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研究成果の概要（和文）：バイオビニル生産菌の分離技術「DISCOVER」を開発した。本技術を用いて土壌より
9-, 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸のバイオビニルを生産するAspergillus niger S17-5を分離した。両バイ
オビニルの発酵生産性はオクタン酸の添加により増加したことから、アルキルクエン酸回路が生合成に関与して
いることが示唆された。また、9-ヒドロキシヘキシルイタコン酸はガン細胞HeLaの生存率を低下させた。さら
に、フリーラジカル重合により10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸とイタコン酸の共重合体を得た。ポリマーの
分子量は10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸ユニットの増加により減少した。

研究成果の概要（英文）：A method “DISCOVER” for screening of microbials producing biovinyl 
compounds based on thiol-ene reaction and Heck reaction was developed. Aspergillus niger S17-5 
producing 9-, 10-hydroxyhexylitaconic acids was isolated from a soil using the method. Production of
 these compounds was enhanced by adding octanoic acid, suggesting that these compounds are 
synthesized via alkylcitric acid cycle. Especially, 9-hydroxyhexylitaconic acid showed a 
cytotoxicity against cancer cells HeLa. Copolymers consisting of 10-hydroxyhexylitaconic acid and 
itaconic acid were synthesized by free radical polymerization. The molecular weight of the resulting
 polymers was decreased with increase of the number of 10-hydroxyhexylitaconic acid unit.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： イタコン酸類縁体　発酵生産　創薬　ポリマー合成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は応用微生物学・創薬化学・高分子合成化学を融合する先駆的な試みである。特に、申請者が開発した技
術以外にバイオビニル生産菌を選択的に分離する方法はなく、バイオビニルを創薬原料として利用する試みもな
いため、本研究は優位性と独創性に優れる。また、新規遺伝子・酵素の取得や新規バイオプロセス法の開発（応
用微生物学）、新薬の開発や新規予防医療技術の提供（創薬化学）、新規重合法や新規物性ポリマーの開発（高
分子合成化学）など、幅広い学術領域への波及効果が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) ある種の微生物は末端ビニル基を有する
化合物「バイオビニル」を生産する（図 1）。こ
れらは一般の発酵生産物と異なり、抗酸化性・抗
菌性・抗炎症性・抗腫瘍性など多様な生理機能を
併せ持つ。よって、バイオビニルを創薬シード化
合物とすることで感染症予防・動脈硬化予防・抗
ガン作用など種々の疾病予防機能を有する新た
な医薬品開発が可能となる。実際に、バイオビニ
ルの一つであるイタコン酸は、マクロファージ
を惹起し免疫力を増強する一方で、マクロファ
ージの活性を抑制して抗炎症性を示す。 
(2) この多様な生理機能はバイオビニルの電子不足な末端ビニル基の高い付加反応性が関与す
ると考えられるが、バイオビニルの種類は限られており構造－機能相関は不明である。また、バ
イオビニルは炭素数 5以上からなる特殊な構造を有する。よって、化学合成はコスト面から困難
であり発酵生産させるほか生産手段はない。また、生合成機構の多くも不明であり、どのような
酵素が生合成に関与しているのか興味がもたれる。 
(3) 電子不足な末端ビニル基を有するバイオビニルはラジカル重合により高分子量化できるこ
とから、バイオビニルをモノマーとした新たなバイオマスプラスチックの開発が可能となる。 
 
