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第■章　　緒 言

　ムラサキ　Lithospermum　erythrorhizon　Sieb．　et　Zucc．（Boraginaceae）は

日本、朝鮮、中国の山地に自生する多年草で、その根部は赤色色素を含有し、媒

染剤などで美しい紫色が得られることから「紫根」、　「紫草」と称され、染料な

らびに薬用として古くから用いられてきたΩ。現在でも紫根を配合した処方とし

て火傷、凍傷を初めとする種々の皮膚疾患、および切り傷などに華野州州（1976

－1835）考案の「紫雲膏」（本間顔軒、「瘍科秘録」、1847）が外用されており、

このほか紫根エキスを配合した坐剤、軟膏剤、穎粒剤が痔疾治療に繁用されてい

る。さらに紫根抽出エキスは最近では基礎化粧品にもしばしば配合されるように

までなってきた。

　紫根の有効成分はムラサキ科特有の1、4一ナフトキノン系赤色色素であるshi－

konin誘導体であるとされている。　Shikoninは真島ら2）により初めて単離、構

造決定され、後にBrockmann　3》によって構造訂正がなされた。現在までに紫根

から分離されたshikonin誘導体は9種で、それらの構造は真島2》、平田4）、荒

川5）、京極6）、久道7）らによって決定され、種々の脂肪酸エステルの誘導体であ

ることが明らかにされた。

　一方shikonin誘導体は抗菌性8・9）、血管透過性抑制および肉芽形成促進作用

1ωを示し、創傷、皮膚疾患に対する治癒作用が裏付けられ、さらに最近の研究

によると抗腫瘍活性iDや皮膚潰瘍治癒作用i2》が見出されている。

　これら薬用のほかにもshikonin誘導体は染料としても重要な役割を担ってき

たが、生活環境の破壊や乱獲のため、従来は全国の山野に自生していたムラサキ

は激減し、絶滅の危機に瀕している。またその栽培は幼植物の時はともかく、一一

般の利用に耐え得る三年生以上の植物体とするのは困難であるとされている。さ

らにshikoninの全合成は近年成功したi3》とはいえ、反応段数12段階、総収率

0．7％と実用化にはほど遠い。

　このような実状のなか、植物組織培養法を用いてその二次代謝産物を能率的に

生産させるという方法が盛んとなってきており、このムラサキについては田端ら

i4）がその組織培養法を確立し、さらに生合成調節要因の解明やshikonin高生
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産性培養株の育成が行なわれた。さらに井上ら15）による生合成経路の解明といっ

た基礎研究が進められ、これらの実績をもとに藤田ら1ωはムラサキの大量培輩

を手掛け、二段階式タンク培養法によるsh玉koninの工業的生産に成功した。現

在この方法で生産された純粋なshikon董nは化粧品などに応用されている。

　また、基礎研究の分野でも最近、電子顕微鏡を用いた田端らi7》の研究により、

shikoninの生成には細胞内の粗面小胞体の際だった伸長と、それに伴う小胞体

の膨潤が必須であることが解明された。そしてこの瘤状部は小胞体から切断され

て、細胞外に放出され、多量のshikonin系色素を有する穎粒となることが明ら

かにされ、「生合成の場」に関する興味深い知見が得られたと共に細胞内微細構

造の分化が二次代謝促進にとって重要な因子であるという注目すべき知見が示さ

れた。

　しかしながら、まだshikonin生合成面での基礎的研究、特に化合物の面から

見た生合成の流れの制御については解明されるべき多くの問題が残されている。

本研究は懸濁培養されたムラサキ培養細胞における生理現象を化合物レベルで追

跡し、その生合成の調節機構を解明することを試みるものである。
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第2章 従来の研究概要並びに研究方針

