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We isolated four strains of bacteria producing antifungal antibiotics from the rhizosphere of garlic with basal rot
caused by the plant pathogenic fungal strain Fusarium oxysporum. Among them, Bacillus subtilis FR-2 was found to
produce new antifungal antibiotics, named bacillopeptins A, B, and C. Their structures have been determined by 1D and
2D NMR and MS experiments, and amino acid analysis coupled with chiral HPLC, to be cyclic lipopeptides each con-
taining a long-chain b-amino acid. Another bacterial strain, Bacillus polymyxa KT-8, was shown to produce new an-
tifungal antibiotics named fusaricidins A, B, C, and D which are more potent than bacillopeptins in their antimicrobial
activity. The structures of the fusaricidins have been elucidated similarly as bacillopeptins to be cyclic hexadepsipeptides
all containing 15-guanidino-3-hydroxypentadecanoic acid as a side chain. Fusaricidins strongly inhibit the growth of
various kinds of fungi and moreover surprisingly show strong inhibitory activity against Gram-positive bacteria such as
Staphylococcus aureus or Micrococcus luteus.
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hexadepsipeptides

はじめに

医療の現場では，真菌感染症の化学療法は細菌感

染症に比べていまだ立ち遅れており，特に深在性真

菌症（内臓真菌症）の患者数は年々増加していると

言われている．わが国における深在性真菌症の代表

的なものはカンジダ症，アスぺルギルス症，クリプ

トコッカス症などであるが，これらは近年の広域抗

細菌抗生物質，ステロイドホルモン，免疫抑制剤，

制がん剤などの使用による医原的誘因，あるいはエ

イズ，白血病，腎移植などの基礎疾患素因，などに

より免疫学的に又は生理学的に感染抵抗性の低下し

た患者，すなわち易感染性宿主が感染する日和見感

染型真菌症であり，その発生率は著しく上昇してい

るといわれる．2,3)

現在わが国で深在性真菌症に使用されている抗真

菌薬はポリエンマクロライド系抗生物質アムホテリ

シン B，フロロピリミジン系のフルシトシン，及び

アゾール系のミコナゾール，フルコナゾール，イト

ラコナゾールである．4,5)アムホテリシン B は深在

性真菌症の主要な治療薬として 40年にわたって使

用され続けているが，6)腎障害を引き起こすという

強い副作用がある．7,8)一方その他の薬剤はそれぞれ

が，毒性が強い，抗菌活性が低い，作用が静菌的で

ある，耐性を獲得しやすいなどの問題を有してい

る．9―11)これら既存の抗真菌剤の欠点を克服する懸

命の努力がなされており，これに備えるためにも，

ポリエン系でもアゾール系でもなく，しかも効力が

強くかつ副作用の少ない新しい抗真菌剤の開発が以

前にも増して切望されている．

一方，農業の分野においては，10 年以上にわた
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Fig. 1. Isolation Procedure for Bacillopeptins A(1), B(2) and C(3)
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って同一作物を栽培し続けた不健全な圃場が多数存

在している．こういった産地化した圃場では，「連

作障害」という，主に真菌によって引き起こされる

「植物病害」に悩まされている．このような圃場で

は，連作作物の根が分泌する栄養物質を好む植物病

原菌の菌密度が高まった結果，微生物相の片寄りと

単純化が起り，発病の可能性が上昇する．例えば，

ニンニク圃場では，ニンニク根が分泌するニンニク

特有のアミノ酸，糖類，その他の微量成分を好む真

菌 Fusarium oxysporumが多く生息し，その結果ニ

ンニク乾腐病を引き起こす．Fusarium oxysporum

は寄生と腐生の両面で増殖し，増殖を終了した菌糸

及び分生胞子が厚膜胞子状態で，数年間死滅しない

で土壌中に蓄積していく．12)ここでは単純な菌相で

しかも真菌の密度が高いので，病原性真菌との競争

による自然淘汰圧の環境を潜り抜けた強力な細菌の

みが生息しており，その細菌は同時に，強力な抗真

菌抗生物質を生産している可能性があると考えられ

る．そこで我々は今回，ニンニクの根圏土壌及び根

面より，Fusarium oxysporumに対する拮抗細菌の

スクリーニングを行った．その結果，抗真菌物質を

分泌する 4 種の細菌を分離した．13)そのうちの

Bacillus属 2株からポリエン系でもアゾール系でも

ない，ペプチド系の新規抗真菌抗生物質，すなわち

bacillopeptins14) 及び fusaricidins15,16) と命名した新

活性物質を得たので，それらについて以下に述べる．

I. 新規抗真菌抗生物質 Bacillopeptins に関する

研究14)

1. 抗生物質生産菌の分離と同定 ニンニク圃

場において，ニンニク乾腐病を発病したニンニクの

近傍の健全ニンニクの根面及び根圏を中心に，細菌

を多く含有すると推測される土壌を採取した．この

土壌の滅菌水懸濁液を，あらかじめニンニク乾腐病

の 原 因 菌 Fusarium oxysporum の 胞 子 を 寒 天
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Fig. 2. HPLC Proˆle of Bacillopeptins A, B and C
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（PDA培地）に混合して調製したシャーレ表面に塗

布し，室温数日間の培養を行った．フザリウム菌に

対する阻止円を形成したコロニーより，細菌を爪楊

枝で採取した．

この菌は，グラム染色陽性の桿菌で，好気性，運

動性のある有胞性細菌であることから Bacillus属と

推定された．本菌の形態学的及び生理学的特徴に基

づき，Bergey's manual of systematic bacteriology17)

