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緒論

　近年、わが国における平均寿命が延長する一方において、死因となる疾患も大

きく変化が認められる。なかでも悪性腫瘍（癌）は1981年に脳卒中を抜き死因の

第一位を占めるにいたり年間約16万人が死亡した1・2）。そして、1985年には年間

約19万人強の人々がその生命を失い、その後、現在に至るまで死亡数は増加を示

し、さらに今後も増加傾向を示すであろうと予測されている3・4》。最近、致死性

の疾患としてAIDS（後天性免疫不全症候群）に対する関心が高まっているが、依

然として、癌に対してはより身近な致死性疾患としての関心が高いと思われる。

わが国における癌は、胃癌をはじめとする消化器癌が多く、なかでも組織的には

上皮性組織由来の癌（carcinoma）が、比較的多い。しかし、生活様式の欧米化に

伴い、これまでわが国で比較的発生頻度の低かった、肺癌、大腸癌、女性の乳癌

も次第に増加する一方、高齢者の増加に伴う前立腺癌の発生も増加する傾向にあ
るi・3）。

　癌治療の方法としては、外科的療法、放射線療法などの一時療法に加え薬物に

よる癌化学療法がある。血液性の癌を除き第一次選択としてば外科的療法がとら

れ制癌剤による治療手段は二次的なものである。しかしほとんどの場合、治療が

行われるときには進行癌の状態となっており、転移増殖が進行している場合に、

その治療として、外科、放射線療法のみに頼っては、患者に対する治療効果、あ

るいは治癒に十分な結果を得ることがきわめて困難であると考えられる。たとえ

ば、胃癌の進行癌におけるリンパ節、肝臓、肺その他の組織への転移が少なくな

いことや、乳癌の進行癌での近傍のリンパ節、骨髄、肺への転移などが事実とし

て認められている。このような癌転移を抑制し、治療するには制癌物質による癌

化学療法による方法が唯一のものであり、制癌剤が進行癌の治療に果たす役割は

きわめて高い3》。

　癌化学療法の歴史は比較的新しく、30年くらい前より急速に発展してきた。そ

の効果としては、過去において、必ず死に至る病と言われた小児の急性白血病、

ホジキン病、ユーイング病、睾丸腫瘍、ウイルムス腫瘍、パrキット腫瘍、胎児

性横紋筋肉腫、繊毛癌、網膜膠腫などは、5年生存治癒がみられる。また、制癌剤

の効果により腫瘤の縮小と生存期間の延長が認められるものとして、皮膚癌、卵

巣癌・乳癌、子宮内膜癌、前立腺癌、上記他の白血病、上記他の悪性リンパ腫、

多発性骨髄腫、膵島細胞腫、神経芽腫などがある1）。

　現在・癌化学療法に用いられている制癌剤は、以下のように分類されている。

一1一
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1）アルキル化薬（Alkylating　agents）

2）代謝拮抗物質（Antimetabolites）

3）抗生物質（Antibiotics）

4）植物由来物質（Plant　products）

5）ホルモン類（hormones）

6）その他（Miscellaneous）

　この中で天然物由来の化合物が主に占める分野は、抗生物質、植物由来の物質

である。天然物由来の化合物で現在臨床におげる癌化学療法に用いられている化

合物をFig．1に示す。

　Act　i　nomycin　D（ACT－D）は1954年にWaksmanらによりUS　U　g2sg1！1yggst　re　t

antibioticsの培養濾液より見いだされた化合物で2重鎖DNAのデオキシグアノ

シン部分と結合してDNA依存性RNAポリメラーゼの作用を阻害するのが、主な

作用機作である。静脈内投与により用いられるが、血中半減期は約36時間と長く

組織に結合する度合いも高い。臨床上の適応症として、小児のウイルムス腫瘍、

絨毛上皮腫、胞状奇胎などがあげられるが、副作用として、骨髄抑制、おう吐、

脱毛、口内炎、下痢などの消化器症状がみられる。さらに放射線増感剤としても

働き、遅延型の放射線反応をひきおこすことがあるユ謁）。

　Mitomycin　C（MMC）は1958年、秦らにより一一より分
離され、他の抗生物質と異なり⊥旦魍において官能基2個ないし3個のアルキル

化剤へと活性化される。生体内では主として肝臓で代謝をうげ、血中からの消失

も比較的早く、半減期は10から15分位である。MMCは胃、膵臓、結腸などの癌や

乳癌の腺癌、頭頸部癌、慢性骨髄性白血病などの治療に用いられる。副作用につ

いては、骨髄抑制が主であり、やや遅延して現れかつ蓄積型である1’6》。

　Neocarzinostatinは1964年に石田らによりgSU　gp．gg．！！uz．ggst　re　t　　　neocarzinostatics

の培養濾液から発見された高分子抗生物質で、作用下作として癌細胞のDNA合成

と分裂阻害が示されている。主として静脈内投与により胃癌、膵臓癌などの消化

器癌や急性白血病の治療に用いられている。消化器系への副作用のほか白血球、

血小板減少、発熱発疹、肝機能障害などが認められるユ）。

　Bleomycin（BLM）は1962年梅沢らによりgS］2Zg21g11　zggst　t　　　vert　i　c　i　l　l　u　sの培養濾

液より見いだされた複合抗生物質で少なくとも13種の成分が存牲し、A2がもっと

も有効性が高いと思われる。BLMはDNAと直接結合して細胞に働きその結果

DNA・RNA及び蛋白合成が抑制される。また、　DNAにお｝ナる単鎖切断ももたらす。

BLMの作用は細胞周期に関係なく働くと考えられており、腫瘍細胞、肝及ui腎臓

に存在するアミノペプチダーゼの一種の作用で分解を受げる。この酵素は、皮膚

と肺にほとんど存在しないため、これらの部分が影響を受け易い。静脈内投与す
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ると・血中からの消失が早く・その半減期は約2時間である。皮膚で分解されにく

いことから・臨床上・扁平上皮癌に対する卓越した効果が報告されている。骨髄

抑制効果は弱いが・治療を受けた患者に肺繊維症が現れることがある1・7）。

　Chromomycin　A3（CHRM）｝ま1960年S遡旦9．tisQgsより単離された抗生

物質でRNAの合成阻害やRNA依存性RNAポリメラーゼの阻害作用が報告されて

いる。臨床的な効果は単独ではあまり強くなく悪性リンパ腫、肺癌には有効率が

高いといわれる。消化器系への副作用のほか白血球や血小板の減少もみられ注射

部位から洩れると強い痔痛と壊死をもたらす1）。

　Daunomycin（DNR）は1964年にDiMarcoらによりpS！Z912－IL911！MggSt　r　e　t　　　　euceitusよ

り発見され・Adriamycin（ADR）はArcamoneらにより1969年にpS．1Zngp！g！1！z！est　t

pgUggUt　US　var．　caesiusより単離された、ともにAnthracycline系の化合物で

ある。これらの化合物の構造上の違いは、14位の水酸基の違いであり薬理学的特

性や毒性は類似している。静脈内投与すると両薬剤とも肝臓内でかなりの代謝を

うけ活性及び不活性形に変換する。その後、組織と強く結合し主として胆汁中に

排泄される。血液一脳関門を通過することはない。ADMの血中よりの消失が遅い

ため間歌的高投与量による治療法が広く採用されている。両薬剤とも副作用とし

て激しい骨髄抑制、脱毛、口内炎、おう吐、心毒性が見られる。まれにADRに

よる腎臓毒性、色素沈着、発疹などが見られる。Anthracyclineは一般に免疫抑

制能は低いものの突然変異誘発性、催奇形性発性などの性質をそなえている。作

用機作としては、DNAと3塩基対に1分子の割合で結合し（intercalation）DNAを

鋳型とするRNA及びDNAポリメラーゼ反応を阻害することが主なものと考えら

れている。構造上の違いはわずかであるにもかかわらず、制癌スペクトルにおい

てADRとDNRは異なった効果を示す108’9）。

　Aclacinomycin（ACR）は1971年に梅沢らにより見いだされたAnthracycline系

の化合物で1982年に上市された。この化合物はADR、　DNRに比べ心毒性が軽減さ

れている10）。

　Vinblastine、　Vincristineはツルニチニチソウ（Vinca　rosea）より分離された。

これらの化合物は母核の巨大分子上の側鎖でメチル基（Vinblastine）とフォルミル

基（Vincristine）の差のみである．この両者は共に細胞のmicr。tubule蛋白と結

合することによって抗腫瘍活性を示すと考えられる。免疫抑制作用は弱い。両化

合物とも化学的・ないし作用上の類似点は多いが、抗腫瘍性並びに毒性のスペク

トルは相違し・交差耐性を示さない。Vincristineの主な副作用は中枢神経系へ

の影響であり・一方Vinblastineの場合は、骨髄毒性である。　Vincristineは急

性白血病・悪性リンパ腫、小児腫瘍の治療に静注により用いられ、Vinblastine

は悪性リンパ腫や絨毛性腫瘍の治療に用いられる1）。
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Fig．1・現在臨床で使用されている天然物起源の化合物
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　この他に臨床では用いられていない多くの天然物起源の抗腫瘍性物質が見つか

っている。これらの化合物は・その作用機作により1）DNAに作用する物質、2）ヌ

クレオチド生合成系に作用する物質、3）微小管系に作用する物質、4）タンパク質

合成系に作用する物質・5）SH阻害物質などに分類される11》。特に微生物由来の

抗生物質が多数発見されており、主な化合物として1）にはEchinomycini2》、

Anthramycini3＞．　Pluramycin　Ai4），　Saframycin　Ai5），　Streptonigrini6＞，　CC一一

1065i7》など・2）にはCordycepin18）、Tubercidini9）、Coformycin20）、

Angustmycin2i）・Oxanosine22）、Bredinine23）、5－Azacytidine24》などの核酸系

化合物が含まれ・3）としては、Ansamitocin25）、4）としてPuromycin26）、

Cycloheximid27》・5）としてSarkomycin2e）、Showdomycin29）、Naphthomycin30）

などがあげられる。これらの化合物の構i造をFig．2に示す。

　新しい抗腫瘍抗生物質は1970年頃を境に一時下火になっていた感があったが、

近年ユニークなタイプの化合物が相次いで報告されてきた31》。

　Spergualin32》は、微生物化学研究所のグループにより発見された化合物で、

誘導された15－deoxyspergualinがより強い抗腫瘍活性を示した33）。この化合物

は、免疫抑制作用も同時に有することから、臓器移植後の拒絶反応を抑える薬剤

としても注目されている。

　Leptomycin34》、Kazusamycin35）は、それぞれ東京大学、北里研究所のグルー

プにより見いだされた新規化合物で、マウス移植の各種白血病、三型癌に対し活

性が認められている。類縁の化合物として、　Anguinomycin　A、　B36》、Leptol－

statin37》などが見つかっている。

　Rhizoxinは、東京大学などのグループにより稲立枯れ病の病原菌旦墜
chinensisにより生産される毒素として発見された38）。本化合物は、　Vincaアル

カロイドに類似した抗腫瘍活性を有することが判明したが、Vincristine－

Adriamycin耐性腫瘍に有効性が確認されている。

　Elsamicin　A39》は・ブリストル・マイヤーズにより見いだされた新規化合物で、

既知の抗腫瘍抗生物質Chartreusinの糖アナログで物性、活性、体内動態におい

てChartreusinの欠点とされていた性状が改善されており、臨床研究が進められ

ている。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4

　FR鴨900・482は・藤沢薬品によりSSIL1iZgP19！1！．￥99St　r　t　　　sandaensis　No．6897の培養物

より発見された化合物で、マウスの血魍の試験でマウス白血病、固型腫瘍の

みではなく・ヌードマウス移植の各種人癌に対しても良好な活性を示すことが示

された40・41》
　　　　　　o
　Rebeccamycinは、ブリストル・マイヤーズにより発見されたSaccharothrix
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　　‘

sp・C－38・383により生産されるIndolocarbazole系の抗生物質で、黄色の結晶

性化合物である42）。Rebeccamycinは、各種の実験腫瘍の増殖を抑制し、8～250

皿9／kg／dayの投与により・担癌動物で有意な延命効果が認められた。その作用は

DNA合成阻害でRNAや蛋白質には影響を与えない。関連化合物としては、4’一

Deschlororebeccamycin43）・AT－243344）が報告されている。　Indolocarbazole系

の抗生物質としては・北里研究所より報告されたStaurosporine45》が知られてい

るが・この化合物は・抗腫瘍活性が弱く、構i造中のimidoとamidoの違いによ

る可能性がある31）。

　Esperamicinは・ブリストル・マイヤーズのグループによってActinomadura

IL91．！1Lggs．gspslu　3　s　p．より単離された抗腫瘍抗生物質で非常に強い抗腫瘍活性を示

す化合物で46）・血vitroで各種腫瘍細胞の増殖を1～3P9／mlの濃度で阻害し、

マウス白血病P388・B16メラノーマ、　Lewis肺癌（LL）などの実験腫瘍系に著し

い抗腫瘍効果を示した。Esperamicin　Aiは現在臨床研究が進められている。類縁

の化合物は・藤沢薬品・パーク・デービス、レダリーなどのグループからもほぼ

同時期に単離が報告されている。これらの化合物のDNA切断作用は、ラジカルの

生産に起因するとした報告がなされている46》。すなわち、トリスルファイドの一・

部が開平し、硫黄がブリッジヘッドのα，β一不飽和ケトンにマイケル付加するこ

とにより、ふたつのアセチレン結合の両端の炭素が接近し、ベンゼン環へ閉心す

る。このときラジカルが発生しDNA鎖が切断される。同様な1，5・一diyn－3－ene構

造をもつ化合物としてはDynemicin　Aが最近報告されている47）。

　これらの化合物の構造をFig．3に示す。
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　　先に述べたように・天然物由来の抗腫瘍物質としては微生物由来の抗生物質

に加え・植物由来の化合物としてVinblastine、　Vincristineが実際の臨床で制

癌剤として癌治療に用いられているが、そのほかにもEtoposido（VP－16）、

Teniposide（VM－26）・Camptothecin、　Ellipticine、　Taxolなどの化合物あるいはそ

の誘導体が・前臨床・臨床開発の段階に入っている46）。植物の場合、その構造や

作用機序のユニークなものが多い反面、抗腫瘍活性が弱い場合や毒性が強い場合

など・最終的に有用なものは検体1万分の0．5～1と低いのに加え、群生地域が限ら

れており数量にも限りがあることから、深刻な環境破壊に至った例もある。近年

においては・海洋生物にその起源をおく抗腫瘍物質で、有用な化合物も発見され

ている49》。しかし・このような物質においては、海洋生物の共生の特殊性により、

本来の抗腫瘍物質生産生物が華生微生物であるなどの可能性を有し、再現性にお

いて不安な要素を残している。

　一方、最近の癌のバイオサイエンスの進展に伴う新しい作用機作をねらいとし

たスクリーニングや、固形癌、抗癌剤耐性、癌の転移などに的を絞ったスクリー

ニングなどが近年注目をあびている。例えば、（1）トポイソメラ目隠1，ll、　DNA

リペアー系を標的とした系、（2）プロテインキナーゼC、イノシトールリン酸代謝

回路を標的とした系、（3）オンコジーン、リセプターを標的とした系、（4）細胞周

期を特異的に阻害する物質を標的とした系、（5）固形癌を標的とした疾病指向系、

（6）腫瘍部位の血管の新生阻害系、（7）抗癌剤耐性機構を標的とした系などである。

これらの系により効果が示された合成化合物を含む主な化合物をまとめると、

（1）トポイソメラーゼL∬、DNAリペア日系を標的とした系50）

VP－16，　m－AMSA，　Streptonigrin，　Adriamycin，　Amonafide，　Saintopin，　S116，

　Terpentecin，　Clerocidine，　Saitopin（以上トポ皿阻害），

　Camptothecin，　Saitopin，　Rebeccamycin（以上トポ1阻害）

（2）プ・テインキナーゼC（PKC）、イノシトールリン酸代謝回路を標的とした系

　Staurosporine，　K252a，　Sangivamycin，　Daidzein（以上PKC阻害）51）

Psi’tegtorigenin，　lnostamycin，　Piericidin　Bt　b1一〇xide，　Pendolmycin，

　Orobo1（以上イノシトールリン酸代謝回路阻害）52》

2・3－Dihydr・xybenz・ic　acid，　T・y。ca・myc・in，　EChiguanine　A，　B（以上PI．4キ

　ナーゼ阻害）52》　　　　　　　　　　　　　　　’　　　4

（3）オンコジーーン、リセプターを標的とした系52》

Erbstatin・Genistein．　Lavendustin　A，　Herbimycin（以上EGFレセプタ＿チ

　ロシンキナーゼ阻害）

Oxanosine（IMPデヒドロゲナーゼ阻害によるRas作用の阻害）

Compactin・L・vastatin（以上HMG・・一C。A還元酵素阻害によるRas作用の阻害）
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（4）細胞周期を特異的に阻害する物質を標的とした系53）

　Trichostatin　A・C・Kazusamycins，　Leptomycins（以上Gi、　G2期阻害）

（5）固形癌を標的とした疾病指向系54》

　特に無し

（6）腫瘍部位の血管の新生阻害系

　TNP－470，Eponemycin

（7）抗癌剤耐性機構を標的とした系55）

　Lactoquinomycin・Resorthiomycin（以上多剤耐性細胞に有効）

Verapamil，　Dipyridamole，　Cepharanthine，　AHC－52，　Nifedipine，　Niludipine

　（以上P糖タンパクを標的）

SDB－etylenediamine（抗癌剤の効果増強）

E－64，Leupeptin（以上Bleomycin耐性に有効）

Cadeguomycin（Ara－C耐性に有効）

　このように、精製・単離技術の進んだ現在においても、天然には未知の骨格を

有する抗腫瘍性物質が依然として多数残されており、この中には臨床において現

存する化合物よりも有用な活性・構造を持つ化合物が必ずや存在すると思われる。

　現在、我国における新制癌剤の開発においては治療効果と安全性の面で従来の

制癌剤よりも優れた薬剤を開発する必要があり、その方向性として、1）従来の制

癌剤の構造を化学的に修飾することによる類似体（アナログ）の開発、2）新規な

構造ないし作用機序を有する薬剤の開発の両面より検討されている56）。このよう

な状況において・従来より最も検討されている分野ではあるものの、スクリ＿ニ

ングによる微生物由来の抗生物質の検討は、微生物による発酵生産物が環境要因

に影響されることにより、生産物質の変化、生産量の変化、微量成分による最良

のアナログの生産などの可能性を十分に残していると思われる。また、過去の探

索研究の成果が示すように発酵生産物の多用性は非常に広く、さらには、ほぼ時

期を同じくして非常に活性の強い新規骨格を持つ化合物が、世界中で複数のグル

kブにより発見されることがときたまあることなど、世界的な規模でのプラスミ

ドの交換の可能性・従来のスクリーニングとは異なった特異な探索方法を開発す

ることにより従来より、眠っていた化合物を発見できる可能幽ど、有用物質の

探索源としての魅力はまだまだ尽きてls・L・ないことを示している。

　本研究は・これまでに述べてきた経緯のもと、臨床において有効な制癌剤の開

発を目的とし・微生物の発酵代謝産物をその探索源に、NCI等で行われている各

種人癌細胞を用いた細胞障害活性を指標，としたスクリーニング系54》を細胞の数を
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8種に絞った系により有用物質の探索を実施するなか、特に、既知の強力な抗腫瘍

物質を生産する菌における微量な活性成分に着目し、より活性が強く、抗腫瘍ス

ペクトルの広い・さらには癌細胞に対し特異性の強い化合物の検討を行った。こ

の研究を実施するにあたり、背景としては、

1）抗腫瘍スペクトルはADM・DNRやVinblastine、　Vincristineに見られるよう

　に構造上はほんの僅かの違いで大きく異なることが知られている。

2）抗腫瘍活性を持つ物質の多くは抗菌活性も同時に有しており、あまりに強力な

　アナログは生産量が抑えられている可能性がある。

3）突然変異・あるいは培地組成の変化により、微量成分の生産量が増えた株が見

　いだされる可能性がある。

4）近年・心毒性の軽減したAnthracycline系の化合物が相次いで報告されている

　ように、抗腫瘍活性が同等あるいは多少劣っていても、癌細胞に対する特異性、

　安全性の面で優れたアナログ化合物が見つかる可能性がある。

5）付随的な成果ではあるが・生合成前駆体などの学問的に興味を引く化合物を得

　る可能性がある。

6）新しい分離精製技術及び装置の開発により、微量成分の単離が可能となり、さ

　らに機器分析装置等の改良等で、それら微量成分の構造解析が可能となった。

などが挙げられる。

　以上のような可能性をもとに、鋭意、ヒト腫瘍細胞を含む各種腫瘍細胞を用い

たスクリーニングにより、微生物の生産する微量成分新規抗腫瘍性化合物の検討

を行った。

　第一部で述べるように、gSIL！9E！］L91！！SZ．！29St　t　　　sp．　H　P530株からは、　P　l　u　r　a　m　y　c　i　n系新

規化合物Saptomycin　A、　B、　Ci、　C2、　D、　E、　F、　G　及びHの9種化合物を単離構i

造決定した（Fig．4）。さらに、　Saptomycin　D、　E、　G及びHが自然変異によって

生じた変異株により生産されることを示し、Saptomycin　D、　EよりDeacetyl誘

導体を調製し、アミノ糖部分のコンフォメーションがAcety1基の有無によって

変化することを明らかにした。さらに1血vitroの細胞障害性試験、抗菌試験、

題聖qでの抗腫瘍試験によって、構造と活性の相関について検討を行った。こ

の結果・迫1vitroではDeacetylsaptomycin　Eが最も強い活性を示したものの、

毒性も強く・．論評においてはSaptomycin　Dがマウス繊維肉腫Meth　Aに対

し最も強い延命効果を示した．そこで、炭素数の違うAcyl基を導入したSapt。．

myCln　Dの誘導体を調製し・細胞障害活性並びにMeth　Aに対する抗腫瘍活性試

験を行ったところ、いくつかの化合物に強い細胞障害活性並びに延命効果が認め

られた。Saptomycin　D及びその誘導体について、ヌードマウスに移植したヒト腫
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瘍細胞・MKN45（Gastric　carcinoma）・WiDr（Colorectal　carcinoma）に対する腫

瘍の増殖抑制活性を検討したが、抑制傾向は示したものの、有意差は認められな

かった。現在・Saptomycin　Dは米国国立癌研究所（National　Cancer　Institute，

NCI）において・ヌードマウスに移植した各種ヒト腫瘍細胞に対するin　vivoで

の活性試験が進行中である57零60）。

　第二部においては・抗腫瘍抗生物質Lavendamycinを生産する菌株である放線

菌一sp・G324株が　β一carboline骨格を持つ新規アルカロイドであ
るOxopropaline　A・B・D・E及びGの5種化合物を生産することを見いだし、そ

の単離構i造決定・並びに細胞障害活性について述べる（Fig，5）。これらの化合物

は・各種腫瘍細胞に対し細胞障害活性を示す。活性は、　Lavendamycinに比べ弱

いものであったが・これらの化合物は、Lavendamycinと構i造的に共通の部分構1造

を有しており・生合成的に興味ある構造を持つ。また、β一carboline骨格を持つ

化合物には・種々の薬理活性が知られていることから他の生理活性を持つ可能性

も期待できる61・62）。

　以上の結果は、先に述べた抗腫瘍抗生物質を生産する菌株が、新規な高活性化

合物を生産している可能性を証明し、さらに、関連化合物が同時に生産されてい

るもので未だに知られていない化合物の存在を示した。このような探索をさらに

継続することにより、目的とする臨床的に有効な抗腫瘍抗生物質を必ずや得るこ

とが可能であると考えられる。

弓
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恩命本論

　各種腫瘍細胞を用いた微生物からの新規抗腫瘍化合物探索の過程において、千

葉県市川市の土壌より分離した・一放線菌が、抗腫瘍抗生物質Pluramycin類似

の抗腫瘍活性を持つ新規化合物Saptomycin類を生産することを見いだした。さ
らに研究を進めたところ・gS．IU　9．12！L9111M．ggst　re　t　　　sp．　H　P　530と命名した本菌株が、自然変

異による突然変異をしばしば起こし、その中の一変異株が、親株においては極微

量にしか生産されていないと思われる成分を、主生産物として生産していること

をHPLCを用いた分析により見いだした。その結果、親株の菌体からは、既知の化

合物である　β一Indomycinoneと共に・新規化合物Saptomycin　A、　B、　Ci、　C2、及

びFの5種新規化合物を単離・構造決定し、一方、変異株からは、現在までに

Ankinomycinが知られているだけの、アミノ糖を1つだけ持つPluramycin群化合

物であるSaptomycin　D、　E、　G及びHの4種新規化合物を単離・構造決定した。

さらに、最も抗腫瘍活性の強いSaptomycin　DよりDeacetyl誘導体及び数種の

Acyl化誘導体を調製し、立体構i造の検討並びに抗腫瘍活性についての構i造と活性

の相関について検討を行った。

　　第1節　生産菌の分類

　　Saptomycin類を生産するHP530株は、以下のような菌学的性質を有する。
（1）形態的特徴

　栄養菌糸は各種培地上でよく発達し、分断は起こさない。分枝した栄養菌糸か

ら形成される気菌糸はイエロー系あるいはホワイト系の色調を呈し10～50個以上

の胞子の連鎖が認められ、直線状から曲線状をしている。胞子表面は平滑でその

大きさは0・6×1～1．2μmで円柱状である。菌核、胞子のう、遊走子は見出されな
い。

（2）各種培地における性状

　各種培地上における培養性状をTable　1－1に示す。

色調として0内に示す番号は、ISCC－NBS　Color－Name　chartに記載：のものを用

い・28℃2週三目の各培地における観察の結果である。　　　4
（3）生理的性状

　HP530株の生理的性状をTable　1－2及び1－3に示す。
（4）細胞壁組織

　全菌体中のジアミノピメリン酸を分析した結果、LL型であった。
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以上・HP530株の菌学的性状を要約すると、　LL一ジアミノピメリン酸を有し、気

