
Title 海産生物に含まれる有用生化学資源に関する研究 : 特に海藻のα-グルコシダーゼ阻害性糖脂質について

Author(s) 栗原, 秀幸

Degree Grantor 北海道大学

Degree Name 博士(水産学)

Dissertation Number 乙第4879号

Issue Date 1995-12-25

DOI https://doi.org/10.11501/3108233

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/51297

Type doctoral thesis

File Information 000000292973.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



・

噛1難離離聾藝　i．
腎謹

鱒
　
レ

の

．
．

’

霊
●

鴇P●

㌧曳噸●型

幅（4
℃

秘
鍵

留
．
・

，

」．餐
匹

・
“

’
．
’

亀 一 ｛窪．

が9
　
　
，

・
噌

や
．

石
、
　
監

∵
●

藪醗灘“

羅i嚢襲嚢嚢難叢
；tr　rt fNl・隔；罵：x．：．

撚綱 t”re．t一：pt 79b_

懇
「智

D

．、

彗榊講 W
6

．
・
藷
謹　　｛●

惣
寒

’‘■

9

，

言
鱒

ぞ

，
，

蘇
●

ギ

鞭
伽

：－

一
「，

．
●

　　　　　　卿

　　　　　馨
　　　　．
難
馨叢

7．

→

噸

．一一

向．

「
『
．
致

噌
．
略画“「噛毒「

噂

購 ●

■

噺，

綴り

藁
霧
　
…

嚢

鍵難嚢羅i
蒙難慧一’黙繍階

鑛譲諜議

馨懇講難
　　　　　蟹

田

lt｛gE．t

4

罫窩

’
．

’

層
噂

‘

∫

ぞ

導

’

P
，

4 ■

麗
’

澱．

f

凝　　　　’
繊冒P▼

『
商

・

●

●

tt

．t

一一一

嚇
、

●
▼

曽

唱

“

伊

v：

pt’

一
げ

▼

雪

9ξ
，

一”　e

，

亀ら雪曇

翠
．

㍑

窟層

・
、
営

7

■

一
　
飼

，

．
‘滋

浮 ●　
，

闇」
一

8、
●

4
，　

・℃
．
｛

O儒
奮

闘
耀

O
■

霧
霧

嚢
　

『
げ

「

凱
●

’

魔
高師

mu

｝tt

一眠
、

■

■
，
■撃

9

．

　
　
　
饒

　
　
　
　
　
　
　
　
　
回

国
．
♂
．

｝

奮・

鶴
，

｛
．
け

●尋

y　
●

順

P
邸．

蝦

難
灘

　
■

噸

●
庵
ρ

吼可

．
ψ

贈 曜

講
雛

難
．
4

農

　
　
じ
コ

…
．
欝
F

　
　
即

「い噂
」

紹’

　　．一 「

齢．
駈

罎
轍’

郷

轟
摯
翻
℃

「

坐
．罐

幣
耐
9

．
・

へ調．●

、，盲

ぜ

冒

　　　　号噛馳　　　　．　．職

隷
「
．

詣●

，呵

’

貞
．

一
，灘“

繍
．　
甲

帽．

罰巾

6
t．

紀

踊“一
国 も

引
　
」

や

，げ
守

．

レ

嘔

．
ψ

御
」

鱈
舜

曹

；：徽幽
　
－

9該
工

fPt・

磁
h
’

、

，
門

田
匪

希
．
“

F
歌

旨ρ

‘

直鰯雲
‘
．

，

．箪踊
鱈

・
山国

H
「

癒

田

島

’

｝
「β

e’Ms．

W
＝

r
譲

、

．「

亀亀

り

vLl
【プq’

4

■

　
（
　
岬
　
⊃

亨

瀞
．
翫

’

をδ

‘

勲
燈

「，
“

二
一

’き

舳

”

’

slits

穂
・

櫛
ミ．

匪

．「i■■■■炉
翁

’

戯
、

盗
　
¶

俸「

　
炉
．

「
　
　
「

i’t

●

糎縣鱗籔



　　　1

、
　
　
’
・

　　　北海道大学大学院水産学研究科博士論文

　　　　　　　　　　　主論文

海産生物に含まれる有用生化学資源に関する研究

一特に海藻のα一グルコシダーゼ阻害性糖脂質について一
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第1章　緒　言

　生物は生存のためにさまざまな代謝活動を行い、代謝産物をその生

物自身のために利用する。また、その産物は摂食や寄生という形で自

己以外の生物にも利用される。1）たとえば、植物はデンプン（1）を自

身のエネルギー源として利用・蓄積しており、一一方では、植食動物のエ

ネルギー源にもなっている。このように、「生命活動の原動力は代謝

1

産物にある。」といっても過言ではない。

　代謝産物は一次代謝産物と二次代謝産物と呼ばれる二つのグループ

に分けられる。1）一次代謝産物は生命活動に必須であり、生体内に多

量に含まれる。たとえば、糖質・炭水化物、α一アミノ酸・タンパク質、

脂質、核酸などがあげられ、主としてエネルギー源、生体構成成分、

生命活動の機能、情報を司る物質として生命活動を支えている。これ

らのうち、糖質・炭水化物を例にとると、エネルギー源として前述のデ

ンプンやグリコーゲンがあり、生体構成成分としてセルロースやキト

サンがある。そして情報を司る物質として1（皿液型決定糖脂質糖鎖等が

代表的である。2・3）

　　　　　　　　　　　　　　　1

　　g
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撰　・灘搬 二二灘難灘灘三二二二灘灘：、購



ii．a，，e．）一一一’

　二次代謝産物とは一次代謝産物やその生合成中間体から生合成され

るその他の化合物の総称である。1》以前は、これらの二次代謝産物を

生きていく上では必要のないものとされていたが、天然物化学、有機

化学、生物化学、生理学の進展にともない、二次代謝産物の多くは生

物の生理機能制御を司ることが解明されてきた。たとえば、ホルモン、

他の生物から自分を守る防御物質、さらには、他の生物に有益なカイ

ロモンと総称される代謝産物がそれに該当する。1・4・5）食品の香辛料

や生薬などの二次代謝産物はヒトに対しても重要な働きを行う化合物

・が多い。従って、二次代謝産物の生理活性を明らかにする研究はそれ

らの代謝産物を有効利用する上でも大切なことである。

　食品とは生物の代謝活動によって生合成された一次代謝産物や二次

代謝産物をヒトが生命活動のために利用する形態に他ならない。炭水

．化物・タンパク質・脂質は他の生物の一次代謝産物であり、ヒトはそれ

らをエネルギー源や体構成成分として利用している。また、辛子油配

糖体やカプサイシンというような二次代謝産物は、食品の辛味に関与

し、食欲を増進する。2》近年重要な生理機能を示す一次代謝成分が多

数見つけられている。タンパク質の消化物に1fi1圧上昇抑制効果を示す

ペプチド6）やカルシウム吸収に関与するカゼインホスホペプチド6）など

が発見され、重要な生理機能を担うペプチド部分をタンパク質がもっ

ことが明かとなった。さらに、炭水化物では食物繊維やオリゴ糖が大

腸内での腸内発酵を介して生理機能を有し、7・8）脂質ではドコサヘキ

’サエン酸やイコサペン即下ン酸などの高度不飽和脂肪酸がさまざまな

生理機能を示している。9）このように従来いわれてきたエネルギーや

生体構成成分としての一次代謝産物と、生理作用などを司る二次代謝

産物とに分けることは、機能性の面からはあまり意味がなくなってき

’ている。

　食品がヒトに及ぼす機能、すなわち、食品機能は一次から三次機能

　　　　　　　　　　　　　　　　2
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にわけられる。6）一次機能とは基本的な食品の栄養機能であり、二次

機能は食品の嗜好性に関与する機能であり、三次機能は生体調節機能

である。食品に三次機能をもたらす代謝産物を探索することはその機

能を理解する上で重要である。そこで本研究では、ヒトにとって有益

な他生物の代謝産物を単離し、特性を調べることを目的にした。

　ヒトが他生物の代謝産物を利用する場合や自ら必要な代謝産物を合

成・変換する場合には酵素が触媒として関与する。本研究では、まず、

α一グルコシダーゼ・β一グルコシダーゼ・チロシナーゼの3種類の酵素に

対する阻害物質を検討した。

　α一グルコシダ一見（EC3．2．1．20）はアルコールやフェノールのα一

グルコシド配糖体（2）のα一グリコシド結合を加水分解する10）（Fig．1－

IA）。α一グルコシダーゼには、グルコースが2分子縮合したマルトー

．ス（6）に働くマルターゼ11》（Fig．1－1B）およびスクロース（7）に働くス

クラー四川などが含まれる（Fig．1－1C）。

　α一グルコシダーゼはヒト体内で重要な働きを行っており、12）栄養

学的には炭水化物消化の最終段階に関与している（Fig．1－2）。摂取し

たデンプンは唾液や膵臓アミラーゼの働きにより二糖類マルトースま

で分解され小腸に送られる。また、スクロースはそのまま小腸まで達

する。そして、それらは小腸冊子内膜に存在するα一グルコシダーゼに

より加水分解され、グルコースなどの単糖類に変換される。13）グル

コースは吸収され血糖となり、食後高血糖状態を引き起こす。健康な

ヒトではインスリンの働きにより、正常な血糖値に戻るが、糖尿病患

者では食後高血糖状態が長時間続く。14｝糖尿病患者では食後高血糖

を引き起こさせないたあに、厳密な食事制限で血糖値上昇を抑えるか、

インスリン分泌を促すスルポニルウレア剤・インスリン剤が用いられて

いる。15）しかし、食事制限では毎食のエネルギー計算が必要で忠実

3
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に制限を守る必要があり、患者や家族の忍耐強さが必要になる。化学

薬剤やホルモン剤は耐性の問題や施与時期・施与量の正確さが必要で、

これを誤ると逆に低lfiL糖状態を招く危険性がある。15》

　近年、新タイプの食後高血糖抑制物質として、α・グルコシダ一刻阻

害物質が注目を浴びている。α一グルコシダーゼ阻害により二糖類の加

水分解を抑制して、小腸内でのグルコース生成量を抑制する。この結

果、小腸におけるグルコース吸収量が減り食後の高血糖を抑えること

ができる。このように1血糖値上昇を抑制する効果が得られるが、グル

コースなど単糖類投与に対しては、IfiL糖上昇抑制効果がない。16’18）

　生化学的には、α一グルコシダ一直は主として糖タンパク質の翻訳置

銭鎖プロッセッシングに関与している（Fig．1－3）。12）タンパク質が

翻訳され耳鎖が付いたあとに、粗野小胞体においてα一グルコシダーゼ

により糖鎖のグルコース残基が加水分解される。さらに各種グリコシ

ダーゼの働きにより糖鎖は修飾を受け、生理機能を発現する糖タンパ

ク質に変換する。12）α一グルコシダーゼ阻害物質はこの糖鎖修飾を阻

害するので、糖タンパク質の生理機能が発現されなくなる。このよう

に糖タンパク質の糖鎖プロセッシング阻害物質としてα一グルコシダー

ゼ阻害物質を利用して抗癌剤や抗ウイルス剤などが開発されている。12）

　β一グルコシダーゼ（EC　3．2，1．21）はアルコールやフェノールのβ一

グルコシド配糖体を加水分解する酵素である。10》β一グルコシダーゼ

はヒトの消化管には存在しないが、大腸に生息する腸内細菌がこの酵

素を生産する。ヒトにとってのβ一グルコシダーゼの重要な生理作用は

大腸発酵による有用または有害代謝産物の生産である。有用な代謝の

一例は食物繊維からの短鎖脂肪酸の生産である（Fig．1－4）。8》食物

繊維に含まれるセルロース（9）はグルコースがβ・グルコシド結合し

5
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Fig．　1－3　Process　of　glycoprotein　processing．i2）
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　　　　Symbols：　triangle，　glucose；　circle，　mannose；　square，

　　　　N－a　cetylgl　uco　sam　ine　．

’たポリマーなので・ヒト自身が持つ小腸までの消化酵素では加水分解

されない。しかし、大腸の腸内細菌のセルラーゼにより二糖類のセロ

ビオース（10）まで加水分解され、さらに、β・グルコシダーゼの一種

セロピアーゼによりグルコース（3）まで加水分解される。生成したグ

ルコースは発酵基質となり、短鎖脂肪酸などが生成し、大腸機能を改

善する。19》一方、不利益な面として、外来毒性物質の配糖体を加水

6
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分解して、毒性の発現に関与することが知られている。2）例えば、ソ

テツに含まれるサイカシン（11）は毒物配糖体で配糖体のまま大腸ま

で到達する。サイカシンは腸内細菌のβ一グルコシダーゼで加水分解さ
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・　Fi　g．　1　一5．　Toxic　me　tabolism　wi　th　P　一g　lucosid　ase　in　th　e　la　rge

　　　　　intestine．

れ、発ガン性を示すメチルジアゾキシメタノール（12）を生成する

（　Fi　g．　1－s）　．　2）

　これまでに単離報告されている生物由来のグルコシダーゼ阻害物質

（Fig．1－6）は、六員環や五員環構造を有し、含窒素ヘテロ環やシクロ

ヘキサン・シクロヘキセン環に水酸基が高度に置換した構造をとるもの

が多い。
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　　チロシナーゼはモノフェノールモノオキシゲナーゼ（EC　1．14．18．1）

　とカテコールオキシダーゼ（EC　1．10．3．1）活性をあわせ持つ酸化還元

　酵素である。チロシナーゼは生体内でチロシン（40）やドーパ（41）

　を出発物質としてメラニン生成過程で最初に働く酵素である（Fig．1－

7）。チロシンはチロシナーゼのモノフェノールモノオキシゲナーゼ作

用により酸素が導入されドーパになる。ドーパはチロシナーゼのカテ

　コールオキシダーゼ作用により脱水素されオルトキノンのドーパキノ

　ン（42）になる・ドーパキノンはさらにドパクロームを経てメラニン

に至る。2）メラニン生成作用は、食品学的にはエビの貯蔵中に起こる

黒変、39）野菜・果実の切断・損傷・病原菌に犯された場合の褐変など貯

蔵時の食品劣化に関与し・2》また、ヒトのシミ・ソバカスにも関与し

ている。35）チロシナーゼ阻害物質によるエビの黒変を抑える試み39｝

や美白作用化粧品35）として利用されている。これまでに報告されてい

るチロシナーゼ阻害物質をFig．1・8に示す。

　酵素阻害活性スクリーニングのために、抗生物質40’45）分画の指標に

使われている寒天平板法の適用を試みた。46）α一グルコシダーゼとβ一

グルコシダ一斗阻害性試験では、それぞれρ一ニトロフェニルーα一D一グ

ルコピラノシド（58）とρ一三トロフェニルーβ一旦一グルコピラノシド

　（59）を基質として呪いた（Fig．1－9）。これらの基質を含む「基質

寒天平板」を作製し、表面に酵素を塗布した「酵素寒天平板」を作製

した。被験物質含有ぺ：一一バーディスクを酵素寒天平板に埋め込み被験

物質を充分に拡散させたあとに、基質寒天平板を酵素寒天平板の上に

のせて酵素反応を開始した。酵素反応が進行すると、ρ一ニトロフェノ

ール（60）が遊離してrli性～塩基性の条件下で黄色を呈する。酵素反

応が拡散した被験物質により阻害される場合には、ρ一ニトロフェノー

ルが生成せずに無色のままである。本方法はグルコシダーゼ阻害性試

験において初めて視覚的な判別方法として確立された。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ascorbic　acid　（47）35）

　　　　　　　　　　　　ow　OH

　　　　　　　　　IJ　A
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し多

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ow

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Phloroglucinol　（4g）35）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ク・　　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　kYv－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NNoH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Salicylhydroxamic

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　acid　（s　1）36）

Fig．　1　一8．　Tyrosinase　inhibitors．
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o
ow

　　　　ノ　、

Tropolone　（s2）36）

　　　　　　　　SH

H2N　　　　　　　　COOH

Cysteine　（s4）38）

ow

　　　　　　　ou
l’ミ

　　」

COOH

Protocatechuic　acid　（s6）39）

Na2S20s

Sodium　metabisulfite　（s3）37）

　　　　　　　　1’ミ

　　　　　　　　　　‘””！fl

COOH

Benzoic　acid　（ss）39）

HO

ow

＼
∠
COOH

ow

Gallic　acid　（s7）39）

（Continued）
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　　p－Nitrophenyl－ct－D－

　　glucopyranoside　（58）

　　　　　ow
　　p－Nitrophenyl－B－D－

　　glucopyranoside　（59）

ct－Glucosidase

．．．一．．．．一．．一一
ji，））一

6－Glucosidase

一一一一一一一一一一一一一
堰j）’

Ho　一一〈i：1i＞一・・　No2

　p－Nitrophenol　（60）

　　　．

　　　　ow
　　　　　oHO
　HO　　　　　　　H，
　　　　　OHI　OH

　　GIucose　（3）

Fig．　1－9．　Glucosidase　reactions　used　in　the　kinetic　studies．

　チロシナーゼ阻害試験もグルコシダーゼ阻害試験と同様に寒天平板

法で行った。47）基質としてチロシン（40）を寒天に溶解して寒天平

板を作製した。チロシナーゼ溶液を表面に塗抹後に寒天平板上に被験

・物質含有ペーパーディスクを寒天平板上にのせた。酵素反応が進行し

た場合には黒色を呈し、酵素反応が阻害された場合には無色のままで

ある。さらに、抗菌性試験も培地を含む寒天平板法40）を用いた。

　簡便にスクリーニングが行えるこれらの寒天平板法により供試生物

．の有機溶媒抽出物で酵素阻害性および抗菌性スクリーニングに供した。

なお、本研究での供試生物として道南沿岸の海藻、チュクチ海や相模

湾で採集した無脊椎動物、さらに市販されている水産物を対象とした。

阻害性スクリーニングの結果、α一グルコシダーゼ阻害性を示したのは

海藻9種類・水生植物1種類・無脊椎動物4種類・市販水産食品4種類であ

った。β一グルコシダーゼ阻害性を示したのは海藻7種類・無脊椎動物2

種類・市販水産食品5種類であった。チロシナーゼ阻害は海藻3種類・無

脊椎動物3種類で認められた。また、抗菌性を示したのは海藻5種類・無

　　　　　　　　　　　　　　　　17
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脊椎動物7種類だった。

　数多くの生物成分に酵素阻害性が認められたので、本研究では褐藻

類の食用海藻であるヒジキのα一グルコシダ一際阻害性成分に注目し、

阻害物質の特性を明らかにした。ヒジキは食物繊維の多い食品として

知られている。48）食物繊維は血糖値上昇抑制効果2）を示すので、α一

グルコシダーゼ阻害物質の存在を明らかにできれば、さらに血糖値上

昇抑制効果を期待できると考えた。

　α一グルコシダーゼ阻害性試験の結果を指標にして、ヒジキのn一ブタ

ノール抽出物からシリカゲル・セファデックスLH　一20カラムクロマトフ

ラフィーおよび薄層クロマトグラフィーで阻害物質を単離した。阻害

物質の構造を機器分析で検討したところ植物の主要な糖脂質である

1，2一ジアシルー3一（6一スルホーα一旦一キノボピラノシル）一sn一グリセロー

ル（スルホキノボシルジアシルグリセリド，SQDG，61）49）とそのり

ゾ体の1一アシルー3一（6一スルホーα一旦一キノボピラノシル）一sn一グリセロ

ール（スルポキノボシルモノアシルグリセリド，SQMG，62）50）を単

離した（Fig．1－10）。

HO

o

OR　1

Ri　＝R2　＝Acyl　SQDG　（61）

Ri　＝Acyl，　R2＝H　SQMG　（62）

Fig，　1－10．　ct－Glucosidae　inhibitors　isolated　in　this　study．
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　速度論的解析から、SQDGは酵母α一グルコシダーゼに対して拮抗阻

