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研究成果の概要（和文）：海洋天然物は多様な化学構造を持ち、また、興味深い生物活性を示すことから、医薬品の探
索資源として利用されている。その中でも海綿動物は体内に数多くの共生微生物を持つことから、化合物の多様性に富
む。本研究では、海綿動物の抽出物に対するメタボロミクスにより、各海綿動物の化合物プロファイルを明らかにし、
未利用資源からの有用物質の探索研究に有効活用することを目的とした。その結果、約1500種の海綿動物の化合物プロ
ファイルの構築とクラスター解析に成功し、さらに解析データを基に２種の海綿動物より生物活性物質の単離と構造決
定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Marine sponges are an important source of structurally diverse and biologically 
active natural products, several of which have inspired the development of therapeutic agents. In this 
project, 1500 extracts of marine sponges collected in Japanese shallow-sea or deep-sea were analyzed by 
LC-MS followed by cluster analyses to reveal their chemical profiles. Based on the chemical profiles, we 
isolated three cytotoxic peptides and three cytotoxic glycolipids from two different marine sponges. 
Their structures were determined by a combination of chemical methods and spectroscopic data analyses.

研究分野：海洋天然物化学
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１．研究開始当初の背景 
海洋天然物が医薬品の候補として徐々
に臨床開発されるようになり、現在、海
洋生物由来の７つの化合物が上市され、
１３が臨床試験中である。2010 年には、
クロイソカイメンから単離されたハリコ
ンドリンＢの化学構造を参考にして、抗
がん剤が開発された。これまでに報告さ
れた海洋天然物は３万を超え、現在でも
世界各国で活発に探索研究がおこなわれ
ている。我々の研究室では、深海性の海
綿動物を主な探索源として有用物質の探
索を試みているが、深海性の海綿は色彩
や形状による特徴に乏しく、また、採集
中の意図しない破砕により原型を留めて
いないことが多いことから、その選別は
困難である。このような理由から、我々
は 2012 年夏より海綿メタボロミクス研
究を開始した。その結果、主要な海洋天
然物や、申請者の研究室で過去に単離さ
れた活性物質は、特定の海綿の主要成分
である場合が多く、我々は限定された生
物資源しか利用していないことが明らか
になってきた。 
 
２．研究の目的 
研究室が保有する海綿動物の粗抽出物
ライブラリ、および、これまでに採集し
てこなかった希少な海綿動物の抽出物に
対して、メタボローム解析をおこない、
ケミカルプロファイルを分析すると共に、
データベースを構築する。これらの情報
から総合的に判断し、未利用である化合
物、もしくは、これまでに研究対象とさ
れていなかった試料を HPLC による予備
分画法を用いて、生物活性を示す有用物
質の探索を効率的におこなうことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
１）LCMS 分析とデータ解析 
研究室が保有する約 1500 種類の海綿
動物の粗抽出物を適切な前処理の後、
LCMS 分析をおこなった。LCMS データ
よりイオンを抽出し、研究グループで開
発した独自のクラスター解析ソフトにて
分析をおこなった。 
 
２）予備分画と生物活性スクリーニング 
得られた解析データから、目的に応じ
た試料を選別し、HPLC を用いて 96 ウェ
ルプレートに予備分画をおこなった。そ
の後、様々な生物活性試験にてスクリー
ニングをおこなった。 
 
３）活性化合物の単離および構造決定 
スクリーニングで有望な活性を示した
サンプルから、溶媒分画および各種クロ
マトグラフィーにより、活性化合物の単
離をおこなった。また、得られた活性化

合物の化学構造は核磁気共鳴装置
（NMR）および質量分析装置（MS）を
はじめとした各種分析機器のデータ解析
により決定した。また、化合物の立体化
学は化学分解および各種分析機器のデー
タ解析により決定した。 
 
４．研究成果 
１）LCMS 分析とデータ解析 
約 1500 種類の海綿の粗抽出物を

LCMS で分析したところ、採集した年お
よび場所に関わらず、同じ種の海綿動物
は似たような化合物プロファイルを持つ
ことがわかった。また、我々が想像して
いた以上の海洋天然物が存在しており、
医薬品の探索資源として、今後も有望で
あることが明らかとなった。現在、カイ
メンの種と共生微生物の組成、および化
合物プロファイルに関して統合的に解析
している。 
 
