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緒　言

　　微生物はその代謝産物として実に多種多様な物質を生産する。その内でも特に

　抗生物質（antibiotics）は、　streptomycinの発見者であるWaksmanによって

　「微生物によって作られ、他の微生物の生育を阻止する物質」と定義され、

　penicillinの発見以来今日に至るまで、数多くが見出され実用化されてきた。

　その結果、不治の病と考えられていた結核を始めとする細菌感染症の治療が可能

　となり、人類に多大な貢献をするに至っている。今日では、微生物の代謝産物中

　に単に抗菌物質にとどまらず、抗腫瘍物質、酵素阻害剤あるいは農薬等、広く生

　理活性物質を求めて活発な探索研究が続けられており、各々の分野で実用化され

　ているものも少なくない。そのためWaksmanにより提唱された抗生物質という
）

　言葉は、現在ではより広義に用いられ、例えば抗腫瘍活性を有する微生物代謝産

　物は抗腫瘍抗生物質、抗ウイルス活性を有するものは抗ウイルス抗生物質と称さ

　れ、抗菌物質とは区別されるようになってきている。

　　抗菌抗生物質による化学療法が可能になった細菌性疾患に比較し、ウイルス性

　疾患には有効な薬剤は非常に少なく、特に抗ウイルス抗生物質に限って言えば皆

　無に等しい。このことは概して次のような理由による。すなわち細菌性疾患に比

　べ、一般にウイルス性疾患にはインフルエンザ、鼻かぜ、ヘルペスなどの他、は

　しか、風疹、おたふくかぜ、水ぼうそうなどの小児科領域の疾患に認められるよ

　うに、身近なものが少なくない。またウイルス性疾患は、エイズのように死亡率

　の極めて高いものもあるが、概して病気の程度としては軽いものが多い。勿論ワ

　クチンによる予防が効果的なウイルス感染症も少なくない。かつて猛威をふるっ

　た天然痘は、Jennerの痘苗の接種によるワクチン法の確立以来、この方法によ

　り撲滅されるに至った事実は記憶に新しい。このような終生免疫が獲得される疾

　患には、ワクチンが絶対的に有効である。このため最近までウイルス性疾患は、

　癌患者での併発などの一部の例を除いては、抗ウイルス剤の必要性もそれ程高く

　なかった。しかし今日では、抗菌抗生物質の発達により、細菌性の感染症が強力

　に抑えられるようになった結果、病原体としてのウイルスを無視できなくなって

　きているのが現状である。

　　一方、抗菌抗生物質が広汎に開発され実用化されるに至った要因は、病原菌と
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の生理的差異を利用し、感染病原菌のみを選択的に攻撃する、いわゆる「選択毒

性」という作用機序に基づくものであることは広く知られている。ところがウイ

ルスは細菌と異なり、ウイルス増殖のための自身の代謝系を持たず、宿主細胞の

機能に依存するところが大きい。このためウイルス性疾患に対して抗ウイルス剤

を使用した場合、一般に宿主細胞に多少なりとも影響を及ぼし、抗菌抗生物質の

ような選択毒性を有するものが少なかったことも、抗ウイルス剤の開発が遅れて

いた原因の一つである。

　しかし、1977年にElionらがD続いて1978年にSaefferらが2）発表し

た抗ウイルス剤のacyclovir（Fig．0－1）は、その治療効果の強さ、作用機序の

合理性の両面から高い評価を受けている。Acyclovirは一種の核酸類似物質であ

り、ヘルペスウイルスのチミジンキナーゼによって特異的にリン酸化された後、

ヘルペスウイルスのDNAポリメラーゼのみを特異的に阻害し、ウイルスのDNA

合成を抑制することが明らかにされた。Acyclovirの発見は、その高い安全性及

び特異性において、抗菌抗生物質のpenicillinの発見にも匹敵するものと言え

よう。

　しかし、チミジンキナN・・…一ゼ産生能のない、薬剤耐性のヘルペスウイルス変異株

が出現してきており、acyclovir以外の薬剤の必要性も増してきている。

Fig．　O一一1　Structure　of　acyclovir

　　　o

k－ovoJ

　一方、ワクチンによる予防が可能とはいえ、インフルエンザのように実際には

かなりの困難を伴うウイルス性疾患もある。これはウイルス粒子を被う外皮蛋白

質の構造を一部変えながら、生体の免疫系をくぐり抜けるためであり、その結果

適応する有効なワクチンの選択が難しく、感染を進行させ大流行に至る。このよ

一2一

うなインフルエンザにも、効力、選択性共に高い抗ウイルス剤が求められている。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ししかし実際に臨床で有効な薬剤は、インフルエンザA型ウイルスに対する

amantadine（Fig．0－2）があるのみであり、専：ら対症療法に頼っているのが現状

である。一般にかぜのウイルスに効果を示し、臨床で使用できる薬剤の開発は今

後の課題である。

Fig．　O－2　Structure　of　amantadine

N　H，

　これらの観点に加え、現在我国で認可されているacyclovirをも含めた6種

類の抗ウイルス剤（Fig．　o－3）は、いずれも核酸類似物質であるということから

も、新しい化合物、特に新しい構造、骨格を提供するということは重要な意味を

持つ。

HO

　HO

Idoxuridine

Fig．　O－3　Structures　of　antiviral　agents
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　以上述べてきたような背景から、筆者らは多種多様な微生物の代謝産物の中に、

新しいタイプの抗ウイルス剤を求めるべく、1984年に抗ウイルス抗生物質の探

索研究を開始した。抗ウイルス抗生物質の標的には、単純ヘルペス1型ウイル

ス及びインフルエンザA型ウイルスを選択した。この探索研究の過程で1986年

に、単純ヘルペス1型ウイルスに活性を示す新規抗ウイルス抗生物質lanthio－

pep七in（Fig．0－4）3・　4・5）及びpumilacidins（Fig．0－5）6）を、1987’年にはイ

ンフルエンザA型ウイルスに有効な新規抗ウイルス抗生物質fluvirucins（F　i・9．

0－6）7・8・9）を発見し、それらの生物学的並びに物理化学的諸性状を明らかにす

ると共に、化学構造を解明するに至った。

　本論文では第1章でlanthiopeptinを、第2章でpumilacidinsを、更に第

3章ではfluvirucinsを取り上げ、これら抗ウイルス抗生物質に関する研究結

果を述べる。

Fig．　O－4　Structure　of　lanthiopeptin

　　　　　　　　　　　　　　　　s
；．“tt／1／itt一一’一一一N－7＝一1；：’｛ii－lr；i］i［li，，　，gH　NX　ig

H－Ala－Arg－Gln－ALa－Ala－A，la－Phe－Gly－Pro－Phe－APu－Phe－Val－Ala－A’s’p－Gly－Asn－Abu－LYs－OH

Fig．　8－5　Structures　of　pinmilacidins

R－CHCH2CO一し一Glu→L－Leu→D－Leu→L－Leu→L－Asp→D－Leu→X
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R＝CH3CH（CH2）9－or　CH3CH2CH（CH2）8一
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R＝CH3CH（CH2）9－or　CH3CH2CH（CH2）8一
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　　　Abu：　a－Aminobutylic　acid

Ala　AIa：　Lanthionine

Abu　Ala：　Methyllanthionine

AIa　Lys：　Lysinoalanine
L．ny．一一．」
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Fig．　O－6　Structures　of　fluvi・rucins
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第1章　新規抗ウイルス抗生物質Lanthiopeptin　　．

　抗ウイルス活性を指標とする抗生物質の探索研究の過程で、インドで採取した

土壌より分離した一放線菌が、単純ヘルペス1型ウイルス（HSV－1＞に対し抗ウ

イルス活性を有する、新規な抗生物質を生産していることを見出した。本菌は

L337－2の菌株番号が与えられたが、その後の詳細な菌学的研究の結果、

Streptoverticittium　cinnamoneumと同定された。本抗生物質はべブチド系抗生

物質であり、極めて特異なアミノ酸であるランチオニンを含むことから、

lanthiopeptinと命名した。　Lanthiopeptinはその培養液よりDiaion　HP－20に

吸着抽出し、シリカゲル及び逆相系シリカゲルクロマト精製後、メタノールから

結晶化し、無色針状晶として単離した。

　LanthiopeptinはHSV－1によるベロ細胞の変性を極めて低い濃度で阻止した。

また、枯草菌及びある種の嫌気性細菌に対して顕著な生育阻止作用を示し、更に

一部のカビ類に対して弱い生育阻止作用を示した。

　Lanthiopeptinはその物理化学的性状から、新規なペプチド系抗生物質である

ことが明らかになった。3）Lanthiopeptinの構造決定に際し、先ず酸加水分解

により各構成アミノ酸を分離し、各々の構造を決定した。7種の通常アミノ酸、

すなわちアスパラギン酸、グルタミン酸（いずれも分子内ではアスパラギン及び

グルタミンとして存在）、グリシン、バリン、プロリン、フェニルアラニン、ア

ルギニンの他に、天然には極めて希なアミノ酸であるerythro一β一ヒドロキシア

スパラギン酸、meso一ランチオニン、　threo一メチルランチオニン、及びリジノア

ラニンの存在が明らかとなった（Fig．1－1）。3）アミノ酸の配列順は、1anthio－

Peptin及びその修飾化合物のEdman法並びにdansyl－Edman法による解析を、

大阪大学との共同研究により行ない決定した。これらの実験結果から、lanthio－

Peptinの構造をFig．　O－4に示すように決定した。4・　5）

　本章では、新規抗ウイルス抗生物質lanthiopeptinの生産菌、培養、抽出、

分離精製及び物理化学的性状、生物学的性状を述べ、更に構造決定に関する研究

について述べる。
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1

Fig．　1－1　Strllctures　of　threo’methyllabthionine，

　　　　　meso－lanthionine　and　lysinoalanine
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Fig．　O－4　Structure　of　lanthiopeptin

第1節　Lanthiopeptinの生産菌

　Lanthiopeptin生産菌であるL337－2株は、インド、　Gujarat州、　Dohadで採

取した土壌より分離した菌株である。本菌株の形態学的特徴は、斜面寒天培地に

形成する栄養菌糸及び気菌糸共に良く分岐し、気菌糸は、その双輪生の担胞子体

に、桿状の短い胞子鎖を房状に形成している。その輪生体は1個の菌糸に有刺

鉄線様に規則正しく配置しており、各胞子鎖は3から10個の胞子から成り、

その形態は桿形で表面は平滑である。本菌株はほとんどの培地で良く生育するが、

Czapekの庶糖硝酸塩培地では生育は悪い。胞子形成後の気菌糸の色調は、灰色

掛かったピンクから褐色掛かったピンクであり赤系列に属する。メラニン様物質

あるいはその他の色素は産生しない（Table　l－1）。　L337－2株はWilliamsら10）

の記載に従って、Tab　l　e　1－2に示すように生理学的に特徴付けることができた。

本菌株の細胞の加水分解物の中には、L，レジアミノピメリン酸、グルコース、マ

ンノース、及びリボースが認められたので、細胞壁1。。型に属し、リン脂質と

してボスファチジルエタノールアミン、ホスファチジルグリセロール、ホスファ

チジルイノシトールを含むのでP一　ll型に属する。　BaldacciとLocci、10）

ShirlingとGottlieb、12・13）及びWilliamsらlo）の記載に基づく解析から、

L337－2株は分類学的にStreptoverticittium　griseocarneum、　S．　cinnamoneum、

S．hachijoense、　S．　titacinum及びS．　kashmirenseに近縁であることが明ら

かとなったが、これら5菌種との直i接の比較によりStreptoverticittium

cinnamoneumと同定された。
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Table　1－1

ノ

Cultural　characteristics　of　strain　L337－2 Table　1－2

“ 一，　11

．

Physiological　characteristics　of　strain L337－2

　　　　！

II’：騨・一r・r”「”． ﾑ早
ゴー　　　．「■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　噂．

Medium Growth Aerial　mycelium Substrate　mycelium
Diffusible

plgment

Sucrose　一　nitrate　agar

　（CzApEi〈　一　Dox　agar）

Tryptone　一　yeast　extract

　　broth　（ISP　No．　1）

Yeast　extract　一　malt

　extract　agar

　（ISP　No．　2）

Oatmeal　agar
　　（ISP　No．　3）

Inorganic　salts　一　starch

　　agar　（ISP　No．　4）

GlyceTol　一　asparagine

　　agar　（ISP　No．　5）

Peptone－yeast

　　extract　一　lron　agar

　　（ISP　No．　6）

Tyrosine　agar

　　（ISP　No．　7）

Glucose　一　asparagine

　　agar

Nutrient　agar

BENNETT’s　agar

Poor

Poor；　not

　　turbid

Good

Moderate

Moderate

Moderate

Moderate

Good

Moderate

Moderate

Good

Poor；　grayish　pink　（8）

None

Good，　V；　grayish

　yellowish　pink　（32）

Moderate，　V；　grayish

　pink　（8）

Moderate，　C；　grayish

　pink　（8）

Moderate，　V；　grayish

　yellowish　pink　（32）

None

Good，　V；ljght　grayish　r

　reddish　brown（45）

Moderate，　V；brownish

　pink（33）

None
Good　V●reddish
　　　　ウ　　　リ

　gray（22）

Colorless

Colorless

Dark　orange　yellow　（72）

Co］orless

Light　olive　brown　（94）

Light　yellow　（86）

Moderate　olive

　yellow　（71）

Moderate　yellowish

　　brown　（77）

Dark　olive　brown　（96）

Light　yellow　（86）

Dark　olive　yellow　（72）

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None
None

Temperature：

　　Growth　range

　　Optimal　growth

　No　growth
Tolerance　to：

　　Lysozyme，　O．Ol　O／．

　　NaCl，1tv　7％

　　　　　　　8％　or　more

　　pH　4．5　t一　11．5

Production　of：

　　Gelatinase

　　Amylase

　　l　itrate　reductase

　　Tyrosinase

Utilization　of：a

　　Glycerol

　　D－Arabinose

　　L－Arabinose

　　D－Xylose

　　D－Ribose

　　L－Rhamnose

　　D－Glucose

　　D－Galactose

　　D－Fructose

　　D－Mannose

　　L－Sorbose

　　　Sucrose

　　　Lactose

　　　Cellobiose

　　　Melibiose

　　　Trehalose

　　　Raffinose

　　　D－Melezitose

　　　Soluble　starch

　　　Cellulose

　　　Dulcitol

　　　Inositol

　　　D－Mannitol

　　　D・一Sorbitol

　　　Salicin

Production　of：

　　　Melanin

〈

18　tv　45eC

29　tv　400C

13　and　48CC

十
十
一
十

÷
÷

Observation　after　incubation　at　28”C　for　3　weeks．

Color　name　used：　ISCC－NBS　Color－N’ame　Charts．

V：　Velvety，　C：　cottony．

十
一
一
一
十
一
［
一
一
÷
一
一
一
一
一
十
一
一
十
一
一
十

Utilization　of：

　　Coumarin

　　L－Methionine

　　L－Proline

　　Shikimic　acid

　　DL－cr－Aminobutyric　acid

Acid　from：

　　D－Galactose

　　Inositol

　　D－IFructose

　　D－Ribose

　　D－Trehalose

Degradation　of：

　　Aesculin

　　Citrate

　　DNA
　　Hypoxanthine

　　L－Tyrosine

　　Tween　80

Production　of：

　　H，S

Growth　with：

　　1－Phenolethanol

　　Potassium　tellurite

　　Crystal　violet

　　Malachite　green

Resistance　to：

　　Carbenicillin

　　Cephaloridine

　　Cephalothin

　　Cefamandole
　　Colistin

Antibiosis　to：

　　Aspergillus　niger

　　Bacillus　subtilis

　　Candida　albicans

十

十
一
十
十

よ
一
↓
1
⊥
ー
ー
宇
⊥
－

十

＋　（W）b

十
十
十
十
十

十
十
十

a　Basal　medium：PRDHAM－GoTruEB’s　inorganic　salts　medium　（ISP　No．

b　（w）：Weakly　positive．

9　medium）．
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第2節　Lanthiopeptinの醗酵生産 第3節しanthiopeptinの抽出、分離及び精製

　Lanthiopeptinの生産は、先ず斜面寒天培地上で良く生育した生産菌L337－2

株を、SOOmaの三角フラスコ中Table　1－3に示す組成の培地100m£に接種し、

回転振盟機（200rpm）上28℃で4日間培養した。この種培養液の5m£を上記

と同じ組成の生産培地100m£を含む500m£の三角フラスコに移し、同一条件で

本培養を行なった。Lanthiopeptinの生産力価の検定は、　HSV－1によるベロ細胞

の変性効果の阻止活性、並びにペーパーディスク法による枯草菌（Bacittus

subtitis　PCI219）の生育阻止活性を指標とした。本培養によるlanthiopeptin

の生産は6日後に最高力価に達した。培養は20£のジャーファーメンターでも

行なった。すなわち、種培養液500rn£を12aの生産培地を含むジャーファーーメ

ンター中に接種し、通気量129／minで除菌空気を導入しながら、28℃、250rpm

で撹拝した。この培養でのlanthiopeptinの生産は、64時間後に150μ9／m£の

最高力価に達した。

Table　1－3　Production　medium　of　lanthiopeptin

Glucose

Soybean　meal

Distiller’s　soiubles

Fish　meal

caco3

3．　0％

2．　0％

1．　5％

O．　2％

O．　6％

pH7．0　（before　steriiization）

　Lan七hiopep七inの抽出及び精製は、　Fig．1－2に示す方法に従って行なった。

すなわちIanthiopeptinの生産が最高力価に達したStreptoverticittium

cinnamoneum　L337－2株の培養液30£を、シャープレス遠心機で遠心上清（289）

と菌体とに分離後、菌体をメタノールで抽出した。メタノール層は減圧下濃縮し、

遠心上清に混合した。pH7．0に調整した混合液にDiaion　HP－20を加え撹拝し、

活性物質を吸着抽出した。Diaion　HP－20非吸着部にも抗菌活性が認められたが

この活性成分はstreptomycinと同定された。抗ウイルス活性成分はDiaion

HP－20から80％メタノールで溶出され、凍結乾燥後21．39の粗粉末として得

られた。この粗粉末のプロバノールー水系のシリカゲルクロマトにより、メチル

ベンタエン系抗カビ抗生物質を除いた後、抗ウイルス活性の本体である

lanthiopeptinの粗粉末8．39を得た。この1anthiopeptinの粗粉末をアセト

ンーメタノール系のシリカゲルクロマト、更にアセトニトリルーリン酸緩衝液

（pH7．0）系による逆相系シリカゲルクロマトにより順次精製し、純粋な

1anthiopeptinの白色粉末4．719を得た。　このようにして得られた純粋な白色

粉末をメタノールから結晶化し、lanthiopeptinの無色針状晶を得た。

Fig．　1－2　lsolation　and　purification　of　lanthiopeptin

Broth　（30SL）

　Centrifugation

Broth　filtrate　（28g）　Mycelial　cake
iMeOH　extraction

Concentration

DiaioB　HP一・20

　　　80％　MeOH　l　passed
Crude’ 唐盾撃奄п@Streptomycin

　　　Silica　gel，　PrOH－H20

Crude　lanthiopeptin　Methylpentaene
　　　l　siiica　gei，　acetone－MeoH

　　　Reversed　phase　silica　gel　（Cis）

　　　CH3CN－phosphate　buffer　（pH7．0）

Lanthibpeptin　（4．71g）

一1　2　一一一 一一@13一
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第4節　Lanthiopeptinの物理化学的性状

　Lanthiopeptinは無色針状晶として単離され、　TLC及びHPLCにより単一物質

であることが確認された。Lailthiopeptinは含水低級アルコール、ジメチルスル

ポキシド（PMSO）、ジメチルホルムアミド及び酸性水に良く溶解し、水及び低級

アルコールに若干溶けるが、ヘキサンには不溶である。呈色反応では、ヨウ素、

ニンヒドリン、Sakaguchi及びRydon－Smith試薬に対し陽性であるが、アンス

ロン、Fehling及び塩化第二鉄反応には陰性である。　Lanthiopeptinは明確な融

点を示さず、245。C以上で分解した。元素分析値、13C－NIMRスペクトル並びに

fast　atom　bombardmentマススペクトル（FAB－MS）でm／z　2043に擬似分子イオ

ン（MH＋）ピークが観測されたことにより、分子式C8gH、25N25025S3が決

定された（Table　1－4）。

Table　1－4　Physico－chemical　properties　of　lanthiopeptin

Nature

mp

［al　D22．　s

Anat．

FAB－NS

HPLc’．r

TLC

（SiO2）

Colorless　needles

＞2450C　（dec．）

一・ P200　（c　1．o，　so％　MeoH）

Calcd　for　CsgHi2sN2sO2sS3・5H20：　Found：

C，　50．15　C，　49．90
H，　6．38　H，　6．20
N，　16．43　N，　16．31
S，　4．51　S，　4．59
m／z　2043　（MH“，　cbemical　mass　yalue）

Retention　time：　19．4　min

Rf　O．20　（PrOH－H．O，　7：3）

Rf　O．14　（CHCI．一EtOH－H．O，　4：7：2）

Rf　O．13　（BuOH－AcOH－H．O，　3：1：1）

’”

bolumn，　Microsorb　Cis，　80－299　（10　i．d．×250mm，　5pm）；　mobile　phase，　A：

O・1％　TFA，　B：　2－PrOH－CH3CN　（7：3）　containing　O．1％　TFA，　A／B　100／O一．

O／100　linear　gradieRt，　30min；　floy　rate，　4mg／min；　detection，　UV

absorption　at　210nm．

　Lanthiopeptinは、そのIRスペクトル（Fig．1－3）で1655及び1520cm－1

に強いアミドの吸収が認められ、UVスペクトル（Fig．1－4）では207nmの強い

吸収の他に、フェニル基に特徴的な252、258、264及び268nmの弱い吸収が認

められたので、フェニルアラニンを含むペプチドであると推定された。ペプチド

構造は、’更に’H－NMRスペクトル（Fig．1－5）からも支持された。すなわち7．2

から10．gPPmの間にアミドプロトンのシグナルが観測され、3．0から5．3PPm

の間にペプチド結合したアミノ酸のα位のプロトンのシグナルが認められた。

この他に7ppm付近には3個分のフェニル基由来の芳香環プロトンのシグナル、

0．83（dJ＝6．8Hz）、0．96（d　J＝6．4Hz）、1．17（d　J＝7．7Hz）及び1．20ppm（d

J＝7．7Hz）に4本の脂肪族のメチル基が明確なシグナルとして観測された。

’3メ|NMRスペクトル（Fig．1－6）では167．8から177．2ppmの間に22本のカ

ルボニル炭素のシグナルが認められ、更にDEPT（distortionless　enhancement

by　Polarization　transfer）法14）による解析の結果、15本の芳香族炭素を含

む36本のメチン炭素、23本のメチレン炭素及び4本のメチル炭素のシグナル

が確認された。これらのシグナルの他に更に137．8、138．0、138．5（以上芳香族）

及び157．Oppm（グアニジノ基）の4本の4級炭素のシグナルが認められ、合

わせて89個の炭素がlanthiopeptinには存在することが明らかとなった

（Table　1－5）．

Fig．　1－3　IR　spectrum　of　lanthiopeptin　（in　KBr）
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Fig．　1－4　UV　spectrum　of　lanthiopeptin　（in　50％　MeOH）
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Fig．　1－5　’H－NMR　spectrum　of　lanthiopeptin　（in　DMSO－d6）
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Fig．　1－6　　13〔トNMR　spectrum　of　lanthiopeptin　（in　DMSO－d6）
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第5節　Lanthiopeptinの生物学的性状

　Lanthiopeptinの細菌類に対する抗菌活性を調べるために、多重接種装置を使

用し、系列2倍希釈法により最小生育阻止濃度（MIC）を測定した。グラム陽性

細菌並びにグラム陰性細菌類にはNutrient寒天培地を、嫌気性細菌類にはGAM

寒天培地を、更にカビ類にはSabouraud　dextrose寒天培地を用い、37℃で一

晩培養後活性を判定した。Table　1－6、1－7及び1－8に示すように、　lanthio－

peptinは、枯草菌並びに嫌気性細菌のBacteroides∫ragitis及びPepto－

streρtOCOCCUS　anaerobiUSに対し特異的かつ顕著な生育阻止活性を示した。ま

た一部のカビ類に対する弱い生育阻止活性も認められた。

Table　1－6 Antibacterial　activity　Table　1－7　Anti－anaerobic　bacterial

of　lanthiopeptin　activity　of　lanthiopeptin

Test　organism
MIC
（，ttg／ml）

Test　organism MIC
（ltg／ml）

Staphylococctts　aitt’etts　FDA　209P

S．　aureus　Smith

S．　attreits　D　136

S．　aureus　No．　52－34

S．　auretts　A20239

S，　attretts　BX1633－2　A9606

こ口　auretts　A15097

S．　epidermidis　D　l　53

S．　ep　idermidis　A22152

Streptococctts　faecatis　A9612

S．　pyogenes　A20201

Micrococcus　lttteus　No．　1001

Bacilltts　subtilis　PCI　219

Escherichia　coli　NIHJ

E，　coli　Juhl　A15119

E．　co／i　JR／C600　A20665

E．　coli　A9624

E．　coli　TEM　A20341－1

Enterobacter　cloacae　A9659

Klebsiella　pneumoniae

No．　22－3038　A20680

Psettdomonas　aeruginosa　A9930

P．　aeruginosa　A9843A

Proteus　vulgaris　A9436

P．　mirabilis　A9554

Morganella　morganii　A9553

Serratia　marcescens　A20222

　100
　100
＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

　100

　100

　0，8
＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

＞100
＞　100

＞　100

Clostridiui7i　dtlff7cile　A21675　＞100

C．　perfringens　A9635　100
Peptostreptococcus　anaerobius　A21905　3．1
Bacteroidesノ》08ゴ1’5　A22693　　　　　　　　　　　　　　　6．3

B．ノ”ragilis　A22035　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6．3

B．ノ｝’a8ilis　A　22021　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．1

B．ノ’ragilis　A21916　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．1

B．　fra．oilis　A　22534　6．3
B，ノ｝’08・〃isA22695　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6．3

B．ノγζ78’〃∫A22533　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．1

B．　fragilis　CUH－67　6，3

　Lanthiopeptinのin　vitroの抗ウイルス活性を調べるために、単純ヘルペス

1型ウイルス（HSV－1）によるベロ細胞の変性効果阻止活性を測定した。先ず24

穴のミクロプレートに8×・104個の細胞を含む細胞懸濁液lm9を分注し、5％

二酸化炭素を含む加湿空気の存在下、37℃で48時間から72時間培養した。

培養後生育培地を取り除き、種々の濃度のlanthiopeptinを含む新しい培地を

加えた。この際、検定のコントロールとして1anthiopeptinを含まない検定液

も調製した。次に2XTCID5。（50％tissue　culture　infective　dose）のHSV－1

を含む培地0．1m£を分注し、更に72時間培養を行なった。細胞変性効果阻止

活性は、コントロールに比較し、細胞の変性効果を50％阻止する薬剤の濃度、

すなわちID。。（50％inhibitory　dose）で表示した。同時にウイルスのみを除

いたプレートを調製し、薬剤の宿主細胞（ベロ細胞）に対する細胞毒性を測定し

た。コントロールに比較しベロ細胞の生育を50％阻害する薬剤の濃度、TD5・

（50％toxic　dose）を求めた。本検定法には、ヘルペスウイルスによる疾患に対

し、実際に臨床で用いられているacyclovirを標準薬剤として使用した。本検

定法では、acyclovirはID5。＝0．46μg／m£、　TD。。＝＞100μg／m£であった。一方

lanthiopeptinはID5。＝0．05μg／m£であり、　acyclovirより約10倍高い活性を

示したが、ベロ細胞に対し若干の細胞毒性を示した（Table　1－9）。　Lanthio－

PeptinのインフルエンザA型ウイルス（Flu・一A）に対する活性は、　MDCK（Madin

Darby　canine　kidney）細胞を宿主細胞に用いた細胞変性効果阻止活性の測定に

より検定したが、活性は認められなかった。

Table　1－8　Antifungal　activity　of

　　　　　　lanthiopeptin

Table　1－9　Antiviral　activity　of　lanthiopeptin

Test　organism MIC
（／tg／ml）

100

＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

＞　100

Candida　albicans　IAM　4888

C．　albicans　A9540

Cryptococcus　neoformaits　D49

C．　neoformans　IAM　4519

Aspergi〃〃5ル’nな。’〃∫IAM　2530

A．ノレη1なa伽IAM　2034

A．fiavus　FA　21436　NRRL　484

Pか’Ctilaria　oリノzae　D91

Trichophyton　mentagrophytes　D　155

T．　mentagrophytes　No．　4329

Blastomyces　dermatitidis　IFO　8144

Sporothrix　schenckii　IFO　8158

Petriellidiuin　boydii　IFO　8078

　50
　100

　50
　50
＞100
＞　100

＞　100

＞ユ00

100

＞100
＞　IOO

lOO

ユ00

Activity　vs．　Cytotoxicity　vs．

　　HSV－1　vero　cells
（ID．．，　pg／mg）　（TDso，”．．p”g一．／mg）

Lanthiopeptin

Acyclovir

一18　一一
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0．　46
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　Lanthiopeptinの各種酵素に対するin　vitroの阻害活性を測定した結果・豚　　第6節

の胃由来のH＋，K＋一ATPaseに対し弱い阻害活性が認められた（Table　l－10）。

LanthioPeptinの構造研究

（1）Lanthiopeptinの構成アミノ酸

Table　1－10　，・Enzyme　inhibitory　activity　of　lanthiopeptin

Enzyme ICso　（pg／m£）

Angiotensin　I　converting　enzyme　＞100

Na’，　K’一ATPase　＞IOO

　Lanthiopeptinのマウスを用いた急性毒性試験では、50mg／kg、　i．m．投与で、

毒性症状は認められなかった。

　Lanthiopeptin（1）の物理化学的性状の考察により、本抗生物質はフェニルア

ラニン3モル、アルギニン1モルを含むペプチド系化合物であることが判明し

た。1の6N塩酸中、110℃、24時間加熱加水分解後のアミノ酸分析の結果、こ

れらのアミノ酸の他に、アスパラギン酸、グルタミン酸、グリシン、バリン、プ

ロリンの5種類の通常アミノ酸、更に4種類の未知成分が確認された。これら

未知アミノ酸の同定並びに通常アミノ酸の立体化学を明らかにするために、1．lg

の1を加水分解し、各アミノ酸の分離を行なった。分離にはDowex　50W・×・8（H＋

型）による陽イオン交換クロマトを用い、塩酸の濃度を順次上げて展開溶出した。

分離した7種の通常アミノ酸の内、グリシンを除く6種類のアミノ酸について

は、各々の比旋光度の測定結果から、立体化学はすべてL体と決定した。この

内、比旋光度の絶対値が比較的小さいフェニルアラニンについては、更に配位子

交換による光学分割カラムを用いたHPLCにより、　L体であることを確認した。

　Dowex　50W×8のカラムから0．2N塩酸で溶出した未知アミノ酸2は、水から

再結晶し無色針状晶として得られた。2は1H－NMRスペクトルで、4．48並びに

4．62ppmに結合定数4Hzで互いにスピン結合した2個のメチンプロトンの存在

を示し、13C－NMRスペクトルでは169．5及び173．gPPmに2個のカルボニル炭

素、56．9及び69．7ppmに2個のメチン炭素の存在を示した。元素分析並びに

マススペクトル（MS，　m／z　149，　M＋）から、　C。H。NO5の分子式が決定され、

β一ヒドロキシアスパラギン酸であることが明らかとなったが、TLCのRf値が

threo一β一ヒドロキシーDL一アスパラギン酸とは異なり、　erythro一体である。2の比

旋光度は＋43．3。、融点は225－2450C（dec．）であり、文献値15）との比較か

の（記㏄鉢植pa麗レめ㎝血恥研併触”σイー㌫H
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ら2をerythro一β一ヒドロキシーL一アスパラギン酸と同定した（Fig．1－7）。

　未知アミノ酸3及び4は、同クロマトにおいて0．8N塩酸で、フェニルアラ

ニンの一部と同時に溶出した。先ず、ブタノールー酢酸一水系でのシリカゲルク

ロマトによりフェニルアラニンを除き、次にセルロースクロマトにより3と4

を完全に分離した。

　3は、secondary　ionマススペクトル（SIMS）でm／z　223に擬似分子イオン

（MH＋）ピークを示した。3のIH－NMRスペクトルにおいて、1．49（d　J＝7Hz）と

3．61pPm（dq　J＝6，7Hz）に2級メチル基とその付け根のプロトンのシグナルを、

3．22ppm（d　J＝4Hz）にはメチレンブロトンのシグナルを示した。更に3．97（d

J＝6Hz）と4．07PPm（t　J＝4Hz）に2個のメチンプロトンのシグナルが認められ、

前者はメチル基付け根のプロトンと、後者はメチレンブロトンとそれぞれスピン

結合していることが明らかとなった。3の13C－NMRスペクトルでは、これらの

プロトンに対応する5本の炭素のシグナルの他に、166．5及び173．gPPmに2

本のカルボニル炭素のシグナルが認められた。これらのデータはthreo一メチル

ランチオニンの文献値16）と一致し、3をthreo一メチルランチオニンと同定し

た。立体化学については、3の1H－NMR並びに有位光度の値が2R，（2S，3S）体の

文献値16）と一致したことより、3を（2R）＋【（2S，3S）一3一メチルアラニンー3一イ

ル1システインと同定した（Fig．1－1）。この構造は、次のアミノ酸配列の決定の

項で述べるように、3のダンシル体とその標品との直接の比較により確認した。

　4はSIMSでm／z　209に擬似分子イオン（MH＋）ピークを示し、・H－NMRスペ

クトルにおいてJ＝6Hzで互いにスピン結合した、メチンプロトンとメチレンブ

ロトンのシグナルを、各々4．28（t）と3．27ppm（d）に示すのみの単純なスペ

クトルを与えた。4はTLC並びにアミノ酸分析における挙動がmeso一ランチオ

ニンの一品と一致し、更に4が旋光性を示さないことから、4をmeso一ランチ

オニンと同定した（Fig．1－1）。

　アミノ酸5は塩基性が強く、4N塩酸でアルギニンと同時に溶出された。5は

セルロースクロマトによりアルギニンと分離し、凍結乾燥後粘着性の固体として

単離した。iH－NMRスペクトルでは、1．3から2．2ppmの間にメチレンプロトン

8個分の重なり合ったシグナルを示し、3．18（tJ＝7Hz）と3．56PPm（d　J＝7Hz）

にそれぞれ窒素原子に隣接したメチレンブロトンのシグナルを、更に4．07（t

Fig．　1－1　Structures　of　threo－methyllanthionine，

　　　　　meso－lanthionine　and　lysinoalanine
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　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　v
　HO．’C－C一一CH．一NH一一（CH．）．一一C一・一CO．H　（5）

J＝7Hz）と4．2g　PPm（t　J＝7Hz）に2個のメチンプロトンのシグナルを示した。

3．56ppmのメチレンブロトンは4．29ppmのメチンプロトンとのみスピン結合し

ていることから、窒素原子をはさんで一一方にアラニン残基、もう一方はプロトン

の数からリジン残基であると推定されたが、後者はそのIH－NMRスペクトルがリ

ジンのスペクトルと良く一致することから確認された。更に5の13C－NMRスペ

クトルでは46．8と48．8ppmの、窒素原子に隣接した2個のメチレン炭素を含

む5個のメチレン炭素、50．0と53．6ppmに2個のメチン炭素、並びに

170．7と172．gPPmに2個のカルボニル炭素の存在を示し、1H－NMRスペクトル

から予想した5の構造を支持した。5の構造は文献上、アルカリ処理した牛膵
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臓のリボヌクレアーゼAから得られたと報告のあるリジノアラニン17・　18）ξ一

致したので、標品と直接比較し5をリジノアラニンと同定した（Fig．1－1）。

　リジノアラニンは通常の酸加水分解の条件では、そのアラニン部分が容易にラ

セミ化することが報告されているので、19）1から酸加水分解を経て得られた5

も、そのアラニン部分がラセミ化しているものと考えられた。5の比旋光度の値

は＋15．7。でありL－D，L一リジノアラニン（最初の文字がリジン部分、次の文字

がアラニン部分の立体化学を表示）の文献値20）＋15。と一致したので、5のリ

ジン部分の立体化学はしと決定できたが、ラセミ化する以前のアラニン部分の

立体化学はこの方法では決定できなかった。

　以上のことから、lanthiopeptin（1）を構成するアミノ酸が5のアラニン部

分を除き、それらの立体化学をも含めてすべて明らかとなった。Table　l－11に

これらアミノ酸の解析結果をまとめた。モル比の算出に際しては、実際に分離し

た個々のアミノ酸の重量からの計算値と、アミノ酸分析からの計算値を示してあ

る。先に決定された1の分子式C89H、25N25025S3から、3種の酸性アミ

ノ酸残基の内2種はω一アミドの形、すなわち（β一ヒドロキシ）アスパラギン及

びグルタミンとして存在していることが判明した。

Table　1－11　Amino　acid　composition　of　lanthiopeptin

Molar　ratio

Amino　acid

レHyAsp＊1

L－Asp

L－Glu

Gly

L－Val

L－Pro

L－Phe

MeLan“2

Lan’3

レArg

LAL＊s

Isolated　Amino　acid　Estimated　number

amount　analyzer　of　residue
O．　99

1．　00

1．　11

2．　38

1．　24

1．　13

2．　87

1．　91

0．　35

1．　02

0．　98

1．　00

1．　02

1．　12

2．　eo

O．　82

1．　10

2．　94

1．　87

1．　01＊4

1．　00

1．　00

“i　erythro－B－Hydroxy－L－aspartic　acid．

“2　threo－Methyllanthionine．

”3　meso－Lanthionine．

”‘　The　value　was　corrected　taking　into　account　of　an　epimeri－

　zation　of　meso－lanthionine　during　the　acid　hydrolysis．　The

　hydrolysis　of　pure　meso－lanthionine　for　24　hours　caused

　epimerization　of　24％．

”e5　Lysinoalanine．

一24一 一25一

灘鱗鎌灘鱗灘灘St．．，　　灘彊．

7”N・’9r」・



（2）Lanthiopeptinのアミノ酸配列

　Lanthiopeptin（1）のアミノ酸配列を決定する目的で以下の実験を行なった。

最初に1の還元的脱硫反応（H・／Pd、10kg／cm2、50℃、4日間）により生成した

修飾ペプチド6のEdman法によるアミノ酸の配列決定を行なった（Fig．1－8）。

本脱硫反応により、1に存在するthreo一メチルランチオニン（threo－MeLan、3）

残基は、6ではアラニン及びα一アミノ酪酸（Abu）残基に、　meso一ランチオニン

（meso－Lan、4）残基は2個のアラニン残基に、またフェニルアラニン残基はシ

クロヘキシルアラニン（Cha）残基に変換していることが、6のアミノ酸分析に

より確認された。6のEdman分解により、　N末端から逐次得られるフェニルチ

オヒダントイン（PTH）アミノ酸は、リジノアラニン残基由来の6番目及び19

番目のアミノ酸を除いてすべてのサイクルで確認できた。このことからFig．

1－8に示すように、6番目及び19番目のアミノ酸を除く6の全アミノ酸配列

が明らかになった。

Fig．　1－8　Sequence　analysis　of　desulfurized　lanthiopeptin　（6）．

　　　　　An　arrow　of　a　broken　Iine　indicates　that　PTH－amino　acid

　　　　　was　not　deteeted．　Number　on　an　arrow　indicates　a　cycle

　　　　　of　the　Edman　degradation．　Xi　and　X2　correspond　to

　　　　　lysinoalanine　residue．

　　　　　　　　　　（phe）　（phe）　（phe＞　，9H
H－Ala－Arg－Gln－Ala－Ala一×i－Cha－Gly－Pro－Cha－Abu－Cha－Val－Ala－Asp－Gly－Asn－Abu一×2－OH

　一1一　一．．　一．一　一．．一　”2一一．”　一．一　一．．　一一，．一　“O　ts．．　一．．　一．h　一．一　一la5一　一．．　．．．．　．．　．19．，．p　（6）

次に1におけるスルフィド架橋の位置決定を行なった。6のN末端から5番

目までに、3及び4由来の3個のアラニン残基が存在することが分かっている

ので、1において6のこれらのアラニンに相当する残基をdansyl－Edman法に

よりダンシル化し、酸加水分解後得られるダンシル（DNS）誘導体を分析した

（Fig・1－9）。その結果1番目と5番目のアラニン相当残基のダンシル化では

モノーDNS－threo一メチルランチオニンが、4番目の残基のダンシル化ではモノー

DNS－meso一ランチオニンが各々確認されたので、　meso一ランチオニンはN末端から

4番目と14番目に位置し、この間でスルフィド架橋が形成されていることが明

らかとなった。ここで得られたモノーDNS－meso一ランチオニンは、

DNS－D－Ala　L－Ala及びDNS－L－Ala　D－Alaの2種類のエナンチオマーが考えら

　　　L－Sm7　V－S一一”れるが、各々にL－Leuを縮合させたDNS－D－Ala　L－Leu－L－Ala及び
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　LS一一一一一一一ノ
DNS－L－Ala　L－Leu－D－Alaは互いにジアステレオマーとなり、HPLCにより分離す

　　　L・S一ノることができる。そこで1より得たモノーDNS－meso一ランチオニンにL－Leuを縮

合後・各々の標品との比轍行なったところ・DNS＋AヒS旦叫1aに話

した。この結果1におけるmeso・・一ランチオニン残基の配置はD－Ala4　L－Ala14
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L－S一一V
と決定された。

Fig．　1－9　Betermination　of　the　position　ef　mese－lanthionine

1！2S　　　　　　l「・～S　1／2S　　　　　　　　　　　　　　　l「・～S　　　　　　　1！2S　　OH　　　　　　12S

汁A恥Gln幽ALX1－PhらGl狛PrひPh面Ph←Val幽AlpGl狛As汗献2。H
　f一一e一一一“一：”一d”一”DNs－th7eo－Metan　．　一一’：．’　，’　．．．　．一（1）

