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第 1 章 緒論 

 

これまで、様々な微生物から数多くの有用物質が分離され、諸産業や日常生活に

広く活用されてきた。しかしながら、このような有用物質の探索源は陸上環境由来

微生物からのものがほとんどであり、探索研究が進むにつれ、徐々に新規有用物質

の発見報告例が少なくなってきている。こうした背景から、新たな微生物の探索源

として海洋環境がにわかに注目されるようになり、海洋環境から積極的に微生物の

分離が行われるようになってきた（石田ら、2005）。ところが、これまで海洋由来

微生物の主な分離源は海底堆積物や海洋生物などに限られており、海水を分離源と

する微生物に関する知見は乏しいのが現状である。さらに、海洋環境の中でも特に

海洋深層水（以下 DSW）中に存在する微生物の実態に関する知見は極めて乏しい(中

島、2002)。 

DSW は資源利用の観点から、「光合成による有機物の生産より分解が卓越し、か

つ、鉛直混合や人為的汚染の影響が少ない、補償深度以下の資源性の高い海水」と

定義づけられている（高橋、2005）。また、DSW は太陽光の届かない補償深度以深の

暗黒環境であるため、食物連鎖の底辺となる植物プランクトンが存在しないことか

ら、特異な生物環境を有していると考えられる。さらに生物量が極めて少ない上、

陸上から産業廃棄物を始めとする汚染物質の流入による影響も皆無であることか

ら DSW 中は清浄性が高いと考えられている。また DSW 中には N や P などの無機栄

養塩が豊富に含まれており、有望な海洋資源であると言われている(藤田･高橋、

2006)。このような DSW の特性に着目した産業利用では、日本が最先端の技術を有

している。特に魚介類の養殖や農業用水への DSW の利用研究が進んでいる（藤田･

高橋、2006）。さらに太陽光を直接受ける表層海水に比べて、DSWは年間を通じて低

い水温である。このような低温安定性は DSW の利用研究の発端となった特性であ
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り、温度差発電や冷房などへの利用研究が続けられている（中島、2002）。近年、

DSW の健康増進効果にも注目が集まるようになり、抗酸化作用や動脈硬化の予防

（高橋、2005）の報告が見られることから、食品や医薬品、美容など様々な産業分

野への DSW の応用の期待が高まっている（伊藤ら、2006）。Fig.1-1 は生理活性物

質を生産する微生物の種類を示したものであり、放線菌が第 1の生産者であること

がわかる。 

 放線菌はグラム陽性の原核生物に属し、他の細菌には見られない複雑な形態分化

をすることや細胞内の染色体が核膜で囲まれていないこと、また抗生物質などの多

種多様な二次代謝産物を生産することなど産業的に重要な微生物としてこれまで

精力的に研究されてきた。現在までに報告されている抗生物質のうち半数以上は放

線菌由来であり、そのうちの半数以上が Streptomyces 属由来である(Procópio et 

al., 2012)。放線菌の分類は形態や性状、高 GC 含量のグラム陽性細菌などの生理・

生化学的性状を中心とするものと 16S rRNA 遺伝子の塩基配列の解析

(Stackebrandt et al., 1997)により行われている。現在ではこの分類群に共通す

る表現型、DNAの GC 含量が高いという化学分類学的特徴に基づき放線菌は“High-

GC Gram-positive bacteria”と呼ばれるようになった。 

 放線菌は代表的な土壌細菌であり、土壌中には多様の放線菌が生息しており、自

然界の物質循環と環境浄化の面で重要な役割を果たしていることが知られている

(Bhatti et al., 2017）。放線菌はその生態の観点から、陸上、特に土壌環境に適

応して進化してきたと考えられている。陸上では Streptomyces 属が特に優占的に

生息していることから (Lechevalier and Lechevalier, 1966)、これまでの放線菌

研究は陸上由来のものがほとんどであった。しかし、近年では陸上放線菌からの有

用生理活性物質の報告は減少傾向にあり、新たな分離源の探索や分離・培養方法の

開発が必要となってきている。海洋環境の放線菌はもともと陸上由来の微生物であ

り、生育に海水を必要としないことなどから、陸上放線菌が海洋に流入したもので
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あると考えられてきた (Goodfellow and Haynes, 1984)。その後、生育に NaCl要

求性を示す Salinispora 属 (Mincer et al., 2002)および Marinispora 属(Kwon et 

al., 2006)が発見されるようになり、海洋環境に適応した「海洋放線菌」の存在も

明らかとなった。この Salinispora属からは“salinisporamide”、また Marinispora

属からは“marinomycin”と命名された新規骨格を有する抗癌化合物群が発見され

ている。salinisporamide A は高い選択性を持つプロテオソーム阻害剤として現在

臨床試験にまで進んでいる(Ma and Diao, 2015)。このように海洋環境からの新規

放線菌の探索研究により、陸上環境には見られない新規骨格を有する活性物質が分

離されたことから、海洋に分布する放線菌の種類および性状などの詳細な情報提供

が求められている。海洋環境からの放線菌探索には海底堆積物が最も多く用いられ

ており、海水からの分離例は比較的少ない。さらに DSWは海底堆積物や海洋生物と

は大きく異なる特異的な環境であることから、新規放線菌の存在が期待される。 

 Fig.1-2(Paolo et al., 2014)は 1985年から 2012年に報告された海洋由来の新

規化合物の活性を示したものであり、様々な活性物質の中では抗癌物質の研究が最

も盛んに行われてきたことを示している。癌は人類すべてに大きく影響を及ぼす病

気であるが、特に発生する癌の種類は地域および国ごとに相違した傾向を示してい

る。また、癌発生率とその死亡率も国や地域によって大きく異なっている。GLOBOCAN 

2012の世界中の癌発生分布の報告によると(Ferlay et al., 2015)、癌による死亡

率および生存率は先進国が最も高く、癌の検出、診断および治療に最高のサービス

を提供している。これらの国として北米および西ヨーロッパの先進国さらには日本、

韓国、オーストラリアおよびニュージーランドが知られている。癌による疾患率も

先進国ではかなり高い割合である。最も多い癌は、肺癌、乳癌、前立腺癌、および

大腸癌である。先進国では、一般的にこれらの癌は減少傾向であるが、胃癌、食道

癌、および肝臓癌の発生率は今も高い状態である。一方、アフリカなどの低所得国

では、子宮頸癌が女性の間で最も一般的な癌である。また、東南アジアなどの開発



 

 

 8 

途上国では、癌の発生率は比較的低いものの、癌による死亡率が高いことから、癌

に対する医療対策やサービスで十分でないことが考えられる。世界的に癌発生率の

相違には半世紀以上にわたり異なる原因および予防方式により説明することがで

きる。 

 世界的に見ると癌は 760万人の死亡（2012年全死亡の 13％、World Cancer Report 

2014、Fig.1-3）の原因であり、2030年までに 1,310万人に達すると予想されてい

る。この結果は 10 万人あたり 182 人が癌を発病し、そのうち 102 人が死に至るこ

とを示している。男性では、2012 年に診断された癌発生の身体部位は、肺（全体の

16.7％）、前立腺（15.0％）、結腸直腸（10.0％）、胃（8.5％）、肝臓（7.5％）の順

であった。一方、女性の場合、乳房（全体の 25.2％）、結腸直腸（9.2％）、肺（8.7％）、

子宮頸部（7.9％）、および胃（4.8％）の順であった。 

 人類は癌に対して、数多くの研究を通して癌治療薬を開発し続けてきた。天然由

来化合物は、化学構造的に豊富な多様性と新たな骨格構造の薬物設計の基礎を提供

することが認識されてきた。そして、長年にわたり、多くの天然物ベースの医薬品

が市場に投入されてきた。最近の報告によると天然由来またはそれらの合成物を基

に製造された医薬品の中の 49％が癌治療薬として使用されている（Newman and 

Cragg,2012）。さらに 2005年から 2010年の間に 19種類の天然由来医薬品が承認さ

れ、それぞれ天然物、半合成および天然物由来の医薬品に分類されている。そのう

ち、テムシロリムス、トラベクチン、イクサベピロン、エベロリムスおよびロミデ

プシンの 5 つの薬物が 2007 年から 2009 年まで腫瘍学分野で活用されている。実

際、天然物に見られる環状構造化合物の 5分の 1が現在の貿易医薬品に代表されて

いる(Mishra Tiwari, 2011）。 

  このような癌治療薬は大きく植物由来（ビンクリスチン、ビンブラスチン、エト

ポシド、パクリタキセル、カンプトテシンおよびトポテカンおよびイリノテカン）、

海洋生物由来（シタラビン、アプリジンおよびドラスタチン 10）および微生物由来
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（ダクチノマイシン、ブレオマイシンおよびドキソルビシン）の 3つに分類されて

