
第2章 トリプロペプチン類の構造解析

土壌細菌Lysobacter sp.BMK333-48F3株 の培養液よ り、6種 の新規抗菌物質

トリプ ロペプチ ン類 を発 見お よび精 製単離 した。 本章で は、 トリプロペ プチ ン類 の物

理化学的特性、平面構造 の決定および立体構造の決定 につ いて述べ る。

2.1 物理化学的特性

トリプ ロペ プチ ン類 の物理化 学的特性 をTable 2.1に 示す。 トリプロペ プチ ン類

は互い に類似 した物理化学 的特性 を示 し、各成 分の分子 式は、高分解能FABMSス ペ

ク トル によ り決定 し、(CH2)nず つ 異な る化合物群 で ある ことがわか った。各成分 とも

UVス ペ ク トルは末端吸収 を示 し、IRス ペ ク トルの特徴的な吸収か らラク トン(1737

cm-1)お よびペプチ ド結合(1635お よび1537cm-1付 近)の 存在が示唆 された。 トリ

プ ロペプチ ン類 は、 メタ ノール、DMSOお よび ブタ ノールに可溶で、水 にわずか に溶

け、ク ロ ロホルム、 アセ トンおよび酢酸 エチル に不溶で あ った。 トリプロペ プチ ン類

の呈 色 は、ライ ドンス ミスお よび坂 口試験 に陽性 反応 を示 し、ニ ン ヒ ドリン試 薬 には

陰性であった。
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2.2 トリプロペプチ ン類 の平面構造

トリプロペプチ ン類の構造決定 は主成 分であ る トリプロペ プチ ンCに つ いて解

析 した。呈色試験 の結果か ら トリプロペプチ ンCは 、 グアニジル基 を有す るペ プチ

ド系 化 合物 で あ る ことが 示 唆 され た 。また 、高 分 解 能FABMSス ペ ク トル お よ び1H

お よ び13C NMRス ペ ク トル(Fig.2.1,2.2)よ り トリ プ ロ ペ プ チ ンCの 分 子 式 を

C51H83N11O19と 決定 した 。

Fig.2.1 1H NMR Spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6



Fig.2.213C NMR spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6



トリプ ロペ プチ ンCの 構成アミノ酸 を確認す るため、 トリプロペプチンCの 酸

加水分解 生成物 をセル ロースTLCに 展開後、ニ ンヒ ドリン試薬で呈色 したところ、

ス レオニ ン、セ リン、アルギニ ン、 ヒ ドロキ シプ ロ リン、 プ ロリンお よび ヒ ドロキ

シアスパ ラギ ン酸が存在す る ことがわか った。

次 に トリプ ロペ プチ ンCの 平面構造 を各種NMRス ペク トル解析 によ り決定 し

た。トリプロペプチ ンCの1Hお よび13C NMRス ペ ク トル(500お よび125MHz)

の帰属をTable 2.2に示した。トリプロペプチンCのDEPTおよびHMQC NMR

スペ ク トル の解 析 よ り、3個 の メチ ル炭 素、22個 の メチ レン炭素 、14個 の メチ

ン炭素、1個 のsp2 4級 炭 素および11個 のカルボ ニル炭素が存 在す る ことを

明 らかに した。 さ らに1H-1H COSYお よびHMBCス ペ ク トル解析 か ら、 トリプ

ロペプチ ンCの 分子 内に β ヒ ドロキ シ脂肪酸および8個 のアミノ酸 、す なわち

ス レオニ ン、セ リン、アルギニ ン、ヒ ドロキシプロ リン、2分 子 のプロ リンおよび2

分子の ヒ ドロキシアスパ ラギ ン酸の存在が明 らか にされた(Fig.2.3)。

続 いて先 に得 られた トリプ ロペ プチ ンCの 部分構 造 を、HMBCス ペ ク トル で

観測 され た ロング レンジ相 関よ り連 結 した。すなわち β-ヒ ドロキシアスパ ラギ ン酸

(II)のアルファ位のメチンプロトン(H-2,δH 4.62)からヒドロキシプロリンのカ

ル ボ ニ ル 炭 素(C-5,δc169.9)に 、 ヒ ドロキ シ プ ロ リ ンの ア ル フ ァ位 の メ チ ン プ

ロ トン(H-6,δH4.23)か らセ リンの カル ボ ニ ル 炭 素(C-10,δc167.9)に 、 セ リ

ンの ア ミ ドプ ロ トン(δH7.25)か ら β-ヒ ドロキ シア ス パ ラギ ン酸(I)の カ ル ボ ニ

ル 炭 素(C-13,δc168.5)に 、 β-ヒ ドロキ シ ア ス パ ラギ ン酸(I)の ア ミ ドプ ロ ト

ン(δH8.49)か らア ル ギ ニ ン の カ ル ボ ニ ル 炭 素(C-17,δc171.2)に 、 ア ル ギ ニ

ン の ア ミ ドプ ロ トン(δH7.77)か らプ ロ リ ン(I)の カ ル ボ ニ ル 炭 素(C-23,δc

172.6)に、プロリン(I)のメチレンプロトン(H-27,δH3.35)からプロリン(II)

の カ ル ボ ニ ル 炭 素(C-28,δc172.0)に,プ ロ リン(II)の メチ ン プ ロ トン(H-29,

δH4.18)か らス レオ ニ ンの カ ル ボ ニ ル炭 素(C-33,δc169.0)に 、 ス レオニ ンの

ア ル フ ァ位 の メチ ン プ ロ トン(H-34,δH4.52)お よ び3-ヒ ドロキ シ-13-メ チ ル テ

トラデ カ ン酸 の メチ ン プ ロ トン(H-39,δH5.06)か ら3-ヒ ドロキ シ-13-メ チ ル テ

トラデカ ン酸 のカルボ ニル炭 素(C-37,δc169.5)に ロングレンジ相関が 観測 され

た ことか ら、 アミ ド結合 を介 した3-ヒ ドロキ シ-13-メ チ ルテ トラデカ ン酸-ス レオ

ニ ン-プ ロ リン-プ ロ リン-ア ルギニ ン-β-ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸-セ リン-ヒ ド

ロキ シプロ リン-β ヒ ドロキ シアスパラギ ン酸の配列 を明 らかに した(Fig.2.4)。



Table 2.2 13C and 1H NMR data of tripropeptin C in DMSO-d6



Fig.2.3 Partial structure of tripropeptin C



Fig.2.4 1H-1H COSY and HMBC experiments of tripropeptin C in DMSO-d6



HMBCス ペ ク トル の解 析 では、 β ヒ ドロキ シア スパ ラギ ン酸(II)お よび脂

肪側鎖 の周 辺構造 に関 して明 らか にす るには至 らなか った。 トリプロペ プチ ンCの

IRス ペク トルか ら、分子 内に ラク トン構造 の存在 が示唆 されて いるが、エ ステル結

合を介 したプ ロ トン-カーボ ン間の結合定数 は小さ いため にHMBCス ペ ク トル で は

遠 隔相 関が確 認で きなか った と考え られた。そ こで 小 さい結 合定数 を示す遠 隔相 関

を見る ことがで きるD-HMBC39)に よ り未決定部位 の遠 隔相関の検 出 を試みた。す

な わ ち トリプ ロペ プチ ンCをDMSO-d6:D2O(10:1)に 溶 解 し、1Mの 水 酸 化 ナ

トリウ ムでpHを8.0に 調 整 した のち 、1H NMR,13CNMR(Table 2.3)、D-HMBC

ス ペ ク トル(Fig.2.5)を 測 定 し39)、3-ヒ ドロキ シ-13-メ チ ル テ トラデ カ ン酸 の メ

チ ン プ ロ トン(H-39,δH4.91)か ら β-ヒ ドロ キ シ ア ス パ ラギ ン酸(II)の カ ル ボ

ニ ル 炭 素(C-1,δc170.5)へ の ロ ン グ レ ン ジ相 関 を観 測 す る こ とで ラ ク トン 周 辺

の構 造 を明 らか に し、これ に よ り トリプ ロペ プチ ンCの 平 面構 造 を決定 した(Fig.2.6,

Fig.2.7)。

また、 トリプロペ プチ ンA,B,D,Eお よびZの 平面構造 は、 トリプ ロペ プチ

ンCと 同様 に決定 した。 トリプロペプチ ン類のNMRデ ー タをTable 2.4に 示 した。

本化合物群 がペ プチ ド系化 合物で あ り、 ヒ ドロキ シプ ロ リンを含め プロ リンが3分

子 あることか ら、 これ らを トリプ ロペ プチ ン類 と命名した。



Fig.2.5 D-HMBC spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6 : D2O (10:1)+NaOH (pH 8.0)

Fig. 2.6 1H-1H COSY and HMBC experiments of tripropeptin C in DMSO-d6



Fig.2.7 Planar structure of tripropeptin C



Table 2.3 13C and 1H NMR data of tripropeptin C in DMSO-d6: D20 (10:1)+NaOH (pH 

8.0)



