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摘要

毒キノコとして知られるツキヨタケの子実体、菌糸培養濾液、菌糸玄米培地培養物

よリ TLCの発色に基づいた新規化合物の探索を行ったところ、 8種の新規化合物を

含む 22種の化合物を単離し、構造解析と生理活性試験を行った。構造解析には

NMR及びMS、IR、ECD、旋光計を用いた。

ツキヨタケ子実体からは 6種の新規な sesquiterpene化合物tsukiyolA-C、

neoilludin C、4-0-methylneoilludin A、B を単離した。また既知化合物

illudin S、neoilludinA、B、5-hydroxidichomitol、38, 5a, 9a -

trihydroxyergosta-7, 2 2-diene-6-one、ergosterolperoxideも得られた。

このうち tsukiyolC、4-0-methylneoilludin A、B、illudinSが変異酵母

YNSl 7 (zdsl L'.1 erg3L'.1 pdrl/3L'.1)株の生育回復活性試験において弱い活性

を示した他、 illudinS及び38,5a, 9a-trihydroxyergosta-7, 22-diene-

6-oneがヒト急性前骨髄性白血病細胞HL60に対して細胞毒性を示した。

ツキヨタケ菌糸培養濾液よリ l種の新規な illudalanesesquiterpeneである

tsukiyotakeinのほか、 7種の既知化合物 illudinB、H、M、S、illudalicacid、

gastrodigeninを単離した。このうち illudinB及びH、gastrodigeninが変異

酵母 YNS17株の生育回復活性試験において弱い活性を示した。また illudinB、

H、M、SがHL60細胞に対し細胞毒性を示した。

ツキヨタケ菌糸玄米培地培養物よリ 5種の化合物を単離した。うち 3種は

polyisoprenepolyol類であリ、 2種が既知化合物 hypsiziprenolA10、Au、一

種が新規化合物 omphaloprenolAであった。また既知化合物 illudinS及び

ergosterolも得られた。 OmphaloprenolAはレタス幼植物体地下部に対して成

長促進作用が認められた一方、 HL60細胞に対しては細胞毒性を示した。
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以上の結果よリッキヨタケは形態や菌糸における培養条件の違いによリ異なるニ

次代謝物が単離された。よってキノコからは多様な探索手法を組み合わせることでよ

リ多様な化合物を得られることが期待され、特に未利用キノコの成分探索への活用

が期待される。

公表論文

Aoki, S. et al. Constituents of the fruiting body of poisonous 

mushroom Omphalotus japonjcus. Chem. Pharm. Bull. 68, 436-442 

(2020), doi: 10.1248/cpb.cl9-01009. 

8
 



序論

序論ー1本研究の目的

本研究ではこれまで食用や薬用とされてこなかった未利用キノコに着目した成分

探索研究の一つとして毒キノコとして知られるツキヨタケに着目し、産生する二次代

謝物の単離精製と構造解析、生理活性評価を行った。以下にその背景を述べる。

序論ー2 天然物化学

天然よリ有用物質を探索しこれを単離・同定する研究は 18世紀後期よリ興隆した

近代薬学と共に発展し、 19世紀に入ると 1806年にはFriedrichSerttirnerによ

リアヘンから鎮痛薬となる morphineの単離が、 1817年には Pierre-Joseph

Pelletierらによリキナの樹皮に含まれる抗マラリア成分 quinineの単離が達成さ

れている。また我が国においても、長井長義らによリマオウの成分にして感冒・鎮咳

薬となったephedrineの単離が成されておリ、この業績は日本における近代薬学の

黎明期を代表する研究として知られている 1,2。20世紀に入リ現在の化合物単離精

製法の礎となるクロマトグラフィー法がMikhailSemenovich Tswettにより発明

されてからは、これまで分離困難であった多くの成分が容易に単離できるようになっ

た 3。以後、技術の向上に加え、核磁気共鳴分光法や質量分析法など各種分析手法

と装置の登場・普及によリ、今日までにおよそ 26万種もの化合物が天然よリ単離・

構造決定されているぢ

このような研究は、現代において天然物化学と呼ばれる一大分野の一角を担って

おり、化合物の単離同定のみならず、生理活性評価や合成法の確立など天然有機化

合物に関する多岐にわたる研究テーマを擁している。

天然物化学研究、特に新規化合物の単離同定に関する研究の過程で得られた新

規化合物は、優れた生理活性物質として創薬のリード化合物になるばかリでなく、時























及び長波 (366nm)及び 10% vanillin硫酸の噴霧と 120℃での加熱 35秒間

によリ行った。

1-2-4単離精製

ツキヨタケ子実体からの抽出と粗分画の概要は Fig.2、n-BuOH画分からの化

合物の単離についてはFig.3、EtOAc画分からの単離はFig.4、EtOAc粗抽出

物からの単離はFig.5に示した通リである。以下に詳細を述べる。

Fruiting body of O.Japonicus 

5.4 kg (F.W.) 

MeOH ext「action

EtOAc extraction 

EtOAc extract 

33.9 g 

Aqueous 

layer 

Aqueous 

layer 

MeOH extract 

143.6 g 

Suspended in water 

Partitioned with n-hexane 

n-Hexane fraction 

12.0 g 

Partitioned with EtOAc 

EtOAc fraction 
12.0 g 

Partitioned with n-BuOH 

Water 

fraction 

n-BuOH fraction 

12.0 g 

Fig. 2ツキヨタケ子実体の抽出と分画
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n-BuOH fraction 
12.0 g 

Removed the MeOH 
insolble part 

MeOH soluble part 
9.5 g 

Bu-4 
462.5 mg 

Bu-4-4 
73.5 mg 

Silica-gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

Bu-4-6 
91.9 mg 

Silica gel column 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(isolactic) 

Bu-4-4-13~ 16 
3.7 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: Hp 
(gradient) 

Compound 5 
1.1 mg 

Compound 7 
24.7 mg 

Fig. 3 n-BuOH画分からの化合物の単離

Silica-gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

Bu-6 
59.5 mg 

Bu-5 
393.9 mg 

Silica gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

Bu-7~9 
94.0 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: HP  
(isolactic) 

Sephadex LH-20 column 
MeOH 

Compound 8 
22.1 mg 

Bu-7~9-1 
73.0 mg 

Compound 1 
9.9mg 

Compound 3 
3.2 mg 

Compound 10 
3.3mg 

00S-MPLC 
MeOH: H20 
(step-wise) 

Compound 2 
2.9mg 

Compound 4 
2.8 mg 
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EtOAc fraction 
5.5 g 

Silica gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

Et-2 
924.9 mg 

Et-4 
465.2 mg 

ODS-Sep-Pak 
MeOH: 比O
(step-wise) 

Et-2-4 Compound 9 
85.9 mg 151.3 mg 

Silica gel column 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

Et-2-4-8~15 
30.3 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(gradient) 

Compound 11 
7.5mg 

Fig. 4 EtOAc画分からの化合物の単離

Silica gel column 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

Et-4-11~14 
131.2 mg 

Silica gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

Et-4-11~14-9~10 
10.4 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: 比O
(isolactic) 

Compound 6 
2.1 mg 
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EtOAc extract 
33.9 g 

Silica-gel column 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

EE-7 
246.0 mg 

Silica gel column 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

Compound 12 
30.9 mg 

Fig. 5 EtOAc粗抽出物からの化合物 12の単離

ツキヨタケ子実体 5.4kgとMeOHを81容量の貯蔵ビンに入れて 5℃の温度

下で 3回抽出した。このとき1回目の抽出は 3日間かけて行い、 2回目及び 3回目

の抽出はそれぞれ 1日で行った。得られた抽出液はロータリーエバポレーターにて減

圧濃縮し、 143.6gの粗抽出物を得た。MeOH抽出後の子実体は EtOAcによリ

同様の抽出操作を行い、 33.9gのEtOAc粗抽出物を得た。

MeOH粗抽出物を蒸留水で懸濁した。懸濁液を分液ロートに入れて n-hexane

で3回抽出を行った。続いて EtOAc、n-BuOHの順にそれぞれ同様の操作を行い、

得られた各抽出液をロータリーエバポレーターで減圧濃縮して n-hexane画分

(12.0 g)、EtOAc画分 (5.5g)、n-BuOH画分 (23.4g)を得た。このとき n-

hexane及びEtOAc抽出液については無水硫酸ナトリウムを添加して一晩脱水後、

水和物となった硫酸ナトリウムを傾斜法で取リ除いてから減圧濃縮を行った。

n-BuOH画分を MeOHに懸濁させたところ、多量の白色粉末状物質の析出と沈
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殿が確認された。そこで傾斜法によリこの白色粉末状物質を除去し、 9.5gの

MeOH可溶性画分を得た。 n-BuOH画分に生じた白色粉末状析出物については

著者の修士論文において D-mannitolを主成分とする水溶性物質であることを確

認している 600

MeOH可溶性画分について silicagel 60を固定相とした順相カラムクロマトグ

ラフィーで粗分画した。MeOH可溶性画分を MeOHで溶解し、少量の silicagel 

60を加えてスラリー（粥状）とした後、ロータリーエバポレーターで減圧濃縮すること

でMeOH可溶性画分中の成分を silicagel 60に吸着させた。

カラムは内径8.0cmのクロマト管に silicagel 60とCHCb/MeOH= 85/15 

の混合溶媒のスラリー1.0Lを充填したものを用いた。カラム最上部に MeOH可溶

性画分を吸着させた silicagel 60を入れ、 CHCb(mL) /MeOH (mL) = 

850/150、700/300、600/400、400/600、0/1000で溶出した。溶出液は

500 mL毎に分取し、それぞれロータリーエバポレーターで減圧濃縮して Bu-I,..._,

Bu-10の計10の画分を得た。各画分の TLCの結果は Fig.6に示した。このうち

TLC上で明瞭なスポットが特に多く観察されたBu-4画分 (462.5mg)及びBu-

5画分 (393.9mg)について更なる分画を進めた。

Bu-4画分について、上述の手法によリ silicagel 60に吸着させ、カラムクロマ

トグラフィーにより溶出した。この時カラムは内径 2.5cmのクロマト管に silicagel 

60とCHCb/MeOH= 95:5の混合溶媒のスラリー90mLを充填したものを用

い、 CHCb(mL) /MeOH (mL) = 95/5、90/10、85/15、80/20、75/25、

0/100の順で流した。最初に溶出した lOOmLをBu-4-1、次いで 50mLごとに

Bu-4-2,...._, Bu-4-9、最後の MeOH回収分を Bu-4-10として計 10画分に分画し

た。
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Fig. 6子実体BuOH画分を粗分画して得られた Bu-l~Bu-10画分の TLCアッセイ (a:

UV366nm、b:UV254 nm、c: 10 % vanillin硫酸呈色）。展開溶媒には

CHCb/MeOH = 85/15を用いた。左上の黒矢印（→)は溶媒フロントを示す。

TLC上に検出されたスポットのうち、 UV254nmで吸収が見られたものは黒破

線、 UV366nmで蛍光が見られたものは黒実線で示した。なお、左下の画分番号の

頭の数字の"3"は2018年産であることを示している。
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このうち Bu-4-4画分 (73.5mg)並びに Bu-4-6画分 (91.9mg)よリ化合

物 5及び 7をそれぞれ単離した。

Bu-4-4画分を silicagel 60クロマトグラフィーにて分画した。カラムにはsilica

gel60とEtOAcのスラリー40mLを充填した直径 2.0cmのクロマト管を用い、

少量の silicagel 6 0に吸着させた Bu-4-4画分を混合溶媒 EtOAc(mL) 

/MeOH (mL) = 40/0、45/3、45/5、40/10、0/5の順に溶出した。最初の 40

mLを分取後、試験管に 5mLずつ 24画分に分画し、残リを MeOH回収分として

Bu-4-4-0,....., Bu-4-4-25の計 26画分を得た。このうち、 Bu-4-4-13,.....,16画分

（計 3.7mg)にかけて TLCよリ凡=0.3付近に化合物 5の含有が確認されたた

ため(Fig.7)、ODS-HPLC(MeOH/H心=30/70 to 50/50、gradient、4

mL/min)による分取を試みたところ、保持時間 14.3minに検出されたピークを化

合物 5(1.1 mg)として単離した。

Bu-4-6画分 (91.9mg)からは、 ODS-HPLC(65% MeOH、isolactic、

3.5 mL/min)より保持時間 9.0minに検出されたピークを化合物 7(24.7 mg) 

として単離した。
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`—. ., 
UV: 254 nm 

う
菖

. . . 
ベ'b

． 
''' 疇牛.,._

會．ヽ
9
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I
 .’

 

化合物5(R1= 0.3) 

含有画分

Fig. 7 Bu-4-4-0~Bu-4-4-25画分の TLC。展開溶媒は CHCh/MeOH= 85/15を用いた。
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Bu-5画分を少量の silicagel 60で吸着させ、 silicagel 60カラムクロマトグ

ラフィーにて分画した。カラムには CHCb/MeOH= 9:1の混合溶媒と silicagel 

60のスラリー100mLを充填した直径 2.0cmのクロマト管を用いた。溶出溶媒は

CHCb (mL) /MeOH (mL) 135/15、80/10、140/20、120/20、100/20、

80/20で溶出し、最初の 150mLを分取後、 75mLごとに 9画分に分画し Bu-

5-1,...._, Bu-5-10を得た。このうち Bu-5-7,...._, Bu-5-9画分（計 94.0mg)を併合

し、 SephadexLH-20カラムによリ更に分画した。カラムは内径 2.0cmのクロマ

ト管に MeOHで膨潤させた SephadexLH-20を113mL程度充填したものを

用いた。カラムヘ少量の MeOHで溶解させた Bu-5-7,...._,9画分を流し、上端の

sephadex LH-20に吸収されたのを確認してから MeOHで溶出した。最初の 20

mLを分取後、試験管で 5mL毎に 20本分取し、最後に columnvolume相当分

のMeOHを流してカラム内残留成分を回収し、計 22画分を得た。得られた各画分

について TLCによリ検出されたスポットに基づいて Bu-5-7,...._,9-1,...._, Bu-5-7 ,...._,9_ 

4の計 4画分に大別した (Fig.8)。
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38'.t-~"-l ~1· 
Bu-5-7~9・

る゚，，．．
O 00是匂;_-;

." 
• -✓ 

□三〗
Fig. 8 Bu-5-7~9-l~Bu-5-7~9-22のTLC。展開溶媒は CHCh/MeOH= 4/1。

-― 
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UV. 254 nm 

゜UV: 366 nm 
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化合物 1-4並びに 10は、 Bu-5-7,...._,9-l画分 (73.0mg)よリ ODS-MPLCに

て単離に至った。MeOH/H心 =1/4の混合溶媒で十分に平衡化した ODSカラ

ム対し 600はLのMeOHに溶解した Bu-5-7,...._,9-l画分を全量シリンジに取リ、

インジェクターを介してカラム内に導入した。混合溶媒 MeOH(mL) /几0 (mL) 