害を示し、阻害物質定数κ’は2．9±0．3μMだった。SQMGは阻害率の比

較によりSQDGより阻害活性が強かった。

　また、SQDGを単離する過程で粗糖脂質純分でSQDGのα一グルコシ

ダーゼ阻害性が抑制されることを確認した。その原因を検討したとこ

ろ、糖脂質の1，2一ジアシルー3一（6一α一Q一ガラクトピラノシルーβ一旦一ガラ

クトピラノシル）一sn一グリセロール（ジガラクトシルジアシルグリセ

リド，DGDG，63）がSQDGのα一グルコシダーゼ阻害性を抑制するこ

とを明らかにした。速度論的解析からDGDGは酵素に働きかけている

のではなく、阻害物質のSQDGに働きかけ阻害効果を抑制しているこ

とを明らかにした。51）

HQ　一〇H

HO

o
　　　　　　　　o
6ii＞　H9　AikyiLo

　o．
ON　O

　　o
O一　Alkyl

HO
　　　OH

DGDG　（63）

　本研究では、海産生物成分の有効利用のためにこれまで研究例のあ

る生理活性以外の活性でスクリーニングしたところ、新たな利用方途

が期待できる生物抽出成分が得られた。そのうちのα一グルコシダーゼ

．阻害物質の構造を解析し、既知化合物ではあるがSQDGを単離・同定で

きた。本研究で明らかにしたSQDGの活性はこれまでに報告例がなく、

既知化合物の新たな利用方途を開発できる端緒となった。

　　　　　　　　　　　　　　　　19
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第1節　供試生物と有機溶媒抽出

　（1）供試生物

’2－1）　o

海産生物成分の酵素阻害性及び抗菌性物
質の検索

　本研究で酵素阻害性と抗菌性を検討した供試生物は海藻14種類・海産

種子植物1種類・海産無脊椎動物7種類・水産食品8種類である（Table

　Table　2－1．　Organisms　and　seafoods　examined　in　this　study

Organism

Seafood

Scientific　name Sampling　Sampling

　date　site

　［AL　GAE］

Green　algae　（Chlorophyta），

Ul　vac　eae

1．Bo　uaonori　En　teromorpha　in　tes　tinalis　1991．5．23　Shiriuchi

．2．　An　aao　sa　Ul　va　pe　rtu　sa　1991．7，29　Toi

Brown　algae　（Phaeophyta）

Sargassaceae

3．月’1’ki　　　　　　　　　　fガz欣’a　fus’forme　　　　　　1992．7．16Toi

‘4，Um，t。raη。。　　Sargassum伽ηberg“1992．7．16T。i

　・鎌繍繊．「 ?　　　、t・．

　　　　　　灘、　懸・幽幽’ Cww　灘
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（continued）

Le　ath　esiaceae

5．　Ne　barimo　Leath　esia　difio　rmis　1992．6．16　Shiriuchi

Sc　yto　siph　onaceae

6．Kayamonori　Scytosiphon　lomentarius　1991，6．11　Toi

Fucaceae

7．　Ezoishige　Petvetia　vvrightii　1992．7．16　Toi

Pu　nct　ariaceae

8．Kitaiwahige　Myelophycus　intestinale　1994．6．2　Shiriuchi

Red　algae　（Rhodophyta）

Co　ral　linaceae

9，　Pirih　iba　Co　raltina　piiulifera　1992，6．16　Shiriuchi

lO．　Ez　osh　ikoro　Ca　lti　arth　ron　ye　sso　ense　1992．　6．16　Sh　iri　uchi

Gigartinaceae

11．Ezotsunomata　Chondrus　yendoi　1991．6．11　Toi

12．Akabaginnansou　Rh．odogtossumJ’aponicum　1993．7．3　Toi

Rh　odo　metaceae

13．Fuノ’matsumo　　　　　月力odomθ’a’ar’x　　　　　　1994，6，2　Shiriuchi

Endocladiaceae

14．Fu　kurofunori　Gloiopeltis　iu　rcata　1992．7．16　Toi

［SEAGRASS］

Potamogetonaceae
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（c　ont　inue　d）

15．Sugamo　Phyllospadix　iwatensis

　［INVERTEBRATES］

16．Ok　in　o　tezu　rumozu　ru　Gorgoηooθρ力a／us　oary’

17，Ji　ig　asekinko　Ps　oius　sq　uam　atus

18．Akaboya　Halocynth　ia　au　ran　tium

1　9　．　En　agakush　ie　rabo　ya　Bo　ltenia　ovife　ra

20．Giboshimushi　Balan　ogto　ssus　sp．

21　．Haorimushi

22　．Sh　iro　u　rig　ai

　（SEAFO　ODS］

23．Fresh　VVakame

24．Dried　VVakame

25．Dried　Konbu

26．Dried　HiJ’iki

27　．　Ka　tsuo　ke　zuribushi

28　，　Niboshi

29　．Sh　i7imi

30．Asari

Lamellibrach　ia　sp　．

Ca　lyp　togena　so　yoae

1994．6．24　Minamikayabe

1991　．8

1991，8

1991．8

1991．8

1991　．8

Chukchi　Sea

Chukchi　Sea

Chukchi　Sea

Ch　ukchi　Sea

Ch　ukchi　Sea

1993．8，19　SagamiBay

1993．8．19　Sagami　Bay

1994．5．12　Market

1994．9．1　Market

1994．9．5　Market

1993．2．10　Market

1994．9．5　Market

1993．2．10　Market

1994．5．12　Market

1994．5．12　Market

22
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（2）海産生物の有機溶媒抽出

（2。1）海藻および無脊椎動物の有機溶媒抽出

　海藻は採集後研究室に持ち帰り、直ちに水洗・水切り後、生鮮重を測

り、カッターで2～3cm長または角に切断した。切断した藻体を有機

溶媒（メタノールまたはアセトン）に浸漬し、室温で1週間～1カ月静

置・抽出を行った。抽出液を減圧濃縮し、メタノール（アセトン）抽出

物を得て、重量を測定した。さらに、メタノール（アセトン）抽出物

に水を加え、酢酸エチルと分配した。酢酸エチル層を無水硫酸ナトリ

ウムで乾燥後、減圧濃縮して酢酸エチル可溶画分を得た。残りの水層

にn一ブタノールを加え、n一ブタノール層を無水硫酸ナトリウムで乾燥し、

減圧濃縮してn一ブタノール可溶画分を得た。残った水層（水可溶四分）

はそのまま濃縮した。酢酸エチル可溶画分、n一ブタノール可溶画分、水

可溶画分の重量をそれぞれ測定した。ただし、濃縮が困難な場合（粘

稠性物質など）は全体の重量を測定せずに、一部をとり濃縮した。

　無脊椎動物はチュクチ海または相模湾で採集・冷凍し、研究室に搬入

した。解凍後、種類毎に分別し、重量を測定した。これらの生物体を

カッターまたは包丁で細断した。細断した生物体の有機溶媒抽出は海

藻の場合と同様に行った。

　供試した海藻および無脊椎動物の重：量および抽出物や有機溶媒可溶

画革の重量をTable　2－2に示す。水産食品のうち、生ワカメは海藻の抽

出と同様に行った。

（2。2）水産食品の抽出

　乾燥ワカメはそのまま粉砕後に90％メタノールで抽出し、抽出液を

減圧濃縮した。その他の水産食品は調理過程を考慮して、まず蒸留水

による煮沸操作を加えた。乾燥コンブはまずハサミで4cm2に細断し、

　　　　　　　　　　　　　　　23
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Table　2－2． Weights　of　marine　organisms　examined　and　extracts

using　organ　ic　so　lve　nts

Sample swa

（g）

Osb EwC

（g）

spFd

EtOAc　n－BuOH　Water

［ALGAE］

1．　Bo　uao　nori

2．　An　aaosa

3。H’ノik’

4．　Um　itoranoo

5．　Ne　barimo

6．　Ka　yamonori

7．　Ez　ois　hige

8．　Ki　tai　wahige

9．P’”力’わa

1　O．　Ez　osh　ik　oro

11．　Ez　ots　unom　ata

12．Akabaginnansou

1　3　．　FuJim　ats　umo

14．FL〃（urofunOノブ

（
∠
5

2

」
1
3

A
O
i
・

57
●

5

4

．
0

2

0
●

17

5
●

79

0
　
．

・
4
T

6
R
Uハ
U
」
u
4

●

02

8
i
5 73
W　
1

1

e

　
1．
似
4
3
．
　
1

1

70

0
●

2

凶
一
7
σ

4
●

0

6
0

1

5

●
　
一

2

36

U砒
7
6

0

11

16
・
0

15．96

　6．5

　13

0．32

12．21

［　SEAFO　ODS］

23　．　Fr　esh　VVa　kame 839 M 32．0 2．74 O．69 21．8
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（continued）

［SEAGRASS］

15．Sugamo 41　O A 28．2 3．04 6．03 16．4

　［1NVERTEBRATES1

16．Okinotezurumozuru

17．Jiigasekinko

18．Akaboya

19．ε’ηaglakこ15ゐ’θraわoya

20　．　Gi　bos　himushi

21．1ぜao”musん5

22．Sh　iro　urigai

5060

2010

920

460

24　80

　90

920

63．2

51．7

19．5

15．0

94．0

4．0

12．7

6．2

2．6

1．6

2．O

O．6

1．34

0．84

11．2

10．4

3．8

3．5

0．34

0．99

1．08

10．82

aWe　ight　of　fresh　matter　rinsed　with　tap　water．

b　org　an　ic　so　lve　nt　us　ed　fo　r　extra　ctio　n，　M，　me　th　anot；　A，　ac　eto　ne．

CWe　ight　of　the　organ　ic　extract　concentrated　under　reduced　pressure．

d　We　ight　of　th　e　co　nce　ntratqd　so　lve　nt　fr　act　ion　ob　tai　ned　with　a　se　ries　of

　so　lve　nt　partition　ing　，

eNeither　obtained　nor　me　asu　red　due　to　viscous　prope　rtie　s．

蒸留水を加え、1時間前後煮沸した。煮沸液を室温まで冷却後に煮沸液

と残漉にろ別した。残渣を包丁で細断後に、90％メタノールで抽出し

た。煮沸液はそのまま阻害性試験に用い、乾燥コンブの煮沸液のみは

減圧濃縮した。メタノール抽出液をろ過後に減圧濃縮した。供試した

水産食品重量および丁丁分の重量を測定した（Table　2－3）。
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Table　2－3．　Weights　of　seafoods　examined，　and　methanol

extracts　of　the　residual　seafood　matter　after　boiling

Samp量e Sample

weight　（g＞a

Di　sti　lled　wa　ter

　added　（m　2）

methanol

extractb（g）

（　SEAFO　ODS］

24．Dry　VVakame 41．3 NBC
10．0

25．Dry　Konbu

26．Dry　Hiノ’k’

27　．　Ka　tsuo　kezur　ibus　hi

28．　Ni　bos　hi

29．S力’ノ’mi

30．Asari

106

5．　2

120

5．2

528

581

49．4e

73．3e

2000

100

550

100

500

500

32．sd
　7

0．16

　20

0．22

0．．5

1．11

aFresh　weight．

bWe　ight　of　the　methanol　extract　of　the　residual　matter　after　boiling．

CWi　tho　ut　bo　iling．

dwe　ight　of　the　bo“ed　extractive．

eWe　ight　of　the　so　ft　part．
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第2節　グルコシダーゼ阻害性

　第2章第1節に記載してある生物の有機溶媒可溶成分の酵素阻害活

性及び抗菌性を検討した。酵素阻害および抗菌性試験の結果を視覚的

に判断できるように、抗生物質スクリーニングに使用されている「寒

天平板法」の適用を試みた。

2－1　グルコシダーゼ阻害性試験寒天平板法の確立

　グルコシダーゼ活性測定は吸光度法31）や生成するグルコースの

定量21》により行われてきた。しかし、粗抽出物のグルコシダーゼ阻害

性を検討する場合に、抽出物そのものの吸光度が測定の妨害になった

り、水溶液条件下で測定するので、抽出物の水への溶解性が問題とな

ってきた。そこで、抗生物質の一次スクリーニングに広く使われいる

ペーパーディスクを使用した寒天平板法をグルコシダーゼ阻害試験に

適用した。

　α一およびβ一グルコシダーゼはそれぞれα一およびβ・グルコシドを加

水分解する酵素であるこれらの酵素の基質としてρ一ニトロフェニルーα一

旦一グルコピラノシドおよびβ一旦一グルコピラノシドを用いて、酵素反応

を行い、ρ一ニトロフェノールを遊離させた（Fig．1－9）。ρ一ニトロフェ

ノールは中性からアルカリ性条件下でフェノラートアニオンに解離し、

黄色に呈色することが知られているので、この呈色の変化から酵素活

性を求めた。

（1）α一グルコシダーゼ阻害性試験の寒天平板法

　10m里リン酸緩衝液（pH　7．0）20　m2に寒天300mgを溶解し

て寒天平板を作製した。この平板の表面に5四1m4α一グルコシダー
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ゼ（Sa　cch　aromyce　s　ce　re　visia　e由来、和光純薬工業（株））溶液を

塗抹して酵素寒天平板とした。一方、基質として5mMρ一ニトロフェ

ニルーα　一Q一グルコピラノシド（東京化成工業（株））10meに寒天

300mgを溶解させて基質平板を作製した。被験物質を任意濃度にな

るように有機溶媒または緩衝液に溶解して、マイクロシリンジにより8

mm直径のペーパーディスク（東洋濾紙）に20　Pt　eしみこませた。酵

素寒天平板にコルクボーラーで穴を開け、被験物質含有ペーパーディ

スクをその穴に入れた。25℃、2、5時間静置して被験物質を拡散させ

た。基質寒天平板を酵素寒天平板上に重ね、酵素反応を開始させ、30

分間静置した。酵素反応が進むと、ρ一ニトロフェノールが生成し、フ

ェノラートアニオンに解離させて黄色に着色する。酵素反応が進まな

いときは、ペーパーディスクのまわりに無色円ができる。この無色円

の有無と直径を測定して、α・グルコシダーゼ阻害性を調べた。以上の

・方法をFig．2－1にまとめた。

（2）β一グルコシダ一斗阻害性試験の寒天平板法

　β一グルコシダー二等書性試験の寒天平板法は「（1）α一グルコシダ

ーゼ阻害性試験の寒天平板法」の方法と同様であり、異なる点のみを

記載する。緩衝液には10m1y1クエン酸緩衝液（pH　5．0）を使用した。

20P9／meβ一グルコシダ一国（アーモンド由来、オリエンタル酵母

（株））溶液を塗抹して酵素寒天平板とした。基質として5mMρ一ニ

トロフェニルーβ一旦一グルコピラノシド（ナカライテスク（株））を使

用した。酵素反応終了後に、アンモニア蒸気を充満した容器に移し、

寒天平板をアルカリ性条件下でρ一ニトロフェノールが生成し、フェノ

ラートア一理ンに解離させ黄色に着色させ、無色円の有無と直径を測

定した。
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A　Enzyme　agar　plate　C

　　　　　　　　　　　　　十

B　Substrate　agar　plate

　
　
F

D

E

Glucosidase
solution

（ljii）

唾
■
ゴ
P
w
i
r寸

Paper　disk　（8　mm）

wi’狽?　extracts　or

inhibitor

．J）c’
F／　2．5h

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O．5　h

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝〆Ye鯉ow

　　　　　　　　　　　　　　　　　Paper

　　　　　　　　　　　　　　　　　disk

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Colorless

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　circte

Fig，　2－1．　Procedure　of　glucosidase　inhibitory　assay　using　the　ag　ar　plate

method．

　　　　　A，　Preparation　of　the　enzyme　ag　ar　plate　by　dissolving　1．50／o　ag　ar　in

buffer；　B，　preparation　of　the　＄ubstrate　ag　ar　piate　by　dissoMng　3．00／o　ag　ar

in　buffercontainingρ一nitrophenyトP－glucopyranoside；C，　addit　ion　of

glucosidase　in　bufferand　spreading；　D，　placing　the　paper　disk　in　the　hole

made　by　acork　borer；　E，　preincubation　at　25　OCfor2．5　h；　F，　placing　the

substrate　ag　ar　plate　on　the　enzyme　ag　ar　plate　and　incubation　at　25　OC　for

O．5　h；　G，　me　asurement　of　diameter　of　colorless　circle　ag　ainst　yellow

backg　round，　and　in　the　case　of　P－glucosidase，　placing　the　enzyme　and

substrate　ag　ars　in　a　container　saturated　with　ammonia　vapor．
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　（3）既知グルコシダーゼ阻害物質に対する寒天平板法の適用

