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　In　l989，　in　the 　course 　ofour 　screening 　fヒ）r　new 　antif 廿11gal 　antibiotics 　with 　cell　wall 　synthesis 　inhibition

actMt γ，　FR901379 （WFll899A ＞was 　discovered　in　the　culture 　broth　of 　ColeoPhoma・　etnPetTz
’
　F−11899．　 Tlle

strain 　 was 　isolated　from　a 　soil　sample 　 collectcd 　in　Iwaki　city，　Fukushima −pre止ヒcture ，　Japun・Because

FR901379had 　hemolytic　activity ，　we 　decided　to　screen 丘br　semi ．synthcsis 　derivad、
・es　with 　low　toxici ［y　and

high　antifungal 　activit ｝
・and 　cvaluated 　many 　derivatives　w 虻h　substituted 　side 　chains ．　We 　started 　by　using

Actinoplanes　utahensis 　to 　replace 　 the 　pa旦mitoyl 　gr訊 1p　 of 　FR901379 　 with 　 other 　organic 　acids 、　A丘ter

synthesizing 　several 　llundrcd　organic 　aclds 　and 　making 　repeated 　derivatives，　we 　discovered　FRl31535 ，
which 　had　similar 　antlf 廿ngal 　activity 　to　FR901379．　in加伽 and 　in蜘 o　and 　low　hemolytic　activity ．　 It　was

not 　however　selected　as　a　development 　candidate 　because　o 丘
−
insufficient　antifUngal 　activity ，　In　the　sea ！

・
ch

fbr　a　more 　potent　compound ，　we 　hypothesized　that　a　compound 　with 　a　sinlilal
・
molecular 　structure 　to

FRl31535 　might 　produce　a　good 　antifungal 　di・ug ．　 Wc 　thercfbre 　began　the 　scrcening 　of 　F貝iisawa
’
s

original 　acylase 　using 　a　specially 　dcvised　and 　effective 　screcning 　systcm ．　 After　discovering
“
FR901379

Acylase”produced 　b｝・StrePtomyces　sp ，　No ．6907，　we 　continued 　with 　our 　evaluation 　of 　derivatives，　 We

finally　selected 　FK463　as　a　candidate 　compound 　f｛）r　c〔｝mmercial 　drug　development ，1n　199．　0，　to　establish

an 　industrial　manufacturing 　method 　fbr　MicafUngin （FK463 ），　our 　laboratories（Fermentation　Develop−

mem 　 Laboratories） commenced 　 Ille 最）110wing　 development 　 research ； （1） strain 　 improvelnent　 of

Coleophoma，（2）screening 　of
“FR901379 　Ac ア

lase”−producing　strains ，（3）studies 　to　increase　the　scale 　of

艶rmentatlon 　 of 　 FR901379 　 and
“FR901379 　 A 〔ylase

”
， （4）determinadon 　 of 　 effectivc 　 purifica巨on

procedures　fbr　FR901379 ，　a 　key　intermediate　of 　FR179642 　and 　FK463 ，　and （5）development 　of 　a

HPLC 　assay 　system 　to　measure 　the 　amount 　of 　ob．jective　compounds 　and 　impurities．　Micafungin （general
name

，
　Tl・ade 　nlark ； hmguard ，　Development 　No ．：FK463 ）was 　launched　inJapan 　on 　Decenlber 　6，2002，

Approval　in　the　USA 　and 　EU 並s　pending　and 　expected 　shortl ｝
tt
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deep−seated 　fUngal　disease，　industrializadon］
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は じめ に

