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緒言 

１ 難培養微生物 

 微生物は多様な環境に存在しており、土壌や海洋、あるいは通常生物が生存できな

いと考えられるような極限環境においても試料中からその存在が見出されてきた。地

球上の微生物種全体の種数を把握することは非常に困難ではあるが、一例として

Gans らは 16S rRNA の解析および DNA の解離温度曲線の解析により、土壌試料 1 g

には、106のオーダーの微生物種が存在すると予想している（Gans, et al, 2005）。一

方で、これら微生物の多くの種は、実際に試料を既存の寒天培地あるいは液体培地に

供したとしても増殖が確認されない。Colwell らは、Vibrio cholerae が代謝活動を行

っているにもかかわらず、一般的な培養条件において培養ができない状態をとること

を報告し、このような微生物の生理状態を viable but noncultureble ( VBNC )状態で

あると提唱した（Colwell, et al, 1985; Ue, 2014)。また Liesack らは上記の VBNC

状態の微生物と、顕微鏡下では認められているが未だ培養されていない微生物をまと

めて難培養（unculturable）微生物であると述べている(Liesack, Stackeblandt, 1992)。

難培養微生物は、一般的な組成の寒天培地上に形成されるコロニーから求められる菌

数よりも、顕微鏡観察による直接計測値が圧倒的に大きいことからその存在は認識さ

れていた。環境によって異なるが、全微生物種のうち、実に 99%から 99.9%以上が難

培養微生物であるとされている。（Amann, et al, 1995）。 

 既存の手法では見落とされてきた難培養微生物の例として、Kamagata は以下の特

徴を挙げている（Kamagata, 2010） 

1.1 生育速度が著しく遅い微生物 

 大腸菌の実験室条件での平均世代時間は 30 分であるが、1 週間程度の平均世代

時間を要する微生物も存在する。また生育開始までに要する時間が数週間に及ぶ微

生物種も存在する（Yan, et al, 2004 ; Sakai et al, 2007）。このような微生物は通

常の培養条件においては増殖の確認が困難であると考えられる。 

1.2 寒天でコロニーを形成しない微生物 

 微生物を単離する際、寒天培地で試料の培養を行い、形成したコロニーに対して

解析を行うことが一般的である。しかし、微生物種の中にはゲル化剤として寒天を

用いた場合には生育せず、ジェランガムを用いた場合に生育可能な種も存在するこ

とが報告されている（Tamaki, et al, 2005）。さらに原らは、ゲル化剤としての寒

天に含まれる極微量のフランカルボン酸類が微生物の遊走を阻害し、結果としてコ

ロニーの広がりを抑制することを明らかにしている（Hara, et al, 2012）。また、
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寒天培地を作成する際にリン酸と混合してオートクレーブ処理を行った培地は、そ

れぞれオートクレーブ処理を行った後に混合した培地と比較してコロニーの形成

数が減少する（Tanaka, et al., 2014）。上記のように一般的な手法を用いる中でも、

試料中の微生物種に対して予期せぬ選択圧がかかり、結果として見落とされている

種が存在することを示唆している。 

1.3 他の微生物が生産する生育因子を必要とする微生物 

 微生物は環境中において異種微生物間の相互作用を介した複雑なコミュニティ

を形成している。このような相互作用についての精緻な解明がなされている例は少

ないが、その中で存在している微生物種の中には自身の増殖に必須である増殖因子

を他種微生物の供給に依存している例もある。詳細は 4. 微生物増殖因子として作

用する化合物の項にて述べる。 

1.4 種間水素伝達を行う共生微生物 

 多くの嫌気性微生物は脂肪酸やアルコール類を酸化する過程で水素を発生する

（Nakashimada, Nishio, 2007）。しかし、一定濃度以上の水素の蓄積は、微生物

の嫌気的酸化反応を阻害する。環境中においては、これらの微生物群は単独では生

育が困難であり、発生する水素を速やかに除去する微生物を必要としている。実際

に環境中の菌叢を in situ hybridization などの手法で観察すると、水素発生を行う

微生物の周囲を取り囲むように水素資化性メタン生成古細菌が存在し、共生してい

る例がある（Sekiguchi, et al, 1999）。これらの水素発生型嫌気性微生物の中には、

特殊な基質を用いることによって純粋培養が可能な種も存在するが、完全に水素資

化性メタン生成古細菌に依存した生活環しか持たない、嫌気共生細菌と呼ばれる種

も存在する（Imachi, et al, 2006）。 

1.5 昆虫や動物などに共生する微生物 

 昆虫をはじめとする動物の体内には様々な微生物が共生している。特徴的な例と

してアブラムシの体内に存在する菌細胞と呼ばれる特殊な細胞内の中に存在して

いる Buchanera 属が挙げられる。この微生物はアブラムシと高度な共生関係を築

いており、宿主が合成できないアミノ酸合成経路を持つ一方、宿主が合成可能なア

ミノ酸の生合成経路や、膜を構成するリン脂質、あるいは環境応答に対応する制御

遺伝子系を欠損しているなど、宿主との共生を前提とした生活環を持っている

（Shigenobu, et al.,2000）。このような微生物種は、宿主が存在しない実験室条件

において純粋に培養することは困難であり、難培養微生物とされている。 

 Kamagata は、上記の他に、生育に一定以上の細胞濃度を必要とする微生物や、そ

もそも環境中で非優占的な微生物も難培養微生物の特徴の一つとして挙げている。何
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れにしても、難培養微生物の存在は、その種が存在している環境において増殖に必要

な存在（増殖期間、増殖に必須な化合物の有無、他種微生物、共生している生物など）

が実験室条件において再現されていないことが原因であり、これらを考慮入れた難培

養微生物の培養技術の開発が検討されなければならない。 

 

2 難培養微生物研究の意義 

 難培養微生物を培養可能にする意義の一つとして、天然物ライブラリの発展につな

がることが挙げられる。多くの不斉中心を持つ構造や複雑な環構造など、多様な構造

を有した生理活性物質が天然物より多数見出されており、これら天然物は医薬品のシ

ード化合物として重要である。実際に 2010 年に認可された医薬品のうち、天然物及

び天然物からのリード化合物は全体の 50%を占めており（Newman and Cragg, 

2012）、天然物ライブラリの拡大はさらなる新規医薬品開発につながる。しかし、環

境破壊による植物の絶滅によってもたらされる生物多様性の縮小や、それらを保護す

るため 1993 年に締結された生物多様性条約は、従来の方法論による天然物探索を困

難にしている。 

 このような問題を解決するためには、さらなるシード化合物の探索領域の拡大が重

要な課題である。難培養微生物の培養技術の確立はこの課題に対して知見を与えるこ

とが可能であると考えられる。これまでに多くの生理活性物質が、微生物の二次代謝

物質から見出されてきていることから、難培養微生物の培養技術の確立を行うことで、

さらなる生理活性物質の探索領域が広がる。その結果として新たな医薬品シード化合

物の発見につながることが期待される。 

 実際に、土壌の難培養微生物である Eleftheria terrae より新規抗生物質である

teixobactin が近年見出されている（Ling, et al., 2015）。Teixobactin は既存の抗生物

質に耐性をもつ黄色ブドウ球菌（MRSA）に対しても 0.25 g/mL の最少有効濃度で

阻害活性が認められており、新たな医薬品として期待されている。 
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Fig. 1.1 Kaeberlein らによる diffusion growth chamber を用いた培養方法。海洋の堆積物から採

取した微生物サンプルを 0.3 m のメンブレンフィルターで挟むことにより、下層の同環境

中の海水を用いた寒天培地との間で化合物のみが交換される。図は論文中より抜粋。 

 

Fig. 1.2 Nichols らによる ichip を用いた培養方法。192 穴を有する ichip プレートに微生物サ

ンプルを格納し、メンブレンフィルターで挟んだ後に培養することによって diffusion growth 

chamber を用いた培養をよりハイスループットに行うことができる。図は論文より抜粋。 

 

3 既存の難培養微生物の培養技術  

 近年、PCR 法やメタゲノム解析技術の発展により、培養を介さずに微生物のゲノ

ムに直接アクセスし、細菌叢の全体像を解析することが可能になった。しかし一方で、

新たな微生物の機能発見や微生物由来の生理活性物質の取得のために、難培養微生物

を実際に純粋培養可能にする技術の確立は、今なお重要な課題である。この課題を解

決するために、これまでにいくつかの難培養微生物を純粋培養するための手法が報告

されている。 

 Kaeberlein らは、0.3 m のメンブレンフィルターと金属のワッシャーを用いた

diffusion growth chamber（Fig. 1.1）を用いた培養方法を開発した。通常のペトリ

皿を用いた培養法では播種細胞数から 6％程度しかコロニーを形成しなかったのに対

し、diffusion growth chamber を用いることにより最大で 40％近くコロニーの形成

数が増加することを報告している（Kaeberlein, et al., 2002）。 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 また Nichols らは diffusion growth chamber を用いた培養方法をさらにハイスル

ープット化するために、ichip を用いた培養を行っている(Fig. 1.2)（Nichols, et al., 

2010）。 
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また、Manome らや Zengler らは、gel microdroplet (GMD)法を用いた難培養微生物

の培養方法を報告している。GMD 法とは環境中の微生物試料をゲルとともに混合し、

エマルジョン化させて、小さな液滴中に個々の細胞が内包されたものを、カラム内に

充填した培養液中で培養を行い、ゲル内で増殖が認められたものをフローサイトメト

リーでソーティングし、解析を行う手法である。Zengler らは GMD 法を用いて海洋

試料中の微生物に対する培養を行い、GMD 法によってコロニーを形成した微生物の

中には新規な微生物が含まれていることを報告している（Manome, et al., 2001; 

Zengler, et al., 2002）。 

 上記の難培養微生物を培養するための手法は、いずれも難培養微生物が存在する環

境中の、化合物を介した相互作用を実験室条件で再現するための試みである。これら

の研究は一般的な培地条件には含まれていない、微生物が生産する化合物の存在が難

培養微生物の培養に重要であることを示唆している。 

 

4 微生物増殖因子として作用する化合物 

 節 1.3 で述べたように、環境中の微生物は周囲の微生物との化合物を介したコミュ

ニティを形成しており、その化合物を自身の増殖因子として要求する難培養微生物が

存在する。以下に例を挙げる。 

 

4.1 Symbiobacterium thermophilum が要求する増殖因子 

  偏好気性微生物である Symbiobacterium thermophilum（S. thermophilum）は、

堆肥試料より熱安定性のトリプトファナーゼおよびチロシナーゼ生産菌のスクリ

ーニング中に見出された。S. thermophilum は単独では増殖せず、Bacillus や他の

細菌の培養上清を添加すると著しく増殖が促進することが報告されている（Suzuki, 

et al., 1988; Ohno, et al.,1999）。S. thermophilum に対する増殖因子の研究により、

S. thermophilum はペプチド性因子、NH4
+で代替できるカチオン、及び炭酸ガスの

少なくとも 3 種の因子を増殖因子として要求することが明らかになっている(Ueda, 

Beppu, 2007)。 

 

4.2 増殖因子としてのキノン類 

 キノンは一般的に電子伝達系における電子受容体として、生体内において必須の

化合物である。微生物種の中には、自身の増殖因子として他種が生産するキノン類

を要求する種も存在する。 

 Propionibacterium freudenreichii ET-3 株 (P. freudenreichii) が生産する
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Fig. 1.3 P. freudenreichiiが生産する 

B. longum に対する増殖因子。 

Fig. 1.4 P. freudenreichii が生産する 

Bifidobacterium に対する増殖因子。 

Fig. 1.5 Sphingomonas sp. ECK085 株が生産する Frateuria sp. ECK130 株に対する増殖因子。 

2-amino-3-carboxy-1,4-naphthoquinone（Fig. 1.3）は、Bifidobacterium longum

（B. longum）の呼吸経路に対して電子伝達体として機能することで増殖促進因子

として働くことが知られている（Mori, et al., 1997）。また、P. freudenreichii が生

産する 1,4-dihydroxy-2-naphthoic acid（Fig. 1.4）が Bifidobacterium に対して広

く増殖促進因子として作用することが報告されている（Isawa, et al., 2002）。 

 

 

 

 

 

 

 

 ピロロキノリンキノン（PQQ）は酸化還元補酵素として見出された化合物である

が、多くの微生物の増殖を促進することで知られている。Amemiya らは少なくとも

4 種の微生物種（Acetobacter aceti, Saccaromyces cerevisiae, Acetobacter rances, 

Awamori yeast）について、PQQ 添加条件において増殖が促進されることを報告し

ている（Amemiya, et al.,1984）。 

 

4.3 Frateuria sp. ECK130 株が要求する増殖因子 

 Xyris complanata の根圏に存在する Frateuria sp. ECK130 株は、同環境中より

見 出 さ れ た Sphingomonas sp. ECK085 株 培 養 液 に 含 ま れ る linear 

(R,R,R,R)-3-hydroxybutyrate tetramer (HB4)（Fig. 1.5）によって増殖が促進され

る（Ogita, et al., 2006）。 

 

 

 

4.4 増殖因子としてのシデロフォア 

 シデロフォアとは、主に Fe3+と錯体を形成する比較的低分子の化合物で、微生物

が環境中より Fe3+を獲得し、利用するために生産される化合物である（Neilands, 

1995）。生体内において、鉄は多くの代謝や DNA 合成など重要な生命活動に利用さ
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Fig. 1.6 報告されている微生物が生産するシデロフォアの例。a) Ustilago sphaerogenay より

見出されたフェリクロームの構造（Neilands, 1952） b) Escherichia coli などのグラム陰性菌

が生産するエンテロバクチンの構造(Brein and Gibson, 1970) c) Staphylococcus aerius が生

産するスタフィロフェリン A の構造(Konetschny-rapp, et al., 1989)。 

aureus 

 

Fig. 1.7 M.luteus が生産するシデロフォアの構造。M. polysiphoniae は自身の増殖に 

M.luteus が生産するシデロフォアを要求する。 

 

れており、Fe3+を外部から獲得することは自身の微生物の生命活動に重要である。

そのため、多くの微生物種が多様なシデロフォアを生産していることが知られてい

る（Fig. 1.6）（Willson, et al., 2016） 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

こ

れらのシデロフォアは、Fe3+を獲得するために生産者自身が生合成可能な例である

が、環境中には、必要なシデロフォアを他の微生物種に依存している種も存在する。

D’Onofrio らは，潮間帯に生息する難培養微生物である Maribacter polysiphoniae 

KLE1104（M. polysiphoniae）が、固体培地上で Micrococcus luteus KLE1011（M. 

luteus)の周辺においてのみ良好に生育することを見出した。この２種間の相互作用

を媒介する化合物の探索を行った結果、M. polysiphoniae は M.luteus が生産する

5 種のシデロフォアを自身の増殖に要求していることが明らかとなった(Fig. 1.7)

（D’Onofrio, et al., 2010）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) c) 
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4.5 Resuscitation promoting factor (Rpf) 

 Micrococcus luteus は飢餓状態に入った静止期を、室温条件においてさらに長時

間維持することによって多くの細胞が VBNC 状態になることが知られている

（Votyakova, et al., 1994）。Mukamolova らは、VBNC 状態の M. luteus に対して

増殖後期の M. luteus 培養液に含まれる 16–17 kDa のタンパク質を与えることで、

M. luteus の休眠状態から再び増殖可能な状態に蘇生することを報告している

（Mukamolova, et al., 1999）。Mukamolova はこのような VBNC 状態の微生物に

対して増殖活性を示すタンパク質を Resuscitation promoting factor (Rpf)と命名し、

M. luteus から見出された Rpf が他種微生物（ Mycobacterium avium 、

Mycobacterium bovis 、 Mycobacterium kansasii,、Mycobacterium smegmatis、 

Mycobacterium tuberculosis）に対しても同様の増殖促進活性を示すことを明らか

にしている。 

 以上に述べたように、環境中において多様な種類の化合物が難培養微生物に対す

る増殖因子として見出されている。これら増殖因子の探索は、難培養微生物の培養

技術の確立に大きな知見を与えるものと考える。 
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Fig. 1.8  GF9 株と 3 種の菌株。AST4 株、ASN212 株、ASTN45 株はそれぞれ GF9 株が

供給する異なった増殖因子を自身の増殖に要求している。 

 

5 GF9 株と 3 種の微生物 

 産業技術総合研究所生物資源情報基盤研究グループの Tanaka らは、微生物間の相

互作用を媒介する難培養微生物増殖因子に対する探索を行い、活性汚泥試料から増殖

因子の供給者として Spingopyxis sp. GF9 株、要求株として 3 種の微生物（ASTN45

株、ASN212 株、Catellibacterim nectariphilum AST4 株）を発見した（Tanaka, et 

al., 2004）。ASTN45 株及び ASN212 株はそれぞれ Bosea minatitlanensis および

Leucobacter komagatae と近縁種である。AST4 株、ASTN45 株及び ASN212 株は、

GF9 株が生産する、それぞれ異なった増殖因子を受け取ることで増殖が促進される

（Fig. 1.8）。 

 

 

AST4 strain 

Catellibacterim 

nectariphilum 

ASTN45 strain 

related to 

Bosea minatitlanensis 

 Sphingopyxis sp.  

