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Studies on linear peptides from the freshwater

cyanobacteria of genus Anabaena
（淡水産ラン藻Anabaena属の直鎖ペプチドに関する研究）

学位論文内容の要旨

          Cyanobacteria grow vigorously during algal blooms, release toxins and cause problems in
eutrophication of lakes, reservoirs and rivers. These cyanobacteria supply a large number of

peptides. Some of these peptides are linear and have protease inhibitory activities.
Cyanobacterial extracts in the laboratory were explored, and several extracts exhibited promising
protease inhibitory activities. The Anabaena species and its thrombin, cathepsin B and dipeptidyl
peptidase IV (DPPIV), and trypsin inhibitory activities were focused as the subject of the study.

       The main objective of this study is to isolate and elucidate linear peptides with protease
inhibitory activities from the cyanobacteria of genus Anabaena. The Anabaena are found in algal

blooms, together with other cyanobacteria, and caused eutrophication of freshwater
environments. The Anabaena, which are considered as wastes during algal blooms were utilized
for research and medical purposes by exploring its protease inhibitory activities.

            Two strains of Anabaena, A.  compacta (NIES-835) and A. heterospora (NIES-1697) were
found to be active from screening in the laboratory for thrombin and DPP IV inhibitory assays,
respectively. These two species of Anabaena were worked out and pursued for isolation and
structure elucidation of protease inhibitors. Also, previous screening  done by Shirato in the
laboratory for over 20 extracts of cyanobacteria for thrombin inhibitory assay showed   extracts
from A. compacta (NIES-835) gave positive result in thrombin assay and was pursued for
isolation.

        Cultures optimization of the active compounds from A.    compacta was done   for 36 days.
The yield, thrombin inhibitory assay, and concentration of active compounds with m/z 613 were

monitored every 3 days by LC-MS. The maximum yield with m/z 613-containing compounds
with consistent % inhibition   is at its best to harvest on 27-30 days.

        Bioassay-guided investigation of the A. compacta extracts afforded linear peptides spumigin
J and the known thrombin inhibitory spumigin A. The relative configuration of spumigin J was

analyzed by advanced Marfey's methodology. Spumigin J inhibited thrombin with ECso of 4.9
uM. The isolated spumigins J and A inhibit cathepsin B with ECs0 0.7 and 0.2 UM, respectively.
Spumigins J and A were subjected to thrombin docking study using MM-GBSA methodology.
The MM-GBSA predicted spumigin with 2S-4-methylproline as the better thrombin inhibitor.
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学 位 論 文 題 名

Studies on linear peptides from the freshwater

    cyanobacteria of genus Anabaena

    （淡水産ラン藻Anabaena属の直鎖ベプチドに関する研究）

  シアノパクテリアは、富栄養化した湖沼・ダムなどで異常発生し、種によっては有毒物質

を生産したり、異臭を発生したりするので、公衆衛生上あるしゝは景観上の問題となる。また、

有毒物質以外にも、プロテアーゼ阻害物質などのべプチドを生産することで知られる。プ口

テアーゼ阻書物質がシアノバクテリアを分解する細菌に対して機能を有していることが示唆

されており、生態における役割も興味深い。また、プ口テアーゼ阻害物質は医薬品への応用

も期待されるので、有害とされる生物の有効利用という観点からも興味深い。

  申請者は、糖尿病の治療薬として有望視されているジベブチジルベプチダーゼ4阻害活性

を指標に、多数のシアノバクテリア、大型海藻、海洋無脊椎動物の抽出物に対してスクリー

ニングを実施したところ、Anabaena属の数種シアノバクテリアに顕著な阻害活性を発見し

た。また、既に知られているAnabaena属のシアノパクテリアのト口ンビン阻害活性も、そ

の活性本体が明らかになっていないことに着目した。Anabaena属のシアノパクテリアは、

アナトキシンなどの有毒物質を生産することで古くから知られているし、最近ではシデ口フ

ォアを生産することが報告されている。わずかであるが、プ口テアーゼ阻害物質の報告もあ

る。これらから判断すると、2次代謝産物が豊富であることが期待されるものの比較的研究

が進んでいない属である。このことから、´知aぬ伽a属シアノバクテリアのプロテアーゼ阻

害物質を探索することとした。

  トロンピン阻害活性を示した4ぬaぬe硼仞田朋砌（NIES835）からは、活性物質として2

種の化合物が得られた。しかしながら、2種とも相互変換するコンフオマーの存在のために

複雑なNMRシグナルを示し、かつ単離後に再度分析すると複数のピークが現れることで異

性化が行っていることが示唆されるなど、構造解析が困難であることが予想された。より活

性の高しゝ化合物は既知のspumig泣Aであると判明したが、文献にはNMRのデ一夕がなかっ

たり、立体が決定されていない部分があるなどの問題が残っていた。そこで、新規spun迎in

Jと共に立体配置も含めて決定した。特に、4．MePro残基については、可能な4種の異性体

を合成して、立体配置を決定した。この種の化合物で完全にNMRを帰属したのは初めての
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こ と であ る。さらに 、ドッキングスタディを行い 、4-MePYoの可能な異陸体の うち2Sf4;であ

るこ とが活性に重要であること を明らかにした。

  次 に、 ジベ プチ ジル ベ プチ ダー ゼ4阻害 活性 を示 し たA heterospora (NIES-1697)から活

性 物 質の 単離 を試 みた 。 また 、2種類の化合物を 単離することに成功したが 、残念ながらジ

ベ プ チジ ルベ プチ ダー ゼ 4阻害 活 性を示さなかっ た。その代わり、顕著なト リプシン阻害活

性 を 示し た。これら の構造決定も、spumigin類と 同様に異性化が起きたため に、困難を極め

た 。 しか しな がら 、申 請 者の 丹念 な異 性化 反 応の 経時 的追 跡 とNMRデー タ の解 析に より、

Hpla、Phe、Glyと Ileある いは Leuをも つ直 鎖 のべ プチ ドで あることが判明 した。立体化学

をMarfey法およびキラ)l/HPI」Cにより決定し、Ileおよびq亅eu残基の音B分で異性化が起きてい

るこ とを明らかにした。

  以 上の ように、申 請者は、異性化により困難と なった構造決定を見事にや り遂ばspumig血

類 に つい ては酵素と の結合様式も明らかにした。 また、発表でも、異性化に より複雑となっ

てい る状況をわかりやすく説明 することができた。

  こ れら の結果は、 シアノバクテリアの化学的多 様性をさらに明らかにした ものであり、酵

素 と の相 互作用も明 らかにすることで、生物活性 ベプチドの応用の実現にも 重要な知見を与

えた ものである。

  審 査委 員一同は， これらの成果を高く評価し， また研究者として誠実かつ 熱心であり，大

学 院 博士 課程におけ る研鑽や修得単位などもあわ せ，申請者が博士（環境科 学）の学位を受

ける のに充分な資格を有するも のと判定した。
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