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論 文 内 容 要 旨

緒 言

アメリカでは渦鞭毛藻G遡 ηo伽 伽 訪 脚 εによる赤潮が発 生 して魚類大量艶死

を招き、大きな問題 となっている。G厩vθ は強力な魚毒活性 を有す るbrevetoxin

(BTX)(Fig.1)を 生産す る。α わrθv6の赤潮 にさ らされ た貝類 が毒化 してお こる

食中毒を神経性貝毒と呼び、これまでアメリカで2回 発 生 した報告が ある。原

因毒 はG伽v8と の関連か らBTX誘 導体 と考 え られて いたが、化 学的な証明は

されていなかった。本研究では、1993年 にニ ュー ジー ラン ドで発生 した神経1生

貝毒Dの 原 因毒成分 で、モエギイガイ 中に発見された高極性成分brevetoxinB2

(BTXB2)の 精 製 と構 造決定 を行 った。(第 一章)

BTXB2は 新規BTX誘 導体で あ り、BTXと の比較か らそ の生物活性 に興味が

持 たれた。そ こで、マウス毒性試験、魚毒性試験、ナ トリウムチャンネル特異

的細胞毒性試験、競合的 レセプター結合試験について検討した。〈第二章)

BTXB2は ナ トリウムチ ャンネル結合活 性 を有 し、さらに分子中にアミノ基お

よびカルボキシル基を有 していることを明 らかにした。 この特徴 を活か し、有

用な試薬 を化学変換によって創出 し、その有効性を検討 した(第 三章 、第四章)。

第 一 章 神 経 性 貝 毒brevetoxinB2の 精 製 と 化 学 構 造 決 定

1.精 製

Coromandel半 島(Fig.2)で 採 取 され た モ エ ギ イ ガ イ(Pθrη αc伽 α1'c〃1κ3)中腸

腺 約30kgを 試 料 に用 いた 。マ ウ ス 毒 性 を指 標 に、各種 溶 媒 分 画 、液 体 ク ロマ ト

グ ラ フィ ー によ って 精 製 し、 約291ngのBTXB2を 単 離 した(Fig.3)。
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2.breve重oxinB2の 化 学 的 性 状

BTXB2は にninhydrin陽 性 で 第 一 ア ミ ン が 存 在 し た 。 元 素 分 析 に よ りN原 子

は 一 つ と決 定 した 。 微 量 蛍 光X線 ス ペ ク トル か らはS原 子 が 存 在 し 、 高 分 解 能

マ ス ス ペ ク トル([M+H]+〃 乞10345171△+2.4mmu)よ り、分 子 式C53五{7gO17NSと

決 定 した 。FT-IR(1736c血1,1602。9c血i,1381.1cm璽1)か らlactone,α 一aminocarbo藍yl,

sulfoxideが 存 在 し 、sulfoxideは ヨ ウ 化 水 素 酸 に よ る 呈 色 反 応 に 陽 性 で あ る こ と

か ら も 確 認 し た 。210nm以 降 にUV吸 収 極 大 は 無 く、CDス ペ ク トル で は 、227nm

(△ε一1.97),256nm(△ ε+1.98)に コ ッ トン が 観 測 さ れ 、BTXB2)と 一 致 し た 。旋 光 度

は[α]D20=+19。714(6=0583,MeCN/H20111)が 得 られ た 。

3.8TXB2の 構 造:解析

BTXB2のIHNMRス ペ ク トル は、BTXBの もの と類似 して いた が 、'}{42とH50

の シグ ナ ル が観 測 され なか っ た(Fig.4)。 各種 二 次 元NMRス ペ ク トル の解 析 か

ら、BTXB2は 、A環 か らK環 ま で 、BTXBと 同 じポ リエ ーテ ル 環 骨 格 を持 つ こ

とを 明 らか に した 。BTXB2側 鎖 由来 の シ グナ ル は 複:数に分裂 して い た ので(F喀.

5)、 帰 属 が不 正 確 にな る可 能 性 が あ った が 、推 定 を行 った(Fig.6)。

側 鎖 構 造 を確 認 す る め に、始 め に 、41-5-methy1-L-cysteinesulfoxideを 調 製 して 、

BTXB2とIH.1H℃OSYス ペ ク トル を比 較 した。 そ の結 果 、BTXB2のm'一H2'と

41-3-methyl-L-cysteinesulfoxideの βメ チ レン、αメ チ ンの シ グナ ル は良 い一 致 を

示 し、BTXB2はSOC璃C}{(NH2)COOH構 造 を有 す る と決 定 した(Fig.7)。 また 、

sulfoxideは41体 混 合 物 で あ る と決定 した 。 この結 果 か ら、 シ グナ ル が 分 裂 す る

の は4!一sulfoxideが 原 因 と判 明 した の で 、BTXB2の 還元 的脱 硫 反 応 を行 った 。

BTXB2をRaneyNiで 脱 硫 した と ころ 、BTX誘 導 体 のPbTx-9とalanineが 得 られ

た 。 これ に よ り推 定 した 構 造 が 正 しか っ た こ と を確 認 した(Fig.8)。 さ ら に 、
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αDMSIMSス ペ ク トル3)で は 、sulfoxideの 結 合 が解 裂 した プ ロダ ク トイ オ ンが 、