Table 2.4 NMR data of tripropeptins



2.3 構成ア ミノ酸 の立体化学

構 成 ア ミノ酸 の立体 化学 は、 ヒ ドロキ シプ ロリンを除き、マ ー フィー法 で決定 し

た40)。 す なわ ち、単離精製 した トリプ ロペプチ ンCの 構 成アミ ノ酸および標 品アミ

ノ酸 を塩基性 条 件下 、マ ー フィー試 薬1-フ ロロ-2,4-ジ ニ トロ フェニル-5-L-ア ラニ

ンアミ ド(L-FDAA)と 縮 合 し、得 られたアミノ酸誘導体 ジアステ レオマー群をHPLC

で分析 した。構成アミノ酸および標品の各アミノ酸誘導体 の保持時間を比較 した結果、

構成 ア ミノ酸 は、L-ア ルギニ ン、L-セ リン、D-ア ロス レオニ ン、L-プ ロリン、D-プ ロ

リ ン、 ス レオ-β-ヒ ドロキ シ-L-ア スパ ラギ ン酸 、 ス レオ-β-ヒ ドロキ シ-D-ア ス パ ラ

ギ ン酸 で あ る こ とが 判 明 した。

2.4 ヒ ドロキ シプロ リンの立体化学

3-ヒ ドロキ シプ ロリンは2位 および3位 に不 斉炭 素があるため、4種 類 の光

学異性体 が存在 する。そ の4種 類の標品が なかったため 、3-ヒ ドロキ シプロ リンの

立体化 学 をマ ー フィー 法で決定す る ことは不 可能で あった。そ こで、 トリプ ロペ プチ

ンCの 酸加水分解物 か らヒ ドロキシプロ リンを精製単離 し、 得 られた3-ヒ ドロキ シ

プ ロリンの化学的特性 の文献値比較 によ り立体化学 を明 らか にす ることに した。

ヒ ドロキ シプロ リンの精製 は、以下 のよ うに行 った。す なわ ち、 トリプ ロペ プチ

ンCの 酸加水分解物40mgを 、アンバー ライ トCG50Iカ ラム クロマ トグラフィー

およびセ ル ロー スカ ラム ク ロマ トグラ フィー によ り精製 し、1.3mgの ヒ ドロキ シプ

ロリンを得た。質量分析お よび1H NMRス ペ ク トルか らこれが3-ヒ ドロキ シプロ リ

ンであることを確認 し、物性 を文献値 と比較 した。

単 離 した ヒ ドロキ シ プ ロ リン の1H NMRス ペ ク トル は 、2位 お よ び3位 の プ

ロ トンの 結 合定 数が1.60Hzで あ った 。文 献 値 によ る と2位 お よび3位 の プ ロ トン

の結 合 定 数 は トラ ンス 配 置 で はJ2 ,3=1.2Hz、 一 方 シ ス 配 置J2,3=4.2Hzで あ った こ と

か ら、 水 酸 基 の 立 体 が トラ ンス で あ る こ とが わ か った(Table 2.5)。 ま たCDス ペ ク

トル よ りプ ラス の コ ッ トン効 果 が 観 測 され 、 文 献 値 と比 較 してL-ト ラ ンス-3-ヒ ドロ

キ シ プ ロ リ ンで あ る と決定 した[実 測 値[θ]240+80,[θ]220+1980,[θ]210+2980(c

0.033,0.5M HCl)、 文 献 値[θ]240,[θ]220+2880,[θ]210+5380(c 0.054,0.5M

HCl)](Fig.2.8)41)。



Table 2.5 NMR data of hydroxyproline derived from tripropeptin C

Fig.2.8 L-Trans-3-hydroxyproline



2.5 トリプロペ プチンCの 脂肪側鎖 の立体化学

トリプロペ プチ ンCの 脂 肪側鎖で ある3-ヒ ドロキ シ-13-メ チルテ トラデカ ン酸

の立体 化学の決定 は、3-ヒ ドロキ シ-13-メ チル テ トラデ カ ン酸 を トリプ ロペ プチ ンC

の酸加水分解物か ら単離 し、 この比旋光度 を文献値 と比較す る ことで決定 した。

3-ヒ ドロキ シ-13-メ チ ル テ トラデ カ ン酸 は、 以 下 の よ うに 精 製 した 。 す な わ ち ト

リプ ロペ プチ ンCの 酸 加 水 分 解 物40 mgを 水 と酢 酸 エ チ ル に て 分 配 し、 酢酸 エ チ ル

層 を濃 縮 乾 固 後 に シ リカ ゲ ル カ ラム にか けて 、4.0 mgの3-ヒ ドロ キ シ-13-メ チ ル テ

トラデ カ ン酸 を単 離 した。得 られ た 脂 肪 酸 の質 量 分 析 およ び1H NMRス ペ ク トル か ら、

これ が3-ヒ ドロ キ シ-13-メ チ ル テ トラ デ カ ン酸 で あ る こ とを確 認 し、物 性 を文 献 値 と

比 較 した。 す な わ ち 、得 られ た 脂肪 酸 の 比 旋光 度 は、[α]D24-7.7°(C0.13,CHCl3)で

あ り、文 献 値[α]D21-12.7°(C0.14,CDCl3)よ り、 トリプ ロペ プチ ンCよ り得 られ た

脂 肪 酸 は(3R)-ヒ ドロ キ シ-13-メ チ ル テ トラ デ カ ン酸 で あ る と決 定 し た(Fig.2.9,

Table 2.5)42、43)。

Fig. 2.9 Absolute structure of 13-Methyl-3-hydroxy-tetradecanoic acid

Table 2.5 NMR data of 13-Methyl-3-hydroxy-tetradecanoic acid in CDCl3



2.6 プロリンの立体化学

2.3項 で トリプ ロペプチ ンCの 構成 アミノ酸 の絶 対構造 を明 らかに し、2分 子

ずつ存在す るプ ロリンおよび ヒ ドロキシアスパ ラギ ン酸 は、Dお よびL体 が1分 子

ずつであ ることが示 され た。 トリプ ロペプチ ンCの 立体化学 を明 らかにす る上で 、 こ

れ らの識 別が大 きな課題 とな った。特 にプ ロ リンの識別 は、立体 の異な るプ ロ リンが

ペ プチ ド結合 を介 して 隣接 して いるため 、分光光 学的手 法での解 析 もし くは酸 加水 分

解 による適当な 断片の取 得が困難 であ った。そ こで、液体 ア ンモ ニア中でペ プチ ド系

化合物に金属ナ トリウム を作用 させ る ことで、選択 的にプ ロ リンのN末 端 を切断す る

ことが知 られているバーチ還元44,45)に よ り適 切な断片を取得 し、そ の構成 アミノ酸 を

分析す ることでプロ リンの識別 を試 みた。トリプロペ プチンC37.0 mg(32.1μmol)を

バーチ還元 し、得 られた残査をニンヒ ドリン呈 色試験 を指 標にDowexお よびHP-20

カ ラム クロマ トグラフ ィー で精製 し、 目的 の断片2.17 mg(2.96μmol)を 単離 した

(Fig.2.10上)。

得 られた断 片 をマ ー フィー 法 によ り分析 した と ころ、本断 片は トリプ ロペ プチ ン

Cの 分析結果 と比較 し、D-ア ロ-ス レオニ ンお よびD-プ ロ リンの ピー クが消失 してお

り、 この ことか らアルギ ニ ンとア ミ ド結合 して いるプ ロリンがL-プ ロリンである こと

を明 らかに した(Fig.2.10上)。

2.7 ヒ ドロキシアスパ ラギ ン酸 の立体化学

トリプロペプチ ンCに2分 子 含まれ る ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸 は、プ ロリンの

よ うに隣接 してお らず、一方の ヒ ドロキ シアスパラギ ン酸は ラク トンを形成 して いる。

そ のため 、 リチ ウム ボ ロハ イ ドライ ドによ りラク トンを選択的 に還 元 し、 この誘導体

の構成ア ミノ酸 をマー フィー法で分析する ことで識別が可能 であると考えた。

トリプ ロペプチ ンC 10 mg(8.67μmol)を 溶解 したジメチル ホルム アミ ドーテ ト

ラヒ ドロフラン溶液 に2 mgの リチウムボ ロハイ ドライ ドを添加 し、還流下4時 間反

応 した。室温 まで冷却 し、塩酸 にて得 られ た反応液 を中和 した後 に減圧 乾固 した。 得

られ た反応物 をLH-20カ ラム ク ロマ トグラフィーおよびHPLCで 精 製 し、7.1 mg

(6.14μmol)の トリプ ロペ プチ ンCの ラク トン還元体 を単離 した(Fig.2.10下)。 こ

の還 元体 をマー フィー 法 によ り分析 した ところ、構 成ア ミノ酸 にス レオ-β-ヒ ドロキ

シ-L-ア スパ ラギン酸を含 まな いことが明 らか とな り、 この ことか らラク トンを形成す

る ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸がス レオ-β-ヒ ドロキ シ-L-ア スパラギ ン酸である ことが

明 らか となった(Fig.2.10下)。



Fig. 2.10 Amino acid analysis on tripropeptin C and its fragments



2.8 トリプロペプチン類 の絶対構造

2.1か ら2.6項 までの結果 よ り、 トリブロペ ブチ ンCの 絶対構造 を決定 した。 ト

リプ ロペ プチ ンA,B,D,Eお よびZの 絶対構造はマー フィー法 によ る構成アミ ノ酸

の分析結果が トリプロペプチンCと 一致 してお り、またNMRの ケ ミカル シフ トおよ

び比旋光度 が トリプロペ プチ ンCと 近似 値 を示 した ことか ら、 トリプロペプチ ン類 の

絶対構造はFig.2.11の よ うであると決定 した。

Fig. 2.11 Absolute structure of tripropeptins



2.9 要約および考察

第2章 では、土壌細菌.Lysobacter sp.BMK333-48F3株 の生産す る抗菌 物質 ト

リプロペプチ ンA,B,C,D,Eお よびZの 物理化学的特性 および化学構造 の決定 につ

いて述 べた。 トリプ ロペプチ ン類 は、各成 分 とも類似 した物理化 学的特性 を示 し、分

子量 が14マ スユ ニ ッ ト、 分子 式で(CH2)nず つ異な る化合 物群で あ った 。各成 分の

NMRス ペ ク トル は類 似 してお り、呈 色試験 では各成 分 ともライ ドンス ミス試 薬 に陽

性で ある ことか らペ プチ ド系化合物 であ る こと、 また坂 口反応試験 で陽性 であ った こ

とか らグアニ ジル基 の存在 が示 唆された。IRス ペ ク トルか ら、 トリプ ロペ プチ ン類 の

構造 中にペプチ ド結 合お よび ラク トンの存在が示 唆 された。 これ ら情報 をも とに、 さ

らに各種NMRス ペ ク トル解析よ り、トリプロペプチン類の平面構造 を明 らかに した。

トリプ ロペ プチ ン類 は共通 した8ア ミノ酸残基 よ りな る環 状ペ プチ ド骨格 を有 し、

いずれ も末端 の分 岐 した脂肪酸 を構成要 素 と して いた。成分 間で異な るのは脂 肪側鎖

の長 さのみで あ った 。活性 成 分の平面構造 を決定 し、分子量お よび化学 構造 を もとに

検索 した結果 、本化 合物群が新規物 質で ある ことを確 認 した。 本化合物 群がペ プチ ド

系化合物で あ り、 ヒ ドロキ シプロ リンを含 めプ ロリンが3分 子 あ る ことか ら、 これ

らを トリプロペ プチ ン類 と命名 した。

また トリプ ロペ プチ ン類 の絶対構 造は以下 のよ うに決定 した 。すなわ ち、 ヒ ドロ

キ シプ ロ リンを除 く構 成ア ミノ酸 の絶対構造 はマー フィー法 によ り決定 し、 ヒ ドロキ

シプロ リンお よび脂 肪側鎖 の立体化 学は 、それぞれ の物性 値の文 献値比較 によ り決定

した。 また、立体 の異な る2分 子 の プ ロリンお よび ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸 の識

別 は、バ ーチ還 元お よび リチ ウムボ ロハイ ドライ ドによる選択的 な還 元 法によ り、適

当な断 片および誘 導体 を合成 し、そ れぞれ マー フィー法 で分析 を行 うこ とで識別 を達

成 し、 これ らの結果か ら トリプ ロペ プチ ン類 の絶対構造が明 らか となった。

トリプロペ プチ ン類の構造 上の特徴 は、 グアニジル基 と二 つ のカル ボ ン酸 を有 す

る両性化 合物 で ある ことと、異常 アミ ノ酸お よび極性 アミ ノ酸が非常 に多 い ことで あ

る。異常 ア ミノ酸 を構成要 素 とす るペプチ ドは、 プロテ アーゼな どに抵抗性 を示 し、

興味深 い生理 活性 を持つ ことが多 い。 さ らに トリプ ロペプチ ン類 の構造 は既 存 の抗菌

薬に類似 した ものがな く、その作用機序 にも興味が持 たれ る。

なお 、 トリプ ロペプチ ン類 に構 造 の類似 した リポペ プチ ド系化 合物 に、 プラスバ

シ ン類46,47)と エ ンペ ドペプチ ン48,49)が 知 られてい る(Fig.2.12)。 プ ラスバ シン類 は

Pseudomonas属 細菌 の代謝産 物で、 プ ロ リンの水酸基 の有 無お よび脂肪 側鎖 の違 い

によ り8成 分か らなる化合物群で ある。トリプロペ プチ ン類 との構造 的な相違点 は、

環 状ペ プチ ド中 のD-Pro-L-Proの 部分 がD-Ala-L-Proも し くはD-Ala-L-OHPro



となって いる点 、構成 ア ミノ酸 の立体 が異 な る点 および脂 肪側鎖 の末 端が分 岐 して い

る 成 分 と分 岐 し て い な い 成 分 が あ る 点 で あ る 。 ま た 、 エ ン ペ ドペ プ チ ン は

Empedobacter属 細菌が 生産す る化 合物 で、構 成 アミ ノ酸 は トリプロペプチ ン類 と一

つ違 うのみで あるが、 ア ミノ酸 の配 置が大 き く異 な り、脂 肪側鎖 も直鎖 であ る。 トリ

プロペ プチ ン類 、プ ラスバ シン類お よびエ ンペ ドペ プチ ンの構造 上 の共通 点 は、環 状

ペ プチ ド骨格 と脂肪 側鎖 を構成要 素 として含 む ことであ り、特 に構成 ア ミノ酸 にアル

ギニ ンおよび2分 子 の ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸 を含有 している ことが 大きな特徴 で

あ る。 これ らはいず れ もグ ラム陽性細菌 に強 い抗 菌 力を示 し、マ ウス の黄 色 ブ ドウ球

菌全 身感 染モ デル にお いて も優れ た治療効 果 を示 して いる。 プ ラスバ シン類は1992

年 に、エ ンペ ドペプチ ンは1984年 に報 告 され てお り、 当時は薬剤耐性黄 色 ブ ドウ球

菌の治療薬 と してバ ンコマイ シンが不動の地位 を占めて いたため、抗MRSA薬 として

開発 を断念 した可能性が ある。なお 、プ ラスバ シ ン類は1996年 に塩野義 製薬 によっ

て 養 殖 ブ リ等 に溶 血 性 連 鎖 球 菌 症 を 惹 き 起 こす 起 因 菌 で あ る グ ラ ム 陽 性 細 菌

Enterococcus seriolicidaに 対す る水産用抗 菌剤 として特許が出願 されて いる50)。 ま

た プラスバ シ ン類は詳細 な作用点 は未だ不 明で あるが、細 胞壁合成お よび脂質 中間体

生成 を阻害 し、バ ンコマイ シンとは異な る作用機序 であることが報告 されている51)。

トリプロペ プチ ン類 、プラスバ シ ン類お よびエ ンペ ドペプチ ンは、 これ までの抗

菌 薬にな い骨格 構造 を有 してお り、作用機 序お よび新薬 リー ド化 合物 として興 味が持

たれる。



Fig. 2.12 Structures of tripropeptins and their related compounds



第3章 トリプロペプチン類の生物活性

本章では、新規リポペプチ ド系抗生物質 トリプロペプチン類の抗菌活性、細胞毒

性ならびにマウスの黄色ブドウ球菌全身感染モデルにおける治療効果について述べる。

3.1 トリプ ロペ プチ ン類の抗菌活性および細胞毒性

トリプロペ プチ ン類 の各種 細菌 に対 す る抗 菌 力をTable 3.1に 示 した。 トリプ

ロペ プチ ン類 は グラム 陽性 細菌 に強 い抗 菌活 性 を示すが、 グ ラム陰性細 菌 ・抗 酸菌 ・

真菌 には抗菌 力を示 さなか った。 トリプ ロペ プチ ン類は、構造 上 の唯一 の相違 点で あ

る脂肪側鎖 の長 さによ って抗 菌活性 が大 き く異な り、最 も活性 の強 い ものは脂 肪側鎖

の2番 目に長 いD成 分であった。脂肪側鎖 の長 いC,Dお よびE成 分 は現在 問題 と

な って いる薬剤耐性 菌で あるMRSA,VREお よびペ ニシ リン耐性腸 球菌(PRSP)に

対 し強い抗菌力 を示 した(Table 3.1)。2002年 に臨床 分離 された メチ シ リン感 受性お

よび耐性黄色 ブ ドウ球菌各10株 に対す る トリプロペ プチ ンC、Dお よびEの 抗菌

力は、バ ンコマイシ ンを含む既存抗菌薬 よ りも優れて いた(Table 3.2)。 トリプ ロペプ

チ ン類は、MRSAに 対 し優 れた抗菌 力を示 し、 さらにVRSAと 同 じバ ンコマイ シ ン

耐性 遺伝子 群vanA群 を持 つVREに 対 して も感受性 株 と同様 に抗 菌活性 を示 し

交差 耐性が 認め られなか った こ とか ら、 目的 どお りVRSAに も有効 であ る と考 え ら

れた。

また、 トリプ ロペ プチ ン類 のマウス 白血病 細胞L-1210に 対す る細胞毒性(lC50)

