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略語表

本論文においては、以下の略号を使用する。

1H・IH　COSY　　　IH・1H　Correlation　spectroscopy

CI・MS　　　　　　Chemical　ionization　mass　spectrometry

CPC　　　　　　　CentrifUgal　hquid・liquid　partitioned　chromatograplly

dept　　　　　　　Distortionless　enhancement　by　polarization　trans｛br

EI・MS　　　　　Elec七ron　iollization　mass　spectrometry

ESI・TOFMS　　　Electrospray　ionization　time　of　night　mass　spectrometry

FABMS　　　　　Fast　atom　bombardment　mass　spectrometry

FTMS　　　　　Fourier　transfbrm　mass　spectrometry

HMBC　　　　　Hetero皿clear　multiple　bond　coherence

HMQC　　　　　Heteronuclear　multiple　quantum　coherence

HPLC　　　　　　High　per丑）rmance　liquid　chromatography

IR　　　　　　　　　　Infrared

LPLC　　　　　　　L、ow　pressure　liquid　chromatography

MTPA．　　　　　α・Me七hoxy一α一tri且uoromethylphenylacetic　acid

NMR　　　　　　Nuclear　magnetic　resonance

NOESY　　　　　　Nuclear　Overhauser　and　exchange　spectroscopy

PDA　　　　　　　　Potato　dextrose　agar

ROESY　　　　　　Rotating丘ame　nuclear　Overhauser　ef〔bct　spectroscopy

UV　　　　　　　　Ultraviolet
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序論

　人類はその長い歴史の中で真菌類を醸造や醗酵による食品の加工・製造に世界各地で利

用してきた。ヨーロッパや中央アジアでは主食であるパン以外に動物性乳醗酵品としてチ

ーズやヨーグルト等を、東および東南アジアでは主に魚類や大豆等の穀類を原料とした魚

醤、テンペ、日本でも醤油、味噌、かつおぶしなどを製造している。

　真菌類の医薬品開発における資源としての歴史は、東洋の漢方薬や西洋のハーブを利用

した民間薬などで長い歴史を持つ植物と比べ、非常に浅く、1929年にフレミングが

P已遊α盟ロ皿ηo加加mの培養液から発見したpenicillin類（1，2）1Σ2）が真菌由来の医薬品と

して最初の例である。それ以降微生物が医薬品開発の天然物資源として注目されるように

なった。財団法人　日本抗生物質学術協議会により発行されている微生物からの生理活性

物質の探索・研究に関する専門学術誌“Journal　ofAntibiotics“（1947年創刊）では1947

年から2003年までに5430の化合物が報告され、それを調査すると1980年代までは放線

菌から得られた化合物が多いが、1990年代以降、真菌から得られた化合物が著しく増加し

ており、真菌類が医薬品開発のための有用な天然物資源として広く認識されていることを

示している。3）事実真菌由来の医薬品として春山らにより」％垣α泌物mcf伽加mから単離

されたML・236B（＝compactin：3）oからHMG・CoA還元酵素阻害作用を持つ高脂血症治

療薬pravastatin（4）2）［商品名：メバロチン：第一三共（株）］、7b吻α吻直ロm加」飽加m培養

液中から発見された免疫抑制剤であるcyclosporin（5）2）［商品名：サンデュミン、ノバルテ

ィスファーマ（株）】、1974年、EBenzらにより．4ξρθ励1囎垣∂砲刀8から単離された

echinocandin　B（6）5）をリード化合物として開発されたβ一1，3グルカン合成酵素阻害作用

を持っ、リポペプタイド系抗真菌剤micafungin（7）2）［商品名：ミカファンギン、アステラ

ス製薬（株）】などが開発され、上市されている。さらに、1971年Kluepfb1らにより

励boooo〃m∂160卿oθ●から単離されたmyriocin（8）6）をリード化合物として開発された

FTY720（9）は多発性硬化症の治療薬として現在開発中（phase　H）であり、その他様々な

生物活性を示す化合物が得られている。（Fig．1）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　℃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　、・OH　　Hooc　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HOH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　三　　　　　　〇

P旬icillmG（1） Y　penicillinV（2）　Mし236B（3）P「　s‘atin④

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HNY〈一く一く一〈》ぺ（／＞＞

　　　　　　　　　　　　　ε…chinocandin　B（6）O

　　　C°°H　　　°　乞。。、　∠∠　．。∠∠

。活・・

　　　　　　　　　　　　　　　OH　O　　　　　　、

＜＜／Y＞＼〈／〉＼～当・H　　　　〔l
　　　　　o　　　　　OHfNH・　　　　　　　　　　OH
　　　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2
　　　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH
　　　　　Myrlocin（8）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　FTY720（9）

Fig．1Drugs　fピom　fUngi

　また、1960年代オーストラリアの養鶏場で10万羽以上の七面鳥が急性肝障害を起こし

死亡した事件はa且atoxin類（10・13）の存在を（天然由来の最強の発ガン物質として）世

界中に知らしめる出来事であり、改めて真菌の生理活性物質の産生能力の高さを印象付け

た。その後、相次いで、同じく肝障害を引き起こすsterigmatocystin（14）、．45ρθz騨Z1π8属

菌が産生するochratoxin　A（15）、黄変米の原因である」艶垣α泌ロm　d加加mなどが産生す

るcitrinin（16）などさまざまなマイコトキシン発見され、真菌の代謝産物の食品衛生や環

境衛生の面における重要性が認識された。7）（Fig．2）
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　　　　　　0　　0　　　　　　　　　　　　0　　0　　　　　　　　　　　　　　0　　0　　　　　　　　　　　　0　　0

　　　　　0　1　　　　　　0　1　　　　　　　0　1　0　　　　　0　1　0

1　　1へ　　　　　　　1へ　　　　　l　　l＼　　　　　　　1へ

OO∠OCH3　・・∠OCH3　0・∠・CH3　・・∠・CH3
Aflatoxin　B1（10）　　　　　　　　Aflatoxin　B2（”）　　　　　　　Aflatoxin　Gf（12）　　　　　　　Aflatoxin　G2（13｝

　　　　　　　　グ

。。°

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cl
　　Sterigmatocystin（14）　　　　　　Ochratoxin（15）　　　　　　　　　　　　　　Citrinin（16）

Fig．2　Mycotoxins

　著者は真菌類からの新しい化合物の探索研究を行い、これまでに新規化合物として

乃m泌7〃mぼ垣η〃mIFM53298株からcitrinin（16）の2量体化合物penicitrinone　A（17）、

B（18）およびpenicitrinol　A（19）8）、　Wo顕τZoη　捌飽励θ㎡IFM52672株からterrein（20）の

異性体であるisoterrein（21）9）をA印θ瑠辺題允1η砺Z囎IFM54246株から

2，4・dihydroxy・3・methylacetophenone（22）lo）を単離し報告している。（Fig．3）

H・㌢CH、　　H・C　CH、　　H・㌢CH、

0グCH・　OグCH・　0グCH・
。＼1 。H　。＼1。H　。」。H

グ　∠　0　　　　　グ　∠　0　　　　　グ　　　O

O∠ 　’”・CH30∠　”℃H、　HO＼　’”℃H，
1

　　　　　　　　　　　　　CH3　CH3　　　　　　　　CH3　CH3　　　　　　　CH3　CH3

　　　　　　　　　　　　PeniCitrinone　A（17）　　PeniCitrinOne　B（18）　Penicitrinol　A（19｝

　　　　　　　　　鳴㌦」毎　，。1≧°

　　　　　　　　　Terrein（20）　lsoterrein（21）2，4・Dihydroxy・3・methylacetophenone（22）

Fig．3　New　compounds　isolated　by　us

　今回新たに真菌類の成分探索を行うにあたり、真菌類の中でも強い病原性を示す菌また

はその類縁菌の代謝産物は化学組成的に興味深いのではないかと考えた。重篤な真菌症を
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引き起こす菌として、コクシジオイデス症の原因菌であるα　α泌励θ3fmmゴ加、パラコク

シジオイデス症の原因菌である、臨mooα劫㊨触㊤伽泌θ刀画8、ブラストマイセス症の原因

菌である施8㎞戸θθ飽㎝θ力励8、ヒストプラズマ症の原因菌である飽助ρ」已㎜θ

鋼釦吻mがあるが11）、これらの完全世代はすべてホネタケ科に属している。協伽1没刀φθ8

属菌もこれらの菌と同じくその完全世代はホネタケ科に属しているものが多く、上記の病

原性真菌と分類上近縁の可能性があることから、12）漉功mη虚θθ属菌の成分探索を行うこ

とにした。娠伽2刀c力θθ属菌のこれまでの成分検索を調査したところ、」Mθηm刀血偬、

Mo加刀θmomθ2から8化合物が報告されているのみであった。（Fig．4）13）’17）そこで、著者

はこれまでに二次代謝産物の検索が実施されていない協乃m刀磁θθ飽mθ刀向sθ

IFM41300株の成分探索を行うことにした。

　本報では第1章で磁伽没刀訪θθ励遡θηZo顕IFM　41300の培養および成分分離、第2章

ではフラノン誘導体の構造、第3章ではトリテルペン配糖体の構造、第4章ではトリテル

ペン配糖体の生合成に関して述べる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH
　　　　　　R＝H，Malbranicin（23｝　　　　　　　　7－Methoxy－2，3・dimethylbenzofuran－5－ol（24）

　　　　　　R＝OCH3，7－Methoxymalbranicm｛25）　from　Mぴηηηamomθa　12｝

　　　　　　from　M　c加ηamαηθa11｝13｝

　　　　　　　晒纈：：：：晒葺：：：：㌦鯵・

　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　OCH3

　　　　　5－（2－Hydroxy－1－methyl－propyl｝－2，33－（2’5－Dihydroxy－3，4－dimethoxy　4－Hydroxy－5－methoxy－3

　　　　　－dimethoxy・【1，41benzoqumone（26）　－phenyり一butan－2・one（27）　　一（1－methyl－2・oxo・propyl）

　　　　　　　f・・mM伽・m・mθa13）　　f・・m　M・加・am・mea13｝　．【1，21benz・q．i…e（28｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　from　M　c旬ηamomeθ13）
　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

゜一・ 。　°1＼壌
　　　　。鳴・・CH、　　　　N

1’Hyd「°x声゜x°e「em°phiL1（10），7（11｝・　M、lb・ancheamid。（30）

　　8（9）’t「ien“12（8）一・Ude但9）　　カ。m　M　a。，a。ガaca　15｝

　　　from　Mau個吻ca14）

S　　　　　　　　CI　　！∠

Fig．4　New　compounds　already　isolated丘om磁伽覆刀く辺θ2　sp．
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本論

第1章、M肱a刀（必θθ鋤mθ蛎oβa　IFM41300株の培養および成分分離

　PDA平板培地で培養した晒伽刀訪飽鋤m㎝加聞IFM41300株を種菌とし、米培地で

25℃、21日間静置培養した。培養後、acetoneで抽出・溶媒留去し、　acetone抽出エキスを得

た。次にこのエキスを水とAcOEtで分配し、得られたAcOEt抽出エキスをhexane、benzene、

CH2Cセ、　MeOHで順次固液抽出した。　Hexane分画をカラムクロマトグラフィー［シリカゲ

ル，CH2Cl2・acetone（50：1→acetone）］で分画後、　fdをLPLC［シリカゲル，　hexane・

acetone（5：2）】、HPLC【シリカゲル，　hexane・acetone（5：1）】で分離し、　bassianoUde

（31：80mg）を得た18）化合物31は昆虫に広く発生する白きょう病の原因菌Bθ2α㎜泣

加s田治ηaから単離され、カイコに対する殺虫作用を持つデプシペプタイドとして報告されてい

る。また、fヒ3をHPLC【シリカゲル，　benzene－acetong（50：1）］で精製し、真菌㎞a脚θθc囎

印．より単離され、ラットの動脈に対する弛緩作用を持つamauromine（32）を得た。⑨

Benzene分画をカラムクロマトグラフィー1シリカゲル，　CH2Cl2・EtOH（50：1→

EtOH）］で分画後、　HPLC［シリカゲル，　benzene－EtOH（70：1）］で精製し、1939年に

．4βρθ働囎8力μo据から単離されたアントラキノン誘導体erythroglaucine（33）2ωとともに、

新規フラノン誘導体4benzyr　3？henyl・5丑fUran・2℃ne（34）を得た。　CH2Cl2抽出エキスを、

LPLC【シリカゲル，　CH2Cl2－EtOH（10：1）】で分画後、さらにLPLC【シリカゲル，CH2C12－

acetone（1：5）］を用いて精製し、シソ科植物」粉翻b画∂m加8㊨θη8から単離されている

．万acety壬Y・aminobutyric　acid（35）21）を、また、　HPLC【シリカゲル，　CH2Cl2－EtOH（10：1）、

CH2C12－acetone（1：2）］およびHPLC（ODS，70％MeOH）で繰り返し精製し、新規フラノ

ン配糖体ma田1amentoside　A（36）および、　B（37）を得た。　MeOH抽出エキスをカラムクロ

マトグラフィー（HP20，溶出溶媒：H20、20％MeOH、40％MeOH、60％MeOH、80％MeOH、

MeOH、　acetone）で分画し、得られたacetone分画をさらにCPCでCH2Cl2・MeOH・H20

からなる二層系を用い上昇法で分画した。その後丘3を、HPLC［ODS，80％MeOHおよび

MeCN・MeOH・H20（7：7：6）1を用いて精製し、　malbrancheoside　C（40）および、

malbrancheoside　D（41）を単離した。また、丘5をHPLC（ODS　85％MeOH）で精製し、

malbrancheoside　A（38）およびmalbrancheoside　B（39）を得た。
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1

べ

M．ガ’amθηわsa　lFM41300

　　　　　　　　cultured　at　25℃for　21　days　on　rice（560　g）

　　　　　　　　extracted　with　acetone

　　　　　　　　partitioned　between　H20－AcOEt

　　　AcOEit　Extact　10g

Hexane　ext．　　　　　　　　　　　　　　　　Benzene　ext．　　　　　　　　　　CH2Cl2　ext・　　　　　　　　　　　　　　　　MeOH　ext．