= 10/40、15/35、20/30、25/25、30/20、0/50をポンプで順次送液し、流速

5 mL/minで最初に溶出した 100mLをBu-5-7,...._,9-1-1、次いで 20mL毎に

Bu-5-7 ,...._,9-1-2、3、5mL毎に Bu-5-7,...._,9-1-4,...._,33、残リを Bu-5-7,...._,9-1-

34とした計 34の画分を得た。このうち Bu-5-7,...._,9-l-4,5より化合物 4(2.8 

mg)、Bu-5-7,...._,9-1-12,13よリ化合物 1(12.8 mg)、Bu-5-7,...._,9-1-16よリ化

合物 2(3.6 mg)、Bu-5-7,...._,9-1-17,18よリ化合物 3(4.2 mg)、Bu-5-7,...._,9-

1-25,26よリ化合物 10(5.6 mg)が単一の化合物として得られた。

更に、 B5-6画分 (59.5mg)よリ ODS-HPLC(MeOH/H心=60/40、

isolactic、3.5mL/min)にて保持時間 6.4minに検出されたピークを化合物 8

として 22.1mg単離した。

EtOAc画分についても、 silicagel 60を固定相とした順相カラムクロマトグラフ

ィーにて粗分画を行った。カラムには silicagel 6 0とCHCb/MeOH= 85/15 

溶媒のスラリー200mLを充填した直径 3.5cmのクロマト管を用いた。 Silicagel 

60に吸着させた EtOAc画分を混合溶媒 CHCb(mL) /MeOH (mL) = 

170/30、140/60、100/100、0/200で溶出し、最初の 200mLをEt-1、続いて

100 mLごとに Et-2,...._,Et-5、残リを Et-6とした計 6画分を得た。

このうち Et-2画分 (924.9mg)について、 ODS-Sep-Pakを用いた固相抽

出による分画を行った。 MeOH/H心=65/35の混合溶媒で十分に平衡化した

容量 35ccのODS-Sep-Pakに、少量の MeOHで溶かした Et-2画分を吸収さ

せ、 MeOH(mL) /比0 (mL) = 17.5/32.5、25/25、37.5/12.5、100/0を
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順次流し、溶出に用いた溶媒の比率毎に Et2-l'"'"'Et-4-4の計 4画分を得た。

このうち、 Et-2-4画分 (85.9mg)よリ、更なる成分の分画を試みた。 n-

hexane/EtOAc = 1/ 4の混合溶媒と silicagel 6 0のスラリー40mLを直径

2.0 cmのクロマト管に充填したカラムを用いて、少量の silicagel 60に吸着させ

た Et-2-4画分を、混合溶媒 n-hexane(mL) /EtOAc (mL) = 10/40、

0/50; EtOAc (mL) /MeOH (mL) = 45/5、40/10、0/50で溶出した。最初に

溶出した 30mLをEt-2-4-1、次いて試験管で 5mL毎に分取した Et-2-4-2'"'"'

Et-2-4-31、最後に残りの溶媒を回収した Et-2-4-32の計 32画分を得た。この

うち TLC上において、 vanillin硫酸による発色及びUV短波 (254nm)照射に

てRf=0.35に観察され明瞭なスポット (Fig.9)を含む Et-2-4-8'"'"'15の計 8

画分を併せ (30.3mg)、ODS-HPLC(MeOH/H心=80/20 to 90/10、

gradient、4.0mL/min)において保持時間 6.4minに検出されたピークを化合

物 11として 7.5mg単離した。

a
 

b
 --（ヽ

―̀ノ
W :254nm 

Et-2-4-8-15 

Fig. 9 Et-2-4-1 ~ Et-2-4-32のTLC(a : UV 254 nm、b: 10 % vanillin硫酸呈色）。展開溶媒

はEtOAcを用いた。
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更に、 Et-4画分からも化合物の単離を試みた。EtOAcとsilicagel 60のスラ

リー40mLを直径 2.0cmのクロマト管に充填したカラムを用いて、少量の silica

gel 60に吸着させた Et-4画分を、混合溶媒 EtOAc(mL) /MeOH (mL) = 

40/0、45/3、45/5、40/10、0/50で溶出し、最初の 40mLをEt-4-0として分

取後、試験管に 5mLごとに計 24本分取し (Et-4-1,...._, Et-4-24)、残リを MeOH

回収 (Et-4-25)として計 26画分に分画した。このうち Et-4-5,...._,7画分において

化合物 9(151.3 mg)が単離された。また、 Et-4-11,...._,14を併せた画分 (131.2

mg)を更に silicagel 60カラムクロマトグラフィーで分画した。混合溶媒

CHCb/MeOH = 15/1とsilicagel 6 0のスラリー40mLを直径 2.0cmのク

ロマト管に充填したカラムを用いて、少量の silicagel 60に吸着させた Et-4-11

,...._, 14画分を、混合溶媒CHCb(mL) /MeOH (mL) = 45/3、45/5、42.5/7.5、

40/10、0/50で溶出し、最初の 60mLをEt-4-11,...._,14-0として分取後、試験管

に 5mLごとに計 24本分取し (Et-4-11,...._,14-2,...._, Et-4-11,...._, 14-24)、残リを

MeOH回収 (Et-4-11,...._,14-25)として計26画分に分画した。化合物6(2.1 mg) 

は、 Et-4-11,...._,14-9,10画分よリ ODS-HPLC(MeOH/H心 =70/30、

isolactic、3.5mL/min)にて保持時間 12.1minに検出されたピークを分取した

ことで単離された。

EtOAc粗抽出物も、 silicagel 60カラムクロマトグラフィーにて粗分画を行った。

混合溶媒 Hexane/EtOAc= 9/1溶媒のスラリー500mLを充填した直径 4.0

cmのクロマト管に silicagel 6 0と、シリカゲルに吸着させた EtOAc粗抽出物を

n-hexane (mL) /EtOAc (mL) = 900/100、800/200、600/400、

400/600、0/1000で溶出した。 500mLごとに EE-l,...._,EE-10の計 10画分に

分画した。このうち EE-7画分 (246.0mg)よリ化合物の単離を試みた。 n-

hexane/EtOAc = 3:2の混合溶媒と silicagel 6 0のスラリー40mLを直径
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2.0 cmのクロマト管に充填したカラムを用いて、少量の silicagel 60に吸着させ

たEE-7画分を n-hexane(mL) /EtOAc (mL) = 30/20、20/30、10/40、

0/50で溶出し、最初の 50mLをEE-7-1として分取後、試験管で 5mLごとに

20画分 (EE-7-2,...,_,EE-7-21)に分画し、残リを EE-7-22として計 23画分に

分画した。このうち EE-7-12画分から EE-7-15画分において化合物 12(30.9 

mg)が単離された。

1-2-5 ECD測定並びに理論ECDスペクトルによる絶対立体配置決定

化合物 4,...,_,sについて ECD測定と理論ECDによる絶対立体構造の解析を試み

た。

実験 ECDスペクトルは 300nMの濃度に調節した化合物 4,...,_,sのMeOH溶

液を石英セルに入れて測定することで得た。

理論ECDスペクトルは、電子構造計算プログラム Gaussian09を用いた時間依

存密度汎関数法 (TDDFT法）によリ取得した巳安定配座の探索にはGMMXプ

ログラムを用いた。分子力場 MMFF94による配座探索で得られた各々の配座異性

体について、 B3LYP/6-31G(d)を用いた計算によリ構造の最適化を行い、配座

の候補を絞リ込んだ 66。選んだ配座異性体の 30個の励起状態について

B3LYP/63ll+G (d)を用いた TDDFT法によリ ECDの計算を行い、配座の

Boltzmann分布に基づいて補正した理論ECDスペクトル取得し、どの配座におけ

る理論ECDスペクトルが実験ECDスペクトルと最も近似であるかを比較した。

1-2-6ヒト急性前骨髄性白血病細胞HL60を用いた細胞毒性試験

RPMI Medium 1640培地 [10%非働化済ウシ胎児血清、 1% penicillin 

(50 units/mL) -streptomycin (50μg/mL) ]中 37℃、 5%C◎条件下で
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培養したHL60細胞を 1.ox10兄ells/mLになるように培地で調整し、 98μLずつ

96 wellプレートに捲いた。そこに各化合物の MeOH溶液を 2μL加え 37℃で 2

日間インキュベート後、リン酸緩衝生理食塩水に溶解した 5mg/mL MTTを10μ.,

L添加して更に 4時間インキュベートした。 0.04N HClを加えた isopropanolを

100μLずつ添加し、生成した不溶性 formazan結晶をピペッティングによリ溶解さ

せ、 560nmにおける吸光度を測定した。細胞生存率は、 MeOHのみ加えた well

である controlの吸光度と比較して求めた。また positivecontrolには、

camptothecin (CPT、ICso = 54. 2 nM)を用いた 670

1-2-7変異酵母YNS17株による生育回復活性試験

得られた各化合物に対し、出芽酵母 Saccharomycescerevjsjaeの4重遺伝

子破壊酵母 YNSl7 (zdsl L'.1 erg3L'.1 pdrl/3L'.1)株による生育回復活性を指標

とした、 Ca2十シグナル伝達阻害物質スクリーニングを実施した。

本試験では、出芽酵母の遺伝子 zdslを破壊することで、 Ca2+、ングナル伝達によ

リG2期遅延が生じて増殖不能の状態となった変異酵母を用いた。この変異酵母は、

Ca2十シグナル伝達を阻害する物質を与えると、増殖能が回復する。本試験はこれを

利用した表現型スクリーニング系である汽すなわち、この試験で増殖能回復を示し

た化合物は、 Ca2十シグナル伝達経路内に関与するのいずれかの分子を阻害してい

るものと考えられる。その中には、 Caz+channel (高血圧、狭心症）や

calcineurin (アレルギー、免疫）、 mpklMAPK (ガン）、 GSK-38 (アルツハイ

マー病、 2型糖尿病）などヒトの疾病と関わる分子が多く存在している。したがって、

本試験で活性を示した化合物は医薬品リード化合物などへの応用が期待される

(Fig. 10)67,680 

本試験に用いた YNS17株は zdslに加えて erg3、pdrl、pdr3を破壊すること
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で薬剤透過性を高め、検出感度が向上した 4重遺伝子破壊酵母である。

YNS17株のYPD液体培地培養物と 50℃のYPD寒天培地を混和後、滅菌済

シャーレに捲いて室温下で固化させた。このとき YPD寒天培地に Ca2十の終濃度が

0.3 Mになるよう CaCしを添加した。各化合物の MeOH溶液 5μLを調整した

培地上にスポットし、 28℃で3日間培養し、培地上に増殖能回復に伴う生育円の発

生が肉眼で確認できたものを Ca2十シグナル伝達阻害活性あリと判断した。また、観

察された生育回復活性が添加した化合物によリ特異的に生じている事を確認するた

め、 CaClzを含まない培地で同様の試験を行い活性が観察されないことを確かめた。

Positive controlには、タンパク質脱リン酸化酵素の calcineurlinを阻害するこ

とで、 YNS17株に対して強い生育回復活性を示す免疫抑制剤 FK506

(tacrolimus、2.5ng/spot)を用いた。

Ca2+ 

② Mpk1 MAPK ④ Calcineurin 

く不活性型＞

Cbc 28-Y19-包）
Cbl 

（ 
③ Mckl GSK-3~ 
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\』口~1
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Mih 1 

① 高血圧 ・狭心症

② ガン
③ アルツハイマー型認知症・ 2型糖尿病

④ 免疫反応 ・アレルギー

Cbc 28-Y19 
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く活性型＞

増殖停止

G2期

M期

増殖

Fig. 10変異酵母YNSl7株における Ca2+シグナル伝達経路と疾病の関係について[71]
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1-3実験結果

1-3-1構造解析

得られた各化合物の構造式を Fig.11に示した。以下に構造解析の詳細を述べる。
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Fig. 11化合物 1~12の構造式
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1-3-1-1化合物 1(Tsukiyol A) 

化合物 lは、無色の固形物として得られた。高分解能 FAB-MSよリ分子量を測

定したところ、 m/z291.1577イオンが観測された。これは C15Hz4Q4のNa付加イ

オン[M+Na『の精密質量 291.1572と近似であることから分子式は C15H2404で

あると示唆された。また、得られた分子式の炭素数が15であることから、本化合物は

3個の isopreneユニットから成る sesquiterpeneである可能性が考えられた。

続いて構造決定のため NMRスペクトルを測定し、さらなる解析を行った。 NMR

スペクトルデータは補足資料に示した (Fig.S4'"'"'S8)。1HNMRスペクトルを測定

したところ、釘 0.88、0.90に singletの methyl基、釘 3.29(2H)、4.02

(lH)、4.10(lH)に hydroxymethylene、8H 3.75 (lH)、3.93(lH)に

hydroxy methineがみられたほか、釘 2.12、2.22にmethine、釘 1.20、

1.26、1.40、1.59、2.56、2.95にmethyleneが観測された。

l℃ NMRスペクトルからは 15本のピークを観測した。これは MSよリ求めた分

子式と一致する。このうち 0C 134.0、139.2に一つの二重結合に相当する sp2四級

炭素、 0C 53.1、46.52にsp3四級炭素が確認された。得られた NMRスペクトル

データについて文献による調査を行ったところ、既知の proto ill udane 

sesquiterpeneでシロヒメカヤタケ (CHtocybecandjcans、Leucocybe

candjcans)より単離が報告された 3-epi-illudol(Fig. 12)のものと類似して

いることが判明した 69。一方、 15位炭素が 3-epi-illudolではmethylであったの

に対し、本化合物ではhydroxymethyleneであった。従って、本化合物は3-epi-

illudolの 15位炭素に hydroxy基が結合した protoilludanesesquiterpene 

ではないかと推測された。

続いて二次元 NMRの解析結果について述べる。主要な相関についてはFig.13 

に示した。以後、相関を有する水素及び炭素の表記は、核種—位置番号（例： H-1、c-

35 



2)とする。 1H-1HCOSYでは、 H-8がH-9と、 H-9がH-2及びH-10と、 H-2が

H-1と、 H-5がH-4とそれぞれ相関を有していることが観察された。

HMQCによリ各プロトンと炭素のピークの結合を帰属し、 HMBCによる相関を調

べたところ、まず hydroxymethyleneのH-13が C-7、C-6、C-8に相関がみ

られ、また H-5はC-6、H-4はC-2及びC-12、メチル基H-12はC-2、C-3、c-

4、C-6、そして H-10、H-1、H-14、H-15がC-11と相関を有していた。これらの結

果よリ、本化合物は推測通り protoilludane骨格を有することが示唆された。また、

2次元 NMRよリ示唆された各炭素の位置関係は、前述の 3-epi-illudolの文献

値とも類似していた。従って本化合物は、二次元NMRの相関からも 3-epi-illudol

の15位炭素に水酸基が結合した平面構造を有していることが示唆された。我々の知

る限リ、このような平面構造を有した化合物の報告はない事から本化合物は新規で

あると示唆された。

最後に、 NOE差スペクトルと 1HNMRスペクトルの結合定数に基づいた立体解

析の結果について述べる。

主要な NOE相関は Fig.14に示した通リである。以下に詳細を記す。まず

methyl基の H-12とH-8及び H-laの間に NOEが観測された。更に H-9は

H-2、H-14、H-10Bと、また H-2は H-18、H-9、H-14、H-4と、 hydroxy

methylene H-15はH-la及びH-lOaと、そして H-4はH-58とNOEが見ら

れた。これらは本化合物が 3-epi-illudolと同様の立体を有している事を示唆して

おリ、加えて 5員環部分における vicinalcouplingの結合定数は、 H-2/H-18間

並びに H-9/H-108間でツ=7.6 Hz、H-2/H-la間並びに H-9/H-lOa間で

3J = 10.5 Hzであリ、これは 3-epi-illudolの文献値 7.6Hz及び 9.7Hzと近

い値を示す(Fig.15)69。また、 H-18とH-108には 1H-1HCOSYにおいて w-

type long range couplingが観測された。

36 



以上より、本化合物の相対立体配置を決定した。本化合物は修士論文において単

離を報告した新規化合物である叫

OH OH 
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Fig. 12化合物 1と類縁な構造を有する 3-epi-illudolの構造 69

