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研究成果の概要（和文）：第一にマクロライド生産放線菌のスクリーニングを行い、生産株の取得を行った。その結果
、牧の原茶園土壌より単離したStreptomyces属放線菌より新規16員環マクロライドmakinolide Bを単離した。NMRおよ
びMSスペクトラムを用いて化学構造の決定を行った。抗菌活性試験の結果、makinolide Bは黄色ブドウ球菌に対して抗
菌活性を有することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： A new 16-membered macrolide named makinolide B was isolated from Streptomyces 
sp. MK-19. The structure of makinolide B was determined on the basis of 2D NMR experiments including 
DQF-COSY, TOCSY, HSQC, and HMBC methods. As a result of paper disk diffusion method, makinolide B showed 
weak antibacterial activity against Staphylococcus aureus.

研究分野： 生物有機化学
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１．研究開始当初の背景 

マクロライド系抗生物質は、多様な構造と

抗がんなど活性から、重要な抗生物質グルー

プである。その代表格であるエリスロマイシ

ンは感染症治療に用いられているが、不斉中

心が多く化学合成が難しいため、微生物発酵

で生産されている。このマクロライド系抗生

物質は二次代謝産に属する遺伝子群で生産

されるため、生産制御が難しく、安定的に高

生産する株を得るのは難しい。よって、この

マクロライド系の抗生物質の生産制御は、発

酵産業上重要な課題であり、微生物育種によ

って安定した変異株を作り、効率の良い生産

方法の確立が求められている。 

申請者は、これまで放線菌の形態分化およ

び抗生物質生産システムに関して研究を行

い、先駆的成果を挙げてきた（Kodani et al. 

PNAS 2004、Kodani et al. Mol. Microbiol. 

2005）。これを契機に申請者は、放線菌から

2 種類の新規シデロフォアの単離・構造決定

に成功している（Kodani et al. Eur. J. Org. 

Chem. 2010、Kodani et al. Nat. Prod. Res. 

2011)。さらに放線菌由来の数々の新規抗生

物質の単離に成功し、6 編の論文を発表して

いる。その中でも申請者の単離したマキノラ

イドは、16 員環新規マクロライドであり、顕

著な抗カビ作用を有している(Kodani et al. 

J. Antibiot. 2012) 。現在、この物質を産

生する株を用いて生産量増大を目的として、

申請者らが開発した微生物育種法“リボゾー

ム 工 学 ”（ Hosaka, Kodani et al. Nat. 

Biotechnol. 2009）を適用し遺伝子変異株を

作成している。その結果、野生株には見られ

なかった新規マキノライド類縁体を産生す

る株を発見した。これら一連の成果に基づき、

本研究の着想に至った。 

２．研究の目的 

放線菌の産生するマクロライド抗生物質

は、その多様な構造と活性から医薬産業上重

要な化合物群である。最近の研究で申請者は、

新規マクロライドの単離・構造決定に成功し

ている。さらに、このマクロライド生産放線

菌を標的に薬剤耐性を用いた微生物育種を

行い、野生株で生産されない新規マクロライ

ドの生産法を確立してきた。本研究は、これ

らの成果に基づいて計画されたものであり、

新規マクロライドの化学構造の決定を行い、

新しいマクロライドの発見を目指す。また、

薬剤耐性株のDNA配列に基づきどの遺伝子変

異がマクロライド生産に有効かを究明する。

得られた知見を元にエリスロマイシン生産

放線菌の育種を行い、安定かつ多様な類縁体

を生産する新規概念“リボゾーム工学”に基

づくマクロライド抗生物質生産技術を確立

する 

３．研究の方法 

第一に、マクロライド生産放線菌のスクリ

ーニングを行い、生産株の取得を行う。さら

に得られた生産株をリボゾーム工学等の微

生物育種法を用いて変異を導入し、遺伝子変

異株を作成する。作成した株は、HPLC、LC-MS

などの化学分析を用いてマクロライド化合

物の生産を明らかにする。また新規化合物の

生産が見られた場合、大量培養後、各種クロ

マトグラフィーを用いて分離、純粋な物質を

得る。得られた物質に関して、ESI-MS および

各種 NMR の測定を行い、化学構造を明らかに

する。 

４．研究成果 

1. Streptomyces sp. Mk-19 株からの新規マ

クロライドの単離 

静岡県牧之原市の茶園土壌から単離した

放線菌 34 株のうち、抗酵母活性のあった 5

株（MK-2,3,5,19,30 株）について ISP2 寒

天培地にて 7 日間培養した。プレート 1 枚

分（培地約 17 ml）の菌体および寒天をア

セトン 10 ml で約 10 分抽出し、遠心

（4,000 rpm、5 min）した。上清を 100 μl

取り、HPLC で分析した。検出 UV 波長を

マクロロライド系物質の特徴的な吸収波長



である 245 nm に設定し、それぞれの株で

主 要 な ピ ー ク を 分 取 し た 後 、

ESI+-TOF-MS 測定に供した。これ以降、

MK-19 株の培養日数は 14 日間に設定した。 

MK-19 株から抗酵母物質の単離を行っ

た。MK-19 株を ISP2 寒天培地で 30 ℃、

14 日間培養後、約 600 ml のアセトンで 10 

分抽出した。抽出液を減圧濃縮し、疎水性

樹脂 CHP-20P（三菱化学）を用いた逆相

オープンカラムに供した。H2O：MeOH＝

90：10、40：60、0：100 の 3 つのフラク

ションに分画した。各画分 1 ml ずつを 1.5 

ml マイクロチューブに移し、凍結乾燥させ

た。その後 DMSO に溶かし込み、

Saccharomyces cerevisiae を植菌した

ISP2 寒天培地に直接 1 μl添加する方法で

抗酵母活性を調べた。活性の見られた

100 % MeOH 画分を逆相カラムである

ODS を用いて分析することにより、4 つの

大きなピークを単離した。MS や NMR 測

定により、そのうち 1 つのピークが新規

bafilomycin 類縁体であることがわかり、

これを makinolide B と名付けた。 

Makinolide B を さ ら に

HR-ESI+-TOF-MS にかけたところ、m/z 

611.3906 にイオンピークを与えた。分子式

は C35H56NaO7と推定され、この物質は分

子式 C35H56O7で分子量 588.40 Da である

と示唆された。この分子量の bafilomycin

類縁体は報告が無く、makinolide B は新規

bafilomycin 類縁体であることが示唆され

た。Makinolide B の構造を決定するために

1H NMR、COSY、HMBC、HMQC、TOCSY

を測定し、構造決定を行った。溶媒は

acetone-d6 で測定を行った。その結果、

makinolide B は図に示すような化学構造

を有した、新規 16 員環マクロライドであ

ることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. Makinolide B の化学構造 

 

 ペーパーディスク抗微生物活性試験の結

果 、 makinolide B は 黄 色 ブ ド ウ 球 菌

Staphylococcus aureus に対し、抗菌活性を

有することが明らかになった。 
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