GF9 

ASN212 strain 

related to 

 Leucobacter komagatae 

:Growth factor supply 
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Fig. 1.9 GF9 株培養上清より見出された ASN212 株に対する増殖因子。 

6 ASN212 株が要求する増殖因子 

 3 種の難培養微生物のうち、Leucobacter sp. ASN212 株は Actinobacteria 門に属

し、Proteobacteria 門に属する GF9 株とは分類が大きく異る。このような門レベル

を超えた微生物間相互作用はこれまで知られておらず、難培養微生物の培養技術の確

立に大きな知見を与えることができると考えられる。ASN212 株に対する増殖因子の

探索を行った探索の結果、6 種の coproporpyrin I (Cop. I)及び coproporpyrin III (Cop. 

III)類縁化合物が ASN212 株に対する増殖因子として見出された（Bhuiyan, et al., 

2016）（Fig. 1.9）。Cop. III は Staphylococcus aureus に対してバイオフィルム形成

及び凝集因子としては報告されていた（Wollenberg, et al., 2014）が、増殖因子とし

ては今回初めて見出された。 

  

Zincphyrin Coproporphyrin III Zinc coproporphyrin I 

Coproporphyrin I Zincmethylphyrin III  Zincmethylphyrin I 
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Table 1.1. GF9 株から見出された増殖因子と市販の heme 類縁体の MEC。 

これら 6 種の Cop.類は、GF9 株培養上清 210 L からわずか 0.3 mg から 8 mg 程度

しか単離されておらず、これは環境中においても極めて低濃度で ASN212 株に対し

て作用していることを示している。実際に得られた増殖因子はすべてサブナノモーラ

ーからナノモーラー程度の濃度で ASN212 株に対して増殖活性を示した。一方で、

市販の heme 類縁体は、ASN212 株に対して増殖活性を示さない、あるいは低い活性

しか示さないことも明らかにしている(Table 1.1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 このように既知の微生物増殖因子とは異なった特徴をもつ Cop.類は、あらたなク

ラスの微生物増殖因子である。Cop.類に対する作用機序と活性の普遍性について検討

を行うことで、難培養微生物の培養技術に新たな知見を与えることができると期待さ

れる。 

  

n.a.*：no activity even at 1.0 mg/mL 



12 

 

7 本研究の目的 

 本研究では、GF9 株が生産する異種微生物に対する増殖因子についての未解明な事

項の解明を目的とし、各章において以下の点について検討した。1 章では、GF9 株が

生産する ASTN45 株に対する増殖因子の単離及び精製を目的として先行研究により

部分精製された 40 mg の活性画分に対して、HPLC による精製を行った。2 章では、

GF9 株が生産する AST4 株に対する増殖因子の単離及び精製を目的として、50 L の

GF9 株培養上清より各種クロマトグラフィーを用いた精製を行った。3 章では、

ASN212株の増殖因子として見出されたCop.類のうち、金属錯体としてZn錯体が見出された

ことに注目し、各種金属錯体についての構造活性相関研究と ASN212 株のゲノム解析によっ

て、その作用機序を明らかにすることを目的とした。さらに、Cop. III の示す増殖活性に

ついて普遍性を検証するため、細菌叢における Actinobacteria 門と Firmicutes 門を

中心に Cop. III に対する応答を検証した。 
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1 章 Bosea minatitlanensis 近縁種 ASTN45 株に対する 

増殖因子の探索 

 

1．目的 

 筆者が先行研究において 210 L の GF9 株培養上清から部分精製を進めて得た 40 

mg の ASTN45 株に対する活性画分は、夾雑物が含まれていたため、増殖因子の特定

には至らなかった。本章では、先行研究で得られた活性画分に対してさらなる精製を

行うことで ASTN45 株に対する増殖因子の特定を目的とした。 

 

2．実験方法 

2．1 試薬 

 本研究において用いた試薬は、特に言及がない限り富士フィルム和光純薬社製の試

薬を無精製のまま使用した。 

 

2．2 培地組成 

NPB 培地： 

10.0 g Bacto Tryptone（Difco）、2.0 g Yeast extract（Difco）、1.0 g MgSO4・7H2O、

1.0 g K2HPO4、0.5 g KH2PO4、5.0 g D–glucose、1 L Milli–Q 水 

各成分を混合した後、121ºC、15 分間オートクレーブ処理を行って使用した。 

 

2．3 微生物種 

 本章で用いた微生物種である Bosea minatitlanensis 近縁種 ASTN45 株は、産業技

術総合研究所より供与され、当研究室で 10%DMSO、-82ºC でストックされたものを

使用した。 

 

2．4 使用装置 

HPLC SC762 system (GL Science): Interface: SC762; Column oven: CO705; 

UV–VIS detector: UV702; Pump: PU714. 

HPLC Chromaster system (HITACHI): Interface box; Organizer; Diode array 
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Fig. 2.1 先行研究において行われた、GF9 株からの ASTN45 株の精製過程。 

detector: 5430; Column oven: 5310; Pump: 5110. 

質量分析： Exactive（Thermo Fisher Scientific） 

プレートシェイカー：MS 3 ベーシック（IKA） 

プレートリーダー：SUNRISE REMOTE（TECAN） 

 

2．5 ASTN45 株に対する増殖因子の精製 

 本研究における精製に供した活性画分は、Fig. 2.1 に示した手順によって先行研究

で筆者が生成した 40 mg の活性画分である（Takai, 2015）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 先行研究にて最終的に得られた 40 mg の活性画分に対して、HPLC SC762 system

を用いて以下の条件で精製を行った。 

使用カラム：TSKgel Amide-80 215-30 mm（10 m）; 

移動相：H2O/ MeCN (MeCN77–75 %を 0–30 min で gradient); 

流速：15.0 mL/min; 検出波長：210 nm 及び 245 nm; 注入量：500 L 

 

分画後、得られた 3.0 mg の活性画分に対して、HPLC Chromaster system を用い

て以下の条件でさらに精製を行った。 
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使用カラム：InertSustainAQ-C18 250×4.6 mm（3 m）（GL science） 

移動相：H2O、流速：1.5 mL/min、検出波長：210 nm、注入量：25 L 

 

2．6 ASTN45 株の増殖活性評価 

精製によって得られた画分の ASTN45 株に対する増殖活性評価は、以下の条件で

行われた。48 穴マイクロプレート（BD falcon）の各ウェルに対して 320 L NPB 培

地、40 L 評価サンプル、40 L ASTN45 株ストックを加えたものを 1 試料あたり 3

ウェル調製し、プレートシェーカー上で 37ºC、48 時間、600 rpm の条件で培養を行

った。培養後、100 L を採取し 96 穴プレートに分注したのち、プレート吸光度測定

器を用いて 595 nm の波長で濁度を測定し、増殖量を評価した。また、得られた活性

画分量を元の培地（210 L）で除した値を equivalent concentration(E.C.)と定義し、

各評価サンプルは E.C.の 10 倍濃度に調整して添加した。 

 

2．7 ASTN45 株に対する増殖活性画分の構造解析 

 精製によって得られた活性画分に対して、NMR 及び質量分析による構造解析を行

った。NMR に関して、D2O（関東化学）を用いて試料を作成し北海道大学 GC–

MS/NMR 測定室に依頼し、Bruker AMX–500 で測定した。質量分析は Exactive を

用いて Dual ESI 法でイオン化を行ない、測定を行った。 

 

3．結果と考察 

3．1 ASTN45 株に対する増殖因子の精製 

 先行研究において得られた活性画分に対して Amide-80 カラムを用いた HPLC に

よる分画を行った結果を Fig. 2.2 に示す。 

 Fig. 2.2 ASTN45 株増殖活性画分の Amide-80 HPLC クロマトグラム。 
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Fig. 2.3 Amide-80 HPLC によって得られた画分の、ASTN45 株に対する活性評価。 

Fig. 2.4 InertSustainAQ-C18 HPLC のクロマトグラム。 

得られたクロマトグラムにしたがって、Fr. 0 （0–5.8 min）、Fr. 1 （5.8–16.6 min）、

Fr. 2 （16.6–19.0 min）、Fr. 3 （19.0–23.3 min）、Fr. 4 （23.3–30 min）の 5 画分

に分画した。得られた画分の一部を減圧乾固した後、10 x E.C.となるように再溶解

して、ASTN45 株に対する活性評価を行った。活性評価の際、control として評価サ

ンプルとして水を与えたものも測定した（Fig. 2.3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

活性評価の結果、Fr. 4 に対して最も高い活性がみられた。得られた 3.0 mg の Fr. 4

について、さらなる分画を行った。Fr. 4 に対して InertSustainAQ-C18 を用いた

HPLC による分画を行った結果を Fig. 2.4 に示す。 
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Fig. 2.5 InertSustainAQ-C18 HPLC によって得られた画分の ASTN45

株に対する活性評価。 

得られたクロマトグラムにしたがって、Fr. 0 （0–1.6 min）、Fr. 1 （1.6–2.1 min）、

Fr. 2 （2.1–2.8 min）、Fr. 3 （2.8–3.5 min）、Fr. 4 （3.5–6 min）の 5 画分に分画

した。得られた画分の一部を減圧留去した後、10 x E.C.となるように再溶解して、

ASTN45 株に対する活性評価を行った。（Fig. 2.5）。活性評価の結果、Fr. 1 について

最も高い活性が見られた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 ASTN45 株に対する増殖活性画分の構造解析 

 活性が見られた 0.9 mg の活性画分に対して、質量分析を用いた構造解析を行った。

質量分析の結果、positive mode で見られた [M+Na]+＝m/z 465.17 および negative 

mode で見られた[M-H]-=m/z 441.18のピークから予想されるm/z 442の分子量をも

つ化合物、および positive mode で見られた[M+H]+ ＝m/z 264.16 および negative 

mode で見られたm/z 262.15のピークから予想される[M-H]-=m/z 263の分子量をも

つ化合物が含まれていることを示唆する結果が得られたが、NMR による解析では活

性画分にはいまだ夾雑物が含まれていると思われる結果を得た（Chart1 及び 2）。 
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4．結論 

 本研究において、先行研究において行われた 210 L の GF9 株培養上清よりの精製

によって得られた、40 mg の ASTN45 株に対する増殖活性画分に対して、HPLC に

よる精製を行った。先行研究においても、ASTN45 株増殖因子は GF9 株培養上清よ

り n–BuOH によって抽出されない高極性化合物であり、ODS を用いた精製において

も非吸着画分に含まれる物質であることがわかっていた。そこで、Amide-80 を用い

た親水性相互作用クロマトグラフィーによって極性物質の精製を行った。最終的に

210 L の GF9 株培養上清より 0.4 g/mL で活性を示す 0.9 mg の画分の部分精製に成

功した。ASTN45 株も、ASN212 株と同様にごく低濃度で活性を示す物質であり、

また、n–BuOH によって抽出されない高極性物質であり、一般的な逆相カラムを用

いた HPLC などでは精製が困難な化合物であると考えられ、親水性相互作用クロマ

トグラフィー（Amide–80）による分画を用いたが、特定には至らなかった。難培養

微生物の増殖因子の探索には、培養条件中に存在するごく微量の増殖因子の探索が重

要であると考えられる。 
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2 章 Catellibacterim nectariphilum AST4 株に対する 

増殖因子の探索 

 

1．目的 

 AST4 株に対する増殖因子の探索は、当研究室の先行研究（Boey, 2009）において

1 L の GF9 株培養上清より精製行われたが、特定には至らなかった。そこで本研究で

は、大量培養によって得られた 50 L の GF9 株培養上清から精製を行うことで、AST4

株に対する増殖因子を特定することを目的とした。 

 

2．実験方法 

2．1 試薬 

 本研究において用いた試薬は、特に言及がない限り富士フィルム和光純薬社製の試

薬を無精製のまま使用した。 

 

2．2 使用装置 

100 L 容ジャーファメンター：MPF-U 型 100 L（丸菱） 

連続高速遠心分離機：H-2000B（KOKUSAN） 

HPLC SC762 system (GL Science): Interface: SC762; Column oven: CO705; 

UV–VIS detector: UV702; Pump: PU714. 

HPLC Chromaster system (HITACHI): Interface box; Organizer; Diode array 

detector: 5430; Column oven: 5310; Pump: 5110. 

質量分析: Exactive (Thermo Fisher Scientific); LTQ-Orbitrap XL (Thermo  

Fisher Scientific） 

プレートシェイカー：MS 3 ベーシック（IKA） 

プレートリーダー：SUNRISE REMOTE（TECAN） 
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2．3 培地組成 

本研究において使用した培地は、以下の成分を混合した後 121ºC、15 分間オート

クレーブ処理を行って使用した。 

GF9 株大量培養培地： 

5.0 g Bacto Tryptone（Difco）、2.0 g Yeast extract（Difco）、1.0 g MgSO4・7H2O、 

1.0 g K2HPO4、1 L Milli–Q 水 

NPB 培地：前章に記載 

 

2．4 微生物種 

 本章において用いた微生物種を以下に記載する。 

・Catellibacterim nectariphilum AST4 株 

・Sphingopyxis 属 GF9 株 

AST4株およびGF9株は、産業技術総合研究所より供与され、当研究室で10%DMSO、

-82ºC でストックされたものを使用した。 

 

2．5 GF9 株の培養上清の取得 

 GF9 株大量培養培地 60 L に対して、前培養を行った GF9 株(600 mL)を播種し、

700 rpm、35ºC、72 時間、1 vvm の通気量条件で培養を行った。培養後、8000 rpm

の条件で連続高速遠心分離機を用いて菌体を除去し、50 L の GF9 株培養上清を得た。 

  



21 

 

2．6 AST4 株に対する増殖因子の精製 

AST4 株に対する増殖因子について以下の過程で精製を行った（Fig. 3.1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 得られた GF9 株培養上清を減圧留去後、10 L HP20（三菱化学）を用いたカラム

クロムクロマトグラフィーに供した。水を用いて充填したカラムにサンプルをアプラ

イ後、10% MeOH、50% MeOH 及び MeOH をそれぞれ 30 L ずつ移動相として用い

て分画を行った。先行研究に従って 50% MeOH 画分を回収し、減圧留去して 9.9 g

の活性画分を得た。9.9 g の活性画分に対して、700 mL SP700（三菱化学）を用いた

カラムクロマトグラフィーに供した。25%MeOH を用いて充填したカラムにサンプル

をアプライ後、水、25% MeOH、50% MeOH、MeOH をそれぞれ 3 L ずつ移動相と

して用いて分画を行った。活性が見られた 1.0 g MeOH 画分に対して、800 mL LH20

（Shodex）を充填したカラムを用いたゲル濾過カラムクロマトグラフィーに供した。

15% MeOH を用いて平衡化したカラムにサンプルをアプライ後、15% MeOH を移動

相として用いて 100 mL ごとに 8 画分に分画した後 50% MeOH を移動相として用い

て 400 mL ごとに 2 画分に分画した。 

活性が見られた 341 mgの活性画分に対してHPLC SC762 systemを用いて以下の

条件で精製を行った。 

使用カラム：Mightysil RP-18 250-20（5 m）（関東化学）; 

移動相：9%H2O/ 91%MeOH（関東化学）; 

流速：10.0 mL/min; 検出波長：210 nm 及び 245 nm; 注入量：500 L 

Fig. 3.1 AST4 株に対する増殖因子の精製の過程。 
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 分画後得られた 28.8 mg の活性画分に対して HPLC SC762 system を用いて以下の

条件で精製を行った。 

使用カラム：TSKgel Amide-80 215-30 mm（10 m）（東ソー）; 

移動相：19%H2O/ 81%MeCN（関東化学）; 

流速：10.0 mL/min; 検出波長：210 nm 及び 245 nm; 注入量：500 L 

分画後得られた 3.1 mg の活性画分に対してHPLC chromaster system を用いて以下

の条件で精製を行った。 

使用カラム：TSKgel Amide-80 15-4.6 mm（3 m）（東ソー）; 

移動相：10%H2O/ 90%MeCN;  

流速：1.0 mL/min; 検出波長：210 nm; 注入量：10 L 

 

2．7 AST4 株の増殖活性評価 

 各精製によって得られた画分の AST4 株に対する増殖活性評価は以下の条件で行

われた。48 穴マイクロプレートに対して 260 L NPB 培地、100 L 評価サンプル、

40 L AST4 株ストックを加え、プレートシェーカー上で 37ºC、48 時間、600 rpm

の条件で培養を行った。培養後、100 L とり 96 穴プレートに分注したのちプレート

吸光度測定器を用いて 595 nm の波長で濁度を測定し、増殖量を評価した。また、得

られた活性画分量を元の培地（50 L）で除した値を equivalent concentration(E.C.)