＝＝＝：L一　一i＝3嵩1篇認　（一・　：　Edman　degradationt　：Dansylation）

　一方2個のthreo一メチルランチオニン残基のスルフィド架橋の位置は、

Fig．1－10に示す方法により決定した。すなわち1をプロリン特異的エンドペ

プチダーゼ消化し（0．05Mリン酸緩衝液pH7．5、40℃、3日間）、修飾ペプチド

7とした後Edman消去法によって解析した。1回目のEdman分解後に得られる

ペプチド部分を酸加水分解し、そのアミノ酸組成を分析したところ、メチルラン

チオニン1モル及びフェニルアラニン1モルが消失していた。2回目のEdman

分解後のベブチド部分には、アルギニンに加え更にもう1モルのメチルランチ

オニンが消失していることが確認された。このことにより、Alai－i／2Sは

Abu’8・・’／2SとAla5一’／2SはAbu1’一1／2Sとスルフィド架橋を形成していること

が一義的に決定され、2個のthreo一メチルランチオニン残基の配置が確定した。

一26　一一 一一@27一
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Fig．　1－10　Assignment　of　sulfide　bridge　belonging　to

　　　　　threo－methyllanthionine

Lanthiopeptin

　　　1）　proline　specific　endopeptidase　digestion

　　　2）　Edman　degradation　（一一一．）

　　　　　　　　　　　　　　　　　s
　　I　／’（．［，〈g一一一一一7i　＝1：Si‘r＝iL　i49H　N1s（7）

H－IA！aj－Arg－Gln－Ala－ltA1aj一×i－Phe－Gly－Pro・一〇H　H－Phe－IA！2y｝Phe－Val－Ala－Asp－Gly－Asn｛AU！，！1×2－OH

　→一　一■り一・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　創一→ロー　　一一一引幽齢

Fig．　1－11　Assignment　of　the　position　of　lysinoalanine

　　　　　　　　　　　　　　Lanthiopeptin

　　　　　　　　　　　　　　　　　l1）Hcl／MeOH　2）NaBH4

　　　　　　　　　　　　　　　s

H．Ala－Arg－Gln－Ala－Ala－Ala－Phe－Gly－Pro－Phe－Abu－Phe－Val－Ala－Asp（OMe）一Gly－Asn－Abu－NH－QH－CH20H
　　　　　　　　　－NH．一．．一一一一一一：一一．L’　．．一：．一．一：一h．一N一．．一一一．一．’　’　（6H，），（i）

NH

卜

　1におけるリジノアラニン残基の配置は、既に述べたように6のEdman法に

よる解析から、N末端から6番目と19番目（すなわちC末端）に位置するこ

とが明らかとなっているので、化学修飾によりC末端のアミノ酸残基を解明し、

リジノアラニンの配置決定を試みた。1を塩酸一メタノール処理し、遊離のカル

ボン酸をメチル化した後、水素化ホウ素ナトリウムで還元を行ない、C末端のカ

ルボン酸を1級アルコールに変換した修飾ペプチド8を得た（Fig．1－11）。

8のアミノ酸分析ではりジノアラニンが消失し、相当するアルコール化合物が確

認されたが、この物質は10ではなく9であることが各々の標品との比較によ

り判明した。このことから1におけるリジノアラニン残基の配置は、そのアラ

ニン部分がN末端から6番目に、リジン部分はC末端に位置し、この間で架橋

を形成していることが明らかとなった。

一一@28一 一29一
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（3）Lanthiopeptinの構造

　Lanthiopeptin（1）におけるリジノアラニン残基のアラニン部分の立体化学を

除き、1の構造が確定した。1の酸加水分解で得られたリジノアラニン（5）は、

そのアラニン部分がラセミ化した2種類のジアステレオマーの混合物であるが、

これらし－L及びL－Dの両ジアステレオマーは、通常のアミノ酸分析の条件では

分離できない。そこでこれら2種類の立体異性体を分離する条件を検討したと

ころ、光学活性の認識部位としてクラウンエーテルを有する光学分割カラムを用

いたHPLCにより、完全に分離することが明らかとなった（Fig．1－12）。そこで

5のアラニン部分の立体化学を決定する目的で、酸加水分解中に起こるラセミ化

を経時的に追跡した。その結果Table　l－12に示すように分解時間4時間では

5のジアステレオマーのうちL－L体が80％であったが、22時間後には56％

となりほぼ完全にラセミ化した。この結果5は1の分子内ではし－L体として

存在していることが明らかとなった。

Fig．　1－12　HPLC　analysis　of　two　diastereoisomers

　　　　　of　Iysinoalanine　using　CROWNPAK　CR（＋）

以上のことから、lanthiopeptin（1）の立体化学をも含めた全構造が明らかと

なった（Fig．0－4）。

Figゼ’0－4　　Structure　of　lanthiopeptin　（1）

H－Ala－Arg－Gln－A！a－Ala－A，la－Phe－Gly－Pro－Phe－APu－Phe－Val－Ala－Asp－Gly－Asn－Abu－Lys－OH

　以前にHoffmann－La　Roche社のグループにより、　Streptoverticittium

griseoverticittatamの代謝産物から、免疫賦活作用を有するペプチドとして単

離されたRo　O9－O198（ll）のアミノ酸組成は、フェニルアラニンがD体である

点以外はlanthiopeptinと同一である。2D最近Kesslerらによりその構造が

報告されたが（Fig．1－13）、22）彼等の提出した構造式は主としてNMRの解析

に基づくものであり、その信理性に疑問が持たれていた。

D－Al　LLs L－Ala　　L－Lys

ノノ @Column黛鵯鼎K　CR（＋）

　　　　　Eluent：HCIO4　solution（pH　1．0）

　　　　　Temperature：3℃
　　　　　Flow　rate：1．O　ml　1　min

　　　　　Detection：UV　at　200　nm

o 5 10 15　min

Fig．　1一一13　Structure　of　Ro　09－0198　（11）　proposed　by　Kessler　et　at．

／c，；／

P－II一一］7］iiiiiiiliiiiliiii．　A，　．，，／／f；ti　i：lii　：．，　一．　A．illilii　iF｛　’一一’；：1；T，iiiiiii　F　i：　，g

H－Ala－Arg－Gln－Ala－Ala－Phe－Phe－Gly－Pro－Al，a－Abu－Phe－Val－Ala－AV
刀f

吹|Gly－Asn－A6u一［yVs－OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　V．N一一一一．一k－p”一一：一一一：一”一一．一一一h7

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（11）

Table　1－12　Ratio　of　two　diastereoisomers　of　lysinoalanine

　　　　　　obtained　from　lanthiopeptin　（1）

　　　　　　　　　　　　　　　n　　　　　n　　　pmt　m　e　o　f　h　y　d　r　o　l　y　s　i　s　Pu：一AIA　I．a　L－Lys　L－Ala　L－Lys

4　hours

8　hours

22　hours

　14％

　18％

　44％

一p
@3　O　一一

86％

82％

56％

　1とllとの構造式の相違は、1でN末端から6番目に位置するリジノアラ

ニン残基のアラニン部分と、10番目に位置するフェニルアラニン残基が、llで

は互いに入れ換わっている点のみである。そこでllの分与を受け、その

1H’NMRスペクトルとHPLCを測定し、1と比較したところ両者は完全に一致し

た。更に11の脱硫生成物のEdman分解では、1と同一の結果が得られ、　N末

一一@31一
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端の6番目から10番目のアミノ酸配列は、Fig．1－13の構造から予想される

Phe6－Phe7－Gly8－Pro9－Ala1〔〕ではなく、1と同じ配列であるAla6－Phe7－Gly8－

Prog－Phe’〔〕であることが確定し、　Fig．　H3に示す11の構造は誤りで、1と

llとは同一物質であると結論付けられた。　llでフェニルアラニンの立体化学を

D体としているのはその比旋光度の絶対値が小さいことに起因しているものと考

えられる。筆者らの以上の結果が発表された4）後、間もなくKesslerらは訂正

論文を発表し、23）その中でllを1と同一のアミノ酸配列に訂正したが、フェ

ニルアラニンの立体配置については未訂正のままである。

　Lanthiopeptin（1）と同一のアミノ酸組成を有するペプチド系抗生物質として、

1952年にBenedictらによってStreptomyces　cinnamoneusの培養液より単離

されたと報告のあるcinnamycin24）がある。この化合物の構造は未だ決定され

てはいないが、1と同一のアミノ酸組成である25）ことから、両者は極めて類似

の構造を有する、あるいは同一物質である可能性がある。

第7節　考察

　LanthiopeptinはStreptoverticittium　cinnαmoneum　L337－2によって生産さ

れる新規ベブチド抗生物質であり、in　vitroで単純ヘルペス1型ウイルスに対

し、強い抗ウイルス活性を有することが明らかとなった。更にin　vitroで一部

のグラム陽性細菌並びに嫌気性細菌類に顕著な生育阻止活性を示し、ある種のカ

ビ類に対しても弱い活性が認められた。

　Lanthiopeptinは11種15個のアミノ酸からなる分子量2041のペンタデカ

ベブチドであり、7種の通常アミノ酸の他に、天然からは極めて希な4種のア

ミノ酸、すなわちerythro一β一ヒドロキシアスパラギン酸、　meSO一ランチオニン、

threo一メチルランチオニン、及びリジノアラニンを含有していることが、構造研

究の結果明らかとなった。ランチオニンあるいはメチルランチオニンを含有する

ペプチド系抗生物質としては、前節第3項で述べたように、lanthiopeptinと同

一物質であることが判明したRo　O9－0198並びにcinnamycinが知られているが、

この他には抗細菌性の抗生物質としてnisin、26）subtilin、27）

epidermin、28・29）gallidermin、30）Pep5、31）duramycin32）及び

actagardine33）が、また酵素阻害物質としてancovenin34）がそれぞれ報告さ

れているに過ぎない（Fig．1－14）。

　Duramycin以外の化合物については、それらの全構造が判明しており、これら

の内ancoveninがlanthiopeptinとかなりの相同性を有していることが明らか

となった。35・36）一方duramycinについては、　ianthiopeptinにおけるアルギ

ニンがリジンに置き換わったアミノ酸組成が報告されていたので、25）lanthio－

peptinの4個の架橋構造をも含め、両化合物は基本的に同・一・一・一・一一・のアミノ酸配列を

有すると推定されていた。最近Hayashiらによりduramycinの構造が公表され

たが、37）その構造式はlanthiopeptinのN末端から2番目のアルギニン残基

が、duramycinではリジン残基に置き換わったものであり、筆者らの推定が正し

かったことが裏付けられた。

一32　一一 一33一
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Fig．　1－14　Structures　of　lanthionine　peptide　antibiotics

Nisin
　　　　　　一一一S一一・一一一一一5　　　rS一一一一一へ　　　　　　　一一S一一一一一一A
　H－Ile－Dhb－Ala－11e一一Dha－Leu－Ala－Abu－Pro－Gly－Ala－Lys－Abu－Gly一一Ala－Leu－Net－Gly－Ala－

　　　　　　o　　　　　　　　ナー一Sr　　　　D
　　　　　　　　　Asn－Met－Lys－Abu一一Ala－Abu－Ala－His一一Ala－Ser－11e－His－Va1－Dha－Lys－OH
　　　　　　　　　　　　　　　D　Dk一一．一一一一一S一一一一一一vl

Subtilin

　　　　　　　reszz　rsr　．r．　　．一　　一sr．　L　　一一　　．．
　H－Trp－Lys－Aia一一Glu一一Dha－Leu一一Ala－Abu－ProTGIy－Ala－Vai－Abnu－Gly－Ala－Leu－Gln－Bha－Ala－

　　　　　　D　DreS一一一一x　D　　　　　　　　　Phe－Leu－Gln－Abu－Leu－Abu－Ala－Asn－Ala－Lys－11e－Dha－Lys－OH
　　　　　　　　　　　　　　　D　Dk一一一一．．S一一一．一一．1

Epidermin　：　X＝　Ile
Gallidermin　：　X＝　Leu

　　　　　　r一一一一Sr　rptS一一一N
　　H－11e－Ala－Ala－Lys－Phe－X－Ala－Abu－Pro－Gly－Ala－Ala－Lys－Dbb－GIy－

　　　　　　D　T　D　r一一一一一一一一一S－　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ala－Phe一・Asn－Ala－Tyr－Ala－NH－CH＝OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　D　　　　　DL＿二＿＿S＿ノ

Peps

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r一一一S一一
　　CH3CH2COCO－Ala一一Gly－Pro一一Ala－11e－Arg－Ala－Ala－Val－Lys－Gln－Ala－Gln－Lys－Bhb－Leu－

　　　　　　　　　　　　　　r一一一’一　Spt一一R

　　　Ly臣Al㍗Dh卜Ar砕LerPh噛rVal匙璽§劉1㍗Ly臣OH

Ancovenin

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s
／r7r：一　＝g＝’±rt’　一一”

　H－Ala一一Val－Gln－Ala－Ala－Bha－Phe－Gly－Pro－Leu－Abu－Trp－Ser－Ala－Asp－Gly－Asn－Ab－u－Lys－OH

　　　　　　　　D　　　　　　　　　　　　　　　　T　　　　　　　　　　D　D
Duramycin

／／r－P－
Vrliiii！ir－pti　iiEr！T一．　一L　．1　“一　．　．．

　H－Aia一一Lys－Gln－Aia－Ala一一Ala－Phe－G1y－Pro－Phe－Ab．u－Phe－Val－Ala－ASp－Gly－Asn－Abfiu－Lys－8H

　Lanthiopeptinとancoveninとの構造上の相違は、　Fig．1－15に示すように

1anthiopeptinに含まれるリジノアラニン残基が、　ancoveninではリジンとデヒ

ドロァラニン（Dha）残基とに置き換わり、更にN末端から順に2、10、12、13

及び15番目のアミノ酸残基に相違が認められた。しかし双方共飛eso一ランチオ

ニン残基1モル及びthreo一メチルランチオニン残基2モルで3個のスルフィ

ド架橋を形成しており、構造の相同性はかなり高い。Ancoveninはアンジオテン

シン1変換酵素の阻害活性を指標としてスクリーニングされ、同酵素に対して強

い阻害活性（IC5。＝1．7μ9／m£）を有するが、抗菌活性は全く示さなかったと報告

されている。34）一方lanthiopeptinに関しては、第5節で述べたように

H＋，K＋一ATPaseに対して若干の阻害活性が認められた以外は、アンジオテンシン

1変換酵素に対する阻害活性は、筆者らの系では確認できなかった。両者はその

構造の類似性にもかかわらず、生物活性に全く類似性が認められないことは非常

に興味深い。

Fig．　1－15　Structures　of　lanthiopeptin　and　ancovenin

Actagardine

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一一S－　　　　　　　　　　　　　　r－S一一一一一「　　　r一一一’一Sr　H－A｛a－Leu－Abu－Ile－GIu－Abu－Aia－Va1－Trp－Gly－Ser－Ala－GIy－Abu－Val－11e－Ala－Ala－Ala－OH

　　　　　　一＿二＿S二＿＿＿二＿一一一一一一ノ

Lanthiopeptin

s

H－AlapmGln－Al’a－Al’a－Ala－phe－Gly－pro［EifiE］A6upmAlalp（

Ancovenin

D　　　一

　　　　　　　　　　　　　　　　囮劔．＿幽H

N．．．．．．一．．．一．．一．m．一一一一一一一．一P一．一一一一一．一一．．一一一一一一．一一ut一一．一．．一一N12．．　7一

Bha：　Dehydroalanine　Dhb：　Dehydrobutyline　（B－Methyldehydroalanine）

Abu：　a－Aminobutylic　acid

Alvt　s2Ya：Lanthionine　Abkt－s一一！Yla：Nethyllanthionine

Ala　H2N一一CH＝CH：　S一（2一一A，minovinyl）cysteine

v一一S一一一一ノ

　　　　　　　　　　　　　　一34一

　　　　　　　　　　　s

D　　　一 D　　　　　　　　　　　　　　　　D
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　Duramycinに関しては、上述のようにlanthiopeptinとはアミノ酸1残基の

みの相違である。Duramycinの抗ウイルス活性についての報告は未だ成されてい

ないが、lanthiopeptinとの構造の類似性からduramycinにもかなりの活性が

期待される。Duramyci’nのその他の生物活性については、かなり精力的な研究が

成されており、抗菌活性の他に塩素イオンの輸送及びプロトンポンプを阻害する

こと、38）Na＋，K’一一ATPaseの阻害活性を有すること、39）Ehrlich固型癌細胞、

マウス3T3及び3T6細胞、並びにヒヨコ繊維芽細胞において低分子物質の細胞

透過性を充進ずること40）等の作用が確認されている。またduramycinは、ホ

スファチジルエタノールアミンあるいはモノガラクトシルジグリセリドにより規

定される、人工膜の特定のコンポメーションの認識能を有することが明らかにさ

れた。4D

　一方Choungらは、　lanthiopeptinと同一物質であることが明らかになった

RoO9－0198の抗菌活性並びに免疫増強活性に着目し、これらの作用機序の解明

を目的とした研究の過程で、RoO9－0198が（リソ）ホスファチジルエタノールア

ミンを厳密に分子認識する42）と共に、細胞膜に穴をあける機能を合わせ持つこ

とを見出した。43）この細胞膜上への特異的結合には、グリセロホスファチジル

エタノールアミン分子が必要であり、エタノールアミン部分にメチル基が一つで

も置換すると結合能を失うという、かなり厳密な分子認識を行なうことが明らか

にされた。更にMiyazawaらは、　Ro　O9－0198とドデカノイルリソホスファチジ

ルエタノールアミンとの分子間相互作用を、DMSO中のNOE相関二次元NMRス

ペクトル（NOESY）44）により解析し、両分子間の関係をFig．1－16に示す模式

図のように提案した。45）

Fig．　1－16　Molecular　recognition　of　Ro　09一一〇198

　　　　　proposed　by　Miyazawa　et　at．

　Lanthiopeptinについて見出された抗ウイルス活性のメカニズムは未だ解明さ

れてはいないが、lanthiopeptinと同一のRo　O9－O198には、インターフェロン

様物質を誘起する作用のあることが報告されているので、2’）抗ウイルス活性も

この作用に起因する可能性も考えられるが、詳細は今後の研究に期待したい。

　構造研究の結果、その存在が明らかになったmeso一ランチオニン1モル、

threo一β一メチルランチオニン2モル、及びリジノアラニン1モルによって、分

子内に4個の架橋構造を有するlanthiopeptinのコンポメーションを解析する

ことは、その生物活性の発現機構という観点から興味ある課題である。前述の

Ro　O9－0198の構造に関する訂正論文の中で、　Kesslerらは1H－NMRスペクトル

のNOE実験の結果から、同物質の重DMSO中でのコンポメーションをFig．

1－17に示すように提案している。23）このコンポメーションでは、親水性アミ

ノ酸残基と疎水性アミノ酸残基とが各々分子の反対側に配列したヘリックス構造

をとっており、生体膜の表面に親和性を有するとしている。重水中あるいは結晶

状態での1anthiopeptinのコンポメーションに関して、今後詳細に検討する必

要があると考えられる。

Fig．　1－17　Conformation　of　Ro　09－0198

　　　　　proposed　by　Kessler　et　Gl．
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　Lanthiopeptinに存在することが明らかになったりジノアラニンは、当初アル

カリ処理による蛋白質中のジスルフィド架橋の変化を研究する途上、Bohak’7）

並びにPatchormikとSokolovskyによって、’8）アルカリ処理した牛膵臓のリ

ボヌクレアーゼAから各々独立に発見された物質である。アルカリ処理によるり

ジノアラニンの生成機構は、Fig．1－18に示すように蛋白質中のシステイン

（R＝SH）、シスチン（R＝S－Cys）、ホスホリルセリン（R＝O－PO3H2）あるいはグリコ

シルセリン（R＝0糖）残基46）がアルカリ処理によりβ脱離反応を起こし、デ

ヒドロアラニン残基が一旦生成し、これに分子内のリジン残基のε一アミノ基が

付加して生成する機構、あるいは激しいアルカリ処理によりセリン残基の水酸基

に直接リジン残基のε一アミノ基が攻撃し生成する機構47）が考えられているが、

いずれもアラニン部分のラセミ化を伴う。更にセリンの誘導体のアミノ酸残基の

置換反応による生成も起こりうるという説があるが、48）この場合はラセミ化を

伴わないといわれている。いずれにしてもこういった過程で得られるリジノアラ

ニンは人工産物である。しかし一方では、ヒトの石灰化した組織の不溶性コラー

ゲンから得られたという報告があること、49）更に微生物代謝産物である

lanthiopeptin及びduramycinに含まれることをも考え合わせ、本アミノ酸を

生成する機構が生物には存在することが予想される。

　Lanthiopeptinと構造類似のancoveninには、そのN末端から6番目にデヒ

ドロアラニン残基が存在しており、19番目のリジン残基とで架橋を形成すれば、

lanthiopeptinに認められるようなリジノアラニン残基となりうるので、

lanthiopeptinの6番目のアラニン部分はデヒドロアラニン由来と考えられる。

　一方ランチオニンは羊毛や人毛のアルカリ処理により生成することが知られて

いるが、50・51）これもりジノアラニン同様、システイン誘導体残基のβ脱離反

応により、一旦デヒドロアラニン残基が生成し、これにシステイン残基が付加し

て生成するものと考えられている（Fig．1－19）。

　しかしlanthiopeptinを始め前述の抗生物質群の分子中には、本来このよう

なスルフィド架橋を有するランチオニン及びβ一メチルランチオニンが含まれて

いる。

　これら抗生物質群から見出されたランチオニンはいずれもmeso体であり、β一

メチルランチオニンはthreo体の2R，（2S，3S）の立体配置を有している。また

Fig．　1－18　Proposed　mechanism　of　lysinoalanine　formation

　　　　　　　OH一
～NH－CH－C〔ト　　　　　　　　　　　～NH－G－CO～

　　CH2　　　　　　　　　硅

　　　　　　　　Dehydroalanine　residue
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Fig．　1－19　Proposed　mechanism　of　lanthionine　formation
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lanthiopeptin分子中でのりジノアラニン残基の立体配置はL－L体である。こ

のような架橋アミノ酸の一定の立体化学は、ペプチド鎖が形成された後に、酵素

によって架橋が立体特異的に形成されることを示唆するものである・

　これら抗生物質群の生合成機構については、nisin、52）subtilin53）及び

epidermin5‘）について研究され、アミノ酸残基が30以下のペプチド系抗生物

質が、蛋白質合成機構とは異なった多酵素系によって生合成されるのに対し、こ

れらランチオニン含有抗生物質群は、核酸とリボソームの関与する通常の蛋白質

合成機構で生合成されることが明らかにされた。更にsubtilinにおいては前駆

体蛋白質の存在が証明され、53）そのプロセシングの機構の解明が進められてい

る。また最近subtilin、55）nisin56・57）及びgallidermin58）の構造遺伝子

の配列が解明されるに至っている。

　先に述べたように、これらペプチド抗生物質群は構造が互いに類似しているに

もかかわらず、全く異なる生物活性を示す点は興味深いが、こういつた化合物を

生産する微生物の変異株を利用することにより、種々の生合成前駆体を調製し、

第2章　新規抗ウイルス抗生物質　Pumilacidins

　抗ウイルス活性を指標とする抗生物質：の探索研究の過程で、山梨県、山中湖畔

で採取した苔の一種から分離した一細菌が、単純ヘルペス1型ウイルスに対し

抗ウイルス活性を有する新規な抗生物質を生産していることを見出した。本菌は

M937－B1の菌株番号が与えられたが、その後の詳細な菌学的研究の結果、

Bacittus　pumitusと同定された。本抗生物質はその生産菌の種名に因み、

pumilacidinと命名した。

　Pumilacidinはデブシペブチド系抗生物質であり、その構成脂肪酸並びに構成

アミノ酸の一部を異にする7種の構造類縁成分が存在する。Pumilacidinsはそ

の培養液よりブタノールで抽出し、Diaion　HP－20及びシリカゲルを用いたクロ

マト精製後、逆相系シリカゲルクロマト、更に分取HPLCにより、7種の成分、

すなわちpumilacidins　A、　B、　C、　D、　E、　F及びGを各々白色の粉末として単離

した。Pumilacidin各成分は、　HSV－1によるベロ細胞の変性効果に対し同程度の

化学的に修飾して、コンポメーションの解析をも含めたそれらの構造活性欄を阻止活性を示した・またH＋・K＋一’ATPase　Vこ対する顕著な酵素阻害活性が認められ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　たので、pumilacidin　Bについてマウスを用いた抗胃潰瘍効果を検討した結果、
明らかにすることは、今後の重要な課題であると考えられる。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　明らかな抗胃潰瘍活性が確認された。Pumilacidinsの各種細菌に対する抗菌活

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　性を調べたが、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌、嫌気性細菌及びカビ類、いず

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れに対しても生育阻止活性は認められなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pumilacidinsはその物理化学的性状から、新規なデブシペプチド系抗生物質

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　であることが明らかとなった。構造研究の結果pumilacidin成分の内、　A、　C及

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　びEは共通のアミノ酸組成として、L一アスパラギン酸、レグルタミン酸、及び

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　L一イソロイシン各1モルの他に、各々2モルずつのレロイシン及びD一ロイシ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ンから成り、更に1モルのβ一ヒドロキシ脂肪酸を有する。これら成分間の相違

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　はこの脂肪酸のアルキル此奴に起因する。残りのpumilacidins　B、　D、　F及びG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　は上記のレインロイシンがレバリンに置き換わった共通のアミノ酸組成を有し、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G以外の脂肪酸組成は、各々A、C及びEの脂肪酸組成に対応する。また

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pumilacidins　A、　B、　C及びDはそれぞれ分離不能な2種の化合物から成り、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　それらは脂肪酸のアルキル鎖の幾何異性体であることが明らかになった（Fig・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O－5）．　6）

一41一
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　本章では、新規抗ウイルス抗生物質pumilacidinsの生産菌、醗酵生産、抽出、

分離精製及び物理化学的性状、生物学的性状を述べ、更に構造決定に関する研究

について述べる。

Fig．　O－5　Structures　of　pumilacidins

R－CHCH2CO一し一Glu→L轄Leu一→）D－Leu→L－Leu→L－Asp→D－Leu→X

AR＝CH・gH（CH・）ザ・・CH・CH・gH（CH・）・一

　　　　　　CH，　CH，
　　X　＝　L－lle

BR－CH・gH（CH・）ザ。「CH・CH・gH（CH・）・一

　　　　　　CH，　CH，
　　X　＝　L－Val

C　R＝＝CH39H（CH2）ii－or　CH3CH29H（CH2）io－

　　　　　　CH，　CH，
　　X　＝　L－lle

D　R＝CH39H（CH2）ii－or　CH3CH29H（CH2）io－

　　　　　　CH，　CH，
　　X＝　L－Val

E　　R＝・CH3CH（CH2）10一
　　　　　　　　
　　　　　　CH3

　　X＝L』e

F　　R＝CH3CH（CH2）10一
　　　　　　　　
　　　　　　CH3

　　X＝レVa！

GR＝CH3（CH2）12－

　　X＝L－Va】
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第1節　Pumilacidinsの生産菌

　Pumilacidins生産菌であるM937－B1株は、山梨県の山中湖畔の朽木の幹に付

着生育していた苔の｝種（Leucobrynum　neigherrense）から分離した菌株である。

本菌株はグラム染色陽性の嫌気性細菌であり、胞子形成能を有する長円形の形態

を示し、分類学的にBacittus属に属する。　M937・・一B1株はGordonら59）並びに

GibsonとGordon60）の方法に基づき特徴付けられると共に、　Norrisらの記

載・・）に従ってその分類学上の位置が決定された。すなわちTable　2－1に示す

M937－B1株の形態学的特徴、生物学的特徴並びにその培養上の特徴から、本菌株

はBacittus　pumitus　Meyer　and　Gottherl，1901に分類されることが明らかに

なった。

Table　2－1　Taxonomic　characteristics　of　strain　M937－Bl

Morphology：
　Vegetative　cells；

　　Oblong　or　short　straight　rods

　　O．6　・一　O．7　×　1．0　一　3．1　＃m

　　Motile，　Gram－positive　and　not　acid－fast

　Sporesa；
　　Elliptical，　O，6　・一一　O．8　×　1．0　・一　1．2　＃m

　　Not　swollen　sporangia

　　Central　position

Cultural　characteristics：

　Gross　colonial　morphology；

　　Nutrient　agar：　incubated　at　280C　for　3　days

　　Circular　and　umbonate，　2　to　3　mm　i．d．，

　　　entire　or　somewhat　irregular　margin，

　　　opaque　density　and　wrinkled　surface

　　Scant　viscosity，　pale　yellow　color，　no　swarming

Physiological

characteristicsb

　　　　　BacillusStrain
　　　　　　subtilis
M937－Bl
　　　　　PCI　219

Production　of：

　Acid　from　glucose

　　　　　mannitol

　　　　　xylose
　　　　　arabinose
　Gas　from　glucose

　Acetoin　（VP－reaction）

　Catalase

　Nitrate　reductase

Hydrolysis　oft

　Starch

　Casein
Growth　in：

　Anaerobic　agar

　70／e　NaCl

　500C
　650C
　O．OO　I　O／o　lysozyme

　pH　6　in　V－P　medium

十

十

＋　（w）

＋　（w）

十

十

十

十
十
一
　
十

十
一
一
十
一
十
十
十

十

＋　（w）

十

十

＋　（W）

十

a　The　endospores　were　not　born　in　Difco　nutrient　agar　but　born　when　MnSO，・H20　was　supplemented　at

　O．OOOse／o　（w／v）　as　described　by　NoRRis　et　aL3）

b　十：Positive，一二negative，十（w）：weakly　positive・

一43一
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第2節　Pumilacidinsの醗酵生産 第3節Pumilacidinsの抽出、分離及び精製

　Pumilacidins生産菌であるBαclll囲pumitus　M937－B1株は、先ずTable

2－2に示す組成の斜面寒天培地上で28℃、2日間培養し生育させた。この充分

に生育したM937－B1株を500m£の三角フラスコ中、　Table　2－3に示す組成の培

地100m£に接種し、回転振盟機（200rpm）上、28℃で24時間培養し、種培養

液とした。本培養はTable　2－3の組成の培地12£を含む20£のジャーファー

メンターに上記種培養液を移し、通気量12St／minで除菌空気を導入しながら、

28℃、250rpmで93時間撹拝した。　Pumilacidinsの生産力価はHSV－1のベロ

細胞に対する変性効果の阻止活性を簡便なプラーク法にて検定し追跡した。

Table　2－2 Agar　slant　medium

of　pumilacidins

Table　2一一3 Vegetative　and　production

medium　of　pumilacidins

　Pumilacidinsの抽出及び精製はFig．2－1に示す方法によって行なった。す

なわちpumilacidinsの生産が最高に達したBacittus　pumitus　M937－B1株の培

養液245Stを、6N塩酸でpH4・0に調製した後、ブタノール145£で抽出した。

シャープレス遠心機で分離したブタノール層を6立に濃縮後15£の酢酸エチル

に滴下し生成した不溶物を濾別した。濾液を減圧下濃縮し、抗ウイルス活性を有

する油状物質約6609を得た。本油状物質をBiaion　HP－20クロマトの後、種々

の展開溶媒系を用いたシリカゲルクロマトを繰り返すことにより精製し、抗ウイ

ルス活性の本体であるpumilacidin複合体12．59を、シリカゲルTLC上単一

スポットを示す白色粉末として得た。このようにして得られたpumilacidin複

合体は、逆相系カラムを用いたHPLC分析により、7種の成分から成ることが明

らかとなった（Fig．2－2）。

Soluble　starch

Glucose

Fish　meat　extract

Yeast　extract

NZ－case

NaCl

CaCO．

Agar

％
％
％
％
％
％
％
％

0
　
n
U
　
n
U
　
n
U
　
O
　

n
U
　
n
U
　
1
1

pH7．0　（before　sterilizatien）

Soybean　meal　3．0％

Glucose　3．　0％
Pharmame　dia　O．　5％

Yeast　extract　O．1％

pH7．0　（before　sterilization）

Fig．　2－1　Isolation　and　purification　of　pumilacidins

Whole　broth　（245£）

　　　IBIIoH　extraction

　　　IEtoAc　precipitation

　EtOAc　layer
　　　i　Concentration

　Oil　（ca－660g）

　　　IDiaion　HP－20，　80％　acetone

　　　Silica　gel，　CH2CliMeOH－NH40H

　　　　　　　　　CHCI3－MeOH－AcOH

　　　　　　　　　CH2Cl．・一MeOH

　　　　　　　　　CH2C12－MeOH－AcOH

Pumilabidins　（12．5g）
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Fig．　2－2　HPLC　of　pumilacidins 第4節　Pumilacidinsの物理化学的性状

A

B

F

G

EP
c

　　0　　　　　　5　10　15　20
　　　　　　　　　　　Rt　（minutes）

Condition

　Column

　Mobile　phase：　2－PrOH－CH3CN－H20　（14：6：5）

　　　　　　　　　containing　O．1％　TFA．

　Fiow　rate　：　1　m£／min．

　DetectioR　：　UV　absorption　at　210nm．

25 30

：　YMC－Pack　R－ODS－5　（4．6　i．d．×250mrn，　5pm）．

　Pumilacidins　A、　B、　C、　D、　E、　F及びGの各成分は、各々白色の粉末として

単離され、Table　2－4・に示すようにそれらの物理化学的性状は互いに類似してい

る。これら7種の成分はいずれも低級アルコール、クロロホルム、アセトン、

酢酸エチル並びにジメチルスルポキシドに良く溶解するが、ヘキサン及び水には

不溶である。呈色反応では、ヨウ素及び硫酸に対し陽性であるが、ニンヒドリン

及びアンスロン反応には陰性である。各成分の分子式はSIMS並びに元素分析の

結果からTable　2－4に示すように決定された。　Pumilacidin各成分のUVスペク

トルは各々末端吸収を示すのみである。IRスペクトルでは1655及び1540cm“’

に強いアミドの吸収が認められ、更に1730cm－1にエステルカルボニル由来の吸

収を示した。Fig．2－3及び2－4に7種の成分を代表してpumilacidins　A及

びBのIRスペクトルを掲げる。　IRスペクトルによって確認されたpumila－

cidin各成分のベブチド構造は、各々の1H－NMRスペクトルによっても裏付けら

れた。Fig．2－5に示すpumilacidin　AのiH一・・N），｛Rスペクトルでは7・6から

8．3PPmの間にアミドプロトンのシグナルが観測され、3．3から5・OPPmにはオ

キシメチンプロトンのシグナルと共に、ペプチド結合したアミノ酸のα位のプ

ロトンと考えられるシグナルが認められた。更に、0．7から2．Oppmの間に観測

される脂肪心のメチル基及びメチレン基のシグナルの他に、12．2ppmにはカルボ

ン酸のプロトンに帰属される2個分の幅広いシグナルが認められ、遊離のカル

ボン酸2モルがpumilacidin　Aには存在することが明らかになった。

　各々の成分の分離に際し、先ずアセトニトリルーリン酸緩衝液（pH7．0）系の

逆相系シリカゲル中圧クロマトにより、大まかな分画を試みた。その結果

pumilacidins　A（2．59）、　B（1．59）及びC（159mg）が各々単一物質として得ら

れた。残りのpumilacidins　D、　E、　F及びGは各々を含有するフラクションを

分取HPLCを繰り返すことにより、　D（49mg）、　E（54mg）、　F（27mg）及びG

（20mg）をそれぞれ白色粉末として単離した。このようにして得られた7種の

pumilacidin成分の内、　pumilacidins　A、　B、　C及びDは後の構造研究の項で述

べるように、いずれも分離不能な2種類の化合物から成ることが判明した。

一46　一一 一47一

灘灘



．
回
暦
剖
ト

Table　2－4　Physico－chemical　properties　of　pumilacidins

A B C D

Nature

MP　（OC）

［ct］B3　（MeOH）

SI－MS　（m／z）

Molecular　formula

　Calcd　C
　　　　　H

　　　　　N

　Found　C
　　　　　H

　　　　　N

Amino　acid

　composltlon

　White　powder
　　　146　・一　150

　　一　12．20（c　O．5）

1，073　（M　十Na）’，

1，089　（M　十　K）＋

C54Hg5N701ゴH20
　　　60，71

　　　　9．15

　　　　9．18

　　　60．68

　　　　9．03

　　　　9．14

L－Asp　（1），　L－Glu　（1），

L－Leu　（2），　D－Leu　（2），

L－lle　（1）

　　White　powder
　　　160　t一　163

　　－16，90　（c　1）

　1，059　（M　十　Na）’，

　1，075　（M　十　K）＋

Cs3Hg3N，Olゴ3H20
　　　　58．38

　　　　9．15

　　　　8．99

　　　　58．34

　　　　8．67

　　　　8．79
L－Asp　（1），　L－Giu　（1），

L－Leu　（2），　D－Leu　（2），

L－Val　（1）

White　powder
　134．5　t一　138

　－14．00　（c　1）

1，101　（M　十Na）’，

1，117　（M　十　K）＋

White　powder
　　137　’一　142

　－16．60　（c　O．5）

1，087　（M　十　Na）“，

1，103　（M　十　K）＋

Cs6HggN70i3・H20　CssHg7N70i3・2H20
　　　61．34

　　　　9．28

　　　　8．94

　　　61．30

　　　　9．16

　　　　8．87

L－Asp　（1），　L－Glu　（1），

uLeu　（2），　D－Leu　（2），

L－lle　（1）

　　　60．03

　　　　9．25

　　　　8，91

　　　60．48

　　　　9．04

　　　　8．82

レAsp（1），　L・Glu（1），

L－Leu　（2），　D－Leu　（2），

L－Val　（1）

ノ

E F G

Nature

MP　（OC）

［ct］B3　（MeOH）

SI－MS　（m／z）

Molecular　formula

　Calcd　C
　　　　　H

　　　　　N

　Found　C
　　　　　H

　　　　　N
Amino　acid　composition

　White　powder
　　137　・一　140．5

　　－15．20　（c　O．5）

　1，087　（M　十　Na）’，

　1，103　（M　十　K）＋

CssHg，N7013・2H20
　　　　60．03

　　　　　9．25

　　　　　8．91

　　　　60．44

　　　　　9．04

　　　　　8．79

L－Asp　（1），　L－Glu　（1），

L－Leu　（2），　D－Leu　（2），

L－lle　（1）

　　White　powder
　　　139　t一　143

　一一　20．10　（c　O．38）

　1，073　（M　十Na）“，

　1，089　（M　十　K）＋

Cs．HgsN70i3・2H20
　　　　59．70

　　　　　9．18

　　　　　9．02

　　　　59．98

　　　　　8．97

　　　　　8．85

L－Asp　（1），　L－Glu　（1），

L－Leu　（2），　D－Leu　（2），

L－Val　（1）

　White　powder
　　　134　’一　138

　－19．50　（c　O，3）

1，073　（M　十Na）’，

1，089　（M　十　K）＋

Cs．HgsN70i3・H20
　　　　60．71

　　　　9．15

　　　　9．18

　　　　60．65

　　　　9．07

　　　　8．73
L－Asp　（1），　L－Glu　（1），

L－Leu　（2），　D－Leu　（2），

L－Val　（1）

一48一
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Fig．　2－3　IR　spectrum　of　pumilacidin　A　（in　KBr）
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Fig．　2－4　IR　spectrum　of　pumilacidin　B　（in　KBr）
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Fig．　2－5　’H－NMR　spectrum　of　pumilacidin　A　（in　DMSO－d6） 第5節　Pumilacidinsの生物学的性状

ノ｝一

10　ppm

「
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’r－T－T－T一，一，一r一，NT－rrt一，一T－r

3　　　　　2　　　　　1 O　ppm

　Pumilacidinsのin　vitroの抗ウイルス活性は、第1章、第5節で述べた

1anthiopeptinの場合に用いた方法に、若干の修飾を加え測定した。本方法では

96穴のミクロプレートを使用した。2×　104個のべロ細胞を含む細胞懸濁液

200μ£を各々のウエルに分注し、次いで種々の濃度の薬剤を含む培地50P£を分

注した。更に30・×・TCID・・のHSV－1を含む培地50戒を分注した後培養した・

薬剤のべロ細胞に対する細胞毒性の測定のために、ウイルス液を加えないプレー

トを同時に調製し、同様に培養を行なった。72時間の培養の後に、ウイルスに

よるベロ細胞の変性効果の阻止、並びに薬剤のベロ細胞に対する毒性の双方につ

いて検定した。Table　2－5のID5。値は、コントロールに比較し宿主細胞の変性

効果を50％阻止する薬剤の濃度を示し、TD5・値はウイルス非存在下でのべロ

細胞の生育を、コントロールに対し50％阻止する薬剤の濃度を示してある。標

準薬剤には先と同様acyclovirを用いた。色素取込み法（dye　uptake　assay）62）

による判定の結果、pumilacidin　AはID5。＝6．7μg／m£、　BはID5。＝5．2μg／m£で

あり、より簡便なプラーク法では各々ID5。＝3．8及び4．Oμ9／m£の値を示した。

Table　2－5　Antiviral　activity　against　herpes　simplex　virus　type　1

Dye　uptake　a“t　s　a　y　pml　a　q　ll　e　reduction　a　s　s　a　y

　　　　　　　　　IBso

Pumilacidin　A　6．7

Pumilacidin　B　5．2

Acyclovir　O．2

　TDso

　16．　5

　17．　0

＞100

　IDso

　3．　8

　4．　e

　1．　1

　TDso

　25

　25

＞100

Medium　：　EAGLE　MEM　containing　5％　fetal　bovine　serum．

一一@50　一一 一一一@5　1一
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　Pumilacidins　A及びBの、胃H＋，K“一ATPaseに対する阻害活性の測定は、以

