
(57)【要約】
【課題】本発明は新規テロメラーゼ阻害物質を提供することを目的とする。
【解決手段】本発明者らは、日本近海産の海洋無脊椎動物から、 TRAP法を用いてテロメラ
ーゼ阻害物質の探索を行ったところ、式根島産海綿 Axinella infundibulaに顕著な活性を
見いだし、その活性成分として新規硫酸化糖脂質の axinelloside Aを単離・構造決定した
。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 式 (I)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
 [式 中 、
　 -COR 1 、 -COR 2 、 -COR 3 お よ び -COR 4 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 直 鎖 状 ま た は 分 岐 鎖 状 の 、 飽 和
ま た は 不 飽 和 の 、 1つ 以 上 の 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い ア シ ル 基 を 表 し 、
　 -OXは -OSO 3

- M + (M + は 一 価 の 陽 イ オ ン を 表 す ) を 表 す 。 ］
に よ り 表 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 式 (I)に お け る -OH基 の 水 素 の 少 な く と も 1つ が SO 3

- M + (M + は 一 価 の 陽 イ オ ン を 表 す ) に 置
換 さ れ て い る 、 請 求 項 1記 載 の 化 合 物 の 誘 導 体 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 式 (I)に お け る -OSO 3

- M + 基 の SO 3
- M + の 少 な く と も 1つ が 水 素 に 置 換 さ れ て い る 、 請 求 項 1

ま た は 2記 載 の 化 合 物 の 誘 導 体 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 -COR 1 、 -COR 3 お よ び -COR 4 が そ れ ぞ れ
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　 で あ り 、
　 -COR 2 が
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 3位 の 不 斉 炭 素 原 子 は R配 置 を 有 す る ）
で あ る （ 各 式 中 ＊ は 酸 素 原 子 へ の 結 合 位 置 を 示 す ） 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 1項 記 載 の 化
合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 （ た だ し M + は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 価 の 陽 イ オ
ン で あ る ） を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 （ た だ し M + は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 価 の 陽 イ オ
ン で あ る ） を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 。
【 請 求 項 ７ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2007-161902 A 2007.6.28



　 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 1項 記 載 の 化 合 物 （ た だ し M + は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 価 の 陽 イ オ
ン で あ る ） を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 癌 剤 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る 新 規 化 合 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 核 生 物 の 染 色 体 の 3’ 末 端 は テ ロ メ ア と 呼 ば れ る TTAGGGの 繰 り 返 し 配 列 を 持 ち 、 染 色
体 が 安 定 に 存 在 す る た め に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る 。 正 常 細 胞 は 細 胞 分 裂 を す る ご と に
テ ロ メ ア が 短 く な り 、 一 定 以 下 の 長 さ に な る と 分 裂 を 止 め る の に 対 し 、 が ん 細 胞 で は テ ロ
メ ラ ー ゼ と 呼 ば れ る 逆 転 写 酵 素 が 働 き テ ロ メ ア を 伸 長 さ せ る た め 、 増 殖 が 止 ま る こ と が な
い 。 テ ロ メ ラ ー ゼ は ほ と ん ど の 正 常 細 胞 で 発 現 し て い な い の に 対 し 、 約 90%の ヒ ト の が ん
細 胞 で は 発 現 し て い る と い う 。 そ の た め 、 テ ロ メ ラ ー ゼ の 阻 害 物 質 は 、 抗 が ん 剤 の タ ー ゲ
ッ ト と し て 有 望 視 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 な お 本 発 明 者 ら は こ れ ま で に テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る 天 然 化 合 物 と し て dictyode
ndrins A-E を 見 出 し て い る （ 非 特 許 文 献 1） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Warabi, K.; Matsunaga, S.; van Soest, R. W. M.; Fusetani, N. J. 
Org. Chem. 2003, 68, 2765-2770.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 新 規 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 日 本 近 海 産 の 海 洋 無 脊 椎 動 物 か ら 、 TRAP (telomeric repeat amplifica
tion protocol) 法 を 用 い て テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 の 探 索 を 行 っ た と こ ろ 、 式 根 島 産 海 綿 A
xinella infundibulaに 顕 著 な 活 性 を 見 い だ し 、 そ の 活 性 成 分 と し て 新 規 硫 酸 化 糖 脂 質 の a
xinelloside Aを 単 離 ・ 構 造 決 定 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 以 下 の 発 明 を 包 含 す る 。
1. 式 (I)：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
 [式 中 、
　 -COR 1 、 -COR 2 、 -COR 3 お よ び -COR 4 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 直 鎖 状 ま た は 分 岐 鎖 状 の 、 飽 和
ま た は 不 飽 和 の 、 1つ 以 上 の 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い ア シ ル 基 を 表 し 、
　 -OXは -OSO 3

- M + (M + は 一 価 の 陽 イ オ ン を 表 す ) を 表 す 。 ］
に よ り 表 さ れ る 化 合 物 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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2. 式 (I)に お け る -OH基 の 水 素 の 少 な く と も 1つ が SO 3
- M + (M + は 一 価 の 陽 イ オ ン を 表 す ) に

置 換 さ れ て い る 、 1記 載 の 化 合 物 の 誘 導 体 化 合 物 。
3. 式 (I)に お け る -OSO 3

- M + 基 の SO 3
- M + の 少 な く と も 1つ が 水 素 に 置 換 さ れ て い る 、 1ま た は

2記 載 の 化 合 物 の 誘 導 体 化 合 物 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
4. -COR 1 、 -COR 3 お よ び -COR 4 が そ れ ぞ れ
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　 で あ り 、
　 -COR 2 が
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 3位 の 不 斉 炭 素 原 子 は R配 置 を 有 す る ）
で あ る （ 各 式 中 ＊ は 酸 素 原 子 へ の 結 合 位 置 を 示 す ） 、 1～ 3の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 。
【 ０ ０ １ ０ 】
5. 1～ 4の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 （ た だ し M + は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 価 の 陽 イ オ ン で あ
る ） を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 。
6. 1～ 4の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 （ た だ し M + は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 価 の 陽 イ オ ン で あ
る ） を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 。
7. 1～ 4の い ず れ か に 記 載 の 化 合 物 （ た だ し M + は 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 一 価 の 陽 イ オ ン で あ
る ） を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 抗 癌 剤 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ り 、 新 規 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 物 質 が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 式 (I)に お い て 、 -COR 1 、 -COR 3 お よ び -COR 4 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 直 鎖 状 ま た は 分 岐 鎖 状
の 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 の 、 1つ 以 上 （ 例 え ば 1～ ３ 個 ） の 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い ア
シ ル 基 で あ り 、 な か で も 直 鎖 状 で あ る こ と が 好 ま し く 、 1～ 3不 飽 和 、 特 に １ 不 飽 和 で あ る
こ と が 好 ま し く 、 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い な い こ と が 好 ま し い 。 不 飽 和 結 合 と し て 二 重 結 合
が 含 ま れ る 場 合 、 当 該 二 重 結 合 は シ ス 配 置 を 有 し て い て も ト ラ ン ス 配 置 を 有 し て い て も 良
い が 、 ト ラ ン ス 配 置 を 有 し て い る こ と が 好 ま し い 。 当 該 ア シ ル 基 に 不 飽 和 結 合 が 含 ま れ る
場 合 、 不 飽 和 結 合 の 位 置 は 特 に 限 定 さ れ な い 。 当 該 ア シ ル 基 の 炭 素 数 は 特 に 限 定 さ れ な い
が 、 2～ 22が 好 ま し く 、 12～ 20が よ り 好 ま し く 、 14～ 20が も っ と も 好 ま し い 。 本 発 明 の 最
も 好 ま し い 形 態 で は 、 -COR 1 、 -COR 3 お よ び -COR 4 は 共 に
【 化 ４ 】
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（ 式 中 、 二 重 結 合 は シ ス 配 置 を 有 し て い て も ト ラ ン ス 配 置 を 有 し て い て も よ い が 、 ト ラ ン
ス 配 置 を 有 す る こ と が 好 ま し く 、
＊ は 酸 素 原 子 へ の 結 合 位 置 を 示 す ）
で 表 さ れ る 基 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 式 (I)に お い て 、 -COR 2 は 、 直 鎖 状 ま た は 分 岐 鎖 状 の 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 の 、 1つ 以 上 （
例 え ば 1～ ３ 個 ） の 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い て も よ い ア シ ル 基 で あ り 、 な か で も 直 鎖 状 で あ
る こ と が 好 ま し く 、 飽 和 で あ る こ と が 好 ま し く 、 1つ の 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い る こ と が 好
ま し い 。 当 該 ア シ ル 基 が 1つ の 水 酸 基 で 置 換 さ れ て い る 場 合 そ の 置 換 位 置 は 特 に 限 定 さ れ
な い が 例 え ば 3位 で あ る 。 当 該 ア シ ル 基 の 炭 素 数 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 2～ 22が 好 ま し く
、 12～ 20が よ り 好 ま し く 、 14～ 20が も っ と も 好 ま し い 。 不 飽 和 結 合 と し て 二 重 結 合 が 含 ま
れ る 場 合 、 当 該 二 重 結 合 は シ ス 配 置 を 有 し て い て も ト ラ ン ス 配 置 を 有 し て い て も 良 い が 、
ト ラ ン ス 配 置 を 有 し て い る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 の 最 も 好 ま し い 形 態 で は 、 -COR 2 は
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、 3位 の 不 斉 炭 素 原 子 は S配 置 を 有 し て い て も R配 置 を 有 し て い て も よ い が 、 R配 置 を
有 し て い る こ と が 好 ま し く 、
　 ＊ は 酸 素 原 子 へ の 結 合 位 置 を 示 す ）
で 表 さ れ る 基 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の 式 (I)で 表 さ れ る 最 も 好 ま し い 化 合 物 は 海 綿 Axinella infundibulaに 含 ま れ る
新 規 硫 酸 化 糖 脂 質 の axinelloside Aで あ る 。 Axinelloside Aは 、 海 綿 Axinella infundibu
laの メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル お よ び ア セ ト ン に よ る 抽 出 物 を 、 水 と ジ エ チ ル エ ー テ ル で 二
相 分 配 し 、 そ の エ ー テ ル 画 分 を n-ヘ キ サ ン と 90% メ タ ノ ー ル で 二 相 分 配 し 、 さ ら に 、 n-ヘ
キ サ ン 画 分 を シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー と ODS HPLC (Cosmosil 5C18-AR-II)で 分 離 し
て 得 ら れ る 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 を 有 す る 画 分 に 含 ま れ る 。 当 該 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性
画 分 は 更 に 精 製 す る こ と な く そ れ 自 体 を テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 阻 害 剤 と し て 用 い る こ と も で き
る が 、 実 施 例 に 記 載 の 通 り リ サ イ ク ル HPLCな ど の 常 法 に よ り 精 製 し 、 axinelloside Aを 高
純 度 化 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 式 (I)に お い て 、 M + は 一 価 の 陽 イ オ ン を 表 す る 。 一 価 の 陽 イ オ ン と し て は 具 体 的 に は 、
ナ ト リ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 ア ン モ ニ ウ ム 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 阻 害 剤 と し て 有 用 で あ る 化 合 物 は 、 式 (I)で 表 さ れ る 化 合 物 の み に は
限 定 さ れ ず 、 -OH基 の 水 素 の 少 な く と も 1つ （ 例 え ば 1～ 5個 ） が SO 3