　寒天平板法によりグルコシダーゼ阻害を評価できるか否かを既知の

グルコシダーゼ阻害物質の1一デオキシノジリマイシン（14、

Cambridge　Research　Biochemicals　lnc．）とグルコノーδ一ラクトン

　（15、和光純薬工業（株））で検討した。それぞれの寒天平板法の試

験結果をTable　2－4に示す。

　Table　2－1の結果から、1一デオキシノジリマイシンでは、α．グルコ

シダーゼに対して50μ9／ディスクから、β・グルコシダーゼに対して

100μg／ディスクからそれぞれ酵素阻害活性が検出できた。グルコノー

δ一ラクトンでは・α一グルコシダーゼに対して500μ9／ディスクから、

β一グルコシダーゼに対して250μ9／ディスクからそれぞれ酵素阻害活

性が検出できた。これまで報告されている1一デオキシノジリマイシン

の酵母α一グルコシダーゼに対する阻害物質定数κ1は21μM（pH　7）、

アーモンドβ一グルコシダーゼに対するκiは300μM（pH　5）で

ある。52》また、グルコノ・δ一ラクトンのアーモンドβ一グルコシダーゼ

に対するκiは200μM（pH　6．2）である。53）阻害物質定数と阻害円

の直径では単純に比較はできないが、1一デオキシノジリマイシンはβ一

グルコシダーゼよりα一グルコシダーゼに対して強い阻害性を示す点で

一致している。このように、寒天平板法はグルコシダーゼ阻害を検出

でき、吸光度計のような分析機器を必要としない。しかも、阻害物質

の濃度が高くなれば、阻害円の直径も大きくなることが確認できた。

ただし・阻害物質の拡散に依存することや生成したρ一ニトロフェノ＿

ルの拡散も次第に起こるために定量性は低いと考える。よって、この

寒天平板法は生体成分抽出物の一次スクリーニングや阻害物質分画の

初期段階に・定性的にまたは半定量的に適用するのが望ましい。
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Table　2－4．　lnhibitory　activities　of　known　glucosidase　inhibitors

　　　　　　　　assessed　through　the　novel　agar　plate　method

　　　　　　　　developed　in　this　study

Glucosidase

　inhibitor

　Dose

（pg／disk）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　a
Diameter　（mm）　of　inhibitory　zone

ct－Glucosidase　S－Glucosidase

　　　H

　　　　　　HkNH
　　　　　　　　H

　　　　　　　　OH　H

　　　　HO

　　　　　　　　H　OH

1－Deoxynojirimycin　（14）

500

100

50

10

0

17

14

11．5

17

10．5

　－b

H

　　H

　　　H　H

HO
o

　　　　　　H　OH

GIucono－6－lactone　（15）

500

250

125

　0

12

2
」
一

a
　Values　are　the　averages　of　two　measurements．

b
　No　inhibition．
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2－2　結果と考察

　一次スクリーニング法として寒天平板法を確立できたので、海産生

物抽出物（第2章第1節）のグルコシダーゼ阻害性を検討した。各抽

出物が20mg／ディスクになるように8mmペーパーディスクにチャ

ージし、寒天平板法によるグルコシダーゼ阻害性試験に供した（Table

2h5）　o

　水産食品の煮沸液のうち濃縮していない場合は、煮沸液20μをそ

のままチャージした。濃縮した煮沸液やメタノール抽出物は20mg／デ

ィスクになるようにペーパーディスクにチャージし、寒天平板法によ

るグルコシダー零時害性試験に供した（Table　2－6）。

　褐藻6種類のすべてが酵母α・グルコシダーゼおよびアーモンドβ一グ

ルコシダーゼに対して阻害性を示した。褐藻成分のα一グルコシダーゼ

に対する阻害性とβ・グルコシダーゼに対する阻害性を比較すると、前

者に対する阻害性のほうが強かったので、褐藻はα一グルコシダーゼ阻

害物質の供給源として期待できる。同一植物での酢酸エチル、n一ブタ

ノールおよび水可溶画分野の比較では、α一グルコシダーゼおよびβ一グ

ルコシダ一概阻害性ともに共通の傾向がなく、種によって阻害物質の

種類や含量が異なるか、同一・植物内に複数の阻害物質が存在している

と推測する。褐藻抽出物のうち、ヒジキのn一ブタノール可溶画分、ウ

ミトラノオのn一ブタノール可溶画分およびキタイワヒゲのn一ブタノー

ル可溶画分でα一グルコシダーゼに対する阻害性が強かった。

　紅藻5種類のうち、3種類が酵母α一グルコシダ一班に対一して、1種類

がアーモンドβ一グルコシダ一月に対して阻害性を示した。これを褐藻

の結果と比較すると阻害性を示す海藻の割合が低く、紅藻にはグルコ

シダーゼ阻害成分があまり含まれていないことが明らかとなった。
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Tab　le　2－5，　Glucosidase　inhibitory　actjvities　of　the　extracts　from　marine

　　　　　　　　　organ　lsms

Sample 　　　　　Diameter　（mm）　of　inhib　jtory　zonea

a－G　lucosid　ase　fi－Glucosid　ase

【ALGA日

3．Hiノ’k’

4．　Um　ito　ranoo

5．　Ne　barimo

6．　Ka　yamonori

7．　Ezoishige

8．　Kitaiwahige

　19

15

13

16

11

17．5

25

20

15

14．5

NTd

25

14．5

11．5

13．5

16

16

　　c

9．5

11

12．5

13．5

13

NT

17

12．5

17．5

16

18

11．5

9．P’r1んめa

1　O．Ez　osh　ikoro

12．Akabaginnansou

1　3　．　Fu　jimatsu　mo

14．Fu　kuro　fun　ori

9

1
　1 20

NT

NT

15．5 18 －

IS　EAGRASS1

15．Sugam　o 15　．5 24．5

［1　NVE　RTEB　RATE　S］

　16．Okinotezurumozuru　10 24 15
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（c　ont　inue　d）

1　7　．　Ji　ig　asekinko

18．Akaboya

19．En　agakush　ierabo　ya

21．月ao〃mσs力1

22　．Sh　iro　u　rig　ai

10．5　14

11．5　14．5

14．5　12．5　NT

9

NT

［S　EAFOODS］

23．Fresh　wakame 13
12．5　15．5　14

aSample　was　impregnated　into　a　paper　disk　with　dose　of　20　mg／disk．

Values　are　the　averages　of　two　me　asurements．

bE・ethyl　acetate－s・luble　fracti・n；B，η一butan。卜s。1uble　fracti。n；W，

residual　water－soluble　fraction．

CNo　inhibition．

dNot　tested．

ただし・フジマツモではα・グルコシダーゼおよびβ一グルコシダーゼに

強い阻害性を示すことから、褐藻に近い代謝経路が存在すると予想さ

れる。供試した紅藻ではフジマツモ成分のみがグルコシダーゼ阻害に

有効であった。

　海水中に生育する種子植物スガモは酵母α一グルコシダーゼに対して

阻害性を示した。とくにn一ブタノール可溶画分では強い阻害性を示し、

α・グルコシダーゼ阻害成分供給源として有望であった。

　北極海に接するチュクチ海で採集した4種類の無脊椎動物はすべて

34
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Tab　le　2－6．　Glucosidase　inhibitory　activities　of　the　constituents　of　seafoods

Sample 　　　Diameter　（mm）　of　inhib　itory　zonea

a－G　lucosid　ase　P－Glucosid　ase

24，Dry　wakame

25．Dry　konbu

26．Dryん’ノik’

27　．　Ka　tsuo　ke　zuribushi

28　．　Niboshi

29　．　Sh　i／’imi

30　．Asari

NTd

11．5

18．5

　一e

14．5

17

NT

丁N

01

11．5

NT

14

13．5

aValues　are　the　averages　of　two　me　asurements．

bSolution　（20　pD　of　boiling　water　was　impregnated　into　apaper　disk，

CMethanol　extract　was　impregnated

　mg！disk．

dNot　te　ste　d．

eNo　inhibition．

into　a　paper　disk　with　dose　of　20

酵母α一グルコシダーゼに対して阻害性を示した。オキノテズルモズル

のn一ブタノール可溶画分ではα一グルコシダーゼ阻害性が強かった。チ

ュクチ海無脊椎動物のうち2種類はアーモンドβ一グルコシダーゼに対

して阻害性を示したが、褐藻成分のβ一グルコシダーゼ阻害性と比較す

るとその活性は弱かった。相模湾深海の冷水湧出帯に生育するハオリ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　35
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ムシ類とシロウリガイ54）成分はα一およびβ一グルコシダーゼ阻害性を

示さなかった。

　無脊椎動物成分の阻害性は海藻成分のそれと比較すると弱く、採集

可能量も少ないのでそのままグルコシダーゼ阻害成分として生物体を

利用することはできない。しかし、無脊椎動物では海藻と異なる代謝

経路が予想されるので、新たなα一グルコシダーゼ阻害物質を得る可能

性が高い。そのまま生物体を利用するよりリード化合物供給源として

化学的研究対象としたほうがよい。

　水産食品としては生ワカメのみ有機溶媒分画を行った。採集した褐

藻とは異なり、市販の生ワカメではβ一グルコシダーゼ阻害のほうがα一

グルコシダーゼ阻害より強かった。このことがワカメに特徴的な現象

なのか採集からの時間経過によってα一グルコシダーゼ阻害物質が消失

したことによるのかは不明である。その他の水産物7種類では蒸留水に

よる煮沸処理を行い煮沸液をそのまま酵素阻害性試験に供した。α一グ

ルコシダーゼに対する阻害性は乾燥ヒジキとカツオ削り節で確認でき

た。β一グルコシダーゼに対する阻害性はカツオ削り節で観察できた。

その他の煮沸液ではグルコシダーゼ阻害性は確認できなかった。カツ

オ削り節煮沸液ではかなり強い阻害性が観察できたが、本実験では1時

間煮沸を行った。調理でダシをとるときにこのように長時間煮沸する

ことはないので、ダシをとる程度の短時間の加温時のグルコシダーゼ

阻害物質の動態は興味深い。

　水産食品の煮沸残渣では乾燥ヒジキでα一グルコシダーゼ阻害性が強

かった。今後、水産食品として食後高血糖を抑制する可能性があるか

をさらに検討する必要がある。残渣のβ一グルコシダーゼ阻害性では、

貝類で強く阻害物質の本体がどのような特性をもつのか不明である。
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第3節　チロシナーゼ阻害性試験

　チロシナーゼ阻害活性試験はペーパーディスクを使用した寒天平板

法が海洋細菌のチロシナーゼ阻害性一次スクリーニングに用いられて

いる。47》本実験ではこの寒天平板法により海産生物のチロシナーゼ阻

害性をスクリーニングした。

3。1　チロシナーゼ阻害性試験寒天平板法

　能勢と幹の方法47）を参考に、基質としてL一チロシンを加えて寒天

平板を作製し、酵素反応を行い、生成するメラニンでチロシナーゼ活

性をモニターする方法を用いた。

　3m埜、』一チロシン（和光純薬工業（株））を20　mMリン酸緩；衝液

（pH　7．5）に溶解して、寒天を2％になるように加え、寒天平板を作

製した。200units／m　4チロシナーゼ（マッシュルー・ム由来、和光純薬

工業（株））溶液0．2m2を表面に塗抹した。被験物質を任意量チャ

ージできるように有機溶媒または緩衝液に溶解してマイクロシリンジ

で抗生物質試験用の8mm直径のペーパーディスクにしみこませた。

減圧デシケーターで溶媒を留去したペーパーディスクを寒天平板上に

置き、25℃、48時間静置して阻害円の有無を確認して、阻害円の直径

を測定した。

3－2　結果と考察

　寒天平板法による海藻とチュクチ海無脊椎動物のチロシナーゼ阻害

試験の結果をTable　2－7に示す。また、相模湾深海生物成分のチロシナ

ーゼ阻害試験の結果をTable　2－8に示す。海藻とチュクチ海無脊椎動物
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Tab　le　2－7．　Tyrosinase　inhibitory　activities　of　the　extracts　from　marine

　　　　　　　　　organ　lsms

Sample Diameter　（mm）　of　inhib　itory　zonea

　　Ethyl　acetate－

　so　lub　le　fr　act　ion

2sob　soob　iooob

　　　　　n－Butanol－

　　　soluble　fraction

2sob　soob　iooob

［A　LGA　E］

　3．ノイ’1〃ζ’

　4．　Um　ito　ranoo

　5　．　Ne　barimo

　7．　Ez　o　is　h　ig　e

c 15

16

17

18

13

　9．　Pi　rih　iba

lO．Ezosh　ikoro

1　4．Fu　kuro　fu　n　o　ri

｛INVE　RTEB　RATE　S］

1　6’．　Ok　ino　tezu　rumozu　ru

1　7　．　Ji　igasekinko

18．Akaboya

1　9．En　agakush　ierab　o　ya

12

aMean　values　of　two　me　asurements．

b　Do　se　（pgldis　k）．

CNo　inhibition．
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Tab　le　2－8．　Tyrosinase　inhibitory　activities　of　the　extracts　from　deep－sea

　　　　organ　lsms

Sample 　　Diameter　（mm）　of　inhibitory　zonea

　5mgldiskb　　　　10　mg／diskb

21　．Haorimushi

22　．　Sh　iro　u　rig　ai

13　13．s　．d

14．5　一　一

15

18

17

aMe　an　values　of　two　me　asureme　nts．

b　Do　se．

c　E，　eth　yl　ac　etate－s・luble　fracti・n；B，　n－Butan・トs・luble　fracti。n；W，

residual　water－solublefraction．

d　No　in　hib　itio　n．

では、チロシナーゼ阻害性は褐藻のヒジキ、ウミトラノオ、ネバリモ

およびジイガセキンコの酢酸エチル可溶成分で確認できた。500μg／デ

ィスクという少量で阻害活性が観察できたヒジキ、ウミトラノオの褐

藻酢酸エチル可溶画分はチロシナーゼ阻害物質供給源として有望であ

る。

　相模湾深海生物成分のチロシナーゼ阻害性試験の結果、パオリムシ、

シロウリガイ両者の酢酸エチル可溶画分およびハオリムシのn一ブタノ

．一級ﾂ溶画分でチロシナーゼ阻害活性が観察できた。しかし、ディス

クあたりの投与量が10倍であるにもかかわらず、ヒジキ、ウミトラノ

オのチロシナーゼ阻害性試験結果とほぼ同程度の阻害活性しか示さな

かった。深海生物成分ではチロシナーゼ阻害活性が弱いが、チュクチ
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海産無脊椎動物は阻害性を示さなかったことから、特異な代謝系が存

在している可能性があり興味深い。

第4節　抗菌性試験

　海産生物の抗菌性スクリーニングを行った。これまでに海産生物に

抗菌性に関する研究は数多く行われている。55’60》しかし、魚病細菌

に対する抗菌性試験の報告は少ないので、魚病細菌を中心に抗菌性を

スクリーこ．ングした。

4－1　供試菌

　抗菌性試験に用いた微生物をTable　2－9に示す。

　　　　　　　　　　Table　2－9．　Microorganisms　examined

Microorganism Ab　bre　viat　ion Japanese　name

Ae　ro　mon　as　sa　／mo　nicida　ATCC　1　4　1　74

Pseudomonas　iluorescens　EFDL

Vibrio　anguitlarum　NCMb　6

Strep　toco　ccus　sp．

Es　cherich　ia　co　／i　O－26

Aspergillus　oryzae

Ec

Ao

Sakeka－se　sso　byo　一kin

Syudomonasusho－kin

Biburiobyo－kin

Bu　ri一　rens　aky　ukinsh　o－kin

Da　ich　o－kin

Nihon　ko／i－kab’

40
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4－2　抗菌性試験方法

　（1）菌の保存培養

　Aeromonas　sa／monicida、　Pseudomonas　fi　uoresce　nsおよび

εs伽「励1a　c・”用には・Tryptic　s・y　br・th（Difc・Lab・rat・ries）

を3．Og／1　OOmeの蒸留水に溶解して、1．2％濃度になるように寒天

を加え斜面培地を作製した。

　Vibrio　angu〃，arum用には、　Tryptic　soybrothを3，0g／100　m　4

および塩化ナトリウムを0．5％濃度になるようにの蒸留水に溶解して、

1．2％濃度になるように寒天を加え斜面培地を作製した。

St「eρt…c・us　sp・用に1ま・Brain　heart　infusi・n（Difc。

La　borato　ries）を3・79／100　meの蒸留水に溶解して、1．2％濃度にな

るように寒天を加え斜面培地を作製した。

　Asρerg〃lus　oryza　e用には、　Potato　dextrose　agar（Difco

La　boratories）を3．9g／100　meの蒸留水に溶解して斜面培地を作製

した。

　それぞれの培地に菌を一白金耳植え継いだあとに25℃で培養した。

　（2）抗菌性試験前培養

細菌の場合は各保存培地から寒天を除き、25℃で24時間灘培養し

．た。Aoryza　eの場合は斜面培地に48時間培養した。

（3）抗菌性試験

抗菌性試験は寒天平板法で行った．直径9cmの滅菌シャーレの寒

天平板培地を作製した・液体培養液・．2S　meを滅菌ピペットで寒天平

板上に移し・コンラージ棒で表而塗抹した。A・ryza、eの場合は培養

した斜而培地に滅菌水を加え白金耳で培養菌体をこすった．菌懸濁液
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0．25m4を滅菌ピペットで寒天平板上に移し、コンラージ棒で表面塗

抹した。

　濃度既知の海産生物抽出物の有機溶媒溶液を調製し、その20μを

シリンジで直径8mmの抗生物質試験用ペーパーディスクにチャージ

した。あわせて、溶媒のみのブランクを用意し、ペーパーディスクを

減圧デシケーターに入れ、溶媒を留去した。

　寒天平板上にペーパーディスクを置き、25℃で24時間（A．oryza　e

の場合は48時間）培養した。抗菌性を示したペー・バーディスクのまわ

りの阻止円の直径を測定した。

4－3　結果と考察

　海産生物成分の抗菌性試験の結果をTable　2。10に示す。供試した海

藻10種類のうち抗菌性を示したのは5種類であった。2菌株以上の微生

物に抗菌性を示したのはアナアオサ、ウミトラノオ及びフジマツモだ

けであり、強い抗菌性を示す海藻は少なかった。各微生物に対しては、

AsやVaに対して抗菌性を示す海藻は4種類あり、　P　f／　uoresce　nsおよ

びE．co〃に対して抗菌性を示す海藻はそれぞれ2種類および1種類であ

り、供試した海藻成分は抗菌性スペクトルが狭かった。長期間繁茂し

ているウミトラノオやフジマツモで他の海藻より抗菌性が強く、抗菌

性物質の供給源として有望だが、既にフジマツモから抗菌性プロモフ

ェノール52）が得られているので、新規化合物の存在する可能性は低い

と予想される。

　チュクチ海産の無脊椎動物成分では供試した5種類すべての動物で抗

菌性が確認できた。これらの動物成分の抗菌性スペクトルは海藻に比

べて広く、供試した5菌株のうち、4菌株に抗菌性を示す動物が3種類、

3菌株に抗菌性を示す動物が2種類あった。海藻ではあまり抗菌性の現

42
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Tab　le　2－10，　Antimicrobial　activities　of　the　extracts　from　marine　organ　ism＄

Sample 　　　　　　　　　　　　Diameter　（mm）　of　inhib　itory　zonea

ExtractbDoseC　Asd　pfd　vad　sd　Ecd　Aod

【ALGA日

　　1．Bouaonori

　　2，An　aao　sa

　　3．H’ノ〃（’

