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論文内容の要旨

緒論

放線菌の産生する抗炎症作用物質として，現在までに leupeptin ll， chymostatin 2) , antipain 3) , 

pepstatin 4 ) のごとき酵素阻害物質，プラジキニン水解活性をもっ中性プロテアーゼとして， kinonase 円

ritikinonase 6 ) などが知られている。

これらの既知物質とは性質の異なる新らしい抗炎症活性成分を得る目的で，抗炎症作用の指標とし

て一般に用いられている生体膜安定化作用，ことに未知の天然物中の生理活性物質をスクリーニング

するのに有利で、あると考えられる赤血球膜安定化作用を指標として，放線菌の産生する有効成分を検

索した。

まず45株の放線菌をスクリーニングし，その内の数株が有効成分を産生することを見出した。その

内の一菌株， F4818の菌体中からの有効成分の単離と構造決定を行ない，また F4818株の菌学的同定

を行なった。さらに，有効成分である脂肪酸類の構造と活性の関係について検討した。

本論

1. 5t reptomyces sp. F4818株より産生する赤血球膜安定化分画の生物学的，化学的性質，および

F4818株の菌学的同定

5treptomyces sp. F 4818株によるラット赤血球膜安定化成分の産生パターンは，活性に関して 4

日目に，収量は 3 日目にピークに達した。そこで， 4 日目の菌体を原料として Chart 1 に示した方

法で抽出精製を行ない，赤血球膜安定化分画erythrocyte membrane stabilizing fraction (EM 5F 

と省略する)を得た。
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Chart 1. Separation of Erythrocyte Membrane Stabilizing Fraction 

from Mycelium of Streptomyces sp. F4818 

Myceli~m (wet weight; 400 g) 

extraction with acetone 

Acetone extract 

I c~伽…rom…o叩叩…ma
(solvent; chl叶lorofおorm/acetone) 

10% Acetone eluate 

preparative TLC 
1) petro leum ether / ether / AcOH (90 : 10: 1) 
2) petroleum ether / ether / AcOH (90 : 20: 1) 

Erythrocyte Merbrane Stabilizing Fraction (EMSF) 
(ca.100mg) 

まずEMSFの生物学的性質について述べる。 EMSF は in vitro での生体膜安定化作用として，

Fig. 1 に示したようにラット赤血球加熱溶血抑制作用 ;1Table 1 のようにラット赤血球低張庄溶血抑

制作用 ?lJ) を示した。ラット赤血球との親和性に関して検討した結果，赤血球膜を安定化する濃度で

は完全に赤血球と結合することが明らかになったO

Fig.1 Effect of EMSF on Heat由 Table 1. Inhibitory Effect of EMSF on Hypotonic 

induced Eerolysis Hemolysis of Rat Erythrocyte 

100 
Sample 

Final Inhibition of 
Concentration(μg/ml) Hemolysis (%) al 

通更

ロ
。
=
』
コ-
z
H

EMSF 12 50.2 士 0.4

/ 6 32.4士 4.4

3 18.9土 4.2

Phenylbutazone 4000 48.1 土 6.8
。

2000 26.9土 3.1O. 75 1. 5 3.0 

Concentration (μg/m l) 
1000 19.0士1. 8

Acetylsalicylic Acid 2000 38.8土 9.8

1000 26. Oi::3. 5 

500 14.0土1. 4

a) mean:i:s.e. (n=3) 

また， EMS F をメチルエステル化すると赤血球加熱溶血抑制および低張圧溶血抑制作用は完全に

消失するが，ケン化すると再び活性が回復した。さらに， Fig.2 に示したように50mg/kg の経口投与

で，ラット足蝶カラゲニン浮腫抑制作用 10)，を示した。

つぎに， EMSFの化学的性質を検討した。 EMSF は chloroform ， acetone , ether , AcOEt , EtOH 

に可溶で水に難溶， TLC プレート上でヨウ素蒸気， 50%H2 S04 噴霧後加熱で検出される。 UV， IR ，

NMRの結果から，脂肪酸混合物であると考えられたので，ジアゾメタンでメチルエステル化し GC

-MS分析した結果， Table n に示したように 9 種の脂肪酸を同定した。
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bIl 
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Control (n=6) 

EMSF (n=6) 

* 
む
注
∞

** dose: 50mg/kg 

*pく0.05

。

1 2 3 4 5 6 (hr) 

