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論文内容の要旨

ニチニチソウ (Cαthαranthus roseus) は， 100種類近いインドールアルカロイドを含有している。この中で，葉

部で生成される vinblastine (VLB) は，悪性リンパ腫などの治療薬として臨床の場でも広く用いられているが，含

量が非常に低いことから極めて高価な物質となっている o VLBは， vindoline と catharan thiIíeの縮合によって生成さ

れたiminium中間体から生合成されると考えられており， vindoline と catharanthineの葉部における含量がVLBに比

代てはるかに高いことから，この間の生合成経路の中にVLB生成の律速となる反応があると考えられる。

これまでの研究から， VLBの生産器官である葉部を特異的に分化増殖させ得る茎葉器官培養や植物葉部において，

370nm~こ極大を有する近紫外光を照射するとVLB含量が有意に高くなり，同時に vindoline および、catharan thineの

含量が大きく減少することが見い山されている。さらに， Vil1doli118 と Catharanthineの結合反応を試験管内で行った

ところ， FMN存在下近紫外光の照射によってlmlmum中間体の生成が特異的に促進されることが明らかとなってい

る。

そこで本研究では， VLB生合成反応とその近紫外光による制御機構に関する情報を得るために，上記の非酵素的な

vindoline と catharan thineの縮合反応について，まず種々の物理的および、化学的因子の影響について詳細な検討を行っ

た。その結果， この反応には近紫外光照射とFMNが必須であること，一方Mn2+ は必須物質ではないが縮合反応を促

進する作用を持つことが明らかとなった。各因子の最適条件を組み合わせて用いた場合， lmlmum 中間体 (3' , 4 

, -anhydrovinblastineとして定量)収率は反応開始 1 分後に初期vindoline量の約50% に達した。これは以前の研

究に用いた基本条件よりも有意に大きい収率であった。またこの反応の生成物は， HPLCで精製後標品と比較しなが

らCD， FAB-MS, EI-MS, CI-MSおよびlH-NMRによって分析することにより、 C 18' が天然、 2 量体アルカ

ロイドと同じ α 配位である 3' , 4' -anhydrovinblastineで、あることを確認した。これらの結果から，上記の非酵素

的縮合反応によって，これまでの酵素的あるいは化学的縮合では困難であった生体に近い条件で‘の天然型lmlmum中

間体の供給が可能となった。

そこでこの反応を利用して，生体反応同様lmlmum中間体を直接基質とする非酵素的および酵素的なVLBへの変換

反応について調べた。まず植物材料から調製した粗抽出物によるlmmlum中間体のVLBへの変換について予備的な検

討を行ったところ，組抽出物を添加しない対照においても生体内還元反応の補酵素である還元型NADH存在下で，

縮合反応生成物からVLBが合成されることを確認した。そこで，このNADHによる非酵素的lmmlum中間体 -VLB
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変換反応について詳しい検討を行ったところ， 10mMを添加した場合に最大のVLB合成速度および収率作刀期vindo

line 量の7.5%) が得られること， NADPHを添加した場合にも同様にVLBが合成されるが， それ以外の還元剤では

全く合成されないことが明らかとなった。またこの反応の生成物は， HPLCで精製後標品と比較しながらFAB -MS, 

EI-MS, CI-MSおよびlH-NMRによって分析することにより， VLBであることを確認した。

一般に植物二次代謝産物の生合成反応は，ほとんどが特異的な酵素で触媒されると考えられている。 VLBの生合

成に関しても iminium中間体からのVLB合成は酵素反応であるという考え方が主流であるが，未だ酵素は単離精製さ

れていなし」そこで、非酵素的vindoline-ca tharan thine縮合反応を用いて，植物材料からのVLB生成反応を触媒する

酵素の検出を試みた。その結果，植物の葉部から得た組タンパク抽出液を硫酸アンモニウム飽和濃度の20から40%で

沈殿した分画で，対照のNADHのみを添加した場合よりも有意に大きいVLB合成速度が得られた。そこで， この分

画からVLB生成活性を持つ物質の精製を試みたが，成功しなかった。従って， iminium中間体のVLBへの変換が酵

素反応であるか非酵素反応であるか，あるいは両経路が存在するかについて結論を出すことはできなかった。

最後に，生体でのVLB生合成反応の解析に向けた基礎情報を得るために，非酵素的vindoline 一 catharan thine縮合

反応を初発反応である catharan thineの酸化と，この酸化物と vindolineの結合反応に分けて速度論的な解析を行った。

まず，先に行った縮合反応に対する主要因子の影響に関する結果と，新たに行った catharan thineの消費反応に対す

る各因子の影響に関する結果をもとに， ca tharan thine酸化反応，酸化物と vindolineの結合反応および生成物である

iminium中間体の分解反応について，反応モデルを立てた。これを用いて基本条件および最適化条件における各アル

カロイド量の経時変化のシミュレーションを試みたところ，いずれの条件でも測定値と比較的良く一致した。この速

度論的な解析により，近紫外光とFMNはcatharan thineの酸化力の供給源となり，一方Mn2+ は主に catharan thine酸

化物と vindolineの結合反応を促進することによってiminium中間体の収率の向上に寄与していることが示唆された。

以上本研究においては，非酵素的vindoline ー catharan thine縮合反応、は，抗腫蕩性アルカロイド， VLBの生合成反

応を解析するための有力な手段であることが示され，さらにこの反応を用いた種々の検討により，これまで明らかに

されていない生体内におけるVLB生合成制御機構の解明に向けての基礎情報が得られた。

論文審査の結果の要旨

Vinblastine (VLB) は，抗腫虜性アルカロイドの一種であり，ニチニチソウ (Gαthαranthus roseus) の葉部で

vindoline と catharan thineから合成される o 本研究は，近紫外光によるVLB生合成の制御機構に関して詳細な検討を

行い，その反応の律速因子を解明するとともに， VLB生合成反応機構の研究の基礎情報を得ることを目的としてい

る。

最初に， vindoline と catharan thineの in vitro縮合反応がFMN存在下，近紫外光を照射することによって，特異的

に促進されることを認めた。さらに， この非酵素的縮合反応によって供給される中間体を基質とする非酵素的反応に

ついて詳細な検討を加え，縮合反応物にNAD(P)H を添加することによって天然型VLBが合成されることを明らか

にするとともに，植物葉部の抽出物に合成活性を促進する物質が存在することを示唆した。また， catharanthine酸

化反応，その酸化物と vindolineの結合反応，および生成物である iminium中間体の分解反応などを組み込んだ反応

モデルに基づ.いた速度論的な解析により，植物において行われている生合成反応の機構解明への新たなアプローチを

提示した。

著者は， これらの反応生成物が天然型であることを確認している。 したがって， ここで示された非酵素的

vindoline -ca tharan thine縮合反応は，天然、型の基質の供給を可能にし， VLB生合成制御機構を解明する上におい

て重要な意義を持つものである o 以上によって，本研究は学位に値すると認められる。
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