
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授与年月 日

学位授与の要件

なが い ひろ し

永 井 宏 史

博:土(農 学)

農 第464号

平 成4年12月10日

学 位 規 則 第4条 第2項 該 当

学 位 論 文 題 目 渦 鞭 毛 藻Gambierdiscustoxicusの 生 産 す

る生理活性物質に関する研究

論 文 審査委 員(主 元

黒

本

安

目

藤

授

授

授

教

教

教

　査 健

煕

健四郎

一173一



論 文 内 容 要 旨

1970年 代 よ り海 洋 生 物 か ら 医薬 品の リー ド化 合 物 あ る い は 生 化 学 試 薬 を 探 索'

す る 研 究 が 活 発 に 行 わ れ て お り、 海 洋 生 物 の 二 次 代 謝 産 物 が 陸 上 生物 由 来 の 化

合 物 と 比 べ て 、 新 奇 な 構 造 と.強力 な 活 性 を 有 す る成 分 が 多 い 事 実 が 明 か に さ れ

て い る 。 しか し最 近 に な っ て 、 さ ま ざ ま な 海 洋 生 物 か ら得 ら れ る 生 理 活 性 物 質

の 真 の 生 産 者 と し て渦 鞭 毛 藻 を含 む 共 生 微 生 物 の 存 在 が ク ロ ー ズ ア ッ プ され て

き て い る 。例 え ば 、 海 綿 で は 重 量 の 約4割 も の 共 生 微 生 物 が 含 ま れ る こ と が あ

り 、海 綿 な ど海 洋 生物 か ら得 られ た 生 理 活 性 物 質 の 中 に は 共 生 微 生 物 ま た は 餌

と して い る 微 生 物 が 生 産 して い る と考 え られ る 事 例 が 少 な く な い 。海 綿 な ど を

大:量 に 採 集 す る こ と は 生 態 系 の 破 壊 を招 くの で 、 生 理 活 性 物 質 の 供 給 源 と して

第 一 次 生 産 者 で あ る培 養 可 能 な 微 生 物 を 探 査 す る こ とが 重 要 と考 え られ る 。

従 来 、渦 鞭 毛 藻 の 生 産 す る・生 理 活 性 物 質 は 、漁 業 被 害 を も た らす 赤 潮 毒 、 下

痢 性 貝 毒 、・ま ひ 性 貝 毒 、 シ ガ テ ラ な どの 魚 介 類 食 中 毒 の 原 因 毒 と して の 観 点 か

ら研 究 が 行 わ れ て い た 。 そ の 結 果 、プ レベ トキ シン 、 オ カ ダ酸 、 シ ガ トキ シ ン

な ど の ポ リ エ ー テ ル 、ポ リオ キ シ 化 合 物 が 多 数 得 られ て お り,こ の よ う な タ イ

プ の 化 合 物 は 、 渦 鞭 毛 藻 に 特 徴 的 な 二 次 代 謝 産 物 で あ る こ と が 認 識 さ れ て き て

い る 。 ま た これ ら 一 連 の 化 合 物 は そ の 特 異 で 強 力 な 生 理 活 性 作 用 か ら薬 理 ・生

化 学 試 薬 と して 使 用 さ れ 、 一 方 で は そ の 新 奇 な 化 学 構 造 か ら 、天 然 物 有 機 化 学

の 挑 戦 的 タ ー ゲ ッ トとな っ て い る 。

この よ う に 、渦 鞭 毛 藻 は 放 線 菌 と並 ん で 新 奇 ポ リエ ー テ ル 化 合 物 の 宝 庫 で あ

る こ と が 示 唆 さ れ た 。 そ こで 従 来 は 検 討 さ れ る こ との 少 な か っ た 有 用 生 理 活 性

物 質 を 得 る こ と を 目的 と して 研 究 を行 っ た 。

本 研 究 で は 、 下 記4項 目 に つ い て 研 究 を 進 め た 。

1)各 種 渦 鞭 毛 藻 由来 ポ リエ ー テ ル 化 台 物 の 抗 菌 活 性 の 測 定 。

2)'各 種 微 細 藻 類 の 生 産 す る 抗 カ ビ 活 性 成 分 、 細 胞 毒 性 成 分 の ス ク リー ニ ン
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グ 。