4．59　　　　　　　2．09　　　　　2・09　　　　　　1・59
chromatographed　on　silica　gel

（CH2Cl2－acetone）

fr．1　　　　fr．2　　　　　　　　fr．3

LPLC
hexane－acetone（512）

HPLC
hexane－acetone（5：1）

HPLC
benzene－acetone
（50：1）

31　　　　　　　　　　　32

80mg　　　　　　　　　235　mg

・h・・m・・…ap・・d・・s…cag・I　LP・C・nsi・・ag・・　lch「°mat°9「aphed°nHP2°

（CH、Cl2－EtOH）　　　　CH2Cl・’EtOH（10・1）

HPLC　on　silica　gel

CH2Cl2－EtOH（10：1）

CH2Cl2－acetone（1：2）

HPLC　on　ODS　　　　　　　35

70％MeOH　　　　　　　　10mg

36　　　37

9mg　243　mg　　　　l

　62mg　　　　　　　　　　36　mg

　　HPLC　on　silica　gel　　　　　HPLC　on　silica　gel

　　benzene－EtOH（70：1）　　　benzene－EtOH（70：1）

　33　　　　　　　　　　　　　　34

43mg　　　　　　　　　　10mg

HPLC MeOH ext．　Acetone ext．

CH2Cl2一 acetone
（1：5） CPC
5 CH2Cl2

・ MeOH
Omg （5：6：4）

ascending，5m

§

800rpm

fr・2　　　　　fr・3　　　　　　　　　　　100　m　　191m　　1
fr．3　　　　　　　　fr．4　　　　　　　fr．5a

　　9　　　　　　9

HPLC　on　ODS

80％MeOH
MeOH・MeCN・H20（7：7：6）

Omg

§

HPLC　on　ODS

85％MeOH

40　　　　　　　　　41　　　　　　　38　　　　　　　　　39

18mg　　　　　20　rng　　　36　mg　　　　　30　mg

Chaltl　lsolation　scheme　fromルfa’bτaηcea万ameηfosa　IFM41300



　　　　　　Bassi。，。‖d。（3・）　　　　　　Amau7°mme（32）

　　　　　　　　0　　0H

H3CO　　＼　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　　　　しし　　　　，。。C－．人
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H
　　　　　OH　O　　OH
　　　E旭h，。gbuci，e（33）　　　礼Ace旬1’・’amin°b岬acid但5）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OCH3

　　　　　　　　　　　。・　　　　　　　　・已

4－Benzyl・3・phenyl－5Hfuran・2－one（34）　　　　　　　　　　　　R＝H　：Mal伽amentoside　A（36｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＝OH：Mal川amentoside　B（37）

：　　：　　　　　　　　　　　OR2

　　　　　　　　　　　　　、∨　　　　　　　　　　　H
　　　　　　　　　R1　、、　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH

Malbrancheoside　A（38）：R1＝R2＝6・ひmethyl－（みacetyl一α一〇－glucosamme

　　　　　　　　　B（39）：R㌔H，R2・β一D－mann・se

　　　　　　　　　C（40）：R1＝JV－acetyl・α・D－glucosamine，　R2＝6・σmethyl－∧←acetyl一α一D－glucosamine

　　　　　　　　　D（41）：R1＝β一D－mannose，　R2＝6・σmethyl－～－acetyl一α一D－glucosamine

Fig．5　Metabolites　f士om娠1bra刀d5ea掘a1ηθ丑60sa　IFM41300
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第2章　フラノン誘導体の構造

　本章では、前章で述べたbenzene分画、およびCH2C12分画から得られた新規フラノン

誘導体34、36、37の構造決定を行った。（Fig．6）化合物34の構造解析を第1節で、36の

構造決定を第2節で、37の構造決定を第3節で述べる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OCH3

　　　　　　　　　グ〔。H騨・Ω

　　　　　　　　　　　　　。・　　　　　・已
　　　　　　4－Benzyl－3・phenyト5H」furan－2－one（34）　　　　　　R＝H　：Manilame耐oside　A（36）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＝OH：Ma削amentoside　B（37）

Fig．6　Chemical　structures　of　4・benzyl－3－pheny1－5」堅f㎞ran・2－one（34），

　　　　　　　　　　　　　ma1丘lamentoside　A（36）and　malfilamentoside　B（37）

第1節　4・Benzy1・3・phenyl・5丑furan・2・one（34）の構造

　化合物34は無色油状物質で、高分解能EI・MSより分子式Cl7Hl402（不飽和度：11）

と決定した。1H－NMRスペクトルからはδ7．10からδ7．53に10個の芳香族プロトンお

よび、2個のCH2の存在を示唆するシグナルδ3．96（2H，　s）およびδ4．69（2H，　s）が観

測された。（Fig．7，　Table．1）34の13C・NMRスペクトルをFig．8，　Table．1に示す。13C・NMR

スペクトルでは13本のシグナルが観察されたが、分子式より炭素数は17であり、δ128．5、

δ129．2、δ128．9、δ128．7の4本のsp2メチン炭素のシグナル強度が他の炭素シグナルと

比べて約2倍の値を示していることから、これら4本の炭素シグナルはそれぞれ2つの炭

素シグナルが重なり合っていると考えた。
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7　　　　　　　　　　　　　6　　　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　0

Fig．71H・NMR　spec七ra　of　4・benzyl・3・pheny1－5丑furan・2－one（34），　malfilamentoside　A（36）and　Inalfaamentoside　B（37）



　lH・IH　COSYおよびHMBCスペクトルからδc　127．4ノδH　7．28（1H，　m）・δc　129．2ノδH

7．34（2H，m）・δc128．5／δH7．10（2H，m）の相関およびδc128．8／δH7．40（1H，m）・δc

128．71δH7．47（2H，　m）一δc　128．9／δH　7．53（2H，　m）の相関が観測された。これらの相関

は一置換ベンゼンに特徴的であることから、34は2つの一置換ベンゼンを有すると推定した。

また、δ173．3にエステル基の存在を示す四級炭素のシグナルが、さらに、酸素原子に隣…接

したメチレン炭素δ71．1とδ34．0のシグナルが観測された。続いてHMBCスペクトル

で5位のメチレン水素（δ4．69，2H，　s）からC・2（δ173．3）、　C・3（δ127．6）、　C・4（δ159．7）

および、C－6（δ34．0）に相関が見られた。このことからα，β・不飽和ラクトンの存在が示唆

された。また、6位のメチレン炭素（δ3．96，s）からC－3（δ127．6）、　C・4（δ159．7）、　C・5（δ

71．1）、C・1’（δ136．1）および、　C・2’（δ128．5）に相関が見られたことからY・ラクトンの

4位にベンジル基の存在が示唆され、2”位のベンゼン環水素（δ7．53，m）からC・3（δ

127．6）への相関から、3位にフェニル基の存在が示唆された。以上のことから、本化合物

はα，β・不飽和ラクトンの3位にフェニル基が、4位にベンジル基がついた

4－benzy1－3－pheny1－5丑fUran－2・one（34）の構造を持つと決定した。（Fig．9）

　　　　　　　　　　　　　　　　　ヅー　　已“

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　黛

　　　　　　　　　　→HMBC　⑰O
　　　　　　　　　　■■■■1H－1HCOSY

Fig．9　Chemical　structure，1H－IH　COSY　and

　　　　　　importan七HMBC　correlations　of　4－benzyl’3－phenyl・5丑furan・2・one（34）
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Table．11H・and　13C一㎜R　Chemical　shi丑s　of

4－benzyl－3・phenyl・5」序f㎞ran・2－one（34）and　malfilamentosides　A（36），　B（37）

Carbon　　　　　　　　34　　　　　　　　36　　　　　　　　　　　　37

　　No．　　　δc　　　　δH　　δcδH（♂in　Hz）　　δc　δH（♂in　Hz）

　　　2　　　　173．3　　　　　　　　　　169．9　　　　　　　　　　　　169．8

　　　3　　　　127．6　　　　　　　　　136．0　　　　　　　　　　　140．4

　　　4　　　　159．7　　　　　　　　　155．7　　　　　　　　　　　　156．8

　　　5　　　　　71．1　　4．698　　100．85．76s　　　　　　　101．7　6．29　s

　　　6　　　34．0　　3．96s　　32．63．82d（15．6）　　70．0　5．95d（4．9）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．05d（15．6）

　6－OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．851）r

　　　1’　　　136．1　　　　　　　　　　131．1　　　　　　　　　　　　130．7

2’＆6’　128．5　7．10m　128．57．14m　　　127．67．45m
3’＆5’　1292　7．34m　128．97．44m　　　129．07．32m
　　　4’　127．4　7．28m　127．57．28m　　　129．57．32m
　　　1”　　　　129．7　　　　　　　　　　128．6　　　　　　　　　　　　128．4

2”＆6”　128．9　7．53m　129．37．34m　　　128．97．40m
3”＆5”　128．7　7．47m　128．87．52m　　　128．57．32m
　　4”　　128．8　7．40m　129．57．44m　　　128．87．32m
　　1’”　　　　　　　　　　　　98．45．03d（3．4）　　100．05．25d（3．4）

　　2’”　　　　　　　　　53．34．08m　　　　53．83，91，　ddd
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10．7，7．6，3．4）

2”’－NH　　　　　　　　　　　　　　5．85　d（8．6）　　　　　　5．79　d（7．6）

－COCH3　　　　　　　　　　23．21．93　s　　　　　232　1．49　s
－ COCH3　　　　　　　　　　　　171．5　　　　　　　　　　172．6

　　3’”　　　　　　　　　72．53．64brd（9．8）　73．23．45　m
　　4’”　　　　　　　　　　　　　　　　　　71．73．64brd（9．8）　　71．8　3．54，brt

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10．1）

　　5’”　　　　　　　　　71．23．98m　　　　70．83．97，　ddd
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10．1，4．6，3．4）

　　6’”　　　　　　　　　　　　　　　　　71．83．65dd　　　　　　　71．7　3．67　dd

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10．7，3．4）　　　　　　　　　　（10．7，3．4）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．75dd　　　　　　　　　　　3．75　dd

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10．7，4．3）　　　　　　　　　（10．7，4．6）

6，”一σMe　　　　　　　　　59、53．41　s　　　　59．33．41　s
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第2節　Malfilamentoside　A（36）の構造

　Malfilamentoside　A（36）は融点188℃の無色針状晶であり、高分解能CI－MSより偽分子

イオンピークC26H30NO8が得られたことから、36の分子式をC26H2gNO8（不飽和度：13）

と決定した。化合物36はIRスペクトルから、エステル基（1780　cm’1）および、アミド由

来のケトン基（1610cm　1）の存在が示唆された。1H、13C・NMRおよびHMQCスペクト

ルから34と同様の2個の一置換ベンゼンの存在を示唆する相関【δc127．5／δH　7．28（1H，

m）・δc128．9／δH7．44（2H，m）・δc128．5！δH7．14（2H，m）およびδc129．5／δH7．44

（1H，　m），δc　128．8！δH　7．52（2H，　m），δc　129．3／δH7．34（2H，　m）］が観測された。また、

34のδc71．1／δH4．69（2H，　s）に観測された5位のメチレンシグナルが36ではδc　100．8／

δH5．76（1H，s）のメチンシグナルへ、また、34では6位のメチレンシグナル【δc34．0／δH

3．96（2H，　s）］が36ではδc　32．6／δH　3．82（1H，　d，　J＝15．6　Hz），δH　4．05（1H，　d，」＝15．6

Hz）に観測された。さらに36では糖の存在を示唆する7H分のシグナル【δ5．03（1H，　d，　J

＝3．4Hz），δ4．08（1H，　m），δ3．64（1H，　m），δ3．64（1H，　m），δ3．98（1H，　m），δ3．65（1H，

dd，　J＝10．7　Hz，　J＝3．4　Hz），δ3．75（1H，　dd，　J＝10．7　Hz，　J＝4．3　Hz）】が観測されたこと

から、化合物36は4・benzyl－3・pheny1－5丑血ran・2・one（34）の配糖体ではないかと推定し、

各種二次元NMRスペクトルの解析を行った。（Fig　lo）

　HMBCスペクトルより、5位のメチン水素のシグナル［δ5．76（s）1からC・2（δ169．9）、

C・4（δ155．7）および、C・1’”（δ98．4）へ、6位のメチレン水素［（δ3．82，　d，　J＝15．6　Hz）、

（δ4．05，d，」＝15．6　Hz）］からC・3（δ136．0）、　C－4、　C・5（δ100．8）、　C・1’（δ131．1）およ

びC－2’（δ128．5）へ、また、2”位のベンゼン環水素（δ7．34，m）からC－3へ、それぞれ相

関が見られた。このことから、化合物36は34と同様のゲニン構造を持ち、5位に糖が結

合している構造と決定した。

　化合物36の糖については分子式C26H2gNO8（不飽和度：13）と36のゲニンの分子式

C17Hl303を考慮すると、糖部分は分子式CgH16NO5で構成されていると考えられた。この

分子式から36の糖部は何らかの官能基で修飾された単糖であると考え、各種二次元NMR

スペクトルの解析を行った。IH・1H　COSYスペクトルにおいて、δ5．03（d，　J＝3．4　H）の

メチン水素のシグナルからδ4．08（m）のメチン水素へ、δ4．08（m）のメチン水素からδ
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3．64（brd，　J＝9．8　Hz）のメチン水素へ、δ3．64（brd，　J＝9．8　Hz）の水素シグナルからδ

3．98（m）のメチン水素へ、δ3．98（m）のメチレン水素から［δ3．65（dd，　J＝10．7　Hz，　J＝

3．4Hz）およびδ3．75（dd，　J＝10．7　Hz，」＝4．3　Hz）］のメチレン水素へそれぞれ相関が

見られたことおよびHMBCスペクトルで1’”位のメチン水素（δ5．03）からC・5”’（δ71．2）

への相関が観測されたことから、36の糖はpyrannoseであると考えた。また、6’”位のメチ

レン水素1δ3．65（dd，　J＝10．7　Hz，　J＝3．4　Hz）およびδ3．75（dd，　J＝10．7　Hz，　J＝4．3

Hz）］からδ59．5のメチル炭素への相関から6・OCH3の存在が示唆され、2”’位のメチン水

素（δ4．08，m）および、アセチル基のメチル水素（δ1．93，　s）からアセチル基のカルボニ

ル炭素δ171．5（・COCH3）への相関から2’”位にアセチルアミノ基の存在が示唆された。以

上の結果から36の糖部は六炭糖であり、2”’位にアセチルアミノ基を、6位にメトキシ基を

有すると決定した。

H
61‘’

