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論 文.内 容 要 ヒ
日

ガ マ毒 よ り得 られ る漢 薬"Ch'anSu"(韓 国 語 で は"Seomso")は ジギ タ リス と共 に古 くか

ら強 心 利 尿 薬 と して心 不全 の治 療等 に用 い られ て い る。1その 有 効 成 分 は,Wielandを は じめ とす

る多 くの研 究 者 に よ って検 討 され,活 性 本 体 で あ る強 心 性 ス テ ロイ ドの他 に,イ ン ドー ル塩 基,

ペプ チ ド,ア ミノ酸,脂 肪 酸 ,多 糖 体,ス テ ロー ル等 の存 在 が 明 らか に され て い る。

従 来,こ れ らの 強心 性 ステ ロイ ドは,bufogenin(1)と そ の3位 にsuberoylarginineが 結 合 し

た,い わ ゆ る"bufo七 〇xin"(6)と に大 別 され て い た 。 しか し,島 田 ら は,日 本 産 ガ マ 外 皮 成

分 を検 索 し,bufo七 〇xinの 他 に,コ ハ ク酸,ア ジ ピ ン酸,ピ メ リ ン酸 を 構 球 ジ カ ル ボ ン酸 とす る

homologs(2,4,5),さ らに硫 酸 抱 合 体 が 含 ま れ そ い る こ とを 明 らか に した(Char七1)。 ま た,

植 物 界 に しか み られ な か つ#カ ルデ ノ リ ドが 動 物 界 に もcardenobufo七 〇xi阜と し下 存 在 す る こ と

を は じめ て見 出 、した 。 っ い で 北 米 産,台 湾 産 ガ マ外 皮 か らbufotoxinの アル ギ ニ ンが グ ル タ ミ ン,

ヒス チ ジ ン等 に置 き換 ったanalogの 含 ま れ る こ とを 明 らか に した。

シナ ヒキ ガ エル"BufobufogargarizansCantor"は,中 国 お よ び韓 国 に 分 布 し,毒 腺 の 分

泌 物 はCh'蝕Suあ る い はSeomsoと して 用 い られ て い る 。'しか し,そ の有 効 成 分 に 関 して は,僅

か にKomatβuら がresibuξQgeni孕 を報 告 して い る の み で,.い まだ 十 分 な 検 討 が な され て い な .い。

以 上 の観点 よ り,今 回 ・シ ナ ヒ、キ ガ エル成 分 の 検 索 を お こ な い,新 規bufotoxinhomologs,硫 酸 抱

合 体 め単 離 に成 功 した。
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一方 ,最 近キョウチク トウ科,ニ シキギ科等の植物か ら,ス、テロイ ド核の2α,3β 位で糖 が

二重に結合 した,い わゆる変形糖を有する強心配糖体が単離 され,そ の特異な化学構造か ら生理

作用に多大の関心が寄せ られている6こ の種配糖体 は,、従来の方法では真性ゲニンを得ることが

できず,そ れが構造解明上ひとっの隆路 となっている。そこでこの点に検討を加え新規開裂法を

開発すると共 に,そ のメカニズムを明らか.にした。さ・らに,以 上のようなbufo七〇xin関連物質 お

よび変形糖を持う配糖体ρ構造活性相関を,NaちK:LATPase阻 害活性を指標と・して検討 した6

乾 燥 固 化 シ ナ ヒ キ ガ エ ル 成 分 の 検 索

乾 燥 固化 した シナ ヒギ ガエ ル(100匹)を 粉 砕 く,'抽 出 し,高 速 液 体 ク ロマ ト グ ラ フ ィ ー(HP

LC)な ど各 種 ク ロマ ト`グラ フ ィー で精 製 し,新 規bufotoxin駈omolog(3)を 得 た 。 こ の も の

の構 造 は各 種 機 器 デ ー ター,分 解 反 応 等 よ りcinobufagin3-glu七ary1」L-arginineと 推 定 さ れ た 。

そ こでcin6bufagin(1)よ り活 性 エ ス テ ル(10)を 経 て 標 品 を 合 成 し,直 接 比 較 同 定 し た

(Chart2)。 先 に 日本 産 ガ マ外 皮 の成 分 と してC、,C、,C,,C,の ジカ ル ボ ン酸 を持 っbufotoxin

homologsが 明 らか に さ れ て い る が,今 回新 た にC、の ジ カ ル ボ ン酸 を持 っhomologの 存 在 が証 明

さ れ た。 な お,こ れ 以 外 に既 知 のbufogenins7種bhfotqxinお よ びhomolog8種 が単 離 され 標

品 と の直 接比 較 に よ り同定 した 。
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シ ナ ヒ キ ガ エ ル 外 皮 成 分 の 検 索

