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研究成果の概要（和文）：　沖縄県糸満市の海岸で採集した海洋ラン藻Okeania sp.からmabuniamideを単離し、
その化学構造式を推定した。また、mabuniamideを全合成し、その化学構造式が正しいことを明らかにした。
MabunimamideはL6筋管細胞への糖取り込み促進活性と、熱帯熱マラリア原虫3D7に対して抗マラリア活性を示し
た。また同じく沖縄県糸満市の海岸で採集した海洋ラン藻Caldora penicillataからkomesuamideと
odopenicillatamideを単離し、それぞれの化学構造式を明らかにした。得られた化合物はどちらもL6筋管細胞へ
の糖取り込み促進活性を示した。

研究成果の概要（英文）：　Mabuniamide was isolated from an Okeania sp. marine cyanobacterium 
collected in Okinawa. The gross structure of mabuniamide was determined by spectroscopic analyses, 
and its absolute configuration was determined using Marfey’s analysis of the acid hydrolysate of 
mabuniamide. The absolute configuration of mabuniamide was confirmed by total synthesis. Mabuniamide
 stimulated glucose uptake in cultured rat L6 myotubes. In addition, mabuniamide and its 
stereoisomer exhibited moderate antimalarial activity. The linear lipopeptides komesuamide and 
odopenicillatamide were isolated from Caldora penicillata a marine cyanobacterium collected in 
Okinawa. The structures of these compounds were established by spectroscopic analyses, and the 
absolute configurations were determined by HPLC analyses of the acid hydrolysates. Both compounds 
showed glucose uptake activity in cultured L6 myotubes.

研究分野：天然物有機化学

キーワード： 海洋ラン藻　筋管細胞　mabuniamide　komesuamide　odopenicillatamide

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　糖尿病治療薬の代表的なものとしては、スルフォニル尿酸薬やα‐グルコシダーゼ阻害剤などがあるが、低血
糖や腹部膨満感などの副作用が問題となっており、新しいタイプの血糖値を調節する化合物が求められている。
このような背景から、琉球列島沿岸で採集した海洋生物に含まれる血糖値を調節する化合物を探索したところ、
筋管細胞への糖取り込みを促進する化合物を3種類得ることが出来た。この成果は糖尿病に関する学術的基礎研
究に有用な新知見が得られるだけでなく、糖尿病予防、治療薬標的となりえる分子に関する情報が得られ、新た
な糖尿病予防、治療薬の探索手段を提供すると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 国民病と言われる糖尿病の患者数は、その予備軍も含めると 2210 万人と推測されている。糖
尿病が進行すると神経障害や網膜症などの合併症などを引き起こし、最悪の場合は失明や足の
壊疽などを引き起こす恐れがあるため、予防と早い段階での治療が重要である。 
糖尿病は体内の糖代謝異常により引き起こされる。経口摂取された糖質は十二指腸でブドウ
糖と果糖に変換され、全身細胞へ運ばれてエネルギー源として用いられる。骨格筋細胞において
は、インスリンがインスリン受容体へ結合した後、情報伝達分子が順次活性化され、Glucose 
transporter 4 の膜移行を促進して血中の糖が骨格筋へ取り込まれる。したがってインスリンが
正常に機能しないと高血糖となり、糖尿病を発症する。糖尿病は 1型と 2型に分類され、体の免
疫系が膵臓のβ細胞を破壊してインスリンが生産できなくなることによって発症するのが 1 型
糖尿病であり、運動不足や過食などの生活習慣の乱れによる肥満がインスリンの分泌や全身細
胞のインスリン感受性を低下させることにより発症するのが 2 型糖尿病である。糖尿病治療薬
の代表的なものとしては、スルフォニル尿酸薬やα‐グルコシダーゼ阻害剤などがあるが、重篤
な低血糖を起こすことや、膨満感、腹部不快感、下痢などの副作用が問題となっており、新しい
タイプの血糖値を調節する化合物が求められている。このような背景から、血糖値を調節する化
合物の探索研究が盛んに行われているが、近年骨格筋への糖取り込み促進作用を有する化合物
が注目されている。健常者では糖の 7割以上が骨格筋で利用されており、筋肉における糖の取り
込みの低下は全身性のインスリン抵抗性の発症につながる。そのためインスリン抵抗性や糖尿
病の予防・治療に使用する化合物は、骨格筋への糖取り込みの促進、代謝を改善できることが望
まれているが、骨格筋細胞に対して作用する薬剤は少ない。当研究室では海洋生物から糖代謝を
調節する低分子化合物を探索しており、これまでに ypaoamide B, C が筋管細胞への糖取り込み
を促進することを明らかにしている。また数種類の海洋ラン藻抽出物が筋管細胞への糖取り込
みを促進することを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
琉球列島沿岸域で採集した未同定ラン藻の抽出物が骨格筋への糖取り込みを促進することを
明らかにしている。そこで、骨格筋への糖取り込み促進活性を有するラン藻を採集し、各種クロ
マトグラフィーを用いて化合物を分離、精製する。得られた化合物については、L6 筋管細胞を
用いて糖取り込み活性を評価し、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式を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）化合物の単離・構造決定 
骨格筋への糖取り込み促進作用を示す化合物が含まれることが明らかになっている海洋ラン
藻抽出物から、クロマトグラフィーを用いて糖取り込み促進物質を単離する。得られた化合物だ
けでは構造決定、薬理活性評価が行えない可能性もあるが、これまでの予備調査により化合物の
分離に用いる海洋ラン藻は 3月～8月ごろに採集できることが明らかになっている。本研究を遂
行するために必要な化合物を確保できない場合は、定期的に海洋ラン藻を採集し、化合物を分離
する。得られた化合物については各種スペクトル解析、特に核磁気共鳴スペクトルやマススペク
トルを解析し化学構造式を明らかにする。構造解析が困難な場合は、化合物の誘導反応や分解反
応を行い、化学構造式を明らかにする。 

