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第 1 章 序論 

生物は多種多様な有機化合物を生産しており, 糖やアミノ酸, 脂質, 核酸など生命活動に

必須な化合物は一次代謝産物, 生命活動に必須ではない化合物は二次代謝物と呼ばれている。

自然界において動植物や微生物は, 生存競争を生き抜くための戦略として, 他者を引き寄せ

るフェロモンや色素, また, 身を守るための抗菌, 抗原虫や抗ウイルス物質などの二次代謝

物を産生していると解釈されているが, その多くは真の役割が理解されていない。このよう

な二次代謝物の多くは多種多様な構造と生物活性を有しているため, 抗がん剤や抗菌剤をは

じめとする医薬品開発として応用されるとともに, ライフサイエンス研究のツールとしても

様々な用途に利用されてきた。 

近年, 医薬品開発研究においても合成化合物の比重が増大しつつある。しかしながら, 有

機合成化学が高度に発達した現在でも, 合成品を凌駕した多様な化学骨格を有する天然化合

物は依然として重要な医薬品の探索ソースであり, morphine1 や quinine2, atropine3 といった 1

世紀以上前に同定された天然化合物は, いまだに医薬品として利用されている (Figure 1-1)。 

 

 

Figure 1-1. 天然化合物由来の医薬品. 

 

 

また, カビ Penicillium notatum から抗菌性物質として penicillin4,5 が発見され (Figure 1-2), 

感染症治療に革命がもたらされて以来, 抗菌活性, 抗がん活性などの様々な生物活性を指標

とした天然化合物の探索が精力的に行われた結果, 数多くの生物活性物質が見出されてきた。

1980 年から 2010 年までに承認された新薬 1355 個のうち約 26%, 特に抗がん剤に注目すると
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約 44%を天然化合物やその誘導体が占めており, 天然化合物は医薬品リード化合物の重要な

供給源となってきた 6。 

 

 

Figure 1-2. Penicillin G の構造. 

 

多種多様な構造と生物活性を有する海洋天然化合物は, 医薬品候補の探索源として注目さ

れ, 1950 年代に海綿 Cryptotethia crypta 由来の抗ウイルス活性ヌクレオチド 7 が発見されて

から (Figure 1-3), 現在までに 35000 種を超える海洋天然化合物が報告されている 8。これら

のうち, 15 種類の海洋生物由来の医薬品が承認され, 現在 30 種類以上の候補物質が前臨床

試験段階にある 9–11。 

 

 

Figure 1-3. 海綿 Cryptotethia crypta 由来海洋ヌクレオチドの構造. 

 

例えば, 2010 年に米国の FDA に承認された eribulin は海綿 Halichondria okadai から単離さ

れた halichondrin B をモチーフにエーザイ社が開発した転移性乳がん患者の第 3 選択薬であ

り,日本においても再発性乳がんの治療に用いられている (Figure 1-4)12。また, 2020 年には, 

2 つの海洋天然化合物由来の抗がん剤が FDA によって承認された。シアノバクテリアから

分離された海洋ペプチド dolastatin 10 の合成類縁体である Blenrep™は, GlaxoSmithKline 社が

開発した再発性・難治性の多発性骨髄腫治療薬である (Figure 1-5)13。また, ホヤ Ecteinascidia 
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turbinate から単離された海洋アルカロイド trabectedin の合成類縁体は, PharmaMar 社によっ

て開発された lurbinectedin は転移性小細胞肺がんの治療薬として使用されている (Figure 

1.6)14。 

 

 

 

Figure 1-4. Halichondrin B および eribulin の構造. 

 

 

Figure 1-5. Dolastatin 10 および Blenrep™の構造. 
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Figure 1-5. Trabectedin および lurbinectedin の構造. 

 

このように複雑な化学構造や官能基を有する天然化合物は, 医薬品としての高い潜在能力

を示しているものの, それらは天然資源からごく微量しか得られないことが, 医薬品開発研

究のための作用機序の解明にとって大きな障壁となっている。また, 天然化合物は, 全合成

や生合成的手法による化合物生産法が確立されていない場合が多いため, 興味深い化合物で

あったとしても, 単離報告のみ, 十分な生物活性の評価が行われていない, または作用機序

解明が途中等の休眠中のものが数多く残されている。さらに, 一般的な医薬品開発研究では, 

その開発目的に応じた生物活性スクリーニングを行い, 強い活性を示すヒットサンプルから

優先的に生物活性本体を探索する。そのため, 含有率が低い化合物や活性が微弱な化合物は

スクリーニングでは浮かび上がりにくいため, 未発掘の天然化合物も多く存在していると考

えられる。 

このように従来の探索戦略では, 天然の構造多様性を十分に活用できていないと考えられ

た。そこで, 低含量・低活性の化合物についても見逃がさないよう, ①精製過程での MS 分析

を適用した新規成分の検出, および②エピゲノム変化を指標とする新たな生物活性の検出, 

のふたつの手法をもとに探索研究することとした。これにより, 新規化合物を発見できるだ

けでなく, 既知化合物の新たな生物活性も明らかにできる可能性があるため, 本研究では, 

さらなる有用天然化合物の探索を行うこととした。 
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第 2 章 Kakeromamide A に関する研究 

2-1. 研究背景 

海洋シアノバクテリアは抗がん作用をはじめとする様々な生物活性とユニークな構造を持

つ二次代謝化合物を含んでいることから, 天然物化学の分野における重要な探索源である 14。

最近では海綿の共生微生物やシアノバクテリアといった海洋微生物が海洋天然化合物の真の

生産者として着目されており, 中でも海洋シアノバクテリアからはペプチド性化合物が数多

く見出されている 15,16。シアノバクテリアは, 青緑色藻とも呼ばれ, 他の細菌とは異なり, 光

合成において光を捕らえるための青色色素フィコシアニンを持っている。シアノバクテリア

は二次代謝産物を大量に生産する能力があり, 海洋から淡水, 土壌など, さまざまな環境に

適応している。その二次代謝産物の一部は, 抗がんや, 抗菌, 抗ウイルス, 免疫抑制作用等の

生物活性物質として報告されている 17。 

アメフラシの仲間であるタツナミガイ Dolabella auricularia から低収率 (10-6〜10-7%) で単

離された抗増殖活性化合物 dolastatin 類の真の生産者は海洋シアノバクテリア Symploca sp.で

あり, Symploca sp.が dolastatin 類縁体の食餌性起源であることが明らかになっている 14,18。 

D. auricularia が海藻と一緒に海洋シアノバクテリアを摂食する結果, 天敵から身を守るため

の手段として毒が蓄積されると考えられている 19。海洋シアノバクテリア Lyngbya majuscula

からマウス骨髄性白血病細胞株 P388 の増殖抑制活性成分として dolastatin 320,21, 1222, 1323, 1624

および G25と様々な dolastatin 類縁体が単離報告されている (Figure 2-1)。Dolastatin 類の中で

最も活性の強い dolastatin 10 は, 乾燥重量ベースで 10-2 %で Symploca sp.から単離され, P388

細胞に対して強い細胞毒性活性を有する (ID50 0.046 ng/mL)26。また, dolastatin 10 は,微小管の

重合を阻害することが知られており, その誘導体である TZT-1027 はメラノーマの治療試験

のフェーズ II まで進んだ 27,28。 
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Figure 2-1. Dolastatin 類の構造. 

 

また, dolastatin 類のほかにも apratoxin 類 29–31や lyngbyabellin 類 32–36といった生物活性を有

するペプチド性化合物が数多く報告されており, 海洋天然化合物の真の生産者として, 共生

微生物や海洋シアノバクテリアが注目されている。非タンパク質構成アミノ酸を含む特異な

構造を有するペプチド性化合物の豊富な供給源である海洋シアノバクテリアは創薬につなが

る生物活性二次代謝産物を多数生産していると考えられる。 

そこで本研究では, 海洋シアノバクテリア Moorea bouillonii から MS 分析を適用した精製

を行い, 未知の微量成分について探索を行った。各精製段階で得られた画分について, 取得

した MS データをもとに海洋天然化合物データベースと照合して, 未知のイオンピークを与

える画分について精製を進め, 新規環状ペプチド kakeromamide A を見出すことに成功した 37。 
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2-2. Kakeromamide A の単離と精製 

鹿児島県加計呂麻島で採集した海洋シアノバクテリア Moorea bouillonii (128 g, 湿重量) を

MeOH で抽出して濃縮後, H2O/CHCl3 にて二層分配を行った。CHCl3 層を ODS フラッシュカ

ラムクロマトグラフィーによって 6 分画した。70%, 85% MeCN 溶出画分を合一後, 3 段階の

HPLC を用いた 3 段階の精製を行うことで, 白色の粉末個体として kakeromamide A を 1.1 mg

単離した (9.4×10-6% yield based on the wet weight, Scheme 2-1)。 

 

Scheme 2-1. Kakeromamide A の単離スキーム. 

 

2-3. Kakeromamide A の平面構造解析 

Kakeromamide A は, HRFABMS において, m/z 791.4171 のプロトン付加イオンピーク[M+H]+

が認められたことにより分子式を C42H58N6O7S と決定した (calcd for C42H59N6O7S 791.4166, Δ 

+0.5 mDa)。また, 赤外分光スペクトルにおいて, アミド基の存在下で観測される 1647, 1612, 

1541 cm-1付近に極大吸収を示したことから, 本化合物はペプチド性化合物の可能性が示唆さ

れた。 

Kakeromamide A の 1H NMR スペクトル (Table 2-1) において, 3 つのアミドプロトン (δH 

6.53, 8.51, 8.60), N-メチルプロトンの 2 つのシングル (δH 2.86, 3.05), および 4 つの α-プロトン

のシグナル (δH 4.30, 5.25, 5.33, 5.53) が認められた。COSY スペクトルの解析により, 7 つの

スピン系の存在が明らかになり、二つは Val タイプのアミノ酸由来のもので、残りは Tyr タ
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イプのアミノ酸由来のものと考えられた (Figure 2-2)。HMQC および HMBC スペクトルの解

析により, 2 つの Tyr タイプのアミノ酸は N, O-diMeTyr-1, 2 であることが明らかとなった。ま

た, Val タイプのアミノ酸のうち一つは Val と考えられたが, もう一つは単純なタンパク質構

成アミノ酸ではないことが明らかとなった。このアミノ酸由来の低磁場シフトしたシングレ

ットのメチンプロトン H-26 (δH 8.01), および 4 つの sp2炭素 (δC 123.6, 150.8, 161.4, and 170.0)

とともに, H-26 と C-26 の 1JCH値がチアゾール環に特徴的な値 (194 Hz)38であることから, チ

アゾール環の存在が示唆された。H-26/C-27 および H-28/C-27 間の HMBC 相関から, チアゾ

ール環と Val 様ユニットが結合した Val-thz-ca 残基の存在が明らかとなった。残る 1 つの残

基はスピン系 (CH3-37 to CH3-38) および, H-38 から C-32 への HMBC クロスピークの解析に

より, β-アミノ酸であることが示唆され, さらに文献値のデータ 39 との比較により, 最後のア

ミノ酸を Amha であると結論づけた。 

 

Figure 2-2. Kakeromamide A の各アミノ酸残基の COSY および key HMBC 相関. 

 

これらのアミノ酸配列は, アミノ酸残基間の HMBC クロスピークに基づいて決定した。2-

NH (δH 6.53) と C-32 (δC 173.3) の相関は, Val (NH) と Amha (CO) の間でアミド結合が形成さ
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れていることを示しており, また, N-メチル δH 2.86 (N,O-diMeTyr-2) と δC 174.0 (C-26) の

HMBC クロスピークから N,O-diMeTyr-1 と N,O-dimethyl-Tyr-2 が結合しており, また, N-メチ

ル δH 3.05 (N,O-diMeTyr-1) から Val 中のカルボニル炭素と考えられる C-1 (δC 176.8) への

HMBC 相関が認められ, 2 つの N,O-diMeTyr と Val が結合した Amha/Val/ N,O-diMeTyr-1/ N,O-

diMeTyr-2 のペプチドが形成されていることが示唆された。Val-thz-ca と他の残基との間に残

基間 HMBC クロスピークが認められなかったが,分子式から本化合物は環状構造であること

が示されたため, kakeromamide A の平面構造は Val-thz-ca が Amha と N,O-diMeTyr-2 との間

に結合した環状ペプチドであると決定した (Figure 2-3)。 

 

 

Figure 2-3. Kakeromamide A の平面構造とその COSY および key HMBC 相関. 
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Table 2-1. Kakeromamide A の NMR スペクトルデータ (CD3CN, 400/100 MHz) 

Unit position δC δH mult. (J in Hz) COSY HMBC 

Val 1 176.8    

 2 57.2 4.30 dd (9.8, 7.3) NH-2, H-3  

 3 32.0 
1.80 dqq 

 (9.8, 6.8, 6.7) 
H-2, H-4, H-

5 
 

 4 18.9 0.79 d (6.8) H-3 C-2, 5 

 5 20.2 0.89 d (6.7) H-3 C-2, 4 

 2-NH  6.53 d (7.3) H-2 C-32a 

N,O-diimethyl-Tyr-1 6 174.0    

 7 52.3 5.53 dd (11.3, 4.6) H-8 C-6a, 8a 

 8 33.4 1.38 dd (16.4, 4.6) H-7 C-6, 7a, 9 

   2.70 dd (16.4, 11.3) H-7  

 9 130.1    

 10/14 130.0 6.88 d (8.7) H-11/13 C-8, 12 

 11/13 114.9 6.77 d (8.7) H-10/14 C-9 

 12 159.2    

 N-CH3 31.7 3.05 s  C-1, 7 

 O-CH3 55.9 3.73 s  C-12 

N,O-dimethyl-Tyr-2 15 169.9    

 16 63.7 5.25 dd (9.7, 5.2) H-17 C-15a, 17a 

 17 34.6 2.61 dd (14.4, 9.7) H-16 C-16a, 18 

   2.97 dd (14.4, 5.2) H-16  

 18 131.0    

 19/23 131.3 6.99 d (8.6) H-20/22 C-17, 21 

 20/22 115.2 6.56 d (8.6) H-19/23 C-18 

 26 159.5    

 N-CH3 29.7 2.86 s  C-6, C-16 

 O-CH3 55.7 3.48 s  C-21 

Val-thz-ca 24 161.4    

 25 150.4    

 26 123.6 8.01 s  C-24, 25a, 27a 

 27 170.0    

 28 57.2 5.33 dd (9.3, 5.5) NH-28, H-29 C-27a, 29 

 29 36.8 
2.01 dqq 

 (5.5, 6.8, 6.8) 
H-28, H-30, 

H-31 
 

 30 17.8 0.78 d (6.8) H-29 C-28, 31 

 31 20.8 0.94 d (6.8) H-29 C-28, 30 

 28-NH  8.60 d (9.3) H-28  

Amha 32 173.3    

 33 44.6 2.60 dq (3.4, 7.0) H-34, H-38  

 34 52.8 
4.09 dddd 

 (12.0, 10.4, 3.4, 2.5) 
H-33, H-35, 

NH-34 
 

 35 31.9 
1.07 m, 

1.70 dddd 
 (14.1, 9.2, 7.0, 2.5) 

 
H-34, H-36 

C-33 

 36 20.2 1.27 m, 1.45 m H-35, H-37  

 37 14.6 0.97 t (7.5) H-36 C-35, 36 

 38 14.4 1.09 d (7.0) H-33 C-32, 33, 34 

 34-NH  8.51 d (10.4) H-34  
a observed only in the spectrum recorded on the spectrometer (600 MHz). 
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2-4. Kakeromamide A の絶対配置 

Kakeromamide A に含まれるアミノ酸の絶対配置を改良 Marfey 法 40,41によって決定した。

Kakeromamide A (100 µg) の加水分解物を L-FDLA と反応させることによって, FDLA 体へと

誘導後, LC-MS 分析に付した。5M HCl, 100°C の条件で処理した D-および L-標品アミノ酸の

FDLA 誘導体と天然物由来の FDLA 誘導体との保持時間を比較することで, Val, ２つの N,O-

dimethyl-Try および Val-thz-ca のアミノ残基はいずれも L 体であると決定でき, β-アミノ酸で

ある Amha は (2S,3R)-Amha と決定した (Figure 2-4)。 

 

Figure 2-4. Kakeromamide A の構造. 

 

2-5. Kakeromamide A の生物活性 

Val を hydroxylisovaleric acid に置き換えた類似のアミノ酸配列を持つ環状デプシペプチド

ulongamide D39 (Figure 2-5) は, ヒト口腔がん細胞株 KB 細胞およびヒト大腸がん由来細胞株

LoVo に対して細胞毒性を示し, それぞれ 1 µM および 5 µM の低い IC50値を示した。しかし

ながら, kakeromamide A は HeLa 細胞に対して 10 µM の IC50 値で毒性を示したが, P388 細胞

に対しては 10 µM でも細胞毒性を示さなかった。 
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Figure 2-5. Kakeromamide A と ulongamide D の構造およびそれらの違い. 

 

一方で, マウス ES 細胞を用いた in vitro 神経分化モデル 42,43 において, kakeromamide A は

神経幹細胞 (NSCs) に対して細胞数に影響は与えず, 10 µM の濃度で NSCs に対してアスト

ロサイト分化マーカーである GFAP の発現量を増加させる傾向にあることが明らかになった。

一方 , ニューロン選択染色試薬である NeuO44 の蛍光強度が減少しており , 神経幹細胞 

(NSC) からアストロサイトへの分化を促進する活性が示唆された (Figure 2-6)。 

また, 共同研究者により, kakeromamide A の全合成が達成され, ここで提案した化学構造

が確認されるとともに、合成化合物においても GFAP の発現量が増加する傾向にあることが

確認された。以上により, kakeromamide A は神経幹細胞からアストロサイトへの分化促進に

関与していることが明らかとなった (Figure. 2-7)45。 
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Figure 2-6. 神経分化調節活性試験. a: DMSO もしくは 10 µM kakeromamid A で処理した NSCs

の蛍光写真 (right, 倍率 x20, 青: Hoecst 33342, 緑: anti-Glial Fibrillary Acidic Proteins (GFAP), 

スケールバー: 50 µm). b: 各サンプルで処理した細胞の GFAP 陽性細胞のコントロール比 (n 

= 4, means ± S.D., Dunnett test). c: 各サンプルで処理した NSCs の細胞数のコントロールに対

する細胞数の割合 (n = 4, mean ± S.D.), d: 各濃度の kakeromamide A で処理した NSCs のニュ

ーロン (NeuO) への分化率 (Ct.＝DMSO, コントロール比, n = 4, mean ± S.D., Dunnett test). e: 

各濃度の kakeromamide A で処理した NSCs の細胞数の割合 (n = 4, mean ± S.D.). 
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Figure 2-7. 天然由来および合成 kakeromamide A の神経分化調節活性試験結果 (蛍光写真, 

青: Hoechst 33342, 緑: GFAP, スケールバー: 100 µm). 

 

脳細胞の大部分を占めるアストロサイトは, 中枢神経系を構成するグリア細胞のひとつ

であり, 互いに密接して存在し, シナプス伝達の調節やニューロンの保護, 長期記憶形成の

サポートなど多くの重要な機能を担うことが知られている 46,47。中枢神経系が何らかの傷害

を受けた際には過剰に増殖し, 病理学的な異常の目印として機能するということも明らかと

なっており 48, ストレスによってアストロサイト数が減少する可能性やアストロサイト関連

マーカーの減少とうつ症状の関連性が指摘されるほか, 中枢神経系におけるアストロサイト

の重要性が多数報告されている 48–51。 

近年, 成人脳内の海馬や側脳室といった一部の領域に存在する NSC が分裂を繰り返しな

がら, 必要に応じてニューロンやアストロサイトなどを一生涯にわたり産生し続けていると

いうことが明らかになっている (Figure. 2-8)52–54。この発見により, 中枢神経系損傷によって

発症する各種疾患に対する治療や予防と, 神経幹細胞の増殖・分化の調節との関連性に注目

が集まっている。今回得られた kakeromamide A は, 海洋性環状ペプチドが神経幹細胞の分化

を誘導する初めての例であり, 再生医療のリード化合物や神経分化系の研究用プローブとし

ての応用が期待される。 
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Figure 2-8. 中枢神経系における神経細胞の概略. 

 

 

 

2-6. 結言 

非タンパク質構成アミノ酸を含む特異な構造を有するペプチド性化合物の豊富な供給源で

ある海洋シアノバクテリアに着目して, MS 分析を適用した精製を行い, 未知の微量成分につ

いて探索を行った。各精製段階で得られた画分について, 取得した MS データをもとに海洋

天然化合物データベースと照合して, 未知のイオンピークを与える画分について精製を進め, 

海洋シアノバクテリア Moorea bouillonii から新規環状ペプチド kakeromamide A を見出すこと

に成功した。各種スペクトル解析の結果, 本化合物は非タンパク質構成アミノ酸を含む環状

ペンタペプチドであると決定した。なお, 各アミノ酸残基の絶対配置は改良 Marfey 法により

決定した。本化合物は ESC を用いた神経分化誘導系において, NSC からアストロサイトへの

分化を促進する初の海洋環状ペプチドであった。本化合物は NSC 分化調節のメカニズム解

明に役立つ分子ツールとして, 神経の再生医療への応用が期待される。 
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2-7. 第 2 章の実験項 

2-7-1. 実験装置 

各種 NMR スペクトルは Bruker Avance 400 MHz 型もしくは 600 MHz 型スペクトルメータ

ー (Bruker Corporation, Billerica, MA, 米国) を用いて測定した。1H および 13C NMR の化学シ

フト値は, δH 1.94, δC 1.32 および 118.26 の CHD2CN の溶媒ピークを参照した。FABMS は, 

JMS-GCMateII, また, HRFABMS は, HRFABMS JMS-SX102A 質量分析計 (日本電子株式会社, 

東京, 日本) を用いて, 3-NBA をマトリックスとして測定した。UV スペクトルは, Ultrospec 

3000 分光光度計 (Amersham Pharmacia Biotech, Inc., Uppsala, Sweden) を用いて測定した。IR

スペクトルは, JIR-WINSPEC50 分光計 (日本電子株式会社) で測定した。蛍光画像は蛍光顕

微鏡 Olympus IX71 および DP72 digital camera (オリンパス株式会社, 東京, 日本) を用いて撮

影した。 

 

2-7-2. 生物材料 

海洋シアノバクテリア Moorea bouilloniiは 2007 年 1 月に鹿児島県加計呂麻島 (N 28° 04.67’, 

E 129° 18.42’) で採集し, 実験で使用するまで-25°C で保存した。 

 

2-7-3. 精製 

Moorea bouillonii (128 g, 湿重量) を MeOH (300 mL×2) で抽出・濃縮後, H2O と CHCl3を用

いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, ODS フラッシュクロマトグラフィー (50%, 70% 

MeOH, 70%, 85% MeCN, 100% MeOH, CHCl3/MeOH/H2O=6/4/1) に付して, 6 つの画分を得た。

これらのうち, 70% および 85% MeCN 溶出画分を合一して, 逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 

5C18-AR-II (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 80-100% MeOH] にて 11 画分を得た。

さらに, 逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-MS-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 

50% MeCN] によって, 精製を進めることで, 無色非晶質固体の kakeromamide A (1.2 mg, 収

率 9.4×10-6%) を得た。 

Kakeromamide A: colorless amorphous solid; [α]D
23.8 +6.2° (c 0.065, MeOH); UV (MeOH) λmax (logε) 

203 (4.56) , 226 (4.30) nm; IR (KBr card) νmax 3300, 2959, 2931, 2872, 1733, 1647, 1612, 1541, 1514, 

1469, 1248, 1179, 1087, 1034, 823 cm-1; FABMS m/z 791 [M+H]+; HRFABMS m/z 791.4171 [M+H]+ 
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(calcd for C42H59N6O7S, Δ +0.5 mDa); 1H and 13C NMR data see Table 2-1. 

