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論 文 内 容 要 旨

Sporaviridin(SVD)は3'γ6ρ'03ρ07甜g伽 魏 〃 ゴ吻g7ゴ3θ卿 が 生 産す る塩 基 性 水 溶 性 抗 生

物質 で,グ ラ ム陽 性 菌,抗 酸 性 菌,白 癬 菌 に対 して強 い発 育挿 制 作 用 を 示 す 以 外 に魚 毒 性 や溶 血

作 用 な どを 示 す 興 味 深 い化 合 物 で あ る。 本 化 合 物 の 構 造研 究 は 発 見 当 時 以 来,種 々試 み られ たが,

そ の 化 学 構 造 は ま っ た く明 らか に され て い なか っ た。

著 者 は,本 化 合 物 のN一 アセ チル 誘 導 体 で あ るSVD-N-Acの 単 離 精 製 中,溶 出 溶 媒 に用 い

た ア ンモ ニ ア 水 に よ り,こ の誘 導体 が ア グ リコ ンを 含 む配 糖 体 とオ リゴ糖 群 に分 解 され る こ と を

発 見 した 。後 者 に は3成 分 が 存 在 し,以 下 に述 べ る構 造 硬 究 の結 果,い ず れ もア ミノ糖 を 含 む 五

糖 類 で あ る こ とが 判 明 した ので,viridopentaoseA(1A),B(1B),C(1C)と 命 名 さ

れ た 。

本 論 文 で はsporaviridinの 構 成 五 糖 類 で あ るviridopentaoseA,B,Cの 構 造 を 明 らか にす

る と と もに,こ れ らの 構 造 決 定 の 過 程 で 種 々検 討 さ れ た13C-NMR,CIMS,molecular

secondaryionmassspectrometry(SIMS)の 各 スペ ク トル に つ い て も論述 す る。

1.ViridopentaoseA,B,Cの 構 造

上 述 した よ うに,SVD-N-Acは ア ンモ ニ ア水 に よ り分 解 さ れ,3種 のviridopentaoseを 与

え る。 これ らはSephadexLH-20,シ リカゲ ル ク ロマ トグ ラフ ィー を 繰 り返 す こ とに よ り,

1A:mp198-201。,1B:mp207-209。,'lC:mp191-193。 に そ れ ぞ れ分 離 ・精 製 さ

れ た 。 得 られ た3者 は 相 互 に きわ め て 類 似 してお り,い ず れ もその13C-NMRス ペ ク トル で5個

の ア ノマ ー炭 素 シ グ ナル を 示 す こ とか ら,五 糖 類 と推 定 され た。 さ らに,分 子 量 に つ い て は後 述

す る各 種S`1マ ス ス ペ ク トル の結 果 か ら,最 終 的 にA:798,B:839,C:814と 決 定 した 。

〔構 成 単 糖 と 分 岐 位 置 に つ い て 〕

構 成 単 糖 の 構 造 と そ の 構 成 比 を 決 定 す る た め に,1.6%HCI/MeOHの 条 件 で メ タ ノ リシ

Scheme1

　1ABC2
,3,4,5

弊 ・覧,
6ABC+了8ABC10B

a1.6%
.HC1(anhydrous)一MeOHreflux8hr

2.45HCI(aqueous)一MeOH4ｰC18hrh

c:4.5%HCI(aqueous)一MeOH20ｰC4hr

d8.0%HCl(aqueous)一MeOH50℃8hr

e:Amberlist15-MeOH50ｰCShr

5.0%NaOH(aqueous)一MeOH20℃ 工2hrf
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1)。 その 結 果 を 下 記 に示 す 。

Scheme2

ViridopentaoseA

ViridopentaoseB

ViridopentaoseC

3x24x

引・3x2:4x
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、 野
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3
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ま た,分 岐位 置 に つ いて は箱 守 法 に よ り各 完 全 メ チル 化 体 を調 製 後 メタ ノ リシス を 実 施 した。

そ の 結 果,各 成 分 か ら共 通 に4,11,12が,13A,13B,13Cは それ ぞ れ 別 々 に 得 られ た。

CH,
喩父遜

一・M,
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CH,

Me鱗
。Me

OMe
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CH2R聖

島課 。M,
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73

A:R,=HR2=OMe

B:R,=HRZ=N<Me)Ac

C:R,=OMe,R2=OMe

〔部 分 加 水 分 解 反 応 〕'

糖 鎖 の配 列 を決 め る 目 的で 酸 性 お よ び ア ル カ リ性 条 件 下 で の部 分 加 水分 解 生 成 物 の 取 得 を 検 討

し.た。2一 デ オキシ糖 であるN-acetylac。samineは 他 の構 成 単 糖 と比 較 して,酸 性加 水 分 解 を

受 けや す くScheme1に 示 さ れ る よ うに,各 成 分 と も容 易 に 四糖 類(8),三 糖 類(9)を 与 え た。
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さ らに,Bシ リーズ で は条 件 を 強 め る こと に よ り二糖 類(10B)を も得 る こと に成功 した。