Fig.2 Effect of EMSF by Oral Administration on 

Carrageenin-induced Hind Paw Edema in Rat 

Table n. Fatty Acids Containing in EMSF 

Methylester Mol. wt. Mass fragment Fatty Acid 

1 242 74, 87, 143, M-43 , M田31 ， M-29 C14:O Iso or Anteiso 
Myristic Acid 

2 242 74, 87, 143, M-43, M-31 , M-29 C14:O Myristic Acid 

3 256 74, 87, 143, M-43, M-31 , M-29 C15! 0 Isopentadecanoic Acid 

4 256 74, 87, 143, M由43， M-31 , M田29 C15: 0 Pentadecanoic Acid 

5 270 74, 87, 143, M -43, M -31 , M由29 C16:O Isopalmitic Acid 

6 270 74, 87, 143, M-43, M-31 , M-29 C16: 0 Palmi tic Acid 

7 284 74, 87, 143, M -43, M司 31 ， M-29 C17!O Iso or Anteiso 
Margaric Acid 

8 296 55, 74, 97, M -116, M -74, M -32 C 18 ・ 1 Oleic Acid 

9 298 74, 87, 143, M -43, M -31, M -29 C18: 0 Stearic Acid 

Isomyristic Acid: 12-Methyltridecanoic Acid 

Anteisomyristic Acid: 11-Methy ltridecanoic Acid 

Isopentadecanoic Acid: 13-Methyltetradecanoic Acid 

Isopalmitic. Acid: 14-Methylpentadecanoic Acid 

Isomargaric Acid: 15-Methylhexadecanoic Acid 
Anteisomargaric Acid: 14-Methylhexadecanoic Acid 

主成分である Palmitic acid (C16: 0) の生物活性は， EMSF と同程度の赤血球膜安定化作用を有す

るほか， Fig.3 に示したように，ラット足牒カラゲニン浮腫抑制試験でも 50mg /kg , 100 mg /kg ，およ

び、200mg/kg の経口投与で明らかに有効で、あった O なわ，本菌株についての菌学的検討の結果， Strep-

つ
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60 

10 

Control (n=20) 50 

設 40

bD 

:: 30 

ω 

~ 20 

200mg/kg (n = 12 ) 

*p<0.05 

** p<O. 01 

*** p<O. 001 

。

1 2 3 4 5 6 7 (hr) 

Fig.3 Effect of Palmitic Acid by Oral Administration on 

Carrageenin-induced Hind Paw Edema in Rat 

tomyces aureomonopodiales F4818 と同定した。

2. Streptomyces aureomonopodiales F 4818菌体由来の脂肪酸類およびその関連脂肪酸類の抗炎

症効果

EMSFから単離同定された直鎖脂肪酸を含む， capric acid (C昨。 )~arachidic acid (C20:O) 

の各直鎖飽和脂肪酸と methyl palmitate (C16:O methylester) , iso 系脂肪酸として isopentade-

canoic acid (iSOC15: 0) , isopalmitic acid (iSOC16: 0) , isomargaric acid (iSOCI7: 0) および2-

hexyldecanoic acid，さらに C16 関連脂肪酸として palmitoleic acid , palmitelaidic acid むよび2-

hydroxypalmitic acid について構造と活性の関係をしらべる目的で，赤血球膜安定化作用，牛血清ア

ルブミン (BSA) の加熱変性に対する影響 Jl) ラット足牒カラゲニン浮腫抑制作用を検討した。

赤血球膜安定化作用に関してはラット赤血球加熱溶血抑制作用，および低張圧溶血抑制作用につい

て検討した結果， Table Ill, Table 町に示したように lauric acid ( C12: 0 ) ~ margaric aci d ( C17: 0) 

の各直鎖飽和脂肪酸， iso 系脂肪酸，および~C16 関連脂肪酸に活性がみられた。このうち C17 : 0 とか

hexyldecanoic acid は低張圧溶血抑制活性を示さなかった。また， BSA 熱変性抑制作用については

CI6:O methylester および、2-hexy ldecanoic acid は活性を示さなかったが，他の脂肪酸類はすべて抑

制活性が認められた。さらに，カラゲニン浮腫抑制作用は， C16: 0 , iSOC 15 : 。および iSOC 16 : 0 にのみ

活性が認められた。

3. palmitic acid の抗炎症効果

以上の結果から C16 : 0 ， isoC 15 : 0 および、 iSOC 16 ・ 0 が試験したすべてのスクリーニング系で有効で、あっ

た。そこで以下の実験には主成分であり，日前乳動物の常在成分でもある C16 : 0 を用いた。

Felt pellet法は中村ら 12) の方法を用いて検討した。 Table V から明らかなように100mg/kg day , 

および、200mg/同 jday 5 日間の経口投与で，有意に肉芽の重量が減少した。
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Table m. Activities of Saturated Fatty Acids in Var ious Experimental Systems 