　 ミ カ フ ァ ン ギ ン （
一

般名，商 品 名 ： フ ァ ン ガー ド，開

発 名 ： FK463 ）は，図 1に 示 す よ うに 1989年 に 当社探索

研 究所
・醗 酵担 当 に よ っ て ，福島県い わき市 の 土壌 よ り

分離 された ColeoPhoma　em ψetri　F−　1　1899 の 培養 液中 よ り

発 見 され た FR9013791 ・2） を 原体 と し，　 FR901379 ア シ

ラ
ーゼ で ア シ ル 側鎖 （パ ル ミ トイ ル 基）を脱離 した 後，

新たに 合成 した側鎖を導入する こ とで 創生 され た 深在性

真菌症治療薬で あ る．

　FR901379 は溶血 活性 を有 して お り原体 の まま で は 開

発 が 不 可 能 で あ っ た の で ，溶 血 活性 の 弱 い 誘導体 の 創 出

を 目指 し探索研究所
・
醗酵担 当，化 学研究所 と薬理研 究

所が 協力 して ，合成お よ び 薬 理 評価研究を精力的 に行 っ

c。辮
胆 癬

・
一

℃蝋 デ・

？

噛
N゚a

：
・　 ⇒
FR901379 アシ ラ

ーゼ

　　　　　　 OH 　　　　　　e

簾
Micafungin（FK463 ）

図 1．FK463 の 合成ル ー
ト

た．発酵原体 で ある FR901379 物質の 生産性向上 は，当

初筑波 の 探索研 究所 ・醗 酵 担 当 で 行 わ れ た が，1990年 か

らは 誘導体研 究 用や前臨床試験用な どの サ ン プ ル 製造 を

目的 と し て 名古屋 の 醗酵技術研究所 で 菌株育種改良，培

地培養条件最適化 ，抽出精製法の 最適化検討 が ス タ
ー

ト

し た ．ま た研 究 当 初，FR901379 の ア シ ル 側鎖 の 脱離 に

は Actinoptanes　utahensis 由 来 の リポ ペ プ タ イ ドア シ ラ
ー

ゼ を用 い たが，溶血活 性 が 大幅 に低減 した FR1315S5 を

創出 した こ と に よ り こ の 周 辺 化 合物 か らの 抗 真 菌薬開発

の 可 能性が高ま り，工業化 に 向 け て フ ジサ ワ独 自の ア シ

ラーゼ を 見 い だす こ とが急務に な っ た ．そ こ で ，我 々 は

1995 年 か ら放 線 菌 の 培 養 液 を 中 心 に 精 力 的 に ス ク リー

ニ ン グ を 行 い ，StrePtomJces　 sp ，　 No ．6907 が 産 生 す る

FR901379 ア シ ラーゼ を発 見 した ．一方で ，　 FR131535 よ

りも さ らに 抗真菌活 性 が 高 く安 全 性 に す ぐれ た 化合物 の

創 出を 目 指 し て 合 成 ・薬 理 評 価 を 継 続 し ， 最 終的 に

FK463 が 開発候補品 とし て 選択 された．

　C．emPetri 　F−11899 の 発 酵液 の 中 に は 多 くの 類縁物質

が 併産され る （図 2），側鎖 ア シ ル 基 の み の 違 い で あれば，

脱ア シ ル 後 に 同 じ中間体 FR179642 となるの で 問題な い

が，それ以外 の 部分 （たとえば母 核中の 構成 ア ミノ 酸な

ど） が 違 う類縁物質 に つ い て は ，不 純物 と して あ る 基準

値以 ドに低減 しなければな らな い ．効率的かっ 精緻 に 工

業化研 究 を 進 め るた め に は ，精製法 の 最適化研究 と共 に

HPLC 検定法 の 速や か な 確立 は 重要な要素 の ひ とっ と な

る．

　 ミカ フ ァ ン ギ ン は，2002 年 12 月 に 日 本 で 承 認 され ，
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フ ァ ン ガー
ド と し て 上 市 され た．2003 年 11月 か らは トッ

