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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

環境中での微生物コミュニケーションにおいて物理的
接触が介在する現象はほとんど知られていないが，最近
の我々の研究から放線菌の二次代謝誘導において異属間
の物理的接触が介在していることが明らかになってき
た 1)。
放線菌は抗生物質などの医薬品をはじめとして，多様
な二次代謝を行う細菌である。放線菌の主要な属である
Streptomyces 属放線菌においては，全ゲノム情報から二
次代謝産物の種類は一菌株あたり 30種類以上と見積も
られている 2)。それにも関わらず，実験室での純粋培養
によって生産が確認された二次代謝産物の数は，一菌株
あたりせいぜい数種類にとどまっている。このことは，
未発見のユニークな二次代謝産物が膨大な種類存在して
いることを示唆しており，このような潜在的二次代謝産
物の発見が新たな医薬品開発へとつながることが期待で
きる。

2.　 複合培養の発見～ミコール酸含有細菌による二次代

謝活性化～

我々は，放線菌の生息する土壌環境にヒントを得，潜
在的二次代謝の活性化には生育環境中の他微生物の影響
が必要であるという仮説を立てた。そして，その仮説に
基づき，様々な土壌由来微生物と放線菌 Streptomyces 
lividans との共培養を行い，S. lividans が潜在的に生産
する赤色色素，undecylprodigiocin（1）及び actinorhodin
（2）（図 1）の生産誘導を指標にして二次代謝生産誘導
微生物を探索することにした。この二種の赤色色素，
undecylprodigiocin（1）及び actinorhodin（2）は実験室
での通常の純粋培養では生産されず，浸透圧やリン酸飢
餓，遺伝子組換え等のストレスがかかった状況において
のみ生産することが知られている。そこで，様々な土壌

から分離した約 400株の土壌由来微生物を，S. lividans
を一面に塗布したプレート上に点植菌し，コロニー周辺
での S. lividans の赤色色素誘導生産を指標に探索した。
その結果，Tsukamurella pulmonis TP-B0596が S. livi-
dans の潜在的赤色色素生産を活性化する菌株として単
離された（図 2a）。この誘導現象は液体培養中でも起こ
り，T. pulmonis と S. lividans を液体培地中で培養する
と共培養時のみ赤色色素の生産が観察された（図 2b）。
さらに，T. pulmonis に限らず，近縁の属である
Corynebacterium，Rhodococcus，Gordonia，Nocardia，
Mycobacterium，Williamsia，Dietzia などにも赤色色素
誘導活性があり，現時点で 8属 19種に同様の活性を確
認している（図 2c）。これらの菌株に共通する特徴は，
いずれも細胞表層にミコール酸（3）を含有する点（図
3a）である。ミコール酸の関与を明らかにするために，
Corynebacterium glutamicum のミコール酸生産能欠損
株である C. glutamicum Δpks13と S. lividansとの共培
養を行ったところ，赤色色素の誘導は見られなかったた
め，ミコール酸の関与が強く示唆された（図 3b）。
また，T. pulmonis と自然環境から分離された 112株

の放線菌を共培養した結果，約 9割，99株の二次代謝
産物の HPLC のピークプロファイルが純粋培養と比較
して変化していた。61株の放線菌においては二次代謝
産物ピークのいくつかにおいて増加が見られ，49株に
おいては逆に減少が見られた。また，41株においては
新たな二次代謝産物のピークが観察され，12株におい
ては共培養によってピークの消失が見られた。このこと
は，ミコール酸含有細菌（MACB: Mycolic acid contain-
ing bacteria）によって，多くの放線菌の潜在的二次代謝
が活性化されることを示している（図 4）。また，それ
ぞれの放線菌の二次代謝産物ごとに誘導パターンが異な
ることは，二次代謝産物の生産誘導機構が多種多様であ
ることを同時に示唆している。このような放線菌の潜在
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図 1．複合培養によって特異的に生産された化合物および複合誘導によって生産増大が見られた化合物の化学構造
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的二次代謝を活性化するために MACB と共培養する手
法を「複合培養法」と我々は命名し，その作用機構につ
いてさらなる解析を進めた 3)。

