pyrenochaetopsis sp. RK10-F058 は、YMGS 培地で培養を行ったとき、特徴的な UV

吸収スペクトルを示す分子量 400 程度の化合物群を生産することが示された。そこでこの菌株

について大量培養を行いそれら化合物群の単離を行った。その結果、既知物質である phomasetin
とともに類似のデカリン骨格を有する化合物を２種単離した。それらの構造を NMR および MS
により決定したところ、これらはデカリンにシクロペンタノンが縮合した３環性の骨格を有す

る新規化合物であることがわかり、それらを wakodecaline A および B と命名した 8)（図２）。こ

れらの絶対配置は、化学合成的手法と計算科学の手法を組み合わせることで決定した。このよう

な３環性の骨格は天然物として非常に珍しいものであった。 

図２．Wakodecaline類の構造および絶対配置の決定 
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wakodecaline A wakodecaline B ECDスペクトルの計算による絶対配置の決定

改良モッシャー法による絶対配置の決定

抗マラリア活性
HeLa HL60 tsNRK MG63 C3H10 S.aureus E.coli A.fumigatus P.oryzae C.albicans P.falciparum

EtOAc ext 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EtOAc-1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
EtOAc-2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EtOAc-3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EtOAc-4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
EtOAc-5 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1
EtOAc-6 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 2
EtOAc-7 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
EtOAc-8 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3
EtOAc ext 2 3 1 3 0 0 1 0 2 0 3
EtOAc-1 3 3 2 3 0 0 2 0 2 0 3
EtOAc-2 2 3 1 2 0 1 1 0 2 0 3
EtOAc-3 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 3
EtOAc-4 0 3 0 0 0 0 1 0 1 0 3
EtOAc-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
EtOAc-6 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 3
EtOAc-7 0 2 0 0 0 0 1 0 0 0 3
EtOAc-8 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 3
EtOAc ext 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EtOAc-1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
EtOAc-2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
EtOAc-3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
EtOAc-4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
EtOAc-5 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
EtOAc-6 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
EtOAc-7 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2
EtOAc-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3

1：20～50％阻害、2：50～80％阻害、3：80％以上阻害

表１．糸状菌RK11-F014の各培養エキスおよびフラクションの活性評価結果

YMGS培養

YES培養

細胞毒性 抗菌活性フラクション

PDB培養



糸状菌 Tolypocladium album RK17-F0007 は、YMGS 培養を行ったフラクションで、MG-63 細

胞に対してグルコース欠乏下でのみ特異的に増殖を阻害する活性を示した。そこで LC/MS 分析

結果およびデータベースから、活性を示したフラクションに特異的に含まれるピークの探索を

行うとともに活性本体の同定を行った。その結果、活性本体と思われる化合物は糸状菌より単離

の報告されている BR-0509)の類縁体であることが示唆された。そこで単離し詳細に構造を検討

したところ、新規類縁体であることが

わかり、metarhizin C と命名した 10)（図

３）。BR-050 には数種の立体異性体が

報告されており、その立体は曖昧であ

った。しかし、本結果により明確な絶

対立体配置を報告することができた。

Metarhizin C は、MG-63 細胞に対して

グルコース非存在下でのみ増殖阻害活

性を示し、ミトコンドリアの呼吸を阻

害していることを明らかにした 10)（図

３）。 
 
以上、本研究課題を通して、多様性を拡張したフラクションライブラリーの作製と、その活

性評価への応用を検討した。そして、この方法を利用した化合物探索についても検討を行った。

培養条件を増やすことによって、微生物の本来有する二次代謝産物生産能を活用することがで

きることを確認した。さらに、抽出条件を増やすことによって、比較的容易にフラクションライ

ブラリーの多様性を拡張できることがわかった。本方法を利用し化合物探索を行った結果、特定

の培養条件に依存する化合物を数種同定することができた。既知物質ではあったが、培養依存的

な化合物生産は、今後生合成研究などにおいて重要な知見を与えることができると考えられる。

さらに、いくつかの新規活性物質を単離することができた。以上のように、本研究課題の目標を

達成することができた。 
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図３．Metarhizin Cの構造およびMG-63細胞に対する
増殖阻害活性 
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