　4　．　Um　ito　rano　0

　5．　Ne　bar　imo

　6．　Ka　yam　onori

　7．Ezoishige

10－1

10－1

10－1

10－1

10－1

10－1

10－1

e
　
3

。
　
－

噂

31

一
　
　
一

11

5
●

11

●

5
●

01

21

，

01

　TN

　9．　Pirih　iba

“　．　Ez　ots　unomata

13．Fuノ’matsumo

10－1

10－1

10－1 11 23

　　　　　11．5　NT

　　　　　　　　　　NT

12．5　　　　　N丁

［1　NVE　RTEB　RATE　SI

1　6．　Ok　ino　tezu　rumozu　ru

1　7　．　Ji　ig　asekin　ko

18．Akaboya

19．En　agakush　ierabo　ya

20．Gめosカノmσs力’

10－1

10－1

10－1

10－1

10－1

10．5

10

10

11

8．5

11．5

　9

　9

　9

9．5

12

10

12

11

　11

8．5

10．5

10．5
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（c　ont　inue　d）

21　．Haorimushi

22　．Sh　iro　u　rig　ai

E

B

W

E

B

W

5

10

　
　
　
　
　
　
　
　
噌
懸
　
　
－

13

20．5

11

11

13．5

18

12．5

11

19

18

15

18

5
0
0

11

1

10．5

10．5

8．5

11

8，5

10

aMe　an　va　lues　of　two　me　asu　re　me　nts　．

bM，　methanol　extract；　A，　acetone　extract；　E，　ethyl　acetate－soluble　fraction

of　th　e　org　an　ic　so　lve　nt　extra　ct；　B，　n－b　utano　1一　soluble　fr　act　ion　of　th　e

organ　ic　solvent　extract；　W，　residual　water－soluble　fraction　of　the　organic

　so　lvent　extract．

CIO－1　，　so　lve　nt　was　ad　ded　to　the　extra　ct　of　a　propo　rt　io　n　of　1　ml／l　O　g　fresh

　we　ight；5，5mg／disk；10，10mg！disk．

dAs，　Aeromonas　sa／monicida；　Pf，　Pseudomonasfluorescens；　Va，　Vibrio

an@gui　／／arum；　S　，　St　rep　to　co　ccu　s　sp　．　；　Ec　，　Es　ch　e　rich　ia　co　li；　Ao　，　Asperg　il／　us

　oryzae．

e　No　in　hib　itjo　n．

f　Not　te　ste　d．

44

灘灘．鑛…’・灘・購1灘鐵躍　．ご抽『



一一iiti一．iiep一“i）N一一

れなかったE・co〃に対しても阻害性を示す動物が多かった。チュクチ

海産生物なので成分研究例が少なく、新規化合物が存在する可能性が

高い。生物自体は多量に採集できないが、抗菌性物質のリード化合物

としての研究が期待できる。

　相模湾深海生物のハオリムシ、シロウリガイともに、，4．

sa／monic’daに対して酢酸エチル可溶画分およびn一ブタノール可溶画

分が・P・　fiu・resce　ns　・　V・　a　n　9　ui〃arum、ε．　c・〃およびA。。ryzaθ

に対して酢酸エチル可溶画分がそれぞれ抗菌性を示した。各画分の阻

害円直径はハオリムシとシロウリガイ間でほぼ同じ値を示した。これ

らの生物は深海の冷水湧出口付近に生息し、そこから出てくる硫黄化

合物をエネルギー源としており共生微生物の存在が示唆または確認さ

れている・54》同一地区からこれらの生物は採集されているので、共生

細菌は同一種類であると予想され、これらの生物が示す抗菌活性の本

体化合物は共生細菌が生産している可能性が高い。これら特殊環境で

生息している生物代謝産物は新規な構造を有している場合が多く今後

の研究対象として重要である。
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第3章　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害性物質の

　　　　　　特性

　第2章第1節において、α一グルコシダーゼに阻害性を示す海藻が多

く、その中には食用に利用されている海藻も含まれていた・α一グルコ

シダーゼ阻害により食後高血糖抑制効果が期待できるので、α一グルコ

シダーゼ阻害物質を含む食用海藻は糖尿病患者用の病態対応食品とし

て利用できうる。

　ヒジキは食物繊維を多量に含み、小腸でのグルコースの吸収を緩慢

化させることも知られている。2）α一グルコシダーゼ阻害成分をヒジ

キから単離して、その栄養学的効果が明らかになれば、小腸内での急

激なグルコースの消化・吸収抑制に対して協力作用を行っている可能性

が考えられる。そこで、ヒジキのα一グルコシダーゼ阻害成分を検討し

た。

第1節　分析機器およびクロマトグラフィー

1－1　使用分析機二

本研究で使用した分析機器は以下の通りである。

（1）赤外吸光光度計（IR）

Perkin一日mer　System2000　FT－IRSpectrophotometer

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pe　rkin－El　mer

（2）紫外可視吸光光度計（UV－VIS）

HITACHI　U－2000　Spectrophoto　meter

　　　　　　　　　　　　　　　46
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（3）質量分析計（MS）

高速原子衝突マススペクトル（FAB－MS）

JEOL　JMSDX－300　Mass　Spectrometer

（4）核磁気共鳴分光計（NMR）

BRUKER　AM　一500　NMR　Spectrometer

JEOL　JNM－FX90Q　NMR　Spectrometer

（5）旋光計

JASCO　DIP－370　Digital　Polarimeter

日本電子（株）

　　　Bruker

日本電子（株）

日本分光（株）

1－2　クロマトグラフィー

（1）カラムクロマトグラフィー

シリカゲル　　　　　　　　Wakogel　C－100

セファデックスLH－20　　Sephadex　LH－20

和光純薬工業（株）

　　　Ph　arm　acia

　（2）薄層クロマトグラフィー（TLC）

　薄層ク・マトグラム（Kieselgel　6・F254、　E．　Merck）上のスポッ

トの検出には、糖呈色試薬のオルシノール・硫酸、61》含硫化合物検出

のためのアズールA62｝を用いた。　TLC板のスケッチにはスポットを実

練で示し、色調はその都度示した。

（3）ガスクロマトグラフィー（GC）

ガスクロマトグラフィーの測定条件をTable　3－1に示す。
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Table　3一　1　．　Th　e　gas　ch　romatog　rap　hic　co　ndi　tion　un　der　th　is　study

ln　strument：

Data　processor：

Column：

Carrier　gas：

Fl　ow　ra　te：

HITACHI　163　Gas　Chromatograph

HITACHI　D－2500　Chromato－integrater

G－300　polyethylene　glycol　20M　coated

capillary　column，　（1　，2　mm　i．d．Xlength

40m，　fi　lm　th　ickness　O．5　mm），Chemical

inspection　and　Testing　lnstitute，　Japan

He

5　mZ／min

Column　te　mperatu　re：　200　OC

lnjector　temperatu　re：　2so　aC

De　tecto　r：　FID

第2節　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質の単離

　本章で使用したヒジキは食用に利用されている形態を考慮して、市

販の乾燥ヒジキを用いた。1994年8月に三重県伊勢産の乾燥ヒジキ

300gを入手した。

　ヒジキからα・グルコシダーゼ阻害性物質を分画する際に第2章第1節

に記載の寒天平板法の結果を指標にして阻害物質を分画した。

　乾燥ヒジキ300gをフーーズミル（岩谷産業株式会社）で粉砕し、

80％メタノール5fを加えて、2週間室温で抽出し、得られた抽出液

を減圧濃縮した。残渣をさらに1週間室温で再抽出・減圧濃縮後に、抽

出物をあわせ、30gのメタノール抽出物を得た。抽出物を酢酸エチル

　　　　　　　　　　　　　　　　48

藤羅灘



一一一dA・・一q“p・・’V

と水で溶媒分画し、酢酸エチル可溶画分を得た。水層にn一ブタノール

を加え溶媒分画し、n一ブタノール可溶画分を得た。酢酸エチルおよび

n一ブタノール可溶画分はそれぞれ無水硫酸ナトリウムで乾燥・減圧濃縮

した。水層はそのまま濃縮して、水可溶子分を得た（Table　3－2）。

　試料量を酢酸エチル可溶画分で25mg／ペーパーディスク、n一ブタ

ノーール可溶画分および水可溶阿分で12．5mg／ペーパーディスクとし、

寒天平板法阻害性試験に供した（Table　3－2）。

　各有機溶媒可溶画分のα一グルコシダーゼ阻害性試験の結果、いずれ

の画分もα一グルコシダーゼ阻害性を示し、η一ブタノール画分で最も強

い阻害性を示したので、この二分から阻害物質を精製した。

　ヒジキのn一ブタノール可溶町分3．39をシリカゲルカラムクロマト

グラフィー5009（φ6．Ocm×h37．5　cm）に供した。クロマトグラフ

ィーで分画した画一（Table　3－3）をTLCで分析した（Fig．3－1）。さ

らに、壁画分を寒天平板法によるα一グルコシダーゼ阻害性試験に供し

た（Table　3－4）。

　α一グルコシダーゼ阻害性試験の結果、Hl。8および9画分に阻害活性

が認められ、他の雪下には存在しないオルシノール（特級、和光純薬

工業（株））一硫酸およびアズールA（ナカライテスク（株））呈色試

薬に陽性なスポット（A）および（B）が存在した。Hl－8および9画分

をあわせ、H1　一8　・・　9画分（2．24　g）とした。

　H1・8－9画分をさらにセファデックスLH－20カラムクロマトグラフィ

ーでH2－1～30画分に分画し（Table　3－5）、各画分をTLCで分析した

（Fig．3－2）。H2－1～6およびH2－24～30画分には呈色スポットを確

認できなかったが、H2－11～16画分にオルシノールー硫酸およびアズー

ルAの呈色試薬いずれにも呈色したスポット（A）および（B）を認め

た。これらをまとめてH2・11－16画分（804．6　mg）とした。
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Table　3－2．　Yields　and　inhibitory　actMties　of　each　organic

　　　　　　　　solvent－soluble　fraction　against　ct－glucosidase

Fraction 　　　　a
　　　　　（g）Yield Dose　（mg／disk）

p．　iam　e！e．　r．　（m　m）　b

of　the　inhibitory　zone

Ethyl　acetate

n－Butanol

Water

5．6

3．3

19．5

25

12．5

12．5

19

25．5

14．5

aYields　of　dried　matter　obtained　from　a　series　of　solvent

　partitioning　of　methanol　extracts　from　hi’iki．

b
　Mean　values　of　two　measurements．

Table　3－3．　Silica　gel　chromatography　of　the　n－butanol－soluble

　　　　　　　　fraction　obtained　from　hi‘iki

Fraction Eluent Volume

Hl　一1　’v2

Hl－3－4

Hl－5－6

Hl－7－10

Hl－11－14

　　　　　　CHC13

CHCI3　：　methanol　（9：1）

CHCI3：　methanol　（3：1）

CHC13：　methanol　（1　：1）

　　　　　Methano1

500　ml　×2

500mノ×2

500　mlx2

500　ml　×4

500　ml　×4
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Origin Front

H1　・一1

H1－2

Hl－3

H1－4

H1－5

H16

Hl－7

H1－8

H1－9

Hl　一10

Hl－11

Hl－12

Hl－13

Hl－14

B

B

B

B

LB

即
●
即
●

B　LB

B　LB

　
　
　

▲
－
…
…
B

　
　
（

R諾
　　霊

　
　
1

　　　ii

　　（A）

B

RP

RP

RP

RP

RP

B

P
O
P
O
P
O
P
。

o　DP

ODP

ODP

CHCI3：methanol：water＝65：25：4

Fig．　3－1．　Thin　layer　chromatogram　of　the　fractions　obtained　from

　　　　　　　silica　gel　column　chromatography　of　n－butanol－

　　　　　　　soluble　fraction．

　　　　　　　　　O　，　Visualized　using　the　orcinol－sulfuric　acid　reagent：

　　　　　　　G，　green；　DP，　dark　purple；　P，　purple；　RP，　red　purple；　B，

　　　　　　　blue；　LB，　light　blue．　e，　Positive　for　the　azure　A　reagent．
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Table　3－4．　a－Glucosidase　inhibitory　actMty　of　fractions

obtained　from　silica　gel　chromatography．

Fraction　lnhibitory　activitya（mm）

　　　　　　　　　1．o　mg／diskb　1．s　mg／disk　b

Fraction lnhibitory　actMtya　（mm）

1．・mgldi・kb　1．5　mg／di・k　b

Hl　一1

Hl－2

Hl－3

H1－4

Hl－5

Hl－6

Hl－7

Hl－8

H1－9

Hl－10

Hl－11

Hl－12

Hl－13
Hl　一14

O
U
3

4
1
・
」
■
1

己
1
」
■
1

a
　Diameter　（mm）　of　the　inhibitory　zones　through　duplicate　experiments．

b
　Dose　（mg／disk）

Table　3－5．　Conditions　employed　for　the　Sephadex　LH－20

chromatography　of　the　combined　Hl　一8－9　fraction

　　　　　　　Sample：

Stationary　phase：

　Eluting　solvent：

　　　　　Flow　rate：

Fraction　volume：

Fraction　H　l　一8－9　2．24　g

Sephad　ex　LH　一20　25　g

（ip　2．0　cm　×　h　17　cm）

Methano1

1　ml／min

5　m1
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　得られたH2－11－16画分をさらに調製TLCに供した。クロロホルム：

メタノール：水（65：25：4，vlvlv）で展開し、オルシノールー硫酸およ

びアズールAの呈色試薬いずれにも呈色したスポット（A）および（B）

に対応するバンドを分取して、クロロホルム：メタノール（1：1，v／v）

で溶出した。Rf　O．41のバンドの溶出成分を成分Aとし、　Rf　O．31のバン

ドの溶出成分を成分Bとした。成分Aと成分Bの分析TLCの結果をFig．

3－3に示す。TLC分析の結果から、成分Aと成分BはそれぞれTLC的に

単一のスポットを与えた。得られた成分Aの重量は434．1mgで、ヒジ

キ乾燥重量あたり0．145％だった。成分Bの重量は60，0mgで、ヒジキ

乾燥重量あたり0．020％だった。α一グルコシダーゼ阻害物質として成

分Aと成分Bの2成分が得られたので、それらの構造を解析した。
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Origin
Front

H2－6

H2－7

H2－8

H2－9

H2・一10

H2－1　1

H2－1　2

H2－13

H2－14

H2－1　5

H2－1　6

H2－17

H2－1　8

H2－19

H2－20

H2一一21

H2－22

H2－23

H2－24

B

B

B

B

B

B

B

B

B

即
●
即
●
即
●

　
　
　

▲
…
－
…
B

　
　
（

　　RP
　　e
　　RP

　　e

RP　RP

oe
RP　RP

oe
RP　RP

Oe
　　RP
　　e

▲
一
…
一
い

RP
o
RP
o
RP

RP

RP
o

P
O
　
P
O
P
。
P
O
P
O
P

CHCI3：methanol：water＝65：25：4

Fig．　3－2．　Thin　layer　chromatogram　of　the　fractions　obtained　from

　　　　　　Sephadex　LH－20　column　chromatography．

　　O　，　Visualized　using　the　orcinol－sulfuric　acid　reagent：

P，　purple；　RP，　red　purple；　B，　blue．e，　Positive　for　the

azure　A　reagent．
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a
　　Origin

A

B

Front

chloroform：methanol：water＝65：25：4

b
Origin

A

B

Front

n－butano1：acetic　acid：water＝4：1　：5

Fjg．　3－3．　Analytical　thin　layer　chromatograms　of　A　and　B

　　　　　　　obtained．

　　　　　　　a，　Developed　with　chloroform：methanol：water＝

　　　　　　　65：25：4；　b，　developed　with　n－butanol：acetic

　　　　　　　acid：water＝4：1　：5．
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第3節　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質AおよびBの構造決定

3－1　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Aの構造決定

（1）ヒジキα一一一グルコシダーゼ阻害勿質Aの物理化学データ

　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Aの構造決定を行うために機器分

析を行った。阻害物質AのIRスペルトルをFig．3－4に、　FAB－MsをFig．

3－5に示す。
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Fig．3－4，　IR　spectrum　of　irt　hlbitor　A．
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　阻害物質Aを2N一水酸化ナトリウム／メタノールによりメタノリシ

スしたところ、脂肪酸メチルエステル混合物が得られたので、この脂

肪酸組成をガスクロマトグラフィーによって求めた。阻害物質Aの機器

分析データおよび物理化学的性質をTable　3－6に示す。

Table　3－6．　Physicochemical　properties　of　inhibitor　A

　　　　　　　　　　　　　　　　　Pale　yellow　solid

IR　vmax　（KBr）　cm－1：　3362，　2925，　2854，　2366，1735，

　　　　　　　　　　　　　　　　　1720，　1458，　1174，　1035．

Optical　rotation　［ctlD：　＋330　（c　O．045，　methanol）

FAB－MS　（Negative　mode）　m／z：875，　846，　819，　815，　765．

GC：　Pal　mitic（1　6：0）　56　．6　0／o
　　　　　　　　　　　　　　　　Oleic　（1　8：1）　9．6　o／o

　　　　　　　　　　　　　　　　Li　n　ol　e　nic　（1　8　：3）　6．9　o／o

　　　　　　　　　　　　　　　　D　O　CO　s　an　oic（2　2　：O）　5．2　0／o

　　　　　　　　　　　　　　　　P　almitole　ic（1　6：1）　4．7　0／o

　　　　　　　　　　　　　　　　M　y　ris　tic（1　4：0）　4．o　o／o

　　　　　　　　　　　　　　　　lc　o　s　e　n　oic　（2　0　：1）　3．s　o／o

　　　　　　　　　　　　　　　　Oth　ers　g．2　o／．
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　阻害物質Aの旧スペクトルでは、3362cm卿1のブロードな0－H伸縮ピ

ーク、2925cm口1の飽和のC－H伸縮ピーク、1735　cm”1、1720　cm’1

のC＝0伸縮ピーク、1174cm”1、1035　cm．1のスルホン酸塩ピーク63）

が認められた。旋光度はプラスの旋光性を示した。FAB・MSでは複数

のイオンピークが検出された。イオンピーク間の差は29、27、4およ

び50マスユニットであり、阻害物質Aはメタノリシスにより脂肪酸メ

チルエステル混合物を与えることから、分子種の異なる脂質誘導体の

混合物と推定した。GCにより脂肪酸組成を調べた結果、パルミチン酸

が56．6％と高く、他の脂肪酸は10％以下だった。

　（2）ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Aの1次元NMRスペクトル

　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質AのIH－NMRスペクトル（Fig．3－

6）と13C－NMRスペクトル（Fig．3－7）を測定した。1H－NMRスペクト

ルから・0・8gPPmにアルキル末端メチルプロトン、1．28PPmに巨大

なアルキルメチレンプロトン、1．59～2．81ppmにエステルのαおよび

’β位プロトンや二重結合のアリル位プロトン、5．36ppmにオレフィン

プロトンの存在が明らかとなった。これらのシグナルは脂質の脂肪酸

残基部分に由来する。13C－NMRスペクトルでもアルキル末端メチルカ

ーボン、アルキルメチレンカーボン、エステルカーボン、アリル位カ

ーボン、オレフィンガーボンが確認できた。

　残りの12種類のプロトンシグナルおよび9種類のカーボンシグナル

はそのケミカルシフトからヘテロ原子に隣接するメチレンおよびメチ

ンシグナルであると推定できた。
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（3）ヒジキα・グルコシダーゼ阻害物質Aの2次元NMRスペクトル