3.　物理的接触の関与

本誘導機構は MACB の生産する特定の物質によるケ
ミカルシグナリングではなく，MACB が放線菌に物理的
に接触することによって刺激が伝達される。T. pulmonis
と S. lividansを固体培地上で近接させて培養すると，互
いに接触した部位でのみ赤色色素生産が観察される（図
5a）。さらには，二層式フラスコを用いて透析膜を挟ん
で両菌を培養しても，赤色色素生産は観察されないこと
から，両菌株の信号伝達は特定の物質による誘導ではな

く接触によることが明らかとなった（図 5b） 3)。物理的
接触を介した異属菌株間の制御機構に関しては VI 型分
泌装置によるグラム陰性細菌同士の相互作用が知られて
いる 4)。また，二次代謝に関連した研究では，Aspergillus 
nidulansの二次代謝が Streptomyces rapamycinicus の物
理的接触によって誘導されることが知られているのみ
である 5)。しかしながら，この二種菌間の場合は S. 
rapamycinicus が種特異的に A. nidulans のエピジェネ
ティック制御に影響を与える現象である。一方，複合培
養の場合は広範な放線菌において見られる現象であるこ
とから，より一般的な制御機構が介在していると予想し
ている。

a b

c

C. efficiens*
Corynebacterium glutamicum (Cg)*

Tuticella otitidis
Pseudonocarida autotrophica

M. chlorophenolicum*
Mycobaterium smegmatis*

G. rubripertincta*
Gordonia bronchialis*

Williamsia muralis*
N. asteroids*

N. farcinica*
Nocardia vaccinia*

R. coprophilus*
R. zopfii*

R.wratislaviensis*
Rhodococcus erythropolis (Re)*

D. cinnamea*
Dietzia maris

T. spumae*
T. paurometabola
T. strandjordii*
T. pseudospumae*
Tsukamurella pulmonis (Tp)*0.01

図 2．MACBによる Streptomyces lividans 赤色色素生産誘導
（a）S. lividans を一面に生育させたプレート上に Tsukamurella pulmonis を点植菌した。点植菌した T. pulmonis の周りにのみ
赤色色素生産と胞子形成誘導が認められる。（b）液体培養における T. pulmonis と S. lividansの複合培養（右）と S. lividansの
純粋培養（左）複合培養特異的に赤色色素生産が観察される。（c）T. pulmonis とその近縁種の系統樹。赤色で示した菌株（菌株
名の末尾に＊が付いている株）は S. lividansに赤色色素生産誘導を引き起こす。
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4.　放線菌は他微生物の生死を見分けているのか？

液体培養における S. lividans と R. erythropolisとの複
合培養を電子顕微鏡で観察すると，両者は凝集体となっ
ていることがわかる（図 6a & b）。このことは，MACB
が放線菌に物理的接触し，放線菌側がその物理的接触を
感知して，二次代謝の誘導を起こしているようにみえ
る。MACB は表層にミコール酸を有しているが，この
表層構造が放線菌の物理的接触感知機構に重要であると
思われた。そこで，MACB の細胞構造を維持した状態
の死菌体を調製し，これを S. lividansの純粋培養に添加
すれば，S. lividansの物理的接触感知が働き，赤色色素
生産が行われるのではないかと推測した。まず，MACB
の死菌体をホルマリン処理および放射線照射によって調
製し，S. lividansと固体培地上で対峙培養させたところ，
予想に反して S. lividansはいずれの方法で調製した死菌

