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第 1部

ヤマブシタケじb嘘力″″力′θ側

")由

来の

小胞体ス トレス誘導細胞死抑制物質の

生物有機化学的研究



第 1章 緒論

ヤマブシタケ 価b牝力″ び力′
“

ルJと はサンゴハ リタケ科サンゴハ リタケ属の食用の

キノコである。現在、人工栽培が行われているキノコは数十種類で、ヤマブシタケもその

中の一つであり、スーパーマーケットなどで購入可能になりつつある。D一般にキノコとい

うと傘と柄を持ち、傘の裏にはひだのあるシイタケのようなキノコを思い浮かべるが、ヤ

マブシタケはそれとは全く異なった外見をしており、傘を分化せず、白い倒卵形から球形

で、広葉樹の立木や枯木にやや垂れ下がって発生する。また、シイタケなどのひだに相当

する部分は尖った針状となり、側面及び下面から無数に垂れ下がっている。助ヤマブシタケ

は以前から本研究室の研究材料であり、子実体から HeLa細胞に対する毒性活性を示す

hericenone A及 び Bや 9、 前脳基底核コリン作動性神経細胞(BFCNの働きを活性化させる

神経成長因子(NGF)の 合成を誘導する hericenone C～ Hな どの化合物が単離・精製されて

いる。4,D HeLa細胞は子宮頸部のガン細胞から得られたものであることの、BFCNの障害

がアルツハイマー型認知症に関係していることつから、これらの活性はそれぞれガンや認知

症の予防や治療に利用できるのではないかと期待されている。このことから、ヤマブシタ

ケは健康食品として消費者の関心を集めている。

また、以前より、神経変性疾患における細胞内の酸化ス トレスと細胞死との関連が報告

されてお り、抗酸化活性に注目した予防薬や治療薬の探索が進められてきた。一方、小胞

体(endOplasmic reticulum、 ER)で酸化ス トレスとは別の細胞内ス トレスが生じると同様に

細胞死を誘導することが明らかになった。近年、アルツハイマー病やパーキンソン病等の

神経変性疾病において、小胞体ス トレスにより引き起こされる細胞死との関連と重要性が

報告されている。8・ 1の真核生物の小胞体では蛋自質の成熟にあたり、糖鎖付加等の修飾を受

け、「小胞体品質管理」と呼ばれる機構により、小胞体内で正しい高次構造をとった蛋自質

は小胞体外に分泌されるが、蛋自質のミスフォールディングなどで正しい高次構造をとれ

なかった異常蛋白質は分泌されずに小胞体内部に蓄積される。この異常蛋白質の蓄積によ

る小胞体ス トレスに対 して、小胞体分子シャペロンによる異常蛋白質のフォールディング

の促進や異常蛋白質を細胞質に排出してプロテアソームにより分解する ERttassociated

degradation(ERAD)と呼ばれる応答機構がある。 15・ 1つ しかし過度な小胞体ス トレスを受け

ると上述の機構では対処できずに異常蛋自質の蓄積を招き神経細胞のアポ トーシスにつな

がるが、その細胞死発生の機構は解明されていない。しかし、小胞体ス トレスと細胞死は

神経変性疾患だけでなく、糖尿病や動脈硬化といつた生活習慣病、脳の虚血やガンといっ

た様々な疾患との関連が報告されてお り 1り、その機能解明と小胞体ス トレス誘導細胞死を

制御する物質の発見は神経変性疾患をはじめとする様々な疾患の治療・予防薬の開発につ

ながる可能性がある。19ま た、このような疾患に対して、発病してからの治療ではなく、食

品を摂取することで、発病のリスクを下げることができるかもしれないという報告が出て

いる。19,20



このような背景のもと、本研究室では、食用のキノコ類からの小胞体ス トレス抑制物質

の 探 索 を 行 っ て お り、 本 研 究 の 研 究 材 料 で あ る ヤ マ ブ シ タ ケ か ら既 に

dilinoleoyl‐phosphatidylethanolamineを 見出し、活性発現機構を検討している。20そこ

で、本研究では、ヤマブシタケよりさらなる小胞体ス トレス誘導細胞死抑制物質の単離及

び精製を目的とし、探索を行った。その研究材料として、ヤマブシタケの子実体と廃菌床

を用いることとした。人工栽培されているキノコの多くは菌床栽培されているが、キノコ

収穫後の菌床の多くは廃棄され、年間のその廃棄量は膨大なものとなっている。そこで、

廃菌床の利用価値を見出すために、本研究では、ヤマブシタケ廃菌床も研究材料として用

いた。



第 2章 本論

第 1節 ヤマプシタケ由来の機能性物質の単離

2‐ 1・1 子実体由来の機能性物質の単離

生のヤマブシタケ子実体を 85%工タノール、アセ トンで順次抽出後、分液ロー トを用い

て、クロロホルム層、酢酸エチル層、水層を得た。活性の確認されたクロロホルム層をフ

ラッシュクロマ トグラフィーに供したのち、ODS中圧カラムを用いた MPLCに供した。さ

らに、ODSカ ラムを用いた HPLCに供して化合物 1を得た(Fig。 1)。

温風乾燥させたヤマブシタケ子実体をヘキサン、酢酸エチル、エタノールで順次抽出し、

減圧濃縮し、各抽出物を得た。活性の確認されたヘキサン層をフラッシュクロマ トグラフ

ィーに供し、さらに ODSカ ラムを用いた HPLCで分画し、新規化合物である化合物 2及

び 3を得た(Fig。 2)。
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2Ⅲ l‐2 廃菌床由来の機能性物質の単離

ヤマブシタケ廃菌床を 85%エタノール、アセ トンで順次抽出後、分液ロー トを用いて、

ヘキサン層、酢酸エチル層、水層を得た。ヘキサン層及び酢酸エチル層において活性が確

認された。ヘキサン層を各種クロマ トグラフィーに供し、化合物 4～ 7を単離及び精製した

(Fig.3,4)。 続いて、酢酸エチル層を各種クロマ トグラフィーにより分画し、化合物 8～ 10

を得た(Fig.5)。
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Fig. 3 Extraction of the scrap cultivation beds of H. erinaceum.
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第 2節 化合物の構造解析

2‥ 2‐1 化合物 1(3‐hydrowhe五 cenone F)の構造解析

化合物 1は HRESIMS(十)において 4/z609.36816[MttNa]+(calCd for C35H54Na07,609。 37672)

の分子イオンピークを示したことより、分子式を C35H5407と 決定した。IRス ペクトルで

3446 cm・ 1に水酸基を示唆する吸収ピークが観測された(Fig.6)。 13c‐NMR及び DEPTスペ

クトルより、メチルが 4つ、メチレンが 17個、メチンが 3つ、4級炭素が 9つであること

が分かったCig.8)。 HMBC相関(H6→C4a,C8a,C8,C7‐ CH2;H4→ C2,C4a,C8a;H7‐ CH2
→C6,C7,C8;H2‐Me→C2,C3)よ り、クロマン骨格の存在が示唆された(Fig.10)。

フォルミル基(δH 10.22,δ c 187.6)は C7及び C8、 メトキシ基(δH 3.87,δ c 55。 6)は C5に相関

を示したCig。 10)。 さらに HMBC相 関(Hl'→ C2',C2,C3;H3'→ C2',C4';H5'→ C3',C4',

C4社Me;H4社Me→Cg,C4',C5')よ り、側鎖部分の構造が支持されたCig。 10)。 脂肪酸エステ

ルの部分はNMR及びMSデータよリパルミチン酸とした。さらに、NOE差及び NOESY
スペク トルより、H3と H2ⅢMe間 に相関が確認されたので、化合物 1の 構造 を