　HH－COSYスペクトルはカップリングしているプロトンシグナル間

の相関ピークを検出できるので、カップリングしているプロトンの組

を明らかにすることができる。63）そこで、ヒジキα一グルコシダーゼ

阻害物質AのHH－COSYスペクトル（Fig．3－8）を測定し、そのクロス

ピークから相関の組（Table　3－7）を明らかにした。
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Table　3－7．　Correlations　disclosed　in　cosideration　of　HH－COSY

　　　　　of　inhibitor　A

　　　　　　　δH　Multiplicity　Jin　Hz 　　　　　　　δH　Multiplicity　Jin　Hz
E
3
1
i
4
i
i

E
g
．
i
8
g
？

壕
｛
〕

d　3．7

dd　3．7，　9．3

t　9．3

t　9e3
dt　2．0，　9．3

dd　9．3，　14．3

dd　2．0，　14．3

　O．89　tllliill，liglbis

（gli，’／　．’”

6．8

E－g‘
F’

№n№X

jg．g

巧：1：〕l1

5．5，　10．8

6．3，　10．8

2．4，　12，1

7．0，　12．1

a
br．s，　broad　singlet；　d，　doublet；　dd，　doublet　of　doublets；

t，t巾let；dt，　doblet　of　triplets；m，　multiplet．

　HH－COSYスペクトルの結果から、4．76～2．92　ppmに酸素が置換し

た7つの連続するプロトンのグループ、3．57～4．49ppmに酸素が置換

した5つの連続するプロトンのグループおよび0．89～5．36ppmにアル

キルおよびアルケンに山来するプロトンのグループに分けることがで

きた。0．89～5．36ppmのグループでは、1．59　ppmのプロトンは1．28
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および2．33ppmのプロトンと相関がみられることやそれらのケミカル

シフトから、2．33ppmおよび1．59　ppmのプロトンをそれぞれエステ

ルのαおよびβ位のプロトンと帰属した。5．36ppmのプロトンをその

ケミカルシフトからオレフィンプロトンと帰属した。5．36ppmのプロ

トンにカップリングしている2．02PPmおよび2．81　PPmのシグナルは、

それぞれモノエン構造のアリル位プロトンおよび1，4一ペンタジエン構

造の3位プロトンと帰属できた。64）

　HMQCスペクトルは異種核間カップリング（1JCH）、すなわち、直

・接つながったH－C相関をプロトン核側で観察する方法である。65）ヒ

ジキα一グルコシダーゼ阻害物質AのHMQCスペクトルを測定し（Fig．

3－9）、H－C相関の組（Table　3－8）を明らかにした。

　54．2、67．1および64．3ppmのカーボンはそれぞれ非等価メチレン

である。67．1、71．7および64．3ppmのカーボンはそれらのケミカル

シフトからメチレンーメチンーメチレンとつながるグリセロール骨格のシ

グナルと同定した。炭素6個とプロトン7個のもう一つのグループには

それらのケミカルシフトからヘテロ原子が置換しており、そのグルー

プを六炭糖と推定した。δc100．0およびδH　4．76のシグナルは他のシグ

ナルより低磁場側にあり、糖のアノマー位のシグナルと帰属した。ア

ノマー位を1位としたときに、2位から5位までのプロトン間の結合定数

9・3Hzだった。この値：は6員環がイス型立体配座をとっているときのア

キシャルーアキシャルプロトンカップリングに特徴的であり、糖をグル

コピラノース型と推定した。アノマー位のケミカルシフトおよび結合

定数（3．7Hz）から、立体配置をα配置と決定した。66）そこで、メ

チルーα一身グルコピラノシドのケミカルシフト66》と比較したところ

　（Table　3・9）、6位のプロトンおよびカーボンシグナルでケミカルシ

’フトが異なり、阻害物質Aでシグナルが高磁場シフトしていた。アズー

68
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Table　3－8．　Correlations　disclosed　in　cosideration　of

　　　　HMQC　spectrum　of　jnhibitor　A

6c 6H 6c 6H

100．0　一　4．76

73．4・　一一一一　3．41

74．8　一　3．63

74．9　一一一一　3．09

69．8　一　4．06

130．9　一一一　5．36

130，8　一一一一　5．36

35．2　一一一一一　2．33

28．2　一一　2．02

26．6　一一一一　2．81

54．2　一一一　3．33，2．92　26．0　一一一　1．59

67・1　一　4・09，3e57

71．7　一一一　5．33

64．3　一一　4．49，4．19

14．5　一　O．89

ルA試薬で阻害物質Aは呈色したこと、IRスペクトルでスルホン酸のピ

ークが観察されたことおよびFAB－MSの結果を考慮し、糖を6位にスル

ホン酸基が置換した6一スルホーα一旦一キノボピラノースと決定した。

　以上の結果より・阻害物賃Aの部分構造として、脂肪酸残基、グリセ

ロール骨格および6・スルポ・α一旦一キノボピラノースの存在が明らかとな

った。
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Table　3－9．　Comparison　of　NMR　data　of　the　sugar　moiety　between

　　　　　inhibitor　A　and　methyl－a－D－glucopyranosjde．

　　lnhibitor　A

6cA　6HA　J（Hz）

A4ethyl－a－D一　66）

glucopyranoside

6cB　6HB　J（Hz）
6cB　一6cA　6HB　一6HA

1

2

3

4

5

6

100．0　4．76　d　3．7　100．0　4．80　d　3．8

73．4　3．41　dd　3，7

9．3

74．8　3．63　t　9．3

74．9　3．09　t　9．3

69．8　4．06　dt　9，3

2．0

54．2　3．33dd　20

14．3

2．92　dd　9．3

14，3

72．2　3．65　dd　3．8

10，0

74．1　3．68　ddlO．O

8．8

70．6　3．40　dd　8，8

9．8

72．5　3．65　ddd　9，8

22

5．4

61．6　3．85　dd　22

12，3

3．75　dd　5．4

12．3

o．o

一　1．2

一　O．7

一　4．3

＋　2，7

＋　7．4

＋　O．04

＋O．24

＋　O．05

＋　O．31

一　O．41

＋　O．52

＋　O，83

　　HMBCスペクトルは異種核間ロングレンジカップリング（2JCHor

3JCH）、すなわち、2本ないし3本の結合を介したH－C相関をプロトン

・核側で観察する方法である。65）ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質A

のHMBCスペクトル（Fig．3－10）を測定し、相関の組（Tabie　3－10）
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を明らかにした。その結果から3つの部分構造、脂肪酸残基、グリセロ

ール骨格および6一スルポ・α一旦一キノボピラノースのつながりを調べた。

　各部分構造内でのHMBC相関ピー・クはそれぞれの構造を支持してい

る。部分構造間の相関ピークのδc175．1一δH　4．19およびδc　174．9一δH

5．33は、それぞれ脂肪酸残基のエステルカーボンとグリセロール骨格

の一方のメチレンプロトンおよびメチンプロトンとの相関だった。ま

た、δc100．0一δH4。09、δclOO．0一δH3．57およびδc67．1。δH4．76は、

糖のアノマー位カーボンとグリセロール骨格のもう一方のメチレンプ

ロトン間でみられた。これらの結果（Fig．3－11）から、グリセロール

骨格の1位および2位に脂肪酸残基が置換して、3位に糖が置換した糖脂

質と決定した。

　各種機器分析のデータから、阻害物質Aの平而構造を112一ジアシルー

3一（6。スルポ。α一Ω一キノボピラノシル）グリセロール（SQDG，61）と同

定した。ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質AのIH－NMRデータの帰属

をFig．3－12に、13c－NMRデータの帰属をFig．3－13に示す。また、同

定したSQDGは既知化合物なので、　Johnsら67》およびTsukamotoら68）

の報告しているNMRデータと比較（Table　3－11）した。　IH－NMRおよ

び13C－NMRデータともに文献値とよく一致したので、この構造を支持

している。

　阻害物質Aの旋光度【α】Dは＋33。（cO．045，メタノール）であり、

Gustafson69）らの報告の【α】Dは＋55．50（c　O．98，メタノール）と符号が

．同じなので、阻害物質Aの絶対配置を1，2一ジアシルー3一（6一スルホーα一D一

キノボピラノシル）一sn一グリセロールと決定した。
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　縢i懸灘　灘纏雛，

，　　　　二二二二三三、

Table　3一　1　0．　Co　rre　lati　ons　di　scl　osed　in　co　nsi　de　ra　tion　of　HM　BC

　　　　　　　　　　spectrum　of　inhibitor　A

6c 6H

175．1

174．9

130．8　一1　30　．9

100．0

74．9

74．8

73．4

71．7

69　．8

67．1

64．3

54．2

35．2，　35，0

33．1

30　．0－31　．0

26．0

23．8

14．5

4．49，　4．1　9，　2．33，　1．59

5，33，　2，33，　1．59

2．02，　1．28

4．09，　3．57

4．06，　3．63，　3．33，　2．92

4．76，　4．06，　3．41，　3．09

3．63

4．19，　3．57

4．7　6，　3．09，　2．92

4．76，　4．49，　4．19

4．09，　3．57

4．06，　3．09

1．59

0．89

2．3　3，　2．0　2，　1．5　9，　1．2　8

2．33，　1．28

0．89

1．28
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Table　3－11． Comparison　of　NMR　data　of　inhibitor　A　and　the

corresponding　compound　in　the　literatures

Po　sit　ion

lnhibitorA　Cited　data67）　lnhibitorA　cited　data68）

1’

c＝o

一CH＝CH一

一CH2　一C　H＝C　H一

＝CH－CH2－CH＝

一911t22－C（O）O一

一ptt1一22－CH2－C（O）O一

一C　H2一

一CH2－CH2・一CH3

－CH2－CH3

－CH3

100．0

73．4

74．8

74．9

69．8

54．2

64．3

71．7

67　．1

100，1

73，4

74．9

74，9

71，7

54．3

64，2

3
0
27

7
0
96

175．1　174．9

174，9　174，7
130．8－1　30　．9128．8－1　32　．7

28．2　28，2
26．6　26．6
35．2　35．1

35．0　35．0
26．0　26．0
30．0－31．0　30．4－30．7

33．1　33．0
23．8　23，6
14．5　14．5

4．76

3．41

3，63

3，09

4．06

3．33

2．92

4．49

4．19

5．33

4．09

3．57

5．36

2．02

2，81

2．33

1．59

1．28

1，28

1．28

0．89

4．75

3．40

3．61

3．07

4．07

3．33

2．92

4．48

4．1　8

5．30

4．08

3．56

5．32

2．02

2．34

1．59

1．28

1．28

1．28

0．　91
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3－2　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bの構造決定

（1）ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bの物理化学データ

　前節でヒジキのα一グルコシダーゼ阻害物質Aをグリセロ糖脂質の

SQDGと決定した。さらに、　TLC上で阻害物質Aと類似の呈色特性を持

つもう一つのヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bの存在が認められた

のでその構造決定を行った。阻害物質Bの旧スペルトル（Fig．3－14）、

FAB・MS（Fig．3－15）を測定し、阻害物質Bの機器分析データおよび

物理化学的性質（Table　3－12）を明らかにした。

①
Q
⊂
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仁
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　　　　　Fig．　3－14．　IR　spectrum　of　inhibitor　B，
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　　　　　　　　ρ～フ
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dS1

42e　　　　　自52 50〔∋

　阻害物質BのIRスペクトルでは、3404　cm’1のブロードなO－H伸縮ピ

ーク、2928cm’1の飽和のC－H伸縮ピーク、1744　cm“1のC＝0伸縮ピ

ーク、1173cm’1、1057　cm”1のスルホン酸塩ピーク63》が検出され、

確認できたピークは阻害物質Aのスペクトルのピークと類似していた。

このことから阻害物質Bと阻害物質Aでは官能基が同じ類縁体と推定し

た。旋光度はプラスの旋光性を示した。FAB－MSでは複数のイオンピ

ークが検出され、イオンピv一一．ク間の差は28、28、4、22、2および26

であったので、阻害物質AのFAB－MSと同様に脂質分子種の混合物と推

定した。阻害物質BのFAB－MSは阻害物質Aのスペクトルと比較して、

230ん240マスユニット小さい値となっており、ほぼ脂肪酸残基1個分

に相当する。阻害物質Bのメタノリシスにより生成した脂肪酸メチルエ

ステル混合物のGC分析から脂肪酸組成を調べた結果、パルミチン酸の

組成比が高く（41．7％）、他の脂肪酸は10％以下であった。阻害物質
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Table　3－12．　Physicochemical　properties　of　inhibitor　B

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Pale　yellow　solid

旧vmax（KBr）cm“1：　　3404，2927，1744，1374，1314，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1198，　1173，　1057，　1038．

Optical　rotation　fct］D：　＋220　（c　O．121，　methanol）

FA　B－M　S　（N　ega　ti　ve　mode）　m／z：　63　7，　60　9，　581，　57　7，　55　5，　55　3，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　527．

GC： Palmitic（16：0）

Oleic（18：1）

Palmi　tole　ic（1　6：　1　）

Li　nol　enic　（1　8　：3）

Myristic（14：0）

Do　cosenoi　c（22：1　）

lcosenoic（20：1）

Do　cosanoi　c（2　2　：O　）

Li　nol　eic（1　8：2）

Others

4　1　．7　0／0

　8，50／o．

　7．50／0

　6．60／0

　4．70／0

　3．40／0

　3．oo／．

　2．50／0

　2．50／0

19．6　0／o
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Bの構成脂肪酸組成は阻害物質Aと同様に飽和酸やモノエン脂肪酸が多

かった。両阻害物質の物理化学データには共通点が多く、阻害物質Bも

糖脂質と推定した。

　（2）ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bの1次元NMRスペクトル

　　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bの1H－NMRスペクトル（Fig．3－

16）・13C－NMR完全デカップリングおよびDEPTスペクトル（Fig．

3－17）を測定した。13C－NMR　DEPTスペクトルはカーボンの種類、す

なわち、メチル、メチレン、メチンおよび四級炭素を区別できる。65）

1H－NMRスペクトルでは、阻害物質Aと類似のスペクトルパターンを

与え・0・8g　PPmにアルキル末端メチルプロトン、1．28　PPmに巨大な

アルキルメチレンプ・トン・1・59～2．81　ppmにエステルのαおよびβ

位プ・トンや二重結合のアリル位プ・トン、5．3～5．4ppmにオレフィ

．ンプ・トンなどが検出された・13C－NMRスペクトルでもアルキル末端

メチルカーボン・アルキルメチレンカーボン、エステルかボン、ア

リル位カーボン、オレフィンガーボンが確認できた。これらのシグナ

ルは脂質の脂肪酸残基部分に由来する。

　残りの12種類のプロトンシグナルおよび9種類のカーボンシグナルは

そのケミカルシフトからヘテロ原子に隣接するメチレンおよびメチン

シグナルであると推定できた・これらのシグナルは阻害物質Aのシグナ

ルと類似のケミカルシフトや結合定数を示す。
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（3）ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bの2次元NMRスペクトル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質BのHH－COSYスペクトル（Fig．

3－18）を測定し、クロスピークから相関の組（Table　3－13）を明らか

にした。
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Table　3－13．　Correlations　disclosed　in　cosideration　of　HH－COSY

　　　　　of　inhibitor　B

　　　　　　　δH　Multiplicity　Jin　Hz 　　　　　　　δH　Multiplicity　Jin　Hz

ご77

　3．40

　3．64

　3．07

S
g
4
，
’
g
O
g
9
）

d　3．9

dd　　　3．9，　9．7

br．t　9．7

br．t　9．7

〔o’89

　　コ　コ

〔　／
　5．36

　
　

6．8

7．4

　　　　　

E
i
・
5
〕
塔
l
i
l
〕

2．1，10．3

3．7，　10．3

5．7，　11．5

9．2，　11．5

a
Pr：S，　Pr．oqd　．sipglet；．　d，　doublet；　dd，　doublet　of　doublets；

t，　triplet；　br．t，　broad　triplet；　dt，　doblet　of　triplets；　m，　niUTIiiplet．

　HH鞠COSYスペクトルの糸面から、2．9・～4．77　PPmに酸素が置換し

た7つの連続するプ・トンのグループ、3．35－4．・5ppmに醸が置換

した5つの連続するプ・トンのグループおよび・．89－5．36ppmにアル

・キルおよびアルケンに由来するプ・トンのグループに分けることがで

きる・これらのグループは1賠物質Aの3つのグル・一一　7Pと類似している。
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　0．89～5．36ppmのグループは脂肪酸残基に特徴的なシグナルを示し、

　4・77～2・90PPmのグループは阻害物質Aで考察したように6一スルポ。

α一U一キノボピラノースに特徴的なシグナルである。3．35～4．05ppm

のグループはカップリングパターンからグリセロール部分と推定でき

　るが、ケミカルシフトが阻害物質Aのグリセロール部分と異なる。よっ

て、阻害物質Bはグリセロ糖脂質であり、阻害物質Aとグリセロール部

分の構造が異なると推定した。

　　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質Bをグリセロ糖脂質と確認するた

めに・HMQCスペクトルを測定してH－C相関を調べた。ヒジキα，グル

コシダーゼ阻害物質BのHMQCスペクトル（Fig，3－19）を測定し、ク

ロスピークから相関の組（Table　3－14）を明らかにした。54．2、70．8

および64．2ppmのカーボンはそれぞれ非等価メチレンである。70．8、

72．5および64．2ppmの3つのカーボンのグループは、それらのケミカ

ルシフトおよびDEPTスペクトルから、メチレンーメチンーメチレンとつ

ながるグリセロール骨格のシグナルと同定した。グリセロール骨格の

プロトンシグナルのケミカルシフト値が阻害物質AとBで比較するとグ

リセロール骨格の2位で異なるので、阻害物質Bではグリセロールの2位：

で置換様式が異なると推定できる。炭素6個とプロトン7個のもう一つ

・のグループのケミカルシフト、カップリングコンスタントおよび2次元

NMRスペクトルのデータを阻害物質Aのデータと比較したところ類似

性が高いので・そのグループを6一スルホーα一旦一キノボピラノースと決定

した。

　以上の結果より、阻害物質Bの部分構造を脂肪酸残基、グリセロール

骨格および6一スルホーα一旦一キノボピラノースと決定した。
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Table　3－14．　Correlations　disclosed　in　cosideration　of