C ，~ m~thyト
山 esrer

Heat-induced 
Hemolysis 

Hypotonic Heßωlysis 

C20 C19 C18 C17 

+ 

C16 

+ 

C15 

+ 

C14 

+ 

C13 

十

C12 

ｱ 

Cll C10 System 

十+ + + + 

+ 

+ + + + + 

+ 

+ + + + + + 
Carrageenin, Edemaal ー

t p. o. ) 
Felt Pellet 

BSA Denaturation 

+ 
Granuloma Pouch 

a) +; significant difference from control group at 4 hr after the injection of carrageenin 
200mg/k!:l' p. o. 

Activities of C16-and Iso-Fatty Acids in Various Experimental systems Table N. 
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十
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Palmitic acid 

Isopentadecanoic acid 

Isopalmitic acid 

Isomargaric acid 

2-Hexy ldecanoic acid 

Palmitoleic acid 

Palmitelaidic acid 

2-Hydroxypalmitic acid 

100mg/ k!:j. p. o. * 

Table V. Effect of Successive Administration of Palmitic acid on 

Granuloma Formation by Felt Pellet in Rats 

Palmitic acid α) 
control Tissue 

200mg/ kg , p. o. 100mg/kq , p. o. 

(n=7) (n=7) ( n=7) Granuloma 

formed by 
felt pellet bl 

32. 6:f::1. 6**mg 34.4土 2.0*mg42. 7 土 2.6mg

mean 土 s. e. 

a) oral administration for 5 days 
b) dry weight 

significance of difference from control group;. p <0.05. * *p <0.01 
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Granuloma pouch法は Selye および、Robert ら凶の方法を用いて検討した。 Table VI にその結果

を示したが，本法では対照群との聞に有意差は認められなかったが， pouch wall の重量，貯留浸出

液量ともやや減少していた。

Table VI. Effect of Successive Administration 60 

of Palmitic acid on Granuloma 

Formation and Other Tissues 
50 

Control 

(n= 8) 

Tissue Control 
Palmitic acid al 

( 100mg/kg , p. 0 ・) ~ 40 

(n=9) ( n=8) 
通史

Pouch wall O. 91:t O. 06g 0.82:t O. 06g 営 30
(dry wt.) 

Exudate 17. 80:t 1. 90ml 16. 00:t 1. 60ml ω 

津
ぴ】

Thymus 0.27 土 0.03 b) O. 25:t0. 02ω 

Adrenal O. 02 :t O. 00 b) O. 02:t0. 01ω 10 

*** C
16
: 0 (n= 8) 

mean 土 s. e. 

a) Oral administration for 7 days 

b) tissue weight/l00g b. w. 

なお，この際同時に piliero ら 14) の方法で測定

したラット血清の加熱変性は， C16: 0 を 100mg/kq/

day , 200mg/kg /day 5 日間の経口投与で30%以上

抑制することが認められた。

副腎摘出ラットのカラゲニン浮腫抑制作用は， Fig.4 のように正常ラットに対するのと同様の抑制

。

1 2 3 4 5 6 7 (hr) 

