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略語表

本論文においては、以下の略語を使用する。

θx　　　　　　　　Axial

CD　　　　　　　Circular　dichroism

13C　NMR　　　　13C　Nuclear　magnetic　resonance

DEPT　　　　　Distorionless　enhancement　by　polarization　transfer

EI・MS　　　　　Electron　ionization　mass　spectrometry

θσ　　　　　　　　Equatorial

FAB・MS　　　　Fast　atom　bombardment　mass　spectrometry

FDAA　　　　　　1－Fluoro－2，4・dinitorophenyl－5－L・alanine　amide

lll－1H　COSY　　IH－1H　Correlation　spectroscopy

HMBC　　　　　Heteronuclear　multiple　bond　coherence

HMQC　　　　　Heteronuclear　multiple　quantum　coherence

lH　NMR　　　　IH　Nuclear　magnetic　resonance

且PLC　　　　　High　performance　liquid　chromatography

HsQC　　　　　Heteronuclear　single　quantum　coherence

IR　　　　　　　　Infrared　spectroscopy

I．PLC　　　　　　Low　pressure　liquid　chromatography

NOE　　　　　　Nuclear　overhauser　effect

NOESY　　　　　Nuclear　overhauser　and　exchange　spectroscopy

PDA　　　　　　　Potato　dextrose　agar

ROE　　　　　　Rotating　frame　overhauser　effect

TLC　　　　　　Thin・1ayer　chromtography

TOCSY　　　　　Total　correlation　spectroscopy

UV　　　　　　　UItraviolet
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序論

　生物は、長い進化の過程でそれぞれが様々な化合物の生産能力を獲得してきた。

生物の生産する天然有機化合物は、構造上極めて多様である。天然有機化合物は、

構造の多様性によりもたらされる多彩な生物活性から医薬品などの供給源とし

て古くから人類に多大な恩恵を与え、その探索源として世界中の様々な生物種が

用いられてきた。

　真菌を利用した創薬は、1929年にFlemingによるアθηmllmm刀06θ藺mから

のペニシリン（1）1）の発見に始まる。今日までに、ロ9ττ8θo允ル〃mから抗真菌抗

生物質グリセオフルビン（2）2）、万μρθ刀∫oτ〃mmbτθ含1∂拍刀αmから免疫抑制剤ミ

ゾリビン（3）3）、7｝ゴc力o∂θ∬mθρo〃θρoτumから免疫抑制剤シクロスポリン（4）4）

がそれぞれ単離され、その後医薬品として利用されている。また、複数の

pθ刀∫oτ11加mθρ．より報告されたmycophenolic　acid（5）5）、．P力τθ訂oomρθc九mか

ら発見されたcompactin（6）6）は、リード化合物として活用され、前者からはミ

コフェノール酸モフェチル（7）、後者からはスタチン類（8）が開発され、世界中

で使用される医薬品となっている。これらを始め、世界中の菌類から生理活性を

示す物質、様々な構造の代謝産物が報告されている。菌類は確認されているもの

でおよそ六千五百属、八万種弱にのぼるとされ、さらに毎年のように新種が記録

されているが、代謝産物の研究が行われた菌類は全体のほんの一部に限られてい

る。そのため、真菌の産生する第二次代謝物中には、多くの未知の天然有機化合

物が含まれていると予想される。今日の医薬品開発においても菌類は魅力的な研

究対象であり、特殊な環境で生活する海洋真菌や昆虫寄生菌なども未知の代謝産

物の生産を期待し研究対象になっている7）。

　今回私は、地球上の広範囲に生息し、頻繁に分離される菌類に注目した。この

ような菌類が、様々な生育環境に適応し、生活する力を獲得しているものと考え

た。そのため、多様な第二次代謝産物の生産が期待でき、リード化合物開発研究

に適した生物資源の一っになりうると考えた。

　一方、現代社会において生物多様性の保全は人類共通の課題となっている。

2010年10月、生物多様性条約締結国会議COP10が名古屋で開催され、生物多

様性を保全するための愛知目標と、遺伝資源を利用する際の利益配分の国際ルー
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ルを定めた名古屋議定書が採択された。資源取得にあたり資源国の法を順守し、

証明書の発行を受け、利用国側で不正取得を監視することなどが法的拘束力のあ

るものとなった。その結果、国外の生物種からの医薬品開発やそのシードの探索

には、情報公開・コスト・時間の負担が増し、一段と厳しい段階となった。

　国内資源の活用を考える際、日本は狭い国土から天然資源に乏しいと思われが

ちである。しかし、菌類の生息環境を考えると、日本は平地が全国土の四分の一、

標高差が約3，800mと変化に富む地形を有し、約三分の二が森林と豊かな自然環

境を有する。また、気候は高温多湿かつ四季の変化があり、北海道の冷帯から南

西諸島の亜熱帯と幅広い気候帯に属する。すなわち、菌類にとって日本は多彩な

生育環境を有し、菌類は生息地に適応した結果生み出される遺伝子の多様性を獲

得することが予想される。

　このようなことを考え、私は、日本を含め地球上の広い地域に分布する菌種に

注目し、その代謝産物の研究を行うこととした。本研究に適した菌種の一っとし

て、日本で頻繁に分離される菌種であるE〃ρθmoτ1五αm属Series／aw11τoaに分

類される子嚢菌、Eηρθ刀ゴoτ1五αmノθγ∂刀τ6ロmを選択した。五ノθ閲刀ゴoαmの代謝

産物にっいて、化学スクリーニングにより菌株間における代謝産物の生産の特徴

を調べ、新規化合物の探索を行い、多様な骨格の化合物を生産する能力の獲得を

検証した。また、生物活性スクリーニングを行い、生理活性物質を生産する能力

の獲得を検討した。生物活性スクリーニングは、近年高リスク患者が年々増加傾

向を示し、重篤な続発性感染症として問題となっている深在性真菌症の起因菌の

一 っ．481ρθτgガ加8允mゴ8θεロsに対する抗真菌活性試験を行った。

　以上、国内由来且ノθγθ刀ゴoμmの代謝産物の研究により、潜在的国内資源であ

る真菌類のリード化合物探索源としての可能性を検討した。
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本論

第一章　、砲ρθヱ1τcτ1五ロ皿ノaγaηゴoロ辺の代謝産物の化学スクリーニング

　日本国内土壌から得られた』九ρθ加c辺加mノθγθ刀ゴoμm22菌株について、それ

ぞれ米を用いた固形培地（米培地）で培養した後、培養抽出エキスを作製し、TLC

分析を用い、第二次代謝産物の生産性を調べた。

　リン・モリブデン酸試薬を用いた際、万，ノ8昭mo〃m　IFM　54704株の代謝産物

中にのみ、加熱時に徐々に青く呈色する特徴的な化合物が認められ、五

ノθγ∂刀ノo〃mIFM　54704株およびIFM　60196株には同試薬によりオレンジ色を呈

する化合物が認められた。IFM　59075株、　IFM　60196株およびIFM　60197株に

は、van　Urk試薬8，9）に陽性（青色又は黄色）を示す化合物の存在が確認された。

これらのことから且ノ2γaηゴoαmは多様な骨格の代謝産物を生産し、また菌株に

より異なる生産性を有していることが予想された。そこで、TLC分析時に、こ

れらの化合物がより多く存在すると予想された丑ノθ閲moαm　IFM　54704株およ

びIFM　59075株の成分探索を行った。

　第一節では亙ノθγθ刀∫o〃mlFM　54704株の代謝産物の分離について、第二節で

は新規デカリン誘導体eujavanico1類の構造決定について、第三節では新規ジオ

キソモルフォリン誘導体javanicunine類の構造決定について、第四節では丑

ノθ昭加o〃mlFM　59075株の代謝産物の分離について、第五節では新規インドー

ルジテルペンeujindole類の構造決定について述べる。

Fig．1．Ascospore　of且ノaγθ刀ゴoロ1ηIFM　54704

　　　　　　　　　－5・



第一節　万叩θητd皿面mノθγθ刀τcロ加IFM　54704株の代謝産物の分離

　千葉県土壌より分離された万．〆∂γamcαm　IFM　54704株を、米培地で25°C、

21日間培養iした。培養後、CHCI3－MeOH（1：1）で抽出し、溶媒を留去した残渣

に水、AcOEtを加えて、液液分配を行い、水可溶部分を除いてAcOEt抽出エキ

スを得た。得られた抽出エキスをシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、

CHCI3・EtOHの混合比を徐々に変化させ、Chart　1に示すように分画した。

CHCI3：MeOH＝10：1で溶出した分画をLPLCおよびHPLCで分離・精製

を繰り返し行い、mevalonolactone（9）10）、ρ一hydroxybenzoic　acid（10）お

よびρ・hydroxyphenylacetic　acid（11）とともに弱いUV吸収を示し、リン・モ

リブデン酸試液に対して加熱時に徐々に青色に呈色する新規化合物

eujavanicol　A（12）、　eujavanicol　B（13）およびeujavanico1　C（14）、

同試薬によりオレンジ色の呈色を示す新規化合物javanicunine　A（15）および

javanicunine　B（16）を得た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　g　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　OH

　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　11

　　　　　。　°H　　。　°H　／R・

鵠蒜｛；113：R：多：8目Euavani・・lc（’4）已：：i：：＝‖3：9：6：9H
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亙ノ8γa刀正ω1ηIFM　54704

cultured　25°C　fbr　21　days　on　rice

extracted　with　CHCI3－MeOH（1：1）

partitioned　with　H20・AcOEt

AcOEt　layer（23g）

chromatographed（SiO2）

CHCI3－EtOH

CHCI3：EtOH＝20：1　　　　　　CHC13：EtO且＝10：1　　　　　　　CHCI3：EtOH＝5：1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（6．29）

　　　　　　　　　　　　　　　1．PI」C（SiO2）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LPLC（SiO2）
ロ

ヘコ　　　　　hexane：acetone＝6：1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cyclohexane：acetone＝3：1

　　　　　　　　　　　　　　HPLC（Sio）

　　　　　　　　cyclohexane：acetone　　　　　　　　　HPLC（SiO2）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HPLC（SiO2）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝10：1　cyclohexane：acetone＝2：1　　　　　　　　　　HPLC（SiO2）　　　　　　benzene：acetone＝5：2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHCI3：acetone＝3：1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　eujavanicol　A　　　　　　　　　　　　　　eujavanicol　B

　　　　　　　　　　　　　　　　　　javanicunine　B　　　　　　　　（12）（435mg）　　　　　　　　　　　　　　　（13）（11mg）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（16）（3mg）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　eujavanicol　C　　　mevalonolactone

　　　　　　　　　javanicunine　A　　　．ρ・hydroxybenzoic　acid　　　　　（14）（12mg）　　　　　（9）（8mg）

　　　　　　　　　　　（15）（35mg）　　　　　　　（10）（7mg）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1フ・hydroxyphenylacetic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（11）（11mg）

Chart　1．



第二節　Eujavallicol類の構造

　Eujavanicol　A（12）、　B（13）およびC（14）は、いずれも無色の非晶性固体とし

て得られ、類似したIHおよび13C　NMRシグナルが観測された（Table　1）。

Table　1．1H　and　l3C　NMR　spectral　data　of　eujavanicol　A（12），

　　eujavanicol　B（13），　and　eujavanicol　C（14）in　CDCI3

No
Etjavanicol　A（12）　　　　　　EUjavanicol　B（13）　　　　　　Eqiavanicol　C（14）

δc　　　　　　δH（JinHz）　　　　　δc　　　　　δH（JinHz）　　　　　δc　　　　　　δH（JinHz）

　1　　　　52．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　52．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　59．4

1－Me　19．4　1．25　s　　　　　　　　19．3　1．22　s　　　　　　　　14．6　1．37　m

2　　52．4　t94m　　　　　　　　52．4　1．94m　　　　　　　　173．6
3　　　124．0　5．71ddd（10．7，4．6，2．7）　　　124．0　　5．71　ddd（10．7，4．8，2．7）　　126．0　6．08　br　s

4126．16．00ddd（10．7，2．7，2．4）125．26．03　dt（10．7，2．7）　203．2

4a　39．1　2．14tq（107，2．4）　　　　42．7　1．74　m　　　　　　　　447　2．57　m
5　　　　75。3　　a44　br　d（10．7）　　　　　　　　　　78．7　　3．22　dd（1α7，8．5）　　　　　　　72．3　　3．88　dd（9！駕2．0）

6　　69．74．04ddd（3．t　2．9，2．6）　　75．7　3．55　m　　　　　　　 67．8　4．00　m

7∂κ　4t3　1．52　ddd（14．6，12．t　26）　42．3　1．40　m　　　　　　　 38．8　t30　ddd（14．3，12．02．6）

θσ　　　　1．85dt（146，2．9）　　　　　　1．94　m　　　　　　　　　　 1．91　dt（14．3，3．2）

8　　30．6　1．73m　　　　　　　　35．1　1．43m　　　　　　　　27．6　2．17m
8－Me　22．4　0．60　d（7．0）　　　　　　　　　22．5　0．65　d（6．4）　　　　　　　　18．9　0．77　br　s

8a　43」　t93t（10．4）　　　　　　42．7　2．05t（9．9）　　　　　　45．9　2．16m
9　　　215．7　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　215．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　213．4

10　41．22．66ddd（18．9，6．毛3．7）　　41．2　2．67　ddd（18．9，6．1，3．5）　41．7　257　m

　　　　2．86ddd（18．9，7．3，3．9）　　　　2．85　ddd（18．9，7．4，3．9）　　　　2．88　m

洞　　58．1　3．84m　　　　　　　　 58．0　3．84m　　　　　　　　57．9　3．83brs

　　　　3．90m　　　　　　　　　 3．91　m

1’　37．2　t13m　　　　　　　　37．2　1．12m　　　　　　　　37．0　1．74m
1LMe　19．3　0．93　d（6．7）　　　　　　　　　19．2　0．93　d（7．0）　　　　　　　　22．8　1．08　d（6．3）

2’　24．50．76m　　　　　　　　24．4　α76m　　　　　　　 30．3　1．37m

　　　　1．47m　　　　　　　　　　 t46m
3’　12．60．76m　　　　　　　　12．5　0．76m　　　　　　　　12．2　0．89brs

　Eujavanico1　A（12）は、　FAB－MSスペクトルから分子式がClgH3204と決定さ

れ、不飽和度4の化合物であった。IRスペクトルにおける1697cm－1の吸収と

13C　NMRスペクトルに215．7ppmのシグナルが観測されたことから、ケトンの

存在が明らかになった。また、13C　NMRスペクトルに二っのsp2炭素（δc　124．0，

126．1）が認められたことから、一っの二重結合の存在が明らかとなり、不飽和度

から二環性の化合物であると予想された。さらに、IRスペクトルにおいて

3355cm－1に吸収が認められたことから、水酸基の存在が予想された。アセチル

化を行った結果、triacetyleujavanicol　A（17）が得られたことから三つの水酸基

を有することが明らかになった（Chart　2）。
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　　　　　　11　0H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll　OAc
　　　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O

　　　　　　　　　　　Ac20／pyridine

　　　　　　　　　－　6　　Z　　　　良。vemight　　　6　　1
HO　5　　　　　　　　　　　　　　　　　AcO　5
　　0H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OAc

　　　12　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17

　　　　　　　　　　　　Chart　2．

　HMQCスペクトルから、プロトンと炭素の直接の結合をTable　1のように決

定した。1H・1H　COSYスペクトルの解析を行い、3位のプロトン（δH　5．71）、4

位のプロトン（δH6．00）、4a位のプロトン（δH2．14）、5位のプロトン（δH3．44）、

6位のプロトン（δH4．04）、7位のメチレンプロトン（δH1．52，1．85）、8位のプロ

トン（δH1．73）および8位のメチルプロトン（δHO．60）におけるスピン系を明ら

かにし、同様に1’位のメチルプロトン（δHO．93）、1’位のメチンプロトン（δH

1．12）および2’位のメチレンプロトン（δHO．76，1．47）、3’位のメチルプロトン（δH

O．76）の1－methylpropyl基におけるスピン系および10位（δH　2．66，2．86）と11

位（δH3．84，3．go）のメチレンプロトン間のスピン系が明らかになった（Fig．2）。

且MBCスペクトルの解析を行った結果、4位のプロトン、7位のプロトンおよび

8位のメチルプロトンから8a位のメチン炭素（δc43．1）への相関が観測され、シ

クロヘキサン環（A環）の結合を決定した。また、1’位のメチルプロトンと2’位の

メチレンプロトン、4位のプロトンから2位のメチン炭素（δc52．4）への相関が

認められたことから、1・methylpropyl基が2位に結合することが明らかになっ

た（Fig．2）。さらに、1位のメチルプロトン（δH　1．25）から1位の四級炭素（δc

52．6）、2位の炭素、8a位の炭素および9位のカルボニル炭素（δc215．7）への相

関が観測されたことから、12は二重結合をもつデカリン環を基本骨格に有する

ことが明らかになった。また、10位のプロトンから9位のカルボニル炭素への

相関が認められたことから、1位に3・hydroxypropanoyl基が結合していること

が分かった。以上のことより、eujavanicol　A（12）の平面構造を決定した（Fig．2）。
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Fig．2．　Key　HMBC　and　lH・IH　COSY　correlations　of　eujavanicol　A（12）

　Eujavanico1　A（12）の立体化学を決定するために、　NOE実験を行った（Fig．3）。

その結果、5位のプロトンの照射により7位のメチレンプロトンの一っ（δH1．52）

と8a位のプロトン（δH1．93）に、4a位のプロトン（δH2．14）の照射により8位の

プロトンにNOEが観測された。これらのことから、12のA環がイス型配座を

とる6τθ刀8一デカリン環であることが明らかになった。1’位の立体構造にっいては、

1位の大きな置換基の存在により、重なり形配座を取る際の回転障壁から2位と

1’位の結合の回転が抑制されると考え、NOEスペクトルの解析から検討した。1’

位のプロトンの照射により2位のプロトン、10位のメチレンプロトンの一つ（δH

2．66）および11位のプロトンに、1’位のメチルプロトンの照射により2位のプロ

トンと3位のプロトンに、また、3’位のメチルプロトンの照射により3位のプロ

トンにNOEが観測された。これらのことから、1’位のプロトンと1’位のメチル

基はともに2位のプロトンの近くに位置し、かつ1’位のプロトンは1位の側鎖

により近い位置に存在し、また3’位のメチルプロトンは3位側に位置するFig．3

に示す構造と決定した。6位の立体化学は、5位とのlH　NMRの結合定数から検

討した。5位のプロトンの結合定数は、10．7Hz（br　d）であった。この結合定数の

大部分が4a位のプロトンとのdiaxial結合によるものであり、6位のプロトン

との結合定数は小さいものと考えられた。さらに、6位のプロトンはdddを示し、

結合定数はいずれも3Hz程度であることから、6位のプロトンをequatrial結合

　　　　　　　　　　　　　　　　　・10・



であると決定し、すなわち、6位の水酸基をaxia1結合であることを決定した。

以上により、eujavanicol　A（12）の相対構造を決定した。

　　　　　　　　　　　　　（

　　　　　　　　　　　　　　〆（H

　　　　　　　　　　　　10　　　　ち

5A

　　　HO　　　H

Fig．3．1（ey　NOE　correlations　of　of　eujavanicol　A（12）

　Eujavanicol　B（13）の分子式は、　FAB・MSスペクトルにより、12と同じ分子式

のClgH3204と決定され、13は12の異性体であることが明らかになった。化合

物13のIHおよび13C　NMRスペクトルは、4a位（δc　39．1，δH　2．14：12，δc　42．7，

δH1．74：13）、　5位　（δc　73．5，δH　3．44：12，δc　78．7，δH　3．22：13）、6位　（δc　69．7，

δH4．04：12，δc75．7，δH3．55：13）および8位（δc30．6，δH1．73：12，δc35．1，δH

1．43：13）を除いては12と極めて酷似していた。HMQc、　lH・IH　cosYおよび

HMBCスペクトルの詳細な解析からも分かるとおり、eujavanicol　B（13）は12

と同じ平面構造であることが明らかになった（Fig．4）。
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　　　　　　　OH　　　＿，1H．1HCOSY

