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緒論

結核 菌(Mycobacteriumtuberculosis)感 染 によ り引 き起 こ され る結核 は、現在 で

も年間約200万 人の死亡原 因 となってい る感 染症 である1)。結核 菌は主に排菌患者 の咳

や くしゃみ、呼気 な どを吸い込む ことで肺 に感 染す るが、結核 菌感染 は他 の細菌感染 と

異 な り、多 くの場合 、宿主 の免疫応答 に よ り結核 の発症 は回避 され る。しか し一部 の菌

は、免疫 細胞 によ り形成 され たgranuloma(肉 芽腫)内 において、その代謝経路 を変化

させ潜在 状態で数 十年 とい う長期 に渡 り生存 し、老化 、H]V感 染、抗 がん剤治療や免

疫掫制剤 の使 用な どに よる免疫力 の低 下 を機 に再び活性化 し、結核 を発症す るこ とが知

られてい る2竕 。そ して、 この よ うな潜在性 の結核菌感染者 は世界 人 口の113に もお よ

ぶ と推 定 されてお り、多 くの人 が潜在 的に結核 を発症す る リスクを抱 えてい る。

また、現在 の結核治療 は4種 の抗結核薬(isoniazid、rifampicin、pyrazinamide、

ethambutolも しくはstreptomycin)を 最低6カ 月 とい う長期 に渡 り服用す る必 要があ

り、服薬 管理や隔離が困難 な発展途上 国で は、治療途 中で の服薬 の中断 と再発 によ り、

多剤耐性結核 菌(MDR-TB)や 超 多剤 耐性結核菌(XDR-TB)の 出現が問題 となっている

5)。そ して、 この治療 の長期化 は潜在性結核 菌が既存 の抗結核薬 に対 して低感 受性 で あ

ることが主因であ ると考 え られ ている6)。 これ らの ことか ら、潜在性結核菌 にも効果的

に作用す る新 しい医薬 シーズの探索 と結核 に対す る新規薬剤標的分子 の開拓 は重要な

課題 となってい る。

一方
、近年 、医薬シーズの探索源 として海綿 な どの海洋生物や海洋微生物が注 目され

てお り、す でに、Prialt(Ziconotide、 疼痛治療薬)、Trabectedin(ET・743、 抗 がん剤)や

Halaven(Eribulin、 抗がん剤)と いった海洋 生物 由来 の活性天然物が基 となった化合物

が臨床応用 され ている。また筆者 らの研究室 で もこれ まで に、海綿 由来 の大環状 アル カ

ロイ ドであるhalicyclamine類7)(抗 潜在 性結核 物質)、海綿 由来 の新規ステ ロイ ドアル

カ ロイ ドcortistatin類8)(血 管新生阻害物質)、海洋性真菌 由来 の新規 ア ミノ リポペ プチ

ドtrichoderin類9)(抗 潜在性結核 物質)な ど、化 学構造 の多様性 に富む数多 くの化合物 を

見出 してお り(Figure1)、 海洋生物や海洋微 生物 の医薬 シー ズ探索源 としての有用性 は

非 常に高 い。
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Figure1海 洋薬物資源か ら見出 した生物活性物質

この よ うな背 景の もと、筆者 は、潜在状態の結核 菌に も有効 な新規抗結核薬 の リー ド

化合物 の創 製 を 目的 に、granuloma内 の環境お よびgranuloma内 での結核菌 の代謝変

化 に着 目した2つ の評価 系(低酸素培養条件下で抗菌活性 を保持す る化合物 のスク リー

ニング、脂肪酸炭素源培地選択的 な抗菌物 質のス ク リーニ ング)を用い て、海綿 を中心

とす る底生海洋生物 の抽 出エ キスや海 洋 由来微 生物の培養抽 出物 ライ ブラ リー を対象

とす る探索研究 を行 った(第 一章)。 その結果 、沖縄 県産海綿Neamphiussp.のMeOH

抽 出エ キスか ら、neamphamideB(1)と 命名 した新規環状デプ シペプチ ドを見出 し、

その化学構造 を明 らかに した(第 二章)。また、イ ン ドネ シア産海綿Agelassp.のMeOH

抽 出物 か らは、ジテルペ ンアル カ ロイ ドagelasineB(2)、C(3)お よびD(4)を 単離 した

(第三章)。 これ らの化合 物はいずれ も、好気培養条件お よび潜在状態 を誘 導す る低酸 素

培養条件 の両条件 下において、良好 な抗菌活性 を示 した。 さらに、脂肪 酸炭素源 培地選

択的な抗 菌物質の探 索では、イ ン ドネ シア産海 綿Melophlussp.のMeOH抽 出物か ら、

glucoseを 炭 素源 とす る培地 と比較 して、propionateを 炭素源 とす る培地選択的 に抗菌

活性 を示 す化合 物 として、テ トラミン酸誘導体melophlinA(5)、G(6)、H(7)お よび1(8)

を単離 した(第 四章)(Figure2)。

一方、本研究において著者が使用 したPhenotypicScreeningは 、これまで報告のない

新規薬剤標的分子 を阻害す る抗菌物質の発見が期待できることか ら、その有用性 は非常に

高い。 しか し、医薬品 としての開発において重要な標的分子の解析に多 くの時間を要す る

とい う問題があった。 このよ うな中、著者 らは、簡便に抗菌物質の標的分子を明 らかにす

る方法 として、 「抗菌物 質の標 的分子 の高発現株 は、そ の抗菌物質 に対 して耐性 を示

す」 とい う考 えを基本 に したゲノムDNAラ イブ ラ リー を利 用す る抗 菌物 質の標 的分
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子解析法 を確立 してい る。 そ して、今回著者 は、取得量 が多 く、強い抗菌活性 を示 し

たagelasineD(4)お よびmelophhnA(5)に 本 方法 を適用 して、その標 的分子解析 を行

った(第 三章 、第 四章)。 すなわ ち、M.bovisBacilleCalmette-Guerin(BCG)株 由来

のゲノムか ら作成 したゲ ノムDNAラ イブ ラ リー で、M,smegmatisを 形質 転換 し、ラ

ンダムにM.bovisBCG株 のゲ ノム断片 を高発 現す る約4,000の 形質転換株 を作成 し

た。そ して この中か ら、化合物 に耐性 を示す形質転換株 を取得後 、そ こに含 まれ るコ

ス ミ ドの配列 を解 析 し、 さらに分割 した小 さな ゲノムを高発 現す る形 質転換株 の作成

と化合物 に対す る耐性の有無 を確認 す るこ とによ り、最終的に、化合物 に対 して耐性

を付与す る遺伝子 を明 らか にす ることを試 みた。その結果、agelasineD(4)に つ いて

は、M.bovisBCGのdioxygenase機 能 を有す ると予想 され るBCG3185c遺 伝子 を高

発現 させた場合 に、化合 物4に 対 して耐性 を示 した。 さらにBCG3185c遺 伝子 を

His-tag融 合 タンパ ク質 として発現 させ、化合物4と の結合親和性 を表 面プ ラズモ ン

共鳴法 によ り解析 した。 一方、melophlillA(5)に ついて も同様 な手法 を適応 して、化

合物5に 対 して耐性 を付与す る遺伝子 を探索 した結果 、M.bovisBCGのBCG1083

遺伝 子(possiblyexopolyphosphatase)とBCG1321c遺 伝子(hypotheticalHIT-li.ke

protein)を 高発 現 させた場合 に、化 合物5に 対 して耐性 を示す こ とを明 らか に した。

pHORZ

O

nRs

CH3

MelophlinA(5)H

MelophlinG(6)H

MelophlinH(7)H

MelophlinI(8)CH3

H14

H10

CH310

H10

Figure2海 綿より見出 した抗潜在性結核物質
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本論

第一章 抗潜在性結核物質探索のためのスク リーニング法

第一節 低酸素培養法を用いた抗潜在性結核物質スクリーニング法

Wayneら は、低酸素環境 で培養 した結核 菌が潜在状態 の結核菌 と同様 、既存の抗結

核薬 で あるisoniazidに 抵抗性 を示す ことを報告 してお り、 この こ とか ら低酸素環境 は

結核 菌 に潜在性 を誘 導す る要 因の一つである と考 え られてい る10)。 そ こで我々は、低

酸素環境で潜在性 を誘 導 した菌に対す る抗菌活性 を指標 に、抗潜在性結核物質 のス ク リ

ーニ ング系 を構 築 した。す なわち、検 定菌 として、非病原性で早生育型 の

Mycobacterium属 細菌で あるM,smegmatisと 結核菌 と同 じ遅生育型 のワクチ ン株 で

あるM,bovisBCGを 使用 し、それぞれ を0.2%の 低酸素環境 で培養す ることで潜在性

を誘 導 し、それ らに対す る最 小生育阻止濃度(minimuminhibitoryconcentration:

MIC)をMTT試 薬 を用い る比色定量法で算 出 した7)(Figure3)。

pre-cultured
M.smegmatis(1x104CFU/0.1mL)or
M.bovisBCG(1x105CFU/0.1mL)under
aerobicorhypoxic(0.2%OZ)conditions

11)addedserialdilutedsample
Z)incubatedfor36hr(forM.smegmatis)

or7days(forル7.bov'5BCG)

underaerobiccondition

or

incubatedfor96hr(forM.smegmatis)
or14days(forM.bovisBCG)
underhypoxiccondition

1・)・dd・d・ ・ｵ…M幵 ・・・・・…

↓4)incubatedfor12-24hrunderaerobicorhypoxicconditions

MeasurementofODs60

PictureoflowOZchamber

Figure3低 酸素培養 法を用 い る抗潜在性結核物質 のス ク リー ニング法
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初 めに、本 ス ク リーニ ング法で検 定菌に潜在 状態 が誘導 されてい るかを確認 す るた め、

潜在 状態 の結核 菌はisoniazidに 抵抗性 を示す とい う報告1①を基 に、本 スク リーニ ング

条件 におけ るisoniazidのMICを 測 定 した(Table1)。 そ の結果、通常培養 条件 下 と比

較 して、低酸 素環境 で培養 した検定菌 ではisoniazidに 対 し10倍 以上の抵抗性 を示 し

た。この ことか ら、低酸 素環境 で培養す ることで検定菌 に潜在状態 が誘導 された ことが

確認 され た。また、実際のス ク リーニ ングでは、低酸素培養条件 において も抗菌活性 を

示す化合物 を探索 した。

Table1好 気 条件お よび低酸素条件 で培養 した検定菌 に対す るisoniazidのMIC

Strains
MICofisoniazid(ｵglmL)

AerobicHypoxic

肌smegmatis

M,bovisBCG

2.5

0.03

25

>100

二節 脂肪酸炭素源 立地を用いた抗潜在性結核物質スクリーニング法

低酸素培 養法 を用いた抗潜在性結核物 質のス ク リーニ ング系に加 え、筆者 は脂 肪酸 を

炭素源 とした抗潜在性結核物質 のスク リーニ ング系を構築 した。

潜在 状態の結核 菌では、糖代謝酵 素の転写が抑制 され 、脂肪酸代謝酵素 の転写が活性

化 されてい るこ とが報告 され てお り、結核 菌は潜在化 の際に炭素源 を糖 か ら脂肪 酸 に変

化 させ てい ると考 え られ てい る11)。 また、現在 、結核菌 の脂肪酸代謝回路はグ リオキ

シル 酸回路 とメチル クエ ン酸 回路 の二つが知 られ ているが、それ ぞれ の回路 に関わ る酵

素 を欠損 させた結核 菌は、マ クロフ ァージやマ ウス感染モデル において、感染力 の低 下

が確認 され てい る12)。 これ らの知見 か ら、脂肪酸代謝 は結核菌 の潜在化 と深い 関連性

を持 っ と考 えられ ている。

さ らに、propionate(C3)やpalmitate(C16)を 炭素源 とす る培 地で培養 した

Mycobacterium属 細 菌は、メチル クエ ン酸 回路 とグ リオキシル酸 回路の酵素の転 写が

活性化 され るとい う報告13)も あるこ とか ら、筆者 は、炭素源 をpropionateやpalmitate

な どの脂肪 酸 に限定 した培地 を使用 し検 定菌 を培養す るこ とで、検定菌 に潜在状 態を誘

導 でき ると予想 した。 また、96welplateで のス ク リーニ ングのために、各培地で の

検定菌 の植 菌数 、培養 時間の最適化 を行 い、スク リーニ ング方法 をFigure4の よ うに

決定 した。
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pre-cultured
M.smegmatis(1x104"6CFU/0.1mL)or
M.bovisBCG(1x105"6CFU/0.1mL)under

glucose,propionateorpalmitatebroth

↓・圃 蜊 ・幗 囃

2)incubatedM.smegmatisfor
36hr(forglucosebroth)
48hr(forpropionatebroth)
or72hr(forpalmitatebroth)
or

incubatedM.bovisBCGfor
7days(forglucosebroth)
14days(forpropionatebroth)
7days(forpalmitatebroth)

13jadded10ｵLofMTTsolution

↓4)incubatedfor12-24hrundereachbroth

MeasurementofODs60

Figure4脂 肪酸炭素源培地を用いた抗潜在 性結核物質スクリーニング法

次 に、本 ス ク リー ニ ング法 で検定菌 に潜在状態 が誘導 され てい るかを確認す るた め、

潜在状 態の結核菌 はisoniazidに 抵抗性 を示す とい う報告 を基 に、本 スク リー ニング条

件 にお け るisoniazidのMICを 測定 した(Table2)。 その結果 、脂肪酸(propionateま

たはpalmitate)を 炭素源 とす る培地 を用いた場 合、glucoseを 炭素源 とす る培 地 と比較

して、M.smegmatisの 場合 には20倍 以上の抵抗性 を示す よ うにな り、M.bovisBCG

を用 いた場合 にも、palmitateで は2倍 、propionateで は2,000倍 の抵抗性 を示す よ う

になった。 これ らの結果 か ら、培地の炭 素源 を脂肪酸 に代 える ことに より、潜在状態 の

結核菌 と類似 した代 謝 を誘導 できる ことが確認 できた。

また、実際 のスク リーニ ングでは、脂肪酸(propionateま たはpalmitate)を 炭素源 と

す る培 地選択的 に抗 菌活性 を示す化合物 を探索 した。

Table2各 種炭素源培地 にお けるisoniazidのMIC

MICofisoniazid(ｵg/mL)
Strains

GlucosePropionatePalmitate

M.smegmatis

M.bovisBCG

2.5

0.025

50

50

200

0.05
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二章 海綿 陥8皿hiuss.か らの新規環"デ プシペプチ ド

neamphamideBの 単離 と構 造 解 析

一節NeamhamideBの 単 お よび抗 活性

1993年 に、沖縄 県西表 島で採 取 した海綿

Neamphiussp.(Figure5)のMeOH抽 出エ キス

が、好気お よび低酸素の両培養 条件 下でM.

smegmatisに 対 して抗菌活性 を示す ことを見出

した。そ こで、350gの 乾燥海綿 か ら得 られ た

MeOH抽 出エ キス(37.2g)を 、活性試 験の結 果 を

指標 に溶 媒間分配、ODSオ ープ ンカ ラム、ODS

HPLCで 順次精製 を行 い、neamphamideB(1)

と命名 した新 規環状デプシペ プチ ド構造 を有す

る抗菌性化合 物35mgを 単離 した(Figure6)。

Figure5沖 縄 産 海 綿Neamphiussp.

MarinespongeNeamphiussp.

350g,dry

l
Extractedwith
McOH

McOHext.

37.2g

llooIlooI

Partitionedwith

HzO/EtOAc

HZOext. EtOAcext.

Partitionedwith

H20/n-BuOH

n-BuOHext.
5.6g

+0 .1%TFA)

1-一 一7 89
549mg

HZOext.

MICIｵsimrJ

M.smegmatis

n-BuOHext.

