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研究成果の概要（和文）：本研究では原位置培養法などによって得られた希少菌株のゲノム配列を解析し、生合
成遺伝子クラスターの情報をもとに選別した菌株について、生物活性とLC-MSプロファイルの双方を指標に新規
天然物の探索を進めた。その結果、北海道大学キャンパス土壌より分離したVariovorax属の菌株より複数のペプ
チド関連化合物を見出した。さらに、Acidobacteria門の菌株のゲノム情報からカリクリン生合成遺伝子を見出
し、海綿以外の生物から初めてカリクリン類を単離した。さらに新たな休眠遺伝子の活性化方法として、バクテ
リアが産生する細胞外膜小胞（MVs）を用いた休眠遺伝子活性化方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the genome sequences of rare bacterial strains obtained by in
 situ culture and other methods were analysed, and the strains selected based on information on 
biosynthetic gene clusters were searched for new natural products using both biological activity and
 LC-MS profiles. As a result, several peptide-related compounds were found in strains of the genus 
Variovorax isolated from Hokkaido University campus soil. Furthermore, a calyculin biosynthesis gene
 was found in the genome of a strain of the phylum Acidobacteria, and calyculins were isolated for 
the first time from organisms other than marine sponges. Furthermore, a new silent gene activation 
method was developed using extracellular membrane vesicles (MVs) produced by bacteria.

研究分野： 天然物化学

キーワード： 生合成遺伝子

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では従来の天然物探索事例の少ない微生物株についてゲノム情報を取得し、ゲノム情報を起点とした新規
天然物の探索を実施した。その結果、物質生産に秀でたグラム陰性菌から新規のシデロフォアを見出した。さら
に北海道大学キャンパスより取得した菌株より銅をキレートすることによって抗菌活性を示す天然物を取得し
た。さらに難培養でありながら、物質生産に長けたAcidobacteria菌株よりカリクリン類を単離し、新たな休眠
遺伝子活性化手法として細胞外膜小胞を利用した手法を確立した。今後はこれらの手法をさらに発展させ、より
効果的で汎用性の高い手法を確立する。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
低分子や高分子医薬品と比較して、それの中間に位置する新たな創薬モダリティとして中分
子が注目されている。天然物を含む中分子領域の化合物多様性を拡充することが中分子創薬に
おいて重要である。近年中分子多様性拡充に向けた様々な試みが展開されており、特に生合成経
路の改変や天然物骨格の化学修飾による多様性拡充ライブラリーの構築が進められている。さ
らに今後、新規天然物骨格が継続的に供給されることで天然物をモダリティとする創薬研究は
飛躍的に発展することが期待される。しかし、休眠遺伝子や未培養微生物など、近年の研究で膨
大な天然物資源が未開拓であることが明らかになっている一方で、新規天然物の発見は依然と
して難しい状況が続いている。未開拓天然物資源を如何に開拓して新規天然医薬品資源を見出
すかが、現代の天然物化学に求められる重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では微生物を対象として従来探索対象として扱われてこなかった株に着目し、包括的
な新規天然物探索を試みることを目的とした。従来の天然物探索事例の少ない微生物株につい
てゲノム情報を取得し、ゲノム情報を起点とした新規天然物の探索を実施する。特に放線菌以外
の菌株、中でも物質生産に秀でたグラム陰性菌を見出し、重点的に探索を進める。原位置培養方
法等によって希少微生物株を収集するとともに、海綿動物や植物に共生する微生物株を重点的
に探索標的とする。環境中より収集した菌株は 16S rRNA配列によって系統解析し、過去の天然
物探索事例が少なく、かつ有望な微生物株を選別する。まずゲノム解析を実施し、ゲノムにコー
ドされる生合成遺伝子クラスターを見出し、新規天然物探索の指標とする。 
生合成遺伝子クラスターを起点とすることで様々な利点が付随する。第１に生合成遺伝子自

体が休眠遺伝子である場合は、休眠遺伝子の活性化を試みる。第２にひとたび新規天然物が得ら
れれば、生合成遺伝子クラスターが同時に紐づいてくるために、生合成経路の解析へ容易に展開
できる。新規の二次代謝酵素が見出されれば生体触媒としての応用展開が期待できる。第３に生
合成遺伝子クラスターには化合物の生合成経路のみならず、自己耐性機構が含まれている場合
があるため、自己耐性機構から該当化合物の作用機序を明らかにすることができる。また、あら
かじめ探索の段階で自己耐性遺伝子が含まれる生合成遺伝子クラスターに着目することで、生
物活性天然物を効率的にゲノムマイニングすることができる。このように本研究ではゲノム情
報を最大限活用し、包括的な探索研究を実施し、新規抗生物質や細胞毒性物質の発見を目指した。 
 
