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研究成果の概要（和文）：本研究では、同一土壌中に存在する微生物同士の相互作用や、動物細胞(免疫細胞)と
病原微生物を含む微生物との相互作用を用いた、微生物の生育環境を模倣した培養を用いて、新規天然物や生物
活性天然物の探索を実施した。その結果、細胞死誘導作用や抗炎症作用を有する新規天然物や既知天然物を単離
するとともに、生物活性を有する天然物については、作用機序に関する解析を実施した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we searched for new natural products and bioactive natural 
products by using culture methods that mimics the growth environment of microorganisms such as 
interactions between microorganisms existing in the same soil, and interactions between animal cells
 (immune cells) and microorganisms including pathogenic microorganisms. As a result, we isolated new
 natural products with cell death-inducing and anti-inflammatory effects and several known natural 
products, and analyzed the mechanisms of action of bioactive natural products.

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
微生物の天然物産生に関与する休眠状態の遺伝子を活性化することは、新規天然物を探索する上で重要であり、
これまでに様々な手法が開発されてきた。本研究では、微生物の生育環境を模倣した培養により新規天然物を見
出したことから、本手法が医薬シードに繋がる新規天然物や生物活性天然物を探索するための有用な手法の一つ
につながることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 微生物が産生する天然有機化合物（天然物）は、多彩な化学構造を有し、様々な生物活性をも
つため、数多くの天然物が医薬品または医薬シーズとして利用されてきた。近年、微生物のゲノ
ム解析が進み、微生物には、発現していない、休眠状態の天然物生合成遺伝子 (休眠遺伝子) が
数多く存在することが明らかにされた。そこで現在、新規天然物の探索のために、様々な休眠遺
伝子の活性化方法の開発が行われている。その一例として、放線菌と他生物との培養 (共培養) 
により、休眠遺伝子を活性化させ新規天然物を産生させる試みが行われており、世界的にも共培
養法を用いた新規天然物探索の報告例は増加している。 
 これまでに研究代表者は、動物細胞とそれに感染する放線菌 Nocardia の相互作用に着目し、
動物細胞 J774.1 存在下放線菌 Nocardia の培養を行い、新規天然物を見出したことで、「放線菌と
動物細胞の共培養」を用いた新規の天然物探索手法を提唱した。また、海綿に生育している微生
物同士が相互作用している知見に着目し、海綿由来の真菌と細菌、同一海綿由来の真菌と真菌の
2 種の微生物の共培養を行い、共培養選択的な天然物や生物活性を見出してきた。これらの研究
成果から、研究代表者は、自然界にて微生物が同一環境に存在する他の生物と行っている直接的
あるいは間接的な相互作用を模した培養法、すなわち、微生物の生育環境を模倣した共培養が休
眠遺伝子の活性化に有効であると考えた。しかし、生育環境を模倣した難培養微生物の単培養の
報告はあるものの、同一環境に生育する微生物 2 種の共培養やそれを利用した天然物探索の例
は少ない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、同一環境に存在する「微生物」と「微生物を含む生物」の相互作用に着目した、
微生物の生育環境を模倣した共培養を実施することで、微生物の休眠遺伝子を活性化させ、これ
までにない新規骨格や生物活性を有する天然物を単離し、その機能や生合成遺伝子解析などの
天然物が持つ特徴の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 微生物の生育環境を模倣した共培養による抽出物コレクションの構築とスクリーニング 
 本研究では、「微生物の生育環境を模倣した共培養」として、① 同一環境より分離した微生物
と微生物の共培養と、② 動物細胞存在下での微生物の培養 (微生物と動物細胞の共培養) の 2
種類の培養を実施し、それぞれ下記の方法で抽出物コレクションの構築とスクリーニングを行
う。 
① 同一環境より分離した微生物と微生物の共培養 
 研究代表者の所属研究室では、土壌や河川、海砂から分離した 1,500 株以上の放線菌 (CKK) 
を保有し、その放線菌の Waksman 液体培地での単独培養（単培養）抽出物や分離源の情報を蓄
積している。そこで、この単培養抽出物コレクションについて、グラム陽性細菌 Bacillus subtilis 
IFM 2060 を用いて MTT 法による抗菌活性試験およびアゾール耐性をもつ真菌 Aspergillus 
fumigatus IFM 60237 を用いて JSMM-F による抗真菌活性試験によりスクリーニングする。単培
養抽出物コレクションが生物活性を示さなかった放線菌を、同一土壌より分離された放線菌 2 種
の組み合わせで Waksman 液体培地にて共培養を実施し、得られた共培養抽出物を抗菌活性およ
び抗真菌活性でスクリーニングする。スクリーニングの結果、生物活性をもつ共培養抽出物を分
画対象とする。 
② 動物細胞存在下での微生物の培養 
 千葉大学真菌医学研究センターより入手した Nocardia 基準株を単培養し得られた抽出物コレ
クションについて、マウスマクロファージ様細胞株 J774.1 の細胞死誘導作用でスクリーニング
する。単培養抽出物コレクションが生物活性を示さなかった Nocardia を複数選択し、動物細胞
J774.1 存在下 (共培養)、非存在下 (単培養) で複数の培養条件にて培養し、得られた抽出物を、
J774.1 の細胞死誘導作用および LCMS 分析にてスクリーニングする。スクリーニングの結果、
生物活性を示した共培養抽出物、LCMS にて共培養優先的なピークを見出した共培養抽出物を
分画対象とする。 
 