((25吉 ,36声 )Ⅱ 8‐formyl‐ 3‐ hydroxy‐ 5‐ lnethoxy‐ 2‐lnethyl‐ 2‐ (4'‐ methyl‐ 2'‐ oxopentⅢ 3'‐enyDchro

man‐ 7‐yDmethyl palmitate決 定した。また、CDスペクトルを測定したところ、ラセミ体

であつた。化合物 1は新規化合物であり、同じくヤマブシタケより単離されている

hericenone Fの 3位に水酸基が付加した構造であつたことより、3‐ hydroxy‐ hericenone F

と命名した。

((2.t,3,9)-8-formyl-3-hydroxy-5-methoxy-2-methyl-2-(4-methyl-2-oxopent-3-enyl)chroman-7-yl)
methyl palmitate
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2・ 2・2 化合物 2伍ericenOne I)の構造決定

化合物 2は HRESIMS← )において m/z356.1328膨卜Nal+(calcd for C19H22Na05,

353.1365)に 分子イオンピークが示されたことより、分子式を C19H2205と 決定した(Fig。 11)。

IRスペクトルで 1768 cm・ 1に ラクトン、1682 cm‐1に ケ トンを示唆する吸収ピークが観測さ

れた(Fig。 12)。 13cⅢNMR及び DEPTスペクトルより、メチルが 4つ、メチレンが 4つ、メ

チンが 2つ、4級炭素が 8つ と決定した(Fig。 14)。 HMBC相関値 2‐Me→C2,C3;H3→ C2,C4;

H4→C3,C4a,C5,C10;H6→ C4a,C5,C7,C9a;H9→ C6a,C7,C9a,C10)よ り、クロマン骨格に

ラクトンが結合した構造が支持された(Fig。 17)。 メ トキシ基(h3.87,れ 56.0)は C5と相関

を示した(Fig。 17)。 側鎖部分は COSYの相関(H5'/H3';H4'/H3')お よび HMBCの相関(Hl'

→C2',C3',C2,C3,C2‐ Me;H3'→C2')よ り、構造が明らかとなった(Fig。 15,17)。  これらと各

種 NMRデータより、化合物 2を 5‐ methoxyⅢ 2‐methyl‐ 2‐ (4… methylⅡ 2口 oxopent… 3Ⅲ enⅡ l‐ yD‐

3,4‐dihydro2肝 furo[3,4Ⅲ J chromen‐ 7(αり…oneと 決定した。CDス ペク トルを測定した

が、ラセミ体であった。この化合物は新規化合物であり、ヤマブシタケから単離されてい

る一連の hericenone類 縁体として、hericenone Iと 命名した。

5-methoxy-2-methyl-2-(4-methyl-2-oxopent-3-en-1-yl)-3,4-drhydro-2H-furof3,4-hlchromen-7(9II)-one

12
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2・ 2‐3 化合物 3 ChericenOneめ の構造解析

化合物 3は HRESIMS(+)に おいて、m/z339。 1549[MttNa]+(calcd for C19H24Na04,

339。 1572)に分子イオンピークが示されたことより、分子式を C19H2404と 決定した (Fig.

18)。  IRスペクトルで 3426 cm‐ 1に水酸基、1731 cm‐ 1に ラクトンを示唆する吸収ピークが

観測された(Fig。 19)。 13c…NMR及び DEPTス ペクトルより、メチルが 4つ、メチレンが 4

つ、メチンが 3つ、4級炭素が 8つ と決定したCig。 21)。 HMBC相関値3→Cl,C3a,C7ι H4
→C3,C5,C6,C7→ より、ベンゼン環にラクトンが結合した構造が示された(Fig。 20。 メトキ

シ基(h3.88,δc 56。 1)は C5と相関を示した(Fig。 24)。 側鎖部分は、COSY相関値摯Me/H6';

H6'/H5';H5'/H4';H『 ⅡMe/Hl',H2';Hl'/H2')及び、HMBC相関(Hl'→ C3';H2'→ C4';H4'→

C2',C3',CttMei HttMe→ C4';H5'→ C3';H8'→ C6',C7',CttMe;HttMe→ C8')よ り構造が

明らかとなった(Fig.22,24)。 これらと各種 NMRデータより化合物 3の構造を(D‐ 6Ⅲ (3',警

dimethylocta‐ 2',6'Ⅲ dien‐ lⅢ yl)‐ 7Ⅱ hydroxyⅢ 5中 methOxyisobenzofuran‐ 1(3JⅡoneと決定した。

化合物 3は新規化合物であり、ヤマブシタケから単離されている一連のhericenone類 縁体

として、それぞれ hericenone」 と命名した。

'・°V~      4

1E)‐ 6…(3,7‐ dimethylocta… 2,6-dien‐ 1…yl)中 7…hydroxy-5‐methoxyisobelllzofuran¨

1(3二o―one

18
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Fig。 20 1H and13c・ NMR spectra of3(in CDC13).

Fig。 21 DEPT spectrum ofco]mpound 3(CDC13)。
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Table lo Chellllical shifts values of l-3 in CDC13・

Posilon  lH                13c

δ(mu■lplに ly.ノ h Hz)  δ

2

3

4

4a

5

6

6a

7

9

9a

10

2‐CH3

5‐OCH3

1'

194(m)

204(m)

270(m)

76.5

303

176

1168

1593

970

1251

1718

680

1280

1485‐

24,7

56.0

523

1977

125 1

1562

279

209

5.13(dこ 152,303)

141(s)

387(s)

265(d, 144)

276(こ 144)

3-Hydroxy-hericenone F(1)

Posibn   lH

δ(mu■ipliciyノ In Hz)

2

3       491(dこ 763,9.80)

4      313(m)

5

6   649(s)

7

8

8a

2-CH3    1 15(s)

7‐CH2    5 45(s)

1'      263(こ 1678)

285(こ 1678)

2'

3'     604(4120)

4'

5'   216(s)

6'   189(sl

8‐CH0   10 22(s)

5‐OCH3   3 87(s)

1"

2''    236(t,748)

3''    164(m)

4''‐ 15"     120-130(nly

16''    086← ,748)

Hericenone J (3)

Posibn   lH                Bc

δ(mu■わliCiゝ ノh HZD   δ

733

892

270

1140

1603

1036

1403

1659

215

642

492

2018

1244

1589

212

279

1876

556

1732

344

25 1

227-320

141

1

3       521(s)

3a

4    6.46(s)

5

6

7

7a

5‐OC跳   388(s)

7‐OH     7 71(s)

1'       334(ュ 7.0)

2'    516← ,67)

3'

4'     194← ,76)

5'      203o

6'     504← ,67)

7'

8'        162(s)

3'‐CH3    1 75(s)

7'‐CH3    1 55(s)

172.8

703

1459

960

1648

1170

1545

1043

561

21.6

121.3

135.8

397

267

1243

131 2

256

161

176

24



2‐ 2‐4 化合物 4の構造決定

化合物 4は HRESIMS(… )に よって、4/z253.09272[M… H]・ (calcd.for C13H1504,

235.09703)の 分子イオンピークを確認したことより、分子式を C13H1604と 決定した(Fig.

25)。 IRスペクトルより、2500～ 3500 cm‐ 1に幅広い吸収ピークが確認されたことより、水

酸基の存在が示唆され、さらに 1721 cm・ 1に吸収ピークが確認されたことより、ケ トンの存

在が示唆された(Fig。 26)。 各種 NMRのデータから化合物 1は methy1 4‐hydroxy‐ 3‐

(3中 methylbutanoyDbenzOateで あると同定した(Fig。 27～ 31)。 この化合物は 2'位と 3'位間

が二重結合であるメチルタボガネー トの還元体として合成されており、天然からの単離は

今回が初めてであった。2'肺ガン細胞で細胞毒性試験を行われていたが、活性はなかった。

22)

methy1 4-1lydroxy… 3-(3-methylbutanoyl)benzOate

Table 2.Chernical shifts values of4 in CD30D.

