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序論

1.抗 生物質

20世 紀の最 も大きな発見の一つに抗生物質が挙げられる。抗生物質の最初 の発

見は1929年 、英国の細菌学者 フレミングがカビの生えた寒天平板上で細菌が増殖で

きないことを見いだした ことが発端となる。その後フレミングは、これがカ ビの生産

する抗生物質ペニシリンによることを明 らかにした。ペニシリンは、作用機序が人に

は存在しない細胞壁合成阻害であるため副作用がきわめて少なく、また抗菌力も優れ

ていたため化学療法剤 として実用化された1)。 かつて感染症は主要な死亡要因であっ

たが、1940年 代半ばか らのペニシリンの工業的大量生産 と臨床使用 を契機に、各種

の抗生物質や抗菌薬が数多く実用化され、細菌感染症の管理は衛生環境の改善と相 ま

って著しく進歩 した。

2.メ チ シリン耐性黄色 ブ ドウ球菌

抗生物質の恩恵により、感染症の脅威か ら解放されたかに思われたが、細菌は次々

と薬剤耐性を獲得し感染症は新たな脅威 となった。

今 日、医療の現場において最 も問題となっている薬剤耐性菌はメチシリン耐性黄

色ブ ドウ球菌(MRSA)で ある。黄色ブ ドウ球菌は皮膚や鼻腔に生息する常在菌で、

化膿性疾病や敗血症 を惹起する最 も重要な日和見感染菌であ り、易感染性宿主に感染

するとしばしば難治性の重篤な症状 を惹き起 こす。黄色ブ ドウ球菌は元来ペニシ リン

に感受性であったが、ペニシリン汎用によりペニシリン耐性黄色ブ ドウ球菌が出現し

た。このペニシリン耐性黄色ブ ドウ球菌はペニシリン分解酵素ペニシリナーゼをコー

ドする外来遺伝子プラスミドを持つことで耐性を獲得した2)。

そ の後 、ペ ニシ リナ ーゼ 抵抗性ベ ータ ラクタム系抗 菌薬 として メチ シ リンが実 用

化 されたが、 メチ シ リン使用後間 もな くメチ シ リン耐性黄色 ブ ドウ球菌 が出現 し、 さ

らに1980年 以 降急激 にMRSAが 増加 した。MRSAの 特徴 は、メチ シ リンによって

阻害 され に くい変異型ペニ シ リン結合蛋 白をコー ドするmecAを 持 ち3)、 現在 臨床

で最 も使用 されて いるベ ータ ラクタム系抗生物質が無効 な ことで ある。 さ らにMRSA

は染 色体 上 にア ミノグ リコシ ド系お よびマ ク ロライ ド系抗 生物質 に対す る耐 性遺 伝子

4)、テ トラサイ ク リン排 出ポ ンプ5)や キ ノロン系抗生物 質の標的であ るDNAジ ャイ

レース の変異6)を 獲得 し、ほ とん どの既存抗菌薬 に耐性 を示す。

今 日で は高齢化 社会 の到 来および 医療 技術 の進 歩によ り易感 染性 宿主 が増 加 し、

これまで以 上にMRSAは 院 内感染 菌 として大 きな脅威 とな って いる。近 年、市 中で



分離 され る黄色 ブ ドウ球 菌 に占め るMRSAの 割 合が急 激 に増加 してお り7,8,9,10)、ま

たMRSAは 市 中で小児急性肺炎 を惹 き起 こす こと7)か ら、 これ まで以上 に感 染症 対

策の重要な菌 として位置付 けられ ている。

3.バ ンコマイシ ン高度耐性黄色 ブ ドウ球菌

上述 したよ うにMRSAは 多 くの抗 菌薬 に耐性 を示 し、有効 な抗 菌薬が ほ とん ど

な い。現在本邦 では抗MRSA剤 として アルベカ シン、テイ コプラニ ン、 バ ンコマイ

シンの3剤 が使用 され てい るが 、 この うちテ イ コプラニ ンお よび アル ベカ シ ン耐性

のMRSAは 既 に報告 されて いる11)。 バ ンコマイ シンはMRSAに 著効 を示 し、小児

ある いは新 生児 にも使用の認め られて いるため抗MRSA薬 の切 り札 として使用 されて

いる。 日本で は1998年 か ら2002年 の5年 間 に、臨床 分離 され た黄 色 ブ ドウ球

菌のバ ンコマイシ ンに対する感受性の低下が報告 されてお り12)、 その他 にもバ ンコマ

