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Summary

Twoimmunosuppressivesterols,cholesta-5,23E-diene-3,G',25-diol(trans-liagosterol)

(A)andcholesta-5,25(26)-diene-3β,24ζ 一dio豆(B)wereisolatedrespectivelyfromthe

SagamiGulfHydrozoaTubulariasp.bytheguideofMitogenbioassey.Structural

determinationwasaccomplishedmainlybyutilizinghigh-field(400MHz)2D-NMR

experiments,comparingtothespectraofcholesterol.Althoughthesesterols,Aand

B,wereknownastheminorcomponentsofmarineredalga3)4)5),thepresencein

marineanimalHydrozoasuchasTubulariasp.wasanewdiscovery.

SterolAinhibitedTlymphocyteproliferationwhichwasinducedbyplantlectins,

concanavalinA(Con-A)andphytochemagglutinin(PHA),morethanBlymphocyte

proliferationwhichwasinducedbylipopolysaccharide(LPS).Theactivityofsterol

BwasmoreweekthanthatofsterolA.Ontheotherhand,bytheMitogen

bioassaywithhydrocortisone(HC)asastandardinhibitorandrelatedfivesteroids,

,(3-sitosterol(C),stigmesterolacetate(D),resibufogenin(E),14,21-epoxy-3,C3-hydroxy-5

β 一chola-20(21),22-dienoicacid(F)andergosterol(G),theinhibitionofsterolAfor

PHAresponsewasfoundtobemoststronginthem.However,forLPSresponse,
theinhibitionofhydrocortisone(HC)wasmorepowerfulthanthatofsterolA.Also

,theimmunosuppresiveactivityofrelatedsteroids,C,D,EandGwaslittlefound.
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序論

ク ダ ウ ミ ヒ ドラTubulariasp.は 、腔 腸 動 物 門 ヒ ドラ虫 網 に属 す る海 洋 付 着 性 動 物 で あ

る。 今 まで に、 淡 水 産 腔 腸 動 物 ヒ ドラHydraattenuateか らは頭 部 形 成 と 出芽 を活 性 化 す

る神 経 ホ ル モ ンが 単 離 され て お り1)、 ま た ヒ ドラHydraoligactisか らは セ レ トニ ンが 単 離

さ れ て い る2)。1990年 に神 奈 川 県 二 宮 町 の相 模 湾 で 、4.75kgの ク ダ ウ ミヒ ドラ を採 集 し、

ウニ 受 精 卵 々 割 阻害 作 用 と ヒ ト肝 癌 由 来 細 胞 に対 す る殺 細 胞 活 性 を検 討 した が 、 活 性 は な

か った 。 しか し、 マ イ トゲ ン(Mitogen)に よる免 疫 抑 制 活 性 を示 す こ とが 分 か った の

で 、 こ れ を指 標 と して リンパ 球 幼若 化 抑 制 活 性 を示 す 二 種 の ス テ ロ,___ルAお よびBを 単 離

し、 そ の 構 造 決 定 を行 っ た 。 そ の結 果 、 ス テ ロ ー ルAは 、cholesta-5,23E-diene-3β,25-

diol(trans-liagosterol)で あ り、 ス テ ロ ー ルBは 、cholesta・5,25(26)・diene-3β,24ζ 一diolで

あ る こ とが 分 か った(Fig.1)。 い つ れ も紅 藻 か ら既 に単 離 さ れ て い る3)4)が 、 ク ダ ウ ミ ヒ

ドラの よ うな動 物 か ら得 られ た の は最 初 の 例 で あ る。 ま た 、 これ らの ス テ ロ ー ル の

400MHzNMRス ペ ク トル に よる1Hお よ び13Cchemicalshift値 の 帰 属 は 、新 しい デ ー一タで

あ る。 さ らに、 両 ス テ ロ ー ル が リ ンパ 球幼 若 化 に対 して 抑 制 活 性(免 疫 抑 制 活 性)を 有 す

る こ と を見 い 出 した の は新 し,い知 見 で あ る。 こ の マ イ トゲ ンに よ る免 疫 抑 制 活 性 を、

hydrocortisoneを 対 照 に5種 の ス テ ロ イ ド(β 一sitosterol,stigmasterolacetate,

resibufogenin,14,21-epoxy・3β 一hydroxy-5β 一chola-20(21),22-dienoicacid,ergosterol)を

