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論 文 内 容 の 要 旨

本 研究 は,天 然 クマ リン類の β一セ クレ ター セ(BACEl)阻 害活性お よびがん発生抑 制を有す る認 知機能改 善

に関す る検 討 を中心 に。以 下の三章か らなる研 究を行 った、 第一章 では46種 の 天然 クマ リン類のBACEi阻

害活性 とその構造活性 相関に ついて検討 して いろ.第 二章 では46種 の天然 クマ リン類の抗遺伝 毒性評価 と

1掩婁伝毒性機 構につ いて行っ てい る.第 一乳章にお いて天然 クマ リン類 を微生物 αoη卍8一副 如 αη8ぬ 融 を用い

1た微生物 変換に よる有 用物質の 産出
,変 換反応 の特異性お よび変換生成 物のBACEI阻 害活性 と抗遺 伝毒性 に

ついて検討 した.

第 一 章 天 然 クマ リン類 の探 索 と β・セ ク レ ターゼ(BACE1)阻 害活 性

本 章では,46種 の 天然 クマ リン類(11種 の単

純 クマ リン6-16,28種 のフラ ノクマ リン1-5,

17-39,7種 の ピラ ノクマ リン類40-46)の

BACEI阻 害 活 性 に つ い て 検 討 し た 。

そ の 結 果,4種 の フ ラ ノ ク マ リ ン

娩tgamo由n(21).8-ge㎜ylox"soralen(26).

5-ger田1yloxy-8・me　hoxy-psor出en(33),お よ び0
2126

8-geπmyloxy-5-methox》psoralen(35)が 特 に強 し、

BACE1阻 害活性値 を示 し(Fig.D,ICJ直 はそ

れ ぞれ32.2,99.204お よび1L1鉢Mと 決 定 し

た。 また.こ れ らσ)化合物 の阻害形 式 をDixon

plα 法 を用 いて 検討 を した,結 果,化 合物26.

33お よび35に おい て非競争阻 害、一一方,化 合

物21で は競争 阻害 である と解 明 して いる,構

造 活 性 相 関 に っ い て は.各 ク マ リ ン0
0CH3

骨 格 に お い て ゲ ラ ニ ル オ キ シ3336

(㏄H2CH=C(CH、)CH2CHユCH=C(CH3)2)お よ びFl
g.1.Chemlcalstructuresofcompounds2¶,26,33,and36.

ブ レニ ル オキ シ基(㏄H2CH=C(CH3)2)の 置換

基が最 もBACE1阻 害活性 に寄与 してい るこ と

を明 らか に した.

第 二章 天 然 クマ リン類の 抗 遺伝 毒 性 評価

本章で は,天 然 クマ リン類の抗 遺伝毒性 につ いて評価 した.フ ラ ノクマ リン1.5の μ'η〃 テ ス トにおけ る

SOS誘 導抑 制活 陸を言'1価し,化 合物1-5は 変異原 物質(AF-2.MNNG)に 対 して は抑 制効果 を示 さなか っ

た。 しか し,ラ ソ ト肝臓 の酸化酵素群 であ るcyt㏄hromeP450(CYP)を 含 むS9㎡x(ratSgmix)に よって代謝

活性 化 され変 異原性 を示す 前変異原物 質(PBTA-4,MeIQ)に 対 して特 に化合物1-4が 強い抑制効 果を



示 した。過 去にPBTA-4はCYPlA1の 分子種が,MeIQに つ いてはCYPlA2の 分子種 が代 謝活性化 に関与

してい るこ とが報告 され てい ることか ら.ラ ッ トお よび ヒ トのCYPIA1とCYPlA2(バ キ ュロ ウイル ス発

現系)を 用いた代 謝 青性化に 対す るSOS誘 導抑制 ついて も検討 した結果,化 合物1-4は それぞれ に対 し

て強い抑制効果 を示 した。また,化 合物1-5のP450分 子 種(CYPlA1,CYPlA2)に 刻す る阻害活性値 を検

討す るた め7・ethoxyresor面n-Odeethylase(EROD)試 験 を行 った。化 合物1-5は 強い阻害活性 を示 し.そ の

IC釦値は023～20.64μMの 濃度 範囲であ った、 これ らのこ とか ら化合物1-5の 前変異原物 質(PBTA-4,

MelQ)に 対す る抑制効 果はP450酵 素 によ る代謝活性 化 を阻害 する ことに起因す ることが明 らか になった.

