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緒言

1980年以降日本における死亡原因の第1位は癌によるものであり、この意味で癌に

対する治療法の確立は緊急かつ非常に重大な課題である。確かに近年、種々の医療

機器の開発や手術方法の改良により、癌の外科療法および放射線療法は目覚ましい

進歩を遂げた。しかし癌を完全に取り除けない場合や幾つかの臓器に遠隔転移を起

こしている場合など、上記二療法にも限界がある。しかしながら、化学療法剤は血

流により全身隅々まで移行し、そこに存在する癌細胞を攻撃することにより、癌細

胞の校絶をなしうるた考えられる。そこで、術後化 学療法 (adjuvant

chemotheraphy)の研究が古くから行われてきた。また、近年Freiらにより提唱され

た、術前に導入療法として化学療法を行うneoadjuvantchemotheraphy 1)も多くの化

学療法剤について検討さ れている。また更に、自家骨髄移植 (autologousbone 

marrow translation 、A-BMT)を併用した大量化学療法の検討も乳癌を中心に米国で展

開されつつある210化学療法後の白血球減少症に有効なG-CSF等の開発に伴い、第三

の療法としての化学療法の重要性は今後ますます増大していくと恩われる。

周知の様に抗腫蕩抗生物質の研究の歴史は長く 、1951年梅沢らにより系統的研究

が始められてから既に約半世紀を迎えよ うとしている。この間にmitomycin(1957年)

3)、daunomycin(1969年)叫等、現在でも臨床上非常に有用な物質が発見されてきてい

る。しかし白血病や悪性リンパ腫などの造血器腫蕩に対してはこれまでに得られた

抗腫蕩剤による化学療法がある程度奏効するものの、消化器癌、 肺癌などの固形癌

に対する抗腫湯舟jの効果はいまだ十分ではないというのが現状である。この原因と

して以下の二点が考えられる。

(1)これまでの抗腫蕩剤の探索は癌細胞に対する単純な増殖抑制作用の強さを指標

としたものであり、特定の作用機序を有する物質が見落とされていた可能性がある。



(2)ヒト痛ーヌードマウス移植系5，6)が確立される以前の1980年代前半までの抗腫蕩

剤の探索が、マウスP388白血病をはじめとするマウス腫蕩を第一次探索系として行

われて来ており、ヒト癌に有効な物質が見落とされてきた可能性がある。

上記の問題点を勘案し、著者はヒト癒に有効な抗腫務抗生物質を探索する目的で、

以下の二通りの観点からのアプローチを試みた。

( 1 )新しい作用機序を有するヒト癌に有効な物質の探索系

<生体内チオールと反応すること尺より生理活性を生ずる抗腫蕩物質の探索>

近年の分子生物学的手法の進歩により癌細胞のさまざまな特性ゃ、癌化に関係した

細胞内の標的分子が次々と明らかになってきており、これらの標的分子に対する抗

腫蕩剤の作用も明らかにされつつある。例えば、 DNAトポロジーに関与するトポイ

ソメラーゼlの阻害作用を有するirinotecan7，8)、 トポイソメラーゼ11の阻害作用を有す

るetoposide9，叫、微小管重合阻害剤 taxol"，12)などが見い出され、現在臨床の場で広

く使用されている。

また、増猫因子、癌遺伝子産物とそれらレセプター及び細胞内情報伝達機構を標的

とした例としては、癌遺伝子産物Srcのチロシンキナーゼ機能阻害を有する

herbimycin A 13)、radicicol'4)、 Rasのファルネシル化 の阻害作用を有する

pepticinnamines旬、 manumycin16)、EGFreceptorのチロシンキナーゼ阻害作用を有

する erbstatin17)などがあげられる。

これらの例のように新たに発見された知見を参考に、従来と異なる作用機序を有す

る物質が得られれば、新しい切り口の抗癌剤となる可能性がある。

そこで著者は上述の探索方針に基き、 「生体内チオール化合物と反応することによ

り活性を生ずる抗腫蕩物質の探索のためのスクリーニング系」を考案し、実施した。
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以下に本スクリーニング系の概要を記す。

生物は外来物質の解毒、代謝機構のーっとしてグルタチオン、メタロチオネインな

どのチオール化合物を生産する。しかし近年、逆にこれらの物質により活性化を受

け生理活性を示す物質が知られるようになった。 Ishidaらにより報告され、 Edo、

Setoらによりそのクロモフォアの構造が明らかにされたneocarzinostatin旭川、

Konishiらにより報告された esperamicins20)等のbicyclodiynene系抗腫蕩抗生物質21)

がその例である。 Myersはneocarzinostatinクロモフォア分子中のdiynene構造がグ

jレタチオン等の生体内チオール基により活性化を受け、 Fig，1に示したように芳香環

が生じる際(正宗ーBergmann反応)に不安定なダイラジカルが発生し、これがDNA

鎖を切断することを推察した旬。また平間らにより、 diynene構造を有するモデル分

子の合成及び作用の検討が詳細に行われており、これら分子が実際にDNA鎖切断作

用のある事が報告されている白)0 NeocarzinostatinやesperamlclnSは、 invivo評価系

においてマウスやヒト癌に対して強い抗腫蕩効果を示す。特にneocarzinostatinは、

1977年に上市され、現在でも胃癌、肝臓癌等の治療に使用されている薬剤jである。

丹お! ぷ
;。工戸NHCH3 一一 :00附

Neocarzinostatin chromophore 

Masamune.Bergman 
ty凹 cycloaromazation

~o' ('0下OJdO干O
，" ¥.-0 T一回。
。イj γ寸。剖H 由 s甜町同附叩a町副ct凶tl剛1

P同ちC....__.ヘ_0' - 、可ぜ 5判HI付加F問。叩m、DNA H，c，-""，戸肉備‘"〆y。σ--
HO'、y 、 NHC同 HO'、r'-NHCH3 
OH OH 

Fig， 1， Neocarzinostatinクロモフォアのラジカル発生機構
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著者はこれらbicyclodiynene系抗腫傷抗生物質の優れた抗腫蕩活性とユニークな活

性化メカニズムに着目し、生体内チオールと反応し抗腫蕩活性を発現する様な物質

をスクリーニングする系を構築した。

上述したような抗燈蕩物質を微生物培養液より探索するに際しては、

bicyclodiynene系抗腫揚物質がグラム陽性菌に対して抗菌性を示す事を利用し、簡便

なBacillussubtilisに対する抗菌作用を指標とすることにした。ポジティプコントロー

ルとして neocarzinostatinを用い、これを特異的に拾いあげる様に系を工夫した。即

ち、 Bacillussubtilisを植菌した抗菌作用検定用合成培地に2メルカプトエタノール

を添加した培地と非添加培地を調製し、これらにneocarzinostatinを浸透させたペー

パーディスクを設置した。その結果、 neocarzinostatinの抗菌阻止円は2-;(ルカプト

エタノールの添加により減少することを見いだした。これは、 neocarzinostatinが2

ーメルカプトエタノーJレと反応して瞬間的にラジカルを発生するが、培地成分により

不活性化され失活するためと考えられた。また、 adriamycin、actinomycin0など

の抗腫蕩抗生物質の抗菌阻止円の大きさは、 2-メルカプトエタノール含有及び非合

有培地で影響を受けないことから、微生物の培養液から頻繁に得られる抗菌作用を

有する既知抗腫務抗生物質を効率的に排除できると考えられた。以上の検討結果よ

り、著者は、 2-メルカプトエタノール含有及び非合有培地で抗菌阻止円の直径に差

の生じる物質を採索する事とした。

なお、本スクリーニング系で得られる化合物としては、 bicyclodiynene系抗腫蕩抗

生物質の様に生体内チオール化合物によりラジカ jレを発生するものの他に、

sarko myci n 24)の様に、癌細胞中のチオール酵素の機能を阻害して抗麗蕩活性を発現

する25)ものも得られると考えられる。

また、癌細胞の中で発生している癌遺伝子産物のタンパク質中のシステインチオー

Jレ基と結合することにより、その機能を阻害するような化合物も得られる可能性が

ある。例えばSrcの機能阻害剤であるherbimycinA'3)の例が知られている。上原らは、

herbimycin AがSrcチロシンキナーゼ活性中心近傍に存在するシステインチオール基

と反応することにより阻害をひき起こすことを報告した (Fig.2)。また一般にこのチ

ロシンキナーゼ活性中心近傍に存在するシステインは共通に保存されているため、

Src以外でもチロシンキナーゼ活性を有する癌遺伝子機能タンパク (Abl等)やEGFレ

セプターチロシンキナーゼもherbimycinAによ り阻害されることも報告している問。

このような化合物が得られれば、 Src等の過剰発現により癌化がおきている場合の新

しい抗腫蕩剤として期待でき、更に、癌細胞の増殖に対するシグナル伝達機能の解

明に有効である。

。
O{R' OH 

川 NH 同CO
Jl ， 注=。r---λ丈s-町-1ー→

y'、Y SHarouaot ふ o=( u rn' 
CH， C同区叫 thetyroSin~. kinase )一同 r'J"''''' C同 CHJ OCHJ 

Herbimycin A 

Fig. 2. Herbimycin AとSrcチロシンキナーゼの推定反応、機構

( 2) Disease-oriented screenの概念に準じた各種癌細胞に対する増殖抑制効果

を指標として用いる探索系 <Colony Forming Assay (CFA)を用いたヒト固形癌に

有効な物質の探索>

米国国立癌研究所(NCI)では1975年より、 P388in vivo試験を第一次探索系に用い

た抗腫蕩剤の探索を展開してきた。この系で活性を示した物質は、 L1210、816等の

固定した動物腫湯パネルで評価された問。このスクリーニングシステムは物質の活性



を中心においたものであり、 compound-orientedscreenと呼ばれる。このスクリー

ニングシステムに対して1985年の時点で、 NCIでは以下の様な評価が下された。

(1)見い出された抗腫務弗lの臨床効果は白血病や悪性リンパ腫については認められ

るが、固形癌については増殖のはやい少数の癌に認められるのみである。

(2)動物実験箔における効果と、同一種のヒト癌に対する効果にほとんど相関がな

く臨床の癌に対する抗腫第剤の効果が予見できない。

そこで、 NCIではヒト固形癌に対して有効な物質を見い出すため、 1986年よりス

クリーニング体系を全面的に改め、第一次探索系では各種ヒト図形癒細胞に対してIn

vitroで選択的に増殖抑制作用を示す物質を見い出し、高次評価系としてはその物質

に的vitro試験で高い感受性を示したヒト固形癌をヌー ドマウスに移植し、ヒ ト癌ー

ヌー ドマウス評価系を用いて薬効を評価する方針を選択した。本スクリーニングシ

ステムは、ある特定の癌に選択性を持つ物質を第一選択とすることから、

disease-oriented screenと呼ばれる風呂)0 NCIの第一次探索系は、その薬剤の各種ヒ

ト癌細胞に対する増殖抑制作用の差、すなわち癒細胞の感受性の差をもって薬効を

予測するという基本的なものである。しかし、この方法が現在のと ころ、最も抗腫

蕩弗jの川vitroとれVIVO試験での活性予測性の高いものであると考えられる。現在ま

でにNCIでは、本探索系でヒ ト卵巣癌や乳癌に有効性を示すpyrazoloacridine担)や、

前立腺癌や脳腫務に有効なphenylacetate31 •32 )等が見い出され、現在臨床試験中であ

る。また、 spicamycin33)誘導体であるKRN5500判も、 splcamyclnがヒ ト胃癌に対し

て選択的に有効な化合物として再発見されたことを端緒として創製されたものであ

る。

そこで著者は、上述の探索方針に基づき、ヒト大腸痛に有効な物質を探索する目的

で、 rColony Forming Assay (CFA;軟寒天中での癌細胞のコ ロニー形成を観察する
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アッセイ法)を用いたスクリーニングアツセイ系」を考案し、実施した。以下に本

スクリーニング系の概要を記す。

NCIに導入された、 disease-orientedscreenの考え方に従い、 CFAを用いてヒト大

腸癌に特異的に有効である物質を探索する系を実施した。

軟寒天中でのコロニー形成は癌細胞特有の足場非依存型 (anchorageindependent) 

の増殖形態を反映しており、単層あるいは浮遊状態での増殖に比してより生体内で

の増殖形態に近いものである。従って、薬剤に対する反応も生体内に近く、 Salmon

らにより的νitro-in v，ルo試験での相関性が高いことが示されている明。探索の対象と

する図形癌は、近年日本でも増加傾向の著しい大腸癌とし、 CFAに使用する細胞株

としてはヒト大腸癌COL0205を選択した。一方でマウス白血病細胞L1210に対する

作用についても観察し、 COL0205により選択的に強く作用する物質を探索した。こ

の比較により、既存の抗腫蕩抗生物質の多くを排除することができた。

また本スクリーニング系で得られた物質については、ヒト大腸癌ーヌードマウスに

よる評価を行い、特異的な作用を更にinvivoで検討した。

以上の(1 )及び (2)の探索系を用いて、放線菌、カピの培養液中に活性物質

を探索した。その結果、著者らは土壌より分離した放線菌の培養液より(1 )の系

でcochleamycinsA、A2、B、82詰 .37出 .39)、また (2)の系で VIC巴nistatin40)と命名

した新規抗腫蕩抗生物質を見い出した。以降の各章で上記物質の生産菌の同定、単

離、構造決定、生物活性等について述べる。
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第 l章 生体内チオール化合物と反応することにより活性を生じる

抗腫蕩抗生物質の探索系

第 l節スクリーニング系の構築

1.背景

チオール基を有する生体内化合物と反応することにより抗臆疹活性を生じる化合物

の作用メカニズムとしては、現在までに以下に示す三種類が報告されている。

1)ラジカル発生によるDNA切断作用

第ーには、 一群の抗腫務抗生物質 (bicyclodiynene系抗腫蕩抗生物質)に存在する特

徴的部分構造であるdiynene構造が、グルタチオン等の生体内チオール化合物と反応

すること及びそれに続いて起こる正宗一Bergmann反応により活性ラジカルが発生し、

このラジカルが癌細胞のDNAを切断するという作用メカニズムがMyersにより報告

されている担I(緒言Fig.1参照)0 Ishidaらにより報告されたneocarzinostatin181、

Konishiらにより報告されたesperamicin201等がbicyclodiynene系抗腫蕩抗生物質とし

て有名であり、これらの物質は上述の作用により癒細胞の増殖を極めて低濃度で抑

制することが報告されている問。また注目すべきこととして、これらbicyclodiynene

系抗腫蕩抗生物質はtnVIVO評価系においてマウスやヒ ト癌に対して優れた抗腹務効

果を示すことも報告されている211。

2)癌遺伝子産物の不活性化作用

第二には、癌細胞の中で発現している癌遺伝子産物中のシステインチオール基と結

合することによりその機能を阻害するという作用メカニズムが報告されている。 一

例としてherbimycinAは、癌遺伝子産物Src，Ab民事のタンパク質中のシステインチオー

ル基と非可逆的に結合することにより、そのチロシンキナーゼ機能を阻害すること

が上原らにより示されている担I(緒言Fig.2参照)。このような作用を有する化合物は

10 

Src， Ab痔のチロシンキナーゼに依存した癌細胞の増殖シグナル伝達機構を阻害する

ため、これら癌遺伝子産物の過剰発現により癌化が生じている場合の抗腫蕩剤とし

て期待される2610

3)チオール酵素の不活性化作用

第三には、癌細胞中のチオール酵素のシステインチオール基と結合することにより

その機能を阻害する作用メカニズムが報告されている。 Sarkomycin241はDNAポリメ

ラーゼの活性中心に存在するシステインチオール基と反応して不活性化することに

より抗腫蕩効果を示すことが報告苔れている251。

著者は、以上の様に生体内チオール化合物に作用する物質には興味深い抗腫蕩活性

か報告されている事に注目し、この様な活性を示す物質を選択的に探索するスクリー

ニング系の構築を行なった。

2.スクリーニング系の構築

Neocarzinostatin、esperamicins等のbicyclodiynene系抗腫蕩抗生物質は、上記の

1)に示したラジカル発生による DNA切断作用に基づき8acillussubtilisに対して抗菌

性を示すことが報告されている1810そこで、 8acillussubtilisに対する抗菌作用がチ

オール化合物の添加により滅弱あるいは増強される現象を指標とするスク リーニン

グ系の構築を実施した。本スクリーニンク・系がbicyclodiynene系化合物を有効に選択

出来るか否かの確認は、 neocarzinostatinを用いて行うこととした。

具体的方法としては、代表的なチオール化合物を8acillussubtilis抗菌作用検定用合

成培地 (Table1-1)に添加し、チオール化合物非合有培地と比較してneocarzinostatin

の抗菌阻止円の直径に差が生じるか否かをペーパーディスク法により検討した。ま

ず用いるチオール化合物について手会討した。グルタチオン、 しシステイン、2-メjレカ

プトエタノールを用い、 2mMの等波度での各化合物のneocarzlnostatl n抗菌阻止円に

11 



及ぼす影響を検討した。その結果をTable1-2に示す。本表より明らかなように、グ

Jレタチオンはneocarzinostati n抗菌阻止円の直径を変化させなかった。一方、 しシス

テイン及び2-メルカプトエタノールはneocarzinostatin抗菌阻止円の直径を減少させ

た。しかししシステイン添加による抗菌阻止円直径の減少の割合は、2-;<)レカ プトエ

タノールに比して小さいことが判明した。そこで、明暗記な結果が得られる2-メルカ

プトエタノールをスクリーニングに用いる事が適当であると判断した。なお、 2-メ

jレカプトエタノールの濃度が高いほど、抗菌阻止円の減少幅は大きくなったが、

20mM以上の2ーメルカプトエタノーjレの添加によって、 Baci!!ussubtilisの生育が阻害

される現象が認められた。そこでスクリ ーニングに用いる2ーメルカプ トエタノーJレの

添加量は、 2mMが適当であると判断した (Table1-3)。以上の結果より、 2mMの2ーメ

Jレカプ トエタノールを含有する検定培地と非合有検定培地問での抗菌阻止円の直径

を比較する方法が、 neocarzinosta!lnを始めとするbicyclodiynene系抗腫湯抗生物質

をスクリーニングする系となる事が判明した。スクリーニング系の概略をFig.1-1に

示す。

Table 1-1.抗Bacillussubtilis作用検定培地組成

glucose 0.5% 

20 amino acids each 0.0075% 

adenine， xanthine， 

hypoxanthine， guanine 

thymine， uracil， cytosine each 0.0075% 

sodium citrate.2Hp 0.02% 

KH
2
PO. 0.12% 

K
2
HPO. 0.28% 

(N凡)2S04 0.04% 

MgSO，7HP 0.02% 

agar 

pH 

12 

2% 

7.2 

-ー一

Table 1-2. Neocarzinostatinの抗Bacillussubtilis活性に対する2mMグルタチオン、

L-システイン、 2-メルカプトエタノール添加の影響

Compound 

None (control) 

2mM glutathione 

2mM L-cystein 

2mM 2-mercaptoethョnol

Diameter 01 inhibition zone (mm) 

(Neocarzinostatin 1000μg/ml) 

17.0 

17.0 

15.5 

13.0 

Disk diffusion assay. Neocarzinostatin was applied onto lilter disks何mm中)

Table 1-3. Neocarzinostatinの抗Bacillussubtilis活性に対する

2-メjレカプ トエタノール濃度の影響

Diameter 01 inhibition zone (mm) 

Neocarzinostatin (μg/ml) 

2-mercaptoethanol (mM) 1000 100 10 Growth 01 B. subtilis 

none 

0.02 

0.2 

2 

20 

N.D.: Not Detected 

17.5 

17.5 

17.5 

13.0 

10.0 

12.0 9.0 Good 

12.5 9.0 Good 

12.0 9.0 Good 

8.5 N.D. Good 

N.D. N.D. Poor 

Disk dillusion assay. Each concentration 01 neocarzinostatin was applied onto 

lilter disks (8mm中)

本スクリーニング系でneocarzlnostatinの抗菌阻止円の直径が減少するのは、

neocarzinostatinが2ーメルカプトエタノールと反応して瞬間的にジラジカルを発生す

るものの、Bacillussubtilusの菌体内に入る前に分解され失活するためと考えられる。
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test medium (Table 1-1) 30ml 

autoclaved and kept at 550C in a water bath 

added with the spores 01 Bacillus subtilis ATCC6633 (3 x 10
7 
spores) 

control plate 

poured into plastic plates 

(750 x 2250 mm， Nissui) 

kept lor 30 min. at room temp 

applied paper disks 

(thick，8mm中Advantec)

added 4.2μ101 

2-mercaptoethanol (2mM) 

2-mer回 ptoethanolplate 

incubated at 3rC lor 12 hours 

measured the diameters 01 inhibition zone 

Fig.1-1.スクリーニング系のプロトコール

Neocarzinostatinの様に生体内でラジカlレを発生させる化合物は強い抗腫蕩活性を

示すことが知られている事から、チオール化合物の添加により抗Bacillussubtilus活

性が減少する化合物は、抗腹筋活性を有する事が期待される。従って本スクリーニ

ング系は、抗腫蕩活性を有する物質の微生物代謝産物からのスクリーニング系とし

て有用であると考えられる。

一方で前記2)に示したような癌遺伝子産物のチオール基と付加反応することにより、

その機能を阻害するような化合物も本スクリーニング系で陽性となる可能性がある。

Srcチロシンキナーゼを阻害する ansamycln系化合物であるherbimycinは、 2ーメ ルカ

14 

プトエタノールを含む培地中では、キノン部分がマイケル付加を受けて不活性化き

れ、 Srcチロシンキナーゼ阻害活性が消失することが報告されている制。 従って抗

Bacillus subtilis活性を有し、上述の作用メカニズムを有する化合物も本スクリーニ

ング系で陽性となることが考えられた。また前記3)に示したsarkomycinについても、

そのチオール酵素阻害活性が2-メルカプトエタノールの添加で消失することが報告

されている25)0 Sarkomycinは抗Bacillussubtilus活性を有することから、チオール酵

素と反応することによりその機能を阻害する物質についても本スクリーニング系で

陽性となることが考えられた。

なお、本スクリーニング系で陽性となった微生物培養液に含まれる活性物質が抗腫

蕩活性を有することを確認するため、再現性及び予備抽出試験時にはP388マウス白

血病細胞に対するInvitro増殖抑制活性試験を併せて実施することとした。

第2節 スクリーニング系の既知抗腫蕩抗生物質に対する応答

微生物代謝産物からの抗腫蕩抗生物質のスクリーニングに於いては、既知物質を早

い段階で除去することがスクリーニングの効率の大きな決定要因となる。そこで、

既知抗腰湯抗生物質の本スクリーニング系における作用をペーパーディスク法で検

討した。被験既知化合物としては、抗Bacillussubtilis活性を示す化合物の中で比較

的高い頻度で微生物培養液に見い出されるadriamycin刊、 actinomycinD42)、

cha円reusin叫、 dianemycin州、 elaiophylin45)、quinomycinA46)を選択した。各50悶

を浸透させたペーパーディスクを用いて2mM2-;1ルカプトエタノール含有及び非合

有培地とでの抗菌阻止円直径を比較検討した。その結果をTable1-4に示す。これら

の既知化合物の中で抗菌阻止円の大きさに差が生じたものはなく、本スクリーニン

グ系が生体内チオール化合物と反応することにより生理活性を生じる抗腫蕩抗生物
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質に対して高い選択性を有することが明らかとなった。また同時に、本スクリーニ

ング系を用いることにより既知抗腫蕩抗生物質を効率的に排除できる可能性が示さ

れた。

Table 1-4既知抗腫蕩抗生物質の本スクリーニング系での応答

Actinomycin D 

Adriamycin 

Chartreusin 

Diameter of inhibition zone(mm) 

2-mercaptoethanol 

Ncne 2mM 

17，0 17.0 

18.0 17，5 

17.5 18.0 

Dianemycin 16.0 16，0 

Elaiophylin 14.5 14.5 

Quinomycin A 21.0 21.0 

Neocarzinostatin 18.0 15.5 

Disk diffusion assay. Each compound was applied onto filter disks (8mm中)

at the concentration of 50μg. 

