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研究成果の概要（和文）： 
パラオ産海綿(Lamellodysidea sp.)から抗菌活性を有するフェノール性臭素化合物を探索し

た。APCI-LC/MS/MS および ECNI-GC/MS により種々の臭素化ジフェニルエーテル骨格を

有する抗菌成分を単離し、その化学構造を明らかにした。抽出分画および化学合成した成分の

抗菌スペクトルならびに 9 種の細菌に対する最小発育阻止濃度(MIC)を求めた結果、

tetrabromocatechol, 2,2’-dihydroxy-BB80 および 2’-hydroxy-6-methoxy-BDE68 がいずれも

腸球菌、黄色ブドウ球菌、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌などに対し低濃度で増殖抑制作用を

示した。これらは抗菌薬のリード化合物として期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We developed the APCI-LC/MS/MS and ECNI-GC/MS methods for screening of antibacterial 
brominated products in marine sponges (e.g. Lamellodysidea sp.) from Palau, Micronesia. Broad 
antibacterial spectra of phenolic products such as tetrabromocatechol, 2,2’-dihydroxy-BB80 and 
2’-hydroxy-6-methoxy-BDE68 were observed and these products showed growth inhibitory effects 
against E. Faecalis, E. Faecius, S. aureus, MRSA and S. pyogenes. These components are expected 
for lead compounds of antibacterial agents. 
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研究分野：分析化学 
科研費の分科・細目：環境学・放射線・化学物質影響科学 
キーワード：海綿、臭素化合物、抗菌活性、リード化合物、創薬 
 
１．研究開始当初の背景 

環境中には、天然物由来の薬理活性を有

する成分が数多く存在し、それらを利用し

た創薬研究がさかんに行われている。その

うち、海綿動物や海藻から抗菌活性を有す

るフェノール性ハロゲン化合物は医薬品

素材開発の基盤となっている。最近の調査

 



では、海綿動物から抽出された成分のなか

には、脂溶性の高いハロゲン化合物があり、

それらは海洋微生物から産出され、食物連

鎖を通じて高等生物へ生物濃縮されるも

のも報告されている。 

我々は、ビフェニル骨格(PBB)やジフェ

ニルエーテル骨格(PBDE)を有する臭素系

フェノール化合物が天然に存在すること、

これらは海綿などに共生する微生物によ

る二次代謝産物であることに着目し、それ

らの化合物群の抗菌性物質を単離し、創薬

研究の手がかりになると考え、本研究に着

手した。 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、生体残留性臭素化合物群およ

びパラオ産海綿動物から単離される臭素

含有成分の抗菌活性試験を通じて、抗菌活

性成分の同定および強力な抗菌作用を有

するリード化合物を探索し、構造活性相関

に基づくリード化合物の最適化を行うこ

とで抗菌薬への応用するための基盤を形

成する。そのため、抗菌性臭素化合物につ

いて、（１）環境動態を調べる（２）ヒト

試料（母乳および血液）中の分布状態を把

握する。（３）海綿から単離抽出成分の抗

菌試験、特にパラオ産海綿を素材として抽

出画分の抗菌スクリーニングを行い、抗菌

成分の化学構造決定を行う。（４）天然化

合物群の抗菌活性（グラム陽性菌、グラム

陰性菌および嫌気性菌）を測定し、抗菌ス

ペクトルの作成および抗菌活性のランダ

ムスクリーニングを行う。（５）海綿の単

離成分中から抗菌薬候補を選定し、構造活

性相関データよりリード化合物を選定し、

ドラッグデザインによる最適化を行い、抗

菌薬および感染症治療薬開発の基盤とす

る。 

 

 

３．研究の方法 

 

（１）海洋生物に残留する天然臭素化合物の

定性、定量 

2007年沖縄石垣島で駆除されたイタチザメ

(n=42)、ツマジロ(n=8), メジロザメ(n=1) お

よびオオメジロザメ(n=1)の肝臓(合計n=52)

について、残留性の高い6-MeO-BDE47、

2’-MeO-BDE68, 2,2’-diMeO-BB80,およびその

フェノール体、 Br4Cl2-DBP、Cl7- MBPなどの

天然残留成分をGC/MS（SIM mode）で定量した。

前処理としては、抽出脂肪に内標準を加えた

後、GPCにより脂肪を除去した。天然臭素成分

を含むPCB分画をシリカゲルカラムで精製し、

GC/MS(EI)で分析した。さらに簡便な分析法と

して、ECNI-SIM (m/z 79)を用いるスクリーニ

ング法を開発した。 

 