　　　　HMQC　spectrum　of　inhibitor　B

6c 6H 6c 6H

100．1　一一　4．77

73．7　一　3．40

75．2　一一　3．64

75．0　一一　3．07

69．8　一一一一　4．09

54．2　一一一　3．35，　2．90

70．8　一一一　4．05，　3．35

72．5　一　3．88

64．2　一一　3．61，　3．55

130．9　一一一　5．36

130．8　一一　5．36

34．8　一一一　2．30

28．1　一一一一　2．03

26．5　一一一一　2．81

26．0　一一一　1．59

14．4　一一一　O．89

　ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質BのHMBCスペクトル（Fig．3－20）

を測定して相関の組（Table　3－15）を明らかにし、3つの部分構造、

脂肪酸残基・グリセロール骨格および6一スルホーα一旦．キノボピラノ＿ス

．のつながりを調べた。

　各部分構造内でのHMBC相関ピークはそれぞれの構造を支持してい

る。部分構造間の相関ピークのδc174．9一δH3．61は、脂肪酸残基のエ

ステルカーボンとグリセロール骨格の一方のメチレンプロトンとの相

．関だった。また・δCIOO．1一δH3．35およびδC67．1一δH4．76はアノマ＿

位のシグナルとグリセ・一ル骨格のもう一方のメチレン間でみられた。

これらのHMBCスペクトルの結果（Fig．3－21）から、グリセロール
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＿一A．

Table　3－15．　Correlations　disclosed　in　consideration　of　HMBC

　　　　　　　　　spectrum　of　inhibitor　B

6c 6H

174．9

130．8　一1　30　．9

100．1

75．2

75．0

73．7

72．5

70．8

69．8

64．2

54．2

34．8

33．1

30．1－30．9

26．0

23．7

14．4

3．61，　2．30，　1．59

2．81．　2．03
　　　　’

4．09，　3．40，　3．35

4．77，　3．07

4．09，　3．40，　2．90

3．64

3・61，　3e55，　3，35

4．77，　3．61，　3．55

4．77，　3．07，　2．90

4．05，　3．35

4．09，　3．07

1．59

1．28，　O．89

2．30，　2．03，　1．59，　1．28

2．30

0．89

1．28
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’一一””‘tt一

骨格の1位に脂肪酸残基が置換し、3位に糖が置換した糖脂質であるこ

　とが明らかとなった。

　各種機器分析のデータから、阻害物質Bの平面構造を1一アシルー3一（6・

スルホーα一旦一キノボピラノシル）グリセロール（SQMG，62）と同定し

た。ヒジキα一グルコシダーゼ阻害物質BのIH－NMRデータの帰属をFig．

3－22に、13C－NMRデータの帰属をFig．3－23に示す。阻害物質AとBの

NMRデータの比較をTable　3－16に示す。

　阻害物質Bの旋光度【α】Dは＋220（cO．1・21，me　thano1）だった。この

値は阻害物質Aと符号が同じなので、阻害物質Bの絶対配置は1一アシルー

．3一（6一スルホーα一旦一キノポピラノシル）一sn一グリセロールと決定した。

S；一一’Q　4r77
　　　　　　H

s

100．1

OH

　　H
3．61　1

H－C o

臼174．9

3．88

H“”C

N一．N．
　　　　軍、帖5

　　　　3．35

OH

Fi　g．　3－21　，　HM　BC　co　rre　lati　ons　of　in　hibito　r　B．
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Table　3－16．　Comparison　of　NMRdata　of　jnhibitorsA　andB

Po　sit　ion 　　　　　　6C

lnhibitorA　lnhibitor　B

6H

ln　hib　itor　A　ln　hib　itor　B

」
1
　

100，0

73．4

74．8

74．9

69．8

54．2

64．3

71，7

67．1

　　　　　　　　　　　　174．9

－C　H＝C　H一　130．8　一1　30　，9

・一 rQ．1t122－CH＝CH一　28．2

＝CH一！1；1t122－CH＝　26．6

一⊆≧旦2－C（0）0－　　　　　　35．2

　　　　　　　　　　　　　35，0

・一 pt122－C　H　2－C（O）O一　26．0

－CH2一　30．0一一31．0
一1Xt1一22－CH2－CH3　33．1

一！ptt1一22－CH3　23．8

100．1

73．7

75．2

75．0

69，8

54．3

64．2

72．5

70，8

　174．9

130．8－1　30　．9

　28　，1

　26．5

　34，8

　26．0

30．1－30．9

　33　．1

　23．7

　14．4

4．76

3．41

3．63

3．09

4．06

3．33

2．92

4，49

4，19

5．33

4．09

3．57

5．36

2．02

2．81

2．33

1．59

1．28

1．28

1．28

0，89

4．77

3．40

3．64

3．07

4．09

3．35

2．90

3．61

3．55

3．88

4．05

3．35

5．36

2．03

2．81

2．30

1．59

1．28

1．28

1．28

0．89
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一．，dA，

3－3　α一グルコシダーゼ阻害性糖脂質SQDGおよびSQMGに関する

　　　考察

　食用海藻の乾燥ヒジキに含まれるα一グルコシダーゼ阻害性物質を検

索したところ、植物や微生物の主要な糖脂質70）の1，2一ジアシル・3一（6一

スルホーα一旦一キノボピラノシル）一sn。グリセロール（SQDG）とそのり

ゾ体の1一アシルー3一（6一スルホーα・旦一キノボピラノシル）一sn一グリセロール

　（SQMG）を得た。これらはスルホン酸基を有する新しいタイプのα一

．グルコシダーゼ阻害性物質であり、各種生物由来のα一グルコシダーゼ

や他の糖質加水分解酵素に対してどのような阻害選択性があるか興味

深い。

　SQDGは光合成組織のプラスチドに多く含まれている70）が、光合成

におけるSQDGの役割はわかっていない。一方、　SQDGの生物活性が

しだいに明らかにされており、腹足類に対する摂食刺激作用、71）イ

ガイ類の忌避作用、72）ホヤ幼生の変態のプロモーター活性、68）抗

腫瘍活性、73）HIVに対する抗ウィルス活性69）が確認されている。

SQMGでは溶血性74）が知られている。これらの生物活性の起こるメカ

ニズムは不明であるが、抗ウィルス性や抗腫瘍性の場合には糖蛋白質

の糖鎖プロッセシング過程をα一グルコシダーゼ阻害物質が撹乱してい

ると推定される。
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第4章海藻糖脂質のα一グルコシダーゼ阻害の
　　　　　　速度論的解析

第1節　糖脂質スルポキノボシルジアシルグリセリドおよびスルポキ

　　　　ノボシルモノアシルグリセリドのα一グルコシダーゼ阻害性

1－1　実験方法

　α一グルコシダーゼ阻害性の速度論的解析には第3章第1節および第

2節で単離したヒジキのスルポキノボシルジアシルグリセリド

　（SQDG）およびスルポキノボシルモノアシルグリセリド（SQMG）

を使用した。比較のためにplant　leaf由来の市販SQDG（LIPID

PRODUCTS）および紅藻のフジマツモからSQDGを単離して使用し

た。

　α一グルコシダーゼ阻害糖脂質を10m1y1リン酸緩衝液（pH7．0）に

所定濃度になるように溶解して阻害物質溶液とした。ρ一字トロフェニ

ルーα一p一グルコピラノシド（東京化成工業（株））を5，10および20

’m巫になるように10mMリン酸緩衝液（pH7．0）に溶解して基質溶液

とした。さらに、5P9／mZ（0．525unit／m4）の濃度になるようにα一

グルコシダーゼ（Sa　cch　aromyces　cerev’siae由来、和光純薬工業

　（株））を10mMリン酸緩衝液（pH　7．0）に溶解して酵素溶液とし

た。ただし、1unitは1分間に1μmo1のρ一ニトロフェノールを遊離す

る酵素活性とした。

　阻害物質溶液0．1m4、基質溶液0．1　mノおよび10mMリン酸緩

衝液（pH　7．0）2．2　mノを試験管に加え、混合後に37℃、5分間恒温

水槽でプレインキュベートした。酵素溶液0．1mノを加え、37℃、2

分間恒温水槽で酵素反応を行った。0．25M炭酸ナトリウム水溶液1．5
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mノを添加して反応を止め、400nmで遊離したρ一ニトロフェノーラ

ートアニオンの吸光度を測定した。ρ一ニトロフェノール（和光純薬工

業（株））の検量線を用いて、吸光度から遊離したρ一ニトロフェノー

ル量を算出した。

1－2　ヒジキSQDGのα一グルコシダーゼ阻害性

　　ヒジキより得たSQDGのα一グルコシダーゼ阻害性試験測定に先立ち、

SQDGの平均分子量を計算した。ヒジキSQDGは脂質分子種混合物で

あったので・ガスクロマトグラフィーで求めた脂肪酸組成（Table　3－6）

からその他の分を差し引いて百分率を再計算し、ヒジキSQDGの平均

分子：量を814と算出した。測定に用いたSQDGの酵素反応遠山濃度を

0，4．91，7．37，9．82μ里、基質酵素反応系内濃度をO．2，0．4，0．8mM

とした。α一グルコシダーゼ阻害性試験を行った結果（Table　4－1）か

らしi　new　eave　r－Bu　rkプロット75）（Fig．4－1）、Dixonプロット75　）．

　（Fig．4－2）を導いた。

　Li　new　eave　r－Burkプロットでは、各阻害物質濃度の直線が縦軸上で

交点を結んだので、ヒジキSQDGの酵母α一グルコシダーゼに対する阻

害様式は拮抗阻害であった・75》Di×・nプ・ットの交点の値からヒジキ

SQDGの阻害物質定数κiを2．9±0．3　pMと求めた。既知α一グルコシ

ダーゼ阻害物質のカスタノスペルミン（27）のκi値はリソソ＿ムα．

グルコシダーゼに対して0．1Pt塑だった。酵素源が違うので一概に比

較はできないが、SQDGは中程度の阻害性を示すと考えられる。なお、

酵素反応前後でのSQDGのスポットをTLCで確認すると変化がないの

で、SQDGは酵素による加水分解を受けていなかった。
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Table　4－1． ln　hib　ito　ry　activity　of　hiJ’　iki　SQDG　ag　ain　st　ye　ast　ct　一

gl　uco　sidase

O．2　mM

Substratea

　O．4　mM O．8　mM

SQDG
（μ皿）

PNPb　lnhibitionC　PNP　lnhibition　PNP　lnhibition

（n　mol）　（O／o）　（n　mol）　（O／o）　（n　mol）　（o／o）

　0

4．91

7，37

9．82

50．1

31．7

24．2

21．4

36．7

5　1　．7

57．3

66．1

47．5

38　．4

35．0

28．7

42　．3

47．4

82．1

68．1

6　1　．2

59．1

17．1

25　．5

28．0

aSubst　rate　，　p－nitrophe　nyl　一ct　一Q－g　lucopyranoside．

bpNP，ρ一nitropheno口iberated　afterα一glucosidase　reaction．

C　ln　hib　ition　（O／o　）＝｛　（con　tro　1　PN　P－PNP　wj　th　an　in　hibito　r）　／c　ontro　l

　　　　　　　　　　　　PN　P｝×100
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Fig。4－1．Lineweaver－Burk　plots　of　inhibition　of切1kブSQDG

　　　　　　against　yeast　ct－glucosidase．

　　　　　　PNPctGlc，　p－nitrophenyl－ct－D－glucopyranoside．

　　　　　　　口，［SQDG】0μ，M；▲，【SQDG】4．91μM；

　　　　　　　e，　［SQDG］　7．37　ptM；　一，9．82　pM．
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Fig．　4－2．　Dixon　plots　of　inhibition　of　hi’iki　SQDG　against

　　　　　　yeast　ct－glucosidase．

　　　　　　PNPctGlc，　p－nitrophenyl－ct・一D－glucopyranoside．

　　　　　　　一，　fPNPctGlc］　O．2　mM；　e，　［PNPctGlc］　O．4　mM；
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　1－3　市販SQDG標品のα一グルコシダーゼ阻害性

　　1－2でヒジキより単離したSQDGのα一グルコシダーゼに対する阻害

様式と阻害物質定数を求めた。これらの値がヒジキSQDGの脂質分子

種に特徴的なのかを検討するために、市販のplant　leaf由来のSQDG

標品で阻害様式と阻害物質定数を検討した。

　まず・市販SQDGのガスクロマトグラフィーで求めた脂肪酸組成

　（Table　4－2）を調べた結果、ヒジキと同様にパルミチン酸含量がもっ

とも高かった。市販SQDGで特徴的なのはリノレン酸含量がヒジキに

比べて高く、ヒジキと市販のSQDGでは脂肪酸組成には違いがみられ

た。市販SQDGの脂肪酸組成からその他の分を差し引いて百分率を再

計算し、その平均分子量を816と算出した。

　市販SQDGの酵素反応系内濃度を0，2．45，4．90，7．36μ埜、基質酵

素反応系内濃度を0．2，0．4，0、8m1y1とし、α一グルコシダーゼ阻害性試

験を行い、その結果（Table　4－3）からLineweaver－Burkプロット

　（Fig．4。3）、Dixonプロット（Fig．4・4）を導いた。

　市販SQDGのLi　neweave　r－Burkプロットでは、ヒジキSQDGの場

合と同じように各阻害物質濃度の直線が縦軸上で交点を結んだので、

酵母α一グルコシダーゼに対する市販SQDGの阻害様式もまた拮抗阻害

であった。Dixonプロットから求めた阻害物質定数κiは3．0μMだっ

た。ヒジキSQDGのκノは2．9±0．3　pMだったのでκノはほぼ同じ値を

・示した。SQDGのα一グルコシダーゼ阻害に関して、構成脂肪酸はあま

り影響を与えずに、SQDGという糖脂質構造が阻害性に重要と推定で

きる。さらに、阻害様式が拮抗阻害ということも考えあわせると、ス

ルポキノボシド構造が阻害活性部位と考えられる。
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一．dMIL

Table　4－2．　Fa　tty　ac　id　co　mpo　si　ti　on　of　pu　rch　ased　SQDG

Fatty　acid Composition　（o／．）

Palmitic　（1　6：0）

Linolenic　（18：3）

Li　nol　eic　（1　8：2）

Palmitoleic　（1　6：1）

Others

45．7

41　．8

4．4

2．1

6．0

Table　4－3，　lnhibitory　actMty　of　purchased　SQDG　against　yeast

　　　　　　　　ct　一g　1ucosid　ase

O．2　mM

Substratea

　O．4　mM O．8　mM

SQDG
（pM）

PN　Pb　ln　hibitio　nC　PN　P　ln　hibition　PN　P　ln　hib　ition

（nmol）　（O／o）　（nmol）　（O／o）　（nmol）　（O／o）

　0

2．45

4．90

7．36

9．81

63　．2

57．8

52．0

42．3

25．7

8．5

17．7

33．1

59　．3

75e7

71．4

63．2

59．3

34．3

5．7

16．5

21，7

54．7

101

96．8

89．5

82．1

70　．3

4．1

11．3

18．6

30　．3

aS　ubst　rate　，　p－nitrophe　nyl　一a　一Q－g　lucopyrano　side．

bPN　P，　p－nitrophenol　liberated　after　ct－glucosidase　reaction．

C　ln　hib　ition　（O／o　）＝｛　（con　tro　1　PN　P－P　NP　wi　th　an　in　hib　ito　r）／c　ontrol

　　　　　　　　　　　　PN　P｝×100
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Fig．　4－3．　Lineweaver－Burk　plots　of　inhibition　of　purchased

　　　　　　SQDG　against　yeast　a－glucosidase．

　　　　　　PNPaGlc，　pnitrophenyl－ct－D－glucopyranoside．

　　　　　　　o，［SQDG］O　ptM；　e，　［SQDG］　2．45　pM；

　　　　　　　口，【SQDG］4．90μM；■，7．36μM．
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Fig．　4－4．　Dixon　plots　of　inhibition　of　purchased　SQDG

　　　　　　against　yeast　ct－glucosidase．

　　　　　　PNPaGlc，　p－nitrophenyl－ct－D－glucopyranoside．

　　　　　　　M，　IPNPaGlc］　O．2　mM；　e，　［PNPctGlc］　O．4　mM；

　　　　　　　O，　［PNPctGlcl　O．8　mM．

119

琉
欝

齢

め　　　　　　　　　　　　ドヨ　ドの　　　　　　　　　　　　セ

　　．．懸馨難懸講鑛懇灘難雛鑛雛難・灘



1－4　ヒジキSQMGのα一グルコシダーゼ阻害性

　ヒジキより単離したα一グルコシダーゼ阻害性成分のうちもう一方の

SQMGのα・グルコシダーゼ阻害性試験を行った。測定に先立ち、ガス

クロマトグラフィーで求めた脂肪酸組成（Table　3－12）からその他の

分を差し引いて百分率を再計算し、ヒジキSQMGの平均分子量を563

と算出した。測定に用いたSQMGの酵素反応系内濃度を0，3．52，7．04，

10．6，14．1μ里、基質酵素反応系内濃度を0．2，0．4mMとした。

SQMGは単離した量が少なかったために阻害様式や阻害物質定数を求

めることができなかった。そこで、SQMGの酵母α一グルコシダーゼ阻

害性試験の結果（Table　4－4）から、　SQMGとSQDGのα一グルコシダ

ーゼ阻害率（Fig．4－5）を比較した。同濃度でSQMGのほうが阻害率

が高かったので、その理由をモノアシル体のほうがジアシル体より親

．水性が高く酵素の触媒部位にアクセスしゃすいためと考えた。
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’

Table　4－4・lnhibitory　activity　of力11〃σSQMG againStyeaSt

α一glucosidase

Substratea

1

0．2mM　　　　二

0．4mM
＝

SQMG PNPb　　lnhibitionc PNP lnhibition
（μ巫）　一

（nmoり　　（％） （nmoり （％）

0 52．8　　　　　　一 75．2 一

3．52 24．9　　　　　　　52．8 42．7 43．2

7．04 11．5　　　　　　　78．2 25．3 66．4

10．6 5．05　　　　　　90．4 13．4 82．2

14．1 2．68　　　　　　　94．9 8．06 89．3

aSubstrate，ρ一nitr・phenyl・α一P－gluc・pyran。side．

一
bpNP，ρ・nitr・phen・日iberated　afterα一gluc。sidase　reacti。n．

．clnhibition（％）＝｛（control　PNP－PNPwithan inhibitor）／control

i
キ
1

PNP｝×100
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Fig・4’5・lnhibiti・n（％）・f　h脚SQDG　and　SQMG　against　yeast

　　　　　a－glucosidase．

　　　　　　Symbols　are　as　follows：e　，　SQMG，　final　substrate

　　　　　　灘9ざl19】【言｛f需諾黒お紹摺40㍑M；
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第2節SQDGのα一グルコシダーゼ阻離1こ対するDGDGの抑制効果