ヒ トCYPlA2(大 腸菌発現系)を 代謝活性 化に用い たMelQに 対 する クマ リン化合物1-46のSOS誘

導抑制効果 ならび構 造活性相関 を検討 した。 化合物26、34.お よび35は 特 に強い抑制 効果 を示 し,IC鮒値 は

それぞれ0057,0D82お よび0091μMと 強い抑制効 果を示 した.ま た,化 合物6,17,40のIC4直 を比較す

る ことに よりフランお よび ヒラン環(特 にフ ラン環)が 抑 制効果 に寄 与してい るこ とが示唆 され る。 さらに,

フ ラノクマ リン類 にお いては8位 にゲラニ ルオキ シも しくは ブ レニルオ キシ基の付 加がSOS誘 導抑制効

果に大 きく関与 している ことが解 った勺

ヒ トCYP】A2(大 腸菌発現系)に 対す る化 合物1-46の 阻害活性値 を検 討す ろためEROD試 験 を行 った、

結果,SOS誘 導抑制 効果を示 した クマ リン類はEROD試 験にお いて も強い阻害 活性 値 を示 し,MelQに 対す

るクマ リン類 のSOS誘 導抑制効果 発現 には,CYPlA2の 阻害が深 く関 与 してい る ことが明 らか になった.

