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　Studies　on 　the 　Development 　of 　Tacrolimus 　Production − Monograph −
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　　TacroHmus 　is　an 　immunosuppressant 　macrolide 　isola〔ed 　f士om 　Strep彦o嬲 ‘es　t∫ukubaensis ．　 It　is
u8ed 　clinically £o 　prevent　the 　rejectien 　of 　tissue　transplants ．　 To　achieve 　the 　industrial　production　of

tacrolimus，　development　research 　was 　aimed 　at　breeding　strains 　that　e缶 ciently 　produce 　tacrolimus，
optimizing 　the 　cUltivation 　conditions ，determining 　an 　effective 　puri五cation 　method ，　and 　establishing

ameans 　of 　rapid 　quantitative　analysis ．　 The　wild −type 　S．　tsukubaensis　was 　sequentially 　treated 　with

ultra 　violct 　light　to 魚 rn 皇sh 　various 　types 　of 　morphologically 　altered 　mutants ，　from　which 　a　desired
strain　was 　selected 　and 　bred．　 For　the 　fermentation　of 　the 　new 　strain ，　 a　cultivation 　medium 　was

fbrmulated　with 　a　low　viscosity 　and 　resistant 　to　thermo −denaturation　on 　stcrilization．　 In　a　scale
−up

study ，　in　whiCh 　the　fermentor　s量ze 　was 　increased　from 　30 〜to　25　k1，　the 　productivity　of 　tacrolimus 　was

fbund 　to　be　well 　reproduced 　by 　keeping 　both　the 　dissolved　 oxygen 　and 　the　agitation 　at　low　levels
during　the 　growth 　phase 　of 　the 　producing 　stra 三n ．　 As　a 　result 　of 　these 　procedures，　the 　concentration

oftacrGlimus 　in　the 　fermentation　broth　was 　increased　300−fbld　over 　that　obtaind 　in　the 　early 　stages 　of

the　research 　with 　the 　wild 　strain ．　 S．　 tsttkubaensis　produces　many 　kinds　of 　proteins　and 　oligosac −

chalides 　as　well 　as 　various 　typos 　of 　tacrolimus 　related 　compounds ，　 To 　remove 　thcse 　impur 三ties

cffectively
，
　the 　cultivation 　bro出 was 　directly　cxtracted 　with 　acetone ，　 The 　extract 　was 　success 三vely

puri五ed 　with 　 a　high　poros孟ty　absorbance 　resin
，
　 and 　 acidic 　 and 　natural 　s孟lica　gel　 column 　chro

−

matography
，
　fbllow¢ d　by　recrystalization 玉n 　aqueous 　acetonitrUe ，to　obtain 　tacrolimus 　monohydrate ，

Tacrolimus　itsdf　is　readily 　conve 貢 ed 　to　optical 　and 　steric　isomers　ln　an 　aqueous 　solution ．　 When

tacrolimus　was 　analyzed 　by　HPLC 　at　lower　tcmperatures ，　the　peaks　corrcsponding 　to　the　macrolide

were 　complex 　because　of 　cis ・trans 　isomerization　in　the 　column ，　 The 　problem 　was 　overcome 　by
heating　the　column 　to　50°C，　when 　the 　isomerization　rate 　was 　so 　high　that　the 　pcaks　were 釦 sed 　into
asingle ，

　sharp 　one ．　 The 　ep 三merization 　ratio 　was 　found　to　depend 　on 　the 　concentration 　of　water 　in

thc 　solution
，
　but　thc 　ratio 　remained 　constant 　when 　a　Br輔・35　solution 　used 　as　a　diluenし　By 　these

procedures ，
　 a　 simple

，
　 rapid 　 and 　 reliable 　 analytical 　 method 　 was 　 established ．　 The　 industrial

production　of 　tacroli皿 us 　was 　thus 　achieved 　by　a　combination 　of 　fermentation
，　puri丘cation

，　 and

analytiCal 　inVeStigatiOnS．

　［Key 　word8 ；　tacrohmus ，　Streptoml‘65，　breeding，　isomerization，　epimerization ，　HPLCl
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筑波山の 土壌 よ り分離 され た St・ePtomlces 　tsukubaensis　No ．
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ク P リ ム ス の 生産性を上げ る試 み は ，発見当初に 培養条

