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　　Actinomycetes　are 　Gram −positive　bactcria　characterized 　by　their　versatile 　ability 　to

produoe　secondary 　metabohtes ．　 One 　of 　 the 　most 　 intercsting　features　of 　 these

mioroorganisms 弖s　their　ability 　to　produce　endogeneous 　 and 　exogeneous 　 signal 　molecules

which 　 control 　 both　 the 　 cytodifferentiation 　 and 　 secondary 　 metabolism ．　These　 have

sometimes 　been　called
“
autoregulators

”
，　and 　so 　far　10　autoregulators 　have　been　isolatcd

frorn　Streptom）‘es　species 　and 　their 　structures 　e｝ucidated ．　 A ．mong 　them ，　we 　have　found　6

signal 　molecules ，　i．e，，virginiae 　butanolide　A ，　B，　G ，　D ，　E　which 　trigger 　virginiamycin 　pro
−

duction　ef 　Streptom）ces ひirginiae　and 　IM −2　which 　triggers 　blue　pigment 　prDduction 　by　StrePto一

畔 85sp ，　FRI −5，　 To   ow 　the　complex 　regulation 　mechanism 　on 　secondary 　metabolism

in∫treptoml‘es　species ，　sigrlal　transmission 　mechanism 　involved　in　the 　autorcgulators 　seems

importanし 　This 　paper 　 summarizes 　 our 　previous 　 wolk
，
　 and 　the　fol1Qwing且11dings 　 are

discussed ．　 i）Isoiation　and 　structure 　elucidation 　of 　virginia 巳 butanolides　from　Streptonり‘es

virginiae ．　 Virginiae　butano］ides　are 　effective 　even 　at　l　ng ！ml 　in　initiating　virginiamycin 　pro
−

duction．　 ii）Isolation　and 　structure 　elucidation 　of 　lM −2　from　StreptemJc∬ sp ．　FRI ・5．　 IM −2

is　e ∬ective 　aし0．6ng ／ml　in　initiat且ng 　blue　p玉gmentproduction ，　and 　shares 　the　same 　butyrolac−

tone 　moiety 　as　v 正rginiac 　butanolides，　butis　more 　hydrophilic　due　to　its　5horter 　substituent 　at

positien　2．　 iii）The　distribution　 of 蝿 rginiae 　butanolides　and 　IM −2　 among 　StrOptemlces

species ．　 Virginiae　butanolides　and 　IM −2　are 　found　to　be　distributed　in　about 　14％ and

I1％，respectively ，　ofantibiotic 　producing∫‘reptemJces 　species ，　 iv）The　relationship 　betwcen

structure 　and 　activity 　ofvirginiae 　butanolide　C 　using 　41synthetic　analogs 　to　clarify 　th¢ essen 曽

tiai　moiety 　in　its　structure ．　 v）Identi丘cation ，purificatien　and 　characterization 　of 　virginiae

butanolide・binding　proteln　 which 　 seems 　 to　mediate 　pleiotropic　 8ignal 　transmitted 　bγ

virg 主niae 　butanolides　in　Strepton…ア‘ es　virgin ！α 8・

　土壌微生物 で あ る放線菌は，抗生物質 を は じめ 酵素，

酵素 阻 害剤や 色素 な どきわ め て 多様な有用産物 を生産

す る 菌群 で あ り，工 業生 産 上 重要な 位置を 占め て い る．

ま た，放線菌 は ，原核生物で ある に もか か わ らず， 形

態分化を 示 し，固体培地 上 で 胞子 → 基底菌糸→ 気中菌

糸→胞 子 とい う複雑 な 生活環 （Fig．1）を 示す こ とか

＊

連絡先，Corrcsponding　author ．

ら， 原核生物 の 中 で進化 の 最先端に い る微生物群と考

え られ ，抗生物質 な どの 工 業生産 とい う応用面 の み な

らず，形態分化 の 機構，あ る い は ，制御とい う基礎的

な面か ら も非常 に 興味深 い 菌群 で あ る．こ の 放線菌に

よ っ て 生産 され る 抗生物質な どの 有用産物 の 大多数

は ，菌 の 生育 に 直接に は 必 要 と され な い ，い わ ゆ る二

次代謝産物 で あ り，こ れ ら二 次代謝 物質 の 生 産 は，通

常培養後期に 始 ま る．こ の 二 次代謝産物の 生産期は ，
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Fig．ユ．　Life　cycle 　of 　StrePtonりces　sp ・

同時 に胞子形成 の 準備段階として の 気中菌糸 の 形成開

始 の 時期 で もあ り，二 次代謝 の 開始 と形 態分化 とが密

接 に 関連 し て い る こ とが 従来 よ り推 定 され て き て い

た ．実際 に ， こ れ ら形態分化と二 次代謝とい う 2種 の

非常に 異 な っ た 表現形質を つ な ぐ化学物質 とし て ，こ

れ ら 2 形質 を 同時 に 制御す る 低分子 の 信号伝達物質

が，放線菌群 の うち，StrePtomコces 属 に 属す る菌群 よ り

見 い だ され て きて い る．こ れ ら信号 伝達物質 （自 己調

節 因 子，また は autDregulator とも呼ば れ る ）（Fig．2）

は ，きわ め て 微量生産 され る に すぎない が，非常 に 強

い 活性 を 持 ち，自 己 お よ び 他 の 細 胞 の 形 態分 化 や 二 次

代謝物質の 生産を誘導する．こ れ ら放線菌 の 信号伝達

物質 は ，極微量の 生 産 量，強 い 生 理 活 性 ，また 後 に 述

べ る よ うに リセ プ タ
ー

タ ン パ ク 質の 存在な ど， 真核生

物 に お け る ホ ル モ ソ と類縁 の 性質を 有 して お り，原核

生物に お け る ホ ル モ ソ とみ な す こ とが で き よ う．現 在

ま で に ，我 々 お よび 他 の 研究 グル ープに よ っ て見い だ

され た 5齠 μ o  ‘65 属 由 来 の 信号伝達物質を ，Fig．2 に

示 した ．

　 も っ とも古 くか ら知 られ，また研究 の 進ん で い る の

は ，A −factor（1 ）で あ ろ う．A −factor は，　 Strelbt・ mlces

griseusよ り1970年代 に ソ 連 の Kh 。kh】ov らOこ よ っ て 単

離され た 化合物で，S．　griseusの streptomycin 非生産，

胞 子 着生欠損変異株を回 復 させ る能力を持 つ の 構造

的 に は ，2 位 に 1
’−oxo −6Lrnethylheptyl 基，3 位 に

hydroxymethyl 基が 置換 した 2 置換 butanolide骨格 を

持 つ
，

ユ ニ ーク な 構造 の 化合物 で あ る．3 位 の 絶対構

造は ，森ら に よ り合成法で （R）と決定 されて い る．2）

　A ・factor以外に ， 放線菌由来の 分化 ま た は抗生物質

誘導 因 子 と して ，B −factor
，

s） Fact。 r　C ，÷） pamamycin5 、6］

などが 報告 され る が，A ・factorと同 じ butano1三de 骨格

を持 つ もの と し て は ，東独 の Grafe らに よ っ て 単 離 さ

れ た ，　S．　 viridochromogenes 由来 の Factor　1 （2 ）
7）お よ び T

・

卿
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S．bikiniensisと S．　Claneofus ‘atas 由来 の 3種 の 化合物 （3 ，

