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<序 論 >序 論

近年 ､細胞 生物 学 や分子退 伝芋 の進歩 によ り生命 現象 の解 明は 急速 に進 ん でい

る｡抗 生物 質 に 代表 され る新 しい作 用 を もつ 薬理 活性物 質 や 阻普剤 の発 見 は ･化

学療 法剤 の 開発 に道 を 開 くの みな らず ､物 質 レベ ル か ら生命 現 象 を と らえ､ その

メカニ ズ ムの知 見 を得 る うえ で極 め て有 用 な手段 であ り､新 たな基礎 研 究の発 展

が期 待 され る｡ 従 って､細胞 生物 学 や分 子逝 伝芋 の成 果 を基 に した､特 徴 的 な ス

ク リーニ ング法 の 開発 によ る新 たな特 異 的要理 活性物 質 の検 索 が強 く求 め られ て

い るO ま た､検 索の対象 も､放線 菌 を 中心 と した微生物 代謝産物 の み な らず ､海

洋 生物 を含 め たあ らゆ る生物 にその 範囲 を広 げ てい る｡

[抗 生物 質 へ の道 ')]

化 学療 法剤 の歴史 を振 り返 ると､実用 的な問題 の解 決 が､ 医学 と醗 酵芋 と微生

物 学 の発展 を促進 したこ とが わか る｡

Leeuvenhoek12) がは じめ て細 菌 を見 た 17世紀 よ りは るか以 前､ たぶ ん古 代

に さか の ぼ る大昔 か ら感 染症 は認 め られ てい たであ ろ う｡ 天 然痘 が伝 染 性であ る

ことは長 い間知 られ ていたD病気 が人か ら人 へ 移 るこ とはわ か ってい たが､病 /,i,7

体 の性 質 は もちろんの こと､ どの よ うに して起 こ るの か は わか らなか った0

16世紀 に Fracastoro は ､ ∃- ロ ッパ に 以人 した摘 1'rTkの接触 伝染性 か ら､実

際 に病 気 の微 生物説 に非 常 に近 い考 え方 を示 して い る 1 3J. しか しなが ら､原 虫

と細菌 は 野菜 や動物 の浸 出液 か ら生 じる とい うよ うな､微小形 生物 の 自然発 生説

に終止 符 を打 つ ためには､ それか ら 300年後 の PasLeurの研 究 を持 たねは な ら

Titい｡

pasteurが醗 酵 や医学の分 野 で偉 大 な貢献 tH を した 19世紀 後 半の教 十年 間

に医学細 菌学 ､微生物 学は 大 き く発 展 したo Kochに よ る炭rLaをは じめ とす る病

原微生物 の研 究 lH'､Behrlng･北里 に よ る免疫 の研 究 1 5㌧ Gran の式別 染色 法

I ')な ど枚 挙 に い とまない ほ どの輝 か しい成 果 が得 られ た｡

こ う した 中で ､化 学穀 法 学 に発 展 す る重要 な研 究が行 われ たの もこの 時期 であ

るo l850年 ｢産婦 熱の発 生 に関す る論 説 ｣ i l'で､ ク ロル石灰 によ る手 洗 いの

効果 を示 した SemTnelvelS｡1867年 ｢外科の実 際 にお け る消 砧の原理 . 1つ) で､

手術岩t!具 の減 幽 とと もに石 炭骸 によ る7㌢偶 を行 い､外 科 的敗血症 の発 生 を大 幅に

減少 させ るこ とに成功 した いsterが い る｡

LISterは ､ Pastcurの研究 によ って､ モi-tが腐 敗 性の性 TIFを持 って い るの

は､酸素 や その 他のZ/L体成 分 によ るのては な く､ 空i州 に浮 遊 してい て 自 らの /L

活力 に よ ってエ ネル ギー を得 てい る微 小生物 によ るこ とが わか った と き､空気 を

追 い 出 さな くて も､浮遊 して い る杓 子 のJk命 を破 壊す る能力 の あ る何 もの か を包

二
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盗材料 と して用 いさえすれば､外傷部の化膿 を避け られ るのではないか と私は思

いついた_ と述べ ている｡

こうして､ Koch の病原微生物学に先行す ること 10年､ LISter の研究は､掌

理よ り実用の場で､消毒 とい うかたちで外科領域に大 きな影響を与 えた｡石炭酸

は人体への毒性が強いため､そのの ち多 くの薬剤が開発 され､抗生物質や化学療

法剤へ と開発研究が進め られ､医学上のあ らゆる目的に利用 され ることにな るo

抗生物質の発見へ と続 く微生物間の捨抗現象の最初の報告は､かびが細菌を溶

か した現象を記載 した Tyndallの 1876年の報告 と､ある細菌が炭症菌の発育

を阻止 したことを記威 した Pasteur らの 1877年の報告 とされている10'｡それ

か ら 1910年項までは一括抗現象 と一方の微生物が他の発育を阻害す る物質 を作

っているとい う研究は続 いてい く｡ しか し､ 1915年 頃か ら細菌 と人および動物

の棉成成分は類似 してお り､それを選別 して細菌のみを殺す化学療法剤をみつけ

ることは不可能 とす る考え方が細菌芋者の間に一般化 したO

このよ うな､なおまだ化学療法が否定 されている時代に､ Flemlng はペニ シ リ

ンを発見 して 1929年に報告 したLl'｡加えて 1935年 Domagk によるプ ロン ト

ジールの感染動物および臨床試験の成功は1日､ 感染症 を化学菜品で征服す るこ

とが可能であ ることを;lEEyJL､多 くのサルファ剤の発見に至 るとともに､オ ック

スフォー ド大クループのペニ シリンを臨床的に利用す る試みに役立 ったと思 われ

る｡オ ックスフ*- ド大の Florey, Chaln. [leatley らは､粗製のペニ シ リンが

抽出され ると､マウスの肺炎球菌､ブ ドウ球菌等の感染肪'm実験 を行 い 1940年

に発よ した 13)a

一方､ Dubos の タイロス リシンH'の研究に誘導 されて､ Yaksnan は放線 由が

つ くる抗 歯物質の研究に/}'一手 し､赤い結晶の抗菌物質 を発見 して､ア クチ ノマイ

シンと命名 し 191t年 に字艮告 した 15)oペニ シ リンの大iii生産法の研究 と同時に､

新 しい抗生物質発見へのスク リ-ニ ンクが始まった. そ して､ス トレプ トマイ シ

ン (Waksman. 1944)】6)､クロラムフェニ コール (Bartz. 1948)17)､クロルテ

トラサイク リン (Duggan,1948)川 ､さらにオキ ソテ トラサイク リン (Rcgna.

Solonons 1950)13が相次 いで発見 され るにいた った｡

こうして 19jO年 代に抗生物質の研究は急速に進歩 し､ 1950年代には制虹抗

生物質の研究が始ま り､ 1960年 代には耐 性菌に有効な誘導体､アナ ロクの研究

が発展 し始めたD さらに 1960年 代後 半か らは酵素阻書剤の研究 も加わ り､抗生

物質の研 究は細歯痛､Ir･I.･の治療薬およびその他諸種の病気の治療薬な らびに-1lJ川

な粂埋活性物田の研究に拡大 した なおこのfiiH=､それぞれの物質の作用枚作 が

解析され､分 7一作的'l:'､隼命村芋の巡13:-･に-# しく1]i献 した
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〔これか らの抗生物質】

1945年以 前の E]本人の平均寿命は約 50歳か ら 54歳であ り､なかで も乳児

や産婦の死亡率は､現在 と比較にな らないほど高か った｡ペニ シ リンが使われ始

めた 1946年か ら 1955年の間に､ 日本人の平均寿命は著 しい速 さで延長 し､抗

生物質製剤の普及によることが示 されている｡今 で も病原性微生物 による急性の

病気は極 めて多いO ところが抗生物質の研究によ って発見 された治彦薬は､ この

よ うな恐 ろ しい細菌､ リケ ッチ7､大型 ウイルスが もた らす病気 を克服す る大 き

な武器 とな った (Flg. 2.:o') O

ll{ U-_082三 _O-

Flg 2 El本人の平均寿命 と抗生物質

さて､高齢化 した 口本人の現代の年齢分布 は ド1g 3.のよ うなつ りがね型を示

し､急速な高齢化がiiE_んで今 では世界以7..古の平均寿命 とな ってい る｡ 主要死 因別

の死亡率をIiると､ t950年に死 因の第 1位であ った結核は､い まではその死 亡

率は非?i':に低い ものにな った 現在ではがん､心臓柄 ､脳卒■ll､肺炎 ･気t'L･.1支炎

が(.,･J-い牝 L人とな り､た占年齢化に伴 う柄式 がLLIめてい る (FIg 4)O さらに i三な仙

気の受診率で も､;[.'吉山LE､精神障:i,-､脳llIlfll､心臓､VLWJ!､悲性新生物 などIL:.I;齢

化社会､ ス トレス過剰叫代 に伴 う病気 による受診がIl.(.一加 している (Flg 5)0

1
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こう した状況のなか､酵母､

カ ヒな どの真 菌額が原因 となる

日和見感 染症 や深性真菌症､ そ

して､がんや悪性新生物 などに

対す る薬剤の開発研究が､成人

病薬剤の 開発 と共に､ます ます

重要にな っている｡ ところが､

細菌な どの原核生物 と異な り､

真菌類 や癌細胞は細胞質の構造

に関 して人の細胞 と比べ差異は

ないために､選択 性を持つ向真

核細胞活性物質の検索は非常に

難 しい状況にあ る｡
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〔植物病 はマ クロなスクリーニ ング系〕

さて､ 自然界には､真核生物 であ る多種多様な植物 が生育 してお り､ さまざま

な生理現象を営んでいる｡植物の生物 的病原 由来の病気のなかでー有俊化合物 が

その病徴の主 な原因 となっている場合がある｡例えは､ イネばか苗病菌 (Clbbe-

rellafujlkurol) の研究を発端 と し､ イネを徒長 させ る トキ シンと しての ジベ

レリンの発見 2日 が有名である｡ こ うした植物病原菌が生産す る､病徴発現 をひ

きおこす病原性化学物質は Phytotoxln と呼ばれ､ DlmOnd と Yagner は次のよ

うに定差 している22)

(1)一定の病徴を示す植物 中には一定の物質が存在 し

(2)その物質は単敢す ることができ

(3)その物質を健全植物 に与えることによ り､少な くとも病徴の一部が再現 で

きる

この定滋は､ Koch の病原菌に対す る 3原則を､物質 レベルに駐き換えた もの

と考え られ るQ このよ うな観点か ら前述の ジヘ レリン (イネばか苗病 一徒長 )杏

は じめ リコマラス ミン (トマ ト萎澗病 -萎胴)23)､ テ ヌア ソン酸 (イネい もち

病､タバ コ赤星病､ナシ黒斑病 一壊死 )2.I)､ フザ リン酸 (イネばか苗病 ､ トマ

ト萎凋病 一萎凋)25)､オ フイオポ リン (イネ ごま-#･枯れ病 一壊死 ):6)､ ピ リキ

ュロール (イネい もち病菌 一壊死)27) など多 くの病徴発現物質が単離 され､生

理活性 について検討が されてきた｡

cooH 9日3日

≡::, :: T H2HNj H ～"HS:H oc∝ H,

GlbbereHICAcld LycomaTaSrmne TenuazonlCAcld

H
cH】C岬 ,&CO O "

FusarlCAcld OphlObolLnA PyrlCUloI

Flg 6 植物病原菌が生産す る Phytotoxl∩
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植物の病気は､ 自然のマクロだスク リ一二 ンク系であ る｡対象になる植物 は､

農作物や有用食物のみな らずー身近 な草木 も含まれ る｡病原の種頑は大き く非生

物､生物､ ウイルスに分け られる｡ このなかで非生物病原 である土壌､気象､大

気汚染な ど物理 的､化学的安臥 こよるものや､ ウイルスが病原体 とな る病気､昆

虫､線 虫､ダニ などによる被害は このスク リーニ ング系の対象 と しな い 〇生物的

病原は主 に菌額､細菌などの微生物要因であ り､このなかで植物病原菌が生産 し､

真核生物 と しての植物 に病徴発現をひきおこす病原性化学物質が この 自然のスク

リーニ ングの標的となるO

他方､新 たな基礎研究の成果を基に した､特徴 的なスク リーニ ング法の開発に

ょる新 たな特異的生理活性物質の検 索 も強 く求め られている｡

[目的 ]

新 しい生理活性物質の発見は新規化学療法剤 と しての開発 に貢献 し､その検索

は重要であるとの認識の もと､著者は

(I) イネ笛立枯病症誘起物質 リソキ ンンの研究

(2)イネい もち病 幽糸の形態異瑞を指掛 こしたスク リ一二 ンク法の開発 と

新規抗 力 ヒ抗生物質 フサ リエ リンの研究

を行 った｡
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第一章 リゾキ シン

第一節 序

1970年代､イネの横桟移植栽培の普及 に伴 い育苗法が変わ り､RhlZOPuS,

TrlChodemaなどこれまで全 く無書であ った各種土壌生息菌 によ る稚苗の病書が

問題 にな った｡育苗期間中に､イネ箱育苗の床土表面に 白いカ ビが繁殖 し､イネ

苗の茎の地除却にか らみついた り､あるいは成育不良 ･苗立枯 れを生ず る場合が

み られ る9 これ らの苗か らは RhlZOPUS屈宙が多 く分離 されたことか ら､ この植

物病は リーゾーブス苗立枯病 と呼ばれたo

RhlZOPuS屈歯による立枯病羅病苗の生育は､地上部 ･地下部 とも著 しく抑制

され､根先端部 ･鞘尭基部の肥大 などの特徴的病徴が現れることが報告 されてい

る｡ 1･2)o被蕃笛を顕微鏡で観察 したところ､椛病 イネ体内への菌糸の侵入 は碓

認できなか ったo さらに､これ らの病徴が本属菌 による柄書の発生 した土壌の泣

出液によ って も引き起 こされ ることか ら､病徴の発現には本属菌の生産す る苛茶

の関与 が示唆 された3)o

佐藤 らは､ 育苗床土か ら分総 ･同定 された 5柾の RhlZOPUS屈曲

(RchlnCnSIS.Roryzae.R.arrhlZuS,RJavanlCuS R.delemar)および (肘)

醗酵研究所か ら分譲 された 旦nodosusの計 6椎を用いて､菌のイネ幼苗におよ

ぽす生市陀誓､培養 温度条 件と菌糸の生育および液体静荘培養 で培養 液中に産生

される胡 性物質 などについて検討を行 った｡その 6和の 中で 旦･chlnenSIS によ

る陪審程度がJaも高いことが示 された｡ 恨先端部肥大や鞘妻基部奇形化 を再現 で

きるのは 旦･chlnCnSISの培養 口液のエチルエーテル抽 出物 のみであ り､他の樺

では病微は再現できなか った｡こ う して､ リー ゾーブス苗立枯病の病徴を再現で

きる毒性物質 を B_ chlnenSISか ら得 たことを報告 した4'0

本茸 では､ この適性物質 リゾキ シン ( rhlZOXln)の単錐､化 学捕造決定､生

合成な らびに生物活性について記述す る｡

8a

<第-葦 >

FIg,I.2.病害写真 (苗床 ･上が病害の発生 した育苗箱.下は正常な育苗箱｡ )

Fig 1.3,病徴写実 (イネ幼根比較写真 右 は正常な苗｡左が根 の肥大 などの病

徴が現れ ている羅病 した首o愛知旭)

9



く第 - 7.7

第 二 節 培養 および抽出 ･単離

生産 曲は､新潟県jB業試験所の 中苗斤苗圃で brovn patch 状に発生 した立枯 曲

か ら分離 した 地 望 Ch川enSISRh-2歯1'を用いた｡培掛 ま培地 1で､32(C､

48時間 シャー レによる液体静定培巷 を行 った｡ 尚､培養 口液による根の肥大活性

は 4日日以降低下す るのか認め られ る5'｡

癌性物質 リゾキ ンンは､写真に示 したよ うな､イネ幼根の肥大作用 を用 いた生

物峻定法を指標に 取離を行 った｡

TabeIt 培地 1の組成

glucose 1 %

poJypepton l %

MgSO4.7日20 0.05%

KH2PO. 0.05%

K2HPO｡ 0.05%

CaCl212H20 0.01%

FL9 14 イネ を用 いた生物検定方 法お よび活性鵠至基架

-10-

<第 - 章 >

リゾキ シンの単無精製法のおもな手順は以下の泊 りであ るO培養 口液を ジエチ

ルエーテルにて抽出 ･濃縮後､有綴溶蝶でJEUi次ふ り分けを行 い､ シリカゲル クロ

マ トグラフィー､ ローバーカラムによる低圧液体 クロマ トグラフィーなどによ り､

無色粉末状活性物質の リゾキ シンを得 た∂

RhHo0..日 hreJ1日 約-日 三春 E3窓 (-)08L)

エチルエーテル抽出

抽出物 (2819)
7セ トン､n-ヘキサ ン 各 川 Ell加え

さらに水 50.111加える｡

n-ヘキサン抽出

I 喜箭

n-ヘキサノ抽出物 下磨

)krtI

(505叩) lT q- lベンゼ空 -

ペンセン抽出物 下層

シ憲 三三空 ⊥ ｢ 忘 ⊥聖 二竿
ベンぜノ抽出物 節税エチル抽出物 7kTE

(604mg) (く92mg)
ソク13ヘキサノ抽出物

(117mg)
ンリカゲルクロマ ト

(22うり とけ-へノ=ノ)

ンリカゲル

(22!(7n/一へノミ

ローバーカラム (2017tr/-ヘノモノ)

リゾキ ンン

(50F19)

F■9 1 5 リゾキ シンの精製方法 1 culturedbrothof F7.chinensis

aq･layer etherlayer

evaporat10n
suspendlnWater

∩-hex. layer

benzeneext.

aq･layer benzene一ayer

evaporat10n
l

silicagel,SephadexLH-20

HPLC (C､8)

L

RhlZOXln(-1.5mg/I)

Flg 1 6 リゾキ シンの精製方法 2

11



<第-茸>

第三節 構造決定

〔リゾキシンの分子式】

リゾキ ンンは融点 131-135bcを示す｡また旋光度は 二a二Dこ,201'(C O8･

lteOH )と測定 された,一方､ メタノール溶液の紫外吸収スペ ク トルは 295nm

(E37.000).308(47.800)I 325(351000) と強 く特徴的であ り､非環状テ ト

ラエ ン様発色団に由来する吸収であることが示唆されるo

赤外吸収スペ ク トルは､ クロロフォルム溶液中 3･600-3･400cm~1および

I.730cm-1にそれぞれ水酸基､エステルに由来す る吸収が観測 される｡

プロ トンおよび炭素 I13核磁気共鳴スペ ク トル ('H, 13C一州 R)データを解析

することよ り､ 7個の一CH3､ 4個のICH｡一､ 3個の >CH-､ 7佃の >Ctl-0､

1佃の ラ C-0ー 7個の -CH-､ Ll佃の >C-､ 2個の ICOO-の合計 35 偶の炭

素が確認 された｡ 芯子衝撃高分解能マススペ ク トロメ トリー (rllモEIilS) では､分

子イオ ンピーク (lt-)を m/Z6253233 と測定 した｡

これ ら IMlt‡のデータ､元素分析値およびマススペ ク トロメ トリーの結果を結合

して､ リソキシンの分子式を C3,H.7NO｡(W 625 3250) と決定 した｡

Table I2. リゾキシンの物理化学定数

physlCOChemical propeTtleS Of Rhtzoxin

m･P･

[cl]2D4

MS

uv (̂max(C);MeOHI

lR (CHCt3)

Anal.

HMS

MoIForm.

131-1350C

+2010 (C=0.8,MeOH)

∩/Z 625 (M+)

295(37000),308(47800),323nm(35000)

3600-3400,1730,1580,1450,

1110,1080I1045cm~l

N% obsd 2.04,calcd･2･23

obsd.625.3233,calcd･625･3250

C35日.,NO9

<第一章>

Flg. 1.7 リゾキシンのマススペクトル

F19 18 リゾヰシンの紫外吸収スペク トル

Flg 19 リゾキシンの赤外吸収スペク トル

13
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Fig 1 10. 400MHz -H NMR spectra of rhlZOX川

Table 1 3 1日NMRdaLaOrlhLZOXLn(I)lnCDCL3(400MHz)

proton Chen-】caL Mult.pL.cllyandco11PlEngCOnSlan【(Hz)shlrl

H12 296 dJe.】-16

H･3 3'27 dddJ3亡-16,Jい-20& 105

H･4 233 dddJl.】-20,JH-130.J り - りAI

O79 dddJり-105,J一.I-J30,Jり-JO5

H-5 ユ05 m JH-tO5,J日.-120&?I)
J3.4-20&)20

H-5a 272 ddJ;1.ユニ?i),Jユ..3L-170

210 dd′ユ1.3-1,_0,J与‥.=170

日-6 L93 dddJかユニ20,ノ…岩140,J6.,=30

093 dddJ与ユニⅠ20,I,,3-140,Jd.7-Ⅰ20
H

H

H

H

H

H

H

H

H

87 dddJl.d=3.0&17_0.JT.～-95

30 nlJJ7-95,JJh-63J"-loo

20 dJh.,-63

66 ddJり-LOO,JD.10-150

38 ddJェ｡.9-150,I,8.11=95

20 dJIl.!｡-95
45

20 ddJ13.I.-25&ll0

05 dddJ1..13=ll0,J!日暮-Ⅰ55.Jl.u=90

l88 ddJll.11=25,J!i.‖-155,Jll.1.-0

日-L5 ･与63 ddJlb‖-0&90,ん Ij-30

日-16 ユ37 m JL4.13-30,J1....ユ=67,J",i,=90

日-16a 100 dJlbl.ld-67

H17 323 dJl-.L,=90
L7-OCH1 315 s
H･lSa lS2 S

トト)9 608 dJM･｡=1l0

Iト20 660 dJI.0.L9-日O,I.0.1E=150

I-I-21 638 dJl.:0-150
H.22.1 212 ゝ

rト23 627 s

f1-25 75S ～

H-26n 245 S

リ,,C(.)-60Hz

リ1【.C(5.)-ワ1)

NOヒ(lZa-IO)ニー120/.

'JJlC(1:1)-30Hz

リIl.C(I)-10Hz

3Jnc(I,TO)-30Hz,lJllC(lh)=40Hz

3J】rc(1】1)-S0
HOE(柑a-20)ニー 130/O.(22a-･20)-

+13%

3JlJ.C(m)-30Hz

Vll.C(亡:1戸 90Hz.リZ-.C(23)-60Hz

亡JmC(24)-150Hz,3Jqc(亡8)-80rTz

VLl,C(つ8)-80Hz

Spln-SPJllCOuPElng､VaSObser､edbutlLSConstantCOLLldnotbede【ermlned

lJ -

Table 1.4

uc-NMRCherTV(CIShlfts

ondlJ川 OfRhlZOX[n

solventCDCb)

cq∫tK'ni｡(ppm) 1JcH

,･･
1
～
.い
.i,0
1･
r･
S
的
9
日
日
日
h
pdr

E
15
日

ト
m
r
p3
1∋
叫
=,･.い
‥[
:,q
.;..
H
,I...i.

t′
D
JJU
0

l-
-0

6

0

13C-NMR(100MHz)

OCHI

RhlZOXln R=H(1)

<第一 葦 >

Flg 1 ll lOOMHz りC(lH〉 NMR spectra of rhlZOXln



<第-章 >

リゾキ シンは lc'O Et3＼ MIPでアセチル化を行 うと､ IRの 3600-3400

cg]-1､1045cE)Llの水酸基 由来の吸収が消失 したモノアセテー トが得 られ､マ

ススペ ク トロメ トリーで DZ667(lt~)を与 えることによ りー水 酸基 1個の存在

が示唆 された｡

リゾキ ンンは 4001tHz IHntRの splndecoupllng実験および 1001lHz 13C

＼ltR による selectlVeProtondecoupllng.＼OEト ト'によ る gatedecoupllng,

long rangeselectiveProtondecoupllng(以下 LSPD と略)6)実験を行 った｡

以下に リゾキ シンを a～ eの 5つの部分欄道 に分けて､それぞれの構造の証明

について説明を行 うOその後に各部分捕造の結合について根拠 をあげ説明す るO

F■9.112 リゾキシンモノアセテー トの赤外吸収スペク トル

e ′ d

Fig 113 a～ eのユニッ ト

<第一葺 >

[部分構造 a (C-l～C-5b)]

HC＼土IRで 513および 56.0ppnに観測 される C-2､C-3の 13C-lH ス ピン

結合定数 lJcH (以下 llcH ) はそれぞれ 181､178Hz と大きな値を持 ち､そ

の化学 シフ ト値か らエポキ シ ドの存在を示 している日｡さらに H-2(6296)と

H-3(6327)の ヒシナル .HJH結合定数 以下結合定数)が l･6Hz てあるこ

とよ り､ C-2､ C-3は トラ ンスエポ千シ ドと結論 した74〇 LSPD実験 によ り

168 1ppm のカルポ二ル炭素 (C-1)は tト2 との隔日こ 61Izの遠隔 ス ピン結合

( long rangeCOUPllng )が認め られる9 -方､ H5a(∂2･72)への照射 で

169.3ppmのカルポ二ル炭素 シグナルはその形が変化す ることか ら遠隔ス ピン結

合 と考 え､これを C-5b と決定 した｡以上よ り部分掘進 aを Flg l･11 のよ う

に確定 した｡

F19 114 部分構造 a (図の中で点掛 ま 一日-.Hのスピン結合を･また実線は

1日113Cのスピン結合を示 している｡以下同 じ)

Fig 115 リゾキシン 1HNMRスペク トル H-2･H-3部分拡大Eg]

17



>章罪<

S327 7296 3 233

.
-
.
.

