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論 文 内 容 要 旨

緒 言

ネ オ カ ル チ ノス タチ ン(NCS)は,す で に臨 床 に用 い られ て い る抗 腫 瘍 性抗 生 物 質 で あ る。

そ の化 学 構 造 は,長 い間 単 純 タ ンパ ク質 と考 え られ て い た。

筆 者 は,NCSが 単 純 タ ンパ ク質 で はな く,低 分 子 の ク ロモ フ ォ ア物 質(NCS-chr)と,ア

ポ タ ンパ ク(apo-NCS)か らな る 複 合 タ ンパ ク質で あ る こ とを 発 見 し,こ のNCS-chrの 単離,

精 製,そ の 化 学 構 造,生 物 活 性 お よ びapo-NCSと の 結 合様 式 等 を解 明 す る こ とを 目的 と して,

研 究 を 行 った 。

第1章NCS-chrの 発 見

NCSは,StreptomycescarzinostaticusvarF-41の 培 養 濾 液 か ら得 られ るが,そ の 培 養

濾 液 中 に は,NCSと ま った くお な じ ア ミノ酸 組 成,分 子 量 を 示 す が,NCSの 生 物 活 性 を 持 た な

いプ レネ オ カ ル チ ノ ス タ チ ン(Pre-NCS)を 副 生す る。

筆 者 は,紫 外 線 を照 射 さ せ たNCSとPre-NCSお よ びNCSの 三 者 の 性 状 を 比 較 した 。

NCSは,紫 外 線 照 射 す る と,抗 菌 活 性 を 失 い,Pre-NCSに 類 似 した 紫 外 吸 収 スペ ク トル を

示 し(Fig.1),ま た セ フ ァデ ッ クスG-25ク ロマ トグ ラ フ ィ ーで 低 分 子 物 質 の 遊 離 を 確 認 した

(Fig.2)o

この こ と に よ り,NCSは,考 え られて い た よ うな単 純 タ ンパ ク 質 で は な く,タ ンパ ク 部 分

(apo-NCS)以 外 に,活 性 に関 与 す る と思 わ れ る低 分 子 物 質(NCS-chr)が 存 在 す る こ とを

見 いだ した 。
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第2章NCSrchrの 単 離 ・精 製

NCS-chrは,冷 暗 所 で,NCS粉 末 か ら,0.1N一 塩 酸:メ タ ノ ール(1:10)に よ り抽 出 した

(不 溶 の 沈 殿 は,apo-NCS)。 抽 出 したNCS-chrは,逆 相 系 の シ リカゲ ル ク ロマ トグ ラフィー

にて 精 製 した 。 精 製NCS-chrは,生 物 活 性 を保 持 し,HPLC的 に ほぼ 単 一 な淡 黄 色 粉 末 と して

得 た(NCS-chrHと 称 す)。

このNCS-chdの 物 性 を測 定 した結 果,天 然 のNCSク ロモ フ ォ ア(NCS-chrI)に 塩 化 水

素 が 付 加 した 物 質 で あ る こ とが 判 明 した。 天 然 のNCS-chrIは,NCS粉 末 か ら酢 酸 に て 抽 出

した 。

またNCS生 産菌は,Mゴ を多量に含む培地で長時間培養すると,通 常の培養条件下では,存

在 しな い遊 離 のNCS-chrが 生 産 さ れ て い る こ とを確 認 した。

一 方
,NCS-chrを 抽 出 した あ とのapo-NCSは,CMセ ル ロ ース ク ロマ トグ ラ フ ィ ー で 精 製

した。 そ して 培 養 濾 液 中 に副 生 す るPre-NCSと 比較 す る と,apo-NCSは,ア ミノ酸 組 成,分

子 量,等 電 点 がPre-NCSと 同一 で あ る こ とを確 認 した 。
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第3章NCS-chrの 化 学 構 造