OH 

OH 

- : Key correlation of 1 H-1 H COSY 

...---: Key correlation of HMBC 

Fig. 13化合物 1(Tsukiyol A)の1H-1HCOSY及びHMBCによる相関
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Fig. 14化合物 1(Tsukiyol A)のNOE相関

3J = 7.6 Hz, H-2/H-1~; 
Dihedral angles of ca. 30° 
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H ----- ------------H 
3J= 7.6 Hz, H-9/H-10[3; 
Dihedral angles of ca. 30° 

3J= 10.5 Hz, H-2/H-1a; 
Dihedral angles of ca. 150° 

3J = 10.5 Hz, H-9/H-1 Oa; 
Dihedral angles of ca. 150° 

H 
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Fig. 15化合物 1(Tsukiyol A)の五員環部分の配座について
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1-3-1-2化合物 2(Tsukiyol B) 

化合物 2も無色固形物として得られた。高分解能FAB-MSよリ m/z291.1569 

に Na付加イオン[M+Na『が観測されたことから、分子式は化合物 lと同じ

C15H24◎であることが示唆された。各種 NMRスペクトルは tsukiyolAと非常に

類似していた (Fig.S9-----S13)。しかしNOE差スペクトルにおいて、 H-14とH-2、

H-9、H-108、H-18、H-15とH-la、H-lOa、H-llaの間に NOEが観測され

た。これはtsukiyolAのNOE相関と比較して、化合物 2は11位の四級炭素に結

合した methyl基と hydroxymethylene基の位置関係が逆であることを示唆し

ている。したがって本化合物は、 tsukiyolA の 11位炭素の立体が異なる新規な

epimerであることが示唆された (Fig.16)。

a
 

HO 

OH 

b
 

OH 

HO 

Fig. 16化合物 1、2(Tsukiyol A、B)のNOE相関 (a:tsukiyol A、b:tsukiyol B) 
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1-3-1-3化合物 3(Tsukiyol C) 

化合物 3は無色の固形物として得られた。高分解能FAB-MSよリ分子量を測定

したところ、 m/z293.1718にイオンが観測された。これは C15H2605のNa付加イ

オン[M+Na『の精密質量 293.1729と極めて近い値であったことから、本化合物

の分子式は C15H2605であることが示唆された。また、得られた分子式の炭素数よリ

本化合物は sesquiterpeneである可能性が考えられた。

続いて構造決定のため NMRスペクトルを測定した。NMRスペクトルデータは補

足資料に示した (Fig.Sl4,..,_,Sl8)。

1H NMRスペクトルにおいて釘 1.07、1.66、2.18に3つの methyl基が観測

されたほか、 0H 3.63、3.75、4.37、4.98に非等価な 2つの hydroxy

methylene、釘 4.23、4.98にhydroxymethine、釘 2.61にmethineの

ほか、 6つの非等価な methyleneに由来するプロトンが観測された。

l℃ NMRでは 15個の炭素が観測され、 MSよリ示唆された分子式の炭素数と一

致した。このうち 0C 132.2、148.1に一つの二重結合に由来する Sザ四級炭素、 8

C 41,8、44.7にsp3四級炭素が確認された。

続いて二次元 NMRの解析結果について述べる。主要な相関についてはFig.17 

に示した。 1H-1HCOSYではH-4とH-5のほか、 H-8とH-7、H-11、H-10に相

関がみられた。HMQCによリ各プロトンと炭素のピークの結合を帰属し、 HMBCに

よる相関を調べたところ、 hydroxymethyleneのH-15とmethylのH-14が

C-9、C-8、C-10と相関を有していた。また H-11、H-7、H-8は C-6と、 methyl

H-13は C-5、C-6、C-3と、 H-5は C-3と、 methylH-12は C-1,C-2と、

hydroxy methylene H-1はC-2、C-3と相関を有していた。以上よリ化合物 3

の平面構造を決定し、 fomannosanesesquiterpeneであることが示唆された。
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最後に NOE差スペクトルによる立体解析について述べる。主要な相関はFig.18 

に示した通リである。まず、 hydroxymethylene H-1はH-12、H-13、H-7、H-

8a間に、 H-8aは H-1、H-15、H-7間に NOEが見られた。更に hydroxy

methylene H-15はH-lOaと、 H-7はH-8aと、 hydroxymethylene H-1 

はmethylH-13と、 methylH-13はH-5aと、 H-58はH-4、H-11、H-88と、

H-88は H-58、H-108、H-14と、 H-108は H-88、H-11、H-14との間に

NOEが観測された。以上よリ本化合物の立体構造を決定した。尚、得られた立体構

造は類縁体でツキヨタケ近縁種 0.olearjusよリ単離の報告がある illudosin

(Fig. 19)のものとも一致する 470

HO 

OH 
HO 

- : Key correlation of 1 H-1 H COSY 

...--: Key correlation of HMBC 

Fig. 17化合物 3(Tsukiyol C)の 1H-1HCOSY及び HMBCによる相関
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Fig. 18化合物 3(Tsukiyol C)のNOE相関
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Fig. 19化合物 3(Tsukiyol C) と類縁な構造を有する illudosinの構造 47
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1-3-1-4化合物 4(Neoilludin C) 

化合物 4は無色の固形物として得られた。高分解能FAB-MSよリ分子量を測定

したところ、 m/z321.1311にイオンが観測された。この値は C15H22切の Na付加

イオン[M+Na『の精密質量 321.1314と極めて近い値を示したことから本化合物

の分子式は C15H22切であると示唆された。また、得られた分子式より、本化合物の

炭素数が 15であることから sesquiterpeneである可能性が考えられた。

本化合物の NMRスペクトルは補足資料 (Fig.Sl9,...._,S23)に示した。またピー

クリストはTable1に示した通リである。

1H NMRでは、 methyl基水素に由来する 0H 0.88、1.34、1.55、

cyclopropane環のmethylene水素に由来するふ-r0.38、0.53、0.63、0.68、

hydroxy methylene水素に由来する釘 3.22、hydroxymethineに由来す

る応 4.49、4.50が観察された。

l℃ NMRでは 15個の炭素が観測され、 MSよリ示唆された分子式の炭素数と一

致した。このうち 0C 202.2 、 167.4 、 136.6 に a,B —不飽和 carbonyl 由来の炭素

が観測されたほか、 0C 77.Q、71.1、53.3、38.8、に sp3四級炭素が見られた。

続いて二次元NMRの解析結果について述べる。主要な相関についてはFig.20 

に示した。 1H-1HCOSYでは、 cyclopropane環の H-11とH-12の部分にのみ

相関がみられた。HMQCによリ各プロトンと炭素のピークの結合を帰属しHMBCに

よる相関を調べたところ、 cyclopropane由来の H-11とH-12は共通して Sザ四

級炭素 C-2、C-3、C-4と相関を有しておリ、いずれも同じ四級炭素 C-3に結合し

ていることが示唆された。従って本化合物は spirocyclopropane環構造を有して

いることが示唆された。更に H-10は C-3、C-2、C-1と、 H-13は C-3、C-4、c-

5と、 H-6はC-5、C-9、C-8、C-7と、 H-8はC-9、C-1、C-7と、 H-15はC-6、

C-7、C-8と相関を有していた。これらの結果から、示唆された平面構造は既知化合
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物でツキヨタケから単離された neoilludinA、Bと一致した 44,45。一方、 NMRスペ

クトルが neoilludinA、Bいずれの文献値とも一致しないことから本化合物は

neoilludins A、Bの立体異性体であると推定し、 NOE差スペクトルによる立体解

析を行った。neoilludinA、BではH-13とH-118、H-128、H-6との間にNOE

が観測されたのに対し、本化合物では H-13とH-10、H-118の間に NOEが観測

された (Fig.21)。それ以外はneoilludinBのNOE相関と良い一致を示してい

たことから、本化合物は neoilludinBの新規な epimerであることが示唆された

(Fig. 22)。本化合物も修士論文にて最初に単離を報告した新規化合物である叫

゜

OH 

3
 

-1
 

- : Key correlation of 1 H-1 H COSY 

ヶ—- : Key cor「elationof HMBC 

Fig. 20化合物 4(Neoilludin C)の 1H-1HCOSY及び HMBCによる相関
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Table 1化合物 4----6のピークリスト (1H:600 MHz、13C:150MHz、CD30D)

4 5 6 

C 如 •c 伽 •c 枷 8c 

1 202.2 203 203.4 

2 77 76.3 77.8 

3 38.8 30.3 31.2 

4 71.1 77.8 76.7 

5 167.4 165.5 162.4 

6 4.49 (IH, s) 75 4.47 (lH, s) 78.7 4.52 (1 H, d, J = 0.95) 77.5 

7 53.3 52.4 54.9 

8 4.50 (IH, s) 77.6 4.94 (lH, s) 79.3 4.56 (lH, d, J = 0.95) 74.4 

， 136.6 136.2 136.8 

10 1.34 (3H, s) 26.9 1.58 (3H, s) 27 1.55 (3H, s) 26.5 

l la 
0.63 (IH, ddd, J = 9.9, 

4.3 
0.25 (lH, ddd, J = 9.9, 5.7, 

4.8 
0.07 (lH, ddd, J = 9.6, 

4.5 
5.9, 4.3 Hz) 4.6 Hz) 5.6, 4.6 Hz) 

11~ 
0.68 (IH, ddd, J = 9.9, 0.66 (lH, ddd, J = 9.9, 5.7, 0.49 (lH, ddd, J = 9.6, 

5.9, 4.3 Hz) 4.6 Hz) 5.6, 4.6 Hz) 

12a 
0.53 (IH, ddd, J = 9.9, 

6.5 0.94 (lH, m) 6.0 0.85 (lH, m) 6.2 
5.9, 3.8 Hz) 

12~ 
0.38 (IH, ddd, J = 9.9, 0.98 (lH, ddd, J = 9.9, 5.7, 0.87 (IH, ddd, J = 9.6, 

5.9, 3.8 Hz) 5.9 Hz) 5.7, 4.9 Hz) 

13 1.55 (3H, s) 26.6 1.36 (3H, s) 16.9 1.21 (3H, s) 17.5 

14 0.88 (3H, s) 12.9 0.94 (3H, s) 17.2 0.82 (3H, s) 12.6 

15 3.22 (2H, s) 67.7 3.63 (lH, d, J = 11.1 Hz) 66.1 3.29 (2H, s) 67.1 

3.79 (lH, d, J = 11.1 Hz) 

OMe 3.35 (3H, s) 50.7 3.27 (3H, s) 50.9 
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1-3-1-5化合物 5(4-0-Methylneoilludin A) 

化合物 5は無色油状物質として得られた。高分解能 FAB-MSよリ分子量を測定

したところ、 m/z335.1469にイオンが観測された。この値は C16H2406のNa付加

イオン[M+Na『の精密質量 335.1470と極めて近いことから本化合物の分子式

はC16H2406であると示唆された。

lH、1℃ NMRスペクトルは補足資料に示した (Fig.S24,...._,S28)。NMRスペク

トルより得られた水素及び炭素の化学シフト値はneoilludinAのものと類似してい

た (Table1)一方、本化合物ではふ-r3.35並びに0C 50.7にneoilludinAに

は存在しない methoxy基の存在が観測された 44,45。スペクトルデータは Table1 

に示した通りである。二次元 NMR相関の結果は他の neoilludinsA-Cと比較し

て、 C-4とmethoxy基に相関があることを除き良い一致を示していた (Fig.23, 

Fig. 24)。

NOE差スペクトルによリ本化合物は、 H-13/H-llB、H-12B、H-6、0-

methyl間、 H-6/H-15H間、 H-14/H-8、0-methyl間、 H-10/H-lla、0-

methyl間にNOEが観測され、各プロトンの相関関係が概ね文献上のneoilludin

Aのものと良い一致を示し、尚且つ 0-methyl基との間に観測されたNOEも立体

配座が neoilludinAと同様であること支持している (Fig.25)44.45。従って本化

合物は、 neoilludinAの4位水酸基がmethoxy基となった新規類縁体であるこ

とが明らかとなった。
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Fig. 23化合物 5(4-0-Methylneoilludin A)の1H-1HCOSY及びHMBCによる相関
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Fig. 24化合物 5(4-0-Methylneoilludin A)のMethoxy基と C-4のHMBCにおける相関

(CD30D) 
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Fig. 25化合物 5(4-0-Methylneoilludin A)のNOE相関
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1-3-1-6化合物 6(4-0-Methylneoilludin B) 

化合物 6は無色油状物質として得られた。高分解能FAB-MSよリ分子量を測定

したところ、 m/z335.1475にイオンが観測された。この値は C16H2406のNa付加

イオン[M+Na『の精密質量 335.1470と極めて近い値を示したことから本化合物

の分子式は化合物 5と同じ C16H2406であると示唆された。

lH、1℃ NMRスペクトルは、 neoilludinBのものと類似していた (Table1、

Fig. S29,.__,S34)一方、本化合物でも化合物 5と同様に、 OH3.27並びにoc

50.9にmethoxy基の存在が観測された。これは neoilludinBには存在しない

部分構造である。二次元 NMR相関の結果は他の neoilludin類と比較して、 C-4

に結合している水酸基がmethoxy基となっていることを除いて、良い一致を示して

いた (Fig.26)44.45。NOE差スペクトルによリ本化合物の相対立体配置は、

neoilludin Bと同様であることを示唆する H-13/H-llB、H-128、H-6、0-

methyl間、 H-10/H-lla、0-methyl間にNOEが観察された (Fig.27)。従っ

て本化合物は、 neoilludinBの4位水酸基がmethoxy基となった新規類縁体で

あると決定した。本化合物も、修士論文において初めて単離を報告した化合物であ

る。一方修士論文では、 methoxy基のピークが残留した MeOHのピークに近い化

学シフト値を示したため、化合物由来のピークではないとして、他のneoilludin類と

全く同じ平面構造を有した新規な立体異性体ではないかと誤同定したが、本論文に

おいて訂正する叫
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Fig. 26化合物 6(4-0-Methylneoilludin B)の1H-1HCOSY及びHMBCによる相関
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Fig. 27化合物 6(4-0-Methylneoilludin B)のNOE相関
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1-3-1-7化合物 l,...._,6のスペクトルデータ

Tsukiyol A (化合物 1)

Colorless solid material, [ a J晶=+0.7°(c 0.1, MeOH); IR v max 

(KBr) cm―1: 3363 (hydroxy group); FAB-MS m/z: 291 [M+Na] +, HR-

FAB-MS m/z: 291.1577 (Calcd for C15贔 Q4Na:291.1572); 1H NMR 

(C正OD,600 MHz)釘： 0.88 (3H, s, H-14), 0.90 (3H, s, H-12), 1.20 

(lH, dd, J= 12.7 Hz, 9.7 Hz, H-lOa), 1.26 (lH, ddd, J= 12.7Hz, 7.6 

Hz, 1.6 Hz, H-18), 1.40 (lH, dd, J = 12. 7 Hz, 10.5 Hz, H-1 a), 1.59 

(lH, ddd, J= 12.7 Hz, 7.6Hz, 1.6 Hz, H-108), 2.12 (lH, m, H-9), 2.22 

(lH, ddd, J= 7.6 Hz, 8.8 Hz, 10.5 Hz, H-2), 2.56 (lH, m, H-5a), 2.95 

(lH, ddd, J= 14.7 Hz, 7.4 Hz, 1.4 Hz, H-58), 3.29 (2H, s, H-15), 3.75 

(lH, t, J= 7.4Hz, H-4), 3.93 (lH, brdd, J= 9.2Hz, 1.6 Hz, H-8), 4.02 

(lH, d, J= 12.7 Hz, H-13), 4.10 (lH, d, J= 12.7 Hz, H-13); 1℃ NMR 

(CD3QD, 150MHz) 8c: 14.8 (CH3, C-12), 23.6 (CH3, C-14), 37.5 (CH2, 

C-5), 37.8 (CH2, C-1), 42.9 (CH2, C-10), 46.48 (CH, C-2), 46.52 (C, 

C-11), 51.1 (CH, C-9), 53.1 (C, C-3), 59.7 (CH2, C-13), 72.7 (CH2, C-

15), 75.1 (CH, C-8), 76.9 (CH, C-4), 134.0 (C, C-7), 139.2 (C, C-6). 

