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論 文 内 容 要 旨

最近における有機合成農薬の目覚ましい進歩は,農 作物を病害虫から保護 し,食 糧の安定供給

に大 きな貢献をもたらした。しかし,病 害虫撲滅のために農薬を無批判に使用す ることは,生 態

系に破壊をもた らし,さ らに農作物中への残留,食 物連鎖を通 じての生物濃縮,病 害虫の薬剤耐

性の獲得,天 敵相の破壊などとなって人類にはねかえってきている。近年,そ の反省として従来

の殺生物剤による無差別殺鐵ではなく,防 疫上必要な生物のみを選択的にコントロ』ルする方法

が求められるようになってきた。

自然界における生物 は,生 育過程や摂食,休 眠,配 偶,生 殖等の行動を,内 外からの種々の化

学物質により制御されている。これらの化学物質は,生 理活性天然物質 として分類され,こ れを

直接 あるいは間接 に利用す る有害生物のコントロール法が,防 除の分野でもっとも有望視され

る。そこで,昆 虫の生理活性物質 としてホルモンあるいはフェロモン等を利用す る選択的害虫防

除法の検討,ま た植物起源の有害生物に対する特異的活性を持っ物質の検索などが広 く行なわれ

るようになっている。

一方 ,高 速液体クロマ トグラフィー(HPLC)は,誘 導体化法,カ ラム充鎭剤,検 出器,送

液装置等の目覚ましい進歩により,生 体内微量成分の分析や,従 来分離困難 とされた物質の大量

分取を可能 とするなど,生 理活性天然物 を扱 ううえに不可欠な手法のひとっとなっている。

これ らの観点か』ら,有 害生物の防除を目的とした生理活性天然物のHPLCに よる分離分析法

の開発を企てた。

まず,昆 虫 の生殖機構 に関与す るecdysteroidお よびprostaglandin(PG)の1-anthroyl

nitrile(1)に よる蛍光プレラベル化 を検討 し,生 体試料 の前処理法を確立 して,昆 虫ecdy・

steroidお よびPGの 超微量分析 に応用 した。一方,こ れ ら水酸基を持っ生理活性物質 の高感度

分析を目的に,新 規蛍光プレラベル化剤を開発 し,そ の反応性にっいて精査 した。

っいで,植 物起源の昆虫脱皮ホルモン活性物質,phy七 〇ecdysteroidと植食性昆虫の生態的関

係を明らかにするため,20-hydroxyecdysoneを 経口投与 した昆虫の糞中代謝物 の検索を行 った。

さらに,森 林害虫であるキクイムシの集合フェロモ ンの,HPLCに よる光学分割を,光 学活

性カラム法およびdiastereomer法 で検討 した。

また,住 血吸虫症の撲滅を目的 とする殺軟体動物活性物質の検索で見出されたカシュウナッツ

(Anac母rdiumocciden七ale)中 の活性成分 のHPLC分 離 を検討 し,単 離 した成分 の構造 と

生物活性の相関性にっいて考察を加えた。

1.昆 虫Ecdysteroidお よびProstaglandinの 蛍光検出HPLCに よる微量分析

蛍光プ レラベル化剤1-an七hroylnitrile〈1)を 用 い,ecdysteroidお よびPGに 対す る誘導
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体 化 を 試 み,反 応 性,感 度 お よ びHPLCに よ る分 離,定 量 の 条 件 を 吟