プ シ ェ ア 商品 とな り，月 平 均 15億 円 程 度 の 売 り上 げ を 示

す まで に 成長 して い る．現在欧米で も 申請 中で ，2005 年

第
一

四 半期 に は 米国で 承認 予 定 で あ る．

　なお ，ミ カ フ ァ ン ギ ン の 製造 ノ ウハ ウは企業秘密 で あ

り，詳細は明 らか にで きな い ．そ の た め ，以 下 の 記述 に

は具体的な数字や 物質名を省略 した部分が多 々 ある．そ

の 点 は ご了解い た だ き たい ．

1，FR901379 工 程

1．1．FR901379 生 産菌の 育種改良　 野 生株 F−11899株

を用 い 8 世代 に わた る 生 産菌の 育種改良 を 行 い
，

工 業用

生産菌株 を得た．変異 は，分生 子 あ る い は プ ロ トプ ラ ス

トに 対 し て UV を 照射す る こ とで 行 っ た，「は じめに 」 の

項 に 記載 した 理 由 か ら ，
工 業化 を行 う際 に は 日的 物 質 で

あ る FR901379 の 生産性を向上 させ るだ けで な く，類縁

物質の 低減 も重要で あ る．そ こ で ，両方の 性質を兼ね備

え た 生 産 菌を 取得す る こ とを 目標 に 置い て 育種改 良 を

行 っ た．得 られ た 変異株 は，寒天
’F板 上 で の FR901S79

生産能力，生理代謝，形態変化 な ど を指標 に
一
次選 抜を

行 っ た の ち，フ ラ ス コ を用 い た液体培養 で の FR901379

生 産 量，不純物 量 や 培養性状を評価 して 優良株を選別 し

た．フ ラ ス コ 培養 で優 良な性質 を示 した 株 は，通 気撹拌

培養系で の 性 質や 必 要 に 応 じ て 最終製 品 の 品 質 な どを 確

認 した 上で ， 変異 の 親株 と して 用 い ，更 な る優良株取得

の た め の 育種改良を繰 り返 した．

　変異株 は，生 産 性 が 増 加 す る に つ れ て，1） コ ロ ニ
ー

サ イ ズ が 小 さくな り，2）黒 色 色 素 生 産 性 が 弱 くな っ た

（図 3）．ま た，分 生 子着生能が徐 々 に 低下 し たが ，各種

検討に よ り着 生 能回復 に 成功 した．

　変異株一5 の 生 産 性 は，フ ラ ス コ 発 酵 で 比 較 した と こ ろ，

野 生株 に 比 し て 数 1倍 向上 した こ とが 確認 で きた．

Colooρ home 　em ρ etri 　F”ld899
　 　 　 　 　 　 10μ m

図 3．FR901379 生 産 菌と 変異株

1．2．FR901379 発酵

12 ．1．特 徴 　　FR901379 発 酵 の 特徴 と し て ，1）大 量 の

酸素 を 必 要 とす る，2）発酵液中 の 酸素供 給 が 不 足 す る

と 菌糸が網 目状 に 伸びて 粘性 が きわ め て 高くな る，3）発

泡 が 激 し い ，4）2） お よび 3）の 理 由に よ り発酵 ロ ッ ト

に よ っ て 生 産 量 が ば らつ く，な どが 挙げ られ る．そ こ で，

工 業化 に 向けて 発酵 の 改良 ・検討 ポ イ ン トを，1）低粘性

化 （菌糸の 生育状態 の ペ レ ッ ト化），2）発泡抑制，3）発

酵 ロ ッ トに よ る 生産量 ・類縁体量の ば らつ き最小 化，4）

ラ ボ ス ケ
ー

ル か ら生 産 ス ケー
ル へ の ス ム ーズ な ス ケ

ー
ル

ア ッ プ を実 現 す る た め の パ ラ メ
ータ確 定，な ど と し た．

1．2，2．培地最適化検討　　表 1 の 左 側 の PM −1培地 （オ

リジナル 培地） は，探索研究所
・
醗酵担当で 発 見当時に

用 い て い た も の で あ る．そ の 後 ，醗 酵技術研究所 で 種 々

検討 の 結果，FR901379 発 酵 に は 硫安や ア ン モ ニ ア 水 の

よ うな 無機窒素源 の 利用が可 能 で あ る こ とが 分 か っ た．

こ れ ら の 使用 は ，発 酵液の 粘性を抑える効果があ り，上

記 の 問 題 を 解決 す る の に 有効 で あ っ た ．そ こ で ，ア ン モ

ニ ア 消費を よ り促 進 させ る の に有効 な有機窒素源 A を選

表 1．基 本培 地 組成 構築

オ リジ ナ ル 発 酵 培 地 PM −1 改良 発酵培
．
地 PM −2

コ
ー

ン ス タ
ー

チ

グル コ
ー

ス

小 麦胚 芽

フ ァ
ー

マ メ デ ィ ア

グル テ ン ミ
ー

ル

KHvPO4Na2HPO4

。12H20

ZnSO4

消泡剤

3　 ％

10

．220

．521

．50

、60

．  5

デ ン プ ン

油

有機 窒素源 A

硫酸 ア ン モ ニ ウム

希 ア ン モ ニ ア 水連．続 添加

無機 塩 B

無 機 塩 C

消 泡剤

pH 制 御

　 12　 ％

　 　 3

　 　 4

　 　 1

発 酵 開始

〜終 了ま で

0．50

．10

．34
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図 4，デ ン プ ン 途 中添 加 後 の 生 産 性 お よ び 残 糖 量 推 移 ．◆，
FR901379 （％）；燹，残糖 量 （％）．