4 ， 5 ）9）がある．Grtifeらは，ア ン トラ サ イ ク リ ソ 系

抗生物質 を生産す る S，griseusの 抗生物質非生産，気菌

糸欠損変異株 を用 い ，両形質を 回 復 させ る 因 子 を 他 種

の 放線菌 か らス ク リーニ ソ グ した 結果 ， 上 記 4 種 の 化

合物 を 分離 し，構造決定 した ．い ずれ も数 百 mg ！ton

の 微量生産量 で あ り，A −factor同様〜ng ！ml の 濃度 で ，

形態分化 と抗生物質生産 を 誘導す る 能力を持つ ．

　さ て，Virginiae　butanQlide（VB ）と我 々 が命名 した

VB −A （3 ），　 VB ・B （6 ），　 VB −C （7 ），9＞ VB −D （8 ），

VB −E （9 ）1°）の 5 種 の 化合物 は ，抗生物質 virginia −

rnycin の 生産を誘導す る 因子 と して S．　viTginiae よ り単

離，構造決定 し た 化合 物 で あ る ．また ，StrePtemコces

sp ．　 FRI −5 株 か ら は ，本菌 に よ る 青色色 素 の 生 産 を 誘

導す る因子 と して，IM −2 （10＞を 単 離，構造決定 し

て い る ．1］） S．virginiae に つ い て は ，1971 年 に 当醸酵工

学科 の 柳本，照井 に よ り virginiarnycin 生産誘導因子

の 存在が 報告 され て い た が ，12，13〕当時 の 分離分析技術

で は ，単離構造決定に い た らなか っ た もの を ， 後年当

研究室 で 引継 ぎ，単 離，構造決定 に 成 功 した もの で あ

る し，また 青色 色素誘導因 子 に つ い て も，こ の FRI ・

5 株が内因性 の 誘導因子をもつ こ とは ，柳本，江夏 に

よ りす で に 1983年 i‘）　O＝ 報告 され て い た も の を ，の ち

に 我 々 が 単離 し ， 構造決 定 した もの で あ る．い ず れ も，

先達 に よ り完成 され た す く
”
れ た ア

ッ
セ イ系があ っ た れ

ば こ そ，我 々 が単離 に 成功 した わ け で あ り，20数年昔

に ，何 らか の 低分子 因 子 が 抗生物質 の 生 産 を 誘導す る

とい う現象に 気づ き，ア
ッ

セ イ 系 を 組 み 上 げた 柳 本 ら

の 研究 に ，我 々 が 負 うと こ ろ は 大 き い ．

　上記 10種類 の 化合物 は ，い ずれ も 2 置換 butanolide

骨格を持 ち，2 位V＝ 　ILoxo また は ILhydrexryalky1基が，

3 位 に hydrox＞
’methyl 基が置 換 した 共 通 の 構造を して

お り，StrePtomlces属に お い て ，　 butanolide型 の 信号伝

達物質が普遍的に 存在す る こ とを予想させ る ．本稿 で

は ，過去 5 年間 に 当研究室 で ，主IC　VB に つ い て 得 ら

れ た 知見 を 順次述べ て い きた い ．

L 　StrePtemPtces　 virginiae の 生産す る virginiamycin

　　生産誘導因子，virginiae 　butanolide　A −一戛の 単離

　　と構造 9・］O〕

　S．virginiae を液体培養する と，　 virginiamycin の 生産

は 培養 開 始 後 14時 間 か ら始 ま り，24時 間 目に は一定量

に 達す る．抗生物質生産 の 約 2時間前，すなわち培養

12時間目に 内因性の 誘導因子の 生産 が 始 ま り， 14時間

目に は
一定量 に 達す る ．柳本 ら の 考案 した ア ッ セ イ法

は ， 培養 8 時間 目の 菌体を集菌後，新鮮 な培地に 再懸

濁 し ， 誘導因子を 含 む サ ン プ ル を 加 え て さ らに 2時間

培養後，培養上清中 に 抗生物質 が誘導生産 され て い る

か 否 か を検定す る 方法 で あ る ．A −facterな ど他 の 因子

の 研究 で は ， 何 らか の 欠損変異株を 用 い ，固体培地上

最低 1 週 闘 は ア ッ セ イ に 必 要 で あ るが ， 柳本の 方法 で

は，野 生株 を 用 い ，液体培養 を行 うこ とに よ り，手間

は か か るが，約 1 日で ア ッ セ イ が 終了 し，結果 が 得ら

れ る とい う大 きな利点 が あ る ．Table　 l に VB −A 〜C

の ，Fig．3 に VB −D ，　E の 精製工 程を 示 すが，い ずれ も

1 ト ン ス ケ ール の 培養液 か ら出発 し て ，最終的 に は 逆

Table　1．　The　yield　and 　activity　ofinducing 　factor　at　each 　purification　step ．

Step Yield ACtiVity （U ）
　 Specific
aCtiVity （U ！mg ）

1．EtOAc 　extraCt

2．EtOAc 　extract 　after 　hydrolysis

3．Amberlyst　A −21

4，Alum 函 a　column

5．π
一Hexane −2・P1〈）H 　sou 】ble　part

6、1st　System　500

7．2nd　Systcm　500

8，Final　HPLC （ODS ）

　 　 　 　 VBA

　 　 　 　 VBB

　 　 　 　 VBC

3189167935

．9921

．9916

．69

　 2．0ユ9461mg

O．823mg

1．271mg
1，210mg

　6x107

　 4 × 107

　3 × 107

＞3 × 106

＞ 1x107

　 1 × 107

　 2× 107

1．3x1061

．3× 1055

× 105

19024e840

5，00043

，
000

1．6xlos1

．Ox105
4．1x105

　One 　unit 　was 　defined　as 　the 　minirnurn 　amount 　Qf 　VBs 　per　ml 　of 　thc　assay 　medium 　to　induce
virginiamycin 　production 　under 　the　assay 　conditions ．
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EtOAC 　 extra 匚t ｛235．3g ） from 　1，45e 　liters （：ulture

filtrate　 of 　Streptomyces 　 virgtni α e

n −Hexane 　layer

separetion 　with

MeOH − H20 　〔9 ： 1 ）　and 　n
−hexene

MeOH − H20 　1ayer

　　 anion
−
exchanger 　 column 　 chromatography

　　　 （Amberlyst 　A −21 ｝

Active 　fraction

EtOAC 　e ‘uate 　（18 ．5g ⊃

preparutive 　HPLC

on 　silica 　gel

Active 　pert

I　HPLC 　・ n ・ ・… 1− ・

VBts 　 A ．　8 ，　C 　 and 　 D 　‘1．34mg ）

Alumina 　 column 　chromatography

EtOAc − MeOH 　C　1　： 1 ）　eluate 　｛25 ，“ 9〕

preperative 　HPLC

O 冂 ODS ⊂ olumn

Active 　part

raphy

MeOH 　 etueteHPLC

　 X 　4

Pyrldine 　 eluate

　 lvirginismycin

　　　　　　　　　　 VB ■
SCandE 　｛80 ドg 〕

Fig．3．　 Purification　prQcedure　of 　VB ’
s　A ，　B，　C，　D ，　 and 　E．

相 HPLC で の 分離 を 4 回 繰 り返 し，各 々 単
一ピー

ク

に ま で精製 した．最終 収 量 は ，VB −A ，　B ，　C ，　E で 各 々

約 1　mg
，
　VB −D で は 0．08　mg とい う微量 で あ っ た．こ

れ ら単離 した 天然物 の 構造は
iH −NMR を は じめ 常用

の 各種 ス ベ ク F 卩 メ ト リー
お よび 化学合成に よ り Fig．

2 に 示 した よ うに 決定した，現在 2 ，3 位お よび 6 位

の 立体配置に つ い て 同 僚の 作 田博 士 が ，詳細 な検討を

ヵロえ て い る と こ ろ で あり，近い 将来最終的な立体構造

を提出で きる もの と考えて い る ．

　現在 まで に 分離 した VB 　5種類 の うち ，も っ とも活

性が高い 化合物は ，VB −A で あ り，o．6ng ！ml で virginia ・

mycin の 生産 を誘 導 す る能 力 を 持 つ ．次 い で ，VB −D ＞

VB ・C ＞ VB −B〜VB −E の 順 で 活性 が 低下す るが，もっ

とも弱 い VB ・B ，　E で も 10ngfml で有効であ り，
い ず

れ もきわ め て 活性 の 強 い 誘導 因 子 で あ る と結論 され る，

2． Virginiae　butanolide　C の 携造一活性相関 151

　StrePtomlces　virginiae か らは VB −A 〜E の 5 種 類 の 信 号

伝達物質を単離 し て い るわ け で あ るが ，い ずれ も非 常

に 類似 し て お り，異 な るの は， 2位側鎖の 長 さ お よび

分岐鎖 の 位 置 の み で あ る ．構造的 に は ，非常 に コ ン バ

ク トで あり，どの 構造単位 が 誘導活性発現 に 必 要なの

か は興味深い 点で あ る．また，後 の リ セ プ タ
ー

タ ン パ

ク 質 の 研究 を 行 う際 ｝こ ，放射能 ラベ ル の リ ガ ン ドや ア

フ ィ
ニ

ィ テ a 担体 の 合 成 が 必 要 とな っ て くる わ け で あ

る が，そ の 際 VB の 構造 に どの程度 の変更 を 加 え う る

の か とい う知 見 が 必 須 とな っ て くる ．そ こ で ，VB −C

を モ デ ル 化合 物と して 選び ，Fig．4 に 示す よ うtg41種

類 の 類縁体 を 合成 し，こ れ らの 誘導活性 を比較 した．

合成法や 各種ス ペ ク bル データは，割愛するが，興味

の あ るむ きは 現報 を 参照 され た い ．まず ，2 ，3 位 の

側鎖 を 持 た な い 化合物 （butanolide，　 cyclopentane
，

cyclopen ・tanone ，　tetrahydrofuran ，2・pアrrolidonc ）の 活性

を調べ た と こ ろ， 100　”g！ml の 濃度で ま っ た く活性を

示 さず，ま た VB ・C （10ng ／m1）に よ る誘導 を 阻害 し な

か っ た．したが っ て，5 員環 の 基本骨格 の み で は ，ま

っ た く誘導活性 が な く， 2 ，3位 の 側鎖 が ， 誘導活性

発現 に 必要 で あ る こ とは 明白で あ る．

　Fig．4 の 各種類縁体 は ， 3 グル ープに 分類す る こ と

が で き る．グル
ープ 1 （11 ，

12
， 13） は ，3・hydroxy一
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Fig．4．　Structures　of 　various 　VB 『C　analogues ．

