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第一部 病原性微生物が産出する新規環状ポリペプチド M10709 に関する研究 
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第一章 序論 

天然からの新規活性化合物の探索対象は、森林・海洋等、様々な生態系に及び天然物

化学を発展させてきた 1)が、病原性微生物の代謝物を対象にした研究はあまり盛んに行

われていない．病原微生物は生育の際、他の生物と競合することが多く、また一般の微

生物とは異なった特有の代謝経路を持ちうることから新たな天然資源として期待され

る．実際、共同研究者の三上らは、これまでに病原菌 Nocardia brasiliensis の産出する

新規化合物として、免疫抑制作用を持つ  brasilicaldin A2) や抗菌作用を持つ 

brasiliquinones3), Nocardia transvalensis か ら 抗 菌 作 用 を 持 つ  transvalencin Z4), 

Asterobactin5) を単離・同定し、報告している． 
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今回我々は、胃癌の患者から単離・培養した Streptomyces sp. IFM10709 の菌株から

新規化合物の探索を試みた．Streptomyces 属は、ヒト病原菌の Nocardia, Actinomyces, 

Dermatophilus, Mycobacterium と同じ放線菌であるものの、感染による人への影響は免疫

不全の患者を除き、創傷合併症、膿瘍形成、菌腫等に限られると考えられてきた．しか

しながら、近年、Streptomyces 属が健全なヒトにおける肺炎の原因となっていた症例が

報告されておりヒト病原菌になりえることが分かってきた 6)．1940 年頃から

Streptomyces 属を対象とした新規活性化合物の探索が行われ、その結果多くの化合物が

単離されており、例えば -lactams (Olivanic acids7)
, C-19393s8)), amino glycosides 

(streptomycin9), bialaphos10), kanamycin11)), polyketides (tautomycin12), kendomycin13), 

avermectin14)), cyclic peptides (YM-21639115), zelkovamycin16), RP-711617)) 等が報告されて
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いる． しかしながら、Streptomyces 属における種の数は 500 を超え、幅広く土壌・海

洋等幅広く生息し、様々な代謝経路を持ち、また生体変化をすることから多様性に富ん

でおり、既存の化合物とは異なった未だ知られていない代謝物を産出することが考えら

れる．今回我々は、現在までに病原性微生物として確認はされていないものの、胃がん

患者の胃から単離された経緯のある Streptomyces sp. IFM 10709 の生産する化合物とし

て新規環状ポリペプチド M10709 を単離・構造決定し、その抗菌活性試験を行った． 
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第二章 実験方法 

 菌について 

現在の放線菌の定義は 16S rRNA 遺伝子の塩基配列による分子系統学に基づいている
18). そこで、 Streptomyces sp. IFM10709 の 16S rRNA における 遺伝子配列の解読をし

たところ、S. rectiverticillatus, S. aureoversilis と それぞれ 99.85% の相同性を示し、S. 

rectiverticillatus, S. aureoversilis と近縁種であることが判明した． 

 

 菌の培養 

Streptomyces sp. IFM10709 を BHI agar (Difco, Detroit, 2％ glucose 含有) に添加し、回

転式振とう培養機 （250rpm） にて 96 時間培養した。その後、他の容器に分注し、新

たな培地（meat extract 0.5 %、peptone 0.5％、glucose 1.0 %、starch 1.0 %、antifoam 0.005%、）

を加え pH 7.4 に戻した後、回転式振とう培養機にて 6 日間培養した. 培養後、培養液

をろ過し、 MeOH を用いて菌株から成分を抽出し、 そのろ液とあわせて濃縮し、粗

抽出物を得た． 

 

 

 抗菌活性試験 

検体の最小生育阻害濃度 (MIC) は、Microbroth dilution 法 19)により、決定した．細菌

には BHI 培地を用い、糸状菌には Sabouraud dextose 培地 (Difco, Detroit) を用いた． 

 

 活性成分の単離について 

Streptomyces sp. IFM107090 の MeOH 抽出物を H2O-AcOEt (1 : 3) で液液抽出し、得ら

れた AcOEt 抽出物を H2O-MeCN (1 : 1) に縣濁した．縣濁液を遠心分離 (3000 rpm, 10 

min) した後、逆相 HPLC [H2O-MeCN (40 : 60), Cosmosil, 5C18-ARII] にて分離し、更に

Hexane-AcOEt (10 : 1) で洗浄することで精製し、新規環状ペプチドである M10709 (1) 

を単離した(Chart. 1-1.)． 

 

The mycelial extract from culture broth 
of Streptomyces sp. IFM 10709 (2 L)

H2O/AcOEt

H2O ext.
(1.58 g)

AcOEt ext.
(91.4 mg)

insol.
(27.9 mg)

soluble
(63.5 mg)

(2.08 g)

Prep. HPLC
Cosmosil 5C18-AR-II (10 mm×250mm)
H2O - MeCN (40 : 60) 

pale pink powder (1.4 mg) 

M10709 (1,1.2 mg) 

evap.
H2O-MeCN = 1 : 1

 

Chart. 1-1. Isolation of M10709 (1) from streptomyces sp. IFM 10709 
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第三章 結果 

第一節 平面構造の決定について 

HRESIMS [m/z 1009.5721 (calculated for C53H78N8O10Na = 1009.5739)] から 分子式が 

C53H78N8O10 であると決定した (Table 1-1)．IR (3600-3250, 1639 cm-1)からヒドロキシ基

とアミドカルボニル基の存在が示唆された．また、 FABMS において、969 (MH+-H2O) 

が基準ピークとして見られたことからもヒドロキシ基の存在が示唆された．13C NMR 

により、メチル が 13 個、メチレン が 3 個、 メチン が 25 個、4 級炭素 が 12 個、

アミドカルボニル炭素が 7 個あることが分かった．また、2 D DQFCOSY と TOCSY に

よる 1H NMR 分析から、5 つのアミド基の NH シグナルと 2 つの N-methyl シグナル

が明らかになった．これらによって、M10709 は、7 つのペプチドで構成されているこ

とが示唆された． 221 nm と 283 nm に UV 吸収があることから、トリプトファンか、

類似のインドール骨格が存在することが示唆された(Table 1-1.)．これらのデータを、 

Streptomyces sp. CNB982 から単離・同定された cyclomarine C (2)20)と構造比較したとこ

ろ、2 の 2-amino-3,5-dimethylhex-4-enoic acid (ADH) 部位以外を除くデータが類似して

いた(Table 1-2.)．分子式と NMR シグナルパターンから、 cyclomarine C の ADH 残基

が valine 残基に置き換わったものであることが推測できた (Fig. 1-1.)． 

 

 Table 1-1.  Physico-chemical properties of M10709 (1) and cyclomarin C (2). 

Compound M10709 (1) cyclomarin C (2)  

Appearance White powder White solid 

Mp 158-163 °C Not refered 

[] (ORD) []589
24 -106.3, []510

24 

-133.8, 

[]436
24 -155.1 (c 1.9 x 10-2, MeOH)

[]D
20 -19.7(c 1.0, CHCl3)  

 

Molecular formula C53H78N8O10 C56H82N8O10 

HRMS (m/z, pos) 

Found: 

Calcd: 

(HRESIMS) 

1009.5721 

1009.5739 (for C53H78N8O10Na) 

(HRFABMS) 

1049.6195 

1049.6052 (for C56H82N8O10Na)

IR max cm-1 3600-3250, 1639 3400-3295, 1644 

UV max () (MeOH) 221 (20,900), 283 (5,200) 220 (16,400) 
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Table. 1-2. 13C, 1H and 15N NMR data of M10709 (1) and cyclomarin C (2) (in CDCl3) 
 M10709 (1) Cyclomarin C (2)
 no. 13C 1H multi, J (Hz) 15N 13C  1H multi, J (Hz)
N-Me2C(CH=CH2)- 1 171.03  170.5    
-OMe-Trp 2 53.98  4.70 dd, 5.1, 4.0 52.7  4.56 t, 4
 3 69.08  5.31 d, 5.1 68.4  5.30 d, 4.4
 4 123.22  7.27 S 123.0  7.30 s 
 5 111.19  111.2    
 6 126.83  126.7    
 7 119.10  7.60 d, 7.6 118.6  7.49 d, 8
 8 119.58  7.05 dd, 7.6, 7.1 119.4  7.04 dd, 7, 7
 9 121.57  7.11 dd, 8.1, 7.1 121.4  7.18 dd, 8, 8
 10 114.36  7.49 d, 8.1 114.2  7.52 d, 8
 11 135.78  135.7    
 12 59.24  57.6    
 13 143.67  6.06 dd, 17.6, 11.1 143.6  6.06 dd, 17, 10
 14 113.82  5.22 d, 11.1 111.2  5.22 d, 10
  5.17 d, 17.6   5.17 d, 17
 15 27.81  1.69 S 24.9  1.56 s 
 16 27.89  1.70 S 24.9  1.70 s 
Val 17 172.38  172.5    
 18 58.99  4.05 dd, 9.5, 9.1 57.9  4.08 t, 5
 19 31.70  0.75 M 35.4  1.63 m
 20 18.49  0.64 d, 6.6 a  a  
 21 19.97  0.61 d, 6.6 18.4  0.64 d, 6.8
N-Me-Leu 22 168.45  168.3    
 23 58.83  4.78 br, d, 10.6 58.4  4.83 t, 10
 24 38.84  1.08 M 38.3  1.06 M
  2.27 ddd, 13.1, 10.6, 4.6   2.23 M
 25 25.10  1.47 M 25.6  1.42 M
 26 22.49  0.88 d, 6.6 23.3  0.82 d, 6.8
 27 23.51  0.91 d, 6.6 23.4  0.87 d, 6.3
Val 28 170.58  171.4    
 29 55.23  4.41 dd, 8.5, 8.5 55.2  4.36 t, 8.5
 30 30.79  2.21 M 30.7  2.20 M
 31 19.97  0.95 d, 6.6 18.6  1.05 d, 6.8
 32 19.27  1.06 d, 7.1 19.2  0.94 d, 6.5
-OMe-Phe 33 169.73  169.5    
 34 55.83  4.86 dd, 5.5, 4.5 55.8  4.89 t, 5
 35 79.85  5.08 d, 5.5 79.8  5.07 d, 5
 36 134.97  135.0    
 37 127.99  7.18 M b  b  
 38 128.11  7.24 M b  b  
 39 128.63  7.24 M b  b  
 40 57.77  3.36 S 57.6  3.36 S
Ala 41 171.52  171.5    
 42 50.81  4.78 dd, 4.3, 7.1 50.5  4.88 M
 43 20.83  1.22 d, 7.1 20.7  1.30 d, 7.3
N-Me--OH-Leu 44 168.64  168.7    
 45 59.46  4.65 br, d, 9.6 59.2  4.78 M
 46 32.34  0.33 br, m 33.0  0.67 M
  2.18 br, m   2.28 M
 47 33.25  1.30 br, m 33.2  1.42 M
 48 66.18  3.12 br, dd, 10.5, 5.0 66.2  3.18 dd, 11, 5
  3.18 br, dd, 10.5, 3.0   3.23 dd, 11, 4
 49 17.68  0.63 br, d, 6.6 17.7  0.75 d, 6.8
 N-1  150.4     
 NH-2  7.24 d, 4.0 118.5   6.80 d, 3
 NH-3  8.17 d, 9.5 116.2   8.05 d, 10
 NH-5  8.03 br, d, 8.5 120.1   7.93 d, 8
 NH-6  7.10 br, d, 4.5 121.5   7.12 d, 5
 NH-7  8.48 d, 4.3 100.8   8.17 d, 10
 NMe-4 29.51  2.81 S 117.7 29.4  2.82 S
 NMe-8 29.28  2.66 br, s 120.2 29.2  2.71 S
a Resonaces on 124.7 ppm (for 13C); 4.78 ppm (for 1H, d, J = 10 Hz) for CH=, and 19.9, 27.7 ppm (for 13C); 1.24, 
1.27 ppm (for 1H) for 2 x Me were observed.  b Assigned as 127-128 ppm and 7.24-.26 ppm for 13C and 1H NMR, 
respectively.  
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Fig. 1-1. structures of cyclomarin C (2) and proposed planer one of M10709 (1).  
 