と定義し、各評価サンプルは E.C.に調整して添加した。 

 

2．8 AST4 株に対する増殖活性画分の構造解析 

 GF9 株培養上清からの精製によって得られた活性画分に対して、以下の条件で

NMR 及び質量分析による構造解析を行った。NMR による解析は DMSO-d6（Acros）

を用いて試料を調製し、北海道大学 GC–MS/NMR 測定室に依頼し、Bruker AMX–

500 で測定した。本研究における質量分析およびタンデム質量分析はすべて、北海道

大学共用機器管理センター委託分析部門に依頼して測定を行った。質量分析は

Exactive を用いて Dual ESI 法でイオン化を行った。タンデム質量分析に関して、

以下の条件で分析を行った。 

使用機械：LTQ-Orbitrap XL; イオン化法：Dual ESI; スプレー電圧：4.0 V; 

キャピラリー電圧：15 V; チューブレンズ電圧：55 V 
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2．9 Cyclo（D-His-L-Pro）の合成 

Cyclo（D-His-L-Pro）の合成は先行文献の反応条件に従って以下の条件で行った

（Kukula, et al., 1985）。TLC は K6F SilicaGel 60A (Merck) を使用した。カラムク

ロマトグラフィーには関東化学株式会社 Silica Gel 60N (spherical, neutral) (40-50 

µm)を使用した。1H NMR(270 MHz)スペクトルは JEOL-GX270 を使用して測定を

行った（Chart 3–5）。 

 N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-proline の合成 

 

 

 

 

 

L-Proline 1.50 g（13.0 mmol）を 25.0 mL 1.4-dioxane（関東化学）：H2O = 1 : 1

溶液に溶かし、2.70g（32.5 mmol の NaHCO3を加えた。溶液を 0ºC に冷却したの

ち、3.40 g（15.6 mmol）の di-tert-butyl dicarbonate（東京化成工業）を滴下し、

一晩反応させた。反応後、1N 塩酸、酢酸エチル（関東化学）を用いて順次分液操作

を行い、75%の収率で目的の物質を得た。1H NMR (CDCl3, 270 MHz):  1.43–1.48 

(9H, m, t-BOC), 1.91–2.24 (4H, m, H-2 and H-3), 3.39-3.48 (2H, m, H-4), 4.25–4.34 

(1H, m, H-5). 

 

 D–Histidine methyl ester dihydrochloride の合成 

 

 

 

 

D-Histidine 1.49 g（10.0 mmol）を脱水した 15.0 mL MeOH（関東化学）に溶かし、

0ºC に冷却した。その後 1.60 g（13.0 mmol） SOCl2（東京化成工業）をゆっくりと

滴下した後、一晩還流しながら反応させた。反応後、溶媒留去を行い 2.3 g の目的物

を 95%の収率で得た。1H NMR (CDCl3, 270 MHz): 3.29–3.31 (3H, m, -NH2 and 

H1a), 3.34-3.46 (1H, m, H1b), 3.85 (3H, s, OMe), 4.44–4.46 (1H, m, H-2), 7.51 (1H, 

s, aromatic), 8.84 (1H, s, aromatic). 
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N-(tert-Butoxycarbonyl)–L-prolil–D–histidine methyl ester の合成 

 

 

 

 

D-Histidine methyl ester dihydrochloride 290 mg (1.41 mmol)を 4.0 mL DMF

（Sigma-Aldrich）溶液とし、0ºC に冷却しながら撹拌した。その後、300 mg（1.39 

mmol）の N-(tert-butoxycarbonyl)-L-prolineを 4.0 mL DMF溶液、1.0 g（1.9 mmol）

の PyBOP（東京化成工業）および 0.9 mL（5.8 mmol）の N,N-ジイソプロピルエチ

ルアミンを加えたのち、50ºC に加温して一晩反応させた。反応後、CHCl3、brine

を用いて順次分液操作を行い、得られた有機層を減圧留去したものをシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー（CHCl3 : MeOH : H2O = 65 : 23 : 4）で精製し、401 mg の生

成物を得た（78%）。1H NMR (CDCl3, 270 MHz): 1.40–1.49 (9H, s, Boc), 1.89 (2H, 

m, H-2a and H-3a), 2.13–2.16 (2H, m, H-2b and H-3b), 3.12 (2H, m, H-4a and 

H-5a), 3.51 (2H, m, H-4b and H-5b), 3.69 (3H, s, OMe), 4.32 (1H, s, H-7), 4.76 (1H, 

s, H-8), 6.78 (1H, s, aromatic), 7.49 (1H, s, aromatic). 

 

L–Prolil–D–histidine methyl ester および Cyclo(D–His–L–Pro)の合成 

 

 

 

 

 

 

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-prolil-D-histidine methyl ester 401 mg（1.09mmol）を

5.0 mL の MeOH に溶かし、0.5 mL（6.5 mmol）のトリフルオロ酢酸（富士フィル

ム和光純薬）を加えて室温条件で 3 時間反応させた。TLC （CHCl3 : MeOH : H2O = 

65 : 23 : 4）で出発物質のスポットが消えたことを確認した後、溶媒を減圧下留去し

た。得られた粗生成物のうち 100 mg（0.376 mmol）を 5.0 mL MeOH に溶かし、1.0 

mL N,N-ジイソプロピルエチルアミンを加えて、6 日間還流した。反応後、シリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー（MeOH : CHCl3 = 1 : 4）を用いて精製を行い、目的の

化合物を 11.1 mg の目的物質を 24%の収率で得た。1H NMR (CDCl3, 270 MHz): 
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1.71–1.79 (2H, m, H-5a and H-6a), 1.93 (1H, m, H-6b), 2.12 (1H, m, H-5b), 3.00–

3.04 (2H, m, H-2), 3.11–3.16 (1H, m, H-4), 3.39–3.48 (2H, m, H-3), 4.25–4.28 (1H, t, 

2.7MHz, H-1), 6.93 (1H, s, aromatic), 7.69 (1H, s, aromatic).  []D
25 

= -20.3 (c 0.1, 

H2O) 
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3．結果と考察 

3．1 GF9 株培養上清からの AST4 株増殖因子の精製  

GF9株培養上清に含まれるAST4株に対する増殖因子の特定のために、50 LのGF9

株培養上清より精製を行った。先行研究（Boey, 2009）に従い、GF9 株培養上清に対

して HP20 を用いた樹脂カラムクロマトグラフィーによる精製を行い、5 g の 50% 

MeOH 画分を活性画分として得た。得られた HP20 活性画分に対して、SP700 を用

いた樹脂カラムクロマトグラフィーを用いた精製を行った。条件検討のために 100 

mLのSP700を用いた樹脂カラムクロマトグラフィーに 500 mgの活性画分をアプラ

イし、50%MeOH を移動相として、40 mL  9 画分を分画した。分画後、300 mL MeOH

を用いてカラムの洗浄を行い、MeOH 画分とした。得られた 10 画分の一部をとって

減圧乾固し、各サンプルを最初の GF9 株培養上清の体積で除した濃度（Equivalent 

Concentration = E.C.）となるように水を用いて再溶解を行い、AST4 株に対する活

性評価を行った（Fig. 3.2）。 

 

 

 

活性評価の結果、MeOH 画分に最も高い活性が見られた。最終的に得られた MeOH
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Fig. 3.2 SP700 樹脂カラムクロマトグラフィーを用いた各画分の、AST4 株増殖活性評価。 
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画分の重量は 154 mg であった。同様に 9.4 g の HP20 活性画分を 700 mL SP700 を

用いた樹脂カラムクロマトグラフィーに供した。サンプルをカラムにアプライした後、

2.1 L の 50%MeOH、2.1 L の MeOH を移動相として順次用いて溶出させ、1.0 g の

MeOH 画分を活性画分として得た。 

 得られた SP700 活性画分に対して 800 mL LH20 を用いたゲル濾過カラムクロマ

トグラフィーに供した。サンプルをカラムにアプライした後、800 mL 15% MeOH 

を 8 画分、800 mL 50%MeOH を移動相として用いてそれぞれ 8 画分、3 画分に分画

した。得られた 11 画分の一部を採取し減圧乾固した後、E.C.となるように再溶解し

て AST4 株に対する活性評価を行った（Fig. 3.3）。 

 

 

活性評価の結果、50% MeOH の 2 画分に対して最も高い活性が見られた。この結果

を基に 50% MeOH-1 及び 2 を活性画分として回収し、341 mg の活性画分を得た。 
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Fig. 3.3 LH20 ゲル濾過カラムクロマトグラフィーを用いた各画分の、AST4 株増殖活性評価。 
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Fig. 3.4 LH20 活性画分に対して、RP-18 を用いた HPLC クロマトグラム。 

Fig. 3.5 RP-18 を用いた HPLC によって分画された画分の、ASTN4 株に対する増殖活性評価。 

得られた LH20 活性画分に対して、逆相 HPLC よる分画を行った。 

HPLC によって得られたクロマトグラムを Fig. 3.4 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

得られたクロマトグラムにしたがって、Fr. 1 （0–6.9 min）、Fr. 2 （6.9–8.1 min）、

Fr. 3 （8.1–10.3 min）、Fr. 4 （10.3–14.3 min）、Fr. 5 （14.3–22.0 min）の 5 画分

に分画した。得られた画分の一部を減圧留去した後、E.C.となるように再溶解して、

AST4 株に対する活性評価を行った（Fig. 3.5）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

活性評価の結果、Fr. 1 及び Fr. 2 に最も高い活性が見られた。分画後の重量について

Fr. 1 が 28.8 mg、Fr. 2 が 1.6 mg だったため、Fr.1 を主要な画分であると考え、 
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Fig. 3.6, RP-18 活性画分に対して Amide-80 を用いた HPLC によって得られた 

クロマトグラム。 

Fig. 3.7 Amide-80 を用いた HPLC によって分画された画分の、ASTN4 株に対する増殖活性評価。 

Fr. 1 についてさらなる精製を行った。逆相 HPLC によって得られた活性画分に対し

て、Amide-80 を用いた親水性相互作用 HPLC による分画を行った。HPLC によって

得られたクロマトグラムを Fig. 3.6 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

得られたクロマトグラムにしたがって、Fr. 1 （0–9.6 min）、Fr. 2 （9.6–11.7 min）、

Fr. 3 （11.7–16.4 min）、Fr. 4 （16.4–17.2 min）、Fr. 5 （17.2–20.5 min）の 5 画

分に分画した。得られた画分の一部を E.C.となるように調整し、AST4 株に対する活

性評価を行った（Fig. 3.7）。 
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Fig. 3.8 分析用 Amide-80 を用いた HPLC によって得られたクロマトグラム。 

Fig. 3.9 分析用 Amide-80 を用いた HPLC によって分画された画分の、ASTN4 株に対する増殖活

性評価。 

活性評価の結果、Fr. 3 に対して最も高い活性が見られた。Amide-80 を用いた HPLC

によって得られた 3.1 mg の活性画分に対して、分析用 Amide-80 カラムを用いた分

画を行った（Fig. 3.8）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

得られたクロマトグラムに従って、Fr. 1 （0–3.6 min）、Fr. 2 （3.6–4.2 min）、Fr. 3 

（4.2–8.1 min）、Fr. 4 （8.1–3.6 min）、Fr. 5 （13.6–20.0 min）の 5 画分に分画し

た。各画分を E.C.となるように再溶解し、AST4 株に対する活性評価を行った（Fig. 

3.9）。活性評価の結果、最も高い活性を示したFr. 4を 0.7 mgの活性画分として得た。 
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Fig. 3.10 Cyclo(His-Pro)の構造と 1
H NMR スペクトル: (A)先行文献(Kukula, et al., 1985）にお

ける cis 型（上段)及び trans 型（下段); (B)本研究において得られた活性画分。 

 

3．2 AST4 株 に対する増殖活性画分の構造解析 

前頁画分 4 について質量分析による成分解析を行った。得られたスペクトルを付録

Chart 6 に示した。さらに、得られた結果より、基準ピークであった 235.12 のピー

クに関してタンデム質量分析を行った（Chart 7）。 

タンデム質量分析の結果得られた娘イオンは、235.1184 を基準ピークとして

235.1183（100%）、217.1080（24%）、207.1237（68%）、190.0972（18%）、166.0608 

（78%）、162.1023 （96%）、138.0660（8%）、110.0711（42%）であった。分子量

234 を持つ既知の化合物について詳細に文献検索を行ったところ、このフラグメント

パターンは Huvenne の報告における cyclo(His–Pro)ジペプチドのタンデム質量分析

の結果と良い一致を示していた（Huvenne, et al., 2008）。 
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さらに NMR による構造解析を検討したところ、1H NMR では溶媒由来のシグナル

とオーバーラップが多く見られたため詳細な解析は不能であったが、プロリン環由来

と考えられるシグナルが観察された(Fig. 3. 10, 1.0–1.6 ppm) (Kukula, et al., 1985）。

また、13C NMR においては cyclo(His-Pro)を示すシグナルが観察された(Table 3.1)。

以上のことから、取得した活性画分に含まれる cyclo(His–Pro)が増殖因子であると考

え、市販の cyclo(L–His–L–Pro)（BACHEM）を用いた増殖活性評価を行ったが、検

討した 25 ng–2.5 mg/mL のいずれの濃度においても活性が認められなかった。 

この結果を受け、再度 NMR スペクトルを解析したところ、13C NMR において His 

位炭素のシフトに cyclo(L–His-L–Pro)標品と大きな差(C 6.96 ppm)が認められた。

1H NMR においても cis 型（cyclo(L–His–L–Pro)）に見られるようなジケトピペラジ

ン由来の 2 種のシグナル観察されなかったため、次いでジアステレオマーである

cyclo(D–His–L–Pro)の活性評価について検討した。 

 

 

Active fraction

(125 MHz DMSO-d 6)

Authentic L–His-L-Pro

(67.5 MHz, D2O)
Dd C

176.625

169.447 162.83 6.62

159.620 158.11 1.51

151.506

136.609

128.715 127.68 1.04

126.951

126.575

123.479 123.48 0.00

122.592

122.348

121.465

115.344

112.793

111.950 109.64 2.31

57.538 50.58 6.96

43.330 46.88 -3.55

Solvent signal 36.91

23.066 20.25 2.82

19.213 19.6 -0.39

13.496 13.16 0.34

Table 3.1. 活性画分ならびに L-His-L-Pro 標品の 

13
C NMR ピークリスト. 斜字体は His 骨格由来。 
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 Cyclo(D–His–L–Pro)は市販で入手不可能であったため、D–His ならびに L–Pro か

ら合成した後、増殖活性評価を行った。合成を行った cyclo(D-His-L-Pro)について、

AST4 株に対する増殖活性評価を行ったが、25 ng–2.5 mg/mL の濃度において増殖活

性は示さなかった。 

 以上の通り、AST4 株に対する増殖因子について、50 L 培養物より精製を行ったが、

得られた粗精製物は活性を示さない cyclo(His–Pro）ジペプチドを主として含むもの

であった。 
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4．結論 

 本研究において、50 LのGF9株培養上清よりHP20、SP700、逆相HPLC、Amide-80

による HPLC による精製を行い、最終的に 35 g/mL で活性を示す活性画分の部分精

製に成功した。質量分析により、活性画分には cyclo(His-Pro)が含まれていることが

わかったが、試薬の cyclo(L–His–L–Pro)及び合成された cyclo(D–His–L–Pro)は活性

を示さなかった。 

 本研究では 50 L の GF9 株から最終的にわずか 0.7 mg の活性画分が得られた。こ

のことから、AST4 株に対する増殖因子もまた、ASN212 株に対する増殖因子と同様

に極めて低濃度で活性を有することがわかった。 

  



35 

 

3 章 新規微生物増殖因子 coproporphyrin 類の作用機序の解明

と細菌叢への影響 

 

1．目的 

 Coproporphyrin(Cop.)類はBhuiyanならびに筆者らによってGF9株から単離され

た、新たなクラスの微生物増殖因子である（Bhuiyan, et al., 2016）。Cop.類の作用機

序は未だ不明であるが、この作用機序の解明は難培養微生物の新たな培養技術開発に

おいて重要な知見を与えると期待される。Cop.類の作用機序として３つが想定される。

すなわち、1 ）シデロフォアのように金属輸送のためのキレーター様物質として機能

している、2 ）何らかの生物機能を誘起するシグナル物質として機能している、3 ）

ヘム関連化合物の生合成材料として要求されている、というものである。先行研究に

おいては、Cop.–金属錯体のうち、Zn 錯体のみが活性物質として単離されており、さ

らに Cop. III–Zn 錯体である zincphyrin は卓越した活性を示している。このため、

想定されるいずれの作用機序においても金属錯体形成が鍵になっていると考え、

Cop.–金属錯体の構造活性相関を検討することにより、作用機序解明を解明すること

とした。特に本研究では培地中に含まれることが予想される金属（Grant and Pramer, 

1962）中から Zn、Fe2+、Fe3+、Cu、Co、Ni、Mn 及び Mg の金属と Cop.類の金属

錯体について検討した。さらに得られた作用機序に関する知見に基づいて、Cop.III

がいくつかの細菌株や Actinobacteria および Firmicutes を中心とした細菌類の増殖

に与える影響について検討した。 

 

2．実験方法 

2．1 試薬 

 本研究において用いた試薬は、特に言及がない限り富士フィルム和光純薬社製の試

薬を無精製のまま使用した。 

 

2．2 使用装置 

HPLC SC762 system (GL Science): Interface: SC762; Column oven: CO705; 

UV–VIS detector: UV702; Pump: PU714. 



