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論 文  内  容  の  要 旨   

クルーズトリパノソーマ（TJWα乃∫0椚αCr〟Zf）は，吸血性昆虫サシガメを介してヒトに感染する鞭毛虫類に属する原虫  

で，中南米ではシヤーガス病という重篤な感染症の原因となっている。この疾患は発熱，嘔吐，下痢，さらには心筋障害や  

消化管障害などを伴って死亡する例も多く，現在4000万人を超える感染者がいると推定されている。しかしこの疾患の治療  

薬として用いられているnifurtimoxやbenznidazoleには末梢神経炎，精神障害などの副作用がみられることから，新たな  

薬剤の開発が強く望まれる。そこで本研究では，天然薬物から新たな抗トリパノソーマ活性物質を探索し，その作用機構の  

解明を試みた。  

第一章 抗トリパノソーマ活性成分の探索   

r．cr〟Zgの媒介昆虫体内での増殖型であるエビマスチゴートに対する殺虫活性を指標として天然薬物中の抗トリパノソ  

ーマ活性物質を探索し，ローレル（LaurusnobilisL．の乾燥葉）のMeOH抽出物から活性成分としてguaiane型セスキテ  

ルペンラクトン及び新規p－menthane型モノテルペンヒドロペルオキシドを単離した。また，ウズベキスタン産シソ科ムシ  

ャリンドゥ属植物DracocqphalumkomaroviのAcOEt抽出物から活性成分として，2種のトリテルペン（ursonicacid，  

urosolic acid）とともに，icetexane型，20－nOrabietane型及びabietane型の6種の新規ジテルペンと，新規spiro－  

OCtahydroindene骨格を持つジテルペンを単離した。さらにこれら活性成分のうち，キノン構造をもつ化合物（l）が強い殺  

虫活性を示したことから，キノン型ジテルペンに着目して抗トリパノソーマ活性物質を探索し，生薬「丹参」（Sαルgα  

椚〃血rr兢d）由来のキノン型ジテルペン（2～5）もーcr〟Z～に対する殺虫活性を持つことを見い出した。（Fig．1）  

komaroviquinono（1）  tan＄hinonel（2）   dihydrotan＄hinoneI（3）  tanshinone＝A（4） CryPtOtan＄hinone（5）  

Fig．1Trypanocidalquinone・tyPediterpene＄  

第二章 キノン型ジテルペンの作用機構の解明   

キノン構造を有する化合物の抗トリパノソーマ活性はこれまでにも報告されており，これらの化合物は原虫体内で活性酸  

素種を発生させることにより抗トリパノソーマ活性を示すと考えられている。最近，rCr〟Z～のプロスタグランジン（PG）  

生合成に於いて9，11－endoperoxideであるPGH2からPGF2。への2電子還元を触媒する酵素（TcOYE）が単離され，この  

酵素がキノン化合物等の薬物代謝にも関与することが明らかとなった。この酵素は動物には存在しないoldyellowenzyme  
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（旧黄色酵素）遺伝子ファミリーに属する蛋白質であることから，新しい治療薬の標的としてこの薬物代謝酵素の可能性に  

