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新規細胞機能調節物質の化学構造と生物活性

学位論文内容の要旨

  免疫抑制剤は、臓器移植における拒絶反応の抑制、過剰な免疫反応が誘導きれ発症するアレルギー

疾患および自己免疫疾患等の治療に有効である。現在、cyclospo血AおよびFK．506が臓器移植時の

拒絶反応抑制等の治療に繭床応用されているものの、より有効性および安全性が高く、既存の免疫抑

制剤と作用機序の具なる薬剤の開発が望まれている。

  本研究では、マイトジェン刺激リンパ球幼若化反応とKB細胞（ヒト口腔がん由来）増殖阻害活性

の感受性の相違を指標として、徼生物を起源に、新規免疫抑制物質を探索することを目的とした。

1，新規免疫抑制物質SNF4435およびD

  放線菌SNF4435株の培養液が新規免疫抑制物質を生産していることを見出し、その分類掌的諸性

質を明らかにした結果、SNF4435株はStreptomyces speatabilisと同定された。本菌株の培養液から

各種精製法により2種の化合物、SNF4435CおよびDが単離された。鰤．4435CおよびDは、各種

スペクトルデータの解析からいずれもC28H31N06の分子式を有し、既存の免疫抑制物質とは異なる互

いにジアステレオマーな新規nitarophenyl pyrone化合物であることが明らかとをった（ng’1）。

SNF4435CおよびDは、各種がん細胞およびラット正常肝細胞の増殖を阻害しない濃度においてマイ

トジェン刺激リンパ球幼若f匕．反応を抑制した。興味深いことに、concanavalinA(Con A)刺激より

もlipopalysaccharide (LPS)刺激のりンパ球幼若化反応を抑制し、T細胞よりB細胞に対して強く

作用した。両化合物はマウス混合リンパ球反応(M工lmixedlymphocytereactiion）において

泣terlelユbか2（IL．2）の産生をほとんど抑制せず、また凡．2の有無に関わらず同等の抑制活性を有し

ており、それらの挙動はFK‐506と明らかに異なっていた。SN恥435CとDの免疫抑制活性を比較す

ると、マイトジェン刺激リンバ球幼若化反応およびMLRのいずれにおいてもSNFJ蝋35Dの方がC

より強い抑制作用を有し、両化合物の立体化学の相違が免疫抑讎作用に影響を与えているものと推定

された。比較的物量確保が容易であったSNF4435Cについてねガmの免疫抑制作用を調ぺた。

SNF4435Cはマウス遅延型過敏症モデルに対して用量依存的に足浮腫を阻害するのみならず、ラット

皮膚移植試験においても移植片の生着を延長し、血ガ冊においても免疫抑制作用が認められた。

  ー方、SNF4435CおよぴDはいずれも多剤耐性がん細胞の耐性克服作用が認められた。両化合物は

薬剤排出ポンプとして機能するP塘蛋白質を発現している多剤耐性細胞ADユoのv泣cd緬ne（VCR冫

の細胞内蓄積量を濃度依存的に増加させたことから、P糖蛋白質を阻害することで耐性克服効果を示

すことが推察された。両化合物のVCR蓄積作用はv缸apamn、cydDspo血AおよぴFK．506よりも

優れていた。＄ヾF4435CおよびDは血ガ加において多剤耐性克服作用がほば同じであったことから、

より免疫抑制作用の弱い母ば4435Cについて多剤耐性マウス自血病P388朋CRに対する血ガ閉抗が

ん効果を調べた。その結果、VCR（O．2m雛g）にSNF制35Cを5および10m雛ぢ併用投与するこ

と で 延 命 効 果 が認 め ら れ、 本 化合 物 の 血ガ 珊 多 剤耐 性 克服 作 用 が確 認 され た 。
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2.新規免疫抑制物質SW-163AおよぴB

