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略号表

本論文においては、以下の略号を使用する。

ABPM　　　　　AIIergenic　bronchopulmonary　aspergillosis

CD　　　　　　　　　Circular　dichrosim

CI・MS　　　　　Chemical　iollization　mass　spectrometry

BC－NMR　　　　l3C－Nuclear　magnetic　resonance

lH・1H　COSY　　IH・IH　Correlation　spectroscopy

HMBC　　　　　Heteronuclear　mu］tiple　boDd　coherrence

HMQC　　　　　Heteronuclear　multiple　quantum　coherrence

lH・NMR　　　　lH・Nuclear　magnetic　resonance

HPLC　　　　　　High　performance　liquid　chromatography

HREI－MS　　　High　resolution　electron　ionization　mass　spectrometry

IR　　　　　　　　　Infrared

LPLC　　　　　　Low　pressure　liquid　chromatography

MIC　　　　　　Minimum　inhibitory　concentration

NCCLS　　　　　The　national　committee　for　clinical　laboratory　standard

NOE　　　　　　　Nuclear　Overhauser　effect

NOESY　　　　　Nuclear　Overhauser　and　exchange　spectroscopy

PCC　　　　　　　Pyridinium　chlorochromate

PDC　　　　　　　Pyridinium　dichromate

TLC　　　　　　　Thin・layer　chromatography

TsOH　　　　　　　　　ρ一Toluenesulfonic　acid

UV　　　　　　　　Ultraviolet



序　論

　深在性真菌症は、別名内臓真菌症ともいわれるように身体内部の臓器や組織

が真菌で侵される感染症のことである。

　我が国にみられる深在性真菌症は，1960年頃より日和見感染として増加傾向

がみられていたが、それほど致死的ではなく、あまり重要視されていなかった。

　しかし，医学の進歩に伴い悪性腫瘍，造血系疾患，臓器移植などにより抵抗

力の低下した患者が長期間生存可能になったことや広域抗生物質，抗腫瘍剤，

副腎皮質ホルモン剤や免疫抑制剤の汎用，また各種留置カテーテルの使用が医

療現場で日常的に行なわれるようになったことなどから、真菌感染症の増加と

重篤化がみられるようになり、結果として直接死因に結びつくことも多くなっ

てきた。また、深在性真菌症は診断が難しく熟練を要することや、副作用の少

なく使いやすい抗真菌薬がなかったことなどから患者の増加とともに徐々に注

目されるようになった123）。さらに、1980年代には後天性免疫不全症候群

（AIDS：aquired　immunodeficiency　syndrome）の新たな出現とその患者の著

しい増加により，エイズに伴う真菌症の報告も注目されるようになった綱。

　この間、感染症治療薬として抗生物質が次から次へと新しい薬剤として臨床

的に使われるようになったのに対し、真菌症に対する新しい予防・診断・治療

の方法や新規抗真菌薬の開発はかなり遅れているのが現状である。

　従来、日本国内で使用されている深在性真菌症の治療薬は細胞膜障害作用を

有するアムホテリシンB（1）、核酸合成阻害薬であるフルシトシン（2）、細胞膜

エルゴステロール合成阻害活性を有するアゾール系抗真菌剤ミコナゾール（3）、

フルコナゾール（4）およびイトラコナゾール（5）の5薬剤であったが、2002

年に1β・β｛）・グルカン合成酵素阻害という新しい作用機序のキャンディン系抗

真菌薬ミカファンギン（6）が承認され、深在性真菌症に対する新しい治療が期

待されている（Fig．1）。しかしながら、近年の医療技術の発達に伴い免疫力が

低下した患者の増加や薬剤耐性菌の出現等といった現状からも、これまでの薬

剤だけでは不十分であり、深在性真菌症の治療には新規抗真菌薬の開発がなお

必要である。
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　特に最近の深在性真菌症の傾向として、主に．48ρθτ留1ん8んm∫ga加8

FRESENIUS　var．允加ga6α8（以下、．4．允mτgθ6αs）を原因菌としたアスペルギ

ルス症の増加が認められている6）。現在、深在性真菌症の治療薬として最も汎

用されているフルコナゾールは．48ρθ∬亘1ん8属に対する抗真菌活性は弱いため、

抗孔允m垣θ加8作用を示す新規薬剤は医療現場において要求の高い薬剤と考

えられる。

　著者は、これまでに真菌類の第二次代謝産物の成分研究を行なっており、

0τ〔加4θ班かo刀cf．6τロ刀cθ九m　UAMH　9473から化合物12－17を分離するとと

もに、抗真菌作用を有する化合物としてLLZ1271α7・8）（7）、　PR13888）（8）と新規

tetranorditerpenoid化合物oidiodendrolide　A（9），　B（10）およびC（11）を分

離している9）（Fig．2）。

　これらのtetranorditerpenoid関連化合物は、カンジダ症の原因菌である

02刀φ’（1∂θ1加o∂刀8（ROBIN）BERKHOUT（以下、乙albτo∂η8）およびクリプトコ

ッカス症の原因菌αアρZoooo6ロ8刀θo允τma刀8（SANFEHCE）VUILLEMIN　var．

刀θo允τmaη8（以下、㊥刀θoゐτm∂η8）に対して抗真菌活性を示した。また、

non－a1わゴc∂η80a刀雄ゴa症の原因菌となるCρaτ∂p8」108∫8や0∂uん㌦τθη8ゴ8

などの乙21加oa刀8以外の病原性酵母に対しても抗真菌活性を示した（Table　1）。

化合物8は、輸入真菌症の1つであるヒストプラズマ症の原因菌盈8ερρ1a8ma

o∂ρ8μ1∂加皿に対しても抗真菌作用を示した。一連のtetranorditerpenoid化合

物の抗真菌活性は、C環がアセタール構造であることが必要であり、またB，　C

環内に不飽和結合が存在するほど、つまりB，C環の平面性が増すほど、強い活

性を示すという結果が得られた（Chart　1）。
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Table　1，ノηvlfrて）antifungal　activity（MIC）of　7～11

Test　organism　　　　　　　　　　Strain MICμ9／ml
7　　　　　8　　　　　9　　　　　10　　　　　11

α迎（品∂θZδぬηθ　　　　　　　　　　　ATCC90028　　　　　8　　　　　】6　　　　＞64　　　　＞64　　　　32

α・ロφ’㎝凌1加c凌η8　　　　　　　　　　　　ATCC90029　　　　　　8　　　　　16　　　　＞64　　　　＞64　　　　　32

02迎oケ’由∂」佑泌θηθ　　　　　　　　　　　　1463D　　　　　　　　　8　　　　　16　　　　＞64　　　　＞64　　　　32

α迎㎜吻加加　　　　　　　　　IFM46816　　　　　32　　　64　　　＞64　　　＞64　　　64
0日」ロ必’㎝．ρθ坦ρ鋤曲　　　　　　　　IFM46863　　　　　8　　　　16　　　＞64　　　＞64　　　32

0已ロ㎜〔7ロカ］伽」㎏η翻8　　　　　　　　　　CBS7987　　　　　　　8　　　　　　8　　　　　＞64　　　　＞64　　　　　32

砲ロ㎜・歯θ6牙　　　　　　　　　　IFM46921　　　　　2　　　　2　　　＞64　　　＞64　　　16

α迎φ’㎝8μ㎜㎜oηぬ’　　　　　　IFM46823　　　　　8　　　　32　　　＞64　　　＞64　　　32

勘凶泡∂刀ozη∂必～　　　　　　　　　　IFM47182　　　　　2　　　　4　　　＞64　　　＞64　　　16

0戊ρε06000ロθηθo血し囮～2、ロθ　　　　　　　ATCC90112　　　　　　4　　　　　　8　　　　　＞64　　　　＞64　　　　　16

鋤ψ必」遠血也1盟a掘面と治　　　　　　　　　　　　yeast　type　　　　　　　　　16　　　　　　　32　　　　　　＞64　　　　　　＞64　　　　　　＞64

毎励ρ力吻皿1ηθ皿紐写W、力蜴θθ　　　　KCH・1155　　　　　32　　　　64　　　　＞64　　　　＞64　　　　＞64

ぷP卿Z1ロsんm1卵加8　　　　　　　1FM41243　　　　＞64　　　＞64　　　＞64　　　＞64　　　＞64

・4卵θ瑠〃ロ8。砺wθ　　　　　　　　　IFM41934　　　　　64　　　64　　　＞64　　　＞64　　　＞64

・4璃ρθれ痴1ロ8∬、悟θr　　　　　　　　　IFM41398　　　　　64　　　64　　　＞64　　　＞64　　　＞64
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Chart　1．

　近年、Sakaiらにより．4βρθ瑠Zん8　sp．の培養菌体および培養ろ液から．4．

允m垣ヨ加8に対して特異的な抗真菌作用を有する新規ステロイド

MerNF8054A（18）およびMerNF8054X（19）の単離が報告された10）。さらに

水野らにより、鋤θτicθヱ1a力θ6θ∬oZ加茄ヒa（KwON，　FENNELL＆RAPER）

MALLOCH＆　CAIN，　ATCC　16847（mating　type　A）およびATCC　16824

（mating　type　a）からのMerNF8054X（19）の単離および絶対構造についての

報告があった11）。著者は、新たな抗．4．允mゴ8況ロ8作用を有する化合物を求め

て、上記2菌株について、成分検索を行なったところ、Mer・NF8054Aおよび

MerNF8054Xと同じ18，22・cycloergostane骨格を有する新規化合物

emesterone　A（20）およびemesterone　B（21）を単離したが、これらの化合物

の．4．允mゴ卵加8に対する抗真菌作用はいずれもMer・NF8054A（18）より弱か

った12）（Fig．3およびTable　2）。この結果から、11位のカルボニル基の有無と

3位のOH基が抗真菌活性の強度に関与すると考えられた（Chart　2）。
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Fig．3．　Chemical　Structures　of　18，22・Cycloergosterol　Derivatives

Table　2．，ηv1カo　antifungal　activity（MIC）of　18－21

T・・t・・g・ni・m　S・・ai・　1ぽ　纂IC（μ9／畏　21

∠lspθ瑠μ1α8」勉m級’ロs　　　　IFM4942　　　0．16　　　10　　　＞80　　　20

ぷψθ瑠迦5允m吻加8　　　　1FM41088　　　0．63　　　20　　　　＞80　　　　80
αη6堀θ81b口α～ηs　　　　　　　　　　　IFM40009　　　　　　＞50　　　　　　＞80　　　　　　＞80　　　　　　＞80

★The　values　were　revised丘om　the　hterature．10）
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そこで、著者は抗・4．允m●a加8作用を有する新規化合物を求めて、菌株保有

機関（千葉大学真菌医学研究センター等）の保存菌株や新規分離菌株について

6



抗菌スクリーニングを行なった。その結果、抗．4．允m垣●加8活性を有する化合

物として、αθ∂o呂ρo亘μmsp．　IFM　49189から新規pentanorlanostane誘導体

cladosporide　A・Dを、また未同定真菌IFM52672から新規nonadrideであ

るdihydoepiheveadrideおよびその関連化合物を単離し、構造決定を行なった。

さらに各化合物の構造の一部を化学変換することで、これらの化学構造と抗真

菌活性との関連を示す知見が得られたので、本論にて報告する。
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本論

第1章α8∂bθρo㎡ロm8p．　IFM　49189由来の抗真菌活性物質

　新規抗真菌物質を得るために、1997年に南米土壌から分離した菌株約160種

について、試験菌に．4．允zηゴ卵加畠．4．刀τ8助σロ1ゐτcaη8およびOrア刀θoゐτma刀8

を用いて抗真菌活性スクリーニングを行なった結果、19菌株に抗真菌活性が認

められた（Table　3）。これらの菌株のうち、．4．允加期加8に対してのみ抗真菌

活性を示したαθ∂四ρo㎡αmsp．　IFM　49189株から抗真菌活性物質の分離を試

みた。

Table　3、　Antifungal　Activity　of　Fungal　Extracts

・輌｛　　 A㎞』　A＝賦㎎『鋤＿。才　｛＿
らθ翻αη夕εθ5〃治cわ〃5（Jo－1Ab）　　　　　　　　　　　　　16　　　　　　　　　　　　　22　　　　　　　　　　　　　　18　　　　　　　　　　　　　（11）

月レ5諭〃7ηsp．（101）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　　　（12）　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　－

Unidentjfied　fungus（Mo－15A）　　　　　　　・　　（13）　　　　　　　　　27　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　－

Unidentjfied　fungus（133C）　　　　　　　　　　　　　　　　17　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一

〇后由幼o西励sp．（Na－9②＝IFM　49189）　　　（15）　　　　　　一　　　　　　　一　　　　　　　一
αらdbψα扇αγ77　sp．（150B）　　　　　　　　　　　　　　　（15）　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一

偽6b5ρo励㎝sp．（145B）　　　　　　　　　　　　　　（125）　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一

α∂θb5ρo噺ηsp．（165A）　　　　　　　（12）　　　　　一　　　　　一　　　　　　一
（論σb5ρo励〃η7　sp．（142A）　　　　　　　　　　　　　　　　（1　t5）　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一

Uniderlti6ed　fungus（133A）　　　　　　　　　　　　　　　　　（11）　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一

（茨7め5ρo西㎝sp．（159A）　　　　　　　　　　　　　　　　　　（11）　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一

C冶db鍋α所励sp．（165B）　　　　　　　　　　　　　　　（11）　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　　　　＿

Uhidentifモed　fungus（168）　　　　　　　　　　　　　　　　　（10）　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一

玩方odbηη∂sp．（75B）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　12　　　　　　　　　　　　　　11　　　　　　　　　　　　　　－

Uniderlti侃ed　fUngus（Fo－1a）　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　（1D　　　　　　　　　　　（10）

月ξρθ醐μ5ノψ㎝Ws（80A）　　　　　　　一　　　　　　一　　　　　　11　　　　　　－
Unident桁ed　fUngus（152B）　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　（11）

月g〃’c伽η7sp．（133D）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　（10）

ρ已η6ρ〃痴7ηsp．（138A）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　（10）

The　diameter　of　inhibitory　zone　was　measured　in　mm．　The　paren廿ハesis　means　slighdy　growing　in廿1e　lnhib栢on　clr℃le．

The　minus（一）means　no　inhibiUon．
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第1節α8doβρ017逗m　8p．　IFM　49189の培養および成分分離

