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研究成果の概要（和文）： ラッソペプチドとは環状ペプチドの一種であり、様々な薬理活性を示すものが知ら
れている。本研究において、遺伝子情報を用いた新しいラッソペプチドの探索法（ゲノムマイニング）を行い、
主に放線菌から、新しいラッソペプチドを、多数得ることに成功した。また、土壌細菌であるスフィンゴモナス
細菌をホストにした異宿主生産方法の開発にも取り組み、新規ラッソペプチドbrevunsinの生産にも成功した。
得られたラッソペプチドに関してNMRおよびESI-MSを用いた構造決定を行い、NOE実験に基づいて三次元立体構造
を決定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：The Lasso peptide is a kind of cyclic peptide, and it is known to exert 
various pharmacological activities. In this study, we screened for new lasso peptides using genetic 
information (genome mining) and succeeded in obtaining many new lasso peptides mainly from 
actinomycetes. We also worked on the development of a heterologous production method using a soil 
bacterium Sphingomonas as a host, and succeeded in producing the new lasso peptide named brevunsin. 
The obtained rasso peptide was subjected to structure determination using NMR and ESI-MS, and the 
three-dimensional three-dimensional structure was successfully determined based on the NOE 
experiments.

研究分野：応用微生物学

キーワード： ペプチド　微生物生産　発酵

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、分子量2000程度のペプチドは中分子として次世代医薬品のターゲットとして注目されている。本研究課題
においては、バクテリアの生産する特殊な構造を有するラッソペプチドの生産および構造決定に成功した。ま
た、その中で抗菌活性、抗HIV活性など有用な活性を有するものを複数発見することができた。また、スフィゴ
モナス属細菌をホストに用いた異宿主生産システムの開発にも成功しており、組み換えペプチドの生産にも期待
が持てる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ラッソペプチド（ラッソ＝投げ輪）とは、その構造的特徴から命名された抗菌ペプチドのグ

ループの名称である。現在までに数々のラッソペプチドがαプロテオバクテリア、大腸菌およ

び放線菌から単離・構造決定されている。構造の特徴は、20-30 残基のアミノ酸からなるペプ

チドにおいて N末端のアミノ基が、N末から 9-10 残基目に存在するアスパラギン酸もしくはグ

ルタミン酸の側鎖のカルボキシル基とペプチド結合を形成し、“輪”を形成する。さらに C末

端の直鎖部分が輪の中を貫通するという特異な立体構造を有しており、その構造が“投げ輪”