　ムラサキ　Lithospermum　erythrorhizon　S1eb．　et　Zucc．（Boraginaceae，ムラ

サキ科）の根に含有される赤色色素に関する化学的研究は1922年に始まった。す

なわち、真島、黒田2）は紫根から1、4一ナフトキノン系赤色色素をモノアセチルエ

ステルの形で初めて単離し、その基本骨格をshikoninと命名した。1936年には

Brockmann3）がその化学構造を詳細な実験によって訂正し、　shikoninはヨーロッ

パ産アルカンナ根（Alkanna　tinctoria　Tausch．，　Boraginaceae）に含有される

赤色色素alkanninの光学異性体（shikoninはd体、　alkanninは1体）であるこ

とを明らかにした。さらにArakawa，　Nakazaki5）はshikon　inをオゾン分解後、

mala皿ideにすることによつで側鎖のC－1位における絶対配置をR、またalkannin

はSであると報告した。

　またMorimoto4》、京極e》らによってacetyl体以外のshikonin誘導体とし

て、種々の脂肪酸エステルであるisobuty葺，β，β一diロethylacryloy1，β一hy－

droxyisovaleryl誘導体、およびdeoxyshikoninが単離、構造決定された。さ

らに久道ら7）によって、微量色素成分としてshikonin類似化合物である1itho－

spermidin　A，　Bが単離、構造決定された（Fig．1）。

OHO　B
／l　l　　、
、

OH　O

Compound R

DeOxyshikonin
Shikonin
Acetylshikonin
Isobutylshikonin

β，β一Dimethylacrylshikonin

Isovalpry【shikonin　1

α一Methyl－n。butylshlkonin

β一Hydroxyi＄ovaleryishikonin

一H

。OH

－OCOCH3
＿OCOCH（CH3）2

－OCOCH＝C（CH3）2

－OCOCH2CH（CH3）2

－OCOCH（CH3）CH2CH3

。OCOCH2C（OHXCH3）2
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＼
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一COCH（CH3）CH2CH3

凹COCH2C｝一量（CH3）2

Figj．　Shikonin　derivatives　and　reiated　compounds　found　in

　　　　　　　the　root　of　Lithospermum　erythrorhizon

　また，shikonin側鎖C－1位の絶対配置については最近の田端ら18）の研究に

より純粋なR体であるとは限らず、R体が主であるとはいえ、各誘導体について異

なった混合比を有するR体，S体の混合物であることが明らかにされた。この知見

は植物の根のみでなく培養細胞から得られるsMkonin誘導体についても報告さ

れた

　一方shikoninの全合成については最近Teradaら13》が成功しており、この合

成は1，5－dihydr。xynaphthaleneから出発して合計12段階の反応を経、総収率は

0．7％と報告されている。

　生合成の研究はSchmidt，　Zenki9》によってshikonin（↓）に先立ってその光

学異性体の司kanninについて、アメリカ産のムラサキ科植物Plagiobotrys

arizonicus（A．　Gray）Greeneを用いて行なわれた。彼らは植物体に種々の放射

性標識化合物の投与実験を行ない、sMkiMc　acid（乙）から生合成されるL－phe－

W1・1・nine③・逃一ci・na・ic　acid（9，2－hyd・・xybenz・i・acid⑤およ

び肌一mevalonic　acidはdkanninに取り込まれるが、　hydroquinoneは取り込

まれないことを見出し、alkanninはp－hydroxybenzoic　acidと皿evalonic　acid

から生合成されると推定した。

　一方、shikoninの生合成経路についての研究はInouyeら15）によってムラサ

キのカルスニ4）を用いて行なわれ、トレーサー実験の結果、alkanninと同様の経

路によって生合成されること、および投与した2－hydroxybenzoic　acid（5）が、
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shikonin（P以外に」rgerany1「2－hydroxybenzoic　acid（燈）とgeranylhydro－