体においても赤色色素生産誘導を受けなかった（図
7a）。さらに，S. lividans の液体培養に死菌体を添加し
たところ，固体培養時と同様に赤色色素生産は認められ
なかった 6)。以上の結果から，S. lividansが MACBの生
死を見分けており，生菌が接触した際にのみ，赤色色素
が生産誘導されると考えられた。この液体培養産物中の
凝集体を電子顕微鏡で観察したところ，S. lividans と
死菌体の凝集体は観察されず，S. lividansに死菌体は絡
みつかないことが明らかとなった（図 7b）。つまり，
MACB は生菌の時のみ S. lividans に絡みつき，その結
果，S. lividans の接触応答感知機構が働くようになる。
一方，MACB死菌体は S. lividansに絡みつけないため，
S. lividans の接触応答感知は起こらない 6)。MACB の死
菌体が絡みつけない理由としては，MACB 生菌が絡み
つきに必要な何らかの付着物質を分泌している可能性，
また，放線菌側が有機物を周囲に凝集させないように，
表面にプロテアーゼやリパーゼなどの菌体外酵素を分泌
し分解している可能性等も考えられるが，現時点ではこ
の理由は明らかになっていない。
しかしながら，以上の実験結果は，複合培養における
二次代謝はミコール酸を細胞表層に有する微生物が放線
菌に物理的接触をすることにより引き起こされる微生物
間相互作用であることを強く示唆している。

5.　複合培養を用いた新規天然物の探索

複合培養法を用いて，我々は現在までに 30種類以上

ミコール酸層

ペプチドグリカン

細胞膜

a

b

HO

HO
O

Corynebacterium ｇlutamicumのミコール酸(3)

図 3．複合培養におけるミコール酸の関与
（a）Corynebacterium glutamicum 由来ミコール酸の化学
構造とミコール酸含有細菌の細胞表層。ミコール酸は菌種
により炭素鎖長が異なるが，菌体の最外層に存在する。（b）
ミコール酸欠損株 C. glutamicum Δpks13との複合培養
（左）では S. lividans は赤色色素生産を行わない。右は C. 

glutamicumとの複合培養であり，赤色色素を生産する。

S. endus S-522純粋培養

T. pulmonis純粋培養

複合培養

図 4．複合培養における二次代謝産物生産の誘導
Streptomyces endus S-522と T. pulmonisの複合培養 7日目
における培養液のブタノール粗抽出液を HPLC で解析し
た。複合培養時に特異的に生産される化合物が存在するこ
とがわかる。Streptomyces endus S-522は alchivemycin A, 
B（4, 5）を複合培養特異的に生産する。赤矢印が
alchivemycin のピークである。
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の新規二次代謝産物を放線菌より同定している（表 1）。
alchivemycin A と B（4, 5）（図 1）は T. pulmonis と
Streptomyces endus S522の複合培養の際に特異的に生産
されるマクロライド系抗生物質であり，内部に N-O 結
合を有したユニークな 6員環を有している。alchivemy-
cin A（4）は Micrococcus luteusに対して 50 nMの極濃
度で特異的な抗菌活性を有しており，さらにはマウス大
腸癌 26-L5細胞に対して細胞毒性を伴わずに 0.34 μMで
癌細胞浸潤阻害活性が見いだされている 7)。arcyriaflavin 
E（6）は Streptomyces cinnamoneus NBRC 13823と T. 
pulmonis の複合培養によって特異的に生産される二次
代謝産物であり，2個のインドール骨格が縮合したイン
ドロカルバゾール化合物であり，マウス P388白血病細
胞に対して 39 μM で増殖阻害が生じる 8)。chojalactone 
A および B，C（7–9）は，A-factor に代表される放線
菌由来微生物ホルモン 9) が特徴的に有している γ-
butyrolactone 構造を有しており，千葉県長者町で採取し
た土壌より分離した Streptomyces sp. CJ-5と T. pulmonis
の複合培養産物から分離されている。chojalactone A（7），
B（8）はマウス P388 白血病細胞においてそれぞれ
28 μM，18 μMで増殖阻害が生じるが，放線菌に対する微
生物ホルモン様活性は見いだされていない 10)。niizalactam 
A および B，C（10–12）は埼玉県新座市で採取された土
壌より分離された Streptomyces sp. NZ-6 と T. pulmonis
の複合培養より単離された 11)。8種および 3種類の類縁
体からなる 5aTHQs（13–20） 12) および streptoaminals
（21–23） 13) は石川県舳倉島の土壌より分離された