に従ってタキソノミーを行った結果，この株を

Bacillus subtilis と同定し，Bacillus subtilis FR-2 と

命名した．

2. 培養，抽出，精製 普通寒天培地で 2日間

25°Cで培養した菌体を，125 mlの培地（サッカロー

ス 4.0％，S-III ミート（味の素株式会社）2.5％，

食塩 0.25％，炭酸カルシウム 0.32％を含む）を入

れた坂口フラスコに接種して，1分間 110ストロー

ク，25°C，4日間振盪培養した．抗生物質の生産を

Fusarium oxysporum HF880118) に対する抗菌作用

によりモニターしたところ，培養開始後 48時間で

最大値に達した．

活性物質の抽出・精製は F. oxysporum HF8801

に対する抗菌作用を指標にして Fig. 1 に示す方法

で行った．すなわち培養液 1.8リットルを遠心分離

した上清を n-BuOH で抽出し，これをシリカゲル

カラムクロマトグラフィー（40×400 mm，CHCl3

MeOH(3：1）で洗浄後，CHCl3MeOH(1：1）で

溶出）で分離した．活性画分を Sephadex LH-20カ

ラム（40×400 mm）にかけてMeOHで溶出して得

た活性無色粉末を逆相 HPLC により分離精製し

た．カラムは Capcell pak C18 SG-120，4.6×250

mm（資生堂）を使用し，1％の CH3CN を含む 50

mM酢酸アンモニウム溶液（A 液）と 80％の CH3

CN を含む 50 mM酢酸アンモニウム溶液（B 液）

を用いて，最初の 10 分間は B液を 45％から 55％

に変化させるグラジエントで，次いで B液 55％で

10 分間溶出させた．流速は 1 ml/min，検出は

UV230 nmで行った．これらの条件で 3個の主ピー

ク A（保持時間 7.0分），B（9.2分），C（12.6分）

を Fig. 2 のように分離することができた．これら

のピークから得られた化合物を，生産菌の名称にち

なんでそれぞれ bacillopeptin A(1），B(2）及び C

(3）と命名した．分取を繰り返し，1を 66 mg，2

を 57 mg，3を 22 mg，それぞれ無色粉末として得

た．これらはいずれもビュレット反応陽性，ニンヒ

ドリン反応陰性であった．この呈色反応と 1H及び
13C NMR データから，これらの物質をペプチドで

あると推定した．

3. Bacillopeptin A (1）の構造 分子式は，

negative HRFAB-MS（測定値 m/z 1019.5146，計

算値 m/z 1019.5054）と 13C NMR データから C46

H72N10O16と決定された．1の完全加水分解を行い，

CHCl3 で抽出した．水層はアミノ酸分析の結果，

Asx(2 モル），Ser(2），Glx(1），Thr(1），Tyr(1）

の存在を示した．CHCl3 層にはニンヒドリン陽性

物質が存在し，FAB-MSによって，m/z 244(M＋

H)＋を与えた．1はニンヒドリン反応陰性で，その

positive 及び negative FAB-MS は，強い（M＋

H)＋，（M－H)－イオンピークをそれぞれ m/z

1021及び 1019に与えた．これらの結果から，1は

上記の 7個のアミノ酸残基と 1個の長鎖脂溶性アミ

ノ酸残基を構成成分とする環状リポペプチドと推定

された．1H NMR (Fig. 3）から，12個のアミドプ

ロトンが観測でき，そのうち 8個は 8個のアミノ酸

残基の a -あるいは b -アミドプロトンとして同定で

きた．残り 4個の singlet アミドプロトンは二次元

NMR の解析によって 2 個の Asn の末端アミド

（CONH2）プロトンとして帰属できたので，分子

式を考慮して Glx は Glu と決定された．1H NMR
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における 2個のメチルシグナルのうち，doubletメ

チルは Thrのメチルであり，tripletメチルは長鎖ア

ミノ酸に由来しており，この長鎖アミノ酸は枝のな

い直鎖状と考えられた．1 の 13C NMR スペクトル

（Fig. 4）で，dC 40.5（メチレン）と dC 46.1（メチ

ン）のシグナルは長い側鎖を持つ b -アミノ酸に特

徴的19)であり，それぞれ CH2(C-34）と CH(C-33,

NH の隣り）と帰属された．一次元及び二次元

NMRスペクトルの詳細な解析によって 1の各アミ

ノ酸残基のすべての 1H 及び 13Cシグナルの帰属に

成功した（Table 1）．脂溶性長鎖 b - アミノ酸はそ

の分子式（C14H29NO2）と上記の FAB-MS 及び

NMR データより 3-aminotetradecanoic acid と決定

された．このような b- アミノ酸は iturinグループ

抗生物質によく見受けられ，20,21)また藍藻が産生す

る環状ペプチド類22)にも存在している．

8個のアミノ酸残基の配列は 1の NOESYスペク

トルから得られる NOE相関（Fig. 5）の解析によ

って決定した．すなわち，1つのアミノ酸残基の a -

プロトンと隣りのアミノ酸残基の NH-プロトンと

の相関を分析して決定した．これらアミノ酸残基の

配列は HMBCの解析からも支持された（Fig. 5）．

後で述べるアミノ酸の絶対配置も考慮して，bacil-

lopeptin A(1）の構造を cyclic (L-Asn1→D-Tyr→D-

Asn2→L-Ser1→L-Glu→D-Ser2→L-Thr→b-AA）と

決定した．b アミノ酸残基（b-AA）は 3-amino-

tetradecanoic acidであった（Fig. 7）．

4. Bacillopeptin B(2）の構造 分子式は 1と

同様にして C47H74N10O16と決定されたが，これは 1

よりも CH2だけ大きい．酸加水分解物の CHCl3抽

出後の水層のアミノ酸分析は 1と同一の組成を与え

た．CHCl3 抽出物中の脂溶性物質はニンヒドリン

発色陽性で，FAB-MS によって，（M＋H)＋, m/z

258を与えた．これは 1の b -アミノ酸より 14質量

単位大きい．ゆえに，2 と 1 の分子量の差異は b-

アミノ酸残基の差異に相当する．2 の 1H NMR

（Fig. 3）は 1 のそれとよく類似するが，メチルシ

グナルが 1 個多く，計 3 個である． 1H 及び 13C

NMRのデータから，そのうち 1個は Thrのメチル

基，2個は b- アミノ酸末端に存在するイソプロピ

ル基（CH3)2CH－に帰属された．一次元及び二次

元 NMRの詳細な解析によって 2のそれぞれのアミ

ノ酸残基のすべての 1H 及び 13Cシグナルの帰属に

成功した（Table 1）．

2の 8個のアミノ酸残基の配列決定は 1と同様に

NOESYスペクトルの解析で行ったが，結果は 1と

一致した．以上のデータ及び各アミノ酸の絶対配置

（後述）を考慮して，2の構造を cyclic (L-Asn1→D-

Tyr→D-Asn2→L-Ser1→L-Glu→D-Ser2→L-Thr→b-

AA）と決定した．2の b-アミノ酸残基は 3-amino-

13-methyltetradecanoic acid であった（ Fig. 7）．

5. Bacillopeptin C(3）の構造 分子式は同様に

して C48H76N10O16 と決定され，2 よりもさらに

CH2 だけ大きい．アミノ酸分析の結果は 1 及び 2

と同様の 7個のa -　アミノ酸の存在を示した．脂溶性

アミノ酸は 2のb -　アミノ酸よりも 14質量単位だけ

大きい．1H NMRで 2と同様の（CH3)2CH－構造

が示され（Fig. 3），3の b-アミノ酸は 3-amino-14-

methylpentadecanoic acid と決定された．各種一次

元及び二次元 NMRの解析によって各アミノ酸残基

のすべてのプロトン及び炭素の帰属に成功した

（Table 1）．8 個のアミノ酸残基の配列も 2 と同様

に NOESY スペクトルで決定できた．これらの結

果から bacillopeptin Cの構造を cyclic (L-Asn1→D-

Tyr→D-Asn2→L-Ser1→L-Glu→D-Ser2→L-Thr→b-

AA）と決定した．3の b-アミノ酸残基は 3-amino-

14-methylpentadecanoic acidであった（Fig. 7）．

6. アミノ酸の絶対配置 Bacillopeptin A(1）

の完全加水分解で得た各 a -アミノ酸の絶対配置の

決定及び分子内での配列位置の決定は，Fig. 6に図

示した方法で行った．すなわちアミノ酸混合物を 2

次元のシリカゲル TLCで展開した．TLC上のアミ

ノ酸の位置は，希釈したフルオレスカミンを噴霧し

て UVランプ下での蛍光発色で確認し，アミノ酸の

スポットを掻きとり水で抽出した．各アミノ酸の絶

対配置はキラル HPLC のクロマトグラムを標品の

キラルアミノ酸のそれと比較することによって決定

した．カラムは SUMICHIRAL OA 5000 (4.6×150

mm），移動相は Ala, Ser 及び Val には 1.0 mM

CuSO4, Thr 及び allo-Thr には 0.5 mM Cu(OAc)2,

Asp, Glu及び Tyrには H2OMeOH(85：15）の溶

液中 2.0 mM CuSO4，検出は UV254 nmを用いた．

キラルHPLCにより各 a -　アミノ酸の絶対配置は，

L-Asp, D-Asp, L-Ser, D-Ser, L-Glu, L-Thr及び D-Tyr

と決定され，Asp及び Serは D体と L体の両方が

存在した．D 体と L体の分子内での位置は次のよ
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Fig. 3. 1H NMR Spectra of Bacillopeptins A(1), B(2) and C(3）（400 MHz, DMSO-d6）