quinone（7）に取り込まれることを報告し、　shikoninの中間体としてこれらの

化合物の存在を示唆した（Fig．2）。

　　2　　　　　　　3　　　　　　　　　　4　　　　　　　5

　　　　　　　　　　　　一2一一一ヨ

OH　O　gH　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　COOH

ζ1’～◇）　r一（期＞Y
OH　O　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　OH

　　1　　　　　　　　　　　　7　　　　　　　　　　　6

Fig．2．　Biosynthetic　pathway　of　shikonin

　　　　　　　　　　　　　｛by　H．且nouye　e竈aし，1979，

　また、その生合成の場についての研究が最近田端ら二？》によってなされ、培養

細胞および植物体の根において電子顕微鏡を用いた解析が行なわれた。その結果、

shikonin　q）の生合成が行なわれるためには，細胞内で粗面小胞体が発達、膨

潤することが必要であり、さらにそれが断片化して生じる多数の高電子密度の小

胞（vesicles）が原形質膜と融合して内容物を細胞外に放出し、細胞壁上に赤色

の粒状体（直径1μm以上，globules）として蓄積することが報告され、色素形

成と細胞内微細構造との興味深い関係が示された。

　ムラサキの培養細胞は田端らi4》によってその培養系が確立され、shikonin生

合成の人為的誘導や、色素高生産性培養株の育成が可能となって以来、種々の生

合成調節因子が解明されてきた。次いで藤田らi6）は恥iteの培地を改良した

shikonin生産培地M9を開発し、ムラサキ液内培養細胞によるshikoninの工

業的大量生産を可能にした。

　しかしながらムラサキのshikonin生合成の調節機構に関しては化学的、生物

学的に解明すべき問題が多く残されている。すなわちムラサキ培養細胞は前述の
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寒天培地上でのカルス培養の場合と異なり、同じしins口aier－Skoo9（LS）培地20）

を用いても、液内培養すると全くshikonin誘導体を作らない事が知られている。，

一方、その白色細胞を醒9培地16）に移植すると速やかにshikonin生成が誘導

され、約2週間でその生産量が最大となる。この間の変化は劇的であり、この

shikonin生産誘導においてはほとんどすべての細胞が一時に色素生成を始める

ことから、二次代謝研究に優れた実験系であると考えられる。そこで、著者はこ

の系を用いることによって、まずshikonin生産を抑制した時に、細胞内に多量

に蓄積する中間体に着目してその構造を明らかにすると共に、shikonin生成と

の関連について検討することにした。また併せて微量中間体、shikonin生合成

に関連の化合物、異常代謝産物などの検討も行ない、その挙動の解析を行なった。

　さらにshikonin生産性細胞と非生産性細胞とを比較した時、上記の化合物以

外のフェニルプロパノイドなどの低分子フェノール全般にわたって変化を観察す

ると共に、両細胞の細胞壁に興味深い差異を見出し、これらの細胞内での役割を

明らかにすることを試みた。

　次いでカルスにおいては光、特に青色光がshikonin生成を強く抑制し二4）、

F剛の光分解がそれに関与することが知られており、それを液内培養系で確認し、

さらにFMN光分解物およびその類縁体のshikonin生成に対する影響を見るこ

とによって光の効果を分子レベルで解明することに成功した。

　最後に、ムラサキ培養細胞がLS培地中で色素を生産出来ない最大の原因であ

るNH4＋の抑制効果を解明することに着手し、窒素代謝、特にアミノ酸の挙動の

検討、種々の投与実験などからNH4＋の作用は間接的なものであり、　g沁tamine

がその活性本体であることを明らかにした。
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第8章 ムラサキ培養細胞における
shik。nin生合成中間代謝産物