- M + (M + は 一 価 の 陽 イ オ
ン を 表 す ) に 置 換 さ れ た 誘 導 体 化 合 物 で あ っ て も よ い し 、 -OSO 3

- M + 基 の SO 3
- M + の 少 な く と

も 1つ （ 例 え ば 1～ 5個 ） が 水 素 に 置 換 さ れ た 誘 導 体 化 合 物 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の 化 合 物 は 溶 媒 和 物 （ 例 え ば 水 和 物 ） と し て 提 供 さ れ て も よ い 。
　 本 発 明 は ま た 、 式 (I)の 化 合 物 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 本 発 明
の 医 薬 組 成 物 は テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 剤 と し て 、 癌 の 予 防 ま た は 治 療 の た め に 用 い る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 常 套 手 段 に 従 っ て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 必 要 に 応
じ て 糖 衣 や 腸 溶 性 被 膜 を 施 し た 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 剤 な
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ど と し て 経 口 的 に 、 あ る い は 水 も し く は そ れ 以 外 の 薬 学 的 に 許 容 し 得 る 液 と の 溶 液 剤 、 ま
た は 懸 濁 液 剤 な ど の 注 射 剤 の 形 で 非 経 口 的 に 使 用 で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 化 合 物 を 薬 学
的 に 許 容 さ れ る 担 体 、 香 味 剤 、 賦 形 剤 、 ベ ヒ ク ル 、 防 腐 剤 、 安 定 剤 、 結 合 剤 な ど と と も に
製 剤 化 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 中 の 有 効 成 分 量 は 、 所 定 の 治 療 ま た は 予 防
効 果 が 達 成 で き る 量 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 な ど に 混 和 す る こ と が で き る 添 加 剤 と し て は 、 例 え ば ゼ ラ チ ン 、 コ ー
ン ス タ ー チ 、 ト ラ ガ ン ト ガ ム 、 ア ラ ビ ア ゴ ム の よ う な 結 合 剤 、 結 晶 性 セ ル ロ ー ス の よ う な
賦 形 剤 、 コ ー ン ス タ ー チ 、 ゼ ラ チ ン 、 ア ル ギ ン 酸 な ど の よ う な 膨 化 剤 、 ス テ ア リ ン 酸 マ グ
ネ シ ウ ム の よ う な 潤 滑 剤 、 シ ョ 糖 、 乳 糖 ま た は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 剤 、 ペ パ ー ミ ン ト
、 ア カ モ ノ 油 ま た は チ ェ リ ー の よ う な 香 味 剤 な ど が 用 い ら れ る 。 調 剤 単 位 形 態 が カ プ セ ル
で あ る 場 合 に は 、 前 記 タ イ プ の 材 料 に さ ら に 油 脂 の よ う な 液 状 担 体 を 含 有 す る こ と が で き
る 。 注 射 の た め の 無 菌 組 成 物 は 、 注 射 用 水 な ど の 適 当 な ベ ヒ ク ル 中 に 本 発 明 の 化 合 物 を 溶
解 ま た は 懸 濁 さ せ る な ど の 通 常 の 製 剤 方 法 に し た が っ て 処 方 す る こ と が で き る 。 注 射 用 の
水 性 液 と し て は 、 例 え ば 、 生 理 食 塩 水 、 ブ ド ウ 糖 や そ の 他 の 補 助 薬 を 含 む 等 張 液 （ 例 え ば
、 Ｄ － ソ ル ビ ト ー ル 、 Ｄ － マ ン ニ ト ー ル 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム な ど ） な ど が あ げ ら れ 、 適 当 な
溶 解 補 助 剤 、 た と え ば ア ル コ ー ル （ た と え ば エ タ ノ ー ル ） 、 ポ リ ア ル コ ー ル （ た と え ば プ
ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ） 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 （ た と え ば ポ リ
ソ ル ベ ー ト ８ ０ （ 商 標 ） 、 Ｈ Ｃ Ｏ － ５ ０ ） な ど と 併 用 し て も よ い 。 油 性 液 と し て は ゴ マ 油
、 大 豆 油 な ど が あ げ ら れ る 。 ま た 、 注 射 液 に は 更 に 、 緩 衝 剤 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 緩 衝 液 、
酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 ） 、 無 痛 化 剤 （ 例 え ば 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 、 塩 酸 プ ロ カ イ ン な
ど ） 、 安 定 剤 （ 例 え ば 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 保 存 剤 （
例 え ば 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル な ど ） 、 酸 化 防 止 剤 な ど を 配 合 し て も よ い 。 調
製 さ れ た 注 射 液 は 通 常 、 適 当 な ア ン プ ル に 充 填 さ れ る 。 こ の よ う に し て 得 ら れ る 製 剤 は 安
全 で 低 毒 性 で あ る の で 、 例 え ば ヒ ト や 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、
ウ サ ギ 、 ニ ワ ト リ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 サ ル 、 マ ン ト ヒ ヒ 、 チ ン パ ン ジ ー
な ど ） に 対 し て 投 与 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 化 合 物 の 投 与 量 は 、 症 状 な ど に よ り 差 異
は あ る が 、 一 般 的 に 成 人 （ 体 重 ６ ０ ｋ ｇ と し て ） に お い て は 、 一 日 に つ き 約 ０ .１ ～ １ ０
０ ０ ｍ ｇ 程 度 で あ る 。 他 の 動 物 の 場 合 も 、 ６ ０ ｋ ｇ 当 た り に 換 算 し た 量 を 投 与 す る こ と が
で き る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ０ 】
1) 実 験
1-1) 一 般 的 手 順
　 NMRス ペ ク ト ル 測 定 の た め に 、 サ ン プ ル を CD 3 OD/D 2 O (9:1) 中 に 1 mM の 濃 度 で 溶 解 し た
。 NMRス ペ ク ト ル は Bruker Avance 600 ま た は  Avance 800 spectrometerを 用 い て 記 録 し
た 。 デ ー タ 処 理 は Silicon Graphics O2  ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン 上 で XWINNMR ソ フ ト ウ ェ ア  (
Bruker)を 用 い て 行 っ た 。 1 Hお よ び 1 3 C 化 学 シ フ ト は 、 DSS (2,2-ジ メ チ ル -2-シ ラ ペ ン タ
ン -5-ス ル ホ ン 酸 )-ト リ メ チ ル の 一 重 線 共 鳴 を 基 準 (プ ロ ト ン お よ び 炭 素 に つ い て の 0 ppm)
と し た 場 合 の 、 CD 3 OD/D 2 O (9:1) に つ い て の δ H  3.302 お よ び δ C 50.695の 溶 媒 ピ ー ク 、
な ら び に 、 CD 3 OH/H 2 O (9:1) に つ い て の δ H 3.310お よ び δ C  50.806 の 溶 媒 ピ ー ク を 参 照
し た 。 一 次 元 1 H ス ペ ク ト ル お よ び 1 3 C ス ペ ク ト ル は 、 300Kの 温 度 で そ れ ぞ れ 32Kお よ び 64
Kの デ ー タ ポ イ ン ト で 記 録 し た 。 DQF-COSYス ペ ク ト ル は 、 t1側 が １ K、 t2側 が 8Kの デ ー タ ポ
イ ン ト を 用 い た 位 相 敏 感 検 波 モ ー ド で 測 定 し た 。 NOESY実 験 に お け る 混 合 時 間 は 300msと し
、 HOHAHAに お け る ス ピ ン ロ ッ キ ン グ 時 間 は 80 msと し た 。 HMBCス ペ ク ト ル お よ び HMQCス ペ
ク ト ル は 実 質 的 に 文 献 記 載 の 方 法 で 記 録 し た 。 重 水 素 同 位 体 シ フ ト 実 験 の た め に は 、 CD 3 O
H/H 2 O (9:1)中 の 1 mM axinelloside A の 溶 液 を HMQC実 験 に 用 い た 。 ま た HOHAHA-HSQCス ペ
ク ト ル を 60 msの 混 合 時 間 に よ り 測 定 し た 。 二 次 元 測 定 は 位 相 敏 感 検 波 モ ー ド を 用 い て 行
い 、 そ の デ ー タ ポ イ ン ト は DQF-COSYを 除 き 、 t1側 が １ K、 t2側 が 2Kを 用 い た 。 FABMSは 、 JE
OL JMX-SX102/SX102 タ ン デ ム 質 量 分 析 装 置 に よ り 、 加 速 電 圧 10 kVに て 得 た 。 サ ン プ ル を