Ho　　　　O
HO　　l　ll，←＼

CH32で1

5・…　　　H

　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　＿

／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼

－1H－1HCOSY

Fig．10　HMBC　and咀一IH　COSY　correlations　of　mal61amentoside　A（36）
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　続いて、糖部の各メチンのスピン結合定数より、JHプ・・H習が9．8　Hz、　JH㌘・Hピ・が9．8　Hzの

スピン結合定数を示したので、6・Omethyl－」V：acetylglucosamineと決定した。

　また、6－Omethyl一ハ恒cetylglucosamineがD体であるかL体であるか調べるために酸加

水分解を行い、（Fig．11）6・Omethy1－glucosamine（42）を得た。化合物42の旋光度は【α］D

＝＋62．9°であり、文献値［α］D＝＋68°22）とほぼ一致していることから、36の糖部は

6・Omethyl・ルacetyl－D・glucosamineであると決定した。

　　　　　　　　　　　　4mol／L　HCl
　Malfilamentoside　A（36》一一＿＿　　6一σMethyl一α一〇rβ一D－glucosamine

　　　　　　　　　　　　100℃，3hr　　　　　　　　　　［α1D実測値　：＋62．9°（c＝0．25）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　文献値：＋68°22）

Fig　l　l　Acid　hydrolysis　of　malfilamentoside　A（36）

　さらに、糖部の1”’位の水素と2’”位の水素間のスピン結合定数より（Fig．12）、　JH㍗・Hガが

3．4Hzであることからα・アノマーであると決定した。以上の結果からmalfilamentoside　A

（36）の構造をFig．6のように決定した。しかしながら、6位の水酸基の立体化学に関しては

残念ながら決定には至らなかった。

OCH3

　　　　　H

9．8Hz　　　　　H

HC后oN　　　　　H
　　　　　　　＼

　　　　　　　　　＼HNHA

　　　　　　　　H98H・0＼．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　genln

Fig．12　Coupling　constants　of　Sugar　part　of　mal丘1amentoside　A（36）
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第3節Ma1創amentoside　B（37）の構造

　Malmamentoside　B（37）は無色非晶形物質で、高分解能ESI－TOF－MSより分子式

C26H2gNOgと決定した。本化合物とmalmamentoside　A（36）の1H・および、13C・NMRス

ペクトルをと比較したところ、36で観測された6位のシグナルδc32．61【δH　3．82（d，　J＝

15．6Hz），δH　4．05（d，」＝15．6　Hz）】が消失し、新たにδc　70．0／δH　5．95（d，　J＝4．9　Hz）が

観測された以外、ほぼ一致していた。また、37と36の分子式を比較すると37は36に対

して酸素原子が1個増加していることから6位が酸化された化合物、すなわち36の6・OH

体であると推定し、各種二次元NMRスペクトルの解析結果から、37のゲニン部の平面構

造をFig　13のように、　malfilamentoside　A（36）の6位に水酸基のついた構造と決定した。

　　　　OCH3
　　　Hノ

－
　1H－1HCOSY

Fig．13　HMBC　correlations　of　mal丘lamentoside　B（37）
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　糖部の化学構造はmalfilamentoside　A（36）と同様に1H－NMRスペクトルでのスピン結合

定数の詳細な検討（JH2”・・H3・”＝10．7　Hz，　JH3”・・H4”・＝　10．1　Hz，　JH4”・・H5・・＝10．1　Hz）により

6・Omethyl・．歴acetylglucosamineと決定し、（Fig．14）酸加水分解により得られた

6・OmethyrD－gluco8amine（42）の旋光度が＋65．3°であることから、文献値との比較によ

り決定した。また、1’”位と2”’位のスピン結合定数はJHI…・Hオ＝3．4　Hzの値を示したので、

αアノマーと決定した。以上からmalmamentoside　B（37）の化学構造をFig．6と決定した。

OCH3

10．1H

H°

lo’1HZ　 HNHA
　　　　　　H1・・H・O＼．

　　　　　　　　　　　　　　　　genln

Fig．14　Coupling　constants　of　Sugar　part　of　malfilamentoside　B（37）
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第3章Malbrancheoside類の構造決定

　本章では、第1章で述べたMeOH画分から分離したmalbrancheoside　A（38）－D（41）の

化学構造について述べる。第1節ではMalbrancheoside　A（38）の構造解析について、第2

節ではmalbrancheoside　B（39）・D（41）に関する構造解析について述べる。

第1節　Malbrancheoside　A（38）の構造

　Malbrancheoside　A（38）は融点185℃の無色結晶性粉末（AcOEt－CH2Cl2より再結

晶）であり、その分子式はFAB・MSおよび元素分析よりC48H80N2015（不飽和度：10）と

決定した。また、TLC上でアニスアルデヒドー硫酸試薬噴霧後加熱することで緑褐色に呈色

すること、1H・、13C・NMRおよびdeptスペクトルより（Fig．15，16，　Table．2）糖の存在を

示唆する14H分のシグナルが確認できた。【δc　91．9／δH　5．16（1H，　d，　J＝4Hz），δc　56．3／

δH3．76（1H，m），δc72．8／δH3．59（1H，m），δc71．9！δH3．28（1H，m），δc72．7／δH3．86

（1H，　m），δc　73．6／δH　3．55（2H，　m），δc　93．51δH　5．24（1H，　d，　J＝4Hz），δc　56．1a／δH

3．76（1H，m），δc72．8／δH3．59（1H，m），δc72．9／δH3．28（1H，m），δc72．6／δH3．87（1H，

m），δc73．7／δH　3．55（2H，　m）】このことから、2個の糖を有する配糖体であると推定し、

まず、38のgenin部の化学構造を決定するために、酸加水分解を行いgeninの分離・精製

を試みた。その結果、同じ分子式C30H5005を持つ2個の化合物43および44が得られた。

（Fig．17）また、化合物44は酸性条件下で43に変化した。そこで化学的に安定であると考

えられる43の構造について検討した。
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Table．21H－and　13C－NMR　Assignments　fbr　malbrancheoside　A（38）

Carbon　　　　　38　　　　　　　　　　　　　　　　Carbon　　　　　　38

　　N。．δc　δH（H・）　　　　　N。．　δc　δH（H・）

1　　39．4　1．19（m），1．60（m）　　　　　　　　1’　　91．9　5．16（d，4）

2　　22．7　1．53（m），1．69（m）　　　　　　　　2’　　56．3a　3．76（m）

3　　86．6　3．30（m）　　　　　　　　　　　　3’　　72．8　3．59（m）

4　　80．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　4’　　71．9　3．28（m）

5　　92．7　2．78（d，10）　　　　　　　　　　　　5’　　72．7b　3．86（m）

6　　68．5　3．72（m）　　　　　　　　　　　　6’　　73．6c　3．55（m），3．55（m）

7　　48．3　L20（m），　　　　　　　　　6’－OMe　59．93．33（s）

　　　　　　　　　　2．00（dd，11，4）

8　　45．7　　　　　　　　　　　　　　　　Ω0－CH3　173．9

9　　59．4　1．32（m）　　　　　　　　　　　CO－CH3　23．0　1．93（s）

10　　　36、7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1”　　　　93．5　　5．24（d，4）

11　　20．2　1．40（m），1．54（m）　　　　　　　　2”　　56．1a　3．76（m）

12　　26．0　1．63（m），1．80（m）　　　　　　　　3”　　72．8　3．59（m）

13　　59．0　1．96（m）　　　　　　　　　　　　　4”　　72．9　3．28（m）

14　135．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　5”　　72．6b　3．87（m）

15　　32．4　1．98（m），2．18（m）　　　　　　　　6”　　73．7c　3．55（m），3．55（m）

16　25．9　1．63（m），1．63（m）　　　　　　6”－OMe　59．93．33（s）

17　　83．7　3．18（dd，11，4）　　　　　　　　90－CH3　173．6

18　　35．7　　　　　　　　　　　　　　　　CO－CH3　23．0　1．88（s）

19　　134．1　5．16（s）

20　　38．5　1．36（m），1．61（m）

21　　23．9　1．54（m），1．60（m）

22　　　86．6　3．41（d，11，3）

23　　80．2

24　　　23．4　　1．15（s）

25　　　23．4　1．20（s）

26　　　20．8　0．94（s）

27　　　17．1　0．75（s）

28　　　14．4　0．90（s）

29　　　22．7　　1．20（s）

30　　　22．7　　1．20（s）
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Fig．151H－NMR　spectrum　of　malbrancheoside　A（38）
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Fig．1613C・NMR　spectrum　of　malbrancheoside　A（38）
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Fig．17　Hydrolysis　and　structures　of

　　　　　　　　　　　　　pseudomalbrancheogenin（43）and　malbrancheogenin（44）

・ Pseudomalbrancheo　enin（43）の構造解析

　Pseudomalbrancheogenin（43）は融点227℃の無色結晶性粉末で、高分解能EI－MSより

分子式C30H5005（不飽和度：6）と決定した。1H－、13C・NMRおよびdeptスペクトルから、

（Table．3）7個のメチル基【δc　23．7／δH　1．17（s），δc　26．0／δH　1．17（s），δc　16．3／δH　O．88（s），

δc16．7！δHO．80（s），δc13．31δHO．91（s），δc24．2／δH1．19（s）およびδc26．6／δH1．24（s）］、

9個のメチレン基｛δc37．511δH1．62（m），δH1．66（m）］，δc21．11［δHL43（m），δH1．75

（m）］，δc45．7／［δH　1．27（m），δH　2．08（dd，　J＝5Hz，　J＝12　Hz）1，δc　18．7／［δH　1、34（m），δH

1．53（m）】，δc25．3／【δH1．66（m），δH　1．80（m）］，δc　29．0／【δH　1．97（brdd，」＝11　Hz，　J＝13

Hz），δH　2．21（dd，　J＝7Hz，　J＝13　Hz）］，δc　45．1／【δH　1．68（m），δH　1．88（d，　J＝18　Hz）】，

δc38．0／［δH1．23（m），δH1．60（m）1およびδc22．3／【δH1．42（m），δH1，60（m）］｝、1個の

炭素・炭素二重結合の存在を示すsp2炭素【δc　134．9，δc　119．9／δH　5．32（brdd，　J＝2Hz，J＝

2Hz）］、酸素に隣接した5つのメチンシグナル［δc　85．1／δH　327（dd，　J＝11　Hz，　J＝3

Hz），δc　90．9　／δH　2．86（d，　J・＝10］Hz），δC　67．31δH　3．84（ddd，」ニ5Hz，　J＝10　Hz，　J＝10

Hz），δc　79．2！δH　3．30（dd，　J＝6Hz，　J＝11　Hz），δc　84．4／δH　3．17（dd，　J＝2Hz，　J＝11

一 21一



Hz）】を含むメチンが8つ、および、2つの酸素原子に隣i接した炭素2個（δ72．2，δ71．9）

を含む5つの4級炭素が観測された。化合物43は不飽和度6であることから、オレフィン

を一つ有する5環性化合物であると結論づけた。以上をもとに各種二次元NMRスペクト

ルの解析を行った。（Fig．18）

2

1

29（・　一コ27べ）16

30　　　　　　0H　　　　　　　－1H．1HCOSY

Fig．18　HMBC　and　IH・1H　COSY　correlations　of　pseudomalbrancheogenin（43）

　lH－1H　COSYスペクトルにおいて2位のメチレン水素［δ1．43（m），δ1．75（m）］から1

位のメチレン水素［δ1．62（m）、δ1．66（m）1および3位のメチレン水素［δ3．27（dd，　J＝

11Hz，」＝3Hz）］へ、また、12位のメチレン水素［δ1．66（m），δ1．80（m）］から11位

のメチレン水素［δ1．34（m），δ1．53（m）］および13位のメチン水素【δ1．92（dd，　J＝11

Hz，　J＝10　Hz）】へ、それぞれ相関が観測された。　HMBCスペクトルでは、δ0．91（s，

28・H3）のメチル水素のシグナルからC－1（δ37．5）、C・9（δ58．1）およびC・10（δ35．0）へ、

δ0．80（s，27－H3）のメチル水素のシグナルからC・7（δ45．7）、　C・8（δ43．8）、および、　C’13

（δ56．7）へ、δ2．86（d，J＝10　Hz，5－H）のメチン水素からC・1、　C・6（δ67．3）、　C・7、　C－9

およびC・10へ、δ1．35（m，9・H）のメチン水素のシグナルからC・8およびC－11（δc18．7）

へ相関が観測されたので、三環性の部分構造を持つことが示唆された。また、δ3．27（dd，　J

＝11Hz，3Hz，3－H）のメチン水素のシグナルから観測されるC・4、　C・29（δ24．2）、　C－30（δ

26．6）への相関から2・propanol基の存在が示唆され、その結合位置は3位と決定した。以

上のことから、化合物43は3位に2－propanol基を持っ3環性（6／6／5）の部分構造（部

分構造A）を有すると決定した。
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　次に、1H－1H　COSYスペクトルにおいて、20位のメチレン水素【δ1．23（m），δ1．60（m）］