Position lH

δ(multiplicity,Jin Hz)

13c

δ

1

2  8,53(d,2.1)

3  ‐

4 -

5  7,00(d,8。 9)

6  8,09(dd,8,9,2.1)

1' …

2'  2.97(d,6。 7)

3' 2.27(m)

4'  1.02(d,6.4)a

3'―CH3 1・02(d,6.4)a

l¨CO ―

‐OCH3 3.90(3H,s)

122.2

133.8

120.6

167.1

119.5

137.8

207.9

48。 1

26。4

22。9

22。9

167.4

52,7

25





()(lH3

２上６上

3'一〔:IIs

4'

C=0

|
4

Fig。 27 1H and13c‐NMR spectra of4(in CD30D)。

150          125          100           75           50

Fig.28 DEPT spectrum of4 Cn CD30D).
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2‐ 2‐5 化合物 5の構造決定

化合物 5は lH及び 13c・NMRスペクトルから、既に、本研究室においてヤマブシタケ菌

糸体培養ろ液から単離されている 2‐chbroⅢ l,3・ dimethoxy‐ 5・ methylbenzeneと 同定した

(Fig。 32)。
・29こ の化合物は 3にhss′わι力bに対する増殖抑制活性があることが報告され

ている。29

2-chloro- 1 ,3 -dimethoxy-5-methylb enzene

solr-ent

Fig.32 1H and 13cⅢ NMR spectra of5(in CDC13).

1-()(lH3

3-OCHL

solr-cnt

31



202‐6 化合物 6の構造決定

化合物 6は lH及び 13c・NMRスペクトルから、既に、

単離されている methy1 4‐chloro¨ 3,5¨dimethoxybenzoate

物に関する生物活性の報告はなかった。

methyl 4-chloro-3, 5 -dimethoxyb erlr,oate

Fig。 33 1H and13c‐ NMR spectra of6(in CDC13).

ヤマブシタケ菌糸体培養ろ液から

と同定したOig。 33)。 20こ の化合

pcH3

OCH3

T_PN
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2‐ 2・7 化合物 7の構造決定

化合物 7は lH及び 13c‐NMRスペクトルから、既に、本研究室においてヤマブシタケ菌

糸体培養ろ液から単離されている 4Ⅲchloro¨ 3,5・dimethoxybenzaldehydeと 同定した(Fig.

30。
'こ

の化合物は合成もされており、3s″わ通 s、 8狛必′
"塑Fces“

“
罐siaa ttrttcillh“

あカル ,A望3r」■■us″りびに対する増殖抑制活性が報告されている。23,2D

H3CO

4-chloro-3, 5 -dimethoxybenzaldehyde

CHO

3-()(lH_〕

Б…OCHミ

Fig。 34 1H and13c‐ NMR spectra of7(in CDC13).
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2‥ 2‥8 化合物 8の構造決定

化合物 8は、HRESIMS(十)において a/z379.13422[MttNa]十 (calCd fOr c17H24Na08,

379.13689)の分子イオンピークを示したことより、分子式をC17H2408と 決定した(Fig.35)。

IRスペクトルにおいて、1644 cm・ 1にカルボキシ基、3396 cm‐ 1に水酸基を示唆する吸収ピ

ークが観測された(Fig。 36)。 lH‐NMRのスペクトルにより、H2(δ 8。54,lH,d,ル 1.8)、

H5(δ 6.97,lH,d,チ =8.8 Hz)、 H6(δ 8。 14,lH,dd,メ =8.8,2.O Hz)に シグナルが観測 され た

ことにより、1,2,4…置換ベンゼンの存在が示唆された(Fig。 37)。

13c‐NMR及び DEPTス ペク トルにより、メチルが 2つ、メチレンが 3つ、メチンが 7つ、

4級炭素が 5つであることが分かつた(Fig.38)。

COSYスペクトルより、H2"→H3",H3"→ H3"中 Meに相関が確認されたので、イソブチル

基の存在が示唆された(Fig。 39)。

HMBCスペクトルにより、H2"→ Cl,C2,Cl";H3"→ Cl"の相関、Hl'→C4,C2',C3';H2'

→C3';H3'→Cl',C2',C5';H4'→C5';H5'→C3',C4'の本目関、H2,H5,H6→ ClⅢC00Hの本目関

が確認されたので、3置換ベンゼンの置換基すべてを決定した(Fig。 41)。

さらに各種 NMRの結果から、化合物 8の平面構造を

3中 (3‐ methylbutanoyl)‐ 4‐ ((2,3,4,5中 tetrahydroxypentyDoxy)benzoic acidと 決定した。結晶

構造解析に供して、絶対立体構造を決定するために、化合物を′
ⅡbrOmobenzoate化 し、結

晶化を試みている。

3 -(3 -methylbutanoyl) -4-((2,3,4,5 -tetrahydroxypentyl)oxy)benzoic acid

34



   

  

  

 

              

    



3''‐MeX2

solvent
I

t,5'll
-.'Lf;Llf_Li--r--

2'

solvent

2''

「1/1e

―C00H

Fig。 37 1H and13c・ NMR spectra of8(in CDC13/CD30D=1:1).

4′

ntl

，”
，
７５，∞〓％200 175 150

Fig。 38 DEPT spectrum of8 Cn CDC13/CD30D=1:1)。
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2‐ 2・9 化合物 9の構造決定

化合物 9は、HRESIMS(+)に おいて 4/z379.13456[M+Na]+(calCd for C17H24Na08,

379。 13689)の 分子イオンピークを示したことより、分子式をC17H2408と 決定した(Fig。 42)。

IRスペクトルにおいて、1639 cm‐1に カルボキシ基、3439 cm‐ 1に水酸基を示唆する吸収ピ

ークが観測された(Fig。 43)。 lHⅡNMRのスペク トルにより、H2(δ 8.54,lH,d,′ =1.8)、

H5(δ 6。97,lH,d,歩 8。9 Hz)、 H6(δ 8.13,lH,dd,チ =8.9,2.l Hz)に シグナルが観測された

ことにより、 1,2,4中置換ベンゼンの存在が示唆された(Fig.44)。

13c‐NMR及び DEPTスペクトルにより、メチルが 2つ、メチレンが 3つ、メチンが 7つ、

4級炭素が 5つであることが分かった(Fig.45)。

COSYスペクトルにより、H2"→ H3"、 H3"→ H3"‐Meに相関が確認されたので、イソブ

チル基の存在が示唆された(Fig。 46)。

HMBCスペクトルにより、H2"→ Cl",C3",C3"‐Meの相関、Hl'→C4,C2';H2'→Cl',C4';

H3'→C4',C5';H4'→C3';H5'→C3',C4'の相関、H2,H6→ ClⅢC00Hの相関が確認されたこ

とより、3置換ベンゼンの全ての置換基を決定した(Fig.48)。

さらに各種 NMRの結果から、化合物 9は化合物 8のジアステレオマーであることが示

唆され、その平面構造を 3… (3‐ methylbutanoyD‐ 4‐ ((2,3,4,5Ⅲ tetrahydroxypentyDoxy)benzoic

acidと 決定した。

結晶構造解析に供して、絶対立体構造を決定するために、化合物をρ
ⅢbrOmobenzoate化

し、結晶化を試みている。

3 -(3 -methylbutanoyl) - 4-((2,3,4,5 -tetrahydroxypentyl)oxy)benzoic acid

C00H
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Fig。 44 1H and13c・ 1劇ⅦR spectra of9(in CDC13/CD30D=1:1).