菌糸の形態は直線状または曲線状で、胞子の表面は平滑である。 気菌糸の色調は
イエロー系を呈し・栄養菌糸はイエロー系またはパープル系の色調を呈する。可

溶性色素は・ペプトン・酵母エキス寒天培地でブラウンからオレンジ系の色素を

；
生産する。

し
1 これらの諸性質からHP530株は・Stre　tom　ces属に属する菌株と考えられ、

l
l
Bergey’s　Manual　of　Determinative　Bacteriology第8版及びISP 報告Inter一

1 national　Journal　of　Systematic　Bacteriology第18巻、69頁、279頁（1968年）、

ζ
1

同19巻・391頁（1969年）・同22巻・265頁（1972年）より検索した結果、

rtre　tom　ces　fluorescens・Stre　tom　ces　uniceusが近縁種として挙げられる。ヒ
1

しかし・Stre　tom　ces　fluorescensは基底菌糸の色調において本菌株とは異なり、
1

1 Stre　tom　ces　uniceusはL－arabinoseを利用せず、ブルーの可溶性色素を生産
1

1 する点で異なる。したがって・本菌株はStre　tom　ces属に属する新菌株と考え
1

られ・Stre　to田ces　sp・HP530として、工業技術院微生物工業技術研究所に微工

1
［
I
l

一条寄第2786号（FERM　BP－2786）として寄託されている。

1

　　　　　　　　　　　　　Table　1－1．HP530株の培養性状
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Table　1－2．　H　P530株の生理的性状．
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Growth　temperature　range
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Growth　pH　range
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Table　1－3．　HP530株の炭素源の資化性．

Positiveutilizati・n：しarabh・se，匹xyl・se，レrhamn・se，匹gluc。se，匹galact。se，
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第2節　生産菌の培養

　Saptomycin類を生産するpS．］U　gP一1g．u1xggst　r　t　　　sp．　H　P　530株は、親株、変異株とも

pH7・0に調整した91uc・se・・atmea1・Pharma　media、　MgSO、・7H20、　C。CI2・2H、0、

CaCO3より成る培地100mlを張り込んだ500ml容三角フラスコで30℃、4日間振とう

培養により1次種培養を行い・さらに500m1の同培地を張り込んだ3L容三角フラス

コで同じく30℃・4日間振とう培養によって2次種培養を行った。この2次種培養液

を15しの同培地を張り込んだ30Lジャーファメンターによって、それぞれ親株は96

時間・変異株は72時間の通気撹搾培養による本培養を行った。Saptomycin類の生

産量はHPLC分析によりモニターした。　Fig．1－1及びFig．1－2に経時的な生産

量の変化を示した。

Fig．1－1．　Saptomycin類の生産量の経時変化（親株）．
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Fig・1－2・Saptomycin類の生産量の経時変化（変異株）．
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第3節　HPLC分析
Saptomyc　in類の生産についての分析を・395nmでのUV吸収を指標に高速液体ク

・マトグラフィー（HPLC）を用いておこなった．　HP530株の親株、変異株のそれ

ぞれにおいて培簸の生産物を検討した結果をFig．1－3に示す．結果として親

株は・Saptomycin　A・B・C・・C2・F及びβ　一1・nd・mycin・neを生産し、一方変異

株は・Saptomycin　A・D・E・F・G・H及びβ一lnd・mycin・neを生産していること

が認められた。得られたHPLCのチャートは親株と変異株とで大きなパタ＿．ンの

違いを示した。

　　　　　　　　　Fig・1－3・PtS［ep1gg！ys2tre　t　sp．　H　P530株（親株、変異株）

　　　　　　　　　　　　　　　　生産物のHPしC分析

A．親株
Cl

C2

Cetumn　：　Capceil　pdk　C　18SG120

S・1・ent・・．15％艦詣魏贈15》一CH、。H

日．w，de舗鮮9蹴岬「9「．dient＞・

De1ectlon・：　UV　395ntri

B’indomycinone

B A

o

．

B．変異株

10　’　20　io
　　　　rtme　（m！n．）

　　　　　　　D

切

P－lndomycinene

s　E

4

　
G
一

H
1
L

6－lndomycinone

A

o 10

20　oonme　（mlrL）

co

流朧y灘瀧識器認舗識毘？朧，e　chGds． 一　30　一
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　第4節　Saptomycin類の精製・単離
　第2節に述べた方法により培養して得られたpS．u　gRwrggst　t　　　sp．　H　P　530株の

親株・変異株・それぞれ30L・45しの培養液からのSaptomycin類の精製・単離例

について、手順の概略をFig．1－4に示す。

　Saptomy『in　A、　B、　C　i、　C　2及びFはその脂溶性である性質よりptS．：一912！L9一！！LX．ggSt　t

sp・HP530株・親株の主として培養菌体より得られた。30しの培養液より分離して

得た菌体を含む固形物を・80％アセトンで抽出し、濃縮後、アセトンを除いた水溶

液を得た。さらに・この水溶液を旦一ヘキサン、酢酸エチルで順次抽出し、濃縮後、

3・19のヘキサン抽出部と1・89の酢酸エチル抽出部を得た。ヘキサン抽出部を逆相

ODS中圧カラムクロマトグラフィーによりCH3CN－H20の系で分画することにより、

Saptomycin　A（24．　Omg）、　F（11．Omg）を黄色針状結晶として単離iした。一方、酢

酸エチル抽出部は・同じく逆相ODS中圧カラムクロマトグラフィーにより、今度

は0・15％KH2PO4（pH3・5）一CH，OHの系を用い、ステップワイズに溶出することによ

り分画した。各画工を、アンモニアを加えた分取出直相クロマトグラフィ＿

（prep．一TLC）により精製し、　Saptomycin　B（3．4mg）、　Ci（15．7mg）、　C2（10．6mg）

をそれぞれ黄色から黄赤色の粉末として得た。

　gS　1rc．gR1LggL￥stgst　r　e　t　　　sp．　H　P　530株・変異株はやはり培養母体よりSaptomycin　D、　E、

G及びHを与えた。45しの培養液より分離した菌体を含む固形物より80％アセトン

を用いて抽出した脂溶性画分を混一ヘキサン、酢酸エチルで順次抽出、酢酸エチル

相を濃縮後、逆相ODS中沼カラムクロマトグラフィーにより0．15％KH2PO4（pH

3・5）一CH30Hの系でステップワイズに溶出し、　Saptomycin　E、　Hを含む画分、

Saptomycin　Dを含む気分、　Saptomycin　Gを含む画分の3つに分画した。それぞ

れの画分を・アンモニアを加えた分取用薄相クロマトグラフィー（prep．一TLC）に

より精製することによりSaptomycin　D（36．1mg）、　E（22．6mg）、　G（2．1mg）、　H

（3・5mg）の4種化合物を黄色から黄赤色の粉末として得た。

4
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Fig・1－4・Saptomycins　A・　B，　Cl・　C2．　D，　E，　F，　G及びHの精製・単離．

Cu歴u「e　b「oth・fε矧・my・θ5sp・HP530（parent　strain）30し

Myce　riaJ　oake

　
　
　
　
t　　　　　extd．　with　80010　acetone　（5L）

　　　　　co　n　cd．　inシaαノo

Aqueo．us　solution　（500ml）

9Et1g：一lc1tgd・with　n－h　exane（1．sL＞

Filtrate

Aqueous　layer

extd．　with　ethyl　acetate　（1．5L）

co　n　cd．　in　vacuo

n－Hexa，ne　extract　（3．lg）

　　　　　YMC　ODS－AQI　20－S50

　　　　　CH3CN－H20　（85：15）

Aqueous　tayer　Ethyl　acetate　extract（1．sg）

Saptomycin　A
（24．0　mg）

Saptomycin　F
（1　1　．0　mg）

YMC　ODS－AQI　20－S50

0．1501．　KH2PO4（pH3．5）　一　CH30H

1　：1　一一＞2　：3　03　：7－1　：4　（step　wise）

Fr．　1

Silica　gel

prep．一TLC

CHCI3－CH30H
（8：2，　101．　NH40H）

Saptomyctn　Cl
（1　5．7　mg）

Fr．2

Silica　gel

prep．一TLC

CHC13　一　CH30H

（9：1，10／．　NH40H）

Saptomycin　C2
（10．6　mg）

Fti．3

Silica　gel

prep．一TLC

CHCI3　一　CH30H

（8：2，　101．　NH40H）

Saptomycin　B
（3．4　mg）

‘
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Fig．1－4．　（続き）

Culture　br№狽?　of　Streptomyces　sp．　HP530　（mutant　strain）　45L

MyceriaJ　cake

　
　
　
　
l　　　　　extd．　with　800／o　acetone　（10L＞

　　　　　oo　n　od．　in　vacuo

Aqueo，us　solution　（1．oL）

91t！g：一！b｛1！td　witb　n－hexane（3．oL）

Filtrate

Aqueous　layer
n－Hexane　layer

extd．　with　ethyl　acetate　（3．OL）

Aqueous　layer Ethyl　ace！ate　extract　（7．5g）

YMC　ODS－AQI　20－S50
0．1501．　KH2PO4（pH3．5）　一　CH30H

1　：　1S2　：　393　：　7　一一一）＞1　：　4　（step　wise）

Fr．　1

Si脈ca　gel

prep．一TLC

CHCi3　一　CH30H
（1　00　：1，101．　NH40　H）

，　Saptomycin　E

　（22．6　mg）
Saptomycin　H
（3．5　mg）

Fr．2 Fr．3

Silica　gel

prep．一TLC

CHCIa　一　CH30H

（99：1，101．　NH40H＞

Saptomycin　D
（36．1　mg）

Silica　gel

prep．一TしC

CHCis　一　CH30H
（95：5，　lel．　N　H40H）

Saptomycin　G
（2．1　mg）
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　第5節　Saptomycin類の物理化学的性質

　Saptomycin　A・B・Ci・C2・D・E、　F、　G及びHの物理化学的性質をTable　1－

4に要約する。Saptomycin類は黄色針状結晶、黄色粉末、または、黄赤色粉末と

して得られた。Saptomycin　A及びFは、クロロホルム、ジクロロメタン、酢酸

エチルに可溶で・Saptomycin　B、　Cユ及びC2は酸性水、メタノール、クロロホル

ム、アセトンに可溶・そしてSaptomycin　D、　E、　G及びHは酸性水、メタノール、

クロロホルム及びベンゼンに可溶である。一方、Saptomycin類は、いつれもn一

ヘキサンに不溶あるいは・わずかに溶けるのみである。高分解能EI－MS、　FAB－MS

スペクトルより分子量はA（C24H2006）、　B（C41Hs2N209）、Ci（C41Hs2N209）、　C2（

C，，Hs，N20io），　D（C3sH37NOg），　E（C33H3sNOg），　F（C，，H，sO，）．　G（C，，H，，NOs），　H（

C33H35NO9）と与えられた。　Saptomycin　i類のUVスペクトルはいつれもメタノ＿ル

中で特徴のある245nm・265nm・415nm付近の吸収極大を与えた。　Saptomycin　C2、

D・E・G及びHの臭化カリウム錠中でのIRスペクトルは1740～1745cm－iに吸
収帯を与えアセチル基由来のカルボニル基の存在を示唆した。一方、このアセチ

ル基由来と思われる吸収は、Saptomycin　A、　B、　Ci、　Fには認められなかった。

重ベンゼン及び重クロロホルム中でのiH及び13C　NMRスペクトルのデータ並び

に帰属をTable　1－5及び1－6に要約した。

4
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sable　1軸4．　Saptomycins　A，　B，　C1，　C2，D，　E。
F．G及びHの物理化学的性質．

1

A 8 C
1

ら D
’　　　Appearance ye！low　needles ye聾owish　red　powder　yelIowish　red　powder yellow　p◎wder yellowish　red　powder

1・】翻（・α11CHCり ・12．5。 ＋106．0。 ＋196．0。 ＋202．7。 ＋152．0。

MdecωarfoPmula C鶉H2DO6 C“H絵N20。 C、1H配N209 CoH働N20幻 C：造H：7NOg

l　　　　HRFAB・MS（而〃2）（M＋H）◆

「　　　　Calcd： 404．1260（M》◆の 717．3751 717．3751 759．3857 616．2546
Found： 404．1219 717．3747 717．3743 759．3818 616．2556

レ

［

UVλ瓢nm（ε） 244（35，600） 247（53，800） 245（52，000） 243（44，400） 246（51．600）

270《21．800》 268（41，200） 265（sh38，400） 264（sh26，400） 265（sh29，000）

1
「

418（8，600） 427《13，700） 425（11，500） 426（8，900） 418（9β00）

：　　R（旧。㎝4 3480．1670 3460．1670 3430．1665 3480，1740．1660 3470．1745
1600 1650．1600 1590 1635．1590 1642．1590

1
　
　
酬
R
E
I
・
M
S
．
　
M
・
I
l

1
1
1

Table　1。4．（続き）。

E F G H
Appearance yθlbw　p◎wder yellow　need置es ye闘ow　powder yellow　powder

1

1・溜（・0．1，CHCり
＋147．0。 ＋106．9。 ＋118．0。 ・105．0。

Mol㏄ular　formula C33ト』NO9 CaH鳩06 C33H35NO8 C33ト』NOg

HRFAB。MS（〃7！幻（M＋H）◆

Cak｝d： 5902390 402．1103（～り◆噂 574．2441 590．2390
Fomd： 590．2398 402．1133 574．2362 590．2412

UVλ閥nm（ε》
244（47，200） 244（49．000》 242（46，800） 245（40，100）
265（sh　28。000》 270（30．600》 270（29，800》 263（sh　26．400）

425（10，800） 415《11．900） 415（91600） 415（9，200》
巳

R（KBりcm’1
3470．1665 3480．1670 3460．1740 3450．1740

σ

1642．1590 1650．1595 1650 1660．1585
司HREトMS，　M・
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Table1－6・Saptomycins　A，　B，C1，　C2，　D．　E，F，　G及びHの13C　NMRデータ．

Position A B C
1

C2 D
・2 170．7S 172．3S 172．4S 172．3S 167．1S
3 1122d 111．3d 111．3d 111．3d 109．9dT

4 178．8s 179．3s 179．3s 179．3s 178．4S
｝ 4

． 126．6S 126．1S 126．Os 126．3S 126．6S
5 150．3s 149．7S 149．7s 149．6S 149．7s
6 125．6d 126．6d 126．6d 126．7d ㌔25．8d
6
． 136．Os 137js 137．Os 137．1s 1362s

1 7 181．7s 183．6S 183．5s 183．6s 181．3s
1

7
． 132．2s 126．4s 126．1S 126．1s 131．1s

1 8 119．5d 140．Os 139．7s 140．5s 119．4d
： 9 136．7d 132．4d 132．9d 132．3d 133．6d
1 10 125．9d 138．4s 138．1s 138．3s 140．7s
l
I

11 162．8s 158．8S 159．7s 159．3s 159．4S
｛
1

110 116．7s 115．6s 116．Os 115．9s 116．3S
： 12 187．7s 188．Os 188．1s 188．Os 188．Os

12。 119．6s 119．2S 1192S 119．2S 119．9S
12b 156．5s 156．4s 156．7s 156．4s 156．3S
13 24．3q 242q 24．3q 24．2q 24．Oq
14 44．9d 39．Od 39．Od 39．Od 59．1s
15 13．5q 17．6q 17．6q 17．6q 14．4q
16 68．9d 3t6t 31．6t 3t6t 61．6d
17 128．7d 125．4d 125．4d 125．4d 124．1d
18 130．1d 126．7d 126．7d 126．6d 133．4d
19 12．9q 12．9q 12．8q 12．9q 13．7q

2’

67．7d 67．Od 69．8d 70．8d
2’一CH3

18．Oq 17．7q 14．9q 14．7q
3’

70．3d 70．8d 76．9d 76．9d
3’一〇〇〇CH3

170．6S 169．7s
1

30－OCOCH3
21．3q 20．7q

4’

58．9s 57．3s 57．8s 58．Os
4’一N（CH∂2

36．7q 36．7q 39．3q 39．7q
，4’一CH3 1tOq 12．2q 13．7q 13．8q
5’

36．9t 33．1t 41．1t 43．Ot
6。

、 72．5d 69．9d 64．9d 64．1d

2．●

　　4
X

77．7d 77．4d 77．7d
2●’一CH3

18．6q 18．9q 18．9q
3騨

71．2d 71．8d 71．7d
4●’

67．7d 67．3d 67．5d
4’．・N（CH∂，

40．4q 40．3q 40．4q
5’●

28．6t 28．4t 28．7t
6●o

75．4d 75．1d 75．3d
■

a・b》MeasuredaUOOMHzin（a）CDCI、◎r（b》C、D，；PPmfr。mTMS．
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Table　1－6．（続き）

Pos麓ion E
2 167．8s 167．4s 163．4s 167．7s
3 109．5d 110．1d 109．Od 109．7d
4 178．3S 178．9S 178．9s 178．3s

1
4‘ 126。7s 126．5s 126．6s 126．6s
5 149．8s 149．8S 149．7s 149．8S
6 125．9d 125．3d 125．5d 　　　　　　　　　　i

P25．8d
6
“ 136．2S 136．Os 1362S 136．2S　　　　　’
7 181．3s 181．6s 181．2s 181．2S

1

7
巴 131．1s 132．1S 131．1S 131．3S
8 119．4d 119．4d 119．3d 119．3d
9 133．6d 136．4d 133．5d 133．8d
10 140．7s 125．9d 140．6s 139．9S

…
11 159．4s 162．6S 159．4S 158．9s

｝ 11● 116．3S 116．7s 116．3S 116．4S
暫 12 188．1S 187．1S 188．3S 188．Os
卜

12a 119．9S 119．8S 119．7s 羽9．9S
12b 156．3s 156．5s 156．2s 156．3s
13． 24．Oq 24．2q 24．Oq 24．Oq
14 57．4S 59．Os 126．4S 57．3s
15 13．6q 14．3q 11．7q 13．5q
16 61．7d 61．4d 133．5d 61．5d
17

P8

P9

13．8q 123．2d

P34．1d

P3．9q

14．5q 13．7q

@　　　　　　　　’

2●
70．8d 70．8d 71．7d

2’・α→3
14．7q 14．8q 18．2q

3’
76．9d 76．8d 72．Od

3’一〇〇〇CH3 169．6S 169．6S 170．3s
3’・OCO（｝｛3

20．6q 20．7q 20．9q
4’

58．Os 58．Os 63．6S
4’・N（CHゆ2

39．7q 39．7q 37．5q4
’
・
α
↓
3
辱 13．8q 13．8q 11．7q
5’

43．Ot 42．9t 38．2t
6。

64．1d　　・ 642d 70．4d

　2鱒

Q脚・CH3
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4
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　第6節　Saptomycin類の構造解析

　Saptomycin類のUVスペクトルは共通のクロモフォアーとして11－hydroxy－

4H－anthraceno［1・2－b］pyran一・　4，　7，12－trioneを持つことを示唆し、同じクロモフ

ォァーを持つ抗腫瘍抗生物質群であるPluramycinグループの化合物と近い構造

であることが予想された14）。しかし、Saptomycin類のIH及び13C　NMRをはじ

めとする各種スペクトルのデータは、既知のPluramycinグループの化合物とは、

異なった特徴を示した。そこで、Saptomycin類の構造解析を試みた。

　6－1Saptomycin　A及びFの構造解析
　Saptomycin　A及びFの分子式は・HREI－MSよりそれぞれC24H2006、　C24Hls

O6と与えられた。この結果は、既知のPluramycin群化合物に特徴的に見られる

8位と10位のアミノ糖が欠落した構造を示唆した。Saptomycin　A及びFのiH

NMRスペクトルは非常にシンプルな形状を示し、この構造的な特徴を支持した。

Saptomycin　AとFの共通な構造を示す特有なシグナルとして、3－H（δ6．28及

びδ6．53）、6－H（δ8．09及びδ8．08）、8－H（δ7．83及びδ7．82）、9－H

（δ7．69及びδ7．67）、10－H（δ7．36）、13－CH3（δ3．02）を与えた。このよう

な性状を示す化合物としては、α一Indomycinone63）、SF233064）、SS43405D65》、

及びE66）、β一lndomycinone、　Rubiflavinone　C－1及びC－267＞、Hydramycin68）

が知られている。これらの化合物は、2位の側鎖にのみ違いを示すが、Sapto・一

mycin　A及びFはこれらの既知化合物とは、異なった側鎖を持つことがiH　NMR

スペクトルより示された。

　Saptomycin　AのiH　NMRスペクトルは、2位の側鎖が2個のメチル基（δ1．45及

びδ1．70）、2個のオレフィンプロトン（δ5．50及びδ5．65）、1個の0－CH

グループ（δ5・01）及び1個のCHグループ（δ2．99）の6個の炭素より成ること

が示唆された。iH－iH　COSYにより2－hydroxy－1¶ethy1－3－penteny1基を持つこ

とが明かとなった。17－Hと18－Hの結合定数は10．5Hzでオレフィン部分の立体配

置はZ体と決定した。このアルキル鎖は既知物質SS21020C69》の2位の側鎖と共通

の部分構造であることよりiH　NMRスペクトルを比較したところ、側鎖部分のシグ

ナルにおいてよい一致を示した。さらに、13C　NMRについても同様な比較を行っ

たところ・SS21020C（δ130．4d；δ125．6d；δ68．8d；δ4な．9d；δ13．3q；

δ12・7q）に対しSaptomycin　A（δ130．1d；δ128．7d；δ68．9d；δ44．9d

；δ13・5q；δ12．9q）と共通な部分構造を持つことを支持した。

　Saptomycin　Fの2位側鎖の構造解析は主としてiH及び13C等のNMRデ＿タの

解析により行った。iH　NMR及びiH－iH　COSY実験の結果より構造として立体配置

がZ体（J17，18ニ11．OHz）である　1，2－dihydroxy－1－methyl－3－pentenyi基ある

一　40　一

溢出、

　ドバゆ　こアロ

懲
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いは・1・　2－epoxy－1－methyl－3－pentenyl基を持っていることが推定された。　iH及

び13C　NMRにおける16位の化学シフト（δH4．26／δc61．4）は14，16－di－

hydroxyi化合物であるPD121・22270）における16位の化学シフト（δH4．86／

δc71・7）と大きく異なり・14・16－epoxy化合物であるPluramycin　A14）の化学シ

フト（δH4・15／δc61・7）とよく一致した。以上の結果より、　Saptomycin　A及

びFの構造はそれぞれ11－hydroxy－5－methy1－2一（2－hydroxy－1－methy1－3一（Z）一

pentenyl）一4H－anthracen・［1・2－b］pyran－4，7，12－tri・ne及び11－hydr。xy－5－

methyl－2一（1，2－epoxy－1－methyl－3一（Z）一penteny1）一一4H－anthraceno［1，2－b］pyran－

4，7，12－trioneと決定した。
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　6－2　Saptomycin　B・Ci及びC2の構i造解析

　HRFAB－MSよりSaptomycin　B・Ci及びC2の分子式は、それぞれC“　Hs　2N20g、

C41Hs2N209・C43H54N201。と与えられた。さらに、それぞれのユ3C　NI・IRスペク

トルの解析より3種化合物に共通な41本のシグナル（6×C－CH3，4×N－CH3，3×

methylene・8×methine・5×一CH＝，11×C＝，3×C＝0，1×quaternary　carbon）を

認めた。Saptomycin　C2はさらにアセチル基由来と思われる2本のシグナルを与え

た（C－CH3・C＝0）。この結果は・Saptomycin　B、　Ci及びC2が構造的に関連性の

強いことを示した。Saptomycin　CユのiH　NMRスペクトルは、　Kidamycin7ユ）、

Hedamycin72）・Rubiflavins67）のiH　NMRスペクトルと類似の形状を示し、これ

らのスペクトルの違いは・2位の側鎖部分のシグナルにのみ認められた。一方、

Saptomycin　Bは・やはり2位の側鎖部分を除いて、　Kidamycinの6’位の立体配置

異性体であるIsokidamycin7i＞と非常に近いiH　NMRスペクトルを与えた。さら

に、Saptomycin　C2のiH　NMRスペクトルもPluramycin　A及びNeoplura－

mycini4）の2’位側鎖のアナログであることを示した。　Saptomycin　B、　Ci及び

C2の2’位の側鎖部分のIH及び13C　NMRにおけるシグナルはこれら3種の化合物

が、共通の構造を持つことを示したことから、構造的には10位に結合しているア

ミノ糖旦週一dimethylvancosamine部分にのみ違いがあることが認められた。また、

2’位の側鎖の構i造はiH及び13C　NMRにおける挙動より既知の関連化合物におい

て知られていない構造であることが明かとなった。

　2’位の側鎖の構1造決定は、主としてSaptomycin　Ciを用いたデカップリング

実験によって行った。iH　NMRにおける側鎖部分のシグナルへの照射を繰り返すこ

とにより・δ2・86（14－H）のプロトンは、δ2．53（16－H。）、δ2．70（16・一H，）及びδ

1・44（15　一一　H3）メチル基とカップリングしていること、δ5．41（17－H）及びδ5．55

（18－H）の2個のオレフィンプロトンはお互いにカップリングしているほか、さら

に　δ5・41（17－H）のプロトンは　δ2．53（16－H。）、δ2．70（16－Hb）の2個のプロトン

と・δ5・55（18一一H）のプロトンはδ1．59（19－H3）のメチル基とカップリングして

いることを示した。また、δ2．53（16－H。）とδ2．70（16－Hb）のプロトンは14．2

Hzでカップリングしていることより、ジェミナルプロトンであることを示した。

以上の結果をまとめると、C－14よりC－19までの2位側鎖は1－methy1－3．

Pentenyl基を構成していることが認められた。しかし、17－H　4と18－Hのオレフ

ィンプロトンの間の結合定数は17－Hと旦．N－dimethylvancosamineの6’　一Hシ

グナルが重なるため正一こ得ることができなかった．これに対し、Sapt。mycin　B

のIH　NMRスペクトルはδ5．42（17－H）及びδ5．58（18－H）のシグナルが他のシグ

ナルと分離よく観測されることにより17－Hと18－Hの結合定数は10．9Hzと確定し、

オレフィン部分の立体酉eaSはZと決定した．以上の結果よりSapt・mycin　B、　C、
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及びC2における共通な2位の側鎖の構造を決定した。その構造をFig．1．5に