イ シン低感受性黄 色ブ ドウ球菌(VISA)が 数多 く報告 され るよ うにな った。 さ らに米

国では2002年 にバ ンコマイシン高度耐性 黄色 ブ ドウ球菌(VRSA)が 二株分離 され 、

社会的 に大 きな注 目を集め た。VRSAは バ ンコマイ シ ン耐性 腸球 菌(VRE)が もつ

プ ラス ミ ド上に乗った外来遺伝子vanAを 含む一連の遺伝子群がMRSAに 伝播す る

ことで誕生 した と言 われ る。バ ンコマイ シ ンは細胞壁ペ プチ ドグ リカ ンの末端ペ プチ

ドD-Ala-D-Alaに 結合 してペ プチ ドグ リカ ンの架橋 を阻害 す る ことで抗菌 力 を発揮

す るが、VRSAで はvanAを 含む一連 の遺伝子 によ りD-Ala-D-AlaがD-Ala-D-

Lacに 変換 され、バ ンコマイ シンは標 的で あるペプチ ドグ リカ ンに結 合できな くな り

抗菌活性 を失 う3)。VRSAは バ ンコマイ シンの暴露によって耐性遺 伝子 の発現が誘導

され るため、耐性遺伝子 が存在 して も増 殖速 度に悪 い影響が 出な い。そ のため、薬剤

選択圧 のかか った環境で は多 剤耐性 を獲得 して いるVRSAは 優先的 に増殖で き、耐

性遺伝子 が短期間で 蔓延す る可能性が指 摘 されてい る。 このよ うに、現状 で も対応の

困難 なMRSAに 加 え、 さ らに特効 薬 で あ るバ ンコマ イ シ ンに高度 耐性 を獲得 した

VRSAが 出現 した ことによ り、新規抗MRSA薬 の開発が社会的 に強 く望 まれ るよ う

になった。



Fig. 1-1 Anti-MRSA antibiotics

Fig. 1-2 Staphylococcus aureus and resistance determinants



4.新 規抗MRSA物 質の探索

そ こで著者 らは、新規抗MRSA薬 の創製 を 目指す ことと した。 新薬の 開発 には

まず候 補化合物 の存在が必須 であ る。薬剤候補発見 には、大 き く分 けて2つ の方法が

ある。一つ は、既存薬剤 の骨格構造 を有機合成 的手 法で修飾 し、特性 のよ り優 れた化

合物 を得 る方 法 と、 もう一 つは天然有機 化合物か ら探す 方法で あ る。天然有機化 合物

か らは微生物産物 であるペニシ リンを始め、我々の研究 会で もカナマイ シン13,14)、 ブ

レオマイシ ン15)、 ジ ョサマイシ ン16)、 カス ガマイシン17)な ど数多 くの医薬、農薬が

得 られてい る。 天然有機化 合物か らは有機 合成 的に合成 の困難 な化合物や、 これ まで

知 られて いな い骨格構造 を得る可能性 があ るな ど長所 が多 い。 また、新規骨格 を有す

る化合物 はその作用機序 も新規であ ることが多 く、交差耐性 の観点か ら望 ましい。

これ らをふ まえ、薬 剤耐性菌 に有効な 薬剤 の創製 には天然か ら探索す る ことが適

して いると考 え、微生物培養液 中か らVRSAを 含 むMRSAに 有効 な化合物の探索 を

行 うこ ととした。VRSAは これ まで2002年 に2株18,19)、2004年 に1株20)の 全

3株 が米国で臨床分離 されて いる。そ れ らの耐性遺伝子情報 は公 開されてお り、3項

に記載 した とお りである。そ こで、既存抗菌剤 に耐性な黄色ブ ドウ球菌に著効を示 し、

さ らにバ ンコマ イ シンと作 用機序 の 異な る化 合物 はMRSAお よ びVRSAに 有 効で

あるとい う着想 のもと探索系を構築 し、探索研究 を行 った。

5.ト リプ ロペプチ ン類 の発見

約4000サ ンプル を探 索 した結 果、Lysobacter sp. BMK333-48F3株 の培養液

か ら新規構造 を有す る6種 の リポペ プチ ド系抗生物質 トリプ ロペ プチ ン類 を発見 し

た21,22,23)。 本論文 は新規抗MRSA物 質の探索、 トリプロペ プチ ン類 の発見、 トリプ

ロペプチ ン類 生産菌 の分類 同定、 トリプロペプチ ン類の 生産培 養 、単離 精製、物理化