36 

 

HPLC Chromaster system (HITACHI): Interface box; Organizer; Diode array 

detector: 5430; Column oven: 5310; Pump: 5110. 

質量分析：JMS–T100LP（JEOL） 

プレートシェイカー：MS 3 ベーシック（IKA） 

Microplate Luminometer: Veritas™ Microplate Luminometer （ Turner 

biosystems） 

プレート吸光度測定器: SUNRISE REMOTE（TECAN） 

遠心分離機: Himac CT 13R（HITACHI） 

核酸濃度測定: NanoDrop™ Lite Spectrophotometer（Thermo Fisher Scientific） 

振とう培養器:BR-3000LF（TAITEC） 

Voltex: VTX-3000L（LMS） 

サーマルサイクラ―：GeneAmp PCR system 9700（Thermo Fisher Scientific） 

アガロースゲル撮影装置：FAS–III（TOYOBO） 

モレキュラーイメージャー：ChemiDoc MP（BIORAD） 

 

2．3 培地組成  

 本研究において使用した培地の組成を以下に示す。以下の成分を混合した後、すべ

て 121ºC、15 分間オートクレーブ処理を行って使用した。 

Bennet 培地： 

10 g D–glucose、1.0 g meat extract（コスモバイオ）、 2.0 g Bacto Peptone（Difco）、

1.0 g yeast extract、1 L Milli-Q 水 

Leucobacter sp.培養培地： 

10.0 g Bacto Peptone、2.0 g yeast extract、1.0 g MgSO4・7H2O、1 L Milli–Q 水 

Mueller–Hinton II 培地： 

17.5 g Bacto Peptone、3.0 g meat extract（コスモバイオ）、1.5g starch、1 L Milli-Q

水 

NPB 培地： 

1 章に記載 
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2．4 微生物種 

 本章において使用した微生物種を以下に示す。 

・Actinomyces sp.TA0403 株 

・Bacillus subtilis ATCC 70385 株 

・Escherichia coli ATCC 8739 株 

・Leucobacter sp. ASN212 株 

・Leucobacter albus NBRC103070 株 

・Leucobacter denitrificans NBRC106039 株 

・Leucobacter komagatae NBRC15245 株 

・Streptomyces sp.TA0403 株 

ASN212 株は産業技術総合研究所より、B. subtililis 及び E. coli は American Type 

Culture Collection より、L. albus、L. denitrificans、L. komagatae は製品評価技術

基盤機構よりそれぞれ譲渡を受けた株を、当研究室で 10%DMSO、-82ºC でストック

されたものを使用した。 
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Table 4.1. 細菌叢サンプルの採取条件。 

2．5 環境中の細菌叢サンプルの採取 

 細菌叢サンプルの詳細を Table 4.1 に示す。土壌サンプルは、土壌表面の落ち葉や

ゴミを除去し、深さ 3–10 cm 程度の土壌を 5–8 mL 程度採取した。採集した土壌サ

ンプルに約 10 mL の Milli-Q 水を加えて激しく攪拌し、綿栓濾過により夾雑物を除去

した。濾過物に DMSO（10%, v/v）を加えたものを細菌叢サンプルとした。エゾシカ

の腸内細菌叢サンプルについては、北海道登別市、（株）伊那不動産 エゾジカ活用

事業部において解体されたエゾジカ消化器内の未消化物より採取した。活性汚泥のサ

ンプルについては札幌市新川水処理センターの第一活性汚泥槽より採取した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2．6 Cop. I 金属錯体の調製 

 Coproporphyrin I dihydrochloride （Sigma–Aldrich）3.0 mg（4.1 mol）を 4.0 mL

の DMSO に溶かして Cop. I 溶液とした。0.5 mL の Milli-Q 水に 2.0 mg の

Zn(CH3COO)2 ・ 2H2O、Co(CH3COO)2 、Fe(CH3COO)2 （ Strem chemicals）、

Cu(CH3COO)2、Ni(CH3COO)2・ 4H2O（関東化学）、Mg(CH3COO)2・ 4H2O、

Mn(CH3COO)2・4H2O、FeCl3（Sigma–Aldrich）をそれぞれ加えて水溶液を調製し、

その水溶液を Cop. I 溶液に加え、室温、遮光条件で一晩撹拌した。撹拌後、D7000 

system を用いて HPLC による分析を行った。分析条件は以下の条件である。 

使用カラム：Mightysil RP-18 GP Aqua 250–20（5m）（関東化学）; 

移動相：53%H2O/ 47%MeCN（+0.1%酢酸）; 

流速：5.0 mL/min; 検出波長：400 nm; 注入量：10 L 
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Zn および Cu 添加以外の試料については 100ºC に加温し、一晩撹拌した後、同条件

で分析を行った。金属錯体由来であると予想されるピークに関して、HPLC SC702 

system を用いて分取を行った。分取条件に関しては以下の条件である。 

使用カラム：Mightysil RP-18 GP Aqua 250–20（5m） 

移動相：53%H2O/ 47%MeCN（+0.1%酢酸）; 

流速：5.0 mL/min；検出波長：400 nm；注入量：10 L 

 

2．7 Cop. III 金属錯体の調製 

 Coproporphyrin III dihydrochloride （Frontier scientific）3.0 mg（4.1 mol）を

4.0 mL の DMSO に溶かして Cop. III 溶液とした。0.5 mL の Milli-Q 水に 2.0 mg の

Zn(CH3COO)2 ・ 2H2O 、 Co(CH3COO)2 、 Fe(CH3COO)2 、 Cu(CH3COO)2 、

Ni(CH3COO)2・4H2O をそれぞれ加えて水溶液を調製し、その水溶液を Cop. III 溶液

に加えた。Zn 及び Cu を添加した条件については室温、その他の金属については 

100ºC に加温し、遮光条件で一晩撹拌した。撹拌後、2. 6 と同様の条件で HPLC に

よる分析および分取を行った。回収した画分を減圧乾固し、Cop.類金属錯体をそれぞ

れ得た。 
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Table 4.2. Cop.類金属錯体の質量分析の条件。 

2．8 Cop. 類の金属錯体の質量分析 

 Cop.類金属錯体を数滴の DMSO に再溶解し、質量分析によって構造の確認を行っ

た。質量分析の条件は以下の表に表す（Table 4.2）。またすべての試料に関して、イ

オン化モードはデュアル ESI+、リングレンズ電圧は 10 V、イオンガイド RF 電圧は

2500 V で分析を行った。  

 

質量分析の結果、目的の化合物と思われるピークについて、金属同位体が含まれてい

る場合の同位体ピークのパターンならびに精密質量の結果から錯体形成を確認した。 

 

2．9 ASN212 株に対する増殖活性評価 

 NPB 培地を 18.0 mL とり、ASN212 株ストックを 200 L 加えたものを 96 穴白色

プレート（Greiner microlon）に 75 L 分注した。その後 0.1%DMSO に溶解した試

料を 25 L 加え、最終濃度が 250 nM、25 nM、2.5 nM となるように調整した。プ

レートシェーカー上で 600 rpm、48 時間振とう培養を行った。培養後、各ウェルに

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay（Promega）を 100 L 分注し、600 

rpm、2 分間振とうした後、10 分間室温で静置した。静置後、Microplate Luminometer

を用いて発光量を測定し、ASN212 株の増殖量を評価した。 

 

2．10 Spartan’14 を用いた Cop. III 金属錯体の化学計算  

 Spartan’14 を用いて Cop. III、Cop. III–Zn、Cop. III–Fe、Cop. III–Cu、Cop. III–

Co、及び Cop. III–Ni の分子モデルを作成した。作成したモデルに対して、

Equilibrium Geometry at ground state in gas の構造最適化条件において Molecular 

Mechanics（MMFF）、Hartree–Fock（6–31G*）、Density Functional（B3LYP /6–

31G*）の計算方法で順次計算を行った。 
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2．11 ASN212 株ゲノムの回収 

 ASN212 株ゲノム抽出は ISO PLANT II（ニッポンジーン）のプロトコルに従って

行った。以下に手順を示す。 

 Cop. III を 13M の濃度になるように NPB 培地(10.0 mL)に加えた。続いて

ASN212 株ストックを 100 L 加え、5 日間培養を行った。培養後、遠心分離機を用

いて、13,000 rpm、15 分間、4ºC の条件で菌体を分離・回収した。回収した菌体に

対して、1.0 mL ISOPLANT II Solution I を加え、先を切ったチップで懸濁した。懸

濁後、エッペンドルフチューブに 360 L 分注し、150 L の ISOPLANT II Solution 

II を加え、チューブを上下にして撹拌し、50ºC、10 分間インキュベートを行った。

その後、100 L ISOPLANT II Solution III–A 及び 120 L ISOPLANT II Solution 

III–B を加え、チューブを上下にして撹拌した後、氷上で 10 分間静置した。静置後、

13,000 rpm、10 分間、4ºC で遠心分離し、上清を 300 L 回収した。回収した上清

に 600 L の 99.5%エタノール（Sigma–Aldrich）を加えて、先を切ったチップで静

かに撹拌した。得られた溶液に対して 13,000 rpm、5 分間、4ºC で遠心分離した後、

上清を取り除いて白色の沈殿物を回収した。回収した沈殿に対して、100 L RNase

溶液（600 L TE buffer に 2 L RNase を加えたもの）を加え、静かに撹拌した後、

37ºC、1 時間加温した。加温後、溶液をまとめ、phenol/chloroform/isoamyl alcohol

溶液を同体積加えた後、静かに撹拌し、水層を回収した。水層に再び同じ操作を行い、

最終的に得られた水層に chloroform/isoamyl alcohol 溶液を同体積加え、13,000 rpm、

5 分間、4ºC で遠心を行った。遠心後、水層を回収し、2 倍体積のエタノールを加え

DNA を析出させたのち、再び 13,000 rpm、5 分間、4ºC で遠心分離を行った。遠心

後、水層を取り除き、70%エタノール溶液を 1.0 mL 加え静かに撹拌した後、水層を

取り除いた。最終的に得られた沈殿を室温で 20分間乾燥させた後、Milli-Q水を 60 L

加え、37ºC、30 分間振とうして DNA 溶液とした。 

 

2．12 ASN212 株のゲノム解析 

 ASN212 株のアセンブリ解析については北海道システムサイエンス株式会社に依

頼し、解析を行った。ゲノム解析について、以下の手順で行われた。ASN212 株に対

して TruSeq Nano DNA Library Prep Kit（Illumina）を用いて標準プロトコル（350 

bp Insert）に従い下記の要領でシーケンスライブラリ調製を行った。1：ASN212 株

ゲノム DNA 断片化。2：末端修復。3：ビーズ精製によるサイズ選択（350 bp Insert）。

4：3’A 付加。5：アダプターライゲーション。6：PCR 増幅。 

 得られた DNA に対して次世代シーケンサ（Illumina HiSeq）を用いて Paired–End
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法 100 塩基読み取りにより塩基配列データを取得した。得られた塩基配列データに対

して cutadapt（Martin, 2011）を用いて Illumina アダプター配列のトリミングを行

った。アダプタートリミング条件は以下の通りである。1：リード配列の末端で当該

配列と最低 1 塩基以上オーバーラップする領域をトリミング（ミスマッチ許容率

10％）。2：アダプター配列である Read1、Read2（付録 Chart 10.5）の少なくとも

いずれか一方に N を含むリードが存在する場合、Read1、Read2 を主に除去。得ら

れたリードデータについて、Trimmomatic（Bolger, et al.,2014）を用いて低 QV 領

域のトリミングを行った。QV トリミング条件は以下の通りである。1：20 塩基の

window を 5’側からスライドさせていき、平均 QV が 20 未満となった領域をトリミ

ング。2：トリミング後、Read1/Read2 ともに 50 塩基以上残存したリードのみを出

力。 

 トリミング後のリードデータについて、Velvet（Zerbino and Birney, 2008）を用

いた de novo アセンブリを行った。アセンブルの結果得られたスキャフォールドにつ

いて Platanus（Kajitani, et al., 2004）に含まれる gap_close ツールを使用したギャ

ップクロージングを行った。 

 最終的に得られたアセンブリデータに対して、RAST server（Aziz, et al., 2008）

を用いてアノテーションを行った。 

 

2．13 ASN212 株及び Leucobacter komagatae VKM ST4845 株に 

おけるヘム生合成遺伝子の解析 

 L. komagatae VKM ST4845 株のアミノ酸配列、アセンブリデータ及びアノテーシ

ョンデータは NCBI（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）より取得した。ASN212 株及

び L. komagatae VKM ST4845 株に付与されたアノテーションデータより、HemA、

HemB、HemC、HemD、HemE、HemY、HemH 及び HemQ をコードする遺伝子

について探索を行った。アノテーション情報が得られなかった遺伝子については、

NCBI に 登 録 さ れ て い る 、 該 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 と の BLASTp

（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を用いた相同性検索を行うことによって

探索を行った。 

 

2．14 環境中の細菌叢からの DNA の抽出 

 培養チューブ（ASONE）に 2.0 mL Mueller Hinton II 培地及び環境中の細菌叢ス

トックを 20 L 加えたものを各 4 本用意した。各サンプルの内 2 本については、最終

濃度が 13 M になるように Cop. III を加え、残りの 2 本をコントロールとした。各
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Table 4.3. 本研究で使用した Primer 

試料を振とう培養器中で 28ºC、114 rpm、5 日間培養を行った。培養後、遠心分離

（13,000 rpm、15 分間、4ºC）により菌体を回収した。回収した菌体について、

NucleoSpin®Soil（Takara Bio）を用いて DNA の抽出を行った。以下にその手順を

示す。 

 回収した菌体を NucleoSpin Bead Tube に加え、700 L Buffer SL1 及び 150 L 

Enhancer SX を加えた。NucleoSpin Bead Tube を Voltex で 5 分間、室温で激しく

混合した。混合後、11,000 rpm、2 分間、4ºC で遠心し、150 L Buffer SL3 を加え、

Voltex で 5 秒間混合し、氷上で 5 分間静置した。静置後、遠心分離機で 11,000 rpm、

1 分間、4ºC で遠心を行い、溶液を NucleoSpin Inhibitor Removal Column をセッ

トしたチューブに加えた。チューブを遠心分離機で 11,000 rpm、1 分間、4ºC で遠

心を行い、ろ液に 250L Buffer SB を加えて 5 秒間 Voltex で混合した。混合後、溶

液を NucleoSpin Soil Column をセットしたチューブに加えて 11,000 rpm、1 分間、

4ºCで遠心した。遠心後、ろ液を捨てたNucleoSpin Soil Columnのチューブに250L 

Buffer SB を加え、11,000 rpm、1 分間、4ºC で遠心して NucleoSpin Soil Column

を洗浄した。続いて、700L  Buffer SW2 を加えて遠心分離を行う操作を 3 回行い、

column を洗浄した。洗浄後、11,000 rpm、1 分間、4ºC で遠心を行い、Column を

新しいチューブに移し替えて、30 L Buffer SE を加えて 1 分間インキュベートを行

った。最後に 11,000 rpm、1 分間、4ºC で遠心を行い、DNA を溶出させて DNA 溶

液とした。DNA 溶液作成後、NanoDrop™ Lite Spectrophotometer を用いて溶液の

DNA 濃度、及び純度を計測した。 

 

2．15 Actinobacteria 並びに Firumicutes 特異的 primer を用いた PCR 

 Acrinobacteria 特異的 primer（Farris, Olson, 2007; Sterch, et al., 2003）及び

Firumicutes 特異的 primer（Guo, et al.,2008; Yang, et al.,2008）の塩基配列を以下

に示す（Table 4.3）。本研究で使用した primer はすべて Thermo Fisher Scientific

株式会社に、50 nmol、カードリッジ精製のグレードで作製を依頼した。 
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Table 4.6. アガロース電気泳動の条件 

サーマルサイクラ―および Tks GFlex™ Polymerase（TAKARA）を用いて以下の条

件で PCR を行った。Template として、DNA 濃度が 10 ng/L となるように調整し

た細菌叢の DNA サンプルを用いた（Table 4.4, Table 4.5）。アニーリング温度は

Actinobacteria 特異的 primer は 72ºC、Firmicutes 特異的 primer は 61.5℃に設定

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR 反応後、反応液を 2 L 採取し、2 L 5×DNA Loading Buffer Blue（BIOLINE）