いる (Blunt et al., 2014)。特に微生物は 2014 年の Marine natural 

product(Fig.1-4)によると、海洋由来合計 1,241 の生理活性物質の生産者の中で、

164の新規生理活性物質の生産者として報告されている。それらの微生物の海洋環

境起源を見ると、多くの化合物は海洋生物や堆積物由来であるのに対し、海水、特

に DSW由来の新規生理活性物質の報告は極めて少ない。 

  このような背景から、本研究ではあまり研究されていない DSWを新たな微生物探

索資源としてとらえ、DSW中の微生物群集構造を調べることにした。そこで、日本

各地７箇所の DSW取水施設（Fig.1-5）から入手した DSWおよび表層水（以下 SSW）

中に存在する微生物 DNAを抽出し、細菌群集構造を分子遺伝学的手法を用いて解析

を行い、表層水（SSW）と比較した。（Terahara et al., 2013;Yang et al., 2019）。

その結果、DSWと SSW は細菌群集組成に明確な相違が見られた。また、一つの細菌

が優占的に生息している SSWに対し、DSWはより均一な細菌フローラを示すことを

明らかにした（Fig.1-6）。また、DSWには Unclassified（未同定種）および Unknown

（未知種）合わせた割合が SSWより高いことから、より多くの新規微生物が存在す

る可能性が高いことが示唆された。海域ごとに調べた属レベルでの細菌群集解析結

果では、伊豆赤沢および久米島の DSW中に未同定種が最も多く存在していることが

明らかとなった(Fig.1-7)。 

 このようなことから、本研究では未同定種の多かった伊豆赤沢および久米島の

DSWと SSWから抗癌物質生産菌を分離し、得られた有望株について分類学的性状を

明らかにするとともに培養条件の検討を行い、抗癌物質を培養液から単離・精製し、

その抗癌物質の化学構造を解析および抗癌スペクトルを調べることを目的とした。 
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第 2 章 DSW からの放線菌分離 

 

2-1 緒論 

 放線菌は陸上に優占して生息しており、陸上環境に適応した生存方式を進化さ

せてきた結果、基底菌糸および気菌糸を持つ多種多様な放線菌に進化し、様々な二

次代謝産物を生産することになったと考えられている。放線菌は陸上環境に限らず

海洋環境にも比較的多く存在し、海洋から様々の新規放線菌や新規化合物が発見さ

れている（五十嵐ら、2002）。近年では陸上環境からの新規放線菌や新規化合物の

報告例が減少傾向にあるが、海洋環境を含む極限環境からの新規放線菌や新規抗生

物質の探索は十分に行われていないのが現状である。特に海洋環境に生息している

放線菌は陸上環境に生息している放線菌とは異なる性質を有すると考えられるた

め、新規化合物を生産している可能性が高いと思われる。1990 年代まで海洋環境

から分離された放線菌は生育に海水を要求しないことから陸上由来であると広く

考えられてきた。その後、海水（Na+）要求性を示すいくつかの属が続々と発見され、

陸上から海洋に流入した放線菌が長い期間をかけて海洋環境に適応した新たな放

線菌の存在が証明されるようになった(Mincer et al., 2002; Kwon et al., 2006）。

海洋環境に適応した新たな放線菌から、陸上由来放線菌には見られない新規骨格を

持つ新規化合物の生産が多く報告された(Xiong et al., 2013;Yiwen et al., 

2015)。このような海洋環境からの新たな放線菌の探索により、陸上環境には見ら

れない新規化合物の発見の可能性が考えられる。これまで海洋環境からの放線菌の

分離源は主に海底堆積物であり、海洋生物や海水は分離源としてあまり使用されて

いなかった。特に DSW 中の微生物存在量は SSW と比較すると極めて少ないことか

ら、ほとんど調べられていないのが現状である（Imada, 2013）。 

放線菌は脂肪族から芳香族、直鎖状から多環式、単量体から多量体化合物までの

幅広い多様性を持つ二次代謝産物の主要生産者である(Berdy、2005)。その代謝産



 

 

 17 

物の多くは微生物感染症、寄生虫感染症、癌、代謝障害および自己免疫疾患などの

広い範囲の病気などの臨床試験に利用されている(Blunt et al., 2010; Penesyan 

et al., 2010)。代表的な薬物として、ストレプトマイシン、カナマイシン、アベ

ルメクチン、アカルボースおよび FK506などが知られている(Rudi et al., 2002)。

これらの薬物の大半が Streptomyces属の放線菌によって産生されている。1950年

から 2000年において、Streptomyces属の放線菌は抗生物質や他の生物活性化合物

質の主な生産属として報告されており、また他の新規化合物の豊富な供給源でもあ

った。一方、Streptomyces 属以外の放線菌である希少放線菌由来の新規化合物の

報告は近年増加傾向であり、希少放線菌由来の新規生物活性化合物の数は 40％以

上を占めるようになった(Monisha et al., 2011;Tiwari and Gupta 2012;Paolo et 

al., 2014)。これらの希少放線菌は今後も新規化合物の有力な生産者として期待さ

れている。 

以上の背景から、陸上環境とは異なった海洋環境中でも特殊な環境である DSWに

生息している放線菌を分離することを本章の目的とした。また、分離された放線菌

を分離源ごとに Streptomyces 属と希少放線菌割合の傾向を算出し、生物学的な知

見を得ることも目的とした。 

 

2-2 DSW 中の微生物採取 

2-2-1 DSW 中の微生物濃縮 

 2-1の緒論で述べたように伊豆赤沢および久米島 DSW中の微生物存在量が極めて

少ないことから、微生物の分離には濃縮操作が必要と考えられた。微生物の分離に

は株式会社 DHC の伊豆赤沢 DSW 取水施設で DSW 中に存在する懸濁物の除去に用い

るバッグ状フィルター(BF)を使用した（Fig.2-1）。この取水施設では BF 1つあた

り１ヶ月に約 3,000トンの DSWを濾過している。濾過する前の BFと１ヶ月後の BF

をそれぞれ Fig.2-2に示した。本研究ではこの右の写真のように懸濁物の濾過によ

り黒く変色した BFを放線菌分離源として用いることにした。 
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 一方、久米島 DSW 取水施設では伊豆赤沢のように BF を DSW の懸濁物の除去には

使用していないため、現地に逆洗濾過器（井戸水濾過装置 TC-12J 株式会社十字屋、

Fig.2-3）を持ち込み DSW 中に存在する微生物を大量に濃縮することにした。濾過

器内に装着されている 8つの中空糸膜フィルター(孔径 0.1 μm)に約 3トンの DSW

を通水し、DSW中の微生物や懸濁物を採取した。次に濾過方向と反対方向にフィル

ター上(孔径 0.1 μm)の微生物や懸濁物を洗い出す逆洗方法により高濃度の微生

物懸濁液を回収し、約 3,000倍の DSW微生物濃縮液を回収した。回収した濃縮液を

さらに孔径 0.2 μm ヌクレポアフィルターで濾過濃縮し、約 5 万倍の DSW 微生物

濃縮液を得た。 

 また、DSWの比較対象として伊豆赤沢および久米島 SSWは孔径 0.2 μmヌクレポ

アフィルターにて微生物を集めた後、一定量の滅菌 SSW に懸濁し、濃縮された 50

倍の SSW微生物懸濁液を放線菌の分離源として用いた。 

  

2-2-2 放線菌の分離 

  伊豆赤沢 DSW から提供された BF および各種微生物濃縮液（伊豆赤沢 SSW、久米

島 SSW および DSW）は使用時まで-80℃で凍結保存し、使用時に 4℃にて解凍し、

以後の実験に供した。 

分離培地に塗抹するため、10-1および 10-2に段階希釈した後、各種濃縮液 0.1 ml

を分離培地に塗抹して、4℃、15℃、27℃および 37℃ にて 2ー4週間静置培養した。

培養後、肉眼または光学顕微鏡(OLYMPUS BX51)を用いた観察(400または 1,000倍)

により放線菌と思われるコロニーを単離した後、凍結保存した。また、生育速度の

遅い分離培地の放線菌コロニーについては最長 2ヶ月間培養を継続した。本実験で

は陸上放線菌分離で汎用されている ISP-4 培地(Table 2-1)と HV-寒天培地(Table 

2-2)を蒸留水(Distilled water、DW)を用いてそれぞれ調製した合計 2種類を用い

た。なお、各培地には抗真菌剤としてシクロヘキシミドおよびグラム陰性細菌に対
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する抗菌剤としてナリジクス酸を濾過滅菌してそれぞれ終濃度 50 µg/ml および 

20 µg/ml となるよう分離培地に添加した。これらの放線菌の分離方法の模式図を

Fig.2-4に示した。 

 

2-2-3 結果および考察 

 研究室の先行研究により、海洋由来試料から多くの放線菌を分離するためには

NaCl の濃度が高い分離培地を用いるより、DW で作製した分離培地を用いる方が効

率よく放線菌を分離することが明らかにされている（春成、2014）。そこで、本研

究でも DW および DSW で作製された各種分離培地で現われる放線菌と思われるコロ

ニーを観察した結果、DW で作製された分離培地での放線菌と思われるコロニーが

多く出現したことから(約 20 倍)、本研究では DW の分離培地を作成することにし

た。 

 Table 2-3に分離した放線菌数を示した。この表から分かるように、伊豆赤沢お

よび久米島 DSWおよび SSWから合計 252株の放線菌を分離することができた。次に

肉眼および光学顕微鏡による観察で Streptomyces 属の放線菌と希少放線菌を分類

した。放線菌はその形態学的な特徴や分子遺伝学的分類により、Streptomyces 属

と希少放線菌に大きく分類される。陸上環境には主に Streptomyces 属の放線菌が

生息しているが、海洋環境には比較的希少放線菌が多く生息していると考えられて

いる（Tiwari and Gupta, 2012）。海洋環境である DSW中には微生物やその微生物

が接着している微粒子が存在し、その微粒子は表層から沈降してくるマリンスノー

や地理的に近い海底堆積物に由来すると考えられる。当研究室の先行研究で海洋生

物、動植物プランクトンおよび海底堆積物からの放線菌の分離状況を見ると、海洋

生物の表面やその内部器官から分離された放線菌の種類は Streptomyces 属が最も

多く、ベントスなどの底生生物からは希少放線菌が多く分離されていることが報告
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されている（春成、2014）。本研究の結果も同様の傾向を示したことから、DSW中に