学的特性、構造解析および生物活性等 について述べたものである。下記に概略を記す。

第1章 で は、社会 的に大 きな 問題 とな って いる薬 剤耐性菌MRSAに 有効 な化 合

物 の探索、生産菌 の同定 、トリプ ロペプチ ン類の生産および単離精製 につ いて述べ る。

約4000株 の微 生物培養 液の 中で 土壌 よ り分離 したBMK333-48F3株 の培養液 に 目

的 の活 性 を見 いだ した 。 本菌 は、 系統 分 類 の指 標 で あ る16SrRNA遺 伝子(16S

rDNA)の 部分塩基配列の解析および生理生化学性状 ・化学性状試験よ り、Lysobacter

属 に属す る こ とが 明 らか にな った。活性 成分 の単離精製 は、寒天 平板上で の黄色 ブ ド

ウ球菌 に対す る生育 阻止 円を指標 に以下 のよ うに行 った。すなわ ち本菌 を培養培 地で



2日 間培養後 、ダイ アイオ ンHP-20カ ラム クロマ トグラフィー、 シ リカゲルカ ラム

クロマ トグ ラフィーおよ びダイアイ オ ンCHP20Pカ ラム クロマ トグ ラフィー を用 い

て新規 リポペプチ ド系化 合物群 トリプ ロペ プチ ンA,B,C,D,Eお よびZを 単離 した。

第2章 で は、 トリプ ロペプチ ン類 の物理化 学的性 質お よび構造解 析 について述べ

る。 トリプ ロペ プチ ン類 の平面構造 は、呈 色反応 、赤外吸収ス ペク トル 、高分解能 質

量分析および各種NMRス ペ ク トル解析 か ら明 らか に した。構成 アミ ノ酸およ び脂肪

側鎖 の絶対構 造 はマー フィー法お よび分光光 学的手 法 によ り明 らかに した。 また トリ

プロペ プチ ン類分子 内に2分 子ずつ含 まれ るプ ロ リンお よび ヒ ドロキ シアスパ ラギ

ン酸 は、バー チ還元法 お よび リチ ウムボ ロハ イ ドライ ド還元 によ り得 られ た断片 をマ

ー フィー法にて分析す ることで立体 化学 を明 らか にし、 トリプロペプチ ンCの 絶対構

造 を決定 した(Fig.1-3)。

Fig. 1-3 Structures of tripropeptins

第3章 で は 、 トリプ ロペプチ ン類 の生物活性 につ いて述 べ る。 トリプ ロペプチ ン

類 は耐性菌 を含 む グラム陽性細菌 に強い抗菌 力 を示 したが、 グラム陰性 菌お よび抗酸

菌 には抗菌活性 を示 さな か った。2002年 に臨床分離 され た10株 のMRSAに 対 し

て トリプロペプチ ンC,Dお よびEは 、バ ンコマイ シンをはじめ とす る既存抗菌 薬よ

りも強 い抗菌 力 を示 した。マ ウス の黄色 ブ ドウ球菌 全身感染モデル にお ける トリプ ロ

ペ プチ ン類 の感染治療試 験お よび トリプロペプチ ン類 の構造 とin vivoお よびin

vitroの 活性 を比較検討 した。 トリプ ロペ プチ ン類 の生物活性 を評価す る過程で 、 ト

リプロペ プチ ン耐性菌 の 出現率が 低 い こと、な らび に トリプロペプチ ン類 にお いてマ

ウスの全 身感 染 モデルで の治療効果 と抗菌 力が一致 しなか った とい う興 味深 い知見 が

得 られ、これ らを薬物動態および生化学 的観点か ら解 析 した。



第1編 本論

第1章 新規抗MRSA物 質の探索 、

トリプロペプチン類の生産および単離精製

MRSAは 院内感染 の主要 な起 因菌 で、 βラクタム系抗 生物質 のみな らず 、ほ とん

どの既 存抗菌抗 生物 質に対す る耐性 を獲得 して いる。そ のため現 在で は、MRSAに 有

効 な抗菌薬 はバ ンコマイ シン、 テイ コプ ラニ ンお よび アルベ カシ ンしか ない。後者2

薬剤 に対 して耐性 を獲得 したMRSAは 報告 されてお り、バ ンコマイ シンがMRSAの

切 り札 として使用 され て いる。 しか しな が ら近 年、 バ ンコマイ シ ン高度耐性MRSA

(VRSA)が 臨床分離 され、新規抗MRSA薬 の開発が急務 となってい る。そ こで微 生物

