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研究成果の概要（和文）：海洋由来真菌Aspergillus niger 15F41-1-3株とミコール酸含有細菌Mycobacterium 
smegmatisの共培養により、各微生物の単培養では見られない色素産生や共培養選択的ながん細胞増殖阻害活性
が確認された。この共培養抽出物を分画した結果、共培養条件選択的に産生される活性化合物としてmalformin 
Cを単離し、その他に共培養条件選択的に産生する3種の既知化合物を得た。さらに、本真菌株の色素や二次代謝
産物産生には、生細菌と真菌の直接的な接触が重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Co-culture experiments using marine-derived Aspergillus niger with 
Mycobacterium smegmatis, a mycolic acid-containing bacteria resulted in the production of a pigment 
by A. niger and increased cytotoxic activity of the extract against human prostate cancer cells. An 
analysis of secondary metabolites in the extract of the co-culture broth revealed that the increase 
in cytotoxic activity was caused by the production of malformin C, and that TMC-256A1, 
desmethylkotanin, and aurasperone C were selectively produced under co-culture conditions. In 
addition, further study suggested that direct interaction between the two microorganisms was 
necessary for the production of the pigment and the cytotoxic compound malformin C from A. niger. 

研究分野：天然物化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、研究例が少ない真菌とミコール酸含有細菌の共培養は、真菌の休眠遺伝子を活性化し新たな天
然物を探索する方法になると考えられ、医薬シード探索資源の高度化につながる可能性がある。また、本研究成
果より得られた共培養による休眠遺伝子活性化メカニズムに関する知見は、今後、汎用性の高い休眠遺伝子活性
化法の確立や自然界における二次代謝産物の産生意義の解明の糸口につながるものと期待する。

※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 
 微⽣物（放線菌や真菌）が産⽣する⼆次代謝産物は、多彩な化学構造を有しており、この構造
多様性に起因する様々な⽣物活性から、数多くの⼆次代謝産物が医薬品または医薬シーズとし
て利⽤されてきた。しかし、近年、新規⼆次代謝産物の発⾒は難しくなっており、これまでとは
異なる視点からの新規⼆次代謝産物の探索研究が必要とされている。このような中、ゲノム解析
技術の⾶躍的向上により、微⽣物には、発現していない（休眠状態の）⼆次代謝産物⽣合成遺伝
⼦が数多く存在することが明らかにされ (Bentley, S. D. et al. Nature 2002, Nett, M. et al. Nat. Prod. 

Rep. 2009)、休眠遺伝⼦の異種強制発現、微⽣物への薬物負荷による休眠遺伝⼦の活性化と⼆次
代謝産物産⽣が⾏われている (Laureti, L. et al. PNASUSA 2011, Hosaka, T. et al. Nat. Biotechnol. 

2009)。また、最近では、放線菌と他⽣物との共培養により、休眠遺伝⼦を活性化させ、新規⼆
⼆次代謝産物を産⽣させる試みが⾏われており、放線菌 Streptomyces 属とミコール酸含有細菌
Tsukamurella 属との共培養で、新規抗菌物質 alchivemycin A が⽣産されることが報告され (Onaka, 

H. et al. Appl. Environ. Microbiol. 2011)、研究代表者も放線菌 Nocardia 属と動物細胞との共培養に
より、新規化合物 dehydropropylpantothenamide や nocarjamide が産⽣されることを明らかにして
いる（Hara, Y. et al. J. Nat. Med. 2018, Hara, Y. et al. Org. Lett. 2018）。しかしこれまでに、共培養を
真菌で検討した例は数例しかなく、さらに、⽣物間相互作⽤による休眠遺伝⼦活性化のメカニズ
ムも解明が進んでいない。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、微⽣物と他者との相互作⽤に注⽬し、両者を同⼀環境で培養する共培養法を⽤い
ることで、他者による刺激により、微⽣物が、休眠している⽣合成遺伝⼦を活性化させることを
期待し、1) 新たな培養抽出ライブラリーの構築による⼆次代謝産物探索資源の⾼度化、2) 共培
養選択的に産⽣される新たな⼆次代謝産物の単離・構造決定、3) 休眠遺伝⼦活性化機構の解析
を⾏うこととした。本研究 1 年⽬と 2 年⽬で所属機関が異なることから、各研究での詳細な⽬的
を以下に述べる。 

