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緒緒  言言  
 
放線菌や真菌は、寄生虫病薬イベルメクチンや免疫抑制剤FK506 など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。その休眠遺伝子を活性化するため、化合物の添加［1］、異種発現［2］、菌同士の

共培養［3］などの試みがなされているが未だ画一された方法論はない。そのような中、我々は近年、病原放線菌と動

物細胞の共培養法を開発し、休眠遺伝子活性化に成功している［4，5］。この新規手法は、病原微生物が動物に感染す

る際の状況を再現し、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。病原菌が

動物に感染した際、免疫細胞からの異物排除のストレスを受けた病原菌は生き残るために休眠遺伝子を活性化し、異物

排除に対抗するため、未知天然物を生産するかもしれない。それはこれまで気づかれなかった異種生物間相互作用によ

る天然物生産現象である（図1）。このような感染を容易にするための天然物生産の能力は、進化の結果とも捉えられ、

我々はこのような病原菌の進化を感染対象の宿主へ浸潤（侵略）しやすくする進化として「浸潤進化（invasive 
evolution）」と呼ぶことにした。放線菌Nocardia tenerifensisとマクロファージJ774.1との共培養を行うと、休眠遺

伝子の活性化が起こり、新規環状ペプチド nocarjamide 及び新規化合物 dehydropropylpantothenamide が得られる

（図2）。興味深い事に、nocarjamideはWntシグナル活性化作用を示す。Wntシグナルは、マクロファージからのサ

イトカインTNF-α産生を抑制するため、nocarjamideは免疫抑制に働くと解釈できる。このような興味深い現象をさ

らに研究するため、さらなる共培養特異的天然物の探索と単離・構造決定に取り組むことにした。 
 

 
図1．病原微生物の浸潤進化は存在するのか？医薬への応用は？ 

病原微生物と細胞の共培養により、特異的化合物が産生される。 
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図2．病原微生物と免疫細胞の共培養による新規天然物 

Nocardia tenerifensis とマクロファージ J774.1 との共培養により、新規化合物

nocarjamide及び新規化合物dehydropropylpantothenamideが得られる。 
 

方方  法法  
 
11．．微微生生物物とと動動物物細細胞胞のの共共培培養養とと化化合合物物単単離離  
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と免疫細胞（マウスマクロファージ様細

胞J774.1、RAW264）を様々な条件下共培養を行った。沪過により上清と菌体に分け、菌体はMeOHで破砕し、遠心

で得た上清をエバポレーターで濃縮し、先の上清と合わせた。合わせた層を酢酸エチルにより抽出し、その一部をエバ

ポレーターで濃縮し、HPLCで分析した。細胞のみの培養、および菌のみの培養時との比較により共培養特異的化合物

を見いだした。見いだした化合物は、HPLCのリテンションタイムを指標に、各種カラムクロマトグラフィーを用いて

化合物を単離し、一次元および二次元NMRなどを用いてその構造を決定した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  
  
11．． NNooccaarrjjaammiiddee産産生生機機構構のの解解析析  
病原放線菌Nocardia tenerifensisとマウスマクロファージJ774.1を共培養するとnocarjamideを産生する。HPLC

で解析することで、単培養のみの時には現れない化合物ピークが、共培養時に現れる（図 3）。N. tenerifensis がマク

ロファージの何に反応しているかを検証した。病原放線菌はマクロファージより捕食されることが知られている［6］。
それでは、放線菌と細胞の接触が必要なのだろうか？まず、ライセート条件やオートクレーブで細胞を破砕した後に、

N. tenerifensis と培養しても nocarjamide は得られなかったことから、細胞は生きていることが必要であると示唆さ

れた（図4）。次にN. tenerifensisとマウスマクロファージJ774.1の共培養の培養液、あるいはJ774.1のみの培養液

をN. tenerifensisの単培養に添加したところ、興味深いことにnocarjamideが産生された。このことから、nocarjamide
の産生にはN. tenerifensis とマウスマクロファージ J774.1 の物理的接触は必要ないことが示唆された。J774.1 の出