3)ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 強 い 抗 カ ビ 活 性 が 検 出 さ れ た 渦 鞭 毛 藻Ga皿bier-

discustoxicusの 活 性 本 体gambiericacid-A,B,C,Dの 単 離 と 構 造 決 定 。

4)Ga皿biericacidsの 各 種 生 物 活 性 の 測 定 。

第1章 渦 鞭 毛 藻 由来 ポ リエ ーテ ル化合物 の 抗 菌活性

渦 鞭 毛 藻 由 来 の 魚 介 毒 の 研 究 を 通 し て 単 離 、 構 造 決 定 さ れ た(brevetoxinを

除 く)13種 類 の ポ リ エ ー テ ル 化 合 物(Fig.1)に っ い て 、Aspergillusniger,

Penicilliumfuniculosum,Candidarugdsa,Escherichiacoli,Bacillus

megaterium,Staphylococcusaureusの 各 菌 に 対 す る 活 性 を ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法

に よ り 調 べ た(Table1)。

そ の 結 果 、okadaicacid,dinophysistoxin-1,7-deoxyokadaicacid,

ethylokadaate,yessoLoxin,desulfatedyessotoxinの 計6種 の 化 合 物 が カ ビ

に 対 し て 生 育 阻 害 を 示 し た 。 食 中 毒 シ ガ テ ラ の 原 因 毒 で 南 り 特 に 強 力 な マ ウ ス

毒 性 を 示 すciguatoxinと 皿aitotoxinは,各 々0.5,10μg/diskでA.nigerに 対 し

て ま っ た く 抗 菌 活 性 を 示 さ な か っ た 。 ま た 、yessotoxinの 抗 カ ビ 活 性 は 脱 硫 酸

に よ り 著 し く増 強 さ れ た 。 約5割 と い う 高 い 確 率 で こ れ ら ポ リ エ ー テ ル 化 合 物

か ら 抗 カ ビ 活 性 が 検 出 さ れ た の に 反 し て 供 試 し た い ず れ の 化 合 物 も 、 酵 母 、 グ

ラ ム 陰 性 ・陽 性 の 各 検 定 菌 に 対 し て ま っ た く 活 性 を 示 さ な か っ た 。

こ れ ら の 結 果 か ら 、 操 作 の 容 易 な ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 を 用 い た 抗 カ ビ 活 性 試

験 は 渦 鞭 毛 藻 中 の ポ リエ ーテ ル 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ に 適 し て い る と 考 え ら