２）新規細胞毒性ペプチド nazumazole
類の単離と構造解析 
 
上記メタボロミクスのデータ解析から、
前例がない幅広なイオンピークを与える
成分を検出した。そこで、抽出物を溶媒
分画、ODS カラムクロマトグラフィー、
ゲル濾過クロマトグラフィー、および
HPLC に 順 次 付 し 、 新 規 ペ プ チ ド
nazumazoles A-C (1-3)の混合物を得た。
この混合物は P388 マウス白血病細胞に
対して毒性を示したので、その構造決定
を行った。 

 
HRESIMS により、1–3 の分子式をそれ
ぞれ C50H68N14O16S2、C51H70N14O16S2、および
C52H72N14O16S2と決定し、nazumazoles A–C
は分子式が CH2 ひとつずつ異なる同族体
であった。1H NMR および 13C NMR を測定
したところ、アミド水素およびアミドカ
ルボニル炭素のシグナルが観測されたこ
とから、1–3 はペプチド性の化合物であ
ることがわかった。各種二次元 NMR の解
析により、構成アミノ酸およびその配列
を決定した。このペプチドの構成アミノ



酸は-ケト--アミノ酸のケトノルバリ
ン (Knv) およびケトロイシン (Kle)、4
位がメチル化されたプロリン (MePro)、2
位のアミンがホルミル化されたジアミノ
プロピオン酸 (Dpr)、システイン、アラ
ニンとオキサゾールが結合した構造 
(AlaOX) であった。また、1–3 は 2 種の
ペンタペプチド鎖 
A) -Knv-MePro-Dpr-Cys-AlaOX-と 
B) -Kle-MePro-Dpr-Cys-AlaOX-の二量体
であり、分子式の違いはこれらペプチド
鎖の組み合わせに由来していた。 
 
1–3 の構造は環内でジスルフィド結
合を形成する環状デカペプチド、もし
くはジスルフィド結合を介して二量化
する環状ペンタペプチド二量体のいず
れかであることが示唆された。そこで、
1–3を NaBH4および DTTで還元した後 4-
ビニルピリジンでアルキル化し、得ら
れたアルキル化体の構造を解析した。
その結果、1–3 のおよそ半分の分子量
を示すアルキル化体を 2 種得た。この
結果により、1–3 は環状ペプチドがジ
スルフィド結合を介して二量化すると
いう特徴的な構造を有していることが
わかった。 
 
３）新規細胞毒性糖脂質の単離と構造解
析 
さらに、メタボロミクスのデータ解析
から、深海性の海綿動物でこれまでに研
究対象としていなかった試料を選別し、
96 穴マイクロプレートに予備分画した。
その結果、分子量が 1100 付近の化合物
群が細胞毒性を示したため、化合物の単
離および構造決定をおこなうこととした。 
カイメンを抽出後、細胞毒性と LC-MS
での分析を指標に、溶媒分画、各種クロ
マトグラフィーにて分画し、最終的に逆
相 HPLC にて活性物質を精製した。その
結果、活性物質として分離が困難な化合
物 4a, 4b,および 5を単離した。各種機器
分析の結果、4aおよび 4b は C28 の脂肪
酸とテトラメチレンジアミンが縮合した
アグリコンと 3分子のアラビノースから
なる糖脂質であることが明らかとなった。
脂肪鎖中に存在するケトンと 2つの水酸
基の位置は FAB-MS/MS により推定し、
その後、化学合成によって調製したアグ
リコンの MS/MS データと比較すること
で確認した。また、アラビノースの絶対
配置は化学誘導化後、標品との LCMS で
の比較をおこなったところ、全て L 型で
あることが明らかとなった。化合物 5は
4a の脂肪鎖が１炭素短い同族体であり、
絶対配置を含む他の化学構造は化合物
4b と同じであった。化合物 4a, 4b,およ
び 5はそれぞれ 10および 30 g/mLで細
胞毒性を示した。 

 
本研究では、海綿動物の粗抽出物を対

象としてメタボロミクスを実施すること
で、海綿動物に含まれる化合物プロファ
イルの基盤を構築することができた。こ
の結果、これまでに研究に用いられてき
た試料と未利用の試料を明確に区別する
ことが可能となり、また、微量成分を他
試料から検出することも容易になった。 
今後は、この化合物プロファイルを探
索研究に有効活用するとともに、海綿の
種と化合物の関係について明らかにして
いく。 
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