また、 DQFCOSY, TOCSY, 1H-13C HSQC, 1H-13C HMBC, 1H-15N HSQC により、残りの 

6 個 の ア ミ ノ 酸 は 、  N-methyl--hydroxyleucine, alanine, -methoxyphenylalanine, 
N-methylleucine, valine (2 つ分) であることが判明した． 7 つのアミノ酸配列の決定は、
1H-13C HMBC, 1H-15N HMBC, NOESY によって決定した．N-(1,1-dimethylallyl)tryptophan 
と valine 残基の結合は、NOE によって確かめ, 他の結合は 1H-15C HMBC のロングレ

ンジ相関によって確かめた． また、単なるロングレンジ相関からは決定できないアミ

ノ酸同士の結合様式については、2 ヶ所に存在する N-methyl 基が鍵となった．すなわ

ち、 N-methyl leucine 由来の methyl 基 H は Valine の 26 位に相当するカルボニルと

相関を持つこと、また N-methyl--hydroxy-luecine 由来のものは alanine 由来のカルボ

ニルではなく、修飾された tryptophan 由来のカルボニルと相関をもつことから Fig. 1-2 
のように決定した．tryptophan と上の 1 位 1,1-dimethylallyl 基と 2 つの N-methyl 基の

存在は、1H-15N HMBC によって裏付けた(Fig. 1-3.)． 
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Fig. 1-2. Long-range 1H-13C heteronuclear correlations (lest) and NOESY (right)
of M10709 (1)
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Fig. 1-3.  Long-range 1H-15N heteronuclear correlations of M10709 (1). 

 

第二節 立体化学 

アミノ酸の立体配置の決定は、 advanced Marfey 法 21)により行った．この方法は、ポ

リペプチドなどのサンプルを加水分解して得た絶対配置不明のアミノ酸の混合物に対

し、 1-fluoro-2,4-dinitrophenyl-5-leucinamide (FDLA) の L 体および D 体を別個に反応

させて、相当するアミノ酸 - L- 若しくは D-DLA 誘導体を得る．そして、この混合物

をそれぞれ LC/MS 分析する．そこで、用いた FDLA とアミノ酸が同じ絶対配置 (L 体

若しくは D 体) を持つほうが、異なる絶対立体配置を持つものよりも短い保持時間を

示すことが経験的に知られており、そこから元のアミノ酸の絶対配置を決定する方法で

ある．そこで常法 21)に従い、M10709 (1) を 6 N HCl 存在下、 9 時間加熱還流させ、

濃縮後、弱塩基条件下で L- および D-FDLA と反応させた．こうして得られた混合物

について LC/MS 分析を行った． Fig. 1-4. に想定される 6 種の DLA 誘導体の構造と

その分子量を示した．ここで示されている MS 値についての LC/MS 分析の結果を 

Fig. 1-5 に示す (MS は negative mode で行ったため、Fig. 1-4. に示す分子量 －1 を観

測した)．その結果、 6 種のうち 4 種 (-OMe-Phe, Val, -OH-N-N-Me-Leu, Ala) につい

ては L-DLA 誘導体の保持時間が対応する D 体のものよりも短かったため、 L-体であ

ると決定した．一方、 tryptophan 誘導体については強い酸性条件で分解したためか、

誘導体のピークは観測されなかった．また、 N-Me-Leu については、一部ラセミ化し

たことで、 L-体 および D-体の DLA 誘導体において、 6 : 4 の比を持つジアステレ

オマーの混合物となっていた．このラセミ化は加水分解反応の時間を 2 時間、さらに 

30 分まで短縮しても同じ割合で観測された． M10709 (1) の NMR より、推定される

純度よりこのものが単一のジアステレオマーで構成させていると考えられたことから、

このラセミ化は酸による加水分解中に起きたと推定された．また、 L-DLA 誘導体では

保持時間の短いピークの方が強度が強かったことから  M10709 (1) に含まれる 
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N-Me-Leu を L 体であると決定した． これにより、 M10709 を構成する 7 つのアミ

ノ酸の内、加水分解時に壊れた N-(dimethylallyl) tryptophan 残基を除く、 6 つの立体配

置を L と決定した (Fig. 1-5)．NMR の類似性から、他の不斉点についても、cyclomarin 

(2) と同様の絶対配置を持っているものと結論した (Fig. 1-6)． 
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Fig. 1-5. Results of advanced Marfey's method 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-6 Structure of M10709 (1) 

 

 

 

min5 10 15 20

7.
61

7

min5 10 15 20

13
.2

0
6

15
.5

6
1

min5 10 15 20

8.
83

4

min5 10 15 20

5.
36

8

min5 10 15 20

6.
88

7

min5 10 15 20

MSD2 410, EIC=409.7:410.7

MSD2 438, EIC=437.7:438.7

MSD2 488, EIC=487.7:488.7

MSD2 382, EIC=381.7:382.7

MSD2 454, EIC=453.7:454.7

MSD2 581, EIC=580.7:581.7

min5 10 15 20

7.
61

7

min5 10 15 20

13
.2

0
6

15
.5

6
1

min5 10 15 20

8.
83

4

min5 10 15 20

5.
36

8

min5 10 15 20

6.
88

7

min5 10 15 20

MSD2 410, EIC=409.7:410.7

MSD2 438, EIC=437.7:438.7

MSD2 488, EIC=487.7:488.7

MSD2 382, EIC=381.7:382.7

MSD2 454, EIC=453.7:454.7

MSD2 581, EIC=580.7:581.7

min5 10 15 20

12
.4

2
4

min5 10 15 20

13
.2

1
8

15
.5

5
1

min5 10 15 20

13
.5

0
3

min5 10 15 20

7.
78

2

min5 10 15 20

7.
48

2

min5 10 15 20

MSD2 410, EIC=409.7:410.7

MSD2 438, EIC=437.7:438.7

MSD2 488, EIC=487.7:488.7

MSD2 382, EIC=381.7:382.7

MSD2 454, EIC=453.7:454.7

MSD2 581, EIC=580.7:581.7

min5 10 15 20

12
.4

2
4

min5 10 15 20

13
.2

1
8

15
.5

5
1

min5 10 15 20

13
.5

0
3

min5 10 15 20

7.
78

2

min5 10 15 20

7.
48

2

min5 10 15 20

MSD2 410, EIC=409.7:410.7

MSD2 438, EIC=437.7:438.7

MSD2 488, EIC=487.7:488.7

MSD2 382, EIC=381.7:382.7

MSD2 454, EIC=453.7:454.7

MSD2 581, EIC=580.7:581.7

L-DLA derivatives D-DLA derivativesESI-neg.

410

438

488

382

454

581

L-L L-D

L-L L-D

L-D
L-L

L-L L-D

hydrolysis 9 h

L-L L-D
N

CO2H

NH

CO2H
MeO

NH

CO2H

N

CO2H

OH

NH

CO2H

NH

CO2H

N

HO

O
O

N

H

N

Me
N O

Me
O

Me

Me

N

O

H
H

N

Me
O

N

N

Me

MeO

Me Me

O

Me
Me

HO

N

MeMe

H

HO

H

N-Me-Leu

-OMe-Phe

Ala

-OH-N-Me-Leu

Val

Val

M10709 (1)

N-(1,1-Me2-allyl)-
-OMe-Trp



13 
 

第三節 抗菌活性について 

M10709 (1) は、 Micrococcus luteus IFM 2066 に対して、 MIC 5.0 g/ml の抗菌活性を

示した． しかし、 Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Candida albicans, 

Aspergillus niger, Trichophyton mentagrophytes に対して、抗菌活性は認められなかった

(Table 1-3.)． 

 

Table 1-3.  In vitro antimicrobial activity of M10709 (1).a 

Test organisms  MIC values (μg/ml) 

Micrococcus luteus IFM 2066 5 

Staphylococcus aureus 209P > 80b 

Bacillus subtilis PCI 219 > 80 

Escherichia coli NIH JC-2 > 80 

Candida albicans ATCC 90029 > 80 

Aspergillus niger IFM 5368 > 80 

Trichophyton mentagrophytes IFM 40092 > 80 
a MIC values were determined by microbroth dilution method using BHI medium 

for bacteria and Sabouraud dextrose broth for fungi, respectively.  b Partial 

inhibition was observed. 
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第四章 結語 

今回、胃癌患者から単離培養した Streptomyces sp. M10709 より新規化合物 M10709 (1)