第三 章 天 然 クマ リン類 の微 生 物変 換

本 章で は,天 然 クマ リン類 か ら さ らな る有 用 物 質の 産 出 を 目的 と し,生 体 触 媒 と して 植 物 寄 生 菌

Glo〃群α伽dηg犀伽 αを用いた微生物変換 につい て検討 した。

BACE1阻 害活性 とSOS誘 導抑 制効果の両者 に対 して活性 を示 したlsoimperatorin(1)お よびimperatonn

(2)のG.d'18〃010に よる微 生物 変換を行っ た。その結果,1お よび2は それ ぞれ単一の化 合物へ と変換 され

た。 変換 物の構造は各 種 スヘ ク トルデ ー タを解 析す ることに より,化 合物1の 変換物 は α昼 不飽和 ラク ト

ン環の還 元が進行 した6フ ーfurano-5-P額enyloxyhydr㏄oumarlcacid(1・1)と 決定 した。 一方,化 合物3の 変換物

はエーテ ルの開裂が進行 したxanthotoxol(22)で ある と決定 した。

次 に,bergapten(19),xan血oめxin(23)のG.c〃18〃 α∫oに よる変換につい て検 討 した。 化合物19お よび23

の変換 では1と 同様に α各 不飽和 ラク トン環の還元が進石 した194と2ふ1を それ ぞれ 得た.、さらに23

の変換 でのみ脱 メチル化が進行 した22与 えた。脱 アルキル化が基 質特異的に反応す る ことが示 された。

続い て.5位 お よび8位 にメ トキシ基を有す るi3Dplmpinellin(31)を 基 質 として用 いた変換につ いて検討

を行 った。 化合物31の 変換 にお いて単一の変換物 を確認 し,そ の構 造を α昼 不飽和 ラク トン環の還 元が進

行 した31・1と 決定 した。今回 の変換 においては8位 の脱 メチル化 反応 は進行 しなかった ことよ り.8位 の

脱 アルキル化には5位 のアル コキシ基の存在 が関 与 してい ることが解った。

さらに・フランおよび ビラン環の微生物変 換に対す る影響 を検討す るために,coumarin(6),psor説n(17)お

よぴxan山yletin(40)のG.dη81`10roに よる変換にっ いて行 ・)た.、3種 の基質において いず れ も α£一不飽和

ラク トン環の還 元が進 行 した6-1,17・1お よび40・1を ノk成す るこ とが解 った。 さらに,基 質17お よび40

では それ ぞれの変換 生成 物17・1.40・1の カル ボキシル基が アルコールへ と還 元が進行 した変 換物17・2,40-2

も生成す るが明 らかとなった.こ の顧の変換 において フランお よび ピラン環 の存在は カルボキシルか らアル

コール への還元 を促進 し,一 方,5位 お よび8位 の アノレコキ シ基の 存在 は この還 元を阻害す ろことも解った

得 られ た変換1L成 物(Fig.2)のBAcE1阻 害活性 お よび ヒ トcYPIA2(大 腸菌発現 系)を 用いた前変 異原

物質MelQに 対す ろSOS誘 導抑制 活性 に ついて検討 した.BACEI阻 害活性 にお いて α3一不飽 和 ラク ト

ン環の還 元が進行 して得 られた 変換 物お

よび 基質 の阻害活性 値 において は大きなo

差はみられなかったが,カ ・レボキシル基

をメチルエステル体に誘導した変換物メ

チル化体においては基質 と比較 して強い

阻害活性 を有することを見出した,、また.

SOS誘 導抑制活性については基質と比

較して変換物の抑制効果が著しく減少し

てしまったが.変 換物メチル化体では基

質とほぼ同等の抑制効果がみられるもの

もあった。 このことは.生 体触媒を用い

た有用物質・有用 リー ド化合物生産の可

能性を示唆するものであるといえる.
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以上,本論 文において.46種 の天然クマリン化合物を用いた β一セ クレターゼ(BACED阻 害油1生と抗遺伝毒