Tsukiyol B (化合物 2)

Colorless solid material, [ a J~。= -13.85°(c 0.1, MeOH); IRツmax

(KBr) cm―1: 3363 (hydroxy group), FAB-MS m/z: 291 [M+Na] +, HR-

FAB-MS m/z: 291.1569 (Calcd for C15国 Q4Na:291.1572); 1H NMR 

(C5圧N,600 MHz)応： 1.20 (3H, s, H-15), 1.24 (3H, s, H-12), 1.41 

(lH, dd, J= 12.8 Hz, 9.8 Hz, H-la), 1.41 (lH, dd, J= 12.8 Hz, 9.8 Hz, 
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H-lOa), 1.81 (lH, dd, J= 12.8 Hz, 7.6 Hz, H-18), 2.39 (lH, dd, J= 

12.8 Hz, 7.6 Hz, H-108), 2.41 (lH, ddd, J= 7.6 Hz, 8.8 Hz, 9.8 Hz, 

H-2), 2.57 (lH, m, H-9), 2.88 (lH, m, H-5a), 3.17 (lH, dd, J= 14.4 

Hz, 7.2 Hz, H-58), 3.55 (2H, d, J= 1.6 Hz, H-14), 4.09 (lH, brdd, J 

= 7.2 Hz, 7.8 Hz, H-4), 4.49 (lH, br, H-8), 4.61 (lH, d, J= 12.1 Hz, 

H-13), 4.67 (lH, d, J= 12.1 Hz, H-13) ; 13C NMR (C立 N,150 MHz) 

oc: 14.9 (CH3, C-12), 25.8 (CH3, C-15), 37.6 (CH2, C-1), 37.7 (CH2, 

C-5), 42.8 (CH2, C-10), 45.8 (CH, C-2), 46.3 (C, C-11), 51.2 (CH, C-

9), 52.4 (C, C-3), 69.0 (CH2, C-13), 70.0 (CH2, C-14), 74.7 (CH, C-

8), 76.0 (CH, C-4), 134.4 (C, C-7), 137.0 (C, C-6). 

Tsukiyol C (化合物 3)

Colorless solid material, [a]~。= +89.45°(c 0.1, MeOH); IRツmax

(KBr) cm―1: 3381 (hydroxy group), FAB-MS m/z: 293 [M+Na] +, HR-

FAB-MS m/z: 293.1718 (Calcd for C1s叫 0ぶa:293.1729); 1H NMR 

(C凸 N+ 2.5 %圧0,600 MHz)恥： 1.07 (3H, s H-14), 1.15 (lH, dd, 

J= 13.0 Hz, 11.1 Hz, H8-B), 1.66 (3H, s, H-13), 1.85 (lH, dd, J= 11.7 

Hz, 7.7 Hz, H-108), 1.90 (lH, dd, J= 12.2 Hz, 5.5 Hz, H-5a), 2.04 

(lH, dd, J= 11.7 Hz, 6.2 Hz, H-lOa), 2.16 (3H, s, H-12), 2.18 (lH, dd, 

J= 13.0 Hz, 8.3 Hz, H-8a), 2.55 (lH, dd, J= 12.2 Hz 8.8 Hz, H-58), 

2.61 (lH, ddd, J= 7.7 Hz, 8.3 Hz, 11.1 Hz, H-7), 3.63 (lH, d, J= 16.7 

Hz, H-15), 3.75 (lH, d, J= 16.7 Hz, H-15), 4.23 (lH, brdd, J= 6.2 Hz, 

7.7 Hz, H-11), 4.37 (lH, d, J= 11.6 Hz, H-1), 4.41 (lH, d, J= 11.6 Hz, 

H-1), 4.98 (lH, brt, H-4); 1℃ NMR(C凸 N+ 2.5 %正0,150 MHz) 
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8c: 16.1 (CH3, C-12), 26.9 (CH3, C-14), 28.1 (CH3, C-13), 39.5 (CH幻

C-8), 40.9 (CH2, C-5), 41.8 (C, C-9), 44.7 (C, C-6), 48.2 (CH2, C-

10), 55.8 (CH, C-7), 62.7 (CH2, C-1), 67.6 (CH, C-4), 71.1 (CH2, C-

15), 75.2 (CH, C-11), 132.2 (C, C-2), 148.1 (C, C-3). 

Neoilludin C (化合物 4)

Colorless solid material, [a]晶＝ ー16.4°(c0.1, MeOH); IR叫 ax

(KBr) cm―1: 3390 (hydroxy group), 1683 (a, B-unsaturated 

carbonyl); UV入max(MeOH): 230 (log E =2.99); ECD nm (ふ）： 253 

(-8.39), 217(+5.59); FAB-MS m/z: 321 [M+Na] +, HR-FAB-MS: m/z: 

321.1311 (Calcd for C15瓜 0ぶa:321.1314); 1H NMR and℃ NMRdata 

are shown in Table 1. 

4-0-Methylneoilludin A (化合物 5)

Colorless oily material, [a]~。= -3.2°(c 0.1, MeOH); IR v max 

(NaCl) cm-1: 3435 (hydroxy group), 1683 (a, B -unsaturated 

carbonyl); UV入max(MeOH): 242 (log E = 2.95); ECD nm (ふ）： 249 

(-8.68), 212 (+11.63); FAB-MS m/z: 335 [M+Na] +, HR-FAB-MS 

m/z: 335.1469 (Calcd for C15H2406Na: 335.1470); 1H NMR and冗

NMR data are shown in Table 1. 

4-0-Methylneoilludin B (化合物 6)

Colorless oily material, [ a J~。= -5.15°(c 0.1, MeOH); IR v max 

(NaCl) cm-1: 3398 (hydroxy group), 1682 (a, B -unsaturated 
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carbonyl); UV入max(MeOH): 242.5(log E = 2.95); ECD nm (△砂： 246 

(-6.04), 211(+5.82); FAB-MS m/z: 335 [M+Na] +, HR-FAB-MS m/z: 

335.14 75(Calcd for C16H24◎ Na: 335.14 70); 1H NMR and℃ NMR 

data are shown in Table 1. 
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1-3-1-8化合物 7'"'-'12の同定

その他得られた化合物に関しては、文献値との比較から化合物 7は neoilludin

A、化合物 8は neoilludinB、化合物 9は illudinS、化合物 10は 5-

hydroxydichomitol、化合物 11は 3B , 5 a , 9 a -trihydroxyergosta -7, 

22-diene-6-one、化合物 12はergosterolperoxideと同定した 44,45,60-640 

1-3-1-9化合物 4,...,_,sのECDによる絶対立体構造決定

化合物 4,...,_,sについてはいずれも共通した構造を有していたことから、 ECDによ

る絶対立体配置の決定を試みた。得られた ECDスペクトルのうち、化合物 7

(neoilludin A)のものを Fig.28に示した。いずれの化合物も 220nm付近に

正の、 250nm付近に負の Cotton効果が観測された (Table2)。TDDFT法に

よリ計算した理論ECDスペクトルと比較したところ、 Fig.29に示した化合物 4の

2R、4S、6S、7S、8Rの配座が実測した ECDと良い一致を示した。従って他

の neoilludin類縁体も同様の配座を有しているものと考えられ、各化合物の絶対

立体配置は、化合物 5が 2R、4R、6S、7S、8R、化合物 6が 2R、4S、6S、

7S、8S、化合物 7が 2R、4S、6S、7S、8S、化合物 8が 2R、4S、6S、

7S、8Rであると示唆された。
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Fig. 28 neoilludin AのECDスペクトル。 実線は測定した ECD、破線は理論 ECDを示

す。 前者は MeOHで300nMの濃度に調整して測定した。

Fig. 29 Neoilludin Aの立体配座 (2R,4S, 6S, 7 S, BR) 

Table 2化合物 4~8の実測 ECD

4
 

5
 

6
 

7
 

8
 △£ -8.39 (253 nm) 

+5.59 (217 nm) 

-8.68 (249 nm) 

+11.63 (212 nm) 

-6.04 (246 nm) 

+5.82 (211 nm) 

-5.43 (253 nm) 

+9.29 (222 nm) 

-1.69 (255.5 nm) 

+3.90 (224.5 nm) 
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1-3-2生理活性

1-3-2-1 HL60細胞に対する細胞毒性試験の結果

各化合物について生理活性を調べたところ、ヒト急性前骨髄性白血病細胞 HL60

に対して化合物 9及び化合物 11が、それぞれ IC5o= 3.3 nM、4.1はMで細胞

毒性を示した (Table.3)。特に化合物 9は、他の類縁体とも比較して強い活性を

有していた。

Table 3各化合物の HL60に対する細胞毒性。 Controlと比較した際の半数阻害濃度

(ICso)を算出した。

化合物 ICso 

CPT 54.2 nM 

1 >10μM 

2 >10μM 

3 >10μM 

4 >10μM 

5 >10μM 

6 >10μM 

7 >10μM 

8 >10μM ， 3.3 nM 

10 >10μM 

11 4.1μM 

12 >10μM 

1-3-2-2変異酵母 YNS17株に対する生育回復活性試験の結果

変異酵母 YNS17株を用いた生育回復活性系において、化合物 3及び 5、6、9

が、それぞれ 1.25、2.5、0.625、1.25μ,g/spotで弱い活性を示した (Fig.30)。
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Tsukiyol C (3) 

1 : 5μg/spot 
2-6 : 1/2希釈

PC : FK506 (2.5 ng/spot) 

4-0-Methylneoilludin A 4-0-Methylneoilludin B 
(5) (6) 

Illudin S (9) 

No. 生育円 阻止円 No. 生育円 阻止円 No. 生育円 阻止円 No. 生育円 阻止円

1 （＋） 1 （＋） 1 （＋） 1 (+) 

2 (+) 2 (+) 2 (+) 2 (+) 

3 （＋） 3 3 （＋） 3 （＋） 

4 4 4 （＋） 4 

5 5 5 5 

6 6 6 6 

PC ＋＋ PC ＋＋ PC ＋＋ PC ＋＋ 

（）：微かな生育円あり

Fig. 30変異酵母YNS17株に対する生育回復活性試験の結果。 YNS17株と培地をまいた

シャーレに各化合物の MeOH溶液をスポットした。濃度は 1を5μg/spotとし、

2~6まで 1/2希釈してそれぞれスポットした。中央には positivecontrol (PC) と

して 2.5ng/spotに調整した FK506をスポットした。
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1-4考察

ツキヨタケ子実体よリ、 6種の新規化合物 tsukiyolA-C (化合物 l,..._, 3)、

neoilludin C (化合物 4)、4-0-methylneoilludinA、B(化合物5、6)と6種

の既知化合物 neoilludinA、B (化合物 6、7)、illudinS (化合物 9)、5-

hydroxydichomitol (化合物 10)、3B, 5 a, 9 a-trihydroxyergosta-7, 

22-diene-6-one (化合物 11)、ergosterolperoxide(化合物 12)を単離し構

造を決定した。既知化合物のうち 5-hydroxydichomitolおよび 38,5a, 9a-

trihydroxyergosta-7, 2 2-diene-6-oneをツキヨタケより報告するのは、本研

究が初である。

今回単離した protoilludanesesquiterpeneの tsukiyolA、B、5-

hydroxydichomitol及びilludanesesquiterpeneの neoilludinC、4-0-

methylneoilludin A、B、fomannosanesesquiterpeneのtsukiyolCは、

いずれも illudoidsesquiterpeneと総称されておリ、 farnesyl diphosphate 

の環化でhumulylcationを経て生じた protoilludylcationから派生したもの

である (Fig.3010,11。実際本属からこれまで報告された sesquiterpene類の殆

どが illudoidsesquiterpeneである。以上の結果よリ 0.Japonjcusは近縁種

同様、多様なsesquiterpeneを産生していることが示唆された。一方、 neoilludin

A、Bの4位水酸基がmethoxy基となった新規化合物4-0-methylneoilludin 

A、Bについては単離精製の過程においてneoilludinがMeOHなどの溶媒と反応

して生じた可能性が否定できないことから、実際に子実体内で生合成されたものな

のか否かについては検討の余地がある。

生理活性においてはilludinSがHL60細胞に対して強い細胞毒性を示した。一

方 illudinS以外の illudanesesquiterpeneでは、 10μ.,Mの濃度までは細胞

毒性が見られなかった。これは今回単離した 6種の illudanesesquiterpeneの
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うち、 illudinS のみが反応性の高い a,B —不飽和 carbonyl の B 位 proton を有

しておリ、生体内分子と Michael付加反応を引き起こすことで細胞毒性が生じた為

ではないかと考えられる (Fig.32)42・72。実際、先行研究において illudinSのa,

B —不飽和 carbonyl の B 位 proton が含硫アミノ酸と酸性条件下で Michael 付

加反応を引き起こすことが報告されておリ、 0.olearjusが産生する類縁体の

illudin M、や illudinSの半合成アナログ体の irofulvenも同様の作用機構を有

しているとされている 72。一方、先行研究において、 neoilludinA、Bが細胞毒性を

有するという、本研究と異なる結果が報告されている王今回 neoilludinA、Bに

細胞毒性が確認できなかった理由の一つとして、試験に用いた細胞株の違いが挙げ

られる。本研究ではヒト前骨髄性急性白血病 HL60細胞を試験に用いたのに対し、

先行研究ではマウス白血病P388細胞が用いられておリ、それぞれの細胞株によっ

てneoilludin類に対する感受性に差があったのではないかと考えられる。

Tsukiyol C、4-0-methylneoilludins A、B、illudinSは、弱いながら変異

酵母 YNS17株にに対する生育回復活性を有していた。この試験では酵母の増殖の

回復を指標としているため、細胞毒性のみを有する化合物は活性を示さないという

特徴がある冗 Illudane及びfomannosanesesquiterpene類に対して今回の

ような試験を行った報告は我々の知る限リ本研究が初である。従って、これらの化合

物が具体的に Ca2十伝達系のどの部分に対して作用しているのかを解明できれば、

illudin類や fomannosanesesquiterpeneの新たな生理活性の発見につなが

ることが期待される。
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□ • H 

H 

/ "'ーローr1><ーロhumulyl cation 

□ -~ -r'&o< 
fomannosane し protoilludlylcation ) △ -6 protoilludene 

-------—• ~-------

□ ← ,w 
illudane 

Fig. 31 Illudoid sesquiterpeneの生合成経路。 Farnesyldiphosphateが環化し、 humulyl

cationを経て protoilludane骨格が形成され、更に illudaneや fomannosane骨格へ

と派生する 70,710

HS~O/ 

）翌
珈

OH 

OH Si.'。/

OH 
X 

OH OH 
X: OH or Cl 

Fig. 32 Illudin Sの含硫アミノ酸との反応機構。赤矢印で示した箇所は

a, /3 —不飽和カルボニルの B位における Michael 付加反応である 720
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第 2章ツキヨタケ菌糸培養濾液に含まれる成分に関する研究

2-1緒言

キノコにおいて子実体と菌糸とでは、異なる代謝物が産生することが知られておリ、

例えば食用キノコのヤマブシタケでは、子実体や菌糸の他、胞子からそれぞれ異なる

新規な成分が単離されている 23-290

本章では、ツキヨタケよリ更なる新規化合物の探索を行うため、子実体よリ分離し

た菌糸の液体培地培養物よリ化合物の探索を試みた。

ツキヨタケ属の菌類はこれまで多様な sesquiterpeneを生産することで知られ

てきた。そこで、これまで近縁種の 0.olearjusの新規 sesquiterpeneの単離に

関する研究において広く用いられてきた MPG培地を利用して培養を試みた (Fig.