Fig．4．　Key　HMBC　and　IH・1H　COSY　correlations　of　eujavanicol　B（13）

　化合物12の比旋光度が＋49．9°であるのに対し、13は＋28．0°であったことから、

13は12のジアステレオマーであると考えられた。Eujavanicol　B（13）の立体化

学を決定するために、NoE実験と12と13の結合定数の比較を行った（Fig．5）。

NOE実験の結果、4a位のプロトンの照射により6位のプロトンと1位のメチル

プロトン（δH1．22）に、5位のプロトンの照射により、7位の一つのプロトン（δH

1．40）と8a位のプロトン（δH　2．05）にNOEが観測されたことから、13は12と

同じくA環のシクロヘキサン環がイス型配座をとるかθ刀8・デカリン環を有する

ことが明らかになった。また、13の1’位の立体化学を12と同様に検討し、12

の1’位と同じ相対構造であると決定した。5位と6位の間の結合定数を比較した

ところ、5位のプロトンがaxial結合、6位のプロトンがequatria1結合である

12では3Hz程度であるのに対して、13では8．5Hzとより大きな値であった。

このことから、13は5位と6位のプロトンがともにaxia1結合であると決定さ

れた。以上のことから、eujavanicol　B（13）の相対構造を12の6一エピマーであ

ると決定した。

・ 12一



HO　〆（＼
　　　　　〆（H
　　　10　　　／
　　　　　　　　1’

　H　　　　　　　　　l　　　H

　　　　　　HO　　　H

　　　　　H）
Fig．5．　Key　NOE　correlations　of　of　eujavanicol　B（13）

　Eujavanico1　A（12）およびB（13）の絶対構造を決定するために、5位と6位の

隣接する水酸基に着目し、励起子カイラリティー法を適用することとした11）。

化合物13にρ・bromobenzoyl　chlorideを作用させ、　tri・．ρ・bromobenzoate（18）

とし、CDスペクトル（4ε：モル円二色性）を測定した（Chart　3，　Fig．6）。その

結果、18は、第一コットン効果が253nmに4ε＝－49．0、第ニコットン効果が

234nmに」ε＝＋15．6と観測され、負のキラリティーを示した。化合物13につ

いても同様に、tri一ρ一bromobenzoate（19）を得て、　CDスペクトルを測定した

（Chart　3，　Fig．6）。その結果、19は、第一コットン効果が254nmに4εニ＋20．5、

第ニコットン効果が238nmに4ε＝－15．4と観測され、正のキラリティーを示

した。これらの結果より、18は5位と6位のρ一bromobenzoyl基が反時計回り

に位置し、19は5位と6位の．ρ一bromobenzoy1基が時計回りに位置することが

明らかになった（Fig．7）。以上より、eujavanicol　A（12）の絶対構造を55，6冗、

eujavanicol　B（13）の絶対構造を5516Sの図に示す構造と決定した。

　　　。11°H　　　　　　　。11°C°Ph弔B・
　　Hち　。H。、，．．．、enz。，、。hl。，、d。、py，、d、ne　　Hち　。H

R6
5、員1 　　－　　R65、自1

　0H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρBr・Ph－oCO

12：R＝α一〇H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18：R＝α一〇CO－Ph寸）Br

13：R＝β一〇H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19：R＝β一〇CO－Ph一ρBr

Chart　3．
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　　230　　　　　　　　　　　　　　　270　　　　　　　　　　　　　　　310　　　　　（nm）

　　　　　　　　　　　Fig．6．　CD　spectra　of　18　and　19

一

1

H
　　　　H

7　　　　　　　　0CO－Ph田ρBr

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・　　♪

。CひPh三゜ジρB「H・CαPh弔Br

18　　　　　　　　　　　　　　　　　　　19

　Fig．』7．　Newman　projection　formulas　of　18　and　19

　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　OH

O　　　　　　　　　　　　　　O

岳日黙・　　　　　ぽH冒“・

　　、べ　　　二　／ク　　　　　　　　　　　　　　・　／ク
Hび　　　三　H　　　　　　　　　　　　HO　　　二　日

　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　OH

　Eμlavanicol　A（12）　　　　　　Eしjavanicol　B（13）
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　Eujavanico1　C（14）は、FAB－MSスペクトルから12および13に比べて酸素一

原子が増加し、水素二原子が減少した分子式のClgH3005であると決定された。

化合物14は、IRスペクトルの1703および1646cm－1に二種類のカルボニル基

による吸収が認められ、13C　NMRスペクトルで213．4PPmに脂肪族ケトンのシ

グナルおよび203．2ppmに共役ケトンのシグナルが観測された（Table　1）。

HMQCスペクトルの解析により、プロトンと炭素の直接の結合を決定した

（Table　1）。1H－IH　COSYスペクトルから、4a位のプロトン（δH　2．57）、5位のプ

ロトン（δH3．88）、6位のプロトン（δH4．00）、7位のメチレンプロトン（δH1．30，

1．91）、8位のプロトン（δH2．16）、8位のメチルプロトン（δHO．77）のスピン系と、

1’位のメチルプロトン（δH1．08）、1’位のプロトン（δH　1．74）、2’位のメチレンプ

ロトン（δH1．37）、3’位のメチルプロトン（δH　O．89）の1－methylpropy1基におけ

るスピン系、10位（δH2．57，2．88）と11位のメチレンプロトン（δH3．83）間の結

合を明らかにした（Fig．9）。　HMBCスペクトルにおいて、8位のメチルプロトン

から8a位の炭素（δc　45．9）へ、1位のメチルプロトン（δc　1．37）から1位の四級

炭素（δc59．4）と2位のsp2炭素（δc　173．6）と8a位の炭素へ相関が認められ、8

位から8a、1、2位と順に結合することが明らかになった。5位のプロトンから

4位のカルボニル炭素（δc203．2）へ、4a位のプロトンから3位の炭素（δc126．0）

へ、1’位のメチルプロトンから2位の炭素へ、3位のプロトンから1’位の炭素（δc

37．0）への相関が観測された。以上のことから、4a位からカルボニル基（4位）、

二重結合（3位、2位）の順で結合し、2位に1－methylpropy1基が結合しているこ

とが明らかになり、4a位のプロトンから8a位の炭素へ相関が観測され、デカリ

ン環の構築を完成した。さらに、8a位のプロトン（δH　2．16）と10位のプロトン

から9位のカルボニル炭素（δc213．4）への相関が認められたことから1位の側

鎖の結合を決定し、eujavanicol　C（14）の平面構造を12の2位、3位間が二重結

合、4位がケトンとなった構造と決定した（Fig．9）。
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　　　　　　　　　　　　　　3
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Fig．9．　Key　HMBC　and　IH・1H　COSY　correlations　of　eujavancol　C（14）

　Eujavanicol　C（14）の相対構造を決定するためにNOE実験を行った。4a位の

プロトンの照射により8位のプロトンと1位のメチルプロトンにNOEが観測さ

れ、7位のメチレンプロトンのうちの一つ（δH1．30）の照射および8a位のプロト

ンの照射により、いずれも5位のプロトンにNOEが観測された。これらのこと

から、14は12と同様なシクロヘキサン環がイス型配座をとるετθ刀3一デカリン環

であることが明らかになった（Fig．10）。化合物14の1H　NMRにおける5位の

プロトンの結合定数が9．4，2．OHz（dd）であることから、12と同様に14は5位

のプロトンがaxial結合、6位のプロトンがequatrial結合であると決定した。

以上より、eujavanicol　C（14）の相対構造を決定した。

HO　11〆へ＼
　　　　　〆（H

　　　　　　　8aO　　1　　2　　　　　3

　　H　　　　5
　　　　　　　　　　4a

HO　　　H　　　o
　　　　　OH

Fig．10．　Key　NOE　correlations　of　of　eujavancol　C（14）
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　Eujavanicole　C（14）の絶対構造の決定は、12や13と同様に、ρ・bromobenzoate

誘導体を合成し、励起子カイラリティー法の適用により行うこととした11）。化

合物14にρ一bromobenzoyl　chlorideを作用させ、　tri一ρ一bromobenzate（20）を合

成した。CDスペクトルにおける共役ケトン部分の影響を考慮し、20にNaBH4

を作用させ、還元体（21）へ導き、21のCDスペクトルを測定した（Chart　4，　Fig．

11）。化合物21のCDスペクトルは、負のキラリティーを示したことから、21

は5位と6位のρ一bromobenzoy1基が反時計回りに位置することが明らかにな

った（Fig．12）。以上のことより、eujavanico1　C（14）の絶対構造を12と

同様の55，6丑である図に示した構造と決定した。

　　　　。11・H　　　　　　　　。11°C°Ph弔B・
　　　Hプ　。Hρ、，。．。benz。，、、h、。、d。、py，、d、，e　　　Hち　。H

6　1　－一：：：：一≒レ　　，　1
・・〔 ，三自　　　25°12h　ρB卜Ph一㏄・ド・三員
　　OH　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρBr－Phぺ）CO　　O

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　14
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NaBH4　　0°C，0．2h

　　　　　　　　　　　　　　　り†　OCO－PhrpBr

　　　　　　Hち　ふH

　　　　6　　　1
ρB・Ph・・C・W・三繭

　　ρBr－Ph－OCO　　OH

　　　　　　　21

　　　　　　　　Chart　4．

40　　・　　　　　　　　　一一　　　一　　　一　　　　一一一　一一｝　　　一一…　　　　一　　　　〔

20　　：　　　　　　　　　｝　　　　　　一　一〔『…一一　　　一一．一一　　一一一　　．一…一一一…一一，

1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

企。巴山≧∵一二宍】一▲竺当』】▲⇒

　　　　1　　▲　▲▲　　　　　　　　＿□
一20ト　ー▲▲一一一　｝一…｝…　一一｝…
　　　1　　　▲▲　　　　　　　　　　i
＿
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I　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

一
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Fig．11．　CD　spectrum　of　21
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Fig．12．　Newman　projection　formula　of　21

　　　　　　OH

O

正　臥

　　ヘ　　　　　　　　　　　　コ

　　　
Hび　三R
　　　　6HO

　Eulavanicol　C（14）

第三節　Javanicunine類の構造

　Javanicunine　A（15）の分子式は、　EI－MSスペクトルからC24H30N204と決定

された。化合物15の1Hおよび13C　NMRスペクトルは、Pθ刀τcτ〃mm丑〃oετgθημm

より分離されたfructigenine　B（22）12）に類似していた（Table　2）。13C　NMRスペ

クトルで、15は3位の炭素が77．2ppmに現れ、22のそれより24ppm程度低磁

場にシフトしており、さらにIRスペクトルで1760cm－1にエステルに相当する

吸収が認められたことから、15は1，4・ジオキソモルフォリン誘導体であると予

測された（Table　2）。

・ 18・



　　　1016　　　　’11a　NH　　14

　　　　＼ミ10a　5aN4　391
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　13　15

8／ 。堤・12

　　　　　　　　　　　　　22

Table　2．1H　and　l3C　NMR　spectral　data　of　javanicunine　A（15），　B（16），　and

fructigenine　B（22）in　CDC13

No
Javanicunine　A（15）　　　　Javanicunine　B（16）　　　　22

δc　　　　δH（JinHz）　　　　　δc　　　　δH（JinHz）　　　　　δc

　1　　　　168．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　167．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　165．9

　3　　　　77．2　　4．66dd（9．6，2．8）　　　　　77．0　　5．00　dd（10．4，3．1）　　　　53．2

　4165」　　　　165．3　　　　169．0
5a　　　79．4　　5．92brs　　　　　　　　　　　80．5　　5．92brs　　　　　　　　　　79．4

6a　　　142．82　　　　　　　　　　　　　　　　　　　142．1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　143．2

　7　　　　119．6　　7．99brd　　　　　　　　　　　120．7　　8．06brd　　　　　　　　　　　124．4＊

　8　　　　129．3　　7．34td（7．2，1．5）　　　　130．0　　7．42　td（7．7，　t　2）　　　　128．9

　9　　　　124．6　　7．16td（7．5，1．0）　　　　125．0　　7．22　td（7．4，1．1）　　　　119．1

10　　　124．3　　7．28d（7．7）　　　　　　　　　124．4　　7．37　d（7．5）　　　　　　　　128．9

10a　　　132．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　130．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　119．1＊

10b　　　60．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　59．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　60．8

11β　　　35．2　　2．53dd（13．0，6．4）　　　42．0　　2．94　d（14．5）　　　　　　　38．9

　α2．70dd（13．0，10．8）2．69　d（14．5）
11a　　　57．7　　4．00　dd（10．8，6．4）　　　　87．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　59．0

12　　37．7　1．82m　　　　　　37．6　t76m　　　　　　35．8
　　　　　　　　　　　1．89m　　　　　　　　　1．87m

13　　23．8　t90m　　　　　　 23．9　1．91　m　　　　　　24．4
14　　　2t1　　0．89　d（6．3）　　　　　　　2t2　　0．89　d（6．0）　　　　　　　21．1

15　　　　23．2　　0．96d（6．3）　　　　　　　　　23．3　　0．97　d（6．0）　　　　　　　　　21．2

16　　　　40．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40．4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40．3

17　　　142．77　5．79dd（17．4，10．8）　　　142．5　　5．75　dd（17．2，10．8）　　143．0

18　　　114．8　　5．12d（17．4）　　　　　　　　115．3　　5日2d（17．2）　　　　　　　114．5

　　　　　　　　　　　5」5d（10．8）　　　　　　　　　　　5．16d（10．8）

19　　　22．4　　1．16s　　　　　　　　　　　　　22．3　　1．13s　　　　　　　　　　　　22．3

20　　　23．0　　　0．97s　　　　　　　　　　　　　22．9　　0．96　s　　　　　　　　　　　　　22．5

21　　　169．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　169．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　170．0

22　　　　23．5　　2．63brs　　　　　　　　　　　23．5　　2．61　brs　　　　　　　　　　　23．2

＊Assignment　should　reversed．
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　化合物15は、1H－1H　COSYスペクトルにおいて、7位のプロトン（δH　7．99）、

8位のプロトン（δH7．34）、9位のプロトン（δH7．16）および10位のプロトン（δH

7．28）のスピン系、3位のプロトン（δH4．66）、12位のメチレンプロトン（δH1．82，

1．89）、13位のプロトン（δH1．90）および14位のメチルプロトン（δHO．89）のス

ピン系が明らかになり、さらに13位のプロトンと15位のメチルプロトン（δH

O．96）間、11位のメチレンプロトン（δH2．53，2．70）と11a位のプロトン（δH4．00）

間、17位のプロトン（δH5．79）と18位のエキソメチレンプロトン（δH5．12，5．15）

間の結合を決定した（Fig．13）。次にHMBCスペクトルの解析を行い、各部分構

造の接続を決定した。8位のプロトンから6a位の炭素（δc　142．8）へ、9位のプ

ロトンから10a位の炭素（δc132．0）への相関が確認されることから、1，2一置換ベ

ンゼンの存在が明らかになり、17位のプロトンから16位の炭素（δc40．4）、10b

位の炭素（δc60．9）、19位の炭素（δc22．4）および20位の炭素（δc23．0）へ、10

位のプロトンから10b位の炭素への相関が認められることからdimetylallyl基

の存在とその結合位置を決定した。また、11位のプロトンから5a位の炭素（δc

79．4）と10a位の炭素への相関が、5a位のプロトン（δH5．92）から6a位の炭素と

10b位の炭素へ相関が認められ、二つのピロリジン環の存在を決定した。さらに、

11位のプロトンと11a位のプロトンから1位のカルボニル炭素（δc　168．5）への

相関と12位のプロトンから4位のカルボニル炭素（δc165．1）への相関から、ジ

オキソモルフォリン環との結合を決定した。22位のメチルプロトン（δH2．63）

からもう一つのカルボニル炭素（δc169．8）へ相関が認められ、6位に結合するア

ミンプロトンが観測されないことから、6位にアセチル基が結合していると確定

した（Fig．13）。以上のことから、　javanicunine　A（15）の平面構造を決定した。
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　　　　　　　　　鵡鰯。．

　　　　　　　　　　　　　＼こ）　（：HMBC
　　　　　　　　　　　O　　　　，1H．1HCOSY

Fig．13．　Key　HMBC　and　IH－IH　cosy　correlations　of　javanicunine　A（15）

　NOE実験から15の相対構造の決定を行った。11a位のプロトンの照射により

3位のプロトンと11位の低磁場プロトン（δH2．70，α位）へNOEが観測されたこ

とから、3位と11a位のプロトンがともに同一面方向に位置することが明らかに

なった。また、19位のメチルプロトン（δH1．16）の照射により11位の高磁場プ

ロトン（δH2．53，β位）と5a位のプロトンにNOEが観測され、　dimetylally1基と

5a位のプロトンおよび2・methylpropyl基が同一面方向に位置することが分かり、

javanicunine　A（15）の相対構造を決定した（Fig．14）。

　16　　　　11　　1

＼1・；。N3ふH
／ク　N　H　　　12
　　　　　　　　　　0

　　　　　　　O

Fig．14．　Key　NOE　correlations　of　javanicunine　A（15）
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　Javanicunine　A（15）の絶対構造の決定は、　Yamaguchiらの方法にしたがった

13）。化合物15を加水分解し、triptophanに導き、キラルプレートを用いたTLC

分析により、D・およびL・triptophanとの比較を行った（Chart　5）14）。その結果、

15の加水分解物中のtriptophanはL体であることが明らかになった。よって、

javanicunine　A（15）の絶対構造を図のように決定した。

＼

グ　　o
　　　H　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CO2H

　　　－　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’”H

l　N　　1）6m。ノLHCI　11卿2h　＼＼NH・
∠NH　　　　ニー」二引一1

　　　　゜　2）1m・11LN・・C・・　　∠‖ト
015　　　　　　　　　T，ipt。phan
　　　　　　　　　　　　Chart　5．

　Javanicunine　B（16）は、FAB－MSスペクトルから分子式をC24H30N205と決定

され、15の分子式と比較して酸素一原子が増加しているのみであった。化合物

16のIHおよび13C　NMRスペクトルは15のそれらと類似していた（Table　2）。

化合物16の11a位の炭素は87．4ppmに観測され、15のそれ（δc　57．7）に対して

大きく低磁場シフトしていた。11a位の炭素はDEPTスペクトルにより、15で

はメチン炭素（δH4．00）であったのに対し、16では水素を持たない炭素であるこ

とが明らかになった。各種NMRスペクトルの詳細な解析により、16は15の11a

位に水酸基が結合した構造と決定した。化合物16のNOE実験において、19位

のメチルプロトン（δH1．13）の照射により5a位のプロトン（δH　5．92）と11位の

低磁場プロトン（δH2．94）にNoEが観測された（Fig．15）。これにより、16の構

造は、dimethylally1基、5a位のプロトンおよび11位の低磁場プロトンが同一

面方向に位置することが明らかとなった（Fig．15）。化合物16の11a位の水酸

基の立体を決定するために、11位のプロトンの化学シフトを15（δH2．70：α位，

δH2．53：β位）と比較した。化合物16の11位のプロトンの化学シフトは、α位が

2．69ppm、β位が2．94ppmと観測され、β位のプロトンに大きな低磁場シフトが

認められた。この低磁場シフトは、11位のβプロトンと11a位の水酸基が同一面
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方向に存在し、近接することより立体（圧縮）効果が起きたと考えられ、16の水

酸基をβ位に位置すると決定した15）。以上より、javanicunine　B（16）の相対構造

を決定した。

／Ω。H・

N

0

　　　　　　O

Fig．15．　Key　NOE　correlations　of　javanicunine　B（16）

　化合物16と15が同一生物体より得られた代謝産物であることから、生合成

を考慮し、javanicunine　B（16）の絶対構造を15と同様の立体化学であると推定

した。

　また、TLC分析時にjavanicunine類に特徴的な発色が認められた丑

ノθγθ刀∫oロmIFM　60196株の代謝産物について詳細な検討を行った結果、15の存

在は認められたが、16は確認されず、javanicunine類の生産性は産生する菌株

間にも違いが存在することが明らかになった。

　　グ　日0　　　γ　OHO
　　　　　　　’　　O　　　　　　　　　　　　　O

l、 　　N　　　lへ　　N
ノ

　　　O　　　　　　　　　　　　　　O
　　　Javanicnine　A（15）　　　　　　　　Javanicnine　B（i6）
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第四節　」恥ρθ垣d皿fロmノθγθητoロmIFM　59075株の代謝産物の分離