下のようにして行なった。胃H＋，K＋一ATPaseは、豚の胃よりSaccomaniらの方

法63）に準拠して調製した。ここで得られたH＋，K’一ATPaseは、　ATP同様p一ニ

トロフェニルポスフェ’一ト（pNPP）をも加水分解することが知られているので、

本実験にはpNPPを基質として用いた。215双の酵素溶液を分注してある96穴

のミクロプレートの各ウェルに、2mMの塩化マグネシウム及び100mMの塩化カ

リウムを含む薬剤の50mMトリス塩酸緩衝溶液を加え、37℃に加温した。3時

間後に100mMのρNPPを10p£加え酵素反応を開始させ、その30分後に

1Mリン酸二水素ナトリウムー　200mM　EDTA溶液20p£を加え反応を停止させた。

酵素反応によって遊離したρ一ニトロフェノールは、405nmでの比色法により定

量した。本方法によって測定したpumilacidins　A及びBのIC5・値は・同時

に測定した既知のベブチド系抗生物質の値、並びに同酵素に対する阻害剤として

知られているomeprazole及びSch　28080の値と共にTable　2－6に示した。

Pumilacidins　A及びBは濃度依存的に同酵素を阻害し、各々のIC5。値は

2．7μ9／m9及び3．2μ9／m9であった。　Pumilacidins　A及びBは、比較に用いた

どの化合物よりも低い濃度で酵素阻害活性を示すことが明らかとなった。

Table　2一一6　lnhibitory　effect　of　pumilacidins　A　and　B

　　　　　on　the　hog　gastric　H’，K“一一ATPase

　Pumilacidin　Bの抗胃潰瘍活性を、　Shayラットモデルを用いたin　vivo系で

検討した。実験前に24時間餌を断った約2009のWistar系のオスのラットを・

エーテル麻酔下開復し、胃幽門部を結紮した。10時間後同ラットを屠殺し、そ

の噴門洞を潰瘍形成試験に用いた。結紮直後にpumilacidin　Bの各濃度の溶液

を、体重1009当たり0．1m9をs・c・投与した・潰瘍部を染色するため、屠殺

10分前に1％ブリリアントブルー6B溶液lm£をi・v・投与した・形成した

潰瘍の数を肉眼判定し、0から5の6段階に分類し、コントロールに用いたラッ

トの潰瘍の指数を5とした。Table　2－7に示すように、　pumilacidin　Bを

100mg／kg投与した際に、ラットの潰瘍形成阻止率は68％を示し、　pumilacidin

Bの抗胃潰瘍活性が確認された。

Table　2－7　Protective　effect　of　pumilacidin　B　on　Shay　ulcers　in　rats

Compound

s．c．　Dose

（mg／kg）

Ulcer　index

（mean　±　S一．E．）　mp／nhibition

Control

Pumilacidin　B

　　”

100

50

5．0　±　0

1．6　±　O．93＊

4．4　±　O．24

＊　p　〈O．Ol

Ω
U
O
6

Ω
U
1
1

Compound

Pumilacidin　A

Pumilacidin　B

Colistin

Amphomycin

Aspartocin

Polypeptin

Omeprazole

Sch　28080

ICso　（pg／msc）

　2．　7

　3．　2

＞200

＞200

147

　26．　7

　12．　3

　11．　5

　Pumilacidinsの各種細菌類に対する抗菌活性をベーパーディスク法により検

定したが、いずれの成分共に、グラム陽性細菌、グラム陰性細菌、嫌気性細菌並

びにカビ類に対する生育阻止活性は、1，000p9／m9の濃度でも認められなかった・

　一方、pumilacidin　Aのマウスを用いた急性毒性試験では、200mg／kg、　i』・

投与で毒性症状は認められなかった。

一一
@5　2　一一 一53一
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第6節　Pumilacidinsの構造研究 （2）Pumilacidinsの構成脂肪酸

（1）Pumilacidinsの構成アミノ酸

　Pumilacidin各成分は、その物理化学的性状の考察により、分子内にエステル

結合を有するデプシペプチド系化合物であり、更に遊離のカルボン酸2個が存

在することが明らかとなった。各成分のアミノ酸分析の結果から、各々の成分は

2つのグループに分類できる。すなわちpumilacidins　A（12）、　G（14）及び

E（16）並びにB（13）、D（15）、　F（17）及びG（18）の2つのグループであり、

前者はアスパラギン酸、グルタミン酸及びイソロイシンが各1モル、更に4モ

ルのロイシンから成るアミノ酸組成を有するのに対し、後者のアミノ酸組成はこ

の内イソロイシンがバリンに置き換わったものに相当する。Pumilacidinsの構

造決定に際し、先ずこれらのアミノ酸の立体化学を解明すべく12及び13の混

合物を酸加水分解し、各アミノ酸の分離を行なった。アミノ酸の分離にはBowex

50W×8（H＋型）による陽イオン交換クロマトを用い、塩酸の濃度を順次上げて展

開溶出した。その結果得られたアスパラギン酸、グルタミン酸及びバリンは、そ

の比旋光度の値からいずれもし体と決定した。イソロイシンとロイシンは、そ

れらの混合物として得られたが、配位子交換による光学分割カラムを用いた

HPLCにより、イソロイシンはL体、ロイシンはL及びD体の1対1の混合

物であることを確認した。残りの14、15、16、17及び18に関しては、後に述

べるパパインを用いた酵素分解により得られたペプチド断片が、12あるいは13

より得られたヘキサペプチドと同一であったことから、各アミノ酸の立体化学が

Table　2－4に示すように決定された。

Pumilacidin各成分の脂肪酸組成を明らかにするために、各々を無水塩酸メタ

ノールにより酸メタノリシスを行ない、その構成脂肪酸をそれぞれのメチルエス

テルとして単離した。得られた各脂肪酸のメチルエステルは、Silicone　OV－17

を用いたガスクロマト（GC）一MS法（Table　2－8）並びに’H一及び’3C－NMRス

ペクトル（Table　2－9～2－12）により解析を行なった。

Table　2－8 Fatty　acid　methyl　esters

isolated　from　pumilacidins

　Compound

（pumilacidin）

Gc；，c GC－MS　（m／z）”

Rt　in　minutes M＋

272

272

300

300

286

286

286

Base　peak　Diagg．gQtsll－g－p－g－stic　peaks

9
n
ご
0
0
1
ー
ム
9
凹

ー
ニ
ー
二
9
白
9
働
9
白
9
白
Ω
6

（A）

（B）

（c）

（B）

（E）

（F）

（G）

12．　9

12．　9

16．　6

16．　6

14．　5

14．　5

15．　3

103

103

103

103

103

103

103

254，

254，

282，

282，

268，

268，

268

241，

241，

269，

269，

213，

213，

213

199，　74

199，　74

227，　170，　74

227，　170，　74

74

74

74

“OV－17，　3％，　He，　temperature　programing　50C／min　from　1400C．

”OV－17，　3％，　He，　temperature　programing　80C／min　from　1400C．

　　m／z　103　（100％）

　　CH．一CO．CH．

　OH

　　19　：　m／z　199

　　20　：　m／z　227

21，　22　：　m／z　213
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　12及び13の構成脂肪酸メチルエステル（19）は、GCによりいずれも12．9

分の保持時間を示し、GC－MSでm／z　272に分子イオンピーク、例／z　lO3に基準

ピーク、その他m／z199等にピークが観測され同一物質である。　m／z　103の基

準ピークは、β一ヒドロキシ脂肪酸メチルエステルのβ及びγ炭素間の結合が開

あることが判明した。21の’H－NMRスペクトルの解析により・21は単一物質で

ありそのアルキル鎖の末端はiso型である（Table　2－11）。以上のことから・16

及び17の構成脂肪酸は3一ヒドロキシー14一メチルペンタデカン酸と同定された。

　微量成分18の脂肪酸メチルエステル（22）は、GCにおいて20と21の中

裂して生成する、同化合物に特徴的なフラグメントピークである。一方m／z199間の保持時間を示し、　GC－MSにより21と同一の分子量であることが明らかとなつ

のピ＿クは、α及びβ炭素間の開裂によって生成したアルキル鎖病のフラグメ　た。22の’H－NMRスペクトルでは、0・88PPmに3プロトン分のメチル基のシグ

ントピ＿クとして説明され、19は長鎖のβ一ヒドロキシ脂肪酸メチルエステルで　ナル（tJ＝7．OHz）を示したことにより、そのアルキル鎖はnormal体であるこ

あることが明らかになった。19の・H－NMRスペクトルでは、3．9gPPmに3位す　とが判明し（Table　2－12）、18の構成脂肪酸が3一ヒドロキシヘキサデカン酸と

なわちβ位のオキシメチンプロトンの他に、2位すなわちα位のメチレンブロ　同定された・

トンが2．41及び2．52PPmに各々dd　J＝15．0，9．3Hz及びdd　J＝15．0，3．2Hz

として観測され、β一ヒドロキシ体であることが確認された。一方0．86ppmに約
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Table　2－9　iH一　and　’：’C－NMR　spectra　of　19
6プロトン分に相当するメチル基のシグナルがdJ＝6．9Hzとして観測され、ア

ルキル鎖の末端はiso型となっていることを示している。しかし0・84PPm（t　　　　　　　　、4、3、z、，1。　！，．．6t’）、3．，
J＝6．9Hz）にも比較的小さなメチノレ基のシグナルが認められ、アルキノレ鎖磯何　　　CII3器IIIzCII2CIIzCH2CH2CH2CH2CH2CH211CH2GO2CH3

異性体が混在することが判明した．19の・3C・一・・NMRスベ外ルを測定し、　Table　　　、＿＿。　lso；C・　9765、32、

2－9に示すようにそのシグナルを丹念に帰属した結果、19はis・型とanteis・　　　CH3CH2器IH2CH2CH2CH2CH2CH26H2CH2器GH2CO2CH3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　anteiso－Cis
型の混合物であり、それらは19の1H－NMRスペクトルにおける2種類のメチ

ル基のシグナルの積分値よりiso型3、　anteiso型7の割合であると結論付け

13一メチルテトラデカン酸及びそのanteis・体である3一ヒド・キシー12一メチ藩l　is。．C、5　anteis。一Ci5　　藩｝　is。・一C、5　anteis・一C、、

ルテトラデカン酸の3対7の混合物であることが明らかとなった。

　14及び15の構成脂肪酸メチルエステル（20）は、GC及びGC－MSにより同

一物質であることが確認され、19と同様1H一及び13C－NMRスペクトルの詳細

な解析の結果から（Table　2－10）、　19より炭素鎖が2個多い、3一ヒドロキシー

15一メチルヘキサデカン酸、並びにそのanteiso体である3一ヒドロキシー14一メ

チルヘキサデカン酸の混合物であり、各々の割合は先と同様3対7であること

が明らかとなった。

　16及び17のメタノリシスで得られた各々の構成脂肪酸メチルエステル（21）

は、GC及びGC－MSにより同一物質であり、12及び13の構成脂肪酸メチルエ

ステル（19）より炭素鎖が1つだけ多いβ一ヒドロキシ脂肪酸メチルエステルで
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（3）Pumilacidinsのアミノ酸及び脂肪酸の配列

　Pumilacidin各成分は、そのIRスペクトルにおいてエステル（ラクトン）由

来の吸収を示す。そこでこの結合を三三する目的で12をアルカリ処理したとこ

ろ、同結合が加水分解された23並びにその脱水体である24が得られた（Fig，

2－6）。UVスペクトルで23が204nmにε11700の吸収を示すのに対し、24は

207n皿にε32700の極大吸収を示し、23の脱水体であるα，β一不飽和構造を示唆

している。両生成物はIRスペクトルで、エステル（ラクトン）吸収を示さず、

抗ウイルス活性も消失した。一方、エステル結合を非加水分解的に切断すること

が知られている64）1，8一ジアザビシクロ［5．4．0］一7一ウンデセン（DBU）を、無水

トルエン中12に作用させた結果、24が唯一の生成物として得られた（Fig．

2－6）。65）13も同様な分解反応により、23並びに24に対応する生成物25及

び26が得られた。これら4種の分解生成物について、箱守法による完全メチ

ル化66）を行ない、完全メチル化体27、28並びに29、30を各々油状物質とし

て得た。これらをインビーム法によるEI－MS（in　beam　EI－MS）で分析し、その

アミノ酸並びに脂肪酸の配列決定を試みた。Fig．2－7に示すように、いずれの

Fig．　2－7　Mass　fragmentation　of　permethylated　deriyatives

　　　　　　　412　539　666　793　936　1063　1190　m／z　1221　（M一）

　　　　　　　380　507　634　761　904　1031　1158　m／z　l189　（M一）

　R一墲P騰
　　　　　　　398一　525一　652　779　922　1049　1176　m／z　1207　（M’）

　　　　　　　366”　493’　620　747　890　1017　1144　m／z　l175　（M＋）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12のイソロイシン残基の配列位置を決定すること、並びに12及び13にお

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　けるロイシン残基のエナンチオマ一転2モルずつの配列位置を決定する目的で、

誘導体も構成アミノ酸並びに構成脂肪酸の各単位毎に開嘉した明確なフラグメン以下の実験を行なった。すなわち12及び13のDBU処理で得られる24及び

トイオンピークを示し、アルカリあるいはDBU処理によって分子内のラクトン　26を、それぞれペプチダーゼの一種であるパパインにより酵素分解を行なつ

結合のみ開溢したことが確認されると共に、12及び13の構成アミノ酸並びに　た。67）その結果、グルタミン酸とロイシンとの間のペプチド結合が加水分解を

脂肪酸の全配列が一挙に確定した。しかし12のイソロイシン残基は、ロイシン受け、脂肪酸を含むアシルグルタミン酸部分31と、N末端が遊離しニンヒドリ

残基との区別が不能のため、その位置はこの実験からは明らかにできなかった。　ン反応に陽性のヘキサペプチド32及び33が得られた（Fig．2。8）。

Fig．　2－6　Cleavage　of　lactone　ring

R一・eHCH2CO－Glu－Leu－Leu－Leu－Asp－Leu－X　Pumilacidin　A　：　X＝　I　le

6“　pumiiacidiR　B：x＝Qsi　R＝Ci2　aikyi

一’

@（：li／iSH，fil：1：1：一一1，e：：1：：：1：”，：，”：：：le，：一一1：：：［：：：j

　　DBU
一一一一一@R－CH＝CHCO－Glu一一Lell－Leu－Leu－Asp－Leu－X－OH　（pt，　es）

Fig．　2一一8　Papain　digestion　of　a，　B－unsaturated　acid　linear　peptide　derivatives

R－CH＝CHCO一・Glu－Leu－Leu－Leu－Asp－Leu“X“OH

X＝　Ile　：　24，　X＝　Val　：　es

　R＝　Ci2　alkyl

一60一 一一@61一

欝　二　，　畷　、

糞



　32並びに33は、Edman分解によりN末端から順次アミノ酸をはずし、生成

したPTHアミノ酸を同定した。その結果、　in　beam　EI－MSによって明らかとなっ

た13のアミノ酸配列を確認すると共に、12のイソロイシン残基がC末端に位

置することが確定し、一一その全アミノ酸配列が決定された。

　Edman’分解で、　N末端のアミノ酸を順次切断した際に残ったペプチド部分は、

PICO　TAG法によるアミノ酸分析に用いる微量試験管中で、同法による酸加水分

解を行なった後、D一アミノ酸酸化酵素でD一ロイシンを消化し、68）アミノ酸分

析を行なった。Table　2－13に示すように、各ベブチド断片のD一アミノ酸酸化酵

素処理後のアミノ酸組成から、D一ロイシン残基の配列位置が確定した。

　パパイン消化で得られた2種のヘキサペプチド32並びに33は、DCC－HOBt

法によって・c末端から逐次アミノ醗結合して得られたそれぞれの合成ヘキサ1

ペプチドと完全に一致したことにより、各々の構造を確認した（Fig．2－9）。

　一方これらの実験によって、グルタミン酸及びアスパラギン酸が関与するペプ

チド結合は、各々パパイン消化を受けること、あるいはEdman分解を受けるこ

とが示され、両アミノ酸共にペプチド結合に関与しているのは、α一カルボン酸で

あることが同時に証明されたことになる。

Table　2－13　Amino　acid　analysis　after　digestioR　by　D－amino　acid　oxidase’

Analyzed　ratio Theoretical　ratio

Peptides Asp

P．　umilacidin　A　（12）　O．　70
L－Leu一｝P－Leu．L・一Leu一，Asp一．n－Leu．11e　（32）　O．59

　　D－Leu→レLeu→Asp→D－Leu戸11e　　O．72
　　　　　L－Leu一，Asp一一“D－Leu一，11e　O．59

　　　　　　　　Asp．B－Leu一，I　le　O．84
　　　　　　　　　B－Leu．11e

Pmpilacidin　B　（13）　　　　　　　　　　　　　　　　O．　76
L－Leu一｝P－Leu－L－geu－AspsP一一Leu．Vai　（33）　bI　gi

　　D－Leuny，L・一I　eu一，Asl”D－Leu一，Val　’　一’　Ol　7B

　　　　　L－Lell．Asp．D－Leu－Va1　Oi　82
　　　　　　　Asp一，D－Leu一，Val　1．01
　　　　　　　　　D－Leu一，Val　O
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Fig．　2－9　Synthesis　of　hexapeptide　fragments

Boc－L－Leu：OH

Boc－D－Leu－OH

Boc－L－Leu－OH

Boc一一L－Asp（OBz1）一〇Su

Boc－D－Leu－OH　H　TFA

L－Ile－OBzl　一　WSC，　HOBt

TFA

　　TFA　l　WSC，　HOBt

TFA　l　WSC，　HOBt

WSC，　HOBt

Boc－L－Leu－D－Leu－L－Leu－L－Asp（gBzl）一D－Leu－L－Ile－OBzl

　　　　　　　　　　　l　1）　H．　pd／c　2）　TFA

　　H－L－Leu－D－Lell－L－Leu－L－Asp－D－Leu－L－11e一一〇H

　　　　　（pumilacidin　A　hexapeptide）

Boc－L－Leu－OH

Boc－B－Leu－OH

Boc－L－Leu－OH

Boc－L－Asp（OBz1）一〇Su

Boc－B－Lell－OH TFA
TFA

TFA

FA

WSC，　HOBt

WSC，　HOBt

L－Val－OBzl

VSC，　HOBt

WSC，　HOBt

Boc－L－Leu－D－Leu－L－Leu－L－Asp（OBzl）一D－Leu－L－Val－OBzl

　　　　　　　　　　　l　1）　Hz　pd／c　2）　TFA

　　H－L－Leu－D－Leu－L－Leu－L－Asp一一D一一Leu一一L－Va1－OH

　　　　　（pumilacidin　B　hexapeptide）

一63一



（4）Pumilacidinsの構造

　Pumilacidin各成分の構成脂肪酸、並びにロイシンの2モルずつのエナンチ

オマ＿を含む全構成アミノ酸の配列が解明された。しかしpumilacidinsには・

アルカリ・加水分解あるいはDBU処理によって開裂するラクトン構造が・それら

の分子内に存在する。β・一ヒドロキシ脂肪酸の水酸基との間で形成される・このラ

クトン構造に関与するカルボン酸は、グルタミン酸及びアスパラギン酸残基の

ω、．一列ルボン酸、あるいはC末端のイソロイシンまたはバリン残基のカルボン酸の

3つの可能性がある。いずれのカルボン酸がラクトン構造に関与しているかを決

定し、pumilacidinsの全構造を解明する目的で以下の実験を行なった。

水素化ホウ素リチウムは・エステル結合を対応するアルコールに期するカ〉“・ P
遊離のカルボン酸には作用しないことが知られている。そこで、元の抗生物質並

びにそのうクトン構造を開裂させたアルカリ分解生成物を、水素化ホウ素リチウ

ムにより還元した後、各々のアミノ酸組成を比較すれば、アルカリ分解前に存在

したラクトン構造に関与しているアミノ酸のみ消失することになり、そのアミノ

酸が特定できる。69）Pumilacidin各成分の内、アミノ酸組成の異なる2系列

の成分の代表である12及び13について、それぞれのアルカリ分解生成物と共

に、各々を水素化ホウ素リチウム還元した後、アミノ酸組成を調べた。Table

2－14に示すように12のアルカリ加水分解生成物は、還元後も12と同一のア

ミノ酸組成であったが、12をそのまま還元した後のアミノ酸組成は、これに比

較しイソロイシン残基が消失していることが確認された。同様に13の場合につ
いても、その翫体にはバリン残基が存在しないことが艦され、12及び131

いずれの成分もラクトン結合に関与しているのはC末端のイソロイシンあるいは

バリン残基であることが証明された。

　以上の結果、pumilacidins　A及びBの全構造がFig．0－5に示すように決定

された。

Table　2－14 Change　in　amino　acid　compositions　of　pumilacidins　A　and　B
after　reduction　with　or　without　prior　alkaline　hydrelysis

Analyzed　ratio Theoretical　ratio

Compound Treatment Asp

1．　27

0．　88

0．　93

8．　91

1．　e7

1．　05

0．　93

1．　09

Glu

1．34　0
1．15　O
O．99　O
O．93　0

1．　28

1．35　O
O．　98

1．　09

Pumilacidin　A　（12）

Pumilacidin　B　（13）

　LiBH．
　NaOH
NaOH，　LiBH4
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　NaOH
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第7節　考察

　Pumilacidinsは、いずれも構造類似の7種類のデプシペプチド系抗生物質で

あり、各成分はそれらの構成脂肪酸、あるいは構成アミノ酸の一部を異にする・

すなわちpumilacidins　A、　G及びEは、　C末端にイソロイシン残基が配置する

共通のアミノ酸配列を有するが、各々に含まれるβ一ヒドロキシ脂肪酸のアルキ

ル弓長が異なる。一方pumilacidins　B、　D、　F及びGでは、このイソロイシン

残基がバリン残基に置き換わったアミノ酸配列であり、pumilacidins　B・D及び

Fの構成脂肪酸は、各々A、C及びEの各成分の脂肪酸に対応する。また各成

分ともそのβ一ヒドロキシ脂肪酸の水酸基とC末端のアミノ酸残基のカルボキシ

ル基との間でラクトン結合した大環儲造を形成している・各成分の分納にO

2モルずつのロイシンのエナンチオマーが存在し、それぞれの配列順を決定する

ことが、本抗生物質の構造決定に際し最も大きな課題であったが、酵素を利用す

ることにより解決することができた。

　Pumilacidins類似の抗生物質としては（Fig．2－10）、　OgawaらがBacittus

mesentericusの培養液より見出した、抗菌活性を有するesperinが知られてい

る。70・　71）また血液凝固阻害剤のスクリーニングによって、BacittUS　subtitis

の培養液より単離されたsurfactinもpumilacidins類似の抗生物質であ

り、72・73）pumilacidinsのN末端から4番目のロイシン残基がバリン残基に

置き換わり、C末端のイソロイシンあるいはバリン残基がロイシン残基に置き換

わったアミノ酸配列を有している。69）Surfactinはまた別のグループによって、
Ehrlich三型癌に対する抗鵬抗生物質のスクリーニングにより、納豆菌　1

（BacittUS　natto）の培養液から見出されたことが報告されている。74）更に、

サイクリックアデノシン3’，5’　一モノリン酸ホスポジエステラ・一一・…一銭阻害剤として、

Bacitius　subtitisの培養液より単離されたAPD抗生物質は、その構成アミノ

酸の立体化学は解明されていないものの、それらのアミノ酸配列はsurfactin

と同一であるとされ、その成分のあるものは、surfactinの成分に一致したと報

告されている。75・76）またこのAPD抗生物質の糸状菌に対する菌糸生育抑制作

用も確認されている。77）
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Fig．　2一一10　Structures　of　depsipeptide　antibiotics　related　to　pumilacidin
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　Pumilacidinsが、　HSV－1に対する抗ウイルス抗生物質のスクリーニングの過

程で見出され、更に抗胃潰瘍活性を示すことが明らかになったことを考え合わせ

ると、Bαcittus属が生産するpumilacidins　i類似のデプシペブチド系抗生物質

群が示す生物活性の多種多様性に驚かされる。

　いずれの化合物の生産菌も枯草菌の一一種であり、我々に身近な納豆菌に分類学

上極めて近縁である、あるいは納豆菌そのものである。このことは・こういつた

化合物を食品である納豆を通し、無意識に摂取している可能性を示唆するもので

ある。

　PumilacidinsのHSV－1に対する抗ウイルス活性は、　HSV－1に対する直接の不

活化作用によることが明らかにされており、pumilacidinがウイルス粒子の膜に

何らかの作用を及ぼしているものと考えられてし’る・一方・大環構造を形成す1

るラクトン結合をアルカリ加水分解して得られた2種類の直鎖化合物は、いず

れも最早抗ウイルス活性は示さない。このことからpumilacidinsのHSV－1の

膜への作用は、単なる界面活性作用ではないと結論付けられる。今までに発見さ

れた抗ウイルス剤とは異なる作用機作を有する物質を探索するという観点から、

pumilacidinsの発見は意義あることである。

，
’

第3章　新規抗ウイルス抗生物質群Fluvirucins

　インフルエンザA型ウイルス（Flu－A）に対する抗ウイルス活性を指標とした

抗生物質の探索研究の過程で、5種の放線菌の培養液中に互いに類似の構造を有

する合計7種の新規抗ウイルス抗生物質を発見し、その抗ウイルス活性に因み・

各々をfluvirucins　A、　B、　C、　D・、　D2、　D・及びD・と命名した。

　イタリアのローマのチベル川河畔で採取した土壌より分離した一放線菌No．

Q464－31株はfluvirucin　Aを、フィリピンのネグロス島のLa　Carlotaで採取

した土壌からの分離放線菌No．　R359－5株はfluvirucin　Bを、インドの

Maharashtra州で採取した土壌より分離した一放線菌No．　R869－90株は

fluvirucin　Cを、更にインドのMadhya　Pradesh州で採取した土壌より得られ

た一放線菌No．　L407－5株はfluvirucin　D、を、各々単一物質として生産して

いることを見出した。一方インドのMaharashtra州で採取した土壌より分離し

た一放線菌No．　R516－16株の培養液からは、前述のfluvirucin　D・と共に、

fluvirucins　D2、　D、及びD、の3種の新規抗ウイルス抗生物質を見出した。各

生産菌は、その後の詳細な菌学的研究の結果から、各々Nonomuria　tyrrhenii

sp．　nov．　Q464－31．　Nonomuria　sp．　R359・一5．　Nocardiopsis　mutabitis　R869一一90．

non－sporogenic　maduromycete　L407－5及びnon－sporogenic　maduromycete

R516－16と同定された。

　それぞれの生産菌の培養液からブタノールあるいはDiaion　HP－20で抽出し、

シリカゲル及びSephadex　LH－20を用いた各種クロマト精製を経て単離されたこ

れら7種の類縁化合物は、いずれもアミノ糖及び14員環ラクタムから成る配

糖体抗生物質であり、各々はラクタム二上のアルキル側鎖、構成アミノ糖の種類、

並びにそのアミノ糖のラクタム二上での置換位置により区別される。

　各抗生物質共に、Flu－AによるMDCK（Madin　Darby　canine　kidney）細胞の変

性効果に対し顕著な阻止活性を示したが、その構成糖のアミノ基に置換基を有す

るfluvirucins　D．及びD、の抗ウイルス活性は、アミノ基に置換基を持たない

他の5種の化合物に比較し、かなり低い値であった。

　Fluvirucinsの各種細菌に対する抗菌活性を調べた結果、各化合物共に嫌気性

細菌の内特にBαcteroides　fragitisに対し強い生育阻止活性を示した。またグ
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ラム陽性細菌類、並びに一部のカビ類に対し若干の生育阻止活性を有することが

示された。しかしfluvirucins　D3及びD・は、いずれの細菌に対しても生育阻

止活性が認められず、抗ウイルス活性同様、その構成糖のアミノ基は遊離の形で

存在していることが、その活性の発現に重要であることが明らかになった。7）

　Fluvirucinsの構造研究は、先ずこれら類縁化合物群の内、分子量が最も小さ

くその構造が比較的単純であると考えられたfluvirucin　Aについて行なった。

すなわち、種々の化学修飾を含む分解的手法、各種の測定法によるNMRスペク

トル並びにX線結晶構造解析により、絶対配置を含めた全構造を決定した。その

他の各化合物の構造は、各種分解誘導反応生成物を含む各々の構造解析・並びに

それらの物理化学的諸恒数を、fluvirucin　Aの相当する各化合物の値と比較検

討することにより決定した・　　　　　　　　　　l
　Fluvirucin　Aは、その構成糖として天然には極めて希なアミノ糖である3・6一

ジデオキシー3一アミノーL一タ白目スを有し、そのアグリコン部は14員環ラクタム

構造の2，6一ジメチルー10一エチルー3一ヒドロキシー13一トリデカンラクタムであり、

それらが互いにグリコシド結合することによりfluvirucin　Aを形成している。

Fluvirucins　B、　C及びD．の構成糖はAの構成糖と同一であるが、それらのア

グリコンは2位及び6位のアルキル側鎖が、エチル基あるいはヒドロキシエチ

ル基に置き換わっており、B及びD．では糖の結合位置も異なる。一方、

fluvirucin　D1はD2と同一のアグリコンを有するが、その構成糖としてL一ミ

コサミンが存在することが判明した。本アミノ糖はnystatin78）あるいは

amphotericin　B79）に代表されるポリエン抗カビ抗生物質の構成アミノ糖として
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）
知られているが、80）これらのミコサミンの絶対配置はいずれもD体であり、L

体のミコサミンが天然から得られたのはこれが最初の例である。Fluvirucins　D3

及びD、の構造は、各々D、及びn2の構成糖の3’位のアミノ基に、ウレイド

結合を介して2一フェネチルアミンが置換した構造であることが明らかとなり、

fluvirucinsの全構造が確定した（Fig．0－6）。8・9）

　Fluvirucin　Aついて、　i3C標識した酢酸並びにプロピオン酸の取り込み実験

による生合成の解明を行なった結果、本章、第7節で述べるように、アグリコン

の各炭素は、5分子の酢酸と2分子のプロピオン酸に由来することが判明した

（Fig．　3－1）．　8）
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本章では、新規抗ウイルス抗生物質fluvirucins　A、　B、　G、　D・、　D・、　D・並び

にD、について、各々の生産菌、醗酵生産、抽出、分離精製、及び物理化学的性
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べる。

Fig．　8－6　Structures　of　fluvirucin　antibiotics
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Fig．　3－1　Biosynthetic　carbon　origin　of　fluvirucin　A
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第1節　Fluvirucinsの生産菌

惨

　Fluvirucinsの生産菌である5種類の放線菌の培養、並びに生理学的特徴の

検討は、Shirlingと・Gottlieb8’）及びGordonらの方法82）に従って行なった。

全細胞の加水分解物中に含まれるアミノ酸及び糖類の分析は、Lechevalierの方

法83）によった。リン脂質の分析は、Lechevalierらの方法84）に従って行なっ

た。メナキノン類はCollinsらの方法85）に従って調製し、　MSによって分析し

た。グリコレート試験及びミコレートの同定は、各々UchidaとAida86）及

びMinnikinらの方法87）によって行なった。それぞれの分析結果は、　Table

3－1、3－2、3－3並びに3－4にまとめた。

（1）Fluvirucin　A生産菌

　　Fluvirucin　A生産菌であるQ464－31株は、イタりアのローマのチベル川河畔

　で採取した土壌から分離した放線菌である。本菌株の形態学的特徴として、以下

　のことが認められた（Table　3－1）。すなわち気菌糸の先端には、単軸性の鉤状あ

　るいは螺旋状の短い胞子鎖を形成する。その胞子は比較的大きく、表面には垂直

　方向に隆起が認められた。白色の気菌糸の形成はISP　No．2、3及び4培地で

　認められ、ISP　No．2培地におけるコロニーは、褐色がかった色調で、その形状

　は堅く、凸凹ないしは噴火口状である（Tahle　3－2）。以上の形態学的観察結果、

　並びに細胞化学的特徴（Table　3－3）から、　Q464－31株は最近Actinomadura属

㌧ら分離独立させること耀案されてし・るN。＿1嘱88）に属することが判

　明した。このNonomuria属には、現在までに12の種が存在することが知られ

　ているが、Q464－31株は、その胞子表面に垂直の隆起を有する形態学的特徴、並

　びにアデニンを分解する、ウレアーゼを有する、及びゼラチナーゼを欠くといっ

　た生理学的特徴が（Table　3－4）、これら12菌種とは異なり、　Q464－31株はこれ

　らとは別の菌種であると結論付けられた。そこでQ464－31株をNonomuria属に

　属する新菌種Nonomuria　tyrrhenii　sp．　nOV．と命名した。
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（2）Fluvirucin　B生産菌

　Fluvirucin　B生産菌であるR359－5株は、フィリピンのネグロス島のLa

Carlotaで採取した土壌より分離した放線菌である。本菌株は、その形態学的特

徴としで（Table　3－1）、気菌糸の先端に単軸性の鉤状、あるいは螺旋状の短い胞

子鎖を擬似胞子嚢として形成していることが確認された。また胞子の形状は長円

形であり、その表面は平滑である。一方面養菌糸の形状は、非分裂型である。気

菌糸の形成はISP　No．2及び3培地のみで認められ、その色調は白色あるいは

黄白色である。ISP　No．2培地上でのコロニーは、褐色がかった色調の堅い凸状

ないし噴火口状の形状を示した（Table　3－2）。以上の形態学的観察結果、並びに

細胞化学的特徴から（Table　3－3）・本菌株はQ464－31株同様Nonomuria属に属）

することが判明した。R359－5株はその形態学的特徴、並びに培養上の特徴から

Nonomuria属の12菌種の内、　Nonomuria　hetvata、　N．　pusita及びN．

spiratisに近縁と考えられた。しかしこれら3菌種には、カゼイン、ゼラチン

及びデンプンの加水分解能が認められず、89）生理学的にR359－5株とは完全に

区別される（Table　3－4）。　R359－5株と生理学的に近縁の種としてはN．

salmonea及びN．　parvosataがあるが、　go）これら2菌種の胞子あるいは胞子

鎖の形状並びにピンクないし赤色の色素を産生する点がR359－5株とは異なる。

以上のことからR359－5株はNonomuria属の既存のいずれの菌種とも一致しな

いことが判明した。しかし、新菌種に分類するために更に精査する必要があると

判断し・本菌株はN…u「ia属の一菌種と翻するにとどめた・

（3）Fluvirucin　C生産菌

　Fluvirucin　C生産菌であるR869－90株は、インドのMaharashtra州で採取

した土壌より分離した放線菌である。気菌糸の形成はISP　No．2、5及び7の

各培地上で、希薄ながら認められた。気菌糸の全部分から、長短様々な直線かつ

断片状の胞子鎖が生じており、これらの表面はいずれも平滑である。成熟した胞

子はこの断片上で不連続的に形成される（Table　3－1）。一方、栄養菌糸の形状は

分裂型である。ISP　No．2培地上のコロニーは柔軟かつ平滑で、滴状である

（Table　3－2）。メラニン及びその他の色素は産生されない・R869－90株の形態学

的観察結果、細胞化学的特徴（Table　3－3）

から、本菌株はNocardioρsis　mutabitisE

た。

（4）Fluvirucin　D、生産菌

、並びに生理学的特徴（Table　3－4）

・92）に分類されることが明らかになつ

　Fluvirucin　D，生産菌であるL407－5株は、インドのMadhya　Pradesh州で採

取した土壌より分離した放線菌である。L407－5株は、気菌糸あるいは胞子形成

が全く認められなかった。一方、その栄養菌糸の形状は非分二型である（Tab　le

3－1）。ISP　No．2培地上でのコロニー・・…は、褐色がかった色調を示し、堅く、凸状

ないしは噴火口状の形状を示した（Table　3－2）。しかしL407－5株は、胞子を形

成しないという性質から、その分類学上の位置を明らかにすることはできない。

えのため、ケモタキソノミーの見地から、本菌株を単にnon－sporogenic

maduromyceteと表示するにとどめた。

（5）Fluvirucins　D2、　D3及びD。の生産菌

　Fluvirucins　D2、　D3及びD、の生産菌であるR516－16株は、　R869－90株同様

インドのMaharashtra州で採取した土壌より分離した放線菌である。　R516－16

株は気菌糸あるいは胞子の形成が全く認められなかった。一方、その栄養菌糸の

形状は非分裂型である（Table　3－1）。　ISP　No．2培地上でのコロニーは、褐色が

かった色調で、その形状は堅く、凸状ないしは噴火口状である（Table　3－2）・メ

ラニン及びその他の識別可能な色素は産生しない。本菌株はL407－5株同様、最

終的にnon－sporogenic　maduromyceteと分類した。　R516－16株はL407－5株と、

培養上の特徴は類似しているが、リン脂質の型において前者がホスファチジルエ

タノールアミンを欠き、ホスファチジルグリセロールを有する点で後者と区別さ

れる（Table　3－3）。生理学的にも両者は明確に区別され（Table　3－4）、各々独立

した種である。

一一@74　一一 一一@75一

．鑛灘二二三二三三購鑛，鑛灘醗三三二三鞭灘i騨灘1三三二二灘灘三一
耀



蹴

　　

@　

@
　
．
宕
角
①
。
⇒
。
。
題
三
筆
畳
。
。
。
畳
一
勺
O
含
．
。
絹
日
。
6
宕
詔
ヨ
2
ぢ
写
而
且
。
。
。
畳
臣

．
。
。
三
戯
二
。
且
。
。
。
言
・
。
三
三
5
口
8
あ
口
裾
。
，
。
。
8
三
凶
自
。
躍
目
塞
三
〇
．
。
窯
。
。
。
目
。
5
臼

．
【
2
8
自
・
。
一
言
郭
邸
且
。
。
。
租
ゆ
氏

、
宕
ご
ω
呂
コ
壱
＃
。
6
且
ω
。
且
一
周

宕
ご
。
。
8
二
智
写
・
6
畳
ω
。
雪
景
誠

”
。
。
8
事
σ
6
写
。
お
ミ
聾

①
〉
コ
呂
ω
Z

セ
ω
も
。
O
く

①
〉
コ
巴
ω
Z

盤
ω
し
。
』
く

ω
〉
お
＆
①
Z

芒
。
し
。
』
く

①
〉
コ
巴
ω
Z

ゼ
①
。
。
O
く

①
〉
コ
巴
ω
Z

ゼ
ω
も
。
ρ
く

甥
9
¢
据
F
8
⇒
O

ω
結
門
8
主

（ぐ

G）

F
9
蓬

（
ぎ
。
ま
Σ

（ぐ

＝j

O
8
y
Σ

（寸

H）

盾
ﾜ
Σ

（ぐ

G）

盾
ﾜ
Σ

①
¢
2
5
9
畠
E
き
R
Σ

　
　
　
　
■

画

（①

r
お
β
⊆
ω
ρ
）
＞
6
氏

“

O
」
Q
．
⊃
Z
コ
冠eHOaa

・。

c

．
置

＞
H
己

　
　
　
　
O
含
．
臣

、
⊃
Z
3
0
．
Σ
定

。。

ﾟ

＞
H
よ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
。
り
］
」

。
5
．
⊃
Z
3
0
．
ま

。
≡

“
H
」

＞
H
己

　
　
　
O
α
O
．
固

．
⊃
Z
三
〇
．
Σ
ピ

ロ
ゴ

．
＝

＞
H
己

　
　
　
O
α
O
．
畏

の
⊃
Z
3
0
．
＝
と

。。

ﾟ

誉

ω
象
ト

・。

O
富
F
。
且
。
。
2
店

ω
血
台
二
睾
＝
8

一77一

－
翼
　
　
．9

　
　
　
ω
。
。
O
ρ
て

．
①
・
。
o
雪
昭
∈

6
も
◎
O
⊆
詰
∈

．
①
。
，
8
コ
筍

　
　
　
　
ω
も
。
O
O
℃

．
①
8
≒
℃
邸
E

　
　
δ
い
O
＝
ζ
心
E

　
　
．
ω
・
。
8
コ
F
O

、
ω
・
。
o
ぢ
邸
F
8

　
　
ω
。
。
2
焉
モ

　
　
　
．
ω
8
』
℃

　
　
6
。
り
O
＝
二
邸
∈

　
　
．
①
も
。
8
コ
F
⑦

．
ω
。
，
o
ぢ
潭
8

8
ω
Σ

　
　
　
Φ
切
2
て

の
①
匂
り
O
』
コ
℃
邸
∈

“
ω
も
弓
O
＝
⊆
而
E

．
ω
・
，
8
コ
口
¢

8
①
Σ

ω
。
。
O
≒
鷺
E

．
①
。
。
8
コ
P
O

8
Φ
Σ

O
。
。
ω
Σ

も・

l
⑦
房

8
①
Σ

　　

氏
雌
@
。
＝
①
∈
五
。
5
幕
お

“
①
慧
・
・
之
。
も
≧
＝
8
ω
r
。
蒙

り
マ
O
［
畏
⊆
箱
お
の

導
卜
〇
三
ε
邸
お
し
つ

8
－
＄
。
o
に
ξ
田
お

㌣
器
差
ξ
心
ム
の

F
。
っ
4
⑩
寸
α
5
田
お

。。

R
①
。
冒
呂
＝
。
d
七
。
。
三
・
6
角
ρ
。
。
①
〉
ご
＝
O

費
甥
三
の
【
｛
。
二
8

。っ

|
。
っ
〇
三
d
臼

・
ρ

　　

ﾖ
⑩
且
之
で
ω
［
≒
り
℃
①

∠
り
竃
お
♪
℃
①
帽
巴
ω
し

で
焉
♪
・
。
3
ε
8
2
0
お

ω
⊆
O
Z

Φ
⊆
O
Z

ω
C
O
Z

Φ
⊆
O
Z

①
ζ
O
Z

　　

孖
詞
ｾ
℃
ω
F
≒
り
℃
ω

止
u
竃
ム
≧
℃
ω
結
巴
巴

℃
毒
⇒
・
，
言
E
8
2
り
三

①
ζ
O
Z

①
仁
O
Z

①
ζ
O
Z

ω
⊆
O
Z

ω
ζ
O
Z

ω
⊆
O
Z

　　

@　

@　

@　

@（

W
ち
①
で

。。

R
。
て
9
）
℃
巴
≒
8
0

Φ
3
話
島
リ
コ
。
お
F
8

　　

@　

@　

似
氏
A
器
且
盆

　
　
翼
。
炉
5
℃
ω
で
℃
怨
」

　
　
　
　
　
　
　
　
　
①
U
ξ
」
コ
の

5
8
E
の
顧
（
ミ
O
．
斡

6
c
。
．
O
×
O
．
O
）
で
。
ぼ

　　

@　

@　

@　

@．

T
2
ω
F

　
　
　
　
・
リ
コ
O
＝
而
＞
5
；

し。

ｳ
き
α
の
も
・
。
ε
2
0

　　

@
ρ
号
で
お
の
O
⊆
。
」

（
卜
5
．
N
．
。
。
o
Z
α
。
り
H
）

　
　
ω
も
。
包
含
き
①
仁
o
Z

ω
＝
O
Z

ω
仁
O
Z

　　