　01a∂05ρoガロm　sp，　IFM　49189を米培地1500　g（米150　gを10本の1L用

Roux　flaskに分注）で21日間、25℃で培養した後、　C｝12Cl2・EtOH（1：1）で

抽出・濃縮を行ない抽出物24gを得た。抽出物は、精製水で懸濁した後、CHCI3

で液液分配を行なうと抗真菌活性は有機層のみに存在したので、それを濃縮し

抽出エキス14．5gを得た。次に、抽出エキス14．5gをシリカゲルカラムクロ

マトグラフィーに付し、CHCI3，　CHCI3・EtOH（50：1），　CHC13・EtOH（5：1），

CHCI3・EtOH（1：1）およびacetoneで順次溶出した。　CHCI3および

CHCI3－EtOH（50：1）分画の主成分は、　ergosterol（22）であった。抗真菌活性

はCHCI3・EtOH（50：1）分画に認められた。そこで、本分画を溶離液CH2Cl2・

acetone（20：1）で、シリカゲルLPLCによって分離を行なったところ、抗真菌

活性はergosterol　peroxide（23）を主成分とした分画に認められた。この分画を

濃縮乾固した後、MeO且を添加して溶解し遠心分離を行ない、沈殿物として

ergosterol　peroxide（23）と脂肪酸を除去した。上清液は溶離液90％MeOHを

用いてODS逆相LPLCで繰返し精製した後、　HPLC（CHC13：MeOH＝200：1）

で精製することで、1anosterol（24）の側鎖から炭素5個が欠損した

pentanorlanostane誘導体である23，24，25，26，27・pentanorlanost・8・ene－3β，

22・diol（25）13）3mgとともに新規化合物であるcladosporide　A（26）13　mg、

cladosporide　B（27）2mg、　cladosporide　C（28）2．5　mgおよびcladosporide　D

（29）1mgを得た（Chart　3およびFig．4）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　21　H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　　　　　　　　　　　　182°gH・OH　　　　　　　CH・OH

　　　　　　　　　19　　11　　13　　17
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　1搭㌍　　　　1三
R1

　　OHC　逐8　　　　　　　　　　　　　　　　　　0HC　二
　　　　　29

Cladosporide　A（26）：R1＝OH，　R2＝H　　　CIadosporide　B（27）：R1＝OH，　R2＝H

CIadosporide　C（28）：R1＝H，　R2＝OH　　　CIadosporide　D（29）：R1＝H，　R2＝OH

H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H　　　：

　R

　　　　　　　　　へ　三

H・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ergosterol（22）

　　　　　　25：R＝CH・OH　　　　　　　　　H　…
Lanosterol（24）：R＝　　　　 ＼ミ

HO
P・δR

Ergosterol　peroxide（23）

Fig．4．　Chemical　Structures　of　Cladsporides　A・D

　　　　　　　and　Their　Related　Compounds
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　　　　　　　　　　　　cultured　at　25°C　for　21d（1500　g　of　moistured　rice）

　　　　　　　　　　　　extracted　with　CH2Cl2－EtOH（1：1）

　　　　　Extract　24

　　　　　　　　　　　　partitioned　with　H20－CHCI3

H201ayer　　　　　⊆旦Ia　er　Residue：44．5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　chromatographed　on　silica　gel

　　　　　　　　CHCI3　　　⊆過3』三±Ω上L幽　　　　CHCI3－EtOH（5：1）　　　CHCI3－EtOH（1：1）　　　acetone

ら
’一　　　　　　　Er　osterol　22　　　　　LPLC　on　silica　gel　using　CH2Cl2－acetone（20：1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dissolved　in　MeOH

　　　　　　　　　　　　　　　　　ppt　　　　　　一

Er　osterol eroxide 23
LPLC　on　ODS（90％MeOH）
HPLC　on　silica　gel【CHCI3－MeOH（200：1）1

⊆≧旦｛＿△　　　一皇＿⊆＞　　2324252627－Pentanorlanost－　　　⊆一＿旦　　　　一
　　⑳13mg　　　　　（2置）2．5　mg　　　8－ene－3　22－diol　25　3mg　　　　　　　斑）2mg　　　　　　　｛2壇）1mg

　　　　Chart　3．　lsobtion　of　Cladosporides　A（26）－D（29）from　C∫adosρo〃ωm　sp．　lFM　49189



第2節Clado8poride　Aの構造

　Cladosporide　A（26）の分子式は、　HREI・MSからC25H4003と決定した。

1且・NMRスペクトルから、δ0．72（s），0．90（d，」＝1且z），0．93（s），1．03（d，」＝6

Hz）および1．31（s）に5つのメチル基の存在が確認された。また、δ3．36（dd）

および3．66（dd）に観測されるメチレンプロトンのシグナルから第一級アルコ

ールの存在とδ3．18（brdd）に観測されるメチンプロトンから第二級アルコール

の存在およびδ9．78（d）のシグナルからホルミル基の存在が確認された。

13C・NMRスペクトルから、5つのメチル炭素シグナルと酸素原子に隣接した

δ67．9のシグナルを含む9つの5ρ3メチレン炭素シグナル、酸素原子に隣接し

たδ77．0のシグナルを含む4っの5ρ3メチン炭素シグナル、4つの呂ρ3四級

炭素シグナル、δ133．2およびδ134．4の5ρ2四級炭素シグナルおよびδ208．1

のアルデヒド由来炭素シグナルの計25個の炭素シグナルが観測された（Table

4）。　Cladosporide　A（26）は、　UVスペクトルで284　nmにn→π★遷移による

極大吸収（logε＝2．12）が認められることから、ホルミル基由来の孤立したカ

ルボニル基の存在が示唆された。Cladosporide　A（26）は、分子式から不飽和度

が6であり、分子内に4置換の二重結合とホルミル基が存在することから、四

員環のpentanortriterpenoidあるいはsesterterpenoid誘導体であると推定

した。そこで、pentanorlanostane骨格を有する25とcladosporide　A（26）の

1H・および13C・NMRスペクトルデータの比較検討を行なったところ、25に存

在するメチル基由来のシグナルの1本【δH1．00（3且，　d，♂＝1．2且z），δb28．0］

が消失し、26で新たにホルミル基由来のシグナル1碗9．78（1H，4」＝2Hz），δb

208』が観測された。さらに13C・NMRスペクトルにっいて詳細な検討を行な

うと、A環およびこれに近接した炭素シグナルすなわち、　C・3（25：δ79．0，26：δ

77．0），C・4（25：δ38．9，26：δ52．4），C・5（25：δ50．4，26：δ52．0）およびC・28

（25：δ15．4，26：δ18．7）に比較的大きな変化が観察されたことから、

cladosporide　A（26）は25の4位に結合したメチル基の1つがアルデヒドに酸

化された構造であると推定した。IH・IH　COSYおよびHMBCスペクトルの結

果もこの構造を支持していた（Fig．6）。
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T・bl・4．1H－and　13C－NMR　Ch・mical　Shi代・・f　25　and　Cl・d・・p・・id・A（26）i・CDCI、

25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　26

；1□°n　δ・　δ・（Ji・H・）　　δ・　δ．（Ji・H・）

1　　35．6　　t22　m　　　　　　35．3　　t25　ddd臼3」3，5）
　　　　　　　　　　　　　　　　　1．74m　　　　　　　　　　1．83　m

2　　27．9＊　　1．57m　　　　　　28．4　　1．83　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　t68　m　　　　　　　　　　1、93

3　　　　　　　79．0　　　　　　3．23　dd（12，5）　　　　　　　　　　77．0　　　　　　3．18　brdd（10，4）

4　　　　　　　38．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　52．4

5　　50．4　　1．05m　　　　　　52，0　　t32　dd（15，2）

6　　18．3　　1．48m　　　　　　18．1　　1．69　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　1．68m　　　　　　　　　2．01　m

7　　26．5＊　　1．90m　　　　　　26．4　　2．12　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　2．03m　　　　　　　　　　2．12　m

8　　　　　134．5＊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　134．4

9　　　　　　134．3＊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　133．2

10　　　　　　　37．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37．0

11　　21．0　　2．03m　　　　　　21．1　　2．02　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　2．03m　　　　　　　　　　2．10　m

12　　30．9＊　　1．68m　　　　　　30．5　　t71　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　t77　m　　　　　　　　　 t78　m
13　　　　　　44．7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　44．3

14　　　　　49、6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　49．3

15　　31．0＊　　1．22m　　　　　　30．7　　1．23　ddd（12，12，2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1．57m　　　　　　　　　　t60　m

16　　27．7＊　　t37　m　　　　　　27．3　　1．40　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　1．68m　　　　　　　　　 1．93　m

17　　46．8　　t57　m　　　　　　46．4　　1．58　m
18　　　　　　15．9　　　　　　0．72　s　　　　　　　　　　　　　　　　15，7　　　　　　0．72　s

19　　　　　　19．2　　　　　　0．99　s　　　　　　　　　　　　　　　　18．3　　　　　　0．93　s

20　　39．4　　1．57m　　　　　　39．2　　1．58　m
21　　　　　　16．8　　　　　　1．03　d（6）　　　　　　　　　　　　　　16．5　　　　　　1．03　d（6）

22　　　　　　68．2　　　　　　3．36　dd（11，5）　　　　　　　　　　67．9　　　　　　3．36　dd（10，6）

　　　　　　　　　　　　　　　　　3．65　brd（11）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．66　dd（10，2）

28　　　　　　15．4＊　　　　　　0．81　d（2）　　　　　　　　　　　　　　18．7　　　　　　1．31　s

29　　　　　　　28．0　　　　　　1．00　d（1）　　　　　　　　　　　　　208．1　　　　　　9．78　d（2）

30　　　　　　24．3＊　　　　　0．88　s　　　　　　　　　　　　　　　　　24．1　　　　　　0．90　d（1）

＊The　assig．ment，　w。，e，evi，ed　f，。m　th。　lit。，at。・e11）．
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H。　　　　＼毘H
　　　　　　　那HH　HMBC＿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H－　HCOSY　一

H，

Fig．6．　HMBC　and　IH－IH・COSY　Correlations　of　Cladosporide　A（26）

　　　　　　　　　　　　　　　　0．7％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH3

　　　　　　　　　6．0％

　　　　　　　　r～H3　CH3　CH2。H

　　　　　　　CHO

H°

　　　　　）　　　　　　2・7％

Fig・7．　NOE　Correlations　of　Cladosporide　A（26）
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　Cladosporide　A（26）のNOE実験において、19位のメチル基のプロトン

δ0．93を照射したとき、ホルミル基のプロトン（δ9．78）と18位のメチル基の

プロトン（δ0．72）の間にそれぞれ6．0％および0．7％のNOEが観測され

た。NOESYスペクトルにおける相関ピークは、3位のプロトン（δ3．18）と5

位のプロトン（δ1．32）の間にも観測された。これらの結果は、ホルミル基と3

位の水酸基が同じ側に存在していることを示した。また、30位のメチル基のプ

ロトン（δ0．90）を照射した時、17位のプロトン（δ1．58）に2．7％のNOEが

観測された（Fig．7）。このことから、17位の側鎖の立体化学はβ位であると決

定した。

　Cladosporide　A（26）の相対構造を確定するために、X線結晶解析を行なった。

X線結晶解析に適したcladosporide　Aの結晶は、メタノール中から無色板状晶

として得られた。結晶構造は、MITHRII．9014）を用いた直接法によって解析を

行ない、最終的な信頼度因子はR＝o．073に収束した。結晶構造は、Fig．8に

示すようなcladosporide　A・MeO且一溶媒和物であった。　Cladosporide　A（26）

分子の結合距離や結合角度について、予想値との顕著なずれは認められなかっ

た。また、cladosporide　A（26）とメタノール分子は主に22・OH…

3β0且…H20…・3β0且　［02・H…01（2．672　A）、01・且…04（2，732　A）、04・且

… 01（2．732A）］の水素結合により格子を形成していた。以上の結果から、

cladosporide　A（26）の相対構造は、　Fig．4に示す通りであると決定した。

　Cladosporide　A（26）は、1anosterol誘導体であることから、その絶対構造は

Fig．4に示すような3β，22・dihydroxy・23，24，25，26，27・pentanorlanostan－

29・a1であると考えた。なお、X線結晶解析から得られた結晶構造について、29

位アルデヒドのカルボニル基にオクタント則を適用してみたところ符号は（一）

となり、cladosporide　Aの絶対構造を支持する結果となった　（Fig．9）。
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C21
ノ

c31①
D

Fig．8．　Perspective　View　of　the　Crystal　Structure　of　Cladosporide　A（26）

　　　　Methanol　Solvate　with　Thermal　Ellipsoids　at　30％Possibility

　　　　　　　　　　　　　　i

㏄

　　　　　　　　　　　　　　i　c21・αア

　　　　　　　　　　　　　　｛　（x　　　　■o

　　　　　　　　　　　　　　lC18、C13C15C16

i　CW　C12
iO　　　　　　　　　C30

CIAρC1。　C・Cθ

　　　　　　　　　　　　　　○『」C4　C5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C28
　　　　　　　　　　鋼ぷジc・。

　　　　　　　　　c3了　　？1
　　　　　　　　　　　　　　　　　｜

　　　　　　　　　　　　　　　　　；

　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

（一）

　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　G）

Fig．9．　The　C＝O　Projection　at　Crystal　Structure　of

　　　　　　　Cladosporide　A（26）Methanol　Solvate
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第3節　Clado8poride　Aの抗真菌作用

　ヒトに対する病原真菌を含む糸状菌10株および酵母8株に対する

cladosporide　A（26）の抗真菌スペクトルについて検討した。抗真菌活性試験は、

NCCLS法15）に準じたMIC測定を行なったが、　cladosporide　A（26）は各試

験菌に対して明瞭なMICを示さなかった。そこで、　cladosporide　A（26）の各

試験菌に対する80％発育阻害濃度（IC80）を測定した（Table　5）。

　ABPM等の患者からの分離5菌株（IFM　4942，　IFM　40819，　IFM　46075，

IFM　47064およびIFM　47078）を含む7菌株の．4，允mg況u8に対して

cladosporide　A（26）は、　IC800．5－4．0μg／mlの抗真菌作用を示したが、同属の

．4、刀a四8や・4．η∫9θτおよび病原性酵母乙θ肪ゴoa刀8，乙ゴαゐ五η∫θ刀5ゴ8，乙

9辺茄ετmo刀直云乙孟θ垣，σ説θ11況0ゴ∂θ∂，乙ぴ0ρゴ02五8および鋤刀θ0ノ∂rm∂刀8

に対しては、128μg／mlで抗真菌活性を示さなかった。

　一方、cladosporide　A（26）のホルミル基がメチル基にかわった25はすべ

ての試験菌に対して、128μg／m1で抗真菌活性を示さなかった。このことから、

pentanorlanostane誘導体の．4．允1η垣a加8に対する抗真菌作用には

4βaldehydeが必要であると考えられた。

。4，允m垣●加8は、ABPM等のアスペルギルス症の主要な病原真菌であるので、

cladosporide　A（26）が静菌的作用ではあるが、．4．ん加田εα8に対してのみ抗真

菌作用を示すことは興味深い。
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Table　5．　Antifun　al　ActMt　of　Clads　olide　A（26）