加 え て検 討 を行 っ た 。
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(trans-liagosterol)
Fig.1
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sterolB

cholesta-5,25(26)-diene-3,24dio1

材料と方法

抽 出分 離 、 反 応 に対 す る試 薬 、 溶 媒 は 、0級 品(和 光純 薬 工 業)を 用 い 、bioassayに 使

用 した試 薬 、 溶 媒 は 、 す べ て特 級 品 お よび所 定 の材 料 を用 い た 。単 離 した ス テ ロ ー ルA

お よびB以 外 の化 合 物 は 、 す べ て手 持 ち の標 品 を用 い た 。MSス ベ ク トル は、 日本 電 子 の

JEOLJMS・AX50HMASSSPECTROMETERに よ り、EIお よ びFABMSを 測 定 した 。NMR

ス ペ ク トル は 、単 離 した物 質 を重 ク ロ ロホ ル ムCDCI3に 溶 解 し、 内 部 標 準 物 質 と して テ ト

ラ メチ ル シ ラ ン(TMS)を 用 い て 、JEOLEX-400装 置 で測 定 した 。 さ らに 、1H-1H

COSY、13C-1HCOSY、DEPTお よびHMBC実 験 を行 った 。

ク ロマ トグ ラ フ ィ ー:
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薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィ ー(TLC)に よる分 析 には 薄 層板lANALTECH社 、UNPLATE

SILUCAGELGF(250MICRONS)1を 用 い て展 開 後 、 乾 燥 させ たplateに5%硫 酸(EtOH中)

を噴 霧120℃ で加 熱 す る こ とで 発 色 させ た 。分 取 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(preparative

TLC)は ・Whatman社PCK5F(20×20cm ,100fcmlayer)のplateを 用 い た 。 カ ラ ム ク ロ

マ トグ ラ フ ィー は 、wetお よびdry法 に よる オ ー プ ンシ リ カ ゲ ル ク ロマ トグ ラ フ ィー を化

合 物 の分 離 に使 用 した 。展 開剤 の 種 類 は 、SeparationSchemeに 記 載 した 。 溶 出 に は、

徐 々 に極 性 溶 媒 を加 え 、gradientに 行 い、 フ ラ ク シ ョン コ レク タ ー(AdvantecSF・2120

SuperFractionCollecter)を 用 い て 、 各 フ ラ ク シ ョン に分 画 した 。 分 画 物 は 、 上 述 の

TLCに よ りcheckし 、 必 要 な フ ラ クシ ョン を ま とめた 。SephadexLH-20(フ ァ ル マ シ ア

製)を 用 い る分 離 は、 あ らか じめ使 用 す る 溶媒 中 で 担 体 を充分 に膨 潤 させ 、airを 除 い て

安 定 化 して か ら使 用 した 。

生 物 の 採 集 ・抽 出 ・分 配:

1990年5月 に神 奈 川 県 二 宮 町 の砂 浜 に乾燥 して あ る置 網(定 置網)に 付 着 して い る生 物

を採 集 、 さ らに 、 そ の 後 この 網 か ら圧 窄 機 を使 っ て取 り さっ た生 物 も加 え、 総 量4 .75kg

をメ タ ノ ー ル 抽 出(約1ヶ 月 をか け50Lの タ ル の 中 で3回 抽 出)し た 。以 下 、Scheme1に

従 っ て操 作 した 。 す な わ ち、抽 出液 を減圧 下 で濃 縮 し、 エ キ ス を得 、 こ れ に再 び メ タ ノ0

ル を加 え て 溶 解 させ た もの に水 を入 れ 、 そ の比9:1と した 。 この 液 を分 液 ロ ー ト中 で ヘ キ

サ ンで5回 抽 出 し、 ヘ キサ ン可 溶 部(28.5g)を 得 た 。 メ タ ノ ー ル ー水 の溶 液 は 、水 を加

え てそ の比 を3:2と し、 塩 化 メ チ レ ンで ヘ キサ ン と同様 に抽 出 し、塩 化 メ チ レン可 溶 部

(22.Og)を 得 た 。 残 りの メ タ ノ ー ル ー水 可 溶 部 は そ の ま ま保 存 した 。 メ タ ノ ー ル抽 出

物 、 ヘ キサ ン可 溶 部 、塩 化 メ チ レ ン可 溶 部 お よ び メ タ ノー ル ー水 可 溶 部 の ウニ受 精 卵 々割

阻害 作 用 と ヒ ト肝 癌 由来 細 胞PLC/PRF/5に 対 す る活 性 を検 討 した が 活 性 は見 られ なか っ

た。 一 方 、 マ イ トゲ ン に よる リ ンパ 球幼 若 化 活 性 を調 べ た と ころ 、 わ ず か な が ら塩 化 メチ

レ ン可 溶 部 が 免 疫 抑 制 活 性 を示 し、 以 下 この 活 性 を手 が か りに塩 化 メチ レ ン可 溶 部 を処 理

した 。

マ イ トゲ ン に よる リ ンパ 球 幼 若 化 抑 制 活 性(免 疫 抑 制 活 性):