33)。

本章では MPG培地培養濾液よリ、新規 illudalanesesquiterpeneである

tsukiyotakeinの他、既知化合物 illudinB、H、M、S、illudalicacid、

gastrodigeninの計 7種の化合物単離し、その構造を決定した。 37,48,49,74, 75特に

tsukiyotakeinとilludalicacidについては、これまで子実体からは見られなかっ

たilludalane骨格を有する sesquiterpeneであった。また、 illudinB、Mは 0.

olearjusから、 illudinHは 0.n1djformjsから単離が報告されていた化合物で

あリ、これまでツキヨタケからの報告はなかった。ツキヨタケ菌糸液体培地培養濾液

からは、子実体では見られなかった化合物が新たに 6種類単離された。

63 



Fig. 33ツキヨタケ菌糸 MPG培地培養物とその濾液
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2-2実験

2-2-1使用器具

ESI-MSの測定にはWaters製 SYNAPTG2を用いた。

その他の使用器具に関しては 1章と同様である、

2-2-2菌糸の分離と同定

ツキヨタケ菌糸は、 2017年に山形大学演習林よリ採集しだソキヨタケ子実体よリ

分離した菌株YUOJ0825を用いた。子実体内部の無菌状態の組織をナイフで切リ

出し、 PDA平板培地に接菌し 25℃暗所下で静置した。このうち菌糸の成長が確認

されたものを PDA斜面培地に移植し、山形大学農学部生物有機化学研究室にて保

存維持した (Fig.34)。菌糸は形態観察のほか、真菌同定プライマーITSlR並び

にITSlFを用いた 18SrRNAと5.8SrRNA間のスペーサー領域(ITSl)のシ

ーケンス解析を BEX(株）に委託して行い、得られた配列が BLAST検索の結果

よリッキヨタケ (LCl98705.1)と100.00%の相同性を示したことから、本菌株は

ツキヨタケであると同定した。シーケンス解析の詳細なデータは補足資料 (Fig.S 1 

,...._,s 3)に添付した。

2-2-3菌糸の培養

保存していた菌糸を PDA平板培地に接菌し、 25℃暗所下において 15日間静

置培養した。得られた PDA培地培養物は 1辺2'"'"'3mm程度の賽の目状に切断

し、 100mLの MPG液体培地 1本あたリに 3片接菌した。MPG培地は、蒸留水

100 mLに対して麦芽エキス 2.0g、大豆ペプトン 0.4g、グルコース 3.0gの比率

で調整し、坂ロフラスコに入れてシリコ栓を装着後 120℃、 20分で蒸圧滅菌したも
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の24本を用いた。接菌した坂ロフラスコは 25℃暗所下で 3週間、 140rpmで振

盪培養した。

Fig. 34 YUOJ0825株の PDA斜面培地培養物 (25℃暗所下）。

2-2-4 TLC 

第 1章と同様の手法によリ行った。

2-2-5単離と精製

各化合物の単離スキームはFig.35に示した通リである。以下に詳細を述べる。

培養液は吸引ろ過し、培養濾液と菌糸に分離した。このうち前者について分液ロ一

トを用いて EtOAcにて抽出し、減圧濃縮にて EtOAc画分を 1.3g得た。

得られた EtOAc画分は、 silicagel 60クロマトグラフィーによリ粗分画した。内径

4.0 cmのクロマト管に、 silicagel 6 0と混合溶媒 CHCb/MeOH= 95:5の

スラリー200mLを充填したカラムを用意し、 silicagel 60に吸着させた EtOAc

画分を CHCb(mL) /MeOH (mL) = 190/10、180/20、170/30、160/40、

0/200で順次溶出した。最初に溶出した 300mLをOME-1とし、 100mLごと

にOME-2,.,._,0ME-7、MeOH回収分を OME-8として計 8画分に粗分画した

(Fig. 36)。
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OME-3-2-3 
8.5 mg 

00S-HPLC 
MeOH: H20 
(isolactic) 

Compound 13 
3.0 mg 

OME-3 
555.6 mg 

Silica gel column 

MPG culture broth of 
0. japonicus 
2.4 L, 21 days 

Suction filtration 

Broth filtrate 

Pa「titionedwith 
EtOAc 

EtOAc fraction 
1.3 g 

Silica gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

OME-4 
252.5 mg 

n-hexane : EIOAc, EIOAc : MeOH 
(step-wise) 

Silica gel column 
EtOAc: MeOH 
{step-wise) 

OME-3-5-8 
36.5 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: 出0
(isolactic) 

Compound 17 
8.4mg 

OME-3-12~14 
77.1 mg 

Decantation 

Compound 14 
7.3mg 

OME-4-3 
26.1 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: 出O
(isolactic) 

Compound 19 
2.4mg 

OME-4-4-6 
55.2 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(isolaclic) 

OME-4-4-6-A 
14.3 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(isolactic) 

Compound 15 Compound 16 
2.2 mg 1.7 mg 

Compound 18 
7.4mg 

Fig. 35ツキヨタケ菌糸培養濾液の化合物単離スキーム
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このうち、 OME-3画分 (555.6mg)について更なる分画を進めた。 Silicagel 

60と混合溶媒n-hexane/EtOAc= 3:2のスラリー50mLを充填した直径 2.0

cmのクロマト管で、少量の silicagel 60に吸着させた OME-3画分を、混合溶

媒n-hexane(mL) /EtOAc (mL) = 30/20、25/25、20/30、10/40、0/50

の順に溶出した。最初に溶出した 50mLをOME-3-1として分取後、試験管に 5

mL毎 24画分まで取リ OME-3-2,...._,0ME-3-24とした。残リは OME-3-25と

して回収した。得られた各画分の TLCの結果はFig.37に示した。このうち OME-

3-12,...._, 14 (計 77.1mg)にかけて、 EtOAc中にて白色の沈殿物が析出した。この

白色沈殿物は化合物 14であリ、傾斜法によリ 7.3mg単離した。

また OME-3-2、3画分（計 8.5mg)について、 ODS-HPLC(MeOH/H心

= 70/30、isolactic4. 5 mL/min)によリ保持時間 17.2minに検出されたピー

クを化合物 13(3.0 mg)として単離したほか、 OME-3-5,...._,8(計 36.3mg)よ

リ保持時間 10.3minに検出されたピークを化合物 17(8.4 mg)として単離した。

OME-4画分 (252.5mg)についても silicagel 60による分画を行った。

2.0 cm径のクロマト管に混合溶媒EtOAc/MeOH= 95/5とsilicagel 60の

スラリー50mLを充填したカラムを用意し、 EtOAc(mL) /MeOH (mL) = 

47.5/2.5、45/5、42.5/7.5、0/50で溶出した。最初に溶出した 40mLを

OME-4-0画分として分取後、試験管で 5mL毎に OME-4-l,...._,OME-4-16の

計 16画分まで取リ、最後に残った溶出液の回収分として OME-4-17を得た。この

うち OME-4-3画分 (26.1mg)よリ、 ODS-HPLC(MeOH/比0= 40/60、

isolactic、4.5mL/min)によリ保持時間 5.8minに検出されたピークを化合物

19 (2.4 mg)として単離した。 OME-4-4,...._,6画分（計 14.4mg)について、

ODS-HPLC (MeOH/H心=50/50、isolactic、4.5mL/min)によリ検出さ

れた保持時間 6.5minのピークを分取し、 OME-4-4,...._,6-A画分 (14.3mg)得
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た。更に、この画分について ODS-HPLC(MeOH/H心=23/77、isolactic、

4.5 mL/min)を行い、保持時間 24.3、28.5、31.1minに検出されたピークをそ

れぞれ化合物 15(2.2 mg)、化合物 18(7.4 mg)、化合物 16(1. 7 mg)として単

離した。

a
 

） 

） 

b
 

c
 （ヽ

... —. ., 
UV: 254 nm 

こ
UV: 366 nm 

Fig. 36 OME-l~OME8画分の TLCアッセイ (a:UV366nm、b:UV254nm、c:10% 

vanillin硫酸呈色）。展開溶媒は CHCh/MeOH= 85/15。
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a
 

竺
b
 

('  -_., 
UV: 254 nm 

こ
UV: 366 nm 

.....c:::J,--- .....c:::J,---

化合物13 化合物17
(HPLC分取） (HPLC分取）

......c>-
化合物14
（傾斜法）

Fig. 37 OME-3-0~0ME-3-26のTLC(a : UV 254 nm、b: 10 % vanillin硫酸呈色）。

左より OME-3-l~OME-2-26,OME-3-0。展開溶媒は EtOAc。

2-2-6ヒト急性前骨髄性白血病細胞HL60を用いた細胞毒性試験

第 1章と同様の手法により実施した。 positivecontrolには camptothecin

OCso = 32.1 nM)を用いた。

2-2-7変異酵母YNS17株による生育回復活性試験

第 1章と同様の手法によリ実施した。 positivecontrolには FK506(2.5 

ng/spot)を用いた。
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2-3実験結果

2-3-1構造解析

得られた化合物の構造を Fig.38に示した。このうち新規であった化合物 13の

構造解析について以下に詳細を述べる。

OH 

13 

1D 

11 

HO 

14 

OH 

R
 

OH 

15 R1=H R2=0H 
16 R1=0H R2=H 

OH 〇-I

17 R=H 
18 R=OH 

HO 

OH 

19 

Fig. 38化合物 13~20の構造式
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2-3-1-1化合物 13(Tsukiyotakein) 

化合物 13は無色油状物質として得られた。高分解能ESI-MSよリ分子量を測定

したところ、 m/z329.1364にイオンが観測された。この値は CnH2205のNa付加

イオン[M+Na『の精密質量329.1365と極めて近い値であることから本化合物の

分子式は CnH2205であると示唆された。

続いて構造決定のため NMRスペクトルを測定し、さらなる解析を行った。 NMR

スペクトルデータは補足資料に添付した (Fig.S35,....,_,S39)。

1H NMRよリ 2つの singletなmethylが応 1.13、1.17に見られたほか、 2

つの methoxyが応 3.50、3.83、4つの methyleneが釘 2.56(2H)、

2.87(1H)、2.98(lH)、3.03(lH)、3.22(lH)、4.76 (2H)、1つの acetal

methinが釘 4.94に観測された。このことから本化合物を構成する 17個の炭素

のうち、 2つは methoxy基に由来するものである。従って、本化合物は 15個の炭

素から成る基本骨格を持つ化合物であリ、後から 2個の methoxy基が結合したも

のと推測される。即ち本化合物は sesquiterpene類である可能性が考えられた。

l℃ NMRでは ESI-MSよリ導いた分子式の通リ 17本の炭素が観測された。こ

のうち応 168.25に carbonylが観測されたほか、芳香環領域に 0H 119.2、

120.3、125.5、132.0、145.7、149.8の 6個の炭素が観測された。これらはいず

れも四級炭素であったことから本化合物は 6置換ベンゼンを1つ有していることが示

唆された。

続いて二次元 NMRの解析結果について述べる (Fig.39)。1H-1HCOSYでは

主だった相関はH-13とH-14の間に観測されたのみであった。HMQCによリ各プ

ロドノと炭素のピークの結合を帰属し、 HMBCによる相関を調べたところ、以下に示

したような相関が得られた。まず、 2つの methoxyふ13.50、3.83は、それぞれ

acetal C-14、carbonylC-12と相関を有していた。このことから C-12は
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methyl acetateであると推測された。Methyl基 H-10および H-11は、いずれ

もC-1、C-2、C-3と相関があリ、 H-1は C-2、C-3、C-4、C-8、C-9、C-10、c-

11と、 H-3はC-1、C-2、C-4、C-5、C-9、C-10、C-11と相関を有しておリ、 C-4、

C-5、C-8、C-9は化学シフト値から芳香環由来と推測されることから、一つの四級

炭素に 2つのメチル基が結合した 5員環と 6置換ベンゼンの縮合環を部分構造に

有していることが示唆された。また、化学シフト値よリ、 C-8はphenol基の付け根の

四級炭素であると推定した。一方 acetalH-14は、 C-6、C-13、C-15と相関を有

していた。更に H-15は C-6、C-7、C-8、C-14と相関があリ、また化学シフト値か

ら酸素原子と隣接していることが示唆された。加えて H-13が C-6、C-7、C-14と

相関を有しておリ、 C-6、C-7、C-8が芳香環由来の炭素であることから、 14位に

acetal構造を有する 6員環エーテルとベンゼン環の縮合環があることも示唆された。

更に、芳香環由来炭素 C-5は化学シフト値から carbonylとの結合が示唆される。

以上よリ本化合物は、ベンゼン環に 6員環エーテルと 5員環が縮合した多環式化合

物であり、また炭素の骨格から illudalanesesquiterpeneであることが示唆され

た。以上よリ決定した化合物 13の構造はこれまでに報告の無いものであったことか

ら、本化合物は新規であることが示唆された。
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OH 

゜ ゜- : Key correlation of 1 H-1 H COSY 

ヶ—- : Key correlation of HMBC 

Fig. 39化合物 13(Tsukiyotakein)の 1H-1HCOSY及びHMBCによる相関

74 



2-3-1-2化合物 13のスペクトルデータ

Tsukiyotakein (化合物 13)

Colorless oily material, [ a]晶＝—2.0 ° (c 0.1, MeOH); IR Vmax (KBr) 

cm―1: 3391 (hydroxy group), 1709 (carbonyl); ESI-MS m/z329.1364 

[M+Na『 (Calcdfor Cl7H心 Na:329.1365); 1H NMR (CDCb, 600 

MHz)応： 1.13 (3H, s), 1.17 (3H, s), 2.56 (2H, s), 2.87 (lH, d, J= 17.0 

Hz), 2.98 (lH, d, J= 17.0 Hz), 3.03 (lH, dd, J= 17.7 Hz, 2.2 Hz), 

3.22 (lH, dd, J= 17.7 Hz, 3.9 Hz), 3.50 (3H, s), 3.83 (3H, s), 4.76 

(2H, dd, J = 14.89 Hz), 4.94 (lH, dd, J = 2.2 Hz, 3.9 Hz) 8 c: 29.0 

(CH3, C-10), 29.0 (CH3, C-10), 32.4 (CH2, C-13), 40.0 (C, C-2), 42.4 

(CH2, C-1), 49.4 (CH2, C-3), 51.3 (CH3, 0-methyl), 55.5 (CH3, 0-

methyl), 58.3 (CH2, C-15), 97.7 (CH, C-14), 119.2 (C, C-6), 120.3 

(C, C-5), 125.5 (C, C-4), 132.0 (C, C-7), 145.8 (C, C-9), 149.8 (C, 

C-8), 168.3 (C, C-12). 