味 した 。 唱は温 和 な 条 件 下,ecdys七eroidの2位 水 酸 基,お よ びPGの

15位 水 酸 基 と定 量 的 に 縮 合 し,生 成 す る誘 導 体 の 蛍 光 検 出(ex365nm,

em418nm)に よ る 検 出 限 界 は 約10pgと 高 感 度

で あ った 。 っ い で昆 虫 試 料 の 前 処 理 法 を 検討 した 。Ecdy合teroidお よ び

PGは,Sep-pakC18カ ー ト リ ッ ジ と 疎 水 性 陰 イ オ ン交 換 ゲ ルpiperi-

dinohydroxypropylSephadexLH-20に よ り,効 率 よ く生 体 試 料 か

ら抽 出,分 離 され た 。本 前 処 理 法 と誘 導 体 化 法 を 昆 虫ecdysteroldお よ

びPGの 測 定 に応 用 した と ころ,交 尾 を 契機 に これ ら物 質 の 体 液 中濃 度

が 劇 的 に変 動 す る こ.とが 判 明 した 。

また,水 酸 基 を持 つ生 理 活 性 物 質 の よ り高 感 度 な分 析 を 目的 と し,新

規 蛍光 プ レラベ ル化 剤pyrene-1-carbonylnitrile(2)を 合 成 し,
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デ ル化 合 物 に と りあ げ,各 種 水 酸 基 に対 す る反 応性 お よ び検 出感 度 を検 討 した 。2は1に 比 して

検 出感 度 は同等 で あ る もの の,反 応 性 に優 れ る こ とが判 明 した。

2.20-Hydroxyecdysone代 謝 物 の 単 離 と同 定

北 米 大 陸 に お け る農 作 物 の 重 大 な 害 虫 で あ るtobaccobudworm(E誠o砺8び`rθscθ πs)

(鱗 翅 目)の 幼 虫 は,20-hydroxyecdysoneの 経 口投 与 が 他 の 鱗 翅 目昆 虫 の 幼 虫 で は ホ ル モ ン

バ ラ ンス を崩 して 致 死 させ るの に対 し ,何 ら影 響 を 受 けず成 虫 に な る ことが 知 られ て い る。今 回

∬ り`rθ8cθπ8のphytoecdysteroidに 対 す る解 毒 機 構 の生 理 的 基 盤 を探 る た め,幼 虫 に1000ppm

の20-hydroxyecdysoneを 含 む人 工 飼 料 を 摂 食 させ,糞 中 の 代 謝 物 を検 索 した 。 そ の結 果,エ ー

テ ル抽 出画 分 か ら比 較 的 低極 性 の代謝 物4種 を単 離 した 。 これ ら4成 分 の構 造 は,各 種 ス ペ ク ト

ル デ ー タか ら,20-hydroxyecdysoneの22-linoleate(3),22-pallni七ate(4),22-01eate(5),

22-s七earate(6)と 決 定 さ れ た 。
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Ecdysteroidの22位 水 酸 基 が ホ ル モ ン活 性 の 発 現 に必 須 な こ と は以 前 か ら指 摘 さ れ て い る 。

ま た,20-hydroxyecdysoneの22-deoxy体,2,22-dideoxy体 あ る い は22位 リ ン酸 エ ス テ ル,

adenosinemonophosphateな ど の22位 抱 合 体 は,ホ ル モ ン活 性 が 著 し く低 い こ と が 知 られ て

い'る。 こ れ らの 事 実 か ら脂 肪 酸 に よ る22位 水 酸 基 の ア シル 化 は,Eひ`rθ8cθ πsのphytoecdy-

s七eroidに 対 す る解 毒 機 構 の ひ とっ と推 測 さ れ る。

3.キ クイ ム シ集 合 フ ェ ロモ ンのHPLCに よ る 光学 分割

まず,光 学 活 性 カ ラムChiralpakOT(+)を 用 い る方 法 を 検 討 した 。 本 カ ラ ム に よ る キ ク

イ ム シ集 合 フ ェ ロ モ ンipsdienol(7)ラ セ ミ体 の直 接 分 割 を 種 々 の移 動 相 を用 いて 試 み た が,

良好 な分 離 は得 られ な か った 。 そ こで本 カ ラ ムが芳 香 族 化 合 物 の ラセ ミ体 分 割 に優 れ る点 に着 目

し,7をbenzoateに 導 き移 動 相 に メ タ ノー ル を用 い た と こ ろ,期 待 通 り良 好 な 結 果 が得 られ た 。

しか し,移 動 相 の メ タ ノ ー ル が カ ラ ムの著 しい劣 化 を招 く ことが判 明 した 。
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そ こでdiastereomerに 誘 導 後 通 常 の カ ラム に よ るHPLC分 離 を試 み た 。 キ ク イ ム シ集 合 フ ェ