Fig. 4. 13C NMR Spectrum of Bacillopeptin A(1) (100 MHz, DMSO-d6）
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Table 1. 1H and 13C NMR Chemical Shifts of Bacillopeptins A(1), B(2) and C(3) in DMSO-d6

Moiety
Bacillopeptin A Bacillopeptin B Bacillopeptin C

Position dC dH ( J in Hz) Position dC dH ( J in Hz) Position dC dH ( J in Hz)

L-Asn 1 1 50.1 4.45 dd(7.0, 13.2) 1 50.1 4.48 dd(6.9, 13.4) 1 50.1 4.48 dd(7.0, 13.2)

2 36.7 2.28 m 2 37.1 2.27 m 2 37.0 2.28 m

3 171.5 3 171.6 3 171.5a)

4 171.8 4 172.0 4 171.7

1-NH 8.02 br d 1-NH 8.13 d(6.8) 1-NH 8.07 d(7.1)

3-NH2 7.41 s 3-NH2 7.54 s, 3-NH2 7.49 s,
6.88 s 6.80 s 6.82 s

D-Tyr 5 55.4 4.23 m 5 55.3 4.22 m 5 55.2 4.24 mb)

6 35.5 2.95 dd(4.6, 13.9),
2.72 dd(10.1, 13.9)

6 35.6 2.93 dd(4.6, 13.7),
2.74 dd(9.8, 13.7)

6 35.5 2.94 dd(4.5, 14.0),
2.73 dd(9.9, 14.0)

7 128.0 7 128.1 7 128.1

8, 12 129.9 7.02 d(8.5) 8, 12 130.0 7.02 d(8.3) 8, 12 129.9 7.02 d(8.5)

9, 11 114.9 6.65 d(8.5) 9, 11 114.9 6.64 d(8.3) 9, 11 114.9 6.65 d(8.3)

10 155.6 10 155.7 10 155.6

13 171.3 13 171.4 13 171.4

5-NH 8.34 d(6.1) 5-NH 8.41 br s 5-NH 8.42 br s

D-Asn 2 14 50.6 4.51 dd(7.2, 13.4) 14 50.5 4.52 dd(7.0, 14.0) 14 50.4 4.52 dd(7.1, 13.4)

15 36.7 2.60 dd(5.5, 15.4),
2.48 dd(7.8, 15.4)

15 36.8 2.60 dd(5.8, 15.3),
2.45 dd(7.7, 15.3)

15 36.8 2.61 dd(5.8, 15.3),
2.46 dd(7.8, 15.4)

16 171.5 16 171.6 16 171.6a)

17 171.3 17 171.4 17 171.3

14-NH 8.27 d(4.6) 14-NH 8.52 br s 14-NH 8.43 br s

16-NH2 7.34 s,
6.92 s

16-NH2 7.37 s,
6.90 s

16-NH2 7.34 s,
6.91 s

L-Ser 1 18 55.1 4.24 m 18 55.3 4.21 m 18 55.3 4.22 ma) b)

19 61.0 3.57～3.68 m 19 61.0 3.56～3.69 m 19 60.9 3.57～3.69 m

20 170.1 20 170.1 20 170.0

18-NH 7.65 d(6.3) 18-NH 7.76 br s 18-NH 7.67 d(6.3)

L-Glu 21 53.3 4.16 dd(6.6, 13.2) 21 53.8 4.11 m 21 53.5 4.14 dd(6.5, 13.0)

22 27.0 1.90 m 22 27.2 1.92 m 22 26.9 1.91 m

23 31.5 2.23 m 23 32.8 2.17 brt(7.2) 23 31.9 2.21 br t(7.4)

24 175.3 24 176.0 24 175.4

25 171.9 25 172.7 25 171.8

21-NH 8.21 br s 21-NH 8.41 br s 21-NH 8.30 br s

D-Ser 2 26 55.2 4.31 dd(6.4, 12.2) 26 55.3 4.26 dd(6.8, 12.7) 26 55.2 4.29 dd(6.6, 12.7)a) b)

27 61.1 3.57～3.68 m 27 61.0 3.56～3.69 m 27 60.9 3.57～3.69 m

28 170.5 28 170.5 28 170.5

26-NH 8.03 br s 26-NH 7.96 br s 26-NH 7.94 d(7.1)

L-Thr 29 58.7 4.06 m 29 58.9 4.03 dd(3.8, 7.9) 29 58.8 4.05 m

30 65.7 4.08 m 30 65.6 4.08 m 30 65.7 4.09 m

31 19.9 1.03 d(6.3) 31 20.0 1.02 d(6.1) 31 19.9 1.02 d(6.4)

32 169.3 32 169.3 32 169.3

29-NH 7.75 d(7.8) 29-NH 7.86 d(8.1) 29-NH 7.80 d(8.5)

b-Amino 33 46.1 3.97 m 33 46.0 3.95 m 33 46.0 3.95 m

acid 34 40.5 2.29 m 34 40.3 2.29 m 34 40.4 2.30 m

35 170.9 35 170.8 35 170.8

33-NH 7.36 d(9.0) 33-NH 7.40 d(9.0) 33-NH 7.39 d(9.0)

36 33.8 1.39 br s 36 33.7 1.40 br d(4.6) 36 33.7 1.39 br s

37 25.2 37 25.3 37 25.2

38～43 28.6 38～42 28.6 38～43 28.6

28.6 28.9 28.9
～1.23 br s ～1.22 br s

28.9 29.0 ～1.22 br s 29.0

29.0 29.0 29.2

44 31.2 29.3 44 26.7

45 22.0 1.26 m 43 26.7 45 38.4 1.14 br t(6.5)

46 13.9 0.85 t(6.8) 44 38.4 1.14 br t(6.5) 46 27.3 1.49 heptet(6.6)

45 27.3 1.49 heptet (6.6) 47 22.4 0.84 d(6.6)

46 22.4 0.84 d(6.6) 48 22.4 0.84 d(6.6)

47 22.4 0.82 d(6.6)

a, b) Assignments may be interchanged in each column.
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Fig. 5. HMBC and NOESY Correlations for Bacillopeptin A (1）

Fig. 6. Amino Acid Sequence of Bacillopeptin A
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Fig. 7. Structures of Bacillopeptins A (1), B (2) and C (3)

Table 2. Antimicrobial Activities of Bacillopeptins A, B and C

Test organism
MIC (mg/ml)