Balb/cオ ス マ ウス膵 臓 よ りリ ンパ 球 を分 離 し、5%FCSを 含 むRPMI培 地 で1×107個/ml

とな る よ うに調 整 した 。96穴 マ イ ク ロ プ レー トに希 釈 した検 体 試 料 を12wenず つ 、各50

μ1ず つ 添加 した 。 次 に上 記 細 胞 浮遊 液 を各wellに50fc1ず つ添 加 した。 さ らに 、各2μ

9/mlC・n-A(c・ncanavalinA)、20μ9/mlPHA(phyt・hemagglutinin)、5μ9/mlLPS

(lipopolysaccharide)お よび コ ン トロー ル と してPBS緩 衝 液 を各3well(triplecate)ず つ

50μ1を 加 え(total1501)、CO2イ ンキ ュベ ー シ ョン内 で5%CO2分 圧 、37℃ で72時 間培

養 した 。培 養 後 、MTT法 に よ り吸 光 度 を測 定 し、IC50値 を算 出 した。

結果

単 離:

sterolAお よびBの 分 離 図 をScheme1に 示 す 。 マ イ トゲ ン に よ る免 疫 抑 制 活 性 を有 す る

CH2Cl2可 溶 部 を シ リ カゲ ル に よる カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィ ー を行 っ た 。F8～F10が 活 性

を示 した の で 、 ま とめ てSephadexLH-20に よる分 画 を試 み た。 得 られ た フ ラク シ ョン の

う ち、F26～F28が 活 性 を示 し、再 び分 画 した 。F33に 活 性 が 現 われ 、 そ の ま ま分 取 薄 層

ク ロマ トグ ラ フ ィ ー に付 し、化 合 物A(11mg)とB(9mg)を 得 た 。UVで 検 出 で きず 、 従 っ
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Bioassay:.PositiveMitogenactivityisindicatedinthe(一}一)mark.
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て、分 取 は両 端 の極 一部 を硫 酸発 色 させ て相 当す る部分 を集 めた 。 いず れ もアセ トンか ら

無色針 状 晶 と して得 られた 。

構 造 決定:sterolA:sterolAの1HNMRス ペ ク トル をFig。2に 示 す。

Fig.2 1HNMRspectrumofsterolA

」一
MI-2-S!1.6画g!COCし3!VCOSYP

Fig.3

.p

6'

彦 ㊧。 薗

1H-1HCOSYspectrumofsterolB
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sterolAの こ れ らの ス ペ ク トル デ ー タ と、13CNMRに お け るDEPT実 験 か ら1)炭 素 数

27個 、2)メ チ ル基5個 、3)二 置換 二 重 結 合1個 、4)三 置 換 二 重 結 合1個 、 オ キ シ メ チ

ン(δc71.77、 δH3.52)の 存 在 が示 唆 され 、 こ れ らの 結 果 とMSの 結 果 か ら分 子 式 を

C27H4402と 決 定 した 。 以 上 の結 果 か ら コ レス タ ン骨 格 を予 想 し、13CNMRス ペ ク トル デ

ー タ をcholesterolの そ れ と比 較 した
。Table1に 化 合 物Aとcholesterolの13CNMRス ペ ク ト

ル デ ー タ を示 す 。

Table113CChemicalshiftsofcholesterol,sterolAandsterolB.

cholesterol A B(ppm)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

5

石

3

4

2

3

ゆ

5

5

5

2

3

4

9

3

の

5

つ

4

£

β

4

」

6

ゆ

5

8

37

31

71

42

41

21

32

60

50

36

21

28

η

56

餌

⑳

%

12

19
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36

24

39

28

鉱

鉱

-
■

ー
ユ

ー

撒

比

H

比

H

比

H

H

血

比

H

比

m

H

恥

恥

H

恥

恥

H

H

恥

恥

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

粥

麗

欝

粥

暴

粥

鐙

弼

器

嶽

卿
甕

瑠

霧

-
1

1
ニ

ー

-
二

42.3

31.3

76.4

42.3

,,.

110.9

31.7

31.4

50.1

35.6

21.1

28.2

36.5

・.

24.3

・ ・

55.9

11.9

19.4

31.9
..

32.3

31.3-31.9

恥

比

H

恥

H

比

H

H

比

磁

H

磁

比

H

恥

恥

H

恥

比

比

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

76.4(76.8)*CH

147.5(147.8)*C

110.9(111.4)*CH2

17.6(17.3)*CH3

*Thepresenceofisomerwassuggestedfromthesesignals.

