
国立研究開発法人理化学研究所・環境資源科学研究センター・技師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２４０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

ブロスライブラリーの拡張と新規活性物質探索に向けた多変量スクリーニング系の構築

Preparation of microbial broth library and development of multivariate screening
 system toward new active compounds search

４０４６２７１７研究者番号：

野川　俊彦（NOGAWA, Toshihiko）

研究期間：

２０Ｋ０５８５８

年 月 日現在  ５   ６   ５

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本課題では、新規微生物二次代謝産物の探索と単離を目的に以下の５項目に沿い研究
を遂行した。(1)複数培地によるブロスライブラリーの作製、(2)ライブラリーのLC/MSおよびTLCによる含有化合
物の物性取得、(3)ライブラリーの生物活性評価、(4)物性および生物活性データの多変量解析によるブロス評
価、(5)活性物質の単離・同定。放線菌および糸状菌を複数培地にて培養し、約1,500種の微生物ブロスを調製し
た。LC/MS、TLC、生物活性評価の結果からブロスを選定し、それらブロスより新規活性物質を単離、構造決定し
た。結果を学会や学術論文として報告した。本研究により本法法の有用性を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：In this program, I had focused on search and isolation of new secondary 
metabolites from microbes. To achieve the goal, the following 5 tasks were carried out: (1) 
preparation of a microbial broth library using different culture conditions, (2) LC/MS and TLC 
analyses of the library to obtain physicochemical properties, (3) evaluation of biological 
activities of the library, (4) multivariant analysis based on physicochemical properties and 
activity profile, (5) isolation and identification of active metabolites. About 1,500 broths were 
prepared from actinomycetes and fungi to construct the library. It was subjected to LC/MS and TLC 
analyses and biological activity tests. Based on the results, characteristic broths were selected. 
They afforded structurally new metabolites with biological activity. The results were published and 
presented in academic fields. These results showed advantages of this approach to search and isolate
 structurally new metabolites with biological activity.

研究分野： 天然物有機化学

キーワード： 微生物二次代謝産物　ブロスライブラリー　新規活性物質　多変量スクリーニング
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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、多様な構造や生物活性から重要な化合物群である。しかし、その探索研究には精製の手
間や時間、最近では新規化合物発見の難しさなどの問題がある。そのため、有用性は理解されながらもコストや
成果の得にくさなどの面から研究の継続が困難になっている。本課題では微生物の二次代謝産物生産能の有効利
用に着目し、複数の探索方法の組み合わせにより新規化合物群の探索を行った。本課題を通して確立した方法に
より新規活性物質を有効に探索することができ、医薬品などのシード探索やバイオプローブの創出につながるこ
とが期待できる。さらに、限りある微生物資源の有効活用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、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
天然化合物はその多様な構造と活性から重要な化合物群である。その物性が医薬品として

