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研究成果の概要（和文）：抗C. difficile活性物質ルミナミシン生産菌のゲノム解析によりその生合成遺伝子ク
ラスターを推定した。無水マレイン酸部位とマクロライド部位の結合を担うと予想された酵素の遺伝子について
欠損株を作製した。野生株と欠損株の代謝産物を解析することで、それら酵素がルミナミシンの生合成に関与す
ることが示された。さらに、それら遺伝子欠損株からルミナミシンの生合成中間体またはシャントプロダクトを
単離した。単離した化合物はいずれもC. difficileに対して活性を示さなかった。

研究成果の概要（英文）：The biosynthetic gene cluster of luminamicin, an anti C. difficile agent, 
was predicted from the genome sequence of OMR-59. The deletion mutant of each gene, which may 
involve the coupling of the northern and southern parts, was generated. The LC/UV analysis of the 
metabolites indicated that those genes were important for the biosynthesis. Furthermore, the 
intermediates (or shunt products) of luminamicin biosynthesis were isolated from the culture broths.
 We evaluated the antibiotic activity of those compounds against C. difficile, but they did not have
 the activity. This result gave the information of structure and activity relationship.

研究分野：天然物化学

キーワード： ルミナミシン　Clostridioides difficile　生合成　放線菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ルミナミシンは放線菌Streptomyces sp. OMR-59の培養液より発見された強力かつ選択性に優れた抗C. 
difficile活性物質である。本研究よりルミナミシンの生合成遺伝子クラスターが特定され、いくつかの遺伝子
についてその機能が推定された。また、取得されたルミナミシン類縁体より僅かではあるが構造活性相関の情報
が得られた。今後、本研究より得られた結果を基に、遺伝子組換え株からの類縁体取得やその誘導化を行い、よ
り活性の強いルミナミシン類縁体の取得が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 嫌気性細菌である Clostridioides difficile 感染症（CDI）は下痢や偽膜性大腸炎などを症状と
し、重症化を引き起こす事とその予後の悪さから、日本を含めヨーロッパや欧米など世界的に問
題となっている。現在、その有効な治療薬は少なく、より効果的な薬の開発が求められている。
ルミナミシンは北里研究所で放線菌 Streptomyces sp. OMR-59 の培養液より発見された強力か
つ選択性に優れた抗 C. difficile 活性物質である。その構造には、無水マレイン酸含有 14 員環ラ
クトン（ノーザンパート）とシスデカリン含有 10 員環ラクトン（サザンパート）が結合した複
雑でユニークな骨格を有している。近年、S. seoulensis A01 が生産するルミナミシン類縁体で
あるストレプトセオマイシンの生合成遺伝子が Zhang らにより報告され（Zhang B., et al., Org. 
Lett. 2018, 20, 2967; Zhang B., et al., Nature. 2019, 568, 122.）、そのシスデカリン形成機構が
明らかとなった。しかし、シスデカリン部位のエーテル架橋やマレイミドからの共役エノールエ
ーテル形成等、その生合成経路には未解明な部分が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 ルミナミシンの生合成におけるノーザンパートとサザンパートのカップリングの反応機構を
解明することと、生合成遺伝子改変や有機合成を組み合わせ、CDI 治療薬としてより有望なル
ミナミシン誘導体を創製することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ルミナミシン生合成遺伝子欠損株の作製 
 ルミナミシン生産菌 Streptomyces sp. OMR-59 のゲノムシークエンスを antiSMASH で解析
し、ルミナミシン生合成遺伝子クラスターの推定を行った。推定された生合成遺伝子クラスター
よりルミナミシンのノーザンパートとサザンパートのカップリングに関与すると考えられる遺
伝子について欠損株の作製を行った。欠損株の作製には CRISPR/Cas9 システムを有する温度
感受性プラスミドを用い、大腸菌からの接合伝達により作製したプラスミドを放線菌に導入さ
せた。また、放線菌用遺伝子発現プラスミドを用いて、欠損させた遺伝子の相補株も作製した。 
 
(2) 欠損株の代謝産物解析 
 野生株および作製した遺伝子欠損株を種培地で 3 日間振盪培養後、生産培地に 1%植菌し、5
日間振盪培養した。培養液に等量のアセトンを添加して抽出後、遠心し、上清を回収した。得ら
れた上清を LC/UV で解析した。 
 
