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論文内容の要旨

　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。真菌類を利用した創薬は、1929年にFlemingに

よるPθ12〆o∫1ノ加m刀o垣加mからペニシリンの発見に始まる。今日までに、P

8ガ5θo允ルαmから抗真菌抗生物質グリセオフルビン、Euρθ加o∫11加m

加θ允1ゴ辺刀αmから免疫抑制剤ミゾリビンがそれぞれ単離され、医薬品として

利用されている。また、複数のPθmoτ11∫αm　8ρ，より報告されたmycophenolic

acid、ρわτθγ〆oomρao加mから発見されたcompactinは、リード化合物として

活用され、前者からミコフェノール酸モフェチル、後者からスタチン類が開発

され、世界中で使用される医薬品となっている。

　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、愛

知目標と名古屋議定書が採択された。その結果、国外の生物種の利用は一段と

厳しい段階となった。日本の国土は小さいが、その気候や変化に富む地形、豊

かな自然から、菌類にとって多彩な生育環境を有している。特殊な環境で生活

する菌類に注目する例もあるが、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。このような菌類は、種内多様性を示し、様々な化

合物の生産能力獲得が予想される。そのため、医薬品リード化合物探索におけ

る有益な生物資源になりうると考えた。本研究に最適な菌種の一つとして、子
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嚢菌の中からEμρθ刀∫o〃ταm属、Series／8w刀∫o∂に属する丑ノθ閲刀∫6αmを選

択した。

　シード化合物開発に向けた探索源としての有用性を検討するために、化学ス

クリーニングを行い、各菌株における代謝産物の生産性の特徴を調べることと

した。また、深在性真菌症起因菌の1つ．48ρθτg∫111〃5允m∫8∂Zα8に対する抗真

菌活性を指標として生物活性スクリーニングを行い、生理活性物質の生産性に

ついて検討することとした。

　日本国内土壌から分離された丑ノθ閲刀τoαmの22菌株を用いて、代謝産物の

化学スクリーニングとしてTLC分析を行った。その結果、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た。その際、発色試薬によ

り特徴的な呈色を示す化合物がより多く検出されたIFM　54704株および

59075株の代謝産物の単離・構造決定を行った。

　IFM54704株の代謝産物から、新規化合物eujavanicol　A（1）、　B（2）、　C

（3）、およびjavanicunine　A（4）、　B（5）を単離した。化合物1、2および3の構

造は、各種機器データの解析から、デカリン誘導体であると決定した。それぞ

れをtri・ρ一bromobenzoateに誘導し、励起子カイラリティー法を適用すること

により、絶対配置を決定することとした。なお、3は、共役ケトンの影響を除

くために得られた誘導体のケトンを還元したものを使用した。それらの結果を

もとに、1と3を5S，6瓦、2を5S，6Sの図に示す絶対構造と決定した。新規

デカリン誘導体1～3は、化学スクリーニングを行った22菌株のエキスのうち、

本菌株のみに存在するものであった。また、4および5は、各種機器データの

解析から、ジオキソモルフォリン誘導体と決定した。化合物4を酸性条件でト

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、4の絶対構造を決定した。化合物4と5は同一菌株から

単離されたことから、生合成を考慮し、5を4と同様の絶対構造と推定した。

新規ジオキソモルフォリン誘導体4および5は、用いた22菌株のエキスのう

ち、2菌株（IFM　54704，　TM－135）に存在するのみであった。これまでに天然か

ら得られたトリプトファン由来の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、　B、．4．刀∫γθα8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、　Bの4例のみと希少な骨格の化合物であ