methylbutanolide 骨格を共通 に 持 つ が ，2 位に つ く側

鎖 の 長 さ が 異 な る 化 合 物 群 で あ る．こ の う ち 11a〜

11iは ，6 位 に keto基を もつ A −fact。 r 型 の 類縁体 で あ

り，12a〜12k は 6位 に hydroxy］ 基をもち ， 2 ， 3位

b；　trans の trans 　VB −C 型，　 ISa−v13k は 2 ，3 位が cis

の cis　 VB −c 型 で あ る ，グ ル ープ 2 （14 ，15 ，16 ）は

2 位側鎖 の 長 さb：　C7 で 3位の hydroxymcthyl基 の 部

分 が 変 化 し た 化 合 物 よ りな る ．こ の うち 14a，15a，

16a は，水酸基 を メ トキ シ 化 し た 類縁体 で あ り，14b ，

15b，16b は ，　 hydroxymethy1基を rnethyl 基 に変えた

類縁体，14c ， 15c は ，　 hydr。xyrnethyl 　9 を 除去 した 類

縁体で あ る ．グル ープ 3 （17a ，　b）は 6 位 の 水酸基を除

去 した 類縁体 で あ る ．

　まず，グル ープ 1 の 類縁体に つ い て ，Virginiamycin

生産誘導能 の 最少有効濃度 を 比較 して み る と　（Table

2），活 性 の 強 さが cis 　VB −G 型 ＞ trans 　VB ・C 型 ＞ A −fac・

tor 型の 順に な っ て い る こ とが は っ き りわ か る．各類

縁体 問 で 10倍か ら100 倍，活性 の 強 さ に 違 い が 見 られ

る．さ らに ，2 位 の alkyl側鎖の 長 さ に 依存 して ，各

類縁体の 有効性が変化 し，明らか な最適長 の 存在が判
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Table　 2．　 Minirnurn　 effective　 concentration 　 of

　　 several 　VB −C　 analogues ．

R
A −factor　type 　 tran∫　C 　type 　　 cis　C 　type

　（μ9／ml ）　 　 （μ1mg ）　 　 （μノmg ）
？亨

一CHs
− C2Hs
− C3H7
− C4Hg
− CsHH

− G6H
ユ3

− C7H
ユ5

− CsH17
− CgH19

＞100

　 10

　 工0

　 10

　 10

　 10

　 10

　 　 1

　 10

＞100

　 100

　 10

　 　 1

　 　 0．1

　 　0．Ol

　 　 O，01

　 　 0．1

　 　 1

10010010

　 G．正
　 O、003

　 0、0008

　 Q．0008

　 0．1

　 0，1

゜

鐸
H

°

讎 編
H

　 lt　 　 　 　 　 　 　 12　　　　　　 　　 TS

明 した （Fig．5）．最大活性 を 示す類縁体 は，2位側鎖

が 1
「−hydroxyheptyl基 ま たは ILhydroxyoctyl基 で あ る

cis 　 VB −G 型 の 化 合 物 で あ り，最適長 か ら炭素 2 個 分

長 くて もま た 短 くて も，100倍以上 の 活性低下 を もた

らす，

　 グ ル ープ 2 ，3 の 類 縁体 に つ い て み る と （Table　3），

5 位 の 遊離水 酸基 を メ トキ シ 化 す る だ け で，最少有効

濃度 が 0．OOO8 μgtm！か ら 1μg！ml へ と変化 し，1000 倍

以上 の 活性低下が み られ る ．しか し，5 位水酸基を除

100
　

0
　
　　
1
　
　　
1
　
　　
−
　
　　
1
　
　　
1

　

1
　

　

　

　
　

　°
　

0
　
　

0
　

　

0

　

　

　

　

　

　

　

C
　

　
　’
　

　

O
　

　　
O

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

O
　
　

　　’
　
　

0

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

0
　
　
　

　°

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

0

＝
唱

く

O
ユ

｝
＝

O
コ
碍

」一
＝

OU

；

OU

　

　

 

〉

二
り
O

」

旨

 

　

≡
コ
∈一厂
二

Σ

　　　　　　　　 123456789

　　　　　　　　　　　 Chain 　tength

Fig．5．　Effect　oflength 　oftheside 　chain 　at　C −20n 　the　in−

　　ducing 　activity 　of 　cis　VB −C 　analogues ．

　　　Chain　 length　 indicates　the　 number 　 Qf 　 n 十 1　 in

　　R ＝＝
（CH ？）nCH3 ・V 誕ue 　for　an 　 analogue 　haVing　 a

　　 termina 亅double　bond　in　R　is　indicated　by （△）．

去 し，メ チ ル 基の み に して も （16b ）， ま た 3 位の 置換

基 をすべ て除去 して も （15c），こ れ 以 上 の 活性低下 が

み られな い こ とか ら，本質的に 5位 の 遊離の 水酸基 の

み が 活性発現 に 重要で あ る と考 え られ る．

　 6 位の 水 酸基も活性発現 に は 重要 で あ り，6 位水酸

基 の 除去 （17b ）は，活性低下 を もた らすが ， その 程度

Table　3，　 MiniTnurn　effective 　concentratiDn 　of 　VB −C 　analogues ．

Structure
A −factor　type ，
　 R ＝＝＝ O
　 （μ9／m1 ）

trans　VB −C 　type ，　　 cis 　VB −C 呪 ）c，
　 R ＝OH 　 　 　　 　 　R ＝OH
　 （2，3−trans ）　　　　　　　　（2，3−eis）
　　（P9 ／m1 ＞　　　　　　　　　　（P9／m ］〉

o
H

ユ0 0．01 0．0008

o
O／

CH3

10 10 1

o 1 1 1

o
1 1

・

簿 ＿ ＿ 1 0．1
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Table　 4．Yield　and 　activity 　of 　the　inducing 　factor　at 　each 　purification　step ．

Step Yield Activity
　（u ）

Specificactivity
　 （U ／mg ）

Isobutyl　alcohol 　extract

5％ MeOH 　SQIuble

lst　active 　charcoal 　column （MeOH ）

2nd　active 　charcoal 　column （10
−20％ CH3CN ）

Diaion　HP ・20　column （45％ MeOH ）

5％ NaHCO3 −isobutyl　alcohol 　partition

Middle　pressure　column 　chrornatography （Cls）

1st　HPLC （Cosmosil　Cl8，15％ CH3CN ）

2nd　HPLC （Cosmosi弖C18，12．5％ CH3CN ）

3rd　HPLC （Cosmos且 C18，
7．5％ GH3CN ）

4th　HPLC （Capceli　pak　C18，0to 　20％ MeOH ／O．1％ TFA ）

5th　HPLC （Capcell　pak 　Cle，　H20 ）

714、7　9259

，3　998

．8　924

．7　915
・779

　 4、889

　 1、939541

．7mg

43．1mg

13．2　mg

　 5，45mg

　 O，58mg

72x105

6，8× 106

6．7 × 106

4．6x106

4．8x105

3．3x106

3 ．1 × 106

3．3x1063

．2x106

3，5xlos

1．6x1061

，0x106

　 10

　 25
　 68

　 190

　 300

　 6801

．6xles

6．Oxlos
7．6 × 1伊

2．7 × los

29 × 1es1

．7x106

　One 　unit 　is　defincd 　as 　the エninimum 　amount 　of 【M −2　per　ml　ofassay 　medium 　required 　te　induce　blue　pigrnent　produc・