2-3-1-3化合物 14,....,_,19の同定

その他得られた化合物については、文献値との比較によリ化合物 14がilludalic

acid、化合物 15がilludinB、化合物 16がilludinH、化合物 17がilludinM、

化合物 18がilludinS、化合物 19がgastrodigeniであると同定した。 37,48,49,74,75
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2-3-2生理活性

2-3-2-1 HL60細胞に対する細胞毒性試験の結果

HL60細胞による細胞毒性試験の結果、化合物 15(IC50 = 6.16μ,M)及び化

合物 16(IC50 = 0.93仏M)、illudinM (IC50 = 20.91 nM)、化合物 18(IC5o 

= 7.38 nM)がそれぞれ活性を示した (Table4)。

Table 4化合物の細胞毒性

化合物 ICso 

CPT 32.10nM 

13 >50μM 

14 >50μM 

15 6.16μM 

16 0.93μM 

17 20.91 nM 

18 7.38 nM 

19 >50μM 

2-3-2-2変異酵母YNS17株に対する生育回復活性試験の結果

変異酵母 YNS17株による生育回復活性試験では、化合物 15、16が 2.5は

g/spot、化合物 19が 1.25μ.,g/spotで活性を示した (Fig.40)。
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1 : 5μg/spot 
2-6 : 1/2希釈

PC : FK506 (2.5 ng/spot) 

Illudln B (15) Illudln H (16) Gastrodlgenin (19) 

□ No. 生育円 阻止円 No. 生育円 阻止円 No. 生育円 阻止円

1 ＋ 1 ＋ 1 ＋ 

2 {+) 2 （＋） 2 ＋ 

3 3 3 （＋） 

4 4 4 

5 5 5 

6 6 6 

PC +++ PC +++ PC +++ 

（）：微かな生育円あり

Fig. 40化合物の YNS17株に対する生育回復活性試験
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2-4考察

ツキヨタケ菌糸の液体培地培濾液よリ、 1種の新規化合物tsukiyotakein(化合

物 13)及び 6種の既知化合物 illudalicacid (化合物 14)、illudinB、H、M、S

（化合物 15,...,_,18)、gastrodigenin(化合物 19)を単離した。

このうち illudinS以外の化合物は、我々が知る限リ、いずれもツキヨタケからの

単離の報告が無い化合物であった。 IlludinM は、 illudinSと並んで強い細胞毒

性を有する化合物で、 0.olean・usよリ最初に報告された 37。また illudinHは、豪

州原産のツキヨタケ属近縁種 0.njdjformjsから見つかった化合物である 740

Tsukiyotakein 及び illudalic acid は、 illudalane 骨格を有する

sesquiterpeneであった叫 illudalane骨格もまた illudoidsesquiterpene 

と呼ばれておリ、 proto ill udaneの cyclobutaneが開裂して生じるものと考えら

れる 760

他の近縁種から報告された既知の sesquiterpeneのみならず、近縁種からは報

告の無い新規な構造を有した sesquiterpeneも単離した。本研究では近縁種 0.

olean・usにおける先行研究において用いられた培地を利用しておリ、実際に単離さ

れた既知化合物も 0.olearjusから既に報告のあるものが多い。従って、ツキヨタケ

菌糸が生育可能な異なる組成の培地で培養を行い、得られた培養物から化合物の

探索を行えば他の近縁種では見られなかったような化合物が見つかる可能性が期

待される。

本研究で得られた化合物が菌糸を MPG培地において培養した際に特異的に産

生するものであるのか、またどのようなメカニズムによって生産する二次代謝物に違

いが生じるのかについてその詳細を明らかにすることはできなかった。従って上述の

点についてはよリ詳細な研究が望まれる。
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変異酵母 YNS17株の生育回復活性試験において illudinB、H、

gastrodigeninが弱い活性を示した。第 1章においても illudinSのほか 4-0-

methylneoilludin A、Bが弱い活性を示したことから、 illudane型セスキテルペ

ンには変異酵母の Ca2十シグナル伝達に対し何らかの阻害を引き起こす作用を有し

ているものと推測される。一方、第 1章において YNS17株に対し活性を示した

illudin Sについては、今回の試験において活性を示さなかった。従って、 illudinS 

の活性の有無については再度検討の余地があると考えられる。
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第 3章ツキヨタケ菌糸玄米培地培養物に含まれる成分に関する研究

3-1緒言

これまでツキヨタケ子実体よリ 12種の化合物、菌糸液体培地培養物よリ 7種の

化合物を単離した。一般に糸状菌類は培地の違いなどが引き金となって異なる代謝

物を産生することが知られておリ、序論でも述べた通リ、キノコにおいてもチャダイゴ

ケ属の菌より固体培地と液体培地で異なる diterpeneの単離が報告されている

30,31 。とリわけツキヨタケ属菌糸培養物の成分探索研究では、我々の知る限リ液体

培地による培養物を用いた手法しか行われておらず、固体培地を用いた場合の成分

探索の報告は行われていない。実際、第 2章において MPG培地培養濾液よリ単離

した化合物も 1種の新規 illudalanesesquiterpene と既知化合物

gastrodigeninを除いた 5種の化合物はいずれも先行研究において 0.olearjus 

から報告のあるものであったことから、従来とは異なる培地を用いた培養物から化合

物の探索を試みることでこれまでツキヨタケ属菌類から報告の無かったような代謝物

が見つかることが期待される。

そこで本研究では種々の培地を検討した結果、ツキヨタケ菌糸が比較的旺盛に生

育することが確認され、菌類の成分探索研究に良く用いられる玄米培地を採用し、得

られた培養物から化合物の探索を試みた (Fig.41)。その結果、これまでツキヨタケ

属菌類から報告の無かった化合物群である polyisoprenepolyol類が 3種見つ

かった。そのうちの一つである omphaloprenolAは、これまで報告の無い新規な

構造を有していた。残る 2種は、先行研究の文献値との比較などによリブナシメジか

ら単離された hypsiziprenolA10および Auであると同定した 77,78。また、既知化

合物として illudinS及び ergosterolも単離した 34,64。得られた化合物を生理活

性を試験した結果、 omphaloprenolAはレタス幼植物体地下部に対して有意に成
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長を促進した。また、 ergosterolにも弱いながら同様の活性が確認された。一方、

illudin Sは地上部地下部共に強く成長を阻害した。またヒト急性前骨髄性白血病

細胞 HL60に対する細胞毒性試験の結果、 polyisoprenepolyol類と illudinS 

が活性を示した。

Fig. 41ツキヨタケ菌糸玄米培地培養物
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3-2実験

3-2-1使用機器

EI-MSはJEOL製JMS-TlOOGCを用いた。それ以外は 1章及び 2章と同様

である。

3-2-2使用菌株

ツキヨタケ菌糸は、第 2章で用いたものと同じ YUOJ0825株を用いた。

3-2-3菌糸の培養

PDA平板培地にYUOJ0825株を接菌し、 25℃、 15日間暗所下で静置培養し

た。得られた培養物はナイフで 1辺2-----3mm程度の賽の目上に切断し、玄米培地

1本あたリに 3片接菌した。玄米培地は玄米 105gと蒸留水 210mLを入れた

500 mL三角フラスコに綿栓をして、 120℃、 20分で蒸圧滅菌したものを 4本用

いた。接菌した培地は 25℃暗所下で 40日間培養した。

3-2-4 TLC 

第 1章と同様の手法によリ行った。

3-2-5単離精製

玄米培地培養物の粗分画の概要については Fig.42、各化合物の単離までの概

要はFig.43に示した通りである。以下に詳細を述べる。

玄米培地培養物の抽出と n-hexane、EtOAC、BuOHによる分画は第 1章の

子実体の抽出及び分画と同様の操作によリ行い、 n-hexane画分 6.3g、EtOAc

画分 1.4g、BuOH画分 19.1gを得た。各画分について TLCアッセイを行ったとこ

82 



ろ、 EtOAc画分において子実体の EtOAc画分では見られなかったスポットが Rf

値 0.2付近にて確認された (Fig.44)。また、この当該スポットは MPG培地培養

濾液の EtOAc抽出物においても確認されなかったものである。そこで本研究では

EtOAc画分に注目して化合物の単離を試みた。

Water 
fraction 

Brown rice culture of 
0. japonicus 

1.32 kg, 40 days 

Aqueous 
layer 

MeOH extraction 

MeOH extract 
192.4 g 

Suspended in water 

Partitioned with n-hexane 

n-Hexane fraction 
6.3 g 

Partitioned with EtOAc 

Aqueous 
layer 

Partitioned with n-BuOH 

EtOAc fraction 
1.4 g 

n-BuOH fraction 
19.1 g 

Fig. 42ツキヨタケ菌糸玄米培地培養物の分画
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RE-1 
515.0 mg 

Silica gel column 
n-hexane : EtOAc, 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

RE-1-8~10 
14.3 mg 

Silica gel column 
n-hexane: EtOAc, 
EtOAc: MeOH 
(step-wise) 

Compound 23 
3.8 mg 

EtOAc fraction 
1.4 g 

Silica gel column 
CHCl3: MeOH 
(step-wise) 

RE-2 
300.1 mg 

ODS-Sep-Pak 
MeOH: 凡O
(step-wise) 

RE-2-1 
71.6 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(isolactic) 

Compound 24 
8.1 mg 

RE-3-4-A 
73.5 mg 

RE-3 
218.6 mg 

ODS-Sep-Pak 
MeOH: HP  
(step-wise) 

RE-3-4 
142.5 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(gradient) 

Compound 20 
14.1 mg 

ODS-HPLC 
MeOH: H20 
(isolactic) 

Compound 21 Compound 22 
7.1 mg 26.9 mg 

Fig. 43 EtOAc画分からの化合物の単離
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混合溶媒 CHCb/MeOH= 85:15の比率で混合した溶媒と silicagel 60の

スラリー200mLを充填したクロマト管を用いて、 silicagel 6 0に吸着させた

EtOAc画分を CHCb(mL) /MeOH (mL) = 170/25、140/60、100/100、

0/200で段階的に溶出し、 200mL毎に RE-1,..,_,RE-6に分画した (Fig.45)。こ

のうち RE-3(218.6 mg)について、 ODS-Sep-Pakによる分画を行った。

MeOH/几 0 = 75/25で十分に平衡化した ODS-Sep-Pakに少量の MeOH

に溶かしたRE-3を入れ、 MeOH(mL) /H心 (mL)= 75/25、50/50、75/25、

100/0で溶出した (Fig.46)。溶出した溶媒の比率ごとに RE-3-1,..,_,RE-3-4の

計 4画分を得た。得られた画分のうち、 RE-3-4画分 (142.5mg)について、

ODS-HPLC [MeOH/H心=85/15 to 100/0 (0-15 min)、100/0(15-40 

min)]にて保持時間 14.4min及び 18.9minに検出されたピークをそれぞれ分

取した。このうち後者は化合物 20(14.1 mg)であった。前者であるRE-3-4-A画

分 (73.5mg)は更に ODS-HPLC(MeOH/H心=80/20、isolactic、3.5

mL/min)に付し、保持時間 45.8min、48.4minに検出されたピークをそれぞれ

化合物 21(7.1 mg)、化合物 22(26.9 mg)として単離した。

RE-1画分 (515.0mg) を silicagel 6 0に吸着後、混合溶媒 n-

hexane/EtOAc = 7 /3とsilicagel 60のスラリー40mLを内径 2.0cmのク

ロマト管に充填したカラムを用いて n-hexane(mL) /EtOAc (mL) = 35/15、

30/20、25/25、20/30の溶媒で順次溶出した。最初に溶出した 40mLをRE-

1-1とし、試験管で 5mL毎に 24本分取 (RE-1-2,..,_,RE-1-25)し、最後に残リ

の溶出溶媒を回収した RE-1-26を得た。このうち、 RE-1-8,..,_,10画分 (14.3mg) 

について化合物の単離を試みた。混合溶媒 n-hexane/EtOAc= 7 /3溶媒と

silica gel 60のスラリー40mLを内径 2.0cmのクロマト管に充填したカラムを

用いて n-hexane(mL) /EtOAc (mL) = 35/15、30/20で溶出し、 10mL毎
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にRE-1-8,...._,10-1,...._, RE-1-8,...._, 10-10の計 10画分を得た。このうち RE-1-8,...._,10 

において化合物 23(3.8 mg)が単離された。RE-2(300.1 mg)は、 RE-3と同

様の手順によリ ODS-Sep-PakにてRE-2-1,...._,RE-2-4に分画した。このうちRE-

2-1画分 (71.6mg) について、 ODS-HPLC (MeOH/圧 0 = 25/75、

isolactic、5.0mL/min)にて保持時間 22.1minに見られたピークを化合物 24

として 8.1mg単離した。

ぐ＂

-•--

砕 c

0.24 

0.14 

Fig. 44子実体 EtOAc画分（左）と玄米培地培養物 EtOAc画分（右）。展開溶媒は

CHCh/MeOH =8 5/15、呈色は 10%vanillin硫酸試薬を噴霧後、 120℃で 35秒

間加熱して行った。数字は R准I、左上の黒矢印は溶媒フロントを示す。
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UV: 254 nm 

C )  
UV: 366 nm 

Fig. 45 RE-1 ~ RE-6のTLC(a : UV 366nm、b:UV254 nm、c: 10 % vanillin硫酸呈色）。

展開溶媒は CHCh/MeOH=85/15。

II （ヽ

―̀/ 
） 

一
UV: 254 nm 

＜二）
UV: 366 nm 

Fig. 46 RE-3のSep-Pakによる分画後の TLC。左より MeOH= 25% (RE-3-1)、50%

(RE-3-2)、75% (RE-3-3)、100% (RE-3-4)画分。

展開溶媒は CHCb/MeOH= 85/15を用いた。
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3-2-6レタス幼植物体に対する生理活性試験

本実験ではいずれの化合物も比較的量が取れたため、レタス種子(Lactuca

satjva)による生理活性試験を行った。レタス種子はメルボルン種 MTを用いた。発

芽は、種子に蒸留水を与え 25℃暗所下に 1日静置することで行った。 4.0cmシャ

ーレに 4.0cm濾紙を入れ、終濃度が 100ppmとなるよう各化合物の MeOH溶

液を添加し、風乾によリ MeOHを除去した。そこへtween80を0.1%添加した蒸

留水 l.OmLと発芽種子 10粒を入れ、 25℃暗所下で 3日間静置後、幼植物体の

地上部と地下部の長さを測定した。MeOH溶液のみを加えたものを controlとし、

成長率土SEを算出した。また、 positivecontrolとして 100ppmの 2,4-D添加

区（地上部： 5.57士0.51%、地下部： 13.52士0.67%)を用意した。

3-2-7ヒト急性前骨髄性白血病細胞HL60に対する細胞毒性試験

第 1章と同様の手法によリ実施した。 positivecontrolにはcamptothecin

(IC5o = 35. 7 nM)を用いた。

3-2-8変異酵母YNS17株による生育回復活性試験

第 1章と同様の手法によリ実施した。 positivecontrolには FK506(0.25 

ng/spot)を用いた。
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3-3結果

3-3-1構造解析

得られた化合物の構造は Fig.47に示した通リである。このうち新規化合物であ

った化合物 20の構造解析について以下に詳細を述べる。

55 

＇ OH OH OH 

入 Iメ OH
ゞ2

44 / 

OH 

45 46 47 

~ < 

1¾,_,, 足二己、べ三、へよ竺' - * O H ~Xo~-,:::, I I _OH I _OH 

20 21 

OH 

ヽ

OH 

OH 

OH I I ,,OH I ✓OH 

ぃ／へ、/
OH 

HO 

22 23 24 

Fig. 47化合物 20~24の構造式
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3-3-1-1化合物 20(Omphaloprenol A) 