択す る と と もに デ ン プ ン の 種類 の 変 更 と 高濃度化 を行 っ

た．ま た ，発泡を抑 え る た め に 炭素源 の
一

部 を 油 に 代 え

るとともに 消泡剤を増量 した （PM −2培地）．更なる検討

の 結果，ア ン モ ニ ア を 連 続 的 に 消 費 さ せ る た め に，pH

制 御 を 兼ね て ，希 ア ン モ ニ ア 水 の 連続添加法を採用 し た．

これ に 加 え残 糖量 と 生 産性 に 負 の 相関 （図 4） が 見 い だ

されたた め，大量 の デ ン プ ン を最初に高濃度で 添加 あ る

い は 連続 添 加 す る方 法 を止 め，発 酵 途 中 に何 回 か に 分割

して 添加す る フ ェ ドバ ッ チ 法 を 採用 した こ とで ，低粘性
・

高生産性 を 実現 す る こ と が で きた ．20，000cP 以 上 あ っ た

粘度 が 10，000cP以 下 に 下 が り，生 産 性 もほ ぼ 2倍 に 向 E

させ る こ とが で き た ．

12 ．3．発酵法最適 化検討　　それ で もま だ，ロ ッ トに

よ っ て は 高 粘 性 ・低 生 産 性 の 発 酵 に な っ た．そ こ で ，更

な る 低粘 性化
・安定化検討 が 必 要 とな り，1） 1000cP 以

下 とな る発 酵条件開発，2）高生産安定化達成，を 日標

と し て 掲げ検討を行 っ た ．

　301 ジ ャ
ー

フ ァ
ー

メ ン タ
ー

で の 検 討 に お い て，ま ず

タービ ン 翼を 2 段 か ら3 段にする こ とで 発酵槽内 の 完全

混合時間を実用 レベ ル に ま で 短縮す る こ とが で き た ．神

鋼 環 境 ソ リ ュ
ーシ ョ ン 社製の フ ル ゾー

ン 翼 （図 5） を 用

い る と，低粘度 の 模擬液 の 場合 は も ち ろ ん高粘度の 模擬

液 を使 っ た 場 合 で も発 酵槽 内の 完 全 混 合 時 間 が 大 幅 に 短

1400012000le

ロee

軍 ・…

蕁・…

　 4000

　 2000D5101520

　 　 　 兜酵日数 （日 〕

｛
累〕
掣

劃
矧

蔵

罪

0　　　　　　5　　　　　　1ひ　　　　　15　　　　　20

　 　 　 難 酵 日 敷 旧 1

図 6．タ ービ ン 翼と フ ル ゾー
ン 翼 の 比 較．■，タ

ー
ビ ン 翼 （ロ

ッ

ト1）； ◆ ，タ
ービ ン 翼 （ロ ッ ト2）； ▲ ，フ ル ゾ

ー
ン 翼．

縮 され ，ター
ビ ン 翼 よ り も撹拌効率 が 良 く な る こ とが 分

か っ た．フ ル ゾー
ン 翼を用 い た時 の 発 酵 の 特性 と して ，

1）高粘度流体 に 対するすぐれ た 混合特性 ，2）槽内の 完

全 混合 が 可能，3）蒸発 な どに よる 液量変化に 対 して 混

合効率 の 変化 が 少ない ，4）せ ん 断 に よ る菌 へ の ダメー

ジが 少ない ，な どが挙げ られ る，

　 図 6 に 示 す よ う に ，タ
ー

ビ ン 翼 2段 で は 発 酵 に 振 れ が

見 られ た が，フ ル ゾーン 翼 に する と粘性 が 低下 し，生産

性 も持続 して 最高力価到 達 ま で の 発 酵 日数 が 3 日 間短 縮

され 13 日 とな っ た．

　発 泡抑制 に つ い て は ，
PM −2培 地 と フ ル ゾ ーン 翼 の 組

み合わせ ，および通気量 の 低減 に よ り達成で きた．こ れ

は 上 記 の 検 討 に よ っ て 発 酵 液 の 粘 性 を低 下 させ る こ とに

成功 し た た め
， 低 通 気 で も FR901379 生産 に 十分 な 酸素

供給 が 可 能 とな っ た こ と に よ る．

L2 ，4，ス ケ
ー

ル ア ッ プパ ラ メータ　 詳 細 は 省 略 す る

が ，各種検討 の 結果 ，
kLa を 指標 と し て ス ケール ア ッ プ

を行 っ たとこ ろ，生産性 が安定 し，ス ケ
ー

ル ギ ャ ッ プ の

小 さな ノ ウハ ウが構築 で きた ．

2．FR179642 工 程

2．1，FR901379 ア シ ラ
ーゼ の ス ク リ

ーニ ン グ

　FR901379 ア シ ラ
ーゼ 3）の ス ク リ

ー
ニ ン グ に 先 立 ち ，

簡便 か つ 効率的な ス ク リ
ー

ニ ン グ が 可 能なプ レ
ー

ト法を

確 立 した （図 7）．まず，シ ャ
ー

レ 中の FR901379 入 り寒

天 培 地 Hに，ス ク リーニ ン グ に か け る 放線菌や カ ビ を 培

フ ル ゾー
ン 翼 タービン 翼

醐
図5．フ ル ゾーン 翼 の 特性

翌
　 　 　 　 　 供 試 菌

寒天培地 （2層）

醇 素 活 性 〔＋ ）

〔c．albic ∂ns 生 育あ
L
））

酵素活性 〔
一
）

〔C ∂ibicans生育なし1

dendide　a ／bicens　Yu−12001 ：対する）CsO

FRgO1379　　　　　　　 0　3B　μg／mI

FR179642　　　　＞100　　　μg／m」

塰 羅一 一

　 2層寒天培地　　培地 ICFR901319入 リ｝

懿灘
図 7．FR901379 ア シ ラ

ーゼ の ス ク リ
ー

ニ ン グ
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養す る．菌が 生 えた と こ ろで C αndida 　atbicans 入 りの 寒