用いられているものと類似している点（Nature 432, 824, 2004）や、近年約 30年間に上市され

た医薬品の 60％以上が天然化合物由来であること（J. Nat. Prod. 79, 29, 2016）から、医薬

品開発においても重要である。しかし、天然化合物の探索研究には問題点があった。精製にかか

る時間や労力、得られる量が限られていることなどである。最も大きな問題は新規構造を有する

化合物の発見が困難な点である。このような背景から新しい新規活性物質の探索方法が常に求

められており、活性スクリーニング系の開発や LC/MS などによる物性に着目したスクリーニン

グなどが報告されていた（Cutting-Edge Organic Synthesis and Chemical Biology of 

Bioactive Molecules, Springer, Editor: Y. Kobayashi, chapter 1, 2019）。 

上記背景から申請者は、微生物代謝産物フラクションライブラリーとオリジナルのスペク

トルデータベース NPPlot（Natural Product Plot）による構造特化型の新規化合物探索系を構

築してきた。フラクションを評価・探索に用いることで抽出物では検出できなかった微量代謝産

物の構造情報を得ることが可能になった。さらにこの方法を改良し、より多様性を有する微生物

フラクションライブラリーの構築を行ってきた。これらの方法を用いて申請者は、特定のブロス

について詳細に分析することにより新規骨格を有する化合物を発見・単離し有用性を示してき

た。しかし、この方法では粗精製が必要であるため菌株数を大幅に増やすことが困難であった。 

一方、近年の分析機器では超微量含有化合物の検出が可能になっており、ノイズに埋もれ

ているようなピークの同定が可能になってきた。申請者も微量有用成分の探索にメタボローム

解析手法を活用していた（T. Nogawa, et al. Biosci. Biotechnol. Biochem. 83, 65, 2019）。

さらに、超高分解能 MSによる、S（硫黄原子）や N（窒素原子）を含む化合物を探索する Sオミ

クスや N オミクスといった手法も報告されてきていた。これら元素を含む化合物は生物活性を

有するものが多く、含有情報を得ることは活性物質探索に有効であるが、今までのライブラリー

にはなかった物性情報の一つであった。以上のように、フラクションライブラリーは有用ではあ

るが、近年の分析・解析手法を取り入れることでまだ改善・改良の余地があった。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、微生物から新規活性物質の有効な探索系を最新の分析機器と解析手法を

組み合わせ構築することである。これは、申請者が構築した新規化合物探索に実用的かつ実績の

あるフラクションライブラリーと NPPlot を用いた方法を発展させたものである。従来法では主

に化合物の構造に着目し、特定の菌株を用いて抽出・分離方法の改良から微量成分を探索し新規

化合物を発見・単離してきた。本研究では微生物の潜在的な代謝産物生産能を活かすことに重点

を置きライブラリーの多様性拡張を行う。超微量成分の探索は、解析手法にメタボローム解析を

応用しノイズに埋もれているようなピークの同定を行う。さらに、化合物の物性情報として薄層

クロマトグラフィー（TLC）を用いて窒素原子含有化合物の検出を行う。TLC は、多様な検出試

薬により特異的に元素や化学構造の検出が可能である。このようにモダンな分析／解析手法と

トラディショナルな分析手法の組み合わせは本研究独自のものである。さらに、複数の生物活性

評価を行う。本研究は、新規骨格を有する生物活性物質の探索において重要であり、微生物資源

を有効活用するという面でも意義のあるものである。ここで確立した方法を活用することで医

薬品や農薬のシード化合物およびバイオプローブの創出が期待できる。 

 
３．研究の方法 

上記研究目的を達成するために、本研究では以下の５項目に沿って研究を行った。 



(1) 複数培地によるブロスライブラリーの作製 

(2) ライブラリーの LC/MS 分析および TLC による含有化合物の物性取得 

(3) ライブラリーの生物活性評価 

(4) 物性データおよび生物活性データの多変量解析によるブロスの評価 

(5) 活性化合物の単離・同定。 

 
４．研究成果 

(1) 複数培地によるブロスライブラリーの作製 

日本各地で採取した土壌より放線菌および糸状菌を単離し、それらをもとにそれぞれ５〜

６種類の培養条件を用いて培養を行った。培養液をブタノールにより分配・抽出し、ブタノー

ル可溶性画分を得た。最終的に約 1,500 種のブタノール抽出エキスを調製した。ブタノールを

留去したエキス（ブロス）の一部を DMSO に溶解しブロスライブラリーを作製した。 

(2) ライブラリーの LC/MS 分析および TLC による含有化合物の物性取得 

ライブラリーを DAD-LC/MS にて分析し、ブロス中に含まれる二次代謝産物の物性情報（UV

吸収スペクトル、保持時間、マススペクトル）を測定した。TLC 分析は、順相シリカゲルプレ

ートを用い、中〜高極性および低極性の移動相の２種を用いた。展開した化合物は 254 nm の

UV 吸収（図１A）とドラーゲンドルフ試薬による呈色反応（図１B）により確認した。培養条件

の違いによるスポット（代謝産物）の違いや UV 吸収の有無を確認するとともに、呈色反応を

示すスポット（分子内に窒素原子を含む化合物）の探索を行った。 

(3) ライブラリーの生物活性評価 

活性は、がん細胞に対する細胞毒性、微生物に対する抗菌活性および抗マラリア活性を評

価した。培養条件に関わらず強い活性を示す菌株があった一方で、培養条件によって異なる活

性を示すものもあった。また、活性プロファイルにおいて、細胞毒性または抗菌活性のみに対

して強い活性を示すものもあった。培養条件を変えることによって、微生物の有する二次代謝

産物生産能を引き出すことができることがわかった。 

(4) 物性データおよび生物活性データの多変量解析によるブロスの評価 

LC/MS データからのスペクトル情報の抽出および多変量解析には、ABSciex 製 MarkerView

ソフトウェアを用いた。生物活性データは４段階の評価をもとに上記ソフトウェアを用いて解

析した。TLC の呈色反応において窒素の含有が示唆されたブロスに着目し、それらの活性およ
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図１．TLCの分析例