Fig。 45 DEPT spectrum of9 Cn CDC13/CD30D=1:1).
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2Ⅲ 2Ⅲ10 化合物 10の構造決定

化 合 物 10は 、 HRESIMS(十 )に お い て a/z295。 18584[M+Na]十 (calCd fOr c15H28Na04,

295。 18853)の 分子イオンピークを示したことより、分子式を C15H2804と 決定した(Fig.49)。

IRスペクトルにおいて、3358,3475 cm‐ 1に水酸基を示唆する吸収ピークが観測されたOig.

50)。

13c‐ NMR及 び DEPTスペク トルによ り、メチルが 4つ、メチレンが 4つ、メチンが 4つ、

4級炭素が 3つであることが確認されたCig。 52)。

HMBCスペク トリレにより、 Hl→C3,C8,C8a;H3→C4,C4a;H4→ C8a;H7→ C8,C4a,

C8a;H8→C7,C8a;H4a→ C8aの相関が確認されたことにより、デヒドロナフタレンの骨

格が決定した(Fig.55)。 さらに、HlⅡ CH20H→ C2,C8a;H2‐Me→C2;H5‐Me(詭 0。 74)→ C7,

C4a,C5…Me(δc 28.7);H5ⅡMe(8H O。 92)→ C7,C4a,C5… Me(δc 16.3);H8a‐ Me→C8a,C4aに相

関が確認されたので、デヒドロナフタレン骨格に結合する置換基を決定した(Fig.55)。

立体構造の決定のため、NOEを測定した。NOE差スペク トルより、Hl→H2Ⅲ Me;H3→

H2‐Me;H4→ H8a…Me;H6→ H5‐Me(詭 0。92),H8,H4a;H4a→ Hl,H3,H6,H5ⅡMe(詭

0.92);1‐ CH20H→ H8;H2‐Me→H3;H5‐Me(枷 0.74)→H4,H7,H8a‐Me;H5Ⅱ Me(柚 0.92)

→H6に相関が確認された(Fig.56)。 よつて、化合物 10の構造を(lSt2Ft3St6St8aSうⅢ
l中

(hydroxymethyDⅢ 2,5,5,8a‐tetramethyldecahydronaphthalene‐ 2,3,6‐ triolと 決定した。ま

た、結晶構造解析に供し、絶対立体配置を決定するために、P‐bromObenzoate化 し、結晶

化を試みている。

( 1^S,2ft,3,S,6,S,8a^S)- 1-(hydroxymethyl)-2,5,5,&a-tetramethyldecahydronaphthalene-2,3,6-triol

46



相対強度

50

40

lM+Na]+
215.18584

493.130:5 50730173

菫量電荷比(m/2)

Fig。 49 HRESIMSC)spectrum Of 10.

?!7s-pg4!,-3_9.0-9--q-srjl a... , ,** : *.,,-^.,-*- -.. ;",.
3frr, f,Itr

Vaonnrberlcn- tl

Fig. 50 IR spectrum of 10.
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2-Me ga-Me

solvent

1‐CH2 3
6
A_---__

1-CHz 1
s7fia

Fig.51 lH and13c‐NMR spectra of10 Cn CD30D)。

t$ffi
solvent

Fig。 52 DEPT spectrum of10 Cn CD30D)。
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Table 3.Chernical

Fig.56 NOE correlations of 10

shifts values of8‐ 10 in CDC13

lH

δ(mu■わltiy.ノ in Hレ )

1

2       854(こ 1.8)

3

4

5        697(こ 88)

6        814(dに 20,8.7)

1‐C00H

l'      4.41(に 61164)

2'           3.99(t,6.1)

3'    3.62(dに 15,18,67)

393(t,6.0)

3.67(&11815.8)

2.93(a6.7)

2.27(m,6.7)

1.00に 67)

lH

δ(muliplichyノ h Hz)

344← ,2_8)

194(dに 23,2.6,109)

133(dこ 18,H.2)

314(に 4.6170)

164(ddュ 3.5,9.8, 11.9)

1.84(nめ

1216

133.6

119.8

1668

1190

1376

1666

67_7

70.2

716

1

2

3

4

4a

5

6

8

8a

55.4

76.4

76.1

267

46.7

395

79.7

39.2

279

39.0

207.5

476

259

229

3.92(に 2.7,8.9)

1‐CH20H
3.80(dこ 3.5,81)

2-Me   l.27(s)

5‐Mc  O.92(s)

5‐Me     0 74(s)

8a・・Me    l.05(s)

Positon   lH               BC

δ(mu■●liCiyノ hH→   δ

l                      H9.9

2      854(こ 18)        1335

3                           121.6

4                                 166.6

5      697(軋 89)        H9,1

6      8_13(dこ 2.1,8.9)    137.6

卜C00H  6.88(s)           166.6

:'      4.41(m)          672

2'    4.21(ddこ 1.8,2.1,34) 69.0

3'      3.58(に 1.8,6.1)     71.8

3.71(o

3.79(dこ 3.7,73)

5'

3.66(こ 55,55)

1"

2''     293(軋 6.7)

3''     226(m,67)

3"―Me   l.00(こ 6.7)
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第 3節 単離化合物の生合成についての考察

菌類の糖代謝は以下に示すようなものであり、様々な二次代謝産物を生成する(Fig.57)。

26)

本研究において、単離した化合物の生合成について詳しい研究を行つていないため、詳

細なことは言及できないが、今回単離した化合物もヤマブシタケ由来の二次代謝産物であ

り、これら化合物はシキミ酸経路やメバロン酸経路といつた主要な二次代謝経路が複合し

て生成されたものであると考えられる。
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Fig. 57 Glucose metabolism in fungi. zal
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また、ヤマブシタケ廃菌床由来の化合物 5‐7は、塩素化合物であり、大変興味深い。塩素

化合物は、幅広い生物種から単離及び精製されている。2つ過酸化水素依存的にハロゲンを添

加する反応を触媒する酵素はハロベルオキシダーゼと総称されており、クロロベルオキシ

ダーゼ(Ch10rOperoxidase:CPO)が 古くから知られている。この一群の酵素には、バナジウ

ムもしくはプロトヘムが補酵素として含まれる。バナジウム含有ブロモベルオキダーゼは、

褐藻類のスscOphメ■um″θあ鋤幽 で初めて発見された。2の同様に塩素化、臭素化反応を触媒

する酵素が緑藻やグラム陰性バクテリア、放線菌で見出されている。29‐30こ れらの生物にお

いて、ハロペルオキダーゼがハロゲン化二次代謝産物の生合成に関与していることが明ら

かとなっている。ハロベルオキシダーゼは様々な生物種から発見さており3カ、近年、食用

キノコである4卿叫
"θ

′ettn″ においても同様の酵素が発見され、その性状が調べられた

ところ、塩素、臭素、ヨウ素の付加反応を触媒することが明らかとなった。33,30そ のため、

本研究の研究材料であるヤマブシタケにもCPOが存在し、塩素化合物 5‐7が生成されたと

考えられる。
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第 4節 小胞体ス トレス誘導細胞死抑制活性試験の評価及び考察