@　

@　

@　

@（

@
器
ム
岳
∈

ゐ
℃
3
。
。
α
5
；
5
罵
り

　　

@　

@
①
き
曾
℃
ω
＝
8
）

　　

瘧
虚
?
き
含
。
℃
コ
Φ
。
。
二

5
0
0
毯

6
．
【
×

（。。

ﾖ
き
含

ω
U
㌍
L
コ
の

…
（
ミ
。
．
N

。。．

n
）
罵
＞
O

」
O
翼
0
2

．
O
Z

O
。
。
9
9
）

　　

e
邸
と
α
い

　
　
一
望
2
。
り

　　

@　

@　

@　

@
　
（
N

島
H
）
ゼ
心
℃
雪
』
く

ω
⊆
O
Z

ω
ζ
O
Z

ω
⊆
O
Z

　　

@　

@　

@　

@　

E・

ﾖ
9
て

　
　
　
F
8
コ
お
＞
5
≡

8
£
≒
・
，
ゆ
（
裏
ゆ
．
N

　　

轣
D
F
×
N
．
一
）
F
邸
＞
O

（。。

ﾖ
き
含

き
メ
0
2

．
O
Z

碧
－
い
）

門
歪
三
。
，

一
望
2
。
っ

　　

@　

@　

@　

@
　
（
“
。

」
の
H
）
ω
慧
お
℃
。
＝

盃
2
。
且
き
E
篇
｝
8
白
し
・

　　

@
唇
｝
帽
セ
ω
∈
O
而
と

”
E
3
F
8
き
8
2
ゼ
£
の

詮
。
F
。
且
き
E
F
潭
8
α
ウ
。

駈。

ﾖ
き
8

ε
≦
り
ω
き
α
の

　
　
　
　
ζ
ε
帽
蓑
。
」

”
§
＝
8
き
P
而
℃
ω
く

一76　一一

　　　　　　　：y　　　 va　忌灘　　　　　　訴図　・
　　　　　　　　稽．幽幽簸Fbn一望白白懸戴憂白白

2’款

豊

、

⑩
r
、
O
門
毘
5
田
お
．

頃
－
卜
〇
三
仁
憾
お
し
り

0
0
d
O
。
o
配
ζ
循
お
の

い
よ
鴇
匡
¢
憾
お
し
り

門
。
。
4
り
吝
ε
歪
お

。。

R
8
首
。
三
ぢ
・
3
℃
。
。
三
・
，
』
ρ
。
。
。
〉
面
戸
O

島
2
2
曾
呈マ
。
う
〇
三
・
3
目

　　　　．7ft．nyor1r一．　r，一一　V　－T－　　響、

鐡

灘



、
4
漕
ψ

1
．
謁
毒
．
勢
櫛
脾
寄

「
、
『
ぜ

講
・
蕩
璽
潮
塁

。・

B
9
8
書
ε
。
二
。
・
・
暑
臼
ρ
・
・
①
〉
ご
｝
。
・
。
§
・
。
を
ρ
§
暑
三
づ
ご
。
。
。・

|
。
っ
。
三
£

①
⊆
O
Z

Φ
⊆
O
Z

　　

i
寸
◎
o
享
。
＝
①
あ

O
仁
o
L
ρ
切
　
一
で
o
o
O （o

早掾

t
o
＝
ω
Σ
ω
［
£

2
0
Z

ω
⊆
O
Z

窪
O
Z

（N

潤j

ｫ
＝
象
（
o
卜
》
き
＝
曳
ω
o
落
き

望
。
二
鵬
℃
。
8
　
　
①
ド
区

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
”
①
ρ
灯
し
¢
℃
o
Σ

①
⊆
O
Z

　　

@　

i
N
⑦
）
ω
ρ
｝
£
3
£
。
り
甲

一
3
0
二
Φ
あ
一
①
紗
而
」
ω
で
。
Σ

　　

@　

@　

sト

ﾌ）

ｭ
ヨ
。
」
Ω

ρ
‘
O
い
F
鱒
ω
ρ
而
L
①
℃
o
Σ

窪
O
Z

ω
ρ
甲
£
津
幅
ω
ρ
邸
」
ω
℃
o
＝

　　

@　

@（

I
。
◎
享
。
＝
曳

ρ
二
〇
窄
F
一
①
ρ
何
」
o
℃
o
Σ

O＜O

ω
⊂
O
＝

①
⊆
O
Z

ω
仁
O
Z

O
に
O
Z

ω
⊆
o
Z
ω
ρ
三
ヨ
∬
‘
邸
り
も
◎
あ
」
ω
〉

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

i
り
の
）
（
一
ト
）
き
二
①
、
Φ
o
爲
き

　　

@　

@　

@　

@　

@　

iO

?）

仁
き
右
α
。
ω
℃
一
℃
。
8
　
亡
き
右
。
ω
①
℃
苔
。
8
　
　
。
慧
畠
℃
。
E
も
。
8

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
仁
O
Z

　　

@　

i
N
O
）
ω
ρ
や
二
津
‘
む
内
弔

1
き
。
二
Φ
あ
“
ρ
＝
而
℃
ζ
コ
ρ
＜

　　

@（

V
い
）
儒
；
o
」
コ

ゆ
⊆
o
」
ρ
も
働
一
℃
o
o
O

窪
O
Z

ω
ρ
甲
‘
ヨ
ゆ
L
o
o
α

　　

@　

@　

@　

@　

@（

獄
m
）

＝
ヨ
。
」
』
二
匂
。
；
o
＝
o
、

　
　
　
　
　
a
ω
o
℃
の
で
o
o
O

O＜O

〇
一
I
O
F
頃
ぼ
　
⊆
｝
而
L
9
し
う

頃
ー
ト
O
寸
」
仁
甲
め
し
ρ
い

0
0
－
O
O
q
o
¢
ζ
甲
而
L
ρ
の

い
一
0
頃
n
匡
ζ
｝
心
」
ρ
り
り

冨
－
寸
O
寸

葺
而
」
ρ
の

　
■

腔儲

甘
．

七
面
お
×
①

　　

@（

m．

B
z
琶
）
」
§

ゴ
邸
〒
ぢ
心
お
×
①
姻
而
Φ
〉

（m

D
o
Z
器
一
）
L
呂
灯
篇
ω
∈
慧
。

Φ
仁
O
Z

ω
⊆
O
Z

（o

Bo
t
o
二
①
あ

①
F
而
ロ
ご
o
o
氏

ω
⊆
O
Z

ω
¢
O
Z

　　

@
　
（
卜
。
◎
》
o
＝
ω
あ

①
9
心
」
ω
℃
o
ε
一
」
o
o
氏

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
①
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
Φ
＝
O
Z

（
す
0
）
＝
ヨ
。
し
の
ω
〉
二
〇

ρ
‘
0
＝
幅
ω
ρ
而
」
①
℃
o
Σ

ω
⊆
O
Z

①
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
ω
5
Z

ω
ρ
≡
き
一
ρ
仁
而
り
匂
り

ω
遠
い
い
。
∞
飽
｝
翠
認
ω
…
二
‘
露
ぎ
。
。
㏄
舶

OくO

　　

@　

@　

@（

}
．
。
z
琶
て
§

も
為
甥
ム
＃
3
り
篇
。
き
5

　
　
　
　
　
　
窪
O
Z

　
　
　
　
　
　
Φ
⊂
O
Z

（O

曹潤

j
き
二
①
あ

①
［
a
m
き
£

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
Φ
唇
Z

　　

@
　
（
卜
。
o
）
き
二
象

ω
騨
而
L
ω
で
O
E
幽
」
O
P
」 　

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
ζ
O
Z

ω
＃
至
∬
⊆
8
・
，
妻
ω
〉

　　

@　

@　

@（

B。
B。

j
き
＝
曳

　
　
　
莞
而
℃
一
3
2
ω
で
。
Σ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
霊
O
Z

　　

@　

@（

m
。
o
）
き
［
［
曳

8
2
ω
℃
豊
一
ゼ
8
し
。

　
　
　
　
　
　
　
　
　
霊
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
窪
O
Z

　　

@
　
（
。
。
。
。
）
き
二
ω
あ

忌
め
で
伸
3
歪
ω
で
。
Σ

OくO

毛
9
　　

@　

@　

@　

i
u
・
．
。
Z
α
し
。
一
）

①
5
0
鵡
為
含
？
F
。
L
8
≧
o

一’@7　8　P一

ω
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
＝
O
Z

　　

@（

n
⑦
）
き
量
あ

含
～
£
O
ご
。
£

信
≧
£
£

二
ω
Φ
℃

　
　
　
　
　
窪
O
Z

　　

@　

齔
o

含
甲
き
＝
象

碕
3
2
ω
℃
o
Σ

ω
仁
O
Z

ω
唇
Z

　　

@
　
（
一
〇
）
＝
き
ム

婿
二
一
O
ご
。
8

ζ
3
£
P

二
Φ
①
℃

　
　
　
　
　
①
⊆
O
Z

　　

@　

鼬
E

景
甲
き
＝
曳

一
①
涌
き
℃
o
Σ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
ζ
O
Z

　　

@　

@　

@
　
（
N
O
）
3
三
≧

蕾
甲
き
二
曳
ご
。
£

（N

m）

ｫ
＝
曳
ω
。
憂
。

　
　
　
　
　
　
圭
め
で
苔
0
8

①
¢
O
Z

ω
¢
O
Z

。・

E。

ﾖ
て
2
8
ぢ
0
8

ω
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
①
¢
O
Z

（0

B。

j
き
二
①
あ

。
P
a
β
⊆
8
。
。

仁
津
O
」
』

ρ
号
二

　
　
　
　
ω
9
0
乞

　　

@　

鼕
l

‘
3
き
＝
ω
あ

一
①
信
缶
℃
o
Σ

ω
⊆
O
Z

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ω
仁
O
Z

　　

@
　
（
。
。
。
。
）
き
＝
象

莞
唱
頓
3
£
ω
℃
o
Σ

＝
津
O
右

α
①
ω
℃

　
　
　
　
　
ω
⊆
O
Z

　　

@　
£
3
き
二
ω
あ

…
3
乏
ω
℃
o
Σ

OくOOくO

（卜

D
。
匠
の
ご
葱
而
ω
ξ
。
お

　
　
（
⑩
．
o
Z
誘
H
）
詰
g
き
嵩

ム
u
而
お
×
Φ
ゼ
器
や
Φ
に
。
柱
ω
α

幻
鞍
詣
濫
。
伽
溜
ζ
一
風
刈
ω
㎝
鮎
。
。
鄭
♂
㏄
躍
。
鮎
昭
秘
蜀
‘
誤
酬
酢
ン
器
詞
鐸

駒り

E
ω
0
3
斡
L
O
単
O
。
o
◎
N
ρ
邸
＝
O
甲
ρ
而
ρ
コ
O
仁
甲
」
ω
ρ
甲
6
仁
O
甲
ρ
而
〉
」
①
㎝
£
O

Table　3－4

　　　　Decomposition　of：

　　　　　Adenine　　　　　　　　　　　　十

　　　　　Casein　　　　　　　＋

　　　　　Hippuric　aci’d　　　　　　　＋

ゼ

塁Pl糊lh’ne　l
　ゆ
三　　　　　Xanthine

●
5t　Decarb。xylati。n・f・
　の　

　℃　　　　　Benzoate

　占

　　　　　Citrate　　　　　　　　　　　　＋

　　の

雪　　Mucate

tiv　Succinate　　＋
　呈

　∈　　　　　Tartrate

　需

て　Production　of：
　器

　　　　　Amylase　　　　　　＋

而　　　　　Escu1「nase　　　　　　　　十

りお
　O　　　　　Gelatinase　　　　　　　　　一

瓢Nitrat・reductase★一／＋

戸。　Tyrosinase　　　－
　s　　　　Urease　　　　　　　　　　　　十

ltO @　Growth　in／at：

　。　Lysozyme，0・Ol・％

”o @　　　　NaC1，　3％　　　　　　　　　　　＋

　　　　　　　　　　5％

　に
q∫．9　　　　Temperature，　430C

　　　　　　　　　　　　　　　46。C

［
o
り
1
寸
O
ぐ
σ
仁
㌣
而
L
ρ
9
り

頃
一
0
り
ρ
り
匡
　
ζ
炉
而
鮎
9
の

Physiological　characteristics

of　five　strains

　o　　　　　　　　　り

　en　Ln　r－　　t　　　　　；　　　　　s
　　（ハ　　　　「＼　　　　（）

　　o　O　r一一　　CO　　　寸　　　　り

　　at　“　ct
　　⊆＝　　　　＝　　　　　に
　　●「一　　　　　 〇r●　　　　　　Or一

　　而　　　　而　　　　 rロ
　　コ」　　　　5」　　　　5」

　　p　　　　p　　　　p
　　《ノつ　　　しり　　　　もつ

十
一
十

十
十
十
十

十
一
十 十
十 　
W

十
十

十

十

十

＋／＋

　十w

of　actinomycetes

　　　　　　　　　　　ド
　　　　　　　　　　　n
　　　　　　　　　　　t
　　　　　　　　　　　寸
　　　　　　　　　　　り
　　　　　　　　　　　寸
　　　　　　　　　　　cr

　　　　　　　　　　　仁
　　　　　　　　　　　●「一■
　　　　　　　　　　　心
　　　　　　　　　　　“
　　　　　　　　　　　p
　　　　　　　　　　　しり

十　　　十　　　十

十　　　十　　　十

十　　　十　　　十

÷／十　十／一　一／十

　一　　　一　十w

十
十
十
十
十

十
輌
÷
十

十
鱒
十

い
一
0
い
斡
匡
　
⊆
r
邸
」
ρ
の

0
0
－
O
O
O
つ
に
⊆
㌍
而
L
ρ
0
う

★
州
＋
＋
＋
・
＋
＋
＋

★

十

W
　

W
　
　
　
W

十
十
十
　

十
十
十
十
十

頃
－
卜
O
寸
」
　
⊆
憎
邸
」
ρ
．
し
り

り
P
l
り
［
い
ぼ
⊆
榊
而
L
ρ
し
り

Acid　from：

　Adonitol

　D－Arabinose

　L－Arabinose

　Cellobiose

　Erythrital

　D一　Gl　ucoose

　Glycerol

　　Inositol

　　Lactose

　　D－Mannitol

　　D－Melezitose

　　Melibiose

　　　side

　　Raffinose

　　L－Rhamnose

　　D－Sorbitol

　　Trehalose

　　D－Xylose

十
十
十
十
一
十
一
十
一
十
一
十

Methyl　or－gluco一　＋w

　　　　　　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　十

　　　　　　　　　　　　十

÷
十
十
十
一

＋
÷
　
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
÷
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋
＋
　
＋
＋

＋
＋
＋
＋
　
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋
＋

’　Sucrose－nitrate　broth／Peptone－nitrate　broth

’“　＋w，　weakly　positiVe

一7　9一

I
I
・
1

弊

レ
　
ド

辱
．
噛

．
；
「
∫
1
ー
ド
i
r
㌦
蒔
｝
浄
」
『
「
．
よ
ト
ボ
“

．
　
■
　
「

．
・
ゴ
…
ゾ
ジ
き
レ
．
畢
亀
ゴ
制
・
・
、
慧
訂
占
；
ぎ
」
量
ぎ
葬
髭
鉱
ケ
騒
露
胤
撚
鼠
愛
生



第2節　Fluvirucinsの醗酵生産 （2）Fluvirucin　Bの醗酵生産

（1）Fluvirucin　Aの醗酵生産

　斜面寒天培地上で充分に生育したfluvirucin　A生産菌Nonomuria　tyrrhenii

sp．　nov．　Q464－31株を500m£の三角フラスコ中Table　3－5に示す組成の培地

100m£に接種し、回転振盟機（200rpm）上32℃で3日間培養し、種培養液と

した。本培養ではIable　3－5の組成の培地100m£を含む500誠の三角フラス

コ中、上記種培養液5m£を分注し、28℃で6日間回転振盟培養した。

Fluvirucin　Aの生産力価は、　Sabouroud　dextrose培地でのCαndida　atbicans

A9540に対する生育阻止作用を・培養液希釈法により測定し検定した・一方ジャーc
ファンメンターを用いた培養は、以下のようにして行なった。すなわち、プラス1

コ培養によって得られたQ464－31株の種培養液500m£を12£の培地（Table

3－5）を含む20£のジャーファーメンター中にし、12£／minで除菌空気を導入し

ながら28℃、250rpmで撹搾培養した。ジャーファーメンターにおける

fluvirucin　Aの生産は、113時間後に最高力価に達した。

斜面寒天培地上で生育したfluvirucin　B生産菌Nonomuria　sp．　R359－5株を

500m£の三角フラスコ中Table　3－6に示す組成の培地IOOm9に接種し、32℃

で3日間回転振盟培養し、種培養液とした。本培養は種培養と同一の培地を用

い、上記fluvirucin　Aと同様な条件で行なった。　Fluvirucin　Bの生産力価は、

培養濾液のFlu－Aに対する抗ウイルス活性を測定することにより検定した。本

培養におけるfluvirucin　Bの生産は、6日後に最高力価に達した。

Table　3一一6　Production　medium　of　fluvirucin　B

Fish　meal　2％

pH7．0　（before　sterilization）

Table　3－5　Production　medium　of　fluvirucin　A （3）Fluvirucin　Cの醗酵生産

Soluble　starch

Pharmamedia

znso．・7H．o

caco．

2％

1％

O．　003％

O．　4％

　　Fluvirucin　C生産菌Nocardiopsis　mutabitis　R869－90株を斜面寒天培地で

　　して行なった。

pH7．0　（before　sterilization）

一80一 一一@81一
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（4）Fluvirucin　D、の醗酵生産 第3節　Fluvirucinsの抽出、分離及び精製

　斜面寒天培地上で充分に生育したfluvirucin　D・生産菌であるnon－

sporogenic　maduromycete　L407－5株を500m9の三角フラスコ中Table　3－7に示

す組成の培地100m£に接種し、32℃で3日間回転振盟培養し、種培養液とし

た。本培養は種培養と同一の培地を用い、上記fluvirucin　Aと同様な条件で行

なった。Fluvirucin　Dlの生産力価は、培養濾液のFlu－Aに対する抗ウイルス

活性を測定することにより検定した。本培養におけるfluvirucin　D、の生産は、

6日後に最高力価に達した。

Table　3－7　Production　medium　of　fluvirucin　Di

Soybean　meal　2％
Distiller’s　solubles　1．5％

Fish　meat　extract　O．2％

pH7．0　（before　sterilization）

（5）Fluvirucins　D．、　D3及びD。の醗酵生産

　Fluvirucins　D2、　D3及びD。の生産菌non－sporogenic　maduromycete

R516－16株を斜面寒天培地で充分に生育させた後、500m£の三角フラスコ中、

fluvirucin　D、の場合と同じTable　3－7’に示す組成の培地100m£に接種した。

培養並びに生産力価の検定はfluvirucin　D1の場合と同様にして行なった。

（1）Fluvirucin　Aの抽出及び精製

　Fluvirucin　Aの抽出及び精製はFig．3－2に示す方法によって行なった。す

なわち、fluvirucin　Aの生産が最高力価に達したNonomuria　tyrrhenii　sp・

nov．　Q464－31株の培養液50£をブタノール209で抽出した。シャープレス遠

心分離機で分離したブタノール層を0．5£に濃縮後3£のヘキサンに滴下し、生

成した沈澱を遠心分離した。得られた抗ウイルス活性を有する褐色の固体11g

について、同活性並びにTLCを指標として順次精製を行なった。種々の展開溶

D縣を用いたシリカゲルク・マ陥製の後面にSephadex　LH－20クロマトを行

　ない、抗ウイルス活性の本体であるfluvirucin　Aの純粋な白色固体2．38gを

　得た。本白色固体をメタノールから結晶化し、1．78gのfluvirucin　Aを無色針

　状晶として単離した。

b

Fig．　3－2　Extraction　aBd　purification　of　fluvirucin　A

　vrhole　broth　（50g）

　　　　IBuoH　extraction

　　　BuOH　layer
　　　　l　Concentration

　　　　IHexane　precipitation

　Brown　solid　（11g）

　　　　！
　　　　　SiIica　ge1，　EtOAc・一MeOH

　　　　　　　　　　　CH．Cl．一MeOH－NH．OH

　　　　ISephaqex　LHr20，　MeOH

　White　golid　（2．38g）

　　　　lcryssaiii．z．atrilop，　MeoH

Colorless’needles　（1．78g）
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（2）Fluvirucin　Bの抽出及び精製

　Fluvirucin　Bの抽出及び精製は、上記fluvirucin　Aの場合と同様な方法に

より行なった。すなわち、fluvirucin　Bの生産が最高に達したNonomuria　sp．

R359－5株の培養液2．69をブタノール抽出し、抗ウイルス活性を有する褐色の

固体1．69を得た。この粗面出物を生物活性並びにTLCを指標として、シリカ

ゲル及びSephadex　LH－20クロマトにより精製し、　fluvirucin　Bの純粋な白色

粉末280mgを単離した。本粉末をメタノールから結晶化し、　fluvirucin　Bの無

色針状晶220mgを得た。

（3）Fluvirucin　Cの抽出及び精製

　Fluvirucin　Gの抽出及び精製は、上記fluvirucin　Aと同様の方法により行

なった。すなわち、fluvirucin　Cの生産が最高に達したNocardiopsis

mutabitis　R869－90株の培養液2．5£をブタノール抽出し、抗ウイルス活性を有

するfluvirucin　Cの褐色底心出物0．9gを得た。この粗抽出物をシリカゲル並

びにSephadex　LH－20クロマトにより精製し、　fluvirucin　Cの白色粉末65mg

を単離した。本自色粉末の一部をメタノールから結晶化し、fluvirucin　Cの無

色針状晶を得た。

』
膠
一

HP－20クロマトを行ない、更に種々の展開溶媒系を用いたシリカゲルクロマトの

後、Sephadex　LH－20クロマトにより精製した。以上の操作で得られた

fluvirucin　D、の純粋な白色粉末870mgをメタノールから結晶化し、650mgを

無色針状晶として単離した。

Fig．　3－3　Extraction　and　purification　of　fluvirucin　Di

Whole　broth　（20£）

　　　Centrifugation

Broth’ ?ｉｌｔｒａｔｅ　（19£）

　　　Diaion　HP－20

　　　80％　acetone

Mycelia’1　cake

　　　IMeoH　extraction

　　　　　　Biaion　HP－20，

　　　　　1　Sephadex　LH－20，　MeOH

　　White　solid　（870mg）

　　　　　lcrystaiiization，　MeoH

Colorless　needles　（650mg）

Concentration

　aqueous　acetone

PrOH－H．O

EtOAc－EtOH

CH．Cl．一MeOH－NH．OH

じ

（4）Fluvirucin　D、の抽出及び精製 （5）Fluvirucins　B2、　D3及びD。の抽出、分離及び精製

　Fluvirucin　D・の抽出及び精製はFig．3－3に示す方法によって行なった。す

なわち、fluvirucin　D，の生産が最高力価に達したnon－sporogenic

maduromycete　L407－5株の培養液20£を、シャープレス遠心分離機で菌体と培

養濾液とに分離後、台南はメタノール59で3回抽出し、培養濾液は2£の

Diaion　HP－20で活性成分を吸着抽出した。両活性抽出物を混合し、　Flu－Aに対

する抗ウイルス活性並びにTLCを指標として精製を行なった。先ずDiaion

Fluvirucins　D2、　D3及びD、の抽出、分離及び精製はFig．3－4に示す方法

に従って行なった。すなわち、抗ウイルス活性の生産が最高に達したnon－

sPorogenic　maduromycete　R869－90株の培養液2．5£をブタノールで抽出し、抗

ウイルス活性を有する褐色粗抽出物2．259を得た。この粗抽出物をTLCを指標

としたシリカゲルクロマトによりfluvirucins　D、、　D2及びD3を各々単一の成

分として含有する3つの応分、並びにD3及びD。の混合物の画分の計4つの

一84　一一 一85一
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画分に分離した。Fluvirucins　D・、　D・及びD3各成分は各々を含有する画分を

更にシリカゲル並びにSephadex　LH－20クロマトにより精製し、　fluvirucins　D、、

290mg、　D2、29mg及びD。、75mgをそれぞれ純粋な白色粉末として単離した。こ

れらの成分は各々メタノールから結晶化し、無色針状晶として得た。fluvirucin

D、は、D。及びD。の混合物の画分からシリカゲルクロマトによりD3と分離し

た後、Sephadex　LH－20クロマトにより精製し、　D。の純粋な白色粉末204mgを

単離した。この白色粉末を更にメタノールから結晶化しfluvirucin　D。の無色

柱状晶を得た。

Fig．　3－4　Extraction，　separation　and　purification　of

　　　　　fluvirllcins　D2，　D3　aRd　B4

Whole　broth　（2．5£）

　　　IBuoH　extraction

Brown　solid　（2．25g）

Silica　gel，　CH2C12－MeOH・一NH40H

Crudb　Di　（342mg）　Crude　D2　（65mg）　Crude　D3　（137mg）　Crude　D3　＆　D4　（857mg）

第4節Fluvirucinsの物理化学的性状

　Fluvirucins　A、　B、　C、　D、、　D2及びD。はメタノールからの結晶化によりいず

れも無色針状晶として得・られた。一方fluviruoin　D。は、同様の結晶化によっ

て無色柱状晶として単離された。各化合物の溶解性はその構成アミノ糖のアミノ

基の置換基の有無により大きく異なり、アミノ基に置換基のないfluvirucins　A、

B、6、D、及びD2の溶解度は、低級アルコール、クロロホルム、　DMSO、酢酸エ

チル、ピリジン及び酸性水のいずれに対しても極めて低く、ヘキサン並びに水に

対しては実質的に不溶である。一方、アミノ基に2一フェネチルアミンがウレイ

ド結合したfluvirucins　D3及びD。はヘキサン並びに水に対しては不溶である

ISilica　gel

　　Sephadex

　　　　田一20

White　solid
icrysiZl？1　il・

ISilica　gel

　　Sephadex

　　　　LH－20

White　solid

　Crystallization

Colorless

　　needles

（29mg）

Colorless

needles

lsiiica　gei

　　Sephadex

　　　　LH－2e

White　solid

（75mg）

Colorless

needles

　　ISilica　gel　
　
／　　　Sephadex

　　　　　田一20

White　solid　of　D4

／　（204mg）

Colorless　rods

Dが・上記の磯溶媒には良く愉した・呈色反応において・ヨウ素・硫酸アン

　スロン試験ではいずれの化合物も陽性反応を示した。一方、ニンヒドリン試験で

　は、アミノ基に置換基のあるfluvirucins　D3及びD。以外の化合物はすべて陽

　性反応を示した。

　　各物質の分子式は、各々FAB－MS並びに元素分析の結果からTab　l　e　3－8に示

　すように決定された。各化合物のUVスペクトルを測定したところ、

　fluvirucins　D3並びにD。の場合にその構成アミノ糖の置換基であるフェニル

　基に基づく特徴的な吸収を示した以外は、いずれの抗生物質も末端吸収を示すの

　みであった。IRスペクトルでは、各化合物共に3600から3000cm－1の水酸基

　等に基づく幅広い吸収、3000から2808cm一’のアルキルの強い吸収、1640及び

　1540cm－1付近にアミドの吸収、更に980から1130cm“’に糖由来の吸収を示しD
　た。各抗生物質を代表してFig．3－5にfluvirucin　D3のUVスペクトルを、

　またFig．3－6及びFig．3－7にfluvirucins　A並びに皿3のIRスペクトル

　を掲げる。

　　重クロロホルム一重メタノールの混合溶媒中で測定したfluvirucinsの

　1H－NMRスペクトルをFig．3－8～3－14に示す。各化合物共、0．8から1．3PPm

　に4個のメチル基のシグナル、1から2ppmにはメチレン由来の重なり合った

　シグナルを示し、更に5ppm前後に糖のアノメリックプロトン、2から4ppmに

　は糖のオキシメチンと考えられるプロトンのシグナルを示した。Fluvirucins　D3

　及びD。の1H－NMRスペクトルでは、これらのシグナルに加え7ppm付近に5
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プロトン分、並びに2．8と3．4ppm付近に各々2プロトン分の、フェネチル基

に基づく吸収が認められた（Table　3－13）。

以上の物理化学的性状からfluvirucin　Aを始めとするこれら7種類の抗ウ

イルス抗生物質は、いずれも類似の構造を有することが想定された。

　Fig．　3－5　UV　spectrum　of　fluvirucin　D3　（in　MeOH）

Fig．　3－6
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Table　3－8　Physico一一chemical　properties

Fluvirucin
　　　A

Fluvirucin
　　　　B

Flllvirucin
　　　c

Fluvirucin
　　　D，

Nature　Coloi　less
　　　　　　　　　　　　　　　　　　needles

Microanalysis　Calcd　for
　　　　　　　　　　　　　　　　C．．H．．N．Os：

　（C；H；N）　64．．45；10．35；6．54
　　　　　　　　　　　　　　Found：

　　　　　　　　　　　　　64．　12；10．　37；6．　42

FAB－MS　m／z　429　（MH’）

UV　A．．．“eO”nm（e）　End　absorption

TLC　Rf＊i　O．42
　（sio．）　Rf”r2　o．os

　　　　Colorless

　　　　needles

　　262　一一　26geC

　Calcd　for
　　　C2．H．．N．gs：

65．　12；10．　48；6．　33

Found：
64．　95；10．　51；　6．　54

　　　443　（ua’）

　　End　absorption

　　　　　O．　57

　　　　　0．　19

　　　　Colorless
　　　　　needles

　　　261　一　26YC

　　Calcd　for
C24H46N206　e　1／2H20：

　61．　60；10．　13；5．　99

　　Found：

　61．　80；10．　11；5．　93

　　　　459　（va“）

　　End　absorption

　　　　　　O．　30

　　　　　　0．　05

　　　　Colorless

　　　　needles

　　　261　一一　26geC

　Calcd　for
　　　C．．H．．N．Os

65．　75；10．　59；6．　13

Found：
65．　49；IO．　67；6．　01

　　　457　（va一）

　　End　absorption

　　　　　e．　51

　　　　　0．　12

Fluvirllcin
　　　D．

Fluvirucin
　　　D．

Fluvirucin
　　　B．

Natllre

mp

Micrdanalysis

（C；H；N）

FAB－MS　m／z

UV　k．．．MeOHRm（E）

TLC　Rf＊i
　（SiO2）　Rf＊2

　　　　Colorless

　　　　Reedles

　　　263　一　26ffC

　Calcd　for
　　　C．．H．sN．Os：

65．　75；10．　59；6．　13

Found：
65．　60；10．　72；5．　99

　　　457　（va＋）

　End　absorption

O．　59

g．　20

　　　　　Colorless

　　　　　needles

　　＞2450C　（dec．）

　　Calcd　for
　　　　C．，Hs．N．O．：

　67．　63；9．　51；6．　96

　　Found：

　67．　72；9．　63；6．　91

　　　　604（ma＋）

　翻il釜脚～lh）・

　　　　1：器

　　　　Colorless
　　　　　　rods

　　＞21ffC　（dec．）

　　Calcd　for
　　　　C．．H．．N．O．：

　67．　63；9．　51；6．　96

　　Fou皿d：

　67．　33；9．　56；6．　68

　　　　604　（va＋）

繍　§§猿｝葦翻～§h）・

　　　　1：器

；二：鑑鵬鵬ll器81：＝ll嬬：器8：B欄：1：1：
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Table　3－13　iH－NMR　data　for　fluvirucin　antibiotics

R1
2

o一　3

可
一
O

r

o
　　H．」〈’　i2．」〈／　iokt　is．一　Ri

．1　N m　　　　　　　　　　　　　　　　　　C　H3

4

c　H3

9

9
し
へ
」

　0

　　　　　　13　11　　　　H
　　　　　　　　　12
　1　’SN

　　　　　　　6A8
　　　　5Y　7
　4

　　　　　　C　H3
　　　　6’

　　H3C一／　5’　NO

　　　　4・一／3’
　　　　　　　　N　H2

　　　　HO

FIuvirucin　B

　　　14

10　A　15
　　　　　C　H3

　9

o

1，

Table　3－13　’H－NMR　data　for　fluvirucin　antibiotics　（continlled）

H3C

　　　o

　　　　　　H／L〈t　i2］2／xio／L〈t　is

iiNI／iNN’　V　Y　℃H3

3k　A　6As．rg
　　　　　　sY7
　　　4　　　1　’O
　　　H．3C．’，・．．gl’x　一i・

　　　　H3C／／　Xo
R3

　　　　　　　　R4点2　0H

Fluvirucin　A，　C

）

Fluyirucin　Di

　　B

R，＝CH．CH．

　　c

R，一CH　（OH）　CH．
　
H
n
n
O
H

＝
　
＝
　
＝

毘
恥
腿

D．

Proton
Fluvirucin　A
　　R，＝CH．

Proton

　
　
H

n
n
n
且
0

＝
　
＝
　
＝

恥
貼
恥

D
，

R．＝

R．一〇H

R．＝H

　　8X　3”

7”ノ P2”

6”＼　　4卿

　　　5卿

B．

で
・
闇
！
r

R．一H

R．＝OH

2－R，

6－CH．

15－H．

2－H

3一　or　9－H’4

13－H．

1’　一H

2’　一・H

3’　一H

4’　一H

5’　一H

6’　一H．

2＊」
U
3

　
＊1
0
0

＊
　
。

0
0
0
U

－
■
＝．
J

1

O．89　d
J－7．　3

0．87　t
J＝7．　5

2．52　dq
　J－10．3，　6．8

3．　82　br．　dt

　J－10．3，　3

2．58　m

3．72　m

4．　87　d

J＝1．　3

3．67　ddd
　J－3．0，　1．3，

2．93　t
J＝3．　0

3．48　br．　dd

J－3，　1．2

3．99　q
J－6．　8

1．25　d
J－6．　8

L2

O．88　t
J－7．　3

O．90　d
J－7．　3

0．84　t
J－7．　3

2．03　m

3．63　m

3．　10　m

3．58　m

4．89　br．　s

3．54　m

2．98　t
J－2．　8

3．49　m

3．95　q
J－6．　4

1．25　d
J－6．　4

1．　19　d

J－6．　4

4．Oe　dq
　J－2．8，　6．4

0．92　d
J＝6．　8

0．87　t
J－7．　3

2．35　dd
　J－10．1，　2．8

4．　15　m

2．81団
3．66　m

5．08　br．　s

3．7e　m

3．01　t
J＝3．　0

3．49　m

4．02　q
J－6．　4

1．27　d
J－6．　4

internal　reference　（O．　OOppm）

」
量
膨
ド

2一一CH．CH．

6一・CH．CH．

15－H．

2－H

9－H

13－H．

1’　一H

2’　一H

3’　一H

4’　一一H

5’　一一H

6’　一H．

1”一H．

2”一一H．

4”，8”一H．

5”，7”・一H．

　　6”　・一H

0．88t
J＝7．3

0．87t
J＝7．3

0．84t
J＝7．3

2．03m
3．61m

3．01m
3．58m

4．77d
J＝0．9

3．71　br．　dd

J＝3　0．9
　　　り
2．85dd
　J＝9．6，　3．0

3．20t
J＝9．6

3．67dq
　J＝9．6，　6．4

1．26d
J＝6．4

0．881t
J＝7．3

0．878t
J＝7．3

0．84t
J＝7．3

2．04m
3．64　br．　dd

J＝8　3
　　　り
3．Olm
3．58ddd
J＝11．1，　4．4，

4．91d
J＝1．3

3．55br．　ddd
　J＝3，　　1●3，　　1

2．97t
J＝3．0

3．50　br．　dd

J＝3，1

3．95q
J＝6．4

1．25d
J＝6．4
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2
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3．　40　t
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第5節　Fluvirucinsの生物学的性状

　Fluvirucinsのin　vitroの抗ウイルス活性は、インフルエンザA型ウイルス

（Victoria　strain）一MDCK細胞システムを用い、以下の方法によって検定した。1

2×104個のMDCK細胞を含む細胞懸濁液200戒を96穴のミクロプレートに分

注し、5％二酸化炭素含有加湿空気の存在下、37℃で48時間から72時間培1

養した。ミクロプレートの各ウエルの生育培地を種々の濃度の被験化合物を含む’

新たな培地（血清を含まないEagle　MEM培地）に置き換えた後、10XTCID5。の｝

ウイルスを含む培地50μ£を加えた。更に72時間の培養の後、ウイルスが誘導

した細胞変性効果に対する各薬剤の阻止活性、並びに薬剤自身による細胞毒性を・

fluvirucins　A、　B、　C、　D，並びにD2はFlu－Aに対して、　ID5。値2～10μg／m£i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で抗ウイルス活性を示した。一方fluvirucins　D．及びD、の抗ウイルス活性は1

非常に弱く、Flu－Aに対する抗ウイルス活性の発現には、構成アミノ糖の遊離の

アミノ基が重要であると結論付けられた。

　Fluvirucinsの細菌類に対する抗菌活性を調べるために、多重接種装置を使用

し、系列2倍希釈法により最小生育阻止濃度を測定した。グラム陽性細菌並び

にグラム陰性細菌類にはNutrient寒天培地を、嫌気性細菌類にはGAM寒天培

地を、更にカビ類にはSabouraud　dextrose寒天培地を用い、37℃で一晩培養

後活性を判定した。Table　3－10、3－11並びに3－12に示すようにfluvirucins

A、B、　C、　D、及びD2はBacteroides　fragitisに対し顕著な生育阻止活性を示

した他、グラム陽性細菌並びに一部のカビ類に対し若干の生育阻止活性を示した。

一方、アグリコンの9位にアミノ糖を有するB、D・及びD2の方が、3位に置

換したA及びCより活性は高い。また糖のアミノ基に置換基を有するD・及び

D、については、いずれの細菌に対しても生育阻止活性が認められず、細菌類に

対する生育阻止活性の発現にも抗ウイルス活性同様、遊離のアミノ基が重要であ

ることが判明した。

　　　　　　　　　　Table　3－IO　Antibacterial　actiyity

MIC　（pg／ma）

Test　organism A B
　Fluvirucin

C　D，　b．　D．　D．

Table　3－9　Anti－influenza　A　virus　activity

Fluvirucin　A

　　　　　B

　　　　　c

　　　　　D，

　　　　　D．

　　　　　D．

　　　　　B．

Ribavirin

Influenza　virus　一　MDCK　cells

ID．．　（”g／mg）　TDso　（pg／mg

　9．　9

　2．　3

　4．　3

　4．　6

　4．　6

19．　8

＞50

10

　31．　5
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　33．　1

　38．　6

　36．　4

＞50

＞100
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第6節　Fluvirucinsの構造研究

Table　3－11　Anti－anaerobic　bacterial　activity

（1）Fluvirucin　Aアグリコン（fluvirucinine　A）の構造

MIC　（pg／ma）

Test　organism A B
　Fluvirucin

C　Di　Dz　D3　D4
Ctestridiam　difficite　A21675
C．　perfringens　A9635
Propionibacterium　acnes　A21933
Peptostreptococcus　anaerobius
　　　　　　　　　　A21905
Bacteroides　iragitis　A22693
B．　fragitis　A22035
B．　fragitis　A22021
B．　fragitis　A21916
B．　fragitis　A22534
B．　fragitis　A22695
B．　fragitis　A22533
B．　fragitis　CUH－67

＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100
＞100　＞100　＞IOO　＞100　＞100　＞100　＞100
＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100

＞100　＞100　50　＞100　＞100　＞100　＞100
　6．3　3．1　6．3
100　O．8　6．3
3．1　O．8　3．1
3．1　O．8　L6
100　O．8　6．3
25　O．8　12．5
0．8　O．8　1．6
3．1　O．8　3．1

1．6　O．8＞100　＞100
1．6　o．s＞leo　＞loo
O．8　O．4＞100　＞100
0．8　O．4＞100　＞100
0．8　O．8＞100　＞100
1．6　O．8＞100　＞100
0．8　O．4＞100　＞100
0．s　o．4＞leo　＞loo

Table　3－12　Antifungal　activity

MIC　（pg／ma）

Test　organism A B
　Fluvirucin

C　D，　D．　D．　D．

　　Fluvirucin　A（34）は、分子式。23H。。N20。であり、その物理化学的性状

　から分子内に糖を有する配糖体抗生物質であると推定された（Table　3－8）。

　　34は常法によるアセチル化によりアセテート（35）を与えた。35の1H－NMR

　スペクトルでは2．16及び2．18PPmに2個の0一アセチル基、4．81及び

　5．10ppmにそれぞれ低磁場シフトしたオキシメチンプロトン、1．97ppmにN一ア

　セチル基、更に5．73ppmに新たに生じたアセチルアミノプロトンのシグナルが

　観測され、35はN，0，0一トリアセチル体と判明した（Table　3－14）。35の

　　13C－NMRスペクトルではDEPT法による解析も含め、メチル7、メチレン9、メ
｝チン9並びにカルボニル4の合わせて29個の炭素の存在を示した（Table

　3－15）。また35のiHシフト相関二次元NMRスペクトル（1H－1H　COSY）93・94）

　の解析の結果、アグリコン部分のアミド結合周辺の部分構造と、3一アミノー3，6一

　ジデオキシピラノースの存在が明らかになった（Fig．3－15）。一方35のMSで

　はm／z554に分子イオンピークを、更にm／z　272にグリコシド結合の開裂によ

　　る基準ピークを示した。

Candida　atbicans　IAM4888
C．　α‘わご。απs　A9540

C．　tropicatis　IFOIO241
Cryptoceccas　neoformans　D49
C．　neoformans　IAM4519
Aspergittus　iumigatus　IAII（2530
A．　fumigatus　IAM2034
A．　ftavus　FA21436　NRRL484
F猷sαノ’u醒　飛。π’‘‘∫01配e　A、2284

Tノ’chOPぬytoπ　伍eπtα9’OP丘yfes　I〕155

ア．　視eπtα9／OP五yfes　No．4329

Spo’of庭ノ’x　scぬeπclヒ”　　IFO8158

Petriettidium　boydii　IFO8078
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Fig．　3－15　’H一’H　COSY　spectral　data　for　fluvirllcin　A　acetate　（35）
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Table　3－15　i”C－NMR　data　for　fluvirucin　acetates
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一