天 培 地 を 重層す る．FRgel379 ア シ ラーゼ を 産生す る 菌

の 周 辺 で は ，埋 め 込 ま れ た FR901379 側 鎖 が 切 断 され る

こ とに よ り抗菌活性が数 10 分 の 1以下 に低
．
ドす る た め，

C α ndida の 生育ゾ
ー

ン が観察 で きる．こ の よ う な菌を 選

択 し，2次ス クリ
ーニ ン グにか ける．すなわち，ア シ ラ

ー

ゼ 活 性 の 確 認 の た め FR901S79 に 酵 素 培 養 液 を 作 用 さ

せ ，パ ル ミ トイ ル 基 が 切 断 さ れ た FR179642 の 生成 を

HPLC で確認す る．こ うして ，多くの 菌株が FR901379

ア シ ラ
ーゼ活性を有す る こ と を見い だ した．この 中か ら

高活 性 を 示 す 放 線菌 3株 を 選 別 し，更な る 検討 を 行 っ た．

　選択 した 3 株 の 放線菌の うち，高活性 で あるこ と，か

つ 菌体 外 に活 性 が 漏れ 出さな い の で ろ 過 操 作 で 簡 単 に全

酵素画分を捕捉 し使用する こ とが で き る，とい う 2点 か

ら，No ．　69　07株 を選択 し た．こ れ は ス トレ プ トマ イセ ス

属 の 菌 で StrePtom）
’ces 　 sp 、　No ．　6ge7 と命名 し た ，

2，2．FR901379 ア シ ラ
ーゼの 性質　　図 8は StrePtom．v’ces

sp．　No ．6907 を培養 した時 の 酵素活性 の 経 時変化 を示 し

て い る ．こ の 培 養 液 を使 用 して FR901S79 ア シ ラ
ーゼ の

性質を調 べ た ．

　StrePtomJces　sp ，　No ，　6907の 培養液 とA ．　 utahensis の培養

液 の 酵素活性 を 比 較す る と，StrePtompces　sp ，　No ．69　07 の

産生す る ア シ ラ
ーゼ （FR901379 ア シ ラ

ーゼ ）の 方 が

FR901S79 に 対 し て よ り高 い 基質特異性 を有 し て い た

（表 2）．FR901S79 ア シ ラーゼ の ア ミ ノ 酸配列 を 決 定 す る

培養液 〔1800ml）

1抽出　15MKCI

抽 出液

　 　　ろ　

ml縮液

纛
゜

1黙 鯔 畆 ・CI岡 …

活性画 分

　 Phenyl・Toyepeari
　 O．1M （NH 辱〕2SQt ．50 　mM 　Tris ．HGI 〔pH 　5）

t で 溶出

　は　　

lm外ろ過

ほ　
　 YMG ・Dioll
　 O．2MNaC 田 1MKH ，PO ，−Na2HPO ，〔pH η

　 で 溶 出

活性画分

YMC −Diol活 性 画分 の HPLC ブ ロ フ ァ イ ル

カ ラム 　 YHC−Diol （5　pm「8mm 　 i．d．　 x　3DO   ｝

移動相 ： 02MNaCl −01MPB ．（pH7 ）

流速．　 05fiL 〆min

検出
．
　 280nm （UV〕

保 持時 間 ：15．6mln
PB．＝Phosphate　buffer〔KH2冊 4

−NazHPO4〕

図9．FR901S79 ア シ ラ
ーゼ の 精製

ため に，限外ろ過，DEAE −Toyopcarl ，　 Phenyl ：lbyopearl

な ど を 用 い て 精製を行 っ た，精製後 の HPLC プ ロ フ ァ イ

ル を 図 9 に示 す ．FR901379 ア シ ラ
ーゼ は ，　 Lineweaver −

Burk 　plotか ら非拮抗型 で あ る こ とが 分 か っ た．

2．3，N 末端 ア ミノ 酸配列 の 決定　　精製し た FRgOl379

ア シ ラ
ーゼ を HPLG お よ び SDS −PへGE で 分 析 した と こ

ろ，本 酵素 は A ．utahensds 　M 来の リポ ペ プ タ イ ドア シ ラ
ー

ゼ と同様 にラ
ージ ペ プ タ イ ドと ス モ ール ペ プタイ ドの 2

っ の サブユ ニ ッ トか ら構成 され て い る こ とが 示 唆 された

（図 10，ll）．そ れ ぞれ を HPLC 分 取 し，　 N 末 端 ア ミ ノ

酸 配 列 決定 を 行 い ，FR901379 ア シ ラーゼ の ラージ ペ プ

タ イ ドとス モ
ー

ル ペ プ タ イ ドの N 末端 20ア ミ ノ酸残基 の
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…
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図 10．FR901379 ア シ ラーゼ の HPLC ブ ロ フ ァ イ ル

pH6 、530．．
C，4 日間

図 8．∫‘噸 ごo 砌 ‘6∫ sp，　NQ ．6907 の 培 養経過

表 2．FR9．　OlS79 ア シ ラ
ー

ゼ の 基 質特 異 性
（相 対値）

＼ ．　　 基質　　　　　FR901379 　　Echinocandin　B
培養 液　　　

x−一一．一．一〜一＿〜

100458

　 　 1　　2　　3
　 　 ド

驚 8 μ

3・K ←
　 　 f

  1K 博
桝

　 　 j

一 り

4　 　 5
’…

「
輪 t

伽

La冂 e　1：分 子 量 マ
ーカー

Lane　2：0riginaI

Lane　3：peak　3
Lane 　4 ：peak 　1（large　peptide　：61　kDa ｝
Lane 　5 ：peak 　2（small　peptide：19kDa ）

A ．utahensi 〜 NRR ［、12052

∫碑μoη置，‘6、 sp ・No・6907

00り勾

 

4LQ

げ

　

3
図 ll．　 FR901E79 ．ア シ ラ

ーゼ の SDS −PAGE
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漂環撹Σ職罐 謙 ：：瑠 糶 、D、

Small　peptide：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Size

糠 驪 翻
69°ア ：
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　　　 図 12．FR901379 ア シ ラ
ーゼ の ア ミノ 酸 配列