を単離同定した．この M10709 (1) は、cyclomarin C (2)と類似の heptapeptide で構成さ

れており、 N-(1,1-Me2-allyl)--OH-Trp を除くアミノ酸で、L 体であることが確認でき

た．また、M. luteus に対し、MIC 値 5 g/ml の抗菌活性を示したが、他の菌に対し

ては抗菌活性を示さなかった． 
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第二部  熱帯原産植物からの膵リパーゼ阻害活性物質の探索研究 
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第一章 序論 

近年、アメリカ合衆国や西欧諸国を中心とした先進諸国において、肥満症が増加傾向にある．ア

メリカ合衆国・イギリスは特にその傾向が顕著であり、 2005 年に行われた 15 歳以上を対象にし

た調査 22)で、 WHO 体格評価 BMI (体重 kg/身長 m2) 基準における「肥満」（BMI ≧ 30）の割合

はそれぞれ 32.2%、 23.0%を占め、この 20 年間でそれぞれ 2 倍以上、 3 倍以上に増加している．

また、「標準」域より高い人 ( BMI ≧ 25 ) の割合はそれぞれ 66.3%, 60.0% であり、過半数を超え

る (Fig. 2-1.)．さらに、アメリカ合衆国においては、15 歳未満の子供においても肥満者の増加が顕

著であり、ここ 20～30 年の間に 2 倍から 3 倍に増加している 23)．肥満は生活習慣病の発症や更

には動脈硬化症による様々な疾病の重大な要因となっている 24)．しかし、摂食は生きるための本能

であると共に複雑な遺伝的、感情的、そして社会文化的要因から、人間における最も強い欲求の一

つである．また急激な摂食の抑制はエネルギー恒常性を乱し、その反動により更なる食欲増進欲求

に繋がる 25)．そこで我々は、肥満の予防・解消対策として、膵リパーゼ活性阻害に着目した．膵リ

パーゼ活性阻害物質は、摂食量を変えることなくトリグリセライドの体内吸収を抑制し、体重の増

加を防ぐことができる 26)． 
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Fig. 2-1. Rate of the people over BMI standard region. 
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食物中に含まれる脂質のトリグリセリド（中性脂肪）は、そのままの形では消化管で吸収されず、

舌リパーゼによって微量、胃リパーゼによって 10～30%、膵リパーゼ によって 50～70% が加水

分解され、吸収されやすい脂肪酸とグリセロールになる 27)．そこで、膵リパーゼを阻害すれば、大

半の摂取した脂質はそのまま消化吸収されることなく、体外へ排出できる． 

 Orlistat 28)は、FDA から承認済みの世界で最も頻用されている抗肥満薬の一つである．しかしな

がら、服用時に副作用である油性便・油性下痢・便失禁等が見られる場合があり、また親油性ビタ

ミンが欠乏する傾向がある．近年、植物から膵リパーゼ阻害物質の探索が盛んに進められている．

例 え ば 、 ク ル ミ 科 Juglans mandshurica の 実 か ら 

1,4,8-trihydroxynaphthalene-1-O-β-D-[6'-O-(3",4",5"-trihydroxybenzoyl)]glucopyranoside29)、ニシシギ科 

Salacia reticulata の 根 か ら 、  (–)-epigallocatechin 及 び 

(–)-epicatechin-(4-8)-(-)-4'-O-methylepigallocatechin31) 、 ウ コ ギ 科 Panax ginseng の 根 か ら 、

ginsenosides29) が阻害物質として報告されている． 
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第二章 研究方針 

今回我々は、新規膵リパーゼ阻害活性物質の探索の対象として、熱帯原産植物、特にタイを原産

とする植物を選択した．まずそれぞれの植物のエキスについて阻害活性を調べ、実際に阻害活性を

有する植物を選定する．この植物について、活性試験と平行して分画を進めることにより、活性本

体を単離・同定すべく、検討を開始した． 
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第三章 

 第一節 タイ原産植物エキスの膵リパーゼ阻害活性 

福山大学の森田らによって、タイ原産植物 44 種の葉部のエキスに対して、膵リパーゼ阻害活

性を持つ植物のスクリーニングが行われた (Fig. 2-2.)．その結果、Adenanthera pavonina (no. 14), 

Citrus hystrix (no. 21), Micheliasia alba (no. 23), Gustavia gracillima (no. 25), Phyllanthus acidus (no. 

27) の各植物抽出標品において濃度増加に依存した著しい膵リパーゼ活性抑制が見られた．その

中でミカン科 C. hystrix 葉は、東南アジアではスープやカレー等への一般的な調味料として用い

られており、諸外国においても食生活への導入が期待できた．そこで． C. hystrix 抽出物の成分

探索をすることにした． 

 

 

 

 

 

 

 
no. Scientific Name                           no. Scientific Name 
 

1 : control  
2 : Ocimum basilicum (Labiatae) 
3 : Pterocarpus indicus (Leguminosae) 
4 : Arfeuillea arborescens (Sapindaceae) 
5 : Cratoxylum formosum (Guttiferae) 
6 : Polygonum odoratum (Polygonaceae) 
7 : Oxyceros horridus (Rubiaceae) 
8 : Garcinia cowa (Guttiferae) 
9 : Ocimum tenuiflorum (Labiatae) 

10 : Morinda citrifolia (Rubiaceae) 
11 : Centella asiatica (Umbelliferae) 
12 : Lagerstroemia speciosa (Lythraceae) 
13 : Murraya paniculata (Rutaceae) 
14 : Adenanthera pavonina (Leguminosae) 
15 : Acacia pennata willd.subsp. insuavis  

(Leguminosae) 
16 : Glycosmis pentaphylla (Rutaceae) 
17 : Sesbania grandiflora (Leguminosae) 
18 : Foeniculum vulgare (Umbelliferae) 
19 : Alangium salviifolium subsp. hexapetalum 

(Alangiaceae) 
20 : Momordica charantia (Cucurbitaceae) 
21 : Citrus hystrix (Rutaceae) 
22 : Careya sphaerica (Lecythidaceae) 

23 : Micheliasia alba (Magnoliaceae) 
24 : Mitragyna hirsuta (Apocynaceae) 
25 : Gustavia gracillima (Lecythidaceae) 
26 : Tectona grandis (Verbenaceae) 
27 : Phyllanthus acidus (Euphorbiaceae) 
28 : Aegle marmelos (Rutaceae) 
29 : Piper sarmentosum (Piperaceae) 
30 : Alstonia scholaris (Apocynaceae) 
31 : Thunbergia laurifolia (Acanthaceae) 
32 : Atalanthia monophylla (Rutaceae) 
33 : Tamarindus indicus (Leguminosae) 
34 : Leucaena leucocephala (Leguminosae) 
35 : Bridelia ovata (Euphorbiaceae) 
36 : Hymenodictyon orixense (Rubiaceae) 
37 : Cassia glauca (Leguminosae) 
38 : Monochoria vaginalis (Pontederiaceae) 
39 : Anethum graveolens (Umbelliferae) 
40 : Averrhoa bilimbi (Averrhoaceae) 
41 : Sechium edule (Cucurbitaceae) 
42 : Myristica fragrans (Myristicaceae) 
43 : Mansonia gagei (Sterculiaceae) 
44 : Cucurbita moschata (Cucurbitaceae) 
45 : Radermachera ignea (Bignoniaceae)

 
 Fig. 2-2. Preliminary inhibitory effect of the ethanol extracts of 44 Thai plants against pancreatic lipase 
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C. hystrix には芳香があり、水蒸気蒸留法によって得られた精油は、 (-)-citronellal を

主成分として、 citronellol、 linalool、 sabinene 等を含有することが報告されている 34)．

この精油は、Bacillus sabtilis 変異株, Staphylococcus aureus に対して抗菌活性、Aedes 

aegyptii に対して弱い殺虫作用を示すことが報告されている 33)． 

また、 葉部の乾燥粉末についてラットに対する肝臓癌誘発物質効果増幅作用 34)、

EtOH 抽出エキスによる NO 産出阻害、慢性関節炎抑制作用 35)、抗酸化作用 36)、発癌

プロモーション抑制作用 37)、防腐効果 38) が報告されている．また実においては、メタ

ノール抽出物の育毛効果 39)、bergamottin、oxypecedanin 等の coumarins によるマウスマ

クロファージ細胞 264.7 での NO 産出阻害 40)が報告されており、果皮においては避妊

効果 41)、茎と茎皮においては、抗菌活性を持つことが報告されている 42)． 

 

Fig. 2-3. C. hystrix が含有する既知化合物 
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第二節 膵リパーゼ活性試験 

第一項 試験法の原理について 

 膵リパーゼ活性測定法には、天然基質を用いる方法と合成基質を用いる方法がある．

今回は、後者の p-nitrophenyl palmitate (NPP) を用いた試験法を用いた． NPP は、膵リ

パーゼによって p-nitrophenolate と palmitate に加水分解される．p-Nitrophenolate は、 

405 nm において吸光を示すため、その吸光度を測定することで膵リパーゼ活性を測定

することができる (Fig. 2-4.)． 
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p-nitrophenyl palmitate
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14
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Fig. 2-4. Mechanism of pancreatic lipase activity test. 