(3) 欠損株の培養液添加によるルミナミシンの生産 
 遺伝子欠損株を生産培地で 4 日間培養後、その上清を 0.22 µm のフィルターで滅菌した。別
途、他の遺伝子欠損株を生産培地で 2 日間培養した後、上述のフィルター滅菌した培養液を添
加し、さらに 3 日間培養した。培養液のアセトン抽出物を LC/MS で解析した。 
 
(4) 欠損株の代謝産物の単離精製 
 欠損株を生産培地で 3 日間培養し、上清を HP20 および ODS カラムクロマトグラフィーで粗
精製後、HPLC で精製することで代謝産物の単離精製を行った。単離した化合物については
NMR 解析や高分解能質量分析を行い、その構造解析を行った。 
 
(5) 欠損株が生産するルミナミシン類縁体の活性評価 
 欠損株より得られたルミナミシン類縁体（生合成中間体またはシャントプロダクト）について
寒天平板希釈法により C. difficile に対する抗菌活性を測定した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ルミナミシン生合成遺伝子欠損株の作製 
 OMR-59 のゲノム解析よりポリケチド合成酵素遺伝子を含む約 50 個の遺伝子からなるクラ
スター（約 80 kb）をルミナミシン生合成遺伝子クラスターと推定した。それら遺伝子のうち、
シトクロム P450（LumP3 および LumP4）、エステラーゼ（LumI）および無水マレイン酸部位
の生合成に関与すると推定した LumR/S の遺伝子について欠損株を作製した。また、欠損株に
それら遺伝子を相補させた株も作製した。 
 
 



 

 

(2) 欠損株の代謝産物解析 
 作製した遺伝子欠損株を生産培地で培養し、培養液のアセトン抽出物を LC/UV 解析した。そ
の結果、各遺伝子欠損株ではルミナミシンの生産が消失し、lumP3 欠損株および lumP4 欠損株
では野生株ではみられない代謝産物のピークがみられた（図 1）。lumI 欠損株および lumR/S 欠
損株ではルミナミシンに関連するような代謝産物のピークは確認できなかった。また、いずれの
遺伝子相補株もルミナミシンの生産が回復したことより、それら遺伝子はルミナミシンの生合
成に関与していることが示された。 
 

 
図 1. 遺伝子欠損株培養液の LC/UV クロマトグラム 

 
(3) 欠損株の培養液添加によるルミナミシンの生産 
 フィルター滅菌した欠損株の培養液を別の遺伝子欠損株に添加して培養した結果、lumP4 欠
損株の培養液を lumP3 欠損株の培養液に添加した時に、ルミナミシンが生産された。一方、
lumP3 欠損株の培養液を lumP4 欠損株の培養液に添加してもルミナミシンは生産されなかっ
た。このことより、ルミナミシンの生合成において、LumP3 が LumP4 よりも先に反応するこ
とが示唆された。 
 
(4) 欠損株の代謝産物の単離精製 
 欠損株の代謝産物解析において lumP3 欠損株および lumP4 欠損株の培養液で確認された代
謝産物の単離精製を行った。lumP3 欠損株を生産培地で 3 日間培養し、上清を HP20 および
ODS カラムクロマトグラフィーで粗精製後、HPLC で精製することでその代謝産物を単離した。
lumP4 欠損株も同様に、生産培地で 5 日間培養し、上清を HP20 および ODS カラムクロマト
グラフィーで粗精製した。粗精製物を酢酸エチル抽出後、HPLC で精製することで、その代謝産
物を単離した。単離した化合物について NMR を用いて、その構造解析を行なった。それら化合
物の構造はルミナミシンと比較して、サザンパートの一部と、ノーザンパートに大きな違いが見
られた。 
 
(5) 欠損株が生産するルミナミシン類縁体の活性評価 
 取得した化合物について C. difficile 活性を測定したが、いずれの化合物も 32 µg/mL の濃度
においても活性を示さなかった（ルミナミシンの MIC は 6.25 µg/mL）。C. difficile 活性にはノ
ーザンパートとサザンパートを合わせた全体構造が重要であることが考えられた。 
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