示す。

Fig・　1’5・Sapt・mycins　B，　C1及びC2の2位側鎖の儲．
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　Saptomycin　B・C1及びC2のUVスペクトルはSaptomycin　A、　Fのものと類

似の形状を示すことよりクロモフォアー一として同じ、Pluramycin群化合物でよく

知られている11－hydroxy－4H－anthraceno［1，2－b］pyran－4，　7，　12－trioneを持つ可

能性を強く示唆した。さらに、Saptomycin　B、　C1及びC2の・H　NMRスペクトル

はこの骨格の置換様式を特徴づけるシグナルとして3－H（δ6．27，δ6．25及びδ

6・24）・6－H（δ7・99・δ7・96及びδ7．96）及び9－H（δ8．43，δ8．31及びδ8．25）

を示した。これらのシグナルは、ほとんどのPluramycin群の化合物で特徴的に

みられるC－8位とC－10位にC－Cで結合している2個のアミノ糖の存在を示唆し
た。

　C－8位に結合しているアミノ糖、angolosamineはSaptomycin　B、　C、及びC、

の1H及び13C　NMRにおいてほぼ同じ挙動を示した。このアミノ糖に対する研究

は・hedamycinで詳細に検討された72）。1H及び13C　NMRのデータを、一部の重

なったシグナルは除いて解析することにより、立体配置、立体配座ともHeda－

mycinなどで見られるangolosamine部位と同様であると決定した。

　C－10位のもう一個のアミノ糖旦三一dimethylvancosamine部位は、　Nl・IRの検討

よりSaptomycin　B、　C1及びC2それぞれで異なった構i造を持つことが明かとな

った。特に、1H　NMRにおいて5’一Ha、5’一Hb及び6’。H問と2’一H及び3’

一H間の結合定数は、Saptomycin　B（J2’一8’ニ1．OHz，　J5’。一6’＝11．5Hz，　J5’b

－s’@＝3．OHz）．　Saptomycin　C：　（J2’　一s’　〈1．OHz，　Js’　a－6’　＝6，7HZ，　Js’　b－B’　＝

3．1Hz）及びSaptomycin　C2（J2’．3’＝4．5Hz，　J5’。一6’＝8．7Hz，　J5’b－6’＝

3・1Hz）と明確な違いを示した。　Saptomycin　C1とC2の結合定数の大きな違いは、

C伽3’の一〇H基と一〇Ac基の違いのみにより生じるとは考えにくく、立体配座の

変化も伴っているものと予想された。Saptomycin　C、、　C、の比較からは、・H　NMR

スペクトルにおけるシグナルの重なりが多いため明確な結果を与えることができ

なかった。しかし・後述するように、より単純なスペクトルを与えるSapto－

mycin　D及びEにおいて誘導体を用いた検討によりC－3’位のAcety1化に伴う

糖リングの立体配座の可逆的変化、並びにそれぞれの立体配座を明らかにした

（第7節）。この結果との比較よりSaptomycin　C1、　C、それぞれのN，N－di－

methylvancosamine部位の構造を決定した。また、それぞれの構i造の関連付けに

ついては・Saptomycin　C2を室温下、メタノール中、48時間処4理することにより

Saptomycin　C1を誘導し確認した。　Saptomycin　BはSaptomycin　C1のC－6’立

体配置異性体であることをIsokidamycinとの1H及び・3C　NMRのデータの詳細

な比較検討により証明した。Kidamycin及びIsokidamycinの・H　NMRデ＿タは

N・N－dimethylvancosamine部位において6’一H、4’一CH3、2’一Hの化学シフトが

明かに異なった値を示している71）［Kidamycin（δ5．40，δ0．77及びδ4．07），
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Isokidamycin（δ4・83・δ1・21及びδ3．83）］。一方、　Saptomycin　B及びCiに

ついてもこれとよく一致した結果を与えた［Saptomycin　Ci（δ5．43δ0．72及び

δ4・04）・Saptomycin　B（δ4・95，δ1．23及びδ3．87）］。さらに、13C　NMRにお

けるKidamycin及びIsokidamycinの立体配置の違いによる化学シフトの違いも

C－6’・4’一CH3・C－5’で明確に示された72）［Kidamycin（δ69．5，δ12．3及びδ

33・6）・Isokidamycin（δ72・3・δ10・9及びδ37．0）］。同様にSaptomycin　B、　Ci

も明確な化学シフトの違いを示した［Saptomycin　Ci（δ69．9，δ12．2及び

δ33・1）・Saptomycin　B（δ72・5，δ11．0及びδ36．9）］。以上の結果よりSapto

mycin　B、　Ci及びC2の構i造を以下のように決定した。

4
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　6一一3　Saptomycin　D・E・G及びHの構i造解析

　Saptomycin　D・E・G及びHの分子式は、　HRFAB－MSスペクトルよりそれぞれ

Cs5H37NO9・C33Hs5NO9・C33H35NO8及びC33H35NO9と与えられた。これらの分子

式はSaptomycin　D・E・G及びHが既知のPluramycin群化合物としては、

Ankinomycinだけが知られているmono－q－amino91ycosy1化合物である可能性を
示唆した73）。

　Saptomycin　D及びEの構i造決定は、主として1H及び・3C　NMRの解析を通し

て行なった。Saptomycin　D・Eの1H　NMRスペクトルはC－2位の側鎖部分のシグ

ナルを除いて非常によい一致を示した。特にH－8とH－9のABタイプのスピン

システム（J8－9ニ7・9Hz）は・C－8位のangolosamineの欠落したAnkinomycinタイ

プの置換様式の特徴を与えた。13C　NMRにおいてC－8位の化学シフト（δ119．4）

もこの特徴を支持した。その他のクロモフォアー部分のiH、13C　NMRスペクトル

の帰属は、1H－1H　COSY、13C－1H　HETCOR及び10ng　range　13C－1H　HETCOR実験に

より確定した。一方・これらの2次元NMRスペクトルを含むスペクトルデータは

C－2位の側鎖部分の構造についても知見を与えた。この結果より導かれる構造は、

Saptomycin　DがPluramycin　A、　Saptomycin　Fと同じZ立体配置の1，2－epoxy

－1－methyl。3。penteny1基（J17．18ニ11．2Hz）を持つこと、　Saptomycin　EがEpoxy

kidamycin74）で知られている1，2－epoxy。1－methyl基を持つことを示した。両化

合物のepoxideの立体配置はC－15位のmethyl基の13C　NMRにおける化学シ

フトにより決定した。C－15位のmethyl基はHedamycinやAnkinomycinのよう

にq平体の場合約14ppmの値を示すのに対し、　Altromycinのようなtrans体の

場合約1gPPmの値を示すことが知られている76）。　Saptomycin　D及びEにおいて

この値はそれぞれδ14．4及びδ13．6を示すことより、鎚体と決定した。

　Saptomycin　Gの1H並びに13C　NMRスペクトルは、　Saptomycin　D、　Eとの比

較からC－2’位の側鎖にのみ違いを認めた。Saptomycin　Gの側鎖は4個の炭素によ

り構成されている。その内訳としては、1個の4級炭素（C－14，δc126．4）、2個の

methyl基（C－15・δc11．7；δH1．52　s／C－17，δc14．5；δH1．57　d）、そして1個

のCH基（C－16・δc133．5；δH7．38　q）であった。化学シフト並びに結合定数の値

はKidamycin並びにNeoPluramycinの側鎖の示すそれらの値とよく一一致した・4・
71）
　。以上の結果よりSaptomycin　Gの2位の側鎖はKidamycint、　NeoPluramycin

と同様旦体の1－methyl－1－propenyl基と決定した。さらに、立体配置について

は・NOESYスペクトルの解析より15位と17位の2個のmethy1基の間にNOEが観
測されることからも明かとなった。

　Saptomycin　D、　E、　Gは1H並びに・gC　NMRスペクトルの解析より共通なC

－10位にC－Cで結合している3’一Q－acety1－N，11一dimethylvancosamineを持つこ
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とが認められた。同種の糖は・Pluramycin　A、　Neopluramycinにおいて知られて

いる。この糖の立体配座は・結合定数の検討によりchair　formと決定した

（J5’a－6’＝皿・10・OHz・J5’b－6’ニ⊆量・3・2Hz，　J2’一3’＝里．5．2Hz）。さらに詳細

な検討については・第7節において述べる。

　Saptomycin　Hは他のSaptomycin類と同様iH及び13C　NMRスペクトルの解
析よりSaptomycin　Eの3’一Ω一一acetyl一！！，　N－dimethylvancosamineの6’位の立体

配置異性体であることが考えられた。Saptomycin　HとBの6’位のiH　NMRの化

学シフト及びiH」H結合定数の比較は糖部分の立体配置の共通性を示した
［Saptomycin　B　（（S　6’　一H＝4・95，　J2’　一3’　＝1．　OHz，　Js’　a一一6’　＝11．5Hz，　Js’　b－6’

＝3．OHz）　Saptomycin　H　（（S　6’　一H＝5．14，　J2’　一3’　〈LOHz，　Js’　．一6’　＝10．6Hz，

J5’　b＿6’　く2．　OHz）］。

さらに・Saptomycin　HとEはNOESYスペクトルにおいて異なった挙動を示し、

結合定数の値との検討から立体配座を決定した。これについても詳細は第7節に

おいて述べる。

　以上の結果よりSaptomycin　D、　E、　G及びHの構造を以下のように決定した。

　なお、Saptomycin　A～Hの絶対構造の決定は行わなかったが、　Pluramycin群の

化合物との生物学的な関連性を考慮するとSaptomycin類の絶対構造も、すでに

詳細に検討されているKidamycin76）、Hedamycin77）と同様な絶対構造をとるも

のと予想される。
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　第7節　Saptomycin類のN・旦一dimethylvancosamine部分の構i造解析

　Saptomycin類の構i造解析においてC－10位にC－C結合しているN，　N－di－

methylvancosamineの立体構i造が大きく4パターンに分かれることが明かとなった。

具体的には・　（1）Saptomycin　C2、　D、　E、　Gのパターン、　（皿）Saptomycin　C、

のパターン・　（皿）Saptomycin　Bのパターン、　（1V）Saptomycin　Hのパターン

である。　上記4パター・ンにおいて3’位のAcety1基の存在の有無に加え、6’位

の立体配置の違い・六炭糖の立体配座の違いなどが認められた。これらの検討は、

それぞれの化合物におげる』瞥dimethylvancosamine部分の・H　NMRにおげるプ

ロトン間の結合定数・並びにNOESYスペクトルにより示されたNOEにより行った。

Saptomycin　B、　C、、　C2は6－2において述べたように、』旦一dimethylvanco－

samine部分にのみ、構造の違いを認めたが、これら3化合物は、さらにC－8位に

angolosa皿ineがC－Cで結合しており、1H　NMRにおけるシグナルの重なりなどか

ら・Saptomycin　Bは　C1との比較でC－6’　の立体配置の変化した異性体である

ことと結合定数の検討からchair　formの立体配座をとることが明かとなつった。

一方、C・及びC2の立体構i造に関しては、3’位のAcetyl基の存在の有無によ

り、立体配座の変化が予想されたが、より明確な知見を得ることができなかった。

FurukawaらもHedamycin並びにKidamycinの構造研究より旦』一di閉ethy1－

vancosamine部分の13C　NMRの化学シフトにおけるシグナルが3’位のAcetyI

化により大きく変化することを認め、立体配座の変化を示唆したものの、同様な

理由により具体的な立体配座を提示するには、至らなかった72）。

　一方、Saptomycin　D、　E、　GはC－8位のangolosamineが欠落した構造である

ことより旦』一dimethylvancosamineの1H　NMRにお｝ナるシグナルが分離よく示さ

れた。そこで、これらのうち収量の多かったSaptomycin　D及びEについて

Deacety1化を試み・室温下メタノール中で48時間撹絆することによりほぼ定量的

に得られた化合物（Deacetylsaptomycin　D及びE）と、・3C及び・H　NMR　並びに

NOESYスペクトルの比較を行った。　Deacetylsaptomycin　DはFAB－MS並びにHR

FAB－MSより分子量573、分子式C38Hs5NO8と与えられた。　IRスペクトルは、

Saptomycin　Dに見られた1745cm　’”のアセチル基由来の吸収バンドが、欠落してお

り1SC及び1H　NMRスペクトルも、脱Acetylが起こったことを示したが、

旦』一dimethylvancosamine部分の化学シフトは脱Acetylのみ℃は説明できない

大幅な変化を示した。

a）1H　NMRにおける変化
2　’@”H　（一　O．　44ppm），　3　’　一H　（一　2．　05ppm），　5　’　一Hs（＋　O．　45ppm），　5　’　一Hb　（一　O．　19ppm），

　6　’　’H　（一　O．　06pp　m），　2　’　一CH3　（一〇．　02ppm），　4　’　一CHs（一b　O．　21ppm），　4　’　一N　（CHs）2

　（”O．　46ppm）

㌔
垂
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b）13C　NMRにおける変化
　c－2　’　（一　1．　8pp　m），　C－3　’　（一　5．　7ppm），　C－5　’　（一　5．　9ppm），　C－6　’　（＋　3．　2ppm），　2　’　一

　cHs　（＋　2．　7ppm），　4　’　一CH3　（一一　O．　5ppm），　4　’　・一　N（CHs）　2（一　2．　7ppm）

Furukawaらの報告によると71’72）・Kidamycin及びIsokidamycinのAcetyl化

においてKidamycinはSaptomycin　Dと同様旦』一dimethylvancoamine部分の

13C及び1H　NMRスペクトルの化学シフトに大きな変化を示したものの、　Iso－

kidamycinは通常のAcetyl化に伴う程度の化学シフトの変化しか示さなかった。

KidamycinのAcetyl化における化学シフトの変化は、　Saptomycin　Dにおける

Deacety1化とほぼ反対の結果を与えた。

a）1H　NMRにおける変化
　2　’　一一H　（＋　O．　25ppm），　3　’　一’H　（＋　1．　85ppm），　6　’　一H　（一　O．　02ppm），　2　’　一CHs　（一　O．　08ppm），

　4　’　一一CHs　（＋O．　22ppm），　4　’　一N　（C　H3）　2　（＋　O．　04ppm）

b）13C　NMRにおける変化
C－2　’@（＋　3．　Oppm），　C　一一・　3　’　（＋　4．　9ppm），　C－4　’　（＋　O，　5ppm），　C－5　’　（＋　8．　4ppm），　C－6　’

　（一　4．　7ppm），　2　’　一CHs　（一　2．　9pp　m），　4　’　一一CHs　（＋　1．　5ppm），　4　’　一N　（CHs）　2　（＋　2．　3pp　m）

（13C－1H　HETCOR実験によりC－3’とC－6’の帰属が逆になっていることを確認

した。）

この解析より、　Saptomycin　D及び関連化合物において旦週一dimethylvanco－

samine部分の3’位のAcetyl基の有無は立体配座の変化を引き起こすことが示

され・一方・6’位立体配置異性体であるIsokidamycinは3’位のAcety1基の

有無が立体配座に影響を与えないことを示した。このことより、Saptomycin　B並

びにHは同じ立体配座を持つことがを示唆された。

　bl・　N－dimethy　1　vancosam　i　ne部分の立体配座の決定は、　NOESY実験並びに、　・H

NMRスペクトルの1H一・　iH結合定数をもとに行った。　Saptomycin　Dにおいて

6’一Hは5～H・並びに5’一HbとABXスピンシステムでカップリングしており、

結合定数はJ5’。一6’ニ10．1Hz、　J5’b－6’＝3．1Hzを示すことより、6’一Hと5’

一H・はアキシャルーアキシャルの関係、6’一Hと5’一Hbはアキシャルーエカトリ

アルの関係であることが示された。2’一Hと3’一Hの結合定数はJ、’．3’＝5．2

Hzを示した。これらのプロトン間の結合定数はAltromycinのbl，　N－dimethyl　一一

vancosamine部分の結合定数に非常に近い値を示した75）。さ弓に、　NOESY実験の

結果は・Saptomycin　DとAltromycinの旦週一di－methylvancosamine部分の立体

配座の類似性を支持した。NOESY実験において2’一CH3、4’一N（CH3）2、6’一Hの

間に1，3，5－triaxial　cross　peakが認められ、5’一H。、3’一Hの間に1，3－di－

axlal　cross　peakが観察された。これらの結果から、　Saptomycin　DのN，N・一di－

methylvancosamine部分はAltromycinと同様、　chair　formの立体配座と決定
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した。一方・Deacetylsaptomycin　Dにおいては6’一Hは5’　…Hs並びに5’
　　　　ノ　　　　　　　　　　じの
一H・とJ5　・。8　ニ7・3Hz・J5’b－6’＝6．1Hzの結合定数を示し、2’　一Hと3’　一H

の結合定数はJ2’一3’ニ2・8Hzを示した。　NOESYスペクトルからは、　NOEが2’

一H／3’一H間・2’一CH3／6’一H間、5’一H。／6’一H間、5’一Hb／6・一H間、そし

て3’一H／4’一CH3間に認められた。この結果は、　Kidamycin’i）、Hedamycin’2）

及びAnkinomycin73）などと同じ挙動であることよりDeacetylsaptomycin　Dに

おける凡瞥dimethylvancosamine部分の立体配座は、　boat　formに近く完全には

固定されていないtwist　form立体配座であると決定した。結果の要約をFig．

1－6に示す。以上の結果をまとめると、Saptomycin　Dの旦，N－dimethyl－

vancosamine部分はchair　formの立体配座をとり、　Deacety1化により立体配置

の変化を伴わずに立体配座のみboat　formに近い形に変化することが示された。

Saptomycin　E及びGにおいても旦，　N－dimethylvancosamine部分はSaptomycin

Dと同じ立体配座をとることがNMR等のスペクトルデータより認められたため、

同様な条件においてSaptomycin　EのDeacetyl化を行い、　Deacetylsaptomycin

Eの旦』一dimethylvancosamine部分もDeacetylsaptomycin　Dと同様な立体配座

をとることを明らかにした。このことより、収量が少ないため直接Deacety1化

は行わなかったものの、Saptomycin　Gにおいても同様な立体配座変化が起こるも

のと推定された。

4
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　Saptomycin　Hは6－8に述べたように、　Saptomycin　EのC－6’位の立体配置

異性体であることが示された。Saptomycin　Hの旦週一dimethylvancosamine部分

の立体配座の決定は・Saptomycin　EとのNOESY実験並びに、　・H　NMRスペクト

ルの1H－1H結合定数の比較をもとに行った。　Saptomycin　Hにおいて6一．Hは

5’一Hs並びに5’一HbとJ5’a－e’＝10．6Hz、　J5’b．6’＜2．OHzの結合定数を示

し・2’一Hと3’　一Hの結合定数はJ2’一s’＜1．OHzを示した。　NOESY実験におい

て4’一CH3・2’一H・6’一Hの間に1，3，5－triaxial　cross　peakが認められ、

4’一CH3／3’一H間並びに2’一H／3’一H間にNOEを認めた。以上の結果より

Saptomycin　HのN・N－dimethylvancosamine部分は、　Saptomycin　Eとは違ったタ

イプのイス型立体配座をとると決定した。以上の結果を、Fig．1－7に示す。
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　　1

　　1　Sapt・mycin　E・H・Deacetylsapt・mycin　EのN，11一dimethylvanc。samine部分の
　　a　　　　　　　検討よりこれに対応するSaptomycin　C2、　B、　Ciの旦週一dimethylvancosamine

　　　　　　　部分の構造をFig・1－8に示すように決定した。
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第8節　Saptomycin類の生物活性

Saptomycin類の細胞障害活性、抗腫瘍活性並びに抗菌活性を検討した。

　8－1　Saptomycin類の抗菌活性

　Saptomycin　A～G並びにDeacetylsaptomycin　D、EのMIC（minimal
inhibitory　concentration）をTable　1－7に示す。．Saptomycin　Hは収量が少な　・

かったためMICの測定ができなかった。結果として、　Saptomycin類すべてによ

り組換え欠損株（recombination　deficient　strain）Bacillus　subtilis　M45の

生育は阻害された。また・興味あることにSaptomycin　Dのみが酵母
ljS．as；t9！La．！g！！1Mggnysc　h　o　　　cerevisiaeの生育を阻害した。

Table　1－7．　SaptomyCin類の抗菌活性．

Test　organisms
MIC（P91mり

A B c c D E F
Bacr71us　subtilis　M45　（Recla

a5σわf魚s　H17（Recつ

Stapわ♪4000（渤r5　aσ旧σ5

JCM　21　51

S．　epidermidis　JCM2414

Micrococcus　iuteus　JCM　1　464

EscheriChia　ooli　JCM1649

Mebsiella　pneumoniae

JCMI　662

Proteus　vulgan’s　JCM1　668

焔η伽m・πas　ma1仰る〃な

JCMI　975

Salmonetta　typhimurium

TA　1535

Candida　albicans　JCM1　542

Sa。Cha伽γcθεcθ翻s’aθ

JCMI　499

　3．13

＞100

＞100

＞100

　50
＞100

＞100

　12．5

　50
＞100

　50
＞100

＞100

＞100

　3．13　6．4

　25　12．5
＞100　25

100

＞100

＞100

＞100

25
3．2

＞100

＞100

pat　eace　tyi　P　Deacetyi－E

O．4　O．2　1．6　3．2　O．4
3．2　12．5　＞100　100　12．5

1．．6　6．3　25　50　1．6

　3．2

　1．6

＞100

＞100

＞100

　0．8

＞100

＞100

　6．3

＞100

＞100

＞100

　25
　1　2．5

＞100

＞100

　6．3

　1．6

＞100

＞100

＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100　＞100

　50　50　25　12．5　3．2　＞100　＞100　＞100　50

＞100　＞100 6．25　12．5

＞100　＞100　＞100　＞100

＞100　＞100　＞100　＞100

1．6 O．8　＞100　100 3．2

100　＞100　＞100　＞100　＞100

　6．3　＞100　＞100　＞100　50

2
3
2

ロ
　
　
つ
　
　
ロ

0
6
3　6．3
　0．4
＞100

＞100

＞100

　25

O．4

＞100

＞100

iRecomT6iit15｛i6iTEi5ii6i5Eila　ion　e　en．
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　8－2　Saptomycin類の細胞障害活性

　Saptomycin　A～H並びにDeacetylsaptomycin　D、Eの主旦vitro細胞障害
活性をMTT（microculture　tetrazolium）法により検討し、50％増殖阻害活性

（IC50）値をプロビット法で求めた。　Saptomycin　A以外の化合物は投与量に依存し

た活性を示した。特に・Saptomycin　D、　E、　H、　Deacetylsaptomycin　D及びEは

強い活性を示した。

Table　1。8．　Saptomycin．類の加詠め細胞障害活性．

Ce旧ines

P388

（Leukemia）

Meth－A

（fibrosarcoma）

A549

（Lung　carcinoma）

PG3　＞ioo
（しung　cardnoma）

MKN45　100（Gastric　carcinoma）

MKN74　＞1　00
（Gastric　carcinoma）

SW48　．loo
（Colorectat　carcinoma）

va　Dr　so19tg1greE！et．一s｝a」910rectat　carcinoma）

　　　　　　　　　　　　　　IC　m　value．（pg／ml）

　kt　c，］cfi，　r一一r－F’
＞ioO　3．4　o．30　o．32　olo’ ?ａｇｔ’6ii15X一一5　B．42　．　．ii

H　Deacetyl－D　Deacetyl毛

O．025　O．0043　O．0087

ND　ND　ND　O．43　O．12　O．047　3．4　O．58　O．032　O．053

100　9．5　O．85　O．52　O．075　O．058　2．4　O．69　O．035　O．020

13　＞1．0　O．46　O；10　O．11 2．5　O．73　O．049　O．051

5．3　O．48　O．33　O．047　O．042　1．9　O．14　O．020　O．018

6．0　O．85　O．54　O．064　O．079　2．5　O．20　O．036　O．036

6．0　O．57　O．91　O．Q69　O．052　1．9　O．21　O．024　O．023

5．6　O．51　O．67　O．057　O．052　2．3　O．11　O．021　O．020

i？ighrcutture　in　Rplyfsi640’：／i’6i％iiEstiVfi　FsEMVITttV］1；il；；i’；；；：’1；T：：T；；：1’：；；：5；：：；；；：ookFBs，　M’rl’assay，　lc．vaiue　was　caiculated　with　probit’s