 

NPP を基質として用いた方法は、エマルジョン調製や抽出操作が省けるため、96 穴プ

レートを用いることが可能である．そのため、多くのサンプルを測定でき、また複雑な

操作がないため短時間で安定したデータを得られることが期待できる． 

当初、酵素反応後に有機溶媒を加えない Slanc43) らの方法に従って膵リパーゼ活性試

験を行った.しかしながら、NPP の H2O に対する溶解性が低く、測定時の溶液中に析

出したため、吸光度が安定せずデータの再現性が得られなかった．そこで、測定直前に

有機溶媒を加えることで、析出している基質を溶解させると共に酵素を変性させ、一定

時間後の吸光度で膵リパーゼ阻害活性を測定することとした． 

 

第二項 実験方法について 

[準備] 

 基質の調製 

NPP を有機溶媒 MeCN : EtOH = 3 : 1 に溶解し 3.33 M にした。 

 膵リパーゼの調製 

膵リパーゼ (Type II, Sigma) を 75 mM Tris-HCl (pH 8.5) に溶解し 0.5 mg/mL にした。 

 植物抽出物 

植物抽出物を DMSO に溶解し 1mg/mL にした。 

 Orlistat 

Orlistat を DMSO に溶解し 1 g/mL にした。 
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[方法] 

穴プレートウェル につき、 75 mM Tris-HCl (pH 8.5) 40 L, 3.33 mM NPP 溶液 

10 l, 1 mg/mL 植物抽出液 ( positive control については、1g/mL orlistat ) 10 L をそれ

ぞれ加え、さらに 0.5 mg/mL 酵素溶液 40 L を添加し、37˚C で 30 分間 incubation 

した．その後 有機溶媒 100 L を各ウェル に加え、3 分間 sonication 後 405 nm の吸

光を micro plate reader で測定した． 

 

[予備実験] 

前述の方法は、以下の実験結果を参考にした． 

 反応後添加する有機溶媒の検討 

酵素を変性させ、酵素反応を止めることを目的とし、MeCN, EtOH, DMSO を用いて

溶媒の酵素に及ぼす影響について調べた (Fig. 2-5)．酵素反応の後に有機溶媒を加えた

区（下図の斜線棒）、酵素反応前に有機溶媒を加えた区（下図の黒棒）をそれぞれ設け、

各斜線棒の膵リパーゼ活性を 100% とした時に、黒棒の膵リパーゼ活性がどの程度抑制

されるかを比較することとした．この結果 MeCN が最も酵素活性を失活させられるこ

とが分かった．そこで、今回は酵素反応後に添加する溶媒を MeCN とした． 

Fig. 2-5. Pancreatic lipase activity affected by solvents. 
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 Orlistat の至適濃度検討 

 膵リパーゼ阻害作用を比較するために orlistat を用いることとし、最適濃度の検討を

行った(Fig. 2-6)．この結果により orlistat がもっとも阻害効果を示した最終濃度 1 

g/ml の 10 倍希釈液を 100 ng/ml を最適活性阻害濃度とみなし、実験に用いることに

した． 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-6. Effect orlistat concentration for pancreatic lipase activity test  

 

 

 活性への溶媒の影響 

今回の実験では、植物抽出液の溶解や基質に有機溶媒を使用しているが、酵素反応後

に有機溶媒を加える容量を確保するために、バッファーの量を半分にしている（文献で

は最終濃度 10%に対して、我々が用いた実験系では 20%）．そのため、膵リパーゼ活性

に影響を与える濃度の確認を行った (Fig. 2-7)．この結果 30 % から DMSO 添加の影響

を受け始め、 40% では活性が約半分に減少し、80% では、活性がほぼみられなくな

ることが分かった．よって、今回の実験で用いた溶媒濃度（20%）は膵リパーゼ活性に

影響しないことが分かった．  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-7. Effect on the concentration of DMSO 
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第三節 C. hystrix の分画 

第一項 抽出方法の検討 

C. hystrix 葉部の抽出について、 Soxhlet による溶媒の極性を段階的に変化させる方

法と、一種類の溶媒のみで抽出する方法を検討した．まず前者について、粉砕された C. 

hystrix 葉部 を hexane、 CHCl3、 EtOH で段階的に抽出した． 一方、後者については

同葉部を EtOH によって室温で抽出する方法、および加熱還流下抽出する方法を検討

した (Chart 2-1)．ここで得られた抽出物の膵リパーゼ活性試験は、福山大学の森田らに

よって行われた．その結果、段階的抽出での CHCl3 と 加熱還流下における EtOH 抽

出物に比較的強い阻害活性が見られた(Fig. 2-8.). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Chart 2-1. Comparative study for extraction 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-8. Pancreatic lipase activity test of each extracts. 
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第二項 C. hystrix 葉からの抽出・分離 （小スケール） 

前項での膵リパーゼ阻害活性試験の結果を参考に、 粉砕した葉 473.24 g より EtOH 

中加熱還流下抽出した．得られた緑色粘性オイルを、MeOH の溶解性により不溶部、

可溶部の 2 つに分離した (Chart 2-2)．その結果 MeOH 可溶部において膵リパーゼ阻

害活性が比較的強く見られた (Fig. 2-9.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Chart 2-2. Sepration of C. hystrix EtOH ext. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      Fig. 2-9. Pancreatic lipase activity test of each fractions (100 g/mL) 
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ここで得られた MeOH 可溶部 (65.72 g) を、 silica gel column chromatography (以

下 C.C. と略記) [hexane-AcOEt (32 : 1, 16 : 1, 1 : 1) and MeOH] によって分離し、 11 

個のフラクションに分画した．得られた分画に対して膵リパーゼ活性試験を行い、

リパーゼ活性が 50% 以下に抑制された Fr. 4 (3.75 g, Fr. IV), Fr. 8 (13.22 g, Fr. VIII) 

に対して更なる分画を試みることとした (Fig. 2-10.)． 

 

C. hystrix (leaves)
473.24 g

EtOH (9.5 L), reflux, 8h

EtOH ext.
72.78 g

soluble
(65.72 g)

insol.
4.18 g

Fr. 4
3.75 g
Fr. IV

Fr. 5
1.54 g
Fr. V

Fr. 6
2.09 g
Fr. VI

Fr. 7
1.44 g

Fr. VII

Fr. 8
13.22 g

Fr. VIII

Fr. 9
2.13 g
Fr. XI

MeOH (1.2 L), r.t.

C.C. [hexane-AcOEt (32 : 1 ,16 : 1 ,1 : 1)  and  MeOH]

Fr. 3
0.76 g
Fr. III

Fr. 10
0.39 g
Fr. X

Fr. 11
35.29 g
Fr. XI

Fr. 1
3.17 g
Fr.I

Fr. 2
1.81 g
Fr. II

32 : 1 32 : 1 16 : 1 16 : 1 16 : 1 1 : 1 1 : 1 1 : 1 1 : 1 1 : 1 MeOH

 
Chart 2-3. Separation of C. hystrix MeOH soluble  

 

 

 Fig. 2-10. Pancreatic lipase acivity test of each fractions from MeOH soluble (100 g/mL) 

 

 

 

0

20

40

60

80

100

120

(%) 

control Fr. I Fr. II Fr. III Fr. IV Fr. V Fr. VI Fr. VII Fr. VIII Fr. IX Fr. X Fr. XI 
orlistat 

100ng/ml 



 27

Fr. IV の一部 (315 mg) を C.C. [hexane-AcOEt (16 : 1, 10 : 1, 8 : 1, 4 : 1), and MeOH] で

分画したところ、Fr. 4.14-4.24 (40.8 mg, Fr. A) に TLC で主要成分と思われるスポット

を得ることができた．この一部 (29.9 mg) を ゲルろ過 recycle HPLC (CHCl3) を用いて

精製し、得られた白色粉末 (15.3 mg) を AcOEt-MeOH で再結晶したところ、無色透明

針状結晶 (5.8 mg) を得た．この化合物は、融点 135-139°C (lit. 140ºC)44), EIMS [M]+ : m/z 

414、さらに、当研究室保有の -sitosterol のサンプル 45)と 1H NMR が完全に一致した

ことから -sitosterol であると結論付けた．この単離した -sitosterol における膵リパー

ゼ活性を見たところ、 20.87% に抑制された (Chart 2-4, Fig. 2-11.)． 

135 mg
C.C. [ hexane-AcOEt (16 : 1, 10 : 1, 8 : 1, 4 : 1) and MeOH]

Fr.IV
3.75 g

Fr. 4.1-4.7
4.5 mg

Fr. 4.25-4.83
32.3  mg

Fr. 4.14-4.24
40.8 mg
Fr. A

-sitosterol

29.9 mg
gel-permeation recycle HPLC (CHCl3)

White powder (15.3 mg)

recrystallization (AcOEt-MeOH)
5.8 mg

Fr. 4.8-4.13
4.5 mg

16 : 1 10 : 1 10 : 1 10 : 1 8 : 1
Fr. 4.84-4.121

15.6  mg
Fr. 4.122-4.145

17.3  mg

4 : 1
Fr. 4.126
50.1  mg

MeOH

 
Chart 2-4. Isolation of -sitosterol form Fr. IX. 
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Fig. 2-11. Pancreatic lipase activity test of -sitosterol (100 g/mL) 
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次に Fr. VIII の一部 (3.075 g) を、 TLC を参考にして C.C. [hexane-AcOEt (1 : 16)] で

分離し、 61 のフラクションに分画した．その中で活性が見られた MeOH 画分 (3.09 g, 

Fr. B） について、再度 C.C.[CHCl3-AcOEt-MeOH (6 : 6 : 1, 2 : 2 : 1, 0 : 0 : 1)] を行い、 3 

つの画分に分離したところ、Fr. 2 (687.6 mg, Fr. C) に活性が見られた．さらにこの一部 

(13.2 mg) を LH-20 (MeOH) で分離したところ、Fr. 28-30 (1.4 mg, Fr. H) において TLC 

[CHCl3-MeOH (5 : 1)] 上に比較的はっきりしたスポットを観察した (Fig. 2-13)．膵リパ

ーゼ活性試験の結果、この Fr. H に強い活性を確認した (Fig. 2-12, Chart 2-5)． 

3.075 g
C.C. [hexane-AcOEt (1 : 16)]

Fr. 1-10         Fr. 11-12          Fr. 13-22     Fr. 23-60     Fr. 61
897.8  mg       187.0 mg           297.1 mg       311.9 mg  3.09 g

Fr. B

C.C. [CHCl3-AcOEt-MeOH
(6 : 6 : 1, 2 : 2 : 1, 0 : 0 : 1)]

Fr. 1            Fr. 2           Fr. 3
139.0 mg       687.6 mg    2.71 g

Fr. C

LH-20 (MeOH)
13.2 mg            674.4 mg

Fr.  1-9   Fr. 10-16   Fr. 17-26   Fr. 27   Fr. 28-30   Fr. 31-33   Fr. 34
2.4 mg     1.4 mg       3.2 mg     0.5 mg    1.4 mg      1.1 mg    8.2 mg
Fr. D      Fr. E           Fr. F        Fr. G      Fr. H        Fr. I       Fr. J

Fr.8
13.22 g
Fr. VIII

2 : 2 : 1 0 : 0 : 16 : 6 : 1

 

Chart 2-5. Trial for the isolation of pancreatic lipase activity inhibitor from Fr. VIII. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fig. 2-12. Pancreatic lipase activity test of each fractions from Fr. C (100 g/ml) 
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Fig. 2-13. TLC analysis of fractions after LH-20 separation. 
 