化合物 20は白色粉末状物質として得られた。高分解能ESI-MSによリ精密質量

を測定したところ、 m/z893.7808にイオンが観測された。これは c55且06切のプ

ロトン付加イオン[M+H『の精密質量 893.7806に極めて近い値であることから

本化合物の分子式は C55H1060sであると示唆された。

得られた化合物について構造解析を行うためNMRスペクトルを測定した。得られ

たスペクトルは補足資料に示した (Fig.S40、S41)。

lH及び氾CNMRのpeaklistはTable5に示した通リである。氾CNMRよ

リ、 8c111.7、124.3、124.4、124.5、131.8、134.9、135.4、145.0に二重結合

に由来する 8個の sp2炭素が観測されたことから、 4個の二重結合を有していること

が示唆された。分子式よリ本化合物の不飽和度は 4であリ、これは二重結合の数と

一致することから、本化合物は環状構造を有さない鎖状の化合物であることが推定

された。また、 0C 72.8に非常に強い四級炭素に由来するピークが観測された。化学

シフト値とピーク強度から、水酸基が結合し、なおかつ極めて類似した環境下に置か

れた四級炭素が多数存在しているものと推測された。 1HNMRでは、重複しているも

のも含めて計 12個の singletな methyl基が観測された。このうちふ-r 1.57、

1.58、1.61、1.67は、その化学シフト値から二重結合を付け根に持つ allylic

methylであると推測された。また、積分値よリ 44個相当の methylene由来プロ

ドノが釘 1.31,....,_,l.51にかけて重複して観測されたほか、 10個相当の allylic

methylene由来プロトンが釘 1.91,....,_,2.10に、二重結合に由来する水素がふi

5.04、5.07、5.11、5.20、5.90にそれぞれ観測された。

以上の結果よリ本化合物は鎖状の化合物で、水酸基と methyl基が結合した四

級炭素が、 methylene鎖を介して多数結合した構造を有しているものと考えられた。

このような構造を有する天然物として、 polyisoprenepolyol類である可能性が考
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えられた。そこで先行研究との比較を行ったところ、化合物 20の NMRスペクトル

は、近年植物内生菌よリ報告された bionectinF (Fig. 48)のものと類似してい

ることが判明した冗BionectinFは二重結合を有する E-isopreneユニットと水

酸基を持つ isopreneユニット、両方を持つ isopreneユニットの 3つの部分構造

から構成されており、化合物 20のNMRスペクトルから想定される構造と極めて近

い。そこで本化合物は類縁な構造を持つ polyisoprenepolyiolであると推測し、

構造解析を進めた。まず、 MSよリ求めた分子式 C55H1060sよリ、炭素数が 55であ

ることから、本化合物は計 11個の isopreneユニットで構成されているものと考え

られた。一方、化合物 20はbionectinFと異なリ、 1HNMRにおいて酸素原子と

の結合を示唆する化学シフト値を示すプロトンは観測されなかった。従って、本化合

物の末端部のうち C-1側の末嬉に水酸基は存在しないものと考えられる。代わリに

本化合物はC-1末端に二重結合を有しているものと推測される。これは旧NMRス

ペクトルにおいて観測された二重結合由来プロトンのうち、ふ-r5.04とか-r5.20の

共に C-1に結合したプロド../が、互いに J=1.2 Hzでgeminalcouplingしてい

ることに加え、か-r5.04のプロトンがか-r5.90に観測されたプロトンと J= 10.6 

Hzで、応 5.20のプロドクがJ=17.4 Hzでcouplingしているためである。即

ちこれは釘 5.04と釘 5.20のプロトンがふ-15.90のプロトンに対してそれぞれ

cjs、transの位置関係にあることを示唆している (Fig.49)。また、末端の二重結

合を除くと残る二重結合は 3個である。一方、二重結合炭素を付け根に持つ allylic

methylは旧NMRスペクトルよリ 4個観測されている。この状況は本化合物のc-

44側の末端を構成する isopreneユニットの C-42位に二重結合を有していると

考えれば説明ができる。従って、残るのは水酸基を持つ isopreneユニット 7個とニ

重結合を有する isopreneユニット 2個の位置関係と二重結合の立体の決定であ

る。二重結合の立体については、先行研究より polyisoprenepolyolの内部二重
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結合について、 allyl位 methyl基の化学シフト値が、 Z配置の場合 6c25前後、

E配置の場合 0C 16前後になるとされている叫本化合物の場合、 C-44を除く

allylic methylは、認CNMRにおいて 0C 15.9、16.0にそれぞれ検出されたこと

から、いずれも E配置であることが示唆された。

水酸基を持つ isopreneユニット 7個と二重結合を有する isopreneユニット 2

個の位置関係については NMRスペクトルの各ピークの重複が多く、これ以上の解

析が困難であった。一方、 bionectinFの構造解析では化合物の直接導入法によリ

EI-MSスペクトルを取得し、観測されたフラグメントイオンを帰属することによリ平面

構造の決定に至っていた。そこで化合物 20にも同様の測定を実施した。得られた

EI-MSスペクトよリ、主要なフラグメントとして m/z69、109、135、177、203、

245、275、313、343、399、411、467、479、535、547、615が観測された

(Fig. S42)。一般に EI-MSでは、 sp3四級炭素では vinyl位で、 sp2四級炭素で

は allyl位で開裂が起きたフラグメントが生じる傾向にあることから、これらのフラグ

メントイオンがどちらに由来するかを帰属すれば二重結合の位置の特定が可能とな

る。帰属の結果、 Fig.50に示したように、 m/z69、135、203がそれぞれ allyl位

でのフラグメンテーションであったことから、 6位及び 10位に内部二重結合を有して

いることが示唆された。以上よリ化合物の平面構造の決定に至リ、各種データメース

による化合物検索を行ったところ、同様の構造を有する化合物はこれまでに報告がな

い事が明らかとなったため新規化合物であることが分かリ本化合物を、

omphaloprenol Aと命名した。
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Fig. 48 Bionectin Fの構造 79

31 = 17.4 Hz 

OH 5.07 如 5.11

Fig. 49 Omphaloprenol A (20)の二重結合周辺の構造の NMRによる帰属
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Fig. 50 Omphaloprenol A (20)のEI-MS(直接導入法）によるフラグメントイオンの帰属
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Table 5 Omphaloprenol A (20)のピークリスト (1H:600 MHz, 13C: 150 MHz, CDCh) 

'H 13C 'H 13C 

1 5.04 (lH, dd, J= 10.6, 1.2 Hz) 28 1.31-1.51 (2H) 41.6--42.5 
111.7 

5.20 (IH, dd, J = 17.4, 1.2 Hz) 29 1.31-1.51 (2H) 18.1-18.2 

2 5.90 (lH, dd, J = 17.4, 10.6 Hz) 145.0 30 1.31-1.51 (2H) 41.6--42.5 

3 73.51 31 72.8 

4 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 32 1.31-1.51 (2H) 41.6--42.5 

5 1.91-2.10 (2H) 26.3 33 1.31-1.51 (2H) 18.1-18.2 

6 5.ll(IH,m) 124.3-124.5 34 1.31-1.51 (2H) 41.6--42.5 

7 134.9-135.4 35 72.8 

10 5.11 (lH, brt, m) 124.3-124.5 38 1.31-1.51 (2H) 41.6--42.5 

＂ 
134.9-135.4 39 72.8 

12 1.91-2.10 (2H) 39.6-40.0 40 1.31-1.51 (2H) 41.6--42.5 

13 1.31-1.51 (2H) 18.1-18.2 41 1.91-2.10 (2H) 22.7-22.8 

14 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 42 5.07 (lH, brtd, J= 7.1, 1.0 Hz) 124.3-124.5 

15 72.8 43 131.8 

16 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 44 1.67 (3H, s) 25.7 

17 1.31-1.51 (2H) 18.1-18.2 45 1.26 (3H, s) 27.7 

18 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 46 1.57-1.58 (3H, s) 15.9-16.0 

19 72.8 47 1.57-1.58 (3H, s) 15.9-16.0 

20 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 48 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

21 1.31-1.51 (2H) 18.1-18.2 49 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

22 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 50 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

23 72.8 51 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

24 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 52 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

25 1.31-1.51 (2H) 18.1-18.2 53 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

26 1.31-1.51 (2H) 41.6-42.5 54 1.14-1.16 (3H, s) 26.8-27.1 

27 72.8 55 1.61 (3H, s) 17.7 
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3-3-1-2化合物 20のスペクトルデータ

Omphaloprenol A 

Colorless glassy material, [a]ぶ=+17.8 (c 0.1, MeOH), IRvmax (NaCl) 

=3365 cm―1 (Fig. S43), HR-ESI-MS m/z: 893.7808 [M+H]+ (Calcd 

for C55H91切： 893. 7806) NMR spectra was shown in Table 5. 

3-3-1-3化合物 21,....,_,24の同定

その他の化合物については、文献値及び本研究室が所有していた標品との比較に

よリ、化合物 21及び 22は hypsiziprenolA10、Aun1s、化合物 23は

ergosterol、化合物 24はilludinS34と同定した。このうち hypsiziprenolA10、

Auは、ブナシメジよリ報告のある既知化合物であリ、苦味の呈味成分として知られ

ている。 77,78

3-3-2生理活性

3-3-2-1レタス幼植物体に対する生理活性試験の結果

レタス幼植物体を用いた試験の結果、化合物 24が地上部地下部共に顕著な成長

阻害活性を示した。一方、化合物 20は、地下部の成長を有意に促進した。また、化

合物 23にも地下部に対し成長促進が認められた (Fig.51)。
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Fig. 51各化合物を 100ppm投与したときのレタス幼植物体の成長率。 Controlの成長率

を100としたときの、各化合物添加区画の平均成長率土SEを算出した (n= 

20)。有意差の判定は Welchの t検定により行った。(*: p < 0.05、 **: p < 

0.01) 

3-3-2-2 HL60細胞に対する細胞毒性試験の結果

細胞毒性試験は、化合物 23が保管中に分解した為それ以外の化合物で行った。

その結果、化合物 20---...,22及び24のいずれの化合物も IC50=3.7μM、3.8μM、

3.4μM、15.2nMで細胞毒性を示した (Table6)。興味深いことに、化合物 20

はレタス幼植物体地下部に対して成長促進活性を有していたにもかかわらず、

HL60細胞に対しては細胞毒性を示した。

Table 6 HL60細胞による細胞毒性試験の結果

化合物 IC50 

CPT 32.10 nM 

20 3.7μM 

21 3.4μM 

22 3.8μM 

24 15.2 nM 
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3-3-2-3変異酵母YNS17株に対する生育回復活性試験の結果

変異酵母の生育回復活性試験において今回単離した化合物はいずれも活性を示さ

なかった。

3-4考察

ツキヨタケ菌糸玄米培地培養物よリ 1種の新規化合物omphaloprenolA及び、

4種の既知化合物 hypsiziprenolA10、Au(化合物21、22)、ergosterol(化合

物 23)、illudinS (化合物 24)を単離し構造を決定した。

中でも新規化合物 omphaloprenolA及び hypsiziprenolA10、Anは、これ

までツキヨタケ属の担子菌類からは報告の無い polyisoprenepolyolと呼ばれる

polyterpene類であった。

polyisoprenepolyolは、ブナシメジやモエギタケ科チャムッタケ属のオオワライ

タケ (GymnopjJusJunonjus)に多く含まれる成分として知られている 77,78,81-86 0 

オオワライタケに含まれる polyisoprenepolyolとして、 gymnoprenol類や

gymnopilin類、 gymnopileneが報告されている。 Gymnopilin類は、

polyisoprene鎖の末端に hydroxy-3-methy1-gl utaricacidがエステル結合

した構造を有している。オオワライタケは幻覚作用を有する毒キノコとして知られてお

り、 gymnopilin類が原因成分なのではないかと考えられている 86,870

ブナシメジに含まれる hypsiziprenol類は、苦みを呈することに加え様々な生理

活性が知られていることから広く研究されている。hypsiziprenolAgからは、培養

した肝ガン細胞に対する細胞周期停止による増殖阻害や結核細菌に対する阻害活

性が知られている 88-90。また、 HL60細胞に対しても細胞毒性が確認されておリ、そ

の作用機序はカスパーゼ活性化とミトコンドリア膜電位の低下を介したアポトーシス

誘導によるものとされている叫
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また polyisoprenepolyolは、キノコ以外の菌類からも単離の報告があリ、例え

ば構造解析で述べた bionectinFは植物内生菌 Bjonectrjasp. Yl085株から

単離されている 79。また、真菌 GJjocladjumsp. F0-1513株からは、 acylCoA 

cholesterol acyltransferase阻害作用を有する glisopreninAが単離され

た 80。我々の知る限り、担子菌キノコからの polyisoprenepolyol類の単離はオオ

ワライタケ、ブナシメジに次ぐ 3 例目であリ、ツキヨタケ属の担子菌よリ

polyisoprenepolyolの存在を報告したのは本研究が初となる。

今回単離した 3種の polyisoprenepolyolも、 HL60細胞に対して細胞毒性を

有していた。前述の通リ、類縁化合物の hypsiziprenolAgがHL60細胞に対して

カスパーゼ活性化とミトコンドリア膜電位の低下を介したアポトーシス誘導を引き起

こすことが知られていることから、本化合物も同様の作用機序によって細胞毒性を引

き起こしているものと推測される叫また hypsiziprenolAgのHL60への細胞毒

性は IC5o= 9.0はM であったことから、今回単離した omphaloprenolA、

hypsiziprenol A10、A11の方が、 HL60細胞に対してよリ強い活性を有しているこ

とが示唆された 91。また興味深いことに、 omphaloprenolAはHL60細胞には細

胞毒性を示したにもかかわらず、レタス幼植物体の地下部に対しては成長を有意に

促進した。従ってブナシメジやオオワライタケのpolyisoprenepolyol類の中にも同

様の活性を持つものが存在するのではないかと期待される。

polyisoprenepolyol類の単離精製の過程で、本化合物群は、 silicagel 60 

及び ODSのいずれに対しても高い親和性を有していることが確認された。そのため

silica gel 60カラムによリ高極性画分を分画後、 ODSカラムで低極性画分を得る

ことで polyisoprenepolyol含有画分を効率的に得られた。この方法を使えば、ブ

ナシメジ子実体中の hypsiziprenol類の分析や他の菌類からの

polyisoprenepolyol探索がよリ効率的に行えるようになるものと期待される。
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結論

ツキヨタケ子実体、菌糸液体培地培養濾液、菌糸玄米培地培養物について TLC

の発色に基づきそれぞれ網羅的に成分研究を行った結果、計 22種（化合物 9、18、

24はいずれも illudinSであったため。）の化合物を単離・構造決定し、そのうち 8

種が新規な化合物であった。

ツキヨタケ子実体からは、 tsukiyolsA-C、neoilludinC、4-0-methyl-

neoilludin A、Bの6種の新規 sesquiterpeneを含む 12種類の化合物を単離

した。これまで知られていた illudane型の骨格を有する sesquiterpeneのほか、

protoilludane、fomannosane骨格を有したものも確認された。従っでソキヨタ

ケは他のツキヨタケ属担子菌同様、多様な sesquiterpene類を生産していること

が明らかとなった (Fig.52)。

ツキヨタケ菌糸液体培地培養物からは、 1種の新規 sesquiterpeneである

tsukiyotakeinを含む 7種の化合物を単離した。 IlludinSを除くその他の化合

物は、いずれも子実体において存在が確認されなかったものばかリである。特に

illudalic acid及びtsukiyotakeinはilludalane骨格を有しておリ、本種子実

体では見られなかったタイプの sesquiterpeneである。従っでソキヨタケは、子実

体と菌糸培養濾液とでは産生する二次代謝物に大きな違いがあることが示唆された。

ツキヨタケ菌糸玄米培地培養物よリ l種の新規 polyisoprenepolyolの

omphaloprenol Aを含む 5種の化合物を単離し、構造決定を行った。玄米培地

培養物からの成分研究はツキヨタケ属担子菌において本研究が初であリ、これまで

本属から報告の無かった polyisoprenepolyol類が見つかった。このことから、ツ

キヨタケ属担子菌は培養条件の検討次第で更なる未知の代謝物が得られることが期

待される。一方でツキヨタケの毒成分illudinSはいずれの条件においても単離され

た。
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ツキヨタケ属以外のツキヨタケ科のキノコも、興味深い構造や生理活性を持ったも