３．研究の方法 
本研究では原位置培養方法（iChip1）での環境微生物株の取得を独自に進めるとともに、共生
微生物の取得も進め、ドラフトゲノムシークエンス解析を実施した。ドラフトゲノムシークエン
スを実施した結果、複数の株において 10 個以上の生合成遺伝子クラスターが認められた。有望
な株についてゲノムマイニングを実施した。ゲノム情報に合致する代謝物プロファイルが認め
られない場合は休眠遺伝子である可能性を考慮し、本研究で新たに開発した細胞外膜小胞を活
用した休眠遺伝子の活性化を試みた。生物活性試験としては主に抗菌活性とともに各種細胞株
を利用した細胞毒性試験を実施した。また線虫共生菌 Xenorhabdusからはトリパノソーマやマラ
リアなどの病原性原虫に対する増殖阻害活性が期待できる。そこで得られた新規天然物につい
てこれら原虫に対する作用を検討した。また我々は先行研究において海綿動物由来生物活性物
質の生産を担う共微生物 Entotheonellaを同定してきた 2。しかしながら、Entotheonellaは難培養
微生物であるため、現在まで培養条件を見出せていない。そこで、本研究では可培養微生物のゲ
ノム情報をもとに、海綿動物由来生物活性物質の生合成遺伝子クラスターを探索した。NRPS-
PKS hybrid や trans-AT PKS など興味深い遺伝子クラスターを含む菌株から優先的天然物探索を
実施した。 
 
４．研究成果 
近年、膨大な未開拓生物資源として未培養微生物群の存在が明らかにされている。我々は原位
置培養方法による環境微生物の単離を試み、これまでに 1,000株以上を取得した。さらに、得ら
れた環境微生物株は 16S rRNA配列によって系統解析し、特に放線菌以外でかつ過去の研究例が
少ない微生物株を重点的に選別した。選別して得られた菌株について Oxford Nanopore sequencer
を用いたドラフトゲノムシークエンス解析を実施した。ドラフトゲノム情報をもとに
antiSMASHなどの解析ソフトを用いて NRPSや PKSなどの生合成遺伝子クラスターの検索を行
った。遺伝子クラスターを豊富に含む菌株を選別し、培養して抽出物を作成、その代謝物プロフ
ァイルを LC-MSで分析するとともに、抗菌活性試験、細胞毒性試験を実施し、生物活性と LC-
MS プロファイルの双方を指標に新規天然物の探索を進めた。その結果、複数の新規生物活性天
然物を取得した。 

 
 



(1) Variovorax 属由来の新規天然物 
北海道大学キャンパス土壌より２種の Variovorax 属の菌株を分離した。Variovorax 属はグラム
陰性の土壌細菌であり、小麦の発芽促進作用などが報告されている 3。本菌株を培養し、抗菌活
性を指標に天然物探索を行った結果、複数のペプチド関連化合物を見出した。各種 NMRスペク
トルおよび MSMS の解析の結果、これらの新規化合物の構造はヒドロキサム酸構造を有する環
状デプシペプチドであった 4。これら新規ペプチドはいずれも抗菌活性を示すシデロフォアであ
ることが明らかになった。ドラフトゲノム解析から NRPS をコードする生合成遺伝子クラスタ
ーを見出した。候補遺伝子の破壊実験により、これらペプチド類の生産が消失することを確認し
た 4。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(2) Kitasatospora 属放線菌由来の抗菌活性物質 
北海道大学薬学部附属薬草園土壌から採集した Kitasatospora 属希少放線菌より抗菌活性物質
として hazimycin 類を単離した。Hazimycin はイソニトリルを有するチロシン誘導体の２量体化
によって生合成される。そこでゲノム解析を実施し、得られたドラフトゲノムデータから
hazimycin生合成遺伝子を探索した。その結果、P450やトランスポーター、イソニトリル合成酵
素等、８つの ORFをコードする生合成遺伝子クラスターを見出した。また、クラスター外に存
在するアスパラギン合成酵素がアミド化を触媒すること
を明らかにした 5。データベース検索の結果、hazimycin
生合成遺伝子クラスターは、アスパラギン合成酵素がク
ラスター内外に存在する２種に大別されることがわかっ
た。さらに ORF8 はクエン酸鉄輸送タンパク質に相同性
を示した。そこで hazimycin の金属結合能を詳細に検討
した。その結果、hazimycinは銅を配位する chalkophoreと
して抗菌活性を発現することを明らかした 5。 
 
