
緒　　　言

　シネフンギンはオルニチンとアデノシンが結合した構
造を有する核酸系抗生物質でありこの抗生物質は放線菌 
Streptomyces griseolus1)と放線菌 Streptomyces incarna-
tus NRRL8089の培養液中から個々に単離された2)（Fig.
１）．この抗生物質は抗真菌3)，抗ウイルス活性を示し4)，
原虫，寄生虫の生育を阻害する5)．シネフンギンはＳﾝア
デノシルメチオニン（SAM）のアナログとして機能し，
SAM 依存メチル化転移酵素阻害剤として機能する事が
知られる6)．このユニークな核酸系抗生物質の生合成機

構についてはその構造からオルニチンとアデノシンが前
駆体であると推測された7)．一方，14Ｃ標識前駆物質を使
用した無細胞抽出液でのトレーサー実験からＬﾝアルギ
ニンと ATP から合成されることが推測された8)．しかし
ながら，その関連遺伝子，関連酵素の詳細は抗生物質が
最初に単離され30年以上経つ現在も明らかにされておら
ず，シネフンギン合成の全貌に極めて興味が持たれる．
　本研究ではシネフンギン生産菌 S. incarnatus（Fig.
２）を用いた．シネフンギンの生合成は二次代謝制御遺
伝子による厳格な制御を受けていると考えられ，野生株
によるシネフンギン生産は極微量に留まった．そこでこ
れまでに培地，培養日数，緩衝液，培養 pH など数多く
の条件検討を行うと共に緩衝液により二次代謝を誘導す
る休止菌体反応を用いたシネフンギン生産性の研究を行
ってきた．また RNA ポリメラーゼβサブユニットをコ
ードする rpoB 遺伝子への A1340G 変異による二次代謝
制御系破壊（rif 変異）の研究によりシネフンギン高生産
変異株を作成した．
　ストレプトマイシン生合成（Streptomyces griseus），
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Fig. 1　Structure of sinefungin.



クラブラン酸生合成（Streptomyces clavuligerus）に代表
されるように放線菌の抗生物質生合成は二次代謝として
制御され，ひとつの抗生物質生合成遺伝子群を形成し複
数の酵素により段階的に合成されることが広く知られ
る9,10)．S. incarnatus によるシネフンギン生合成も同様
に抗生物質生合成遺伝子群を形成し数段階の反応により
行われることが推測されるので，シネフンギン生合成経
路に含まれる中間体を同定出来れば，生合成酵素を精製
し，N末アミノ酸配列を決定することにより遺伝子クロ
ーニングが可能となる．
　本研究では今回これまでに確立したシネフンギン高生
産系に前駆体と推測されるアルギニン，オルニチンを加
えて経時的に休止菌体反応液の変化を追跡し，シネフン
ギン生合成に関わる中間体の探索を行った．
１. 菌株と培養条件
　S. incarnatus NRRL 8089は米国農務省 ARC culture 
collection より譲渡された．胞子懸濁液を５㎖ GYM 培
地（１ｵグルコース，１ｵ乾燥酵母エキス，１ｵ麦芽エ
キス）で30℃，48時間前培養後，100㎖ GYM 培地へ１
㎖を植え30℃，48時間，150 rpm で培養を行った．遠心
分離して得られた菌体を50ﾋリン酸緩衝液（pH６）へ懸
濁し，２回洗浄を行った．同緩衝液50㎖へ再懸濁したも
のを休止菌体反応液とした．
２. 前駆物質の投与と経時変化の分析
　終濃度10ﾋ，50ﾋ Ｌﾝアルギニンと10ﾋ，50ﾋ Ｌﾝオ
ルニチンを休止菌体反応液中に投与した．これらの前駆
体を含む溶液はあらかじめ pH６に調整した．０，３，
９，24，48，72時間で１㎖をサンプリングした．凍結乾
燥で濃縮しTLC（Kieserger F254）に0.5ﾖをアプライ
し，エタノール：28ｵアンモニア水＝５：２で展開を行
った．展開後ニンヒドリン発色によりアミノ酸の分析を
行った．