10

20

30

40

50

(6) JP 2007-161902 A 2007.6.28



n-PrOH/MeCN/H 2 O (2:3:3) お よ び  5 mM 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム に 溶 解 し た 後 、 ナ ノ ス プ レ ー イ
オ ン 源 を 備 え た Q-Tof2質 量 分 析 装 置  (Micromass UK Limited, Manchester, UK) を 用 い 、
負 イ オ ン モ ー ド に よ り ESI-MS分 析 を 行 っ た 。 負 イ オ ン モ ー ド で リ ニ ア ま た は リ フ レ ク タ ー
モ ー ド の MALDI-TOF-MSに つ い て は 、 Ultraflex II TOF/TOF 装 置  (Bruker Daltonik GmbH,
 Bremen, Germany)を 用 い 、 マ ト リ ッ ク ス  (α -シ ア ノ -4-ヒ ド ロ キ シ 桂 皮 酸 、 シ ナ ピ ン 酸
、 2,5-ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 ま た は 6-ア ザ -2-チ オ チ ミ ン ) と 対 イ オ ン  (0.1% TFA ま た は
 0.2 M NaCl) と の 9:1 (v / v) 混 合 物  1 μ Lを 用 い て 行 っ た 。 サ ン プ ル の テ ト ラ メ チ ル
ア ン モ ニ ウ ム 塩 の 負 イ オ ン モ ー ド ESI-MS分 析 は 、 ナ ノ -ESIプ ロ ー ブ に 適 合 し た LTQ質 量 分
析 装 置  (Thermo Electron, San Jose, CA, USA) を 用 い て 行 っ た 。 IRス ペ ク ト ル は JASCO 
FT/IR-5300赤 外 分 光 光 度 計 に よ り 記 録 し た 。 旋 光 度 は JASCO DIP-1000デ ィ ジ タ ル 旋 光 計 に
よ り 測 定 し た 。 UVス ペ ク ト ル は Shimadzu Bio Spc-1600紫 外 可 視 分 光 光 度 計 に よ り 記 録 し
た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
1-2) 生 物 材 料
　 本 発 明 の 化 合 物 を 単 離 し た 海 綿 Axinella infundibulaは 、 伊 豆 諸 島 の 式 根 島 近 海 の 水 深
15-20mの 海 底 か ら 採 取 さ れ た 。 ま た 、 そ の 標 本 を ア ム ス テ ル ダ ム 大 学 動 物 学 博 物 館 (ZMA P
OR 15731)に 登 録 し た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
1-3) テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 ア ッ セ イ
　 テ ロ メ ラ ー ゼ 陽 性 HeLa細 胞 の 2 x 10 6  個 細 胞 の ペ レ ッ ト を 、 200μ Lの CHAPSバ ッ フ ァ ー  
(1 mM MgCl 2 , 1 mM EGTA, 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.1 mM ベ ン ズ ア ミ ド , 5 mM β -メ
ル カ プ ト エ タ ノ ー ル , 0.5% CHAPS, お よ び  10% グ リ セ ロ ー ル ) に よ り 抽 出 し た 。 テ ロ メ
ラ ー ゼ 活 性 は TRAP (telomeric repeat amplification protocol) 法 を 少 し 改 変 し た 方 法
に よ り 測 定 し た 。 0.5μ Lの 測 定 対 象 溶 液 を 、 8.3μ Lの TRAPバ ッ フ ァ ー 溶 液  (Kim, N. W.; 
Piatyszek, M. A.; Prowse, K. R.; Harley, C. B.; West, M. D.; Ho, P. L. C.; Covie
llo, G. M.; Wright, W. E.; Weinrich, S. L.; Shay, J. W. Science, 1994, 266, 2011
-2015.)お よ び 0.5μ Lの 細 胞 抽 出 液 と の 混 合 物 に 添 加 し 、 混 合 物 を 氷 上 で 20分 間 プ レ イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 25 ngの TSプ ラ イ マ ー と 、 0.5 nmol の dNTP混 合 物 と を 含 む 0.7μ Lの 溶 液
を 添 加 し た 後 、 反 応 混 合 物 を 30℃ で 40分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 80℃ で 10分 間 加 熱
し 、 テ ロ メ ラ ー ゼ を 失 活 さ せ た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に ま で 冷 却 し た 後 、 0.15 U の TaKaRa 
Ex Taq (タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 ) と 20μ Lの 溶 液  (96 μ L の  TaKaRa Ex Taq バ ッ フ ァ ー
、 19.2 μ L の  dNTP 溶 液  (2.5 mM)、 2.59 μ L の  TS プ ラ イ マ ー 溶 液  (1 μ g/μ L)、 2.5
9 μ L の  ACX プ ラ イ マ ー 溶 液  (1 μ g/μ L)、 1.20 μ L の  NT プ ラ イ マ ー 溶 液  (0.5 μ g/
μ L), 12.0 μ L の  TSNT 溶 液  (0.01 μ mol) (Oda, M.; Ueno, T.; Kasai, N.; Takahash
i, H.; Yoshida, H.; Sugawara, F.; Sakaguchi, K.; Hayashi, H.; Mizushina, Y. Bioc
hem. J. 2002, 367, 329-334.) お よ び  826.5 μ L の 水 を 混 合 し て 調 製 さ れ た 溶 液 )と を
添 加 し た 。 そ の 後 PCRを 30サ イ ク ル 行 っ た 。 30サ イ ク ル は 、 3 サ イ ク ル  (94℃  30秒 間 , 66
℃  30秒 間 , お よ び  72℃  30秒 間 ), 3 サ イ ク ル  (94℃  30秒 間 , 62℃  30秒 間 , お よ び  72
℃  30秒 間 ), な ら び に  24 サ イ ク ル  (94℃  30秒 間 , 58℃  30秒 間 , お よ び  72℃  30秒 間 )
か ら な る 。 PCR産 物 は 、 7%/15% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 上 に て 、 Trisホ ウ 酸 バ ッ フ ァ ー  (
2.22 mM Tris-HCl, 2.22 mM H3 BO 3 , お よ び  0.055 mM EDTANa 2 ) 中 で 、 SDS PAGE (150V、
90分 ) に よ り 分 析 し た 。 ゲ ル は Gel Starを 用 い て 染 色 し 、 UVラ ン プ の も と で 写 真 撮 影 し た
。
【 ０ ０ ２ ３ 】
1-4) Axinelloside Aの 単 離
　 凍 結 し た 海 綿 （ 湿 重 量 3.9kg） の 一 部 （ 1.2kg分 ） を 順 に MeOH (4.4 L), EtOH (2.9 L), 
お よ び ア セ ト ン  (3.0 L) に よ り 抽 出 し た 。 一 方 、 前 記 海 綿 の 残 部 （ 2.7kg分 ） を 順 に MeOH
 (6.0 L), EtOH (3.3 L), お よ び ア セ ト ン (3.0 L)に よ り 抽 出 し た 。 得 ら れ た 抽 出 物 を 合
わ せ 、 水 (2.0 L)と Eｔ 2 O (4.0 L)で 二 相 分 配 し た 。 Eｔ 2 O 相 を 90％ MeOH水 溶 液  (1.0 L) 
と n-ヘ キ サ ン (2.1 L)で 二 相 分 配 し た 。 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 の あ る n-ヘ キ サ ン 画 分  (12.
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2g) の 一 部  (7.2 g) を 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て CHCl 3 、 CHCl 3 /Me
OH (9:1)、 CHCl 3 /MeOH/H 2 O (9:1:0.1)、 CHCl 3 /MeOH/H 2 O (3:2:0.5)、 MeOH、 お よ び  n-BuO
H/AcOH/H 2 O (4:1:2) に よ り 順 次 溶 出 さ せ る こ と に よ り 分 離 し た 。 一 方 、 n-ヘ キ サ ン 画 分
の 残 部 は 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て CHCl 3 、 CHCl 3 /MeOH (9:1)、 CHC
l 3 /MeOH (7:3)、 CHCl 3 /MeOH (3:2)、 CHCl 3 /MeOH/H 2 O (3:2:0.5)、 CHCl 3 /MeOH/H 2 O (3:2:0
.75)、 MeOH、 お よ び  n-BuOH/AcOH/H 2 O (4:1:2) に よ り 順 次 溶 出 さ せ る こ と に よ り 分 離 し
た 。 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 の あ る 画 分  (1035.6 mg) の 一 部  (696.1 mg) を 、 COSMOSIL 5C

