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第 一 章 渦 鞭 毛 蕪Prorocentrumlimaの 生 産 す る 生 理 活 性 物 質 の 単

離 と 構 造 決 定

第 一 節 新 奇 ポ リ ェ ー テ ル マ ク ロ サ イ ク,レ 、 プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド

と そ の 同 族 休

1)渦 鞭 毛 藻Prorocentrum1抽aの 分 離 と 培 養

ま ず 始 め に 培 養 法 の 検 討 を 行 っ た 。 ヒ4i団aは1985年16月 、 沖 縄 県

瀬 底 島 に て 分 離 し た 株 を 用 い た 。 培 地 は 従 来 使 用 さ れ て い たES-1培

地(Table21を 選 択 し た 。24加aは 底 生 、 付 着 性 の 鞭 毛 藻 で あ る

為 、 容 器 を 棚 付 き の 水 槽 を に し て 培 養 を 行 っ た 。 さ ら に 容 器 と 棚 の

中 心 に 穴 を 開 け メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ で祓 菌 し た 空 気 で エ ア レ ー シ ョ

ン 行 う こ と に よ っ て 細 胞 密 度 の 倍 増 に 成 功 し た(Table3)。

2)プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド類 の 単 離

約1000Lの 培 養 液 か ら 藻 体 約2.7x10田cellsを 得 た 。 藻 体 を 有 機

溶 媒 で 抽 出 し 、 溶 媒 分 面 の 後 、 ブ タ ノ ー ル 層 か ら マ ウ ス 毒 性 と ド ラ
ー ゲ ン ド ル フ 試 薬 に 対 す る 発 色 を 指 標 と し て カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ

ィ ー に よ り3種 の 新 奇 化 合 物 を 単 離 し た(成 分A～c、Fig.1)。

3成 分 の 中 で 最 も 厳 の 多 い 化 合 物 を プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド と 命 名 し、

そ の 性 状 と 構 造 に っ い て 解 析 し た 。

3)成 分A一 プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド ー の 化 学 的 性 状 と 構 造

化 学 的 性 状 は 以 下 の 通 り で あ る 。FABKSI里/Z980(HH)→,BR-F凸B

HSfound,田/z980.61684(calc.980.610C5^H舜5NO1含);UV欝ax,

235nm(NeOH),IR:3400(一 〇H),1715(一COO一),1670,1640(一C=C一),

1200,1060(一C-0一)cr1,【 α!23/D+136.5(c=0.147,HeOH),IRの

1670cr1の 吸 収 、 元 素 分 析 、 ド ラ ー ゲ ン ド ル フ テ ス ト、 電 気 泳 動 の

結 果 か ら.プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド は イ ミ ン を 一 つ 有 す る 。 プ ロ ロ セ ン

ト ロ ラ イ ド は 難 結 晶 性 の 化 合 物 でX線 解 析 に 適 し た 結 晶 を 得 る こ と

が で き な か っ た た め 、 構 造 解 析 は 殆 ど す べ て 闇Rを 用 い て 行 っ た 。

NHRは500KHzの 分 光 器 を 用 い 、DHSOd-6,C,恥 一CD,OD(311)の2

種 の 溶 媒 中 で 測 定 し た 。
1HNHRス ペ ク ト ル(Fig .2)で は オ キ シ メ チ ン に 由 来 す る シ グ ナ

ル が 多 数 観 測 さ れ こ の 化 合 物 が ポ リ オ キ シ 化 合 物 で あ る こ と が 示 唆

さ れ た 。DEPT,重 水 素 シ フ ト に よ る 水 酸 某 の 数 と 位 置 の 決 定 、:H。

1H
,!3C一!H,10ng-range13C」HCOSY,PS-HOESYな ど 二 次 元N茸Rの

解 折(Fig.3,4)か ら プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド の 構 造 を 推 定 し.た

(Fig.51)。 プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド は 現 在 ま で に 構 造 の 判 明 し て

い る 海 産 毒 と 同 様 に 高 度 に 酸 素 化 さ れ た 骨 格 を 有 す る が ラ ク ト ン1、

水 酸 某8、 置 換 イ ミ ン1、 エ ー テ ル 環3、 二 重 結 合6を 持 っ 全 く 新
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3)成 扮Bの 構 造

二 番 目 に 多 い 成 分 は 約4.0田g得 ら れ た 。EABHSで 里/三982【MHP

に 分 子 イ オ ン ピ ー ク を 与 え 、 田NHRで は プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド と 類