３. アルギニン由来化合物の精製（HPLC）
　アルギニン由来化合物の精製には HPLC を使用した．
強カチオン交換カラム（CAPCELL PAK SCX column，
4.6㎜ I. D.×150㎜，資生堂）を用い，溶離液には125
ﾋギ酸アンモニウム（pH４）を使用，流速１㎖/分とし
た．１㎖ごとに画分を回収し凍結乾燥を使用し濃縮後 
TLC で分析を行った．目的化合物が含まれる画分を同 
HPLC へと供し，流速0.5㎖/分で０－４分は１㎖ごとに
回収，４－６分は４滴ずつ回収し，７－10分は１㎖ごと
に回収した．これらを凍結乾燥し，20ﾖ水へ濃縮後 TLC
（エタノール：28ｵアンモニア水＝５：２）で分析を行
いニンヒドリン発色により分析を行った．
４. 1HﾝNMR による分析
　精製サンプルを２回凍結乾燥後，500ﾖの重水に懸濁
し1HﾝNMR（Varian VXRﾝ600）分析を行った．
５. FABﾝMS による分析
　精製サンプルを凍結乾燥後，100ﾖメタノールに溶解
し，FABﾝMS（日本電子 JEOL JMSﾝSX102A）を使い 
Positive mode で解析を行った．

休止菌体への前駆体投与

　休止菌体反応液へ前駆体と推測されるアルギニン，オ
ルニチンを投与した．その結果10 ﾋアルギニンは９時間
以内，50 ﾋアルギニンは24時間以内にスポットが消失
（Rf＝0.2）した．50 ﾋアルギニン投与反応液では３時
間以降，化合物Ｘ（Rf＝0.4）が経時的に蓄積された．ま
た24時間以降オルニチン（Rf＝0.12）が化合物Ｘに比べ
て微量であるが確認された（Fig.３Ｂ）．一方，オルニチ
ン投与反応液では10 ﾋ，50 ﾋ共に反応液中にオルニチ
ンが残存した（Fig.３Ａ）．
　本結果からアルギニンが S. incarnatus により極性の
低い化合物Ｘへと変換されたことが示された．またアル
ギニンをオルニチンに変換するアルギナーゼを本菌株は
有するが，化合物Ｘの合成活性が強く，投与したアルギ
ニンのほとんどが化合物Ｘの合成に使われたと考えられ
た．アルギニンが尿素回路内で一次代謝酵素アルギナー
ゼによりオルニチンに代謝されることは多くの生物で共
通であり，S. incarnatus にも存在するが，それ以上に化
合物Ｘへの変換が優位な状態にあると言える．またメタ
ノール処理により細胞内の経時変化も調査した結果，細
胞内に化合物Ｘの蓄積が認められた．S. incarnatus が細
胞外酵素によりアルギニンを変換後細胞内へ取り込ん
だ，或いはアルギニンを細胞内で変換後に細胞外へ化合
物Ｘを放出した可能性が高い．オルニチンは化合物Ｘへ
と変換されず，アルギニン特異的に化合物Ｘ変換反応が
生じる事が示唆された．

HPLC による化合物精製

　HPLC により化合物Ｘの精製を行った．流速１㎖/分
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Fig. 2 Scanning electron microscopy of Streptomyces incarna-
tus.



で極性の高い化合物であることから強カチオン交換カラ
ムを使用した．最初の精製でアルギニン，オルニチン，
化合物Ｘを分離する事が出来た．しかしながら保持時間
２ﾝ３分に化合物Ｘと極性の低い化合物が混在した（Fig.
４Ａ）．そこで流速 0.5㎖/分で再度同条件 HPLC に供
し，４滴ずつ分画を行い，凍結乾燥後 TLC で分析を行
った．その結果保持時間７ﾝ８分に化合物Ｘを単離するこ
とが出来た（Fig.４Ｂ）．これを精製サンプルとし，
NMR，MS 分析を行った（Fig.４Ｃ）．