件 の 最適化に よ り探索研究所
・発酵担当に て 行われ，十

倍 以 上 の 生産性 向上 が成 さ れ て い た．そ の 後，1986年 か

ら前臨床評価用 サ ン プ ル 製造を 目的 と し た 菌株育種，培

地培養条件 の 改良を含 め た 生産力価 の 向上 お よ び 抽 出精

製法 の 改良が 当研究所 （工 業化第二 研究所）で 行わ れた ．

生産菌株 の 改良お よ び 培養検討 に よ り，さ らに 数 十 倍 の

生産力価を得 る こ とが で きた ．並行 して 行 っ た ，微量 に

併産 され る プ 卩 グ ラ フ 類縁物質の 精製除去 お よび簡便な

HPLC 定量法 の 開発 に お い て も良 い 結 果 を 得 た ．こ の

間開発 も順調 に 進 み ，工 業化 に 向け て 培養 ・精製 の ス

ケ ール ア
ッ

プ 検討を 行 い ， 多 くの 問題を解決 し て 工 業化

に 成功 し た．

i． 発酵工 程工業化検討

　L1 研究戦略　　タ ク 卩 リム ス は ，数 ミ リ グ ラ ム と

い う微 量 の 投 与 量 で 薬効 が 現 れ る と考 え られ た た め ，一

般 の 抗生物質発酵 で 求 め られ る 生産 量 の 1110 量 で 充分

に 企業化が 可能 で あ る と考 えた ，ま た発酵工 程 は 経済性

を 強 く意識 し，小型 で 省力化 され ，で き る限 り無 人 化 し

た い と考え た ．そ こ で 培養管 理 が 単純化 され た 生産 プ 卩

セ ス の 構築 を 意 図 し，バ ッ チ 培養で 開発す る こ と と した ．
パ

ッ チ 培養の 利点は ，
フ ラ ス コ 培養 か ら生産培養 ま で

一

貫 し た 手法 で ス ケ ール ア
ッ

プ が 可能 で あ り，開発時間 の

短縮が 図 れ る こ と，か つ 先に 記 した よ うに 省 力化 お よ び

発酵管理 の 単純化が図 りや す い こ とに あ る．

　L2 　菌株育種

　1．2．1 菌株育種 の 目標　　発酵工 程工 業化検討の 中で

もっ と も重要な 因子 は ，優良菌株 の 育種 で あ る と言 っ て

も過言 で な い ．過去 の 幾 多の 事例 を 見て も，
こ の こ とは

明 らか で あ る．当研究所 に お い て も，工 業化 に 適 した 性

質を有する タ ク ロ リム ス 生産菌株 の 取得を最大 の 目標 と

した ．そ し て ，まず タ ク 卩 リ ム ス を発酵生産す る うえで

技術的に 解決す べ き問題点 の 抽出を，野生菌株 を 用 い て

行 っ た （Fig ．1），

　 タ ク ロ リ ム ス 発酵 の 特徴 を，以 下 に ま とめ る ．

  発酵形態 は ，培養初期 （培養 3 日 目 ま で 大量 の 酸素を

　必要 とす る生育期） と，培養中期 以降 （培as　4 日 目以

　降，酸素を あ ま り必 要 と し ない 生産期） の 二 相性 で あ

　 る こ と

  培養液 の 粘度 が きわ め て 高 く，酸素供給不 足 とな っ て

　発酵 が 停止す る こ と

  高粘度液 の た め ，ろ 過性 が 著 し く悪い こ と

な どで ある．

　 こ れ らの 結果 に 基 づ き，工 業化に 適 した 性 質 を 有す る

タ ク 卩 リ ム ス 生 産菌株 の 選別基準 を 以下 の よ う決定 し
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Fig．1．　Typical 　fermentation 　pattern　of 　Streptoπワces　tsukubaensis　No ．9993．
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た ．すな わ ち，