は Streptomyces 属よりも希少放線菌が優占して存在している可能性が示唆された。 

本研究では分離株について NaCl耐性試験を行っていないため、過去の放線菌と直

接的な性状比較は出来ないが、海水で調製した培地での放線菌の分離率が低いとい

う結果から考察すると、3% NaCl 濃度で生育可能な放線菌数は少ないと推測され

る。また、DSWで調製した培地の方が海水で調製したものよりも放線菌の分離率が

高かったことから、本研究において DSWおよび SSWから分離された放線菌の多くは

陸上由来であると考えられた。 
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第 3 章 抗癌物質生産有望株の探索 

 

3-1 緒論 

 2 章において伊豆赤沢および久米島の DSW、SSW から分離した合計 252 株の放線

菌について、抗癌物質の生産性の有無を調べることを目的とした。また、本研究で

は各種癌細胞に対する細胞毒性を“抗癌活性”とし、また MTT試験を用いた細胞内

のミトコンドリア活性を測定することで抗癌活性を評価した。放線菌の得られた有

望株について癌細胞であるマウス由来 B16メラノーマ細胞（以下 B16 細胞）に対す

る抗癌活性を調べた後、正常細胞であるヒト皮膚由来線維雅細胞 NB1RGB 細胞（以

下 NB1細胞）に対する細胞毒性を調べた。これらの試験で正常細胞には影響が少な

く、癌細胞には毒性が強い菌株を選抜した。さらに、新規抗癌物質の生産が期待さ

れる有望株の選抜するため、菌体から DNA を抽出し、16S rRNA 遺伝子を用いて菌

株の同定作業を行った。 

 

3-2 全放線菌株の培養上清回収 

 Fig.3-1に示す細胞毒性試験の流れのように、全 252の放線菌株を ISP-2寒天培

地(Table 3-1)上に画線した。数日後、培地上に出現した単一コロニーを 2 ml の

ISP-2培地を添加した 24穴プレートにそれぞれ接種した後、27℃において 2週間、

回転振盪培養(100 rpm)を行った。培養後、それぞれの培養上清を回収した後、孔

径 0.2 μm のフィルターを用いて培養上清を除菌濾過し、その除菌液について細

胞試験を行った。 

 

3-3 細胞の培養 

 B16細胞（理研、理化学研究所バイオリソースセンター）を、1%（w/v）の非必須

アミノ酸、10%（v/v）の FBS、3.7 g/l 炭酸水素ナトリウムおよび 1% (v/v) ペニ
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シリン（10,000 units/ml）-ストレプトマイシン(10 mg/l)を含有する DMEM培地中

で維持した。また、NB1 細胞（理研、理化学研究所バイオリソースセンター）は FBS、

3.7 g/l 炭酸水素ナトリウムおよび 1%(v/v)を含有するイーグル MEM 培地中で維持

した。各種細胞を培養フラスコ（75 cm2、IWAKI Japan）に播種し、約 80%コンフル

エントになるまで培養(5% CO2、37℃)した後、トリプシン−EDTA溶液（10 x、Sigma 

Diagnostics Inc）を用いて収穫した後、実験に使用するまで新しいフラスコに継

代した。 

 

3-4 細胞試験 

 B16細胞を 1.5 x 105 cells/well および NB1 細胞を 2.0 x 105 cells/wellで 96

穴マイクロプレート（IWAKI、Japan）にそれぞれ播種し、静置培養(5% CO2、37℃)

した。 各種細胞を 24 時間前培養した後、培地を除去して新たな 5％FBS を含有す

る DMEMおよびイーグル MEM培地と交換した後、各放線菌培養上清（終濃度 5%）を

添加した。ネガティブコントロール(NC)には培地中に 5%の FBSおよび 0.9%の DMSO

を含む DMEM およびイーグル MEM 培地を、またポジティブコントロール(PC)には 2 

μMの Mebendazole（Tokyo Chemical Industry Inc）を用いた。なお、全試験は

n=4 で行った。48 時間本培養を行った後、細胞生存率を MTT アッセイ（Sigma 

Diagnostics Inc）によって測定した。MTTを 1 mgの無菌 PBSに 5 mg/ml濃度に調

整し、その 10 μlを細胞培養プレートの各ウェルに添加した後、37℃で 2時間培

養した。その後、培地を除去し、100 μlの 0.04 Ｍ塩化水素-イソプロピルアルコ

ールを各ウェルに添加して結晶を可溶化した後、マイクロプレートリーダーの吸光

度（570-655 nm波長）を測定した。 

 

3-5 放線菌株の 16S rRNA 遺伝子による同定 

 細胞毒性試験を通して癌細胞、(B16細胞）には強い毒性を持ちながら、正常細胞

（NB1細胞）には影響が少ない放線菌株を選抜し、CTAB法(Winnepenninckx et al., 
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1993)を用いて菌株の DNAを抽出した後、16S rRNA遺伝子の塩基配列解析を行った。

菌の同定は BLASTの既知微生物 16S rRNA 遺伝子の塩基配列のデータベースと菌株

の 16S rRNA塩基配列を比較し、その相同性を%で示した。 

 

3-6 結果および考察 

 細胞試験に用いた合計 252株のうち、B16細胞に対して 50 % 以下の細胞毒性を

有する 16 株を Fig.3-2 に示した。B16 細胞に対して強い細胞毒性を示した AKA32、

AKA39、AKA43、AKA103a、AKA108、AKA119、AKA128、AKA223、KS1、KS2、KS4、KS20、

KD5、KD7、KS12および KD38（AKAは伊豆赤沢 DSWおよび SSW由来を、KDは久米島

DSW 由来および KS は久米島 SSW 由来を示す）は次に正常細胞への影響を調べるた

めに NB1細胞に対する細胞毒性試験を行い、その結果を Fig.3-2に示した。これら

の細胞試験を通して、癌細胞には強い毒性を示しながら正常細胞には影響が少ない

放線菌株として、AKA39 株および KD38株を有望株として選抜した。 

 これらの有望株を含め、癌細胞に強い細胞毒性を示した合計 16 株について種同

定作業を行い、その結果を Table 3-2に示した。細胞試験において有望株として選

択された AKA39 株および KD38 株はそれぞれ Streptomyces bingchenggensis 

99.6 %(1,476 bp)および Streptomyces antibioticus 99.8 %(1,284 bp)と高い相

同性を示し、既知の種の可能性が示唆された。これらの分子系統学的に最近縁種で

ある 2 つの菌株からはすでに既知の抗癌物質が分離されていることから（Zhang 

and Davies 2016;Hu et al., 2017）、AKA39 株と KD38株からの新規抗癌物質の発

見の可能性は低いと判断された。しかしながら、B16細胞に強い毒性を示した菌株

のうち、AKA32 株、AKA108 株および KS2 株はそれぞれ Nonomuraea indica 

98.5 %(1,435 bp)、Streptomyces sanglier 97.1 %(1,046 bp)および Mycobacterium 

poriferae 97.7 %(1,498 bp)に同定され、新規微生物の可能性が示唆されたため、
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新たな有望株として選抜するとことにした。これらの有望株のうち、先に AKA32株

を以後の実験にの探索に用いることにした。 
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第 4 章 AKA32 株の分類学的諸性状 

 

 4-1 緒論 

AKA32 株は日本近海の太平洋側の海洋深層水から初めて分離された抗癌活性を

有する放線菌株であるため、その分類学的性状を明らかにするとともに近縁種との

性状を比較する必要があると思われる。現在の放線菌の分類は Stackebrandt et 

al.(1997)がまとめた 16S rRNA 遺伝子の塩基配列の相同性に基づいて行われてい

る。微生物における種の同定には主観が入りこまない客観的な遺伝子による系統解

析は欠かす事ができない手法であるが、近縁種の 16S rRNA 遺伝子は非常に類似し

た塩基配列を有することから、種の同定が困難な場合も多く、形態、培養性状およ

び生理・生化学的性状とあわせて同定を行うことが極めて重要である。本章では第

3 章で選抜された伊豆赤沢 DSW 由来株 AKA32(Fig.4-1、ISP-2 寒天培地)について

16S rDNA の塩基配列に基づく分子遺伝学的解析を行うとともに培養性状および生

理・生化学的性状などの分類学的諸性状を調べることで、本菌の同定を行うことを

目的とした。 

 