第3節まとめ

抗腫蕩抗生物質を探索するスクリーニング系として、生体内チオーlレと反応して抗

腫疹活性を生じる物質の探索系を確立した。具体的なスク リーニング系と してはペー

ノTーディスク法を用い、 2mMの2-メルカプトエタノ-)レを含有する検定培地上の

Bacillus subtilis抗菌阻止円の直径が、 2-メルカプ トエタノール非含有培地上での直

径と比較して明らかに小さくなる物質を探索することにした。微生物培養液はベー

パーディスク tこ50μ|ずつ添加して用いた。

以上の方法で、放線菌、カピ併せて約8500株のアセトン処理プロスを探索し、新

規化合物としてcochleamycins(第2章)を得た。
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第2章 Cochleamycinsに関する研究

第 1節 Cochleamycinsの発見

青森県西目屋町の土撲から分離された放線菌DT136株の培養抽出物に、チオール

の系で陽性となる活性を見いだした。活性物質の単離に際してP388マウス白血病細

胞に対する増殖抑制活性についてもチオールの系での活性と平行して検討したとこ

ろ、両アッセイ系で活性を示す2つの化合物 (A、A2)とP388マウス白血病細胞に対す

る増殖抑制活性のみを示す2つの化合物 (B、B2)が存在することが判明した。それぞ

れを単離し、構造解析を行ったところ、互いに関連した特異なカルボサイクリック

な構造を有する新規物質群であることが判明し、本物質をcochleamycinsA、A2、B、

B2話。 37，泊。 39)と命名した (Fig，2-1)。

。
。

R=CHョ CochleamycinA R=CH3 Cochleamycin B 
R=CH-(CH3)2 Cochleamycin A2 R=CH(CH3)2 Cochleamycin B2 

Fig. 2-1. Coch leamycinsの ti~:ì査
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第 2節 Cochleamycinsの生産菌

1 形態

基生菌糸より生じた気菌糸は、単純分校をなして伸長し、胞子の連鎖は30個程度

で、胞子鎖は螺旋状であるがループ状の胞子鎖も見られる。胞子の形は俵型で、大

きさは約1.1JlmxO.8μmであり、その表面は平滑である。胞子嚢、鞭毛胞子、菌核な

どの特殊形態は認められない。 OT136株の気菌糸の電子顕微鏡写真をFig.2-2に示す。

a) 5，000倍 b) 20，000倍

Fig. 2-2. OT136株の電子顕微鏡写真

2 各種培地上の生育状態

OT136株を各種培地に27'C、3週間培養した結果をTable2-1に示す。概要すると、

OT136株は シュークロース ・硝酸塩及びグルコース・アスパラギン寒天培地での生

18 
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育は中程度であるが、その他の培地上では良 〈生育する。気菌糸の若生は、シュー

クロース・硝酸塩寒天培地上では貧弱、またグルコース・アスパラ ギン寒天培地で

は中程度であるが、その他の培地では良く生育する。オート ミール寒天培地上で黄

色の可溶性色素の生産が認められる。

Table 2-1. OT136株の各種培地における生育状態

Sucrose-nItrate agar G: Moderate 

R: Light olive gray 

Am: Poor; yellowish wh目。

Sp: None 

Glucose-asparagine G: Moderate 

agar R: Light olive gray 

Am: Moderate; light olive gray 

Sp: None 

Glycerol-asparagine G: Good 

agar R: Pale yellow 

Am: Good; light brownish gray 

Sp: None 

Inorganic salts-starch G: Good 

agar R: Dull yellow 

Am: Good; light brownish gray 

Sp: None 

Tyrosine agar G: Good 

Nutrient agar 

R: Pale yellow 

Am: Good; light olive gray 

Sp: None 

G: Good 

R: Pale yellowish brown 

Am: Good; yellowish white 

Sp: None 

Yeast extract-malt G: Good 

extract agar R: Yellow 

Am: Good; light olive gray 

Sp: None 

Oatmeal agar G: Good 

R: Yellow 

Am: Good; brownish gray 

Sp: Yellow 

G: growth， R: reverse side 01 colony， Am: aerial mycelium， sp: soluble pigment 

3 生理的性質及び炭素源の資化性

OT136株の各種生理的性質とPridham& Gottlieb寒天培地上における炭素源の資化

性は、 Table2-2にまとめて示す通りである。
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Table 2-2. DT136株の生理的性質および炭素源の資化性

Temperature 10r growth 15-370C 

Production 01 melanoid pigments 

Tyrosine勾ar Negative 

Peptone-yeast extract-iron agar Negative 

Tryptone-yeast extract agar Negative 

Hydrolysis 01 starch Negative 

Lique1action 01 gelatin Negative 

Peptonizat旧n01 milk Positive 

Coagulation 01 mi恥 Negative 

Utilization 01 ca巾onsource 

Utilized L-arabinose，ひxylose，ひglucose

ひ1ructose，sucrose， galactose 

Not utilized 

ひmannose，maltose 

inositol， L-rhamnose， raffinose 

ひmannitol，sorbitol 

4. ジアミノピメリン酸の分析

細胞壁構成アミノ酸の一つであるジアミノピメリン酸を分析した結果、 LL-ジアミ

ノピメリン酸が検出された。

5 考察

以上の菌学的性質を要約すると、 DT136株は以下の特徴を有する。

(1 )胞子鎖は螺旋状ないしはループ状で、胞子の表面は平滑である。

(2)気菌糸の着生はシュークロース-硝酸塩培地では少なく、またグルコース

アスパラギン寒天培地上では中程度であるが、その他の培地では良好である。気菌

糸の色は賞味白~明るいオリーブ灰~明るい茶灰~茶灰であり、気菌糸の裏面の色

は明るいオリープ灰~うす黄~うす黄茶~にぶ黄~黄の色を示す。

(3)チロシン寒天培地、ベプトン イースト・鉄寒天培地、トリプトン イース

ト液体培地ではメラニン様色素を生成しないが、オートミール寒天培地上で黄色の

20 
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可溶性色素が認められる。

(4)イノシトール、 L-ラムノース、ラフィノース、 0・マンニトール、ソルピトー

jレは資化されない。

(5)細胞壁ジアミノピメリン酸はLLタイプである。

これらの結果から、 DT136株はBergey'sManual 01 Determinative Bacteriology<7) 

より Streptomyces属に属する菌株であると考えられる。よって、本菌株を

Streptomyces sp. DT136と同定した。

本菌株は平成元年2月2i日に通産省工業技術院微生物工業技術研究所に寄託されて、

「微工研条寄第2298号J(FERM BP-2298)の番号を得ている。

第3節 Cochleamycinsの発酵生産

Cochleamycinsの発酵生産は、次のように行った。即ち、 Table2-3に示した生産

培地100mlを分注滅菌した500ml容Erl巴nmeyer型フラスコに、 Streptomycessp. 

DT136株をスラントより一白金耳接種し、ロータリーシェーカー上で27"cにて回転

培養 (200rpm)を行った。培養1-7日目に培養液をサ ンプリングし、培養液のpH、

2000gにて10分間遠心分離 して得た菌体量のサンプリング茸に対する比率 [packed

cell volume(%)]、及び、Bacillussubtilisに対する抗菌力(阻止円直径)にて測定した

培養上清中のcochleamycins量について、それらの経時的変化を観察した。 Fig.2-3

に結果を示す。

Table 2-3. Cochleamycinsの生産培地

glucose 2.5% 

soy bean meal 1.5% 

dry yeast 0.2% 

CaC03 0.4% 

pH 6.2 
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さらに分取HPLC(カラム;YMC-Pack ODS AM323、溶出液 75%メタノール、流
I ， 

菌体量は、培養3日目まで順次増加した後、 4日目からIysisによるためか減少した。

速3ml/min.、検出 A25.)により精製し、純粋なcochleamycinsA (10.0mg)及びA2培地のpHは、 4日目から徐々に高くなり、 7日目には8.3に達した。Cochleamycins

(8.2mg)を得た。 Bグループ函分は、ヘキサン:酢酸エチル (3:1)を溶出液としたシリの生産は、培養3日目に始まり、培養5日目に最高に達した。

カグJレカラムクロマトグラフィーを行い、純粋なcochleamycinsB (6.7mg)及びB2そこで、 Streptomycessp. DT136株を植菌したフラスコ50本を上記の条件で5日

Broth filtrate (5 liters) 

I Extracted with EtOAc 

Organic layer (3.2g) 

(6.5mg)を得た。

Sili国 gel
CHCI3: MeOH (50: 1) 

Crude A and A2 (45mg) Crude B and B2 (30mg) 

Silica gel 
Hexane : EtOAc (3・1)

Prep. HPLC 
YMC-Pack ODS 

• 
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Fig. 2-3. Streptomyces sp. DT136株の培養経過

Fig. 2-4. Cochleamycinsの精製法Cochleamycinsの単離と精製第 4節

Cochleamycinsの精製法をFig.2-4に示す。即ち、前述の条件で培養した培養液 (5

Cochleamycinsの理化学的性状

Cochleamycinsの理化学的性状をTable2-4に示す。 CochleamycinsA、A2、B、

B2はすべて無色の粉末で、その分子式は、高分解能FABマススペクトルにより、そ

ルにおいて、 cochleamycinsA、A2は、 245nm付近に極大吸収を有しており、分子

23 

内に共役したカ Jレボニル基が存在することが示唆された。 CochleamycinsB、B2は

れぞれ、 C2，H2606、C23H3006、C2，H260S、C23H300Sと決定された。紫外吸収スベクト

第5節

• 

酸エチJレで2回抽出した。有機層を無水Na2SO.にて脱水後、減圧下にて濃縮して得

を遠心分離 (7000g，20min)した後、培養上清を集めた。これを等量の酢

cochleamycin Bグループ次いでAクつレープが溶出された。各々の画分を濃縮乾因して

Aグループを含む画分45mg、Bグループを含む画分30mgを得た。 Aグループ画分を

た3.2gの固形物を用いて、クロロホルム:メタノール (50:1)を展開溶媒とするシリ

カゲ Jレカラムクロマトグラフィーを行った。本クロマトグラフィーにより

22 

リットル)



末端紫外部吸収を示した。赤外吸収スペクト Jレでは、 cochleamycinsA、A2につい

ては3400cm吋寸近に水酸基に由来する吸収が認められた。またすべての成分で

1710-1760cm-'1こカルボニル基に由来する強い吸収が認められ、複数のカルボニ jレ

基が分子内に存在することが示唆された。 CochleamycinAの紫外吸収スペク トルを

Fig.2-5に、赤外吸収スベクトルをFig.2-6に示す。

、

Table 2-4目 Cochleamycinsの理化学的性状

cochleamycln 

A(1) A2(2) B (3) B2(4) 

m[αg];4.{ (℃，d田.) 200・203 214・216 133・135 152・154

MeOH) +107 (c1.0) +76 (c 1.0) +83 (c 0.1) +104 (cO.1) 

Molecular fonnula C21H2606 C23H3006 C21H26句 C23H300s 
HRFAB-MS Cak:d: 375.1906 403.2063 359.1802 387.2162 

(M+H)+ Found: 375.1857 403.2092 359.1830 387.2148 

uvλmax (E) 245 (5460) 246(4700) End End 

IR v (KBr) cm-1 3450，2950 3513，2970 2950， 1760 2930， 1761 
1750， 1715 1734，17ω 1740， 1735 1730，1701 

&(10 ') 

Fig. 2-5. Cochleamycin Aの紫外吸収スペクトル(メタノーJレ中)
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Fig. 2-6_ Cochleamycin Aの赤外吸収スベクトル (KB唯)

第 6節 Cochleamycinsの構造解析

•• 1. Cochleamycin Aの構造解析

Fig. 2-7. Cochleamycin A (1)の'H-NMRスベクトル (CDCI
3中)
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Table 2-6. Cochleamycinsの'3C-NMRスベクトルデータa

Pos~bn A (1) t2. (2) B (3) B2(勾

Oc oc oc Oc 

72.8 (d)b 72.7 (d) 73.0 (d) 73.0 (d) 

3 165.7 (5) 165.7 (5) 169.9 (5) 170.0 (5) 

4 136.1 (5) 136.1 (5) 60.4 (5) 60.3 (5) 

5 154.0 (d) 156.5 (d) 24.7 (1) 24.6 (1) 

6 40.6 (d) 40.9 (d) 31.9 (d) 32.0 (d) 

7 35.6 (d) 35.6 (d) 39.4 (d) 39.5 (d) 

B 34.9 (1) 35.1 (1) 35.5 (1) 35.5 (1) 

9 35.5 (d) 35.6 (d) 35.5 (d) 35.7 (d) 

10 82.2 (d) 82.3 (d) 82.6 (d) 82.1 (d) 

11 42.5 (d) 42.6 (d) 42.8 (d) 42.8 (d) 

12 128.6 (d) 128.5 (d) 129.3 (d) 129.3 (d) 

13 128.6 (d) 128.5 (d) 130.2 (d) 130.2 (d) 

14 34.5 (d) 34.6 (d) 29.0 (d) 29.0 (d) 

15 41.1 (1) 41.1(1) 38.2 (1) 38.2 (1) 

16 66.5 (d) 66.5 (d) 30.3 (d) 30.4 (d) 

17 45.6 (1) 45.7 (1) 33.3 (1) 33.2 (1) 

18 41.1 (1) 41.1 (1) 41.3 (1) 41.3 (1) 

19 194.2 (5) 194.2 (5) 203.1 (5) 203.3 (5) 

20 13.9 (q) 13.9 (q) 14.1 (q) 14.1 (q) 

21 170.9 (5) 176.8 (5) 170.8 (5) 176.8 (5) 

22 21.1 (q) 34.3 (d) 21.1 (q) 34.4 (d) 

23 19.0 (q) 19.0 (q) 

24 19.1 (q) 19.1 (q) 

aTaken in CDCI3 

b mulliplicilie5 in Ihe DEPT 5peClra; 

5， singlel; d， doublel; 1， Iriplel; q， qua吋el
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前述した'H-、'3C-NMRスベクトルで観測された各シグナル問の帰属を行なうため

に、 1の'3C_'HCOSYスベクトルの解析を行ない、すべての川、'3Cシグナルの相関

を明らかにすることが出来た。次いで'H-'HCOSYスペクトルを測定し、 1に存在す

る'H-'Hスピン結合ネットワークを解析した。各シグナルの化学シフト及び観測さ

れたスピン結合ネットワークを、スピン結合定数と共にFig.2-9に示す。

，--、.'H-'H COSY、デカップリング笑験で観測されたスピン結合

Fig. 2-9. Cochleamycin A (1)の部分構造

この結果、 5-Hから 14-Hを介した18・Hまでのスピン結合ネットワーク [5-H(札

6.77)→ 6-H (丸 3.30)→ 14-H(OH 2.92)→ 15-H (OH 1.69、1.97)→ 16-H(OH 3.62)→ 17-H 

(OH 1.78、2.48)→ 1-H(丸4.88)→ 18-H(OH 2.66、3.11)]及び14-Hから10-Hまでのスピ

ン結合ネットワーク[14-H→ 13-H(札5.91)→ 12-H(OH 5.63)→ 11-H (OH 2.84)→ 7-H (OH 

29 



2.72)→ 8-H (OH 1.68、1.70)→ 9-H(九2.05)→ 10-H(丸4.94)]が明らかとなった。更に

9-Hと20-Hのメチル基との結合[9-H→ 20-H(九0.92)]も観測された。 6折、 7-H及び

10-H、11-H聞の'H-'Hスピン結合定数はOHzに近く 'H-'HCOSYスベクトルではクロ

スピークが観測されなかった。しかし、デカップリング実験で6-H、10-Hシグナル

の照射により7-H、11-Hのシグナルがそれぞれシャープになることより、 C-6-C-7、

C-10-C-11の結合が強く示唆された。さらにFig.2-10に示すように、これらの結合

はNOE差スペクトルにおいてらH-7-H、10-H-11-H問にNOEが認められること、

HMBCスベクトルにおいてらH(九3.30)からC-7(oc 35.6)に対して、また10・H(OH 

4.94)からC-12(oc 128.6)に対してC-H遠距離スピン結合が観測されることからも証

明された。以上の結果より、 Fig.2-10に示すように1にはC-7、C-8、C-9、C-10、

C-11より構成されるシクロベンタン環 (A環)と C-6、c・7、C-11、C-12、C-13、

C-14より構成されるシクロヘキセン環 (B環)がC-7-Cイ1で結合した部分構造が存在

することを明らかにすることができた。

次に各炭素の結合について検討した。 12-H(OH 5.63)、13-H(九5.91)のシグナルは

'3C-'H COSYスペクトルより Sp2メチンであり 、C-12(oc 128.6)ーC-13(oc 128.6)聞

に二重結合が存在することが明らかとなった。d.'2.'3はスピン結合定数がJ'2

，3=10.0HzであることからZ配向と決定した。 5-H(OH 6.77)についても '3C-'HCOSY 

スペクトルより Sp2メチンであることが判明した [C-5(oc 154.0)]0 Table 2-6に示す

様に1の'3C-NMRスペクトルでは4本の二重結合由来のsl炭素が観測されており (Oc

128.6、Oc128.6、Oc136.1、Oc154.0)、このうち3本は上記のC-12(oc 128.6)、C-13

(Oc 128.6)、C-5(oc 154.0)に帰属されている。従って残るOc136.1のsp
2
4級炭素が

C-5と結合するC-4であることが一義的に決定された。これはFig.2-10に示すように

HMBCスペクトルにおいて、 6-H(札3.30)からOc136.1のSp24級炭素にC-H遠距離ス
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Fig. 2-10. Cochleamycin A (1)において観測されたC-H遠距離スピン結合とNOE

ピン結合が観測されることからも確認された。またC-1(oc 72.8)、C-10(oc 82.2)、

C-16 (oc66.5)には酸素原子が結合していることが各炭素の'3C化学シフト値より判明

した。これら炭素に結合した'Hシグナルのうち1-H(九4.88)、10-H(丸 4.94)のシグ

ナルは16-H(札3.62)に比してアシル化シフト を受けて低磁場に観測されていた。従っ

て赤外吸収スベクトルより存在が示唆された水酸基はC-16に結合していることが強

〈示唆された。

以上の解析により判明した部分構造の他に、 Fig.2-10に示すように1を構成する炭

素としては2個のカルポニル炭素 (oc165.7、Oc170.9)、1個のケトン炭素 (Oc194.2)、

1個のシングレツトメチル炭素 (九2.08、Oc21.1)が存在することが'3C-NMRスベクト

ル、 '3C_'HCOSYスペクトルより判明した。これら各構造問のつながりはHMBCス
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ベクトルにより解析した。

Fig.2-11に示すようにHMBCスベクトルにおいては、シングレットメチル 22-H(OH 

2.08)から、カルポニル炭素C-21(oc 170.9)に対してC-H遠距離スピン結合が観測さ

れ、アセチル基の存在が明らかとなった。更にアシル化による低磁場シフトを受け

た10-H(OH 4.94)からもC-21に対してC-H遠距離スピン結合が認められることから、

c・10にはアセトキシ基が結合している事が判明した。

16 

17 OH 

一一一_ '3C-'H long range coupling 

一一事 官C-'HNOE 

Fig. 2-11. Cochleamycin A (1)において観測されたC-H遠距離スピン結合と氾C-'HNOE 

またFig.2-11に示すように、 Sp2メチン5-H(九6.77)からはケトン炭素C-19(oc 

194.2)へC-H遠距離スピン結合が観測された。一方18-H(OH 2.66、OH3.11)からもC-4

(Oc 136.1)及びC-19へC-H遠距離スピン結合が認められた。このことからケトン炭素

C-19は、 s〆4級炭素C-4とメチレン炭素C-18の間に存在することが判明し、 C-5-
C-4 -C-19 -C・18のつながりが証明された。更にslメチン5-H(丸6.77)からはカル

32 

l' • ボニル炭素C-3(oc 165.7)へもHMBCスベクトルでクロスピークが観測され、 LSPD

実験においてアシル化による低磁場シフトを示している1-H(九4.88)より同カルボニ

ル炭素C-31こC-H遠距離スピン結合が観測された。この結果C-4-C-3 -0-2 -C-1のつ

ながりが判明し、 C-1とC-3が酸素原子を介してラクトン環を形成していることが明

らかとなった。この結果1にはC-1、0-2、C-3、C-4、C-19、C-18より形成される

日-keto0-lactone環が存在する事が示された。

64.5の幾何異性については'3C_'H問のNOEを観測することにより検討した。 Fig

2-12に5-H(九日 77)を!照射して得られた口C-'H差NOEスベクト Jレを示す。 Fig.2・11

に示すように本スベクトルにおいて5-HよりC-4、C-5、C-19に対してNOEが観測さ

1・ れ、九 5はZ配向であることが判明した。

• 

上記の解析により1のすべての結合が明らかとなり、 Fig.2-11に示すように1の平

面構造を決定した。

b) 

C.4 

C-19 

a) 

Fig. 2-12. Cochleamycin A (1)の'3C-'H差NOEスベクトル (CDCI3中)

a) Control， b) CH-NOE irr at OH 6.77 (5匂H)
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2. Cochleamycin A2の構造解析

Fig. 2-13. Cochleamycin A2 (2)の'H-NMRスペクトル (CDCI3中)

220 210 200 190 180 170 160 150 ・o 1)0 120 110 100 90 80 70 60 50 ~O 30 20 10 0 

Fig. 2-14. Cochleamycin A2 (2)の'3C-NMRスベク トル (CDCI3中)

Cochleamycin A2 (2)の重クロロホルム中における'H-NMRスペク トル及びそのデー

タをFig.2-13、Table2-5に、 '3C-NMRスペク 卜Jレ及びそのデータをFig.2-14、

Table 2-6に示す。 2の'H-NMRスペク トルは1と極めて類似してお り、2では1の

34 
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22-Hに由来するシグナル (OH2.08、シングレットメチル)が消失し、新たに2本の

ダプレツトメチルシグナル (OH1.16、札1.17)とこれとJ=7.0Hzでスピン結合したメチ

ンシグナル(丸2.55)が観測された。これ以外の部分のスペクトルデータはほぼ完全

に同ーであった。 2の'3C-NMRスペクトル及び'3C_'HCOSYスペクトルの解析からも

1のC-22のメチルシグナル (oc21.1)が消失し、 2本のメチル (Oc19.0、Oc19.1)と1本

のメチン (Oc34.3)のシグナルが新たに観測されていることが認められた。更に

'3C-NMRスベクトルより、 1のC-21のカルポニル炭素のシグナルが2では5.9ppm低

磁場へシフトしていること(九 1709vsoc 176.8)も判明した。 HRFAB-MSにより判

明した2の分子式が1に比して C2H.分多いことを考慮すると、 1と2の炭素骨絡は同

ーであり、 2は1のC-10に結合したアセ トキシ基がイソプチリロキシ基に置換した化

合物であることが強く示唆された。 Fig.2-15に示すように、これは2のHMBC実験で

上述の2本のダプレットメチル (23-H、24-H)及び10-H(丸4.90)よりC-21(oc 176.8) 

に対してC-H遠距離スピン結合が観測されることからも支持され、 Fig.2-15に示す様

に2の平面構造を決定した。

17 

一一一ー一ー '3C_ 'H long range coupling 

Fig. 2-15. Cochleamycin A2 (2)において観測されたC-H遠距離スピン結合
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3. Cochleamycin Bの構造解析 ' 

》 ・

， . 

