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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで広く用いられてきた微生物の培養手法（平板培養法）だけでは培
養が困難であった多数の微生物種の培養を可能とし、それらを創薬のための天然資源として活用することを目的
として行った。
研究の成果として、自然環境下で微生物を分離培養できる培養器具generalized isolation chip（以下gi-chip)
を作成した。自然環境から採取した微生物をgi-chipを用いて分離培養したところ、新種の可能性が高い微生物
が多数得られた。またgi-chipを用いて得られた微生物から、寄生虫であるリーシュマニアの生育を強く阻害す
る化合物を精製し、既知化合物2種と新規化合物1種を単離した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a culture device named generalized isolation 
chip (gi-chip) in order to cultivate uncultured microorganisms. gi-chip is an instrument capable of 
separating and culturing microorganisms in a natural environment. By using gi-chip, it has been 
possible to obtain a large number of new microorganisms with high potential. In addition, two known 
compounds and one new compound were isolated as anti-leishmania substances from the obtained 
microorganism.

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
本研究を行ったことにより、新種の可能性が高い多数の微生物を分離培養することができる新しい培養器具が完
成した。また、それら微生物から新薬の候補となる可能性をもつ化合物を精製し、構造解析した。
本研究で作成した培養器具は安価に作成することができ、さらに一般的な研究室にある実験器具だけで利用可能
であることから汎用性が高く、新種微生物の分離培養を広く普及させられる可能性を有している。今後、本培養
器具により、これまでに利用することができなかった多数の新種微生物が利用できるようになり、それら微生物
が作り出す化合物や、たんぱく質、ゲノム情報などは薬の開発や他の研究分野の発展に寄与することが期待でき
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 微生物は、薬のもととなる化合物が得られる最も有望な天然資源の一つとして知られ、薬の
開発を目的にこれまで多種多様な微生物が分離培養され、多くの薬が生み出されてきた。しか
し近年、これまで利用されてきた微生物は、自然界に存在する微生物のうちのわずか１％以下
であり、残りの 99%以上の微生物は培養ができないため利用されていなかった可能性が高いこ
とがわかってきた。そのため、残りの 99%の微生物の培養法を確立し、それらを利用すること
ができれば、これまで以上に有用な薬が多数開発されることが期待できる。 
 そこで本研究では、これまでに培養が困難であった微生物の培養手法の構築と、培養された
微生物が作る化合物の単離を課題とし研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、従来の人工培地を用いた培養手法（平板培養法）では培養が困難であった微生
物を培養可能とするため、自然環境下で微生物を分離培養できる器具の作成と、その器具を用
いて分離培養した微生物が作る化合物の精製・構造解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 2015年に Lewisらが報告した Nature論文によると、isolation chipという培養器具を用いるこ
とで、自然環境下で微生物を分離培養することができ、その結果多数の新種微生物が培養可能
となることが示されている。そこで、本研究ではこの isolation chipを基に、同様の機能を有し、
かつ一般的な研究室の設備でも使用できるような汎用性の高い培養器具を作成し、それらを用
いて難培養性微生物の培養を試みることとした。 
 
(1) 培養器具の作成 
初めに 3D プリンター等を用いて、自然環境下での使用に耐え、かつ汎用性の高い培養器具
の形状の大まかな検討を行った。続いて、地元の企業と共同で器具の開発を行い、自然環境下
で他の微生物の混入を防ぐ構造、再現性よく分離培養するための操作性の向上、無菌状態を作
りだせる材料や構造の検証等を行い、7回の改変を経て、培養器具 generalized isolation chip (以
下 gi-chip)を完成させた。 

 
(2) 微生物の自然環境下での培養 
土壌、池、海などの自然環境下から微生物を採取し、蛍光染色することにより微生物濃度を
測定した。続いて、gi-chipの各ウェルにおよそ 1細胞づつ微生物が入るように微生物数を調整
し、寒天を用いて微生物を器具内の各ウェルに固定した。真菌を選択的に培養する場合は、細
菌に特異的に作用する薬剤で微生物液を処理したのち生存微生物数をカウントし、ウェル内に
固定することにより行った。一方、細菌の選択的培養は、真菌に特異的に作用する薬剤を用い
て行った。微生物を固定した gi-chip を微生物を採取した自然環境下に戻し、1 か月培養した。
培養後、gi-chip をクリーンベンチ内で無菌的に解体し、各ウェル内の寒天を砕き、3 種の人工
培地上に塗布した。2 週間 25℃で培養後、得られた微生物の 16SrRNA 配列（細菌）もしくは
28SrRNA 配列(真菌)を解析し、既知の微生物との配列相同性の評価値から新種微生物の割合を
推定した。 

