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研究成果の概要（和文）：南西諸島で採取した海洋性アンフィジニウム属渦鞭毛藻より、抗がん

剤リード化合物の探索を行い、殺細胞活性を示す化合物としてアンフィリオニン２および３、

カリベノリド Iといったポリケチド化合物を単離した。２次元 NMRデータ、質量分析データと

いったスペクトルデータの解析に基づいて、それらの化学構造を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Our investigation for new anticancer drug leads from the 
dinoflagellate Amphidinium sp., we have resulted in the isolation of several cytotoxic 
polyketide, amphirionins-2 and -3 and caribenolide-I from a marine dinoflagellate 
Amphidinium sp. Their structure elucidation were carried out using detailed analyses of 
spectroscopic data such as 2D NMR spectra and MS data. 
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１．研究開始当初の背景 
研究代表者らはこれまでに、海洋産扁形動

物・無腸類ヒラムシの体内に共生する渦鞭毛
藻 Amphidinium sp.より、培養腫瘍細胞に対
して顕著な細胞毒性を示す一連のマクロリ
ド化合物・Amphidinolide (AMP)類を、また、
ユ ニ ー ク な 長 鎖 ポ リ ケ チ ド 化 合 物
Colopsinol類、Luteophanol類、Amphezonol
類を単離してきた。さらに、沖縄産の共生性
Amphidinium HYA002 株とパラオ産 HYA034 株
が、顕著な抗腫瘍活性を示す AMP-H類を大量
に産生することを見出した(収率>0.2%)(J. 

Nat. Prod., 2007, 70, 1676)。また、従来
の比増殖速度を格段に上回る比増殖速度α
0.03（2 週間培養における細胞数増加が従来
の約 1,000倍）を可能にする最適培養環境条
件を見出した(J. Appl. Phycol. in press)。
これら培養環境条件と大量生産株を組み合
わせて、100 L培養により AMP-Hを数百 mg生
産することが可能となった。 
２．研究の目的 

本研究では、海洋産渦鞭毛藻より既存の抗
がん剤とは化学構造が異なる新しいタイプ
の抗がん剤リード化合物を探索・開発するこ
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とを目的として、抗腫瘍性マクロリドを産生
する遊泳性や共生性 Amphidinium属渦鞭毛藻
を国内海域にて収集し、その培養藻体の抽出
物より新規抗腫瘍性マクロリドを分離し、そ
れらの化学構造を解明する。立体化学が未決
定である IRIO-4a～7aの絶対立体配置の解析
を行う。特に強力な殺細胞活性を示す
IRIO-1aと 2aおよび AMP-Hに関して試料の大
量供給を行い、構造活性相関の検討や、殺細
胞活性の標的分子と作用機序を明らかにす
る。Amphidinium 属以外の渦鞭毛藻について
も、培養渦鞭毛藻株ライブラリーの整備を行
い、抽出物の種々の活性スクリーニングを指
標として新たな抗腫瘍性物質の探索を行う。 
３．研究の方法 

渦鞭毛藻株は、各種光学顕微鏡観察と透過
型電子顕微鏡撮影により、形態的特徴を調べ
るとともに分子系統解析から種を同定する。
栄養塩類を添加した滅菌海水中で増殖させ、
培養渦鞭毛藻株ライブラリーを構築する。培
養腫瘍細胞に対する殺細胞活性を中心とし
た生物活性スクリーニングを検討する。有望
な株について有用物質の探索研究を進める。
Amphidinium株について大規模培養を行う。
光合成有効光量子束密度(40～70μmol m-2 

s-1)の人工光を一定の明暗サイクルで照射し、
2週間培養する。培養した藻体の収穫は、中
空糸フィルターで濃縮、遠心濃縮、その後凍
結乾燥する。 
得られた藻体は有機溶媒による抽出を行

い、得られた抽出物を、殺細胞活性スクリー
ニングやがん分子標的タンパク質に対する
効果を指標として、SiO2カラムクロマトグラ
フィーによる分離、続いて高速液体クロマト
グラフィーを行うことで、抗腫瘍活性を示す
新規マクロリド類を分離・精製する。得られ
た新規マクロリドについては、二次元 NMR、
高分解能 MS、Ｘ線結晶解析、計算化学的手法
等を用いた分光学的手法を用いて一次構造
を帰属する。 
４．研究成果 
Amphirionin-2 (1)の分離精製 

2009年、四国や南西諸島海域の海岸にて砂
泥を収集し、実験室にてインキュベートする
ことで生じる Amphidinium属渦鞭毛藻の単細
胞分離を行った。 500 クローン程度の
Amphidinium 株を分離し、マクロリド産生能
を評価する遺伝子プライマーを用いた単細
胞 PCR を検討することで、140 株にマクロリ
ド産生能をもつことが示唆された。140 株に
ついて予備培養して得た抽出物の培養腫瘍
細胞に対する殺細胞活性と TLCを用いた化学
成分のスクリーニングを実施し、二次代謝産
物の異なる Amphidinium KCA09051 株につい
て、大量培養を実施することとした。 
Amphidinium KCA09051株を 16時間明期、8