A B C

Staphylococcus aureus FDA 209P ＞100 ＞100 ＞100

S. aureus Smith ＞100 ＞100 ＞100

Micrococcus luteus IFO 3333 ＞100 ＞100 ＞100

Bacillus subtilis ATCC 6633 ＞100 ＞100 ＞100
Escherichia coli NIHJ ＞100 ＞100 ＞100

Klebsiella pneumoniae KC-1 ＞100 ＞100 ＞100

Pseudomonas aeruginosa IFO 3445 ＞100 ＞100 ＞100

Serratia marcescens IFO 3736 ＞100 ＞100 ＞100
Candida albicans IFO 1594 ＞100 ＞100 50

Saccharomyces cerevisiae HUT 7099 ＞100 ＞100 25

Fusarium oxysporum HF 8801
(pathogenic to garlic) ＞100 ＞100 25

F. oxysporum HF 8835
(nonpathogenic to garlic) ＞100 ＞100 12.5

Aspergillus niger HUT 2016 ＞100 ＞100 6.25
A. oryzae IFO 4214 ＞100 ＞100 12.5

Penicillium thomii ＞100 ＞100 12.5

658 Vol. 122 (2002)

うに決定された．すなわち 1 の部分加水分解を行

い，その分解物の TLC において，Rf 値の大きい

（0.44及び 0.31）2個のペプチドスポットをそれぞ

れ集めて完全加水分解を行った．その分解物をキラ

ル HPLCで分析した結果，Rf値 0.44のペプチドは

L-Asp, L-Thr, D-Tyr及び b-アミノ酸を，Rf値 0.31

のペプチドは L-Asp, D-Ser, L-Thr, D-Tyr及び b-ア

ミノ酸を含んでいた．この結果から分子内の Asp

及び Serの D体と L体の配列位置を Fig. 7のよう

に決定した．b-アミノ酸の絶対配置は未決定であ

る．

7. 生物活性 Bacillopeptins の抗細菌及び抗

真菌活性試験は，寒天希釈平板法で行った．培地と

して細菌には Mueller-Hinton 培地，糸状菌及び酵

母には Sabouraud培地を使用した．結果を Table 2

に示す．Bacillopeptin C(3）は，試験した糸状菌及

び酵母に中程度の活性を示したが，Bacillopeptin A

(1)と B(2）は 100 mg/mlでも，試験した細菌，糸

状菌及び酵母のいずれにも活性を示さなかった．1

及び 2の活性をペーパーディスク法で測定すると，

2は高濃度の場合（1000 mg/ml）に，酵母，糸状菌

に活性を示したが，1はこの濃度においても，いず

れにも活性を示さなかった．

II. 新規抗真菌抗生物質 Fusaricidinsに関する研

究15,16)

1. 生産菌の分離と同定 I．で述べた bacil-

lopeptins よりもさらに強力な抗真菌抗生物質を求

めて，ニンニク根圏の土壌よりスクリーニングを行

った結果，強い抗真菌活性物質を産生する細菌を分

離することができた．本菌はグラム染色不定の桿菌

で，好気性で運動性の有胞子細菌であることから，

Bacillus属に属すると考えられた．本菌の形態学的

及び生理学的特徴に基づいて，Bergey's manual of

systematic bacteriology17)によるタキソノミーを行

った結果，この菌を Bacillus polymyxaと同定し，

Bacillus polymyxa KT-8と命名した．
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Fig. 8. Isolation Procedure for Fusaricidins A(4), B(5), C(6) and D(7)
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2. 培養・抽出・精製 普通寒天培地で 2日間

25°Cで培養した菌体を，培地 125 ml（組成：グル

コース 15 g，キョーレオピン（湧永製薬株式会社）

100 ml，ジャガイモ抽出液 1000 ml）に接種して，

坂口フラスコで 110 ストローク/分，25°C，3日間

培養した．抗生物質の生産は培養開始後 72時間で

最大値に達した．

抗生物質の抽出・精製は，Fusarium oxysporum

HF 8801に対する抗菌活性を指標にして Fig. 8に示

す手順で行った．培養液 8リットルを遠心分離し，

その上清の BuOH 抽出液を濃縮して，シリカゲル

カラム（40×400 mm）にかけ，CHCl3MeOH(4：

1）で洗浄後 CHCl3MeOH(2：1）で溶出，その活

性画分を Sephadex LH-20 カラム（40×400 mm）

にかけて MeOHで溶出した．得られた活性無色粉

末を逆相 HPLC により分離精製した．カラムは

bacillopeptins の場合と同様に Capcell pak C18

SG-120, 4.6×250 mm（資生堂）を使用し，1％の

CH3CN を含む 0.1％TFA 溶液（A 液）と 80％の

CH3CNを含む 0.1％TFA 溶液（B液）を用いて，

10分間で B液を 30％から 70％に変化させるグラジ

エントをかけて，保持時間 8.8 分のピーク 1 及び

9.7分のピーク 2の 2つの生物活性ピークを得た．

流速は 1 ml/minであった．ピーク 2は，2成分の

混合物であり，同じカラムを使用してイソクラティ

ック条件（32％ CH3CN in 0.1％TFA）で分離を繰

り返し，fusaricidin A(4）を 20 mg，fusaricidin B

(5）を 8 mg得た．ピーク 1も 2成分を含むことが

判明したので，さまざまな条件で分離を試みたが不

成功であった．ピーク 1の混合物（4 mg）は，2成
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分が 4：1 の割合で含まれていて，それぞれを

Fusaricidin C(6）及び Fusaricidin D(7）と命名し

た．Fusaricidins の命名は Fusarium oxysporum に

対する抗真菌活性に因んで行った．

Fusaricidinsはいずれも無色の粉末であり，ビュ

レット及び坂口反応は陽性，ニンヒドリン反応は陰

性であった．これらの呈色反応と NMRデータによ

って，fusaricidins はグアニジノ基を有するペプチ

ドであると推定した．

3. Fusaricidin A (4）の構造 Fusaricidin A(4）

の分子式は，HRFAB-MS（測定値 m/z 883.5598

(M＋H)＋，計算値 m/z 883.5617）及び 13C NMR

のデータから，C41H74N10O11と決定された．4の完

全加水分解を行い，CHCl3 で抽出した．水層のア

ミノ酸分析は，2モルの Thrと Val，1 モルの Ala

と Aspの存在を示した．アミノ酸の絶対配置をキ

ラル HPLC（カラム及び条件は上述と同様）で解

析した結果，L-Val, D-Val, L-Thr, D-allo-Thr, D-Ala,

D-Aspと決定された（Fig. 12）．CHCl3層は脂溶性

物質［FAB-MS ((M＋H)＋, m/z 298), TLC（CHCl3-

MeOH, 3：1; Rf 0.52）］を含んでおり，この物質は

ニンヒドリン反応陰性，坂口反応陽性であり，グア

ニジノ基の存在が示された．Fusaricidin A(4）自身

はニンヒドリン反応陰性でジアゾメタンとも反応し

ない．分子式及びこれらの実験データより，4は 6

個のアミノ酸残基，及びグアニジノ基を有する脂溶

性物質から構成されている環状ペプチドであること

が示唆された．

DMSO-d6中で測定した 4の 1H 及び 13C NMRの

スペクトルをそれぞれ Fig. 9 及び 10 に示す．

DEPT, 1H-1H COSY, HSQC, ROESY, HMBCスペ

クトルもまた DMSO-d6中で測定し，注意深く解析

した．4の 13C NMRでは，8個のカルボニル炭素が

示され，dC 156.7にグアニジノ炭素が示されたが，

芳香族炭素は存在しない．分子式の不飽和度 10か

ら 4 は分子中に 1 個の環を有する．4 の 1H NMR

の低磁場領域に現われる 9個のプロトンシグナルの

うち 6個は，6個のアミノ酸残基の aアミドプロト

ンに帰属でき，2個の singletプロトンは，ROESY

と HMBCデータより Asnの末端アミド（CONH2）

プロトンに帰属できたので，酸加水分解物中の Asp

は Asn 残基に由来する．残りの dH 7.60 の triplet

様シグナルは，グアニジノプロトン（NHC(＝NH)