4-2 AKA32 株の系統解析 

AKA32株を ISP-2液体培地に接種し、300 ml 容の バッフル付三角フラスコで 27℃

において 14 日間回転振盪培養(160 rpm)した後、菌体 DNA 抽出を常法により行っ

た。抽出した DNAに含まれる夾雑物は PCR反応を阻害するため、以下の操作により

培地成分を除去した。すなわち、2 ml容チューブに培養液 1 mlと 1 x TAE Buffer 

0.5 ml を加えて十分に撹拌後、 4 ℃にて 5 分間遠心分離 (20,000 x g) した。

この操作を 5 回繰り返した後、TAE Buffer 0.5 mlを加え軽くサンプルと混合し

た後、直径約 0.1 mm のガラスビーズが約 0.5 g 入った 2 ml容チューブに移し

た。これをビーズホモジェナイザー(Tomy、MS-100R) を用いて 5,500 rpm で 100 
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秒間処理し、放線菌の菌体破砕を行った後、10,000 x g で 1 分間遠心分離を行

い、得られた上清を新しいチューブに移した。この上清に同量のフェノール・クロ

ロホルム混液を加えて十分に撹拌した後、5分間遠心分離(20,000 x g)を行った。

遠心分離後、水層、蛋白質層およびフェノール層の 3 層に分離するので、その水

層を取り出し新しいチューブに移した。残った 2 つの下層に同量の TE Buffer を

加え撹拌した後、再度 5 分間遠心分離 (20,000 x g) を行い、得られた水層部分

を前述の水層に加えた。このチューブに DNA溶液と同量のイソプロピルアルコール

と 1/10 量の 3M 酢酸ナトリウムを加え十分に撹拌した後、-4℃にて 1時間放置

した。これを更に 20,000 x gで 30分間遠心分離し(4℃)、上清を除去した沈殿に

70% エタノールを 1 ml を加えて軽く撹拌し、4℃において 20,000 x gで 10分間

遠心分離して上清を除去した。この沈殿を風乾した後、TE Buffer 50 µlに溶解さ

せ、分析まで-20℃にて保存した。エタノール沈殿により得られた DNA を鋳型とし

て上流プライマー27F と下流プライマー1492R を用いて 16S rRNA 遺伝子領域を増

幅した。 GoTaq® Green Master Mix (Promega) 、プライマー各 0.5 μM にテン

プレート DNA を加えたものを PCR 反応液とした。なお PCR 反応には Dice mini 

TP100 (タカラバイオ) を使用し、94℃で初期加熱後(5分間)、変性 94℃(30秒間)、

アニーリング 55℃(30 秒間)、伸長反応 72℃(90秒)を 30サイクル繰り返した後、

72℃(10分間)で追加伸長反応を行った。得られた PCR 産物は 1.5% アガロースゲ

ルで電気泳動し、ゲルをエチジウムブロマイド溶液で染色した後、プリントグラフ

AE-6914(ATTO)による紫外線(312 nm)照射下で PCR産物の増幅を確認した。得られ

た増幅産物は、Wizard SV®Gel and PCR Clean-Up System (Promega)を使用して精

製した後、シーケンシング PCR を行い、エタノール沈殿法{シーケンシング反応液 

20 µlに 125m EDTA 5µl、99 % エタノール 60 µlを加え攪拌し、15 分間放置した

後、遠心分離 (15,000 x g、20分間) を行い、上清を除去した後、70% エタノー

ル 60 µl を加えて攪拌後、再度遠心分離 (10 分間) を行い、上清を除去した後、
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沈殿を風乾}により精製し、得られた精製産物を ABI PRISM 3130xl Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems Japan Ltd.)を用いて DNA塩基配列の解析を行っ

た。なお、得られた塩基配列の系統解析には MEGA7 を使用した。解析した塩基配

列は BLAST上のデータベースとの比較により種の同定を行った。 

 

4-3 AKA32 株の培養性状および生理・生化学的性状 

AKA32株の培養性状および生理・生化学的性状は「放線菌の分類と同定」(日本放

線菌学会、2001)の方法に準じて行った。AKA32株を Yeast-malt extract agar (ISP-

2)液体培地に植菌して 27℃で 2週間回転振盪培養(160 rpm)を行った後、菌体を

遠心分離(10,000 x g、5分間)により集菌し、上清が無色透明になるまで滅菌生理

食塩水で菌体を洗浄し、これに適当量の滅菌生理食塩水を加えて菌体を懸濁したも

のを各性状試験の種菌として用いた。なお、培養試験は特に記載がない限り 27℃

にて行った。培養性状の観察に使用した培地は Tryptone-yeast agar (ISP-1)、

Yeast-malt agar(ISP-2)、Oat meal agar (ISP-3)(日本放線菌学会、2001)、

Inorganic salts-starch agar(ISP-4)、 Glycerol-asparagine agar(ISP-5)、

Peptone yeast extract agar(ISP-6)、Tyrosine agar(ISP-7)、Sucrose-nitrate 

agar(ISP-8)および Basal agar(ISP-9)の 9 種類である。これらの寒天培地におけ

る供試菌株の生育状態、可溶性色素産生の有無、胞子の着生状態とその色調を肉眼

的に観察した。なお、色調の判定は JIS Z 8102 準拠 JIS色名帳の色片と照合して

行った。供試菌株の生理・性生化学的性状は、生育温度範囲、炭素源の利用、アミ

ノの利用、NaCl耐性、生育 pH範囲および抗菌活性試験の合計 6 項目について判

定した。 

 

4-3-1. 生育温度範囲 

供試菌株の生育温度範囲は、ISP-2培地に供試菌を塗抹し、5、10、15、20、27、

37、40および 50℃の条件下で静置培養を行い、生育の有無から判定した。 
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4-3-2. 炭素源の利用 

炭素源の利用は Basal agar (ISP-9) を基礎培地とし、炭素源として D-glucose、 

L-arabinose、 sucrose、 D-xylose、D-mannnitol、D-fructose、 rhamnose およ

び raffinose の 8 種類の炭素源を用いた。これらの炭素源は濾過滅菌し、終濃度 

1% になるように培地に添加した後、供試菌の洗浄菌体をー白金耳植菌して 27℃で

培養し 28日目に D-glucose を陽性の対照、また、炭素源を含まない培地を陰性の

対照として判定した。 

 

4-3-3 アミノ酸の利用 

アミノ酸の利用は Basal agar (ISP-9) を基礎培地とし、これら 10 種類のアミ

ノ酸（L-Alanine、D-Alanine、L-Proline、Histidine、Glycine、Valine、L-Tyrosine、

L-Methionine、L-Isoleucine、L-phenylalaine および D-Alanine）を濾過滅菌し、

終濃度 1% になるように培地に添加した後、供試菌の洗浄菌体をー白金耳植菌して

培養を行い、28 日目に Glycine を陽性の対照、糖源を含まない培地を陰性の対照

として判定した。 

 

4-3-4 NaCl 耐性 

NaCl耐性試験は、NaCl を 0、2、3、5、7、9 および 12% ISP-2培地に加えた培地

を作製し、これに種菌をー白金耳接種し、培養 28 日培養後、増殖の有無から判定

した。 

 

4-3-5 生育 pH 範囲 

生育 pH 範囲は ISP-2液体培地を 1 M HCl、または 1 M NaClで各種 pH(3-12)に 

調整した ISP-2液体培地を作製後、同様に培養して判定した。 
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4-3-6 抗菌活性試験 

培養液上清の抗菌活性試験は、ペーパーDisk 法により行った。供試菌を 100 ml

バッフル付三角フラスコ中で(ISP-2液体培地、20 ml)27℃において 14 日間回転振

盪培養(160 rpm)した。培養後、培養液を遠心分離(10,000 x g、5 分間)し、その上

清を得た。抗菌活性の被検菌にはグラム陽性菌として Bacillus subtilis PCI219、

グラム陰性菌として Escherichia coli K-12、また真菌類として Candida albicans 

3147の 3種類を用いた。これらの被検菌をそれぞれ Mycinassay agar 、Nutrient 

agar および Sabouraud agar に終濃度 104 CFU/ml となるように接種して寒天単層

培地を作製した。これに滅菌ペーパーDisk(直径 8 mm)を置き、これに培養液上清

100 µlを添加した後、B.subtilisと E. coli は 27℃で 1日間、また C. albicans

は 2日間培養を行こない、ペーパーDiskの周囲に生じた増殖阻止円径をノギスに

より測定した。 

 

4-4 標準菌株との生理・生化学的性状の比較 

16S rRNA 遺伝子の塩基配列を基にした同定の結果、データベースに登録されて

いる放線菌のうち相同性が 96.5% 以上の候補株を選定し、本菌株との培養性状お

よび生理・生化学的性状の比較を行った。候補株は国内で入手可能な菌株のうち、

これまで報告されている文献から AKA32 株と明らかに異なる性状が記載されてい

る種を除いた以下の 2株と海外ドイツの DSMZ から入荷した 1株を選定し、同様に

炭素源の利用性、アミノ酸の利用性、生育温度範囲、NaCl耐性および生育 pH範囲

の判定を行い、AKA32 株と比較した。 

Nonomuraea indica DRQ-2 (98.52%) 

Nonomuraea asiatica A299 (97.28%) 

Nonomuraea muscovyensis FMN03(96.73%) 
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4-5 結果および考察 