㍉

Fr9 1,16 】HNMRdecoupllng実額 (83.27.H-3照射

8296H-2.6079H-3観測)

k s-y6
1693 1681

辛
T693 1681

Flg L17 13cNMRLSPD実額 (62.96日-2照射 1681ppmC-1観測

62.72日-5a照射 169.3ppmC15b観測)

く第 - 茸 >

[部分構造 b (C-6-C-12a)】

H-7(∂3.87)は H-6(∂093.1.93)と 12Hzおよひ 3Hz､また H-8(∂2.30)

と 9.5Hz､さらに H-8と H-9(65-66)は 10Hzの結合定数 を持つ｡続 く H-9

と H-10(65.38)は 15Hzの結合定数か ら､この二重結 合は トラ ンスである｡

clH (6J2ppm の 1)cH は 172Hzであ りエポキ シ ドの存在を示唆 してい るが､

ほかに この大 きさに相当す る IJ｡H を持つ シグナルが観察 されないことか ら､続

く C112には水素が結合 していないと考えることができる｡

核 オ ーバ ーハ ウザ ー効果 (nuclearOlerhausereffect トOE)を観測す ること

によ り部分梢造 bは支持 された｡すなわち､ ∂145のメチル基を照射す ると

t卜10の シグナル強度は 12㌔増大 した｡ これは C 12に C 12a(6115)の メチ

ル基が存在 し､なおかつこのエポキシ ドは トランス配位 であることが判明 した｡

13C-NMR 1H-NMR

No. bc (UcH) No. bH (｣gem,Vic)

6 3∠.,4 (l25) 6 o_93 日2) ■一.93 (3)≡-r8,三 '(,3 i:Z; ..5.',1

7 82.5 (145) 7

8 45.4 (125) 8

aGl17_0 日27) 80 1_20 (6.3)

9 139.7 (ー55) 9 5.66 (10′15)

10 126.7 (155) 10 5.38 (15,9)

11 6∠ト2 (172)ー2 65.212G 11.8 (127) 日 3,20 (9)

Flg_118 部分構造 b



十I
<第-董 >

LrI ;r r

L J 'LJL ｣仙 ｣ u L=●● =1●

胤一 札

Fig･ 1191 リゾキシン tHNMRスペク トル二重結合部分拡大図

6566ざ538 5387

Fl9 120 1HNMRNOE実額 (614512a-CHl照射 6538日-10観測 )

-20

<#-# >

[部分構造 C (C-13-C-17)]

リゾキ ンンの メ ト千 シ千メチル (6315)の結合比定は､その メチル基炭素

(562ppm)と H-17(63･23)との間に 3Hzの遠隔ス ピン結 合 (3JcH) が認め ら

れることよ り 17位と結論 した｡

13C-NMR 1H-NMR I

No. bc (lJcH) No. 6H (｣qem.Vi｡)

ー3 77.5 (1∠■ー) 13 3,02 (2.5′11) .

14 31.9 (125) 1∠. 1.88 (2.5)

15 77.0 (142) 15 2.05 (9.ll)4r63 (3,9)2.37 (3,6.7,9)1.00 (6,7)

16 38.2 (130) 16

16q 9.6 (127) 16q

17 89.4 (l38) 17 3_23 (9)

F19 121 部分構造 C

FJ9 122 13cNMRLSPD実態 (6323日-17照射 562ppmOCH3観測)

121



<第 - 章 >

リソキ ノンを Ac20/Et,㌔ D＼tAP にてアセチル化 を行 うと､赤外吸収 スペ ク トル

の水酸基 由来の 3600-3400 cm~lおよび 1045 cmLlの吸収が消失 した化 合物 2か

得 られ る｡質鼠分析は mz667(11~)を与 えることか らー化合物 2は リゾキ ンン

モノアセテー トであ り､ リソキ シンには 1佃の水酸基の存在 が確認 されたことは

既に述べた｡ ∂3.02 (H1 3) の シクナルが､ モノアセテー ト体 では ∂4 22 に低

磁場 シフ トす ることよ り､水酸基は C-13 に結合 していると結論 したo

.

~

帖

町

8 7 6 5 4 3 2

Fl9.1. 23 400MHzIHNMRspectraofrhlZOXlnmOnOaCetate

TabLe 15 1HNMRdalaOrTh■zoxlnaCelate(2)(400MHz)

ChenllCalshlr( l ChemICa】sh汀t

jnCDCL, inbm e-d∴ Prolon - inCDC,. intm ｡-a.

H-2

H･3
H･4

H-5

rト5{l

〟-6

jト7

111S
HISt一

H-9
ll-10

r7-11
H-】2a
H:‖L一

296 2(;4

330 312
ユ52

007

274

0

0
5
っJ
8

′hU
rJ

一
9

一
2
6
3

1

4
2

1
0

1
6

[
96

26

-8

-1

26

58

50

川
30
54
4

7

一
一
0
7
9

r.jj
o

o
7
8

0
3
9

04
9

<第一 葦 >

リソキ シンの H-15 (∂4 63) は H-16 と 3Hz のス ピン結合を している｡ しか

し､ H-14 とのス ピン結合の うち一方の結合定数が 1Hz 以下 であること､ さらに

H114 の シグナルが他の シグナル と重なっているために､ tH 3- ll-15 の帰属が凶

難であ った｡ そこで リゾキ ンンを加水分解 -メチル化 -アセチル化 して誘導体 3

に導 くことによ り､ H-14 のメチ レン由来の シクナルを他の シクナル と分離 して観

測す ることが可能にな ったO こう して部分梢造 Cを Flg l･21のよ うに決定 したo

⊥

了

OCH3

FLg. 1.24

Table 16 1Hト仙lRdataofcompound3lnCDC】3(400MHz)

pr.L｡n ChsehT{LlCal "uIHPcT:tEyanaFELEzO)uPl】ng l proton chsehTTl(Cat lVIuLIL霊 (yanaEnPHCzO)UP】Jng

0 i

o dJ2,37=35

4 dddJ37-3.5,J3,一-35&100
7 dddI..3-100,J"-140,

Jl.5-ワA)
143 dddJl.3-35,J‥-140,

J=-つ̀)

H-5 190 mJH-つ&),JH丘-?A)
J…-120&?l)

H-5a 276 ddJ5A3-7L),Jba与.-160
203 ddJh.5-r)A),J｡..A-160

H.6 190 dddJ"-ワl),J｡.也-】30,

J…-30
127 ddd

H.7 415 ddd

H-8 252 nl

H-Sa 093 d
H-9 575 dd

H･10 568 dd

J63-120,J=-】30,
Ja,7-二125
J7,8-30&120,

J7,1=65

J5.7-65.JS.つ,-70,

ノ…-70
J8.5-70
J‥-70,J,.8-160

Jib9-160,J仙‖-40

HJl

H-12a

H-[:I

H-14

ti-15

6S aJll,10-40
10 S

90 ddJl｡.1.-50&ll5

95 dddん ..,=50,JL..lI=ゴ】30.

Jll.lJ-25

145 dddJl"3-ll5,JIH4-130,
JL日｡-ll5

346 dddん .1▲-25&115,

H-1(; Ⅰ8
Jli.18-70

m J".15-70,J肌n4-70
J".17-40

dI"..18-70
dJITlさ-40
S

～

dJlo.コ0-日0

ddJ20.19-日0,JC¢.巾1-150
dJ℡1.20-150

coupl】ngconstantcouldnotbedeternl】ned

-∴1 I
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メ(想ノ｣ノ霊 ㌣ -

増 肺

J L仙
E575 5568

8 7 6 5 4 3 2

Flg 125 誘導体 3の 1HNMRスペク トル

-'2.I
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[部分構造 d (C-18-C-23)]

C-18a(ll.5ppm)は H-19(6608)と 3JcH =8Hz､C-22a(144ppm)紘

H-23(6627)と 3JcH =9Hzがそれぞれ観測 され る. 従 って CH3-18aは

C-18に､CH3-22aは C-22に結合す るメチル基であることが判明 した0-万､

H-20(∂660)と H-21(∂638)のス ピン結合は 15Hzを示 し､20､21位は ト

ランスである (Flg 卜19)｡

さらに LVOE実験 を行い､部分構造 dの二重結合はすべ て トラ ンス配位であ るこ

とが証明 されたoすなわち CH3-18a(6182)への照射 によ り､‖-20の シグナル

強度が 13%増大 し､また Ctl3-22a(62 12)への照射 で もやは り H-20の シクナ

ル強度 が 13%増 えることか ら明 らかにな った｡

NOE+130/｡ NOE 十130/｡
iiid Eiiiiiiiiiiiiii

cH, H CH3

d

Flg.126 部分構造 d

NOE I3'/.

13C-NMR ーH-Nト1R

No.t6C (lJcH) NO, 6H (｣gem.Vi｡)

181BG 136.3ll.5 (127) 1BG 1_82

19 l29_I. (l50) 19 6.08 (ll)

20 123.8 (1∠●8) 20 6.60 (ll,15)

212222Q ー37.9 (150)136.814,4 (l27) 21 638 (15)22G 2.12

$758 6660

FIg.127 1HNMRNOE実額 (6182183-CH3.621222a-CH3 照射

6463H-15.5660日120.6758H125観測)

125-
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Fl9 128 .3cNMRLSPD実額 (8323日-17･66･08･H-19照射 115ppm･

18a-CH3観測 ､ 8627日-23.86･38日-21照射 144ppm 22a-CH3観測)

C-22aC-26a c-12ac-18a

F.9. 1.29 13cNMRSateddecoupILngW.thNOE法による ユJcH の測定

-26 -
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[部分構造 e (C-2h C-26a) 〕

C-25(136.1p叩)の IJcH は 206Hz と非常に大き く､ さらに C-24 (138･8ppTn)

と H-25(0-7･58)の結合定数 が 15Hz を示す｡ したが って､ これ ら炭素は芳香族

複素環 に由来す るものと考 え られた〇 van Leusen ら9〉によ り報告 された 2-メチ

ル -4-フェニルオキサ ゾールの化学 シフ ト値および遠隔ス ピンを含めた結合定

数 と､部分構造 eの各炭素の値がよ く一致 していることか ら､部分横道 eは 2~

メチルオキサ ゾール と示唆 されたC

この推定は ､ 13C ＼llR LSPD 実験での H-26a (62 45)および tl-25 (67-58)

と C-26(1610ppm)とのあいだに :JcH 3lcH が観察 され ることか らも正 しいこ

とが証明 され るo H3C 138ppm H3C 130ppm

15Hz

lbl･U.ヒ= N

e 2-methyト 4-phenyLoxcIZOL

can.J.Chem.,亘ヱ 3168 (1979)

Flg 130 部分構造 eと 2-rnethyト4-phenyloxazole比較

叶 舶 t,/"

13t)8 1)6I

131 13cNMRLSPD実験 (6627H-23照射 1361ppmC-25観 測

6758H-25照射 1388ppmC-24観測)

小凡 :i2J45

此 "/58

止仙

1610

Flg 132 13cNMRLSPD実験 (6245H-26a,

-27 6758日-25照射 161.OppmC-26観測)
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[リゾキ シンの平面構造 ]

今 までに部分補遺 a～ Cについて述べてきた｡ これ らは四級炭素 も しくはカル

ポニル炭素や酸素が部分梢造の端に存在す る場合が多 く､ lilNhlRのス ピンデカ ッ

プ リンク突放 でこれ ら部分細道をつ なげてい くことはできない｡ そこで LWMRでの

LSPD実験､IYOE実験､紫外吸収 スペ ク トル､賀孟分析 スペ ク トルの詳細 な解析

を行 った｡ さらに IHMlRの溶媒を種 々変え ることによ り､ 目的 とす るシクナル

の化学 シフ トに変化 を もた ら し､ス ピンデカ ップ リング実験 を可能に して､各部

分稲造 のつなが りを明 らかに したO以下に部分構造を eか らaの順でそれ らの結

合部位を記述す る｡

部分柵造 eと dの問には､C125(1361ppm)と tl123(66･27)に遠隔 ス ピン結

合 3JcH =6Hzが認め られる (Flg 卜31) .NOE実験 で CH3-22a(62 12)へ

の照射 によ り H-25(∂758)の シグナル強度 が 12,0itLL.1大す る (Flg 1-27)O従

って 23位 と 24位に結合があることが明か とな った｡ これによ り､紫外吸収ス

ペ ク トルがテ トラエ ン様の特徴的な吸収曲線 を描 くことを説明できる0

部分梢追 dと Cの間には､CllBa(ll5ppm)と fH 7(6323)に遠隔ス ピン結

合 3｣｡H =4Hzが観測 されることか ら 17位､18位問で結 合 していると結論 で

きる (Flg1-28)｡ このことは高分解能マススペ ク トルで も 16位 と 17位の問

で開裂 した m/e2321330 (CH tl.81102 ,2321336,basepeak)の フラクメ ン

トが検 出され ることか らも支持 され るO

部分梢造 Cと bは 12位 と 13位か結合 しているO それは C-12a(ll8ppm)と

トト13(6302)の問に 3JcH=3Hzが認め られることか ら決定 したo

部分梢造 bと aの結合部位について､重 クロロホルム中での 州1モ実験 では､

ll-4か ら EE-6の一部の シクナルが他の シクナル と重な り合い解析 が困難であ る0

そこで 11日 .uRの解析を容易にす るために､溶中共を変え ることによ り目的の シグ

ナルの分離を試みた｡その結果､重へ ンセ ン中では多 くの シクナルが高磁場 シフ

トして観測できることが判り】した (Table17,Flg I33)｡重ベ ンセ ンと重 ク

ロロホル ムの混合比を 95対 5に したとき､ 目的の シクナルを分粒す ることがで

きた｡ それ らの化学 シフ ト佃は !ト4(6013. 6162)､ll15(6115)､El15a

(6146. ∂2.18)､tト6(∂005,∂128)である｡ ス ピンデカ ップ リンク実

験において､El15への照射 によ り60.05､ 6013､6146の ンクナルの形が変わ

りこれ らのFlaに相朕】が認め られることか ら､5位 と6位の結合を碓認 した｡

以上 によ り､炭素 -炭素結合部位 についてはすべて明 らか とIi:った｡

上 .1よし古

tIi■ TT I L dl

l

3 2 1

83_21
Flg 133 .日NMR溶媒による化学シフ トの変化 (CDCl3-CBDも)

m/Z 2321330(bQSePeqk)
Flg 134 各部分構造の結合位置



Table 17. 1HNMRdataorThlzoxm(1)Lnbenzene･d.(400MHz)
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proton Chermcal M u】tlpl】clty andcoupllng
shlrt conStan【(Hz)

proton Chem)Gal MultLPl1Cltyandcoupl】ng
shErt COnSはnt(Hz)

H･2 264 dJ:.3-16

H-3 310 dddJ3.:-16,J3..Ze20&
110

H-4 152 dddJl.a-20,J,.-】30,
Jり=30

007 dddI"-1】0.I..i-130.
ノ‥-ll0

H-5 105 m J1..-日0,J5,5.-50&
125,J"-30&125

71-5a 214 ddJ古..,-50,J如.h-1SO

142 ddJh.｡-12.5,JJA.38g=】80

H16 120 dddJ日岩30,J｡.8-】30,
J8.;-25

-007 dddJGh戸 125,J…-130,
J8.7-125

H-7 314 dddJT.8-25良125,
J7.3=100

7i-8 180 m JST=-100.J8.3L-70,
J"-100

H･8a 100 dJ如.5-70

f1-9 451 ddJ"-100,J,,10=155

ddJIO.p-155,JIO,!1-95

dJl1.10-95
S

ddJla.エ▲=35&105
dddJ1..1だ 105,Jl".-つ-)

dJ184.18-65

dJLT,10-95

S

～

aJlO.コ0-日 O

ddJ?0.lB-ll0,Jco.H-】50

dJ?.,20-150

Spln-Sp】nCOuPJZngWasobservedbuHLSconstantCOuldnotbede:ermmed

L L yT

F lg 1.35 400MHz tH NMRspect(aof rhlZOXln川 C6D6

130

次に､残 されているラク ト

ン環の結合形成位置について

考察する｡

168 1ppm
に幅の広い二重線 と

して表れている C-1 のシクナ

ルは､H-15(6463)への照

射の結果鋭 く+Sることより､

リゾキシンは 1位 と 15 位間

で 16鼻ラク トン環 を形成 し

ている｡ したが って､ もうー

っは5b位と7位間で 6員ラ

ク トンを作 っていることは間

LSPD

<第- 輩 >

≠ 誹 0-1七つ

F l g.136･.3CNMR LSPD 実験

(646日卜15照射 1681ppm C-1敏 郎

以上t - Rおよび 13CNllRの詳細- カップ リンク実臥 NOE実舶 行い

違いないo

1)ソキ ンンの平面構造を 1と結論 した｡さらに､平- 道を碓- るために分解

反応を試みた｡

〔オゾン分解]リソキンンよ ｡誘導 い こ化合物 3を CrlCt3中 -78｡C にてオソン鮒 -ジメチルスルフィドーNaB-理を行ったO-からは､イオン交換馴旨およびtlPLC分脈作により一分--4および5を得たo生- 4は lllNltlその解析の
結果 C-10か ら - 18aの部分に一致するOまた生成物5はLtl1"lt13CNhllそ
の馴 斤からFlg137に示す5あるいは5･の2つの--ずれかであると
独察されるO しかし､生成物5の IrlN11Rにおいて- 基の付け根の70ロトンが
重なり合い解析が-い0-万､13-Rの化学シフト値を､アルカンの脚
効果による加馴1110)による計-巣と比較検討したが､判定がつかなかったo
そこで､生成物 5をアセチル化 して lHNhIRの詳細な検討を行 ったO生成物 5は7セテル化によりhexa-aCetate とな り､アセチル基の付け根のプロ トンが分離して解析が可糾な ったが､メチ レン､メテ ンプ ロ トンの分離は依紛 糾 ておらずdecoupllng莫蚊による-は不能であるOしかし､3組6プロトン分のl級7鵬の付け根のメチレン(-Ct12-0-rtc)には一九日タイプのシクナルが2組､

t̂l･IX･タイプのシクナルが 1組現れていることから､生成物 5の梢造を5と推

定 したCこれは リソキ ンンの C-I- C-5a･5b C 8a を含む C9までの部分に

一致する｡
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OCH1

3

F■9 I37.化合物 3のオゾン分解と生成物

･: し･L
4

Flg.I38 生成物 4の IHNMR(D20)

｣ 正 信

<第-葦 >

茸 " 十 州 山 山 側 仰 山 晶 仙 山 側 仰

80 60 40 20

F■g.I.40 生成物 5の 13cNMR(D之0)

HOH2C372 65CH20H
594

値

8
2
2

.
6

4
4
3
6

.
3
0
3
1

浪

0
8
6
6
9
1
0
3
LLI)
0
0
6

実

1
2
3
3
3
4
6
6
6
7
7
7

Flg 141 推定構造式 5. 5･を基に加成別で算出 した 13cNMR化学シフ ト値

し了､∴･｣

Flg 139 生成物 5の 1日NMR(D20)と拡大スペク トル

-313-

.丸山}丑 山 ｣｡6,6 Ac.帖｡
AcO

仙〟JL_止柚｣｣ ｡｡CL, AcOQC

FLg･142 生成物 5アセテー ト体の 1日NMR部分拡大 (溶媒は C60.と CDCl3)

-33
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一方､有機溶 媒で抽 出され た分解物 は それ ぞれが非 常 に微量 であ ったO その な

か で､生成物 6を単離 L IHNltRの解析 な どか ら構造 を決定 した｡ これは リソキ

シンの C-10 か ら C-17の部分に相 当す る｡

以上の結 果 よ りオ ゾ ン分解 によ り単放 され た生成物 は､ リソキ ンンの碓造 を支

持す る｡

F.g.143 生成物 6の lHNMR(CDCl3)

<第-章 >

[立体配 置 ]

リソキ ンンの不斉 中心の うち､ 5位 と 7位及び 8位 の相対配'Eにつ いては LrI

LWRdecoupllng実験 で図のよ うに結論 したO すIJ:わ ち､ 6093に現 れ る fト6

の シクナルには､H15(6205)および lL7(6387) との 問に大 きなス ピン結

令 (JS,=J6 7 =120Hz)が認め られ るO また､H-51の一 方の シクナル (6

2 10)と H-5の結 合定数 も 12Hzであ る. したが って H-5a(62 10)と tト5

(6205)､H-6(6093)､F1-7(6387)はそれぞれア ク シ ャル結 合 してい る

ことがわか る｡ これによ り H-5a(6272)とFI-6(6)93)の 2Hzの結 合定数

は､5a位 および 6位の メチ レンの エ クア トリアル水素 間の ジクザ ク型の遠隔 ス

ピン結 合 に由来 す ることが判 明 したo さ らにNOF,実験 において､CH3-8a(61･20)

への照射 によ り H-7の シクナル強度 が 6㌔増大す るのか認め られ るこ とか らも支

持 され るO
120 NoE

2Hz

Flg 144 C-5から = (ラク トン部分)の相対配置

JAL A JL 此 J uL砿 819'3

沸し凡帰日軋｡t,
人 山｣ル仙JL 占｡E3

土 山 山 肌 ノ岨6272 6193 6093

Flg 145 C15から C-8(ラク トン部分)の 'HNMRdecoupLlng実験

-35



I37･ (1./.
/)120

1566 i38T

F･g 146 1H NMRNOE実額 (61208a-CH,照射 63 87 H-7観測)

リソキ ンンの絶対純道は､培養抽 出物 中の額縁化合物 7を結 晶化 し､その X線

結晶解析 をお こない､続 いて Flg 147 に示すよ うに､誘導体 3へ導いた｡一

方､ リソキ ノンは 日21&0によるエポキ シ トのPJ月裂を経 て同 じく誘神体 3に し､

双方を関連つ けることによ り決定 した Ll)

l)KOH/DMEIH20(H218*o)

0 2)CH2NZ

､H 3JAc20 H

DME=Dlmethoxyethane

<第-葦 >

第 四節 生合成

リソキ ンンは真菌 由来のマ クロライ ド化合物 と して初めての例であ り､ これま

でに放線菌よ り得 られている 16員環マクロライ ドと炭素骨格 が異な り､生合成

的に も興味深い構造 である｡一方､例外的にプ ロピオ ン酸を投与 して取 り込 まれ

ている報告 12'はあるものの､ カ ヒの二次代謝産物 にプ ロピオ ン薮の生合成系は

無いとされている｡

リソキ ンンの炭素骨格を考 えたとき､メチル基 はプ ロピオ ン酸 由来なのか､ メ

チオニ ン由来 なのかO さらにオキサ ソール環 や変則的な 6員 ラク トン部分の炭素

由来につ いて も調べてみることは重要である｡

[静置培養下 での 11C標識化合物の取 り込み]

まず初めに 旦 chlnenSISの培地 2による

静定培社 中に HC標識化合物 を加え､ リソ

キンンへの取 り込みを検討 した｡ [2-11C]

酢酸ナ トリウム､ [メチル一日C]L-メチオニ ン

は取 り込みが認め られたC しか しなが ら [3-

lJIC] プ ロピオ ン酸 ナ トリウムの取 り込みは

認め られなか った｡

R chlnenSIIs Rh12

cultlVat10n at300C (100ml)
addttlonlabeledcompound

(2日Clafter48h)

96hcultlVatl0∩

c山turebroth

IeTXLtC ::pha,eat.h.e.rn

crudeRhlZOXln (60-70lJg)

Table 18 培地 2の組成

glucose l%

eb10S l%

KH2PO ｡ 0.05%

K2HPO4 0･05%

MgSO4 7H20 025%

Table 19 -一C標識化合物の取 り込み結果 (静置培養)

addttlOnOfco一dRhlZOXln labeledcompound

(ca2mg)

TLC separatl0n

pureRhIZOXm

Flg 148 培養および投与と単離方法

tota一actlVlty lnCOrPOraHon

(dpm) (%)

〔2114C】Sodlum Acetate 270 6xlO-3

〔3-14C〕Sodlum Prop10nate 20 5xlO ~4

(Methy卜HC〕L-Meth10nlne 7260 1.6x10-1
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llJゾキ シン高生産謀の選別 ]

ペニ シ リンの研究で も明 らか1=よ うに､微生物 代謝産物の研究では生産性の改

馨が常に行われてきた｡ リゾキシンの場合においても､生合成研 究および生物活

性 ･読者体変換 などの研究を行 うにあた って問題 になるのは､ リゾキ シンの生産

丑の向上であ る,この解決のために､高生産株の選 出､培養条 件なt'の検討が必

要であ る｡

リゾキ シンの高生産株を得 る目的で､ 旦 chlnenSISの llG ( X'-methy1-･r-

nltr0-1-nltrOSOguanidlne)による変異 Iu､ UVによる変異 13) を行 ったO

しか しなが ら 旦 chlnenSISは本来多核の胞子であるため､変異株の作成､維持

は非常に難 しいと考え られ る〇 しか しなが ら､ リゾキ ンンの高生産株の選別は必

須であ るため､前記変異処理後の高生産株 (30U-03･90U103)の 2株 を選 出 した〇

これよ り以後､生合成実験 では 30U-03株を用いた〇

[培養条件積討 ]

安定 同位元素を用いた代謝産物 の生合成研究を行 うにあた り解 決 しなければな

らない問掛 ま､前述 したよ うに生産品のiLLL.r大 と取 り込み率の向上 をはかることに

ある｡ それゆえ培養条 件の検討は必須であ り､少irdの培地でいかに生産iiを上げ

るかが鎚になる｡

リゾキ シン生産菌 RhlZOPuSCh'nensISRh-2 Table 110.培地 3の組成

のJt'-芯は､当初培地 1を用 いての シャー レによ

る.押遊 培養 を行 ってきたo Lか しこの条 件では

リゾキ シンの生産品が 1- 2LLgmlと低 く､生

合成実験 には適 さない｡そこで変其処TJ!後得 ら

れた市生産棟 30し-03株 による､ リゾキ ンンの

生産inLfの向上を 目的 と して､振 とう培養条 件下

での培地の検 討を行 ったC その結果､培地 3を

用いることによ りリゾキ ンンの生産呈Liは 6LLgml

と向上 した｡

glucose l%

lactose l%

po】ypepton l%

KH2P0- 025%

KtHPO. 075%

MgSO.･7Hz0025%

(NH一)ZSO▲ 02%

〔振 とう培養下での lJC標識化合物の取 り込み]

R chlnenSIS(SOU-03)の振 とう増益IFでの いIC標識化合物 の リゾキ シンへ

の取 り込みを検 討 した｡ [2-14C]酢酸ナ トリウムは 002FD､ [メチルーlJ'C]L-メ

チオニ ンは 04㌔の放 り込みが認め られた｡ また､ [14C(U)]セ リンを投与 した

ところ 009Q｡が取 り込 まれた｡ しか しなが ら [3-日IC]プ ロピオ ン酸ナ トリウ

ムの収 り込みは認め られなか ったO
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Table1ll ‥C標削 ヒ合物の取 り込み結果 (振とう培養)

lJield C的つOt.nd actYIty LrLCOr?OrAI On

cBnj .t､

【n…Y卜HC】し-m- .onLnelOL'C･ 39500 04

こ2-日CIsod･-- = ･モ 20uC. 1m 0 002

【3-日C]50d'LnPrOP.On一て!20tJCI Z200 0003

l-C(U日卜se=M 5uC l2300 0･09

次に､ 13C標識イヒ合物の取 り込み率を予測す るために､R･chlnenSIS(30L'-03)

の振 とう培養 中に 14C標識化合物 -非標識化合物 を加え､ リゾキンン-の取 り

込み率を検討 した｡培地 300mlに対 し試薬を 120mgJJLlえたとき､ リゾキ ンン

lmolに対 して､酢敢ナ トリウムは 0･95mol､L-メチオニ ンは 17molとい

ぅ高い数字 を示 した〇 二の結果は､この条 件での リソキ ンン生産Liは低いが､高

い取 り込み率 によ り 13C標識化合物取 り込み実験が 卜分可能であることを示 し

ているO
Table112 13C標識化合物の取 り込み率予測実験

[13C標識化合物 によるリゾキシン炭素由来]

R.chlnenSIS(30し30) の振 とう培養 中に､ナiil.され る生合成前駆体の 13C

標識化 合物 を授与 し､13ClllRを測定す ることによ りリゾキ ンンの炭素部位の標

或位置を托認 した｡

[メチル113C二L-メチオニ ンの投与実験では､ リゾキ シンの 7つの メチル基の う

ち､オキサ ゾール環上のメチル基を除 く､ 6つの メチル基に効率 よ くl反り込 まれ､

メチル基はメチオニ ン由来 であ り､プ ロピオ ン敢 由考でIi:いことが明 らかにな っ

た｡ 加えて､1炭素 当 りの平均取 り込み率は 36DOとい うFL-1H ､数字を示 した｡ こ

の結果は､ [メチル-L･LC.L-メチオニ ンを投与す ることによ り､比放射活性 の高い

リゾキ シンを生合成的に調製 できることを示 しているo

l1113C]酢酸 ナ トリウムの投与実験の,結盟では､ド1g 150 に示 したよ うに､

13佃の炭素位押目二 日Cの独 り込みが認め られた0

枚 るオキサ ソール腿を乍む C-23か ら C-25のぶこ射 ま､ これまでの一次 代謝F'L

物の生合成の例 よ りlq)セ リン由来であると推察 されたO 〔1-13C]I- セ リンの

投与実験の結光､当初の予想通 り C23に L3Cの肥 り込 みが認め られた0

-39
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RhlZOこくln

13C-NMR

0 cDCl3

L⊥LL山L｣… ｣⊥｣

〔Methyl-13CiL-Methionine

lZJ18さ8322a=63
⊥ リ～｣⊥LLL｣uLL一

Flg.1.49. 〔メチル一.3C]L-メチオニンの投与による '3cNMRと標識位置

RhlZO)(ln 【1-13CIAcetateCD30D
二∴ _________.________._.__叫.∴√‥_ __I.:I________

LJJuU山 LL山一
PPL'

Fl9.150 [1-.】C〕酢酸ナ トリウムの投与による HcNMRと標識位置
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OCH3

13C-NMR
∴ ____ー____‥ _‥_"___

_ ･;日 ･ - l･

!50 140 130 120 110

[1-mCILISertne

血 ｣ .uJuw Y

JJ AL=

60 50 JO 30 20

Flg.151 [卜,ユC]し-セ リンの投与による 13cNMRと標識位置

Flg 152 1ユC標識化合物による取 り込み位置



<第 一 茸 >

[1】C一日C二重標識化合物前駆体 ]

次に 13C-13C二重標識化合物 を用いて､ r)ゾキシンの生合成における縮合様

式の検討を試みた｡ :1.2-日C2二酢酸ナ トリウムによる標鼓実験の結果､ 14対

の HC-13Cスピン結合が観測 され､生合成的に変則的な 6員 ラク トン部の 5a､

5b位 およびオキサゾ-ルの 26､26a位が共 に酢酸由来 であ ることが確認 されたこ

一方､ :1,2-13Cここグ リシンを用いての標誠実験 では 23､24位に 13C-13C

ス ピン結合が観測 され､その結合定数は 70-4Hzであ った｡ さらに 25位に も

･3Cの取 り込みが観測 されたQ これはグ リシンの一部が分解代謝 を受 けて､5･10

メチ レンテ トラ ヒ ドロ葉酸か らセ リン3位への 叩13Cl''の取 り込みによ るもの

であ る｡ これを表 付けるよ うに､ 同 じくホモ システイ ンか らメチオニ ンが

･3Cl･･の取 り込みによ り標識 され､ その結果 】3CluIR上ではメチオニ ン由来の

シクナルに も取 り込みが観察 され ることか らも言正P)ほ れ る｡

(

0.0
;
LL

I
.)