本節では新たに紅藻のフジマツモ（Rh・d・me／a　larix）を用いてα一

グルコシダーゼ阻害物質を探索した．その糸課、ヒジキと同じように

SQDGが得られたが、精製過程で顕著に阻害効果が抑制されることを

見いだした・そこでα一グルコシダーe’K且害の抑制樹髄検討した。

2－1　フジマツモ糖脂質の特性

　（1）フジマツモ粗脂質の抽出および複合脂質画分への分画

第2章第1節で記載のフジマツモ（143・9生鮮重）を使用した。

　液体窒素で凍結後に乳鉢で粉砕し、クロロホルム：メタノール＝1：2

（vlv）の混液3Zを加えホモジナイズした。減圧濾過により得た濾液に

クロロホルム2ze水・・6Zを加えて、分液漏斗で二層に分配した．下

層を無水硫酸ナトリウムで脱水後に溶媒を留温した。最終的に得られ

た粗脂質重量は5．63gだった。

薄野腰画分を得るために棚腰のうち312　mgをSep．Pak

si　1ica（Waters）に供した・クロロホルムで単純脂質を溶出し、メタノ

ールで複合脂質画工を溶出した。得られた単純脂質画分重量は134

mg（43．0％）で、複合脂質画分重量は170mg（54．6％）だった。

（2）脂質クラスの精製および脂肪酸組成

　フジマツモ複合脂質の特性を明らかにするために、複合脂質画分の

一部を分析TLC（Fjg・4－6）に供した．リンを検出できるディトマ＿

試薬に呈色するスポットはなかったが、オルシノールー硫酸試薬に呈色

するスポットA・BおよびCが観察できた。スポットceまアズールA試

薬にも艶した・呈鰍薬に対するレスポンスとそれらの月面から、
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Origin
Chlorophyll

C　　B

e　e

Front

曾 A
●

　　　　　　　　Chloroform：methanol：water＝65：25：4

Fig．　46．　Thin　layer　chromatogram　of　the　fujimatsumo

　　　　complex　lipid　fraction．

　　　　Spots　are　visualized　wjth　orcinol－sulfuric　acid．

スポットA、BおよびCをそれぞれモノガラクトシルジアシルグリセリ

ド（MGDG，64）、ジガラクトシルジアシルグリセリド（DGDG，63）

およびスルポキノボシルジアシルグリセリド（SQDG，61）と同定し

た。これらの糖脂質を複合脂質画分からTLCで分取した（Table　4－5）。

Table　4－5．　Glycolipids　isolated　from　fujimatsumo

Glycolipid 　　Pe　rcentage　in　Pe　rcentage　in

the　glycoIipid　fraction　the　total　lipid　fraction

MGDG
DGDG

SQDG
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　単離したフジマツモSQDGの構成脂肪酸（Table　4－6）とDGDGの構

成脂肪酸（Table　4－7）を測定した。

　　Table　4－6．　Fatty　acid　composition　of　fujimatsumo　SQDGa

Fatty　acid Composition　（o／o） Fa　tty　acid　Co　mpo　soti　on　（o／o）

16：0

18：1

16：1

22：2

42．7

11．4

9．0

5．9

14：0

19：1

18：3

20：5

5．7

3．7

3．2

3．2

a　Fa　tty　ac　ids　of　le　ss　th　an　30／o　co　nte　nt　are　re　jected．

　　Table　4－7．　Fatty　acid　composition　of　fuiimatsumo　DGDGa

Fatty　acid Composition　（o／o） Fa　tty　acid　Co　mpo　soti　on　（o／o）

16：0

20：4

22：0

16：1

27　．2

15．2

10．0

7．3

18：3

18：1

14：0

18：2

7．1

6．2

5．7

4．7

　　　　　aFatty　acids　of　less　than　30／o　content　are　rejected．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　125

灘灘灘灘鐵ll鑛…灘．灘難轡灘灘｝醗響響響灘響繋灘、羅灘灘難鰹響

一
：
ゼ
・

虞
ド
げ
緊
ε
陪
螂
ら
臥
藍
郭
卜
　
e
著



　フジマツモから抽出した脂質の約半分は複合脂質であり、複合脂質

のほとんどが糖脂質で、リン脂質はTLCで検出できなかった。動物組

織の複合脂質は一般的にリン脂質含量が高い。76）陸上植物では複合

脂質中ではグリセロ糖脂質が多いが、ホスファチジルグリセロールな

どのリン脂質も検出される。76）しかし、フジマツモはリン脂質をほ

とんど含まないので、糖脂質供給源として有望である。フジマツモ

SQDGとDGDGの主要な構成脂肪酸はともにパルミチン酸であり、こ

れは植物糖脂質の一般的傾向と同じであった。その他の脂肪酸では、

SQDGでは飽和酸やモノエン酸が多く、DGDGではアラキドン酸やド

コサン酸が多かった。構成脂肪酸のこれらの特徴は藻類の糖脂質の特

徴に一致する。76》

2－2　フジマツモSQDGのα一グルコシダーゼ阻害性

（1）実験方法

　α一グルコシダーゼ活性測定法は第4章第1節と同じ方法で行った。

フジマツモSQDGの構成脂肪酸から平均分子量を817と算出した。

（2）結果および考察

　フジマツモSQDGの酵母α一グルコシダーゼに対する阻害試験

（Table　4－8）からLineweave　r。Burkプロット（Fig．4－7）、Dixon

プロット（Fig．4－8）を導いた。

　Lineweaver－BurkプロットによりフジマツモSQDGの阻害機構を検

討した結果、ヒジキSQDGや市販SQDG標品と同様に拮抗阻害を示し

た・Dixonプロットにより求めた阻害物質定数κiはフジマツモSQDG

で2．50±0．83pMだった。　Ki値はヒジキSQDG（2．9±0．3μ埜）や
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Table　4－8．　lnhibitory　activity　of　ful’imatsumo　SQDG　against

　　　　　　ye　ast　ct　一g　lucosid　ase

Substratea

O．2　mM O．4　mM O．8　mM

SQDG　PNPb　lnhibitionC　PNP　lnhibition　PNP　lnhibition

（ptM）　（nmol／min）　（O／o）　（nmol／min）　（o／o）　（nmot／min）　（o／o）

o

2．40

4．79

9．58

34．8

25．1

15．9

11．5

27　．9

3
0
45

0
0
76

45．9

37．3

30．0

22．2

18．7

34．6

51．6

51．3

45．1

33　．8

27　．5

12e1

34．1

46　，4

．　aSubst　rate　，　p－nitrophe　nyl　一ct　一Q－g　lucopyranoside．

bPN　P，　p－nitrophenol　liberated　aftera－glucosidase　reaction，

C　in　hib　ition　（O／o　）＝｛　（con　tro　1　PN　P－PNP　wi　th　an　in　hibito　r）　／c　ontrol

　　　　　　　　　PN　P｝　×100

市販SQDG営門（3・0μ里）の値に比べて、低い値となっている。しか

し、データ数が少ないため統計的に有意差があるかは不明である。3種

類の植物由来SQDGのα一グルコシダーゼに対する阻害性に大きな差は

認められなかったので・阻害活性へのll旨肪鰍基の違いはあまり影響

がなく、糖部分が重要であると推測した。
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Fig．　4－7．　Lineweaver－Burk　plots　of　inhibition　of　fuJimatsumo

　　　　　SQDG　against　yeast　a－glucosidase．

　　　　　PNPctGlc，　pnitrophenyl－a－D－glucopyranoside．

　　　　　　o，　［SQDG］　O　pM；　e，　［SQDG］　2．40　pM；

　　　　　　m，［SQDG］　4．79　pM；　一，　9．58　pM．
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Fig．　4－8．　Dixon　plots　of　inhibition　of　fulimatsumo　SQDG

　　　　　against　yeast　ct－glucosidase．

　　　　　PNPctGlc，　p－njtrophenyl－a－D－glucopyranoside．

　　　　　　U，　［PNPctGlc］　O．2　mM；　e，　（PNPaGlc］　O．4　mM；

　　　　　　O，　［PNPctGlc］　O．8　mM．
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2－3　SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性に対する糖脂質DGDGの抑制

　　　効果について

（1）　総糖脂質画分のα一グルコシダーゼに対する阻害性

　フジマツモにもα・グルコシダーゼ阻害性糖脂質のスルポキノボシル

ジアシルグリセリド（SQDG，61）が含まれていることを明らかにし

た。藻類の生体内では、糖脂質はSQDG、ジガラクトシルジアシルグ

リセリド（DGDG，63）およびモノガラクトシルジアシルグリセリド

（MGDG，64）の混合物として存在している。そこで、これら3つの糖

脂質混合物がどのようなα一グルコシダーゼ阻害性を示すかを検討した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　む

　　　　　　SO習。　・⊥R

　　　　　　　OHo

　　　　　R＝Alkyl　SQDG（61）

　　　　　　　　　　　　　　　　　む
R・　・　lili7　BitP．9i一：「o」LR’

　　　　くう

　　　R，£H

　　　　　　HO　　OH

　　AIkylH。　oDGDG（63）

Alkyl H

OH

MGDG（64）
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Origin
Total　glycolipids　Chlorophyll

　　　l　1　Front

　　Chloroform：methanol：acetic　acid：water＝25：15：4：2

Fig．　4－9．　Preparative　thin　layer　chromatogram　of　the

　　　　fujimatsumo　complex　lipid　fraction．

　　フジマツモ複合脂質画分（第4章第4節）を分取TLC（Fig．4－9）

に供した。この展開溶媒では3種類の糖脂質SQDG、　DGDGおよび

MGDGが一つのバンドとなりクロロフィル成分と分離できた。このバ

ンドを分取して、α一グルコシダーゼに対する阻害性を検討した

　（Table　4－9）　．

　総糖脂質画分のα一グルコシダーゼ阻害率は1．Omg／mノの濃度で

6．1％だった。Table　4－5の糖脂質組成から3つの糖脂質の合計を100

・％とした場合に、SQDGは49％、　DGDGは36％、　MGDGは15％とな

り、総糖脂質画分にSQDGは0．49　mg／mノ含まれる計算になる。一方、

単離したSQDGでは0．05　mg／mノの濃度でも阻害率18．7％を示した。

これらの結果からSQDGのα一グルコシダーゼに対する阻害性は他の共

．存する糖脂質により抑制を受けていると推測した。そこで、このよう

な現象の起こるメカニズムを検討した。
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Table　4－9．　a－Glucosidase　inhibition　（O／o）　of　the　total　glycolipid

　　　　fraction　and　isolated　SQDG　obtained　from　fuiimatsumoa

Lipid Dose　（mg／m　Z） lnhjbitionb　（o／．）

Total　glycolipid

　　SQDG

1．O

O．05

0．1

0．2

6．1

18，7

34．6

51．6

aAs　says　we　re　ca　rri　ed　out　un　der　th　e　co　ndi　tion　de　scrjbed　in

Se　cti　on　1　，　Ch　apter　4．　Fi　nal　su　bstrate　co　nce　ntra　tion　was　O．4

m竺・

b
ln　hibition　（O／o　）＝｛　（vo　一v）／vo｝　×　100

　　　Vo，　velocity　without　glycolipid（s）

　　　v，　velocity　with　glycolipid（s）．

（2）SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性に対する他のグリセ。糖脂質

　　　の影響

（2－1）実験方法

まず・Table　4－6の脂肪二成の結果力・ら、フジマツモDGDGの平均

分子量を935と算出した。

10哩リン酸緩衝液（pH　7・・）2．1　mZ、1・mMρ一ニト。フェニ

ル“α’旦一グルコピラノシド・・1mZ、　SQDG溶液・．1　mZ、tb・よび

DGDG溶液0・1　mZ　fe試験管に加え、37℃、5分間プレインキュベー
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ションをした。5μg／m9（0．5　un　it／mノ）α一グルコシダーゼ溶液O．1

mノを加えて・2分間反応を行った。0．25M炭酸ナトリウム水溶液を

加え反応を停止した。400nmで反応液の吸光度を測定し、検量線によ

り生成したρ一ニトロフェノール量を求めた。

（2－2）結果と考察

　SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性に対するDGDGの影響を調べるた

めに・SQDGおよびDGDGが入っていないときの反応速度を1とした相

対速度を求めることにした。

　SQDGおよびDGDGが入っていないときの反応速度Voは、酵素濃度

が一定のとき、ミカエリスーメンテンの式75）に従い、式（1）のように

なる。

Vmax　×　S

vo＝ （1）

S＋　Km

ただし、Vmax：最大速度

　　　　　S：終基質濃度

　　　　　Km：ミカエリス定数

SQDGが入ったときの反応速度Vlは拮抗阻害の速度式75）に従い、式

（2）のようになる。

　　　　　　　　　　Vmax　×　S

　　　　　　S　＋　K．（1　＋　［S　QDG］IKi）

ただし、Ki：阻害物質定数
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式（2）を式（1）で割り、相対速度Vl／vOを求めると、式（3）のよ

うになる。

S＋Km
Vl　／VO　＝

S　＋　K．（1＋　［S　QDG］IKi）

（3）

式（3）から、もしVlがDGDGによる影響を受けず、　SQDGの濃度が

淀条件下で・DGDG灘に関係なく木目対速度Vl／v。が一定になるこ

とがわかる。そこで、SQDGおよびDGDGを各濃度にとったときの相

対速度を測定した（Table　4－10）。

Table　4－10．　Relative　velocity　（vl／vo）　determined　by

　　　　　　　me　asu　re　me　nt　of　ct　一g　lucosid　ase　re　action　wi　th　o　r’

　　　　　　　without　SQDG　and　DGDG

Relative　velocity　（vl／vo）

［D　GDG］　（pt　M）

o

　　　　［S　QDG］　（ptM）

4．79　9．58　14．4 19．2

　o
O．41　9

0．836

1．26

1．68

4．19

8．36

1．01

1．01

O．679

0．810

0．873

0．910

0．914

O．575

0．635

0．717

0．751

0．796

O．456

0．536

0．600

0．622

0．657

O．406

0．466

0．507

0．515

0．552
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一．．dl！A．

相対速灘掟の結果・SQDGの濃度が同じ条件でDGDG灘が増加

するにつれてvl／v・も増加した．すなわち、　DGDGがSQDGのα．グル

コシダーゼ阻害効果を抑制していることが明らかとなった．この理由

として以下の2つの仮説が考えられる。

（1）DGDGがα一グルコシダーゼを活性化している。

（2）DGDGが酸SQDGに働きカ・け、　SQDGのα一グルコシダーゼ阻

　　害性を弱めている。

（1）が正しい場合には・DGDGのみを酵素反応系に加え鵬合に、　i目

対速度は1より大きくなるはずである．しカ・し、Table　4．25の結果の

ように・SQDG厳が・哩でDGDG濃度が4．19、8．36心入って

いる条件で・相対速度は1のままだった。DGDGはα一グルコシダ＿ゼ

を活性化も儲もしないことが明かとなった。そこで、（2）のDGDG

が直接SQDGに影響を与えていることを速度論的に解析した。

　DGDGが直接SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性を抑制していると仮

定して・DGDG厳により・から1まで変イヒする抑制に関わる変数Aを

SQDG灘に乗じた・すなわち・DGDGとSQDGの両者が存在した場

合の速度V2は式（4）のようになる。

Vmax　×　S

V2＝
S　＋　K．（1　＋　［S　QDG］IKi×　A）

（4）

ただし、A：阻害抑制に関わる変数（0＜A＜1）

式（4）を式（1）で割ると・欄速度v2／v。は式（5）のようになる。
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　　　　　　　　　　　　S＋K
　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　v2／V・＝　　　　　　　　　　　　　（5）
　　　　　　　S＋Km（1＋【SQDG】／Ki×A）

式（5）の両辺の逆数をとると、

　　　　　　　　　【SQDG】×Km

　　　v・／v2＝1＋　　　　　×A　　　　　　（6）
　　　　　　　　　（S＋Km）×Ki

となる。同様に式（3）の両辺の逆数をとると、

　　　　　　　　　［SQDG】×Km
　　vO／v1＝1＋　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（7）

　　　　　　　　　（S＋Km）×Ki

となる。式（7）を式（6）に代入すると、

　　v・／v2＝1＋（v・／v「1）×A　　　　　　　　（8）

となる。式（8）を変形すると、

　　A＝（V・／V2一1）／（V・／V1　一一　1）　　　　　　　　（9）

ただし・Vo：SQDGおよびDGDGともに入っていないときの反応速度

　　　　Vl：SQDGのみ入っているときの反応速度

　　　　v2：SQDGおよびDGDGともに入っているときの反応速度

となる・すなわち・酵素灘・基質厳およびSQDG灘が同じ場合

にAは反応速度vO、　Vlおよびv2から導くことができる。

　各種SQDGおよびDGDG濃度におけるAの値を測定し（Table　4－11）、
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峨

