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研究成果の概要（和文）：ロドコッカス・エリスロポリスにおいて、非リボソームペプチド合成酵素によって生
合成される形態変化誘導物質があると仮定して、遺伝子破壊株を用いた生物検定法の確立、および、形態変化誘
導物質の探索を行った結果、塊状のコロニーを形成して沈殿する遺伝子破壊株の形状を、野生株と同様の浮遊し
て培養液が濁る形状へと変化させる形態変化誘導物質が野生株培養液中に含まれることを明らかにした。しかし
ながら、形態変化誘導物質は不安定で精製、構造決定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Based on the genetic analysis of Rhodococcus erythropolis, there seems to be
 a novel pheromone-like biologically active compound in Rhodococcus erythropolis. We first 
established a bioassay system using gene disruption strains and searched for the pheromone-like 
biologically active compound. The morphological change inducers were found in the culture medium of 
the wild strain, which changed the shape of the disrupted strain from clumped colonies to a floating
 and turbid form, similar to the wild strain. However, the morphology change inducer was unstable 
and could not be purified or structurally determined.

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
　ロドコッカス・エリスロポリスには全く新しいタイプの微生物フェロモンが存在することになり、卓越した成
果が期待できる。ただし、生合成遺伝子が判明したからといって、簡単に遺伝子産物が特定できるわけではな
く、極めて困難である。また、近縁の放線菌にも同様の遺伝子が存在することから多くの有用二次代謝産物を生
産する放線菌への応用という研究の発展、応用が期待でき、困難ではあるものの、挑戦する意義の極めて大きい
研究課題である。

※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 
 ロドコッカス属細菌の一種、Rhodococcus erythropolis (以下、エリスロポリス株) において、あ
る遺伝子の破壊株の形状が大きく変化した (図 1)。その遺伝子を解析したところ、二次代謝産物
であるペプチド様物質の生合成酵素である非リボソームペプチド合成酵素 (NRPS) であると考
えられた 1)。従って、その NRPS によって生合成されたペプチド様物質がコロニーの形状を変化
させることになる。このような同種他者に対して作用する微量成分はフェロモンと呼ばれてい
るが、ロドコッカス属細菌と近縁の放線菌などでは主に低分子化合物がフェロモンとして作用
しており、その他の細菌では (リボソーム) ペプチドがフェロモンとして作用していることが明
らかとなっている。しかし、非リボソームペプチド合成酵素によって生合成されるペプチド様物
質がフェロモンとして働いているという例は全細菌において全く報告されていない。 
 
図 1. ロドコッカス属細菌 Rhodococcus erythropolis の 
野生株と遺伝子破壊株の形状. 
通常、Rhodococcus erythropolis はフィルム状のコロニーを形成 
するが (左)、ある遺伝子を破壊すると粒状となる (右)。 
 
２．研究の目的 
 もし本当ならば全く新しいタイプの微生物フェロモンが存在することになる。そもそも、生産
菌にとって生物的役割のある二次代謝産物の例自体が大変珍しい。そこで、このペプチド様フェ
ロモンを発見、解明することにした。以前は、まずフェロモンが発見された後に、フェロモンの
生合成遺伝子が解明されてきたが、近年は、分子生物学の発展に伴い、生合成遺伝子からのフェ
ロモンの発見が我々を含め、いくつか報告されつつある。ただし、生合成遺伝子が判明したから
といって、簡単に遺伝子産物が特定できるわけではなく、特に、非リボソームペプチドの化学構
造の決定は今でも極めて困難である。また、近縁の放線菌にも同様の遺伝子が存在することが遺
伝子解析から容易に見て取れるため、放線菌由来の新規フェロモンの発見、およびそれらを介し
た新規制御機構の発見へと発展する可能性が高い。すなわち、多くの有用二次代謝産物を生産す
る放線菌への応用という卓越した成果が期待でき、困難ではあるものの、挑戦する意義の極めて
大きい研究課題であると言える。 
 
３．研究の方法 
 まずはペプチド様フェロモンが実際に存在することを明らかにしなくてはならない。また、ペ
プチド様フェロモンが実際にエリスロポリス株の形状を変化させることを示さなくてはならな
い。そこで、エリスロポリス株の培養物を用いた、エリスロポリス株の遺伝子破壊株に対する生
物検定を行い、培養物の添加により遺伝子破壊株の形態が破壊株特有の粒状から野生株と同様
のフィルム状に変化するか調べることとした。さらに、培養物に含まれる形態変化誘導物質を
HPLC を用いて分画して精製することにした。精製した誘導物質を各種分析を行うことで化学構
造の決定を試みることとした。 
 
４．研究成果 
 エリスロポリス野生株から目的のペプチド様物質が分泌されていると想定して、該当するエ
リスロポリス遺伝子破壊株に対してエリスロポリス野生株の抽出液を加えることで野生型への
形態変化を誘導する生物検定法の確立を試みた。エリスロポリス株の液体培養において、野生株
の細胞は浮遊するのに対し、遺伝子破壊株は塊状のコロニーを形成するため、遺伝子破壊株培養
液を静置した場合は細胞が沈殿して培養液が透明となる (図 2)。そこで、エリスロポリス遺伝子
破壊株を野生株の抽出液を加えた培地を用いて液体培養を行い、見た目の変化とともに、静置後
の培養液上清の濁度を測定することで活性を評価した。 
 
図 2. ロドコッカス属細菌 Rhodococcus erythropolis の 
野生株と遺伝子破壊株の形状. 
通常、Rhodococcus erythropolis は液体培養においては 
野生株の培養液 (左) は細胞は浮遊して培養液が濁る. 
それに対して、遺伝子破壊株の培養液 (右) は塊状の 
コロニーを形成するため、培養液を静置した場合では 
細胞が沈殿して培養液が透明となる. 
 