tion　under 　th　assay 　conditions ．

は ，100倍 で あ り，5 位水酸基 に 比べ て 6 位水酸基 の

重要性 は 劣 る と推定され る．ただ し ， 6 位水酸基が カ

ル ボニル 基 に 酸化 され た A ・fact。 r 型類縁体 （11f）と比

較 す る と ， 17b の 方が 100倍活 性 が 高い わ けで あ り，

こ れ は ， 6 位 カ ル ボ ニ ル 基の 存在に よ り 2位側鎖の 自

由度 が 減 少 す る た め で あ ろ う と考 え られ る．

　 以 上 ，VB −C の 構造活性相関 よ り ， VB ｝こは ，活 性

発現に 関与す る 4 つ の 構造単位 が あ る こ とが 明 らか と

な っ た．す な わ ち，1） 2，3 位 の 相対立体配置が cis

で あ る こ と，2） 5位 に遊離水酸基 が存在す る こ と ， 3）

6位 に 遊離 水酸基が存在す る こ と，お よ び 4）最適 な

長さを持 つ 2 位 の ア ル キ ル 側鎖 を もつ こ とで ある。こ

の よ うに ，VB は ，そ の 構造が コ ン パ ク トで あ る こ と

か ら予 想 され た こ と で あ るが ，そ の 構造中ほ ぼ す べ て

の部分構造が活性発現 に 必要 で あ り， 部分構造の わず

か な変化 に よ り，100倍 ， 1000倍 の 活性低下 が 生 じる．

こ の た め ，の ち に 高 い 親和性 を もつ 放射性 リ ガ ソ ドの

合成に 際 して ， 大きな 困難 に 直面す る こ と とな る ．

つ の で は な い か と推定 で き，本因子 の 精製 に 着手 した．

色索生産条件下 で の 培養液 1150t よ り出発 し ，
　 iso−

butan 。1 抽出，活性炭 カ ラ ム 2 回，分配 抽出 2 回，逆

相 カ ラ ム 2 回 ，種 々 の 条 件 下 で の 逆相 HPLC を 5 回

繰 り返 し，最終的に HPLC で 単一 ピ ーク を与え る誘

導因子 IM ・2 を 0．58mg 単離 した （Table　4）．活性収率

は 14％ で あ り，比活性基準 で 17万 倍，重 量 基準 で は

Lv− ii＿

4o

澁 」L

・ 1・一。c）c）9t． い

　 　 0　 0H

　　　　　　J．一 一 ．ルLL
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 9

「

T
σ 鰻

、

1°

　　 1
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

　　　　　引＿ 一 タ1兜＿L
1M−2

3 ． StrePtomltes　sp ．　FRI −5 株 の 生産す る青色色棄生産

　　誘導因子 rM −2 の 単離 と構造 11）

　FRI−5 株は ，抗生物質 cycl 。serine 生産菌と して 分離

され た 株 で あ る が，特定 の 培養 条 件 下 で は，青色色素

を 生産 し，抗 生物質 の 生 産 パ タ
ー

ソ も変化す る．すで

に 柳本 ら ｝こ よ り，青色色素 の 生産 が VB ア ナ ロ グで あ

る r−nonalact 。 ne に よ り誘導 され る こ とが 示 さ れ て お

り，均 した が っ て 本菌は ，VB 類縁の 内因 性因子を も

一

4r44 ．24 ，03 ，85．63 ．45 ，23 ．02．82 ．62 ．42 ．22．0L．8　1．6　1．4　；．2　1．OO ．80 ．6
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 PPM

Fig，6．　 Comparison 　of600 　MHz 　
IH ・NMR 　spectrum 　of

　　IM −2　 with 　 those 　 of 　 synthetic ‘ゴ∫ and 　 trans −2・（1 

　　hydroxybuty1）−3−（hydroxymcthy1）butaロ 01ide ．　 The

　　 cis 　and 　trans　isomcrs　were 　syn 出 c5ized 　as 　Clescribed

　　（15） ぬ 　acylation 　of 　 3−（trirnethylsilylexymethyl ）

　　butanolide　with 　suitable 　acyl 　chlorldes ．
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Table　 5．　 Production　 of 　natural 　VB ・like　inducers

　 　 by ∫ごrePtongアces　sp ．

Strain
Activity　NQ ，ofactive

（U 〆m 】）　 components

一
　 　 　 　 　 　 　 0　　　翻　　　2　　　ヨ　　　4　　　5　　　6　　　7　　　8

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ch 弓 in ［epgth （n ＝〕

Fig．7，　Effect　of　side 　chain 　leng山 at 　C −20n　the 　induc・

　　ing　activ1ty 　of ｛M −2　analogUes ．　 The 　trans 　analogUes

　　having　 diH〕erent 　 side 　 chains 　 were 　 synthesized 　 as

　　described　previously．
15）

s．’・ng ω ・・densis

∫、tuberci｛どガ‘us

∫，anti らieticus

∫．Phaeofa‘iens

ε，吻 o鋤 π ∫ゴ∫

∫，‘etlute）7avtts

s，sclerogr 砌 ぬ 伽

8，tin‘oinensis

s．6伽 urigerus

s．9 厂ゴ5餌 ∫

IFO 　14251 　　 500

1FO 　13090　　　500

1FG 　12838　　100

1FO 　13372　　 100

1FO 　12824 　　 100

1F（） 13780 　　　　5

1F（） 143015

1FO 　13054　　　 4

1FO 　 133 〔｝7　　　　1

1FO 　 3430　　　　0．5

3242233114

123 万 倍精製 し た こ とに な る ．IM −2 は ，0．6ng ！ml で

青色色素生産誘導能を示 し，A −factorや VB −A と同様 ，

ぎわ め て 強力な活性を持 つ ホ ル モ ン 様物質で あ る こ と

が 判明 し た．そ の 600　MHz 　 iH −NMR を Fig，6 に 示す

が ， そ の 構造 は，我 々 が す で に VB 類縁体 と し て 合成

して い た，2位側鎖が 1
’−hydr。xybutyl の trans 体と完

全に
一

致 し，単離天然物が きわ め て微量 で あ っ た に も

か か わ らず，比較的容易 に そ の 構造 を 決定 で きた こ と

は ，幸運 で あ っ た ．IM −2 は ，
　 A −faCtOT や VB −A と同

様，Strept。 myces 属信号伝達物質特有 の butanolide骨

格 を 有 し て い る が，既知 の 因子中 そ の ア ル キ ル 側鎖が

も っ と も短 く，も っ と も親水 性 で あ る と い う特徴 を も

っ て い る．こ の ア ル キ ル 側鎖の 長さに 関して は ， 天然

物 が 必ず し も最適で あ る 必然 性 は な く，VB 程度 の よ

り長 鎖 の 類 縁 体 の 方 が，活性 が 高 い の で は な い か とい

う可 能性があ る，そ こ で ，2位 ア ル キ ル 側鎖 の 長 さを

種 々 変えた IM −2類縁体 を 用 い て，そ の 最少有効濃度

を求め た と こ ろ （Fig．　7）， 側鎖の 最適長は butylまた は

pentyl 付近に 存在す る こ とが 判明 し，もっ と も活性 の

高い 側鎖長は ，天 然 物の そ れ と一致 した ．した が っ て ，

青色色素誘導 に は，VB に よ る vlrginiamycin 誘導 と

は 明 らか に 異な っ た 因子 が 必要 で あ り，よ り短 鎖 の 因

于を結合す る リセ ブ タ ータ ン パ ク 質が存在す る もの と

考えられ る，

属の 中で ど の 程度普遍的な役劑を担 っ て い る の か に 関

心を持 っ た ．幸 い ，VB の 生産菌 S．　 virginiae は，　 VB −

A と IM2 に 対す る最少有効濃度が各 々　0．OOO6　”g／m1

と 10 μg／m 亅で あ る こ とか ら判 る よ うに ，VB に 対 して

きわ め て 特異的 に レ ス ポ ン ス す る 性質 を も っ て お り，

また IM・2 の 生産菌 StrePtomlces　sp 、　FRI −5株も IM −2 に

対 す る特 異 性 が 高い ．そ こ で ，こ れ ら 2種 の 菌株 を 検

定菌 と し て 用 い ，一
方 に つ い て は virginiamycin 生 産

誘導能を ， 他方 に つ い て は ， 青色色素生産誘導能を指

標 に ス ク リー＝ ソ グ すれ ば，多数の 菌株 か ら容易に 生

産菌を検出す る こ とが で きる こ とに な る．対象 と して

は ，抗生物質を 生産する 放線菌約70菌株を IFO よ り

入 手 して 用 い た．そ の 結果，VB 生産能を持つ 菌株 が

72菌株中 10菌株，IM −2 生産能 を 示 す菌株が64菌株中

7 菌株得 られた （Table 　5 ，6）．　 VB 生産菌に つ い て
， そ

の 活性成分を 逆相 HPLC で 分離 して み る と （Fig．　 B，

9），S．　lincpinensisと S．‘1ω 吻 棚 を除 い て ，他 の 菌株は

Tablc　6．　 Productlon　oflM −2−】ike　indueers 　by　StrOp−

　 　 temlce5　 sp ・

Strain
ActiVity

（u ！ml ）

4． Vitginiae　butanolide お よび 【M −2 の 放線菌に お

　　け る 分布
1fi・17 ）

　 こ の よ うに VB と IM ・2 とい う 2種 の 明 らか に 機能

の 異な っ た 誘導因子を ， 我々 は 単離し，そ の 構造を 決

定 して ぎたわけ で あ る が ，次 に こ れ らが StrePtemlces

s．tuber‘idiCttS

s．66蜘 勿を卿 邵

s．∫吻 佛 π∫ゴ5

3，褶 rう0冗げnsis

s．∫‘lerogranu〜α觚

s．’釦 ガごん ∫

s．‘砌 μ5

IFO 　13090

1FO 　13780

1FO 　12820

1FO ！2801

1FQ 　14301

．IFO 　13787

1FO 　12752

25＜　＜ 40

15＜ 　 ＜ 25

15＜　＜ 25

15＜ 　＜ 25

2＜　＜ 52

＜　＜ 51

＜　＜ 2
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@on 　reverse 　phasc 　co監 umn． 2種類 以