一方
,5%NaOHに よ る加 水 分 解 で は,N-acetylacosamine(7)が 容 易 に脱 離 して,不

飽 和 四 糖 類(6)を 高 収 率 で与 え た 。

〔viridopentaoseA,B,Cの 構 造 〕

以 上 の 各 種 実 験 事 実 を踏 ま え,さ らに完 全 アセ チ ル化 体(15)の1H-NMR(360MH・) .スペ ク

トルを 精 査 す る こと に よ り,2モ ル のquinovoseと2モ ル のN-acetylacosamine部 分 か ら成

る共 通 の 四 糖 類 に,Aで は さ らにquinovoseが,Bで はN-acetylviosamineが,ま たCで は

glucose.が 結 合 して い る こ とが 判 明 した 。 以上 の結 果 か ら,viridopentaoseA,B,Cは そ れ ぞ

れ1A,1B,ヱCと 決 定 され た 。

2.13C-NMRス ペ ク トル

13C-NMRス ペ ク トル は天 然 有 機 化 合 物
,と くに 糖 類 や 配 糖 体 の構 造 決 定 に は非 常 に有 用 な

手段 で あ り,今 後 さ らに繁 用 され る と考 え られ る。 上 述 の 分 解 反 応 を 中心 と した構 造 決 定 と並 行

して,エ3C-NMRス ペ ク トル によ る構 造 解 析 を 実 施 した。著 者 は まず 構 成 単 糖 の化 学 シ フ トの帰

属 を お こな い,こ れ を 基 に 現在 この 分 野 で は 最 も 信 頼 度 の 高 い 経 験 則 で あ る"glycosidation

shift"を 適 用 し,上 述 の二,三,四,五 糖 類 お よ びdihydroviridopentaose(14)の 順 に そ の

帰 属 を お こな っ た。

贈 蔑 禦弊 蹄 乱籍
そ の 結 果,四 糖 類 まで は確 実 にglycosidationshiftが 矛盾 な く適 用 され,各 単 糖 の 結 合 位 置

を決 定 す る ことが で き た。 しか しな が ら,複 雑 な分 岐構 造 を 有 す るviridopentaoseの 場 合 に は

異 常 な 高 磁 場 シフ トが 観 察 され,こ の経 験 則 は適 用で き な い こと が 明 らか とな っ た。 この 結 果 は

本 経 験 則 に対 す る1っ の 警 告 で あ り,適 用 にあ た って は充 分 な配 慮 が 必要 で あ る こ とを示 唆 す る

もの で あ る。

a質 量 ス ペ ク トル に よ る構 造 解析

質量分析法を用いてオ リゴ糖の構造解析をおこなう場合には,そ の熱不安定で難揮発性の性質

のために困難を伴 うことが多 く,確 実で効果的な質量分析法がほとんど見当らないのもこの理由

によると考え られる。
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今 回,著 者 はオ リゴ糖 に対 す る有 効 な質 量 分 析 法 を 開 発 す る 目的 で,2つ の アプ ロ ー チ を試 み

た。1つ は メ チル 化 オ リゴ糖 に対 す るCIMSの 適 用 で あ り,他 は 未 修 飾 糖 に対 す るmolecular

SIMSの 応 用 で あ る。 いず れ の 方 法 に お い て も確 実 に分 子 イ オ ン種 と適 確 な 配 列 イ オ ン を 与 え

るか 否 か に注 目 した。

CIMSで は種 々 の モ デル 実 験 に よ り次 の 一 般 則 を導 い た(Chart『1)。

1)試 薬 ガ ス に ア ンモ ニ アを 用 い た場 合 に は,(M+NH4)+が 強 く 出現 す る ため に分 子 量 に関

す る知 見 が 得 られ るの に対 し,イ ソ ブ タ ンCIマ ス スペ ク トル で はむ しろ フ ラ グ メ ン トイ オ ンの

情 報 を よ り確 実 に入 手 す る こ とが で き る。

CHZOCH,
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CH30

a
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2)フ ラ グ メ ンテ ー シ ョンは グ リコ シ ド結 合 の 開裂 に限定 され,さ らに ア ノ マ ー炭 素 側 の 切 断が