　 イ．培養中 の 液粘度 の 低 い 菌

　 ロ ．酸素要求 の 少ない 菌

　 ハ．ろ 過性 の す ぐれ た 菌

　 二 ．グ ル コ ー
ス な ど培養液 の 粘度 に 影響を与 え な い 炭

　　素源 を 利用 で きる菌

で あ る ．

　培地組成 は，Table　1 に 示す よ うに炭素源基質と し て

酸化 デ ン プ ン を用 い て お り，酸 化 デ ン プ ソ に よ る培養液

の 高粘度 化 も将来 の 培地高濃度化検討 に お い て ，力価向

上 に 対す る阻害 の
一

因 と成 り うる と考 えられ た ．そ こ で ，

グル コ
ー

ス な どデ ン プ ン 以 外の 炭素源 へ の 代替も試み た

が，デ ソ プ ン 以外 の 炭素源 で は タ ク ロ リム ス は ，ま っ た

く生産 さ れな か っ た 、そ の た め 我 々 は ， 高粘度培養液対

策の
一

環 と し て ，二項 に 示 した 菌株 の 取得 も育種方針と

した ．

　 1．2．2 低粘度 性 菌 の 育種　　菌株育種 の 課題 の 中 で 特

に 主要な問題は ，培養中に 生産菌の増殖に と もない 粘度

が 増加 し，生産菌 の 要求す る酸素量 を充分 に 供給 で きな

い 点 で あ っ た ．一
般 に 酸素供給 は ，空気 の 通気や 撹拌に

よ り行 わ れ る．しか し ，
タ ク ロ リ ム ス 発酵 に お い て は ，

こ れ ら条件 の 変更 で 対処す る こ とは ，以 下 の 点か ら困難

と考えられ た ．すなわち ，  培養液が高粘度 と な る た め ，

酸素供給 を維持す る た め に は 高撹拌が 必 要 と な り，生産

菌 の 生育が 阻害され た こ と （Fig．2），  所要動 力も膨大

なもの とな り，設備能力を 大幅 に 越 え て し ま う と推定 さ

れ た こ と，の 2 つ の 理 由か らで あ る ．こ の よ うな と ぎ
一

般的な解決策 と し て，酸素富加空気 また は純酸素を用 い

高圧高通 気培養に よ っ て 大量 の 酸素を培養液中に 供給す

る方法や，培養液粘度を 低下 させ る方法，酸素要求量 の

低 い 菌株 を 取得す る な ど の 方法が 検討 さ れ て い る．我 々

は ，培養液粘度の 低減化 に 着 目 し ， 培養液 の 粘度が 高 く

な る要因を調 べ た ．高粘度 の 主な要因 として は，粘性物

質 の 生 成 ，生 産 菌糸 の 伸 長 と絡 み 合 い ，デ ソ プ ン な ど高

粘度培地成分 の 使用 な ど が考えられ た ．こ れ らの 要因 の

中 で タ ク ロ リ ム ス 発酵 に お い て は ，菌糸の 伸長 と絡み 合

い が 主 要因 で あ る こ とを 見 い だ し，菌糸 の 短 い 菌 ま た は

分岐 が 少な い 菌 の 取得を 菌株育種の 第一目標と した．培

養液中 の 菌糸形態 が 変化 した 菌 は 寒天平板培地 上 で の コ

ロ ニ ー形態 が 変化 し て い る 菌株 の 中に 存在す る と考 え ，

親株 と コ ロ ＝ 一形 態 の 異 な る 変異菌株を数多 く集め ，培

養の粘度と コ 卩 ニ ー形態の 関係を調 べ た．寒天平板培地

の 組成を 工 夫 し得 られ た 低粘性菌 の 形態を変化 さ せ た

後，さ ら に 繰 り返 し て 改良を続け，多 くの 新 た な 形態変

Table 　 1．　 Mcdium 　composition 　fortacrolimus　fermenta．
　 　 tion ，

Oxidized 　starch

Wheat 　germ　meal

Dried 　yeast

Corn　steep 】iquor

Calcium　 carbonate

Cobalt　chl 〔）ride

Sodium 　iodide

10 ％

2 ％

玉 ％

2 ％

0．1％
5　 ppmO

・4ppm

異株を 取得 し，培養液中の 粘度 の きわ め て 低下 した変異

株を 取得す る の に 成功 した （Fig．3）．同時 に ，ろ 過性 も

改善 され た ．ま た ，培 養 液 の 粘 度 が 低 下 した こ と に よ り，

培地濃度を増量 し生産菌量を増や す こ と も可能と な り，

タ ク ロ リ ム ス の 生産性 を 向上 す る こ とが で きた ．

　 1．2、3 胞子形成能 の 脱落　　胞子 形 成 能 の 低 下 が ，菌

株 育 種 に よ る 生 産性 向上 が 進む に つ れ て ，認 め ら れ た

（Fig．4）．胞 子 形成 は ，菌株 の 保存や 変異処 理 操作 な ど

育種改良を進 め る うえで もっ とも重要な要因で ある と言

え る ．そ こ で ，胞 子 形成能 回復の 検 討 を 行 っ た 結果，平

板培地や ス ラ ソ ト培地検討 の 結果，微量 元 素の 添 加 と資

化 され に くい 炭素源を 用 い た 培地 に す る こ とに よ り，胞

子形 成 能 が 回復す る傾向 に あ る こ とを 見 い だ した．

　1．2．4 液体培養中 の 低力価菌の 出現　　フ ラ ス コ や ジ

ャ
ーフ

ァ
ーメ ン タ

ー
を用 い た 液体培養評価に お い て ，生

産力価 の 低 い 菌株が，培養液中に 出現す る 現象 が 認 め ら

れ た ．ま た ，生産力価 の 低 い 菌株 は ，培養 日数 を経 る に

従 っ て 増 加 す る こ と も分 か っ た ．こ れ ら の 菌株 は ，寒天

平板培地上 で コ ロ ニ ー
の 形態が 通常 の もの と異なる．こ

の こ とを 利 用 して ，優良菌株 の 選別法 と し て ，フ ラ ス コ

培養を数代継続 し て 行 い （継代培養法），得 ら れ た 培 養

液を寒天平板培地上 に 撒 ぎ，異形 コ 卩 ニーの 出 現頻度が
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W 皿d8tra加 1皿 proved 　strain

Fig ド 3．　 Morphology　of　wild 　and 　improved　strains 　in　submerged 　culture ．

少な い 菌株を取得す る方法 を考案 した ．こ の よ うな方法

を繰 り返 し行 うこ とに よ り，培養中に 低力価菌が 出現す

る 頻度 の 少な い菌株を得る こ とが で きた．

　t．3　培地改良検討　　前 に も述べ た よ うに ，タ ク ロ

リ ム ス の 発酵生産に お い て デ ン プ ン は 必 須成分である．

しか し，培養液の 粘度が極端に 高くなるとい う問題点が

あ っ た．そ こ で ，デ ン プ ン を グル コ
ース などの 単糖類や

少糖類に 代替す る検討を行 っ た が，滅菌操作で で き上 が

る培地 の 品質が劣化す る こ と お よ び グル コ ース に よ る代

謝阻害が生ず る こ とに よ り， 良い 結果は得られなか っ た ．

そ こ で ， 滅菌操作 に よ っ て も品質が変化せ ず，培養中 の

pH 変動の 少な い 培地組成 の 検討 と，少糖 類 に よ る代謝

阻害を受け に くい 菌株育種検討を進 め た．そ の結果 ， 改

良株と酸処理 を した デ ン プ ン を炭素源 に 用 い る こ とに よ

り培養時の 液粘度が 低下 し，培地組成の 適正 化 に よ り最

適 pH 推移を保持 さ せ る こ とが で き，
タ ク ロ リム ス 生産

量 も増加 した ．しか も， 培養 ス ケ
ール の 違 い に よ る滅菌

Fig．4，　Colony　types　of 　strains 　 obtained 　during　breeding
　　（clockwise ）．　 As　breed血g　progressed，　the 　colonies 　tendeCl

