
 界面培養法による有用微生物のスクリーニング 小田研究室

　近年、多くの抗菌剤に抵抗性を示す（超）多剤耐性菌が地球規模で拡大してきているが、新薬
の開発は世界的に停滞している。その原因として、「新薬の開発と利益とのバランス（費用対効
果）」　の問題以外に、「もはや新規な分子構造を有した新規物質は発見できない」という諦めムー
ドがある。 
　これに対して我々は、有機溶媒／水（液／液）、有機溶媒／寒天ゲル（液／固）界面における
抗生物質生産菌の新規な界面スクリーニングシステム(IFS）を開発した。このIFSの長所として

は、静置培養でOK、抽出・脱溶媒操作不要（ハイスループット）、高生産性（高感度）、液体培養
法とは異なる二次代謝物プロファイル（新規物質発見の可能性）がある。すなわち、これまでの
液体培養法ではできなかった抗生物質が見出される可能性が高い。当研究室内における探索
研究以外にも、学外へのサンプル供出や学外研究機関で実施がなされている。 
　なお当研究室では、医工連携（天然物創薬）プロジェクトメンバーとして１〜３年生の希望者を
各学年とも若干名受け入れており、菌株スクリーニングやバイオアッセイ、バイオプロセスの開
発等の最先端の研究に教育的に取り組ませている。

【関連文献】 
  1. 小田 忍, 日本菌学会会報, 53, 47–57 (2012). 
  2. Oda S, Kameda A, Okanan M, Sakakibara Y, Ohashi S, J. Antibiot., 68, 691–697 (2015). 
  3. 小田 忍, 化学経済, 2016(4), 72–77 (2016). 
  4. Oda S, Nomura S, Nakagawa M, Shin-ya K, Kagaya N, Kawahara T, Biocontrol Sci., 24, 47–56 (2019).
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Figure 1. Naturally infested cysts and eggs of Heterodera filipjevi with Monocillium gamsii, and pure 
cultures obtained from infected eggs. A Field collected symptomatic cysts bearing parasitised eggs. B–
E Nematode eggs infected by M. gamsii B, D Nematode eggs containing microsclerotia of M. gamsii E An 
embryonated egg containing a second stage juvenile (J2) parasitised by M. gamsii (arrow points at nema-
tode’s stylet) F A nematode egg containing microsclerotia, and hyphae growing out of it G–H colony of 
M. gamsii grown on PDA G colonies developing from three individually plated infected eggs H A 25-d-
old culture grown at 25 °C in the dark I The surface of a five-month-old culture detailing the sclerotioid 
masses covering the colony surface. Single microsclerotia can be seen as little black dots at the margin of 
the culture. Scale bars: 800 µm (A); 30 µm (B–E); 50 µm (F);  2 cm (H); 5 mm (I).

The final combined ITS, LSU, rpb1 and tef dataset comprised 11 strains repre-
senting 7 species with a total alignment length of 2949 bp (603 ITS, 797 LSU, 649 
rpb1, 900 tef). The topologies of the phylogenetic trees were identical using Bayesian 
inference (Fig. 2), neighbor-joining or maximum likelihood (not shown). The four se-
quenced strains of the here described nematode egg-colonising fungus were recovered 
as a highly supported monophyletic group with a close sister group relationship to M. 
bulbillosum and with H. nolinae as the next-closest relative. In the second monophyl-
etic clade of Niessliaceae, two strains of the type species of Niesslia, N. exilis, proved to 
be paraphyletic with respect to M. ligusticum (Fig. 2).
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 界面バイオプロセスによる有用物質の微生物合成

　微生物のもつ１つあるいは少数の酵素を用いて安価な化合物から高価な精密化学品を合成
する微生物変換法は、特に医薬中間体等の精密化学品の調製に威力を発揮する。しかし多く
の場合、基質の水不溶性と微生物毒性が大きな障壁となる。 
　これらの障壁を一挙に克服し得るシステムとして誕生した界面バイオリアクター（IBR）は、圧

倒的に高い基質／生成物濃度、位置・立体選択性、低い産物回収コスト、広い汎用性等の長所
を有している。 
　当研究室では、医薬中間体や高級香料原料等の精密化学品の合成への本システムの適用
を図っている。さらに、実生産プロセス構築のためのプロトタイプとなる高層型バイオリアクター
の構築や、細菌、酵母、放線菌にも適用可能なIBRtacの構築にも取り組んでいる。