はすべて100μg/mL以 上であ り(Table 3.3)、 トリプロペ プチ ン類が選択毒性 の優

れた化 合物群である ことがわかった。



Table 3.1 Antimicrobial activity of tripropeptins

Mueller Hinton agar (Difco), 37. C 18 hours, except a and b.
a. 37

. C 42 hours.

b: Mueller Hinton agar(Difco) + 5% Sheep blood, 37. C 18 hours



Table 3.2 Antimicrobial activity against Staphylococcus aureus

Mueller Hintor agar (Difool. 37℃. 18hours

Table 3.3 Cytotoxicity of tripropeptins

*RPMI meoum, 37℃ . 72 hours. MTT assay



3.2 トリプロペ プチンC耐 性株の出現頻度試験

創薬 とい う視 点の も とで、化合 物 に対す る耐性菌 の出現率 とい うのは重要な 因子

であ る。そ こで黄 色 ブ ドウ球 菌ス ミス株 に対 し、in vitroで 液体 希釈法 を用 いて化 合

物 の暴露 を繰 り返 して耐性 菌 の出現 頻度 を試 験 した ところ、既存抗 菌薬 であるゲ ンタ

ミ シン52)お よび リネ ゾ リ ド53)は40回 の暴露 でそれ ぞれ50お よび200μg/mL

耐性株が得 られた のに対 し、 トリプ ロペ プチ ンCは100回 暴露 を行 っても親株の16

倍耐性の低感受性菌(6.25μg/ml耐 性)が 得 られたのみで あった(Fig.3.1)。 この

結果か ら トリプ ロペプチ ンC耐 性株 の出現頻 度 は、一 般的な 薬剤 の 出現 頻度 であ る

10-7よ りも低い ことが示唆 された。

Fig. 3.1 Drug-resistance acquisition of S. aureus Smith



3.3 トリプロペプチ ン類のマウスに対する急性毒性および亜急性毒性

トリプ ロペプチ ン類 は哺乳動物細胞 に対 して、細胞毒性 を示 さな い ことを3.1項

で述べた。そ こで 、 さ らに高次の安全性 試験 として トリプ ロペ プチ ン類 のマウス に対

す る急性毒性並び に亜急性毒性試験 を行 った。

急性毒性試験 は、マウス(ICR4週 齢、 ♀)に 、 トリプロペプチ ンA,Cお よびD

を、300～18.75 mg/kgの 濃度 で静脈内投与 し、投与14日 後 まで経過 を観察 した。

そ の結果 、経過お よび投 与14日 後の解剖 所見で異常 が認め られ なか った。 したが っ

て トリプロペ プチ ンA,Cお よびDの 致死量は300 mg/kg以 上で あった。

亜急性毒 性試験 はマウス(ICR4週 齢、 ♀)に 、0日 か ら13日 まで計14日 間、

トリプロペ プチ ンCを100 mg/kg/dayで 静脈内投与 し、対 照群 と投与群の体重変

遷(Fig.3.2 A)、 血球数(Fig.3.2 B,C,D)お よび臓器重量(Fig.3.3)を 測定 した。そ

の結果 、体重変遷 、血球数お よび臓器重量のいずれ にも異常は認 め られなかった。



Fig. 3.2 Effect of tripropeptin C on body weight and number of blood cells in mice

Fig. 3.3 Effect of tripropeptin C on organ weight in mice



3.4 マウスの黄色ブ ドウ球菌全身感染モデルにおける治療効果

トリプロペ プチ ン類 は、グラム陽性菌 に対 し既 存薬 よ りも強 い抗菌活性 を示 し、

さ らにマウス に急性 毒性 および亜急性毒性 を示 さなか った ことか ら、動 物モデ ルにお

いて優 れた治療効果 が 期待 された。そ こでマ ウスの黄色 ブ ドウ球菌全 身感染モ デル に

お いて トリプ ロペ プチ ンA,Cお よびDの 治療 効果 を検討 した ところ、 トリプロペプ

チ ンA,Cお よびDは 、濃度依存 的に優れ た治療効果 を示 した(Fig.3.4)。 トリプ ロ

ペ プチ ン類 にお いて は、抗菌 力の弱 い トリプ ロペ プチ ンAが 最 も治療効 果が高 く、一

方、抗菌力の弱 い トリプ ロペ プチ ンDが 最 も治療効果が弱 く、抗菌 力 と治療効果が一

致 しなかった(Table 3.4)。

Fig. 3.4 Therapeutic effect of tripropeptins in mice septicemia model

Table 3.4 Antimicrobial activity against infected pathogen and therapeutic effect of 

tripropeptins in mice septicemia model



トリプロペ プチ ン類 の生物活 性 を評価す る過程で 、二 つ の興 味深 い知 見を得た。

す なわ ち、 トリプ ロペ プチ ン耐性 菌 の出現 率が低 い ことお よび 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 った点で ある。前者 は、 トリプ ロペプチ ン類 の

作用機序に、後者は トリプロペプチン類 の体内動態 にその要因がある と考 えた。

まず トリプ ロペプチ ン耐性 菌の 出現率が 低 いことが 、 トリプ ロペ プチ ン類 の作用

機序 に起 因す るので はないか と考 え、 トリプ ロペ プチ ンの作用機 序 の解析 を行 った。

な お、Table 3.1に 示 したよ うに、 トリプロペ プチ ン類 各成分 の抗菌 スペ ク トラム は

平行 して いたため、作用機 序は同一 であ る と考 え、作用機 序は主 成分で ある トリプ ロ

ペ プチ ンCを 用 いて検討 した。

3.5 トリプロペ プチンCの 黄色ブ ドウ球菌ス ミス株の増殖に与える影響

トリプロペプチンCの 作用機序解析 をす るにあた り、まず トリプ ロペプチ ンCの

黄色ブ ドウ球菌 に対 す る増殖 にお よぼす 影響を検 討 した。すなわち0,1.0お よび2.5

μMの トリプロペプチンCを 添 加 して、黄 色ブ ドウ球 菌スミス株 を37℃ で液体 震盪

培養 し、経時的 に濁 度 を測定 した と ころ、黄 色ブ ドウ球菌 ス ミス株 のダブ リングタイ

ムは約1時 間で 、2.5μMの トリプ ロペ プチ ンCに よ り黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 の増

殖はほ ぼ阻害 された(Fig.3.5)。 同様 に、静菌 的な作用が知 られて いる蛋 白合成阻害剤

の クロ ラム フェニ コー ルは10μMで 黄色 ブ ドウ球菌 スミス株の増殖 をほ ぼ阻害 した

(data not shown)。

Fig. 3.5 Effect of tripropeptin C on growth of S. aureus Smith



次 に、 トリプ ロペ プチ ンCが 増殖 の抑制 されている黄色ブ ドウ球菌 スミス株に対

して殺菌力を示すか検討 した。すなわ ち、10μMの ク ロラムフェニ コールを事前 に処

理す る ことで黄色 ブ ドウ球菌スミス株の増殖 を抑制 し、10分 後 に2.5μMの トリプロ

ペプチ ンCを 添加 して培養 を行い、経時的に培養液の濁度および黄色 ブ ドウ球菌 スミ

ス株 の生菌数(CFU)を 測定 した。

その結果、 トリプロペ プチンCも しくはクロラム フェニコール を単独で加 えて培

養す ると、 トリプロペプチ ンCの 添加 によ り濁度はやや低下 し、 また クロラム フェニ

コールの添加では濁度はわずか に上昇が 見 られ、いずれ も無処理 の ものに比べて菌の

増殖は抑制 された。ク ロラムフェニコール処理 の10分 後 に トリプロペ プチ ンCを 添

加 した培養液の濁度は、 トリプロペプチ ンCを 単独で処理 した とき と同様 の経過 を示

した(Fig.3.6A)。 一方、 この ときの黄 色ブ ドウ球 菌スミス株の生菌 数は以下のよ うで

あった。すなわち、ク ロラム フェニコール を処理 して培養 した とき黄色 ブ ドウ球菌 ス

ミス株の生菌数は、180分 間で添加時の2倍 に増殖 したが、上述 したよ うに本菌のダ

ブ リングタイムは約60分 であるので、 クロラム フェニ コール処理 によ り増殖が抑制

された。 また トリプロペ プチ ンCを 処理 して培養 した結果、60分 後 に菌 は死滅 し、そ

の後増殖は認め られなか った。 しか しなが ら、興味深い ことにクロラム フェニコール

を処理10分 後 に トリプロペプチ ンCを 添加 した培養液 では生菌数は180分 までほぼ

一定 であった(Fig .3.6B)。 これは クロラム フェニコール処理 によ り増殖 の抑制 されて

いる黄色ブ ドウ球菌ス ミス株に対 して トリプロペプチンCが 殺菌力 を発揮 できな いこ

とを示 してお り、 トリプロペ プチンCは 増殖 して いる菌に作用す ることが示唆された。

なお、図中の数値は3連 の平均値 を示 した。



Fig. 3.6 Effect of tripropeptin C and/or chioramphenicol on viability of Staphylococcus

aureus

Chloramphenicol was added 10 minutes prior to tripropeptin C addition.

Concentrations of tripropeptln C and chloramphenicol are 2.5μM and 10μM, respectively.

Abbreviations: CP, chloramphenicol; TPPC, tripropeptin C



3.6 トリプロペプチ ンCの 高分子合成阻害様式

3.5項 で トリプ ロペプチ ンCは 増殖 中の菌に特 異的 に殺菌力 を示す ことを明 らか

に した。次 に トリプロペ プチ ンCの 黄 色ブ ドウ球菌ス ミス株 に対す る標 的を明 らか に

す るため、 トリプロペ プチ ンCのDNA,RNA,蛋 白、細胞壁および脂質 合成 に及 ぼす

影響 を検討 した。す なわち黄 色 ブ ドウ球 菌ス ミス株 の菌液 に トリプ ロペ プチ ンCを 添

加 し、10分 後に放射 ラベル した高分子の前駆体 を添加 して37℃ で10分 間イ ンキ ュベ

ー トし、酸不溶 画分 の放射活性 を指標 に高分子 合成阻害様 式を見た と ころ、 トリプ ロ

ペ プチ ンCは 、DNA,RNAお よび蛋白合成 は阻害せず 、脂質(細 胞膜)お よび細胞

壁 合成 を濃度依存的 に阻害 した。 トリプ ロペプチ ンC 1μMで 脂質合成 の指標 であ る

酢酸 の取 り込 みを約70%の 阻害 し、2.5μMで は脂 質、細胞壁 合成の指標で あるN-

アセ チル グル コサ ミンおよび細胞膜合成の指標 であるグ リセ リンの取 り込み を約80%

阻害 した(Fig.3.7)。 この結果、 トリプロペ プチンCの 標的 は脂質(細 胞膜)ま た は細

胞壁 、 もしくはそ の双方であ ることが示唆 され 、 トリプ ロペ プチ ンCが 細胞分裂時 に

行わ れ る脂 質(細 胞 膜)ま たは細胞壁 合成 を阻害す る ことは、3.5項 の結果 と一致 し

て いた。

Fig. 3.7 Effect of tripropeptin C on macromolecular syntheses



3.7 トリプロペプチンCの 細胞膜障害作用の検討

3.6項 よ り、 トリプロペプチ ンCが 脂 質(細 胞膜)、 細胞壁および細 胞膜 の前駆体

で ある酢酸 、N-ア セチル グル コサ ミンおよび グ リセ リンの取 り込み を阻害 する ことが

わか った。 この トリプロペプチ ンCに よる細胞膜および細胞壁前駆体 の取 り込 み阻害

が、 トリプ ロペ プチ ンCに よ る膜障害作 用に起因す る可能性 が考 え られた。そ こで プ

ロ トプラス ト化 した黄色ブ ドウ球菌 ス ミス株 に対す る トリプロペ プチ ンCの 影響 をみ

る ことで、 トリプ ロペプチンCの 膜障害作用 を検討 した。す なわ ち、 ライソスタフィ

ン処 理 して黄色 ブ ドウ球菌ス ミス株 のプ ロ トプ ラス トを作成 し、 トリプ ロペ プチ ンC

添加(終 濃度2.5μM)お よび無添加で の吸光度 を経時的に測定 した。その結果 、 トリ

プ ロペ プチ ンC処 理 および無処理 で差が 認め られなか った ことか ら、 トリプロペ プチ

ンCは 膜障害 を示 さないことがわか った。(Fig.3.8)

Fig. 3.8 Effect of tripropeptin C on degradation of protoplast of S. aureus Smith



3.8 トリプロペプチ ンCの 細胞膜透過性 に与える影響

トリプロペ プチ ンCに よる細胞膜お よび細胞壁 前駆体 の高分子 画分への取 り込 み

阻害が トリプ ロペプチ ンCに よる膜障害 による ものでない ことを3.7項 のプ ロ トプ ラ

ス トの実験で示 した 。その他の要因 として トリプロペ プチ ンCに よる前駆体の高分子

画分へ の取 り込み阻害 が、 トリプロペプチ ンCに よ る膜透過性 の低下 によ ることが考

え られ た。 そ こで黄 色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 の菌液 に トリプ ロペ プチ ンC(終 濃度1.3