NCS-chrの 部 分 構 造 は,ま ず 分 解 に よ って 得 られ る分 解 産 物 を 同 定 す る こ と に よ り,ナ フタ

レ ンカル ボ ン酸 誘 導 体 及 び ア ミノ糖 を確 認 した 。

次 いで,NCS-chrの 全構 造 は,FAB-MS,元 素 分 析 値 の 結 果 か ら,組 成 式 はC35H33NO12

と推 定 した 。 さ らにNMRの 選択 デ カ ッフoリン グ,1H一Hデ カ ッ プ リ ング,NOE,LSPDの ス

ペ ク トルを 詳 細 に検 討 して,NCS-chrは,ナ フ タ レ ンカ ル ボ ン酸,N一 メ タ ル フ コサ ミン,炭

酸 エ チ レ ンお よ び エ ポ キ シ ドを 置 換 基 に もつbicyclo〔7,3,0〕dodecadiyne系 の新 規 化 合物 で

あ る こ とを 推 定 した(Fig.3)。 ま たNCS-chrIの 塩化 水 素 の 付 加 位 置 も併 せ て 推 定 した。
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第4章NCS-chrの 生 物 活 性

NCS-chr,apo-NCSお よ びNCSに つ い て,抗 菌 活 性,抗 腫 瘍 活 性,急 性 毒 性 等 に つ い て

検 討 し た 。 そ の 結 果,NCSの も つ 直 接 的 な 作 用 す べ て が,NCS-chrに あ り,apo-NCSに は,

そ の よ う な 作 用 は 認 め られ な か った(TableI)。

TableIBiologicalActivitiesofNCS-c}irII,Apo-NCSandNCS

NCS-chrDapo-NCSNCS

Antibacterialactivity
M]uteus(MIC,,ug/ml)

Antitumoractivity
Yos}iidasarcoma(MED,mg/kg)

Acutetoxicityinmice
(iv,LDSO,mg/kg)

Immunologicalactivity

12.5

0.1

8

D

L

N

>100

>100

>100

十

3.1

0.05

5

D

-
。

N

ND:notdetermined
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以 上 の 事 実 か ら,NCSの 活 性 本 体 は,NCS-chr部 分 に存 在 す る こ とが 明 らか にな った 。 し

か し,NCS-chrH単 独 で は,そ の 作 用 はNCSよ り も弱 く,aprNCSの 共 存 下で,NCSと 同

等 ま で 上昇 す る こ とか ら,apo-NCSは,NCS-chrの 安 定化,活 性 化 の 役割 を 担 って い る と考

え られ る。

な お,apo-NCSは,単 独 で,SRBC一 マ ウ ス の系 に お い て,液 性 免 疫能 を も って い る こ と も

明 らか に な った。

第5章NCS-chrとapo-NCSの 結 合

NCS-chrとapo-NCSは,モ ル比1:1,pH5.0,37℃,24時 間 イ ン キ ュベ ー ト す る こ

とに よ り,NCSに 容 易 に再 構 成 され た 。 さ らに,apo-NCSの ト リプ シ ン分解 で 得 た 疎 水 性 側

鎖 や カ ル ボ キ シル 基 に富 む43個 の ア ミノ酸 か らな る フ ラ グメ ン ト(70-113)で もNCS-chrと

結 合 可能 で あ った。 一 方NCSか らのNCS-chrの 遊 離 は,塩 基 性 お よ び,SDS,尿 素 等 の 蛋 白

変 性 剤 の 添加 によ り促 進 され た 。

これ らの事 実 よ り,NCS-chrとapo-NCSの 結 合 は,共 有 結 合 で は な く,イ オ ン結 合 お よ び

疎 水 結 合 が 重 要 で あ る と推 定 され た 。

結 語

NCSは,従 来 考 え られ て いた よ う な単 純 タ ンパ ク 質 で は な く,NCS-chrとapo-NCSの2

成 分 か らな る こ とを発 見 した 。 そ して,こ のNCS-chrの 構 造 をNMR,MS等 の 解 析 か ら,

bicyclo〔7,3,0〕dodecadiyne骨 格 を も つ新 規 化 合 物 で あ る こ とを 推 定 した 。

さ らに,生 物 活 性 の 比 較 か ら,NCS-chrは,NCSの もつ 直接 的 な生 物 活 性 を 担 っ て い る 活

性 本 体 で あ り,apo-NCSは,NCS-chrと モ ル 比1:1で 非 共有 結 合 で 結 合 し,NCS-chrの

安 定化,活 性 化 等 に関 与 して い る タ ンパ ク質 で あ る こ とを 明 らか に した 。

本研 究 の成 果 が,NCSの 今 後 の 研 究 の 発 展,た とえ ば,よ り安 定 で 実 用 的 な 誘 導 体 の 合 成 等

に示 唆 を 与 え る こ とが で きれ ば 幸 甚 で あ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