時間暗期の日周期、40μmol m-2 s-1 の光量子

束密度の蛍光灯照明下、27℃の環境条件で、
栄養塩添加無菌海水培地 50 L 中 2 週間攪拌
培養を行うことで乾燥藻体を 12g得た。得ら
れた乾燥藻体をトルエンとメタノールの混
合溶媒にて抽出し、抽出物をトルエンと水で
分配した。得られたトルエン可溶画分をクロ
ロホルム／メタノール混合溶媒によるシリ
カゲルカラムクロマトグラフィーに附した。
2%メタノールにて溶出した画分をアセトニ
トリル／水の混合溶媒による C18 カラムクロ
マトグラフィー、続いてヘキサン／酢酸エチ
ルの混合溶媒によるアミノシリカゲルカラ
ムクロマトグラフィーを行い、得られた粗画
分をアセトニトリル／水の C18 HPLCにより精
製し、新規化合物 Amphirionin-2 (1)を分離
した。 
 
Amphirionin-2 (1)の構造解析 
 Amphirionin-2 (1)は、光学活性{[α]D

20 +5 
(c 0.8, CHCl3)}な無色油状物質として得られ、
高分解能ESIMSよりC32H50O5の分子式を持つこ
とが明らかとなった。1 の 13C NMRスペクトル
では、sp2四級炭素 1個、sp2メチン 6個、sp2

メチレン 1 個、9 個のオキシメチン炭素を含
む sp3メチン 10 個、sp3メチレン 11 個、3 個
のメチルの全 32 個の炭素シグナルが観察さ
れた(Table 1)。分子式と 13C NMRデータを考
え合わせ、4個の環を含むことが推定された。
1H-1H COSY、TOCSY、HMQCスペクトル等の解析
より、C-1～C-8、C-11～C-13、C-15～C-19、
C-22～C-30の4個の部分構造の存在が明らか
となった(Fig.1)。2 個の二置換二重結合
(C-15－C-16、C-24－C-25)はいずれも 1H-1H
結合定数より E 配置であった。H-12/C-14、
H-15/C-14、H3-32/C-14の HMBC相関より C-13
－C-14 の三置換二重結合の存在が明らかと
なり、H-12/H3-32、H-13/H-15 の NOESY 相関
より E 配置であることが示された。C-9 と
C-10 を介した C-8 と C-11 の繋がりは、オキ
シメチン領域を測定範囲として限定したメ
チン選択 E-HSQC スペクトルにおいて、
H-7/C-9、H2-8/C-10、H2-11/C-9、H-12/C-10
の相関が観察されたことから帰属した。さら
に、HMBC スペクトルにおいて、H-9/C-12 と
H-10/C-7 の相関が観測されたこと、および
H-7/H-12 の NOESY 相関の存在より、C-7 と
C-10 間および C-9 と C-12 間にエーテル結合
が存在し、ヘキサヒドロフロ[3,2-b]フラン
環構造をもつことが示唆された。C-18－C-23
部分についても、メチン選択 E-HSQC、HMBC、
NOESY スペクトルにおいて、C-7－C-12 部分
で観測された相関と同様の相関が認めれた
ことから、ヘキサヒドロフロ[3,2-b]フラン
環を形成しているものと推定した。以上の結
果より 1 の平面構造を帰属した。 
 
Amphirionin-2 (1)の立体化学 



 

 

各不斉炭素の相対立体配置は、1H-1Hおよび
遠隔 13C-1H 結合定数と NOESY相関に基づいて
帰属を行った 7)。1H-1H結合定数は、分解能向
上 1H NMR スペクトルと SPT スペクトルより、
13C-1H 結 合 定 数 は 、 HETLOC お よ び
phase-sensitive HMBCスペクトルによりそれ
ぞれ測定した。C-4－C-5部分は、J(H-4/H-5)、
J(C-3/H-5)、J(C-31/H-5)、J(C-6/H-4)の値
から Figure 2aに示す threo配置であると推
定した 7)。C-5－C-7 部分についても 1H-1H お
よび遠隔 13C-1H 結合定数の詳細な解析により、
H-5と H-7は syn配置であると帰属した。 
C-7－C-12 のヘキサヒドロフロ[3,2-b]フラ
ン環部分では、H-7/H-12の NOESY相関と各水
素間の結合定数を詳細に解析することによ
り 、 H-7/H-10-anti 、 H-9/H-10-syn 、
H-9/H-12-anti の相対立体配置であることが
示唆された(Fig. 3)。同様にして、C-18－C-23
のヘキサヒドロフロ[3,2-b]フラン環部分の
相 対 立 体 配 置 が 、 H-18/H-21-anti 、
H-20/H-21-syn、H-20/H-23-antiと推定した。 
Caribenolide-I (1) と Neocaribenolide-I 
(3)の分離精製および構造解析 

