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１．はじめに

　多剤耐性菌の出現による院内感染の発生、新型イ
ンフルエンザなど新疾病の報告や治療薬の見つかっ
ていない病気が存在することなどから、新規抗生物
質、抗ウイルス剤への需要は未だ高い。これまで多
くの生理活性物質が放線菌をはじめとする様々な微
生物から見出されてきたが1)、これまでの探索の結
果、土壌から容易に単離される菌からは新規物質は
探し尽くされたと考えられている2)。そのため近年
では海洋生物を始め、生体内を含む多様な環境から
取得された菌を用いたり、複数の菌を共培養したり
することによって新規化合物の取得が試みられてい
る 3) 4)。我々は近年、昆虫に病原性を示す糸状菌
（Entomopathogenic Fungi: EPF）に着目している。
EPFは昆虫へ感染、増殖する菌群の総称であるが、
その生育の過程で毒素、免疫不活化物質など様々な
生理活性物質を生産していると推測されている5) 6) 7)。
しかしながら本菌群は生育環境が特殊であり、生産
状況を研究室内で再現することが難しいため、これ
まで同定された化合物は限られており、いわば未開
拓な生物資源と考えられる 8)。本稿ではEPFにつ
いて行った複数の解析系による化合物生産性評価、
およびスクリーニングにより単離された新規生理活
性物質について紹介する。

２．生物活性に基づいた新規抗植物病原性卵菌物

　質の単離

　EPFはそれ自体が病害虫に対する農薬や土壌改
良材として使用されている他に、抗バクテリア剤、
抗昆虫性物質、抗マラリア薬、抗腫瘍剤などの生理
活性物質生産菌でもある9) 10) 11) 12)。しかしこれまで
テンサイ黒根病（苗立枯病）菌（Aphanomyces co-

chlioides）、ダイズ茎疫病菌（Phytopthora sojae）
などの植物病原性卵菌に対する効果は調べられてい
なかった。そこで日本各地より単離した414菌株の
EPFを固体培地上で培養し、A. cochlioidesとP. so-

jaeに対する抗菌活性を調べたところ、全体の六割
以上の菌株（61.7％）が少なくともいずれかの卵菌
に対する生育阻害活性を有していた。それらのう
ち高い活性を示した 15 菌株について静置液体培養
を行い、n-butanol もしくは酢酸エチルを用いて培
養抽出液を調製した。得られた培養抽出液中に存在
する二次代謝物質について逆相HPLCにより解析
を行ったところ、１つの新規化合物（farinomalein (3)）
と６つの既知物質（aranorosinol A (1), paecilosetin 
(2), beauvericin (4), fungerin (5), aurovertin D (6), 
N-(methyl-3-oxodec-6-enoyl)-2 pyrroline (7) and N-
(methyl-3-oxodecanoyl)-2 pyrroline (8)）を抗卵菌活
性を与える物質として同定することができた。（図１）
　今回EPFにおいて生産が確認された既知物質に
ついては、いずれも抗卵菌活性は報告されておらず、
これらについても更に解析、開発を進めることによ
り新たな抗卵菌化合物として利用できる可能性は高
いと考えられる。

３．Isaria farinosa HF599 が生産する新規抗卵菌

　化合物 farinomalein の単離、構造決定および生

　物学的活性測定

　植物病原性卵菌P. sojaeによって引き起こされる
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図１．EPF 各菌株培養抽出液中の抗卵菌物質 . 
　　　(a) I. farinosa HF511：Aranorosinol A (1) と paecilosetin (2)
　　　(b) I. farinosa HF599：Farinomalein (3) 
　　　(c) I. tenuipes HF340, HF740, HF822：Beauvericin (4) 
　　　(d) M. anisopliae HF574： Fungerin (5) 
　　　(e) M. anisopliae HF614, HF616, HF619, およびHF625：Aurovertins (6) 
　　　(f ) M. flavoviridae HF698：N-(methyl-3-oxodec-6-enoyl)-2
　　　　 pyrroline (7), N-(methyl-3-oxodecanoyl)-2 pyrroline (8) 
　　　*B: n-butanol 抽出 , E: 酢酸エチル抽出

(a) (b)