 

2-7-4. 改良 Marfey 法 

Kakeromamide A (100 µg) を 50 µL の 5M HCl 溶液, 100℃で酸加水分解に付し, 12 時間後に反

応液を 60°C, 窒素気流下で乾固させた。乾固後のサンプルに 100 μL の 1% L-FDLA 溶液 (w/v, 

acetone) および 50 μL の 0.1M NaHCO3水溶液に加え, 80°C で 3 分間反応させた。反応後, 25 

µL の 0.2M HCl を加えて中和した。反応混合物を 100 µL の MeCN で溶解して LC-MS 分析用

サンプルとした。同様に, 標品のアミノ酸についても各処理を行い, 標品アミノ酸 FDLA 誘

導体 LC-MS 分析用サンプルを調製後, LC-MS 分析 [カラム; 3C18-AR-II (50 x 2.0 mm), 移動相; 

0.1%ギ酸 15-70% MeCN, MS; ポジティブモード] に付した。 

 

2-7-5. 細胞毒性試験 

HeLa 細胞の培養は, 37℃, 5% CO2の条件下で行い, DMEM (low glucose, 富士フイルム和光

純薬株式会社, 大阪, 日本) に 10% FBS (Biowest, Nuaillé, 仏国), 2 µg/mL の gentamicin, 1% 

antibiotic-antimycotic (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 米国) を加えて調製した培地を用

いた。P388 細胞の培養は, 37℃, 5% CO2の条件下で行い, RPMI (富士フイルム和光純薬株式会

社) に 10% FBS (Biowest), 6.0 × 10-5 % HEDS 溶液 (2,2’-dithiobisethanol), 40 µg/mL の kanamycin 

sulfate を加えた培地を用いた。HeLa 細胞および P388 細胞が培養された培地を, 96 ウェルプ

レートに 10000 cells/well になるよう 200 µL ずつ加え, 24 時間インキュベートした後, サンプ

ルを添加して, さらに 72 時間インキュベートした。1 mg/mL MTT 溶液を 50 µL ずつ添加し, 

3 時間インキュベートした。その後, 培地とともに MTT 試薬を除去し, DMSO を各ウェルに

150 µL 添加し, 生細胞から生じるホルマザン色素量を 650 nm での吸光度を測定することで, 

IC50値を決定した。 

  

2-7-6. NSC の選択的誘導法 

既報の NSC 誘導方法に改良を加えた手法 42,43 を用いて, マウス ES 細胞より選択的に NSC

を誘導した。マウス ES 細胞 J1 株 (ATCC) を 0.1%ゼラチンコート済のディッシュにてマイ

トマイシン C 処理済みのマウス胚性線維芽細胞 (MEF) と共培養した。まず MEF 細胞を除



18 

 

去し, 20 L の ES 培地に 7500 個の ES 細胞が含まれる液滴を作製した。この液滴をハンギン

グドロップ法によって 72 時間培養することで, 胚様体 (embryoid body; EB) を形成させた。

得られた EB を低接着プレートに移し, 20 ng/mL の組換えヒト上皮成長因子 (rhEGF, R&D 

Systems, MN, 米国) と, 20 ng/mL の組換えヒト繊維芽細胞成長因子 (rhFGF-2, R&D Systems) 

を添加したNeuron Culture Medium (住友ベークライト株式会社, 東京, 日本) を培養液として, 

さらに 96 時間浮遊培養した。その後, マトリゲル (BD biosciences, Franklin Lakes, NJ, 米国) 

でコートしたディッシュに EB を移し, NSC 維持用 Neurobasal medium [2% B-27 supplement 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 米国), 1% P/S, 20 ng/mL rhEGF, 20 ng/mL rhFGF-2 を含

む Neurobasal medium (Thermo Fisher Scientific)] で 20 日間培養した。最後に EB から遊走した

NSC を回収し, 凍結保存した。 

 

2-7-7. 神経分化調節活性試験 

凍結保存した NSC を NSC 維持培地 [2% MACS NeuroBrew-21 (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, 独国), 1% P/S, 20 ng/mL rhEGF, 20 ng/mL rhFGF-2 を含む MACS Neuro Medium 

(Miltenyi Biotec)] で 10000 個/well ずつになるように調製してマトリゲルコートした 96 well

プレートに播種し, 72 時間培養を行った。その後, 化合物を含む分化誘導培地 [DMEM と

Ham's F-12 (富士フイルム和光純薬株式会社) の 1：1 混合培地, 2% B-27, 1% P/S, 1% FBS] を

用いて, 72 時間培養した。 

 

2-7-8. 細胞染色 

ニューロン生細胞を選択的に染色できる蛍光プローブ NeuO を用いてニューロンを標識し

た。NeuO (2 µM) を含む Opti-MEM I (1X, Thermo Fisher Scientific) および GlutaMAX Reduced 

Serum Medium (Thermo Fisher Scientific) 溶液を用いて, 37℃で 1 時間反応させた。その後, 

Hoechst 33342 (1:1000, 株式会社同仁化学研究所, 熊本, 日本) で細胞核を染色後, 顕微鏡を

用いて撮影した。取得した蛍光画像は Cell Profiler software55 にて解析し, 全細胞数に対する

NeuO 陽性細胞数の割合を, ニューロンへの分化誘導率として算出した。 
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2-7-9. 免疫蛍光染色法 

アストロサイトの分化マーカーである GFAP に対する抗体を用いて免疫染色を行った。細

胞を 4% PFA (富士フイルム和光純薬株式会社) 溶液を用いて, 4℃で 30 分間インキュベート

することで, 細胞を固定した。固定後, 5%スキムミルク (富士フイルム和光純薬株式会社) と

0.2% TritonX-100 (Alfa Aesar, Ward Hill, MA, US) を含む PBS でさらに 30 分間, 4℃でインキュ

ベートした。続いて, anti-GFAP 抗体 (マウスモノクローナル抗体, 1:500, Merck Millipore, 

Burlington, MA, 米国) 溶液で 4℃, 一晩反応させた。洗浄後, Alexa fluor 488 で蛍光標識され

た抗マウス IgG (1:1000, Thermo Fisher Scientific) 溶液を室温で 2 時間反応させた。洗浄後, 

Hoechst 33342 (1:1000, 株式会社同仁化学研究所) を含む 0.2% TritonX-100 溶液 (1:1000) で細

胞核を染色した後に顕微鏡を用いて撮影した。取得した蛍光画像は CellProfiler software にて

解析し, 全細胞数に対する各マーカー陽性細胞数の割合を, アストロサイトへの分化誘導率

として算出した。 

 

2-7-10. 統計分析 

統計解析ソフトウェア EZR56 を用いて, 一元配置分散分析後に, Dunnett の多重比較検定を

使用してコントロール群と各サンプル処理群の 2 グループ間の差異を評価した。 
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2-2-11. Supporting Information 

リスト 

Figure S2-1. Kakeromamide Aの HRFABMS (pos.). 

Figure S2-2. Kakeromamide Aの 1H NMRスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 

Figure S2-3. Kakeromamide Aの 13C NMRスペクトル (CD3CN, 100 MHz). 

Figure S2-4. Kakeromamide Aの COSYスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 

Figure S2-5. Kakeromamide Aの HMQCスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 

Figure S2-6. Kakeromamide Aの HMBCスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 

Figure S2-7. Kakeromamide Aの HMBCスペクトル (CD3CN, 600 MHz). 

Table S2-1. 標品アミノ酸の L-FDLA誘導体と kakeromamide A酸加水分解物の L-FDLA誘導 

体の溶出時間  
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Figure S2-1. Kakeromamide A の HRFABMS (pos.). 
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Figure S2-2. Kakeromamide A の 1H NMR スペクトル (CD3CN, 400 MHz). 



23 

 

 

Figure S2-3. Kakeromamide Aの 13C NMRスペクトル (CD3CN, 100 MHz). 
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Figure S2-4. Kakeromamide Aの COSYスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 

 



25 

 

 

Figure S2-5. Kakeromamide Aの HMQCスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 
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Figure S2-6. Kakeromamide Aの HMBCスペクトル (CD3CN, 400 MHz). 
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Figure S2-7. Kakeromamide Aの HMBCスペクトル (CD3CN, 600 MHz). 
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Table S2-1. 標品アミノ酸の L-FDLA誘導体と kakeromamide A酸加水分解物の L-FDLA誘導体

の溶出時間 

アミノ酸残基 N,O-diMeTyr Val Val-thz-ca Amha 

立体 S R S R S R 2R,3S 2S,3S 2R,3R 2S,3R 

標品アミノ酸の L-

FDLA 誘導体の溶出

時間 

 (min) 

15.09 15.69 12.67 16.34 15.60 16.86 15.00 15.41 17.35 18.13 

kakeromamide A 酸加

水分解物の L-FDLA

誘導体の溶出時間 

(min) 

15.20 12.83 15.84 18.18 
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第 3 章 Halistanol sulfate 類に関する研究 

3-1. 研究背景 

ヒストンは真核生物の核内で DNA を巻き付け, 格納すると共にメチル化やアセチル化な

どの化学修飾を受けることで遺伝子の発現を制御している。ヒストンのアセチル化は HAT お

よび HDAC によって制御されており, 一般的にアセチル化は遺伝子の転写活性化, 脱アセチ

ル化は遺伝子の転写不活性化をすると考えられている 57,58。このような遺伝子のスイッチン

グ機構は細胞のがん化や分化に大きく関係していることから, 抗がん剤のターゲットとして

注目されている。 

ヒトには 18 種類の HDAC サブタイプが知られ, 4 つのクラスに分類されている (Figure 3-

1)。これらには, 多様な基質特異性と生理的機能が知られ, 中でもクラス III に属し, NAD+依

存性リジン脱アセチル活性を有するタイプの HDACs は, サーチュインと総称されている。

サーチュインは, ヒストン H3 や H4, PGC-1α, p53, NF-κB, FOXO など様々なタンパク質の脱

アセチル化に関与することで, エネルギー代謝, ゲノム安定性, 長寿, 老化, 加齢に伴う病態

を調節している 59。ヒトには 7 種類のサーチュイン (SIRTs1-7) が存在しており, それらは, 5

つのサブクラスに分類されている。サブクラス I に分類される SIRT1-3 は強力な脱アセチル

化活性を有している。 

 

 

Figure 3-1. ヒストンテールのアセチル化による転写制御. 

 

一方で, 老化に関与する細胞内器官であるミトコンドリアには SIRT3-5 が存在しており, 
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中でも, SIRT3は, クエン酸回路サイクル, 尿素サイクル, アミノ酸代謝, 脂肪酸酸化, 電子伝

達鎖と酸化的リン酸化, 活性酸素解毒, ミトコンドリア動態, ミトコンドリア未知タンパク

質応答など 60,61 のミトコンドリア代謝を制御する上で重要な役割を果たすと考えられている。

腎臓, 心臓, 脳, 肝臓組織など, 代謝の活発な細胞には特に多くのミトコンドリアが存在して

おり, それに合わせて SIRT3 はこれら組織で広く発現している 62。そのため, SIRT3 は老化, 

神経変性, 肝臓疾患, 腎臓疾患, 心臓疾患, その他の代謝性疾患に加えて, がんの発生にも関

与していることが報告されている 63,64。さらには、核内において H4K16 および H3K9 の脱ア

セチル化に関与していることも明らかになっている 65。 

このように, ミトコンドリアにおける主要な脱アセチル化酵素 SIRT3 は, ミトコンドリア

内で幅広い役割を担っており, 現在までに SIRT3 が持つ生物学的機能が明らかにされつつあ

るため, 近年, SIRT3はミトコンドリア代謝制御因子としての老化や寿命制御の役割だけでな

く, 治療標的としても注目されている。しかしながら, 治療を目的とした有効な SIRT3 活性

化剤や阻害剤は未だ明らかになっていない 66。 

そこで本章では, 多様な SIRT3 の機能解明に役立つ分子ツールを求めて, 海洋無脊椎動物

より SIRT3 阻害剤の探索研究を行った 67。 

 

3-2. Halistanol sulfate 類の単離と精製 

日本周辺および東南アジアで採集した海洋生物 908 検体の粗抽出物サンプル計 1816 サン

プルについてスクリーニングを実施した結果, 46 サンプルに SIRT3 阻害活性が認められた。

そのうち, 90%以上の高い阻害活性率を示したサンプル群から東京都八丈島で採集した海綿

Halichondria sp.に着目して活性成分の単離・精製を進めた。 

海綿 Halichondria sp. (695 g, 湿重量) を MeOH で抽出して濃縮後, Kupchan 分画に付した。

60% MeOH層を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーによって 6 分画し, その後, HPLC

を用いた多段階の精製を行い, 6.6 mg の halistanol sulfates I (2) および 3.0 mg の halistanol 

sulfates J (3) をそれぞれ得た (9.5×10-3% and 5.5×10-3% yield based on wet weights)。合わせて既

知化合物である halistanol sulfate (1) も 301.4 mg 得た (Scheme 3-1, Fugure 3-2)。 
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Scheme 3-1. Halistanol sulfate 類の単離スキーム. 

 

 

Figure 3-2. Halistanol sulfate 類 (1-3) の構造. 

 

3-3. Halistanol sulfate 類の構造決定 

主成分 (301.4 mg) の ESIMS 分析により, m/z 731.3 [M-Na]-, 611.3 [M-Na-NaSO4H]-, 509.4 [M-

Na-NaSO4H-NaSO3]-, 491.3 [M-Na-2 (NaSO4H)]-, 354.1 [M-2Na]2-が観測されたことから分子内に

硫酸エステルが３つ含まれていることが示唆された。HRESIMS の測定において, m/z 731.2194

にナトリウム脱離イオンピーク [M-Na]− が観測されたことにより, 分子式は C29H49Na3O12S3 

(calcd for C29H49Na2O12S3 m/z 731.2187) と推定された。1H および 13C NMR データを文献値と

比較することによって, 主成分を halistanol sulfate (1) と同定した 68。 

Halistanol sulfate I (2) の分子式は HRESIMS の測定において, m/z 729.2027 にナトリウム脱

離イオンピーク [M-Na]−  が観測されたことにより, C29H47Na3O12S3 と決定した (calcd for 
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C29H47Na2O12S3 m/z 729.2031)。 また, 1 と同様に ESIMS 分析において, m/z 729.2 [M-Na]−, 609.3 

[729.2-NaSO4H]−, and 489.3 [609.3-NaSO3H]−, が検出されたことから, 分子内に硫酸エステル

が 3 つ含まれていることが示唆された。また, 赤外分光スペクトルにおいて, 2 は 1248 およ

び 1220 cm-1付近に極大吸収を有しており, 分子内に硫酸エステル基が存在することが支持さ

れた。 

2 の 1H および 13C NMR スペクトル (Table 3-1) において, 1 と共通の構造, すなわち, 2 つ

のシングレットメチルシグナル H-18, H-19 (δH 0.69, 1.06) と 3 つの低磁場シフトした

oxymethine シグナル H-2, H-3, H-6 (δH 4.82, 4.74 および 4.19) が観測された。COSY および

HMBC スペクトルをもとに, 2 に 1 と共通のステロイドコア構造 (C-1 から 22) の存在が示唆

された (Figure 3.1)。2 と 1 との構造の明確な違いは側鎖の末端, すなわち, 1 で観測された t-

ブチル基由来の特徴的なシグナル (δH 0.86) の代わりに, 2 には, 高磁場シフトした 2 つのダ

ブレットメチレンシグナル (δH 0.06 and 0.11) が観測され, シクロプロパン環が存在している

ことが示唆された。この末端構造の詳細は, H-29/C-23, 24, 25, および 28, および H-26 と 27/C-

24, 25 および 28 の HMBC 相関から明らかとなった。残りの結合, つまり C-22 と C-23 はそ

れぞれ重なり合っているため, COSY および HMBC スペクトルにおいて, それらの確かな相

関性は確認できなかったが, HRESIMS から推定した分子式を満たす唯一の構造は C-22 と C-

23 が結合した構造であった (Figure 3-3)。 

 

Figure 3-3. Halistanol sulfate I (2) の構造とその COSY および HMBC 相関. 

 

2 の 1H (J 値含む) ならびに 13C NMR スペクトルを 1 と比較することによって, 2 のステロ
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イド部分の硫酸エステル基の相対配置は 1 と同様に 2β, 3α, 6α (δC 75.7, 75.7 および 78.9) であ

ることが明らかとなった。また, H-20 の相対配置は化学シフト値および J 値 (δC 0.92 d, JH = 

6.5 Hz) から 20R*と推測された。一方で, Pandanus boninensis の葉から単離されたトリテルペ

ン 69 は 2 と同じ側鎖構造を持つが, NMR データは CDCl3 中のものであった。化合物 2 は, 

CDCl3 に不溶であるため, CDCl3 中での NMR データが取得できず, C-24 の立体配置の決定に

は至らなかった。 

Halistanol sulfate J (3) の分子式は HRESIMS の測定において, m/z 743.2200 にナトリウム脱

離イオンピーク [M-Na]− が観測されたことにより, 2 と比較して CH2分増えた C30H49Na3O12S3

と決定した (calcd for C30H49Na2O12S3 m/z 729.2187)。また, ESIMS 分析において, 2 と同様に m/z 

743.3 [M-Na]-, 623.3 [743.3-NaSO4H]-, and 503.3 [623.3-NaSO3H]-, のイオンピークパターンが検

出されたことから, 2 つの硫酸エステルの存在が示唆された。また, 赤外分光スペクトルにお

いて, 3 は 1244 および 1220 cm-1付近に極大吸収を有しており, 分子内に硫酸基が存在するこ

とが支持された。 

3 の 1H および 13C NMR スペクトル (Table 3-1) において, 2 と類似したシグナルであった

ことから, 側鎖にシクロプロパン環を持つ 1 の類縁体であることが示唆された。COSY スペ

クトルの解析により, 3 つのスピン系の存在が明らかとなり, HMQC および HMBC スペクト

ルの解析によって, 1 および 2 と共通のステロイドコア構造 (C-1 から 22) の存在が示唆され

た (Figure 3-2)。H-29 および H-30/C-24, および H-30/C-28 の HMBC 相関により, 側鎖のシク

ロプロパン環および 2 と比較して 1 つ多い炭素の配置を決定した。また, H-26 および 27/C-24

の HMBC 相関により, イソプロピル基 (C-25~C-27) が C-24 に結合していることを決定した 

(Figure 3-4)。 

 

Figure 3-4. Halistanol sulfate J (3) の構造とその COSY および HMBC 相関. 
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3 の 1H (J 値含む) ならびに 13C NMR スペクトルを 1 と比較することによって, 3 のステロ

イド部分の硫酸エステル基および H-20 の相対配置も 1 と同様であると決定した。一方で, H-

20 の化学シフト値および J 値 (δC 0.92 d, JH = 6.5 Hz) から 20R*と推測された。一方で, 3 と同

じ側鎖構造を持つ weinbersterol disulfate B70 および ibisterol sulfate71 のいずれにおいても共通

する側鎖の立体配置は決定されておらず, 3 の C-24 および C-28 の立体配置の決定には至らな

かった。
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Table 3-1. Halistanol Sulfate (1), halistanol Sulfates I (2), および J (3) の NMR スペクトルデータ (CD3OD, 400/100 MHz) 

 
position 

 halistanol sulfate (1) 

 

  halistanol sulfate I (2) 

 

  halistanol sulfate J (3)  

δC δH mult. ( J in Hz) δC δH mult. ( J in Hz) δC δH mult. ( J in Hz) 

1 39.4 2.09 brd (14.2) 39.4 2.10 brd (14.3) 39.3 2.10 brd (14.3) 

  1.46 dd (14.2, 3.5)  1.48 dd (14.3, 3.8)  1.47 dd (14.3, 3.5) 

2 75.7 4.80 m 75.7 4.82 m 75.7 4.83 m 

3 75.7 4.75 m 75.7 4.74 m 75.7 4.74 m 

4 25.3 2.29 brd (14.7) 25.3 2.29 brd (14.5) 25.3 2.29 brd (14.7) 

  1.80 ddd (14.7, 12.8, 2.3)  1.80 dt (14.5, 2.5)  1.80 ddd (14.7, 12.8, 2.5) 

5 45.5 1.65 ddd (12.8, 10.7, 2.4) 45.5 1.65 ddd (12.4, 10.4, 2.5) 45.5 1.65 ddd (12.8, 11.1, 2.5) 

6 78.9 4.19 td (10.7, 4.5) 78.9 4.15 td (10.7, 4.5) 78.9 4.19 td (11.1, 4.5) 

7 40.2 2.37 ddd (12.5, 4.5, 4.1) 40.2 2.37 dt (12.0, 3.9) 40.2 2.37 dt (12.4, 4.0) 

  1.03 m  1.02 m  1.03 m 

8 35.3 1.54 m 35.3 1.53 m 35.3 1.53 m 

9 56.0 0.75 m 56.0 0.76 m 56.0 0.76 m 

10 37.8  37.8  37.8  

11 22.0 1.54 m, 1.34 m 22.0 1.56 m, 1.29 m 22.0 1.55 m, 1.31 m 

12 41.3 2.01 dt (12.5, 3.0) 41.3 2.00 dt (12.4, 3.0) 41.3 1.99 dt (12.5, 3.0) 

  1.17 m  1.16 m  1.08 m 

13 44.0  44.0  43.9 

3.0 

 

14 57.5 1.15 m 57.8 1.11 m 57.5 1.10 m 

15 25.3 1.10 m, 1.57 m 25.3 1.10 m, 1.60 m 25.3 1.11 m, 1.61 m 

16 29.4 1.36 m, 1.80 m 29.4 1.28 m, 1.90 m 29.4 1.31 m ?, 1.84 m 

17 57.8 1.15 m 57.7 1.11 m 57.8 1.10 m 

18 12.6 0.69 s 12.6 0.69 s 12.6 0.68 s 

19 15.5 1.06 s 15.5 1.06 s 15.5 1.06 s 

20 37.9 1.35 m 37.8 1.35 m 38.0 1.28 m 

21 19.7 0.95 d (6.7) 19.5 0.92 d (6.5) 19.4 0.90 d (6.5) 

22 36.8 0.99 m, 1.86 m 34.6 1.06 m, 1.29 m 34.6 0.96 m, 1.38 m 

23 29.3 0.85 m 34.5 1.35 m, 1.55 m 30.3 1.04 m, 1.49 m 

24 45.5 1.03 m 24.9  29.0  

25 34.2  21.0  33.2 1.29 m 

26 27.9 0.86 s 23.0 1.10 s 20.9 0.98 d (6.9) 

27 27.9 0.86 s 23.3 1.07 s 20.9 1.01 d (6.9) 

28 27.9 0.86 s 28.1 0.11 d (4.0) 19.1 0.68 m 

    0.06 d (4.0)   

29 15.1 0.83 d (7.0) 20.1 1.05 s 20.4 -0.22 dd (5.5, 4.5) 

      0.44 dd (8.5, 4.5) 

30 - - - - 14.2 1.09 d (6.4) 
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3-4. Halistanol sulfate 類の生物活性 

Halistanol sulfate (1), halistanol sulfate I (2) および J (3) は, HeLa 細胞および P388 細胞に対し

て 100 μM の濃度で細胞毒性を示さなかったが, SIRT 1-3 阻害活性は, IC50範囲がそれぞれ 45.9

〜67.9, 18.9〜21.1 および 21.8〜37.5 μM で認められた (Table 3-2)。しかしながら, ヒト結腸

腺がん細胞株 HCT116 を用いた試験において, 1 は SIRT2 の生体内基質である eIf5A のアセチ

ル化レベルの上昇は認められなかった (Figure 3-4)。細胞毒性が認められなかったことや細胞

を用いた試験において, 生物活性が認められなかった原因として, 高極性の硫酸エステルを

有することにより細胞膜を透過できないことが考えられた。化合物 1 を含む硫酸化ステロイ

ドは, 抗菌作用, 抗 HIV 作用, 防汚作用, プロテインキナーゼに対する酵素阻害作用, HIV 逆

転写酵素, HIV インテグラーゼ, グリコシダーゼやプロテアーゼに対する阻害作用等, 多様な

生物活性が注目されている 71–80。しかしながら, KDACs や SIRTs に対する阻害活性はまだ知

られていない。今回, 1 が SIRTs に対して阻害活性を有することを初めて報告した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3-4. HCT116 細胞を用いた SIRT2 阻害活性試験. 