1 8 -AR-II (ナ カ ラ イ テ ス ク ) に よ る C 1 8 逆 相 HPLCに よ り 、 50 mM AcONH 4  含 有  40% MeCNか
ら 50 mM AcONH 4  含 有 60% MeCNへ 勾 配 を か け な が ら 溶 出 し て 分 離 し た 。 テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害
活 性 の あ る 画 分  (129.1 mg) を 、 Develosil C30-UG-5 (野 村 化 学 株 式 会 社 )に よ る 逆 相 HPL
Cに よ り 、 100 mM AcONH 4  含 有  n-PrOH/MeCN/H 2 O (3:1:2)で 溶 出 し て 精 製 し た 。 テ ロ メ ラ
ー ゼ 阻 害 活 性 の あ る 画 分  (95.0 mg) を 更 に 、 Develosil C30-UG-5に よ る リ サ イ ク ル 逆 相 H
PLCに よ り 、 100 mM AcONH 4 含 有 n-PrOH/MeCN/H 2 O (3:1:2)で 溶 出 し て 精 製 す る こ と に よ り
、 axinelloside A (27.6 mg, 湿 重 量 基 準 で 0.0011%) を 得 た 。
Axinelloside A: 無 色 の 無 定 形 固 体 ; [α ] D

2 6  -10.0° (c 0.10, MeOH); UV (MeOH) λ m a x

 210 nm; IR (フ ィ ル ム ) ν m a x  3464, 3144, 3045, 2926, 2847, 1711, 1643, 1406, 122
4, 1049 cm - 1 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
1-5) axinelloside A の 糖 の 組 成 分 析
　 0.1 mg の axinelloside Aを 、 90% HCOOH水 溶 液 /10% TFA水 溶 液  (1:1, 0.5 mL)に よ り 、
70℃ に て 18時 間 加 水 分 解 し た 。 加 水 分 解 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 乾 燥 さ せ 、 次 い で
減 圧 下 で 乾 燥 さ せ た 。 加 水 分 解 物 を 水  (300μ L) と n-ヘ キ サ ン  (300μ L x 3) で 二 相 分 配
し た 。 得 ら れ た 水 相 中 に 30μ Lの 1 M ア ン モ ニ ア 水 溶 液 と 、 300 μ Lの NaBH 4 (20 mg/mL) の
DMSO溶 液 と を 添 加 し た 。 40℃ で 90分 間 反 応 さ せ た 後 、 氷 浴 中 で 60 μ Lの AcOHを 添 加 す る こ
と に よ り 反 応 を 停 止 し た 。 反 応 混 合 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 乾 燥 さ せ 、 次 い で 減 圧
下 で 乾 燥 さ せ た 。 次 に ホ ウ 酸 を ホ ウ 酸 メ チ ル エ ス テ ル と し て 気 化 さ せ る た め に 、 残 留 物 に
 AcOH/乾 燥 MeOH (1:99, 500μ L x 5) を 添 加 後 、 N 2 気 流 に よ り 溶 媒 を 留 去 し た 。 混 合 物 中
に 200 μ Lの 乾 燥 ピ リ ジ ン と 200μ L の Ac 2 O と を 添 加 し た 。 100℃ に て 50分 間 攪 拌 し た 後 、
反 応 混 合 物 を 室 温 に ま で 冷 却 し 、 次 い で N 2 気 流 に よ り 乾 燥 さ せ た 。 得 ら れ た axinelloside
 Aの ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 誘 導 体 を ア セ ト ン 中 に 溶 解 し 、 溶 液 の 一 部 を キ ャ ピ ラ リ ー カ
ラ ム DB-1701 (J & W SCIENTIFIC, φ  0.25 mm x 30 m) を 用 い た ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
 (使 用 し た 温 度 プ ロ グ ラ ム : 150→ 250 ℃ , 昇 温 速 度  3℃ /min) に 供 し た 。 保 持 時 間  (min
): フ コ ー ス  (21.1), ア ラ ビ ノ ー ス  (22.2), ガ ラ ク ト ー ス  (30.4), お よ び scyllo-イ ノ
シ ト ー ル  (32.5)。 フ コ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 お よ び scyllo-イ ノ シ ト ー ル
は 5:1:5:1の 比 で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
1-6) 糖 の 絶 対 配 置 の 決 定
　 0.5 mg の axinelloside Aを 、 90% HCOOH水 溶 液 /10% TFA水 溶 液  (1:1, 500 μ L) に よ り
70℃ に て 一 晩 か け て 加 水 分 解 し た 。 加 水 分 解 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 乾 燥 さ せ 、 次
い で 減 圧 下 で 乾 燥 さ せ た 。 反 応 混 合 物 を 水  (400μ L) と n-ヘ キ サ ン  (400μ L) で 二 相 分 配
し た 。 水 相 を 更 に CHCl 3  (400 μ L) で 抽 出 し た 。 水 溶 性 画 分 に 100μ Lの 乾 燥 ピ リ ジ ン に 溶
解 し た 0.9 mg の L-シ ス テ イ ン メ チ ル エ ス テ ル 塩 酸 塩 を 添 加 し 、 次 い で 混 合 物 を 60℃ で 1時
間 攪 拌 し た 。 室 温 に 冷 却 し た 後 、 反 応 混 合 物 に 100μ L の ト リ メ チ ル シ リ ル イ ミ ダ ゾ ー ル
を 添 加 し 、 60℃ に て 30分 間 加 温 し た 。 得 ら れ た メ チ ル (4R)-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ キ シ レ
ー ト 誘 導 体 の ト リ メ チ ル シ リ ル エ ー テ ル を DB-1701を 用 い た ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー  (使
用 し た 温 度 プ ロ グ ラ ム : 180 →  250 ℃ , 昇 温 速 度  3℃ /min) に 供 し た 。 保 持 時 間  (min):
 D-ア ラ ビ ノ ー ス  (23.4), L-フ コ ー ス  (26.2), D-ガ ラ ク ト ー ス  (36.5)。
【 ０ ０ ２ ６ 】
1-7) axinelloside A か ら の  (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 の 単 離
　 2.2 mgの axinelloside Aを 、 MeOH (300 μ L) お よ び  4 N LiOH水 溶 液  (99 μ L)の 混 合
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物 中 で 室 温 に て 12時 間 加 水 分 解 し た 。 反 応 混 合 物 を MeOH (1 mL) で 希 釈 し 、 次 い で 1 N HC
l水 溶 液 で 中 和 し た 。 混 合 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 乾 燥 さ せ た 。 加 水 分 解 物 を 水 (1 
mL) と  AcOEt (1 mL x 4) で 二 相 分 配 し た 。 有 機 相 を 無 水 Na 2 SO 4 に よ り 乾 燥 し 、 0.6 mgの
脂 肪 酸 を 得 た 。 5.2 mg の axinelloside A を 、 MeOH (675 μ L) お よ び  4 N LiOH水 溶 液  (
225 μ L) の 混 合 物 中 で 室 温 に て 17時 間 加 水 分 解 し た 。 反 応 混 合 物 を MeOH (1 mL)で 希 釈 し
、 次 い で  1 N HCl水 溶 液 で 中 和 し た 。 水 (2 mL)で 希 釈 し た 後 、 混 合 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ
ー に よ り 乾 燥 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 加 水 分 解 物 を 水 (1.5 mL) と AcOEt (1.5 mL x 4)で 二 相
分 配 し た 。 有 機 相 を 無 水 Na 2 SO 4 に よ り 乾 燥 し 、 1.1 mgの 脂 肪 酸 を 得 た 。 得 ら れ た AcOEt-可
溶 性 画 分 を 合 わ せ 、 COSMOSIL 5C 1 8 -AR-II に よ る C 1 8  逆 相 HPLCに よ り 、 200 mM NaClO 4 含
有 90% MeOH水 溶 液 か ら 、 200 mM NaClO 4 含 有 97% MeOH水 溶 液 へ 勾 配 を か け な が ら 溶 出 し て
精 製 し て 、 1.0 mg の  (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 を 得 た 。 FABMS (マ ト リ ッ ク ス : ト リ エ タ ノ
ー ル ア ミ ン ) m/z 253 [M-H] - ;  1 H NMR (600 MHz, CD3 OD) δ  6.91 (1H, dt, J = 6.9, 1
5.6 Hz), 5.78 (1H, dt, J = 1.5, 15.6 Hz), 2.20 (2H, ddt, J = 1.5, 6.9, 7.1 Hz), 
1.46 (2H, tt, J = 7.1, 7.3 Hz), 1.28 (20H, m), 0.98 (3H, t, J = 6.9 Hz)。
【 ０ ０ ２ ７ 】
1-8) Axinelloside A か ら の  3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の 単 離
　 0.5 mg の  axinelloside A を  90% HCOOH水 溶 液 /10% TFA水 溶 液  (1:1, 500 μ L)に よ り
加 水 分 解 し た 。 混 合 物 を 70℃ に て 一 晩 か け て 加 熱 し 、 反 応 混 合 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー に
よ り 乾 燥 し た 。 加 水 分 解 物 を 水 (400 μ L)と n-ヘ キ サ ン (400 μ L x 3)で 二 相 分 配 し た 。 水
相 を 更 に CHCl 3 (400 μ L)に よ り 抽 出 し た 。 n-ヘ キ サ ン 相 と CHCl 3 相 と を 合 わ せ て 0.1mgの 脂
肪 酸 混 合 物 を 得 た 。 更 に 、 1.5 mg の  axinelloside A を 上 記 と 同 様 に し て 加 水 分 解 し た
。 加 水 分 解 物 を 水 (300 μ L)と n-ヘ キ サ ン (300 μ L x 3)で 二 相 分 配 し た 。 水 相 を 更 に AcOE
t (300 μ L x 2)に よ り 抽 出 し た 。 n-ヘ キ サ ン 相 と AcOEt相 と を 合 わ せ て 0.3mgの 脂 肪 酸 混
合 物 を 得 た 。 上 記 の ２ つ の 脂 肪 酸 含 有 調 製 物 を 合 わ せ 、 次 い で 600μ L の  ト ル エ ン /MeOH 
(7:2)と 6 μ L の  2 N HCl水 溶 液 と の 混 合 液 中 に 溶 解 し た 。 得 ら れ た 溶 液 に 、 50μ Lの 、 2 
M ト リ メ チ ル シ リ ル ジ ア ゾ メ タ ン の n-ヘ キ サ ン 溶 液 を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 1時 間 攪
拌 し 、 N 2 気 流 中 で 濃 縮 し て 、 0.6 mg の 未 精 製 メ チ ル エ ス テ ル を 得 た 。 得 ら れ た 0.6 mg の
未 精 製 メ チ ル エ ス テ ル を 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て  n-ヘ キ サ ン 、 n
-ヘ キ サ ン /AcOEt (95:5)、 n-ヘ キ サ ン /AcOEt (9:1)、 n-ヘ キ サ ン /AcOEt (8:2)、 お よ び n-
ヘ キ サ ン /AcOEt (7:3)に よ り 順 次 溶 出 さ せ る こ と に よ り 精 製 し て 0.1 mgの  3-ヒ ド ロ キ シ
オ ク タ デ カ ン 酸 の メ チ ル エ ス テ ル を 得 た 。 FABMS (マ ト リ ッ ク ス : NBA) m/z 315 [M+H]+  
お よ び  337 [M+Na] + ; 1 H NMR (CD 3 OD, 600 MHz) δ  3.96 (1H, m), 3.66 (3H, s), 2.47 
(1H, dd, J = 4.2, 15.0 Hz), 2.38 (1H, dd, J = 8.5, 15.0 Hz), 1.45 (2H, m), 1.28 
(26H, m), 0.89 (3H, t, J = 6.9 Hz)。
【 ０ ０ ２ ８ 】
1-9) 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の 絶 対 配 置 の 決 定
　 50 μ gの 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル に 、 100μ Lの 混 合 物 （ ピ リ ジ ン  (250 μ L)
, CH 2 Cl 2  (250 μ L), DMAP/ピ リ ジ ン  (5 μ L, 2.3 mg/mL), お よ び  (-)-MTPACl (5 μ L)
を 混 合 し て ら れ た も の ） を 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 2時 間 反 応 さ せ た 。 反 応 を NaHCO 3 飽
和 水 溶 液  (200 μ L)を 添 加 す る こ と に よ り 停 止 し 、 反 応 混 合 物 を AcOEt (200 μ L x 3)に
よ り 抽 出 し た 。 AcOEt相 を 無 水 Na 2 SO 4 で 乾 燥 し 、 ろ 過 後 、 N 2 気 流 中 で 溶 媒 を 留 去 し た 。 得
ら れ た 反 応 生 成 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て  n-ヘ キ サ ン , n-ヘ キ
サ ン /AcOEt (95:5), n-ヘ キ サ ン /AcOEt (9:1), お よ び  n-ヘ キ サ ン /AcOEt (8:2) に よ り
順 次 溶 出 さ せ る こ と に よ り 分 離 し 、 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の (S)-MTPAエ ス テ
ル を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 50 μ gの 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル を 上 記 と 同 様 の 手 順 で (+)-MTPAClと 反 応 さ
せ て 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の (R)-MTPAエ ス テ ル を 得 た 。 (S)-MTPAエ ス テ ル と
(R)-MTPAエ ス テ ル に お け る H2、 H3、 お よ び H4の 化 学 シ フ ト 値  (そ れ ぞ れ δ S と δ R )、 お よ
び そ の Δ δ 値  (δ S -δ R ) を