　　　　　　Fluvirucin　FluviruciR
　　　　　　　　　4L，　Fluvirucinine”A．．　B．　G．　Di　D2　D3　D4
Carb。n　aｯte（SU）ace描lmet階tea騰teal昌1勢tea溜tea階tea滞tea灘

1
0
6

174．1　177．1　173．4　174．5　176．0　170．8　175．9
45．0　49．0　46．5　40．3　50．7　54．8　50．5
　15．8＊i　15．1＊i　15．2＊i　14．3＊i　26．4＊2　68．5＊4　26．9＊2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12．2＊3　17．8＊dr　12．1＊3

82．8　74．1　76．1　83．3　33．4　79．3　31．5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　57．　5＊6

25．7　32．6　28．2　25．7　24．5　26．4　24．8
26．4　31．1　29．4　27．4　34．1　26．9　33．3
30．9　31．8　31．0　30．5　30．9　30．9　38．3
20．5＊7　21．4＊7　21．0＊7　20．2＊7　20．8＊7　20．8C7　22．8＊8
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　12．　3＊s

33．9　33．0　32．9　32．5　24．9　33．6　24．8
22．9　19．9　20．2　20．6　21．4　2L8　22．3
32．0　32．3　31．7　31．7　77．9　31．7　78．4
37．9　37．9　37．6　37．5　40．5　37．6　40．6
27．01　28．0　27．5　27．1　25．2　27．4　26．3
23．5　26．5　25．5　23．3　28．1　23．8　28．1
39．2　39．4　39．3　48．0　38．6　39．6　38．5
26．95　27．2　26．9　26．3　21．13　27．2　21．3
11．8　11．5　11．5　10．9　8．6　11．8　8．6
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　36．　7＊io

176．　0

50．　5

27．　0＊2

12．　2＊3

31．　6

24．　87

33．　4

38．　4

22．　9＊s

12．　3＊g

24．　91

22．　3

78．　3

40．　6

26．　4

28．　0

38．　6

21．　3

8．　7

95．　0

70．　0

45．　0

70．　2

65．　4

16．　3

176．e　176．1
　50．5　50．5
？Si5；：　？5i5：ii

　31．6　31．6

　24．7　24．7
　33．4　33．4
　38．5　38．6
　22．8＊8　22．8＊8

　12．3＊9　12．4＊9

　25．1　25．1
　23．3　23．3
　78．4　78．6
　41．1　41．1
　26．5　26．5
　28．4　28．2
　38．6　38．7
　21．9　21．9
　9．1　9．1

　94．4　95．4
　72．6　70．5
49．3　45．9
73．6　7e．9
66．8　65．6
　17．5　16．5
41．6　41．7
36．3　36．2
139．e　139．1
128．7　128．9　1
128．5　128．5
126．4　126．3
156．9　156．7
20．9　20．9
2LO　21．1

　　34は無水塩酸メタノールによるメタノリシスにより、結晶性のアグリコン

（fluvirucinine　A、36）と、メチルグリコシドの2種のアノマー混合物（37a、

37b）を定量的に与えた（Fig．3－16）。36は元素分析並びにMSより

C17H33NO2の分子式が決定されたが、その不足水素指標は2であり、アミ

ドカルボニル以外にこの指標に寄与する環構造の存在が示唆された。
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Fig．　3－16　Acid　methanolysis　of

Fluvirucin
　　　　　　　HC1－MeOH

（34）
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HO　“@OH　37ab

　36は常法によるアセチル化により0一モノアセテート（38）を、ジクロム酸ピ

リジニウム（PDC）によりケト体（39）を、更に箱守法によるメチル化によりジ

メチル体（40）を与え、水酸基の存在が確認された（Fig．3－17）。

q！｝em1LQa－1　shifts　in　ppm　relative　to　CDCI3　as　solvent　reference
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Fig．　3－17　Derivatization　of　fluvirucinine　A　（36）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一方、36の水酸基をメタンスルポニルクロリド（MsCl）によりメシル化し411

とした後、DBU処理することにより42、43並びに44が各々36％、22％及び「

13％の収率で得られた（Fig．3－18）。42はUVスペクトルで205nm（ε11300）1

に強い吸収を示し、共役エノン構造を有するが、42のNOESYで2位のメチル

基と3位のオレフィニックプロトンとの間に強いNOE相関が観測され、二重結

合に関する両者の配置はcisである。43はIRスペクトルで1740cm－1に強い

カルボニルの吸収を示し、β一ラクタム体であることが示された。43の生成機構

は、41における13位のアミド窒素の非共有電子対と3位のメシロキシ基間の

S。2反応によるものとして良く説明される。44はIH－NMRスペクトルで、

5．42（ddd　J＝11．7，9．0，1．9Hz）並びに5．53ppm（ddd　J＝11．7，10．3，3．8　Hz）

に2個のcis一オレフィニックプロトンを有する脱水体である。

　以上の結果から、36の3位の水酸基の存在が化学的に証明された。

H3C

HO

Fig．　3－18　Dehydration　reaction　of　fluvirucinine　A　（36）
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　36の構造の残り不明部分の内、メチル1、メチレン5並びにメチン1の帰

属を目的に、38の’H一’3Cシフト相関二次元NMRスペクトル（’H一・3C

60Sy）並びにlong－range’H－13C　COSYg5・　g6・97）を測定した。その結果、　Fig．

3－19に示す10ng－range’H一’3Cシフト相関からエチル基の存在が示され、残る

メチレン4個はいずれも環構造に寄与しており、36の14員環ラクタム構造が

確定した。

Fig．　3－19　Long－range　iH一’3C　COSY　spectral　data

　　　　　for　fluvirucinine　A　acetate　（38）

　　　　　　　　．41

　　しかし、38のエチル基の置換位置は、これまで述べた実験から決定すること

　は困難であった。そこで、天然同位体比での’3C－13Cスピン結合から炭素一炭

　素結合を解明するINADEQUATE（incredible　natural　abundance　double　quantumb
　transfer　experiment）法98）を二次元NMRに展開した2D　INADEQUATE

　法99・100）により炭素骨格の解明を試みた。重クロロホルムに対する溶解度の高

　い、40のスペクトルをFig．3－20に示す。174．5PPmのアミドカルボニル炭素

　を起点として、その相関ピークを順次解析した結果、40．3ppmの2位のメチル

　基の分岐、30．5PPmの6位のメチル基の分岐、並びに37．5PPmの10位のエチ

　ル基の分岐を経て27．lppmの11位のメチレン炭素までの、側鎖部分を含めた

　すべての炭素間のつながりが一挙に明らかになった。一方窒素原子に隣接した

　48．Oppmのメチレン炭素は、その隣の12位のメチレン炭素との相関が確認され

　た。11位と12位の両メチレン炭素間の直接の相関は認められなかったものの、

一一@105一



農

これらが隣り合っていることは明白である。以上のことから40のエチル基の置

換位置をも含めた14員環ラクタム構造が確定し、36の平面構造が2位と6

位にメチル基を、10位にエチル基を有する14員環ラクタム、すなわち2，6一ジ

メチルー10一エチルー3一・ヒドロキシー13一テトラデカンラクタムと決定された。

Fig．　3－20　2P　INADEQUATE　spectrum　of　fluvirucinine　A　dimethyiate　（40）

Fig．　3－21　Plausible　mechanism　of　B－lactam　derivative　（43）　formatioR
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　一方、43のiH　一・　NMRスペクトルにおいて、2位のプロトン（2．70ppm）と3

位の隔環プロトン（3．10ppm）との結合定数は2．2Hzであり、両者の配置は

transと判明した。前述のように43の生成機構は、41における3位のメシロ

キシ基と窒素原子の非共有電子対間のS．2反応によるものと考えられることか

ら・36の2位のメチル基と3位の水酸基とはtransと結論付けられ、一方の

絶対配置が決定できれば他方の絶対配置も明らかにすることができる（Fig．

3－21）o

　　　o
H，c，，．　XH

　　　　　製
Ms6＞冶）

CH3　41

　　　　　　　　　

　　　」＝2．2　Hz

CH3　43

C　H3

　　そこで36の2位の水酸基の絶対配置決定に、α一メトキシーα一トリフルオロメ

　チルフェニル酢酸（MTPA）エステル誘導体のベンゼン環の磁気異方性効果を利用

　　した改良Mosher法、101・　102・103）並びにMTPAエステルの代わりにα一メトキ

　シフェニル酢酸（0一メチルマンデル酸、MPA）エステルを用いるTrost法104）

　　を適用した。36の（R）一（45a）及び（S）一MTPAエステル（45b）、並びに

　　（R）一（46a）及び（S）一MPAエステル（46b）調製し、各化合物の’H－NMRスペク

　　トルを同一条件で測定して、帰属可能な全プロトンについて△δ値を求めた

　　（Fig．3－22）。その結果、3位の絶対配置がsと決定され、2位の絶対配置がR

　　と確定した。

一106　一一

鐵
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Fig．　3－22　Application　of　Mosher　and　Trost　methods

　　　　　to　fluvirucinine　A　（36）
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（2）Fluvirucin　Aの構成糖の構造

　Fluvirucin　A（34）及びそのアセテート（35）のiH－NMRスペクトルにおける，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N；
構成比由来のシグナルを詳細に検討した結果、本構成糖はタロピラノース型の相i

対配置を有する3一アミノー3，6一ジデオキシ糖二であり、34及び35のいずれの場

合においても1C。型（L体として）の立体配座を取っていることが明らかとなっ

た（Fig．3－23）。

Fig．　3－23　’H一’H　connectivity　of　sugar　portion　of

　　　　　fluvirucin　A　（34）　and　its　acetate　（35）

　　　　3．　99
　6．　8Hz一一；b　H

1．　25

　H3C　　　　3Hz
　　H〈
3．　48

　　　HO

o　zxs

　　　1．　2ke

34

　4．　87

　H
H／1．3Hz

3．　67

6　in　ppm

　　　　4．20　　　　01集

　　AcO　A，5・73　OAc

　　　　　　　　35

　本アミノ糖はnystatin78）あるいはamphotericin　B79）といったボリエン系

抗カビ抗生物質の構成糖である3一アミノー3，6一ジデオキシーD一マンノース、すな

わちミコサミン80）の4’水酸基の立体異性体に相当し、天然には極めて希なア

ミノ糖である。

　34のメタノリシスにより得られたメチルグリコシドの2種のアノマー（主生

成物、37a、副生成物、37b）のアノメリックプロトンの結合定数は、それぞれ

br．s及びdJ＝ga．1．IHzと観測され、3J、・H－2・Hからアノマー配置を帰属する

ことは困難であった。これは両アノマー共に安定コンボメーションとして・c、

型（L体として）を取っているために、2’水酸基はaxiat配置となり、アノメ

リックプロトンと2’プロトンとの角度が共に約60。となるからである。しかし

6一デオキシーL一タロース、105）並びにその4一アミノ体である4一アミノー4，　6一ジ

デオキシーL一タロース106）共に、メタノリシスにより得られるメチルグリコシド

は、’c4型の立体配座のα一アノマーが主生成物であると報告されており、

fluvirucin　Aの場合も主生成物の37aがα一、副生成物の37bがβ一アノマー

と結論付けられる。一方、37bの比旋光度は、メチル3一アミノー3，6一ジデオキ

シーβ一D・一タロピラノシドの文献値と比較した結果、両者は正負逆の値を示したこ

とから、37bの絶対配置がしと確定し、　fluvirucin　Aを構成するアミノ糖がそ

の絶対配置をも含め3一アミノー3，6一ジデオキシーL一タ露出スと決定された（Fig．

3－24）o

H3C

　　N　H2
HO

o

37a

Fig．　3－24　Stereochemistry　of　fluvirucin　A

　　　　　methyl　glycosides　（37a，　37b）

QCH，

OH

［a］D2’　一950

（c　1．0，　H．O）．

H3C o

　　N　H2
HO　　　　　OH
37b

［a］D25　＋450

（c　O．6，　H．O）．

OC　H，

HO

H2　N

H3 ㎝
℃
OCH3

Lit．’O’）　of　methyl　3－amino－3，6－

　dideoxy－B－D－talopyranoside：

　　　［a］．　一520　（H．O）

　次に本アミノ糖の合成証明をFig．3－25に示す経路により行なった。先ず、

市販のamphotericin　Bのメタノリシスにより、ミコサミンのメチルα一グリコ

シド（47a）を得た。続いて47年目N一アセチル化によるN一アセテート（48）を

経て、メシル化により3一アセトアミドー2，4一ジーO一転シル体（49）とした。更に

49をメチルセロソルブ中、酢酸ナトリウムと加熱還流することにより、その4’

位の配置が反転したアルコー・・一一ル体に導いた。・・8…9）本反応の機構は、アセト

一108一 一109一

　　　．撃　　　　　　　　　ms
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アミド基とtrαnsの配置にあるメシロキシ基の脱離に伴い、中間体としてオキ

サゾロニウムイオンを経て、cis　一一アセトアミドアルコールが生成すると説明され

ている（Fig．3－25）。1〔〕9）本化合物は精製することなくメシル化を行ない、メ

チル3一アセトアミドー3，6一ジデオキシー2，4一ジー0一メシルーα一D一タロビラノシド

（50）を49からの収率31％で得た。50の相対配置は34のメタノリシスによ

る主生成物37aと同一である。そこで37aを3一アセトアミドー2，4一ジー0一メシ

ル体（51）とし．’両化合物の直接の比較を行なった。その結果、両者のiH－NMR

スペクトル並びにIRスペクトルは完全に一致したが、比旋光度は正負反対の値

を示した。更に両化合物のCDスペクトルを測定したところ、34より得られた

51は212nmに正のコットン効果を示したのに対し、ミコサミン由来の50は同

一波長に負のコットン効果を示し、59と51とは互いにエナンチオマーである　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　e
ことが確認された。一方、これらの誘導体の楕円率の絶対値が小さいのは、3’ア

セトキシ基に対し両隣のメシロキシ基がいずれも同一方向に存在するためである

と説明されている。110）また50の測定値は、メチル3一アセトアミドー3，6一ジ

デオキシーα一D一タロピラノシドが215nmに負のコットン効果を示すという報告と

良く一致している。110）以上の結果、34の構成糖が3一アミノー3，6一ジデオキ

シーレタロースであることが化学的に証明された。

一一@110一

Fig．　3－25　Derivatization　of　mycosamine　and　fluvirucin　A　sugar

　　　　　　　HC1－MeOH
Amphotericin　B　一
　　　　　　　　　　　HO

　　　　　C　H3
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　　　　OCH3　HO
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NH　HO

　　　OCH，
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　　　　　　　　C　H，

　　　　　　Ms　O　　　　　　　　　　　o2）　MsCl，　Py．　　　　　　　　Ac
一一一一一一一一一一　〈NHMsO

50

　　　　　　　　HC1－MeOH
Fluyirucin　A　（34）一一一一一：一：一：一L：

　　　　　　　　　　　　HO

　　　　［a］．27　＋580　（c　O．3，　EtOH）．

　　　　CD　（c　O．04，　MeOH）　［e］r‘（nm）：
0CH3
　　　　－2800　（212）　（negative　maximum）．

c　H3。半可。馬。。c　H3

　　　　　　　　　MsO
　　　　　2）　MsCl，

NH2　OH　py．　r：“H　OMs

　　　　　　　　［aj．27　＋570　（c　1．0，　EtOH）．

　CD　（c　O．04，　MeOH）　［e］”“（nm）：

＋2800　（212）　（positive　maximum）．
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（3）Fluvirucin　Aの構造

　以上述べたように、fluvirucinine　A（36）並びに構成アミノ糖の構造が各々

明らかになった。更に36並びにfluvirucin　Aアセテート（35）の’3C－NMR

スペクトルを比較した結果、3位並びにその両隣の2及び4位の炭素に典型的

なグリコシル化シフト111・112）が観測されたことから（Table　3－15）、

糖の結合位置は36の3位の水酸基であることが確定した。残る問題はグリコ

シド結合のアノマー配置の決定である・通常蒲の2’位のプロトンがαxiatに1

配置する立体配座を取る・例えばD一グルコシドのような配糖体の場合、アノメ　i

リックプロトンと2’位のプロトンとの結合定数（3J、・H一。・H）からそのアノマー’1

配置は容易に決定できる・しかしfluvirucin　A（34）の場合・前述のよう轟こそb

の構成糖の安定配座において、2’プロトンはequatoriatであり、α一、β一両アノ

マーにおいてもそのアノメリックプロトンとの角度は約60。となり、3J、・H一、2・．H

から両アノマー配置を区別することは困難である。しかしこのような場合におい

ても、アノメリックプロトンのシフト値、糖の3’及び5’位の炭素のシフト値、

並びにアノメリックブ叫ンー炭素間の結合定数（1JrH一・’・）に両アノマー間i

で明確な差が認められ、これらを総合すればアノマー配置を決定することができ　1

ることをTanakaらが報告している。113）　　　　　　　　　　　　　　　　　！
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く　そこで34の場合にこの方法を適用した（Table　3－16）。34のアノメリックブ　l

た。34のアノメリックプロトンのシフト値4．87ppmは、α一アノマーである37a

の値4・80ppmと良く一致し、更に35の場合においてもα一アノマーを支持して

いる。また35の糖の3’及び5’位の炭素のシフト値は、52bよりは52aの値

に良く一致した。一方、1’位のグリコシド結合と2’位の水酸基との相対配置が

合と2’位の：水酸基との相対配置はantiの関係、すなわちα一アノマーを良く支

持している。

以上のことから34におけるアノマー配置がαと決定された。

Table’3一一16　Determination　of　anomeric　configuration　of　fluvirucin　A

　　　iH一　and　’3C－NMR　chemical　shift　comparison　of　sugar　moiety

Proton　34“i　37a’2　37b’2　35’3　52a’3　52b’3　Carbon　35’3　52a“3　52b’3

　
　
　
U
且
　
　
　
3

ロ
U
U
U
U
且
N
H
U
π
且
π
且

一
　
一
　
一
　
一
　
囎
　
一
　
一

1
0
6
0
」
0
0
4
員
J
Ω
U

4．87　4．80　4．49

3．67　3．72　3．81

2．93　3．09　2．98

3．48　3．63　3．42

3．99　4．02　3．74

1．25　1．26　1．29

4．96　4．73　4．65

4．81　4．78　4．93

4．66　4．66　4．39

5．73　5．74　6．09

5．10　5．09　5．22

4．20　4．09　4．06

1．13　L15　1．12

1’　99．0　98．2　101．2

2’　69．3　69．2　68．7

3’　44．8　44．9　46．0

4’　70．1　70．2　72．1

5’　65．4　64．8　64．5

6’　15．3　16．4　16．4

antiの場合その1Ji・H一、・。値は164～168Hz、相対配置がgaucheの場合は

152～158Hzを示すことが報告されている。113）INEPT（insensitive　nuclei

enhanced　by　polarization　transfer）法114・115）により測定した35回目52a

の1J・・H一一i’c値はそれぞれ170及び171Hzであり、35におけるグリコシド結

”　Relative　to　TMS　as　internal　reference　（O．OOppm）　in　CDCI3－CD30D

’2@Reiative　to　D20　as　solveRt　reference　（4．80ppm）．　（1：1，　v／v）．

’3　Relative　to　CDC｝3　as　solvent　reference　（iH，7．26ppm；　’3C，77．00ppm）．

H3C

Coupling　constant　（iJi・H－i・c）　comparison

iJi・H－i・c＝164ev168Hz　iJi・H－i・c＝152r’一158Hz

　　t）g　H
Ac　O
　　Ac

（35）　iJ，・．一，・．＝17eHz　　　　　　　（52a）　iJi・H－i・c＝171Hz

器。び『ぎんε

（52b）
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　これまで述べてきた化学的並びに分光学的手法による構造解析の結果、アグリ

コンの6位及び10位の不斉炭素の絶対配置を除く34のすべての構造が明ら

かになった。最後に残ったこれらの立体化学を決定し、更に結晶状態における

fluvirucin　A分子のコンポメーションを解析する目的で、単結晶X線構造解析

を行なった。良好な結晶を与えるfluvirucin　Aアセテート（35）をアセトンか

ら再結晶し、結晶溶媒として1当量のアセトンを含む無色柱状晶を得、解析用

試料とした。筑波大学において成された解析により得られた、本結晶の結晶学上

の諸数値をTable　3－17から3－20に示す。これらの解析の結果、本結晶におけ

る35には0．7及び0．3の割合の、主として2種のコンホマーの存在が示さ

れた。両者の一C、3＋C、一C2　一’　C3一部分は本質的に同一のコンポメーションであり、

一C3－O・一一糖のグリコシド部分はequatorialである。両コンホマーの相違は、3

つの・一CH．一GH．・一部分すなわち一CべC5一、一C7－C．一並びに一C、rC、2一に認められ

た。Fig．3－26にはこれらの内の主要なコンポ一一ションを示した。

Table　3－17　Crystallographic　data　for　35

Formula

FW

Space　group

　a

　b

　c

　B

　z

　v

　Dm

　Bc

C．．H．．N．O．・C．H．0

612．　79

P2，

　　8．317　（1）　A

　　28．472　（3）　A

　　8．132　（1）　A

　llO．43　（1）0

　　2

　1804．5　（46）　A3

　　　1．14　（1）　g／cm－3

　　　1．13　g／cm－3

一114一

Table　3－18 Final　atomic　coordinates　of　the　non－hydrogen　atoms　（×10）　and

equivalent　isotropic　temperature　factors　with　esd’s　in　parentheses

Atom　．一X Y z BEQ一 Atom　X Y z BEQ“

6107（　7）

5738（　6）

4214（　7）

4073（10）

5498　（1　1）

5398（11）

5558　（16）

7235（17）

7335（15）

8839　（17）

9453（13）

8144（14）

8398（　8）

7799（　6）

4991（　5）

54　17　（12）

3826（　4）

3948　（22）

8866　（12）

　C20　10566（31）

　g21　2143（　6）

　C22　2158（　6）

　C23　2534（　6）

i　C24　1610（6）

　12tgb5　一L1761（　6）

3182

2901（　2）

3126（　2）

3637（　3）

3764（　3）

4310（　3）

4648（　4）

4598（　5）

4927（　4）

4803（　4）

4309（　4）

一1047（　7）　5．1（　3）

　378（　7）　4．6（　2）

　711（　7）　5．1（　3）

1102（11）　4．6（　3）

2864（11）　5．4（　4）

3377（12）　8．0（　5）

1950（18）　7．1（　6）

1603（17）　8．3（7）

221（15）　10．0（　6）

一136（15）　10．1（　7）

一500　（14）

4076（　4）　一2015（13）

3511（　3）　一1989（　8）

3289（　2）　一707（　6）

3295（　2）　一2398（　5）

2406（　3）　一195（11）

2829（　1）　1980（　5）

4391（　8）

6．5（　5）

6．2（　5）

6．0（　3）

5．3（　2）

3．6（　2）

8．0（　4）

4．6（　2）

　　　　　　4042（28）　11．8（11）

5172（　5）　一1859（29）　15．7（11）

5177（　9）　一2242（36）　19．9（17）

2681（　2）　1564（　6）　4．e（　2）

2207（　2）　2395（　7）　4．0（　2）

2235（　2）　4377（　6）　4．0（　2）

2635（　2）　4913（　6）　3．9（　2）

3Q86－SL21L．一3993（　6）　3．8（　2）

026　1133（　4）

027　480（　5）

C28　383（10）

029　1694（　9）

C30　一1387（11）

N31　2203（　6）

C32　3481（　7）

033　4976（　5）

C34　2936（10）

035　一205（　4）

C36　一763（　7）

037　163（　6）

C38　一2646（　7）

C39　745（　8）

C　SI　2272（20）

C　S2　2509（12）

C　S3　4178（14）

O　S4　1384（　9）

C4A　5332（18）

CsA　4271（18）

C7A　6602（29）

C8A　5833（23）

CIIA　7898（24）

C12A　9176（26）

C18A　4144（60）

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
l
　l

（
（
（
1
叉
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
（
1
曳
（
（
（
（

2104（　4）　4．0（　1）

1546（　5）　4．6（　2）

593（10）　6．6（　4）

513（12）　12．1（　5）

一185（12）　7．5（　4）

5055（　7）　5．0（　2）

5983（　8）　5．0（　3）

6258（　8）　7．6（　3）

6659（12）　7．5（　4）

4480（　4）　3．9（　1）

5827（　7）　4．7（　2）

7309（　5）　8．0（　3）

5222（　9）　5．8（　3）

4363（　9）　5．8（　3）

4380（23）　14．3（10）

5862（17）　9．9（　6）

7402（20）　11．9（　8）

5853（13）　11．6（　5）

1882　（23）

2224　（26）

2645　（35）

870　（3　1）

一991　（35）

399e（　5）　一1232（35）

4673（15

5．2（　4）b

5．8（　4）b

7．8（　7）b

8．　1（　6）b

7．2（　6）b

6．4（　5）b

3656（71）　11．3（14）b

t
1

a　BEQ　is　the　arithmetic　mean　of　the　principal　axes　of　the　thermal　ellipsoid．

b　Those　of　the　minor　conformer　are　isotropic　thermal　factor．
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Table　3－19　Bond　lengths　（A）　vith　esd’s　in　pareRtheses

Aglycone　part　（maj　ora） Sugar　part Solvent

　
」
陸
　

R
J
ρ
0
　
7
響
　
　
　
　
8

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
0
ー
ユ
O
U
9
凸
0
0
」
径
0

一
一
一

一
一
一
一
一
一
鞘
贈

一
層
一

鱒
一
囎
覇
一
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〇
〇
1
り
6
0
0
0
0

1．523（　8）

1．370（　7）

1．526（　9）

1．209（　6）

1．　478　（10）

1．　504　（10）

1．453（　8）

1．　550　（1　1）

1．619（13）

1．　550　（17）

1．　502　（25）
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C12A　and　C18A）　were

Table　3－20　Tortion　angles　（O　）　of　lactain　and　sugar　rings

Lactam　r　i　ng Major　Minor“ Sugar　ring

N14一一Cl　一C2　一C3

Cl　一C2　一C3　一C4

C2　一C4　一C4　一Cs

C3　一C4　一C5　一C6

c4　一gs　一。6　一。7

C5　一C6　一C7　一一C8

C6　一C7　一C8　一C9

134

－52

－64

179

－59

－60

180

134

－80

166

－179

　　63

　　57

－162

C7　－C8　－C9　－CIO　一173　46

C8　－C9　－CIO－Cll　48　47

C9　－CIO－Cll－C12　57　一165

CIO－Cll－C12－C13　一159　177

Cll－C12－C13－C14　76　一66

C12－C13－C14－C15　83　118

C13－N14一・Cl　－C2　174　174

026－C21－C22－C23

C21－C22－C23－C24

C22－C23－C24－C25

C23－C24－C25－026

C24－C25一一〇26－C21

C25一一〇26－C21－C22

一48

42

－48

55

－64

59

a　Read　as　C4A，　CsA，　C7A，　C8A，　CllA　and　C12A　instead　of　C4，　C5，　C7，　C8，　Cll　and　C12．

Fig．　3－26　ORTEP　draving　of　major　conformer　of　35　vith　thermal　ellipsoids　scaled
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　35のX線結晶構造解析の結果、35のアグリコン部分の14員環ラクタム構造

が確定すると共に、ラクタム環上に存在する不斉炭素の絶対配置も、構成糖であ

る3一アミノー3，6一ジデオキシーL一タロピラノースとの比較により2R、3S、6R及

び10Sと決定された。以上のことから、　fluvirucin　A（34）の全構造がその絶

対配置をも含め（2R，3S，6R，10S）一3一［（3一アミノー3，6一ジデオキシーα一L一タロビラノ

シル）オキシ］一2，6一ジメチルー10一エチルー13一テトラデカンラクタムと決定された

（Fig．　3－27）．

Fig．　3－27　Total　structure　of　fluvirucin　A　（34）
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（4）Fluvirucin　Bの構造

　Fluvirucin　B（53）は元素分析並びにFAB－MS（m／z　443，　MH＋）より分子式

C。、H、。N。0。が与えられた。53はその物理化学的性状から前述の

fluviruCin　A（34）と類似の構造を有する配糖体抗生物質と考えられた

（Table　3－8）。53はその分子式から、34よりメチレン1個分多いことが明らか

になったが、53のIH－NMRスペクトルにおいて1．25PPm（d　J＝6．4　Hz）の糖の5’

メチル基のシグナルの他に、0．90PPm（d　J＝7．3Hz）に2級メチル基、0．84（d

J＝7．3Hz）及び0．88PPm（d　J＝7．3Hz）に2個の1級メチル基のシグナルが観測

され（Tab　l　e　3－13）、34の2位または6位のメチル基の内、一方がエチル基に

置き換わった構造が推定された。一方、53及びそのアセチル体（54）の糖部分

のシグナルは、34及びそのアセチル体である35の場合と各々良く一致してお

り（Table　3－13、3－14）、53を構成する糖は34と同一の3一アミノー3，6一ジデオ

キシタロピラノースであり、そのアノマー配置も34と同一のα配置をとるこ

とが明らかになった。

　53は酸メタノリシスにより、そのアグリコン（fluvirucinine　B、55）並びに

2種のメチルグリコシドを与えた。後者は34より得られた37a及び37bと比

旋光度をも含めた諸恒数が完全に一致し、53の構成糖がその絶対配置をも含め、

34と同一の3一アミノー3，6一ジデオキシーL一一タロースと決定された。

　55は元素分析並びにMSよりC、8H35NO2の分子式が確定した。55は常

法によるアセチル化によりモノアセテート（56）を与え、56の1H－1H　COSYの

解析の結果、Fig．3－28に示す相関が確認され、2位のエチル基を含めたアミド

結合周辺の部分構造が判明した。一方、4．81PPm（ddd　J＝9．5，5．5，4．OHz）のア

セトキシ基付根のオキシメチンプロトンは、その相関がシグナルの重なりにより

解析できず、その位置を特定することはできなかった。しかしそのシグナルの分

裂様式から、このオキシメチンの両隣はメチン及びメチレンであることが判明し

た。更に55に対して、fluvirucinine　A（36）同様脱水反応（Fig．3－18）を行

なったが、エノン体（42）及びβ一ラクタム体（43）に相当する化合物の生成は

認められず、55の水酸基の位置は3位ではないと判断された。

一119一

薄　’



Fig．　3－28　’H－iH　COSY　spectral　data　for

　　　　　fluviruciniRe　B　acetate　（56）

　　　（ddd，　J＝9．5，，5．5，　4．OHz）
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一方42のNOESYにより・2・03PPmのアセチルメチル基及びその付根のオキ n
シメチンプロトンと0．82ppmの1級メチル基との間にNOE相関が観測され、

55の水酸基の位置は、エチル基の隣に存在するものと推定された（Fig．3－29）。

Fig．　3－29　NOESY　spectral　data　of　fluviruciRine　B　acetate　（56）

H3C

o

C　H3

56

　　　　　O．　82

　o 6　in　ppm

　55の水酸基を含めた置換基の位置を決定すべく、先ず55をクロロクロム酸

ピリジニウム（pcc）で酸化し、ケト体（57）を得た（Fig．3－30）。57の

1H－NMRスペクトルで、低磁場にシフトしたカルボニルの両隣の3個のプロトン

のシグナルが観測されたが、この内2．24ppmのメチンプロトンについては

lH－iH　coSYにより（Fig．3－31）1．71及び1．62P叩のll位のメチレンブロト

ンとの相関と共に、1．69及び1．42P叩のメチレンブロトンを経て0．85ppmの

1級メチルへ至る相関が確認され、55の水酸基の隣がエチル基と確定した。

　　　　H3C

Fig．　3－30　Derivatization　of　fluvirucinine　B　（55）
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’H－iH　COSY　and　relayed　’H－iH　COSY　spectral

data　for　fluvirucinine　B　keto－derivative　（57）
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瀧’F

更に5．55PPmのアミドプロトンから1・48及び1・31pPmの12位のメチレン

プロトンへの相関、並びにカルボニルのもう一方の隣の2．36及び2．23ppmの

メチレンブロトンと1．57及び1．50ppmのメチレンブロトンとの相関が確認さ

れた。一方57のrelayed　IH－111　COSY”Es）により（Fig．3－31）3．64及び

3．10PPmの13位のメチレンブロトンと11位のメチレンプロトン、2．24　PPm

のメチンプロトンと12位のメチレンプロトン、更に2．36ppmのメチレンブロ

トンと0。89ppmの2級メチルとの相関が確認され、55の水酸基が9位に存在

し、残りの2級メチル及び1級メチルが36同様それぞれ6位及び10位に

置換していることが確定した。

　次に57をm一クロル過安息香酸（m－CPBA）によるBaeyer－Villiger反応に付

し、ラクトン体（58）に導いた（Fig．3－30）。本反応では過酸が一旦カルボニル

基に付加した後α水素の少ない方のアルキル基が転位し、結果的にこのアルキ

ル基とカルボニル基との間に酸素原子が挿入され、エステル結合が形成されるこ

とが知られている。それゆえ57の場合はカルボニルとエチル基付根のメチンと

の問に酸素原子が挿入されることになる。得られた58をアルカリ加水分解によ

り開弔した後、生成した遊離のカルボキシル基をトリメチリシリルジァゾメタン

（TMs－CHN．）でメチル化し、直鎖のエステル誘導体（59）とした（Fig．3－30）。

59はEI－MS分析により、　m／z　343の分子イオンピークの他に基準ピークとして

アミドカルボニルのβ位で開即したm／z187のピークを示した。更にFig．

3－30に示すような特徴的な開裂イオンのピークが認められ、59のアミド窒素の

置換基がC。アルコールと判明した。このことは、先に57のIH　一・　NMRスペクト

ルから決定した55のラクタム環上の9位の水酸基並びに10位のエチル基の

存在を良く支持した。

　一方6位にメチル基を有する54の3位から8位までの部分構造は35の

9位から4位までの部分構造に一致し、双方の13C－NMRスペクトルを比較した

結果、対応する各炭素のシフト値は54の8位と35の4位との4．3ppmの差

以外はOppmから1．6ppmの間で良く一致していることが確認された（Table

3－15）。54の8位と35の4位とが4．3PPmの差を示したのは、35の4位の

炭素が2位のメチル基のγ位にあたりLindeman－Adams則117）による低磁場

シフトしているものとして良く説明される。

一122　一一
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以上のことから55の構造が確定し、fluvirucin　B（53）の構造がFig．3－32

に示すように決定された。

Fig．・’3－32　Structure　of　fluvirucin　B　（53）
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（5）Fluvirucin　Cの構造

　Fluvirucin　C（60）は元素分析並びにFAB－MS（m／z　459，　MH＋）より分子式

C。、H。。N20。が与えられた。60はその物理化学的性状から、前述の

fluvirucins　A（34）及びB（53）類似の構造を有する配糖体抗生物質と考えら

れた（Table　3－8）。60の分子式は53より酸素原子1等分多く、60の’H－NMR

スペクトルでは1．27ppm（d　J＝6．4Hz）の糖の5’メチル基のシグナルの他に、

0．87PPm（d　J＝7．3Hz）に1級メチル基、0．92（d　J＝6．8Hz）及び1．19PPm（d

J＝6．4Hz）に2個の2級メチル基のシグナルが観測され（Table　3－13）、53の

2個のエチル基の内1個が酸化されヒドロキシエチル基となっていることが予

想された。60は常法によるアセチル化によりテトラアセテート（61）を与えた

ことから、53より1個多い水酸基の存在が確認された。一方、IH－NMRスペク

トルにおける60及び61の糖部分のシグナルの解析から（Tab　le　3－13、3－14）、

60を構成する糖は34並びに53の場合と同一の3一アミノー3，6一ジデオキシタ

ロピラノースであり、そのアノマー配置もこれらと同一のα配置をとることが

明らかとなった。

　60は酸メタノリシスにより、そのアグリコン（fluvirucinine　C、62）並びに

2種のメチルグリコシドを与えた。後者は34より得られた37a及び37bと比

旋光度をも含めた諸恒数が完全に一致し、60の構成糖がその絶対配置をも含め

34と同一の3　一一アミノー3，6一ジデオキシーL一斗ロースと決定された。

　62は元素分析並びにMSよりC、8H35NO．の分子式が確定した。62は常

法によるアセチル化によりジアセテート（63）を与え、63の・H一・HCOSYの解

析の結果、Fig．3－33に示す相関が確認され、　fluvirucinine　A（36）の2位の

エチル基が62ではヒドロキシエチル基に置き換わっていることが確認された。

　更に、61のi3C－NMRスペクトルを測定し、　fluvirucin　Aアセテート（35）

と比較した結果、アルキル側鎖の異なるアグリコンの2位及びその近傍にシフ

ト値の相違が認められる以外は、糖部分のシグナルをも含め両化合物のシフト値

は良く一致していることが確認された（Table　3－15）。以上のことから

fluvirucin　C（60）の構造がFig．3－34に示すように決定された。
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Fig．　3－33　’H一’H　COSY　spectral　data　for

　　　　　fluvirucinine　C　acetate　（63）
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Fig．　3一一34　Structure　of　fluvirucin　C　（60）
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（6）Fluvirucin　Dlの構造

　Fluvirucin　D，（64）は元素分析並びにFAB－MS（m／z　457，　MH＋）より分子式

C25H。8N。0。が与えられた。64はその物理化学的性状から、前述の

fluvirucins　A（34）、　B（53）及びC（60）類似の構造を有する配糖体抗生物質

と考えられた（Table　3－8）。64のiH－NMRスペクトルでは1．26PPm（d　J＝6．4　Hz）

に6一デオキシ糖の6’位すなわち5’一メチル基のプロトンのシグナルを示す他に、

0．84（tJ＝7．3Hz）、0．87（t　J＝7．3Hz）並びに0．88PPm（t　J＝7．3Hz）に3個の

1級メチル基のシグナルを示した（Table　3－13）。64の分子量が34よりメチレ

ン2個分に相当する28大きいことをも考え合わせ、64は34のアグリコンの

2位並びに6位のメチル基が各々エチル基に置き換わった構造が推定された。

　64は常法によるアセチル化によりトリアセテート（65）を与えた。64の構成

糖は、64並びに65の’H　一・　NMRスペクトルにおける糖由来のシグナルの結合定

数を解析することにより、相対配置がマンノース型の3一アミノー3，6一ジデオキシ

糖であることが明らかになった（Table　3－13、3－14、　Fig．3－35）。本構成アミノ

糖の相対配置は、ポリエン系抗カビ抗生物質の構成アミノ糖であるミコサミンに

一致する。78・79・80）

Fig．　3－35　’H－iH　correlation　of　sugar　moiety　of

　　　　　fluvirucin　Di　（64）　and　its　acetate　（65）
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　次に64の酸メタノリシスを行ない、そのアグリコン（fluvirucinine　D、66）

並びにメチルグリコシドの2種のアノマー（67a、67b）をそれぞれ単離した。

66は元素分析並びにMSによりC　，9H　．7N　O。が確定した。66の常法による

アセチル化により得られたモノアセチル体（68）の’H一’HCOSYを解析した結果、

Fig．3－36に示す相関が確認されたが、　fluvirucinine　Bアセテート（56）同様

4．81PPm（dt　J＝9．0，4．7Hz）のオキシメチンプロトンの相関が解析できず、その

位置を確定するには至らなかった。一方fluvirucinine　B（55）同様、その脱水

反応（Fig．3－18）においても、エノン体（42）及びβ一ラクタム体（43）の生成

が認められず、66の水酸基の位置は3位ではないと判断された。しかし68の

オキシメチンプロトンのシグナルの開裂様式から、このオキシメチンの両隣はメ

チン及びメチレンであることが判明した。

C
－
C
－
H

Fig．　3－36　iH一’H　COSY　spectral　data　for

　　　　　fluvirucinine　D　acetate　（68）

Jf一一　C　一一　C　・一一　C　・一一S［f

（dt，　J－9．0，　4．7Hz）

　4．　81

　　H　　　H
　　1　　　1

OAc

一
H

　　　O．　88

　　1．96　3．74　1．52
　　　　　6　in　ppm

　　　68

　66の水酸基を含めた置換基の位置を決定すべく、55と同様に66の各種誘導

体を合成し、構造解析を行なった（Fig．3－37）。先ず66をPCC酸化し、ケト

体（69）に導き、更にBaeyer－Villiger反応によりうクトン体（70）を得た。

70のiH－iH　COSyにより（Fig．3－38）、5．57PPmのアミドプロトンから

4・90ppmのオキシメチンプロトンを経て0．87ppmの1級メチル基までの相関が

明らかになり、70のラクトン結合の位置が確定し、66の水酸基及び一方のエチ

ル基のラクタム環上での置換位置が、各々9位及び10位と一挙に決定された。
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　　　　H3C

66」型→

Fig．　3－37　Derivatization　of　fluvirucinine　D　（66）
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　更に70をアルカリ加水分解の後、メチル化して得た開環エステル誘導体（71）

