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研究成果の概要（和文）：分離糸状菌 Clonostachys rosea B5-2 と Nectria pseudotrichia B69-1の二種の菌
類を共培養することにより、5種の化合物を単離した。それらは、構造解析の結果、furanocochlioquinol (1) 
と furanocochlioquinone (2), nectrianolin D (3)であり、化合物 4 と 5 は既知物質であった。ヒト前骨髄
性白血病細胞株に対する毒性試験においては、化合物１が一番強い毒性を示した。Arthrinium marii M-211株の
りんごジュース培地より、二種の新物質を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Three new meroterpenoid derivatives, furanocochlioqiunol (1) and 
furanocochlioqiunone (2), as well as nectrianolin D (3), together with two known biogenetically 
related compounds 4 and 5 were isolated from a mixed culture of two mangrove-derived fungi, 
Clonostachys rosea B5-2 and Nectria pseudotrichia B69-1.  The structures of 1-3 were deduced based 
on the interpretation of HRMS and NMR data. Compounds 1-5 exhibited cytotoxicity against human 
promyelocytic leukemia (HL60) cells with IC50 values ranging from 0.47 to 10.16 μM.  A novel 2,
3-epoxy naphthoquinol, named (6R,7R,8R)-theissenone A (1), possessing an oxatricyclo[5.4.0.03,5]
undeca-trien-2-one skeleton, together with two known compounds, (6S,7R,8R)-theissenone (2) and 
arthrinone (3), were produced by an endophytic fungus, Arthrinium marii M-211.  

研究分野：天然物有機化学

キーワード： 共培養　コクリオキノン　細胞毒性　Clonostachys rosea　Nectria pseudotrichia 　Arthrinium mari
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに天然有機化合物の単離精製に関する研究は多くなされてきたことから、新規な二次代謝産物を得るこ
とは簡単ではないと言われている。その一方、放線菌や糸状菌のような有用な物質を生産する酵素の遺伝情報が
明らかにされると、予想以上に多くの生合成遺伝子クラスターを持っていることが判明した。共培養法により、
微生物細胞間でのコミュニケーションや細胞間の直接の接触刺激による物質生産における制御機構を明らかにで
きれば、二次代謝産物の生産を活性化させる菌類の組み合わせが判明すると共に、これまで以上に、共培養法に
より新規骨格を有する生理活性物質の発見に期待できる。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

医薬や農薬の⽣理活性物質の探索源として、これまでに多くの資源微⽣物が⽤いられて
きた。そして、近年の遺伝⼦技術の発展により、放線菌をはじめとする菌類の⼆次代謝産物
産⽣遺伝⼦群が研究され、⼆次代謝産物をコードする⽣合成遺伝⼦はクラスターを形成し
ていることが明らかとなっている。さらにこの⽣合成遺伝⼦群の多くは、機能未知であり、
眠っている遺伝⼦（クリプティック遺伝⼦）と⾔われている。すなわち、⼀菌株において、
発⾒された⼆次代謝産物の⽣合成遺伝⼦の数は、既に単離されている⼆次代謝産物の数よ
りも多く、これは我々がまだ知らない新規な⼆次代謝産物を⽣産する能⼒がある事を意味
する。したがって、これまでこの眠っている遺伝⼦を発現させる試みが多くなされてきた。
例えば、クリプティック遺伝⼦の異種発現、転写翻訳系の活性化、低分⼦化合物による活性
化、共培養法などがある。この研究で⽤いる共培養法は、バイオコンバージョンや細胞間の
刺激により⽣産される物質も存在し、培養系としては、複雑である。しかしながら、⼆種以
上に菌類を混ぜ合わせて、培養するものであり、組み合わせによる個数が増えることを除
けば、⾮常に簡便であり、魅⼒的である。 
２．研究の⽬的 