び成分（二次代謝産物）について上記ソフトウェアを用いて解析を行った。その結果、成分に

顕著な違いを示すブロス（菌株）を見出した。その違いの原因となるシグナル、すなわち培養

条件特異的に生産されている化合物のマススペクトルを解析し構造の新規性を評価した。 

(5) 活性化合物の単離・同定。 

多変量解析より見出したブロスの大量培養を行い、目的の物性を示す二次代謝産物をクロ

マトグラフィーにより精製・単離した。その構造を NMR や MS、化学的手法により決定した。 

① 糸状菌より見出した新規ペプタイボール類 

糸状菌 Trichoderma sp. RK10-F026 は、培養条件によって活性のプロファイルに違いを示

した。LC/MS データをもとにした主成分解析においても、各培養条件でクラスターを形成し

た（図２）。大きな違いを示した条件４、５は細胞毒性を示し、特に条件４は強かった。これ

らクラスター形成に関与している成分の探索を行い、条件４からは m/z 1,000 前後のシグナ

ル、条件５からは m/z 500〜900 のシグナルを見出した。マススペクトルの解析から、m/z 

1,000 前後のシグナルは２価イオンであり、分子量 2,000 程度の化合物であることがわかっ

た。また、フラグメントパターンからペプチド類であることが示唆された。一方、条件５で

生産された化合物も分子量 1,000 程度のペプチド類であることが示唆された。どちらも新規

化合物である可能性が高かったことから単離し構造の確認を行うこととした。LC/MS のシグ

ナルを指標に条件４および５の培養液からそれぞれ 4 種および 6 種の化合物を単離した。そ

れらの構造を NMR スペクトル、MSMS 解析および化学的手法を用いて決定した。条件４から単

離した４種の化合物は 20残基から構成されるペプタイボール類であり、その内の１種は新規

化合物であった（Biosci. Biotechnol. Biochem. 85, 69, 2021）。一方、条件５のブロスよ

り単離した 6 種は、11 残基から構成される新規ペプタイボール類であり、zealpeptaibolin 

A−F と命名した（J. Antibiot. 74, 485, 2021）（図２）。単離したペプタイボール類の活性

を評価した。どれも細胞毒性を示したが、20残基から構成されるペプタイボール類は特に強

い細胞毒性を示した。このことから条件４のブロスが強い活性を示したと考えられる。 



② 放線菌より見出した新規化合物群 

放線菌 Streptomyces sp. 80H647 を５種の培養条件（条件 A〜E）で培養した。培養条件に

加えて抽出による違いも検証した。ライブラリー作製時と同条件を用いて少量での再培養を

行い、各培養液を有機溶媒（酢酸エチルおよびブタノール）により抽出した後、水層も回収

し合わせてライブラリーと同様に分析した。前述の糸状菌同様５種の培養条件によって活性

プロファイルおよび LC/MS プロファイルに違いが見ら、主成分解析では２種の培養条件が特

徴的なクラスターを形成した（図３：条件 Aおよび条件 C）。これら２種の条件を用いて大量

培養し、条件 A の有機溶媒抽出物から２種の化合物、N-acetyl--hydroxy--oxotryptamine

（J. Antibiot. 74, 477, 2021）および 2-methylthio-N7-methyl-cis-zeatin（Biosci. 

Biotechnol. Biochem. 86, 31, 2022）を単離した。N-acetyl--hydroxy--oxotryptamine

は、平面構造のみの報告であったため絶対配置の決定を行った。この化合物はラセミ体とし

て存在していたため光学分割し、それぞれの絶対配置を ECD スペクトルの計算より決定した。

条件 C の培養液からは水溶性成分として nocardamin のグルクロン酸配糖体を単離した（J. 

Antibiot. 72, 991, 2019）。 2-methylthio-N7-methyl-cis-zeatin および nocardamin 

glucuronide は新規化合物であった。nocardamin のグルクロン酸配糖体は天然物として初め

ての例であった。 

 

今回の課題を通して、培養条件を変えることにより微生物が本来持っている二次代謝産物

の生産能を活用できることを示すことができた。条件によっては骨格の異なる化合物群も生産

されることがわかり、限られた資源をより有効に活用できることを明らかにした。さらに、高

感度の LC/MS 分析データ、活性プロファイル、TLC といった従来からある基本的な分析方法を

組み合わせて評価することで、優位に新規活性物質を探索できることを示すことができた。今

回得られた結果は、今後の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。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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