　ムラサキの培養細胞は通常、細胞増殖用培地であるLinsmaier－Skoog（以下

LSと略す）の液体培地2ωで懸濁培養として継代されており、この状態において、

ムラサキの細胞は良い増殖を示すがshikonin系色素はまったく生成しないため、

白色となっている。一方、色素を生産させる時は、LS培地にて増殖させた白色

細胞を色素生産培地（M9）に移植して2週間培養する。すると細胞は多量のshi－

kon童n誘導体を生成する為に、赤色の細胞となる。このshikonin生産の誘導は

ごく短期間に行なわれ、ほとんどすべての細胞に一斉に色素を生産させることが

可能である。本章ではこのしS培地で培養されているムラサキの細胞中では、全

くshikonin生合成は行なわれていないのか否か、どの反応過程で生合成が抑制

されているのか、また中間体が何らかの形で蓄積していないかを検討するため、

化学的な解析をこれら白色、赤色両細胞について行なった。この研究はこの先、

酵素学的な検討、遺伝学的な研究を展開してゆくためにも解明されておかなけれ

ばならない重要な問題である。

第1節㌔p－Hydroxybenzo董。　acidおよびその配糖体

　LS培地で培養された白色の細胞についてshikonin生合成がある程度まで進

んでいると仮定して、その中間代謝産物ないし、前駆体が存在していないかを

TLCを用いて検索した。したがってここではある程度、量的に多く蓄積している

ものに注目して、UV吸収のあるスポットをTLC上で追跡した。その結果を以下

に述べる。

第1項単離、同定および細胞内含量
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　ムラサキ培養細胞（m8株）をβ一indoleacetic　acid（IAA）10一鴨とkinetin