２．研究の目的 
(1) これまでにバイオビニル生産菌が複数報告されているが未だその種類は少なく利用に向け
てバイオビニルライブラリーの構築と機能を明らかにする必要がある。そこで本研究では、創薬
シード化合物や高分子原料として利用が期待されるバイオビニルの利用基盤を確立するために、
バイオビニルの①体系化、②発酵生産システム構築、③構造－機能相関解析を行うことを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 各地で採取した土壌に蒸留水を添加し、これを適量とって 50 mM α-チオグリセロール、
0.5 mM VA-044 を添加したポテトデキストロース（PD）寒天培地（0.1% Triton X-100、25μg/mL
クロラムフェニコール入り）に塗布後、30℃で培養しコロニーを得た。α-チオグリセロールが
イタコン酸とチオール-エン反応を起することを MS分析により確認した。コロニー形成後、コロ
ニーをランダムに選択し（各土壌から 5株選択）、700 μLのグリセロール無機塩（GM）液体培
地（1 L あたり：130 g グルコース、0.1 g KH2PO4、3 g NH4NO3、1 g MgSO4·7H2O、3.75 g CaCl2、
1.25 mg FeCl2·4H2O、8 mg ZnSO4·7H2O、15 mg CuSO4·5H2O）を添加した 96 穴ディープウェルプレ
ートに接種後、恒温振とう培養機を用いて、30℃、7 d、1、600 rpm にて振とう培養した。10 μL
培養上清液、10 μL 50 mM ヨードベンゼン(in DMSO)、2 μL 1 mg/mL 酢酸パラジウム(in DMSO)、
4 μL 375 mM K2CO3(in water)を 100 μL容 96 穴 PCR プレートに分注・混合し、80℃、1 h、ヘ
ック反応を行った。ヘック反応後、1.75 μL HCl、11.5 μL 1% NaNO2、11.5 μL 1% starch を
添加した。これを 4℃で冷却し、生成するヨウ素を呈色により検出した。ヨウ素デンプン反応を
示した分離株について、反応液を逆相 HPLC に供しラベル化物を解析した。また、特異な保持時
間を示したものについては精製物を 2次元 NMR、MS 分析に供し構造解析した。微生物分離の有効
性をイタコン酸生産菌 Aspergillus terreus を用いて実証した。 
(2) A. niger S17-5 を GM 液体培地にてフラスコ培養を 25 d 行った。15 d 培養後、培養液に 1 
mM オクタン酸を添加し 9-、 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸生産量を HPLC により定量した。
また、DO-stat でジャー培養（DO = 40%、培養液量 1.5 L、100 mM オクタン酸添加）を 10 d 行
い、9-、 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸生産性の向上を試みた。 
(3) ヒト子宮頚癌 HeLa 細胞とヒト胎児肺線維芽細胞 MRC-5 を D-MEM 培地（10% FBS、1% NEAA
入り）にて、37℃、5% CO2でサブコンフルエントに達するまで培養し、4x104 cell/ml の細胞懸
濁液を作製した。これを 100 µL ずつ 96穴マイクロプレートに播種した。37℃、5% CO2条件下で
24 h 培養後、終濃度 0.1、0.01 mM イタコン酸、9-ヒドロキシヘキシルイタコン酸、10-ヒドロ
キシヘキシルイタコン酸をそれぞれ添加した上記培地に交換した。添加サンプルは DMSO にて溶
解したものを用いた。さらに 24 h、 37℃ 5%CO2で培養後、5 µLの Cell counting kit(同仁化
学)を添加し 30 min、37℃ 5%CO2でインキュベーションした。マイクロプレートリーダーを用い
て 450 nm で吸光度測定し細胞活性を測定した。 
(4) 仕込み比をイタコン酸/10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸 = 200/0、160/40、100/100、

図 1 バイオビニルの例 

 



0/200 μmol となるように変えながら、KPS を用いて 400 μLの水中にて、真空下で 75℃、48 h
反応させた。生成物を透析膜（MWCO 1、000）を用いて透析後、凍結乾燥し得られた精製物を 1H 
NMR、GPC で解析した。また、得られたポリマーの熱分解挙動を TGA、FT-IR にて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) まず、チオール-エン反応の有効性を調べた。すなわち、本反応によりイタコン酸がα-チ
オグリセロールに付加することでα-チオグリセロールの抗菌性が消失し、培地上でイタコン酸
生産菌が優先的にコロニーを形成できることを確かめた。まず、イタコン酸、α-チオグリセロ
ール、VA-044 を混合し水中で 30℃、120 h、嫌気条件下で反応させたところ、イタコン酸がα-
チオグリセロールに付加した反応物（反応生成物）が得られた。よって、嫌気状態である寒天培
地中で本反応が進行することが示された。上記で得られた反応生成物を添加した寒天培地に土
壌を塗布し培養することで土壌微生物のコロニー形成を観察した。その結果、培養 3 d 後にコロ
ニーの形成が見られた。一方、α-チオグリセロールを添加した寒天培地ではコロニーの形成は
見られなかった。よって、イタコン酸が α-チオグリセロールに付加することで α-チオグリセ
ロールの抗菌性が消失することがわかった。A. terreus のコロニー形成能から、分離用寒天培
地に添加するα-チオグリセロールと VA-044 の至適濃度をそれぞれ 50 mM、0.5 mM とした。次
に、ポテトデキストロース（PD）寒天培地と、そこに α-チオグリセロールと VA-044 を添加し
た分離用寒天培地に A. terreus の胞子を塗布し培養することで形成されるコロニー数を調べた。
その結果、PD寒天培地での A. terreus コロニー数に対する分離用寒天培地での A. terreus コ
ロニー数の割合（出現率）は 104%となり、両寒天培地でのコロニー数に差は見られず、α-チオ
グリセロールとVA-044は A. terreusの生育に影響を与えないことがわかった。次に、A. terreus
の胞子を添加した土壌を PD 寒天培地と分離用寒天培地に塗布し培養することで形成されるコロ
ニー数を調べた。その結果、総コロニー数に占める A. terreus コロニー数の割合（再分離率）
は PD 寒天培地と分離用寒天培地でそれぞれ 33%、96%となり、分離用寒天培地を用いることで土
壌から A. terreus を選択的に分離できることが示された。なお、GM 寒天培地を用いた実験でも
類似の結果となったことから、培地成分の違いは分離効率に影響を与えないことがわかった。 

