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研究成果の概要（和文）：　我々は，病原微生物と動物細胞の共培養法を開発し，微生物の休眠遺伝子活性化に
成功した．この新規手法は，疑似感染状態を模倣したもので，国内外でも初めての例であり独創的で新規性が高
い．臨床検体から分離された病原真菌と免疫細胞を様々な条件下共培養を行い，共培養特異的化合物を見いだし
た．共培養特異的化合物には，大変興味深いことに免疫抑制作用を示す化合物が複数見いだされた．本共培養法
を病原菌だけでなく，酒，味噌等を作る麹カビや，熱に耐性の耐熱カビ，また乳酸菌にも適用し，それぞれが共
培養特異的化合物を生産しうることを突き止めた．またその生産メカニズムの解明研究も行い，興味深い知見を
得ることができた．

研究成果の概要（英文）： We developed a method for co-culturing pathogenic microorganisms and animal
 cells and succeeded in activating silent genes in microorganisms. This new method imitates a 
pseudo-infection state. We co-cultured immune cells and pathogenic fungi isolated from clinical 
specimens under various conditions and discovered co-culture-specific compounds. Interestingly, 
several co-culture-specific compounds were found to exhibit immunosuppressive effects. We applied 
this co-culture method not only to pathogenic bacteria, but also to koji mold, which produces sake 
and miso, heat-resistant mold, and lactic acid bacteria, and found that each of them can produce 
co-culture-specific compounds. We also conducted research to elucidate the production mechanism and 
obtained some interesting findings.

研究分野：天然物化学，ケミカルバイオロジー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　放線菌や真菌は，多くの有用な化合物を提供してきた．しかしながらその遺伝子は２割程度しか働いておら
ず，新たな新規天然物を生産するであろう生合成遺伝子が眠ったままの休眠遺伝子であることがわかっている．
したがって，この休眠遺伝子を活性化する新規な方法が熱望されており，本研究で開発した動物細胞と真菌の共
培養法での新規天然物の取得は，学術的意義が大変高い．また，得られた天然物は免疫抑制作用を持つものも多
く，自己免疫疾患や，免疫異常が含まれる多発性硬化症の治療薬など，多くの難病の医薬シードになり得るた
め，社会的意義も大変，大きいと考えられる．

※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。
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１．研究開始当初の背景 
放線菌や真菌から得られる天然物は多くの有用な医薬となって人類に貢献してきたが，近年，

新規天然物が得られない壁が立ちはだかっている．しかしながら，放線菌や真菌には多くの休眠
遺伝子が存在しており，それらを活性化して新規天然物を得ようと世界で試みられている．それ
にも関わらず，未だ画一された方法論はなく，より効率的で新規天然物を産み出す休眠遺伝子活
性化法が求められていた．そのような中，我々は病原微生物が受ける一つのストレスに気がつい
た．それは，病原微生物が生体内に侵入した際に受ける免疫排除のストレスである（図１）．そ
こで，疑似感染状態を作り出すべく，病原微生物とマクロファージ細胞との共培養を行った． 

図 1 微生物と動物細胞の共培養による天然物生産  
 
２．研究の目的 
 本研究では，微生物と動物細胞の共培養法（図２）によ
り得られる天然物を単離・構造決定し，その生物活性を明
らかにすること，また，その異種生体間相互作用による休
眠遺伝子活性化のメカニズムに迫ることを目的とした． 

 
３．研究の方法 
千葉大学真菌医学研究センターが保有する，臨床検体か

ら分離された病原真菌 Aspergillus fumigatus および
Aspergillus terreus 等に着目した．これらを動物細胞（マク
ロファージ様細胞株または急性単球性白血病細胞）とプラ
スチック製フラスコ内で共培養を行った．細胞をコンフルエントの状態に培養し，培地を CD 
(Czapek-Dox) 培地等に変更し，別途前培養した A. fumigatus または A. terreus を加えた．大量培
養は 175 cm2フラスコを用い，A. fumigatus は 28 ̊ C にて 1 週間，A. terreus は 2 週間静置培養し
た．遠心にて上清と沈殿物にわけ，沈殿物はメタノールを加えて菌体を破砕した後遠心し，上清
をエバポレーターで乾固した後，始めの上清と合わせ，酢酸エチルで抽出した．共培養で特異的
に現れるあるいは増強する化合物を HPLC で確認しながら，カラムクロマトグラフィーおよび
分取 HPLC で単離・精製し，各種 NMR で構造決定を行った．また，その他，病原菌ではない，
味噌や醤油を作る麹カビや，耐熱性カビ，乳酸菌にも本方法の適用を図った． 
 