【関連文献】 
  1. Oda S, Isshiki K, Process Biochem., 42, 1553–1560 (2007). 
  2. Oda S, Isshiki K, Biosci. Biotechnol. Biochem., 72, 1364–1367 (2008). 
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 界面バイオプロセスによる有用物質の発酵生産
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　カビは様々な二次代謝物（医薬品原料・香料原料・化粧品原料）を発酵生産することができる
が、液体培養では形態制御やカタボライト抑制の発現等の深刻な問題が生じる。また、疎水性
の二次代謝物の生産は、親水性／疎水性の非溶解性から非常に困難である。 
　これに対し当研究室で開発した抽出液面固定化システム(Ext-LSI）では、カビは常時疎水性の

有機溶媒に接しているために生産される疎水性二次代謝物はin situに菌体中から抽出されるこ

とになるため、生成物阻害やフィードバック阻害が生じない。そのために、カビが生合成する疎
水性二次代謝物は有機溶媒中に著量蓄積してくる。さらには、放線菌にも適用可能な新規シス
テム(Ext-LSItac）の構築にも成功した。 

　Ext-LSI並びにExt-LSItacを用いることにより、高級香料原料、医薬候補物質（抗菌、抗真菌、抗

ガン、抗アルツハイマー、抗肥満、抗高脂血症、免疫抑制、抗炎症活性物質等）の超高濃度生
産プロセスの開発に取り組んでいる。
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 バイオフィルムの定量技術・駆除技術の開発
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　固体表面へ付着した微生物が形成するバイオフィルムは、単なる水回りの "ぬめり"の問題で
はなく、（超）多剤耐性菌症やインプラント感染症等の医療関連分野、水処理や家電関連分野に
おいて極めて深刻な問題となっている。バイオフィルム菌体は自身を厚い親水性バリアで覆って
いるために、各種薬剤や免疫系に対する抵抗性が非常に強く、その駆除は一般に困難である。 
　当研究室では、新規なバイオフィルム駆除技術の開発を目指す研究・開発を推進しているが、
その前提となるバイオフィルム並びにバイオフィルム破壊量の新規なバイオアッセイ法を開発中
である。前者については Plate-hanging法というアッセイ系を構築し、その有効性を確認してい

る。後者についても完成間近な段階にある。バイオフィルム駆除技術に関しても検討を続行中
である。 
　さらに、塗板等の固体表面の防カビ・防藻性能を正確かつ簡便に定量可能なバイオアッセイ
法として、菌糸侵入距離測定法並びに逆拡散ペーパーディスク法を開発し、塗料会社と共同で
特許化した。これらアッセイ系については、受託研究の実施も可能である。

【関連文献】 
  1. 小田 忍, 水谷 勉, 今井俊夫, 特許6411803(2018/10/05). 
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 カビ胞子を用いた非水系微生物変換システムの開発
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PE, polyethylene     PP, polypropylene           Cultivation, at 25 °C for 5 days 

  Significantly different from agar*
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　カビの胞子は発酵や微生物変換におけるシードとして、さらには微生物農薬としての用途があ
るため、それの効率的な量産技術の開発は工業的に重要である。当研究室においては、カビの
増殖場に疎水性樹脂を存在させることにより、カビの胞子生産が大幅に向上する現象を発見し
た。現在、このカビ胞子量産システムのプロトコル化のための研究を推進している。 
　一方、カビの胞子は高いストレス耐性を有していることが知られているが、それの菌糸や細
菌、酵母等の他の微生物では生存不能な有機溶媒中でもカビの胞子が死滅しない現象を発見
した。さらに、カビの胞子は決して休眠状態にあるのではなく、栄養細胞が有している多数の酵
素をフル装備している活性型の細胞でもある。 
　当研究室においては、このような活性型細胞であるカビ胞子を生体触媒とした、全く新規な非
水系バイオプロセスの構築に取り組んでいる。カビや細菌、酵母等の栄養細胞が死滅してしま
うような中極性有機溶媒（水にも疎水性有機溶媒にも難溶な基質を高濃度で溶解可能）を反応
溶媒とし得るバイオプロセスを用いて、各種ステロイド系医薬中間体の超高濃度生産プロセス
の開発に取り組んでいる。
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