れ た 。

一175一



第2章 海産 微 細藻 類の 生産 す る抗 カ ビ活 性成 分,細 胞 毒性 成分 のス ク リー ニ

ング

第1節 海 産 微 細 藻 類 の 抗 カ ビ活 性 ス ク リー ニ ン グ

赤 潮 を形 成 す る こ とが 知 ら れ て い る 微 細 藻 類 を 中 心 に 培 養 し抗 カ ビ 活 性 ス ク

リー ニ ン グ に供 した 。 ま た 天 然 に 赤 潮 を形 成 したPav工ovalutheri、 お よび

Eutriptiellasp..の2種 の 藻 体 も 供 試 した 。 培 養 藻 類 を ろ 過 に よ り収 穫 し 、藻

体 は メ タ ノ ー ル抽 出 後 、液 一 液 分 配 を行 っ た 。 また ろ 液 区 は ポ リス チ レン 系 の

A皿ber工iteXAD-2カ ラ ム に 通 し、 メ タ ノ ー ル で 吸 着 区 を溶 出 した(Fig.2>。 こ

れ ら各 フ ラ ク シ ョ ン に つ い てA.nigerに 対 す る ペ ー パ ー ヂ ィ ス ク 法 を 用 い た 抗

カ ビ活 性 ス ク リ ー ニ ン グ を行 った 。

ラ フ ィ ド藻3種 中2種 、 渦 鞭 毛 藻9種 中'7種 で 藻 体 抽 出物 中 に 抗 カ ビ活 性 が

検 出 さ れ た(Table2)。 こ の よ う に ラ フ ィ ド藻 、 渦 鞭 毛 藻 は 非 常 に 高 い 確 率

で 抗 カ ビ活 性 物 質 を 生 産 して い る こ と が 判 明 した 。 これ ら抗 カ ビ 活 性 は ほ とん

どの 藻 体 抽 出物 に お い て1-BuOH区 に存 在 して い た 。

Ga皿bierdiscustoxicusのXAD-2カ ラ ムMeOH溶 出 区 は 特 に 強 い抗 カ ビ 活 性 を示

して お り 、 後 述 す る よ う に そ の 活 性 成 分 の 単 離 精 製 、 構 造 決 定 を 行 っ た 。

第2節 海 産 渦 鞭 毛 藻 の 抗 カ ビ お よび 細 胞 毒 性 ス ク リー ニ ン グ

前 節 の 結 果 か らも 示 さ れ た よ う に渦 鞭 毛 藻 は 抗 真 菌 活 性 物 質 の 生 産 者 と して

有 望 で あ っ た 。 そ こで 国 立 環 境 研 究 所 よ り 入 手 した13種 の 渦 鞭 毛 藻 を 培 養 し、

・そ の 抽 出 物 につ い て 抗 カ ビ お よ び 細 胞 毒 性 ス ク リー ニ ン グ を行 っ た(Fig3) 。

細 胞 毒 性 試 験 は マ ウス 白血 病P388細 胞 に 対 す る 生 育 阻 害 作 用 をMTT法 を 用 い て 測.

定 した 。

供 試 した13種 中6種 に抗 カ ビ活 性 が 検 出 され た(Tab工e3)。A叩hidiniu皿
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carteraeの 培 養 ろ 液 画 分 が 顕 著 な 抗 カ ビ活 性 を 示 し た 。 ま た13種 中6種 は 細 胞 毒