Test　organism　　　　　　　Strain　　　　　　IC80（μ9／ml）

メ5ρθ増〃レs勉〃7皆ψ5　　　　　　1FM　4942　　　　　　　　　f．0

4卵θ堪〃レ5㎞顧輪　　　　　　IFM　40819　　　　　　　　　4．0

／45ρθ鋤〃5㎞元gヨ加5　　　　　　1FM　41375　　　　　　　　　0．5

／45ρθ屠肋s允晦●缶s　　　　　　IFM　41382　　　　　　　　　1．0

／45ρθ堪微5㎞鰺∂Z〃5　　　　　　1FM　46075　　　　　　　　　40

、4Sρθ字〃レs㎞卵加5　　　　　　1FM　47064　　　　　　　　　4．0

／45ρθ卿〃μs㎞宙加s　　　　　　IFM　47078　　　　　　　　0．5

／45iρθ堪微s砺ws　　　　　　　　IFM　47031　　　　　　　　＞128

、45ロθ御〃レs況ヨレ〃5　　　　　　　　1FM　47032　　　　　　　　＞128

／45ρθ惰〃レsη糎r　　　　　　　　lFM　41398　　　　　　　　＞128

（乏ηo始∂必□c∂〃5　　　　　　　　　ATCC　90028　　　　　　　＞128

（冶ηo肋鋤6c∂η5　　　　　　　　　ATCC　90029　　　　　　　＞128

0∂η㎝●d励〃η元θηs元s　　　　　　　CBS　7988　　　　　　　　＞128

0らηo肋8L〃泓θ〃ηoηρ〃　　　　　　1FM　46823　　　　　　　　＞128

0∂ηo始んθ6γ　　　　　　　　　　lFM　46921　　　　　　　　＞128

0∂〃θ始5εθ〃倫τo肋∂　　　　　　　CBS　1905　　　　　　　　　＞128

0∂ηo肋ヵoρ6c∂佑　　　　　　　　IFM　46816　　　　　　　　＞128

0％o亡ococc〃s〃θo允〃η∂ηs　　　IFM　40215　　　　　　　　＞128

第4節Clado8poride　B・Dの構造

Cladosporide　B（27）、　C（28）およびD（29）の分子式は、　HREI・MSからそれ

それC25H3803、　C25H4003およびC25H3803と決定した。　Cladosporide　B・Dの

物理化学的性状はTable　6に、IH・NMRおよび13C－NMR解析データはTable

7にまとめた。

　Cladosporide　C（28）は、　cladosporide　A（26）と同じ分子式C25H4003を示し

ており、両化合物の13C・NMRスペクトルは、　A環およびこれに近接した炭素

シグナルすなわち、C・1（28：δ30．2，26：δ35．3）、　C・2（28：δ26．5，26：δ28．4）、

C・3（28：δ69．1，26：δ77．0）およびC・5（28：δ45．2，26：δ52．0）以外はよく一

致していた。1H－NMRスペクトルにおいて、　cladosporide　C（28）と

cladosporide　A（26）は、　C・3のプロトン［28：δ4．14（t，」＝3Hz），26：δ3．18

（brdd，」＝10，4且z）］の化学シフトおよびカップリング様式に大きな違いが観

測された。この結果から、cladosporide　C（28）は、　cladosporide　A（26）の3位
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のエピマー体であると推定した。そこで、各種二次元NMRスペクトルによる

詳細な検討を行なった結果（Fig．10およびFig．11）、　cladosporide　C（28）の

構造はcladosporide　A（26）の3位の水酸基がα・OHとなったエピマー体、

すなわち3α，22－dihydroxy－23，24，25，26，27・pentanorlanost・8・en・29・a1であ

ると決定した。

　Cladosporide　B（27）およびD（29）は、それぞれcladosporide　A（26）および

C（28）より水素原子が2個少ない同じ分子式を有しており、また27および

29は、どちらも236，243および251nmにUV極大吸収を示すことから、

共役した二重結合の存在が示唆された。13C・NMRスペクトルで、cladosporide　B

（27）およびD（29）は、cladosporide　A（26）およびC（28）の2つの㎡炭素

（26：δ134．4および133．2，28：δ134．5および133．7）の代わりに、4つの

㎡炭素（27：δ143．4，143．0，119．4および118．1，29：δ143．6，142．9，119．4

および117．7）が観測され、また27および29のIH・NMRスペクトルでは、

それぞれ2つの二重結合上のプロトン、すなわち27ではδ5．43（brd，」＝6

Hz）および5．55（brd，♂＝6Hz）、29ではδ5．43（d，」＝6Hz）および5．52（d，

」＝6Hz）が新たに観測された。これらの結果および各種二次元NMRスペク

トルの検討結果（Fig．12およびFig．13）から、　cladosporide　B（27）およびD

（29）は7，9（11）に共役二重結合をもつことが明らかとなった。また、lH・NMR

スペクトルでC・3のプロトンの化学シフト値およびカップリング係数から、

cladosporide　B（27）のC・3の立体化学は、　cladosporide　A（26）と同じ3βOH

［27：δ3．23（brdd，♂ニ9，5Hz），26：3．18（brdd，」ニ10，4且z）］であり、

cladosporide　D（29）の3位の立体化学はcladosporide　C（28）と同じ3ぴOH

［29：δ4．12（t，♂＝3且z），28：4．14（t，」＝3且z）］であることがわかり、NOESY

の結果もそれを支持した。

　以上の結果から、cladosporide　B（27）およびD（29）の構造は、それぞれ

cladosporide　A（26）およびC（28）の共役二重結合誘導体、すなわち3β，

22・dihydroxy・23，24，25，26，27・pentanorlanosta・7，9（11）・dien・29－alおよび3α，

22・dihydroxy・23，24，25，26，27・pentanorlanosta・7，9（11）・dien・29・alであると決

定した。
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Table　6．　Physico－Chemical　Properties　of　Cladosporide　A（26），　B（27），　C（28）and　D（29）

26　　　　　　　　　　　　　　　　　　27　　　　　　　　　　　　　　　　　　28　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29

　　ApPearance　　　　　　colorless　plates　　　　　　oolorless　crystals　　　　　colorless　crystals　　　　　　colorless　crystals

　　　　　　　　　　　　　　　　（from　MeOH）　　　　（from　CH2C12・MeOH）　　（fをom　CH2Cl2・MeOH）　　　（from　CH2CI2－MeOH）

Melting　point（°C）　　　　206－209　　　　　　　　212－215　　　　　　　　219・221　　　　　　　　　209－211

Molecular　fbrmula　　　　C25H4003　　　　　　　C25H3803　　　　　　　C25H4003　　　　　　　　C25H3803

　HREI－MS（M＋）　　　　　388．2962　　　　　　　　386．2832　　　　　　　　388．2975　　　　　　　　　386．2806

　　　　　　　　　　　　　　（Calcd．388．2977）　　　　　　　（Calcd．386．2821）　　　　　　　（Calcd．388．2977）　　　　　　　　（Calcd．386．2821）

　　IRv　KB「cm’1　　　　　　3400（OH）　　　　　　　　3370（OH）　　　　　　　　3385（OH）　　　　　　　　3380（OH）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1715（CO）　　　　　　　　　　　1710（CO）　　　　　　　　　　　1720（CO）　　　　　　　　　　　　1715（CO）

UVMeoHnm（10g　e）　　　　　284（2．12）　　　　　　　　236（4．15）　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　236（4，22）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　243（4．03）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　243（4．28）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　251（4．03）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　251（4．03）

　　CD∠ε（nm）　　　　　　－0．55（300）　　　　　　　　・1，23（304）　　　　　　　　－0，57（296）　　　　　　　　　－1．63（301）



Table　7．1H－and　13C－NMR　Chemical　Shifts　of　Cladosporide　A（26），　B（27），　C（28）and　D（29）in　CDCI3

　　　　　　　　　　　　　　　26　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　28　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29

No．　　　dC　　　　　dH（J　in　Hz）　　　　　　　　dC　　　　　dH（J　in　Hz）　　　　　　　　dC　　　　　dH（J　in　Hz）　　　　　　　　　dC　　　　　dH（J　in　Hz）

　　　　　　　　　1　　35．3　t25　ddd（13パ3，5）　　35．7　1．55　m　　　　　 30．2　1．52　m　　　　　 29，9　1．68　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．83m　　　　　　　　 2．05　m　　　　　　　　t52　m　　　　　　　　t76　m
　　　　　　　　　2　　28．4　t83　m　　　　　　28．6　1．92　m　　　　　 26．5　1．65　m　　　　　 26．4　1．76　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．93m　　　　　　　　 t94　m　　　　　　　　2．08　m　　　　　　　　1．76　m
　　　　　　　　　3　　　　77．0　　　3．18　brdd（10，4）　　　　　　77．0　　　3．23　brdd（9，5）　　　　　　　69」　　　4．14　t（3）　　　　　　　　　　69，3　　　4．12　t（3）

　　　　　　　　　4　　　　　　52．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　52．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　52．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5t9

　　　　　　　　　5　　52．O　W32　dd（15，2）　　　 50．6　1．40　dd（12．5，4）　　　45．2　1．83　m　　　　　 43．8　1．85　dd（13，4）

　　　　　　　　　6　　18」　1．69m　　　　　　22．6　227　brd（13，12．5）　　17．8　1．83　m　　　　　 2t9　2．29　ddd（17，6，4）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．01m　　　　　　　　2．40　ddd（13，6，4）　　　　 1．92　m　　　　　　　 2．40　dd（17，13）

　　　　　　　　　7　　26．4　2．12m　　　　　 119．4　5．55　brd（6）　　　　26．4　2．10　m　　　　　119．4　5．52　d（6）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．12m　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2」Om
　　　　　　　　　8　　　　　134．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　143．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　134．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　143．6

　　　　　　　　　9　　　　133．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　143．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　133．7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　142．9

　　　　　　　　10　　　　　37．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　37．3

　　　　　　　　11　　21．1　2．02m　　　　　 118．1　5．43　brd（6）　　　　21．2　1．95　m　　　　　刊7．7　5．43　d（6）
トo

ト凸　　　　　　　　2．10m　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 2．13　m

　　　　　　　　12　　30．5　1．71m　　　　　　37．7　2．10　dd（13，6）　　　30．8　1．68　m　　　　　 37．7　2．10　dd（18，6）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．78m　　　　　　　　 2．24　brd（13）　　　　　　 1．78　m　　　　　　　　2．26　brd（18）
　　　　　　　　13　　　　　44．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　44．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43．9

　　　　　　　　14　　　　49．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 49．7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50」

　　　　　　　　15　　30．7　1．23ddd（12，12，2）　　31．6　t42　m　　　　　 3tO　1．23　m　　　　　 31．6　1．42　m

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t60　m　　　　　　　　　1．60　m　　　　　　　　 t65　m　　　　　　　　 t62　m
　　　　　　　　16　　27．3　1．40m　　　　　　27．3　1．38　m　　　　　　27．6　1．38　m　　　　　　27．3　t38　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t93　m　　　　　　　　 1．98　m　　　　　　　　 t94　m　　　　　　　　2．00　m
　　　　　　　　17　　46．4　t58　m　　　　　　47．2　1．65　m　　　　　 46．7　t58　m　　　　　 47．2　t62　m
　　　　　　　　18　　　　　　15．7　　　　0．72　s　　　　　　　　　　　　　　　　　15．8　　　　0．59　s　　　　　　　　　　　　　　　　　15．9　　　　0．72　s　　　　　　　　　　　　　　　　　15．8　　　　0．59　s

　　　　　　　　19　　　　　18．3　　　　0．93　s　　　　　　　　　　　　　　　　22．4　　　　0．91　s　　　　　　　　　　　　　　　　18．1　　　　0．88　s　　　　　　　　　　　　　　　　21，8　　　　0．87　s

　　　　　　　　20　　39．2　1．58m　　　　　　39．2　1．58　m　　　　　 39．5　1．58　m　　　　　 39．2　1．58　m
　　　　　　　　21　　　　　　16．5　　　　tO3　d（6）　　　　　　　　　　　　　　16．6　　　　1．02　d（6）　　　　　　　　　　　　　　16．8　　　　tO3　d（6）　　　　　　　　　　　　　16．6　　　　tO2　d（6）

　　　　　　　　22　　　　　67．9　　　　3．36　dd（10，6）　　　　　　　　　　68．1　　　　3．38　dd（10，6）　　　　　　　　　68．2　　　　3．37　dd（10，5）　　　　　　　　　68」　　　　3．38　dd（10，7）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．66　dd（10，2）　　　　　　　　　　　　　　　　　3．67　dd（10，2）　　　　　　　　　　　　　　　　3．66　brd（10）　　　　　　　　　　　　　　　　　3．67　dd（10，3）

　　　　　　　　28　　　　　18．7　　　　1．31　s　　　　　　　　　　　　　　　　19．4　　　　1．30　d（2）　　　　　　　　　　　　　19．6　　　　1．14　s　　　　　　　　　　　　　　　　19．8　　　　1．15　s

　　　　　　　　29　　　　208．1　　　　9．78　d（2）　　　　　　　　　　　　　208．1　　　　9．91　d（2）　　　　　　　　　　　　204．9　　　　9．76　s　　　　　　　　　　　　　　　205．0　　　　9．88　s

　　　　　　　　30　　　　　24．1　　　　0．90　d（1）　　　　　　　　　　　　　25．4　　　　0，89　s　　　　　　　　　　　　　　　　24．3　　　　0．90　s　　　　　　　　　　　　　　　　25．4　　　　0．91　s



　　　　　　　　　　　HHH逮；

Fig．10．且MBC　and　IH・II｛・COSY　Correlations　of　Cladosporide　C（28）

　　　　　　1．0％
1・1％

H　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

　　　　　　　　　　　　　　　　　3．1％

　　Fig．11．　NOE　Correlations　of　Cladosporide　C（28）

　　　　　　　　　　　　　22



Fig．12．　HMBC　and咀・1H・COSY　Correlations　of　Cladosporide　B（27）

　　　　　　　　　H　　　＆

　　　　　　　H

Fig．13．　HMBC　and咀・1H・COSY　Correlations　of　Cladosporide　D（29）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　23



第5節　Pentanorlano8tane誘導体の抗真菌活性

αa∂05ρoτ加皿sp．　IFM　49189から得られたpentanorlanostane化合物25，

cladosporide　A（26），　B（27），　C（28），　D（29）およびcladosporide　A（26）から誘

導したPDC酸化体30およびNaBH4還元体31について（Chart　4）、抗真

菌活性試験を行なった。スクリーニングには、ペーパーデイスク法を用い、試

験菌として．4．允加gヨ加81FM　41243，．4．　mgθτIFM　41398，0θ1ゐτoaηθIFM

40009およびOrア刀θo≠bτma刀8　ATCC　90112を使用した。

H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

CH20H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cOOH

　　　　　　＼ミ　三　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼ミ　三

HOぐ　三　　　　　　」ヨ型E＿　　　　　、　　－
H三R　　　　4・°，2・h　　O沌

OHC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OHC　’

　　　　26　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30

H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H

CH20H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH20H

　　　　　　＼ミ　三　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼　三
　　　　　　　　　二　　　　　　　NaBH4，　MeOH
H°

産自　　「π“→H°産自
OHC　’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HOH2C　’