Fig. 2-16. Cochleamycin B (3)の'H-NMRスペクトル (CDCI3中)

'‘ 

1閃 110 160 鈎 140 13D 120 110 100 .。闘河胸~ 40 ~ ~ 10 0 

Cochleamycin B (3)の重クロロホルム中における 'H-NMRスペクトル及びそのデー

タをFig.2-16、Table2-5に、 13C-NMRスペクトル及びそのデータをFig.2-17、Table

2-6に示す。 3の'H-NMRスベクトルでは1のシクロベンタン環 (A環)、シクロヘキセ

ン環 (B環)部分に相当するシグナルは良く保存されていた。しかし、一方1で弘6.77

に綴測されたSp2メチン (5-H)は3では観測されず、 OH1.46-oH 3.60の領域のSp3メチ

ン及びメチレンのシグナルについてもシグナル数が1と比較して2H分多い事が積分

値より明らかとなった。

3の13C-NMRスペクトルでは1と同様に21本のシグナルが観測されたが 1のC-4

(Oc 136.1)、C-5(oc 154.0)のシグナルは消失し、 Oc14.1-oc 82.6に存在するSp3炭素

のシグナル数が2本増加していた。 3が紫外吸収を持たないことと考えあわせると、 3

では1のC-4-C-5閥の二重結合が消失し、 C-4、C与がSp3炭素となったことが示唆さ

0.89 

れた。

.......... 、 ，-...... 'H-'H COSYで観測されたスピン結合

Fig. 2-17. Cochleamycin B (3)の13C-NMRスベクトル (CDCI
3
中) Fig. 2-18. Cochleamycin B (3)の部分構造
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3の口C-'HCOSYスベクトルを測定し、 1札口C-NMRスペクトルで観測された各'H '. 

と13Cシグナルの相関を確認後、 'H-'HCOSYスペクトルを測定して3に存在する

'H-'Hスピン結合スピ ンネットワークをFig.2-18に示すように明らかにした。まず

7-H-11-H間のシクロベンタン環(A環)部分のスピン結合ネットワーク [7-H(九2.47)

→ 8-H (丸 1.59、1.62)→ 9-H(九 2.15)→ 10-H(札 4.88)→ 11-H(丸 2.64)→ 7-Hト

6-H-14-H聞のシクロヘキセン環 (B環)部分のスピン結合ネットワーク [6-H(札2.25)

→ 7・H→ 11-H→ 12-H(札5.62)→ 13-H(九5.37)→ 14-H(8
H
2.47)→ 6-H]を確認すること

ができた。従って、 1のA、B環部分の構造は3で保存されていることが明らかとなっ

た。 さらにらHよりB環の6-H、14-Hを経て15-H、16-H、17-H、1-H、18-Hに至る

スピン結合ネットワーク [5-H(8H 1.65、1.82)→ 6-H→ 14-H→ 15-H(8H 1.46、1.90)→

16-H (8H2.05)→ 17-H (dH 1.82、2.18)→ 1-H(ふ4.98)→ 18-H(dH2.42、2.72)]も観測さ

れた。しかしながら1で九6.77にSp2メチンとして観測されたらHは、 3では札1.65、

1.82にSp3メチレンとして観測された。また1で水酸基の結合した16-H(九3.62)は3

では8H2.05に観測され、 '3C-NMRスベクトルにおいてもC-16炭素に関して同様の高

磁場シフト (8c66.5 vs 8c 30.3)が認められた。このことより3ではC-16に酸素原子が

結合していない事が明らかとなった。

3の'H-'HCOSYスペクトルにおいては、 5-HのシグナルからはらHとのスピン結合

のみが観測されること、また4-Hに相当するシグナルは3の'H-NMRスペクトルでは

観測されないことからC-4はSp34級炭素であると考えられた。 3の'3C-NMRスペクト

ルでは8c60.4にSp34級炭素が1と比較して新たに観測され、これがC-4のシグナルで

あることが強〈示唆された。さらにFig.2-19に示すように、 3のHMBCスベクトルに

おいて5-H(8H 1.65、1.82)よりdc60.4のシグナルにC-H遠距離スピン結合が観測され、

このシグナルがC-4であることが確認された。

38 

• 

‘ 

，ー

4.98 一一一一一一一一ー '3C_'H Iong range coupling 

Fig. 2-19. Cochleamycin B (3)において観測されたC-H遠距離スピン結合

Fig.2-19に示すように、 3のHMBCスベクトルにおいて1-H(8H 4.98)、18-H(dH 

2.42、2.89)よりケトン炭素C-19(8c203.1)に対 してC-H遠距離スピン結合が観測さ

れた。また同時に5-HからもC-19に対してC-H遠距離スピン結合が観測され、 C-5-

C-4 -C-19 -C-18 -C-1のつながりが明らかとなった。また1-H(8H 4.98)、5-Hよりカ

jレボニル炭素C-3(8c 169.9)に対してC-H遠距離スピン結合が観測された。 1-Hはその

'H化学シフトからアシル化を受けていることが明らかであり、この結果C-5-C-4-

C-3 -0-2 -C-1のつながりが示された。従ってC-1、0-2、C-3、C-4、C-19、C-18よ

りなる1のs-keto8-lactone環は、 3でも保存されていることが判明した。 1と比較し

て3ではC-3、C-19のシグナルが低磁場へシフトしていることは [C-3(8c 165.7 vs 8c 

169.9)、C-19(dc 194.2 vs dc 203.1)]、3での共役系の消失によるものであると合理的

に説明することができる。 3のHMBCスペクトルでは16-H(札2.05)は22-H (シング
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レツトメチル)とシグナルが重なり合っており、 22-HのT1ノイズの影響で16-Hから '・
のC-H遠距離スピン結合を観測することはできなかった。そこでLSPD実験を試み

16-Hを照射した結果、 C-3、C-4、C-19に対してC-H遠距離スピン結合が観測された。

これにより C-4とC-16の結合が証明され、前述の'H-'Hスピン結合ネッ トワークの解

析から既に明らかとなっているC-16-C-17-C-1のつながりと考え合わせると、 Fig.

2-19に示すように3にはβketoo-Iactone環及びC-16、C-17より構成される

3-oxabicyclo [2，2，2Joctane-2，6-dione構造が存在することを明らかにすることができ

た。またFig.2-19に示すように、 3のHM8Cスベクト Jレにおいて10-H(弘4.88)、

22-H (九 2.06)からC-21(oc 170.8)に対してC-H遠距離スピン結合が観測されること

から、 3でもC-10にアセトキシ基が結合していることが示された。

この結果、 3の平面構造はFig.2-19に示すように決定された。

4. Cochleamycin 82の構造解析

九人」人

Fig. 2-20. Cochleamycin 82 (4)の'H-NMRスペクトル (CDCI3中)
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Fig. 2-21. Cochleamycin 82 (4)の13C-NMRスペクトル (CDCI3中)

Cochleamycin 82 (4)の重クロロホルム中における'H-NMRスペクトル及びそのデー

タをFig.2-20、Table2-5に、口C-NMRスペクトル及びそのデータをFig.2-21、

Table 2-6に示す。4の'H-NMRスベクトルは3と極めて類似しており、 4では3の

22-Hに由来するシグナル (OH2.06、シングレットメチル)が消失し、新たに2本の

ダプレットメチル (OH1.17、OH1.18)とこれとスピン結合したメチン(九2.56)が観測

された。これ以外の部分のスベクトルデータはほぼ完全に同ーであった。さらに4

の'3C-NMRスベクト Jレ及び'3C_'HCOSYスベクトルの解析からも、 3のC-22のメチ

ルシグナル (oc21.1)が消失し、 2本のメチル (Oc19.0、Oc19.1)と1本のメチンのシグ

ナルが新たに観測されていることが認められた。また4の'3C-NMRスペクトルより、

3のC-21のカルポニル炭素のシグナJレが4では6.0ppm低磁場へシフトしていること

(Oc 170.8 vs Oc 176.8)が示された。これは1と2の問で認められた関係と同じであり、

41 



4は3のC-10に結合したアセトキシ基がイソプチリロキシ基に置換した化合物である

ことが強〈示唆された。 Fig.2・22に示すように、これは4のHMBCスペク トルで2本

のダプレッ トメチル (23-H、24-H)及び10-H(ふ4.86)より、カルポニル炭素C-21(8c 

176.8)に対してC-H遠距離スピン結合が観測されることからも支持さ れ、2の平面構

造は、 Fig.2-22に示す様に決定された。

I • 
Fig'.2-23、2-24に、またcochleamycinsAグループ (1、2)及びBグループ (3、4)の

相対立体配置をNOESYで観測されたNOEと共にFig.2-26、2-28に示す。なお、ここ

でも説明の便宜上、 Fig.2-25に示すように各リングにA，B，Cの名称を与えた。
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Fig. 2-22. Cochleamycin B2 (4)において観測されたC-H遠距離スピン結合

第 7節 Cochleamycinsの相対立体配置
うも

Cochleamycinsの相対立体配置をphase-sensitiveNOESYスベクト ル及び'H-NMR
十

スベク トルのスピン結合定数より検討したo 'H-、13C-NMRスペク トルより1と2、ま

た3と4は同ーの相対立体配置である ことは明らかであったので、相対立体配置の検

討には、 シグナルの分離の良い2及び4を用いた。 2及び4のNOESYスベクトルを
Fig. 2-23. Cochleamycin A2 (2)のphasesensitive NOESYスペクトル (CDCI3中)
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Fig. 2-24. Cochleamycin 82 (4)のphasesensitive NOESYスペクトル (CDCI3中)

。

OH 

R=CH3 Cochleamycin A 
R=CH(CH3l2 Cochleamycin A2 

R=CH3 Cochleamycin 8 
R=CH(CH3)2 Cochleamycin 82 

Fig. 2-25各環の名称
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Fig. 2-26. Cochleamycins A (1)， A2 (2)の相対立体配置

及び2のNOESYスペクトルで観測されたNOE
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一方結合がtransの場合を想定すると、 B環に対してC環がaxial-axia型に結合した
4 • 

まず2のAB環の結合 (C-7-C-11)の相対立体配置について検討した。一般にシクロ

立体配座は極めて不利であるため、 Fig.2-27 (b)に示すような equatrial-equatria四ピシナル(二面角約00) 、ペンタン環のピシナルなCISプロトンの結合定数は約8Hz

の立体配座について考察すればよいと考えられる。この場合6-Hと14-Hはantiとなり、なtransプロトンの結合定数は約OHz (二面角約900) と報告されている哨。 Fig.2-26

観測されたNOEおよびJS • 14の値を説明することはできない。以上の結果より、 BC環(a)に示すように2ではJ7 • 11 =7.0Hzであることから、本結合がCISであることが示唆さ

の結合はCISであると結論した。れた。またこれは、 C環の5-Hと7-H、11-Hの間にNOEネットワークが観測されるこ

次にA環の相対立体配置について検討した。 Fig.2-26 (b)に示すように9-H-10-H間とからも支持された。

に強いNOEが観測され、 20-CH3-10-H問に認められるNOEは弱いものであった。従っBC環の結合 (C-6-C-14)については以下のように検討した。Fig.2・26(b)に示すよ

て9-Hと10-H、20-Cト13とC-10に結合した置換基(イソプチロキシ基)はそれぞれCISうに、 A環の8位のメチレンプロトン8・Ha(IiH 1.70)、8-Hb(IiH 1.68)のうち、 7-H-

であることが明らかとなった。また7-H-8-Ha (丸1.70)、8-Ha-20-CH3問にNOEが8-HaでNOEが観測され、 7・H-8-Hbでは観測されなかった。従ってFig.2-25に示す

観測され7-H、8-Ha、20・CH3が同一面側に位置していることが明らかとなった。こ
0・ように7-HをB環のP面側に位置するように記述すると、 8-HbはB環のα面上に位置し

れは逆の函側に位置する8-Hb-9-H、9-H-10-H閥でNOEが観測されることからもている。この8-Hbと6-H、14-Hの問にNOEネットワークが観測されることから、

確認された。さらにJ，o.11 =OHzであること及び10-H-12-H問でNOEが観測されるこ6-H 、 14- H共にB環のα面側に向いていることが示された。またJS• '4=5.6Hzであるこ

とから10-Hと11-Hはtransであることが示され、 A環部分の相対立体配置を決定するとから、 Karplusの式(J=1Ocos2e)よりふHと14-Hの二面角は450前後であると推定さ

ことができた。れた。Fig.2-27 (a)に示すように結合がCISの場合、6-Hと14-Hは各環の同一面側に存

B環の相対立体配置については以下の よう に検討した。 Fig.2・26(c)に示すようにf・在し、 6-Hと14-Hの二商角は600前後となる。従って観測されたNOEおよびスピン結

6-Hと7-H問ではNOEが観測 され、JS.7=2.4Hzであっ た。従って両プロ トン間の二面
合定数を合理的に説明することができる。二面角の若干の不一致は、 B環がシク ロヘ

角は600前後であると推定された。しかしながらこれらの結果からは、直接的に6、7キセン環であることに由来するひずみの寄与によるものと考えられる。

H 

子，C-6X ~._ 
C環 I Y I U 崎一 ，

H 

(b) trans 二面角1800

位の立体化学について結論することは出来なかった。そこで、周囲のプロトンの環

境から立体化学を考察することとした。 5-H-6-H間ではNOEは観測されず、 Js.

s=11.3Hzであることから5・HとらHの二面角は1800に近いことが推定される。前述し

たように5-Hは11-HともNOE相関が認められることからB環の日面上に位置している

と考えられ、従ってらHはB環のα面側に向いていることが判明した。さらに5-H-

7-H聞及び6-H-8-Hb聞でNOEが観測されることから6-Hと7-Hはtransであることが
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Fig. 2-27. BC環の結合
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判明し、 B環の相対立体配置及びAB環部分の相対立体配置が明らかとなった。

C環とs-ketoo-Iactone環の相対立体配置については、 Fig.2-26 (c)に示すように検

討した。前述したようにC環の5-HはB環の日面上に位置しており、 C環の16・Hとこの

5-Hとの問には渡環的なNOEが観測された。さらに16-HについてはB環の13-Hとも

NOE相関が認められた。 13-HとNOE相関が認められることから、 16-Hは5-Hと同 じ

C環の9面側に存在することが判明した。また5-HとNOE相関が認められることから、

16-HはC環の内側に位置していることも判明した。従ってC-16に結合した水酸基は

C環の外側に位置していることが示された。またLl4.SはZであり(第 6節参照)、

18-Hb-17・Hb聞でNOEが観測されたことから、 C環とs-ketoo-Iactone環との位置関

係は一義的に決定された。以上の結果より、 Fig.2-25に示すように2の相対立体配置

を決定することが出来た。

次に4の相対立体配置について検討した。まず4のAB、BC問の結合について検討

した。 Fig.2-28 (a)に示すように、 2と同様にAB環の結合 (C-7-C-11)はCISであるこ

とが、 C環の5-H 、 7-H 、 11-H の間にNOEが観測されること及びJ7 • 11 =7 . 0Hzである こ

とから判明した。またBC環の結合 (C-6-C-14)もCISであることが、B環のα面上に

位置する8-Hb(九 1.59)、6-H、14-Hの間にNOEが観測されることおよびJ6.'4=3.8Hz 

であることから結論された。

さらに4のNOESYスベクト Jレ解析の結果、Fig.2-28 (b)に示すように4のAB環部分

で観測されたNOEは2と完全に向ーであり、 C-9、C-10の相対立体配置を含めてこの

部分の相対立体配置は2と4で保存されていることが判明した。

C環(シクロヘキサン環)のコンフォメーションについては、 Fig.2-28 (c)に示す

ように1，3-diaxialの関係にある5-Hb(OH 1.65) -16-H及び6-H-15-Hb (九1.47)でNOE

が観測されること、及び1，2-diaxialの関係にある5-Hb・6-H、15-Hb-16-Hのス ピン

48 
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R=COCH3 Coct、leamyclnB 
R=COCH(CH，):， C田 hleamycln82 

NOE 、、ー/

J7，11=7.0Hz 

J 6•14=3.8Hz 

JSb. 6=13.1 Hz 

J'Sb.16=13.4Hz 

Fig. 2-28. Cochleamycins B (3)， B2 (4)の相対立体配置

及び4のNOESYスベクト ルで観測されたNOE
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結合定数がJSb•6=13.1 Hz、J由。，6=13.4Hzであることからchair型であることが明らか

となった。従って16-Hはaxial配向でC環のP面側にC環に対して垂直に立っているこ

とが示された。

次にC環とC-1、0-2、C-3、C-4、C-16、C-17、C-18、C-19より構成される

3・oxabicyclo[2， 2， 2]octane-2，6-dione構造との立体配置についてFig.2-29に示すよ

うに検討した。 3-oxabicyclo[2，2，2]octane-2，6-dione構造は、極めて固定したコンフォ

メーシヨンを取っていると考えられる。この際、 Fig.2-29 (a)及び(b)に示すようにピ

シクロ環上のふラクトン環とシクロヘキサノン環の位置関係の異なる2通りの立体配

置が考えられる。

4の'H-NMRスベクトルにおいてはC-1を介して結合しているSp3メチレン炭素C-17、

C-18の17-Hb(OH 1.82)と18-Ha(九2.72)の聞にはw-配座構造に由来する遠隔スピン

結合(J=3.2Hz)が観測されている。またNOEに関してはFig.2・29のNOESYスペクト

lレに示すように、 axial配向であるC環の16-H(丸2.04)と17-Ha(九2.18)問、 17-Haと

18-Hb (OH 2.42)閥で相関が認められている。 3-oxabicyclo[2，2，2]octane-2，6・dione構

造が(a)の配置である場合、上述したW 配座構造に由来する遠隔スピン結合及び2つ

のNOEが合理的に説明できる。一方 (b)の配置の場合、 16-Hから速いはずの17-Hbに

対して NOEが観測されていることとなり合理的に説明できない。従って、

3-oxabicyclo [2，2， 2]octane-2，6-dione構造は (a)の配置であることが明らかとなった。

以上の結果より、 Fig.2-25に示すように4の相対立体配置を決定することが出来た。
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Fig. 2-29 C環と3-oxabicyclo[2，2，2]octane-2，6-dion巴構造との立体配置
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第8節 分子力場計算を用いたcochleamycinA (1)のコンフォメーション解析

最近、 cochleamycinsと極めて類似した構造を有するmacquarimicinsが、 Johnson

らにより報告された49，明。 Macquarimicinsの構造をFig.2・30に示す。

Mao<u剖m回nA

20 
CH_ 
君" 。

20 
CH3 

Ma:羽uanm口nC

Fig. 2-30 Macqarimicin A， Bの構造

。

Macquarimycinsの相対立体配置はX線結晶構造解析により決定されており信頼で

きると考えられるが、前節で決定した1の相対立体配置とmacquarimicinAの相対立

体配置とは、 c・9のみが異なっている。そこでcochleamycinsの相対立体配置を確認

するため、 1の溶液中での安定なコンフォメーションを分子力場計算を用いて解析し

fこ。

1.方法

良好な結合長、結合角をもっ分子モデルを作成するためにX線解析で求められてい

るシクロペンタン、シクロヘキセンの2つの環をデータペースより抽出し、この2つ

の環を融合することにより、 AB環部分を構築した。また、 8-lactone環部分も同様に

シクロヘキセンより構築した。この2つのフラグメントをTripos力場51)の標準的結合

長、結合角を用いて結合し、 Fig.2-30に示すモデルを作製した。各環梼造の一部を

切断して(Fig.2-31破線部分)全体を線型の分子構造にした後、→印で示す13個の結合
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ー

-ー

を50刻みで回転させ、1の環構造をとれるコンフォメーションを網羅的に検索した。

このようにして求めたコンフォメーションはFig.2-31に示すR100、R400の2つの型

に分類された。

。

17 

Fig. 2-31. Cochleamycin A (1)のシュミレーションモデル

さらに確認のため分子動力学 (MolecularDynamics)計算により 700K→200Kへの

simulated annealingを試み、いくつかのコンフオメーションを発生させたが、 R100

或いはR400型以外のものは見い出さなかった。

最後にC-9、C-10、c・16に置換基を導入し、 1の全構造を完成させた。 R100，

R400のコンフオメーションをFig.2-32に示す。

Fig.2-32.分子力場計算により算出されたcochleamycinA (1)の溶液中の

コンフォメーションR100，R400 
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2 ピシナルスピン結合定数、原子関距離を用いた各コンフォメーションの検討

R100、R400のコンフォメーションは、 1の8環(シクロヘキセン環)、 C環、日-keto

ふlactone環部分についてはほぼ同じであった。この部分のコンフォメーションは、

Fig.2-26に示すNOESYスペクトルより推定される相対立体配置と良い一致を示した。

しかし両コンフォメーションは、シクロペンタン深部分で大きく異なっていた。す

なわちFig.2-33に示すように、シクロベンタン環のC-7、C-8、c・10、C-11により形

成される面に対して、 R100はB環とC-9がsyn、R400はantiである。そこで、それぞ

れのシクロベンタン環のピシナルスピン結合定数を二面角 (e)より Karplusの式

(J=10cos2e)に準じて推定し、実測値と比較した。また1では9-H-14-H問でNOEが

観測されることから、これらの原子聞の距離も合わせて検討した。結果をFig.2-33

(a)、(b)に示す。 R100のピシナルスピン結合定数はJ7.8b[実測値 7.0Hzvs計算値

1.7Hz (二百角 114 0)ト J8b• 9 [実測値9.0Hzvs計算値 5.4Hz(二面角430)]以外は実測値

と非常に良い一致を示し、また9-H-14-H聞の距離も 2.7Aと、 NOEが観測される範

囲内であった。一方R400のピシナルスピン結合定数と実測値はかなり異なっており、

9-H-14-H間の距離も4.6Aと計測されNOEカ宅見測されるには遼すぎると判断された。

従って、 1はR100に近いsyn型のコンブオメーシヨンをとることが強〈示唆された。

R100においてらHa、8-HbがFig.2-33のα面側に200程度シフ トして位置する と、

7-H -8-Ha、Hb-9-H問の計算されるピシナルスピン結合定数は、全体的に実測値と

一致が良くなる傾向にある(J7.白[実測値 9.9Hzvs計算値9.5Hz(二面角 13.30 )] 、 J7• 8b

[実測値 7.0Hzvs計算値 4.9Hz(二百角1340)トJ...9[実測値9.0Hzvs計算値6.1Hz

(二面角 141 0 ) ] 、 J8b• 9 [実測値9.0Hzvs計算値 8.5Hz(二面角230)]}。従ってス ピン結合

定数からは、この形が溶液中のコンフォ メーションにより近いことが考えられる。
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<observed> 

<calcd.> 

a) R100 (syn) b) R400 (antl) 

