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研究成果の概要（和文）：本研究では、環境中の微生物から生理活性物質生産能を直接スクリーニングする新手法の開
発を目的とした。顕微ラマン分光法を用いて、生理活性物質生産を非侵襲的に検出することを目指し、はじめに様々な
生体分子のラマンスペクトルライブラリーの構築を行った。本結果をもとに、放線菌培養株や環境微生物からの生理活
性物質のin situ検出を試みた。共鳴ラマン効果や多変量解析を用いることで、複雑なラマンスペクトルから各種抗生
物質に由来するラマンバンドを検知することが可能となった。また、ハイスループットスクリーニングに向けて、マイ
クロ流体デバイスを基礎とした単一微生物の単離・培養とラマン分光測定への応用を検討した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to develop a novel technique for screening of 
bioactive compound producers from environmental bacteria without bacterial cultivation or extraction and 
purification of the compounds. In order to detect bioactive compounds non-invasively, we firstly tried to 
obtain Raman spectral library of biomolecules. Based on this data library, we have succeeded in in situ 
detection of the Raman bands derived to antibiotics with the aid of resonance Raman effect and 
multivariate analysis technique. In addition, to achieve the high-throughput screening of bioactive 
compounds from environmental bacteria, we have developed the microfluidic bacterial culture and Raman 
spectral measurement systems and evaluated the performance of them.

研究分野：プロセス工学、生体機能・バイオプロセス
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１．研究開始当初の背景 
 天然生理活性物質の生合成資源として多
様な微生物が探索され、現在までに 20000種
以上の生理活性物質が発見されている(Bérdy, 
2005)。特に土壌に生息する放線菌は、1944
年に Streptomyces griseusの生産するストレプ
トマイシンが発見されて以来スクリーニン
グの格好の対象とされており、既知の天然抗
生物質 9000 種のうち、約 60％が放線菌に由
来する。 
 従来の生理活性物質探索では、特定菌群を
環境から単離培養することが初期操作とな
る。抗生物質を対象とした場合、単離菌体か
ら培養濾液を抽出し抗菌活性を試験する。抗
菌活性が認められた際は、精製した化学物質
をMS、NMR等を用いて分子構造を同定する。
しかし、自然界に存在する微生物のうち 99％
は単離培養が困難な難培養性微生物である
ため、培養に依存する同定法ではスクリーニ
ングの候補菌体が非常に限られている。その
ため、新しい抗生物質が発見されにくくなっ
ており、抗生物質獲得数は 90 年台後半から
減少傾向にある(Demain, 2009)。近年、遺伝子
の改変を伴う育種技術を用いることで、放線
菌の潜在的な二次代謝産物産生機能を活性
化し、これまでにない抗生物質を創出する試
みも取り組まれている。しかし、二次代謝産
物の産生は、培養環境や形態分化状態によっ
て大きく変動するため、最終的には多種多様
な育種条件を試行し、網羅的なスクリーニン
グを実施することが必要となる。このように、
生理活性物質生産菌の獲得には非常に煩雑
な工程を要し、スクリーニングのハイスルー
プット化は重要な課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、微生物の培養や抽出操作を行
わずに、生理活性物質生産能を直接評価する
新しいスクリーニング法を開発することを
目的とした。これをなし得る技術としてラマ
ン分光法を用いた。物質に光を照射すると物
質中の分子との相互作用によって振動数が
変化したラマン散乱光が発生する。これは物
質の分子構造に固有の値をとるため、非破壊、
非標識で物質の同定を行うことができる。そ
のため、代謝物を産生している菌体をシング
ルセルレベルで同定できる。さらに、スクリ
ーニングのハイスループット化・高精度化を
達成する基盤技術としてマイクロ流体デバ
イスを利用した。これらの技術を用いること
により、環境中の多様な微生物の生理活性物
質生産を非侵襲的にシングルセルレベルで
検出する手法を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ラマンスペクトル測定 
 ラマンスペクトル取得には、Nd:YVO4レー
ザー(532 nm)、He-Neレーザー(632.8 nm)を光
源とし、ツェルニ・ターナー型分光器、CCD
を検出器として配したピエゾ電動ステージ