そこで、Fr. C の残りに関する分画を試みた．その際、強い活性の見られた Fr. H の

TLC で検出された化合物 [TLC 上（CHCl3 : MeOH = 5 : 1）、Rf 値 0.54 (Fig. 2-12 の赤

い枠内)] を分画の際の指標とした． 

Fr. C の一部 (109.6 mg) を LH-20 (MeOH : CHCl3
 = 1 : 5) で、61 つのフラクション

に分画したところ、 Fr. 27-31 (14.9 mg, Fr. K) において TLC [CHCl3-MeOH (5 : 1)] 上

で Fr. H と類似した Rf 値 0.55 付近のスポットが見られた． そこで、Fr. K (14.9 mg) 

をさらに C.C. [CHCl3-MeOH (6 : 1) ] で分画したところ、43 つのフラクションを得た 

(Fig. 2-13. left)．しかし、ここで得られた各フラクションの溶媒を留去後、サンプル管

に移し、再度 TLC 分析を行ったところ、TLC 上において１スポットで見られていた

化合物のブロード化が見られ、さらに分画する前には観察できなかった rf 値のスポ

ットが複数観察された (Fig. 2-14. right)．再度同じ方法で分画を試みたが、結果は同様

のものとなった． そこで、C.C. による分画過程において化合物が壊れてしまってい

る可能が考えられたため、Biotage による短時間での溶出を試みたところ、TLC 上で

の化合物のブロード化は抑制できた．しかし、それ以前に大部分のサンプルを使用し

てしまっていたため精製するには充分な量を得ることができず単離には至らなかった． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Fig. 2-14. Trail for the isolation of activity compounds (left) and TLC analysis of fractions  

after LH-20 separation (right)  
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そこで、Fr. VIII の再分離を試みることとした．前回の Fr. VIII の分画は、繰り返し

クロマト的分画をしているのに関わらず活性化合物がなかなか精製できなかったこと、

阻害活性の見られた Fr. H の化合物 が TLC 分析によって、CHCl3 : MeOH = 5 : 1 の条

件で展開されたことから、 CHCl3-MeOH の溶媒系で分画することとした．  

Fr. VIII (13.22 g) の内の 1.1371 g を C.C. [CHCl3-MeOH (30 : 1, 15 : 1, 10 : 1, 5 : 1, 1 : 

1, 0 : 1)] で分離し、6 つに分画した．その内 CHCl3-MeOH (10 : 1) によって得られた Fr. 

3 (110.5 mg, Fr. L) に関して、TLC 分析を行ったところ、前回分離した Fr. H と同程度

の Rf 値  (0.55) を示す化合物を含有していた．そこでさらに  Fr L を  C.C. 

[CHCl3-EtOH (15 :1, 10 : 1)] で分離したところ Fr. 86-105 (26.8 mg, Fr. M) に、TLC 上で

1 スポットの化合物が見られた．そこで、このものを EtOH で洗浄後、 EtOH-CHCl3 で

再結晶し白色粉末 (4.4 mg、m.p. 292-295）を得た (Chart 2-6). MS で測定したところ、

FABMS : m/z 414 をメインとした -sitosterol と類似した形状のピークが現れたこと、

m.p. 295-298 ºC (lit. 284-286 ºC) 46)、以前当研究室で単離・同定した -sitosterol glycoside 

のサンプル 44)と 1H NMR を比較したところ完全に一致したことから、-sitosterol 

glycoside と結論付けた．しかしながら、ここで精製し得られた -sitosterol glycoside は、

ほとんど膵リパーゼ阻害活性を示さなかった (Fig. 2-15)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chart 2-6. Isolation of -sitosterol glycoside from Fr. VIII 

 

Fr. 8
13.22 g
Fr. VIII 

1.1371 g
C.C. (CHCl3-MeOH) 

30 : 1 15 : 1 10 : 1 5 : 1 1 : 1 0 : 1
Fr. 1           Fr. 2           Fr. 3          Fr. 4          Fr. 5            Fr. 6

24.4 mg     267.0 mg   110.5 mg   189.6 mg   447.8 mg    51.3 mg
Fr. L

Biotage Si [CHCl3-EtOH (15 : 1, 10 : 1)]

Fr. 1-42   Fr. 43-60    Fr. 61-79    Fr.80-85   Fr. 86-105   Fr. 106-110   Fr. 111-128    MeOH
3.5 mg      1.4 mg       7.8 mg        6.9 mg      26.8 mg     3.6 mg          11.8 mg      32.5 mg

Fr. M

recrystallization 
EtOH-CHCl3

washed by
EtOH

precipitate         mother liq.
10.4 mg            16.4 mg

-sitosterol glycoside
4.4 mg
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Fig 2-15. Pancretic lipase activity test of -sitosterol glycoside 
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第三項 大量スケールでの分離 

前述の Fr. VIII の分離で活性化合物が壊れやすいことが分かった．また単離してきた

時点での Fr. VIII と、保存していた Fr. VIII における TLC の様子が異なっていた 

(CHCl3-MeOH = 5 : 1 で展開されるスポットが少なくなり、原点が濃くなった) ため、

活性化合物の状態が変化している可能性が考えられた．そこで、改めて C. hystrix 葉か

らの抽出を試みた． 

粉砕した葉 3057.35 g から EtOH エキス (481.13 g) を調製し、 H2O-AcOEt で液液

分配し、AcOEt 抽出物 (314.99 g) を得た．この一部 (109.74 g) を C.C. で、 6 フラク

ションに分離した．その内特に活性の見られた Fr. 4 (9.82 g, Fr. R) について、 Biotage 

C18 で更なる分画を行った (Chart 2-7)．その結果 TLC [CHCl3-MeOH (4 : 1)] : Rf. 0.44 の

スポットを示す Fr. 22-25 (253.3 mg, Fr. U) が得られた．さらにこれを含水系の溶媒で再

度精製し、Fr. 17-24 (253.3 mg, Fr. W) を得た．このものは比較的高い阻害活性 (11.8 %) 

を示した(Fig. 2-16)．次項にてこの構造決定について概説する． 

AcOEt ext.
314.99 g

C.C. (CHCl3-MeOH)

100:0 15:1 10:1 5:1 1:1 0:1
Fr. 1

44.25 g
Fr. O

Fr. 2
34.58 g
Fr. P

Fr. 3
7.21 g
Fr. Q

Fr. 4
9.82 g
Fr. R

Fr. 5
7.31 g
Fr. S

Fr. 6
6.56 g
Fr. T

3.12 g

Fr. 1-6
1977.8 mg

Fr. 7-9
145.2 mg

Fr. 10-13
286.0 mg

Fr. 14-18
190.4 mg

Fr. 22-25
253.3 mg

Fr. U

Fr. 32-45
189.2 mg

Biotage C18 HS
[MeOH-MeCN-H2O (4 : 1 : 0.1)]

Fr.17-24
203.7 mg

Fr. W

Fr. 1-9
11.2 mg

Fr. 10-16
24.3 mg

Fr.25-27
15.6 mg

Fr. 19-21
48.1 mg

Fr. 26-31
24.1 mg

109.72 g

H2O ext.
166.14 g

EtOH ext.
481.13 g

AcOEt / H2O(1 : 3)

EtOH, 8h, reflux

C. hystrix
3057.35 g

Biotage C18 HS [MeOH-MeCN (4 : 1 )]

 

Chart 2-7. Isolation of Fr. W 
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Fig. 2-16. Pancreatic lipase activity test of each fractions 

 

 

第四項 Fr. W の構造決定について 

今回得られた阻害活性成分のデータを以下に示す． 
 
Table 2-1. Property of Fr. W 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Appearance Colorless oil 
[] []D

19.4+37.4° (c = 0.6, MeOH) 
MALDITOFMS (m/z) 937.7137 (M+Na)+ 
IR (ATR) max cm-1 3381, 1732 
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Table 2-2. NMR data of Fr. W 

# 1H (600 MHz) 13C (150 MHz) 

CaH3 0.86 (3H, t, J = 6.9 Hz) 14.7 

CbH3 0.94 (3H, t, J = 7.6 Hz) 14.9 

CcH2 1.20-1.40 (32H, s-like) 
23.9, 30.3, 30.36, 30.41, 30.50, 30.60, 30.8, 30.88, 30.91, 31.0, 

33.2 

CdH2 1.54-1.60 (4H, br) 26.16, 26.18 

CeH2 2.10-2.08 (4H, m) 21.7, 28.3 

CfH2 2.28 (2H, t, J = 7.5 Hz) 35.1 

 2.29 (2H, t, J = 7.4 Hz) 35.3 

CgH2 2.77 (4H, t, J = 5.9 Hz) 26.6, 26.7 

C3'H 3.46 (1H, dd, J = 9.6, 3.1 Hz) 72.5 

C2'H 3.48 (1H, dd, J = 9.6, 7.6 Hz) 74.8 

C6'H2 3.64 (1H, dd, J = 10.2, 6.1 Hz) 67.9 

 3.84-3.88 (1×2H, m)  

C6"H2 3.67-3.73 (2×4H, m) 62.9 

C3"H 3.71 (1H, dd, J = 10.3, 3.8 Hz) 71.6 

C5'H 3.67-3.73 (1×4H, m) 74.6 

C3H2 3.67-3.73 (1×4H, m) 68.9 

 3.90 (1H, dd, J = 10.9, 5.4 Hz)  

C2''H 3.75 (1H, dd, J = 10.1, 3.7 Hz) 70.3 

C5''H 3.82 (1H, t, J = 6.2 Hz) 72.6 

C4'H 3.86 (1H, d, J = 3.6 Hz) 70.1 

C4"H 3.84-3.88 (1×2H, m) 71.2 

C1H2 4.20 (1H, dd, J = 12.1, 6.9 Hz) 64.2 

 4.40 (1H, dd, J =12.1, 2.8 Hz)  

C1'H 4.22 (1H, d, J = 7.1 Hz) 105.4 

C1''H 4.84 (1H, d, J = 3.8 Hz) 100.7 

C2H 5.20-5.36 (1×7H, m) 71.9 

CkH 5.20-5.36 (6×7H, m) 128.3, 129.0, 129.3, 129.4, 131.2, 132.9 

CO - 174.9, 175.3 

 