μM)を 添加 して10分 後 に酢酸お よびN-ア セチル グル コサ ミ ンの放射 ラベル体 を添

加 し、菌体 に取 り込 まれ た放射活性 を経 時的 に測 定 した。 その結果 、 トリプ ロペ プチ

ンCは 放射 ラベル体 の取 り込 み量に影響 を与えず、高分子 画分への前駆体 の取 り込 み

阻害が トリプ ロペ プチ ンCに よ る合成 阻害 によ る もので ある ことを 明 らか に した。

(Fig.3.9)

Fig. 3.9 Effect of tripropeptin C on membrane permeability



3.9ト リプ ロペ プチ ンC、 バ ンコマイ シンお よびヘキサ クロロフェ ンの高分子 合成

阻害様式の比較

3.8項 の結果 よ り トリプロペ プチ ンCが 脂 質および細胞壁 の合成 を阻害す る こと

を示 した。 トリプ ロペプチ ンCに よ る細胞壁合成および脂質合成 阻害の関連を明 らか

にす るため、脂質合 成阻害剤ヘキサ クロロフェン54)お よび細胞壁合成阻害剤バ ンコマ

イ シ ンの阻害様 式 を比較検討す る こ とにした。すなわち黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株の菌

液 に これ ら試 薬 を添加 し、10分 後 に放射 ラベル した細胞 壁、脂質 の前駆体 であるN-

アセチル グル コサ ミ ンおよび酢酸 を添加 して37℃ で10分 間イ ンキュベー トし、酸不

溶画分の放射活性 を指標 に高分子 合成様式 を検討 した。

その結果、バ ンコマイ シンは細胞壁お よび脂質合成をそれぞれ1.1お よび1.6μM

の濃度で50%阻 害 し、2.0μMで 細胞壁 合成 を80%お よび脂 質合成 を60%阻 害

した(Fig.3.10A)。 またヘキサ クロロフェンは細胞壁および脂質合成をそれぞれ0.14

お よび0.21μMの 濃度 で50%阻 害 し、細胞壁合成よ りも脂質 合成 をよ り強 く阻害

した(Fig.3.10B)。

Fig. 3.10 Effect of vancomycin and hexachlorophene on macromolecular syntheses



次 に黄色 ブ ドウ球菌 に対 し、経時的 に トリプ ロペプチ ンCの 高分子 合成阻害様

式 を脂 質合成阻害 剤ヘ キサ クロロフェ ンお よび細胞壁 合成阻害剤 バ ンコマイ シ ンと

比較 した ところ、ヘキサ クロロフェンは10分 後か ら脂 質合成阻害が認め られ、遅れ

て40分 後 に細胞壁 合成 阻害が認 め られ た。 またバ ンコマイ シンは5分 後か ら強い

細胞壁 合成阻害 が認め られたが、40分 後で も脂 質合成阻害 は認 め られなか った 。 ト

リプロペプチ ンCは5分 後か ら脂質合成お よび細胞壁合成 に阻害が見 られ 、同濃度

お よび同時期 で脂 質お よび細胞壁合 成 を阻害 した(Fig.3.11)。 この結果 、 トリプ ロ

ペプチ ンCは 、脂質および細胞壁 合成 をともに標的 とする ことが示唆 された。

Fig. 3.11 Dual inhibition mode of tripropeptin C

Abbreviations: HEX, hexachlorophene; VCM, vancomycin; TPPC, tripropeptin C



3.5か ら3.9項 の結果よ り、 トリプ ロペ プチ ンCに 耐性 を示す黄色 ブ ドウ球菌

の出現 頻度が低 い要 因と して、 トリプ ロペプチ ンCが 複数 の標 的を持つためで ある

と示唆 され た。一方 、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 の治 療効 果は、各成分のin vitroの 抗菌 力か ら予想 され る もの と乖離 して

いた。これ は トリプロペプチ ン類 の成分間で体 内動態等 に差異がある と考え られた。

以下に解析結果 を述べ る。

3.10黄 色 ブ ドウ球菌 に対す る経時殺菌曲線

抗菌薬は経 時殺菌曲線か ら、治療効果に影響す る因子が、最高血 中濃度(Cmax)も

しくは 、MIC値 以上血 中 に化 合物が貯留す る時間(TAM)の どち らで あるか推測す

る ことができる55)。 既 存抗菌薬の中でCmaxが 治療効 果 に影響す る レボ フロキサ シ

ンお よびTAMが 治療効果 に影響す るバ ンコマイ シンの黄 色ブ ドウ球 菌ス ミス株 に

対す る経時殺 菌曲線 を トリプ ロペプチ ンCの それ と比較 した。その結果、 トリプロ

ペプチンCの 黄 色ブ ドウ球菌ス ミス株 に対す る経時殺菌曲線 は、バ ンコマイ シンと

類似 し、シプロフロキサ シン56)に 見 られ るMIC値 以上で の殺菌 力の濃度依存性が

認 め られな か った。 この ことか ら トリプ ロペ プチ ンCの 治療効果 にはTAMが 影

響す ることが示唆 された(Fig.3.12)。



Fig. 3.12 Time-killing curve of tripropeptin C, levofloxacin and vancomycin



3.11 トリプロペプチ ン類 のマウス体 内で の血 中濃度変遷

薬力学的解 析 を行 うにあた り、 トリプ ロペ プチ ン類の マウス体 内で の血 中濃度

を経時的 に測 定 した。トリプロペプチ ンA,Cお よびDを マウス に100mg/kgの

濃 度で皮下投 与 した ときの血 中濃度変遷 は、 トリプ ロペプチ ンAは 血 中濃度の最高

値 が最 も早 いが消長 も短 く、側鎖の長 い トリプロペプチ ンDで は最高値が低 いが

貯留時間が長か った(Fig.3.13)。 なお、図 中の数値 は3連 の平均値 を示 した。

Fig. 3.13 Antibiotic concentration in mice serum



3.12ト リプロペプチ ン類の血清中での遊離型比率の測定

トリプロペ プチ ン各成分のTAMお よびMICか ら トリプロペプチ ンDが 最 も

治療効果 が優れ て いる ことが予想 され る。 しか しな が ら トリプ ロペ プチ ンA,Cお

よびDの なかでTAMお よびMICに 対す る血 中濃度の最 も小 さい トリプロペ プチ

ンAが 最 も優れた治療効 果 を示 した。そ こでマ ウス体内 とin vitroで の環境の違

いか ら、 トリプロペ プチ ン類の50%マ ウス血 清中での遊離型比率 を測定 した とこ

ろ、 トリプロペプチ ンAが15.2%。 トリプロペ プチ ンCが2.5%、 トリプロペプ

チ ンDが1.8%と 、成分間で遊離型濃度 に大きな違 いがある ことが明 らか とな った。

なお 、試験 した トリプロペプチ ンA,Cお よびDは50%マ ウス血清 中で回収 率が

それぞ れ98.6,101.2お よび96.3%で あった ことか ら、50%マ ウス血 清中で安定

であることがわかった。

得 られ た遊 離型比 率 をもとにマ ウスの血 中での遊離型濃度 を求 め、MICで 除 し

た もの を示 した(Fig.3.14)。 こ こか ら得 られ る遊離 型濃度のTAMは トリプ ロペ プ

チ ンAお よびCで は、Dに 比べて3倍 長 く、 これ らのTAMと 治療効果 に相 関性

が認め られ た(Table 3.5)。 したが って、 トリプロペ プチ ン類は構 成要素であ る脂肪

側鎖 長の差 異に よ り生体 内での挙動 に大 きな違 いが ある ことがわ か り、治療効 果 は

血清中での遊離型比率の違 いに起因する と結論付けた。



Fig. 3.14 Free tripropeptin concentration compared with MIC

Table 3.5 Effect of mouse serum and biological properties of tripropeptins



3.13要 約および考察

トリプ ロペ プチ ン類 は、 グラム 陽性菌 に強 い抗 菌 力 を示 し、 グラム陰性菌 、抗

酸菌 およ び真 菌 に対 して は抗菌 力 を示 さなか った。 トリプロペプチ ン類 は脂 肪側鎖

の長 い成分がよ り強 い抗菌 力を示 し、C,Dお よびE成 分はMRSAに 対 し、バ ン

コマイシ ンを含む既存抗菌薬 よ り優れ た抗菌力 を示 した。

In vitroで 化合物 の暴露 を繰 り返 して、 人工的 に黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株の耐

性菌 出現頻度 試験 を行 った結果 、既 存抗菌 薬で あ る リネ ゾ リ ドお よび ゲ ンタ ミ シン

に比べ、 トリプ ロペ プチ ンC耐 性 菌の出現率 は低 い ことが示 された。 この結果よ り

トリプ ロペ プチ ンの作用機 序 に興 味が持 たれ 、放射 ラベル体 の取 り込み を指標 に黄

色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 に対す る高分子 合成 阻害様 式 を調べ た と ころ、 トリプ ロペ プ

チ ンCは 、脂質お よび細胞壁合成を濃度依存的 に阻害 した。 トリプロペプチ ンCの

高分子 合成阻害 様式 を細胞壁 合成阻害 剤 のバ ンコマイ シ ンおよび脂 質 合成 阻害剤 の

ヘキサ クロロフェン と経時的 に比較検討 した ところ、 トリプロペ プチ ンCは 、バ ン

コマイ シ ンお よびヘキサ クロ ロフェン と異 な り、脂 質お よび細 胞壁 合成 を ともに阻

害 した。 また、 トリプ ロペ プチ ンC耐 性 菌の出現率が低か った一因 として作用点 が

複数 あることが考え られた。

一般 に細菌 にお いて遺 伝子 の変異す る確率 、すなわ ち耐性 を獲得 した変 異株 の

出現 率 は1x10-7程 度 と言 われ る。作 用点が二 つあ る ものは、耐性 菌 の出現 頻度 が

確率論 的に1x10-14程 度 とな り、化 合物 の優れた特性 とな る。 トリプ ロペ プチ ンC

は、 これ まで の実験 よ り現在 臨床で 問題 とな って いるグ ラム 陽性 薬剤 耐性菌 に優れ

た抗 菌力 を示 し、in vitroで 高度耐性菌 が得 られず、 さ らに作用標 的が複数 あ る こ

とが示唆 され 、 トリプロペプチ ンCが 抗菌 薬 として優れた特性 を備えて いることを

明 らかに した。

また 、 トリプ ロペ プチ ン類はマ ウス の黄色 ブ ドウ球 菌全身感 染モ デル にお いて

優れ た治療効 果 を示 したが、そ れ らの治療効果 は抗菌 力か ら推測 され る もの と異な

って いた。解 析 の結果 、 トリプ ロペ プチ ン類 にお いて は、成分 間で血 清中で の遊離

型 比率が 大き く異 な り、 これ によ り治療 効果 を説明で きる ことが わか った。 トリプ

ロペ プチ ン類 の成分間 にお ける化学構造上 の相違点 は脂 肪側鎖 の長 さのみであ るが、

そ のわず かな違 いによ って生体 内の挙動 に大 きな差異 が認 め られ た。親 油性指標 で

あるC Log Powの 観点 か ら トリプロペプチ ン類の構造 な らびに生物活性 を考察す る

と、脂肪鎖が長 くC Log Powの 大きい トリプロペプチ ンDは 抗菌 力が強 く、血清蛋

白との相互作用が高い。一方で脂肪鎖 が短 くC Log Powの 小さい トリプ ロペプチ ン

Aは 抗 菌力が トリプロペ プチ ンDに 比べて 弱いが、血清蛋 白との相互作用が低 いた



め治療効果は トリプ ロペプチ ンDに 比べ て優 れて いた。 これ は トリプロペプチ ン類

と構造 的 に類似 した プラスバ シ ン類46)お よびエ ンペ ドペ プチ ン48)に お いて もC

Log Powが 小 さいほ どED50/MICの 値が小 さいとい う結果 とも一致 す る(Table

3.6,Fig.3.14)。 この ことか ら、 トリプ ロペプチ ン類な らび にそ の類縁化 合物 におい

てC Log Powが 大 きいほど、細菌な らび に血清蛋白 との相互 作用が強 い と考え られ

る。そ こで抗菌 力が強 く、C Log Powが 小さい トリプ ロペ プチ ン誘導体 はマウスの

全身感 染モデル で、 さ らに優れ た治療効果 を示す ことが予測 される。今後 は、 本研

究で得 られた知見 をもとに、 よ り体 内動態 の優 れた トリプ ロペプチ ン誘導体 を創製

し、新しい抗菌薬 として社会 に貢献できるもの と期待 して いる。

Table 3.6 Relation between antimicrobial activity and lipophilicity index in tripropeptins 