および 6 L 滅菌水と混合して、アガロースゲル電気泳動に供した。本実験における

アガロースゲル電気泳動はすべて Mupid®–2plus（ADVANCE）を用いて行った。 

条件に関しては Table 4.6 に示す。 

 

 

 

 

 

アガロース電気泳動は以下の手順で行った。蒸留水 1 L に、242 g Trizma® base

（SIGMA）、57.1 mL 酢酸（東京化成工業）及び 18.6 g EDTA・2Na（2H2O）（同

仁化学）を加えた後、121ºC、15 分間オートクレーブ処理を行い 50×TAE buffer を

調製した。50×TAE buffer を用時 50 倍希釈して TAE buffer とし、アガロースを加

えて電子レンジで加熱しながら溶解させた。溶解後、ゲルメーカースタンドにセット

したゲルトレイに流し込み、室温で固化させ、厚さ 3 mm のゲルを作成した。作成し

たゲルを 350 mL TAE buffer で満たした Mupid®–2plus にセットし、8 L の泳動サ

ンプル及び 5 L のマーカーをアプライした。アプライ後、室温にて Actinobacteria

特異的 primer を用いた PCR 産物には 100 V、Firmicutes 特異的 primer を用いた

PCR 産物には 50 V の条件で電気泳動を行い、Loading Buffer Blue の Dye がゲルの

下部に達したことを確認して泳動を停止した。その後、0.5 g/mL 臭化エチジウム

Table 4.4. PCR 反応液の組成 Table 4.5. PCR の反応条件 
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（SIGMA）溶液にゲルを浸し、15 分間静かに振とうしながら染色を行った。染色後、

ゲル撮影装置を用いてバンドの確認を行った。 

 

2．16 モレキュラーイメージャーによる PCR 産物の定量 

 PCR 反応液 3 L に 3 L の 6×Loading buffer（TAKARA）及び 9 L の滅菌水を

加えた溶液を調製した。調製した各溶液を 6 L ずつアガロースゲルの 3 ウェルに分

注し、電気泳動を行った。泳動後、0.5 g/mL 臭化エチジウム（SIGMA）溶液にゲ

ルを浸漬し、15 分間静かに振とうしながら染色させたのち、モレキュラーイメージ

ャーに供した。解析に必要なゲルの撮影は、Fiant Band 検出設定で自動露光を行い、

High Band Detection Sensitivity の設定で蛍光しているバンドを自動検出し、バン

ドの蛍光量を定量した。 

 

2．17 Cop. III 添加条件での微生物増殖評価 

 Actinomyces sp. TA0403 株、B. subtilis ATCC 70385 株、E. coli ATCC 8739 株、

L. komagatae NBRC15245 株、L. albus NBRC103070 株、L. denitrificans 

NBRC106039 株、Streptomyces sp. TA0403 株及びの Cop. III 存在条件下での増殖

活性評価方法を以下に示す。 

 Leucobacter sp.については Leucobacter sp.培養培地、B. subtilis ATCC 70385 株

および E. coli ATCC 8739 株については Mueller–Hinton II 培地、Actinomyces sp. 

TA0403 株及び Streptomyces sp. TA0403 株については Bennet 培地を用いた。18.0 

mL の培地に微生物培養ストックを 200 L 加え、96 穴白色プレートに 75 L 分注し

た。その後 0.1%DMSO に溶解した Cop. III 溶液を 25 L（最終濃度 13 M）を加え

た。プレートシェーカー上で600 rpmにてB. subtilis  ATCC 70385株、E. coli ATCC 

8739 株については 24 時間、その他の微生物種については 48 時間振とう用培養を行

った。培養後、各ウェルにCellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assayを 100 L

分注し、600 rpm、2 分間振とうした後、10 分間室温で静置した。静置後、Microplate 

Luminometer を用いて発光量を測定し、各微生物種の増殖量を評価した。 
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3．結果と考察 

3．1  Cop. 類金属錯体の調製 

 Cop.–金属錯体の構造活性相関に向けて、最初に Cop. I 金属錯体の調製を検討した。

調製に用いた金属塩と反応温度、収率を Table 4.7 に示す。また、逆相 HPLC による

Cop. I 及び各金属錯体の保持時間（rt）ならびに、組成式から計算される分子量及び

質量分析によって得られた化合物の分子量を以下に示す（Table 4.8）。調製後分取し

た試料の質量分析に関するチャートおよびデータは付録に記載した（Chart 9）。 

 

 

 

 

 

 

 

  

Table 4.7. Cop.I 金属錯体の調製条件と収率 

Table 4.8. Cop. I 及び各金属錯体の HPLC の保持時間と、組成式から計算される

分子量と質量分析によって得られた実際の分子量 
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錯体調製を行った結果、Zn 及び Cu 錯体は室温条件で速やかに Cop. I と錯体を形

成した。また、Fe2+、Co、Ni に関しては、100℃の加温条件でのみ錯体を形成した。

一方でMn、Mg については 100ºCの加温条件においても錯体形成が見られなかった。

また、Fe3+錯体調製の条件において形成した錯体は、質量分析の結果、Fe2+が配位し

た錯体であることが予想された。 

 次に Cop. III と Zn、Fe2+、Co、Cu、及び Ni 金属塩を用いた錯体の調製を行った。

反応条件と収率を Table 4.9 に示した。逆相 HPLC による Cop. III 及び各金属錯体の

保持時間（rt）と組成式から計算される分子量及び質量分析によって得られた化合物

の分子量を Table 4.10 に示す。調製後分取した試料の質量分析に関するチャートおよ

びデータは付録に記載した（Chart 10）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Table 4.9. Cop. III 金属錯体の調製条件と収率。 

Table 4.10. Cop. III 及び各金属錯体の HPLC の保持時間と、組成式から計算

される分子量と質量分析によって得られた実際の分子量 
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Fig. 4.1 密度汎関数法(B3LYP/6-31G*)によって計算された、Cop.III 及び本研究で調製し

た各 Cop. III 金属錯体のモデル。 

調製を検討した結果、Cop. I 金属錯体と同様、Zn 及び Cu 錯体のみが室温条件で錯

体を形成し、Fe、Co、Ni 錯体については 100ºC の加温条件で錯体を形成した。 

 

3．2  Cop. III 金属錯体の計算化学による比較 

 Cop. III 金属錯体の調製の結果、Zn 及び Cu 錯体が室温条件で錯体を形成し、Co、

Fe、Cu 及び Ni 錯体が加温条件で錯体を形成することが実験的に明らかになった。

この結果について、分子の構造および計算化学の観点から考察を行うことを目的とし

て Spartan’14 を用いた化学計算を Cop. III 及び各金属錯体に対して行った。 

 計算の結果得られた各分子の構造（Fig. 4.1）と、各金属錯体の E HOMO/LUMO、

及びポルフィリン環の、金属と共有結合している 2 つの窒素原子の距離（N1–N3）と

他の 2 つの窒素原子の距離（N2–N4）、およびピロール環に挟まれた対角線上の炭素

と中心の金属がなす角度（C10–M–C20、C15–M–C21）Table 4.11 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cop. III Cop. III–Zn Cop. III–Fe 

Cop. III–Co Cop. III–Cu Cop. III–Ni 
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Fig. 4.1 に示す分子モデルから、Zn 錯体および Co 錯体が平面に近い構造で錯体を

形成していることが観察された。また、Ni 錯体に関しては Cop. III に比べてポルフ

ィリン環がひずんだ構造をとっていることが見られた。これは Cop. III に比べ Ni 錯

体の N1–N3ならびに N2–N4間距離が短いことおよび、環を構成する炭素と金属がな

す角度からも見て取れる。また、他の窒素原子間の距離に関しては、Fe 錯体が最も

Cop. III に近似した数値を示し、次いで Co、Zn、Cu 錯体の順番に Cop. III と近い数

値を示した。 

 形成した錯体の構造に関して、ポルフィリン環の窒素間の距離及び平面構造をCop. 

III と比較することにより、各金属との錯体の形成しやすさを考察した。Zn 錯体に関

しては、中心の金属と環がなす角度が Cop. III に近く、またポルフィリン環の窒素原

子の結合距離も比較的 Cop. III に近い結果を示したため、構造的に無理なく配位する

ことが可能であると考えられる。一方、Zn 錯体と同様に室温条件で錯体を形成した

Cu 錯体については、計算化学によって予想される構造は、加温条件でのみ錯体を形

成する他の金属錯体と差異のない結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

  

Table 4.11 密度汎関数法(B3LYP/6-31G*)によって計算された、E HOMO/LUMO 及びポルフィリン環の対角線上

の窒素原子の距離と二つのピロール環をつなぐ対角線上の炭素と中心の金属がなす角度。 
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 続いて、Cop. III と各金属酢酸塩から、金属錯体と 2 分子の酢酸が形成する反応に

ついて、反応前後の各分子の熱力学的エネルギーの総和を比較することで、錯体の形

成が吸熱的な反応であるのか、あるいは発熱的な反応であるのかを検討した。298.15 

K における、各金属錯体形成の反応前後の分子の熱力学的エネルギー差を Table 4.12

に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

計算の結果、各金属錯体調製反応は、すべて発熱的な反応によって進行することが

解った。実験によって室温条件で錯体を形成した Zn及びCu錯体を形成する反応と、

その他の加温条件で錯体を形成する反応との間には、反応前後のエネルギー差の相関

が見られなかった。このことから Cop. III と金属酢酸塩から Cop. III 金属錯体を形成

する反応は、熱力学的支配よりも速度論的な支配を受けて進行する反応であると推測

された。 

  

Table 4.12 密度汎関数法(B3LYP/6-31G*)によって計算された

各金属錯体調製反応の反応前後の熱力学的エネルギー差 
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Fig. 4.2 48 穴プレート内における ASN212 株の増殖の様子。ASN212 株が形成する 

フロックを、図中赤矢印で示した。 

3．3  Cop.類金属錯体の増殖活性評価 

 ASN212 株は、48 穴プレート内で増殖した時、ウェル内で菌体が凝集し、フロッ

クを形成しながら増殖する（Fig. 4.2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

そのため、ASN212 株の菌体数を従来の OD595を用いて評価する方法では、正確な増

殖量を定量することは困難であると考えた。 

 そこで本研究では、CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay kitを用いて、

生菌の内在性のATP量を測定することで、より正確に増殖量を評価することとした。 

 金属錯体の調製によって得られた Cop. I 金属錯体（250 nM、25 nM、2.5 nM）の、

ASN212株に対する増殖活性評価の結果をFig. 4.3に示した。増殖活性評価において、

0.1%DMSO 溶液を試料として与えて評価したものを negative control とし、すべて

の生育量は negativie contorol に対する相対比として評価した。 
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Fig. 4.3 Cop. I 金属錯体の ASN212 株に対する増殖活性評価 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 活性評価の結果、先行研究で増殖因子として見出されていた Cop. I、Cop. I–Zn 錯

体の他に、Cop. I–Fe錯体に対しても増殖活性が認められた。また、一方でCop. I–Co、

Cop. I–Cu、Cop. I–Ni 錯体に関しては、増殖を阻害することを示唆する傾向が観察

された。 
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Fig. 4.4 Cop. III 金属錯体の ASN212 株に対する増殖活性

評価 

次に Cop. III 金属錯体（250 nM、25 nM、2.5 nM）の、ASN212 株に対する増殖活

性評価を行った。結果を Fig. 4.4 に示す。 

 

 

活性評価の結果、Cop. I の結果と同様に、Cop. III、Cop. III–Zn 錯体の他に Cop. III–

Fe 錯体が ASN212 株に対して増殖促進活性を示した。また、それぞれの増殖促進活

性は、Cop. I 金属錯体の増殖活性と比較して、4–10 倍程度高い活性を示すことが明

らかになった。 

 金属錯体の調製及び ASN212 株の増殖活性との構造活性相関研究結果より、室温

条件で Cop.類と錯体を形成する金属のうち、Zn 錯体のみが ASN212 株に対して増殖

活性を示した。この結果から、先行研究において、Zn 錯体が金属錯体のみが増殖因

子として見出された理由は以下のように考察される。すなわち、GF9 株から分泌され

た Cop.類は、通常の培養条件においては Zn2+及び Cu2+と自発的に錯体を形成する。

そして、Zn 錯体のみが ASN212 株に対して増殖活性を示すため、増殖活性物質とし

て Zn 錯体のみが見出されたと考えられる。 

また、Cop.–Fe 錯体についても Zn 錯体と比較して低いながらも ASN212 株に対す

る増殖活性を示した。また、この場合もCop. III錯体はCop. I錯体と比較して 250 nM

の濃度において 3.8 倍高い活性を示した。増殖活性における Cop. III の優位性と Fe

錯体の活性は、以下に述べる理由により、Cop.類がキレーター様物質やシグナル物質
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というよりむしろヘム生合成における基質として作用することを示唆している。 

 微生物に限らず、多くの生物は生体内で多様な金属を利用している(Boyed, et al., 

2018；Truong, et al, 2018)。中でもポルフィリン環は多様な金属と結合し、呼吸鎖に

おける protoheme やクロロフィルとして、あるいは cobaramin（Xu, et al, 2018）と

してごく微量で活性を示す重要な化合物である。ポルフィリンとその Fe 錯体である

ヘムの生合成は、glycine 及び succinyl–CoA を出発物質とする(Fig. 4.5)。最初に

HemA が glycine と succinyl–CoA をカップリングすることで 5-aminolevulinic acid

（ALA）を合成し、次いで HemB が ALA を 2 量化して porphobilinogen（PBG）が

形成される。PBG は HemC によって 4 量化されて hydroxymethylbilane（HMB）

へと変換され、HMB はさらに HemD の閉環反応によりテトラピロール環である

uroporphyrinogen （Uro’gen）へと変換される。次いで Uro’gen が HemE によって

脱炭酸反応を受けることで coproporphyrinogen（Copro’gen）が合成されるが、以降

の反応は真核生物およびProteobacteriaもしくは、ActinobacteriaおよびFirmicutes

で異なる経路を辿る（Dailey, et al., 2015）。 

真核生物および Proteobacteria では続いて Copro’gen が HemF あるいは HemN

によって protoporphyrinogen（Proto'gen）へと酸化され、Proto'gen はHemJ、HemG、

HemY のいずれかによってテトラピロール環(protoporphyrin)への酸化を受ける。最

終的に HemH による Fe 導入によって protoheme が形成される canonical な経路を

へて、呼吸鎖などの重要な代謝に利用される（Fig. 4.5 右経路, canonical pathway）。 

 一方で、Actinobacteria および Firmicutes では先に Copro’gen が HemY によって

酸化され、Cop. III へと変換される。その後、HemH によって Fe が導入され、HemQ

によって 2 か所の末端プロピオン酸がビニル基へと酸化される noncanonical な経路

を経ることで protoheme へと代謝される（Fig. 4.5 左経路, noncanonical pathway; 

Fig. 4.9 も参照）。 
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Fig. 4.5 真核生物およびプロテオバクテリアにおけるヘム生合成経路と Actinobactaria 及び

Firmicutes に特異的にみられるヘム生合成経路。一般的な生合成経路は Copro’gen から Proto’gen

及び protoporphyrin を経由して protoheme に代謝される（右経路）のに対して、Actinobacteria 及

び Firmicutes における生合成経路では、Copro’gen より Cop. III 及び Cop. III–Fe 錯体を経由して

protoheme へと代謝される（左経路） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ASN212株が属するActinobacteriaはCop. IIIならびにCop. III–Fe錯体をヘム生

合成の重要中間体としている。構造活性相関から得られた結果は、ヘム生合成経路と

の関連性を示唆している。すなわち、ASN212 株のヘム生合成経路に機能的欠損があ

り、Cop. III もしくは Cop. III–Fe が外部から投与されることで増殖が可能となって

いると考えられる。この仮説に基づき、筆者は次いで ASN212 株のヘム生合成関連

遺伝子について検証を行った。 
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Table 4.13. ASN212 株及び Leucobacter komagatae VKM ST 2845L のゲノム長と GC

比 

Table 4.14. ASN212 株ゲノムに対して RASTsever によるアノテーションを行った結果 

3. 4 ASN212 株ゲノムの解析 

 Cop.類の金属錯体を用いた構造活性相関研究の結果、Cop. III の作用機序は

ASN212 株のヘム生合成に関係していると考えられた。そこで Cop. III の増殖促進活

性の作用機序に対して、ASN212 株のヘム生合成経路関連遺伝子から検証を行うため、

ASN212 株ゲノムの解析を行った。 

 ASN212 株ゲノムに対するアセンブリの詳細な結果については付録に記載した

（Chart 11）。ASN212 株および NCBI に登録されている近縁種である Leucobacter 

komagatae VKM ST 2845L 株の総ゲノム長および GC 比を Table 4.13 に示した。

ASN212 株のゲノム長は Leucobacter komagatae VKM ST 2845L 株と比較して約

590 kbp 短い数値を示した。 

 