（２）ヒト由来試料および海産物中 PBDE 関

連物質の定性、定量。 

母乳は日本人（６５検体）は2004年に４地

域から提供されたうち、京都大学ヒト試料バ

ンクに保管されているものを用いた。 

 日本人血清（pooled 20 sample）は30-70

歳の女性から供与されたプール血清を用いた。 

日本国内海産物食品では、本マグロ（脂肪

含量10％以上）魚介類の可食部10-20ｇ中の脂

肪分をヘキサン・アセトン混合液で抽出した。

抽出脂肪量10-100mgに一定量の内標準を添加

し、GPC(Bio Beads S-X3）で脱脂し、さらに

シリカゲルカラムで精製した。天然脂溶性残

留成分をGC/EI-MSおよびGC/ECNI-MSイオン検

出で定性、定量した。 

 

（３）パラオ産海綿の抗菌成分分析 

Lamellodysidea sp.を MeOH に浸した抽出液

に 1M-KOH を加えて、ヘキサンで分配抽出し

た。GC/MS(EI モード)でマススペクトルを測

定した。一方、KOH/MeOH 溶液に 1M-HCl
を加えて酸性とし、n-hexane:diethylether (9:1)
で分配抽出した。この液にジアゾメタン (エ
ーテル溶液) 数滴を加え、よく振りませ、30
分後にマススペクトルを測定した。 

OH-PBDE については MeO-PBDE と分離後

GC/MS-ECNI 法で定性、定量できた。

dihydroxy-PBDE (diOH-PBDE)および hydroxy- 
methoxy-PBDE (OH-MeO-PBDE)については

APCI-LC/MS/MS による分析の MRM による

最適化―微量分析法を確立した。 
パラオ産海綿約 40種のECNI法によるスク

リーニングによって抗菌成分含量の多い

Lamellodysidea sp., Callyspongia sp. および

Haliclona sp.について成分分析を行った。 
 
（４）海綿中の生産菌の探索 

海綿を無菌下小片とし、marine agar 培地

に播種して 25℃・48 時間培養し、コロニー

を得た。得られたコロニーについて、常法に

より、細胞溶解液を調製して DNA を抽出し、

PCR 法により目的とする配列を増幅・精製し

た。得られた DNA についてダイレクトシーケ

ンシングを行った。結果について、DNA デー

タバンクよりホモロジー検索と系統分類を

行った。 

 



（５）抗菌スペクトルおよび抗菌活性試験 
bromocatechol, 2,2’-dihydroxy-3,3’,5,5’–tetra- 

bromobiphenyl (2,2’-diMeO-BB80), 2’,6-dihyd- 
roxy-2,3’,,4,5’-tetrabromobiphenyl (2’,6-diOH- 
BDE68)およびそれらのMeO体(合計16種)を
化学合成し、これらをDMSOに溶解し、液体

培地希釈法により、大腸菌 (Escherichia coli)、
サルモネラ属菌 (Salmonella enteritidis)、腸球

菌  (Enterococcus faecalis 、 Enterococcus 
faecium)、黄色ブドウ球菌  (Staphyrococcus 
aureus)、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 
(Methicillin resistant Staphyrococcus aureus, 
MRSA) 、化膿レンサ球菌  (Streptococcus 
pyogenes) 及 び 緑 膿 菌  (Pseudomonas 
aeruginosa) の増殖抑制効果を調べた。抗菌ス

ペクトルは、Mac Farland 法に準じて測定し、

希釈した菌液にフェノール性臭素化合物を

加え、37℃で18～24時間培養後、660 nmにお

ける吸光度を測定することにより、最小発育

阻止濃度 (MIC)で評価した。 
 
 
４．研究成果 

 

