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研究成果の概要（和文）：　水／有機溶媒界面に増殖するカビが生産する代謝物のプロファイルを、伝統的培養法の液
体培養法や抽出発酵法等のそれと比較した。その結果、伝統的な液体培養法では生産されない多くの脂溶性代謝物が界
面培養法の有機溶媒層に蓄積されることを見出した。この事実は、本界面培養法が、新規な医薬候補物質の天然物創薬
に新たなツールたり得ることを示唆するものである。事実、Pichia属酵母に対する抗真菌活性物質を生産するカビのヒ
ット率は約22%に達し、伝統的な培養法で得られるそれより１桁高いことが確認された。
　さらに、本界面培養法では、脂溶性二次代謝物合成酵素の遺伝子群が大量に発現していることも確認できた。

研究成果の概要（英文）： In this study, it has been observed that secondary metabolite profiles of fungi 
growing on an interface between a liquid medium and an organic phase (an extractive liquid-surface 
immobilization system) are drastically different to those gained by conventional submerged, extractive 
submerged and agar-organic solvent interfacial cultivation systems. The interfacial system are expected 
as a superior high-throughput screening system for the discovery of new biologically active substances. 
Indeed, the interfacial screening system yielded a high incidence of antimicrobial activity, with 22% of 
the fungi tested exhibiting anti fungal activity against an yeast, Pichia anomala.
 Furthermore, it has been observed that higher expression of genes relating the biosynthesis of 
lovastatin compared with those in the traditional submerged and extractive cultivation systems.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、複数の抗菌剤に対して抵抗性を示す
多剤耐性菌の世界的拡大が、極めて深刻な問
題となってきている。そのような状況下、多
剤耐性菌の出現によって無効となった現行
の薬剤に替わる新規な抗菌剤の開発が急務
であるが、強大な研究開発力を誇るメガファ
ーマにおいてさえも新規な抗菌剤の開発が
大きく後退しているのが現状である。その理
由としては、経済性の問題以外に、新規な炭
素骨格を有した新規物質の発見・創成が極め 
て困難になってきていることにある。 
 放線菌やカビは多様な二次代謝系を有し
ており、様々な生物活性物質を発酵生産する
ことができるが、これらの微生物を抗生物質
の供給源とする天然物創薬の分野において
も、これまでに見出されていない炭素骨格を
有する新規物質の発見は甚だ困難な状況に
ある。 
 植物共生菌や昆虫病原菌、海洋性微生物や
薬物汚染土壌菌などの特殊な環境に生存す
る微生物に二次代謝物の多様性を求める戦
略が一般的であるが、一方で、培養環境の違
いによって微生物が生産する二次代謝のプ
ロファイルが異なることも知られている。 
 
２．研究の目的 
 近年筆者らは、小さくて軽い中空微粒子を
用いてカビの菌体を液体培地液面に固定化
して増殖させ、液面に形成されるカビマット
を生体触媒とする 3種のバイオプロセス、す
なわち、水溶性の代謝物や酵素の生産に有用
な液面固定化(LSI)システム、水難溶性物質
の微生物変換に威力を発揮する液-液界面バ
イオリアクター(L-L IBR)、脂溶性代謝物の
発酵生産に有効な抽出液面固定化(Ext-LSI)
システムを開発した。 
 これら 3種のデバイスのうち、Ext-LSIシ
ステム(図 1)では、カタボライト抑制や生成
物阻害、フィードバック阻害の回避といった
実用的にも優れた長所が確認されている。こ
の Ext-LSIシステムでは、生産される脂溶性
二次代謝物がその有機層中に自動的かつ連
続的に抽出されるため、菌体外が水系である
伝統的な液体培養法で問題となるような脂
溶性代謝物の菌体内蓄積は全く問題になら
ず、二次代謝物生産量の大幅な向上と、生産
される二次代謝物プロファイルに劇的な違
いが生じる可能性が高い。 
 そこで本課題研究では、Ext-LSIと伝統的
な培養法である液体培養法、抽出発酵法、そ
して以前筆者らが報告した寒天ゲル-疎水性
有機溶媒との固-液界面培養法の 4培養系に
ついて、カビによって生産される二次代謝物
のプロファイルにどのような違いが生じる
かを網羅的に解析することを目的の１つと
した。 
 次に、Ext-LSIを基幹とする抗生物質生産
カビの新規な高感度高速し、抗真菌活性物質
生産カビのヒット率を伝統的な液体培養法