 
(3) 分離培養した微生物が作り出す化合物の精製・構造解析 

gi-chipを用いて分離した微生物の培養物をアセトンで抽出し、抽出物のライブラリーを作成
した。その抽出物ライブラリーの中でリーシュマニア原虫に対して生育阻害活性を示すものを
選別し、活性の強い抽出エキスから活性化合物の精製を行った。精製は有機溶媒を用いた液液
分配と、各種精製用樹脂を用いたカラムクロマトグラフィー、HPLC を用いて行った。単離し
た化合物の構造解析は NMRやMSなどの機器分析結果を解析することにより行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 培養器具の作成 
幾度かの改変を経て、最終的に Fig.1左に示す培養器具

(gi-chip)を完成させた。gi-chipの断面図は Fig.1右のよう
になっており、ウェル内に微生物を固定し、その両端を
半透膜で仕切った構造になっている。半透膜には水分や
養分は通過することができるが、他の微生物は通過でき
ない大きさの孔が開いているため、ウェル内に固定された
微生物に自然環境下に存在する水分や養分が供給され、か
つ他の微生物の混入を防げるようになっている。この構造
により自然環境下での分離培養が可能になる。また、本器
具は 1 つ数千円で作成可能であり、一般的な研究室にある
実験器具だけで微生物を分離培養できるように汎用化されている。 

 

Fig.1 gi-chipの写真（左）と

その断面図（右） 



 
(2) 微生物の自然環境下での培養 
広島大学周辺の池から微生物液を採取し、従来の平
板培養法（微生物液を直接人工培地に撒く方法）で得
られた微生物 10 種と、同じ微生物液を用いて gi-chip
を用いて分離培養した微生物 15種の 16SrRNA配列の
解析を行った(Fig.2)。その結果、従来の手法を用いて
分離培養した微生物はすべて 100%~99%の範囲内で相
同性を示したのに対し、gi-chip を用いた微生物は
100%~89%まで幅広い相同性分布を示した。一般的に
97%以下の相同性の場合、新種の可能性が高いと言わ
れていることから、gi-chip を用いた分離培養法では、
分離培養された微生物のおよそ 30%が新種の可能性が
高いことが示された。土壌から分離培養した微生物も
同様の傾向を示したことから、gi-chipを用いることで、
周辺環境中からも新種微生物が多数得られることが強
く示唆された。 

 
(3)  分離培養微生物が作り出す化合物の精製・構造解析 

gi-chip を用いて分離培養した微生物の培養抽出エキスか
ら抗リーシュマニア活性試験を用いたスクリーニングを行
った結果、10 ng/mL程度の非常に低い濃度でも強力な生育
活性を示す抽出エキスを見出した。そこで、該当する微生
物を大量培養し、その抽出エキスから活性物質を精製・構造解析し、既知化合物 2種と新規化
合物 1種を単離、構造解析した。 
 
(4) 現在の課題と今後の展望 
 本研究の成果として、当初の計画通り、培養器具の作成とその培養器具を用いて得られた微
生物が作り出す化合物の単離に成功した。一方、研究を進めるに従い、研究課題申請時には予
期しきれなかったいくつかの課題が明らかになった。 
まず、gi-chipを用いて分離培養した微生物の多くが、培養速度が非常に遅いことから、化合
物を単離するのに十分な培養抽出物量が得られないという問題が生じている。本研究の目的は
新たに得られた微生物から化合物を単離・構造解析することであるため、培養抽出物量が十分
に得られないことは研究の進展を妨げる重大な課題となっている。増殖速度の改善の試みとし
て、様々な組成の培地での培養や培養条件を種々検討してみたが、現在までに十分な解決には
至っていない。 
また、成果の欄の(3)で記載したように、微生物が新種であっても、そこから得られてくる化
合物が新しい（新規化合物）とは限らないという課題も浮き彫りになった。本研究の目的は、
難培養性微生物からこれまでに見いだされたことのない化合物を単離するというものであるこ
とから、今後は培養抽出エキスの活性を指標に化合物を精製するだけではなく、微生物のゲノ
ム情報や発現している遺伝子の解析、培養抽出物の既知種との HPLCやMSを用いた成分比較
解析などを併用することにより、単離目標とする化合物の新規性を確保する必要がある。 
 現状では、上記に記載した解決すべき課題が残っているが、gi-chipを作成したことでこれま
で分離培養が難しかった微生物を多数培養できるようになったことは大きな進展である。今後
さまざまな特殊環境を含む自然環境下で微生物を採取し、gi-chipを用いて分離培養することで、
これまでに培養が困難であったことから研究対象とならなかった多くの微生物が発見され、そ
の代謝物やゲノム情報等は創薬だけでなく広く周辺分野の発展にも寄与することが期待される。 
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