5.6g

凾
AerobiclHypoxic

112.516.251

ODSHPLC

(MeCN-H20+0.1

II ii
1--567--15

88mg

l3.13i3.13「

ODSHPLC

(MeOH-HZO+0.1%TFA)

neamphamideB(1)
35mg

1.5611.56

Figure6海 綿Neamphiussp.か ら の活 性 化 合 物 の 単 離
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NeamphamideB(1)のM.smegmatisお よびM.bovisBCGに 対 す る抗 菌 活 性 を 、好

気 お よ び潜 在 状 態 を誘 導 す る低 酸 素 培養 条 件 下 で測 定 した結 果 をTable3に 示 す 。

NeamphamideB(1)は 好 気 お よび低 酸 素 の 両培 養 条件 下 で 、M.smegmatisに 対 して

1.56ｵg/mLのMICを 示 し、M.bovisBCGに 対 して は 、好 気 培 養 条 件 で6.25ｵg/ml.、

低 酸 素培 養 条 件 で12.5ｵg/mLのMICを 示 した。

Table3NeamphamideB(1)のM,smegmatisお よ びM.bovisBCGに 対 す るMIC

Strains
AerobicHypoxic

M,smegmatis

M.bovisBCG

1.56

6.25

1.56

12.5

第 二節NeamnhamideBの 構 造解析

NeamphamideB(1)は 無色固体 として得 られ た。ESI-TOF-MS測 定の結果、2価 の

イオ ンピー ク として 皿吻=787.9[M+2H]2+が 得 られ、 さ らに高分解能ESI-TOF-MS

測定の結果 か ら組成式がC71HllgNlgO21で ある ことが明 らか となった。IR測 定で は3274

cm-1お よび1672cm-1に 特徴的 な吸収が観 測 され 、1が ヒ ドロキシル基、ア ミノ基お よ

びカル ポニル基 を有す るこ とが示唆 され た。

また 、重DMSOお よびCD30Dを 溶媒 としてNMR測 定 を行 った ところ、13CNMR

測定で は、170-182ppmの 問に多数 のア ミ ドカルポ ニル 由来 と思われ るシ グナル が観

測 され 、1HNMRで は、6.5-9.5ppmの 間 にア ミ ドプ ロ トン由来 と予想 され る多数 のシ

グナル が観測 され た。 これ らのこ とか ら、1は ペプチ ド構 造を有す る化合物 と推 定 され

た。 しか し、これ らの溶媒 条件 下では、一部 シグナルのブ ロー ド化や ア ミ ドプ ロ トン由

来 のシグナル の重水 素化 によ り構造解析 に適 したスペ ク トル データは得 られなか った。

そ こで溶 媒条件 の検討 を行 った。そ の結果、CD30Hを 溶媒 に用 い、微量 のTFAを 添

加す る ことによってすべ てのア ミ ドプロ トン由来の シグナルが検 出でき ることを見出

し、さらに溶媒 由来のシグナル をpresaturation法 によ り減弱 させ るこ とによ り、構 造

解析 に適 したスペ ク トル を得 る ことに成功 した。そ こで、本条件 を用いてCOSY、

TOCSY、HSQC、HMBCお よびNOESY測 定 を行 い、そ のスペ ク トルデー タを解 析 し

た。その結果、Figure7に 示すHtmhaを 除 く1の10個 の部分構造 が明 らか となった。

また、Htmha部 位 に関 してはCD30H中 での測定ではシグナル の重 な りがひ どく解析

が困難 で あったため、D20中 での測定デー タを併用す るこ とでその構 造 を導出 した。
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Htmha;3-hydroxy・2,4,6・tri皿ethylheptanoicacid,Aan;asparagine,Agdha;4・amino・7・guanid血o・2,3-dihydroxyheptanoieacid ,

3,4・diMeGla;3,4-dimethylglutamine,Thr;threonj皿eArg;arenine,Leu;leuci皿e,湘MeG1皿;麗1nethylglutamine,βOMeT如;

β一methoxytyrosine,Hpr;homoproline,

Figure7NeamphamideB(1)の 平 面構 造 の 導 出

次 に 、 各 部 分 構 造 の つ な が り をHMBC測 定 の デ ー タ を も と に 解 析 した 。 そ の 結 果 、

1の 平 面 構 造 は 、3-hydroxy・2,4,6-trimethylheptanoicacid(Htmha)・asparagine(Asn)

・4・amino・7・guanidino-2
,3・dihydroxyheptanoicacid(Agdha)-3,4-dimethylglutamine

(3,4-diMeGln)・cycle(threonine(Thr1)-threonine(Thr2)・arginine(Arg)・leucine(Leu)

-N-methylglutamine(NMeGln)-R-methoxytyrosine((30MeTyr) ・homoproline(Hpr))構 造

を 有 す る 新 規 環 状 デ プ シ ペ プ チ ドで あ る こ と が 明 らか と な っ た 。

化 合 物1を 構 成 す る 各 ア ミ ノ 酸 の 絶 対 立 体 構 造 は 、1の 加 水 分 解 物 を

N(5-fluoro・2,4-dinitrophenyl)-L-alaninamide(FDAA)14)ま た は2,3,4,6-tetra-O-acetyl・R-D

-glucopyranosylisothiocyanate(GITC)15)で 誘 導 体 化 し
、 標 品 のDお よ びLア ミ ノ酸 誘 導

体 とHPLCで のretentiontime(Rt)を 比 較 す る こ と に よ り決 定 した 。 そ の 結 果Asn、

Hpr、Arg、Leuお よ び2つ のThrの 絶 対 立 体 構 造 は そ れ ぞ れ ∬Asn、L-Hpr、D・Arg、

L-Leuお よ びD-allo-Thrで あ る こ と が 明 らか と な っ た 。
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さらにAgdhaの2、3、4位 の立体化学 に関 しては、neamphamideB(1)同 様 にAgdha

構造 を有す る類縁化 合物callipeltinA16)(Figure8)の 構造解析 を参考 に推定 した。す な

わちcallipeltinAで は、Figure9に 示す よ うに、Agdhaの2位 、3位 プロ トン間の結

合定数が9.1Hzと 大 きい こ とか ら1位 カル ポニル と3位 水酸基 の間の水素結合 によっ

て2位 、3位 が偽 ジアキシャル構造 を とってい る と考 え、3R、2Rも しくは3s,2s配

置で ある と推定 している。 また、callipeltinAを 過 ヨウ素酸分解 し、酸化的後処理後 、

その加 水分解物か ら∬Argが 得 られ た ことか ら、4位はS配 置 と決定 している。そ して、

それぞれ の組み合わせの最小エネル ギー コンフォメー シ ョン(CHARm)か ら算 出され た

結合 定数 を実測値 と比較す るこ とで2、3、4位 の立体配置 を4S,3R、2Rと 推定 して

い る。一方、neamphamideB(1)のNMRス ペ ク トル解析 の結果 、Agdhaの 対応す る

プロ トン間の結合定数 はcallipeltinAと 同値 であった。これ らの結果 か ら、1のAgdha

部位 の相対立体化学 を4餅 、3R'`、2R*と 推定 した。

一方
、3,4-diMeGln、(30MeTyrお よびHtmhaの 立体配置 に関 しては、単離 された

化合物量 が少 ない こ と、対応す る標 品が得 られない こ とか ら、解析 には至 らなかった。

以上 の結果 か ら、neamphamideB(1)はFigure10に 示す化学構造 である と決定 した。

OH

Figure8Callipe1七inAの 化 学構 造

AgdhaofcallipeltinA

ノ(HQH,1・9。 ・H・

(3-hydroxycarbonylresidueexistingina

hydrogenbonded

号

3R,2Ror3S,2S

calculatedlowestenergyconformer

ド

/(Hβ ・馬)}

calculatedexperimental

ww.._G4S
,3R,2R2.OHz22Hz

4S,3S,2S4.7Hzk
ハ　エた げ　ロじれ ドらセヨリ いコレ ぬロ マぴ いマ ヒロあゆ グギ ユニい げあコどユぼ つ ユ よコマむ じら ハ かて リ ロ ドモヤロ リ ロロ ドヨ メ

号

4S,3R,2R

FiguregCallipeltinAに お けるAgdha部 位 の相対 立体 化学 の推 定
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Figure10NeamphamideB(1)の 化 学構 造
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Table 4 1H  and 13C NMR data for neamphamide B (1)

position  se 6.b,c Position

Leu

NMeGIn

 BOMeTyr

Hpr

 aThrl

aThr2

1 

2 

3 

4 

4-CH3 

5 

NH

1 

2 

3 

4 

5-CO 

5-NH2 

N-CH3

1 

2 

3 

 3-OCH3 

4 

 5/9 

6/8 

7 

NH

1 

2 

3 

4 

5 

6

1 

2 

3 

4 

NH

1 

2 

3 

4 

NH

174.5 

50.9 

39.6 

26.1 

21.1 

23.5

171.2 

56.5 

26.0 

32.2 

177.4

30.5

171.4 

53.1 

84.1 

56.8 

129.3 

130.7 

116.1 

158.9

170.9 

53.3 

21.2 

26.2 

26.4 

44.5

173.1 

56.5 

72.1 

14.5

172.1 

63.8 

67.0 

14.9

4.58 (t, 7.4) 

1.27, 1.76 

1.73 

0.91 

0.95 

7.20

4.81 (t, 7.1) 

1.58, 1.65 

1.63, 1.78

6.60, 7.10 

2.98

5.01 (t, 9.3) 

4.46 (t, 9.3) 

3.11

7.21 (d, 8.1) 

6.78 (d, 8.1)

8.32

5.24 (d, 3.9) 

1.45, 1.67 

1.45, 1.60 

1.58, 2.12 

2.87, 3.82 (d, 11.7)

5.35 (dd, 1.6, 8.8) 

5.59 (dq, 1.6, 6.8) 

 1.19  (d,  6.8) 

8.94 (d, 8.8)

3.82 (br) 

4.34 

1.27 

8.35

Arg

 3,4-diMeGIn

Agdha

Asn

Htmha

a  "C NMR:  4e  (  ppm  )
, (150 MHz, CD3OH containing trace amounts of  TFA  ) 

 6tH NMR:  4 ( ppm
, J in  Hz  ), (600 MHz, CD3OH containing trace amounts of  TFA  ) 

 Multiplicity was not reported because of overlapping resonances 
 "C NMR:  6

c  (  ppm  ), (150 MHz, D20 containing trace amounts of TFA) 
 11-1 NMR:  4

1(  ppm, J in  Hz  ), (600 MHz,  020 containing trace amounts of TFA) 
f Assignment based on ROESY cross-peaks  ; 6 7.32/6 6.81, 6 7.45/6 6.99
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1 

2 

3 

4 

5 

5-NH 

6-CO 

NH

guan

1 

2 

3 

 3-CI-13 

4 

 4-CH3 

5-CO 

 5-N112 

NH

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

7-NH2 

8 

NH

guan

1 

2 

3 

4 

4-NH2 

NH

1 

2 

2-CH3 

3 

4 

4-CH3 

5 

6 

6-CH3 

7

 Sca

174.0 

53.2 

28.2 

25.4 

42.0

158.6

173.9 

59.0 

37.5 

15.3 

43.0 

20.1 

180.6

176.6 

72.8 

75.3 

51.0 

30.0 

26.4 

42.2

158.7

173.9 

52.0 

37.7 

175.0

178.8 

44.8 

14.7 

79.2 

34.0 

17.2

6F1b.0 sed

4.40 

1.60, 1.94 

1.58, 1.62 

3.15 

7.35

7.83 (d, 6.8) 

7.45, 6.99f

4.21 (dd, 4.3, 

2.39 

1.19 

2.77 

1.27

6.98, 7.58 

9.33 (d, 4.3)

3.92 (d, 9.1) 

3.60 (dd, 2.2, 

4.20 

1.73, 1.58 

1.64, 1.60 

3.20, 3.15 

7.43 (br)

7.59 

7.32,  6.81f

9.7)

9.1)

4.70 (dd, 5.8, 6.3) 

2.73, 2.84 (dd, 6.3,

7.10, 7.66 

8.31

2.58 (qui, 6.8) 

1.09 (d, 6.8) 

3.47 

1.69 

0.93

15.1)

178.5 

43.4 

14.0 

77.6 

32.0 

16.0 

38.1 

24.3 

20.1 

23.4

sHe,c

2.54 

1.00 

3.48 

1.63 

0.83 

1.00 

1.53 

0.73 

0.80



三 章 海綿Aelass.か らのaelasineの 単 と標 的 ∠ 子 の 明

第一節Agelasine類 の単離 と抗 菌活性

2010年 に 、イ ン ドネ シア の ビア ック島 で採 取 した

海 綿Agelassp.(Figure11)のMeOH抽 出エ キ ス に 、

好 気 お よび 低 酸 素 の両培 養 条 件 下 でM.smegmatis

に対 して抗 菌 活 性 が 見 られ た。そ こで 、MeOH抽 出

エ キ ス(5 .4g)を 出発 材 料 に溶 媒 間分 配 を行 い 、活 性

試 験 の結 果 を指 標 に、SiO2オ ー プ ンカ ラ ム 、ODS

HPLCで 順 次 精 製 を行 った(Figure12)。 そ の 結 果 、

活 性 物 質 と して、agelasineB(2,8.3mg)、agelasine

C(3,6.6mg)お よびagelasineD(4,52mg)17)を 単

離 した(Figure13)。 各化 合 物 はNMRス ペ ク トル デ

ー タお よびESI-TOF-MSよ り得 られ た分 子 量 を文

献 値 と比 較 す る こ とに よ りそ れ ぞ れ 同 定 した。
Figure11

イ ン ドネシ ア産海 綿Agelassp.

Marinesponge

メ亀ge'assp.

McOHext.

5.4g

囮
Partitionwith

HzO/EtOAc冂
EtOAcext.HZoext.

Partitionwith

90%MeOHaq./Hexane

90%MeOHaq.ext.

2.Og

12.5112.51

1
SiOZcolumn

(CHCI3:McOH一 冂

MIC(μ9/mL)

M.smegmatis

AerobiclHypoxic

Fr、A-1・ … 董茎

650mg

1.613.1

HzO+NHs)

9

ODSHPLC

(MeOH:HzO+0.1

1 1

Hexaneext. 90%MeOHaq.ext.

2.Og

12.512.5

二L2・ … 弖

243mg

1.611.6

1234

agelasineB(2)agelasineD(4)agelasineC(3)
8.3mg52.2mg6.6mg

3.113.1110.810.8113.113.1

Figure12海 綿Agelassp.か らの活性 物質 の単離
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R1=

AgelasineB(2)AgelasineC(3)

'-H

AgelasineD(4)

Figure13AgelasineB(2),C(3)お よ びD(4)の 化 学構 造

Agelasine類 のM.smegmatisお よび 、?VI.bovisBCGに 対す る抗 菌活 性 を 、好 気 お よ

び 低 酸 素 培 養 条 件 下 で 測 定 した結 果 をTable5に 示 す 。Agelasine類 は好 気 お よび低 酸

素 培養 条 件 下 で 、M,smegmatisに 対 して0.8-3.13ｵg/mLのMICを 示 し、M.bovisBCG

に対 して は1.56-12.5ｵg/mLのMICを 示 した 。 またagelasineD(4)が 最 も強 い活 性 を

有 して い た。

Table5 AgelasineB(2),C(3),D(4)のM.smegmatis

お よ びM.bovisBCGに 対 す るMIC

StrainsAgelasineB(2)

MIC(Ng/mL)

AgelasineC(3) AgelasineD(4)

AerobicHypoxicAerobicHypoxicAerobicHypoxic

M.smegmatis

M.bovisBCG

3.133.13

6.2512.5

3.133.13

6.2512.5

a.s 0.8

1.563.13
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次 に、最 も強い活性 を示 したagelasineD(4)のM.smegmatisお よびM.bovisBCG

に対す る抗 菌活性 の作用様式 を明 らかにす るた め、好気お よび低酸素 の両培養条件下 で

agelasineD(4)を 添加 した際の経 時的 なcolonyformingunit(CFU)の 変化 を観測 した。

その結果 、Figure14,15に 示 す よ うに、好気 お よび低酸 素の両培養条件下 において4

存在下でCFUの 経時的 な減少が観察 され、M.smegmatisに おい ては両培養 条件下で

36時 間以降 コロニー が観測 され な くな り、M.bovisBCGに おいて もそれぞれ12日 目

以降、14日 目以降 コロニー が観察 され な くなった。 これ らの結果 か ら、4は 好気 お よ

び低酸 素の両培養条件下で 、M.smegmatisお よびM.bovisBCGに 対 して殺菌 的に作

用す ることが明 らか となった。

109

J

量 …

卍1・ ・
V

9雫 ・・
」

10

0

Aerobiccondition

2040

hours

so

109

J

107
、

暮炉
9…
J

10

0

Hypoxiccondition

204060

hours

Figure14AgelasineD(4)存 在 下 にお け るM.smegmatisの 経 時的菌数 変化

109

J

∈
107、

暮1①

91・ ・
J

10

Aerobiccondition

109

J

量1・ ・

己1・ ・
U

O1°3

10

Hypoxiccondition

051015051015

daysdays

Figure15AgelasineD(4)存 在 下 にお けるM.bovisBCGの 経 時 的菌数 変化

15



ニ ゲノムDNAラ イ ブラ リー を用い たaelasineD(4)の 標 的∠ 子の 明

細菌 の薬剤 耐性株 には、その標的分子 を高発現 させ ることに よ り耐性化す るものが多

く存在す る。 また、Jacobsら はisoniazidの 標的 タンパ ク質(lnhA)を 高発現す るM.