　　to　become　non −sporulative 　types ．

条件 の 変化 に よ っ て 培地 の 品質が変化 しな い 培地を開発

す る こ とが で きた こ とに よ り，次 の ス ケ
ール ア ッ プ検討

を容易に する こ とが で きた ．

　 1．4　 ス ケール ア ッ プ 検討

　1．4．1 撹拌 の 影響　　フ ラ ス コ 培養か ら， 通気撹拌培

養へ の ス ケ
ール ア ッ プ に は ，溶存酸素濃度や撹拌せ ん 断

力 の 影響が考え られ る ．ま ず，撹拌 回 転数 の 影 響 を 301

容 ジ ャ
ーフ

ァ
ーメ ン タ ーで 調 べ た とこ ろ （Fig．2）タ ク ロ

リム ス の 生産 に は 360rpm が至 適で あ るが ， 培養 3 日 目

まで の 撹拌を高 くす ると菌 の 生育 に 遅れが現れ る こ とが

判明 した，ま た，培養 4 日 目以降に は ， 回転数が 400rpm

以下 の 条件で は タ ク ロ リ ム ス の 生産 が きわ め て 低 下する

こ と も判 っ た （Fig，5）．こ の現象は ，培養液 の 粘度が き

わ め て 高い た め に 充分 に 混合 さ れ ず，菌 に 栄養が 供給 さ

れ な い た め と考 えられ た ．

　1．4．2 溶存酸素量 の 影響　　培養 3 日 目 ま で を 菌の 生

育期，タ ク 卩 リ ム ス 生産が開始され る 培養 4 日 目以降 を

隶

：
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Fig．5，
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Effect　of　agitation 　speed 　in　late　production　phase 　on

tacrolimus 　productivity．
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生産期と して 溶存酸素濃度の 影響を 301容 ジ ャ
ー

フ ァ メ

ソ タ
ー

で 調 べ た．そ の 結 果 ，タ ク ロ リ ム ス 発 酵 工 程 に お

い て ，生育期 は 溶存酸素濃度 と生産 とは 負 の 相関関係に

あ り，溶存酸素濃度を低 く保 つ 発酵方式 が 望 ま し く， 最

大 生 産 を与え る 溶存酸素濃度 は 0 ．3ppm で あ っ た （Fig．

6）．
一方，生産期に お け る溶存酸素濃度 とタ ク ロ リ ム ス

生産の 間 に は 何 ら の 相関 も見 られ な か っ た ．

　 こ れ らに 結果か ら，初発 回 転数 の 設定 が ス ケ
ール ア ッ

プ の 要点 で あ る こ とが 明 らか とな っ た ．各種 ス ケ
ール ア

ッ
プ 指標 を 用 い て 301 ジ ャ

ーフ
ァ
ーメ ソ タ

ー
と 1kl タ ン

ク
， 4　klタ ソ ク の培養状態と初発回 転数 の 影響 の 関係 に

つ い て 調 べ た と こ ろ，撹拌慣性 力；
ρN2D と初期培養推

移や タ ク ロ リ ム ス 生産 に 強 い 相関 が 見 られ た ．そ こ で ，

上 記 の 式を回転数設定基準 と して ，生育期の 溶存酸素濃

度を 0，3ppm レ ベ ル に 維持す る とい う指標 で ス ケ
ール ア

ッ
プ を 行 っ た と こ ろ ，ジ ャ

ーフ ァ

ー
メ ン タ

ー
培養 か ら生

産培養ま で の ス ケ ール ア
ッ

プの 間で 培養推移 は ほ と ん ど

同 じで あ り，タ ク ロ リ ム ス 生産量 も95％ と よ く
一致した

Table 　 2．　 Summary 　 of 　 scale −up 　 study 　 on 　 tacrolimus

　 　fermentatlon．

　8

　詈

　喜
　堊

　隻
　萋
　暑
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　婁

　靂
Straln

1201008000

广
Q420

　 　 　 O
　 　 　 　 　 FI　　　F2　　　F3　　　F4　　　F4　　　F5　　　F5　　　F5
Main 　rnedium 　 M−1　 M −1　 M−1　 M−1　 M−2　 M−2　 M−3　 M−3
Fermentor　 　 4k9 　 4kO 　 4kO 　 4kO 　 4ka　 4kO 　 4kO 　 25kO

　 Fig．7．　Tacrol 重mus 　production　with 　different　strains ．

（Tab 】e 　2）・

　以 上 の 検討結果 を 受けて ，順次改良を 重 ね な が ら最適

化 を 行 う こ とに よ り，大 型 通 気 撹拌培養槽 へ の ス ケ
ー

ル

ア ッ プに 成功 し，か つ 数 十 倍 の 生産性向上 を 短期間 に 達

成す る こ とが で きた （Fig．ア）．

2． 精製の 工 業化検討

　微生物の 培養液の 中に は，多 くの タ ン パ ク 質や多糖類

が 併産 され て い る ．また タ ク ロ リム ス 生 産菌 S．　t∫zakZtbaensis

N 。 ．9993 の 培養液中に は ，他 の 天然物生理 活性物質同
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−
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Fig．8．　 PrQcedure　for　tacrolimus 　isolation．
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様に，FR900520 ，　 FR900525 ，　 FR．901154，　 FR901155 ，