性 が 検 出 さ れ た 。Protoceratiu皿 、reticulatu皿 の 藻 体 区 と培 養 ろ 液 区 、 ま た

Gy皿nodiniumnagasakienseの 培 養 ろ液 区 に 顕 著 な細 胞 毒 性 活 性 が 検 出 さ れ た 。

A.carteraeで は 異 な る 生 物 活 性 を 有 す る二 つ 以 上 の 化 合 物 の 生 産 が 確 認 され た 。

ま た 供 試 し た13種 中 計8種 か ら抗 カ ビ も し くは 細 胞 毒 性 活 性 が 検 出 され て お り 、

これ ら渦 鞭 毛 藻 は 極 め て 多 彩 な 生 理 活 性 物 質 の 生 産 者 で あ る こ と が あ らた め て

示 唆 さ れ た 。

第3章 渦 鞭 毛 藻Ga皿bierdiscustoxicusの 生 産 す る 抗 カ ビ活 性 物 質 の 単 離 と構

造 決 定

第1節G.toxicusの 活 性 物 質 生 産 の 経 時 変 化

渦 鞭 毛 藻G.・toxicusは 、仏 領 ポ リ'ネシ ア で 分 離 し 、3Lの カ ブ型 フ ラ ス コ 中 で

ES-1栄 養 塩 添 加 培 地 を 用 い 、25℃ 、照 度2000-4000Lux、 明18時 間 一暗6時 間 の サ

イ クル で 培 養 し た(Table4)。

経 時 的 にG.toxicusを 収 穫 し培 養 藻 体 区 、 培 養 ロ 液 区 のA.nigerに 対 す る 抗

カ ビ活 性(Fig.4)、 マ ウ ス 毒 性 を 測 定 し、 藻 体 の 成 長 曲 線 と 比 較 した 。 そ の結

果G. 、toxicusの 生 産 す る 抗 カ ビ成 分 は 藻 体 細 胞 外 へ 放 出 さ れ て い る こ と 、 ま た

細 胞 最 大 増 殖 時 よ り1週 間 ほ ど遅 れ て 抗 カ ビ 活 性 が 最 高 値 を示 す こ と が 判 明 し

た 。
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第.2節Ga皿bierdiscustoxicusの 生 産 す る 抗 カ ビ 活 性 物 質gambiericacids

1).G.、toxicusの 生産 す る 抗 カ ビ成 分 の 精 製

活 性 成 分 の 精 製(Fig.5)はA.nigerに 対 す る 抗 カ ビ活 性 を指 標 と し て 行 っ た 。

培 養 液 を ろ 過 し て 得 た ろ 液 をA皿berliteXAD-2カ ラ ム に通 し、 吸 着 した 活 性 画 分

を メ タ ノ ー ル で 溶 出後 、 溶 媒 分 画 を行 っ た 。5000Lの 培 養 液 か ら得 た 活 性 画 分

にっ い て さ ら に ゲ ル ろ過 、逆 相 系 ・順 相 系 シ リカ ゲ ルHPLCで 順 次 精 製 し 、

ノ 　

ga皿biericacid-A(GA-A,0.6皿g),ga皿biericacid-B(GA-B,0.15皿g),お よ び 主 要

活 性 画 分 のga皿biericacid-C(GA-C)とga皿biericacid-D(GA-D)の 混 合 物(5.4皿9)

を 得 た ・ 通 常 の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で はGA-CとGA-Dを 収 量 良 く,分 離 す る

こ と は 不 可 能 で あ っ た 。 そ こ でGA-CとGA-Dの 混 合 物 を ア ル カ リ 加 水 分 解 し た 後 、

逆 相 系.・ 順 相 系 シ リ カ ゲ ルHPLCに よ っ て 精 製 しGA-A{GA-Bお よ び3¶ethy1-

91utaricacidを 得 た(Fig.6)。 こ れ ら を あ わ せ 最 終 的 にGA-A7.0π9,GA-B

2。3皿9,GA-CとGA-Dの 混 合 物5.6mgを そ れ ぞ れ の 構 造 決 定 に 用 い た 。

2)、Ga皿biericacidAの 化 学 的 性 状

GA-Aの 化 学 的 性 状 は 以 下 の と う り で あ っ た 。

FABMS:m/zIO57(M+HP,HR-FABMS実 測 値m/z1079.6330(M+Na)+(計 算

値1079.6280C5gHg2010Na);UVλ 鎚x(MeOH)210n皿 以 上 に 極 大 吸 収 な し;

IR(KBr)3500,1735c皿 一1,[α]D20+33。(cO.49,MeOH)。

3)GambiericacidAの 構 造 決 定

1H-COsYと2D-HOHAHAス ペ ク トル の 詳 細 な 解 析 に よ り
、Fig.7に 示 す4つ の フ
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ラ グ メ ン トの 存 在 が 明か と な った 。 ま た4級 炭 素 に結 合 した メ チ ル 基 周 辺 の つ