.=
訂

剖

OCH3RhlZOXH'1i..21.3C2]Acetat:/
二五｣虹此｣｣此此蝕 ､迅 ｣

19()laLIi70

Flg 1.53 〔1.2J3C2]酢酸ナ トリウムの投与による .3cNMRと標識位置

7041･.LJト
J血叫JL

l上o…＼

2.5

701Ht
J ト

革/

i仏i*i

23
二

二
脚.∴
∴～̂___ニー.一一L_._
13C-NMR

ー9C.
d･_
i:7CL6C!
5Ll
l

･dC3CZLl･lG･O
Ll

OH
H
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bcH3Rhlzox'n

【1.2-13C2〕Glycine

止心 血 k 叫 ,.､).L

∪ 仙 山 LL山J

ヨC 7C 50 50 40 30 2C

Flg,154 [1,21日cZ]グリシンの投与による IicNMRと標識位置
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以上をまとめ ると､ リゾキ シンは 13個の酢酸､ 1個のセ リンおよび 6個のメ

チオニ ンメチルか ら生合成 されていることが明か とな った｡

さらに リゾキ シンのスターターユニ ッ トについて考察す るO生合成実験の結果

か ら 0-アセチルーL-セ リンがスターターと して予想 され る｡ 0-アセチル ーL一セ リ

ンは生体 代謝系の L-ノステイ ンの前駆体であ ると共 に､ ヘテ ロサイクル β置換

アラニ ン類の生合成過程に用 い られ､脱アセチル化 を伴 って各化合物へ生合成 さ

れてい くことが知 られている｡ リゾキシンが 0 アセチルーL-セ リンをその ままス

ターターと して生合成 されるか興味が もたれ る｡

OCH3
▲

〔1,2J3C2]Acetate (一 一 )

lMethyLJ3C]L-Melhion.ne (.)

ll-13C]user.ne (I )

〔l,2-13C2〕GLyc■ne (H )

FFg.1.55 1Jc.[1,2-日C之]標識化合物による生合成実鞍結果

<第一 置 >

[-C標言鼓リゾキ シンの調製 ]

培養条 件の検討E:よる リゾ千 シン生産 性の向上は､安定同位′〔.兵を用いての リ

ソキシン生合成実験及び放射 性標識 リノキ シンの調製 を可能に した｡ これによ り､

･4C-リソキ i,ンを用いて､他の有糸分裂 阻fif･剤 との関係 について検討が可(JlEとな

り､チューブ リン上の作用部位の研究が発展 した｡

リゾキ シン結合蛋 白の解析､他の有糸分裂 阻蜜剤 との桔抗､ トレーサー実験な

どについて検 討を行 うとき､比放射活性の高い放射性 同位元累 群議 リゾキシ ンの

調製は必須である=標識化合物の調製方法は､合成法､ 同位体交換法 官11zbach

法)､生合成法1=どが知 られている 15'｡前二法を用いての調製 を行 うに当た っ

ては解決すべ き点が多いO-方､生合成法は JH -3CーL メチオニ ンの投与実

験の結果か ら､ 6つのメチル基に効率よ く取 り込 まれ､ LIX 諾壬当 りの平均取 り込

み率は 360.とい う高い数字を示 したo この結果は､ ｣メチル HC_L-メチオニ ン

を授与す ることによ り比放射活性の高い リゾキシンを生合成的に調製 できること

を示 しているとともに､ メチル基､ メ トキ シ並 とい う代謝や転移に比較的安定な

位駅に標識 出来 る点で優れている｡ ちなみに他の生合成了jl順 体の桜1-合の 1IX,i三へ

の取 り込み率は､酢敢ナ トリウムでは約 10/O､セ リンでは約 30//Oであ った

放射性 同位元素化合物は安定同位元3･1t-化合物 に比べ mg当 りの 幣価が非常にr'･:】

価である｡従 って､生合成法による標識 リゾキ ンンの調製を行 うにあた り (1)

少品培盛 時の リゾ千 シン生産品の増大と､ (2)標識前駆体の利用率の向上を検

討 した｡

培地 4で少韮培養を行 ったときの リゾキ ンン生産の経時変化を図に示す0本 培

養開始 24時間 目よ りr)ゾキ シンの生産 が認め られ､92時FuJE=こ35LLgmlと

生産iFiはkl大 となる, しか し､その後 リゾキ ンンの含有 ･7iは低下 してい くのかわ

かる｡

さらに標識前駆体の利用率の検討のために [メチル-13C〕L メチオニ ンを投与 し､

マススペ ク トロメ トリーによ り取 り込み効キ'tを求め､培地 lmlあた り 04mg

のときに取 り込み効率が良いことが判明 したo Fi･'J､の ちに利用率の検 討を/行 うに

当た ってほ､ こメテレD｡IL-メチオニ ンを投 riL､ リソキ ンンの lllluIRでの各

メチル基の積分値よ り罪 出 した｡

旦IChlnenSIS(30U03)を培地 4を用 いて 16ml(8mlx2)本培養 18時fFl】

後に こjテル-14C]L-メチオニ ン 2mCl(628rng,Si 47･5mCユmmOl､培地

Irnlあた り 04mg)を投与 した｡ 得 られた HC標識 リゾキ ンンは 337FLCl

(225JLg.S.̂ 936mClmmOl=20780dpm0lnmol)てあ った｡ これは東山

の解析､桔抗実験に用いるのに十分7,3い比放射所性 であ る
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F7hIZOPuSChlnenSIS

SPOre

medMm 3

6hrcultivatlOnat27℃

medium 4 (10ml)

additionlabeledcompound (after18hT)

92hrcultlVatl0∩

Culturebrothandmycelium

l eexxt:,aacc嵩 ::ce:ioennee
crudeextract

sllicagelcolumn(benzene-aCetOne)

SephadexLH-20 (MeOH)

TLC separatlon

HPLC (ODS:CH3CN-H20)

pureRhizoxin

Fig. 156.少量培養条件と投与､精製方法

TImeCOurSeOfRhizoxinproduction

RhlZOXln

hlg/ml)

50

まO

】0
20
10///●＼･＼ ＼･244872 96 '20 1" 168 (hT)

Flg 157 少量培菱方法での リゾキシン生産量の推移
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[リゾキ シンの生合成 における百窒素白菜 1802実態 ]

後に述べ る リゾキ シン関連化合物の中で､生合成中間体 と思われ るい くつかの

代謝産物 を得 ている｡そのなかで 2､3が二重結合の化合物 8､ さらに 1日 2エ

ポキ シ ドが二重結合 とな った化合物 9を得ている (後述)C これ ら リソキ シン前

掛 本とー放線菌 由来のマクロ リ ドを比較するとい くつかの相迎点が認め られ るO

例えは､ タイ ロンンと化合物 9との二重結合の位置を比較す ると､ 9･10および

ll.12の二重結合位置が炭素 1個 シフ トしていると考え られ る｡ これは リゾキ シ

ンの生合成過程 で､Flg.1.60に示すよ うな中間体が酸化を受け開裂､二重結合

の転移を経て､現在得 られている化合物 9か ら リゾキ ンンへ と生合成 され るとの

仮説を立 てた｡

Flg. 158 リゾキシン開封 ヒ合物 8､ 9の構造

OCH3
Tytosln

Flg. 159 リゾキシンとタイロシンの生合成と二重結合位置の比較
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この仮説を証明す るためには､ 13位の水酸基の鼓薫の 由来をは じめ､ リゾキ

シンの顧素 由来 を知 ることか ら導かれると考 えた3そこで 180,ガスの リゾキシ

ンの取 り込みを､ 13CntRでの =0 による同位体効果か ら検討す るために､図

のよ うな装置を組み実験を行 った｡R.chlnenSIS(30U-03)は培地 4 各 5001

を 2本のルーコルベ ンで培養 し､ 培養 開始よ り 25時間までは LS02ガスを用

い､25時間よ り 53時間までは -802ガス lLを用 いて培養 を行 った｡培養終

了は 93時間 Elである｡この ときの酸素使用丑 とルー コルベ ン内の 1602および

Ilo:ガスの存在丑の経時変化 を匡=こ示すC

生産丘は 2.2mg 100nlであ り､精製 した リゾキシ ンは l･0田g であ った｡

13CNllRの測定では高磁場 シフ トした シグナルは､IAOの取 り込みが低 く観察 さ

れなか ったO また､マススペ ク トロメ トリーによる取 り込み率は約 3%と罪 出さ

れた｡

F.g.161 18ozガス導入実態装置

25
～O
15
10
05

0 24 43 72 96hr

Flg 1.62.Ozガス消焚量

o ZLL LLB 72 95hr

Flg 163

02ガス消斐量をもとに､16021-02の分圧変化を

計算機により求めたグラフ (24時間目に 1802へ
交換､52時間目に 1602 に戻すo消費量は

0.565nl/mn とした)

‥鵬 -

LliJE.し一

第 五 節 生物活性

リゾキ ンンの作用機作は今 日までの研究で､微小管din'fiの rTi合FLL'吉てあ るこ

とが判明 してい る16 さらにチ ュ-プ リン上の作川 部1.'(もIt･-も揺 らによ り解明 され

ている.7 したが って､ここでは リゾキ シンが微小管の 立合HL'iiI作用を持つ とわ

かるまでの､各 位生物 に対す る活性について臼亡述す る.

[植物 に対す る作用 】

イネ柾 f (愛知旭)を 28Cの恒温hBl内で

1-2mmに山岸 させ､ リソキ ンンを溶解 した水

溶液に浸 し 30oC､5El間接の影響を調べたo

リソキ ノン EOng/mLの此度 で､根の肥大 ･†1暮1

長阻雷が認め られるQまた､IiLg/mlで梢Au占

部のふ くらみ､ 】0〟g/mlで和東 ･柴身の伸長

抑制が軌黙 された.

肥大 した根 の組紙学的観察 については野圧lら

によ りやR告されている■日 それによると､ リ

ソキ ンン処理根の械Wr切片を健全根のそれを抑

微蚊等13Tで比峻 したとき､全ての部位の,Wl胞 が

大き くな ってお り､外皮 ･皮層,細胞 においては

長径 ･短径がそれぞれ 2-3倍にな っているO

さらに皮層細胞壁が著 しく厚 くな っていること

が認め られるO

A B W m

rl.ln5L_L:honSOrLOn1lLLtlaLL:(L.LlldhL･.IILlけ rlCL･St_4_(日lnJi

TLOOLS

^ llc.LILh),llXIt llToxlllL(C.LtL_d HX)L

I1;Xo(IL.rm.LIceHs L)CDLい亡L11cL_‖s

Jh lrt･L)LL･St_rltS05lrnll

Flg.1.64. リゾキシン 10L,g/ml (愛知旭)

Ex∝,C.ndceP□ □

CoTtlCalcell

二 三 二
Dl叫rLln15 1)1州 日は､VldtT- ndLl-L⊂knusゝ oh xodL-1LLal-d
CorLlC.11亡eL150rjヽVOll… rlC.iSL･L･dll■lS rU此日 .lh･CLヾd ､vlLI

IlJl'ZuPLl∫亡//川ぐJ'ユIJOrlrL･att･dwILhLllL' t恥In

A EイeatUtyr00t LH rLrCCLedroot C.r｢o…ILLCaLcd'∽L

LJnrr叩reSenLS5()IJm

F.9.165.根の横断切片の顕微鏡写真 (文献 18より 金南風)
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イネ幼根に対 し肥大作用を もつ化合物 と しては､す でに菰 EElらによ り抗粧嫉物

質 メイタ ンシンが､植物 に対する生物活性 と して報告 している19 その発現の

様 子は リソキ ンンと酷似 していて特徴的であ る｡ メイタ ンシンは抗チ ューブ リン

活件を持つ ことか ら20'､ リゾキ シンの微小管蛋 白への作用機作が示唆 され た｡

そこでア ンサマイ トシン P3､コル ヒチ ン､ ビンブラスチ ンをは じめとす るい く

つかの微小管重合阻普剤などのイネ幼根に対す る影哲を調べ た｡

ア ンサマイ トノン P3は リゾキ シンと全 く同 じ幼根肥大作用を示 した｡ コル

ヒチ ンは 川 Oppm で根の先端部が肥大す るのが認め られる｡一方､ ビンブラスチ

ン 100ppm は著 しい根の伸長抑制を起 こす､ しか し根の肥大は認め られないO こ

のよ うに微小管重合阻害剤のなかで も､イネの根 に対す る発現が異な った｡ 従 っ

てこの方法では､ リゾキ ンンが微小管作用物質であ ることは示唆す るものの､確

定は出来 なか った｡

RootgrowthlnhlbltOrya⊂tM ty(A-ch.-as}hl)

rhlZOXln

col〔hlClne

vH1blast川eSu一fate

VP-16

l‖U
IU

1

0
0

I

o
o

-

仙U
o

1

grlSeOfulvln 柑0

o zo 40 60 80 100%

rootlength ⊂ontrcl 100II

F■9. 1.66. 微小管重合阻害剤などのイネ幼掛 こ対する影響

次に リソキシンのイネの品種間差に対する影響を調べ るため､ 日本柾 (lo柾)

外圧日並 (8価)計 18価のイネ碓子を用いて､ リソキ シンの イネに対す る去旨廿を

検討 した. E7本雌に対 しては例外な く強い根先端部の肥大､根の伸長抑制の症状

を引き起 こ した｡ しか し外国種では 1品柏を除き､低 い作用効果 しか観察 されな

か った｡
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芹 金 納
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トトーDキワセ

lll =0
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碓 LThgeHa

物 故

SLg<ldag.lbo

TadukLITl

TcI Leg

/_crHIh

20 40 60 80 100

限 度 ( % 対 照 )

F.g 1.67.イネ各品種間の根伸長に対するリゾキシンの影響

未処理苗を 10日 としたときの各品種の根の長さ%表示 (1Flg/ml)

さらにイネ以外の植物の幼根に対する リソキ シンの影軌 こついても調査 した.

その結 果､多 くの摘物の根の伸長は抑制 され る｡ しか し根の肥大についてはキ ャ

ベツ､ダイコ ンに弱 い作用が認め られるものの､他の植物には観察 されす､ リソ

キシンの根の肥大作用はイネに特異的であることが r･IJ明 した ,

Table 1.14.イネ以外の植物の幼根 に対する リゾキ シンの影響

(根の伸長 を抑制する濃度)

コムギ 1Llg/nl ライムギ o OILlg/mI キ ャベツ ーLlg/ml レタス 0･lLlg/ml

ダイコ ン 1Llg/nl ソルガム lLlg/ml オオムギ 1Llg/nl エ ン ドウ 1Llg/ml

-it
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微生物 に対す る作用】

リノキ シンの微/f物 に対す る作用 を検 討 した 抗 貞歯作用は イネい もち病菌

(pyrlCularlaOryZae )ほか 9樺の植物病原糸状菌を用いて調べ たところ､強

し抗貞曲作用を認めた と くに 旦 9LLaAg l~対す る リソキ ンンの作用は特徴的で､

分/l胞 子の発芽管を顕微鏡 Fで観察するとき､1ngml以上の濃度 で発芽管の伸

長を抑制 し､菌糸を縮 らす いわゆる curlLng作用 を引き起 こ しているのか認め ら

れる

/J､杭細歯作用は､Xanthon)onas

QamPeSLrl_SPV型ユ聖哩 ほか 9種の私

物病原細 曲を用 いて調べたが､ IOiLg

mlの濃度 ですべ てに効果は認め られfj:

か .･11こ1

Tab一e115l Anllrttn皇alactJVILy･of▲1-1ZOXtn

concentrat10nOr

OTgamSm

AllemE71IakLkllC/Eta/Za
Collero/IIC/,ltmlm deJ)LLIlh.LlltI/〝l

FLISOJLLm llJLLJOle

rtI∫allLIJl10,rySPOJELMf

lycopelSLCE

lle/〝lLItI/10SPOII,LJJZOlyZne

Pyr,CJLloILET0JyZae

Pyl/LLL〃lJaPIIOITEdeJ'IllnlLL/tZ
a/ILZOelOIllaSOlnlIE

IUTTZOPLlSC/lL/TeltSL∫
ScleIOlIHralII/0lEOIELI71

rhlZO.tl■1(/̀dml)

.o

T

f

-

+

↑

⊥

十
十

十

十
+
+

十

川

L+
+
十

.

+
ト
+
+

+
lJMycelLuLllglOWEtllnltZbl【OlyaClrVLLy･ ト;

LnhlbL(loll.-,nCHrlhlblt10n

〔動物 に対す る作用]

ウニ卯による初期発生過程観察実験を行い､ リゾキ シンの作用機作について検

"･Ji･行 った｡ リゾキ シンが微小管蛋白系に作用す るな ら､受精直後の ウニ卵 に リ

ソキ シンを処理 したとき､卵 か らの核 と措 7か らの核が融合せず､卵割が進行 し

ない 受梢 5分後に 10ngmlの濃

度 で リソキシン処理 した細胞は､写

兵に示すよ うに受精後 )34分後 に

おいて も分裂 を起 こさない｡ さらに

ち.J77か らきた核 と卵の核が融 合 して

いない ことか ら､ リゾキ ンンはチ ュ

ーフ リンまたは微小管系に作用す る

ことが判明 した｡対照と しての リソ

キ ンンJt処理の受精 したウニ卵は卵

割が進み､受精後 72分後に 2糸IM包

肱 に､受梢後 124分後には 4細胞肱

になる｡ ウニ卵の分裂を阻害する濃

度では､ リゾキ ンンによる DM 合

成､RNA合成､蛋白合成の阻著は認

め られIj:い

撃 鰐 宮 野

･ -: ' i

Fig.1.68.受精 5分後にリゾキシン処理 した･

ウニ卵細胞の受精後 134分の光学

顕微鏡写真｡ラク トオルセイン染色｡
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【ウイルスに対す る活性 〕

r)ゾキ シンの ウイルス (T lゝV)に対す る活性は認め られなか ったっ

[DIApolyDeraSe(O ･β) に対す る活性 】

リゾキ シン 100LLgmlの温度で阻書を示 さない｡

[抗腫癌活性 ]

リゾキ シンはマウス白血病細胞 L5178Yに対 して 7･8xlO14 JLg mlの濃度で

8日 増殖 阻書 を示 したO さらにマ ウス腹水がん 州 134 に対 して も iB 出立 里･

1nVIVOの実験 で高い効果を示す とともに-in吐 9で lFLgmlか ら 010025JL

g/mlの広い濃度範囲で細胞の肥大が観察 され るな ど､ リゾキ ンンの抗腫薮活性 に

っいて調べ られている21)｡

○＼｡
qoqO78 00031

ll

O- 一･････- .･.･0

oq125 005 02fy与

os3 125 25 日rJg/rT'り

Bleomyc[nA2(-Cu)

Flg.169. リゾキシンのマウス白血病細胞 L5178YCelLs増殖阻害活性
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第六前 'Jゾキシン類縁体の単離 ･構造決定

リゾキ シンの立体構造の解 明と､生合成､構造活性相関

などの知見を得 るため､ リゾキシンの類縁体化合物の検索

を行 ったO ここでは RhlZOPuSChlnenSISの培養 口液抽出

物 中に､TLC上で リゾキシンの前後に硫酸発色で リゾキシ

ンと類似のスポ ッ トが現れる.これを Rc-I､ Rc-DIと命

名 し構造について検討を行 った結果を述べ るO

30% acetone-benzene
<第-章 >

Fl9 1.70 'Jゾキシンと類縁体 TLC

[Rc-HIの構造]

RhlZOpuSChlnenSIS の培養 口液抽出物 中に､ リソキシンと類似の紫外吸収ス

ペ ク トルを もつ化合物の存在が認め られた｡ ジャーファメ ンター 275 L による

堵益､抽出の後 シリカゲル､ セフ7デ ックス LH-20 および逆相液体 クロマ トク

ラフイーによ り鈍色粉末状物質の Rc一m､ 14 rng を得 た｡紫外吸収スペ ク トル

は リソキシンと同様に 297(E=25100), 308(31300), 323(23.800)nm に強い吸収

を示 し､側鋭部分の Lfト および 13C NhtRの シグナルが リソキ ンンの化学 シフ ト

と良 く一致することか ら､ 側鎖部分 と同一の柵道を持つ と結論できる｡ マスス

ペ ク トロメ トリーでは m/Z 643(il一)を与え､ Rc-Dlは リゾキシンに水が 1分子

分付加 した CH H.,NO川 の分子式を持つ と推定 した｡

tIILutR は I)ゾキシンと良 く似たスペク トルを与える0 65 96 の tト11の シグ

ナルは 66 12 の lト 10 の シグナルとスピン結合 していると共に､ ∂4･23 に現れ

る tl-9 の水酸基の根元のプロ トンとア リルカ ップ リング している. さらに r卜8

(6193) ､ tl-7 (64.20) の シグナル と続 くことがデカ ップ リング実験で説明

できる｡以下同様にデカ ップ リング実験を行い､ Rc-nIは リゾキシンの 11.12 位

のエポキ シ ドの開裂 した後､二重結合が転移 し9位に水転進が導入 された 10の

よ うな トリアル コール体の梢造を持つ と推定 した｡やは りリゾキ シンとよ く似た

13cmtR のシグナル も以上の MS m/I 643(M･)

OCH3

RC-tll

- 呈E!‥

RC一日

｣ ｣ 山 h山 ｣ LL

1日-NMR (400MHz)

Rhizoxin

Fr9 1.71 Rc一日 とリゾキシンの .HNMR (CDCl,.400MHz)

Table 116. 1HNMRdataofRc一川inCDCl3(400MHz)

PTOtOn ChernicaI Multiplicityand proton ChemicaI MuEtiplicityand
Shn couplinqco∩stant(Hz) Shift coupEingconstant(Hz)

H-2 3.28 d 2 H-13 3,01 dd 10.1
H-3 3.03 ddd 2.2.10 H-14 170 ddd 13.1.1
H-4 0.98 ddd 14.10 160 ddd 13.10,10

2.28 ddd 14.2 H-15 5

H-5 2.08 m HHHHHHHHHHHH16 205 m 7.9.5

H-5a 2.05 dd 16a O97 d 7

2.64 dd 17 339 d 9
H-6 1.34 ddd OCH3 320 5

2.10 ddd 18a 180 S
19 613 d 11

H-8 1.93 m 6.7t6 20 658 dd 15.ll
H-8a 1.18 d 7 21 638 d 15

22a 213 S

H-10 6.13 dd 4,16 23 626 S
25 753 S
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RC一川

OCHユ

Rhizoxin

⊂∝l】
山ここふ 血 ｣二LjJadLm迅Lqijq,qLJ

FIg 1.72 Rc一日 とリゾキシンの りcLlH〉NMR (CDCr,.100NHz)

Tabre 117.13cNMRdataofRc-111InCDCl,(100MHz)

Carbon ChemicaI MuEtiplicity carbon CherTlical Multipricity
Shift Shift

C-1 168,8 S C-15 74.2 d

CCCCCCCCCCCCCCCCC2 534 d C-16 39S d

3 567 d C-16a 101 q
4 37O t C-17 871 d

5 295a 373 dO t 17-OCH3 56C-18 1358 qS s

5b 1696 337 S9 ( C-1Ba 12C-19 1299 q1 d
7 824 d C-20 1241 d

8 467 d C-21 137C22 4 d0

8a 139 738 q1 d 137C-22a 14 S4 q

10 1349 d C-23 120C24 .1 d

11 12812 742 d1 S 138C-25 135C26 7 S9 d

_i.…∴ __

_I …___

｣ ｣

⊆冨踊⊆⊇
__｣ √___

′ 山 一 ._

<第一章 >

_;･∴_;::_
二.｣ 山 ｣止 一 山 皿 し
一 山 - 一一一盈 ㌃ 山岨LJL6612 6596 6193

Fig I73 Rc-111の 1HNMRdecoupIJng実敷 く8420'H-716423日~9･

61.93H-8.6612日-10.65.96･H-ll)
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【Rc-1の構造 】

旦 chlnenSIS の培養 口液抽出物 中に､ TLC 上 て リゾキ シンよ り高い Rf 値の

位置に､抗酸で リゾキシンと同 じ発色をす るスポ ッ トの存在 が確認 されていた｡

さらに TLC かき取 りによ り､ この化合物 に もリゾキ シンと同様 にイネ幼根に対

す る肥大作用 を持つ こと､また リゾキシンと頑似 の紫外吸収 スペ ク トルを持つ こ

とが明か とな った｡そこでこの化合物 Rc-Ⅰを､敷皮 にわた る培養抽出物 をまと

めた ものか ら単無 し､捕道 を決定 した｡生産1-I.Liは培碇条 件によ り異なるが初期の

培養方法では培地 ILあた り約 05 mg であ った｡

Rc Iの紫外吸収スペ ク トルは リソキ ノンと同様 に 297(E=46000). 308(61400).