 

Table 3-2. HeLa および P388 に対する細胞毒性および SIRT1-3 に対する阻害活性 

Compounds 

IC
50

 (µM)  IC
50

 (µM) 

HeLa P388  SIRT1 (±S.D.) SIRT2 (±S.D.) SIRT3 (±S.D.) 

halistanol sulfate (1) >100 >100  49.1 (1.7) 19.2 (0.68) 21.8 (0.36) 

halistanol sulfate I (2) >100 >100  45.9 (3.9) 18.9 (0.59) 32.6 (2.13) 

halistanol sulfate J (3) >100 >100  67.9 (4.7) 21.1 (0.82) 37.5 (3.70) 

nicotineamide n.d. n.d.  n.d. 80.4 (4.3) 76.7 (13.9) 
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3-5. 結晶構造解析 

Halistanol sulfate 類を含む硫酸化ステロイドによる様々な酵素阻害活性は非特異的な作用

として考えられてきた。本研究では, シッティングドロップ法により SIRT3 と halistanol 

sulfate (1) の複合体での結晶構造が得られたことから, 1 が SIRT3 に非特異的ではなく, 特異

的に結合していることが示唆された。複合体結晶構造解析から, その様式は SIRT3 の 243 番

目の Lys, 224 番目の Arg, 301 番目の Arg, 300 番目の Gln と 2 分子の 1 の硫酸部位との間に水

素結合による相互作用が形成され, 300 番目の Gln から 311 番目の Met までの α-helix 上にス

テロイド部位が重なり合った形で 2分子の 1が特異的に SIRT3と結合していた (Figure 3-5)。

基質もしくは補酵素の結合部位と考えられる 248 番目の His から遠い位置のため, 1 は SIRT3

の活性中心以外のポケットに特異的に結合し, 基質とは競合しない様式によって酵素活性の

調節を行っている可能性が示唆された。 

 

 

Figure 3-5. SIRT3- halistanol sulfate (1) 複合体の結晶構造 (左図). SIRT3 と 2 分子の 1 および基

質であるアセチルリジンペプチドの複合体 (右図). 左図の矢印の視点における 1 結合部位の

拡大図 (黄色点線は水素結合相互作用を示す). 

 

この結晶構造から, SIRT 阻害剤として知られる resveratrol の SIRT3 結合サイト 81とは異な

るアロステリックサイトが見出された。また, 硫酸エステルを有する heparin がアンチトロン

ビンに対してアロステリック作用, つまり, heparin がアンチトロンビンのエキソサイトに結

合すると, Xa 因子との複合体形成によりコンフォメーション変化が誘発される様式 82のよう

に SIRT3の酵素機能も何らかの生体分子によってアロステリックにコントロールされている
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可能性を示すものである。 

 

3-6. 結言 

ヒストンのアセチル化修飾を調節するタンパク質に着目し, その機能解明に役立つ分子ツ

ールを求めて, SIRT3 阻害剤の探索研究を行った結果, halistanol sulfate (1) を活性本体として

同定するとともに, MS 分析を適用することによって, 新規類縁体 halistanol sulfates I および J 

(2, 3) を単離・構造決定することに成功した。 

硫酸化ステロイド類には様々な生物活性が報告されていたが, Halistanol sulfate 類の SIRTs

阻害活性は初めての報告となる。加えて, SIRT3 と halistanol sulfate との複合体結晶構造によ

り, 2 分子の 1 が一部分重なって SIRT3 の活性中心以外のポケットに特異的に結合し, 基質と

は競合しない様式によって酵素活性の調節を行っている可能性が示唆された。また, 硫酸エ

ステルを有する生体分子 heparin によってアロステリックに活性が阻害されるトロンビンと

同様に, SIRT3 の酵素機能も何らかの生体分子によってアロステリックにコントロールされ

ている可能性を示す新たな知見も得ることができた。 
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3-7. 第 3 章の実験項目 

3-7-1. 実験装置 

各種 NMR スペクトルは Bruker Avance 400 MHz 型スペクトルメーター (Bruker) を用いて

測定した。1H および 13C NMR の化学シフト値は, δH 3.31 および δC 49.15 を CD3OD の溶媒ピ

ークとして参照した。ESIMS は, AccuTOF CS mass spectrometer 質量分析計 (日本電子株式会

社) で測定した。HRESIMS は , SCIENTIFIC Exactive Plus mass spectrometers 質量分析計 

(Thermo Fisher Scientific) で測定した。UV スペクトルは, UV-1800 分光光度計 (株式会社島津

製作所, 京都, 日本) を用いて記録した。IR スペクトルは, JIR-WINSPEC50 分光計 (日本電子

株式会社) で測定した。蛍光画像は蛍光顕微鏡 Olympus IX71 および DP72 digital camera (オリ

ンパス株式会社) を用いて撮影した。 

 

3-7-2. 生物材料 

海綿 Halichondria sp.は, 1994 年 12 月に東京都八丈島 (N 33° 07.16’, E 139° 49.07’) で採集し

て実験で使用するまで-25°C で保存した。 

 

3-7-3. 精製  

海綿断片 (695 g, 湿重量) を解凍後, 粉砕し, MeOH (2 L×7) で抽出・濃縮後, H2O と CHCl3

を用いた二層分配に付した。水層はさらに n-BuOH で抽出し, 先の CHCl3 層と n-BuOH 層を

合一して有機層とした。有機層を Kupchan 分画 83, 詳細には, n-hexane と 90% MeOH を用い

て二層分配し, n-hexane 可溶画分を得た。90% MeOH 層に H2O を加えて 60% MeOH 層とした

後, CHCl3 で抽出し, CHCl3 可溶画分と 60% MeOH 可溶画分を得た。60% MeOH 可溶画分を

ODS フラッシュカラムクロマトグラフィー  (H2O, 20%, 50%, 70%, 100% MeOH, 

CHCl3/MeOH/H2O=6/4/1) に付し, 画分 A-F の 6 画分を得た。このうち, 画分 C (50% MeOH 溶

出画分) に SIRT3 に対する阻害活性が認められたため, 画分 C の一部 (500 mg) を逆相 HPLC 

[カラム: COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 20 mm), 検出器; UV 220 nm and RI, 移動相: 200 mM 

NaClO4 75% MeOH] に付し, 22 画分の分画した (画分 1-22)。これらのうち, 画分 18 は

halistanol sulfate (1, 301.4 mg, 収率 3.5 x 10-2%) であった。画分 9 はさらに逆相 HPLC [カラム; 

COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 10 mm), 検出器; UV 220 nm および RI, 移動相; 200 mM NaClO4 

80% MeOH] で精製を行い, halistanol sulfate I (2, 6.6 mg, 収率 9.5x10-3%) を得た。一方, 画分
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22 については 2 段階の逆相 HPLC [カラム: COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 20 mm), 検出器; UV 

220 nm and RI, 移動相; 200 mM NaClO4 75% MeOH および 90% MeOH] で精製を行い, その後, 

リサイクル逆相 HPLC [カラム: COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 10 mm), 検出器; UV 220 nm およ

びRI, 移動相; 200 mM NaClO4 90% MeOH] で精製することによって, 0.7 mgのhalistanol sulfate 

J (3) を得た。さらに, 化合物 3 をより多く得るために, 560 mg の画分 C (50% MeOH 溶出画

分) を 2 段階の逆相 HPLC [カラム: COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 20 mm), 検出器; UV 220 nm 

and RI, 移動相: 200 mM NaClO4 90% MeOH および 85% MeOH] にて精製した。その後, 同じ

条件にて 2 段階のリサイクル逆相 HPLC [カラム: COSMOSIL 5C18-MS-II (250 x 10 mm), 検出

器; UV 220 nm および RI, 移動相; 200 mM NaClO4 90% MeOH] で最終精製を行い, halistanol 

sulfate J (3, 3.0 mg, 収率 5.5x10-3%) を得た。 

Halistanol sulfate (1). colorless amorphous solid; ESIMS m/z 731.3 [M-Na]-, 611.3 [M-Na-NaSO4H]-, 

509.4 [M-Na-NaSO4H-NaSO3]-, 491.3 [M-Na-2 (NaSO4H)]-, 354.1 [M-2Na]2-; HRESIMS m/z 

731.2194 [M-Na]- (calcd for C29H49Na2O12S3 m/z 731.2187); 1H and 13C NMR data see Table 3-1. 

Halistanol sulfate I (2). colorless amorphous solid; [α]D
25.4 +25.0° (c 0.01, MeOH); UV (MeOH) λmax 

(logε) 279 (2.61) nm; IR (KBr) νmax 2939, 2868, 1642, 1472, 1445, 1386, 1248, 1122, 1064, 968, 941, 

930, 897, 826, 799, 754, 731, 628cm-1; ESIMS m/z 729.2 [M-Na]-, 609.3 [M-Na-NaSO4H]-, 507.3 [M-

Na-NaSO4H-NaSO3]-, 489.3 [M-Na-2 (NaSO4H)]-, 353.1 [M-2Na]2-; HRESIMS analysis (m/z 729.2027 

[M-Na]-, calcd for C29H47Na2O12S3 m/z 729.2031). 1H and 13C NMR data see Table 3-1. 

Halistanol sulfate J (3). colorless amorphous solid; [α]D
25.4 +32.0° (c 0.01, MeOH); UV (MeOH) λmax 

(logε) 278 (2.67) nm; IR (KBr) νmax 2934, 2870, 1633, 1472, 1454, 1382, 1244, 1126, 1972, 969, 930, 

893, 844, 826, 799, 749, 732, 624 cm-1; ESIMS m/z 743.3 [M-Na]-, 623.3 [M-Na-NaSO4H]-, 521.4 [M-

Na-NaSO4H-NaSO3]-, 503.3 [M-Na-2 (NaSO4H)]-, 360.1 [M-2Na]2-; HRESIMS analysis (m/z 743.2200 

[M-Na]-, calcd for C30H49Na2O12S3 m/z 729.2187). 1H and 13C NMR data see Table 3-1. 
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3-7-4. 細胞毒性試験 

2-7-5.項と同様の方法で実施した。 

 

3-7-5. SIRTs 阻害活性試験 

In vitro での SIRT1-3 阻害活性試験は電気泳動移動度シフトアッセイを用いた 84。組み換え

SIRT1-3 と FAM で蛍光標識したアセチル化リジンペプチド [SIRT1 および SIRT2: 1.5 µM 

FAM-RHKK (Ac) LM, SIRT3: 1.5 µM FAM-QPKK (Ac) KPL], SIRT1 と SIRT2 の阻害試験を行っ

た。384 well plate に各サンプルを添加した 1 mM NAD 含有アッセイ buffer [25 mM Tris-HCl 

(pH 9.0), 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.1 mg/mL BSA] を調製後, 37℃で 60 分間イ

ンキュベートした。その後, 最終濃度が 10 mM になるように NAD を添加した反応停止 buffer 

[100 mM HEPES (pH 7.5), 10 mM EDTA, 0.25% CR-3] を 50 µL を加えて反応を停止させ, 

LabChip EZ Reader II (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) を用いて, 蛍光標識したリジンアセチ

ル化ペプチドとアセチル基が脱離したペプチドを定量することで評価した（SIRT1-3 阻害率

は 100×P/(P+S) の計算式で算出した P: アセチル基が脱離したペプチドのピークの高さ, S: 

蛍光標識したリジンアセチル化ペプチドのピークの高さ)。 

 

3-7-6. SIRT3 と halistanol sulfate (1) 複合体の結晶構造解析 

組換え SIRT3 (アミノ酸残基: 118-399, 5 mg/mL), アセチル化リジンペプチド [TRSGK (Ac) 

VMRRLLR: AceCS2-K (Ac), 1 mM] および halistanol sulfate (1, 1 mM) の混合溶液を用いて, 

20℃, 1.2 M リン酸ナトリウム一塩基およびリン酸カリウム二塩基緩衝液 (pH5.4) 中で SIRT3

と halistanol sulfate (1) 複合体の結晶を得た。本結晶は 18%グリセロールを低温保護剤として, 

液体窒素で凍結した。高エネルギー加速器研究機構の「フォトンファクトリー」のビームラ

イン PF-AR NW12A および PF-BL-17A を利用して取得して, HKL2000 program85でデータ処理

した。結晶構造は SIRT3/AceCS2-K (Ac) complex (PDB id 3GLU)86 の構造を参考にして

MOLREP87 による分子置換法によって決定した。モデル構築は REFMAC588 および Coot89 を

使用し, 構築した構造の妥当性を MolProbity90 で評価した。データ収集と精密化の統計を

Table 3-3 に示す。SIRT3 と halistanol sulfate (1) 複合体の結晶の構造図は PyMol (Schrödinger, 

New York, NY, 米国) を用いて作成した。 
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Table 3.3. SIRT3 と halistanol sulfate (1) 複合体の結晶データの収集と精密化統計 

Data collection statistics    Refinement statistics  

X-ray source     PF BL17A  Resolution range (Å) 20.0 - 2.6 

Space group   P432  No. of reflections 10944 

Unit cell a, b, c (Å) 127.81  No. of non-hydrogen 

atoms 
2166 

 α, β, γ (◦) 90.0  R work (%)  22.5 

Wavelength (Å)  0.980  R free (%)  29.9 

Resolution (Å)  50 - 2.6  R.m.s. deviations  

   (2.69 - 2.60)  Bond length (Å) 0.095 

Unique reflections  11529  Bond angle (degree) 1.572 

Completeness (%)a  99.9  B -factors (Å2)  

R merge (%)a   6.4 (75.7)  Ramachandran plot (%)  

I/σ (%)a   88.8 (7.7)  Favoured region 94.6 

Wilson B (Å2)   61.2  Allowed region 5.4 

a Values in parentheses are for the highest resolution shell  Outlier region 0.0 

 

 

 

3-7-7. Supporting Information 

リスト 

Figure S3-1. Halistanol sulfate (1) の ESIMS (neg.). 

Figure S3-2. Halistanol sulfate (1) の HRESIMS (neg.). 

Figure S3-3. Halistanol sulfate (1) の 1H NMRスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-4. Halistanol sulfate (1) の 13C NMRスペクトル (CD3OD, 100 MHz). 

Figure S3-5. Halistanol sulfate I (2) の ESIMS (neg.). 

Figure S3-6. Halistanol sulfate I (2) の HRESIMS (neg.). 

Figure S3-7. Halistanol sulfate I (2) の 1H NMRスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-8. Halistanol sulfate I (2) の 13C NMRスペクトル (CD3OD, 100 MHz). 

Figure S3-9. Halistanol sulfate I (2) の COSYスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-10. Halistanol sulfate I (2) の HMQCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-11. Halistanol sulfate I (2) の HMBCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-12. Halistanol sulfate J (3) の ESIMS (neg.). 

Figure S3-13. Halistanol sulfate J (3) の HRESIMS (neg.). 

Figure S3-14. Halistanol sulfate J (3) の 1H NMRスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-15. Halistanol sulfate J (3) の 13C NMRスペクトル (CD3OD, 100 MHz). 

Figure S3-16. Halistanol sulfate J (3) の COSYスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-17. Halistanol sulfate J (3) の HMQCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S3-18. Halistanol sulfate J (3) の HMBCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-1. Halistanol sulfate (1) の ESIMS (neg.). 
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Figure S3-2. Halistanol sulfate (1) の HRESIMS (neg.). 
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Figure S3-3. Halistanol sulfate (1) の 1H NMRスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-4. Halistanol sulfate (1) の 13C NMRスペクトル (CD3OD, 100 MHz). 
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Figure S3-5. Halistanol sulfate I (2) の ESIMS (neg.). 
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Figure S3-6. Halistanol sulfate I (2) の HRESIMS (neg.). 
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Figure S3-7. Halistanol sulfate I (2) の 1H NMRスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-8. Halistanol sulfate I (2) の 13C NMRスペクトル (CD3OD, 100 MHz). 
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Figure S3-9. Halistanol sulfate I (2) の COSYスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-10. Halistanol sulfate I (2) の HMQCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-11. Halistanol sulfate I (2) の HMBCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-12. Halistanol sulfate J (3) の ESIMS (neg.). 
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Figure S3-13. Halistanol sulfate J (3) の HRESIMS (neg.). 



56 

 

 

Figure S3-14. Halistanol sulfate J (3) の 1H NMRスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-15. Halistanol sulfate J (3) の 13C NMRスペクトル (CD3OD, 100 MHz). 
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Figure S3-16. Halistanol sulfate J (3) の COSYスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-17. Halistanol sulfate J (3) の HMQCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S3-18. Halistanol sulfate J (3) の HMBCスペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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第 4 章 ヒストン修飾調節活性に注目した活性化合物の探索 

4-1. 研究背景 

エピジェネティックな遺伝子発現は DNA の塩基配列の変化を伴わずに後天的な修飾によ

って行われる安定的かつ可塑的な遺伝子発現調節機構である。エピジェネティックな遺伝子

発現のひとつにヒストンの修飾がある 91。真核生物の染色体はヌクレオソームを基本単位と

したクロマチンとよばれる高次構造をとっている。ヌクレオソームはヒストンタンパク質

H2A, H2B, H3 および H4 の 4 種類で構成されているヒストン 8 量体に DNA が約 2 回転巻き

付いた構造であり, ヒストンテールと呼ばれるヒストンの N 末端尾部のアミノ酸残基はアセ

チル化, メチル化, リン酸化など様々な修飾を受ける。ヒストンのメチル化は Lys や Arg な

どの塩基性アミノ酸残基に対して化学修飾が起こり, Lys 残基のメチル化には mono-, di-およ

び tri-メチル化が存在し, アルギニン残基のメチル化は mono-および di-メチル化が存在して

いる。また, ヒストンのメチル化部位はヒストンタンパク質の Lys および Arg 残基に 25 か所

以上存在することが確認されている。これらの修飾部位の違いやメチル化状態の違い, また

はそれら組み合わせにより, 転写調節に影響することが知られている 92。 

ヒストンのメチル化が転写の抑制と活性化の両方に関連しているのに対し, ヒストンのア

セチル化は主に転写の活性化に関連している。Lys 残基をアセチル化すると, Lys 中の-NH3
+の

電荷が中和され, 正に荷電しているヒストンと負に荷電している DNA の相互作用を減弱さ

せ, 転写を活性化させると考えられている。アセチル化にかかわる酵素は HAT や HDAC が

知られており, HDAC 阻害剤には抗がん剤として用いられているものも存在する 93。 

これらの修飾は, 全ゲノムに渡って起きるものであり, クロマチンの高次構造を変化させ

ることで遺伝子発現を制御し, 細胞の発生・分化から恒常性の維持まで, 多種多様な生命現

象に関与するため (Figure 4-1), 新たな創薬ターゲットとして注目されている 94,95。 
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Figure 4-1. ヒストン修飾による遺伝子のスイッチ機構. 

 

しかしながら, ヒストン修飾の複雑な組み合わせによる高度な遺伝子発現制御は, 未解明

な部分が多く残されており, いまだに全体の機構を理解するには至っていない。そのため, 選

択的にヒストン修飾を変化させる低分子化合物はエピジェネティックな遺伝子発現制御を理

解するための重要なツールとなり得ると考えられる。加えて, ヒストン修飾調節活性を有す

る化合物の報告数は多くないことから, ヒストン修飾変化を指標とした天然化合物の探索研

究には大きな余地が残されている。 

そこで独自の構造と生物活性を持つ二次代謝産物のライブラリーである海洋無脊椎動物に

着目して, 海洋生物 1817 検体の抽出液 (有機層・水層) 計 3742 サンプルについて, 複数のヒ

ストン修飾の変化を同時に検出可能な細胞ベースのスクリーニング系を適用し, 各サンプル

のヒストン修飾調節活性を指標にしたスクリーニングを行った。その結果, 372 サンプルにヒ

ストン修飾レベルの変化が認められた。ヒットサンプルのうち, 本章では, 非リボソームペ

プチドやポリケチド, テルペノイドなどの多種多様な天然化合物 96–101 が報告されている

Theonella 属の海綿に着目して, 活性本体の探索を行った。 
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4-2. Onnamide 類の単離と精製 

鹿児島県奄美大島で採集した海綿 T. conica (1020 g, 湿重量) を MeOH で抽出・濃縮後, H2O

と CHCl3 を用いた二層分配に付した。H2O 層はさらに n-BuOH で抽出し, 先の CHCl3 層と n-

BuOH 層を合一して有機層とした。有機層を Kupchan 分画 83 により, n-hexane, CHCl3 および

60% MeOH 可溶画分へと分画し, このうち, CHCl3 可溶画分を ODS フラッシュカラムクロマ

トグラフィーに付し, それぞれ 6 つの画分に分画した。活性画分について, SiO2オープンカラ

ムクロマトグラフィー, 続けて, 逆相 HPLC を用いた精製に付し, 2Z-および 6Z-onnamide A (1

および 2) の混合物, onnamide A (3) 97, 4Z-onnamide A (4) 99, dihydroonnamide A (5) 98 および

onnamide B (6) 98を得た。化合物 1 と 2 の混合物は PHENYL-HEXYL カラムを用いたリサイ

クル逆相 HPLC で最終精製することで, 1 および 2 をそれぞれ 3.5 および 1.5 mg 得た (収率

3.4×10-3% および 1.5×10-3% yield based on the wet weight, Scheme 4-1., Figure 4-2)。 

 

 

Scheme 4-1. Onnamide 類の単離スキーム. 
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Figure 4-2. Onnamide 類 (1-6) の構造. 