配列を決定す る こ とが で き た （図 12）．

　 こ れ を孟 班 α加勝 お由来 の リポペ ブ タ イ ドア シ ラーゼ の

A お よ び B サ ブ ユ ニ ッ トの N 末 端 の 20 ア ミ ノ 酸 残 基 とそ

れぞれ 比 較 し た と こ ろ，ア ミ ノ 酸 の 相同性は約 45％ と低

い 値 を示 した．　 方 ，活性 中心 と推定 され て い るラ
ージ

ペ プ タ イ ドの N 末 端 セ リ ン は 両者 で 保持 され て い た．

2．4．FR901379 ア シ ラーゼ遺伝子 の ク ロ ーニ ン グと全 ア

ミノ 酸配列決定　 　FR901379 ア シ ラーゼ と A ．utahensis

由来 リボ ペ プ タ イ ドア シ ラ
ーゼ の 全 領 域 で の ア ミ ノ 酸 相

同 性 を 求 め る た め に ，FR901379 ア シ ラーゼ遺伝 了
一の ク

ロ ー
ニ ン グ を試みた．すなわち，ラ

ー
ジペ プ タイ ドと ス

モ ー
ル ペ プ タ イ ドの N 末端 ア ミ ノ酸 配 列 を も とに して ，

定 法通 り PCR を用 い て コ ス ミ ド ラ イ ブ ラ リーか らク

m 一
ニ ン グ した．その 中か ら，約 5．5kb の DNA 断片中

に ア シ ラ
ーゼ 遺伝 子 を コ

ー
ドす る と推 定 さ れ る ORF

（Open 　reading 　f画 me ）を 見 い だ した．両ペ プ タ イ ドの

N 末端 ア ミ ノ 酸 20 残基 は ア ミ ノ酸配 列 で 決定 した 配 列

と完全 に
一

致 し た （図 13）．ま た，ORF の 塩基配 列 か ら

推定 され る FR901379 ア シ ラーゼ の ア ミ ノ 酸配列 と ／9．

utahensi 　’由来 リポ ペ プ タイ ドア シ ラーゼ の ア ミ ノ 酸配列

を 比較 した と こ ろ，全 領域 で も 相 同 性 は 41．7％ と な り，

N 末端 の 20ア ミ ノ 酸残基 の 相 同 性 と ほ ぼ同等の 値 を 示 し

た ．

　 こ の 結 果 ，FR901379 ア シ ラ
ーゼ は，　 A ．　utahensdS 由 来

リポペ プ タ イ ドア シ ラ
ーゼ とア ミノ 酸 レ ベ ル で も異 な る

こ とが確認 で き た．こ うして ，我 々 は フ ジ サ ワ 独 自の ア

シ ラ
ーゼ を手 に す る こ とが で き た ．

2．5．FR901379 ア シ ラ
ーゼ遺伝子の 導入と発現　 ク ロ

ー

ニ ン グ した FR901379 ア シ ラ
ーゼ 遺伝子を含む約 5．5　kb

の DNA 断片を pIJ702に 挿入 し た発現ベ ク ターpI」702−

SB を 構築 して ，StrePtomyces　lividans　1326 に 導入 す る こ と

で ， 形質転換株 s．lividazas　I　326fplJ702 −SB を作製 した

（図 14）．

　塩 化 カ リ ウム 溶液 を 用 い て 宿 主 お よ び 形質転換株 か

ら抽 出 した タン パ ク質 を ， SDS−PAGE を 用 い て 分析 した

と こ ろ，形質転換株 で は 宿 主 に は 発 現 し て い な か っ た

StrePtom），ces　sp ．　No ，6907 由来 の ラージペ プ タ イ ドお よ び

ス モ
ー

ル ペ プ タイ ドとそ れ ぞ れ ほ ぼ同 サ イ ズ の タ ン パ ク

質を発現 して い る こ とが確認 で き た （図 15），

2．6．形 質転換株 に よ る FR901379 ア シ ラ
ーゼ の 生 産推

移 ∫龍 ρ‘o嬲 685sp ．　No，6907株 と形質転換株 の 酵素発

現 を比 較 し た と こ ろ，StrePtomyces　sp ．　No ．6907 で の

FR901379 ア シ ラ
ーゼ 発現活性を 1 と し た 時，形 質転換株

L ．
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野
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囎
　
野
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E95 ．’P5GRQILTYAQSTTJPNSPWYADQrVLVSRrCG 四卩TIKyTEAQIAADPNLRVYRVAQRGR

　　 図 13．FR901379．ア シ ラ
ーゼ と リポ ペ プ タ イ ドア シ ラ

ー
ゼ の ア ミ ノ 酸 相 「司性．1st　Amino 　Acid

　　Sequence，　FR9．　01379ア シ ラ
ーゼ Streptom）

’
ces
’
　sp ．　No ．6907 ；2st　Amino 　Acid　Sequence，リポペ プ タ

　 　 イ ドア シ ラーゼ A ．utahensis ．下線 は ス モ ール ペ プ タ　 　 お よ び ラ
ージペ プ タ イ ドの N 末 端 20ア ミ

　 　 ノ 酸 残 基 の 配 列 を 示 す，［41 ．79c　1775　aa ］

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

2005年　　第3号 山 ド　 道雄 ら 129

麁 ／ 1S427

伽 　1　10ア21　　　 ean 　HI　1

跏々 i6334

2113I2422

1322S

Vector：　plJ702
Host　： Strepta〃7yaθs 　llvida／75 　1326

図 14．plJ702−SB の 遺伝 子地 図

M 　 1　 2　 3

「嘲一Large　Peptide

4 − Small　Peptide

宿主および形質転換株 の

KCI抽出物 のSDS −PAGE

図 15．FR901379 ア シ ラ
ーゼ の 発 現，　 M ，　 LM ．W 　marker ；1，∫．

livtUazas；2 ，　s．伽 諷α郡 1pIJ702 −sB ；3，　strePtθ m ）
，ces 　sp ．　No ．6907

FR901379 ア シ ラ
ー

ゼ ．

の 相 対 活 性 は 250 と 非常 に 高い 値 を示 した．ま た，形質

転換株 は培養 日数 2 日 目に最高活性 に 到達 し，培養 日数

を 大幅 に 短縮 させ る可能性 を 示 唆 し た ．こ の よ うに，

FR901379 ア シ ラーゼ を 生産す る組換 え 微 生 物 を 作製す

る こ とで ，我 々 は 250 倍 とい う大幅な活性 向 ヒを達成 し

た （図 16）．

2．7．FR901379 ア シ ラ
ー

ゼの 生産性向上　　 FR901379

ア シ ラーゼ 生 産 菌の 培養 で は ，培養 時 間 と 共 に 培 養 液 の

粘性 が 非常に 高 く な る．その 原 因は，菌糸 の 伸長 お よび

絡 み 合 い で あ る．そ こ で，菌糸 の 断片化を指標に育種改

良を行 い ，高生 産菌を 取得した．

　取得 菌 の 通気撹拌系 で の 培養の 特徴は ， 1）培養液 中

の 菌糸 の 断片化 レ ベ ル と ア シ ラ
ーゼ 活性 に 相関が あ る，

300

一斗→ 12250

ド 10 編
200

掣
覃

OB

照
　 05
夜爬

粳
150

罪　D4
罪

’