Table 1.  In vitro antioomycete activities of farinomalein against plant pathogenic oomycetes determined 
　　　　by disk diffusion method
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ダイズ茎疫病は、ダイズの主要な疫病であり、世界
中で甚大な損害を与えている 13)。現在、この病気
に対してはアシル化アラニン誘導体のメタラキシル
が主として用いられるが、世界規模での抵抗性菌株
の出現、および食への意識の高まりから、天然物由
来の、より安全で効果的な化合物の開発が待たれて
いる 14)。前述の抗卵菌化合物のスクリーニングに
おいて Isaria farinosa HF599の酢酸エチル抽出液が
P. sojaeに対して高い生育阻害を示したこと、これ
まで Isaria 属からは抗卵菌物質は報告されていなか
ったことから、活性成分が新規化合物である可能性
が高いと考え、本菌からの単離を行うこととした。
多段階の過程を経て最終的にC18逆相HPLCにより
精製された化合物について、様々な分光学的解析を
利用して構造を決定した結果、活性化合物は自然界
ではまれなマレイミド環を持っていることが示され、
farinomalein と命名した 15)。（図２）Farinomalein
について大腸菌、酵母を始め各種微生物を被検菌と
する生育阻害活性を測定したが、卵菌以外の物質には
顕著な活性は示さなかった。一方卵菌には、特に植物
病原性のP.sojae８菌株に対しては 0.15-5μg/disk

という極めて低い濃度でも生育阻害効果を示した。
（Table 1）以上の結果からfarinomalein はダイズ茎
疫病に対する特異的な処置薬として大変有望である
と考えられ、誘導体化等によるさらなる活性の改善
を通じて広く利用されることが期待できる。

４．構造的特徴に基づいたEPFからの新規化合物

　探索

　新規化合物の探索は従来、化合物が有する生物活
性、酵素活性を手かがりに行われてきた。しかしな
がら、この手法では、時間、労力、コストを考慮に
入れると構築できるハイスループットなアッセイ系
には限りがあるため、多くの物質はスクリーニング
に掛からず見落とされてきたと考えられる。様々な
生理活性以外に化合物が保持する固有な性質として、
化合物分子を形作る化学構造がある。構造に由来す
る情報は、分光学的手法により迅速に測定できるこ
とから、この情報を有効に利用できれば生物活性に
依存せず、新規な構造を持った化合物を効率的に単
離できると期待される。
　本研究においては各菌体の培養抽出液中に存在す
る物質を逆相HPLCで分離し、各化合物ピークの
紫外吸収スペクトルをフォトダイードアレイ検出器
により測定した。得られたスペクトルを化合物の固
有な構造情報と考え、研究室が保有するライブラリ
ーに登録されている化合物のスペクトルと比較する
ことにより新規性を評価することにした。代表的な
38菌株のEPFについて培養抽出液を調製し、上記
の構造情報に基づいたスクリーニングを行い、新規
物質と見なされた化合物について精製、解析を進め図２．Farinomalein (3) の構造



Ophiosetin (9) Equisetin (10)

図３．ophiosetin (9), および equisetin (10)の構造
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た。その結果、稀少種 Elaphocordyceps ophioglos-

soides HF272からテトラミン酸骨格を有する抗菌
物質equisetin とその新規アナログophiosetin が単
離できた。（図３）Equisetin はHIV-integraseに阻
害効果を示し、抗バクテリア活性があることが知ら
れているが、抗カビ効果や抗卵菌活性は示さない。
また、新規化合物ophiosetinは試した様々な被検菌
の何れに対しても顕著な活性は示さなかった。この
結果は今回用いたスクリーニング法はバイオアッセ
イ手法が限られている状況で、広い生物学的活性を
持つ化合物を得る方法として有用であることを示す
ものと言える。

５．結論

　本研究では、これまで検討されてなかった生物活
性を指標としたスクリーニングおよび化学構造に基
づく情報を利用したスクリーニングという二つの手
法において、EPFの多様な物質生産性を示すこと
ができたことから、EPFは化合物資源としての高
いポテンシャルを有していることが明らかとなった。
その結果、 EPF から異なった二つの新規化合物
（farinomalein、ophiosetin）の単離、同定に成功した。
今回の構造情報に基づいたスクリーニングはどのよ
うな生理活性物質についても適用可能であるが、単
離、同定後、化合物が実際はいかなる生理活性を示
すのか調べる必要がある。一方、生物活性を指標と
すれば、既存のアッセイ法を利用する限り、既知物
質を再単離する可能性は避けられないが、生理活性
を改めて同定する必要は無いなど、各々一長一短が

ある。本研究では、両法を採用することによって各々
の方法だけでは単離できなかった化合物を補完的に
捉えることができており、これらの方法を組み合わ
せることで同一のスクリーニング源を用いても新規
化合物の単離の可能性が広がることが期待できる。
本研究のさらなる進捗によりEPFの生産する二次
代謝物質について新たな知見が得られれば、新規化
合物の医薬、農業への利用だけでなく、農薬として
の高い能力を持ったEPFの開発に繋がることが期
待される。
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