のEI－MS分析により、59同様特徴的な開裂イオンピークが観測され（Fig．

3－37）、上記結論を支持した。66の9位の水酸基は36、62とは異なり55と

一致する。

　残ったもう一方のエチル基の置換位置は、65の’3C－NMRスペクトルを測定し、

54の値と比較することにより決定した（Table　3－15）。すなわち、54の6位の

メチル基（20．8PPm）のシグナルに換わり、65では22．8、12．3PPmにエチル基

由来の2本のシグナルが新たに観測されると同時に、54の6位のメチル基付

根の炭素が65では7．4ppm低磁場ヘシフトしている。しかし糖部分のシグナル

を除いたアグリコン部分の他の炭素のシフト値は、両化合物共極めて良く一致し

ており、65のもう1個のエチル基が6位に位置していることが確認された。

　一方、2種のメチルグリコシド67a及び67bは、市販のamphotericin　Bか

ら得たミコサミンのメチルグリコシドのα一（47a、　Fig．3－25）及びβ一アノマー

（47b）に、それぞれiH　一・　NMRスペクトルが完全に一致した。ところが67a及び

67bの外旋光度の値は、各々一63。（MeOH）及び＋85。（H。0）を示したのに対し、

47a及び47bの文献値はそれぞれ＋54。（MeOH）78）及び一92。（H。0）107）と報

告されており、それぞれ正負反対の値であった。このことから64を構成するミ

コサミンは、ポリエン系抗ガビ抗生物質の構成糖であるミコサミンとは逆の絶対

配置であることが明らかとなり、34の構成糖と同じし体と決定された。絶対配

置がしのミコサミンが天然から得られたのはこれが最初の例である。

　64におけるアノマー配置の決定は、34の場合と同様にして行ない、34と同

一のαと決定した（Table　3－21）。

　以上の結果、fluvirucin　D、（64）の構造がFig．3－39に示すように決定され

た。
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Table　3－21　Betermination　of　anomeric　configuration　of　fluvirucin　Di

iH一　and　’3C－NMR　chemical　shift　comparison　fluvirucin　Di　sugar　moiety

Proton　64“’　67a’2　67b’2　65’3　72a’3　72b’3　Carbon　65’3　72a’3

1’　一H

2’　一一H

3’　一H

3’　一NH

4’　一H

5’　一H

6’　一H．

4．77　4．66　4．56

3．71　3．88　3．92

2．85　2．92　2．77

3．20　3．29　3．21

3．67　3．67　3．41

1．26　1．28　1．30

4．83　4．64　4．51

4．83　4．92　4．96

4．60　4．60　4．32

5．62　5．62　5．37

4．79　4．77　4．72

3．99　3．91　3．84

1．17　1．20　1．28

1
0
4
0
0
」
借
民
」
Ω
U

94．0　97．3

72．1　72．15

48．3　48．3

72．9　72．24

66．5　65．9

17．3　17．5

’i　Relative　to　TMS　as　internal　reference　（O．OOppm）　in　CDC13－CD30D

’2　Relative　to　D20　as　solveRt　reference　（4．80ppm）．　（1：1，　v／v）．

’3　Relative　to　CDC13　as　solvent　reference　（’H，7．26ppm；　i3C，77．00ppm）．

72a，　72b　：　Methyl　peracetyl　glycosides　of　64．

Coupling　constant　（iJi・H－i・c＝169Hz）

Fig．　3－39
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o

　H
　N

H3C

　H3C一／　NO
　HO
　　　　　N　H264
　　　　　　　　0H
　一一　130一

C　H3

、麟，，懸、＿， 騰wg＿．．灘三編・ 聾

（7）Fluvirucin　D。の構造

　Fluvirucin　D2（73）は、次項で述べるD3（74）及びD、（75）と共にnon－

sporogenic　maduromycete　R516－16株の代謝産物として得られた抗生物質である。

本菌株はこれらの化合物と共に、先に述べたfluvirucin　D、（64）を併産してお

り、73、74及び75はいずれも64と構造類縁の抗生物質と推定された。更に

各々の物理化学的性状の考察により　（Table　3－8）、73、74及び75共に、64を

含む一連のfluvirucin　A（34）類縁のアミノ配糖体抗生物質であることが明ら

かとなった。

　73は元素分析並びにFAB－MS（m／z　457，　MH＋）より64と同一の分子式

C25H。8N20。が与えられた（Table　3－8）。73のIH－NMRスペクトルにおい

て、そのアグリコン部分は64のアグリコン部分と、また糖部分は34の糖部分

と各々のシグナルが良く一致した（Table　3－13）。一方73のアセチル体（76）

の場合にもそれぞれのアセテート（35、65）との間で同様な一致が認められた

（Tab　l　e　3－14）。一方76のi3C－NMRスペクトルにおいても1H－NMRスペクトル

の場合と同様、そのアグリコン部分は65のアグリコン部分と、糖部分は35の

糖部分とそれぞれの炭素のシフト値が良く一致していることが確認された

（Table　3－15）。このことは、73がアグリコンとしてfluvirucinine　D（66）を、

糖部分として34と同一の3一アミノー3，6一ジデオキシタロピラノースから構成さ

れていることを示している。

実際73の酸メタノリシスにより得られたアグリコンは、先に述べた66と同

一物質であった。一一方、同時に得られた2種のメチルグリコシドは、34のメタ

ノリシスにより得た37a並びに37bと、胡乱光度の値をも含めそれらの諸恒数

が完全に一致し、73の構成糖が34、fluvirucins　B（53）及びC（60）と同一

の3一アミノー3，6一ジデオキシーL一タロースと同定された。

以上のことからfluvirucin　D2（73）の構造がそのアノマー配置をも含め、

Fig．3－40に示すように決定された。
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Fig．　3－40　　Struc七ure　of　fluvirucin　D2　（73）
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（8）Fluvirucins　D。及びD，の構造

　Fluvirucins　D3（74）及びD。（75）は元素分析並びにFAB－MS（例／z　604，　MH＋）

より同一の分子式G3。H57N306が与えられた（Table　3－8）。74及び75共

にそのuvスペクトルにおいてフェニル基に特徴的な吸収を示し（Fig．3－5）、

IRスペクトルではアグリコンのアミド結合以外に、更にもう1個のアミド結合

の存在を示唆した（Fig．3－7）。一方74及び75の’H－NMRスペクトルにおい

て、UVスペクトルからその存在が予想されたフェニル基のプロトンのシグナル

の他に、3．4PPm付近（t　J＝7．1Hz）並びに2．80PPm（t　J＝7．1Hz）に互いにスピ

ン結合した各々2プロトン分の積分値を示す、1，2－2置換エチル基のシグナル

が認められ、2一フェネチル基の存在が強く示唆された（Table　3－13）。これら以

外のシグナルについては、糖の3’位のプロトンが約1ppmの低磁場シフトを示

している他は、74ではfluvirucin　D、（64）と、75ではD2（73）と各々良く

一致していること、更にいずれの化合物もニンヒドリン呈色反応に陰性であるこ

とから、74及び75はそれぞれ64及び73の3’位のアミノ基に2一フェネチ

ル基が置換している構造が推定された。

一方74及び75は常法によるアセチル化により各々0，0一ジアセテート（77、

78）を与え、3’アミノ基に置換基が存在することが確認された。77及び78の

1H－NMRスペクトルでは、アグリコンのアミドプロトン（77，5．65PPm；78，

5．64PPm）、糖の3’アミドプロトン（77，4．41PPm；78，4．60PPm）の他に、もう

1個のアミドプロトンのシグナル（77，78，4．2gPPm　each）が認められ（Table

3－14）、前述の1，2－2置換エチル基のプロトンのシフト値をも考慮することによ

り、このエチル基は2一フェネチルアミノ基の一部であることが判明した。74

（すなわち75）の分子式から64（すなわち73）並びに2一フェネチルアミンに

相当する分を削除した残りは炭素1、酸素1、すなわちカルボニル1個分とな

る。IRスペクトルから確認されたもう1個のアミド結合を考慮し、74及び75

は各々64及び73の構成糖の3’アミノ基に、2一フェネチルアミンがウレイド

結合を介して置換している構造が推定された。

　77及び78の13C・・一NMRスペクトルにおいても、2一フェネチルアミノカルボニ

ル基に基づく炭素のシグナル以外は、各々fluvirucin　D，アセテート（65）及
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びfluvirucin　D．アセテート（76）の値と良く一致し（Table　3－15）、上記の推

定を良く支持した。

　74及び75の分子内に2一フェネチルアミノ基が存在することは、74の酸加

水分解生成物中に2一フェネチルアミンを検出したことにより確認した。

　74及び75の酸メタノリシスにより、64及び73と同一のアグリコン66の

他に、糖としてメチルL一ミコサミド及びメチル3一アミノー3，6一ジデオキシーL一タ

ロビラノシドの各々の3’一（2一フェネチルアミノカルボニル）置換体（79、80）

が得られた（Fig．3－41）。これらの糖の絶対配置は、併産されている64及び

73の構成糖がいずれもし体であること、並びに79及び80共に比旋光度の値

が負であることからし体と決定した。

　以上のことからfluvirucin　D3（74）並びにD。（75）の構造をFig．3－42に

示すように決定した。

　　Fig．　3－41　Acid　methanolysis　of　fluvirucins　D3　（74）　and　D4　（75）
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Fig．　3一一42　Structures　of　fluvirucins　D3　（74）　and　D4　（75）
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第7節　Fluvirucin　Aの生合成

　Fluvirucin　A分子の各炭素の生合成起源を解明する目的で、炭素原子の安定

同位体の取り込み実験を行なった。前駆体として［1」：℃】、［2一一’3C】及び［1，2－

13 b2］標識酢酸ナトリウム、並びに［1－i3　C］プロピオン酸ナトリウムを各々別

途にNonomuia　tyrrhenii　sp．　nov．　Q464－31株の培養液に投与した。生産され

たfluvirucin　Aの4種の13C標識化合物は、各々そのアセテートとして単離

した後’3c－NMRスペクトルを測定し、標識位置並びにその取り込み率を算出し

た（Table　3－22＞。

　［1一’3　C］標識酢酸の投与実験では、そのアグリコンの3、7、9、11及び14

位の各炭素に高い取り込みが認められた。一方［2一’3C］標識酢酸の場合には、

同じくアグリコン部の4、8、10、12及び15位の各炭素に取り込みが認められ、

両実験から5モルの酢酸分子がfluvirucin　Aのアグリコンに直接に取り込ま

れていることが判明した。更に［1，2一’3C。】二重標識酢酸の投与実験により、ア

グリコンの3－4位、7－8位、9－10位、11－12位並びに14－15位の炭素粒に各々

スピン結合が観測されたことから、これら5モルの酢酸分子の直接の取り込み

が証明された（Fig．3－43）。

　一方［2－13C】標識酢酸の投与実験において、上述の5個の炭素原子以外に

13位のメチレン炭素にも高い取り込みが認められた。しかもこの13位のメチ

レン炭素と12位のメチン炭素は36．7Hzでスピン結合していることが確認され、

12位と13位の炭素は同一の酢酸分子の同一炭素由来であることが明らかになっ

た。このことはfluvirucin　Aのアグリコンの生合成の過程に、酢酸のメチル基

由来の炭素問での結合反応が介在していることを意味するものである。このよう

な酢酸の2位の炭素間の結合反応は、TCA回路において酢酸とオキザロ酢酸と

の縮合によりクエン酸が生成する場合、更にグリオキシル酸分路において酢酸と

グリオキシル酸とが縮合しL一リンゴ酸が生成する場合が良く知られている（Fig．

3－44）。いずれの場合においても、新たに形成された炭素一炭素結合は、コハク

酸の2位並びに3位の炭素問の結合となる。このことから1モルの標識酢酸

が、TCA回路（あるいはグリオキシル酸分路）で1回転し、一旦スクシニル

Co－Aが生成した後、メチルマロン酸一プロピオン酸分路を経て、　fluvirucin　A

一135　一一

．曜・

、
鷺



Table　3－22 i”b－NMR　data　of　fluvirucin　A　acetate　derived　from　［1一’3Cl，
［2－i”C］，　and　［1，2一’”Cz］acetates，　and　［1一’”C］propionate

Enrichment　Factor’Z
　Coupling
Constant　（Hz）

Carbon δ零1

［1－i3C］

acetate
［2－i3C］　［1－i3C］　［1，　2－iSC．］

acetate　propionate　acetate

　1
　2
　2－CH．

　3
　4
　5
　6
　6－CH．

　7
　8
　9
10
1
112

13
14
1
5

　1’

　2’

　3’

　4’

　5’

　6’

CH．CO

田；CO
田；CO
uHr．co

CH．CU
CH31逗

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
－
　
　
　
に
J

1
0
8
8
7
4
9
5
9
9
0
9
0
5
2
9
8

ロ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の
　
　
　
の
　
の
　
ロ
　
　
　
の
　
の
　
　
　
　

4
5
5
2
5
6
0
0
3
2
2
7
7
3
9
6
1

7
4
1
8
2
2
3
2
3
2
3
3
2
2
3
2
1

1

n
U
O
O
O
O
1
4
0
0

の
　
　
　
ゆ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

O
J
O
U
∠
恐
0
民
U
O
O

O
U
a
U
∠
侵
7
Ω
U
－
Ω
U
－
且
2
只
U
【
」
7

　
　
　
　
む
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
の

0
1
且
0
0
0
σ
O
n
U

9
6
9
6
9
6
ρ
U
7
7
－

　
　
　
1
1
1

48

9
6
0
0
0

4
0
乙
り
6
26

1

74

【
0
9
0
0
U
ρ
0
」
集

7
　
9
6
　
」
任
0
0
　
Q
J

1

19

23

1

38．　2

38．　2

33．　7

33．　7

33．　7

33．　7

36．　7

36．　7＊3

36．　7＊3

35．　2

35．　2

’i　6　In　ppm　relative　to　CDC13　as　solvent　reference　（77．00ppm）．
’2@Ratio　of　carbon　signal　intensities　for　enriched　and　natural　abundance
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’3　This　cbupling　was’also　observe－d’in　the　case　of　［2－i3Cl　acetate　enrichment．

のアグリコン部の

（Fig．3一一43）．

H3C

11－12－13位のC。単位に取り込まれたものと考えられる

Fig．　3－43　Bi’osynthetic　carbon　origin　of　fluvirucin　A

　　　　　　　　　from　［1一一’3C］acetate　（・），　［2一’3C］acetate　（e），

　　　　　　　　　and　【1－13C】Propionate　（ロ）．　Solid　bars　indicate

　　　　　　　　　intact　transfer　of　［1，2－i3C2］acetate．
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酢酸1モルがTCA回路で1回転した後、コノ・ク酸を経由し、　C。単位として

分子内に組み込まれた例としては、赤潮を引き起こす渦鞭毛藻Gymnodinium

breveが生産する神経毒であるbrevetoxin、118・119）植物病原菌のFusαrium

martiiが生産する毒素のMarticin’20）更にPenicittium　purpurogenumの代

謝産物であるglauconic　acid121）等が報告されている（Fig．3－45）。
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Fig．　3一一44　Pathvay　for　propionate　from　［2一一’3C］acetate
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　以上のことから、fluvirucin　Aのアグりコンは5モルの酢酸分子から生合成

されることが明らかになったが、残る6個の炭素すなわち1、2位及び2－CH。

並びに5、6位及び6－CH。には標識酢酸による取り込みが認められず、これら

炭素原子の生合成起源は酢酸以外の前駆体によるものであることが判明した。こ

れらの炭素原子は、その構造上1－2一　2－CH3のC3単位と5－6－6－CH3のC。

単位の2つのグループに分類できる。これらは他のfluvirucin成分の各アグ

リコンにおいて、fluvirucin　Aと構造が異なる部分に相当し、これら類縁抗生

物質群における「構造可変部分」と見なすことができる。Fluvirucin　Aの場合

これらはいずれも炭素数3であり、その生合成起源はプロビオン酸であること

が予想された。そこで［1一’3C］プロピオン酸の投与実験を行なった結果、1位

のカルボニル炭素並びに5位のメチレン炭素に予想通り高い取り込みが認めら　離

れ（Table　3－22）、両C3単位はいずれもプロピオン酸由来であることが確認さ

れた。以上の結果fluvirucin　Aのアグリコンは、酢酸5分子（内1モルはプ

ロビオン酸に代謝されて取り込まれる）、プロピオン酸2分子の：ポリケチドを経

て生合成されることが明らかになった。この場合11・一一　12　・一　13位のC3単位には

外部から投与したプロピオン酸は全く取り込まれておらず、この：ポリケチドは極

めて特異性の高い過程により生合成されていると考えられ興味深い。

　一方fluvirucins　B及びCのアグリコンは、その2位にそれぞれエチル基

及びヒドロキシエチル基を有し、fluvirucin　Aの一方のC3単位がいずれも

C。単位に置き換わった構造である（Fig．3－32、3－34）。またfluvirucin　D、で

は2位並びに6位に各々エチル基が置き換わった構造であり、これらもC。単
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　磯
位ということになる（Fig．3－39）。これらのC。単位の生合成起源が炭素数3

個のプロピオン酸ではなく、炭素数4個の酪酸であろうことは容易に推定され

る。
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第8節　考察

　Fluvirucins　A、　B、　C、　D，、　D2、　D。及びD、の7種の抗生物質は、アグリコ

ンとして2、6及び10位にアルキル側鎖を有する14員環ラクタムを、また糖

として3一アミノー3，6一ジデオキシピラノースを有するアミノ配糖体抗生物質であ

り、それらの構造から今までに発見された多種多様な抗生物質のどのグループに

も属さない、全く新しいタイプの抗生物質群である。

　これらの化合物群のアグリコン部分は、最終的にいずれも14員環ラクタム構

造を有することが明らかとなったが、酸素官能基あるいは不飽和結合といった構

造解析上、有力な手掛かりとなるような官能基が環上に存在せず、単に飽和炭化

水素よりなる比較的単純な構造のため、その構造解析にはかなりの困難を伴った。

しかし、これら類縁化合物群の内で最も分子量の小さいfluvirucin　Aについて、

種々の化学修飾並びに2D　INADEQUATE法を始めとする、近年特にその発達が目

覚ましい各種のNMRの手法を有効に用いることによりその構造を解明し、更に

X線結晶構造解析によりその絶対構造を決定した。

　一方これらの抗生物質群の構成糖は、その絶対配置がいずれもし体の3一アミ

ノー3，6一ジデオキシーL一白ロース、及びその4位水酸基の立体異性体である3一ア

ミノー3，6一ジデオキシーL一マンノース、並びにそれらのN一（2一フェネチルアミノカ

ルボニル）置換アミノ糖であり、これら配糖体のアノマー配置はいずれもαで

あることが明らかになった。

　マンノース型の相対配置を有する3一アミノー3，6一ジデオキシ糖はnystatin78）

及びamphotericin　B79）を始めとする：ポリエン系抗カビ抗生物質群の構成アミ

ノ糖であるミコサミンとして知られている。80）しかしこれらの場合のミコサミ

ンの絶対配置はfluvirucin　D、を構成するミコサミンとは反対のD体であり、

またそれらのアノマー配置もβと報告されており、α配置であるfluvirucins

との関連性は薄い。

　一方、向斜ース型の絶対配置を有するアミノジデオキシ糖は、PneumOCOCCUS

type　Vの多糖類の構成糖として2一アミノー2，6一ジデオキシー一　L一応ロースが、’22）

また当研究所のKawaguchiらによって放線菌の培養舟中に見出された、抗腫瘍

抗生物質のtallysomycinの；構成アミノ糖として4一アミノー4，6一ジデオキシーL一
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タロースが得られているが、106’　123）3位のアミノ体である3一アミノー3，6一ジ

デオキシーレタロースが天然から得られたという報告は、抗カビ抗生物質の

Sch　38516’24）以外にはなく、極めて希な糖である。

　また、fluvirucins　D・及びD・の構成糖に確認されたウレイド結合を有する

アミノ糖を、分子内に有する抗生物質としては、LL－BM123β、γi及びγ2、125）

glycocinnasperimicin　D、126）KA－6606　XW及びXW、127）更にCV－1i2s）

が知られているが（Fig・3－46）、フェニチルアミンとのウレイド結合を有するア

ミノ糖を有する化合物の報告は見当たらない。

Fig．　3－46　Structures　of　antibiotics　containing　ureido　bond
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　Fluvirucins各化合物の構造上の相違は、アグリコン部分では2位並びに6

位のアルキル側鎖が、メチル基、エチル基あるいはヒドロキシエチル基となって

いる点、並びにアミノ糖とのグリコシド結合に関与する水酸基が3位あるいは

9位に存在する点であり、糖部分は4種の曝すなわち3一アミノー3，6一ジデオキ

シ糖の4’位の立体異性並びに3’位のアミノ基の置換基の有無に基づいている。

アグリコン部分の2位及び6位のアルキル置換基の相違は、fluvirucin　Aの

生合成実験の考察により、C3単位とC4単位の違いであり、前者はプロピオン

酸がその生合成起源であることが証明され、後者は酪酸起源であると考えられて

いる。

　分子内にラクタム構造を有する、いわゆるマクロラクタム系抗生物質は、現在

までに多くの化合物が見出されており（Fig．3－47）、そのいずれもが環上に多数

の複雑な官能基を有しているのに対し、fluvirucin抗生物質群のアグリコン部

分の環構造は、1個ないし2個の水酸基を有するのみの、比較的単純な構造で

ある。

　こういつた14員環マクロラクタム構造を有する抗生物質として、前述の

Sch　38516が歩く最近Schering－Plough社のグループによって報告された。・24）

本抗生物質は、抗カビ活性を指標としたスクリーニングによって得られ、その構

造はP一プロモベンゼンスルホンアミド誘導体のX線結晶構造解析によりFig．

3－48に示すように決定された。Sch　38516の構造は、　fluvirucin　Bと平面構造

は同一であり、記載されているiH－NMR及び13C－NMRスペクトルの値が

fluvirucin　Bと良く類似しており、同一物質の可能性があるが、直接比較する

には至っていない。

　Fluvirucin抗生物質群は、　Flu－AによるMDCK細胞の変性効果の阻止活性を

指標として単離されたが、その構成糖の3’アミノ基に置換基を有する

fluvirucins　D3及びD。の抗ウイルス活性は、置換基のない他の抗生物質に比

較し、極めて弱いものであった。一方、遊離の3’アミノ基を有する化合物でも、

そのアミノ基をアセテートで一旦保護すると、抗ウイルス活性は完全に消失する。

このことから抗ウイルス活性の発現には、その構成糖の遊離のアミノ基が重要で

あることが判明した。しかしいずれの抗生物質においても、酸メタノリシスによ

り得られたそのアグリコン部分には、元の抗生物質の4分の1から8分置1
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Fig．　3－47　Antibitics　containing　lactam　structure
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Fig．　3－48　Structure　of　Sch　38516
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の抗ウイルス活性が保持されていた。このことは、アミノ糖自体が抗ウイルス活

性の中心ではないことを示すものである。他方、これらのアグリコンも、各々の

アセテートでは活性を示さなくなる。

　以上のことを総合すると、fluvirucin抗生物質群のFlu－Aに対する抗ウイル

ス活性の中心は、そのアグリコン部分に有り、その活性の発現には水溶性基の存

在が必要であり、各々の構成アミノ糖がその役割を担っているということになる。

またそのアミノ基は、遊離の状態であることが重要であるが、アグリコン自身で

も活性を示すことから、アミノ基を持たない中性糖が結合した場合にもそのアグ

リコンの活性が増幅される可能性が有る。これらの証明は、今後の構造活性相関

に関する研究に委ねたい。

　また、これらのアグリコンは既存のマクロラクタム抗生物質に比較し、その構

造上、複雑な官能基が存在しない構造にもかかわらず、抗ウイルス活性を示すと

いう事実は新しい知見であると共に、その作用機序に興味が持たれる。
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　第6節で述べたようにfluvirucin　Aアセテートの結晶状態には、主として2

種類のコンホマーの存在が示された。しかしいずれのコンポメーションも、

01eandomycin等14員環マクロリド系抗生物質のアグリコンに認められる、い

わゆる「ダイヤモンド格子」’37・138）とはかなり異なっている（Fig．3－49）。

このことは、これらマクロリド系抗生物質のアグリコン上に認められる多数の官

能基がそのコンポメーションの規定に大きく寄与しているものと推察される。

Fluvirucinsのコンポメーションを大きく変換させるような置換基を導入するこ

とは、構造活性相関並びに作用機作の解明の両観点から興味ある課題である。

Fig．　3－49　Diamond－lattice　representations　of　oleandomycin
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結　語

　微生物が生産する抗生物質を始めとする代謝産物は、微生物自身の発育機能に

は必要ではなく、二次代謝産物と称される。微生物は無数の二次代謝産物を作っ

ており、単に抗菌物質のみならず、広く医薬品の重要な供給源である。

　またpenicillinの作用機序の研究において、　penicillin結合蛋白の生理的

意義が解明されると共に、細菌の細胞壁の研究が飛躍的に発展したことにその例

が見出せるように、微生物の生理活性二次代謝産物の研究は、単に治療薬の探索

といった役割にとどまらず、その作用機序の研究を通じ、分子生物学、更には疾

病の生化学といった分野の発展に多大な貢献をしてきている。こういつた観点か

ら、微生物の代謝産物中に生理活性物質を求める探索研究は、今後更にその重要

性が増してくるものと考えられる。

　我々、抗生物質の探索研究に従事する薬学研究者の重要な課題は、この医薬品

としての無限の可能性を秘めた微生物の無数の二次代謝産物の中から、如何にそ

の目的に合致した物質を選択的に見出すかということに尽きよう。

　本研究は、微生物の二次代謝産物中に抗ウイルス抗生物質、その内でも特にヘ

ルペス1型ウイルス、並びにインフルエンザA型ウイルスに有効な薬剤を求め

る探索研究の過程で発見された新規な抗生物質、lanthiopeptin、　pumilacidins、

並びにfluvirucinsに関するものである。これらの各化合物は、　in　vitroで既

存の抗ウイルス剤に匹敵する、あるいはそれ以上の抗ウイルス活性を示したが、

いずれの物質も宿主細胞に対する若干の細胞毒性が認められ、残念ながらこれら

をそのまま抗ウイルス剤として開発するには至っていない。しかし、既存の核酸

系抗ウイルス剤とは構造の全く異なるこれら新規化合物の発見が、それらの抗ウ

イルス活性の作用機序の解明、並びに構造活性相関の研究を通じ、今までに得ら

れた物質とは作用機序の全く異なる新規抗ウイルス剤の発見につながるものと確

信する。

　以上述べたこれら新規抗生物質の他に、本探索研究の過程で得られた既知の化

合物としては、抗ヘルペス1型ウイルス剤のスクリーニング系でvidarabine

（ara－A）、　cytarahine（ara－C）139・140）及び、レトロウイルスの逆転写酵素阻害

剤として知られているgeldanamycin類129・141）（Fig．0－7）等が、また抗イン
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フルェンザA型ウイルス剤のスクリーニング系では、核酸系抗ウイルス抗生物質

であるformycin　A’42・　143．　144）（Fig．0－7）等が単離された。この内

vidarabineは抗ヘルペスウイルス薬として実際に臨床で使用されている。これ

らの事実は、本研究で用いたスクリーニング系が、医薬品としての抗ウイルス抗

生物質発見の、一つの有効な手段であること証明するものである。

Fig．　O－7　Known　compounds　obtained　by　our　antiviral　screening
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実験の部

　TLCは、　E．　Merck社製Silica　ge160プレートNo．5715及びNo．5744を

使用した。カラムクロマト用シリカゲルは、E．　Merck社製Silica　gel　60

No．9385、TLC－Silica　gel　60H　No．11695並びに和光純薬工業社製ワコーゲル

G－200及びC－300を、逆相系シリカゲルは、E．　Merck社製LiChroprep　RP。18

No．13900を、更にセルロ・・・…一スは、　E．　Merck社製Cellulose　Microcrystalline

No．2331を用いた。中圧クロマトは、　Fluid　Metering社製FMI　LAB　pumpシス

テムにより加圧送液した。HPLCは、分析並びに分取共にGilson　303型システ

ムを用いた。IRスペクトルは、　JASCO　IR－810により、またUVスペクトルは、

JASCO　UVIDEC－610により測定した。　IH一及び’3C－NMRスペクトルは、　JEOL

JNM　一一　GX400（iH，400MHz；13C，100棚z）並びにVarian　FT80A（1H，80MHz）によ

り測定した。マススペクトルの測定は、Hitachi　RMU－6MG（in　beam　EI－MS）、

Hitachi　M－80B（SIMS）及びJEOL　JMS－AX505H（EI一及びFAB－MS）により行なっ

た。ガスクロマト及びGC　・一　MSは、各々Shimadzu　GC－4BP－T及びJEOL　JMS－

DX300（EI－MS）により測定した。比旋光度の測定には、　JASCO　DIP140を、また

GDスペクトルの測定には、　JASCO　J・一一500Aを用いた。アミノ酸分析は、　Hitachi

O34－2Uアミノ酸分析計、あるいはWaters社製PICO　TAG分析システムにより

行なった。融点の測定には、柳本社製Kofler　hot　stage型微量融点測定装置

MP－2Sを使用し、未補正である。
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　本論文中以下に示す略号を用いた。

　CDスペクトル：円二色性スペクトル，

　cosy：シフト相関二次元NMRスペクトル，

　DEPT：　distortionless　enhancement　by　polarization　transfer，

　EI－MS：electron　impactマススペクトル，

　FAB－MS：fast　atom　bombardmentマススペクトル，

　GC：ガスクロマトグラフィー，

　HPLC：高速液体クロマトグラフィー，

　INADEQUATE：　incredible　natural　abundance　double　quantum　transfer

　　　　　　　experiment，

　INEPT：　insensitive　nuclei　enhanced　by　polarization　transfer，

　IRスペクトル：赤外吸収スペクトル，

　mp（dec．）：融点（分解点），

　MS：マススペクトル（M＋：分子イオン），

　NMRスペクトル：核磁気共鳴スペクトル（d：二重線，　m：多重線，　q：四重線

　　　　　　　　　s：一重線，t：三重線，　br．：broad，」：結合定数），

　NOE：核オーバーハウザー効果，

　NOESY：NOE相関二次元NMRスペクトル，

　SIMS：secondary　ionマススペクトル，

　TLC：薄層クロマトグラフィー，

　UVスペクトル：紫外吸収スペクトル（sh．：肩吸収）．

≡’ @化ム　六

Abu：α一アミノ酪酸，　Ac20：無水酢酸，　AcOH：酢酸，　AcONa：酢酸ナトリウム，

ATP：アデノシン5’一三リン酸，　Boc：tert一ブトキシカルボニル基，

BuOH：ブタノール，　CDC13：重クロロホルム，　CD30D：重メタノール，

Cha：シクロヘキシルアラニン，　Co－A：コエンチームA，

m－CPBA：m・・一ク二二過安息香酸，

DBU：1，8一ジアザビシクロ［5．4．0】一7一ウンデセン，

DCC：ジシクロヘキシルカルボジイミド，　Dha：デヒドロアラニン，
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　Dhb：β一メチルデヒドロアラニン，　DMF：ジメチルホルムアミド，

　DMSO（一d6）：（重）ジメチルスルポキシド，　DNS：ダンシル基，　D20：重水，

　EDTA：エチレンジアミン四酢酸，　EtOAc：酢酸エチル，　EtOH；エタノール，

　HOBt：1一ヒドロキシベンゾトリァゾール，　LAL：リジノアラニン，

　Lan：meso・一・ランチオニン，　MeLan：1ん∫eo一メチルランチオニン，

　MeOH：メタノール，　MPA：α一メトキシフェニル酢酸，

　MsC1：メタンスルポニルクロリド，

　MTPA：α一曲トキシーα一トリフルオロメチルフェニル酢酸，

　pNPP：ρ一雨トロフェニルポスフェート，　OBzl：ベンジルオキシ基，

　OSu：サクシミドオキシ基，　PCC：クロロクロム酸ピリジニウム，

　PDC：ジクロム酸ピリジニウム，　PrOH：プロパノール，

　PTH：フェニルチオヒダントイン，　Py．：ピリジン，

　TCA回路：トリカルボン酸回路，　TFA：トリフロオロ酢酸，

　TMS：テトラメチルシラン，　TMS－CHN．：トリメチルシリルジァゾメタン，

　TsOH：P一トルエンスルホン酸，

　WSC：1一エチルー3一（3一ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩．

　Flu－A：インフルエンザA型ウイルス，

　HSV－1：ヘルペス1型ウイルス，

　IG5。：50％inhibitory　concentration（50％阻害濃度），

　ID5。：50％inhibitory　dose（50％阻止量），

　i．m．：intramuscular　inj　ection（筋肉内注射），

　i．v．：intravenous　injection（静脈内注射），

　MDCK細胞：Madin　Darby　canine　kidney細胞，

MIC：minimum　inhibitory　concentration（最小生育阻止濃度），

　s・c．：subcutaneous　injection（皮下注射），

　TCIDso：　50％　tissue　culture　infective　dose，

　TD5。：50％toxic　dose（50％毒性量）。
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第1章の実験

Lanthiopeptinの抽出　分離及び精製

　Streptoverticittium　cinnamoneum　L337－2株の培養i液30£を、シャープレス

遠心機により菌体と培養濾液28£とに分離した。菌体はメタノール6aにて抽

出し、減圧下2Slに濃縮し濾液に混合した。混合液を6N塩酸でpH7．0に調整

後、Diaion　HP－20（三菱化成社製）3£を加え2時間撹拝した。樹脂を濾取し、

カラム（70i．d．×1000mm）に充填した後、脱イオン水5£及び50％メタノー・一一’

ル5£にて順次洗浄後、80％メタノールにて展開溶出した。溶出液は、

Bacittus　subtitisPCI219に対する生育阻止活性を指標として分画し、活性面

分を減圧下濃縮乾固して、褐色の固体21．3gを得た。本島抽出物をシリカゲル

カラムクロマト（40i．d．×・350mm）に付し、中圧ポンプにより、プロパノール続

いて90％プロパノールにて洗浄した後、80％プロパノールにより活性成分を

溶出した。活性三分を合わせ、濃縮、凍結乾燥の後、黄色の固体8．39を得た。

本固体を更にシリカゲル中圧クロマト（40i．d．×240mm）に付し、20、40及び

70％メタノール含有アセトンにて順次展開溶出した。70％メタノール含有アセ

トン溶出の活性画分に析出したlanthiepeptinの針状晶を丸取し（750mg）、逆

相野シリカゲルカラムクロマト（22i．d．×700mm）にて精製した。カラムをアセ

トニトリルー一一　O・01M　Sφrensenリン酸緩衝液（pH7．0）の1：4の混合溶媒にて洗

浄後3：7系にて展開溶出した。活性高分を減圧下濃縮し、Diaion　HP－20によ

り脱塩し、凍結乾燥後1anthiopeptinの白色粉末734mgを得た。結晶濾別後の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　感IA活性平分は、プロパノールー水の溶媒系によるシリカゲルカラムクロマトを繰り

返し、淡黄色の固体3．989とした後、逆晶系シリカゲルカラムクロマトにて精

製し、1anthiopeptinの白色粉末3．61gを得た。白色粉末はメタノールから結

晶化し、1anthiopeptinの無色針状晶を与えた。

　IRスペクトル：Fig．1－3．

　UVスペクトル：Fig．1－4．

　1H－NMRスペクトル：Fig．1－5．

　13C　一一　NMRスペクトル：Fig．1－6及びTab　l　e　1－5．

　その他の物理化学的性状は、本文中Table　1－4に記載した。

一152一

Lanthiopeptin（1）の完全酸加水分解　並びに構成アミノ酸の分離

　1．1gの1を6N塩酸50m£に溶解し、封管中110℃で24時間加熱した。

反応液を室温に冷却後、脱イオン水100m£を加え、ジエチルエーテル100m£で

洗浄した。水層を減圧下濃縮乾固し、残渣に脱イオン水を加え濃縮乾固する操作

を繰り返し、塩酸を完全に留別した。残渣をDowex　50W・×・8（H＋型、　Dow

Chemical社製）のカラム（20　i．d．×350mm）に付し、脱イオン水で洗浄し、塩

酸の濃度を段階的に上げて展開溶出した。分画はTLC上のニンヒドリン発色を

指標として行なった。0．2N塩酸溶出画分からは、　erythro一β一ヒドロキシアスパ

ラギン酸（2、83mg）、アスパラギン酸（77mg）、グルタミン酸（93mg）、グリシン

（136mg）及びバリン（87mg）の順に各々単一物質として溶出された。0．5N塩酸

溶出画室からはプロリン（78mg）が、0．7N塩酸溶出画分からはフェニルアラニ

ン（264mg）が得られた。0．8N塩酸溶出画分からは、フェニルアラニン、　threo一

メチルランチオニン（3）及びmeso一ランチオニン（4）の混合物（498mg）が、

また4N塩酸溶出面分からは、アルギニン及びリジノアラニン（5）の混合物

（279mg）が得られた。0．8N塩酸溶出の混合物498mgをシリカゲルカラム

（15i・d・×280mm）に付し、ブタノールー酢酸一水の混合溶媒系で展開溶出した。

8：1：1系によりフェニルアラニン（54mg）を溶出除去した後、4：1：1系により

3及び4の混合物（341mg）を得た。本混合物を更に同溶媒系3：1：1によるセ

ルロースカラムクロマト（22i．d．×380mm）により分離し、3（181mg）及び4

（33mg）を単離した。アルギニン及び5の混合物は、セルロースカラムクロマト

（22i．d．　X　380mm）に付し、ブタノールー酢酸一水系（14：3：3、3：1：1続いて

2：1：1）にて順次展開溶出し、単一のアルギニン（115mg）及び5（154mg）を得た。

　アスパラギン酸：

　　［a］D25　＋19．50　（c　O．85，　5N　HCI）．　Lit．i‘’　［a］D25　＋25．40　（c　2，　5N　HCI）．

　グルタミン酸：

　　［a］D25　＋26．30　（c　1．37，　5N　HCI）．　Lit．　i‘’　［a］D25　＋31．80　（e　2，　5N　HCI）．

　バリン：

　　［a］D25　＋20．50　（c　1．38，　5N　HCI）．　Lit．’‘’　［a］D25　＋28．30　（c　1”一一2，

　　5N　HCI）．
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プロリン：

　　［a］．25　一46．30　（c　O．84，　5N　HCI）．　Lit．’”’　［a］D25　一60．40　（c　1一一一一一2，

　　5N　HCI）．

フェニルアフニン：

　　［a］D25　一5．00　（c　2．15，　5N　HCI）．　Lit．’‘’　［a］D25　一4．470　（c　1’一一2，

　5N　HCI）．

　HPLC：保持時間10．7min；D－Phe，6．2min．

　　　カラム：TSKgel　Enantio　L1，4．6　i．d．X150mm．

　　　移動相：lmM　CuSO。．

　　　流速：1m£／min．

　　　UV検出波長：254nm．

　　　温度：50℃．

erythro一β一ヒドロキシアスバラギン酸（2）：

　mp　225－2450C．　Lit．　i‘’　mp　225一一2450C．

　［a］D25’5　＋43．30　（c　O．60，　H20）．　Lit．i‘’　［a］D　＋41．40　（c　2．43，　H2e）．

　TLC（10％酢酸アンモニウムーメタノールー10％アンモニア水9：10：1）：

　　　Rf　O．41；　threo－DL－HyAsp，　Rf　O．53．

　Anat．　Calcd　for　C4H7NOs：　C，　32．22；　H，　4．73；　N，　9．39．

　　　　　Found：　C，　31．52；　H，　4．77；　N，　9．08．

　in－beam　EI－MS　m／z　149　（M“）．

　’H－NMR　（D20）　6：　4．48　（IH，　d　J＝4Hz），　4．62　（IH，　d　J＝4Hz）．

　i3C－NMR　（D．O）　6：　56．9　（d），　69．7　（d），　169．5　（s），　173．9　（s）．

threo一メチルランチオニン（3）：

　［a］D25’5　一31．40　（c　O．35，　IN　HCI）．　Lit．　i5’　［a］D23　一一360　（c　O．22，

　IN　HCI）．

　SIMS　m／z　223　（MH’）．

’H－NMR　（D20）　6：　1．49　（3H，　d　J＝7Hz），　3．22　（2H，　d　J＝4Hz），　3．61　（IH，　dq

　J”6，　7Hz），　3．97　（IH，　d　J＝6Hz），　4．07　（IH，　t　J＝4Hz）．

’3 b－NMR　（B．O）　6：　19．2　（q），　31．9　（t），　41．4　（d），　53．4　（d），　58．3　（d），

　166．5　（s），　170．9　（s）．
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meso一ランチオニン（4）：

　［a］，，25－5　±Oo　（c　O．29，　IN　HCI）．

　SIMS　m／z　209　（MH＋）．

　iH－NMR　（D20）　6：　3．27　（2H，　d　J－6Hz），　4．28　（IH，　d　J－6Hz）．

リジノアラニン（5）：

　［a］D25’5　＋15．70　（c　2．09，　2N　HCI）．　Lit．’”’　［a］D25　＋150　（c　2，　2N　HCI）．

　’H－NMR　（D20）　6：　1．3一一2．2　（6H，　m），　3．18　（2H，　t　」一7Hz），　3．56　（2H，　d

　J＝7Hz），　4．07　（IH，　t　J－7Hz），　4．29　（IH，　t　J－7Hz）．

　i3C－NMR　（D．O）　6：　22．3　（t），　25．7　（t），　30．0　（t），　46．8　（t），　48．8　（t），

　50．0　（d），　53．6　（d），　170．7　（s），　172．9　（s）．
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第2章の実験

Pumilacidin痩ム体の抽出及び精1K｝

　Bacittas　pumitus　M937－B1株の培養液245£を、6N塩酸でpH4．0に調整し

ブタノール145£で抽出した。シ“i・一プレス遠心機により有機溶媒層を分離し、

減圧下6£に濃縮した後・酢酸エチル15£に滴下した。生成した不溶物を濾別

し・溶媒を減圧下濃縮乾固し・黄色油状物質約6609を得た。本油状物質：をバッ

チ法によりDiaion　HP－20、3£に吸着し、樹脂をカラム（70　i．d．X1000mm）に

充填した。カラムを脱イオン水及び50％メタノール各々5£で洗浄した後、

80％アセトン20£で溶出した。溶出液を減圧下濃縮乾固し、粘着性油状物質

1859を得た。油状物質の3分の1量をシリカゲルのカラムクロマト（40i．d．

×250mm）に付し、ジクロロメタンーメタノールー28％アンモニア水の混合溶媒1

系（90：10：1続いて80：20：1）にて展開溶出した。TLC（クロロホルム＿メタノ

ールー酢酸18：2：1、RfO．68、硫酸発色）を指標として分画し、凍結乾燥の後、

pumilacidinsの黄色粗粉末6・99を得た。残りの試料も同様に精製し、合わせ

て20．7gを得た。本四粉末の全量をシリカゲルのカラムクロマト（40　i．d．　x

650mm）に付し、ジクロロメタン3£で洗浄した後、ジクロロメタンーメタノ＿

ル49：1、19：1続いて9：1の混合比率の溶媒系で段階的に展開溶出した。

Pumilacidinsを含む門門を合わせ、濃縮、凍結乾燥し、　pumilacidinsの淡黄色

粉末16・89を得た。この粉末を更にジクロロメタンー三叉ノールー酢酸

（99：1：1続いて98：2：1）の混合溶媒系によるシリカゲルカラムクロマト

（40i・d・X300mm）に付し、　TLC上単一のスポットを示す画幅を集め、濃縮、凍　・

結乾燥し、pumilacidin複合体の白色粉末12．59を得た。

Pumilacidin各成分の分離

　Pumilacidin複合体の白色粉末3．79を、アセトニトリルー0．01M　Sφrensen

リン酸緩衝液（pH7・0）3：7の混合溶媒系で調製した逆相系シリカゲル中浪カラ

ムクロマト（22i・d・X700mm）に付した。カラムを同溶媒系で洗浄した後、2：3

続いて1：1の混合比率の系で順次展開溶出した。残りのpumilacidin複合体も

同様に処理し・溶出液をHPLCを指標として分画した。各々の画分を減圧下濃縮
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し、Diaion　HP－20により脱塩した。本カラムクロマトにより、　pumilacidins　B