　千葉県土壌より分離した五ノθγamoum　IFM　59075株を米培地で25°C、21日

間培養した。培養後、CHCI3－MeOH（1：1）で抽出し、溶媒を留去した残渣に水

およびAcOEtを加え、液液分配を行い、水可溶部分を除きAcOEt抽出エキスを

得た。得られた抽出エキスをMeCN－hexaneでさらに液液分配を行ったところ、

MeCN可溶部中にvan　Urk試薬8・9）に青又は黄色に呈色するスポットが認められ

た。得られたMeCN可溶部をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、

CHC13－acetoneの混合比を変化させて分画した。　Chart　6に示すように

LPLC、　HPLCで繰り返し分離・精製し、2，3－anhydromevalonic　acidδ・

lactone（23）16）、　ergosta－4，6，8（14），22・tetraen－3－one（24）17）とともに六種のイン

ドールジテルペン10，23・dihydro－24，25・dehydroaflavinine（25）18）、　nominine

（26）19）、　17・hydroxyeujindole　（27）、　17・oxoeujindole　（28）、　8，21－dehydro－17・

hydroxyeujindole（29）および8，21・dehydro・17，20・epoxyeujindole（30）を得た。

　新規化合物であるeujindole類（27～30）の構造決定について第五節で述べる。

H　　　㌃　　　　　　　　　OH

23　　　　　　　24　　　　　　　　　　H　　　　　　　H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25　　　　　　　　26

　　0H　　　　　　　　o　　　　　　　OH
＼∠」　　＼∠＼一！　　＼∠斗　　　　　o

1・ ・　　　　1　・　　　　1・、　　　＼石　ン三

二　　’”ノ　　　　　ニ　　’’”　　　　　　　　　、＼

H
、ぐ、

H　　　　H　　　　‖　　　　‖
27　　　　　　　　　　　　　　　28　　　　　　　　　　　　　　　29　　　　　　　　　　　　30
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毘ノ紗ぼ11メc迦IFM　59075

　　　　　　　　　cultured　25°C　fbr　21　days　on　rice

　　　　　　　　　extracted　with　CHCl3－MeOH（1：1）

　　　　　　　　　partitioned　with　H20・AcOEt

　　　　　　　　　partitioned　with　MeCN－hexane

　　　　　　MeCN　layer（3．6g）

chromatographed．（SiO2）

CHCI3－acetone

CHCl3：acetone＝20：1　　　　　　　　　　　　　　CHCl3：acetone＝9：1　　　　　　　　　CHCI3：acetone＝5：1

コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

ロ
竺

　　　　　　　　　　　　　2，3－anhydromevalonic　acidδ一lactone

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（23）（6mg）

ergosta。4，6，8（14），22・tetraen・3－one

　　　　　　　　　　　　　　　（24）（25mg）

LPLC（Sio2）

cyclohexane：acetone＝8：1

LPLC（Sio2）

cyclohexane：acetone＝12：1

且PLC（Sio）

CHC13：AcOEt＝6：1

10，23・dihydro－24，25・dehydroa且avinine　　　　nominine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（25）（2mg）　　　　　　（26）（2mg）

HPLC（Sio2）

cyclohexane：acetone＝12：1

8，21・dehydro・17，20－epoxyeujindole　　17・hydroxyeujindole　　　17・oxoeujindole　　8，21・dehydro・17・hydroxyeujindole
　　　　　　　　　（30）（4mg）　　　　　　　　　　（27）（35mg）　　　　　（28）（7mg）　　　　　　　　　　　（29）（2mg）

Chart　6．



第五節　Eujindole類の構造

　17・Hydroxyeujindole（27）は、融点129．3－130．2°Cの無色針状晶として得ら

れ、FAB・MS測定により分子式がC28H39NO（不飽和度10）と決定された。Van　Urk

試薬陽性（青色）およびUVスペクトル（283，293nm）からインドール骨格の存在

が予想された。化合物27のiHおよび13C　NMRスペクトルはaflavinine（31）20）

のそれらと類似していたが、31がもっ二っのオレフィン炭素およびイソプロピ

ル基の代わりに、一つの四級炭素、二つのメチン、二っのメチル基が観測された

（Table　3）。13C　NMRスペクトルから、sp2炭素が八個、sp3炭素が二十個存在し、

HMQCスペクトルから、sp2炭素に結合したプロトンが四個、　NHプロトンが一

個存在することが明らかになった。これらのことから、27は二置換インドール

を有するインドールジテルペンであることが予想された。

、　　／H

／ 1、
＼　　N
　　　　H
　　　3f
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Table　3．1H　and　13C　NMR　spectral　data　of　17・hydroxyeujindole（27）and

　　　　　　　　　　17－oxoeujindole（28）in　CDCl3

No
17－Hydroxye山indole（27）　　　　　　　　　　17－OxoeUjindole（28）

δc　　　　　　δH（』1inHz）　　　　　　　δc　　　　　　δH（JinHz）

1（NH）　　　　　7．88　br　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．91　br　s

2　　　116．5　6．81　brt（t7）　　　　　　　　　　　　　116．3　　6．90brt（1．7）

3115．6　　　　　　115．0
3a　　　125．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125．6

4　　　142．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　142．7

5　　　112．4　7．01br　t（4．0）　　　　　　　　　　　　112．5　　6．99　dd（4．6，3．4）

6　122．67」6m　　　　　　　　　 122．8　7．16m

7　107．87」6m　　　　　　　　　107．7　7」5m
7a　　　134．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　134．0

8　　　33．0　　3．43br　dd（12．0，4．0）　　　　　　　　36．5　　2．64　ddd（12．6，5．1，1．7）

9　　36．7　2．79br　td（8．0，4．0）　　　　　38．5　3．43　m

10　29．0　2．72m　　　　　　　　　28．0　2．77m
11　28．6　1．99∂オm　　　　　　　　28．8　2．18∂πm

　　　　　1．11θσbrd（14．3）　　　　　　　　1．26θσm

12　27．8　1．57∂wddd（14．3，13．3，2．7）　　26．9　1．57aκm

　　　　　t22θσdt（13．3，2．9）　　　　　　　　　　　　　　1．35θσdt（14．3，3．4）

13　　　39．1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　44．8

14　3t3　2．31　m　　　　　　　　　30．4　2．83m
15　25．3　1．75∂κdq（13．2，3“4）　　　　33．2　1．92θσm

　　　　　t33θσbr　d（13．2）　　　　　　　　　　　　　　　　t64∂κdd（13．7，46）

16　29．5　2．00aルm　　　　　　　　38．9　2．97∂κddd（13．7，11．5，6．3）

　　　　　1．69θσm　　　　　　　　　　　2」7θσm
17　　　69．1　　4．61brs　　　　　　　　　　　　　　　　217．0

18　　　43．5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　58．0

19　25．2　2．14θσbrd（132）　　　　　24．0　2．14θσm

　　　　　1．84∂xtd（13．2，4D）　　　　　　　　　　　　　t70σκdt（13．2，5．2）

20　20．9　1．91θσm　　　　　　　　21．5　2．01∂κdq（13．2，5．2）

　　　　　t67∂％m　　　　　　　　　　　130θσm

21　43．52．31m　　　　　　　　 42．6　231　dt（12．6，5」）

22　　　37．8　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　37．8

23　　　24．2　　tO4　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　23．8　　0．93　s

24　　　24．8　　1．46s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　24．4　　1．40　s

25　　　15．8　　0．85d（8．6）　　　　　　　　　　　　　　　14．9　　0．86　d（6．9）

26　　　18．4　　tOI　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　16．0　　0．65s

27　　　22．7　　0．86d（8．0）　　　　　　　　　　　　　　　22．9　　0．94　d（6．9）

　lH・1H　COSYスペクトルの解析により、1位のNHのプロトン（δH　7．88）と2

位のプロトン（δH6．81）のスピン系および5位のプロトン（δH7．01）、6位のプロ

トン（δH7．16）および7位のプロトン（δH7．16）のスピン系が明らかになった。ま

た、HMBCスペクトルにおいて、1位のNHのプロトンから7位の炭素（δc　107．8）

への相関が観測されたことにより、3位と4位が置換されたインドール環の存在

が明らかになった。1H－1H　COSYスペクトルにより、8位のプロトン（δH　3．43）、

9位のプロトン（δH2．79）、10位のプロトン（δH2．72）、11位（δH1．99，1．11）お
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よび12位のメチレンプロトン（δH1．57，1．22）のスピン系と、15位（δH　1．75，

1．33）、16位のメチレンプロトン（δH2．00，1．69）および17位のプロトン（δH

4．61）のスピン系、10位のプロトンと27位のメチルプロトン（δHO．86）の結合、

14位のプロトン（δH2．31）と25位のメチルプロトン（δHO．85）の結合、19位（δH

2．14，1．84）および20位のメチレンプロトン（δH1．91，1．67）間の結合が明らかに

なった。且MBCスペクトルにおいて、26位のメチルプロトン（δH　1．01）から12

位の炭素（δc27．8）、13位の四級炭素（δc　39．1）、14位の炭素（δc　31．3）および

18位の四級炭素（δb43．5）への相関が観測され、また10位のプロトンから18

位の炭素への相関が観測されたことより、C環および13位と14位間の結合が

明らかになった。25位のメチルプロトンから13位の炭素、14位の炭素および

15位の炭素（δc25．3）へ、9位のプロトンから17位の炭素（δc69．1）へそれぞれ

相関が認められ、D環の結合を決定した。17位のプロトンから19位の炭素（δb

25．2）へ、19位のプロトンと9位のプロトンから21位の炭素（δc43．5）への相関

がそれぞれ認められたことより、B環の結合を決定した。23位（δH　1．04）と24

位のメチルプロトン（δH1．46）からともに21位の炭素、22位の炭素（δc　37．8）

および4位の炭素（δc142．3）へ、2位のプロトンから8位の炭素（δc33．0）への

相関が観測されたことから、A環の結合を決定し、17－hydroxyeujindole（27）の

平面構造を決定した（Fig．16）。

　　　　　　　　　　　　　　26　0H

　　　　　　　　　倦酬

　　　　　　　　　　　　　11　　　9
　　　　　　　　　　　　　　10

／　　÷

＿＿＿．H．　H　COSY　　H＿＿ン〆7

Fig．16．　Key　HMBC　and　lH・1H　COSY　correlations　of　17－hydroxyeujindole（27）
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　17・Hydroxyeujindole（27）の相対構造をNOESYスペクトルの解析から検討し

た。測定溶媒をCDCI3とした測定により、23位のメチルプロトンと8位のプロ

トンおよび20位のメチレンプロトンの一つ（δH3．43）の間、8位のプロトンと

17位のプロトン間と、12位のメチレンプロトンの一っ（δH1．57）と27位のメチ

ルプロトン（δHO．86）間、11位のメチレンプロトンの一っ（δH1．99）と9位のプ

ロトン（δH2．79）間および、15位のメチレンプロトンーっ（δH1．75）と26位のメ

チルプロトン間にNOESY相関が認められた（Fig．17）。また、測定溶媒をCDCI3

とした測定時に分離が困難であった14位と21位のプロトンについては測定溶

媒をacetone－∂6とすることで分離し、　NOESY測定を行った。27位のメチルプ

ロトン（δHO．81）と21位のプロトン（δH2．24）間、14位のプロトン（δH2．27）と

16位のプロトンの一つ（δH1．94）および9位のプロトン（δH2．85）間に相関が認

められた（Fig．17a）。以上のNOESYスペクトルの解析結果より、17・

hydroxyeujindole（27）の相対構造を、B環、　C環およびD環がいずれもイス型配

座をとり、A環とB環は’τθ刀8結合、　B環とC環はoゴ8結合、　C環とD環はoゴs

結合する構造と決定した（Fig．17b）。
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Fig．17．（a）NOESY　correlations　of　17－hydroxyeujindole（27）

（b）Molecular　structure　of　270btained　by　MM2　calculation
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　17・Oxoeujindole（28）は、　van　Urk試薬に対し陽性（青色）を示し、　FAB・MS測

定により分子式が27に比べ水素二原子減少したC28H37NOと決定された。化合

物28は、27と類似したIHおよび13　C　NMRスペクトルを示したが、27の17

位のシグナル（δc69．1，δH4．61）が消失し、代わりにδc217．0のカルボニル由来

の炭素シグナルが認められた。また、17位周辺の16位、18位および26位の1H

NMRスペクトルの化学シフトに大きな移動が認められた（Table　3）。以上のこ

とから、28は27の17位がケトンとなった化合物であると推定された。化合物

27と同様に、各種二次元NMRスペクトルの解析から、17－oxoeujindole（28）の

平面構造を決定した（Fig．18）。

頒

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ぷ

　　　　　　　　　　　　　　　　　（、A、〆－
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　　　　　　　　　　　　　　　2　　1　7a

　　　　　二二瓢。SY‖でフ

Fig．18．　Key　HMBC　and　IH－1H　COSY　correlations　of　17・oxoeujindole（28）

　NOESYスペクトルの解析から、28の相対構造の決定を行った。23位のメチ

ルプロトン（δHO．93）と20位のメチレンプロトンの一つ（δH2．01）および8位の

プロトン（δH2．64）間、19位のメチレンプロトンの一っ（δH1．70）と21位のプロ

トン（δH2．31）間、27位のメチルプロトンと12位のメチレンプロトンの一つ（δH

1．57）および19位のメチレンプロトンの一つ（δH1．70）の間、9位のプロトン（δH

3．43）と11位のメチレンプロトンの一っ（δH2．18）の間、14位のプロトン（δH

2．83）と9位のプロトンおよび16位のメチレンプロトンの一つ（δH2．97）の間、
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26位のメチルプロトン（δHO．65）と15位のメチレンプロトンの一っ（δHL64）

の間にNOESY相関が認められた（Fig．19a）。以上の結果から、17－oxoeujindole

（28）の相対構造を決定した（Fig．19b）。
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　　　　　　　　　　H

　Fig．19．（a）NOESY　correlations　of　17・oxoeujindole（28）

（b）Molecular　structure　of　280btained　by　MM2　calculation

　8，21－Dehydro・17－hydroxyeujindole（29）は、　van　Urk試薬に対し陽性（黄色）

を示し、FAB－MS測定により分子式が28と同一のC28H37NOと決定された。化

合物29の1且および13C　NMRスペクトルは、27のそれらと類似していたが、

29の13C　NMRスペクトルにsp2炭素が27より二つ多く観測され、ジテルペン

部分に二重結合一つを有する化合物と考えられた（Table　4）。
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Table　4．1H　and　13C　NMR　spectral　data　of　8，21－dehydro－17・hydroxyeujindole

　　　　（29）and　8，21・dehydro・17，20・epoxyeujindole（30）in　CDCl3

　　8，21－Dehydro－17－hydroxyeμjindole　　8，21－Dehydro－17，20－epoxyeUlindole

No　　　　　　　　　　　（29）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（30）

δc　　　　　　δH（」ノin　Hz）　　　　　　　　δc　　　　　　δH（ノin　Hz）

1（NH）　　　　　　7．91　brs　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．82brs

　2　　　114．5　　6．83d（1．8）　　　　　　　　　　　　　　　119．4　　6．98　d（1．8）

　3115．5　　　　　　113．5
3a　　　124．9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125．5

　4140．7　　　　　 140．2

　5　　　114．3　　7．00d（7．4）　　　　　　　　　　　　　　　　114．7　　7．02　d（7．5）

　6　　　124．2　　7．20t（7．4）　　　　　　　　　　　　　　　　124．2　　7．23　t（7．5）

　7　　　107．3　　7．08d（7．4）　　　　　　　　　　　　　　　　107．3　　7．11d（7．5）

7a　　　134．0　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　133．7

　8　　　124．2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1242

　9　　　　39．3　　2．93dd（6．2，　t5）　　　　　　　　　　　　49，3　　2．83　d（5」）

10　30．6　2．53m　　　　　　　　　　30．7　2．70m
11　26．0　1．98∂κm　　　　　　　　　30．5　1．50m

　　　　　1・29θσm

12　27．5　1．61∂xm　　　　　　　　　26．6　1．41m

　　　　　1．26θσm　　　　　　　　　　　　t79m
13　　　38．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　38．3

14　31．3　2．30m　　　　　　　　　　27．9　2．05m
15　25．4　t69∂κm　　　　　　　　　26．0　1．28　dq（10．6，3．9）

　　　　　t28θσm　　　　　　　　　　　1．70m
16　30．4　1．83μtdd（13．8，4．1，3．1）　　25．9　1．61　m

　　　　　1．50θσm　　　　　　　　　　　1．83m
17　　　70．9　　4．03br　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　84．5　　3．57　dd（12．6，69）

18　　　41．3　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　48．1

19　　　22．4　　2．14θσddt　q　3．5，6．6，1．5）　　　　　　32．9　　1．95　dd（10．9，4．6）

　　　　　1．92∂κddd（13．5，10．7，7．5）　　　　　　　　　　1．99　d（10．9）

20　　22．8　2．49m　　　　　　　　　　73．6　4．80d（4．6）

　　　　　2．43m
21　　　135．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　139．5

22　　　40．6　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　39．8

23　　　28．9　　1．49s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　29．0　　1．54　s

24　　　32．3　　t46　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3t8　　t46　s

25　　　　15．8　　　0．86d（6．9）　　　　　　　　　　　　　　　　　15．1　　0．87　d（6．9）

26　　　18．O　　tOO　s　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　21．2　　0．92　s

27　　　　18．3　　0．92d（7．4）　　　　　　　　　　　　　　　　　15．1　　0．90　d（7．4）

　化合物29のHMBCスペクトルにおいて、9位のプロトン（δH　2．93）から新た

に形成された二重結合の二っのsp2炭素（δc　124．2，135．6）と3位の炭素（δc

115．5）へ、また23位のメチルプロトン（δH1．49）と24位のメチルプロトン（δH

1．46）からsp2炭素（δc　135．6）およびインドール環の4位の炭素（δc　140．7）への

相関が観測された（Fig．20）。これらの結果から、8，21・dehydro－17－

hydroxyeujindole（29）の平面構造をFig．20に示す構造と決定した。
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Fig．20．　Key　HMBC　correlations　of　8，21－dehydro－17－hydroxyeujindole（29）

　化合物29の相対構造をNOESY相関の解析から決定することとした。27位の

メチルプロトン（δHO．92）と12位のメチレンプロトンの一つ（δH1．61）および19

位のメチレンプロトンの一つ（δH1．92）の間、9位のプロトンと11位のメチレン

プロトンの一つ（δH1．98）および14位のプロトン（δH2．30）間、11位のメチレン

プロトンの一っ（δH1．98）と14位のプロトン間、16位のプロトンの一っ（δH

1．83）と14位のプロトンおよび9位のプロトン間、26位のメチルプロトン（δH

1．00）と15位のメチレンプロトンの一つ（δH1．69）の間にNOESY相関が認めら

れた（Fig．21a）。これらの結果より、C環およびD環は、ともにイス型配座を

とり、B環とC環、　C環とD環との結合は、いずれもoτ8で結合していると明

らかになった。以上のことより、8，21－dehydro・17－hydroxyeujindole（29）の相対

構造を決定した（Fig　21b）。
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Fig．21．（a）NOESY　correlations　of　8，21－dehydro・17－hydroxyeujindole（29）