⽷状菌は多様な化学構造を有する⼆次代謝産物を⽣産するが、ゲノム解析技術の進歩に
より、⼆次代謝産物⽣合成遺伝⼦の多くは、⼆次代謝産物を⽣産せずに発現しないままであ
る。そこで、より多くの新しい構造を有する⼆次代謝産物を得ることを⽬的に、異種の微⽣
物間の相互作⽤を利⽤した「共培養法」により、休眠遺伝⼦（クリプティック）を活性化し、
新たな代謝産物を探索することを⽬的とした。 
３．研究の⽅法 

約 100 株の分離⽷状菌類を⽤い、蒸留⽔と⽞⽶で調製した培地で、それぞれを培養し、
⽣理活性物質の⽣産が⾼い菌株を選出した。その後、⼆種の菌類を同じ寒天培地状で、同時
に共培養し、嫌触反応が⾒られるかどうかを⾁眼で確認した。嫌触反応を⽰した菌類同⼠を
共培養法の組み合わせとし、それぞれの純粋培養時と共培養時で、⼆次代謝産物の⽣産性に
着⽬して、TLC や HPLCを駆使しながら、スクリーニングをした。その結果、Clonostachys 
rosea B5‒2 と Nectria pseudotrichia B69‒1 
の⼆種の⽷状菌を選択した (Fig. 1)。また、⽷
状菌 Arthrinium marii M-211 株については、
培地条件を検討中に、りんごジュースを培地
に添加した時にのみ、顕著に⽣産性が増加し
た物質が⾒られたことから (Fig. 3)、それら
の物質にも注⽬することにした。 
４．研究成果 
< Clonostachys rosea B5‒2 と  Nectria 
pseudotrichia B69‒1 株の複合培養について> 

⽷ 状 菌  C. rosea B5‒2 株 と  N. 
pseudotrichia B69‒1 株は、同⼀シャーレ内で⼆種の菌株を同時に⽣育させると、⻩⾊の嫌
触反応を⽰した。また、それぞれの菌類の純粋培養物において、共培養時には⾒られた物質
を認められなかった。これは共培養により、これまで発現していない遺伝⼦群が活性化され、
微⽣物間のコミュニケーションや接触刺激に関わる物質であると予測された。そこで、これ



らの物質に着⽬し、各種カラムクロマトグラフィーにより、それらを単離し、化学構造や⽣
理活性を明らかにすることにした。B5-2 株と B69-1 株の⽞⽶を主成分とした培地におい
て共培養させ、メタノール抽出物について、各種カラムクロマトグラフィーを⽤い、精製し
た。その結果、５ 種の物質を単離することができた。続いて、それらの化学構造を NMR 
実験デー タ の 解 析 を中⼼に 明 ら か に し た と ころ、 化 合 物 1, 2, 3 は 、 新 物 質 の 
furanocochlioquinol (1) と 
furanocochlioquinone (2), 
nectrianolin D (3)であり、化
合物 4 と 5 は既知の 12-
dehydrocochlioquinone D 
(nectripenoid B) (4) と 
cochlioquinone D (5) であ
った (Fig. 2)。このように単
離された化合物 1-5 の⽣理
活 性 に つ い て は 、 100 
µg/disk の濃度で、グラム陰
性菌 (Pseudomonas aeruginosa) とグラム陽性菌類 (Staphylococcus aureus) に対して、弱
い抗菌活性を⽰した。また、ヒト前⾻髄性⽩⾎病細胞株 (HL-60: Human promyelocytic 
leukemia cells) に対する毒性試験においては、テーブルに⽰したように、単離した物質の中
で、化合物 １ が⼀番強い毒性を⽰した (Table 1)。本研究で、単離した物質の 1, 2, 4, 5 は、
化学構造の⾻格により、cochlioquinone 類に属し、cochlioquinones Aと B は植物病原菌類
が⽣産する物質として、初めて単離されている。その後、多くの類縁物質が報告され、抗真
菌活性や細胞毒性を⽰すものが多く、
メロテルペノイドに属した構造の多様
性から⽣じる類縁物質のユニークな構
造と活性との相関により、活性発現機
構に注⽬されている。⼀⽅、nectrianolin 
D (3) については、我々の先⾏研究で、
N. pseudotrichia 120-1NP 株の新規細
胞毒性物質として、明らかにした nectrianolin A, B, C に続く新類縁物質であった。細胞毒
性試験の結果、nectrianolin D (3) は、nectrianolins A, B より弱い毒性を⽰したことから、
活性発現機構の⼿がかりとなる所⾒を⽰した。B69-1 株は、N. pseudotrichia 120-1NP と同
⼀の属種であることから、120-1NP株において、化合物 3 が⽣産されていないかを調査し
たが、確認できなかった。 