な が り を明 か に す る た め にHMBCス ペ ク トル を測 定 した(Fi9.8)。 そ の 結 果52,

53,55,56位 メチ ル 基 の 周 りの 結 合 状 況 が1明 か と な っ た(Fig.7)。 これ に よ り4っ

の フ ラ グ メ ン トを1本 の 炭 素 鎖 と して つ な げ る こ と が で き た 。2D-NMRの 結 果 か

らは 、50位 の メ チ ル 基 がC2、C3の どち ら に 結 合 して い る の か 判 然 と しな か6た 。

そ こ で 、50位 の メ チ ル 基 を照 射 しそ の 磁 化 移 動 状 況 を調 べ る1D-HOHAHA実 験'を 行

っ た 。 そ の 結 果 、 磁 化 は3位 の メ チ ン を経 由 し4位 の オ キ シ メ チ ン へ と 移 動 して

い く こ とが 確 認 で き 、 この 部 分 の 結 合 状 況 が 明 か と な う た(Fig.9)。

IR界 ペ ク トル の 結 果 か ら分 子 内 にカ ル ボ キ シ ル 基 の 存 在 が 示 唆 さ れ て い た が 、

GA-Aの13CNMRス ペ ク トル で は カ ル ボ ニ ル 炭 素 は 確 認 で き な か った 。 そ こ で

GA-Aを メ チ ル エ ズ テ ル に 誘 導 しそ の13C'NMRを 測 定 す る こ と に よ りカ ル ボ キ シ ル

基 の 存 在 を確 認 した 。GA-Aお よ び そ の メ チ ル エ ス テル の2位 メ チ レ ン の 化 学 シ

フ ト値 の 比 較 な ど か らカ ル ボ キ シ ル 基 はC2に 結 合 し て い る こ とが 明か と な っ た 。

水 酸 基 の 結 合 して い る炭 素 は 重:水 素 シ フ ト実 験 に よ り特 定 さ れ た 。 一

HMBC(Fig.7,8)とNOEsYス ペ ク トル(Fig.'10)の 解 析 に よ っ.てB,C,D,E,F,H,

Jの 各 工}テ ル 環 の 存 在 が 明か と な っ た 。G環 は そ の 環 上 の プ ロ トン の 結 合 定

数 か ら 、 ま た1環 ぼNOE差 ス ペ ク ト.ルか らそ の 存 在 が 明 か とな っ た 。 残 るA環 の

存 在 は 、・重 水 素 シ フ ト実 験 の 結 果 や 、分 子 式 よ り求 め られ る 不飽 釦 度 か ら 支 持

され た 。 ま たC4(δ86.7)とH7(δ4.40)の 化 学 シ フ ト値 は 、3置 換tetrahydm-

furanに よ く対 応 して い た 。 これ らの 結 果 か らFig.12に 示 すdA-Aの 平 面 構 造

が 得 られ た 。GA-Aは エ ー テ ル 環 がbrevetoxin型 の ハ シ ゴ状 に 連 結 した ポ リエ

ー テ ル 部 分 と 、 エ ー テ ル 環 が 部 分 的 に ほ ど け た 部 分(Cl-C10)か らな る ユ ニ ー

ク な 化 合 物 で あ っ た 。

4)Ga鳳biericacidAの 立 体 構 造

NOESY(Fig.10)お よ びROESYス ペ ク トル 、』ま た プ ロ トンの 結 合 定 数(Table
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(Fig.、10)か ら判 明 した 。 これ らエ ー テ ル 環 の 安 定 な コ ンボ メー シ ョ ン を 決定