Fig.4 Effect of Palmitic Acid on Carraｭ

geenin-induced Hind Pa w Edema in 

Adrenalectomized Rat 

活性を示し， C16: 0 の作用は副腎を介さない一次作用であると考えられる。

C16 : O のメチルエステルは in vitro の系では全く活性を示さないが，抗カラゲニン浮腫作用につい

ては経口投与で有効，腹腔内投与で無効で、あった。経口投与されたメチルエステルは，腸管から吸収

され加水分解されて遊離のカルボン酸が作用を発揮したものと考えられる。また， C16 脂肪酸類につ

いては TableN に示したように， 2 重結合およびC2 位に水酸基の導入によって，カラゲニン浮腫抑

制作用は全く認Jめられなくなった D

4. palmitic acidの抗炎症作用の機構に関する検討

C 16 : O がラット足蝶カラゲニン浮腫法で有効で、あり，他の直鎖脂肪酸類は赤血球膜安定化，蛋白質

熱変性抑制作用があるにも拘らず，カラゲニン浮腫抑制作用が無効で、あることの原因解明への手がか

りを得る目的で， 1 -14C-palmitic ac id と対照薬物としてト 14C-myristic acid を用い，正常ラッ

トにおける生体内分布と， granuloma pouch ラットにわける炎症組織への分布について比較検討した。

Table vn に granuloma pouch ラットにおける分布の比較を示したが，各組織ならびに炎症部位で

の浸出液中には C16 : 。の分布が多く， pouch wall では C14 : 。の分布が多いという結果を得た。一般に

granuloma pouch 法による肉芽形成抑制効果は， pouch wall の重量抑制よりも，浸出液量の抑制が

A
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重要な指標とされており，15) C16: 0 と C 14 : O の肉芽組織と浸出液間の分布濃度の差が抗炎症効果を発現す

る際の機構に関係があるのかもしれない。

Table W. Comparison of Distribution of 1-14C-Palmitic acid with that of 

.A) 1-14 C-Myristic acid in Rats with Granuloma Pouch 

% of dose/ g tissue or ml % of dose/ g tissue or ml 
2 hr 24hr 

Palmitic acid Myristic acid Palmitic acid Myristic acid 

(n=4) ( n=5) (n=4) (n=,5 ) 

o. 617 i: O. 0370) 0.241 i: 0.122 1.079土 0.062 0) o. 828 i: O. 051 
o. 023 i: O. 007 O. 019i: 0.009 0.051土 0.007 O. 060i: 0, 009 
0.040土 0.010 b) O. 229 i: o. 095 0.048土 0.009 0.102土 0.026

O. 013i: O. 0030) O. 006i: O. 001 o. 009 i: O. 006 0.001 土 0.000

O. 021 i: O. 004 0.017土 0.003 0.002土 0.000 O. 002 i: O. 000 

Tissue 

Adrenal 

Thymus 

Pouch wall 

Exudate 

Plasma 

B) 

Tissue 
% of dose in tissue 

2 hr 
% of dose in tissue 
24 hr 

Palmitic acid Myristic acid 

( n=4) (n=5) 

Adrenal 0.020士 0.004 O. 009 i: o. 005 
Thymus 0.009士 0.001 O. 005i: 0.002 

Pouch wall 0.054土 0.012 0.288士 0.098

Exudate O. 023i: O. 014 O. 014i: 0.007 

Palmitic acid Myristic acid 

(n=4) (n=5) 

0.034土 0.003 O. 028 i: o. 003 
O. 021 i: O. 002 0.023士 0.004

O. 088 i: o. 0170) O. 225 i: o. 032 
0.018士 0.017 0.005士 0.002

All values represent m ean 土 s. e. 
S ignificanc e of difference from Myristic acid administered group; a) p< 0.05, b) p<O.01 

以上のようにC16 : 0 は炎症部位にかなりの分布を示すことが明らかとなったが，その抗炎症作用の機

構は不明である。

通常，脂肪酸は血清アルブミンと強い親和性を有することが知られ，それによって蛋白質の熱変成

を抑制すると考えられるが，この蛋白質との結合作用と抗炎症効果発現との関係を知るため，蛋白質

として炎症に関係があり，それ自体生物活性を有している酵素をモデル蛋白として選び，脂肪酸が蛋

白質と結合することが活性発現に如何なる影響存与えるかをしらべた。なわ，酵素として現在炎症過

程に何らかの関係が考えられている pepsin ， trypsin ， α-chymotrypsin ， kallikrein わよび、plasmin

を選び，これらに対する阻害活性を C14 : O ' C16:O' C18:O (stearic acid) , C16:O methylester および

対照薬物として酸性抗炎症剤である phenylbutazon (PB) を用いて検討した。

その結果を Table 珊にまとめたが， C 16 :。は kallikreine を除く他のすべての酵素に対して阻害効果
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Table VBI. Inhibitory Effects of Myristic Acid , Paimitic Acid, Methyl Palmitate, Stearic 

Acid and Phenylbutazone in Various Experimental Systems 

Screening system C14:O C16:O C16:omethyl C18:O PB 

Heat-induced Hemolysis + + + 
Hypotonic Hemolysis + + + 
BSA Heat Denaturation + 十 + + 
Carrageenin-induced Paw Edema 