韓 国 で 捕 捉 した シ ナ ヒキ ガ エ ル(26匹)の 外 皮 を 剥 離 し,抽 出,分 離 を行 い新 規bufotoxin

homolog'(7>を 得 た 。 この もの の構 造 は,各 種 機 器 デ ー タ ー,分 解 反 応 よ りdesacetylcinobu-

fagin3-succinyl-L-arginineと 決 定 した 。先 に 日本 産 ガ マ 外 皮 よ りdesacetylcinobufagin3・succi-

na七eは 単 離 され て い るが,ア ルギ ニ ンが 結 合 した形 で 得 られ た の は,こ れ が 初 め て で あ る。 ま た

同様 に して既 知 のbufotoxinhomolog2種 も単 離 同 定 した 。 さ ら に新 規 硫 酸 抱 合 体 と して6ino-

bufagin3-sulfa七e(8)を 単 離 し,合 成 品 と の直 接 比較 に よ り構 造 を明 らか に した 。

変 形 糖 を 有 す る強 心 配 糖 体 結 合 開 裂 法 の開 発

最近ニシキギ科に属するElaeodendrosideglaucumPers.の 種子より変形糖を有す る一連の強

心配糖体(11,12な ど)が 単離され,elaeodendrosideと 命名された。これ ら配糖体 は,従 来の酸

水解,酵 素処理等によって真性ゲニン(13な ど)は 得 られないが,以 下の方法を用 いて配糖体結

合を開裂 しうることを見出した(qhart3)。
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まず北川らのピリジン/無 水酢酸によるサポニングルクロニ ド結合開裂法を適用 した。その結

果開裂には熱および塩基を必要とし,ピ リジンまたは トリエチルアミン/ト ルエン中加熱還流す

ることにより真性ゲニンが得 られた。ま牟ヒドラジン分解,ア ル ミナ処理によっても同様 目的が

達せ られた。さらに上記条件下における3'一methoxyl基の異性化,重 水素交換反応などの知見に

基づき,ヘ ミケタールが開裂 し,2'一ケ トン体(14)を 経 るChart4に 示すよ うなメカニズムを推

定 した。
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Bufotoxin関 連 物 質 お よ び 変 形 糖 を 有 す る 強 心 配 糖 体 の 構 造 活 性 相 関

Na+,K+一ATPaseは 生 体 膜 に広 く分 布 し,Na+,K:+の 能 動 輸 送 に関 与 す る重 要 な 酵 素 で あ る 。

Ouabainに 代 表 され る強 心性 ステ ロイ ドは,・こ の酵 素 が リ ン酸 化 され たE、型 の コ ンボ メ ー シ ョ ン

を と る時,特 異 的 に結 合 し,無 機 リ ン酸 の脱 離 す る反 応 を抑 制 す る こ とが知 られ て い る。 従 って

強 心 作 用 の指 標 と してNa+,K+一ATPase阻 害 活 性 が 用 い られ,そ の測 定 に は種 々 の方 法 が 知 られ

て い る 。 しか し,い ず れ の方 法 も一長 一 短 が あ り十 分 と は言 え な い。 最 近 島 田 らは,基 質 で あ る

ATPと 生 成 す るADPの 量比 をUV検 出HPLCで 定 量 し測 定 す る。・簡 便 で,感 度,精 度 に優 れ る方

法 を開 発 した。 そ こで,ま ず 本 法 を用 いて,bufo七 〇xin関 連 物 質50種 の 阻害 率(1の を 測 定 し,

構 造:活性 相 関 に っ い て 考 察 した 。Bufogenin(1)と そ の3位 にsuberoylarginineが 結 合 した

bufotoxin(6)を 比 較 した と ころ,後 者 の方 が や や 強 い作 用(1～4.5倍)を 示 した 。 この 関 係

は,digi七 〇xigeninと 合 成 的 に得 たdigitoxigenih3-suberoy1-L-arginineに お い て も同様 で あ った 。

っ いでbufotoxinの ジ カ ル ボ ン酸 部 を 異 に す るhomologs(2～5)の1、 。を比 較 した 。 炭 素 鎖 が

最 も短 い コハ ク酸 が 阻害 活 性 は最 も弱 く,長 くな るに 従 って 強 くな る傾 向 を示 した が セバ シ ン酸

以 上 で は ほぼ 同 じ程 度 で あ った 。

E1十3Na姦 十ATP一 一一→E2P十3Na志 。t十ADP

E2P十2K乱t十H20一 →E1十2K素 十Pi

E2P十 〇uabain∋Ouabain-E2'P

さ らに ア ミノ酸 部 を異 にす るanalogに つ いて 比 較 した が,ア ル ギ ニ ンを有 す る ものが 最 も活 性

が 高 く,中 性,酸 性 ア ミノ酸 で は約1/10に 減 弱 した 。 ま た,ア ミノ 酸 の立 体 配 置 と の関 係 を合

成 標 品 を用 い て検 討 した と ころ,ア ル ギ ニ ン,ヒ ス チ ジ ン,グ ル タ ミ ンいず れ もD体,L体 の違 い
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にょる有意な差 は認められなかった。硫酸抱合体(8)お よびグルクロン酸抱合体にっいても考