　　　26　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　31

Chart　4，

24



　化合物25・31は、いずれも．4，mgθちσa1加caη8およびOrアηθ（ガ5㎜紐8

に対して抗真菌活性を示さなかった。Clado8poride　A（26）およびB（27）は、

∠4．允1η垣ヨ加8に対して3．0μ9／di8cおよび1．5μ9／discで発育阻害を示したが、

cladosporide　C（28）およびD（29）は、発育阻害を示さなかった。また、

cladosporide　A（26）の酸化体30および還元体31は、・4．允zητ8ヨ九8に対し

て弱い抗真菌活性を示した。これらの結果は、．4．允1ητ9ヨ加8に対する抗真菌活

性の発現には、3位にβO且基もしくはカルボニル基を有することと4β・メ

チル基に酸素官能基を有することが必要であり、また抗真菌活性については、

3・ketoより3βOH、4βCH20Hより4βCHO、8・eneより7，9（11）・dieneの

ほうが強いという結論を得た（Table　8およびChart　5）。

Table　8．　AntifUngal　Activity　of　Compounds　25－31

Compound（μ9／disc） 25 26 27 28 29 30 31

100
一

15 17
一 一

± 10

50
一

15 16
一 一 一

9

25
一

15 14
一 一 一

±

12．5
一

13 13
一 一 一 一

6
一

13 13
一 一 一 一

3
一

11 12
一 一 一 一

1．5

一 一
11

一 一 一 一
The　diameter　of　inhibition　circle　was　indicated　on　mm。

All　of　Compounds　showed　no　activity　for　Aη糎r，0∂め尼∂ηs　and　Oり乙ηθo治〃η∂ηs．

H

CH20H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　sミミ　三
　　　　　　　　　　　　　　　　　H　　　　　　　　　　　　　　　　　－
　　　　　　　　　　　　　　　　　OOOH　　　　HO　　　三
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　三H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　　　　　　　∨ミ　三H　　　　　　　　　　　　　　H　　　　　　　　　　　　　　　　　　二　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H
CH20H　　　　　　　　　　　　　　　　CH20H　　　　　　　　　　o　　　　三　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH20H

　　　　　　　　　　　　　三H
　　　　ニ　　　　　　　　　　　ベミ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　リ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　こ

㌃把三〉⊇自二 　》　　　塩酬≧露6二
27　　　　　　　　　　　　　　26

Chart　5．

28
H

三　　　　　　　　　　　　　　　　CH20H

三R　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　1三
31　　　　　　　　　　　　H（ゴ　　三

　　　　　　　　　三H　　　　　　　OHC　’
29

25



第2章　未同定真菌IFM52672由来の抗真菌活性物質

　新規抗真菌物質を得るために、2000年に南米土壌から分離した真菌約220種

について、試験菌として．4．允zη●●加8，．4．η」8iθち乙θ乃τca刀8およびαア

刀θo允τmθη8を用いて抗真菌活性スクリーニングを行ない、糸状菌であるA．

血1ητga加8および．4．刀垣θτに対して抗真菌活性が認められた未同定真菌

IFM52672株について成分検索を行なった。

第1節　未同定真菌IFM　52672の培養および成分分離

　未同定真菌IFM　52672株を米培地500　g　（米100　gずつ11．用Roux　flask

に分注）で25℃、28日間培養した後、CHC13’MeO且（1：1）の混合溶媒で抽出

し、粗抽出物18gを得た。粗抽出物をそれぞれ約350ml．のn・ヘキサン、ベ

ンゼン、クロロホルム、アセトンおよびメタノールの順に固液抽出を行なった。

各抽出液について．4．允m垣a加8に対する抗真菌活性を調べた結果、活性は主

にn・ヘキサンおよびベンゼン抽出液に認められた。そこで、両抽出液を合わせ、

濃縮した後、A．允m垣ぼ加8に対する抗菌活性を指標にして、シリカゲルカラム

クロマトグラフィーによる分離精製を繰り返し、無色針状晶（mp　157’8℃）と

して新規化合物32を315mg（ジエチルエーテルより再結晶）、32の前分画か

ら化合物3312mg（アセトンより再結晶）を得た。化合物32および33はベ

ンゼン、塩化メチレン、アセトン、メタノールなどの有機溶媒には易溶である

が、水には不溶であった（Chart　6およびFig．14）。
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hexane

　　　　　　　　cultured　at　25°C　for　21d（500　g　of　moistured　rice）

　　　　　　　　extracted　with　CHCI3－MeOH（1：1）

Extract　18

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHCI3350　ml

benzene　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acetone　350　ml

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHCI3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MeOH　350　ml

chromatographed　on　silica　gel　　　　　　acetone

留　　　　　　　　　　　　　　hexane・　　　　benzene　　　鋤3　　acetone　　MeOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　benzene

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　chromatographed　on　silica　gel（benzene－CHCI3）

MeOH

　　　　　　　　　　　　　　chromatographed　on　silica　gel（CH2Cl2－acetone）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　recrystallized　from　diethyl　ether

100：i　　50：1　　　20：1　　　10：1　　　5：1　　　MeOH

　　　chromatographed　on　silica　gel（n－hexane－acetone）

・ecワ・t・llizedf・・macet・ne

，器g

　　　　　　　　Chart　6．　lsolation　of　Compounds　32　and　33　from　Fungus　IFM　52672



べび

〕，／1” 　　　　　　　　　／

0　託i尺　　o　　　　　　O　　貝　　O
　　　9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s

。三／121／，三。　　　・／　／・

O　　　　　　　R　　　　　　　　　　　O　　　　　　O

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35
　32：R＝H，OH
　33：R＝H，H
　34：R＝O

Fig．14．　Chemical　Structures　of　Compounds　32・35

第2節　Dihydroepiheveadrideおよび関連化合物の構造

　化合物32の分子式はCI・MSおよびHREI・MSから分子式C18且2206と

決定した。化合物32の物理化学的性状をTable　9に、1H・および13C・NMR

スペクトルデータをTable　10に示した。化合物32は、IRスペクトルで、1770

cm’1および1840　cm’1に無水カルボン酸に特徴的な吸収が認められ、さらに

3450cm“1にOH基による吸収が認められた。13C－NMRスペクトルから3っ

のカルボニル炭素（δ164．5，165．8および171．8）の存在が観測されたことと

1且・NMRスペクトルでヘミアセタールあるいはアセタール炭素（δ98．7）に結

合したプロトンδ6．04（1H，　s）が確認されたことからマレイン酸無水物構造お

よびその一つのカルボニルが還元された構造の存在が示唆された。さらに

1且・IH　COSYおよびHMBC等の各種二次元スペクトルの解析から、32をエ

チル基とプロピル基を側鎖に有する九員環を基本骨格とするnonadride誘導

体であると推定した（Fig．15）。

　化合物32をPCCで処理すると、酸化体34が得られた（Chart　7）。化合

物34は、茄五η加Z力05ρo㎡α1η力θγθθθPETcH（盈ρ01θ亘8加㎎θθCBS　241．93）
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器

Table　9．　Physico・Chemical　Properties　of　Compounds　32・35

32　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35

　　Appearance　　　　　　oolorle　ss　crystalhne　powder　　　　　　　　　colorless　crystal　　　　　　　　　colorle8s　crystalhne　pow｛ler　　　　　　colorless　crystaUine　powder

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Gom　diethyl　ether）　　　　　　　　　　　（丘om　aoetone）　　　　　　　　　　　（丘om　diethyl　ether）　　　　　　　　　（丘om　diethyl　ether）

Melti皿g　point（°C）　　　　　　　　157・158　　　　　　　　　　　　　　202・203　　　　　　　　　　　　　　146・149　　　　　　　　　　　　　159．5・162

Molecular責bnnula　　　　　　　　CI8H2206　　　　　　　　　　　　　C18H2205　　　　　　　　　　　　　Cl8H2006　　　　　　　　　　　　　Cl8H2006

　HREI－MS（M＋）　　　　　　　　334．1428　　　　　　　　　　　　　318，1480　　　　　　　　　　　　　332．1270　　　　　　　　　　　　　332．1273
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Calcd．334．1416）　　　　　　　　　　　　　　（Calcd．318，1467）　　　　　　　　　　　　　　（Calc（1，332．1260）　　　　　　　　　　　　　　（Calcd，332．1260）

CI・MS（垣obutane）　　　　　　　335（M＋1）　　　　　　　　　　　　319（M＋1）　　　　　　　　　　　　333（M＋1）　　　　　　　　　　　　333（M＋1）

　　IRvKB「cm’1　　　　　　　　　　3450（OH）　　　　　　　　　　　1840，1770（anhydride）　　　　　　　　1830，1763（anhydride）　　　　　　　　1834，1761（anhydride）

　　　　　　　　　　　　　　　　　1840，1770（anhydride）

UVMeoHnm（log　e）　　　　　　251（3．56），204（4．18＞　　　　　　　　　247（3，56），216（4．11）　　　　　　　　　246（3．94），204（429）　　　　　　　　　246（330）、204（3．67）

　　CD∠le（nm）　　　　　　　　　　－5．76（247）　　　　　　　　　　　・5．21（261），・3．77（224）　　　　　　　　　　　－13．16（250）　　　　　　　　　　　　　　＋1．05（220）

　　　　［α】D　　　　　　　　　　　　　　　・91．3°　　　　　　　　　　　　　　　　　　・83、0°　　　　　　　　　　　　　　　　　　・170．9°　　　　　　　　　　　　　　　　　＋593°

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（c＝1．04，CIICl3）　　　　　　　　　　　　（c＝1．04，　CHCI3）　　　　　　　　　　　　（c＝1．11．　CHCIg　　　　　　　　　　　　（c＝1．12，　CHCI3）

Solubihty（Soluble）　CH2Cl2，　EtOAc，　Me2CO，　EtOII，　MeOH　CH2Cl2，　EtOAc，　Me2CO，　EtOH，　MeOH　　CH2Cl2，　EtOAc，　Me2CO，　EtOH　　　　CH2Cl2，　EtOAc，　Me2CO，　EtOH

　　　　　　σns・1uble）　　　η・Hexane，　H20　　　　　　刀・Hexane，　H20　　　　　　刀・Hexane，　H20　　　　　　刀・H・xan・，　H20



Table　10．1H・and　13C・NMR　Spectral　Data　of　Compounds　32・35

　　　　　　　　　　　　　　　32　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35

N°・・3C　　　・H　　　・3C　　・H　　　・・C　　・H　　・3C　　・H
　　　　　　1　　146．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　146，9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　146．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　148．3

　　　　　　2　　　146．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　145，6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　146．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　145．1

　　　　　　3　21．8　2．49m　　　　　　　　　22．2　2．20　m　　　　　　　　21．5　2．20　m　　　　　　　21．2　2．34　brt（12．8）
　　　　　　　　　　　　　　　　3．08ddd（13．7，10．0，1．2）　　　　3．11　ddd（13．7，9．0，1．4）　　　　3．16　m　　　　　　　　　3．08　brt（12．8）

　　　　　　4　24、3　2．36m　　　　　　　　24．6　2．48　brt〈14．3，10．7）　　　22．1　2．20　m　　　　　　 22．5　2．20　m
　　　　　　　　　　　　　　　　2．73dd（13．8，9．0）　　　　　　　　　　　　　2，58　ddd（14，3，9．0，1．1）　　　　　　　　3．16　m　　　　　　　　　　　　　　　　　　3，23　dd（13，2，8．6）

　　　　　　5　　158．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　159．7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　144．1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　144．0

　　　　　　6130．6　　　　　　127．8　　　　　　145．0　　　　　144．5
　　　　　　7　　26．7　1．51m　　　　　　　　　　26．9　1．55　m　　　　　　　　　　28．0　1．76　brt（12．8，12．5）　　26．1　2．12　brd（12．5）
　　　　　　　　　　　　　　　　2．64brd（13．7）　　　　　　　　　　　　　　　2．68　brd（13．5）　　　　　　　　　　　　　　　2．90　dd（12．8，3．0）　　　　　　　　　　2．88　brd（12．5）

の
0　　　8　46．5　2．04m　　　　　　　　46．4　2．10m　　　　　　　　47．9　2．10m　　　　　　　40．7　222m
　　　　　　9　40．1　2．64m　　　　　　　　40．5　2．50m　　　　　　　　40．8　2．44m　　　　　　　46．2　224m
　　　　　　10　　164，5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　164．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　164．1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　163．5

　　　　　　11　　165，8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　165．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　165．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　164．8

　　　　　　12　　　98，7　　6．04s　　　　　　　　　　　　　　　　71．2　　4．70　dd（17．4，2．5）　　　　　　165．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　165，7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．81brd（17．4）

　　　　　　13　　171，8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　173．7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　164．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　165．7

　　　　　　1’　　13．9　　0．86t（7．1）　　　　　　　　　　　　13．9　　0．86t（7，3）　　　　　　　　　　　13．9　　0．87　t（7．3）　　　　　　　　　14．0　　0．86t（7．0）

　　　　　　2’　21．7　1．14m　　　　　　　　　21．8　1．12m　　　　　　　　21．8　1．15m　　　　　　　21．8　1．04m
　　　　　　　　　　　　　　　　1．14m　　　　　　　　　　　1．12m　　　　　　　　　　　1．15m　　　　　　　　　　1．15m
　　　　　　3’　31．5　1．51m　　　　　　　　31．5　1．50m　　　　　　　31．6　1．56m　　　　　　30．8　1．62m
　　　　　　　　　　　　　　　　2．14m　　　　　　　　　　　2．10m　　　　　　　　　　2．15m　　　　　　　　　1．94m
　　　　　　1”　　　12，9　　1．06t（7．1）　　　　　　　　　　　　12．9　　1．07　t（7．3）　　　　　　　　　　　12．9　　1．08　t（7．3）　　　　　　　　　12．8　　1．18　br8

　　　　　　2”　23、2　0．95m　　　　　　　　23．2　0．98m　　　　　　　　23．5　0．98m　　　　　　22．5　1．20m
　　　　　　　　　　　　　　　　2．04m　　　　　　　　　　　2．00m　　　　　　　　　　　2．10m　　　　　　　　　　1．82m



Fig．15．　HMBC　and　IH・1H　COSY　Correlations　in　32

　　∠　　三　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∠　　：

0　　・　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　二　　　　　〇
　　　　　　　　　　　　　　　PCC，　CH2Cl2

・／　／・　，e輪2hr　　・／　／・
0　　　　　　0H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　O

