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研究成果の概要（和文）：微生物培養液より新規二次代謝産物を探索する方法の構築と、それを利用した新規化
合物の単離を目的として以下の４項目について本研究課題を遂行した。（１）フラクションライブラリーの作
製、（２）ライブラリーのPDA-LC/MS分析、（３）スペクトルデータベースNPPlotの構築、（４）ライブラリー
からの新規化合物探索。始めに放線菌および糸状菌の30L規模培養液より約2000フラクションを作製した。その
LC/MS分析を行いNPPlotを作成した。これを利用してライブラリーより新規化合物を探索した。結果を学会にて
報告するとともに学術論文として発表した。本研究により本方法の有効性を確認することができた。

研究成果の概要（英文）：The final goal of this project is to construct an efficient method for 
isolating new secondary metabolites from microbes and to isolate new compounds based on the 
methodology constructed here.  For this purpose, following 4 tasks were carried out: (1) 
construction of a fraction library, (2) PDA-LC/MS analysis of the library, (3) construction of a 
spectral database named NPPlot, and (4) isolation of new metabolites from the library.  As the 
results, a fraction library containing over 2,000 fractions was constructed from 30 L culture broths
 of several microbes.  The library was analyzed by PDA-LC/MS for constructing the NPPlot.  Several 
new compounds were isolated from the library by NPPlot screening, and the results were presented in 
conferences and published in academic journals.  Through the project, I confirmed the efficiency of 
the method for isolating new metabolites from microbes.

研究分野：天然物有機化学
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１．研究開始当初の背景 
微生物が生産する二次代謝産物は、その多

様な構造と生理活性から創薬資源として重
要である。製薬企業においても天然物探索研
究は重要であった。しかし近年、天然物から
の新規化合物の単離報告は減少傾向にあり、
特に新しい骨格を有する化合物の単離は困
難になってきていた。さらに精製に多くの手
間と時間がかかることや量の確保が困難で
あることなどから、製薬企業では探索研究か
ら手を引かざるを得ない状況にあった。一方
で、ゲノム解読などの進展から放線菌などの
微生物は、単離が報告されている以上の多種
多様な未知の代謝産物を生産する能力を有
していることが明らかになってきていた。そ
れら未知の代謝産物は実際には生産されて
いない可能性もあるが、生産量や構造の多様
性などから従来の探索方法では見出されて
いない可能性もあった。このような背景から
従来とは異なる方法での新規代謝産物の探
索方法が必要であった。一方、本課題実行者
は、微生物二次代謝産物の粗精製物からなる
フラクションライブラリーと代謝産物の物
性情報を反映・収蔵したスペクトルデータベ
ース（NPPlot: Natural Products Plot*）を
組み合わせる方法を構築し、この方法により
新規化合物を優位に探索できることを確認
していた。そこで、この方法をさらに拡張し
新規化合物の探索を行うこととした。 
 
*NPPlot：PDA-LC/MS 分析で得られた化合
物の極性（LC 上の保持時間）と分子量情報
（MSにおける m/zの値）をそれぞれ横軸と
縦軸に取り化合物を二次元プロットしたも
の。化合物が二次元上の分布として表現され、
そのパターンが菌株固有であるため容易に
菌株固有の化合物群を探索可能である。 
 
２．研究の目的 
微生物が生産する二次代謝産物から新規

化合物を探索する方法の構築と、その方法を
用いた新規天然化合物の単離を目的として
課題を遂行した。具体的には微生物大量培養
抽出物からのフラクションライブラリーの
作製、LC/MS による成分情報の収集とそれ
をもとにしたスペクトルデータベースの構
築、データベースを利用した新規化合物の探
索とライブラリーからの単離・構造決定を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
本研究課題は大きく以下の４つの項目に

沿って行った。 
(1) フラクションライブラリーの作製 
放線菌または糸状菌の 30 L規模培養液よ

り酢酸エチルにより抽出することで有機溶
媒可溶性および水溶性抽出物を調製した。そ
れぞれを中圧液体クロマトグラフィーおよ
び逆相 HPLCにより分画することで、粗分画
物、すなわちフラクションを作製した。この

方法により１菌株当たり約 300〜400 程度の
フラクションを作製した。これを化合物探索
や各種生物活性評価に利用しやすいように
ライブラリーとして整備した。 
(2) ライブラリーの PDA-LC/MS分析 
作製したすべてのフラクションを

PDA-LC/MSで分析し、含有化合物の物性情
報（保持時間、分子量情報、UV 吸収スペク
トル、マススペクトル）を収集した。測定に
用いた LC/MS は、イオン源にエレクトロス
プレーイオン化法（ESI）を用いた。 
(3) NPPlotの構築 

LC/MS情報をもとにNPPlotを構築した。 
(4) NPPlotを利用したライブラリーからの新
規化合物の探索・単離 
構築した NPPlot の分布パターンより菌

株固有の化合物または化合物群の探索を行
った。その結果、ある菌株が固有の分布パタ
ーンを有することを見出し、それらについて
ライブラリーより単離し構造決定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) フラクションライブラリーの作製 
放線菌および糸状菌の大量培養液を用い

て、約 2,000の粗精製物からなるフラクショ
ンライブラリーを作製した。ライブラリーは
含有二次代謝産物の単離に備えて乾燥・保存
した。 
(2) ライブラリーの PDA-LC/MS分析 
作 製 し た ラ イ ブ ラ リ ー を 全 て