このものは IR に 3381, 1732 cm-1に吸収を示し、水酸基とエステルカルボニルの存

在が示唆された．また、MALDITOFMS では m/z 937.7137 [(M+Na)+] が観測され、その

分子式を C49H86O15 と推定した．一方 1H NMR について、末端メチル a, b が一番高磁

場に観測され、それぞれ 3H 分の積分比を持つ．カルボン酸側鎖のメチレンのうち比較

的高磁場のメチレン c (32H) が 1.2 ppm 付近に、エステル結合 位のメチレン d (4H) 

が 1.5 ppm 付近に、オレフィンの両隣のメチレン e (4H) が 2.0ppm 付近に、エステル

基位のメチレン f (4H) が 2.2 ppm 付近に、オレフィンとオレフィンにはさまれたメ



 35

チレン g (4H) が 2.7 ppm 付近に観察された．そして、 3.4 ppm から 3.9 ppm の範囲

に糖鎖由来のプロトン n (2H), o (7H), p (3H), 及びグリセロール部位の糖鎖側のメチレ

ン H-3 (2H) が観察され、4.2 ppm 付近に、グリセロール部位のメチレン H-1 の 1H 分

と糖鎖のアノメリックプロトン l' の l H 分、そして 4.4 ppm 付近にグリセロール部位

のメチレン H-1 の残りの 1 H 分が観察された．さらにはグリセロール部位の中心のメ

チン H-2 (1H) が 5.2 ppm 付近に、 5.3 ppm 付近にオレフィンプロトン k の 6H 分が

観察された (Table 2-2, Fig. 2-17)． 

 

 

Fig.2-17. 1HNMR of Fr. W 

 

 

 

<脂肪鎖について＞ 

HMBC において末端メチル基炭素 b と、アリル位プロトン e 及びオレフィンプロ

トン k との相関が見られたこと、オレフィンにはさまれたメチレン g が 4H 分である

こと、オレフィンプロトン k が 6H 分あることから、末端メチル b を有する脂肪鎖

は、undeca-2,5,8-triene 部位を持つ不飽和脂肪酸であることが分かり、同時に末端メチル 

a を有する脂肪酸は、飽和脂肪酸であることが分かった (Fig. 2-17)．また 13C NMR に

おいて、アリル位炭素 (g, e) の chemical shift が 30 未満であることから、cis オレフ

ィンであることが分かった 47)(table 2-2)． また MeOH 溶液の中に長い時間放置してお

くと、 末端メチル b のピーク・オレフィンに由来する e, g, k のピークが消えていく

ことから、末端メチル b を含む不飽和脂肪酸は、分解が進みやすい 1 級炭素に、末端

a
(3 H )

b
(3 H )

d
(4 H )

e
(4 H )

f
(4 H )

g
(4 H )

s u g a r  m o ie ty  +  3
(1 4 H )

1  ,  1 '

(1 H ,1 H )

1
(1 H )

2
(1 H )

k
(6 H )

c
(3 2 H )
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メチル a を含む飽和脂肪酸は分解の進みにくい 2 級炭素に結合していることが推測

された． 

 

 

Fig. 2-18. Long-range 1H-13C heteronuclear correlations of fatty acid chain  

 

＜糖鎖について＞ 

3.4 ppm から 3.9 ppm の範囲に見られたピークに関して、グリセロール部位の糖鎖側

のメチレン H-3 2H 分を除いたプロトンの数が 12H 分であることから構造の中に 2 

糖の部位があることが推定でき、 HMQC で 2 つの 13C NMR 105 ppm 付近のピークと 
1H NMR 4.8ppm 付近のピークの相関から アノメリックプロトン H-1'' が 4.8ppm 付

近にあることを確認した．また、HMBC でアノメリックプロトン H-1' と グリセロー

ル部位の糖鎖側のメチレン C-3 、もう一つのアノメリックプロトン H-1" と糖のメチ

レン C-6' との相関が観測されたことから、グリセロールの C-3 に糖が結合しており、 

C-6' においてもう一つの糖とグリコシド結合していると考えられた (Fig. 2-18)．さらに、 

HSQC において C-1' とそのプロトンのカップリングが 1J[13CH(1)] = 160 Hz であるこ

とから、 - anomer、 C-1'' とそのプロトンのカップリング が 170 Hz であることから、

-anomer であることが分かった 48)． また 1D TOCSY で -anomer の H-1'' プロトン 

の化学シフト 4.84 ppm (d, J = 3.8 Hz) に照射した所、 混合時間が 40 ms のときに 3.75 

ppm (dd, J = 10.1, 3.7 Hz), 60 ms のときに 3.71 ppm (dd, J = 10.3, 3.8 Hz), 80ms のときに 

3.88 ppm (br) がそれぞれ観測された．これらの結合定数から、H-2'', H-3'', H-4'' が 

axial-equatorial の関係であることが示された．一方、 -anomer H-1' プロトン 4.22 ppm 

(d, J = 7.1 Hz) に照射したところ、 3.48 ppm (d, J = 9.6, 7.6 Hz), 3.46 ppm (dd, J = 9.6, 3.1 

Hz), 3.86 ppm (br.d, J = 3.6 Hz) の相関が見られた．この結合定数から、H-2', H-3', H-4' が

それぞれ axial-equatorial であることが分かった．いずれの糖についても、 5 位と 6 位

のプロトンは他と overlap しているために正確には assign ができていないが、文献値 49)

との比較（H-2'においては多少ずれが大きいが）の結果も含め、-Gal-(1→6)--Gal 構

造を持つことが分かった (Fig. 2-19)．以上の情報を総合すると Fr. W で得られた化合物
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は、 1-O-linolenyl-2-O-palmityl-3-O-(6’-O--galactopyranosyl --galactopyranosyl)-glycerol 

であると推定された． 
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Fig. 2-19. Long-range 1H-13C heteronuclear correlations (left) and TOCSY(right) of sugar 

moiety (coupling constants were shown in) 

 

 

Table 2-3. 1H NMR data of sugar moiety 
-Gal  Obs   Lit
1’  4.22 (d, 7.1)  4.26 (d, 7.6)
2’  3.48 (dd, 9.6, 7.6)  3.58 (dd, 9.6, 7.6) 
3’  3.46 (dd, 9.6, 3.1)  3.52 (dd, 9.6, 3.2) 
4’  3.86 (d, 3.6)  3.90 (br d, 3.2) 
5’   (m)  3.76 (m) 
6’  3.64 (dd, 10.2, 6.1)  3.70 (dd, 11.2, 6.0) 
   (m)  3.94 (dd, 11.2, 5.4) 
-Gal     
1”  4.84 (d, 3.8)  4.90 (d, 3.6)
2”  3.75 (dd, 10.1, 3.7)  3.81 (dd, 9.6, 3.6) 
3”  3.71 (dd, 10.3, 3.8)  3.76 (dd, 9.6, 3.6) 
4”  3.88 (br s ?)  3.92 (br d, 3.6) 
5”  3.82 (t, 6.2)  3.88 (m) 
6”  3.67-3.73 (m)  3.74 (dd, 5.4, 11.2) 
   (m)  3.77 (dd, 6.0, 11.2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-20. Structure of Fr. W 
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第四章 考察 

 C. hystrix から膵リパーゼ阻害作用を持つ化合物として、-sitosterol と

1-O-linolenyl-2-O-palmityl-3-O-(6’-O--galactopyranosyl --galactopyranosyl)-glycerol を単

離した． -sitosterol は、既に 1964 年にラットにおける体脂肪を減少させる効果が報告

されており 50)、また 2003 年に膵リパーゼ阻害作用を持つ化合物として特許が取得され

ている 51)．しかしながら、 -sitosterol glycoside に関しては膵リパーゼ阻害活性を認め

ることができなかった． 1-O-Linolenyl-2-O-palmityl-3-O-(6’-O--galactopyranosyl 

--D-galactopyranosyl)-glycerol は糖脂質であり、糖脂質は植物において葉緑体膜の主構

成成分であることが知られていて、複合体形成時の安定化 52)や細胞の増殖 53)、外部物

質からの保護作用 54)に間接的に関与していると考えられている．また、抗ウイルス作用
55)、抗癌作用 56)、抗炎症作用 57)を持つことが報告されている． 糖脂質の膵リパーゼ活

性阻害物質としては、2006 年 韓らによってスピルリナから

1-O-(palmitonyl)-2-O-(caprylonyl ) glyceryl--a-D-galactopyranoside が単離されてきてい

る 58)が、2 糖の糖脂質の膵リパーゼ活性阻害物質としての報告はない．また C. hystrix か

ら以前に単離された糖脂質として 

1-O-palmitoyl-2-O-linolenoyl-3-O--galactopyranosyl-sn-glycerol があり、抗腫瘍活性を示

すことが報告されている 37). 

なお、 本化合物については数種の報告がある．そのうち、村上らの例 59)では、

2-palmitelamidoyl 体との混合物として単離されており、詳細なスペクトルデータは示さ

れていない．今後より詳細な構造解析を行っていく予定である． 

 

 

 

 



 39

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第三部 ペルー原産薬用植物からの有効成分の探索 
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第一章 序論 

＜ペルーの植物について＞ 

 ペルーの国土面積は 128.5 万 km2 でその 50% は密林におおわれたアマゾン川流域

であり、25% はアンデス山脈の山岳地帯である．南米アマゾンの植生は多種多様であ

り、地球上の植物およそ二万五千種のうち四分の一にあたる約六千種の植物が生えてい

るとされる．これまでに南米を原産とする植物から 抗マラリア薬 quinine, 抗不整脈薬 

qunidine, 局所麻酔薬 cocaine, 副交感作動薬 pilocarpine 等多くの医薬品が開発されて

きた．これらのことは、南米熱帯雨林の植物の独自性と可能性を示すものである．今後

も、民間薬として使用されてきた植物の有用性を様々な試験によって検証し、効能を科

学的に示すことで我々の生活への利用が期待できるものと考えられる． 

 

Fig. 3-1. Representative bioactive natural products isolated from Peruvian medicinal plants 

 