った。

　IFM　59075株の代謝産物から、インドールジテルペン10，23・dihydro－24，25－

dehydroaflavinine（10）、　nominine（11）、さらに4種の新規インドールジテル
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ペン17－hydroxyeujindole（12）、17－oxoeujindole（13）、8，21・dehydro－17－

hydroxy　eujindole（14）、8，21－dehydro’17，21－epoxyeujindole（15）、を単離し

た。NMRを中心とした各種機器データの解析により、12～15の構造を決定し

た。天然から多くのインドールジテルペンが報告されているが、eujindole類

のようなインドール環の3位、4位とジテルペン部分が環化した構造は、

PθZτomアoθ5　mμ∬τoa加sから分離されたpetromindoleの1例のみと、特異な構

造であった。化合物13のC／D環に着目すると、cゴs－decalone環となり、Kirk

らの方法に従いCDスペクトルにおけるオクタント則を適用して絶対構造を決

定した。化合物10～15は、いずれも11から生合成されてくるものと考えられ

た。そのため、12、14および15、未だ絶対構造の決定されていない10およ

び11は、いずれも本研究で同一菌株から得られたことから、13と同様の絶対

構造であると推定した。また、TM－701株から10、12、13および15、　TM－135

株から10、12および13の存在を確認したが、その他の菌株からは確認されな

かった。

　化学スクリーニング時に用いた22菌株のうち4菌株（IFM　54704，

58214，BS・13・4，　TM－701）に抗真菌活性が認められた。これまでに万．

ノ2γ∂加oロmから単離された抗真菌活性物質にcompactinラクトン開環体が知ら

れている。活性を示した4菌株の代謝産物中にcompactinラクトン開環体

は確認されず、新たな生理活性物質の発見が期待された。そこで、IFM　582／4

株および54704株の抗真菌活性物質の分離を行った。

　IFM　58214株の活性本体は、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。その結果、活性分画中に

spiculisporic　acid（16）および2・（2・carboxyethyl）’3・decylmaleic　anhydride

（17）の存在が明らかとなった。活性本体探索の過程で得られた化合物にっいて

凶．Zαm∫8斑u8に対する抗真菌活性試験を行った結果、17を本菌株の活性本体

であると決定した。また、17のメチルエステル体19にも弱いながら抗真菌活

性が認められ、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

ン酸が活性の強度に影響することが考えられた。化合物16はマイコ

トキシンとして知られ、また誘導体とともに微生物由来の界面活性剤バイオ・

サーファクタントとして研究がなされているが、今回17および19の抗真菌活
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性を初めて明らかにした。

　IFM　54704株から化学スクリーニング時に得られた化合物は、抗真菌活性を

示さなかった。そこで、改めて培養を行い、活性本体のeulavanicin　A（24）を

単離した。化合物24は、IRスペクトルおよびその挙動から環状デプシペプチ

ドと推定され、各種機器分析データの解析から、9つのアミノ酸残基と1

つの乳酸残基で構成された平面構造を決定した。化合物24の構成アミノ

酸の立体化学は、6mol／L塩酸を用いたアミノ酸分解後、キラルカラムを用

いたHPLC分析により乳酸をD体と決定し、　Marfey法により各アミノ酸を全

てL体と決定した。．4．允m∫ga加8に対する抗真菌活性試験を行ったところ、24

は強い活性を示したが、メチルエステル体25では活性が消失し、活性発現に

は遊離カルボン酸が必須であると分かった。24は、他の病原微生物（．4．刀∫8θ∬、

0θ刀ゴ∫ゴaalbゴoθ刀8、βaoゴ11α8　sαれτ万s等）に対する活性を示さず、．4．

血m∫8θ加5に対して特異的に抗真菌活性を示す化合物であると明らかになった。

また、BS－13・4株およびTM・701株の代謝産物中においても今回得られた活性

物質17および24は確認されなかった。

　以上のことから、且ノaγ∂加oロmは、多彩な代謝産物を生産する能力を獲得し

た種内多様性を示す真菌であると考えられた。また、国内の潜在的資源を利用

した医薬品シード化合物探索において、地球上の広域に生息し、頻繁に分離さ

れる真菌類の可能性を示すものと考えられた。
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論文審査の結果の要旨

