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研究成果の概要（和文）：1) 抗酸菌感染症の原因菌や関連菌に対して抗菌活性を示す新規化合物として、放線
菌の培養液中より、14員環マクロラクタムを基本骨格とするKM17-28物質及び四環性キノン構造を有する
OPMA02852物質を発見した。2) 抗MRSA剤stemphone類及び抗真菌剤tanzawaic acid類の作用機序について研究
し、stemphone類がMRSAの細胞壁合成に関わるFemAに作用すること、またtanzawaic acid類の標的候補タンパク
質として、真菌のlysineの生合成に関わるhomoisocitrate dehydrogenaseを同定した。

研究成果の概要（英文）：1) In the course of screening program of microbial origins, we discovered 
new macrolactam and anthraquinone compounds that exhibit antimycobacterial activity against M. bovis
 BCG, M. avium and M. intraceullare.  2) We studied the mechanism of action of microbial small 
compounds with unique chemical structure and biological activity. We found that stemphone is bound 
to FemA, leading to the inhibition of the enzymatic activity of FemA. Furthermore, we searched for 
binding proteins of tanzawaic acid in the lysate of R. oryzae and identified homoisocitrate 
dehydrogenase as a potential target protein. 

研究分野：天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
 近年、薬剤耐性菌や多剤耐性菌は社会問題
となっており、耐性菌に対して有効な薬剤や
新たな創薬ターゲットの発見が求められて
いる。このような中、研究代表者のグループ
では、微生物を用いた特殊な評価系を駆使し
て、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）
や結核症に対して有効な新たな微生物由来
化合物の開拓を積極的に進めてきた。その過
程で、次にあげる 2 つの評価系より、構造
的にも活性的にも大きな特色をもつ数種の
化合物を発見してきた。1) 既存医薬品（β-
ラクタム薬）の抗 MRSA 活性を増強する化
合物を検索し、stemphone 類や cyslabdan を
発見した（図１）。これらは、臨床で重要な 
imipenem の抗  MRSA 活性を  500-1000 倍
まで劇的に増強する。さらに、cyslabdan に
ついては、その作用点を細胞壁合成のペンタ
グリシン形成に関わる FemA と特定し、その
機能阻害により imipenem 活性増強作用を
発揮することを明らかにした。一方、
stemphone 類の活性を引き起こす機序につい
ては未だ不明な点が多い。 2) 抗酸菌 
Mycobacterium smegmatis の生育を選択的に
阻害する物質を検索するという新しいアイ
デアから真菌由来の calpinactam を発見した
（図２）。本化合物は、結核菌 M. tuberculosis 
に対しても活性を示し、既存薬とは違う機序
で脂肪酸やミコール酸の生合成を特異的に
阻害することを明らかにした。本化合物の活
性発現に関わる責任分子（標的分子）につい
ての知見は少なく、その同定によって結核の
新たな薬剤標的の提供に繋がることが期待
される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
２．研究の目的 
（１）Stemphone 類および calpincatam につ
いて、それぞれの病原性あるいは関連する微
生物（MRSAやM. smegmatis）を材料に、生
化学的・分子遺伝学的手法を駆使して、これ
ら化合物の標的分子の解明を目指す。 
（２）これまでに確立した数種の評価系を利
用して、社会問題となっている結核やマック
に対する新たな抗感染症剤を微生物資源よ
り探索する。 
 