 

 

4-3. Onnamide 類の構造決定 

2Z-onnamide A (1) は, HRESIMSにおいて, m/z 794.4536のプロトン付加イオンピーク[M+H]+

を与え, 分子式は onnamide A (3) と同じ C39H63N5O12 と決定された (calcd for C39H64N5O12 

794.4546, Δ-1.3 ppm)。2Z-onnamide A (1) の 1H NMR スペクトル (Table 4-1) において, onnamide 

A (3) に含まれるものと類似したシグナル, すなわち, 低磁場シフトした 2 つの O-メチル基

CH3-30, CH3-32 (δH 3.23, 3.56) とともに CH3-27, CH3-38(δH 1.18, 0.97) および 14 位に結合した

２つのメチル基 CH3-33, CH3-34 (δH 0.86, 1.00), 特徴的なエキソメチレン CH2-29 (δH 4.80, 4.64), 

16 位, 18 位に結合したアセタールメチレン (O-CH2-O, δH 4.79, 5.21) および 18 位のヘミアミ

ナールエーテル (N-CH-O, δH 5.80) の低磁場シフトしたプロトンシグナル観測された。また, 

11, 13, 15, 16, 17, 21 および 26 位には oxymethine プロトン (それぞれ δH 3.88, 4.24, 3.99, 4.17, 

3.66, 3.47 および 3.65) が認められたことから, 3 と共通の三環性のコア構造 (C-13〜34) を有

していることが示唆された。 
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1 と 3 の明確な違いは, ポリエンを含む側鎖, すなわち, H-2 から H-7 へのスピン系に観察

された。ウインドウ関数を変更したデータ解析 102により H-5 (δH 6.46) と H-3 (δH 6.43)の重複

したシグナルの J 値を読み取ることによって, Δ2,3, Δ4,5, Δ6,7 の結合定数がそれぞれ 11.3, 15.0, 

15.0 Hz と決定された (Figure 4-3)。したがって, H-2 と H-3 間の二重結合がシス型の 2Z-

onnamideA (1) であると決定した。 

 

 

Figure 4-3. 2Z-onnamide (1) の構造とその COSY および HMBC 相関. 

 

6Z-onnamide A (2) は, HRESIMSにおいて, m/z 794.4530のプロトン付加イオンピーク[M+H]+

が認められたことにより, 分子式を onnamide A (3) と同じ C39H63N5O12 と決定した (calcd for 

C39H64N5O12 794.4546, Δ-2.0 ppm)。6Z-onnamide A (2) の 1H NMR スペクトルも, 多くのシグナ

ルが 3 のものと一致しており (Table 4-2), COSY および HMBC スペクトルの解析によって, 3

と共通の三環性コア構造を含むことが明らかとなった。化合物 1 と同様にポリエン部位の H-

2 (δH 6.11) と H-6 (δH 6.13) の重複したシグナルの解析によって, Δ2,3, Δ4,5, Δ6,7の結合定数をそ

れぞれ 15.0, 14.7, 11.5 Hz と読み取り, 6Z-onnamideA (2) の構造を決定した (2, Figure 4-4)。 

 

 

Figure 4-4. 6Z-onnamide の構造とその COSY および HMBC 相関. 

また, 化合物 3-6 は, NMR スペクトルおよび MS 解析によって, 構造決定した (Table 4-3)。 
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Table 4-1. NMR spectral data for 2Z-onnamide (1) in CD3OD (400 MHz) 

position δC δH mult. (J in Hz) COSY HMBC 

1 168.5 
   

2 120.8 5.74 d (11.6) H-3 C-1, 4 

3 141.7 6.46 t (11.6) H-2, 4 C-1, 5 

4 128.4 7.45 dd (15.0, 11.6) H-3, 5 
 

5 142.4 6.43 dd (15.0, 10.7) H-4, 6 
 

6 131.9 6.24 dd (15.0, 10.7) H-5, 7 
 

7 140.5 5.95 dt (15.0, 6.9) H-6, 8 C-5 

8 34.1 2.13 m, 2.23 m H-7, 9 
 

9 31.6 1.30 m, 1.47 m H-8, 10 
 

10 37 1.29 m,1.43 m H-11, 9 
 

11 71.2 3.65 m H-10, 12 
 

12 37.5 1.54 m H-11, 13 
 

13 78.8 3.47 dd (8.9, 3.4) H-12 
 

14 42.5 
   

15 80.7 3.66 d (9.9) H-16 C-32 

16 75.8 4.17 dd (9.9, 6.6) H-15, 17 C-15, 17, 18, 31 

17 71 3.99 dd (9.4, 6.6) H-16 
 

18 75 5.80 d (9.4) H-17 C-20, 31 

20 174.6 
   

21 74.1 4.24 s 
 

C-20, 23, 24 

22 101.5 
   

23 34.9 2.41 d (14.3), 2.32 d (14.3) 
 

C-22, 24, 25, 29 

24 148.4 
   

25 43.2 2.20 m H-26, 28 C-24 

26 71 3.88 qd (6.5, 2.5) H-25, 27 C-25 

27 18.3 1.18 d (6.5) H-26, 28 C-25,26 

28 12.5 0.97 d (7.0) H-25, 27 C-24, 25, 26 

29 110.2 4.80 brs, 4.64 brs 
 

C-23, 25 

30 48.8 3.23 s 
 

C-22 

31 87.8 5.21d (6.8), 4.79 d (6.8) 
 

C-18 

32 62.1 3.56 s 
 

C-15 

33 14.3 0.86 s 
 

C-13, 14, 15, 34 

34 23.7 1.00 s 
 

C-13, 14, 15, 33 

1' 178.6 
   

2' 55.2 4.35 dd (7.3, 5.2) H-3' C-1, 1', 3' 

3' 31.6 1.89 m, 1.74 m H-2', 4' C-1' 

4' 26.3 1.65 m H-3', 5' C-3', 5' 

5' 42.3 3.19 m, 3.26 m H-4' C-7' 

7' 158.7 
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Table 4-2. NMR spectral data for 6Z-onnamide (2) in CD3OD (400 MHz) 

position δC δH mult. (J in Hz) COSY HMBC 

1 168.5 
   

2 120.8 6.11 d (15.0) H-3 C-1, 4 

3 141.7 7.25 dd (15.0, 11.2) H-2, 4 C-5 

4 128.4 6.35 dd (14.7, 11.2) H-3, 5 
 

5 142.4 6.94 dd (14.7, 11.5) H-4, 6 
 

6 131.9 6.13 t (11.5) H-5, 7 
 

7 140.5 5.67 dt (11.5, 7.7) H-6, 8 
 

8 34.1 2.30 m H-7, 9 
 

9 31.6 1.50 m, 1.58 m H-8, 10 
 

10 37 1.32 m H-11, 9 
 

11 71.2 3.65 m H-10, 12 
 

12 37.5 1.54 m H-11, 13 C-17 

13 78.8 3.49 m H-12 
 

14 42.5 
   

15 80.7 3.66 d (9.8) H-16 C-32 

16 75.8 4.17 dd (9.8, 6.6) H-15, 17 C-15, 17, 18, 31 

17 71 3.98 dd (9.1, 6.6) H-16 
 

18 75 5.83 d (9.1) H-17 C-20 

20 174.6 
   

21 74.1 4.24 s 
 

C-20, 23, 24 

22 101.5 
   

23 34.9 2.41 d (14.3), 2.32 d (14.3) 
 

C-22, 24, 25, 29 

24 148.4 
   

25 43.2 2.20 m H-26, 28 
 

26 71 3.87 qd (6.5, 2.6) H-25, 27 
 

27 18.3 1.17 d (6.5) H-26 C-25,26 

28 12.5 0.97 d (7.1) H-25 C-24, 25, 26 

29 110.2 4.79 s, 4.64 brs 
 

C-23, 25 

30 48.8 3.24 s 
 

C-22 

31 87.8 5.23d (6.9), 4.80 d (6.9) 
 

C-18 

32 62.1 3.56 s 
 

C-15 

33 14.3 0.86 s 
 

C-13, 14, 15, 34 

34 23.7 1.00 s 
 

C-13, 14, 15, 33 

1' 178.6 
   

2' 55.2 4.38 dd (7.3, 5.2) H-3' C-1' 

3' 31.6 1.89 m, 1.75 m H-2', 4' 
 

4' 26.3 1.64 m H-3', 5' C-2', 3' 

5' 42.3 3.18 m, 3.22 m H-4' C-7' 

7' 158.7 
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Table 4-3. Onnamides (1, 3, 5, 6) の 1H NMR スペクトルデータ 

position onnamide A (3) 4Z-onnamide A (4) dyhidroonnamide A (5) onnamide B (6) 

1     

2 6.07 d (15.0) 6.08 d (14.9) 6.01 d (15.1) 6.02 d (15.1) 

3 7.14 dd (15.0, 11.2) 7.67 dd (14.9, 12.0) 7.11 dd (15.1, 10.7) 7.12 dd (15.1, 10.8) 

4 6.26 dd (14.9, 11.2) 6.00 dd (12.0, 11.2) 6.21 dd (15.1, 10.7) 6.26 dd (15.2, 10.8) 

5 6.52 dd (14.9, 10.7) 6.28 t (11.2) 6.10 dt (15.1, 6.8) 6.12 dt (15.2, 6.9) 

6 6.22 dd (15.1, 10.7) 6.72 dd (14.9, 11.2) 2.19 q (6.0) - 

7 5.95 dt (15.1, 6.9) 5.97 dt (14.9, 7.3) 1.46 m - 

8 2.22 m, 2.13 m 2.19 m 1.31 m, 1.35 m 2.22 m, 2.16 m 

9 1.56 m, 1.42 m 1.63 m, 1.48 m 1.31 m, 1.46 m 1.54 m, 1.44 m 

10 1.31 m,1.50 m 1.30 m, 1.49 m 1.31 m,1.46 m 1.27 m,1.50 m 

11 3.66 m 3.66 m 3.66 m 3.66 m 

12 1.53 m 1.54 m 1.54 brt (6.1) 1.53 m 

13 3.48 dd (8.4, 3.9) 3.48 dd (8.9, 3.0) 3.49 t (6.8) 3.48 dd (8.8, 3.6) 

14     

15 3.64 d (9.8) 3.67 brd (9.9) 3.65 d (9.4) 3.65 d (9.9) 

16 4.17 dd (9.8, 6.6) 4.17 dd (9.9, 6.5) 4.17 dd (9.8, 6.5) 4.17 dd (9.9, 6.5) 

17 3.99 dd (9.3, 6.6) 4.00 dd (9.4, 6.5) 3.98 dd (9.3, 6.5) 3.98 dd (9.3, 6.5) 

18 5.80 d (9.3) 5.81 d (9.4) 5.81 d (9.3) 5.81 d (9.3) 

20     

21 4.24 s 4.24 s 4.24 s 4.24 s 

22     

23 
2.41 brd (14.3), 2.32 

brd (14.3) 

2.40 brd (14.0), 2.31 brd 

(14.0) 

2.42 d (14.3), 2.33 d 

(14.3) 

2.41 brd (14.3), 2.32 brd 

(14.3) 

24     

25 2.19 m 2.19 m 2.20 m 2.19 m 

26 3.88 qd (6.5, 2.6) 3.86 qd (6.5, 2.5) 3.88 qd (6.5, 2.6) 3.88 qd (6.5, 2.5) 

27 1.18 d (6.5) 1.17 d (6.5) 1.18 d (6.5) 1.18 d (6.5) 

28 0.97 d (7.0) 0.95 d (7.0) 0.97 d (7.0) 0.97 d (7.0) 

29 4.79 brs, 4.65 brs 4.79 brs, 4.64 brs 4.79 brs, 4.65 brs 4.79 brs, 4.64 brs 

30 3.24 s 3.21 s 3.25 s 3.24 s 

31 
5.20d (6.9), 4.80 d 

(6.9) 
5.22 d (6.9), 4.79 d (6.9) 5.21 d (6.9), 4.80 d (6.9) 5.21d (6.9), 4.80 d (6.9) 

32 3.56 s 3.56 s 3.56 s 3.56 s 

33 0.86 s 0.86 s 0.87 s 0.86 s 

34 1.01 s 1.01 s 1.01 s 1.00 s 

1'     

2' 4.37 dd (7.9, 5.3) 4.40 dd (7.5, 5.0) 4.37 dd (7.4, 5.2) 4.37 dd (7.8, 5.3) 

3' 1.90 m, 1.75 m 1.91 m, 1.75 m 1.90 m, 1.74 m 1.87 m, 1.73 m 

4' 1.62 m 1.63 m 1.62 m 1.62 q (9.5) 

5' 3.19 m 3.22 m 3.22 m, 3.17 m 3.22 m, 3.16 m 

7'     
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化合物 1-6 の共通した 1H NMR や onnamide A の生合成経路 103から, 2Z-および 6Z-onnamide 

A (1, 2) の立体構造は onnamide E を除いた onnamide 類縁体と共通した 11R, 13R, 15S, 16R, 17S, 

18S, 21S, 22R, 25R, 26R および 2’S であると推測される。また, 3 を CD3OD 中で光照射したと

ころ, 照射時間に応じて 1, 2 および 4Z-onnamideA (4) へと光異性化することが 1H NMR の解

析で明らかとなった (Table 4-4)。Calyculin 類はそれらのテトラエン部位が光によって異性化

したことが報告されている 104。 それと同様に 1, 2 は 3 のポリエン部位のみが光異性化した

ことが推察され, 1 および 2 は onnamide 類縁体と同じ立体構造を有することが示唆される。

しかしながら, 本海綿 T. conica は浅い水深 (10-15 m) に生息するために太陽光によって体内

で 3 から幾何異性体が生じるのか, もしくは, 精製途中で光に当たることで生じたのかは不

明である。一方で, ヒストン修飾活性試験では 20 時間, 細胞毒性評価の MTT 試験では 72 時

間の化合物処理を行うが, その時間においては異性化が進んでいないことが確認された。 

 

Table 4-4. Onnamide A (3) の蛍光灯下における 1H NMR スペクトルの経時変化 [3 に由来するシグナル (H-3) の積分

値を 1 とした際の, 1, 2 および 4 に由来するプロトンシグナル (H-3 もしくは H-4) の積分値] 

compound/position 
time (hour) 

0 24 48 72 96 168 672 840 

onnamide A (3)/H-3 1 1 1 1 1 1 1 1 

2Z-onnamide A (1) /H-4 0.03 0.03 0.03 0.05 0.05 0.06 0.09 0.12 

4Z-onnamide A (2) /H-3 0.02 0.02 0.02 0.02 0.04 0.04 0.08 0.13 

6Z-onnamide A (4) /H-3 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 0.02 0.05 0.08 

 

 

4-4. Onnamide 類の生物活性 

化合物 1-6 は, HeLa 細胞および P388 細胞に対して, IC50値 38-540 および 310-5200 μM で細

胞毒性を示した (Table 4-5)。本研究で行った HeLa 細胞に対する細胞毒性に関する SAR 解析

では, Δ21,22 が還元された 5 は 3 と同程度の細胞毒性を示しており, 炭素鎖が 2 つ短い 6 は 3

より弱い活性を示した (1/8.2)。また, 4Z 体 (4) は 3 と比較して 1.7 倍強く, 2Z 体 (1) および

6Z 体 (2) は約 2.5 倍弱い細胞毒性を示した。このように側鎖構造の細かな違いによって, 活

性への影響に差が認められた (Figure 4-5)。 
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Table 4-5. Cytotoxicity against HeLa and P388 by compounds 1–6 

 cell line 1 2 3 4 5 6 

IC50 HeLa 0.066 0.17 0.038 0.15 0.057 0.54 

µM P388 0.62 1.8 0.31 4.8 0.57 5.2 

 

 

 

Figure 4-5. Onnamide 類の細胞毒性に対する SAR. 

 

次に, 3 によるヒストン修飾への影響を各ヒストン修飾特異的な蛍光標識モノクローナル

抗体 16 種類を用いて検討した (Figure. 4-6)。その結果, 化合物 3 は細胞毒性の IC50値 (66 nM) 

より高濃度 (70 nM および 140 nM) で, 11 種類のヒストン修飾変化を誘導した。一方, より低

濃度となる 35 nM では, H3K4me3, H3K27me3 および H3K36me3 レベルを亢進し, H4K5ac レ

ベルを抑制した。これら 4 種類のヒストン修飾は, 細胞毒性との関連性が指摘されているも

のであるが 105–110, 細胞毒性の IC50 値より低い濃度でもこれら修飾の変化が検出されたこと
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は非常に興味深い。 

 

 

 

Figure 4-6. Onnamide A (1) のヒストン修飾調節活性試験結果. 各サンプルを含む培地で 20 

時間培養した後の各ヒストン修飾レベルの定量化 (縦軸: コントロールの蛍光強度を 1 とし

た際のコントロール比, n = 3, mean ± S.D. ***: p < 0.001, **: p < 0.01, *: p < 0.05 vs control, 

Dunnett test). 

 

そこで, 1 と同濃度において, onnamide 類縁体 (1, 2, 4-6) についても 3 と同じ濃度 (35, 70

および 140 nM)でのヒストン修飾 H3K4me3, H3K27me3, H3K36me3 および H4K5ac への影響

を検討したところ (Figure 4-7), IC50値の約 1/8 の濃度 (70 nM) で投与した 6 が 4 種のヒスト

ン修飾レベルの変化を誘導した。その一方で, 細胞毒性の IC50値よりも低い濃度 (35 nM) で

1, 2, 4, 5 に強い細胞毒性が観察された (Figure 4-8)。細胞毒性が細胞播種 1 日後に化合物投与, 

3 日間培養後の評価であり, ヒストン修飾変化が細胞播種と同時に化合物投与, 20 時間培養

後に評価することによる, サンプルの投与時期および培養期間の違いによる細胞感受性の変

化を考慮すると, onnamide 類は細胞毒性に対応したヒストン修飾変化を引き起こしていた可

能性が示唆された。 
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Figure 4-7. Onnamide 類 (1-6) による H3K4me3, H3K27me3, H3K36me3, および H4K5ac の

レベルへの影響 (縦軸: コントロールの蛍光強度を 1 とした際のコントロール比, n = 3, mean 

± S.D. ***: p < 0.001, **: p < 0.01, *: p < 0.05 vs control, Dunnett test). 
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Figure 4-8. ヒストン修飾調節活性試験における onnamide 類 (1-6) による細胞数への影響 

(縦軸: 細胞数, n = 3, mean ± S.D.). 

 

Onnamide A (3) は, anisomycin と同様にリボトキシックストレス応答, RSR を誘発すること

によって p38 や JNK を活性化することが知られている 111。そこで, anisomycin についても 4

種のヒストン修飾を確認したところ, 3 と同じ挙動が観察された (Figure 4-9)。RSR はリボソ

ームの 28S rRNA への障害に応答して, MAPK を介した炎症性シグナルカスケードを誘導す

ることで最終的に細胞死を引き起こすと考えられているが, その伝達経路は明らかにされて

いない 112,113。また, RSR の生理的な関連性についてもほとんど分かっていない 113。化合物 3

と anisomycin はそれぞれ, リボソームの E site および A site に結合することでリボソーム機

能を阻害するが 114,115, そのリボソームの異常はいずれも MAPKKK である ZAKα によって検

出され、MAP キナーゼを介した炎症性シグナルカスケードを誘導することで最終的にアポト

ーシスを引き起こすと報告されている 116。そのため, 3 と anisomycin によって引き起こされ

るヒストン修飾変化は MAP キナーゼを介した炎症性シグナルカスケードによるものである

と考えられる。 
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Figure 4-9. タンパク質合成阻害剤 anisomycin による H3K4me3, H3K27me3, H3K36me3, およ

び H4K5ac のレベルへの影響 (縦軸: コントロールの蛍光強度を 1 とした際のコントロール

比, n = 3, mean ± S.D. ***: p < 0.001, **: p < 0.01 vs control, Dunnett test). 
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4-5. 結言 

本研究では, 海綿 T. conica から新たな類縁体 2Z-および 6Z-onnamides A (1 および 2) と 4

種類の onnamides (3-6) を単離し, それら構造を MS および NMR スペクトル解析によって

解明した。化合物 1-6 の SARs により, onnamide 類に共通する側鎖ポリエン部位の幾何異性が

細胞毒性に影響することが明らかとなった。また, 3 は細胞毒性の IC50値より低い濃度 35 nM

でヒストン修飾 H3K4me3, H3K27me3 および H3K36me3 レベルを亢進し, H4K5ac レベルを抑

制することが明らかとなった。今回, 細胞内のヒストン修飾変化を追うことで, 結果として

細胞毒性化合物 onnamide 類を同定したが, ヒストン修飾変化を指標とすることで, 細胞毒性

よりも短時間・低濃度で活性が検出でき, 高感度に活性化合物の探索が可能となることが示

された。 
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4-6. 第 4 章の実験項目 

4-6-1. 実験装置 

各種 NMR スペクトルは Bruker Avance 400 MHz 型スペクトルメーター (Bruker) を用いて

測定した。1H および 13C NMR の化学シフト値は, δH 3.31 および δC 49.15 を CD3OD の溶媒ピ

ークを参照した。ESIMS は, AB SCIEX TripleTOFTM 4600 型質量分析計 (株式会社エービー・

サイエックス, 東京, 日本) を用いて測定した。UV スペクトルは, UV-1800 分光光度計 (株式

会社島津製作所) を用いて記録した。IR スペクトルは, JIR-WINSPEC50 分光計 (日本電子株

式会社) で測定した。蛍光画像は蛍光顕微鏡 Olympus IX71 および DP72 digital camera (オリン

パス株式会社) を用いて撮影した。 

 

4-6-2. 生物材料 

海綿 T. conica は, 2007 年 6 月に鹿児島県奄美大島 (N 28° 06.82’, E 129° 21.09’) 採集して実

験で使用するまで-25°C で保存した。 

 

4-6-3. 精製  

海綿断片 (1020 g, 湿重量) を解凍後, MeOH (300 mL×5) 中で粉砕し, 抽出・濃縮後, H2O

と CHCl3 を用いた二層分配に付した。水層はさらに n-BuOH で抽出し, 先の CHCl3 層と n-

BuOH層を合一して有機層とした。有機層をKupchan分画 83, 詳細には, n-hexaneと 90% MeOH

を用いて二層分配し, n-hexane 可溶画分を得た。90% MeOH 層に H2O を加えて 60% MeOH 層

とした後, CHCl3で抽出し, CHCl3可溶画分と 60% MeOH 可溶画分を得た。CHCl3層を濃縮し

て, ODS フラッシュクロマトグラフィー (50%, 70% MeOH, 70%, 85% MeCN, 100% MeOH, 

CHCl3/MeOH/H2O=6/4/1) に付して, ６つの画分を得た。これら画分について, ヒストン修飾

調節活性試験を行い, 活性が認められた 70% MeOH 溶出画分を SiO2 オープンカラムクロマ

トグラフィー (CHCl3, CHCl3/MeOH = 19:1, 9:1, CHCl3/MeOH/H2O = 8:2:0.1, 7:3:0.5, 6:4:1, 5;5;2) 

を用いて画分 11 に分画した。画分 8 を逆相 HPLC [カラム: COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 20 

mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相: 60% MeOH] に付し, 画分 8-1~8-12 に分画した。これらの

うち, 画分 8-4 は onnamide B (6, 8.5 mg), 画分 8-6 は onnamide A (1, 44.2 mg), 画分 8-11 は

dihydroonnamide A (5, 4.3 mg) と同定した。また, 画分 8-8 はさらに逆相 HPLC [カラム: 
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COSMOSIL 5C18-AR-II (250 x 10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相: 32.5% MeOH] に付し, そ

の後, リサイクル HPLC [カラム: phenomenex PHENYL-HEXYL (250 x 10 mm), 検出器; UV 220 

nm, 移動相: 40% MeOH] で最終精製することによって 2Z-onnamide A (2, 3.4 mg, 収率 3.4x10-

3%) および 6Z-onnamides A (4, 1.5 mg, 収率 1.5x10-3%) を得た。また, 画分 8-10 リサイクル

HPLC [カラム: phenomenex PHENYL-HEXYL (250 x 10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相: 40% 

MeOH] で精製することによって 4Z-onnamide A (3, 2.5 mg) を得た。 

2Z-onnamides A (1). yellow amorphous solid; [α]D
22.8 +48.5° (c 0.2, CH3OH); UV (CH3OH) λmax (logε) 

299.4 (4.58) nm; IR (KBr film) νmax 3363, 2936, 1652, 1635, 1576, 1558, 1531, 1397, 1093,1032 cm-1; 

ESIMS m/z 794.4539 [M+H]+ (calcd for C39H64N5O12 794.4546, Δ-0.9 ppm); 1H and 13C NMR data see 

Table 4-1. 