2009年、四国や南西諸島海域の海岸にて砂
泥を収集し、実験室にてインキュベートする
ことで生じる Amphidinium属渦鞭毛藻の単細
胞分離を行った。 500 クローン程度の
Amphidinium 株を分離し、マクロリド産生能
を評価する遺伝子プライマーを用いた単細
胞 PCR を検討することで、140 株にマクロリ
ド産生能をもつことが示唆された。140 株に
ついて予備培養して得た抽出物の培養腫瘍
細胞に対する顕著な殺細胞活性を示す
Amphidinium KCA09056 株ならびに JCA09053
株について、大量培養ならびに分離精製を実
施した。 
Amphidinium KCA09056株を 16時間明期、8

時間暗期の日周期、40μmol m-2 s-1 の光量子
束密度の蛍光灯照明下、27℃の環境条件で、
栄養塩添加無菌海水培地 150 L中 2週間攪拌
培養を行うことで乾燥藻体を 10.5g得た。得
られた乾燥藻体をトルエンとメタノールの
混合溶媒にて抽出し、抽出物をトルエンと水
で分配した。得られたトルエン可溶画分をク
ロロホルム／メタノール混合溶媒によるシ
リカゲルカラムクロマトグラフィーに附し
た。2%メタノールにて溶出した画分をアセト
ニトリル／水の混合溶媒による C18 カラムク
ロマトグラフィー、続いてヘキサン／酢酸エ
チルの混合溶媒によるアミノシリカゲルカ
ラムクロマトグラフィーを行い、得られた粗
画分をアセトニトリル／水の C18 HPLCにより
精製し、化合物 2 (0.0024 %)および 3 
(0.0054 %)を分離した。 

化合物 1 は、光学活性{[α]D
20 +41 (c 0.49, 

CHCl3)}な無色油状物質として得られ、高分解
能 ESIMS より C33H52O11の分子式を持つことが

明らかとなった。2 の C6D6で測定した 1H、13C 
(Table 1)および 2 次元 NMR データについて
構造解析を行ったところ、Shimizu らの
caribenolide-Ⅰの平面構造と同一の物質で
あることが判明した。論文中にある同一の溶
媒で測定し、1H および 13C NMR シグナルが一
致し、旋光度が同一の符号をもつことから、
今回単離された化合物 2 が Caribenolide-I
であると同定した。 

化合物 3 は、光学活性{[α]D
20 +33 (c 0.27, 

CHCl3)}な無色固体として得られ、高分解能
ESIMSよりC33H52O11と化合物2と同一の分子式
を持つことが明らかとなった。3 の 13C NMR
スペクトルでは、ケトン 1個、エステル 1個、
sp2四級炭素 2個、sp2メチ 1個、sp2メチレン
1個、sp3四級炭素 1個、10個のオキシメチン
炭素を含む sp3メチン 12 個、sp3メチレン 10
個、4個のメチルの全 33個の炭素シグナルが
観察された(Table 1)。分子式と 13C NMRデー
タを考え合わせ、4 個の環を含むことが推定
された。1H-1H COSY、TOCSY、HMQCスペクトル
等の解析より、C-1～C-5と C-30、C-7～C-8、
C-10～C-11と C-31、C-13～C-14、C-16～C-29
と 5 個の部分構造の存在が明らかとなった
(Fig. 1)。C-4の化学シフト値(C 74.0)は、
1 のエポキシ基の化学シフト値とは異なり、2
ではエポキシ環が存在しないことが示唆さ
れた。 
6 位エキソメチレン、9 位ケトン、12 位オ

レフィン、15位ヘミケタール炭素を介する部
分構造の繋がりは、Fig. 1 に示した HMBC 相
関により帰属した。11,12 位の三置換二重結
合は、H-11/H-13 の NOESY 相関より E 配置で
あった。C-4C-7と C-21C-24の 2個の THF
環の存在は、それぞれ H-4/C-7 の HMBC 相関
ならびに H-21/H-25の NOESY相関より示唆さ
れた。HMBC スペクトルの H-2/C-1 ならびに
H-25/C-1 の相関より、3 は C-1 と 25-O の間
でエステル結合した 26 員環ラクトン構造を
もつことが明らかとなった。 