デ ー タの比 較 か ら、 側 鎖 部 を除 きsterolAは ほ ぼcholesterolに 一 致 してい る こ とが 分 か

り、Aは25-OH基 を有 す る△22あ る い は △23体 と推 定 し、 さ らにス ペ ク トル を詳 細 に検 討
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した 。 δc2036.09と δc2118.67が 、cholesterolの 値(δ35.8お よ び18.8)と 非 常 に 良 く

類 似 して い る の で 、 二 重 結 合 の 位 置 は23位(△23)が 優 位 で あ り、 ス ペ ク トル デ ー タ か ら

trans(23E)配 置 と 思 わ れ る 。 以 上 の 結 果 、sterolAをcholesta-5,23E-diene-3β,25・diolと

決 定 した 。 こ の 化 合 物 は 既 にliagosterolと 命 名 さ れ て い る3)・4)・5)。構 造 をFig.4に 示 し、 主

要 な1HNMRデ ー タ を 記 載 した 。

0.92d(J5.6)

ノ

3.53m

HO
》
5.36m

sterolA

Fig.4cholesta-5,23E-diene-3,C3,25-diol(trans-liagosterol)

sterolB:1HNMRス ペ ク トルか ら、sterolBはAの 類 似 化 合 物 で あ る と推 定 した。 主 要

な1HNMRデ ー タ を構 造 式(Fig.5)に 記 載 した 。sterolBに は 、 ス ペ ク トルデ ー タか ら フ

タル酸 エ ス テ ルが 混 在 して い る こ とが 分 か っ た。 そ こで 、不 純 物 以 外 のsterolBの13C

NMRケ ミカ ル シ フ ト値 をAお よびcholesterolの そ れ ら と比 較 した。 そ の結 果 をTable1に

示 した。 側 鎖 の23-27位 以 外 はす べ てcholesterolの 値 と同一 で あ る 。 この13Cス ペ ク トル と

MSの 結 果 か ら分 子 式C27H4402が 示 唆 され た 。Fig.3にsterolBの1H-1HCOSYス ペ ク ト

ル を示 す 。sterolBのOH基 は 、sterolAと 異 な り24位 と推 定 され る 。 さ らに、 二重 結 合

は、exomethylene型 で あ り、 そ の 位 置 を25-26位 と推 定 した 。 こ れ らの結 果 、化 合 物Bの

構 造 をFig.5に 示 すcholesta・5,25(26)-diene・3β,24ζ 一diolと決 定 した 。13CNMRス ペ ク ト

ル にお い て、C・24、G25、C-26お よびC-27位 に相 当 す る そ れ ぞ れ 一対 の約1/3の ピー ク

が観 測 され 、24位 水 酸 基 のisomerの 存 在 が示 唆 さ れた 。 従 って 、化 合 物Bは 、24位 水 酸 基

の 異 性 体 の 混 合 物 で あ る こ とが 分 か っ た。 微 量 な た め 、 分 離 の 検 討 は しな か った 。 文 献 調

査 の 結 果 、 この化 合 物Bも 化 合 物Aと 同 じ紅 藻 か ら単 離 さ れ て い る既 知 化 合 物 で あ る こ と

が 分 か った3)4)5)。

3.52m

HO

OH

4.93s

¥%26:s・

5.35m

sterolB

Fig.5cholesta-5,25-(26)-diene-3β,24ζ 一diol
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生 物 活 性:

sterolA(cholesta-5,23E-diene-3β,25・diol:liagosterol)とsterolB(cholesta-5,25(26)-

diene-3β,24ζdiol)の ウ ニ 受 精 卵 々 割 阻 害 作 用 を検 討 し た が 、 い ず れ も活 性 は 見 ら れ な

か っ た 。sterolAとBが マ イ トゲ ン に よ る リ ンパ 球 幼 若 化 抑 制 活 性 を 示 す こ とが 分 か り、

hydrocortison(HC)を 対 照 に 手 持 ち の5種 の ス テ ロ イ ド:β 一sitosterol(C),stigmasterol

acetate(D),resibufogenin(E),14,21-epoxy-3β 一hydroxy-5β 一chola-20(21),22-dienoicacid

(F)お よ びergostero1(G)に つ い て も 同 時 に 活 性 を 測 定 し た 。 そ の 結 果 をTable2に 要 約 し 、

各 化 合 物 の 構 造 をFig.6に 示 した 。

Table2マ イ トゲ ン に よ る リ ンパ 球 幼 若 化 抑 制 活 性(IC50)

compounds Buffer PHA Con-A LPS(ng/ml)