注目し，キノン型ジテルペン（1～5）の殺虫活性発現に対するTcOYEの関与について検討した。  

第一節 TcOYEによるキノンの還元   

TcOYEのcDNAを組み込んだplasmidを作成し，大腸菌の発現系を用いてTcOYEを大量発現させ，得られた酵素を精  

製し，l～5に対する還元反応を測定した。その結果，TcOYEはNADPHを補因子としてl～5の還元反応を触媒し，  

TcOYEの基質として報告されているキノン化合物（menadione）に対する還元酵素活性と同程度または2～2．5倍高い値を  

示した。  

第二節 TcOYEによるラジカルの生成   

続いて，l～5をNADPH存在下でTcOYEと反応させ，電子スピン共鳴（ESR）法を用いてラジカル生成の有無を調べ  

た。その結果すべての化合物が，嫌気的条件下ではTcOYEによって特異的に1電子還元されてセミキノンラジカルを生成  

し，好気的条件ではこのラジカルが酸素により再酸化されることでスーパーオキシドアニオンラジカル（02い）を生成す  

ることが明らかとなった。T．cr〟Zfに対して抗トリパノソーマ活性を示す薬物の多くは代謝される際に02●‾の生成を伴い，  

r cr〟Zfが02●‾に対して極めて感受性が高いことから，このラジカル生成がこれらキノン塑ジテルペン抗トリパノソーマ  

活性の作用機構の一つと考えられた。（Fig，2）  

Fig・20neandtwo－electronreductioncatalyzedbyTeOYE  

第三節 原虫のもつ還元酵素としてのTcOYEの関与   

次に，TcOYEがどの程度キノン型ジテルペンのラジカルの生成に関与しているか明らかにするために，増殖型エビマス  

チゴートの租抽出液に抗TcOYEポリクローナル抗体を加えて免疫沈降した後，l～5に対する還元酵素活性を測定した。  

その結果，1に対する還元酵素活性は消失した。したがって，TcOYEは1の主要な還元酵素であり，ラジカルの生成に大  

きく関与していることが示された。  

第四節 原虫の各ステージにおけるTcOYEの発現と殺虫活性   

原虫の生活環の各ステージでのTcOYEの発現を調べるために，抗TcOYEポリクローナル抗体を用いて免疫染色を行っ  

たところ，宿主細胞への感染型であるトリボマスチゴート，宿主細胞中での増殖型アマスチゴート，媒介昆虫での増殖型エ  

ビマスチゴートとすべてのステージでTcOYEの発現がみられた。また，各ステージでのlの殺虫活性を調べたところ，す  

べてのステージで殺虫活性がみられた。従って，1の主要な還元酵素であるTcOYEノ発現と殺虫活性の発現には相関関係  

が認められた。   

本研究では，新たな抗トリパノソー マ活性物質として新規化合物を含むテルペノイドを単離し，その構造を決定した。さ  

らに，単離した抗トリパノソーマ活性物質のうち，キノン型ジテルペンがT cru之iのPGF2。合成酵素であるTcOYEに一  

電子還元されてラジカルを生成すること，また原虫のすべてのステージで発現しているTcOYEが1の主要な還元酵素であ  

ることを明らかにした。従って，lの殺虫活性にはTcOYEを介したラジカルの生成が大きく関与していることが示された。  

これは化合物1がシヤーガス病の新たな治療薬となりうる可能性を示すものであり，今後TcOYEを標的とした薬剤の開発  

に重要な知見を与えるものである。  
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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨   

クルーズトリパノソーマ（Tりpα那0椚αCr〟Zf）は，吸血性昆虫サシガメを介してヒトに感染する鞭毛虫類に属する原虫  

で，中南米ではシヤーガス病という重篤な感染症の原因となっている。この疾患は発熱，嘔吐，下痢，さらには心筋障害や  

消化管障害などを伴って死亡する例も多く，現在4000万人を超える感染者がいると推定されている。しかしこの疾患の治療  

薬として用いられているnifurtimoxやbenznidazoleには末梢神経炎，精神障害などの副作用がみられ，新たな薬剤の開発  

が強く望まれる。そこで本研究では，天然薬物から新たな抗トリパノソーマ活性物質を探索し，その作用機構の解明を行っ  

た。  

第1章 抗トリパノソーマ活性成分の探索   

T．cr〟Zfの媒介昆虫体内での増殖型であるエビマスチゴートに対する殺虫活性を指標として天然薬物中の抗トリパノソ  

ーマ活性物質を探索し，ローレル（Laurusnobilis L．の乾燥棄）のMeOH抽出物から活性成分としてguaiane型セスキテ  

ルペンラクトン及び新規p－menthane型モノテルペンヒドロペルオキシドを単離した。さらに，ウズベキスタン産シソ科ム  

シャリンドゥ属植物Dracocq｝halumkomaroviのAcOEt抽出物から活性成分として，2種のトリテルペン（ursonicacid，  

urosoic acid）とともに，icetexane型，20－nOrabietane型及びabietane型の6種の新規ジテルペンと，新規spiro－  

octahydroindene骨格を持つジテルペンを単離した。さらにこれら活性成分のうち，キノン構造をもつkomaroviquinone  

（1）が強い殺虫活性を示したことから，キノン型ジテルペンに着目して抗トリパノソーマ活性物質を探索し，生薬「丹参」  

（Salviamiltiorrhiza）由来のキノン型ジテルペンであるtanshinoneI（2），dihydrotanshinoneI（3），tanShinoneⅡA（4），  