Streptomyces nigrescens HEK616 と T. pulmonis の複合
培養により見いだされた。それぞれテトラヒドロキノリ
ンもしくはヘミアミナール構造の 2環性の骨格に炭素鎖
長 7から 10のアルキル基が付加した構造をとっている。
両化合物は共通する II型ポリケタイド生合成遺伝子群・

SlTp

Sl Tp Sl

a b

図 5．接触刺激による赤色色素生産誘導
（a）プレート上で S. lividans（Sl）と T. pulmonis（Tp）を接触させたときのみ両者の境界面で赤色色素生産が見られる。（b）
二層式フラスコ（通称，別府フラスコ）を用いた Tpと Slの培養。本写真は培養 7日目であり，複合培養において赤色色素が生
産されるのに十分な日数である。しかしながら，透析膜を介した 2者の培養では赤色色素生産が誘導されないことから，両菌株
の接触が必要であることがわかる。

10 μm

a

b

図 6．複合培養時に見られる MACBと放線菌の凝集体
（a）S. lividansと T. pulmonis を液体培養した際に生じる
凝集体の SEM画像。（b）更に（a）を拡大した SEM画像。
放線菌と MACB を画像解析ソフトにより識別しやすいよ
うに色分けした。両菌株が絡み合っている様子がわかる。
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stm クラスターによって併産されることが明らかとなっ
ている 14)。5aTHQs（13–20）は酵母に対して抗真菌活性
を有しており，一方 streptoaminals（21–23）は抗真菌に
加えて抗細菌活性も見いだされている。興味深いこと
に，5aTHQs の生理活性はアルキル鎖の違いによって強
さが異なるが，混合物の状態では細胞膜透過性が高まる
ことにより活性が増強されることが明らかとなってい
る 15)。dracolactam A，B（24, 25）はマクロラクタム構
造を有するポリエン化合物であり，石川県舳倉島の土壌
より分離されたMicromonospora wenchangensis HEK797 
と T. pulmonis の複合培養によって特異的に生産され
る 16)。3種の多環性マクロラクタム mirilactam C および
D，E（26–28）は Actinosynnema mirum NBRC 14064 
と T. pulmonis の複合培養によって特異的に生産され
る 17)。Umezawamide Aと B（29, 30）は新規多環性テト
ラミン酸マクロラクタムであり，Umezawaea sp. 
RD066910 と T. pulmonis の複合培養によって特異的
に生産される 18)。Catenulobactin A と B（31, 32）は
Catenuloplanes sp. RD067331が生産するが T. pulmonis

との複合培養で生産が顕著に増加する複素環ペプチドで
あり，シデロフォア活性とマウス P388 白血病細胞に対
する増殖阻害活性が見出されている 19)。Streptomyces 
davawensis JCM 4913 と T. pulmonis の複合培養では，5
員複素環構造を含む 3種類の新規な desferrioxamine 誘
導体（33–35）が特異的に生産される 20)。Saccharothrix 
sp. A1506は saccharothriolide C（36）を生産することが
知られているが，本菌と T. pulmonis との複合培養に
よって C-2エピマー体である saccharothriolide C2（37）
が特異的に生産される。また，同時に saccharothriolide 
C（36）の生産も複合培養によって増大する 21)。
我々以外のグループによっても放線菌と MACB と
の複合培養によって新規天然物を単離している例が報
告されている。ciromicin A と B（38, 39）は放線菌
Nocardiopsis sp. FU40と MACB で あ る Rhodococcus 
wratislaviensis もしくは T. pulmonis との複合培養で特
異的に生産される 22)。ポリエンマクロライドの gordonic 
acid（40）は Streptomyces tendae KMC006と MACBの
Gordonia sp. KMC005との複合培養で生産されるが，放