021QO

’ 拡大 OO

50 2　 　　 3 　 4　 　　 5

培養 目 蜘 目 〕

6 ア

0

　 0

一．
　 12 　　 　 ユ　 　 4

　 培 養 日 数 国 ）

567

形 質転換株 の培養経過

図 16，形質転換株 の FR901S79 ア シ ラ
ーゼ 発 現 経過．◆，S．1・ividansf

plJ702−SB ； ■ ，　 St・rePtom ）
’ces 　sp ．　No ，6907 ．

親 株 変異 株

図 17．FR901379 　Acylase 生 産 菌 の 育種 改 良

2）培養液 の 粘性 が経時的 に極 め て 高 くな る，3）培養液

は発泡性 を有す る が 消泡剤濃度 が 高 い と酵素生成 が 抑制

される，な どで あ っ た．

　そ こ で ，菌糸 が 断 片化 す る 菌株 の 育種改良 と低粘性 の

培養 液 とな る 培 地 の 組 み 合 わ せ ，か つ 撹拌 に よ る ボ ル

テ ッ ク ス 効果 で 物 理 的 に 消泡 させ る 条件 を確 立 し た ．こ

う して，図 17の 右側写真 の よ うに菌糸 が 断片化 し培養液

の 粘性 が 低 ドす る培養法の 開発 に成功 した．こ れ に よ り，

単位容積 あ た りの 酵素活性を 100 倍以 上 向上 させ る こ と

が で きた．

3．精製 の 最適化 検討

　FK463 製造 は 先 に 説明 し た よ う に，　 FR901379 工 程，

FRl79642 工 程，　FK463 工 程 の 3 つ の 工程 に分けられ る （図

18）．製造 工 程 の 概略 を以 ドに 示 す ．菌体 か ら FR901379

を有機溶媒 で 抽出 し，吸着樹脂 で類縁物質を集め る，続

い て 酵 素 菌 体 を 用 い て 脱 ア シ ル 化 し，吸 着 樹 脂 で

FRl79642 を多 く含 む 画分 を集め，晶析を行 い ，高純度

の 中間体 FRl79642 を得 る．得 られ た FRI79642 に，側

鎖 を 化 学的 に 縮合 し FK463 を合成，結晶化 で 高純度 の

FK463 を 取得す る，とい うもの で あ る．　 FR901379 工 程

で は ，当初シ リ カ ゲル ，ジ ク ロ ロ メ タ ン とい っ た 使 い 捨
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図 18．中 間体 FRl79642 お よ び FK463 の 精製 法

