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研究成果の概要（和文）：ロドコッカス属細菌に多数の抗生物質生産菌が存在することを示し、

特にロドコッカス エリスロポリス(Rhodococcus erythropolis)に多くの活性株が存在するこ
とを明らかにした。また R. erythropolis JCM 6824 から、グラム陽性菌に対し非常に高い活性
を示す新規の抗生物質 aurachin RE を発見し、構造決定を行った。さらにこの生合成に関わる

遺伝子も単離した。これら抗生物質、遺伝子はいずれも Rhodococcus 属由来として初めての報
告である。さらに R. erythropolis DSM 11397、R. erythropolis JCM 2895 の各株からもそれ
ぞれ新規の抗生物質、抗菌タンパクを発見した。 

 
研究成果の概要（英文）：A new antibiotic, aurachin RE was isolated from Rhodococcus 
erythropolis JCM 6824. The new antibiotic showed extremely strong antibiotic activity 
against Gram-positive bacteria. Biosynthetic genes of aurachin RE were also identified 
from the producer strain. This is the first report for an antibiotic and its genes from 
genus Rhodococcus. A new antibiotic compound and antibiotic protein were also identified 
from R. erythropolis DSM 11397 and R. erythropolis JCM 2895, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
   放線菌に分類される Rhodococcus 属細菌
は近年その様々な能力が注目され、基礎・応
用ともに多くの優れた研究が行われてきた。
代表的な例として Rhodococcus由来のニトリ

ルヒドラターゼを用いたアクリルアミドの
工業生産が挙げられるが、これは微生物酵素
を利用した物質の工業生産における世界初
の成功例として知られるものである。また
Rhodococcus 属は PCB やダイオキシン、ニト
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ロ化合物など多くの有毒かつ難分解性の化
合物を強力に分解する能力を有することで
も知られ、関連する数多くの研究が報告され
てきた。特に PCB 分解菌である Rhodococcus 
sp. strain RHA1 はその多様な化合物を分解
する能力と、それを支える多様かつ多重に重
複した分解系遺伝子が詳細に研究されてい
る。私はこれまでこの RHA1 株を含む
Rhodococcus の PCB、フタル酸、および 4-ニ
トロフェノール分解に関わる遺伝子と機能
の研究を行い、また本属のその他の特性につ
いても知り理解を深めて来たことから、
Rhodococcus 属細菌の持つ幅広い能力とさら
なる可能性について常に注目してきた。そこ
で私は新たな可能性として Rhodococcusの抗
生物質生産能力について研究を開始した。放
線菌は抗生物質生産菌としてよく知られる
がその生産株のほとんどが Streptomyces 属
細菌であり、現在数千とも言われる抗生物質、
その他生理活性物質が報告されている。それ
に対し Rhodococcus属の抗生物質生産菌はわ
ずか 1例に留まり(研究開始時)、他の属の放
線菌と比較しても極めて報告例が少ないも
のであった。しかし他にも少なからず抗生物
質を生産する Rhodococcusが存在すると予測
し、数多くの Rhodococcus 株を収集してその
抗菌活性を調べたところ、様々な抗菌スペク
トルを示す 10 種、30 株に及ぶ活性株を見い
だした。これは Rhodococcus 属に多様な抗生
物質生産菌が存在することを初めて示した
報告であり、新たな抗生物質とその遺伝子資
源として Rhodococcus属細菌が極めて重要で
あることを示すものであった。 
 
２．研究の目的 
   上記のように抗生物質生産菌としての
Rhodococcus の能力が明らかになりつつある
が、個々の株が生産する化合物やその生合成
遺伝子についてはほとんど明らかにされて
いない。本研究では多くの抗菌活性株が得ら
れた Rhodococcus erythropolis に特に着目
し、以下の 3点について明らかにすることを
目的とする。 
(1) 抗菌活性を持つ Rhodococcusの多様性と
それらの株の系統分類: これはこれまで抗
生物質生産菌としては知られていなかった
Rhodococcus にどれほどの抗菌活性株が存在
するかを明らかにするとともに、それら活性
株の系統的な分類を行う。特に上記の様に、
R. erythropolis から全く異なる抗菌スペク
トルを持つ 3 つのグループ(計 15 株)が見い
だされていることから、これら株の 16S rRNA
遺伝子、また線状プラスミドの解析などを行
い近縁種の株における更なる詳細な分類を
試みる。 
(2) 抗菌物質生産に関わる遺伝子の特定: R. 
erythropolisから見いだされた3つのグルー