FR901429 な どの 多種 の タ ク 卩 リム ス 類縁物質が併産さ

れ て い る．1−3｝こ れ ら不 純物 を 除去 し，高純度 の タ ク 卩

リム ス を取得す る た め に ，探索研究所 ・発酵担当に お い

て ，タ ク ロ リ ム ス 発見当初 に 確立 され た精製法 は ，Fig ．

8 に 示 し た 通 りで あ る．こ の 精製法の 特微は ，  タ ク 卩

リ ム ス が 発酵上澄液中と菌体内の 両方 に 存在す る の で ，

両 者 か ら精製 し て い る こ と，  HP20 や SP207 などの

ハイ ポ ーラ ス 型吸着樹脂を 用 い て 多くの タ ン パ ク 質や 多

糖類を除去 して い る こ と，  酸性 シ リ カ ゲ ル や シ リカ ゲ

ル を 用 い て カ ラ ム ク 卩 マ ト グ ラ ム を行 うこ とで ，多 くの

関 連物質 を 除 去 して い る こ と，  結 晶 化 に お い て ，ア セ

ト ニ ト リル や ア ル コ
ー

ル な どの 有機溶媒 の み を 使用 し

て ，互変異性体 （Fig．9）を 生成 しな い よ うに す る こ と な

どで あ る．タ ク 卩 リ ム ス は，含水溶媒 の 中で は 容易に 互

変 異性体を形成す る が ，互変異性体 に つ い て は ，次項

（3 ．タ ク 卩 リ ム ス の HPLC 定 量 法 の 確立 ，））で 詳 し く述

べ る．

　そ の 後，開発が 進 み ，工 業化第二 研究所 で タ ク ロ リ ム

ス の 前臨床評価用 サ ソ プ ル 製造を開始 した 時，将来 の 治

験用 サ ソ プ ル 製造や 工 業 化を 睨 ん で ， 我 々 は 以下 の よ う

な研究戦略を 立 て，検討を進め た ．すなわ ち，高品質 ・

低 コ ス トで しか も環境 に 優 しい 工 業的精製法を 確立する

こ と で あ る．構造類縁物 質は ，た とえ活性 や 毒性 の 強 さ

が 同 じ で あ っ て も GMP （G ・・d　Manufacturing 　Practice）
に よ る 品質管理 に お て は 不 純物と見 な され る ．タ ク ロ リ

ム ス は ，海外 で も並行 して 開発を進 め る こ とに な っ て い

た の で ，GMP に 則 っ た 精製法 の 確立が 必須 で あ っ た．

HO

H3CO

　 OCH3Tautomer

　l

Z
胃

ぷ

Fig．9，　 Stnucturcs 　 of 　tacrolimus ，　 tautomer 　 I，　 and 　 tautomer 　II．
　 　Thc 　arrow 　ln　the 　structure 　of 　tacrolimus 　indicates　the 　 center 　of

　 　 epimerization ．
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我 々 は ，各 不純物 の HPLC 純度が各 々 0．2％以下 に ，ま