　　　32　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　34

　　　　　　　　　　　　　　　　Chart　7．

31



から既に単離され、平面構造のみが決定しているheveadride（35）16・17）である

と考えられたが、文献からは35の詳細な機器分析データ値が得られなかった。

そこで、上記の菌株をthe　Centraalbureau　voor　Schimmelcultures（CBS）か

ら入手し、本菌株についてChart　8に示した培養・抽出・分離精製を行ない、

heveadride（35）を得た。　Heveadride（35）と34の各種機器データを比較する

と、1H・および13C・NMRスペクトルデータが若干異なることと旋光度および

CDスペクトルが明らかに異なることから、34は35の8位あるいは9位の

エビ゜マー体であると決定し、epiheveadrideと命名した（Table　9およびTable

10）。したがって、今回分離した活性本体32は34のジヒドロ体であることか

ら、本化合物をdihydroepiheveadrideと命名した。

　化合物33は、CI・MSおよびHREI・MSから分子式Cl8正｛2205と決定した

（Table　9）。化合物33と32の咀・NMRスペクトルを比較すると、32で存在

したδ6．04（1H，　s）のメチンシグナルが33では消失し、新たにδ4．70（1H，　dd，

」＝17．4，2．5且z）およびδ4．81（1且，d，」＝17。4　Hz）のメチレンシグナルが出

現したこと以外は32とよく一致していた。また、13C　NMRスペクトルは、

32のヘミアセタール炭素（δ98．7）が消失し、33ではδ71．2に一C且2－0一に

相当するシグナルとして現れていること以外はよく一致していた（Table　10）。

さらに、IH・1H　COSYおよびHMBC等の二次元スペクトルの解析から、33は

32の12・dehydroxy誘導体であると推定した（Fig．16）。そこで、化合物32

をNaBH4で還元後、　PCC酸化を行なったところ（Chart　9）、得られた生成

物はCDスペクトルを含めた各種機器データが33と完全に一致したことから、

33の絶対配置を含めた立体化学は32と同一であることが明らかとなった。
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認

n－hexane

　　　　　　　　cultured　at　25°C　for　21d（600　g　of　moistured　rice）

　　　　　　　　extracted　with　CHCI3－MeOH（1：1）

Extract　42．3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHCI3350　mI

benzene　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acetone　350　ml

　　　　　　　　　　　　CHα3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　MeOH　350　ml

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acetone

chromatographed　on　silica　gel　　　　　　　　　　　MeOH

　　　　（CH2CI2－acetone）

CH2Cl2　　　　　100：1　　　　　50：1　　　acetone　　　EtOH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　recrystallized　from　diethyl　ether

　　　　　　　　　　　　　　heveadride　35

　　　　　　　　　　　　　　　　　3．40g

Chart　8．　lsolation　of　Heveadride（35）from　Bloρo∫aηs］りeveae　CBS　241．93



H　　　　CH3

H　　　　H　　　　　　　H

HMBC　　　　　－一一一一

1H・1　H　COSY

O　　　　　　　　　　　　　　　　　H　　　　O

、

　H　H　　H　H　　　　　　　H

Fig．16．且MBC　and　IH・1H　COSY　Correlations　in　33

V＜　1）N。BH中CH，・H　れ
O　　　二　　　　　　　〇　　　　　2）PCC，　CH2Cl2　　　　　　　　　　　　0　　　二　　　　　　　〇

〇　～　　　　／　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　l　　　　l　O

　O　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　　　　　32　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ident雨ed　as　natural　product（33）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　【α】D，CD，1H－NMR，　mp

Chart　g．
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　化合物33をアセトンから再結晶したところ、X線結晶解析に適したプリズ

ム晶として成長したので、これを用いてX線結晶解析を行なったところ、Fig．

17に示した結晶構造が得られた。X線結晶解析により得られた分子構造の結合

距離や結合角は、予想していた化学構造とよく一致していた。その結果、33の

相対配置が決定され、　8位および9位のアルキル側鎖はo短配置であること

が明らかとなった。また、前述した化学変換の結果（Chart　7およびChart　g）

から、dihydroepiheveadride（32）およびepiheveadride（34）のアルキル側鎖

どうしの立体化学もoゴ8配置であると決定した。したがって、heveadride（35）

は、8位および9位のアルキル側鎖どうしの立体化学は云τθη8配置であるこ

とが明らかとなった。

○
ヨP

Q

Fig．17．　Perspective　View　of　the　Crystal　Structure　of　33

　　with　Thermal　Ellipsoids　at　50％Possibility
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　化合物32から誘導された33および34の8位および9位の立体化学

は32と同じであり、epiheveadride（34）とheveadride（35）は8位あるいは

9位の立体化学が異なる立体異性体ということになる。したがって、　34およ

び35の絶対構造を明らかにすれば、　32および33の絶対構造を決定するこ

とができる。そこで、はじめに34と35の関係が8・エピマー体であるか9・

エピマー体であるかを明らかにするために、35について9位の異性化反応を

行ない、　8位および9位のアルキル側鎖がcゴ8　配置になった生成物の旋光

性を観測する実験を試みた。生成物が（一）の旋光性を示した場合、生成物は天

然品32由来の34（［α］D＝・170．9°）と同一化合物、すなわち35の9・エピ

マー体となり、　（＋）の旋光性を示した場合、生成物は34のエナンチオマー、

すなわち35の8・エピマー体のエナンチオマーとなる。

　化合物35をトルエンーベンゼン混液中で過剰のTsOHとともに加熱処理

を行なったところ、少量のepiheveadride（34）の生成がHPLCで確認され、

生成したepiheveadride（34）は旋光度検出器で32のPCC酸化体である

34と同じ（一）の旋光性を示した（Fig．18）。この化学反応の結果から、34は

35の9一エピマー体であること、すなわち34と35の8位の絶対配置が同一

であることが明らかとなった。

　次にepiheveadride（34）およびheveadride（35）等の絶対構造を明らかに

するため、34および35について臭素原子を有する数種のイミド誘導体を作

成し重原子を用いたX線結晶解析による絶対構造の決定を試みた（Chart　10）。

化合物34にっいては、X線結晶解析に適した結晶を得ることはできなかった

が、35については、Table　11に示した生成物の中で、4・bromoanilille誘導

体（36c）をアセトン中から再結晶することで、　X線結晶解析に適した板状晶が

得られた。そこで、直接法によるX線結晶解析を行なった結果、R因子がR＝

0．093，Rwニ0．101で解析が完了した。化合物36cの絶対構造は、臭素原子の

異常分散を利用して決定した結果、8位が丑配置、9位が、9配置であることが

確認された（Fig，19）。したがって、　heveadride（35）の絶対構造も8位が冗

配置、9位がS配置と決定した。

　Heveadride（35）の9位が5配置であることから、　9・エビ゜マー体である

epiheveadride（34）は32および33も含めて9位が瓦配置であり、これら
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の絶対構造はFig．14の通りに決定した。また、それぞれの化合物の化学的な

関連性にっいては、Chart　11にまとめた。

1．0

0．5i

0．0

、ン。宅R食　。

・

、ζ・1

o　V　　！o ←o　／　　／o

i

゜ …duc・⑭＼ o　　　　　　　o

substrate｛35）

Detect　A（UV）

1

口．凶

Detect　B（OR）

　　　ミ

．
1．oi

0　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　40（min）

　　　〈HPLC　conditions＞

　　　Column：lnertsil　ODS－3（4，6φ×250　mm）　Flow　rate　　　：tO　m〃min

　　　Eluent　：60％MeCN　in　O．1％TFA　　　　　　Column　temp、：room　temp．

　　　Detector　A：UV（246　nm）　　　　　Detedor　B二〇ptical　Rota60n（OR）

Fig．18．且PLC　Chromatogram　fbr　Epimerization　of且eveadride（35）
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o　／　　　／o
R．NH、　　M°n°imide　de「ivative（36）

一　　　　　　　　　　　　十
　　　　　　　　　　　　　　　　　Diimide　derivative（37）

0　　　35　　　0

Chart　10．

Table　11．　Imide　Derivartives　of　Heveadride（35）

R　　　　　　Solvent　　Temp．（°C）　Time（h）　　　　Product（％）　　　　35（％）

4－BrPhNH－　　　　CHCI3　　　　　4　　　　　　48　　　　　　－　　　8t7（37a）　　　－

　4－BrBz－　　　　　toluene　　　　re刊ux　　　　　　16　　　　25．0（36b）　15．7（37b）　　　　－

　4－BrPh－　　　　　toluene　　　　re侃ux　　　　　　6　　　　27．5（36c）　1．6（370）　　　30．0

持○

O　　　　Q…　　O

♂

σ

Fig．19．　Perspective　View　of　the　Crystal　Structure　of　36c

　　　　　with　Thermal　Ellipsoids　at　50％Possibility
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　　ン　　　、ン　　　　、ン
・ 、≒　・　　。：。；8・　　。乞。；　・
。、　／。Ts°H　。l　l。　pCC　。1　／。
O　　　　　　　O　　　　　　　　　O　　　　　　　O　　　　　　　　　　　O　　　　　　　OH

　　35　　　　　　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　　　　　　　　　　32

ぽ《｝NH・ NaBH4

　　／　　　　　　　　　、／
°、R　°　　　　　　　　　　・シRR　・
・／／・《｝断　　　　・／／・
O　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　　36c　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　33

　　　　　　　　　Chart　11．

第3節　Dihydroepiheveadrideおよび関連化合物の抗真菌活性について

　化合物32・35および32のメチル化体38について、抗真菌活性試験を行

なった。各化合物は水に不溶性であったため、NCCLS15）法を適用することが

出来なかったため、抗真菌活性試験はペーパーディスク法で行ない、その結果

をTable　12にまとめた。　Dihydroepiheveadride（32）は、深在性真菌症の原因

菌である　．4．允ヱη工幽加＆」Pθmα盟αm狙θτ刀θ危ゴや皮膚糸状菌である

伽遠ρρ毎εo刀τα加αmおよび7拓ヒ加ρ妙εo刀mθ尻a8γρρれτθ8のような病原性

真菌を含むさまざまな糸状菌に対して、濃度5μg／discで抗真菌作用を示した。

化合物32の抗酵母作用は濃度5μg／di8cで盈励o呂ρoτo刀θ8a垣および

伽励oθρoτo刀a8εθτoi∂θθの2菌株に認められたが、それ以外の乙θ1ゐτoa刀8や

0ワ11θo命τma刀8のような病原性酵母には認められなかった。一方、32は濃

度100μg／discで、数種のC㌦刀直∂a属（乙θ1加oaz28，乙」けα8θ1）およびαア

ηθo／5τmθz18の発育を阻害した。しかしながら、32はいくつかの0日η直由属

（乙g1θ加滋∂および乙励ρτoθ五8）および黒色糸状菌（必bη8θoθθaρθ∂roθoゴお
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よび肪τθ1ρρ加斑γθ1ταoo8θ）には発育阻害活性を示さなかった。化合物34

および35の濃度5μ9／discでの糸状菌に対する抗菌スペクトルは、32と似

ているが、その活性は弱かった。また、酵母に対して、いずれの化合物も濃度5

μ9／discで抗酵母作用は認められなかった。化合物32および34は、100

μg／discで同様の抗菌スペクトルを示したが、34の抗真菌活性は32に比べ

て相対的に弱かった。一方、35は0解11θoゐτmθ刀8を除く酵母に抗菌性が認

められなかった。グラム陽性菌五aoゴ11α8甜ゐZ班8およびグラム陰性菌

擁c力θガo垣θoo五に対する抗菌性は、いずれの化合物にも認められなかった。

　これらの結果から、nonadride構造における抗真菌活性は8位および9位

の側鎖の立体化学の違いよりも12位のカルボニル基の還元によるヘミアセタ

ール構造のほうが関与していると考えられた。次に32の12位の水酸基をメ

チル化した38（Chart　12）の抗真菌活性は32と比べて著しく低下した。この

ことから、強い抗真菌性の発現には、水酸基が遊離の状態である必要が考えら

れた。

　Dihydroepiheveadride（32）の糸状菌に対する抗菌活性は、阻止円の観察か

ら静菌的であった。また、顕微鏡による観察から、32を処理した．4．允mゴga加8

は、通常の菌糸の状態と比べて、菌糸表面に凹凸が生じたり、菌糸の先端や途

中が丸く膨張した状態が観察された（Fig．20）。

　　フ　　　こ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ク　　　こ

〇　　三　　　　　〇　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〇　　〔　　　　　O
　　　　　　　　　　TsOH，　CH30H　l　toluene－benzene

・1　1・　　，e脚6hr　　　・／　／・
O　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　OCH3

　　　32　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38

Chart　12．
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Table　12．　AIltimicrobial　Activities　of　Compounds　32・35　and　38

Microorganisms

　　　　　　　　　　＜Filamentous　fungi＞

血功10由㎜8βθη力覆zm宕θIFM　41160

／1砂θ喀盟μs∠7已レ・〃sIFM　41935

∠4解θ1写辺〃8允〃11首θ友」θIFM　41243

．4ヴρθ瑠立1〃8．命mぢ8加sIFM　41362

4やθ塀辺りsんm誓刀τ11snアM47078

／4明θ1g辺〃s刀碧rθr　IFM　41398

αθ吻ノrfθ必ρ1｝01r冴（迎r77’oη」ゴIFM　4808

Ezηθ者r’oθ〃ど刀㎡ε由刀s　IFM　46997

192掘θτヱηo励ッω刀」砺㎜8〃mIFM46637

1而η3θαオθ8」ρθ由o⑨αr’IFM　4887

拓s㎜物1ηαX閥ρ促り1ηHCM　53787

品θ斑〃mso』11FM　52712

肱㎝≦ρor〃ヱηα71】ロ⑭IFM　45108

励唖μ血mθmθ飯㎜52703
長η正o曲lJ皿皿781刀θ侮’IFM　52697

肪1吻乃o質？γθ庁〃四⑨θIFM　4928

ぷα品輌α輌〃m鋼b解θn質〃」mIFM　52028

7石と凶ρρ力吻刀皿θ〃伽gηp砂岳s㎜40951

斑仇ρρ力吻刀τ8μ加徒必θ劫IFM　45579

垣とカo助ヅ吻刀τ〃加μ加IFM　45802

7｝コ「ピカo頑ア励7㎞5ε〃r頗sIFM　5275

肪と泊o助〆o刀肥π〃ω5εξ刀？IIηM［46798

脳と力鋤Lγ伽ロγ㎡80θ㎜IFM　46913

　　　　　　　　　　　　　　＜Ybasts＞

0∂η直o伝励輌α～刀5ATCC　90028

0已刀痘泌θa」侮α7刀5ATCC　90029

6已ηφr㎝g1θ加θ広81FM　40217

6凄ηφ1由8α盟θτmo刀d窟IFM　46823

（垣刀d｝達輪励IIηM［46921

02刀φ由」け〃鍋’IFM　46834

6b刀直由ρ班角p3蛎甜否IFM　46863

6已刀oθ由伽μ’αオ必輌51FM　46816

鋤｛〃s刀θo動rzηθηs　ATCC　90112

8θ㏄占alroヱηLダoθsα㌘θレ7’≦辺？θIFM　40210

∫｝ヒカゴβθ11（逝ψIFM　53788

1｝〔渤oやo卿刀θs8力」正IFM　48429

7｝1励o解01りηθ5缶オリ掘θsIFM　48608

　　　　　　　　　　　　　＜Bactena＞

茄｛泣7ε1s　sロb㎝5　ATCC　6633

五bc力θn遠」θoo直B

Diameter　of　Inhibition　Zone（mm）

　　　　　32　　　　　　　　　　　　34　　　　　　　　　　　　35

5μg　　　lOOμg　　　5μg　　lOOμg　　　5μg　　1．00μg

20　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　9

26　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

20　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

20　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

23　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

21　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　一

一　　　　　26　　　　　－　　　　　一　　　　　　一　　　　　一

24　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

13　　　　　　　　　　　　9　　　　　　　　　　　　8

10　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

12　　　　　　　　　　　　9　　　　　　　　　　　　9

25　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　9

21　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　－

11　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　一

一
　　　　　　 16　　　　　　　－　　　　　　15　　　　　　　－　　　　　　一

一
　　　　　　19　　　　　　　－　　　　　　19　　　　　　　－　　　　　　一

一　　　　　8　　　　　　－　　　　　一　　　　　　一　　　　　一

一　　　　　12　　　　　－　　　　　8　　　　　　－　　　　　一

一　　　　　15　　　　　　－　　　　　一　　　　　　一　　　　　一

一
　　　　　　 14　　　　　　　－　　　　　　 11　　　　　　　－　　　　　　9

－　　　　　20　　　　　　－　　　　　一　　　　　　一　　　　　一

15　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　－

10　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　　　一

Paper　disc　6．　d．6mm）was　used．

The　minus（一）means　no　inhibi60n．

Compounds　33　and　38　were　shown　no　antimicrobial　ac杜vities．
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Contro1