から22位のメチン水素1δ3．17（dd，　J＝2Hz，　J＝11　Hz）1までの相関が観測された。

HMBCスペクトルでδ0．88（s，26・H3）のメチル基のシグナルからC・18（δ32．2）、　C－19（δ

45．1）およびC・20（δ38．0）へ、δ3．30（dd，　J＝11　Hz，」＝6Hz，17－H）のメチン水素から

C・16（δ29．0）、C・18、　C・20および、　C－22（δ84．4）へ、δ5．32（brdd，　J＝2Hz，　J＝2Hz，

15・H）のオレフィン水素のシグナルからC－13およびC・19へ、δ1．97（brdd，　Jニ11　Hz，」

＝13Hz，15H）およびδ2．21（dd，」＝7Hz，　J＝13　Hz，15・H）のメチレン水素からC・14

およびC・15（δ119．9）への相関が観測されたことから43は2環性の部分構造Bを有し、

また、δ3．17（dd，　J＝11　Hz，　J＝7Hz，22・H）のメチン水素のシグナルからC・23（δ71．9）、

C－24（δ23．7）、C・25（δ26．0）への相関が観測されたことから22位に2－propano1基の存

在が示唆された。さらに、部分構造Bにある15位のオレフィン水素から、部分構造Aを

構成する13位の炭素に対してHMBCの相関が観測されたことから43は部分構造AとB

が13位と14位で炭素・炭素単結合した5環性化合物であると決定した。
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Table．31H・and　13C－NMR　Assignments　fbr

pseudomalbrancheogenin（43）and　malbrancheogenin（44）

Carbon　　　　Pseudomalbrancheogenin（43）　　　　Malbrancheogenin（44）

　　N。．　δc　　δH（Hz）　　　　　δc　δH（H・）

1　　37．5　1．66（m），1．62（m）　　　　　　　　37．5　1．63（m），1．19（m）

2　　21．1　1．75（m），1．43（m）　　　　　　　　21．1　1．75（m），1．44（m）

3　　85．1　3．27（dd，11，3）　　　　　　　　　　85．13、22（m）

472．2　　　　　
72．Ob

5　　　90．9　　2．86（d，10）　　　　　　　　　　　　　　　90．9　2．87（d，10）

6　　　　67．3　　　3．84（ddd，10，10，5）　　　　　　　　　　　　67．3　3．84（ddd，11，10，5）

7　　45．7　2．08（dd，12，5），127（m）　　　　　　45．4　2．11（dd，12，5），1．23（m）

8　　　　43．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　44．1

9　　58．1　1．35（m）　　　　　　　　　　　　　57．8　1．31（m）

10　　　　35．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35．0

11　　18．7　1．53（m），1．34（m）　　　　　　　　18．9　1．56（m），1．35（m）

12　　25．3　　1．80（m），1．66（m）　　　　　　　　24．5a　1．68c（m），1．68（m）

13　　56．7　　1．92（dd，11，10）　　　　　　　　　57．2　1．97（m）

14　　　134．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　133．7

15　119．9　5．32（brdd，2，2）　　　　　　　　　30．6　2．23（ddd，10，9，9），1．97（m）

16　　29．0　2．21（dd，13，7），1．97（brdd，13，11）　24．4a　1．80c（m），1．68（m）

17　　79．2　3．30（dd，11，6）　　　　　　　　　　81．8　3．22（m）

18　　　　32．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34．3

19　　45．1　1．88（d，18），1．68（m）　　　　　　　132．75．16（s）

20　　38．0　　1、60（m），1．23（m）　　　　　　　　36．8　1．63（m），1．35（m）

21　　22．3　　1．60（m），1．42（m）　　　　　　　　22．2　1．65（m），1．44（m）

22　　84．4　3．17（dd，11，2）　　　　　　　　　　85．13．22（m）

23　　　71．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　72．Ol）

24　　　　23．7　　　1．17（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23．8　　1．18d（s）

25　　　　26．0　　　1．17（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26．1　1．19d（s）

26　　　　16．3　　　0．88（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20．0　0．96（s）

27　　　　16．7　　　0．80（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16．3　0．75（s）

28　　　　13．3　　　0．91（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13．3　0．90（s）

29　　　　24．2　　　1．19（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24．2　　1．19d（s）

30　　　26．6　　　1．24（s）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26．6　1．24（s）

a～fThe　assignments　may　be　reversed
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　Psuedomalbrancheogenin（43）の相対配置を決定するため、　NOESYスペクトルの測定

を行った。（Fi＆19）その結果、　ABc環上にある3位のメチン水素（δ327，　dd，　J＝11　Hz，　J

＝3Hz）と5位のメチン水素（δ2．86，　d，　J＝10　Hz）、5位のメチン水素と9位のメチン水

素（δ1．35，m）、9位のメチン水素と13位のメチン水素（δ1．92）への相関が観察された。

また、6位のメチン水素と27位のメチル水素（δ0．80，s）、28位のメチル水素と27位の

メチル水素にそれぞれ相関が観測された。このことからA！B／C環はtrans・anti・trans

配置であると決定した。次にDE環については、26位のメチル水素（δ0．88，　s）と16位の

β一水素δ2．21（dd，　J＝13　Hz，　J＝7Hz）、16位のα・水素δ1．97（brdd，　J＝13　Hz，」＝11

Hz）と17位のメチン水素（δ3．30，　dd，　J＝11　Hz，　J＝6Hz）、17位のメチン水素と22位

のメチン水素（δ3．17，dd，　J＝11　Hz，　Jニ2Hz）にそれぞれ相関が見られた。このことから

D／E環はtrans配置であると決定した。

26

　　　　　　　　　28
　　　　　　　　　　＝　　　望713

　　　　　　　　　　　　　　　　紗誇・石＼°H

Fig．191mportant　NOESY　correlations　ofpseudomalbrancheogellin（43）

ABC環の絶対配置を決定するため、6位の第二級アルコールを利用した改良Mosher法23）・

24）を試みた。Pseudomalbrancheogenin（43）に（5）・（＋）・・もしくは（劫・（・）－MTPA－Clを加え、

pyridine中、室温で24時間反応した。（Fig．20）得られた（θ一MTPAエステル体（45）と

（五）－MTPAエステル体（46）の1H・NMRスペクトルの化学シフト値から45と46の化学シフ

ト値の差（△Hz）を計算したところ、　Fig．21のようになった。この結果から43のABC

間の立体化学は（3⑨，（5劫，（6劫，（8θ，（9劫，（10劫，（1諭と決定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　（R）－or（S）MTPA　chloride　　　　　　　こ　　…

∋。‖1・《一一∋・籔H当゜＼㎝

　　　　pse・d・m・・b・a・ch・・gen・・㈹　　　　　　ll：：：織1訟

Fig20　Reaction　of　pseudomalbrancheogenin（43）

　　　　　　　　　　　　　　　＋1　　　＋6　　　　＋24

　　　　　　　　　　　d・4直＋1°

　　　　　　　　　　　－5　＝　　　　＝

Fig．21Difiもrences　of　Chemical　Shifts（△δin　Hz）between

　　　　　　　　（5）’and（劫・MTPA　esters　of　Pseudomalbrancheogenin

　Malbrancheogenin（44）は融点183℃の無色結晶性粉末（E七〇H・H20から再結晶）で

高分解能EI－MSよりC30H5005と決定した。44と43のIHおよび13C－NMRスペクトルの

比較から、（Table．3）オレフィン炭素の化学シフト値（43：δ119．9，δ134．9，44：δ132．7，δ

133．7）が若干異なり、また、オレフィン水素が43：δ5．32（brdd，　J＝2Hz，　J＝2Hz）か

ら44：δ5．16（s）へ変化した以外はほぼ一致していた。この結果から44は43のD環にあ

るオレフィンの位置のみが異なる構造と推定し、各種二次元NMRスペクトルの解析を行っ

た。（Fig．22）

　化合物44のHMBCスペクトルから26位のメチル水素（δ0．96，　s）からC・17（δ81．8）、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　－26一



C・18（δ34．3）C・19（δ132．7）およびC・20（δ36．8）へ、17位のメチン水素（δ3．22，m）

からはC－16（δ24，4）、C・19（δ132．7）、　C・20および、　C・22（δ85．1）へ相関が観察された。

また、19位のオレフィン水素（δ5．16，s）からはC・13（δ57．2）およびC－15（δ30．6）へ

相関が見られた。これらの結果からmalbrancheogenin（44）はpseudomalbrancheogenin

（43）の14位一15位間の二重結合が消失し、14位・19位間に新たに二重結合が形成され

た43の異性体であると決定した。

　化合物44の立体化学については、44が43へ変化することから、同様の立体化学、すな

わち（諭，（5劫，（6劫，（80，（9劫，（10劫，（135）であると推定した。

20

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　22
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　▽OH

Fig．221mportant　HMBC　correlations　of　malbrancheogenin（44）

　Malbrancheoside　A（38）の糖部については38の分子式C48H80N2015と38の2つのゲ

ニン43、44の分子式C30H5005から糖部は分子式Cl8H32N2010で構成されていると考えた。

lH、13C・NMRスペクトルでアノマーと考えられる2つのシグナルδH　5．24（d，　J＝4Hz）／

δc93．5およびδH　5．16（d，　J＝4Hz）／δc　91．9が観測されたことから、38は何らかの官能

基を有する2つの糖を有していると考えた。（Table．2）そこで、化合物38酸加水分解反応

を行ったところ6・Omethy1－D・glucosamineのみ得られた。この結果から38の有する2つ

の糖はいずれも6・Omethylglucosamineの誘導体であると考えた。化合物38のHMBCス

ペクトルの解析結果から、未だに帰属されていない2つのメチル基に相当するシグナルδ

3．33（6H，s）から6’位および6”位のメチレン炭素（δ73．6，δ73．7）への相関があることか

ら6’位および6”位にそれぞれメトキシ基の存在が示唆され、また2’位および2”位のメチン

一 27一



水素に相当するシグナルδ3．76（2H，　m）からアセチル基を形成する2つのカルボニル炭

素δ173．9およびδ173．6への相関から2’位および2”位のアミノ基がアセチル化されてい

ると考えた。2つの糖の結合位置はHMBCスペクトルで1’位および1”位のメチン水素【δ

5．16（d，J＝4Hz），δ524（d，　J＝4Hz）］から4位および23位の四級炭素（δ80．3およ

びδ80．2）への相関が観測されたことから、2つの糖の結合位置はそれぞれ4位および23

位であると決定した。また、44が酸性条件下43に変化することから真性ゲニンは44では

ないかと推測していたが、38の各種二次元NMRスペクトルの結果からも、真性ゲニンは

malbrancheogenin（43）と支持された。

　次に、IH・NMRスペクトルのスピン結合定数の詳細な解析結果の検討から2つの

6－Omethy1－2Vacetyl・D・glucosamineの1’位と2’位および1”位と2”位のメチン水素のスピ

ン結合定数がそれぞれJHI・・H2＝4Hz、　JHr・酩＝4Hzであることから、どちらの糖もα一ア

ノマー体であると考えた。以上の結果から、malbrancheogenin（38）はA／B／C環を有す

る部分構造AとD／E環を有する部分構造Bとが13位と14位で単結合した5環性化合物

であり、4位および23位に6・6トmethyl・Nacetyl・α・D・glucosamineがエーテル結合した構

造と決定した。（Fig．23）

H3CO　．　　　　　OH　　　　　　＿－HMBC

　　　　　　　　OH　　　　　　　　　－1H－1HCOSY

Fig．231H・IH　COSY　and　HMBC　correlations　of　malfilamentoside　A（38）
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第2節　Malbrancheoside　B（39）・D（41）の構造

・ Malbrancheoside　B（39）化学構造

　Malbrancheoside　B（39）は融点152℃の結晶性粉末で高分解能CI・MSより分子式

C36H60010と決定した。化合物39は1H、13C－NMRおよびdeptスペクトルを38と比較し

た結果、（Fig24，25，26，　Table．4）38の2つのアノマー水素【δ5．16（d，　J＝4Hz），δ5．24（d，

J＝4Hz）】が消失し、新たにδ4．84（brs）のピークが観測された。また、4位の炭素シ

グナルがδ80．3（38）からδ73．9（39）へ、高磁場側に移動していることが観察された。ま

た、39にはアノマー水素を含め酸素原子に隣接した5つのメチン基【δc74．0／δH3．75（m），

δc75．81δH　3．40（dd，　J＝10　Hz，」＝4Hz），δc　68．9／δH　3．51（dd，」＝10　Hz，　J＝10　Hz），δc

782／δH3．12（dd，　J＝111｛z，　J＝2Hz）1および酸素原子に隣接したメチレン基が1つ

［δc63．3／δH　3．65（dd，　J＝11　Hz，　J＝5Hz），δH　3．77（dd，　J＝11　Hz，　J＝2Hz）】観測され

た。39と38のIH，13C・NMRスペクトルは上記した違い以外はほぼ同じパターンを示した。

この結果から、malbrancheoside　B（39）はmalbrancheoside　A（38）と同じゲニンを持ち、

糖を1つ有する構造と推定した。そこで、酸加水分解を行い得られた2つのゲニンの旋光

度がmalbrancheoside　A（38）から得られたpseudomalbrancheogenin（43）および

malbrancheogenin（44）と一致したので、39のゲニン部分は38と同一であると推定した。

また、39の各種二次元NMRスペクトルの結果から、39の真性ゲニンは38の場合と同様

にmalbrancheogenin（44）であると決定した。（Fig．27）
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Fig．241H・NMR　spectra　of　malbrancheoside　A（38）・D（41）
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蕊2°

　　　　ク　　　　　　　　　　　　　0　2・
　　　　　　OH　　　　OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　51’　　3”
　　　　　　→HMBc　　　　　　　　HO　　ぴ　　字1　＼OH