 まず、購入したロドコッカス・エリスロポリス JCM 2895 株を改良最小培地 1) にて 30 °C、24
時間、180 rpm にて振盪培養した。得られた培養液を遠心分離により上清と菌体に分離した。回
収した菌体にエタノールを加えて浸透抽出を行い、遠心分離により上清と菌体に分離した。それ
ぞれの上清をろ過した後に減圧濃縮して、培養液抽出物と菌体抽出物を得た。続いて、共同研究
者によって作製されたロドコッカス・エリスロポリス遺伝子破壊株をあらかじめ改良最小培地 1) 



にて 30 °C、24時間、180 rpm にて振盪培養させた前培養液 200 µL と、メタノール 20 µL に溶
解せた抽出物を改良最小培地 3 mL に加えて、30 °C、36時間、180 rpm にて振盪培養させた。そ
の結果、遺伝子破壊株の濁度はほとんど変化しないのに対して、菌体抽出物を加えた上清の濁度
は野生株と同様に上昇した。また、見た目にも遺伝子破壊株に野生株の抽出液を加えることで遺
伝子破壊株の一部の細胞が野生株のように浮遊することが確認できた。 
 次に、再現性の確認とともに最適条件の検討を行った。しかしながら、本生物検定には、わず
かな添加量の違いによって培養液の見た目、濁度が変化してしまうこと、培養時間が長くなると
添加していない培養液においても見た目、濁度が変化してしまうこと、そもそも再現性を得るこ
とが困難であることなど、いくつか問題点が見られたため詳細な条件検討を行うこととした。 
 そこで、まずコンタミネーションの可能性を排除するために、濾過滅菌をおこなった。次に、
富栄養培地で予め培養して菌体量を増加させた遺伝子破壊株を用いることにした。すなわち、富
栄養培地である LB 培地を用いて 30度、72時間、180 rpm にて振盪培養した後に、野生株の培
養抽出液を加えて再び、30度、24時間、180 rpm にて振盪培養した。その結果、遺伝子破壊株の
細胞が野生株と同様の形状に変化することが確認できた。遺伝子破壊株の培養抽出液を用いて
同様の操作を行なった場合では形状は変化しなかった。再現性も得られた。したがって、ロドコ
ッカス・エリスロポリス JCM 2895 野生株の培養液には形態変化物質が含まれていることが明ら
かとなった。したがって、野生株の菌体抽出物にロドコッカスの形態変化を引き起こす形態変化
誘導物質が含まれていることが明らかとなった (図 3)。 
 
図 3 遺伝子破壊株を用いた 
生物検定法. 
LB 培地を用いて 30度, 72時間, 
180 rpm にて振盪培養した後に, 
濾過滅菌したサンプルを加えて 
再び 30度, 24時間, 180 rpm にて 
振盪培養した. 
その結果, 野生株培養液抽出物を 
加えた場合のみ細胞が浮遊して 
培養液が濁った. 
 
 続いて、野生株を最小培地 10 L で 30度、24時間、180 rpm にて振盪培養させた培養液を、遠
心分離により上清と菌体に分離した。上清を逆相 ODS カラムを用いた水-メタノールによる段階
抽出を行い、各画分を得た。同様にして各画分を最少培地に加えて遺伝子破壊株を培養し、培養
液上清の濁度を計測した結果、100%メタノール画分に濁度上昇活性が観測されたものの、想定
されたよりも大幅に活性値が低下した。また、遺伝子破壊株の浮遊を観測することができなかっ
た。さらに、100%メタノール画分を用いて HPLC を用いた水-メタノールによるグラジエント精
製を行い、合計で 6 つの画分を得た (図 4)。 
 
図 4 HPLC にて精製した各分画. 
 
 
 構築した生物検定法を用いて各画分を最小培地に加えて遺伝子破壊株を培養し、培養液上清
の濁度を計測した結果、すべての画分に濁度上昇活性が観測されなかった。以上の結果から、ロ
ドコッカスの形態変化を引き起こす形態変化誘導物質は不安定で精製過程で分解してしまった
と考えられた (図 5)。 
 
図 5 HPLC にて精製した各分画の 
生物検定. 
HPLC にて精製した 6画分に 
ついて生物検定を行った結果,  
全ての画分ともに塊状のコロニ 
ーを形成して細胞が沈殿して培 
養液が透明となった. 
 
 以上をまとめると、ロドコッカス・エリスロポリスにおいて、NRPS によって生合成される形
態変化誘導物質があると仮定して、遺伝子破壊株を用いた生物検定法の確立、および、形態変化
誘導物質の探索を行った結果、塊状のコロニーを形成して沈殿する遺伝子破壊株の形状を、野生
株と同様の浮遊して培養液が濁る形状へと変化させる形態変化誘導物質が野生株培養液中に含
まれることを明らかにした。しかしながら、形態変化誘導物質は不安定で HPLC を用いた精製過
程で分解してしまうと考えられ、精製、構造決定には至らなかった。 
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