1．59、A及びBの混合物2．149、　A　2．59、　A及びFの混合物84mg、　A、　F、　G、

E及びDの混合物1．669、E及びDの混合物346mg、　E、　D及びGの混合物

2．369、並びに単一のC159mgを得た。　Pumilacidins　D、　E；F及びGの単離は、

逆相系カラム（山村化学研究所社製YMC－Pack　D－ODS－5、20　i．d．　X　250mm）を用

いた分取HPLC（移動相0．1％トリフルオロ酢酸含有2一プロパノールーアセト

ニトリルー蒸留水14：6：5、流速12m£／min）により行なった。溶出山分を減圧下

濃縮乾固し、Sephadex　LH－20カラムクロマト（Pharmacia　Fine　Chemicals社製

22i．d．　X700mm、メタノール）により精製した後、凍結乾燥した。　Pumilacidins

D及びEの混合物136mgからD49mgを、更にA、　F、　G、　E及びDの混合物

509mgからE54mg、　F　27mg並びにG20mgを、各々HPLC上単一物質として得
た。

　Pumilacidin　AのIRスペクトル：Fig．2－3．

　Pumilacidin　BのIRスペクトル：Fig．2－4．

　Pumilacidin　AのiH－NMRスペクトル：Fig．2－5．

　Pumilacidin各成分の物理化学的性状は、本文中のTable　2－4にまとめた。

Pumilacidins　A（12）及びB（13）混合物の’　E”全酸加水分解、並びに構成アミ

　12及び13の約7：5の混合物1．249を6N塩酸60m£に懸濁し、封管中

110℃で16時間加熱した。反応液を室温に冷却後、脱イオン水100m£を加え

ジエチルエーテル100m£で洗浄した後、水層を減圧下濃縮乾固した。残渣に脱

イオン：水を加え、更に濃縮乾固する操作を繰り返し、塩酸を完全に留去した。残

渣を少量の脱イオン水に溶解し、Dowex　50W　X　8（H＋型）のカラム（20　i．dX

560mm）に付した。カラムを水洗後、塩酸の濃度を段階的に上げ溶出展開し、　TLC

を指標として分画を行なった。0．2N塩酸溶出画分からは、アスパラギン酸

125mg及びグルタミン酸85mgが、0．3N塩酸溶出引分からは、バリン61mgが

各々単一物質として得られた。0．4N塩酸溶出可分からは、イソロイシン及びロ

イシンの混合物550m9が得られた。
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　アスパラギン酸：

　　［a］，，27　＋20．70　（c　2．2，　5N　HCI）．　Lit．　i”’　［a］D25　＋25．40　（c　2，　5N　HCI）．

　グルタミン酸：

　　［a］i）27　＋25．60　（c　1．5，　5N　HCI）．　Lit．’4’　［a］D25　＋31．80　（c　2，　5N　HCI）．

　バリン：

　　［a］D26　＋24．30　（c　1．15，　5N　HCI）．　Lit．’4’　［aln25　＋28．30　（c　2，　5N　HCI）．

　ロイシンとイソロイシンの混合物は、光学分割カラムを用いたHPLCにより分

析した結果・等量のL一ロイシン（保持時間6．6min）及びD一ロイシン（7．Omin）

の他に・L一イソロイシン（7・1min）の存在を確認した（D一イソロイシン6．2min）。

　Pumllacldln各成　の構成脂肪酸メチルエステルの調製　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　静

　Pumilacidin各成分5mgを2・5N無水塩酸メタノール1m£に溶解し、封管中、

90℃で16時間加熱した。アルゴン気流下メタノールを留諭し、得られた油状

の残渣をジエチルエーテル2m£に溶解し、脱イオン水1m£で洗浄した。エーテ

ル層を無水硫酸ナトリウムで脱水した後、アルゴン気流により溶媒を留卸し、得

られた残渣をクロロホルムに溶解し、GC及びGC－MSを測定した。測定結果は、

本文中のTable　2－8にまとめた。

　大量の試料の調製のために、12194mgを2．5N無水塩酸メタノール5m£に溶

解し、同様にメタノリシスを行なった。得られた残渣をシリカゲルカラムクロマ

ト（15i・d・×270mm）に付し、ヘキサンークロロホルム（1：3）の混合溶媒系で

洗浄した後、クロロホルムで展開溶出した。TLC（クロロホルム、　Rf　O．15、硫酸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　葬、
発色）を指標として分画し、無色油状の19、9mgを得た。

　同様の分解により、14100mgから205mgを、163emgから212mgを、更

に1810mgから221mgを得た。

　19・20、21及び22のiH一及び13C－NMRスペクトルデータは、それぞれ本

文中のTable　2－9、2一　10、2－11及び2－12に示した。

Pumilacidins　A（12　びB13のうクトン，ムのPt

　12100mgを0・5N水酸化ナトリウム6m£及びメタノール6m£の混合溶媒に

溶解し、室温で18時間撹搾した。反応液を脱イオン：水100m£に注ぎIN塩酸
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で中和後・Diaion　HP－20にて脱塩した。80％アセトン溶出液を減圧下濃縮乾固

し、シリカゲルのカラムクロマト（20i．d．　X．300mm）に付した。クロロホルム

ーメタノールー酢酸（98：2：1続いて90：10：1）の混合溶媒系にて展開溶出し、

TLCを指標として分画した。各々の画分を濃縮、凍結乾燥し、直鎖ペプチド（23）

35m9及びその脱7k体（24）48mgを白色粉末として単離した。

　23：

　　TLC（クロロホルムーメタノールー酢酸18：2：1）：Rf　O．32．

　　UV　A．．．MeO”　nm　（E）：　204　（11700）．，

　24：

　　TLC：　Rf　O．59．

　　UV　A．．．”eO”　nm　（E）：　207　（32700）．

　同様の操作により、13200mgから2593mg及び2697mgを得た。

　12150mgを無水トルエン15m£に溶解し、1，8一ジァザビシクロ［5．4．0】一7一ウ

ンデセン3m£を加え1000Cで3時間撹拝した。室温に冷却後、反応液に酢酸

エチル100m£を加え1N塩酸SOma・X・2並びに脱イオン水50m£　×　3で洗浄した。

溶媒を減圧下濃縮乾固し、残渣を上記と同様に精製し、2479mgを得た。また未

反応の原料と24の混合物53mgを回収した。

　13140mgも同様に処理し、2673mgを得た。

直ベブチド≡猶（23、24、25び26）のiliii5　7？による・・…全メチル化

　50％油性水素化ナトリウム100mgを窒素気流下、無水テトラヒドロフランで

洗浄し、無水ジメチルスルポキシド3m£を加え、100℃で水素の発生が止むま

で加熱撹・絆した。室温に冷却後、窒素気流下2311mgを加え、ヨウ化メチル

lm£を滴下し1時間撹搾した。反応液を50maの氷水中に注ぎ、クロロホルム

50m£で抽出した。クロロホルム層を水洗後、減圧下濃縮乾固し、残渣を分取

TLCに付した。クロロホルムーメタノールー酢酸（18：2：1）の混合溶媒系により

展開し、RfO．85の単一バンドを抽出し、27を得た。

　24、25及び26も同様にメチル化を行ない28、29及び30を得た。

　27、28、29及び30のin　beam　EI－MSの測定結果は、本文中Fig．2－7に示

した。
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脱水型直　ペプチド誘導体（24　び26の酵素

　2475mgをジメチルスルポキシド1・2ma及び脱イオン水33m£の混合溶媒に

懸濁し、パパイン（Sigma社製、　Type　IV　．　No．　P－4762）70mgを加え37℃で9

日間静置した・溶媒を減圧下留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマト（15i．d，

X250mm）に付し、クロロホルムーメタノールー酢酸の混合溶媒系で展開溶出し

た・98：2：1系により、原料及びアシルグルタミン酸31の混合物45mgが、更

に90：10：1系により、ヘキサペプチド（32）22mgが溶出した。前者は更に

18：2：1系の分取TLCにより分離し、未反応の原料18mg並びに3124mgを単

離した。

　31：

　　TLC（クロロホルムーメタノールー酢酸18：2：1）：Rf　O．15．

　32：

　　mp　181．5一一1840c．

　　［a］D　＋680　（c　O．5，　DMF）．

　　TLC：　Rf　O．32．

　　HPLO：保持時間12．7min．

　　　カラム：YMC－Pack　R－ODS－5、4．6　i．d．×　250mm．

　　　移動相：A：0．1％トリフルオロ酢酸、B：0．1％トリフルオロ酢酸含有

　　　　　　　2一プロパノールーアセトニトリル（7：3）．A／B：1／1→3／7、20min．

　　　流速：1m£／min．

　　　UV検出波長：210nm．

　　高分解能FAB－MS　m／z：Calcd　for　C3。H63N609（MH＋）：699．4657．

　　　　　　　　　　　　Found：　699．4654．

　2675mgを同様に分解し、未反応の原料17mgの他にアシルグルタミン酸31

23mg及びヘキサペプチド3318mgを得た。

　33：

　　mp　187－1890c．

　　［a］D　＋400　（c　O．3，　DMF）．

　　TLC：　Rf　O．32．

　HPLC：保持時間10．6min．
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高分解能FAB－MS　m／z：Calcd　for　C33H6、N。O，，（MH＋）：685．4501．

　　　　　　　　　　Found：　685．3517．

ヘキサペプチド（32び33）のEdman解びD一アミノ酸酸化酵素消化

　　　3210mgをエタノール1．4m£、脱イオン水0．2m£及びトリエチルアミン

　　0．2m£の混合溶媒に溶解し、イソチアン酸フェニル0．2m£を加え、窒素雰囲気

　　下45℃で1時間加温した。溶媒を減圧下留博し、脱イオン水1m£を加え、過

　　剰の試薬をベンゼン1m£×3で抽出除去した。水層を減圧下濃縮乾固し、残渣に

　　トリフルオロ酢酸0．2m£を加え、窒素雰囲気下40℃で．40分間加温した。反

　　応液を減圧下濃縮乾固し、残渣に0．1N塩酸1m£を加え、ジエチルエーテル

NA　lm£×3で抽出した。エーテル層を減圧下濃縮乾固し、1N塩酸1m£を加え80℃

　　で10分間加熱し、生成したPTH一アミノ酸を酢酸エチルで抽出した。酢酸エチ

　　ル層を水洗後、減圧下濃縮乾固しHPLCにより分析した。エーテル抽出後の水層

　　は凍結乾燥した後、一部をD一アミノ酸酸化酵素消化に、残りを次のEdman分解

　　に用いた。

　　　PTH一アミノ酸のHPLC分析：

　　　　カラム：YMC－Pack　R－ODS－5、4．6　i．d．×　250mm．

　　　　移動相：0．02％ラウリル硫酸ナトリウム含有アセトニトリルーO．OIM酢酸

　　　　　　　　ナトリウム緩衝液pH4．5（79：121）．

　　　　流速：lm£／min．

　　　　UV検出波長：269年号．

　　　各PTH一アミノ酸の置戸は以下の保持時間を示した。

　　　　PTH－Asp，　1．6min；　PTH－Glu，　2．　lmin；　PTH－Val，　8．3min；　PTH－Ile，　12．9min；

　　　　PTH－Leu，　14．2min．

　　　少量の32をPICO　TAGアミノ酸分析用微量試験管に移し、同法による完全酸

　　加水分解を行なった（150℃、1時間）。残渣に少量のトリエチルアミンを加え撹

　　拝した後、減圧下乾燥し、D一アミノ酸酸化酵素（Sigma社町、　Type　X、　No．

　　5418）の0．05Mリン酸緩衝液溶液（pH8．0、5mg／m£、10μ£）を加え、37℃で2

　　日間静置した。消化後のアミノ酸組成は、PI60　TAG法により分析した。分析結

　　果は、本文中Table　2－13に示した。
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　pumilacidin　Aヘキサペプチドの合成

　Boc－D－Leu一一L－11e－OBz1：

　L一・11e－OBzl・TsOH　2・1389をテトラヒドロフラン13m£及びクロロホルム13m£

の混合溶媒に溶解し・氷滴下トリエチルアミン0・760m£、　Boc－D－Leu・H201．3829、

HOBt　751mg及びWSC　1・0969を加え、室温で48時間撹：拝した。反応液に酢酸

エチル200m£を加え、5％クエン酸、脱イオン水、5％炭酸水素ナトリウム、

脱イオン水の順に各々100m£×2で洗浄し、有機溶媒層を無フ：k硫酸マグネシウム

で脱水後払三下濃縮乾固した。残渣を3回に分けSephadex　LH－20のカラム

クロマトにより精製し、ジベブチド誘導体の白色固体2．1959を得た（収率

93％）。本固体の一部をヘキサンーアセトンの混合溶媒により結晶化し、ジペプ

チド誘導体の無色柱状晶を得た。

　　mp　55．5－57．50C．

　　［a］．2B　＋150　（c　O．8，　EtOH）．

　　Anat．　Calcd　for　C24H3sN20s：　C，　66．33；　H，　8．81；　N，　6．45．

　　　　　Found：　C，　66．14；　H，　8．82；　N，　6．36．

　　アミノ酸分析：11e　1，　Leu　l．11．

　Boc－L－Asp（OBz1）一D－Leu－L－IIe－OBz1：

　ジペブチド誘導体2・1859に、トリフルオロ酢酸6m£及びアニソール2m£を

加え、0℃で1時間撹拝した。反応液を減圧下濃縮乾固した後、テトラヒドロ

フラン20m£を加え溶解した。予冷下トリエチルアミン0．701m£を加えた後、

Boc－L　・一　ASP（OBzl）一〇Su　1．825gを加え、室温で48時間撹絆した。反応液を上記

と同様に処理し、得られた生成物をシリカゲルカラムクロマト（30i．d．×470mm）

に付した・ヘキサンーアセトン4：1の混合溶媒系にて展開溶出し、トリペプチ

ド誘導体を含む画分を濃縮、凍結乾燥し、トリペプチド誘導体の白色粉末

2・8959を得た（収率90％）。本粉末の一部をヘキサンーアセトンの混合溶媒に

より結晶化し、トリペプチド誘導体の無色針状晶を得た。

　　mp　107．5－110ec．

　　［a］．26　oo　（c　1．o，　EtoH）．

　　Anat・　Calcd　for　C3sH．gN30．：　C，　65．71；　H，　7．72；　N，　6．57．

　　　　　Found：　C，　65．46；　H，　7．71；　N，　6．52．
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　　アミノ酸分析：Asp　O．82，　Ile　l，　Leu　1．05．

　Boc－L－Leu－L一一Asp（OBz1）一D－Leu－L－11e－OBz1：

　トリペプチド誘導体2．l17gを、トリフルオロ酢酸6m£及びアニソール2m£

で処理した後、テトラヒドロフラン10m£、クロロホルム8m9の混合溶媒中、ト

リエチルアミン0．474m£、　Boc－L－Leu・H20904mg、　HOBt　510mg並びにWSC　718mg

によりカップリングを行なった。生成物をシリカゲルカラムクロマト（30i．d．

×500mm、ヘキサンーアセトン17：3続いて4：1）、更にSephadex　LH－20カラム

クロマトにより精製し、テトラペブチド誘導体の白色粉末2．1929を得た（収率

88％）。本粉末の一部を同様に結晶化し、一テトラペブチド誘導体の無色針状晶を

得た。

　　mp　138－1390c．

　　［a］．2B　一160　（c　O．1，　EtOH）．

　　Anat．　Calcd　for　C4iHBoN40g：　C，　65．40；　H，　8．03；　N，　7．44．

　　　　　Feund：　C，　65．37；　H，　8．06；　N，　7．42．

　　アミノ酸分析：Asp　O．78，11e　1，　Leu　1．93．

　Boc－D一一Leu－L－Leu－L一一Asp（OBz1）一D－Leu－L一一11e－OBz1：

　テトラペブチド1．3479を、トリフルオロ酢酸5m£及びアニソール1．5m£で

処理した後、トリエチルアミン0．255m9、　Boc－D－Leu・H20510mg、　HOBt　270mg並

びにWSC　421mgによりカップリングを行なった。生成物をシリカゲル及び

Sephadex田一20のカラムクロマトにより精製し、ペンタペブチド誘導体の白色

粉末1．379gを得た（収率89％）。本粉末を結晶化し、ペンタペブチド誘導体の

無色プリズム晶を得た。

　　mp　149－1530c．

　　［a］D26　一40　（c　1．O，　EtOH）．

　　Anat．　Calcd　for　C47H7iNsOio：　C，　65．18；　H，　8．26；　N，　8．09．

　　　　　Found：　C，　64．88；　H，　8．29；　N，　8．11．

　　アミノ酸分析：Asp　O．81，　Ile　l，　Leu　2．81．

　Boc－L－Leu－D－Leu－L－Leu－L－Asp（OBzl）一D－Leu－L－11e－OBzl：

　ペンタペブチド誘導体711mgを、トリフルオロ酢酸4m£及びアニソール2mSl

で処理した後、トリエチルアミン0．120m£、　Boc－L－Leu・H．0273mg、　HOBt　191mg
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並びにWSC　255mgによりカップリングを行なった。生成物をシリカゲル及び

Sepbadex　LH　““　20のカラムクロマトにより精製し、ヘキサペプチド誘導体の白色

粉末683mgを得た（収率85％）。本粉末を結晶化し、ヘキサペプチド誘導体の

無色針状晶を得た。

　　mp　224一一一225．50C．

　　［a］．26　一一7．70　（c　O．5，　EtOH）．

　　Anat．　Calcd　for　Cs3Hs2N60ii：　C，　65．01；　H，　8．44；　N，　8．58．

　　　　　Found：　C，　64．86；　H，　8．45；　N，　8．45．

　　アミノ酸分析：Asp　O．85，　Ile　1，　Leu　3．gO．

　L－Leu一一D－Leu－L－Leu－L－Asp－D－Leu－L－11e：

　ヘキサペプチド誘導体107mgを、エタノール10m£に溶解し、5％パラジウ

ムー炭素30mgを加え、常圧で水素を添加した。室温で16時間撹拝後触媒を濾

別し、濾液を減圧下濃縮乾固した。生成物にトリフルオロ酢酸3m£及びアニソー

ル1m£を加え、0℃で1時間撹搾した後、反応液を減圧下濃縮乾固した。反応

生成物をシリカゲルカラムクロマト（15i．d．×　250mm、ク魁傑ホルムーメタノー

ルー酢酸95：5：1続いて90：10：1）続いてSephadex　LH－20カラムクロマトによ

り精製し・32に相当するヘキサペプチドの白色粉末59mgを得た（収率78％）。

本粉末をメタノールから結晶化し、ヘキサベブチドの無色針状晶を得た。

　　mp　182一一　1840C．

　　32との混融試験：mp　182－184℃．

　　［a］D25　＋730　（c　1．0，　BMF）．

　　HPLC：保持時間12．7min．

　　高分解能FAB－MS　m／z：Calcd　for　C．。H6．N609（MH＋）：699．4657．

　　　　　　　　　　　　Found：　699．4689．

　　アミノ酸分析：Asp　O．90，　Ile　1，　Leu　3．78．

Pumilacidin　Bヘキサペプチドのム成

　C末端のアミノ酸としてL－Va1－OBzl・TsOHを用い、　pumilacidin　Aヘキサペ

プチドの合成と同様の手順により、pumilacidin　Bヘキサペプチドを合成した。

以下に合成の中間体、並びにヘキサペプチドの諸恒数を示す。
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Boc＋Leu－L－Val－OBzl（収率95％、無色柱状晶）：

　mp　84－85．50c．

　［a］D26　＋120　（c　1．0，　EtOH）．

　Anat．　Ca｝cd　for　C2－3H36N20s：　C，　65．69；　H，　8．63；　N，　6．66．

　　　　Found：　C，　65．64；　H，　8．68；　N，　6．61．

　アミノ酸分析：Val　l，　Leu　l．04．

Boc－L－Asp（OBzl）一D－Leu－L－Val－OBzl（収率91％、無色針状晶）：

　mp　114．5一一1160c．

　［a］．26　oo　（c　1．0，　EtOH）．

　Anat．　Calcd　for　C34H47N30s：　C，　65．26；　H，　7．57；　N，　6．72．

　　　　Follnd：　C，　65．27；　H，　7．60；　N，　6．63．

　アミノ酸分析：Val　1，　Leu　l．89．

Boc－L－Leu－L一一Asp（OBzl）一一D－Leu－L－Val－OBzl（収率85％、無色針状晶）：

　mp　132－133．50c．

　［a］．26　一120　（c　1．0，　EtOH）．

　Anat．　Calcd　for　C40HssN40g：　C，　65．02；　H，　7．91；　N，　7．58．

　　　　Found：　C，　64．89；　H，　7．92；　N，　7．46．

　アミノ酸分析：Asp　O．92，　Val　l，　Leu　1．92．

Boc－D－Leu－L－Leu－L－Asp（OBzl）一D－Leu－L－Val－OBzl（収率86％、無色プリズム

晶）：

　mp　157－1600c．

　［a］．26　一60　（c　1．0，　EtOH）．

　Anat．　Calcd　for　C46H6gNsOio：　C，　64．84；　H，　8．16；　N，　8．22．

　　　　Found：　C，　64．46；　H，　8．　IO；　N，　8．19．

　アミノ酸分析：Asp　O．82，　Val　1，　Leu　2．88．

Boc－L－Leu－D－Leu－L。Leu－L－Asp（OBzl）一D－Leu－L－Val－OBz1（収率85％、無色板

状晶）：

　mp　206－2100C．

　［al．26　一一130　（c　O．5，　EtOH）．
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　Anat．　Calcd　for　Cs2HsoNfsOii：　C，　64．71；　H，　8．35；　N，　8．71．

　　　　Found：　C，　64．18；　H，　8．　ll；　N，　8．14．

　アミノ酸分析：Asp　O．87，　Val　1，　Leu　3．89．

L．Leu－D－Leu－L－Leu－L－Asp－D－Leu－L－Val（収率75％、無色針状晶）：

　mp　187一一1890C．

　33との混融試験：mp　187－1890C．

　［a］D25　＋410　（c　O．3，　DMF）．

　HPLC：保持時間10．6min．

高分解能FAB－MS例／z：Calcd　for　C3．H6，N60g（MH＋）：685．4501．

　　　　　　　　　　　Found：　685．4510．

アミノ酸分析：Asp　O．87，　Val　1，　Leu　3．81．

Pumllacldlns　A（12）　びB（13）のうクトン結合の位署の決

　12及び13各10mgを無水THF中、水素化ホウ素リチウム10mgと共に6

時間加熱還流した。追回下、反応液に60％メタノール10m£を滴下油搾した後

溶媒を減圧下留涌した。残渣に脱イオン水20m£を加え、　pH2．0に調整し、酢酸

エチル20m£×2で抽出した。有機溶媒層を水洗後、濃縮、凍結乾燥して得られ

た還元生成物の固体に6N塩酸1m£を加え、封管中110℃、16時間加熱加水分

解した。

　12及び13のアルカリ分解により得られた各々2種類の生成物は、分離する

ことなく同様に還元した後、完全酸加7k分解を行なった。

　加水分解後の各化合物のアミノ酸組成は、本文中Table　2－14に示した。
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第3章の実験

FluvlrUCIn　Aの抽　　び

　Nonomuria　tyrrhenii　sp．　nov．　Q464－31株の培養液50£をブタノール20£

で抽出した。シャープレス遠心機により分離したブタノール層を減圧下0．5£に

濃縮した後、ヘキサン3£に滴下し、生成した褐色固体を濾暫した（119）。本粗

塩出物をシリカゲルカラムクロマト（40i．d．　X　380mm）に付し、酢酸エチルーメ

タノール7：3の混合溶媒系により洗浄した後、ジクロロメタンー28％アンモニ

ア水10：1の下層とメタノー・ル3：2の混合溶媒系により展開溶出した。TLCを

指標として分画した後、減圧下濃縮乾固し、更にシリカゲルカラムクロマト

（40i．d．×・320mm）に付した。カラムをアンモニアアルカリ性ジク中貫メタン一

三タノール19：1の混合溶媒系により洗浄し、9：1系にて展開溶出した。活性画

分に析出したfluvirucin　Aの無色針状晶を濾取した後（146mg）、母液並びに残

りの活性面分を減圧下濃縮し、メタノール500m£に滴下した。生成した沈澱を

濾面し、fluvirucin　Aの淡黄色の固体2．24gを得た。本固体の一部をメタノー

ルから結晶化し、fluvirucin　Aを無色針状晶として単離した。

　IRスペクトル：Fig．3－6．

　1H－NMRスペクトル：Fig．3－8及びTable　3－13．

　その他の物理化学的性状は、本文中Tab　l　e　3－8に記載した。

FluvirUCIn　Bの抽　　び精製

　Nonomuria　sp．　R359－5株の培養液2．6£をブタノール1．7£で抽出した。ブ

タノール層を水洗後減圧下府序盤固し、褐色の固体1．6gを得た。本粗抽出物を

TLCを指標として、シリカゲルカラムクロマトにより精製し（最初のカラム：

22i・d・×540mm、クロロホルムーエタノールー14％アンモニア水5：7：2、2番

目のカラム：20i．d．　X　450mm、アンモニアアルカリ性ジク聖恩メタンー同国ノー

ル10：1）、fluvirucin　Bの淡黄色粉末317mgを得た。本粉末を2回に分け

Sephadex　LH－20カラムクロマトにより精製した後、メタノールから結晶化し、

fluvirucin　Bの無色針状晶86mgを得た。

　1H－NMRスペクトル：Fig．3－9及びTable　3－13．
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その他の物理化学的性状は、本文中Table　3－8に記載した。

FIUVIrUCIn　Cの　　及び精製

　Nocardiopsis　matabitis　R869－90株の培養液2．5£をブタノール1．5£で抽

出した。ブタノール層を水洗後減圧下濃縮乾固し、褐色の固体0．99を得た。本

途抽出物をシリカゲルカラムクロマト（30i．d．　X　440mm）に付し、アンモニアア

ルカリ性ジクロロメタンーメタノール9：1の混合溶媒にて展開溶出した。TLC

上単一のスポットを示す書分を集め、濃縮、凍結乾燥の後、fluvirucin　Cの淡

黄色粉末127mgを得た。本粉末をSephadex　LH－20のカラムクロマトにより精

製し、fluvirucin　Cの白色粉末65mgを得た。本粉末の一部をメタノールから

結晶化し、fluvirucin　Cの無色針状晶を得た。

　1H－NMRスペクトル：Fig．3－10及びTable　3－13．

　その他の物理化学的性状は、本文中Table　3－8に記載した。

Fluvirucin　D、の抽出及び精製

　Non－sporogenic　maduromycete　L407－5株の培養液20£を、シャー・ブレス遠心

機で正体と濾液19£とに分離した。濾液にDiaion　HP－20、29を加え1時間撹

拝した後、樹脂を濾翻し水洗した。バッチ法により80％アセトン39×2で活

性成分を溶出し、減圧下0．5£に濃縮した。菌体はメタノール5£×3で抽出し、

減圧下メタノールを留癒した後、残った水層を上記濃縮液に混合した。本混合液

をDiaion　HP－20のカラムクロマト（55　i．d．×500mm）に付し、50％及び80％

アセトンで展開溶出した。Flu－Aに対する抗ウイルス活性を示した画分を減圧下

濃縮乾固し、褐色固体6．559を得た。本望精製物をTLCを指標として、シリカ

ゲルカラムクロマトにより順次精製を行なった（最初のカラム：55i．d．×800mm．

プロパノーール一水50：1、2番目のカラム：40i．d．　×　600mm、酢酸エチル一越タ

ノール3：2、3番目のカラム：20i．d．×450mm、アンモニアアルカリ性ジクロロ

導体ン田居タノール19：1）。以上の操作で得られたfluvirucin　D，の淡黄色の

粉末870田9を4回に分け、Sephadex　LH－20のカラムクロマト（22　i．d．×720mm、

メタノール）により精製し、fluvirucin　D、の白色粉末770mgを得た。本白色

粉末をメタノールから結晶化し、fluvirucin　P、の無色針状晶650mgを得た。
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iH－NMRスペクトル：Fig．3－11及びTable　3－13．

その他の物理化学的性状は、本文中Table　3－8に記載した。

Fluvirucins　D2　D3　びD，の び　　1

　Non－sporogenic　maduromycete　R516－16株の培養液2．5£をブタノール2£で

抽出した。ブタノール層を水洗後、減圧下濃縮乾固し、fluvirucins　D2、　D．及

びD、の複合体の褐色固体2．25gを得た。本妻抽出物をシリカゲルカラムクロ

マト（30i．d．×420mm）に付し、　TLCを指標として分画した。アンモニアアルカ

リ性ジクロロメタン溶出画分からfluvirucins　D．及びD、の混合物857mgを、

アンモニアアルカリ性ジクロロメタンーメタノール49：1系の溶出画分からは

D。137mg、24：1系の溶出応分からはD266mg、更に19：1系の溶出町分からは

D・342mgを各々単一一成分として得た。　P．の粗粉末66mgをシリカゲルカラムク

ロマト（20i・d・×460mm、97：3系）続いてSephadex田一20カラムクロマトによ

り精製した後、メタノールから結晶化し、D．の無色針状晶29mgを得た。　D．の

粗粉末137mgをシリカゲルカラムクロマト（20　i．d．　X　460mm、ベンゼンーメタ

ノール19：1）続いてSephadex　LH－20カラムクロマトにより精製し、　D．の白色

粉末75mgを単離した。本粉末を更にメタノールから結晶化し、　D．の無色針状

晶34mgを得た。　D3及びD。の混合物857mgをシリカゲルカラムクロマト

（40i・d・X700mm、ベンゼンーメタノール19：1）に付し、　TLCを指標として分画

し、単一のD・204mg、　D3及びD、の混合物311mg、単一のD．210mgの3つ

の七分を得た。D・の白色粉末47mgをSephadex　LH－20カラムクロマトにより

精製した後、メタノールから結晶化し、D、の無色針状晶7m9を得た。

　D2のiH－NMRスペクトル：Fig．3－12及びTable　3－13．

　D・のuvスペクトル：Fig．3－5．

　D3のIRスペクトル：Fig．3－7．

　D・のIH－NMRスペクトル：Fig．3－13及びTable　3－13．

　D・のIH－NMRスペクトル：Fig．3－14及びTable　3－13．

　その他の物理化学的性状は、本文中Table　3－8に記載した。
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　Fluvirucin　A　34　のアセチルヒ

　34118mgに無水ビリジン3m£及び無水酢酸2maを加え、室温で16時間撹

拝した。反応液に酢酸エチル70m£を加え、更に氷水70m£を加えた後1時間

撹拝した。有機溶媒層を分離し、IM硫酸銅溶液50m£×2、続いて脱イオン：水

50m£・×・3で洗浄した後、無水硫酸ナトリウムで脱水した。溶媒を減圧下濃縮乾固

し、得られた反応生成物をシリカゲルカラムクロマト（15i．d．　X　270mm）に付し

た。トルエンーメタノール19：1の混合溶媒系にて溶出した画分をTLC（トルェ

ンー三三ノール9：1、RfO・16、硫酸発色）を指標として分画し、濃縮、凍結乾

燥の後35の自色粉末149mgを得た。35はアセトンから結晶化し、無色柱状晶

を与えた。

　35：

　　mp　259一一2610C．

　　IR　v．．．KB“cm一’：　1740，　1690，　1520，　1225．

　　EI－MS　m／z：　554　（M＋），　539　（M＋一CH．），　525　（M＋一CH．CH．），　495　（M’一〇Ac），

　　　　　　　434，　282，　272　（100％）．

　　iH　一・　NMRスペクトル：Tab　l　e　3－14．

　　13C　一一　NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

　53、60、64、73、74及び75についても同様にアセチル化し、それぞれのア

セチル体54、61、65、76、77及び78を得た。

　54：

　　mp　213－216℃（無色針状晶）．

　　IR　v．．．KBrcm－i：　1740，　1650，　1530，　1230．

　　EI－MS　m／z：　568　（M一），　540，　509　（M＋一〇Ac），　296，　280　（108％）．

　　iH－NMRスペクトル：Table　3－14．

　　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

　61：

　　mp125－129℃（無色プリズム晶）．

　　IR　u．．．KB’cm一’：　1740，　1660，　1530，　1240．

　　EI－MS　m／z：　626　（M一），　567　（M一一〇Ac），　506，　354，　338，　278，　272　（100％）．

　　iH－NMRスペクトル：Table　3－14．
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，、腰　，戴　課艶．期・禦　　　蔽　　　　脚，　　　鰍．、灘騰麟一一、

　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

65：

　mp　238－240℃（無色針状晶）．

　IR　u．．．KBrcm－i：　1745，　1670，　1540，　1230．

　EI－MS　m／z：　582　（M＋），　567　（M＋一CH．），　553　（M’一CH．CH．），　523　（M’一〇Ac），

　　　　　　　310，　294，　272　（100％）．

　iH－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－14．

　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

76：

　mp　196・・一　197℃（無色板状晶）．

　IR　v．．．KB”cm一’：　1740，　1650，　1535，　1230．

　EI－MS　m／z：　582　（M＋），　554，　523　（M＋一〇Ac），　310，　293　（100％），　272．

　1H－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－14．

　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

77：

　mp　226　一　228℃（無色針状晶）．

　IR　v．．．KB”cm一’：　1745，　1645，　1555，　1225．

　EI－MS　m／z：　687　（M’），　659，　628　（M’一〇Ac），　596，　394，　377，　368，　294，

　　　　　　　236　（100％）．

　iH　一・　NMRスペクトル：Table　3－14．

　i3C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

78：

　mp　196　一　200℃（無色プリズム晶）．

　IR　v．．．KB”cm一’：　1740，　1640，　1560，　1230．

　EI－MS　m／z：　687　（M’），　659，　628　（M’一〇Ac），　596，　567，　395，　377，　368，

　　　　　　294　（100％）．

　1H－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－14．

　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－15．

一一@171一

．聾u・



　FIUVIrUCIn　A　34のメタノリシス

　34400mgを5N無水塩酸メタノール70m£に懸濁し、封管中900Cで3時間

加熱した。室温に冷却後、反応液中に析出した36の無色針状晶を濾取し、充分

水洗した後、真空乾燥した（220mg）。

　36：

　　mp　230－2400C．

　　IR　u．．．KB”cm－i：　1640，　1545．

　　EI一一MS　m／z：　283　（M＋），　268　（M＋一CH．），　265　（M＋一H．O），　254　（M＋一CH．CH．），

　　　　　　　55　（100％）．

　　Anat．　Calcd　for　Ci7H33NO2：　C，　72．04；　H，　11．73；　N，　4．94．

　　　　　Found：　C，　72．32；　H，　11．87；　N，　4．93．

　濾液と洗液とを合わせ、更に脱イオン水を加え400m£とし、ブタノール

200maで抽出した。水層を減圧下100m£に濃縮し、　Amberlite　IRA－400（H＋型、

Dow　Chemica1社製）で中和後、更に10m£に濃縮した。濃縮液をAmberlite

CG－50のカラム（NH。＋型、20×270mm）に付し、水洗後0．2Nアンモニア7kにて

展開溶出した。ニンヒドリン反応陽性画分を集め、濃縮、凍結乾燥し、メチルグ

リコシドの2種のアノマー　（37a、37b）の混合物の白色固体145mgを得た。

このアノマー混合物は、クロロホルムーエタノールー28％アンモニア水（4：7：2）

の混合溶媒系を用いた分取TLCにより分離し、　Amberlite　CG－50のカラムクロ

マトの後、主生成物37a73mg、及び副生成物37b　l4mgを各々白色粉末として

単離した。

　37a：

mp　140一一142．50C．

［a］D27　一950　（c　1．O，　H20）．

TLC（クロロホルムーエタノールー28％アンモニア：水、4：7：2）：Rf　O．55．

EI－MS　m／z：　178　（MH一），　146　（M＋一・OCH．），　128　（M＋一〇CH．一H．O），　127

　　　　　（M’一MeOH－H．O），　97，　86，　69，　59，　40　（100％）．
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　1H－NMRスペクトル（D20）δ：1・26（3H，　d，　J＝6．6Hz，6’　一H3），3．09（IH，

　br．dd，　J＝3．3，　1．5Hz，　3’一一H），　3．41　（3H，　s，　1’一〇CH3），　3．63　（IH，　br．t，

　」一1．5Hz，　4’一H），　3．72　（IH，　ddd，　J－3．3，　1．5，　1．IHz，　2’一H），　4．02　（IH，　q，

　J－6．6Hz，　5’一H），　4．80　（IH，　d，　J－1．IHz，　1’一H）．

　Anat．　Calcd　for　C7HisNO4：　C，　47．45；　H，　8．53；　N，　7．90．

　　　　FouBd：　C，　46．97；　H，　8．47；　N，　7．82．

37b：

　mp　117－1200c．

　［a］．25　＋450　（c　O．6，　H20）．

　TLC：　Rf　O．44．

　1H－NMRスペクトル（D20）δ：1．29（3H，　d，」＝6．6Hz，6’一H3），2．98（1H，

　br．t，　J＝3．3Hz，　3’一H），　3．42　（IH，　br．d，　J－3．3Hz，　4’一H），　3．55　（3H，　s，

　1’一〇CH3），　3．74　（IH，　q，　J＝6．6Hz，　5’一H），　3．81　（IH，　br．d，　J－3．3Hz，

　2’一H），　4．49　（IH，　d，　J－1．IHz，　1’一H）．

　Anat．　Calcd　for　C7HisNO4・1／4H20：　C，　46．27；　H，　8．60；　N，　7．71．

　　　　Found：　C，　46．49；　H，　8．38；　N，　7．65．

53、60、64、73、74及び75についても同様にメタノリシスを行ない、アグ

リコンとして53から55を、60から62を、更に64、73、74及び75から

66を単離した。また糖部分として、53、60及び73から37a及び37bを、更

に64から67a及び67bを単離した。74及び75の各々の構成糖のメチルグ

リコシド79及び88は、各々の水層を2Nアンモニア水で中和後、分取TLC

（アンモニアアルカリ性クロロホルムーメタノール9：1、79：RfO．37、80：

Rf　O・50）続いてSephadex　LH－20カラムクロマトにより精製し、それぞれ白色

粉末及び無色シロップとして得た。

　55：

　　mp　235－245℃（無色針状晶）．

　　IR　v．．．KBPcm一’：　1640，　1540．

　　EI－MS　m／z：　297　（M一），　282　（M＋一CH．），　279　（M＋一H．O），　268　（M’i－CH．CH．），

　　　　　　　115　（100％）．
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　　　Anat．　Calcd　for　CisH3sNO2：　C，　72．68；　H，　il．86；　N，　4．71．

　　　　　　　　　Found：　C，　72．21；　H，　ll．90；　N，　4．68．

　62：

　　　mp　184　一一　186℃（無色針状晶）．

　　　IR　v．．．KB”cm一’：　1640，　1550．

　　　EI一・MS　m／z：　313　（M＋），　298　（M＋一CH．），　284　（M＋一CH．CH．），　268　（M＋一CHOHCH．，

　　　　　　　　　　　　　　100％），　251，　228，　149．

　　　Anat．　Calcd　for　CisH3sNO3e1／4H20：　C，　67．99；　H，　11．25；　N，　4．40．

　　　　　　　　　Found：　C，　67．73；　H，　11．15；　N，　4．39．

　66：

　　　mp　235・一一　2450C（無色針状晶）．

　　　IR　v．．．KBrcm－i：　1640，　1545．

　　　EI－MS　m／z：　311　（M＋），　296　（M＋一CH．），　293　（M’一H．O），　282　（M’一・CH．CH．），

　　　　　　　　　　　　　　115　（108％）．

　　　Anat．　Calcd　for　CigH37NO2：　C，　73．26；　H，　11．97；　N，　4．50．

　　　　　　　　　Found：　C，　72．94；　H，　12．05；　N，　4．46．

　67a：

　　　mp　85－87℃（白色粘着性固体）．

　　　［a］D27　一630　（c　O．2，　MeOH）．

　　　TLC：　Rf　O．52．

　　　EI－MS　m／z：　178　（MH＋），　146　（M＋一〇CH．），　128　（M＋一〇CH．一H．O），　l　l6，　73，　59，

　　　　　　　　　　　　　　40　（100％）．

　　　iH－NMRスペクトル（D20）δ：1．28（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’一H3），2．92（1H，

　　　dd，　J－9．8，　3．OHz，　3’一一H），　3．29　（IH，　t，　J－9．8Hz，　4’一H），　3．39　（3H，　s，

　　　1’一〇CH3），　3．67　（IH，　dq，　J－9．8，　6．4Hz，　5’一H），　3．88　（IH，　dd，　J＝3．0，

　　　1．3Hz，　2’一H），　4．66　（IH，　d．　J－1．3Hz，　1’一H）．

　　　Anat・　Calcd　for　C7HisNO4・H20：　C，　43．07；　H，　8．78；　N，　7．16．

　　　　　　　　　FouRd：　C，　43．30；　H，　8．90；　N，　6．82．

　67b：

　　　無色シロップ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一174一

灘灘’ﾖ翻一二馨二二二二灘，二三，灘1灘三二．、購懸三白…慧

　　　　　　　　　［a］．25　＋850　（c　O．6，　H20）．

　　　　　　　　　TLC：　Rf　O．44．

　　　　　　　　　iH－NMRスペクトル（D20）δ：1．30（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’一H3），2．77（1H，

　　　　　　　　　dd，　J－9．8，　3．OHz，　3’一H），　3．21　（IH，　t，　J＝9．8Hz，　4’一H），　3．41　（IH，　dq，

　　　　　　　　　J＝9．8，　6．4Hz，　5’一H），　3．51　（3H，　s，　1’一一〇CH3），　3．92　（IH，　br．d，　J＝3．OHz，

　　　　　　　　　2’一H），　4．56　（IH，　d．　J－1．IHz，　1’一H）．

　　　　　　　79：

　　　　　　　　　mp　141・一　146℃（白色粉末）．

　　　　　　　　　［a］D26　一430　（c　8．7，　EtOH）．

　　　　　　　　　EI－MS　m／z：　324　（M＋），　3e6　（M＋一H．O），　293　（M＋一〇CH．），　274，　233，　204，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　105　（100％）．