　　　　　　－1H－1HCOSY　　　　　　　　　　　　OH

Fig．27　HMBC　and　IH－1H　COSY　correlations　of　malbrancheoside　B（39）

　化合物39の糖部は39の分子式C36H60010と39のゲニンである44の分子式C30H5005

を考慮して、糖部は分子式C6H1205で構成される単糖と推定し、各種二次元NMRスペク

トルの解析を行った。1H－1H　COSYより1”位のメチン水素（δ4．84，　brs）から2”位のメチン

水素（δ3．75，m）へ、2”位のメチン水素から3”位のメチン水素（δ3．40，m）へ、3”位のメチ

ン水素から4”位のメチン水素（δ3．51，dd，　J＝10　Hz，　J＝10　Hz）へ、4”位のメチン水素か

ら5”位のメチン水素（δ3．12，m）へ、5”位のメチン水素から6”位のメチレン水素［（δ3．65，

dd，　J＝11　Hz，　J＝5Hz）、（δ3．77，　m）】へそれぞれ相関が観察されたことと、　HMBCス

ペクトルで1”位のメチン水素から5”位の炭素（δ78．2）への相関があることから、39の糖

部はpyranoseであると考えた。1H・NMRスペクトルで2”位のメチン水素と3”位のメチン

水素・3”位のメチン水素と4”位のメチン水素・　　　H　H　　　　　　　genin

水素のスピン給定数（」一＝4取　0　。，プ　O
J。r…H。J。蹴＝・・H。）および　HO。＼1　　1・

ROESYスペクトルで「’位のメチン水素と　　10Hz　　　H　　　　　4Hz　H

端のメチン水素ぽ位のメチン水素と　　　＼＼こ：ン

5”位のメチン水素、5”位のメチン水素と　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ROESY
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．28　ROESY　correlations　and
1”位のメチン水素の間に相関があること　　　　couPling　cinstances　of　malb「ancheoside　B（35）

および一一と一チン。t魍。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　疑に

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ピ
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から、39の糖はmannoseと決定した。（Fig．28）また、糖の結合位置はHMBCスペクトル

で1”位の水素から23位の四級炭素（δ80．2）への相関があることからE環の23位の炭素

とエーテル結合していると決定した。

　通常、mannoseやrhamnoseではα・アノマー、β・アノマーともにスピン結合定数が1Hz

前後となり、スピン結合定数から配置を決めることが不可能である。そのため、アノマー

プロトンの化学シフト値およびJcr．Hrから決定することにした。25）

㏄アノマーなら化学シフト値はδ5．10・δ5．56、Jc田1は164’166　Hzに、β一アノマーなら

化学シフト値はδ4．67・δ5．00、Jcl・H1は153・156　Hzになるはずである。測定をした結果、

本化合物の化学シフト値はδ4．84、Jc1・H1は155．3　Hzだったので、この結果からもβ・アノマ

ーであると決定した。以上の結果からmalbrancheoside　B（39）はmalbrancheoside　A（38）

と同じゲニンを有し、かつ、23位にβ一mannoseが結合した構造と決定した。
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Table．41H－and　13C－NMR　Assignment　fbr　Inalbrancheosi《1es　A（38）・D（41）in　CD30D

Car　on　　　　　　38　　　　　　　　　　　　39　　　　　　　　　　　　40　　　　　　　　　　　　41

N・。　δc　δH（H・）　δc　δH（H・）　δc　δH（H・）　δc　δH（Hz）

　　　　　　1　39．4　1．19｛m）　　　39．2　t20（m）　　　　39．4　1」9（m）　　　39．4　1．19（m）

　　　　　　　　　　　　　　1．60（m）　　　　　　　t58（m）　　　　　　　1．60（m）　　　　　　　t60（m）

　　　　　　2　22．7　1．53（m）　　　23．3　1．39（m）　　　　22．7　1．53（m）　　　22．5　t54（m）

　　　　　　　　　　　　　　1．69（m）　　　　　　　1．57（m）　　　　　　　1．68（m）　　　　　　　t76（m）

　　　　　　3　86．63．30（m）　　　87．53．24（m）　　　　86β3．31（m）　　　86．53、31（m）

　　　　　　480．3　　　　73．9　　　　 80．2　　　　80．2
　　　　　　5　　92．7　2．78（d，10）　　　92．5　2．78（d，10）　　　　92．6　2．78（d，10）　　　926　2、79（d，10）

　　　　　　6　68．53．72（m）　　　68．63．76（m）　　　　68．53．73（m）　　　68．53、74（m｝

　　　　　　7　4a3　1．20（m）　　　47．6　1．20（m）　　　　48．3　1．21（m）　　　4a2　t21（m）

　　　　　　　　　　　　　2．00（dd，11，4）　　　　2．00（dd，12，5）　　　　2．01（m）　　　　　　　2、02（m）

　　　　　　8　　45．7　　　　　　　　　　　　45．5　　　　　　　　　　　　　45．6　　　　　　　　　　　　45．6

　　　　　　9　59．4　t32（m）　　　59．3　1．32（dd，12，5）　59．4　1．32（m）　　　59．3　t32（m）

　　　　　10　36．7　　　　　　　　　　　36．5　　　　　　　　　　　36．7　　　　　　　　　　　36．7

　　　　　11　20．2　1．40（m）　　　20」　1．40（m）　　　　20．2　t40（m）　　　20．2　t4i（m）

　　　　　　　　　　　　　1．54（m）　　　　　　1．52（m）　　　　　　　1．54（m）　　　　　　t54（m）

　　　　　12　26．0　1．63（m）　　　25．9　1．65（m》　　　　25．7　1．64（m）　　　26．O　t65（m）

　　　　　　　　　　　　　t80（m）　　　1．80㈹　　　　t80（m）　　　t80㈹
　　　　　13　59．0　1．96（m）　　　59．O　t95（m）　　　　58．9　1．95（m）　　　58．9　t96（m）

　　　　　14135．5　　　　　　　　　135．4　　　　　　　　　135．5　　　　　　　　　135．4

　　　　　15　32．4　t98（m）　　　32．3　t97（m）　　　　32．4　1．99（m）　　　32．2　1．98（m）

　　　　　　　　　　　　　2．†8（m）　　　　　　　2．20（m）　　　　　　　2．18｛m）　　　　　　　2．20（m）

　　　　　16　25．9　1．63（m）　　　26．0　1．65（m）　　　　26．O　t60（m）　　　25．9　t60（m）

　　　　　　　　　　　　　t63（m）　　　　　　1．65（m）　　　　　　　1．60（m）　　　　　　1．60（m）

　　　　　17　83．73．18（dd，れ，4）83．93．13（m）　　　　83．63」7｛dd，12，4）83．93．20（dd，個，5）

　　　　　18　　35．7　　　　　　　　　　　　35．6　　　　　　　　　　　　　35．6　　　　　　　　　　　　35．6

　　　　　19　134．1　5．16（s）　　　　　134．1　5．15（s）　　　　　134．1　5．15（s）　　　　　134．0　5．16（bs）

　　　　　20　38．5　1．36（m）　　　38．4　1．36（m）　　　　38．5　1．36（m）　　　38．4　t37（m）

　　　　　　　　　　　　　1．61（m）　　　　　　　t59（m）　　　　　　　1．59（m）　　　　　　　1、60（m）

　　　　　21　23．9　1．54（m）　　　23．4　W60（m）　　　　23．8　1．54（m）　　　23．1　1．60（m）

　　　　　　　　　　　　　t60（m）　　　　　　　1．70（m）　　　　　　　1．62（m）　　　　　　　t70（m）

　　　　　22　86．63．41｛dd，11，3）86．4338（m）　　　　86．63．41（m）　　　8633．37（m）

　　　　　23　　802　　　　　　　　　　　　80．3　　　　　　　　　　　　　80．1　　　　　　　　　　　　80．2

　　　　　24　　23．4　1．15（s）　　　　　　23．2　t24（s）　　　　　　22．7　1．14（s）　　　　　　22．7　t2†（s）

　　　　　25　　23．4　1．20（s）　　　　　24．8　t24（s）　　　　　　23．4　1．20（s）　　　　　23．4　t21（s）

　　　　　26　　20．8　0．94（s）　　　　　20．9　0．94（s）　　　　　　20．8　0．94（s）　　　　　20．9　0．95（s）

　　　　　27　　17．1　0．75（s）　　　　　　17．1　0．75（s）　　　　　　17．0　0．74（s）　　　　　　17．0　0．75（s）

　　　　　28　　14．4　0．90（s）　　　　　14．2　0．88（s）　　　　　14．4　0．89（s）　　　　　14．4　0、91（s）

　　　　　29　　22．7　1．20（s）　　　　　23．9　1．18（s）　　　　　　22．6　t20（s）　　　　　23．1　125（s）

　　　　　30　　22．7　t20（s）　　　　　26．2　1．08（s）　　　　　　23．4　1．20（s）　　　　　24．8　1、25（s）

1’　　　　　　91．9　5」6（d，4）　　　　　　　　　　　　　　　　　929　5．17（d，3）　　　　96．6　4．85（brs）

2’　　　　56．3a　3．76（m）　　　　　　　　　　　　　　56．23．77（m）　　　74．03．76（m）
3’　　　　72．83．59（m）　　　　　　　　　　　　　　72．83．63（m）　　　75．83、41（m）

4　　　　　71．93．28（m）　　　　　　　　　　　　　　　72．93．29（m）　　　　68．83．54（m）
5’　　　　　72．73．86（m）　　　　　　　　　　　　　　　72．73．86（m）　　　　78．13．15（m）
6’　　　　73．63．55（m）　　　　　　　　　　　　　　　73．7　3．56（m）　　　63．23、65（m）

　　　　　　　　　　　　　3．55（m）　　　　　　　　　　　　　　　　　3．56（m）　　　　　　3、78（m）

61－0’Me　59．93．33（s）

CO－CH3　173．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　173．8

CO一ΩH3　23．0　1．93（s）　　　　　　　　　　　　　　　　23．0　1．93（s）

1”　　　　　　93．5　5．24（d，4）　　　　96．7　4．84（brs）　　　　　93．5　5．24（d，4）　　　　92．9　5．12（d，4）

2”　　　　　56．13．76（m）　　　74．03．75（m）　　　　56．23．76｛m）　　　56．23．76（m）
3”　　　　72．83．59（m）　　　75．83．40（ddjO，4）　72．73．58（m）　　　72．83、61（m）
4”　　　　72．93．28（m）　　　68．93．51（dd，10，†0　72．83．29（m）　　　72．93、29（m｝

5”　　　　72．63．87（m）　　　78．23．12（ddd，10，5　72．63．87（m）　　　72．73．88（m｝

6”　　　　　73．73．55（m）　　　63．33．65（ddJ毛5）　73．63．54（m）　　　　7333、57（m）

　　　　　　　　　　　　　3．55（m）　　　　　　　3．77（dd，11，2）　　　　3．54（m）　　　　　　　3．57（m）

6”－OMe　　59．93．33（s）　　　　　　　　　　　　　　　59．93．33（s）　　　　59．9334（s）

CO－CH3　173．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　173．8　　　　　　　　173．8

CO－9旦3　23．O　t88（s）　　　　　　　　　　　　　　　　22．9　193（s）　　　　23．0　1．91（s）
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・ Malbrancheoside　C（40の化学構造

　Malbrancheoside　C（40）は融点168℃の無色結晶性粉末で、　FTESI－MSより分子式

C47H78N2015と決定した。化合物40のlH、13C－NMRおよびdeptスペクトルを

malbrancheoside　A（38）と比較すると、（Fig．24，25，26，　Table．4）38でδH　3．33（s）／δc　59．9

に観測されるメチル基2つ分のシグナルが、積分値から1つ分消失している以外はほぼ同

じスペクトルパターンを示したことと、38の分子式（C48H80N2015）と40の分子式を比較

するとCH2分少なかったことから、40は38と同じゲニンを有し、かつ2つの糖のいずれ

かのメトキシ基が消失した構造であると考えた。

　Malbrancheoside　C（40）は酸加水分解によりA（38）と同じく2つのゲニン

pseudomalbrancheogenin（43）とmalbrancheogenin（44）が生成したことと、40の各種

二次元NMRスペクトルの解析結果から、40の真性ゲニンはmalbra皿cheogenin（44）と決

定した。化合物40の糖部については、40の分子式（C47H78N2015）と40のゲニンである

malbrancheogenin（44）の分子式C30H5005から、糖を構成する分子式はC17H30N2010であ

ると考えられた。Malbrancheoside　A（38）の糖部を構成する分子式はC18H32N2010であり、

38の糖部の分子式と比較するとCH2分少ないことから、40の糖は38と同じglucosamine

の誘導体である、6・Ome七hy1・Nacetylglucosamineと6位のメチル基が水素に置換された

．〈恒cetylglucosamineであると考えた。1H・1H　COSYスペクトルで1’位のメチン水素δ5．17

（d，3）から2’位のメチン水素δ3．77（m）、3’位のメチン水素δ3．63（m）、4’位のメチン水

素δ3．29（m）、5’位のメチン水素δ3．86（m）を経て、6’位のメチレン水素δ3．56（2H，　m）

までの連続した相関と、HMBCスペクトルで1’位のδ5．17（d，」＝3Hz）から5’位のメチ

ン炭素δ72．7に相関があることから、pyranoseの存在が示唆された。同様にして、1”位

のメチン水素δ5．24（d，J＝4Hz）から2”位δ3．76（m）、3”位δ3．58（m）、4”位δ3．29（m）・

5”位δ3．87（m）のメチン炭素を経て、6”位のメチレン水素δ3．54（2H，　m）までの連続し

た相関と、HMBCスペクトルで1”位の水素から5”位のメチン炭素δ72．6への相関があ

ることからもう1つのpyranoseの存在が示唆された。また、ROESYスペクトルにおいて・

1・位のメチン水素から4・位のメチン水素、2・位のメチン水素から6・位のメチン水素・3’位の

メチン水素から5・位のメチン水素、1・，位のメチン水素から4・位のメチン水素、2”位のメチ
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ン水素から4”位のメチン水素、3”位のメチン水素から5”位のメチン水素への相関および

HMBCスペクトルで2’位と2”位の水素からそれぞれアセチル基のカルボニル炭素（δ

173．8，2C）への相関があることと、δ3．33（s）のメトキシ基のシグナルから6”位のメチレ

ン炭素δ73．6への相関があることから2つの糖は万acetylglucosamineと

6・σme七hyl・ルacetylglucosamineであると決定した。（Fig．29）また、1’位と2’位、1”位と

2”位のスピン結合定数がそれぞれJH1・・Hz＝3Hz、　JHr・Hオ＝4Hzの値を示したのでα・アノマ

ー体と決定した。

　Malbrancheoside　C（40）の糖の結合位置はHMBCスペクトルで1’位の水素から4位の

四級炭素δ80．3への相関があること、1”位の水素から23位の四級炭素δ80．2への相関が

あること、さらに、ROESYスペクトルで1”位の水素と22位の水素δ3．41（dd，　J＝11　Hz，

Jニ3Hz）に相関があることから、　malbrancheoside　C（40）の2つ糖はそれぞれA環の4

位にルacetylglucosamineが、　E環の23位に6・Omethy1・」V：acetylglucosamineが結合し

ていると決定した。以上の結果からmalbrancheoside　C（40）はmalbrancheoside　A（38）と

同じゲニンを有し、かつ、4位にNacetyl一α・glucosamine、23位に6・Omethyl・ルacetyl’㏄

glucosamineを有する構造であると決定した。
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　　　　　　OH　　　　　　　　　－1H－1HCOSY