ロモ ン は不 斉 炭 素 に っ く水 酸 基 を 有 し ,こ れ を介 して キ ラ リテ ィー を 導 入 しdiastereomerエ ス

テ ル に誘 導 す る方 法 を 企 て た 。 光 学 活 性 試 薬 と してM。sher試 薬(R)一(+)一 α一methoxy一 α一

(trifluoromethyl)一phenylaceticacid〔(+)一MTPA〕 を 用 い,縮 合 条 件 を 検 討 し た 。7お

よ びipsenol(8)と(+)一MTPAを,無 水 ジ ク ロル メ タ ン中dicyclohexylcarbodiimideと4-

pyrrolidinopyridine存 在 下 縮 合 反 応 に 付 し た と こ ろ,目 的 とす るdiastereomerが 定 量 的 に

得 られ,本 法 が この種 の 誘 導 体 化 法 と して 優 れ る こ とが判 明 した 。

っ い で 得 ら れ たdiastereomerのHPLCに よ る分 離 を 検 討 した 。 ま ず 分 析 用siliicage1カ ラ

ムを 用 い 分離 条件 を種 々検 討 した と ころ,移 動 相 に ペ ンタ ン/ア セ トンを用 い る と き,満 足 し得

る成 績 が 得 られ た 。 そ こで 分 離 の ス ケ ー ル ァ ップ を検 討 し,分 取 用silicagelカ ラ ム と リサ イ ク

ル法 を組 み合 わ せ,dias七ereomerの 分 取 が可 能 と な っ た。

4.カ シ ュ ウナ ッ ツ中 の殺 軟 体 動 活 性 物 質 のHPLCに よ る分 離分 析

カ シ ュ ウ ナ ッ ツshelloilの 主 成 分,anacard圭cacid(9),cardol(10),2-me七hylcardol

(11),cardano1(12)お よ び そ れ ぞれ のC15側 鎖 の不 飽 和 度1,2,3,の フ ェ ノ ー ル 性 化 合 物

12種 の 分 離 を試 み た 。 カ シ ュ ウ ナ ッ ツshelloilの ヘ キ サ ン抽 出 物 をsilicagelを 用 い る カ ラム

ク ロ マ トグ ラフ ィー に よ り9,10,11,12の 画 分 に 分 離 後,各 画 分 を逆 相 型ODSを 用 い る 中圧
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クロマ トグラフィーに付 し,12成 分を分離 した。

っぎにshelloilな らびに食用に供す る部分,す なわちナッツおよび果汁 のHPLCに よる成

分分析を行 った。カラムに逆相型ODSを,移 動相にメタノール/10%酢 酸(88:12)を 用いる

とき,12成 分の一斉分離が可能となった。ナッッには9,12は 検出されなかったが,壌0お よび11

が含まれることが判明 した。また果汁には9の みが検出された。

最後に得 られた12成分の殺軟体動物活性試験を行い,構 造 と生物活性の相関を明 らかにした。

すなわち,活 性の強度は,9>10>11>12の 順に減少 し,側 鎖の不飽和度 は活性にそれほど影響

がなく,ベ ンゼン環上の親水性基とカルボキシル基が活性の発現に重要な因子となっていること

が判明 した。また9は,現 在実際に使用 されている殺軟体動物剤 よりはるかに強い活性を有する

ことが明 らかとなった。今回,食 用に供する部分からも活性成分が検出されたことから,人 畜に

対する毒性はきわめて小さいものと考えられた。
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審 査 結 果 の 要 旨

本 研 究 は,生 物 活 性 天 然 物 質 の トレー ス ・キ ャラ ク タ リゼ ー シ ョン並 び に分 取 に液 体 ク ロマ ト

グ ラ フ ィー を 中心 とす る分 離 分 析 法 の応 用 を企 て た もの で あ る。

昆 虫 の 生 殖 機 構 を 分 子 レベ ル で 理 解 す る うえ に,ecdysteroidお よ びprostagiandin(PG)