smegmatisの 形質転換株 が、isoniazidに 対 して耐性 を獲得 す ることを報告 してお り18)、

筆者 らの研 究室 にお いて も同様 にInhAを 高発現す る形質転換株 を作成 した ところ、そ

れ らがisoniazidに 耐性 を示す こ とを確認 した(Figure16)。

M.smegmatiswildtype

v

Death(sensitive)

NH2
i

ONH

'η血A★

over-expressedstrain

isoniazid

(INH)

inhAinhA

inhA

輿
inhAinhA

旦
Survival(resistant)

"inhA:enoyl -Acpreductase

Figure16M.smegmatisのIIlhA高 発 現 に よるisoniazidに 対 す る耐 性化

筆者 らは、この 「抗菌物質 の標的分子の高発現株 は、その抗菌物質 に対 して耐性 を示

す」 とい う考 えを基本 と し、M.bovisBCG株 のゲノムDNAラ イブ ラ リー を利 用 し、

ケ ミカル ジェネテ ィクスの手法を用いた抗菌物質 の標 的分子 の解 明に着手 した。す なわ

ち、Figure17に 示 す よ うに、M,bovisBCG株 よ り抽 出 したゲ ノム を制 限酵素 処理 に

より20～40kbに 切断 し、それ らを コス ミ ドベ クターpYUB415へ 組み込む こ とで、M.

bovisBCG由 来 のゲノムDNAラ イブ ラ リーを作成 した。 そ して、それ らを用 いてM.

smegmatisを 形質転換 す ることで、ランダム にM.bovisBCG株 のゲ ノム断片 を高発現

す る形質転換株 を作成 した。次 に、 これ ら形質転換株 を抗菌物質 でスク リー ニ ング し、

耐性 を示す形質転換株 を見 出 し、そ こに含まれ るコス ミ ドの遺伝 子配列 を解析す ること

で、抗 菌物質 に耐性 を付与す る遺伝子領域 を明 らかに した。そ して、この領域 を分割 し
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た小さなゲノムを高発現する形質転換株を作成し、その中から耐性を示す株を確認する

作業を繰 り返すことで、最終的に耐性を付与する遺伝子を明らかにすることを試みた。

Figure17ゲ ノムDNAラ イブラリーを用いる標的分子解析法

前述の方法 に従い、M.bovisBCG遺 伝子 をランダムに高発現す るM.smegmatis形

質転換株 か ら、4に 耐性 を示す形質転換株 をスク リー ニング した。その結果、8株 の形

質転 換株(Strain1～8)が 、1.6ｵg/mL(2xMIC)の4を 含む培地 において も増殖 し、耐

性 を示 す ことが明 らか となった(Figure18)。

Noantibiotics1.6Ng/mlof4(2xMIC)

Figure18AgelasineD(4)含 有 培地 で の化合 物4耐 性形 質転換 株(Strain1～8)の 生 育
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そ こで次 に 、strain1～8か らコ ス ミ ドを抽 出 し、そ れ ら に含 まれ るM.bovisBCGゲ

ノム の遺 伝 子 配 列 を解 析 した。そ の結 果 、strain1、2、5お よび7に は 、M.bovisBCG

ゲ ノム の3467.1～3502.9kbの 領 域 が含 まれ 、strain4に は3472.2～3503.8kbが 、Strain

8に は3475.0～3507.4kbの 領 域 が含 まれ て い た(Figure19)。 また今 回 、strain3お よ

び6に 含 まれ て い た コ ス ミ ドの遺伝 子配 列 は 、明 瞭 な波 形 デ ー タ が得 られず 特 定 で き な

か っ た。 以 上 の結 果 か ら、4に 対 して 耐性 を付 与す る遺 伝 子 は 、検 出 した各 領 域 の重 複

領 域 で あ る、M.bovisBCGゲ ノ ムの3475.Okb～3502.9kbの27.9kb内 に存 在 す る と

予想 され た。

CosmidStrain-1,2,5,7

CosmidStrain-4

3467.1kb

3472.2kb

3502.9kb

3503.8kb

CosmidStrain-8 3475.Okb

踏・5一ト ー 一 一一 一

　ヨ　アメし　わ

1一
Figure19AgelasineD(4)耐 性形質転換株に含まれるM.bovisBCGゲ ノムの遺伝子領域

ま た 、ゲ ノム デ ー タベ ー ス を検 索 した とこ ろ 、この27。9kbの 領 域 に は26個 のopen

readingframe(ORF)が 含 ま れ て い る こ とが 確認 され た(Figure20)。 そ こで次 に 、4

に 耐性 を付 与す る遺 伝 子 領 域 を絞 り込 む た め、 こ の領 域 をFigure20お よ び21に 示 す

よ うに8個 の領 域 と2つ のORFに 分割 し、 それ ぞれ を プ ラス ミ ドpMV206お よび

pMV261を 用 い て ク ロー ニ ン グ した。 そ して 、 そ れ ら を用 い てM.smegmatisを 形 質

転 換す る こ とで 、 そ れ ぞ れ の遺 伝 子 領 域 を高 発 現 す る形 質 転 換株(Strain9～18)を 作成

した(Figure20)。

Figure20AgelasineD(4)に 耐性 を付 与す る遺伝 子候補領域 に含 まれ る遺伝子群
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次 に、作成 した各形 質転換株(Strain9～18)の4に 対す る耐性 の有無 を確認 した。そ

の結果 、エ リア2を 高発現す るstrain12の み が4に 対 して耐 性を示 した(Figure21)。

1.6Ng/mlof4(2xMIC)

Strain9

Area1

101211

Gene1__.'trey2Gene2

141618
131517

Area4Area6Area8A
rea3--Area5--Area7一

3475.Ckb ;

-」
302.9kb

Figure21 AgelasineD(4)含 有 培 地 にお けるstrain9～13の 生 育 と、M.bovisBCG遺 伝 子領域 の

サ ブ ク ロー ニ ング

エ リア2はBCG3184c 、BCG3185c、BCG3186c、BCG3187cの4遺 伝 子 が含 まれ

る領 域 で あっ た 。そ こで 、これ ら4つ の遺 伝 子 をそ れ ぞれ 高 発 現 す る形 質 転 換株(Strain

19～22)を 作成 後 、agelasineD(4)に 対 す る耐 性 の有 無 を確 認 した 。そ の結 果 、BCG3185c

遺 伝 子 の高 発 現株(Strain20)がagelasineD(4)に 耐性 を示す こ とが 明 らか とな った

(Figure22)。 ま た本 遺伝 子 はM.bovisBCGゲ ノム デ ー タベ ー ス にお い て 、dioxygenase

機 能 を有 す る と予想 され て い た。

以 上 の 結 果 か ら、agelasineD(4)の 標 的分 子 は 、dioxygenase機 能 を有 す る と予想 さ

れ る 、8CG3185c遺 伝 子 の 翻 訳 産物 で あ る こ とが 強 く示 唆 され た。

Noantibiotics 1.6Nglmlof4(2xMIC)

Figure22BCG3184c～BCG3187c高 発 現株 の

agelasineD(4)存 在 下 での生 育
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第三節BCG3185c高 発現株 のagelasineD(4)代 謝速度 の検討

前 節 の 実 験 の結 果 、BCG3185c遺 伝 子 の高発 現株(Strain20)がagelasineD(4)に 耐

性 を示 した こ とか ら、BCG3185c遺 伝 子 の翻 訳 産 物 がagelasineD(4)の 標 的分 子 で あ

る こ とが 強 く示唆 され た。 しか し、、8CG3185c遺 伝 子 の翻 訳 産 物 がdioxygenase機 能

を有 す る と考 え られ る こ とか ら、agelasineD(4)の 代 謝 を促 進 す る こ とに よ り、見 か け

上4に 耐 性 を示 して い る可 能 性 が 考 え られ た。 そ こで 、野 生 株 とstrain20に お け る4

の代 謝 量 を比較 検 討 した。

野 生株 お よびstrain20そ れ ぞれ に 、終濃 度0.4ｵg/mL(0.5xMIC)で4を 添 加 し、経

時 的 に 菌 体 を分取 した。PBSに よ り菌 体 を洗 浄 後 、有機 溶 媒 を用 い た抽 出 を行 い 、HPLC

を用 い て4の 含 有 量 を測 定 した。また 抗 結 核 薬 のrifampicin(9)を 内部 標 準 と して 用 い 、

HPL、Cで のrifampicin(9)の ピー クの 面 積 と4の ピー クの 面積 の比 か ら菌 体 内 の4の 量

を測 定 した(Figure23)。 そ の 結 果 、Table6に 示 す よ うに、0～24時 間 の培 養 時 間 で は 、

両菌 株 間 でagelasineD(4)の 代 謝 量 に差 は観 察 され な か っ た。 こ の こ とか らstrain20

の4へ の耐 性 化 は4の 代謝 の促 進 の結 果 で は ない こ とが明 らか とな っ た。

Wild-type(24h) Strain20(24h}

Figure23BCG3185c高 発 現株(Strain20)と 野 生株 に

お け る化 合物4抽 出 サ ンプル のHPLCチ ャ ー ト

Table6BCG3185c高 発 現株(Strain20)と 野 生株 とのagelasineD(4)代 謝 量 の比較

Ratio

【peakareaofagelasinD(4)ノpeakareaofinternalstandard(rifampicin(9))】I
ncubation

timeWild-typestrain20

Oh

sn

12h

24h

o.zs

O.37

0.39

0.41

o.zs

O.37

0.40

0.aa
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四 表 面 プ ラズモ ン共q法 を用 い たBCG3185c≡ 産物 とaelasineD(4)と の

結合親和性 の解析

これ までの検討 の結果 、dioxygenase機 能 を有す る と考 え られ るBCG3185c遺 伝子

の翻訳産物 が4の 標的分子で あることが強 く示唆 された。そ こで、BCG3185c遺 伝 子

の翻訳産物 と4と の結合親 和性 を表 面プ ラズモ ン共鳴法 を利 用 して解析 した。

BCG3185c遺 伝子 の翻訳産物 はHis-tag融 合 タンパ ク質 としてEscherichiacoliで 発

現 させ 、そ の菌体破砕液か らコバル トキ レー トカラムを用いて精製 した(Figure24)。

そ して、His-tag融 合 タンパ ク質 を固定化で きるNTA(nitrilotriaceticacid)セ ンサーチ

ップに、調製 したBCG3185c遺 伝子翻訳 タンパ ク質 を固定化 し、4と の結合親和性 を

算 出 した。

そ の結果、4と 、SCG3185c遺 伝子翻訳 産物 との解離定数(KD)は2.42ｵMと 算 出 され

た(Figure25)。 一方 、ネ ガテ ィブ コン トロール として用いたstreptomycin(23SrRNA

に結合す るこ とが知 られ てい る)の解離 定数 は1.47mMと 算 出 され た。 このこ とか ら、

4は 、BCG3185c遺 伝子翻訳産物 と直接結合す るこ とが明 らか となった。

以上の結果か ら、agelasineD(4)は 、Mycobacterium属 細菌のdioxygenase機 能 を

有す る と予想 され るタンパ ク質(、SCG3185c遺 伝子翻訳産物)に結合 し、その機能 を阻害

す るこ とに よ り抗 菌活性 を示 している ことが強 く示 唆 され た。

1:E.coli.lysate

2:resinsupernatant

3:elutionwith50ｵMimidazole

4:elutionwith150ｵMimidazole

M:marker

Figure24E.colilysateか らのHis-tag融 合BCG3185c翻 訳 産 物 の精製

RU

i6

12

8

4

0

・60 一40-20020406080100120

而me`sec⊃

Figure25表 面 プ ラズモ ン共 鳴法 を用 い て測定 したHis-tag融 合

BCG3185c翻 訳 産物 とagelasineD(4)と の 結合
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四章 海Melopluss.か らのmelohlinの 単 と標 的 ∠ 子 の 明

第一節Melophlin類 の単離 と抗菌活性

2010年 、イ ン ドネ シ ア の ビア ッ ク島 で採

取 した海 綿Melophlussp.(Figure26)の

MeOH抽 出エ キス に、M,smegmatisに 対 し

て脂 肪 酸(propionate)を 炭 素源 とす る培 地

選 択 的 な抗 菌活 性 を 見 出 した。 そ こ で、

MeOH抽 出エ キス(52g)を 出発 材 料 に溶 媒

間分 配 を行 い 、活1生試 験 の結 果 を指 標 に、

Sio2オ ー プ ン カ ラ ム、ODSHPLCで 順 次精

製 を行 っ た(Figure27)。 そ の結 果 、活性 物

質 と して 、melophlinA(5)、G(6)、H(7)

お よび1(8)19)を それ ぞれ42mg、7mg、

Figure26イ ン ドネ シア産海綿 漉Zρ ρ盟 αθsp.

23mgお よび18mg単 離 した(Figure28)。 各 化合物 はNMRス ペ ク トルデー タお よび

ESI-TOF-MSの 解析 に よ り、melophlin類 と推 定 され、フ ィジカルデー タを文献値 と

比較す るこ とによ りそれぞれ の化合物 を同定 した。MelophlinA(5)は2000年 に、当研

究室においてras遺 伝子 の異常活性化 に伴 うNIH3T3細 胞 の形態変化 を復元す る活性

を示す 新規化合物 として単離 され た化合物 であったが19・)、本研 究で新 たに、脂肪酸炭

素源培 地選択的な抗菌活性 を示す ことが明 らか となった。

Marinesponge

Melophlussp.

McOHext.

529

5016.25

i
Partitionwith

H20/EtOAc

Et°Ac

9.69

2513.13

Fr.A-5

1199mg

SiOZcolumn

(CHCI3:McOH:HZ

iii

Fr.A-15

1199mg

112.513.131

HZO)

12

12.53.13

MIC幅 ・mD

M.smegmatis

GlucoselPropionate

ODSHPLC

(MeOH:H20+TFA)

ii

Fr.6-1--7

MelophlinG(6)

914

65mgMelophlinA(5)

Fr.0-12-

Melophlinl(8)MelophlinH(7)

18mg23mg

6.2510.8113.1310.4

4

Figure27海 綿Melophlussp.か らの活性 物質 の単離
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RZR3n

H3C一

CH3
MelophlinA(5)H

MelophlinG(6)H

MelophlinH(7)H

MelophlinI(8)CH3

H14

H10

CH310

H10

Figure28MelophlinA(5)、G(6)、H(7)お よび1(8)の 化 学構 造

Melophlin類 の 炭 素源 の異 な る3種 類 の培 地(glucose、propionateま た は

palmitate)に お け る抗 菌活 性 を測 定 した結 果 をTable7に 示 す。Melophlin類 は 、M.

smegmatisに 対 して 、glucoseま た はpalmitateを 炭 素源 とす る培 地 で は3.13～25

ｵg/mLのMICを 示 す の に対 して 、propionateを 炭 素 源 とす る培 地 で はMICO.4～0.8

ｵg/mLと4倍 以上 の選 択 的 な抗 菌 活 性 を示 した。 ま た 、M,bovisSCGに 対 して も 同様

に 、4倍 以 上 のpropionate含 有 培 地 選 択 的 な抗 菌 活 性 を示 した 。

特 にmelophhnA(5)は 、M.smegmatisで32倍 、M.bovisBCGで8倍 と、他 の

melophlin類 と比 較 して高 いpropionate培 地 選 択 性 を示 す こ とか ら、 メ チ レ ン鎖 の長

さがmelophlin類 のpropionate培 地選 択 性 に関 与す る こ とが示 唆 され た。 一 方 、側 鎖

の長 さが 同 じで 、側 鎖 上 の メチル 基 の 有 無 と位 置 が 異 な るmelophlinG、Hお よび1で

は 、そ の活 性 や 選 択 性 に顕 著 な差 が見 られ ない こ とか ら、側 鎖 上 の メチ ル 基 は 活性 や選

択 性 に影 響 を及 ぼ さない こ とが 示 唆 され た 。

Table7MelophlinA(5)、G(6)、H(7)お よ び1(8)のM.smegmatisお よび

M.bovisBCGに 対 す る各 種培 地 での抗 菌活性

MIC(ｵg/mL)

C。 市 。。s。 。,ceMel°phll胸A(5)M・1。phlinG(6)Mel。phli・H{7》Mel。phlinl(8)