培養液か ら新規抗MRSA物 質 を探索 した ところ、沖縄県 の土壌よ り分離 した土壌細菌

Lysobacter sp. BMK333-48F3株 によ り生産 される新規抗生物 質 トリプロペプチ ンA,

B,C,D,Eお よびZを 発 見した。

本章で は、探索 系の構築、探 索結 果、 トリプ ロペ プチ ン類 生産 菌の分類学 的位置

づけ、 トリプロペプチ ン類の生産および単離 ・精製 について述べ る。

1.1新 規抗MRSA物 質の探索系の構築

VRSAを 含 むMRSAに 有効 な新薬 創製 を 目指 して探索研 究 を行 うにあた り、以

下のよ うなコ ンセプ トに基 づき系 を構築 した。

すなわち抗菌薬 として要求す る活性 が、MIC値 で2.0μg/mL以 下であ ると仮定

す る と、微生物培養液 か ら新規物質 を発見 した 当初、活性物質の生産量が100μg/mL

以上あ る ことは非常 に稀 であるため、 培養液 を80倍 希釈 して菌 の生育 を抑 制す る場

合、含有 して いる活性成 分 のMICが1.25μg/mL以 下 とな り要 求 を満 たす。そ こ

で感 受性 黄 色 ブ ドウ球菌 ス ミス 株 、 多 剤耐 性 黄 色 ブ ドウ球菌MS 9610株 お よび

MRSA No.5株 に対 し、微量液体 希釈 法にお いて80倍 希釈培養 液で上記3株 全 ての

生育 を抑 制す る微生物培養液 を陽性サ ンプル とした。

また 、VRSAは バ ンコマイシ ン耐性 腸球菌(VRE)と 同 じバ ンコマイ シン耐性 因

子vanA遺 伝子群 を獲 得 して いる。 そのためMRSAに 対 し前述 の抗菌活性 を有 し、

バ ンコマ イ シン と作用機序 の異な る化 合物 はVRSAに も有効で あ ると考 え られ る。

なお、バ ンコマイ シンな どのグ リコペ プチ ド系化 合物はペ プチ ドグ リカ ン中間体 であ

るム レイ ンモ ノマーに結合 し細胞壁 の重合 を阻害す る ことで抗菌活性 を発揮す るため、

細胞壁調製画分 によって抗 菌力が拮抗す る24)。 そ こで、 この拮抗現象 を利用 して グリ



コペプチ ド系化合物の排除を行い、バンコマイシンと作用機序の異なるものを選抜 し

た。

さらに選択性のない毒性物質の排除のため哺乳動物由来細胞に対する細胞毒性試

験を行い、抗菌活性に対する細胞毒性の選択係数が高いものを陽性サンプル とした。

1.2新 規抗MRSA物 質の探索結果

微生物培 養液サ ンプル3996検 体か ら目的 の活性 を探索 した 結果 、既存抗 菌薬 の

耐性菌 の生育 を阻害 したサ ンプル数283、 そ の うち細胞壁調製画 分 との拮抗 現象 が見

られ なか ったサ ンプル数215、 さ らに哺乳動物細胞 に対す る毒性 が認 め られなか った

ものは、BMK333-48F3株 の培養液1サ ンプルで あった。詳細は下記 の とお りであ

った(Table、1.1)。

1.2.1薬 剤耐性菌 に対す る感受性試験

BMK333-48F3株 の培 養液 の感受性試 験 は感受性 黄色 ブ ドウ球 菌ス ミス株、多剤

耐性黄色ブ ドウ球菌MS 9610株 お よびMRSA No.5株 に対 し、微量液体希釈法 にお

いて80倍 希釈培養液で上記3株 全ての生育 を抑制 した。

1.2、2細 胞壁調製画分 との拮抗試験

200μg/mLの バ ンコマイ シ ン溶液 の 円筒拡散 法で の生育阻止 円の直径 は、黄色

ブ ドウ球菌ス ミス株 に対 し、通常培地で は20.5mm、 細胞壁添加培地で は17.0mm、

枯草菌Bacillus subtilis PCI219株 に対 し通常培地では27.0mm、 細胞壁添加培地で

は15.0mmと 細胞壁 添加 によ り抗菌活性 に拮抗作用が認め られた。一方、BMK333-

48F3株 の培養液で は黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 および枯草菌Bacillus subtilis PCI219