and their related compounds

★in literature

#s. c., subcutaneous i. m., intramuscular i. p., intraperitoneal



Fig. 3.14 Structure of tripropeptins and related compounds



第2編 実験の部

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

1、1培 地

使用培地 は以下 の とお りであ る。全て の培 地は調製後 、121℃ 、15分 間 高圧 蒸気

滅菌 した。

肉エキス培地

ポ リペプ トン(和 光) 1%

肉エキス(極 東) 1%

塩化ナ トリウム(和 光) 0.2%

蒸留水

pH7.0

肉エキス寒天培地

ポ リペプ トン(和 光) 1%

肉エキス(極 東) 1%

塩化 ナ トリウム(和 光) 0.2%

寒天(和 光) 1.4%

蒸 留水

pH7.0

マイシンアッセイ寒天培地

マイ シンア ッセイ アガーア レイ(ミ クニ化学産業) 2%

蒸留水

pH7.0

BHI 培 地

ブ レイ ン ・ハ ー ト ・イ ン フ ユー ジ ョン(デ ィ フ コ) 3.7%

蒸 留 水

pH7.4



トリプ ロペ プチ ン類 生産 培 地

グ リセ リン(和 光) 1.5%

コ ッ トン ・シー ド ・ミー ル(フ ァー マ メデ ィ ア) 1.5%

塩 化 ナ トリウ ム(和 光) 0.3%

L-グ ル タ ミン酸 ナ トリウ ム(和 光) 0.5%

蒸留水

pH7.4

トリプ ロペ プチ ンE生 産 培 地

グ リセ リン(和 光) 1.5%

コ ッ トン ・シー ド ・ミー ル(フ ァーマ メデ ィア) 1.5%

塩 化 ナ トリウム(和 光) 0.3%

L-グ ル タ ミ ン酸 ナ トリウム(和 光) 0.5%

L-ロ イ シ ン(和 光) 0.2%

蒸 留 水

pH7.4

1.2抗 菌 力試験

感 受性 黄 色 ブ ドウ球 菌 ス ミス株 と多剤 耐 性黄 色 ブ ドウ球 菌MS 9610株 お よび

MRSA No.5株 に対す る抗菌力は、微量液体希釈法 によ り肉エキス培地 で37℃ 、18時

間静置培養後 に、肉眼にて生育を判定する ことによ り行った。

1.3細 胞壁調製画 分 との拮抗試験

細胞壁調製画 分は、以下 のよ うに調製 した。肉エキス培地 を500mL容 三 角フ ラ

スコに100mL入 れ、オー トクレー プにて滅菌 した。 これ に寒天斜面培地 で培養 した

黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 の一 白金耳 を接 種 し、37℃ で18時 間震盪 培養 した。 この

培養液 を3000rpmで10分 間遠心処理 によ り集菌 し、得 られた菌体 に20mLの 蒸

留水および20%ト リクロロ酢酸水溶液 を加えた。これ を20分 間煮沸 した後、3000rpm

で10分 間遠心処理を行い、得 られた沈殿をトリプシン溶液20mL(2mg/mL,0.1M

リン酸緩衝溶液pH7.0に 溶解)で 懸濁 し37℃ で2時 間インキュベー トした。 これを

遠心処理 後、上清 をセカ ンテー ションによ り除去 したのち、沈 殿 を滅菌水で2回 洗浄

し、 この沈殿を細胞壁調製画 分 とした。



また、細胞壁調製画分との拮抗試験は以下のように行った。細胞壁調製画分を1

mLの 滅菌水 に懸濁 し、この懸濁液 を最終濃度1%添 加および無添加の黄色ブ ドウ

球菌スミス株含有肉エキス寒天平板およびBacillus subtilis PCI219株 含有マイシンア

ッセイ寒天平板 を作成した。円筒拡散法にて上記寒天平板上での微生物培養液サンプ

ルおよび陽性対照であるバンコマイシン溶液の18時 間培養後の生育阻止円直径を指標

に拮抗の有無を調べた。

1.4細 胞毒性試験

細胞毒性試験 は以下の よ うに行 った。微 生物培養サ ンプル を96穴 マイ クロプ レ

ー トに10μL/ウ エルず つ撒 いた。対数増殖 期のマウス由来癌細 胞L-1210 leukemi

aを1.0x105 cells/mLに な るよ うに10%ウ シ胎 児血清 を含 むRPMI 1640培

地(ギ ブコ社 製)中 に浮遊 させ、先 ほどの96穴 マイク ロプ レー トの各 ウェル に100

μLず つ まき、5%二 酸 化炭素存在下37℃ にて48時 間培養 を行 った。培養終 了

後 、5mg/mLの3-(4,5-ジ メチルチア ゾール-2-イ ル)-2,5-ジ フェニルテ トラゾ リ

ウム-2H-プ ロミ ド(MTT;同 仁科学研究所社製)溶 液 を各ウェル に10μLず つ添加

し、 さ らに二酸化 炭素存在下37℃ にて4時 間培養 した。培養 終了後、0.04M塩 酸

-イ ソプロパ ノール を100μL添 加 し、超 音波処理 によ り細 胞 を溶解 し色 素を抽 出 し

た。抽 出され た色 素の570お よび690nmに お ける吸光度 をプ レー トリー ダー(Labs

ystems multiscan MS、 大 日本製薬社 製)で 測定 し、次式 を用いて細胞毒性 を算 出 し

た。

細胞毒性(%)=[1-(A-B)/(C-D)]x100

A=サ ンプル添加時の570nmに おける吸光度

B=サ ンプル添加時の690nmに お ける吸光度

C=培 養細胞 のみの570nmに おける吸光度

D=培 養細胞 のみの690nmに おける吸光度



1.5 BMK333-48F3株 の分 類 ・同定

BMK333-48F3株 の 遺 伝 子 解 析 よ る分 類 は 以 下 の よ う に行 っ た 。 「放 線 菌 の 分類

と同 定 」58)に 従 ってBMK333-48F3株 の ゲ ノムDNAを 調 製 し、16S rRNA遺 伝

子 の 増 幅 お よ び 部 分 塩 基 配 列 の解 読 を行 った 。PCRは 、MJ Research社 製 のMinicy

clerを 使 用 し、16S rRNA遺 伝 子 の部 分塩 基 配 列 の 解 読 は 、 アマ シ ャム フ ァル マ シ

アバ イ オ テ ック社 製Gene Rapidを 使 用 した。

また 、BMK333-48F3株 の 各 種 培 養 性 状 お よび 生理 生化 学 性 状 試 験 は 、 「医 学 細

菌 同定 の 手 引 き 第2版 」57)に 従 っ て行 っ た 。 さ ら に性 状 試 験 の結 果 をBergey's M

anual of Systematic Bacteriologyの 記 載 と比 較 す る こ とで 、 本 株 の属 の 同 定 を行

った 。

1.6ト リプロペ プチ ン類 の生産

トリプ ロペ プチ ン類 生産培地 を500mL容 三 角 フラス コに110mLず つ 分注

しオー トク レー プで滅菌 した。 これ に寒天斜面培地 に培養 したLysobacter sp. BMK

333-48F3株(FERMP-17741)を 接種 し、27℃ で18時 間振 とう培 養 し種母 培養

液 を得た。500mL容 三角 フラスコに110mLず つ分注 した トリプ ロペ プチ ン類 生

産培地(計50L)に 上記の種母培養液2%量 を接種 し、27℃ で2日 間振 とう培

養 した。 また トリプ ロペ プチ ンEの 発酵生産 は、 トリプ ロペ プチ ンE生 産培地 で同様

に培養 を行った。

1.7ト リプロペ プチ ン類の単離精製

上記 のよ うに して得 られ た培養液 を遠 心分離 後、培養 ろ液 と菌体 に分離 した。菌

体 は10Lの メタノールで抽 出後、減圧下濃縮 し、培養 ろ液 とあわせ 、 この混 合溶液

50Lを 、湿容量6Lの ダイ アイオ ンHP-20(三 菱化学社製)カ ラム に吸着 させ 、

蒸留 水、50%メ タ ノール水、65%ア セ トン水各 々18Lず つ順 次溶 出 した。活性画

分 である65%ア セ トン水溶 出画 分を減圧下で濃縮 してアセ トンを除去 し水溶液 とし、

トリプ ロペ プチ ン類を含む抽 出物30gを 得た。得 られ た トリプロペ プチ ン類 を含む

粗精 製物 をシ リカゲル(Merck社 製)カ ラム(1500mL)に のせ 、ク ロ ロホルム:

メタノール:水(10:5:1,4500mL)、 ブタノール:メ タ ノー ル:水(4:1:2,4500m

L)で 順次 ク ロマ トグラフィーを行 った、活性 画分 を集 め トリプロペプチ ン類 を含む粗

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CHP20

P(三 菱化学社製)カ ラム(250mL)に 吸着 させ、20%ア セ トン水、30%ア セ ト

ン水 、35%ア セ トン水 、40%ア セ トン水、45%ア セ トン水、50%ア セ トン水、5



5%ア セ トン水 、60%ア セ トン水(各750mL)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Z65.7mg、45%ア セ トン水溶 出画分よ り トリプロ

ペ プチ ンA189.7mg、45%-50%ア セ トン水溶出画 分よ りトリプ ロペプチ ンB210.

6mg、45%-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。な

お各活性成 分の純度はHPLCに て確認 した。

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生 産 培 地 で2日 問培 養 した 培 養 液15Lに 等 量 の アセ トン

を加 え 、ミキ サ ー に て充 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HP-20レ ジ ン(三 菱 化 学 社 製)を 加 え 、 さ らに4時 間 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 トリプ ロペ プチ ン類 を溶 出 し、 得 られ た ア セ トン溶 出

画 分 を減 圧 乾 固 し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、この溶 出 液 を減 圧 乾 固 して5.1

g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 にてpHを2.6

に調 整 し、湿 容 量250mLのCHP20Pレ ジ ン(三 菱 化 学社 製)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。溶 出溶 媒 は各750mLの アセ トン:水=12:

28,14:26,16:24,18:22,20:20,22:18,23:17,24:16,25:15,26:14,27:

13,28:12で あ る。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

Eの 混 合物288.9mgを 得 た。

この 混 合物 を少 量 の 蒸 留 水 に溶 解 後1M塩 酸 にてpHを2.0に 調 整 し、湿 容 量

30mLの ダ イ アイ オ ンCHP20Pレ ジ ン(三 菱 化学 社 製)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 。 溶 出 溶 媒 は 各100mLの ア セ トニ トリ

ル:水=30:70、31:69、32:68、33:67、34:66、35:65、36:64、37:63、3

8:62、39:61お よ び40:60で あ る。 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 単 離精 製 した 。



第2章 トリプロペプチン類の構造解析

2.1分 析機器お よび各種スペク トル

比旋光度[αD]:パ ーキ ンエルマー241型 旋光光 度計を使用 した。

紫外部吸収スペ ク トル(UV):日 立557分 光光度計 を使用 した。

赤外 吸収 スペ ク トル(IR):堀 場 フー リ工変換赤外分光光度 計FT-210を 使用 し、

臭化カ リウム錠剤法 にて測定 した。

質量 ス ペ ク トル(MS):日 立M1200H LC/MS (APCI),日 本電 子 JMS-SX102

(HRFAB)お よび 日本電子JMS-T100LC(HRESI)に よ り測定 を行 った。

ま た 、ト リ プ ロ ペ プ チ ンCのIR spectrum(Fig.e-1)、 ト リ プ ロ ペ プ チ ン類 の13Cお

よ び1H NMR spectrum(Fig.e-2～e-13),ト リ プ ロ ペ プ チ ンCのDEPT spectrum

(Fig.e-14),HMQC spectrum (Fig.e-15),1H-1H COSY spectrum(Fig.e-16),

HMBC spectrum (Fig.e-17), 1H NMR spectrum [in DMSO-d6:D2O

(10:1)+NaOH(pH8.0),Fig.e-18]お よ び13C NMR spectrum [in DMSO-d6:D2O

(10:1)+NaOH(pH8.0),Fig.e-19]を 以 下 に 示 し た 。

Fig.-e-1 IR spectrum of tripropeptin C



Fig.e-2 1H NMR spectrum of tripropeptin A in DMSO-d6

Fig. e-3 13C NMR spectrum of tripropeptin A in DMSO-d6



Fig. e-4 1H NMR spectrum of tripropeptin B in DMSO-d6

Fig. e-5 13C NMR spectrum of tripropeptin B in DMSO-d6



Fig. e-6 1H NMR spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6

Fig. e-7 13C NMR spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6



Fig. e-8 1H NMR spectrum of tripropeptin D in DMSO-d6

Fig. e-9 13C NMR spectrum of tripropeptin D in DMSO-d6



Fig. e-10 1H NMR spectrum of tripropeptin E in DMSO-d6

Fig. e-11 13C NMR spectrum of tripropeptin E in DMSO-d6



Fig. e-12 1H NMR spectrum of tripropeptin Z in DMSO-d6

Fig. e-13 13C NMR spectrum of tripropeptin Z in DMSO-d6



Fig. e-14 DEPT spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6

Fig. e-15 HMQC spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6



Fig. e-16 1H-1H COSY spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6

Fig. e-17 HMBC spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6



Fig. e-18 1H NMR spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6: D2O(10:1)+NaOH (pH 8.0)

Fig. e-19 13C NMR spectrum of tripropeptin C in DMSO-d6: D2O (10:1)+NaOH 

(pH8.0)



2.2 試薬

L-ア ルギニン、L-セ リン、L-ス レオニン、L-プ ロリン、D-セ リン、D-ス レオニ ン、

D-プ ロ リンお よびエ リス ロ-β-ヒ ドロキ シ-L-ア スパ ラギ ン酸 は和光 純薬 よ り購 入 し

た。D-ア ルギニ ンはシグマ よ り購 入 した。L-3-ヒ ドロキ シプ ロ リン、ス レオ-β-ヒ

ドロキ シアスパ ラギ ン酸 、D-ス レオ-β-ヒ ドロキ シアス パ ラギ ン酸、DL-ア ロス レオ

ニ ン、L-ア ロス レオニ ンお よび1-フ ルオ ロ-2,4-ジ ニ トロフ ェニ ル-5-L-ア ラニ ン

アミ ド(L-FDAA)は 東京化成よ り購 入した。

2.3 マーフィー法 によるアミノ酸分析

ア ミノ酸標 品 もしくは トリプロペ プチ ンの酸 加水分解物0.5mgを ミクロチュー

ブに秤量 し、蒸留水50μL、1Mの 炭 酸水素ナ トリウム 水20μLを 加 えた。さ らに

1%L-FDAAア セ トン溶液 を20μL加 え、 これにキャ ップを締めて37℃ で60分 間

加熱 した。1M塩 酸 を20μL添 加 して反応 を停止 し、得 られた混合溶液 を減圧乾固 し

た。得 られたマーフィー化物である残査 を1mLの メタノールで溶解 し、各10μLを

HPLC分 析 に使用 した。

分析 は資 生堂 社 製ODSカ ラム(Capcell Pak,UG120,5μm,150x4.6mm i.d.)