BTXB2,推ace瞬BTXB2の 両 者 で 観 測 さ れ 、側 鎖 の平 面 構 造 を決 定 した(Fig.今)。

ま た 、 ポ リエ ー テ ル環 骨 格 由来 の プ ロ ダ ク トイ オ ン も観 測 ぎれ 、 分 子 全 体 を通

してBTXB2の 平 面 構 造 を確 認す る こ とが で きた 。

BTXB2の 立 体 構 造 に つ い て は 、エ ー テ ル 環 骨 格 部 分 は 、NOESY;CDス ペ ク ト

ル か ら8TXBと 同 じ絶 対 立体 配 置 で あ る と決 定 した 。H35とH40の 問 に相 関が

観 測 され た こ とか らH40は β配 置 で あ っ た 。 側 鎖 のC41はPbTx-9のMe50シ

グ ナ ル が2つ に 分裂 して観 測 され た のでR3体 混 合 物(Fig.10)、C2'はalanineの

TBMBカ ル ボ ン酸4)誘 導 体 のHPLc分 析 によ り5体(Fig.11)と 決 定 した 。

以 上 の 結果 か らBTXB2の 構 造 を決 定 した(Fig.12)

4.考 察

BTXB2は これ まで他の貝 には顕著 な量 では確認されていないことか ら、モエ

ギイガイ特有の代謝経路で代謝された ものと考えられた。

第 二 章BTXB2の 生 物 活 性

BTXB2の マ ウス最小致死 毒性は約300μg/kgで あ った。BTXB2を 投与 したマ

ウスは呼吸困難 の症状が特徴的で、致死時間は1時 間以内であ った。 同 じモエ

ギ イガイ中に含 まれていたBTXB45)の6時 間 とは対照的で 、これはマ ウス体内で

の標的器官への到達時聞が違うため と考えられた。

BTXと の比較か らBTXB2に も魚毒活性が保持 されて いるか興味が持たれた。

BTXB2は アカ ヒレ(Z捻ηごC海∫1ハ,5・α泥}0鷲房わ85)に 対 して、100nMで 毒性 を示 さなか

った。BTXB36),BTXB45)に も同 じ濃度 で魚毒活 性は認め られなかったので、解離
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性 の官 能 基 に よ り鰐 か らの 吸収 が 妨 げ られ た と考 え られ た。

BTXは ナ トリウム チ ャ ンネ ル に特 異 的 に結 合 して 、活 性化 す る。BTXB2の 活

性 化 作 用 を ナ トリウ ム チ ャ ンネル 特 異 的細 胞 毒性 試 験7)に よ って検 討 した 。試 験

の結 果 、PbTx-3とBTXB2の50%成 育 阻 害 濃 度 亙C5Gは、そ れぞ れ7.6nM,42.舶M

で あ っ た(Fig.13)。8TX82はPbTx-3の 約1/6の 活 性 で あ った が 、高 い チ ャ ンネ

ル活 性化 作 用 を有 す る こ とが 明 らか とな っ た 。

競 合 的 レセ プ ター 結 合 試 験 を行 い、 ナ トリウ ム チ ャ ンネ ル 結 合 活 性 を検 討 し

た 。試 験 の結 果 、50%結 合 阻 害 濃 度ED50はPbTx-3,BTXB2そ れ ぞ れ 、7.0藍M,

348nMが 得 られ た(Fig.14)。BTXB2はPbTx-3の 約1/5の 活 性 を示 し、細 胞 毒

性 試 験 の 結 果 とほ ぼ 一 致 し た。 これ よ り、 チ ャ ンネ ル 結 合 に は脂 質 二 重 膜 へ の

親 和 性 が重 要 ℃ あ る こ とが示 唆 され た 。

第三 章BTXB2化 学発光誘導体 の調製 と競合 的 レセ プター結合試験

へ の応用

高感度検出可能な化学発光誘導体をBTXB2か ら調製した。さらに、この誘導

体を結合試験に適用し、シガテラや神経性貝毒の微量検:出・定量法への応用を

検討した。

1.BTXB2化 学 発 光 誘 導 体 の調 製

200μ9(190nmol)のBTXB2に 、AcridiRium-18)を 反 応 させ5%9(42践md)の 化

学 発 光 誘 導 体(Acridinium.一BTXB2,ABTX)を 得 た(収 率22%)(Fig45)。ABTX

は、C瓦DFA:BMSIMSス ペ ク トル で 目的 の構 造 で あ る こ とを確 認 した 。
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2.化 学 発 光 誘 導 体 の競 合 的 レセ プ ター 結 合 試 験 へ の応 用 の検 討