323(46300)nrnに強い吸収を示 し､ さらに LH LW Rの シクナルが リゾ千シンの化

学 シフ トと良 く一致す ることか ら､ 側鎖部分は同-の梢道を持つ と推定 した｡ マ

ススペ ク トロメ トリーでは m z 609(Il一)を与え､ さらに 13C LYllR で リゾキ シ

ンと同 じ 35 本の ノグナルが観測 されることか ら､ リソキ シンか ら酸素が lつ と

れた C35日,.9＼0 1｡の分子式を持つ と推定 したO高分脈 マススペ ク トロメ トリーの

結果 もこれを支持す る (obs =609 3300.ca1 609 3299)a

Rc-1の 川 mR を リゾキ シンと比較す ると､ リソキ ンンの り-2(∂2 96) お

よび 11-3(∂3.27)のエポキ シ ト由来の シクナルが消失 し､ 代 わ りに ∂5 61.

6 82 にオ レフィン上の シグナルが現れている. 同様に 13C llrllR において も リソ

キ ンンの C12(51 3)および C-3(56 0)のエポキ シ ド由来の シグナルが消失 し､

SP3領 域に 2本の ノグナルが現れていることか ら､ Rc Iは 2,3位のエポキ シ ト

が二重結合 とな った補遺を持つ と結論 した｡ なお立体 に関 しては 1日 _TllR での化

学 シフ トおよび結合定数を解析す ることによ り､ リゾキ シンと同 じ配置であ ると

推論できる

Table 118.1HNMRdataofRc-1InCDCb(400MHz)

Prolon Chemical Multiplicityand proton Chemical Multiplicityand
Shn coupringconstant(Hz) Shn couplingconstant(Hz)

H-2 5.69 d 16

H-3 6H-4 182 ddd 5.5,ll80 ddd 5.5 H-14 1281 ddd10 ddd 10

2H-5 156 ddd 1180 m 5.2.12 HHHHHHHHHHHHH15 461 ddd 10.340 m 3,7.9

16 2

H-5a 278 dd 18,5.2 16a 117 00 d 72 d 9

2H-6 010 dd 1872 ddd 12,14.12, 3OCH3 3 515 S

198 ddd 14.3,2 18a 184 S
H-7 375 ddd 12,3,10 19 609 d 11
H-8 232 m 10,6.5,10 20 659 dd 11.15
H-8a 119 d 6.5 21 637 d 15
H-9 556 dd 10.15.5 22a 234 S
H-10 534 dd 15,5.9.5 23 625 S

H-11 324 d 9.5 25 754 S

｣ ｣満 ｣虹 "

- LLIT)
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F l 9.I74 Rc-1の lH.lHICOSY (CorrelatedSpectros copy CDC ll,400 MHz)
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｣⊥LJiJU.i.1i

OCH3

RC-I
dll=d

･......ー~JLJ̀･JL.__叫_,._____一一LI.〕UJ,＼一一J山ノー～ノ
qqqqq111｣-=日用ItLjO1.7()h30 _I_ .tL T.30 :2() Llt)†■､子: 80 占0 5〔' jLI

Flg 175. Rc-Iの 1ユcllHINMR (CDCl3.100MHz)

Table 119 13cNMRdataofRc-lInCDCL3(100MH2r)

Ca｢bon CheTTlical Multiplicity carbon Chemical MultiplfCity
Shift Sh■ft

C-1 164.5 5 C-15 74.4 d

CCCCCCCCCCCCCCCCC2 1242 d C-16 381 d

3 1454 d C-16a 98 q
4 377 1 C-17 892 d

5 295a 365 d6 t 17-OCH3 55C-18 1359 q9 S

Sb 1696 331 S6 t C-18a 11C-19 1284 q7 d
7 819 d C-20 1234 d

8 447 d C-21 136C22 1369 d1

8a 169 1395 q3 d C-22a 14 S2 q

10 12611 64O d4 d C-23 120C-24 138C25 1351 d1 S4 d

[その他の類縁体]

さらに培養条 件を改善 し､ タンク培養 した振 と う培養抽 出物

か らl)ゾキ シンの前駆体 と考え られ る､ 2.3 および 11.12 位

のエポキ シ ドが共に二重結合にな った Rc-Ⅶが7,EI-られた｡加 え

て､ リソキ シン､Rc一【､ Rc-＼Ⅶの 17 位のメ トキ シ基が それぞ

れ水酸基 とな っている類緑体 Rc c(､Rc-1Ⅶ､ Rc11を単粒 し隅

道を決定 した 22ノ

Fig 1.76. TLC模式図

(benzene-8CetOne系)

-H )-

<第一 茸 >

Rc-Vll

Rc-1

Rhizoxin

Rc･VI
RcIVH1
Rc一Ⅰ×

OH

Rc-1X(Rm-Al311)

OH

Rc-VH(Rm-A-2-1)

OCH)

Rc-VH(Rm-U-4)

Fl9 177 リゾキシン類縁化合物
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第七節 リゾキ シン誘導体 および開封 ヒ合物の生物活性

ここでは､ リゾ千シン誘導体および関連化合物の生物活性 を､イネの恨および

ィネい もち病菌分生胞子の発芽管伸長に対す る影響について簡単に触れてお くO

リソキンンの 13位がアセチル化 したモノアセテー トは､ リソキシンに比べほ

ぼ 110の活 性の低下が認め られた= 一方､ リゾキシンを ＼a帆 処理 して得 ら

れる トリアル コール体は活性が著 しく低下す る〇 さらに､Rc一mの活性は認め ら

れない｡一方､エポキパ が二重結合になっている Rc l､Rc ＼Ⅶの活性は リソ

キンンと同程度であることか ら､ リソキンンのf推造活牲相関を考えると､213お

よび 9.10と )112のエポキ- .二重結合は必須であると共に､ 6員 ラク ト

ン環の存在 も必要とすることが明白である〇

Rh.ZOMIFl=H(llmOnOJCttJLte RコA亡(IJ

l1
o"H憂苦′=払 専13)RC-lLLl皇I

こCTlCentrat10rl

oool O〇一 0 1

88.8 92ユ 28 5 13 7 94

1041 92亡 97ま 9色8 448

103,8 1009 -0-7 1878 74 1芝

(〔cntro1 loot )

Table1.20 ィ l (空 知 鳩 )の .- 隻 - す る り /十 ノ /及 び &- 'i の 旨 専

ConCentratlOn

o.001 001 01

Table121 イ え い も ち痢 留 分 生 時 子 の 粟 井 管 仲 如 Tl-T る リ ノ や ノ /及び
FLJ 'i ハ t:～
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第八節 要約 および考察

1)活 性物質 リゾキ シンは､側鎖にオキサ ソール環を持つ新規 16環 ラク トン

化合物 であると構造決定 した｡

2) リゾキ ノンは 13の酢酸ユニ ッ ト､ 1つのセ リンおよび 6佃の メチオニ ン

メチルか ら生合成 されていることを証明 した｡

3) リソキ シンはチ ューブ リンまたは微小Ptl:系に作用することを明 らかに した=

リゾキ シン生産菌である RhlZOPuSChlnenSIS は接合菌類 (ケカ ヒ頚 )に屈

し､ ltucor(ケカ ビ)､ Zygorh)nchus(ツガイケカ ビ)､ RhlZOPUS クモノス

カ ビ)などが含まれ る｡ このなかで RhlZOPUS は､工業的に生産す る微生物酵

素の一つであ る リバーセの産生歯と して良 く知 られている｡ さらに RhlZOPUS

chlnenSISは､ 中国で7ルコール百発酵に用い られている､ いわゆる●1滴臥 ●や

IrChlneSeyeaSt''と呼ばれる柾由の 中の主要 な歯である33:｡アルコール醗酵に

利用 されている 旦 chlnenSISに リソ千 シン生産能を有す るか否かは非右目こ興味

が持たれ るO この問題は次章において検討 したQ

近年の純造研究における超 伝導 FT-ntRの役割は非常に大 きい ものがあ る｡分

解能が向上 し､各 シクナルが分経 して観測 されるよ うにな って､分解反応や誘導

体に依存す る割合が減 り､梢造解析が容易に行えるよ うにな った｡ リゾ千 シンの

場合において も､叔初は 100＼川Z､次に 270㌧川Z そ して iOO＼1Hzとい うよ うに

測定が行 われた0 日本芯子の 400ltHzutR(ド.1-一oo) 1号桜が東京大学応用微生

物研究所研究所に導入 され､測定操作を行えたことも研究を推進 した -

抗生物質の基礎研究や応用研究の発展のためには､生産品の向上が試適 である〇

ペニ シ リンの実用化のために Florey らは､ 当初液体静置培養法で柑ていたペニ

シ リンを､菌株の選別 .変共やタ ンク培養等のよ うな培養条 件の改善を行 うこと

によ り大､riに入手す ることに成功 したO こ うしてペニ ノ リンの生産力は列をglFl.的に

増大 し､人類 に計 り知れない 改悪を もた らす ことにな ったO

リゾキ ンンの生産1.riは､初期の実験ではペニ シ リンと同 じ液体静遣培養 で行わ

れ､約 15JLgmlであ ったが､函抹の選択､培地の改良､塔屋方法の改善など

によ り､現在は振 と う培遵法､静芯培養法で共に 150FLgml以 上まで生産品は

向上 しているo この経過については､生合成尖験の中で培地 .培遜方法がいつ も

検 討され､その時の-布良いとされる方法を用 いて実験 していることに示 されて

いるO リソキ ンンtJSiii満 作4日阻研究､耐牲E'i]の辿JLJ W･'-研研究そ してIILカ ン活 性

研究などを支えているのか､増益条件等の改さ(I.I-による リソキ ンンの安定供給 を可

能 と した益挺研究であることは言 うまで もない0
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旦･ChlnenSISの場合､培養後期になると

リゾキ ンンの丑が低下する (Flg.157.)≡

それを防 ぐために､ リゾキ シンを トラ ップす

る目的で夕◆ィヤイオ ン HP-20 を添加 して培

養 したところ､含有畳が低下す ることな くリ

ゾキ シンを得 ることが 出来 るよ うにな った

(Flg )78 ) 二の方法は他の微生物 代謝

産物の培養 に も応用 できると考え られる｡事

実 ダイネ ミシンAの生合成研究では､ この方

法を用 いて生産Ipliの向上を行 い成功 している

2-1)

(ltUJ6lJu一芸2
〓lt1

∴ ∴
Timefhours)

Fi9.T78 リゾキシン生産経時変化

有馬 らは､立 山山届の上壕 よ り分赦 した RhlZOPUSChlnenSISllp-816株 が生

産す る抗 カ ビ抗生物質 リゾブチ ン (C3.H.,L101｡ ItY.631)の製造法について､

才筆許公報のなかで述べている25)｡ 記載 されている亦外吸収スペ ク トル と紫外吸

収スペ ク トルか ら､この化合物は リソキ シンもしくは類緑 の もの と考え られ るが､

しか し梢造決定 についての報告は今 までに全 くな されていないo l)ゾブチ ンが リ

ゾキ シンと同一物質であるか どううか確認を試みたが､ リゾブチ ンの標品が人 手

不能であ った｡ そこで生産菌 R chlnenSISAtp-816の分譲を受け､Rh-2菌 と比

較培養す ることによ りリソブチ ンと リソキ シンの 同定を試みたo その結果､ シャ

ー レによ る静-H培養 において も､また特許記叔培地 による振 とう培養 で も両菌株

は リゾキ シンを生産す ることが判明 した｡従 って､ リゾブチ ンは リゾキ ンンと同

一物質 であると結論 した｡

微小甘蛋白作用物質は現在 までに数多 く報告 されてい るO植物 成分か らコル ヒ

チ ン､ ビンブ ラスチ ンをは じめ､叔近注 目されているタキソール など多 くの化合

物 が報告 されている｡梅津生物か ら ドラスタテ ン類が､また放線 菌か らはア ンサ

マイ トシン P-3 が発表 されているO糸状菌 (カ ヒ)か らの微小管蛋白作用化合

物は､ リゾキ シンのほかにグ リセオ フル ヒン､ フォモブ シンAそ して最近捕造決

定 された ウステ ィロ千 シン八があるO これ ら化合物の詳細 についてはjT;二章にて

述べたい｡

<第二章 >

第二章 菌糸 の形態異常によるスクリーニ ングとフサ リエ リンAの構造研究

第-節 序

微小管は､αおよび βチ ューブ リンのヘテ ロダイマー (分子丑 10万 を基本

構造 とす る重合体 である｡微小管はすべての真核 生物 に存在 し､染色 体の有 糸分

裂装置､細胞骨格､細胞連動装置などその後能は多彩 である 1)

微小管の機 能を阻普す る薬剤は､ コル ヒチ ン2)､ヒンブラステ ン3)をは じめと

して植物成分 を中心に多数報告 されてお りd)､そのほとん どがチ ューブ リンに結

合 し重合 を阻普す る｡ タキソールは､これ らとは逆にチ ューブ リンの重合を促進

す る特異な作用を持 ち､微小管梢道 を安定化 させ ることによ り微小管の良能 を阻

害す る化合物 である5)o

イネ幼恨肥大などの特徴 的な病徴を引き起 こす､ リゾーブスイネ苗立枯病 の毒

素 リソキ シンは､動物 ･植物 .糸状菌などに強い生育 阻書活 性を示 し､微小管蛋

白を標的 とす る有糸分裂 阻書剤であることは､第一章 で既に述べ た通 りであ る｡

有糸分裂 阻蜜剤は､医薬あ るいは農薬 と して応用の立場か ら､多 くの誘導体 ･

合成剤 を含む関連化合物が検討 されてお り､制ガ ン剤､抗真菌剤､駆虫薬､除草

剤､園芸試薬 と して広 く用 い られている0-万､新 しい生理 活性物質の発見は新

規化学療 法剤 と しての開発に貢献 し､その検索は重安であるO

微小管重合 阻書活性は､通 常､動物の脳よ り精製 した微小管蛋 白を用いて./封度

法りによ りその活性 を計測す る｡ しか しなが らこの方法を一次 ス ク リ一二 ンクと

して利用す ることは､蛋白の大iltL精製､爽雑物 によるデータの変動などによ り困

難であ る｡

ところで リゾキ シンのイネい もち病菌 PyrlCUlarlaOryZaeP-2bに対す る作

用は特徴 的で､顕微鏡下で分生胞子の発芽管を観察す るとき､ 1ng/m】以上の濃

度で発芽管の伸長を抑制 し､ 菌糸を縮 らすいわゆる curllng作用を引き起 こす

ことを既 に述べ た (第-章第五節)｡著者は この現象 に若 目 し､ この発芽管形態

異常を指標 と したスク リーニ ング法が､微小管楼 能阻書化合物 の検索方法 と して

実用可能か検討を行 った｡
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H,CHNT,C-co-NHIH..cf:,C.::H2
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H-C
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O
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CHI COOCH3
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AnsamitocinP-3IR三COCH(CH｡),

怒
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Fr9 21 代表的な微小管機能阻害物質
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Flg.22. リゾキシンの PyllCUlarla旦土工乙空 P-2bに対する作用 (顕微鏡写真)

上 -リゾキ シン 0.1Llg/nl

下 ･コントロール



<節 _7.7>

IJtJJ=物饗や合成杭 曲別による､ 糸状歯菌糸に対す る歯糸の屈曲 (curllng) ･

膨脹化 (slelllng)など形態変化 を観察 している報告例は多 く見 られ る7 例え

は､ 微小管 重合阻雪剤で もあるグ リセオ フル ビンが､ 真菌菌糸の先端を曲げる

curllngraCLor''と して古 くか ら知 られている日｡また､合成有糸分裂 阻害剤

であ るベ ノ ミルやカルベ ンダジムによる歯糸先端部の肥大な どの異常が報告 され

ている9 .さらに､アクチ ンに作用す るサイ トカラ シン額に も菌糸に ピース様の

肥大を起 こす ことの報告 もある日'o このよ うに細胞骨格系 タ ンパ クに作用す る

物質に形態雅浩にrXJす る報告が多いことは､スク リーニ ング系の選択性か らJ;え

るとき特徴的である｡

一力､磯野 らが発見 した抗生物質 ポ リオキ ンンは､細胞壁のキチ ン合成百草兼の

阻態剤であ り菌糸先端に swelユ1ngを引き起 こす ll'｡ 細胞壁合成阻書剤であ る

テタイ ンも同様な作用を持 っているO

別rl'fらは 12)､ 低苛性抗 カ ビ抗生物IZBi'の検索を E]的 と して､① カビ細胞 壁合成

阻書による形態共常､②二形性真歯の形態変化 阻止とい う2つの形態観察 を指標

と したス ク リーニ ングを行 ってい る｡ 被検 歯と して用いた CandldaalblCanS･

hLtsBl raCemOSuS,ZmLZOPUSChlnenSLSの コロニーの外周部 ににサ ンプル を しみ

こせ したペーパーデ ィスクを置き､披検薗菌糸に形態輿',;;･';(spherlCalswH川E!､

hyphalcurllng)を起 こす化合物 の検索 したo そ してカ ビおよび分裂酵 母に形態

,WJj;i.を起 こす化 合物 レプ トマイ シンを放線菌 Streptomycessp ATS1287よ りIii

離 ･lJVj造決定 した=). 現在 までの研究で レプ トマイ シンは正常繊維 芽細胞 3Y

lのI.;II椎 を C .､C2両)U]で可逆的に停止 させ ることがnjlかとな っている 14)

Ei名は､披検 歯 CochllOboluslunatusを用いて､別府 らと同様の方法で､戯

糸の異端形態i･誘導す る化合物 を菌類の代謝産物 の中か ら検 索 した-5'｡

糸状曲以外を対象に した顕微鏡下 での異常形態観察 を用いたスク リーニ ング系

は､これ らの他 に も培養細胞､ ウニ安倍卵､BrlneShrlnP､線虫などを用 いた例

が紺告 されている｡

縮退 らは､ P388の細胞肥大を指標と した 1次選別ス ク リーニ ングを行い､ さ

らにマウス骨髄細胞に対す る細胞毒性が癌細胞よ り低い ものを 2次ス ク リーニ ン

グ系と して 13万株の微生物培養サ ンプルよ り､ VS6049(エスベラ ミシン)､

WF-1360(リソキ ンン)などを単離す ることに成功 している 16)O

イ入谷 らは､ イ トマキ ヒ トデおよびバフ ンウニの受fF'J'-卵の発生を観察す ることに

よ り､梅綿成分か らカ リュキ リンを単離 した1日｡

小けらは､ ウニ肱の形態変化を指標 と した細胞分裂 阻普物質の検索を行い､ レ

ソル シノール類総体を有糸分裂 阻害活性物質 と して微生物よ り単維 している18)0

他に も CacnorhabdltlSelegansL9 20)､マ ツノザ イセ ンチュウ21'を用 いた生

理活性物'Piの探索が行われている｡

0

y NHCH2CH2CH2CH,

◎二:,> NHCO2CHa

benomyl

cytochalasinA

守:0
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o:S,>NHCO2CH3
carbendazim

H｡｡C.Hか cooHCOHIH2NCH｢HCOHIHOCH
CH20CONH2

PolyoxinD

?H3 9H2
NH2-CHCONHCHCOOH

Tetain(Bacilysin)

Leptomycin8

F■g 2.3 菌糸に形態異常作用を示す化合物
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以上示 した多数の報告例があるに もかかわ らず､著者が P)-rlCUlarla旦工上空王

P-2bの分生胞子の発芽管の形態異常を指標 と したスク リーニ ングを行 う理 由は､

この方法が､高感受性､迅速､安価､再現性が良 くそ して実用的であ ると判断 し

た為であ る｡すなわ ち､ペーパーデ ィスクを用 いる別府､貰名 らが行 ってい る方

法に比べ､ 96穴マイクロプ レー トを用 いるこの方法は､試薬濃度の調製 や､胞

子が比較的大 き く特徴的なため容易に活性の判定を行え る点 で特 に覆れている0

-万､対象 を微生物の中で も糸状菌の代謝産物 に的を絞 った理 由は､以下の 3

点にまとめ られ る｡

1)天然 由来の微小管機能阻雪化合物のほとん どが､植物 ､海洋動物 または

糸状菌 とい うよ うに真核生物 由来 であること

2)ご く普通の糸状菌が リソキ シンを生産 していたとい う事実

3)抗原核細胞物質は原核生物 か ら､坑夫核細胞物質は真核 生物 が生産す ら

こうい う考えの もと､新規化合物 の検索 と共 に既知物Ifirの再評価につなが ること

をjrJJ持 したO

この茸では､里 oryzae を用いたスク リ一二 ンク系を確立 し､糸状菌 (カ ビ)

の代謝産物の 中か ら微小管作用物質 などの形態異常を起 こす物質の検索を行 い､

新規抗 力 ヒ抗生物質 フザ リエ リンAの単離と梢造決定を行 った｡
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第二節 菌糸 の形態異常を指標 に したスクリーニ ング方法の確立

標題のス ク リーニ ング方法は一里.旦工旦旦堅 胞子液を 96穴 マイ クロプ レー トに

各 50/上1分注 し､ ここにサ ンプル溶液 50〟1を加 えプ レー ト内で倍々希釈 し

たの ち 27oC で 16時間培養後､胞子よ り発芽 した菌糸の形状を､ 創立顕微ij2

にて観察 し判定す る方法を用いた｡

[判定基準〕

菌糸の形態異常を数値化す ることは困難であるOそこで判定結果は以下の よ う

に記載 した｡形態異常活性がある場合は (十)で表示 し､由糸の伸長の状態 と併

せて 3段階に分けた (一一⊥ ノ ､一一 } - ､ 一 凄 ノ)｡その 中で S≠elllng

が明かな場合には (SYL(またはS))とした｡発芽が認め られない場合には (×)

菌 糸の伸長抑制 が認め られ る場合 には (△ )､全ての活 性=を示 さな い場合 には

(-)で表示 した｡両方の状態か認め られる場合には併 記 し､掛 こ微妙な形状の

変化は注記 したO

[里 旦工ヱ星空 に対する溶剤の影響 ]

薬剤 を溶解 時に使用す る有機

溶媒の影 牡につ いて検討 した0

6種の溶媒を用 いてその 54'..

2.5㌔,125㌔.062㌔の濃度 での

影響を観察 したOその結果､ア

セ トニ トリル､アセ トンの孟;3哲

が少ないことが判明 した｡以後､

非水溶性 の物 質の検定時には 504

以下のアセ トニ トリルあるいは

2.5㌔以下のアセ トンを用いた｡

Table21･旦r聖上担ヱ に対する宗蝶の影響

solvent 5 2.5 1.250.62(%)

acetone
DMSO
DMF
EtOH
MeOH
CH3CN

一
一
l
r
一
l

一
△

△

一
l
一

-
<

<

1
L
I

△

X
X
△

△
一

[各種薬剤 による接定法の評価]

検定法の評価のために既知の抗真菌剤のなかで､微小管機能阻害物質､細胞膜

降雪物質､黄 白合成阻普物質､ ヌク レオチ ド･核 酸の生合成阻雪物字号などを用 い

て検討を行 った｡その結果､ リゾキ ンン､7 ンサマイ トシン ['3､ク リセオ フル

ヒンでは明股な curllng を示 したO特 に リゾキ ンン､ア ンサマイ トシン P-3の

高或は 疎城では､胞 1-は発芽す るが伸長せず如 ､ままてEXl'糸が人 くね じれている

これ らの化合物 による curllngは低践度領域まで続 いてお り特徴的である｡

さらにチアベ ンダゾール､ノコダソールなどの合成有 糸分裂 阻慧刑で も curllng

を示 した｡ コル ヒチ ン､ ヒンブラステ ンでは curl川g は観察 され るものの､発

-7Ⅰ
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現 は弱 く確認す るには多少の困繋が伴 う｡一 方､細胞膜 に作 用す る7 ンフ ォテ リ

シンB､ ミコナ ゾール では発芽管の成長が著 しく抑制す るが curllngな どの形

態異常は認め られない｡ 蛋 白合成 阻害作用の カスガ マイ シ ンとサ イク ロへ キ シ ミ

ド､核 敢 生合成 阻書の 5-フルオ ロシ トシンも同債 であ る｡ YP16-213では分岐

が多い異 常が観察 されたO

以 上の結 果か ら､ このス ク リーニ ング系 を使 うことによ り微小 管綴 能 阻書物質

検 索が可能 であ ると判断 した｡

Table22.各種化合物による 旦 生じヱ空 の形態異常発現

substance Curling hyphalgrowthinhibitoryactivlty

50FJg/mI 51Jg/ml 0.5lJg/ml

rhlZOXin
ansamltOClnP13

gnseofulvin
vtnbJastinesulfate
vincristinesultate
colchicine
thiabendazole
nocodazole
VP16-213
taxol

amphoterlCinB
econazole

kasugamycin
cycloheximide
5-fluorocytosine

+
+
十
±
±
±
十
十
±
±
一
-
一
一
一

+
十
-
-
一
一
十
+
一
一
+
十
十
十
十

十
十
一
一
【
一
一
十
一
一
十
+
十
+
+

十
十
一
-
一
-
一
l
一
一
十
一
一
+
一

<第 二茸 >

第 三節 研 究保 存嶺 関の接合菌類 ケカ ビ目既 同定珠 を対 象 と した検索

RhlZOPUS な どのケカ ビ額 は さま ざまな食品上 などに生育 してい るのかー しば

しば肉眼 で も観察 され るo古 くな った米飯､腐 りかけの野菜 やイ モ- イチ ゴやモ

モな どの 果実 にはえてい る白色 ～灰色の綿状の カ ビは ケ カ ヒ頚 であ ることが多 いo

R.chlnenSISが リゾキ シ ンを生産 していたことと､保 存憐 閲での保有丑 が比

較 的多 い ことか ら､RhlZOPuS､辿 江 尾 を中心 と した接合歯頚 ケ カ ビ日計 45菌

株 を 日本 と中国の研 究保存機 関か ら入手 し､ その培避 液を本 ス ク リーニ ング法 で

検討 した｡

Table23 研究保存機関の既同定抹 (接合菌類ケカビ自)を対象とした検索

蘭名 薗抹数 (機関:敬) 活性を示した株数

馳1旦姐坦蔓延工吐呈些 3 (農環研2.岩手農書式1) 0

旦虹星空旦§地RhizopusJ型 28 (lAM東大応微研 2) O

(HUT広島大工 l) 0
(AHU北大農 3) 0
(lFO発幹研 1) 0
(AS 中国科学院 IO) 0
(新潟農試 7) 6
(福島農試 3) 1
(岩手農試 l) 0