ND：　not　determind

O．028

O．032

O．032

O．012

O．029

O．O19

O．O12

method．

4
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1
8－3　Saptomycin類の抗腫瘍活性一

　
　
1
　
　
　
　
　
　
　
一 マウス実験腫瘍系及びヌードマウス可移植性ヒト癌細胞を用いSapt。mycin類
i の抗鵬活性について検討した・以下に検討した鵬細胞、マウス並びに実験系

を示す。

細胞　　　　　　　　　　　　マウス　　　　　実験系

Meth　A繊維肉腫（マウス）　　　CDFI　　　　　ip－ip

P388白血病　　　（マウス）　　　CDFi　　　　　ip－ip

ルイス肺癌（LL）　（マウス）　　　BDFI　　　　　ip－ip

i Colon　26結腸癌（マウス）　　　CDFi　　　　　ip－ip

B16黒色肉腫　　（マウス）　　　c57／b　　　　　ip－ip

MKN45胃癌　　（ヒト）　　ヌードマウス　　sc－ip
WiDr大腸癌　　　（ヒト）　　　　ヌードマウス　　　　sc－ip

ip－ip：腹腔内移植腹腔内投与

sc－ip：皮下移植腹腔内投与

8－3－1　Meth　A担癌マウスに対する延命効果

Saptomycin　A～G・Deacetylsapt・mycin　D、　EのMeth　A担癌マウスに対す

る延命効果をip－ip系で検討した結果をTable　1－9に示した．　Sapt。mycin　A、

B及びGについては活性がないか・あるいは弱いものであったが、Sapt。mycin

1

C1、

ｽ。

C2・D・E・F及びDeacetylsapt・mycin　D、　Eは担癌マウスに延命効果を示し

l
　
　
l
　
　
一

τable　1⑨Saptomycin類のMe1h　Aに対する延命効果．
1
3

i 一　　　　　　　　　　　　　丁1C（％）

，
ー
ー
ー
ー
ー
「
一

D。se（mglkg》
5α・　1告巨CI　CIら≒1量黛學トDD一妙レE　　20．0　　　　　　”li…1翻1；据…lli　1瀧

覧

一58一

門
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1　　8＿3＿2 P388担癌マウスに対する延命効果
1

｛　　Sapt・mycin C1、　C2、　D、　E及びDeacetylsaptomycin　DのP388 担癌マウスに
1 対する延命効果をip－ip系で検討した（Table　1－10）．Sapt。mycin　C、、 C2 及び
・
　
　
　
E
に
お
い
て
1

T／Cが上昇していた。
一
　
1
”
一

r
i
ロ
ー
阿
［

Tεb！e1・10・Saptomych類のP388に対する延命効果

ηC（％）

D。se（mg／k9） C望　　　C2　　　D　　　　E Deacetyl－D
15．0

　　　　　一　　　125 o
5．0 129　　　　　129　　　　　113　　　　　　一 78
2．5　ρ

129　　　　　129　　　　　113　　　　　　一 　　　、P00
t25 107　　　　　114　　　　　100　　　　　　。 100
0．63 　・P14　　　　　129　　　　　106　　　　　　　一

100
S改mi。e（CD甲emde》werein㏄ul包tedipw醐・6P3銘ce朋s。ndayαEachsamplediss。lvedinC馬OH．PBS←）（1：9》wasadministeredip・nday1－4Theinαeasein駈fσsp㎝wasindicated副C（％N

．

i　　　　8－3－3
Saptomycin　Dの各種マウス実験腫瘍系に対する延命効果

Meth　Aの系において最も強い活性を示したSapt・mycin　DについてP388、
LL、

i
Colon　26及びB16の4種マウス腫瘍系に対する効果をip－ip系で検討した．の結果をTable　1。11に示す。

こ

嚇

Table　1－11．Saptomycin　Dの抗腫瘍活性．

　　　・P

■

T7C（％）
D・se（mglkg）

．　　P388　　　　　　LL　　　　　Colon　26 B16
2．0

133　　　　　　　131　　　　　　　　　107　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4 97
1．0

107　　　　　　　131　　　　　　　　　113 121
0．5

107　　　　　　　　94　　　　　　　　　107 110
0．25

107　　　　　　　　94　　　　　　　　　110 118

WaSI嘲晦ηc（％レ

乾。
cs鋤plediss・1枷CHρH・PBS←》（1：9》w翻ministeredip。nday1，4andZTheinc『

ease　in　life　span

℃

、

薩．

一59一
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　8－3－4　Saptomycin　Dのヒト固形腫瘍（MKN4　5，　WiDr）に対する抗腫瘍活性

　MKN45・WiDrに対するSaptomycin　Dの増殖抑制効果を、ヌードマウスを用い

たsc　”　ipの系で検討した。結果をFig．1－9、1－10に示す。　Saptomycin　Dは

Adriamycin・Aclacinomycin　Aと同じ程度の抑制傾向を示した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’iFig・1－9・M期45に対するSaptomycih　Dの増殖抑制効果

4

　
　
3
　
　
　
2
　
　
　
　
1

Φ
董
‘
筆
。
」
o
。
ξ
岳
匡

。

一一一一 ?・一一一　Contro1

－O一　MMC　4mglkg

一ローADM　6mg／kg
・・ `・・　SP－D　7．5mg／kg

　　　　　　　／一i ▲
ロ
．
ψ
・
／

●
口

o

o

Days　after　first　administration

20

MMC＝　Mitomycln　C

ADM＝　Adriamycln

ACR＝　Aclaclnomycln　A

SP－D＝　Saptomycln　D

Fig・1－10・WiDrに対するSaptomycin　Dの増殖抑制効果

）

J

10

8
2
邸
」

6
ε
≧
0
6
　
　
4

①
》
”
』
o
匡

2

o

一e－b　Control

－O一一　ACR　15mg／kg

一ローADM　4mglkg
・・ ｣・・SP。D　15mg／kg

　　　／？

グ§＿。

含／

4

o 5　10　“f5　20
Day　after　firSt　administration

25　’
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第9節Sapt・mycin　D関連化合物のAcyl化誘導体における抗腫瘍活性

Saptomycin　D並びに調製したDeacetylsapt・mycinを原料として5種のAcy1

化誘導体を調製し・その抗腫瘍活性を検討した。

　g－1　Acyl化誘導体の調製
　Saptomycin　DとSaptomycin　Dをメタノール中で48時間処理することにより得

えられたDeacetylsapt・mycin　Dを原料として、ピリジン中、無水酢酸、無水プ

ロピオン酸・無水酪酸をそれぞれ反応させることにより、11一Ω一acetyl　sapt。．

mycin　D．　11－Q－propionyl　saptomycin　D，　Deacetyl－3’，11－Q－dipropionyl

saptomycin　D，　11－Q－butyryl　saptomycin　D，　Deacetyl－3’，11－Q－dibutyryl

saptomycin　Dの5種化合物を得た。

　H3C
RtO

1）1（CHab2

：k　9H3　s
　　s
r　一”．VO

Bi　＝　CH3co

Rl　＝H

Bi　＝　CH3co

R1竃CH3CO

職ε82C・
Ri．一．　CH3“ b’ gV

QCH2CO

H・ど　＼、7

9R2　o
コ　

／
・ミ＼

　　s

iia　1

t

7

o

i

o

NC　：

O　IS

　CH3

　

＼ミ，

軌4 @0
N　／5　t3
　1．‘　’　’CH3

R2＝H
R2＝H
R2　＝　CH3CO
B2　＝　C一　H3CH2CO

B2　＝　C．　HsCH，’CO

E！2　＝　CH．SCHsCH，co

R2　＝　CHSCH2”CH2－CO

Saptomycln　D
Pea－cetytsaptomycin　D
11－9・acetyt　saptbmycin　D
1IL一．O・prqp－1．onyl　sapt’oMycln　D

需糊｝翻鼎Bylrapt・mycinD
Deacety：一3’，11－O－dibinyrytsaptQmycln　D
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　9－2　Acy1化誘導体の細胞障害活性　　’

調製したAcyl化誘導体を用いて血vitr・細胞障害活性を検討した．結果を

Table　1’12に示す・pr・pi・ny1基を3’・11位に導入したものが最も強い活性を

示した。

Tat）le　1。12・Saptomy（Sn　D　A（；yl化誘導体の加嘘m細胞障害活性．

Cell　lines

IC　．　value　〈ng／ml）

3t－O一　Ac

11－O一　Ac r
r
C
r
U
U
C
U

加
HP388

（Leukemia）

Meth　A

（Fibrosarcoma）

A549

（しung　carcinoma）

PQ3
（Lung　carcinoma）

MKN45

（Gastric　carctnoma）

MKN74

（Gastric　carcinoma）

SW48

（Colorectat　carcinoma）

WiDr

19Ccg／1gig1！g！一glorectal　garcinoma）

1　7．9

134．2

40．6

38．9

14．6

43．Q

42．6

30．7

7．2

96．8

14．6

1　5．9

9．5

26．2

1　5．9

14．8

30．6

147．5

51．4

41．9

31．1

1　05．3

47．9

143．1

11．8

260．0

“．9

36．4

1　6．0

51．6

32．5

269．5

i20hrouiture　in　RpMli640　ioo76JIFIES7iUiii’5gg5Vl’i，ts　MITassay，　lc．valuewas　calculated　with　probit’

1　9．0

143．6

35．4

35．3

14．1

53．8

26．3

34．6

35．0

120．0

75．0

1　OO．O

47．0

M．O

69．0

57．0

4．3

53．0

20．0

51．0

18．0

36．0

23．0

20．0

Apt－CH，Ca　Pr＝CHsCH，CO一　Bu＝CH，CH，CH2CO
it’s　method．
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9－8Acyl化瀦体のP388並びにMeth　A担癌マウスに対する延命効果
Acyl化病体のP388並びにMeth　Aに対する延命効果を検討した（Table　1－

13）・P388に対しては全ての化合物が鱗であったが、　Meth　Aに対しては、

Deacety1－3’・11一Ω一dibutyryl　sapt・mycin　Dを除くイヒ合物は強い延鋤果を示し

た。

　Table　1’13・SaptomyCin　D　A（）tl化誘導体のMeth　A、　P388に対する抗腫瘍活性．

T／C　（o／．）

P388 Meth　A
3LO一　“一〇

Ac　Ac
Pr　Pr
Ac　Pr
Bu　Bu
Ac　Bu

113

“3

“3
113　・

113
e．o‘f！？g．4f．一gp．fg．agb　gaJitiiEFI’Eiigg5iV5ii’iiTCSiili6F：一isiig；i：S”ii－1‘5irW5g’ZiiiifiEigi5；5Ei75”5i’Ei5i7”i：：X　fiil；’iE6F5595”iH－iR6p：．e．d．isso：vedtncH，oH－pBs（一〉（i：g）wasadministeredtpondayi－4．Theincreaseiniife
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の．Mitomycin　Cに比較して有意な活性を示すと判断される化合物は認められなカ、
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　第10節　考察
　千葉県市川市の土壌より分離した一放線菌SLItL1　ep　1Q1p　z1gte－st　　　sp．　H　P　530株が強い

抗腫瘍活性を示すPluramycin類似の新規化合物Saptomycin　A、　B、　C1、　C2、　F

の5化合物を生産することを見いだした。構造解析の結果、これらの化合物は、既

知のPluramycin群の化合物と2位の置換基にのみ、その違いを認めるものであっ

た。Pluramycin群の化合物は特徴として、母核に11－hydroxy－4H－anthraceno

［1・　2”b］pyran‘一4・　7・12－trioneを持つ化合物群で、1986年までは、この母核の8位

にC－C結合でアミノ糖angolosamine、10位に同じくC－C結合でアミノ糖N，　N一一

dimethylvancosamineが結合しているタイプの化合物、あるいは糖がまったくつ

いていないタイプの化合物しか知られていなかった。バリエーションとしては、

C4あるいはC6ユニットの2位の側鎖によるもの、13位のCHsがCH2COOHに変化し

たもの（SS43405D65））、bl，　N－dimethylvancosamineの、3’一〇HがAcety1化さ

れているものと・アーティファクトと言われている旦四一dimethylvancosamineの

6’位の立体配置の変化した化合物（lsokidamycin71））、　angolosamineの光による

分解産物であるPhotohedamycin　Aなどの一連の化合物78）が知られているのみで

あった。具体的には、アグリコンのみの7化合物（α一Indo鵬ycinone63）、SF2330
84） ASS43405D85）、及びE86）、β一Indomycinone、　Rubiflavinone　C－1及びC－2
θ7）
jと、2個のアミノ糖を持つ12化合物（Pluramycin’4）、　Neopluramycin14）、

Kidamycin”），　Hedamycin7e），　PD121，222’O’．　Epoxykidamycin74），　Rubiflavin

A8　o’・C－1・C－2・D・E6　7）・SS21020Ce9’）さらにIs・kidamycin（Rubiflavin　F）

が知られており、それぞれのangolosamineが光により分解していくことにより、

新たな構造を持った化合物へと変化することが明かとなっていた。今回、構造決

定したSaptomycin　A、　B、　C1、　C2、　Fもこれらの系列に属する化合物であった。

2位の側鎖の構造は・NMR等のデータを詳細に検討し、既知化合物との比較より決

定した・アグリコンのみのSapt・mycin　A、　Fの2位側鎖はそれぞれ2－hydr。xy．1

－methy1－3一（Z）一penteny1基、　1，2－epoxy－1－methyl－3一（旦）一penteny1基と決定し、

2個のアミノ糖を持つSaptomycin　B、　C1、　C2の2位側鎖は、1－methyl。3一（Z）一

pentenyl基と決定した。

　一方1989年以降・これら従来の系列に属さないタイプの関連化合物が次々と発

見された。1989年にはAnkinomycin（Meiji　Seika　Kaisha）73）、4　A51493A（Eli

Lilly　and　Company）81）・1990年にはAltromycins（Abott　Laboratories）75）、　DC

92－B（Ky・wa　Hakk・K・gy・C・．，　Ltd．）…、1991年に｝まSapurimycin（Ky。wa　Hakk。

Kogy・C…Ltd・）83）が報告された．アグリコンのみのタイプでも、　Hydramycin

（Brist・1－Myers　Squibb　Research　Institute）e8・のように非常に活性の強い化合

物が報告された・これらの事実は、従来のタイプとは違ったタイプのPlura一
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mycin群の化合物で・より強い活性を持った化合物がまだ発見される可能性があ

ることを示唆した。中でも・Ankinomycinは1血ぬ⊥qで強い活性を示すことより、

angolosamineの欠落したアミノ糖1個の化合物は制癌剤の候補として有望と思わ
れた。

　このような背景の中・Saptomyc　i　n　A・B・Cユ、　C　2、　Fを生産するgS■1一e12191！！）L99St　r　e　t

sp・HP530株において・生産物がHPLC分析で、異なったパターンを示す、自然

変異によると思われる変異株の存在が明かとなった。この菌株を分離し、もとか

らの菌株を親株・分離した菌株を変異株として変異株の生産物質の検討を行った。

HPLC・TLCの挙動から・従来より知られているアミノ糖を持たないタイプと、2個

のアミノ糖を持つタイプの・中間の極性を持つ化合物群を主として生産している

ことが示された。この性状は・唯一知られているモノアミノグリコシドであり、

かつ・強力な抗腫瘍活性を示すAnkinomycinのタイプの化合物の可能性を示唆し

た。各種機器分析による構造解析の結果、Saptomycin　D、　E、　G、　Hは予想通り

Ankinomycin類似のモノアミノグリコシドであった。しかし、2位の側鎖と、アミ

ノ糖の3’位にAcetyl基が置換していること、これに伴いアミノ糖部分の立体構i

造が変化していることが違いとして認められた。そこで、立体構造と生物活性を

検討するため、Deacetylsaptomycin　D及びEを誘導し、比較検討を行った。そ

の結果、Deacetyl化により1）1．　N－dimethylvancosamineの立体配座がchair

formから、　boat　formに近いtwist　formの立体配座に変化することを明らかに

し、Ankinomycinと2位の側鎖のみ異なる構造となることを示した。また、　Sapto

mycin　Eの6’位の立体配置異性体であるSaptomycin　Hとの比較よりSapto－

mycin　Hにおげるアミノ糖の立体配座はSaptomycin　Eとは違うタイプのchair

formをとることを明らかにした。これにより、シグナルの重なりなどから明確に

決定することができなかった、Sapt・mycin　B、　C、、　C、のN，　N－dimethylvanc。．

samineの立体配座も決定した。絶対配置についての検討は行わなかった。

　以前の報告において・Isokidamycinはアーティファクトの可能性があると報告

されているが・Sapt。mycin類の精製・単離こ酸処理は行っていないこと、　pH3．5

のリン酸緩衝液中で立体配置の変化は起きないこと、また、Sapt6mycin　Eを文献

記載の方法71）によりSapt・mycin　Hに心しようとすると2位の側鎖が先をこ変化

し・複数の化合物が誘導されるが、原料（Sapt・mycin　E）が消趣れた日死点にお

いて主な反応生産物は・アミノ糖部分にまったく変化を起こしていないことを確

認した（データ未発表）ことなどから、立体酉転置の変化は、酵素的に誘導される

可能性が高く・Sapt・mycin　B及びHは、アーティファクトではない可倉旨性が高

いと思われる。
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　Saptomycin類の生物活性として・抗菌活性、細胞障害活性、」匝血9抗腫瘍活

性の検討を行った。抗菌活性はグラム陽性菌に対し活性を示したが、特にDNA修

復能を欠損したBacillus　subtilis　M45に強い活性を示し、修復能を持つ

Bacillus　subtilis　H18に対する抗菌活性とに著しい差を示すことより、すべて

のSaptomycin類にDNA損傷を作用機作とする活性が認められた。構1造的には、

2位の側鎖にepoxideを持つSaptomycin　D、　E及びF並びにD、　EのDe－

acetyl誘導体が、強い活性を示した。細胞障害活性は、　Deacetylsaptomycin　D、

Eに最も強い活性を認めた。一方・ジアミノグリコシドであるSaptomycin　Ciと

Bでは6’位での立体配置の違いにより10倍近く活性に差がでるが、モノアミノグ

リコシドであるSaptomycin　EとHにおいては、6’位での立体配置の違いから

くる活性の違いはまったく認められなかった。光による構造変化、並びに立体配

置の変化は1／50～1／100に活性の低下を引き起こすとの報告がある84）。また、全

体にモノアミノグリコシドに強い活性が見られたが、Saptomycin　Gはジアミノグ

リコシドのSaptomycin　Ci、　C2と同じ程度の活性しか示さなかった。今回の結果

は、細胞障害活性において、2位の側鎖の違いと、8位と10位の2個のアミノ糖の存

在の有無あるいは立体構造の違いなどが、お互いに作用しあって、そのバランス

が活性の強弱を決定していることを示した。従って、最も強い細胞障害活性を示

す化合物を得るためには、母核に結合している3個の置換体のバランスの調和を考

えた構造活性相関を検討する必要があると思われる。

　並迦での抗腫瘍活性の検討は、マウス、ヒトの各種腫瘍細胞を移植したマ

ウスに対して行った。マウス繊維肉腫Meth　Aに対しての抗腫瘍活性は、細胞障

害活性の結果との直接的な相関は認められなかった。最も強い活性を示したのは

Sapt・mycin　Dであり・最も弥・細胞障害活性を示したDeacetylsapt。mycin　Eは

Sapt・mycin　Ci・C・．より弱弓い活性しか示さなかった．　Meth　Aセこ対して強い延命

効果を示したSapt・mycin　C・・C・、　D、　E及びDeacetylsapt。mycin　Dのマウ面

一病P388に対する延命効果を検討したカ｛、有意な活性（T／C＞130％）を示すイヒ合

物｝ま認められなかった・Sapt・mycin　Dはさらに、　P388、　LL、　C。1。n26、　B16の4種

のマウス腫瘍に対する抗腫瘍活性を検討した。この実験においてはP388、　Lしに

弱いながらも延命効果を示した．Sapt・mycin　D　1ま血vltr。においては、ヒト腫

瘍細胞MKN45・WiDrに対し強い細胞障害活性を示すことから、’sこれらの固形月謝

に対する増殖抑制活性も検討した．結果として｝ま、Adriamycin、　Aclacin。mycin

Aと同程度の若干の抑制傾向を示すものの、Mit・mycin　Cほどの＋逆な抑制は示

さなかった・以上の結果は満足のいく結果ではなかったものの、細胞障害活性

の強さから並魍での活性の発現はイ礁力・の工夫により実現できるものと考え

られるため、さらに誘導体の検討を行った。
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　Ankinomycinについて3’位と11位に炭素数1～5のAcyl基を導入することによ

り細胞障害活性は低下するもののP388に対する抗腫瘍活性の著しい上昇と毒性

の軽減が認められたという報告がある85）。そこで、Saptomycin　D及びDe－

acetylsaptomycin　Dについても炭素数1～4のAcy1基の導入を検討した。　Sapto

mycin　Dは3’位にAcetyl基を持つことから、3’位、11位に長さの異なる

Acy1基を導入することによる効果も興味がもたれた。細胞障害活性、　Meth　A、

P388・WiDrに対する抗腫瘍活性の検討を行った。結果として、細胞障害活性にお

いては・Deacetyl－3’・11－dipropionyl　saptomycin　D　で活性の上昇が認められ

たが・他の誘導体からは・Saptomycin　Dと同程度の活性しか得ることができなか

った。血y⊥堕の抗腫瘍活性は、Deacety1－3’，11－dibutyryl　saptomycin　Dを除

いて、Meth　Aに対し強い延命効果を示したが、　P388、　WiDrに対しては有意な活

性は・どの化合物に対しても見られなかった。興味あることには、Ankinomycin

で最も強い抗腫瘍活性を示した3’，11－dibutyry1体が、　Saptomycin　Dにおいて

は唯一抗腫瘍活性を示さなかった。この結果も、Saptomycinにおいては、部分的

な構造変換による活性の上昇よりも、全体の構造的なバランスにおいて活性が増

減する可能性の高さを示唆した。

　結果として、目的とする臨床で有効なSaptomycin関連化合物を、現在まで得

るには至っていない。しかし、一連の化合物がMeth　Aに対して、特異的ともい

える強い抗腫瘍活性を示すことから、その抗腫瘍スペクトルに興味が持たれ、現

在、より広範なヒト癌に対する抗腫瘍効果を検討するため、米国国立癌研究所

（NCI）においてSaptomycin　Dの検討が行われている。この結果を受けて今後の

方針の決定を行う予定である。

　なお・本論では述べなかったが、Deacetylsaptomycin　Dは・3C　NMRにおいて、

繊がC・D・とCDCI・では・2’位と6’位の化学シフトが二二することをHMQC

並びにi3C・一　iH　HETCORにより確認した。このデータを実験部に記す。
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陣2章実嚇

　本研究においては・主に以下の機器を使用してスペクトルの測定をおこなった。

・NMRスペクトル

　Varian　VXR400　spectrometer

JEOL　GSX－270　spectrometer

・EI－MS及びFAB－MSスペクトル

JEOL　JMS－SXIO2　spectrometer

・IRスペクトル

Hitachi　270－30　spectrometer

・UVスペクトル

Hitaxhi　200－20　spectrometer

・旋光度

Horiba　SEPA－200　spectrometer

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析・分取は、以下の機器により行っ
た。

・分析

　Hewlett－Packard　HPIO90　l　iquid　chromatography　system

・分析並びに分取

JASCO　l　iquid　chromatography　system

　RHEODYNE　7125　sample　injector

　JASCO　880－PU　pump　（×2）

　JASCO　875－UV　detector

　JASCO　880－30　solvent　mixing　module

　SIC　Chromatocoder　12　integrator

　GILSON　Model　201　fraction　collector

中圧液体クロマトグラフィーによる分取は、以下の機器によQ行った。

・分取

Yamazen　corp．　No．540－SY－2CSC　pump

Yamazen　corp．　prepUV－10V．　HC　detector

Yamazen　corp．　SS－100　recorder

ADVANTEC　SF2120　fraction　collector
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　各種クロマトグラフィーは以下の担体を用いた。