ABTXの 結 合 試 験 適 用 へ の必 要 条 件 で あ る検 出感 度 とナ トリウム チ ャ ンネ ル

結 合 活 性 につ いて 検:討 した。

化 学 発 光 測 定 条 件 の検 討8)を 行 った と こ ろ、pH=5中 で0.5N理aOH(0.15%

H202)の 発 光 試 薬 を用 い た とき に発 光 強 度 が 大 き くな り、 至 適 条 件 とな っ た 。

ABTXの 検:出感 度 は1.4amo1で あ り、これ は 【42-3田PbTx-3に 匹 敵 す る 感 度 で あ

った 。

結 合 試 験 か ら、 結 合親 和 性 定 数 瓦 は,PbTx-3;2.3むM、ABTX;0.95nMが 得 ら

れ た(Fig.16)。ABTXは[42-3墨{IPbTx-3よ りも活 性 が 約3倍 高 く、結 合 試 験 適 用

へ 十 分 な 結 合 活 性 を有 して い た 。

A:BTXを 用 いた 結 合 試 験 の条 件 設 定 の た め に、 ラ ッ ト脳 シ ナ プ トソ ー ム に対

す る飽 和 実 験 を行 っ た。 そ の結 果 、ABTXの 解 離 定 数 κD;0.84nM最 大 結 合 レセ

プ タ ー 数B臓.;676pmolt◎xin/mgProteinが 得 られ た(Fig.17)。 κDは[42-

3HIPbTx-3の 約 〃3、 ま たB畑 。は ほ1ま同 じ値 を得 た 。

3.化 学発 光 誘 導 体 を用 い た結 合 試 験 に よ るbrevetoxinB2,ciguaをoxin-3Cの 検:出

飽 和 試 験 の 結 果 を元 に条 件 設 定 を行 い 、ABTXを 用 い て 結 合試 験 を行 っ た と

ころ 、CTX3C(Fig.18)お よびBTXB2の 瓦 は そ れ ぞ れ 、195p厳 、88.7簸Mと な

っ た(F玉g、19)。 これ らの結 果 か ら、CTX3C,BTXB2の 微 量 定 量 が 可 能 で あ る こ

とが判 明 した 。

4。実試料 か らのブ レベ トキ シン、 シガ トキシンの検出

3種 類 のシガテ ラ魚 、ナ ンヨウブダイ、スジアラ、マダラハタの筋肉を、予備

精製 した後、CTX3Cを 添加 して結合試験 に供 した。神経性貝毒の場合 も、貝中
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腸腺を予備精製 し、最も食中毒への関与の高いBTXB4を 加えて試料 を調製 した。

結合試験 による定量の結果、CTX3Cの 場合は不純 物 によ る影 …響で測 定値が理

論値を常に1.5倍 上 回った(Fig.20)。 しか し、マ ウス毒性試験 と比較 しても、

これ を上回る感度および同等の精度で検出定量が可能であった。神経性貝毒 に

ついては、規制値20MU/100gの 試料 は、理論値 と約10%程 度 の差 で定 量す る

ことが 出来たが ～これよ り低毒性の試料は不純物の影響 を受け、定量すること

は出来なかった。

第 四章brevetoxinB2フ ォ トア フ ィ ニ テ ィ ー ラ ベ ル リ ガ ン ドの調 製

BTXの ナ トリウムチ ャンネル結 合サイ トであるサイ ト5の 同定 を 目指 し、

BTXB2か らフォ トア フィニ ティー リガ ン ドの調製を行った。フォ トアフィニテ

ィー置換基としては、トリフルオロメチルアジリノベンゾイル(TDBA)9)基 を用

い、 トレーサー として ビオチ ンを導入 した。

1.フ ォ トア フ ィ ニ テ ィ ー ラ ベ ル リ ガ ン ドの 調 製

BTXB21.3mg(1.3群mol)にTDBA-OSuさ ら に5一(biotinamide)一pentylamineを 導

入 し た と こ ろ 、150鮮g(o.096μmol)の 誘 導 体(TI)BA-biotin-BTxB2,TBBTx)が

得 られ た(収 率7%)(Fig.21)。IHNMRス ペ ク トル とEsl-Msス ペ ク トル に よ

りそ の 構 造 を確 認 し た(Fig,22>。

2.フ ォ トアフィニテ ィー リガン ドの有効性

TBBTXの フォ トアフィニ ティー リガ ン ドとしての有効性を、検出感度 とナ ト

リウムチャンネル結合活性 について検討 した。
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TBBTXの 検:出法 と して ス トレプ トア ビジ ン を用 いたEHSA試 験:10>を用 いて検