株 に対 しそれぞれ23.5mm,26.0mmの 生育阻止 円を示 し、細胞壁添加 によ り拮抗

作用が認 め られ ず、本培養 液 の活性 成分がバ ンコマイ シン と異 な る作 用機序 を持 つ こ

とが示唆 された。

1.2.3細 胞毒性試験

BMK333-48F3株 の培養液 は、最 終濃度25%でL-1210細 胞 の増殖 を24.1%

阻害 した。液体 希釈法 によ る抗菌 力試験 とこの細胞 毒性 試験 の希 釈倍 率か ら本 培養液

は高い選択係数 を示 した。



Table 1.1 Screening result of culture broth of BMK333-48F3



1.3 BMK333-48F3株 の 分類 ・同定

1.3.1 BMK333-48F3株 の16SrRNA遺 伝 子 配 列 解 析

Escherichia coli numbering systemの67番 か ら305番 目 に 該 当 す る

BMK333-48F3株 の16S rRNA部 分 塩 基 配 列 を 解 読 し、 日本DNAデ ー タバ ン ク

(DDBJ)で 相 同 性 検 索(FASTAお よ びBLAST)を 行 っ た と こ ろ 、Lysobacter

enzymogenes、Lysobacter sp. C3お よ びLysobacter sp. IB-9374の16S rRNA

部 分塩 基 配 列 と100%の 相 同性 を示 した。 また 、解 読 した塩 基 配 列 を下 記 に示 した 。

ggcagcacagaggagcttgctccttgggtggcgagtggcggacgggtgaggaatacgtc 

ggaatctgcctatttgtgggggataacgtagggaaacttacgctaataccgcatacgaccta 

cgggtgaaagtgggggaccgcaaggcctcacgcagatagatgagccgacgtcggattag 

ctagttggcggggtaaaggcccaccaaggcgacgatccgtagctggtctgagaggatgat

1.3.2 BMK333-48F3株 の培養性状お よび生理生化学性状

性 状試験の結果 をTable 1.2に 示 した。BMK333-48F3株 の透過 型電子 顕微鏡写

真をFig.1.1に 示す。 本菌株は 、好気性 グラム 陰性桿 菌で、鞭毛 、芽 胞お よび子 実体

の形成は認 め られ ず、滑走性 を有 した。寒天 培地 で の生育 は半透 明で非常 に粘性 に富

んでいた。本 菌 はキチ ンを分解 し、 ゼ ラチ ンを液化 し、カゼイ ンを消化 し、 ミル クを

凝 固 ・ペプ トン化す る。細胞 の大 き さは0.5～0、8x1.6～2.0μmで あ った。 生育温度

範囲は20～37℃ で、生育至適温度は24～30℃ で あった。DNAのG+C含 量 は70.5

モル%で あった。糖 類か らの酸 および ガスの生成試験 は、次 の通 りで あった。 グル

コー ス、 アラ ビノース、 マル トース および トレハ ロースか ら少量 の酸 の生成 が認め ら

れた が、D-キ シ ロー ス、D-マ ンノー ス、D-フ ラク トー ス、D-ガ ラク トース 、 シュク

ロース 、D-ソ ル ビ トール、D-マ ンニ トー ル、イ ノシ トール、 グ リセ ロールお よび スタ

ーチか らは酸 の生 成が認め られなか った。 また、ガス の生成 はいずれ の糖か らも認 め

られな かった。BMK333-48F3株 の特徴 を要約す ると、本株 は グラム陰性 桿菌で 、キ

チ ンを分解 し、滑走性 を有 し、 また子実体 の形成 は認め られず、DNAのG+Cモ ル%

が70.5%で あった。

上 述 のBMK333-48F3株 の 性 状 試 験 は 、Bergey'sManual of Systematic

Bacteriologyの 記 載 され て い るLysobacter属 の特 徴25,26)と 一 致 して い た 。 よ って

BMK333-48F3株 をLysobacter sp. BMK333-48F3と した 。



Fig.1.1 Electron micrograph of strain BMK333-48F3

Table 1.2 Taxonomic data of strain BMK333-48F3



1.4 トリプロペ プチ ン類 の生産

寒天斜面培地 で培養 したLysobacter sp. BMK333-48F3株(以 下、生産株)を 、

トリプ ロペ プチ ン生産培地 に接種 し、27℃ で18時 間振盪培養 した。 得 られ た種母培

養液 を培 養培地 に接種 して27℃ で振盪 培養 し、Fig.1.2に そ の時 の トリプ ロペ プチ

ン類生産 の培養 曲線 を示 した。pHは 培養 開始直後 か ら上昇 し、それ 以降 も緩 や か に

上昇 を続 けた。 トリプロペ プチ ン類 の生産 は、黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 に対す る寒 天

