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研究成果の概要（和文）：沖縄県浦添市の海岸で採集した海洋ラン藻Okeania sp. からypaoamide B, Cを単離
し、それぞれの化学構造式を明らかにした。得られた化合物のうち、ypaoamide Cは破骨細胞分化を抑制する傾
向があることが示唆された。また紅藻ミナミソゾLaurencia nidificaから単離した既知化合物であるaplysinに
は、骨芽細胞の初期の分化マーカーであるアルカリホスファターゼ活性の上昇が認められたが、石灰化は促進し
ないことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Two new pyrrolinone-containing lipopeptides, ypaoamides B and C, were 
isolated from an Okeania sp. marine cyanobacterium collected in Okinawa. Their structures were 
determined by spectroscopic analysis and Marfey’s analysis of acid hydrolysates. Ypaoamides C 
inhibited receptor activator of nuclear factor-κB ligand (RANKL)-induced osteoclastogenesis in 
mouse monocytic RAW264 cells. Aplysin is a known compound derived from Red Alga Laurencia nidifica 
collected in Okinawa. Aplysin enhanced the Alkaline Phosphatase (ALP) activity, an early osteoblast 
marker.

研究分野： 天然有機化合物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨では骨芽細胞による骨形成と破骨細胞

による骨吸収による骨リモデリングが絶え
ず繰り返されており、この骨形成と骨吸収の
バランスにより骨の恒常性や血液中カルシ
ウム濃度が維持されている。しかし、この骨
吸収と骨形成のバランスが崩れると様々な
骨疾患を引き起こす。例えば骨粗鬆症は骨密
度の低下により骨折のリスクが増大する骨
疾患であるが、その患者数は 1300 万人を超
えると推定されている。平成 28 年に厚生労
働省が行った国民生活基礎調査結果では、要
介護度別にみた介護が必要となった主な原
因として関節疾患が 1 位、骨折・転倒が 3 位
である。骨疾患は、直ちに命に影響するもの
ではないが、高齢者の生活の質を低下させる
だけでなく、周囲の人々の支援や介護を必要
とすることから、骨疾患の予防・治療対策は
重要である。骨粗鬆症の治療薬としてはビス
フォスフォネート剤や選択的エストロゲン
受容体作動薬などが開発されており、一定の
成果を上げている。しかしビスフォスフォネ
ート剤は胃腸障害や顎骨壊死などの副作用
が報告されおり、選択的エストロゲン受容体
作動薬は更年期症状の悪化や深部静脈血栓
症などが起こることが報告されている。最近、
骨形成促進剤である副甲状腺ホルモン製剤
が開発されたが、ペプチド製剤であることか
ら経口投与が難しく、皮下投与するため患者
への負担が大きい。これらの状況から、望ま
しくは経口投与可能な低分子化合物で、新た
な作用機序に基づいて骨吸収を抑制する、あ
るいは骨形成を促進する骨代謝改善剤の開
発が求められている。このような背景から、
当研究室では海洋生物から骨代謝を調整す
る低分子化合物の探索を行っており、破骨細
胞の分化を阻害する化合物を単離した。また
海洋生物抽出物をスクリーニングしたとこ
ろ、沖縄県の沿岸域で採集した海洋ラン藻抽
出物や紅藻抽出物が骨芽細胞の初期骨分化
マーカー酵素であるアルカリ性ホスファタ
ーゼ（ALP）活性を上昇させることを見い出
した。 
 
２．研究の目的 
海洋ラン藻から破骨細胞の分化を阻害す

る化合物を得たが、微量でありその化学構造
は明らかになっていない。そこで、この破骨
細胞の分化を阻害する化合物を含むラン藻
を採集し、各種クロマトグラフィーを用いて
分離、精製する。また得られた化合物に関し
ては二次元 NMR スペクトル、質量分析など
の機器分析や分解、誘導反応によりその化学
構造を解析する。さらに沖縄県の沿岸域で採
集した海洋ラン藻抽出物や紅藻抽出物が
ALP 活性を上昇させたことから、この化合物
を単離・構造解析し、得られた化合物が石灰
化を促進するか検討する。 

 
３．研究の方法 

（１）破骨細胞の分化を阻害する化合物の分
離、構造解析 
 破骨細胞の分化を阻害する化合物を含む
ラン藻 Okeania sp.を恩納村、本部町、浦添付
近の海岸で採集する。採集したラン藻をメタ
ノールで抽出し、得られた抽出物を酢酸エチ
ルと水で分配する。目的の化合物は酢酸エチ
ル層に濃縮されることが明らかになってい
るので、酢酸エチル層を各種クロマトグラフ
ィーおよび、高速液体クロマトグラフィーを
用いて分離精製を進める。得られた化合物に
関しては二次元 NMR スペクトル、質量分析
などの機器分析や、分解・誘導反応により化
学構造を明らかにする。 
 
（２）骨芽細胞の分化を誘導する化合物の単
離、構造解析 
 沖縄県本部町で採集した海洋ラン藻抽出
物や、うるま市で採集した紅藻抽出物が ALP
活性を上昇させることから、MT3T3-E1 細胞
を用いて骨芽細胞の分化を誘導する化合物
を探索する。MT3T3-E1細胞を2日間培養後、
各抽出物存在下で 6－7 日間培養する。氷冷
メタノールにて細胞を固定して乾燥後、ALP
基質溶液を用いて ALP 活性を測定する。さら
に染色基質溶液を用いて ALP 染色を行う。
ALP 活性を上昇させた分離画分については、
さらに精製を進め化合物を単離する。 
 