抗癌物質生産菌株は 16S rRNA遺伝子の塩基配列の解析結果より、Nonomuraea 属

の放線菌と同定された(Table 4-1)。次に選定した 3株の標準株と本株との培養性

状および生理・生化学的性状の比較を行った。各種培地における AKA32 株と標準菌

株との生育程度の比較では、AKA32株、N.asiatica A299株および N.indica DRQ-2

株が 10-45℃間で生育が見られた反面、N.muscovyenesis FMN03 株は 15-40℃間で

の生育を示した(Table 4-6)。同じく生育 pH 範囲試験でも AKA32 株、N.asiatica 

A299株および N.indica DRQ-2株は pH 6-9間で生育を示した反面、N.muscovyenesis 

FMN03 株は pH 7 のみで生育を示した。NaCl 耐性では AKA32 株、N.asiatica A299

株および N.indica DRQ-2 株はいずれも NaCl 3% まで生育を示したが、

N.muscovyenesis FMN03 株は NaCl 1% までしか生育しなかった。上記生育温度、生

育 pH 範囲および NaCl 耐性から、AKA32 株、N.asiatica A299 株および N.indica 

DRQ-2 株は互いに近い生理・生化学的性状を有していると考えられたが、残りの

N.muscovyenesis FMN03 株は性状が異なっていると判断された。次に炭素源の利用

試験では AKA32 株および N.asiatica A299 株は 8 種類全ての炭素源を含む培地で

生育を示したが、N.indica DRQ-2 株および N.muscovyenesis FMN03 株は L-

Arabinose および D-Fructose で生育が見られなかた。また、アミノ酸の利用試験

では AKA32 株が L-Methionine、D-Alanine および L-Isoleucine を除く 7 種類のア

ミノ酸を利用したことに対し、N.asiatica A299 株は L-Methionine、D-Alanine、

L-Isoleucine、Valineおよび L-Tyrosineを除く 5種類のアミノ酸を、また N.indica 

DRQ-2 株は L-Methionine、L-Isoleucine および Valine を除く 7 種類のアミノ酸

を、さらに N.muscovyenesis FMN03株はいずれのアミノ酸も利用することが出来な

かった。これらの炭素源の利用性およびアミノ酸の利用性から、AKA32 株は 3つの

標準菌株と性状が異なっていることが示唆された。最後に各菌株の 16S rRNA 遺伝

子による系統解析では AKA32 株は N.asiatica A299 株と最も近縁ではあるが、
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Bootstrapが 50以上であることから、AKA32株は新種の放線菌の可能性が示唆され

た。このため今後、AKA32 株を新種として登録することを前提に細胞壁の構成成分

解析および近縁種との DNA-DNA ハイブリダイゼーションを行う必要があると思わ

れた。 
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Strain 

AKA32

N. asiatica

A299T

N. indica

DRQ2T

N. muscovyensis

FMN03T

---------------------------ISP-1 agar medium--------------------------

---------------------------ISP-2 agar medium--------------------------

---------------------------ISP-3 agar medium--------------------------

---------------------------ISP-8 agar medium--------------------------
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  Fig. 4-2. Neighbor-joining phylogenetic tree based on almost-complete 

16S rRNA gene sequences showing the position of strain AKA32 in the 

genus Nonomuraea. Numbers at the nodes indicated the levels of 

bootstrap support are shown. GenBank accession numbers are given in 

parentheses. Bar, 0.005 substitutions per site. 
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第 5 章 抗癌物質生産菌 AKA32 株の培養条件の検討 

 

5-1 緒言 

 微生物の生育や代謝産物の生産量は培養条件によって大きく変動することが知

られている。そこで培地成分量を変更したり、また 2 種類以上の微生物と共培養

(Kameyama et al., 1988)を行ったり、また培養温度や酸素量などを変更すること

によって物質の生産量を増加させるとともに新規化合物を生産させたりする試み

が行われてきた(Iwai et al., 1973;Olano et al., 2008）。放線菌は他の細菌と比

較すると、利用可能な栄養源が多く、特に一般の細菌では分解が困難な難分解物質

も利用することが知られている。例えば、キチンやキトサンなどの高分子物質を放

線菌の分離培地や生産培地に添加することも多い(Ravi and Vasantba, 2016)。し

かし、一般的には放線菌を含む微生物の有用物質の生産培地には、炭素源としてス

ターチやグルコースなどがよく用いられ、また窒素源としてペプトンや酵母エキス、

肉エキス等がこれまで汎用されている(Hu et al., 1984;Iwai et al., 1973）。 

 そこで本章では、いくつかの生産培地を用いて AKA32株の培養を行い、各培地中

に生産された抗癌物質の性状を調べるため、富山県立大学生物工学研究センターの

UV スペクトル分析機器を用いた。一般的な放線菌の生産培地として知られている

ISP-2 培地および新規化合物の生産培地として実績がある A3M 培地、A11M および

A16培地（Table 5-1、Table 5-2および Table 5-3）を用いて AKA32 株の抗癌物質

生産における最適培養条件の検討を行うこととともに、培養液からの抗癌物質の単

離・精製に向けた培養条件を検討することを目的とした。 

 

5-2 抗癌物質生産菌 AKA32 株の培養  

 AKA32 株を解凍し、ISP-2 寒天培地上に画線した。数日後、培地上に出現した単

一コロニーを V-22 培地(Table 5-4)を用いてシード培養を行った（27℃、6 日間、
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振盪培養、200 rpm）。培養後、得られたシード培養液 3 mlを各生産培地にそれぞ

れ接種した後、27℃で 7日間、200 rpm（回転振盪）培養を行った。 

  

5-3 AKA32 株培養液からの HPLC-UV スペクトル分析による新規抗癌物質の探索 

 ISP-2 培地で培養した AKA32 株の培養液 30 L および A16 培地で培養した AKA32

株の培養液 2 Lを菌体ごと全量を回収し、1-butanolを用いて抗癌物質の抽出を行

った。各培養液に等量の 1-butanolを添加し、１時間撹拌した後、遠心分離（10,000 

x g、15分間）を行い、その有機層を回収した。回収した有機層の 10ml を分取し、

エパポレータを用いて濃縮乾固した後、1 ml の DMSO を添加した後、下記条件で

HPLC-UVスペクトル分析を行った。 

 

[HPLC-1] 

装置： Agilent 1260 

溶離液：アセトニトリル :0.1% ギ酸水溶液＝ 15:85-85:15、0−30 min 

流 速： 1.0 ml/min 

カラム： Microsorb-MV 4.6.0 ⌀ x 250 mm 

 

5-4 結果および考察 

 ISP-2、A3M、A11M および A16 培地の培養液から回収された抽出物は HPLC-UV ス

ペクトル解析により生産物の確認を行った。この HPLC-UVスペクトル分析データを

富山県立大学生物工学研究センターの微生物工学研究室が保存している放線菌由

来既知化合物の UV スペクトルデータと照合することにより、新規化合物の探索を

行った。各種培養液の HPLC-UV スペクトル分析結果を Fig.5-1 から 5-4 に示した。

これらの解析の結果、ISP-2培地から未知の 2つの化合物（Fig.5-1、RT 4.0 分お

よび 8.6分）、また、A3Mから 1つ（Fig.5-2、RT 5.8分）および A16 培地から 3つ
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（Fig.5-3、RT 11.3分、13.2分および 15.4分）がそれぞれ確認されたが、A11M培

地からは全く新規化合物の UVスペクトルを確認できなかった。 

 しかし、新規化合物の生産が確認された ISP-2、A3M および A16 培地での大量培

養において未知化合物の生産性を確認したところ、ISP-2培地から 1つ（Fig.5-1、

RT 4.0 分）また、A16 培地から 2 つ（Fig.5-3、RT13.2 分および 15.4 分）が確認

されたため、A16 培地から確認された物質を 1 と 2、また ISP-2 から確認された化

合物を 3 とし、それらの化合物を単離・精製するとともに化学構造解析を行うこと

にした。 
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第 6 章 AKA32 株が生産する抗癌物質の構造解析 

 

6-1 緒言 

これまで数多くの新規抗癌物質が海洋由来放線菌から生産されてきた。海洋由来

放線菌が生産する抗癌物質は大きく、アントラサイクリン、エンジイン、インドロ

カルバゾール、イソプレノイド、マクロライドおよび非リボソームペプチドなどの

構造クラスに大きく分類されている(Olano et al., 2009)。また、それらの抗癌物

質はその抗癌メカニズムにより、トポイソメラーゼＩまたはⅡ阻害、ミトコンドリ

ア透過化、シグナル伝達酵素阻害、細胞代謝抑制および腫瘍誘発性血管新生の阻害

に大きく分類されている(Sithranga Boopathy and Kathiresan, 2010)。これら抗

癌物質の生産菌の多くは Streptomyces 属の放線菌であり、希少放線菌からの報告

例が少ないことから、本研究で分離された海洋深層水由来希少放線菌 AKA32株から

の新規抗癌物質が期待される。 

前章の結果より、伊豆赤沢 DSW 由来放線菌 AKA32 株は ISP-2 および A16 培地を生

産培地として培養することで、未知化合物の生産性があることが確認されたことか

ら、新規抗癌物質を生産している可能性が示唆された。そこで本章では、AKA32株

の培養上清から各種クロマトグラフィーの手法を用いて抗癌物質を単離・精製し、

化学構造解析を行うことを目的とした。 

 

 

6-2 抗癌物質生産菌の培養 

−80℃でグリセロール凍結保存された AKA32 株の種菌を ISP-2 寒天培地に画線し、

27℃で数日間培養した。培養後、培地上に出現した単一コロニーを V22 培地

(soluble starch 1％、NZ-case(Sigma-Aldrich Co. Ltd) 0.3％、 Bacto-yeast 

extract(Difco) 0.2%、Bacto-tryptone(Difco) 0.5%、K2HPO4 0.1%、MgSO4・7H2O 
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0.005%、CaCO3 0.3%、pH 7.0)で 30℃において 6日間回転振盪培養(200 rpm)を行っ