9-H -14-H 2.7A 9・H-14-H 4.6A 

c) R100' (syn) d) R400・(antll

9-H -14-H 4.6A 9-H -14-H 5.0A 

Fig目 2-33.算出された各コンフォメーションのシクロペンタン環部分のピシナル結

合定数及び9-H-14-H問の距離の実測値との比較

55 



3. Macquarimicin Aの構造との比較

前述したように、 cochleamycinsと極めて類似した構造を有するmacquarmicinsが、

Jacksonらにより報告された柑田101とmacquarimicinAとは、 C-9の相対立体配置の

みが異なっている。そこでmacquarimicinAと同じC-9の立体配置を有する化合物 (5)

(Fig.2-34)を想定し、その安定なコンフオメーションを1と同様の手法を用いて分子

力場計算により推定した。なお、 5におけるC-10の立体配置は1のNOE実験の結果よ

り設定した。この場合も1と同様にシクロベンタン環C-9の向きの異なる2つの コン

フォメーションが算出された [R100・(syn)、R400・(antl)]。次にそれぞれのシ クロペ

ンタン環部分のピシナルスピン結合定数を、二面角 (8)より Karplusの式 (J=1 Ocos
2
8 ) 

に準じて推定した。また9-H-14-H聞の原子聞の距離も合わせて検討した。 結果を

Fig. 2-33 (c)、(d)に示す。推定されたピシナルスピン結合定数は、 R100" R400'共

に1の実測値と大きく異なり、また9-H-14-H間の距離も4A以上であった。従って1

のC-9の相対立体配置はmacquarimicinAと異なる事が分子力場計算によるデータか

らも支持された。

20 
CH3 

5 Macqu田 micinA

20 
~H3 。

Fig.2-34想定化合物 (5)及びmacquarimicinAの構造
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第9節 Cochleamycinsの生合成

Cochleamycinsは特異なcarbocyclic構造を有しており、その生合成機構に興味が

持たれた。そこでcochleamycinsの炭素骨格の由来を調べるために、 13Cラベル前駆

体の取り込み実験を行った。 Cochleamycinsは生合成的にはポリケタイドであるこ

とが予想されたため、培養液に[1_'3C]、[2_'3C]、[1，2-'3C
2
]酢酸ナ トリウム、及び

[3_'3C]プロピオン酸ナトリウムを添加し、 cochleamycinsに取り込ませた。各13Cラ

ベル前駆体の添加はcochleamycinsの生産の始まる直前である培養開始48時間後に、

1 g/literの割合で培養液に加えるこ kにより行った。この結果、1、3においては

Table 2-7に示すように、[1_'3C]酢酸ナトリ ウムの添加により、C-1、3、6、8、12、

14、16、19、21の13Cシグナルの面積強度が3-7倍に増加し、[2_'3C]酢酸ナト リウ

ムの添加によ り、C-4、5、7、11、13、15、17、18、22の13Cシグナルの面積強度

が3-7倍に増加した。また[3_'3C]プロピオン酸ナトリウムの添加では3のC-10の13C

シグナルの面積強度が18.5倍増加した。さらに[1，2-'3C2]酢酸ナ トリ ウム取り込み笑

験を行い、各炭素の 13C_'3Cスピン結合定数を測定することにより、 各々の酢酸単位

を明らかとすることができた (Table2-7)。以上の結果よ り、 1、3の炭素骨格の由来

をFig.2-35に示すよ うにすべて明らかにすること ができた。また本化合物群がポ リ

ケタイド系の生合成経路によ り生合成されることを証明することができた。
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第 10節 Cochleamycinsのチオール化合物との反応

前述したようにStreptomycessp. OT136株の培養抽出物から、チオ ールの系で活

性を示す新規化合物cochleamycinsA、A2、B、B2を得た。 Cochleamycinsはすべて

P388マウス白血病細胞に対して増殖抑制作用を示した (Table2-11 p.72参照)。そこ

でこれらの物質がチオールの系で活性を示し、癒細胞増殖抑制作用を示す機構につ

いて検討した。

1 チオールの系に士すするcochleamycinsのイ乍用

Coch leamyci nsを50叩ずつペーパーディスクに浸透させ、第1章に記載した方法で

コン トロール及び2mMメルカプトエタノール入りプレート上でのBacillussubtilisに

対する抗菌組止円の直径を測定した。また、 cochleamycinsとL-システインとの反応

性を調べるため2mML-システインを含むプレートでのBacillussubtilisに対する抗菌

阻止円の直径もあわせて測定した。その結果をTable2-9に示す。 CochleamycinAグ

ループ(1、2)はBacillus印刷lisに抗菌作用を示し、その抗菌阻止円の直径は2-メル

カプトエタノール、 しシステインを含むプレートで減少した。これは1、2がこれら

の物質と反応し不活性化するためと考えられる。 Bグループ (3、4)は癌細胞に対す

る増殖抑制作用は示すもののBacillussubtilisに抗菌作用を示さず、チオールの系で

は険性であった。従って本試験ではチオール化合物との反応性は検討でき なかった。

Table 2-9チオール化合物がcochleamycinA (1)、A2(2)の抗Bacillussubtilis活性

へ与える影響

D町岡 町ofin他社JO(lZ四百(mm)

Corr平旧und Dose (同/di出) co吋巾I+2-mer，ωpt四 thanol(2mM) +L.cystein (2mM) 

Cochleamycin A (1 ) 0.5 。 。 。
5 15.0 。 10.0 

50 22.0 13.5 17.5 

Cochleamycin A2 (2) 0.5 。 。 。
5 16.0 。 11.0 

50 24.5 14.0 19.0 

62 

， . 

'・

f・

1‘ 

2. Cochleamycinsの2-，;(ルカプトエタノールとの反応

以上の結果より 1、2はチオール化合物と反応し、不活性化される可能性が示され

たためcochleamycinsと2-メルカプトエタノー lレの反応性を検討した。室温で、

cochleamycins (5-10mg)をメタノール1mlに溶解し、これに2当量の2・メ Jレカプトエ

タノーJレを加え撹排した。反応の進行はTLCで1時間観察した。その結果、 8グルー

プ(3、4)は2-メルカプトエタノーJレと反よt、しないが、 Aグループ (1、2)は瞬時に反

応し、付加体を与えることが判明した。

1の2-メJレカプ トエタノール付加体 (6)についてその構造を検討した。6の単離は

上述の反応液を濃縮後、シリカグルカラム[クロロ ホルムーメタノ ール(15:1)]を用い

て行った (収率70.3%)0 6の理化学的性質を以下に示す。外観無色粉末 ;融点("C)

140-142 (dec.) ;分子式 C23H3P7S • FAB-MS m/z 453 (M+Hf ; UV入ma，nm(c)

274(5400) ; IR v (KBr) cm" 3412， 2919， 1732， 1716， 1668， 12550 

Fig. 2-37. Cochleamycin A 2-，;(ルカプトエタノール付加体(6)の'H-NMR

スペクトル (CO，QO中)
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• 6の13C-NMRスベクトル及びそのデータをFig.2-38、Table2-10に示す。本スベク6の'H-NMRスペクト Jレ及びそのデータをFig.2-37、Table2・10に示す。本スペク

トルでは1でふ6.77に観測された5-Hのシグナルが消失し、九4.00(d J=11.6Hz)に新

たなシグナルカ寝見測された。また1では観測されなかったOH2.53、2.60及び九3.58、

3.61に、互いにスピン結合したシグナルが認められ、その'H化学シフトからこれら

トルでは1と比較してoc35.9、Oc63.8に2-メルカプトエタノール由来のシグナルが新

たに観測され、 'H-NMRスペクトルの解析と同様に1分子の2-;1ルカプトエタノール

が2-メルカプトエタノール由来のシグナルであることが判明した。またその積分値

が付加したことを支持した。また1で観測されたC-4(Oc 136.1)、C-5(Oc 154.0)、

C-19 (Oc 194.2)のシグナルが消失し、新たにOc41.9に1本、 Oc106.1に1本、 Oc

167.9-0c 172.9の領域に1本、 1では認められなかったシグナルが観測された。から1分子の2-メルカプトエタノールカf付加したことが示され、これはFAB-MSスベ

クトルで6がm/z453に(M+Hrイオンを与えることからも証明された。

13C_NMRスベクトルデータa

TablE: 2・10.Cochleamycin A 2-メルカプトエタノール付加体(6)の刷、及び

t. OH 

Fig. 2-38. Cochleamycin A 2-メルカプトエタノール付加体(6)の13C-NMR

Positio円

1 4.50 (m) 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 0.88 (d 6.7) 

21 

22 2.00 (s) 

2・ 2.53(dd 6.7， 13.4)， 2.60 (dd 6.7， 13.4) 
3・ 3.58(dd 6.7， 11.3)，3.61 (dd 6.7.11.3) 

• 

4.00 (d 11.6) 

2.21 (m) 

3.34(m) 

1.52"， 1.64" 
2.00
b 

4.76
b 

2.62 (m) 

5.60 (ddd 3.0， 3.0， 10.4) 
5.94 (br d 10.4) 
2.80(m) 

1.56"， 1.87 (ddd 6.1， 6.5， 16.8) 

3.66 (dd 4.9， 10.6) 
1.69"，2.04" 

2.25 (d 17.7)， 3.02 (dd 6.7，17.7) 
'80 160 140 120 60 20 100 80 " 

スベクトル (CD30D中)
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aTaken in CD，OD 
b Obscured by overlapping signals 

'Multiplicitities observed in the DEPT spectra; 

s， singlet; d， doublet; t， tnplet; q， qua同et
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:〉行ヘ。

2OA品

土、

2.04 

/'" ~ 'H-'H COSYで観測されたスピン結合

Fig. 2-39.Cochleamycin A 2-メルカプトエタノール付加体(6)の部分構造

次に13C-'HCOSYスペクトルを測定し、各'H、13Cシグナル間の相関を確認後、'H

-'H COSYスペクトルの解析を行った。この結果、 Fig.2-39に示すように2-メルカプ

トエタノーlレ由来のシグナルが帰属された。 [C-2・(OH2.53、2.60、oc35.9)、C-3・(OH

3.58、3.61、Oc63.8)]。また1同様にシクロベンタン環 (A環)、シクロヘキセン環 (B

環)部分のスピン結合ネッ トワーク、5-Hから 18-Hまでのスピン結合ネッ トワークが

観測された。このうち5位以外はtH、t3Cシグナルの化学シフ トは1と良い一致を示し、

66 
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1. 

f・

この部分の構造は6で保存されていることが示された。しかしながら1では九6.77に

観測されたらHのs〆メチンは、 6ではふ4.00に観測された。さらに1ではOc154.0と

sl炭素領域に観測されたC-5が、 6ではOc41.9と大きく高磁場側にシフトして観測

された。 以上のことから6は1に存在したC4-C5の二重結合が消失し、 C-5がSp3メ

チン炭素となった構造を有していることが判明した。

20 
CH3 

OH 

一一__ '3C_'H long range coupling 

Fig. 2-40. Cochleamycin A 2-メルカプ トエタノ ール付加体(6)において観測された

C-H遠距離スピン結合

Fig.2-40に示すように、 6のHMBCスペク トルにおいて2・メルカプトエタノールの

2'-H (丸2.53、2.60)よりC-5に対してC-H遠距離スピン結合が観測された。これによ

り2・メルカプ トエタノーlレのSH基がC-5に付加したことが明らかとなった。またFig.

2-40に示すように5-H、6-H(OH2.21)よりOc106.1の4級炭素に対してC-H遠距離スピ

ン結合が観測され、 Oc1 06.1のシグナルがC-4であることが明らかとなった。さらに

らH、18-H(OH 2.25)より Oc167.9の4級炭素に対してC-H遠距離スピン結合が観測さ
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れ、 Oc167.9のシグナルがc・19であることが判明した。 C-19の口C化学シフトは1で

はOc194.2に観測されたが、 6ではOc167.9と高磁場にシフトして観測されている。

C-19に隣接するC-4の'3C化学シフトがOc106.1であることも考慮すると、 6ではC-4

-C-19問の結合が二重結合であり、 1ではケトン炭素として観測されたC-19が6では

エノーJレ型で存在すると考えるとこの高磁場シフトをよく説明することができる。

さらに1-H(丸4.50)、5-Hからカルポニル炭素C-3(oc 169.8)に対してC-H遠距離スピ

ン結合が認められ、 o-Iactone環の存在も確認された。 6はC-4-C-5の二重結合の消

失にもかかわらず紫外部吸収を有するが(λmax274nm)、これはC-19-C-4 -C-3よ

りなる共役系が存在することによると説明することができる。

上記の結果より、 6はFig.2-41に示す構造を有することが明らかにされた。この構

造より、 6は1のC-5に2・メルカプ トエタノ ールがマイケル付加することにより生成

した物質であると考えられる。なお、本反応は立体選択的に進行すると考えられ、 6

のC-5の立体異性体は反応生成物中に認められなかった。

20 
CH3 

。寸yR

HO 

17 OH 

R=C H， Cochleamycin A 2-メルカプトエタノール付加体(6)
R=CH¥CH:J2 Cochleamycin A2 2・メルカプトエタノール付加体σ)

Fig. 2-41. Cochleamycin A 2-メルカプ トエタノール付加体 (6)および

cochleamycin A2 2-メルカプ トエタノール付加体 (7)の構造

68 
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180 

Fig.会42.Cochleamycin A2 2-メルカプトエタノールイす加イ本 (7)の

'H-NMRスペクトル (COPO中)

160 '" 120 100 80 60 40 20 

Fig. 2-43. Cochleamycin A2 2-メルカプトエタノール付加体(7)の

'3C-NMRスペク トル (COPO中)



2の2・メ Jレカプトエタノール付加体 (7)の'H、13C-NMRスベクト jレを Fig.2-42， 

2-43にそれぞれ示す。これらのスペクトルは6と極めて類似しており、元々の1と2

の相違点部分以外のシグナルは完全に同ーであった。従って7は、 Fig.2・41に示すよ

うに1の場合と同様に、 2-メルカプトエタノールのSH基が2のC-5にマイケル付加し

た化合物であると決定された。

3. CochleamycinsのL-システインとの反応

O、 引 _CH，
10T '"骨y。

。

~U~ 
Fig. 2-44. Cochleamycin A L-システイン付加体(8)の'H-NMRスペク トル

(CD30D中)

次に、 CochleamycinsのL-システインに対する反応性について検討した。室温で、

cochleamycins (5-7mg)を30%メタノール1mlに溶解し、これに2当量のL-システイ

ンを加え撹排した。反応の進行はTLCで1時間観察した。 2-メルカプトエタノ ールの

70 
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場合と同様に、 1及び2はL-システインと反応し、数分内に1及び2のスポットは消失

しfこ。

1とレシステインの反応生成物 (8)について反応液を濃縮後、シリカゲjレカルム[ク

ロロホルムーメタノール (2:1)]により精製した(収率19.8%) 0 8は極めて不安定であ

り、 'H-NMRスベクトルの測定のみしか行えず詳細な構造解析は不可能であった。

Fig.2-44に8の'H-NMRスベクトルを示す。しかし、 6の'H-NMRスベクトルとの比較

で考察すると、九3.56(dd J=2.7， 11.0Hz)に5-H、OH2.94-3.02にL-システインに由来

するシグナルが観測されており、 6，7と同様に、 Fig.2-43に示すように8もL-システ

インが1のC-5にマイケル付加した化合物であると考えられる。また8は、紫外吸収

を示さず、 6の'H-NMRでは観測されなかった4-Hに帰属される九4.96(d J=2.7Hz)の

シグナJレが認められることから、 C-19はケト型であると推察される。

第 11節 Cochleamycinsの生物活性

1. Cochleamycinsの癌細胞増殖抑制作用及び抗菌作用

Cochl巴amyclnsは、 invitroにおいて各種癌細胞に対して増殖抑制活性を示した。

MTT [3-(4，5-dimethyl-2-thiazolyl)-2，5-diphenyl-2件tetrazoliumbromide)]法による試

験結果をTable2-11に示す。また、 1、3のP388マウス白血病細胞に対するinvivoで

の抗腫蕩活性試験の結果をTable2-12に示す。試験は1x 10
6個のP388白血病細胞を

0日目にマウスの腹腔に移植し、 1、3を各濃度で1、5、9日目に腹腔内投与する事に

より行った。 1、3は25、50、100mg/kgの投与波度で有意な担癌マウスの延命効果

は認められなかった。

1、2はグラム陽性菌に対して抗菌作用を示した。結果をTable2・13に示す。一方、

3、4は50μg/ディスクの濃度で抗菌作用を示さなかった。なお、 1、2の2-})レカプ

71 



トエタノール付加体6、7は50悶 Imlの濃度で、 P388細胞に対する増殖抑制効果、

Bacillus subtilisに対する抗菌活性ともに示さなかった。

Table 2-11. Cochleamycinsの各種癌細胞に対する川 vitroでの増殖抑制活性

I C50 (μg/ml) 

Cellline 

P388 HL60 K562 COL0205 HT29 

Cochleamycin A (1) 1.6 14.0 6.2 16.5 19.1 

A2 (2) 2.0 12.8 7.0 16.5 20.8 

8 (3) 2.6 4.3 6.2 16.0 9.8 

82 (4) 4.0 6.8 6.2 18.0 12.0 

Table 2-12. Cochleamycins A (1)および8(3)のP388マウス白血病に対する

m VIVOでの抗!屋場活性

Dose MST
a T/C 

Compound (mg/kg/day) (days) (%) 

Control 。 10.0::!:O.00 100 

Cochleamycin A (1 ) 25 10.7::!:1.21 107 

50 10.8::!:O.84 108 

100 10.2::!:O.41 102 

Cochleamycin 8 (3) 25 11.2::!:1.02 112 

50 9.8::!:O.36 96 

100 6.2:!:1.56 62 

P388 mouse leukemia cells (1X10.cells) were inoculated i.p. into CDF¥ mice 

on day O. Drugs were administered i.p. on days 1， 5 and 9 

'Mean survival time 01 deceased mice 

bMean:!: SD 
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• Table 2-13. Cochleamycins A (1)およびA2(2)の抗菌活性

Organism Medium' Diameterof inhibition zone付官、)

A (1) A2 (2) 

Staphylococcus aureus FDA 209P 16 18 

S. aureusMS14146b 11 12 

S. aureusMS14287b 15 17 

Micrococcus luteus ATCC 9341 25 26 

Bacillus subtilisATCC 6633 15 15 

B. subtilisPCI219 15 17 

Escherichia coliN昨-lJ 。 。
Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490 。 。
Candida albicans Yu 1200 。 。
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 。 。
Plate diHusion assay. Each compoundwas applied onto lilter disks (8mm中)at the 

concentration 01 50~g. The disks were placed on plates seeded with the tested 

micr，∞rganisms on the top 01 the agar 

， 1: Nutrient agar (DIFCO)， 11: Sabouraud dextrose sgar (DIFCO). 

b Methicillin resistant strains 

2. RSV/NIH3T3車1M包のpp60"Cチロシンキナーゼ活性に対するcochleamycinsA (1 )、

A2(2)の影響

1がL-システインとも速やかに反応することから、 1、2がタンパク質中のシステイ

ンのSH基と反応し、癌遺伝子産物の機能を阻害する可能性もあると考えられる昂)。

そこで1、2がherbimycinAのようにSrcチロシンキナーゼを阻害する活性を有する

か否かを検討した。ラウス肉腫ウイルスを感染させたラット繊維芽細胞

(RSV/NIH3T3)のpp60"Cのチロシンキナーゼ活性に対する1、2の影響を調べた臼!判。

細胞破砕物より、抗Src抗体でpp60srcを回収し、 1、2存在下でのpp60srcのエノラー

ゼリン酸化能をオートラジオグラフィーで測定した。アッセイ法の概略を Fig.2-45

に示す。

1および2は10μg/mlの波度で組害活'性を示さなかった (Fig.2-46)。
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RSV-NIH3T3 cells 

lωd  with Iysis b陶 dsolubilized for 30min at OOC 
centrifuged at 15000g for 30 min 

• 第 12節考察

added with anti-Src antibody and incubated overnight at 40C 
added anti-mouse IgG antibody 

centrifuged at 15000g for 30 min 

Cochleamycinsは、特異なcarbocyclic骨格を有する新規抗腫窮抗生物質である。

本物質の生合成機構に興味を持ち、 13Cラベル前駆体の取り込み実験を行うことによ

りその炭素骨格の由来を明らかにすることができた。

通常、ポリケタイド系の物質の炭素骨格は、酢酸等の構成単位がheadto tail結合

Soluble fraction 

resuspended in reaction buffer 
added enolase and sample 

added !r-32pJATP 
incubated for 2 min at 220C 

added SDS-sample buffer 

により取り込まれ生合成される問。 Cochleamycinsの場合も、 C-5-C-6の酢酸単位

をスターターユニットと考えるとheadto tailルール通り一列に並べる事が出来る。

Precipitate 

しかしながら、 C4-C-5の部分のみはtailtotailの結合が生じている。この点について、

以下の様に考察した。
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Coch leamyci nsの生合成経路をFig.2-47に示すように推測した。まず、通常のポリ

ケタイドの生合成経路を経て、 9のような物質が中間体として生合成される。 9の
Autoradiography 

C-5位はアリル位で酸化を受けやすく、 arnebinol闘でも報告されている様に酸化を受

Fig. 2-45. pp60"cチロシンキナーゼ阻害活性測定法

…
M

門
川
れ

で
♂

けて末端のメチル基 (C-5)がアルデヒドへと変換され10が生成すると考えられる。

このアルデヒドへの酸化により、反応性の増大したC-6-C-7の二重結合がジエノフイ

97K-

68K-

シクロヘキセン環が生じ、 11へと変換される。 この様な放線菌での分子内

ルとなって、これとC-11-C-14からなるジエンとの問でDiels-Alder反応が進行し、

200K- Diels-Alder反応による生合成は、 nogarcidin等でも報告されている57，問。さらにこの

分子内環化反応の結果、 C-5のアルデヒドとC-4の活性メチレンが空間的に近い位置

に存在することとなり、 C-4がC-5にAldol反応し化合物12となり、これが脱水して

43K-

29K- -<111-Enolase 

cochleamycin Aグループが生成すると考えられる。 CochleamycinsAグループからB

グループへの変換は以下のように説明可能である。 CochleamycinA (1 )に於てはFig

Fig， 2-46. Cochleamycins A (1)， A2 (2)のpp60"cチロシンキナーゼ阻害活性

2・26(p. 45)に示すように、 C-4・C-5の二重結合はC-16の近傍に存在する。 C-4-C-5 

の二重結合が還元され、生じた化合物13のC-4位のアニオンにより、 C-16へのSN2
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型の求核的置換反応、が進行し、 cochleamycinB (3)が生成すると考えられる。勿論、• 
協奏的に反応、が進行し、 1から3が一気に生合成されるとも考えられる。この様な環

化反応は、イソプレノイド経路の生合成に於ける閉環反応、と類似のものであると推

察される59)。上記のような反応が生じればC-16の相対立体は、 cochleamycinsAグルー

これは実際の結果と一致する。またプとBグループで反転するはずであり、

cochleamycinsがDiels-Alder反応、により生成する場合、 cochleamycinsのシクロヘキ

N
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Fig. 2-48. Diels-Alder反応における立体的考察
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前述したように最近Jacksonらにより、極めてcochleamycinsと類似した構造を有