を基幹とする既存のスクリーニング法のそ
れと比較することを次の目的とした。 
 さらには、コレステロール低下活性物質と
して重要な lovastatinを対象として、その生
合成系に関与している遺伝子群の発現の様
子をExt-LSI法と他の 3種の培養法との間で
比較することも目的とした(図 2)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 1. 抽出液面固定化システムの原理. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2. 培養法間での二次代謝物プロファイルの比較. 
 
３．研究の方法 
【二次代謝物プロファイルの網羅的比較】 
 既存の培養法として通常の液体培養法、液
体培養系に抽出溶媒(低沸点ジメチルシリコ
ンオイル、信越化学工業製)を添加した抽出
発酵法、寒天平板とシリコンオイルの固-液界 
面に増殖するカビを用いた固-液界面培養法
を採用した。培地は汎用されているサブロー
培地に鉄、マンガン・カルシウムイオンを微
量補強した修正サブロー培地を用いた。Ext- 
LSI法で用いる中空微粒子にはMMF-DE-1 
(松本油脂製薬製)、有機層としては KF-96L- 
1CS(信越化学工業)を用いた。供試カビとし
ては、23株の標準株及び当研究室にて分離し
た有用野生株を採用した。 
 培養条件としては、シード培養 3日間、前
培養 3日間、本培養 7日間とし、液体培養系
と抽出発酵系については 25 °C、200 rpmで
の振盪培養、Ext-LSIと固-液界面培養系では
25 °Cでの静置培養とした。 
 本培養後、液体培養並びに抽出発酵、Ext- 
LSIの水層については塩析／EtOAc抽出液
／濃縮し、抽出発酵、Ext-LSI、固-液界面培
養の有機層についてはカラムクロマトグラ
フィーによってシリコンオイルを除去した
後、EtOAc溶出・濃縮してHPLC-PDA用サ
ンプルを調整した。二次代謝物プロファイル
は、HPLC-PDAを用いて解析した。 
 
【界面スクリーニング法の構築と検証】 
 Ext-LSIを基幹とする抗生物質生産カビの 



新規な界面スクリーニング法を開発した。
Ext-LSIの中空微粒子層(表面積 7.1 cm2)の
中央に 1 mm角のカビマットを爪楊枝を用い
て植菌し、3日間静置培養してカビマットを
形成させた。その後低沸点ジメチルシリコン
オイル(KF-96L-0.65CS)を重層し、静置培養
を継続した。培地量 5 ml、有機層量 1 mlと
し、本培養期間は 7日間とした。培養終了後、
有機層を全量回収し、濃縮後、ペーパーディ
スク法によって抗(真)菌活性を判定した。対
象菌としては、Pichia anomala NBRC 10213、
Rhodotorula minuta NBRC 0387、Candida 
utilis NBRC 0619の 3株の酵母を採用した。 
 
【Lovastatin合成関連遺伝子の解析並びに
プロテオーム解析】 
 Aspergillus terreus ATCC 20542を液体
培養法、抽出発酵法、LSI法、Ext-LSI法で
培養し、各培養系から回収した菌体を凍結・
破砕して total RNAを抽出した。これら抽出
RNAについてリアルタイム PCRを行い、
lovastatin生合成関連遺伝子である lovB、
lovC、lovD、lovEの発現量を各培養系間で
比較した。なお、lovastatin生合成関連酵素
のプロテオーム解析も試みたが、タンパク質
の発現量が極端に低く、その不安定性が示唆
された。 
 