NH2）に帰属できた．4 の 1H NMR における 7 個

のメチルシグナルは，上記の 2D NMRデータに基

づいて，一方の Val残基（Val(1）と命名）の 2個，

もう一方の Val残基（Val(2））の 2個，Thr(2）と

名づけた Thr（あるいは allo-Thr）残基のメチル，

Ala残基のメチル，Thr(1）と名づけたもう 1つの

Thr（あるいは allo-Thr）残基のメチルの合計 7個

に帰属できた．このようにして 4の 6個のアミノ酸

残基のすべてのプロトンと炭素のシグナルは，Ta-

ble 3に示すように帰属できた．

4 の 6 個のアミノ酸の配列順序は，ROESY と

HMBCのデータより決定した．Figure 11に示した

ように，ROESYの相関は，Thr(1）の aプロトンと

Val(1）の NHの間で，Val(1）の aプロトンと Val

(2）の NHの間で，Val(2）の aプロトンと Thr(2）

の NHの間で，Thr(2）の aプロトンと Asnの NH

の間で，Asnの aプロトンと Ala の NH の間でそ

れぞれ観察できた．さらに，HMBC の相関が，

Thr(1）の bプロトンと Alaのカルボニル炭素との

間で観察できた（Fig. 11）．このデータより Thr(1）

の水酸基と Ala のカルボニル基の間にエステル結

合が存在し，結果として，デプシペプチド環を形成

している．この結合の存在は，Thr(1）の炭素の化

学シフトからも支持される．すなわち b-CH 炭素

（C-2）の dC 70.2 への低磁場シフト，a-CH(C-1）

及び g-CH3(C-3）の，それぞれ dC 56.8 及び 16.2

への高磁場シフトはこのアシル化によるものであ

る．これらのシグナルの低磁場及び高磁場シフト

は， bacillopeptins（本論文で上述，文献14），

pneumocandins，22) thioxamycin23) のような通常の

ペプチド結合に関与する Thr 残基の，相当する炭

素シグナルと比較することによりその値の大きさが

確認できる．同様な低磁場及び高磁場シフトは，

Thrが b-CHOHを介してエステル結合をしている

protactin,24)micropeptins,25)WS9326A,26) aselacins27)

のような既知のデプシペプチドにおいても報告され

ている．このような状況にある Thr 残基の炭素シ

グナルの特徴的なシフトを「スレオニン・シフト

（Threonine Shifts）」と命名することを我々は提案

した．15)上記の知見に基づいて，4のデプシペプチ

ド環のアミノ酸配列は，cyclic [Thr(1)→Val(1)→

Val(2)→Thr(2)→D-Asn→D-Ala]であると決定し

た．
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Fig. 9. 1H NMR Spectrum of Fusaricidin A (4) in DMSO-d6

Fig. 10. 13C NMR Spectrum of Fusaricidin A (4) in DMSO-d6
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Table 3. 1H and 13C NMR Assignments of Fusaricidins A(4) and B(5) in DMSO-d6

Fusaricidin A Fusaricidin B

Moiety Position dC dH ( J in Hz) Moiety Position dC dH ( J in Hz)

L-Thr(1) 1 56.8 4.40 dd(8.6, 2.3) L-Thr(1) 1 56.7 4.43 br d(8.5)a)

2 70.2 5.32 dq(6.2, 2.3) 2 70.1 5.34 m
3 16.2 1.15 d(6.8) 3 16.4 1.16 d(5.6)
4 168.3 4 168.1
1-NH 8.24 d(8.3) 1-NH 7.50 d(8.5)

D-Val(1) 5 56.9 4.42 dd(9.5, 8.3) D-Val(1) 5 56.7 4.45 ma)

6 31.4 1.83 m 6 31.5 1.85 m
7 18.2 0.76 d(6.6) 7 17.9 0.75 d(6.4)
8 19.0 0.82 d(6.8) 8 19.0 0.81 d(6.4)
9 170.8 9 171.0
5-NH 7.26 d(9.0) 5-NH 7.30 d(9.5)

L-Val(2) 10 57.8 4.23 dd(7.2, 7.2) L-Val(2) 10 58.4 4.12 dd(7.2, 7.2)
11 30.0 1.99 m 11 29.5 2.00 m
12 18.0 0.87 d(6.1) 12 18.2 0.86 d(7.1)
13 19.2 0.85 d(6.1) 13 19.2 0.88 d(7.1)
14 172.9 14 172.2
10-NH 8.37 d(7.6) 10-NH 8.40 d(7.1)

D-allo-
Thr(2)

15 60.2 3.92 br s D-allo-
Thr(2)

15 59.7 3.94 dd(7.0, 7.0)

16 65.6 3.93 br s 16 65.6 3.96 m
17 19.5 1.10 d(5.8) 17 19.6 1.10 d(6.1)
18 170.2 18 170.3
15-NH 8.43 d(4.6) 15-NH 8.36 d(7.1)
16-OH 4.97 br s 16-OH 5.01 br s

D-Asn 19 50.3 4.28 dd(13.9, 6.6) D-Gln 19 52.7 3.92 m
20 36.5 2.56 dd(15.1, 6.6) 20 26.1 1.99 m

2.77 dd(15.0, 6.5) 2.13 m
21 172.4 21 31.8 2.09～2.25 m
22 169.6 22 174.2
19-NH 8.07 br s 23 170.4
21-NH2 7.03 s 19-NH 7.87 d(8.1)

7.45 s 22-NH2 6.84 s, 7.28 s
D-Ala 23 47.7 4.01 m D-Ala 24 47.8 4.07 dd(7.3, 7.3)

24 17.2 1.15 d(6.8) 25 17.1 1.21 d(7.3)
25 170.5 26 170.5
23-NH 7.23 d(8.3) 24-NH 7.39 d(7.3)

GHPD 26 171.8 GHPD 27 171.9
27 43.0 2.36 dd(13.5, 6.8)

2.45 dd(13.5, 5.0)
28 43.2 2.38 m

28 67.5 3.82 br s 29 67.4 3.80 br s
29 36.7 1.38 br s 30 36.7 1.38 br s
30 25.2 31 25.2
31～37 28.5 32～37 28.9

28.9 ～1.24 br 28.9 ～1.24 br
29.0 38 28.5

38 26.0 39 25.9
39 28.3 1.45 m 40 28.3 1.45 t-like
40 40.6 3.07 dd(12.8, 6.7) 41 40.6 3.07 dd(12.6, 6.3)
41 156.7 42 156.6
40-NH 7.60 t-like 41-NH 7.48 t-like
28-OH 4.99 br s 29-OH 4.89 br s

GHPD: 15-guanidino-3-hydroxypentadecanoic acid.
a): Assignments may be interchanged.