　　　（b）Molecular　structure　of　290btained　by　MM2　calculation

　8，21・Dehydro・17，20－epoxyeujindole（30）は、　van　Urk試薬に対し陽性（黄色）

を示し、FAB・MS測定により分子式をC28H35NOと決定された。化合物30は、

29より水素二原子が減少し、その結果、不飽和度は一つ多いが、sp2炭素の数は

29と同一であった。したがって、30の構造は、29に環が一つ加わった七環性化

合物であることが予想された。化合物30の1Hおよび13C　NMRスペクトルは、

29と類似していたが、29にあった一つのメチレン炭素（δc22．8）が消失し、新

たに酸素官能基を有する炭素（δc73．6）が観測された（Table　4）。　DEPTスペクト

ルから本炭素はメチンであり、HMQCスペクトルから結合するプロトン（δH

4．80）を決定した。IH－lH　COSYスペクトルで、この4．80ppmのプロトンと19

位のプロトン（δH1．95，1．99）間の相関が観測されたことから、20位に酸素と結

合するメチンの存在が予想された。さらに、HMBCスペクトルの解析により、9

位のプロトン（δH2．83）から17位の炭素（δc84．5）、18位の炭素（δc48．1）および

19位の炭素（δc32．9）への相関、また20位のプロトン（δH4．80）から17位の炭

素と18位の炭素への相関が認められた（Fig．22）。これらのことより、17位と

20位がエーテル結合する七環性の構造が明らかになり、8，21－dehydro－17，20－

epoxyeujindole（30）の平面構造を決定した。
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Fig．22．　Key　HMBC　and　IH－1H　COSY　correlations　of

　　　8，21－dehydro－17，20－epoxyeujindole（30）

　化合物30は、NOESYスペクトルに9位のプロトンと14位のプロトン（δH

2．05）および17位のプロトン（δH3．57）間、26位のメチルプロトン（δHO．92）と

11位のメチレンプロトン（δH1．50）、16位の低磁場プロトン（δH1．61）および19

位の高磁場プロトン（δH1。95）間、12位の低磁場プロトン（δH1．79）と9位のプ

ロトンおよび10位のプロトン（δH2．70）間、14位のプロトンと17位のプロトン

間に相関が認められた（Fig．23a）。これらのことより、C環およびD環は、と

もに舟型配座を取り、B環とC環の結合は、oゴ8で結合することが明らかになり、

8，21－dehydro・17，20－epoxyeujindole（30）の相対構造を決定した（Fig．23b）。
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Fig．23．（a）NOESY　correlations　of　8，21－dehydro－17，20－epoxyeujindole（30）

　　　　（b）Molecular　structure　of　300btained　by　MM2　calculation
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　Eujindole類の絶対構造は、17・oxoeujindole（28）のdecalone環（C／D環）に着

目して、オクタント則に基づいて決定することとした。化合物28は、そのC環

とD環の結合様式（618）から、Fig．24に示すc2θx又はc2’θxの二通りの絶対構

造が考えられた。Kirkらの方法21）に従い、28のモル円二色性（∠ε）を算出した。

類似した10－methyl・oτ5－1－decalone（32）のc2’θxの4εは＋2．1であり、28におい

ては、32の4εに加えてrθσ位のメチル基による0．1、β九θx位の前方オクタント

による0．2の寄与が考えられた。そのため、c2’θxであれば＋1．8程度と算出さ

れ、鏡像体のc2θxであれば一1．8程度と予想された。化合物28のCDスペクト

ルの結果は、4ε＝－1．4（292nm）となり、17－oxoeujindole（28）をC／D環がc2θx

構造をとる絶対構造と決定した。
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　今回単離されたその他のeujindole類（27，29，30）については、28と同一生物

体より得られた代謝産物であることを考え、生合成上、27、29および30のいず

れもが28と同様の絶対構造であると推定した。また、10，23－dihydro・24，25－

dehydroaflavinine（25）、　nominie（26）の絶対構造は、未決定であった。これら

の予想される生合成22）を考慮すると、本研究でeujindole類と同一菌株から得ら

れたことから、25と26もeujindole類と同様の絶対構造であると推定された。

　さらに、TLC分析時に本菌株と同様の特徴的な発色が認められた亙

ノ∂γθ加oαmIFM　60196株およびIFM　60197株の代謝産物について詳細な検討を

行った。その結果、丑ノθγθmoαm　IFM　60196株の抽出エキス中に25、27、28

および30の存在を、IFM　60197株の抽出エキス中に25、27および28の存在

を確認した。これらいずれの菌株においてもeujindole類や10，23－dihydro－

24，25－dehydroaflavinine（25）の産生が確認されたが、インドールジテルペンを

産生する菌株間においてもその生産性が異なることが明らかになった。
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第二章　五μρθ垣c1盟ロm／aγ8加cロmの代謝産物の生物活性スクリーニング

　第一章で用いた丑ノぼγθ刀ゴoロmに分類される22菌株について、米培地を用い

て25。C、21日間培養した。　CHCI3・MeOH（1：1）で抽出、濃縮を行った後、水と

AcOEtで液液分配を行った。　AcOEt層を分離後、濃縮してAcOEtエキスを作製

した。得られた各エキスについて、．48ρθτgゴ11α5允m瑠θ加8に対する抗真菌活性

スクリーニングを行った（Table　5）。

　その結果、且ノθ閲加o醐IFM　54704株、　IFM　52259株、　IFM　58214株およ

びIFM　60197株の培養エキスに活性が認められた。これら4菌株の培養エキス

中に、これまでに五ノ加θmo〃mから得られている抗真菌活性物質compactinラ

クトン開環体（33）23）の存在を検討した。活性を示した4菌株中に、33の存在は

確認されなかったため、新たな活性物質の発見が期待された。そこで、活性を示

すエキスを生産した4菌株について、それらの活性本体の分離を試みた。しかし、

IFM　60197株とIFM　52259株の2菌株については、活性本体の分離の過程で活

性の大きな低下が起こるとともに、菌株の培養の繰り返しの中で活性本体の生産

能の消失の結果、活性物質の分離に至らなかった。IMF　58214株も分離の過程

で活性の失活が起こるが、後述する方法により活性本体の特定を行うことが出来

た。また、前章で新規化合物の生産を明らかにしたIFM　54704株も抗真菌活性

を示したことから、その活性本体の検討を行った。さらに、得られた活性物質は、

分離時に得られた誘導体と共に抗真菌活性について詳細な検討を行った。

　第一節では、∬ノθγθ刀∫oロmlMF58214株の生産する抗真菌活性物質の探索に

っいて、第二節では、且ノθγa加四mIMF　58214株の活性本体2・（2℃arboxyethyl）－

3・decylmaleic　anhydrideの抗真菌活性について、第三節では、五ノ∂γθmoμm

IMF　54704株の活性本体の新規環状デプシペプチドeujavanicin　Aの分離およ

びその構造について、第四節では、eujavanicin　Aの抗真菌活性について述べる。
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Table　5．　Antifungal　activity　of」亙ノaγ乱ηゴoα」m　extracts　against．4．允zητg∂加θ

Strain　　　　　　　　　aCtiVity　　　　　　　　Strain　　　　　　　　aCtiVity

86－1（IFM　54704）　　　　　＋　　TM－419　　　　　　　　　　－

BS－13－4（1FM　52259）　　　＋　　TM－420　　　　　　　　　　－

NRRL707（IFM　42082）　　　－　　TM－810　　　　　　　　　　－

T－154（IFM　58214）　　　　＋　　TM－425　　　　　　　　　　－

T－155　　　　　　　　　　　－　　TM－700　　　　　　　　　　－

T－156　　　　　　　　　　　　－　　TM－701（IFM　60197）　　　＋

TM－124　　　　　　　　　　　－　　TM－712　　　　　　　　　　－

TM－130　　　　　　　　　　　－　　TM－810　　　　　　　　　　－

TM－135（IFM　60196）　　　　－　　UC61　　　　　　　　　　　　－

TM－136　　　　　　　　　　　－　　UC62（1FM　59075）　　　　－

TM－417　　　　　　　　　　　－　　UC63　　　　　　　　　　　　一

＋：inhibition．一：no　inhibition．

第一節　万叩θ垣oτ皿曲皿ノθγθ互τoηmIFM　58214株の抗真菌活性物質

　　　　　　　［2・（2－Carboxyethy1）・3・decylmaleic　anhydride】

　五ノθ閲刀∫oμmIMF　58214株を米培地で25°C、21日間培養した後、　CHC13－

MeOH（1：1）を加え一晩静置し、抽出したところ、液が二層に分離していた。そ

れぞれを別々に濃縮後、．4θρθτgゴ11ロ3允mゴ8θ加8に対する抗真菌活性を調べたと

ころ、上層にのみ活性が認められた。上層を分離して溶媒を留去し、残渣に水と

AcOEtを加えて、液液分配を行った。抗真菌活性はAcOEt可溶部分に認められ、

水可溶部は活性を示さなかった。そこで、AcOEt可溶部分を濃縮して、エキス
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を作製し、ポリスチレン樹脂（ダイヤイオンHP21）を担体としたカラムクロマト

グラフィーに付し、MeOH・且20の濃度比を変化させ、溶出させた。得られた分

画の中で、MeOH：H20＝8：2で溶出した分画に活性が認められた。種々の担体

を用いたクロマトグラフィーによる活性成分の単離・精製を試みたが、行った全

ての方法において、活性の大きな減弱が認められた。Compactin（6）は、塩基性

条件化でそのラクトンが開環した33が、強い抗菌活性を示すということが既に

知られている23）。本活性本体も溶出時に構造の変化が起こり、活性の減弱にっ

ながっている可能性を考え、分離後の各分画にっいて酸性、塩基性条件下および

加熱後の活性を調べた。その結果、抗真菌試験時に少量の希塩酸をディスクに添

加すること、または加熱することにより活性が増強する特性が明らかになった。

また、AcOEtと水による分配を水層の液性を変化させて行い、それぞれ活性を

調べたところ、中性・酸性（塩酸）の水溶液では有機層、塩基性（炭酸水素ナトリ

ゥム）の水溶液を用いた場合は水層に活性物質が移行することが明らかになり、

活性成分はカルボン酸を有する酸性物質であると推定された。本活性成分の特徴

は判明したが、HPLCでの分離・精製の過程で生じる活性の大きな減弱は、酸お

よび加熱による活性の回復では補えなかった。活性を示すMeOH：H20＝8：2で

溶出した分画には、spiculisporic　acid（34）24・25）が多量に存在することがIH　NMR

スペクトルにより確認された。しかし、精製した34には抗真菌活性は無く、そ

の再結晶母液のみが活性を示した。そこで活性物質を単離するため、34を再結

晶で出来る限り除き、66μg／discで活性を示す分画を得た。本分画のIH　NMRス

ペクトルを測定したところ、2－（2・carboxyethyl）－3・decylmaleic　anhydride

（35）25）の存在が予想された。化合物35の単離が現時点で不可能であったので、

本活性分画を用いてCH2N2で処理してメチルエステル化を行った。この反応生

成物をLPLCにより分離した結果、反応生成物の大部分がspiculisporic　acid

dimethyl　ester（36）24）であった。その他に2－（2・carboxyethyl）－3・decylmaleic

anhydride　monomethyl　ester（37）26）および2－（2－carboxyethyl）・3・decyl・2－

hydroxysuccinic　acid　trimethyl　ester（38）27）が少量得られた。また、同じ活性

分画について加熱後、CH2N2を用いてメチルエステル化を行ったところ、36、

37および2－（2・carboxyethy1）・3’decylmaleic　acid　trimethyl　ester（39）が得られ

た。これらのメチルエステル体のうち、37のみが抗真菌活性を示したが、活性
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分画の活性に対し著しく弱いものであった。そのため、本菌の活性本体は、加熱

を行った活性分画のメチルエステル化の際に、含量の増加した37あるいは新た

に認められた39の脱メチルエステル体であると考えられた。活性本体を特定す

るために、メチルエステル化で得られた37、38および39について酸加水分解

を行い、それぞれ35、2－（2・carboxyethyl）・3・decyl・2－hydroxysuccinic　acid（40）28）

および2－（2℃arboxyethyl）・3－decylmaleic　acid（41）を得た。これらについて、．4．

允m瑠励α8に対する抗真菌活性を調べることとした。化合物35は、沙量しか得

られなかったので、34を減圧下で加熱することにより合成した25）。活性試験の

結果、．4．允1ητ9∂加θに対する抗真菌活性を示した35を活性本体と推定した。活

性試験の結果とlH　NMRスペクトルから予側される35の含量の検討から、35

が本菌株の活性本体であると決定した。化合物35および本菌株より35の分離

過程で得られた化合物の抗真菌活性にっいて次節で述べる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　9”
　　　　　　　　　　　　　　　　10‘’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5”

　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　1．　1，COOR
　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　　　　　2”　　　　　21
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3＿2

　　　　　　　R。呂66。。R　　　・・。1。

　　　　　　　　　34：R＝H　　　　　　　　　　　　35：R＝H
　　　　　　　　　36：R＝Me　　　　　　　　　　　　　　37：R＝Me

　　9”
10”　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9’1

　　　　　5“　　　　　　　　　　　10“　　　　　51

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COOR
　　　　　　　　21“、・H。C。。R　　21”1’・
　　　　　　　　　　3　　　　1’　　　　　　　　　　　　　　　　　3－2

　　　　　　　　ROOC　　COOR　　　　　　　　　　　ROOC　　COOR
　　　　　　　　　　4　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41：R＝H　　　　　　　　　40：R＝H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　39：R＝Me　　　　　　　　　38：R＝Me
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第二節　2－（2・Carboxyethyl）・3－decylmaleic　anhydrideの抗真菌活性

　五ノawmo〃m　IFM　58214株より35の分離過程で得られた34～41にっいて、

．4．允加8θ加5に対する抗真菌活性をペーパーディスク法23）により測定した。そ

の結果、2－（2－carboxyethyl）－3－decylmaleic　anhydride（35）が6．25μg／discで直径

13mmの阻止円を示し、抗真菌薬であるamphotericin　Bに匹敵する強い活性が

認められた。また、35のメチルエステル体である37が50μg／discで阻止円の形

成が認められ、弱い活性を示した（Table　6）。この結果から、無水マレイン酸の

部分構造が活性発現に重要であり、遊離カルボン酸の存在が活性の強度に影響す

ることが考えられた。また本研究により、初めてspiculisporic　acid関連化合物

の抗真菌活性を明らかにした。

Table　6．　Antifungal　activity　of　compounds（34－41）against

　　　　　　　　　　　　・4プμm∫9θ白θ

・・mp・und　34　35　36　37　38
（　9／disc）

100　　　　　 － 　　　　　　17　　　　　　－　　　　　　15　　　　　　－

50　　　　　　　　－　　　　　　　　17　　　　　　　－　　　　　　　　10　　　　　　　－

25　　　　　　　－　　　　　　　16　　　　　　　－　　　　　　　　一　　　　　　　　一

12．5　　　　　－　　　　　　14　　　　　 － 　　　　　　一　　　　　　一

6．25　　　　　　－　　　　　　　13　　　　　　　－　　　　　　　一　　　　　　　一

3．1　　　　　　　－　　　　　　　　＋　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　一

100　　　　　－　　　　　　一　　　　　　一　　　　　　　　ND

50　　　　－　　　　一　　　　一　　　　　　ND

25　　　　－　　　　一　　　　一　　　　　　13
12．5　　　　　　　－　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　12

6．25　　　　　　　－　　　　　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　12

3．1　　　　　　　－　　　　　　　一　　　　　　　一　　　　　　　　　　　10

一 ：no　inhibition．＋：slight　inhibition．　ND：no　data．
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第三節　E叩θ辺∫cτ皿mm／aγθロτ四m　IFM　54704株の抗真菌活性物質

　　　　　　　　　　　　　　IEujavanicin　A］

　前章で述べた五ノθ閲η∫oαmlFM　54704株から単離された化合物は、いずれも

抗真菌活性を示さなかった。そこで改めて、培養を行い、抗真菌活性を指標とし

て活性物質の分離を行うこととした。

　五ノθγθmo〃m　IFM　54704株を米培地で25℃、21日間培養し、　CHC13－MeO且

（3：2）で抽出し、抽出液を水とAcOEtで液液分配を行った。得られたAcOEtエ

キスは、．4．允m瑠θ加θに対する抗真菌活性を示し、水可溶部は活性を示さなか

った。本AcOEtエキスをシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、CHCI3－

EtOHの混合比を変化させ順次溶出した。　CHCI3：EtOH＝10：1および5：1で溶

出した分画に．4．允m瑠θ加θに対する抗真菌活性が認められ、これらの分画は

LPLC（SiO2，　CHC13：acetone＝3：1，　cyclohexane：acetone＝3：1）によって、活

性物質が濃縮されたが、TLCにおいて種々の発色試薬を用いても検出が困難で

あった。検討の結果、展開したTLCプレートを塩酸に浸した後、ホットプレー

ト上で加熱し、ニンヒドリン試薬を噴霧することにより検出が可能となった。ま

た、RI検出器を用いたHPLC（SiO2，　cyclohexane：acetone＝3：2）を用い精製を

行った際、二っのピークが現れた。それらを分離し、再びHPLCを行うといず

れの分画も同様な二っのピークを示した。したがって、これらのピークは同一化

合物の二つのコンフォメーションと考えられた。そこで、本分画をhexane・

AcOEtにより再結晶を行い、　eujavanicin　A（42）を単離した。

　Eujavanicin　A（42）は、　FAB・MS測定により分子式がC55且g3NgO15と決定され

た。IHおよび13C　NMRスペクトルからσメチルが十一個、ルメチルが五個、

NHが三個、カルボニル炭素が十二個存在することが確認された（Table　7）。　IR

スペクトルに、1734および1639cm－1の吸収が認められ、加水分解後にニンヒ

ドリン試薬陽性となる特徴から、エステル結合およびアミド結合を有する環状デ

プシペプチドであると予想された。各種NMRスペクトルの解析において、プロ

トン数の多さから近接したシグナルの結合等の判別が困難であった。そこで、一

次元および二次元TOCSY測定によりシグナルを分離し、十個の成分（A－」）に

分類した（Table　7，　Fig．25）。
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Table　7．1H　and　l3C　NMR　spectral　data　for　eujavanicin　A（42）in　CDCI3

麗蒜・・川・・・・・・…ty・・（…H・）ご蒜…m・1…1…‥・（…H・）

Lactic　acid　　1　　　173．2，　qC　　　　　　　　　　　　L－〃－Melle　　1　　　171．4a，　qC

　　　（A）　　　　2　　　　67．0，CH　　　5．47　d（7．0）　　　　　　　（F）　　　　2　　　　57．1，CH　　　5．26　d（10．9）

　　　　　　　　　　　3　　18．1，CH3　1．39　d（7．0）　　　　　　　3　　32．6，　CH　2．18　m

　　七Pip　　1　　172．0，　qC　　　　　　　　　　　　 4　　24．5，　CH2　1．07　m

　　　（B）　　2　 46．7，CH　5．59　d（6．0）　　　　　　　　　　　　　1．31　m
　　　　　　　　　　　3　　27．6，CH2　1．76　m　　　　　　　　　 5　　15．1，　CH3　0．920v

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．88m　　　　　　　　　 6　　10．0．　CH3　0．910v

　　　　　　　　　　　4　　18．8，CH2　1．66　m　　　　　　　　　NCH3　29．72，　CH3　2．91　s

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．18m　　　　 L－〃－Melle　1　171．43∂，　qC

　　　　　　　　　　　5　　25．0，CH2　1．48　m　　　　　 （G）　　2　　75．0，　CH　3．12　d（10．0）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．91m　　　　　　　　3　　33．8，　CH　2．71　m

　　　　　　　　　　　6　 43．4，CH2　3．64　d（13．4）　　　　　　　4　　25．8，　CH2　1．03　m

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4．23dt（13．4，3．0）　　　　　　　　　　　1．51　m

L－〃－MeVal　1　　　168．0，　qC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　17．0，　CH3　0．99　d（6．5）

　　　（C）　　　　2　　　　66．9，CH　　　4．34　d（10．4）　　　　　　　　　　　　　6　　　　10．8，　CH3　　0．890v

　　　　　　　　　　　3　　26．0，CH　2．44　m　　　　　　　　　NCH3　41．4，　CH3　3．39　s

　　　　　　　　　　　4　　　　19．2，CH3　　0．87　d（7．0）　　　　　　L－Asp　　　　1　　　　17tO，　qC

　　　　　　　　　　　5　　19．6，CH3　tO4　d（6．5）　　　　（H）　　2　　47．6，　CH　4．92　m

　　　　　　　　　NCH3　　28．8，　CH3　　2．77　s　　　　　　　　　　　　　　　　3　　　37．8，　CH2　　2．44　dd（16．3，3．0）

　　L－Val　　　1　　　170．4，　qC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．56　dd（16．3，8．0）