 

（２）糖取り込み促進活性の評価 

ラット骨格筋由来の L6 筋芽細胞を用い、10％牛胎児血清を含む DMEM 培地で培養し、L6 筋管
細胞へ分化せる。その後、塩酸緩衝溶液で培養し、細胞を洗浄した後、グルコース及び抽出物や
単離した化合物を含む塩酸緩衝溶液に交換して培養する。培養前後の溶液のグルコース濃度の
差から L6 筋管細胞のグルコース取り込み量を算出する。糖取り込み促進活性を示した抽出物に
ついては、糖取り込み促進活性を指標として化合物の分離を進める。 

 

４．研究成果 
（1）海洋シアノバクテリア Okeania 属より単離した mabuniamide の単離と構造解析 
 糸満市付近の海岸で採集した海洋シアノバクテリア Okeania 属の集合体をメタノールで抽出
した。得られた抽出物を吸引ろ過後、ろ液を減圧濃縮し、メタノール抽出物を得た。得られたメ
タノール抽出物を酢酸エチルと水で分配し、得られた酢酸エチル層は、さらに 90％メタノール
とヘキサンで分配した。L6 筋菅細胞を用いた糖取り込み促進活性を評価したところ、90％メタ
ノール層が比較的低濃度で糖取り込みを促進することが明らかとなった。そこで 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、さらに高速液体クロマトグラフィーを用



いて精製した結果 mabuniamide (1)を単離し
た。次に 1の構造解析を行った。 
 高分解能質量スペクトルにより1の分子式
を C58H87N9O11と決定した。次に COSY, HMBC, 
HSQS スペクトルの解析により、1に含まれる
部分構造として、proline (Pro1, Pro2), N-
methyl-phenylalanine (N-Me-Phe1, N-Me-
Phe2), glycine (Gly), valine (Val), N-
methyl-valine (N-Me-Val), leucine (Leu), 
N-methyl-alanine (N-Me-Ala), butanoic 
acid 残基の存在を明らかにした。詳細な構
造については、各種二次元 NMR の相関をもと
に決定した。さらに、MS/MS 実験から検出し
たフラグメントイオンが配列に矛盾しない
ことを確認した（図 1）。 
 次に、構成アミノ酸の絶対立体配置を決定
するため、1 を加水分解した。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。得られた誘導体は、逆相 HPLC におけ
る保持時間を別途調整した標品と比較することで絶対立体配置を決定した。その結果、Pro1、
Pro2、Val、Leu、N-Me-Ala は L体標品と保持時間が一致し、N-Me-Val は D体標品と保持時間が
一致した。N-Me-Phe1 および N-Me-Phe2 については L体標品と D体標品の両方と保持時間が一致
したため、片方が L体でもう片方が D体であると考えられた。 
 N-Me-Phe1 および N-Me-Phe2 の
絶対立体配置をそれぞれ決定す
るために、穏やかな条件下で部分
的な酸加水分解を行い、部分酸加
水分解物を得た。逆相 HPLC を用
いた精製と ESI-MS スペクトルの
解析によって、N-Me-Phe1 を含む
フラグメント A (N-Me-Phe1-Gly-
Val) と N-Me-Phe2 を含むフラグ
メント B (Leu-N-Me-Phe2-Pro) をそれぞれ取得した（図 2）。次にフラグメント Aおよびフラグ
メント Bを酸加水分解後、Marfey 試薬を用いて誘導化した。逆相 HPLC における分析の結果、N-
Me-Phe1 は D 体標品と保持時間が一致し、N-Me-
Phe2 は L 体標品と保持時間が一致した。以上の
結果からmabuniamideの絶対立体配置を決定した
（図 3）。 
さらに1およびN-Me-Phe1と N-Me-Phe2の立体
化学が逆である iso-mabuniamide (2)を全合成
し、各種スペクトルを比較した。その結果、Marfey
法を用いて決定した立体化学が正しいことが明
らかとなった。 
 