３．研究の方法 
（１）新しい抗感染症剤の探索 
 結核菌の関連菌 M. bovis BCG の他、マッ
ク症の原因菌である  M. avium や  M. 
intracellulare を検定菌に用いて、その他のグ
ラム陽性細菌・陰性細菌に対する抗菌活性を
総合的に判断し、抗酸菌に対して選択的な抗
菌活性を示すサンプルを、放線菌や真菌由来
の微生物培養抽出液ライブラリーより検索
した。その際に、有望なサンプルを効率的に
絞り込むために、MS ネットワーク手法を利
用した（図３）。 
（２）微生物由来抗感染症剤の作用機序の解
析 
①抗 MRSA 剤 stemphone 類 
 黄色ブドウ球菌 S. aureus FDA209P 由来の
組み換え FemA タンパク質を材料に、酵素ア
ッセイを用いて、化合物の FemA に対する影
響を調べた（Bonn 大学との共同研究）。また、
化合物の FemA に対する結合量は、ゲル濾過
スピンカラムと HPLC を組み合わせた方法
で定量した。さらに、cyslabdan を用いた競
合実験により、FemA への結合様式について
も解析した。 
②抗結核剤 calpinactam 
 光親和性標識を利用して、calpinactam の固
定化ビーズを作製し、次いで抗酸菌  M. 
smegamatis のタンパク抽出液の中より、化合
物と親和性を有するタンパク質を検索した。 
③抗接合菌剤 tanzawaic acid 類 
 Tanzawaic acid B のビオチン標識体を作製
し、次いで、アビジンビーズを用いて、接合
菌 R. oryzae のタンパク抽出液の中より、化
合物と親和性を有するタンパク質を検索し
た。 

図１ 微生物由来の抗 MRSA 剤
の構造 

図２ 微生物由来の抗結核剤の構造 



 
 
 

 
 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 
 
４．研究成果 
（１）新しい抗感染症剤の探索 
①抗結核剤及び抗マック剤 
 放線菌や真菌を含む微生物培養抽出液を
対象にスクリーニングを実施し、抗結核活性
を示すサンプルとして、海洋由来放線菌 
KM17-28 株を選択した。次いで、本菌株の培
養液中より、各種クロマトグラフィーを駆使
して活性物質を単離精製し、各種機器分析の
結果、本化合物 KM17-28 は、マクロラクタ
ム系の新規構造を有することを明らかとし、
新規 fluvirucin 類であることを見出した（図
４）。微量液体希釈法に従って、本化合物の M. 
bovis BCG に対する抗菌活性を評価した結果、
その MIC 値は、3.13 µg/mL と算出された。
当研究室で保有するその他抗酸菌について
も同様に活性を評価した結果、M. avium、M. 
intracellulare 及び  M. smegmatis に対する 
MIC 値は、それぞれ 12.5、6.25 及び 6.25 
µg/mL と算出された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 また、抗マック活性を示すサンプルとして、
海洋由来放線菌 OPMA02852 株を選択した。
次いで、本菌株の培養液中より活性物質を単
離精製し、四環性キノン構造を基本骨格とす
る新規 steffimycin（OPMA02852 物質）を発
見した（図５）。この他、既知関連物質とし
て、steffimycin 類 3 成分を見出した。新規 
steffimycin の抗マック活性を評価した結果、
M. intracellulare に対する MIC 値は、6.25 

µg/mL と算出された。また、ヒト由来の HeLa 
細胞を用いて細胞毒性を評価した結果、その 
IC50 値は、76.1 µg/mL と測定され、抗マック
活性と約 10 倍程度の選択性を示すことが
分かった。 
 さらに、抗マック剤のスクリーニングにお
いて、MS ネットワーク手法を用いた絞り込
みにより、希少性の高い物質生産菌として、
海洋由来放線菌 OPMA40551株を選択した。 

 