1(岩手農試) 0
ShiZqRgS旦[迎 旦 2 (農環研 1,若手農試 l) 0
地 些 蜘 j_短⊂ 1(若手農試) 0
馳迎 SP. 1(新潟農試) 0

1(tAM) 0
辿 仁山旦蜘 1(lAM) 0
辿!迫亡吐上里如 1(lAM) 0
辿g妊 JB迎 2 (lAM) 0
QiS9LSB些 且蔓 1(EAM) 0
Absidiagi旦些墨 1(lAM) 0
迦地 旦し止 皇⊆虹辿止虫 1(lAM) 0

合計 45菌株 7菌株
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その結 果､ 新潟農業試験場の 6抹 および福 島農業試験場 1株の計 7株の 旦･

chinensISの静置培養液､振 とう培養液共に形態異常が認め られ た｡ これ らの株

の培養抽 出物 を HPLCで分析 したところ､ 7株全 てが リゾキ シンを生産 してい る

ことが判 明 した｡ この 7株は全て リゾーブス苗立枯病擢病苗か ら単耗 した菌株 で

あ った｡

一方､ 中国酒の醸造に用 い られている､いわゆる "ChlnlSeYeast" 由来の

RhlZOPUSChlnenSISには活性が認め られなか った｡

同 じ菌株であ りなが ら､ リゾキ ンン産生に差が出る理 由は何 に起因す るのか｡

中国の長い歴史の中で毒性 を持たない変異株 を選択 した結果 なのか､あるいは継

代培養 を続 けるときに経験す る抗生物質生産 菌の非産生現象 なのか､いずれに し

ろ二次代謝産物 の生産制御Jを考 えるとき非常に興味あ る問題 が示 された｡

･ 節 二丁:I.J)

第四節 土壌 よ り分離 した糸状菌を対象 と した検索

前節でスク リーニ ング系の伎能が確認てきたため､次 に各地 L項よ り分離 した

糸状菌 1000株の培塵 口液について検討i･行 った⊃JB態変化を'T;した経を さらに

培養 して､活性物賀 を早秋 し捕造及び活性 について調べ たd

l糸状菌の分離 】

糸状菌の分離方法には､以 下の方法の組合せが川い られている,

① 試料 中に存在す る歯頚をできるだけ多 l垂'Agi分離す るノJIはと して

希釈法 PenlCllllum.TrlChodernaなど L壌 小に多い偽が1.日.やすい

アル コール処理､熱処理などを併用す ることもある

②特定の性質を持つ歯頚を選択分触す る方法 と して

ポ ジテ ィブセ レクション 特定の歯が利用 しえ る物質を培地 [Ilに加 えるo

ネガテ ィブセ レクノヨン 殺歯作用物質をJulrえ､それにI～-･1性の歯を得 るO

ク レオ ソー ト (程薗刑)､アクチ ジオ ン (抗 カ ビ杭 /ヒ物斑)なとを加え､

抗曲スペ ク トルを利用 して ArachnlOLus,Cymnoascusなどを得 るO

な どの方法が用 い られる｡

一万､,iETl歯頚の抑制には以下のよ うな､培地の pEEの調態や杭 曲剤をJljいるjJJ

法などがよ く利用 されている｡｡

①培地の pEE35-42 - 部生育 しに くくな る曲があ る

② ローズベ ンガルの添加 30-100 LEgml､糾 こ安定

③ ローズベ ンガル とス トレプ トマイ シンのtJf用 糸状満のコロニー小 さく効Elrlく】〇

④ クロラムフ ェニ コール オー トク レーブ可 100 /上gmlて使川

歯を塔地上にて生市 し､拾 うための物理的かつfl-体的な方はは､

①希釈平板法 103-104希釈O胞子由来の曲がよ く出現す る

② 土壌平板法 土壌 中で菌糸状態の歯や､土壌粒 F､上填 中の植物片 中に生息 し

ている歯が分離できる0 5-15mgの土壌をペ トリ山ILに撒 く, ･椴に 単離が

難 しい｡WAned(MalLextractagar)､10-L5Cて培養す るh法が良い○

③菌糸分離法 土壌粒子中の幽糸を､粒 子の重 さを利用 して遊び取 る方法 水 て

洗 って沈む粒子中の菌糸を実体顕微掛 こて取 り出す｡RhlZOCtOnla やある性

の担子歯に有効｡

著者は クロラムフェニ コールを細菌抑制剤 と して､希釈平板法､土壌平板法を

用いて約 3000株の糸状菌を採取 した｡以下に形態以上活性 を示 した菌の代謝産

物 について記搬す るo



<節.許>

lK27株 〕

この歯の Pi)培地 による液体静鑑培養の椛並 口液は孤微鏡写真 に示すよ うに､

ど.旦工と呈旦eの幽糸に ビーズ状の形態異常を引き起 こす. この活性物質本体を州日出

･幣雛帖製 L Hl＼ltR､ 13ClMR IR､UV､nS のスペ ク トルを盆合 した結果､ この

化合物 はサイ トカラシン頑の ケ トグロボ ンンA (chcatoglobosLnA) 三三) と判Wr

した さらに標品との比較か ら同定を17.った

この物質は 5jigm】以上の濃度 で 里 oryzae胞子発芽管に ビーズ状の活yL

を引き起 こ し特徴的である｡ この様 な活性発現は これまで検討 した既知化合物 で

は見 られ ていない｡

Fig 24 ケ トグロポシンA の 旦 旦上土呈空 に対する形態異常発現

chaetoglobosinA

Fig 25 ケ トグロポシンAの構造

76
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ヽ･q～.■kTLl叫∴_I･JA,̂Y･小J.Y.Aへ-.AA-.､1/I

Flg 2.6 ケ トグロポシンAの .HNMR(400MHz)･ りcNMR(10DMHz)
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次にケ トグ ロポシンAの微小管重合阻書活性およびイネに対す る活性試験 を行

ったO微小管蛋 白は Shelanskl らの方法 23.によ りブタ脳よ り精製 した｡ タ ンパ

ク濃度 を 2mg a)1 と して､373Cにおけ る iIOOnEnでの濁度法で微小管重合 阻書

活性を調べた｡ケ トグロポ シンAは高濃度において弱い重合阻害活性 を示すのみ

であ り､佐藤 らの結果 24'と一致 した｡

貫名は一部のサイ トカラシン系化合物 がイネの芽に対 し著 しい屈曲を引き起 こ

す ことを報告 している三五㌔ 一方､ リゾキ ンンやア ンサマイ トシン P13がイネ幼

根の肥大作用 を持つ ことか ら､ケ トグロボ ンンAのイネに対す る活性 について興

味が持 たれた3 その結果､イネの芽に対 しては屈 曲を起 こす作用 は認め られなか

った｡ しか し､幼根に対 しては伸長 阻普活性 を持つことが示 され た｡

ミクロフィラメン トに作用す るサイ トカラシン系化合物 が､ このス ク リーニ ン

グ系においてどのよ うな形態変化 を もた らすか興味が持 たれた｡ そこで表に示す

11の化合物 について作用 を観察 したO この 中でケ トグ ロボ シンAのみに ビーズ

状の共?;;.'活 性発現が認め られ るO菌糸の生育抑制肥大 作用が認め られたのは､ケ

トプ ロブ シンJ､アスポカラノンB､ Dであ ったoほかの化合物 はこの濃度 椛uEl

では影牡を与 えなか った｡ この結果よ り 里 oryzae に対す る活 性発現 と ミクロ

フィラメ ン トとの関連 性はないO ケ トグロポ シンAがマ ウスに対す る急性碇 性を

示すこと26)､および催奇形性 27)を現す ことなどか ら､サイ トカラシン系化合物

のなかでこの化合物特有の活性 と思われ る｡

∈
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0 4 8 12 16 20

Tlme(mln)

-A- CGIA50FJM - ▲- cG-AIOOFIM

-I-rhIZOXln10FIM - 0- controI

F19.2.7.ケ トグロポシンAの微小管重合阻害活性

Flg 2.8･ケ トグロポシンAのイネに対する活性

(Todorok川aSe)
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Table24 サイ トカラシン系化合物の 三･旦上土壬生 に対する作用

Table25 サイ トカラシン系化合物の抗葉蘭作用

Substance M王C(I,g/ml) ★=>100

1 2 34 5 6 7 8 9 10

chaetog loboslLnA

chaetog lobosjnB

chdetOglobosirl C

chaetoqlobosin D

chaetoqーobosin E . 100 100 . * L lOO . loo t

chaetogーobosjnF k 100 100 ' * ★ 100 * r *

ChaetoqloboSi n JaspochalasinB ★ ★ † ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★* 50 100 ' ' ' 100 ' ' *

aspochalasin Dcytoc ha lasjn H i _ - * - * - * * -

epoxycytoChaldSin H ★ 100 100 ★ ★ ★ 100 ★ ★ ★

(.)-scーerotior.in

1.A乙telqnar7,a女l,kuehian0 2.CoLLetotrwum 乙tndemzLi=htanZm

3.Fusar･twn,liL70乙C 4.Fusar,iwnoxysponm f･sp･Lycopersw L

5.Fu80れWnSO乙a'lt f･sp･phaSeO乙i 6･fle乙m7･nthos-pom um O2'y之ae

7･PytFtLZJJnaPhantdermotwn8･Pyy･iezlZar.io opyzae

9.Rht30CtOTlla SO乙anも 10.Rh7･BOPuSOhi,tensis
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【K460抹 ]

この菌の培養 口液は､ 里 聖ヱ互生Eに curLlng を引き起 こすD増益液を曲 体ご

と抽出 し､ ベ ンゼ ンで振 り分けた分画の TLCの活性 部分が ク リセオ フル ヒンに

一致 した｡ さらに HPLCで同定を行 った

既に述べたよ うにグ リセオ フル ビンは "curling raCLor''と してよ く知 られて

お り､このス ク リ一二 ンク系で披索を行 った場合必ず避退す る物質 であると考え

ていた｡ このよ うにク リセオ フル ヒン生産Lb-を椛.i).だてきたことは､この スク リ~

二 ング系が当初の E川勺であ る検索機能を果た していることがiltlUlされたことにな

る｡

cI CH3

Griseotulvin

Flg.29. グリセオフルビンの P o,yZaeに対する "curllng"作用

-81-
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lK55# ]

この('ilの梢i'itj池は､里･oryzaeの由糸を人 くし､仲良抑制作用を示す,また､

高洗反 においては､発芽抑制作n]を持 っている この活性物質本体を抽出 ･til緋

fI-1製 L llJ＼州 ､ 13C＼lIRIR､LY､llSの スペ ク トル､旋光度 を総合 した結盟､′L.

rHlFJ和H'f;川を持つ化 合物は (t)scleroLIOrln､ )5chloroLSOrOt10rln､(

lsoroLiorlnであることが判明 した 2 81 " )C

･∴ ■
(+)15-chloroISOrOtl0rin

<節二 軍>

第 五節 フサ リエ リンAおよび類縁体の構造決定

K432株 は PD培地 による 20oCで 3週Fiuの静ia培養 を行 うことによ り､ スク

I)一二 ング系での 里 gLiaaf に Curl川g作用を誘起す る化合物 を培養 口破 LPに

生産す ることが判明 した｡ 幽体 ･培養液のアセ トン抽出液を さらにベ ンゼ ンで振

り分け､濃縮 した抽 出物の TLC上で硫酸によ り赤 く発色するスポ ッ ト benzcn

acetone=2:1､Rf-04)に活性が認め られた｡

Cl

〉日J〉)) 0
(+)-scJerot10rin

Flg.2.10,K55抹から単雑 した sclerotlOrin類

川39抹 】

乳酸､フマル椴をLl一題 している 典に 125/上g.mL以上の濃度で由糸の伸長が抑

糾 され丸 くいびつな状態になる

[KHg抹 ]

シュウ酸を生産 している｡100-300FLgTnl以 上の濃度 で菌糸が丸 くいびつな

状態になる

他に血糸先立;1J.Lに swcHLngを引き起 こす株 が 1数株得ているが､現在 までに代

謝姥物の幌,irには至 っていない｡

F.9.2ll.K432棟培養液による 旦 聖上辻隻の形態異常

この 歯は､PDA培地で菌糸が赤色を示すこと､および､鞘のよ うな特徴 あ る胞

子か ら FusarlUm屈 であると判定 した｡ FusarlUm屈は 自然界てご く普通に見 ら

れ る菌であ り､分類学的に も確立 されているoh･elsonらによる報告30)を参考に

して菌糸の色､胞子の形状などを さらに詳 しく観察す ると､K432株は Fusarlum

acunlnatum もしくは 互,avenaceun であ ると考え られる｡旦 acumlnatum は菌

糸に chlanydosporeと呼ばれる膨 らみを形成するが 里 avenaceum では このよ

うな膨 らみを生 じない｡ K432株の菌糸を顕微鏡で観察す ると､文献に記峨 され

ている F.acum⊥natumと同様の膨 らみが認め られることか ら､ K432株 を 里
acum川atumとす ることが安当と考え られ るが､最終的な結論は得 られていないo

したが って K432株 を今の段階では FusarlUmSP K432株 と呼ぶ こととす る｡
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[培葦 およひ抽出 ･単離]

fiLiarl_u_m_SP･K432軌を PD 培地を用いて､ 2.9L.20C,25日間ルーコノン

ベ ンにてFI11･荘培並を行 った.,培養終了後ルーコルベ ンにアセ トンを加 え､容器中

で歯仏の抽出を行 うとともに､形成 されている胞 7-の飛 散を最小限に抑えて､人

体への汚染をuJ-ぐことを 目的 と した 菌仏 ･培養液のアセ トン抽 出液を ロ過後 さ

らにベ ンセ ンて振 り分けた 濃縮 した抽 出物 を シ リカゲル､LH20､ODS な どク

ロマ トクラフ イー を行い､ 活性作用を指標にフザ リエ リンA (fusarleLlnA

900mgを ril離 した さらに TLC硫酸発色で同 じく赤色にス ッポ トが現れ る朝ki

化合物 フサ リエ リンB (fusarlelinB)26mgを単離 したO

ところで､ フサ リエ リンAの生産 は温度によ り大 き く変動す る0 27oCでのITTF
l'左培益 ､振 と う培養 では共にフザ ')エ リンAは生産 されない｡一万 20QCでの振

とう増益 では フサ リエ リンAは生産するが丑は少ないことが明 らかにな っている

FusarI'um sp.K432

PDned.(2.9L),20oC,25days

benzenacetone

l:1

extractwithacetone

extractwithbenzene

sHicagelcolumn
(benzene-acetone)

SephadexLH-20(MeOH)

silicagelcolumn

ODScolumn(CH3CNIH20)

fusarieHnA:900mg

fusarielinB:26mg

F■9 2.12 7サ リエ リンAおよび Bの精製
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【フサ リエ リンAの分子式]

フザ rJエ リンAの生産丑は 300DgL以上 と､ 静置培養 とい う条件下で､また

培地や培養条件の検討をほとんど行 っているに もかかわ らず ､カ ヒの 2次 代謝産

物の中で も生産丑は多い｡ 一方､FusarlUn類の 2次 代謝産物は多種多様 な化合

物 が既に報告 されている｡従 って､ この研究のは じめの段階 では､フザ リエ リン

Aが既知物質 である可能性が高いと考えていた｡

さて､骨法によ り IR､マススペ ク トロメ トリー､111および 13C＼＼lR I.Iとの

測定か ら､スペ ク トルの解析 と既知化合物 との比較を試みた｡

赤外 スペ ク トルでは水敢基 による 3620,3480,1090.1030.1015cm-1の吸

収､二重結合 に由来す ると思われる 1660.975.830cm~tの吸収が見 られ るだ

けであ り､それ以外の特徴的な吸収は認め られないo UVでは 239n血に最大吸

収を示す｡EHtSでは m/Z384,402に､FAB-1lSでは mz385にイオ ンピー ク

が観測 されたO

ところが MRの測定データが説明できない状況が起 きた｡すなわち CDC13中

室温での 日CNllRは 20佃の シクナルが観測 され るo さらに VOEト ト■による

gatedecoupllng法によ り炭素 20個についてい る水菜は 28仰)であるO さらに

酸素が 4佃存在 しその中の 2個はエポキシ ドであることが IJcHか ら推定でき

る｡一方､lHNllRのq1分値か ら水素の数は 34-40の拒凶であ り､その うち 2

個は D20 で交換可能であることが分か った.

さて､ ここで フサ リエ リンAの分子式を C,｡11.｡0｡と した とき､分子立は 344

とな り El一.uSの結果 とは大きな隔た りが起 きるQ lH'HCOSYや HC川 COSY

の結果 も矛盾す るデータばか りであ り､部分純道を推定す ることが不可能であ っ

たO これ ら矛盾す るデータをひとまず置いて､元素分析佃および誘導体か ら分 7-

式を推定す ることと した｡

元素分析の結 果､炭素 73_63㌔､水素 9.47㌔､酸素 1665㌔ であ り､i'g計が

99_75㌔ とな って他の元素が含 まれていないことが明か とな ったO

そこで､元素分析伯よ り各元素比を求め､分子式を作成す ると以下のよ うな計

算 が成 り立つo (CzH,OL)A

C 73_63/12.011=6130=a a*375=2299 a*3.92二24･03 a*4･08=2501

H 947/i.0078=9.396=b b*375=3524 b*392:36･83 b*408=3833

0 1665/15994g=1040=c c*3･75=3･90 C*392 408 C*408=4124

C2311｡50.(375) CHrE3,0一,(389) C2,日380.(402)

これ らの計許結果 と EI-luSの測定データとを併せて考え ると､"ーは m/Z402

であ り､m/Z384は "'-El20と推定できるO
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フサ リエ リンAをアセチル化す ると､ EトltSで mz486(W~)が観測 され､こ

の ビ- クは ジアセテ- トである 402-42*2と して説明す ることができるQ従 って､

FAB-HfulSで mz385.2714と観測 された ピー クが C25H3603†H(cal.385.2714)

と して一致す るC そ うす ると､ 13C1lfRでは炭素 5つ分の シグナルが現れ てい

ないことになる｡ド＼tRの溶媒など測定条 件を検討 した結果､DltSO-dsにおいて加

熱す ることによ り全ての炭素の シグナルを観測す ることに成功 したO

こ うして､ フザ リエ リンAの分子式を C,5H=0.(帆v402)と決定 したO

13C-nmr(125MHz)

DMSO-d6

100■C

80oC

50･ci_i J｣｣⊥ 山 肌 山

ll)0 90 80 TO SO 50 jO 3O ZO lt)

F19 213 7ザ IJエ リンAの -3cNNR(DMSO-db)

【フサ リエ リンAのマススペ ク トロメ トリー】

この化 合物 の EI-htS､FAB-LuSでの分子 イオ ンピー クは検 出 しに くいcFAB-LuS

においては､マ トリックスと して H･を付加 しやすいク リセ ロールや m一ニ トロ

ベ ンジルアル コールなどが用い られて､分子イオ ンピー クはプ ロ トンが付加 した

(Ml=)･ と して検 ur.され る｡ しか しフサ リエ リンAの域合､m/Z385(Lu-OEl)+よ り

強度の弱 い ピー クと して m/Z401(･"-H)十に現れてお り､構造 未知の場合解析が

難 しい｡
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Flg.214 7サ リエ リンAのマススペク トロメ トリー

上 目-MS 中 FSB-MS 下 FSB-MS(+NaCl)



<第二葦 >

糖な どを始め とす る､1.3-dlOl､I.2-dlOlなどを構造式に持つ化合物 は .lacュ

を試料 に添加す ることによ り､(1ト＼a)-イオ ンと して検 出されることが報告 され

ているO フザ リエ リンAの場合 も同様に .VaClを試料 中に微盈加 えて FAB-1tSを

測定 したところ､ G)Z425(ll-_la)Iの分子イオ ンピー クが明瞭に観測 できるよ う

に改普す ることができた｡

Flg.2.15.7サ リエ リンAの∪∨(MeOH)

l l -ト

+

-
-

i I -
i. - _｣_ l l

_⊥l ~一一一 一･一｣- I r )
1 [ ｣ ー ___｣

i L I J l l 一 i r

FL9.2.16 7サ リエ リンAの IR(CHCLユ)
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【フサ リエ リンAの平面構造 ]

DllSO-dsを溶媒と して 50oCで測定す ることによ り､ Itlおよび 13C ＼岬 の シ

グナルが明瞭に観測 されるよ うにな り､構造の解 明は大 き く進展 したo

lH-1HCOSY､ lil-13ccOSYなどの 2D.ntR実験の結 果か ら図に示す部分構造を

推定 したO さらに HltBCによ り 4つの匹紐炭素を挟んだ関係について解 き明か

す ことによ り､ フザ リエ リンAはデか ノン環を有す る新規化合物 と決定 した〇

TabEe2.6.7サ リエ IJンAの理化学的性質

Appearance
Molec山arformula

Elementalanalysls

calcd:

found:

HRFAB-MS(m/2)
calcd:

found:

MP(oC)

【01D

UV入maxnm (e):MeOH

IR,max(CHC13)cm-1

whitepowder
C25H3804

C73.60,日9.54,016.86

as(C2SH3804･0･3H20)

C73.63,H9.47,016.65

425.2668(asC25日3804Na)

425.2656(M+Na)+

68-72

-1320 (C=0･1125,MeOH)

239(28400)

3620,3480,2970,2925,1382,

1090,1060-1000,975,8309

F)9 2.17 7サ リエ リンAの平面構造
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fusarielinA

IH-nmr(500MHZ)

50oC,DMSO-d6

IL｣ 九･.__._｣

'3C･nmr(125MHz)
100oC,DMSO･d6

200 190 180 ユ70 160 150 14〇 130 120 110 100 90 aO

Fig 218.7サ リエ リンAの NMR

70 60 50 10 30 20 10

Table 27 7サ リエ リンAの NMRdata (DMSO-d',50°C)

Posilion 8日(mulliplicity) もC(lJc_H(Hz)) Position8日(multiplicity) るC(lJc.H(HznJvalue(Hz)JValue(Hz)

1 3.32(ddd)J=10,4,6.OT6.0 63.8(140) 15 2.70(ら) 61-8(178)16 602

32 13 345 5678910ll121314 53(add)J=10,4,4.8,4-862(∩) 38ー4(130) 17 2.46(d)J:5.0 52.9(128ー1331

64(dd)J三8.2.3.8 781379(144)6 1819 518(q)J=6.8 124.0(157)

2(150) 20 1.60(dーJ=6.8 13.2(126)
5(150) 21 0.68ーd)J=6_8 13-7(126】
3(1501 22 1.63(S7 11-5(126ー
8(133) 23 1.26(S) 22.4(126)

21(m) 3 3(128) 24 1.13(Sー 21,5(127)
0(128) 25 1_60(S) 17.8(1257
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Flg 219 -HJHCOSY (DMSO-d｡,50●C)
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Flg 220 1日-.JccosY (DMSO-d6.50●C)
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F'9.221 日MBC (DMSO-dB.50●C)
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【フサ リエ リンAの立体構造 】

環横道部分の立体については､ 結合定数の解析､.110ESYなどの .WE実験 を行

うことによ り決定 したO

デカ リン環の接合部分にあたる H-9(∂121)と H-14(∂1.50)は､結合定

数が 10.8Hzであることか ら トラ ンスと判定 した｡ さらに H一g は H-8(62･11)

と 11.0Hz､そ して H-10(∂0.99)と 12.0Hzの結 合定数か らこれ らの水素は

ァクシ ャル結合 している0 -万 .lTOESYか らも､ H-10(6099)と H-8および

H-14の間に ＼OEが観測 され ることか ら証明できるo加 えて H-17(62･46)と

H-8の結合定数は 5.0Hzであることか ら､‖17はエ クア トリアル結合を して

いる.従 ってアクシャル側 に出ている側鎖上の tH 9(65･18)と H19が距耗的

に接近す るために､ この 2つの水素間に NOEが認め られることが説明できるO

1F51000
I-刷距- 5 12(

｣ト10
≠ g24/6

JWL

Flg 222.デカップ リング差スペク トル (右)と環部分の相対配置
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Flg.223 NOESY(DMSO-d6,50lc)
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l l /
;2.46

x A 5I

.､｢､- 一一･一･･一･一 'ヽ･朽-＼ ノサ｣ 人-｢ー Sl･21●′

Fl9 224 NOEスペクトル

次に 2つのエポキ シ ドの立体について考察する｡ EH 4と H-15(6270)の

結合定数が観測 されないことか ら､2つの水素は約 900の角度で瞭合 ってお り､

従 って 15,16位のエポキ シ ドは IH lと同 じ向きであることを示唆 している｡

このことか ら 24位の CII,(∂1 13)と H-19の問に NOEが観測 されることが

説明できる｡

もう一つの ll.12位のエポキシ ドについては､ 731の コンフォメーションとエ

ポキシ ドの向きについて､ 可能性のある 4つのモデルを1F7去法にて検討 した｡

即ち､E卜10(6099,6173)と †ト11(6290)の向きを対日,Elりされた結合定数に

よ り推定できる1lJ皮にて同定 し､ 導かれる 4つのモデルの うち､ここに示 した

捕道が､結合定数の解析､LI'OESYなどの実験結果を矛盾な く説明できるものであ

ると結論 した0

-96-
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次に 2位のメチル基､3位の水酸基の配位を決めるために､ ド･＼■~carbon)'l

dl川1dazolを用い C)cllCCarbonateに導き､配位について検討 した｡その結

果 H-2と H-3の結合定数は 104Hzと観測 されることか ら､H-2と H-3は共

にアクシャル､2位のメチル基はエクア トリアル と判断 したoc〉'cliccarbonate

部分は二重結合に対 し2通 り考え られるが､ しか しなが らそれぞれが等価となる

ためにこれ以上の解析は､この時点では行えない｡この間掛 こついては､フザ リ

ェ リンAの絶対配置の解析の項で改めて議論するO

N.NCarbonytd"mldazoL

scheme21 側鎖部分の相対配置
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[フサ リエ リンBの構造 〕

FusarlumSP･K432株 に､よ り極性の高い物質が TLC上確認 されてい る｡ こ

のスポ ッ トは硫酸噴霧でフザ リエ リンAと同様に赤 く発色す ることか ら類縁体 と

予想 された｡単た したフザ リエ リンBの ＼aClを添加 した FAB-1tSの結果､mz

443(ll-tva)-が観測できるO さらにこの ピー クは高分解 マススペ ク トロメ トリI

で mz443.2763(Gal.443.2773) と測定 され､分子式は C25H=05(n･V･420)

と決定 した｡

各スペ ク トル をフザ リエ リンAの もの と比較 したo IRのスペ ク トルは水酸基

の増加 を示唆 している｡ さらに IHMRで水酸基のプ ロ トン由来の シグナルが

2個分増えてお り､62.91(=-ll)の シグナル も 0-327に低磁場に移動 してい

ることー そ して､ 13CLMtRにおいてエポキ シ ド領域の 2本の シグナルが 70･5､

72.8ppTn に低磁場 シフ トしていることか ら､フサ リエ リンBの構造はフサ リエ

リンAの Il.12位のエポキ シ ドが開裂 したテ トラオール休 であ ることが判明 し

た｡

ll,12位の水較基の相対配位については､結合定数か ら 12位の配位を残 した

トラ ンスであると結論 した｡ このことは､rl112(♂326)と H-13(6142)の

問にW 型の遠隔 スピン結合が観測 されることか らも支持 され るo

Table2,8.7サ リエ リンBの理化学的性質

Appearance
Molecularformula

ElementatanalysIS
calcd:
found:

HRFABIMS(m/2)
calcd:
found:

(cL]D

UV入maxnm (E):MeOH

IRvmax(CHCl3)cm-1

whitepowder
C25日4005

C71.39,H9･58,019･02
C70.04,H9.44,019･52

443.2773(asC25H4005Na)

443.2763(M+Na)'

-100g(C=0.135,MeOH)

239(24200)
3440,2970,2850,1380,
1090,1040-1000

fusarielinA

]

1日-nmr(500MHz)
50oC,DMSO-

.エ _ 虻 ⊥ ｣

fusariellnB
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十 胴 十

13C-nm.(125MHz)
50oC,DMSO-d6

l

仙 此 柵 山 ⊥ 血 l ｣

L

200190180110160 150 1-10..jOl20110 100 90 80 70 60 50 ▲10 jO

Flg 225 7サ リエ リンBの NMR

TabLe2.9.7サ リエ リンBの NMRdata(DMSO-d.,50●C)

PosltIOn もH(multJPJICity) aC
JvalLJe(Hz)

▲U
▲1
2
3

4

1

2
▲J
4
5
6
7
CEI
9

TI
1
1
1

1

.32tddd)J=102.60.50
53(add)J=102.60.40
62(∩)
65(dd)Jコ84.38

%
T

(dd)J三108,08
(dd)J=150.ll0
(ddJJ三150,102
(ddd)JE102.10:

65(∩)
19(ddd)JG138.132,24
2g(ddd)J=138.40.24
27(d)Ja匂,20

43(dd)J=138,22
53(dd)J=138,138
78(ddd)J=138,132,20

Z2

誠
79
37
公
26
35
q
g
Z
訓

72
70
39

誠

Po9ltl0n 各日(rnurtIPIICrty) aC

JvalLJe(Hz)

H
H

H

H

0
0
0

0

15
16
17
18
19

知

2-
設
乃
2
･nN～

-■
ふ
1
1
■

1

247(d)｣=56

51 9 (q)J岩68
1.6 0 (d)J三宅4
06 8 (d)J三石8
16 0 (S)
11 0 (S )

11 2 (ら )

16 0 (S )

田
00
53
㍊
24
13
14
11
27
詔
1
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〔フサ リエ リンAか らフサ リエ リンBへのエポキ シ ド開裂反応〕

フザ リエ リンBは生産丑が少ないために､ フザ リエ リンAか らBへの変換反応

を試みた｡ 2つあるエポキ シ ドの うち 1つを選択的に開裂 させるために､ p-トルエン

スルネン酸を敢触媒 と して用いたところ良好な結果が得 られた｡ この反応 では 同時に

副生成物 と して 11.12位のエポキシ ドが反対に開裂 した3_を得た〇

ェポキ ン ドの蕨触媒開裂 は S､2で起 こるB この場合､よ り立体障害の大 きい

方の位置に S､2攻撃が起 こるのが通常であ り､ 遷移状態の安定性は立体因子で

はな く主に屯子的な因子によ り決 まるとされている｡すなわち立体障害のよ り少

ない炭素 に攻撃が起 こるのではな く､正の電荷を&Lも良 く宿 らせ うる炭素 に攻繋

が起 こるので､ フサ リエ リンAか らは且 の方が本来生成 しやすいはずであ る○ そ

れで もフザ リエ リンBの方が多 く生成す ることの明 らかな説明は出来 ない｡ もう

一方のエポキ シ ドよ り先に開裂す ることにその回答があ るか もしれないO

ここで もう一つの疑問が生 じて くる｡ フサ リエ リンBが抽 出分離段階に出来た

ァーテ ィ7 7ク トではないかとO も しそ うであれば､化合物且 も単離 され ると予

想 され るが､今 までに抽出物 中に化合物且の存在は確認 されていない鵜 この説は

否定 されるo H｡

FusaTiellnA FusarLellnB 3

schene2.2 7サ リエ リンAからフサ リエ リンBへの変換

[その他 の類績体]

FusarlUnSP K432株の培削 り出物 よ り TLC上のスポ ッ トの院政噴霧 で フサ

リエ リンAと同様に赤 く発色する類縁体が致柾額含まれている｡ フザ I)エ リンC

およびDは フザ リエ リンAよ り極 性の低 い物質で､フザ r)エ リンAの精製段階で

微孟成分 と して得 られた｡

フザ リエ リンCの F̂B-,uSは､ IlaClを添加す ることで m/Z409(lllLla)ーが観

測 され､ さらにフサ リエ リンAのスペ ク トル と比較す ると､ 13CLnLRにおいてエ

ポキ ノ ド領域の 2本の シクナルが SP'qlJ域 に低段場 シフ トし､ さらに 1日NM(

で 62.70(tl-15)の シクナル も6522に ノフ トしていることか ら､ フザ リエ リ

ンCは分子式 C25El3803(mw386)を示 し､フザ リエ リンAの 15･16位のエポキ

シ ドが二重結合の椛逆 と決定 したD

･一oo
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フザ リエ リンDの F.lB-1ISは､DZlil(M a)ーが観測でき分子式を C=SH3805
(m.V.118)と推定 したっ さらに 13CntRにおいて SP-'領 域の C-51C-6の

2本の シグナルが消失 して 7075･ 7544ppmに高磁場 シフ トしていること､

･HNllRで 65.81(H-5)の シグナル も∂3･76に シフ トが見 られ ることか ら､ブ

ザ リエ リンDの構造はフザ リエ リンAの 5.6位の二重結合がエポ千 シ ドに敢化

した トリエポキ シ ド体であることが判明 したo IH･utRで 22位のメチル基が シ

ング レッ トのまま∂197へ苗越境 シフ トしていることか らも説明できる〇

HO

Flg 226 7サ リエ リンCの lH-'HCOSY(DMSO-d..50'C)
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Flg.227.7サ リエ リンDの .H-,HCOSY(DMSO-d6,50lc)
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<第二章 >

第六節 フサ リエ リンAの生合成

フサ リエ リンAの 25個の炭素の由来 を明 らかにす るために､常法に従い安定

同位元素 を用 いた取 り込み実験を行い､13CMRによ り解析 したっ この菌の フザ

リエ リンA生産丑が高いため予備実験は行わず､ 各安定 同位化合物を 0012㌔

添加す る事 と した｡

Fusarlum SP･ KJ32株 を PD培地 120mlの入 ったルー コルベ ンに植画 し､

20oCで 25 日間静定培巻 を行 った｡培養 7 日目に安定 同位体 5種類 を各 々 50

n)g/C]1H20 に溶解 して投与 した｡

① [ト13C〕SodlumAcetate (922atomBDtic,MSD祉 )

② 〔2-13C]SodlumAcetate (9l.4atom㌔ HC,Prochem杜)

③ [l,2IL3C]SodiumAcetate (99atomAo 13C.uSD杜)

④ [3-13C]SodユUmProplOnaLe(90atom% 13C.llSD 杜 )

⑤ [methy1-13C]L-meth10nlne(90atom% -3C･ltSD 祉 )

培養液は菌体 と共にアセ トンで抽 出｡その後の操作は節凹節と同 じ方法で単離

精製 し各 24mgを得 た｡

フザ リエ リンAはその梢道 か らポ リケ タイ ドであると示l姿され る｡①の英験で

は 25の炭素 の うち､ メチル基を除 く 1-20までの中の偶数炭素に､また､②

の実験 では 1-20までの中の奇数炭素に 13Cの取 り込 みが認め られた｡③の実

験 では 10組の 13C113Cカ ップ リングが観察 されたo プ ロピオ ン酸の取 り込み

は認め られず､5つのメチル基はメチオニ ン由来であ ることか ら､フサ リエ リン

Aは 10組の酢酸ユニ ッ トと 5つのメチオニ ンメチルか ら生合成 されるデカケ

タイ ドであることが判明 した｡一方､プ ロどこ ン敦の取 り込みは､予想通 り認め

られなか った｡

生産性 が高 いことー メチオニ ンの取 り込み率が良いことを考えると､フザ リエ

リンAの放射性標識は容易 であ り､標的分子の解 明など今後の研究に役立つ もの

と期待できる｡

pDmed. 120ml

(呂Futcatosesu2㌔200g′l

addltl0nOHabeledprecursors

20oC,25dayscultlVatIOn

labeledprecursors

sod'umLl･13clacetate 50mg

sodlUmt2113C)acetate 50mg
sod.umt1,2･13C21acetate 50mg

sodFumL3-13C】p,op..nale 50mg

LILmethyll13C)melh.on.ne50mg

fusarie=nA (24mg)

FLg.228 生合成実験条件
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L-lmethyl-13C】meth'onine

: _ __ : -_ : ~~ ‥ ‥ -‥

13C-nmr(125MHz)

100dC,DMSO-d6

1皿Ju｣OPL
lうO tdO HO 120 11O 90 80 70 60 50 dO 30 ZO 10

Fig 229 各 日C標識化合物を投与 したときのフサ リエ リンAの 13cNMR

【1,2-'3C2Jacetate

13C-nmr(125MHz)

100oC,DMSO･d6

J l｣｣ 岨 ｣ ｣｣山 転

○ ●
CH3- COOH

A
L-【CHrS】methionlne

20 15 10

F■9 2.30 日.2-日cz]acetate投与時のフサ リエ リンAの 1'cNMR(拡大 )
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第七節 フサ リエ リンAの絶対配置

天然有横化 合物の構造解析 において､絶対配置の決定には X線結晶解析､オ ク

タ ン ト則､励起子カイラ リテ ィー法31;､改良 ltosher法 32:などが信相できる方

法 と して用い られている｡

フザ リエ リンAの場合､CD および .lTllRのデータか ら絶対配置 を決定す る方針

を立 てた｡ CD では 11位を酸化 してオ クタ ン ト則を使 う方法､またはオ ゾ ン分

解後 5員 ラク トンの形成か らラク トンオ クタ ン ト則を利用す る方法が考え られ る｡

一方､構造内の共役 ジュ ンを発色 団と して､3位 または 11位にベ ンゾエー ト発

色団を導入 し励起子カイラ リティ-法による解析 を険討す るO さらに 川Rでは､

フザ リエ リンBの 3位 または Il位の水酸基を (S)および (冗)の 2-メ ト

キ シー 2- トリフルオ ロメチルフェニル酢酸 (ltTPA)エステルに前人 して､異方

性効果を利用 した改良 llosher法を行 うことと した○

フサ リエ リンAか ら酸触 媒条 件下 フザ リエ リンBに砕 き､アセ トナイ ドで 1･3

dlOlを保護 した後､クロム酸 によ り 11位をケ トンに敢化 したO この化合物 の

cD は明瞭な Cotton を与 えなか った｡

一方､オ ゾ ン分解後 5品 ラク トンの形成か らラク トンオ クタ ン ト則を利用す る

方法はい くつかの問題点を解 決 しなければな らないoすなわちオ ソン分解後還元

時に生成す る ジオールの一方のキラ リテ ィーがな くも:り､その後鞘 く5員環 ラク

トンが 2種掛 こなることであ り､ さらにそれ らの化合物 と比較す る CD のデータ

の収集､ 加えて 3位の水酸基については天然か らの訪韓体 と比較す る作業が残

ることである｡ こうした問題の解決には相 当の時間と労力をTZやせねは1=らず､

オ ､ノン分解 による誘串体か らの方法は断念 した｡

fusaneElnA fusarleHnB

Scherne2.3
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次に励起子カイラ リティー法を用いる方法を検討 したC フサ リエ リンAは側鎖

部分にジュ ン構造が存在すること､さらにフザ リエ リンBでは 1級､ 2線､ 3級

の水酸基が存在 していることか ら､共役 ジュ ンを発色団と して､3位 または 11

位にベ ンゾエー ト発色団を導入 し解析を試みた｡ フザ リエ リンAの LA-＼'吸収はそ

の最大吸収が 239nnにあることか ら､発色Eflを p-7'ロモヘール ェ~トと した0

7サ リエ リン8およびA､保護基を導入 した段階での化合物旦 および且の CD

は Cottonを示 していないが､水酸基に発色 団と しての p-7■ロモヘー〃 ェ̀ートを導入

した誘導体_iおよびユの CDスペ ク トルは､共に明瞭な正の第- Cotton､ 負の

第二 Cottonを与えた｡これ らの結果よ りフザ リエ リンAの絶対配置は 2S･3S

ぉよぴ 8S,llRと結論 したOなお誘副 本1の .～-＼lRでは CD30D中 p-7+ロモへ~ンソ̀

1-トの付け根にある 3位の水素 と､ 2重結合上の 5位の水素 との問に LllOEを

確認 している｡

一方､改良 llosher法は (S)-.llTPAエステル と (R)-1lTPAエステルのベ ンセ ン

環の向きが逆にな り､ダ蔓方性効果の受け方が IITPAplaneの左右 で異なることに

ょ り､校数の IHの化学 シフ トに生 じる差 △ 6(6(S)-6(R))を測定 して 2級ア

ル コール等の絶対配置を決定するものである｡

フザ リエ リンAよ り導かれた (S)および (R)llTPAエステル且の化学 -/フ トの

差 △ 6(6(S)-6(R))は､先の励起子カイラ リテ ィー法の結果と矛盾 LIi:い もの

であったO誘導体且の測定結果 も CDの結果を支持す るものであ ったo

scheme24

ON PT U OHIl〉
1usar-e"nB ～--/4＼ry

8 7 95

fusarielina
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CD UV
L.xL(nrnXAe) 入¶ax(nm)(e)

L 謹3' 2"WJ a4加 '

CD UV

i.,t(nlTl)(AE) ha.(nm)(e)

239(151) 239(2t】400)
260(0) MeOH
MeOH

;〉~~ー

∴

'三orl IW

cDUV)I,I(nm)(AC) )m x(nmXE)248(+666)237(369(泊7237(0)MeOH230ト241)MeOH
dil l ,B,Bヱ

5 200 250 300nm

Fl9 231 円二色性励起子カイラリティ-法による絶対配置の決定 (その 1)
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fusarielinA
二

CD UV

AIXl(nmXAE) 入¶.x(nm)(e)

238(15り 239(28400)
260(0) MeOH
MeOH

2m 250300nITl

ix｣

CD UV

A.,t(nrTl)(△e) L.naょ(nm)(E)

240(-65) 239(27000)261(0J MeOHMeOH

200 250 300nm

CD UV

i.xl(nm)(AE) 入max(nm)(【)

238(34700)

F.9 232 円二色性励起子カイラリティー法による絶対配置の決定 (その 2)

-)08I

冒'ヲH?.A

<gi'二 FJ>

(OMe) (Ph)一一日=-(RトMTPA

HA

Aa(as-aR)

丑旦些'+0040

F.9 2.33 改良 Mosher法による絶対配置の決定
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第八 節 フサ リエ リンAの生物活性

今までに調べ られたフサ リエ リンAの生物癌性についてここでは述べ るか､結

論か ら先に言 うと､その分子標的は現 在までに解明 されていない

里 聖ユ堅塁 に対 しフサ リエ リンAは 12･5FLltか ら 100FLuの広い範四の濃度

て､痢糸の伸長LlFJ制に伴い曲が った状態である "curling"作用を示す なお全て

においてフサ リエ リンBは活性を示 さない

フサ リエ リンAの フタ脳微小管蛋白の重合阻晋活性 を測定 したが活 性は認め ら

れなか った 脱重合阻審活性 も認め られない｡

微生物 に対す る/JihJ阻怨活性について も検 討を行 った その結Xt､抗 貞菌作用

は認め られるものの､抗iHl歯作用は認め られないことか ら､ フザ リエ リンAの作

用は真核細胞機1..rfに標的が存在す ることを示唆 している｡

微小管機能阻語物兜の中で も生物 掛 こよ り感受性か児なることが報告 されてい

る.例えば コル ヒチ ンの脳 由来の微小管軌 ヨの正合ME管は IC50=3xL06である

のに対 し､肝 IITJ[l]米の ものに対 しては IC,0 2xLO･'と大きな13Fは があるC ノJ-

んlBCの似合は コル ヒチ ンとは逆に､ 脳 山瀬に対 しては IC5｡-13x10 3 以上で

あるのに比べ肝 樺山兼では IC,0 4xl06とな っている33.

フザ リエ リンAは Asperg⊥11Usnldulansに対す る生育阻'gl活 性が高いO-刀

旦 ∩】dulans にはベ ノ ミルや リゾキ シンなどの微小管系薬剤耐性株がtiRに得 られ

いる,そこで各耐他株 に対す るフザ リエ リンAの影牡を調べ たo その結果野生株

と変わ らない阻古作用を示 し､フサ リエ リンAは微小管系に作用 していないこと

が明カ､とな った.

現在までにフザ リエ リンAの作Jll機作は明 らかにな っていないD

lIJ-

Pyr,ieuLar･iaor7yZae

F･g,2･34･フサ リエ リンAの 旦･iLiiBi に対する形態異常作用 (12SLIM)
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T｡ble210 AntimlCrOblalactivltyOffusarie=nA

organlSm MICuJg/ml)

staphylococcusaureus209P '100
BacillussubtilisATCC6633 >100
Escherichiaco/iNIHJ >100
candI'daalbI'cans >100

TrichophytonmentagroPhytes >100
Mucormucedo14358 >100

AspergI'(/usfumlgatuS11268 311

Tab一e2ll_AntLfungalactlVityoffusarielinA

organism MICuJg/ml)

AIternariakikuchiana
colletotricum lindemuthianum
Fusarium nwa/e
Fusarium oxysporumf･sp･lycopersicI
Fusarium solanI'f.sp.phaseoII'
HelmI'nthosporium oryzae

Pyriculariaoryzae
RhizoctonI'asoIani

RhizopuschinensI'S

5

50
諾

10｡
ー｡｡
慧

100
1

>
>

>
>
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二

〇J
l

u
O0
-0

%
)
Lrtn
0
)
9

AsperglIIusnJdulans

No Genotype
o FG SC 188 rlboAl.lva3(t･Jlld type)

FG SC 524 blAl,benAIOfvJAI
FG SC 565 ya2;adD3,benB29
FG SC 529 blAl,AcrAl,ActB2ollC13LrnaA4

benC28choAI carAl
rlboAl,vJA2,rhlAl
yAIpabaAIproAl adE20SUAI
suAladE20;tubAl

03 05 1 3 5

DrugConcentrat10n(LIM)

Fig 2.36 A nldulansの耐性株に対するフサ リエリンAの効果
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第九節 要約 および考察

1) PyrlCularla旦三上星些 の菌糸の形態異常を指 標と したスク リーニ ング系を

確立 した｡

2)この系を用いて RhlZOPUSChlnenSISのなかの リゾキ シンを産生す る歯の

確認を行 った｡

3 )菌糸を ビーズ状にす る作用を持つ化合物 と してケ トグロポ シンAを単乾 し

たC,

4)菌糸を太 くし伸長抑制作用 を起 こす化合物 と して sclerotlOrln頑 を単乾

した ｡

5)新規抗 カ ビ抗生物質 フザ リエ リンAを発見 し､梢道 を決定 した｡

6) フザ リエ リンAは 10の酢酸ユニ ッ ト､ 5個の メチオニ ンメチルか ら生合

成 されていることを証明 したG

7) フザ リエ リンAの絶対配置を励起子カイラ リテ ィー法によ り決定 したo

Fusa,lum属か らは今 までに非常に多 くの化合物 が報告 されているC 代表的な

もの と して fusarlCaCld･fusarubln-Zearalenone･T-2toxln･fusar⊥nCな

どがあ る｡ こ うした多 くの研究報告があ るに もかかわ らず今回フザ リエ リンAが

発見 されたことは､温度 をは じめと した培養条件を変えることによ り糸状菌の能

力を活性化 させ る可能性を示 した ものである○

気温や栄養 な ど生 tf条 件が整 ったときにカ ヒと してまた植物病 やキノコと して

私達の前に姿を現すが､微生物はいつ もはそ っと生活 してい る〇冷蔵庫の 中で食

品に生えたカ ヒを見つけたとき､低温の中で も繁難す る糸状 由の しぶ とさに驚か

され る｡

C4"gn c｡｡H

H3CO

fusaricacid fusarubin

CH3

zearatenone

tusarl∩C
T-2toxin

F1g 238 FusarlUm屈が生産する代表的な代謝産物

-113-
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微生物代謝産物を研究の場 で､菌の最適生育条 件と化合物 の生産条 件が異なる

ことは多 々経験す ることであ る｡ さらにー生産菌の長期の継代培養 で起 こる代謝

産物生産 性の低下 も生育条 件と関わ りがあると考え られ る｡従 って､土壌 よ り分

離 した菌の培養 を通常よ り低い温度 で静定培慈す ることで､新規化合物の発 見に

結び付いた｡

〔デカ リン環ポ リケタイ ド化合物 1

7ザ リエ リンAと同 じよ うに､デカ リン環 を構造に含むポ リケタイ ドは糸状菌

か ら compactln(uL-236B)川 .betaenoneA川 ,rapICullne川 放線菌か らは

nargenlClnA.37; chlorothrlClnH) などをは じめ と してい くつかの化 合物 が

報告 されている｡ フザ リエ リンAの絶対配置が､compactln とは逆の配置を して

お り､活性の上か らも今後の展開に興味が もたれ るO

さらに生合成の問題 か ら見 たとき､ Cane30' らが nargenlClnAlの生合成研

究の中で分子 内 Dlels-Iuderによる閉環機梢 を示咳 しているよ うに､ フザ リエ

リンの域-合 も 15.16位が二重結合のフザ リエ リンCが得 られていることか ら､

同機 に分子内 Dlels-11der機梢の関与が考え られ興味深い｡

fusarlellnA COmPaCtln betaenoneB

nargenicinAl
chlorothricin

rapICUllne

Flg 237 デカリン環を有するポ リケタイ ド化合物
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さて既に述べたよ うに､ フザ リエ リンAの作用標的は今 までに解明 されていな

い0 -万､co叩aCtlnは H土IC-Co= )ダ クターセの阻害剤 と して知 られてお り､

betaenoneA は植物病の毒素 と して単放 され RlNA とタ ンパ ク質の合成阻書剤で

あることが明か とな っているo

compactlnはステ ロールの合成を阻害す ることか ら､細胞脱への影響が現れ る

のではないか と考え 里.gLEBBf のア ッセイ系にかけ､発芽管への影響について

観察を行 ったO その結果 フザ リエ リンAは 125 FHlの濃度 で明瞭な curllng

を示すのに対 L compactlnは 100iLilの濃度で幽糸の生育抑制を示すが形態gE･

常は認め られなか った｡

【スクリーニ ング系の長所 と短所〕

微小管枝能阻書物質のなかで､生物種によ り感受性が異な ることが これまでの

研究で分か ってきた｡例えば､ リソキシンは酵母に対 して生育阻書活性を示 さな

い しー コル ヒチ ンも同様であ るO-方一般近小親 らが稲 こう じ粒 よ り単粒､梢造

決定 した新規有 糸分裂 阻書物質 ustlloxln川 は､イネ幼根 に対 し肥 大作用 を持

っ ことか ら単離 された化合物 であるO しか しなが ら usL1loxlnは､イネい もち

病菌胞子の発芽管に対 し形態異常などの作用 を示 さない. したが って､イネ幼根

に対す る作用 を併せて調べ ることで､検索対象が広が ることが期待 される〇 とこ

ろが この方法は第-章で紹介 したよ うにー煩経であることや多故のサ ンプル を扱

ぅことが難 しく問題 が竣 る, そこで､これに代わる方法 と して植物細胞などを使

うスク リーニ ング系が確立できるか今後検討 してい く余地はあるo しか しなが ら､

完壁なスク リ一二 ンク系を確立す ることが 目標でな く､般小の努力でFti大の効果

を得 られ ることこそ重要であ る｡

ここに述べ たスク リーニ ンクの特徴は安価 ･qtJ'任であ り､定iii化は難 しいが~

っの生命体を観察す ることで､状態によ り大まかな判定が出来 ることにあ る｡

近年､生理 活性物質のス ク リ一二 ンクは､酵紫 阻蕃剤に代去 されるよ うに分子

標的を しぼ り､試験管内の生化学反応を利用す る系によ り行 われ る場合が多い｡

これは抗生物質の作用楼序な どの基礎研究が進展 した為であ り､大いなる成果で

ぁ ることを疑 う余地はない｡ しか し､一方で既知の論理 に基づいて探 そ うとす る

姿勢は､ ときには意外な新発見を阻書す る可能性があると別 斤㍗ l`が指摘す るよ

うに､ 自らを新 しい発見か ら遠 ざけて しま う危険性をは らむD

序に も述べ たよ うに､多 くの研究者が形態を指標と したス ク リーニ ング系を作

り､活性物乍1の検索を行 っている=この非班 にあ るのは､定 ･LTL･化 を超 えた現象を

探 し出す実験者 の観察力であ る｡
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第三章 まとめ

本論文は以下の研究に関す るものであ る｡ この 中で リゾキ シンの発見は､新規

抗癌剤の 開発研究や有糸分裂 阻書剤のチューブ リン分子認紙磯純の解 明等に貢献

した点で､特g:rすべ き成果であ った｡

1) リゾキ ンンの構造決定 と生物活性

2)菌糸の形態異常を指標 と したスク リーニ ング系の確立

3) フザ リエ リンAの発見 と構造の研究

フザ リエ リンAは高い温度 では生産 しない｡ これ と同 じ事がペニ シ リンの研究

を行 っていたときの梅沢浜夫博士の話の 中に出て くる｡ 当時の生産性の低 い株 で

は培養 温度が 25oCを越えるとペニ シ リンは採れない0 9月に入 って涼 しくな っ

た頃にあ る菌株 が黄色 い色素 をつ くり始めたとの ことである｡

多 くの研究者の努力によ り､ペニ シ リンの発見以来多 くの抗生物質か登場 し､

実用化 されている｡ そ うして新 しい抗生物質が発見 され る確率は年 々低下す るは

ずだが､dynemlClnAや FK-506のよ うな新 しい作用を持つ化合物が登場 した り､

taxolの生産す る菌が見つか った りするなど､微生物の世界はまだまだ奥が深い

よ うである｡

私 たちは微生物を非常に良 く制御する力を身に付けてきた｡ しか しなが ら､そ

の能力 を見つける力は未だ十分とは言えないよ うに思 う｡今 もって多 くの事 を微

生物 にお願いす ることがあ り､またその成果を期待 し信 じたいO
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実験の部

第一章

【分析一般 ]