を用 い て 、10～40%ア セ トニ ト リル-0.01Mト リフ ル オ ロ酢 酸 の 直 線 的 濃 度 勾 配 法

に よ り毎 分2.0mLの 流 速 で30分 間 溶 出 した 。 また検 出 は波 長340nmで 行 った 。

2.4 トリプロペプチ ン類 の酸加水分解

ア ンプル に トリプロペ プチ ン類 を秤量 し、6M塩 酸 を1000μL加 え、 ア ンプル

を溶封 した。溶封 したアンプルを110℃ で18時 間加熱 し、加熱後、放置 して室温 まで

冷却 した。 アンプル を開封 し、1M塩 酸を用 いてpHを5.0に 調整 し以後の実験 に用

いた。

2.5 薄層 クロマ トグラフィーによ る トリプロペプチ ンC構 成ア ミノ酸の分析

トリプロペ プチ ンCの 酸加水分解生成物 をア ビセルセル ロースTLC(フ ナ コシ

社製)に スポ ッ トし、 プロパ ノール-ピ リジ ン-酢 酸-水(v/v)=60:40:12:48で

展 開 しニ ン ヒ ドリン試 薬で呈 色 し、構 成ア ミ ノ酸で あるス レオ ニ ン、セ リン、 アルギ

ニ ン、 ヒ ドロキ シプ ロ リン、プ ロリンお よび ヒ ドロキ シ アスパ ラギ ン酸 の存在 を確 認

した。



2.6 トリプロペプチンの構成 アミノ酸 の精製

トリプロペプチンCの 酸加水分解 物40mg(34.7μmol)に 蒸留水1mLを 加え、

さらに等量 の酢 酸エ チル を加 えた。酢酸 エチル層 は減圧 乾 固 して脂肪酸 の分析 に用 い

た。水層 は減圧乾固 した後 、湿容量8mLの アンバー ライ トCG501(ロ ーム&ハ ース

社製、NH4型)カ ラムにかけ、25mLの 蒸 留水 および1Mア ンモニ ア水で順次 溶出

した。 蒸留水で 溶出 された画分か ら、溶 出順 にヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸 および ス レ

オニ ンの混合物3.8mg、 セ リン2.4mg、 ス レオニ ン、 ヒ ドロキ シプロリンおよびプ

ロリンの混合物3.0mg、 プ ロリン4.0mgが 、またアンモニ ア水で溶 出された画分か

らアルギニ ン1.1mgが 得 られた。 ヒ ドロキシアスパ ラギ ン酸お よびス レオニ ンの混

合物 はさ らに湿容量20mLの アンバー ライ トCG501(NH4型)カ ラム にかけ、蒸 留水

で溶出 して フラク ションコ レクター にて 分画 し、溶出順 に2.1mgの ヒ ドロキ シアス

パ ラギ ン酸 と0.8mgの ス レオニ ンを単離 した。 またス レオニ ン、 ヒ ドロキ シプロ リ

ンおよび プロリンの混合物は、湿容量20mL微 結晶セル ロース(フ ナ コシ社製)カ ラ

ムにか け、60mLの80%、75%、70%お よび65%ア セ トン水で順次溶出 した。75%

アセ トン水溶出画分 をさ らに湿容量15mL微 結晶セル ロースカ ラムにかけ、88%お

よび85%ア セ トニ トリル水で順次 溶 出 し、85%ア セ トニ トリル 水で溶 出 され た画

分か ら1.3mgの ヒ ドロキ シプ ロリンを得た。

2.7 ヒ ド ロ キ シ プ ロ リ ン の 立 体 化 学

ヒ ドロ キ シ プ ロ リ ン は 無 色 粉 末 と し て 得 られ 、分 子 量 、CDス ペ ク トル お よ びNMR

ス ペ ク トル デ ー タ は 以 下 の と お り で あ っ た 。 分 子 量(FAB-MS);m/z 132.09(M+H)

+
,CDス ペ ク トル;[θ]240+80,[θ]220+1980,[θ]210+2980(c0.033,0.5M HCl).1H

NMR.(重 水 中 、10℃,Fig.e-20);δ2.06(m,2H,H-4),3.52(m,1H,H-5),3.63(m,1H,

H-5),4.14(d,J=1.60Hz,1H,H-2),4.72(m,1H,H-3).13CNMR(重 水 中 、10℃,

Fig.e-21);δ32.9(C-4),45.0(C-5),69.3(C-2),74.5(C-3),172.0(C-1).



Fig. e-20 1H NMR spectrum of hydroxyproline from tripropeptin C

Fig. e-21 13C NMR spectrum of hydroxyproline from tripropeptin C



2.8 マーフィー法によるアミノ酸分析結果

分析 は、2.3項 で示 した方法 で行 った。 アミノ酸標品 のマー フィー化サ ン プル の

保持時間は以下の とお りであった。

L-ア ル ギ ニ ン 13.89分

D-ア ル ギ ニ ン 14.37分

L-セ リン 16.10分

D-セ リン 16.91分

L-ス レオ ニ ン 17.01分

D-ス レオ ニ ン 19.89分

L-ア ロス レオニ ン 16.75分

D-ア ロス レオニ ン 18.51分

ス レオ-β-L-ヒ ドロキ シア スパ ラギ ン酸 17.20分

ス レオ-β-D-ヒ ドロキ シ アス パ ラギ ン酸 18.46分

エ リス ロ-β-L-ヒ ドロキ シ アス パ ラギ ン酸 18.02分

エ リス ロ-β-D-ヒ ドロキ シア ス パ ラギ ン酸 18.86分

L-プ ロ リン 20.53分

D-プ ロ リ ン 21.60分

また、 トリプ ロペプチ ンCの 酸加水分解物 由来 ア ミノ酸 の分析結果 は以下 の と

お りであった。

アル ギ ニ ン 13.89分

セ リン 16.08分

ス レオ ニ ン 18.51分

ヒ ドロキ シ アス パ ラギ ン酸 17.12、18.40分

プ ロ リ ン 20.48、21.63分

この結果、 トリプ ロペ プチ ンCの 構 成アミ ノ酸 は、L-ア ルギニ ン、L-セ リン、

D-ア ロス レオニ ン、ス レオ-β-L-ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸、ス レオ-β-D-ヒ ドロ

キ シアスパ ラギ ン酸、L-プ ロリン、D-プ ロリンである ことがわか った。



2.9 トリプロペ プチ ンCの バーチ還元

液体 ア ンモニ アに溶解 した トリプロペプチ ンC37.0mg(32.1mol)に 金属 ナ ト

リウム450mgを 添加 し、-30℃ で5分 間反応 させた後、2.5gの 酢酸 ア ンモニア

を添加す る ことで反応 を停止 した。残査 を減圧乾固後 に30mLの 蒸留水に溶解 し、湿

容量80mLのDowex(50wx2,H型 、ダウ ・ケミカル社製)カ ラムにのせ、240mL

の蒸留水で洗浄 した後、240mLの1Mア ンモニ ア水で溶出 した。溶 出液 を減圧 乾固

し、少量の蒸留水で溶解 してダイアイオ ンHP-20カ ラム にのせ30mLの 蒸留水、50%

メタ ノー ル水 お よびアセ トンで 順次溶 出 し、蒸留水 で溶 出 され る画 分か ら2.17mg

(2.96mol、 収率9.22%)の 還 元 された断片 を得た。 質量分 析の実測 値はHRESI-MS

m/z 732.2844(M-H)-で あ り、計算値 は732.2800 for C27H42N9O15)で あ った。 な

お 、 目的の化 合物の追跡 は、 ライ ドンス ミスおよび ニ ンヒ ドリン呈色試 験 を指 標 に行

った。 また、得 られ た断片の1H NMRス ペ ク トルをFig.e-22に 示 した。

Fig. e-22 1H NMR spectrum of the Birch-reduction fragment of tripropeptin C



2.10 トリプ ロペ プ チ ンCの リチ ウム ボ ロハ イ ドライ ドに よ る還 元

50μLの ジ メチ ル ホル ム ア ミ ドお よび10μLの テ トラ ヒ ドロフ ラン に溶 解 した ト

リプ ロペ プチ ンC10mg(8.67mol)に2mgの リチ ウ ム ボ ロハ イ ドライ ドを添 加 し、

還 流 下4時 間 反 応 を行 っ た。 反 応 液 を室 温 まで 冷却 した 後 、1M塩 酸 にて 反応 液 を 中

和 し、 減圧 乾 固 した 。 残査 を少 量 の メタ ノール に溶 解 し、質 容 量20mLの セ フ ァデ ク

スLH-20(フ ァル マ シ ア社 製)カ ラム に のせ 、 メ タ ノー ル で溶 出 した 。 ライ ドン ス ミ

ス呈 色 反応 で 陽性 な画 分 を さ らに 、資生 堂社 製ODSカ ラム(Capcell Pak,UG120,5

μm,150x4.6mm i.d.)に 吸着 させ 、35%ア セ トニ トリル 水 に よ り毎 分2.0mLの

流速 で 溶 出 し、 無 色粉 末7.1mg(6.14mol、 収 率70.82%)の トリプ ロペ プチ ンC誘

導 体 を 得 た 。 物 理 化 学 デ ー タ は つ ぎ の と お り で あ っ た 。 実 測 値HRESI-MS m/z

1158.6422(M+H)+(計 算 値1158-6362 for C51H87N11O19).赤 外 吸収(KBr錠 剤 法);

3438,2927,1677,1635,1384,1207,1182,1133cm-1。 得 られ た ト リプ ロペ プ チ ン

C還 元 体 の1H NMRス ペ ク トル をFig.e-23に 示 した 。

Fig. e-23 1H NMR spectrum of the LiBH4-reduction derivative of tripropeptin C in CD3OD



2.11 トリプ ロペ プ チ ンCの 構 成 脂肪 酸 の 精 製 お よび 立 体 化 学

2.4項 で 得 られ た 酢 酸 エチ ル 抽 出物 を減 圧 乾 固後 、 ヘ キサ ンに溶 解 して 湿 容 量10

mLの シ リカ ゲ ル カ ラム に のせ 、 各30mLの ヘ キサ ン-酢 酸 エ チ ル=3:1、2:1、

1:1お よび1:2の 混 合液 で溶 出 し、 ヘ キ サ ン-酢 酸 エ チル=1:2の 溶 出 画 分 を集

めて 減 圧 乾 固 し、4.0mgの3-ヒ ドロキ シ-13-メ チ ル テ トラデ カ ン酸 を得 た 。 物 理 化

学 的 デ ー タ は次 の とお りで あ った 。 比 旋 光 度[α]D24-7.7°(c0.13,CHCl3)。 分 子 量

APCI-MS;m/z257(M-H)-.1H NMR(重 ク ロ ロホ ル ム 中,Fig.e-24);δ0.78(6H,d,

J=6.6Hz),1.04～1.52(19H,m),2.31(1H,dd,J=16.6 and 9.0Hz2-Ha),2.40(1H,dd,

J=16.6 and 3.2Hz2-Hb) and 3.96(1H,m3-H).