　　　　　　　　　1H－NMRスペクトル（CDCI．）δ：1．29（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’一H3），1．35

　　　　　　　　　（1／4H，　d，　J－6．4Hz，　6’一H3），　2．79　（2H，　t，　J－7．OHz，　2”一一H2），　3．27　（IH，　t，

　　　　　　　　　J－9．4Hz，　4’一H），　3．37　（3H，　s，　1’一〇CH3），　3．42　（2H，　t，　J＝7．OHz，　1”一H2），

　　　　　　　　　3．53　（1／4H，　s，　1’一〇CH3），　3．65　（IH，　dq，　」＝9．4，　6．4Hz，　5’一H），　3．73　（IH，

　　　　　　　　　br．s，　2’一H），　3．83　（IH，　br．d，　J＝9．4Hz，　3’一一H），　4．39　（1／12H，　s，　1’一H），

　　　　　　　　　4．56　（IH，　br．s，　1’一一H），　4．95，　5．38　（IH　each，　br．s，　NHX2），　7．18　（2H，

　　　　　　　　　dd，　J＝7．3，　1．5Hz，　4”，　8”一H2），　7．23　（IH，　dd，　J＝7．3，　1．5Hz，　6”一H），

　　　　　　　　　7．30　（2H，　t，　J－7．3Hz，　5”，　7”一H．）．

　　　　　　　　　高分解能EI－MS　m／z：Calcd　for　C、6H．。N20。（M＋）：324．1685．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Found：　324．1686．

　　　　　　　80

　　　　　　　　　無色シロップ．

　　　　　　　　　　［a］D26　一750　（c　8．2，　EtOH）．

　　　　　　　　　El－MS　m／z：　324　（M＋），　306　（M＋一H．O），　293　（M＋一〇CH．），　274，　233　（100％），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　206，　105．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一175　一一
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1H－NMRスペクトル（CDCI3）δ：1．24（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’・一　H3），1．31

（3／10H，　d，　J－6．4Hz，　6’一H．），　2．79　（2H，　t，　J－7．OHz，　2”一H．），　3．36　（3H，

s，　1’一一〇CH．），　3．41　（2H，　t，　J＝7．OHz，　1”一H．），　3．55　（3／10H，　s，　1’一一〇CH．），

3．61　（IH，　br．s，　4’一H），　3．65　（IH，　br．s，　2’一H），　3．92　（IH，　q，　J－6．4Hz，

5’一H），　3．95　（IH，　br．s，　3’一H），　4．33　（1／10H，　s，　1’一H），　4．66　（IH，　br．s，

1’一H），　5．54　（2H，　br．s，　NHX2），　7．19　（2H，　dd，　J－7．3，　1．5Hz，

4”，　8”一H2），　7．22　（IH，　dd，　J＝7．3，　1．5Hz，　6”一一H），　7．29　（2H，　t，　J＝7．3Hz，

5”，　7”・一H．）．

高分解能EI－MS　m／z：Calcd　for　C、6H．。N．Os（M＋）：324．1685．

　　　　　　　　　　　　　　　　Found：　324．1693．

　Fluvirucinine　A（36）のアセチル化

　3643m9に無水ピリジン3m9及び無水酢酸1m£を加え、室温で16時間撹

拝した後、前記と同様に処理した。得られた反応生成物をシリカゲルカラムクロ

マト（15i．d．×　260mm、トルエンーメタノール49：Dに付した。　TLC（トルエ

ンーメタノール9：1、RfO．31、硫酸発色）を指標として分画し、濃縮、凍結乾

燥の後38の白色粉末50mgを得た。本粉末をメタノールから結晶化し、38の

無色針状晶を得た。

　38：

　　　mp　230－2350C．

　　　IR　v．．．KB”cm一’：　1730，　1250．

　　　EI－MS　m／z：　325　（M＋），　296　（M＋一CH．CH．），　282　（M＋一Ac），　265（100％，

　　　　　　　　　　　　M＋一AcOH），　250，　236．

　　　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．84（3H，　t，　J＝7．1Hz，15－H．），0．86（3H，

　　　d，　J＝7．OHz，　6－CH．），　1．13　（3H，　d，　J＝7．OHz，　2－CH．），　2．09　（3H，　s，

　　　3－OAc），　2．41　（IH，　dq，　J＝9．4，　7．OHz，　2－H），　2．96　（IH，　m，　13－H），　3．69

　　　（IH，　ddt，　J＝13．6，　1．8，　8．　IHz，　13－H），　5．03　（IH，　dt，　J＝2．9，　9．4Hz，

　　　3－H），　5．72　（IH，　br．s，　13－NH）．

　55、62及び66についても同様にアセチル化を行ない、56及び63の無色針

状晶並びに68の白色粉末を得た。
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56：

　mp　203－2050C（無色針状晶）．

　　IR　u．．．KBr’cm－i：　1725，　1250．

　EI－MS　m／z：　339　（M’），　311，　296　（M“一Ac），　279　（100％，　M’一一AcOH），　264，

　　　　　　　　　　250．

　　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．82（3H，　t，　J＝7．5Hz，15－H3＞，0．85（3H，

　d，　J＝7．OHz，　6－CH．），　O．88　（3H，　t，　J＝7．3Hz，　2－CH．CH．），　1．95　（IH，　m，

　2－H），　2．03　（3H，　s，　3－OAc），　2．89　（IH，　m，　13－H），　3．76　（IH，　ddd，　J－13．9，

　8．1，　2．2Hz，　13一一H），　4．81　（IH，　ddd，　J－9．5，　5．5，　4．OHz，　9－H），　5．59　（IH，

　br．s，　13－NH）．

63：

　mp　186　一一　1880C（白色粉末）．

　IR　v．．．KBrcm一’：　1740，　1255．

　EI一一MS　m／z：　397　（M＋），　368　（M＋一CH．CH．），　354　（M＋一一Ac），　338　（M＋一〇Ac），　337

　　　　　　　　　　（M’一AcOH），　310，　294，　277　（100％，　M＋一2AcOH），　250．

　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．85（3H，　t，　J＝7．7Hz，15－H3），0．86（3H，

　d，　J－6．8Hz，　6－CH．），　1．24　（3H，　d，　J－6．4Hz，　2－CH（OAc）CH．），　2．05，　2．09

　　（3H　each，　s，

　2．89　（IH，　dddd，

　13．7，　3．0，　5．7Hz，

　5．10　（IH，　dt，

　Anat．

　　　　　　Found：　C，

68：

　mp　222一一2240c

　IR　v．．．KB”cm’i：

　EI－MS　m／z：　353　（M’）

　　　　　　　　　　264．

2－CH　（OAc）　CH　．，

　　　　　　　　J＝13．　7，

　　　　　　　　　　13－H）

　　　　　　J－1．　9，

Calcd　for　C22H3gNO

　　　　　　　　66．46；　H，

　　　　　3－OAc），　2．56　（IH，　dd，　J－10．6，　3．4Hz，　2－H），

　　5．7，　5．1，　1．3Hz，　13－H），　3．70　（IH，　ddt，　J＝

　，　5．07　（IH，　dq，　J－3．4，　6．4Hz，　2－CH（OAc）CH3），

10．6Hz，　3－H），　6．04　（IH，　b　r．t，　J－5．7Hz，　13－NH）．

　　．：　C，　66．47；　H，　9．89；　N，　3．52．

　　　　9．90；　N，　3．40．

（無色針状晶）．

　1725，　1250．

　　　　，　325，　310 （M＋一Ac），　293　（IOO％，　M＋一AcOH），　278，
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1H－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．81（3H，　t，，1＝7．5Hz，15－H3），0．82（3H，

t，　J＝7．5Hz，　6－CH．一CH．），　O．88　（3H，　t，　J＝7．5Hz，　2－CH．．C一．．一．．｝　一1．），　1．95　（IH，　m，

2－H），　2．03　（3H，　s，　3－eAc），　2．93　（IH，　m，　13－H），　3．74　（IH，　ddt，　J－13．7，

2．1，　8．6Hz，　13－H），　4．81　（IH，　dt，　J－9．0，　4．7Hz，　9－H），　5．58　（IH，　br．s，

13－NH）．

Fluvirucinine　A（36）のジクロム酸ピリジニウムによる酸化

　3664．5m9をジクロロメタン100m£に懸濁し、ジクロム酸ピリジニウム

100m9を加え、室温で32時間撹・絆した。反応液を濾過後、濃縮乾固し、得られ

た褐色の粗生成物をシリカゲルカラムクロマト（20i．d．×33mm、トルエンーメ

タノール49：1）に付した。TLC（トルエンーメタノール9：1、　Rf　O．37、硫酸発

色）を指標として分画し、濃縮、凍結乾燥の後、3932mg（収率50％）及び未反

応の3616mg（25％）を各々白色粉末として単離した。39はメタノールから結

晶化し、無色針状晶を得た。

　39：

　　mp　198－200ac．

　　IR　v．．．KB”cm－i：　1720．

　　EI－MS　m／z：　281　（M＋，　100％），　266　（M＋一一CH．），　252　（M’一CH．CH．）．

　　iH　一・　NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．83（3H，　t，　J＝7．3Hz，15－H3），0．89（3H，

　　d，　J＝6．OHz，　6－CH．），　1．33　（3H，　d，　J－7．3Hz，　2－CH．），　2．44，　2．63　（IH

　　each，　m，　4－H2），　3．16，　3．34　（IH　each，　m，　13－H2），　3．44　（IH，　q，　J＝7．3Hz，

　　2－H），　5．90　（IH，　br．s，　13－NH）．

　　Anat．　Calcd　for　Ci7H3，Ne2：　C，　72．55；　H，　11．10；　N，　4．98．

　　　　　Found：　C，　72．77；　H，　11．21；　N，　4．91．

Fluviruclnlne　A　36　の胱守法によるメチル化

　50％油性水素化ナトリウム209及び無水DMSO　200m£より調製した、ジメチ

ルスルフィニルアニオンのナトリウム塩の溶液中に、アルゴン気流下36890m9

を加えた後、ヨウ化メチル90m£を滴下し、室温で1時間撹着した。反応液を

氷水500m£に注いだ後、クロロホルム300m£で抽出した。クロロホルム層を水
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洗後、濃縮し、得られた黄色油状物質をシリカゲルの中圧カラムクロマト

（40i．d．×　360mm）に付した。ヘキサンーアセトン19：1の混合溶媒系で展開溶

出し、TLC（トルエンーメタノール9：1、　Rf　O．57、硫酸発色）を指標として分画

し、濃縮、凍結乾燥の後、40の白色固体727mgを得た（収率74％）。

　40：

　　mp　51．5－520c．

IR　u．．．KB”cm一’：　1630，　1190．

EI－MS　m／z：　311　（M＋），　296　（100％，　M＋一一CH．），　282　（M＋一CH．CH．），　280

　　　　　　（M＋・一・OCH．）．

1H－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．84（3H，　t，　J＝7．3Hz，15－H3），0．90（3H，

d，　J－6．9Hz，　6－CH3），　1．21　（3H，　d，　J－6．9Hz，　2－CH3），　3．07　（3H，　s，

13－NCH3），　3．41　（3H，　s，　3－OCH3），　2．47　（IH，　ddd，　J＝13．3，　6．9，　1．2Hz，

13－H），　2．82　（IH，　dq，　J＝9．7，　6．9Hz，　2－H），　3．41　（IH，　m，　13－H），　4．32

（IH，　m，　3一一H）．

Anai．　Calcd　for　CigH37NO2：　C，　73．26；　H，　11．97；　N，　4．50．

　　　Found：　C，　73．86；　H，　12．21；　N，　4．50．

Fluvirucinine　A脱水誘導体（42、43及び44）の調製

　36200mgを無永ビリジン10m£中、メタンスルポニルクロリド1m£と室温で

16時間撹卸した。反応液を氷水100m£に注ぎ、酢酸エチル70mSt×2で抽出し

た。酢酸エチル層を1N塩酸、飽和炭酸水素ナトリウム水、及び脱イオン水の順

に、各々50日目X2で洗浄した後、無水硫酸ナトリウムで乾燥した。酢酸エチル

を減圧下濃縮乾固し、淡褐色の固体220mgを得た。本生成物をクロロホルムー

メタノールの混合溶媒から結晶化し、41の無色針状晶を得た。

　41：

　　mp　216－2170c．

　　IR　v．．．KBrcm一’：　1320，　i160．

　　EI－MS　m／z：　265　（100％，　M＋一Ms），　250　（M＋一一Ms－CH．），　236　（M’一Ms一一CH．CH3）．
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　　iH－NMRスペクトル（CDCI3　一一　CD30D）δ：0．87（3正1，　t，　J＝7．3Hz，15－H．），

　　O．91　（3H，　d，　J－6．8Hz，　6－CH，，），　1．27　（3H，　d，　J＝6．8Hz，　2－CH．），　2．69　（IH，

　　dq，　J＝10．3，　6．8Hz，　2－H），　3．08　（3H，　s，　3－OMs），　2．64，　3．71　（IH　each，　m，

　　13－H．），　4．91　（IH，　dt，　J－10．3，　4．3Hz，　3－H）．

　　Anat．　Calcd　for　CisH3．sNO4S：　C，　59．80；　H，　9．76；　N，　3．87；　S，　8．87．

　　　　　Found：　C，　59．55；　H，　9．77；　N，　3．74；　S，　9．21．

　41184mgをジメチルホルムアミド10m£に懸濁し、1，8一ジアザビシクロー

［5．4．0］一7一ウンデセン1．5m£を加え、100℃で4時間加熱撹銘した。反応液を

室温に冷却後、酢酸エチルを加え150m£とし、　IN塩酸、飽和炭酸水素ナトリウ

ム水、及び脱イオン水の順に各々100m£×・2で洗浄した。有機溶媒層を無水硫酸

ナトリウムで乾燥した後、減圧下濃縮乾固し、淡黄色の反応生成物を得た。剃毛

生成物をシリカゲルカラムクロマト（20i．d．　X　470mm，トルエン一山タノール

49：1）、並びに分取TLC（トルエンーメタノール19：1）により分離精製し、42

48．5mg、4329．5mg及び4417．7mgを各々白色粉末として単離した。

　42：

　　mp　163一一1650c．

　　IR　v．．．KB”cm－i：　1660．

　　EI－MS　m／z；　265　（100％，　M＋），　250　（M＋一CH．），　236　（M’・一CH．CH．）．

　　UV　X．．．MeO“nm　（E）：　295　（11300）．

　　iH－NMRスペクトル（CnC13）δ：0．86（3H，　t，　J＝7．3Hz，15－H．），0．88（3H，

　　d，　J－6．8Hz，　6－CH3），　1．89　（3H，　s，　2－CH3），　1．94　（IH，　m，　4－H），　2．20　（IH，

　　ddt，　J’13．3，　4．7，　9．OHz，　4－H），　3．26　（IH，　m，　13－H），　3．44　（IH，　ddt，　J＝

　　13．3，　2．1，　6．8Hz，　13－H），　5．40　（IH，　ddq，　J－9．0，　6．4，　1．3Hz，　3－H），

　　5．62　（IH，　br．s，　13－NH）．

　　Anat．　Calcd　for　Ci7H3iNO：　C，　76．92；　H，　11．77；　N，　5．28．

　　　　　Found：　C，　76．97；　H，　ll．95；　N，　5．25．

　43：

　　mp　77一・780c．

　　IR　v．．．KB’cm－i：　1740．

　　EI－MS　m／z：　265　（100％，　M一），　250　（M＋一CH．），　236　（M’一CH．CH3）．
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　iH　“’　NMRスペクトル（CDCI3）δ：0・86（311，　t，　J＝7．3Hz，15－H。），0．89（311，

　d，　J＝6．6Hz，　6－CH3），　1．24　（3H，　d，　J＝7．3Hz，　2一一CH3），　1．99　（IH，　m，　4－H），

2．66　（IH，　ddd，　J＝14．3，　7．8，　3．3Hz，　13－H），　2．70　（IH，　dq，　J－7．3，　2．2Hz，

　2－H），　3．10　（IH，　dt，　J”8．8，　2．2Hz，　3－H），　3．75　（IH，　dt，　J－14．3，　8．2Hz，

　13一一H）．

　Anat．　Calcd　for　Ci7H3i）IO：　C，　76．92；　H，　11．77；　N，　5．28．

　　　　Found：　C，　76．77；　H，　11．88；　N，　5．28．

44：

　mp　172－1740c．

　IR　v．．．KBrcm一’：　1660．

　EI－MS　m／z：　265　（100％，　M＋），　250　（M＋一CH．），　236　（M’一CH．CH．）．

　lH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．84（3H，　t，　J＝7．3Hz，15－H3），0．93（3H，

　d，　J－6．8Hz，　6－CH3），　1．22　（3H，　d，　J－6．8Hz，　2－CH3），　1．83　（IH，　dt，　」一

　13．7，　10．3Hz，　5一一H），　2．16　（IH，　ddd，　J－13．7，　4．4，　3．8Hz，　5－H），　2．91

　（IH，　dq，　J＝9．0，　6．8Hz，　2－H），　2．97，　3．53　（IH　each，　m，　13一一H2），　5．42

　（IH，　ddd，　J－11．7，　9．0，　1．9Hz，　3－H），　5．53　（IH，　ddd，　」＝11．7，　10．3，

　3．8Hz，　4－H），　5．61　（IH，　br．s，　13－NH）．

　Anat．　Calcd　for　Ci7H3iNO：　C，　76．92；　H，　11．77；　N，　5．28．

　　　　Found：　C，　76．82；　H，　11．88；　N，　5．17．

Fluvirucinine　AのMTPAエステル誘導体（45a及び45b）の調製

　3613mgをジクロロメタン2m£中、　R一（＋）一2一メトキシー2一（トリフルオロメチ

ル）フェニルアセチルクロリド150P£、トリエチルアミン1m£及び4一ジメチル

アミノピリジン10mgと共に室温で16時間撹拝した。反応液に酢酸エチル及び

氷水を加え1時間撹搾し、酢酸エチル層を分離した。有機溶媒層を1N塩酸、

飽和炭酸水素ナトリウム水、及び脱イオン水の順に洗浄した後、濃縮乾固し、粗

成生物を得た。本生成物を分取TLC（トルエンーメタノール17：3続いてヘキサ

ンーアセトン9：1）及びSephadex　LH　一・　20のカラムクロマト（11　i．d．×450mm，

メタノール）にて精製し、45a15mgの白色粉末を得た。36のS一（一）一2一メトキ

シー2一（トリフル町田メチル）フェニル酢酸エステル（45b）も、対応する酸クロリ
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ドを用い同様に調製した。

45a：

　　mp　185一一1870c．

　　IR　vmaxKBi’cm－1：　1745，　1295，　1250，　1190，　l165，　1120，　1020，　725．

　　EI－MS　m／z：　499　（M’），　485，　470　（M＋一CH．CH．），　456，　266　（100％，

　　　　　　　　　　M＋一〇MTPA），　252，　189．

　　1H－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．84（3H，　d，　J＝7．3Hz，6－CH3），0．85（3H，

　　t，　」＝7．3Hz，　15一一H3），　1．86　（3H，　d，　J＝7．3Hz，　2－CH3），　2．44　（IH，　dq，

　　J－8．1，　7．3Hz，　2－H），　2．50　（IH，　m，　13・一・H），　3．59　（3H，　s，　MTPA－OCH．），

　　3．75　（IH，　ddt，　」＝13．7，　1．7，　8．　IHz，　13’H），　5．26　（IH，　dt，　」＝3．4，　8．　IHz，

　　3－H），　5．45　（IH，　dd，　J＝8．1，　4．3Hz，　13－NH），　7．42　（3H，　m，　MTPA－phenyl），

　　7．57　（2H，　m，　MTPA－phenyl）．

45b：

　　mp　184－1860C．

　　IR　v．．．”Brcmmi：　1740，　1275，　1255，　1170，　1120，　1020，　720．

　　EI－MS　m／z：　499　（M＋），　485，　470　（M＋一CH．CH．），　456，　266　（100％，

　　　　　　　　　　M’一〇MTPA），　252，　189．

　　1H－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．79（3H，　d，　J＝6．8Hz，6－CH．），0．84（3H，

　　t，　J－7．3Hz，　15－H3），　1．15　（3H，　d，　J＝7．3Hz，　2－CH3），　2．52　（IH，　dq，

　　J－8．6，　7．3Hz，　2－H），　2．64　（IH，　m，　13一一H），　3．54　（3H，　s，　MTPA・一〇CH3），

　　3．79　（IH，　ddt，　J＝13．7，　1．7，　8．　IHz，　13－H），　5．27　（IH，　dt，　J－3．4，　8．6Hz，

　　3－H），　5．76　（IH，　dd，　J－8．1，　4．3Hz，　13－NH），　7．41　（3H，　m，　MTPA－phenyl），

　　7．54　（2H，　m，　MTPA－phenyl）．

Fluvirucinine　AのMPAエステル誘導体（46a及び46b）の調製

　3614mgをジクロロメタン5mSt中、　R一（→一一2一メトキシフェニル酢酸53mg、

4一ジメチルアミノピリジン10mg及びWSC　37mgと共に室温で16時間撹拝した。

反応液を減圧下濃縮し、酢酸エチル40m£を加え、5％クエン酸、脱イオン水、

5％炭酸水素ナトリウム及び脱イオン水の順に各々30m£×2で洗浄した後、減

圧下濃縮乾固した。本生成物を分取TLC（トルエンーメタノール17：3）及び
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　　Sephadex　LH－20のカラムクロマト（11　i．d．　X450mm，メタノール）にて精製し、

　　46a11．5mgの白色粉末を得た。36のS一（＋）一2一メトキシフェニル酢酸エステル

　　（46b）も、対応する酸を用い同様に調製した。

　　　　46a：

　　　　　mp　220一一一2210C．

　　　　　IR　v．．．KB”cm一’：　1740，　1220，　1190，　1180，　1120，　1000，　735．

　　　　　EI－MS　m／z：　431　（M＋），　387，　372，　282，　266　（M＋・一〇MPA），　252，　236，　121

　　　　　　　　　　　　　　（100％）．

　　　　　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：0．62（3H，　d，　J＝6．8Hz，6－CH3），0．83（3H，

　　　　　t，　J－7．3Hz，　15－H3），　1．09　（3H，　d，　J－6．8Hz，　2－CH3），　2．39　（IH，　dq，

N　J＝8．8，6．8Hz，2－H），2．83（IH，　dddd，　J－13．5，7．3，4．7，2．　IHz，13－H），

　　　　　3．43　（3H，　s，　MPA－OCH3），　3．63　（IH，　m，　13－H），　4．77　（IH，　s，　MPA－2－H），

　　　　　5．05　（IH，　dt，　J－2．7，　8．8Hz，　3－H），　5．70　（IH，　br．dd，　J－7．3，　4．7Hz，

　　　　　13一一NH），　7．35　（3H，　m，　MPA－phenyl），　7．44　（2H，　br．d，　J＝7Hz，　MPA－phenyl）．

　　　　46b：

　　　　　mp　250－252QC．

　　　　　IR　v．．．KB’em－i：　1735，　1210，　1200，　1180，　1115，　1000，　730・

　　　　　EI－MS　m／z：　431　（M’），　387，　372，　282，　266　（M’一一〇MPA），　252，　236，　121

　　　　　　　　　　　　　　（100％）．

　　　　　iH－NMRスペクトル（CDC13）δ：0．79（3H，　d，　J＝7．3Hz，6－CH．），0．86（3H，

　　　　　t，　J＝7．3Hz，　15－H3），　O．88　（3H，　d，　J＝6．8Hz，　2－CH3），　2．33　（IH，　quintet，

　　　　　J＝6．8Hz，　2－H），　2．66　（IH，　dddd，　J－13．3，　8．6，　4．7，　2．　IHz，　13－H），　3．42

　　　　　（3H，　s，　MPA－OCH3），　3．65　（IH，　ddt，　J－13．3，　2．6，　7．3Hz，　13－H），　4．78

　　　　　（IH，　s，　MPA－2－H），　5．gO　（IH，　dt，　J－2．6，　6．8Hz，　3一一H），　5．62　（IH，　br．dd，

　　　　　J＝7．3，　4．7Hz，　13－NH），　7．37　（3H，　m，　MPA－phenyl），　7．45　（2H，　br．d，

　　　　　J＝7Hz，　MPA－pheny1）．
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Amphotericin　Bの酸メタノリシスによるメチルα。D一ミコサミニド（47a）の

　Amphotericin　B（Makor　Chemicals社製）19を3N無水塩酸メタノール25m£

に溶解し、2時間加熱還流した。反応液を室温に冷却後、氷水100m£に注ぎ、

減圧下50m£に濃縮し、不溶物を遠心分離した。上清をAmberlite　IRA－400

（OH一型）で中和し、　Amberlite　CG　一・　50（NH、＋型）のカラム（20　i．d．×230mm）に

付した。脱イオン水で洗浄した後、0．2Nアンモニア水で展開溶出し、　TLCを指

標として分画後、凍結乾燥し、メチルD一ミコサミドのアノマー混合物の粘着性

淡黄色固体133mgを得た。このアノマー混合物を67の場合と同様に分離iし、

主生成物の47a　79mg及び副生成物の47b　21mgを各々白色粉末として単離した。

　47a：

　　［a］D27　＋610　（c　O．5，　MeOH）．　Lit．68’　［a］D23　＋540　（c　O．5，　MeOH）．

　　1H－NMRスペクトル（D20）δ：67aと一致した。

　47b：

　　iH－NMRスペクトル（D20）δ：67bと一致した．

メチル3一アセトアミドー3，6一ジデオキシーα一D一マンノビラノシド（48）

　47a　79mgを無水メタノール2m9に溶解し、無水酢酸0．2Smaを加え室温で2

時間撹拝した。反応液を減圧下濃縮乾固し、シロップ状の4897mgを得た（収

率100％）。

　48：

　　［al　D27　＋460　（c　O．5，　EtOH）．　Lit．68’　［a］D22　＋470　（c　O．5，　EtOH）．

　　IR　u．．．KB’cm一”：　1645，　1550．

　　EI－MS　m／z：　220　（MH一），　201　（MH一一H．e），　188　（M＋一〇CH．），　169　（M’一H20

　　　　　　　－MeOH），　142，　128　（100％），　112，　101，　86，　74，　59．

　　iH－NMRスペクトル（CD30D）δ：1．26（3H，　d，　J＝6．4Hz，6－H．），1．99（3H，

　　s，　3一・NAc），　3．34　（IH，　t，　J－9．8Hz，　4－H），　3．36　（3H，　s，　1－OCH3），　3．63

　　（IH，　dq，　」＝9．8，　6．4Hz，　5－H），　3．73　（IH，　dd，　」＝3．0，　1．7Hz，　2－H），　4．07

　　（IH，　dd，　J－9．8，　3．OHz，　3－H），　4．51　（IH，　d，　J－1．7Hz，　1－H）．
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メチル3一アセトアミドー36一ジデオキシー24一ジメシロキシーα一D一マンノビラノ

シド（49）

　　4861mgを無水ピリジン2m£中、メタンスルポニルクロリド0．25m9と共に、

　室温で16時間撹拝した。反応液を50m9の氷水に注ぎ、酢酸エチル50m9　×　2

　で抽出した。酢酸エチル層を1N塩酸、飽和炭酸水素ナトリウム水、及び脱イオ

　ン水の順に各々50m£×2で洗浄し、減圧下濃縮乾固し、褐色の固体を得た。本

　粗生成物を分取TLC（クロロホルムーメタノール9：1、　Rf　O．41）更にSephadex

　LH－20カラムクロマト（ll　i．d．×450mm、メタノール）により精製し、凍結乾燥

　後49の白色粉末67．5mgを得た（収率68％）。49は、アセトンーヘキサンの

　混合溶媒から結晶化し、無色針状晶を与えた。

薄　49：

　　　mp　149一一1500C．

　　　［a］D27　＋18．60　（c　O．5，　EtOH）．

　　　IR　v．．．KB’cm一’：　1650，　1545，　1360，　1330，　1180．

　　　EI一一MS　m／z：　344　（M＋・一〇CH．），　296　（M＋・一Ms），　236　（IOO％），　221，　206，　194，

　　　　　　　　　179，　149，　140，　117，　98．

　　　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：1．34（3H，　d，　J＝6．4Hz，6－H．），1．98（3H，

　　　s，　3－NAc），　3．11，　3．20　（3H　each，　s，　2一，　4－OMs），　3．43　（3H，　s，　1“OCH3），

　　　3．90　（IH，　dq，　J－9．8，　6．4Hz，　5－H），　4．39　（IH，　t，　J－9．8Hz，　4－H），　4．65

　　　（IH，　dd，　J＝9．8，　3．OHz，　3－H），　4．66　（IH，　br．s，　1－H），　4．84　（IH，　br．s，

　　　2－H），　4．85　（IH，　br．s，　3－NH）．

　　　Anat．　Calcd　fer　CiiH2iNOgS2：　C，　35．19；　H，　5．64；　N，　3．73；　S，　17．08．

　　　　　　Found：　C，　35．68；　H，　5．67；　N，　3．73；　S，　17．09．

メチル3一アセトアミドー36一ジデオキシー24一ジメシロキシーα一D一タロピラノシ

　4956mgをメチルセロソルブ20m£に溶解し、無水酢酸ナトリウム100mgを

加え、3日間加熱還流した。反応液を室温に冷却後、減圧下濃縮乾固し、残渣を

酢酸エチル及び脱イオン水、各々50m£に分配した。有機溶媒層を水洗後、減圧

下説此面固し、残渣に無水ピリジン3m£及びメタンスルポニルクロリド0．5m£
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を加え、室温で40時間撹拝した。49の場合と同様に処理し、50の自色粉末

17m9を得た（収率31％）。

　50：

　　TLC：　Rf　O．50．

　　mp　167・一一一1690C．

　　［a］．27　＋580　（c　O．3，　EtOH）．

　　IR　v．．．”B”cm一’：　1675，　1525，　1340，　1175．

　　CD　（c　O．04，　MeeH）　｛e］r‘（Rm）：　一2800　（212）　（negative　maximum）．

　　EI－MS　m／z：　344　（M＋一一〇CH．），　296　（M＋一Ms），　236　（100％），　221，　206，　194，

　　　　　　　179，　149，　140，　117，　98．

　　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：1．32（3H，　d，　J＝6．4Hz，6－H．），2．04（3H，

　　s，　3－NAc），　3．13，　3．14　（3H　each，　s，　2一一，　4－OMs），　3．42　（3H，　s，　1－OCH3），

　　4．17　（IH，　dq，　J－O．9，　6．4Hz，　5一一H），　4．66　（IH，　dt，　」一8．1，　3．2Hz，　3－H），

　　4．72　（IH，　m，　4－H），　4．77　（IH，　m，　2－H），　4．87　（IH，　d，　J＝1．7Hz，　1－H），

　　6．58　（IH，　br．d，　J－8．　IHz，　3－NH）．

　　Anat．　Calcd　for　CiiH2iNOgS2：　C，　35．19；　H，　5．64；　N，　3．73；　S，　17．08．

　　　　Found：　C，　35．85；　H，　5．73；　N，　3．72；　S，　16．42．

37aの3一アセチルー2，4一ジメシル誘導体（51）の合成

　37a　125mgを無水メタノール4m£中、無水酢酸0．5m£によりN一アセチル化

を行なった。反応生成物は、精製することなく49の場合と同様にメシル化し、

51の自色粉末110mgを得た。

　51：

　　TLC：　Rf　O．50．

　　mp　168－169．50C．

　　［a］．27　一570　（c　1．0，　EtOH）．

　　IR　VmaxKB“cm－1：50と一致した．

　　CD　（c　O．04，　MeOH）　［e］’‘（nm）：　＋28eO　（212）　（positive　maximum）．

　　EI－MS　m／z：　344　（M一一〇CH．），　296　（M一一Ms），　236　（100％），　221，　206，　194，

　　　　　　　179，　149，　140，　117，　98．

の　）・
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iH－NMRスペクトル（CDC1，，）δ：50と一致した．

Anat．　Calcd　for　CiiH2iNOfS2：　C，　35．19；　H，　5．64；　N，　3．73；　S，　17．Os．

　　　Found：　C，　35．77；　H，　5．72；　N，　3．66；　S，　16．28．

37aのパーアセチル体（52a）の合成

　37a　12mgを無水ピリジン3ma中、無水酢酸0．Smaと共に室温で16時間撹

拝した。得られた反応生成物を、分取TLC（クロロホルムーメタノール、19：1）

並びにSephadex　LH－20カラムクロマトにより精製し、52aの白色粉末13．8mg

を得た。同様な操作により37b、67a及び67bから、各々52b、72a及び72b

を得た。

52a：

　EI－MS　m／z：　271　（M’一MeOH），　267，　211　（M’一MeOH－AcOH），　200　（M’一Ac20－H），

　　　　　　183　（M’一AcOHX2），　169　（100％，　M’一Ac20－MeOH）．

　1H－NMRスペクトル（CDCI3）δ：1．15（3H，　d，　J＝6．8Hz，6’一H3），1．94（3H，

　s，　3’一NAc），　2．15，　2．17　（3H　each，　s，　2’一，　4’一〇Ac），　3．37　（3H，　s，

　1’一〇CH3），　4．09　（IH，　dq，　J＝O．9，　6．8Hz，　5’一一H），　4．66　（IH，　dt，　J－8．5，

　3．6Hz，　3’一H），　4．73　（IH，　br．s，　1’一H），　4．78　（IH，　br．d，　J－3．6Hz，　2’一H），

　5．09　（IH，　dd，　J＝3．6，　O．9Hz，　4’一H），　5．74　（IH，　br．d，　J－8．6Hz，　3’一NH）．

　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－16．

52b：

　EI－MS　m／z：　271　（M’一MeOH），　267，　211　（M’一一MeOH－AcOH），　20e　（M“一一Ac20－H），

　　　　　　183　（M’一一AcOHx2），　169　（100％，　M’一Ac20－MeOH）．

　iH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：1．12（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’一H3），　L　96（3H，

　s，　3’一NAc），　2．16，　2．17　（3H　each，　s，　2’一，　4’一〇Ac），　3．38　（3H，　s，

　1’一〇CH3），　4．06　（IH，　dq，　」一1．3，　6．4Hz，　5’一H），　4．39　（IH，　dt，　J＝8．6，

　3．4Hz，　3’一H），　4．65　（IH，　br．s，　1’一一H），　4．93　（IH，　br．d，　J＝3．4Hz，　2’一H），

　5．22　（IH，　dd，　J＝3．4，　1．3Hz，　4’一H），　6．09　（IH，　br．d，　J＝8．6Hz，　3’一NH）．

　i3C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－16．
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72a：

　1H－NMRスペクトル（CDCI　，・）δ：1．20（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’　一H。），1．91（3H，

　s，　3’一NAc），　2．06，　2．15　（3H　each，　s，　2’一，　4’一〇Ac），　3．37　（3H，　s，

　1’一回目H，，），　3．91　（IH，　dq，　J－10．3，　6．4Hz，　5’一H），　4．60　（IH，　ddd，　J－10．3，

　9．0，　3．OHz，　3’一H），　4．64　（IH，　d，　J－1．3Hz，　1’一H），　4．77　（IH，　t，

　J－10．3Hz，　4’一一H），　4．92　（IH，　dd，　J－3．0，　1．3Hz，　2’一H），　5．62　（IH，　br．d，

　J－9．8Hz，　3’一一・NH）．

　13C－NMRスペクトル：Tab　l　e　3－18．

72b：

　lH－NMRスペクトル（CDCI3）δ：1．28（3H，　d，　J＝6．4Hz，6’　一H　．．），1．91（3H，

　s，　3’一NAc），　2．06，　2．15　（3H　each，　s，　2’一，　4’一〇Ac），　3．37　（3H，　s，

　1’一〇CH．．），　3．84　（IH，　dq，　J－IO．3，　6．4Hz，　5’一H），　4．32　（IH，　ddd，　J－10．3，

　9．0，　3．OHz，　3’一H），　4．51　（IH，　d，　J一くIHz，　1’一H），　4．72　（IH，　t，　J－10．3Hz，

　4’一H），　4．96　（IH，　dd，　J－3．0，　O．7Hz，　2’一H），　5．37　（IH，　br．d，　J－9．OHz，

　3’　一NH）．

Fluvirucinine　B（55）のクロロクロム酸ピリジニウムによる酸化

　555mgをジクロロメタン1m£に溶解し、クロロクロム酸ビリジニウム5mg

を加え、室温で16時間撹識した。反応液を濾過後、濃縮乾固し、得られた褐色

の粗生成物を分取TLC（トルエンーメタノール9：1）及びSephadex　LH－20のカ

ラムクロマト（11i．d．×　450mm，メタノール）にて精製し、57の白色粉末

4．7mgを得た。

　57：

　　mp　222一一一2260C．

　　IR　v．．．KB’cm一’：　1700．

　　EI－MS　m／z：　295　（M一，　100％），　280　（M＋・一CH．），　267，　252，　238，　224，　210，

　　　　　　　185，　169，　128．

　　iH－NMRスペクトル：Fig．3－31．

　6635mgも同様に反応し、69の白色粉末31mgを得た。
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69：

　mp　222・一2260C．

　IR　u．．．KBrcmhi：　1700．

　EI－MS　m／z：　309　（M’，　100％），　294　（M＋一CH．），　281，　266，　252，　238，　224，

　　　　　　213，　185，　169，　128．

57のBaeyer－Villiger反応によるラクトン体（58）の合成

　574mgをジクロロメタン1m£に溶解し、　m一クロル過安息香酸10mgを加え、

室温で7日間撹隠した。反応液にジクロロメタン10m£を加え、1N水酸化ナト

リウム、脱イオン水の順に各々Smax2で洗浄した後、減圧下濃縮乾固した。残

渣を上記57の場合と同様に分離精製し、2．6mg（66％）の57を回収すると共

に、58の白色粉末0．7mgを得た（収率17％）。

　58：

　　mp　166一一1690c．

　　IR　v．．．KB“cm一’：　1720，　1265．

　　EI－MS　m／z：　311　（M＋，　100％），　294，　283，　252，　224，　213，　196，　185，　182，

　　　　　　　　169，　154，　128．

　6935mgも同様に反応し、23mg（66％）の69を回収すると共に、70の白色

粉末5．lmgを得た（14％）。

　70：

　　mp　186一一1900c．

　　IR　u．．．KBrcm－i：　1720，　1260．

　　EI－MS　m／z：　325　（M＋，　100％），　308，　297，　266，　238，　227，　199，　182，　169，

　　　　　　　154，　128．

　　1H－NMRスペクトル：Fig．3　一・　38．

58の開環エステル誘導体（59）の合成

　580・5mgを0．5Nメタノール性水酸化カリウム0．2maに溶解し、封管中

70℃で30分間加熱した。反応液を室温に冷却後、脱イオン水5m£を加え、1N

塩酸水でpH5．0に調整し、ブタノールで抽出した。ブタノール層を減圧下濃縮
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乾固した後、残渣をメタノールーベンゼン1：1の混合溶媒0．5m£に溶解し、ト

リメチルシリルジァゾメタンの10％ヘキサン溶液0．1m£を加え、室温で30

分間撹拝した。溶媒を減圧下濃縮乾固し、無色油状の590．4m9を得た。

　59：

　　IR　v．．．”“”‘’cm一’：　1740，　1260，　1170．

　　EI－MS　m／z：　343　（M＋），　325　（M＋一H．O），　314　（M’一・CH．CH．），　312　（M’一〇CH．），

　　　　　　　294，　284，　270，　242，　227，　224，　199，　187　（100％），　157，　116．

702mgも同様に反応し、無色油状の711．8mgを得た。

　71：

　　IR　v．．．”e“‘cm一’：　1740，　1260，　1170．

　　EI－MS　m／z：　357　（M＋），　339　（M＋一H．O），　328　（M＋一CH．CH．），　298　（M’一〇CH．），

　　　　　　　284，　256，　241，　238，　213，　200，　187　（100％），　172，　116．

Fluvirucin　D3（74）の完全酸加水分解

　7455mgを6N塩酸3m9、トリフルオロ酢酸0．5m£及びジオキサン1．5m£の

混合液に懸濁し、110℃で16時間加熱した。反応液を室温に冷却後、脱イオン

水50maに注ぎ、ジエチルエーテル30m£×2で洗浄した。水層を6N水酸化ナ

トリウムでpH　lO．0に調整し、ジエチルエーテル30m£×2で抽出した。エーテ

ル層を水洗し、IN塩酸数滴を加えた後、減圧下濃縮乾固した。残渣をSephadex

田一20カラムクロマト（lli．d．×450mm、50％メタノール）にて精製し、2一フェ

ネチルアミンlm9を得た。

　　EI－MS　m／z：　121　（M＋），　104　（180％），　91，　81，　77，　69，　57，　41．

　　IR　v．．．KBrcm’i：　3400，　2950，　2780，　2450，　1600，　1455，　1145，　940．

　　1H－NMRスペクトル（DMSO－d6）δ：2．94（2H，　br．s），3．06（2H，　br．s），

　　7．27　（5H，　br．s），　8．35　（2H，　br．s）．

i3
b嘉 びプロピオン　添ロによるflUVIrucln　Aの醗酵生産

　Nonomuria　tyrrhenii　sp．　nov．　Q464。31株をTable　3－5に示す組成の培地を

用い、32℃で4日間生育させた後、SOOmaの三角フラスコ中、同一組成の培地

100m£に接種し28℃、180rpmで回転倉町培養した。’3C標識酢酸及びプロピオ
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・騒懸鱗

ン酸を蒸留水に溶解し（［1－130］及び［2－13C］標識酢酸並びに［1一’3C】標識プ

ロピオン酸：lg／6．3m£、［1，　2一’3C2】標識酢酸：lg／9．5m£）、各々別途に1m9ず

つを培養48時間、60時間及び72時間経過後に各フラスコに分注した。更に

24時間培養を継続した後、fluvirucin　Aの標識体の抽出及び精製を行なった。

Fluvirucin　Aの生産は約90μg／m£であった。
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