融点測定はヤマ ト綿製 lIP-1を用 いたO紫外線吸収スペ ク トル (UV)は島掛 絹

製 UV-300で測定 し､最大吸収を n血(モル吸光係数 E) で表示 した｡赤外吸収

スペ ク トル (IR)は 日本分光(鞠製 Ds-301､1-102で測定 し､ 各吸収を cmJlで

表示 した｡ 核磁気共鳴スペ ク トル (LHおよび 13C-NT柁)の測定は El本電子 輔製

Jib-XFX-400(lH,400.511Hz､HC;100.711Hz)で測定 しー 各 シグナルのケ ミカル

シフ トは､内部標準の T〉tSを OppTnと して､HCNltRは ppm､ItlMtRは 6で去

示 した｡ また結合定数 (J)は Hzで表 した｡ 溶掛 ま CDC13を使用 した｡ マス

スペ ク トロメ トリー (.uS)は島姥㈱製 LKB-9000で測定 した.液体 シンチ レー シ

ョンカウンター (LSC)はパ ッカー ド社製 TrlCarb300を(史m したQ

高速液体 クロマ トクラフイー (HPLC)は砧津(掬製 LC-3Aを仕FHL,た｡ li亨屑 ク

ロマ トクラフイ- (TLC)は llerckDC-FertlgPlatLen(KleSelge160,F1254)を

用 いた｡ カラムクロマ トクラブイー用 シ リカゲルは和光腐製 M OgelC-200を

使用 した｡

〔RhlZOPuSChlnenSISRh-2菌の培養 ]

R.chlnenSISRh-2は PDl培地 (glucose2qG. agarI5-21･/Potatosup

(20g/100ml))で 30oC､4-5日聞培養 し､ 形成 した胞 子を滅曲水 10mlに懸

濁す るo リゾキ シン生産用培地 1 (glucose1㌔,polypepton1,Dl＼1gSO一】･71120

005%,川 2PO一.005%.K2HPO40050｡,CaCl｡12H200010｡) lL当 りに胞子

懸濁液 4mlを加え､9cm ンヤー レ1枚 当 り約 25m1分往す るO培掛 ま 320C

48時間で行 った｡

[イネ幼根 の肥大作用を用 いた生物検定法]

表面殺菌 したイネ種子を恒温器 内 30oCで 1-2m に出芽 させ､ 4粒 または

8位を一組 と してアク リル製の支持台にとめる｡ これを直径 3cm､高 さ 6cm

のガラス容器 内で検定掛 こ浸 して 30oC､ 2-3E]間保 った後､ イネ幼恨部の肥

大の程度 について判断 したo イネ種子は愛知旭を用いたO

[リゾキ シンの単離1

RchlnenSISRh2培並 口液のエチルエーテル袖 山後濃縮 した柚 LLr.物 (264g)

に､7セ トン 10mlとn-ヘキサ ン 10mlを加え､ さらに水 50nlを加 えた後
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順次 n-ヘキサ ン､ベ ンゼ ン､酢敢エチルて抽出 したっ この段階 で リゾキ シンは

ベ ンゼ ン抽出物 中に存在す るので､ベ ンゼ ン抽出物を さらに n-ヘキサ ン､ シク

ロヘキサ ン､ベ ンゼ ン､酢酸エチル で順次抽 出 した｡ リゾキ シンほ シクロヘ キサ

ン屑 中の主成分 と して振 り分け られ る｡ さらにベ ンゼ ン層に も リゾキ シンは含 ま

れているO シクロヘキサ ン抽 出物 (147Tng)とベ ンゼ ン抽 出物 (601mg)をそれぞ

れを シ リカゲルカラムクロマ トクラフイー (22㌔7セレイ ンセ′ソ) で分捷 したの ち､

リゾキ ンン分画をまとめて ローバーカラムクロマ トグラフィー (llerckLobarc

olulDnSIZeB,20･.7セトソーへ̀ンセ◆ン.06mlmュn)を行 ったO以上の操作によ りリゾ

キシン 50mgを単乾 した. また､ リソキ ンンの他に爽雑物 の入 った分画が 35

mgあ ったo培養 口液が 50.6Lであ るか ら､ リゾキ シンの生産品は約 17mg/L

となる0

分摂方法は改馨を行 い､エチルエーテル抽 出物 をアセ トンで溶解 したの ち水 を

加え､∩-ヘキサ ン､ヘ ンゼ ン､酢酸エチルで順次抽 出す る｡ヘ ンセ ン抽 出物 を

シ リカゲル､SephadexLF卜20､ シ リカゲル カラムクロマ トクラフイーを行 い､

最終段階で rlPLC(column Whatman1190Ds-3,5506CH3C､Hl20)を用 いて精製 し

た (図 1-4).精製 した リソキ シンは､アセ トンに溶解後 n一ヘキサ ンを加え､

ロータ リーエバ ポ レータで溶娘を溜去す ると1fTt色粉末状にな る.

〔高分解能 マススペク トロメ トリー〕

リゾキ ンンの高分解能マススペ ク トロメ トリーの測定は､東京薬科大学 ･志田

保夫 悼士および(軸三共 ･分析研究所へ伎和 した｡

mz625(Il-) obs=6252998jO(発案) cal=625･325027(C3SH.71YO9)

obs 625.3233(三共) 625318831(C35H‥_Yr,08)

625301220(C35日.501｡)

n'Z 315 obs 31518680j(文事) cal.=315･1834 (CHH25103)

obs=315.1798(三共) 3L5,1807 (C16H2706)

帆,Z232 obs-232.1330(三共) cal=2321336 (C1川 t8NIOヱ)

(basepeak) 2321311 (C■'rIl804)

〔元素分析値 ]

リゾキ ンンの元素分析は応用微生物研究所 ･元素分析享に測定を依頼 した｡

炭素 obs-6694㌔ cal=67.184i(CHlL.7NO9) 6530㌔(C35tl̀lgL1010)

水菜 obsこ 778㌔ cal.= 757%(C3,tl47LITO9) 767㌔(C35日49NOIO)

窒菜 obs 201㌔ cE11 223㌔(C3,11ノー7N'09) 21800(C35日…lrO10)

[リゾキ シンの結晶化への試み】

リソキ ンンは L3C-NILuR(25MIz)で 35本の シクナルが観測 され､元素 分析 ･
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マススぺ ク トロメ トリ-などの結 果をあわせて､早い時期に分子式か C35H4710,

と決定 された. しか し構造式 とな ると､lH-1lTllR(10011Hz)では部分構造の推定 も

崇 しい状況であ ったO ちょうど超伝導 FT-･nlRが導入 し始めていた頃で､理 学部

･宮沢研究室での LH-ntR(27011Hz)測定によ り､ ダブ レッ トの 2本の メチル基

はイソプ ロピル基に由来す るものではないことなどが明 らかにな った｡ しか し､

応用微生物研究所に 400ltHzの超 伝導 .mtRが導入す るまで､ IITllRでの実験 は繋

しか った｡ そこで X線結晶構造解析を 目的と して､ リゾキ ンンの誘導体の結 晶化

を試みた｡

① リソキ シンの7セテル化 RhlZOXln10JLmOl(63mg)に Ac=015iLmOl15

/Ll(lmmol/山 benzene)､Et3H 5〃mol15JLl(lmmolmlbenzene)､dlmeth),

1amlnOPyrldlne(D舶P)05〝mol10fLl(6mgmlbenzene)を加え室温で横枠｡

30分後に反応が終了 していることを TLCで確凱 Et20 で抽 出O希釈 HCl､rl,0

て洗 った後､Na,S0..で乾燥後溶媒溜去O/I)カケYルカラムクロマげ ラ7ィーにて単軌 ElllS

667(M･ 625-42) IR(CHC13) -Orlの吸収消失｡ IH-MRよ り monoacetateを

確認｡ (イネに対す る活性は 1/5- 1/10に低下)

② リゾキ ノンの ＼aBEl｡還元 RhlZOXln20mgを lleO日に船飾C水冷下 HaBtl.I

IOmgを添加､横枠｡40mln後 日20を加え Et20で抽 出｡‖20で洗い ha=SO･.

で乾燥後溶掛 恐妻 ｡ ノ.)力1･ルカラムクロマげ ラフィーにて躍如DE川S 629(･u- 625-4)

IR(CHC13)3450.1740.I720cm-1 1H一川R6374(21Ⅰ)現れ 6488消失0 13C

LmlR 1694ppm(C=0)消失 し6488(t)出現す るo (ラク トン環が還元閉環 して

いると考 え られ るのでアセチル化 によ り確認す ることとす るo またイネに対す る

活 性は消失す る)

③上記還元体の7セチル化 1- ② の ＼aBll.還元体 5JLmOJ(3･2mg)に Ac･･0

15FLm0115JLl(ln001nlbenzene)､Et3115JLmO115JLl(lmmol/mLbenzene)､

dlmethylamlnOpyrldlne(Dl-rip) 015LLmO110FLl(6mgmlbenzene)を加 え室

温で摂拝｡ 30分後に TLCにて反応をチ ェック｡ 反応十分進行 していないので

(2spots) 1時間後に Ic20､Et,tlT各 10FLmOlを加え さらに 1時間摂待O反応

が終了 していることを TLCで確凱 Et,0で抽 出O希釈 rlCL E120で洗 った後､

Na3S04で乾燥後溶媒溜去 Q ノリカケ̀ルカラムクロマトク'ラ7ィ一にて単粒o E川S･755(lWー

625142x3) ,H-N,uRよ り trl-aCetateを確認06408(3tI)･6478-4-86(2u)｡

④上記還元体の7セテル化 2 ②の ･laBIÎ 還元体 313LLmOl(2IM監)に Ac20

7FLmOl/7FLl(lmol′mlpyrldlne)､Pyrld川eO･lml を加 え室温で難件06時

間後反応を終了｡ll:0を加え Et20にて抽出､l】20で洗い aceLone･benzeneを

加 え溶娘LFl去o 川カケ~ルカラムクロマげ ラフイーにて rit離｡ monoaceLcteldl-aCCLaLe･

trl-aCetaLeが柑 られるが､反応の コン トロ-ルが難 しいO

⑤ リソキ シンの Ll,uEl..還元 5つの生成物 になる｡

⑥ リソキ ンンの接触道元 トー2/Pd-Cによ る還元による生成物 は 2つ〇 (＼1'
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633と 635)それ以上の検討は行 っていないO

⑦ リゾキ シンの p-フ'ロムーへ■H'イル化 :RhlZOXlnlgqg(30LLnOl).p-Br-benzoyl

chlorlde18mg(82FLmOl)､pyrldlne0lml､DIIAP0.5mgを加え室温で横枠ー

終夜o H=0を加え Et,0で抽出 ･濃縮Oシ州ケ'ルカラムクロ7げ ラフィ-にて精製 (llmg)｡

E川S qZ807.809(lt-)

⑧ p-7■ロムイ ンソ′イルRhlZOXlnの還元 ⑦の生成物 11mgを lleOH0-3mlに溶

解 し､水 冷下 NaBH.7mgを添加､捜拝｡40mln後 rI20 を加 え Et20 で抽 出O

濃縮後 シリカケ̀ルカラムクロマトク'ラフイ-にて精製 (85mg)｡E川S m/Z811.813(.uー)･

⑨ p17'ロムイ H'イルNaBH.RhlZOXlnのベ ンゾイル化 ･ ⑧ の生成物 82mgに

benzoylchlorlde12JLl､py･rldlne70iLlを加え室温獲拝 2時間oH20 を加え

benzeneで抽 出､濃縮後 シリカケ̀ルカラムクロマげ ラ7ィ一にて精製 (7.8mg).E川S:n z

lO19.1021｡ この化合物 の結 晶化 を試み る｡ ∩-hexane-acetone, benzene-n-

hexaneの溶媒系で検討す るが､その間に黄色 く着色 して くる｡ 再 クロマ トクラ

フイーで精製 し､結 晶化 を険討す るが成功せず｡

⑩ uvによる変換物の検討 溶解 した条件下での リソキ ンンの安定 性が怒いた

め､UVで先に安定体 に変換を行 い､その後誘導体 に導 くことを検討｡条 件 UV
ラ ンプ (450W)､5m Pyrextube｡溶媒 EtOH.acetone,CH3Cl,THF,CH2Cl三.

benzene｡濃度 RhlZOXln0.2mg04nlo照射時間 05.1.2,3.4,5mlno

冬時間での反応 を TLC上で検討す るO その結 果､ CH3Ctl'での反応がほぼ単一の

物質を与 えることが判明 した. 次に RhlZOXln10mg2rnlCH3Cll'｡ 照射時間 10

mュn (10mmpyrextube)で反応を行 った｡ 反応終了後濃縮､4gシリカケ'ルカラムクロマト

ク■ラ7ィ-(15㌔acctone-benzene)にて精製｡ TLCでは 1spotだが 1日一MRの測

定では 2種類の化合物が混 ざっているよ うな シグナルが現れ る｡IRでは 2220

cmlに CNに由来す ると思われ る吸収が認め られたo

lリゾキ シンを加水分解 -メチル化 -7セテル化 して誘導体 3]

リソキ ンン 40mgを 2回に分けて反応 RhlZOXln20mgに 5㌔KOIIIELOE110

mlを加え refluR3時間｡ Ll2050mlを加え 5,A.HClで pH5に調整｡AcOEL

c.yt.evaporate.つ きに 11cOtlEt20=11(ca15ml)に溶解 し,Crl3LV:-EtヱOsolo

を加 えメチル化 (10mユn).反応終了後窒素ガスにて溶媒除去.シリカケ■ルカラムクロマト5'
ラフィ-にて精製 (合計 27mg)o E川S.m/Z675(u-)､ 13C-hl"Rppm(rnult1-P

llClty)(173.0(S).171.7(S),1610(S).1388(S).137･2(S).1370(S)･1368(d)･

135.8(d)1330(d).1274(d).1270(d).1246(d).1200(d).866(d),836(d).8

22(d).769(d).756(d),7J3(d)743(S).704(d).571(q),528(q),Lil3(d),j

o9(d),382(t).360(t),337(t).326(t).285(d).L52(q),14-6(q),145(q),1

38(q).135(q).102(q))

加水分解 メチル化体 27mg(40〟mol)/tmlbenzene.Ac'005mmol/0-25m1
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benzene.Et｡NTO5mm010.25mlbenzene.D＼1̂P5FLmOI0Imユbenzene 横枠室

温 2時間後氷水 を加 え Et,0 にて抽出oH20洗浄後乾燥､溶媒溜去O/rJカケ■ルカラムク

ロマトク̀ラフィーにて精製｡majorProduct(22n]g):E川Sm,Z801(与lー:trlaCetate).

mlnOrProduct(Ilag)･E川Smz875(ll-)

[誘導体 3のオゾ ン分解 ]

誘導体 3 23mg(287iLmOl)を CHCl,2mlに溶解 し､ト■ライ7イス｣teOtl冷却下

03 gaS を通す｡は じめに溶液が黄色に若色す るが､約 20分後 に色は消え次節

に淡音色 に変わ って くる｡淡青色になってさらに 15分 0,gasを導入,反応終

了後水冷下 ,T,gasでオ ゾ ンを除去｡ さらに捜拝水冷下､dlqethylsulfldeloo

mg(1_6rDmOl)を添加 しオ ゾニ ドを還元｡ 1時間後室温に戻 しさらに 1時間携押O

反応後溶媒溜去. 応生成物 18mgを dry-THF15mlに溶解｡LYaBH410mgを

加え室温横枠終夜｡H,0を加 え Et｡0にて抽 出､続 いて水屑部分 に LTaClを加え

飽和状態に して icOEt抽 出C それぞれ H:0 で洗い溶媒滑は ｡ノ')カケ■ルカラムクロマげ ラ

7イーにて枯製｡ 水屑部分は Fl,0 を溜去後 EL0日にて抽 出o IR-120,Lfu-410と

イオ ン交換樹脂処理 を行い､HPLCにて分取 した (column SCR101(50cm)･Sho

dexS-801(50cm).Flowrate 1OmlH20/mln)o

l静置培養下での tlC標識化合物の取 り込み】

培地 2 (glucose1㌔,eblOSIBD.KH:PodO･05㌔,K2llPO｡0054･･ltgSO4･7日20

0258.)100nlを ノヤー レ5枚 に分注 したo 歯の生育を遅 くす るために､30oC

に温度 を下げ､標言放化合物 は 48時間後 に 100ml当 り 2〟Clを添加 し､96El'r

間まで培登 した｡エチルエーテルで抽出後､TLCにてか き取 り杖rFを行い､ リソ

キ シンを約 2mg添加 して再び TLCかき取 り後､ 液体 シンチ レー ションカ ウン

ターで放射線量を計測 した｡

[NG変異 ]

旦 chlnenSISRh-2株の胞子 を ltK4med で 30oC･6時間培養後､ クエ ン髄

バ ッフ ァー (buller.01hl,pll55)で洗浄 し､ burfcr4mlに懸濁 した胞子

液に 200fLg/0.2mlbufferのNG (NLmethy1-1㌧nlLro-N-nlLrosoguanld川e)

を加え､28oCで振 とう培養｡ 0.15.30.45.90m川 の時点で 0･5mlをサ ン

プ リングO リン酸バ ッファー (0111.pEJ70)で洗浄後､同バ ッフ ァ-に懸/礼

10-2- 10-7に希釈｡その 0.2mlをプ レー ト (PDAmcd)にま く｡30oCで翌

日までJi.I,'養後合計 56株を超 ,lJ.し､それぞれの株のJ_巨好 JT･を検 討 した｡ペ=.辞･',I.-の

校定方法は､培養 口液のエーテル抽 出物 の紫外吸収スペ ク トル測定および培凝 口

液のい もち菌胞子の発芽抑制を用 いた｡ これによ り1株 (SO和-1l)を選別 したo
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[UV変異 】

r(C処理株 30m一日 のスラ ン トに IIK4ned.(glucose1%,polypepton1㌔,KH

2PO.0.05㌔.K2HPO｡0.054'.ilgSO｡17日:00･25㌔)を加 え懸濁す るo無菌的に試験

管へ移 し､30oC,5.5時間培養｡ ロ過､ リン敢バ ッフ ァー (01ll.pH7.0)で

洗浄後､同バ ッファーに懸濁 (胞子濃度 3x106)｡ シャー レに移 し､スターラ

ーで横枠 しなが らUV照射｡ 距杜は 38cm｡照射時間 (生存率)0sec(100%),

15sec(100㌔),30sec(loo‰).1mュn(50di).3mln(0.8㌔).10m上n(OD古).30mln

(0.03㌔).90m1n(000064.)でサ ンプ リング し 10-2- 1017 に希釈｡ その 0.2

血1をプ レー ト (PDAned.)にま く0 30oCで翌 日まで培巷後 Imln照射か ら4

株､3mlnか ら4株､30ロlnか ら4株､90mlnか ら 12株､合計 24株を選 出

し､それぞれの株の生産盃を検討 した｡生産丑の検定方法は､培養 口液のエーテ

ル抽出物 の紫外吸収スペ ク トル測定および培養 口液のい もち菌胞子の発芽抑制を

用いたO これによ り2株 (30U-03,90U-03)を選別 した｡

〔振 とう培養下 11C標識化合物の取 り込み]

R.chlnenSIS(30U-03)の胞子懸濁液を培地 3､100nl/坂 口フラスコに植菌0

303C.56時間 Elに標識化合物 を投与096時間で培養 終了後エチルエーテルで抽

出. この時点で一部分 HPLCにて リゾキ ンンの生産品測定0枚 りは いト20,TL,C

かき取 り｡一部 HPLCで リゾキ シン定鼠.技 りは液体 シンチ レー ションカ ウ ンタ

ーにて放射線品を計測 し取 り込み率を算 出 した｡

llメチルー=C]L-メチオニ ンの投与実験 ]

tL chlnenSIS(30U-03)を培地 3､ 100mlx5本 (坂 口フラスコ)に植歯｡

30oCにて 54時間培並後 〔メチル-13C]L-メチオニ ン (90atom%,＼lSD社)､

各版｢】フラスコ 1本あた り 40mg計 200mgを投与O 培益途 中で雑菌混入 の鵜

か､発泡 し始 める094時間で培巻終了後エーテル抽 出o1/2500を HPLCにて生

産丑計測 (0.66mg/500nl)O生産品が低 いので､ リソキ ンン 05rngを加え

精製へ｡SephadexLH20､TLCかき取 り (benzene:acetone=21)､HPLC("'hat-

mannODS-2.Ctl,CNlll20=55.45)にて単離を行 うO リソキ ンン 0.75mgを 13C-

nlR測定｡ メチル基 6本のみの シグナル しか観測できずO取 り込み率 を罪 出す る

ために リゾキ シン 2.0mgを さらに加えて測定｡ この ときメチル)i (メ トキ シ非

を除 く)の平均強TiFが 281､ 取 り込みが認め られなか ったオキサ ゾール環状の

メチル鵜の強度は 4㌔0-万､075mgの うち分粒前に添加 した リゾキ シンの比

TTb;は 032mg､生確分は 043mgc シグナルの強度 44.は 2･32mgに相当す る｡

従 って 2814=24㌔は 139rng分の シクナル強度 に相 当す る0 139/043=323

(倍 )0 [メチル-)3C1L-メチオニ ンは 90atomQD'であるか ら､323/09=359従

って l炭素あた りの取 り込み率は 359㌔ と許 出された0

-122-

<実験の部 >

〔[1-13C1酢酸ナ トリウムの投与笑顔 ]

R chlnenSIS(30U-03)を培地 3､ 80mlx2本 (坂 口フラスコ)に植 歯0

28oCにて 18時間前培並0 本培養 (三共培地 ) (77-7Jテ'(74%,サンマルト3Q',

polypeptone1%.KH2PO.025qi,K:HPO.0750;,･ugSO.･7日20025㌔.(＼Hd)2SO一,

02㌔､80nlx6本 (坂 口フラス コ)に前培養 した菌体 を 1本 当 り 10nl植菌

し 27oCで本格巷開始O [1113C二酢酸ナ トリウム (98atomoo,＼tSD社,180mg

を 12mlの H20で溶解 ､ミリIi.7フィルター045FLmで ロ過後使用 )をフラスコあた

り 40mgを 2度 (24､48時間後)添加.培養途 中で雑菌混入の為か､3本が溶

菌状態 となる｡124時間後に培蕃終了O正常な 3本を菌体 ごとまとめて､同丑の

アセ トンを加 え抽 出O 遠心後沈澱物 にアセ トン 80rnlを加 え抽 出｡上浦をまと

めベ ンゼ ンで抽 出｡濃縮後 SephadexLIト20､シrJbケ■ルカラムクロ7トク̀ラフィーのあと TLC

かき取 り HPLC分取 し､ リソキ ンン 068mgを得た｡

[培養条件の検討 】

R chlnenSIS(SOU-30)の坂 口フラスコを用いての 30oC振 と う培益では､LAJ-

地 3における リゾキ シンの生産立は､静正格登時に比べ ると 3倍に伸びてい るこ

とがわか るo培地 4を用 いての坂 口フラスコでの 27°C振 と う培養 では､ リゾキ

ンンの生産品 が伸び るとともに､培養温度を下げたことによ る生産 ピークの遅延

が見 られたO

〔少量培養条件の検討 ]

植 え継 いでか ら 4- 5日経過 した R.chlnenSIS (SOU03)のスラ ン トに

9mlの培地 3 (glucose1%.lactose1%, polypeptone1㌔. 川2PO｡025㌔.

K2llPO.075%.ltgSOJl7日20025㌔, (llH4)2SO.02%)を加えて分生胞子を洗いだ

しーカーセ 2枚 て ロ過後胞子液を試験管に入れ 27oCで 6H引LU､試験管iFIシェ

-カーで培社 した｡そこか ら 02mlの培養液を取 って､10mlの培地 4 (三共

培地 77-7]テ■ィ71㌔.サンマルト38..polypeptone1㌔.KIl2PO40･2540,KZHPO4075㌔･

ilgSO.･7日200.25㌔.川 l.)2SO.012oi､三角 フラスコ(100ml))に植 臥 培養 は 3

通 りの方法を検討 したo① 27oCパ -ソナル シェーカー②27oC.静ai培養③27■C,

静置培巷｡それぞれ培養後菌体 ･培養液まとめて同最のアセ トンで抽 出､遠心後

上柄の一部を HPLCにて定iriした｡

〔[113C]L-セ リンの投与実験 】

この実験は少品培並条件 で行 った0本培社 開始 18時Fu後 に 日 日C]L-セ リ

ン (99atom%,,MSD祉 )をフラスコあた り 4mg､計 7本 (70ml)に添加 したっ

抽 出分離操作は､菌体を培並 液7セ トンを加 え的 出口過 し､ さらにベ ンゼ ンで振
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り分けるO 粗抽 出物を シ リカゲルカラム､Sephade･YLH-20カラム､TLCによ

るかき取 りを行 い､ さらにHPLCにて リゾキ ンンを精製 したO単乾 した リゾキ

シンは 1.11mgであ ったC これに リゾ千 シン 1･O mgを加え lSC-,ITiIRを測定 し

た ｡

[標識前駆体の利用率の検討 】

マススペ ク トロメ トリーによる取 り込み効率は､mz232(basepeak)の フラ

グメ ン トの ･1.-2.†3,-4の強度によ り判定 した〇

[1ユC一日C二重標識化合物前駆体 ]

培養方法は少盈培養条件で行 った0 本培並 開始 23.30.38時間後に 日･2-

13C]酢酸 ナ トリウム (99atomJl,llSD社)をフラス コあた り 3･4･3mg､計

10本 (100ml)に添加 した｡ 抽 出分離操作は [1-13C]L-セ リンの投与実験 と

同 じO単離 した リソキ ンンは 35mgであ ったO

[Hc標識 リゾキ シンの調製 ]

植 え継 いでか ら 4- 5日経過 した R･chlnenS⊥S(30U-03)のスラ ン トに g

mlの培地 2 (70med .glucoseiBo.lactose1%. polypeptonelo61KH:P0-025

㌔.K2HPO｡075DD,もlgSO4･7H20025Ai,(ilrH.)2SO.0･2㌔) を加えて分生胞子 を洗

いだ し､ガーセ 2枚 で ロ過後胞子液を試敦管に入 れ 27oCで 6時間､試験管用

シェー カーで培養 した｡ そこか ら 02mlの培巷 液を取 って､ 8mlの培地 3

(三共培地 : 77-7Jrィ74㌔.サンマルト3㌔.polypeptoneloo.KH2PO40250･･K'lTPO

.0754.,もIgSO.･7H,00.250｡.(帆 )2SO.0･2㌔､三角 フラスコ(looml))計 2本

16mlに植由 し本培養 をは じめた｡本培養開始 18時Fu後に標識化合物 [メチル114

C】L-メチオニ ン 2mCi(6,28mg.SA 475mClnmOL YEl社 )を投与､96

時間後にアセ トンを加 え菌体を培養液 と共に抽出 口過 し､ さらにベ ンゼ ンで振 り

分ける｡ 粗抽 出物 を シ リカゲルカラム､SephadeJYLH-20カラム､TLCによる

かき取 りを行 い､ さらにHPLCにて リゾキ シンを柑製 したO得 られた L4C標

鼓 リゾキ シンは 337FLCl(225JLg.SA 93･6mCl/mmol)であ ったO

lリゾキ シンの生合成 における較素由来 1802実験 ]

180,ガスは7マシャム社製 981tonooの ものを使用 したO

[微小管作用物質のイネ幼根 に対 する影哲]

イネ様子は愛知旭を川いた｡試料 は rhlZOXln,anSamlLoclnP-3-colchlClnC･

demecolcln.VlnblasL川 Sulfate,grlSeOrUIvlnの 6校｡各試料 250FLg を 0

02mlの EtO日に溶解､ さらに tl,0を加 え 100ppmの溶液に し､ さらに一部分

-124-

<実験の部 >

を希釈 L 1p叩.0.Olppqの濃度溶液を作 った｡ 常法によ り発芽 させた種子を

溶液に浸 し､蛍光灯下 25oCでイ ンキ ュベー ション0 68時間後に眼の膨 らみ及

び根の長 さを測定 した｡ 根の長 さは､ コ ン トロール (IqbEton)を 100㌔ と し

た時の値C

[ウイルスに対する活性 】

リゾキ シンの抗 ウイルス活性の測定は､段林水産省植物 ウイル ス研究所 ･伝染

研究室 (下村徹博士)に依頼 した. タバ コモザ イクウイル ス (TltV)サムソン ＼･l

および T州 クルチ ノーザ について､ ウイルス濃度 2- 5LLgnl､ r)ゾキ シ

ン濃度 10- 250ppmで処理 を してタバ コ菜 に接種 し､ 病斑形成について調査

を行 った｡ リソキシンは抗 ウイルス性を示 さなか った○

[ウニ卵 による初期発生過程観察実験]

ウニ卵の実験は､光束大学医学部栄蚤羊教室 ･庄野弘博士､原 口紙子博士によ

り行 われた｡

〔マウス白血病細胞 L5178Yの増殖 阻害活性 ]

培養 開始時の細胞数は 2l.400celles/mlであ った0 3□後の対照の細胞数は

670,000ce11sml､lBDlteOHは 691,000ccllsmlとな ったO リゾキ シン濃度 と

細胞教 は以下の通 りである｡02FLgml=40.500,0105JLg'n142･500･00125FLg

ml=42,000.0_003lFLgml=53.000.000078FLgmユ1041500

[旦･chlnenSISの ジャー7 7メ ンター培養 】

ジャー 7 7メ ンター 1基あた りの条件は以下の通 りであ る｡坂 口フラス コ 1本

(looml帆 ned. glucose1%.pol〉TPePtOnll･･KH=PO40･05㌔･K211PO･005㌔.