（2）Mabuniamide(1), iso-mabuniamide(2)の L6 細胞への糖取り込み活性の評価 

図 3．Absolute configuration of mabuniamide (1). 

図１．(a) Key 2D NMR correlations for mabuniamide (1). 
(b) ESIMS/MS fragmentation patterns of mabuniamide (1). 

図 2．Partial hydrolysis of mabuniamide (1). 

図 4．Effects of natural 1, synthetic 1, and 2 on cell viability and glucose uptake in cultured L6 myotubes. (a) Cells were treated with the indicated 
concentrations of compounds. After incubation for 22 h, cell viability was determined based on an MTT assay. (b) Cells were preincubated in 
KHH buffer without glucose for 2 h. They were then incubated in KHH buffer containing 11 mM glucose with the indicated concentrations of 
compounds for 22 h. Glucose uptake was measured using a Glucose CII test kit. Berberin (Ber) was used as s positive control. Values are the 
mean ± SD of quadruplicate determinations. 



L6 筋管細胞を用いて 1 と 2 の筋管細胞への糖取り込み促進活性を評価した。海洋シアノバク
テリアより単離した 1 と合成した 1 は毒性を示さず、濃度依存的に糖取り込みを促進すること
が明らかとなった。一方 2は 1よりも糖取り込み促進活性が弱いことが明らかとなった（図 4）。 
 