　　　（D）　　　　2　　　54．6，CH　　4．51　t（10．4）　　　　　　　　　　　　4　　　171．388，　qC

　　　　　　　　　　　3　　29．1，CH　1．98　m　　　　　　　　　NH　　　　　　7．88　d（6．9）
　　　　　　　　　　　4　　　20．0，CH3　　0．78　d（7．0）　　　　L－〃－MeVal　1　　　169．3，　qC

　　　　　　　　　　　5　　　　18．1，CH3　　0．79　d（6．5）　　　　　　　（1）　　　　2　　　　62．5，　CH　　　4．84　d（11．4）

　　　　　　　　　　NH　　　　　　6．90　d（10．4）　　　　　　　3　　26．0，　CH　2．33　m

L－〃－MeAsp　　1　　　169．7，　qC　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　　　18．6，　CH3　　0．810v

　　　（E）　　　　2　　　　52．0，CH　　　6．40　dd（11．9，5．5）　　　　　　　　　　5　　　　18．6，　CH3　　0．96　d（6．5）

　　　　　　　　　　　3　　35．5，CH2　2．75　m　　　　　　　　 NCH3　29．69，　CH3　3．07　s

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．09m　　　　　L－Leu　　1　171．34∂，　qC

　　　　　　　　　　　4　171．49∂，qC　　　　　　　　 （J）　　2　　49．3，　CH　4．93　m

　　　　　　　　　　NCH3　30．5，　CH3　2．87　s　　　　　　　　　3　　37．5，　CH2　1．63　m

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．15m

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4　 25」，CH　1．51　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5　　　21」，CH3　 0．86　d（6．5）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6　　　　23．1，CH3　　0．83　d（6．9）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH　　　　　　　　　　　7．46　d（9．9）

qC：quaternary　carbon．∂Assignments　for　these　carbon　atoms　may　be　interchanged．
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Fig．25．　IHNMRand　ID　TOCSY　spectra　of　eujavanicinA（42）

　HSQCスペクトルからプロトンと炭素間の結合を決定し、IH－IH　COSYおよび

HMBCスペクトルの解析から各成分の構造を決定することとした（Fig．26）。

　成分Aは、IH－IH　COSYスペクトルの解析から、2位のメチン（δH　5．47）と3

位のメチル（δH1．39）との結合が決定された。且MBCスペクトルに2位のプロト

ンからカルボニル炭素（δc173．2）への相関が認められたことから、成分Aを

lactic　acid（Lac）残基と決定した。

　成分Bは、IH－1H　COSYスペクトルの解析から、2位のメチン（δH　5．59）と3

位のメチレン（δH1．76，1．88）間、5位（δH1．48，1．91）と6位のメチレン（δH3．64，

4．23）間の結合が決定された。HMBCスペクトルに2位のプロトンから6位の炭

素（δc43．4）へ、4位のプロトン（δH2．18，1．66）から2位の炭素（δc46．7）と6位

の炭素へ相関が認められたことから、成分Bはpipecolic　acid（Pip）残基である

と予想された。

　成分Cは、1H－1H　COSYスペクトルの解析から2位（δH　4．34）と3位のメチ

ン（δH2．44）、3位のメチンと4位（δHO．87）および5位のメチル（δH1．04）間の
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結合が決定された。HMBCスペクトルにルメチルプロトン（δH　2．77）から2位

の炭素（δc66．9）へ、2位のプロトンからカルボニル炭素（δc　168．0）への相関が

認められたことから、成分Cをルmethylvaline（ルMeVal）残基と決定した。

　成分Dは、1H－1H　COSYスペクトルの解析からNH（δH　6．90）、2位（δH　4．51）、

3位のメチンプロトン（δH1．98）および4位のメチルプロトン（δHO．78）のスピン

系および3位と5位のメチル（δHO．79）間の結合が決定された。HMBCスペクト

ルにおいて2位のプロトンからカルボニル炭素（δC170．4）への相関が認められ

たことから、成分Dをvaline（Val）残基と決定した。

　成分Eは、1且・1H　COSYスペクトルの解析から2位のメチン（δH　6．40）と3位

のメチレン（δH2．75，3．09）の結合が決定された。　HMBCスペクトルにルメチル

プロトン（δH2．87）から2位の炭素（δc52．0）への相関、2位のプロトンからカル

ボニル炭素（δc169．7）へ、3位のプロトンからもう一つのカルボニル炭素（δc

172．49）に相関が認められたことから、成分Eは」Vmethylaspartic　acid残基（、ひ

MeAsp）であると予想された。

　成分Fは、1且一IH　COSYスペクトルの解析で2位（δH　5．26）と3位のメチン（δH

2．18）間の結合が決定された。HMBCスペクトルにルメチルプロトン（δH　2．g1）

から2位の炭素（δc57．1）への相関、2位のプロトンから4位の炭素（δc　24．5）

へ、6位のメチルプロトン（δHO．91）から2位の炭素および4位の炭素へ、4位

のメチレンプロトン（δH1．07，1．31）から5位のメチル炭素（δc15．1）へ相関が認

められたことから、成分Fはハρmethylisoleucineまたは∧ρmethy1・θ110－

isoleucine（A芦MeIle）残基と予想された。

　成分Gは、IH－IH　COSYスペクトルの解析から、2位（δH　3．12）、3位のメチ

ン（δH2．71）、5位のメチル（δH　O．99）間の結合を決定した。　HMBCスペクトル

に万メチルプロトン（δ且3．39）から2位の炭素（δc75．0）への相関、6位のメチ

ルプロトン（δHO．89）から3位の炭素（δc33．8）と4位の炭素（δc25．8）へ相関が

認められたことから、成分Gはハρmethylisoleucineまたはルmethy1－∂Zlo－

isoleucine（ルMeIle）残基であると予想された。

　成分Hは、IH－IH　COSYスペクトルの解析からNH（δH　7．88）と2位のメチン

（δH4．92）間の結合が決定された。　HMBCスペクトルにNHのプロトンから3位

の炭素（δc37．8）へ、2位のプロトン（δH4．92）からカルボニル炭素（δc171．0）へ、
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3位のメチレンプロトン（δH2．44，2．56）からもう一つのカルボニル炭素（δc

171．38）へ相関が認められたことから、成分Hは、aspartic　acid（Asp）残基であ

ると予想された。

　成分1は、IH・IH　COSYスペクトルの解析から2位（δH　4．84）と3位のメチン

（δH2．33）の結合を決定した。HMBCスペクトルにおいて、ルメチルプロトン（δH

3．07）、4位（δHO．81）および5位のメチルプロトン（δHO．96）から2位の炭素（δc

62．5）へ、2位のプロトンからカルボニル炭素（δc169．3）への相関が認められた

ことから、成分1を∧芦methylvaline（．餅MeVal）残基と決定した。

　成分Jは、1H－1H　COSYスペクトルの解析からNH（δH　7．46）、2位のプロトン

（δH4．93）、3位にメチレンプロトン（δH　1．63，2．15）、4位のプロトン（δH　1．51）

および5位のメチルプロトン（δHO．86）のスピン系、4位のメチンと6位のメチ

ル（δHO．83）の結合が決定され、成分Jはleucine（Leu）残基であると予想された。

　　A（Lac）　　　　　　　　　　B（Pip）　　　　　　　　　　　C（～－MeVal）　　　　　　　D（Val）

　　　　O　　　　　　　　O　　　　　　　　O　　　　　　　O

　　E（～－MeAsp）　　　　　　　F（～－Me‖e）　　　　　　　　　G（N－Melle）　　　　　　　　　H（Asp）

　　　　　　　　　　　　　　　　6
　　　　　5　　　4

　　　　　1（～－MeVal）　　　　　　　　　　　　　」（Leu）

Fig．26．　lH・IH　COSY　and　HMBC　correlations　for　components　of

　　　　　　　　　　　　eujavanicin　A（42）
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　成分E（」ひMeAsp）、成分H（Asp）の側鎖がカルボキシル基であることの確認す

るため、42にCH2N2を反応させエステル化を行った。得られたmethyl　ester（43）

の1H　NMRスペクトルに二つのメトキシ基（δH　3．48，3．69）が確認されたことか

ら、42にカルボキシル基が二つ存在することが明らかになり、成分Eを、ひ

methylaspartic　acid残基、成分Hをaspartic　acid残基と決定した。

　各成分間の結合は、HMBCスペクトルの解析から検討した（Fig．27）。成分B

（Pip）の2位のプロトンから成分A（Lac）のカルボニル炭素への相関が認められた

ことからlactic　acidのカルボン酸がpipecolic　acidにアミド結合していることが

明らかになり、さらに、成分C（NMeVa1）のルメチルプロトンから成分B（Pip）

のカルボニル炭素への相関、成分D（Va1）のNHのプロトンから成分C（、ひMeVa1）

のカルボニル炭素への相関、成分E（∧ρMeAsp）のルメチルプロトンから成分D

（Val）のカルボニル炭素への相関および成分F（∧ρMeIle）のルメチルプロトンか

ら成分E（」VMeAsp）の1位のカルボニル炭素への相関がそれぞれ確認されたこ

とからフラグメント1　（Lac－Pip・」ひMeVa1－Va1・NMeAsp・、ひMeIle）の結合が明

らかになった。さらに、成分1（∧匹MeVal）のNメチルプロトンから成分H（Asp）

の1位のカルボニル炭素への相関および成分」（Leu）のNHから成分1（」VMeVal）

のカルボニル基への相関が認められたことからフラグメントH（Asp・ハρMeVal－

Leu）の結合が明らかになった。

　成分F、GおよびJの1位のカルボニル基は、化学シフトが近く、それらの特

定が困難であった。そこで、これらの成分の結合を決定するためにROEスペク

トルの解析を行った（Fig．27）。成分Fの2位のプロトンの照射によりと成分G

（∧芦Melle）のルメチルプロトンにROEが観測され、二つの∧ρmethylisoleucine

が互いに結合していることが確認された。さらに、成分H（Asp）のNHのプロト

ンの照射によりG（A芦MeIle）の2位のプロトンにROEが観測されたことから、

本化合物はフラグメント1とHが成分G（ハ芦Melle）を介して結合することが明

らかになった。以上のこと並びにIRデータ、分子式を考慮し、eujavanicin　A（42）

の平面構造を、C末端の成分J（Leu）が成分A（Lac）とエステル結合したFig．27

に示す構造と決定した。
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i（1）B（Pip）　　C（～－MeVal）　D（Val）　　　E（～－MeAsp）　　i
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i（II）　。　　　　jl－、・一γ…i
i　　目、c　°○違＼　　i
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　　　　　　　　　　（　：HMBC　　／’”㍉へ：ROE

Fig．27．　Key　HMBC　and　ROE　correlations　for　eujavanicinA（42）

　MSスペクトルのフラグメンテーションの解析から、42のアミノ酸配列の確

認を行った。先に得られた43をNaOMe！MeOHでメタノリシスを行い、環状エ

ステル部分を開環させたeujavanicin　A　trimethyl　ester（44）に導いた。化合物

44について、FAB－Ms測定を行い、フラグメントの解析を行った（Fig．28）。そ

の結果、擬分子イオンピーク1203【M＋Na］＋と1181［M＋H］＋が観測され、44の分

子式C58HlolN9016と一致した。擬分子イオンピーク1181［M＋且】・から144マス

ユニット（m．u．）少ないフラグメントのm〃1036が観測され、144m．u．に相当す

る［LeuOMe－H20】の開裂が考えられた。同様に、　m〃923のフラグメントピー

クが観測されたことから113m．u．に相当する［」VMeVal－H20］が開裂し、m／z　794

のフラグメントピークが観測されたことから129m．u．に相当する［AspOMe－

H20］、m／z666のフラグメントピークが観測されたことから128m．u．に相当する

［ルMeIle－H20］、m／z　539のフラグメントピークが観測されたことから127m．u．

に相当する【NMeIle－H20］、　m／2396のフラグメントピークが観測されたこと

から143m．u．に相当する［∧芦MeAspOMe－H20］、　m／z　297のフラグメントピーク

が観測されたことから99m．u．に相当する［Va1－H20】、　m／z　184のフラグメント

ピークが観測されたことから113m．u．に相当する［∧ρMeVa1－H20］が順に開裂し、

Pip・Lacフラグメントに相当するm〃184のフラグメントピークが観測されたも
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のと考えられた。この結果は、各種NMR実験により決定した42の構造を支持

するものであった。しかし、成分FおよびGについては、isoleucine骨格かθ110・

isoleucine骨格であるかは未だ不明であった。

　　　Fig．28．　FAM・MS　fragmentation（1η／z　values）of

　　　　　　　eujavanicin　A　trimethyl　ester（44）

　未決定であった成分FとGの骨格およびeujavanicin　A（42）の絶対構造は、

42の酸加水分解を行い、得られた各成分の絶対配置から決定することとした。

　Lactic　acidの絶対構造の決定は、キラルカラムを用いたHPLC分析により行

った。化合物42の酸加水分解物中のlactic　acidの保持時間とD一およびL・lactic

acidの標準品の保持時間を比較した結果、42を構成するlactic　acidをD体であ

ると決定した（Fig．29）。

StandardS　　　　　　　L⊥actic　acid

　　　　　　　　　　　β　　［〉已〔±ic　acid

　　　　　　　　　　B　　　為
　＿＿＿一＿＿＿＿＿ばシー．＿．．ヂ。＿＿＿’＿

Hydrolyzate

　　　　　　　　一八　ハ

＿鵠一λ氏八∴ぷ一一
　　　　i　　　　　　　　i　　　　　　　　i　　　　　　　　÷
　　　　1〔〕　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　40　（min〕

Fig．29．　HPLC　chromatograms　for　lactic　acid
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　構成アミノ酸の絶対構造は、Marfey法を適用して決定した29）。すなわち、42

の加水分解物とアミノ酸の標準品について、それぞれMarfy試薬（FDAA）を作

用させ、FDAA誘導体を合成した。、ひMe・D・Ile、∧芦Me－L・Ile、　NMe・D・θ110－Ile

および∧芦Me・L・allo・11eは、文献の方法に従い合成した30・31）。　FDAA誘導体につ

いてのHPLC分析を行った結果、∧ρmethylisoleucineまたはルmethyl一θ110－

isoleucineと予想された成分FとGはいずれも2Vmethy1－L－isoleucineであるこ

とが明らかになった。その他の構成アミノ酸の絶対構造についても、全てL体で

あることが明らかになった（Fig．30，31）。以上の結果から、eujavanicin　A（42）

の構造を絶対配置を含めて決定した。

Standard5 L－∨al

lV－Me－L・〉剖
　L－Leu

ぢ

．

∨剖部悔D斗、1十

D－Plp　　　　　　　　　l
鴇　L一

↓

　

　

＿＿＿＿メ＿＿」〕L］しU一・一＿蓑　　　1　・　／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ∫－Me－L一ヨ」」αlle　　討一Me－D－11e

Hydr．吻te　計叉礼⌒1
L－P巾

　↓

i　l

〆
L⊥eu

阿一Me⊥－lle

一＿＿⊥　」」〕〕汕〕・し＿

　　　　　　i　　　　　　｛　　　　　　i　　　　　　i
　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　30　　　　　　　　　　　　　　　　　40　　〔1「寸jn）

　　　　セ

Fig．30．　HPLC　chromatograms　for　FDAA　derivatives
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｜

｝

／

il

。　　　　　一＿＿」しu＿」L
Hydrolyzate　　　　　　　　　　　　　　　　　L45P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧醐白L輻p

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l／

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　舞

i

＿　　＿一＿＿一ぷ」ぷ＿止一

｝　　　　　　　i　　　　　　　i　　　　　　　l
10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3口　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40　　　　（rri　n）

Fig．31．　HPLC　chromatograms　for　FDAA　derivatives　ofAsp　and

　　　　　　　　　　　　　　　　　∧「・MeAsp

　　　　　Eqiavanicin　A（42）

・ 52一



第四節　Eujavanicin　Aの抗真菌活性

　E．ノ加θmoαm　IFM　54704株から得られた42と、そのメチルエステル体であ

る43について、A．允ヱη垣θ’〃8に対する抗真菌活性を測定した。その結果、42

は6．25μ9／discで直径23mmの阻止円を形成し、強い抗菌活性を示した。一方、

43は抗真菌活性を示さず、．4．允mτ8∂加8活性にはカルボン酸の存在が必須であ

ると考えられた。化合物42の抗菌スペクトルについて、A．11∫8θ∬、0日加7ゴθ

z～1βゴoθ刀8、α四’oooooαθ刀θ〇五）τm刀刀s、　SZθρ力」400000μ8θμτθα8、みθoゴ11〃8ぷ〃わτゴ1お、

亙80力θτゴ6加∂oo∬、　Sθ1mo刀θ11∂θMθτゴ’τ直θに対する活性を検討した。その結果、

42は活性試験を行ったいずれの病原微生物に対して活性を示さず、42は．4．

允m∫8∂加8に対する特異的な抗真菌活性を有することが明らかになった（Table

8）。

Table　8．　Antimicrobial　activities　of　eujavanicin　A（42）

．　　　　　　，　　　　　　　　　Eμjavanicin　A（42）

mlCrOOrganlSmS
50μg／disc　　6．25μg／disc

　　　　［Wlamentous　fungi］

ノ1卵θ惰〃旋ノs〆i〃77鰺ヨZ〃s　　　　　　　　　　28　　　　　　　23

／1卯θ㎎7〃レsη燈r　　　　　　　　　　　　－　　　　　　一

　　　　　　　［yeasts］

0ヨ170始∂〃う刀C∂ノ7S　　　　　　　　　　　　　　－　　　　　　　　－

Or｝ρεooooo〃sηθo危〃77∂17s　　　　　－　　　　　　一

　　　　　　　［bacteria］

S卸！7」凶bOOOO〃S∂レ刀9α5　　　　　　　－　　　　　　一

巳ヨo挽！SSLめ白胎　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　一

∠三SO！7θ〃’0／7ノ治00”　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　一

527〃η017θ〃2？θ17τθ1痂途　　　　　　　　　　
一

　　　　　　　　一

The　diameter　of　inhibition　circle　is　indicated　in　mm．

一
：no　inhibition．
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結論

　化学スクリーニングおよび生物活性スクリーニングの二つの観点から、

Eα1ρθ刀ノoτ1五μmノθγθ刀ゴo〃mの代謝産物に関する研究を行った。広域に分布し、日

本で頻繁に分離される真菌類について、医薬品リード化合物開発を目指した生理

活性物質探索源としての有用性を検討した。

　日本国内土壌から分離された亙ノロγθ刀τoαmの22菌株の代謝産物にっいて、

TLC分析に種々の発色試薬を用いて、化学スクリーニングを行った。その結果、

亙ノθγθmoαm　IFM　54704株において、特徴的なスポットが認められた。すなわ

ち、弱いUV吸収を有し、リン・モリブデン酸試薬を噴霧後、加熱するとゆっく

りと青く呈色するものであり、このスポットは本菌株のみに認められた。また、

IFM　54704株、　IFM　60196株にはリン・モリブデン酸試薬によって、オレンジ色

を呈するスポットが認められた。また、IFM　59075株、IFM　60196株、IFM　60197

株には、van　Urk試薬に陽性（青色又は黄色）を示す代謝産物の存在が確認された。

これらのことから、五ノθγθ刀τoロmは菌株により多様な骨格の代謝産物を生産す

る菌であることが予想され、特徴的な化合物がより多く存在すると予想された

亙ノθ閲mo〃m　IFM　54704株およびIFM　59075株を用いて代謝産物の分離・構

造決定を行った。

　TLC分析を指標に且ノaγθmoαm　IFM　54704株の代謝産物の分離を行い、

mevalonolactone（9）、．ρ一hydroxybenzoic　acid（10）、．ρ一hydroxyphenylacetic　acid

（11）とともに、三種の新規デカリン誘導体eujavanico1　A（12）、eujavanicol　B（13）

およびeujavanicol　C（14）、二種の新規ジオキソモルフォリン関連化合物

javanicunine　A（15）およびjavanicunine　B（16）を単離した。

　Eujavanicol　A（12）およびB（13）は、　FAB・MSスペクトルから分子式をいずれ

も同じClgH3204と決定された。各種機器データの解析から12と13は、ともに

Z瑠刀5一デカリン環を有し、それらは6位のエピマーであることが明らかとなった。

絶対構造を決定するために、12と13それぞれにρ一bromobenzoyl　chlorideを作

用させ、tri一ρ一bromobenzoate（18）および（19）を得た。励起子カイラリティー法

を適用することにより、18の絶対構造を5ぷ6丑、19の絶対構造を5ぷ68と決

定し、eujavanicol　A（12）およびeujavanico1　B（13）を図に示す絶対構造と決定し
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た。Eujavanicol　C（14）は、　FAB－MSスペクトルから分子式をC19H3005と決定