平 板上で の生育 阻止 円を指 標 に調べ た。 トリプ ロペ プチ ン類 の生産は約40時 間後 に

最 高値 を示 し、50時 間後以 降に緩や かに低下 した。 この ことか ら本培養 は48時 間で

行 うこととした。

Fig.1.2 Fermentation of Lysobacter sp. BMK333-48F3



1.5 トリプ ロペプチ ン類の単離精製

トリプロペ プチ ン類生産培地 で培養 した培養液 を遠心 分離 して培養 ろ液 と菌体 に

分離 した。菌体 はメタ ノール10Lで 抽 出後 に減圧下濃縮 し、培 養 ろ液 とあわせ 、 こ

の混合溶液50Lを 、ダイアイオ ンHP-20カ ラム(6L)に 吸着させ、蒸留水、50%

メタ ノー ル 水 、65%ア セ トン水 各 々18Lで 順 次 溶 出 した 。 活 性 成 分 は65%ア セ

トン水 で 溶 出 し、 これ を減 圧 下 で濃 縮 して 油 状 物 質30gを 得 た 。 得 られ た 油 状 物 質

を シ リカ ゲ ル カ ラム(1500mL)に のせ 、 ク ロ ロホ ル ム:メ タ ノー ル:水(10:5:1,v

/v,4500mL)、 ブ タ ノー ル:メ タ ノ ー ル:水(4:1:2,v/v,4500mL)で 順 次 ク ロ

マ トグ ラ フ ィー を行 い 、活 性 画 分 を集 め 粗 精 製 物10.8gを 得 た 。 これ を50%メ タ

ノー ル 水 で 溶解 し、 ダ イ アイ オ ンCHP20Pカ ラム(250mL)に 吸 着 させ 、 アセ ト

ン-水 の濃 度 勾 配 法 で 順 次 溶 出 した 。40%ア セ トン水 溶 出画 分 よ り ト リプ ロ ペ プ チ ン

Z 65.7mg、45%ア セ トン水 溶 出 画 分 よ り トリプ ロペ プチ ンA189.7mg、45%お

よ び50%ア セ トン水 溶 出画 分 よ り トリプ ロペ プチ ンB210.6mg、45お よび50%

ア セ トン水 溶 出 画 分 よ り トリプ ロペ プチ ンC986.6mg、50、55お よ び60%ア セ ト

ン水 溶 出 画 分 よ り トリプ ロペ プチ ンD50.1mgを 単離 した(Fig.1.3)。

Fig. 1.3 Purification procedure of tripropeptins



1.6 トリプ ロペプチ ン類の培養法の検討

第2章 で述べるよ うに、 トリプ ロペ プチ ン類 の構造は、共通の環状ペ プチ ド骨格

を持ち、連結 した メチ レン数 の異なる末端の分岐 した脂肪側鎖を構成要素 としている。

トリプロペプチ ン類は発酵 生産する と構造の差異がわずかな多成分の混 合物 として得

られ るため、生産物の収束お よびコ ン トロールが課題 とな った。そ こで トリプロペプ

チン類が分岐脂肪側鎖 を持 つ ことに注 目し、その生合成機構 を利用 して生産物 のコン

トロールを試みた。

分岐脂肪鎖 は分岐 アミノ酸 もしくは代謝中間体であ る分岐アミノ酸 由来のケ ト酸

をスターター として、マ ロニルCoAの 縮合反応 を くり返 して生合成され ることが知

られて いる28,29)。 この ことか らロイシンか ら生合成 され る脂肪側鎖は トリプロペ プチ

ンAお よびCの 脂肪側鎖で あ り、一方、 トリプロペプチ ンZ,Bお よびDの 脂肪側

鎖はバ リンか ら生合成 される と推測 される(Fig.1.4)。

トリプロペプチ ン類培養培地 にロイシンを添 加 して培養 した ところ、予期 した と

お りトリプロペプチ ンAお よびCが 選択的に生産 され、 さらに新たな ピー クが検 出

された(Fig.1.5,Table 1.3)。ロイシンを培地に添加した時のトリプロペプチン類の発

酵生産 では トリプ ロペプチ ンZ,Bお よびDが 生産 されな いため、通常 の培養時 に比

べ単離効率が著 しく改善 した。一方、 トリプロペ プチ ン類培養培地 にバ リンを過剰量

添加 して培養 した ところ、 トリプロペ プチ ン類 の生産比は変わ らなか った。

次 に、ロイ シンおよびバ リンのそれぞれの分岐脂肪酸 生合成中間代謝物であるイ