(p. 0.) + + + 
(s. c.) + + 

Felt Pellet method + 
Granuloma Pouch method 

Pepsin + + + + 
Trypsin (protease) ｱ + + + 

(esterase) 土 + + + + 
α ー Chymotrypsin + + + + + 
Kallikrein (esterase) + 
Plasmin ( protease) 十 + + 土

( fibrinolysis) + + + 土

を示した。これに対し， C14: 0 は C 16 : 0 tこ比して全般的に阻害活性が弱く， C18: 0 は C 16 : 0 とほぼ同程度の

活性を示した。しかし， CI8: 0 は赤血球膜の安定化作用が認められず\脂肪酸の in vivoでの抗炎症効

果発現には，膜の安定化作用も重要な要因であると考えられる。また， C16:O methylester は trypsin

と α ー chymotrypsin を阻害した。けれども酵素活性の測定 medium の pH がほぼ同じ plasmin では阻害

活性がみられず，このことは trypsin と plasminで、は，遊離のカルボン酸残基の存在以外に，脂肪酸

との結合様式，および結合による酵素の活性中心への影響の差が考えられ，各酵素に対する阻害活性が

一定でない酸性抗炎症剤である pheny lbutazon についても同様に理解されよう。しかし，以上の知見

は in vitro でのモデル実験に基くものであり，実際に炎症帝且織でも同様な阻害反応がおきているかど

うかを直接的に証明するものではない。ただ C16 : 0 の生体内での作用発現機構の一部は，炎症過程で上

記酵素のような生理活性をもっ蛋白質との相互作用によって，生じていることが推察される。また，

これらの結果は 10 VIVO における C16 : 0 と C 14 : 。の効果の差とよく一致し， C16: 0 と C18 : Oの作用の比較か

ら，生体膜安定化作用も脂肪酸の抗炎症効果発現にとって要因の一つであると考えられる。

結論

1 )赤血球膜安定化作用を指標として， Streptomyces SP. F4818株菌体から活性成分の抽出を行

い，赤血球膜安定化分画 erythrocyte membrane stabilizing fraction (EM SF) を得た。この

EMSF は分析の結果， palmitic acid (CJ6; 0) を主成分とする 9 種の脂肪酸混合物であることを明ら

かにした。なお， Streptomyces SP. F4818株は菌学的検討の結果 Streptomyces aureomonopodi ・

ales F4818と同定した。
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2) EMSF から単離同定された脂肪酸を含む直鎖および、iso系脂肪酸類について構造と活性の関

係をしらべる目的で，赤血球膜安定化作用，蛋白質の加熱変性に対する影響，および抗カラゲニン浮

腫作用を検討した。その結果，以上のすべてに有効性を示したのは， C 16 : 0 , isoC昨 o ，および、 iSOC 16 : 0

の各脂肪酸であった。

3 )さらに， C16: 0 は felt pellet法で、有意な肉芽形成抑制作用を示し， granuloma pouch法で、も抑

制の傾向を示した。また，同時に測定したラット血清蛋白の加熱変性を抑制した。C昨。はメチルエス

テル化すると in vitro の系での活性を消失するが， in vivo における抗カラゲニン浮腫作用は経口投

与で有効，腹腔内投与で無効で、あった。また，二重結合および、2-hydroxy基の存在する C16 脂肪酸は

抗カラゲニン浮腫作用を全く示さなかった。

4) 1-14C-palmitic acid と 1- 14C寸nyristic acid を用い，正常ラットにおける生体内分布と gra-

nuloma pouch ラットにわける炎症組織への分布について比較検討した。その結果，全般的に各臓器

ならびに炎症部位での浸出液中に C16 : O の分布が多く ， pouch wall で、は C 14 : 。の分布が多い結果を得た。

5) Pepsin, trypsin ， α-chymotrypsin ， kallikrein，および、plasmin に対する in vitro で、の酵素

活性を， C16: 0 は kallikrein を除いてすべて阻害した。
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論文の審査結果の要旨

赤血球膜安定化作用を指標として， Streptomyces sp株菌体から活性成分の分離を行い， 9 種の成

分を明らかにした。さらに，それらの生体内分布と代謝の研究を行い，その薬としての役割を解明し

た。よって薬学博士としての価値ある論文と認める。
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