Treatment　of　Dihydroepiheveadride（32）

Fig．20．　The　Inhibitory　Effect　for　the　Hypha　Elongation　of

　　　　　　　　　．4．允」たητ解6α5by　Dihydroepiheveadride（32）
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結　論

　著者は、深在性真菌症の中でも近年特に増加傾向にあるアスペルギルス症の

主な原因菌である．4．允1η∫卵加8に対して抗真菌作用を有する新規化合物を求

めて、菌株保有機関の保存菌株や新規分離菌株について抗菌スクリーニングを

行なった。その結果、抗．4．允mτ鋼加8活性を有する化合物として、

α8∂05ρo㎡αmsp．　IFM　49189から新規pentanorlanostane誘導体

cladosporide　A（26）・D（29）を、また未同定真菌IFM52672から新規

nonadrideであるdihydroepiheveadride（32）およびその関連化合物を単離し、

構造決定を行なった。さらに各化合物の構造の一部を化学変換することで、こ

れらの化学構造と抗真菌活性との関連を示す知見を得た。

　1997年に南米土壌から分離したαθ∂oθρoガαmsp．　IFM　49189株の米培養エ

キスからpentanorlanostane誘導体である23，24，25，26，27・pentanorlanost・8・

ene・3β，22・diol（25）3mgとともに新規化合物であるcladosporide　A（26）13　mg、

cladosporide　B（27）2mg、　cladosporide　C（28）2．5　mgおよびcladosporide　D

（29）1mgを分離した。

　Cladosporide　A（26）の化学構造は、　NMRを中心とした各種スペクトルの検

討とcladosporide　A・MeOH一溶媒和物のX線結晶解析の結果から、4β一ホルミ

ル基を持っpentanorlanostane誘導体であると決定した。

　Cladosporide　B（27）、　C（28）およびD（29）の化学構造は、　cladosporide　A

（26）と各種機器データを詳細に比較検討することにより決定した。

　次にこれらのpentanorlanostane誘導体について、　cladosporide　A（26）の酸

化体（30）および還元体（31）も含めて、抗真菌活性試験を行なった。その結果、

cladosporide　A（26）、　cladosporide　B（27）、　cladosporide　Aの酸化体（30）およ

び還元体（31）は、本実験で試験菌として使用した糸状菌や酵母の中で、．4．

允mi卵加8に対して特異的に抗真菌活性を示し、化合物25、cladosporide　C（28）

およびcladosporide　D（29）には抗真菌活性は認められなかった。また、これ

らの化合物の．4．允1ητga加8に対する抗真菌活性の発現には、3位にβOH基

もしくはカルボニル基を有することと4βメチル基に酸素官能基を有すること

が必要であり、また抗真菌活性の強さについては、3・keto体より3β一〇H、
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4β・CH20Hよりも4、β・CHO、8・eneより7，9（11）・dieneのほうが強い抗真菌活

性を示すという結論を得た（Table　8およびChart　5）。

　今回得られたcladosporide類のように側鎖が酸化的に開裂したラノステロ

ール誘導体の真菌からの分離例はほとんどなく、hexanorlanostane誘導体とし

ては」％mθ80疏τ刀θ五θ（VILLARSθεFRIES）FAU肌（POIYPORACEAE）から分離さ

れた39および40がはじめての単離例である18）。

　Pentanorlanostane誘導体における最初の例は、昆虫寄生菌陥τが01盟ロm

1θoa刀ガ（ZIMMERMANN）VIEGAsから分離された25である13）。また、　Claydon

らは、上述の菌から3β・hydroxy・4，4，14α・trimethy1・5ぴpregna・7，9（11）’diene－

20＆carboxylic　acid（41），3β，12β・dihydroxy・4，4，14α・trimethyl・5α・pregna

・ 7，9（11）・diene・208carboxylic　acid（42）および4，4，14α・trimethyl・3・oxo・

5ぴpregna・7，9（11）・diene・203carboxylic　acid（43）等のpentanorlanostane

carboxylic　acid誘導体を分離している19・20）（Fig．21）。

　Cladosporide　A（26）は4β・メチル基がホルミル基に酸化された

pentanorlanostane誘導体の初めての例であり、．4．允m1卵加8に対して特異的

な抗真菌活性を示すMer・NF8054A（18）10）と同じステロイド様化合物である

ことは興味深い。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H
o　　　　　　　　　　　　　R2　　　COOH

R　三；　　　　　　　R1　コ

39：R＝β一〇H，α一H　　　　　　　　　　　　　　4f：R1＝β一〇H，α一H，　R2＝H

40：R＝α一〇H，β一H　　　　　　　　　　　　　　42：R1＝β一〇H，α一H，　R2＝OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43：R1＝0，　R2＝H

Fig．21．　The　Compounds　Degraded　on　Side　Chain　of　Lanosterol
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　一方、2000年に南米土壌から分離した未同定真菌IFM　52672株の米培養エ

キスから新規抗真菌化合物dihydroepiheveadride（32）とその12・dehydroxy

体である33を単離した。

　化合物32は、CI・MSおよびHREI・MSから分子式Cl8且2206と決定した。

化合物32は、IRスペクトルで、1770　cm’1および1840　cm’1に無水カルボン

酸に特徴的な吸収が認められ、さらに3450cm’1にOH基による吸収が認め

られたことから、マレイン酸無水物構造およびその一つのカルボニル基が還元

された構造の存在が示唆された。さらにIH・1且COSYおよび且MBC等の各

種二次元スペクトルの解析から、32はエチル基とプロピル基を側鎖に有する

九員環を基本骨格とする新規nonadrideであると推定した。化合物33は、

CI・MSおよび且REI・MSから分子式C18H2205と決定した。化合物33は、

1H，13C・NMRスペクトル、1H・IH　COSYおよびHMBC等の二次元スペクトル

の解析とX線結晶解析の結果から、32の12・dehydroxy誘導体であると決定

した。さらに化合物32をNaB且4で還元後、　PCC酸化を行ったところ、得

られた生成物はCDスペクトルを含めた各種機器データが33と完全に一致し

たことから、33の絶対配置を含めた立体化学は32と同一であることが明ら

かとなった。

　化合物32をPCCで処理した酸化体34は、各種機器データの詳細な検討か

ら、悟五ητ刀仇oθρo姓αm力θγθθθPETCH（、臣ρ01θττ8力θwaθCBS　241．93）から既に

単離され、平面構造のみが決定しているheveadride（35）の8位あるいは9

位の立体化学が異なるエピマー体であると推定した。そこで、35について、9位

の異性化反応を行なったところ、天然品34と同じ（一）の符号をもっ34が生

成した。この結果から、34は35の9・エピマー体であると決定し、

epiheveadrideと命名した。したがって、今回分離した活性本体である32は

34のジヒドロ体であることから、本化合物をdihydroepiheveadrideと命名し

た。

　次にheveadride（35）の4・bromoaniline誘導体（36c）について、　X線結晶

解析を行なった結果、化合物36cの絶対構造は8位が冗配置、9位がS配置

であることが確認された。したがって、heveadride（35）の絶対構造は8位が
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丑配置、9位が5配置と決定した。さらにheveadride（35）の9位が5配置で

あることから、　9・エピマー体であるepiheveadride（34）は32および33も

含めて9位が瓦配置であり、これらの絶対構造はFig，14の示したように決

定した。また、それぞれの化合物の化学的な関連性にっいては、Chart　11にま

とめた。

　これまでに2つのアルキル側鎖を隣接炭素上に持つnonadrideは、丑

力θγθθθ（B，力θ〃θθθ）から分離されているheveadride（35）のほか、地衣類

α8∂omθ、ρolヶc碑ρoゴ∂θθからhomoheveadride（44）21）が単離されているが、そ

の側鎖の立体化学はいずれも未定のままであった。今回、heveadride（35）も含

めてこれら一連の化合物の絶対配置および立体化学を明らかにすることができ

た。また、抗真菌作用については、32がアスペルギルス症の原因菌である

．4βρθ㎎辺ロ8属や克o加ρ力舛oz？血θηεθgrρρカァεθ8などの皮膚糸状菌を含む糸

状菌類に対して特異的に抗菌性を示すことが明らかとなり、その抗菌活性は静

菌的であることが阻止円の観察から示唆された。また、　32およびその関連化

合物の抗菌性の比較から、その抗菌性の発現にはヘミアセタール構造が強く関

与していることが示唆された。Dihydroepiheveadride（32）のように部分的に

還元されたnolladrideについてはP已ゴαヱ加皿τu加αm22）から主成分

rubratoxin　B（45）とともに分離されたrubratoxin　A（46）の1例のみであり、

dihydroepiheveadride（32）は2番目の例である。

　Nonadride21’35）類（Fig、22）は、1965年に担子菌β声806万amy：8血ルa23・24）

から（＋）・byssochlamic　acid（47）が単離・構造決定されたのが最初の例である。

以降、十数種のnonadride類が自然界から分離されているが、　homononadride

（44）がαθ∂oητθρoかo餌ρoτぬ8（地衣類）から単離されている以外は、全て真

菌類からの代謝産物として報告されている。Nonadride類の生理活性について

は、古くはマイコトキシンとして（＋）・byssochlamic　acid（47）、rubratoxin　A（46）

およびB（45）が知られており、ファイトトキシンとしてcastaneiolide25）（48）、

cornexistin26）（49）およびhydroxycornexistin27）（50）の報告がある。化合物

49および50は、選択性の高い植物毒性を示すため、除草剤として農薬への応

用が考えられている。また、抗真菌作用を有する化合物としてscytalidin28・29）

（51）やdeoxyscytalidin30）（52）が知られているが、その抗真菌活性の作用機序
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についての報告はない。その他に、2つのエチル基がoゴ8配置で存在する

（＋）・glaucanic　acid（53）および（＋）・glauconic　acid（54）などの報告がある

31・32・33）。また、最近になってras　farnesyl　transferaseおよびsuqalene

synthaseに対して顕著な阻害活性を示すCP・263，917（55）および

CP・263，114（56）が単離された34・35）。この報告は、　nonadride類の生理活性作

用が医薬品開発のリード化合物になりうる可能性を示しており、今回得られた

dihydroepiheveadride（32）についても詳細な作用機序の解明により新規深在

性真菌症治療薬の開発に寄与できると考える。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／

　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　　　　　o　　　　　　 O
O　　　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　／　o　　　　o／　　／O
o／　　／o　　　　、　　　　　　　ぐ
。　　。　Rば’1’°H。　　°＼＿．°

　　　　　　　　　　　　R　　　　　　　　　　　　　　（＋）－byssochlamlc　acid（47）
h°m°hevead「ide（44）

。／　1。　　　R
　　　　　・H。H　昆♂H・H・　。　1ρH

6v　／1‖：‖：：も・悟＝含｛：ε；・／、。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　《）H

　O　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＝CH3：cornexistin（49）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R＝CH20H：hydroxycomexistin（50）
　castaneiolide（48）

＼
　　　　　　ノノ　　O　　　’　　　O

　　。／／。　　°グ”“R。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　、　　グ

　　　O　　　　　O　　　　　　　　　　　　二　　　　〇
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〇　　

〇

‖：8畷謬ll言』（52）　‖：呂H；艦＝榴

　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　’　6H＼　　Z　　δ＼
　　　　　　　と〆　・一と〆

COOH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COOH

　CP－263，917（55）　　　　　　　　　　　　　　　　　CP－263，114（56）

　　　　　　　　Fig．22．　Nonadride8
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実験の部

装　置

　融点は柳本微量融点測定装置で測定し、未補正である。EI及びCI・MSは日

本電子JMS・MS600W質量分析装置を用いた。　IRスペクトルは日本分光

IR・810型、　UVスペクトルは日立U・3210型分光光度計で測定した。1且・NMR

及び13C・NMRスペクトルは、日本電子1．ambda・500（IH，500．00　M且z；13C，

125．43MHz）あるいは、日本電子Lambda・270（1H，270．O　M且z）核磁気共鳴

装置で測定し、全ての化学シフトはtetramethylsilane（TMS）を内部標準とし

たδ（ppm）値で表示し、結合定数はHzで表示した。旋光度は目本分光

DIP　1000型デジタル旋光計で測定し、円二色性（CD）スペクトルは日本分光

」・600自記旋光分散計で測定した。カラムクロマトグラフィーはKieselgel　60

（Art．7734，　Merck）を用いた。低圧液体クロマトグラフィー（LPLC）はケムコ

Low・Prep　81・M・2ポンプ及び、シリカゲルcQ・3（30・50μm，　wako）を充填し

たガラスカラム（200×10mm）を用いた。分取用HPLCは日本分光RI・930

検出器を装着した日本分光PU－980ポンプあるいは、島村YAD・883　RI検出

器を装着したセンシュウSSC・3160ポンプを用いた。分析用HPLCは、日本

分光875・UV検出器および日本分光OR・1590検出器を装着した島津LC・9A

ポンプを用いた。TLCはKieselge160　F254（Art．5715，　Merck）を用い、紫外

線（254nm）存在下における吸収また5％，10％H2SO4，　phosphomolybdate

等の噴霧・加熱による呈色で検出した。
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第1章に関する実験