ネオ カル チ ノ ス タ チ ン(Neocarzinostatin,NCS)は,ユ 放 線 菌Streptomycescarzino-

staticus株 の 培 養 濾 液 か ら発 見 され た 抗 腫 瘍 性 抗 生 物 質 で あ り,現 在 す い臓 癌,胃 癌,急 性 白

血 病,膀 胱 癌 等 に 広 く臨 床 応 用 され て い る最 初 の高 分 子 抗 生 物 質 で あ る。 そ の作 用機 序 に 関 して

も,す で に数 多 くの研 究 者 に よ って 報 告 され て い る。

ネ オ カ ル チ ノス タ チ ンは,長 い間,単 純 タ ンパ ク質 と考 え られ て い た が,そ の 分子 中 に 非 タ ン

パ ク性 の ク ロモ フ ォア を含 む 低 分 子 化 合 物 が 存 在 す る こ と が見 出 さ れ た。 本 論 文 は こ の ク ロ モ

フ ォ ァの 単 離,化 学 構 造 の 決 定,生 物 活 性 に つ い ての 研 究 を行 った もの で あ る。

まず 最 初 に放 線 菌 よ り得 たNCS粉 末 をHCI:MeOH抽 出 お よ び酢 酸抽 出で ク ロモ フォア と タ

ンパ ク部 分 に 分離 し,ク ロモ フ ォ ァ は さ らにLH-20お よ びODSク ロマ トグ ラフ ィー等 に より精

製 した。 ク ロモ フ ォア 部 分 は,タ ンパ ク中 に含 まれ る場 合 に は安 定 で あ るが,単 独 に 分離 す る と

極 め て 不 安 定 で あ り,そ の化 学 構 造 の 決 定 は,安 定 な化 学 的分 解 産 物 が得 られ な い こ と もあ って

難 行 した。 しか し精 製 され た ク ロモ フ ォ アの 各 種 機 器 デ ー タ,例 え ばuvス ペ ク トル,IRス ペ ク

トル,FABマ ス ス ペ ク トル,NMRス ベ ク トル等 の詳 細 な解 析 を行 う間,徐 々 に そ の化学 構 造 は

明 らか に な り,中 で も近年 非 常 な発 達 を と げ た高 磁 場 核 磁 気 共 鳴 ス ペ ク トル(400メ ガ ヘ ル ッ)

を駆 使 す る こ とに よ り,最 終構 造 を 明 らか にす る こ と がで きた 。 そ の化 学 構 造 は,従 来 全 く例 を

見 な い新 規 なbicyclo〔7,3,0〕dodecadiyne骨 格 中 の 水 酸 基 に ナ フ タ レ ンカ ル ボ ン部 とN一 メ

チ ル フコ サ ミンと が結 合 した もの で あ る こ とを 初 めて 明 らか に した。

一 方
,ク ロモ フ ォア お よ び タ ンパ ク部 分 の 抗 菌 活 性,抗 癌 性,毒 性 等 の生 物 活 性 を 比較 した と

ころ,NCSの 活 性 は,す べ て ク ロモ フ ォ アが 担 って い る こ と,タ ンパ ク部 分 は ク ロモフ ォアを安

定 化,活 性 化 して い る こと を 明 らか に した。

以 上 の よ うに,本 論 文 は抗 腫 瘍 性 抗 生 物 質 ネオ カル チ ノ ス タチ ンの 化 学 構 造,生 物 活 性 等 の 全

貌 を 明 らか に した もので あ り,博 士 論 文 と して 充 分 な 内容 を 含 ん で い る と判 定 します 。
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