すタンパク質や化合物にN. tenerifensisが反応している可能性がある。そこで次に透析膜（孔径5 Å）（化合物や小さ

なタンパク質は通り抜けられる）でN. tenerifensisとJ774.1を遮って培養したところ、nocarjamideは産生されなか

った。従って、N. tenerifensisは、マクロファージの出す比較的大きいタンパク質に反応している可能性があると示唆

された。 
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図3．病原微生物と免疫細胞の共培養 

上段は共培養後の酢酸エチル層のHPLCチャートであり、下段の菌の単培養時と比較して、共培

養特異的化合物が得られる。 
 

 
図4．Nocarjamide産生機構の解析 

細胞をライセート化やオートクレーブ処理すると化合物は産生しない。一方、細胞の培養液を加える

だけで化合物を産生した。透析膜で細胞と菌を隔てると化合物は産生しなかった。 
 
22．．病病原原真真菌菌AAssppeerrggiilllluussととママククロロフファァーージジととのの共共培培養養  
次に、病原真菌 Aspergillus とマクロファージとの共培養を試みた。病原性真菌 Aspergillus のうち、病原性の強い

Aspergillus fumigatus株とマウスマクロファージ様細胞RAW264を種々の培地条件下で共培養し、微生物のみの単培

養のときの生産化合物と比較し、共培養特異的な化合物が生産されたか LC-MS（高速液体クロマトグラフ質量分析）

にて解析した。Czapek-Dox（CD）培地、静置培養、1週間培養において、共培養特異的な化合物を見いだした。大量

培養（動物細胞数：菌体量＝2.25×10７個：0.3 cm３、CD培地、175 cm２細胞培養フラスコ、28℃、7日間）で静置培

養し、培養液を得た後、各種クロマトグラフィーを用いて単離した。HRMS（m/z 360.0690 [M+Na]＋、calcd for C１５

H１５NO８Na 360.0691 より化合物の分子式はC１５H１５NO８と決定した。各種NMR（核磁気共鳴装置）を用いて構造

決定を行った（図5）。１H-NMRからトランス型の二重結合の存在が示唆され、また二次元NMRからピロガロール型
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の酸化様式を有するベンゼン環・g-ラクトン骨格・アミド結合・エステル結合の存在が示唆された。これらの部分構造

は連結されたが、メトキシ基の置換位置については判明しなかったため、3つの異性体a-cについて計算ソフトSpartan
を用いて１３Cの化学シフト値の計算を行った。実測値と計算値を比較した結果、異性体aの値と良い一致を示したこと

から化合物 11 の平面構造を決定した。化合物 11 は A. fumisynnematus F746 より単離報告のある既知化合物     

(-)-fumimycin［7］と類似した構造を有していた。アゾール耐性を持たない A. fumigatus 株で同様に共培養を行った

が、共培養特有ピークは見出されなかったことから、感染に有利なアゾール耐性株特有の化合物生産と予想した。 
また、RNA-seq により、共培養特異的に発現が上昇、あるいは減少している遺伝子の特定を試みた。その結果、

fumarylalanine の生合成遺伝子クラスターである SidE の発現が顕著に増加していた。大変興味深いことに、     

A. fumigatus をマウス鼻腔から感染させると、fumarylalanine の生合成クラスターSidE が発現上昇し、

fumarylalanine が生成することが報告されていた［8］。化合物11の構造を良く見ると、fumarylalanineのユニットが

あることがわかる。すなわち、A. fumigatusとマウスマクロファージ様細胞RAW264との共培養でも、fumarylalanine
の生合成が上昇し、化合物11は、fumarylalanineを用いて生合成されたと推測した（図6）。このように、本共培養は、

in vivoでの実際の感染状態を模倣していると考えられる。現在、化合物11の生物活性評価の検討に取りくんでいる。 

 
図5．化合物11の構造解析 

共培養特異的化合物11の構造解析。一次元、二次元NMRおよび計算科学を用いて 
構造を決定した。 
 

 
図6．化合物11の予想生成機構 

共培養によって、fumarylalanine の生合成クラスターSidE が発現上昇した。     
化合物11は fumarylalanineを用いて生合成されていると考えられる。 
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