得られた lo個の化合物について小胞体ス トレス誘導細胞死抑制活性試験の評価を行った。

試験はマウス神経芽細胞腫細胞株 Neuro2aに 対し、小胞体ス トレス誘導物質であるツニカ

マイシン(TDま たはタプシガルギン(TOの添加による小胞体ス トレスによる致死からの保

護作用を評価する方法で行った。

小胞体内では、多くの膜タンパク質や分泌タンパク質が生合成されており、生合成され

るこれらタンパク質は粗面小胞体膜上で合成され、小胞体内腔で Ⅳ グリコシド結合糖鎖の

修飾を受け、正しくフォールディングされたのちにゴルジ体へと輸送される。ツニカマイ

シンは、このⅣ グリコシド結合タンパク質糖鎖の合成を阻害することで、小胞体ス トレス

を誘導する。3いまた、小胞体は細胞内において最大のカルシウム貯蔵庫であり、カルシウム

を小胞体から放出することでカルシウムの恒常性に大きく寄与している。カルシウム代謝

の異常は異常タンパク質蓄積と並んで、神経変性疾患における神経細胞死のメカニズムと

して注目されている。そして、生理的現象である興奮毒性は、グルタミン酸受容体である

NMDA受容体や AMPA受容体が過度の興奮を起こすことで神経細胞内にカルシウムを過

剰に流入させ、神経毒性を引き起こし、多くの神経変性疾患の病体メカニズムと関係して

いることが知 られている。30こ のカルシウムの恒常性の乱れが、小胞体ス トレスを惹起する

という報告がなされている。37,30タ プシガルギンは小胞体内のCa2+ATPase阻害剤であり、

小胞体内の Ca2+を枯渇させることで、細胞内のカルシウムの恒常性を攪乱し、小胞体ス ト

レスを誘導する。39

活性試験結果について、化合物 2及び 3については、活性が確認できなったが、化合物 1、

4～7については有意な小胞体ス トレス誘導細胞死抑制活性が確認された(Fig.58)。 また、

化合物 8～ 10については有意な活性こそ見られなかったが、保護傾向にあることが確認で

きた(Fig.59)。

結果の考察として、ヤマブシタケ子実体から単離した化合物 1～ 3において、化合物 1の

みに活性が確認されたのは側鎖のパルミチン酸の存在が大きく影響していると考えている。

ホスファチジルセリンなどのリン脂質が認知機能の低下を抑制していることが知られてい

る。40)ま た、プロテインキナーゼ C(PKC)は 、ホスファチジルセリンなどのリン脂質や不

飽和脂肪酸によって活性化されることがわかっており 4D、 PKCの活性化が神経細胞死を抑

制するという報告もなされている。4"本研究室では、ヤマブシタケより小胞体ス トレス誘導

細胞死抑制物質である dilinoleoyl‐phosphatidylethanolamine(DLPE)を 見出しており、こ

の化合物は 2つの不飽和脂肪酸からなるリン脂質である。その作用機序は PKCのホスファ

チジルセリンあるいは不飽和脂肪酸結合部位にDLPEが結合することで、PKCを活性化さ

せることが示唆された。2Dこ れにより、神経細胞に対する小胞体ス トレス毒性低減作用がリ

ン脂質の脳機能への有効性の 1つの機構であることが示唆された。49化合物 1の脂肪酸は

飽和脂肪酸であるパルミチン酸であるが、パルミチン酸は小胞体膜に存在するelonagase
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といつた 4種類の酵素による脂肪酸極長鎖反応により、極長鎖脂肪酸に合成される。40こ

の極長鎖脂肪酸はリン脂質、コレステロールなどに取 り込まれると考えられている。40そ こ

で、化合物 1の小胞体ス トレス誘導細胞死抑制活性は、化合物の有するパルミチン酸が極

長鎖脂肪酸に合成されたのち、リン脂質に取 り込まれ、そのリン脂質が PKCを活性化する

ためではないかと考えた。しかし、長鎖飽和脂肪酸のパルミチン酸は酵母及び膵臓のβ細胞

において小胞体ストレスを誘導し、細胞のアポ トーシスを引き起こすことが、最近の研究

で報告されている。4→ さらに、パルミチン酸がβ細胞において実際に小胞体内の Ca2+を枯渇

させることが証明されているため 46,4つ、本研究で単離した化合物 1の作用機序は大変興味

深いものであり、今後さらなる研究が必要である。

ヤマブシタケ廃菌床から単離した化合物 4～ 10について、全ての化合物の構造が異なる

ため構造による活性相関の比較はできない。しかし、化合物 4～7は濃度依存的に有意な小

胞体ストレス誘導細胞死抑制活性を示したのに対し、化合物 8～ 10は保護傾向にあるとい

う結果に止まってしまったのは、サンプル濃度が影響していると考えた。化合物 4～ 7は、

10 μg/mlの 投与のとき、それぞれの濃度が 42劇 ,54 μM,16 μM,50 μMであるのに対し、

化合物 8～ 10はそれぞれ、28 μM,281山I,36 μMと低濃度である。そのため、化合物 8～

10はさらに高濃度で検討すれば、有意な保護活性が確認できるのではないかと示唆した。

また、化合物の投与サンプルのモル濃度を一定にして再試験し、比較検討するとともに、

その作用機序の解明を行う必要がある。

以上、ヤマブシタケのさらなる小胞体ス トレス誘導細胞死抑制活性物質の単離に成功し、

また、ヤマブシタケ廃菌床の有効利用の可能性を見出すことに成功した。
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第 3章 実験部

第 1節 使用器具

本研 究 で使用 した機器 類 は以下 の通 りで ある。

NMRI JMN― EX‐270 FT NMR Spectrometer(JEO助

Lambda 500 FT NMR Spectrometer(JEO助

Ms:  MS― DX320(JEOL)

JMS…DX320HF(JEOL)

JMS―T100LP(JEOL)

IR:    A-102 Dif■ action Grating lnfrared Spectrometer(JASCO)

HPLC: Pump:PU… 2089 Plus Quaterrlary Gradient Pump(JASCO)

PU…2080 Plus lntelligent HPLC Pump(JASCO)

L…2130(HITACHI)

Detector UV‐2075 Plus lntelligent UV/VIS Detector(JASCO)

875-UV Intelligent UV/VIS Detector(JASCO)

diOde Array Detector L-2455(HITACHI)

Recorder:807-IT Integrator(JASCO)

Automatic sampler:AS… 2055 Plus lntelligent Sampler(JASCO)

So■warc Chromatography Data Station ChromNAV(JASCO)

ELITE(HITACHI)

Interface:LC‐ NetI1/ADC(JASCO)
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第 2節 ヤマプシタケ由来の機能性物質の単離

3‐ 2‐ 1 ヤマプシタケ子実体及び廃菌床

信州キノコエ房久保産業有限会社から供与されたヤマブシタケ及びその廃菌床を用いた。

廃菌床とは、子実体収穫後、菌床用容器からかき出され、オー トクレーブにかけた菌床で

ある。菌床の培地基材は国産ブナ木のおがくず(450」、栄養材として豆皮(35」、コーンブ

ラン(36」、乾燥オカラ(10g)、 活性炭(2」を用い、水分含有率62%と した。

3‐2‐2子実体由来の機能性物質の単離

生のヤマブシタケ子実体(4.Ok」 を85%エタノール、アセトンで抽出後減圧濃縮し、CHC13、

EtOAc、 水で順次抽出を行った。このうちCHC13可溶部 (186.3」をシリカゲルカラムのフ

ラッシュクロマトグラフィー(silica ge1 60N,900g,φ 7×50c討 に供し、CHC13,CHC13/ア

セ トン=9:1,73,CHC13/MeOH=9:1,7:3,1:1,3:7,MeOH各 2Lで順次溶出し、YA… CIⅢ l～ 16

の画分を得た。このうち YA¨ Cl‐ 4(2.5」 をODS中圧カラム(ULTRA PACK,φ 50× 300 mm)

