
「単一分子・原子レベルの反応制御」

平成９年度採択研究代表者

平間　正博

（東北大学大学院理学研究科　教授）

「超天然物の反応制御と分子設計」

１．研究実施の概要

天然物の研究は、しばしば新しい化学のフロンティアを切り開く。本研究は、ビ

ラジカルを発生して DNA を切断するエンジイン系低分子とそれを安定化して運ぶ

蛋白質複合型抗癌抗生物質や、イオンチャネル蛋白質に結合して猛烈な神経毒性を

発揮するポリエーテル系天然物の蛋白複合体の立体構造と機能発現原理を明らかに

し、また、天然物の機能を超える分子を化学合成する新しい方法論の開拓を目的と

する。即ち、

�　１，４- ビラジカル活性種を安定化する蛋白質複合系の原理とデザイン、

�　神経毒ポリエーテルのイオンチャンネル阻害の原理と修復、

�　人工ハプテンによるシガトキシン特異的抗体の創出、

�　微量海産生理活性分子、骨そしょう薬ノルゾアンタミン、抗癌剤ハロモン等の

不斉合成法と作用機構に関する基礎および応用研究、

を進めている。これらの研究を通じて、自然を原子レベルと同時に分子集合体で理

解する超天然物化学を創始し、機能性材料や医療応用への可能性を探る。

１２年度の具体的目標は、C１０２７、ケダルシジン、マヂュロペプチン、ネオカルジ

ノスタチンのクロモフォア、N１９９９A２、およびシガトキシン、ピナトキシンの全合

成達成。１３C ラベルしたエンジインの合成と ESR 測定。組み替え抗体法によるシ

ガトキシン抗体ライブラリーと、C１０２７アポタンパク質の大腸菌遺伝子発現系の構

築を進める。タンパク質複合体の三次元構造解析と、神経毒ポリエーテルのチャネ

ル結合研究も積極的に行う。その他、抗骨そしょう活性の強力なノルゾアンタミン

や、強力な抗腫瘍活性を有するハロモンの大量不斉合成法を開発する。低分子・生

体高分子間相互作用の解析にプラズモン共鳴装置を活用する、等である。

本研究は、東北大学大学院理学研究科の平間・大石・野田・大栗・井上による

「化学合成グループ」をコアー研究室として、東北大学反応化学研究所の秋山によ

る「ESR グループ」、東北大学医学部の水柿・富岡による「抗体遺伝子グループ」、

筑波大学応用生物化学系の田中による「タンパク構造グループ」、東北大学農学部の

佐竹による「チャネルグループ」の協力を得て、有機的に研究を進めている。
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２．研究実施内容