の 活姓成 分 を 生 産 してお り ，S ． 　virginiae
VB −

A
か らE の5 種 類 の成 分を同時 に 生 産し て いる

いう現 象と一 致 し た．これ は ，Grarc らの因子の場合に，S．酬πf餠鈎が2種

の，ま たS ．　 Dtl 　 nee ； tiLscatus

D ：　 3 種 類 の 誘導因 予 を 同 時 に 生 産 して い る と

う 載告とも よく符号す る 点で あ り，ホルモン 様の

導 因 子を 生産 す る放

菌は，通常数種 類の因
子

の混合 物を生産して いる ものと

えられ る ． 　Fig ． 10 に ，同一の 逆
相 HPLC 系で

，各種VB類 縁体の溶 出位量 を示 したが ，VB 生産

は，　 VB ・ A （ 溶 出 時間 12 分）を 主 な成 分 と

て生産し て い る こ とが 推 定 さ れ る ． こ の 約 12 分に

出され る 成 分が， 確かに VB・A であ る ことを確 認する た めに，すで

高生産株 を得 ていたS ．antiblvtieu
ﾌ 培獲 液より，　VB 活性成分 を

単離することにした，種 々炭素 源，窒素源を

討し た 結 果（ Table 　 7 ，8 ，9） ， 50
　unitimlとい う高生産 条件 を設定す るこ と が で きた

これは ，VB・A換算 で 3．t 　mgll という生産 量であ
り
，

S ．吻 向伽によるVB 生産量（0．03　mg ／ り と 比べ100 倍 の高生

能である． 』高 生 産株S ． antibiottCas

NF ・ 18 をこ の 高生
産
条件 下で培養 し ，

培
養

液6t より ， 2 ．

g のVB 活 性 成分 を単離し た．こ の 化合 物 のIR ，　MS

コH −
NMR ，　i℃ − NMRおよ びCDスベ ク トルは，　 S ． ，ま

認 粥由来 の 天然 VB − A と 完全 に一 致 し

S ． 　 antibiotiCZtS は， 主 な誘導因 子 し て

B・ A を生産してい る こ とが 確 認さ れ た ． 　ここ

興味深 い の は ， A − faCt 。 r 生産菌であ る S ．

沈麟も， 総活性 は 低 い もの の 数 種の

活性成分を 生産す る こ と であ り ，主 な成分の溶出位

が，やはり VB − A と一致すること で あろ う． 　以

，VB 生 産 株は，ラソ ダムに選 んだ放線菌72 菌 株中 1

ﾛ 株，すなわち分布率14 ％であ り，また IM ・2 生産 株は ， 6

ﾛ 株中 7 菌 株 ， 分 布 率11 ％であっ
た．原 ， 別 府 18 ）は

A ・factor 生 産菌の分 布率が15 ％ で あ ること

報 告 して い る し， ま た GrifeiOP ら は ，かれ

の因子 を生 産 す る放 線菌の 分布率 が 26 ． 3 ％であると報 告し

いる．これら 各種 の誘導因子の生産 菌 の間 で ， S

griseas のようにA・靴 torとVBの両者を生 産すると い

う例外が若干 あ るも の の ， 各誘 導因子 間 の重 複 はほと

  ﾇなく，し たが っ て ，全放線菌中 A ・ factor ，

Grafe の 因子 類 ， VB 類， あ る い は IM ・2

いずれか を 生産す る 能 力 をもつも のは ， 60 ％は

るものと 推 定できる． こ のように，放線菌に おい

は ， ホル モソ 様 の信 号伝

達物質
は
広く 存 在 し て い る こと が判明し た わ け で，形 態 分化 や
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Synthctic　and 　natural 　VBs ．

物質が広 く存在し ， 二 次代謝 な ど を制御 し て い る こ と

が明確に な っ た わ けで る が，そ の 信号伝達機構に 関し

て は，ま o た く不 明であ っ た．我々 は，高等生物の ホ

ル モ ソ との 類似 に 着 目し，何らか の リセ ブ タ
ー

タ ン パ

ク 質が ある の で は ない か と考え て 研究を進 め た．対象

と して は ， 当時そ の 構造を明らか に し ， 構造一活性相

関をも調べ 終え て い t＝・VB の生産菌である S．　 virginin

を 選び ，そ の 粗 タ ソ パ ク 質画分 に VB 結合能をもつ タ

ソ パ ク質 が存在す るか どうか に つ い て 調ぺ る こ とか ら

着手 した．まず最初 に ， タ ン パ ク 質 へ の VB の 結合を

測定す る こ とが必須と な っ て くる わ け で ， 当初 S．

吻 面伽 に よ るバ イ オ ア ッ セ イ な ど を試 み た が，感度，

労力などの 点からま p た く不十分な ア ッ
セ イ 法 で しか

な く， 放射能 ラ ベ ル の VB 類縁体を合成 し ， 放射性 リ

ガ ソ ドを用 い る binding　assay を確立す る こ とが必 要

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table　 7．　Effect　 of 　carbon 　 sources 　 on 　 the 　prcduction　 of 　inducing　factors　 by　StTe）btomJ，ces

　 　 antibioticus 　NF −1S．

Carbon 　sources （309 ／り Final　pH
　　 GrOWth 　　　　 Inducing　actiVity
（ml

−wet 　rnyce ！ia／り　　　（U ／ml −breth）

GlucoseXyloseArabinose

FructoseGalactose

LaCtoseMannitol

M 副tOseSucr

〔＞seDeXt

践nStarchSoluble

　starCh

Na −acetate
Malt　 extract

Glycerol

Com 　steep 　liquor
Na −prQpionate
Na −

succinate

Na −succinate

　 →
』hcxanoic　acid （0・5〃）

Na ・succinate 十 〇】eic　acid （0．59 ／り

　十 stearic 　acid （0．591り
　 十 1inoleic　acid （0，59 ／り
Na ・succinate

　 十 iso−va 】eric　acid （0．5g 〆り
Corn 　steep 　1三quor 十 syobe 且n

0000000000000QOOOOO777777777

フ

77

フ

777778

6．5

8．0

7．0

33085845300058800049655738664002580696　

　

　

　

　

　

　

　

1322

　

　

21

2，5

6．4

57．5

5000505005550022000ア

055202007770066050

3222131333333455525　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

1
　
1
　

　
　
1

250

500

1，562

　Cultivation　was 　perf（）rmed 　with 　100−ml 　portion　 of 　medium 　containing （per　O　 carbon 　 source

30　g，　sodium 　nitrate 　20　g，1Mp   ℃assiu 瓰 phosphate　buffer（pH 　7．0）30　ml ，　NaCl 　5　g，　yeast　extract
O．1g ，　CaCO32g ，　CaCl2・6H200 ，5g ，　MgSO4 ・7H200 ．5g ，　FeSO4 ・7H2020 　mg ，　ZnSO4 ・7H20
10mg ，　 MnSO4 ・H2010mg ，　 CuSO ，

・5H
，
010mg 　 and 　 Na

！
MoO

，
・2H2010mg 　in　 500−ml

Sakaguchi　flasks，　and 　incubated　aヒ 280C　 on 　a　reciprocating 　shaker 　for　96　hours．