 

 

 

 

 

 次に、ASN212 株ゲノムに対して RAST server によるアノテーションを行った。

その結果見出されたヘム生合成関連遺伝子を示す（Table 4.14）。アノテーションが付

与された領域の塩基配列は付録に記載した（Chart 12）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

アノテーションの結果、ASN212 株ゲノム内において hemb、hemc 及び heme がア

ノテーションされる領域は見出だされず、また hemy がアノテーションされた領域に

ついては、領域の途中に 115 塩基の挿入配列が確認された。 

 次にアノテーション結果から発見されなかった hemb、hemc 及び heme について

アミノ酸配列に基づいた探索を行った。ASN212 株の総アミノ酸配列を問い合わせ配
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Fig. 4.6 C. akajimensis、L. komagatae、B. subtilis の HemB 配列と ASN212 株の配列との比較。 

列、NCBI データベース上の登録されている HemB（porphobilinogen synthase （EC 

4.2.1.24））、HemC（porphobilinogen deaminase （EC 2.5.1.61））及び HemE

（uroporphyrinogen III decarboxylase （EC 4.1.1.37））アミノ酸配列をクエリとし

て BLASTp による相同性検索を行った。 

 ASN212 株総アミノ酸配列より、NCBI データベース上に登録されている 877 件の

HemBアミノ酸配列をクエリとして相同性検索を行った。その結果Coraliomargarita 

akajimensis DSM 45221 の HemB 配列が、最も相同性の高い配列として見出された

（Identify=46.88%、E–value=0.042、Bitscore=31.6）。 

得られた C. akajimensis と ASN212 株、近縁種である L. komagatae VKM ST 

2845L、及び Firmicutes 門である B. subtilis の HemB 配列を CLC viewer によって

比較した結果を Fig. 4.6 に示した。 

 

 

アミノ酸配列を比較した結果、比較した 3 種の微生物において広く保存されている活

性部位である 127 番目のアスパラギン酸、183 番目のセリン、213 番目のリジン、219

番目のチロシン、222 番目のフェニルアラニン、223 番目のアルギニン、228 番目の

セリン、243 番目のグルタミン、342 番目のチロシンが、ASN212 株では異なるアミ



58 

 

ノ酸がコードされている、もしくはギャップとなっていることが明らかとなった。以

上の結果から、ASN212 株は HemB の機能は欠損していると推定される。 

 続いて同様の方法で NCBI データベースに登録されている 870 件の HemC アミノ

酸配列をクエリとして相同性検索を行った結果、Cronobacter turicensis z3032 

株の HemC 配列が最も相同性が高い配列として見出された。（Identify：54.29%、E–

value：0.092、Bitscore：30.4）。得られた C. turicensis の配列と比較した ASN212

株のアミノ酸配列、近縁種である L. komagatae VKM ST 2845L、及び B. subtilis

の HemB 配列を比較した結果を次ページに示した（Fig. 4.7） 
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Fig. 4.7 C. turicensis、L. komagatae、B. subtilis の HemC 配列と ASN212 株の配列との比較。 
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 アミノ酸配列を比較した結果、比較した 3 種の微生物に対して保存されている活性

部位である 31 番目、223 番目及び 353 番目のアルギニン、373 番目のシステインが、

ASN212 株のアミノ酸配列では異なるアミノ酸がコードされていることが明らかに

なった。特に 31 番目のグルタミン、273 ならびに 297 番目のグリシン、425 番目の

システインは異なる性質のアミノ酸となっている。以上のことから HemB ほど顕著

ではないが、HemC に関しても ASN212 株における機能の欠損が示唆された。 

 最後に NCBI に登録されている 729 件の HemE アミノ酸配列をクエリとして相同

性検索を行った結果、Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 株の HemE 配列が

最も相同性が高い配列として見出された。（Identify：46.88%、E–value：0.094、

Bitscore：30.8）。得られた M. smegmatis の配列と比較した ASN212 株のアミノ酸

配列、近縁種である L. komagatae VKM ST 2845L、及び B. subtilis の HemE 配列

を比較した結果を次ページに示した(Fig. 4.8)。 
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Fig. 4.8 M. smegmatis、L. komagatae、B. subtilis の HemE 配列と ASN212 株の配列との比較。 

 

 

 

アミノ酸配列を比較した結果、比較した 3 種の微生物に対して広く保存されている活

性部位である 40 番目、44 番目のアルギニン、185 番目のチロシン、451 番目のヒス

チジンが、ASN212 株のアミノ酸配列では異なるアミノ酸がコードされているか、あ

るいはギャップとなっていた。活性中心において保存されているアミノ酸は 240 番目

のセリンのみであり、他の残基は欠失、もしくは性質の異なるアミノ酸へ置換されて
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いた。以上の結果より HemE に関しても、ASN212 株における機能の欠損が示唆さ

れた。 

 

次いで比較対象として ASN212 株の近縁株である Leucobacter komagatae VKM 

ST 2845L について、同様にヘム合成関連遺伝子を解析した。アノテーション情報及

び BLAST による相同性検索より、hema、hemb、hemc、hemd、heme、hemh 及

び hemq の遺伝子が確認された。確認されなかった hemy に関して、Leucobacter 

komagatae VKM ST 2845L の総アミノ酸配列を問い合わせ配列とし、NCBI データ

ベースに登録されている 278 件の HemY（Protoporphyrinogen IX oxidase）のアミ

ノ酸配列をクエリとした BLASTp によって解析を行った。解析の結果、identify の

数値が高かった Frankia alni ACN14a  HemY 配列（ Identify:63.14% 、

E-value:0.024、Bit score:33.5）及び先行研究によって活性部位が報告されている B. 

subtilis（Sun, et al., 2008）HemY のアミノ酸配列を比較した（Fig. 4.9） 
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Fig. 4.9 B. subtilis、F. alni の HemY 配列と L. komagatae の配列との比較。 
 

 

比較の結果、L. komagatae の HemY 様遺伝子においては活性部位に該当する酸性

残基がアミド（Asn 187)となっているほか、トレオニンであるべき残基がアルギニン

（Arg 443）、アルギニンであるべき残基がバリン（Val 461）となっているなど、顕

著な差異が認められた。この結果から、Leucobacter komagatae VKM ST 2845L に

ついて HemY 機能の欠損が疑われた。 
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Fig. 4.10 L.komagatae 及び ASN212 株におけるヘム生合成遺伝子。 

 L. komagatae VKM ST 2845L と ASN212 株のヘム合成関連遺伝子の解析結果を

Fig. 4.10 に要約する。 

 

 

ASN212 株において機能の欠損が予想された hemb、hemc 及び heme は、近縁種

である L. komagatae において近傍に位置し、クラスター様の配列を形成していた。

ASN212 株と L. komagatae のゲノム長を比較しても、ASN212 株の方が約 590 kbp

短く、このことから ASN212 株は L. komagatae の遺伝子の一部が欠損した変異株で

あると考えられる。 
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Fig. 4.11 ALA、PBG 及び Cop. III を用いた ASN212 株に対する増殖活性評価。 

 

以上の結果はASN212株においてヘム生合成経路におけるHemB、HemC、HemE、

HemY の全てもしくは少なくとも一部の機能が欠損していることを示している。また、

HemA ならびに HemB の基質である ALA 及び PBG は、いずれも ASN212 株の生育

を刺激しなかった（Fig. 4.11）。このことは少なくとも HemB のみに機能的欠損があ

るわけではないことを示している。 
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Fig. 4.12 ヘム生合成遺伝子解析の結果から推定される ASN212 株のヘム生合成経路の機能欠損。 

これらの酵素はヘム生合成経路において、特に Cop. III 合成の上流に位置する酵素

である（Fig. 4.12）。以上のことから Cop. III は ASN212 株における外因性のヘム生

合成前駆体として protoporphyrin の生合成を可能にし、ASN212 株の増殖を促進し

ているものと考えられる。 
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最後に先行研究で見出された６種の増殖因子の活性について考察する。第一に遊離

の Cop.類よりも Zn 錯体が高い増殖活性を示す理由である。本項で行った熱力学的計

算からは、金属錯体形成が大きな発熱を伴う過程であることが示され、同時に金属の

取り込みは熱力学的支配よりもむしろ速度論的支配に依存していることが示唆され

た。Cop. III–Fe 錯体は Cop. III–Zn 錯体に比べ 46.49 kJ/mol 高いエネルギー準位を

持つが、これは遊離の Cop. III との差ほどではない(Table 4.12)。遊離の Cop. III に

対しては HemH によって Fe の導入がなされるが、これに先んじて速度論的に優位な

Zn 錯体を経ることで、（吸熱的な過程を経てたとしても）低い活性化エネルギーによ

って容易に Fe 錯体に変換されていると予想される。 

 また、同様に先行研究では Cop. I ならびに Cop. III のメチルエステルである

zincmethylphrin I（Fig. 1.9）ならびに zincmethylphyrin III（Fig. 1.9）が単離され

ている。少なくとも C4回転対称性の無い Cop. III について単一のモノメチルエステ

ルが単離されていることから、これらはアーティファクトでは無い。筆者はメチルエ

ステルが活性を示す理由として、HemQ の副反応によるメチルエステルの切断を予想

している。これは HemQ と基質の結合が、過酸化物によって切断されるという Daily

らの予想と、flavinmononucleotide（FMN）存在下において、HemQ が Cop. III–Fe

を protoheme に変換するという報告に基づく（Dailey, et al., 2015）。予想される反

応機構を Fig. 4. 13 に示す。即ち、Cop. III–Fe に配位した Fe2+が H2O2および FMN

によって発生したヒドロぺルオキシルラジカルによって、Fe3+に酸化され、続くホモ

リシスにより生じたヒドロキシラジカルによってメチルエステルのカルボン酸への

分解が進行するというものである。実態の解明には過酸化水素のソースや、Fenton

反応関与の可能性など、さらなる検証の必要がある。 
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Fig. 4.13 Dailey らの報告結果より推測される、zincmethylphyrin 類のデメチル化と HemQ による

Cop. III–Fe から protoheme への変換機構。 
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Fig. 4.14 8 種の菌体に対して、Cop.III 添加条件下における増殖活性評価。 

3. 5 Cop. III 添加条件における ASN212 株以外の微生物増殖活性評価 

 Cop. III の増殖促進活性について、その普遍性を検証するため、続いて ASN212 株

以外の微生物株に対して Cop. III の増殖活性を評価した。対象として、それぞれ

Actinobacteria である L. komagatae NBRC15245 株、L. albus NBRC103070 株、

L. denitrificans NBRC106039 株、Actinomyces sp. TA0403 株、Streptomyces sp. 

TA0403 株、Firmicutes である B. subtilis ATCC 70385 株及び-Proteobacteria であ

る E. coli ATCC 8739 株の計７種の菌株を用いた。L. komagatae VKM ST 2845L に

おいては前述の通り、HemY の機能に瑕疵が見込まれた。このため同種である L. 

komagatae NBRC15245 株に対する活性を評価することで、作用機序の裏付けをと

ることも企図した。それぞれの 13 M Cop. III 添加条件における増殖量を無添加条件

の生育量に対する比として Fig. 4.14 に示した。 

 

活性評価の結果、ASN212 株の近縁種である L. komagatae NBRC15245 株におい

て 2.4 倍程度の増殖促進が見られた。この結果は Cop. III が外因性の生合成中間体と

して作用しているという結論を裏付け得るものである。L. komagatae NBRC15245

株ならびに VKM ST 2845L 株は難培養微生物ではなく、純粋培養が可能であるが、

これは HemY が触媒する酸化反応が、酸素共存により非酵素反応的にも進行しうる

ことで説明できる（Kwon et al, 2003）。外因性の Cop. III 投与は、律速となってい

る空気酸化反応をバイパスし、L. komagatae 株の生育を促進していると考えられる。 

 一方で、L. albus NBRC103070株、Actinomyces sp. TA0403株については顕著な、

Streptomyces sp. TA0403 株についてはわずかな増殖抑制が見られた。これは、Cop. 
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III の活性酸素生成能が原因であると考えられる。Cop. III は光増感物質として働き、

活性酸素種を生成していることが知られている（Arakane, et al., 1996）。紫外線の長

波長領域（320–400 nm）や可視光線の光エネルギーにより、Cop. III を含むポルフ

ィリン類は光増感作用を持ち基底状態の三重項酸素を励起させて一重項酸素を生成

する。発生した一重項酸素は生体内においてデオキシリボース環の酸化による開裂、

塩基の欠失、DNA の欠失などに由来する細胞毒性を有する。前節の化学計算の結果

から、Cop. III と Cop.–Zn 錯体は近しい HOMO/LUMO エネルギー準位を有してい

ることが明らかになった（Table 4.11）。このことから遊離の Cop. III と Zn 錯体であ

る zincphyrin は同程度の光増感活性を示すと推定される。本実験によって観察され

た増殖阻害活性は、Cop. III から発生した一重項酸素が、細菌叢中の微生物に対して

ダメージを与えたことによると考えられる。 
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Fig. 4.15 Cop. III 存在下における細菌叢サンプルの増殖量評価の結果。 

3. 6 Cop. III が細菌叢サンプルに与える影響  

 Cop. III が一部の菌株に対して増殖促進もしくは増殖阻害といった、２面的な活性

を示すことを明らかにした。筆者はさらに菌叢を対象とし、特に noncanonical ヘム

生合成経路を持つ Actinobacteria 門及び Firmicutes 門を対する Cop. III の影響を検

証した。 

 2 種のエゾシカ腸内未消化物から採取されたサンプル（M1、M3）、6 種の北海道お

よび宮崎県の土壌より採取されたサンプル（M2、M4、M5、M6、M7、M8）及び活

性汚泥から採取されたサンプル（M9）の計 9 種の細菌叢サンプルに対し、13 M Cop. 

III 添加もしくは未添加条件で菌叢全体の増殖量を評価した。増殖量を OD595で評価

した結果を Fig. 4.15 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

増殖量評価の結果、Cop. III 存在下において 6 種のサンプル（M1、M2、M3、M6、

M7、M8）については、未添加条件と比較して増殖の抑制が観察された。一方で M9

については Cop. III 存在下において増殖量の増加が認められた。 

 培養を行った各サンプルより NucleoSpin®Soil を用いて DNA を抽出した。DNA

の濃度及び純度（A260/280）を Table 4.15 に示す。 
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Table 4.15. 細菌叢より抽出された DNA の濃度と、その純度 

*： Eluted in 60 L of TE buffer 

 

 

 

得られた各サンプルの DNA 溶液が 10 ng/L となるように濃度調整し、

Actinobacteria 特異的なプライマーを用いた PCR およびアガロースゲル電気泳動を

行った。結果を Fig. 4.16 に示す。ゲルの全体像については付録に記載した（Chart 13）。 

 

 

 

Fig. 4.16 Cop. III 添加条件で培養を行った細菌叢サンプルの DNA サンプルに対して

Actinobacteria 特異的プライマーを用いた PCR 及びアガロースゲル電気泳動を行った結

果。M+： Cop. III 添加条件で培養を行ったサンプルの DNA、 M–： 各サンプルの Control

の DNA、 L： マーカー 
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Fig. 4.17 Actinobacteria 門特異的プライマーを用いた PCR 産物を、アガロースゲル電気

泳動に供し、検出されたバンドの蛍光量を定量した結果。有意検定は student の t–検定

で行った。 

 電気泳動の結果を目視で確認したところ、エゾシカ盲腸ならびにエゾシカ大腸内生

菌サンプル（M1、M3）及び土壌より採取したサンプルである M5 において、Cop. III

添加条件で Actinobacteria の増殖抑制が見られた。また、土壌サンプルである M2、

M4、M6、M7、M8 サンプルに関しては、有意なバンドが検出されなかった。活性汚

泥サンプルである M9 に関しては、Cop. III 添加条件、未添加条件ともに、明瞭なバ

ンドが確認された。続いて、モレキュラーイメージャーを用いて、PCR によって得

られたバンドの定量を行った（Chart 14）。結果を Fig. 4.17 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

定量の結果、2 種のエゾシカ内生菌サンプル（M1、M3）において、Cop. III 添加

条件において Actinobacteria の増殖が抑制されることを示唆する結果が得られた。一

方、土壌サンプルである M2 に関して、微弱ながらも Cop. III 添加条件において

Actinobacterria の増殖が促進されることを示唆する結果が得られた。 
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  次に Firmicutes 特異的プライマーを用いて PCR 反応およびアガロースゲル電気

泳動を行った。結果を Fig. 4.18 に示した。ゲル全体の写真は Chart 15 に記載した。 

電気泳動の結果を目視で確認した結果、エゾシカ大腸内生菌サンプルである M3 及

び土壌より採取したサンプルである M8 において、Cop. III 添加条件で Firmicutes

の増殖が阻害されていることを示唆する結果が得られた。M1、M2、M4、M5、M6、

M7、M9 サンプルについては、目視によるバンドの差は確認できなかった。 

 以上の通り、各種菌叢サンプルの中で Actinobacteria 門ならびに Firmicutes 門に

該当する PCR 産物が確認できたもののうち、多くが増殖抑制を受けている様子が観

察された。増殖抑制の理由として、前述同様に活性酸素の関与が示唆される。OD595

による増殖量評価では、Cop. III 添加により２種のエゾシカ内生菌サンプルで有意な

生育量の減少が見られた。これは、通常嫌気的条件で生育している菌叢が活性酸素の

生成に影響を受けやすいためだと考えられる。逆に、高濃度酸素に馴化している活性

汚泥サンプル（M9）においては、Cop. III 添加条件でとりわけ高い増殖が見られた(Fig. 