優 先 す る。`

3)イ ソ ブ タ ンCIス ペ ク トル に 出 現 す る フ ラ グ メ ン トイオ ンは オ キ ソニ ウム 型 イオ ン,aと プ

ロ トン化 型 に大 別 さ れ る。後 者 に は メ チ ル基 転 移 イオ ン,bと 水 素 転 移 イ オ ン,cの 両 者 が 存 在

す る。

4)ア ンモ ニ アCIス ペ ク トル で も2種 の フ ラグ メ ン トイオ ンに 区 別 され る。1つ は オ キ ソニ ウ

ム型 イ オ ンに ア ンモ ニ ア分 子 が 付 加 した イ オ ン,d(a+NH3)で あ り,他 はア ンモ ニウ ム付 加

型 イオ ンで あ る。後 者 に は メチル 基 転 移 イ オ ン,eと 水 素 転 移 イオ ン,fが 含 まれ る 。

以上 の知 見 をviridopentaoseに 適 用 した 結 果,確 実 に 分 子 イオ ン種 と配 列 イオ ンが 得 られ る

こ とが 確 認 され,本 手法 の有 用性 が 示 され た。

一 方
,molecularSIMSに お い て は,試 料 とマ ト リッ クス素 材 の プ ロ ト ン親 和 力 の あ り 方 が

ス ペ ク トルパ ター ンを支 配 す る とい う観 点 に立 って考 察 を加 え た 。
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オ リゴ糖 と して は,プ ロ トン親 和 力 が 異 な る 中性 オ リゴ糖,viridoウentaose,ア ミノ配 糖 体

抗 生 物 質 を用 い,マ トリ ック ス素 材 と して は グ リセ ロール の 他,ア ミ ド系 のN-2一 ヒ ドロキ シ

エ チル ホル ム ア ミ ド1(HEF),ア ミ ン系 の ジエ タ ノ ー ル ア ミン(DEA)を 選 定 した 。

代 表 例 と して3種 のviridopentaoseの 各 ス ペ ク トル に お け る分 子 イオ ン種 をTable1に ま と

め た。 マ トリ ック ス を形 成 しな い状 態(drysurface)の ス ペ ク トル の分 子 イオ ン領 域 に は主 に

(M+Na)+,(M+K)+,(M+Ag)÷ の3種 の カ チ オ ン化 した イ オ ン種 が 出現 してい る。 と

くに銀付 加 イオ ンに は その 同 位 体(107,109)に 由来 す る 二 重 線 で 出現 す る の で,分 子 量 決 定

には 有 用 で あ る。 事 実,3種 のviridopentaoseは この 方 法 に よ り決 定 さ れ た 。

Table1

drysurface glycerol HEF DEA NaCI

lA

1B

1C

905(M+A
g)+*907

837(M+K)*

821(M+Na)+

799(MH')

94ち(M+A
g)+*948

878(M+K)+

862(M十Na)+

92ユ(M+A
g)*923

853(M+K)+

837(M+Na)+*

821(M+Na)+
799(MH')*

862(M+Na)'
840(MH+)*

837(M+Na)+

815(M臣)*

888(M+HEFH)+`904(M+DEAH)+*821(M+Na)+*

821(M+Na)+821(M+Na)'

799(MH+)*799(田+)

929(M+HEFH)+945(M+DEAH)+*862(M+Na)+*

862(M+Na)+862(M一+一Na)'

840(MH+)*840(1>旺{+)

904(M+HEFH)+920(M+DEAH)+*837(M+Na)+*

837(M+Na)+837(M+Na)+

815(MH*)*815C)旺{÷)

Asterisksindicatemajormolecularionspeciesineachverticalcolumn.

Fastatombombardment(FAB)法 で 必須 条 件 と され て い る グ リセ ロ ール マ トリッ ク ス で

は,(M+Na)+と と もにMH+が 強 く出現 して い る。主 な フ ラ グ メ ンテ ー シ ョンはCIMSと 同

様 に グ リコ シ ド結 合 の アノ マ ー炭 素 側 の 開裂 で あ り,そ の結 果 生 成 す る各 配列 イ オ ン(Fig.1)

は いず れ もア ミノ糖 を含 有 す る のが 特 徴 的で あ る 。 な お,こ れ らの フ ラ グメンテ ー シ ョ ンはB/E

リンク ・ス キ ャ ン法 に よ って 最 終 的 な証 明 を お こな った。

HEFやDEAは 著 者 が 中性 オ リゴ糖 の た め に新 た に開 発 した マ ト リ ックス素 材 で あ り,(M+

HEFH)+や(M+DEAH)"の 付 加 型 分 子 イ オ ンを形 成 す ることが 明 らか となって いる。virido-

pentaoseのHEF,DEAマ ト リック ス ス ペ ク トル で は,い ず れ も付加 型 分 子 イオ ン とMH+が

出現 して い る が,(M+DEAH)+が よ り強 く出現 して い るの は,DEAの プ ロ トン親 和 力 が 高 い

た め と考 え られ る 。 ま た,こ れ らの フ ラグ メ ンテ ー シ ョンは グ リセ ロー ル マ ト リッ クス の そ れ と
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よ く類 似 して い る。