プの株からそれぞれ抗菌物質生産に関わる
遺伝子を特定し、生合成経路についても知見
を得る。また Rhodococcus 属は線状プラスミ
ドを有し、PCB 分解遺伝子などがそこに存在
する事が知られているが、抗菌関連遺伝子に
ついてもその局在性を調べる。 
(3) R. erythropolis が生産する抗菌活性物
質の抽出･精製: 特にこれまでに見いだした
抗菌活性 R. erythropolis の中で最も広い抗
菌スペクトルを示すグループ Iの株から抗菌
活性物質を抽出･精製法を確立し、構造決定
する事を目指す。 
   前述のようにこれまで抗生物質生産菌と
して放線菌はよく知られてきたが、そのほと
んどが Streptomyces 属の株であった。この
Streptomyces 属から多数の生産菌が見いだ
されている理由として、実際にこの属の菌株
が高い確率で抗菌物質生産能を有している
事とは別に、他の菌が無視されてきた事にも
関係があると考えられる。研究者らが自然界
から新規の抗生物質生産菌をスクリーニン
グする際、二次分化して外生胞子形成を行う
菌、つまり Streptomyces 属を優先して用い
て来たことは事実である。胞子形成を行わな
い菌はどの属であるかコロニーの形状や色
などの外見ではほとんど判断出来ず、その研
究は後回しあるいは無視され、Streptomyces
属ばかりを研究対象にしてきた。このような
背景で Streptomyces の研究は他の放線菌と
比べはるかに進んでいるが、同時に飽和しか
けているとも言える。全く新規の機能を持つ
新規の抗生物質を見いだそうとする場合、
Streptomyces 属以外の菌種から生産菌を探
索することは非常に有意義である。本研究で
着目した Rhodococcus属細菌はその生活範囲
(土中、水中、植物、動物)や生育温度が非常
に広く、そのような環境で他の微生物との競
争に勝ってきたと考えられるため、新規の抗
生物質の生産菌として有力な候補であると
いえる。近年の新病原体の発生、あるいは多
剤耐性菌の発生などの問題から、抗生物質は
常に新しいものが求められているが、この研
究によって Rhodococcusから新規の抗生物質
やその遺伝子が単離され、応用のための基礎
情報が得られると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1) 抗菌活性を持つ Rhodococcusの多様性と
それらの株の系統分類:  これまでに既に多
数の抗菌活性 Rhodococcusを見いだしている
が更にスクリーニングの数を増やし、抗菌活
性株を検索してその多様性を明らかにする。
具体的には菌株保存機関から数多くの
Rhodococcus を収集し、その中から抗菌活性
株をスクリーニングする。スクリーニングは
軟寒天重層法において Rhodococcus属が被験
菌に対して作らせる生育阻止円を観察する



 

 