され、各種機器データの解析から、12の2位と3位に二重結合、4位がケトン

となった構造であることが明らかになった。その絶対構造決定には、12および

13と同様に励起子カイラリティー法を適用した。すなわち、14をtri・、ρ・

bromobenzoate（20）に導き、CDスペクトルにおける共役ケトンの影響を除くた

めに20の共役ケトンを還元して21とし、CDスペクトルを測定した。その結果

から、eujavanico1　C（14）の絶対構造を図に示す構造と決定した。これら12～14

は、今回用いた22菌株において本菌株にのみ存在が確認された。

　Javanicunine　A（15）およびB（16）は、TLC分析時、リン・モリブデン酸試薬に

よってオレンジ色を呈した。化合物15および16は、FAB・MS測定により分子

式をそれぞれC24H30N204、　C24H30N205と決定された。各種機器データの解析か

ら、15は11a位にプロトン、16は11a位に水酸基を有するジオキソモルフォリ

ン誘導体と決定され、NOE実験をもとにこれらの相対構造を決定した。化合物

15を酸性条件下でトリプトファンに導き、キラルTLCを用いて、そのトリプト

ファンがL体であることを明らかにし、javanicunine　A（15）の絶対構造を決定し

た。また、15と16は同一菌株から単離されたことから、生合成を考慮し、16

を15と同様の絶対構造であると推定した。新規モルフォリン誘導体15および

16は、化学スクリーニングを行った22菌株のエキスのうち、2菌株に存在する

のみであり、javanicunine類の存在したもう1菌株であるIFM　60196株の代謝

産物中には、15の存在が確認されたが、16の存在は確認されなかった。これま

でに、Pθ刀τoτ1五αm加θガoom」フθo加mから分離された植物の成長調節に関与する

brevicompanine　A（45）32）、互τogαθ允τ6τやPoτロ8608ロmから分離された痙攣性

毒の生理活性を持つroquefortine　C（46）13・33）など様々なトリプトファン由来の

ジケトピペラジン類が報告されている。しかし、天然から得られたジオキソモル

フォリン誘導体は、E．　mo11θから分離されたmollenine　A（47）、　mollenine　B

（48）34）、．4θρθτgゴ1加8刀ルθu8から単離された電位依存性ナトリウムチャネル阻害

活性物質PF1233A（49）、　PF1233B（50）35）の四例のみであり、15および16は希

少な骨格の化合物であった。

　五ノθγθmcμm　IFM　59075株の代謝産物について、van　Urk試薬を用いたTLC

分析を指標に分離を行った結果、2，3－anhydromevalonic　acidδ一1actone（23）、
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ergosta・4，6，8（14），22・tetraen・3・one（24）とともに、インドールジテルペン10，23・

dihydro・24，25・dehydroaflavinine（25）、　nominine（26）、さらに四種の新規イン

ドールジテルペン17・hydroxyeujindole（27）、17・oxoeujindole（28）、8，21－

dehydro－17・hydroxyeujindole（29）および8，21－dehydro・17，20・epoxyeujindole

（30）を得た。化合物27、28、29および30は、それぞれの分子式をFAB・MSス

ペクトルからC28H3gNO、C28H37NO、C28H37NOおよびC28H35NOと決定された。

各種機器データの解析によりそれらの平面構造を決定し、NOE実験によりこれ

らの相対構造を決定した。化合物27と29は17位に水酸基、28は17位にケト

ンを有し、かつ29はA／B環の橋が二重結合となった六環性のインドールジテル

ペンであり、30は29と同様にA／B環の橋が二重結合であり、さらに17位と20

位でエーテル結合を形成した五員環を有する七環性のインドールジテルペンで

あった。化合物28のC／D環（cτθ・decalone環）に着目し、　Kirkらの方法に従い

CDスペクトルの解析を行い、17・oxoeujindole（28）の絶対構造を決定した。五

ノθγθmoロm　IFM　59075株から今回得られたインドールジテルペン25～30は、い

ずれも26から生合成されてくるものと考えられる22）。10，23－Dihydro－24，25・

dehydroaflavinine（25）、　nominie（26）の絶対構造は、未決定であった。25～30

は本研究で同一菌株から得られたことから、生合成を考慮し、いずれも28と同

様の絶対構造であると推定した。また、TLC分析時、　eujindole類に特徴的なス

ポットが認められた五ノθ閲mo〃m　IFM　60196株の抽出エキス中に25、27、28

および30、IFM　60197株の抽出エキス中に25、27および28の存在を確認した。

これまでに天然から単離されたインドールジテルペンは、．4．刀θ閲θから分離さ

れたaflatrem（51）20’36）、　P　6τ〃8608αmから分離されたpenitrem　A（52）37）、　P

ρaxゴ11τから分離されたpaxiline（53）38）などの生理活性物質をはじめとして、数

多くの報告がなされている。しかし、eujindole類のようにジテルペン部がイン

ドール環の3位、4位と結合し、環化したインドールジテルペンは、P訪τomアcθ8

mロτゴcθ加8から分離されたpetromindole（54）39）の一例のみであり、希少な骨格

の化合物であった。

　生物活性スクリーニングとして、真在性真菌症の起因菌の一つA．允m∫gθεμ8

に対する抗真菌活性を行った。化学スクリーニングに用いた22菌株のうち4菌

株（IFM　52259，　IFM　54704，　IFM　58214，　IFM　60197）に抗真菌活性が認められ
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た。これまでに五ノa閲加o〃mから単離された抗真菌活性物質としてcompactin

ラクトン開環体（33）が報告されている。今回、抗真菌活性の認められた4菌株

の代謝産物中には、33が確認されず、生理活性物質の多様な生産性が期待され

た。そこで、活性を示すエキスを生産した4菌株について、それらの活性本体の

分離を試みた。しかし、IFM　60197株とIFM　52259株の2菌株については、活

性本体の分離の過程で活性の大きな低下が起こるとともに、菌株の培養を繰り返

した際に活性本体の生産能が消失し、活性物質の分離に至らなかった。

　五ノθ閲加oαmIFM　58214株の抗真菌活性は、本体分離の際にspiculisporic

acid（34）と挙動を共にしていたが、再結晶で精製された34は活性を示さなかっ

た。活性本体は、炭酸水素ナトリウム水溶液で水層へ転溶し、酸性水溶液でエー

テル層に転溶することからカルボキシル基を有する酸性化合物であると推定さ

れた。そこで、活性を示す分画についてCH2N2で処理し、カルボン酸を有する

化合物をメチルエステル化し、得られたメチルエステルを分離後、加水分解して

活性本体を特定することとした。CH2N2処理で得られたメチルエステル誘導体

混合物の分離・精製を行い、メチルエステル体を単離した。得られた各エステル

を加水分解し、活性分画中に34、2－（2－carboxyethyl）－3－decylmaleic　anhydride

（35）および2－（2℃arboxyethyl）・3・decyl－2－hydroxysuccinic　acid（40）の存在が明

らかになった。これらをそれぞれA．允m1ητgθ加8に対する抗真菌活性試験を行

った結果、35が6．25μg／discで直径13mmの阻止円を形成したことから、2－（2－

carboxyethy1）・3－decylmaleic　anhydride（35）が本菌IFM　58214株の活性本体で

あると決定した。活性本体探索の過程で得られた化合物について同様に抗真菌活

性を調べたところ、35のメチルエステル体である2－（2℃arboxyethyl）－3・

decylmaleic　anhydride　monomethyl　ester（37）が50μg／discと弱いながら抗真菌

活性を示した。これらのことから、活性発現に無水マレイン酸の部分構造が関与

し、遊離カルボン酸の存在が活性の強度に影響することが考えられた。

Spiculisporic　acid（34）はマイコトキシンとして知られている24）。また、その関

連化合物とともに微生物由来の界面活性剤であるバイオ・サーファクタントとし

ても知られており、界面化学的特性の研究や、安定剤、分散剤、化粧品添加剤な

どへの応用の研究がなされている40）。今回の研究により、spiculisporic　acid関

連化合物の抗真菌活性が初めて明らかになった。これまでに、無水マレイン酸の
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部分構造を有する抗真菌活性物質として、nonadride類のscytalidin（55）41）、

deoxyscytalidin（56）42）およびdihydroepiheveadride（57）43）が天然から得られ、

報告されている。これらと合わせて作用機序の詳細な解析を進めることにより、

真在性真菌症治療薬のリード化合物開発に寄与できると考えられた。

　丑ノθγθ加oαmIFM54704株の代謝産物中から化学スクリーニング時に単離さ

れた化合物は、抗真菌活性を示さなかった。改めて培養を行い、活性本体の分離

を試みた際、活性本体にUV吸収が無いことから挙動の確認を行う簡便な方法を

検討した。活性本体は、ニンヒドリン試薬に対し陰性であったが、TLC上で酸

を噴霧して加熱後、ニンヒドリン試薬を噴霧・加熱することで陽性となることが

明らかになった。この検出方法を指標に、本菌株の活性本体である新規化合物

eujavanicin　A（42）を単離した。化合物42は、　FAB・MS測定により分子式を

C55H93NgOl5と決定された。IRスペクトルからエステルの存在が明らかになり、

ニンヒドリン試薬に対する反応性から環状デプシペプチドと予想された。化合物

42をCH2N2で処理するとdimethyl　ester（43）が得られることから、42は二っ

のカルボン酸を有することが明らかとなった。各種NMRデータの解析から、42

の平面構造を九っのアミノ酸残基と一つの乳酸残基で構成された構造と決定し

た。また、43に対しメタノリシスを行い、環状エステル部分を開環させた

trimethyl　ester（44）に導き、FAB－MS測定を行った。得られた44のMSフラグ

メンテーションは、決定した42のアミノ酸配列を支持する結果を示した。化合

物42の絶対構造を決定するために、42について6mol／L塩酸を用いたアミノ酸

分解を行い、構成する各残基の絶対配置を検討した。化合物42の加水分解物に

ついて、キラルカラムを用いたHPLC分析により乳酸をD体であると決定し、

またMarfey法により全てのアミノ酸がL体であることを明らかにした。これら

のことから、eujavanicin　A（42）の絶対構造を決定した。・4．允m9戎〃8に対する

抗真菌活性試験を行ったところ、42は6．25μg／discで強い抗真菌活性を示したが、

43では活性が消失し、42の．4．允m8θ九8に対する抗真菌活性の発現には遊離

のカルボン酸の存在が必須であることが分かった。さらに、42は他の病原微生

物（A刀Zgθτ、0θ刀必∂θθ1力τ6θ刀8、0収ρτocoooロ8刀θoZbτmθ刀s、8τa、ρ力yloooooα8

θ〃∬θα8、Bθoゴ11α88ロれτ1∫θ、五θ6乃θガo力垣oo1τおよびSθ1mo刀θμθθη缶τゴが直8）に

対する活性を示さず、A．允mτ8θ加8に対して特異的に抗真菌活性を示す化合物
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であると明らかになった。既存の薬剤に対する薬剤耐性菌の出現に備え、多様な

抗菌スペクトルを有する抗真菌薬の開発が必要である。今後、化合物42の選択

的な活性発現の機構を解明することによりシード化合物の開発に有益な知見と

なるものと考えられた。

　化学スクリーニングにより、五ノθγθ刀τoμmから類似構造の化合物が様々な生

物活性を有する新規化合物eujavanicol類（12・14）、　javanicunine類（15，16）

およびeujindole類（27・30）が得られ、それらの生産性は菌株により違いが認

められた。生物活性スクリーニングの結果、五ノa閲刀τoμmからこれまでに報告

されている33とは異なる抗真菌活性物質、2－（2－carboxyethyl）・3－decylmaleic

anhydride（35）およびeujavanicin　A（42）をそれぞれ別の丑ノ8閲moαm菌株か

ら単離した。また、今回・4．允m垣a加8に対する抗真菌活性の認められた丑

ノθγθmoμm　IFM　52259株、　IFM　60196株のいずれの菌株の代謝産物中において

も抗真菌活性物質33、35および42は確認されず、さらに異なる抗真菌活性物

質の生産が予想された。Emθτゴoθ11θぷρ．から単離されたemestrin（58）44）や、

亙uρθ加o∫11ταm加θ允1直θηαmから単離されたbrefeldin　A（59）45）のように、同一

菌種の複数の菌株から同じ生理活性物質が確認されるものが存在する。一方、目

本で頻繁に分離される亙ノθγa刀ゴoμmは、菌株によって、同じ生理活性を示す構

造の大きく異なる化合物を産生していることが明らかになった。このことは、リ

ー ド化合物探索源として有益な特徴と考えられた。

　以上のことから、日本で頻繁に分離される菌類がリード化合物探索源としての

可能性を秘めた有用な潜在的国内資源であると考えられた。
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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、値は全て未補正である。旋光度は日本

分光P・1020旋光光度計で測定し、円二色性スペクトルは日本分光」－820円二色

性分散計で測定した。IRスペクトルは日本分光FT／IR・4100フーリエ変換赤外

分光光度計で、またUVスペクトルは日本分光V560分光光度計で測定した。

EI－MSおよびFAB－MSスペクトルは日本電子JMS・MS700V質量分析計で測定

した。lHおよび13C　NMRスペクトルは日本電子JNM－ECA500あるいは

JNM・AL300核磁気共鳴装置で測定し、化学シフトはtetrametylsilane（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。また、シグ

ナルは、一重線（singlet）をs、二重線（doublet）をd、三重線（triplet）をt、四

重線（quartet）をq、多重線（multiplet）をm、幅の広いシグナル（broad　signal）

をbr、他のシグナルと重なり合ったもの（overlapPing　signal）をovと表記した。

　カラムクロマトグラフィーは、固定相にMerck　Silica　gel　60あるいはダイヤ

ィオンHP21を用いた。　LPLCは、東京理化機器SP－12ポンプ、シリカゲル充

填カラム（ULTRAPACK　SI－40A　YAMAZEN）を用いた。　HPLCは、日本分光

PU－980ポンプと検出器として島村YRD－883示差屈折率検出器を接続したもの、

島津LC・10ADポンプと島村YRU－883示差屈折率検出器を接続したもの又は日

本分光PU・2089ポンプと日本分光UV2075UV検出器を接続したものに、日本

分光CO－2067カラムオーブンを組み合わせて用いた。

　TLCは、Merck　Silica　gel　60　F254あるいはMACHEREY－NAGEL　chiralplate

を用い、紫外線（254，365nm）照射下における吸収および蛍光、またはニンヒドリ

ン試薬、リン・モリブデン酸試薬あるいはvan　Urk試薬の噴霧・加熱による呈

色により検出した。Depsipeptideは、6mol／L　HClに浸した後、ホットプレート

で加熱し、1mol／L　KH2PO4溶液で処理後にニンヒドリン試薬を噴霧による呈色

で検出した。

　反応に用いたCH2N2は、ジアゾメタン調製用試薬の、ρ一toluenesulfonyl一ル

methyl－・ひnitrosoamideから調製し、　CH2N2のエーテル溶液として用いた。
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万μρθ加o班抽皿ノθγ2刀ノo〃血の各菌株の培養

　五ノθγθ刀ゴo〃mの各菌株の培養は、PDA平板培地にて25。C、21日間培養した

種菌を作製した後に行った。米培地は、Roux　flask　1本あたり米（約1609）を一

時間水に浸したもの2509を分注し、120°Cで30分間滅菌したものを用いた。

第一章に関する実験

Eμρθ刀τcτ1五〃mノθγa刀∫cロ皿IFM　54704株の代謝産物の分離

　千葉県土壌より分離されたE，ノθγ∂m四mIFM　54704株を米培地（5kg）で

25。C、21日間培養した。　CHC13’MeOH（1：1）で抽出、濃縮を行った後、水と

AcOEtで液液分配を行った。　AcOEt層を分離後、濃縮してAcOEtエキス（239）

を得た。AcOEtエキスをシリカゲル（4009）を用いたカラムクロマトグラフィー

に付し、C且C13：EtOH＝1：0，20：1，10：1，5：1，1：1，0：1の順に溶出した。それぞ

れの画分を濃縮し、六つの分画CHCl3（10．59）、　CHC13－EtOH（20：1）（3．89）、

CHCI3－EtOH（10：1）（6．2g）、　CHCI3・EtO且（5：1）（0．5　g）、　CHC13－EtOH（1：1）

（0．89）、　EtOH（0．59）を得た。三番目の分画（CHCI3：EtOH＝10：1）を、シリ

カゲルを担体とした順相のLPLCに付し、cyclohexane：acetone＝3：1により溶

出して、粗精製三分画を得た。粗精製第一分画についてHPLC（Sio2）を用いて、

cyclohexane：acetone＝2：1を移動相に使用し、　eujavanicol　A（12）（435mg）を

単離iした。また、第二分画CHC13：acetone＝3：1の移動相にしたHPLCで精製

し、eujavanico1　C（14）（11．6mg）およびmevalonolactone（9）（7．7mg）を得た。

さらに、その第三分画をHPLC（SiO2，　benzene：acetone＝5：2）で精製し、

eujavanico1　B（13）（11mg）を分離した。また、上記カラムクロマトグラフィーの

C且C13－EtOHニ10：1溶出分画の低極性部分に、　TLCにおいてリン・モリブデ

ン酸試液によりオレンジ色に呈色する化合物が認められたので、本分画を順相の

LPLC（benzene：acetoneニ6：1）の後に、移動相にcyclohexane：acetone＝10：1

を用いたHPLC（SiO2）に付すことにより、ρ一hydroxybenzoic　acid（10）（7mg）お

よびρ一hydroxyphenylacetic　acid（11）（11　mg）とともにjavanicunine　A（15）

（35mg）およびjavanicunine　B（16）（3　mg）を得た。
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Eujavanicol　A（12）の性状

　Colorless　amorphous　solid．［α］D22＝＋49．9°（c＝1．33，　MeOH）．　HRFAB・MS

1η／z：325．2375（M＋H＋，325．2379for　Clg且3304）．　IR　v皿a、　cm－1：3355（OH），1697

（C＝0）．1Hおよび13C　NMRスペクトルデータは、本論中Table　1に示した。

Eujavanicol　B（13）の性状

　Colorless　amorphous　solid．［α］D23ニ＋28．0°（c＝0．33，　MeOH）．　HRFAB－MS

1η／z：325．2345（M＋H＋，325．2379for　C玉gH3304）．　IR　vmax　cm－1：3356（OH），1698

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

Eujavanicol　C（14）の性状

　Colorless　amorphous　solid．［α］D23＝＋52．3°（c＝0．37，　MeOH）．　HRFAB・MS

1η／z：339．2176（M＋H＋，339．2171for　ClgH3105）．　UV（MeOH）λma、　nm（logε）：

244（4．01）．IR　vmax　cm－1：3427，1703，1646．　lH　NMR（acetone一φ）δ：5．94（1H，

brs，H－3），3．73（1H，m，H・6），3．68（1H，m，H・5），3．64（2H，m，H－11），2．85（1H，

m，H－10），2．56（1H，　m，且・10），2．45（1H，　dd，」＝12．9，9．5Hz，　H－4a），2．29（1H，　m，

H－8a），1．99（1H，　m，　H・8），1．62（1H，　dt，」＝13．8，3．4Hz，　H・7θσ），1．57（1H，　m，

H・1’），1．36（2H，　m，　H・2’），1．30（1H，　m，　H－7ax），1．22（3H，　br　s，1－Me），0．97（3且，

d，」＝6．3Hz，1’－Me），0．75（3H，　m，　H－3’），0．63（3H，　br　d，♂＝4．6Hz，8－Me）．13C

NMR（acetone・d6）δ：212．0（C・9），204．1（C－4），174．1（C－2），126．3（C・3），73．2

（C－6），68．5（C－5），60．1（C－1），57．7（C・11），45．7（C－8aorC－4a），45．6（C・4aor

C・8a），43．2（C・10），40．1（C－7），37．6（C－1’），30．7（C・2’），28．5（C・8），22．9（1’－Me），

19．1（8－Me），14．8（1－Me），12．5（C・3’）．　CDCI3で測定した1Hおよび13C　NMRデ

ー タは、本論中Table　1に示した。

Javanicunine　A（15）の性状

　Colorless　amorphous　solid．［α］D22＝－152．3°（c＝1．0，　CH2C12）．　EI－MS　1η／z

（％）：410（M＋，18），368（29），299（base　peak），157（27），130（19）．　HREI－MS

zη／z：410．1094（M＋，410．1103for　C24且30N204）．　UV（CH2Cl2）λmax　nm（logε）：

247（3．95），278（3．14），285（3．09）．IR　vmax　cm　1：1760（COO），1670（CO）．　IHお
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よび13C　NMRスペクトルデータは、本論中Table　2に示した。

