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論 文 内 容 の 要 旨

スフィンゴシンートリン酸 (SPP)は動脈硬化症などの血管病変との関連がら新たな脂質性の生理活性物質として注目さ

れている｡ 最近,SPPの細胞膜受容体群が明らかにされたが,SPPの生成機構に関しては未解明であった｡本研究はSPP

の生成酵素であるスフィンゴシンキナーゼ (SPHK)に焦点を当て,その生理機能や活性制御機構の解明を目標に,SPHK

阻害剤の探索を微生物培養液中より行なった結果,見出した3種類の新規化合物についてまとめたものであり,緒論,総括

および本論4章 (第2章は全2節)より構成される｡

第1章はスクリーニング系の確立と新規 SPHK阻害剤ト12509Aに関しての報告である｡迅速かつ多検体処理可能な

SPHKの活性測定系を確立し,ラット肝臓細胞質画分を酵素源に微生物培養液約12,000検体のスクリーニングを行った｡

その結果,盤菌類 TrichopeR:igellabarbataSANK25395株より新規セスキテルペンキノンであるF-12509Aを見出した｡

F-12509Aは基質アナログ以外では世界で初めてのSPHK阻害剤であった｡ラット肝臓由来SPHKに対する阻害作用を解

析した結果,50%阻害濃度 (IC50倍)は18pMであった｡またLineweaver-BurkPlot解析より,その阻害様式はスフィン

ゴシン (SPH)に対して括抗的で,阻害定数 (Ki値)は18pMであった｡ヒト血小板を使用した解析から無損傷の細胞に

おいても細胞膜を透過すること,さらに関連する他の酵素群での解析からSPHKに対して高い特異性を有していることが

明らかとなった｡

第2章は新規SPHK阻害剤B-5354類に関しての報告である｡ 第1節では,スクリーニングの結果,新規な海洋細菌

SANK71896株の培養液中に阻害活性を見出し,単離精製,構造解析の結果,長鎖不飽和アルコールが4-アミノ-3-ヒドロ

キシ安息香酸とエステル結合した新規化合物群B-5354a,b,Cであることを明らかにした｡第2節では,ラット肝臓由来

SPHKに対する阻害作用を解析した結果,IC5｡値はそれぞれ7,20,13pMであった｡ヒト血小板を使用した解析から無

損傷の細胞においても細胞膜を透過するしこと,さらに関連する他の酵素群での解析からSPHKに対して高い特異性を有し

ていることが判明した｡誘導体を合成し構造活性相関を検討した結果,阻害活性にはアミノ基,水酸基,長鎖不飽和脂肪鎖

のいずれも重要であることを証明した｡B-5354Cの阻害様式はSPHに対して非括抗的で,Ki債は12pMであった｡F-

12509Aと同様に阻害活性はあまり強くないものの,特異性の点で優れた阻害剤であることが明らかとなった｡

第 3章は新規 SPHK阻害剤 S-15183類に関しての報告である｡スクリーニングの結果,糸準菌 ZoAjiellainermis

SANK 15183株より新規アザフイロンであるS-15183a,bを見出した｡ラット肝臓由来SPHKに対する阻害作用を解析し

た結果,IC50値はそれぞれ2.5,1.6pMであった｡ヒト血小板を使用した解析から,無損傷の細胞においても細胞膜を透過

することが判明した｡しかしながら,一般的にアザフイロンはアンモニア分子などと容易に反応するなど反応性に富んでい

ることが知られており,S-15183類のSPHK阻害活性がそのような非特異的な反応性に由来する可能性を否定できなかっ

た｡従ってS-15183類はSPHKの生理機能を解析するツールとして使用するにはあまり適さない化合物であると考えられ

た｡

第4章は組換え体ヒトSPHKに対する阻害作用を解析した報告である｡著者の研究からSPHKには2つのアイソフォー
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ム (SPHKl,SPHK2)が存在することが遺伝子レベルで明らかとなった｡両アイソフォームの生化学的性状に関してはあ