 次に、ヘック反応の有効性を調べた。すなわち、本反応によりイタコン酸にヨードベンゼンが
付加し、イタコン酸分子をフェニル基でラベル化できることを確かめた。その結果、ヨードベン
ゼンを添加した場合、イタコン酸のラベル化物であるベンジリデンコハク酸の生成を確認した。
このとき、ベンジリデンコハク酸の生成量は添加するイタコン酸の濃度依存的であった。次に、
得られた反応液をヨウ素デンプン反応に供して生成したヨウ化物イオンを呈色させた。その結
果、呈色の強さは添加するイタコン酸の濃度依存的であり、ヨウ素デンプン反応によりヘック反 
応の進行を簡便に確認できることがわか
った（図2）。本方法によるイタコン酸の検
出限界濃度は17 mg/Lと高感度であり、操
作時間は1.5 hと迅速であった。また、イ
タコン酸生産菌の培養液を用いた場合で
も同様の結果が得られた。僅か10 µLの培
養液中に含まれるイタコン酸を迅速かつ
簡便に定量できることが示された。 
上記のチオール-エン反応とヘック反応を組み合わせたバイオビニル生産菌のスクリーニング

方法をDISCOVER（direct screening method based on coupling reactions for vinyl compound 
producers）と命名した（図3）。 
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図 2 ヘック反応液の呈色 

図 3 バイオビニル生産菌の選択的分離法「DISCOVER」 



 
48 種の土壌から 200 株の微生物をランダムに分離した後、上記のヘック反応に供しラベル化

物を HPLC で解析した。その結果、うち 11株はイタコン酸を生産していたが、8株はイタコン酸
とは異なる 2種類のバイオビニルを生産していた。得られた 8株のうちの一つである A. niger 
S17-5 の生産する 2種類のバイオビニルを NMR により構造解析した結果、9-ヒドロキシヘキシル
イタコン酸と 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸であることがわかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) A. niger S17-5 を GM 液体培地にてフラスコ培養したところ、培養 25 d 後に 9-ヒドロキ
シヘキシルイタコン酸と 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸をそれぞれ 0.35 g/L と 1.01 g/L 生
産した。一方、培地に 100 mM オクタン酸を添加し培養したところ、生産性が約 1.3 倍増加した
ことから、オクタン酸が両化合物の前駆物質であることが示唆された。すなわち、アルキルクエ 
ン酸回路を介してオクタノイル
-CoAとオキサロ酢酸からヘキシ
ルクエン酸が生成しヘキシルア
コニット酸となった後、脱炭酸
と水酸化の酵素反応を受けて9-
ヒドロキシヘキシルイタコン酸
と 10-ヒドロキシヘキシルイタ
コン酸が生合成されると推定し
た（図 5）。本株を DO-stat にて
ジャー培養したところ、培養 10 
d 後に 9-ヒドロキシヘキシルイ
タコン酸と 10-ヒドロキシヘキ
シルイタコン酸をそれぞれ0.48 
g/L と 1.54 g/L 生産した。これ
はイタコン酸を除くバイオビニ
ルをジャー培養により発酵生産
した最初の例である。 
(3) 得られた 9-ヒドロキシヘキシルイタコン酸と 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸の生理機
能を評価した。その結果、両バイオビニルは抗菌活性と抗炎症活性は示さないが、9-ヒドロキシ
ヘキシルイタコン酸はHeLaと MRC-5の両方に対して、10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸はMRC-
5 に対して阻害活性を示すことがわかった（図 6）。両バイオビニルと比べてイタコン酸の阻害活
性は低かったことから、ヒドロキシヘキシル基が生理活性に関与している可能性が示唆された。
これらの結果から、バイオビニルを創薬シード化合物として利用できる可能性が示唆された。 
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図 4 A. niger S17-5 の生産するバイオビニル 
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図 5 9-ヒドロキシヘキシルイタコン酸（9-HHIA）と
10-HHIA の推定生合成経路 