Fig．291H－IH　COSY　and　HMBC　correlations　of　malbrancheoside　C（40）

　　　　　　　　　…　三　　／　　　22．

冊

Fig．301mportant　ROESY　correlations　of　malbrancheoside　C（40）
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・ Malbrancheoside　D（41）の化学構造

　Malbrancheoside　D（41）は融点157℃の無色結晶性粉末であり、高分解能FTESI・MSよ

り分子式C45H75NO15と決定した。化合物41はアニスアルデヒド硫酸試薬により茶緑色の

呈色を示した。また、41のIH・NMRスペクトルはmalbrancheoside　A（38）と非常によく

似たスペクトルを示した。また、41は13C－NMRスペクトルでmalbrancheoside　B（39）で

観察されたβ・Dmannoseの1位の炭素シグナル（39：δ96．7）と同様のシグナル（40：δ

96．6）が観察された。これらのことから41はmalbrancheoside　A（38）の2つの糖のうち

どちらかがβ・D－mannoseに置換された構造ではないかと考えた。

　Malbrancheoside　D（41）は酸加水分解によりA（38）・C（41）と同様に2つのゲニン

pseudomalbrancheogenin（43）とmalbrancheogenin（44）を与えた。化合物41の各種二

次元NMRスペクトルの解析を行ったところ、38’40とのNMRデータの比較検討から、

41の真性ゲニンはA（38）・C（40）と同様にmalbrancheogenin（44）であると決定した。化

合物41の糖については41の分子式C45H75NO　15と41のゲニンであるmalbrancheogenin

（44）の分子式C30H5005から考察すると糖を構成する分子式はCl5H27NOloであると考えら

れた。この分子式は先に予想した41が有する2つの糖の存在、すなわち

6・Omethy1一ノVacetylglucosamine（CgH16NO5）、β一D・mannose（C6H1105）を満たすことか

らさらに二次元NMRの詳細な解析を行った。1H・IH　COSYスペクトルから、

6－Omethy1－Nacetylglucosamineに相当する1”位の水素【δ5．12（d，　J＝4Hz）］からδ

3．76（m，2”・H），δ3．61（m，3”・H），δ3．29（m，4”・H），δ3．88（m，5”・H）およびδ3．57（2H，

m，6”・H）への連続した相関があること、1｛MBCで1”位の水素シグナルから5”位のメチン

炭素δ72．7への相関があることから、この糖はpyranoseと考えた。さらに、　HMBCスペ

クトルでδ3．34（s）のメトキシ基のシグナルから6”位のメチレン炭素δ73．3への相関、2”

位のメチン水素δ3．76（m）からアセチル基のカルボニル炭素δ173．8への相関があること、

更にROESYスペクトルで2”位の水素δ3．76（m）と4”位の水素δ3．29（m）、3”位の水素δ

3．61（m）と5”位の水素δ3．88（m）に相関があることから、malbrancheoside　D（41）の糖

の1つを6一σmethyl一ルacetylglucosamineと決定した。また、β一D－mannoseの1位のア

ノマー水素に相当するシグナルδ4．87（brs）からδ3．76（m，2’・H）、δ3．41（m，3’・H）、δ
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3．54（m，4’・H）、δ3．15（m，5’－H）および6’位のメチレン水素【δ3．65（m）δ3．78（m）］へ

の連続した相関があること、HMBCスペクトルで1’位の水素δ4．87（brs）から5’位のメチ

ン炭素δ78．1への相関があることから、この糖はpyranoseであると考えた。さらにROESY

スペクトルで1’位の水素と3’位の水素、3’位の水素と5’位の水素に相関があることから

malbrancheoside　D（41）のもう1つの糖はmannoseであると決定した。次に2つの糖の

結合位置と結合配置についてだが、IH・NMRスペクトルで
6・Omethy1・亙acetylglucosamineの1”位と2”位のスピン結合定数がJH田2＝4Hzである

ことからα一アノマー体であると考え、更にHMBCスペクトルで1”位の水素δ5．12（d，」＝

4Hz）から23位の四級炭素δ80．2への相関があることから、6・Omethy1・2V：acety1・

glucosamineの結合位置は23位であると決定した。次にmannoseの結合位置と結合配置

について、ROESYスペクトルからβ・mannoseであり、　HMBCスペクトルで1’位の水素δ

4．85（brs）から4位の四級炭素δ80．2への相関があることから、　mannoseの結合位置は4

位であると決定した。

　以上の結果から、malbrancheoside　D（41）はmalbrancheoside　A（38）－D（41）と同じゲ

ニンを有し、かつ、4位にβ一mannose、23位に6一σmethyl一ルacetyl・α・glucosamineが結

合した構造と決定した。
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　　　　　5・　31　　　　　　　　　　　　　0H
　　　　　　　コ
HO　θ　　　　OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　→HMBC
　　　　　　OH　　　　　　　　　－1H．1HCOSY

Fig．311H・1H　COSY　and　HMBC　correlations　of　malbrancheoside　D（41）

三　三　　／　　　22，／

・・θ、35HH 　肩鴛H・
，　　二　1

24

25

H〃’51　3‘．OH

HO　α㌣　”H
　　　　Hδ　H　　　　　　　　　←＞ROESY

Fig．321mpor七ant　ROESY　correlations　of　malbrancheoside　D（41）
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第4章　Malbrancheoside類の生合成経路の検討

　Malbrancheoside類のゲニンはC30化合物であることからトリテルペノイドであると考

えられる。同様の炭素骨格を持つ化合物として、Y）el　Kashmanらにより海綿昂拓田磁5

5ρ迦五●τから単離されたabudinol　A（47）、　B（48）がすでに報告されているが、2旬27）

abudinol　A（47）、　abudinol　B（48）の生合成については検討されていなかった。そこで、同

様の炭素骨格を持ち、同じ生合成経路で生成していると考えられるmalbrancheoside類の

生合成経路を明らかにするために13Cで標識化したCH3COONaによる13Cの取り込み実

験を行った。28）

　磁乃mη（』a飽mθ1吻θθの培養に使用していた米培地に2位の炭素を13Cで標識化し

た一炭素標識体である13CH3COONaを添加し培養を行った後malbrancheoside類の分

離・精製を行ったが、13Cで標識化された化合物は得られなかった。そこで種々の培地につ

いて検討した結果、（Table．5）米をフードプロセッサーで粉砕し、500　umのふるいにかけ、

得られた粉末を水100mLに対し3g添加し、調製した培地（以下、米粉末液体培地と略

す）を用い培養を行ったところ、良好な結果が得られたので、この培地を用い13CH3COONa

の取り込み実験を行った。

　協功m刀く功θ凌鋤加θ盟云o顕IFM41300株の種菌を、米粉末液体培地5L、に分注し、25℃、

150rpmで200時間培養した。その後、13CH3COONaを添加し、さらに25℃、150　rpm

で100時間培養後、培養液を凍結乾燥した。乾固後、MeOHで抽出後、溶媒留去し抽出エ

キス500mLを得た。このエキスに4moUL塩酸30　mLを加え90℃、5時間反応後、CHCI3

を加えて分配し、得られたCHC13層をLPLC［CHC13・acetone（3：1）］、HPLC［CHCI3・

acetone（5：1）］で精製し、13Cで標識されたpseudomalbrancheogenin（45：2mg）を得

た。（Chart．2）

一 42一



Table．5　Examination　of　culture　condition

Condition Time Growth Malbrancheoside Uptake　of　13C

Rice
static 500hr 十 十 一

culture

100hr 十 一 一

　　　・statlC 200hr 一 一 一

300hr 一 一 一

PDBa）

100hr 十 一 一

shake 200hr 十 一 一

300hr 十 一 一

100hr 十 一 一

　　　・statlC 200hr 一 一 一

300hr 一 一 一

PYGb）

100hr 十 一 一

shake 200hr 十 一 一

300hr 十 一 一

Rice 100hr 十 一 一

powder shake 200hr 十 十 十

culture 300hr 十 十 十

a）PDB：Potate　dextrose　broth（Di丘o）24　g／11．　of　purified　water

b）PYG：Peptone　yeast　glucose　broth，

　　　　　　　　　　　　　　polypeptone　6g，　yeast　extrac七6g，　glucose　40g／1L　of　purified　water
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ル7aめ陶ηc力θa物η7θηfosa　IFM41300

　　　　　　　cultured　at　25℃200　hr　on　rice　powder　broth（5　L）

　　　　　　　added†3CH3COONa（100　mg　1100mL）

　　　　　　　cultured　at　25℃100　hr

　　　　　　　freeze　dried　and　extracted　by　MeOH

cultured　at

added†3C

cultured　at

freeze　drie

Mycelia　　　　　　MeOH　ext

　　　　　　　　500mg

　　　　　　　　　　　hydrolysis　by　4　mol／LHCI　on　90℃，5hr

　　　　　　　　　　　partitioned　with　CHCI3　and　H20

H201ay．　　　　　CHCI31ay．

　　　　　　　　280mg

LPLC　on　silicagel　CHCI3－Acetone（3：1）

HPLC　on　silicagel　CHCI3－Acetone（5：1）

　　　　　　　　　malbrancheogenin　　　　　　13C－｜abeled　pseudomalbrancheogenin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2mg

Chart．21solation　scheme　of　13C・labeled　pseudomalbrancheogenin（45）

　化合物39の13C－NMRスペクトルを測定したところ18つの炭素［δ119．2（C・15），δ90．2

（C・5），δ84．5（C・3），δ83．7（C・22），δ78．4（C・17），δ57．3（C・9），δ56．0（C・13），δ45．1

（C・7），δ44．2（C－19），δ37．3（C・20），δ36．8（C・1），δ25．5（C・24），δ25．0（C・29），δ23．5

（C－25），δ23．0（C・30），δ15．7（C・27），δ15．4（C－26），δ12．4（C・28）について13Cで標識

化されていることが確認できた。（Fig．33）それを構造式に当てはめると13Cは

pseudomalbrancheogenin（44）にFig．34で示したように取り込まれていることが分かった。

このことから、malbrancheoside類はCH3COOH　3分子からなるメバロン酸が6分子重合

し生成されるsqualeneが閉環し、さらに糖が付加すると考えられる。（Fig．35）
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　　　　㌔SC°A－☆SC°A＿H・・C灘H・・H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MevalOnic　acid

己゜P㌧祷：PP｝一

O　　　－一一一レ

O 　　　　OHO OH

Squalene

HO

　　　o　　OH

Abudin°I　A・B 　　　　　　　　　。・・
　　　　OHO
　　　　　　OH

　　　　　Malbrancheogenm

↓一・

malbrancheosides　A－D

Fig．35　Proposed　biosynthesis　pathway
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結論

　著者は、生物資源として真菌類、中でも分類学的に病原真菌類を多く含むホネタケ科に

属する協乃盟刀d5θa属に着目し、未だ成分研究の行われていないM五々mθ刀孟oθa

IFM41300株について成分探索を行った。その結果、新規フラノン誘導体

4・benzyl・3・phenyl・5丑fUran・2・one（34）、　malmamentoside　A（36）、　B（37）および新規トリ

テルペン配糖体malbrancheo8ide　A（38）・D（41）を単離した。

　4’Benzyl・3？heny1－5丑f㎞ran・2・one（34）は高分解能EI・MSより分子式Cl7H1402と決定

し、NMRスペクトルを中心とした各種機器データの解析からその構造を決定した。

Mal伍amentoside　A（36）およびB（37）は高分解能CI・MSまたはESI・TOFMSより分子

式C26H30NO8およびC26H30NOgと決定し、　NMRスペクトルを中心とした各種機器データ

の詳細な解析からそれらの平面構造を決定した。糖部は加水分解により得られた糖の旋光

度の比較により6・Omethyl・ルacetyl－D－glucosamineと決定した。また、36および37のス

ピン結合定数から、ゲニンとα・結合していることがわかった。以上の結果、mal丘lamentoside

A（36）およびB（37）の構造を一部の立体化学を除いて決定した。（Fig．36）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OCH3

　　　　　　　　　　　。・　　　　　・じ

　　4－Benzyl－3－phenyl－5H－furan・2－one（34）　　　　　　R＝H　：Malfilamentoside　A（36）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＝OH：Malfilamentoside　B（37）

Fig．36　Chemical　structures　of　4・benzyl・3・phenyl－5丑fUran・2－one（34），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mal丘lamentoside　A（36）and　B（37）

今回単離したフラノン誘導体（34、36、37）と同一の炭素骨格を有する化合物としては、
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近年オーストラリアの土壌真菌のm刀oロβωθ陀θ訪から
4’benzy1・3？heny1・5丑血ran・2・one（34）とともに5－OMe体のgymnoascolide　B（46），　C（47）