た ，不 純物 の ト
ー

タ ル が 2，0％以下 に な る よ うに 工 業 ス

ケ
ー

ル で の 精製法確立 を 目指 した ．

　工 業化第二 研究所 で 行 っ た ，タ ク ロ リム ス の 工 業化研

究 に お い て 得られ た 知見 の い くつ か を 以 下 に 紹介 す る．

開発初期 は ，活性 物質の 溶媒 で の 抽 出 率が 低 か っ た た め ，

ろ液と菌体に分けて か ら菌体の ア セ ト ン 抽 出を行い ，そ

の 後，ろ 液と合 わ せ て HP20 に よ る
一

次処理 を 行 っ て い

た が ，菌株育種改良と培養検討 の 結果，生産性が 向上 し

て か らは 培養液 に 直接 ア セ ト ン を加えて 抽 出 して も収率

よ く抽出 で ぎる よ うに な っ た の で，そ の よ うに 精製法 の

変更 を 行 っ た ．先 に 述べ た よ うに ，タ ク ロ リム ス は ，含

水溶媒 の 中で は 容易に 互 変異性体を 形成す る が ， 非極 性

溶媒中で は，タ ク 卩 リ ム ス の み に 収束 させ る こ とが で き

る ．そ こ で ，一
次処 理 と し て は ，タ ン パ ク 質や 多糖類 を

除 去 す る こ とに 主 眼 を お き，互 変異 性 体 を 多 く生 成 して

しま うが ，敢え て 水を使 うこ とに よ りタ ク ロ リ ム ス を他

の 互 変異 性体と と もに 樹 脂 に 吸 着さ せ ，タ ン パ ク 質 や 多

糖類 を 完全 に 除去 した 後 ，タ ク 卩 リ ム ス 群 を 同
一

画分 に

溶出 で きる HP20 や SP207 など の ハイ ポ ー
ラ ス 型吸着

樹脂 を 用 い る こ と と した ．た だ し，溶出剤は よ り互 変異

性 体を 生成 し に くい よ うに ，また ，そ の 後 の ク 卩 マ ト工

程 の た め に 非 水 系溶媒に 置換 しや す い よ うに ，75％ ア セ

ト ソ 水 か ら100％非極性溶媒 に 変更 した ．互変異性体 が

形 成 され に くい よ うに した ．そ の 後 の 工 程 も，で きる 限

り水 を 使用 し な い 精製手 段 を 採用 すべ く検討 を 重 ね た ．

ま た ，コ ス トの 点か ら工 業的製造法 に は 取 り入 れ な か っ

た が ，活性炭 カ ラ ム も有効な
一

次処理法 で あ っ た ．

　な お ，当時発展期 に あ っ た 大量分取用 の ODS お よ び

ODP な ど の 逆 相 系 担 体 を 用 い る カ ラ ム ク 卩 マ ト グ ラ フ

ィ
ーで は ， 展開剤 と して 水一溶媒系混合溶液を使用す る

の で ，カ ラ ム 中で タ ク ロ リ ム ス の 互 変異 性 体が形成 され，

そ れ らが 不 純物 と と もに 分離 さ れ て し ま う．そ れ は 結果

的 に タ ク ロ リム ス の 精製収率低下 に つ なが る の で ，タ ク

ロ リ ム ス の 精製 に は 適 さな い ．そ こ で 我 々 は ，一次 処 理

に 続く ク ロ マ ト工程 に は，有機溶剤の み を使用す る シ リ

カ ゲ ル 中心 の 精製法を検討 し確 立 し た．な お ，各種 シ リ

カ b”
ル カ ラ ム を 検討する中で ，大 岳ら に よ る専門書な

ど殉 に 紹介 さ れ て い る，構造 の 似通 っ た 化合物を不 飽

和結 合 の 有無 に よ っ て 分離す る 手段 と し て ，硝酸銀 を 含

有 した シ リ カ ゲ ル が有効 で ある とい うこ とは ，た とえぽ

タ ク P リ ム ス と FR．9G1556 （FRO75451 ）の 分離 に お い て

も有効 で あ っ た ．さ らに ， 結晶化検討で は 単
一

溶媒 よ り

も互変異 性体 を 形成す る恐れ は あ る が，水を添加 した 方

が 他 の 不純物 の 除去率 が 良か っ た の で ，あえて 水 を添加

し て 結晶化す る こ と と した ．タ ク ロ リム ス は 1 水 和物 と

し て 結晶化 され て くる の で ，その 点か ら も水を 添加 す る

意味は あ る．こ の よ うに い ろ い ろ な 角度か ら検討 を 重 ね，

そ れ ら の 結果に コ ス トや 環境負荷を考慮 し て 最終精製法

を 設定 し た ．こ うし て 最終的 に は ，各不 純物 0．1％ 以 下 ，

ト
ー

タ ル 不純物 LO ％以下 の 高純度原薬を工 業 ス ケ
ール

で 製造す る こ とを可能 ec し た．

S． タ ク ロ リム ス （FK506 ）の HPLC 定量法 の確立

　工 業化研究 に お い て ，不 可 欠な基盤技術 （イ ン フ ラ ス

トラ ク チ ャ
ー・テ ク ノ 卩 ジ

ー）の 1 つ と して ，目的物の

定量 が 挙げ ら れ る．発酵生産 の 工 業化研究 に お い て は ，

菌株育種改良の ス ク リ
ーニン グ手段 と して ，培養

・
精製

工 程 の 最適化 や 評価手段 と し て 簡便 で 迅 速 な 分析方法が

要 求 され る．ま た，発酵生産物 の 定 量 分析 で は ，類縁物

質を含む 発酵副生産物や培地由来不 純物の 妨害があり，

そ れ ら を 分離 し て 定量 で ぎる HPLC 分析 は 無 くて は な

ら ない 手段 で あ る ，タ ク 卩 リム ス は 14個 の 光学活性 中心

と 2個 の 炭素
・
炭素二 重結合 を 有す る 大環状 ラ ク ト ン で

あ る．HPLC 分析 に お い て は ，そ の ユ ニー
ク な物性 に

由 来す る 立体異性化反応 に よ り興味あ る ク ロ V トパ タ
ー

ソ を 示 す こ と が 明 らか とな っ た ．タ ク ロ リ ム ス の 定量分

析法 の 研究 プ ロ セ ス で 得 られ た 知見 に つ い て ， 以下 に 述

べ る．

　 3．1　 シ ス
・

トラ ン ス 互 変異性体 の ク ロ マ トグ ラ ム へ

の 影響 　 　タ ク 卩 リ ム ス は ，溶液中 で シ ス ・ト ラ ン ス 変