A cos 100 56 115

B 111 200 235 300

C 111 1000 111 500

D 111 >1000 111 111

E >1000 >1000 1111 660

F 111 1000 111 630

G 111 >1000 111 620
HC 9

.,
12 16

A:cholesta-5,23E-diene-3β,25-dio1(化 合 物A)

B:cholesta-5,25(26)-diene-3,Q,24ζ 一diol(化 合 物B)

化 合 物AとBは い ず れ もマ イ トゲ ン に よる免 疫 抑 制 活 性 を示 し、 しか も化 合 物Aは 、

phytohemagglutinin(PHA)で 処 理 した リ ンパ 球 に対 して 、hydroc。rtisoneよ り も強 い 阻害

作 用 を示 した。 しか し、Con-Aお よびLPSに 対 して は 、sterolAの 免 疫 抑 制 活 性 は、 そ れ ぞ

れhydrocortisoneの 活性 の 約1/5お よび1/7程 度 で あ った 。化 合 物AとBと の 比 較 で は 、Aの

方 が 全 体 的 に強 い 。 また 、 他 の ス テ ロ イ ドにつ い て も植 物 ス テ ロー ル で あ るStigmaSterOl

の3・acetate(D)を 除 く全 て に 、LPSに 対 して 多 少 活 性 が あ る よ う に思 わ れ 、興 味 深 い 。Fig.

6に 示 す よ うに 、 これ らの ス テ ロ イ ドの側 鎖 は 、 化 合 物Aお よびBと 違 って お り、 化 合 物A

お よ びBの 側 鎖 構 造 が 活 性 に影 響 を与 え て い る もの と思 わ れ る 。sterolAの 免 疫 抑 制 活 性

はT細 胞 に対 して選 択 的 で あ る よ う に思 わ れ る。
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Fig.6 Structureofsteroids
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考察

相 模 湾 の ク ダ ウ ミ ヒ ドラTubulariasp.か ら免 疫抑 制 活 性 を持 つsterolAお よ びBを 単 離

し、 そ れ ぞ れ構 造 を既 知 の紅 藻 ス テ ロー ルcholesta・5,23E・diene・3β ,25-diol(trans-

liagosterol)お よびcholesta・5,25(26)・diene・3β,24ζ 一diol(sterolB)と 決 定 した 。 ま た 、

マ イ トゲ ン に よ る リ ンパ 球幼 若 化 抑 制 作 用 を検 討 し、 両 化 合 物 と も免 疫 抑 制 活 性 を有 し、

sterolAはBよ り強 い こ とが 分 か った 。 そ の活 性 の 程 度 は 、Con・AとLPSに 対 して は 、

hydrocortisoneよ り弱 い もの で あ っ た が 、concanavalinAに よる反 応 に対 してsterolAが

特 異 的 に 阻 害 を示 した 点 興 味 が持 た れ る 。 さ らに、sterolA、Bの 免 疫 抑 制 活性 は無 添 加

(buffer)に 対 して あ ま り影 響 を与 え ず 、LPS反 応 に対 して の 阻 害 は弱 く、PHAと 特 にCon-

A反 応 を強 く阻 害 した こ とか ら、T細 胞 に対 して選 択 的 に作 用 す る化 合 物 で あ る と思 わ れ

る。 同時 に検 討 した ス テ ロ イ ド5種 の 側 鎖 の構 造 か ら考 察 す る と、sterolAの 側 鎖 構 造 が

活 性 発 現 に重 要 で あ る と考 え られ る。

両化 合 物A、Bと も、既 知 化 合 物 で あ るが 、 紅 藻 で は な い動 物 か ら得 られ た の は初 め て

で あ り、 生 合 成 的 に も意 義 深 い 。す な わ ち 、紅 藻 の 中で も、sterolA(liagosterol)が 含 ま

れ て い るの は 、 ウ ミゾ ウメ ン.目NemalionalesのLiagoradistenta(Helminthocadiaceae)と

Scinaia血retellato(Turn.)Bivona(αae亡aη8faceae)に 限 られ3)、 また グ ル ス 目

Rhodymenialesの 中 のRhodymeniepalmateにsterolAとBが 極 微 量 に含 有 して い る に過 ぎ な

い4)5)・こ れ らのsterolに つ い て は 、desmosterolか ら光 酸 化 反 応 あ るい は類 似 の 方 法 で 生 合

成 さ れ たの もと考 え られ て い る5)。 一 方 、 本 研 究 の ク ダ ウ ミヒ ドラか らは、 か な りの 量 の

sterolAとBが 単 離 され て お り、今 後desmosterolの 検 索 をす る必 要 が あ る 。
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