似 し た ス ペ ク トル を 与 え た 。 し か し 、、1.1ppmに ダ ブ レ ッ トメ チ ル の

シ グ ナ ル が1本 多 く 観 測 さ れ 、 さ ら に プ ロ ロ セ ン トロ ラ イ ド の エ キ

ソ メ チ レ ン(51位)が 消 失 し て い た(Fig.6)。IH」HCOSYで は 他
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5)プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド類 の 生 物 活 性

プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド の マ ウ ス に 対 す る 致 死 毒 性 はLD。gO.4量g/

kg(i.p.)と 比 較 的 弱 い 。 フ グ 毒 や 麻 疲 性 貝 毒 と 同 様 に 痙 撃 、 四 肢

の 麻 痛 を 伴 い 呼 吸 困 難 と な っ て15-25分 以 内 に 死 亡 す る。 ジ ヒ'ド ロ

休 は0.5mg/kgの 比 毒 性 で 、 致.死 症 状 に は 殆 ど 変 化 は な い が プ ロ ロ セ

ン ト ロ ラ イ ド よ り 若 干 弱 く 、 致 死 時 間 は 長 く な る 傾 向 に あ っ、た 。 硫

酸 エ ス テ ル 体 は 比 毒 性1.25皿g/kg以 下 で あ り、 無 毒 に 近 い 。 抗 菌 抗

カ ビ 活 性 、 魚 毒 性 、 溶 血 活 性 を 行 っ た が 顕 著 な 活 性 は 認 め ら れ な か

っ た(Table4)o
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渦 鞭 毛 藻Prorocentru皿 辿 及 び 、 ク ロ イ ソ カ イ メ ン

Halichondriaokadaiの オ カ ダ 酸 の 新 奇 誘 導 休 の 単 離 と 構

第 二節

Prorocentru田LL里 且の 生 産 す る 新 奇 オ カ ダ 酸 誘 導 体 、

シ オ カ ダ 酸 の.学 離 と 構 造

orocentrum上 幽 は 現 在 唯 一 培 養 可 能 な オ カ ダ 酸 関

圭 物 で 、 オ カ ダ 酸 の 他 に35一 メ チ ル 休(デ ィ ノ フ ィ

、DTX1)や7一 デ オ キ シ 体 を 生 産 す る こ と を 考 え る と

司 族 休 が 存 在 し て い る こ と が 考 え ら れ る 。 第 二 章 で

の 生 合 成 と の 関 連 で 、2.ユ 抽aの 脂 溶 性 画 分 に オ カ ダ

を 行 っ た と こ ろ、 オ カ ダ 酸 の 誘 導 休 と 思 わ れ る 化 合

望.9の 様 に 処 理 し て 単 離 し た 。F畑 腫Sで はm/z78i

37[H一 田0を 与 え 、幽分 子 量 は788と 推 定 し た 。 こ れ

ノ デ オ キ シ 体 の 分 子 最 に 相 当 す る 。 田 翻Rは オ カ ダ

セ が(Fig.10A)1.19pp厨 に ダ ブ レ ・ソ ト メ チ ル の シ

窺 測 さ れ て お り 、 オ カ ダ 酸 の2位 の メ チ ル 某 に 相 当
.肖失 し て い た

。 さ ら に 、2.67ppmに 水 素 一 個 分 の シ

移 た.1H-1HCOSYの 解 析 結 果 か ら こ の 化 合 物 を2一 デ

と 同 定 し た(c`』H触opKw788.Fig.11昌)。 し

5こ と と オ カ ダ 酸 か ら の 誘 導 が 困 難 で あ る こ と か ら

ご 関 し て は 現 在 の と こ ろ 明 か で は な い 。 な おAD翻(9
.methane)を 蛍 光 化 剤 と し て 用 い たHPLC分 析 へ の 応

DTX1-ADAHよ り 約1分 遅 れ た 位 置 に ピ ー ク を 与 え
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た(Fig.14)。 こ の メ チ
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場 シ フ ト し て い た 。IH-1HCOSYで13位 の メ チ ン シ グ ナ ル は0.5P囲 高

磁 場 シ フ ト し て い る 事 が 明 ら か に な り 、 こ の 化 合 物 を14.15一 ジ ヒ ド

ロ オ カ ダ 酸 と 同 定 し た(c胴H7noR梱806Fig.11B)。

3)新 奇 オ カ ダ 酸 誘 導 休 の 生 物 活 性

2一デ オ キ シ オ カ ダ 酸 の 比 毒 性 は0.5田g/kg(mous'ei.p.)以 下 で オ ・

カ ダ 酸 に 比 較 し て 弱 い 。 一 方 、14,15一 ジ ヒ ド ロ 体 の 比 毒 性 は200"g

/kg価ousei.P.)で あ り オ カ ダ 酸 と 同 等 で あ っ た 。 ど ち ら の 化 合 物

も ユo刃g/diskで 些 難 エ に 対 し て 抗 カ ビ 活 性 を 示 す が 、2一 デ オ キ シ

休 は よ り 弱 く、 オ カ ダ 酸 ・の 二 っ の 作 用 は2位 の 水 酸 某 に、 決 定 的 で

は な い が 影 響 を 受 け る こ と を 示 唆 し た。

第 二 童 渦 鞭 毛 藻ProrocentrumL迦 の オ カ ダ 酸 、 プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ

イ ド の 生 合 成 経 路 に 関 す る 研 究 一

1)13C標 識 酢 酸 に よ る オ カ ダ 酸 、 プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ドの 標 識

ヒ4ima.の 生 産 す る ポ リ ェ ー テ ル 化 合 物 の 生 合 成 経 路 を 明 ら か に す

る た め に13C標 識 酢 酸 に を 鞭 毛 藻 に 取 り 込 ま せ 、 そ の パ タ ー ン の 解

析 を 行 っ た 。

P.limaは さ き に 示 し たES。1栄 養 塩 を 添 加 し た 濾 過 海 水 に、 バ ク テ

リ ア に よ る 酢 酸 の 分 解 を 抑 制 す る た め の 抗 生 物 質 群 と 標 識 酢 酸 ナ ト

リ ウ ム を 加 え た 培 地 申 で 培 養 し た 。 培 養 容 器 は バ ク テ リ ア に よ る 汚

染 の 少 な い カ ブ 型 フ ラ ス コ を 用 い た 。 標 識 酢 酸 は カ ル ポ キ シ ラ ベ ル 、

メ チ ル ラ ベ ル 、 二 重 ラ ペ ル の 三 種 を 用 い そ れ ぞ れ 独 立 に 実 験 を 行 っ

た 。 培 養 液 はFig.15に 示 し た よ う に 処 理 し、 オ カ ダ 酸 、 プ ロ,ロ セ ン

ト ロ ラ イ ド を.単 離 し た(Table5)。

2)オ カ ダ 酸 に お け る 標 識 パ ダ ー ン と 推 定 さ れ る 生 合 成 の 前 駆 体

こ の 研 究 に 於 い て は オ カ ダ 酸 の 炭 素 の 潮Rシ グ ナ ル の 帰 属 が 不 可

欠 で あ る の で 、 ま ず 始 め に、 ク ロ イ ソ カ イ メ ン か ら 大 量 の オ カ ダ 酸

を 精 製 し 帰 属 を 試 み た。Fig。14で 示 し た オ カ ダ 酸 画 分 の 各 種 二 次 元

NHRの 測 定 に 供 し 解 析 し(Fig.16,17)、Table6に 示 し た 様 に 全

て の 炭 素 と そ れ に 結 合 す る 全 て の 水 素 の 帰 属 に 成 功 し た 。

各 標 識 物 と非 標 識 物 の13C鼎Rシ グ ナ ル の 強 度 の 比 較 、 炭 素 の カ

ッ プ リ ン グ 定 数 か ら標 識 酢 酸 の 取 り込 み パ タ ー ン の 解 析 を 行 っ た。

オ カ ダ 酸 に お け る 標 識 パ タ ー ン はFig.18に 示 し た 通 り で あ り 、 分

子 の 末 端 に 相 当 す る1,2,37,38,44位 は 酢 酸 に よ っ て は 標 識 さ れ

な か っ た 。 ま た 、 酢 酸 の メ チ ル 基 に 由 来 す る 炭 素 が 連 続 す る 部 分 を

有 す る こ と、9,40,42位 の メ チ ル 某 は す べ て 酢 酸 の カ ル ポ キ シ ル

一228一
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渦 鞭 毛 藻Prorocenrtumlimaの 生 産 す る 新 奇 ポ リ エ ー テ ル マ

ク ロ サ イ ク ル 、 プ ロ ロ セ ン ト ロ ラ イ ド と そ の 誘 導 休2種 を 単

離 し 構 造 を 決 定 し た 。

同 鞭 毛 藻 か ら オ カ ダ 酸 の 新 奇 同 族 体2一 デ 才 キ シ オ カ ダ 酸 を 単

離 し 構 造 決 定 し た 。

ク ロ イ ソ カ イ メ ンHalichondriaokadaiか ら オ カ ダ 酸 を 単 離

し、 炭 素 、 水 素 全 シ グ ナ ル の 帰 属 を 行 い 、 さ ら に 新 奇 同 族 体

14,15一 ジ ヒ ド ロ オ カ ダ 酸 を 単 離 し 構 造 決 定 し た 。'