に似ているためラッソペプチドと呼ばれている。その生合成は非常にシンプルであり、大腸菌

の代表的ラッソペプチド microcin J25 の場合、構造遺伝子 mcjA、修飾酵素 mcjB および C、ト

ランスポーターmcjD とわずか 4つの遺伝子で生産されることが明らかとなっており、ゲノム情

報から生合成遺伝子の予測 (ゲノムマイニング) が容易である。放線菌からは抗 HIV 活性を示

すラッソペプチド siamycin (Tsunakawa et al. J. Antibiot. 1995) が研究用試薬として世界

中で用いられており、放線菌由来のラッソペプチドは、医薬品のシードとして期待される。現

時点で放線菌から得られたラッソペプチドは 9例しか報告がないが、研究代表者はゲノムマイ

ニングで 50 株の放線菌株に新規ラッソペプチド生合成遺伝子が存在することをすでに確認し

ている。 

２．研究の目的 

ラッソペプチドとは環状ペプチドの一種で、抗菌、抗ウイルス作用を示すなど多様な活性を

有する医薬上重要な化合物群である。研究代表者のゲノムマイニングによる探索から、これま

でゲノムが決定された 970 種以上の放線菌のうち、50株においてラッソペプチド生合成遺伝子

の存在が見出された。このうち 20株のラッソペプチド生産試験を行った結果、4株において新

規ラッソペプチドの生産を見出した。本研究の目的は、予備実験で見出されたこれらの 4株が

生産する新しいラッソペプチドの立体化学も含めた構造決定である。さらにラッソペプチドの

抗菌活性試験を行い、応用への可能性を評価する。また、残りの 30株の生産試験も並行して行

い、更なる新規ラッソペプチドの同定を行い、放線菌のラッソペプチドを網羅的に解析する。 

３．研究の方法 

予備実験で比較的高いラッソペプチド生産量の見られた放線菌を用いて新規ラッソペプチドの

構造決定を行う。第一に、NMR 測定に必要な量を得るために、放線菌の大量培養を行う。予備

試験では ISP2 寒天培地で放線菌を生育したが、他の生産培地での生産性の比較を行い、ラッソ

ペプチド生産量の最適化を行う。また、10 L 以上の培地を用いた大量培養後、固体培地を MeOH

で抽出後、疎水性樹脂 CHP-20P を用いて溶媒分画を行う。ラッソペプチドの含有が見られた画

分から最終的に、ODS カラムを用いた HPLC 分取を行い、純粋なラッソペプチドを得る。計画通

りに大量に分取が難しい場合は、C8 や PFP など他の保持体を有した HPLC カラム試し、最適な

条件で分離を行い、NMR、ESI-MS 分析に必要な量（10-20mg）を精製する。得られたラッソペプ

チドに関して、まず高分解能 MS の測定を行い、分子式を決定する。同時に MALDI TOF-MS/MS

測定によるペプチドのフラグメンテーション解析によってアミノ酸配列を決定する。さらに詳

細な化学構造を決定するためラッソペプチドを DMSO-d6等の重溶媒に溶解し、1H、13C、HSQC、

HMBC、NOESY、ROESY 等の NMR スペクトルを測定し、化学構造を決定する。さらにラッソペプチ

ドの加水分解物にマーフィー法を適用し、各構成アミノ酸の立体化学（Lまたは D体であるか）

を決定する。さらに NMR 実験における NOE 測定によるプロトン間距離情報、カップリングコン

スタント等の情報を利用し、三次元構造の決定を行う。 

４．研究成果 

(1)放線菌由来ラッソペプチドの単離 



希少放線菌である Planomonospora sphaerica が

新規ラッソペプチドを生産することを見出した。

ISP2 寒天培地を用いて菌の培養を行い、菌体を有機

溶媒で抽出した。抽出物を各種クロマトグラフィー

を用いて単離精製を行い、純粋な新規ラッソペプチ

ド sphaericin を得た。さらに ESI-MS および NMR ス

ペクトラムの測定を行い、構造を決定した。さらに、

NMR 実験におけるカップリングコンスタントおよび

NOESY の相関を基盤に三次元立体構造(図 1)を決定

し、その構造が典型的なラッソ構造を取っているこ

とを明らかにした(Kodani et al. Eur J Org Chem 

2017)。 Sphaericin はグラム陽性細菌 Micrococcus luteus に対して抗菌活性を

示した。さらに、ゲノムマイニングにおいて Streptomyces specialis のゲノム

情報に既知ラッソペプチド siamycin に類似したラッソペプチドの生合成遺伝子

クラスターを見出した。Streptomyces specialis JCM16611 株の分譲を受け、実

際に培養を行ったところ、新規ラッソペプチド specialicin の単離に成功した。

ESI-MS および NMR スペクトラムの測定を行い、構造を決定した。さらに、NMR

実験におけるカップリングコンスタントおよび NOESY の相関を基盤に三次元立

体構造を決定した(Kaweewan, Kodani et al. Bioorg Med Chem 2019)。また、

ラッソペプチド specialicin は抗 HIV 活性を示した。上記以外に、放線菌由来

の 3 種類の新規ラッソペプチドの単離・構造決定に成功した(Sugai, Kodani et 

al. Appl Biol Chem 2017、  Kaweewan, Kodani et al. J Antibiot 2017、 Takasaka, 

Kodani et al. Lett Appl Micribiol 2017)。  

(2)異発現生産によるラッソペプチドの生産 

研究代表者はスフィンゴモナス属細菌 Sphingomonas subterranea が、新規ラ

ッソペプチドを大量に生産することを見出した。そこで、菌の培養を行い、菌

体を有機溶媒で抽出した。抽出物を各種クロマトグラフィーを用いて単離精製

を行い、純粋な新規ラッソペプチド subterisin を得た。さらに ESI-MS および

NMR スペクトラムの測定を行い、構造を決定した。さらに、NMR 実験におけるカ

ップリングコンスタントおよび NOESY の相関を基盤に三次元立体構造を決定し、

その構造が典型的なラッソ構造を取っていることを明らかにした (Kuroha, 

Kodani* et al. Tetrahedron Lett 2017)。この発見を基盤にして、大腸菌-ス

フィンゴモナス属細菌間のシャトルベクターを構築し、新規ラッソペプチドの

異宿主生産法を開発した(Kodani* et al. J Ind Microbiol Biotech 2018)。 
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図 1. Sphearicinの構造 
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