【本研究 1 年目】  

 所属研究室では、海綿などの底生海洋生物、海底温泉など、様々な海洋環境由来の海砂から分

離した 1,000 株以上の海洋由来真菌を保有し、その培養抽出物に関する 20 種類以上の生物活性

情報、ならびに二次代謝産物に関する情報を独自に保有している。そこで、研究代表者がこれま

で展開してきた放線菌 Nocardia 属と動物細胞との共培養技術や二次代謝産物分析技術を基盤と

して、本研究では、1) 保有真菌株とミコール酸含有細菌 Mycobacterium smegmatis との共培養を

行い、新たな培養抽出ライブラリーを構築することにより、保有する二次代謝産物探索資源の高

度化を図ることとした。そして、2) 共培養選択的に生産される二次代謝産物の探索および構築

している 20 種類の生物活性試験を実施し、さらに 3) 1) および 2)の検討結果から見出す、M. 

smegmatis との相互作用により新たな二次代謝産物を生産する真菌株、並びに、研究代表者がす

でに共培養選択的な二次代謝産物生産を確認している海洋由来真菌 Aspergillus niger 15F41-1-3 

株をモデルとして、休眠遺伝子活性化メカニズムを明らかにすることとした。 

【本研究 2 年目】 

 研究代表者の所属機関変更に伴い、使用する天然資源を、新所属研究室が独自に保有する 2,000

株以上の日本国内の土壌、河川等より分離された放線菌等に変更した。この放線菌等を活用した

共培養を行うことで、高度化した新たな培養抽出物ライブラリーを構築することとした。また、

2) 培養抽出物のがんおよび感染症に関する生物活性評価などから、構築した放線菌共培養ライ



ブラリーの有用性を実証し、さらに 3) 共培養選択的に産生される二次代謝産物の単離・構造決

定を行うこととした。 

 
３．研究の方法 
【本研究 1 年⽬】 

 保有する真菌株の中から、これまでの培養条件では⽣物活性を⽰さなかった真菌株を選択後、
これをミコール酸含有細菌である Mycobacterium smegmatis 存在下または⾮存在下で培養して、
培養抽出物ライブラリーを作成する。次に、LCMS による網羅的⼆次代謝産物分析、がんおよび
感染症に関与する⽣物活性試験での評価を⾏い、共培養選択的に⽣物活性を有する⼆次代謝産
物を産⽣する真菌株を選出する。さらに⼤量培養により⽣物活性を有する天然物等の単離と構
造解析を進め、新規⼆次代謝産物の取得を試みる (図 1)。 

 

 

 

 

 

図 1 探索資源の⾼度化 

 

 また、これまでの研究から共培養選択的な⼆次代謝産物の⽣産を確認している、海洋由来真菌
Aspergillus niger 15F41-1-3 株の休眠遺伝⼦活性化機構の解明に関し、以下の 2 点について検討す
る (図 2) 。まず、休眠遺伝⼦活性化における M. smegmatis の役割について、(a) 直接的な接触の
必要性、(b) ⽣存の有無の重要性、(c) 分泌される分⼦の重要性について検討する。次に、真菌の
休眠遺伝⼦活性機構について、(a) トランスクリプトーム解析による遺伝⼦発現変動、(b) メタ
ボローム解析による⼀次代謝の変動を測定することにより、休眠遺伝⼦活性化におけるシグナ
ル伝達を解析する。 

 

 

 

 