6Z-onnamides A (2). yellow amorphous solid; [α]D
23.0 +46.0° (c 0.2, CH3OH); UV (CH3OH) λmax (logε) 

300.4 (4.73) nm; IR (KBr film) νmax 3417, 2925, 1644, 1583, 1537, 1403, 1316, 1092, 1032 cm-1;ESIMS 

m/z 794.4530 [M+H]+ (calcd for C39H64N5O12 794.4546, Δ-2.0 ppm); 1H and 13C NMR data see Table 

4-2. 

Onnamide A (3). yellow amorphous solid; HRESIMS m/z 794.4542 [M+H]+ (calcd for C39H64N5O12 

794.4546, Δ-0.5 ppm); 1H NMR data see Table S4-1. 

4Z-onnamides A (4). yellow amorphous solid; HRESIMS m/z 794.4552 [M+H]+ (calcd for C39H64N5O12 

794.4546, Δ+0.8 ppm); 1H NMR data see Table S4-1. 

Dihydroonnamide A (5). yellow amorphous solid; HRESIMS m/z 796.4692 [M+H]+ (calcd for 

C39H66N5O12 796.4702, Δ-1.3 ppm); 1HNMR data see Table S4-1. 

Onnamide B (6). yellow amorphous solid; HRESIMS m/z 768.4391 [M+H]+ (calcd for C37H62N5O12 

768.4389, Δ+0.2 ppm); 1H NMR data see Table S4-1. 

 

4-6-4. 細胞毒性試験 

2-7-5 項と同様の方法で実施した。 

 

4-6-5. ヒストン修飾調節活性試験 

ヒストン修飾調節活性は HeLa 細胞を用いて, 多重免疫染色法により評価した 117。HeLa 細
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胞を 96 well プレートの各 well に 1 x 104 cells/well となるように播種すると同時に DMSO で

調製したサンプル添加培地 (DMSO 終濃度 0.1%) を用いて 5% CO2下, 37℃にて 20 時間培養

した。その後, 培地を除去し, 4% PFA(富士フイルム和光純薬工業) 溶液を 100 μL 加えて 10

分間静置し, 細胞を固定した。固定液を除去し, PBS で 2 回洗浄後, 1% Triton X-100 in PBS 

(Alfa Aesar) 100 μL に続き, Blocking One-P (ナカライテスク株式会社, 京都, 日本) 50 μL でそ

れぞれ 20 分間透過およびブロッキング処理した。その後, Alexa Fluor488 もしくは Cy3 で蛍

光標識したヒストン修飾特異的な蛍光標識モノクローナル抗体 (1:1000, 株式会社モノクロ

ーナル抗体研究所,長野, 日本) および Hoechst33342 (1:2000, 同仁化学研究所) 50 µL で 2 時間

反応させた。染色した各細胞を蛍光顕微鏡で撮影し , 得られた画像中の蛍光強度を

CellProfiler software55で解析することで, それぞれのヒストン修飾レベルを算出した。これを

コントロール群 (DMSO のみ添加) と比較することで各サンプルの活性を評価した。 

 

4-6-6. 統計分析 

2-7-10 項と同様の方法で実施した。 
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4-6-7. Supporting Information 

リスト 

Figure S4-1. 2Z-onnamide A (1) の ESIMS (pos.). 

Figure S4-2-1. 2Z-onnamide A (1) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-2-2. 2Z-onnamide A (1) の 5.6-7.6 ppm の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-3. 2Z-onnamide A (1) の 13C NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-4. 2Z-onnamide A (1) の COSY スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-5. 2Z-onnamide A (1) の HMQC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-6. 2Z-onnamide A (1) の HMBC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-7. 6Z-onnamide A (2) の ESIMS (pos.). 

Figure S4-8-1. 6Z-onnamide A (2) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-8-2. 6Z-onnamide A (2) の 5.6-7.6 ppm の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-9. 6Z-onnamide A (2) の 13C NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-10. 6Z-onnamide A (2) の COSY スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-11. 6Z-onnamide A (2) の HMQC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-12. 6Z-onnamide A (2) の HMBC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-13. onnamide A (3) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-14. 4Z-onnamide A (4) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-15. dihydroonnamide A (5) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-16. onnamide B (6) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S4-17. Onnamide A (3) の蛍光灯下における 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-1. 2Z-onnamide A (2) の ESIMS (pos.). 
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Figure S4-2-1. 2Z-onnamide A (2) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-2-2. 2Z-onnamide A (2) の 5.6-7.6 ppm の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-3. 2Z-onnamide A (2) の 13C NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-4. 2Z-onnamide A (2) の COSY スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-5. 2Z-onnamide A (2) の HMQC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-6. 2Z-onnamide A (2) の HMBC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-7. 6Z-onnamide A (4) の ESIMS (pos.). 
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Figure S4-8-1. 6Z-onnamide A (4) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-8-2. 6Z-onnamide A (4) の 5.6-7.6 ppm の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-9. 6Z-onnamide A (4) の 13C NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-10. 6Z-onnamide A (4) の COSY スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-11. 6Z-onnamide A (4) の HMQC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 



93 

 

 

Figure S4-12. 6Z-onnamide A (4) の HMBC スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-13. onnamide A (1) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-14. 4Z-onnamide A (3) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-15. dihydroonnamide A (5) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-16. onnamide B (6) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S4-17. Onnamide A (1) の蛍光灯下における 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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第 5 章 食品に含まれる活性成分の探索研究 

5-1. 研究背景 

第 2 章から 4 章までは多種多様な生物活性化合物の宝庫である海洋生物に着目して研究を

進めてきた。海洋生物から報告される天然化合物は, 海洋生物自身が作り出す二次代謝産物

だけでなく, 海洋生物に共生する微生物の二次代謝産物に由来することが多く, 海洋天然化

合物の多様性には微生物が大きく貢献していると考えられる。一方で, 発酵食品に目を向け

てみると微生物の発酵によって原材料中の成分から新たに生じる多くの二次代謝産物が含ま

れており, 発酵食品は天然物化学の視点において, ひとつの生物資源であり, 海洋生物同様

に非常に興味深い研究対象である。発酵食品では微生物による発酵過程で二次代謝産物が生

じる。これらの二次代謝産物が有益な生物活性を示す場合, “体に良い”天然化合物の探索

源として期待される。 

そこで, 日本食に特徴的な発酵食品のひとつである味噌に着目した。味噌は「味噌の医者

殺し」などと諺になるほど, 昔から健康に良いものとされてきた。また, 1695 年に刊行された

「本朝食鑑」では, 味噌は朝夕の食卓になくてはならないものと書かれている。つまり, 我々

日本人は長年に渡って味噌を日常食とし, その恩恵を受けてきたものと考えられる。味噌は

豆味噌や米味噌, 麦味噌, または, それらを組み合わせた合わせ味噌などの種類があり, 地域

や味噌職人の仕込み方によって様々な特徴を持っている。大豆や米, 麦, そして, 麹菌 (豆麹, 

米麹もしくは麦麹) と食塩を混ぜ合わせて発酵させるため, 味噌には発酵によって原材料中

の成分から生じる多くの二次代謝産物が含まれている。 

すでに味噌の有用性については検討されており, 味噌を摂取させたマウスでは拘束ストレ

スから脳機能が保護されたこと, 味噌を定期的に摂取する人の胃がん死亡率が低下すること

が報告されている 118,119。さらに, 有効成分としては, 大豆由来のタンパク質はコレステロー

ルを低下させる作用, 大豆由来のペプチドは体脂肪を燃焼させる作用, 大豆由来のサポニン

は抗がん作用を有することが報告されている 120–122。また, ダイゼインやゲニステインといっ

た大豆イソフラボンはエストロゲン活性や抗酸化作用が知られており, がんの予防作用や心

血管疾患リスクの低下作用, 骨粗鬆症の予防作用など様々な効果が報告されている 123–126。こ

のように味噌が日本人の健康維持に大きく貢献していることは, 科学的にも検証されている。 
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しかしながら, これまでに報告された有効成分のほとんどは原料の大豆由来成分であり, 

微生物の発酵によって原材料中の成分から新たに生じる多くの二次代謝産物の報告例はごく

僅かである。この原因のひとつとして, 食品に含まれる成分の生物活性が微弱であることが

挙げられる。有効成分探索を行うには, 薬になるような強い生物活性が探索に適しているた

め, 食品の微弱な生物活性成分の多くはこれまで見逃されてきたと考えられる。そのため, 味

噌特有の有効成分, 特に微量成分が細胞レベルでどのように機能しているのかについてはほ

とんど明らかにされていない (Figure 5-1)。 

 

 

Figure 5-1. 食品からの生物活性成分の探索研究イメージ. 

 

一方で, 第 4 章で海洋天然化合物の探索に適用したヒストン修飾は, エピジェネティック

な遺伝子発現の調節と促進に関与しており 127–129, その異常はがんなどの慢性疾患に関連し

ていることが報告されている 130。加えて, ストレスなど環境の影響を受けて容易に変化し, 

その異常な修飾の蓄積がうつ病などの疾病に関与しているのではないかと考えられている。

そこで, 日本人が日常的に味噌を摂取してきたことに着目し, 味噌の摂取による日々のエピ

ゲノム調節が日本人の健康維持に寄与してきたと仮定を立て (Figure 5-2), ヒストン修飾変

化を指標とし, 食品成分の微弱な活性を感度よく検出するアッセイ系を用いることによって

味噌特有の有効成分の同定を目指した。 



101 

 

 

Figure 5-2. エピゲノム異常の低下と健康期間延長のイメージ図. 

 

5-2. FAEE (1) の単離と精製 

産地や原材料が異なる市販の味噌 117 種について, ヒストン修飾調節活性を指標にスクリ

ーニングを行った。各味噌サンプルを MeOH で抽出し, 濃縮後, ODS フラッシュカラムクロ

マトグラフィーで 6 画分に分画した。これら合計 702 サンプルについて, 最終添加濃度が 30 

µg/mL となるように HeLa 細胞に添加し, 6 種類のヒストン修飾の変化を確認した。その結果, 

特定のヒストン修飾を選択的に変化させる画分が複数見出された。本研究では, 他の味噌と

比較して H4K5ac レベルを優位に抑制した味噌試料 MS63 に着目した。MS63 は米麹を用い

て熟成させた辛口の赤色系米味噌である。MS63 (1 kg) を MeOH で抽出・濃縮後, H2O と CHCl3

にて二層分配を行った。得られた CHCl3 層 (9-1) を ODS フラッシュカラムクロマトグラフ

ィーにて 6 つの画分に分画した。活性が認められた 70% MeOH 溶出画分 (10-2) を SiO2 フ

ラッシュカラムクロマトグラフィーで 7 つの画分に分画した。これらについて, ヒストン修

飾調節活性試験を行った結果, 4 つの画分 (13-1 ~ 13-4) に活性が認められた。そこで, この 4

画分について SiO2 TLC で分析を行い, 画分 13-1 はフラボノイド類を含まない活性画分であ

ることを見出した (Figure 5-3)。画分 13-1 を 2 段階の逆相 HPLC (1. カラム; COSMOSIL 5C18-

MS-II, 検出器; UV220 nm,移動相; 50% MeCN, 2. カラム; COSMOSIL Cholester, 検出器; UV 220 

nm,移動相; 50% MeCH) によって精製を行い, FAEE (1) を 2.3 mg, p-クマル酸エチルエステル 

(2) を 1.2 mg 得た (Scheme 5-1)。 
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Scheme 5-1. 化合物 1 および 2 の単離スキーム. 

 

 

Figure 5-3. 画分 13-1 ~ 7 の SiO2 TLC 分析. 
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5-3. FAEE (1) の構造決定およびその産生機構の検討 

化合物 1 は, LC-MS により m/z 221.0821 [M-H]-のピークが観測され, 組成推定より分子式は

C12H14O4 (calcd. for C12H13O4 221.0808, Δ+ 1.3 mDa) であると決定した。本組成式を用いて, 

SciFinder®を用いたデータベース検索を行ったところ, 9999 種の候補化合物がヒットした。そ

のため, 各種 NMR を詳細に解析することで構造の同定を行った。 

1H NMR スペクトルから, メチル (δH 1.31), メトキシ (δH 3.88), エステルに結合したメチレ

ン (δH 4.21), 3 置換芳香環 (δH 6.79, 7.06, 7.17) の存在が示唆された。13C NMR スペクトルか

ら 12 本のシグナルが観測され, 共役エステル基 (δC 169.6) の存在が示唆された。1H-1H COSY

より 3 つのスピン系が確認された。H-12 のメチル (δH 1.31) と H-11 のオキシメチレン (δH 

4.21) とのスピン相関によりエチルエステルの存在が示された。また, 低磁場に観測されたH-

8 (δH 7.60) と H-9 (δH 6.32) とのスピン相関 (JH8-9 = 16.0 Hz) より, trans 型の二重結合がある

ことがわかった。HMBC において, H-11 (δH 4.22) から C-10 (δC 169.6) に相関が観測されたこ

とからエチルエステル基の存在が確認された。また, H-8 (δH 7.60) および H-9 から C-10 (δC 

169.6) に, H-8 から C-1 (δC 124.4), C-5 (δC 111.7), C-6 (δC 127.3) に, H-9 から C-6 にそれぞれ相

関が観測されたことから, 芳香環にある C-6 から側鎖が伸びていることがわかった。H-1 (δH 

7.06) からは, C-3 (δC 151.9) と C-5 に, H-2 (δH 6.79) からは C-3, C-4, C-6 に HMBC 相関がみら

れたこと, さらに, メトキシ基の H-7 (δH 3.88) から C-4 (δC 149.8) と, H-5 (δＨ 7.17) から C-4, 

C-6, へのHMBC相関がみられたことより, 側鎖に対してメタ位にメトキシ基が, パラ位に水

酸基が結合している 1 であると決定した (Figure 5-4, Table 5-1)。 

 

Figure 5-4. 化合物 1 の構造とその COSY および HMBC 相関. 
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Table 5-1. FAEE の各種 NMR データ (CD3OD) 

atom δC 
a δH, mult. (J in Hz)b COSY HMBC 

1 124.4 7.06 dd (8.0, 2.0) H-2, H-5 C-3, C-5 

2 116.9 6.79 d (8.3) H-1 C-3, C-4, C-6 

3 151.9    

4 

5 

149.8 

111.7 

 

7.17 d (2.0) 

 

H-2 

 

C-4, C-6, C-8 

6 127.3    

7 56.5 3.88 s  C-4 

8 147.0 7.60 d (16.0) H-9 C-1, C-5, C-6, C-9, C-

10 

9 115.3 6.32 d (16.0) H-8 C-6, C-10 

10 169.6    

11 61.5 4.22 q (7.0) H-12 C-10, C-12 

12 14.8 1.31 t (7.0) H-11 C-11 

 

化合物 2 は, LC-MS スペクトルにより m/z 191.0719 [M-H]- のピークが観測され, 導かれた

分子式 C11H12O3 (calcd for C11H11O3 191.0703, Δ+ 1.6 mDa) は 1 のものと CH2O 分の違いがあっ

た。そこで, 画分 19-3 と 1 との 1H NMR スペクトルを比較したところ, 1 に存在するメトキシ

基由来のシグナルがないことから画分 19-3 は p-クマル酸エチルエステル (2) であると決定

した (Figure 5-5)。 

 

Figure 5-5. 化合物 2 の構造. 
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ここまで, ヒストン修飾調節活性を指標に, 原料由来と考えられるフラボノイド類を外し

て活性成分 1 を明らかにし, 味噌に特徴的な成分であることが期待された。化合物 1 は 1988

年にナス台木植物根から抗菌物質として単離されているが 131, これは抽出操作において

EtOH の使用によりフェルラ酸 (FA, 3) から生じたアーティファクトであったことが推測さ

れている。また, 小麦粉をアルカリ性に寄せ, MeOH で抽出した際にはフェルラ酸メチルエス

テルが, EtOH で抽出した際には 1 が単離されており, 抽出過程において, エステル交換が生

じた結果アルコール付加体が生成されることが分かっている 132。一方, 3 は味噌成分として

知られており, 1866 年にオオウイキョウ属から初めて単離・構造決定され 133, その後, 抗炎

症活性 134, 抗がん作用 135, 血管拡張作用 136, アミロイド β ペプチド神経毒性の抑制 137をはじ

め, 多岐に渡る生理活性が報告されている 138,139。フェノール酸は様々な植物中に遍在してい

るが, それらのメチルエステル体やエチルエステル体はほとんど天然にはないとされ 140, 単

離報告されている各エステル体は抽出過程で化学修飾を受けたものが多い。 

そこで, 味噌に特徴的な成分であるかどうかを明らかにするため, 熟成過程での産出機構

を検討した。化合物 3 は穀類に多く含まれており, 米においては胚乳 (精米部分) よりも果

皮, 種皮, 糊紛層 (糠部分, Figure 5-6.) の細胞壁に多糖類とエステル結合した状態で多く存在

している。また, 様々な麹菌由来のフェルラ酸エステラーゼの存在が報告されている 141–143。

つまり, 3 は味噌の熟成において多糖類から切り出された, 原料に由来する成分であることが

考えられる。そのため, 米糠を試作味噌の仕込みに添加することで 3 の量を増やすことがで

きると期待された。 
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Figure 5-6. 籾の構造. 

 

一方, EtOH は味噌中の酵母の発酵によって生じているものと考えられる。味噌の熟成過程

では, 脂質から切り出された脂肪酸が, 酵母の発酵により生じた EtOH とエステル交換反応

することにより脂肪酸エチルエステルになることが報告されている 144。つまり, 1 は味噌の

熟成過程において, 糖結合型から切り出された 3 に, 酵母の発酵によって生じた EtOH が付

加することで産出された味噌に特有な成分であることが推測される (Figure 5-7)。以上の生成

機構から, 米糠を味噌の仕込みに添加して 3 の量を増やすことで 1 の量も増加させることが

できると予測された。 
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Figure 5-7. 推定される味噌中での 1 の生成機構. 

 

そこで, 中央味噌研究所の協力の下, 独自の試作味噌の作製を行い, その試作味噌中の3お

よび 1 の含有量, アルコール量の測定を行って生成機構を検討した。味噌の仕込みは 1 を単

離・同定した MS63 の配合をベースに設計した。また, 1 が味噌に特徴的な成分であるか検討

するため, 味噌に用いられる原料およびそのほかの市販されている食品計 48 種に 1が含まれ

ているかを確認した。 

その結果, 試作味噌中の 3 および 1 の含有量は, 米糠の添加により増加することが確認さ

れた。しかしながら, 試作味噌中に含まれる 3 および 1 の線形相関を検討してみたが強い線

形相関はみられなかった (R2 = 0.257, Figure 5-8 A)。一方で, 味噌のアルコール含有量につい

ては, 線形相関の検討に加えるとよい相関を示すことがわかり (R2 = 0.814, Figure 5-8 B), 1 の

産出には, 味噌中の 1 およびアルコールが重要なことがわかった。 
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Figure 5-8. 試作味噌中に含まれる各成分の線形相関. A: 化合物 3 および 1 の線形相関, 横軸 

試作味噌中の 3 の含有量 (µg/g), 縦軸 試作味噌中の 1 の含有量 (µg/g), B: 化合物 3 とアル

コールおよび 1 の相関, 横軸 試作味噌中の 3 の含有量 (µg/g) とアルコール (mg/g) の相乗

平均, 縦軸 試作味噌中の 1 の含有量 (µg/g). 

 

その他の食品中の 1 の含有量を調べたところ, 味噌の原料中からはほとんど検出されなか

った。化合物 3 については, 原料のうち米だけでなく, 豆からも検出された。また, 長野県清

酒鑑評会に出された 2016 年度酒造の日本酒についても 1の含有量を調べてみたところ, 日本

酒 100 mL 中に約 2.6 µg の 1 が含まれていることがわかった。一方, 味噌関連を除く食品で

は 1 は検出されなかった。 

これらの結果から, 味噌中での 1 の生成は 3 およびアルコールの量に依存する傾向にある

ことがわかった。化合物 3 およびアルコールは熟成過程においてそれぞれ, 原料から切り出

された成分および酵母の発酵によって産生された成分であることが示唆されていることから, 

1 は味噌の熟成によってはじめて生じる成分であることがわかった。また, 日本酒にも 1 は

含まれていたが, 日本酒も味噌と同様に, 麹菌を用いて米を発酵させている食品のため, 味

噌同様に 1 が含まれていたと考えられる。日本酒においては, 1 は香味成分である一方, 3 は

日本酒に黄色みを帯びさせ, 苦味を与えるため, 日本酒の製造では好まれていない 145。その

ため, 3 の混ざりを少なくする目的で評価の高い日本酒で使用される米は中心部しか使われ

ておらず, 相対的に 1 の含有量が少なくなっていることが予測される。分析結果からも 1 の

含有量は味噌よりも明らかに少ないことがわかる。 
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本研究で明らかにした活性成分 1 の単離には EtOH を使用していないため, 味噌にもとも

と存在していた天然由来の成分と言える。これまでに味噌成分として 3 が含まれていること

は明らかにされていた一方, 1 が味噌に含まれているという報告はなく, 本研究が味噌に含ま

れる活性成分としてはじめての報告となる。よって, 1 は日本食に特徴的な発酵食品に特有な

成分であることがわかり, 特に, 味噌に特徴的な成分であることが明らかになった。 

 

5-4. FAEE (1) の生物活性 

単離した 1 および 2 について H4K5ac レベルの変化を確認したところ, 1 にのみ H4K5ac レ

ベルを抑制する活性が認められた (Table 5-2)。化合物 1 および 2 は非常によく似た構造を持

っているが, 芳香環のメタ位に結合しているメトキシ基の有無によって活性が大きく変化す

ることから, メトキシ基が H4K5ac レベルの抑制に重要であることが示唆された (Figure 5-2)。 

 

Table 5-2 単離した化合物の活性評価 

Sample 

 (30 µg/mL) 

Hoechst H3K27me3 H4K5ac 

control  

 

 

1    

2    

(青; Hoechst 33342 で蛍光標識した核, 緑; Alexa Fluor488 標識した H3K27me3 抗体, 赤; Cy3

標識した H4K5ac 抗体, scale bar: 50 µm). 

 

H4K5ac については, マウス海馬における複数の遺伝子領域での H4K5ac レベルの上昇が文

脈的恐怖条件付けによる恐怖記憶と関連していることが報告されている 146。また, 1 は神経

保護作用を有することが報告されていることから 147, 1 の機能性として, 抗ストレス活性が期
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待された。そこで, 神経幹細胞の分化への影響を調べてみたところ, 1 は in vitro にて神経幹細

胞からグリア細胞の一種であるアストロサイトへの分化を促進することがわかった (Figure 

5-9)。 

 

Figure 5-9. 神経分化調節活性試験. 1 で処理した細胞の GFAP 陽性細胞のコントロール比 

(縦軸: コントロールの GFAP 陽性率を 1 とした際のコントロール比, n = 3, means ± S.D., *: p 

< 0.05 vs control, Dunnett test). 