す る た め にNMR解 析 の 結 果 を も と にMM2計 算 を行 っ た 。 そ の 結 果B,E環 は ね じれ た

椅 子 型 の コ ン ポ メ ー シ ョ シ を と っ て い る こ と が 推 定 され た(Fig.11)。 ま たF環

はNOE実 験 とMM2計 算 の 結 果 か らFig.11に 示 す よ う な コ ン ホ メ ー シ ョン で あ る こ

とが 明 か と な っ た 。A環 の 立 体 配 置 はNOESYス ペ ク トル の 結 果 か ら推 定 さ れ た 。

ま たC12,C36位 上 の 水 酸 基 の 配 向 もNOESYス ペ ク トル お よ び プ ロ トンの 結 合 定 数

よ り判 明 し た 。

これ らの 結 果 か ら「非 環 式 部 分 を 除 くGA-Aの 部 分 立 体 構 造 を 明 か にす る こ と が

で き た(Fig.II,12)。

5)Gambiericacid后 の 構 造

GA-Bの1Hお よ び13CN岡Rス ペ ク トル はGA-Aの そ れ と一 部 を 除 い て よ く一 致 し

て い た 。GA-Bの 分 子 量 はm/zII98を 示 しGA-Aと 比 べ14マ ス ユ ニ ッ ト大 き か っ た 。

1H-N哲Rス ペ ク トル で δ1 .14に シ ン グ レ ッ トメ チ ル が 観 測 され た こ とが ら 、GA-B

はGA-Aの メ チ ル 誘 導 体 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 ま たGA-BのC12位 が4級 炭 素 で

あ る こ』とが1H-COSY、2DHOHAHAス ペ ク トル か ら 示 唆 され た 。 さ ら にHMBCス ペ ク

トル の 測 定 に よ っ』て11,12,13位 の 各 カ ー ボ ン か ら メ チル プ ロ トン の 連 絡 が 観 測

さ れ 、GA-BはGA-AのC12メ チル 誘 導 体 で あ る こ とが 確 認 さ れ た(Fig.12)。

6)1 、Ga皿biericacidCお よ びgambiericacidDの 構 造

GA-C1とGA-Dの 混 合 物 は 、 通 常 の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で は 分 離 で き な か

っ た 。 ス ペ ク トル 解 析 の 結 果 こ れ ら化 合 物 中 に は エ ス テ ル 結 合 が 存 在 す る こ と

が 示 唆 さ れ た た め 、 こ の 混 合 物 に つ い て ア ル カ リ加 水 分 解 を 行 っ た 。 加 水 分 解

物 を 精 製 し 、GA-A、GA-Bと3-methy191utaricacidを 得 た(Fig.6)。3¶ethy1-

91utaricacidは!H-WRで 標 品 と の 異 同 を 確 か め る こ と に よ り 向 定 さ れ た 。 ま た

GA-CIGA-D混 合 物 は 、 ア ル 『カ リ 処 理 時 に ヘ ミ エ ス テ ル が 加 水 分 解 さ れ た 以 外 に 構
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造 変 化 が な か っ た こ と を 詳 細 なN簸R解 析 か ら確 認 し た 。GA-C/GA-Dの ヘ ミ エ ス