を用いた MPLC(99%MeoH,UV=260 nm,6m1/miJで さらに分画した。この画分を

HPLC(①Wakopak,φ 4.6× 250 mm,98%MeOH,UV=260 nm,② Grand Pak,φ 4.6× 250

mm,95%MeOH,W=260 nm,③ CAPCELL PAKAQ,φ 4.6× 250 mm,95%MeOH,

UV=260 nm)に 順次供して、化合物 1を単離した。

温風乾燥させたヤマブシタケ子実体 (1.9 kg)をヘキサンで 4回抽出後 (合計 7L)、 酢酸エ

チルで 3回抽出 (合計 7.3L)を 行った。減圧濃縮後、ヘキサン層、酢酸エチル層を得た。ヘ

キサン層 (30.3」 をフラッシュカラムクロマ トグラフィー(silica ge1 60N,1.6 kg,o7× 50

cJに供し、ヘキサン/アセ トン=95:5,9:1,8:2,1:1,ア セ トン,EtOH,80%EtOH(各 2～5D
で順次溶出を行い、ya2… he‐ 1～ 17の画分を得た。ya2‐ heⅡ9(977.6mJを さらにフラッシュ

カラムクロマトグラフィー(silica ge1 60N,900g,φ 7× 50c]0に供し、ヘキサン/アセトン

=95:5,9:1,7:3,1:1,acetone,EtOH(各 1～2Dで順次溶出を行い、ya2‐ he‐ 9…A～Iの 9つの

フ ラ ク シ ョ ン を 得 た 。 得 ら れ た ya2中 heⅢ 9‐G(30.4m」 を ODSカ ラ ム (Develosil

C30‐UG‐ 5φ30× 250 mm,99%MeOH)を 用いた HPLCに供し、化合物 2(0.8mυ及び化合

物3(1.5mpを得た。

3‥2‐3 廃菌床由来の機能性物質の単離

ヤマブシタケ廃菌床(2.7k」を85%EtOH、 アセトンで抽出後減圧濃縮し、ヘキサン、酢

酸エチル、水で順次抽出を行った。

60



このうちヘキサン層 (9.9g)を シリカゲルカラムフラッシュクロマ トグラフィー(silica

ge1 60N,1.6 kg,φ 7× 50 cm)に供し、ヘキサン/アセ トン=95:5,9:1,7:3,1:1,ア セ トン
,

MeOH各 2Lで順次溶出し、Sya‐ heⅡ 1/5～ 175/200の 画分を得た。このうち Sya中 heⅡ 17/29

を ODS sep‐Pakに 供し、MeoHで溶出した。非吸着部を C30カ ラムCWakopak navi φ30

×250 mm,MeOH)を 用いて HPLCに供し、化合物 4を得た。続いて、Sya中 he‐30/55を シ

リカグルカラムフラッシュクロマ トグラフィー(silica ge1 60N,1.6 kg,φ 7×50 cm)に供し、

CH2C12,CH2C12/アセ トン=9:1,7:3,1:1,ア セ トン,MeOH各 2Lで順次溶出し、フラクショ

ン 1～ 13に分画し、化合物 5(908.4 mg)を得た。さらに、フラクション 5を ODS sep‐Pak

に供し、80%MeOHで溶出した。非吸着部を C30カ ラム(Develosil C30 UG‐ 5o30× 250

mm,80%MeOH)を 用いて HPLCに供し、化合物 1及び 6(3.4m」 を得た。化合物 1は前

に単離したものと合わせて収量 16.7 mg得た。さらに、Sya‐ he‐56/71を シリカゲルカラム

フラッシュクロマ トグラフィー(silica ge1 60N,1.6 kg,φ 7× 50 cm)に供し、ヘキサン/アセ

トン=95:5,9:1,7:3,1:1,218,ア セ トン,MeOH各 2Lで順次溶出し、フラクション 1～9に分画

した。フラクション 4を Silica sep¨Pakに供し、CHC13で溶出した。非吸着部を順層カラ

ム(Develosi1 60,φ30× 250 mm,CHC13)を 用いて、HPLCに供し、フラクション 1～ 17に分

画した。得られたフラクション4をさらに ODS sep‐ Pakに供し、90%MeOHで溶出した。

非吸着部をC30カ ラム(Develosil C30 UG… 5φ30× 250 mm,90%MeOH)を 用いてHPLCに

供し、化合物 7(3.Omυ 得た。

酢酸エチル層(19.6 glを シリカゲルカラムフラッシュクロマトグラフィー(silica ge1 60N,

1.6 kg,φ 7×50 cm)に 供し、ヘキサン/アセ トン=8:2,7:3,6:4,4:6,ア セ トン,MeOH各 2Lで

順次溶出し、フラクション 1～ 14に分画した。フラクション 11を さらにシリカゲルカラム

フラッシュクロマ トグラフィー(silica ge1 60N,0。 8 kg,φ 4× 60 cnDに 供し、CH2C12/

MeOH=99:1,95:5,9:1,7:3,6:4,1:1,EtOHで 順次抽出し、15フ ラクション(11… 1～ 15)を得た。

フラクション 11‐9を ODS sep‐ Pakに供し、60%MeOH,MeOHで 順次溶出した。60%MeOH

非吸着部をC30カ ラム(Develosil C30 UG¨ 5φ30× 250 mm,60%MeOH)を 用いてHPLCに

供し、化合物8(12.lmJ及び9(17.5 mglを 得た。フラクション11‐ 10を CH2C12及 びMeoH
で溶かしたところ、可溶部及び不溶部に分かれ、可溶部を化合物 10(3.6 mglと して得た。
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第 3節 小胞体ス トレス誘導細胞死抑制活性試験

小胞体ス トレスモデルとなるツニカマイシンCM:糖 鎖生合成阻害)お よびタプシガルギ

ン(TG:小胞体内カルシウム枯渇)を用いて神経系細胞(Neuro2a)に対する細胞毒性の抑制効

果を調べた。

マウス神経芽細胞腫細胞株 Neuro2aを 5,000 cel1/wellの 密度で 24時間培養した。培養

は、10%牛胎児血清(FBS)お よび抗生物質としてペニシリン 100 units/mlと ス トレプトマ

イシン 100μg/mlを添加したダルベッコ改変イーグル培地(D‐MEM)を使用し、温度 37℃、

C02濃度 5%の条件で行った。24時間培養後、FBSを含まない上記培地に小胞体ス トレス

モデルとなる 0.5 μg/mlの ツニカマイシンまたは 10 nMタ プシガルギンと0.1,1,lo μg/ml

のサンプルを加えた培地でさらに 24時間培養を行った。

培養後、3‐ (4,5‐ dimethylⅢ 2…thiazolyl)… 2,5‐ diphenylⅡ 2″tetrazOlium bromide(MTT)法に

よる生細胞数の定量解析を行った。培地を250 μg/mlの MTTを含む無血清の上記培地に交

換し、さらに 2時間培養を行い、反応停止液 (20%缶/vL SDS,50%← /vpジ メチルホルムア

ミド水溶液)を培地と同量添加して反応を停止した。細胞と生成物の可溶化後、マイクロプ

レー トリーダーにより570 nmの 吸光度測定を行うことで生細胞数の定量評価を行った。40
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第 2部

キノコ由来の奇形子実体誘導物質の

生物有機化学的研究
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第 1章 緒論

キノコは、その成長段階において、栽培環境の変化などといつたことが原因で奇形の子

実体を形成することがある(Fig。 1)。 49人工栽培されているキノコの奇形の原因として、

・  培養工程における温度管理の不適正

・  換気管理などの不適正

・  仕込み時の充填における軟詰め

・  或いは芽出し初期における乾燥

・  生育管理時の換気不足による炭酸ガス障害

・  生育時の管理温度の不適正

などが挙げられる。50シィタケにおいてはウィルスによって、子実体の形状異常が起こる

ことが分かつている。5D

我々は、一つの現象には必ず何らかの物質が関与しているという考えのもと、キノコを

奇形にする奇形子実体誘導物質の存在を仮説として立てた。また、そのような物質は、子

実体発生の機構解明の鍵となるのではないかと考え、その活性物質の探索を行うこととし

た。キノコの子実体形成促進物質については様々研究されているが 52・5め、どんなキノコに

も有効な促進物質は見つかつてはいない。

研究材料として、栽培時に奇形になったハタケシメジを用い、このキノコからの活性物

質の単離を目指した(Fig。 lB)。

ω        成熟子実体

Fig. 1 (A) Lifecycle of mushroo- as) and (B) Deformed mushroom of Lyophllum

decastes.