図 2 休眠遺伝⼦活性化機構解析 
 

【本研究 2 年⽬】 

 保有する放線菌株の中から、放線菌単培養抽出物では⽣物活性を⽰さなかった放線菌株を選
択後、放線菌共培養抽出物ライブラリーを作成する。次に、共培養抽出物について⽣物活性試験
評価を⾏い、共培養選択的に⽣物活性を有する⼆次代謝産物を産⽣する放線菌株を選出する。さ
らに⼤量培養により⽣物活性天然物の単離と構造解析を進め、新規⼆次代謝産物の取得を試み
る。 
 
４．研究成果 

【本研究 1 年⽬】 

 真菌株の単培養抽出物が抗菌活性および細胞増殖阻害活性を⽰さなかった真菌 295 株に関し
て、MG7H9 培地にてミコール酸含有細菌 Mycobacterium smegmatis mc2155 との共培養を⾏い、
培養抽出物ライブラリーを構築した。得られた培養抽出物の⽣物活性を測定した結果、2 株の培
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養抽出物に共培養条件選択的な前⽴腺がん細胞 (DU145) 増殖阻害活性が⾒られた (図 3)。そこ
で、2015 年に海綿から分離した真菌 Aspergillus niger 15F41-1-3 株に着⽬したところ、共培養抽
出物を LCMS にて測定した結果、単培養抽出物では⾒られない 7 本のピークが観測された。ま
た、⽣物活性以外の共培養選択的な変化として、橙⾊⾊素の産⽣ (図 4) や linoleyl ergosterol の
産⽣を確認した。そこで次に、前⽴腺がん細胞 (DU145) 増殖阻害活性を指標に、A. niger 15F41-

1-3 株と M. smegmatis との共培養抽出物を分画した結果、共培養条件選択的に産⽣される活性成
分として環状ペプチド malformin C (1) を単離した。また、共培養選択的に産⽣される 3 種の化
合物 TMC-256A1 (2)、desmethylkotanin (3)、aurasperone C (4) を単離した (図 5)。これら 4 つの化
合物は A. niger の別の単培養条件にて既に単離が報告されていることから、本研究の培養条件で
は、M. smegmatis が、休眠状態にある化合物 1-4に対応する真菌の⽣合成遺伝⼦クラスターを活
性化することが⽰唆された。真菌株の⼆次代謝変化の機序について、透析膜を⽤いた M. 

smegmatis との共培養 (図 3, 4: Co-culture (partitioned) ) や死滅処理した M. smegmatis を⽤いた共
培養 (図 3, 4: Co-culture (autoclaved M. smegmatis) ) を⾏い、M. smegmatis の直接的な接触の必要
性、⽣存の有無の重要性、分泌される分⼦の重要性の 3 点について検討した。その結果、本真菌
株の malformin C の産⽣には、⽣細菌と真菌の直接的な接触が重要であることが⽰唆された。⼀
⽅で、真菌 A. niger 15F41-1-3 株の遺伝⼦発現変動および⼀次代謝変動の測定は本研究では実施
できなかったため、今後の課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【本研究 2 年⽬】 

 グラム陽性菌 Bacillus subtilis を⽤いて、Waksman 培地で培養した放線菌の単培養抽出物 1242

種に対して MTT 法による抗菌活性試験を実施し、抗菌活性を⽰さなかった 805 株を選択した。
この放線菌 805 種について、同⼀環境で単離された放線菌の組み合わせで共培養を⾏い、抗菌活
性試験を⾏った。その結果、単培養抽出物に⽐べて強い抗菌活性を⽰した共培養抽出物は 504 種
中 26 種であった。中でも強い抗菌活性を⽰した、福岡県にて採取した放線菌株の組み合わせで
⼤量培養を⾏い分画した結果、抗菌活性を⽰す化合物を単離した。 

図 4 各培養条件での A. niger 15F41-1-3 による色素産生  

図 3 各培養条件抽出物の細胞増殖阻害活性 

図 5 単離化合物の構造 
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