（3）海洋シアノバクテリア Caldora penicillata より単離した komesuamide および
odopenicillatamide の単離と構造解析 
 糸満市付近で採集した海洋シアノバクテリ
ア Caldora penicillata の 抽 出 液 を
mabuniamide (1)と同様の手法で分離・精製し
komesuamide (3), odopenicillatamide (4) 
を得た。次に 3の構造解析を行った。 
 高分解能質量スペクトルより komesuamide 
(3) の分子式を C57H84N8O10と決定した。これら
に加え、COSY, HMBC, HSQC スペクトルを解析
し、3 に含まれる部分構造として、proline 
(Pro1, Pro2, Pro3)、N-methyl-phenylalanine 
(N-Me-Phe1, N-Me-Phe2)、glycine (Gly)、
valine (Val)、N-methyl-isoleucine (N-Me-
Ile)、2-methylhexanoic acid (Mha) 残基の
存在を明らかにした。さらに詳細な各種二次
元 NMR の相関と、MS/MS 実験から検出したフラ
グメントイオンを解析し、3の平面構造を決定
した（図 5）。 
次に 1 と同様に Marfey 法による分析を行
い、構成アミノ酸ユニットの絶対立体配置を
決定した。その結果、Pro1, Pro2, Pro3, N-Me-
Ile, Val は L体、N-Me-Phe1, N-Me-Phe2 は D体
からなることが明らかとなった。さらに 3の酸
加水分解物を phenacyl bromide を用いて誘導
化し化合物 5を得た（図 6）。また別途合成した
（2S）,(2R)-Mha を phenacyl bromide を用い
て誘導化し、化合物 6, 7 を得た。このように
調整した 5-6 の化合物についてキラル HPLC に
おける保持時間を比較したところ、5 は(2S)-
Mha から誘導化した化合物6と保持時間が一致
した。以上の結果から、3の絶対立体配置を図
7に示す通りに決定した。 
 次に 4の構造解析を行った。高分解能質量ス
ペクトルより odopenicillatamide (4) の分子
式を C44H59N5O8と決定した。次に COSY、HMBC、HSQC スペクトルを解析し、4に含まれる部分構造
式として 3-methoxy-4-benzylpyrrolinone ring (Bn-O-Me-pyrrolinone)、proline (Pro1, Pro2)、
N-methyl-valine (N-Me-Val)、phenylalanine (Phe)、3-methoxyhexanoic acid 残基の存在を明
らかにした。また詳細な HMBC スペクトルの解析
と MS/MS 実験から検出したフラグメントイオン
を解析し 4の平面構造を決定した（図 8）。次に
構成アミノ酸の絶対立体配置を決定するため
に、Marfey 法による分析を行った。はじめに 4 
を加水分解し、順相 HPLC を用いて得られた加水
分解物から各アミノ酸を分取した。得られた各
アミノ酸は Marfey 試薬を用いて誘導化し、逆相
HPLC における保持時間を別途調整した標品と
比較した。分析の結果、Pro1、Pro2、N-Me-Val
は L体標品と保持時間が一致し、Phe は D体標品
と保持時間が一致した。続いて、Bn-O-Me-
pyrrolinone の絶対立体配置を決定するため、
オゾン分解に続く酸化的処理と酸加水分解によ
って Phe を取得し、Marfey 法を適用した。その
結果、Bn-O-Me-pyrrolinone 由来の Phe は L体

図 5. (a) Key 2D NMR correlations for komesuamide (3). 
(b) ESIMS/MS fragmentation patterns of komesuamide (3). 

図 6. Preparation of phenacyl standard 5. 

図 7. The absolute configuration of komesuamide (3). 

図 8. (a) Key 2D NMR correlations for odopenicillatamide (4). 
(b) ESIMS/MS fragmentation pattern of odopenicillatamide (4). 



標品と保持時間が一致した。以上の結
果から、Pro1、Pro2、N-Me-Val は L体、
Phe は D体からなり、C-4 の立体化学は
S体であることが明らかとなった。 
 これまで行った加水分解の条件で
は 3-methoxyhexanoic acid を得るこ
とができなかったため、穏やかな条件
で加水分解を行い、得られた酸加水分
解物を phenacyl bromide を用いて誘
導化し、逆相 HPLC により 8 を取得し
た（図 9）。続いて標品を調製した。(S)-
3-methoxyhexanoic acid(9a)と(R)-3-
methoxyhexanoic acid (9b) をそれぞれ合成し、
phenacyl bromide を用いて誘導化することで 10a
と 10bを取得した（図10）。Odopenicillatamide (4)
を加水分解して得られた 8 と 10a, 10b のキラル
HPLC における保持時間を比較した結果、8は 10b と
保持時間が一致したことから、C-40 位の立体化学
は Rと決定した。以上の結果から、4の絶対立体配
置を図 11に示す通りに決定した。 
 
（4）Komesuamide (3)、odopenicillatamide (4) の L6 細胞への糖取り込み活性の評価 
 ラット由来 L6 筋管細胞を用いて 3と 4の筋管細胞への糖取り込み促進活性を評価した。海洋
シアノバクテリアから単離した 3,4 は細胞毒性を示さず、濃度依存的に糖取り込みを促進する
ことが明らかとなった。（図 12）。 

図 9. Preparation of 8. 

図 10. Preparation of 10a and 10b. 

図 11. Absolute configuration of odopenicillatamide (4). 

図 12. Effects of 3 and 4 on cell viability and glucose uptake in cultured L6 myotubes. (a) Cells were treated with the indicated concentrations 
of compounds. After incubation for 20 h, cell viability was determined based on an MTT assay. (b) Cells were preincubated in KHH buffer 
without glucose for 2 h. They were then incubated in KHH buffer containing 11 mM glucose with the indicated concentrations of compounds for 
20 h. Glucose uptake was measured using a Glucose CII test kit. Mabuniamide (1) was used as a positive control. Values are the mean ± SD of 
triplicate determinations. 
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