ことで行う。初めのスクリーニングでは数株
の被験菌を用い、そこで得られた抗菌活性株
についてはさらに被験菌を 20 株以上用いて
それぞれその抗菌スペクトルを詳細に調べ
る。また各株の 16S rRNA 遺伝子配列を決定
し、それら活性株の系統分類を行う。また
MALDI―MS を用いた最新の解析法も用い、詳細
な系統分類も行う。 
(2) 抗菌物質生産に関わる遺伝子の特定:  
抗菌活性を示した Rhodococcus属細菌の中か
ら特に抗菌スペクトルが広いものなど特徴
のあるものを選択し、その遺伝子の単離を行
う。特に既に得られている R. erythropolis
の 3つのグループからぞれぞれの遺伝子単離
を目指す。遺伝子単離の方法は我々の研究室
で開発された Rhodococcus属で有効なランダ
ムトランスポゾン導入法を用いる。この手法
ではゲノム中にランダムにカナマイシン耐
性遺伝子が組み込まれるため、カナマイシン
耐性となった株から抗菌活性を失った変異
株をまずスクリーニングする。このようにし
て得た変異株から、組み込まれたカナマイシ
ン耐性遺伝子の周辺ゲノムを解析すること
で抗菌活性に関与する遺伝子を単離する。ま
た単離した遺伝子についてその局在性につ
いて調べる。具体的にはパルスフィールドゲ
ル電気泳動装置を用いてゲノムを染色体と
プラスミドに分離し、この分離した DNA に対
して単離した抗菌関連遺伝子をプローブに
サザン解析を行うことで局在性を確認する。 
(3) R. erythropolis が生産する抗菌活性物
質の抽出･精製: 現在までに単離している抗
菌活性 R. erythropolis 株の中で最も広い抗
菌スペクトルを示した株から、その抗菌物質
の抽出法、精製法を確立し、構造決定に用い
る事の出来る精製度にし、物質同定を行う。
具体的には生産菌の培養液から有機溶媒を
用いて抗菌物質を抽出し、高速液体クロマト
グラフィー(HPLC)を用いて活性化区分の取
得、成分の精製を行う。 
 
４．研究成果 
(1) 抗菌活性を持つ Rhodococcusの多様性と
それらの株の系統分類:  
① 抗菌スペクトルの違いから 3 グループに
分類される R. erythropolis 全 15 株の 16S 
rRNA 遺伝子の解析を行い、全ての株が同一の
配列を有することを明らかにし、抗菌活性が
異なる株間であっても 15 株が非常に近縁で
ある事を示した。またこの 15 株に加え非抗
生物質生産の 6 株を加えた計 21 株の R. 
erythropolis について gyrB 遺伝子配列, 線
状プラスミドなどの解析を行い、その系統関
係・種内多様性を明らかにした。 
② 産業技術総合研究所環境管理技術研究部
門計測技術研究グループと共同で、MALDI-MS
を用いたリボソームタンパクの分子量を指

標とした新しい R. erythropolis の分類法を
開発し、16S rRNA 遺伝子よりも高解像度でこ
れらの株を分類する事に成功した。この分類
結果は gyrB 遺伝子配列による系統解析とよ
く一致していた。 
③ R. erythropolis の抗菌活性株・非抗菌活
性株の計 21株について 16S rRNA, GyrB, RpoB
の各遺伝子、さらに当初の計画に加え AtpD、
RecA、TrpB の各遺伝子についてもその保存配
列から PCR primer を設計し、800-1500bp の
部分配列を決定した。これらの情報から
Multi-locus sequence analysis (MLSA)を行
い、前年度の MALDI-MS による系統解析と共
に、これら近縁株の詳細な系統分類を行うと
共に、種内多様性をあらためて明らかにした。 
④ R. erythropolisには抗菌スペクトルの異
なる 3グループ(Group I, II, III)の抗菌活
性株が存在することが明らかになった。これ
らグループの株は同属同種でありながら、そ
れぞれ他の 2グループに対しても抗菌活性を
示すという、きわめて珍しい種内競争(三つ
どもえ、下図)がみられることが明らかとな
った。それぞれ異なる抗生物質を介した三者
間の種内競争は初めての報告である。 
 

 
(2) 抗菌物質生産に関わる遺伝子の特定:  
① 抗生物質生産株である R. erythropolis 
JCM 6824 から、抗生物質生合成遺伝子を単離
するため、トランスポゾン変異導入法により、
抗菌活性を失った変異株を得た。この変異株
の遺伝子解析により、本菌株の生合成遺伝子
クラスター(全 11 の ORF)の取得に成功した。
これらの ORFについてそれぞれ遺伝子破壊株
を構築し、これらの ORF(遺伝子)が抗菌活性
に必須であることを証明した。またこの遺伝
子配列から予測される酵素タンパクの推定
機能は後述する本菌株から単離した新規抗
生物質の構造とその予想生合成経路とよく
一致した。これまで抗生物質生合成遺伝子が
Rhodococcus から見いだされたことはなく、
本研究が初めての報告である。 
② 前述の JCM 6824 株とは異なる抗菌スペク
トルを示す R. erythropolis DSM 11397 から、
同様にトランスポゾン変異導入法を用いて