)
一核菌糸

光
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第 2章 本論

第 1節 奇形子実体誘導活性試験の確立

最初に、キノコが奇形の子実体を形成するかどうかの実験方法を確立した。キノコを実

験室レベルで子実体を形成させることは簡単ではない。そこで、人工栽培されているブナ

シメジの菌床 (原基を形成しているもの)を用いて、サンプルをアッセイすることとした(Fig.

2Al。 菌床を用いれば、確実に子実体を形成させることができると考えた。この菌床に奇形

ハタケシメジ抽出物であるヘキサン層、酢酸エチル層、メタノール層、水層を滴下したと

ころ、ヘキサン層にて顕著な奇形子実体が確認された(Fig。 2B)。

Fig。 2 CAI The cultivation beds of五 クフ
ー

S E2′型ηttθ

“
S and(B)deforlllled fruiting

body off五 Jη′資m`那θ
“
s by treatlrlent with hexane layer.

再現性を確認するために、再度実験を行ったところ、今度はコントロールを含めた全て

の菌床において奇形の子実体が形成した。この原因として、栽培器が開放系であることと、

温度 。湿度の管理が難しいということが挙げられた。そこで、サンプル別に栽培でき、温

度・湿度・照度の管理がしやすい培養器で栽培実験を行うこととした。

しかし、ここで新たな問題が起きた。サンプル数が増えると、栽培する菌床の数も増え

るため、栽培場所の確保が困難になってしまった。そこで、寒天培地でキノコが形成しや

すい、エノキタケの菌糸体を用いた奇形子実体形成実験を試みた。
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第 2節 奇形ハタケシメジ由来機能性物質の単離

生の奇形ハタケシメジ子実体を 85%エタノール、アセ トンで順次抽出後、分液ロー トを

用いて、ヘキサン層、CH2C12層 、酢酸エチル層、メタノール層、水層を得た(Fig。 3)。 活性

の確認されたヘキサン層を各種クロマ トグラフィーに供し、化合物 1及び 2を得たCig.0。

Defomed fruiting bodix of Lyophyllum decdter [4. I kg]

extracted with 85% Eil)H

conc. mder reduced prsw
e\tEcted with acetone

conc. udu redured prsrue

exhacted with heme

Fig. 3 Extraction of hexane
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Fig.7 1H and 13cⅡ NMR spectrum ofl(in CD30D)。

DEPT spectrum of l(in CD30D).

150           125

Fig。 8 DE
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2‐ 3‐2 化合物 2の構造解析

化合物 2は lH及び 13cⅡNMRスペクトルから、(D‐ decaⅢ 2‐en‐ 4,6,8‐ trlyn・ 1‐olであると

同定した(Fig。 12)。 この化合物は、カンゾウタケ、オオザラミノシメジ、ミネシメジといっ

た様々なキソコから単離・精製されている化合物であつた。56‐59こ の化合物はfbヵ
“

“
の働′θに対する抗線虫活性を有している。60 P a齢′θは和名をミナミネグサレセンチュ

ウといい、本州以南に広く分布する広食性の線虫であり、サ トイモの連作障害の原因菌で

あることが知られている。6D

46810

(E)-deca- 2- en-4,6 o8 -triYn- I -ol

Fig。 12 1H and13c・ NMR spectra of2(in CD30D)
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第 4節 奇形子実体誘導活性試験の評価及び今後の予定

奇形ハタケシメジ子実体の粗抽出物をブナシメジ菌床にアッセイしたところ、ヘキサン

層において著しい奇形子実体が形成された(Fig。 2B)。 このことから、奇形の子実体には何

らかの奇形子実体誘導物質の存在が示唆された。

しかし、現在行っている奇形子実体誘導実験は、菌床栽培実験においては大量のサンプ

ルを同時に実験するためには栽培場所の確保の問題が出てくること、エノキ菌糸を用いた

寒天培地実験においては個体差が激しいという問題点がある。また、どちらの実験も培養

期間が長期にわたるため、早急な改良が必要である。

そして、今後、今回単離した化合物 1及び 2の活性を確認するとともに、活性物質の単

離及び精製をし、そのメカニズムを解明する必要がある。
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第 3章 実験部

第 1節 使用器具

本研究で使用した機器類は以下の通りである。

NMR: JMN… EX…270 FT NMR Specttometer(JEOL)

Lambda 500 FT NMR Spectrometer(JEO助

MS:  MS… DX320(JEOL)

JMS¨DX320HF(JEO助

JMS―T100LP(JEO助

IR:   A-102 Diffraction Grating lnfrared Spectrometer(JASCO)

HPLC: Pump:PU… 2089 Plus Quatel■ lary Gradient Pump(JASCO)

PU¨2080 Plus lntelligent HPLC Pump(JASCO)

L‐2130(HITACHI)

Detector UV-2075 Plus lntelligent UV/VIS Detector(JASCO)

875¨UV Intelligent UV/VIS Detector(JASCO)

diode Array Detector L中 2455(HITACHI)

Recorderi 807-IT Integrator(JASCO)

Automatic sampler:AS-2055 Plus htelligent Sampler(JASCO)

Software:Chromatography Data Station ChromNAV(JASCO)

ELITE(HITACHI)

Interface:LC¨ NetⅡ/ADC(JASCO)
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第 2節 機能性物質の単離