 1 H NMRス ペ ク ト ル お よ び COSYス ペ ク ト ル の 両 方 か ら 得 た 。
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【 ０ ０ ３ ０ 】
1-10) イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 硫 酸 含 量 の 決 定
　 55 μ gの axinelloside Aを 90% HCOOH水 溶 液 /10% TFA水 溶 液  (1:1, 500 μ L) に よ り 70
℃ に て 一 晩 か け て 加 水 分 解 し た 。 反 応 混 合 物 を 遠 心 エ バ ポ レ ー タ ー に よ り 濃 縮 し た 。 残 留
物 を 400μ Lの 水 に 溶 解 し 、 得 ら れ た 溶 液 の う ち 10μ Lを 、 移 動 相 に IC-MA3-1 (株 式 会 社 島
津 製 作 所 )を 用 い た Shim-pack IC-A3 (S) (株 式 会 社 島 津 製 作 所 ) に よ る イ オ ン ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り 分 析 し た 。 Axinelloside Aの 硫 酸 イ オ ン の 含 量 は 、 標 準 サ ン プ ル に よ る 検
量 線 を 用 い て 推 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
2) 結 果 と 考 察
2-1) 単 離 と 活 性
　 海 綿 A. infundibula (3.9 kg)か ら  axinelloside A (27.6 mg)を 単 離 し た  (図 1)。 Axin
elloside Aは 、 強 い テ ロ メ ラ ー ゼ 阻 害 活 性 （ IC 5 0  2 μ g/mL） を 示 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
2-2) 構 造 解 析
　 本 化 合 物 は 、 無 色 の 非 結 晶 性 の 粉 末 と し て 得 ら れ 、 水 に 難 溶 、 メ タ ノ ー ル 、 エ タ ノ ー ル
お よ び DMSOに 易 溶 で あ っ た 。 重 メ タ ノ ー ル 中 で 良 好 な 1 H NMRス ペ ク ト ル を 与 え た が 、 こ れ
に 10%の 重 水 を 加 え る と シ グ ナ ル の 分 解 能 が さ ら に 良 く な っ た た め 、 こ の 溶 媒 中 で NMR実 験
を 進 め る こ と と し た 。 1 H NMRス ペ ク ト ル （ 図 2下 ） お よ び 1 3 C NMRス ペ ク ト ル （ 図 2上 ） か
ら 、 こ の 化 合 物 は 、 10個 以 上 の 糖 お よ び 数 個 の 脂 肪 酸 を 含 ん で い る こ と が わ か っ た 。 ま た
、 ESI-MSお よ び MALDI-MSに お い て 、 そ れ ぞ れ 80 (SO 3 )お よ び 102 (NaSO 3 -H)マ ス ユ ニ ッ ト
間 隔 で イ オ ン ピ ー ク を 与 え る こ と 、 加 水 分 解 物 の イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 著 量 の 硫 酸
イ オ ン が 検 出 さ れ た こ と な ど か ら 、 分 子 中 に 多 数 の 硫 酸 基 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。
以 上 の こ と か ら 、 axinelloside Aは 、 高 分 子 量 の 硫 酸 化 糖 脂 質 と 考 え ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
2-2-1) Axinelloside Aの 糖 組 成
　 Axinelloside Aの 酸 加 水 分 解 物 を ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 誘 導 体 に 導 き 、 GCお よ び GC /
 MS分 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 フ コ ー ス 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 お よ び scyllo-イ
ノ シ ト ー ル が 5:1:5:1の 比 で 検 出 さ れ た 。 ま た 、 そ れ ら の 糖 の 絶 対 配 置 は 、 酸 加 水 分 解 物
を methyl (4R)-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ キ シ レ ー ト 誘 導 体 化 後 、 GC分 析 に 付 し 、 フ コ ー ス
、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス の 絶 対 配 置 を 、 そ れ ぞ れ L, D, Dと 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
2-2-2) Axinelloside Aの 構 成 脂 肪 酸 の 化 学 構 造
　 Axinelloside Aの 各 種 二 次 元 NMRデ ー タ よ り 、 3つ の α ,β -不 飽 和 脂 肪 酸 エ ス テ ル お よ び
1つ の β -ヒ ド ロ キ シ 脂 肪 酸 エ ス テ ル を 同 定 し た 。 α ,β -不 飽 和 脂 肪 酸 に つ い て は 、 3 J H 2 , H
3 が お よ そ 15 Hzで あ る こ と か ら 、 E-型 の 二 重 結 合 を 持 つ こ と が わ か っ た 。 脂 肪 酸 ユ ニ ッ ト
の 化 学 構 造 は 、 以 下 の よ う に 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま ず 、 axinelloside Aを ア ル カ リ 加 水 分 解 し 、 ODS-HPLCに よ り 、 α ,β -不 飽 和 脂 肪 酸 を
単 離 し た 。 負 イ オ ン モ ー ド の FAB-MSに お い て 、 m/z 253を 与 え る こ と か ら 、 こ の 脂 肪 酸 を (
E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 と 同 定 し た 。 次 に 、 axinelloside Aを 酸 加 水 分 解 す る と 、 負 イ オ ン
モ ー ド の FAB-MS で 2つ の ピ ー ク （ m/z 253お よ び 300） を 与 え た 。 m/z 253の ピ ー ク は (E)-2
-ヘ キ サ デ セ ン 酸 由 来 、 m/z 300の イ オ ン ピ ー ク は β -ヒ ド ロ キ シ 脂 肪 酸 由 来 で あ る も の と
推 定 し た 。 そ こ で 、 両 者 の 混 合 物 を (ト リ メ チ ル シ リ ル )ジ ア ゾ メ タ ン で メ チ ル 化 後 、 シ リ
カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し て β -ヒ ド ロ キ シ 脂 肪 酸 の メ チ ル エ ス テ ル を 単 離 し た
。 マ ス ス ペ ク ト ル お よ び NMRス ペ ク ト ル デ ー タ を 解 析 し 、 こ の 物 質 を 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ
デ カ ン 酸 メ チ ル と 同 定 し た 。 C3位 の 絶 対 配 置 は 、 改 良 Mosher法 を 用 い て R-配 置 と 決 定 し た
。
【 ０ ０ ３ ６ 】
2-2-3) 多 糖 由 来 の NMRシ グ ナ ル の 帰 属
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　 上 述 の よ う に し て 明 ら か に さ れ た 構 成 成 分 に 関 す る 情 報 を 基 に 、 axinelloside Aの 各 種
二 次 元 NMRデ ー タ の 解 析 を 行 っ た 。 ま ず 、 DQF-COSY, HOHAHA, HMQCお よ び HSQC-HOHAHAよ り
、 図 3の 太 線 で 示 し た 30個  (a-o, b'-k', m'-o') の 部 分 構 造 を 得 た 。 そ れ ら の 部 分 構 造 は
、 NOESYお よ び HMBCデ ー タ を 併 せ て 解 析 す る こ と で 、 scyllo-イ ノ シ ト ー ル 1個 、 D-ア ラ ビ
ノ ー ス 1個 、 D-ガ ラ ク ト ー ス 5個 、 L-フ コ ー ス 5個 お よ び 、 3個 の (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 、 1
個 の (R)-3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 に 帰 属 さ れ た 。 糖 の ア ノ マ ー 位 の 立 体 化 学 は カ ッ プ
リ ン グ 定 数 の 解 析 か ら 、 糖  B（ 3 J H 1 , H 2  = 7.7 Hz） が β -配 置 で 、 他 は す べ て α -配 置 （ 3 J