  放線菌SNA15896株の培養液が新規免疫抑制物質を生産していることを見出し、その分類学的諸性

質を明らかにした結果、SNA15896株はStreptorny'ces属であると判断された。本菌株をジャー培養

し、得られた培養液から各種精製操作により2種類の活性物質SW-163AおよびBを単離した。各種

スベクトルデータを解析した結果、SW-163AおよびBの分子式はそれぞれC34II4ZN2012および

（；3ぶ桝20ユ2であり、4分子のhyむo】cyca血巛y恤acidおよび1分子の也弛伽ineから成る大環状エ

ステル構造を有する新規化合物であることが判明した（n醫、1）。師p163AおよびBはいずれもマイ

トジェン刺激リンパ球幼若反応およびMLRを濃度依存的に阻害し、その阻害活性はほば同等であっ

た。また、両化合物はC0nAおよぴu）Sいずれで刺激したマウスリンパ球幼若化反応をほぽ同じ濃

度で抑制し、活性化リンパ球にも強く作用したことからFK．506とは異なる作用機序によルリンパ球

の活性化を抑制している可能性が示唆された。

3．新規抗がん物質SW-163CおよぴE

  免疫抑制物質SW-163AおよびBを生産する放線菌Streptarnyces sp. SNA15896株の培養液中にり

ンパ球よりもKB細胞の増殖を強く抑制する化合物の存在が見出された。SNAla896株の培養液から

各種精製法によりSW-163CおよびEが単離された。SW-163CおよびEの分子式はそれぞれ

C62H60N100,4S2およびC61H．S4N10014S2であり、両化合物はいずれもUVスペクトルから分子内に

3-hydrOY" uinaldic acidの存在が示唆された。各種NMRスペクトルデータの解析からSW-163Cお

よびEはクロモフオアとして3-hydroxyquinaldic acidを有するオクタデプシペプチドであることが

判明した(Fig.1）。両化合物の構造的相違点はSW-163Cが分子内架橋としてジスルフィド架橋を有

するのに対してSW-163Eはチオアセタール架橋を有している点のみであった。SW-163CおよびE

はいずれも強い細胞障害活性を有し、そのICso値はそれぞれ17～140 nMおよび0，2～1．6nMであり、

SW．163Eの方がCに比較して約100倍強い活性を示した。また、両化合物はともに丑L‐60細胞に対

してアポトーシス誘導活性を有しており、アポトーシス小体およぴDNAラダーが確認された。さら

にフローサイトメーターでSWー163CおよぴEを作用させHLー60細胞の細胞周期を解析した結果、両

化合物はいずれもGl期で細胞周期を停止させていた。SW‾163CおよびEは総合がん・制がん剤スク

リーニング委員会（財団法人癌研究会）の細胞パネルスクリーニングにおいて既存の抗がん剤とは異

なる作用機序で細胞障害性を示していることが推察され、あガm抗がん試験においてマウス自血病細

胞P388およびマウス黒色腫B16のみならず多剤耐性がん細胞P388WCRにも有効性が確認された。

  多くの疾患は特定の組織の細胞機能が異常に抑制またfま亢進されることにより生降内のバランスを

崩してしまうことで引き起こされる。ニのバランスを崩した細胞機能を特異的に調節することができ

るならぱ、その多くは治癒されるものと考えられる。本研究において見出された化合物は、その特異

的細胞機能抑制作用により医薬品のシードとして有望であるばかりでなく、細胞生物学の研究ツール

としても有益と考えられる。

― 279ー



撃
撃

ユ
二

(I
aゝ

op 田
毒

囂
零

す
ギ

0 2 N

薄 雪 I

缶 か  0 2 N 『 ， 駢

    塗 F 4 4 3 0   s ： 盡 3 5 ロ

    ー

韃

。 H C エ N

    $ W - 1 6 3 C

1 ． S t r u c t u r e s  c f  S N F 4 4 3 5 C ， S N 1 】 4 4 3 5 D ． め ， 魯 ． 1 6 3 A

2 8 0

 S W - 1 6 3 E

S W - 1 6 3 B ,  S W - 1 6 3 C ,  a n d  S W - 1 6 3 E .



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

新規細胞機能調節物質の化学構造と生物活性

  免疫制御剤は、臓器移植における拒絶反応の抑制、過剰な免疫反応が誘導され発
症するアレルギー疾患および自己免疫疾患等の治療に有効である。現在、cyclosporinA
およびFK-506が臓器移植時の拒絶反応抑制等の治療に臨床応用されているものの、

より有効性および安全性が高く、既存の免疫抑制剤と作用機序の異なる薬剤の開発
が望まれている。
  本研究では、マイトジェン刺激リンパ球幼若化反応とKB細胞（ヒト口腔がん由
来）増殖阻害活性の感受性の相違を指標として、微生物を起源に、新規免疫抑制物
質を探索することを目的としている。