Sldead Tp Sl Tp

Sl: S. lividans
Tp: T. pulmonis

Sl + 10 kGy irradiated TpSl + Tp

5 μm5 μm

a

b

図 7．放線菌は死菌体では赤色色素生産誘導がなされない
（a）放射線照射によって作製した T. pulmonis死菌体（dead Tp）と S. lividans（Sl）を接触させても赤色色素生産は誘導されな
い。液体培養においても T. pulmonisの 10 kGy放射線照射株（死菌体）と混ぜて培養しても S. lividansは赤色色素生産が誘導さ
れない。（b）（a）における液体培養時の SEM画像。コントロールである T. pulmonis 生菌との複合培養（左）では Tpが絡みつ
く様子が観察されるのに対して，死菌体添加培養（左）では Tpは全く絡みついていない。
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線菌の代謝物を MACB のバイオコンバージョンによっ
て合成されることが明らかとなっている 23)。keyicin（41）
は Micromonospora sp. WMMB235と Rhodococcus sp. 
WMMA185もしくは Mycobacterium sp. WMMA183と
の複合培養によって生産される 24)。

6.　複合誘導による異種発現活性化

複合培養法は放線菌を用いた異種発現にも活用でき
る。S. lividansを宿主にして二次代謝産物遺伝子群の異
種発現を行う際に，MACB と複合培養を行うとその生
産量が最大 200倍まで増大する 25)。例えば，全長 16 kb，
10個の god 遺伝子からなる Streptomyces sp. TP-A0584
由来の goadsporin 生合成遺伝子群で形質転換した S. 
lividans GSBC1は純粋培養時には培養 13日目で 178 
mg/L の goadsporin（42）を異種生産する。これに対して，
T. pulmonisと複合培養を行うと 332 mg/Lとなり，187％
生産量が増える。また，staurosporine（43）や rebecca-
mycin（44）などのインドロカルバゾール化合物は S. 
lividans を宿主に用いた異種生産において生産量は微量
であるが，複合培養を用いることによってその生産性が
大きく改善する。例えば，Streptomyces sp. TP-A0274由
来 staurosporine 生合成遺伝子群（sta cluster）を染色体

に組み込んだ S. lividans は，純粋培養では培養 12日目
で staurosporine（43）の生産量がわずか 0.52 mg/L に対
して，T. plumonis との複合培養では生産量が 104.3 mg/
L まで 200倍増大する。また，Lechevalieria aerocolo-
nigenes ATCC39243由来 rebeccamycin 生合成遺伝子群
（reb cluster）を染色体に組み込んだ S. lividansは純粋培
養では，培養 12日目で rebeccamycin（44）の生産量が
8.2 mg/L に対して，T. plumonis との複合培養では生産
量が 44.5 mg/Lまで 5.4倍増大する。
また，生合成遺伝子破壊株が蓄積する生合成中間代謝
産物は少量蓄積に留まる例が多いが，前述の S. lividans 
GSBC1の godG 遺伝子破壊株を複合培養することによ
り，godG の機能解析が行えるようになった。複合培養
を用いることにより，本破壊株では純粋培養において生
産量が少なくて確認できなかった goadsporin B（45）お
よび goadsporin C（46）の同定に成功した。特にグルタ
ミル化された化合物である goadsporin C（46）の同定は
特筆すべきである。これまで Thiopeptide など RiPPs 系
天然物群のデヒドロアラニン生合成中間代謝物としてグ
ルタミル化化合物の存在は予想されてはいたが，微量故
に構造解析が出来なかった。複合培養法による生産量増
大によって，この推定構造を有する goadsporin C（46）
は遂に明らかとなった 26)。