粕SO4･7tl,0025㌔)にて 30oC,18hr前培益を行 った.本培丑 は 25L 基､

30cc,300rpm.alr25し/mln等立通気で 30oC.70時間行 った｡ 培地は MK5

med (glucose2㌔.polypepton2㌔, KH2PO.05Lo･氏_･HPO40154･･粕SO4･7日20

025㌔)o

lその他の類縁休]

リソキ ンン粁緑体 を得たときの培地は､naltose3㌔.polypeptonlc｡,KH2PO一一

0.25%.冗,EIPO｡075OD.llgSO..･7日200125%,(Nrll.)ZSO.02oD･Pharmamedla4% を

用 いて､ タ ンク輯lt{iを行 ったo それぞれの 1】Jあた りの 州 川又率は､ リゾキ シ

ン 20mg､tモcII2mg､1てC-ⅥI01mg､Rc-1X 001mg､Rc Ⅷ 004mg､t‡cIVl

01mgであ ったO
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第二章

〔分析一般]

顕微鏡はオ リンパス光学工業 鞄の製品を使用 した｡実体双 眼顕微掛 ま VilF型､

倒立顕微掛 ま CK-2型､写真根影は BH-2を用いて行 った.核磁気共鳴スペ ク ト

ル (.Hおよび 13CntR)の測定は 日本電子脚製 川 1CLY-400(lH･4001tHz､13C-

10011Hz)t JnIGS,Y-500または JntALPHA-500(lH;50011Hz､13C･L2511Hz)で

測定 し､ 各 シグナルのケ ミカル シフ トは､内部標準の TltSを Oppm (あ るいは

DltSOのメチル基を IH∂249.13C39.5ppm)と して tHNllRは 6で､13CNllR

は ppmで表示 した｡ 結合定数 (∫) は Hzで表 したO 溶媒は DふlSO-d6または

cDC13を使用 した｡ マススペ ク トロメ トリーは 日本 ru子(輔製 川S-HXllOで測定

した｡ フザ リエ リン系の化合物の場合 FAB-hlSは mNBAに NaCl/hleOHを加 えて

M a- と して検出 した｡円二色 性スペ ク トル (CD)の測定は 日本 分光(㈱製 J-20

を使用 した.芯速液体 クロマ トクラフイ-は島松製作所㈱製 の LC-5A･SPD-Awl

SPD-116̂.束 ソー(綿製 CCllP.Soma(綿製 S-310Aを組み合わせ て(史用 した〇IIPLC川

ヵラムはセ ンシュー科学㈱製 sensyupakODS･aquasll･ナカライ㈱製 ODSl武

田薬品工業(綿製 ODSカラムを用いて分赦 したo 使用溶掛 ま､逆相系は7セ トニ

トリル ー水系を､また順相系は n-ヘキサ ンーイソプ ロパ ノール系を用いた｡ カ

ラムクロマ トグラフィー用 シ リカゲルは M-erk社製 No･9385･7734を使用 したo

融点測定､紫外線吸収スペ ク トル､赤外吸収スペ ク トル､縛屈 クロマ トグラフ

ィーは第- 苛と同 じである｡

〔pyrlCUlarla9LR の胞子液の調製 ]

里 9m はスラ ン ト (培地 yeastext･0-21-solublestarchl㌔･agar

21D)に植 え継 ぎ 27｡Cで培養す る0 5-7日経過す ると､菌糸の表面が灰色 にな

り分生胞子が形成 され るO このスラ ン トに滅菌水 10mlを加え､ 白金耳 にて表

面を さす り胞子を水 中に浮遊 した後､ ガーセ 2枚 にて ロ過をす る｡得 られた胞

子液 Imlあた り 10pgmlの 2｡=′eastcxt 溶液を加 え 里･旦工王旦空 の胞子液

と した｡

〔pyrlCUlarlaOryZae を用いた検定法]

96穴 マイク07.ト トに前述の P oryzae胞子液を各 50IL1分往す るC ここに

サ ンプル絵描 50ILlを加 えプ レー ト内で那 'Fしたの ち次の穴へ 50LLlを移 し､

倍 々希釈 して行 く｡ 通･.糾 ま一列 8穴を放 って 2僧か ら 256倍まで希釈 した｡

マイクロブ｡レートは 27aCで L6時間培養後､倒立抑微班 (01ノYhLPUSCK2,10x10)で

発芽管 を観然 し判定 した｡
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[顕微鏡写裏 】

形態異常が認 め られた場合､倒立顕微鏡下 もしくはスライ ドグラス上に移 し撮

影を行 ったo (例 .対物 レンズ Ⅹ20､カメラ側 ･Y5)

〔研究保存穂関〕

接合菌類ケカ ビ目の うち RhlZOpuS､4939L 屈を中心 と した旺同定株は下記の

研究保存機 関か ら入手 したO

農林水産 省農業環境技術研究所寄生菌動態研究室 (表 中 2と記載)

東京大学応用微生物研究所 (iAM)

財団法人祝辞研究所 (IF0)

広 島大学工学部醗酵工学教室 (HUT)

北海道大学農学部菌株 保存室 (AHU)

中国科学院微生物研究所 (北京) (A S)

[接合菌類ケ カ ヒ目既同定珠 を対象と した検索]

同定株 は振 とう培養およひ静置培養を行い､各上′tfを倍 々希釈 して活性を観察

した｡培地 は 70medを用 いた｡

[K27抹 〕

pD培地 (potato200g/112OIL･dextrose20g)ILを 50mlルーコルへ'ソに分往､

菌を接種後 27｡C､4日間静造培養を行 ったo培養 口液の酢酸エチル抽 出物 452

mgを シ リカゲル カラムクロマ トクラフイーな どを行 いケ トグロボ ンンAを 96

mgを単乾 した｡

IHntR(CDC1,) ∂101(CII,124).126(CH3-ll)I1･30(Cll312),I33(Cll3125)･

i86(H-5).204(H-15).2.14(H-8),227(H-15)I245(‖16)I2･62(EH O),2

80(H-7),296(tl-10),3.04(ll14),380(l卜3)･3･85(19-OII)I504(= 9),523

(tH 4).561(=-17).573(-ト2),607(H-13)I651(H-21)I 697(ll-2')I715

(H15･).7.21(tl-6r).7･37(H-4'),749(H-7')I7･76(lト22)I8･13(=-1')

･3CnlR(CDC13)ppm173.0(C-I).4712(C13)･488(C-4)I3211(C-5)I58･0(C-

6).36.1(C-7),624(C-8),633(C-9),418(C-10)I210(C-ll),199(C-12)I

1338(C113), 1283(C-14),34i(C-15)･5216(C-16)･1317(C-17)I1283(C-

18),818(C-19).1967(C-20),1364(C-21)･1404(C-22)I2016(C-23),13

6(C-24).106(C-25).1232(C-2･).1105(C-3r)I1201(C41)I1226(C-5')I

1183(C6'),Ill6(C-7').1269(C-8').1323(C9')

EH S m/Z528(11･)C,2LL,6tlT:0,.IEく(cm-I,CC1.)3480･3425,2980･1695,1612.

978 UV(A,Eton) 228.2725,280,290
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lK460抹 】

pD培地 20Dlン｢レを 20oCで 3週 間静置培養を行 った○アセ トニ トリルで

菌体 ごと抽出､ベ ンゼ ンで振 り分け TLCかき取 りで活性部分を確認｡TLC(ben-

zene‥acetone=2.1)上でグ リセオ フル ヒンと一致 したO さらに HPLC(5CL8･CH3

cx-:H20=55:45I5ロ1 mュn)において も一致 した○

〔K55抹 】

pD培地 1Lを 50ml/ルー]ルヘ･ソに分往､菌を接種後 27°C､4 日間静置培養 を

行 った｡胞子が形成 されてい るため､ アセ トンを 25ml/ルーコルへ一ンに加え 1El放

置後､ケイソウ土を用いて吸引 口過を行 ったO ロ液は酢酸エチル にて抽 出O-方､

菌体部分はアセ トン抽 出を行 ったの ち酢酸エチルで振 り分けた｡活性 の一 番強い

ロ液の酢酸エチル抽 出物 を シリカケールカラムクロマげ ラフィーで分離､ さらに HPLC(5C18･

cH,CNH20=7030I5ml/mュn) による分取を行 ったo(一)-SClerotlOrlnL313mgr

(-)-5-chloroISOrOtlOrln87mg,(一)-1SOTOtlOrln31mgo

(†)-sclerot10rln Lt= ltR(CDC13) 6086(ll-16)･101(Iト21),132･142(El-

15),155(ⅠH g).I83(H-20).218(H-18)I248(‖-14)I570(= 3)I6･08(tト

10),6.65(‖-8), 705(H-ll),7･92(H-1) 13C州R(CDCl3)ppm1488(C-I)I

1319(C-2). 1700(C-3).846(C-4),1856(C-5)I1146(C-6)･110･9(C-7),

115.7(C-8),1581(C-9),103(C-10).1428(C一日)I1386(C-12)I1525(C113)･

351(C-14).30.0(C-15).llg(C-16).191･7(C-17)I225(C-18)･20･0(Cllg)

201(C-20).12.3(Cl21). EIl.uS･mz390(ltー)C:tH:305CL

lR(cm-I)12960.2930.2875.1741･1720,1671,1638･1621･ UV(A EtOH):

218.272,369. crD=t5500(C=0･11.CltC13)

(り-51ChloroISOrOtlOrln lHmR(CDCl,)60･86(t1-16),I01(H-23)I1･33･

I14(tl-15),1.71(H-21),I84(H122)･248(‖-14)･260(l卜20)I573(Il-13)I

6.08(H-10),661(=-8).7-12(H-ll)I8-83(H-I)･ EHlSm/Z414(ゝlー)

C23H2,05Cl. 捕(cm-')･2960,2930･2875･1775･I688･1633-1620-

uv(A_EtO(I) 208.244.285.423: aD=i5100(C=004･CHC13)

(-)-lSOrOtlOrln lH.VhlR(CDC1,) ∂086(t1-16)･102(H-23)･1133･143(rト

15).171(tt-21).182(u-22).248(= 4).261(t卜20)･5168(H-13).5198(H-

10).6,16(H-8).705(tH l).885(H-1): EH Sm/Z380(tut)C33tt2qO5･
lR(cm-L) 2960.2920.2870･1768･1685･1633･1620: UV(入･EtOH) 240･

357.430; a｡='4218(C=0.05.CllCl3)

[フサ リエ リンA cycllCCarbonate]

フザ リエ リン^ 20mg(50〟川01)･N･N'-ca,bonyldllmldazol105mg(65iL

mol)を lmlの drybenzcneに溶解 し､室Tn7L下終夜横枠oTLC(n-heJYanelSO-
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pr.oH=2I)で反応の進行 を確認後 H20i･加 え､benzeneにて抽 出 し､分軽を行

い cycllCCarbonate17mgを得た｡

fusarlelln1cycllCCarbonate lH州R(DllSO-d6･50oC)6077(CH3121)I

I.02(H-10),1.13(CH3-24).l･23(H19)･I27(CH3-23)I 1･51(H-14)I160(CH3-

20.25).1.64(H-13). I.68(CH3-22),I75(H-10)I2･08(H-13).215(H18)I21

22(H12),2.48(H-17),272(H-15)I2･91(H-ll)･406(H-I)I428(H-1)I4160

(H-3),520(H-19).532(H-7).603(H-5).626(【卜6)

[フサ リエ リンAか らフサ リエ リンBへのエポキ シ ド開裂反応〕

fusarlellnA40.2mg(100JL皿01)を DllSO6mlに溶解 し､獲拝下 p-トルエンスル

ホン酸水溶液 (20mg/100ml)8mlを加 える0 24時間後 TLCにて反応が進んでい

ることを確認 した後､llaHCO3溶液で中和 L benzene-acetoneで抽 出､/リ力1+ルカラ

ムクロマげ ラフイーにて分粒ofsarlelln830mg,副生成物 FSB217mgo

FSB2 .H州R(DMSO-d6,50oC) 6060(トト10).066(CEl3-21),I02(CFl3123)I

112(Cr13-24).1.27(H一g), 135(H-13･14)-144(E110)I160(Crl320･25)II

61(CH3-22),i72(H-13),216(H-8)･272(rト15)I323(E卜11)･329(‖-I),3

53(H-1).361(‖-3).423(12-OH).431(卜Ott)･435(ll-OEl)I469(3-0日)I5･

16(H17),5.19(rl-19).582(H-6),6･18(H16)

[フサ リエ リンC]

fusarlellnCllHlulR(D＼lSO-d5,50oC)6082(Cll,-21).I10(H-10) 1-22(H

-9), 1_23(CH3-23),I35(tH 3).I47(CH3-24)I)52(Cll325)ll･56(CII3-20)･

I.63(CH,-22).200(H-13). 206(H-8)I253(tl17)I292(Elll)I332(HI)I

354([1-1).365(H-3).423(卜O‖). 4･62(310H)I513(=-19)15･22(‖-7)I5･

23(H-15).5.83(H-5),623(H-6)･ 13CnlR(DltSOd5-50■C)ppmllj(C-22)I

132(C-20),137(C-21).178(C-25),21･6(C-24)･22･5(C-23)･297(C-10)I

33.2(C-9),339(C-14).374(C-13)･384(C-2)I47･5(C8)･539(C-17)I57

5(C-12).583(C-ll),63･8(C-1),789(C13),1220(C-)9)IL253(C-5)･126･

o(C-15).126.4(C-6).1340(C-18).13414(C116)I134･9(C-7)I137･3(C-4)I

FSB-nS ∩/Zlog(lIT＼a◆)C2,H3aO,(ml･386)

[フサ リエ リンD〕

rusarlel川 D LtllT州(D九tSO-d6,509C)60･77(Cth 21)･097(Crl3-22),098

(H o).113(Cll,24).120(Eト9).126(CE13-23)II47(E卜14).I60(CtL3120)I

162(C日,125). 174(lH 0), I87(tト2),202(1118)I206(EI13)･242(El-17)I

269(rl-15),291(ll-ll),326(rH ),330(El13)I343(Eト1).376(Ei-5)-396

(I-Orl),4.47(3-Opt).514(H-7),518(il119)･545(Lト6). L3CnlR(OILSO-d6･
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50･C) p叩 12.9(C-21),13･4(C-20)I 19･7(C-22)I21･7(C-24),227(C-23)I

30.4(C-10).32.5(C-9).330(C-2)I337(C-14)･35･4(C-13)I43･2(C-8)I52･

9(C-17).57.9(C-12).58･8(C-ll)I60･5(C-16)I62･0(C-15),67･l(C-1)I70･8

(C-4),754(C-5).7614(C-3).124-0(C-19)I1277(C-6)I13116(C-7)- C125･

C-18は この条件では シグナル と して現れていない｡ FAB-1lS一mZ441(ltJa-)･

C:,H3.0,(thy.418)

lKetone体]

cDでの解析を試み るために､デか ノン環の 11位 を ketoneに導 いた○

① FusarlellnAか ら fusarlellnB-の変換 fusarlellnA80mg(0･2mmol)/

acet｡neo.7m1-日,00.5mlに p-TsOHllmg/acetoneOllml室温携拝 4hr後

5日 aHC03にて pH9に して benzene/acetoneで柚 tHoether-benzene系で再

結 晶 (微細 結 晶 )48mg｡② acetonlde fusarlellnBlong/dry-acetone03

ml/molecurersle＼e3A 室温横枠下 p-TsOH04mg/20FLlacetone添加O 30

mln後 pt17に して benzene/acetoneにて抽 出､‖20洗｡5gノリカケ■ルカラムクロマげ ラ

フ1-(F2,4.CHCl3CtI3Cll=21)o③ ketone pyrldlne40LLl/C112ClZ(dry)05ml

に CrO｡24mgを少血ずつ加 え室温授拝 40mln､Cr03が未反応 で残 ったために

上層を 2nlミクロチュイ ヘ取 り出 しその中-摸拝 しなが ら acetonldesolo(ace-

tonldeiOmg0ImlCrI2C12)を滴下O40mln樫杵O途 中反応進行は TLCcheck｡

反応終了時 eLhcr12mlを加え さらに*J水 1tgSO4300mgを加 え横枠｡15mln

後脱脂綿 -シリカケ･ル にてロ過○ 溶媒溜去後 川カケ■ルカラムクロマトク1フィー(F2541CllC13=

cH,CIV=3=1)で分離を行 った｡ lHLVLIIR(DllSO-d6･50oC)6056(CH3-21),113

(cl1,-24).I14(CH3-23), 12j(C113-eq)Ii-38(CFl3-all)･1･5-16(H-9,13).

I57(C113-20),I58(Crl3-22),171(l112)･I84(H-13)I2･02(‖10),207(H-15)-

220(L1-14), 227(= 0),235(H-8).3-47(‖-I),364(‖-))I3186(H-3)･5

17(H-7).5.20(tl-19),591(H-5)･625(H-6)･ FAB-1lS･m/Z481(＼卜＼a~)I

C=さH｡,05(m.vJ58)

【化合物 4]

Fusarlellnu(mv.420)2lmg(50FLnOl)を dTy-aCetOneImlに溶解 し､

2,2-dlnethoxypropane(DlIP)200FLlを加え室温担枠 中へ PTsOHImgを添加O

直 ちにil絶 ｡Tl.Ccheck後 aceLonc2mlを加え､2日 aHCO3SOln にて中和後

日,oIml加え ben7,Cneにて袖 tho川カケ■ルカラムクロマげ ラ7イーにて単 批 021mgo

FAB-llS m/7,483(＼t川a▲).C3811一日0,(nw460)

[化合物旦】

化合物A(mv460)46mg(10FLmOl)を pyrldlne40〟1に溶解､p-brom0-
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benzoylchrollde(a.Y219.5)3.5mg(16FL皿01).DluPO･lmgを加 え獲拝824･

.～.aHCO,にて中和後 benzeneacetoneにて抽 出､ンリ州'ルカラムタロ7げ 〃ィ-で分捷後

HPLC分取｡LHnIR(DllSO-d6,503C)60-53(CH3-21)･1ll(CH3124)･Il6(CH3

-23),1_21(CH,-eq).I.35(CH｡-a.Y).l･37(H113)I1･45-1･72(tl-219･10･10･12)I

I52(CH3120).1.55(CH3-25),I60(CH3-22),1･92(H-1i)･2･22(H-8)12･50(H-

17),273(H-15),3.ll(H-1),3.62(H-1).3･81(H-3).476(L2-OH)Il･82(H-ll)

507(H17),5.25(H-19).587(H-5).616(H-6).7･77781(ph) FIB-1lS m

z644(Mー),C35H=05Br.

〔化合物旦 ]

FusarlellnA402mg(10LEmOl)/pyrldlneO･4ml に pIValoylchlorlde

(ctl,)3ccOC125〟1を加え､ 室温横枠｡直 ちに白濁｡ TLCcheck後 (20mln)

acetone+H20を加え benzeneにて抽 出｡ /rJカケ■ルカラムクロマトク′ラフィー分離後 HPLC分

敬 (nakara15C,880㌔CEl3CIT.3mlmn,Det254nm)oFAB-1lS m/Z509

(.tl†Na-)C3CEl｡605(rnw486)

[化合物ユ 〕

化合物旦(mv･486)4･9mg(10〟mol)を pyrldlne40LLlに溶解 ､p-bromo-

benzoylchrollde(皿･Y.2195)3-5mg(16〃mol)IDllAP01mgを加 え横枠0200

NaHC03にて中和後 benzenc,acetoneにてIfth出､ンlJhケ■ルカラムクロマけ りィーで分雛後

HPLC分取, tH＼llR(DltSO-ds.50oC)6090(Cll3121)･097(lト10)I 112(CII3-

2｣.CH3-Pい･a). 122(‖-9).125(CH3-23)･ l･48(H-Ill)I I･57(CII320･22). l･62

(H-13),1.72(H-10).I74(CH,-25),206(‖-13)･2･12(LI8)1235(t卜2)-245

(H-17),271(H-15). 288(H-ll),403(H-I)･516(H-19)I522(H-3)･5･25

(H-7),601(‖-5).622(tl16) 774(ph)1788(ph)- FiB-＼1S･n′Z693(lH aー)

C37H=06BT(m.V.670)

[化合物 8]

化合物 6(帆v486)35mg(72LLmOl)を pyrldlne40FLlに溶解､(S)(ま

たは(R))-,IITPAchrollde(mv2526東京化成)5iLl(20FLmOl)を加え横枠0

2%LlattCO｡にて中和後 benzene/acetoneにて抽 出､ シリカケールカラムタロ7トク̀ラフィ~で分

離後 HPLC分取 (sensyuaquasllSS135%1SO-PrOH,nrlcLY)9(S)llTPAesLer

l‖NMR(DhlSO-d6,50｡C)6081(Cf13121),102(‖-10)･ 1-13(CII3-24)I116

(ctL31PIVa).i23(‖19)I127(CE王3-23)I 151(l= 4).158(Ctt320)･159(CH3

-25), 164(tl113). I71(CEl3-22). I73(EH 0)･208(lH 3)r215(1118)I222

(El-2),247(rl-17),272(lH 5).289(Il111)I370(‖i)I 392(Eト1)p518(H

-19).528(H-3).531(‖-7).607(Eト5),625(‖IB) (冗)-＼lTPAester LHM
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冗(DllSO-dS.50｡C)60･85(CH,-21)I1･03(H-10)･1･13(CH3124)･1･25(CH3-pl､･a)I

1.24(H-9).127(CH,-23).150(CH,-22)II52(H-14),l･59(CH3-20)I160(C

H3-25),I,65(H-13)･1･75(H-10)I208(H-13)I214(H-8)I2124(H12)I216(H

-17).272(H-15).291(H-ll)･3193(H-1)･406(H-I)I5･19(H-19)I523(H-3)I

530(H17).602(H-5).6121(H-6)

[化合物 9〕

化合物A (M l460)515血g(12〟mol)を pyrldlne60FLlに溶解､(S)(ま

たは(氏))-,IITPAchrollde(n･V･2526東京化成)8JLl(32ILmOl)を加 え授 拝 っ

2日 aHCO,にて中和 後 benzeneacetoneにて抽 出､ シ州ケ̀ルカラムクロマトク1フィー で分

絶後 HPLC分取 (sensyuaquasllSS･35%⊥so-PrOHn-Flex)a(S)-LuTPAester

lHnlR(DltSO-d5.50｡C) 60.59(CH3-21),101(CH3-23).日 3(CH3-24)II25

(cH3-eq).I36(H-13) I38(CH3-aX)-I39(Crt3-20)･I45(t1-10),150(tH 0)I

I51(Cr13-25),152(tト9),164(H-13). i66(CH3-22)II73(tl12)Il･90(El-i

4).223(t卜8),251(tl-17),268(H-15)I349(= )I366(t卜l)I388(‖-3)･4

92(ll-ll).510(E1-7).515(‖-19)I5･92(‖-5)I625(=-6) (R)-1lTPAester 1

H州R(DltSO-d6,50｡C)6059(Ctl3-21)II09(Cll,-24)II12(CtI3-23)I127(CH

3-eq).142(H-13).1･48(CH3-20)I1141(H-10).150(H-10)I137(CH3-25)･l･

41(CH,-ax).134(H-9).I67(H-13)I164(CH3-22)II73(E卜2)7I87(tI114)･

(H-ll).487(lト7).510(H-19)I589(H-5)I618(‖16)

[微小管蛋 白の精製 】

ブタ脳か らの微小管空白のTt'J機 は､2サイクルの韮合 一脱重合によ り行 った〇

新鮮なブ タ大脳 1gあた り 05mlの mlCrOtubulcassemblybuffer(loo川

ltFJS.ImM CTA.0.5mlH gCl,.1mlt2-lie,1mltGTP･prI65)を加 え水冷下

varlngblendorでホモゲナイズ した後､ doc50･000gで 30分遠心 した上′Tl=-に

同体柾の glycerolbuFfer(100mM ES･ImltEGTA･05mM gC12,1mlu2-11E･

1mlICTP,8〉lgl†cerol.p-t65)を加 え 37oC･40nlnイ ンキ ュベー トした〇

これを 25｡c100.000g.45mln遠心 した後上桁を捨て､ 重合 した微小管 をペ レ

ッ トと して弛 めた｡氷上下､ このペ レッ トに 100mlの nLCrOtUbuleassembly

buFferを加 えて駒込 ピペ ッ トでホモゲナイズ L OoC･30mln放iEtして微小管を

解重合 したの ち､41C,100･000gで l時間遠心 を行 うQ上桁を取 り出 しこれ と

剛 本科の glyccrolburrerをJurlえた後 -70oCで保存 したo これ と同堀 の重合 -

脱重合 を もう lサイクル練 り返す ことによ り微小t'Ll･ai白を得 たC

<実験の部 >

〔微小管蛋 白重合阻害活性の測定〕

微小管の重合は濁度法によ り測定を行 った｡濁度は島津 LV-300分光光度計を

用 い､ 37oC,400nmにおけ る吸収の変化を観察 した｡ 蛋 白濃度 は 2E)gtEl､使

用 した DllSOの丑は最終濃度 2㌔(vv) と した｡
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