するmacquarimicinsが報告された49，向。 Macquarimicinsの構造をFig.2-30 (p. 52)に

示す。 Macquarimicinsとcochleamycinsの相対立体配置はC-9部分のみが異なってい

るのみであることから、両者の生合成経路はある時点までは完全に同一ではないか

と考えられる。

上述の生合成経路は化学的な類推によるものであり、 Diels-Alder反応、とAldol結合

の順序が逆であることも十分ありうると考えられる。今後、直接生合成中間体を単

離することにより生合成経路の詳細な検討を行いたい。

Cochleamycins Aグループは2つのカルボニル基 (C-3，C-19)と共役した二重結合

(C-4 -C-5)を有し、求核性のある化合物による付加反応を受けやすい物質であると考

えられる。実際、第10節で明らかにした様に、 1、2と2ーメルカプトエタノールをメ

タノール中で共存させると、瞬時に1、2のスポットが消失して2-メルカプトエタノー

ル付加体が生成された。 2・メルカプトエタノール付加体6、7はBacillussubti/isに対

して抗菌作用を有さないため、これが1、2が本スクリーニング系で陽性となる理由

であると考えられる。また1はL-システインとも反応することから、 1、2がタンパク

質中のシステインのSH基と反応する可能性も高いと考えられる。残念ながら1、2は

Srcチロシンキナーゼ活性を阻害しなかった。これは上原らがヨードアセ トアミド、

N-エチルマレイミドに関して報告しているように、 1、2の分子が小さすぎるために

活性中心に届かず阻害がかからないという可能性も考えられる問。 1、2の他のチロ

シンキナーゼ阻害作用、例えばEGF、PDGFレセプターの自己リン酸化に対する阻

害作用については今後の検討課題である。
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第3章 ColonyForming Assay (CFA)を用いたヒト大腸箔に有効な抗腫蕩抗生物質

の探索系

第 l節 スクリーニング系の構築

1.背景

近年多くの抗腫傷物質が開発されているものの、残念ながら年々増加傾向にある大

腸癌等の固形痛に奏効する薬剤jは未だ殆ど得られていないのが現状である。そこで

1986年、 NCIよりヒト固形癌に有効な抗履蕩物質を開発するためのスクリーニング

概念としてdisease-orientedscreenが提唱された28.開。これは癌細胞の抗腫鋳物質に

対する感受性が多様であることを重視した考え方であり、様々な癌種に対してin

vltroでの抗艇長5物質感受性試験を実施することにより、特定の図形癌に選択性の高

い抗腫鋳物質を見い出そうするものある。

著者は上記の考え方に従い、ヒト癌細胞に対するinvitro抗臆揚物質感受性試験とし

て、軟寒天中での癌細胞のコロニー形成能を指標とするColonyForming Assay 

(CFA)に注目した。本方法は、軟寒天中でのコロニー形成が細胞が癒化することに

よって示す普遍的な増殖形態であること、また服務組織の発育にコロニー形成能を

もつ stemcellが関与していると考えられることを基に、 1977年Hamburgerと

Salmonにより開発された試験法である問。 Salmonらは種々の抗腫揚物質と共に11時

間培養した癌細胞の軟寒天中でのコロニー形成能を検討し、コロニー形成を抑制す

る抗腫務物質は、その癌細胞を用いたInVIVO抗l盛務活性試験においても抗腫疲労j呆

の認められる可能性が高いことを報告している3510

CorbettらはCFAで癌細胞を軟寒天中に植え込んだ後、寒天表面上に抗臆蕩物質を

浸透させたペーパーディスクを設置して培養すると、その周囲にコロニー増殖阻止
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円が生じる現象を見い出した61，62)(Fig. 3-1)。また、問濃度の抗腫蕩物質を浸透させ

たペーパーディスクを寒天表面上に設置しでも、 CFAに用いる癌細胞によってコロ

ニー増殖阻止円の大きさに差が生じることを報告した61，6九この場合、 コロニー増殖

阻止円の大きさの差は抗腫傷物質に対する各癌細胞の感受性の差と判定できること

ができる。そこでCorbettらは、種々のマウス固形癌細胞及びマウス白血病L1210細

胞をCFAに用い、同一濃度の抗麗蕩物質に対するこれら細胞関での感受性の差を上

記のペーパーディスク法を用いて検討した61，62)。この方法は1細胞につき1枚のシャー

レを用いることで各細胞聞の薬剤lに対する感受性の差を評価できるため、多くのサ

ンプルを迅速に検定できる点で優れた方法である。

Fig.3-1.ペーパーディスクの周囲に生じたコロニー増殖阻止円

(細胞はヒト大腸癌COL0205)

Corbettらの検討の結果、既知抗腫蕩抗生物質acivicin回，叫(Fig.3-2)がCOLON#38，

#9 (マウス大腸癌)に、またacetoxycycloheximide65)(Fig， 3-2)がPanc#3(マウス勝臓
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癌)に特異的に有効な物質として選抜されること が報告されている 61，62)0 Acivicin、

acetoxycycloheximideはこれらの細胞を用いたJnVIVOでの抗腫務活性試験で優れた

抗腫第効果を示しており 61，問、 Corbettらの方法はinvivoでの抗腫蕩活性を良く予見

することが示された。

ν"N 
¥____/( 

Acivicin 

H3C/"，の

Acetoxycycloheximide 

Fig. 3-2. Acivicin及びacetoxycycloheximideの構造

2.スクリーニング系の構築

。

以上より、著者は、ヒト固形癌に対して選択的に有効な抗腫蕩抗生物質を微生物代

謝産物よりスクリーニングする方法として、かれらの方法に準拠した手法を採用す

ることにした。

スクリーニングの対象とする固形癌種としては大腸痛を選択した。大腸癌は食生活

の欧米化に伴い、日本でも患者数が急激に増加傾向にあり、今世紀末までには癌に

よる死亡率で胃癌を抜き 、肺筋、乳癌とともにヒトの悪性腫揚のなかで主要な位置

を占めるようになると推定されている 66-明。大腸癌に対する化学療法としては

5_FU69)、CDDp70)、mitomycinC3)等の薬剤を使用する場合が多いが、必ずしも良好

な治療成績は得られていないのが現状である7107210
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具体的な手法としては、マウス白血病L1210細胞及びヒト大腸癌COL0205細胞百)

を用いてCFAを実施し、そのシャーレ上に微生物培養液を浸透させたペーパーディ

スクを設置した。 CO2インキユベーター中で10日間培養後、ペーパーディスクの周

囲に生じたコロニー増殖阻止円の半径を測定し、 COL0205のコロニー形成をL1210

と比べてより強〈抑制する活性を、大腸癌に選択的に有効な物質の活性の指標とし

た。スクリーニングに際しては、それぞれの細胞に対する選択性を評価するために

必要に応じて微生物培養液を適宜希釈して使用した。

なお、本スクリーニング法は結果判定までに10日を要することから、活性物質の

単離においてはMTf法を用いたマウス白血病P388細胞に対するinvitro細胞増殖抑制

活性を指標として用いた。化合物が単離された際には本アッセイ系で再試験を行い、

活性の確認を行った。

詳細なスクリーニング系のプロトコールは以下に示す通りである。

(1)臆蕩細胞

COL0205、L1210細胞はRPMI1640培地にpenicillinG 100U/ml、streptomycin

100同 Iml及び、牛胎仔血清 10%を添加した培地で継代維持した。

(2) Colony Forming Assay 

2-1)下層の作製

寒天 (agarnoble: Difco社製)を蒸留水にて3.6%(w/v)に懸濁し、 120"Cで20分間オー

トクレープにて溶解滅菌した。その後使用までの問、 55'Cの温浴中に保存した。培

養液はpenicillinG 100U/ml、streptomycin100μg/ml及び牛胎仔血清 15%を含有し

たRPMI1640培地を用いた。この培養液も使用までの問、 55'Cの温浴中に保存した。

3.6%寒天溶液と培養液を 1:5の容積比で混合し、 0.6%寒天含有培養液を作製した。

これを35mm径のシャーレに1mlずつ分注し、室温で硬化させた (30分間)。
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2-2)上層の作製

下層と同ーの3.6%寒天溶液を使用までの問、 40"C温浴中に保存した。培養液は下

層と同一組成のRPMI1640培地を用いた。この培養液は使用までの閥40"Cの温浴中

に保存した。生細胞数をTrypanBlue Dye Exclusion法により測定後、 RPMI1640培

地中に生細胞数として2x 106/mlになるように添加した。

3.6%寒天溶液と細胞を懸濁したRPMI1640培地を1:9の容積比で混合し、 0.3%寒天

含有培養液を作製した。これを直ちに硬化した0.6%寒天含有培養層(下層)上に

1mlずつ重層し、室温で硬化させた (30分間)。

2・3)サンプルの添加

同ーの微生物培養液を浸透させたペーパーディスク(東洋滅紙、 thin、6mm)を2枚

用意し、 L1210、COL0205細胞を含有するシャーレの端に1枚ずつ設置した。なお、

ペーパーディスクは微生物培養液を浸透させた後、 3時間以上クリーンペンチ内でよ

く乾かしたものを使用した。

以上の条件で35mm径シャーレを 10日間、 5%C02インキュベーター中で培養し、

L1210、COL0205細胞を含む培地上のペーパーディスクの周囲に生じた増殖阻止円

の半径を測定した。

第2節 スクリーニング系の既知抗腫蕩抗生物質に対する応答

本スクリーニング系で、一般的な既知抗腫第抗生物質であるactinomycinDや

adriamycinがと事の様な応答を示すかを検討した。結果をTable3-3に示す。表より明

らかなように、 L1210とCOL0205に対して両化合物はOい10同Imlの濃度で増殖阻

止円を形成したが、いずれの濃度でも明らかにし1210に対してより強く作用し、大

腸癌COL0205に対する選択性は示さなかった。よって本スクリーニング系において
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COL0205に選択的に強く作用する物質を選抜することにより、既知抗腫蕩抗生物質

を除去できる可能性が示唆された。

Table 3-1. Actinomycin 0及びadriamycinの本スクリーニング系での応答

Compound Concentration Inhibition radius (mm) 

(μg/mり COL0205 L 1210 

Actinomycin 0 0.1 7 12 

10 20 

10 15 >30 

Adriamycin 0.1 10 12 

16 24 

10 20 >30 

第3節まとめ

ヒト大腸癌に有効な抗腹話5抗生物質を探索するスクリーニング系としてColony

Forming Assay (CFA)を用いた手法を擁立した。具体的にはマウス白血病L1210及び

ヒト大腸癌COL0205を用いてCFAを笑施し、 それぞれの細胞に対する薬剤の感受性

を試験を試験した。感受性試験にはCorbe口らの用いたペーパーディスク法を採用し、

COL0205に選択的に強く作用する物質を探索した。本スクリ ーニング系を用いて放

線菌、 カピの約5500株のアセ トン処理プロスより探索を行い、新規物質

vicenistatin
40
) (第4章)を得た。
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第4章 Vicenistatinに関する研究

第 l節 Vicenistatinの発見

群馬県桐生市の土嬢から分離された放線菌HC34株の菌体抽出物が、 CFAの系で活

性を示すことを見いだした。 P388マウス白血病細胞に対して増殖抑制作用を示す活

性物質を単離し、構造解析を行ったところ、 20員環ラクタム構造と新規なアミノ糠

を有する新規物質であることが判明し、本物質をvicenistatin
40
)(Fig. 4-1)と命名した。

16 

14〆15

1:~ 

H4N 斗。

21 

CH3 
20 

Fig. 4-1. Vicenistatinの構造

第 2節 Vicenistatinの生産菌

1 形態

17 

18 

19 

23 
CH3 

NH 

。

基生菌糸より生じた気菌糸は、単純分校をなして伸長し、胞子の連鎖は10-50個程

度で、胞子鎖は直鎖およびループ状である。胞子の形は円筒型または長円形で、大
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きさは約0.5-0.7μmxO.7-1.6μmであり、その表I日は平滑である。 j白下褒、鞭毛j抱子、 ' 
E白A核などの特殊形態は認められない。 HC34株の気菌糸のむ子顕微鏡写真をFig.4-2

に示す。

a) 5，000倍 b) 20，000倍

Fig. 4-2. HC34株の電子顕微鏡写真

2. 各種培地上の生育状態

HC34株を各種培地に27'C、 3週間培養した結果をTable4-1に示す。概要すると、

HC34株は、グリセロール・アスパラギン寒天培地及びチロシン寒天婿地での生育は

貧弱であり、シュークロース硝酸塩寒天培地および栄養寒天培地での生育は中程度

であるが、その他の培地上では良好である。気菌糸は、グルコース・アスパラギン

寒天培地、スターチ無機塩寒天培地、イースト ・麦芽寒天培地およびオートミール
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寒天培地では良く治生する。スターチ無機底寒天上奇地、チロシン寒天培地、イース

ト・麦芽寒天培地、オートミール寒天培地上で薄赤色の可溶性色素の生産が認めら

れる。

Table 4-1. HC34株の各種培地における生育状態

Sucrose -nitrate agar G: Moderate Tyrosine agar G: Poor 

8: Greenish white R:Da出yellowishbrO'v.m 

Am: Moderate; Am: Poor; 

bluish white dark yellowish gray 

Sp: None Sp: Pale red 

Glucose -asparagine G: Good Nutrient agar G: Moderate 

agar R: Grayish yellow R: Yellowish white 

green Am: Poor; yellowish white 

Am: Good; grayish yellow Sp: None 

Sp: None Yeast extract -malt G: Good 

Glycerol -asparagine G: Poor extract agar R: Dark red 

agar R: Pinkish white Am: Good; 

Am: Poor; light geenish gray 

pinkish whは@ Sp: Pale red 

Sp: None Oatmeal agar G: Good 

Inorgan悶 salts- G: Good R: Red purple 

starch agar R: Dull red purple Am: Good; 

Am: Good; light greenish gray 

light olive gray Sp: Pale red 

Sp: Pale red 

G: growth， R: reverse side of∞lony， Am: aerial mycelium， Sp: soluble pigment 

3. 生理的性質及び炭素源の資化性

HC34株の各種生理的性質とPridham& Gottlieb寒天培地上における炭素源の資化

性は、 Table4-2にまとめて示す通りである。
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Table 4-2. HC34株の生理的性質および炭素源の資化性

Temperature lor growth 

Production 01 melanoid pigments 

Tyrosine勾ar

Peptone -yeast extract -iron agar 

Tryptone -yeast extract agar 

Hydrolysis 01 starch 

Liquelaction 01 gelatin 

Peptonization 01 milk 

Coagulation 01 miD< 

Utilization 01 cartJon source 

Utilized 

Not utilized 

4. ジアミノピメリン酸の分析

しarabinose，[). xylose， 

ひ glucose，ひlructose，

sucrose， inositol， 

raHinose， Dーπlannitol，

galactose， [). mannose， 

昨1altose

しrhamnose，so巾itol

8 -30oC 

Negative 

Negative 

Negative 

Negative 

Negative 

Negative 

Negative 

細胞壁構成アミノ酸の一つであるジアミノピメリン酸を分析した結果、 LL型であ

ることが判明した。

5 考察

以上の菌学的性質を要約すると、 HC34株は以下の特徴を有する。

(1)胞子鎖は直鎖及びループ状で、胞子の表面は平滑である。

(2)気菌糸の着生はグルコース・アスパラギン寒天培地、スターチ無機塩寒天培

地、イースト・麦芽寒天培地およびオートミール寒天培地上では良好である。気菌

糸の色は灰味黄緑~明るいオリープ灰~明るい緑味灰であり、気菌糸の裏面の色は

緑味白~暗い黄茶~黄茶白~ピンク白~にぶ赤紫~暗い赤~赤紫の色を示す。

(3)チロシン寒天培地、ペプトン ・イースト・鉄寒天培地、 トリプトン・イース
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1. • 
ト液体培地ではメラニン様色素を生成しないが、うす赤色の可溶性色素が認められ

る。

(4)しラムノース、ソルピトールは資化されない。

(5)細胞盛ジアミノピメリン酸はLLタイプである。

これらの結果から、 HC34株はBergey'sManual 01 Determinative Bacteriology叫よ

りStreptomyces属に属する菌株であると考えられる。経までの同定は終わっていな

いため、本菌株をStreptomycesSp. HC34株と同定した。

なお、本菌株は平成3年12月16日に通産省工業技術院微生物工業技術研究所に寄託

されて、 「微工研条答第3680号J(FERM BP-3680)の番号を得ている。

第3節 Vicenistatinの発酵生産

1. 生産培地

Vicenistatinの培養には、 Table4-3に示した生産培地を用いた。なお、ジャーフアー

メンターにて培養する場合は、本培地に消泡剤として、 NissanDisloam CA-123 

" (日本油脂(株))を0.02%添加した。

4‘ 

Table 4-3. Vicenistatinの生産培地組成

Potato starch 

Soya Ilak巴

Yeast extract 

Corn steep liquor 

NaCI 

MgSO.・7Hp

CaC03 

CoCI2・6Hp
pH 

89 

3.0% 

1.5% 

0.2% 

0.5% 

0.3% 

0.05ちも

0.3% 

0.0005% 

7.2 



2. 種母の調製 ' 菌体量は、培養5日目まで順次増加した後、 6日自にIysisによるためか、減少した。
培地のpHは、培養初期に6.5まで下がった後、徐々に上昇し7.8前後で平衡に達した。上記生産培地100mlを分注滅菌した 500剛容 Erlenmeyer型フラスコに、

Streptomyces sp. HC34株をスラントより一白金耳接種し、ロータリーシェーカー

上で27"Cにて3日間振塗培養 (200rpm)を行い、これを種母とした。

3. 本培養

Vic巴nistatinの生産は、培養3日目に始まり、培養5日目に最高に達した。

そこで、 Streptomycessp. HC34株の培養期間を5日と決定し、培養5日自の菌体面

分をvicenistatinの精製に供した。

種母培地と同じ組成を有する生産培地30リットルを50リットル容ジャーファーメ

ンターに分注滅菌し、これに上記種母100mlを接種して、 27"Cにて5日間、 150rpm、

0.5v/v!mの通気撹祥培養を行った。

第4節 Vicenistatinの単維と精製

4. 培養経過
Whole broth (60 liters) 

I filt凶 ion
培養い6日目に培養液をサンプリングし、培養液のpH，2000gにて10分間遠心分離 ou 

L
u
n
 
au 
p
u
 a
 
e
l
i
-
-

p
v
 
v
y
 
M
 extracted with acetone 

して得た菌体歪のサンプリング量に対する比率 [packedcell volume(%)]、及び高速 concentrated in vacuo 

Extract (5 liters) 

pH 10.0 
液体クロマトグラフィー (HPLC)にて測定した菌体アセトン抽出液中のvicenistatin量

について、経時的変化を観察した。その結果をFig.4-3に示す。
extracted with EtOAc 

25 

15 ，司

concentrated in vacuo 

Oily material (6.8 g) 

lsilicage| 

CHCI3-MeOH (10・1)

Crude vicenistatin (1.6 g) 

|se山 xLH-20 
CHCI3-MeOH (1 :1) 

Vicenistatin (950 mg) 

8.5.... 30 

-
::... 20 10 ち

E 

za 

7.S ~ ~ 
g 15 

c 
a 
E 
ω 

5j→-Packed田川
言

310 
a. 

ー-iI←一同 pH 
Fig. 4-4. Vicenistatinの精製法

。 。 --0-- Vi回 nistatin( mgll ) 
01234567  

day 
Vicenistatinの精製法をFig.4-4に示す。即ち、前述の条件で培養した培養液 (60リッ

トル)にセライト2kgを添加し、これをi慮布櫨過して得た菌体を20リットルのアセト

ンで抽出した。抽出液を5リットルに濃縮後、濃縮液を3NNaOHでpH10に調整し、Fig.4・3.Streptomyces sp. HC34株の培養経過
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E (10 ') 

これを等量の酢酸エチルで2回抽出した。有機層を無水Na2S04~こて脱水後、減圧下

にて濃縮して得た6.8gについて、クロロホルム:メタノール (10:1)を溶出液とした

シリカゲルカラムクロマトグラフィーを行った。活性画分を集めて減圧下濃縮し、

得られた粗vicenistatin(1.6g)を、クロロホルム:メタノール (1:1)を展開溶媒とした

セファデックスLH-20に供し、純粋なvicenistatin(950mg)を得た。

ぺ
川
J
J
V

第5節 Vicenistatinの理化学的性状

Vicenistatin (1 )の理化学的性状をTable4-4に示す。1は無色の粉末で、その分子式

は、高分解能FABマススベクトルにより C3oH4SN204と決定した。紫外吸収スペクト .1 200 220 240 260 280 300 320 340 

jレ(Fig.4-5)において1は、 235、240、268nmに極大吸収を有しており、分子内にジ

エンと共役したカ jレボニル基が存在することが示唆された。赤外吸収スペクトルで

は3400cm

られた (Fig.4-6)。

nm 

Fig. 4-5. Vicenistatin (1)の紫外吸収スペクトル(メタノール中)

4喝

Table 4-4. Vicenistatin (1)の理化学的性状

.，、

Appearance 
MP(OC) 

[α] 
Mofecular formula 
HRFAB-MS Calcd: 

Found: 

UV NTlax (ε) 
(in MeOH) 

IR (KBr) v cm-1 

Colorless powder 
151-153(dec.) 

ー30(c 0.1， MeOH) 
C30H4S04N2 
501.3692 

501.3697 (M+H)+ 

235 (35000)， 240 (35800) 
268 (13700) 

3400，3300，2920，1655， 
1625，1540，990 Fig. 4-6. Vicenistatin (1)の赤外吸収スペクトル (KBr法)
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第 6節 Vicenistatinの構造解析

1の有機溶媒に対する溶解度は低く、 NMR測定のために種々の溶媒を用いてその溶

解度を検討したところ、ピリジンに最もよく溶解した。そこで、 1のNMRスペクト

ルの測定は全て重ピリジン中で実施した。

1. Vicenistatinの'H-NMR解析

Fig. 4-7. Vicenistatin (1)の'H-NMRスペクトル (pyridine-d5中)

1の重ピリジン中の500MHz'H-NMRスベクトルおよびそのデータをFig.4-7， Table 

4-5に示す。本スベクト Jレでは、 6本のメチル[ダプレットメチル(丸 0.84、1.08、

1.52)、シングレツトメチル(OH1.68、1.94、2.42)]、8本のオレフィンメチン(丸5.20、

5.68、5.86、5.95、6.20、6.26、6.79、7.59)、1本のアミドプロトン(九日.47)、OH

1.48-5.29に19H分のsp"メチレン及びメチンのシグナルが観測された。
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Table 4-5. Vicenistatin (1)の'Hおよび13C-NMRスベクトルデータa

P05ition OH Oc 

166.4 (5ウ
2 6.26 (15.0

b
) 124.7 (d) 

3 7.59 (dd 11.5， 15.0) 140.2 (d) 

4 6.20 (dd 11.5， 15.5) 128.4 (d) 

5 5.86 (dd 10.0， 15.5) 143.2 (d) 

6 2.40
C 

46.1 (d) 

7 3.36 (ddd 2.8， 9.0， 9.0) 85.9 (d) 

8 2.27
C
， 3.08 (ddd 2.8，7.5，9.0) 36.5 (t) 

。 5.20 (dd 7.5， 7.5) 122.3 (d) 

10 134.8 (5) 

11 2.62 (d 15.0)， 2.74 (d 15.0) 49.5 (t) 

12 134.1 (5) 

13 5.95 (d 11.5) 127.9 (d) 

14 6.79 (dd 11.5， 15.0) 128.4 (d) 

15 5.68 (ddd 5.8，6.0，15.0) 132.6 (d) 

16 2.07 (m)， 2.39
c 

27.9 (t) 

17 1.48C，1.57C 33.0 (t) 

18 1.86
C 

33.6 (d) 

19 3.03 (ddd 3.0，5.0， 13.5)，4.00 (m) 43.5 (t) 

19・NH 8.47 (br d 6.2) 

20 1.08 (d 6.5) 18.7 (q) 

21 1.68 (5) 18.0 (q) 

22 1.94 (5) 17.3 (q) 

23 0.84 (d 6.5) 17.8 (q) 

5.29 (dd 3.0，9.5) 100.7 (d) 

2' 1.90 (ddd 2.8， 9.5， 14.5)， 2.43
c 

39.5 (t) 

3・ 4.39 (ddd 2.8， 3.0， 4.2) 63.4 (d) 

4' 2.24 (dd 3.0， 9.8) 65.3 (d) 

5・ 4.02 (dq 6.5， 9.8) 71.5 (d) 

6・ 1.52 (d 6.5) 19.6 (q) 

7・ 2.42 (5) 34.0 (q) 

a Taken in pyridine-ds 
b Coupling con5tant5 in Hz. 