(3) Acidobacteriaのゲノムマイニング 

Acidobacteria 門の菌株のゲノム情報から calyculiln 生合成遺伝子を見出した。Calyculin A は
PKSとNRPSの複合経路で生合成される海綿共生細菌Entotheonella由来の細胞毒性物質である。
我々は 2014年に海綿メタゲノムより calyculin生合成遺伝子を同定したが、Entotheonellaは未培
養であるため、これまで calyculin A は海綿のみから単離できる天然物であった。一方で、2008
年に福永らは千葉県勝浦のヒザラガイから単離した Acidobacteria、Acanthopleuribacter pedisを新
属、新種の海洋細菌として報告した 6。、その後、ゲノムシークエンス解析が行われ、その情報が
公開された。ゲノム情報の詳細な解析の結果、驚くべきことに A. pedisが calyculin生合成遺伝子
と類似の遺伝子クラスターをコードしていることが明らかになった。A. pedisは増殖が遅く培養
は困難であったが、培養条件を種々検討し、A. pedis の代謝物解析を行った結果、21-methoxy 
calyculinamide Aを検出した 7。本研究成果は、海綿以外の生物からカリクリン類が単離された初
の事例である。 
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(4) 新規休眠遺伝子活性化法の開発 
 
通常の研究室培養条件では 80％以上の生合成遺伝子が発現しないことが知られている。そこ
で、新たな休眠遺伝子の活性化方法として、バクテリアが産生する細胞外膜小胞（MVs）を用い
た休眠遺伝子活性化方法を検討した。 
 実験室下、休眠状態にある遺伝子であっても、環境中では様々な外部刺激を受けて活性化して
いると考えられる。一方で、環境中の外部刺激の一つに細菌が放出する細胞外膜小胞（MVs）が
知られている。MVsはほぼ全ての細菌が分泌する膜小胞で、タンパク質、DNA 断片や小分子化
合物を内包して、細菌間のコミュニケーション媒体として機能することが報告されている。そこ
で我々は細菌培養液にMVsを添加することで、休眠遺伝子を活性化し、新たな天然物の生産誘
導を試みた。 

 Burkholderia multivoransから採取したMVsを添加および非添加条件下で培養した約 100株の
細菌培養液からMVs 添加時にのみ生産される天然物を網羅的に探索した。まず、細菌培養液抽
出物を液体クロマトグラフ質量分析計（LC-MS）によって測定し質量分析データ得た。得られた
データをMZmine2と Pythonスクリプトによって網羅的に自動解析した結果、様々な種類の細菌
が MVs 添加によって多様な代謝物を生産誘導していることが明らかになった。そのうち
Cryseobacterium 属細菌 K35株と放線菌 Streptomyces eurocidicusから 1つずつ化合物を取得し、

両化合物の化学構造を決定した。同様に、グラ
ム陰性菌 Xenorhabdus innexi から新規天然物
xeinamideA、B、xeidopeptide A―Cと、過去に
単離報告のある天然物 xenoamicin A、C、Gを
取得した。そのうち 5 つの化合物はアフリカ
睡 眠 病 の 原 因 で あ る Trypanosoma b. 
rhodesiense に対する強力な抗原虫活性を示し
た。以上の結果から我々はMVsを活用した休
眠遺伝子活性化法を初めて確立し、MeVIUS
（Membrane Vesicles Induced Unlocking System）
と命名した 8。 

リアルタイム PCR 解析から xeinamide 類、xeidopeptide 類と xenoamicin 類の生合成遺伝子は
MVs 添加によって転写量が増加していた。網羅的な遺伝子発現解析（RNA-seq）の結果、クオラ
ムセンシングに関わる遺伝子群の発現がMVs 添加時に低下していた。これまでに X. innexiの近
縁種ではクオラムセンシングを抑制すると天然物の生産量が増加することが報告されている。
このことからMVsが X. innexiのクオラムセンシングを抑制することで天然物を生産誘導するこ
とが示唆された。 
さらに xeinamide 類、xeidopeptide 類と xenoamicin 類の B. multivoransに対する活性を評価した

結果、いずれの化合物もB. multivoransの生育を阻害しなかった。一方で、今回単離した xenoamicin
類が X. innexiのMVsに内包されていることを確認した。さらに興味深いことに、xenoamicin 類
を含む X. innexiのMVs は B. multivoransの生育を抑制した。このことから xenoamicin 類はMVs
によって運搬されることで、B. multivoransに対する静菌作用を示すことが明らかになった。 
以上の結果を統合し、我々は B. multivoransと X. innexi が MVsと天然物を介して競争的に相
互作用することを明らかにした。この相互作用メカニズムの解明により MeVIUS が細菌間コミ
ュニケーションを模倣することで天然物生産を促していることを実証した 8。 
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