た 。 培 養 後 、 そ の シ ー ド 培 養 上 清 を さ ら に A16 培 地 (glucose 2% 、

Pharmamedia(Traders Protein) 1%、CaCO3 0.5%、Diaion HP-20 20 g/l、pH 7.0)

を用いて 30℃において 6日間回転振盪培養(200 rpm)し、抗癌物質の生産培養を行

った。また、同じく V22 のシード培地の培養上清を ISP-2 培地で 30℃において 7

日間回転振盪培養し、他の抗癌物質の生産培養を行った。 

 

6-3 培養上清からの抗癌物質の単離・精製 

 6-2で使用した A16 生産培地を用いて AKA32 株を 2 L培養を行った後、得られた

培養液に等量の 1−butanol を添加し、１時間スターラを用いて攪拌させた。その後、

遠心分離 (10,000 x g、15分間)により、1−butanol 層を回収した。この 1−butanol

層をさらにエバポレーターを用いて減圧濃縮した後、濃縮したブタノール抽出物を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー（クロロホルム/メタノール、1:0、20:1、10:1、

4:1、2:1、1:1、1:2および 0:1）により抗癌物質の精製を行った。これを高速液体

クロマトグラフィー(HPLC)に展開し、HPLC-UV spectrum 分析によって目的の抗癌

物質 1 が含まれるフラクションを特定し、以下の HPLC 条件で抗癌物質 1 を精製し

た。 

 

[HPLC-2] 

装置： Agilent 1260 

溶離液：アセトニトリル:0.1% ギ酸水溶液＝ 50:80-80:50、0−30min 

流 速： 4.0 ml/min 

カラム： COSMOSIL 5C18-AR-II Packed Column (NacalaiTesque, Inc., 10 x 250 

mm) 
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 上記のシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより分画された他のフラクショ

ンのから、抗癌物質 2 を含むフラクションを選択し、さらに逆相 ODS カラムクロ

マトグラフィー (アセトニトリル:0.1% ギ酸水溶液、2:8、3:7、4:6、5:5、6:4お

よび 7:3) により精製を行った。そして、最終的に抗癌物質 2 を含む ODSフラクシ

ョンを選択し、以下の HPLC-2の条件を用いて抗癌物質を精製した。 

 

[HPLC-3] 

装置： Agilent 1260 

溶離液：アセトニトリル:0.1% ギ酸水溶液＝ 50:50 0−5 min、50:50-60:40 5-10 

min、60:40 10-20 min、60:40-80:20 20-30 min 

流 速： 4.0 ml/min 

カラム：COSMOSIL 5C18-AR-II Packed Column (NacalaiTesque, Inc., 10 × 250 

mm) 

5-2 で使用した ISP-2 生産培地を用いて AKA32 株を 30 L 培養した後、培養液に

等量の 1−butanol を添加し、１時間スターラを用いて攪拌させた。その後、遠心分

離 (10,000 x g、15 分間)により 1−butanol層を回収した。その 1−butanol 層をエ

バポレーターを用いて減圧濃縮した後、逆相 ODS カラムクロマトグラフィー (ア

セトニトリル:0.1% ギ酸水溶液、5:95、10:90、20:80、30:70、40:60、50:50およ

び 60:40) により精製を行った。そして、最終的に抗癌物質 3 を含む ODSフラクシ

ョンを選択し、以下の HPLC条件により抗癌物質を単離した。 

 

[HPLC-4] 

装置： Agilent 1260 

溶離液：アセトニトリル:0.1% ギ酸水溶液＝ 15:85-80:20、0−30 min 

流 速： 4.0 ml/min 
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カラム： COSMOSIL 5C18-AR-II Packed Column (NacalaiTesque, Inc., 10 x 250 

mm) 

 

6-4 結果および考察 

6-4-1 化合物 1 の単離・精製 

 放線菌 AKA32株を A16培地で 30℃において 7日間培養を行った。得られた培養

上清 2 Lについて 1-butanol抽出(2 L)を行い、エバポレータで有機層を濃縮乾固

し、粗抽出物 10.0 g を得た。この粗抽出物についてさらにシリカゲルカラムクロ

マトグラフィーを行い、分画したところ、1:2 のフラクションに抗癌物質 1 の UVス

ペクトルが検出された、これらのフラクションをさらに逆相 HPLCにより分析した。

このピークを化合物 1 と命名し、その化学構造を解析した。 

 

6-4-2 化合物 1 の構造解析および物理化学的性質 

構造決定のため、以下の機器を使用して本抗癌物質の核磁気共鳴吸収(NMR)、紫

外吸光(UV)、赤外吸収(IR)および質量(MS)測定・解析を行った。 

 

NMR: BRUKER ADVANCE 500 spectrometer  

UV: HITACHI U-3210 spectrometer 

IR: PerkinElmer Spectrum 100 spectrometer 

MS: BRUKER microTOF focus (ESITOFMS) 

 

 化合物 1 は赤色粉末状であり、UVスペクトル分析の結果、292 nm、319 nm およ

び 476 nmに吸収極大を示した（Fig.6-1）。また、IR分析では 2,928 cm-1 にヒドロ

キシル基、 1,626 cm-1および 1,603 cm-1 に複数のカルボニル基に由来する吸収帯

が観測されたことから(Fig.6-2)、本物質は madurahydroxylactone の物性と類似し

ていることが判明した(Heinisch et al., 1999;Kim et al., 2017)。そこで本物質
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について NMR および MS スペクトルによる構造解析を行った。その結果、1H 

NMR(Fig.6-3)、13C NMR(Fig.6-4)、DEPT(Fig.6-5)および HSQC(Fig.6-6)の スペク

トルから、2つの芳香族プロトン(δH 6.70、7.27) 、 3つのメチレン(δH 2.73、

2.79および 4.14)、１つのメチル（δH 2.10)、１つのメトキシ（δH 3.80） と 4 

つの交換性プロトン (δH 8.27、11.26、13.66 および 13.74) の存在が示唆された 

(Table 6-1)。さらに、いずれのプロトンとも相関が見られない 19本の sp2炭素シ

グナルが検出された。 

 構造分析はδH 2.10 のメチルプロトンから C-9、C-10、および C-11 への HMBC 相

関を手がかりとして開始した（Fig.6-7）。1H NMR 上に低磁場にシフトした δH 13.66

（9-OH）および 11.25（11-OH）のプロトンは、それぞれ C-8a および C-9、ならび

に C-11 および C-12 に HMBC 相関を示した。さらに、δH 7.27（H-12）の芳香族プ

ロトンは、C-8aおよび C-10に強い相関、また C-11および C-12にも弱い相関をそ

れぞれ示した。これらの HMBC相関により、C-8a、C-10、および C-12 の高磁場シフ

トと共に、2つのヒドロキシル基がメタ位に配置された五置換ベンゼン環の存在が

示唆された。さらに、H-12 から C-13 までの HMBC 相関基づいて、キノンカルボニ

ル炭素 C-13 と C-12a の結合が明らかになった。もう一つのキノンカルボニル炭素

C-8 は、H-12 から C-8 への四結合相関によって C-8a に繋がっており、隣接するカ

ルボニル酸素と水素結合した 9-OH プロトンがシャープなシングレットピークとし

て観察されたことより示唆された。これらの分光学的検証に基づいて、ナフトキノ

ン左部分の構造が確定された。１の残りの部分は、他のδH 6.70（H-4）芳香族プロ

トンから構築した。このプロトンは、sp2炭素 C-2、C-3、C4a、および C-14b、なら

びに sp3炭素 C-5、および C-16に HMBCを示した。次に、メチレンプロトン H-16の

HMBC は、C-2、C-3、および C-4 に相関を示し、C-3 と C-16 が結合していることが

示された。 また、H-16と H-1`の COSY相関により C-16とアミノ基が結合している

ことが考えられた。このアミノ基は 1 の分子量を考慮した上で決定された。H-5メ
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チレンは、H-6 メチレンと COSY 相関、また C-4、C-4a、C-6a および C-14b と HMBC