PDA-LC/MSで分析し、含有する二次代謝産
物のUV吸収スペクトルおよびマススペクト
ルを測定した。 
(3) NPPlotの構築 

LC/MS 分析から得られた含有二次代謝産
物の保持時間および分子量情報をもとに
NPPlot を構築した。一菌株当たりそれぞれ
約 200個のピーク（化合物）を検出すること
ができた。このことから、菌株固有の化合物
群探索や菌株間比較に十分な数のピーク（化
合物）を確保することができ、菌株ごとに多
様性のある NPPlot を構築することができた
（図１）。 

図１．４種の放線菌より構築した NPPlot 
丸ハイライト：各菌株に特徴的な 
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(4) NPPlotを利用したライブラリーからの新
規化合物の探索・単離 

Streptomyces sp. RK88-1355の NPPlot
（図 1／菌株１）において、明らかに他の菌
株の NPPlot とは異なる分布を示した領域
（ハイライト部分）の化合物は、UV 吸収ス
ペクトルおよびマススペクトル情報よりキ
ノマイシン類であることを確認した。分子量
情報から新規類縁体と推定されるものが含
まれていることが示唆されたので、それらに
ついて単離を行い構造の確認を行った。その
結果、２種の新規キノマイシン類縁体を単離
し、それらを RK-1355A および B と決定し
た（発表論文⑫）。それらは分子内にサルホ
キシド基を含む架橋構造を有しており、この
構造はキノマイシン類では天然物として初
めての報告であった（図２）。また、これら
化合物は強い抗マラリア活性を示した（発表
論文⑨）。 

図２．RK-1355Aおよび Bの構造 
 
同菌株においてさらに詳細に NPPlot を

確認し、保持時間 27 分、分子量 650 前後の
領域に類似のUV吸収スペクトルを示す化合
物群があることを見出した。NPPlot では、
UV 吸収スペクトルにおける極大吸収値から
収蔵化合物を検索することが可能であるの
で、この機能を利用し同様の UV吸収スペク
トルを有する化合物群の探索を行った。その
結果、分子量 550前後にも同様のスペクトル
を示す一群が存在することが示された（図
３）。 

図３．菌株１の NPPlot 
丸ハイライト：それぞれ類似の UV吸収 

スペクトルを持つ領域 
 
分子量 650 前後の化合物群は、ネオアン

チマイシン類であることが示唆された。しか
し、同様の分子量を示すネオアンチマイシン

類の報告がなく新規類縁体であることが示
されたので、単離し構造の確認を行った。そ
の結果、その構造を新規ネオアンチマイシン
類縁体と決定し、unantimycin Aと命名した
（図４）。Unantimycin Aは、ネオアンチマ
イシンおよびアンチマイシン類の特徴であ
る 2-hydroxy-3-formylaminobenzoic acid構
造を持たず、代わりに 3-hydroxy benzoic 
acidを有していた。このような置換様式の官
能基を有するネオアンチマイシン類および
アンチマイシン類の報告は本化合物が初め
てであった（発表論文⑦）。 

図４．unantimycin Aの構造 
 
分子量 550前後の化合物群は、UV吸収ス

ペクトルから unantimycin A と類似のクロ
モフォアを有することが示された。しかし、
分子量が大きく異なったことから新規化合
物であることが強く示唆されたため単離し、
構造を確認した。その結果、ネオアンチマイ
シンと類似のクロモフォアを有する新規化
合物と決定し、opantimycin Aと命名した（図
５）。この化合物はγ-ブチロラクトン構造を有
しており、この構造を有する天然物の報告は、
ネオアンチマイシンの開裂体である
isoneoantimycin のみであり、非常に珍しい
ものであった（発表論文③）。また、NPPlot
からは、unantimycin Aおよび opantimycin 
Aの新規類縁体と考えられる化合物を検出す
ることができた。 

図５．opantimycin Aの構造 
 
Unantimycin Aおよび opantimycin Aに

ついて、細胞毒性、抗菌活性および抗マラリ
ア活性を評価した。どちらも抗菌活性は示さ
ず、弱い細胞毒性と抗マラリア活性を示した。 

 
放線菌 Streptomyces sp. RK85-270 の

NPPlotにおいて、分子量 1000前後の領域に
分子量が 14 ずつ異なる４つのピークを見い
出した。スペクトル情報から新規化合物であ
ることが示唆されたので、それらより２つの
化合物を単離しそれらの構造を確認した。そ
の結果、それらの構造を新規環状デプシペプ
チドと決定し、octaminomycin A および B
と命名した（図６）。２つの違いはスレオニ
ンの Nアシル基の違いであった。これら化合
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物は、分子中に２つの立体の異なる L-および
D-ロイシンを含む非常に珍しいペプチドで
あった（発表論文①）。これらについて、
unantimycin A 同様に各種活性評価を行っ
た。その結果、細胞毒性および抗菌活性は示
さず、抗マラリア活性のみを示した。 

図６．octaminomycin Aおよび Bの構造 
 
以上本研究課題を通して、微生物代謝産物

フラクションライブラリーの作製とスペク
トルデータベース NPPlot の構築を行うとと
もに、この方法を利用した化合物探索方法に
ついても検討を行った。NPPlot を用いて菌
株固有の化合物を探索することで数種の新
規活性化合物を単離した。また、数種の類縁
体を NPPlot より容易に探索することができ
ることを確認した。この方法を利用すること
で優位に新規化合物を探索することでき、ラ
イブラリーより簡単に単離することができ
ることを確認した。以上のように、本研究課
題の目的を達成することができた。 
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