662 Vol. 122 (2002)



hon p.13 [100%]

663

Fig. 11. HMBC and ROESY Correlations for Fusaricidin A (4)
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残る問題は，Thr(1), Thr(2), Val(1), Val(2）残

基の立体配置であるが，この決定の概略を Fig. 12

に示す．すなわち 4の部分酸加水分解を，6N HCl

を含む密封ガラス管の中で，105°Cで 6時間反応さ

せて行った．その加水分解産物は，2次元 TLC 上

で 1個のペプチドスポットと 4個のアミノ酸スポッ

トを与えた．そのペプチドスポットを TLCプレー

トからかきとって溶出し，それを酸加水分解した産

物は，キラル HPLCで分析した結果，L-Thr (D-al-

lo-Thrではない）と D-Valであった．一方，このペ

プチドをダンシル化後，加水分解したところ，

DNS-Thr が得られた．この結果，ジペプチドの N

末端は，L-Thr であり，このジペプチドは，L-Thr

→D-Val であった．ゆえに，Thr(1）は L-Thr, Val

(1）は D-Val, Val(2）は L-Val, Thr(2）は D-allo-

Thrである．このようにして，4のすべてのアミノ

酸残基の絶対配置と配列位置を Fig. 12のように決

定した．

最後に脂溶性物質であるが，6個のアミノ酸残基

で原子集団 C25H42N7O9 が形成されるので，4 の分

子式 C41H74N10O11 を考慮すると，原子集団 C16H32

N3O2 を脂溶性物質に分配できる．その内訳は，1

個のカルボニル，酸素が結合した 1個のメチン，13

個のメチレン，1個のグアニジノ基を含む．さらに，

HMBC と ROESY より，－CO－CH2－CHOH－

CH2－及び－CH2CH2－NH(C＝NH)NH2 の部分

構造が示されたので，脂溶性物質は，脂肪酸 15-

guanidino-3-hydroxypentadecanoic acid (GHPDと

省略）と決定された．上述したように，4の酸加水

分解で得られた脂肪酸は FAB-MSで（M＋H)＋, m

/z 298 を与えたが，これは GHPD よりも 18 質量

単位だけ小さい．4の完全酸加水分解中に，GHPD

は脱水によって a, b-不飽和脂肪酸に変換したもの

と推定される．この脂肪酸側鎖は，4の HMBCと

ROESY スペクトル（Fig. 11）の解析により，L-

Thr残基とアミド結合を形成していることが証明さ

れた．

上記の結果に基づいて，fusaricidin A(4）の全構

造を Fig. 13 のように決定した．GHPD の C-3

(C-28)の絶対配置は決定できていない．

4. Fusaricidin B ( 5）の構造 分子式は，

HRFAB-MS（測定値 m/z 897.5774(M＋H)＋，計

算値 m/z 897.5712）と 13C NMRデータから C42H76

N10O11と決定された．この値は，fusaricidin A(4）

より CH2単位大きい．5の完全酸加水分解を行って

CHCl3で抽出した．この CHCl3層に含まれる脂溶

性物質は，4から得られた GHPDの脱水生成物質

と同一であった．加水分解物の水層のアミノ酸分析

より，2 モルの Thr と Val，1 モルの Ala と Glu の

存在が示された．すなわち，4と比較して，Aspの代

りに Gluの存在が示された．アミノ酸の絶対配置

は，4 と同様にして，キラル HPLC (SUMICHIRAL

OA-5000）により，L-Val, D-Val, L-Thr, D-allo-Thr,

D-Glu, D-Alaと決定された．Fusaricidin B(5）自身
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Fig. 12. Amino Acid Sequence of Fusaricidin A
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は，ニンヒドリン反応陰性でジアゾメタンとも反応

しない．これらの結果から，5は 6個のアミノ酸残

基と GHPD残基で構成され，不飽和度から，4に

類似した環状の脂溶性ペプチドであると推定された．

5の 1H及び 13C NMRスペクトルは，4のそれら

と非常に類似していた．5 の 1H NMR の低磁場領

域に Gln残基の末端アミド（CONH2）プロトンに

帰属できる singletプロトンを確認した．このこと

から加水分解物水層の Gluは，Gln残基から派生し

たことが判明した．5 の 6 個のアミノ酸残基と

GHPD残基のすべてのプロトン及び炭素のシグナ

ルの帰属は，Table 3のように決定された．

5における 6個のアミノ酸残基の配列順序は，4

と同様にして，NOESY と HMBC スペクトルから

決定できた（Fig. 14）．4 と同様に Thr(1）の水酸

基と Ala のカルボニル基との間でエステル結合が

存在し，デプシペプチド環を形成している．Thr

(1）の水酸基のアシル化の結果として，Thr(1）の

b-CH 炭素（C-2）は低磁場にシフトし，a-CH

（C-1）と g-CH3(C-3）は，高磁場にシフトして，

先に提唱した「スレオニン・シフト」を呈している

（上述）．15)以上の結果より，5のアミノ酸配列は，
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Fig. 13. Structure of Fusaricidin A (4)

Fig. 14. Structure and HMBC and NOESY Correlations for Fusaricidin B (5)

665No. 9

Thr(1）と D-Alaとの間でエステル結合した cyclic

[Thr(1)→Val(1)→Val(2)→Thr(2)→D-Gln→

D-Ala］と決定された．

GHPD は，4 と同様に，5 の HMBC と NOESY

スペクトルの解析によって，アミド結合で L-Thr

(1）残基に結合していると決定された（Fig. 14）．

Thr(1), Thr(2), Val(1), Val(2）残基の絶対配置

は，4と同様に 5の部分酸加水分解を行うことによ

り，Thr(1）は L-Thr, Val(1）は D-Val, Val(2）は

L-Val, Thr(2）は D-allo-Thrと決定された．以上の

結果に基づいて， fusaricidin B( 5）の構造を，

fusaricidin A(4）の D-Asnが D-Glnに置換したヘキ

サデプシペプチドと決定した（Fig. 14）．

5. Fusaricidin C(6）及び Fusaricidin D(7）の構

造 前述したように，6と 7の分離は非常に困難

で，純品としてではなく，おおよそ 4：1の混合物
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として得られた．この混合物の FAB-MSで強度が