C Ob5cured by overlapping 5ignal5. 

d Multiplicitie5 in DEPT 5pectra; 

5， 5inglet; d， doublet; t， tnplet; q， qua同et
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2. Vicenistatinの'3C-NMR解析

180 110 160 150 140 130 120 IJO 100 90 80 70 60 !lO 40 ]0 20 10 

Fig. 4-8. Vicenistatin (1)の13C-NMRスベクトル {pyridine-ds'中)

1の重ピリジン中の125MHz13C-NMRスベクトルおよびそのデータをFig.4-8、

Table 4-5に示す。本スペクトルでは30本のシグナルが観測され、 DEPTスベクトル

からメチlレ炭素シグナルが6本、メチレン炭素シグナルが6本、メチン炭素シグナル

が15本、 sp
2
4級炭素シグナルが3本であることが明らかとなった。また4級炭素シグ

ナJレのうち、 15c166.4のシグナルはアミドカルポニルに由来することがその13C化学

シフト値、また前述した赤外吸収スペクトルの1655cm"の吸収の存在より示唆され

>-

~。

1の13C-'HCOSYスベクトルを測定し、 'HシグナJレとロCシグナルの相関を確認し

た。次に、 'H-'HCOSY及び'Hデカップリング実験を行い、 1に存在するスピン結合

ネットワークを解析した。 Fig.4-9に示すように、この結果2-Hから9-Hまでのスピン
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1・

t司

'‘ 

(E) (E) 

15.0Hz 11.5Hz 15.5Hz 10.0Hz 9.0Hz 2.8，9，OHz 7.5，7.5Hz 
A f2/3\/-t./ーよ、 /rp、/ーヲ、/~~" /戸言、 「
ヤ-CH=二むHー-'CH=二:GHーフ引一一一引ーニC同一-"CH=ヘ
ーJ 6.26 7.59 6.20 5.86' I 2刊 I3.36 2~27， 5.20 ， 

6.5Hz¥' J" Y 3.08 
C同|
20 1.08 しム「

(E) 

戸 1 !J?':!_z 15却I~ 5.8，_.e.，q_Hz 戸、 r 九一 6.2守

B \_1~ιュ五三ユ豆、/ 16、/ 17、/- 1~" /-.j言、f ¥ く
\=(j H一ーベ;Hご二=CH一一...;...;::.c同一ームベ3均一ヰゥ-G H一一一C~一一-Nõっすヘ
_ J 5.95 6.79 5.68 2.07， 1.48 ， 'い 86 3.03. HO引 J

2.39 1.57 I I 4.00 
6.5Hz'己出日以

~ 1コ30.9.5HZ28，42HZ30HZ90HZ65t15
‘ノ'ー、、~ー、、/ー、、-一、、/ー、

23 

C 1uiμ」ハト1cLiとH一正弘

D 

ρ/5.29 市! 14.39 12.24 14.02 正52
/ -- 0 N 0 

九 一ムム
//ー¥、'H.'H COSYで観測されたスピン結合

S --CH3 X2 (1.68， 18.0]仲 7.3]

;→CH3 (2信州
S--CH2-S開山間

ドX2(134.1)， (134.8) 

州-~ (166.4) 

. Vicenistatin (1)の部分構造
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結合ネットワーク [2-H(OH 6.26)→ 3-H (OH 7.59)→ 4-H (OH 6.20)→ 5-H (九 5.86)→ 6-H

(OH 2.40)→ 7-H (弘 3.36)→ 8-H(OH 2.27、3.08)→ 9-H(丸5.20)]及び 6-H-20・H(弘

1.08、Oc18.7)問のスピン結合が観測された。また各炭素原子の'3C化学シフトより

C-2 (Oc 124.7)ーC-3(Oc 140.2)、C-4(Oc 128.4)ーC-5(Oc 143.2)聞の結合は二重結合で

あることが判明した。 ð2• 3 ， ð4 • 5はスピン結合定数 (占. 3=1 5 . 0、 J4• 5= 15 .5Hz) より E 配

向であると決定した。 C-9(Oc 122.3)についてもその13C化学シフトより Sp2炭素であ

ると判明した。 c・8(Oc 36.5)はメチレン炭素であり、 'H-'HCOSYスベク トルでは

9-HはかHとのみスピン結合が認められることからC-9はsp24級炭素 (C-10)と結合し

ていることが明らかとなった。 c・7(OH3.36、oc85.9)には酸素原子が結合しているこ

ともその口C化学シフトより判明した。以上の結果より、Fig目 4-9に示す部分構造Aの

存在が明らかとなった。

同様に13-Hから 19-Hに至るスピン結合ネットワーク [13-H(OH 5.95)→ 14-H (OH 

6.79)→ 15-H (丸5.68)→ 16・H(OH2.07、2.39)→ 17-H(OH 1.48、1.57)→ 18-H(札1.86)

→ 19-H (ゐ3.03、4.00)]及び 18-H-23-H (oHO.84)聞のスピン結合が観測された。ま

た各炭素原子の13C化学シフトよりC-14(Oc 128.4)ー C-15(Oc132.6)間の結合は二重

結合であることが示された。 d'4.'5はスピン結合定数(J=15.0Hz)よりE配向と決定し

た。 C-13(OC127.9)についてもその13C化学シフトより Sp2炭素であると判明した。

'H-'H COSYスペクトルでは13-Hは14-Hとのスピン結合のみが認められることから、

C-13はsl4級炭素 (C・12)と結合していることが明らかとなった。スピン結合ネット

ワークの末端に存在する19-Hは、 OH8.47にプロードダブレツトとして観測されるシ

グナルともスピン結合していた。'3C-'HCOSYスベクトルでは、このOH8.47のブロー

ドダブレットシグナルに対応する炭素シグナルは存在しないことから、C-19はアミ

ドあるいは2級アミンの窒素原子と結合 していることが判明した。以上の結果より
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Fig.4-9に示す部分構造Bの存在が明らかとなった。

さらに1'-Hから6・-H問のスピン結合ネットワーク [1'-H(札5.29)→ 2・-H(OH 1.90、

2.43)→ 3'-H (OH 4.39)→4・-H(OH2.24)→ 5・-H(OH4.02)→ 6・-H(OH 1.52)が観測された。

対応する炭素の13C化学シフト値より、 C-3'(OC 63.4)、C-5'(OC 71.5)には酸素原子が

結合していることが明らかとなった。 1・位はその'H、13C化学シフト値 (九5.29，Oc 

100.7)よりへミアセタールであることが判明した。 4・位にはその川、'3Cイ七学シフト

値 (OH2.24、Oc65.3)より窒素原子が結合している事が示唆された。以上の結果より

Fig.4-91こ示す部分構造Cの存在が明らかとなった。

以上で明らかとなった部分構造A、B、Cの他に、 1を構成する炭素としてはFig.

4-9の部分構造Dに示すようにシングレットメチルが2個 [C-21(OH 1.68、Oc18.0)， 

C-22 (OH 1.94、Oc17.3)]、NCH3が1個 [C-7・(OH2.42、Oc34.0)]、孤立したメチレンが

1個 [C・11(九 2.62、2.74、Oc49.5)ト sp24級炭素が2個 [C-10(OC 134.8)、C-12(Oc 

134.1 )]、 アミドカルポニルが1個 [C-1(OC 166.4)]存在することも前述の'3C_'H

COSYスペクトルより判明した。

これらの各炭素及び部分構造問の結合を明らかにするため、 HMBCスベクトルを測

定しC-H遠距離スピン結合を観測した。Fig.4-10に示すようにHMBCスペクトルにお

いてOH1.68のシングレッ トメチル (21-CH3)より部分構造AのC-9(OC 122.3)及びOc

134.8のSp
24級炭素に対してC-H遠距離スピン結合が観測された。従ってOc134.8の

シグナルがC-9と二重結合を形成するC-10であること、このC-10にはメチル基

(C-21)が結合していることが判明した。 21・CH3からはさらに孤立したメチレン (OC

49.5)に対してもC-H遠距離スピン結合が観測され、 C-10はこのメチレン (C-11)と

隣接していることが明らかとなった。

またOH1.94のシングレッ トメチル (22-CH3)より部分構造BのC-13(Oc 127.9)及び
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Fig. 4-10. Vicenistatin (1)において観測されたC-H遠距離スピン結合及びNOE

8c 134.1のsp
24級炭素に対してC-H遠距離スピン結合が観測された。従って8c134.1 

のシグナルがC・13と二重結合を形成するC-12に帰属された。またこのC-12には、メ

チル基(C-22)が結合していることも判明した。さらに22-CH3からは、前述の孤立し

たメチレン (C-11)に対してもC-H遠距離スピン結合が認められた。以上の結果より

部分構造AのC-9と部分構造BのC-13はC-10-C・11-C-12を介して結合していること

が判明し、 1にはC-9-C-13よりなる構造が存在することが示された。

さらにHMBCスペクトルでは、部分構造Aの2-H(8H 6.26)と部分構造Bの19-H(8H 

3.03、4.00)よりアミドカルポニル (8c166.4)に対してC-H遠距離スピン結合が観測さ

れた。前述したように19-HはNHのシグナルとスピン結合していることから、 C-2は

直接に、 C-19は窒素原子を介してアミドカルポニル炭素 (C-1)と結合していることが

明らかとなった。以上より1のアグリコン部分の構造が判明し、 1には20員環ラクタ

ム構造が存在することが判明した。

Fig.4-10に示すように1のNOE実験において、部分構造Cの1・-Hと5・-Hの間にNOE

100 

0・

‘ 

が観測され、部分構造Cはhexopyranose環を形成していることが判明した。また

HMBCスペクトルにおいて'H-NMRスペクトルで丸2.42に観測される NCトちから

hexopyranose環のC-4'(8c 65.3)に対してC-H遠距離スピン結合が観測された。従っ

て1は2，6ーデオキシー4-アミノ糖 (2)を有する事が明らかとなった。

そこで本アミノ糖のメチルグリコシド(3)を単離する目的で、 1を5%塩酸ーメタノー

lレ中、 1000Cで40分間還流した。反応物を減圧下濃縮後、シリカゲJレカラム[クロロ

ホルムメタノール (5:1)]を用いて3を精製した(収率57%)03の理化学的性質を以下

に示す。外観無色粉末;融点('C)185-185 (dec.) ;分子式C"H17N03; FD-MS m.々

175 (M+)o 3の重メタノール中での'H-及び'3C-NMRスベクトルデータをTable4-6に

示す。

Table 4-6. Methyl s-D-vicenisaminide (3)の川、及び'3C-NMRスペクトルデータa

4.75 (dd 2.5， 9.5)b 100.4 

2' 1.67 (ddd 2.8， 9.5， 14.5) 38.8 

2.03 (ddd 2.5， 4.2， 14.5) 

3・ 4.35 (ddd 2.8， 3.0， 4.2) 62.4 

4' 2.91 (dd 2.8， 9.0) 63.3 

5' 4.01 (dq 6.5， 9.0) 68.0 

6' 1.36 (d 6.5) 18.7 

4・ーCH， 2.74 (s) 31.3 

1'-OCH， 3.44 (s) 56.7 

aTaken in CD，OD 
b Multiplicity and coupling constant したHz)are in parenthese. 

Fig.4-11に示すように、 3のJ，..2・ax、J...sはそれぞれれ2-diaxialにより9.5Hz、9.0Hz

と大きなスピン結合定数を示すことから、1・-H、4'-H、5'-Hはaxial配向であること

が判明した。また3'-Hは隣接のプロ トンとの結合定数が小さく (J2'ax，3'=2.8Hz、J2'Oq，
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:r=4.2Hz 、 J3.• 4.=3.0Hz)、equatorial配向である と決定した。従って、 3はmethyl

4-methylamino-2，4，6-trideoxyやribohexopyranosideと決定された。

Fig. 4-11. Methyl s-o-vicenisaminide (3)において観測されたスピン結合

さらに3の絶対立体配置を決定するために、梅沢らによって開発されたtetraamine

copper (11) sulfate法74)を適用した。隣接する水酸基とアミノ基を有するアミノ糖と

" 

，~ 

Cu2φとの錯体は、正或いは負の大きな旋光度を有する。本法はこの旋光度の符号に ~ 'l 

より絶対立体配置を決定する方法である。その結果、 tetraaminecopper (11) sulfate 

存在下で、 3 の [α14;~ は大きく負にシフト {[α14~ (c 0.04， H，o)・5 0 、 [α14~~ (c 0.04， 

tetraamine copper (11) sulfate) ー503.5
0
)することが判明し、 2がD糖であることが明

らかとなった。そこで絶対立体配置を含めて、 2 を

4-methylamino-2，4，6-trideoxyーかo-ribohexopyranoseと決定した。検索の結果、 2は

新規なアミノ糖であることが判明し、 vlcenlsammeと命名した。

Fig. 4-10に示すように、 1のHMBCスペクトルにおいて2の1・-Hから20員環ラクタ

ムのC-7に対してC-H遠距離スピン結合が観測されることより、 2はラクタム環のC・7
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に結合していることが判明した。また前述したように1・-Hと2・-Haxのスピン結合定

数は9.5Hzであること、 1・-H、5・-H間でNOEが観測されることから1'-HはaXJa眉己向で

あることが確認された。従って2のラクタム環との結合はPである事も明らかとなっ

Tこ。

前述したように、 1に存在する二重結合62.3' 64.5， 6'4.'5の立体化学についてはその

スピン結合定数よりE配向であると決定した o 69.'0、企'2・'3の立体化学については、

Fig.4-12に示す様にこれら二重結合に結合したメチル基c・21、C-22がそれぞれdc

18.0、1¥17.3と高磁場に観測されること、及び9-Hと21-H、13-Hと22-Hの間には

NOEが観測されないことから、両者共にE配向であることが明らかとなった。

16 17 
23 

Jう2f2!v1f14fl /3タ~テ515 1 附 Z

NH 

Fig. 4-12. Vicenistatin (1)において観測されたNOE

次に、 20員環ラクタム環のC-6、C-7の相対立体配置について検討した。 Fig.4-12

に示すように20-CH3、7-H、1・-Hの関及び5-Hと7-Hの間にNOEが観測され、 6-Hと

7-Hの間にはNOEは観測されなかった。またJ
6
.
7
=9.0Hzであることから、 6-Hと7-Hの
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二面角は1800に近いと推定された。

C-6 -C-7間でラクタム環構造がgauche配置75)である場合、相対立体配置はFig

4-13 (a) -(d)に示す4通りが可能である。このうち二面角に関する条件を満たしてい

るものは (a)のみである。また(a)の場合、観測されたNOEについてもすべて合理的

に説明することができる。一方ラクタム環構造がanti配置である場合、 Fig.4-13(e)、

(1)が可能であるが、二面角及びNOEを矛盾なく説明できるものはない。

従ってC-6、C-7の相対立体配置はFig.4-13(a)に示すようであり 、6-Hと7・Hは

transであることが明らかとなった。

C-18の相対立体配置については現在検討中である。以上の結果から、 1の構造を

Fig.4-12に示すように決定した。

gauche anti 

(a)ニ面角180・ (b)二酉角的。 (9)二面角180。

9H3 CH3 : C.5 
ーsugar-O、/←.... .....C.8 H. _jー、 _C.8: u I ，/勺~/円........ /'寸~ /.....，-0: H....._ ...... 十........_ ......O-sugar 

一… …  X C.6""'-，( シ千.~ : ¥ ..... と、....)./、ぐ wノ，__ ../¥.. vo  /、 XC.6"'>l...
w 、.-- "'C.5 1-1"""'- ""-:---" ........r.._"- : . ./〆¥こ二/..... 、
| 門 r "'0 : W I 、CH3

H wgu-O j と一自

(c)二面角 60・ (d)二面角 60。 m二面角 60'

Fig. 4-13. C-6、C-7部分の相対立体配置
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第7節 Vicenistatinの生物活性

1. Vicenistatin (1)のinvitroでの細胞増殖抑制活性

1の各種箔細胞に対するinvitroでの細胞増殖抑制活性をMTI法で検討した。その結

果をTable4-7に示す。またCFAでの、 1の各濃度におけるマウス白血病細胞L1210

及びヒト大腸癌細胞COL0205に対するコロニー増殖阻止円の半径をTable4-8に示

す。どちらの方法においても、 1がL1210よりも COL0205に対して強い増殖抑制活

性を有することが示された。

Table 4-7. Vicenistatin (1)の各種癌細胞に対するinvitroでの増殖抑制活性

Cell line IC50 (μgiml) 

L1210 0.32 
COLO 205 0.19 
HT29 0.34 
LOX 1.26 
A549 0.18 
HL60 0.10 
K562 0.04 

Table 4-8. CFAにおけるvicenistatin(1)のコロニー形成抑制活性

Compound Concentration Inhibition radius (mm) 

(μg/ml) COL0205 L1210 

Vicenistatin 0.1 。 。
10 7 

10 18 15 

Adriamycin 0.1 。 。
16 24 

10 20 >30 

Each∞nce附百tion01 d山gswasappl凶 onto6mm paper di依S
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2. Vicenistati n (1)のinvivoでの抗腫第活性

2-1. Vicenistatin (1)のP388、L1210マウス白血病に対するInVIVOでの抗腫蕩活性

1のマウス白血病P388、L1210対する抗腫蕩活性を検討した。試験は1x 10
6個の

細胞をO日目にマウスの腹腔に移植し (1群6匹)、 1を各波度で1、5、9日目に腹腔

内投与する事により行った。 Table4-9に示すように2.5、5、10mg/kgの投与濃度で

はP388、L1210での試験において有意な延命効果(T/C120%以上)は認められず、 1

はP388、L1210に対して抗経蕩活性を示さなかった。 10mg/kgの投与では両試験と

もに対照群より生存回数が短くなることが観察された。これは1の毒性によるものと

考えられ、これ以上の投与は不可能であった。

Table 4-9. Vicenistatin (1)のP388及びL1210マウス白血病に対するinvivoでの抗腫蕩活性

Tumor Dose(mg/kg) MSTa(days) T/C(%) 

L1210 control 。 9.1:t0.3 100 

vicenistatin 10 7.5::¥:0.6 82 

5 9.7::¥:0.5 107 

2.5 9.3::¥:0.5 102 

P388 control 。 9.0::¥:0.5 100 

vicenistatin 10 4.5::¥:2.9 50 

5 9.2::¥:0.4 102 

2.5 10.2::¥:0.4 113 

L1210 and P388πlOuse leukemia cells (1 x 1 O. cells) were inoculated 

i.p. into CDF1 mice (n=6) on day O. Vicenistatin was administered i.p. on 

days 1， 5 and 9 

• Mean survival time of deceased mice 

bMean:!:SD. 
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2-2. Vicenistatin (1 )のヒト大腸癌に対するinvivoでの抗腫窮活性

次に、ヌードマウス評価系を用いて1のヒト大腸癌CO_376)、COL020573)、COし5、

LoVo問、 HT29
78
)、LS-180瑚に対する抗腫窮効果を検討した。試験は、ヌードマウス

の皮下に移植したヒト大腸癌が100-300mm3程度の大きさになった時点で、腫務体

積の平均が均一になるように群分けし (1群5匹)、 1を5日関連続で尾静脈内投与す

ることにより行った。投与開始日より、週2回、約3週間にわたって腫務体積と体重

を測定した。 [1-(薬剤投与群のI重傷体積/コントロール群の腫窃体積)]x 100を

Tumor Growth Inhibition Rate打.G.I.R.、%)として、この値が50%以上であり、かっ

Mann-WhitneyのU検定で有意であった場合に有意な腫疹増殖抑制効果を有すると判

定した。なお、抗腫疹試験は、 Co-3に対して8mg/kgを投与したときに死亡例が認め

られたため (1/5)、これ以外の実験では、 6mg/kgを至適投与波度として実施した。

Table 4-10， 11に示すように、 1はヒト大腸癌Co-3(T.G.I.R. 65%)、COL0205

打.G.I.R.53%)に対して有意な腫蕩増殖抑制効果を示した。特にCo-3に対しては、

mitomycin C打.G.I.R.58%)を凌ぐ抗腫第効果が認められた。しかしながらTable

4-12に示すように、同じヒト大腸癌でもCOL・5、LoVo、HT29、LS-180に対しては、

ヌードマウス評価系でT.G.l.R.は50%以下であり無効であった。
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Table 4-10. Vicenistatin (1)のCo-3ヒト大腸癌に対するtnVIVOでの抗腫蕩活性

Compound Dose(mg/kg/day) Treatment schedule TGIR (%)al 

Vicenistatin 8 day 1-5 65' 

2 day 1-5 52' 

Mitomycin C 6.7 day 1 58・
Fragments 01 Co・3human colon cancer were implanted subcutaneously 

into athymic mice. When the tumor size reached 100ω300mm'. 

vicenistatin was administerd intravenously daily lor live days 

省 Max肝lJmvalue 01 TGIR through 3 weeks 

• Significantry different Irom vehicle (p<O.05) 

Table 4-11. Vicenistatin (1)のCOL0205ヒト大腸癌に対するinvivoでの抗腫蕩活性

Compound Dose(mCj/kCj/day) Treatment schedule TGIR (%)司

Vicenistatin 6 day 1-5 53合

Mitomycin C 6.7 day 1 80' 

Fragments 01 COL0205 human colon cancer were肝lplantedsubcutaneously 

into athymic mice. When the tumor size reached 100-300mmペ

vicenistatin was administerd intravenously daily lor live days. 