付倒立顕微鏡を用いた。 
 
(2) 試料調製 
 ラマンスペクトルライブラリー構築のた
め、アミノ酸 20種、核酸 16種、脂質・脂肪
酸 32 種、糖類 31 種、抗生物質 10 種、タン
パク質 2種を含める合計 121種の生体物質に
ついて、各標準物質の固体状態及び溶液状態
のラマンスペクトルを測定した。 
 Oligomycin 生産菌体である Streptomyces 
avermitilis 及び natamycin 生産菌体である
Streptomyces natalensisはそれぞれの抗生物質
生産培地で培養を行った後、菌糸体を回収し、
一部をラマンスペクトル取得に用い、残りを
バイオアッセイに用いた。菌糸体のラマンマ
ッピング測定を行い、S. avermitilis について
は oligomycinのバンド強度を元に経時変化観
察を行った。S. natalensisについては多変量解
析を用いて抗生物質の生産分布を調べた。 
 海綿共生微生物は海綿から抽出後菌体の
ラマンスペクトル取得、ラマンマッピングを
行った。 
 
(3)ラマンスペクトルの解析 
 S. natalensis から得られたスペクトルデー
タについて非負値行列因子分解法を用いた
多変量スペクトル分解（Multivariate curve 
resolution, MCR）を使用し、生理活性物質の
検出を試みた。MCR とは、測定スペクトル
行列 A を成分スペクトル行列 W と強度行列
Hに分解する手法であり、解の最適化の手法
として、ALS（Alternate Least Squares）を用い
た。 
 
(4)マイクロドロップレット作製 
 内部にクロスジャンクション構造を配し
たマイクロ流体デバイスを設計し、熱硬化性
樹脂 poly(dimethylsiloxane) (PDMS) を用いて
マイクロ流体デバイスを作製した。次に、マ
イクロシリンジを介してサンプル溶液をデ
バイス内に導入し、界面活性剤を含んだオイ
ルを用いて溶液をせん断することによりド
ロップレットを連続形成した。サンプルとし
て、Streptomyces nodosusの胞子の混合溶液及
び海綿共生微生物の菌体溶液を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)生体分子のラマンスペクトルライブラリ
ーの構築 
 一般的に、複数の物質の混合試料のラマン
スペクトルは、試料内の全ての物質のラマン
スペクトルの足し合わせで表現される。その
ため、組成が複雑な生体試料では、測定され
るラマンスペクトルが複雑な形になること
が多い。複雑な形をしたラマンスペクトルか
ら各物質の正確な化学情報を得るためには、
基準となるラマンスペクトルが必要となる。
そこで代表的な生体物質のスペクトルを測
定し、スペクトルライブラリーの構築を行っ
た。 



 励起波長に応じて共鳴ラマン効果等が生
じ、ラマンスペクトルが変化する可能性があ
るため、複数の励起波長条件でスペクトルデ
ータを計測した。今回は波長532 nm、632.8 nm
の 2種類の励起波長を用いた。また、広波長
域でのラマンスペクトル解析を行うため、指
紋領域(800−1800 cm-1)から、CH 伸縮振動、
OH 伸縮振動に由来する生体成分に特徴的な
ラマンバンドをカバーする領域（-4000 cm-1）
におけるスペクトルを測定した。さらに、物
質状態に伴う分子構造変化の影響を考慮す
るため、固体、液体の 2種類を測定した。研
究期間中に、総計 121種の生体分子について
ラマンスペクトルを計測した。本スペクトル
データ群を整理し、多変量解析時のスペクト
ル解析のリファレンスとして、その後の解析
に用いた。また、取得データを整理しデータ
ベースとして公開することを検討している。 
 