 

うつ病患者やストレスを与えた動物の脳では海馬のアストロサイトの数が減少すること

148やアストロサイトを人為的に減少させたマウスではうつ様の症状を示すこと 149など, アス

トロサイトの数とストレスとの関係が指摘されている。そこで, 1 に抗ストレス作用があるの

ではないかと考え, 社会心理的ストレスを再現可能な慢性うつ病モデル, マウス 2 個体間に

おける社会行動を利用した抑うつ様症状を引き起こさせる社会的敗北モデルマウスにて 1 に

よる影響を検討した。化合物 1 を 100 µg/mL (0.1% EtOH) に調製した水溶液を 1 週間, 自由

接種による経口投与を行い, 披験マウスについて個体他個体に対する恐怖付けによるストレ

スを与えて, 行動実験を実施した。その結果, コントロール群に対して 1 投与群の披験マウ

スはストレス経験 7 日目の行動実験において, 行動範囲が低下せず, PTSD 様症状が生じてい

ない傾向が確認された (Figure 5-10 A, B)。また, 行動観察中の他個体マウスに対する匂いか

ぎ時間およびその距離を解析したところ, コントロール群および 1 投与群ともにストレス経

験後には匂いかぎ行動に差が認められず, 他個体マウスを恐怖対象として認識していたこと

がわかる (Figure 5-10 C)。一方で, ストレス経験 7 日目の行動実験において, 1 投与群は対照



111 

 

群と比較して他個体マウスとの他個体マウスとの距離が短くなる傾向にあり(Figure 5-9 D), 

社会的回避行動の回復傾向が確認されて, 1 は in vivo の系においても抗ストレス作用の傾向

を示した。 

 

Figure 5-10. 社会的敗北モデルマウス行動実験. A 0.1%EtOH を事前投与したマウスの行動記

録のヒートマップ分析 (n = 4), B 100 µg/mL (0.1% EtOH) を事前投与したマウスの行動記録

のヒートマップ分析 (n = 4), C 被検マウス各群における他個体に対する匂いかぎ時間 (n = 

4), D 被検マウス各群における他個体からの距離 (n = 4). 
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5-5. 構造−活性相関の検討 

ここまでの研究で, 味噌に含まれる 1 が H4K5ac レベルを抑制することを明らかにしてき

たとともに, 1 は熟成によりはじめて生じる味噌に特徴的な成分であることがわかった。さら

に興味深いことに, この FAEE が in vitro で NSC からアストロサイトへの分化を促進する, in 

vivo で抗ストレス作用の傾向を示す, 2 つの重要な知見を得た。これら知見から, 1 は H4K5ac

レベルの抑制やアストロサイトへの分化促進を介して, ストレスの緩和に関与していると考

えられた。しかしながら, 1 の標的分子は見つかっておらず, これら一連の作用機序について

はほとんど知られていない。 

一方で, 1 と同様に味噌に含まれる類縁体である 2 は, H4K5ac レベルに影響を与えなかっ

た。これらの化合物の違いは芳香環のメタ位に結合しているメトキシ基の存在であり, この

違いがセンシティブに H4K5ac レベルへ影響していることが考えられた。また, ヒストン修

飾は酵素だけでなく, 様々な補酵素や補因子など数多くの制御因子によって巧妙に制御され

ているため, 1 によるヒストン修飾調節に関わる直接の分子を同定することはメカニズムを

理解する上で重要となる。そこで, 1 の類縁体を用いて構造－活性相関を検討することで, 1 の

活性の強さと活性に関与する部分構造を明らかにすることとした。これによって, 標的分子

の探索ツールとして応用できるプローブ分子設計の手掛かりを得ることとした。 

まず, 芳香環の置換基が異なる 1 の構造類縁体 9 種について, H4K5ac レベルへの影響を調

べた（Figure 5-11)。その結果, 1 は市販標品においても活性が確認され, 構造類縁体と比較し

ても 1 が最も強い活性を示すことがわかった。 
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Figure 5-11. 芳香環の置換基の異なる構造類縁体による H4K5ac への影響 (縦軸: コント

ロールの蛍光強度を 1 とした際のコントロール比, 各サンプル; 30 µg/mL, n = 3, mean ± S.D., 

***: p < 0.001, *: p < 0.05 vs control, Dunnett test). 

 

次に, 側鎖の違いが活性におよぼす影響を検討した (Figure 5-12)。側鎖の末端がメチル 

(12), エチル (1) およびプロピルエステル (13) の時に強い活性を示し, 末端がカルボン酸 

(3) になると顕著に活性が低下した。また, 末端がエチルエステル基よりも長くなるにつれ

て活性が弱まる傾向にあることがわかった。一方, ショウガに含まれるジンゲロン (15), 6-

ジンゲロール (16) やトウガラシに含まれるカプサイシン (17) には活性が認められなか

った。基本骨格の置換基だけでなく, 側鎖も活性に影響を与える 1 つの要因であることが

考えられる。 
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Figure 5-12. 側鎖の異なる構造類縁体による H4K5ac への影響 (縦軸: コントロールの蛍

光強度を 1 とした際のコントロール比, 各サンプル; 30 µg/mL, n = 3, mean ± S.D., ***: p < 

0.001 vs control, Dunnett test). 

 

次に, 3 位および 4 位の置換基の違いが活性におよぼす影響を検討した (Figure 5-13 および

5-14)。3 位の置換基を比較したところ, H4K5ac レベルの抑制には, ヒドロキシ基およびメト

キシ基が重要であり, 3 位の側鎖が長くなると活性を失うことが分かった。一方で興味深いこ

とに, 1 と比較してヒドロキシ基とメトキシ基が入れ替わった 21 については活性が認められ

ず, 4 位に炭素鎖のある化合物 21, 22, 9,および 23 では活性を示さないことがわかった。つま

り, 芳香環の 4 位にあるヒドロキシ基の水素が活性に重要であることが示唆され, 4 位のヒド

ロキシ基の水素が標的となるタンパク質との水素結合による相互作用に関与している可能性

が考えられる。この結果より, H4K5ac レベルを抑制する活性を示す重要な部分構造は, 4 位の

ヒドロキシ基, そして, 3 位のヒドロキシ基, または, メトキシ基であることがわかった。 
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Figure 5-13. 3 位の置換基の異なる構造類縁体による H4K5ac への影響 (縦軸: コントロー

ルの蛍光強度を 1 とした際のコントロール比, 各サンプル; 50 µM, n = 3, mean ± S.D., ***: p < 

0.001, **: p < 0.01 vs control, Dunnett test). 

 

 

Figure 5-14. 4 位の置換基の異なる構造類縁体による H4K5ac への影響 (縦軸: コントロー

ルの蛍光強度を 1 とした際のコントロール比, 各サンプル; 50 µM, n = 3, mean ± S.D., ***: p < 

0.001 vs control, D Dunnett test). 
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構造－活性相関の検討により, H4K5ac レベルの抑制には, 芳香環の 4 位にあるヒドロキシ

基および 3 位にあるメトキシ基が重要な構造であり, エステルの側鎖長が活性を増幅させる

ひとつの要因であることを明らかにした (Figure 5-15)。また, 構造類縁体と比較しても 1 が

最も強い活性を示し, 原料に含まれている 3 では活性が弱いことから, 味噌は発酵によって

H4K5ac レベルの抑制機能としての 1 を獲得していたことが明らかになった。 

 

 

Figure 5-15. H4K5ac レベルの抑制に関わる部分構造. 

 

 

5-6. FAEE (1) のプローブ化 

生物活性化合物の作用機序を分子レベルで理解するためには, その化合物を基に設計した

プローブ分子を利用する戦略が有効となる 150。蛍光ラベル化できれば, 細胞内局在を可視化

することができる一方, 磁気ビーズに結合できれば, 細胞内で活性本体が標的とする分子を

同定することが可能となる。 

細胞内局在解明に関わる蛍光プローブには, 通常 coumarin 誘導体や fluorescein 等の蛍光色

素を導入したプローブ分子が用いられるが 151–153, 今回得られた活性分子 1 の分子量は 221 と

小さく, 活性分子よりも大きい分子量の蛍光化合物を導入してしまうと, その影響が大きく, 

活性分子の活性が維持できない可能性が考えられた。そこで, 比較的小さなアルキン基の導

入を検討した。アルキンとアジドとのヒュスゲン環化付加反応 154はクリックケミストリーの

代表的な反応として知られており, それら部分構造を持つ 2 分子は容易に結合することが可
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能となる。 

そこで, 構造－活性相関研究をもとに, プロパルギルエステル基を導入したプローブ分子

6 種 (24-29) の設計および合成を行った。その結果, 活性分子である 1 および 18 の側鎖をプ

ロパルギルエステルに変えた分子 FAPG (24) およびカフェ酸プロパルギルエステル (26) に

おいて, H4K5ac レベルの抑制が 1 と同程度維持されていた。また, ネガティブプローブとし

て, 4 位のヒドロキシ基と 3 位のメトキシ基が入れ替わった IFAPG (25) が得られた。さらに, 

3 位がプロキシ基の 28 はエチルエステル体 20 と同様に活性が認められなかった。その一方

で, 3 位の置換基が末端アルキンで炭素鎖数が 28 と同じ 29 は 3 位がエトキシ基の 19 と同程

度の活性が認められ, 29 の三重結合部位が直線形分子構造を取ることによって, 19 と似た活

性を示す興味深い結果が得られた (Figure 5-16)。 

 

 

 

Figure 5-16. プローブ分子による H4K5ac への影響 (縦軸: コントロールの蛍光強度を 1

とした際のコントロール比, 各サンプル; 50 µM, n = 3, mean ± S.D., ***: p < 0.001, **: p < 0.01, 

vs control, Dunnett test). 
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5-7. FAEE (1) の細胞内局在の解析 

次に, 各プローブ分子で処理した HeLa 細胞に対して, 蛍光化合物 Carboxyrhodamine110-

Azide (Azide 488) を細胞内クリック反応によってプローブ分子の細胞内局在イメージングを

行った (Figure 5-17)。 

 

 

Figure 5-17. 細胞内クリック反応によるプローブ分子 (24-29) の細胞内局在イメージング. 

上段; Azide 488 未処理の蛍光写真, 中段・下段; Azide 488 5 µM を細胞内クリック反応させ

た蛍光写真 (各サンプル; 50 µM, 共焦点顕微鏡対物レンズ; 100 倍). 

 

その結果, H4K5ac レベルの抑制活性を有していたプローブ分子 (24, 26, 29) において, 緑

色蛍光が細胞の細胞質全体から観察された。また, ゴルジ体染色試薬である HPA を用いて, 

プローブ分子 24 との共染色を行ったところ, 特に核の周りの緑色蛍光は共染色したゴルジ

体 (HPA 染色) の一部と重なっている様子が観察された (Figure 5-18)。このことから, 活性成

分 1 が HeLa 細胞の細胞質, またはゴルジ体の一部に局在しており, それらに 1 の標的分子が

存在することが示唆された。一方, 活性が認められなかった 25 で処理した細胞は緑色蛍光が

僅かにしか観察されなかったことから, ネガティブコントロールとして有用な化合物である

と考えられた。 
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Figure 5-18. 細胞内クリック反応によるプローブ分子 (24-29) の細胞内局在イメージング

と HPA との共染色. 上段; 明視野, 中段; Azide 488, 下段; HPA (各サンプル; 50 µM, 共焦点顕

微鏡対物レンズ; 100 倍). 

 

 

5-8. FAEE (1) の標的分子探索 

生物活性化合物の標的分子の同定によって得られる作用機序の知見は, 新たな標的ターゲ

ット分子の発見の可能性を有する。標的分子探索ビーズによるアフィニティークロマトグラ

フィー法 155,156は, 標的分子の探索に用いられる手法であり, 中でも, FG ビーズ法 157は, ビー

ズに非特異的に吸着する生体内分子が低く抑えられている。また, ビーズ末端の官能基の種

類が豊富なことやリガンド固定化率が高いことから天然化合物の標的分子の探索によく用い

られている。そこで, Azide beads (FG beads) にプローブ分子 24 および 25 をそれぞれ click 反

応によって結合させた標的探索用プローブビーズを調製した。このビーズを HeLa 細胞の抽

出液と 4℃で 4 時間反応させ, 磁気分離によってビーズを回収後, 1 M KCl によってビーズか

ら結合タンパク質を塩溶出させた画分 (塩溶出画分, high salt) および塩溶出後に残ったビー

ズに結合する結合タンパク質を熱処理によって溶出させた画分 (加熱溶出画分, boil) をそれ
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ぞれ得た。得られた各画分は SDS-PAGE によって分離して, 銀染色によって検出した結果, 

活性リガンドと無活性リガンドとの間に差が認められたひとつのバンドが得られた (Figure 

5-19)。 

このバンドは, 細胞質由来タンパク質溶液からプルダウンしたサンプル由来であり, 前項

で得られた細胞内局在箇所と矛盾しないものであった。そこで , このバンドを切り出し, 

LC/MS/MS に付してアミノ酸配列解析したところ, 細胞質に広く存在するタンパク質 vesicle 

amine transport-1 (VAT-1) が検出された。 

 

Figure 5-19. プローブ分子 24 および 25 を結合したビーズを用いてプルダウンした各サンプ

ルの SDS-PAGE 銀染色結果. A. SDS-PAGE を銀染色した像, (−; リガンドを結合させていない

ビーズ由来, 25; 25 を結合したビーズ由来, 24; 24 を結合したビーズ由来, Cyto; HeLa 細胞から

調製した細胞質タンパク質溶液, Nuc; HeLa 細胞から調製した核タンパク質溶液), B. 24 を結

合したビーズと 25 を結合したビーズからプルダウンしたサンプル間に差がみられたバンド

の拡大図 (A における◀部分). 

 

次に, 1 の標的タンパク質候補に挙がった VAT-1 を western blotting によっても確認した。

HeLa 細胞から調製した細胞質タンパク質溶液に対して, プローブ分子 24 および 25 を結合し

たビーズを用いて, プルダウンした塩溶出および加熱溶出画分に対して, VAT-1 の抗体を用い

た western blotting によってバンドを検出した (Figure 5-20)。検出されたタンパク質バンドサ
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イズは VAT-1 の分子量 (amino acids; 393, Mass; 41920 Da) と概ね一致しており, また, SDS-

PAGE の結果と同様に, 24 を結合したビーズを用いてプルダウンしたサンプルに強いバンド

が検出され, 銀染色で検出されたバンドが VAT-1 であることを支持するものであった。 

 

 

Figure 5-20. プローブ分子 24 および 25 を結合したビーズを用いてプルダウンした各サンプ

ルの western blotting の結果 (−; リガンドを結合させていないビーズ由来, 25; 25 を結合した

ビーズ由来, 24; 24 を結合したビーズ由来). 

 

そこで, VAT-1 の機能を解析するために, RNA 干渉 158 による VAT-1 のノックダウン実験を

行った。HeLa 細胞に対して, VAT-1 の siRNA をトランスフェクションした細胞の VAT-1 の発

現量を確認したところ, トランスフェクションの 18 時間後に VAT-1 の発現量の減少が確認

された (Figure 5-21)。 

 

 

Figure 5-21. VAT-1 の siRNA を処理した HeLa 細胞抽出液の western blotting の結果 (各レー

ン; siRNA 処理後, 0-90 時間後の HeLa 細胞). 

 

次に, 標的分子候補のノックダウン時のフェノタイプを確認し, VAT-1 が 1 の機能を説明可

能かどうか検討した。VAT-1 の発現量が減少していると予想されているトランスフェクショ

ンの 29時間後の細胞を使用して (Figure 5-22 A), ヒストン修飾調節活性試験を行ったところ, 
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トランスフェクションしていない, もしくは, コントロール siRNA をトランスフェクション

した細胞と比較しても 1 による H4K5ac レベルの抑制に変化は認められなかった (Figure 5-

22 B)。 

 

 

Figure 5-22. 化合物 1 による VAT-1 の siRNA を処理した HeLa 細胞への H4K5ac レベルへの

影響. A. 実験スケジュールおよび RNA 干渉によってノックダウンした VAT1 の発現量のイ

メージ図, B. ヒストン修飾調節活性試験の結果 (縦軸: コントロールの蛍光強度を 1 とした

際のコントロール比, Ct.; DMSO, 各サンプル; 25, 50 µM, n = 3, mean ± S.D., ***: p < 0.001 vs 

control, Dunnett test). 

 

 

VAT-1 は, 脊椎動物で保存されている細胞質可溶性タンパク質であり 159, VAT-1 のアミノ酸

配列はアルコール脱水素酵素ファミリーに属し, ニコチンアミド補酵素結合モチーフを持つ

ことが報告されている 160。また, ラット肝細胞抽出物の細胞分画により, VAT-1 のラット相同
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体タンパク質MIBは主に細胞質に局在し, その一部は小胞体およびミトコンドリアの両方に

局在することが明らかとなっている 161。VAT-1 を HeLa 細胞で過剰発現させるとミトコンド

リアの断片化が起こる一方, VAT-1 をノックダウンするとミトコンドリアネットワーク構造

が広範囲に増殖することから, VAT-1 のミトコンドリアに関する機能が示唆されている 161。

また, VAT-1 の機能として, アフリカツメガエル卵を用いた研究では, 小胞体からミトコンド

リアへのホスファチジルセリン (PS) の移層に関与することが報告されており 162, 一方で, 

ヒト VAT-1ΔN40 の結晶構造解析では, これまで報告されている脂質転送タンパク質ファミ

リーに属さないにも関わらず, 脂質移送機能を有することが明らかされた 163。 

PS は生細胞の細胞内膜を構成するリン脂質であり, カスパーゼなどの活性化により, アポ

トーシス細胞または損傷細胞の細胞外膜に露出することによって 164,165, 貪食細胞が死細胞を

貪食するための eat me シグナルとしての機能を有する 166,167。中枢神経系においても, NSC か

ら分化したニューロンの樹状突起スパインに局在している PS がシナプスの eat-me シグナル

として機能することも明らかになっている 168。 

このような機能が知られている PS の移層に関与していることが報告されている VAT-1 は

1 の機能を考えるうえで非常に興味深い生体分子である。しかしながら, VAT-1 の機能は多く

が未知であり, ヒストン修飾調節やアストロサイトとの関連は報告されていない。そのため, 

RNA 干渉のノックダウン実験だけでなく, 引き続き VAT-1 に着目して機能性の検討を行い, 

VAT-1 が 1 の機能を示す標的であるかどうか明らかにする必要があると考えている。 
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5-9. 結言 

発酵食品のひとつである味噌に注目し, 味噌が日々のエピゲノム調節を通して健康に寄与

していると仮定を立て, そこに含まれる保健機能性成分について, ヒストン修飾を指標とし

て活性成分の探索を行った結果, H4K5ac レベルを抑制する味噌に特徴的な活性成分, FAEE 

(1) を同定することに成功した。また, 1 は味噌の主な原料である大豆や米には含まれておら

ず, 熟成によってはじめて生じる味噌に特徴的な成分であることがわかった。加えて, 1 は in 

vitro にて NSC からアストロサイトへの分化を促進し, 社会的敗北モデルマウスを用いた行

動実験において, in vivo の抗ストレス作用の傾向があることを明らかにした。 

また, 23 種の構造類縁体を調製して構造−活性相関を検討した結果, H4K5ac レベルを抑制

する活性に関わる重要な部分構造を明らかにするとともに, 作用機序を明らかにする 6 種の

プローブ分子を合成した。合成したプローブ分子のひとつである 24 を用いて, HeLa 細胞に

おいて細胞質に局在していることを明らかにするとともにプルダウンアッセイによって, ネ

ガティブコントロールのプローブ分子 25 と比較して 24が特異的に結合するタンパク質 VAT-

1 の存在を明らかにした。 

味噌からエピゲノムの変化を指標にして見出した新たな有効成分 1 は“日本食の保健効果”

を解明することのできる成分であることが期待できる。今後, “日本食の保健効果”を解明する

ために, 1 のヒストン修飾調節メカニズムをより詳細に明らかにする必要があると考えられ

る。 
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5-10. 第 5 章の実験項 

5-10-1. 実験機器 

1H, 13C, および各種二次元 NMR スペクトルは Bruker Avance 400 MHz 型 NMR スペクトロ

メータ (Bruker, 独国) を用いて測定した。LC-MS スペクトルの LC は SHIMADZU UFLC XR

型液体クロマトグラフ (株式会社島津製作所), MS は AB SCIEX TripleTOFTM 4600 (ESI-MS) 

型マススペクトロメータ (株式会社エービー・サイエックス, 東京) を用いて測定した。 

細胞画像は蛍光顕微鏡 Olympus IX71 および Olympus DP72 digital camera (オリンパス株式

会社) もしくは, 共焦点顕微鏡 Olympus FV1000 (オリンパス株式会社) システムを用いて撮

影した。 

 

5-10-2. ヒストン修飾調節活性試験 

4-6-5 項と同様の方法で実施した。 

 

5-10-3. 味噌サンプル 

産地や原材料が異なる市販の味噌 117 種について, ヒストン修飾調節活性を指標にスクリ

ーニングを行った。各味噌サンプルを MeOH で抽出し, 濃縮後, ODS フラッシュカラムクロ

マトグラフィーで 6 画分に分画した。これら合計 702 サンプルについて, 最終添加濃度が 30 

µg/mL となるように HeLa 細胞に添加し, 6 種類のヒストン修飾の変化を確認した。その結果, 

特定のヒストン修飾を選択的に変化させる画分が複数見出された。 

本研究では, 他の味噌と比較して H4K5ac レベルを優位に抑制した味噌試料 MS63 に着目

した。MS63 は米麹を用いて熟成させた辛口の赤色系米味噌である。 

 

5-10-4. 味噌成分の精製 

MS63 (1 kg) を MeOH で抽出・濃縮後, H2O と CHCl3にて二層分配を行った。得られた CHCl3

層 (9-1) を ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにて 6 つの画分に分画した。活性が

認められた 70% MeOH 溶出画分 (10-2) を SiO2フラッシュカラムクロマトグラフィーで 7 つ

の画分に分画した。これらについて, ヒストン修飾調節活性試験を行った結果, 4 つの画分 

(13-1 ~ 13-4) に活性が認められた。そこで, この 4 画分について SiO2 TLC で分析を行い, 画

分 13-1 はフラボノイド類を含まない活性画分であることを見出した。画分 13-1 を 2 段階の
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逆相 HPLC (1. カラム; COSMOSIL 5C18-MS-II, 検出器; UV220 nm, 移動相; 50% MeCN, 2. カ

ラム; COSMOSIL Cholester, 検出器; UV 220 nm,移動相; 50% MeCH) によって精製を行い, 

FAEE (1) を 2.3 mg, 2 を 1.0 mg 得た (Scheme 5-1)。 

 

5-10-5. FA, FAEE, アルコール量の測定 

LC-MS により, 各サンプル中の FAEE (1) および FA (3) の有無の確認と含有量の見積もり

を行った。試作味噌サンプルについては, 試作味噌約 5 g を MeOH 30 mL で抽出し, その懸濁

液の上清を回収・濃縮後, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにて６画分に分画した。

50%および 70% MeOH 溶出画分 (それぞれ 3 および 1 が含まれる) を 1 mg/mL となるように

MeOH 溶液を調製し, LC-MS 分析に付した。一方, 食品サンプルは, MeOH で抽出し, 濃縮後, 

ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーにて 6 画分に分画した。MS63 で 1 が含有されて

いた 70% MeOH 溶出画分を 1 mg/mL となるように MeOH で調製し, LC-MS 分析に付した。 

LC-MS 分析の条件は, カラムは COSMOSIL 2.5C18-MS-II (2.0×50mm) を用いて, 0.1%の濃度

でギ酸を添加した H2O と MeOH を移動相に使い, グラジエント条件にて分析し, ポジティブ

モードで 1 および 3 を検出した。さらに, それぞれの MS のピークエリアから含有量を概算

した。検量線は市販標品 1 および 3 を用いて作成した (Figure 5-23)。 

 

Figure 5-23. LC-MS 分析における FAEE (1, A) および FA (3, B) の検量線 (横軸; サンプル

濃度, 縦軸; サンプルの MS のピークエリア). 