（１）海洋生物中の抗菌性臭素化合物の定

性・定量 

サメ肝臓の酸性分画に、抗菌性 OH- 
PBDE および diOH-PBBがイタチザメの

場合、0.8 ng/g lipid、オオメジロザメの

場合、6.2～8.4 ng/g lipid 含まれていた。  
サメ肝臓の中性分画には6-MeO-BDE47が

BDE47より2-15倍高濃度で残留し、サメ体長

および体重と有意に相関した (p<0.05)。
2,2’-diMeO-BB80が最大2300 ng/g lipidで検出

された。6-MeO-BDE47はBDE-47との相関性

が 高 か っ た が 、 2’-MeO-BDE68 お よ び

2,2’-diMeO-BB80との相関性は低く、起源の異

なる食物連鎖機構が示唆された。ツマジロ肝

臓では2’-MeO-BDE68が高濃度を示した。 
座礁カズハゴンドウ（房総半島）およ

びシャチ（知床半島）の組織には、MeO- 

PBDEがPBDEより高濃度で残留していた。 
 

 

（２）ヒト由来試料中のOH-PBDEおよび

MeO-PBDE 

日本人母乳中のPBDE関連物質の定性、

定量分析を行った。日本人母乳６０試料

すべてから、PBDEsと同レベルのMeO- 
PBDEが２種、diMeO-PBBが1種、Br4Cl2- 
diMe-bipyrroleおよびCl7-methyl-bipyrrole
がPBDEと同濃度で検出された。  

日本人血清中には、OH-PBDEおよび

MeO-PBDEが検出され、主成分は6-OH- 

BDE47, 2’-OH-BDE68および  2,2’-diOH- 
B80であった。海産物（海藻）にOH-PBDE
およびMeO-PBDEが検出されているた

め、ヒトの血液に残留するOH-PBDEおよ

びMeO-PBDEは、食事 (海藻類 )に由来す

ると考えれる。  
 
（３）APCI-LC/MS/MS による OH-PBDE および

MeO-PBDE の同時分析法 

① 環境中の OH-PBDE および MeO-PBDE を分

画することなく一斉に高感度で定量するた

めの APCI-MRM-LC/MS/MSを開発した。OH-PBDE

は[M-H]--  Br-を MeO-PBDE は[M-Br+O]- -  

Br-を用いて、MRM の最適化を図り、GC/MS と

同様の感度で測定することが可能となった。 

② 海綿中に存在するdiOH-PBDEsおよ

びOH-MeO-PBDEsを分別定量するため

のMRM最適化条件を設定した。APCIイ
オン化LC/MS/MSにより、パラオ産の

Lamellodysidea sp. はdiOH-pentaBDEお
よびdiOH- hexaBDEが主成分であるが、

Callyspongia sp.はOH-MeO-hexaBDEの組

成からなることがわかった。さらにこの

種にはOH-tetrabromo-dibenzo-p-dioxinが
存在した。 

 

