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研究成果の概要（和文）：　難培養で未利用な植物内生放線菌が多数存在することから、有用二次代謝産物の探
索源として未利用植物内生放線菌を分離・培養し利用することを目的に、植物培養細胞を用いた新しい培養法を
開発した。その結果、細胞無添加とは異なる菌株が分離され、植物培養細胞培地でのみ生育する株が得られた。
　また、植物内生放線菌の分類研究によりKibdelosporangium属の３新種を見出し、植物内生放線菌
Allostreptomyces sp. K12-0794 の培養液中からは22員環マクロライドである新規物質hamuramicin を見出し
た。 

研究成果の概要（英文）：There are many untapped endophytic actiomycetes. In order to isolate and 
culture them as source of new bioactive compounds, new isolation method using cultured cell of plant
 was developed. Endophytic actinomycete strain, which requires cultured cell of plant for growth was
 isolated by this method.
It was showed by taxonomic study that isolated endophytic actinomycetes were three new species 
belonging the genus Kibdelosporangium, and the 22-membered macrolides, hamuramicin was found in the 
cultured broth of endophytic actinomycetes Allostreptomyces sp. K12-0794.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
	 放線菌は、グラム陽性高 G+C 細菌
（Actinobacteria 綱）の中でも形態分化が進ん
だ一群をさし、医薬品を始めとする多数の有
用物質の探索源として活用されてきた。しか
し、放線菌代謝産物からの生物活性物質の発
見数は近年減少している。そこで、新たな探
索源を得るべく放線菌の分離源を一般に用
いられる土壌ではなく植物の根とし植物内
生放線菌を分離した結果、これまでに新属
Phytohabitans 属  および Rhizocola 属 を見
出した。一方、16S rRNA 遺伝子による細菌
叢解析から植物の根には未だ分離できてい
ない未利用な植物内生放線菌が多く存在す
ることが明らかとなり、未利用資源の利用に
向けて分離・培養法の開発がのぞまれた。 
 
２．研究の目的 
 
（１）植物モデルの構築 
	 植物内モデルを想定し、液体培養が可能な
植物細胞を活用した新しい分離培地を考案
する。生きた植物細胞との共培養により、植
物細胞と微生物の相互作用を考慮した新た
な視点での分離法を開発する。 
 
（２）植物内生放線菌の応用研究 
	 植物細胞を用いた分離培地により得られ
た分離菌株の生育因子の探索により、難培養
植物内生放線菌の分離や培養に応用し、その
二次代謝産物からの新規有用物質探索につ
なげる。 
 
３．研究の方法 
 
（１）植物モデルの構築 
	 	 ①植物培養細胞 
	 Nicotiana tabacum L. BY-2 および  Oryza 
sativa C5928 Oc を各々の条件にて１週間液
体培養し培養上清と細胞に分けた。細胞は滅
菌水で洗浄後、分離または培養に用いた。 
	 	 ②分離試料 
	 ２５種の植物の根を試料とし、洗浄、表面
殺菌、乾燥後、処理した試料は 10% w/w に
なるように希釈液  (0.38% K2HPO4, 0.12% 
KH2PO4, 0.51% MgSO4·7H2O, 0.25% NaCl, 
0.005% Fe(SO4)3) を加えて乳鉢ですりつぶし
分離試料とした。 
	 分離は下記の４法を使用した。（図１） 
 １. 植物細胞との混釈 
 ２. 植物細胞培養上清との混釈 
 ３. 植物細胞の寒天上スポット 
 ４. 細胞無添加 
	 分離培地は通常放線菌分離に使用する
WPA 培地 (1% proline, 0.8% agar, tap water, 
pH 無調整)に加え、植物細胞培養培地である
mLSA 培地 (mLS, 0.8% agar, pH 5.8) または 
1/5 mLSA 培地 (1/5 mLS, 0.8% agar, pH 5.8) 
を用い 27°C で 1 〜 4 週間培養した。出現