 

味噌中のアルコール含有量の測定は中央味噌研究所で酸化還元滴定法によって行われた。

味噌約 5 g と沈降炭酸カルシウム 1 g を H2O 100 mL にて懸濁後, KieltecR 2200 Auto Distillation 
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Unit (FOSS, 丁国) を用いて水蒸気蒸留した。留液 10 mL に対して, 0.2 N K2Cr2O7溶液 10 mL, 

H2SO4 溶液 10 mL を加えた後, 冷暗所にて反応させた。反応後 (1 時間), H2O を加えて希釈

し, 8% KI 溶液 6.5 mL を加えて, 0.1 N チオ硫酸ナトリウム溶液で滴定し, 終点に近くなった

ら 1% デンプン溶液を 1 mL 加え, 紫色が消失するまで滴定した 169。 

 

5-10-6. 試作味噌サンプルおよび食品サンプル 

試作味噌サンプルは, 日本で味噌を製造する企業 11 社に依頼して仕込みを行った。試作味

噌の仕込み原料については, 大豆, 米糠は各社共通のものを, 麹, 塩, 発酵微生物は各社独自

のものを用いた。コントロール (A) と, 米糠を原料に添加した味噌 (B) それぞれを 6 ~ 7 kg

仕込み, 30℃で 45 日間加温熟成した試作味噌をそれぞれサンプリングした (Table 5-3)。 

Table 5-3. 各サンプルの仕込み配合 

サンプル 麹歩合 (歩)a 塩分 (%) 水分 (%) 米糠 (%)b 

A 12 12 46 ~ 48 0 

B 12 12 46 ~48 20 

a; 大豆に対する麹の割合, b; 米重量に対する割合 

 

また, 食品サンプルは, 味噌に用いられる原料 7 種および日本の食卓に並ぶ代表的な市販

の食品 41 種の計 48 サンプルを準備した (Table 5-4)。 

 

Table 5-4. 食品サンプルリスト (その 1) 

味噌の原料  A 社 米こうじ A  

(7 種) A 社 米こうじ B  

 K 社 米こうじ A  

 K 社 米こうじ B  

 K 社 豆こうじ  

 K 社 蒸し米  

 K 社 蒸し豆  

海藻類  わかめ 乾燥 

(6 種)  生 

 ひじき  

 昆布  

 もずく  

 海苔  
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Table 5-4. 食品サンプルリスト (その 2) 

魚貝類 イワシ 缶詰 (水煮) 

(10 種)  缶詰 (味噌煮) 

 サンマ 缶詰 (水煮) 

  缶詰 (味噌煮) 

 サバ 缶詰 (水煮) 

  缶詰 (味噌煮) 

 アサリ  

 シジミ  

 明太子  

 イカの塩辛  

野菜類 はくさい 生 

(14 種)  塩漬け 

  キムチ 

 きゅうり 生 

  塩漬け 

  ぬか漬け 

 野沢菜 塩漬け 

 ブロッコリー  

 ごぼう  

 アスパラガス  

 春菊  

 大根  

 人参  

 たけのこ  

きのこ類 しいたけ 生 

(7 種)  干し 

 えのき 生 

  瓶詰 

 しめじ  

 なめこ  

 きくらげ  

豆類 大豆 生 

(3 種)  納豆 

 枝豆 生 

調味料 (1 種) シチューのルー  
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5-10-7. 神経分化調節活性試験 

2-7-6~2-7-9 項と同様の方法で実施した。 

 

5-10-8. 社会的恐怖条件付け試験 

温度 23℃, 湿度 50%, 明期 12 時間 (6 時点灯, 18 時消灯) に調節された動物室内で飼育さ

れたマウス (C57BL/6, 日本クレア株式会社) の雄 8 匹 (12－15 週齢) を使用して, 社会的恐

怖条件付け試験を行った。 

100 µg/mL FAEE (1) を 0.1% エタノール含有水に溶解し, 給水ボトルに入れて自由摂取さ

せた。また, 対照投与群は 0.1%エタノール含有水を自由摂取させ, それぞれ投与期間は 1 週

間とし, その後行動実験を実施した。実験開始の 1 時間以上前に供試動物を行動観察室へ移

し, 実験環境へ馴化した。試験は行動観察室 (温度 23±2℃) で, 明期に蛍光灯を点灯して行

った。実験は不透明なプラスチックの囲い (45×45×45cm) のオープンフィールド中で行い, 

実験 2 日目はフットショックボックス内で恐怖条件付けを行った。まず 1 日目は, 囲いの一

辺の壁に沿って, 給水ボトルをもとに作った穴のあいた透明な筒 (7×4×4cm) を置いた状態

でマウスを導入し, 3 分間自由に探索させた。次に, 先の筒の中に性成熟した ICR 系統の雄マ

ウスを入れて提示し, 5 分間の行動観察を行った。このデータを条件付け前の「Pre」とした。 

翌日 (2 日目) は, C57BL/6 をフットショックボックス内で 3 分間馴化させた後, 提示 ICR

マウスを筒に入れた状態でフットショックボックスに導入した。そして被験 C57BL/6 マウス

が提示 ICR マウスのにおいを嗅いだ瞬間に, 0.3 mA の電気を 0.5 秒間流した。これを 7 回繰

り返し, 提示マウスに対する恐怖条件付けを行った。提示したマウスは 1～2 日目において全

て同じ個体を用いた。 

条件付け後 1 日目および 7 日目に上記オープンフィールド実験を同様に実施し, それぞれ

「Day1」ならびに「Day7」のデータとした。行動はビデオに録画記録し, Ethovision XT ver.10

を用いて, 行動観察中の移動距離, 提示 ICR マウスとの距離, 不動時間, 囲い内の各 corner の

滞在時間を解析した。また, Excel イベントレコーダーを用いて, 他個体に対するにおい嗅ぎ

時間を解析した。 
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5-10-9. 食品サンプルおよび構造類縁体の調製 

FAEE (1, 4046-02-0), 桂皮酸エチルエステル (6, 103-36-6), 4-メトキシ桂皮酸エチルエステ

ル (7, 24393-56-4), o-クマル酸 (614-60-8), m-クマル酸 (14755-02-3), p-クマル酸 (501-98-4), 

カフェ酸 (331-39-5), 2-メトキシ桂皮酸 (1011-54-7), 2,4-ジメトキシ桂皮酸 (6972-61-8), 3,4-ジ

メトキシ桂皮酸 (2316-26-9), 2,4,5-トリメトキシ桂皮酸 (24160-53-0), iso-FA (537-73-5), FA 

(537-98-4), ジンゲロン (12,122-48-5), 6-ジンゲロール (16, 23513-14-6) およびカプサイシン 

(17, 404-86-4) の市販標品は, 東京化成工業株式会社 (東京, 日本) よりそれぞれ入手した。 

 

p-クマル酸エチルエステル (2) 

p-クマル酸 10.0 mg (60.9 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加え, 100 ℃で

攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィ

ーおよび reversed-phase HPLC (COSMOSIL 5C18-AR-II, solvent; 60% MeOH, detection; UV 220 

nm) にて精製することで, 2 を 6.2 mg (収率; 53%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., 

J in Hz),7.60 (d, 16.0, 1H), 7.45 (d, 8.7, 2H), 6.80 (d, 8.7, 2H), 6.31 (d, 16.0, 1H), 4.22 (q, 7.0, 2H), 

1.31 (t, 7.0, 3H) . 

 

m-クマル酸エチルエステル (4) 

m-クマル酸 10.0 mg (60.9 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加え, 100 ℃で

攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィ

ーおよび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動

相; 60% MeOH] にて精製することで, 4 を 6.1 mg (収率; 52%) 得た。1H NMR (400 MHz, 

CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.60 (d, 16.0, 1H), 7.22 (t, 8.0, 1H), 7.05 (br d, 7.7, 1H), 6.99 (br t, 2.1, 

1H), 6.83 (ddd, 8.0, 2.5, 1.0, 1H), 6.74 (d, 16.0, 1H), 4.24 (q, 7.0, 2H) ,1.32 (t, 7.0, 3H) . 

 

o-クマル酸エチルエステル (5) 

o-クマル酸 10.0 mg (60.9 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加え, 100 ℃で

攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィ
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ーおよび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動

相; 60% MeOH] にて精製することで, 5 を 4.1 mg (収率; 35%) 得た。1H NMR (400 MHz, 

CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.96 (d, 15.9, 1H), 7.48 (dd, 7.9, 1.5, 1H), 7.21 (ddd, 8.5, 7.9, 1.5, 1H), 

6.84 (ddd, 8.5, 7.9, 1.5, 1H), 6.83 (dd, 7.9, 1.5, 1H), 6.58 (d, 15.9, 1H), 4.23 (q, 7.0, 2H), 1.32 (t, 7.0, 

3H). 

 

2-メトキシ桂皮酸エチルエステル (8) 

2-メトキシ桂皮酸 10.0 mg (56.1 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加え, 

100 ℃で攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマト

グラフィーおよび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 

移動相; 60% MeOH] にて精製することで, 8 を 6.2 mg (収率; 53%) 得た。1H NMR (400 MHz, 

CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.98 (d, 16.4, 1H), 7.57 (d, 7.5, 1.5, 1H), 7.39 (ddd,8.4, 7.5, 1.5, 1H), 7.05 

(d, 7.8, 1H), 6.97 (t, 8.5, 1H), 6.54 (d, 16.4), 4.24 (q, 7.0, 2H), 3.91 (s, 3H), 1.32 (t, 7.0, 3H) . 

 

3,4-ジメトキシ桂皮酸エチルエステル (9) 

3,4-ジメトキシ桂皮酸 10.0 mg (48.0 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加

え, 100 ℃で攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマ

トグラフィーおよび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 

nm, 移動相; 70% MeOH] にて精製することで, 9 を 6.2 mg (収率; 62%) 得た。1H NMR (400 

MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.62 (d, 15.9, 1H), 7.21 (d, 2.0, 1H), 7.16 (dd, 8.0, 2.0, 1H), 6.97 (d, 

8.0, 2H), 6.40 (d, 15.9, 1H), 4.23 (q, 7.0, 2H), 3.86 (s, 6H), 1.32 (t, 7.0, 3H). 

 

2,4-ジメトキシ桂皮酸エチルエステル (10) 

2,4-ジメトキシ桂皮酸 10.0 mg (48.0 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加

え, 100 ℃で攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマ

トグラフィーおよび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 

nm, 移動相; 70% MeOH] にて精製することで, 10 を 4.0 mg (収率; 35%) 得た。1H NMR (400 



132 

 

MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.94 (d, 16.0, 1H), 7.13 (br t, 1.5, 1H), 6.97 (br d, 1.5, 2H), 6.53 (d, 

16.0, 1H), 4.24 (q, 7.0, 2H), 3.85 (s, 3H), 3.78 (s, 3H), 1.32 (t, 7.0, 3H). 

 

2,4,5-トリメトキシ桂皮酸エチルエステル (11) 

2,4,5-トリメトキシ桂皮酸 10.0 mg (42.0 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量

加え, 100 ℃で攪拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロ

マトグラフィーおよび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 

220 nm, 移動相; 60% MeOH] にて精製することで, 11 を 4.3 mg (収率; 38%) 得た。1H NMR 

(400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.94 (d, 16.0, 1H), 7.15 (s, 1H), 6.68 (s, 1H), 6.41 (d, 16.0, 1H), 

4.23 (q, 7.0, 2H), 3.90 (s, 6H), 3.90 (s, 6H), 1.32 (t, 7.0, 3H). 

 

フェルラ酸メチルエステル (12) 

FA (3) 10.0 mg (51.5 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), MeOH を過剰量加え, 80 ℃で攪拌し

た。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーおよ

び逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 50% 

MeOH] にて精製することで, 12 を 5.6 mg (収率; 52%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ 

(mult., J in Hz), 7.60 (d, 16.0, 1H),7.17 (d, 2.0, 1H), 7.06 (dd, 8.0, 2.0, 1H), 6.80 (d,8.0, 1H), 6.35 (d, 

16.0, 1H), 3.89 (s, 3H), 3.76 (s, 3H). 

 

フェルラ酸プロピルエステル (13) 

FA (3) 10.0 mg (51.5 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), n-PrOH を過剰量加え, 100 ℃で攪拌

した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーお

よび逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 60% 

MeOH] にて精製することで, 13 を 9.4 mg (収率; 77.3%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ 

(mult., J in Hz), 7.60 (d, 15.9, 1H), 7.18 (d, 2.0, 1H), 7.07 (dd, 8.0, 2.0, 1H), 6.81 (d,8.0, 1H), 6.35 (d, 

15.9, 1H), 4.13 (t, 6.5, 2H), 3.89 (s, 3H), 1.72 (tq, 7.5, 6.5, 2H), 1.00 (t, 7.5, 3H). 
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フェルラ酸ブチルエステル (14) 

FA (3) 10.0 mg (51.5 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), n-BuOH を過剰量加え, 130 ℃で攪

拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィー

および逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 

70% MeOH] にて精製することで, 14 を 11.1 mg (収率; 86%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); 

δ (mult., J in Hz), 7.60 (d, 15.9, 1H), 7.18 (d, 2.0, 1H), 7.06 (dd, 8.0, 2.0, 1H), 6.80 (d,8.0, 1H), 6.35 (d, 

15.9, 1H), 4.18 (t, 6.5, 2H), 3.89 (s, 3H), 1.68 (tt, 9.4, 6.5, 2H), 1.45 (tq, 9.4, 7.5, 2H), 0.97 (t, 7.5, 3H). 

 

カフェ酸エチルエステル (18) 

カフェ酸 10.0 mg (55.5 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加え, 100 ℃で攪

拌した。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィー 

flash CC および逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 

移動相; 50% MeOH] にて精製することで, 18 を 6.2 mg (収率; 54%) 得た。1H NMR (400 MHz, 

CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.53 (d, 16.0, 1H), 7.04 (d, 2.0, 1H), 6.93 (dd,8.0, 2.0, 1H), 6.78 (d, 8.0, 

1H), 6.24 (d, 16.0, 1H), 4.20 (q, 7.0, 2H), 1.30 (t, 7.0, 3H). 

 

4-ヒドロキシ, 3-エトキシ桂皮酸エチルエステル (19) 

カフェ酸エチルエステル (18) 30.0 mg (144.1 µmol) に NaH 13.8 mg (576.4 µmol) および

DMF 1.44 mL を加え, -30℃で攪拌した。反応 (30 分) 後, 反応溶液に EtI 24.7 mg (158.5 µmol) 

を加え, rt で一晩攪拌した。反応溶液は冷 MeOH でクエンチし, MeOH を除去後, H2O と n-

hexane:EtOAc =1:10 を用いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, SiO2オープンカラムクロ

マトグラフィー (n-hexane:EtOAc = 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 および CHCl3/MeOH/H2O = 6:4:1) を

用いて分画した。このうち, n-hexane:EtOAc = 8:2 溶出画分について, 逆相 HPLC [カラム; 

Develosil C30 (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 70% MeOH] にて精製することで,19

を 9.2 mg (収率 27.0%) 得た。1H NMR (400 MHz,CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.59 (d, 16.0, 1H), 

7.16 (d, 2.0, 1H), 7.06 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.81 (d, 8.4, 1H), 6.33 (d, 16.0, 1H), 4.23 (q, 7.0, 2H), 4.13 (q, 

7.0, 2H), 1.43 (t, 7.0, 3H), 1.31 (t, 7.0, 3H). 
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4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸エチルエステル (20) 

カフェ酸エチルエステル (18) 50.0 mg (240.2 µmol) に NaH 28.7 mg (1200.8 µmol) および

DMF 2.402 mLを加え, -30℃で攪拌した。反応 (30分) 後, 反応溶液に PrI 44.79 mg (264.2 µmol) 

を加え, rt で一晩攪拌した。反応溶液は冷 MeOH でクエンチし, MeOH を除去後, H2O と n-

hexane:EtOAc =1:10 を用いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, SiO2オープンカラムクロ

マトグラフィー (n-hexane:EtOAc = 10:0, 19:1, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 および CHCl3/MeOH/H2O = 6:4:1) 

を用いて分画した。このうち, n-hexane:EtOAc = 9:1 および 8:2 溶出画分について, recycle 逆相

HPLC [カラム; Develosil C30 (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 75% MeOH] にて精製

することで, 20 を 14.7 mg (収率 24.5%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 

7.59 (d, 16.0, 1H), 7.15 (d, 2.0, 1H), 7.06 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.81 (d, 8.4, 1H), 6.32 (d, 16.0, 1H), 4.22 

(q, 7.0, 2H), 4.02 (t, 7.0, 2H), 1.85 (qt, 7.5, 6.5, 2H), 1.31 (t, 7.0, 3H), 1.06 (t, 7.5, 3H). 

 

Iso-FAEE (21) 

Iso-FA 10.0 mg (51.5 µmol) に H2SO4 300 µL (5.63 mmol), EtOH を過剰量加え, 100℃で攪拌し

た。反応 (1 時間) 後, 反応溶液を濃縮して, ODS フラッシュカラムクロマトグラフィーおよ

び逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250x10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 55% 

MeOH] にて精製することで, 21 を 3.0 mg (収率; 26%) 得た。1H NMR (400 MHz,CD3OD); δ 

(mult., J in Hz), 7.53 (d, 16.0, 1H), 7.07 (d, 2.0),7.05 (dd, 8.0, 2.0, 1H), 6.94 (d,8.0, 1H), 6.30 (d, 16.0, 

1H), 6.24 (d, 16.0, 1H), 4.22 (q, 7.0, 2H), 3.89 (s, 3H), 1.31 (t, 7.0, 3H). 

 

3-ヒドロキシ, 4-プロキシ桂皮酸エチルエステル (22), 3,4-ジエトキシ桂皮酸エチルエステル 

(23) 

カフェ酸エチルエステル (18) 30.0 mg (144.1 µmol) に K2CO3 79.7 mg (576.4 µmol) および

DMF 1.44 mL を加え, -30℃で攪拌した。30 分後, 反応溶液に EtI 24.7 mg (158.5 µmol) を加え, 

60℃で一晩攪拌した。反応溶液は冷 MeOH でクエンチし , MeOH を除去後 , H2O と n-

hexane:EtOAc =1:10 を用いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, SiO2オープンカラムクロ
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マトグラフィー (n-hexane:EtOAc = 10:0, 19:1, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 および CHCl3/MeOH/H2O = 6:4:1) 

を用いて分画した。このうち, n-hexane:EtOAc = 9:1 溶出画分について, 逆相 HPLC [カラム; 

Develosil C30 (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 75% MeOH] にて精製することで, 23

を 4.5 mg (収率 11.8%) 得た。また, n-hexane:EtOAc = 8:2 溶出画分について, 逆相 HPLC [カラ

ム; Develosil C30 (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 70% MeOH] にて精製することで, 

22 を 10.9 mg (収率 32.0%) 得た。22 の 1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.55 (d, 

16.0, 1H), 7.07 (d, 2.0, 1H), 7.02 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.91 (d, 8.4, 1H), 6.29 (d, 16.0, 1H), 4.22 (q, 7.0, 

2H), 4.12 (q, 7.0, 2H), 1.43 (t, 7.0, 3H), 1.31 (t, 7.0, 3H). 23 の 1H NMR (400 MHz,CD3OD); δ (mult., 

J in Hz), 7.60 (d, 16.0, 1H), 7.19 (d, 2.0, 1H), 7.14 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.96 (d, 8.4, 1H), 6.37 (d, 16.0, 

1H), 4.23 (q, 7.0, 2H), 4.11 (q, 7.0, 2H), 4.10 (q, 7.0, 2H), 1.42 (t, 7.0, 6H), 1.32 (t, 7.0, 3H). 

 

フェルラ酸プロパルギルエステル (24) 

FA (3) 10.0 mg (51.5 µmol) にプロパルギルアルコール 577 µL (100 µmol), EDC 14.4mg (75 

µmol) および DMAP 1.2 mg (10 µmol) を加え, 室温で一晩攪拌した。反応後, H2O と CHCl3を

用いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, 逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II 

(250×10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 40% MeCN] にて精製することで, 24 を 9.5 mg (収

率 79.4%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.65 (d, 16.0, 1H), 7.20 (d, 2.0, 

1H), 7.09 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.81 (d, 8.4, 1H), 6.38 (d, 16.0, 1H), 4.79 (d, 2.5, 2H), 3.89 (s, 3H), 2.92 

(t, 2.5, 1H). 

 

イソフェルラ酸プロパルギルエステル (25) 

FA (3) 10.0 mg (51.5 µmol) にプロパルギルアルコール 577 µL (100 µmol), EDC 14.4mg (75 

µmol) および DMAP 1.2 mg (10 µmol) を加え, rt で一晩攪拌した。反応後, H2O と CHCl3を用

いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, 逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II 

(250×10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 40% MeCN] にて精製することで, 25 を 8.8 mg (収

率 73.6%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.61 (d, 16.0, 1H), 7.09 (d, 2.0, 

1H), 7.07 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.95 (d, 8.4, 1H), 6.33 (d, 16.0, 1H), 4.79 (d, 2.5, 2H), 3.89 (s, 3H), 2.92 
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(t, 2.5, 1H). 

 

カフェ酸プロパルギルエステル (26) 

カフェ酸 10.0 mg (55.5 µmol) にプロパルギルアルコール 13.0 µL (227.6 µmol), EDC 11.7 mg 

(61.1 µmol), DMAP 1.4 mg (11.1 µmol) および CH2Cl2 555 µL を加え, rt で一晩攪拌した。反応

後, H2O と CHCl3を用いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, SiO2オープンカラムクロマ

トグラフィー  (n-hexane:EtOAc = 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, CHCl3/MeOH = 9:1 および

CHCl3/MeOH/H2O = 6:4:1) を用いて分画した。このうち , n-hexane:EtOAc = 6:4 および

CHCl3/MeOH = 9:1 溶出画分について, 逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250×10 mm), 

検出器; UV 220 nm, 移動相; 50% MeCN] にて精製することで, 26 を 3.9 mg (収率 25.0%) 得

た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.57 (d, 16.0, 1H), 7.05 (d, 2.0, 1H), 6.76 (dd, 

8.0, 2.0, 1H), 6.78 (d, 8.0, 1H), 6.28 (d, 16.0, 1H), 4.78 (d, 2.5, 2H), 2.91 (t, 2.5, 1H). 

 

桂皮酸プロパルギルエステル (27) 

桂皮酸 50.0 mg (337.5 µmol) にプロパルギルアルコール 94.5 mg (1687.5 µmol), EDC 71.0 mg 

(371.3 µmol), DMAP 8.0 mg (67.5 µmol) および DMF 3375 µL を加え, rt で一晩攪拌した。反応

後, H2O と CHCl3 を用いた二層分配に付した。反応溶液は H2O と n-hexane:EtOAc =1:10 を用

いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, SiO2 オープンカラムクロマトグラフィー (n-

hexane:EtOAc = 10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 および CHCl3/MeOH/H2O = 6:4:1) を用いて分画し, 27 を

46.2 mg (収率 73.6%) 得た。1H NMR (400 MHz, CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.71 (d, 16.0, 1H), 7.58 

(m, 2H), 7.39 (m, 3H), 6.51 (d, 16.0, 1H), 4.80 (d, 2.5, 2H), 2.94 (t, 2.5, 1H). 