（４）海綿抽出物中のブロモフェノール類 
パラオ産海綿（Callyspongia sp.）からブロ

モフェノールの他に、カテコール、グアヤコ

ールおよびベラトロールの臭素化体を検出

し、臭素化カテコールでは troclosan と類似の

抗菌活性が認められた。フィリピン産紅藻

（Halimenia durvilaei）から、臭素化ヒドロキ

ノンおよびその methoxy 体が検出された。臭

素化ヒドロキノンより臭素カテコールの方

がより強い抗菌作用を示したが、methoxy 体

はいずれも抗菌作用を示さなかった。 
海綿の HPLC で得た dihydroxy-PBDEs を含

む分画は triclosan と同様の抗菌スペクトルを

示した。 
海綿(Haliclona sp.)の neutral fraction には、

2’-MeO-BDE68, 6-MeO-BDE47 お よ び

2,2’-diMeO-BB80が合計約 50 ppm含まれてい

た。さらにMeO-triBDEが４種（合計で10ppm）

が含まれていた。 phenol fraction には、

diOH-PBDEs 数種が 6 ppm 程度で存在した。

この組成はパラオから日本近海の魚介類で

検出される成分組成と一致し、海産物中の

PBDE 関連物質は海綿由来であると推察され

た。海綿 (Lamellodysidea sp.)では 2’,6- 
diMeO-BDE68 のほか、dihydroxy-PBDEs およ

び hydroxy-methoxy-PBDEs 体が主成分であり、

海綿の乾重量あたり 4-6％を占めた。このほ



か、brominated veratrole 関連物質が 0.2-1%の

含量で検出された。 
 

（５）OH-PBDE生産菌の探索  
パラオ産海綿12種を用いて、海綿に生

存する細菌のスクリーニングを行った。

Marine agar培地で培養して得た26個の

コロニーからDNA抽出、PCR法により目

的とする配列を増幅した。精製したDNA
のダイレクトシーケンシングから16S 
rRNA解析による細菌を分類し、

bromoperoxidaseをコードする配列を調

べた結果、gamma proteobacteriumなどが

系統分類された。本研究からOH-PBDE
など臭素系ハロゲン化合物の産生菌の

手がかりを得るにはさらなる海綿のス

クリーニングが必要である。  
 

（６）各種化合物の細菌増殖抑制効果 

パラオ産海綿 (Lamellodysidea sp)から

フ ェ ノ ー ル 性 臭 素 化 合 物 を 単 離 し 、

2,2’-diOH-BB80 お よ び 2’-OH-6-MeO- 
BDE68 など 16 異性体を合成し、９種の

細菌の増殖抑制効果を調べた。  
Tetrabromocatechol は、腸球菌 (E. faecalis、

E. faecium)、黄色ブドウ球菌 (S. aureus)、メチ

シリン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA)に対し増

殖阻害作用を示した。 
2,2’-diOH-BB80 は、腸球菌 (E. faecalis、E. 

faecium)、黄色ブドウ球菌 (S. aureus)、メチシ

リン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA)及び化膿レ

ンサ球菌 (S. pyogenes)に対して、増殖阻害作

用を示した。  
2’-OH-6-MeO-BDE68は、腸球菌よりも黄

色ブドウ球菌 (S. aureus)、メチシリン耐性黄

色ブドウ球菌 (MRSA)、 化膿レンサ球菌 (S. 
pyogenes)に対して、低濃度で増殖阻害作用を

示した。 
臭素化guiacolおよび臭素化veratrole につ

いては菌の増殖阻害作用は弱かった。 
この結果、以下の臭素化フェノール類が抗

菌薬のリード化合物として有用性が高いこと

が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 

（７）総括 

海綿(Lamellodysidea sp.)の有機溶媒抽出物

の酸性分画には0.1-0.3％のOH-PBDEsを含有

し、それらはいずれも MRSA などのグラム陽

性菌に抑制効果を示すことが分かった。この

ため、海綿の抗菌成分のスクリーニングを行

い、Callyspongia sp.や Haliclona sp.に新規抗菌

成分候補が数多く存在することを明らかに

した。これらは海綿だけでなく海藻などの海

産物にも検出され、ヒト血液中の OH-PBDE
の起源と考えられ、天然抗菌剤としての応用

が期待される。それらの構造のうち、

tetrabromocatechol, 2,2’-diOH-BB80 お よ び

2’-OH-6-MeO-BDE68 は S. aureus などのグラ

ム陽性球菌などに増殖抑制効果を示すこと

から、これらをリード化合物として化学修飾

することで抗菌薬開発につながることが期

待される。 
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フォーラム 2009：衛生薬学・環境トキシコロ

ジー、2009 年 11 月、沖縄 

 

（3）松原 大、大坪仁子、平川裕子、立石

大樹、吉浜麻生、剣持直哉、加藤善久、遠藤

哲也、原口浩一、海綿に生息する細菌の 16S 

rRNA遺伝子解析による系統分類、日本薬学会

第 128 年会、2009 年 3 月、京都 

 

（4）加藤善久、岡田将平、跡部一孝、松原 

大、遠藤哲也、尾熊隆嘉、原口浩一、APCI- 
LC/MS/MSによる天然ハロゲン化合物の定

量: 海洋哺乳動物における蓄積特性、環境ホ

ルモン学会第 11 回研究発表会、2008 年 12 月、

東京 
 
（5）久道洋輔、遠藤哲也、加藤善久、太田

千穂、古賀信幸、原口浩一、GC/MS-EI/SIM
による天然ハロゲン化合物の定量：サメにお

ける蓄積特性、フォーラム 2008：衛生薬学・

環境トキシコロジー、2008 年 10 月、熊本 
 
（6）原口浩一、西村恵理、久道洋輔、遠藤

哲也、太田千穂、古賀信幸、加藤善久、母乳

中に残留する天然有機ハロゲン化合物の環

境起源調査、日本薬学会第 128 年会、2008 年

3 月、横浜 
 

○出願状況（計 0件） 

○取得状況（計 0件） 

 

〔その他〕 

ホームページ等 

http://www.daiichi-cps.ac.jp/kenkyu 
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