M.smegmatlsM.bovfsBCGM.smegmaUsM .60vfsBCGM.smegmat(sM.bav/sBCGM.smegmatlsM.60vfsBCG

glucose

propionate

palmitate

25

0.s

12.5

25

3.13

25

3.13

0.4

3.13

12.5

3.13

12.5

3.13

0.4

6.25

12.5

3.13

12.5

615

0.8

3.13

25

6.25

25
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二節 ゲ ノムDNAラ イブ ラ リー を用 いたmelohlinA(5)の 標 的 子 の 明

次 に 、最 も培 地 選 択 性 が 高 い抗 菌 活性 を示 したmelophlinA(5)を 使 用 して、agelasine

D(4)と 同様 に 、 ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー を用 い た標 的 分 子 の解 析 を行 っ た。

まず 、M.bovisBCG由 来 の ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー で 形 質 転換 したM.smegmatis

株 の 中 か ら、5に 耐 性 を示 す 形 質 転 換 株 を ス ク リー ニ ン グ した。 そ の結 果 、5株 の形 質

転 換 株(S七rain23～27)が0.8ｵg/mL(MIC)の5を 含 むpropionate寒 天 培 地 にお い て も

増 殖 し、 耐 性 を示 す こ とが確 認 され た(Figure29)。

Noantibiotics
0.8NglmL(1xMIC)
ofmelophlinA(5)

Figure29MelophlinA(5)含 有 培 地 で の 化合 物5耐 性

形 質転 換 株(Strain23～27)の 生 育

次 に 、各形 質 転換 株 の コス ミ ドを抽 出 し、 そ の コス ミ ド内 のM.bovisBCG由 来 の 遺

伝 子 配 列 を解 析 した 。 そ の結 果 、strain23～25に 含 まれ て い た遺 伝 子 領 域 とstrain26

お よび27に 含 まれ て い た遺 伝 子 領 域 とは 、そ れ ぞ れ 別 の領 域 で あ る こ とが 明 らか とな

った(Figure30)。 また 、5に 耐 性 を 付 与す る遺 伝 子 が存 在 す る遺 伝 子領 域 は、M,bovis

BCGゲ ノ ム の1422.3kbか ら1448.7kb(26。4kb、 領 域1)と1169.4kbか ら1183,8kb

(14.4kb、 領 域2)と 予 想 され た 。

CosmidStrain23,25

'1422.3kb
CosmidStrain24

1448.7kb

CosmidStrain26

1422.3Kb
26.4kb(23genes)

噸 域ij

門448、7kb

1451.6kb

CosmidStrain27

1169.4kb

眉s,4kb

14.4kb(10genes)

【領 域2】

i183曾8kb

質a3.8kb

Figure30MelophlinA(5)耐 性形質転換株 か ら得 られ たM.bovisBCGゲ ノムの遺伝子配列
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Figure31MelophlinA(5)耐 性 形株 か ら得 られ た領域1お よび2に 含 まれ る遺 伝 子

ゲ ノムデー タベー スでの解析 によ り、Figure31に 示すORFが 領域1お よび2に 含 ま

れ る ことが確認 され た。そ こで次 に、領域1お よび領域2そ れぞれの遺伝子 を、Figure

31に 示す通 りそれぞれ7つ お よび5つ の領 域 に分割 し、それぞれの領域 のゲ ノムを高

発現す るM.smegmatis形 質転換株 を作成 した(Strain28～39)。

そ して、各形質転換株 の5に 対す る耐性 の有 無 を確認 した。その結果、領域1内 の遺

伝子で は、area1-4を 高発現す るstrain31が 、領域2内 の遺伝子ではarea2-2を 高発

現す るstrain37が5に 耐性 を示 した(Figure32)。

0.8Ng/mL(1xMIC)ofmelophlinA(5)

Figure32Strain28～39のmelophlinA(5)含 有 培 地で の生育
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Figure31に 示 した 通 り、area1-4に は5種 のORFが 存 在 し、area2-2に は3種 の

ORFが 存 在 してい る。そ こで次 に、これ ら8つ のORFを 高発 現 す る形 質 転 換 株 を作 成

し(Strain40～47)、5に 対す る耐 性 の有 無 を確 認 した。 そ の結 果 、Area1-4で はHIT

(Histidintriad)-likeproteinを コー ドす る と予想 され るBCG1321c遺 伝 子 の高 発 現 株

(Strain44)が 耐 性 を示 し、Area2-2で はexopolyphosphataseを コー ドす る と予 想 され

るBCG1083遺 伝 子 の高 発現 株(Strain47)が 耐 性 を示 した(Figure33)。

0.・ ノmL(1×MIC)ofmelophlinA(5)

Figure33β0σ1317～21¢BO(71081～3高 発 現 株

のmelophlinA(5)含 有 培 地 で の 生 育

以 上 の 結 果 か ら、melophlinA(5)のpropionate含 有 培 地 選 択 的 な抗 菌 活1生 の発 現 に

は、BCG1321c遺 伝 子 の翻 訳 産 物(HIT-1ikeprotein)とBCG1083遺 伝 子 の翻 訳 産 物

(exopolyphosphatase)が 関与 して い る こ とが 強 く示 唆 され た。
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Exopolyphosphataseは 、ATP等 の高 エ ネ ル ギ ー リン酸 結 合 に利 用 され る リン酸 の 貯

蔵 源 で あ るpolyphosphateの 加 水 分 解 酵 素 と考 え られ て い る。 ま たexopolyphosphate

は緑 膿 菌(Pseudomonasaeruginosa)や サル モ ネ ラ菌(Salmonellatyphimurium)な ど、

多 くの病 原 性 細 菌 にそ の存 在 が報 告 され てお り20)、 結核 菌 で は 、Rv1026遺 伝 子 に も本

酵 素 が コー ドされ て い る。 一 方 、HITprotein群 は 、C一末 端 付 近 に 且XHXHXX(H:

HistidilleX:疎 水 性 ア ミ ノ酸)の モ チ ー フ配 列 を有 す る タ ンパ ク質 で あ り、 細 菌 か ら ヒ

トま で幅 広 くそ の 存在 が 知 られ て い る。またHITproteinは 、そ の機 能 と構 造 の違 い に

よ り、5'-monophosphoramidehydrolaseを 有 す るHintフ ァ ミ リー 、diadenosine

polyphosphatehydrolaseを 有 す るFhitフ ァ ミ リー 、diadenosinetetraphosphate

phosphorylaseを 有 す るGalTフ ァ ミ リー の3つ に分 類 され てい る。 そ の 中で

BCG1321cは 、 且intフ ァ ミ リー に属 す る酵 母(Saccharomycescerevisiae)遺 伝 子Hnt1

と相 同性 が 高 く、Hnt1の 翻 訳 産 物 に は5'-monophosphoramidehydrolase活 性 が 報 告

され て い る こ とか ら21)、BCG1321cの 翻 訳 産 物 も 同様 の活 性 を有 す る可 能性 が 高 い と

予想 され る。

これ らの 知 見 か ら、melophlinA(5)の 標 的 分 子 と予 想 され るBCG1083お よび

BCG1321cの 翻 訳 産 物 はい ず れ も リン酸 部位 の 加 水 分 解 に 関わ る機 能 を もつ と予 想 さ

れ た。 さ らにmelophlinA(5)に つ い て は 、哺 乳 類 細 胞 のGTPaseで あ るdynaminと 結

合 す る こ と も報 告 され て い る こ とか ら22)、melophlinA(5)は リン酸 部 位 の加 水 分解 作

用 に 関 わ る化 合 物 で あ る と推 定 され る(Figure34)。 しか しな が ら、melophlinA(5)が

propionate培 地選 択 的 な抗 菌活 性 を示 す こ と と、 これ ら標 的分 子 へ の影 響 を 関連 付 け

る明確 な知 見 は ない こ とか ら、今 後 こ の点 につ い て さ らに検 討 す る必 要 が あ る。

Figure34MelophhnA(5)の 推 定 され るphosphate阻 害 作用
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結論

1)沖 縄産海綿Neamphiussp。 のMeOH抽 出エキスか ら抗菌性環状デプ シペプチ ド

neamphamideB(1)を 単離 し、その化 学構造 を明 らかに した。またneamphamideB

(1)は 、M.smegmatisお よびM.bovisBCGに 対 して好気培養お よび潜在状態 を誘 導

す る低酸素培養 の両条件 下で抗菌活性 を示す ことを明 らかに した。

2)イ ン ドネ シア産海Agelassp.のMeO且 抽 出エキスか ら、好気お よび低酸素の両

培養条件下 で抗菌活性 を示す抗菌物質 として、agelasineB(2)、C(3)お よびD(4)を

単離 した。特 にagelasineD(4)は 、M.smegmatisお よびM.bovisBCGに 対 し好気

お よび低酸素 の両培養条件下で0.8～6.25ｵg/mLと 強い抗 菌活性 を示 し、その作用

は殺菌 的であるこ とを明 らか に した。

3)AgelasineD(4)の 標 的分 子解析 の結果 、agelasineD(4)は 、Mycobacterium属 細

菌 のdioxygenaseと 予想 され るタンパ ク質(BCG3185c遺 伝子翻訳産物)に結合 し、そ

の機能 を阻害す るこ とによ り抗菌活1生を示す こ とを強 く示 唆す る知見 を得 た。

4)Granuloma内 の結核菌 の代謝変化 に着 目して、脂肪 酸 を炭素源 とす る培 地選択 的

に抗 菌活性 を示す化合物 を探索す る評価系 を構 築 した。 またス ク リーニ ングの結果、

イ ン ドネシア産海綿Melophlussp.のMeOH抽 出エ キス にpropionate含 有培 地選 択

的な抗菌活性 を見出 し、活性成分 を精査 した結果、melophlinA(5)、G(6)、H(7)お

よび1(8)を 単離 した。

5)MelophlinA(5)の 標 的分子解析 の結果、melophlinA(5)のpropionate含 有培 地

選択 的 な抗菌活性 の発 現 には、BCG1321cの 翻 訳産物(HIT-1ikeprotein)と

BCG1083の 翻訳産物(exopolyphosphatase)が 関与 している ことを示唆す る知見 を

得 た。
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実験の部

エ レク トロス プ レー イオ ン化法 飛行 時間型 質 量分析(ESI-TOFMS)は 、Waters製Q-Tof

Ultimaを 用い て測 定 し、溶媒 としてMeOHを 用 いた。核 磁気 共 鳴 スペ ク トル(1H-NMRお

よび13C-NMR)は 、バ リア ン テ クノ ロジー ズ ジ ャパ ン リ ミテ ッ ド製Varianuni七y

inova600(1H:600MHzお よび13C:150MHz)を 用 い て測定 し、CDCI3、CD30Hも しく

はD20を 内部標 準 とし、chemicalshiftは δ(ppm)、 結合 定数 はJ=(Hz)で 表 示 した。また 、

1H-NMRに お け る分 裂様式 は、singlet、doublet、triplet、doubledoublet、doubletriplet、

mul七ipletを それ ぞれs、d、t、dd、dt、mに 、broadはbrと 略 して記載 した。

赤外 吸収 スペ ク トル(IRspectrum)は 目本 分 光製 フー リエ変換 赤 外分 光光度 計

FTIIR-5300、 紫外 可視 吸収 スペ ク トル(UV-visspectrum)は 島津製 作所 製UV-2425、 比旋

光度(speci丘crotation)は 日本分 光製 デ ジ タル型 旋 光度計(L=50mm)DIP-370を 用 い て

測 定 した。

吸光 マイ ク ロプ レー トリー ダー は、MolecularDevices製SpectraMax190を 使 用 し、オ

ペ レー シ ョン ソフ トウェ アはSoftMaxProを 用 いた。遠 心 エバ ボ レー ター に は、EYELA

製CVE-200Dを 使 用 した。

カ ラ ム クロマ トグラフ ィーの担 体 は、関東 化学 株式 会社 製SilicaGel60N

(63-210mm)お よびNacalaitesque製Cosmosil75C18-OPNを 使 用 した。また、高速液 体

ク ロマ トグラ フ ィー(HPLC)に は 、日立製 作所製L-2130(UV-de七ector:L-2400H)を 使 用 し

た。 逆相 カ ラム はNacalaitesque製Cosmosil5C18-MS-II(10mmi.d.×250mm)、

Cosmosil5Cis-AR,-II(10mmi.d.x250mm),Cosmosil5CN-MS(10mmi.d.x250mm)

お よび 資生 堂製CAPCELLPAKC8(4.6mmi.d.×250mm)を 使 用 した。

薄相 ク ロマ トグ ラフ ィー(TLC)は 、Merck製TLCSilicage160F254お よびHPTLCSilica

gel60RP-IgWF254Sを 使用 し、ス ポ ッ トの検 出 はUV照 射 下(254nmお よび365nm)に

お ける発色 の有 無 を確 認 した後 、5%12-Molybdo(VI)phosphoricacid,n-hydrateE七 〇H

reagen七 お よびp-Methoxybenzaldehyde(anisaldehyde)・sulfuricacidreagentを 噴 霧 し、

加熱 に よ り発 色 を確認 した。

高圧 蒸気滅 菌(オ ー トク レー プ)は 平 山製 作所株 式 会社製HA-240Mを 使 用 した。

Mycobacterium属 細 菌 の液 体培 養 はTAITEC製BR-23FP、 寒天 培養 に は三洋電 機株 式会

社 製MIR-262を 使用 した。実 験 にお け るpHの 調 製 に は堀 場製 作所製D-12を 使 用 した。

高純度 精製 水 はMilipore製Direct-QUVを 使用 した。P2実 験 室 の安 全 キ ャ ビネ ッ トは 日

本 医化 器機 製 作所製VH-1300BH-2Aを 使 用 した。 多本 架冷 却遠 心機 は トミー 精 工製

LX-120、 高速遠 心機 は トミー 精 工製RX-200を 使 用 した。 超低 温 フ リー ザ は三洋 電機株 式

会社製MDF・U537お よびMDF-U33Vを 使 用 した。 電気泳 動 で使用 した泳動 漕 は

ADvANcE製Mupid・2plusを 使 用 した。 低酸 素実 験用 培養 チ ャ ンバ ー には三 菱社製 アネ
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ロパ ック角型 ジ ャー を使 用 した。PCRに はPERKINELMER製GeneAmpPCRSystem

2400を 使 用 した。 エ レク トロポー レー シ ョンに はBIORAD製GenePulserXceltotal

systemを 使 用 した。 大腸菌 の破 砕 に はSONICS社 製VC750に テ ーパー マ イ ク ロチ ップ

1!4イ ンチ(6mm)を 接続 した もの を使 用 した。 分 子 間相互 作用解 析装 置 にはGE

Healthcare社 製BIACORET200を 使用 した。
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第一章の実験

・ 使用菌株

Mycobacteriumsmegmatismc2155お よ びMycobacteriumbovisBacilledeCalmet七e

e七Guerin(BCG)Pas七eurはAlbertEinsteinCollegeofMedicineのWilliamR.Jacobs,Jr.

博 士 よ り分 与 して 頂 い た 。ま た 、M.smegmatisお よ びM.bovisBCGはCryoTubeTMVials

(nunc)中 で 最 終 濃 度 が25%と な る よ うにglycerolと 混 和 し、超 低 温 フ リー ザ(-80℃)で 保

存 し た 。

Mycobacterium属 細 菌 保 存 用 立地50%1cerola.の 調 製

Glycero1(SIGMA)の 最 終濃 度 が50%と な るよ うに高純度 精製水 に溶 解 させ 、polystyrene

sterilefilter(Corning)を 用 い て濾 過滅 菌 を行 った。

・菌株培養用培地の調製

1)Mycobacterium属 細菌培 養 用培 地

a)M.smecoatis用Middlebrook7H9液 体 立地 の ≡・ 叮

試 薬Aを 高純度 精製水1Lに 溶 解 させ121℃ 、2気 圧 の条 件 下で20分 間高圧蒸 気滅 菌

を行 っ た。 室 温 に冷 却後 、Bを 添加 し、polystyrenesterilefilterを 用 い て濾 過滅 菌 を行 っ

た。

A:DifcoTMMiddlebrook7HgBroth

Glycerol

4.7gBD

2.OmLSIGMA

B:20%NaClaq.

20%Glucoseaq.

20%Tween80aq.