テ ル の 結 合 位 置 は1H-NMRに お け る 化 学 シ フ トをGA-A,GA-Bの そ れ と比 較 す る こ と

に よ りC49位 で あ る こ とが 推 定 され 、 重 水 素 シ フ ト実 験 に よ っ て確 認 さ れ た 。

第4章Ga皿biericacidsの 生 物 活 性

第1節 ペ ー パ ー デ ィ ス ク 法 に よ る 抗 菌 活 性 試 験

Ga皿biericacidsに つ い て ペ ー パ ー ヂ ィ ス ク 法 に よ る 抗 菌 活 性 試 験 を 行 っ た 。

Table6に 示 し た よ う にGA-Aは3種 の カ ビ に 対 し て 、GA-BとGA-C/GA-D混 合 物 は2

種 の カ ビ に 対 し て 活 性 を 示 し た 。A.nigerに 対 す'る 活 性 を 、 抗 真 菌 薬 と し て 代

表 的 な 抗 生 物 質a叩hotericin-Bと 比 較 す る と 、GA-A、GA-B、GA-CIGA-D混 合 物 は

各 々2000、1000、2000倍 と い う 非 常 に 強 力 な 活 性 を 示 し た 。 しか しga皿bieric

acidsは 試 験 した バ ク テ リ ア 、 酵 母 に 対 し て1μg/diskで 活 性 を 示 さ な か っ た 。一

第2節 液 体 希 釈 法 を 用 い た 抗 菌 活 性 試 験

液 体 希 釈 法 に よ る 抗 菌 活 性 試 験 をGA-A、.GA-Bに 対 して 行 う た(Table7,8)。

そ の 結 果 、各 種 の カ ビ に 対 して 顕 著 な 活 性 を 示 した 。 特 に 、 両 化 合 物 と も

供 試 菌 種 に よ っ て はo「.Olμg/皿1以 下 と い っ た 非 常 に 低 濃 度 で 不 完 全 阻 止 を 示 す

こ とが 示 さ れ 、MIC値 と 比 較 して 非 常 に 低 いsub-MIC値 がga皿biericacidsの 抗 菌

作 用 の 特 徴 で あ っ た 。

第3節 エ ル ゴ ス テ ロ ー ル のga珊biericacidA抗 カ ビ活 性 に 対 す る 影 響

GA-A、GA-BのA.nigerに 封 す る 生 育 阻 害 活 性 は エ ル ゴ ス テ ロー ル の 添 加 に よ

っ て も 活 性 は変 わ らず 、a叩hotericin-Bを 初 め とす る ポ リニ ン系 抗 生 物 質 と は
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作 用 機 作 の 異 な る こ とが 示 唆 され た 。

第4節Gaゆiericacidsの 抗 菌 活 性 に お よ ぼす 金 属 イオ ンの 影 響

鉄 イ オ ン ・ と く に3価 の 鉄 イ オ ンの 存 在 下 でGA-A,GA-Bの 活 性 が 増 強 す る;

と が 判 明 し た(Table9)。 .こ の よ う な抗 菌 物 質 の 鉄 イ オ ン に よ る 活 性 増 強 は

今 ま で 例 が な く 、 本 化 合 物 は カ ビ に 対 し特 殊 な 活 性 発 現 機 構 を有 す る こ とが 示

唆 さ れ た 。

第5節 細 胞 毒 性 試 験

GA-A,GA-Bの マ ウ ス 白 血 病 細 胞P388cellに 対 す る 細 胞 毒 性 を[3H}Thymidine

,[3H]一Uridine,[14C]一Leucineの 各 取 り 込 み 阻 害 を 指 標 に 測 定 し た 。GA-A、

GA-Bと も に 各 ラ ベ ル 化 物 の 取 り 込 み 阻 害 のIC5。 は σ.07-o.49μ9/m1(Tablelo)

と 、 い う 値 を 示 し た 。 ま たGA-C,GA-Dは 、 マ ウ ス リ ン パ 腫.細 胞L5178Yに 対 す る

細 胞 毒 性 を 同 様 の 方 法 で 測 定 し 、1.1-4.7μ9/ml(Tablelo)と い うlc5G値 を 示

し た 。 こ れ らの 結 果 は 、GAが 腫 瘍 細 胞 のDNへRNA,タ ン パ ク 合 成 系 な ど を 特 異 的

に 直 接 阻 害 す る の で は な い こ と を 示 し て い た 。

第6節 マ ウ ス 毒 性 試 験

マ ウ ス 腹 陛 内 投 与 毒 性 試 験 に お い てGA-A,GA-Bと も に1皿g/kgの 投 与 量 で は ま っ

た く毒 性 を 示 さ な か っ た 。

第7:節 溶 血 性 試 験

マ ウ ス 血 球 に 対 す る 溶 血 活 性 試 験 に・お い てGA-CとGA。Dの 混 合 物 は12.5μ9/m1

の 濃 度 で活 性 を 示 さ な か っ・た 。
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糸念 括
』