相関を示した。さらにδH13.74 のフェノールプロトンは、C-13a、C14 および C-14

ａに HMBC 相関を示し、これら 3 つの炭素間の連結が確定された。δH 3.80 のメト

キシプロトンは C-7 に HMBC 相関を示したため、C-7 にメトキシが結合しているこ

とが示された。しかし、これ以上の HMBC は見られなかったため、化合物 1 の完全

な化学構造を決定することは困難であった（Fig.6-7）。そのため、NMR 化学シフト

が完全に帰属されている既知の benzo[a]naphthacenequinones の化学シフトデー

タと比較する必要が生じた。そこで構造的に同じ炭素骨格を持ちながら、化合物 1

の化学構造と最も近い BE-39589 B-1および BE-35989 C-1を選択した。これらの化

合物の化学シフト比較により、残りの炭素 C-1、C-15、および C-7a の位置を決定

することができた（Fig.6-7）。 

 ただし、これらの情報だけでは C-7aと C-8 および C-13と C-13a結合が確定でき

ず、2つの推定構造が考えられた（Fig.6-8）。これら 2つの推定構造のうちの 1つ

を排除するために、アントラキノンのフェノールヒドロキシプロトンに注目し、複

数の既知のアントラキノンのフェノール性プロトンの化学シフトの比較を行った。

1つのフェノールヒドロキシプロトンが 1つのキノンカルボニル酸素に水素結合し

ている 5つの化合物の場合、プロトンシグナルはδH 13.08から 14.30 に観察され

る（Fig.6-9、TypeＡ）。一方、2つのフェノールヒドロキシプロトンが 1つのキノ

ンカルボニルに水素結合している 6 つの化合物の場合、プロトンシグナルはδH 

11.90 から 12.62 に観察される（Fig.6-10、TypeＢ）。この化学シフトの相違の理

由を明らかにした文献は見いだされなかったが、これらの相違はフェノールヒドロ

キシプロトンの核上の電子密度によって説明することができる。すなわち、TypeＡ

では、１つのキノンカルボニル酸素が１つのフェノールヒドロキシプロトンの電子

を引き付けるが、TypeＢ中では１つのキノンカルボニル酸素が２つのフェノールヒ

ドロキシプロトンの電子を引き寄せなければならない。化合物 1 の場合、２つのフ
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ェノールヒドロキシプロトンがδH13.66 および 13.74 に観察された。これらの化

学シフトは明らかに TypeＡの化合物の場合（Fig.6-11）に近いため、1 の正しい構

造として TypeＡを提案した。 

 Benzo[a]naphthacenequinones 骨格を有する既知天然物は、放線菌のみで生産さ

れている。この類縁化合物のうち、3つの化合物（madurahydroxylactone、BE-39589 

B-1および BE-39589 C-1）だけが 1 と同じ炭素骨格を持っている（Fig.6-12）。一

方、抗生物質 R2と numuricin は 10位炭素に置換基を持つグループである。すなわ

ち、メチル基の代わりに抗生物質 R2 はエチル基を持つが、nomuricin はヒドロキ

シメチル基を持つ（Fig.6-13）。Pradimicins、benanomicins および frankiamicin 

Ａはこのクラスに属するが、これらはいずれも 10 位に置換基を持たない。 

SciFinder データベース中に存在する benzo[a]naphthacenequinone 系の既知化合

物はすべて C-9 および C-11 にヒドロキシル基を有するが、C-10 および C-12 にヒ

ドロキシル基を有する化合物は存在しなかった。生合成経路から見ても、C-9およ

び C-11にヒドロキシル基が存在することがより妥当と考えられる。Pradimicinへ

のアセテート 13C標識取り込み実験によると、C-9および C-11はアセテートのカル

ボニル炭素に由来する（Fig.6-14）。これらの考察に基づいて、上記で提案した化

合物 1 の Type A 構造が Type B よりも妥当であると結論した。そこで化合物 1 の

構造を化合物データベース SciFinder で照合したところ、一致する構造を有する

化合物が存在しなかったことから、化合物 1 は新規化合物であると判断し、伊豆赤

沢の DSWから分離され、赤色の可溶色素を生産および生産菌である AKA32 株が希少

放線菌であったことから「akazamicin」と命名することにした(Yang et al., 2019)。 

 

6-4-3 化合物 2 および 3 の化学構造解析 

  Actinofuranone C（2）および N-formylanthranilic acid（3）の構造は(Fig.6-

15)、NMRおよび MS分析に基づいて決定した。 2 の NMR分光データは報告されたも
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のと完全に一致した(Um et al., 2013)。3 の構造は、Sigma-Aldrich Co. Ltd から

購入した市販品との NMRスペクトルの比較により確認した。 

 Nonomuraea 属が生産する madurahydroxylacone、 Frankia 属が生産する

frankiamicin(Ogasawara et al., 2015)および Actinomadura 属が生産する

pradimicin(Tomita et al., 1990)を含む benzo[a]naphthacenequinone 系抗生物

質は放線菌由来のユニークな五環性芳香族ポリケタイドである(Fig.6-15)。

Akazamicin(1)は構造的に BE-39589 B-1および BE-39589 C-1(Strauss, 1986)に

最も近い。一方、actinofuranone(2)とその類縁体である actinofuranone A と B

は、それぞれ Amycolatopsis 属と Streptomyces 属の二次代謝産物と知られている

(Cho et al., 2006)。フラノン型のポリケチドは、軟体動物、真菌および放線菌

などのさまざまな生物から単離されているが（Cho et al., 2006）、Nonomuraea 属

からの単離は本研究が初めてである。N-formylanthranilic acid(3)はインドール

およびトリプトファンの分解産物として知られている(Zhang et al., 2016)。現

在のところ、正常細胞および癌細胞に対する化合物 2 および 3 の細胞毒性につい

ての報告は見られない。 
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Fig. 6-9. 1H chemical shift of phenolic protons of selected

compounds in which one phenolic proton is hydrogen-bonded

to one quinone carbonyl oxygen (type A).

Madurahyrdoxylactone

(J. Microbiol. Biotechnol. (2017), 27, 1994–1998)

Grincamycin L

(J. Antibiot. (2018), doi: 10.1038/s41429-018-0096-1)

Madurahyrdoxylactone urea derivative

(J. Antibiot. (1999), 52, 1029–1041)

5-Hydroxy ericamycin

(J. Antibiot. (2015), 62, 623-625)

Anthrasesamone D

(Biosci. Biotechnol. Biochem. (2006), 77, 1784-1785)

Akazamicin

13.54 

14.30 

13.59 

13.42 

13.41 

13.34 

13.76 

13.14 

13.08 

13.74 

13.66 

(500 MHz, DMSO-d6) (DMSO-d6)

(DMSO-d6) (500 MHz, CDCl3)

(600 MHz, CDCl3) (500 MHz, DMSO-d6)

Figure S22. 1H chemical shift of phenolic protons of selected compounds in which one phenolic proton is 

hydrogen-bonded to one quinone carbonyl oxygen (Type A).
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Fig. 6-10. 1H chemical shift of phenolic protons of selected

compounds in which two phenolic protons are

hydrogen-bonded to one quinone carbonyl oxygen (type B).

Figure S23. 1H chemical shift of phenolic protons of selected compounds in which two phenolic protons are 

hydrogen-bonded to one quinone carbonyl oxygen (Type B). 
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11.84 11.94
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(Bioorg. Med. Chem. Lett. (2013) 23, 3905–3909) 
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(Bioorg. Med. Chem. Lett. (2013) 23, 3905–3909) 
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(Chem. Pham. Bull. (1976), 24, 1688-1689)
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Fig. 6-11. The pattern diagram of 1H chemical shift range of

phenolic protons hydrogen-bonded to quinone carbonyl oxygen.

: Type A

Figure S24. The pattern diagram of 1H chemical shift range of phenolic protons hydrogen-bonded to quinone 

carbonyl oxygen.

12.0 12.5 13.0 13.5
ppm

14.0

Akazamicin
: Type B

Fig. 6-12. Benzo[a]naphthacenequinone antibiotics from

actinomycetes.

Fig. 6-12. Benzo[a]naphthacenequinone antibiotics from

actinomycetes.
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Fig. 6-13. Benzo[a]naphthacenequinones bearing carbon 

substitution at C-10.

Fig. 6-14. Biosynthesis of pradimicin aglycon.

Fig. 6-15. Structures of “akazamicin” (1), actinofuranone C (2) 

and N-formylanthranilic acid (3).

 

Figure 1. Structures of akazamicin (1), actinofuranone C (2) and N-formylanthranilic 

acid (3). 

akazamicin (1) actinouranone C (2) N-formylanthranilic acid (3)
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第 7 章 AKA32 株が生産する抗癌物質の抗癌活性 

 

7-1 緒論 

 前章において伊豆赤沢 DSW 由来放線菌、AKA32 株から単離された 3 つの化合物

(akazamicin (1)、actinofuranone C (2)および N-formylantharanilic acid (3))

について化学構造解析を行った。本章ではこれらの化合物の抗癌活性について調べ

ることを目的とした。6章で述べたように既知化合物である 2 および 3 生物活性に

関する論文はなかったため、新規化合物である 1 とともに各種癌細胞（B16、Hep G2

および Caco-2）に対する毒性を調べることにした。 

 

7-2 各種癌細胞の培養 

 マウス B16メラノーマ細胞（理研、理化学研究所バイオリソースセンター）およ

びヒト肝臓癌由来 Hep G2 細胞（理研、理化学研究所バイオリソースセンター）は

1%（w/v）の非必須アミノ酸、10%（v/v）の FBS、3.7 g/l 炭酸水素ナトリウムおよ

び 1% (v/v) ペニシリン（10,000 units/ml）-ストレプトマイシン(10 mg/l)を含

有する DMEM培地中で維持した。また、ヒト結腸癌由来 Caco-2細胞（理研、理化学

研究所バイオリソースセンター）は 1%（w/v）1 g/l  グルコース、 3.7の非必須

アミノ酸、10%（v/v）の FBS、3.7g/l 炭酸水素ナトリウムおよび 1% (v/v) ペニシ

リン（10,000 units/ml）-ストレプトマイシン(10 mg/l)を含有するハイグルコー

ス(1%)DMEM培地中で維持した。3つの細胞は 5%の CO2下、37℃で培養した。各細胞

を培養フラスコ（75 cm2、IWAKI Japan）に播種し、37℃で約 80% コンフルエント

になるまで培養した後(5% CO2 37℃)、トリプシン−EDTA 溶液（10 x、Sigma 

Diagnostics Inc）を用いて細胞を収穫した後、新しいフラスコに継代した。 
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7-3 細胞毒性試験 