3・ 2‐1 用いたキノコ

奇形ハタケシメジは王子木材緑化株式会社より提供していただいた亀山 1号を用いた。

奇形子実体誘導実験には、菌床栽培実験において久保産業有限会社から提供していただい

たブナシメジ NN‐ 11号菌、寒天培地実験において本研究室で保有しているエノキタケ

AFV 101を使用した。

3‐2‐2 活性物質の単離

奇形ハタケシメジ子実体(14。 lkJを 85%エ タノール、アセ トンで順次抽出後、減圧濃縮

し、ヘキサン、CH2C12、  EtOAc、 メタノール、水で順次抽出を行った。このうちヘキサン

層 (20.6g)を シリカグルカラムのフラッシュクロマ トグラフィー(silica ge1 60N,1.6 kg,

φ7× 50 cm)に供し、ヘキサン,ヘキサン/酢酸エチル=9:1,7:3,1:1、 酢酸エチル、酢酸エチ

ル/アセ トン=82,1:1,MeOH各 2Lで順次溶出し、13フ ラクションを得た。このうちフラ

クション8を silica septtPakに供し、CHC13,CHC13/MeOH=9:1,1:1,MeOHで 順次溶出

させた。CHC13/MeOH=9:1で 溶出させた画分をさらに silica sepⅡ Pakに供し、CHC13,

CHC13/MeOH=95:5,9:1,1:1,MeOHで 順次溶出させ、8フ ラクション(8Ⅱ l～8‐ 3)得た。フラ

クション 8‐2を ODS sep… Pakに供し、50%MeOHで溶出した。非吸着部を C18カ ラム

(CAPCELL PAKAQ,φ 30× 250 mm,50%MeOH)を 用いた HPLCに供し、化合物 1(17.4

mJを得た。

シリカゲルカラムフラッシュクロマ トグラフィーで得たフラクション 7を ODS sepⅡ Pak

に供し、MeoHで溶出した。非吸着部を C30カ ラム(Develosil C30‐UG‐ 5,φ30× 250 mm,

85%MeOH)を用いた HPLCに供し、10フ ラクション(7‐ 1～ 7Ⅱ 10)得た。フラクション 7‐2を

silica sep‐ Pakに 供し、CHC13,CHC13/MeOH=1:1で溶出した。非吸着部を順層カラム

(Develosi1 60,φ30X250 mm,CHC13)を 用いた HPLCに供し、12フ ラクション

(7… 2‐ 1～ 7‐ 2‐ 12)得た。フラクション 7‐ 2Ⅲ 9を ODS sep… Pakに供し、MeoHで溶出した。非

吸着部を C30カ ラム(Develosil C30ⅡUG‐ 5,φ30× 250 mm,70%MeOH)を 用いた HPLCに

供し、化合物 2(3.7mpを得た。

75



第 3節 奇形子実体誘導活性試験

菌床栽培実験においては、サンプル (粗抽出物 :100mg,単離した化合物 :l mg)をペ

ーパーディスクに染み込ませ、乾燥したものをブナシメジ菌床にのせた。コントロールは

DWを染み込ませたものを用いた。16℃ 、湿度 70‐90%、 明所で子実体が形成するまで培養

した。培養期間は約 2ヵ 月間である。

寒天培地での実験は、PDA培地を用いて行った。サンプル(lmJをベーパーディスクに

染み込ませ、寒天培地にのせたCig.13)。 菌糸が蔓延するまで、室温、暗所で培養し、菌糸

が蔓延したのち、15℃ 、明所に移して培養を行った。

mycelia

sample(l mg/discl

Fig. 13 The assay of incubation of mycelia Flammulina velutipes.
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1.

論文要 旨

ヤマプシタケ由来の小胞体ス トレス誘導細胞死抑制物質の生物有機化学的研究

ヤマブシタケは以前から本研究室の研究材料であり、子実体から HeLa細胞に対す

る毒性活性を示す hertenOne A及 び Bや、前脳基底核コリン作動性神経細胞(BFCD
の働きを活性化させる神経成長因子(NGF)の 合成を誘導する hericenone C～ Hな どの

化合物が単離・精製されている。また、近年、アルツハイマー病を代表とする神経変

性疾病について、小胞体ス トレスにより引き起こされる細胞死と関連しているという

ことが報告されていることから、当研究室では、キノコ類からの小胞体ス トレス誘導

細胞死抑制物質の探索を行った。それによ り、ヤマブシタケか ら活性物質である

dilinoleoyl‐phosphatidylethan01amineを 見出した。そこで、本研究では、ヤマブシタ

ケよりさらなる小胞体ス トレス誘導細胞死抑制物質の探索を目的とした。

ヤマブシタケ子実体及びヤマブシタケ廃菌床を研究材料とし、有機溶媒で抽出を行

った。活性の確認できた子実体のヘキサン層及びクロロホルム層から 3種類、同じく

活性の確認された廃菌床のヘキサン層及び酢酸エチル層から 7種類の化合物の単離に

成功し、それら化合物の活性について検討した。その結果、8種類の化合物が、小胞体

ス トレス誘導の細胞死に対して有意な抑制活性を示した (図 1)。

キノコ由来の奇形子実体誘導物質の生物有機化学的研究

キノコは、その成長段階において、環境の変化などが原因で奇形の子実体を形成す

ることがある (図 2)。 49そのため、本研究では、キノコを奇形に誘導する奇形子実体

誘導物質が存在するのではないか、また、そのような物質は、子実体発生の機構解明

の鍵となるのではないかと考え、その活性物質の探索を行うこととした。

そこで、人工栽培がされていて、栽培中に奇形になったハタケシメジを提供しても

らい、有機溶媒で抽出を行った。また、奇形子実体誘導活性試験方法の確立を並行し

て行った。その活性試験の方法として、キノコの菌床を用いた栽培実験と、寒天培地

で子実体形成のしやすいキノコを用いた寒天培地での栽培実験の 2種類で行うことと

した。現在、奇形子実体誘導物質の探索中である。この奇形子実体誘導物質の単離に

成功し、奇形子実体形成のメカニズムが解明すれば、最終的には、キノコの最大の謎

であるキノコの菌糸体から子実体へと形態を変化させるメカニズムの解明につながる

と考えている。
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Summary

Chapter 1. Bioorganic chemical study on Endoplasmic reticulum (ER) stress dependent cell

death suppressive compounds from the mushroom Hericium erinaceum.

Endoplasmic reticulum (ER) stress induces an apoptotic pathway in cells with signaling between

ER and mitochondria. By triggering apoptosis in neural cells, stress is a major cause of such

degenerative disorders as Alzheimer disease. The demand for new protective substances against the

ER stress-dependent cell death prompted us to screen the protective activity of mushroom extracts.

We have recently found dilinoleoyl-phosphatidylethanolamine as protective principles from the

mushroom, Hericium erinaceum. In the course of further extensive screening, we found protective

activity in an extract from the fruiting body and the scrap cultivation bed of H. erinaceum. The

cultivation beds are usually discarded by the mushroom growers after harvesting the fruiting bodies.

Another purpose of this study is efficient use of scrap cultivation beds.

Three new compounds, 3-hericenone F (1), hericenone I (2), and hericenone J (3), were isolated

from the fruiting body of H. erinaceum. Seven (4-10) compounds were isolated from the scrap

cultivation beds of H. erinaceunm. Compounds 4-7 were identified as methyl

4-hydroxy-3-(3-methylbutanoyl) benzoate, 2-chloro-1,3-dimethoxy-5-methylbenzene, methyl

4-chloro-3,5-dimethoxybenzoate, and 4-chloro-3,5-dimethoxybenzaldehyde by the interpretation of

the NMR and MS data, respectively. This is the first reported isolation of 4 from a natural source.

g-(g-MethylbutanoyD'+-((2,3,4,5-tetrahydroxypentyl)oxy)benzoic acid (8, 9) and

(lS*,2R*,35*,6 S*,8aSi' 1- (hydroxymethyl)'2,5,5,8a'tetramethyldecahydronaphthalene-

2,3,6-triol (10) were also novel compounds. Compound I and 9 are diastereomers each other.

Compounds 1 and 4-L0 showed protective activity against endoplasmic reticulum stress-dependent

cell death.

Chapter 2. Bioorganic chemical study on inducers of forming deformed fruiting bodies of

mushrooms from mushroom.

During cultivation of mushrooms, occasionally deformed fruiting bodies appear. I hypothesized

the existence of the specific deforming inducer(s) in the abnormal fruiting bodies. In addition, such

active compound(s) may be the trigger of the formation of fruiting bodies. Therefore, I searched for

the inducer(s) from the deformed fruiting bodies. I used deformed fruiting bodies of Lyophl|um

decastes cultivated artificially. The fruiting bodies were extracted with EIOH and then acetone.

The extracts were combined and concentrated. The concentrated extracts were partitioned between

hexane and H2O, and then CH2CL2 and HzO. Since hexane-soluble fraction caused deforming in the

bioassay, it was fractionated by repeated chromatography. As a result, two compounds were purified.

At present, I am examining activity of these compounds.
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