H 1 , H 2 ≒  4.0 Hz） と 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
2-2-4) 糖 鎖 の 配 列 な ら び に 脂 肪 酸 結 合 部 位 の 決 定
　 糖 鎖 の 配 列 は 、 A-H5/B-C1, B-H3/C-C1, C-H3/D-C1, E-H3/F-C1. G-H3/H-C1, H-H3/I-C1
, I-H2/J-C1, J-H4/K-C1な ど に 見 ら れ る HMBCク ロ ス ピ ー ク  (図  4)、 お よ び D-H6s/E-H1, F
-H6s/G-H1, J-H2/L-H1な ど に 見 ら れ る NOESYク ロ ス ピ ー ク （ 図  5） か ら 、 図  3に 示 す よ う
に 決 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ４ 個 の 脂 肪 酸 の う ち 、 3個  [2個 の (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 と 1個 の 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ
カ ン 酸 ]に つ い て は 、 A-H1, K-H2, F-H2か ら そ れ ぞ れ の 脂 肪 酸 の カ ル ボ ニ ル 炭 素 へ の HMBC
ク ロ ス ピ ー ク （ 図  6） が 観 測 さ れ た こ と か ら 、 そ れ ら の 結 合 位 置 を 決 定 し た 。 残 る 1個 の (
E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 の 結 合 位 置 は 、 二 次 元 NMRデ ー タ か ら 明 ら か に で き な か っ た が 、 糖  K
の 6位 プ ロ ト ン の 化 学 シ フ ト 値 が 4.40, 4.62 ppmと 低 磁 場 シ フ ト し て い る こ と か ら 、 こ こ
に エ ス テ ル 結 合 し て い る も の と 推 定 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
2-2-5) 硫 酸 エ ス テ ル の 結 合 部 位
　 Axinelloside Aは 、 イ オ ン ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Shim-pack IC-A3 column） で 、 分 子 量
の 約 24%に 相 当 す る 硫 酸 を 含 む こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 1分 子 中 に 10-20個 の 硫 酸 基 が 含 ま
れ て い る こ と を 示 唆 す る 。 図  3に 示 し た 構 造 式 中 に オ キ シ メ チ ン お よ び オ キ シ メ チ レ ン 炭
素 は 合 計 30個 あ る 。 ま ず 、 水 酸 基 の 位 置 を 決 定 す る た め 、 重 水 素 同 位 体 シ フ ト 実 験 （ 図 7
） を 行 っ た 。 90% CD 3 OD/D 2 Oと 90% CD 3 OH/H 2 Oの 二 種 類 の 溶 媒 中 で そ れ ぞ れ 1 3 C-HMQCス ペ ク
ト ル を 測 定 し た （ 図 7中 、 黒 色 の ピ ー ク は 90% CD 3 OH/H 2 O中 で の HMQCス ペ ク ト ル を 示 し 、 赤
色 の ピ ー ク は 90% CD 3 OD/D 2 O中 で の HMQCス ペ ク ト ル を 示 す ） 。 1 3 Cの 化 学 シ フ ト 値 の 変 化 （
Δ δ C 値 = |δ C O D  - δ C O H |） を 調 べ た 。 Δ δ C 値 が 0.1 ppmよ り 大 き い 炭 素 が 、 A-C3 (Δ δ