ソバ レリル酸、3-メ チルー2-オキ ソブタン酸 を培地 中に添加 して トリプ ロペ プチ ン類

の発酵 生産 を行 った。その結果、添加濃度依存 的に対応す る成分の生産比率が増加 し

た(Table 1.4)。バリン型脂肪酸生合成において、バリン添加では影響が見られず、3-

メチル-2-オ キソブタン酸添加で対応す る脂肪側鎖 を持つ トリプロペプチ ン生産が増加

したことから、Lysobacter sp. BMK333-48F3株はバリン由来分岐脂肪酸生合成の

初期段階 にある脱 アミノ反応もしくはそ の後の酸化 反応酵 素が欠失 していると考え ら

れた。 このとき トリプロペプチ ン類の生産比率は変化す るが、総生産量は変わ らなか

った。



Fig. 1.4 Biosynthesis of tail-branched fatty acid

Fig. 1.5 Effect of leucine addition on tripropeptins production



Table 1.3 Effect of addition of branched amino acid on tripropeptins production

a)Percentage values are calculated by the peak area of HPLC analysis

Table 1.4 Effect of addition of branched amino acid derivatives on tripropeptins 

                       production

a)Percentage values are calclated by the peak area of HPLC analysis



1.7 トリプ ロペ プチ ンEの 発酵生産

トリプロペプチン類発酵 生産 の最適化の過程で、ロイ シンを添加 した培地 で トリ

プロペプチ ン生産菌 を培養す ると トリプ ロペプチ ンAお よびCが 選択 的に生産され、

さらに新たな ピークを見いだした。 このピー クは トリプロペプチン類 と同様に紫外吸

収がエ ン ド吸収 のみである こと、 さらにHPLCで の保持時間が他 の トリプロペ プチン

類 と等間隔で あることか ら、類縁化合物である ことが示唆された。

この ロイ シン添加培養時 に新たに出現 した ピー クの化合物(ト リプロペプチンE)

を得 るため、 トリプロペプチ ン類培養培地 にロイシンを加 えて、 トリプロペ プチ ン類

発酵 生産を行 った。培養法は培地組成 を除き1.4項 と同様に行 った。 また培養液の抗

菌活性 を経時的 に調べた ところ、ロイ シン添加 の影響は認め られず 、Fig.1.2と 同様

であ った。

1.8 トリプロペ プチ ンEの 単離精製

トリプ ロペ プチ ンEは 、以下 のよ うに発酵 生産および単 離精製 した(Fig.1.6)。

生産 菌を トリプロペプチンE生 産培地で48時 間培養 した培養液15Lに 等量の アセ

トンを加え ミキサーで充分に撹拌 し、60Lの 蒸留水 を加えて希釈 した後 、湿容量1Lの

ダイ アイオ ンHP20レ ジンを加 え、さ らに撹拌 した。 この混合液 をろ過 し、化 合物の

吸着 している レジンを3Lの 蒸留水および3Lの メタノールで洗浄後、アセ トン3L

にて活性 区 を溶 出 し、得 られた アセ トン溶出画 分を減圧乾 固 して30gの 茶褐色 の油

状物 を得た。 この油状物 を1Lの シリカゲルカ ラムにのせ、3Lの クロロホルム:

メタノール:水=10:5:1の 混 合溶液 にて洗浄後、3Lの ブタ ノール:メ タ ノール:

水 にて溶出 し、減圧乾 固後5.1gの 黄褐 色油状 物を得 た。 これ を30%メ タ ノール水

に溶解 後、1M塩 酸でpHを2.6に 調整 し、湿容量250mLの ダイアイオンCHP20P

レジンカラム にのせ、アセ トン-水 の濃度勾配法にて順次溶出 した。アセ トン-水=18:

22お よび20:20の 溶出画分か ら45.7mgの トリプロペ プチ ンAを 、20:20、22:

18、23:17の 溶 出 画分 か ら918.4mgの トリプ ロペ プチ ンCを 、23:17か ら26:

14の 溶 出画 分 か ら トリプ ロペ プ チ ンCお よ び トリプ ロペ プ チ ンEの 混 合 物288.9

mgを 得 た 。

この混合物 を少量 の蒸留水に溶解後、pHを2.0に 調整 し、湿容量30mLの ダ

イアイオンCHP20Pカ ラムにのせ、 アセ トニ トリル-水 の濃度勾配法 によ り順次溶 出

した。 アセ トニ トリル:水=33:67お よび34:66の 溶出画分か ら198.5mgの

トリプロペプチ ンCを 、36:64か ら37:63の 溶出画分か ら17.5mgの トリプロ

ペプチ ンEを 精製単離 した。純度 はHPLCで 確認 した。



Fig.1.6 Purification procedure of tripropeptin E



1.9 要約および考察

第1章 で は、開発が急務 とされている薬剤耐性菌MRSA・VRSAに 有効 な新薬

候補化合物を微生物培養液3996サ ンプルの中か ら探索 し、沖縄県那覇市の土壌 よ り

分離 された一細菌BMK333-48F3株 の培養液 に目的の活性 を見いだ した。

BMK333-48F3株 の16SrRNA部 分塩基配列の相 同性検索 の結果、3株 の

Lysobacter属 のデータと100%の 相同性を示 した。 さ らにBMK333-48F3株 の

培養性状および生理生化学性状 を調べた ところ、本株はグラム陰 性菌で、鞭毛 はな く、

運動 性が認 め られず、滑走性 を有 していた。滑走性を有す る細菌 は、すべて グラム陰

性菌で ある ことが知 られてお り27)、DNAのGCモ ル%、 さ らには子実体形成能 の有

無 に よ り分類 学 的 に細 分 化 さ れ る26)(Fig.1.7)。BMK333-48F3株 は 、 系統 分類 の指

標 で あ る16SrRNA部 分塩 基 配 列 、 培 養性 状 お よ び 生理 生 化学 性 状 な どか ら

Lysobacter属 に属 す る細 菌 で あ る と同 定 し、本 株 をLysobacter sp.BMK333-48F3

株 と した 。

次 にLysobacter sp.BMK333-48F3株 の培 養 液 よ り活 性 成分 の精 製 単離 を行 っ

た。菌体メタ ノール抽 出画分 と培養上清 を、ダイ アイオンHP-20、 シ リカゲルカ ラム

ク ロマ トグ ラフィーにて粗精製を行 い、ダイアイオ ンCHP20Pカ ラム クロマ トグラ

フィー を行 うことで5種 の活性成分 トリプロペプチンA,B,C,Dお よびZを 単離 し

た。 トリプ ロペプチ ンEは 、培養 の最適化の過程で、培地中に ロイ シンが過剰量存在

す る とき生産され るものとして発見された。トリプロペプチ ン類の発酵生産にお いて、

培地 中のロイシ ン濃度に依存 して トリプロペプチンAお よびC成 分が選択的に生産

され、 あわ せ て トリプ ロペプ チ ンZ,Bお よびDは 生 産 され な くな り、 ア ミ ノ酸 の

添 加 に よ り生 産物 の収 束 が達 成 され た(Fig.1.6,Table 1.2)。 他 の リポ ペ プ チ ド系 化 合

物にお いて も、培地 にアミノ酸 を添加す る ことで代謝物の生産性の向上な らびに生産

物の制御は行われてお り30,31,32)、リポペ プチ ド系化合物の生産の コン トロールに有効

かつ実用的な方法である。

また、 トリプロペプチン類の生産菌で あるLysobacter属 細菌は、土壌か らの分

離頻度 は放線菌のように高 くな いが、 トリプロペプチ ン類以外 にも βラクタム系化合

物 で あ るセ フ ァバ チ ン(Fig.1.8)33,34,35)や リポ ペ プチ ド系化 合 物 で あ るWAP-8294A

(Fig.1.10)36)、 カ タ ノシ ン(Fig.1.11)37)、 ライ ソバ ク チ ン(Fig.1.11)24)、 環 状 ペ

フ.チ ドの ラクテ ィ ビシ ン(Fig.1.9)38)な ど多 くの興 味 深 い 生理 活性 物 質 を生 産す る こ

とが報告 されて いる。そのためLysobacter属 細菌は新規生理活性物質の探索源 とし

て期待 され る。



Fig.1.7 Characteristics of gliding bacteria

Fig.1.8 Structure of cephabacins

Fig.1.9 Structure of lactivicin



Fig. 1.10 Structure of WAP-8294

Fig. 1.11 Structure of katanosins and lysobactin