・ジリカゲル薄層クロマトグラフィー

Merck　Kiesel　gel　60　F2s4　Art．　No．5715

Merck　Kiesel　gel　60　F2s4s　Art．　No．5554

Merck　Kiesel　gel　60　F2s4s　Art．　No．13794

・中圧カラムクロマトグラフィー

YMC　ODS－AQ　120－S50

・高速液体クロマトグラフィー

Shiseido　Capcell　pak　C18　SG120　（4．6¢×250　mm）

その他・検討過程並びに大量分取時には、以下の担体等を適宜使用した。

・シリカゲルクロマトグラフィー

Merck　Kiesel　gel　60　Art．　No．9385

Wako　Wakogel　C－200

・中圧カラムクロマトグラフィー

Wako　Wakogel　FC－40

・高速液体クロマトグラフィー

Waters　prep．　Nova　pak　HR　C18　（2595　×100　mm）

Shiseido　Capcell　pak　C18　SG120　（6．0¢×250　mm）

・4
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　第1節　生産菌の分離

　HOP　JUICE　33％・agar　1・5％より成る培地をpH7．2に調整し、これを分離培地とし

て・千葉県市川市の土壌より分離した。さらに、培養を繰り返す過程における

HPLCを用い牟生産物の分析から・生産物のパターンの変化した菌株が混在するこ

とが明かとなった。そこで・単胞子分離によりこれら2種の菌株を分離し、少なく

とも90％以上を占める優勢な菌株をHP530株・親株とし、劣勢な菌株をHP530株．変異

株とした。

　第2節　生産菌の分類

　Saptomycin類を生産する菌株の形態的並びに生理学的特徴は、　Shirlingと

Gottliebの方法に従って評価した8e）。細胞壁の分析は、　Beckerらの方法87）及

びYamaguchiの方法88）により実施した。炭素源の資化性はPridham　and

Gottlieb’s培地上での生育により検討した89）。

　第3節　生産菌の培養

　HP530・親株、並びに変異株は同じ条件下において培養した。

　3－1　生産培地
glucose　O．5％．　oatmeal　3．0％，　Pharma　media　1．0％，　MgSO4・7H20　O．5％，　CoC12・

2H200．002％、　CaCO30．3％より成る培地をpH7．0に調整して用いた。

　3－2　培養
　上記生産培地100mlを500ml三角フラスコに分注して121℃、15分滅菌した。こ

のフラスコに凍結乾燥した解体を凹凹し4日間、30℃で培養し1次種培養液とした。

次に・同じ培地を500m1ずつ分注し、滅菌した3本の3L三角フラスコに20m1ずつ1～浸

種培養液を植菌し同じく4日間、30℃で培養し2次種培養液とした。さらに、15しの

同培地を張り込んだ30Lジャーファメンター3基に2次鱗鰍を3％容と成るよ5eこ

植零した・250rpmの回轍・1vvmの通気量、30℃で親椥ま96時間、変異椥よ、72

時間の通気撹i搾培養を行った。

　第4節　生産物のHPLC分析　　　　　　　　　　　　　・i

　4－1　サンプルの調製
蹴・変異株それぞれの培養液を20m1サンプリングし3，　OOOrpmで、15分間遠、b

分離した・上澄液を除いた屍体を含姻形分を20m1のアセトンに30分間浸漬した

後・3・・OO・rpmで・15分間遠心分離した．濾過した遠心上澄は、減圧下灘宿乾固し

た・このアセトン抽出部を2・m1の蒸留水に溶鰍、40m1の酢酸エチルで抽出した。
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酢酸エチル抽出部を濃縮乾固した後、1．Omlのメタノールに溶解し、サンプルとし

た。

4－2　HPLC分析
以下の条件により、分析を行った。

カラム：Capcell　pak　C18　SG120（4．6×250　mm，　Shiseido　Co．　Ltd．）

溶媒：0・15％KH・PO・（pH3・5）一CH・OH（6：4→2：81inear　gradient　f。r　20minutes

　　　and　then　isocratic　elution　with　2：8　for　40　minutes．）

流速：1．Om1／min．

検出：UV　395nm

　第5節　Saptomycin類の精製・単離

　5－1　Saptomycin　A・B、　Cユ、　C2、　Fの精製・単離

　HP530・親株を第3節の方法で培養して得られた培養液をシャープレス型遠心濾

過装置により菌体を含むケーキと濾液とに分離し、得られた菌体を含むケーキを

80％アセトン5しに浸漬した。室温中3時間撹越後、四体等固形分を濾過により除去

し、アセトン抽出液を得た。抽出液より減圧下アセトンを除去、10倍濃縮し500

皿1とした。この濃縮液を1．5しの旦一ヘキサンで洗浄後、残部を1．5L酢酸エチルで抽

出を行った。この旦一ヘキサン層を無水硫酸ナトリウムで乾燥後、減圧下で濃縮し

油状抽出物3．1gを得た。得られた油状抽出物を少量の酢酸エチルに溶解し、化学

修飾シリカゲル（ODS－AQ　120－S50，　YMC）600月目を充填したカラムに付しCH3CN－

H20混合液（85：15）で展開部出するクロマトグラフィーを行った。活性を示す画

分をまとめ・減圧下中固することにより純粋なSapt・mycin　A及びFをそれぞれ

24．Omg、11．　Omg得た。一方、酢酸エチル層も無水硫酸ナトリウムで脱水後、減圧

下で濃縮、油状抽出物1．8gを得た。得られた油状抽出物を少量のメタノールに溶

解し・化学修飾シリカゲル（YMC　ODS－AQ　120－S50）500mlを充填したカラムにのせ

0・15％KH・PO・（pH3・5）一CH・OH混合液（1：1）、0．15％KH・PO、（pH3．5）一CH、OH混合液（2

：3）で順次溶出・洗浄した・さらに0．15％KH・PO・（pH3．5）一CH、OH混舗（3：7）、

0・15％KH・PO・（pH3・5）一CH・OH混合液（1：4）で展開溶出するク・マトグラフィーを行

った・このク・マトグラフィーにおいてはSapt・mycin　C、、　Sabt。mycin　C、拠、

でSaptomycin　Bの順に溶出する。それぞれの物質を含む画分をまとめ減圧下で

濃縮乾固し・油状活性三分を得た．それぞれの～由状活性画分を少量のク。。ホル

ムに溶解し・シリカゲル分取用薄層板（Kiesel　gel　60，　F254s，N・．13794，．Merck）

上にのせ・CHC1・一CH・・H混舗（Sapt・mycin　C・；9：1，1％NH、・Hを含む、　Sapt。

mycin　B及びC・；8：2・1％NH40Hを含む）により展開するクロマトグラフィ＿を
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行った。それぞれの薄層板からかきとったシリカゲルより、クロロホルムを用い

て溶出を行い・得られたクロロホルム溶液を減圧下濃縮し、メタノールを加えた

ところSaptomycin　B及びC・は黄赤色の沈澱を生じ、一方、　Saptomycin　C、は

黄色の沈澱を生じた。それぞれの沈澱を濾過にて集めヘキサンで洗浄、減圧乾燥

して純粋なSaptomycin　B・C・、　C2を黄赤色粉末または黄色粉末としてそれぞれ

3．4mg、15．7皿9、10．6㎎得た。

　5－2　Saptomycin　D、　E、　G、　Hの精製・単離

　HP530●変異株を第3節の方法により培養後、培養液をシャープレス型遠心濾過

装置により個体を含むケーキと濾液とに分離し、得られた菌体を含むケーキを80

％アセトン10しに浸漬した。室温中3時間一拝後、一体等固形分を濾：過により除去し、

アセトン抽出液を得た。抽出液より減圧下アセトンを除去、10倍濃縮し1，000mlと

した。この濃縮液を3・Oしの旦一ヘキサンで洗浄後、残部を3．　OL酢酸エチルで抽出を

行い・この酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウムで脱水後、減圧下で濃縮、油状抽

出物7．5gを得た。得られた油状抽出物を少量のメタノールに溶解し、化学修飾シ

リカゲル（YMC　ODS－AQ　120－S50）1，　OOOmlを充填したカラムにのせ0．15％KH2PO、

（pH3・5）一CH・OH混合液（1：1）、0．15％KH・PO、（pH3．5）一CH，OH混合液（2：3）、0．15

％KH2PO4（pH3．5）一CH30H混合液（3：7）で順次溶出、洗浄した。さらに0．15％KH2PO、

（pH3．5）一CH30H混合液（1：4）で展開溶出するクロマトグラフィーを行った。この

クロマトグラフィーにおいてはSaptomycin　E、次いでSaptomycin　EとHの混

合画分、Saptomycin　D、Saptomycin　Gが順次溶出する。それぞれの物質を含む

画分をまとめ減圧下で濃縮乾固し、油状活性寸分を得た。それぞれの油状活性画

分を少量のクロロホルムに溶解し、シリカゲル分取用薄層板（Kiesel　ge160，

F264s，Art．NO．13794）上にのせ、　CHC13－CH30H混合液（Saptomycin　E及びH；

100：1，1％NH40Hを含む、　Saptomycin　D；99：1，1％NH40Hを含む、　Saptomycin　H；

95：5，1％NH40Hを含む）により展開するクロマトグラフィーを行った。薄層板か

らかきとったそれぞれの物質を含むシリカゲルより、クロロホルムを用いて溶出

を行った。得られたクロロホルム溶液を減圧下濃縮し、メタノールを加えたとこ

ろSaptomycin　Dを含む画分からは黄赤色の沈澱が、　Saptomycin　E、　G、　Hを含む

画分からは黄色粉末がそれぞれ生じた。それぞれの沈澱を濾過，にて集めヘキサン

で洗浄・減圧乾燥して純粋なSaptomycin　D、　E、　G、　Hの黄赤色または黄色粉末を

それぞれ36．1mg、22．6㎎、2．1mg、3．5mg得た。

’第6節　Saptomycin類の物理化学定数及びスペクトルデ＿四
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　Saptomycin類の物理化学定数は・Table　1－4、1－5及び1－6にまとめた。以下

に章末にまとめたスペクトルのチャート番号を示す。

　6－1　Saptomycin　Aのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　1（EI）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　2

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　3

・水素嬢核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　4

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　5

　6－2　Saptomycin　Bのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　6（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　7

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　8

・水素単核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　g

・炭素核核磁気共鳴（13C　NI・IR）スペクトル：Chart　10

　6－3　Saptomycin　C1のスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　11（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　12

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　13

●水素嬢核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　14

・炭素核核磁気共鳴（i3C　NMR）スペクトル：Chart　15

　6－4　Saptomycin　C2のスペクトルデ＿タ

・質量（MS）スペクトル：Chart　16（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　17

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　18

●水素引剥磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　19

’炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　20

・i

　6－5　Saptomycin　Dのスペクトルデ＿タ

●質量（MS）スペクトル：Chart　21（FAB－P。s．）

●紫外部吸収（UV）スペクトルlChart　22

●赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　23

●水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　24
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・炭素全智磁気共鳴（i3C　NMR）スペクトル：Chart　25

・DEPTスペクトル：Chart　26
・1 g－1H　COSYスペクトル：Chart　27

．i　3C　・一　iH　HETCORスペクトル：Chart　28

・NOESYスペクトル：Chart　29

　6－6　Saptomycin　Eのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　30（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　31

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　32

・水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　33

・炭素離核磁気共鳴（1SC　NMR）スペクトル：Chart　34

・NOESYスペクトル：Chart　35

　6－7　Saptomycin　Fのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　36（EI）

・紫外部吸収（UV）琴ベクトル：Chart　37

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　38

・水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　39

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　40

　6－8　Saptomycin　Gのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　41（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　42

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　43

●水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　44

●炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　45

　6一・9　Saptomycin　Hのスペクトルデ＿タ

’質量（MS）スペクトル：Chart　46（FAB－Pos．）

’紫外部吸収（UV）スペクトル．：Chart　47

●赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　48

●水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　49

●炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　50

0NOESYスペクトル：Chart　51

，
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　第7節　Deacetylsaptomycin　D及びEの誘導並びに物理化学定数及びスペク

　　　　トルデータ

　7－1　Deacetylsaptomycin　Dの誘導

　14・3mgのSaptomycin　Dをメタノール28m1に溶解し、室温下48時間撹搾した。

反応終了後・メタノールを減圧下濃縮した。ほぼ定量的に得られた黄赤色の粉末

を・分取用TLCプレート（Kiesel　gel　60　Art．　NO．13794，　Merck）を用い、

CHCIs－CH30H（9：1）混合液で展開し精製した。結果として、黄赤色粉末として

12・3mgのDeacetylsaptomycin　Dを得た。

●炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：

Chart　56（C6De，　400MHz），　57（CDC13，　400MHz）

　ゆアータは、Table　1－15にまとめて示す。
。i3 b－1H　HETCORスペクトル：

Chart　58　（CeD6，　400MHz），　59　（CDC13，　400MHz）

●NOESYスペクトル：Chart　60

　7－2　Deacetylsaptomycin　Dの物理化学定数及びスペクトルデ＿タ

・形状：Yellowish　red　powder

・旋光度：［α］2も＋271．（gO．1，　CHC13）

・質量（MS）スペクトル：Chart　52（FAB－Pos．）

　4／z．　574　（M＋H）’

・高分解能質量（MS）スペクトル：

　！／z　574．2408　（M＋H）’　calcd．　for　CssHsBNOs：　574．2441

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　53

A　max　（CHsOH）　nm　（　e　）　246　（51，　600），　265　（sh　29，　OOO），　418　（9，　800）

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　54

　pmax（KBr）cm“i　3460，　1680，　1640，　1600

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　55
（CBDs，　400MHz）　6　13．　61　（1　H，　s，　11－OH），　7．　93　（IH，　d，　J＝8．　0，　9－H），　7．　92　（IH，　s，

6一’H）’
C　7．　90　（1　H，　d，　J＝　8．　0，　8－H），　6．　52　（IH，　s，　3－H），　5．　73　（IH，　dd，　J＝　6．　1　and　7．　3

・6’@一H），　5．66（IH，ddq，J＝11．1，7．1　and　1．2，　18－H），　5．27（IH，ddq，J＝7．5，

11．　1　and　1．　8，　17－H），　4．　03　（1　H，　dd，　J＝　7．　5　and　1．　2，　16一　H），　3．　96　（IH，　dq，　J＝　2．　8

and　6．　5，　2’　一H），　3．　31　（IH，　d，　J＝2．　8，　3’　一H），　2．　85　（3H，　s，　13－H3），　2．　41　（1　H，

dd，　J＝1　3．　7　and　6．　1，　5’　一H　b），　1．　91　（6　H，　s，　4’　’N　（CHs）　2），　1．　87　（1　H，　dd，　J＝1　3．　7

and　7．　3，　5’　一H．），　1．　63　（3　H，　s，　15－Hs），　1．　61　（3H，　d，　J＝　6．　5，　2’　一CH　s），　1．　60

（3　H，　dd，　J＝　7．　1　and　1．　8，　19－H3），　O．　68　（3　H，　s，　4’　’”　CHs）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
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　7－3　Deacetylsaptomycin　Eの誘導

　8・OmgのSaptomycin　Eをメタノー・ル16mlに溶解し、室温下48時間撹搾した。反

応終了後・メタノールを減圧下濃縮した。ほぼ定量的に得られた黄色の粉末を、

分取用TLCプレート（Kiesel　gel　60　Art．　NO．13794）を用い、　CHC13－CH30H

（9：1）混合液で展開し精製した。結果として、黄色粉末として5．5mgのDeacetyl

saptomycin　Eを得た。

　7－4　Deacetylsaptomycin　Eの物理化学定数及びスペクトルデ＿タ

・形状：Yellow　powder

・旋光度：［α］艦＋159・（90．1，CHC13）

・質量（MS）スペクトル：Chart　61（FAB－Pos．）

　皿ノ旦　548　（M＋H）＋

・高分解能質量（MS）スペクトル：

　皿／旦　548・2311　（M＋H）＋　calcd．　for　C31H34NO8：　548．2285

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　62
　7L　max　（CH30H）　nm　（　e　）　245　（5　4，　100），　266　（sh　32，　OO　O），　415　（1　1，　OO　O）

・赤外部吸収（IR）スペクトノレ：Chart　63

　）一）　max　（KBr）　cm　一’　’　3480，　1678，　1648，　1605

・水素敷演磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　64
（CBD　6，　400MHz）　6　13．　73　（1　H，　s，　11－OH），　7．　94　（IH，　d，　J＝8．　0，　9－H），　7．　93　（IH，　s，

6－H），　7．　90　（1　H，　d，　J＝　8．　0，　8－H），　6．　48　（IH，　s，　3一　H），　5．　74　（1　H，　dd，　J＝　6．　3　and　7．　3

6’　”H），　3．　95　（1　H，　dq，　J＝2．　8　and　6．　5，　2’　一H），　3．　31　（1　H，　d，　J＝　2．　8，　3’　一H），

2．　96　（1　H，　q，　J＝　5．　4　16　一一　H），　2．　86　（3H，　s，　13－Hs），　2．　43（1　H，　dd，　J＝13．　7　and　6．　3，

5’@一Hb），　1．　90　（6　H，　s，　4’　一N　（CH3）　2），　1．　90　（IH，　dd，　J＝13．　7　and　7．　3，　5’　一H．），

1．　61　（3　H，　d，　J＝　6．　5，　2’　一CHs），　1．　56　（3H，　s，　15－Hs），　O．　98　（3　H，　d，　J＝　5．　4，　17－H3）

O．67（3H，s，　4’　一CHs）

●炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　65

データは、Table　1－15にまとめて示す。

●NOESYスペクトル：・Chart　66

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　嶋
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Table　1－15． Deacetylsaptomycin　D及びEの13C　NMRケミカルシフト．
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　第8節　Saptomycin　DのAcy1化体の誘導並びに物理化学定数及びスペクトル

　　　　データ

　8－1　11－Q－acetyl　saptomycin　Dの誘導

　Saptomycin　D　36・9mgをピリジン2、Oml中に溶解し、冷却下、無水酢酸0．5mlを加

え・室温中15時間中i旧した。反応液を氷水10m1に注ぎ、クロロホルム20m1で2回抽

出を行った。水層とクロロホルム層に分離後、クロロホルム層を50m1の蒸留水で

洗浄・次いで・飽和食塩水50m1で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで一晩乾燥した。

硫酸ナトリウムを濾過にて除き・得られたクロロホルム溶液を、減圧下濃縮し、

黄色油状物質を得た。この油状物質を少量のクロロホルムに溶解し、分取用TLC

プレート（Kiesel　gel　60　Art・NO・13794，　Merck）を用い、　CHCI3－CH30H（50：1）

混合液で展開し精製した。TLCプレートからかきとった本物質を含むシリカゲル

より・50m1のクロロホルムを用いて溶出を行った。得られたクロロホルム溶液を、

飽和炭酸水素ナトリウム水50mlで洗浄し、分離後、クロロホルム層を減圧下、濃

縮乾固し黄色の11－Q－acetyl　saptomycin　D　14．6mgを得た。

　8－2　11－Q－acetyl　saptomycin　Dの物理化学定数及びスペクトルデータ

・形状：Yellow　powder

・旋光度：［α］2も＋87．2。（gO．1，　CHC18）

・質量（MS）スペクトル：Chart　67（FAB－Pos．）

　里ノZ．658　（M＋H）＋

・高分解能質量（MS）スペクトル：

　pt／z　658．2657　（M＋H）’　calcd．　for　Cs7H40NOio：　658．2653

・紫外部吸収（UV）’スペクトル：Chart　68

　A　msx　（CHs　OH）　nm　（　e　）　239　（35，　900），　257　（sh　31，　OOO），　358　（8，　800）

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　69

●水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　70・（CDCI3，400MHz）

●炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　71（CDC13，400MHz）

　8－3　11－Q－propionyl　saptomycin　Dの誘導

　Saptomycin　D　9．2mgをピリジン1．Om1中に溶解し、冷却下、無水プロピオン酸

0・2m1を加え・室温中48時間撹搾した。反応液を氷水10mlに注ぎ、クロロホルム

20m1で2回抽出を行った。水層とクロロホルム層に分離後、クロロホルム層を

50mlの蒸留水で洗浄、次いで、飽和食塩水50m1で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで
’’”一 ﾓ乾燥した・硫酸ナトリウムを濾過にて除き、得られたク・・ホルム溶液を、

減圧下濃紅・黄色油状物質を得た．この油状物質を蝿のク・・ホルムに溶解
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し・分取用．TLCプレート（Kiesel　ge160　Art．　NO．13794，　Merck）を用い、

CHC1・一CH・OH（50：1）混合液で展開し精製した．　TLCプレートからかきとった本物

質を含むシリカゲルより・50m1のク・・ホノレムを用いて溶出を行った．得られた

クロロホルム溶液を・飽和炭酸水素ナトリウム水50mlで洗浄し、分離後、クロロ

ホルム層を減圧下・ZaS宿乾固し黄色の11一Ω一pr・pi・nyl　sapt。mycin　D　5．Omgを得

た。

　8－4　11－Q－propionyl　saptomycin　Dの物理化学定数及びスペクトルデ＿タ

・形状：Yellow　powder

・旋光度：［α］2亀＋101．7●（90．1，CHC13）

’質量（MS）スペクトル：Chart　72（FAB－Pos．）

　璽ノ旦　672　（M＋H）＋

・高分解能質量（MS）スペクトル：

　pt／z　672．2776　（M＋H）’　calcd．　for　CssH42NOio：　672．2809

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　73
A　max　（C　HsOH）　nm　（　e　）　240　（32，　900），　263　（28，　OOO），　361　（7，　200）

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　74

・水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　75（CDC13，400MHz）

●炭素核電磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　76（CDC1、，400MHz）

　8－5Deacety1－3’・11－Q－dipr・pi・nyl　sapt。mycin　Dの誘導

Sapt・mycin　D　11・Omgを20m1メタノール中に溶解し、室温中48時間反応させた後、

メタノールを減圧下濃縮乾固し・定量的にDeacetylsapt・mycin　Dを得た．得ら

れたDeacetylsapt・mycin　Dをピリジン1．Om1中に溶解し、冷却下、無水フ・。ピオ

ン酸0．2mlを加え、室温中48時間ne　｝！Pした。反応液を氷水10m1に注ぎ、クロロホル

ム20m1で2回抽出を行った・水層とク・・ホルム層に分離後、ク・。ホルム層を

50m1の蒸留水で洗浄・次いで・飽和食塩水50m1で洗浄し、鰍硫酸ナトリウムで

剛難燥した・硫酸ナトリウムを濾過にて除き、得られたク・・ホルム溶液を、

減圧下灘し・黄色油状物質を得た．この油状物質を少量のク・・ホルムに溶解

し・分取用TLCプレート（Kiesel　ge160　Art．　NO．13794，　Mbrck）を用い、

CHC1・一CH・・H（5・：1）混融で展開し精製した．　TLCプレートからかきとった本物

質を含むシリカゲルより・5・mlのク・・ホルムを用v・て溶出を行った．得られた

クロ・ホルム溶液を・飽和炭酸水素ナトリウム水5・m1で灘し、分子、ク。。

ホルム層を減圧下・止宿乾固調色のDeacety1－3’，11－Q－dipr。pi。nyl　sapt。．

mycin　D　7．3mgを得た。
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　8－6　Deacety1－3’・11－Q－dipropionyl　saptomycin　Dの物理化学定数及び

　　　　スペクトルデータ

・形状：Yellow　powder

・旋光度：［α］20D＋110．7。（90．1，　CHCI3）

・質量（MS）スペクトル：Chart　77（FAB－Pos．）

　m／z　686　（M＋H）’

・高分解能質量（MS）スペクトル：

　pa／g　686．2929　（M＋H）“　calcd．　for　C3eH44NOio：　686，2965

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　78
　A　max　（CHsOH）　nm　（　e　）　240　（3　7，　OOO），　263　（3　1，　400），　360　（7，　80　0）

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　79

・水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　80（CDCI3，400MHz）

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　81（CDCI3，400MHz）

　8－7　11－Q－butyryl　saptomycin　Dの誘導

　Saptomycin　D　8．6mgをピリジン1．Om1中に溶解し、冷却下、無水酪酸0．2mlを加

え、室温中48時間損：押した。反応液を氷水10mlに注ぎ、クロロホルム20m1で2回抽

出を行った。水層とクロロホルム層に分離後、クロロホルム層を50m1の蒸留水で

洗浄、次いで、飽和食塩水50m1で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで一晩乾燥した。

硫酸ナトリウムを濾過にて除き、得られたクロロホルム溶液を、減圧下濃縮し、

黄色油状物質を得た。この油状物質を少量のクロロホルムに溶解し、分取用TLC

プレート（Kiesel　gel　60　Art．　NO．13794，　Merck）を用い、　CHCI3－CH30H（50：1）

混合液で展開し精製した。TLCプレートからかきとった本物質を含むシリカゲル

より、50mlのクロロホルムを用いて溶出を行った。得られたクロロホルム溶液を、

飽和炭酸水素ナトリウム水50mlで洗浄し、分離後、クロロホルム層を減圧下、濃

縮乾固し黄色の11－Q－butyryl　saptomycin　D　5．4mgを得た。

　8－8　11－Q－butyryl　saptomycin　Dの物理化学定数及びスペクトルデータ

・形状：Yellow　powder

・旋光度：［α］総＋94．8・（90．1，CHC13）　　　　　　　．4

●質量．（MS）スペクトル：Chart　iS2（FAB－Pos．）

　m－／z．　686　（M＋H）“

’高分解能質量（MS）スペクトル：

　pt／z　686．2939　（M＋H）’　calcd．　for　CseH44NOio：　686．2966

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　83
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　t．．．（CH30H）nm　（e）　238（40，400），　260（sh　35，600），　358（8，900）