 B16細胞を 1.5 X 105 cells/well、Hep G2 細胞および Caco-2細胞をそれぞれ 2.0 

X 105 cells/wellに調製し、98穴マイクロプレート（IWAKI、Japan）に播種し、5%

の CO2下、37℃で培養した。24時間前培養後、培地を除去して新しい 5% FBSを含

有する DMEMおよび高グルコース DMEMに交換した後、DMSOに溶解して濃度調整（2-

200 μM の終濃度）した化合物 1、2 および 3 を n=4 で添加した。ネガティブコン

トロール（NC）として培地中に 5% FBSおよび 0.9% DMSOを含む DMEM および高グル

コース DMEM培地を、またポジティブコントロール（PC）として 2 μMの Mebendazole

（Tokyo Chemical Industry Inc）を同様に添加した。48時間の本培養を行った後、

細胞生存率を MTTアッセイ（Sigma Diagnostics Inc）によって細胞活性測定を行

なった。MTTを 1 mg の無菌 PBSに 5 mg/mlの濃度調整し、MTT溶液の 10 μlを細

胞培養プレートの各ウェルに添加した後、37℃で 2 時間インキュベーションした。

インキュベーション後、培地を除去し、100 μlの 0.04 N塩化水素-イソプロピル

アルコールを各ウェルに添加して結晶を可溶化した後、プレートをマイクロプレー

トリーダー（570-655 nm波長）で吸光度を測定した。 

 

7-4 結果および考察 

 AKA32 株が生産した化合物 1、2 および 3 の各種癌細胞の細胞活性に対する IC50

値を Table 7-1に示した。この表からわかるように、化合物 1 および 2 は B16メ

ラノーマ細胞に対してそれぞれ 1.7 μMおよび 1.2 μMの IC50値を示した。一方、

化合物 3 は、化合物 1 と比較すると 14.7 倍、また化合物 2 と比較すると 20.8 倍

の IC50値が高く、B16 細胞に対する毒性が低かった。これらの 3つの化合物は Hep 

G2および Caco-2細胞に対して 10-200 μMの範囲濃度では有意な細胞毒性を示さ

なかった。新規化合物 1 を含め、既知化合物 2 および 3 の細胞毒性についての報

告は見られていなかった。B16 メラノーマ細胞に対する IC5 値が低かった化合物
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1 および 2 は細胞死滅へのメカニズム解明につながる新しい抗癌剤としての利用

が期待される。 
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総括 

 

第 1章 序論 

 日本各地の DSW および SSW 中の微生物群集構造を分子遺伝学的手法を用いて解

析を行った結果、DSW には SSWには見られない独自の微生物群集構造が存在し、新

たな有用微生物探索源として期待が持てることが判明した。そこで本研究では、特

に未知の微生物が多く生息すると判断された伊豆赤沢と久米島の DSW から、有用微

生物として知られた放線菌に着目し、放線菌が生産する培養液から抗癌物質の単

離・精製するとともに化学構造決定を解析することを目的とした。 

 

第 2章 DSWからの放線菌分離 

 伊豆赤沢および久米島 DSWの微生物をそれぞれの濃縮方法で濃縮した。得られた

微生物濃縮懸濁液を用いて、各種放線菌分離培地により放線菌の分離を行った。そ

の結果、伊豆赤沢 DSW から 131株および SSWから 37株、久米島 DSWから 67株およ

び SSW から 17 株、合計 252 株の放線菌をそれぞれ分離した。これらの分離株は

Streptomyces属よりも、希少放線菌属の方が多かったことから、DSW 中には数多く

の希少放線菌が生息していることが示唆された。さらに SSWよりも DSW の方がより

多くの希少放線菌属が生息していることが判明した。 

   

第 3章 抗癌物質生産有望株の探索 

 分離された合計 252 株の放線菌の中から新規抗癌物質を生産する有望株を選抜

するため、癌細胞には強い細胞毒性を示しながら、正常細胞には影響が少ない放線

菌株を選抜するため、放線菌培養液について癌細胞 B16および正常細胞 NB1を用い

て細胞試験を行った。また、細胞試験で選抜された株について、16S rRNA遺伝子の
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遺伝系統学的解析から新種の可能性が高い AKA32 株（伊豆赤沢 DSW 由来）を選抜

し、新規抗癌物質探索に用いることにした。 

 

第 4章 抗癌物質の生産菌 AKA32株の分類学的諸性状 

 第 3章で得られた AKA32株は 16S rRNA遺伝子の塩基配列解析により、Nonomuraea

属の放線菌と同定された。本株の 16S rRNA 遺伝子の塩基配列と相同性の高かった

標準菌株 3 株について、培養性状および生理・生化学的性状の比較を行ったとこ

ろ、N. asiaticaとはコロニー形態や生育 pH、食塩耐性などで類似していたが、16S 

rRNA遺伝子の相同性が低いということなどの理由から、AKA32株は新種の放線菌の

可能性が示唆された。 

 

第 5章 AKA32株の培養条件の検討 

本菌が生産する抗癌物質を培養液から単離・精製し、構造解析を行うにあたり、

大量培養のための最適培養条件の検討を行い、その培養産物について HPLC-UVスペ

クトル分析を実施した。その結果、ISP-2および A16培地中に新規物質の可能性の

高いスペクトルが得られた。 

 

第 6章 AKA32株の抗癌物質の単離・精製および化学構造解析 

 最適培養条件により培養液中に生産された 3 つの抗癌物質は HP-20、1-ブタノ

ール抽出およびシリカゲル・ODS カラムクロマトグラフィーにより培養液から単

離・精製された。抗癌物質 1 は特徴的な UV スペクトルや各種 NMR 解析により

Benzo[a]naphthacenequinone 系の化合物と判断された。しかしながら、得られた

NMRデータの情報だけでは推測可能な化学構造が 2つ存在するため、アントラキノ

ンのフェノールヒドロキシプロトンについて化学シフトの比較を行った。抗癌物質

1のフェノールヒドロキシプロトンは 13.5から 14.5間でのケミカルシフト値を示
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すことなどや既知のアントラキノン化合物の化学構造との比較および polyketide 

typeⅡ化合物の構成経路から、抗癌物質 1 が新規化合物であることを明らかにし、

伊豆赤沢由来で赤い可溶性色素を生産することから「akazamicin」と命名した。 ま

た、抗癌物質 2 および 3 は NMRデータ解析から既知化合物 actinofuranone C およ

び N-formylanthranilic acid であることが判明した。 

 

第 7章 AKA32株が生産する抗癌物質の抗癌活性 

 本株が生産する抗癌物質 1、2 および 3 の抗癌活性を評価するため、3種類の癌細

胞（B16細胞、Caco-2 細胞および Hep G2細胞）を用いて IC50値を算出したところ、

抗癌物質 1 と 2 は B16 細胞に対して高い細胞毒性を示したことから、将来皮膚癌

治療などへの応用が期待されるが、今後より多くの抗癌スペクトルを調べる必要が

あると思われる。 
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Table S1. NMR spectroscopic data of 2 in CDCl3 

Position δC
a δH mult (J in Hz)b COSY HMBCc 

1 21.73 1.62 s  2, 3 

2 102.9    

3 203.1    

4 109.3    

5 185.3    

6a 36.4 2.60 dd (14.5, 5.0) 7 5, 7, 8 

6b 37.2 2.51 dd (14.5, 6.0) 7 5, 7, 8 

7a 68.3 4.06 m 8  

7b 68.7 4.03 m 8  

8 36.7 1.65 m 9 7, 9 ,10 

9 28.8 2.23 m 10 8, 11 

10 131.1 6.02 m 11 9 

11 132.3 6.16 d (11.0)  8, 9, 10 

12 41.4 6.11 dd (15.0, 11.0) 12  

13 134.7 5.64 dd (15.5, 8.0) 14 14, 15, 20 

14 41.1 2.33 m 15, 20 3, 15, 20 

15 82.0 4.64 dd (8.2, 5.2)  13, 14, 17, 20, 21 

16 102.6    

17 123.5 5.47 s 18 18, 21 

18 13.2 1.64 d (7.0)  16, 17 

19 5.7 1.67 s  3, 4, 5 

20 17.2 0.87 s 14 13, 14, 15 

21 10.6 1.62 d (6.4)  15, 16, 17 

aRecorded at 125 MHz. 

bRecorded at 500 MHz. 

cHMBC are from proton(s) stated to the indicated carbon. 

  



 

 

 110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table S2. NMR spectroscopic data of 3 in CD3OD 

Position δC
a δH mult (J in Hz)b COSY HMBCc 

1 117.5   3, 5 

2 130.2 8.12 d (10.1) 3 4, 6 

3 122.5 7.20 t 2, 4 1, 5 

4 132.2 7.58 t 5 2, 7 

5 120.5 8.62 d (10.1)  3 

6 140.0   2, 4, 7 

7 162.5 8.48 s  6 

8 170.8   2 

aRecorded at 125 MHz. 

bRecorded at 500 MHz. 

cHMBC are from proton(s) stated to the indicated carbon. 

 