Fig. e-24 1H NMR spectrum 3-hydroxy-13-methyltetradecanoic acid from tripropeptin C



第3章 トリプロペプチン類の生物活性

3.1 培地および試薬の調製

全ての培地 は調製後、121℃ 、15分 間高圧蒸気滅菌 した。

ミュ ラー ・ヒ ン トン寒 天 培地

ミュ ラー ・ヒ ン トン ・ア ガー(デ ィ フ コ) 3.8%

蒸留 水

pH 7.3

NB培 地

NUTRIENT BROTH(デ ィ フ コ) 0.8%

蒸 留 水

pH 7.4

NB寒 天 培地

ポ リペ プ トン(和 光) 1.0%

肉エ キス(極 東) 1.0%

塩 化 ナ トリウム(日 本 薬 局方) 0.2%

寒 天(和 光) 1.4%

蒸 留水

pH 7.0

NB+20%シ ュ クロース培地 はシュク ロース(和 光)40gをNB培 地 にて溶解

して全量200mLと した。

また薬剤の調製および保管 は以下のよ うに行 った。

トリプロペプチ ンCは 、精 製品をDMSO(シ グマ)に 溶解 し10mg/mLと し、-

20℃ で保存 した。用時融解 し蒸留水 またはDMSOで 希釈 した。

バ ンコマイ シンは、バ ンコマイ シ ン塩 酸塩(シ グマ)を 滅菌 蒸 留水 に溶解 し10

mg/mLと し、-20℃ で保存 した。用時融解 し滅菌蒸留水で希釈 した。

ヘキサ クロロフェンは、ヘ キサ ク ロロフェン(シ グマ)をDMSOに 溶解 し10m

g/mLと し、-20℃ で保存 した。用時融解 し滅菌蒸留水 またはDMSOで 希釈 した。



リネ ゾ リ ドは、 リネ ゾ リ ド(フ ァル マ シアア ップジ ョン社製)を 滅菌 蒸留水 に溶

解 し10mg/mLと し、-20℃ で保存 した。用時融解 し滅菌蒸留水で希釈 した。

ク ロラム フェニ コールは、 クロラム フェニ コール(山 ノ内製〉 をDMSO(シ グマ)

に溶解 し10mg/mLと し、-20℃ で保存 した。用 時融解 し蒸 留水 またはDMSOで

希釈 した。

3.2 溶 液 の 調製

10倍 リン酸緩 衝 溶 液(10xPBS)は 、リン酸 水 素ニ ナ トリウム12水 塩(和 光)2.9

g、 リン酸 二 水 素 カ リウム(和 光)0.204g、 塩 化 ナ トリウム(和 光)8.19gお よび 塩 化

カ リ ウム(国 産 化 学)0.224gを 蒸 留 水 に溶 解 して 全 量100mLと し、 この 溶 液 を

121℃ 、15分 高 圧 蒸 気 滅 菌後 、4℃ で 保 存 した 。

40%シ ュ ク ロー ス 溶 液 は 、 シ ュ ク ロー ス4gを 蒸 留 水 で全 量10mLと し、 この

溶 液 を121℃ 、15分 高圧 蒸 気 滅 菌 後 、4℃ で 保 存 した。

1Mト リス塩 酸(pH7.6)は 、 トリズ マ ・ベ ー ス(シ グマ)12.11gを 蒸 留水 で 全

量100mLと し、pH7.6に 調 製 し、 この溶 液 を121℃ 、15分 高圧 蒸 気 滅 菌 後 、室 温

で保 存 した 。

Digestion buffer(pH7.6)は 、0.05Mト リス塩 酸 と0.145M塩 化 ナ トリウム お

よ び20%シ ュ ク ロー ス の混 液 と した 。

ライ ソス タ フィ ン溶 液 は 、 ライ ソス タ フ ィ ン(シ グマ)1gを 滅 菌 水 に溶 解 し680

μg/mLと し、50μLず つ 分注 して-20℃ で 保 存 した 。ライ ソス タ フ ィ ン混 合液 は34

μg/mLラ イ ソス タ フィ ン溶液 と0.7U/mLのDNase Iの 混 液 と した 。

3.3 RI標 識 化 合物 お よび 放 射活 性 測 定 用試 薬 の調 製

[U-14C]-グ リセ ロ ー ル(ア マ シ ャ ム:5.25GBq/mmol:1.85MBq/mL:50

μCi/mL),[3H]-チ ミ ジ ン 溶 液([3H]-TdR)(ア マ シ ャ ム:925GBq/mmol,37

MBq/mL),L-[4,5-3H]-ロ イ シ ン溶 液([3H-Leu])(ア マ シ ャム:2.07TBq/mmol,37

GBq/mmol)お よ び[1(2)-14C]酢 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液([14C]-AcONa)(ア マ シ ャ ム:

2.11GBq/mmol,7.40MBq/mL)は 用 時 蒸 留 水 で希 釈 した 。

[3H]-ウ リ ジ ン 溶 液([3H]-UR)は[5-3H]-ウ リ ジ ン(ア マ シ ャ ム:999

Gbq/mmol,37MBq/mL)250μLに エ タ ノー ル(シ グマ 、特 級)250μLを 加 え18.5

MBq/mL(50%エ タ ノー ル)溶 液 を調 製 し、 用 時 蒸留 水 で 希釈 した 。

N-ア セ チ ル-D-[1-3H]グ ル コサ ミ ン([3H]-GlcNAc)溶 液 はN-ア セ チ ル-D-[1-

3H]グ ル コサ ミ ン(ア マ シ ャム:307GBq/mmol ,37MBq/mL)250μLに エ タ ノー ル



250μLを 加 え18.5MBq/mL(50%エ タ ノール)溶 液 を調製 し、用時蒸留水で希釈 し

た。

5%ト リクロロ酢酸溶液(5%TCA溶 液)は 、トリクロロ酢酸(岩 井化学薬品)50g

を蒸留水に溶解 し、全量 を1000mLと した。

液体シンチ レーター は、ULTIMA GOLDF(パ ッカー ド)お よびAQUASOL-2(パ

ッカー ド)を 用いた。

3.4 抗菌活性 の測定

抗菌活性 は 、 日本化学療法学 会標準法 に したが い寒天平 板希釈法 で行 った 。エ ン

テ ロコ ッカス、 ス トレプ トコ ッカス を除 く細菌 に対 す る抗菌活性 は、 ミ ュラー ・ヒン

トン寒 天培地 を用 いて37℃ で18時 間(Mycobacterium smegmatis ATCC607

のみ42時 間)培 養 して測定 した。エ ンテ ロコ ッカ ス、ス トレプ トコ ッカス に対す る

抗菌活性 は、5%羊 血清添加 ミュラー ・ヒン トン寒天培地 を用 いて37℃ で18時 間

培養 して測定 した。

3.5 トリプ ロペ プチ ンC耐 性株 の出現頻度試験

液体希 釈法 に従 い、2倍 希釈 系列の トリプ ロペ プチ ンC、 ゲ ンタミシ ンもし くは

リネ ゾ リ ドの溶解 した肉エキス 培地 に黄色 ブ ドウ球菌 ス ミス株 の種母培 養液 を0.1%

接種 し、18時 間37℃ で培養 した。培養後 に菌 の生育 の認 め られ た最 高試薬 濃度 の

菌液 を新た な種 母菌液 として 、さ らに2倍 希釈 系列の トリプ ロペ プチ ンC、 ゲ ンタミ

シ ンも しくは リネゾ リ ドの溶解 した 肉エキ ス培地 に接種 し、18時 間37℃ で培 養 した。

これ を繰 り返 す ことで黄色 ブ ドウ球 菌ス ミス株 の感 受性 の変化 を測定 し、変化 の度 合

いを指標に耐性菌の出現頻度 を調べ た。

3.6 急性毒性試験

界面活性剤 トゥイー ン80を 少量加 えた10% DMSO水 溶液 に トリプロペ プチ

ンA,Cお よびDを 溶解 し、300mg/kgの 濃度か ら2倍 希釈 系列でICRマ ウス

♀ ・4週 齢(約20g、 日本チ ャール ズ リバー)に 静脈 内に投 与 し、14日 間観察 し

た。その後 、生存 したマ ウスを解剖 し、各臓器 を肉眼で観察 して判定を行 った。



3.7 亜急性毒性試験

亜急性 毒性 は主成 分で あ る トリプロペ プチ ンCを 用 いて行 った。 トリプロペ プ

チ ンCを 界面活 性剤 トゥイー ン80を 少量加 えた10% DMSO水 溶液 に溶解 し、1

00mg/kgの 濃度で一群5匹 のICRマ ウス ♀ ・5週 齢(日 本チ ャールズ リバー)

に0日 か ら13日 目まで14日 間静 脈内 に連続投 与 し、経時的 に体 重お よび血球数

を測定 した。 また14日 後 の各臓 器重量を測 定 した。血球数 はSysmex(東 亜医用電

子株式会社製)自 動血球計数装置MICRO CELL COUNTER F-800を 用 いて測定 し

た。

3-8 マウス全身感 染モデルにお ける治療試験

マウスはICR・ ♀ ・4週 齢(約20g、 日本チャールズ リバー)を 使用 し、1群5

匹で試験 を した。10%ス キム ミル ク中で凍結保存(-80℃)し た黄 色 ブ ドウ球 菌ス ミ

ス株 を、 トリプ ト ・ソーヤ ・プ ロス(ニ ッス イ社製)液 体 培地 で37℃ 、18時 間培 養

し、 この菌液 を滅菌 生理 食塩 水で 希釈後、 ガス トリック ・ム シン(デ ィフ コ社製)と

等量混 合 し、0.5mL/mouse量 腹腔 内投与 した。菌液接種 の2時 間後に、滅菌 生理

食塩水 で希釈 したサ ンプルを0.25mL/mouse量 皮下投与 し、以降5日 間のマウス

の生存 を確認 した。な おサ ンプルは、少量 の トゥイーン80を 加えた10%DMSO水

溶液 に溶解 し、生理食 塩水 を用い4倍 希釈 系列で希釈 した ものを投 与液 として用 い

た。

3.9 トリプ ロペ プチ ンCの 黄色ブ ドウ球菌スミス株の増殖 に及ぼす影響

L字 型試験管3本 にNB培 地9.5mLと 黄色 ブ ドウ球菌ス ミス株 の種母培養液

0.5mLを それぞ れ加え、各種濃度 のクロラム フェニ コール、 トリプロペプチンC単

独 もしくは併用 またはDMSOを 加 え37℃ で震盪 培養 し、波長660nmで 経時的 に

吸光度 を測 定 した。 ク ロラム フェニ コール、 トリプロペ プチンC併 用 実験は 、10μM

のク ロラム フェニ コール添加10分 後に2.5μMの トリプ ロペプチンCを 添加 し、37℃

で震盪 培養 し、波長660nmで 経時的 に吸光 度を測定 した。

また生菌数 の測定 は以下 のよ うに行 った。培養 開始か ら0、2、4、6時 間後 にL

字 型試 験管か ら培養液 を100μLづ つ無菌 的に採 取 し、生理食塩 水 にて10倍 希釈 系

列を調製 した。調製 した10倍 希釈系列の培養液 をそれぞれ3枚 のNB寒 天培地 に100

μL滴 下 し、菌 液 をコ ン ラー ジ棒 で均一 にな るよ う広 げた。菌液 を塗 抹 した寒 天平 板

は、37℃ で18時 間静置培養後、生菌数 を測定 した。



3.10 黄色ブ ドウ球菌 スミス株の高分子 合成阻害様式 の検討

L字 型試験管3本 にNB培 地9.5mLと 黄色 ブ ドウ球菌 スミス株 の種母培養液

0.5mLを それぞれ加え震盪培養 し、波長660nmに おける吸光度が0.1に 達 した菌

液 を1.5mLア シス トチ ュー ブに150μLず つ分注 した。種々 の濃度 の トリプ ロペ

プチンCを2μLを 加 え、室温で10分 間静置 した後、[3H]-GlcNAc、[14C]-Glycerol、

[14C]-AcONa、[3H]-TdR、[3H]-URま た は[3H]-Leuを 終 濃 度 が そ れぞ れ2.5

Bq/μL,1.82Bq/μL,53.7Bq/μL,2.5Bq/μL,4.9Bq/μLお よび22.2Bq/μLと な

るよ うに加 えた。37℃ で10分 イ ンキ ュベー トした後 、そ れぞれ のチ ューブの菌液

を100μLず つ 円形濾紙(ワ ッ トマ ン3mm)に 染み込 ませ た。 この濾紙 を冷5%

TCAに 浸 し0℃ で40分 静置 した後 、5%TCAで3回 洗 浄 し、酸可溶画分 を除

去 した。TCA除 去後、濾紙 をエ タノール に浸 し0℃ で10分 間静置 し、さ らにエ タ

ノールで2回 洗浄 した。120℃ で15分 間乾燥 し、ULTIMA GOLD F 5ml中 に沈

め、液体 シンチ レー ションカウンター(Alola,LIQUID SCINTILLATION COUNTER

LSC-5100)で 酸不溶画 分の放射活性 を測 定 した。なお実験 は3連 で行った。

3.11 トリプロペプチ ンCの プロ トプラス トに対す る影響

L字 型試験管5本(各10mL)で 黄色 ブ ドウ球菌 スミス株 の菌液 を震盪培養

し、波長660nmに おける吸光度が0.3に 達 した菌液を遠心 して菌体 を得た。 この菌

体 を1xPBSで 洗浄 した後、Digestion buffer 940μLに 懸濁 し、 ライソスタフィ ン

溶液60μLを 加 え37℃ 、一時間静置 して細 胞壁を削除 した プロ トプラス トを作成 し

た。 プロ トプラス トの形成 は波長660nmに おける吸光 度の減少によ り確認 した。次

に、 プロ トプ ラス トに及 ぼす トリプ ロペ プチ ンCの 影響 を測 定 した。小試験管2本

にNB+20%シ ュクロース溶液200μL、40%シ ュク ロース溶液400μLお よび蒸

留水400μL加 え混 合液 を調製 し、一方の試験管 に終濃度2.5μMと なるよ うトリプロ

ペ プチ ンCを 、 もう一 方 にはコ ン トロール としてDMSOを 加 えた。両試験管 にプロ

トプラス ト溶液 を50μL加 え、37℃ で 静置 して経 時的 に波長420nmに お ける吸

光度を測定 した59,60)。

3.12トリプロペプチンCの膜透過性に対する影響

L字 型試験管5本 で黄色ブ ドウ球菌 スミス株の菌液 を震盈培養 し、波長660nm

における吸光度が0.1に 達 した菌液 を遠心 して菌体 を得た。 この菌体 をNB培 地3.5

mLに懸濁し2x107 cells/mLとした後、さらにこの菌液を600μLずつ分注し、ト

リプロペ プチ ンC終 濃度1.3μMと なるようを加えて室温で10分 間静置 した。 この菌



液 に[14C]-AcONaま た は[3H]-GlcNAcを 終濃 度 お よび 比 活 性 が そ れ ぞ れ1.68

Bq/μL,37MBq/mmolお よび1.2Bq/μL,307Gbq/mmolと な るよ う加え5～90

秒間後に非放射性 の17.5mMのAcONa溶 液 または1mMのGlcNAc溶 液 を400μL

加えて標識 前駆体 の菌体 への取 り込み を停止 させた。 この溶液900μLを シリコンオ

イル とパ ラフィンオイル(22:3)の 混合オイル150μLに 重層 して15,000rpm、4℃

で1分 間遠 心 し、チ ューブの底 に菌体 を沈 めた。 上層の水 層 を吸引除去 しオイル 層表

面およびチ ューブ内壁 を900μLの 蒸留水 で2回 洗浄後、オ イル層を吸 引除去 した。

ライソスタフィ ン溶液50μLに 菌体 を溶解 し菌体内に取 り込 まれた放射活性 を液体 シ

ンチ レー シ ョンカ ウンター を用 いて測定 した。 この時 、菌液600μLに[14C]-AcONa

(157Bq/μL,736Bq/mmol)ま たは[3H]-GlcNAc(1.8Bq/μL,1.85MBq/mmol)