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　84

・水素戯曲磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　85（CDC13，400MHz）

・炭素核核磁気共鳴（i3C　NMR）スペクトル：Chart　86（CDCI3，400MHz）

　8－9　Deacety1－3’・11－Q－dibutyryl　saptomycin　Dの誘導

　Saptomycin　D　9・2mgを20mlメタノール中に溶解し、室温中48時間反応させた後、

メタノールを減圧下濃縮乾固し・定量的にDeacetylsaptomycin　Dを得た。得ら

れたDeacetylsaptomycin　Dをピリジン1．Om1中に溶解し、冷却下、無水酪酸

0・2mlを加え・室温中48時間撹拝した。反応液を氷水10mlに注ぎ、クロロホルム

20mlで2回抽出を行った。水層とクロロホルム層に分離後、クロロホルム層を

50m1の蒸留水で洗浄・次いで、飽和食塩水50m1で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで

一晩乾燥した。硫酸ナトリウムを濾過にて除き、得られたクロロホルム溶液を、

減圧下濃縮し、黄色油状物質を得た。この油状物質を少量のクロロホルムに溶解

し、分取用TLCプレート（Kiesel　gel　60　Art．　NO．13794，　Merck）を用い、

CHCI3－CH30H（50：1）混合液で展開し精製した。　TLCプレートからかきとった本物

質を含むシリカゲルより、50m1のクロロホルムを用いて溶出を行った。得られた

クロロホルム溶液を、飽和炭酸水素ナトリウム水50mlで洗浄し、分離後、クロロ

ホルム層を減圧下、濃縮乾固し黄色のDeacety1－3’，11－Q－dibutyryl　sapto－

mycin　D　7．3mgを得た。

　8－10　Deacety1－3’，11一Ω一dibutyryl　saptomycin　Dの物理化学定数及び

　　　　　スペクトルデータ

・形状：Yellow　powder

・旋光度：［α］鴛＋80．20（gO．1，　CHCI3）

・質量（MS）スペクトル：Chart　87（FAB－Pos．）

　旦／旦　714　（M＋H）＋

・高分解能質量（MS）スペクトル：

　pt／！　714．3263　（M＋H）“　calcd．　for　C4iH4sNOio：　714．3279

．’ ㈱O部吸収（UV）スペクトル：Chart　88　　　　　　　　4
　A　max　（CHsOH）　nm　（　e　）　238　（32，　100），　260　（sh　31，　70　0），　360　（7，　OOO）

●赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　89

●水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　90（CDC18，400MHz）

●炭素結核磁気共鳴（18C　NMR）スペクトル：Chart　91（CDC13，400MHz）

一　81　一一

　
　
臨

講「
Elecncsut　・一一一一一一．一



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．譜一．，』藁；麟慧鋼

葺』璽』懸盤r針幽』∴・謝　纈幽騨醐騨　’

　　　ヲ

　第9節　生物活性試験

　9－1　抗菌活性試験

　滅菌済み5cmシャーレに・培地5mlに対し最終濃度が100μ9／mIより2倍希釈系列

のサンプル溶液を・各濃度につき2枚ずつ分注する。オートクレーブ後、60℃に保

温した培地を5m1ずつ分注し・均一になるように混ぜ、固まらせる。検定菌懸濁液

を・IO7　cells／mlに希釈し・96穴プレートに移す。滅菌済み4連チップに検定菌

希釈液をつげ・寒天表面に植菌する。寒天表面の検定菌液が乾燥した後、一晩培

養する。

　判定：完全に発育が阻止された最低濃度をもって感受性をあらわす。　（MIC）

検定菌

菌名

Bat－g－i一1一1－uLsc　i　l　l　u　s　subtilis　M45　Rec一

Blt｝p－i－1一1一usc　i　l　l　u　s　su　b　t　i　l　i　s　H18　Rec＋

SL1tLapg－y－LQsg；gs2－ggsh　1　a．ut－rre　u　s　JCM2151

SL：tgq－pgy－Lggggg一！1sh　1　gt　p－i－ded　r　m　i　d　i　s　J　C　M　2414

M－L／gpoggc－cuugc　r　o　c　o　c　c　u　s－　1uteus　JCM1464

Il－st－g－Ue－ptgLl）一iLac　h　e　r　1　c　h　i　a　coli　JCM1649

1｛一L／e－bs．i－g．1一1一ge　b　s　i　e　i　l　a　pge－u一1g1Ln　i　a　e　JCM1662

Proteus　y⊥LLg麺＿旦　JCト11668

Xanthomonas　璽L旦＿L麺ユ」］L旦　JCM1975

Sgt－1一1gQue－Ll－al　m　o　n　e　l　l　a　pmt　h　i　u　m　T　A　1535

ggt－nsl－i－d－an　d　i　d　a　a　l　b　i　c　a　n　s　JCM1542

SLiasggg．！zg1p－yg．e－sc　c　h　a　r　o　g－gt　1！e－y－1－s－i－ar　e　v　i　s　i　a　e　JCM1499

G（＋）

G（＋）

G（＋）

G（＋）

G　（＋）

G（一一）

G（一一・）

G（一）

G（一）

G（一・一）

Yeast

Yeast

液体培養

350C　HIB

350C　HIB

350C　HIB

350C　HIB

300C　HIB

350C　HIB

350C　HIB

350C　HIB

300C　HIB

350C　HIB

300C　YPMG

30　eC　YPMG

　9－2　細胞障害活性試験

　9－2－1　細胞
　童1vitro試験においてはマウス由来のP388白血病細胞、　Meth　A線維肉瞳細

胞・およびヒト細胞はA549肺癌細胞、　PC－3肺癌細胞、　MKN454胃癌細胞、　MKN74

胃癌細胞、SW48大腸癌細胞、　WiDr大腸癌細胞を使用した。

　9－2－2　」垂vitro細胞障害活性の測定

　細胞溶液100μ1を96穴平底マイクロプレートに蒔き込み、CO2インキュベ＿タ＿

中で培養した。24時間後に種々の濃度の被験サンプル25μ1を添加し、更に96時間
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培養した。培養終了の4時間前に・5mg／m1のMTT（3一［4，5－Dimethylthiazol－2－yl］

一2・　5－diphenyltetrazolium　bromide）溶液20μ1を各穴に添加した。生細胞は、ミ

トコンドリアの脱水素酵素の働きでMTTを還元して不溶性の色素に変換すること

より・培養終了後上清を捨て・イソプロピルアルコールにて色素を抽出し、530

nmでの吸光度を測定し・生細胞の数を測定した。サンプル非添加のウェルの吸光

度と・添加したウェルの吸光度から50％障害活性を示す濃度（IC50値）を算出した。

　9－3　抗腫瘍活性試験

　9一・3－1　細胞

　血y⊥堕試験ではMeth　A・P388、　MKN45、　WiDrの他にマウス由来のColon　26

結腸癌・ルイス（LL）肺癌・およびB16黒色腫を使用した。

　9－3－2　マウス
　雌性CDF1、　BDF1、　C57BL／6及びヌードマウスはチャールズリバー（株）より購

入し、1週間の予備飼育後に使用した。

　9－3－3　」迫y⊥堕抗腫瘍効果

　1）腹腔内移植系

　1×IO7個／m1に調製した癌細胞100μ1をマウス腹腔内に移植した。腫瘍細胞マ

ウスの組み合わせば次のとおりである。Meth　A－CDF1、　P388－CDFI、　LL－BDF　1、

Colon26－CDF1、　B16－C57BL／6。サンプルは腫瘍細胞移植後翌日より4日間連続、あ

るいは移植後1、4、7日目に腹腔内に投与し、生存日数を観察した：。結果は、コン

トロール群（生理食塩水投与群）に対するサンプル投与群の生存日数の延長を

T／C％で表した。

　2）固形癌系

　3×107個／m1に調製したMKN45あるいはWiDr細胞100μ1をヌードマウス体側

皮下に移植した。腫瘍院が約200mmSになった時点から3日おきに3回、サンプルを

腹腔内に投与した。投与終了後10日目に腫瘍院の大きさを測定し、コントロ＿．ル

群の増殖率およびサンプル投与群の増殖率を算出した。　　　4
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部第

0．xopropaline類に関する研究
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第七本論

　ヒト腫瘍細胞を含む各種腫瘍細胞を用いた細胞障害活性試験による新規抗腫瘍

性物質探索の過程において、静岡県藤枝市の土壌より分離した一放線菌が、強い

抗腫瘍活性を示す既知抗生物質Lavendamycingo）を生産することを見いだした。

さらに、gSuzg2gg1！1xge．st　r　t　　　sp．　G　324株と命名した本菌株は、　H　P　LCによる分画並びに

活性試験、ダイオードアレーによるUVスペクトルの検討などから、共通のクロ

モフォアーを持つ、数種の細胞障害活性を示す化合物を生産していることが示唆

された。各種担体等を繰り返し用いて精製を行い、5種の化合物を単離した。機器

分析による構造解析の結果、これらの化合物は、β一日目rbolineを基本骨格に持つ

新規化合物群であるこfとが明かとなった。Oxopropaline　A、　B、　D、　E、　Gと命名し

たこれらの化合物の化学構造の検討並びに、細胞障害活性についての検討を行っ

た。

　第1節　生産菌の分類

　Oxopropalineを生産するG324株は、以下のような菌学的性質を有する。

（1）形態的特徴

　栄養菌糸は各種培地上でよく発達し、分断は起こさない。分枝した栄養菌糸か

ら形成される気菌糸はレッド系の色調を呈し10～50個以上の胞子の連鎖が認めら

れ、ラセン状をしている。胞子表面は平滑でその大きさは0．6×1～1．2μmで円柱

状である。菌核、胞子のう、遊走子は見出されない。

（2）各種培地における性状

　各種培地上における培養性状をTable　2－1に示す。

　色調として0内に示す番・号は、ISCC－NBS　Color－Name　chartに記載のものを

用い、28℃2週間目の各培地における観察の結果である。

（3）生理的性状

　生理的性状をTable　2－2及び2－3に示す。

（4）細胞壁組成

　全菌体中のジアミノピメリン酸を分析した結果、LL型であった。

　以上、G324株の菌学的性状を要約すると、　LL一ジアミノピメリン酸を有し、気

菌糸の形態はラセン状で、胞子の表面は平滑である。気菌糸の色調はレッド系を

呈した。また、メラニンを産出する。

　これらの諸性質からG324株は、　ljS！U．9PEg1g．xggst　t　　　属に属する菌株と考えられ、
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Bergey’s　Manual　of　Determinative　Bacteriology第8版及びISP報告Inter－

national　Journal　of　Systematic　Bacteriology第18巻、69頁、279頁（1968年）、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　了同19巻、391頁（1969年）、同22巻、265頁（1972年）より検索した結果、

9S　1L！912．1L9！！L）L！2．gst　t　　　katraeが近縁種として挙げられる。そこで、　wwS　t　t

katrae　JCM4777と直接、培養・生理性状を比較した。その結果、　G324株は気中
菌糸が湿潤化を起こすこと、sS［u　s｝21iLg．！gzggst　re　t　　　katraeが、サリシンを利用する点、

及び銅イオンに感受性を示す点に違いが見られる。したがって、本菌株は

Stre　tom　ces属に属する新菌株と考えられ、　St　t　　　sp．　G324として、工一

業技術院微生物工業技術研究所に微工研条寄第3948号（FERM　BP－3948）として寄

託した。

Table　2・1．G324株の培養性状．

Medium

Yeast　extract卿ma耽

extract　agar　（ISP－2）

Growth

Good

Aerial　tTtycelium

Moderate　reddish　brown（‘X3）

Reverse

Oatmeal　agar　（ISP－3）

lnorganic　salt－

starch　agar　（ISP－4）

Giycerin－asparagine

agar　（ISP－5）

Peptone－yeast　extract

agar　（ISP6）

Tyrosine　agar　（ISP－7）

Good

Good

Good

Good

Good

Peptone－nitrate　agar　（ISP－8）　Good

Nutngnt　agar Good

Abundant（H　yg　ro　scopic）　Datk　yeliowish　brown（78）

Abundant（Hygroscopic）　Deepyellowish　brown（75）

Light　reddish　brown（42）

Abundant（Hygroscopic）　Coloriess

Dark　reddish　brown〈44）

None

None

Black　red（21）

Coloriess

Abundant

Moderate　reddish　brown〈43）　Black　red（21）

None

None

Coloriess

Coloriess

Solublepigment

　None

None

None

None

DaAc　yelk）wish　brown（78＞

None

None

None

Czapek’s　agar Good Abundant　Stro　ng　yellowish　brown（74）
Gtayish　yellowish　pink（32）

None

The　color　inder?　in　the　parenth6Sis　o　is　’m　accordance　with　ISCC－NBS　Color－Name　Chart　and　represents　the　resvlt　of　observation　on　the　seoond　week　at　28aC　on　each　madium．

’
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Table　2－2．　G324株の生理的性状。

1

Growth　temperature　range
20－38。C

（ISP20「yeast　extract－malt　extract　agarjncubation　for　14days）

Gelatin　liquefaction negative

Hydrolysis　of　starch
㌧ positive

Coagulation　of　skim　milk negative

Peptonization　of　skim　milk positive

Reduction　of　nitrate 　　●　　GoOSItlve

De◎omposition　of　cellulose negative

’

Table　2－3．　G324株の炭素源の資化性．

P。s　ive　utilizati・n：D・guluc・se，［レxyl・se，　D研abin・se，　D軸ct・se，［トmann。se

sucrose，　trehalose
legative　utilizati・n：しrhamn・se，　ra什in。se，　D．mannit。1，　in。sit。1，

D。galactose，　lactose

、

ψ

、

ノ
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　第2節　生産菌の培養

　Oxopropaline類並びにLavendamycinを生産するための培養は、以下のような

方法により実施した。dextrin、　glucose、　peptone、　corn　steep　liquor、　CaCO3

より成る培地100mlを分注した500ml容三角フラスコにより35℃、3日間振盈培養し

種培養液を調製した。上記種培養液を、同じ培地組成を持つ培地をそれぞれ100

ml分注したLavendamycin精製においては25本の、　G324物質精製においては80本

の500ml容三角プラス：コに2％ずつ接種し」35℃、5日間振盈培養を行った。　Oxo－

propaline類、　Lavendamycinの生産量の評価は、　HPLC分析により380nmでのUV

吸収により行った。Oxopropaline類の生産の傾向として、経時的変化が認められ

た。Oxopropaline　D、　G及びLavendamycinは、培養における比較的早い段階で

集積され、次いで、これらの化合物にとって代わるようにOxopropaline　A、　B、

Eが生産されてきた。結果をFig．2－1に示す。

Rg．2－1．Oxopropaline類の生産量の経時変化．

t　Growth　（O1o　packed　celt　volume）　一t・一　PH
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　第3節　Oxopropaline類並びにLavendamycinの精製・単離
　第2節に述べた方法により培養して得られたsS21a　g111Lgg！．xggst　r　t　ces　s　p．　G　324株の培養

液からのOxopropaline類並びにLavendamycinの精製・単離例についての手順

の概略をFig．2－2に示す。

　得られた培養液を・遠心分離により菌体を含む固形分と上澄液とに分離した。

約8しの上澄液をpH10．0に調整し、16しの酢酸エチルを加え撹絆し、塩基性酢酸エチ

ル抽出部を得た。水層はさらにpH3．0に再調整し、再度16しの酢酸エチルを加え撹

搾し、酸性酢酸エチル抽出部を得た。塩基性酢酸抽出部は、逆相ODS中圧カラム
クロマトグラ’ tィーで、　H20－CH30Hの系により段階的に溶出させOxopropaline

Aを含む画分、Oxopropaline　BとDを含む画分、　Oxopropaline　EとGを含む画

分の3つに分画した。それぞれの画分を、分取用HPLCカラムを用い、　CH3CN－H20

の系で精製し、Oxopropaline　A（3．6mg）、　B（1．2mg）、D（0．7mg）、　E（0．8mg）及

びG（0．3mg）をそれぞれ淡黄色粉末として得た。一方、酸性酢酸エチル抽出部は

分取用シリカゲル薄相クロマトグラフィt…一一によりCHCI3－CH30Hの系により分画し、

さらに活性画分を分取用HPLCカラムを用い、　CH30H－H20の系で精製しLavenda

mycin　4．2mgを黄赤色粉末として得た。
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Rg．2－2．Oxopropaline　A，　B，　D，　E，　G及びLavendamycinの精製・単離

Whole　broth　of　G324　strain

　　　　　　8，000rpm　x　30’

tiltrate8．OL

　　　　　adjusted　to　pH　10．O

．
、

myceSial　cake

　　　　　　extd．　with　EtOAc　（16　L）

　　　　　　ooncd．　i　n　v一．a．pot　o　Water－layer

EtOAc　ext　ract　（g23．6　mg）　．　l　adjusted　to　pH　3．0

　　　　　Water－layer

YMC　ODS－AQ　120－S50　（500　ml）

H20一　CH30H＝2：3　一）t3　：7）1　：4

Waters　Prep　Nova－Pak

HR　C18
H20一　CH3CN　＝　65：35

extd．　with　EtOAc

conod．　in　vacuo

Waters　Prep　Nova－Pak

HR　C18
H20一　CH3CN　＝　70　：30

Oxopropaline　A
（3．6　mg）

Oxopropaline　B
　　（1　．2　mg）

Oxopropaline　D
　　（O．7　mg）

　　　　　　　　　EtOAc　extract

prep．一TLC（Silica　gel）

CH30H－CHCI3
＝9：1

　　　　　　　　　Active　fraction

Waters　Prep　Nova－Pak

HR　C18
H20一　CH30H＝　70：30

Waters　Prep　Nova－Pak

HR　C18
H20一　CH3CN　＝　65：35

Oxopropaline　E
　　（O．8　mg）

Lavendamycin
　　（4．2　mg）

Oxoprepaline　G
　　（O．3　mg）
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第4節　Oxopropaline類の物理化学的性質

Oxopropaline　A、　B、　D、　E及びGの物理化学的性質をTable　2－4に要約した。

Oxopropaline類はそれぞれ淡黄色粉末として得られ、メタノール、 アセトニトリ

ルによく溶解し、一方、旦一ヘキサン、水に不溶であった。Oxopropaline類のメタ

ノール中でのUVスペクトルはLavendamycingo》や他の　β一carboline 化合

物91－93）見られる共役した　β一carboline骨格を共通構造として持つことを示し

た。IRスペクトルはさらに共通構造として3380～3450cm－1に水酸基、1665～

1680cm－1にα，β一不飽和ケトンの存在を示した。重メタノール中で測定した 1H

及び13C　NMRスペクトルデ・一タの帰属はTable　2－5及び2－6に要約した。

Table　240xop⑩pa臆oe　A．　B，　D，ε及びGの物理化学的性質．

・　　　　　　　　　　　　．A　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　E　　　　　　　　　　G

ApP6aranco　　　Pa！e　yelbw　p◎wder　Pa1e　ye脆w　powder　Paleyell◎w　powder　Pak∋yeI㎞叩owder　Pale　ye口◎w　p◎wder
●

轍蜘　　瀞　　　⑲　　　“び　　甜　　卿轍伽
噛

｛cO・05｝　　　（cO．02）　　　　｛00．η　　　　（cO．02｝

塾

Mobcu剛◎α臨　　（）mHzNzO7　CnHrNPT　CeH“NzOs　Ca　H2‘N2（）6　　C5H翼脇

HRFAB・MS⊂π7，の0醐◆

Calcd：　　　　　　417」662　　　　　　　　　417」662　　　　　　　　　271．¶082　　　　　　　　401．1713　　　　　　　　255．1133

FOund：　　　　　417．1671　　　　　　　　　417．1674　　　　　　　　　271．1086　　　　　　　　401．1713　　　　　　　　255．1141

UV（（綱λ【■rm（ε⊃220（43βOO，　　　　　218｛44β00）　　　　　　219（31潮）0）　　　　　　218（32．800）　　　　　　218｛33．700）

265｛15500）　　　　　・265｛15．100）　　　　　　264《10，600｝　　　　　　262（11．OOO｝）　　　　　　263｛12．500）

288（22β00）　　　　　287⊂228300⊃　　　　　　287｛16．300》　　　　　　284｛16，800｝　　　　　　284（18ρOO）

381　（9，600》　　　　　378　｛8ρOO）　　　　　　381　（6謳～00｝　　　　　　377　｛6．300）　　　　　　375　（7ρOO）

日《K80αn．1　　　　　　　3380，1675　　　　　　　3450，1680　　　　　　　3430，1680　　　　　　　3430，1675　　　　　　　3540，3340

@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1665sしC4　Rf　valuo同　　　　　0．06　　　　　　　　　　0．13　　　　　　　　　　0．53　　　　　　　　　　0．24　　　　　　　　　　0．74

Rf　value4　　　　　　0．10　　　　　　　　　　　　0．22　　　　　　　　　　　　0．57　　　　　　　　　　　　0．33　　　　　　　　　　　　　0．76

司Klesel　ge160F2騒Ad．　No．5715

b》TLC　solvent＄γ訊em（CHαfMeOH，9：1）

C｝TしCsolve飢system（CHρでMe◎H，9：1｝

一133一
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Table　2・5・Oxopropallne　A，　B，　D，　E及びGのiH　NMRケミカルシフト．

Positlon A
8．32　（s）

2．94　（s）

8．27　（d，　8．0）

7．35　（dd，　8．0，　7．2）

7．60　（dd，　8，3，　7．2）

7，75　（d，　8．3）

5．97　（dd，　7．0，　3．9）

3．90　（dd，11．8，　7．0）

4．03　（dd，11．8，3．9）

B D E G
3H
4－CHs

ひH

6－H

7M
8－H

11－H，

羽・｝一tb

12’Ha

f2－H，

H
H
μ
H
H
H
H

の
　

の
　

　
　

　
　

　
　

　

引
2
3
4
3
σ

4．96　（d，　1　．5）

4．04　（dd，3．4，1．5）

3．80　（dd，　10．O，　3．4）

3．33　（dd，1　O．O，　9．5）

3．73　（dq，9．5，　6．2）

O．85　（d，　6．2

8．31　（s）

2．95　（s）

B．27　（d，　8．0）

7．36　（dd，　8．0，　7．2）

7．61　（dd，　8．2，　7．2）

7．74　（d，　8．2）

5．72　（dd，　5．2，3．3）

4．01　（dd，10．4，5．2）

4．21　（dd，10．4，　3．3）

4．56　（d，　1　．5）

3．61　（dd，　3．5，1．5）

3・58　（dde　9・1，3・5）

3．30　（dd，　9．5，　9．1）

3．72　（dq，　9．5，　6．2）

1．24　（d，　6．2

8．30　（s）

2．94　（s）

8．27　（d，　8．0）

7．35　（dd，　8．0，　7．2）

7．61　（dd，8．2，7，2）

7．74　（d，8．2）

5，59　｛t，　4．1）

4．10　（d，　4．1）e

8．26　（s）

2．92　（s）

8．24　（d，　7．9）

7．33　（dd，　7．9，　7．3）

7．59　（dd，　8．2，　7．3＞

7．72　（d，　8．2）

3．61　（m）

3．94　（m）

3．92　（ddd，　9，8，　6．4，　5．3）

4．24　（ddd，　9．8，　7．2，　5．5）

4．76　（d，　1．6）

3．73　｛dd，3．4，　1．6）

3．55　（dd，　9．5，　3．4）

3．32　（dd，　9．5，　9．5）

3．64　（dq，　9．5，　6．3）

1．20　（d，　6．3

8．27　（s）

2．92　（s）

8．25　（d，　8．1）

7．34　（dd，　8．1，7．1）

7．59　（dd，　7．1，7．1）

7．72　（d，　7．1）

3．54　（t，　6．2）N

4．08　（t，　6．2）aj

埼

Measured　at　400MHz　ln　CDsOD；　ppm　from　TMS．

aj　Two　protons　as　methytene　slgnal．

Table　2。6．　Oxopropaline　A，　B．　D．　E及びGのisC　NMRケミカルシフト．

Position A B D E G

1
3
4
生
4
5
5
6
7
8
亀
9
．
1
0
1
1
1
2
1
3

134．2s

140．1　d

134．6s

131．1s

122．2s

124．5d

121．8d

129．6d

113．5d

143．2s

136．3s

200．6s

80．5d

63．9t

18．Oq

133．4s

139．7d

134．5s

131．Os

122，0s

124．4d

12t．6d

129．5d

113．3d

143．1　s

136．1s

201．2s

74　3d

69．7t

17．8q

133．8s

140．1　d

134．9s

131　．5s

122．4s

124．8d

122．Od

129．9d

113．6d

143．5s

136．6s

202．2　s

76．6d

66．5t

18．2q

135．3s

139．7d

134．1s

131．1s

122．2s

124．5d

121．6d

129．6d

113．4d

143．2s

136．Os

202．4s

38．7t

64．1　t

17．9q

135．3s

139．7d

134．1s

131As
122．1　s

124．5d

121．7d

129．6d

113．3d

143．2s

136．Os

203．1　s

41．8t

58．8t

17．9q

1
2
3
4
5
ハ
0

1　03．6d

72．2d

72．5d

73．8d

70．3d

17．6

101．7d

71．8d

72．Od

73．7d

71．3d

17．8

101．8d

72．3d

72．3d

73．9d

69．8d

1　7．9

Measured　at　t　OOMHz　in　CD30D；　ppm　from　TMS．
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　第5節　Oxopropaline類の構造解析

　5－1　0xopropaline　Aの構i造解析

　Oxopropaline　AはHRFAB－MS及びiH　NMRスペクトルの解析より分子式C21
H24N207［91／旦417．1671（M＋H）＋；calcd．417．1662］　と与えられた。　UVスペクト