（２）微生物由来抗感染症剤の作用機序の解
析 
①抗 MRSA 剤 stemphone 類 
 放射標識体である[3H]グリシンを用いて、
FemA の  monoglycyl lipid II から  triglycyl 
lipid II への酵素反応に対する影響を調べた
結果、stemphone Cは、cyslabdan と同程度の
酵素阻害活性を示したのに対し、非活性型 
stemphone C1c による阻害は確認されなかっ
た。また、stemphone C の FemA への結合量
は、1 分子当たり 1.7 分子と概算された。さ
らに、biotinylcyslabdan の固定化ビーズを用
いて、pull down assay により競合実験を行っ
た 結 果 、 cyslabdan は 、 FemA と 
biotinylcyslabdan との結合を阻害したのに対
し 、 stemphone C は 、 FemA と 
biotinylcyslabdan との結合に影響しなかった。
従って、stemphone C は、cyslabdan とは異な
る部位に結合して FemA 酵素阻害作用を示
すと予想された。 
②抗結核剤 calpinactam 
 これまでの研究により、calpinactam の各ア
ミノ酸残基をアラニン置換した合成誘導体
がいずれも活性消失すること、またN末端 の
フェニルアラニン残基のアミノ基の修飾や
グルタミン酸残基のカルボキシル基の修飾
によって活性が消失することから、次のよう
な光親和性標識によるランダムな化合物の
樹脂への固定化を検討することにした。すな
わち、ジアジリン基とリンカーをもつ光親和
性標識体を固定化したビーズを作製し、続い
て、UV 照射（波長 360 nm）することにより、

図３ MS ネットワーク手法を活用した
スクリーニング戦略 

図４ KM17-28 物質の構造 

図５ Steffimycin 類の構造 



calpinactam を樹脂に固定化した。これを用い
て、M. smegamtis タンパク抽出液を材料に結
合タンパク質を解析した結果、数種のバンド
（約 20, 37, 100 kDa 付近）を確認した。これ
らのバンドを切り出し、定法に従い、ゲル内
トリプシン消化により得られるペプチド断
片を LC-MS/MS 解析した結果、それぞれ、
Porin、30S ribosomal protein及び ClpC/mecB 
と同定した。今後は、これらタンパク質のう
ち、脂肪酸合成への関与の可能性のある 
Proinを中心に、標的分子としての妥当性につ
いて評価を進める予定である。 
③抗接合菌剤 tanzawaic acid 類 
 当研究室の抗真菌剤の探索研究で新たに
見出された真菌由来の tanzawaic acid 類は、
接合菌 Rhizopus oryzae に対して選択的な抗
真菌スペクトルを有する興味深い化合物で
ある。また、カイコ評価系でも活性を示すこ
とから生体内での有効性が期待される。そこ
で本研究では、tanzawaic acid 類について、そ
の結合タンパク質の解析を行った。まず、
tanzawaic acid Bの側鎖カルボキシル基に着目
し、polyethylene glycol をリンカーとする 
biotin 化体を合成した。この biotin 化体が活
性を保持していたことから、続いて、これを
アビジンビーズに固定化した後、結合タンパ
ク質の解析に用いた。その結果、R. oryzae タ
ンパク抽出液の中より、biotin 化体の存在下
でのみ再現性良く検出される 3 種のバンド
（約 100 kDa 付近に 2 種及び 43 kDa 付近
に 1 種）を確認した。これらのバンドにつ
いて、LC-MS/MS 解析を行った結果、それぞ
れ、homoisocitrate dehydrogenase、ferrioxamine 
binding cell surface proteins 及び transportin-1 
と同定した。これらのうち、homoisocitrate 
dehydrogenase のみが生育に必須であること
が報告されており、真菌の lysine の生合成に
関わるタンパク質であった。そこで、次に、
lysine の培地添加による tanzawaic acid B の
抗 R. oryzae 活性に対する影響を調べること
にした。その結果、lysine 濃度依存的に、
tanzawaic acid の活性が減弱し、5 mM lysine 
添加条件下では活性がほとんど消失するこ
とが確かめられた。これに対し、エルゴステ
ロール作用剤 amphotericin B では、10 mM 
lysine 添加条件下においてもそのような影響
は観測されなかった。従って、ひとつの可能
性として、tanzawaic acid 類は、lysine 代謝に
影響し、その生合成を阻害することで、R. 
oryzae の生育を阻止している可能性が想定
された。今後、本タンパク質の酵素活性につ
いても影響するか解析を進める予定である。 
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