察 したが,い ずれも対応するゲニンに比べ1/10ん1/20の 阻害漕性を示すにとどまった。

以上の結果,・ジカルボン酸部,ア ミノ酸部の構造 は生物活性の発現に大きく関与することが判

明 した。すなわち,ア ミノ酸残基の性質によって酵素bufotoxin複 合体の安定性 歩異な り,阻 害

作用に影響を与えるものと考えられた。また,複 合体の形成には,ゲ ニン部とアミノ酸部 との間

に適当な距離が必要であることを推測させた。

前述の通り,変 形糖を有する強心配糖体の生物活性 にも

多大 の関心がもたれることか ら,hufotoxin類 と同様 にこ

れ らおよび関連物質20種 についてNa+,K+一ATPase阻 害活

性を検定 し,以 下のような結果を得た。

対応するゲニンに比 し,変 形糖を有する配糖体の方が活

性が高く(7～24倍),糖 部のme七hoxy1基 の立体配置(11と

12な ど)に よっても活性は異なった。さらにステロイ ド核

上2α 位さの水酸基の導入 は活性を減弱させるが,そ のア

セテー トでは逆に活性が増強された。さらにC環 の置換基

も活性に大 きく影響 し,と くにdiospheno1型 のもの(14)

は活性が高 く,ケ トール構造の違 い(15,16)に より30倍

以上の差がみ られた(Chart5)。
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Chart5

以上のように,シ ナ.ヒキガエルの強心成分を検索 し,ジ カルボン酸部にグルタル酸 を有す る新

規bufo七〇xinhomolog(3)等 の単離に成功 したが,今 日までの知見 と合せ,い わゆる"bufo一

七〇xin"の定義 ・概念を変えたものとして,そ の意義は大 きい。

強心性ステロイ ドの構造活性相関は,ス テロイ ド核上の置換基,特 に14β 位の水酸基,17β 位

の α,β 一不飽和 ラク トンに着目して研究されてきた。 しか し,今 回の成績か ら,抱 合形式やス

テ戸イ ドA,C環 上の置換基 も生物活性に著 しく影響することが明 らか となった。 これ らの知見

は,作 用機序の解明に重要な示唆を与え,優 れた強心薬の開発に大 きく役立つ ものと期待される。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文は,韓 国産シナヒキガエルに含まれるブホ トキシン類並びに変形糖を有する強心配糖体

の化学的研究を展開 し,こ れら強心性ステロイ ドが示すNa+,K+一ATPase阻 害活性 の構造活性相

関にっいて考察 したものである。

まず,乾 燥固化 した シナヒキガエルの抽出物を各種クロマ トグラフィーに付 し新規ブホ トキ シ

ンを得た。各種機器データ,分 解反応 などか らcinobufagin3-glutaryl-L-arginineと 推定 され,

活性エステル法で得た標品との直接比較により同定 した。このほか既知のブホゲニン7種,ブ ホ

トキシン8種 も単離同定された。また,外 皮成分を検索 した結果,desacetylcinobufagin3-succi

nyl-L-arginine,cinobufagen3-sulfateな どの存在が証明された。

っぎに,変 形糖を有するelae。dendrosideにっいて,配 糖体開裂の条件を種々吟味 した。ピリジ

ンー無水酢酸法,ピ リジン(ま たはトリエチルアミンー トルエ ン)中 加熱還流法,ヒ ドラジン分

解法,お よびアル ミナ処理法について検討 し,そ れ らの結果および重水素交換反応の知見 などを

考え合せ,ヘ ミケタールの開裂,2Lケ ト体を経る反応機構を推定 した。

最後に,こ れら強心性ステロイ ドが示すNa+,K+一ATPaseの 阻害活性を系統的に調べ,構 造活

性相関について考察を加えた。このとき阻害活性の測定は,基 質ATPと 生成物ADPの 量比 をUV

検出HPLCで 定量する方法によった。 ブホ`トキシンホモログの阻害活性は,ジ カルボ ン酸部の炭

素鎖が伸長するにしたがって強 くなる傾向が見 られ,セ バシン酸以上ではほぼ同じであった。 さ

らにア ミノ酸部を異にするアナログにおいては,ア ルギニンを有するものが最 も活性が高 く,中

性,酸 性アミノ酸では減弱 し,D体,L体 の差は認められなかった。さらに硫酸あるいはグルクロ

ン酸が結合 した抱合体 は対応するゲニンに比べ1/10～1/20の 阻害活性を示すにとどまった。

一方,変 形糖を有する強心配糖体などにっいても関連物質20種 をとりあげNa+,K+一ATPase阻

害活性を検定 し,構 造との関係を考察 した。その結果,糖 部の構造,ス テロイ ド核上の置換基が

阻害活性に著 しい影響をおよぼすことが明 らかとなった。

以上,本 研究は未詳の点が多かった韓国産 シナヒキガエルの強心成分を最近の分析法を駆使 し

て精査 し,従 来欠除していたグルタル酸をジカルボン酸部とするブホ トキシンホモログなど数々

の新規物質を単離同定すると共に,変 形糖をもっ強心配糖体の開裂反応のメカニズムを究明 し,

さらにこれらの構造活性相関をNa+,K:+一ATPaseを 指標 として系統的に考察 したものであり,ド

ラッグデザインに役立っところきわめて大である。よって学位を与えるに十分値する内容 と認め

る。
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