ルはメタノール中において、λm。x　220、265、288、381nmに吸収極大を与えるこ

とより、共役したβ一carboline骨格を基本骨格に持つことが示唆された。これ

は、市販のβ一carboline化合物であるHarman（Aldrich　Chem．　Co．）のUVスペ

クトルとの直接比較からも支持された。IRスペクトルにおける3380cmbiの幅広い

吸収と1675cm－1の強い吸収は、それぞれ、複数の水酸基とα，β一肩飽和ケトンの

存在を示した。

　重メタノール中での13C　NMRスペクトルとDEPT実験の結果は、1個のカルボ

ニル炭素、11個のsp2混成軌道を持つ炭素原子、6個の酸素原子に結合したメチ

ン炭素、1個の酸素原子に結合したメチレン炭素、2個のメチル炭素の計21個の炭

素原子の存在を示した。さらに、iH　NMR、　IH－IH　COSY、13C－1H　HETCORスペクト

ルの解析よりFig．2－3に示す部分構i造が導かれた。　sp2混成軌道を持つ炭素原子

（C－1～C－9。）及び関連する5個の芳香族性プロトン（δ8．32、δ8．27、δ7．75、

δ7．60、δ7．35）は2置換されたC環を持つβ一carboline骨格の化合物である

ことを示した。一つの置換基は、3個のお互いにカップリングしていて、かつ、酸

素原子に結合している炭素上のプロトン（δ5．97、δ4．03、δ3．90）を持つこと

から、酸素原子に結合したメチン（δc80．5，　C－11）と、酸素原子に結合したメチ

レン（δc63．9，　C－12）の結合したグループが、カルボニル炭素（δc200．6，　C

－10）を介してクロモフォアーと結合していることが示唆された。これより、メチ

ル基（δc18．0，δH2．94）は、直接C環に置換していることが予想された。残った

6個の炭素原子（δ103．6、δ73．8、δ72．5、δ72．2、δ70．3、δ17．6）は、糖部

分を構成していた。iH　NMRにおける糖部分の結合定数、13C　NMRスペクトルにお

ける化学シフトの帰属は、この糖がα一rhamnoseであることを示した。
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Fig・2－3i　Oxopropaline　Aの部分構造及びケミカルシフ’ト
　　　　　　　　［6H　（　6c）　in　CD30D］．

　　　　　8．27
　7．35　（1　24．5）

（121・8）r　｛i

（朧）《憾b

　　7．75　（143．2）

　　（113．5）

（1署劉．1）

クB笠＼

　N一　（136．3）

　H 声

　　　　8．32
（140．1＞　一H

（134．6）　一CH3

　　　　　13
　　　　　2．94
　　　　（18．0）

　　　　　　　　　3．90
・　5．97　4．03　　　（200．6）　（80．5）　（63．9）

　　　　　10　11　12
（134．2）　一 ?ｉ一（iH・一（iH2

　　　　　0　0　0
　　　　　vl　l

　　　　　　　　　　（編

　　　　　　　1’

3．80

（72．5）

3－eOH

4．96

（103．6）

　　　5t2’

　　　　　6t
　　3．73　’CH3
0v P
　　（70．3）　O．85

　0H　（17．6）

OH
4’

3．33
（73．8）

s
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　推定された部分構造間の関係、並びにiH　NMR及び13C　NMRスペクトルの完全

な帰属はHMBCスペクトルにより決定した。5－H（δ8．27）からC－4。（δ131．1）、

C－7（δ129．6）、C－8a（δ143．2）に、6－H（δ7．35）からC－4b（δ122．2）、　C－8（δ

113．5）に、7－H（δ7．60）からC－5（δ124．5）、C－8a（δ143．2）　に、8－H（δ7．75）

からC－6（δ121．8）、C－4，（δ122．2）に、それぞれロングレンジカップリング示し、

A及びB環部分の構造を支持した。さらに、13－H3（δ2．94）からC－4。（δ131．1）、

C－4（δ134．6）、C－3（δ140．1）に、　H－3（δ8．32）からC－4a（δ131．1）、　C－1（δ

134．2）に、それぞれロングレンジカップリングを示すことから、メチル基はC－

4位に、もう1個の置換基はC－1位に置換している構造を与えた。さらに、11－H

（δ5．97）からC－12（δ63．9）、C－10（δ200．6）、C－1’（δ103．6）へ、12a－H（δ

3．90）からC－11（δ80．5）へ、1’一H（δ4．96）からC－11（δ80．5）、C－3’（δ

72．5）、C－5’（δ70．3）へ、2’一H（δ4．04）からC－3’（δ72．5）、　C－4’（δ73．8）

へ、3’一H（δ3．80）からC－4’（δ73．8）へ、4’一H（δ3．33）からC－3’（δ72．5）

C－5’（δ70．3）、C－6’（δ17．6）へ、6’一H3（δ0．85）からC－4’（δ73．8）、　C－5’

（δ70．3）への、ロングレンジカップリングを与えた。これらのHMBCデータの解

析より　α一rhamnoseはグリコシル結合でC－11位に結合しており、この

rhamnoseを含む置換基は、　C－10位のカルボニル炭素を介してC－1位に結合して

いることが明かとなった。この結果の要約をFig．2－4に示す。

Rg．2－4．　Oxopropaline　AにおけるHMBC実験：の要約．
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　さらに構造を確認するためOxopropaline　Aを1N塩酸で100℃、1．5時間処理し

て酸加水分解を行った。Oxopropaline　Aの加水分解により得られた糖は、　TLCで

標品のrhamnoseと同じRf値を与えた。　rhamnoseの絶対構造を決定するため

Oxopropaline　Aの酸メタノリシスとそれに続く　per－R－bromobenzoyl化を行った

（Scheme　2－1）94＞．

　　Scheme　2。1．Oxopropaline　A及びL・（＋》・rhamnoseの酸メタノリシス

　　　　　　　　とper・ρ・bromobenzoyl化．　　　　　　　　　　．

　　　　　　H3C

　ク　　　　　　　や
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H3CO　　　　　　　◎H

　　　　　N　　　・　　　・H　　　　　　。塵　CH・
。絢囎藩㈹・＆鍋㎝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、冠解盛　　　　H・c

一’

　　　　　　　cH3　　　　　　　　　　　　　　　　0xopropaline　D
　　　Ol
　　　　o＼　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO
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誘導した2・3・4－tri一Ω一（R’一　bromobenzoy　1）一1一α一〇一methy1－rhamnoseのCDスペク

トルは・標品のL一（＋）一rhamnoseから同様に得た誘導体のCDスペクトルと一致

した（Fig・2－5）。以上の結果よりOxopropaline　Aの構造を以下のように決定し
た。

’贈方陣辮左回瀦鯉・M・bentgyt・xy・　・・m・th・・qt　・thamn・s・のcb
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　5－2　0xopropaline　Bの構造解析

　Oxopropaline　BはOxopropaline　Aと同じ分子式C21H24N207［m／z　417．1674

（M＋H）＋；calcd・417．1662］　と与えられた。　UV及びIRスペクトルもOxo－

propaline　Aと類似の形状を示した。一方、13C及びiH　NMRスペクトルはC－1

位の側鎖部分とrhamnose部分についてのみOxopropaline　Aとの違いを示した。

C－11位の13C及びiH　NMRにおける化学シフトは、　Oxopropaline・B（δc74．3／

δH5・72）においてOxopropaline　A（δc80．5／δH5．97）よりも高磁場にシフトし

ており・C－12位では逆にOxopropaline　B（δc69．7／δH4．01及びδH4．21）におい

てOxopropaline　A（δc63．9／’δH3．90及びδH4．03）よりも低磁場にシフトしてい

た。さらに、Oxopropaline　Bを1N塩酸で100℃、1．5時間処理して酸加水分解を行

った結果、並びに酸メタノリシスにより得られた結果は、Oxopropaline　Aを同様

に処理して得られたアグリコン及び糖部分と同じものを与えた。・以上の結果より

Oxopropaline　BはOxopropaline　Aと糖の結合位置の異なる、以下に示す構造

であると決定した。
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　5－3　0xopropaline　Dの構造解析

　Oxopropaline　Dは分子式ClsH14N203と与えられた。　Oxopropaline　DのUV

及びIRスペ外ルもOx・pr・paline　Aと類似の形状を与えた．　Ox。pr。paline　D

の13C及び’H　Nt・IRスペクトルはOx・pr・paline　A及びBよりもさCi）　eこ単純な

シグナルを与えた。分子量及び13C及びIH　NMRスペクトルの検討からOxo－

propaline　Dの構造は・’derhamnosyl　Oxopropaline　Aと示唆された。　Oxo－

propaline　DのユH　NMRスペクトル並びにTLC上でのRf値はOXopropaline　A、

Bの酸加水分解により得られたアグリコン部分と同様な結果を与えた。以上の結

果よりOxopropaline　Dの構i造は、4－methyl－1一（1－oxo－2，3－dihydroxy－propyl）一

9旦一pyrido［3・4”b］indoleと決定した。なお、　C－11位の立体化学については決定

していない。
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　5－4　0xopropaline　Eの構造解析

　Oxopropaline　EはHRFAB－MSスペクトルの解析より分子式C21　H24N2　06［m／z

401・1713（M＋H）＋；calcd・401．1713］と与えられ、　Oxopropaline　A及びBより酸

素原子が1個少ない分子式を与えた。UV及びIRスペクトルは、やはりOxo－

propaline　A・Bと類似の形状を与えた。　iH　NMRスペクトルにおいてOxo－

propaline　E・は・Oxopropaline　BにおけるC－11位のメチンプロトン（δ5．72）の

代わりにジェミナルカッブリンッグを示すメチレンプロトン（δ3．61，δ3．94）が

観測された。Oxopropaline　Eのユ3C　NMRスペクトルも、　Oxopropaline　Bにおけ

る酸素原子に直接結合しているメチン炭素（C。11δ74．3）が、メチレン炭素（δ

38・7）に置き代わっていることを・示した。これらの分光学的な検討結果は、Oxo－

propaline　Eの構造が11－dehydroxy　oxopropaline　Bであることを示唆した。

Oxopropaline　Eを1N塩酸で100℃、1．5時間処理して酸加水分解を行った結果、並

びに酸メタノリシスにより得られた結果は、未知のアグリコン部と共に、Oxo－

propaline　A、　B並びに標品のL一（＋）一rhamnoseから誘導された糖部分と同じ物質

を与えた。Oxopropaline　Eのアグリコン部分は、　Oxopropaline　A、　Bのアグリコ

ンであるOxopropaline　Dよりも低い極性を示す物質であった。さらに、このア

グリコンは、Oxopropaline　Gと同じTLC上でのRf値、　HPLCでの保持時間を与
えた。
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　5－5　0xopropaline　Gの構造解析

　Oxopropaline　Gは・HRFAB－MSスペクトルの解析より分子式ClsH14N202［

旦／旦255・1141（M＋H）＋；calcd．255．1133］　と決定した。　UV及びIRスペクトルは

他のOxopropaline類と同様な形状であった。　Oxopropaline　Gの13C及びiH

NMRスペクトルはOxopropaline　Dと同じような、単純なスペクトルを与えた。

IH　NI・IRスペクトルにおける特徴的なA2B2　iH－iHスピンシステムがC－1側鎖由

来の2個の三重線（δ3．54、δ4．08）として観測された。一方、13CNMRにおいては、

それぞれのメチレンプロトン比対応する炭素がδ41．8及びδ58．8に観測された。

以上の結果よりOxopropaline　Gの構i造は11－dehydroxy　oxopropalineD（4－

methy1－1一（1－oxo－3－hydroxy－propyl）一9旦一pyrido［3，4－b］indoleと決定した。
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第6節 Oxopropaline 類及び Lavendamycin の細胞障害活性
Oxopropaline 類及び Lavendamycinの　⊥旦 vitro 細胞障害活性試験の結果を

た。

Table　2－7に示す。　Oxopropaline D及びG は濃度依存性の細胞障害活性を示し

Table　2・7・OxopropalineへB，既E，　G及びLavendamycinの1ηvlfm細胞障害活性．

亀

●

lC　so　value（μ9！mり

Cell既nes A B D E G しavend㎝ydn
●P388

》50 41 31 ＞50 43 0．06
〔しeukemia）

A549
＞50 ＞50 17 ＞50 32 NT

〔ωng　carcinoma）

MKN45
＞50 》50 39 ＞50 33 0．10

｛G繍ccaκゴn。ma）

MKN74
＞50 ＞50 ＞50 ＞50 ＞50

｛G翻ccardnoma）

断Dr ＞50 49 38 ＞50 45 0．09
〔Colon　adenocarcinoma）

NT竃not　tested

煽

、

、
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　第7節　考察

　微生物の産生する新規抗腫瘍物質探索の過程において、静岡県藤枝市の土壌か

ら分離した一放線菌一sp．　G324株が一lavendulaeよ
り単離され構1造決定された、強い抗腫瘍活性を示す抗腫瘍抗生物質Lavenda。

mycinを生産していることを見いだし、さらに、この菌株が細胞障害活性を示す

新規な　β一carboline化合物Oxopropaline類を生産していることを見いだした。

o

HiN

1

o

1

梱ノ；

，
…

1

Lavendamyctn

β一carboline骨格のようなインドール核を持つ化合物は、主として植物より分

離され、1000種以上のものが知られている。この中には、猛毒として知られる

Strychinine95）、精神安定剤、血圧降下剤として重要な医薬品であるReser－

pine96）、末梢血管拡張作用を持つYohimbine97》、抗不整脈剤として用いられて

いるAjmaline98＞、血管拡張薬として本態性高血圧患者に優れた効果をもたらす

Vincamine99）（Fig．2－6）など、その多くが強い生理活性を有している。また、

Vincosideを経て生合成されるVincristine、　Vinblastineが制癌剤として白血

病等の治療に用いられていることは、緒論でも述べた通りである。一方、微生物

が生産す、る　β℃arbolineを母核とする化合物としては、　Lavendamycinのほかに

は・一alboverticillatusの生産するβ一galactosidase阻害剤の
Pyridindoiolioo）、Penicillium　verrculosumの生産するマイコトキシンVer一

ruculogenioi）、さらに一fumigatusの生産するFumitremorgin　Alo2）
が知られているのみである（Pig．2－7）。

　本菌株における初期のスクリーニングの過程で、同じUVスペクトルを示す一

連の化合物（Oxopropaline類）が、ある種のヒト腫瘍細胞に対し特異的な細胞障

害活性を示すことが認められた。UVスペクトルはOxopropaline類が共役した

β　一carbolineを母核とする化合物群であることを示唆した。併産するLavenda－

mycinもその構造の一部にβ一carbbline骨格を持つことから、この可能性は高
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；’

@　濁7一欝辱灘繊麗撃脚　輪講軸晦』・　識，・…

　　　v　　’

懲繍鱒纈騨醐■闘■■1■1騨脚■胴口難燃願騨日｝一一

Fig．2。6．重要な生理活性を示す主なインドールアルカロイド．
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Fig．2－7．微生物の．生産するβ一carboIineアルカロイド．
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いと思われ、また、すでに述べたように、微生物の生産するβ一carboline骨格

を持つ化合物は4種程度しか知られていないことから、Oxopropaline群は新規化

合物である可能性が高いとと思われた。一方、β一carbolineを母核とする化合物

が多彩な活性を示すことから、Oxopropaline類も細胞障害活性をベースにした抗

腫瘍活性が期待された。

　このような背景より、微量にしか生産されないOxopropaline群の精製・単離

並びに構造解析試みることとした。各種クロマトグラフィーを繰り返し用いてそ

れぞれの化合物を単離した。iH及び13C　NMRを中心とした構造解析をOxo－

propaline　Aに対し進めることにより、　Oxopropaline　Aはβ一carboline骨格の

C環部分の2個のプロトンが、置換基に置き代わっている構造であることが明かと

なった。さらに、HMBC法並びに酸加水分解、酸メタノリシスなどにより検討を行

った結果、4位にメチル基、1位に1－oxo－2，3－dihydroxy－propy1基が置換してお

り、さらに、1－oxo－2，3－dihydroxy－propyl基の2位の水酸基にrhamnoseがグリ

コシル結合している構i造であることを決定した。さらに、rhamnoseについては、

Oxopropaline　Aから2，3，4－tri一Ω一（R－bromobenzoyl）一1一α一Ω一methy1－rhamnose

を誘導し、標品のL一（＋）一rhamnoseからの同様な誘導体とのCDスペクトルの比

較により、L　一一（＋）一rhamnoseであることを証明した。　Oxopropaline　B、　D、　E、　Gに

ついてはOxopropaline　Aとの比較よりそれぞれの構造を決定した。　Oxopro－

paline　A、　B、　DについてはMTPA法1。3》によりC－11位の絶対構造の検討を行っ

たが、MTPAエステルが正しい立体配座をとらず絶対構造の決定には至らなかった。

　単離したそれぞれのOxopropaline類について、細胞障害活性を試験したとこ

ろTable　2－7に示したように、それほど強い活性は示さず、また、特異性もほと

んど認められなかった。この点については、Lavendamycinとの併用効果、何等か

の原因による細胞の培養中のpHの変化による活性への影響、など検討したが明

確な結果を得るには至らなかった。

　この菌の生産するLavendamycinはStreptonigrinと生合成的に密接な関係が

考えられている104）。Streptonigrinにおいて、分子中のベンゾキノン部は5一エ

ノールピルビルシキミ酸3一リン酸が、2，4一ジアミノフェノールに変換されて

C6N2ユニットとして取り込まれると推定されている105＞。一方、フェニルピリジ

ン部分は、β一carbolineが起源であるとする説があるユ04）。この2つの説を結ぶ

ためには、C3ユニットが必要と考えられるが、　Oxopropaline類は、　Lavenda－

mycinに見られるC－3位のカルボキシル基が欠損しているものの、　C－1位にC3

ユニットが置換していることより、Lavendamycin生合成の前駆体にかなり関連す

る構造であると考えられる。このことからも、Oxopropaline群の化合物は、興味

ある化合物と考えられる。
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　Oxoplopaline群の化合物は、．抗腫瘍活性においては、当初予想していたほどの

効果は認められなかったものの、さきに述べたように、β一carboline化合物が多

彩な生理活性を有することより、今後なんらかの有用な活性が見いだされる可能

性があり、また、Lavendamycinの生合成の解明の面からも有用な化合物群と考え

られる。
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第2章実験部

本研究においては、主に以下の機器を使用してスペクトルの測定をおこなった。

・NMRスペクトル

Varian　VXR400　spectrometer

JEOL　GSX－270　spectromete’

Bruker　AM500　instrument（HMBC測定）

・FAB　一・　MSスペクトル

JEOL　JMS－SXIO2　spectrometer

・IRスペクトル

Hitachi　270－30　spectrometer

・UVスペクトル

Hitachi　200－20　spectrometer

Hewlett－Packard　diode　array　instrument（HPIO90　l　iquid　chromatography

system）

・旋光度

Horiba　SEPA－200　spectrometer

・CDスペクトル

JASCO　J－20A　automatic　recording　spectropolarimeter

JASCO　DP－500N　data　processor

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）による分析・分取は、以下の機器により行っ
た。

・分析

　Hewlett－Packard　HPIO90　l　iquid　chromatography　system

・分析並びに分取

　JASCO　l　iquid　chromatography　system

　　RHEODYNE　7125　sample　injector

　　JASCO　880一一PU　pump　（×2）

　　JASCO　875－UV　detector

　　JASCO　880－30　solvent　mixing　module

　　SIC　Chromatocoder　12　integrator

　　GILSON　Model　201　fraction　collector
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中圧液体クロマトグラフィーによる分取は、以下の機器により行った。

・分取

Yamazen　corp．　No．540－SY－2CSC　pump

Yamazen　corp．　prepUV－10V．HC　detector

Yamazen　corp．　SS－100　recorder

ADVANTEC　SF2120　fraction　collector

各種クロマトグラフィーは以下の担体を用いた。

・シリカゲル薄層クロマトグラフィー

Merck　Kiesel　gel　60　F2s4　Art．　No．5715

Merck　Kiesel　gel　60　F2s4s　Art．　No．5554

Merck　Kiesel　gel　60　F2s4s　Art．　No，13794

・中圧カラムクロマトグラフィー

YlvfC　ODS－AQ　120－S50

・高速液体クロマトグラフィー

Wako　Wakosi1－ll　5C18　HG　（4．6¢×250　mm）

Waters　prep．　Nova　pak　HR　C18　（25¢　×100　mm）

その他、検討過程並びに大量分取時には、以下の担体等を適宜使用した。

・シリカゲルクロマトグラフィー

Merck　Kiesel　gel　60　Art．　No．9385

Wako　Wakogel　C－200

・中圧カラムクロマトグラフィー

Wako　Wakogel　FC－40

・高速液体クロマトグラフィー一

Shiseido　Capcell　pak　C18　SG120　（4，6¢×250　mm）

Shiseido　Capcell　pak　C18　SG120　（6．0¢　×250　mm）

Wako　Wakosil一一　II　5C18　AR　（4．6¢×250　rnm）

Wako　Wakosil－ll　5C18　AR　（20¢　×250　mm）
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　第1節　生産菌の分離

　starch　O．05％，　glucose　O，05％，　peptone　O．02％，　yeast　extract　O．　Ol％．　meat

extract　O．01％、　NZ－amine　type　A　O．01％、　CaCO30．01％agar　1．5％より成る培地を

pH7．0に調整し、これを分離培地として、静岡県藤枝市の土壌より分離した。

　第2節　生産菌の分類

　Oxopropaline類を生産する菌株の形態的並びに生理学的特徴は、　Shirlingと

Gottliebの方法に従って評価した86》。細胞壁の分析は、　Beckerらの方法87》及

びYamaguchiの方法68》により実施した。炭素源の資化性はPridham　and

Gottlieb’s培地上での生育により検討した89）。

　第3節　生産菌の培養

　3－1　生産培地
　dextrine　2．0％，　glucose　1．0％，　peptone　1．0％，　corn　steep　l　iquor　O．5％，

CaCO30．2％より成る培地をpH7．0に調整して用いた。

　3－2　培養
　上記生産培地100m1を3本の500ml三角フラスコに分注して121℃、15分滅菌した。

このフラスコにスラントに培養した菌体を植菌し3日間、35℃でロータリーシェイ

カーを用い100rpmで培養し種培養液とした。次に、同じ培地を100mlずつ分注し滅

菌した、80本の500ml三角フラスコに2mlずつ種培養液を面出し5日間、35℃で培養

を行った。

　第4節　培養状況の分析

　培養の経時的な状況の分析は、1日毎のgrowth、　pH、　Oxopropaline類及び

Lavendamycinの生産量のサンプリングにより行った。　growthは培養液を3000

rpmで10分間遠心分離を行ったときの菌体を、固形分の体積により評価した。

Oxopropaline類及びLavendamycinの生産量はHPLCの分析により評価した。

HPLCのサンプルは以下のように調製した。各々10m1の培養液をOxopropalineの

分析ではpH10．0に調整し、一方、　Lavendamycinの分析ではpH2．0に調整した後、

10mlの酢酸エチルをそれぞれに加えた。それぞれの混合液を10分間撹搾し、3000

rpmで10分間遠心分離を行った。上澄液は2層に分かれることより、酢酸エチル層

を取り出し減圧下濃縮乾固した後、10m1のメタノールに溶解してHPLCサンプル

とした。
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《HPLC分析》

　以下の条件により、分析を行った。この条件下でのOxopropaline類及び

LavendamycinのHPLCにおける挙動をFig．2－8に示す。

カラム：Wako　sil一∬5C18　HG（4．6×250　mm，　Wako　Pure　Chemical

　　　　Industries．　Ltd．）

溶媒　：　0．15％KH2PO4（pH3．5）一CH3CN（7：3　for　6　minutes，　7：3　to　3：7　1inear

　　　gradient　for　9　minutes，　3：7　to　15：85　l　inear　gradient　for　2

　　　minutes　and　then　isocratic　with　15：85　for　13　minutes）

流速：1．Oml／min．

検出：UV　380nm

Fig・2・8・Oxopropaline群並びにLavendamycinの

　　　　　　　HPLCにおける挙動．

嘲

A
B

s

D

E

G

Lavendamycin

o 5 1TO 15 2’O 2’5 3’O

Time（min．）
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　第5節　Oxopropaline類の精製・単離

　第3節の方法により培養終了後、培養液を8，　OOOrpmで30分間遠心分離すること

により菌体を含むケーキと濾液とに分離した。濾液は、pH10．0に調整後、8しの酢

酸エチルで2回抽出した。この酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウムで脱水後、減圧

下で濃縮、油状抽出物923．6mgを得た。得られた油状抽出物を少量のメタノールに

溶解し、化学修飾シリカゲル（YMC　ODS－AQ　120－S50，　YMC）500mlを充填したカラ

ムにのせH20－CH30H混合液（2：3）、　H20－CH30H混合液（3：7）、　H20－CH30H混合液（1：4）

で順次展開溶出するクロマトグラフィーを行った。このクiマトグラフィーにお

いてはOxopropaline　A含む画分、次いでOxopropaline　BとDを含む画分、さ

らにOxopropaline　EとGを含む二分が順次溶出する。減圧濃縮後、得られたそ

れぞれの油状活性画分を少量のメタノールに溶解し、　Oxopropaline　Aを含む溶

液はCH3CN－H20混合液（3：7）、Oxopropaline　BとDを含む画分、．Oxopropaline　E

とGを含む画分はそれぞれCH3CN－H20混合液（35：65）を溶離液としたHPLC（Prep

－Novapak　HR－C1825φ×100　mm，Waters）を用いて、分速11．8mlの流速で、　UV吸収

280nmのモニターにより分取を行った。得られた各画分を減圧下濃縮したところそ

れぞれ薄黄色の粉末が生じた。この粉末を減圧乾燥して純粋なOxopropaline　A

3．6mg、　Oxopropaline　B　1．2mg、　Oxopropaline　D　O．7mg、　Oxopropaline　E　O．8mg及

びOxopropaline　G　O．3mgを薄黄色粉末として得た。

第6節　Oxopropaline類の物理化学定数及びスペクトルデータ

　6－1　0xopropaline　Aのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　92（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　g3