換 に よ る 幾何学的互変異性化 と ピ ペ コ リン 酸部分 で の 光

学的互 変異 性 化 に よ る，多種 の 立体異性体 （幾何異性体

・光学 異 性体） の 複雑 な 平衡状態 に あ る こ とが 知 られ て

い る
7・s）（Fig，9＞．タ ク ロ リム ス 溶液を逆相 HPLC で分析

す る と，カ ラ ム 温度 に よ り溶出パ タ
ー

ン が ま っ た く異な

る ク 卩 マ ト グ ラ ム が 得 られ る （Fig ．10）．こ の 現象 は ，シ

ス ・
トラ ン ス 異性化 が 影響 して お り，9）カ ラ ム 内 で の 異

性 化反 応 に よ る もの と説 明 で き る ．5°C で は 異性化 ス

ピードが 遅 く，シ ス
・

ト ラ ン ス 体 は 分離さ れ ，さ らに カ

ラ ム 中 で 生成 し た 変換体 が 両 ピ ー
ク の 間 に 連続的 に 溶出

され て ，特徴 の あ る ク ロ マ ト グ ラ ム を 形成す る．15 ° C

で は シ ス
・

ト ラ ン ス 変換 ス ピ ードが速 くな る た め に ，カ

ラ ム 中 で シ ス ・ト ラ ン ス 体 の 融 合 体 と し て ブ 卩
一

ドな

ピ ーク を形成する．さ らに ，
カ ラ ム 温度を高温に す る こ

とに よ り，カ ラ ム 中で の シ ス
・トラ ン ス 変換が高速 とな

り，融合 ピ ー
ク は シ ャ

ープ に な る ．定 量 分析で は ，よ リ

シ
ャ
ープ な ピーク が 望 ま しい が ，

カ ラ ム の 耐久性 を 考慮
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して ，カ ラ ム 温度は 50°C に 設 定す る こ とに し た ．

　3．2　互変異性の 形成 に よ る エ ピ マ ー体の ク ロ マ トグ

ラ ム へ の 影響　　タ ク ロ リム ス の 溶液を 上記の よ うに 設

定 した 条件 で 分析す る と，メ イ ソ ピー
ク の 他 に エ ピ マ ー

（互 変異性体 II） お よ び そ の 中間体 （互変異性 体 D の

ピ ー
クが 認 め ら れ る （Fig，11）．タ ク 卩 リ ム ス を 含 め た こ

れ らの ピー
ク面積 の 比率は ，同

一
濃度 に 調製 した試料溶

液間 に お い て も水分含量 の 違 い に よ り異 な っ て い る こ と

が 分 か り，こ れ らの 現象 に 水 の 含量 が 関与 し て い る と推

20 　 30m
旧

Fig．10．　Effect　 of 　 column 　temperaturc 　on 　elution 　profi】e．

　　HPLC 　 conditions ： colvmn ，　 Llchrospher　RP −18（e ）（5 μ，
　　4φ× 250mm ）； moblle 　phase ，　acetonitrile ／waterXphosphor −

　　ic　 acid （600f40e／1＞； flow　 rate ，2m レ min ； detection，
　 　 UV2 三5nm ．

mV 　9臨 嬲 ゴ、P跳1　
M
膿

’
5°5．

　
MET

　
Ch＝2

30
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　 　 　 0　　　　　 　　　　 5　　　 　　　　　 　 10　　 　 min

Fig．11．　 Typica］chromatogram 　oftacrolimus 　in　acetonitri 王e．

　　water 　solution （50−50，　v ！v）．　 The 　chromatographic 　condi −

　　t正ons 　were 　the 　same 　as 　in　Fig．10．　 The 　column 亡empera −
　 　 ture 　was 　500C ．

測 し た ．こ の 現象 は ，ピ ーク の 面 積 ま た は 高 さ を デ ータ

と して 用 い る HPLC 定量分析 で は 致命的な欠陥 で ある

た め ， こ の 平衡機序を調 べ た ，溶液中 の 平衡化現象 に 関

わ る 因 子 と して ，水濃度，pH ，温度 の 影響を実験 し た ．

Fig．12 に 示 す よ うに ，溶液中 の 水濃度 に よ り各 ピ ーク

の 面積比率 は 異 な っ て い る ．水濃度 の 増加 とともに タ ク

ロ リ ム ス ，互 変異性体 IIの ピ ー
ク は 小 さ くな り，互変

oo
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Fig．12．　Effect　 of 　water 　 concentration 　 Qn 　 tautomcric 　 equi ．

　　brium．　A 　 solutbn 　 of 　tacrolimus （10e μg！ml ）was 　 left

　　overnight 　 at 　 ambient 　 tcmperature 　 and 　then 　 analyzed

　　by　 HPLC ．　 The　 equilibrium 　 of　 the 　 tautomerism 玉s

　　 represented 　by　percentage　ratio 　of 　cach 　peak 　area 　of

　　tacrolimus 　 and 　 tautomers 　I　 and 　II．　 For　example ，　 the

　　percentage 　ratio 　Df 　tautQmer 　1　 was 　caiculated 　as 　follows：

　　R．atio （％）oftautomer 　I＝AI × 1001（AI十AII十At），where

　　AI ，　AII　and 　At　 are 　the　peaks　area 　of 　tautomers 　I　and 　II

　 　 and 　taCrO】imuS，　reSpeCtively 、
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異 性 体 1 の ピ
ー