４．研究成果 
【二次代謝物プロファイルの網羅的比較】 
 23株の標準カビ並びに有用分離カビにつ
いて、液体培養法、抽出発酵法、固-液界面培
養法、Ext−LSIの 4種の培養法間での二次代
謝物プロファイルの比較を行った。液体培養
系については水層、抽出発酵系については水
層と有機層、固-液界面培養系については有機
層、Ex-LSIについては水層並びに有機層中
の二次代謝物をHPLC-PDAを用いて解析し
た。その結果、水層と有機層では二次代謝物
のプロファイルが大きく異なっており、水層
中には高極性〜中極性代謝物、有機層中には
中極性〜低極性代謝物が多数蓄積している
ことを見出した（図 3）。また、同じ水層並び
に有機層であっても、培養法の違いによって
二次代謝物プロファイルに多少の相違が認
められた(図 4)。水層からの代謝物の回収(溶
媒抽出)では多くの培地由来成分が不純物と
して混入してきたが、有機層から回収した代
謝物には培地由来の不純物の混入は極めて 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3.Penicillium multicolor IAM 7153についての 
   液体培養と Ext-LSI(有機層)間での代謝物比較. 

少なかった(図 3)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 4. Rhizopus oryzae NBRC 31005についての固-液  
 界面培養と Ext-LSI間での有機層中代謝物の比較. 
 
【界面スクリーニング法の構築と検証】 
 上述の通り多くのカビで、Ext-LSI系で有 
機層中に蓄積される二次代謝物のプロファ
イルと伝統的な培養法である液体培養系の
水層中に生産される二次代謝物のプロファ
イルが大きく異なることが確認された。この
事実は、伝統的な手法では生物活性が認めら 
れなかった数多くのカビについて、Ext-LSI
で培養することによって新規な生物活性物
質が見出される可能性があることを意味す
る。このような想定に基づいて、図 5に示す
ようなこれまでにないスクリーニングシス
テム(界面スクリーニングシステム)を構築
した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5. Ext-LSIを基幹とする界面スクリーニングシス 
 テム. 
 
 この界面スクリーニングシステムの有用
性を検証することを目的に、上記 3種の酵母
に対する抗真菌活性物質生産カビのスクリ
ーニングを、総計 572株の分離株について実
施した。 
 その結果、Ext-LSIでは脂溶性代謝物が自
動的かつ連続的に菌体中から有機層中に抽
出されるために、生成物阻害並びにフィード
バック阻害を効果的に回避することができ、
培地量 5 ml、有機層量わずか 1 mlの培養ス
ケールにもかかわらず P. anomala NBRC 
10213に対する抗真菌活性物質生産カビのヒ
ット率は約 22%に達した。このヒット率は、
従来法(液体培養法)によるヒット率よりも 1 
桁高い値であり、本法の高い検出感度を実証 

液体培養 Ext-LSI 



することができた。Ext-LSIでは二次代謝物
の発酵生産時においてカタボライト抑制が
効果的に回避できることも確認されており、
ヒット化合物の実生産にも十分展開できる
ものと期待される。さらに本スクリーニング
システムでは、培養器の通気撹拌が不要であ
るうえに煩雑な溶媒抽出も必要がなく、スク
リーニング操作のハイスループットも達成
可能であった。 
 
【Lovastatin合成関連遺伝子の解析】 
 液体培養法、抽出発酵法、LSI、Ext-LSI
の 4種の培養系で lovastatin合成関連遺伝子 
である lovB、lovC、lovD、lovEの発現量を 
比較した。その結果、LSI並びに Ext-LSI系
では他の 2 種の伝統的な培養法と比較して、
大量の lovB、lovC、lovD、lovEが発現して
いることを見出した(図 6)。特に Ext-LSIで
の関連遺伝子群の発現量が多く、それに応じ
て本培養系における lovastatin生産量は他法
に比べて 1桁高い値となった。 
 なお、各培養系間におけるプロテオーム解
析も試みたが、全培養系とも lovastatin合成
関連酵素の存在はほとんど確認できず、培養
時間の経過とともに lovastatin合成関連酵素
群の分解が進むことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 6.各培養法間における lovastatin合成関連遺伝子 
  の発現. 
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