 
< Arthrinium marii M-211 株の⽣産する⽣理活性物質について>  



本研究では、菌類の持つ潜在的
な⼆次代謝産物⽣産能⼒に期待
し、それらを引き出す⼀つの⽅法
として、共培養⽅法に着⽬した。
⼀⽅で、⽣産培地成分の検討を繰
り返し、培養条件に⼯夫を加え、
新たに誘導される⼆次代謝産物
にも着⽬した。その過程において、⽷状菌 Arthrinium marii M-211 株は、培養培地に市販
りんごジュースを添加することにより、⼆次代謝産物の⽣産パターンを顕著に変化させた。
そこで、これらの構造解析と⽣
理活性について調べた。まず、A. 
marii M-211 株を市販のりんご
ジュースと⽞⽶で調製した培地
で 30 ⽇間培養した。続いて、培
養抽出物を各種カラムクロマト
グラフィーで精製し、化合物 6 
と 7, 8 を単離した。構造解析の
結果、化合物 6, 7 は新物質であり、同じ平⾯構造を有する異性体であった。NOESY 実験
や ECD スペクトル、計算による ECD スペクトルなどの解析の結果、両化合物の構造を
明らかにした (Fig. 4)。⽣理活性試験の結果、H4IIE (ラット肝癌細胞) 株に対して、弱い
毒性を⽰した [IC50 (µM), 6: 67.5, 7: 46.6, 8: 13.4)]。  
<まとめ> 
本研究では、⽷状菌が持つ潜在能⼒に期待し研究を⾏った。近年、遺伝⼦操作により微⽣

物の眠っている⼆次代謝産物⽣産能⼒を活性化する試みが実施されているが、未だに全て
の⽷状菌に対して万能な⼆次代謝産物の⽣産能⼒を活性化する⽅法はなく、その持つすべ
ての⼆次代謝産物の⽣産を引き出しことはできず、⼀部にとどまっている。本研究で⽤いた
共培養法は遺伝⼦操作を伴う⼆次代謝活性化⼿法とは異なり、簡便で且つ、汎⽤性が⾼く、
様々な⽷状菌にも適⽤できると考えられる。しかし、組み合わせが増えることにより、実験
量の増加を考慮する必要はあるが、微量しか⽣産されない化合物の⽣産量を劇的に増加さ
せたり、もしくは類縁物質を新たに⽣産させる可能性もある。また、菌類の⽣育する“培地
条件に連動した⼆次代謝産物の変化”にも着⽬し、２つの培養⽅法により⼆次代謝の活性化
を試みた。培地に市販のりんごジュースを加えるという培養⽅法で⼆つの新規化合物が⽣
産誘導された。りんごジュースに含まれるどの成分が、これらの新物質の⽣産を惹起したの
かについては、不明のままであるが、⾮常に簡便な⽅法で、物質⽣産性を変化させることが
できることから、新規化合物の探索に⽬的を絞れば、有効な⽅法の⼀つである。以上のよう
に、ここで⽤いた共培養法により、微⽣物細胞間でのコミュニケーションや細胞間の直接の
接触刺激による物質⽣産における制御機構が明らかにできれば、⼆次代謝産物の⽣産を活
性化させる菌類の組み合わせが明らかになるとともに、これまで以上に、共培養法により新
規⾻格を有する⽣理活性物質の発⾒に期待できる。また、⼆つのコロニー間で⾒られる嫌触
反応などの菌類同⼠のコミュニーション様物質が⾒つかれば、今後、共培養法による新規⾻
格の⼆次代謝産物発⾒へ期待が⼤いに⾼まる。 
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