性(SOS誘 導抑制活性)を 評価し,その構造活性相関を明らかにした。 これらの化合物は様 な々置換墓が活

性の発現の要因になっており.その作用機序 も各物質によってそれぞれ特異的であるといえる。 この 其うな

BACEl阻 害活性物質や抗遺伝毒性活性物質を身近な植物からみいだすことは.多様な機構によ・)て引き起

こされる認知症に女1して,有効な化学的予防 改善の一一戦略になると考えられる。 また,微 生物変換では.基

質特異的および位置選択的に変換が進行するとともに,変換生成物がより強い生理活性 を示すことより,生

体触媒における新規有用物質生産のμf能性を明らかにしたっ

本論文の結果は,天 然クマ リン類の用途開発において,認 知症およびがんr防 の分野に新たな指剣を示す

とともに,生 体触媒を用いた物質変換法において工業的に大いに発展が期待される、

一31一



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

本論 文では.大 然 クマ リン類 の生瑚 活性(β 一セ クレターゼ(BACE1)阻 害活性お よびがん発 生抑制に)と 生物

変換につ いて検討 し.以 下の三章か らな る研究 を行ってい る。第 一章では46種 の天然 クマ リン類のBACE1

阻害活性 とその構造活性相 関について,第 章 では46種 の 天然 クマ リン類 の抗 遺伝毒性評 価 と抗遺伝 毒性

機 構につ いて.第 三章にお いて 天然 クマ リン類 を微 生物Glo'η8r2〃odπ8μ1α'oを 用 いた微生物 変換に よる有

用物質の産 出,変 換反応 の特異性お よび変換生成物 のBACEI阻 害活性 と抗遺伝 毒性 について検討 し.そ の成

果 について述べて いる、,

第 一章では,46種 の天然 クマ リン類(11種 の単純 クマ ソン6-16,28種 の フラ ノクマ リン1-5.17-39,7

種 の ヒラ ノクマ リン類40-46)のBACE1阻 害

活性 について検討 し.そ の結果,4種 の フラ ノク

マ リンbetgamotdn(21) ,8-geranyloxy-psoralcn(26),

5-geranyloxy-8-mc血oxy-psoralen(33)。 お よ び

8-geranyloxy-5-nlcthoxy-psoralen(35)カ ミ特{こ弓重三し、

BACE】 阻害活性f直を示す こ とを明 らか に してい

る(Flg.1)。 また,こ れ らの化合物 の阻害形式 をO

Dixonplot法 を用い て検 討を し,化 合物26,332126

お よひ35に おい て非 競 争阻害.一 方.化 合物

21で は競 争阻害で ある と解明 していろ、、構造活OCH3

0

(㏄H2CH=C(C恥CH2CH2CH=C(CHI)2)お よび ブ

レニルオ キシ基(㏄H2CH=C(CH
、)2)の置換 基が

最 もBACE1阻 害 活性 に 寄与 している ことを明0

らか に している。OCH3

3336第
_章 では,天 然 クマ リン類の抗遺伝 毒性 に

ついて論述 してい る。 フラノクマ リン1-5のFl
g.1.Chemicalstructuresofcompounds21,26,33,and36,

`〃躍 テス トにおけ るSOS誘 導抑 制活性 を評

価 し,化 合物1-5は 変異原物質(AF-2.MNNG)に 対 しては抑 制効果 を示 さず,ラ ッ ト肝臓 の酸化酵 素群で

あるc》碇㏄hromeP450(CYP)を 含むSgmlx(ratSgmix)に よって代謝活性 化 され変異原性 を示す前 変異原物質

(PBTA-4,MelQ)に 対 して特 に化合物1-4が 強い抑制効 果を示 した ことか らPBコ阻一4お よびMelQに 対す る

抗遺伝 毒性につ いて詳細 に検討 していろ。 その結果 化 合物1-4は それぞれ に対 して強い抑 制効果 を示 し,

また,化 合物L5のP450分r種(CYPIA1,CYPlA2)に 対ナ る阻害活性値 を7モthoxy肥sorufirト0-d㏄thylase

(EROD)試 験 で評価 した結 果.化 今物1-5は 強い阻害活性 を示 したこ とか ら化合物1.5の 前変 異原物質

一32一

(PBTA-4,Mel⑦ に対す る抑 制効果はP450酵 素に よる代謝 舌1生化 を阻害 す ることに起因す るこ とを明 らか

に してい る。また,ヒ トCYPIA2(大 腸菌発 現系)を 代謝 舌性化に用い たMeiQに 対す る クマ リン化 合物1-

46のSOS誘 導抑制効果 な らび構造活 性相関 を検討 し,化 合物26,34,お よび35は 特に強 い抑 制効果 を示

し,さ らに化合物6,17,40の 活性 値 を比較 する ことによ りフラ ンお よび ピラン環(特 に フラン環)が 抑制効

果 に寄与 してい るこ とを明 らかにす る とともに,フ ラ ノクマ リン類 にお いては8位 に ゲラニル オキシ もし

くはプ レニル オキシ基の付加 がSOS誘 導抑制 効果に大 きく関与 してい るこ とを明 らかに してい る。

第 三 章で は,天 然 クマ リン類 か ら さ らな る有用 物質 の 産 出 を 目的 と し,生 体触 媒 と して植 物 寄 生菌

Gめ 膨 雇 如dη8ぬ 砂 を用 いた微生物変換 にっいて検討 してい る。8種 の基質isoimperaロ ⊃hn(1),imperatodn(2),

ooumahn(6),psoralen(17),bergapten(19),xandlotoxin(23)お よびxanthyiedn(40)に つ いて生体触媒 と してG.

dη8砒 吻 を用いた生物変換 につい て検討 し,6種 の新規誘 導体の産出 に成 功 してい る。また,σ.dπ8μ伽α の ク

マ リン類の代謝傾 向について も明 らかに している。 さらに,得 られた変換 生成 物のBACE1阻 害活性 お よび

ヒ トCYPIA2(大 腸菌発 現系)を 用いた前 変異原物 質MelQに 対す るSOS誘 導抑制活 性につ いて検討 し,

評価す るこ とで生体触媒 を用いた有用物 質 有用 リー ド化合物生産 の可能性 を示唆す る結果 も論述 してい る。

これ らの研究内容は学術誌 飢y∫Of加汽R8∫.,別αフ㎎,M8己C加 〃2.,ノ,A8rごc.Fα)4C加 〃2.および7を 〃α舵dハoπで公

表 され てお り,学 位 論文 として 高く評価 され る。

以上,本 論文で述べられた知見は,多数の独創性 と優れた結果を含み,学 術的にも工業的にも価値があり,

博士(工 学)論 文として値するものと認めた。