とな っ た，Fig．11 に 示 す よ うに ，6 位 ket。 体 へ の

NaBSH6 還 元 に よ る
SH

の 導 入，2 位 側 鎖 の 末端 二 重

結合 へ の 1251 の 導入 な どを 試み た が ，前者は 合成収率

が 悪 く比放射能 の 高 い リ ガ ソ ドを得 る こ とは 困 難，後

者は
］251

とい う非常に バ ル キ
ー

な置換基を導入 し た た

め に ，誘導活trhglOOO分 の 1以 下 に 落 ち る な ど，い ず

れも不 満足 な結果に 終わ っ た ．種 々 検討 の 結果，最終

的 に は，2位側鎖 の 末端 二 重結合 に ，SH2 ガ ス 存在下，

接 触 還 元 に よ り 3H を 導 入 す る 方 法 を 採 用 し ，

S4、6Cirmmol とい う高比放射能 の 誘導体 を 高収率 で

合成す るこ とが で きた．こ の 誘導体は 天然誘導因子 の

一つ で あ る VB −D の
3H

ラ ベ ル 体 （以下 【
3H

］VB
−C7 と

略称）に 相 当 す るわ けで ，若干 の 同位体効果 は 予想 さ

れ る もの の ， この 側鎖長で は 1 メ チ レ ン 程度の 余裕が

あ り，きわ め て 高 い 親和性を有 して い る こ とが 期待 で

き る．次 に ，binding　assay の 方 法 を 確 立 す るb け で あ

るが，我 々 は ，平衡透析法を 採 用 す る こ とに した ．動

植物 ホ ル モ ン の リ セ プ タ
ー

に 関す る 文献検索 な どか

ら，こ の 他 に も，ゲ ル ろ 渦法，イ オ ン 交換樹脂 ま た は

ヒ ド卩 キ シ ア パ タ イ トへ の 結合 沈殿法 ，デ キ ス トラ ソ

存在下 で の 活性 炭結 合 法，硫安沈殿 法 な どが候補 と し

て 可 能 で あ っ た が，ま っ た く未知 の リセ プ タ
ー
を取 り

扱 う必 要 上 ，も っ と も基本的 な 平衡透 析法を 用 い た わ

け で あ る．

　S．vi・giniaeの 粗 タ ソ バ ク質画分を用 い た平衡透析の

結果 の 1例 を Fig．12 に 示 す．こ こ に 示 した値は ，

［
3H

］VB
・C7 の み存在す る場 合の 結合 量 （全結合 量）か

ら ， 加え た 【
3H

｝VB −C ア の 3600倍 の 非放射性 VB −G 共

N 工工
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Table　8．　Effect　of　nitrogen 　sources 　on 　the 　production 　oHnducing 　factors　by　Sttepごoηワ‘65

　 　 αntlうごoごゴ‘麗5　NF −18．

Nitrogen　source （209〃） Final　pH 　　 Growth 　　　　 Induci皿g　act 三vity

（ml
−wct 　myceliatO 　　　（U ！ml ・broth）

NaNO3NH4C1

（NH4 ）2SO4

L−Asparaglne

レ G ］utamic 　acid

Casamino 　 acid

PeptoneTryptone

Yeast 　 extraCt

Meat 　 extract

S。ybe跚 powder

Soybean　pDwder 十 〇．5％ cholinc −C1

レ Leucine

Urea

0550000000500087795999998888 10，015

．0
　 8．0

　 8．010

，06Q

．050

．080

，0130

．040

．080

．070
．012

．0

　 8．0

工，2501

，2501

，2501

，2501

，25e

　 7501

，5621

，2501

，5621

，2502

，0871

，2501

，5621

，787

　Cultivation 　conditions 　are 　almost 　identical　to　those 　described 　in　Table　7　exGept 　 that 　 sodium

succinate （30　g！り and 　the　indicated 　 nitrogen 　 source （20　g！りwere 　 used ．

在下 で の 結合量 （非特異的結合量）を ， 差 し引い た 値

で あ り，VB 特異的な結合量 に な る．こ の 条件下，透

析 は 3 時間後 に は 平衡状態 に な り6 時間 ま で は
一

定値

を 保 っ て い る ．次 に ，こ の VB 特 異 的 な 結合 が ，高分

子 に 由来す る こ とを確認す る た め ，粗 タ ン パ ク 質と

［
3H

］VB −CT　fr　incubateした後，　Sephadex　G −75 を用い て

ゲ ル ろ 渦 に か け る と （Fig ．13），未 結 合 の 【
3HjVB −C7 の

ピー ク 以外 に ，高分子 と結合 した ピー
ク が 現 わ れた ．

こ の ピーク は ，incubate 時に 非放 射性の VB −C を 大過

剰共存 させ る と消失 し，VB 特異的な結合で あ る こ と

が確認 され た ．こ の よ うな VB 結合 ピー
ク お よび 平衡

透析法 に よ る VB 結合活性 は ，　 DNase お よ び RNase

に よ っ て は影響を受けな い の に 対 して，pronase 処理

に よ り，完 全 に 消失 し （Fig．14 ，　Table エ0），透 析膜

非 透 過 で あ る こ と と合 わ せ て ，VB を 特異的 に 結合 す

る タ ソ パ ク 質 が存在 す る こ とが 明 ら か と な っ た ．

Table　9．　 Combined 　ef琵ct　of 　carbon 　 and 　nitrogell 　sources 　on 　the　production　of 　inducing

　　飽ctors 　by　StreP伽 ワ ‘es 　antibio ‘加 ∫ NF・18、

Carbon 　SOurce

Production　o 丘nClucing 　factors（U ／m1 ・broth）

Yea5t ¢ xtractSoybcan 　powder uLeucinc Urea

SQdium　succinatc 　　　 1
，
562 （9．0）

Glycerol　　　　　　　　3，757 （7．2）
Corn 　st¢ ep 　liquor　 　30125 （9・0）
Sodium　succlnate 　 　 5

，000（8，5）

　 ＋ 91ycer・1

　 十 cern 　steep 　liquorf

2，080 （8，5）
3，125 （7，0）
2

，
500 （6．0）

1，562 （8．O）　　　1
，
787 （8．0）

2，500 （6，0）　　　3，125 （7，5）

2，
500 （8．0）　　　　2，

500 （9．O）

　Cultivation　was 　perfermed 　with 　a　100−m ！portion 　Df 　medium 　containing 　the 　indieated　carbon

（309 ／りor 　nitrogen （20　g／りsourc ¢ in　a　500 −ml 　Sakaguchi　flask　for　96　hou 【s　at　280G 　The　pH 　at

the 　end 　of 　cultivation 　is　indicated　ill　parentheses；山 e　initial　pH 　was 　adlusted 　to　7．0．　 Other　cx −

pcrimental　conditions 　are 　identica工to　those 　dcscribed　in　Table　7．

　
＆Sodium 　succinate （20　gの 十 glycerel（20　g〃）十 corn 　 steep 　liquor（10　g／D　 was 　 used 　 as　 carbon

source ．
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Fig．11．　Synthetic　routes 　of 　radioactive 　VB 　ana 】ogues ，

OH

OH ↑

T

［
3H

｝VBC ， に 対す る きっ こ う阻害法 に よ り，リ ガ ソ ド

特異性を調 べ た 結果，A −factorや trans 型 の VB 類縁

体に 対す る 親和性 は 低い の に 対 して，VB −A ，　 B ，　C ，　D

に は，ほ ぼ 同
一

の 高 い 親和性 を 示 す こ と が判 明 し た

（Table　11，12）．した が っ て，こ の タ ン ／ CP 質 は ，　VB

類を共通に 結合す る リセ プ タ
ー

で ある と結論 され る．
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　 　 　 　 0
　 　 　 　 0　　　 1　　　 2　　　 3　　　4　　　 5　　　 6

　　　　　　　　 Dialysis　time （h｝

Fig．12．　Tirne　COUrSe 　Of 　SpeCi 丘C ［
3H

】VB −C7　binding

　　 during　equilibriurn 　dialysis．

　　　Ce11−free　extract （100μ1） was 　 incubated　with

　　34．8nM 　 of ［
3H

］VB
・C ア （0 ．2μCi）in　 the 　presence

　　 and 　 abscnce 　 of 　nonlabeled 　VB −C （125 μM ）for　 l

　　hour飢 28°C ，　and 　dialyzcd　aga 五nst 　10ml 　of 　buffer
　　 A ．At　the 量ndicated 　time ，　 each 　50 μ10f　inner　and

　　 outer 　 so 】ution 　 of 出 e　 dialysis　 tube 　 was 　 taken 　 fbr

　　 【 adioactivity 　measurernents 　to　Cletermine　differences

　　in　the　arnount 　of ｛
3H

｝VB −C7．　 The　speci 且c 【
3H

］VB
−C7

　　binding　represents 出 e　difference　between　the 　v 記ucs

　　 obtained 　in　the　abscnce 　and 　presence 　of 　non 皇abeled

　 　 VB −C ，

　　
゜
。 2。 4。 6。 02 。 4。 6。

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Froction　number

Fig．13，　 Sephadex　 G −75　 column 　 chromatography 　 of

　　cell一丘ee 　extracts 　preincubated　with 　［
3HIVB −C7

　　alone（A ）and ［
3H

】VB
−C7 十 non 】abelcd 　VB −C （B ）．

　　　Fractions　 of 　O．5ml 　were 　collected ，
　 and 　aliquots

　　（50 μ1）wcrc 　taken 　fbr　 radioactivit γ
measurements ，

　　Radioactivity　 per　 50 μl　 of 　 each 　fraction　 was 　 in・

　　dicated　in　the 五gure．
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Fig．14．　Sephadex　G −75　gcl 趾 ration 　of 　ce 皿一free　extracts 　treated　with （A）DNase，（B）RNase ，　and （C ）pronasc．