1)灘 毛 灘 来 の .多数 ポ リエ ー テ ル イヒ合 物 の 抗 菌 活 性 を測 定 し 、 ク 助 ビ

を 検 定 菌 とす るペ ー パ ー ヂ ィ ス ク 法 が 抗 カ ビ活 性 化 合 物 の 探 索 法 と して 有

用 で あ る こ と を 示 した 。

2)各 種 微 細 藻 類 抽 出 物 に つ い て抗 カ ビ 活 性 、細 胞 毒 性 を指 標 と して メ ク リ

ー ニ ン グ を行 い 、渦鞭 毛 藻 は 多彩 な 生 理 活 性 物 質 の 生 産 者 で あ る こ と を確

認 し た 。

3)渦 鞭 毛 藻Ga皿bierdiscustoxicusの 生 産 す る 新 奇 ポ リ エ ー テ ル 化 合 物

gambiericacidA,B,C,Dを 単 離 し 、 各 種 分 光 学 的 手 法 を 用 い 構 造 決 定 を 行

っ た 。

4)Gambiericacidsの 各 種 生 物 活 性 を測 定 し本 化 合 物 が 極 め τ 強 力 な 抗 カ ビ

活 性 を 有 す る こ と を 明 か に した 。 ま た こ れ らの 成 分 は 特 異 な 活 性 発 現 機

構 を有 す る こ とが 示 唆 さ れ た 。
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Table2 Antifungalactivityofphytoplanktonextracts.
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Table4CultureconditionofGambierdiscustoxicus

culturemediaseawaterenrichedwithES-1nutrient

temperature:25・C

illumination2000-40001ux,18hr.on/6hr.off

incubationperiod38days

vesselFernbachflask3L
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凹aNO3
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llξ。;ED丁A
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は,海 産微細藻類が広 く抗菌物質や細胞毒性物質等の活性物質を生産することを明かに

し,と りわけ強い抗真菌活性を示 した渦鞭毛藻Gambierdiscustoxicusか ら活性本体を単離 し,そ

の特異な化学構造と前例のない強力な生物活性を解明 したものである。

第一に,渦 鞭毛藻由来の多数ポリエーテル化合物について抗菌活性を測定 し,そ の半数に抗真

菌活性を検出した。スクリーニング法としては,ク ロカビを検定菌 とし,ペ ーパーディスク法に

よって生育阻止活性を測定する方法が簡便かつ有用であることを示 した。

第二に,多 数の微細藻類の培養に成功して抗真菌活性,細 胞毒性をスクリーニソグし,渦 鞭毛

藻が高率(60%以 上)で 活性物質を生産してお り,多 彩な生理活性物質の宝庫であることを示 し

た。

第三に,渦 鞭毛藻G,toxicusか ら抗真菌物質 としてgambiericacid-A,B,C,Dの4成 分を単離

し,NMRを 中心とした最新の分光学的手法を用いて構造を決定した。まず,主 成分のgambieric

acid-A(C5gHg2016)は,9個 のエーテル環(7/6/6/7/9/6/6/6/6)が トランス結合で梯

子状に連結 した部分と,孤 立5員 工一テル環を含む新奇ポリエーテルカルボン酸であることを明

らかにした。ついで各種スペクトルの比較により他の3成 分の構造も決定 した。 これ ら化合物は

培養後期に藻体外へ分泌された。

第四に,gambiericacidsの 各種病原性真菌に対する強力な生育阻害活性を明かにした。特にク

ロカビに対する生育阻害活性(ペ ーパーディスク法)は,抗 真菌薬のアンホテ リシンBの2,000倍

という前例のない強力なものであった。動物細胞やマウスに対する急性毒性は弱 く,抗 真菌薬 と

しての可能性が示唆された。また,抗 真菌活性が三価の鉄イオンによって増強されることを見い

だし,新 奇かつ特異な活性発現機構の存在を示唆 した。

以上のように本論文は海産微細藻類,特 に渦鞭毛藻が放線菌にも比肩 しうる生理活性ポリエー

テルの供給源であることを示した。また,分 子量が1,000を 超える複雑な化合物を,最 新の分光学

的手法を駆使 して,僅 か数 ミリグラムの試料で構造決定 したことは,天 然物有機化学の面でも高

く評価 される。さらに,gambiericacidsが 既存の抗真菌薬をはるかに上回る強力な活性と,特 異

な作用機構を有することを示し,抗 真菌薬に新知見を加えた。 よって審査員一同は著者に博士

(農学)の 学位を授与するに値するものと判定 した。

一194一