局Max加lUmvalue 01下GIRthrough 3 weeks 

• Signilicantry different Irom vehicle (p<0.05) 

Table 4-12. Vicenistatin (1)のCOL-5、LoVo、HT29およびLS-180ヒト大腸癌

に対するinvivoでの抗燈務活性

Vα~i国E出n

Tumor Dose(mg/kg/day) Treatment schedule TGIRσも)al

COL-5 6 day1-5 

LoVo 6 day1-5 

HT29 6 day1-5 

LS-180 6 day1-5 

Fragments 01 human colon cancer were implanted subcutaneously 

into athymic mice. When the tumor size reached 100町 300mm'.

vicenistatin was administerd intravenously daily lor live days 

吋Maximumvalue 01 TGIR through 3 weeks 
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第8節考察

1は20貝環ラクタムと新規アミノ糖 (vicenisamine)よりなる新規骨格を有する抗腫

蕩抗生物質である。ラクタム環を有する抗腫蕩抗生物質としては、 hitachimycinB01、

fluvirucins
811、BE-14106

821等が報告されている。 BE-14106はvicenistatinと同じ20

員環ラクタムを有しているがアミノ糖は結合していない。また fluvirucinsはアミノ

糖を有しているが16員環ラクタムである。従って1は、類縁化合物のない新規骨格を

有する化合物であると考えられる。

MeO 
OH 

Hitachimycin 

CH， 

HO__(~ 、v、
)， C同 C凡

HO' ~_，A::，.人

BE-14106 

。

Fig.4-14 ラクタム環を有する既知抗腫蕩抗生物質

C同

1はヒト大腸癌Co-3、COL0205に対してヒト癌ーヌードマウス評価系で有意な増

殖抑制効果を示した。特にCo-3に関してはmitomycinCを凌ぐ抗腫蕩効果を示した。

しかしながら他の大腸癌COL-5、LoVo、HT29、LS-180に対しては無効であった。

すなわち1はある種の大腸癌にのみ選択的に有効であり、その作用メカニズムに興味

が持たれる。またanthracycline系抗腫湯抗生物質の様に、糖部分の化学修飾により
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抗腫蕩効果の増強及び抗腫務スベクト Jレの拡大が認められた例もあることから国側、

1の化学修飾により抗腹蕩効果の増強も期待できる。

CFA及びMTT法における1のCOL0205とL1210に対するinvitro増殖抑制活性の値

から、それぞれの細胞に対する感受性の差の算出を試みた。その結果、 1の

COL0205とし1210に対する感受性の差は、 CFAを用いた場合の方がM了T法よりも大

きいことが判明した。

CFA 

L1210に対して阻止円半径10mmを与える濃度 (1.0問 Iml)
=2.40 

COL0205に対して阻止円半径10mmを与える濃度 (2.4叩Iml)"

・阻止円半径はサンプル濃度のlogに比例するとして算出

MTT法

L1210に対するICso(0.32μg/ml) 
=1.68 

COL0205に立すするICsO(0.19μg/ml) 

Invivoでの抗腫復活性試験において、 1はL1210に対しては抗股蕩活性を示さなかっ

たが、 COL0205に対しては有意な増殖抑制効果を示したことを考慮すると、 1はtn

VIVOではL1210と比較してCOL0205に非常に強い増殖抑制活性を有すると考えられ

る。従ってこれらの細胞問で感受性の差が大きく認められるCFAは、 MTT法と比較

してより invivoでの増殖抑制活性を良く予見していると考えられる。

なお、 1の報文発表後柑}、 Brillらにより1の単離及び生物活性に関する報告がなされ

た。この中では、 1の抗菌作用が報告されている85.刷。
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総括

生化学上の新知見に基づく新たな作用機構を有する抗腫蕩剤の探索は、癌化学療法

の新たな突破口として非常に重要である。著者はbicyclodiynene系抗腰湯抗生物質や

herbimycin A等、生体内チオールと作用する物質には興味深い抗腫蕩活性が見い出

されている事に注目して、生体内チオールと反応することにより生理活性を示す物

質の探索を微生物代謝産物から試みた。スクリーニング系としてはペーパーディス

ク法を用い、 2-;(iレカプトエタノール含有培地上のBacillussubtilis抗菌阻止円の直

径が、 2-メルカプトエタノール非合有培地上での直径と比較して減少する物質を探

索した。その結果、新規化合物 cochleamycinsA、A2、B、B2を見い出した。

また、 NCIで提唱されたdisease-orientedscreenの考え方に従い、 colonyforming 

assay (CFA)を用いて、ヒト大腸癌COL0205及びマウス白血病L1210に対するコロ

ニー形成抑制活性を比較することにより、ヒト大腸癌に特異的に作用する物質を微

生物代謝産物より探索した。その結果、新規化合物vicenistatinを見い出した。

本研究では、これらの物質の生産菌の同定、発酵生産、物質の単離精製と構造決定、

生合成、生物活性に関して、詳細なる検討を行った。以下にその結果を要約する。

1) Cochleamycins 

Cochleamycins A、A2、B、B2はStreptomycessp. DT136株の培養抽出物より見

い出された特異な carbocyclic構造を有する新規化合物である。本物質の平面構造を

'H-'H COSY、13C-'HCOSY、HMBC等のNMRスペクトルを用いて決定し、相対立

体構造はphase-sensitiveNOESYスベクトルを用いて決定した。さらに構造の確認、

も含めて、 cochleamycinAの溶液中のコンブオメーションを分子力場計算により解

析した。また各炭素の生合成的由来を13C及び2H前駆体の取り込み実験により検討
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し、 cochleamycinsの炭素骨格は8モルの酢酸、 1モルのプロピオン酸から生合成さ

れることを明らかにした。また、 cochleamycinsA2、82のC-10に結合したイソプチ

ル部分はパリンから生合成されることを明らかにした。さらにcochleamycinsの生合

成経路について考察し、分子内Diels-Alder反応、 aldol総合反応、還元的渡環反応、等

の関与を推察した。また、 cochleamycinsがチオールの系で活性を示す理由を検討し

た結果、 cochleamycinsA、A2が2ーメルカプトエタノールやL-システインと付加物を

形成することを見い出した。

Cochlearnycinsの生物活性については、 invitroの生物活性としてcochleamycinsの

種々の癌細胞に対する細胞増殖抑制効果 (MTI法)と、 cochleamycinsA、A2の抗菌作

用 (ペーパーディスク法)を検討した。 Cochleamycinsは各種癌細胞に対 して、

1.6-20.8悶 ImlのICso値で増殖抑制作用を示した。また抗菌作用の検討の結果、

cochleamycins A、A2はグラム陽性菌にのみ活性を有し、グラム陰性菌や酵母に対

しては抗菌活性を持たないことが明らかとなった。Invivoの生物活性としては、マ

ウス白血病P388に対する抗腫務効果を検討した。 CochleamycinsA、BはP388に対

しては延命効果を示さなかった。

前述したように、cochleamycinsA、A2はLーシステインと反応し付加物を与えるこ

とから、これらの物質がherbimycinAのようにタンパク質中のしシステインのSH基

と反応することにより、 Srcチロシンキナーゼを阻害する可能性が考えられた。そこ

でラウス肉腫ウイルスを感染させたラット繊維芽細胞 (RSV/NIH3T3)細胞抽出物の

Srcチロシンキナーゼに対する阻害活性を、エノラーゼのリン酸化活性を指標として

検討した。残念ながらcochleamycinsA、A2には阻害活性は見い出されなかったが、

これは上原らがヨードアセトアミド、N-エチルマレイミド等のSH阻害剤を用いて検

討した結果から町、 cochleamycinsA， A2に分子の嵩高さが足りないことが阻害活性
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を示さないことの原因ではないかと推察した。

2) Vicenistatin 

Vicenistatinは、 Streptomycessp. HC34株の培養菌体抽出物より見い出された 20

貝環ラクタム構造と新規アミノ糖よりなる新規骨格を有する化合物である。本物質

の平面構造は 'H-'HCOSY、'3C_'HCOSY、HM8C等のNMRスペクトルを用いて決

定し、またアミノ糖及びC-6，C-7部分の相対立体構造を NOE差スペクトル及び

'H-NMRのスピン結合定数より明らかにした。アミノ穏については、 vic&nistatin亭

メタノリシスしてmethylglycosideを単離し、 tetraaminecopper (11) sulfate法を適用

してD糖であることを明らかにした。本糖は新規なアミノ糖であったので、

vicenisamineと命名した。

Vicenistatinの生理活性については、 invitroの作用としてMTI法及びCFAにおける

癌細胞増殖抑制作用を検討した。いずれの方法に於ても、 vicenistatinはマウス白血

病細胞L1210よりもヒ ト大腸癌細胞COL0205に強〈作用することが明らかとなった。

特にCFAにおいて、vicenistatinがL1210に比してよりCOL0205に強く作用する傾向

が認められた。さらにmVIVOでの作用を検討した結果、 vicenistainはマウス白血病

L1210、P388に対しては延命効果を示さず、ヒト大腸癌COL0205、Co-3に対して

は有意な腫蕩増殖抑制効果を認めた。従って、 vicenistatinはP388に対する mVIVO抗

腫蕩効果を第一次スクリーニング系として用いた従来のスクリーニング系の場合、

見落とされる可能性の高い物質であり、 disease-orientedscreeningの重要さとCFA

の的vitro-in vivo相関性の高さを示すものと考えられた。

Cochleamycins A、A2は、チオール基と付加反応することの出来る物質であると
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考えられる。 CochleamycinsA、A2にはSrcチロシンキナーゼ阻筈作用は認められな

かった。しかしながら、前述したように分子が小さすぎる事がその原因であるとす

れば、化学修飾により活性を見いだすことが可能なはずである。今後、

cochleamycins A、A2のC-10に結合する側鎖をより大きなものに置換し、構造活性

相関を検討する必要があろう。

また、 cochleamycinsA、A2のシステインチオール基を活性中心に有するチオール

酵素に対する阻害活性も今後の検討課題である。 Sarkomycinはcochleamycins等と

同じくチオール基と反応性を有するが町、この物質はチオール酵素の一つである

DNAポリメラーゼを阻害することが報告されている 25)。今後、様々なチオール酵素

との反応性を検討することにより、特異的な活性を見いだす事が期待される。

Vicenistatinに関しては、その作用機構の解明に興味が持たれる。 Vicenistatinはマ

ウス白血病P388やL1210に対しては抗腫蕩効果を示さず、ヒト大腸癌COL0205、

Co・3に活性を示すこと、またvicenistatinが新規な骨格を有するこ とから、 このよ う

な固形癌に特有な未知の機構に作用している可能性が示唆される。そのような機構

が見いだされれば、抗腫蕩物質の探索の新たな切り口となりうると考えられる。

現在までのところvicenistatinの抗燈蕩効果は限られた大腸癌にのみ認められ、治

療係数も小さいことから、抗腫務スベクトルの拡大及び治療係数の向上を目指して

の誘導体の合成も必要である。現在臨床で使用されているirinotecan7，8) (camptotecin 

誘導体)やetoposide
9
，叫 (podophyllotoxin誘導体)も誘導体合成の結果見い出されたも

のであり、より活性の強いvicenistatin誘導体の検討が必要である。

なお、最近NCIとの共同研究において、 vicenistatinがヒトメラノーマLOXに対して

も増殖抑制活性を有することが判明した σ.G.I.R.73%) 0 1996年3月現在、

vicenistatinはNCIにおいて前臨床試験を展開中である。
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癌という疾患は様々な要因から成り立っており、その克服には多面的なアプローチ

が必須である。本研究では、ミクロな視点から、癌細胞に対する抗腫湯剤の特定の

作用に注目して、生体内チオールと反応することにより生理活性を示す物質を探索

した(チオールの系)。また、マクロな視点から、癌細胞のinvivoでの増殖形態及

び抗腫蕩剤に対する反応に注目して、 CFAを用いて大腸癌に特異的に作用する物質

を探索した (CFAの系)。本研究が、新しい抗1重傷抗生物質探索のアプローチの参

考となれば幸いである。
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第 1章機器分析

1 )融点 (MP)

柳本製作所微量融点測定装置を用いて測定した。融点の補正は行っていない。

2)比旋光度 ([α10)

日本分光JascoDIP-140旋光計を使用し、長さ10cmのセルで測定した。

3)赤外吸収スペク トル (IR)

日本分光JascoA-3赤外分光計を用いた。

4)紫外吸収スペク トル (UV)

目立製作所U-3200分光光度計で測定した。

5) FDマススペクトル (FD-MS)

日立製作所M-80質量分析計を用いた。

6) FAB?ス及び高分解能FABマススペクトル (FAB-MS、HRFAB-MS)

日本電子JMS-SX/SX102ATandem質量分析計で測定した。グリセロールをマト

リックスとして用いた。

7) 'H及び13C核磁気共鳴スベク トル ('H、13C-NMR)

日本電子GX500及びα500スペク トロメ ーターを使用した。
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8)シリカグJレ簿層クロマトグラフイ ー (TLC)

Silica gel 60 F254プレート(E.Merck)を用いた。検出にはUVランプ (254nm)、

あるいはリンモリプデン酸(モリブデン酸ナトリウム 12g，H3PO. 1.5ml， HsO. 

25ml， HP  500ml)による発色を用いた。

9)カラムクロマ トグラフィー

シリカゲJレはWakogel C-200 (和光純薬)を用いた。

ゲル滅過ではSephadexLH-20 (ファルマシア)を用いた。

10) HPLC 

ポンプ:Liquid Chromatograph Model 510 (Waters) 

インジェクター :Injector U6K (Waters) 

検出器:UV-VIS Spectrophotometric Detector SPD-6AV (島津製作所)

を使用した。
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第 2章 放線菌の分類、同定に関する実験

1)培地

形態、生育状態の検討と生理学的試験の実施に当たっては ShirlingとGottliebに

よって記載された方法田)及び関連した文献に従った89.則。 ISPに記載された培地は

Difco製の粉末培地を用いた。糖の資化性の判定には、 PridhamとGottliebによって

記載された刊無機塩基礎培地 (ISPNO.9、Difco)に糖を1%添加して調製した斜面寒

天培地を用いた。

2)培養と観察

27'Cのインキユベーター内で3週間、静置培養を行った後、観察を実施した。コロ

ニー、気菌糸、及びコロニーの裏面の色の判定は、 JISによる現代実用色見本帖(日

本色彩)の色彩表記に従った。

3)ジアミノピメリン酸の分析

LechevalierとLechevalierの方法92)に従い、詳細については成審問を参考にして実

施した。

4)形態

基生菌糸、気菌糸の形態は、光学顕微鏡 (XF-71、ニコン)により観察し、胞子表

面の状態などの詳細な観察には走査型電子顕微鏡 (S-800、日立製作所)を用いた。
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第3章生物活性試験

1)試薬、タイプカルチャー

Adriamycin， actinomycin 0、mitomycinC、herbimycinAはSigmaから購入した。

Neocarzinostatinは山ノ内製薬販売のネオカルチノスタチン注「科薬」を使用した。

これ以外の抗E重傷抗生物質については、当研究所で単離された物質を用いた。

マウス由来抗v-Srcモノ クローナル抗体、 proteinA結合セフアロースは Oncogene

SC!巴ηc:?由主ら購入した。ウサギ由来抗マウスIgG抗体はYLaboratcriesから購入した。

エノラーゼはSigmaから購入した。

抗菌試験に使用した菌株はIFOより購入した。 Methicillin耐性Staphylococcus 

aureusは群馬大学医学部 井上先生に分与していただいた。

2) In vitro細胞増殖抑制活性

2-1 腹蕩細胞株

試験に使用した各種細胞株は種々の研究機関より購入あるいは分与された細胞であ

る。培地はRPMI1640培地にpenicillinG 100U/ml、streptomycin100凶 Iml及び牛胎

仔I血清10%を加えた ものを用いた。さらに一部の培養液には、 5x 10.5Mの2ーメルカ

プトエタノ ールをiZE加した。

2-2 細胞増殖抑制活性測定法 :MTT法

In vitro*-lll胞増殖抑制活性はMTT法により測定した。

試験に使用した各種癌細胞懸濁液を 5x104cells/mlとなるように調製し、これを

平底96穴マイクロプレートの各ウェルに100μ|ずつ加えた。メタノールで種々の濃度

に調製した被試験物質を2μlずつ各ウェルに加え、 5%C02インキュベーター内で、
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37'(で3日間培養した。培養後、 2-3の方法で作製したM1T溶液を10μ1/ウェルずつ

添加し、さらに4時間培養した。その後、 0.04N塩酸を含有したイソプロピルアルコー

ルを100μ1/ウェルずつ加え、超音波発生機により細胞を破砕し、細胞内に生じた沈

殿色素を溶解させた。各ウエルの00
550値をMTP・22型マイクロプレート光度計(測

定波長入，=550nm、参照波長入2=620nm)を用いて00
550イ直を測定した。

2-3 M1T溶液の調製法

M1TをPBS(ー)を用いて5mg/mlに慮、濁し、超音波により溶解後、 4'(で保存した。

M打溶液の調製は実験前日に行った。

2-4 細胞増殖抑制作用

細胞の増殖抑制率は、次の式により算出した。

増殖抑制率(%) = [ (a)ー(b)] / (a) X 100 

(a) 被試験物質無添加ウェルの00
550値

(b) 被試験物質添加ウェルの00
550イ直

尚、薬剤各濃度の00550値は、 3ウエルの平均値として求めた。

また、各濃度における増殖抑制率から最少二乗法により IC50値を算出して求めた。

3 )マウス腫蕩に対する 的vivo抗腫蕩活性試験

3-1使用動物

6週令のCOF1系雌性マウスを使用した。マウスは日本チャーJレズリバー社より購

入した。 SPF動物室内で飼育し、水および餌は自由に摂取させた。一群は原則とし

て6匹を使用した。

3-2マウス腫蕩

P388白血病細胞， L 1210白血病細胞を使用した。 P388及びL1210細胞はRPMI
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• 1640培地にpenicillinG 100U/ml、streptomycin100μg/ml及びウシ胎仔血清10%を

加えた培養液中で継代維持し、実験に供した。

3-3抗腫袋活性の測定

継代維持した P388及びL1210細胞をHank's液で2回洗浄した後、 Trypanblue dye 

exclusion法で生細胞数を計数した。 5x 106 cells/mlとなるようにHank's液で懸濁

した細胞を、 0.2ml(1 x 10
6 
cells)ずつCOF1系マウスの腹腔内に移植した。移植後1、

5、9日目に、 98%生理食塩水、 1%OMSO、1%クロモフォア(界面活性剤)に溶解

した被試験薬物を0.2ml腹腔内投与し各マウスの生存日数を計測した。

抗腫蕩活性は、薬物投与群のマウスの生存延命効果を指標に行った。即ち、各群の

マウスの平均生存回数 (meansurvival time: M. S. T.)を求め、対照群(生理食塩水投

与群)に対する延命率 (T/C(%) T薬剤投与群のM.S. T.、C対照群のM.S.T.)で示し

fこ。

4 )ヒト大腸癌腫蕩に対する invivo抗腫蕩活性試験

4-1使用動物

ヌードマウス (BALB/cnulnu、雌、 6週令)は日本エスエルシーより購入し、 SPF

条件下で約1週間予備飼育し、実験に用いた。なお、全期間を通して飼料、水は自由

に摂取させた。

4-2抗腫若手活性測定

ヌードマウスの皮下で継代移植しているヒト大腸癌腫蕩を切り出し、培地 (10%ウ

シ胎児血清含有RPM11640)中で約2mm3角の立方体に細切し移植腫窮片とした。この

移植腫蕩片を移縫針を用いてヌードマウスの皮下に一匹につき一片ずつ移植した。

2-4週間後、移植j盛蕩片の体積が約100-300mm3になった時点で、腫蕩体積の平均
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が均ーになるように群分けした (1群5匹)。各濃度に調製した被試験薬物の注射溶液

(溶媒 ;98%生理食塩水、1%DMSO、1%クロモフォア)10μI/gを尾静脈より5日

関連続投与し、またコントロール群には同量の溶媒を投与して、投与開始日より週2

回、約3週間にわたって腫蕩体積と体重を測定した。すなわち、各マウスの皮下に移

植した腫蕩の長径 [a、(mm)]、短径[b、(mm)]および高さ [c、(mm)]をノギスを用い

て測定し、腫蕩体積 (TV)=axbxc/2(mm3)とした。さらにX日目 (dayX)の相対腫蕩体

積 (RTV)をRTV(day X)=刊 (dayX)/ TV (day 1)として計算した。 Dayxにおけるサン

プル投与群の腫蕩増殖抑制率打.G.I.R.，(%)]をT.G.I.R.=[1-サンプル投与群のRTV(day

X)/コントロール群のRTV(day X)] x100として求めた。T.G.I.R.50%以上かっ

Mann-WhilneyのU検定で有意であった場合に有効と判定した。なお、第5章のTable

中には腫蕩体積測定期間中に得られたT.G.I.R.値の中で最大の値を記した。

5) In vitro抗菌活性

5-1接種用菌液の調製

使用したバクテリア及び酵母は、良く生育したスラントより一白金耳ずつ滅菌した

nutrient broth (Difco)、Sabourouddextrose broth (Difco) (各々 5ml/試験管)へそれぞ

れ植菌し、バクテリアは37"Cで、酵母は27"Cで24時間振滋培養した。培養後、生理

食塩水を用いて、約 1x 1 06 cells/mlの濃度に希釈しこれを接稜用菌液とした。

5-2試料の調製

被試験化合物をメタノールに1mg/mlの濃度となるように溶解し、これを50μlずつ

ペーパーディスク(東洋泌紙、 thick、8mm)に浸透させた。これを室温で1時間以

上乾燥後使用した。
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• 5-3 検定

検定用寒天培地は、バクテリアにはnutrientagar (Difco)、酵母にはSabouroud

dextrose agar (Difco)を使用した。オートクレープで溶解した各培地は、使用まで45

℃の湯浴中で保存した。これにふ1で調製した接種用菌液を1%添加し、よく撹鉾後

10mlずつクリーンベンチ中にて120mm径の丸型シャーレに分注した。 1時間以上ク

リーンペンチ中で放置し表面を乾燥させた後、 5-2で調製したpaperdiskを寒天上に

置いた。パクテリアは37"Cのインキュベーター中で24時間、酵母は27"Cのインキュ

ベーグー中で48時間培養後、ペーパーディスクの周囲に生じた阻止円の直径を測定

した。

6) RSV/NIH3T3細胞pp60S<Ctyrosine kinase活性測定法

60mm径の丸型シャーレに2.5x 106個のRSV/NIH3T3細胞を撒き (2mlの5%ウシ胎

児血清含有DMEM培地中)一晩培養後、細胞を1mlのPBS(ー)(10mM Ca2+、Mg2+不合

リン酸バッフ 7一、 pH7.4)中ラパーポリスマンで剥がし取った。これを15ml遠沈管

に移し、 1，000rpmで5分間遠心分離し上澄み液を除いた。この沈殿に400μ|の細胞可

i割ヒバッフ ァー(Iysisbuffer、TableE3-1)を添加し、氷上で30分間細胞を可溶化後、

15，000gにて30分間遠心分離を行った。得られた可溶薗分に、一次抗体として10凶

のマウス由来抗v-Srcモノクローナル抗体を添加し、 15分間毎に3回撹鉾し、その後4

℃で一晩インキユベートした。次に二次抗体として、ウサギ由来抗マウス IgG抗体

10μgを添加して4"Cで1時間インキユベートした。さらにproteinA結合セフアロース

100μ|を添加し、 4"Cで1時間インキュベー卜した後、 15，000gで1分間違心分離し上

澄み液を取り除いた。この沈降物に細胞可溶化パッファーを300μi加え、 15，000gで

1分間遠心分離を行い、上澄み液を除く操作を3回繰り返し、免疫復合体沈降物を洗
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浄した。ただし、 3回目の洗浄の際には、この懸濁液を1.5mlのマイクロテストチュー

プに分注 (50μ9protein/チュ ープ)してから遠心分離した。こうして作成した免疫沈

降物を酵素源として、それぞれのチュープ』こ34μ|の反応バッファー (reactionbuffer、

Table E3-2)、基質としての6μ|のO.4mg/mlエノラーゼ及び2mlのテス トサンプルを加

え、 22"Cで10分間プレインキユベー ト後、 10μlの[y_32pJATP (400nCi/チュープ)を添

加して22"Cで2分間 invitro kinase反応、を行った。反応はSOS-samplebuffer (Table 

E3-3)を50μ|添加し、 5分間沸腿水に浸して停止させた。このサンプル15μ|を12.5%

アクリルアミドのSDS-PAGEにかけ、オートラジオグラフィ ーにてチ ロシンリン酸

化エノラーゼ量を測定した。

Table E3-1 Lysis buffer組成

20mM HEPES 

1% TX-100 

10% glycerol 

0.1 mg/ml 01 leupeptin 

1 mM PMSF (phenylmethanesullonyl Iluoride) 

100μM N~V04 

pH 7.4 

Table E3-2 Reaction buffer組成

20mM HEPES 

1mM MnCI2 

10mM MgCI2 

pH 7.4 

Table E3-3 SOS sample buller組成

42mM TRIS 

10% glycerol 

2.3% SOS 

5% 2-mercaptoethanol 

0 002% bromo phenol blue 
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第4章 Cochleamycinsに関する実験

1) Cochleamycin A 

外観;

融点 ("C); 

[α]D22; 

分子式 ;

HRFAB-MS m/z ((M+Hn ; 

Calcd 

Found: 

紫外吸収スペク トル ;

UVλmaxnm in MeOH (e); 

赤外吸収スペクトル ;

IR (KBr)vcmぺ;

'H-NMRスペク トル ;

'3C-NMRスペクトル;

無色粉末

200-203 (dec.) 