C = 0.17), A-C4 (0.17), B-C4 (0.15), C-C2 (0.16), D-C2 (0.14), G-C2 (0.14), H-C2 
(0.14), I-C4 (0.14), I-C6 (0.17), L-C2 (0.14), R2-C3 (0.17)の 11個 見 い だ さ れ 、 こ
れ ら の 炭 素 に は 水 酸 基 が 結 合 す る も の と 結 論 し た 。 し た が っ て 、 残 り の 19個 は 硫 酸 エ ス テ
ル で 置 換 さ れ て い る も の と 推 定 し た （ 図  8） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
2-2-6) マ ス ス ペ ク ト ル に よ る 構 造 の 確 認
　 硫 酸 基 は イ オ ン 化 の 際 に 脱 離 し や す く 、 axinelloside Aは 多 数 の 硫 酸 基 を 含 ん で い る た
め 、 通 常 の 質 量 分 析 法 で 分 子 イ オ ン ピ ー ク を 検 出 す る こ と は 困 難 で あ っ た 。 硫 酸 基 が 陽 イ
オ ン と 安 定 な 塩 を 形 成 す る と 脱 離 が 抑 制 さ れ る と の 報 告 が あ る た め （ Gunay, N. S.; Tada
no-Aritomi, K.; Toida, T.; Ishizuka, I.; Linhardt, R. J. Anal. Chem. 2003, 75, 3
226-3231） 、 対 イ オ ン 等 の 測 定 条 件 を 種 々 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 axinelloside Aの 硫 酸 基
を 4級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 に し た 後 に ESI-QIT-MSを 測 定 す る こ と で 、 上 述 の 化 学 構 造 に 相 当 す
る 分 子 イ オ ン ピ ー ク を 観 測 す る こ と が で き た 。 図 9Aは 、 過 剰 の テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム
イ オ ン を 用 い て 得 ら れ た ESI-QITマ ス ス ペ ク ト ル を 示 す (M: m/z 5755; R: m/z 74 (Me4 N))
。 一 方 、 ナ ト リ ウ ム 塩 で あ っ て も 、 ATT (6-ア ザ -2-チ オ チ ミ ン ) を マ ト リ ッ ク ス と し 、 MA
LDI-TOF-MSを 測 定 す る と 、 分 子 イ オ ン ピ ー ク を 得 る こ と が で き た 。 図 9Bは 、 NaCl の 存 在
下 で 6-ア ザ -2-チ オ チ ミ ン を マ ト リ ッ ク ス と し て 用 い て 得 ら れ た MALDI-TOF マ ス ス ペ ク ト
ル を 示 す 。 こ の よ う に し て 、 NMRを 用 い て 推 定 し た 化 学 構 造 が 支 持 さ れ た 。 な お 、 axinell
oside Aの ナ ト リ ウ ム 塩 と し て の 分 子 量 （ モ ノ ア イ ソ ト ピ ッ ク 質 量 ） は 4784.2、 分 子 式 は C
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1 3 7 H 2 1 9 O 1 1 7 S 1 9 Na 1 9 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図  10に 示 す よ う に 、 陽 イ オ ン 交 換 樹 脂 （ Dowex 50WX8） を 用 い て H型 と し た axinellosid
e Aの MALDI-TOF-MSを 測 定 す る と 、 硫 酸 基 18個 が 脱 離 し た イ オ ン ピ ー ク MA (m/z 2922.4)に
加 え 、 axinelloside Aの 糖 鎖 グ リ コ シ ド 結 合 が Y-お よ び B-タ イ プ で 切 断 し た フ ラ グ メ ン ト
ピ ー ク を 観 測 で き た 。 こ の こ と か ら 、 上 記 構 造 中 の 糖 配 列 の み な ら ず 、 脂 肪 酸 の 結 合 部 位
に つ い て も 正 し い こ と が 確 認 さ れ た 。 図 10中 に 、 M A (M - 18NaSO 3  + 18H - Na)

-  の Y- お
よ び  B-タ イ プ の フ ラ グ メ ン ト の 帰 属 結 果 を 示 す 。 ス ペ ク ト ル 中 の 星 印 で 示 す ピ ー ク は M B (
M - 17NaSO 3  + 17H - Na)

-  に つ い て の フ ラ グ メ ン ト に 対 応 す る 。 こ こ で 、 フ ラ グ メ ン ト
イ オ ン は 必 ず 1残 基 分 の 硫 酸 基 を 含 む こ と か ら 、 硫 酸 基 の 脱 離 は 、 ラ ン ダ ム に 起 こ っ て い
る も の と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
3) そ の 他 の 測 定 デ ー タ
　 図 11は axinelloside Aの C 3 0 逆 相 カ ラ ム を 用 い た リ サ イ ク ル HPLCの ク ロ マ ト グ ラ ム を 示
す 。 HPLC 条 件 ; カ ラ ム : Develosil C30 (野 村 化 学 株 式 会 社 , φ  20 mm x 250 mm), 溶 媒
: 100 mM NH 4 OAc 含 有 n-PrOH/MeCN/H 2 O (60/20/40), 流 量 : 9.45 mL/min, 検 出 : UV (220
 nm)吸 収 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 12は axinelloside A酸 加 水 分 解 物 の ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 誘 導 体 の GC/MS分 析 に お
け る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。 GC 条 件 ; カ ラ ム : DB-1701 (φ  0.25 mm x 30 m), キ ャ
リ ヤ ー ガ ス : He, カ ラ ム 温 度 : 150 - 250 ℃ , 昇 温 速 度 : 3 ℃ /min, 検 出 : MS側 で の 全 イ
オ ン 検 出 , 保 持 時 間  (min): フ コ ー ス  (21.6), ア ラ ビ ノ ー ス  (22.7), ガ ラ ク ト ー ス  (30
.8), scyllo-イ ノ シ ト ー ル  (32.9).  フ コ ー ス , ア ラ ビ ノ ー ス , ガ ラ ク ト ー ス , scyllo-
イ ノ シ ト ー ル は  5:1:5:1の 比 で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 図 13は axinelloside A酸 加 水 分 解 物 の ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 誘 導 体 の GC分 析 に お け る
ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。 GC 条 件 ; カ ラ ム : DB-1701 (φ  0.25 mm x 30 m), キ ャ リ ヤ
ー ガ ス : He, カ ラ ム 温 度 : 150 - 250 ℃ , 昇 温 速 度 : 3 ℃ /min, 検 出 : フ レ ー ム イ オ ン 化
, 保 持 時 間  (min): フ コ ー ス  (21.1), ア ラ ビ ノ ー ス  (22.2), ガ ラ ク ト ー ス  (30.4), scy
llo-イ ノ シ ト ー ル  (32.5).  フ コ ー ス , ア ラ ビ ノ ー ス , ガ ラ ク ト ー ス , scyllo-イ ノ シ ト
ー ル は  5:1:5:1の 比 で 検 出 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 図 14は 糖 の 標 品 の メ チ ル (4R)-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ キ シ レ ー ト 誘 導 体 の GC分 析 に お け
る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。 GC 条 件 ; カ ラ ム : DB-1701 (φ  0.25 mm x 30 m), キ ャ リ
ヤ ー ガ ス : He, カ ラ ム 温 度 : 180 - 250 ℃ , 昇 温 速 度 : 3 ℃ /min, 検 出 : フ レ ー ム イ オ ン
化 , 保 持 時 間 (min): L-ア ラ ビ ノ ー ス (22.0), D-ア ラ ビ ノ ー ス  (23.4), L-リ キ ソ ー ス  (22
.6), D-リ キ ソ ー ス (23.2), L-フ コ ー ス  (26.2), D-フ コ ー ス  (24.8), L-ガ ラ ク ト ー ス  (3
1.7), D-ガ ラ ク ト ー ス (36.5)。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 図 15は axinelloside A酸 加 水 分 解 物 の メ チ ル (4R)-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ キ シ レ ー ト 誘
導 体 の GC分 析 に お け る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。 GC条 件 は 図 ５ と 同 様 で あ る 。 保 持 時 間
(min): D-ア ラ ビ ノ ー ス  (23.4), L-フ コ ー ス  (26.2), D-ガ ラ ク ト ー ス  (36.5)。
　 図 16は axinelloside Aア ル カ リ 加 水 分 解 物 よ り 単 離 さ れ た (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 の  1 H 
NMR ス ペ ク ト ル を 示 す （ 溶 媒 ： CD 3 OD） 。
　 図 17は axinelloside Aア ル カ リ 加 水 分 解 物 よ り 単 離 さ れ た  (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン 酸 の 負
イ オ ン モ ー ド の FABMSを 示 す （ マ ト リ ッ ク ス ： ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン ） 。
　 図 18は axinelloside Aの 酸 加 水 分 解 物 の n-ヘ キ サ ン 画 分 の 負 イ オ ン モ ー ド の FABMSを 示
す （ マ ト リ ッ ク ス ： ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン ） 。 m/z 253 [M-H] - の イ オ ン ピ ー ク は  (E)-2-
ヘ キ サ デ セ ン 酸 と 帰 属 さ れ た 。 m/z 299 [M-H] - の イ オ ン ピ ー ク は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ
ン 酸 と 帰 属 さ れ た 。
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　 図 19は axinelloside Aの 酸 加 水 分 解 物 よ り 単 離 さ れ た 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ
ル の 1 H NMR ス ペ ク ト ル を 示 す （ 溶 媒 ： CD 3 OD） 。
　 図 20は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の 正 イ オ ン モ ー ド の FABMSを 示 す （ マ ト リ ッ
ク ス ： m-ニ ト ロ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 21は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル お よ び そ の MTPA誘 導 体 の 1 H NMR ス ペ ク ト ル
を 示 す （ 溶 媒 ： CD 3 OD） 。 A: 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル , B: (S)-MTPAエ ス テ ル ,
 C: (R)-MTPAエ ス テ ル 。 ス ペ ク ト ル 中 の 番 号 は プ ロ ト ン の 位 置 を 示 す 。
　 図 22は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の MTPAエ ス テ ル の Δ δ 値 を 示 す 。 C3の 絶 対 配
置 は Rで あ る と 判 明 し た 。
　 図 23は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの DQF-COSYス ペ ク ト ル を 示 す 。
　 図 24は axinelloside Aの DQF-COSYス ペ ク ト ル の 一 部 に 帰 属 結 果 を 表 示 し た も の で あ る 。
　 図 25は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HOHAHAス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 26は axinelloside Aの HOHAHAス ペ ク ト ル の 一 部 を 示 す 。
　 図 27は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの NOESYス ペ ク ト ル を 示 す 。
　 図 28は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HMQCス ペ ク ト ル を 示 す 。
　 図 29は axinelloside Aの HMQCス ペ ク ト ル の 一 部 に 帰 属 結 果 を 表 示 し た も の で あ る 。
　 図 30は axinelloside Aの HMQCス ペ ク ト ル の 一 部 に 帰 属 結 果 を 表 示 し た も の で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 31は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HMBCス ペ ク ト ル を 示 す 。
　 図 32は axinelloside Aの HMBCス ペ ク ト ル の 一 部 に 残 基 間 の ク ロ ス ピ ー ク の 帰 属 結 果 を 表
示 し た も の で あ る 。
　 図 33は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HSQC-HOHAHAス ペ ク ト ル を 示 す 。
　 図 34は デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン に よ り 得 ら れ た axinelloside Aの 負 イ オ ン モ ー ド ESI-TOF-
MSス ペ ク ト ル を 示 す  [溶 媒 : n-PrOH/MeOH/H 2 O (40:60:60) お よ び  5 mM 酢 酸 ア ン モ ニ ウ
ム ]。 m/z 4127 の ピ ー ク は  (M - 3SO 3 H + 2H)