約 4：1 の 2 個の強いピーク（m/z 947 及び m/z

961）をそれぞれ 6と 7の偽分子イオン（（M＋H)＋）

として観測することができた．これらのイオンピー

クの HRFAB-MSと，1H及び 13C NMRデータから

6の分子式を C45H74N10O12，7を C46H76N10O12と決

定した．6と 7の混合物の完全酸加水分解を行い，

CHCl3 で抽出した．水層のアミノ酸分析は，Thr

（2.37 モル），Ala（1.24モル），Val（1.21 モル），

Tyr（1.16 モル），Asp（1.00 モル），Glu（0.25 モ

ル）を与えた．一方，CHCl3 層の脂溶性物質は 4

及び 5の場合と同様に，加水分解中に GHPDから

派生した脂溶性物質と同定された．これらのデータ

と，4及び 5のデータとの比較によって，6の組成

は，Thr, Val, Tyr, Allo-Thr, Asn, Ala及び GHPD

であり，7の組成は，Thr, Val, Tyr, Allo-Thr, Gln,

Ala 及び GHPD であると推定できた．6 と 7 の混

合物の 1Hと 13C NMRのスペクトルは，6に由来す

るシグナルの近傍に 7の小さなシグナル（高さ約 4

分の 1）が伴っているか，あるいは両者が重なりあ

っていた．また，この混合物の DEPT, 1H-1H

COSY, HSQC, NOESY, HMBC, HOHAHAスペク

トルを DMSO-d6中で測定し，注意深く解析した結

果，6，7それぞれの 6個のアミノ酸及び GHPDの

すべてのプロトンと炭素のシグナルを Table 4のよ

うに帰属することができた．6 と 7 の 1H NMR ス

ペクトルで際立った特徴は，Val残基のそれぞれの

メチルシグナルが大きく高磁場シフト（それぞれ，

dH 0.57と dH 0.39，及び dH 0.57と dH 0.44）して

いることであった．これらの著しい遮蔽は，Val残

基に隣接する Tyr 残基のベンゼン環の p 電流によ

る磁気異方性に起因していると考えられる．

6 と 7 の 6 個のアミノ酸と GHPD の配列は，4

及び 5の場合と同様に，NOESY と HMBC の相関

によって決定された（Figs. 15 and 16）．

それぞれのアミノ酸残基の絶対配置は，サンプル

が少量のため決定できなかった．しかし，4, 5, 6, 7

はすべて生合成的に相関していると考えられるので，

Thrと Allo-Thr の配列位置やアミノ酸の絶対配置

はすべて同一であると考えられる．4と 5及び 6と

7の間の分離が困難だったことも，この考えを支持

している．

上記の結果に基づいて，Fusaricidin C (6）と

Fusaricidin D(7）の構造を，それぞれ Fig. 15及び

Fig. 16のように提出した．6は 4の L-Valが Tyrに，

7は 5の L-Valが Tyrに置換した構造である．

6. 生物活性 Fusaricidin A(4), B(5), C(6）

及び D(7）の抗菌活性試験の結果を Table 5 に示

す．予期されたように，4，5，6及び 7は，いずれ

も広い範囲の糸状菌に対し強い活性を示した．さら

に，驚いたことに，これら抗生物質は Staphylococ-

cus aureus, Micrococcus luteusのようなグラム陽性

細菌に対しても極めて強い活性を示した．一方，5

は，Candida albicans IFO1594及び Saccharomyces

cerevisiae HUT7099のような酵母に対しても中程度

の活性を示した．

考察

この研究において，ニンニク乾腐病の圃場より分

離・同定した細菌 Bacillus subtilis FR-2の培養液か

ら，新規抗真菌抗生物質 Bacillopeptin A(1), B(2),

C(3）を単離し，その構造が長鎖の b -アミノ酸を

含む環状のリポペプチドであることを明らかにし

た．これまでに，これに類似した抗真菌物質として

は iturinグループの bacillomycin L20,21)が報告され

ているが，bacillomycin Lの場合には，b-アミノ酸

残基部分が Fig. 17に示すように 5種類の炭素骨格

の側鎖を持つ混合物として得られており，今回我々

が初めて，長さの異なる個々の b-アミノ酸に対応

する純粋な環状抗生物質 bacillopeptins A, B及び C

を単離することに成功した．a -アミノ酸部分とし

ては bacillopeptinsの L-Asnと L-Gluに対し，bacil-

lomycin Lではそれらがそれぞれ L-Aspと L-Glnで

あった（Fig. 17）．

本研究で初めて，b- アミノ酸の側鎖の違いによ

る分離を完全に行うことができたので，この側鎖の

異なる bacillopeptin A(1），B(2）及び C(3）の抗

菌活性を測定したところ，活性強度に差があること

が明らかになった．すなわち，活性は側鎖の長さ，

あるいは末端の枝分かれに関係しており，側鎖が長

く，末端が枝分かれしている場合に活性が高い傾向

にあった．つまり，Bacillopeptin C(3）は，酵母と

カビに中程度の活性を示したが（Table 2），bacil-

lopeptin A(1）と B(2）は 100 mg/mlにおいても活

性を示さなかった．Iturin類の研究で，培地に適当

なアミノ酸を添加することによって側鎖の長さを変

えることができると報告されている．28,29)これを応
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Table 4. 1H and 13NMR Chemical Shifts of Fusaricidins C(6) and D(7) in DMSO-d6

Fusaricidin C(6) Fusaricidin D(7)

Moiety Position dC dH ( J in Hz) Moiety Position dC dH ( J in Hz)

Thr 1 56.8 4.40 dd(8.8, 2.0) Thr 1 56.6 4.42 dd(8.8, 2.0)
2 70.1 5.31 dd(6.6, 2.0) 2 70.0 5.33 dd(6.6, 2.0)
3 16.3 1.14 d(6.3) 3 16.5 1.15 d(5.9)
4 168.4 4 168.2
1-NH 8.13 d(8.5) 1-NH 7.59 d(8.3)

Val 5 57.3 4.13 dd(8.5, 8.5) Val 5 57.2 4.16 m
6 30.9 1.60 6 30.9 1.62 m
7 18.1 0.57 d(6.8) 7 17.9 0.57 d(6.8)
8 18.5 0.39 d(6.6) 8 18.6 0.44 d(6.8)
9 170.1 9 170.2
5-NH 7.27 d(8.9) 5-NH 7.33 d(8.8)

Tyr 10 54.0 4.60 m Tyr 10 54.4 4.52 m
11 36.9 2.63 dd(13.5, 11.1) 11 36.9 2.65 m

2.86 dd(13.4, 3.9) 2.86 m
12 127.5 12 127.5
13, 17 130.0 7.07 d(8.5) 13, 17 130.0 7.06 d(8.3)
14, 16 114.6 6.60 d(8.5) 14, 16 114.6 6.60 d(8.5)
15 155.7 15 155.9
18 172.9 18 172.9
10-NH 8.44 d(8.1) 10-NH 8.49 d(7.6)
15-OH 9.11 s 15-OH 9.11 s

allo-Thr 19 60.3 3.86 m allo-Thr 19 59.7 3.94 dd(7.0, 7.0)
20 65.7 3.86 m 20 65.7 3.89 m
21 19.7 1.09 d(5.9) 21 19.9 1.07 d(6.0)
22 170.4 22 170.4
19-NH 8.45 br s 19-NH 8.41 d(6.8)
20-OH 4.91 br s 20-OH 5.01 br s

Asn 23 50.4 4.23 dd(13.6, 6.6) Gln 23 52.9 3.87 m
24 36.1 2.55 dd(15.6, 6.6) 24 25.9 1.98 m

2.79 dd(15.4, 6.1) 2.11 m
25 172.4 25 31.7 2.07～2.23 m
26 169.5 26 174.2
23-NH 8.20 br s 27 172.3
25-NH2 6.99 s 23-NH 8.01 d(7.1)