 

4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸プロパルギルエステル (28) 

4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸エチルエステル (20) 15.0 mg (60.0 µmol) に 2M KOH 溶液 

1.5 mL および H2O 1.5 mL を加え, rt で 48 時間攪拌した。その後, 反応溶液に 2N HCL 溶液 

1.5 mL 加えて中和してから H2O と EtOAc を用いた二層分配に付し, 有機層 13.6 mg を 20 の

カルボン酸として得た。20 のカルボン酸 13.6 mg (61.2 µmol) にプロパルギルアルコール 17.1 
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mg (306.0 µmol), EDC 12.8 mg (67.3 µmol), DMAP 1.5 mg (12.2 µmol) および CH2Cl2 612 µL を

加え, rt で一晩攪拌した。反応後, H2O と EtOAc を用いた二層分配に付した。有機層を濃縮後, 

逆相 HPLC [カラム; COSMOSIL 5C18-AR-II (250×10 mm), 検出器; UV 220 nm, 移動相; 70% 

MeOH] および recycle 逆相 HPLC [カラム; Develosil C30 (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移

動相; 75% MeOH] にて精製することで,28 を 3.3 (収率 26.4%) 得た。1H NMR (400 MHz, 

CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.64 (d, 16.0, 1H), 7.18 (d, 2.0, 1H), 7.08 (dd, 8.4, 2.0, 1H), 6.83 (d, 8.4, 

1H), 6.35 (d, 16.0, 1H), 4.79 (q, 2.5, 2H), 4.03 (t, 6.5, 2H), 2.90 (t, 2.5, 1H), 1.85 (qt, 7.5, 6.5 2H), 1.07 

(t, 7.5, 3H). 

 

4-ヒドロキシ, 3-(prop-2-yn-1-yloxy) 桂皮酸エチルエステル (29) 

カフェ酸エチルエステル (18) 50.0 mg (240.2 µmol) に NaH 28.7 mg (1200.8 µmol) および

DMF 2.402 mL を加え, -30℃で攪拌した。30 分後, 反応溶液に PrBr (80% in toluene) 31.3 mg 

(288.2 µmol) を加え, rt で一晩攪拌した。反応溶液は冷 MeOH でクエンチし, MeOH を除去後, 

H2O と n-hexane:EtOAc =1:10 を用いた二層分配に付した。有機層を濃縮して, SiO2オープンカ

ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (n-hexane:EtOAc = 10:0, 19:1, 9:1, 8:2, 7:3, 6:4 お よ び

CHCl3/MeOH/H2O = 6:4:1) を用いて分画した。このうち, n-hexane:EtOAc = 8:2 および 7:3 溶出

画分について, recycle 逆相 HPLC [カラム; Develosil C30 (250×20 mm), 検出器; UV 220 nm, 移

動相; 70% MeOH] にて精製することで, 29 を 15.6 mg (収率 26.4%) 得た。1H NMR (400 MHz, 

CD3OD); δ (mult., J in Hz), 7.59 (d, 16.0, 1H), 7.30 (d, 2.0, 1H), 7.12 (dd, 8.0, 2.0, 1H), 6.84 (d, 8.0, 

1H), 6.32 (d, 16.0, 1H), 4.83 (q, 2.5, 2H), 4.22 (q, 7.0, 2H), 2.98 (t, 2.5, 1H), 1.31 (t, 7.0, 3H). 

 

5-10-10. 細胞内クリック反応およびゴルジ体のオルガネラ染色 

HeLa 細胞を 24 well プレートの各 well に丸型カバーガラスを入れた各 well に 60000 

cells/well となるように播種すると同時に DMSO で調製したサンプル添加培地 (DMSO 終濃

度 0.1%) を用いて 5% CO2下, 37℃にて 20 時間培養した。その後, 培地を除去し, 4% PFA (富

士フイルム和光純薬工業) 溶液を 500 μL 加えて 10 分間静置し, 細胞を固定した。固定液を

除去し, PBS で 2 回洗浄後, 0.2% Triton X-100 in PBS (Alfa Aesar) 500 μL に続き, Blocking One-
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P (ナカライテスク株式会社) 250 μL でそれぞれ 20 分間透過およびブロッキング処理した。そ

の後, 共焦点顕微鏡を用いて撮影した。ゴルジ体を染色する場合は Blocking One-P を除去し, 

PBS で 2 回洗浄後, 15 µg/mL HPA Alexa Fluor 647 conjugate (Thermo Fisher Scientific) in PBS 溶

液 250 µL をクリック反応溶液 100 µL に添加後, 暗所にて 1 時間振とうした。PBS で洗浄後, 

クリック反応溶液 (5 µM Azide 488, 250 µM CuSO4 , 2 mM アスコルビン酸, 250 µM THPTA) 

250 µL を加え, 室温, 暗所で 30 分振とうした。反応溶液を除去し, PBS で洗浄後, カバーガ

ラスを回収してプレパラートを作製して, 共焦点顕微鏡を用いて撮影した。 

 

5-10-11. HeLa 細胞の細胞質および核タンパク質分画 

HeLa 細胞 (~2.0×107) に冷 PBS を加えて 2 回洗浄後に細胞を回収した。180×g, 15 min の

遠心により上清及び沈殿に分離した。沈殿物を冷 PBS で洗浄し, 再び遠心分離 180×g, 15 min

した。この PBS 洗浄を 2 回繰り返し, 200 µL の冷却した buffer Ⅰ [10 mM HEPES-NaOH 

(pH7.9), 10 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF および×1 PI] を加えて, 氷上で

15 分間静置した。冷 NP-40 を終濃度が 1％になるように添加した後, 215×g で 5 分間遠心分

離をした。その後, 上清を buffer Ⅱ [20 mM HEPES-NaOH (pH7.9), 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 

0.2 mM CaCl2, 0.2 mM EDTA, 10% (v/v) glycerol, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF および×1 PI] を用い

て 10 倍希釈して, 細胞質タンパク質抽出液を調製した。一方, 沈殿物に対しては buffer Ⅲ[20 

mM HEPES-NaOH (pH7.9), 100 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.2 mM CaCl2, 0.2 mM EDTA, 10% (v/v) 

glycerol, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF, ×1 PI]を 100 µL 加えてソニケーションを行った (1 サイク

ル:30 秒 ON, 30 秒 OFF を 10 サイクル)。その後,遠心分離を行い,上清を回収後, buffer Ⅱへの

透析を行った。透析後, 回収した溶液を最速で遠心分離したのち上清を回収して核画分とし

た。 

 

5-10-12. HeLa 細胞由来タンパク質画分とリガンド結合 FG ビーズとのプルダウンアッセイ 

HeLa 細胞から調製した細胞質画分 200 µg と 0.5 mg のリガンド結合 Azide beads (多摩川精

機株式会社, 長野, 日本) とを 4℃, 4 時間反応した。その後,磁気分離によってビーズを回収

し,結合 buffer を用いて, 3 回洗浄後, ビーズに塩溶出 buffer (1 M KCl, 1 mM DTT, 0.2 mM PMSF

および×1 PI) 30 µL を添加して, 4℃, 5 分間静置した。その後,上清を磁気分離によって回収し
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て, そこに×4 loading buffer (0.25 mM Tris-HCl pH 6.8, 0.02% bromophenol blue, 8% SDS および

40% glycerol) 8 µL および 2-mercaptoethanol 2 µL を添加し, 98℃, 5 分間加熱したサンプルを塩

溶出結合タンパク質画分として得た。一方, 磁気分離したビーズには×1 loading buffer (0.0625 

mM Tris-HCl pH 6.8, 0.005% bromophenol blue, 2% SDS および 10% glycerol) 38 µL および 2-

mercaptoethanol 2 µL を添加後, 98℃, 5 分間加熱したサンプルを加熱溶出結合タンパク質画分

として得た。 

 

5-10-13. SDS-PAGE および銀染色 

5-10-12 項で得られた塩溶出および加熱溶出結合タンパク質画分をスーパーセップエース

TM 5-20% 13 ウェル (富士フイルム和光純薬株式会社) の各ウェルに添加して, 泳動 buffer 

(25 mM Tris, 192 mM glycine および 0.1％ SDS) を用いて, 定電流 18 mA, 90 分間で電気泳動

した。BSA または Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad Inc., CA, 米国) を分子量

マーカーとして使用した。電気泳動した泳動ゲルは, 銀染色 MS キット (富士フイルム和光

純薬株式会社) を用いて, 銀染色した。 

 

5-10-14. Western blotting 

5-10-13 項で電気泳動した泳動ゲルを転写 buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine および 20％ 

MeOH) に浸し, 60 min, 定電流 180 mA で PVDF メンブレンへの転写を行った。その後, 10%

スキムミルク in PBS-T を用いて, 室温, 60 分間ブロッキングを行い, 次に anti-VAT1 (1:1000, 

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, US, 1% スキムミルク in PBS-T) を 4℃, 一晩反

応させた。PBS-T で洗浄後に, anti-mouse の 2 次抗体と室温で 3 時間反応させた。再び PBS-T

で洗浄後に, SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Bio-Rad Inc.) によってタンパク

質の検出をした。メンブレンの撮影は LAS-3000 (富士フイルム株式会社) を使用した。 

 

5-10-15. LC/MS/MS を用いたタンパク質バンドの解析 

5-10-13 項で調製した銀染色したゲルから目的のタンパク質バンドを回収して, そのバン

ドについて, 理化学研究所 生命機能科学研究センター 無細胞タンパク質合成研究チームの

プロテオミクス研究技術⽀援・質量分析受託解析に依頼して解析を行った。 
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5-10-16. RNA 干渉 

HeLa 細胞を 6 well プレートの各 well に 100000 cells/well となるように播種して 24 時間イ

ンキュベートした後, 培地を除去して, VAT-1 の siRNA (#sc-93355, Santa Cruz Biotechnology, 

Inc.) もしくは control siRNA (#sc-37007, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) を含んだトランスフェ

クション溶液 [siRNA 4 µL (0.50 µg), Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) 287 µL, Lipofectamine 

2000 (Thermo Fisher Scientific) 9 µL] を添加してトランスフェクションした。添加後 18 時間後

にトランスフェクション溶液を除去して, 通常の HeLa 培養培地に戻して, その後, サンプリ

ングもしくは活性試験で使用するまで培養した。細胞はトリプシンを用いて回収して, 10000 

cells/10 µL となるように 1×loading buffer を加えて, 100℃で 5 分間加熱したものを細胞抽出

サンプルとした。5-10-13 および 5-10-14 項と同様の方法により, SDS-PAGE および western 

blotting を行い, VAT-1 および beta actin (Anti-beta Actin, Abcam, Cambridge, UK) の発現量を調

べた。また, RNA 干渉した細胞のヒストン修飾調節活性試験は 4-6-5.項と同様の方法で実施

した。 

5-10-17. 統計分析 

2-7-10 項と同様の方法で実施した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-10-18. Supporting Information 

リスト 

Figure S5-1. 天然 FAEE (1) の ESI-MS (neg.). 

Figure S5-2. 天然 FAEE (1) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-3. 天然 FAEE (1) の 13C NMR (CD3OD, 100 MHz). 

Figure S5-4. 天然 FAEE (1) の COSY (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-5. 天然 FAEE (1) の HMQC (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-6. 天然 FAEE (1) の HMBC (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-7. 天然 p-クマル酸エチルエステル (2) の ESI-MS (neg.). 

Figure S5-8. 天然 p-クマル酸エチルエステル (2) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-9. 合成 p-クマル酸エチルエステル (2) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-10. m-クマル酸エチルエステル (4) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-11. o-クマル酸エチルエステル (5) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-12. 2-メトキシ桂皮酸エチルエステル (8) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-13. 3,4-ジメトキシ桂皮酸エチルエステル (9) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-14. 2,4-ジメトキシ桂皮酸エチルエステル (10) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-15. 2,4,5-トリメトキシ桂皮酸エチルエステル (11) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-16. フェルラ酸メチルエステル (12) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-17. フェルラ酸プロピルエステル (13) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-18. フェルラ酸ブチルエステル (14) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-19. カフェ酸エチルエステル (18) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-20. 4-ヒドロキシ, 3-エトキシ桂皮酸エチルエステル (19) の 1H NMR (CD3OD, 400 

MHz). 

Figure S5-21. 4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸エチルエステル (20) の 1H NMR (CD3OD, 400 

MHz). 

Figure S5-22. iso-FAEE (21) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-23. 3-ヒドロキシ, 4-プロキシ桂皮酸エチルエステル (22) の 1H NMR (CD3OD, 400 

MHz). 

Figure S5-24. 3,4-ジエトキシ桂皮酸エチルエステル (23) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-25. フェルラ酸プロパルギルエステル (24) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-26. iso-フェルラ酸プロパルギルエステル (25) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-27. カフェ酸プロパルギルエステル (26) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-28. 桂皮酸プロパルギルエステル (27) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 

Figure S5-29. 4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸プロパルギルエステル (28) の 1H NMR (CD3OD, 

400 MHz). 

Figure S5-30. 4-ヒドロキシ, 3-(prop-2-yn-1-yloxy) 桂皮酸エチルエステル (29) の 1H NMR 

(CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-1. 天然 FAEE (1) の ESI-MS (neg.). 
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Figure S5-2. 天然 FAEE (1) の 1H NMR スペクトル (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-3. 天然 FAEE (1) の 13C NMR (CD3OD, 100 MHz). 
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Figure S5-4. 天然 FAEE (1) の COSY (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-5. 天然 FAEE (1) の HMQC (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-6. 天然 FAEE (1) の HMBC (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-7. 天然 p-クマル酸エチルエステル (2) の ESI-MS (neg.). 
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Figure S5-8. 天然 p-クマル酸エチルエステル (2) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-9. 合成 p-クマル酸エチルエステル (2) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-10. m-クマル酸エチルエステル (4) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-11. o-クマル酸エチルエステル (5) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-12. 2-メトキシ桂皮酸エチルエステル (8) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-13. 3,4-ジメトキシ桂皮酸エチルエステル (9) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-14. 2,4-ジメトキシ桂皮酸エチルエステル (10) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-15. 2,4,5-トリメトキシ桂皮酸エチルエステル (11) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-16. フェルラ酸メチルエステル (12) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-17. フェルラ酸プロピルエステル (13) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 



159 

 

 

Figure S5-18. フェルラ酸ブチルエステル (14) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-19. カフェ酸エチルエステル (18) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-20. 4-ヒドロキシ, 3-エトキシ桂皮酸エチルエステル (19) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 



162 

 

 

Figure S5-21. 4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸エチルエステル (20) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-22. iso-FAEE (21) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-23. 3-ヒドロキシ, 4-プロキシ桂皮酸エチルエステル (22) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-24. 3,4-ジエトキシ桂皮酸エチルエステル (23) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-25. フェルラ酸プロパルギルエステル (24) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-26. iso-フェルラ酸プロパルギルエステル (25) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-27. カフェ酸プロパルギルエステル (26) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-28. 桂皮酸プロパルギルエステル (27) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-29. 4-ヒドロキシ, 3-プロキシ桂皮酸プロパルギルエステル (28) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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Figure S5-30. 4-ヒドロキシ, 3-(prop-2-yn-1-yloxy) 桂皮酸エチルエステル (29) の 1H NMR (CD3OD, 400 MHz). 
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第 6 章 総括 

本研究では, さらなる天然化合物の活用を目指して, これまで見逃されてきた低含量・低

活性の化合物にフォーカスすることで, 新たな有用生物活性化合物の探索を行った。そこで, 

低含量・低活性の化合物についても見逃がさないよう, ①精製過程での MS 分析を適用した

新規成分の検出, および②エピゲノム変化を指標とする新たな生物活性の検出, のふたつの

手法をもとに探索研究することとした。この結果, 天然の探索源である海洋生物および発酵

食品の味噌から, 生物活性を持つ天然化合物を新たに見出すことができた。 

第 1 章は, 本論文の序論として研究背景および目的について述べる。 

第 2章ではMS分析を適用することで明らかにした海洋シアノバクテリアMoorea bouillonii

由来の新規環状ペプチド kakeromamide A について述べる。海洋天然化合物の真の生産者とし

て, 近年共生微生物や海洋シアノバクテリアが注目されている。海洋シアノバクテリアは, 非

タンパク質構成アミノ酸を含む特異な構造を有するペプチド性化合物の豊富な供給源である

ため, MS 分析を適用した精製を行い, 未知の微量成分について探索を行った。 

各精製段階で得られた画分について, 取得した MS データをもとに海洋天然化合物データ

ベースと照合して, 未知のイオンピークを与える画分について精製を進め, 新規環状ペプチ

ド kakeromamide A を見出すことに成功した。各種スペクトル解析の結果, 本化合物は非タン

パク質構成アミノ酸を含む環状ペンタペプチドであると決定した。なお, 各アミノ酸残基の

絶対配置は, 改良 Marfey 法により決定した。 

本化合物は ESC を用いた神経分化誘導系において, NSC からアストロサイトへの分化を促

進する初の海洋環状ペプチドであった。本化合物は NSC 分化調節のメカニズム解明に役立

つ分子ツールとして, 神経の再生医療への応用が期待される。 

第 3 章では海綿 Halichondria sp.より SIRT 阻害剤として単離した halistanol sulfate 類につい

て述べる。クラス III の HDAC であるサーチュインは, NAD+ 依存的にタンパク質の脱アセチ

ル化を行う酵素群であり, 老化や寿命の制御にも関与していることが知られる。老化に関与

する細胞内器官であるミトコンドリアには SIRT3-5 が存在しており, ミトコンドリアタンパ

ク質のアセチル化レベルを調節することで , エネルギー代謝を制御している。このうち , 

SIRT3 はミトコンドリアタンパク質以外の脱アセチル化にも関与しており, 細胞全体で幅広
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い役割を担っていると考えられる。そこで多様な SIRT3 の機能解明に役立つ分子ツールを求

めて, SIRT3 阻害剤の探索研究を行った。その結果, halistanol sulfate を活性本体として同定す

るとともに, MS 分析を適用することによって, 新規類縁体 halistanol sulfates I および J を単

離・構造決定することができた。 

明らかとなった SIRT3 と halistanol sulfate との複合体結晶構造により, 2 分子の halistanol 

sulfate が一部分重なって SIRT3 の活性中心以外のポケットに特異的に結合し, 基質とは競合

しない様式によって酵素活性の調節を行っている可能性が示唆された。このことは, 硫酸エ

ステルを有する生体分子 heparin 類によってアロステリックに活性が阻害されるトロンビン

と同様に, SIRT3 の酵素機能も何らかの生体分子によってアロステリックにコントロールさ

れている可能性を示すものである。 

第 4 章ではヒストン修飾調節活性に注目した活性化合物の探索について述べる。ヒストン

タンパク質はヒストンコアと呼ばれる八量体を形成し, その周囲に DNA の二重らせんが巻

き付くことでクロマチンの単位構造であるヌクレオソームを形成している。ヒストンタンパ

ク質に含まれる Lys や Arg, Ser, Thr などのアミノ酸残基の側鎖末端が, アセチル化・メチル

化・リン酸化などの修飾を受けると, クロマチンの高次構造が変化する結果, 転写因子複合

体と DNA との相互作用が変化し, 結果として遺伝子発現が影響を受ける。ヒストンタンパク

質の修飾は, エピジェネティックな遺伝子発現調節の基本的な機構のひとつであり, 細胞の

分化やがん化, 発生から恒常性の維持など, あらゆる生命現象に関与するため, 新たな創薬

ターゲットとして注目されている。 

本章では, 多様な生物活性化合物が含まれていることが知られている Theonella 属の海綿

を対象として, セルベースでのヒストン修飾調節活性を指標に活性化合物を探索した。その

結果, 活性本体として onnamide 類を単離した。得られた化合物は, これまで報告のない

onnamide A の 2Z および 6Z 体であったが, これら化合物は抽出・精製過程で光によって

onnamide A から生じた人工物である可能性が示唆された。Onnamide 類は細胞毒性化合物と

して知られるが, ヒストン修飾変化を指標とすることで, 細胞毒性よりも短時間・低濃度で

活性が検出でき, 高感度な活性化合物の探索が可能となることが示された。 

第 5 章では発酵食品の機能性成分に注目し, 第 2～4 章において海洋活性化合物の探索に用
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いた手法を, 食品に含まれる活性成分の探索に適用した結果について述べる。発酵食品では

微生物による発酵過程で二次代謝産物が生じる。これらの二次代謝産物が有益な生物活性を

示す場合, “体に良い”天然化合物の探索源として期待される。しかしながら, 薬と異なり, 

一般に強い作用を示さない食品成分の生物活性を検出するのは, 医薬品の探索に用いる活性

試験法のみでは困難であった。そこで食品成分の微弱な活性を感度よく検出するため, 海洋

天然化合物の探索に適用したヒストン修飾変化を指標としたアッセイ系を用いて活性成分を

探索することとした。発酵食品のひとつである味噌に注目し, ヒストン修飾に対する影響を

調べ, H4K5ac レベルを選択的に抑制する活性を見出した。本活性を指標として味噌エキスの

精製を進め, 活性本体として FAEE を同定した。本化合物は, これまでに報告されている味噌

中の有効成分である脂質やポリフェノール類と異なり, 味噌の原料である米や麦から生じる

フェルラ酸が, 発酵の過程で生じるエタノールと反応することではじめて生成される, 味噌

に特徴的な成分であった。 

一方, 恐怖ストレスを受けたマウスの海馬では, H4K5ac 修飾が上昇するため, FAEE の機能

性として, 抗ストレス活性が期待された。そこで FAEE の神経分化系への影響を調べたとこ

ろ, 本化合物は in vitro の系において NSC からアストロサイトへの分化を促進することが明

らかになった。さらに, 社会的敗北モデルマウスを用いた行動実験において, 本成分は in vivo

の系においても抗ストレス作用の傾向を示した。 

これまで FAEE の神経分化促進活性については報告されていないことから, 作用メカニズ

ムについても解明されていない。そこで, H4K5ac レベルの抑制作用に対する構造−活性相関

を検討し, FAEE のプローブ分子をデザイン・合成した。まず, 合成した蛍光標識プローブ分

子を用いて, FAEE プローブ分子が HeLa 細胞の細胞質に広く局在することを確認した。また, 

標的タンパク質を釣り上げるためのプローブ分子を結合させたビーズと, 細胞質由来タンパ

ク質溶液を用いてプルダウン実験を行った。この結果, FAEE の標的候補タンパク質として, 

細胞質に広く存在するタンパク質 VAT-1 を同定した。 

以上のようにヒストン修飾変化を指標にして, 味噌に含まれる活性化合物の探索を行い, 

FAEE を味噌に含まれる抗ストレス機能性成分として新たに見出すとともに, その作用メカ

ニズムについても知見を得ることができた。 
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このように本研究では, 新規の化合物やその生物活性を見出すために, 新たな指標を軸に

生物活性成分を探索戦略によって, 4 種の新たな生物活性分子を見出すことに成功した。天然

物化学の単離・構造決定分野「モノトリ」では, 昔のように何か抽出すれば新規骨格の化合

物が取れる時代ではなく, 報告される新規化合物の多くは既知の類縁体である。このような

モノトリの限界を極め, 新規骨格・新規構造を単に追い求めるのではなく, 新規の生物活性

に着目して, 未知の機能成分が眠る生物資源からのモノトリに取り組むことで, 天然物化学

の発展に貢献していきたい。 
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