- と 帰 属 さ れ た 。
　 図 35は axinelloside Aの 負 イ オ ン モ ー ド MALDI-TOF-MSス ペ ク ト ル を 示 す （ マ ト リ ッ ク ス
： 6-ア ザ -2-チ オ チ ミ ン ） 。 （ 上 図 ） NaCl添 加 時 の ス ペ ク ト ル 。 （ 下 図 ） 無 処 理 時 の ス ペ
ク ト ル 。 m/z 4761 (M-Na) -  の ピ ー ク は ナ ト リ ウ ム 塩 と し て の 分 子 質 量 を 示 す 。
　 図 36は axinelloside Aの IRス ペ ク ト ル （ film） を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 表 1に 、 axinelloside Aの 1 H お よ び 1 3 C NMRケ ミ カ ル シ フ ト 値 、 多 重 度 、 カ ッ プ リ ン グ
定 数 を 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
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【 表 １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
【 図 １ 】 図 1は axinelloside Aの 単 離 ス キ ー ム を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2の 上 図 は axinelloside Aの 1 3 C NMRス ペ ク ト ル を 示 し 、 下 図 は axinelloside A
の 1 H NMRス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は axinelloside Aの 部 分 構 造 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 4は axinelloside Aの HMBCス ペ ク ト ル の 一 部 を 示 す 。
【 図 ５ 】 図 5は axinelloside Aの NOESYス ペ ク ト ル の 一 部 を 示 す 。
【 図 ６ 】 図 6は axinelloside Aの HMBCス ペ ク ト ル の 一 部 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 90% CD 3 OH/H 2 O中 で の HMQCス ペ ク ト ル （ 黒 色 ） お よ び 90% CD 3 OD/D 2 O中 で
の HMQCス ペ ク ト ル （ 赤 色 ） を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 8は axinelloside Aの 化 学 構 造 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9Aは 、 過 剰 の テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム イ オ ン 存 在 下 で 得 ら れ た ESI-QITマ ス
ス ペ ク ト ル を 示 す (M: m/z 5755; R: m/z 74 (Me4 N))。 図 9Bは 、 NaCl の 存 在 下 で 6-ア ザ -2
-チ オ チ ミ ン を マ ト リ ッ ク ス と し て 用 い て 得 ら れ た MALDI-TOF マ ス ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 １ ０ 】 図 10は DHBAを マ ト リ ッ ク ス と し て 用 い て 得 ら れ た H-交 換 axinelloside Aの 負 イ
オ ン モ ー ド MALDI-TOFマ ス ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 １ １ 】 図 11は axinelloside Aの C 3 0 逆 相 カ ラ ム に よ る リ サ イ ク ル HPLCの ク ロ マ ト グ ラ
ム を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 図 12は axinelloside A酸 加 水 分 解 物 の ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 誘 導 体 の GC/MS
分 析 に お け る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 図 13は axinelloside A酸 加 水 分 解 物 の ア ル ジ ト ー ル ア セ テ ー ト 誘 導 体 の GC分 析
に お け る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ４ 】 図 14は 糖 の 標 品 の メ チ ル (4R)-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ キ シ レ ー ト 誘 導 体 の GC分
析 に お け る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ５ 】 図 15は axinelloside A酸 加 水 分 解 物 の メ チ ル (4R)-チ ア ゾ リ ジ ン -4-カ ル ボ キ シ
レ ー ト 誘 導 体 の GC分 析 に お け る ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 １ ６ 】 図 16は axinelloside Aア ル カ リ 加 水 分 解 物 よ り 単 離 さ れ た (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン
酸 の  1 H NMR ス ペ ク ト ル を 示 す （ 溶 媒 ： CD 3 OD） 。
【 図 １ ７ 】 図 17は axinelloside Aア ル カ リ 加 水 分 解 物 よ り 単 離 さ れ た (E)-2-ヘ キ サ デ セ ン
酸 の 負 イ オ ン モ ー ド の FABMSを 示 す （ マ ト リ ッ ク ス ： ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン ） 。
【 図 １ ８ 】 図 18は axinelloside Aの 酸 加 水 分 解 物 の n-ヘ キ サ ン 画 分 の 負 イ オ ン モ ー ド の FA
BMSを 示 す （ マ ト リ ッ ク ス ： ト リ エ タ ノ ー ル ア ミ ン ） 。
【 図 １ ９ 】 図 19は axinelloside Aの 酸 加 水 分 解 物 よ り 単 離 さ れ た 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ
ン 酸 メ チ ル の 1 H NMR ス ペ ク ト ル を 示 す （ 溶 媒 ： CD 3 OD） 。
【 図 ２ ０ 】 図 20は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の 正 イ オ ン モ ー ド の FABMSを 示 す （
マ ト リ ッ ク ス ： m-ニ ト ロ ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル ） 。
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【 図 ２ １ 】 図 21は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル お よ び そ の MTPA誘 導 体 の 1 H NMR ス
ペ ク ト ル を 示 す （ 溶 媒 ： CD 3 OD） 。
【 図 ２ ２ 】 図 22は 3-ヒ ド ロ キ シ オ ク タ デ カ ン 酸 メ チ ル の MTPAエ ス テ ル の Δ δ 値 を 示 す 。
【 図 ２ ３ 】 図 23は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの DQF-COSYス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ２ ４ 】 図 24は axinelloside Aの DQF-COSYス ペ ク ト ル の 一 部 に 帰 属 結 果 を 表 示 し た も の
で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 25は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HOHAHAス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ２ ６ 】 図 26は axinelloside Aの HOHAHAス ペ ク ト ル の 一 部 を 示 す 。
【 図 ２ ７ 】 図 27は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの NOESYス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ２ ８ 】 図 28は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HMQCス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ２ ９ 】 図 29は axinelloside Aの HMQCス ペ ク ト ル の 一 部 に 帰 属 結 果 を 表 示 し た も の で あ
る 。
【 図 ３ ０ 】 図 30は axinelloside Aの HMQCス ペ ク ト ル の 一 部 に 帰 属 結 果 を 表 示 し た も の で あ
る 。
【 図 ３ １ 】 図 31は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HMBCス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ３ ２ 】 図 32は axinelloside Aの HMBCス ペ ク ト ル の 一 部 に 残 基 間 の ク ロ ス ピ ー ク の 帰 属
結 果 を 表 示 し た も の で あ る 。
【 図 ３ ３ 】 図 33は 90% CD 3 OD/D 2 O中 の axinelloside Aの HSQC-HOHAHAス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ３ ４ 】 図 34は デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン に よ り 得 ら れ た axinelloside Aの 負 イ オ ン モ ー ド
ESI-TOF-MSス ペ ク ト ル を 示 す  [溶 媒 : n-PrOH/MeOH/H 2 O (40:60:60) お よ び  5 mM 酢 酸 ア
ン モ ニ ウ ム ]。
【 図 ３ ５ 】 図 35は axinelloside Aの 負 イ オ ン モ ー ド MALDI-TOF-MSス ペ ク ト ル を 示 す （ マ ト
リ ッ ク ス ： 6-ア ザ -2-チ オ チ ミ ン ） 。 （ 上 図 ） NaCl添 加 時 の ス ペ ク ト ル 。 （ 下 図 ） 無 処 理
時 の ス ペ ク ト ル 。
【 図 ３ ６ 】 図 36は axinelloside Aの IRス ペ ク ト ル （ film） を 示 す 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

(17) JP 2007-161902 A 2007.6.28



【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】
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【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】

【 図 ３ ３ 】 【 図 ３ ４ 】
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【 図 ３ ５ 】 【 図 ３ ６ 】
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