4 .15) 。活性汚泥は、培養中に常に曝気されており、高い溶存酸素下で細菌叢が形成

されている。そのような環境中において生育する微生物種は、スーパーオキシドディ

スムターゼなど、活性酸素を分解する機構を発達させていると考えられる。一方で、

M9 サンプルにおいて Actinobacteria に該当する PCR 産物量に大きな差異は認めら

れなかった。このことから、Cop. III 添加により Actinobacteria に属する菌種以外が

増殖刺激を受けた可能性が考えられる。 

  

Fig. 4.18 Cop. III 存在下で培養を行った細菌叢サンプルの DNA サンプルに対して

Firmicutes 特異的プライマーを用いた PCR 及びアガロースゲル電気泳動を行った結果。 
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 本研究において用いた細菌叢試料の多くが Cop. III 添加により増殖が抑制される

結果を示していたが、土壌サンプルである M2 に関して、わずかではあるか Cop. III

添加条件において Actinobacteria の増殖が促進されることを示唆する結果が得られ

た。この結果から、M2 サンプルには、ASN212 株と同様に Cop. III によって増殖促

進される難培養微生物が存在している可能性がある。今後、リアルタイム PCR によ

る精密な定量や、次世代シーケンサーによる菌叢解析などを用いて、より詳細な解析

を行うことで、Cop. III を自身の増殖に要求する新たな難培養微生物（群）の発見を

達成できる可能性がある。 
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４．結論 

 本研究において行った構造活性相関研究の結果、coproporphyrin–Zn 錯体のみなら

ず Fe 錯体が ASN212 株に対して増殖活性を示すことが明らかになった。また、Cop. 

III 及びその Zn、Fe 錯体は Cop. I に比べ有意に高い活性を示した。この結果から、

Cop.類が金属輸送体やシグナル物質としてではなく、ヘム生合成の前駆体として作用

していると推定された。そこで ASN212 株のヘム生合成関連遺伝子について検証し

たところ、Cop. III よりも上流の経路の反応に関わる HemB、HemC、HemE および

HemY の機能欠損が示唆された。以上から、Cop. III の ASN212 株に対する増殖促

活性の作用機序は、Cop. III が外因性の生合成前駆体として ASN212 株のヘム生合成

の機能欠損を補うことで、増殖に必要なヘムの生産を可能にしていることによると結

論づけた。 

 Cop.類の活性について、その普遍性を検証するため Actinobacteria である L. 

komagatae NBRC15245 株 、 L. albus NBRC103070 株 、 L. denitrificans 

NBRC106039 株、Actinomyces sp. TA0403 株、Streptomyces sp. TA0403 株、

Firmicutes である B. subtilis ATCC 70385 株及び-Proteobacteria である E. coli 

ATCC 8739 株の計７種について増殖活性を評価した。Actinobacteria ならびに

FirmicutesはCop. IIIを中間体とするnoncanonical pathwayによりヘム生合成を行

う。このうち L. komagatae NBRC15245 は有意な増殖促進を示したが、L. albus 

NBRC103070 株ならびに Actinomyces sp. TA0403 株では有意な増殖の抑制が見ら

れた。先行研究において Cop. III の供給者である GF9 株もまた、一定濃度以上の Cop. 

III 添加条件において増殖が阻害されることを報告している。これらの増殖抑制は

Cop. III の活性酸素種産生能に起因すると考えられる。Cop.類のこのような２面的な

生理活性は、共存する他の金属イオンや、光条件、培地中の濃度によって影響を受け

やすいものだと考えられる（Bhuiyan, et al., 2016）。今後、培養条件やそれに伴う濃

度の閾値などについて詳細な検討が必要とされる。 

さらに、様々な環境より採取した菌叢試料について、Cop. III 添加による増殖の応

答を評価した。その結果、濁度による評価では嫌気的環境由来のエゾシカ内生菌叢は

Cop. III によって強く生育阻害を受け、好気的環境である活性汚泥試料は増殖促進を

示した。一方、Actinobacteria および Firmicutes 特異的プライマーを用いた PCR 産

物量では、ほとんどの試料でこれら細菌群の増殖抑制を示した。本研究において用い

たサンプルの中で、土壌サンプルの 1 つに Actinobacteria 特異的 primer を用いた

PCR 条件において、Cop. III によって増殖が促進することを示唆する結果が得られた。
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この結果は環境中の細菌叢においても Cop. III の存在下においてのみ増殖が可能な

微生物が存在することを示唆しており、サンプルに存在する微生物種の具体的な探索

を行うことで既存の手法において見逃されてきた新たな難培養微生物の発見につな

がると考えられる。一部の試料において、Actinobacteria もしくは Firmicutes 以外

の細菌類が刺激を受けたことを示唆する結果も観察された。今後、その属性を明らか

にすることを目的にメタゲノムによる菌叢解析を行う必要がある。 

 

 ASN212 株は、本来ほとんどの生物に必須であるヘム生合成経路を欠損しながらも

環境中において生存している。このことは Morris らが提唱した Black Queen 

Hypothesis (BQH)に基づいた生存戦略であるとも考えられる (Morris et al., 2012: 

Mass et al., 2016 )。BQH とは、進化の過程で遺伝子欠損した菌株が環境中で生き残

る理由として提唱された仮説である。ある化合物を分泌している微生物が存在してい

る環境中において、自身でその化合物を生産して利用している菌株と、分泌された化

合物を利用している化合物生産遺伝子欠損株を比較した場合、後者は化合物生産のた

めに消費するエネルギーを必要としない。その結果として遺伝子欠損株のほうが生存

に有利であるという仮説である(Fig.4.19)。 

 

BHQ に基づくと、Cop. III を生産する微生物(GF9 株)が存在する環境下において、

自身で protoheme を生産して利用している微生物よりも、ヘム生合成遺伝子の一部

が欠損した変異株である ASN212 の方がより少ないエネルギーで protoheme を生産

することができるため、結果として生存に有利であると考えられる。ヘム生合成能の

Fig. 4.19 BHQ の概要図。ある化合物生産菌（Common good producer）が存在している環境にお

いて、自身で化合物を生産し、利用している微生物(Bacteria A)よりも、環境中のその化合物を

利用している化合物生産機能を欠損した微生物（Bacteria A1）の方が、エネルギー消費が少な

いため、結果として優位に生存が可能である。（図は Mass, et al., 2016 を参考に作成した。） 



78 

 

欠失は、好気的条件下で ASN212 株が見出した生存戦略であるとも言える。本研究

の結果は、現在難培養微生物とされている微生物の中には、自身の生命活動に必須で

あるような一次代謝物さえも、環境中の他種に依存する種も存在していることを反映

したものだと言える。 
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結言 

 ASTN45 株及び AST4 株の増殖因子の探索を行った結果、ASTN45 株、AST4 株

の増殖因子は、それぞれ 210 L 中 0.9 mg、50 L 中 0.7 mg 以下である結果が得られ、

何れも通常の精製過程では見落とされがちな超微量物質である。ASN212 株の増殖因

子である Cop. III も同様に GF9 株培養上清中にごく微量のみ含まれていた。技術の

発展によって、培養を介さずわずかな細胞数の微生物から研究が可能になったが、本

研究で行ってきた微生物の大量培養や大規模な精製などのある種、古典的な手法は、

このような微量物質の探索には未だ重要な技術である。通常の培養及び精製過程では

見落とされがちな化合物を探索する視点が、難培養微生物増殖因子のさらなる研究発

展につながることを期待する。また、本研究により明らかとなった Cop. III の難培養

微生物に対する増殖機序の解明は、難培養微生物の培養技術の発展に新たな知見を与

えるものである。今後、Cop. III を用いた培養法によって、新たな微生物種の有用な

活用につながることが期待される。 
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Summary 

Microorganisms comprise the bulk of density in environment and various species 

of microorganisms play significant role in our society. Unfortunately, 

overwhelming 99% of microbial species are unculturable on synthetic media or 

any artificial culture conditions, thus remains unexplored. To date, several 

bacteria are known to require specific growth factors or other diffusible 

components supplied by neighboring bacteria grown in the same environment. 

These factors sometimes help to access non-dividing microbial cells whose nature 

have not yet been understood. Identification of novel growth factor is necessary to 

develop resources of uncultured microorganisms.  

Leucobacter sp. strain ASN212, Bosea sp. strain ASTN45, Catellibacterim 

nectariphilum strain AST4 and Sphyngopyxis sp. strain GF9 were found in 

activated sludge. Strain ASN212, strain ASTN45 and strain AST4 did not grow in 

any artificial conditions, however grow in the presence of strain GF9 supernatant. 

The author conducted seperation of growth promoting fractions for strain 

ASTN45 and strain AST4 from 210 L and 50 L of strain GF9 supernatant. After 

seperation, 0.9 mg of growth promoting fractions for strain ASTN45 and 0.7 mg 

growth promoting fractions for strain AST4 were found. Growth promoting 

fraction for strain ASTN45 show activity in 0.4 g/mL and growth promoting 

fraction for strain ASTN4 show activity in 35 g/mL. Unfortunately, we could not 

determine both structure of growth promoting factor due to the presence of 

contaminant, however these results suggest that the growth promoting factors for 

each bacteria have potent growth promoting activities. 

In our previous study, coproporphyrin I (Cop. I) and III (Cop. III) produced 

by strain GF9 were found to act as growth factors for strain ASN212. 

Cop. III in particular is a potent growth factor for strain ASN212 at picomolar 

level. The purpose of this study is to analyze the mechanism of growth promoting 

activity of Cop. I and Cop. III and to study the effect of Cop.III in environmental 

microbiota.  

The author prepared Zn, Fe, Co, Cu, Ni complexes of Cop. I and Cop. III, and 

tested their growth promoting activity for strain ASN212. As a result, Zn and Fe 

complexes of Cop. I and Cop. III showed growth promoting activities. The growth 
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promoting activity of Zn- or Fe-Cop. III complex was 4–10 fold higher than 

corresponding Cop. I complex. Cop. III and Fe-Cop. III complex are both 

important intermediate in noncanonical heme biosynthesis pathway of 

Actinobacteria and Firmicutes. Therefore, the result suggested that strain 

ASN212 has truncated heme biosynthesis pathway. Subsequent genome analysis 

of strain ASN212 confirmed the deletion in hemb, hemc, heme and hemy. Heme 

(protoheme) is essential for aerobic respiration, thus strain ASN212 cannot grow 

because of truncation in its heme biosynthesis pathway. Addition of Cop. III or 

Fe-Cop. III complex to the culture media makes strain ASN212 possible to use as 

a precursor of protoheme. It was considered that Zn-Cop. III can be a substrate for 

Hem H to produce coprohem (Fe-Cop. III), which is converted to protoheme via 

Hem Q in noncanonical heme biosynthesis pathway. Analysis of L. komagatae 

VKM ST 2845L genome registered in NCBI indicated that the strain has 

truncated in hemy.The author investigated the growth activity of Cop. III on 7 

bacterial species. As a result, 2 bacterial species (Leucobacter denitrificans strain 

NBRC106039 and Leucobacter komagatae strain NBRC15245 related to strain 

ASN212) showed growth promoting activity under the Cop. III presence 

conditions. On the other hands, Cop. III was found to have growth inhibition 

activity in the other 5 bacterial species (Leucobacter albus strain NBRC103070, 

Actinomyces sp. strain TA0403, Streptomyces sp. strain TA0403, Bacillus subtilis 

strain ATCC 70385 and Escherichia. coli strain ATCC 8739). This result 

suggested that singlet oxygen species produced by Cop. III has cytotoxicity 

against these microorganisms, which are assumed to have a complete hem 

biosynthetic pathway. 

To study the effects of Cop. III for various environmental microbiota, the 

author cultured microbiota in the presence or absence of Cop. III and then 

extracted genomic DNA from each culture. The DNA samples from the culture 

with Cop. III were compared to the DNA samples obtained from Cop. III absence 

conditions by PCR using Actinobacteria specific primer and Firmicutes specific 

primer. In the microbiota from the most soil samples, the growth of Actinobacteria 

and Firmicutes were suppressed by Cop. III, one sample from a soil sample 

collected from the forest floor of Tomamae, (Hokkaido, Japan) showed weak 

growth promoting activity of Cop. III for Actinobacteria.  
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From the above observations, it was concluded that the growth promoting 

activity of Cop. III for strain ASN212 was due to compensating Cop. III for 

protoheme production of strain ASN212 having incomplete heme biosynthetic 

pathway. Therefore, Cop. III also shows growth promoting activity in other 

bacteria in which the heme biosynthesis pathway is truncated.  

This study could reveal the profile of uncultured bacteria defective in heme 

biosynthesis. 
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Cart 1 ASTN45 株に対する増殖因子の精製によって得られた活性画分の質量分析の

結果  



 

Chart 2 ASTN45 株に対する増殖因子の精製によって得られた活性画分の 1H NMR

および 13C NMR のスペクトル

 



 

Chart 3 N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-proline の 1H NMR のスペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chart 4 D–Histidine methyl ester dihydrochloride の 1H NMR のスペクトル 

 

  



 

Chart 5 Cyclo(D–His–L–Pro)の 1H NMR のスペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Chart 6 AST4 株に対する増殖因子の精製によって得られた活性画分に対して行った

質量分析の結果 (測定方法：ESI) 

 



 

Chart 7 Chart 6 において見られた分子量 235.12 のピークに対してタンデム質量分

析を行った結果(測定方法：ESI) 

 



 

  



 

 

 

 

 

 

  



 

Chart 8 AST4 株に対する増殖因子の精製によって得られた活性画分の NMR スペク

トル 



 

Chart 9 Cop.I 金属錯体の質量分析の結果 (測定方法：ESI) 

 

Cop. I–Zn の質量分析の結果 
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Cop. I–Co の質量分析の結果 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Cop. I–Fe2+の質量分析の結果 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

Cop. I–Cu の質量分析の結果 
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Cop. I–Ni の質量分析の結果 

 

[M–CH3COO]+ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Chart 10 Cop.III 金属錯体の質量分析の結果 

 

Cop. III–Zn の質量分析の結果 
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Cop. III–Co の質量分析の結果 
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 Cop. III–Fe の質量分析の結果 
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Cop. III–Cu の質量分析の結果 
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[M–4CH3COO]+ 

[M–4C2H4COOH–CH2–Cu]+ 



 

 

  



 

 Cop. III–Ni の質量分析の結果 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

Chart 11 ASN212 株ゲノム解析の結果 

 

 

Chart 11.1 ASN212 株ゲノムライブラリの調製に用いられたアダプターの配列 

 

 

 

Chart 11.2 Illumina Hiseq による ASN212 株ゲノム解析の結果   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chart 11.3 ASN212 株ゲノムライブラリ調製後に行った、アダブター配列トリミング

の結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Yield (Mbases); Chastity フィルタリング後の取得総塩基数(Mbp) 

# Reads; Chastity フィルタリング後の総リード数  

% of >= Q30 Bases; Chastity フィルタリング後の総塩基数に占める Q30 以上の HighQualityBase の割合 

Mean Quality Score; Chastity フィルタリング後の Quality の平均値 

 

 

        

# Reads;アダプター配列トリミング処理前の総リード数 

# Reads (Trimmed PE);トリミング処理後に Read1/Read2 がどちらも 50 塩基以上残っているリードの本数

AVg.Length (Trimmed PE);Read1/Read2 がどちらも 50 塩基以上残っているリードの平均リード長 

 



 

Chart 11.4 アダプター配列トリミング後の ASN212 株ゲノムライブラリに対してア

ッセンブリ処理を行った結果  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chart 11.5 ASN212 株ゲノムアッセンブリによって生成されたスキャフォールドの

詳細。 

 

 

No. Contig_Name Length Cov GC(％) 