土壌分離菌株の抗真菌活性スクリーニング

　1997年南米土壌より分離された約160種の真菌は、滅菌済の米培地10gを

入れた試験管で25℃、21日間培養した後、CH2Cl2・MeOH（1：1）で抽出した。

抽出液は、減圧ろ過により培地とろ液にろ別した後、ろ液を減圧濃縮し各抽出

エキスを得た。抗真菌活性のスクリーニングは、試験菌として．4．允加g●加81FM

41362，．4．加81θτIFM　41398，0a1わτoθη81FM　40009およびαア刀θo≠bτzηa刀8

ATCC　90112を用いて、ペーパーデイスク法で行なった。活性試験用培地の作

成は、スクリーニング開始の1・2週間前に培養した試験菌を滅菌水に懸濁し、

温時のポテトデキストロース寒天（PDA）培地に混釈後、10　mLずつ滅菌済み

シャーレ（90mm×20　mm）に分注して作成した。各抽出エキスは、8mmのべ

一パーデイスク上に2．5mg／discの濃度に調整した後、活性試験用培地上に置

き、25℃で培養した。24－72時間培養後、阻止円の直径を測定した。判定は、

病原糸状菌では48・72時間後、病原性酵母では24・48時間後に阻止円の直径

（mm）を測定する方法で行った。スクリーニングの結果は、　Table　3に示す通り

である。

α2dαp㎝勉皿●．　IFM　49189の培養および成分分離

　α∂∂05ρo㎡αmsp，　IFM　49189を米培地1500　g（米150　gを10本の1L

用Roux且askに分注）で21日間、25℃で培養した後、　CH2Cl2・EtO且（1二

1）で抽出・濃縮を行ない、抽出物24gを得た。抽出物は、精製水で懸濁した

後、CHC13で液液分配を行ない、抽出エキス14．5　gを得た。次に、抽出エキ

ス14．5gをシリカゲルカラムクロマトグラフィーに負荷し、　CHCI3，　CHCI3－

EtO且（50：1），　C且C13・EtOH（5：1），　C且Cl3・EtOH（1：1）およびacetoneで

順次溶出した。CHC13およびCHC13－EtO且（50：1）分画の主成分は、

ergosterol（22）であった。CHCI3・EtOH（50：1）分画について、溶離液CH2Cl2

’ acetone（20：1）を用いて、シリカゲルLPLCで分離したところ、　ergosterol

（22）に続いてergosterol　peroxide（23）を主とした分画が得られた。この分画

を濃縮した後、MeOHに溶解し遠心分離を行ない、沈殿物としてergostero1
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peroxide（23）と脂肪酸を除去した。上清液は溶離液90％MeOHを用いて

ODS逆相LPLCで分離した後、且PLC（CHC13：MeOHニ200：1）で精製する

ことで、23，24，25，26，27・pentanorlanost・8・ene・3β，22・dio1（25）3mg、

cladosporide　A（26）13　mg、　cladosporide　B（27）2mg、　cladosporide　C（28）2．5

mgおよびcladosporide　D（29）1mgを得た。

Clado8poride　A（26）：無色板状晶．　Inp　206－209℃（MeO且より再結晶）．

EI’MS　1η／z（％）：388．2962（M＋，388．2977　for　C25且4003）．　UVλご：9H　nm（logε）：

284（2．12）．IR　v慧：：cm’1：3400（OH），1715（C＝0）．　CD（MeOH）4ε（nm）：・0，55

（300）．1且・および13C・NMRスペクトルデータは、本論中Table　4に示した。

Clado8poride　B（27）：無色結晶性粉末．　mp　212－215℃（CH・Cl2・MeO且より再

結晶）．EI・MS　m！z（％）：386．2832（M＋，386．2821　for　C25H3803）．　UVλ㌫Hnm

（logε）：236（4．15），243（4．20），251（4．03）．　IR　v：：：cm’1：3370（OH），1710（C＝0）．

CD（MeOH）4ε（nm）1・1．23（304）．1H・および13C・NMRスペクトルデータは、

本論中Table　6に示した。

Clado8poride　C（28）：無色針状晶．　mp　219－221℃（CH・C1・・MeOHより再結

晶）．EI・MS　1η／z（％）：388．2975（M＋，388．2977　for　C25H4003）．IR　v㌫cm’1：3385

（OH），1720（C＝0）．　CD（MeOH）∠ε（nm）：・0．57（296）．　lH・および13C・NMRス

ペクトルデータは、本論中Table　6に示した。

Clado8poride　D（29）：無色針状晶．　mp　209－211℃（C且2Cl2・MeOHより再結

晶）．EI・MS　m／z（％）：386．2806（M＋，386．2821　for　C25H3803）．　UVλご：∵Hnm（10g

ε）：236（4．22），243（4．28），251（4．03）．IR　v：号二cm’1：3380（OI｛），1715（C＝0）．　CD

（MeOH）4ε（nm）：・1．63（301）．1H・および13C・NMRスペクトルデータは、本論

中Table　6に示した。

Clado8poride　A・MeOH一溶媒和物のX線結晶解析

　X線結晶解析に用いたcladosporide　A（26）の結晶は、メタノール中から
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cladosporide　A・MeOH一溶媒和物の無色板状結晶として得られた。　X線回折強

度データは、0．80×0．20×0．05mmの結晶からRIGAKU　AFC・7FOS自動

4軸回折計を用いて収集した。総計1686の反射（2θ＜120．1°）のうち、1514

の反射が、P＞3σ（助の基準を満たしており、これらの反射を用いて構造解析を

行なった。なお、結晶学的データは下記の通りである。

　C25H4003・CH40，　M＝420．63，　triclinic，　space　group　Pl，　a＝7．141（1），　b＝

15．186（2），c＝6．192（1）A，α＝90．51（1），β＝111．08（1），γ＝93．21（1）°，V＝

625．3（1）A3，　Z＝1，刀o＝1．117　g・cm’3，　F（000）＝232，　Cu・KαX・radiation

（graphite　monochromator），λ＝1．54178　A．

　構造解析と精密化：結晶構造はMITHRIL　9014）を用いた直接法によって解

析を行ない、最終的に完全マトリックス最小二乗法により精密化した。その際、

全ての非水素原子に対して異方性温度因子を用い、水素原子の座標および等方

性温度因子を固定した。最終的な信頼度因子（R因子）は、1514の反射に対し

てR＝0．073，Rw＝0．073に収束した。

Clado8poride　A（26）の抗真菌活性試験

　Cladosporide　A（26）の抗真菌活性は、　NCCLS法15）に準じて、

3・morpholinopropane－sulfonic　acid（MOPS）buf£er添加RPMI・1640寒天培

地で糸状菌は30℃、72時間、酵母は35℃、48時間培養した後、微量液体

希釈法によって行なった。試験菌として糸状菌は．4．允zητ8ヨ加8FRESENIUS　var．

允1mgθ加8（IFM　4942，　IFM　40819，　IFM　46075，　IFM　47064およびIFM

47078），．4，刀θw8　LINK：FRIES（IFM　47031，　IFM　47032）および．4．　m8θτVAN

TIEGHEM　IFM　41398を用い、酵母は乙θ1加02刀8（ROBIN）BERKHOUT（ATCC

90028，ATCC　90029），　σ　01αbZ加」θ刀8ゴ8　D．　J．　SuLLIvAN　CBS　7988，　乙

8ロ泌b㎝o刀苗（CAST肌LANI）　LANGERoNθ6　GuERRA　IFM　46823，0」㌃θウτ

（BEIJERINCK）VAN　UDENθ6BUCKLEY　IFM　46921，乙8Zθ11a♂oτ∂θa（JONESθ孟a1）

LANGERON＆GuERRA　CBS　1905，σετρρτo頭8（CASTELLANI）BERKHOuT　IFM

46816および0戎〆oooooロ8刀θoZb㎝θ刀8　（SANF肌ICE）VUI肌EMIN　var．

刀θoゐ㎝θη81FM　40215を用いた。

　Cladosporide　A（26）はポジティブコントロールであるamphotericin　Bの
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ような明瞭なMICを示さなかったので、各試験菌に対する80％発育阻害濃度

（IC80）を測定した。　Cladosporide　A（26）の各試験菌に対するIC80の結果は、

本論中Table　5に示した。

PDCによるclado8poride　A（26）の酸化反応

　Cladosporide　A（26）2．O　mg（5．9μmol）を溶解したジメチルホルムアミド溶

液1．5mL中にPDC　40　mgを加えて、40℃で20時間撹搾した。反応終了

後、反応混合物を氷水中に注ぎジエチルエーテルで抽出した。抽出物は、LPLC

（n・hexane：acetone＝4：1）で分離精製することで、3，29・dioxo・23，24，25，26，

27・pentanorlanost・8－ene・22・oic　acid（30）1．4mg（収率59．2％）を得た。

3，29－Dioxo・23，24，25，26，27－pentanorlano8t・8・ene・22・oic　acid（30）：無色非

晶形．EI・MS　m／z（％）：400（M＋，38），385（M・CH3，20）．1H・NMR（CDCI3）δ：0．75

（3H，　s，18－H3），0．94（3H，　s，30・H3），1．15（3H，　s，19－H3），1．23（3H，　d，」＝6．8

Hz，21・H3），1．29（3H，　s，28・H3），2．49（2H，　m，2・H，20・且），2．67（1H，　ddd，　J＝

15．1，13．3，6．9且z，2H），9．72（1H，　s，29・H）．　CD（MeOH）4ε（nm）：・0．84（291）．

NaB且4によるclado8poride　A（26）の還元反応

　Cladosporide　A（26）1．5　mg（3．9μln．ol）を溶解したメタノール溶液1．O　mL

中にNaBH420　mg（0．53　mmol）を加えて、室温で還元した。反応終了後、

C且Cl3で抽出・濃縮し、1．PI．C（CHCI3：MeOH＝40：1）で分離精製すること

でdihydrocladosporide　A（31）12　mg（収率78．9％）を得た。

Dihydroclado8poride　A（31）：無色非晶形．　EI・MS　m／z（％）：390（M＋，61），375

（M・CH3，100）．1H・NMR（CDCI3）δ：0．70（3且，　s，18・H3），0．88（3H，　s，28・且3），

0．94（3H，　s，19・H3），1．02（3H，　d，♂＝5．8　Hz，21・H3），1．25（3H，　s，2＆H3），3．36

（2且，m，3・H，29・H），3．47（1且，　dd，♂＝11．0，5．O　Hz，22・H），3．66（1且，　dd，♂＝

11．0，2．5Hz，22・且），4．25（1且，　d，♂＝11．OHz，29’H）．

Pentanorlano8tane誘導体の抗菌活性試験
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　抗真菌活性のスクリーニングは、試験菌として．4．允m垣a加81FM　41362，．4．

刀垣θτIFM　41398，乙a1左6θ刀81FM　40009および0η7刀θo〆bピmaη8　ATCC

90112を用いて、ペーパーデイスク法で行なった。活性試験用培地の作成は、

スクリーニング開始の1・2週間前に培養した試験菌を滅菌水に懸濁し、温時

のポテトデキストロース寒天（PDA）培地に混釈後、10　mLずつ滅菌済みシャ

ー レ（90mm×20　mm）に分注して作成した。各化合物は、8mmのペーパ

ーデイスク上に100，50，25，12．5，6．o，3．oおよび1．5μg／discの濃度に調整し

た後、活性試験用培地上に置き、25℃で培養iした。24・72時間培養後、阻止

円の直径を測定した。試験の判定は、病原糸状菌では48・72時間後、病原性

酵母では24・48時間後に阻止円の直径（mm）を測定する方法で行なった。

第2章に関する実験

土壌分離菌株の抗真菌活性スクリーニング

　南米土壌より分離された約220種の真菌は、滅菌済の米培地10gを入れた

試験管で25℃、21日間培養した後、C且2Cl2：MeO且（1：1）で抽出した。抽

出液は、減圧ろ過により培地とろ液にろ別した後、ろ液を減圧濃縮し各抽出エ

キスを得た。抗真菌活性のスクリーニングは、試験菌としてA．血エniga加81FM

41362，．4．11垣θ11FM　41398，σθ1加oa刀81FM　40009およびαア刀θo允τzロ∂刀8

ATCC　90112を用いて、ペーパーディスク法で行なった。活性試験用培地の作

成は、スクリーニング開始の1・2週間前に培養した試験菌を滅菌水に懸濁し、

温時のポテトデキストロース寒天（PDA）培地に混釈後、10　mLずつ滅菌済み

シャーレ（90mm×20　mm）に分注して作成した。各抽出エキスは、8mm

のペーパーデイスク上に2．5mg／discの濃度に調整した後、各試験菌入りの活

性試験用培地上に置かれ、25℃で培養した。24・72時間培養後、阻止円の直

径を測定した。判定は、病原糸状菌では48・72時間後、病原性酵母では24・

48時間後に阻止円の直径（mm）を測定する方法で行なった。

未同定真菌IFM　52672の培養および成分分離
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　未同定真菌IFM　52672を米培地5009（米1009を1　L用Roux　flask　5

本に分注）で25℃、28日間培養した後、CHCI3：MeOH（1：1）の混合溶媒で抽

出し、粗抽出物189を得た。粗抽出物をそれぞれ約350mLのn・ヘキサン、

ベンゼン、クロロホルム、アセトンおよびメタノールの順に固液抽出を行なっ

た。各抽出液について．4．允1ηゴ8ヨ九8に対する抗真菌活性を調べた結果、活性

は主にn・ヘキサンおよびベンゼン抽出液に認められた。そこで、両抽出液を合

わせ、濃縮した後、．4．允加8ヨ加8に対する抗菌活性を指標にして、シリカゲル

クロマトグラフィー（benzene・C且Cl3）による分離を繰り返し行ない、主画分を

ジエチルエーテルで再結晶をし、32315mgを得た。また、32の前分画をシ

リカゲルクロマトグラフィー（C且2Cl2：acetone＝100：1→50：1→20：1

→10：1→5：1，MeOH）による分離を行ない、得られた100：1の画分をさ

らにシリカゲルクロマトグラフィー（n・hexane：acetoneニ4：1）で精製を行な

った後、活性画分をアセトンで再結晶することで3312mgを得た。

Dihydroepiheveadride（32）：無色針状晶．　mp　157・158℃（diethyl　etherより再

結晶）．［α】D＝－91．3°（c＝1．04，CHCI3）．　EI・MS　m／z（％）：334．1428（M＋，

334．1416for　Cl8H2206）．　UVλ：：：H　nm（logε）：251（3．56），204（4．18）．　IR　v㌫

cm’1：3450（OH），1840，1770（anhydride）．　CD（MeO且）4ε（nm）：’5．76（247）．

1H・および13CNMRスペクトルデータは、本論中Table　10に示した。

Deoxoepiheveadride（33）：無色プリズム晶．　mp　202－203℃（acetoneより再

結晶）．1α］D＝・83．0°（c＝1．04，CHC13）．　EI・MS　m／z（％）：318。1480（M＋，

318．1467for　Cl8且2205）．　UVλ㌫Hnm（10gε）：247（3．56），216（4，11）．　IR　v隠

cm’1：1840，1770（anhydride）．　CD（MeOH）4ε（nln）．：261（・5．21），224（・3．77）．

lH・および13C・NMRスペクトルデータは、本論中Table　10に示した。

Dihydroepiheveadride（32）のPCC酸化反応

　塩化メチレン12mLにPCC　350　mgを加えた後、3mLの塩化メチレンに

溶解したdihydroepiheveadride（32）53　rngを滴下し、2時間還流を行なった。

反応後、減圧ろ過を行ない、得られたろ液を濃縮した後、シリカゲルカラムク
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ロマトグラフィー（CH2Cl2）による精製を行ない、ジエチルエーテル中から