のが見つかっている。例えば、アカアザタケ属のアカアザタケ (Rhodocollybja

maculata)や工セオリミキ (R.butyracea)よリ単離された sesquiterpene

lactoneの collybolideは、後にうつ病や薬物依存症、内臓痛などの疾患の治療

標的として知られる K —オピオイド受容体にアゴニストとして作用し、鎮痛・鎮痒作用

を示すことが明らかになった 92,93。これまでに報告された K —オピオイド受容体に強く

作用する物質の殆どは含窒素化合物ばかリであり、窒素を含まない化合物ではメキ

シコ原産のシソ科多年草 SaJvjadjvjnorumよリ単離された、幻覚作用を持つ

diterpene化合物 SalvinorinAに次ぐ 2例目である 94,95。さらに、これまで

collybolideについて人体に有害な作用が報告されておらず、またアカアザタケや

工セオリミキも可食なキノコとされていることから、副作用のない薬剤開発へつな

がることが期待されている。

またモリノカレバタケ属のキノコからは、抗菌活性を持つ chloropropynyl-

isocoumarinのgymnopalynesA、Bが見つかっているほか、ヒトガン細胞に対

して顕著な増殖阻害活性を有する環状ペプチドの gymnopeptidesA、Bが単離

されている 96,97。しかしツキヨタケ科担子菌には成分未知な種が今なお多く存在して

いる。従って、今後もツキヨタケ科からは様々な新規化合物が見つかるものと期待さ

れる。今回行ったような子実体と菌糸培養物双方を調べる手法は、キノコの中でも特

に腐生菌や木材腐朽菌などに応用しやすいことから、幅広い未利用キノコで同様の

研究を行うことで更に多様な成分を得ることが出来と考えられる。

また、本研究では主に天然よリ採取した子実体のほか、培養条件が異なる2通リの

菌糸培養物よリ新規化合物を単離するに至ったが、最近子実体も同様に発生条件の

違いによリ異なる代謝物を産生する可能性を示唆する研究が報告された。薬用キノ

コ霊芝の仲間でタイより産した Ganoderma属キノコに含まれる triterpene類に
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関する研究では、天然子実体と栽培子実体、菌糸液体培養物から成分探索を行い、

それぞれから得られる triterpene類を調べたところ、単離された計36種類の

triterpene化合物のうち、天然子実体では ganocolossusinA 及び

ganodermalactone V、11B -hydroxycolossolactone VII、ganodermal-

actone Iが、栽培子実体からは ganodermalactoneE、W、Xが特異的に含ま

れていることが明らかとなった叫この結果よリ、従来微生物からの新規化合物探索

で用いられてきたアプローチはキノコ子実体においても有効である可能性が期待さ

れるため、このような手法を組み合わせればさらに多様な代謝産物が得られるので

はないかと考えられる。一方で、近年のゲノム解析によリ、菌類には通常発現してい

ない膨大な二次代謝物生合成に関する遺伝子が存在していることが明らかとなり、

菌類の代謝産物の研究は異種発現系などを用いた遺伝子工学的な手法が主流にな

リつつある。このような技術は最近担子菌キノコにも応用されるようになリ、 2019年

にナヨタケ科ヒトヨタケ属のウシグソヒトヨタケ (Copnnops1scjnerea)よリ、

lagopodinの生合成研究や新規なシデロホアである coprinoferrinの発見が遺

伝子破壊法によリ行われた 99,100。一方、生物が生産する代謝物は全てが酵素反応

によリ生合成される訳ではなく、外来代謝物が修飾されて生じる化合物や非酵素的

反応に由来する化合物も多く存在している。環境要因の制御は、遺伝子工学的な手

法と比べると簡易性と汎用性の高さに利点があり、膨大な未利用キノコの成分探索

を行う上では有利な特徴であるといえる。

キノコの特質を生かした幅広い化合物探索手法を組み合わせて、未利用キノコの

成分を調べることで多様な新規二次代謝物が見つかること、そして得られた化合物

の中から創薬のリード化合物になるような優れた生理活性物質がみつかることが期

待される。
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補足資料

［検体名] YUOJ 

［塩基配列データ ］ 解析塩基数 ：292bp 
AGGTGAACCTGCGGAAGGATCA TT ATTGAAA TGTTTTGAAGGGGACTGTTGCTGGCCTTGT AACAAAGGCA TGTGCACGTTTCC 
TTTCAATCT A TTCATCCACCTGTGCACCTTTCTGT AGAAGCTTTTTCAGGTCGTTGTT AGGGGCTGT ACTTCAGTGCAGCTCTG 
TTGATGA TTCTGGGCTTCTATGTCTT ACAAACTCT AAT AAAA TGT AA TTGAA TGTCTCTTT ATTGGTACTT AA TTGGACCTTT A 
AAACTT AT ACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCG 

［上記配列を使用した BLAST検索結果より推定した菌種名 （上位データ ）］

Accession 分類名 Score E-Value 相同性（％）

LC198705. 1 Omphalotus japonicus 540 2e-149 100 00% 

KJ713987. 1 Omphalotus japonicus 540 2e-149 100 00% 

KJ395102. 1 Omphalotus japonicus 540 2e-149 100. 00% 

KJ395101. 1 Omphalotus japonicus 540 2e-149 100. 00% 

KJ395100. 1 Omphalotus japonicus 534 Be-148 99. 66% 

AY313286. 1 Omphalotus japonicus 534 Be-148 100 00% 

LN714578. 1 Omphalotus Japonicus 512 4e-141 99.30% 

LC274965. 1 Omphalotus japonicus 508 5e-140 99 64% 

AB301601. 1 Omphalotus japonicus 508 5e-140 99.64% 

AY534113.1 Omphalotus japonicus 508 5e-140 99.64% 

［配列比較結果 （上位のみ）］

LC198705. 1Length: 787Number of Matches: 1 
伽phalotusjaponicusgenesfor18SrRNA. ITS1. 5.8SrRNA. ITS2. 28S, strain: FFPRI 460502 

Score Expect Identities Gaps St rand 

540 bits(292) 2e-1490 292/292(100%) 0/292(0%) Plus/Plus 

Query 1 AGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAAATGTTTTGAAGGGGACTGTTGCTGGCCTTG 60 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 111111111111111 
Sbjct 30 AGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTATTGAAATGTTTTGAAGGGGACTGTTGCTGGCCTTG 89 

Query 61 T AACAAAGG CA TGTGCACGTTT CCTT TCAA T CT A TTCA TCCACCTGTGCACCTTT CTGT A 1 20 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 111111111111111 
Sb jct 90 TAACAAAGGCATGTGCACGTTTCCTTTCAA TCT ATTCATCCACCTGTGCACCTTTCTGT A 149 

Query 121 GAAGCTTTTTCAGGTCGTTGTTAGGGGCTGTACTTCAGTGCAGCTCTGTTGATGATTCTG 180 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 111111111111111 
Sbjct 150 GAAGCTTTTTCAGGTCGTTGTTAGGGGCTGTACTTCAGTGCAGCTCTGTTGATGATTCTG 209 

Query 181 GGCTTCTATGTCTT ACAAACTCT AAT AAAATGT AATTGAATGTCTCTTTATTGGTACTT A 240 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 111111111111111 
Sbjct 210 GGCTTCTATGTCTTACAAACTCTAATAAAATGTAATTGAATGTCTCTTTATTGGTACTTA 269 

124 



Query 241 ATTGGACCTTTA糾ACTTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCG 292 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 111111111111111 
Sbjct 270 ATTGGACCTTTAMACTTATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCG 321 

Fig. S 1ツキヨタケ菌糸 YUOJ0825株シーケンス解析の BLAST検索の結果
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皐 認謡ms

S/N G:227 A:150 T:235 C:128 

KB.bcp 

KB 1.2 Cap:8 

YD-1-ITS1F 008 D08 

YD-1-ITSlF 

KB_3130_POP7 _BDTv1 .mob 

Pis 1670 to 15208 Pk1 Loc:1670 

Version 6.0 HiSOV Bases: 461 

Inst ModeVName 3130xV3130xl-01-18231-030 

Aug 03,2020 07:04PM, JST 

Aug 03,2020 07:27PM, JST 

Spacing:13.9 Pts/Panel1500 

Plate Name: 20.08.03 

lC CT CG  GTATl TTG TGTTTTG GGGG C TGTTGCTGGCCTTGT C GGC,TGTGC.CGTTTCCTTTC TCl TT< TCC.CCTGTGC』CCTTTCTGlG GCTTTTT< 

6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 101 106 111 116 l 

三量贔麟麟麟麟鴫籠麟螂
GGTCGTTGT1 GGGGCHT  C 了TCGTCC GCTCHTTG -,G TTCTGGGCTTCT TGTCT1. C CTCT 1 ・TGT TTG ,GTCTCTTT. TTGGT・CTT TTGG CCTTT ,C' 

.21 126 131 136 141 146 151 156 161 166 171 176 181 186 191 196 201 206 211 216 221 226 231 236 241 ; 

TT 1 C .CTTTC GC 、CGG TCTCTTGGCTCTCGC.TCG TG, G CG CG T TTGC.CGT"CCTTTlCTGGCCT1G1 C. C、GGCTGTGC'CGTTlCCTTTC TCl, ITC TCGCC1G1G('C( 

246 251 256 261 266 271 276 281 286 291 296 301 306 311 316 321 326 331 336 341 346 351 356 361 366 371 

TG 1G T1C1CGGCT1C1. TGlCT'CJ CTC1. 1、 1GT TG 1GTCTCTT1 T1GGT'CT' T'GG Cl 

376 381 386 391 396 401 406 411 416 421 426 431 436 441 446 451 456 461 466 471 476 481 486 491 496 501 506 

Printed on: Tue Aug 04,2020 09:03AM, JST Electropherogram Data Page 1 of 1 

Fig. S 2 ITSlFプライマーによる YUOJ0825株のシーケンス解析の結果
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皐 臨謡ms

SIN G:240 A:259 T:329 C:184 

KB.bcp 

KB 1.2 Cap:7 

YD-1-ITS1R 007 D11 

YD-1-ITS1R 

KB_3130_POP7 _BDTv1 .mob 

Pts 1655 to 15345 Pk1 Loc:1655 

Version 6.0 HiSQV Bases: 435 

Inst Model/Name 3130xl/3130xl-01-18231-030 

Aug 03,2020 11 :1 OPM, JST 

Aug 03,2020 11 :32PM, JST 

Spacing:13.55 Pts/Panel1500 

Plate Name: 20.08.03 

T <C T G C G l↓ CCCT TGC TG G THT  T G TTTl. GGT CC Tl. G1 .C ,; T G G 'C T TC、 TLC.TTT1lTl G G TTTCT .G ・C.T .G GCCC・G TC TC↓ .C G G• 

1 6 II 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81 86 91 96 IOI 106 Ill 116 12 

合
lG1GC.-CCT1TCTC1 G CTTTTT GGlCCTT Tl GGGCC ' G l 'C TT •TlGC'C l CT CTT G l TlCT GGCTTl; TTTCTA CTCT l 'GT T'G lGlCTCTTl T 'GGT・CT T 

371 376 381 386 391 396 401 406 411 416 421 426 431 436 441 446 451 456 461 466 471 476 481 486 491 49€ 

Printed on: Tue Aug 04,2020 09:03AM, JST Electropherogram Data Page 1 of 1 

Fig. S 3 ITSlRプライマーによる YUOJ0825株のシーケンス解析の結果
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Fig. S 4 Tsukiyol Aの 1HNMRスペクトル (600MHz, CD30D) 
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Fig. S 5 Tsukiyol Aの 13CNMRスペクトル (150MHz, CD30D) 
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Fig. S 9 Tsukiyol Bの 1HNMRスペクトル (600MHz, CsDぶ）
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Fig. S 10 Tsukiyol Bの 13CNMRスペクトル (150MHz, CsDぶ）
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Fig. S 13 Tsukiyol BのHMBC(C5Dぶ）

137 



ふ
罰

). 0 4. 5 4.0 3.5 3.0 2. 5 2.0 1. 5 1.0 

Fig. S 14 Tsukiyol Cの 1HNMRスペクトル (600MHz, CsDぶ+2.5 % D20) 
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Fig. S 15 Tsukiyol Cの 13CNMRスペクトル (150MHz, CsDぶ+2.5 % D20) 
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Fig. S 19 N eoilludin Cの 1HNMRスペクトル (600MHz, CD30D) 
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Fig. S 20 Neoilludin Cの 13CNMRスペクトル (150MHz, CD30D) 
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Fig. S 29 4-0-Methylneoilludin Bの 1HNMRスペクトル (600MHz, CD30D) 
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Fig. S 30 4-0-Methylneoilludin Bの 13CNMRスペクトル (150MHz, CD30D) 
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Fig. S 33 4-0-Methylneoilludin BのHMBC(CD30D) 

著者注： 2018年度産子実体よリ単離できた本化合物量が微量であリ HMBCにおいて十分な相関を得るに至らなかった為、補足として次ページに修士論文よ

リ引用した 2017年度産子実体由来の本化合物の HMBC相関を添付した。

157 



gr ad i ent enhanced HMBC 

乏三ら 90 91 ¾ 
メ、

~~~ -32 % 

Exp. 2 
ppm(IH) 

4
 

3
 ゜0 

o
v
 

0
8
 

0
~
 

0
9
 

0
0
~
 

-． 

(
H
,)

w
d
d
 

.̂
 

[
-

◎
’
 

-
，
 

-
g
 

゜
<@ ◎ CD 

＾
守

{@ 

゜O i)>0 
0 ,t, 0 

＠
 

0

9

(

)

 

P
o
宝

0
:．公
ゃ
叉

•9 

D
 

〇゚

ぶ
令
疇

0

@

 

g
 

J__u
 

___ b
 ___ 19
1

↑
 __

_
_
 頃
_
ー
_
_
 gg
守
凶
’
_
_
_
 し
_
ー
_
_
_
 1
↓
ー

1
h
_
p
_
_
 1
1
ー
p
_
r
t

。

A
 

炉

-0

A
V

o
マ

e〉

0

。
◎
 

A
 

＠
 

§
°
 

§
 

巨 萄

゜
d
 

3
 

·
'•O

q
:'
•

a 

゜

Fig. S 34 4-0-Methylneoilludin B (2017) のHMBC(CD30D) [63] 
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Fig. S 35 Tsukiyotakeinの 1HNMRスペクトル (600MHz, CDCb) 
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Fig. S 36 Tsukiyotakeinの 13CNMRスペクトル (150MHz, CDCb) 
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Fig. S 39 TsukiyotakeinのHMBC(CDCh) 
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Fig. S 40 Omphaloprenol A 1H NMRスペクトル (600MHz, CD Cb) 
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Fig. S 41 Omphaloprenol Aの 13CNMRスペクトル (150MHz, CDCh) 
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Acq. Data Name: RE34B 
Creation Parameters: :i¥ 均(MS[1]綬過時間：3.68) 
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Fig. S 42 Omphaloprenol AのEI-MSスペクトル
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Fig. S 43 Omphaloprenol AのIRスペクトル
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