1．新規免疫抑制物質Sm．4435およびD
  放線菌Streptomyuces spectabitis SNF4435株の培養液が新規免疫抑制物質を生産してい
ることを見出し、その菌株の培養液から各種精製法により2種の化合物、SNF4435C

およびDを単離した。SNF4435CおよびDは、いずれもCUH31N06の分子式を有し、
既存の免疫抑制物質とは異なる互いにジアステレオマーな新規ni缸）ph伽ylpyro賦化
合物であることが明らかとなった。（F砲．1）騒ぼ4435CおよびDはH（－506とは異なり
CbnA刺激よりもLPs刺激のりンバ球幼若化反応を抑制し、T細胞よりB細胞に対
して強く作用した。SM、4435CとDの免疫抑制活性を比較すると、マイトジェン刺激
リンパ球幼若化反応においてSMM435Dの方がCより強い抑制作用を有し、両化合
物の立体化学の相違が免疫抑制作用に影響を与えているものと推定された。SMM35C

について、ラット皮膚移植試験を行った。結果、移植片の生着が延長され、本化合
物は加加においても免疫制御作用が認められた。
  一方、SNF4435CおよびDはいずれも加傭mにおいてP糖蛋白質を発現している
多剤耐性細胞AD10の湎虻応血（aR）の細胞内蓄積量を濃度依存的に増加させたこと
から、P糖蛋白質を阻害することで耐性克服効果を示すことが推察された。さらに
騒m4435Cは訊、加多剤耐性克服作用も確認された。

21新規免疫抑制物質SW-163AおよびB

  放線菌Streptomyces SNA15896株の培養液が新規免疫抑制物質を生産していることを
見出し、その培養液から各種精製操作により2種類の活性物質SW-163AおよびBを

単離した。各種スペクトルデータを解析した結果、SW-163AおよびBの分子式はそ

れぞれC"H4zNzOuおよびC33H40Nz012であり、環状エステル構造を有する新規化合物
であることが判明した(Fig.l)。SW-163AおよびBはいずれもマイトジェン刺激リンパ
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球幼若反応およびMLRを濃度依存的に阻害し、その阻害活性はほぽ同等であった。

また、両化合物はFK-506とは異なりConAおよびLPSいずれかで刺激したマウスリ

ンパ球幼若化反応をほぼ同じ濃度で抑制した。

3．新規抗がん物質SW-163CおよびE

  免疫抑制物質SW-163AおよびBを生産する放線菌Streptomyces sp. SNA15896株の培
養液中にりンパ球よりもKB細胞の増殖を強く制御する化合物の存在が見出され、そ
の培養液から各種精製法によりSwI163CおよびEが単離された。swI163CおよびE

の分子式はそれぞれC露H60Nl00｜轟およびcS4H6バloOエ贔であり、クロモフォアとして
鉗lydmxyquinmdicaddを有するオクタデプシペプチドであることが判明した田g．1）。
両化合物の構造的相違点はSW．163Cが分子内架橋としてジスルフィド架橋を有する
のに対してsw1163Eはチオアセ夕一ル架橋を有している点のみであった。SW‐163C
およびEはいずれも強い細胞障害活性を有し、SW．163Eの方がCに比較して約100

倍強い活性を示した。また、両化合物はともにmイO細胞に対してアポトーシス誘
導活性を有しており、フローサイトメー夕一でS細胞周期を解析した結果、両化合
物はいずれもGl期で細胞周期を停止させていた。血伽抗がん試験においてマウス
自血病細胞P3髄およびマウス黒色腫B16のみならず多剤耐性がん細胞P388wくRに
も有効性が確認された。

OっN

OHCHN

SNF4435C                SNF4435D

                                                                                                      SW-163P: R=C2H5

                                                                                                                  SW-163B: R=CH3

    l  ｜

‥講

蠻

。

                    SW-163C                              SW-163E

Fig.  1.    StmcUues of SNF443sc, SNF4435D, SW 163A, SW-163B, SW-163C, and SW-163E.

本研究において見出された化合物は、その特異的細胞機能抑制作用により医薬品

のシードとして有望であるばかりでなく、細胞生物学の研究ツールとしても有益

と考えられる。

  よって審査員一同は、高橋公咲が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を

有するものと認めた。
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