　　　Cell・free　extracts 　were 　digested　either 　with 　DNase 　I （10μg！m1
，
37 °C

，
20　min ），

　RNase 　A （40 μg／m　1，30°C ，
　　30min ）or 　pronase （0．2mg ／m1 ，30° C ，5min ），　and 　500一μ1　portions　were 　applied ．

　平衡透析法 に よ り，Scatchard　type の プ 卩
ッ

トを行

うと （Fig．15），直線が得られ ，

一
種類 の 親和性を もつ

結合部位 の み が 存在す る こ と，す な わ ち リセ プ タ
ー

は

一
種類 しか 存在 し な い こ とが判 明 した．こ の 結 合部位

の 親和性 は ，直線の 傾 きか ら Kd ‘1．1　 nM と算出され，

高等生物の ホ ル モ ソ リセ ブ タ
ー

と同程度 の ，きわめ て

高 い 親 和 性 を 有 し て い る こ と も明 らか と な っ て い る．

こ こ で ，こ の リ セ ブ タ ータ ソ パ ク 質 と VB と が 1 ： 1

50ー

1

50

言
E
ε

δ
山
≧
＝

笆

℃
匸

コ

O
ロ自

0

〔A ⊃

oo

で 結合す る と仮定す る と （こ の 仮定 は ，の ち に 精製 タ

ン パ ク 質 の 比活性 よ り正 しい こ とが実証され た わ け で

あ る が ），本 リ セ ブ タ ーは ，ゲ ノ ム DNA あた り （動

物細胞 な どで い う 1細胞あ た りに 相当す る）30−40分

子 しか 存在 しな い 極微量 タ ソ パ ク質で あ る と推定 で き

る．こ の SO−40分子 とい う数 は ，た とえば 酵母 の a 一フ

ェ卩 モ ソ リセ プ タ ーは 9 × 1051cell存在す る など，通

常 の ホ ル モ ソ リ セ プ タ
ー

の 存在量 と比 較 して も極端 に

8

ρ
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 0
　 　 　 　 　 　 　 　 0 12 3 陪 5 0 5 10

　　　　　　　　 Concentration 　 of 　【3H 】VB
−C7 　〔nM 〕　　　　　　　　Bound 　［3H ］VB

−C7 　〔nM 〕

Fig．　 i　5，（A）Concentration　dependence　of 　the ［
3HIVB ・C7　bintling　in　the　absence （O ）and 　presence　of 　nonlabeled

　　VB ・C （● ），（B）Scatchard　plots　of 　speci 丘c ［
3H

］VB −C7　binding，

　　　The 　concentration 　of 　non 】abeled 　VB −C　was 　2，000−fbld　in　exc ¢ ss　of 【
3H

］VB
−C7．
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Table　10．　Effect
．
　of 　enzyme 　treatment 　on 【

3H
】VB −C7　bi皿di皿 g　activity 　of 　the　ceU ・free　ex 匙rac し

Enzymc 　used
［
sHIVB ・C7　binding（105　dpm ！50 μ1）

Tota1’ Nonspecificb Sp巳ci丘c 臨

Relativeact1V
．1ty

（％）

TotalDNasc
　IRNase

　A
』Pronase

23．202t
．2518

．855

．35

9．1510

，857

，555

．95

14．0513

．4011
．300

（100）

　95
　 80

　 0

　Ce 皿・free　extract 　wa5 　Cligcsted　either　with 　DNa501 ，　RNa3c　A 　or　prona5c　a5 　de5cτibcd　in 止 o

legend　of 　Fig．正4．【
3｝｛】VB

・C7　binding　was 　measured 　by　equ 皿ibrium　dialysis　as 　d¢ scribed め

Matcrials　and 　Methods．
　邑 Ce 皿・free　extract 　was 　incubatcd　with ［

9H
】VB −C7　a且one ．

　
bCd1 −free　extract 　was 三ncubated 　with ［

3HIVB ・C7 十 non −radiolabel ¢ d　VB ・C ．

　cSpeci 且c　bindingゆ rese 鶏t8　the　differenoe　between　total　and 　nonspeCi 五c　b血 d洫 g．

少ない 数 で，VB リ セ ブ タ
ー

に よる信号伝達機構が き

わ め て 高鮨率で あ る こ とを物語 る よ うに 見え る．

　次に ， こ の VB リセ ブ タ
ー

タ ソ パ ク 質の 機能を よ り

祥 しく知 る た め に ， 精製を行 うこ と に した．500gの

藜体 （リセ プ タ
ータ ソ バ ク 質量 と して 1−・1．5mg 存在

する と推定され る） よ ウ出発 し て ， 6段階 で 0，18　mg

の 純粋 な タ ン パ ク 質を得 る こ と に 成功 した （Table

13）．本 タ ン パ ク 質は ， 比活性基準で 1万COOO倍，重

量基準 で は 16万 3000倍精製され た こ とに な る．こ の 純

粋な タ ソ パ ク 質は，SDS・PAGE で 分子量約 36，000を

示 し（Fig．16）， ま た 最 大VB 結 合 能 は 1．14mol

VBI36 ，eOO　dalton で ある こ とか ら，こ の リセ ブ タ ーと

Table　 l　L 　Effect　of 　several 　VB・C　 analegues 　and

　　competitive 　ligandS　en 　the　6inding　of 【
SH

］VB
−C7

　　tO　dbc　VB 　bincling　protein・
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　 　 　 30K
　 　 　 　 　 　 　 20．1K
　 　 　 　 　 1唱』 KO

0．2　　0・鴫　　0．6　　0．0　　1．O
　 　 Rf 　 valuo

Fig，16，　 MW 　deterTnination　of　thc　purified　VB 　−C　bind・

　　  gp 【凱 ¢ in　 on 　SDS −PAGE 　 und ¢ r　 rcduecd 　 cond ト

　 　 tions，

　　　（A）The 　protein　was 　run 　on 　a　4〜20％−
gradient

　　鮮1 （right　1跏 e ＞together 　with 　makcr 　prOteins（left

　　1跏 ¢ ）， and 　Stained　with 　Coo皿 邸 8io　brilliant　blue　G ・

　　250．The　poSltien　of　the　VB・C　b血（血 g　pmtoi皿 was

　　indicated　by　an 　arrow ．（B）Ap 】ot　oflogM 　against

　　thc　mig 瓰 tion　efmarkcr 　proteins（O ）跏 d　VE ・C　bin−

　　 ding　protein（●）．

B◎und 【
3H

］冊
一C7

Nonlabdcd
co 皿 pound

　 500・fbld
mdar α ce83

1
，
000−fbld

molar 　excess

103dpm 　 ％ 103　dpm　 ％

A −FaCtor　type

trans　VB・C

dS　VB ・C

2．55　　　17．壬　　　　5．些0　　　35．0

10，48　　　7L7 　　　10．81　　　70，三

14，60　　 100　　　　　15．40　　100

　Cell・free   瞳ract （100μ1）was 　incubatcd　w 量th　34．8nM
of 　I3H】VB ・C7 （0．2 μCi）in　thc　ab5cncc 　and 　presence　of
nonlabeled 　VB −C　analogu 邸 ；tho　va 且ues 　shown 　represent

tle　di血 εnco 　in　ameunts 　of　radioactiVity　bound ．　The

conc ¢ ntr 飢 ions　of 　VB ・C　 aロ aloguo 　u8ed 　were 　17・昏AM

（500・fbld　 excess ）and 　34．8μM （1，
000・fbld　oxce83 ）．　 Thc

A ・faCtor　t）tpe 跏 飢ogue ，燃 觚 VB ・C　and 　dr　VB ・C 　were 　2−

（ゴ
ーhc）tanolyl＞

冒3−（hydro脚 ctby 且）　buta夏 o 工ido
，　2β一吻 鳳 r

VB −C　and 　2，3・cis　VB −C，　respectively．　 They　were 　syn
・

the81zed　a8　described　p罵 viou 記y．
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Fig．17．　 Estimation　ef　MW 　ef　the　VB −C　bin曲 lg　pro−

　　t¢ i皿 by 皿 ol   cular 　si¢ vc 　HPLC 　eluted　w 三d： Buffer　B

　　ooロt血 ing　 O，1MKCl 　 a ロd　 Buffer　B ◎ontaining

　 　 O．5MKC1 ，

　　（A）O．工MKC1 ， （B）0．5MKC1 ．
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Table　12．　Ligand　speci 丘c三ty　of 由 e 　VB −C　bi皿 ding　protein　toward 　several 　VBs ，