出感 度 を検 討 した 。そ の結 果 、 ビオ チ ン とTBBTXのH鯉 一biotin50%結 合 阻 害

濃 度ED5。 はそ れ ぞ れ0.059nM,0.50hMと な った(Fig.23)。 これ によ り、TBBTX

の微:量検拙 が 可能 で あ る こ とが 明 らか とな っ た 。

ま た 、結 合試 験 か ら、PbTx-3,TBBTXは そ れ ぞ れED5。;7.OhM,6.3nMが 得 られ

た(F呈9.24)。TB8TXはPbTx-3と 同等 の 結 合活 性 を有 し、 高 い フ ォ トア フ ィニ

テ ィー ラベ ル化 効 率 が期 待 で き る こ と を明 らか に した。

総 括

1。 神 経性 貝 毒 成 分BTXB2の 構 造 を、NMRを 中心 とす る 各種 分 光 学 的 手 法 と

還 元 的脱 硫 反 応 に よ り、PbTx-3にcysteinesulfoxideが 結 合 した新 規BTX類

縁体 で あ る こ と決 定 した。

2

3

4

BTXB2は ナ トリウムチ ャンネル結合活性 を有 していることを明らかにし

た。また、BTXB2がBTXに 特徴的な強力な魚 毒活性 を有 していないことを

明 らかにした。

BTXB2か ら高感度検 出ための化 学発光誘 導体 を調製 し、結合試験への応用

を可能にした。この方法を用いたCTX,BTXの 実試料か らの検 出 を検討 した

と ころ、感度、精度共に優れた方法であることを明らかにした。

BTXB2か らフォ トア フィニティー リガ ン ドの調製を行い、これが、検出感

度、ナ トリウムチャンネル結合能共に優れた リガ ンドであることを明らかに

した。
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論 文 審 査 結 果 要 旨

海洋生物毒は食中毒や魚介類の艶死を引き起こして社会的に重大な危害を及ぼす。また,特 異な生理

作用を有することから,様 々な生命現象を分子レベルで解析する上で有用な試薬 となるものが多い。 し

脅 し,そ の多 くは分子量 も大 きくかつ複雑な構造を有 し,そ の構造解析は極めて困難である。

本研究では,ニ ュージーランドで発生 した二枚貝による神経性の食中毒の原因毒を単離 し,NMRを 中

心とする各種分光学的手法を駆使 してその化学構造を解明し,ブ レベ トキシンー3にシステインスルポキ

シドが結合 した新規ブレベ トキシン類縁体であることを明らかにした。また,そ の生物滑性を調査 して,

ナ トリウムチャンネル結合活性を有することを明らかにすることによって,ヒ トの食中毒 にブレベ トキ

シン類が関与する直接的証拠 を世界で初めて明らかにした。さらに,精 密な化学変換 によってら高感度

な検出を可能とする化学発光誘導体を調製することにより,ブ レベ トキシン類のみでな く,精 密な試験

法が待望 されているシガ トキシンを含めた結合試験への応用を試み,感 度,精 度共に優れた方法を開発

した。さらに,こ の成分にフォトアフィニティーリガンドと検出用のビオチンを結合させることによっ

て検出感度,ナ トリウムチャンネル結合能共に優れた化合物の合成に成功 し,神 経の刺激伝導機構など

今後の薬理,生 理学研究に強力な武器 を提供することとなった。

本研究で対象とした化合物は食中毒の原因として公衆衛生や水産業に与える影響が大きい重要な化合

物であることから,そ の構造が明らかにされた意義は大きい。また,単 に構造を明らかにするだけでな

く,そ こで得 られた生物活性を含む情報をもとに,精 密化学変換を使 って全 く新 しい研究資材を設計 ・

創出する研究の方向性は極めて独創的である。

以上のように,村 田和也による本研究の成果は,独 創性に富むばか りでなく,本 分野の将来の研究に

大 きく貢献するものであることから,審 査員一同は,こ れを博士(農学)の学位を授与するに値するもの

と判定 した。
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