2.OmLNacalaitesque

10.OmLNacalaitesque

2.5mLSIGMA

試 薬Bで 使用 した20%NaClaq.,20%glucoseaq.お よび20%Tween80aq.は 各試薬 を

高純 度 精製 水 に溶 解 し、polystyrenesterilefilterを 用 い て濾 過滅 菌す るこ とに よ り調 製 し

た。 以 下 これ らの試薬 を使 用す る場 合 には 、同様 に調製 した もの を用 い た。
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b)肱5惣 θ刪 θ如 用 の脂 肪 酸 炭 素 源 液 体 培 地 の 調 製

試 薬Aを 高 純 度 精 製 水995.5mLに 溶 解 させ121℃ 、2気 圧 の 条 件 下 で20分 間 高 圧 蒸 気

滅 菌 を行 っ た。 室 温 に冷 却 後 、Bを 添 加 した の ち 、C① を 加 えた も の をGlucose培 地 、C②

を加 え た も の をPropionate培 地 、C③ を加 え た も の をPalmitate培 地 と し、そ れ ぞれ6NHCl

も し くは3NNaOHに よ っ てpH6.6に 調 整 後 、polystyrenesterilefilterを 用 い て濾 過 滅

菌 を行 っ た 。

A:Sodiumci七rate・2H200.1gNacalaitesque

Pyridoxine1.OmgWako

BiotinO.5mgNacalaitesque

Na2HPO4・12H206.3gSIGMA

KH2PO41.OgSIGMA

Ferricammoniumcitrate40.OmgWako

MgSO4・7H200.1gNacalaitesque

CaC12・2H200.7mgWako

ZnSO4・7H201.8mgWako

CuSO4・5H201.OmgNacalaitesque

(NH4)25040.5gWako

B:20%Tyloxapoleaq.2.5mLSIGMA

20%NaCIaq.2.OmLNacalaitesque

C:①Glucose2.OgNacalai七esque

Q2Propionicacid2.OgWako

③Palmitate100mg関 東 化 学

c)M.bovisBCG用Middlebrook7H9液 体 培 地 の調 製

試 薬Aを 高 純 度 精 製 水900mLに 溶 解 させ 、121℃ 、2気 圧 の 条 件 下 で20分 間 、高 圧 蒸

気 滅 菌 を行 っ た 。 室 温 に冷 却 後Bを 添 加 した 後 、polys七yrenesterilefilterを 用 い て濾 過 滅

菌 を行 っ た 。

A:DifcoTMMiddlebrook7HgBroth4.7gBD

GIycerol2.OmLSIGMA

B:Di〔coTMMiddlebrookOADCEnrichment100mLBD

20%Tween80aq.2.5mLSIGMA
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d)M.bovisBCG用 の 脂 肪 酸 炭 素 源 液 体 培 地 の 調 製

試 薬Aを 高 純 度 精 製 水995.5mLに 溶 解 後121℃ 、2気 圧 の 条 件 下 で20分 間 高 圧 蒸 気 滅

菌 を 行 っ た 。 室 温 に冷 却 後 、Bを 添 加 し た の ち 、C① を加 え た も の をGlucose培 地 、C② を

加 え た も の をPropionate培 地 、C③ を 加 え た も の をPalmitate培 地 と し、そ れ ぞ れ6NHCl

も し く は3NNaOHに よ っ てpH6.6に 調 整 後 、Dを 添 加 し、polystyrenesterilefilterを

用 い て濾 過 滅 菌 を行 っ た 。

A:Sodiumci七rate・2H200.1gNacalaitesque

Pyridoxine1.OmgWako

BiotinO.5mgNacalaitesque

NasHPO4・12H206.3gSIGMA

KH2PO41.OgSIGMA.

Ferricammoniumcitrate40.OmgWako

MgSO4・7H200.1gNacalaitesque

CaC12・2HzOO.7mgWako

ZnSO4・7H201.8mgWako

CuSO4・5H201.OmgNacalaitesque

(NH4)2SO40.5gWako

B:20%Tyloxapole2.5mLSIGMA

20%NaCl2.OmLNacalaitesque

C:①Glucose2.OgNacalaitesque

2QPropionicacid2.OgWako

③Palmitate100mg関 東 化 学

D:BovineSerumAlbuminfrac七ionV50gMerck
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2)Mycobacterium属 細 菌培 養用 寒天 培地

a)M.smecoatis用Middlebrook7H10寒 天t地 の調u

試 薬Aを 高純 度精 製水1Lに 溶解 後121℃ 、2気 圧 の条 件 下で20分 間 、高圧 蒸 気滅 菌

した。約50℃ に冷 却後 、シ ャー レに35mL流 し入れ 、室温 で放置 す る こ とに よ り固化 させ

た。 また 、必 要 に応 じ、50mg1皿Lに 高純 度精 製 水 で溶 解 し、濾 過滅 菌 したkanamycin

(SIGMA)ま たはhygromycinB(invitrogen)を それ ぞれ 終濃度20ｵg/mLま た は50ｵg/mL

にな る よ う添加 し使用 した。

A:Middlebrook7H10Agar19gBD

GIycerol5mLSIGMA

b)M.bovisBCG用Middlebrook7H10寒 天 立地 の調製

試薬Aを 高純度 精製 水900mLに 溶 解 後121℃ 、2気 圧 の条件 下で20分 間 、高圧蒸 気

滅 菌 した。約50℃ に冷 却後 、Bを 添加 し、シ ャー レに35mL流 し入 れ 、室温 で放置す る こ

とに よ り固化 させ た。

A:Middlebrook7H10Agar19gBD

GIycerol5.OmLSIGMA

B:MiddlebrookOADCEnrichment100mLBD

・ 抗 菌活性 測 定用試 薬 と細 菌数 の計 測数

1)MTTsolutionの 調製

Thiazolylbluetetrazoliumbromide(SIGMA)を 滅 菌 精製水 に5.Omg!mLに な るよ う

溶解 して用 い た。

2)細 菌 数 の計測

M.smegmatisお よびM.bovisBCGの 菌数 の 計測 は、分 光光 度計用 石 英セル(三 和理研

株式 会 社)を 用 い て、UV検 出器 に よ り600nmで の吸 光度 を測 定す る こ とによ り行 った。

そ して 、吸 光度1.0を1×10$CFU/mLと み な して菌数 を算 出 した。
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・M .smegmatisよ びM.bovisBCGに 対す る抗 菌活性 の評 価 法

1)肱5盟 θ鯉3翻 θに対す る抗 菌活 性 の評価 法

9mLのMiddlebrook7H9液 体 培地 を含 むsquaremediabottleに 、-80℃ で凍結 保存 し

たM.smegmatislmLを 植 菌 し、37℃ で24時 間振盪 培養(95rpm)を 行 った。 次 に菌液 を

7H9液 体 培地 で10倍 希 釈 し、UV検 出器 を用 い て菌数 を算 出 した後 、1×105CFU!mL,に 希

釈 し、 これ を100ｵLず つ96穴 のマ ル チ ウェル プ レー トに分 注 した(1×104CFU/100ｵL/

well)。 被 検薬 物 を添加 し、37℃ で24時 間培養 した。培養 後MTTsolution10ｵLを 加 え、

さ らに12時 間培養 後 、生成 したformazanが 吸収 を示す560nmの 吸光 度 を測定 す る こ と

で生 存 菌数 を算 出 し、最小 生育 阻止濃 度(MIC)を 求 めた。

2)M.smecoatisに 対す る低 酸素 条件 下 での抗菌 活性 の評価 法

Middlebrook7H9液 体 培地 で培養 した菌液 を9ml.のMiddlebrook7H9液 体培 地 を含 む

squaremediabottleに1mL植 菌 した の ち、蓋 をゆ るめた状 態 で低 酸 素培養 チ ャ ンバ ー に

入れ 、 チ ャ ンバ ー 内を窒素 で15分 問置換 後 、0.2%濃 度 にな るよ う酸 素 を注入 し、37℃ で

72時 間振 盪培養 した。 こ うして低 酸素 条件 下で前培 養 した菌 液 を10倍 希 釈 し、UV検 出器

を用 い て菌数 を算 出 した後 、1×106CFU/mLに 希釈 し、 これ を100ｵLず つ96穴 のマル

チ ウェル プ レー トに分 注 した(1×105CFU/100ｵL/well)。 次 に被 検薬 物 を添加 し、マ ルチ ウ

ェル プ レー トを低酸 素培養 チ ャ ンバ ー に入れ 、低 酸素 条件 下、37℃ で96時 間培養 した。培

養後MTTsolution10ｵLを 加 え、さらに12時 間低酸 素条件 下 で培養 後 、生成 したformazan

が吸収 を示 す560nmの 吸光度 を測定す る こ とで生存 菌数 を算 出 し、最小 生育 阻止濃 度

(MIC)を 求 めた。

3)M.smecoatisに 対 す る脂 肪 酸炭 素源 培地 で の抗 菌活性 の評価 法

Middlebrook7H9液 体培地 によ り培養 した菌液1mLを3000rpm、10minで 遠 心 処理

後 、炭 素源 を限定 した液 体培 地(Glucose培 地 、Propionate培 地 また はPalmi七a七e培 地)で

置 換 した。 次 に9mLの 各培 地 を含 むsquaremediabottleに1mL植 菌 し、37℃ でOD600

が0.8～1.0に な るまで振 盪培養(95rpm)し た。 培養 した菌液 は対応 す る各 培地 で10倍 希 釈

後、UV検 出器 を用 い てそ の菌数 を算 出 した。 そ して、各 菌液 を1×105CFU/mL(Glucose

培 地)も しくは1×106CFU/mL(Propionate培 地 、Palmitate培 地)に 調製 し、これ を100ｵL、

ずつ96穴 のマル チ ウェル プ レー トに分注 した。次 に被検 薬 物 を添加 し、37℃ でGlucose培

地 では36時 間 、Propionate培 地 で は48時 間、Palmitate培 地 では72時 間培 養 した。培養

後MTTsolution10ｵLを 加 え、 さ らに24時 間培養後 、生成 したformazanが 吸収 を示 す

560nmの 吸光度 を測 定す る ことで生存 菌数 を算 出 し、最 小生 育 阻止濃 度(MIC)を 求 めた。
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4)M.bovisBCGに 対す る抗 菌活1生の評価 法

91nLのM.bovisBCG用Middlebrook7H9液 体培 地 を含 むsquaremediabottleに 、-80℃

で凍 結保 存 したM.bovisBCGlmLを 植 菌 し、37℃ で1週 間振 盪培養(95rpm)を 行 った。

次 に菌液 を10倍 希釈 した後 、UV検 出器 で ・11uの 吸 光度 を測 定 し、菌数 を算 出 し、1×106

CFU/mLに 希釈 後 、100ｵLず つ96穴 のマ ル チ ウェル プ レー トに分注 した(1×105CFU!

100ｵL/well)。 その後被 検薬 を添加 し、37℃ で1週 間培養 した。培養 後MTTsolution10ｵL

を加 え、さ らに24時 間培 養後 生成 したformazanが 吸収 を示 す560nmの 吸光 度 か ら生 存

菌数 を算 出 し、最 小生 育阻 止濃度(MIC)を 求 めた。

5)M.bovisBCGに 対 す る低酸 素条 件化 で の抗菌 活性 の評 価法

M.bovisBCG用Middlebrook7H9液 体培 地 に よ り培養 した菌液 を ・uのM.bovis

BCG用Middlebrook7H9液 体培 地 を含 むsquaremediabo七tleに1mL植 菌 したの ち、 ふ

た を緩 めた状態 で低 酸 素培養 チ ャ ンバ ー に入れ 、 チ ャ ンバー 内 を窒素 で15分 間置換 後、

02%濃 度 にな る よ う酸 素 を注入 し、37℃ で1週 間振 盪培養 した。 こ う して前 培養 した菌液

を10倍 希 釈 し、UV検 出器 を用 い て菌 数 を算 出 した後 、1×106CFU/mLに 希釈 し、 これ を

100ｵLず つ96穴 のマル チ ウェル プ レー トに分 注 した(1×105CFU/100ｵL/well)。 次 に被

検 薬物 を添加 し、 マル チ ウェル プ レー トを低 酸 素培養 チ ャンバー に入れ 、低酸 素条 件 下、

37℃ で2週 間培養 した。培 養後MTTsolution10ｵLを 加 え、 さ らに24時 間低 酸素 条件 下

で培 養 後 、生成 したformazanが 吸収 を示す560nmの 吸 光度 を測 定す る こ とで生存 菌数

を算 出 し、最小 生育 阻止濃 度(MIC)を 求 めた。

6)M.bovisBCGに 対す る脂肪 酸 炭素源 培 地 での抗 菌活性 の評価 法

Middlebrook7H9液 体培 地 に よ り培養 した菌液1皿Lを3000rpm、10minで 遠 心処理

後 、炭 素源 を限 定 した液体 培地(Glucose培 地 、Propionate培 地 また はPalmitate培 地)で

置換 した。 次 に9m1の 各培 地 を含 むsquaremediabottleに1mL植 菌 し、37℃ でOD600

が0.8～1.0に な るま で振盪培 養(95rpm)し た。培 養 した菌液 は対応 す る各培 地で10倍 希釈

後 、UV検 出器 を用い てそ の菌数 を算 出 した。 そ して 、1×106CFU/mLに 調 製 し、 これ を

100ｵLず つ96穴 のマル チ ウェル プ レー トに分 注 した。次 に、被 検薬 物 を添加 し、37℃ で

Glucose培 地 で は1週 間 、Propionate培 地 で は2週 間、Palmitate培 地 では1週 間培養 し

た。培 養 後MTTsolution10ｵLを 加 え、 さ らに2日 間培養 後 、生成 したformazanが 吸収

を示す560nmの 吸光 度 を測定 す る こ とで生 存菌数 を算 出 し、最 小生 育 阻止 濃度(MIC)を

求 めた。
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第 二 章 の 実 験

・ 海 糸Neamhiuss .か ら の 新 規 環"デ プ シ ペ プ チ ドneamhamideB(1)の 単 離

1997年 、沖 縄 県 西 表 島 で採 集 したNeamphiussp.の 乾 燥 サ ン フ ル゚(350g)を 、MeOH

で3回 冷 侵 し、得 られ たMeOH抽 出 液 を あ わせ て減 圧 下 濃 縮 し、MeOH抽 出 エ キ ス(37.2

g)を 得 た 。 次 に 、MeOH抽 出 エ キ ス を 酢 酸 エ チ ル と水 で 分 配 し、次 に水 層 をn-BuOHと 分

配 す る こ とに よ り、n-BuOH画 分(5.6g)を 得 た 。M.smegmatisに 対 して 抗 菌 活 性 が 認 め

られ たn-BuOH画 分 をODSMPLC(H20:McOH(+0.1%TFA)=100:0→70:30→40:

60→0:100)でFr.A-1～Fr.A-9に 分 離 した。 さ ら に 、活 性 が 認 め られ たFr.A-8(549mg)

を 、HPLC(CosmosilMS-II,10mmi.d.×250mm,36%MeCNaq.+0.1%TFA)に よ り

Fr.}1～Fr.B-15に 分 離 し、続 い てFr.B-6をHPLC(CosmosilAR-II,10mmi.d.×250mm,

65%MeOHaq.+0.1%TFA)に よ り精 製 し、neamphamideB(35mg)を 単 離 した 。

NeamphamideB(1):Colorlessamorphoussolid.[α 】D-5.1(C=0.33,MeOH).IRvm砥

(KBr)cm'1:3274,1672,1534,1449.UVλm孤(MeOH)nm(ε):272(1800).ESI-TOFMS

漉:787.9[M+2H]+.高 分 解 能ESI-TOF-MS:CalcdforCnHiisNisO2im/z:787.9487

Found787.9493

1HNMR(600MHz
,δH),13CNMR(150MHz,δc)ス ペ ク トル デ ー タ:本 論Table2-2に 記 載 。

第 二 章 第 一 節 の 実 験

・NeamphamideB(1)の 抗 菌 活 性 試 験

M.smegmatisお よ びM.bovisBCGに 対 す るneamphamideB(1)の 活 性 評 価 は 、 第 一 章

第 一 節 と同 様 に して行 っ た 。

第 二 章 第 二 節 の 実 験

・NeamphamideB(1)の 加 水 分 解

NeamphamideB(1)(0.5mg)を0.2mLの6NHCIaq.に 溶 解 させ 、 封 管 した 後 、110℃

で11時 間 加 熱 した 。 反 応 後 、窒 素 雰 囲 気 下 で 乾 燥 させ 、neamphamideB(1)の 加 水 分 解 物

を得 た 。

・FDAAに よ る ア ミ ノ酸 の 絶 対 立 体 構 造 の 解 析

前 述 の 方 法 に よ り得 られ たneamphamideB(1)の 加 水 分 解 物(100ｵg)を0.1MNaHCO3

水 溶 液 に 溶 解 させ た 後 、N-(5・ 且uoro-2,4-dini七ropheny1)-L-alaninamide(L-FDAA,Marfey's
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reagent,1mg!lnL)を 含 むacetone溶 液 を50ｵL添 加 し、70℃ で1時 問 反 応 させ た 。反 応 後 、

0.2NHCIを50ｵL加 え 減 圧 乾 燥 させ た 。 そ して 反 応 物 を5%酢 酸 を含 む50%CH3CN水 溶

液200ｵLに 溶 解 させ 、 これ を 分 析 に 用 い た 。

Arg、Asp、Thr、alloThr、Hprお よ びLeuのD、L体 の標 品 につ い て も 同様 に してFDAA

化 した 。 そ して 、 下 記 に 示 すHPLC条 件 を 用 い て 、 標 品 ア ミ ノ酸 のFDAA誘 導 体 のRtと

neamphamideB(1)加 水 分 解 物 の そ れ とを 比 較 す る こ とで 、neamphamideB(1)に 含 ま れ

る ア ミ ノ酸 の 絶 対 立 体 構 造 を決 定 した 。

HPLC条 件:CAPCEL、LPAKC8,(ShiseidoCo.,Ltd,4.6mmi.d.×1uu)UV=340

nm,Flowrate=1mL/min

O%CH3CNaq.+5%aceticacid,5min→lineargradient,25min→50%CH3CNaq.+5%

aceticacid,25minlineargradient,5minimCHsCN+5%aceticacid,15min.