cryptotanshinone（5），もT．cruziに対する殺虫活性を持つことを見い出した0  

第2章 キノン型ジテルペンの作用機構の解明   

キノン構造を有する化合物の抗トリパノソーマ活性はこれまでにも報告されており，これらの化合物は原虫体内で活性酸  

素種を発生させることにより抗トリパノソーマ活性を示すと考えられている。最近，rCr〟Zfのプロスタグランジン（PG）  

生合成に於いて9，11－endoperoxideであるPGH2からPGF2。への2電子還元を触媒する酵素（TcOYE）が単離され，この  

酵素がキノン化合物等の薬物代謝にも関与することが明らかとなった。この酵素は動物には存在しないoldyellowenzyme  

（旧黄色酵素）遺伝子ファミリーに属する蛋白質であることから，新しい治療薬の標的としてこの薬物代謝酵素の可能性に  

注目し，キノン型ジテルペン（1～5）の殺虫活性発現に対するTcOYEの関与について解析した。   

すなわち，TcOYEのcDNAを組み込んだplasmidを作成し，大腸菌の発現系を用いてTcOYEを大量発現させ，得られ  

た酵素を精製し，l～5に対する還元反応を測定した。その結果，TcOYEはNADPHを補因子としてl～5の還元反応を  

触媒し，TcOYEの基質として報告されているキノン化合物（menadione）に対する還元酵素活性と同程度または2～2．5倍  

高い億を示した。続いて，l～5をNADPH存在下でTcOYEと反応させ，電子スピン共鳴（ESR）法を用いてラジカル生  

成の有無を調べた。その結果すべての化合物が，嫌気的条件下ではTcOYEによって特異的に1電子還元されてセミキノン  

ラジカルを生成し，好気的条件ではこのラジカルが酸素により再酸化されることでスーパーオキシドアニオンラジカル  

（02い）を生成することが明らかとなった。T．cr〟Zgに対して抗トリパノソーマ活性を示す薬物の多くは代謝される際に  

02●‾の生成を伴い，T cr〟Zょが02いに対して極めて感受性が高いことから，このラジカル生成がこれらキノン型ジテルペ  

ン抗トリパノソーマ活性の作用機構の一つと考えられた。   

次に，TcOYEがどの程度キノン型ジテルペンのラジカルの生成に関与しているか明らかにするために，増殖型エビマス  

チゴートの租抽出液に抗TcOYEポリクローナル抗体を加えて免疫沈降した後，1～5に対する還元酵素活性を測定した。  

その結果，1に対する還元酵素活性は消失した。したがって，TcOYEは1の主要な還元酵素であり，ラジカルの生成に大  

きく関与していることが示された。さらに，原虫の生活環の各ステージでのTcOYEの発現を調べるために，抗TcOYEポ  

リクローナル抗体を用いて免疫染色を行ったところ，宿主細胞への感染型であるトリボマスチゴート，宿主細胞中での増殖  

型アマスチゴート，媒介昆虫での増殖型エビマスチゴートとすべてのステージでTcOYEの発現がみられた。またこの感染  

型トリボマスチゴートをヒトの培養細胞であるHeLa細胞の増殖には影響を与えなかったことから，lの有効性は培養細胞  

を用いたinvitro実験系で確認された。したがって，lは主としてTcOYEによって還元されてラジカルを生成し，殺虫清  
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性を発現すると考えられた。   

以上の結果は，新規キノン型ジテルペンkomaroviquinone（l）がシヤーガス病の新たな治療薬となりうる可能性を示す  

ものであり，今後TcOYEを標的とした薬剤の開発にも重要な知見を与えるものである。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

更に，平成16年2月27日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。  
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