が単離されており、34は小麦葉枯病の原因菌である品〆o吻刀α輌b甜mに対する抗菌活性

が報告されている。29）また、malfilamentoside　A（36）のゲニン部分に相当する化合物とし

ては．4刀斑b品功垣りρθτ加顕から単離されたmicroperfUranone（48）が報告されている。

（］Fig．37）30）

・1こ”C＝：：：1：蒜；：1：：：1：1：：蒜

。　し　Mi、，。P。，f、，a，。，e（48），　R1．H，　R・。ひ・H

Fig．37　Related　compounds丘）r　f㎞ranone　derivative．

　Malbrancheoside　A（38）はFAB・MSおよび元素分析から分子式C48H80N2015と決定した。

まず、38の加水分解を行い、2種のゲニンpseudomalbrancheogenin（43）および

malbrancheogenin（44）を得た。化合物43および44は高分解能EI・MSより分子式

C30H5005であり、各種二次元NMRスペクトルの解析より43の平面構造を決定した。さら

に、NOESYスペクトルの詳細な解析よりABC環およびDE環の相対配置を決定し、改良

Mosher法によりABC環の6位の水酸基の絶対配置を決定した。以上の結果、

pseudomalbrancheogenin（43）の絶対構造をDE環の絶対配置を除いて決定した。（Fig．37）

また、malbrancheogenin（44）の平面構造を、　HMBCスペクトルを中心とした各種スペク

トルの解析から決定し、さらに、44が酸性条件下、比較的容易に43に変化すること等から

44の絶対配置を含めた立体化学を決定した。（Fig．38）Malbrancheoside　A（38）の加水分解

により得られた糖は旋光度を含む各種NMRスペクトルから6・σmethy1・D・glucosamineと

決定した。さらに、各種二次元NMRスペクトルの解析および44が酸性条件で容易に43

に変化することから、malbrancheoside　A（38）の構造をmalbrancheogenin　4，23・bis’

σ（2－acetylamino－2・deoxy’6・Omethy1一α・D・glucopyranoside）と決定した。（Fig，39）

　Malbrancheoside　B（39）は高分解能CI・MSより分子式C36H60010であり、また、
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malbrancheoside　C（40）およびD（41）はFTESI－MSからそれぞれC47H78N2015、

C45H75NO15と決定した。　Malbrancheoside　B（39）・（41）を加水分解したところ、いずれも

malbrancheoside　A（38）と同一のゲニンpseudomalbrancheogenin（43）および

malbrancheogenin（44）を与えた。化合物35・37の糖部については、配糖体の各種二次元

NMRスペクトルを中心としたスペクトルの解析から、それぞれ23位にmannose、4位に

．万acetylglucosamineおよび23位に6・σmethy・ルacetylglucosamineが、4位にmannose

および23位に6・Omethy一ルacetylglucosamineが結合していると決定した。以上の結果

およびアノマー水素の結合様式の解析からmalbrancheoside　B（39）・D（41）の構造を決定

した。（Fig，39）

　　　　　　　　　　H，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　　　　…H汽三・・H　…H…○・・H
H計’・H。H　H　H計“・H。H　H

　　　　Pseudomalbrancheogenin（43）　　　　　　　　　　Malbrancheogenin（44）

Fig．38　Chemical　structures　of　pseudomalbracheogenin（43）and　malbrancheogenin（44）

　　　　　　　　　　　　　　　：：　＼，　＼OR2

　　　　　　　　　R1詳べ・・。H　H

Malbrancheoside　A（38）：R1＝R2＝6－0－methyL∧Facetyl一α一D・glucosamine

　　　　　　　　B（39）・R1・H，　R2・β一D－mann・se

　　　　　　　　C（40）：R1＝〈ρacetyl一α一D－glucosamine，　R2＝6一σmethylJ∨acetyl一α一D－glucosamine

　　　　　　　　D（4†）：R1＝β一D－mannose，　R2＝6一σmethyL∧トacetyl一α・D－glucosamine

Fig．39　Chemical　structures　of　malbrancheoside　A（38）・D（41）

今回得られたmalbrancheoside類（38・41）を構成するゲニンmalbrancheogenin（44）
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は炭素数30の化合物であり、本化合物は新規トリテルペン様化合物と考えられたが、同一

の炭素骨格を有する化合物として、近年、海洋性海綿昂％四磁8βρ必〃晒τから単離された

abudinol　A（47）およびB（48）が報告されている。（Fig．40）26）27）また、トリテルペン様物質

のD－glucosamineおよびD・mannoseの配糖体が菌類から単離されたのは最初の例であると

考えられる。フラノン誘導体malfilamentoside　A（36）およびB（37）にもmalbrancheoside

類と同一の6・Omethy1・凡acety1・D・glucosamineが配糖体として結合していることは興味

深い。

　前述したようにmalbrancheoside類のゲニン部、　malbrancheogenin（44）はトリテルペ

ンと考えられるが、その生合成実験はabudinol　A（47）およびB（48）を含めて全く行われて

いなかった。そこで、今回2位を13Cで標識した酢酸ナトリウムを用いた取り込み実験を

行った結果、pseudomalbra皿cheogenin（43）はmevalonic　acidからsqualeneを経て、閉

環、糖の付加が起こり合成されるトリテルペンであると予想される。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH

：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’り’”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・Il｜1

HO　　　勿　看　　HO　　　”　百
． 　’。白H　　ソ　・。

ミOH　　　　　　　　　　　ミOH

　　　　　Abudinol　A（47）　　　　　　　　　　　　　　　Abudinol　B（48）

Fig、40　Structu∫es　of　abudinol　A（47）and　B（48）

　今回得られた新規化合物について、数種の生理活性試験を行ったところ、34にラットの

血管平滑筋弛緩作用（Ca2・＝10’3M：検体：10’7M　45％、10’6M　76％抑制）が認められた。また、

M塩amθ刀εosa　IFM41300株のacetone抽出エキスをAcOEtと水で分配した水相はクリプ

トコッカス症の原因菌である鋤彦00000ロ8刀θ0必㎜∂刀βに対して抗真菌活性を示したが、

今回得られた化合物の中には残念ながら活性を示す化合物は認められなかった。

M鋤mθ刀紘082のエキスは今回得られたMalbrallcheoside類より極性の高い分画に0

11θo励㎜2刀θに対する強い抗菌活性を示しているので、今後これらの分画の分離・精製が望

まれる。
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実験の部

　融点は柳本微量融点測定装置で測定し、未補正である。旋光度は日本分光DIP・1000型旋

光光度計で測定し、CDスペクトルはJ・600型自記旋光分散計（JASCO）および、　J・720型

自記旋光分散計（JASCO）、　IRスペクトルはIR・810型自記分光光度計（JASCO）、UV

スペクトルはU・3210自記分光光度計（日立）またはUltrospec2100pro分光光度計

（Amersham　Bioscience）で測定した。　EIおよびCI・MSはJMS－600W型質量分析計（日

本分光）、ESI・MSはmicromass　ZQ型質量分析計（waters）、　ESI・TOF・MSはmicroTOF

型質量分析計（Bruker）、　EAB－MSはJMS・SX　102型質量分析計（JEOL）、　FTESI・MS

はUrQ　Orbitrap型質量分析計（Thermo　Fisher　Scienti丘c）で測定した。　IH・NMRおよび

13C・NMRはLambda・500型（IH：500．00　MHz，13C：125．43　MHz：日本電子）、あるい

はAV－400型（1H：400．13　MHz，13C：100．61MHz：Bruker）核磁気共鳴装置で測定し、化

学シフトはtetramethylsilaneを内部標準としたδ（ppm）値で表示し、スピン結合定数は

Hzで表示した。なお、　singlet、　doublet、　triplet、　quartet、　multipletならびにbroadは

それぞれs、d、　t、　q、　mおよびbrと略記した。　LPLCはSS50・1296型ポンプ（Superior

Electric　company）を用い、カラムはcQ－3（30－50μm：和光純薬）を充填したガラスカ

ラム（φ25×300mm）もしくはSI・40B（φ26×300　mm：山善）を用いた。　HPLCは分

取用として、順相系ではSSC・3160型ポンプ（センシュウ科学）もしくはInteligent　302

型ポンプ（バイオテック）を用い、カラムはPEGASIL　silica60・5（φ10×300　mm：セン

シュウ科学）もしくはInertsil　SlnOOA（φ10×250　mm：GL　Science　Inc．）を使用し、流

速を4mL／minに設定した。また、検出器はYRD・883型示差屈折計（島村）を用いた。

逆相系ではSSC・3160型ポンプ（センシュウ科学）を用い、カラムはInertsil　ODS・P（φ

10×250mm：GL　Science　Inc．）もしくはPEGASIL　ODS（φ10×250　mm：センシュー科

学）を使用し、流速を4mL／minに設定した。検出器はRI・UV　monitor　YRU－883型検出

器（島村）を用いた。分析用としては、ポンプはPU－2080plus型（JASCO）を用い、カ

ラムはIIlertsi10DS・3（φ4．6×250　mm：GL　science　Inc．）を使用した。検出器は

MD・2010plus型多波長検出器（JASCO）を用いた。　CPCはDS・4型ポンプ（SHODEX）

を用い、CPC　model　LI、B・M（SANI（1）を、上昇法（800　rpm，流速5mUmin）で使用し
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た。TLCはTLC　plate　Kiselge160　F254（Merck）を用い紫外線下における吸収および蛍光、

またはリンモリブデン試薬、アニスアルデヒド硫酸試薬による呈色で検出した。膜滅菌は

8010型遠心機（KUBOTA）を用い、　UUrRAFREE　CL　GV（0．22μm）型遠心式フィルター

ユニット（MILUPORE）を使用した。また、動物実験は星薬科大学動物実験指針に基づ

いて行った。

第1章に関する実験

娠Z6煤刀φθa鋤mθ蛎o顕IFM41300株からの成分分離（8ページ、　Chard参照）

　協16瑠刀訪θθ鋤mθ蛎o聞IFM41300株をPDA平板培地にて25℃、21日間培養し種菌

とした。あらかじめ滅菌（120℃、20分）した米培地560g（米乾燥重量140gを4本のRoux

且askに分注）に、本菌の種菌を滅菌済みスパーテルで1cm2角に切り、それぞれ2片ほど

入れ、25℃、21日間静置培養した。Acetoneで抽出し、溶媒を留去後、残渣を水に懸濁し

AcOEtで抽出し、エキス（10　g）を得た。本エキスをhexane、　benzene、　CH2C12、　MeOH

で順次固液抽出し、各分画を溶媒留居した。得られたhexane分画（4．5　g）を、カラムク

ロマトグラフィー［シリカゲル，CH2Cl2・acetone（50：1→acetone）1で分画後、その

丘1をLPLC［hexane－acetone（5：2）1、　HPLC［hexane－acetone（5：1）］で順次精製し

bassidinolide（31）（801ng）を得た。また、丘3をHPLC［benzene－acetone（50：1）1で

精製し、amauromille（32）（235　mg）を得た。　Benzene分画（2．O　g）を、カラムクロマト

グラフィー【シリカゲル，CH2Cl2－EtOH（50：1→EtOH）］で分画後、　HPLC　Iシリカ

ゲル，benzene・EtOH（70：1）】で精製し、　erythroglaucine（33）（43　mg）とともに

4’benzyl・3・phenyl－5．仔furan・2－one（34）（10　mg＞を得た。　CH2Cl2抽出工キスを、LPLC［シ

リカゲル，CH2C12－EtOH（10：1）］で分画後、　HPLC［シリカゲル，　CH2Cl2－EtOH（10：

1），CH2C12－Acetone（1：2）］、およびHPLC（ODS：70％MeOH）で精製し、　Nacetyl－

aminobutyric　acid（35）（10　mg）と共にma1丘lamentoside　A（36）（9　mg）および、　B（37）（243

mg）を得た。　MeOH抽出エキス（1．5　g）をDIAION　HP20を担体としたオープンカラムを

用い、H20、20％MeOH、40％MeOH、60％MeOH、80％MeOH、　MeOH、　acetoneで順

次溶出し、acetone分画をさらにCPCでCH2C12・MeOH・H20からなる二層系を用い上
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昇法で精製し、7分画に分離した。その後、fr．3を、　ODSを用いたHPLCで80％MeOHお

よび、MeCN－MeOH－H20（7：7：6）からなる移動層を用い精製し、　malbrancheoside　C

（40）（18mg）および、　malbrancheoside　D（41）（20　mg）を単離した。また、　CPC後のfL5

を、ODSを用いたHPLCで85％MeOHを移動層と用いて精製し、　malbrancheoside　A

（38）（36mg）、　malbrancheoside　B（39）（30　mg）を得た。

第2章に関する実験

4・Benzyl・3－phenyl・5丑fUran・2・one（34）の性状

　無色粘性油．EI・MS　m／z，2501　M・，25】，205（52），115（97），91（100）．　CI・MS　mlz，251（M

＋H）＋．HR・EI・MS，伽nd：250．0996【（M＋），250．09941br　C17Hl402］．　UV（MeOH）λmax

。m（1。9・）・249（3．95），208（4．21）．　IR・ll｛。m・3030，2920，1750，1500，1450，1110，

1040．1Hおよび13C・NMRスペクトルデータは本論中Table　1に示した。

Malfilamentoside　A（36）の性状

　無色針状晶．融点188℃（from　MeOH）．【α］7＋206°（c1．0，　MeOH）．　EI・MS　m／z（％）

483（M＋，18），4051（M・H20）＋，27］，248（100）．　CI・MS　m／z（％）484．1955【（M＋H）＋，

484．1971品。C26H，。NO，，100】．　UV（M。OH）λm怒（1。g・）256（3．98）。m．　IR・鵠，m・・

3400（－OH），1780（・COO－），1610（・CONH’），1520．　CD△ε（nm）＋9．8（243）．1Hおよび

13C・NMRスペクトルデータは本論中Table　1に示した。

Malfilamentoside　B（37）の性状

　無色結晶性粉末．mp　113℃（f由m　MeOH）．【α］『＋24°（c1．0，　MeOH）．　EI・MS　m／z

（％）264（100）．CI－MS　m！z（％）265（100）．　ESI・TOF－MS　m／z　500．1929【（M＋H）＋，500．1915

拓。C26且，。NO，］．　UV伽。OH）λmax（1。9・）259（3．88）。m．　IR・鵠，m・・3400ぐOH），

1650（・CONH－），1530．　CD△ε（nm）・7．3（260）．1Hおよび13C・NMRスペクトルデータは本

論中table　1に示した。
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Mal丘lamentoside　A（36）およびB（37）の酸加水分解