標 品 ア ミ ノ酸Rt(min)

L-Arg(22.2),D-Arg(21.6),L-Asp(22.2),D-Asp(36.8),L-Thr(33.5),D-Thr(35.9),L-allo

Thr(34.4),D-alloThr(35.2),L-Hpr(39.2),D-Hpr(38.8),L-Leu(40.9),D-Leu(42.3)

・GITCに よ る ア ミノ 酸 の 絶 対 立 体 構 造 の 解 析

前 述 の 方 法 に よ り調 製 したneamphamideB(1)の 加 水 分 解 物(100ｵg)を

2,3,4,6・tetra・Oacetyl一 β一D-glucopyranosylisothiocyanate(GITC,3.9mg/mL)を 含 む

CH3CN溶 液100ｵLに 溶 解 させ た 後 、triethylamine20ｵLを 添 加 し、 室 温 で30分 反 応 さ

せ た。 反 応 後 、50%CH3CNaq.80ｵLを 加 え 、 これ を 分 析 用 に 用 い た 。Arg、Asp、Thr、

alloThr、Hpr、Leuお よ びNMeGlnのD、L体 の標 品 に つ い て も 同 様 にGITC標 識 した 。

そ して 、 下 記 に 示 すHPI.C条 件 を 用 い て 、標 品 ア ミノ酸 のGITC誘 導 体 のRtと

neamphamideB(1)加 水 分 解 物 の そ れ と を比 較 す る こ とで 、neamphamideB(1)に 含 ま れ

る ア ミノ 酸 の絶 対 立 体 構 造 を 決 定 した。

HPLC条 件:CAPCELLPAKC8,(ShiseidoCo.,Ltd,4.6mmi.d.×250mm)UV=254

nm,Flowrate=1mL/min

20%CH3CNaq.+5%aceticacid‐>lineargradient,30min→CH3CN+5%aceticacid.

標 品 ア ミ ノ酸Rt(min)

L-1VMeGlu(12.4),D-NMeGlu(13.2),L-Arg(6.1),D-Arg(6.1),L-Asp(12.7),D-Asp(12.7),

L-Hpr(16.8),D-Hpr(17.3),L-Leu(19.2),D-Leu(19.6)

L-Thr、D-Thr、L-alloThrお よ びD-alloThrに 関 して は 、 本 条 件 下 に お い て 誘 導 体 の ピー

ク は得 られ な か っ た 。
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第 三章 の実験

・ 試薬 、菌株 等

Mycobacterium用 発現 ベ ク ターpMV206、pMV261お よび 、?VI,bovisBCGの ゲ ノムDNA

ライ ブ ラ リー はAlbertEinsteinCollegeofMedicineのWilliamR.Jacobs,Jr.博 士 よ り分

与 して頂 い た もの を使 用 した。EscherichiacoliDH5aの コン ピテ ン トセ ル は、TOYOBOよ

り購入 した。

・ 菌株 培 養 用培 地

M.smegmatisお よびM.bovisBCGの 培養 に用い た培 地お よび培養 条 件 は、第 一章 と同

様 に行 った。

1)Lluria-Bertani(LB)液 体培 地 の調製

試 薬Aを 高純 度精 製水1Lに 溶解 させ 、121℃ 、2気 圧 の条件 下で20分 高圧 蒸気滅 菌 し

て用 い た。

A:Tryptone10.OgNacalaitesque

ExtractYeastdried5.OgNacalai七esque

Sodiumchloride10.OgNacalai七esque

M.smegmatisの 形 質 転換 を行 う場合 に は、 これ にTween80(SIGMA)を 終濃度0.05%

にな る よ う添加 し、濾過 滅菌 した ものを使用 した 。 また 、必要 に応 じ、高純度 精製 水 で溶

解 し、濾過 滅 菌 したkanamycin(SIGMA)も しくはampicillin(nacalaitesque)を 、M.

smegmatisに 対 して は終濃度20ｵg/mLも しくは50ｵg/mL、Eshcherichiacoliに 対 して

は40ｵg/mLも しくは100ｵg/mLに な る よ う添加 し使 用 した。

2)Luria-Bertani(LB)寒 天培 地 の調 製

LB液 体 培地1Lの 組成 にAgar(nacalaitesque)20gを 加 え、121℃ 、2気 圧 の条件 下

で20分 間高圧蒸 気滅 菌 した。約50℃ に冷却 後 、 シャー レに35mLつ つ流 し入 れ 、室温 で

放置 す るこ とに よ り固化 させ た。 また必 要 に応 じ、高純度 精 製水 で溶解 し、濾過 滅菌 した

kanamycin(SIGMA)も しくはampicillin(nacalaitesque)をM.smegmatisに 対 して は終

濃度20ｵg/mLも しくは50ｵg/mL、E.coliに 対 して は40ｵg/mLも しくは100ｵg/mL

にな る よ うシャー レに流 し入れ る前 に添加 し使 用 した。
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3)SOB液 体 培 地 の 調 製

試 薬Aを 高 純 度 精 製 水1Lに 溶 解 させ 、121℃ 、2気 圧 の 条 件 下 で20分 高圧 蒸 気 滅 菌

した の ち 、室 温 ま で 冷 却 し、試 薬Bを 加 えpolystyrenesterilefilterを 用 い て 濾 過 滅 菌 を行

っ た。

A:Bactotryptone20。OgBD

ExtractYeastdried5.OgNacalaitesque

Sodiumchloride590mgNacalaitesque

KCI186mgWako

B:2MMgsolution(1MMgSO4・7H20+1MMgCl2・6H20)10.OmLNacalaitesque

・ 電 気 泳 動

ゲ ル の 作 成 に はAgarose(cambrex)を 用 い 、0.8%(w!v)と な る よ うに泳 動 液 と混 合 後 溶 解

して 用 い た。 泳 動 液 に は50×TAEbuffer(nacalaitesque)を 高 純 度 精 製 水 に よ り50倍 希 釈

した も の を用 い た 。泳 動 漕 はADVANCE製Mupid・2plusを 使 用 した 。DNAの 検 出 はEtBr

(nacalaitesque)に よ り染 色 し行 っ た 。

第 三 章 第 一 節 の 実 験

・海 綿Aelass
.か ら のaelasine類 の 単 離

2010年 、イ ン ドネ シ ア ビア ッ ク 島 で 採 集 した 海 綿Agelassp.のMeOH抽 出 エ キ ス(5 .4g)

を 酢 酸 エ チ ル と水 で 分 配 した 後 、酢 酸 エ チ ル 層 を90%MeOHaq.とHexaneで 分 配 す る こ と

で90%MeOHaq.画 分(2.Og)を 得 た。M.smegmatisに 対 して 抗 菌 活 性 が 認 め られ た

90%McOHaq.画 分 をSiO20pencolumnchromatography(CHC13:MeOH:H20(+1%

NHsaq.,lowerphase)=65:3:1→10:3:1→7:3:1→6:4:1→MeOH)でFr .

A・1～A-9に 分 画 し、 続 い てFr.A-8(650mg)をHPLC(Cosmosil5CisMS-II(10mmi .d.

×250mm,85%MeOHaq.+0.1%TFA ,UV=220nm,Flowrate3mL/min)でFr.

B-1～B・4に 分 画 した 。 さ らにFr.B・1(243mg)をHPLC(Cosmosil5C18AR¶(10mm

i.d.×250mm,58%MeCNaq.+0.1%TFA,UV=220nm,Flowrate3mL!min)で 精 製 す る

こ とに よ り、agelasineB(2)(8.3mg),agelasineC(3)(6.6mg),agelasineD(4)(52.2mg)

を 得 た 。
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AgelasineB(2):Colorlessamorphoussolid.[a]n-21.5(C=1.1,MeOH).ESI・TOF-MS

魏:422[M]+

1H㎜(CDC13):δ10 .89(1H,s),8.50(1H,s),6.84(2H,s),5.71(2H,d,♂ ・6.5Hz),5.41

(1H,t,J=6.5Hz),5.17(1H,s),4.10(3H,s),2.2-0.7(14H,m),1.86(3H,s),1.57(3H,s),

0.97(3H,s),0.76(3H,d,J=5.2Hz),0.70(3H,s)

AgelasineC(3):Colorlessamorphoussolid.[a]n-50.1(C=1.2,MeOH).ESI-TOF・MS

腕:422[Ml+

1HNMR(CDCI3):δ10 .88(1H,s),8.50(1H,s),6.84(2H,s),5.70(2H,d,J=6.5Hz),5.41

(1H,t,J=6.5Hz),5.31(1H,brt,J=3.2Hz),4.10(3H,s),2.2-0.7(14H,m),1.84(3H,s),

0.87(3H,s),0.84(3H,s),0.82(3H,s),0.79(3H,d,J=6.8Hz)

AgelasineD(4):Colorlessamorphoussolid.[a]D-15.1(C=1.2,MeOH).ESI-TOF-MS

助:422[M】+

1HNMR(CDCI3):δ10.94(1H,s),8.50(1H,s),6.76(2H,s),5.72(2H,d,J=6.5Hz),5.41

(1H,t,J=6.5Hz),4.81(1H,s),4.43(1H,s),4.10(3H,s),2.4-0.6(16H,m),1.86(3H,s),

0.87(3H,s),0.79(3H,s),0.65(3H,s)

・AelasineD(4)に よ るM ,smecoatisお よ びM.bovisBCGの 経 時 的 菌"変 匕

Middlebrook7H9培 地 で1.0×106CFUImLに 調 整 したM.smegmatisお よ びM.bovis

BCGの 菌 液 をsquaremediabot七leに10mL入 れ 、 最 終 濃 度 がMICの4倍 量 に な る よ う

にagelasineD(4)を 添 加 した 。 次 に 、 好 気 お よび 低 酸 素 条 件 下 で 、37℃ で振 盪 培 養 を 行 っ

た 。 そ して 経 時 的 に 菌 液 を採 取 し、 適 宜 希 釈 後 、 一 定 量 をMiddlebrook7H10培 地 に 塗 布

した 。 そ して37℃ でM.smegmatisは5日 間 、M.bovisBCGは4週 間培 養 後 に観 察 され

る コ ロ ニ ー 数 を 計 測 し、CFUを 算 出 した。

ゲ ノ ムDNAラ イ ブ ラ リー を 用 い たaelasineD(4)の 標 的 遺 伝 子 候 補 領 域 の 解 析

・M .bovisBCGゲ ノ ムDNAラ イ ブ ラ リー に よ るM.smeatisの 形 転

Wild-typeのM.smegmatisをMiddlebrook7H10培 地 で 培 養 す る こ と で得 られ た

singlecolonyをMiddlebrook7H9培 地 でOD600が0.8～1.0程 度 に な る ま で 振 盪 培 養 した 。

続 い て そ の 菌 液2mLを100mLの0.05%Tween80を 含 む1、B培 地 に 添 加 し再 びOD600

が0.8～1.0程 度 に な る ま で37℃ で 振 盪 培 養 し た。
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培養 後 、菌体 を3000rpmで20分 遠 心処理 し、得 られ たペ レッ トを0.05%のTween80

を含 む10%Glycerol溶 液 で3回 洗浄 した の ち、全 菌体 を5mLの10%Glycerol溶 液 に懸

濁 させ た。 こ うして得 られ た菌液 を350ｵLと り、氷上 で冷 や してお いたGenePulser●

Cuvette(02cmelectrodegap,BIO・RAD)に 移 した。 そ して1.5ｵLのM.bovisBCGゲ

ノムDNAラ イ ブ ラ リー を添 加 し、2500V,25ｵF,1000Ω の条 件 でエ レク トロ ポ レー シ

ョン後 、 ただ ち に氷 中で3分 間冷却 した。 続 い て、800ｵLのMiddlebrook7H9培 地 を加

え、37℃ で4時 間振盪 培養 した。 培養 後 、hygromycinBを50ｵg/mL含 むMiddlebrook

7H10培 地で5目 間培 養す る こ とで、約4000の 形 質転換 株 を得 た。

10%Glvicerol十Tween80溶 液 の調 製

試薬Aに 高純度 精製 水 を加 えて1Lに な る よ う混和 し、polystyrenesterilefilterを 用 い

て濾過 滅 菌 を行 った。

A:Glycerol100.OmLSIGMA

20%Tween80aq.2.5mLSIGMA

・ ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー形 質転 換株 か らのaelasineD(4)耐 性株 の選 択

前述 の方法 に よ り得 られ た約4000の 形質 転換 珠を、1株 ず つhygromycinB50ｵg/mL

を含 む寒 天培 地 お よびagelasineD(4)0.8μg!mLを 含 む寒 天培 地 に分離 、塗布 し、両 プ レ

ー ト上 で生 育す る形質 転換株 をス ク リー ニ ン グ した
。選 択 した形 質転 換株 につ いて は、再

度hygromycinBプ レー トよ りagelasineD(4)プ レー トに塗布 し、耐性 を示 す こ とを確認

した。ま た、得 られ た耐 性株 はhygromycinBを 含 むMiddlebrook7H9培 地 で培養 後 、・80°C

で保存 した。

・aelasineD(4)耐 性 形 転換 株 か らの コス ミ ドDNAの 分離

前述 したagelasineD(4)耐 性 株 をhygromycinBを 含 むMiddlebrook7H9培 地10mL

中でOD600が0.8～1.0程 度 にな るまで37℃ で震 盪 培養 したの ち、それ らを190mLの

Middlebrook7H9培 地 に添加 し、さ らに48時 間振盪 培養 を行 うこ とで コス ミ ド抽 出用 の菌

液 とした。 コス ミ ドDNAの 分離 に はQIAGENプ ラス ミ ド抽 出キ ッ ド(QiAfil七erPlasmid

Maxikit10)を 使 用 し、そ のプ ロ トコール に従 い コス ミ ドを抽 出 した。最 終的 にカ ラム よ り

溶 出 させ た コス ミ ドDNAを 含 む溶 出液15mLを10.5mLの2・propanol(Nacalaitesque)

で沈殿 させ 、70%EtOH25mLで 洗浄 し、風 乾 させ た後 、250ｵLの0.5×TEbuffer(Wako)

に溶 解 した。
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・コス ミ ドDNAの シー ケ ンス解析

コス ミ ドDNAの シー ケ ンス解析 は、primerと して

pYUB145_F(5'-GTACGCCACCGCCTGGTTC-3')お よび

pYUB145_R(5'-GTGCCACCTGACGTCTAAG-3')を 使 用 し、 コス ミ ドベ クターpYUB145

に含 まれ るゲ ノムDNAの 両末端 の配列 解析 を行 った。ま たシー ケ ンシ ン グはMacrogenInc.