Avs．DGDG（Fig．4－10）、

gした。

1／Avs．　DGDG（Fig．4・11）をプロッ

1
1

Table　4－11・ハvaluesdetermined　by　measurement。fα一

glucosidase　reaction

Avaluea

【DGDG】（μM）
【SQDG1（μM）

4．79 9．58　　　　　　14．4 19．2

0　　　　　　　　　　1．00 1．00　　　　　1．00 1．00

0．419　　　　　　　　　　　0．621
0．758　　　　　0．763 0，758

0．836　　　　　　　　　　　　0．383
0．518　　　　　0．588 0，641

1．26　　　　　　　　　　　　0．260
0．437　　　　　0．535 0，621

1
1．68　　　　　　　　　　　　0．248

0．337　　　　　0．459 0，535

aA＝（V。／v2－1）／（v。／v一1），

vo・velocity　under　thecondition without　SQDGand DGDG；v1，
velocity　underthec・nditi・n　with　SQDG；v2，　vel。cityunderthe

condition　with　SQDGandDGDG．

』
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　　　　　　　　　　　　DGDG　（pM）

Fig．　4－10．　A　versus　DGDG　plot．

　　　　　■，SQDG　19．2μM；口，SQDG　14．4

　　　　　ptM；　e，　SQDG　9．58　ptMI　O，　SQDG

　　　　　4．79　pM．

ミ
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1

o
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DGDG　（ptM）

2

Fig．　4－11．　1／A　versus　DGDG　plot．

　　　　　■，SQDG　19．2　pM；口，SQDG　14．4

　　　　　ptMI　e，　SQDG　9．58　ptMi　q　SQDG

　　　　　4．79　pM．

灘　難　鰹羅　灘難繕

137

轍灘議難懸＝1難ln：E：“

　　　　　　　　　鍵灘難灘灘

ζ
竪
睡
蓑
L
緊
”
か
・



A
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・鑛灘瀞　　鱗羅

　　Fig．4－11から、1／AはDGDG濃度の一次関数になっていることがわ

かる。直線の傾き8をとしたときに式（10）がなりたつ。

傾きθはSQDGにより変化している。そこで、　Bvs．SQDGプロット

をFig・4－12に・1／8vs．SQDGプロットをFig．4－1・3にそれぞれ示す。

　　Fig．4－12の結果から、1／θはSQDG濃度の一次関数になっているこ

とが明らかとなった。この直線の傾きを1／Cd〃と置くと、式（11）が

なりたつ。

Fi　g．4・36からCd〃をもとめると10．3という値が得られた。式（11）

の両辺の逆数をとると、

となる・式（12）を式（10）に代入すると、

　　1／ハ＝（cd〃／【SQDG】）×【DGDG】＋1　　　　　　（13）

となり、式（13）を変形すると、

　　A　＝【S　QDG】／（【SQDG］＋cdiノ×【DGDG】）　　　　　（14）

が得られた。
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2

co　1

o

o

　　　　　　　　一一一一〇

　　　　　　SQDG　（pM）

　　Fig．　4－12．　B　versus　SQDG　plot．

里1

o

　　　　　　SQDG　（ptM）

　　Fig．　4－13．　1／B　versus　SQDG　plot．

ここで’‘tは・Cd〃＝1ならば・SQDGの「モル分率」を表している。

しかし・本研究においては・d〃＝1・．3であり、DGDG扮子あたり

SQDG　10・3分子分に換算した「分率」で、　SQDGの本来持っているモ

ルあたりのα一グルコシダーゼ鵬活性を希釈している。すなわち

DGDG　1分子がSQDG　1・・3分子1こ相当する相殺効果を発揮していると
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考えられる。

　式（14）を式（4）に代入すると、

Vmax　X　S

V2＝

S＋Km×

i
1
＋
［SQDG］ ×【SQDG】早漏PGDG】1

（15）

Ki

となる。

　すなわちSQDGとDGDGが共存する場合には、反応速度式のミカエ

リス定数に・SQDGの拮抗阻害に関わる項とDGDGの「希釈」に関わ

る項が加わることになる。

2－4 @SQDGのα一グルコシダ一六阻害性に対するDGDGの影響に関す

　　　る考察

　フジマツモにおいて・α一グルコシダ一院阻害性を示すグリセ。欄旨

質SQDGとその阻害効果を抑制するグリセ・糖脂質DGDGの存在を明

らかにした・フジマツモSQDGは他の植物由来のSQDGと同じ阻害様

式および阻害物質定数を示したので、脂肪酸組成の違いはα一グルコシ

ダーゼ阻害性にあまり影響がないことを示している．また、拮抗阻害

を示すことで阻害に藪な部位は6一スノレホーCt－9一キノボピラノシド構造

であった。

　DGDGをSQDGのα一グルコシダーゼ阻害性試験に添加し、速度論的

にα一グルコシダーゼ阻害の抑制効果を解析したところ、糖脂質混合物

におけるSQDGの「分率」により阻害活性が希釈されていた．この「分

率」騨純なモル分率ではなく、DGDG扮子がSQDG　1。．3分子にネ目

当する分率である・そこで・DGDGがSQDGのα一グルコシダーゼ阻害
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　性を抑制するメカニズムを推測した。推測の上で考慮したのは、第1に

　SQDGはDGDGにより希釈を受けていることである。　DGDG単独では

　α’グルコシダーゼ反応を活性化も阻害もしないため、SQDGが反応混

液中で単純な「溶液」状態で存在しているならば、SQDGの阻害だけ

　を考慮した反応速度式に従うはずである。しかし、測定結果は速度式

　に従わなかったので・SQDGは反応系内で溶液状態で存在していない

　と考えた。第2にDGDGがα一グルコシダーーゼ阻害性を示さないSQDG

の「疑似化合物」として希釈効果を示してし・るなら、単純なモル分率

で希釈されるはずである・しかし、DGDG　1分子がSQDG　1。．3分子に

相当する分率で希釈効果を示している．よって、DGDG扮子が存在

　するだけで・近傍のSQDG分子10．3個に影響を与えていることになる。

　これらを考慮した抑制メカニズムの推測をFig．4－14に示す。

　　SQDG分子は親水性の糖部分と疎水性の脂肪酸側鎖をもっている。

　そこで・酵素反応の緩衝液中では会合してミセル構造を形成している

と考えた（Fig・4－14（A））。同様にDGDGがさらに加わっても、混

合ミセルの状態で会合して存在している（Fig．4－14（B））と仮定し

　た。SQDGの糖部位はα一グルコシドの6位水酸基がスルホン酸基に置

換しただけの構造なのでα一グルコシダーゼの活性部位にアクセスしゃ

すい。しかも・ミセル構造をとっていてもスルポキノボース部分は外

側を向いているために・SQDGのα・グルコシダーゼ阻害に重要なスノレ

ポキノボース部位はミセル表面に存在しているので、阻害物質が溶液

状態にある時の拮抗鵬反応速度式に従うと考えた（Fig．4．14（C））。

｝方・DGDGでは糖部分にガラクトースが2分子置換している。

DGDGとSQDGの混合ミセルでは、ミセル表面のスルポキノボースの

中にガラクトースが突き出た構造をとっている．ガラクトースは螺

．の基質になり得ないために・酵素反応場の近傍に位置するSQDGは酵

素の活性部位に近付くことができない．よって、DGDG分子の近傍に
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薦

B

c D

α一Glucosidase

Fig．　4－14．　Speculation　on　suppressing　actiity　of　DGDG　against

　　　　　　　ct－glucosidase　inhibition　of　SQDG．

　　　　　　　　　　｛at　．a．nd　q，．　glycolipid　added　is　only　SQDG；　B　and　D

　　　　　　gl￥Lcolipids　．adqed　are　both　sQDG　and’　DGbG’　1’　A’，　ns’　b’一DVd

　　　　　　（口＝＝＝＝）in　the　reaction　miXture　has　a　micelle

　　　　　　structure；　B，　DGDG　（t）　and　SQDG　in　the
　　　　　　regction　rpix1u！e一　bqye　a　mixed　’micelle　structure；　’C，　one

　　　　　　（團＝＝）・f’SQDG　m・lecules　has　easy　access　t。　the

　　　　　　q．一ctiv．g　sitenot．ct－g！ucosidase，　and　inhibits　ct－glucosidase

　　　　　　reaction；　D，　the　“head”　of　DGDG　disturbs　acVcess’　6i

　　　　　　SQDG　to　the　active　site　of　ct－glucosidase．

存在するSQDGは嚇膳性を発揮できず、反応系に存在している

SQDG灘から予想される酵素阻害活性を示さない．このようにして
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阻害活性が「希釈」されてしまうと考えた（Fi　9．　4．1　4（D））。

このようにSQDGのα一グルコシダーゼ阻害活性に対して、　DGDGが

抑制効果を示すメカニズムを推測した。これに似た現象はホスホリパ

ーゼA2によるリン脂質の加水分解の際に、基質リン脂質がミセル構造

をとるので反応速度の解析に基質の俵面灘」や界面活性剤とのモ

ル分率を考慮しなければならない、との報告77）がある．しかし、本研

究のように・単独では酵素反応に影響を与えない物質が阻害物質に影

響を与え・阻害効果を抑制するとい槻象1ま初めての報告である。
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第5章　総　合　考　察

　　本研究において海産生物に含まれる有用生化学資源としてα一グルコ

シダーゼ・β一グルコシダーゼおよびチ・シナーゼ阻害性物質の検索を

行った・このためにまず・簡便な酵素阻害性試験方法を確立した。

　　すなわち・酵素阻害性および抗菌性1ますべて寒天平板法により視覚

的に判断できるように検討した・チ・シナー逆討離および抗菌性を

検出するためには・寒天平板法が既1こ確立されているが、グルコシダ

ーゼの阻割搬出には寒天平板法による方法は確立されていない。そ

こで・本研究では寒天平板法によるグルコシダーゼ阻害性試験法を確

立した・グルコシダーゼ反応は基質にρ一ニト・フェニルグルコピラノ

シドを用いると数分のオーダーで反応が進んでしまうために、阻害物

質が寒天平板を拡散する前に酵素反魂寸進んでしまい、阻害性をモニ

ターできない・そこで・これを解決するため1こ、寒天平板を2枚使用し

た・敢には酵素溶液を表面に塗り、ペーパーディスクの直径の穴を開

・け・そこに被験物質含有ペーパーディスクを埋めた。この状態では基

質が存在しないので・酵素反応は進まず、阻害成分が寒天平板上およ

び中を拡散して醸と阻害物質の相互作用が起きる．一方、基質化合

物を鮪し一汁寒天平板を別途作製し、これを嚇を塗った寒天平

．板に重ねあわせて酵素反応を開始する方法を開発した。既知阻害物質

1一デオキシノジリマイシンおよびグルコノーδ一ラクトンでグルコシダー

ゼ阻害を寒天平板法で確認したところ阻害物質の量1こ応じて酵素反応

阻害円が確認できた・このようにして酵素反応の開始を遅らせること

により酵素阻害をモニターできるようになった。

寒天平板法により嚇阻害性および抗菌性をスクリーニングした結

果・αヴルコシダー遡翻三を示したのは澱9種類、ノM融物1欄、

鯖椎動物礪類・水鹸品で礪類だった．β一グルコシダーゼに対し
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　ては海藻7種類、無脊椎動物2種類、水産食品で5種類が阻害性を示した。

　チロシナーゼ阻害は海藻3種類、無脊椎動物3種類で認められた。また、

　抗菌性を示したのは海藻5種類、無脊椎動物7種類だった。

　　α”グルコシダーゼ阻害は海藻の多くの種類で観察できた。これらの

醸には植物に普遍的に存在する糖Jj旨質スルポキノボシルジアシルグ

　リセリド（SQDG）およびそのリゾ体のスルポキノボシルモノアシル

グリセリド（SQMG）が存在し、これらがα・グルコシダーゼ阻害性を

示すと考えられる・また・植物中にはα一グルコシダーゼを阻害する化

合物としてポリフェノールの存在も知られている．31）そして醸の

中にはポリフェノールを含む種類もあること68・79）から、このポリフェ

　ノールもα一グルコシダーゼの阻害性に寄与している可能性がある。今

後・これらポリフェノール類の酵素阻害性1こ関する研究も必要であろ

う。糖尿病患者が食後高血糖を抑制する食品として、海藻の利用を図

るためにはin　viv・でこれらの海蘭こおいてα一グルコシダーゼ（マルタ

ーゼやスクラーゼ）阻害性の有無、阻害性の損失のない調理法、ある

いは食品として摂取量の設定値を検討しなければならない。

　β脚グルコシダーゼ阻害は褐藻およびili販の貝類で検出できた。β一グ

ルコシダーゼ阻害物質の本体はわからないが、その阻害性を示す生物

とα．グルコシダーゼ阻害性を示す生物が異なる傾向がみられるので、

阻害物質の化合物特性が異なると判断できる。β一グルコシダーゼ阻害

は腸内細菌との関わりが深いので、ネ易藻や貝類の摂取が大腸内菌叢に

どのような影響影響を及ぼすかを検討しなければならない。

チロシナーゼ阻害は褐藻と鮪椎動物におし・て検出されたことから、

褐藻はエビ類の黒変防止に利用できうる。また、無翻鋤彫類からは

チロシナーゼ阻害物質を鞭し、それの化粧品への適用の可能性があ

る・特に深海産の二二動物では他の生物と異なる代謝系の存在が予

想されるので、新規化合物を単離する可能性が高い。
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　　抗菌性は無脊椎動物成分で多く観察できた。無脊椎動物すべての種

　類で・複数の微生物に対して抗菌性を示した。海藻類に含まれる抗菌

　性成分は既に研究されてきているが、56）本研究に供試した無脊椎動

　物の抗菌性物質に関する研究は皆無に等しく、検討が待たれる。

　　α’グルコシダーゼ阻害性成分をヒジキから単離したところ、植物の

主要な複合脂質であるSQDGおよびそのリゾ体のSQMGを得た。

SQDGは酵母α一グルコシダーゼに対して拮抗阻害を示したのは、分子

内の糖がグルコースの6位水酸基がスルホン酸基に置換した類似構造を

とっているためと考える。また、阻害物質定数から既知α一グルコシダ

・一 ｬ阻害物質のアカルボース（25）27）とほぼ同程度の阻害活性を持つ

ことが明らかとなった。

　SQDGは構造内にスルホン酸基をもつスルポキノボースを有する。

植物体内での分布も特異で、葉緑体などの光合成に関連のある組織に

分布している70）が、光合成組織でのSQDGの働きは未だ解明されてい

ない。この特異な性質を持つSQDGの生物活性として、腹足類に対す

る摂食刺激作用、71）イガイ類の忌避作用、72）ホヤ幼生の変態のプ

ロモーター活性、68）抗腫瘍活性、73）HIVに対する抗ウィルス活性69》

が報告されている。しかし、酵素レベルでの機能性（α一グルコシダー

ゼ阻害など）に関しては本研究が初めての報告であり、今後、様々な

酵素の活性に対する影響などの検討が待たれる。また、SQMGに関し

ては溶血性74》成分として報告され、ウニの殻中に検出された報告79》も

あるが・酵素レベルでの活性については本研究が初めての報告になる。

　SQDGおよびSQMGはその構造内にスルホン酸基を持つ脂質であり、

親水性が高い・SQMGは脂質抽出法であるBl　igh　・・Dye　r法で抽出しても

クロロホルム層に分配されずにメタノール・水層に分配されることから、

定量的抽出法は現在のところ確立できない。今後、SQDGおよび

SQMGなどの糖脂質を有効利用する上で定量的分析法および分取法の
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　確立が望まれる。

　　α陶グルコシダーゼ阻害性を渤糖脂質としてSQDGが得られたが、

フジマツモからSQDGを鞭する過程で、晶晶fi旨質画分のα．グルコシ

ダーゼに対する阻害活性が予想されるイ直より小さくなるという事実を

見いだした・SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性を抑制する成分として、

植物の主要な糖脂質であるジガラクトシルジグリセリド（DGDG）を

徽・DGDGの阻翻1制効果を速度論的に検討したところ、　DGDGカ，“

直鷹素に麗を及ぼしているのではなく、鵬物質SQDGと会合し

て・SQDGのα一グルコシダーゼ阻離を野隔ていることが確認できた。

　　このような阻害抑制効果が成り立つ要因として3つあげることができ

・る・第1に・阻害物質（SQDG）および阻翻1制瀕（DGDG）はとも

に糖脂質で分子内に親水腿と疎水性基を持ち、水溶液中では会合し

ている・第2に・阻害物質（SQDG）のα一グルコシダーゼ熱性に関

与する部位は親水性基のスルホキノボースである。第3に、阻害物質の

．阻害に藪な親水腿（SQDGの場合、単糖構造のスルポキノボース）

より阻翻制物質の親水腿（DGDGの場合に糖髄のジガラクト

ース）のほうがかさ高い構造をしている。

　これらの要因が揃ったときに、阻害に顛な部位のスルホキノボー

スは糖脂質会合体（ミセルと考えられる）表面に辣され、近傍に存

在するジガラクトースにより醸活性部位へのアクセスカ｛妨げられる．

本研究結果よりこのような仮説を考えた。

近年・水溶性鯉活性物質のボスファチジノレ化がさかんに行われて

いる・80》ホスファチジル化縮性生端性物質を躰へ利用する際

には・生体膜脂質との相互作用などを考慮すべきである。

本研究ではα一グルコシダーゼ階物質SQDGおよび阻隔1制物質

DGDGの生体内での灘・とくに・食品として撫し鵬合の生体内

動態については検討していないが・最近、in　vitr・でのヒト＋二指腸内
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容物、膵液および膵脂質分解酵素を使った糖脂質SQDG、　DGDGおよ

びMGDGの加水分解実験が行われている。81》その報告によるとどの

脂質も加水分解されたが、その分解速度は各脂質で異なっていた。

SQDGが加水分解を受けて、リゾ体の2・アシル体およびジデアシル体

が生成するときに、それら加水分解物のα一グルコシダーゼ阻害活性が

どのように変化するか興味深い。また、SQDGとDGDGのリゾ体との

会合性の検討や会合が起こるとすると、SQDGやSQMGのもつα一グル

コシダーゼ阻害能が抑制されるのかについても明らかにしなければな

らない。もし、生体内でSQDGの加水分解速度がDGDGの加水分解速

度より遅ければ、SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性に対するDGDGの

抑制が時間とともに消失する経時変化が考えられる。それを利用すれ

ば、リパーゼ活性のない場所ではα一グルコシダーゼ阻害性は抑えられ、

リパーゼ活性のある場所では先にDGDGが消失することになりSQDG

のα一グルコシダーゼ阻害性を発現させることも期待できる。この加水

分解速度の差を利用できれば、α一グルコシダーゼ阻害物質に対しての

ドラッグデリバリーシステムの開発も可能と考えられ、ヒトの消化酵

素に対して応用研究を行うことは重要である。
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要　約

本研究により以下のことを明らかにした。

（1）海産生物成分のα・グルコシダーゼ、β一グルコシダーゼおよびチ

ロシナーゼの酵素阻害作用と抗菌性試験を視覚的に判定するために「寒

天平板法」を確立し、これを利用して多くの海産生物成分について上

記の酵素作用阻害活性および抗菌性を有することが確認できた。

　（2）乾燥ヒジキからα一グルコシダーゼ阻害物質として1，2一ジアシル

ー3一（6一スルホーCt　一Q一キノボピラノシル）一sn一グリセロール（SQDG）お

よび1一アシルー3一（6一スルホーCt　一Q一キノボピラノシル）一sn一グリセロール

　（SQMG）を単離し、化学構造の決定により同定した。さらに、

SQDGの酵母α一グルコシダーゼ活性に対する阻害様式は拮抗阻害であ

’り、阻害物質定数は2．9±0．3P4だった。さらに、　SQMGとSQDGの

酵母α一グルコシダーゼに対する阻害率の比較によりSQMGのほうが阻

害性が強いことがわかった。

（3）SQDGのα一グルコシダーゼ阻害性はDGDGによって抑制された。

速度論的解析によると、この結果はDGDGが酵素に作用しているため

ではなく、SQDGと会合するためであることが明らかとなった。
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