Javanicunine　B（16）の性状

　Colorless　amorphous　solid．［α】D22＝－118．5°（c＝0．20，　CH2C12）．　HRFAB－MS

1η／2：427．2260（M＋H＋，427．2233for　C24H31N205）．　UV（MeOH）λma、　nm（logε）：

246（3．87），278（3．13），285（3．09）．IR　vmax　cmゴ：1760（COO），1700（CO）．1Hお

よび13C　NMRスペクトルデータは、本論中Table　2に示した。

Eujavanico1　A（12）のアセチル化

　Eujavanico1　A（12）（88mg）をピリジン（1mL）、無水酢酸（1mL）の混液に溶解

し、室温で一晩反応させた。反応混合物に氷水を加え、エーテルで抽出した。シ

リカゲルを担体とした順相のLPLCでbenzene：acetone＝20：1を移動相に用い

て、精製し、triacetyleujavanico1　A（17）（40mg）を得た。

Triacethyleujavanico1A（17）の性状

　HRFAB－MS　1η／2：451．2688（M＋H＋，451．2696　for　C25H3gO7）．1H　NMR（CDCI3）

δ：5．70（1H，　ddd，」＝10．6，4．0，2．9Hz，　H－3），5．65（1H，　br　d，♂＝10．6Hz，　H－4），

5．39（1H，　ddd，」＝2．9，2．9，2．9Hz，　H・・6），4．70（1H，　dd，」＝11．7，2．9Hz，　H－5），

4．37（2H，　m，　H－11），2．91（1H，　dt，」＝18．9，5．7Hz，　H－10），2．82（1H，　dt，」＝18．9，

6．3Hz，　H－10），2．36（1H，　br　t，」＝11．7Hz，　H・4a），2．10（3H，　s，　Me），2．09（1H，　m，

H－8a），2、04（3H，　s，　Me），2．02（3H，　s，　Me），1．96（1H，　m，　H－2），1．75（1H，　dt，♂＝

13．7，2．9Hz，　H－7θσ），1．70（1H，　m，　H－8），1．60（1H，　ddd，」＝13．7，11．5，2．9Hz，

H－7脳），1．46（1H，　m，　H－2’），1．28（3H，　brs，1・Me），1．15（1H，　m，H－1’），0．92（3H，

d，」＝6．9Hz，1’－Me），0．75（3H，　m，　H－3’），0．72（1H，　m，　H－2’），0．59（3H，　d，」＝

6．9Hz，8・Me）．13C　NMR（CDC13）δ：209．9（C－9），170．8（OCO），170．3（OCO），

170．3（OCO），124．6（C・30rC・4），124．41（C・40rC－3），75．3（C・・5），69．0（C－6），

59．0（C・11），52．1（C－1），52．0（C・2），43．3（C・8a），38．9（C－7），38．0（C－10），37．0

（C・4a），36．7（C－1’），31．3（C－8），24．3（C－2’），21．9（8・Me），21．1（OCOM皇），20．8

（OCO逸），20．7（OCO］±），19．1（1’・Me　or　1－Me），19．0（1・Me　or　1’・Me），12．3

（C－3’）．
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Eujavanico1　A（12）のρ一プロモベンゾイル化

　Eujavanicol　A（12）（3mg）をピリジン（0．3mL）に溶解し、、ρ一bromobenzoyl

chloride（50mg）を加え、室温で12時間撹拝した。氷水を加えた後、　AcOEtと

0．5mol／L　HCIを加えて液液分配をした。有機層を分離後、　NaHCO3で洗浄して

得られた有機層をNa2SO4で乾燥した後に濃縮し、シリカゲルを担体とした順相

のHPLCでcyclohexane：acetone＝5：1の移動相を使用して精製を行い、　tri一ρ一

bromobenzoyleujavanicolA（18）（2．5mg）を得た。

Tri・．ρ・bromobenzoyleujavanico1A（18）の性状

　1H　NMR（CDC13）δ：7．89・7．47（12H，　m），5．74－5．68（3H，　m，　H－4，　H－5，　H－6），

5．07（1H，　dd，」＝11．5，3．5Hz，　H－3），4．74－4．59（2H，　m，　H－11），3．14－2．92（2H，

m，H・10），2．63（1H，　t，」ニ9．3Hz，　H－4a），2．27（1H，　t，」＝9．3Hz，　H－8a），1．99（2H，

m，H－2，　H－7θσ），1．81（2H，　m，　H－7θx，　H・8），1．52（1H，　m，　H－2’），1．38（3且，　s，

1－Me），1．19（1H，　m，　H・1’），0．86（3H，　d，」＝6．8Hz，1’－Me），0．72（4H，　m，　H－2’，

H・3’），0．68（3H，　d，」＝6．3Hz，8・Me）．　CD（MeOH）4ε（nm）：－49．0（253），＋15．6

（234）．

Eujavanicol　B（13）のρ一プロモベンゾイル化

　Eujavanicol　B（13）（3mg）をピリジン　（0．3mL）に溶解し、ρ一bromobenzoyl

chloride（50mg）を加え、室温で12時間撹拝した。氷水を加えた後、　AcOEtと

0．5mol！L　HClを加えて液液分配をした。有機層を分離後、　NaHCO3で洗浄して

得られた有機層をNa2SO4で乾燥した後に濃縮し、シリカゲルを担体とした順相

のHPLCでcyclohexane：acetoneニ5：1の移動相を使用して精製を行い、　tri一ρ・

bromobenzoyleujavanicol　B（19）（3．4mg）を得た。

Tri－p・bromobenzoyleujavanicol　B（19）の性状

　1H　NMR（CDC13）δ：7．88・7．48（12H，　m），5．69（1H，　ddd，」＝10．3，4．6，2．9Hz，

H’3），5．59（1H，brd，」＝10．3Hz，H・4），5．32－5．23（2H，　m，　H・5，　H・6），4．71－

4．59（2H，　m，　H・11），3．08－2．95（2H，　m，　H－10），2．36－1．63（7H，　m，　H－2，　H－2’，

H・4a，　H・7，　H・8，　H・8a），1．30（3H，　s，1－Me），1．22（1H，　m，　H－1’），0，86（3H，　d，」＝
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6．3Hz，1’－Me），0．73（3H，　d，」ニ6．3Hz，且・3’），0．72（1H，　m，　H－2’），0．71（3H，　br　d，

」＝5．2Hz，8’Me）．　CD（CH2Cl2）4ε（nm）：＋20．5（254），－15．4（238）．

Eujavanico1　C（14）のρ・プロモベンゾイル化

　Eujavanicol　C（14）（3mg）をピリジン（0．3mL）で溶解し、」o・bromobenzoyl

chloride（50mg）を加え、室温で12時間撹枠した。氷水を加えた後、　AcOEtと

0．5mol／1．　HClを加えて液液分配をした。有機層を分離後、　NaHCO3で洗浄して

得られた有機層をNa2SO4で乾燥した後に濃縮し、シリカゲルを担体とした順相

のHPLCでcyclohexane：acetone＝5：1の移動相を使用して精製を行い、　tri・ρ・

bromobenzoyleujavanico1　C（20）（3．1mg）を得た。

Tri一ρ・bromobenzoyleujavanicol　C（20）の性状

　1H　NMR（CDCI3）δ：7．87・7．48（12H，　m），6．08（1H，　br　s，　H・3），5．68（1H，　br　s，

H・6），5．54（1且，dd，♂＝10．4，3．5Hz，　H－5），4．65（1H，　dt，」＝11．5，7．2Hz，　H－11），

4．46（1H，　m，　H－11），3．17（1H，　dt，」＝18．3，7．2Hz，　H－10），3．05（1且，　m，　H・10），

2．91（1H，m，H－4a），2．42（1H，m，且・80rH－8a），2．23（1H，m，H・8aorH－8），2．08

（1H，　dt，♂＝14．3，3．5Hz，　H－7θσ），1．78（1H，　m，　H－1’），1．63（1H，　br　d，♂＝14．3Hz，

H・7∂x），1．43（3H，　s，1・Me），1．38（1H，　m，　H－2’），1．12（3H，　d，」＝6．9Hz，1’－Me），

0．87（7H，　m，8－Me，　H－3’，　H－2’）．

Tri・ρ・bromobenzoyleujavanicol　C（20）の還元

　化合物20（2mg）をEtOH（3mL）に溶解し、冷やしながらNaBH4（10mg）を加

え、5分間室温で撹持した。少量のacetoneを加えた後、2mol／L　HCIを加えて

残存するNaBH4を分解した後、水とCH2Cl2を加えた。有機層を抽出し、Na2SO4

で乾燥後に濃縮し、HPLC（SiO2）でcyclohexane：acetone＝4：1の移動相を使用

し、精製を行い、20の還元体（21）（0．8mg）を得た。

化合物20の還元体（21）の性状

　lH　NMR（CDC13）δ：7．93・7．45（12H，　m），5．93（1H，　d，」ニ9．9Hz，　H－3），5．66

（1H，　m，　H・6），5．43（1H，　dd，」＝10．9，2．9Hz；H－5），4．65（1H，　m，　H・11），4．44（1H，
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m，H－11），3．98（1H，　m，　H－4），325（1H，　m，　H・10），3．08（1H，　m，　H－10），2．45（1H，

brt，」＝11．5Hz，H・8a），2．18（1H，　m，　H・7θg），2．16・2．04（3H，　m，H・4a，H・7θx，

H・8），1．64・1．59（2且，m，　H・1’，　H・2’），1．43（3H，　s，1・Me），1．32（1H，　m，　H－2’），

1．00（3H，　d，♂＝6．3且z，　r－Me），0．86（6且，　m，　H－3’，8－Me）．　CD（CH2CI2）∠ε（nm）：

－
30．0（256），＋14．2（239）．

Javanicunine　A（15）の酸加水分解およびtryptophal1の同定

　Javanicunine（A）（15）（3mg）に、6mol！L　HCl（0．5mL）を加え、減圧下アルゴ

ン置換をし、115°Cで22時間反応させた。0．5mol／L　Na2CO3で中和し、乾燥、

濃縮した。得られた加水分解物について、キラルプレート用いて、MeOH：H20：

MeCN＝1：1：4により展開し、　D・およびL’tryptophanの標準品と共にTLC分析

を行った。

万〃pθ刀∫oτ〃ταmノ∂γ8ηゴcロ皿IFM　59075株の代謝産物の分離

　千葉県土壌より分離されたE．ノθγθmoαm　IFM　59075株を米培地（2．5kg）で、

25°C、21日間培養した。CHCl3－MeOH（1：1）で抽出後に濃縮し、水とAcOEt

で液液分配を行い、水可溶部を除き、有機層を濃縮してAcOEtエキス（13．4g）

を得た。さらに、MeCNとhexaneを加え、液液分配を行い、脂肪酸等の低極性

化合物を多く含むhexane可溶部分を除いた。MeCN可溶部を濃縮して得たエキ

ス（3．6g）について、シリカゲル（80g）を用いてカラムクロマトグラフィーに付し、

CHClボacetoneの混合比を変化させ順次溶出した。それらをTLCに付し、　van

Urk試薬を噴霧したところCHCl3：acetone＝20：1および9：1で溶出した分画中

に青又は黄色に呈色するスポットが認められた。固定相にシリカゲルを用いた

LPLCにcyclohexane：AcOEt＝8：1を移動相に使用し、　van　Urk試薬陽性化合

物の精製を行ったところ、2，3・anhydromevalonic　acidδ・lactone（23）（6　mg）が

得られ、LPLCでcyclohexane：acetone＝12：1を移動相として精製を行った際

に、ergosta・4，6，8（14），22－tetraen・3・one（24）（25mg）が得られた。さらに、シリ

カゲルカラムを用いたHPLCでcyclohexane：AcOEtニ6：1の移動相を用いて分

離を行い、10，23・dihydro－24，25・dehydroaflavinine（25）（2mg）およびnominine

（26）（2mg）を得た。さらに、　cyclohexane：acetone＝12：1の移動相を用いて
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HPLC（SiO2）に付すことにより、8，21－dehydro－17，20℃poxyeujindole（30）（4mg）、

17・hydroxyeujindole（27）（35mg）、17－oxoeujindole（28）（7mg）および8，21－

dehydro・17・hydroxyeujindole（29）（2mg）を得た。

17・Hydroxyeujindole（27）の性状

　Colorless　needles．　mp　129．3・130．2°C（from　hexane－acetone）．［α］D22＝

－ 43．7°（c＝0．40，MeOH）．　HRFAB・MS　1η／z：404．2925（M－H＋，404．2953　for

C28H38NO）．　UV（MeOH）λmax　nm（logε）：226（4．51），283（3．73），293（3．66）．　IR

vma，　cm－1：3480（NH），3287（OH）．　IH　NMR（acetone・d6）δ：9．75（NH），7．08

（1H，　d，♂＝8．OHz，　H－7），6．99（1H，　m，　H－2），6．98（1H，　m，　H・6），6．87（1H，　d，」＝

6．9Hz，　H－5），4．59（1H，　br　s，　H－17），3．42（1H，　dd，」ニ12．0，5．2Hz，　H・8），2．85

（1H，　m，　H・9），2．78（1H，　m，　H－10），2．29（1H，　m，　H－19θg），2．27（1H，　m，　H－14），

2．24（1H，　m，　H－21），2．02（1H，　m，　H－11θx），1．94（1H，　m，　H・16ax），1．81（1H，　ddd，

」ニ15．1，12．6，3．2Hz，　H－15汲），1．8－1．7（2H，　m，　H－20），1．67（1H，　m，　H－19θx），

1．59（1H，　m，且一16θσ），1．55（1H，　td，♂＝14．3，2．8Hz，　H－12θx），1．39（3H，　s，　H・24），

1．20（1H，　m，　H－15θσ），1．16（1H，　dt，」＝14．3，3．4Hz，　H－12θg），1．04（1H，　br　d，」

＝13．1Hz，　H・11θσ），1．00（3H，　s，　H－26），0．95（3H，　s，　H・23），0．81（3H，　d，」＝

7．4Hz，　H－27），0．79（3H，　d，」＝6．9Hz，　H・25）．13C　NMR（acetone・∂6）δ：

142．5（C－4），135．3（C－7a），126．8（C－3a），122．7（C－6），118．1（C－2），115．3（C－3），

112．3（C－5），108．8（C・7），68．3（C－17），44．6（C－21），44．3（C－18），39．9（C－13），

38．3（C－22），37．2（C・9），33．8（C－8），32．0（C・14），30．6（C－16），30．0（C－10），29．4

（C－11），28．7（C－12），26．4（C・15），26．1（C－19），25．2（C・24），24．5（C－23），23．1

（C－27），21．6（C－20），18．8（C・26），16．2（C－25）．NOESY　data（且←＞H＃）H－14←＞H－9，

H－16θx；H－21←H・19ax，　H・24，　H・27．その他のNOESYスペクトルデータは

CDC13で測定したものと同様であった。　CDCl3で測定した1Hおよび13C　NMR

スペクトルデータは、本論中Table　3に示した。

17・Oxoeujindole（28）の性状

　Colorless　amorphous　solid．［α］D22＝－28．7°（c＝0．40，　MeOH）．　HRFAB・MS

1η／z：404．2930（M＋H＋，404．2953for　C28H38NO）．　UV（MeOH）λma．　nm（logε）：

・ 69・



225（4．51），282（3．83），292（3．76）．IR　vmax　cm－1：3406（NH），1683（CO）．　CD

（MeOH）4ε（nm）＝－1．4（292）．1Hおよび13C　NMRスペクトルデータは、本論

中Table　3に示した。

8，21・Dehydro－17－hydroxyeujindole（29）の性状

　Colorless　microcrysta1．　mp　211．0・211．8°C（from　cyclohexane）．［α］D24＝

－
81°（c＝0．07，CH2Cl2）．　UV（MeOH）λmax　nm（10gε）：239（4．19），276（3．86），

297（3．81），314（sh　3．73）．　IR　vmax　cm－1：3499（NH），3239（OH），1444，749．

HRFAB－MS　m／z：404．2918（M＋H＋，404．2953　for　C28H38NO）．　IHおよび13C

NMRスペクトルデータは、本論中Table　4に示した。

8，21・Dehydro・17，20・epoxyeujindole（30）の性状

　Colorless　leaves．　mp（dec．）257．3・258．3°C（from　acetone）．［α］D24＝－332°

（c＝0．15，CH2C12）．　HRFAB－MS　1η／z：402．2809（M＋H＋，402．2797　for　C28H36NO）．

UV（MeOH）λmax　nm（logε）：234（4．32），278（3．99），298（4．02），308（3．95），317

（sh　3．84）．　IR　vmax　cm　1：3228（NH）．1Hおよび13C　NMRスペクトルデータは、

本論中Table　4に示した。

第二章に関する実験

抗菌活性試験

　抗菌活性はペーパーディスク法を用いて測定した。試験菌は、．48ρθτg∬九8

允m垣θ九81FM　41362株、　A．　m8θr　IFM　41398株、0∂刀∂τゴθθ1加oθ刀8　ATCC

40009株、0ワp’ooo60α8刀θoZbτmθη5　AT　C　C　90122株、　S‘θρ乃yloooooロ8θατθα8

MBRC　12732株、．βθoτ11〃85ロ尻τ1τ8　NBRC　3134株、亙8c力θ万6力垣oo1τNBRC

14237株、8θ1mo刀θ11aθη’θτゴ6τ∂τ8　NBRC　3313株を用いた。活性試験用培地は、

試験菌を滅菌水に懸濁し、温時のPDA培地に混釈後、約10mLずつ滅菌済みシ

ヤーレ（90mm　x　20mm）に分注して作製した。国内土壌より分離された万．

ノθγ2moロm　22菌株は、それぞれ米培地（40g）で25°C、21日間培養した。　CHCI3

－ MeOH（1：1）で抽出、濃縮を行った後、水とAcOEtで液液分配を行った。AcOEt
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層を分離後、濃縮してAcOEtエキスを作製した。各エキスは5mg／disc、各化合