(korea)に 委 託 した。得 られ たシー ケ ンス結果 は、GenoListGenomeBrowserの ゲ ノ ムデ ー

タベ ー ス(http:〃genolist.pas七eur.fr/BCGLis七1)上 でblast検 索 を行 い導 入 されて いたM.

bovisBCGゲ ノム の領 域 を決定 した。

標 的 遺伝 子候 補領 域 か ら標 的遺 伝子 の特 定

・M ,bovisBCGゲ ノムDNAの 調製

M.bovisBCGの 培養 液(10mL)を 、3000rpmで10分 間遠 心 分離後 、10mglmLの

1ysozyme(SIGMA)を 含 むbufferP1(QIAGEN)1mLに 懸濁 し、37℃ で一晩加 温 した。

翌 目10%SDS200ｵLお よび10mg/mLのprotainaseK(SIGMA)100ｵLを 加 え、55℃

で40分 間加 温 した。 次 に65℃ に温 めた5MNaC1400ｵLお よび65℃ に温 め たCe七yl

七rime七hylammoniumbromide(CTAB、SIGMA)320ｵLを 添加 し、 さ らに65℃ で10分

間加 温 した。次 にCHCl3:iso-amylalcohol=24:1に 調製 した溶液1.5mLを 加 え、転 倒

混 和 した後 、3000rpmで10分 間遠 心 分離 した。水相 を分 取 し、そ の水相 に、2-propano1

1。5mLを 加 えて転 倒 混和後 、析 出 したゲ ノムDNAを 先 を丸 めたパ ス ツール ピペ ッ トです

くい 取 り、70%EtOHで 洗浄 した。得 られ た ゲ ノムDNAを0.5×TEbuffer50ｵLに 溶 解

し、4℃ で一晩放 置 し、 その後 、-20℃ で保存 した。PCRに は これ を滅菌 精製 水 で100倍

希釈 した ものをTempla七eと して用 いた。

ゲ ノム 高発現 株 の作成

・プ ライマー の設 計

PCRに は 、以下 の プ ライマ ー を用い た。 また プ ライ マー の合 成 は北海 道 システ ム ・サイ

エ ンス社 に委 託 した。

・耐 性株 の コス ミ ドか ら得 られ たagelasineD(4)の 標 的遺伝 子 候補領 域 の分割 ゲ ノム

(PPE53,70はpMV261、 その他AreaはpMV206に 導 入)

PrimernameSequences(5'-3')GenelengthPCRcondition

AgAreal_FTCTAGAGTGCGTCGAGCTCATGC5.35kbpA,B

XbaI(BufferA)

Ag _Areal_RAAGCTTTCAGCGCAGCAACTGG

HindllI
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B _PPE53_F_BamHGGATCCAACGCCTGTGTCATCGG1.83kbpC,DKODpol

IBam壬{I

B_PPE53 _R_ClaIATCGATTGCTGCGCTGAATCCG

CIaI

B _PPE70_F_Hind皿AAGCTTGTCATTGGCCGGGACG1.96kbpE,FLAtaqpol

Hind皿

B _PPE70_R_ClaIATCGATACGTCGGGCTCGGTAG

CIaI

AgArea3 _FTCTAGACGCGCTCTGTTGCTCG3.77kbpA,B

(本 論:Area2)XbaI(BufferA)

AgArea3 _RAAGCTTCGGCCACCTCGTTTGC

(本 論:Area2)Hind皿

Ag _Area4_RTCTAGAACGACATGCCGGTGGAG3.32kbpA,B

(本 論:Area3)XbaI(BufferA)

AgArea4 _RAAGCTTTCCAGCCAACCCGCTAC

(本 論:Area3)Hind皿

AgArea5 _FTCTAGAACCGCCGGTACAACGC3.95kbpA,B

(本 論:Area4)XbaI

AgArea5 _RAAGCTTACCGGCGGATCAGCTC

(本 論:Area4)】 ヨ[indl皿

Ag _Area6_FTCTAGAGCGGGTAGCGGCATAGAC2.40kbpA,B

(本 論:Area5)XbaI(BufferA)

AgArea6 _RAAGCTTCGCCGCCCTGCTATGAG

(本 論:Area5)Hind皿

AgArea7 _FTCTAGACCGGTGGCGTTGATGC2.41kbpA,B

(本 論:Area6)XbaI(BufferA)

AgArea7 _RAAGCTTGCTCGCCGAGGTTATTGC

(本 言侖:Area6)HindllI

AgArea8 _FGATATCATGTCGCCGGCCTGTC1.16kbpA,B

(本 論:Area7)EcoRV(BufferA)

AgArea8 _RTCTAGATAGAGTTCGCCGCCCTG

(本 論:Area7)XbaI

Ag _Area9_FTCTAGACGTAGCCCACCCTCTCC2.08kbpA,B

(本 論:Area8)XbaI(BufferA)

Ag _Area9_RAAGCTTGCGGTTGGGTGGACATC

(本 論:Area8)Hind皿
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・Area3に 含 ま れ る 遺 伝 子 群(す べ てpMV261に 導 入)

PrimernameSequences(5'-3')GenelengthPCRcondition

B3184c _F_ClaIATCGATGCTGGTTGGCGACCACO.69kbpA,B

CIaI(BufferA)

B3184c_R_HpaIGTTAACTTTGCGCACGCCTAGAG

且paI

B3185c _F_Hind皿AAGCTTGCGCTGTTGACAATCGG1.17kbpA,B

且ind皿(BufferA)

B3185cRCIaIATCGATCCGGCAAGGCTAGCTG

CIaI

B3186c _F_Hind皿AAGCTTGCGAGGCTGCCATGACO.64kbpA,B一

且ind皿(BufferA)

B3186cRClaIATCGATCTGCCACAGCTCCGATG

CIaI

B3187c _F_HindIIIAAGCTTTACGGCGCGATGTGATCC1.30kbpA,B

Hind皿1(BufferA)

B3187cRCIaIATCGATGGGTGCGCAAACGAGG

CIaI

・BCG3185cのhistidine七ag融 合 翻 訳 産 物 作 成 用(pRSETBに 導 入)

PrimernameSequences(5'-3')GenelengthPCRcondition

BCG3185 _F_KpnIGGTACCCGCGCTGTTGACAATCG1.17kbpA,B

KpnI

BCG3185R且ind皿AAGCTTCCGGCAAGGCTAGCTG

HindIII
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・PCR

PCRに は、RocheのExpandHighFidelityPLusPCRSystem,dNTPackを 主 に用いた。またPCR

のテンプレー トにはM.bovisBCGよ り調 製 したゲノムDNAを 用いた。PCRはAの 条件 で試 薬 を

分注 し、Bの 温 度設 定で行った。また必 要 に応 じてBufferをPCROptimizerTMKit(invitrogen)

のものに代 えて行った。

A.B.

primerforward

pnmer_reverse

Template

sXbuffer

dNTPs

DMSO

Polymerase

H20

1.0ｵL

1.0ｵL

1.0ｵL

10.0ｵL

1.5ｵL

5.0ｵL

O.5ｵL

30.0ｵL

Temperature time cycle

94°C 2min 1

94°C

57°C

68°C

15sec

30sec

1～55min*

30

68°C 10min 1

Total 50ｵL/tube

*増 幅させ るDNAの 長 さが1kb未 満 の場合 はlmm
、1kb

では1.5minと し、それ 以上 の長 さの場合 は0.5kb長 くなる

ごとに0.5min増 幅 させ た。

(ex.Ag_area3DNAlength3.77kb:4.Omin)

PPE53遺 伝子 のPCRに はTOYOBOのKOD'Pl・ ・'を用 いた。Cの 条件 で試薬 を分 注 し、D

の温度 設 定で行 った。

C.D.

primerforward

pnmer_reverse

Template

PCRBufferforKODplus

2mMdNTPs

DMSO

KODPolymerase

25mMMgSO4

H20

1.0ｵL

1.0ｵL

1.0ｵL

5.0ｵL

5.0ｵL

5.0ｵL

1.0ｵL

2.0ｵL

29.0ｵL

temperature Time cycle

94°C 2min 1

94°C

58°C

68°C

15sec

30sec

2min

30

70℃

Total

10min 1

50ｵL/tube
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PPE70遺 伝子 のPCRに はTAKARAの 五4乃(沖 を用いた。Eの 条件で試薬を分注 し、F

の温度設定で行った。

E:F:

primerforward

pnmerreverse

Template

BufferII(Mg2+,free)

2.SmMdNTPmix

DMSO

LATaqpolymerase

25mMMgC12

H20

1.0ｵL

1.0ｵL

1.0ｵL

5.0ｵL

8.0ｵL

4.0ｵL

O.5ｵL

5.0ｵL

24.5ｵL

temperature time cycle

94°C 2min 1

98°C

58°C

68°C

15sec

30sec

2min

30

70℃ 10min 1

Total 50ｵL/tube

・ク ロ ー ニ ン グ

1)PCR産 物 の精製

PCRの 反 応液 をそれ ぞれ電気 泳動 し、各PCR産 物 をagaroseゲ ル よ り切 り出 した。

切 り出 した ゲル ブ ロ ックは、Q]LAquickGelExtractionKitに よ り、以 下 の手順 でゲル か ら

溶 出 し、精製 した。 まず ゲル ブ ロ ック を15mLの 遠 沈管 に移 し、BufferQC600ｵLを 添

加後 、50℃ で10分 間加温 す る こ とに よ りゲル ブ ロ ック を溶解 した。次 に2-propanol200ｵL

を添加 し転倒 混 和 した後 、QIAquickカ ラムに共 し、12000rpmで1分 間遠 心す る こ とに

よ りカ ラム にPCR産 物 を吸着 させ た。 次 にBufferQC600ｵLを 添 加 して12000rpmで

1min遠 心分離 した。さらにBufferPE750ｵLを 添加 後3～4分 間室温 放置 し、12000rpm

で1分 間 の遠 心分離 を2回 行 うこ とに よ りPCR産 物 を洗浄 した。最 後 に2050ｵLの 滅

菌蒸 留 水 を加 えて5分 間室温放 置 し、12000rpmで1分 間遠 心分 離 す る こ とに よ り目的

のPCR産 物 を精 製 した。

2)PCR産 物 の シーケ ン シン グベ クターへ の ク ロー ニ ング

得 られ たPCR産 物 は、TAク ロー ニ ング(TOYOBOTArgetCloneTM-Plus-kit)を 行 った。

ライ ゲー シ ョンはAの 組成 で ライ ゲー シ ョン液 を調 製 し、室 温 で30分 反応 させ た。
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A:PCR産 物3ｵL

2xLigationBuffer5ｵL

pTA2Vector(50ng/ｵ1)1ｵL

T4DNALigase1ｵL

次 に、ライ ゲー シ ョン反応 液 をE.coliDH5aコ ン ピテ ン トセル(TOYOBO)100ｵLに 添加

し、30分 間氷冷 した。42℃ で45秒 間加 温す る こ とで形質 転換 後 、直 ち に3分 間氷冷 した。

次 にLB培 地800ｵLを 加 え、37℃ で1時 間震 盪培養 後 、50ｵLのX-gal(40mglmL,

invitrogen)を 塗布 した100ｵg/mLのampicillinを 含 むLB寒 天培 地 に塗布 し、37℃ で

一 晩培 養 した
。 生 育 した 白色 コ ロニ ー を、ampicillin100ｵg/mLを 含 むLB培 地5mLに

植 菌 し、37℃ で一 晩培養 した。

3)E.coliDH5aか らの プ ラス ミ ドの抽 出

培養 したE.coliDH5aの 形 質転換 株5mLを 、3000rpmで10分 間遠 心分離 した。

Q][AprepSpinMiniprepKit(QIAGEN)の プ ロ トコール に従 い、菌 体 をbufferP1250ｵL

に懸濁 後 、あ らか じめ250ｵLのbufferP2を 分 注 してお いた エ ッペ ン ドル フチ ューブ に移

し入れ 、5分 間室温放 置 す る こ とに よ りアル カ リ溶 菌 させ た。 次 にbufferP3350ｵLを 加

え 中和 し、15000rpmで10分 間遠 心分離 す る こ とに よ りたん ぱ く質 画分 お よび ゲ ノム

DNAを 沈殿 させ た。 得 られ た上清 に等 量 の2-propano1を 加 え、12000rp皿 で30分 間遠

心分離 した。得 られ たペ レ ッ トを70%EtOHaq。 で洗 浄 し、10分 間風 乾 させた の ち、50ｵL

の 滅菌 蒸留 水 を加 え る ことでプ ラス ミ ド溶液 を得 た。

4)シ ーケ ンシ ング

シー ケ ンス解 析 は北海 道 システ ム ・サ イエ ンス に委託 した。

シー ケ ンスPrimerに はM13F(5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3')お よびM13R(5'・

GGAAACAGCTATGACCATG-3')を 用 いた。 シー ケ ンス結 果 は、GenoListGenome

Browserの ゲ ノムデ ー タベ ー ス(http:〃genolist.pasteur.fr/BCGList/)に よ り、変 異 の有 無 を

確認 した

5)Mycobacterium用 発現 ベ ク ター へ のサ ブ ク ロー ニ ング と形質 転換 株 の作成

前述4)に お い て変異 が認 め られ なか った プ ラス ミ ドを、プ ライ マ ー内 に設 計 した制 限酵

素(NEB)で 処 理 した。 次 に、反応 液 を1)と 同様 に電気 泳動 し、遺伝 子 断片 を抽 出、精製 し
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た。 ま たMycobacterium用 発 現 ベ ク ターpMV261ま た はpMV206に つ い て も同様 に制 限

酵 素処 理後 、抽 出、精製 した。

ライ ゲー シ ョンに はT4DNAligase(TaKaRa)を 用 い た。調製 したpMV261ま た は

pMV206お よび 各DNA断 片 を 下の条件 で混 和 し、室温 で30分 反応 させ た。

制 限酵 素 処 理 したDNA断 片16ｵL

制 限酵 素 処 理 したpMV2610rpMV2061ｵL

T4DNAligase1ｵL

lOxT41igasebuffer2ｵL

Total20ｵL

続 い て、反応液10ｵLを 使用 し、E.coliDHSaを 形 質 転換 した。pMV261へligationし

たサ ンプル はkanamycin(40ｵg/mL)、pMV206へligationし たサ ンプル はhygromycinB

(100ｵg/mL)を 含むLB寒 天培 地 に塗布 し、37℃ 、24時 間培養 す るこ とに よ り形 質転換 株

を得 た。 次 に各形 質転換 株 をkanamycin(20ｵg/mL)ま た はhygromycinB(100ｵg/mL)を

含 むLB培 地5mLで 培養 し、 プ ラス ミ ドを抽 出 した。 このプ ラス ミ ドを用 いて 、エ レク

ロ トポ レー シ ョン法 に よ りM.smegmatisを 形質 転換 す る こ とで 、各 ゲ ノムを高発 現す る

形質転 換 株を作成 した。

・ゲ ノ ム 高 発 現 株 の ス ク リー ニ ン グ

作 成 した各 ゲ ノムの高発 現株 を抗 生物 質 を含 むMiddlebrook7H9培 地 で培養後 、1.0×106

CFU/mLの 菌 液 を作成 し、agelasineD(4)を 含むMiddlebrook7H10寒 天培 地 に10ｵL'

布 した。 そ して 、37℃ で5目 間培 養 し生育 の有 無 を確 認 した。

・BCG3185c高 発現株 のagelasineD(4)代 謝速 度 の検 討

Wild-typeのM.smegmatisお よびBCG3185c高 発 現株(Strain20)を それ ぞれ

Middlebrook7H9培 地 で1.0×108CFU/mLに 調整 した。 次 にagelasineD(4)をMICの 半

分 量(0.4ｵg/mL)加 え、37℃ で振盪 培養 した。経 時的 にそれ ぞれ 菌液 を採取 しOD600を 測 定

した。 そ して 、内部標 準 と してrifampicinを 終濃度500ｵg/mLと な るよ う加 え、 その後

3000rpmで20分 遠 心分離 を行 った。 得 られ た菌体 をPBSで 洗浄 後 、10mLのMeOHに

懸 濁 した。次 に懸 濁液 を15分 間超 音波処 理 し、3000rpmで20分 遠 心分 離後 、上清 を回収

し、沈殿 は再度10mLのacetoneに 懸 濁 した。 これ を15分 間超音 波 処理 し、遠 心分 離 し

たの ち、上清 を回 収 した。得 られたMeOH抽 出液 とacetone抽 出液 を混合 し、減 圧 乾固後 、

200ｵLのMeOHに 溶 解 させHPLC分 析 用 のサ ンプル とした。菌 体 に含 まれ るagelasineD
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(4)量 はHPLCチ ャー トか ら得 られ たagelasineD(4)の ピー クの面積 とrifampicinの ピー