C-4C-7 の THF 環は、H-3/H-5 および
H-4/H-7の NOESY相関より、H-4H-5が anti、
H-4H-7がsynの配座であることが示唆され
た。一方、C-21C-24 の THF 環において、
H-21/H-25 の NOESY 相関が観察されたことか
ら、H-21H-24 は anti 配座であると帰属さ
れた。一方、C-15-C-19の THP環は、H-16が
大きな結合定数をもたず、H-16は equatorial
配置であること、H-19は H-18aと大きな結合
定数をもち、H-19は axial配置であることが
示唆された。 

Neocaribenolide-I (3)は、THP環、THF環
2 個、ケトン、水酸基 5 個、C1分岐 4 個をも
つ 新 規 26 員 環 マ ク ロ リ ド で あ り 、
caribenolide-I (2)の 4,5-エポキシ環が開環
し、7 位水酸基と 5 員環エーテルを形成した
化合物である。全相対立体配置については現



 

 

在検討中である。 
Isocaribenolide-I(3)の分離精製および構
造解析 
 渦鞭毛藻 Amphidinium sp.KCA09053株を実
験室において大量培養(50 L)し、得られた培
養藻体(10.27g)をメタノール／トルエン
(3:1)の混合溶媒で抽出した(360 ml)。この
抽出物をトルエンと水で分配し、得られたト
ルエン可溶画分(1.1461 g)を、シリカゲルの
カラムクロマトグラフィーに付した。メタノ
ール／クロロホルム(300-450 ml)溶出フラク
ションについて C18カートリッジおよび、NH2-
シリカゲルカラムを用いて脂肪酸との分離
を行い、マクロリド化合物を含むと思われる
フラクションが得られた。このフラクション
をさらに逆相系の HPLC(アセトニトリル／水、
70:30) で 精 製 し 、 既 知 マ ク ロ リ ド
Iriomoteolide-1a (0.0074 %) と
Iriomoteolide-3a (0.0083 %)とともに、新
規化合物として Isocaribenolide-I (4)を
0.006%の収率で単離した。 
 Isocaribenolide-Ⅰ (4)は無色の光学活性
非結晶性粉末として得られ、高分解能 ESIMS
より分子式は、2 と 3 と同じ C33H54O11である
ことが明らかとなった。13C NMRスペクトルか
らは四級炭素５個、そのうちカルボニル炭素
が２個、メチン炭素 14 個、メチレン炭素９
個、メチル炭素 5 個からなる 33 個の炭素シ
グナルが観察された。分子式と 13C NMR デー
タを考え合わせ、４個の環を含むことが推定
された。1H-1H COSY、TOCSY、HMQCスペクトル
等の解析より、C-1～C-5と C-29、C-7～C-8、
C-10～C-11と C-30、C-13～C-14、C-16～C-29
と C-33、といった 5個の部分構造の存在が明
らかとなった(Fig. 2)。C-4 (C 62.4)と C-5 
(C 54.5)の化学シフト値より、エポキシ環
の存在が示唆され、J(H4,H5)が 2 Hz である
ことから、trans エポキシドであることが明
らかとなった。HMBC相関より 5個の部分構造
の繋がりを帰属した。Isocaribenolide-I (4)
は、Caribenolide-Ⅰ(2)の環外 n-ブチル側鎖
が、イソブチル基となった関連化合物である。 
3. Caribenolide-I(2)と Amphidinolide N (1)
のスペクトルデータの比較 
 今 回 単 離 し た Caribenolide-I (2) と
Isocaribenolide-I (4)の 13C NMR データを、
Amphidinolide N (1)の文献値と同一溶媒に
て 比 較 し た (Fig. 3) 。 そ の 結 果 、
caribenolide-I (2)と amphidinolide N (1)
の化学シフト値には良い一致が認められた。
このことは、化合物 2と 1は同一化合物であ
ることを示唆するものである。 
 
4. 生物活性 

 化合物2、3、4のヒト上皮がん細胞KBに対
するIC50値は、それぞれ8、10および40 pg/mL
であり、G0/G1期の細胞周期を阻害すること、

ならびにアポトーシスを引き起こすことを見
いだした。4にはマウス白血病細胞P388担がん
マウスを用いたin vivo試験において、抗腫瘍
活性が認められた。 

Amphidinium KCA09056株からは同時に、

Amphirionin-3を単離した。 
Amphirionin-3 は光学活性な無色の油状物質
で、高分解能 ESIMSよりスペクトルから分子
量が 342であり、分子式が C20H38O4であること
が明らかとなった。13C NMR スペクトルでは、
四級炭素 2個、エキソメチレン 1個、sp3メチ
ン 5個、sp3メチレン 9個、4個のメチルの全
20個の炭素シグナルが観察された。HMQC、メ
チン選択およびメチレン選択 E-HSQC、1H-1H 
COSY、TOCSY、HMBC、NOESYスペクトル詳細に
解析することにより、Amphirionin-3 は、テ
トラヒドロフラン環部分を 2個持つ新規ポリ
ケチド化合物であると帰属した。 
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