る程度解析が進んだものの,その生理機能の役割分担や活性制御機構に関しては全くと言って良いほどわかっていなかった｡

そこでF-12509AおよびB-5354CのヒトSPHK両アイソフォームに対する阻害作用をそれぞれの遺伝子組換え体を作製し

検討した｡その結果,ト12509Aの各アイソフォームに対するIC50値はそれぞれ41〃M およ′び11〃Mであり,SPHKlより

もSPHK2を約4倍強く阻害した｡一方,Bl5354CのIC50値はそれぞれ7.8pMおよび5.OpMであり,両アイソフォームを

既存の基質アナログよりも強力に阻害した｡さらにト12059Aは両アイソフォームにおいてSPHに対して括抗的に阻害し,

B-5354Cは非括抗的に阻害することが明らかとなった｡

以上のように,本研究により天然物から得られた新規化合物群は,SPHとは異なる構造の初めてのSPHK阻害剤であり,

阻害活性はそれほど強くないものの,SPHKに対して高い特異性を有していることが明らかとなった｡これらの構造的に

ユニークかつ阻害様式の異なる阻害剤は,今後細胞レベルでの阻害活性を詳細に検討した上で,SPHKの生理機能,活性

制御機構など未解決の問題を解決できる有用なツールとして応用できるものと期待できる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,新たな脂質性の生理活性物質スフィンゴシン-トリン酸 (SPP)の生成酵素であるスフィンゴシンキナーゼ

(SPHK)に焦点を当て,SPHKの阻害剤を探索した結果,微生物代謝産物中に見出した3種類の新規化合物についての研

究をまとめたものであり,得られた成果は以下のとおりである｡

1.迅速かつ多検体処理可能なSPHKの活性測定系を確立し,ラット肝臓細胞質画分を酵素源に微生物培養液約12,000検

体のスクリーニングを行った｡その結果,盤菌類加 trichopegiR;ellabarbataSANK25395株より新規セスキテルペンキノ

ンであるF-12509Aの取得に成功した｡酵素阻害活性を詳細に解析した結果,SPHK阻害活性はあまり強くないものの,

特異性の点で優れた阻害剤であることを明らかにした｡

2.新規な海洋細菌SANK71896株の培養液中にSPHK阻害活性を見出し,単離精製,構造解析の結果,長鎖不飽和アル

コールが4-アミノ-3-ヒドロキシ安息香酸とエステル結合した新規化合物群B-5354a,b,Cであることを明らかにした｡

3.B-5354類の酵素阻害活性を詳細に検討した結果,SPHK阻害活性はそれほど強くないものの,特異性の点で優れた阻

害剤であることを明らかにした｡さらに誘導体を合成し構造活性相関を検討した結果,阻害活性にはアミノ基,水酸基,長

鎖不飽和脂肪鎖のいずれもが重要であることを証明した｡

4.糸状菌 ZoI!jiellainermisSANK 15183株より新規アザフイロンであるS-15183a,bの取得に成功した｡アザフイロン

は非特異的な反応性に富んでいることが知られており,S-15183類はSPHKの生理機能を解析するツールとして使用する

にはあまり適さない化合物であると考察した｡

5.F-12509AおよびB-5354Cに関して,遺伝子レベルで明らかとなっているヒトSPHKの2つのアイソフォームに対す

る阻害作用を遺伝子組換え体を作製し検討した｡アイソフォーム選択性こそ見られなかったが,F-12059Aは両者において

スフィンゴシンに対して括抗的に,B-5354Cは非括抗的に阻害することを明らかにした｡

以上のように,本論文は生理活性脂質の合成に関与する酵素に対する阻害剤の検索と同定,およびその阻害機構に関して

重要な成果を挙げたものであり,学術上,実際上寄与するところが少なくない｡よって,本論文は博士 (工学)の学位論文

として価値あるものと認める｡

また,平成13年12月21日,論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果,合格と認めた｡
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