(2) 共培養抽出物からの新規骨格構造および生物活性を有する天然物の探索 
 (1) で選択した共培養抽出物について、シリカゲルや ODS などの各種担体を用いたカラムク
ロマトグラフィーや HPLC を用いて、生物活性を指標に天然物を単離する。また、LCMS 分析で
見出した、共培養下優先的に産生される天然物を単離する。単離した天然物について各種スペク
トルデータを基にその構造を決定する。 
 
(3) 単離天然物の特徴の把握 



 (2) で単離した天然物に関して、再度、生物活性試験を実施する。顕著な生物活性を示した天
然物に関しては、ウェスタンブロッティングなどの分子生物学的手法により、作用機序の解析を
試みる。また、天然物の産生に関与する生合成遺伝子の推定も試みる。 
 
 
４．研究成果 
(1) 同一環境より分離した微生物と微生物の共培養からの天然物探索 
 放線菌単培養抽出物コレクション 1242 種に対して、Bacillus subtilis IFM 2060 を用いた抗菌活
性試験を実施したところ、805 種が抗菌活性を示さなかった。この放線菌 805 種を用いて、同一
土壌から分離された放線菌 2 種の組み合わせでの共培養 602 種を行い、抗菌活性試験および真
菌 Aspergillus fumigatus IFM 60237 を用いた抗真菌活性試験を行った。その結果、放線菌の単培
養抽出物に比べて抗菌活性が強い共培養抽出物は 602 種中 31 種であり、中でも強い抗菌活性を
示した CKK1702 と CKK1706 の菌株の組み合わせを分画対象とした。さらに、A. fumigatus に抗
真菌活性を示した共培養抽出物は 602 種中 5 種であり、中でも強い活性を示した Streptomyces 
albidoflavus IFM 12233 と Streptomyces tendae IFM 12234 の組み合わせを分画対象とした。 
 CKK1702 および CKK1706 は、福岡県福岡市警固神社にて採取した土壌より分離された放線
菌である。これら 2 種の Waksman 培地での共培養より得られた抽出物を、抗菌活性を指標に分
画した結果、3 種の既知天然物を単離した。単離天然物はいずれも抗菌活性を示した。単離天然
物のうち 2 種は共培養下優先的に産生される化合物であった。 
 Streptomyces albidoflavus IFM12233 と Streptomyces tendae IFM12234 は、滋賀県長浜市にて採取
した土壌より分離された放線菌である。同様の手法で培養し、得られた培養抽出物を、抗真菌活
性を指標に分画した結果、既知ブテノライド 4 種を単離した。この内、2 種の天然物はジアステ
レオマーの混合物として得た。これら 4 種の天然物は、共培養下優先的に産生される天然物であ
り、いずれも弱い抗真菌活性を示した。 
 
(2) 動物細胞存在下での微生物の培養 
 Nocardia の基準株 66 種の単培養抽出物をマウスマクロファージ様細胞株 J774.1 の細胞死誘導
作用でスクリーニングした。J774.1 の細胞生存率が高い培養物を産生した菌株のうち、9 種を
J774.1 存在下 4 種の培養条件で培養した。各培養抽出物について、J774.1 に対する細胞死誘導作
用と LCMS 分析結果でのスクリーニングを実施した結果、J774.1 存在下、modified Czapek-Dox 2
培地、28℃での N. uniformis IFM0856Tの培養抽出物に、強い細胞死誘導作用と、単培養では観察
されない明瞭な LCMS ピークを見出した。そこで、培養抽出物を分離・精製した結果、単培養
では確認されないピークに相当する 2 種の新規天然物 (1, 2) および 1 種の既知天然物を単離し
た。化合物 1および 2は、N. transvalensis IFM 10065 より単離報告のある transvalencin A の類縁
体であり、それぞれ uniformide A および B と命名した。化合物 1および 2について、transvalencin 
A の生合成遺伝子を参考に、N. uniformis の遺伝子解析を実施し、その生合成遺伝子を推定した。
単離した 3 種の天然物の細胞死誘導作用を評価したところ、化合物 1および 2は、J774.1 に対し
て濃度依存的な細胞死誘導作用を示した。この細胞死誘導作用について、各種細胞死阻害剤を用
いた検討により、鉄非依存性の脂質過酸化作用によるものと示唆された。また、LPS 刺激下マウ
スマクロファージ様細胞株 RAW264 を用いた NO 産生量による抗炎症活性評価を実施したとこ
ろ、化合物 1および 2はいずれも NO 産生抑制作用を示した。さらに化合物 2を用いた詳細な作
用機序解析を行うことで、PI3K/Akt シグナル経路を介さずに、IκBα 分解を抑制することで、NO、
IL-1β、IL-6 を抑制し、抗炎症作用を示すことが示唆された。 
 その他、J774.1 存在下 Nocardia arthritidis IFM 10035Tの培養より既知天然物 4 種を、J774.1 存
在下 Nocardia amamiensis IFM 10867Tの培養より既知天然物 1 種を単離、構造決定した。 
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