今回我々は、白鳥製薬 樋口 義洋 博士より供与されたペルー原産植物について、生

物活性物質の探索を行うこととした．活性の対象としては、 1) Artemia Salina に対する

毒性を指標とした細胞毒性・抗菌効果 2) アセチルコリンエステラーゼ (AchE) 阻害活

性を選択した． 

A. salina に対する毒性試験60)は、甲殻類の一種 A. salina に対する毒性を指標とする

ものである．本法は、A. salina の感受性が強いため低濃度で行うことができ、腫瘍に対

する細胞毒性や殺菌効果と相関があることが知られている61)．本試験法を指標として、

海藻 Ceratodictyon spongiosum から trans,trans-ceratospongamide (抗炎症作用)62) やシア

ノバクテリア Lyngbya majuscula から hermitamides A and B (マウス神経芽細胞腫に毒

性)63)、子嚢菌 Fusarium subglutinans から fusaproliferin (昆虫培養細胞 SF-9や B 細胞に

毒性) 等が単離・同定されている64)． 
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アセチルコリンは短期間記憶に関与しているとされ、アルツハイマー病 (AD)におい

てコリン作動性神経伝達の欠損が報告されている．アセチルコリンエステラーゼ阻害剤 

(AchE 阻害剤) にはアセチルコリンの分解を抑制することで欠損したコリンの機能を補

うことが期待される． FDA に AD 治療薬として認可された tacrine、 rivastigmine、 

donepezil の他に、天然から単離された galanthamine（ヒガンバナ科  Galanthus 

nivalis/Narcissus pseudonarcissus）、physostigmine (マメ科  Physostigma venenosa )、

huperzine A (ヒカゲノカズラ科 Huperzia serrata) 等が知られている 65)．様々な AD に効

果のある食べ物や薬が使われているが、効果に関して不十分となるケースがしばしば見

られ、替わりとなる薬の開発が望まれている． 

 
これらの方法により、以下に示すペルー原産植物 63 種の EtOH エキスについて、

スクリーニングを行った．なお、植物の供与が現地で用いられている呼称に基づいて行

われたため、詳細が不明なものについては－で示してある． 

 

 

Table 3-1. Peruvian medicinal plants list 

No. Local Name Scientific Name Availability 

S1 CULEN Psoralea glandulosa.L 健胃、下剤効果 

S2 HUANARPO Jatropha macrantha 媚薬、強精 

S3 MARCO Ambrosia peruviana 抗炎症 

S4 MUNA MUNA Minthostachys spp. 健胃効果、風邪の治癒 

S5 ARENILLA - 抗腎炎、利尿効果 

S6 ARAYAN Eugenia mirtomimeta 老化防止 

S7 HIERBA SANTA Cestrum auriculatum. Lher 解熱、風邪の治癒 

S8 CULANTRILLO DEL POZO Adianthum poirettii 月経調節 

S9 COLA DE CABALLO Equisetum spp. 利尿効果、にきび改善 

S10 CHINCHILCOMA Mutisia acuminata 肝臓改善、体重減少促進 
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Table 3-1. continuous 

No. Local Name Scientific Name Availability 

S11 CUTI CUTI Asplenium fragile 糖尿病の治癒 

S12 MATICO DE LA SIERRA Jungia paniculata DC Gray 外傷の治癒 

S13 PINCO PINCO Ephedra americana HyB 抗胃炎、利尿効果 

S14 ANIS DEL MONTE Tagetes filifolia. Lagasca アロマ、利尿、健胃効果 

S15 MANAYUPA Desmodium spp. 解毒、浄血効果 

S16 HUAMANPINTA Chuquiraga spinoza  RyP 利尿、前立腺の治癒 

S17 CARQUEJA Baccharis genistelloides 肝保護、利尿効果 

S18 CANCHALAGUA Schukuhria pinnata  Lam Kuntze 浄血、にきび改善、体重減少促進効果 

S19 BERROS Cardamine bonariensis Pers 浄血、健胃効果 

S20 MULLACA - 利尿、前立腺の治癒 

S21 AGRASEJO - 肝炎の治癒、体重減少促進効果 

S22 CONGONA Perperomia galioides 肝機能、心臓病の治癒 

S23 CHUPA SANGRE Oenotherea rosea Ait 肺炎、リューマチの治癒 

S24 AMARGON Baccharis latifolia 肝炎の治癒、体重減少促進効果 

S25 PACHAMUNA - 抗胃炎効果 

S26 VALERIANA ANDINA - リラックス効果 

S27 FLOR DE RETAMA - 催吐、下剤効果 

S28 PIMPINELA Sanguisorba minor リラックス効果 

S29 RAIZ DE ALTEA Acuaulimalva dryadifolia 肝臓病の治癒、利尿効果 

S30 PAJARO BOBO Tessaria integrifolia RyP 肝臓病の治癒、利胆、利尿効果 

S31 AGUJA Erodium cicutarium (L) L''Her 強壮、浄血効果 

S32 RATANIA Krameria triandra RP 収斂、口内炎の治癒 

S33 SUELDA CON SUELDA Psittacanthus cuneifolius 喘息の治癒、抗うつ効果 

S34 PATA DE GALLO - - 

S35 INCA MUNA - 健胃効果、胃腸、気管支炎の治癒 

S36 PACHA SALVIA Salvia sagittata RyP 利尿効果 

S37 ARNICA Pseudodites griseb 抗アンギナ（口狭炎、扁桃炎、狭心症）効果 

S38 AMANUSHICO - 健胃効果、胃腸、気管支炎の治癒 

S39 ULMISH - 胃もたれ改善効果 

S40 ROSA VERDE - 肝臓病の治癒 

S41 AYAHUASCA Banisteriopsis caapi 幻覚、緩下剤効果 

S42 UNA DE GATO Uncaria tomentosa 抗炎症、免疫効果 

S43 MATICO Piper spp. 抗炎症、抗性病、皮膚病、細気管支炎の治癒
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Table 3-1 continuous 

No. Local Name Scientific Name Availability 

S44 OJE Ficus antialmintico 虫下し 

S45 PIRI PIRI Peperomia quadrifolia 火傷の治癒 

S46 YAWAR PIRIPIRI Eleutherine bulbosa Miller - 

S47 IPORURO Alchornea castaneifolia. Jussieu - 

S48 MUCURA Petiveria alliacea - 

S49 AZAFRAN Curcuma longa - 

S50 BOBINZANA Calliandra angustifolia - 

S51 CHACRUNA - - 

S52 CHILCA-CHILCA Baccharis latifolia - 

S53 CHARICHIRE - - 

S54 COPAIBA - - 

S55 

CULEN (WHITE 

FLOWER) - - 

S56 ENCIRA - - 

S57 PUSHPO POROTO - - 

S58 SACHA CULANTRO Coriandrum sativum - 

S59 SAPO HUASCA - - 

S60 TOMILLO Thymus vulgaris L. - 

S61 UBUS Spondias mombin  - 

S62 VERONICA Alternanthera brasiliana - 

S63 WIRA-WIRA - - 
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第二章 A. salina60) に対する毒性を指標としたスクリーニング 

第一節 実験方法 

以下の操作は、全て室温 25 ºC の条件下で行った． 

 

 人口海水の調整 

ドライイースト (共立食品製) を 6 mg/L になるように加えた人口海水 (デルフィス

製,Live Sea Salt) を作り、そこに、エアーポンプで 1 日間空気を含ませた． 

 

 A. salina の孵化 

中央に隔壁を有する約 20 cm × 9 cm × 5 cm の四角い容器を用意し、その隔壁の

中央部に直径 5 mm の穴を 3 つ空け、その穴に綿を詰めた．両方に人口海水を注いぎ、

その一方の容器の口に A. salina (日本動物薬品製) の卵を適量蒔き、もう一方にはポン

プで空気を含ませた． 24 時間後 ポンプを外し、穴に詰めた綿を除いた．卵を蒔いた

廻りをアルミホイルで包むことで暗くし、蒔いていない方を蛍光灯で明るくした．24 時

間置くことで、孵化した A. salina が集光性により暗い口から明るい口へ移動すること

で、卵と孵化した A. salina を分離し、その日の内に実験に用いた． 

 

 エキスの溶解調整 

2 mg/mL, 200 g/mL のエキス溶液を調製し、最終濃度が 1 mg/mL, 100 g/mL となる

ようにした．調製時の希釈には DMSO 2% を含んだ人口海水を用い、最終濃度が 1% 

DMSO となるようにした． Blank には、 2% DMSO/人口海水を用いた． Positive control 

には CuSO4 溶液 (2 mg/mL, 200 g/mL, 20 g/mL) を調整し、実験に供した． 

 

 分注と毒性測定 

孵化した A. salina の入った海水（10-20 匹）を 90 L ずつ分注した． 次に前項で調

製したエキス溶液をそれぞれ 3 つのウェルに 90 L ずつ分注した． 24 時間後、各ウ

ェルの A. salina の様子を顕微鏡で観察し、それぞれのウェルにおいて、動かなくなっ

た A. salina の数をカウントした．その後、MeOH を添加し、A. salina の動きが止まっ

た後、各 well における A. salina の総数をカウントすることで死亡率を計算した． 

 

Table. 3-2. Death rate of A salina.  

    after 24 h 

Blank   no death 

CuSO4 1 mg/mL Mortality more than 2/3 

  100 g/mL Mortality about 1/3 – 2/3 

  10 g/mL motality less than 1/3 
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第二節 結果 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2. A. salina toxity assay for peruvian plants screening  

 

 

最終濃度 100 g/ml で、S1, S3, S10, S11, S12, S32, S33, S36, S38, S43, S46, S47, S49, 

S56  S59, S60 の 16 種の植物で 80% 以上の A. Salina に対する毒性を示した (Fig. 

3-2).そこで、以下のように、活性の見られた植物に対して追試を行った． 
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Fig. 3-3. A. salina toxicity assay for selective plants screening  

 

その結果、S32 : Krameria triandra (RATANIA), S38 (AMANUSHICO), S47 : Alchornea 

castaneifolia. Jussieu, (IPORURO), S49 : Curcuma longa (AZAFRAN), S59 (SAPO 

HUASCA) において、比較的強い活性がみられた (Fig. 3-3.)． 
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第三章 Ach 阻害活性試験 

 

 今回 AchE 阻害活性を検出する方法として Ellman's 法を用いた.66) Ellman's 法は、

AchE に よ っ て acetylthiocholine を 加 水 分 解 し て で き た thiocholine と

5,5'-Dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) が 反 応 す る こ と に よ り 生 じ る

5-thio-2-nitrobenzoate と、2-nitrobenzoate-5-mercaptothiocholine との黄色を 405 nm で検

出することで AchE の活性を測定する方法である (Scheme 3-1.). 