　本論文の申請者は、日本の土壌からも頻繁に分離される五〃ρθ刀∫ε1万万m

ノ∂γ∂刀∫cμmに着目し、その22菌株について、代謝産物の化学スクリーニング

及び抗真菌活性スクリーニングを行った結果、化学スクリーニングからIFM

54704株及びIFM　59075株から代謝産物の分離を、また、抗真菌活性スクリー

ニングからIFM　54704及びIFM　58214株から活性本体の単離を行っている。

　まず、E．μ閲刀Zcαm　IFM　54704株の代謝産物として既知化合物2種ととも

に5種の新規化合物eujavanicol　A、　B、　C及びjavanicunine　A、　Bを単離し

た。Eujavanicol　A、　B及びCの構造は、　NMRを中心とした各種機器データ

の詳細な解析からデカリン誘導体である相対構造を決定し、それぞれをtriコρ一

bromobenzoateに誘導し、励起子キラリテイー法を適用してそれらの絶対構

造の決定に至っている。また、これらの新規デカリン誘導体は上記22菌株の

うち本菌株のみに存在することを確認した。新規ジオキソモルフォリン誘導体

javanicunine　A及びBは各種機器データの詳細な解析から相対構造を、また、

それらの絶対構造はそれぞれを加水分解してLtryptophanが得られたことから

決定した。また、新規ジオキソモルフォリン誘導体は上記22菌株のうち2菌

株のみに存在することを確認した。

　Eノ∂閲刀∫cαmlFM59075株からは既知アフラビニン型インドロジ

テルペン2種とともに4種の新規アフラビニン型インドロジテルペン

17－hydroxyeujindole、　＆2Ldehydro一ユ7－hydroxyeujindole、　17－oxoeujindole、

＆21－dehydro－17，20－epoxyeujindoleを単離し、それらの相対構造をNMRを中

心とした各種機器データの詳細な解析から決定している。また、アフラビニン

型インドロジテルペンは現在まで相対構造が知られているのみであったが、今

回、新たに構造を決定した17－oxoeujindoleを用いてオクタント則を適用する

ことによりその絶対構造を決定するとともに、類縁のアフラビニン型インドロ

ジテルベンの絶対構造を推定している。さらに、これらの化合物は上記22菌

株のうち2菌株に存在することを確認した。

　E．μ閲刀品αmIFM　58214株の抗真菌活性本体は、単離が容易でなく、分離操

作の過程で液性の変化や加熱等によりしばしば失活することがあったので、活

性を有する分画をメチルエステルとした後、分離・精製を行い、何種類かのメ

チルエステル体を分離し、最終的に加水分解して活性本体の単離に成功した。

本菌の抗真菌活性本体はmaleic　anhydride誘導体である［2－（2－carboxyethyl）－3一
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decylmaleic　anhydrideであり、その活性評価を行い、．45ρθ瑠〃αsんmZ期ταs

に対して3．lmg／discで阻止円を形成することを確認した。既に成分検索を行っ

たE．μ閲刀加mIFM　54704株に関しては、前述の化合物はすべて抗真菌活性

を有しなかったので、改めて培養エキスを抗真菌活性を指標に精製を繰り返し

た結果、活性本体として環状デプシペプチドeujavanicin　Aを単離した。本化

合物の構造は各種機i器データの解析、特に1D－TOCSYでアミノ酸組成を決定

し、1H－IH　COSY及びHMBCの相関から各残基の結合様式を決定した。この

構i造はエステルのみをメタノリシスして得られる鎖状ペプチドのTOFMSの

解析からも確認した、本化合物の絶対構造は加水分解で得られる構成アミノ酸

のそれぞれの絶対構造から決定した。さらに、本化合物は．45ρθ瑠肱5刀垣ετ、

C∂刀〔ガ∂∂∂乃∫c∂刀s、8∂〃Z／αssαわか治等には全く活性を示さず、．4sρθτ留抗S

んm垣τμ5にのみ強い抗真菌活性を有することを明らかにした。

　以上の研究内容から、本論文は学位論文として充分評価しうるものであり、

申請者に博士（薬学）の学位を授与するに値するものであると判断する。
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