物は適当な濃度に調整し、ペーパーディスク（直径8mm）に染み込ませ、乾燥さ

せた。乾燥させたペーパーディスクを活性試験用培地上に置き、25。Cで培養し

た。試験の判定は、糸状菌では48・72時間後、酵母では24－48時間後、細菌

については16・24時間後に阻止円の形成の有無および阻止円の直径（mm）を測

定した。酸性条件下の活性試験は乾燥させたペーパーディスクに0．1mol！L　HCl

15μLを添加して行い、塩基性条件下の活性試験は乾燥させたペーパーディスク

に0．1mo1／L　NaOH　15μLを添加したものを用いて行った。

万μρθ加cτ〃mmノθγ8刀∫cロ皿IFM　58214株の活性成分の分離

　五ノθγa刀τoμmIFM　58214株を米培地（2．5kg）で25°C、21日間培養した。Roux

flask　1本あたり、CHCI3－MeOH（1：1）（400mL）を加え、一晩静置し、抽出した

ところ液が二層に分離した。それぞれ別々に濃縮後、．4．允mゴ8θ九8に対する抗

真菌活性を調べたところ、上層に活性が認められた。上層の溶媒を留去し、残渣

に水とAcOEtを加えて、液液分配を行った。抗真菌活性はAcOEt可溶部分に認

められ、水可溶部は活性を示さなかった。AcOEt可溶部分を濃縮して、エキス

を作製し、ポリスチレン樹脂（ダイヤイオンHP21）を担体としたカラムクロマト

グラフィーに付した。ポリスチレン樹脂は一晩MeOH：H20＝6：4に浸たものを

用いて、MeOH：H20＝7：3，8：2，9：1，10：0の順に溶出させた。抗真菌活性は、

MeOH：H20＝8：2で溶出した分画に認められた。本分画を、シリカゲルを担体

としたLPLCおよびHPLCを用いて行ったが、分離時に活性の大きな減弱が認

められた。さらにODS、　HILICカラムを用いたHPLC、移動相にギ酸やトリフ

ルオロ酢酸（TFA）の添加、リン酸緩衝液、イオンペア試薬を用いた分離を行っ

たが、いずれも抗真菌活性に大きな減弱が認められた。また、得られる活性の低

下した分画からspiculisporic　acid（34）の存在を確認した。　MeOH：H20＝8：2

で溶出した分画からAcOEtにより再結晶を行い、精製された34を得た。その

再結晶母液から34を再結晶で出来る限り除き、66μ9／discで活性を示す活性分

画を得た。酸性、塩基性条件下での活性を調べた結果、抗菌試験時に少量の希塩

酸をディスクに添加することにより活性が増強した。また、AcOEtと中性・酸

性（HCI）・塩基性（NaHCO3）の水溶液による分配を行い、活性を調べたところ、
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炭酸水素ナトリウム水溶液で水層へ転溶し、塩酸酸性水溶液でエーテルに転溶す

ることから酸性化合物であると明らかとなったため、CH2N2によりメチルェス

テル化を行った。66μ9／discで活性を示した活性分画のIH　NMRスペクトルを測

定し、分画中に2－（2－carboxyethy1）・3・decylmaleic　anhydride（35）の特徴的なシ

グナルを確認した。

E．ノθ閲mcロm　lFM　58214株の活性分画のCH2N2を用いたメチルエステル化

　66μg／discで活性を示した活性分画（220mg）に、　CH2N2エーテル溶液を加え、

25。Cで5分間反応させた。反応生成物について、シリカゲルカラムを用いた

LPLCでtoluene：acetone＝18：1の移動相を使用して分離を行い、2・（2－

carboxyethyl）－3－decylmaleic　anhydride　monomethyl　ester（37）（10．1mg）、

spiculisporic　acid　dimethyl　ester（36）（154mg）および2－（2－carboxyethy1）・3・

decyl－2・hydroxysuccinic　acid　trimethyl　ester（38）（55mg）を得た。同じ活性分

画（45mg）にっいて加熱後にCH2N2エーテル溶液を用いてメチルエステル化を

行い、同様にLPLCを用いて分離を行い、37（7．9mg）、36（10．2mg）および

2－（2℃arboxyethy1）・3・decylmaleic　acid　trimethyl　ester（39）（2．2mg）を得た。

2－（2・Carboxyethyl）・3・．　decylmaleic　anhydride　monomethyl　ester（37）の性状

　且RFAB－MS　1η／2：325．2028（M＋H＋，325．2015　for　Cl8H2905）．　IR　vma．　cmコ：

1841，1766，1739．UV（CH2Cl2）λma。　nm（logε）：256（3．89）．1且NMR（CDCI3）δ：

3．69（3且，s，3’・COOMe），2．77（2H，　dt，」＝6．9，1．5Hz，　H・1’），2．69（2H，　dt，」＝

6．9，1．5Hz，　H－2’），2．50（2H，　t，」＝7．8Hz，　H－1”），1．57（2H，　m，　H・2”），1．32（2H，　m，

H・3”），1．30（2H，m，H・9”），1．26（10H，brs，H－4”，H－5”，H－6”，H・7”，H－8”），0．88

（3H，　t，♂＝7．2Hz，　H－10”）．13C　NMR（CDCI3）δ：172．0（C－3’），165．6（C・40r　C－1），

165．5（C・10r　C・4），146．1（C－3），141．9（C・2），52．0（3’－COO亙旦），31．8（C・8”），31．1

（C－2’），29．6（C・7”orC・5”orC・6”），29．5（C－6”orC・5”orC－7”），29．4（C－5”or

C・6”orC・7”），29．3（C・4”orC－5”），29．2（C－3”orC・4”），27．9（C－2”），24．5（C－1”），

22．7（C－9”），19．8（C－1’），14．1（C・10”）．
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2・（2・Carboxyethy1）・3－decy1・2・11ydroxysuccinic　acid　trimethyl　ester（38）の性状

　lH　NMR（CDCI3）δ：3．82（3H，　s，1－COOMe），3．73（3H，　s，4・COOMe），3．67

（3H，　s，3’－COOMe），3．63（1H，　s，2－OH），2．78（1H，　dd，」＝3．4，11．5Hz，　H・3），

2．48（1H，　m，　H－2’），2．19（1H，　m，　H・1’），2．15（1H，　m，　H・2’），1．97（1H，　m，　H・1”），

1．85（1H，m，H・1”），1．37（1H，m，H－1”），1．30（2H，m，H・9”），1．29（12H，brs，

H－3”，H・4”，　H・5”，　H・6”，　H－7”，　H’8”），1．22（2H，　m，　H－2”），0．88（3H，　t，」＝6．9Hz，

H－10”）．13C　NMR（CDC13）δ：174．5（C’1），174．2（C－4），173．5（C－3’），77．8（C－2），

53．8（C・3），53．2（1－COOM皇），52．0（4・COO］±），51．9（3’・COO逸），32．4（C・1’），

32．0（C・8”），29．65（C・7”orC－5”orC－6”），29．62（C－6”orC－5”orC－7”），29．5

（C・5”orC－6”orC－7”），29．4（C－4”orC－3”），29．4（C3”orC－4”），28．7（C・2’），28．0

（C－1”），27．9（C・2”），22．8（C・9”），14．2（C・10”）．

2－（2・Carboxyethyl）・3・decylmaleic　acid　trimethyl　ester（39）の性状

　HRFAB・MS　1η〃：371．2445（M＋且＋，371．2434　for　C20且3506）．　UV（CH2Cl2）

λmax　nm（logε）：226（3．97）．　IH　NMR（CDCI3）δ：3．76（3且，　s），3．75（3H，　s），3．69

（3H，s），2．67（2H，　brt，」＝7．4Hz，　H－1’），2．46（2H，　br　t，」＝7．4Hz，　H－2’），2．37

（2H，brt，」＝7．4Hz，H－1”），1．42（2H，m），1．31（4H，m），1．26（10H，brs），0．88

（3H，　t，」＝6．9Hz，　H・10”）．　NOESY　data（H←＞H＃）H・1’⇔H－1”．

化合物37、38、39のアルカリ加水分解

　活性分画のメチルエステル化により得られた37、38および39について、そ

れぞれ10％NaOH水溶液中、60℃で2時間加熱した。反応後、2mol／L　HCIで

中和し、水とエーテルを加え、液液分配を行い、エーテル層を濃縮した。それぞ

れ、2－（2－carboxyethyl）－3’decylmaleic　anhydride（35）、2－（2－carboxyethyl）－3－

decyl・2－hydroxysuccinic　acid（40）および2－（2・carboxyethy1）－3－decylmaleic

acid（41）を得た。

2－（2・Carboxyethy1）－3・decy1－2・hydroxysuccinic　acid（40）の性状

　1H　NMR（CD30D）δ：2．74（1H，　dd，」＝2．9，10．9Hz），2．46（1H，　m），2．15（2H，

m），1．98（1H，　m），1．87（1H，　m），1．28－1．39（17H，　m），0．89（3H，　t，」＝6．9Hz）．
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13C　NMR（CD30D）δ：176．9，176．8，176．7，78．7，54．6，33．9，33．1，30．71，30．66，

30．5，30．5，30．4，29．8，28．81，28．79，23．7，14．5．

2・（2・Carboxyethyl）・3・decylmaleic　acid（43）の性状

　lH　NMR（CD30D）δ：2．64（2H，　t，♂＝8．OHz），2．50（2H，　t，」＝8．OHz），2．40

（2H，　t，」＝7．5Hz），1．45（1H，　m），1．28・1．38（15H，　m），0．90（3H，　t，」＝6．9Hz）．

化合物34から2・（2・carboxyethyl）・3・decylmaleic　anhydride（35）への誘導

　化合物34（45mg）をナス型フラスコに入れ、266Paで減圧下、オイルバス上で

撹絆しながら170℃で2時間加熱した。ヘキサンとエーテルの混合液から再結晶

し、2・（2－carboxyethyl）－3－decylmaleic　anhydride（35）（23mg）を得た。

2－（2・Carboxyethyl）－3－decylmaleic　anhydride（35）の性状

　FAB・MS　1η／z：311（M＋H＋）．　UV（C且2C12）λma、　nm（10gε）：256（3．79）．　IR　vma、

cm　1：3441－2487，1843，1763，1711．1H　NMR（CDCI3）δ：2．77（4H，　br　s，

H－1’，H・2’），2．50（2H，　t，」＝7．5Hz，　H・1”），1．57（2H，　quintet，♂＝7．5Hz，　H・2”），

1．32（2H，m，且一3”），1．31（2H，m，H・9”），1．26（10且，brs，H・4”，H－5”，H－6”，H－7”，

H－8”），0．88（3H，　t，」＝7．2Hz，　H・10”）．13C　NMR（CDCI3）δ：177．2（C－3’），165．6

（C・1），165．4（C－4），146．3（C・2），141．4（C－3），31．8（C－8”），30．9（C－2’），29．6（C・7”

orC・5”orC－6”），29．5（C－6”orC－5”orC－7”），29．4（C－5”orC・6”orC－7”），29．24

（C・4”orC・3”），29．17（C・3”orC－4”），27．9（C－1”），24．6（C－2”），22．6（C－9”），19．5

（C・1’），14．1（C・10”）．

万ロρθη∫cゴ11mm／aγa刀∫cロ坦IFM　54704株の活性成分の分離

　万．ノaγθ垣cロmlFM　54704株を米培地（5．5kg）で25°C、21日間培養した。CHCl3

・ MeOH（3：2）で抽出し濃縮後、水とAcOEtを加えて分配した。有機層を濃縮し、

AcOEtエキス（539）を得て、シリカゲル（8009）を用いたカラムクロマトグラフ

イーに付し、CHCI3：EtOH＝1：0，20：1，10：1，5：1，1：1，0：1の混合比で順次溶出

させ、それぞれを濃縮し、六分画した。得られた三番目の溶出分画（CHCI3：

EtOH＝10：1）（6．29）と四番目に溶出した分画（CHCI3：EtOH＝5：1）（0．59）の
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みに活性が濃縮されていた。両分画について、シリカゲルを用いたLPLCで

CHCl3：acetone＝3：1あるいはcyclohexane：acetone＝3：1の移動相を使用し

て活性画分（107mg）を得た。さらに、　RI検出器を用いたHPLC（SiO2，

cyclohexane：acetoneニ3：2）を用い精製を行ったが、二つのピークが認められた。

これらをhexane－AcOEt（5：1）により再結晶を行い、無色結晶として

eujavanicin　A（42）を単離した。

Eujavanicin　A（42）の性状

　Colorless　cubes．　mp　243．2－243．5°C（from　hexane・AcOEt）．［α］D23＝

－
194．9。（c＝0．8，MeOH）．　HRFAB－MS　1ηZ：1120．6855（M＋H＋，1120．6869　for

C55Hg4NgO15）．　IR　vmax　cm－1：1734（COO），1683（CO），1639（CON）．1Hおよび

13C　NMRスペクトルデータは、本論中Table　7に示した。

Eujavanicin　A（42）のメチルエステル化

　化合物42（10．2mg）をMeOH（1mL）に溶解し、CH2N2エーテル溶液を加えて、

25。Cで5分間反応させた。濃縮した後、　HPLC（SiO2）にcyclohexane：acetone

＝2：1の移動相を用いて精製し、eujavanicin　A　dimethyl　ester（43）（9．3mg）を得

た。

Eujavanicin　A　dimethyl　ester（43）の性状

　Colorless　amorphous　solid．　FABMS　m〃：1149（M＋H＋），1171（M＋Na＋）．　lH

NMR（CDCI3）δ：8．36（N且，　d，」＝10．3Hz，　Leu）【7．95（d，」＝9．8Hz）】，8．00（NH，

d，」＝10．4Hz，　Va1）［8．12（d，」＝9．7Hz）］，6．61（NH，　d，♂＝7．4Hz，　Asp）［8．09（d，

♂＝8．6Hz）］，6．58（1H，　dd，」＝10．6，4．9Hz，」ひMeAsp・2）【6．19（dd，♂＝9．2，

5．7Hz）］，5．52（1H，　d，」＝6．9Hz，　Lac－2）［5．38（ov）］，5．35（1H，　m，　Pip－2），5．13

（1H，　m，　Asp・2）【5．19（m）］，5．12（1H，　d，」＝10．8且z，∧ρMeIle・2田）［5．24（d，」＝

11．5Hz）］，4．85（1H，　m，　Leu・2）［4．91（m）］，4．60（1H，　m，　Val－2）［4．62（m）］，4．39

（1H，　d，♂＝11．5Hz，∧芦MeVal・2［II】）【4．70（d，」＝10．9Hz）］，4．27（1H，　d，」＝

10．9Hz，ハ乙MeVal－2［ID［4．23（d，」＝10．3Hz）］，4．11（1H，　m，　Pip・6），3．73（1H，　d，

」＝10．3Hz，」ひMeIle－2［II］）［3．08（d，」＝11．7Hz）］，3．69（3H，　s，　COOMe）［3．70
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（s）】，3．59（1H，　m，　Pip・6），3．48（3H，　s，　COOMe）［3．52（s）］，3．18（3H，　s，∧匹MeVal

［II］）［3．20（s）］，3．05（3H，　s，」ひMelle［1］）【3．05（s）］，3．01（3H，　s，ハρMeAsp）［2．98

（s）］，2．88（1H，　m，∧芦MeAsp－3）［2．86（m）］，2．76（3H，　s，∧匹MeVa1田），2．74（3H，　s，

AたMelle［II］）［3．15（s）］，2．62（1H，　dd，♂＝13．6，3．2Hz，　Asp－3）［2．53（1H，　dd，♂＝

15．8，3．2Hz）］，2．45（1H，　m，ルMeVal－3田），2．29（1H，　m，∧芦MeVal・3【II］），2．29

（1且，m，∧芦MeIle－3［1］）［2．20（m）］，2．26（1H，　m，　Asp・3）［2．36（m）］，2．20（1H，　m，

ルMeAsp・3）［2．43（m）］，2．12（1H，　m，　Pip－4），2．03（1H，　m，ハ戸MeIle－3［II］）［2．86

（m）］，1．96（1H，　m，　Val・3）［1．97（m）］，1．85（2H，　m，　Pip・3　and　5），1．70（1H，　m，

Pip・3），1．62（1H，　m，　Pip・4），1．61（1H，　m，　Leu－3）【1．67（m）］，1．53（1H，　m，　Leu－3）

［1．57（m）］，1．48（1H，　m，　Pip・5），1．44（1H，　m，　Leu・4）［1．42（m）］，1．41（1H，　d，♂＝

6．9Hz，　Lac・3）［L38（d，♂＝6．9Hz）］，1．34（1H，　m，∧ρMeIle・4［II］）［1．48（m）］，

1．20（1H，　m，ハ匹MeIle・4田）［1．29（m）］，1．05（Me，　d，♂＝6．3且z，∧ρMeVal［II］）

［1．1（d，」＝6．9Hz）］，1．03（1H，　m，　A乙MeIle－4［II］）［1．01（m）］，1．01（1H，　m，

ハρMeIle・4田）［1．07（m）］，0．96（Me，　ov，ハρMeVa1田），0．93（2Me，　ov，∧ρMeIle

［II］）［0．90（ov）］，0．89（Me，　ov，　A芦MeVal田）［0．88（ov）】，0．87（2Me，　ov，　A芦MeIle

田）［0．90（ov）］，0．84（Me，　ov，　Val）［0．82（ov）］，0．81（2Me，　ov，　Leu）［0．82（ov）］，

0．74（Me，　d，」＝6．9Hz，∧ρMeVal［II］）［0．88（ov）］，0．74（Me，　d，♂＝6．9Hz，　Va1）

［0．75（d，6．3）］．mainor　comformationのデータを［］内に示した。

Eujavanicin　A　dimethyl　ester（43）のメタノリシス

　化合物43（9．3mg）とNaOMe（10mg）をMeOH（2mL）で溶解し、室温で3時間

反応させた。氷水を加えた後、AcOEtで液液分配を行った。　AcOEt層を濃縮さ

せた後、HPLC（SiO2）でcyclohexane：acetone＝2：1の移動相を用いて精製し、

eujavanicin　A　trimethyl　ester（44）（3．3mg）を得た。

Eujavanicin　A　trimethyl　ester（44）の性状

　FAB－MS　1η／2（％）：1203（M＋Na＋，1．8），1181（M＋H＋，1．6），1036（M－

Leu（OMe）＋，2．5），923（M－（∧芦MeVal－Leu（OMe））＋，1），794（M－（Asp（OMe）－Aた

MeVal－Leu（OMe））＋，32），666（M－（A乙MeIle・Asp（OMe）づひMeVal・Leu（OMe））＋，

18），539（M－（ハ芦MeIle－」ひMeIle－Asp（OMe）一∧芦MeVa1－Leu（OMe））＋，24），396
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（（Lac－Pip・∧芦MeVa1－Va1）－OH＋，5），297（（Lac－Pip－∧乙MeVa1）－OH＋，89），184

（（Lac－Pip）－OH＋，100）．

Eujavallicin　A（42）の酸加水分解

　化合物42（1．2mg）に6mo1／L　HCI（1mL）を加え、アルゴン気流下、110。Cで21

時間反応させた。溶液を乾燥させ、42の加水分解物を得た。

Lactic　acidの絶対構造決定

　化合物42の酸加水分解物を水（1mL）で溶かし、その16μLを用いてHPLC分

析を行い、L・およびD－1actic　acidの標準品と比較した。

　カラム：Sumichira10A－5000，5μm，4．6　x　150mm（ligand　exchange　type

chiral　column）．検出：UV　254nm．移動相：1mmol／L　CuSO4水溶液．カラム温

度：25°C．流速：1．OmL／min．保持時間（min）：L－lactic　acid（21．8），　D・1actic

acid（28．4）、

Marfey法によるアミノ酸の絶対構造決定

　化合物42の加水分解物およびアミノ酸標準品にFDAAのアセトン溶液を加え

た後、1mo1！L　NaHCO3水溶液を加え、40°Cで1時間反応させた。室温に戻し

た後、2mol／L　HCIを加えて中和させ、濃縮し、MeOH：H20＝1：1の混合液（1mL）

で溶解し、その10μLについてHPLC分析を行い、標準品と保持時間の比較を

行った。∧ρMeAsp、　Aspについては分離条件B、その他は分離条件Aで行った。

　カラム：YMC－Pack　ODS，5μm，250　x　4．6mm．流速：1．OmL／min

分離条件A

　移動相：linear　gradient　of　30・60％CH3CN一且20　containing　O．05％TFA　in

80min．カラム温度：25°C．保持時間（min）：D－Pip（19．9），　L－Val（20．3），　L・Pip

（22．7），L－∧ρMeVal（25．9），　D・Va1（27．7），七Leu（28．7），　D－、ひMeVal（30．4），

L－∧匹MeIle（32．6），　L－∧芦Me・∂110・11e（33．4），　D－Leu（37．0），　D・ハρMeIle（38．0），

DづVMe一θ110－Ile（38．9）．

分離条件B

　移動相：linear　gradient　of　15・45％CH3CN－H20　containing　O．05％TFA　in
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80min．カラム温度：30°C．保持時間（min）：D・ハ万MeAsp（29．1），　L－Asp（32．1），

L・∧芦MeAsp（33．1），　D・Asp（34．2）．
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