(2)放線菌の生理活性物質生産の in situ検出 
 S. avermitilis を oligomycin 生産培地で 1−5
日間培養し、菌糸体を回収してラマンマッピ
ングを行った。Oligomycinからは、ポリエン
構造に由来する 1660 cm-1のラマンバンドが
強く得られる。本ラマンバンドを元にし、ス
ペクトル計測とラマンイメージングを行っ
た結果、菌糸体中で oligomycinの生産が経時
的に増加していることが確認でき、さらに、
菌糸体中の oligomycinの分布の拡大を明らか
にすることができた(Fig. 1)。 

Fig.1 oligomycin 生 産 の 経 時 的 観 察
(A)oligomycin のラマンスペクトル (B)S. 
avermitilis 培養 1−5 日目における oligomycin 
(1660 cm-1) のラマンイメージング 
 
 次に、S. natalensis内での natamycinの in situ
検出を検討した。S. natalensisを natamycin生
産誘導培地で培養後、菌糸体の末端部分のラ
マンマッピング測定を行い、得られたマッピ
ングデータについて多変量解析を行った。タ
ンパク質、脂質等試料中の大部分を占める分
子のスペクトルを分離することで、natamycin
に由来するラマンスペクトルを検知するこ
とが出来た(Fig.2)。このように、多変量解析
を用いることにで、複雑なスペクトルの中か
らわずかに存在する目的の化合物に由来す
るスペクトルを抽出することが可能である
ことが示された。 
 
 
 

 

 
Fig.2 S. natalensisにおけるMCR解析 
 
(3)環境微生物の生理活性物質生産の in situ検
出 
 海洋性海綿 Theonella swinhoei に共生する
微生物を対象に生理活性物質生産の検出を
試みた。海洋中に生息する海綿動物には多様
な微生物が共生しており、医薬品として重要
な天然物を多数生産することが知られてい
る (Hentschel et al. 2002; Okamura et al. 2010)。
しかし、それらの微生物は難培養性であるこ
とが多く、単離培養により微生物種を特定す
ることができない。そこで、本手法を用いて
生理活性物質生産菌体の in situ検出を試みた。 
 海洋性海綿 Theonella swinhoei からは多数
の生理活性物質が抽出されており、それらは
細胞が数珠状に連なるフィラメント状のバ
クテリアから生産されることが知られてい
る(Wilson et al. 2014)。そこで、それらの菌体
のラマンイメージングを取得したところ、脂
質やタンパク質といった生体成分は全ての
菌体で検出された一方、特定の菌体でのみ生
理活性物質である onnamide A の分布が確認
された。さらに、T. swinhoeiから抽出される
生理活性物質の一つである aurantoside Aにつ
いても一部の菌体で aurantoside A由来のラマ
ンバンドが検出された。これらの結果から、
ラマン分光法により生理活性物質生産菌体
を迅速に推定できることが示された。 
 
(4)マイクロドロップレット内における菌体
の培養及びラマンスペクトル測定 
 ドロップレット内に S. nodosusの胞子を封
入し培養した結果、40時間後には菌糸体を形
成することが観察された(Fig.3)。また、ドロ
ップレット内で菌体を培養することによっ
て、一つ一つのドロップレットが互いに独立
した環境を保つことから、各菌体の抗生物質
産生をモニタリングできることが示唆され
た。 



Fig.3 マイクロドロップレット内における S. 
nodosusの経時的観察(下中央：SYTO9、下右：
PI) 
 
 さらに、ドロップレット内に封入した海綿
共生微生物からラマンスペクトルを計測し
た結果、カロテノイド等の化合物生産を検出
することに成功した(Fig.4)。この顕微ラマン
分光法とマイクロ流体デバイスの統合を基
礎技術として発展させることで、微生物の生
理活性物質生産能の in situ検出に基づくハイ
スループットスクリーニング系が構築でき
ると考えられる。 

Fig.4 マイクロドロップレット内に封入され
た海綿共生微生物及び得られたラマンスペ
クトル 
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