1HﾝNMR，FABﾝMS による化合物の構造決定

　1HﾝNMR による分析を行った．シネフンギン構造に含
まれるアデニン，リボース由来のプロトンは観測されな
かった．しかしながらアミノ酸骨格のα，β，γ，δプ
ロトンと推測されるスペクトルが観測された．このデー
タからアルギニンもしくはオルニチンの環状ジペプチ
ド，もしくは環状モノペプチドであると推測した（Fig.
５）．
　また FABﾝMS のポジティブモードで，サンプルにグ
リセロールを加え分析を行った結果，m/z＝115【Ｍ＋
Ｈ】＋，ｍ/Ｚ＝207【Ｍ＋グリセロール】＋のマススペクト
ルが観測された．この結果より分子量114の化合物である
と推定された（Fig.６）．
　1HﾝNMR，FABﾝMS の結果から，化合物Ａはオルニチ
ンが分子内脱水した環状モノペプチド「オルニチンラク
タム」であることが示唆された（Fig.７）．オルニチンラ
クタムはオルニチン高血症患者の血漿中に観測される
が，近年までその分析方法が確立されておらず生理学的
な役割は不明である11)．一次代謝でこのような反応の報
告はなく，放線菌特有の二次代謝関連酵素であるかもし
れない．また有機合成によりオルニチンからオルニチン
ラクタムを合成出来るという報告があるが11)，今回の研
究結果からオルニチンからは合成されず，アルギニン特
異的にアルギニンから尿素が解離されオルニチンラクタ
ムが合成されるこれまでに報告のない新規の酵素の関与
が示唆された．

オルニチンラクタム合成とシネフンギン合成との関連

　今回の結果からオルニチンラクタム合成酵素とシネフ
ンギン生合成の関連性に最も興味が持たれた．これまで
に S. incarnatus 中でシネフンギンはオルニチンでなく
アルギニンが前駆体として生合成されるとトレーサー実
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Fig. 3 Time dependent change of precursor in resting cell system.
Resting cell suspensions were incubated with 10ﾋ, 50ﾋ LﾝArginine, and 10ﾋ, 50ﾋ LﾝOrnithine, and analyzed using TLC 
(EtOH：28ｵNH4OH＝５：２). A) Time dependent change of Lﾝornithine, B) Time dependent change of Lﾝ arginine.
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Fig. 4 Purification of a compound X using HPLC.
A) First purification using HPLC flowed １㎖/min, 
B) Second purification using HPLC flowed 0.5㎖/min, 
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験から推測されている8)．オルニチンラクタム合成反応
もまたオルニチンではなくアルギニン特異的な反応であ
ることを明らかにした．
　シネフンギンはその構造中にグアニジノ基を持たず，
シネフンギン生合成経路中にはアルギニン由来グアニジ
ノ基解離反応が含まれると推測される．我々はこれまで
にアルギニンと ATP がＣﾝＣ結合する第一反応が起こ
り，その後にグアニジノ基が解離する２段階反応を経て
シネフンギンが合成されるという仮説を立てていた．し
かしながら今回発見したオルニチンラクタムがシネフン
ギン合成中間体であれば，最初にアルギニンが尿素を解
離し，その後 ATP とのＣﾝＣ結合が起こる新たなシネフ
ンギン合成経路の仮説が導かれる（Fig.８）．この経路が
正しければオルニチンラクタム合成酵素を精製し，Ｎ末
端配列を決定し，シネフンギン生合成遺伝子をクローニ
ングするという新しいアプローチが可能となる．現在オ
ルニチンラクタム合成酵素の精製を行っており，今後は
シネフンギン生合成との関連性を明らかにしていきたい．

4 岡山大学農学部学術報告　Vol｡ 99福田　康二 他２名

                   9                 8                 7                 6                 5                4                 3                 2                 1        (ppm)         

Fig. 5 1HﾝNMR for compound X.
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要　　　約

　シネフンギンは抗真菌，抗マラリア活性を有する核酸
系抗生物質であり，放線菌 S. incarnatus により生合成
される．シネフンギンはアデノシンとオルニチンがＣﾝＣ
結合した構造であり，無細胞抽出液での取り込み実験か
らＬﾝアルギニンと ATP から生合成されると推測され
る．Ｌﾝアルギニン，Ｌﾝオルニチンを S. incarnatus の
休止菌体反応系への投与を行いシネフンギン中間体の探
索を行った．その結果50ﾋアルギニンは24時間以内に低
極性化合物へと変換された．一方50ﾋオルニチンは変換
されず反応液中に残存した．HPLC で化合物を精製し，
1HﾝNMR，FABﾝMS での分析の結果オルニチン環状モノ
ペプチド，「オルニチンラクタム」（分子量114）であるこ
とを明らかにした．この結果は S. incarnatus がアルギ

ニンからオルニチンラクタムへの変換酵素を有する事を
示唆する．このような酵素の報告例はこれまでになく，
ニ次代謝酵素であることが示唆され，シネフンギン生合
成との関連性に興味が持たれる．
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Fig. 8　Hypothetical pathway of sinefungin biosynthesis.