゜

搾
　 　 　 OH

Non ・labe｝ed 　VBs

Bound ［
3H

］VB −C7

　 100・fold
molar 　exceSS

　 250−fald
molar 　excess

　 500−fold
molar 　exceSS

　 750−fold
molar 　cxceSS

1
，
GOO−fo］d

molar 　exceSS

10i　dpm 　 ％　　 1伊 dpm 　　％ 104dpm 　　％　　 104　dpm 　　％　　 104　dpm 　　％

VB −A （R ＝＝ へ ／ Y ） 0・613 °・3

　　　　　　　 ロ
VB −B

’
（R ＝

へ ／ K ／ ） 0・8944 ・2

VB −B （R 一
へ 人 ／ ） ・．68

2，3・cisVB
・C （R 議

一 ）　0．64

33．5

31．8

0，62　　　30．5

0．72　　　35．6

0．64　　　3L8

0，64　　　31 ．8

0．60　　　29．8

0．59　　　29．2

0，64 　　　31，8

0，57　　　28、4

0，63　　 31．1

0、63　　 31．1

0．53 　　　26，5

O ．58 　　　28．7

0．56　　　27．9

0．59　　　29，2

0、61　　 30．2

0．57　　　 28．4

2，3−trans　VB ・C 1．19　　 58，60 ．94　　　46 ，50 ．82　　 40．80 ．78 　　　38 ，50 ，69　　　34．2

VB −D （R ＝” KvAvA ・．）0．63　　31．3O ，56　　　27．90 ．52　　　25 ．80 ，52 　　　25，8O ．46　　　22．6

Contro1（− VBs ）

Bound 鬥VB −C7

104dpm ％

2．02 100

　Concentrated　Sephadex　G −100　fraction　was 　assayed 　in　the　presence　and 　absence 　of　non −labelcd　synth ∈tic　VBs ．
1，000−fbld　molar 　exccs5 　equals 　69．6 μM 　of 　cold 　VBs ．

VB は 1 ： 1 で結合す る と考え て い る ．本 リ セ ブ タ ー

の native 状 態 で の 分 子 量 に 関 し て は ，　 tr
’
ル ろ 渦

HPLO で の 推定を試 み た （Fig．17）．本 リ セ プ タ
ー

の 疎

水 的 な 性 質 の た め と考え られ る が ，ゲ ル ろ渦 HPLC

で の 溶 出 位置 が，使用 bufferの イ オ ン 強度 に よ り異 な

っ て くる．その ため ，native 状態で の 分子量 に つ い て

は ，26，00e−44 ，000 とや や 広 い 推定値 しか 得 られ なか

っ た が，変性状態 で の 分子 量 36 ，000 とほ ぼ一
致す る こ

とか ら，
モ ノ マ

ー
と して 存在す る もの と考 え られ る．

Table　13．

　次に ，本 リセ プ タ
ー

の 機能が 問題とな っ て くる が，

VB を結合す る とい う機能以外に ，我 々 は ，　 DNA と

相互 作用す る の で は な い か と考 え，∫，virginiae の ゲ ノ

ム DNA 存在下 で の VB 結合活性 の変化を 検討 した

（Table　 14）．そ の 結果，ゲ ノ ム DNA 共存下 で は ，　 VB

の 結合量 が 40％ も低下す る こ とが判明 した ．最初 に

VB と incubate した後に ，
ゲ ノ ム DNA を加え た 場合

に は ， VB 結合量 は 低下 しな い こ とか ら，　 VB 未結合

の リセ プ タ
ー

の み が ，選択的に DNA と結合す る もの

Purification　ef 　VB 　binding 　protein　frorn　StrePtom？ces　virginiae ．

Puri且cation 　step
Tot誕 protein　　Tot誕 activity 　　Speci丘c　activity 　　Puri丘cation

　　（mg ）　　　　　 （dpm ）　　　　 （dpm ／mg ）　　　　 （
・fbld）

Yield

（％）

Crude 　protein

（NH4 ）2SO4 　fractionation

lst　DEAE −Sephacel

2nd 　DEAE −Sephacel

Sephadex　G ・100

Phenyl　5PW 　HPLC

DEAE 　SPW 　HPLC

C8 　HPLC

30 ，927 ．612

，フ35．56

，476 、2

　 531 ．7

　 212，1

　 　 1，5

　 　 0．189

　 　 0．ユ34

1．31 × 109

6、66x10B

3．60xlos

2，10x10B

1．70x108

1、29 × los

1．13　×　108

4．2 × IOt5

，2x1 ひ

5．5 × 1043

．9 × 105

8，0 × 105

8．2 × 107

6．Ox108

　 　 1，0

　 　 1、2

　 　 1．3

　 　 9．2

　 　 18．810952

．314

，286．0

10050

．627

．415

．912

．9

　 9，8

　 8．6
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Table ユ4．　 Effect　of 　gemmic 　DNA 　from　Streptom］‘es　eirginiae 　on 　the 　VB −C 　binding　activity ．

Procedure藪〕r　binding　act 正vity 　measureme ロt
Specific［

3H
】VB −C7bound

　　　　（コ03dpm ）

Relativc　ICtivity
　　　（％）

　　　　　　　　　　　　　　 ± VB −C6　 十
＊VB ・C7

1）BP 十 DNA − 一 → 一 →

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　十
＊VB −C7　　　　　　　　　　　　　　 ± VB −G6

2）BP − DNA −一一一一一→ 一 一一一一一一＋

3）BP4

）＋ DNA

5）
− DNA

　± VB −C5　 十
＊VB −C7　　十 DNA

− 　 　一 　 　一

　± VB −C6　 十
＊VB −C7　　 十 BP

− 　 　一 　 　一

± VB ・C6 　 ＋
＊VB ・q 　 ＋ BP−一一一一一一一一一一一

〉　
一一一一一一一一一一一一

〉　
一一一一一一一一一一一一

レ

14．3223

．4920

．9123

，3823

．42

61

】008999

．599

．7

　The μ10f　dle　DNA 　solution （十 DNA ）or 　TE 　bu　ffer　a】one （
− DNA ）was 　added ，　 Incubation　indicated　by　each 　arrow

was 　don ¢ for　20　 minutes 　 at 　250C ，

　BP ： Binding　protein，よ VB ・C6： plus　or 　minus 　O，125　mM 　non ・labclcd　VB −C ，
＊VB −C フ ；69，6nM 【

3H
］VB −C7，

と考 え られ る．当初，こ の 現象と リ セ ブ タ ーに よ る信

号伝達機構との 関連が明確で は なか っ た が ， 最近別府

ら に よ り A −factor 結合 タ ン パ ク 質 が，5忽 競 螂 に 存在

す る こ とが 見 い だ され，22 川 ガ ン ド不 在下 で は DNA

と 結合 し ， 下流遺伝子 の 発現を抑 えて い る リプ レ
ッ

サ ーで あ ろ う23）と の 報告が な さ れ ，矛盾な く説 明 で

きる よ うに な っ た ．

　本研 究は ，大 阪大 学山 田靖 宙教 授 の ご指導 の も とに 行 っ た もの

で あ り，研究遂行中の ご指導，御鞭撻 と 温か い 励 ま しに 深 く感謝

い た し ます．S．　 virginiae な ど の大 量培養に 際 し て ，大 変お 世 話に

な りま した 武田 薬品工 業株式会社発酵生 産物研究所 の 小野英男博

士，原 田節夫博士 に こ こ ろ か ら御礼 申し上 げ ま す．また ，VB の

光 学活 性体 を御 供与 下 さい ま した 東京 大 学農 学部 森　謙 二 教 授 な

らび に共 同研 究髫 で あ る多 数 の 大阪 大学 工学 部醸 酵 工学 科山 田研
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