図 19．FRl79642 お よび FK463 の HPLG 検定

て 原材料や塩素系有機溶媒を使用 し て い た．しか し，地

球環境に や さ しい 工業化 ノ ウハ ウに す る た め に，カ ラ ム

担 体 を再 生 可能 な もの に ，か つ 使用溶媒 を非塩素 系 の も

の に 切 り替え た．取得 した 中間体 FR179642 と FK463
の HPLC 分 析 結果 は ，図 19 に 示 す 通 りで あ る．

3．1．FR901379 精製工 程　　FR901379 発酵液 に は 母核

が 同 じで 側 鎖 の 長 さ が 異 な る 類縁物質 も併産 され て い

る．そ こ で，まず粗精製と して 発酵由来 の タン パ ク 質や

多糖類を 除去 した の ち，FR901379 関連物質を同
・
画分

に ま と め て溶出 で き るハ イ ポー
ラス 型吸着樹脂 を用 い る

こ とと した．溶 出剤 は 次 工 程 の 酵 素 反 応 に 影響 を与 え な

い もの を選 択 し た．

　FR9．　01S79発酵液 は カ ビ 特有 の 高粘性溶 液で，ま た，

FR901379 は菌体内 に 蓄積 され る た め，効率 よ く抽出す

るた め に pH ，温度 ， 溶媒な どの 最適組み合わせ を検索

した．ま た，FR901379 は 1つ の 分 子 の 中 に親水 基 （硫酸

エ ス テ ル 基）と疎水基 （パ ル ミ トイ ル 基） を 併 せ 持 っ 構

造 で あ る こ とか ら，水溶液 中で は ミセ ル 構造 を 取 り，溶

媒 に 対す る 溶解度 は 非線形 （た と え ば メ タ ノ
ー

ル で は

20％濃度 に溶解度ピーク が あ る）とな る性質 を 持っ ．加

えて ，さま ざま な基材に特異的 に 吸着す る た め，精製担

体 や 溶媒濃度に つ い て も工 夫 が 必要 で あ っ た ．工 場 生 産

に お け る 自動化 で は，本物質そ の もの が 発 泡 しや す い こ

と も考慮す る必 要 が あ っ た．

3．2，FR179642 精製 工 程　　FR179642 工 程 は 脱 ア シ ル

酵素反応 か らス タ
ー

トす る．生成す る FR179642 は 極性

が 高 く な り，通常の 吸着樹 脂 へ の 吸 着力 が 極端 に 弱 くな

る．そ こ で ，種 々 検討 し FRI79642 に 対す る保持力が 強

い 樹脂を選択 し た．吸着時 の 液濃度 と吸 着総 量 を制御す

る こ と も樹脂への 吸着能を向上 させ るた め に は 重要で あ

る．吸着後，溶 出溶媒 の 濃度 を段階的 に 変更 す る こ とで

ク ロ マ ト的溶出を行 い ，純度 95％ 以上 の FR179 　642 を得

た．ま た，FRgel379 は 弱酸性側 ，
　 FRl79642 は 酸性 側 に

安定域が あ る こ と か ら，各 工 程 で は許容 pH 領域 に 注 意

を しなが ら製造 ノ ウハ ウを 構築 した ．さらに 結晶化検討

を行 い ，結 晶 の 粒 度 分布 を コ ン トロ
ー

ル す る た め に 「温

度 ス ウィ ン グ 法 」を ， 結 晶水 分 を コ ン トロ
ー

ル た め に 「真

空度制御乾燥法」 を導入 し，最終的 に 99％ 以 Eの 高純度

中間体を生産 ス ケ
ー

ル で 製 造 す る ノ ウハ ウ を 確 立 し た．

3．3．FK463 精製 工 程　　醗 酵技術研 究所 で の 精製検討

にお い て，FK463 精製 工 程 に つ い て は，主 に結晶化検討

を 実 施 し た．pH と複数溶媒 の 組 み 合 わ せ 条 件 の 最 適 化

で 98．5％ 以 ．Eの 高純度 の 針状結晶 を 取 得 す る こ と に 成功

した ．

4．HPLC 検定法 の 確立

　 発 酵 由来 医薬 品 の 匚業化研究を短期間 で 成 し遂げる に

は，化合物 を 正確 ・迅 速に定量する技術 は 欠 くこ とが で

き な い ，発 酵 生 産 の 工 業化研 究 に お い て 菌株 の 育種改良

に は微生物の 発酵液の よ うな夾雑物 の 多 い 溶液を複雑な

前処 理 な しに 簡便 に 定 量 す る 分析法 の 確 立 が 要求 され

る．培養 ・精製 T ．程 の 最適化研 究 で は，目的物質や関連

物質 ・類縁物質を含む 多くの 発 酵生 産 物，培地由来不純

物などの 挙動 を定性的 ・定量 的に把握 しな け れ ば ス ピー

デ ィ か っ 精緻な製造法確 立 は で き な い ．こ れ ら の 検 討 を

効 率的 に 行 うため に，特 に 以 下 の こ と に 留意 しな が ら

我 々 は 発 酵原体 FR901379 ，中間体 FRl79642 の HPLC

高感度 ・高分離能検定法 を確 立 し た ．
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　先に も 述べ た 通 り，FR901379 は水溶液 中で は ミセ ル

を 形 成 す る の で，分 析 サ ン プ ル 中の 溶媒濃度 に よ っ て 定

量 値 が 変動 す る．各工 程液 の 溶 媒濃度 を
一

定 に保 っ こ と

は 難 し く，そ の 閤題 を解決す るた め に 界面活性剤 の 使用

を検討 した．そ の 結果，UV 吸収の ない Brij−35   ta液を希

釈液 と して 用 い る こ と と し た．FR179642 は側 鎖 が 脱 離

され て 極性 が 高 くな りカ ラム に対す る 吸着力 が 極端 に 弱

く な る た め，関連物質の 分離度 が 高 くか っ 耐久性 の あ る

担体 を選択 した．ま た，FR901379 お よび FR179642 は

そ れ ぞ れ に 安定 な 至 適 pH 領域 を 持つ た め，サ ン プル の

安定性 を確保する た め，分析サ ン プル の 調製方法 に も細

か く手 順 を 決 め て 行 っ た．さら に，HPLC 検定法 を 設 定

した の ち，そ れ ぞ れ の 分析法で の 化 合物 同 士 の 相関関係

を確認す る ため に LC −MS 分析 を実施 し，それぞれ の 化合

物 の 分取 を 行 い
， 脱 ア シ ル や側鎖導入 な ど誘 導体合成も

行 っ た ．こ う して 完成 させ た定量法 は，効率的な製造 ノ

ウハ ウ構築に大きく寄与した．

おわりに

　我 々 醗酵技術研究所 が ミカ フ ァ ン ギ ン の 工 業化研究を

行っ た頃は ，ち ょ うど免疫抑制剤 タク ロ リム ス の 増産 プ

ロ ジ ェ ク ト実施時期 と重な り，大変忙 しい 時期 で あ っ た．

し か し，タク ロ リム ス の 工 業化研究 の 経験 を 生 か し，

GMP （医薬 品 の 製 造 管理 お よび 品 質 管 理 に 関 す る 国 際 基

準）に配慮 しつ つ ，不純物 プ ロ フ ァ イ ル が変化 しない よ

うチ ェ ッ ク も しな が ら，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 2 つ の プ

ロ ジ ェ ク トを成功 させ よ うと
一

丸となっ て 仕事 に 取 り組

み ，成功裏 に完結 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 平 成 16 年 度

の 日本 生 物 工 学会技術賞 と い う形 で 評価 され た こ と に

は，感慨深 い もの があ る．これ は，我々 5人が受賞した

とい うよ り も醗 酵 技 術研 究 所全体 が 頂 い た 栄誉 と受 け 止

め て い る．な お，当 研究所が 日本 生 物 工学会技術賞を 受

賞した の は，平成 9年度 の 「タ ク ロ リム ス （FK506 ）の ⊥

業化研 究 亅 に続い て 2度 目で あ る．平成 16年度 日本 生 物

工 学会技術賞 に 推挙 して 下 さっ た先生方 に深 く感謝 い た

します ．

　 本研究 の 機 会 を与 え て くだ さ っ た ，当社今 中宏博 十 （前専務取

締 役），青 木初夫博士 （社長），向阪正 信 博十 （前常務取 締 役），後

藤 俊男博 士 （研 究本部長 ）に感謝 します．また，研 究に ご協力 下

さっ た 探索研 究所，化学研 究所，薬理 研 究所，物性研 究所，合成

技 術 研 究所 ，化 成 品 事 業 部 名 占
．
屋 工 場 を 始 め 本 プ ロ ジ ェ ク トに 関

係 され た皆さん に 深 謝しま す．
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