　Mal甜amentoside　A（36）、　B（37）（各20　mg）に4moUL塩酸（10　mL）を加え、100℃

で3時間加熱した。冷後、それぞれの反応液をAcOEtで抽出した。その水層を、　ODSカ

ラムを用いたHPLC（5％CH3CN）で精製し、6・θmethy1・D・glucosamine　hydrochloride（A：

6mg，　B：5mg）を得た。

6一σmethy1－D・glucosamine　hydrochloride（42）の性状

　無色非晶形粉末．［α］C＋62．9°（cO．83，　H20）．1H－NMRδ（CD30D）：α一anom助2．87

（1H，　dd，　J＝10．7　Hz　and　3．6　Hz，2－H），3．11（1H，　dd，」＝9．8　Hz　and　8．9　Hz，4・H），3．25

（3H，　s，6－0’Me），3．55（1H，　m，6・H2），3．55（1H，　dd，　J＝10．7　and　8．9　Hz，3・H），3．74（1H，

ddd，」＝9．8　Hz，4．6　Hz　and　4．6　Hz，5・且），5．18（1H，　d，」＝3．6　Hz，1・H）；β・anomeち2．58

（1H，　dd，　J＝9．5　Hz　and　8．2　Hz，2・H），3．11（1H，　m，4－H），3．2’3．6（4H，　m，3－H，5－H，

6・H2），3．26（3H，　s，6・OMe），4．62（1H，　d，　J＝8．2　Hz，1・H）．

第3章に関する実験

Malbrancheoside　A　（38）の性状

　無色結晶性粉末．融点185℃（from　AcOEt－CH2C12）．【α増＋120．5°（c1．02，　MeOH）．

Positive　FAB－MS　m／z：947．51（M＋Na）＋］．　Anal．　Calcd．　For　C48H80N2015：C，61．26；H，

8．75；凡2．95．F。und・C，61．10；H，8．52；N3．07．　UV（M。OH）。nd。b、。叩ti。口IR・li｛，血1

3400（－OH），1660（・CONH・）．1Hおよび13C－NMRスペクトルデータは本論中Table3に示

した。

Malbrancheoside　A（38）の酸加水分解

　Malbrancheoside　A（38）（80　mg）に4mo班．塩酸5mLを加え、90℃で3時間反応させ

た。反応液をCHCI3で分配し、　CHCI3層を無水Na2SO4で乾燥し濃縮、乾固した。これを

HPLC［シリカゲル，　CHCI3－acetone（3：1）］で精製し、　malbrancheogenin（44）（21mg）
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およびpseudomalbrancheogenin（43）（13　mg）を得た。また、水層を濃縮後、　HPLC（ODS，

5％CH3CN）で精製し、6・Omethyl・D・glucosamine　hydrochloride（42）（12　mg）を得た。

Pseudomalbrancheogenin（43）の性状

　無色結晶性粉末．融点227℃（from　EtOH・H20）．【α］C＋15．1°（c1．0，　MeOH）．

EI・MS　m／z（％）490．3677（M＋490．36581br　C30H5005）．　UV（MeOH）end　absorption．　IRソ

ll｝cm’13420←OH）．1Hおよび13C・NMRスペクトルデータは本論中Table2に示した。

Malbrancheogenin（44）の性状

　無色結晶性粉末．融点183℃（from　EtOH・H20）．1α増＋49．5°（c1．0，　MeOH）．

EI・MS　m／z（％）490．3661（M＋490．3658五）r　C30H5005）．　UV（MeOH）end　absorption．　IRソ

艦cnr　13360（・OH）．1Hおよび13C・NMRスペクトルデータは本論中Table2に示した。

MalbrancheogeninのMTPAエステル化

Malbrancheogenin（8．7あるいは7．3　mg）に（劫・（・）一α・methoxy・α・trifluoromethyl・

phenylacetyl　chloride（27．3　mg）あるいは（5）・（＋）・α・methoxy・α一trifluoromethyl・

phenylace七yl　chloride（21．7　mg）を加え、　pyridine（1mL）に溶解させた。室温で24時

間反応させた後、空気噴霧で乾燥させ、CHCl3と1M　Na2CO3水溶液を加え分配し、得られ

たCHCl3層に水を加えさらに分配した。得られたCHCI3層をHPLC［hexane・acetone（3：

1）】で精製し、⑲・および（劫一MTPAエステル体をそれぞれ10　mg、9mg得た。

Pseudomalbrancheogenin－（5）－MTPAエステル（45）の性状

無色非晶形物質．IH・NMR（CDC13）δ：5．33（m，15・H），5．32（m，6－H），3．31（dd，　J＝5Hz

and　10　Hz，17・H），3．18（m，3－H），3．18（m，3－H），3．16（d，」＝10　Hz，5・H），2．21（m，

16－H2），2．11（dd，　J＝5Hz　and　ll　Hz，7・H2），1．96（m，16・H2），1．95（m，13－H），1．79（m，

12・H2），1．74（m，19・H2），1．74（m，19・H2），1。71（m，12・H2），1．66（m，2・H2），1．63（m，

1頃H2），1．59（m，21・H2），1．55（m，11・H2），1．55（m，20・H2），1．45（m，21・H2），1．41（m，

11－H2），1．39（m，2・H2），1．38（m，9・H），1．34（m，7・H2），1．28（m，20－H2），1．19（m，1・H2），
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1．18（s，24・H3），1．18（s，25・H3），　L10（s，29・H3），1．05（s，30・H3），0．98（s，28・H3），0．89（s，

27・H3），0．84（s，26・H3）．

Pseudolnalbrancheogenin・（1♪・MTPAエステル（46）の性状

　無色非晶形物質．1HNMR（CDCI3）δ：5．31（m，6－H），5．30（m，15－H），3．30（dd，」＝6

Hz　and　10　Hz，17・H），3．24（dd，　J＝3Hz　and　12　Hz，3・H），3．18（m，22・H），3．17（d，」＝

10Hz，5・H），2．21（m，16・H2），2．01（dd，」＝5Hz　and　12　Hz，7－H2），1．96（m，16・H2），

1．89（m，13・H），1．77（m，12・H2），1．69（m，2－H2），1．69（m，12・H2），1．68（m，19・H2），1．68

（m，19・H2），1．64（m，1－H2），1．59（m，21・H2），1．55（m，20・H2），1．54（m，11・H2），1．45（m，

21・H2），1．42（m，2・H2），1．40（m，11・H2），1．33（m，9・H），1．29（m，7－H2），1．28（m，

20－H2），1．20（m，1・H2），1．18（s，24・H3），1．18（s，25・H3），1．16（s，29－H3），1．13（s，30－H3），

0．99（s，28・H3），0．87（s，27・H3），0．84（s，26・H3）．

Malbrancheoside　B（39）の性状

　無色非晶形物質．融点152℃（from　MeOH）．［α増＋37．40（cO．5，　MeOH）．　ESI－MS

m／z（％）653【（M＋H）＋100】．CI・MS　m／z（％）653．4271【（M＋H）＋，653．4264　fbr　C36H61010，

471．UV（MeOH）end　absorption．　IRソ盤cnr　1340“OH）．1Hおよび13C・NMRスペク

トルデータは本論中Table4に示した。

Malbrancheoside　B（39）の酸加水分解

　Malbrancheoside　B（39）（20　mg）に4mol几塩酸10　mLを加え、90℃で3時間反応さ

せた。反応液にCHCI3を加え分配し、有機層を濃縮後HPLC［silicage1，　CHCI3－acetone（5：

1）］で精製し、malbrancheogenin（44）（5　mg）およびpseudomalbrancheogenin（43）（2　mg）

を得た。また、水層を濃縮後，HPLC（ODS，5％CH3CN）で精製し、　D・mannose（2mg）を

得た。
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Dmannoseの性状

　無色非晶形物質．［α】C＋15．20（cO．21，　H20）．1H・NMRδ（CD30D）：anomer　1，327

（1H，　m，5・H），3．44（1H，　dd，　J＝10　Hz　and　10　Hz，4・H），3．48（1H，　m，3－H），3．50（1H，　m，

2・H），3．54（1H，　m，6・H2），3．62（1H，　m，6・H2），4．87（1H，　brs，1・H）．　anomer－2，3．02（IH，

m，5・H），3．36（IH，　dd，　J＝10　Hz　and　9　Hz，4・H），3．48（1H，　m，2－H），3．52（1H，　m，3－H），

3．55（1H，　m，6・H2），3．66（1H，　m，6－H2），4．68（1H，　brs，1・H）．

Malbrancheoside　C（40）の性状

　無色結晶性粉末．融点168℃（from　MeOH）．［α］C＋120．8°（c1．0，　MeOH）．　ESI－MS

m／z（％）933［（M＋Na）＋，100】．　FTESI－MS　m！z（％）933．5280［（M＋Na）＋，933．53001br

C、，H78N，015N凡1001．　UV（M，OH）。nd。b，。頑舐IR・ll｛，m・3400ωH），1650

（－NHCO－）．1Hおよび13C一㎜スペクトルデータ｝ま本論中Table4に示した。

Malbrancheoside　D（41）の性状

　無色結晶性粉末．融点157℃（from　MeOH）．【α増＋110．5°（cO．5，　MeOH）．　ESI・MS

mlz（％）892【（M＋Na）＋，100］，870【（M＋H）＋，30］．　FTESI・MS　m／z（％）892．5028

［（M＋Na）＋，892．5034　fbr　C45H75NO15Na，100］，870．5210【870．5215　fbr　C45H75NOl5，29】．

UV（MeOH）end　absorption．　IR　ll　cm’13400ぐOH），1650（・CONHう．1Hおよび13C・NMR

スペクトルデータは本論中Table　4に示した。

第4章に関する実験

13C取り込み実験に関する培養・成分分離

　本実験では培地として米をフードプロセッサーで粉砕し、500umのふるいにかけ得られ

た粉末を水100mLに対し3g添加したものを用いた。

　晒16m11訪θa飽mθη云osa　IFM41300株を米粉末液体培地に植菌し25℃、150　rpmで

100時間培養したものを種菌とした。あらかじめ滅菌（120℃、20分）した米粉末液体

培地5L（500　mLを1L三角フラスコに分注）に種菌を10　mLずつ入れ、25℃、150　rpm
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で8日間培養した。その後、13CH3COONaを精製水10　mLに溶かし膜滅菌した後、1mL

ずつ分注した。さらに25℃、150rpmで4日間培養し、培養液を凍結乾燥した。乾固後、

MeOHで抽出し、溶媒留去し抽出エキス500　mLを得た。このエキスを4mo1几塩酸30　mL

を加え90℃、5時間撹枠後、CHCI3を加えて分配を3回行い、得られたCHCl3層に水を

加え分配を行った。得られたCHCI3層を無水Na2SO4で乾燥後、溶媒を留去し、　LPLC

【CHC13・acetone（3：1）］、　HPLC［CHC13・acetone（5：1）］で精製し、13C標識

pseudomalbrancheogenine（45）（2　mg）を得た。

13C標識pseudomalbrancheoside（45）の性状

　無色非晶形物質．1H・NMR（CDCI3）δ：5．34（1H，　brdd，　J＝2Hz　and　2　Hz，15・H），

3．84（1H，　m，6・H）、3．29（1H，　m，17・H），3．27（1H，　m，3’H），3．17（1H，　bd，　J＝11　Hz，

22・H），2．82（1H，　d，　J＝10　Hz，3・H），2．21（1H，　dd，　J＝13　Hz　and　7　Hz，16・H2），2．08

（1H，　dd，　J＝12　Hz　and　5　Hz，7・H2），1．95（1H，　m，16－H2），1．93（1H，　m，13－H），1．88

（1H，　m，19・H2），1．80（1H，　m，12・H2），1．75（1H，　m，2－H2），1．68（1H，　m，19・H2），1．66

（2H，　m，1－H2，12－H2），1．62（1H，　m，1・且2），1．60（1H，　m，20・且2，21－H2），1．53（1H，　m，

11－H2），1．43（1H，　m，2・H2），1．42（1H，　m，21－H2），1．35（1H，　m，9－H），1．34（1H，　m，

11－H2），1、27（1H，　m，11・H2），1、23（1H，　m，20・H2），1．24（3H，　s，30・H3），1．19（3H，　s，

29－H3），1．17（6H，　s，24・H3，25－H3），0．91（3H，　s，28－H3），0．88（3H，　s，26・且3），0．80

（3H，　s，27－H3）．13C・NMR（CDCl3）δ：119．9（肥C・15），90．9（TC・5），85．2（肥C・3），

84．4（T，C・22），79．1（T，　C・17），58．o（Q，　C・9），56．7（Q，　C・13），45。8（D，　C－7），44．9（D，

C・19），38．0（D，C・20），37．5（D，　C・1），26．2（S，　C－29），25．7（S，　C・24），24．2（S，　C－30），

23．7（S，C・25）．

各種生物活性試験に関する実験

抗真菌活性試験の方法

　抗真菌活性試験はペーパーディスク法で行い、試験菌として病原酵母2種（α辺φ’ぬ

a乃吻刀8ATCC90028、鋤Zo600閲sηθo必㎜∂刀s　ATCC90112）および病原糸状菌

一 58一



し“ρθ噺Z1ロθ允mj幽加s　lFM41243およびA．加卵r　lFM41398）を用いた。試験方法は、試

料を適当な濃度に希釈し、滅菌済み8mmディスクに染み込ませ良く乾燥させた後、抗真菌

試験用培地の上に置き、25℃で培養した。病原酵母は24時間後、病原糸状菌は48時間後

の阻止円の大きさを測定した。なお、抗真菌試験用培地の作製は、前述の試験菌をあらか

じめPDA斜面培地に培養しておき、前培養試験菌を滅菌水に縣濁させ、　PDA培地に混釈

後、滅菌済みシャーレに10－15mL、ずつ分注し、作製した。

ラット摘出大動脈を用いた血管弛緩作用31）

　7・8週齢のWister系雄性ラットを用い、マグヌス法で測定した。ラットの胸部の動脈を

摘出し、付着した脂肪等を除いた血管を長さ3mmに切断し、測定装置に取り付け、　EGTA

添加Ca2・除去Krebs・Henseleit溶液を用いて洗い、　Ca2・を取り除いた後、　Ca2・除去・高

濃度K÷1（rebs－Jenseleit溶液に置換した。試料溶液（10’6　Mまたは10’7　M：0．1％DMSO溶

液）を投与し、1時間プレインキュベート後、CaC12をCa2＋濃度が段階的に上昇するように

添加し、血管の収縮を観察した。
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