４．研究成果 
病原真菌 A. fumigatus は真菌感染症であるアスペルギローシスの主な原因菌として知られてい

る．A. fumigatus とマクロファージ様細胞株を共培養したところ，共培養特異的化合物が HPLC
にて検出された．大量培養を行い，特異的化合物を単離したところ，天然物としての単離は初の
fumigatinolactone (1) が得られた．化合物 1 の構造は各種 NMR および計算科学にて決定した．
化合物 1の構造中にフマリルアラニンが含まれることに着目した．A. fumigatus をマウスに感染
させると，A. fumigatus のフマリルアラニン生合成クラスターSidE が発現上昇することが報告さ
れている．そこで共培養後に RNA-seq を行ったところ，共培養のみでも SidE の発現上昇が見ら
れた．A. fumigatus は，マクロファージと出会うことによってストレスがかかり，フマリルアラ
ニンを多く生成し，fumigatinolactone (1)が得られたと考えている．また大腸菌による SidE の発
現・精製を行い，別途化学合成した fumigatin と in vitro での反応を行ったところ，予想通り，化
合物 1 が得られた．このことは，フマリルアラニン生合成クラスターSidE により生成されるフ
マリルアズラクトンが生合成中間体であることを示した．また，マクロファージの何に A. 
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fumigatus が反応しているか種々検討し，マクロファージが生産する酸化的分子が鍵であること
が示唆された（図３）． 

 
また，病原真菌 A. terreus と急性単球性白血病細胞を 2 週間共培養したところ，新規天然物ブ

チロラクトン Ia (2)が共培養時の増強ピークとして得られた．化合物 2の絶対立体配置は，共同
研究により計算科学を用いて CD の計算値と実測値を比較することにより決定した．また，興味
深いことに 2は，マクロファージの自然免疫反応で放出される一酸化窒素（NO）の産生を濃度
依存的に抑制した （IC50 18 µM）．さらに，NO の合成酵素 iNOS の発現も抑制した．ブチロラ
クトン Ia (2)の濃度 1, 10, 25, 50 μM と濃度依存的に iNOS の発現を阻害した．さらにマク
ロファージから放出されるサイトカインの一つ，インターロイキン 1bの発現も転写レベルで濃
度依存的に抑制した．この結果は，病原微生物がマクロファージからのストレスを受け，休眠遺
伝子を活性化し，生き残ろうと免疫抑制化合物を産生したと考えることができる．病原真菌 A. 
terreus が細胞の何に反応しているか種々検討したところ，病原真菌 A. terreus は細胞との物理的
接触が必須であることが示唆された（図４）．真菌により免疫細胞との相互作用のパターンが異
なるということが示唆された． 

図４ 病原真菌 A. terreus は細胞との物理的接触が必須である 
 

 また，本方法を病原菌のみならず，味噌や醤油，酒を造る麹カビや，耐熱性真菌，また，乳酸
菌にも適用可能か種々検討したところ，それぞれの数種の株で，共培養特異的化合物を得ること
ができた．泡盛を造る麹カビである黒麹菌 Aspergillus luchuensis とマウスマクロファージ細胞と
の共培養によって，共培養時に産生が増強する化合物 2 種を見出した. NMR および MS スペク
トルによる構造解析を行ったところ, イタコン酸誘導体 3, 4であると同定した. 3, 4の産生メカ
ニズムを明らかにするため, まずは菌体内に着目し, 生合成遺伝子クラスターの転写量が共培養
時に増加しているかどうかを調べた. real-time PCR の結果, 共培養時においても転写量は増加し
なかった. よって, 3, 4 産生増強には, 生合成遺伝子の転写活性化とは異なるメカニズムが働い
ていることが示唆された. 次に, 菌が細胞の何に反応しているのかどうかを調べた. 細胞上清の
添加や, 分画添加などを行った結果, A. luchuensis はタンパク質に反応し, 3, 4を産生しているこ
とが示唆された. ここで, 麹菌はプロテアーゼの分泌が盛んであることから, 「細胞由来のタン
パク質が, 菌から分泌されたプロテアーゼによってアミノ酸へと分解され, 3, 4 産生の原料とし
て供給される」という仮説を立てた. 仮説を検証するため, プロテアーゼ阻害剤の添加や熱によ
る失活を行ったところ, 3, 4 の産生が減少することが示唆された. したがって, プロテアーゼが
3, 4産生に関与する可能性が示された（図５）.    

図５ 黒麹菌 A. luchuensis は細胞が分泌するタンパク質を分解し化合物生産に用いる 
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図３ 病原真菌A. sumigatusは細胞の酸化的分子に反応している
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 以上のように，微生物と動物細胞の共培養によって休眠遺伝子が活性化する方法論を開発し，
興味深い生物活性を有する新規天然物を単離した．本方法は，病原菌以外にも適用可能であり，
今後，幅広い微生物に応用可能と考えられる．本方法は，国内外で初めての手法であり，インパ
クトの大きい研究であると考えられる．今後は，異種生体間相互作用を詳細に分光学的手法も用
いて解析し，より簡便な休眠遺伝子活性化に向けて研究を重ねる． 
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