表 1．本稿で取り上げた複合培養及び複合誘導一覧

No actinomycetes MACB inducing compounds

1 S. lividans Tsukamurella pulmonis actinorhodin (1), undecylprodigiocin (2)

2 T. pulmonis 18 species of MACB actinorhodin (1), undecylprodigiocin (2)

3 Streptomyces endus T. pulmonis alchivemycin A and B (4, 5)

4 Streptomyces cinnamoneus T. pulmonis arcyriaflavin E (6)

5 Streptomyces sp. CJ-5 T. pulmonis chojalactone A, B, and C (7–9)

6 Streptomyces sp. NZ-6 T. pulmonis niizalactam A, B, and C (10–12)

7 Streptomyces nigrescens T. pulmonis 5-alkyl-1,2,3,4-tetrahydroquinolines 
(5aTHQs) (13–20)

8 S. nigrescens T. pulmonis streptoaminals (21–23)

9 Micromonospora wenchangensis T. pulmonis dracolactam A and B (24–25)

10 Actinosynnema mirum T. pulmonis mirilactam C, D, and E (26–28)

11 Umezawaea sp. RD066910 T. pulmonis umezawamide A and B (29, 30)

12 Catenuloplanes sp. RD067331 T. pulmonis catenulobactin A and B (31, 32)

13 Streptomyces davawensis T. pulmonis desferrioxamine derivatives (33–35)

14 Saccharothrix sp. A1506 T. pulmonis saccharothriolide C and C2 (36, 37)

15 Nocardiopsis sp. FU40 R. wratislaviensis or T. pulmonis ciromicin A and B (38, 39)

16 Streptomyces tendae Gordonia sp. KMC005 gordonic acid (40)

17 Micromonospora sp. WMMB-235 Rhodococcus sp. WMMA-185 or 
Mycobacterium sp. WMMA-183

keyicin (41)

18 S. lividans GSBC1 T. pulmonis goadsporin (42)

19 S. lividans pTOYAMA-Sta T. pulmonis staurosporine (43)

20 S. lividans pTOYAMA-Reb T. pulmonis rebeccamycin (44)

21 S. lividans GSBC1Δ godG T. pulmonis goadsporin B and C (45, 46)
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このように複合培養は異種発現株においてもその代謝
産物の生産量増大を起こすことから，我々は複合培養を
異種生産株に適用する本法を「複合誘導法」と命名し，
様々な異種発現生産において活用している。

お わ り に

放線菌が抗生物質を生産して，周りの微生物の生育を
抑制する「抗生」作用は，放線菌が他者に対して一方的
に与える作用であるとこれまで考えられていた。しか
し，複合培養現象は，放線菌が他者に対して影響を与え
るだけでなく，相手側である MACB から放線菌自身も
接触刺激を受けることにより，二次代謝生産誘導へ影響
を受けていることを示している。このことは，放線菌二
次代謝が一方的に他微生物に影響を与えるだけでなく，
他微生物からも影響を受ける相互作用の様式であること
を強く示唆している（図 8）。
単細胞である微生物は本来，周囲の環境に影響を受け
ず自己複製のみを行う単純な生存戦略を取っていると考
えられてきた。しかし，最近の微生物群集を対象とした
研究によって，自然環境中では同じニッチに生存する異
種菌株同士がお互いに影響しあい，社会性を有しながら
生存している姿が浮かびあがりつつある。複合培養によ
る天然物探索法は，近年，新たに明らかにされつつある
微生物の社会性を取り入れた新しい培養法であるといえ
る。
放線菌由来二次代謝産物の中には，人類にとって有用
な化合物が少なくないことから，それらの生理活性は決
して偶然に備わったものではなく，生産する放線菌自身
においても，その生存のために有効に利用されているの
ではないかという仮説を唱える研究者も多く存在する。
しかしながら，実際にそれを証明できる直接的な実験的
証拠は未だ存在せず，真偽のほどは定かでないのが現状
である。本総説で紹介した放線菌二次代謝に介在する微
生物間相互作用の存在は，二次代謝がニッチでの他微生
物との共生のために用いられていることを示唆してお

り，上記のような仮説を裏付けるものの一つである。今
後も本研究で得られた接触応答機構現象を切り口に，自
然環境における放線菌二次代謝の役割を少しでも明らか
にしたいと考えている。
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