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　g4

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　g5

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　g6

・DEPTスペクトル：Chart　97

・ユH」HCOSYスペクトル：Chart　98

・i3C」H　HETCORスペクトル：Chart　99

・HMBCスペクトル：Chart　100

　6－2　0xopropaline　Bのスペクトルデータ
’質量（MS）スペクトル：Chart　101（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　102

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　103
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・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　104

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　105

　6－3　0xopropaline　Dのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　106（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（．UV）スペクトル：Chart　107

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　108

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　109

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　110

　6－4　0xopropaline　Eのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　111（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　112

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　113　　　　，

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　114

・炭素核核磁気共鳴（13C　NI・IR）スペクトル：Chart　115

　6一一5　0xopropaline　Gのスペクトルデータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　116（FAB－Pos．）

・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　117

・赤外部吸収（IR）スペクトル：Chart　118

・水素核心磁気共鳴（IH　NMR）スペクトル：Chart　119

・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　120

第7節　Lavendamycin及びHarmanの物理化学定数友びスペクトルデータ

　7－1　Lavendamycinのスペクトルデータ
・紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　12（CH3CN－0．15％KH2PO4（pH3．5）ニ85：15）

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　122（DMSO－d6）

　7－2　Harmanのスペクトルデータ

●紫外部吸収（UV）スペクトル：Chart　123（CH30H）

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　124（CD30D）

・炭素適適磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　125（CD30D）
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　第8節　Oxopropaline類の酸加水分解
　各サンプル（Oxopropaline　A　4．6mg、　B　2．2mg、　E　4．Omg）を1N塩酸中で1．5時間

100℃で反応した。反応の結果、得られた糖及びアグリコンはそれぞれTLC並び

にHPLCにより決定した。糖部分はn－PrOH－H20－NH40H（6：2：1）で展開し、アンス

ロン試薬で検出した。Oxopropaline　A、　B、　Eよりそれぞれ得られた糖は、すべて

標品のL一（＋）一rhamnose（Tokyo　Chemical　Industry　Co．　LTd．）と直接比較におい

てTLC上で同じRf値（0．45）を与えた。一方、　Oxopropaline　A、　Bより得られた

アグリコン（それぞれ3．9mg及び1．1mg）はHPLC分析において、　Oxopropaline　Dと

同じ保持時間を示した。また、　Oxopropaline　Eから得られたアグリコン（1．6mg）

は、Oxopropaline　Gと同じ保持時間を与えた。

　第9節　Oxopropaline類の酸メタノリシス及びp－bromobenzoy1化

　9－1　酸メタノリシス及びp－bromobenzoy1化

　4．OmgのOxopropaline　A及び5．　OmgのL一（＋）一rhamnoseをそれぞれ0．5m1の

5％塩酸メタノール（Tokyo　Chemical　Industry　Co．　Ltd．）に溶解し、100℃、2時間

処理した。Oxopropaline　Aより得られたサンプルは、減圧下、濃縮乾固した後

10m1の蒸留水に溶解した。水溶液を10m1の酢酸エチルで抽出し、水層部を減圧下、

濃縮乾固した。Oxopropaline　A及びL一（＋）一rhamnoseそれぞれより得たメチルグ

リコシドを分取用TLC（Merck　Art．　No．16485，　g－PrOH－H20－NH40H＝6：2：1）により

分取し精製した。精製したメチルグリコシドは、α一L一（＋）一rhamnose及びβ一L一

（＋）一rhamnoseとの13C　NMRの比較より1一α一Q－Me－rhamnoseと決定した1。6）。

それぞれのメチルグリコシドを各々0．5mlのピリジンに溶解し、それぞれに、1．O

mgのP－bromobenzylchlorideを加えた。室温下、24時間反応を行い、それぞれの

サンプルを、減圧下濃縮し、分取用TLC（Merck　Art．No．16485，　n－hexane－EtOAc

・4：1）により精製した。その結果、Oxopropaline　A及びL一（＋）一rhamnoseから得

たサンプルよりそれぞれ、0．25mg、0．65mgの反応生成物を得た。両生成物のTLC

（Merck　Art．　No．5554，　n－hexane－EtOAcニ4：1）上における挙動は同じRf値（0．42）

を示した。また、両生成物のアセトニトリル中のCDスペクトルも同じ曲線を与

えた。Oxopropaline　B及びEの上記条件による酸メタノリシスにより、得られ

た糖誘導体は、標品のL一（＋）一rhamnoseから得られた誘導体とをTLCにより比較

した。それぞれのメチルグリコシドはTLC（Merck　Art．　No．5554，　n。PrOH－H20－

NH40H＝6：2：1）上で、同じRf値0．58を与えた。

　9－2　1一α一〇一Me－rhamnoseのスペクトルデータ

・水素核核磁気共鳴（1H　NMR）スペクトル：Chart　126（D20）
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・炭素核核磁気共鳴（13C　NMR）スペクトル：Chart　127（D20）

　9－8　2，3，4－tri一Ω一（E－bromobenzoyl）一1一α一〇一Me－rhamnoseのスペクトルデ

　　　　ータ

・質量（MS）スペクトル：Chart　128（EI）

・水素核核磁気共鳴（iH　NMR）スペクトル：Chart　129（CDCI3）

・円二色性（CD）スペクトル：Chart　130（CH3CN）

第10節　細胞障害活性試験

10－1　細胞
in　vitro試験においてはマウス由来のP388白血病細胞、およびヒト細胞は

A549肺癌細胞、　MKN45胃癌細胞、　MKN74胃癌細胞、　WiDr大腸癌細胞を使用した。

　10－2　in　vitro細胞障害活性の測定

　細胞溶液100μ1を96穴平底マイクロプレーートに蒔き込み、CO2インキュベーター

中で培養した。24時間後に種々の濃度の被験サンプル25μ1を添加し、更に96時間

培養iした。培養i終了の4時間前に、5mg／mlのMTT（3一［4，5－Dimethylthiazo1－2－y1］

。2，5－diphenyltetrazolium　bromide）溶液20μ1を各穴に添加した。生細胞は、ミ

トコンドリアの脱水素酵素の働きでMTTを還元して不溶性の色素に変換すること

より、培養終了後上清を捨て、イソプロピルアルコールにて色素を抽出し、530

nmでの吸光度を測定し生細胞の数を測定した。サンプル非添加のウェルの吸光度

と、添加したウェルの吸光度から50％障害活性を示す濃度（IC50値）を算出した。
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総括

　ヒト癌細胞を用いたスクリーニング系はNCIにおいて疾病指向系として常時

60種の腫瘍細胞を使って、植物・海洋生物を中心に年間15，000検体が供されてお

り・現在・鋭意活性物質の探索が行われている54）。’当研究所においては、固形癌

を標的とした制癌剤の開発を目的として、疾病指向系スクリーニングを検討し、

ヌードマウスへの生着率などからNCI法を簡素化した2種のマウス腫瘍細胞と6種

のヒト癌細胞を選び、微生物の培養物からヒト癌細胞に効果のある物質の検討を

行った。スクリーニングの過程において、数種の合格株を得る中、Pluramycin関

連化合物生産株であるSLL1tL19P！911LYgeSt　　　sp．　H　P　530株、さらにLavendamyc三n生産

株であるSL：tu　gpww1gst　　　sp．　G　324株を得た。これらの菌株の生産する化合物は、

Meth　AやWiDrを用いた血血Ω抗腫瘍活性試験において、強い延命効果或は、

腫瘍の増殖抑制効果を示した。HP1090　HPLCシステムにおいて、これらの菌株が

生産する活性化合物が、既知の骨格を持つことは予想されたものの、HP530株は

既知のPluramycin群の化合物に比べ極性の低い部分に強い細胞障害活性を示す同

じUVスペクトルを持つ微量成分が存在すること、また、　G324株はLavenda－

imycinよりも高い極性の部分にLavendamycin類似のUVスペクトルを示す複数

の微量細胞障害活性物質の存在が認められた。抗腫瘍スペクトルは、臨床で用い

られている制癌剤であるAdriamycinとDaunomycin、あるいはVinblastineと

Vincristineにも見られるように、構造上のわずかな違いにより大きく変化する

ことが知られている。一方、抗腫瘍抗生物質の多くは、抗菌活性も合わせ持つこ

とより、微生物は自身に対する影響の上からも活性の強い二次代謝産物の生産は

極力抑えられている可能性が強いことから、抗腫瘍抗生物質生産株が微量に生産

する活性化合物は・より強い活性、異なった特徴の活性を示す可能性がある。ま

た・主生産物との生合成の面からの関連性からも、前駆体、制御因子、分岐によ

る生産物などの可能性も考えられ、有用な化合物であると考えられることから、

その検討を行った。

　第1部ではSL．1tU　gR一1！g！！！zsgtgsr　t　　　sp．　H　P　530株の生産するPluramycin関連化合物の

検討を行った。HPLC分析において既知のPluramycin群化合物とほぼ同じ挙動を

示す2種の主生産物と、糖の結合していないタイプと思われる3種の化合物を単離

した。このうち1種は既知化合物（13　一lndomycinone）と同定されたが、他の4種化合

物は・2位の側鎖のみの違いではあるが、すべて新規化合物であった（Saptomycin

A・C・・C2・F）。さらに、　HPLCによる分析はこれら2グルbe・・一プの中間の極性を示す
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微量活性物質の存在を示唆した。そのうちの1種化合物を単離し、構造解析を行っ

たところ、Saptomycin　Ciの6’位立体配置異性体であるSaptomycin　Bを構造決

定した。Saptomycin　Bと同じ程度の極性を示す化合物を比較的多量に生産する株

を得るため、単胞子分離した株を培養し、HPLCにより生産物の分析を行ったとこ

ろ、目的の極性付近の化合物のみを主生産物とする、自然変異によると思われる

変異株を分離した。この変異株を大量に培養し、親株では微量にしか生産されな

いと思われる化合物の単離、構造決定を試みた。各種クロマトグラフィーを繰り

返し用い、4種の化合物を得た。これらの化合物の各種機器分析を用いた構造解析

の結果、これら4種化合物はすべて、他に1種の化合物（Ankinomycin）’しか知られて

いない、モノアミノグリコシドの新規化合物であることが判明した。これらの化

合物の構i造を決定し、Saptomycin　D、　E、　G、　Hと命名した。これらの化合物に関

しては、さらに、Deacetylsaptomycin　D、　Eを誘導し、アミノ糖部分（N，N－di－

methylvancosamine）の3’位の置換基効果及び6’位の立体配置の違いによる立体

配座の変化についての構造的知見を得た。その結果、3’位がフリーの水酸基の場

合は、boat　formに近いtwist　formをとり、　Acetyl基などによりエステル化さ

れるとchair　formの立体配座をとることが明かとなった。また、6’位の立体配

置の変化した、Saptomycin　B及びHにおいては、3’位の置換基の有無によらず、

Deacetylsaptomycin　D、　Eとは違うタイプのchair　formをとることを示した。

以上の知見をもとに、Saptomycin　A～Hの相対配置を決定した。

　Saptomycin類の生物活性は、抗菌活性、細胞障害活性（主旦vitro）、抗腫瘍活性

（ln　vlvo）について検討した。抗菌活性は菌によって多少のばらつきは認められる

ものの、全般的にはSaptomycin　Dにおいて最も強い活性が認められた。また、

細胞障害活性試験においては、Deacetylsaptomycin　D、　Eに強い活性を認めた。

抗腫瘍活性試験は、マウス腫瘍系Meth　Aを中心に、　P388、　LL、　Colon　26、　B16

並びにヒト腫瘍系MKN45、　WiDrについて行った。　Meth　Aについては、　Sapto－

mycin　Cl、　C2、　Dに有効な活性が認められたものの、他の腫瘍系に対しては顕著

な活性は示さなかった。以上の結果をまとめると、Saptomycin類はその母核にキ

ノン部分を持つことから、この官能基において活性が発現されることが予想され

るが、一方、各種生物活性試験の結果は、2位の側鎖、8位のangolosamine、10位

の旦，旦一dimethylvancosamineの3カ所の構造が相互に関連しあって、それぞれの

生物活性に対する特異性、有効性、選択性などに影響を与えているものと考えら

れる。さらに、3’位、11位に長さの異なるAcyl基を導入し5種の誘導体を調製

し、細胞障害活性、抗腫瘍活性の改善を試みたものの有効な結果は得られなかっ

た。Saptomycin類において、微量生産物と考えられるSaptomycin　D、　Eさらに

そこから誘導したDeacetylsaptomycin　D、　Eは、腫瘍細胞に対する細胞障害活性

、
」
膚
、
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において・従来より知られているタイプの主生産物である化合物（Saptomycin　Ci、

C2）に比べ、10～100倍もの強い活性を示すことから、本研究において一つの目的

としていた・主生産物よりも非常に活性の強い微量生産物の発見に値する化合物

であった。」血亘⊥gにおいては、現在まで期待した効果を得ていないが、米国癌

研究所（NCI）においてさらに検討を行っている。

　第2部においては、　sp．　G324株の生産するLavendamycin類似
のUVスペクトルを示す、複数の微量細胞障害活性物質の検討を行った。本菌株

の生産する物質は、スクリーニングの過程において、マウス白血病細胞P388と

比較してヒト胃癌細胞MKN45に対して特異的な細胞障害活性を示した。主生産物

としてLavendamycinが同定された。　Lavendamycinはその構造上の特徴から、抗

腫瘍抗生物質Streptonigrinとの生合成的な関連が指摘されているが、この

Streptonigrinも我々のスクリーニングにおいて、　P388と比較してヒト大腸癌細

胞SW48に対して特異的な細胞障害活性を示した。これらの実験結果より、同様

な構造的特徴を持つ化合物は、広く制癌剤のスクリーニングに用いられている

P388細胞におげる感受性に対し、ヒト癌細胞における感受性の方が勝っている可

能性があり、また、スクリーニングに用いているヒト癌細胞が、固形癌由来の細

胞であることから、現在、制癌剤開発の課題となっている固形癌の治療効果も期

待できると考えられた。そこで、本菌株の生産する化合物のHP1090　HPLCシステ

ムを用いた分析、並びに細胞障害活性試験の詳細な検討を行ったところ、

Lavendamycinよりも極性の高い画分に、　Lavendamycin、　StreptonigrinのUVス

ペクトルと類似のスペクトルを持った、複数の微量生産物の存在が認められた。

そこでこれらの化合物の精製・単離を試みた。各種クロマトグラフィーを用いて

単離した5種の化合物について、各種機器分析により構造解析を行ったところ、こ

れらの化合物は・β一carbolineを基本骨格に持ち、1位にC3ユニットを共通に

持つ新規な化合物群であることが明かとなった。さらに、このうち3種の化合物は、

1位の側鎖にL一（＋）一rhamnoseをグリコシル結合している構造であることが示され

た。すべての化合物の構i造を決定しOxopropaline　A、　B、　D、　E、　Gと命名した。

β一carbolineを基本骨格に持つ化合物は、主に、植物より発見されており、微生

物からは・過去に4種目化合物が見つかっているのみである。」匝vitroでの細胞

障害活性試験の結果は・予想に反して、特異性のある強い活性は認められなかっ

た。しかし・Oxopropaline類は・構i造上の特徴、並びに培養過程における存在量

の変化等・Lavendamycinの生合成を考える上で、非常に重要な知見を与える化合

物群であると考えられる・また・Ox・pr・paline類が弱いながらも細騨章害活性を

示すことから・他のβ一carboline化合物が多様な生理活性を示すこととも考え
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合わせ・Oxopropaline類も何らかの重要な生理活性をもつ可能性が強いと思われ
る。

　以上、　r抗腫瘍抗生物質生産菌株が微量に生産する生物活性化合物に関する研

究』として・2種の菌株について検討を行ってきた。当初の目的であった、臨床で

有効な制癌物質の発見には完全には至ってはいないものの、Saptomycinにおいて

は、一定の成果を得たと思われる。今後の展開如何によっては、更なる成果も期

待できると思われる。また、Oxopropalineにおいては、制癌剤の開発に関しては、

まったく期待とはずれる結果となったが、緒論においても述べたように、主生産

物であるLavendamycinの生合成を考える上で、重要な知見を与えるものと思わ

れ・また・他の活性が期待できる面からも今後に検討を残すものであると思われ

る。本研究と同様・抗腫瘍抗生物質生産微生物の持つ潜在能力に着目し、種々の

サテライト抗生物質を得た例としてSaframycin類がある107）。この例でも認め

られるような、目的指向生合成による新規誘導体の作成にまで発展させることに

より、さらに抗腫瘍活性の強い化合物の発見も可能と思われる。本研究において

得られた結果は、方向性として本テーマのめざすものが、一定の成果を上げるこ

とが可能なことを示した。従って・今後さらに本研究を進めることにより、最終

目的である、臨床で有効な制癌剤の開発に対し合致した化合物を提供できると思

われる。
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Summary

The　studies　of　minor　bioactive　compounds　from

　　the　strain　producing　antitumo’r　antibiotics．

　　　　　　ln　the　course　of　our　investigation　aimed　at　the　discovery　of　novel　antitumor　antibiotics

from　microorganisms，　we　discovered　two　strains，　St1　QptQm＞Ls2Rs　sp．　H　P530　and　St［eptgm￥Ges

sp．　G324，　producing　pluramycine　group　compounds　and　lavendamycin，　respectively．　The

comrめunds㈹m　these　strains　gave　str◎ng　an枷rnor　activities血血Ω．　Fu曲er，一

sp．　HP530　yielded　several　minor　compounds　which　had　lower　polarities　and　similar　UV　spectra

as　known　pluramycin　group　compounds，　while　ua　sp．　G324　also　produced　minor

compounds　which　had　higher　polarities　and　UV　spectra　similar　to　lavendamycin．　Beth　greups　of

minor　oompounds　inhibited　the　growth　of　tumor　cell　lines．　The　antitumor　spectra　of　compounds

were　known　to　be　changed　due　to　a　slight　difference　in　the　structure　of　the　compounds，　such

as　the　examples　of　adriamycin　and　daunomycin，　and　that　of　vinblastine　and　vincristine．　On　the

other　hand，　most　of　the　antitumor　compounds　also　had　antimicrobial　activities．　This　behavior

suggested　that　the　strain　yielding　a　known　antibiotic　could　produce　more　active　minor

compounds　against　tumor　cell　lines　and　the　microorganism　producing　itself　or　compounds　with

other　spec’rfic　activities．　ln　addition，　the　minor　compounds　were　of　interest　in　the　relationship　of

the　biosynthesis　of　the　main　antitumor　antibiotics．　Therefore，　1　investigated　the　minor　bioactive

compounds　from　the　strain　producing　antitumor　antibiotics．

　　　　　ln　chapter　1，　the　investigation　of　saptomycins，　which　are　novel　pluramycin－group　’

antibiotics　from　Streptgmyg2　sp．　H　P530，　was　described．　Saptomycins　A，　C　l，　C2，　F　and

B－indomycinone　were　isolated　trom　the　mycerial　cake　of　the　strain．　The　structures　of

saptomycins　Cl　and　C2，　being　main　products，　were　closely　related　to　those　of　pluramycin　and

rubiflavins，　which　possessed　two　aminosugars．　Saptomycins　A　and　F　and　P－indomycinone　had

the　same　chromophore　without　the　two　aminosugars．　HPLC　analysis　ef　the　products

suggested　the　presence　of　minor　antitumor　compounds，　which　provided　the　polarities

between　the　two　groups　of　saptomycins．　One　compound　was　isolated　and　named　saptomycin
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B．　Saptomycin　B　was　the　oonfiguration　isomer　at　the　C－6’　of　saptomycin　Cl．　A　further

investigation　resulted　in　an　interesting　bbservation　that　the　producing　strain　frequently　mutated

and　the　natural　mutant　produced　several　new　compounds　showing　similar　polarities　as　that　of

saptomycin　B，　found　in　the　HPLC　analysis．　Four　oompounds　were　isolated　frem　the　mycerial

cake，　the　struptures　elucidated　in　and　designated　saptomycins　D，　E，　G　and　H．　Saptomycins　D，

E，　G　and　H　were　determined　to　be　mono－S　Z：aminoglycosyl　compounds，　as　is　ankinomycin．

Deacetylsaptomycin　D　and　E　at　3’一〇H　were　derived　from　saptomycins　D　and　E，　respectively．

The　conformation　of　N，N－dimethylvancosamine　moieties　were　examined　using　NOE

experiments　and　1　H－1H　coupling　constants　in　the　1H　NMR　spectra　of　saptomycins　E　and　H，　the

configuration　isomer　at　the　C－6。　of　saptomycin　E，　and　deacetylsaptomycin　E．　The　res岨s　o貿he

experiments　showed　that　the　oonformation　of　the　3LOH　compounds　such　as

deacetylsaptomycins　D　and　E　and　saptomycin　Cl　was　a　boat－like　twist　form　and　that　of　3’一〇Ac

oompounds　as　saptomycins　C2，　D，　E　and　G　was　a　chairform．　On　the　other　hand，　the

conformation　of　the　configuration　isomer　at　C－6’　as　saptomycins　B　and　H　was　not　attered　on　the

structure　at　C－3’　and　showed　a　different　type　of　chair　form　from　that　of　saptomycin　E．　Thus，　the

relative　structures　of　the　saptomycins　were　determined．

　　　　　The　biological　actMties　of　the　saptomycins　and　deacetyl　derivatives　were　examined

up◎n　antimicrobial　aCtivities，血］dt1Q　cytocidal　a（苅vities　and　in血Ωant旋umor　a《苅v面es．

Saptomycin　D　was　the　most　active　antimicrobial　agent　of　all　the　saptomycins．

Deacetylsaptomycins　D　and　E　showed　strong　ln血Ωcytocidal　activ睦ies　against　tumor　cell　lines．

ln　the血Wa　antitumor　experiments，　saptomycins　C1，C2　and　D　gave　strong　adivities　against

murine　fibrosarcoma　Meth　A　cell，　while　these　antibiotics　showed　weak　actMties　against　other

tumor　cell　lines血ぬyΩ．　The　results　of　these　bioactive　experiments　suggested　that　saptomycins

had　active　sites　like　the　quinone　moiety，　the　C－2　side　chain，　the　C－8　angolosamine　moiety　and

the　C－10　N，N－dimethylvancosamine　moiety　and　a　combination　of　these　active　sites　resulted　in

specificity，　effectiveness　and　selectivity　on　the　biological　activities．　Further，　five　acyl　derivatives

at　10－OH　and　3’。OH　were　prepared　and　examined　upon日脚。》rtocidal　activities　and血y挫Ω

antitumor　activities．　But　these　compounds　can　not　give　a　sufficient　in　wa　effect．　Suptomycins
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Summary

D　and　E，　which　were　minor　products　from　the　strain，　and　deacetylsaptomycins　D　and　E，　which

were　derived　from　saptomycins　D　and　E，　showed　a　10－told　to　100－fold　stronger　activity　against

seve「al　antitum。rcell　lines血血Ω・than・the・main・pr・ducts，　such　as　sapt。mycins　Cl　and　C2．

Thus，　saptomycins　D　and　E　were　the　compounds　meeting　the　goal　of　my　investigation．

　　　　　　　　　卜

　　　　　　ln　chapter　2，　the　investigation　of　oxopropalines　from　St1　Qpts2m＞Ls2es　sp．　G324　was

reported．　This　strain　produced　lavendamycin　as　the　main　antibiotic．　lt　was　pointed　out　that　the

antibiotic　was　related　to　streptonigrin　during　biosynthesis．　In　my　studies，　1　found　that　the　strain

produced　minor　cytocidal　compounds，　having　the　UV　spectra　similar　to　those　of　lavendamycin

and　streptonigrin．　Five　compounds　were　isolated　from　the　broth　of　the　strain　and　the　structures

of　the　compounds　were　elucidated　by　instrumental　analyses．　These　compounds　possessed

the　characteristic　oommon　chromophore　as　a　conjugated　B－carboline，　and　a　C3　unit　at　the　C－1

position．　In　addition，　three　of　their　compounds　had　a　thamnosyl　moiety　at　the　C－1　side　chain．　AII

the　compounds’　relative　structures　were　determined　and　named　oxopropalins　A，　B，　D，　E　and　G．

Oxopropalins　gave　weak　aCtiv碇y　against　several　tumor　cell　lines浄血．　The　time　oourse　of

oxopropaline　fermentation　and　the　structure　ot　the　oxopropalines　suggested　that

oxopropalines　were　the　significant　compounds　to　elucidate　the　lavendamycin　biosynthesis．　On

the　other　hand，　someβ一carboline　compounds　were　known　to　be　bioa（苅ve　agents，　such　as

pyridindolol，　verruculogen　and　fumitrernorgin　A；　hence　the　oxopropalines　were　expected　to

have　potent　bioactivities．

　　　　　The　results　ef　the　investigation　supported　that　the　direction　of　my　research　was　correct

to　obtain　new　antitumor　agents　for　clinical　use，　and　hence　it　seems　that　further　investigation　will

present　such　a　useful　compound．
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