２．１　クロモプロテイン抗腫瘍性抗生物質複合体の三次元構造解析と遺伝子発現

昨年度、C１０２７の芳香環化クロモフォア複合体の三次元構造解析を、２D-NMRを

用いて完了したが、更に、１３C および １５N ラベルしたアポタンパク質を調製し、３

D-NMR（５００， ６００， ８００M�）を用いて精密解析中である。また、遺伝子工学的手法

によってC１０２７アポタンパク質を大腸菌で発現させることに成功し、特定のアミ

ノ酸残基を改変できるようになった。また、Gly-d２ をこの大腸菌発現培養系に加

えて、全ての Gly を８０％以上重水素化することができたが、更に生産効率と Gly 

への重水素化選択性を上げるために、無細胞系でGC-rich ベクターを用いたアポ

タンパク質発現を検討中である。

２．２　クロモプロテイン抗腫瘍性抗生物質クロモフォアの全合成研究

ネオカルジノスタチン、C１０２７、ケダルシジン、N１９９９A２、マヂュロペプチン

を始めとするエンジイン系クロモフォアの全合成方法論を検討中であるが、昨年

度は大いに進展した。特に、N１９９９A２ の全合成を達成した。更に、C１０２７クロモ

フォアの、マクロライド環構築法を開発することにも成功した。

２．３　C１０２７複合体の ESR 測定とラジカル種の解析

C１０２７複合体（ホロタンパク質）粉末の FT-ESR ニューテーション法によって判

明した前年度までの成果をまとめると以下のようになる。クロモプロテイン系抗

腫瘍性抗性物質C１０２７の不安定９員環エンジインクロモフォアが、アポタンパク

質中（タンパク複合体中）で安定に存在できて、しかも複合体が常磁性になる原因

と仕組みは、複数の化学反応のダイナミックな集積に基づいていた。しかも、予

想外ではあったが極めて合理的な原理によって統括されていることを明らかにし

た。即ち、閉殼９員環エンジインクロモフォアは、p- ベンザインビラジカル開殼

構造と平衡になって存在する。しかも、アポタンパク質の水素を引き抜きにくい

三次元（配座）構造をとっていて、速度論的に安定化されている。しかし、ゆっく

りとビラジカル近傍の Gly９６ 水素を引き抜いてフェニルラジカルを生成し、アポ

タンパク質側グリシニルラジカルとのラジカル対が三重項種として ESR で観測

される。後者のアルキル炭素ラジカルは、酸素との反応性が高いので捕捉されて

パーオキシラジカルとなる。これら三種のラジカル種は、平衡によって微量なが

ら連続的に供給されるので、ESR で定常的に常磁性種として観測される。これ

は、微生物が生産する抗生物質エンジインが DNA のみならず、タンパク質をも

切断できることを初めて証明したものであり、タンパク質切断試薬としての可能

性や、抗生物質の自己劣化を防止する方法を示唆し、DNA 切断の素過程を追跡

する新しいプローブとしての応用も期待される。

また、昨年度に新たに微生物醗酵させて生産させた新鮮なC１０２７ホロタンパク
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質が、従来用いていた古い試料とは異なった ESR スペクトルを示すことを発見し

た。明らかに経時変化を示している。この新しいシグナルは、p- ベンザインビラ

ジカルに由来する可能性もあり、詳細に解析中である。

２．４　クロモフォアおよびクロモフォアコアーモデルの ESR 測定

ビシクロ［７. ３. ０］ エポキシエンジイン合成モデルについて観測しているスペ

クトルが、p- ベンザインビラジカルである可能性がある。この可能性を最終的に

証明するために、簡便合成法の確立と、３、６位に １３C ラベルしたモデル合成を

検討中である。

２．５　シガトキシンとピナトキシンの全合成

分子間アルキル化と分子内オレフィンメタセシス法を組み合わせた新規効率的

連結法を開発し、シガトキシン CTX３C の完全な ABCDE 環部とHIJKLM 環部の

収束的な合成に成功した。更に、それら２大セグメントを連結するための方法論

を確立し、シガトキシン CTX３C トリベンジルエーテルの全合成に成功した。そ

して、CTX３C がマウスに対して極めて強い神経毒性を示すのに対して、このベ

ンジルエーテルは殆ど毒性を示さないことを明らかにした。これは、水酸基を保

護したシガトキシンは、殆ど無毒であることを初めて証明したものであり、ナト

リウムチャネルへの作用に関連して、極めて重要な知見である。

一方、デメチルピナトキシンについてオレフィン閉環メタセシスによる全骨格

構築が可能であることを明らかにして、ピナトキシン全合成の最終段階に到達し

た。

２．６　シガトキシンのチャネル結合構造

シガトキシンのチャネル結合と毒性発現に必要な構造要因の中で分子長の重要

性を評価する目的で、左右両端の ABC および KLM 環部をポリエチレングリ

コールや剛直なメタ- ジエチニルベンゼンリンカーで繋いで分子長を３０～３５オン

グストロームにしたモデル分子を複数合成した。ナトリウムチャネルへの結合が

一部観測され始めたので、詳細な検討を進めている。

２．７　新しい人工ハプテンの合成と抗シガトキシン用モノクローナル抗体の遺伝

子配列

ABC環- ハプテンから作製した３種の抗体中で、６F１２抗体が、天然型２S配置を認

識し、シガトキシン１Bに対する交差活性が最も高かった。その遺伝子配列が解析

できたので、大腸菌の遺伝子発現による大量発現系を検討中である。モノクロー

ナル抗体組み替え抗体法によるファージミッドライブラリーの構築も検討中であ

る。更に、CTX１B や CTX３C の ABC, ABCD, IJKLM 環部ハプテン類（４種）の合

成に成功したので、それらの KLH コンジュゲートをマウスに免疫し、新しい抗

CTX３Cモノクローナル抗体として有望な抗体を複数作製することに成功した。
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また、プラズモン共鳴装置（BIACORE）を用いて、ハプテンやシガトキシンと

モノクローナル抗体間の相互作用解析や、結合定数を簡便に求める実験系を開発

した。

２．８　特色ある生理活性天然物の全合成研究

強力な抗骨そしょう活性を有するノルゾアンタミンの全合成を検討し、ゾアン

テノール合成上の全ての問題を個別に解決する方法を確立した。
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