（３）骨芽細胞を用いた単離化合物の石灰化
評価 
 単離した骨芽細胞の分化を誘導する化合
物が石灰化を促進するのか検討する。
MT3T3-E1 細胞を 2 日間培養後、アスコルビ
ン酸、β-glycerophosphate および単離した化合
物で 10-14 日間培養して 70％ エタノールに
て細胞を固定した後、石灰化して沈着したカ
ルシウムをアリザリンレッドで染色し、単離
した化合物が石灰化を促進するか評価する。 
 
４．研究成果 
（１）破骨細胞の分化を阻害する化合物の分
離、構造解析 
採集した海洋ラン藻をメタノールで抽出

した。得られたメタノール抽出物を吸引ろ過
後、ろ液を減圧濃縮し、メタノール粗抽出物
を得た。得られたメタノール粗抽出物を水と
酢酸エチルで分配し、酢酸エチル層は、さら
に 90％メタノール水溶液とヘキサンで分配
した。 
 90％メタノール層を ODS カラムクロマト
グラフィーにより分離し、高速液体クロマト
グラフィーを用いて精製を進めた結果、
ypaoamide B,C を単離した。次に単離した
ypaoamide B, C の構造解析を行った。 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 

Ypaoamide B の分子量は高分解能質量スペ
クトルから C23H38N2O4であると決定した。次
に ypaoamide B の COSY スペクトル及び
HOHAHA スペクトルの詳細な解析により、
図１に太線で示した 3 組（C-2"～C-5",C-4'～
C-5', C-2～C-8）の炭素原子のつながりが明ら
かとなった。さらに図 1 に示した HMBC スペ
クトルを詳細に解析する事で、substructure 
A,B に示す構造を明らかにした。また NOESY
スペクトルにおいて、H-2'/H-6'の相関が観測
されたことから、C-2'の二重結合は 2'E であ
ると決定した。また HMBC スペクトルから
substructure AとBのつながりは明らかとなら
なかったが、不飽和度と分子式、C-1'炭素の
ケミカルシフトの値から、substructure A と B
はアミド結合により C-1'を介して結合してい
ると決定した。このようにして ypaoamide B
の平面構造を決定した。 
 Ypaoamide C の分子量は高分解能質量スペ
クトルから C22H33ClN2O4 であると決定した。
次に ypaoamide C の COSY スペクトル及び
HOHAHA スペクトルの詳細な解析により、
図 1 に太線で示した 2 組（C-2"～C-5", C-2～
C-5）の炭素原子のつながりが明らかとなっ
た。さらに図 1 に示した HMBC スペクトルを
詳細に解析する事で、substructure A,B に示す
構造を明らかにした。また NOESY スペクト
ルにおいて、H-2'/H-8'と H-4'/H-6'の相関が観
測されたことから、C-2'と C-5'の二重結合は
それぞれ 2'E, 5'Z であると決定した。また
HMBC スペクトルから substructure A と B の
つながりは明らかとならなかったが、不飽和
度と分子式、C-1'炭素のケミカルシフトの値
から、substructure A と B はアミド結合により
C-1'を介して結合していると決定した。この
ようにして ypaoamide B の平面構造を決定し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に ypaoamide B,C の C-4 位の絶対立体配
置を決定するため、ypaoamide B,C をオゾン
分解後、酸化的処理し加水分解した。得られ
たアミノ酸に Marfey 法を用いて不斉補助基
を導入した。得られた誘導体を高速液体クロ
マトグラフィーで分析したところ、Marfey 不
斉補助基が結合した L-ロイシン L-アラニン誘
導体を検出した。以上の結果から ypaoamide 
B,C の絶対立体配置を決定した。 
 
（２）骨芽細胞の分化を誘導する化合物の単
離、構造解析 
 沖縄県本部町で採集した海洋ラン藻抽出
物と、うるま市で採集した紅藻抽出物を各種
クロマトグラフィーで分離し、骨芽細胞の分
化を誘導する化合物を探索した。その結果、
う る ま 市 で 採 集 し た 紅 藻 ミ ナ ミ ソ ゾ
Laurencia nidifica から単離した既知化合物で
ある aplysin 処理細胞で ALP 活性の上昇が認
められた。また本部町で採取した海洋ラン藻
抽出物分離画分処理細胞でも同様に ALP 活
性の上昇が認められたが、含まれる化合物に
ついては現在構造解析を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）骨芽細胞を用いた単離化合物の石灰化
評価 
 ALP 活性の上昇が認められた単離化合物
が石灰化を促進するか検討した。石灰化の判
定には、カルシウム塩を染色する Alizarin Red 
S 溶液を用いた。その結果、分化促進実験と
同様に海洋ラン藻分離画分を処理した群は
Alizarin Red S 染色の増加が認められたが（図
３）、aplysin は Alizarin Red S 染色の増加が
認められなかった。 
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海洋ラン藻抽出分離画分 (M) 

図２．骨芽細胞における低分子化合物分化促進作用 

図３．海洋ラン藻分離画分の Alizarin Red S 染色の写真 
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