+107
0 

(c1.0、MeOH)

C2，H2606 

375.1906 

375.1857 

本文Fig.2-5に示す。

245 (5460) 

Fig.2-6に示す。

3450、2950、1750、1715、1710、1240

本文Fig.2-7に示す。

本文Fig.2-8に示す。

'H、'3C-NMRスペクト jレデータ;本文Table2-5、Table2-6に示す。

'H-'H NOE差スベク トル ;

'3C_'H NOE差スペク トル ;

OEPTスペク トル ，

'H-'H COSYスペクトル ;

20 C-H相関スベクト ル ;

HMBCスペクトル;

Fig. E4-1に示す。

本文Fig.2-12に示す。

Fig. E4-2に示す。

Fig. E4-3に示す。

Fig. E4-4に示す。

Fig. E4-5に示す。
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Fig. E4・1.Cochleamycin A (1 )のNOE差スベク トル (CDCI3中)

止_j_

Fig. E4-2. Cochleamycin A (1 )のDEPTスペク トル (CDCI3中)
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2) Cochleamycin A2 

外観;

融点('C); 

[α]口22;

分子式;

HRFAB-MS m/z ((M+Hrl; 

Calcd: 

Found: 

紫外吸収スペクトル;

uv入ma，nmin MeOH (10) ; 

赤外吸収スペクトル;

IR (KBr) v cm" ; 

'H-NMRスペクトル;

日C-NMRスペクトル;

無色粉末

214-216 (dec.) 

+76
0 

(c1.0、MeOH)

C23H3006 

403.2063 

403.2092 

Fig目 E4-6に示す。

246 (4700) 

Fig. E4-7に示す。

2950、 1760、 1740、 1735、 1240

本文Fig.2・13に示す。

本文Fig.2-14に示す。

'H、'3C-NMRスベクトルデータ本文Table2-5、Table2-6に示す。

2D C-H相関スペクトル;

HMBCスペクトル;

NOESYスペクトル;

Fig. E4-8に示す。

Fig. E4-9に示す。

本文Fig.2-23に示す。
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Fig. E4-6. Cochleamycin A2 (2)の紫外吸収スベクトル(メタノール中)
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Fig. E4-7. Cochleamycin A2 (2)の赤外吸収スベクトル (KBr法)
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3) Cochleamycin B 

外観; 無色粉末

融点('C); 133-135 (dec.) 

[αlJ2; +83' (c 0.1、MeOH)

分子式; C 21H 260 S 

HRFAB-MS m/z ((M+Hf); 

Calcd: 359.1802 

Found: 359.1830 

紫外吸収スベクトル;

赤外吸収スペクトル，

IR (KBr) v cm.' ; 

'H-NMRスペクト Jレ;

13C-NMRスペクトル;

End absorption 

Fig. E4-10に示す。

2950、1760、1740、1735、1240

本文Fig.2-16に示す。

本文Fig.2-17に示す。

lH、13C_NMRスペクト Jレデータ;本文Table2-5、Table2-6に示す。

'H_'H COSYスペクトル;

20 C-H相関スペクトル;

HMBCスベクトル;

Fig. E4-11に示す。

Fig. E4-12に示す。

Fig. E4-13に示す。
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Fig. E4-13. Cochleamycin B (3)のHMBCスペクトル (COCI3中)

• • 4) Cochleamycin B2 

外観;

融点("C); 

[α]D22; 

分子式;

HRFAB-MS m.々 ((M+H)');

Calcd: 

Found: 

紫外吸収スベクトル;

i n 
赤外吸収スペクトル;

無色粉末

152-154 (dec.) 

+104
0 

(cO.1、MeOH)

C23H300S 

387.2162 

387.2148 

End absorption 

Fig. E4-14に示す。

2930、1761、1730、1701

本文Fig.2-20に示す。

本文Fig.2-21に示す。13C-NMRスベクトル ;

'H、13C-NMRスベクトルデータ， .本文Table2-5、Table2-6に示す。

Fig. E4-15に示す。

Fig. E4-16に示す。

本文Fig.2-24に示す。
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g 
'H-NMRスペクトル;
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Fig. E4-14. Cochleamycin B2 (4)の赤外吸収スベク トル (KBr法)
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Fig. E4-15. Cochleamycin B2 (4)の2DCH相関スペクトル (CDCI
3中)
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、，
5) CochleamycinsのHPLC

Cochleamycins A、A2の精製の際に用いたHPLCの条件は以下の通りである。

カラム:YMC pack OOS AM323 (250mm x 10mm (10)、山村科学)

展開溶媒:75%メタノール水溶液

流速:3ml/min 

検出:紫外吸収254nm

上記の条件でHPLCを行いcochleamycinsA、A2を精製した。 CochleamycinsA、

A2は、それぞれ保持時間7.2、10.5分の単一ピークとして溶出された。

2 

ー-。
。。日 ts白~ ，. I 

個

旬 。
ゐ

自
1. 。

6) Cochleamycin Aの2ーメルカプトエタノール付加体の調製

Cochleamycin A (1) 10mgを2mlのメタノールに溶解し、これに3.8μ1(2当量)の2

川 ・回目。 伺O ーメルカプトエタノールを添加した後、撹枠しながら室温で5分間反応させた。反応

同
∞ o 

物を減圧下で濃縮し、得られた濃縮物をシリカゲルカラムを用いて、クロロホルムー

】C0 3 

メタノール (15:1)を溶出液として精製し、 1の2-メルカプトエタノール付加体 (6)

12 (8.5mg、収率 70.3%)を無色粉末として得た。

~ 
以下に6の理化学的性質を示す。

o b 外観; 無色粉末

融点("C); 140-142 (dec.) 

。 白日
自 分子式; C23H3207S 

目 由
t目。。

FAB-MS m/z ((M+Hrl ; 453 

紫外吸収スベクトル; Fig. E4-17に示す。

uv入maxnmin MeOH (10) ; 274 (5400) 

赤外吸収スペクトル， Fig. E4-18に示す。

Fig. E4・16.Cochleamycin B2 (4)のHMBCスペクトル (COCI3中)
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IR (KBr) v cm-' ; 

'H-NMRスペクトル;

13C-NMRスペクトル;

3412、2929、1732、1716、1668、1255

本文Fig.2-37に示す。

本文Fig.2-38に示す。

'H、13C・NMRスペクトルデータ;本文Table2-10に示す。

'H-'H COSYスペクトル ;

20 C-H相関スベクトル;

HMBCスペク トル;

Fig. E4-19に示す。

Fig. E4-20に示す。

Fig. E4-21に示す。
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Fig. E4-17. Cochleamycin A 2-メルカ プトエタノール付加体 (6)の

紫外吸収スベク トル(メタノ ール中)
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Fig. E4-18. Cochleamycin A 2-メルカプトエタノール付加体 (6)の

赤外吸収スペクトル (KBr法)
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Fig. E4-19. Cochleamycin A 2-メルカプトエタノーJレ付加体 (6)の

'H-'H COSYスベクトル (copo中)
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Fig. E4-20. Cochleamycin A 2メルカプトエタノ ール付加体(6)の

20 CH相関スペクトル (C0
3
00中)
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Fig. E4-21. Cochleamycin A 2-メルカプトエタノール付加体 (6)の

HMBCスベクトル (CD30D中)
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7) Cochleamycin A2の2-メルカプトエタノール付加体の調製

方法は5)に準拠した。 6.3mgのcochleamycinA2より 2-メルカプトエタノール付加

体 (7)(5.8mg、収率77.0%)を無色粉末として得た。

以下に7の理化学的性質を示す。

外観;

融点("C); 

分子式;

FAB-MS mlz ((M+Hf); 

紫外吸収スペクトル;

uv入m剖 nmin MeOH (e) ; 

赤外吸収スベクトル;

IR (KBr) v cm.' ; 

'H-NMRスベクトル;

13C-NMRスベクトル;

無色粉末

1 02-1 04 (dec.) 

C25H3S07S 

481 

Fig. E4-22に示す。

245 (5100)， 272 (5200) 

Fig. E4-23に示す。

3419、2937、1728、1668、1388

本文Fig.2-42に示す。

本文Fig.2-43に示す。

8) Cochleamycin AのL-システイン付加体の調製

Cochleamycin A (1 ) 8mgを2mlの50%メタ ノールに溶解し、これに水に溶解した

5mg (2当量)のレシステインを添加した後、按排しながら室温で5分間反応させた。

反応物を減圧下で濃縮し、得られた濃縮物をシリカゲルカラムを用いて、クロロホ

ルムーメタノール (2:1)を溶出液として精製し、 1のL-システイン反応物 (2.1mg、収

率19.8%)を無色粉末として得た。

'H-NMRスペクトル ， 本文Fig.2-44に示す。
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Fig. E4-22. Cochleamycin A2 2ーメルカプトエタノール付加体 (7)の

紫外吸収スベクトル(メタノール中)
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Fig. E4-23. Cochleamycin A2 2-メルカプトエタノール付加体 (7)の

赤外吸収スベクトル (KBr法)
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9)生合成実験

9-1試薬

[1_
13
C]、[2_'3C]、[1，2_'3C]酢酸ナトリウム、 [3-13C]プロピオン酸ナトリウム、

[2，3，4，5-
2
H]D， L-パリンはMSDIsotope社より購入した。

9-2培養

滅菌済み生産培地100mlを含むイポ付き 500mlErlenmeyerフラスコ 10本に、

Streptomyces sp. DT136株をスラントより一白金耳ずつ接種し、 27"Cで48時間培養

した。ここにろ過滅菌済み(パリンは19/30ml蒸留水、それ以外は1g/1 Oml蒸留水)

の各種標識体を100mg/フラスコとなるように添加した。さらに72時間培養後、第2

章に示した精製法でcochleamycinsを精製した。

9-3結果

['3CトcochleamycinAの13C_NMRスペク トル

['3C]-cochleamycin A2の13C-NMRスベク トル

Fig. E4-24に示す。

Fig. E4-25に示す。

['3C]-cochleamycins A， Bの13C-NMRスベクト ルデータ 本文Table2-7に示す。

['3C]-cochleamycin Bの13C-NMRスペク トル

['3C]-cochleamycin B2の13C-NMRスベクトル

Fig. E4-26に示す。

Fig. E4-27に示す。

['3C]-cochleamycins A2， B2の13C_NMRスペク トルデータ 本文Table2-8に示す。

[2H]-cochleamycin A2の2H-NMRスベク トル 本文Fig.2-36に示す。
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Fig. E4-24. ['3C]-cochleamycin Aの'3C-NMRスペクト Jレ Fig. E4-25. ['3C]-cochleamycin A2の'3C-NMRスペクトル
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Fig. E4-26. ['3C]-cochleamycin 8の13C-NMRスペクトル Fig. E4-27. ['3C]-cochleamycin 82の13C-NMRスペクトル



10)コンピューターによるcochleamycinAの溶液中コンフォメーシヨンの推定

10-1 使用機種

分子力場計算、構造最適化計算、コンフォメーシヨン発生、分子動力学計算及び分

子モデル表示のためのコンピューターグラフイクスは、 Silicon Graphics社

IRIS-Indig02コンピューター上でSybyl(米国Tripos社)パッケージを利用して実施し

た。分子力場はTripos力場51)を使用した。

10-2 方法

詳しくは本文第2章、第8節に記した。 cochleamycinAと同じ相対立体配置を有す

るコンフオメーションとしてR100、R400が得られた。またC-9の立体の異なる想定

化合物 (5)のコンフォメーションとしてはR100"R400'が得られた。

10-3 結果

10-2で得られたR100、R400、R100・、R400・について、各原子の座標軸上の位置

及び計算されたそれぞれのエネルギーを記す。なお、各炭素原子のナンバリン グに

ついては本文Fig.2-1に示したものと同ーである。酸素原子のナンバリングは、その

酸素原子に結合した炭素原子のナンバーを賦したものとした。結合する炭素原子が2

つ存在する場合は、 小さいほうのナンバーを採用した。
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• 
<R100> 

1)原子座標

Position X Y Z 

C-1 -5.9085 -3.9800 5.7702 

C-3 -6.9840 -1.9862 6.3393 

C-4 -5.8740 -1.7608 7.2827 

C-5 -5.1821 ー0.6263 7.4470 

C-6 ー5.3199 0.5824 6.5556 

C-7 -4.9570 1.8795 7.3333 

C-8 -5.2923 3.2095 6.5899 

C-9 -4.0185 4.0970 6.6652 

C-10 -3.1933 3.4801 7.8240 

C-11 -3.4543 1.9552 7.7136 

C-12 -2.5273 1.2680 6.7389 

C-13 -2.9352 0.5614 5.6774 

C-14 -4.3866 0.3665 5.3215 

C-15 -4.6192 -0.9783 4.5489 

C-16 ー3.8886 -2.2618 5.0895 

C-17 -4.6816 -3.5953 4.8691 

C-18 ー5.6077 -4.2661 7.2736 

C-19 -5.5005 -2.9702 8.0230 

C-20 -3.2455 4.1376 5.3158 

C-21 -1.0325 3.4540 8.7365 

C-22 0.4252 3.7933 8.5838 

0-1 -7.0507 -3.1125 5.6201 

0-3 -7.8720 -1.1604 6.2084 

0-10 ー1.8055 3.8578 7.7175 

0・16 -3.3774 -2.1442 6.4273 

0-19 -5.0964 -2.9293 9.1740 

0-21 -1.4459 2.8620 9.7218 

2)エネルギー

Bond stretching Energy: 2.174 

Angle Bending Energy: 15.364 

Torsional Energy 20.248 

Out 01 Plane bending Energy: 0.446 

1-4 van der Waals Energy 4.787 

Van der Waals Energy 5.849 

Total Energy: 48.868 kcal/mol 



<R400> くR100'>

1)原子座標 1)原子座標

Position X Y Z Position × Y Z 

C-1 -6.0303 -4.1496 5.8522 C-1 -5.8610 -3.9434 5.6857 

C-3 -7.0615 -2.1787 6.5648 C-3 -6.9730 -2.0072 6.3700 

C-4 -5.8191 -1.9036 7.3082 C-4 ー5.8519 -1.7998 7.3051 

C-5 -5.1469 ー0.7463 7.3402 C-5 -5.1852 ー0.6573 7.5127 

C-6 ー5.4684 0.4422 6.4697 C-6 -5.3687 0.5838 6.6769 

C-7 -5.0024 1.7517 7.1649 C-7 -5.0497 1.8575 7.5082 

C-8 ー5.4123 3.0559 6.4413 C-8 -5.3985 3.1965 6.7890 

C-9 -4.6058 4.0987 7.2411 C-9 -4.0459 3.9316 6.6307 

C-10 -3.2028 3.4413 7.3929 C-10 -3.2806 3.4917 7.9060 

C-11 -3.4620 1.8981 7.3128 C-11 -3.5458 1.9648 7.8917 

C-12 -2.7188 1.2109 6.1838 C-12 -2.6028 1.2900 6.9197 

C-13 -3.2836 0.4926 5.2037 C-13 -2.9886 0.6286 5.8221 

C-14 -4.7640 0.2362 5.0927 C-14 -4.4335 0.4548 5.4340 

C-15 -5.0682 ー1.1343 4.3928 C-15 -4.6537 -0.8517 4.5940 

C-16 -4.2109 2.3809 4.8226 C-16 ー3.8926 -2.1486 5.0573 

C-17 -4.9815 -3.7439 4.7561 C-17 -4.6626 -3.4851 4.7809 

C-18 -5.4761 -4.3994 7.2885 C-18 -5.5249 -4.2937 7.1681 

C-19 -5.2890 -3.0873 7.9924 C-19 ー5.4363 -3.0337 7.9791 

C-20 -4.5891 5.5011 6.5765 C-20 -4.2091 5.4587 6.4129 

C-21 -1.0348 3.8009 6.4350 a 0-1 -7.0255 -3.0981 5.5974 

C-22 ー0.3638 3.3653 7.7211 0-3 -7.8847 -1.2004 6.2958 

0-1 -7.2097 -3.3201 5.8824 0-10 -3.8812 3.9971 9.1192 

0-3 -7.9838 -1.3806 6.5703 0-16 -3.3649 -2.0925 6.3928 

0-10 -2.3720 3.9151 6.3097 0-19 -5.0132 -3.0383 9.1240 

0-16 ー3.4875 -2.2198 6.0536 0-21 -2.6850 5.9081 8.8759 

0・19 ー4.7017 -3.0129 9.0599 

0-21 ー0.3455 4.0916 5.4707 2)エネルギー

2)エネルギー Bond stretching Energy: 2.238 

Bond stretching Energy 2.352 Angle Bending Energy: 14.227 

Angle Bending Energy: 18.221 Torsional Energy 21.682 

Torsional Energy: 20.137 Out 01 Plane bending Energy: 0.426 

Out 01 Plane bending Energy 0.446 1-4 van der Waals Energy: 5.135 

1-4 van der Waals Energy 4.808 Van der Waals Energy: 4.364 

Van der Waals Energy: 7.208 Total Energy 48.071 kcal/mol 

Total Energy: 53.171 kcal/mol 
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<R400'> 

1)原子座標

Position X Y 

C1 -6.0154 -4.1384 

C3 -7.0864 -2.1783 

C4 ー5.9196 -1.9491 

C5 -5.2419 -0.8029 

C6 -5.4691 0.4158 

C7 -5.1296 1.6977 

C8 -5.6453 3.0242 

C-9 -4.7761 4.0977 

C-10 ー3.3615 3.4618 

C-11 -3.6069 1.9320 

C-12 -2.6950 1.1507 

C-13 ー3.1182 0.4112 

C-14 -4.5759 0.2457 

C-15 -4.8392 ー1.0820

C-16 -4.0685 -2.3745 

C-17 -4.8603 -3.7109 

C-18 ー5.6092 -4.4475 

C-19 -5.4729 ー3.1642

C-20 -5.2122 4.3764 

C-21 -1.9682 5.1555 

C-22 -2.3504 6.1920 

0-1 ー7.1801 -3.2906 

0-3 ー7.9983 -1.3700 

0-10 -2.4273 3.8885 

0-16 -3.4788 -2.2906 

0-19 -4.9889 -3.1361 

0-21 -1.2088 5.4806 

2)エネルギー

Bond stretching Energy: 2.447 

Angle Bending Energy 17.582 

Torsional Energy: 19.798 

Out of Plane bending Energy: 0.445 

1-4 van der Waals Energy: 4.798 

Van der Waals Energy 

Total Energy: 

4.800 

49.870 kcal/mol 

第 5章 Vicenistatinに関する実験

1) Vicenistatin 

Z 外観 ; 無色粉末
5.6526 

6.3334 融点('C); 151-153 (dec.) 

7.2053 
[αl;2; 

7.3454 _3
0 

(cO.1、MeOH)

6.4878 
分子式 ; C30H4SN204 

7.2977 

6.6924 HRFAB-MS m.々 ((M+Ht);
7.3935 

7.3237 Cak:d: 501.3692 

7.5140 

6.5953 
Found: 501.3697 

5.5634 KF 紫外吸収スペクト ル ; 本文Fig.4-5に示す。
5.2189 

4.4241 UV入maxnmin MeOH (e) ; 235 (35000)、240(35800)、268(13700) 

4.8854 

4.6791 
赤外吸収スペク トル ; 本文Fig.4-6に示す。

7.1266 IR (KBr) v cm" ; 3400、3300、2920、1655、1625、1540、990
7.8932 

8.8596 'H-NMRスペク トル; 本文Fig.4-7に示す。

8.3296 
13C-NMRスペクト jレ;

7.2944 
本文Fig.4-8に示す。

5.5961 'H、13C-NMRスペクトルデータ;本文Table4-5に示す。
6.2813 

8.3404 NOE差スペクト Jレ， Fig. E5・1に示す。

6.1934 

9.0134 DEPTスペクト ル ; Fig. E5-2に示す。

9.2281 
'H-'H COSYスベク トル ; Fig. E5-3に示す。

2D C-H相関スベク トル; Fig. E5-4に示す。

HMBCスベクト ル ; Fig. E5-5に示す。
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Fig. E5・1.VicenistatinのNOE差スベクトル (pyridine-d5中)
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Fig. E5-5. VicenistatinのHMBCスベクト ル (pyridine-d
5中)Fig. E5-4. Vicenistatinの20CH相関スベクトル (pyridine-d5中)
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2) VicenistatinのHPLC

Streptomyces sp. HC34株のvicenistatin生産性の経時変化を測定するため、以下の

HPLC条件にて、培養菌体中のvicenistatin含量を定量した。

カラム :YMC AM-312 (150mm x 6mm (ID)、山村科学)

展開溶媒:80%MeOH 

流速 :1 ml/min 

検出 :紫外吸収254nm

上記の条件でvicenistatinは保持時間 8.7分の単一ピークとして溶出された。

3) Vicenistatinのメタノリシス

Vicenistatin (1) 50mgを5%塩酸ーメタノ ール(10ml)に溶解し、 100
0
Cで40分間還

流しながら反応させた。反応、液を減圧下で濃縮し、得られた濃縮物をシリカゲjレカ

ラムを用いて、クロロホルムーメタノ ール (5・1)を溶出液として精製し、 methyl

s-o-vicenisaminide (3 )(9.2mg、収率57%)を無色粉末として得た。

以下に3の理化学的性質を示す。

外観 ; 無色粉末

融点('C); 183-185 (dec.) 

[α1~4 -470 (c 0.4、HP)

分子式 ; CSH'7N03 

FD-MS m/z((MrJ; 175 

'H-NMRスペクトル; Fig. E5-6に示す。

'3C-NMRスペクトル; Fig. E5-7に示す。

~ 

" '. 

Fig. E5-6. Methyl s-O-vicenisaminid巴(3)の'H-NMRスベクトル (CD30D中)
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Fig. E5-7. Methyl s-o-vicenisaminide (3)の口C-NMRスベク トル (CD30D中)
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4) 2の絶対立体配置の決定 (TACu法)

4-1試薬

Tetraamine copper(ll) sulfateはSigmaより購入した。

4-2測定

HPLC用蒸留水10mlに3を4mg溶解した溶液を調製し、水銀ランプを用いて435nm

における旋光度 ([α)423~ c 0.04、HP)を測定した。またHPLC用蒸留水10mlに、 3を

4mgとtetraaminecopper(ll) sulfate 0.395gを溶解した溶液を調製し、同様に435nm

における旋光度 ([αL~，~ c 0.04， tetraamine copper(ll) sulfate )を測定した。企[MhACuは

以下の式により算出した。

o[M)TACU=([αl二tetraaminecopper(ll) sulfate -[α);;5 HP) x 175 (3の分子量)パ00
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