した放線菌は分離培地と同様の培地に釣菌
した。分離株は 16S rRNA 遺伝子の部分塩基
配列に基づき簡易分類し、４方法での違いを
比較した。 

 
（２）植物内生放線菌の応用研究 
	 ①植物内生放線菌の分類研究 
	 	 分離した植物内生放線菌は、16S rRNA 
遺伝子に基づき簡易分類し、新規性の高い菌
株については化学分類学的、形態学的、生理
学的、遺伝学的特徴を精査し、新規放線菌の
場合はその特徴を解析した。 
	 ②植物内生放線菌からの新規二次代謝産
物の取得 
	 	 分離植物内生放線菌を複数の生産培地
で培養し、その二次代謝産物を単離精製し各
種機器分析により新規化合物探索を行い、新
規化合物については構造決定を行った。 
	
４．研究成果	
	
（１）植物モデルの構築 
	 分離培地に植物細胞を加えて分離すると
放線菌以外の細菌群の生育も促進され放線
菌の分離が困難となったため、分離試料とな
る植物根の前処理に 60ºC, ２時間の熱処理
を加えることにより細菌群が減少し放線菌
が効率的に分離できることを見出した。植物
モデルの分離培地は、植物細胞無添加とは異
なる分離株が得られ、植物細胞の混釈と寒天
上スポットでも異なる分類群の放線菌が得
られた。これは放線菌に対して植物細胞によ
る異なった作用に起因すると考えられる。一
方、植物細胞培養上清との混釈法では、植物
細胞培養用培地に高濃度にシュークロース
が含まれ細菌群の増殖を促進し、分離には不
適であった。 
	 植物細胞との混釈によりシナモンの根か
ら得られた分離株 Micromonospora sp. A-22
は、植物細胞添加培地では生育し、さらに、
植物細胞の寒天上スポット培地で培養する
と植物細胞の周辺でよく生育した（図 2）。ま
た、植物培養上清 30％以上の添加培地では生
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図１	 植物細胞を用いた分離法 

図２	 Micromonospora sp. A-22 の各種培地	 	  
	 	 での生育 



育するものの細胞無添加や富栄養培地では
生育が確認されなかった。そこで細菌が通過
できない膜 (ø 0.22µm) で仕切られた二槽式
培養器を用い、片方に Micromonospora sp. 
A-22、もう一方に植物細胞を入れて培養した
ところ、A-22 株の生育が確認された（図３）。
生育因子の特定には至らなかったが、植物細
胞によって生産される物質が A-22 株の生育
に関与しており、本株は本方法によって分離
された「難培養放線菌」と言える。一方、本
株は Micromonospora 属の新種と推定してお
り、現在分類研究が進行中である。 

（２）植物内生放線菌の応用研究 
①植物内生放線菌の分類研究 
	 異なる植物の根および根に付着する土壌
から分離した３放線菌の分類研究の結果、
Kibdelosporangium 属に属する新種であるこ
と が 明 ら か に な っ た の で ３ 新 種  K. 
kanagawaense, K. rhizovicinum および  K. 
rhizosphaerae を国際誌に発表すると同時に
２機関(NBRC, TBRC)に寄託した。系統樹を
図４に示した。本属は現在でも９種しか知ら
れておらず、そのうち３種が本研究によるも
のである。 
 

②植物内生放線菌からの新規二次代謝産物
の取得 
	 植 物 内生放線菌として分離された

Allostreptomyces sp. K12-0794 の培養液中よ
り抗菌活性を有する 22 員環マクロライドで
ある新規物質 hamuramicin （図５）が単離さ
れた。また、生産菌 Allostreptomyces 属は 2017
年に提唱された新属で承認株はまだ１種で

ある。極めて珍しい分類群の放線菌が植物か
ら分離され、新物質の発見につながったこと
で、植物内生放線菌の微生物資源としての有
用性を示すものである。 
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図４	 分離した内生放線菌の系統学的位置 

図５	 Allostrepotomyces sp. K12-0794 
の 培 養 液 中 に 見 出 さ れ た
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図３	 二槽式フラスコでの培養 
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