ク が 大 き くな る ．こ の 現象は ア セ ト ン ，

ア セ ト ニ ト リル ，エ タ ノ ール な ど の 含 水 溶液 で 共 通 し て

お り，水を含まない 有機溶媒溶液 で は 互変異性体の 生成

は 見られ な か っ た ．ま た ，溶液 の pH に よ り，こ れ らの

異 性 体間 の 平衡状態 は 変化 し な い も の の ，平 衡化 ス ピ
ー

ドは 大 きく影響を受け る こ とが分か っ た ．すな わ ち，酸

性域 で は 平衡状態到 達ス ピ ードが遅 く，中性域 で は 速 く

な る ．同様に 溶液温度も平衡状態到達ス ピー
ドに 影響 し，

高温 ほ ど平衡状態到達 ス ピ ードは 速 くな る こ とが 観察 さ

れ た ．

　 3 ．3　 HPLC 定量法 の 確立　 　上 記 の 実験 よ り，タ ク

ロ リ ム ス ，互 変異 性 体 1，互 変異 性 体 II の 平 衡 は 水分含

量 に 依存 して い る こ とが分か っ た．こ の こ とは ，含水量

が 一
定 で な い 試料 間 で は 平衡状態が異 な り，HPLC 分

析 よ り得 られ る ピーク の デ
ー

タ は
一

定 に は な ら な い こ と

を 示 して い る．一
般 に ，HPLG 分 析 で は ，標準品溶液

と試料溶液 か ら得 られ た ピ ー
ク の デ ー

タ の 比較に よ っ て

定量す る の で ，標準品溶液 と 水分含量 の 異 な る試料 の 定

量 は で ぎな い こ とに な る ．そ こ で ，発 酵 液 か らの 溶媒抽

出液を代表 とする含 水 試料 の 分析系 の 確立を 目的 に 検討

を 行 っ た ．標準品溶液と試料溶液 に お け る タ ク 卩 リ ム ス

の 平衡状態を一定 とす る た め に ，水分 含量を
一

定 に コ ン

ト ロ
ール す る よ うに 希釈すれ ば良い が ，タ ク ロ リ ム ス は

水 に は溶け に くい た め 水を希釈液 とし て 用 い る こ とは で

きな い ．また ，試料を有機溶媒 で希釈す る こ と は，揮散

に よ る 容量変化 が あ る た め 望 ま し く な い ．そ こ で ，タ ク

ロ リム ス の 水 へ の 溶解性 を増す た め に 界面活性剤 の 使用

を試 み た ．そ し て，タ ク P リ ム ス の 溶解性 と HPLC の

検出手 段 で あ る紫 外 吸 収性 を 考慮 し て ，ポ リ エ チ レ ン
・

ラ ウ リル ・ア ル コ
ール ・エ ーテ ル （Polyoxyethylcne　lauryl

alcohol　ether ＝Brij−35）溶液 を 希釈 液 と して 用 い る方法を

開発した ，さ らに は，希釈後 の 平衡状態誘導時間 を短縮

す る た め ，Brij−35 水 溶液 を pH 　7 の 緩衝 液 と し た ．　 Brij−

35 溶液で 希釈 し た タ ク ・ リ ム ス は ，室温 に て 約 15分 で

平衡 に 到達 し，希釈後 の 溶媒濃度 が16％以 下 で あれば平

衡状態 は
一

定 と な る こ とが分か っ た．こ の 条件下 で ，メ

イ ソ ピ ー
ク で ある FK506 ピ ーク の 高 さ値を用 い て 定量

す る こ とが 可能 とな っ た ．こ の よ うに し て，簡便 で 信頼

性 の 高い タ ク ロ リ ム ス の HPLC 定量法を確立 した ．

お 　 わ 　 り　 に

　我 々 工 業化第二 研究所が，本格的な医療用医薬品を発

酵産物か ら世 に 送 り出 した の は ，タ ク ロ リ ム ス が 初 め て

で あ り，GMP の 知識 もま だ 十 分 と は 言 え ない 時期 で あ

っ た の で ，そ の 工 業化研究 は 戸 惑 い も多 か っ た ．しか も，

日米欧三 極 ほ ぼ 同時開発 とい う こ とで ，そ れ ま で 経験 し

た こ との な い FDA や MCA へ の 対応 もあ り，
こ の 研究

・
開発 を 通 じて GMP も 含め て 多 くの こ とを 学 ん だ ．工

業化検討 で は ，菌株 の 変更，培地 の 変更，精製法 の 変更

な どを 行 う場合，そ れ ぞれ の 過程 で ，不 純物 プ 卩 フ
ァ イ

ル が変化 しな い よ うチ ェ ッ ク しなが ら進 め なければ な ら

な い ．そ の た め ，菌株育種改良，培養検討，精製検討，

分析検討そ れ ぞれ の 担当者 が 連携 を 密 に し，効 率 的 に 仕

事 を 進 め られ る よ う努力 した ．研究所が タ ク 卩 リム ス の

工 業化 に 向か っ て
一

丸 とな っ て 仕事 に 取 り組 み ，成功裏

に 仕事が完結で きた喜び は，苦労が 多か っ た だ けに ひ と

し お で あ っ た ．そ の 仕事が，今こ うして 技術賞 とい う形

で 評価さ れ た こ とは，感慨深 い もの が あ る ．こ れは ， 我

々 4 人が と い う よ り も工 業化第二 研究所全体が頂 い た 栄

誉 と受け止 め て い る ．平成 9 年度生物工 学会技術賞を 推

挙 して 下 さ っ た 皆様 に 深 く感謝い た し ます，

　本研究 の 機会 を与 え て い た だ きま した，当 社 今中 宏博士 幌 相

談役 ），青 木初 夫博土 （専 務 取 締 役 ），向 阪 正 信 博士 （研究本部長），
山下 道 雄 博 士 （工 業化第二 研究所長）に 感謝 し ます．また，研究

に ご協 力い た だ きま し た ，探 索 研 究 所，物 性 研 究 所 ，工 業 化 第
一

研究所，富山工 場の 皆 さん に 深謝 します．
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