1  scaffold1_cov29 12,717 29.00  65.24  

2  scaffold2_cov94 2,572 94.00  61.28  

3  scaffold3_cov31 23,897 31.00  62.34  

4  scaffold4_cov31 46,550 31.00  63.39  

5  scaffold5_cov149 4,462 149.00  62.42  

6  scaffold6_cov32 56,280 32.00  60.83  

7  scaffold7_cov31 25,716 31.00  63.64  

8  scaffold8_cov31 9,842 31.00  58.92  

9  scaffold9_cov31 16,959 31.00  63.44  

10  scaffold10_cov29 4,455 29.00  63.77  

11  scaffold11_cov29 9,911 29.00  63.54  

hash length ： Velvet 実行時に指定した hash 長  

# using reads ： Velvet によるアセンブルに使用され、コンティグ作成に寄与したリード本数  

# scaffolds ： 作成されたスキャフォールドの総数  

total ： スキャフォールドの合計長  

average ： スキャフォールドの平均長  

max ： 最大スキャフォールドの長さ  

n50 ： スキャフォールド長を長い順に足していき、合計長の 50%を超える時のスキャフォールド長 

n90 ： スキャフォールド長を長い順に足していき、合計長の 90%を超える時のスキャフォールド長 

min ： 最小コンティグの長さ 



 

12  scaffold12_cov615 1,426 615.00  68.23  

13  scaffold13_cov62 34,838 62.00  63.78  

14  scaffold14_cov64 1,098 64.00  58.65  

15  scaffold15_cov61 42,857 61.00  63.54  

16  scaffold16_cov30 41,722 30.00  63.52  

17  scaffold17_cov31 172,338 31.00  63.58  

18  scaffold18_cov30 48,459 30.00  64.31  

19  scaffold19_cov29 29,691 29.00  63.63  

20  scaffold20_cov74 9,968 74.00  63.37  

21  scaffold21_cov31 86,224 31.00  62.69  

22  scaffold22_cov89 961 89.00  58.27  

23  scaffold23_cov30 25,578 30.00  63.27  

24  scaffold24_cov31 79,042 31.00  62.30  

25  scaffold25_cov66 1,677 66.00  61.60  

26  scaffold26_cov64 11,107 64.00  61.99  

27  scaffold27_cov30 21,341 30.00  62.19  

28  scaffold28_cov30 8,063 30.00  59.79  

29  scaffold29_cov119 426 119.00  60.33  

30  scaffold30_cov32 27,183 32.00  61.74  

31  scaffold31_cov31 141,820 31.00  64.51  

32  scaffold32_cov31 26,459 31.00  62.94  

33  scaffold33_cov88 5,929 88.00  68.97  

34  scaffold34_cov31 19,542 31.00  60.56  

35  scaffold35_cov30 77,032 30.00  63.38  

36  scaffold36_cov31 116,982 31.00  62.78  

37  scaffold37_cov61 2,222 61.00  61.75  

38  scaffold38_cov31 17,512 31.00  62.96  

39  scaffold39_cov30 93,394 30.00  62.77  

40  scaffold40_cov30 57,222 30.00  63.08  

41  scaffold41_cov31 72,602 31.00  63.57  

42  scaffold42_cov105 5,473 105.00  53.83  

43  scaffold43_cov33 24,306 33.00  59.65  



 

44  scaffold44_cov33 60,818 33.00  60.11  

45  scaffold45_cov31 52,383 31.00  63.75  

46  scaffold46_cov32 25,657 32.00  62.69  

47  scaffold47_cov190 1,430 190.00  59.79  

48  scaffold48_cov30 104,284 30.00  63.93  

49  scaffold49_cov55 888 55.00  59.91  

50  scaffold50_cov31 15,776 31.00  64.20  

51  scaffold51_cov28 26,097 28.00  66.36  

52  scaffold52_cov28 6,630 28.00  64.59  

53  scaffold53_cov329 1,173 329.00  58.06  

54  scaffold54_cov56 3,687 56.00  62.95  

55  scaffold55_cov31 17,933 31.00  63.59  

56  scaffold56_cov67 564 67.00  60.28  

57  scaffold57_cov30 93,576 30.00  64.21  

58  scaffold58_cov96 1,129 96.00  61.38  

59  scaffold59_cov30 44,216 30.00  64.19  

60  scaffold60_cov29 2,386 29.00  65.47  

61  scaffold61_cov311 197 311.00  60.41  

62  scaffold62_cov31 79,802 31.00  63.25  

63  scaffold63_cov30 49,767 30.00  63.78  

64  scaffold64_cov30 257,597 30.00  63.05  

65  scaffold65_cov28 1,622 28.00  62.02  

66  scaffold66_cov30 7,828 30.00  62.49  

67  scaffold67_cov33 1,106 33.00  61.39  

68  scaffold68_cov101 204 101.00  68.14  

69  scaffold69_cov140 603 140.00  62.52  

70  scaffold70_cov30 2,171 30.00  65.13  

71  scaffold71_cov129 568 129.00  62.85  

72  scaffold72_cov30 115,246 30.00  64.72  

73  scaffold73_cov17 437 17.00  61.33  

74  scaffold74_cov85 397 85.00  61.46  

75  scaffold75_cov31 1,303 31.00  59.55  



 

76  scaffold76_cov66 451 66.00  62.97  

77  scaffold77_cov42 240 42.00  70.42  

78  scaffold78_cov64 417 64.00  58.51  

79  scaffold79_cov31 73,079 31.00  62.36  

80  scaffold80_cov31 101,655 31.00  62.13  

81  scaffold81_cov30 38,829 30.00  63.19  

82  scaffold82_cov79 281 79.00  56.58  

83  scaffold83_cov36 986 36.00  57.30  

84  scaffold84_cov30 2,415 30.00  60.58  

85  scaffold85_cov31 13,550 31.00  64.41  

86  scaffold86_cov29 100,597 29.00  64.32  

87  scaffold87_cov81 242 81.00  43.39  

88  scaffold88_cov63 241 63.00  59.34  

89  scaffold89_cov31 90,558 31.00  61.82  

90  scaffold90_cov29 161,300 29.00  63.78  

91  scaffold91_cov66 205 66.00  61.95  

92  scaffold92_cov308 252 308.00  61.11  

93  scaffold93_cov184 209 184.00  61.24  

94  scaffold94_cov57 222 57.00  62.61  

95  scaffold95_cov179 389 179.00  61.18  

96  scaffold96_cov30 192 30.00  64.06  

97  scaffold97_cov11 635 11.00  60.00  

98  scaffold98_cov25 190 25.00  61.05  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Chart 12 RAST server によって ASN212 株ゲノムに heme 生合成遺伝子としてアノ

テーションされた領域の塩基配列 

 

hema (scaffold13_cov62_31637_32767) 

atgtacgcatctttcaaggagcacctgcgggccgagctcgatgggattgccgcggcagggttgacgaagaacgagcgtgggatcctcgggcc

ccaggggcccgagatcgccgtgggttcggcgaatgtgctcaacttctgcgccaacaactatctcggccttgccgaccaccccgcgattgtcgag

gctgcccataaggcgctcgacgattggggatacggcctcgcaagcgtgcgctttatctgcggcacgcagcagcagcatctcgacctcgagcgc

cgtctctcgagttttctcggcacggatgagacgatcctcttctcttcgtgttttgacgcgaacggaggcgtgttcgagacgctcttcggtaccgaa

gacgcgatcatctctgacgcgctgaaccacgcgtcgatcatcgacggcatcaggctctcgaaggcgcgcaggctgcgctacgcaaaccgtgac

atggccgagcttgagcagcggcttctcgaggccgcggacgcgaggttcagggtgatcgttaccgacggcgtcttctcgatggacggctacgtc

gccccgctcgaggcgatctgtgatcttgccgagcgctacgacgcacttgtgctcgtcgatgactcgcacgccgtgggctttctgggtgagggcg

gccgcggcacacccgagctgtgcggggtggccgagcgtgtcgacattctcaccggcactttcggcaaggcgctcggtggggcctcgggcggtt

acgtctcgggtcgccgcgagatcgtcgagctgctgcgtcagcgagccaggccgtacctcttctcgaacacgctcgctccttcgatcgtggcaggc

acgcttgccgcgctcgatctggtcgaatcggcgggcgatgctcgtgagcggctacgttcgaacgcctcgctgttcaggtctctcatgactgctga

aaggttcgagctgttgccgggggagcacccgatcgttcccgtgatgttcggcgacgccgtgctcaccgagcgagttgccggcgagatgcagcg

gcagggtgtgttcgtgacggcgttcagctatcccgtcgtgcccaagggcgaggcgcgcatccgcgtgcagctctcggcggcacacaccgagga

acaggttcgtgcctgcgtcgccgcgttcgtggccgcgcgcgcagcgagcgtgtga 

 

hemd (scaffold38_cov31_6771_5986) 

atgtcgatcgagcagaagccactaaatgggttgcgcgtgctcgtgccccgcggtggcacctggggcgagatcgtggcgcaggctctgcgaga

gcagggcgcaaacacggtgattgcacccctcgtagacttcgcccatacgagcgaagaagatcggcttgttgatgcgctgcatcggctcgaag

aaggttactacgactggatcaccgcgacgagcgcgaccgttgtcgatgtgttggcgcatcacaaggcgaagattcatgagcgtactcgcgtcg

cggttgtcggtgaggcaaccgagcaggcgttcattgaggctggctatcaagtgagccgcacgcccgacgagtcgaacatcacgaccgagggt

ctgcttcaggtatggcccgagattgatgcgggtgaggttctgaaggtgcttaccctgcggtctgacgtggcgaagccggtgctcacctcagggc

ttatcgatcgaggccacgacgtgactcaggtcgtcgcgtttcgcacaatcggcgtgccggtctcagcccatattcgtgaagacgtcgaatcggg

tcgcatcaacgcgttgctcgtagcctctgcccgcatcggtaaagaggttgcggcgcagtttccggtgcttcccgaagaaaccatcgtggcctgt

gtcggcccgcacacccacgaagagactgtcgcggcaggactcaagcacaacccgagcggggcatcgctcgcgcaaaagcgtgcgctgatcg

agacggtcgagtcggccatcgatcagagtgacatgctcgactag 

 

hemy (scaffold38_cov31_8004_7684) 

atgaagggcaagatcgcttttgtgcttggagctgcggtcggctacgtactcggatcgcgcgccggtcgccagcggtacgagcagatcaagcgc

ggcgcgcaaacagtctggaacaccgaaccggtgcagaagggtgtcggcgcagtcaagggtgcaatcgatgagcgtgccgacgagatgaag

gcattcattcgccgcgcttcgtctgacgcatttgcaaacatcgcaaagcaggcggccccgcagcctcaacaaaagcctgaagccgccaccccc



 

agctcgggtggcgacgcatcgaagcctagtgaggctggcgcatga 

 

hemy (scaffold38_cov31_9484_8120) 

atgatcgacgttgttgtcaccggccgcagcctgcccgccctgcagagcgcgctcgatcttgccgaggtgggcctgagcgtgatggtgcttgacg

acggctcctcttcggctctgcggccgtgggctgagagagaccccgacggtatcatcgctgagtttgcaaagaggatcgccgcgcctctcgacca

agacgatagccacgacgcagacgccgcccggctagttgagattcctgctcaagcaccgcttctgctgcagagcgaagcatggttgccccagtc

ttcgccgaacgtgttgggaattccagcggtgccgcttgcgaccgaaaccagtgcggtgctcggcgccgggggcgcctttcgtgcttacctcgac

cggctcactccgctgctcacagtgggcaagactcgcatgcttggcgagctggtgaagaagcgcatgggggcaaagactcgcgatttgcttgtt

gacccgcaggtgtttgagcgtttcggggtggatgcctcagaggttgaggttgccgtggcctctcccggcctcaacgaggcgctctcacgcgcag

gttcgctgagcactgcggtacttgcatacgctgaccggaatgttgcacgtgaaacgagagttgcgcctgtttttggtgccgaggcgtttgtgaa

tacattgcttcgacgactcgaactttacggagtgcggctgcgttcggagcgagcgattgctgttgcgcaggaagacgagtcgtgggtcgttca

gcttgacggcggcgacacgctgcaggcgcgcgcgctgatcgcagatcttggcgcttctccggtcgccagccacgagttcacccccctcgtggag

accgtgctgccgagcgaagctcgagtgtatgccgaaattgacatggaaaggcccgagtggttggcccccggggggcgggctatcgcccgagt

ggctgattgggctgtgctgctcgatgcatcggctgagcatgattcggcagatgaggggaggccggggagcagcgaggctgggtttgtttgcc

gactggtatcaaaggttgcccccgtgcgcgatcagcttgaaggcgtcgtgcgactgcagaagtctgaggatagctctagccgccacaaaggc

actggtgttggtattgagtggttgcaaggctcgacgctgatcgaagtctcgccgatcgccgccccgtaccgcaccctgacgcagcgccacaag

gcagctgaggcgatcgctgcgcttgaagtggagcacccaaagcttcttgcggtcggacgcgcaattcacggtgacgaccaggctgaggcgct

ttcaagcgcgcgggccgcgaccgtgaggctgcgccgacgcctgctggggctcagcgagtag 

 

hemq(scaffold13_cov62_32783_33496) 

gtgatgaaccagacagaattgtcgacgattgatcactcctcggttgccgagggcatcaacgagacgaccaactacaccatctacgcggtgttc

gtagaacggcgaacagttgtggcgcccgggcagtctgcggtcggggcgatcgaagcgcgattgcgcgagatcgaggggctgaccgttcgcg

gctggtacgacctctcgggatttcgcgcagatgccgacctgatgctgtgggcgcacgctccgacctcggaggcgttgcaggctgcgtaccgggc

ggtactcgaagagggcgcgggtcggctcgcccccgtgtggtcgaacgtcggggtgcaccgcgccgcagagttcaatcgaacgcatgtgccgg

cctttctcgcgggggagagcccgcgtggctacgtctgcgtgtacccattcgttcgctcgtatgagtggtacctgttgccagacgaagagcgcag

caggctactgcgcgagcacggcatggcggctcgtggctacagcgatgtactggcgaatacgatctcgtcgttcgcgctcggcgactacgaatg

gttgctcgctttcgagagcgacgatctcgtgcgcatcgtagacctgatgcgcgagttgcgcgccaccgaggcccggcggcacgtgcgcgagga

agtgccattctttaccggcccacgtgctgaggccgcgacgctcctgatgcgcgcactcgcatga 

 

hemh(scaffold13_cov62_31637_32767) 

atgtacagccaagctgatgttatggtgaaaaacatggctcacacgaccaccccatacgacgccctgatgatctgctccttcgggggcccgaac

gcgcctgaagacgtggtgccgtttctgcgaaacgtaacaaaaggcaagcagattcccgaggaacggttgaaggaagtcggcgagcattact

acggatttgggggcaagagccccatcaatgagcagaatctcgcgttgctcgccgcgattcgaaacgaactcgagcgccgcgacatcgatcttc



 

cggtgatttggggcaaccgcaactggcacccgtataccgtcgatactctgcgcgatgcgagcgcgttcggggcgaggcgtgtgctcacgctcg

taacaagcgcctatgcctcgtactccggcagccgccagtaccgcgagcacctcgcggcagcacggctccagcttggcgagcccgcccctgaga

tcgacgtgcttcgccccttcttcaacgacccgggctttgtcgcggcgaacgctgcagcgatctccgatgccgccgcagcgctcgagggaggcctc

gccggcgcgcacatcgtgtatgtgactcactcgattccagacacaatgcaagaggcgtcggcggtgacagggcctggctaccgcgagcagca

cgaagacgtgcgcgccgtgatcgattcgatgctctcgctcgggctcgcgcccgtattcgactcctccctggcctactgctccaggtctggcgaccc

ccgggtgccatggcttgaacccgatgtgaacgatcacatcgaggcgctcgccgccgagggcgtcaagaagatcatcattgccccgatcggctt

catcagcgatcatatggaggtggcgttcgatctcgacattgaggccatcgagacagcagccgagcacggtatcgcagcggtgagggcggcg

acggtgggggtgcaccccgagttcgtgagtgggatcgttgacatggtgattgaacgcgcggcgcgcgagcgcggcatggcggttgaagcgcc

gacgacgggcgcgttcgaggcgtttgacgatatcgcgccgccgggcagttgccgaatgcggcacggcgaggtgaccgggatcccggtgctcg

cgggcgaacaggattaa 

 

 

 

  



 

Chart 13 Actinobacteria門特異的プライマーを用いた PCR産物をアガロース電気泳

動に供した結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

各レーンにアプライしたサンプル 

(A): Ladder ,M1+, M1-,M2+,M2-,M3+,M3-,M4+,M4-,M5+,M5-, Ladder 

(B): Ladder ,M6+, M6-,M7+,M7-,M8+,M8-,M9+,M9-,Ladder 

(A) 

(B) 



 

Chart 14 モレキュラーイメージャーで撮影したゲルの写真 
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Chart 15 Firmicutes 門特異的プライマーを用いた PCR 産物をアガロース電気泳動

に供した結果 
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各レーンにアプライしたサンプル 

(A): Ladder ,M1+, M1-,M2+,M2-,M3+,M3-,M4+,M4-,M5+,M5-, Ladder 

(B): Ladder ,M6+, M6-,M7+,M7-,M8+,M8-,M9+,M9-,Ladder 