図 6 9-ヒドロキシヘキシルイタコン酸と 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸に対する HeLa および MRC5
の生存率（白, イタコン酸; 赤, 9-ヒドロキシヘキシルイタコン酸; 青, 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸） 

DMSO のみを添加した場合の細胞生存率を 100%とした。
*P > 0.05、**P < 0.01 （DMSO のみを添加した場合と比較）. 

 



(4) イタコン酸の単独重合の反応条件に倣い、KPS を用いてイタコン酸と 10-ヒドロキシヘキ
シルイタコン酸を水中で 75℃、48 h 反応させフリーラジカル重合した（図 7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1H NMR 解析より、目的の共重合体であるポリ(イタコン酸-co-10-ヒドロキシヘキシルイタコン
酸)の合成を確認した。種々の仕込み比で合成したポリマーの分子量を GPC 解析した結果、合成
したポリマーはクロマトグラム上でいずれも単一のピークを示した。また、ポリマー中の 10-ヒ
ドロキシヘキシルイタコン酸ユニットが増えるにつれて、転化率、収率、分子量とも低下する傾
向が見られたが、多分散度はフリーラジカル重合で反応させたにもかかわらず 1.08～1.29 と比
較的狭かった。また、10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸を単独重合した場合の重合度はイタコ
ン酸を単独重合した場合のそれよりも低くなったが、これは 10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸
のヒドロキシヘキシル基の立体障害が原因と考えられた。 
合成したポリマーの熱分解を TGA を用いて 25℃から 700℃に加熱しながら調べた。その結果、

10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸ユニットの割合が低いポリマーでは重量減少に相当する明確
なピークが確認された。一方、10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸ユニットの割合が高いポリマ
ーでは明瞭なピークは見られず、温度上昇に伴い連続的に重量減少するいう挙動を示した。その
理由として、10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸のヒドロキシヘキシル基が嵩高く、カルボキシ
ル基間の脱水反応を妨げていることが考えられた。また、10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸ユ
ニットの割合が増えるにつれて重量減少率が低下したが、ポリマー中のカルボキシ基のポリマ
ー重量への寄与する割合が減少することが原因と考えられた。 
200℃、18 h の熱処理前後のポリイタコン酸とポリ(イタコン酸-co-10-ヒドロキシヘキシルイ

タコン酸)（イタコン酸を 84%、10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸を 16%含有）を FT-IR を用い
て解析した（図 8）。加熱前の両ポリマーはポリマー側鎖のヒドロキシ基とカルボキシ基に相当
する特徴的なピークを示した。一方、加熱後の両ポリマーは、カルボキシラートアニオンの C=O
対称伸縮振動に相当するピークが観察された。よって、加熱によりポリマー中のイタコン酸と 
10-ヒドロキシヘキシルイタコン
酸ユニットのカルボキシ基同士
が水素結合を形成することが示
唆された。また、加熱によりカル
ボン酸のC=O伸縮振動に相当する
ピークの強度が減少したことか
ら、加熱によりポリマー中のイタ
コン酸と 10-ヒドロキシヘキシル
イタコン酸ユニットのカルボキ
シ基が脱離することが考えられ
た。ポリ(イタコン酸-co-10-ヒド
ロキシヘキシルイタコン酸)は加
熱によりイタコン酸と 10-ヒドロ
キシヘキシルイタコン酸ユニッ
トのカルボキシ基間で水素結合
の形成が促進され脱水反応が起
こると考えられた。 

本成果は，微生物が生産する天
然のバイオビニルを用いてポリ
マーを合成した初めての例であ
り、バイオビニルをモノマーとし
た新たなバイオマスプラスチッ
クの開発が可能であることが示
された。 
 
 

KPS  

Water 
75℃, 48 h 

図 7 ポリ(イタコン酸-co-10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸)の合成 

図 8 熱処理前後のポリイタコン酸（コード 1）および共重合体
（ポリ(イタコン酸-co-10-ヒドロキシヘキシルイタコン酸、コー

ド 2）の FT-IR 解析 
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