 

 

Scheme 3-1.Ellman's method 

 

第一節 実験 

 Buffers 類 

Buffer A: 50 mM Tris-HCl (Sigma) (pH 8.0) 

Buffer B: 0.1% bovine serum albumin (BSA, Sigma) 含有 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 

Buffer C: 0.1 M NaCl, 0.02 M MgCl2  含有 50 mM Tris-HCl  (pH 8.0) 

 

 AchE 溶液の調整 

AchE (Type VI-S, Sigma) を buffer A に溶解し、1000 U/mL の原液を作製した．その原

液を 30 μL ずつエッペンに分注し、-30 ℃で保存した．さらに Buffer B を加え 0.22 

U/mL に調整して実験に供した． 

 

 基質溶液の調整 

ATCI (Sigma)を、蒸留水を用いて 15 mM に希釈した．また、DTNB (Sigma)を Buffer C

を用いて 3 mM に希釈した． 

 

 エキス溶液 の調製 

MeOH 抽出を行ったサンプルを MeOH で溶解し、10 mg/mL の濃度にした．さらに

Buffer A で 10 倍希釈し、1 mg/mL に希釈した．また、既知の AchE 阻害剤 として、

physostigmine (eserine, Sigma)を用いた． 
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[実験方法] 

96-well plates のウェルに対して、15 mM ATCI (25 L)、3 mM DTNB (125 L)、0.1% BSA 

in 50 mM Tris-HCl (50L)、1 mg/mL エキス (25 L) それぞれ加え、攪拌した．その後、

0.22 U/ml AchE を 25 L 添加し (Blank には buffer A を 25 L 添加)、マイクロプレー

トリーダーで 405 nm の吸収を１分間毎に計 6 回測定した．AchE 添加測定値から 

blank 値を差し引いた値における １ 分毎の変化率を計算した．Blank を用いたときの 

AchE 活性を control (AchE 活性 100%) とした．以上によって、各エキスを加えたとき

における AchE 活性を比較した． 
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第二節 結果 
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Fig. 3-3. AchE activity test for peruvian plant screening 

 

サンプル番号 S41 : Banisteriopsis caapi (AYAHUASCA), S46 Eleutherine bulbosa 

(YAWAR PIRIPIRI) において AchE 阻害が見られた (Ach 活性は、それぞれ S41: 

42.08%; S46: 48.59% , Fig. 3-3.). 
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第四章 結論 

 以上、ペルー原産 63 種の植物エキスについて、 A. salina に対する毒性試験および 

AchE 阻害活性試験を行い、いくつかの植物エキスについてその活性を見出した． 

前者については、S32 : K. triandra (RATANIA), S38 : (AMANUSHICO), S47 : A. jussieu, 

(IPORURO), S49 : C. longa (AZAFRAN), S59 : (SAPO HUASCA) の 4 種、後者について

は、 S41 : Banisteriopsis caapi（AYAHUASCA), S46 : E. bulbosa (YAWAR PIRIPIRI ) の 

2 種であった．残念ながら、これらの植物について、さらなる供与が受けられなかった

ため、詳細な成分研究と活性試験を行うことができなかった．しかしながら、これらの

植物の安定した供給を受けることにより、生物活性物質の発見が期待される． 
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第五章 活性を示した植物の文献上の情報と考察 

 学名が明確に分かっている植物に関して以下に示した． 

 第一節 A. salina に対する毒性を示した植物 

   第一項 S32 : Krameria triandra (RATANIA) 

クラメリア科 K. triandra は、ペルーで収斂作用・抗菌作用が持つことが知られて

おり、下痢、咽頭炎、口内炎、月経過多、尿失禁、血尿、霜焼けへの治療のために

用いられ、また歯磨きやガムの補強剤として親しまれてきた 67)．この植物は、以下

の化合物を含有していることが報告されており、tannin による Enterococcus faecolis 

や Corynebacterium diphtheriae、Staphylococcus spp. への抗菌活性 68)、lignans による 

抗酸化作用/ UV からの保護作用 69)、 proanthocyanidins による Herpes simplex virus 

type 1 に対する抗ウイルス作用が知られている 70)．今回の A. salina に対する毒性

は、 tannin による抗菌活性の影響が高いと考えられる． 
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第二項 S47 : Alchornea castaneifolia (IPORURO) 

 トウダイグサ科 A. castaneifolia は、ペルーでは、炎症や潰瘍の治療に用いられて

きた．抽出物は、staphylococcus epidermidis への抗菌活性を示し 71)、COX-1 触媒 

prostaglandin 生合成を阻害する 72)．flavonoids、 saponins、 tannins、 catechin、 

isoquercitrin を含むとの報告があるが、具体的な含有化合物について書いた論文は

公表されていない 73)． 

  

第三項 S49 : Curcuma longa (AZAFRAN) 

ショウガ科 C. longa は、ペルー以外にもインドや中国を中心に熱帯、亜熱帯地域

で広く栽培されている植物で、粉末状のものは turmeric と言われ調味料として親し

まれている．インドでは、伝統的に、胆機能障害、食欲不振、鼻感冒、風邪、糖尿

病患者の創傷、肝機能障害、副鼻腔炎への治癒に使用されてきた 74)． 本植物は、

盛んに研究されており、turmeric の黄色色素として単離された curcuminoids は、本

植物の主成分となっている．抗炎症作用 75)、抗腫瘍効果 75)、鎮痛作用 76)、抗菌作用
77)、抗酸化作用 78)、脂質低下作用 79)、抗原虫作用 80)、抗バクテリア作用 81)、ヘビ毒
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の解毒作用 82)、慢性関節炎緩和作用 83)、避妊作用（精子産生抑制効果）84)、抗アレ

ルギー作用（Type I, IV）85)、-Glucosidase 活性阻害効果 86)等様々な生理活性を持つ

ことが報告されている．これらの curcuminoids の作用 (特に、抗腫瘍効果・抗菌作

用) によって、 A. salina の毒性が検出されたことが推測された． 

[既知化合物] 
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第二節 AchE 阻害活性を示す植物 

第一項 S41 : AYAHUASCA (Banisteriopsis caapi, AChE 活性 42.08% ) 

キントラノオ科 Banisteriopsis caapi は、ペルーでは ayahuasca (魂の宿った蔓) と呼

ばれ、シャーマンによって病気の治療や心身の浄化のための儀式に用いられてきた 87)．

また、局部麻酔や記憶力の増加、幻覚誘発作用を持つ神聖な植物として親しまれてい

る．この精神活性作用はモノアミンオキシダーゼ (MAO) 阻害作用を持つ -carboline 

alkalids 由来であることが報告されており 88)、以下に示すような harmine, harmol, 

tetrahydroharmine 等が単離同定されている 89)．また -carboline alkalids と同様に精神

活性作用を持つ tryptamines の 6-methoxy-tryptamine も含有する．実際に現地でドリ

ンクして飲まれる場合は、N,N-dimethyltryptamine を含有する Psychotria viridis と混

ぜて飲まれる 90)．また、B. cappi は抗菌作用、虫下し、血管弛緩、薬物中毒のリハビ

リ作用が報告されている 91)．B. cappi の含有化合物である -carbolines は、既に 

Acetylcholinestrase/Choline acetyltransferase 阻害作用に関して報告されており 92)、本実

験によって明らかになった B. cappi の AChE 阻害作用も -carbolines によるもので

あると推測することができた． 

 

[既知化合物] 
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第二項 YAWAR PIRIPIRI (Eleutherine bulbosa Miller, AChE 活性 48.59%) 

ペルーでは、痛みを伴う不規則な生理・腸・冠動脈疾患に対する治療、虫下し、避

妊薬として用いられてきた 93,94)．これまでに、植物体もしくはその抽出エキスを用い

た実験によって、E. bulbosa の体温降下、鎮痛、腹部筋痙攣、下痢抑制、抗ウイルス

活性、ラットへの避妊作用や肝・脾臓への毒性を持つ可能性、弱い瘢痕形成作用が報

告されている 95)． E. bulbosa からは、以下の化合物が単離されており、 特に eleutherin 

は、ラットにおける一時的な 血液凝固関連因子 prothrombin 時間 の短縮効果、 

Mycobacterium smegmatis/Bacillus subtilis/Staphylococcus aureus に対する抗菌活性 96)、

DNA topoisomerase II 阻害作用 97)、isoelutherin/isoelutherol は HIV 複製阻害作用、

Cladosporium sphaerospermum へ抗菌作用が知られている 94).  

今回、本植物から AChE 阻害作用を見出した．AChE 阻害効果によって、体内 ACh 

量が高まり、副交感神経興奮効果が現れる．このことは、以前の E. bulbosa における

報告で、腹部筋痙攣へは腸の運動と緊張の高まり、冠状脈疾患へは血管拡張効果、体

温降下は熱放散中枢活性化作用等が関与している可能性が考えられる．しかしながら、

これまでに E. bulbosa や報告されている含有化合物が AChE 阻害作用を持つという

報告はなく更なる研究が期待できる． 

[既知化合物] 
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補足 (スペクトルデータ) 
 

For M10709 

S1. 1H MNR (600 MHz) of M10709 in CDCl3 

S2. 13C NMR (150 MHz) of M10709 in CDCl3  

S3. 1H-1H COSY (600 MHz) of M10709 in CDCl3  

S4. 1H-13C HMBC (600 MHz) of M10709 in CDCl3  

S5. 1H-13C HSQC (600 MHz) of M10709 in CDCl3  

S6. 1H-15N HSQC (600 MHz) of M10709 in CDCl3  

S7. ROESY (600 MHz) of M10709 in CDCl3  

S8. TOCSY (600 MHz) of M10709 in CDCl3  

 

For 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6’-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol 

S9. 1H NMR (600 MHz) of 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  

S10. 13C NMR (150 MHz) of 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  

S11. DEPT (150 MHz) of 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  

S12. 1H-1H COSY (600 MHz) of 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’       

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  

S13.  HMQC (600 MHz) of 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  

S14.  HMBC (600 MHz) of 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  

S15. TOCSY (600 MHz) of the b-galacopyranosyl moiety  on                 

1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’ -O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in 

MeOH  

S16. TOCSY (600 MHz) of the a-galacopyranosyl moiety  on                 

1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6 ’ -O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in 

MeOH  

S17.  Key HSQC spectrum of the anomer carbons on 1-O-(linolenyl)-2-O-(palmityl)-3-O-(6’

-O-a-galactopyranosyl-b-galactopyranosyl)-glycerol in MeOH  
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