400μLを 加 え、 同様 の操 作 によ り菌体 内 の放射活性 を測定 した ものをバ ック グラウ

ン ドとした。また、実験 は3連 で行 った。

3.13 黄色 ブ ドウ球 菌スミス株の経時的な高分子 合成阻害様式の検討

L字 型試 験管で黄 色 ブ ドウ球 菌ス ミス株の菌液 を震盪培 養 し、波 長660nmに

おける吸光度が0.1に 達 した菌液 を3.5mLチ ューブ2本 に2mLず つ 分注 した。

一方のチュー ブに トリプ ロペプチ ンC ,ヘ キサ ク ロロフェ ンまたはバ ンコマイ シンを加

え10分 間イ ンキ ュベー ト後、[3H]-GlcNAcま たは[14C]-AcONaを 終濃 度がそれ

ぞれ4.1Bq/μLお よび44.4Bq/μLと な るよう加 えた。37℃ でイ ンキュベー トし、

各 チューブか ら経時的 に菌液 を100μLず つ 円形濾紙 に染み込 ませ た。 この濾紙 を冷

5% TCAに 浸 し0℃ で40分 間静置 した後 、5% TCAお よびエ タノールで洗

浄後、酸不溶画 分の放射活性 を測定 した。

3.14 黄色 ブ ドウ球 菌スミス株に対す る経時的殺菌 力の測定

液体希 釈法 にお け る トリプ ロペ プチ ンC、 バ ンコマイ シ ンお よび レボ フロキサ シ

ンの最 小阻害濃 度 を求 め、それぞれ1.0、1.0お よび0.1μg/mLで あ った。L字 型

試 験管 で黄 色ブ ドウ球菌 ス ミス株 の菌 液 を震 盪培養 し、波 長660nmに お ける吸光

度 が0.1に 達 した菌液 を24本 用意 した。 そ こに トリプロペ プチ ンC,ヘ キサ クロロ

フェ ンまた はバ ンコマイ シンを最終濃度 が最小阻害濃度 の0、1、4、8倍 濃度 とな る

よ う添 加 し、0、2、4、6時 間後にCFU(colony forming unit)を 測 定 した。実験

は3連 で行った。



3.15 血 中濃度の測定

界面活性剤 トゥイー ン80を 少量加 えた10% DMSO水 溶液 に トリプ ロペプチ ン

A,Cお よびDを 溶解 し、一群3匹 のICRマ ウス ♀ ・5週 齢(日 本チ ャール ズ リバ

ー)に100mg/kgの 濃度で皮下投与 し、経時 的に採 血 した。採決後、速やか に室温

にて10,000rpmの 速度で10分 間遠心 分離 し上清を回収 した。 さ らに遠心分離処理

を2回 繰 り返 し、得 られ た上清 をHPLCに て血中濃度 の分析 を行 った。 トリプロペ

プチ ン類の分析 は昭和電工社製カラム(Shodex RSpak,DS-413,5μm,150x4.6mm

i.d.)を 用いて 、10～70%ア セ トニ トリル-0.01Mト リフルオ ロ酢酸 の直線 的濃度勾

配法 によ り毎分2.0mLの 流速で20分 間溶 出した。 また検 出は波長205nmで 行 っ

た。

3.16 血清中での遊離型濃度測定

トリプロペ プチンA,Cお よびDの 血清中での遊離型割 合は以下 のように解析 し

た。 トリプロペ プチ ンA,Cお よびDを1.5mL容 のエ ッペ ン ドルフチューブに秤量

し、最終濃度2%と なるよ うDMSOを 添加 して溶解 した。 これに滅 菌蒸留水 を加え

1000μg/mLと な るよ う調製 した。得 られ た化合物 溶液100μLに 等量 のマウス血

清 を添加 し、10分 間37℃ でイ ンキ ュベー トした。 この溶 液100μLを ミ リポア社

製遠心 フィルター(分 子量5000)に のせ 、10℃ 、13,000rpmで45分 間遠心処理 し、

通過液 をHPLCに て分析 した。血清無添加で 同様の操作を した もの を対照 として遊離

型の比率 を求めた。

また、血清 中 にお ける化合物 の安 定性 に関 して は以下 のよ うに検討 した。先 に調

製 した化合物溶 液100μLと 等量 のマウス血清 を混合 し10分 間37℃ でイ ンキュベ

ー ト後 、混合液の4倍 量のメタノールを添加 して化合物 を抽出 し、10℃ 、13,000rpm

で45分 間遠 心処理後 の上清 をHPLCに て分析 した。血清無添加 で同様の操作を した

ものを対照 として回収率を求め、血清中での化合物の化学的安定性 を検討 した。



総括

20世 紀最大 の発 見 といわれ る抗生物質 によ り、感 染症の脅威 は著 しく低下 し、先

進 国にお いて平均寿 命 は飛躍 的に伸びた 。そ の一 方で、 医療 の進 歩お よび高齢化社 会

の到来 によ り易感染性 宿主が増加 し、 日和 見感染 菌が問題 とな ってい る。 さ らに、抗

生物質 の汎用 によ り薬 剤耐性菌が 蔓延 し、院内感 染 にお ける薬剤耐性 菌 は大 きな社 会

問題 とな って いる。 薬剤耐性菌の 中で もメチ シ リン耐性黄 色 ブ ドウ球菌(MRSA)は 、

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 こし、有効な 薬剤が

ほ とん どな い ことか ら、最 も重 要な常 在菌 と して認 知 されて いる。MRSAに 対 す る切

り札的抗 菌薬 であ るバ ンコマイ シンに対 して耐性 を獲得 したMRSA(VRSA)が 臨床

か ら分離 され るよ うにな り、VRSAを 含むMRSAに 有効な 新薬の 開発 は急 務 とな っ

た。

そこで次世代のVRSAを 含むMRSAに 有効な化合物を微生物培養液中から探

索した。探索源として利用した微生物代謝産物、いわゆる天然有機化合物は生理活性

物質の宝庫と言われ、ペニシリンを始め数多くの薬剤が実用化されており、また、有

機合成的手法では合成の困難な化合物や人知を超越した新規な骨格構造を得るという

長所がある。新規骨格化合物は既存薬と作用機序が異なる可能性が高く、耐性菌克服

の観点から微生物代謝産物は薬剤耐性菌に有効な新規化合物の探索源として相応しい。

探索の結果、沖縄県の土壌より分離したライソバクター属細菌BMK333-48F3株 の

生産する6種 の新規 リポペプチ ド系化合物 トリプロペプチン類を発見し、トリプロペ

プチン類の構造解析ならびに抗菌活性に関する検討を行った。

第1章 では、次世代 の新規抗MRSA薬 の創製を 目指 し、VRSAを 含むMRSAに

有効な化合物を微 生物培養液中か ら探索 した。その結果、土壌細菌BMK333-48F3株

の培養液中に6種 の活性 成分を見いだ し、 トリプロペ プチ ンA,B,C,D,Eお よびZ

と命名 した。 生産菌 であ るBMK333-48F3株 は、16S rRNAの 部分塩基配 列、培養

性状 な らび に生理生 化学性状 よ りライ ソバ クター属細菌 であ る ことを明 らか に した 。

本菌 の培養液 よ り、溶 剤抽 出、HP-20、 シ リカゲルカ ラムお よびCHP20Pカ ラム ク

ロマ トグ ラフィー を用 いて活性成分を精製 し、6種 の トリプ ロペプチ ン類 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 状な らび に構造解 析 に関 して述

べた。 トリプロペ プチ ン類 は呈色反応、IR,各 種NMRス ペ ク トラムか ら、 グアニ ジ

ル基 とエステル 結合 を有す るペプチ ド系化 合物で ある ことが 示唆 され た。 さ らに各種

NMRス ペ ク トルの解 析 によ り トリプ ロペプチ ン類 の構造解 析 を行 い、平面構造 を決

定 した 。 また絶 対構造 の決定 は、以下の よ うに行 った。す なわ ち構成 ア ミノ酸 の絶対



構造をマー フィー法によ り明 らか にし、ヒ ドロキシプ ロリンおよび脂肪側鎖の立体は、

酸加水 分解物 の解 析 によ り決定 した。 トリプロペプチ ン分子 中 に2分 子 ずつ存在す る

立体 の異なる プ ロリンおよび ヒ ドロキ シアスパ ラギ ン酸 の識別 は、有機化学 的 に適切

な断片へ と変換 し、得 られた断片 を解析す る ことで明 らか にした。

第3章 で は トリプロペ プチ ン類 の生物活性 に関 して検 討 した 。抗菌試験 の結果 、

トリプロペプチ ン類 は グラム 陽性細 菌 に強 い抗菌力 を示 し、一 方、 グラム陰性 菌、抗

酸 菌お よび真 菌 には抗 菌力 を示 さなか った。 トリプ ロペ プチ ン類 では、脂肪側 鎖の短

いZお よびA成 分は弱い抗菌力 を示 し、脂肪側鎖の長 いB,C,Dお よびE成 分で

は薬剤 耐性菌 を含む グ ラム陽性細菌 に強 い抗 菌力 を示 した。 また 人工 的 に トリプ ロペ

プチ ン耐性菌 の作成 を行 った と ころ、既 存薬 に比べ耐性 菌の出現率 が低 い ことが示 さ

れ た。 さ らに トリプロペプチ ン類 は哺乳動物 細胞 に細胞毒性 を示 さず 、マ ウスの黄 色

ブ ドウ球菌全 身感染 モデル にお いて優 れた治 療効果 を示 したが、 トリプ ロペ プチ ン類

の治療効果 は抗菌力か ら推測され るそれ らと一致 しなか った。

この よ うに トリプ ロペ プチ ン類の 生物活 性 を評価 す る過程 で、2つ の興味深 い知

見 が得 られた。す なわ ち、 トリプ ロペ プチ ン耐性 菌の出現 率が低 い こと、な らびにマ

ウスの黄 色 ブ ドウ球菌全身感 染モデル にお いて抗菌 力 と治療効 果が一致 して いなか っ

た ことである。

解 析の結 果、前者 は トリプ ロペプチ ンCが 脂質お よび細胞壁 合成 とい う2つ の合

成 系を標 的 と してい るため、耐性 菌 の出現 率が低 い と考 え られた。 また後者 は、 トリ

プ ロペ プチ ン類 の成 分間で の構造 上 の差 異で ある脂 肪側鎖 の長 さの違 いによ って血 清

中での挙動が大き く異な り、治療効果 に影響 を与えることを明 らか にした。

以上のよ うに、新規抗MRSA薬 創製 を目指 し、微生物培養液 よ りMRSA・VRSA

に有効な化 合物 を探 索 した結果 、新規 リポペ プチ ド系化 合物群 トリプロペプチ ン類 を

発 見した。 トリプ ロペ プチ ン類 は、薬剤 耐性菌 を含 む グラム陽性 細菌 に強い抗菌活性

を示 し、動物 実験 で有 効性が確認 され、 さ らに複数 の作用標 的を持つ ことか ら新薬候

補化合物 として、また リー ド化合物 として今後の創薬 に向 けた展 開が期待され る。
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薬医科学研究所 池田 大四郎 博士ならびに微生物化学研究会 村岡 靖彦 博士に、生
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る御協力を頂きました。心より感謝致します。
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究所ならびに日吉創薬化学研究所の皆様にも大変お世話になりました。深く感謝致し

ます。
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