 

 

抗菌活性を失った変異株を得た。この変異株
の遺伝子解析から Pseudomonas 属細菌でよ
く研究されている抗生物質、phenazine の生
合成遺伝子と類似の遺伝子クラスター(全 11
の ORF)の取得に成功した。これらの ORF につ
いてそれぞれ遺伝子破壊株を構築し、これら
の ORF(遺伝子)が抗菌活性に必須であること
を証明した。このことから DSM 11397 は
phenazine 骨格を有する抗生物質を生産して
いると結論づけた。 
③ 上記、JCM 6824 株また DSM 11397 株とも
異 な る 抗 菌 ス ペ ク ト ル を 示 す R. 
erythropolis JCM 2895 の抗生物質生合成遺
伝子を得るため、トランスポゾン変異導入法
を用いて抗菌活性を失った株のスクリーニ
ングを行ったが数十万クローンの解析にお
いても目的の変異株を得ることは出来なか
ったこのため現在手法を変えて遺伝子解析
を進行している。 
 
(3) R. erythropolis が生産する抗菌活性物
質の抽出･精製:  
① R. erythropolis JCM 6824 の生産する抗
生物質をその培養液から抽出し、新規抗生物

質の取得に成功した。まず最少培地にコハク

酸など少量の炭素源を加えた液体培地を作

成し、JCM 6824 の種菌を植菌、28℃で 24‐28

時間振盪培養した。この培養液を滅菌フィル

ターに通して菌体を除去した後、C18 カラム、

酢酸エチル、さらに HPLC を用いて抗菌活性

画分を濃縮･精製した。十分に精製した後、1H,

および 13C NMR、並びに精密質量分析を行い、

組成 C25H33NO3、分子量 395、下記に示す構造

の新規化合物であることを明らかにし、

aurachin RE と命名した。本物質はグラム陽

性細菌に対し非常に高い抗菌活性を示し、最

小 生 育 阻 止 濃 度 (MIC) は Arthrobacter 
atrocyaneus IAM 12339T と Corynebacterium 
glutamicum IAM 12435Tに対し 0.01 μg/ml、
また Streptomyces griseus IAM 12311T と
Rhodococcus erythropolis IAM 12122Tに対し
0.1 μg/ml を示した。本発見は二次代謝産物
のいわゆる抗生物質として(抗菌ペプチド以

外の)、Rhodococcus での初めての報告である。 

 

② R. erythropolis DSM 11397 の生産する抗
生物質を得るため、上記と同様の方法で培養
液中からの抽出・精製を試みた。C18 カラム、
酢酸エチル、HPLC を用いて精製した化合物は
濃い橙色の化合物であり、サイズ排除クロマ

トグラフィーの結果、分子量 180 前後の物質
であると推定された。また GC-MS の解析から
は分子量 212の物質であることが推測された。
この結果と遺伝子解析の結果から、本菌株の
生産する抗生物質は phenazine骨格に比較的
小さい置換基がついた化合物であると予測
された。これまでに分子量 212 の phenazine
系抗生物質は報告されていないことから本
物質が新規化合物である可能性もあり、今後
構造解析を進めて行く。phenazine 系の抗生
物質はこれまで Rhodococcusで見いだされた
ことはなく、今回が初めての報告となる。 
 
③ R. erythropolis JCM 2895 の生産する抗
菌物質を得るため培養液からの抽出を試み
たが、有機溶媒を用いた方法では抗菌画分を
得ることは出来なかった。また培養液から得
られる抗菌活性は 37℃以上の温度に対しき
わめて容易にその活性を失うことが明らか
になった。これらのことから上記 2株の抗生
物質とは異なり、本菌株の抗菌成分は抗菌活
性を持つタンパク質であると推定した。現在
この物質の本体がタンパクであるという仮
定のもと、物質同定を行うべく研究を進めて
いる。本物質が抗菌タンパクであれば
Rhodococcus としては初めての報告となる。 
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