の昆 虫 に お け る動 態 の把 握 が 強 く望 まれ て き た。 これ ら生 物 活 性 物 質 は,昆 虫 に きわ め て微 量 に

しか 存 在 しな い た め高 感 度 な分 析 法 が 求 め られ る。 そ こでHPLC用 蛍 光 プ レラ ベ ル化 剤1-anth-

roylni七rileを 用 いecdys七eroidお よ びPGに 対 す る 誘 導 体 化 を 試 み る と と も に,昆 虫 試 料 の

前 処 理 法,HPLCの 条 件 に っ い て 検 討 し た 。1-An七hroγinitrileは,温 和 な 条 件 下ecdys七e-

roidの2位,PGの15位 水 酸 基 と定 量 的 に反 応 し,生 成 す る誘 導 体 は蛍 光 検 出HPLCに お い

て 検 出限 界 約10pgと きわ め て 高 い感 度 を示 した。 一 方,昆 虫 のecdysteroidお よ びPGは,Sep-

pakC18カ ー ト リ ッ ジ並 び に 疎 水 性 陰 イ オ ン交 換 ゲ ルPHP-LH-20を 用 い る こ と に よ り生 体

試 料 か ら効 率 よ く抽 出,分 離 す る ことが で き た。 これ らの前 処 理 操 作 を 組 み 合 せ両 物 質 の個 体 レ

ベ ル で の 同時 微 量 分析 が 可 能 と な った 。

北 米 の 農 作 物 の 害 虫,π θ∂`o醐8ひ 舵scθπsの 幼 虫 は,ecdysteroio1の 経 ロ 投 与 が 他 の 昆

虫 で は致 死 を もた らす の に対 し,何 ら影 響 を受 けず に成 虫 とな る こ とが 知 られ て い る。 そ の生 理

的 基 盤 を探 る た あ,20-hydroxyecdysoneを 経 口投 与 し糞 中 代 謝 物 を検 索 した 。 そ の結 果,20-

hydroxyecdysone22-linoleate,22-palmitate,22-01eate,22-steara七eの4種 が 単 離 さ れ た 。

Ecdystero三dの22位 水 酸 基 が ホ ル モ ン作 用 の発 現 に 必 須 で あ る こ と を 考 え 合 せ る と,こ れ ら長

鎖脂 肪 酸 に よ る ア シ ル化 は解 毒 機 構 の ひ とっ と推 測 され る。

っ ぎ に キ ク イ ム シ 集 合 フ ェ ロ モ ンipsdienolお よ びipsenol光 学 異 性 体 のHPLC分 離 を 検 討

した。 まず ラ セ ミ体 をbenzoateに 誘 導 し,光 学 活 性 カ ラ ムChiralpakOT(+)を 用 い た と こ ろ

良 好 な分 離 が 得 られ た 。 しか し,分 取 ス ケ ー ル の 分 離 に は難 点 が あ っ た た め,光 学 活 性Mosher

試 薬 を 用 い てdias七ereomerに 変 え,ll頂 相 系 シ リカ ゲ ル の リサ イ ク ル分 取HPLCに 付 し,目 的 を

達 す る こ とが で き た 。

最 後 に カ シ ュ ウ ナ ッ ッshelloilの 主 要 構 成 成 分,anacardicacid,cardo1,2-methylcardol,

cardano1お よ び そ れ らのC15側 鎖 異性 体12種 のHPLCに よ る一 斉 分 離 を行 った 。 住 血 吸 虫 の 中 間

宿主 とな る水 棲 巻貝 に対 す る これ ら成 分 の殺 軟体 動 物 活性 を 検定 し,構 造 活 性相 関 を明 らか に した 。

以 上,本 論 文 は液 体 ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ る生 物 活 性 物 質 の分 離,同 定 並 び に光 学分 割 の方

法論 を確 立 し,そ れ らの昆 虫 に お け る生理 的意 義,構 造 活 性 相 関 を明 らか にす るな ど分析 化学 の

視 点 に立 って 生 物 活 性 天然 物 質 の化 学 に数 々 の新 知 見 を加 え た もの で あ り,学 位 を授 与 す る に十

分 値 す る内容 と認 め る。
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