epiheveadride（34）41　mgを得た。

Epiheveadride（34）：無色結晶性粉末．　mp　146・149℃（diethyl　etherより再結

晶）．［α］D＝－170．9°（c＝1．11，CHC13）．　EI－MS　m／z（％）：332．1270（M＋，332．1260

for　Cl8H2006）．　UVλ㌫H　nm（logε）：246（3．94），204（429），　IRv鷺l　cm’1：

1830，1763（anhydride）．　CD（MeOH）4ε（nm）：・13，16（250）．1H・および

13C’NMRスペクトルデータは、本論中Table　10に示した。

苗α伝漉力θ陀8θCBS　241．93からのheveadride（35）の分離

　み．加陀θθCBS　241．93を米培地600　g（米150　gを1L用Roux且ask　4

本に分注）で25℃、21日間培養した後、CHC13：MeOH（1：1）の混合溶媒で

抽出し、粗抽出物42．3gを得た。粗抽出物をそれぞれ約350　m1のn・ヘキサ

ン、ベンゼン、クロロホルム、アセトンおよびメタノールの順に固液抽出を行

なった。TLC分析によりベンゼン抽出エキス中に、　heveadride（35）のUV吸

収スポット（254nm）が観察されたので、シリカゲルクロマトグラフィー

（C且2C12，　CH2C12：acetone＝100：1→50：1，　acetone，　EtOH）で分離した。

Heveadride（35）は、　C且2Cl2，　CH2Cl2：acetone＝100：1および50：1の画分

に存在したので、これらの分画を合わせて、LPLC（n・hexane　l　acetone＝3：1）

による精製を行なった後、ジエチルエーテルによる再結晶によりheveadride

（35）3．40gを得た。

Heveadride（35）：無色結晶性粉末．　mp　159．5－162℃（diethyl　etherより再結

晶）．［α］D＝＋59．3°（c＝1．12，C且C13）．　EI・MS　1η／z（％）：332．1273（M＋，332．1260

fbr　C18且2006）．　UVλ㌫Hnm（10gε）：246（3．30），204（3．67）．　IRv三lcm’1：

1834，1761（anhydride）．　CD（MeOH）∠ε（nm）：＋1．05（220）．1H・および

13C’NMRスペクトルデータは、本論中Table　10に示した。

Dihydroepiheveadride（32）からdeoxoepiheveadride（33）の合成

　Dihydroepiheveadride（32）300　mg（1．1mmo1）をMeO且10　mLに溶解し、
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NaB且4150　mg（4．O　mmo1）を加えて室温で1時間撹枠した。反応後、4N・HCl

で酸性にした後、CH2C12で抽出した。有機層は無水Na2SO4で乾燥し、減圧

下溶媒を留去した。得られた残渣274mgをCH2Cl210　mLに溶解した後、

PCC　450　mgを加えて室温で2時間撹拝した。反応終了後、ジエチルエーテル

と無水MgSO4を加えて10分間撹絆した。撹拝後、減圧ろ過により不溶物を

除去した後、ろ液を減圧下溶媒留去した。得られた残渣はLPLC（CH2Cl2：

MeOH＝100：1）による精製を行ない、　deoxoepiheveadride（33）167　mg（収率

47．7％）を得た。得られた合成品33は、1且・NMR，且REI・MS，　mp，　UV　CDス

ペクトル、TLCおよび且PLCの挙動について、天然品33と完全に一致した。

Deoxoepiheveadride（33）のX線結晶解析

　X線結晶解析に用いた33の結晶は、アセトンから再結晶することにより無色

プリズム晶として得られた。回折強度データは、0．60×0．50×025mmの結晶

からCu・1（α線を用い、　RIGAKU　AFC・7　FOS自動4軸回折計により収集した。

測定した総計1762個の反射（2θ＜135．9°）のうち、F＞3σ（Dの条件を

満たす1708の反射を構造解析および精密化に用いた。なお、結晶学的データ

は次の通りである。

　C18H2205，　M＝318．37，0rthorhombic，　space　group」F212121，θ＝11．311（4），わ＝

17，941（5），o＝8．127（2）A，γ＝1649．2（9）A3，　Zニ4，　Z尤＝1．282　g・cm’3，1π000）＝680，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むμ（Cu・K（り＝7．67　cm’1，　Cu・飽XTadiation（丘ltered），λ＝1．54178　A

　構造解析と精密化：結晶構造は、SIR9236）を用いた直接法によって解き、

DIRDIF9937）によるフーリエ合成により拡張した後、完全マトリックス最小二

乗法によって精密化した。差フーリエ合成からほとんどの水素原子が見っけら

れたが、すべての水素原子は計算によって得られた座標を以後の精密化に使用

した。最終精密化ではすべての非水素原子に異方性温度因子を用い、水素原子

の座標および等方性温度因子を固定して行なった。最終的なR因子は、1708個

の反射に対して丑＝0．066，＆＝0．076となった。

Heveadride（35）からイミド誘導体の合成

Heveadride（35）からρ・bromophenylhydrazine誘導体（37a）の合成16）
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　。ρ・Bromophenylhydrazine　hydrochloride　3．2　g（14．3　mmo1）を0．1N・NaOH

水溶液150mLに溶解し、　diethyl　etherで抽出した後、減圧濃縮を行なった。

得られた乾固物をCHCI330　mLに溶解した後、　heveadride（35）1．2　g（3．6

mmo1）を溶解したCHCI330　mLを加えて4℃で2日間撹枠した。

反応終了後、減圧ろ過で過剰の試薬や塩を除いた後、ろ液を且C1酸性にし、

CH2Cl2で抽出した。有機層は無水Na2SO4で乾燥し、減圧下溶媒を留去した。

得られた残渣は、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（n・hexane：acetone＝

2：1）による精製を行ない、37a　1．97　g（収率81．7％）を得た。

化合物37a：黄色非晶形．1H・NMR（CDC13）δ：0．88（3H，　t，♂＝7．0且z），1．18

（3且，brs），1．08・1．26（3且，　m），1．43・1．97（3H，　m），2．06・2．40（5H，　m），2．85

（1H，　brd，」＝12．9且z），3．09（1H，　dd，♂＝13．9，8．7Hz），3．25（1H，　dd，♂＝13．9，

8．5Hz），5．95（2且，　brs），6．62（4且，　dd，」＝8．9，2．0且z），7．35（4且，　dd，♂＝8．9，2．0

且z）．

Heveadride（35）からρ・bromobenzylamine誘導体（36bおよび37b）の合成

　．ρ一Bromobenzylamine　hydrochloride　40　mg（0．18　mmol）を0．1N・NaOH

水溶液4mL　に溶解し、　diethyl　etherで抽出した後、減圧濃縮を行なった。

得られた乾固物をtoluene　4　mLに溶解した後、　heveadride（35）20　mg（0．06

mmol）を溶解したtoluene　4　mLを加えて16時間加熱還流した。

　反応終了後、減圧ろ過で過剰の試薬や塩を除いた後、ろ液をHC1酸性にし、

CH2C12で抽出した。有機層は無水Na2SO4で乾燥し、減圧下溶媒を留去した。

得られた残渣は、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（n．・hexane：acetone＝

2：1）による精製を行なった後、LPLC（n・hexane：acetone＝4：1）による精

製を行い、モノイミド誘導体36b　7．5mg（収率25．0％）およびジイミド誘導体

37b　6．3　mg（収率15．7％）を得た。

化合物36b：淡黄色非晶形，　IH・NMR（CDCI3）δ：0．82（3H，　t，♂＝7．O　Hz），1．16

（3H，　brs），0．92・1．26（5H，　m），1．79・2．36（6H，　m），2．80（1H，　brd，♂＝13．OHz），

3．05（1且，brdd，♂＝14．0，8．5　Hz），3．14（1H，　brdd，♂＝14．0，8．5　Hz），4．61（2H，
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brs），7．21（2H，　brt，」＝9．O　Hz），7．44（2H，　dd，♂＝9．0，2．O　Hz）．

化合物37b：淡黄色非晶形．　IHNMR（CDC13）δ：0．78（3且，　t，♂＝7．O　Hz），1．14

（3H，　brs），0．98・1．34（5H，　m），1．60・2．02（3H，　m），2．09・2．26（3H，　m），2．73

（1且，brd，」＝13．O　Hz），2．99（1H，　dd，」＝14．0，8．5　Hz），3．13（1H，　dd，♂＝14．0，

8．5Hz），4．59（4H，　s），7．23（4H，　brt，∂r＝9．O　I｛z），7．44（4H，　dd，」＝9．0，2．OHz）．

Heveadride（35）からρ一bromoaniline誘導体（36c）の合成

　Heveadride（35）200　mg（0．6　mlno1）をトルエンに溶解し、ρbromoaniline

400mg（2．3mmo1）を加えて6時間還流した。反応終了後、4N・且C1で酸性に

した後、CH2C12で抽出した。有機層は無水Na2SO4で乾燥し、減圧下溶媒を留

去した。得られた残渣は、LPLC（n・hexane：acetone＝4：1）による精製を行

ない、モノイミド誘導体36c　80　mg（収率27．5％）およびジイミド誘導体37c

10mg（収率1．6％）を得た。なお、原料35が60　mg回収された。

化合物36c：無色板状晶．　mp　178－189℃（acetoneから再結晶）．　HREI・MS

1η〃（％）：485．0837（M＋，485．0813for　C24H24NO5Br）．　UVλ㌫H　nm（logε）：246

（4．49）．IR　v隠cm＾1：1840，1770（anhydride）．　CD（EtOH）nm（∠ε）：249（＋1．77）．

1H’NMR（CDCI3）δ：0．86（3H，　t，」＝7．1Hz），1，18（3H，　brs），0．95・1．25（4H，

m），1．40・1．75（2H，　m），1．80・2．50（5H，　m），2．87（1H，　brd，♂＝13．0且z），3．13

（1且，m），3．27（1H，　m），7．28（2H，　d，」＝8．7且z），7．59（2H，　d，♂＝8．7Hz）．

化合物37c：淡黄色非晶形．　IH・NMR（CDC13）δ：0．87（3且，　t，♂＝6．5　Hz），1．19

（3H，　brs），1．08・1．25（4H，　m），1．50・1．83（2且，　m），1．94・2，40（5H，　m），2．90

（1］ヨ【，brd，」＝13．3且z），3．13（1且，　dd，」＝13．2，8．6且z），3．31（1］ヨ【，　dd，，ノ’＝13．8，

8．1Hz），7．31（4H，　brt，♂＝8．9　Hz），7．60（4H，　brd，♂；8．9　Hz），

化合物36cのX線結晶解析

　X線結晶解析に用いた36cの結晶は、アセトン溶媒中から無色板状晶として

得られた。回折強度データは、0．60×0．30×0．05mmの結晶からCu・血線を
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用い、RIGAKU　AFC’7　FOS自動4軸回折計により、収集した。　Friedel対を

含む総計4349の反射（型2θ＜135．9°）のうち、F＞3σ（劫の条件を満た

す4068の反射が構造解析および精密化に用いた。なお、結晶学的データは下

記の通りである。

　C24且2405NBr，　M＝486．36，　monoclinic，　space　group　C2，　a＝18．506（5），　b＝

11．563（2），o＝10．706（2）A，　b＝103．96（2）°，1ノ＝・2223．3（8）A3，2’＝4，　」Oc＝

1．453g・cm’3，1べ000）＝1000，μ（Cu・漁）＝28．22　cm’1，　Cu一凪矛radiation

（filtered），λ＝1．54178　A．

　構造解析と精密化：結晶構造は、SIR9236）を用いた直接法によって解き、

DIRDIF9937）によるフーリエ合成により拡張した後、完全マトリックス最小二

乗法によって精密化した。差フーリエ合成からほとんどの水素原子が見つけら

れたが、以後の精密化にはすべての水素原子について計算によって得られた座

標を用いた。最終精密化はすべての非水素原子に異方性温度因子を用い、水素

原子の座標および等方性温度因子を固定して行なった。最終的なR因子は、4068

個の反射に対して丑＝0．093，＆＝0．101となった。

　Friedel対同志の反射強度比を測定値と計算値で比較したところ、おおむね

逆の値を得たので、結晶構造の座標系がもとのもの（右手系）ではなく、左手

系が正しいことがわかった。したがって、36cの絶対構造はFig．18となった。

且eveadride（35）の異性化

　Heveadride（35）6mgをトルエンーベンゼン混合液2mLに溶解し、

TsOH・H2060　mgを加えて40時間加熱還流した。反応終了後、精製水で希釈

しジエチルエーテルで抽出した。有機層は無水Na2SO4で乾燥した後、減圧下

溶媒を留去した。得られた残渣をアセトニトリル400μLに溶解することで試

料溶液とし、且PLC分析を行なった。　HPLC分析条件およびHPLCクロマト

グラムはFig．18に示した。

Dihydroepiheveadride（32）のメチル化

　Dihydroepiheveadride（32）47　mgをトルエンーベンゼン混合液10　mLに

溶解し・少量のMeOHとTsOH・H2030　mgを加えて16時間加熱還流した。
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反応終了後、精製水で希釈しCH2Cl2で抽出した。有機層は無水Na2SO4で乾燥

した後、減圧下溶媒を留去した。得られた残渣は、且PLC（n・hexane：acetone＝

1：1）による分離を行ない、32の12α一および12βメチル化体の混合物38

27mgと3mgの原料回収を得た。メチル化体の混合比率は、　IH－NMRスペク

トルの積分比から約2：1であると確認した。

32のメチル化体（38）：無色非晶形．1且・NMR（CDC13）δ：0．86（3H，　t，♂＝72

Hz），1．06（3H，　t，」＝7．1Hz），3．02★（1且，　dd，♂＝13．5，8．1Hz）／3．10（1H，　dd，」

＝13．5，10．O　Hz），3．67★（3H，　s，12・OMe）／3．57（3H，　s，12つMe），5．56＊（1H，　d，」

＝1．7Hz，12－H）／5．71（1H，　s，12’H）．★1且・NMRスペクトルデータは、　major／

minorで表現した。

Dihydroepiheveadride（38）および関連化合物の抗真菌活性試験

　各化合物は水に不溶性であるため、NCCLS15）法が適用出来ず、抗菌性試験は

ペーパーデイスク法で行なった。試験に使用した菌株をTable　12に示した。病

原性糸状菌および病原性酵母については1・2週間前培養したものを、また細菌

にっいては24時間前培養したものを用いた。活性試験用培地の作成は、前述

の前培養試験菌を滅菌水に懸濁し、温時のポテトデキストロース寒天（PDA）培

地に混釈後、10mLずつ滅菌済みシャーレ（90　mm×20　mm）に分注して作

成した。なお酵母では最終細胞数を2×104CFU／mLに調製した。各化合物は、

6mmのペーパーデイスク上に100および5μg／discの濃度に調整した後、各

活性試験用培地上に置かれ、25℃で培養した。各化合物の各濃度溶液の調製

にはDMSOを用いた。試験の判定は、病原糸状菌では48・72時間後、病原性

酵母では24・48時間後、細菌にっいては16・24時間後に阻止円の直径（mm）

を測定する方法で行なった。
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