7.42 s 26-NH2 6.83 s
Ala 27 47.6 4.11 m 7.25 s

28 17.5 1.14 d(7.5) Ala 28 47.7 4.18 m
29 170.3 29 17.5 1.19 d(7.3)
27-NH 7.23 d(7.8) 30 170.4

GHPD 30 171.8 28-NH 7.34 d(7.9)
31 43.0 2.38 d(5.6) GHPD 31 171.8
32 67.4 3.81 br s 32 43.1 2.36 d(6.1)
33 36.7 1.36 br s 33 67.4 3.81 br s
34 25.1 34 36.7 1.36 br s
35～40 28.9 35 25.1

28.9 ～1.24 br 36～41 28.9 ～1.24 br
41 28.5 28.9
42 25.9 42 28.5
43 28.3 1.45 t-like 43 25.9
44 40.6 3.07 dd(12.8, 6.7) 44 28.3 1.45 t-like
45 156.5 45 40.6 3.07 dd(12.8, 6.7)
44-NH 7.43 t-like 46 156.5
32-OH 4.91 br s 45-NH 7.43 t-like

33-OH 4.85 br s

GHPD: 15-guanidino-3-hydroxypentadecanoic acid.

667No. 9
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Fig. 15. Structure and HMBC and NOESY Correlations for Fusaricidin C (6)

Fig. 16. Structure and HMBC and NOESY Correlations for Fusaricidin D (7)

668 Vol. 122 (2002)

用すれば bacillopeptinsの活性をさらに高めること

ができるであろう．

また我々は同様にして，ニンニク乾腐病の圃場よ

り細菌 Bacillus polymyxa KT-8 を分離・同定し，

その培養液から新規の抗真菌及び抗細菌抗生物質

fusaricidin A(4), B(5), C(6）及び D(7）を単離し

て，その構造を，長鎖グアニジノ脂肪酸を含む脂溶

性環状デプシペプチドと決定した．Fusaricidinsは,

真菌のみならず，Staphylococcus aureus FDA 209P

などのグラム陽性細菌に対しても強い活性を示した

ので（Table 5），メチシリン耐性黄色ブドウ球菌

（MRSA）に対しても活性を示す可能性があること

が示唆される．

Fusaricidins A及び Cに類似する物質としては，

三菱油化株式会社が公開特許公報30)に掲載している

ペプチド物質で，Bacillus sp. KB-291から得た KT-

6291A (Fig. 18）及び KT-6291B (Fig. 19）という

化合物が存在するが，KT-6291A, B においては，
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Table 5. Antimicrobial Activities of Fusaricidins A, B, C and D

Test organism

MIC (mg/ml)

A B
C and D
(mixture)

Staphylococcus aureus FDA 209P ＜0.78 1.56 ＜0.78

S. aureus Smith ＜0.78 1.56 ＜0.78

Micrococcus luteus IFO 3333 ＜0.78 1.56 ＜0.78
Bacillus subtilis ATCC 6633 3.12 6.25 3.12

Escherichia coli NIHJ ＞100 ＞100 ＞100

Klebsiella pneumoniae KC-1 ＞100 ＞100 ＞100

Pseudomonas aeruginosa IFO 3445 ＞100 ＞100 ＞100
Serratia marcescens IFO 3736 ＞100 ＞100 ＞100

Candida albicans IFO 1594 ＞100 12.5 ＞100

Saccharomyces cerevisiae HUT 7099 ＞100 12.5 ＞100

Fusarium oxysporum HF 8801
(pathogenic to garlic) 1.56 1.56 1.56

F. oxysporum HF 8835
(nonpathogenic to garlic) 1.56 1.56 1.56

Aspergillus niger HUT 2016 3.12 3.12 3.12

A. oryzae IFO 4214 3.12 3.12 3.12

Penicillium thomii 3.12 3.12 3.12

Fig. 17. Structure of Bacillomycin L Reported by F. Peypoux et al.

Fig. 18. Structure of KT-6291A Fig. 19. Structure of KT-6291B

669No. 9



hon p.20 [100%]

670670 Vol. 122 (2002)

Thrと allo-Thrの配列位置が決定されておらず，ま

た各アミノ酸残基の絶対配置も報告されていない．

生物活性の面では，Fusaricidin A(4）及び C(6）は，

フザリウム菌 Fusarium oxysporum HF8801及び F.

oxysporum HF8835 に対して強い活性を示した

（1.56 mg/ml）が，KT-6291A 及び KT-6291B は，

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinumに対して，

100 mg/mlでも活性を示さなかった．以上のデータ

より，今回我々が発見した Fusaricidin A 及び C

は，三菱油化の KT-6291A及び KT-6291Bとは異な

る，新しい物質である可能性が高い．

これまでのペプチド抗生物質は，グラム陽性菌に

有効なもの，グラム陰性菌に効果があるもの，真菌

に作用するもの，制がん性や抗ウイルス作用を示す

もの，免疫抑制作用を有するものなどその生物活性

は多種多様であり，それはひとえにペプチド抗生物

質の化学構造が，D-アミノ酸などの異常アミノ酸

を含み，環状構造を持つことが多く，複雑な立体構

造を有するものが多いなど非常に多岐多様にわたっ

ていることが原因と考えられる．ここに得られた

fusaricidins についても，その構造が非常に特異で

あり，その生物活性も，上述のごとく真菌と同時に

細菌にも高い活性を示したことから，この物質の構

造と生物活性の関係をさらに研究していくことは，

ポリエン系でもアゾール系でもない新しいタイプの

抗真菌抗細菌抗生物質の開発につながるものとして

大いに期待できる．また，fusaricidinsは，特異な

長鎖グアニジノ脂肪酸及び D-アミノ酸を含む環状

デプシペプチドであることから，その生合成経路の

解明にも大いに興味が持たれる．

一方，本研究を通じて上記のような特異な新規抗

生物質を発見できたことから，スクリーニングのた

めに土壌を採取するとき，連作障害発病圃場のよう

な，菌相が偏っている特殊な土壌を 1つの候補とし

て加えてみるのも価値があると考えられる．

また，目を転じて農業の分野では，生産性向上の

ために化学合成農薬の大量使用を続けた結果，土壌

生態系の破壊，人間や家畜への毒性，残留農薬によ

る環境汚染等の重大な問題を引き起こすまでに至っ

ており，そのため人々の農業に対する考え方も変化

して，生産効率の追求のみではなく，環境や安全性

をも考慮した農業が求められるようになってきた．

このような時代の要請の中で，化学農薬の代わり

に，環境にやさしい微生物の拮抗及び抗生等を利用

して防除する，いわゆる「生物農薬」の試みが行わ

れるようになってきた．18,31―33)例えば，ある研究グ

ループは，病害抑制活性のあるコンポスト中には

iturinを分泌している Bacillus subtilisが生息してい

ることを明らかにした．34,35)またこの属の細菌は，

Dutch elm disease (Ophiostoma ulmi (Buisman)

Nannf）の生物学的防除に効果があり，その細菌も

iturin抗生物質を分泌していた．36)本研究で分離し

た細菌 Bacillus subtilis FR-2あるいは Bacillus poly-

myxa KT-8 についても，こういった「生物農薬」

への応用が可能と考えられる．
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