渦 鞭 毛 藻2.上 迦 を13C標 識 酢 酸 存 在 下 で 培 養 し 、 オ カ ダ 酸 、

プ ロ.ロ セ ン ト ロ ラ イ ド をBCで 標 識 し た。 そ れ ら の 標 識 パ ウ
ー ン か ら 各 々 の 化 合 物 に っ い て 生 合 成 経 路 に お け る 前 駆 休 を

推 定 し た 。
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Table1 BIOACTIYECOMPOUNDSISOLATEDFORMMARINEMICROORGANISMS

marineorganism activecompound act1V寸ty

Prorocenむruの1カ ηa

0ゴnoρhy5ゴ5fσrε ゴ1

Oa囮bゴerd15cu5ご σxjc口5

Oymnodゴnゴ ロ切breγe

Aα1ρhldlaゴ ロ田sp,

加 ρ垣d加 加mkleb5ゴ ゴ

舳 ρねゴd加 ゴU皿car亡erl

Aヱ θXδρ(ゴr1Um～1ゴr∂r】01

okadaicacid

dinophysistoxin1

dinophysistoxinl

pectenotoxin2

GT-4b

(C丁XCQngener)

maltotOXln

gambiericacid

brevetoxins

amphidinolideA-C

amphidinol

hemolysin3

goniodominA

diarrheagenicity

cytotoxicity

tumorpromoting

proteinphosphatase

diarrheagenicity

cytotoxicity

tumorpromoting

inhibiting

mouselethaltoxicity

Na+channelopening

Ca++channelactlvatlng

antifungal

Na+channel

antitumor

antifungal

hemolytic

antifungal

opening

一 一 一 一7一 一

Table2 CULTURECONDITIONSOFPROROCENTRUM--MA

culturemedia

temperature

illumination

vessel

incubationperiod

aeration

・

・

・

・

・

,

seawaterenrichedwithES-1nutrient

25ｰC

2000-30001ux,16hr,on/8hr,off

waterしankwith6-7shelves

35days

50r回1/mでn.

ES-1NUτRIE卜i丁

NaNOj

Nag-glycero-
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審 査 結 果 の 要 旨

海洋の微細藻類,特 に,渦 鞭毛藻は多様 な生理活性物質 を生産 して,魚 貝類の大量 へい死や毒

化の原因 となる ことが多い。本研究で対象 としたProrocentrumlimaは 代 表 的な有毒種 で,本 来

は シガテ ラと呼 ばれ る魚類の毒化現 象に関連 して発見 した種類の一つである。そ の主要産物の オ

ヵダ酸 は下痢性 貝毒 の主原因 として重要 なぼか りでな く,新 規発癌 フ.ロモー ター として癌研究 に

使用 され,さ らに,プ ロテイ ンフ ォスフ ォターゼ2A,2B,1の 特異 的阻害剤 として,種 々の

細胞情報制御機構の解明試 薬 として広 く用 いられつつ ある。

本研究では まずP,limaの オ カダ酸以外の成分 を検索 し,プ ロロセン トロライ ドと命名 した新

規物質 を単離 し,分 子量979,分 子式C5,H85NO、3の 大 きな化合物 であ ることを確 認 した。 この化

合物について,核 磁気共 鳴を中心 と した最新の分光学 的手 法を駆使 し,平 面構造を決定 した。官

能基 と しては水酸基8,置 換 イ ミン1,エ ーテル環3,二 重結合6を 有す る。部分水素化 され た

イソキ ノ リン環 と28員 環 ラク トンと26員 の炭 素環 の存在 は従来 の天然物には見 られない構 造であ

る。 さらに微量成分 として,9,51一 ジ ヒ ドロ体,30一 サ ル フ ェー ト,お よび,2一 デ オキシオ

カダ酸 も単離 ・同定 された。

次 にオカダ酸 および プロロセ ン トロライ ドの特異的 な骨格の生合成機構 の解 明が為 された。最:

初 の段階 として,全 ての炭素の シグナルの帰属が必要なので,ク ロイ ソカイ メンを大:量処理 して

約100mgの オ カダ酸 を得た。その過程 で微量 の新規成分14,15一 ジ ヒ ドロオカダ酸の単離 ・同定

がなされた。1℃ で ラベル した3種 の酢酸を添加 してそれぞれ取 り込 みを行 わせ,オ カダ酸 とプ

ロロセン トロライ ドを単離 して ,NMRで 標 識 パ ター ンを解析 した。 その結 果,放 線 菌 の ポ リ

エーテル で提唱 されているポ リケチ ド経路 とは大 き く異 な ることが示 され ,そ の機構について考

察が為 された。

以上の研究成果 は食品衛生上重要な生理活性天然物 の化学構造の決定,お よび,生 合成機構 の

解明に大 きく寄与す るものであ り,審 査員一 同は著者 に農学博±の学位を授与す る価値 がある も

の と判定 した。
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