特定 の金 属 塩 を マ ト リッ クス に 添加 して 特徴 的 な スペ ク トルパ ター ンを 取 得 す る こと も可 能 で

あ る。NaCl一 グ リセ ロー ル によ るス ペ ク トル に 出 現 して い る分 子 イオ ン種 は(M+Na)+の み

で あ り,他 の ス ペ ク トル とは著 しい相 違 が 認 め られ る。

今 回,viridopentaoseを 中心 に未 修 飾 オ リゴ糖 の 構造 解 析 に対 して,molecularSIMSを 適

用 し,従 来 の方 法で は取 得 困 難 で あ った分 子 イオ ン種 や構 造 情報 に富 ん だ 配 列 イ オ ンが 確 実 年 得

られ る こと を確 認 す ると と もに,適 当 な マ ト リ ックス素 材 を 選択 す れ ば 目的 に 応 じた スペ ク トル

が 得 られ る こ と も判 明 した。 さ らに,有 機 化学 的 な側 面 か ら本 手 法 の イオ ン化 につ い て考 察 を加

え た 。 その 結 果,1iquidmatrixを 利 用 す るSIMSがCIMSに 類 似 し,と もに イオ ンー分 子 反

応 を主 体 とす る プ ロ セ スが 生 起 す る こと も明 らか と な った。
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審 査 結 果 の 要 旨

Sporaviridin(SVD)は,δ9〃6ρ'osρ07醐g吻 初 加7粥og擁3臨 〃3が 産 生 す る塩 基 性 水 溶 性

抗 生 物 質 で,種 々の 興 味 深 い生 物 活 性 を示 す 。 しか し,そ の 構 造 は オ リゴ糖 を有 す る配 糖 体 と推

定 され て い る もの の 未 だ 明 らか に され る に は い た って い な い。

そ こで,ま ずSVDの 構 成 単 糖 に っ い て検 討 を加 え,こ れ らがD-quinovQse,D-glucose,

D-viosamine,D-acosamine,L-vancosamineの 計5種 で あ る こと を 明 らか に した。 ま た,

SVDのN一 アセ チル 誘 導 体 は,ア ンモ ニ ァ水 に よ り,ア グ リ コ ンを含 む配 糖 体 と オ リゴ 糖 群 に

分 解 され る こ と を見 い出 した。 後 者 はviridopentaoseA,B,Cの3成 分 か らな り,い ず れ も五

糖 類 で あ る。 これ らけ上 述 の 構成 単糖 の うち,L-vancosamineを 除 く4種 か らな り,そ の 構 造

は 酸 お よ び アル カ リに よ る分 解 反 応 の 結 果 か ら決 定 した。

一 方
,分 解 反 応 を 中 心 と した構 造 決 定 と並 行 して,13C-NMRス ペ ク トル に よ る構 造 解 析 を行

な った 。 そ の 結 果,信 頼 度 の 高 い経 験 則 と され て い る"glycosidationshift"は,四 糖 類 まで

の 各分 解 生 成 物 に は適 用可 能 で あ るが,viridopentaoseで は 異 常 な高 磁 場 シ フ トが 観 察 され,

複 雑 な オ リゴ糖 に これ を 適 用 す る際 の 警 告 を 得 た 。

さ らに オ リゴ糖 に対 し有 効 な質 量 分 析 法 を 開発 す る 目的 で,2つ の アプ ロ ー チを 試 み た。 その

1つ は完 全 メチ ル 化 オ リゴ糖 に対 す るchemicalionizationmassspectrometry(CIMS)の

適 用で あ り,い ま1つ は未 修 飾 オ リブ糖 に対 す るmolecularsecondaryionmassspectrometry

(SIMS)の 応 用で あ る。前 者 で は,再 現性 が良 く規 則 正 しい 開 裂 則 を 得 ることに成 功 し,こ れ

をviridopentaoseに 応 用 して糖 鎖 の 配 列 決 定 を お こな い,そ の有 用 性 を示 した 。 ま た後者 にお

い て は,従 来 の 手 法 で は取 得 困 難 で あ った分 子 イオ ン種 や配 列 イオ ンが確 実 に得 られ る こ とを確

か め,さ らに独 自の 新 しい マ トリ ック ス素 材 を 開発 し,本 質 量 分 析 法 に お け る イオ ン化 に つ い て

有 機 化 学 的 な側 面 か らの 考 察 を加 え た。

以 上,本 論 文 はSVDの 構 成 五 糖 類 で あ るviridopentaoseA,B,Cの 構 造 を 明 らか に す る と

と も に,こ れ らの構 造 決 定 の 過 程 で13C-NMR,CIMS,SIMSに 関 して 数 々 の新 知 見 を 得 た

もの で あ り,学 位 論 文 と して価 値 あ る 内容 と認 め る 。
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