クの面積 の比 か ら算 出 した。

・表 面 プ ラズモ ン共鳴法 を用 いたBCG3185c翻 訳 産物 とaelasineD(4)と の親 和性 の検討

1)Histidineto融 合 タンパ ク質発 現用 ベ ク ターへ のBCG3185c遺 伝子 の

ク ロー ニ ング

M.bovisBCGゲ ノム をテ ンプ レー トと して 、前述 のプ ライマ ー-BCG3185 _F_KpnIお よ

びBCG3185 _R_Hind皿 を用 い てPCRを 行 った。得 られ たPCR産 物 はTAク ローニ ングを

行 ったの ち、 その配列 を確 認 した。次 に、 目的遺 伝 子 を クロー ニ ング した プ ラス ミ ドを制

限酵素KpnI(NEB)お よびHind皿(NEB)で 処 理 し、酵素反 応液 を電気 泳 動 し、遺 伝子 断片

を抽 出、精製 した。またHistidinetag° 合 タ ンパ ク質 発 現用ベ クタ ー-pRSETB(invitrogen)

につ いて も同様 に制 限酵 素処理 後 、抽 出、精 製 した。

ライ ゲ ー シ ョンにはT4DNAhgase(Takara)を 用 いた。調 製 したpRSETBお よびDNA

断 片 を下 の条件 で混和 し、室温 で30分 反 応 させ た。

制 限 酵 素 処 理 したDNA断 片16ｵL

制 限 酵 素 処 理 したpRSETB1ｵL

T4DNAligase1ｵL

lOXT41igasebuffer2ｵL

Total20ｵL

次 に反 応液10ｵLを 使 用 し、E.coliDH5aを ヒー トシ ョック法 で形質 転換 した後 、

ampicillin(100ｵg/mL)を 含 むLB寒 天 培地 に塗布 し、37℃ で24時 間培 養す る こ とに よ り

形 質転 換 珠を得 た。 次 に形質 転換 株 をampicillin(100ｵg/mL)を 含 むLB培 地5mLで 培

養 し、プ ラス ミ ドを抽 出 した。この プラス ミ ドを用い て 、タ ンパ ク質発 現用Lemo21(DE3)

competentE.coliを ヒー トシ ョック法 で形質 転換 す るこ とで、BCG3185cのhistidinetag

融 合翻 訳 産物 を産 生す る形質 転換 株を作成 した。 この形 質転 換 株はchloramphenicol(30

ｵg/mL)とampicillin(100ｵg/mL)を 含 むLB培 地 で培養 した もの をglycerolと 混和 し一80°C

で保 存 した。

2)BCG3185c遺 伝子 のhistidineta融 合 翻訳 産 物 の精製

1)で 作成 した形質転 換株 を5mLのSOB培 地 を含 むFalconTMラ ウン ドチ ュー ブ(BD)に1

ｵL植 菌 し、37℃ で16時 間振 盪培 養 した。 次 に、50mLのSOB培 地 を含 むマ イヤー に培
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養液 を1mL植 菌 し、L-rhamnoseを750μMと な る よ う添加 し、20℃ で6時 間振盪 培養 し

た(OD600～0.4)。 続 いてIPTGを400ｵMと な るよ う添加 し、48時 間培養 す る こ とで

BCG3185c遺 伝 子 のhistidinetag融 合 翻 訳産物 を産生 させ た。 培養 後 、3500rpmで5分

間遠 心 分離 し、ペ レッ トを10ｵMの(AcO)2Mgを 加 えたHBSsolution(GE)に 懸 濁 させ 、

SONICS社 製VC-750に テ ーパ ーマ イ ク ロチ ップ114イ ンチ(6mm)を 接続 し、40%の 出力

で5秒 ×3回 超 音波 処理 す る こ とで細胞 を破砕 した。続 いて15000rpmで5分 遠 心分離 し、

上清 を タンパ ク質溶液 として 回収 した。

次 に、 タ ンパ ク質溶 液 に5mMに な るよ うimidazoleを 添加 した の ち、 コバル トキ レー

ト樹 脂 で あ るClon七ech社 製TALON●Metalaffinityresinを タンパ ク質溶液 に500ｵL加

え、シ ェーカー を用 いて4℃ で1時 間混和 した。続 い て5mMimidazole(HBS)solution500

ｵLで 樹 脂 を2度 洗浄 し、50mMと150mMのimidazole(HBS)solu七ionに よ り樹 脂 か ら

histidinetag融 合 タンパ ク質 を溶 出 させ た。SDS-PAGEを 用 い て タンパ ク質 の純 度 を確認

し、150mMimidazoleの 溶 出画 分 を表 面 プ ラズモ ン共鳴 法で の検討 に用 い た。 また、

Slide-A-Lyzer●DialysisCasse七te(Thermo)を 用い た透析 法 に よ りタンパ ク質 溶液 か ら塩

類 を除 去 した。このタ ンパ ク質 溶液 の タ ンパ ク質濃 度 をBio-RadPro七einAssayreagen七 を

用 いて 測 定 した ところ、60ｵg/mLで あ った。

・表 面 プ ラズモ ン共 鳴法 を用 いた結 合親 和性 の算 出

セ ンサ ーチ ップ にはSeriesSSensorchipNTA(GE)を 使 用 し、HBS-Pwith50ｵM

EDTAをbufferと して用 い た。まず 、マ ニ ュアル操 作 にてNTAreagentki七(GE)に 付属 す

る350mMEDTA溶 液 をFlowra七e30ｵL/min、con七acttimelminで 流 し、続 い て500μM

NiCl2solutionを10ｵL/min、1min流 してチ ップ にNiを キ レー トさせ た。次 に、調整 し

た タンパ ク質溶 液(60ｵg/mL)を10ｵL/min、3min流 す こ とでHistidine七ag融 合 タ ン

パ ク質 をチ ップ にキ レー トさせ た(RU≒3000)。 そ して、チ ップ表 面 が安 定化 す るま で2

時間standby状 態 でbufferを 流 し続 けた。安 定化 後 、ウィザー ドモ ー ドにお いてagelasine

D(4)も しくはstreptmycin(そ れ ぞれ0.63ｵg/mLか ら0.08ｵg/mLの 濃度 域 で6点 測 定)

を流 し、BCG3185c遺 伝 子 のHistidinetag融 合翻 訳 産物 との結合親 和性 を算 出 した。

52



第 四 章 の 実 験

第 四 章 第 一 節 の 実 験

・海 綿Melophlussp .か ら のmelophlin類 の 単 離

2010年 、 イ ン ドネ シ ア ビア ッ ク 島 で採 集 した 海 綿Melophlussp.のMeOH抽 出 エ キ ス

(52g)を 酢 酸 エ チ ル と水 で 分 配 した 後 、 酢 酸 エ チ ル 層(9.6g)をSiO20pencolumn

chromatography(CHCI3:MeOH:H20,lowerphase=100:3:1→40:3:1→10:3:1

→6:4:1→MeOH)でFr.A・1～A・12に 分 画 し、 続 い てFr.A-5(1.2g)をHPLC(Cosmosil

5CisMS-II(10mmi.d.x250mm,92%MeOHaq.+0.1%TFA,W=280nm,Flowrate3

mL!min)でFr.B-1～15に 分 画 す る こ とでFr.B・7と してmelophlinG(6)(6.6mg)を 、Fr.

B-14と し てMelophlinA(5)(42mg)を 単 離 した 。 続 い てFr.B・9をHPLC(Cosmosil

Cholester(10mmi.d.X250mm,78%MeCNaq.+0.1%TFA,W=220nm,Flowrate3

mL/min)で 精 製 す る こ とに よ り、melophlinI(8)(18mg),melophlinH(7)(6.6mg)を そ れ

ぞ れ 単 離 した 。

MelophlinA(5):ESI-TOF-MSm/z:374[M+Na]+

1HNMR(CDCI3):δ3 .69(2H,s),3.00(3H,s),2.79(2H,t,J=7.3Hz),1.65(2H,m),1.25

(2H,m),1.20-1.35(20H,m),0.85(3H,t,J=6.7Hz)

MelophlinG(6):ESI-TOF-MSIn/z:346[M+Na]+

1HNMR(CDCI3):δ3 .71(2H,s),3.01(3H,s),2.81(2H,t,J=7.6Hz),1.64(2H,m),

1.20-1.38(20H,m),0.87(3H,t,J=6.9Hz)

MelophlinH(7):ESI・TOF-MSm/z:360[M+Na1+

1HNMR(CDCI3):δ3 .71(2H,s),3.01(3H,s),2.81(2H,t,J=7.6Hz),1.64(2H,m),1.50

(1H,m),1.20-1.39(18H,m),0.86(6H,t,J=6.6Hz)

MelophhnI(8):ESI-TOF-MSm/z:360[M+Na]+

1HNMR(CDCI3):δ3 .71(2H,s),3.01(3H,s),2.81(2H,t,。 厂二7.6Hz),1.65(2H,m),

1.12-1.39(19H,m),0.85(3H,t,J=7.3Hz),0.83(3H,d,J=6.3Hz)
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ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー を用 い たmelohlinA(5)の 標 的 遺 伝 子 候 補令 竝 の解 明

・ ゲ ノムDNAラ イ ブ ラ リー形 質転 換株 か らのmelohlinA(5)耐 性株 の選 択

第三 章 第二節 と同様 の手順 で、約4000の 形 質転 換株 を、1ク ロー ンず つhygromycinB

50ｵg/mLを 含 む寒 天培地 お よびmelophlinA(5)0.8ｵg/mLを 含む寒 天培 地 に分離 、塗布

し、両 プ レー ト上で生 育す るク ロー ン をス ク リー ニ ング した。 た だ し、melophlinA(5)を

含む 寒天 培地 にはpropionate培 地 に2%のagar(Nacalaitesque)を 加 え、固化 させ た もの

を使 用 した。得 られた耐 性株 はhygromycinBを 含 むMid(Uebrook7H9培 地 で培養 後 、-80℃

で保 存 した。 また 、耐性 株 か らの コス ミ ドDNAの 分離 とシーケ ンス解析 は第三章 第 二節

と同様 の手順 で行 った。

ゲ ノム 高発現 株 の作成

・プ ライマー の設 計

PCRに は 、以 下の プ ライマ ー を用い た。 また プ ライマ ーの合 成 は北海 道 システ ム ・サ イ

エ ンス社 に委 託 した。

・耐 性株 の コス ミ ドか ら得 られ たmelophlinA(5)の 標 的 遺伝子 候補領 域 の分割 ゲ ノム(mfd

はpMV261、 そ の他AreaはpMV206に 導 入)

PrimernameSequences(5'-3')GenelengthPCRcondition

mfd _F_Hind皿AAGCTTATGGCCGCATCATGACC3。91kbpA,B

Hind皿

mfdRCIaIATCGATTGCGCCGAACGAGC

CIaI

2MELareal _F_XbaITCTAGATGCGGAAGGCTTGGTG3.40kbpA,B

XbaI(BufferB)

2MELarealRHindlllAAGCTTAACCGCGCTCGCTG

Hind皿

2MELarea2 _F_XbaITCTAGAATGCGGCGGGTCATC3.55kbpA,B

XbaI(BufferC)

2MELarea2RHind皿AAGCTTACGCGTGTGGCAGATG

Hind皿

2MELarea3 _F_XbaITCTAGACCCGGCAAAGGCCATC3.43kbpA,B

XbaI

2MELarea3RHindlllAAGCTTAGCGGAAACGCCTGTGHi

HindllI
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2MELarea4 _F_Xba I TCTAGACGGGCTTTGCCTGCTC 1.99 kbp A,B 

                Xba I 

 2MELarea4 _R_HindIII AAGCTTAGCGAGCGCTTGGC 

 HindflI 

8MELareal _F_Xba I TCTAGACGCGCTAGCTGGCATC 2.75 kbp A,B 

      Xba I (Buffer A) 

 8MELareal _R_HindEI AAGCTTGGTCAGTCGGGCACAG 

 HindIE[ 

8MELarea2_F_Xba I TCTAGACGATCGCCCGCAAGAC 4.46 kbp A,B 

      Xba I (Buffer C) 

 8MELarea2_R_HindIII AAGCTTTGGCGGTCAGCTGGTC 

 HindIII 

8MELarea3 _F_Kpn I GGTACCAACCGCAACCGGTCAAC 4.63 kbp A,B 

      Kpn I (Buffer D) 

 8MELarea3 _R_Xba I TCTAGAGGCCGGTCTTCGGATG 

                Xba I 

8MELarea4 _F_Xba I TCTAGATCGCGCTGCAACACC 3.25 kbp A,B 

      Xba I (Buffer A) 

 8MELarea4 _R_HindIff AAGCTTATCCGCGCCTGTGC 

 HindIII 

8MELarea5_F_EcoRV GATATCAACGGGCGGATGTCG 3.72 kbp A,B 

 EcoRV 

8MELarea5 _R_Xba I TCTAGATCGCCGCCAAGATCG 

                Xba I 

8MELarea6 _F_EcoRV GATATCGCGTGCCGAGATCCTG 3.42 kbp A,B 

 EcoRV 

 8MELarea6 _R_Xba I TCTAGAACCGCCGAATGCGTC 

                Xba I 

8MELarea7 _F_Xba I TCTAGAGGGCACCCACGAAACG 4.75 kbp A,B 

      Xba I (Buffer A) 

 8MELarea7 _R_HindIll AAGCTTAGCGCGGTTCAGGTG 

 HindHI 
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・8MEL-area4お よ び2MEL-area2に 含 ま れ る遺 伝 子 群(pMV261に 導 入)

PrimernameSequences(5'-3')GenelengthPCRcondition

BCG1317_F_EcoRIGAATTCCCGCGGTTGCTGTTTCTCO.90kbpA,B

EcoRI

BCG1317RCIaIATCGATCACTGGCGCCGGAAAC

CIaI

BCG1318_F_EcoRIGAATTCTGGCCGGGATTGAGTGACO.83kbpA,B

EcoRI

BCG1318RCIalATCGATCAACGAGCGCTACCCTG

CIaI

BCG1319 _F_EcoRIGAATTCGCAGCGCACCGGATTTCO.31kbpA,B

EcoRI

BCG1319RCIalATCGATAGCGCCATCCTGGCTG

CIaI

BCG1320 _F_EcoRIGAATTCCTGCGCAAGACTGACCCO.45kbpA,B

EcoRI

BCG1320RCIaIATCGATCTCGACGCGCAGAAGC

CIaI

BCG1321c _F_EcoRIGAATTCATGCCCTGCGTGTTCTGO.44kbpA,B

EcoRI

BCG1321cRClaIATCGATGCGCTCAAGCCATCGG

CIaI

BCG1081_F_EcoRIGAATTCATGCCCGAAGCGAAACGO.69kbpA,B

EcoRI

BCG1081RCIaIATCGATGAGTTGCCGCGTGACC

CIaI

BCG1082_F_EcoRIGAATTCGTGGTCACGCGGCAACO.47kbpA,B

EcoRI

BCG1082RClaIATCGATGGGTTAGCGCCACTGC

CIaI

BCG1083 _F_EcoRIGAATTCGCAGTGGCGCTAACCCO.96kbpA,B

EcoRI

BCG1083RClaIATCGATACGCGTGTGGCAGATG

CIaI
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・PCR

PCRに は 、RocheのExpandHighFidelityPLusPCRSystem,dNTPackを 用 い た 。またPCRの テ

ンプ レー トに はM.bovisBCGよ り調 製 した ゲ ノムDNAを 用 い た 。PCRはAの 条 件 で試 薬 を分 注

し、Bの 温 度 設 定 で 行 った。またBufferをPCROptimizerTMKit(invitrogen)の も の に代 えた揚 合 、

PCRconditionに そ れ を示 した。

A: B:

primerforward

pnmer_reverse

Template

sXbuffer

dNTPs

DMSO

Polymerase

H20

1.0ｵL

1.0ｵL

1.0ｵL

10.0ｵL

1.5ｵL

5.0ｵL

O.5ｵL

30.0ｵL

temperature time cycle

94°C 2mm 1

94°C

57°C

68°C

15sec

30sec

1～5.5min*

30

68°C 10min 1

Total 50ｵL/tube

*増 幅させるDNAの 長 さが1kb未 満 の場合 は1min
、1kb

では1.5minと し、それ以上 の長さの場合 は05kb長 くなる

ごとに05min増 幅 させた。

(ex.Ag_area3DNAlength3.77kb:4.Omin)

・ク ロ ー ニ ン グ

PCR産 物の精製、シーケンシング、Mycobacterium用 発現ベクターへのサブクローニン

グと形質転換株の作成は、すべて第三章 第二節 と同様 の手順で行った。

・ゲ ノム高発 現株 のス ク リー ニ ング

作成 した各 ゲ ノム の高発現 株 を抗 生物質 を含 むMiddlebrook7H9培 地 で培養 後 、1.0×106

CFU/mLの 菌 液 を作成 し、melophlinA(5)を 含 むpropiona七e寒 天培 地 に10μL塗 布 した。

そ して 、37℃ で3日 間培養 し生 育の有 無 を確 認 した。
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