10’5Mを加えたLS液体培地で暗黒下、25℃、3週間振盈培養し、試料とした。

この状態で細胞はsh亘konin系色素を全く生成していないため、白色～淡黄色を

呈している。この新鮮な細胞をメタノールで抽出し、濃縮後、Fig．3に示すよ

うにベンゼン、酢酸エチル、rブタノールで順次抽出して各エキスを得た。これ

ら各エキスのうち、酢酸エチルエキスと、旦一ブタノールエキスにTLCにおいて

強いUV吸収のあるスポットが認められたので、これをさらに分画精製した。

勾68　g　Fresh　CelIs　（Whlte）　Cultured　in　LS　凹edium

Extd，　with　凹eOH　（3　1）

Concd，　⊥［≧y旦⊆L題ユ

C6ト16　（ユ50　ml　X　3）

C6H61G呈er Aq，　1（】yer

　EtOAc　（ユ50　ml　X　5）

EtOAc　IGyer

　　SephGdex　LH－20

　　　（80　％　EtOH）

Fr，　A　 Fr、　B　 Fr．　C

　　　　　Prep，　TLC

　　　　　（CHI13：MlOH）

　Gompound　5
　　　（1ユmg）

Aq，　IQyer

n－BuOH （150 n11 X 3）

n－BuOH　IQyer

Sephodex

@　　（80 ％

LH－20

dtOH）

Fr．　D　　Fr。　E　　Fr．　F

　　　　　Amberlite　XAD－2

Compound　8

　（180mg）

Aq，　1Qyer

Fig．　3．　Separa七ion　Of　七he　MeOH　ex七rac七　〇f　shikOnin－free　ce：Lls。

　すなわち酢酸エチルエキスをSephadex　LH－20カラムにかけ・80％エタノール

で溶出することによって化合物急を得た。本化合物は無色針状晶でm臥212－213

℃、展開溶媒（1）および（II）（→実験の部参照）を用いてTLC（Sio2）で展開

一　8　一



した時、各々Rf値0．77、および0．24を与え、　UVスペクトルにおいては208お

よび253nmに極大吸収があり、フェノール性化合物であることを示している。

また1H－NMRにおいてはδ6．92（d，　Jニ9　Hz）および7．92（d，」＝9　Hz）にABタ

イプのダブレットが観察され、1，4一置換ベンゼンであることが推察された。さら

にIRスペクトルにおいてカルボキシル基の存在が示唆されたことも考慮に入れ、

本化合物は2．一hydroxybenzoic　acid（5～）であると推定し、標品と直接比較する

ことによりそれを証明した。

　一方n一ブタノールエキスも同様にSephadex　LH－20カラムを用いて、80％エ

タノールで溶出することにより化合物昆を単離した。本化合物は無色針状晶で、

mp．210－211℃、　TLc［s　io2，展開溶媒（1）］においてRf値。．22を与え見より

極性が大きく、UVスペクトルにおいては205および246　n延に吸収極大を示し

た。さらにIRスペクトルにおいて、その類似性から進は見の関連化合物であ

ることが予想された。i臣NMRのパターンは巨と同様、アロマティック領域に

ABダブレット［δ：7．98（2H，　d，　J＝9　Hz），7．13（2H，　d，」＝9　Hz）］が観察され、

さらにδ5．01に1H分のダブレット（J＝7　Hz），δ3，35－3．97に6H分のプロト

ンシグナルが認められ、本化合物は配糖体であることが示唆された。アノメリッ

クプロトンに帰属できるシグナルがδ5．Ol（」＝7　Hz）に認められること、また

β一glucosidaseで本化合物が容易に加水分解されることから、本化合物はrO一

β¶一glucopyranosylbenzoic　acid（8～）であると推定し2P、別途合成した標品

と直接比較することによってそれを証明した。

　COOH

　OH

㎜
｛
〉
咄

5 8
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ムラサキ培養細胞および根における昆および8の含量

　ムラサキ培養細胞がLS培地で培養した時、および色素生産培地のM9培地で増

養した時、急および昆の含量がどう変化するかをHPLCを用いて定量した結果

をTable　1に示した。なおここで用いたM18株は高い色素生産能を有するが、

この他にも田端らi4）は本来、色素生産能を欠くM130株も得ている。また先のM

18株においても培地に添加するオーキシンを夏AAから2，4－Dに換えて培養を行

なうと、色素生成がほとんど完全に阻害される。LY株はこのように、人為的に

2，4－Dのみを生長調節物質として加え、その中で継代培養して色素生成を阻止し

た細胞株として確立したものである。なお、M130およびLY株はH9培地中におい

てもshikonin系色素を生成出来な、、が、その理由として前駆体である晃を生合

成出来ないという可能性が考えられるので、これらの株についてもHPLCによる

同様の検討を加えた。

Table　1．　Con七en七s　of　5　and　8　in七he　cul七ured　cells　and　roo七s　of
　　　　　　　　　　9ぜ　　　　　　　　θ》

Cul七ure　　　Cu＝L七ure　　　　Cell　yield　　　　　　　Shikonin　　　　　　　　2　　　　　　　　　　　昆

，七rai。　・。dium　（gf・．w七／30ml）（田9／gf・．w七）（・g／g　f・湿七）（・g／g　f・湿七）

M130

LY

M18

M18

S
S
S
Q
！

L
L
L
M

6。3

6．5

5．2

2。7

　0

　0

　0

3．2

0．018

0．021

0．011

七race

1．00

1．25

1．30

0．012

Ko－shikQn
1．4管 0．23鼎 0．014鼎

斉　Z　of　dry　w七
曇褥 @mg　／　dry　w七

ところが、shikoninを生成していないM18（LS培地）、　M130およびLYの細
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胞中には、1．0－1．3mg／g　fresh　wt（18－23　mg／g　dry　wt）といった：多量の逗が、

少量の昆（0．01－0．02mg／g　fresh　wt、0．18－0．35　mg／g　dry　wt）と共に認められ

た。これに対し、M9培地中でshikoninを生成しているM18株の細胞では外昆

共にわずかしか含まれておらず、M9培地に移植される前の約1／100の量にまで減

少していた。

　ムラサキの乾燥根についても同様の定量実験を行なったところshikonin誘導

体1．4％（dry　wtあたり）に比して、至および昆の含量は各々0．23および

0．014mg／g　dry　wtに過ぎず、　shikonin生産細胞における含量とほぼ同程度の低

い値を示した。ここで昆が昆より少なく、新鮮培養細胞と比が逆転しているの

は根の乾燥、保存過程において配糖体結合が切断されたためと推量される。

　8の蓄積はムラサキ培養細胞に特異的な現象であるのか、あるいは8は植物
　〃　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ

培養細胞一般に常成分として存在するかを確認するために、6種の植物の懸濁培

養細胞について定量実験を行なった。その結果はTable　2に示すように、ごく

少量の昆（4．7－8．0μg／gfresh　wt）と、痕跡量の昆がアカメガシワ（二一

10tus　japonicus）、ダツラ（Datura　innoxia）、シャクヤク（Paeonia　albiflo－

ra　var．　trichocarpa）で認められたにすぎず、クチナシ（Gardenia　jasminoi－

des）、シソ（Per　i　l　la　frutescens　var．　cr　ispa）、ニチニチソウ（Catharanthus

roseus）およびサイコ（Bupleuru皿falcatum）の懸濁培養細胞においてはこれら

の化合物は全く検出できなからた。この知見は、昆の多量の蓄積はムラサキの

shikonin非生産性細胞に特異的であり、1の生合成との関連を示唆している。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
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聖ab＝Le　2．　The　con七en七s　of乏and§in七he　ceユユsuspension　cuユ七ures　of
o七her　pユan七　species

5　（エユ9／g　fr．　w七） §（算9／gfr・w七）

Maユユ〇七US　’a　oniCUS

Da七ura　innoxia

Paeonia　albif：Lora　var。

Gardenia　j鯉皇旦
Periユla　fru七escens

　　　　　var・墨
Ca七haran七hus　roseus

迦　falcatum

1．66

七race

N．D。

翼．D．

翼．D。

H．D．

N．D．

8．00

4．72

6．90

N．D．

H．D．

N．D．

N．D。

畳　no七　de七ec七ed

第2項Sh童konin生成との関連

　昆が前述のようにshikonin生合成と密接な関係を有して、、ることが示唆され

たので、その生合成との関連を経時的に追跡することを試みた。Fig．4はM18

株を用いてLS培地中で生長している細胞中の毫および§の生成量を経時的に

定量した図である。細胞新鮮重量あたりの遣は培養期間を通じてほぼ一定の高

レベルに保たれており、βのフラスコあたりの総生産量は細胞の生長とほぼ平行

して増加した。一方、ゑの含量は最に比べてやや遅れて増加し出す傾向が認め

られた。

　LS培地で培養した細胞をM9培地に移植してshikonin生産を始めさせると、

Fig．5に示すように遣の含量は培養開始後4日目には急速に低い値まで減少し

『た。それに対して細胞はこの時期からshikonin生産を開始した。培養開始後

16日目にはshikonin生産は最大になるのに対し、昆はごく少量しか検出できな

いほどにまで減少した。豆も時間とともにその含量が減少したが、減少の速度は

息に比べてやや遅いことが認められた（Fig．5）。
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ならびはPlag1obotrys　arizonicns．の植物体を用いたZenkら19）の研究、5
M

にムラサキカルスを用いた井上らi5》の実験によってtrans－cinna腿ic　acid（9

を経て⊥一phenylalanine（昆）から合成され、』t－geranyl一丑一切droxybenzoic包cid
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⑯）およびgeranylhydroquinone（エ）を経て、さらにalkanninないしそのエ

ナンチオマーであるshikoninへと取り込まれると報告されている。さらに井上

らi5）はオーキシンである2，4－Dによって、皇の脱炭酸が阻害されるのではない

かと推定している。

　本研究では、shikoninを生合成していない、　LS液体培地中のムラサキ培養細

胞でも多量のゑを生産し続けており、そのほとんどは配糖化されて昆となり、

蓄積されているということを明らかにした。さらにこの細胞がM9培地へ移植さ

れてshikonin生成の誘導が行なわれると、遣は速やかに加水分解されて、　shi－

konin前駆体の互となり、shikoninの生合成に利用されていくことを示唆して

いる（Fig．6）。

　　甲H2　　　　　　　　　　　　　　

3
～

洲
5
配

㎜
6
臨
8
飼

OH　O　OH　　　　　　　　OH　　　　　　　　　cOOH

　　　　　　　　　　　　　　2　　　　　　　　　　§
　　　！

Fig．　6．　Biosyn’しhetic　pa七hway　of　shikonin・

第2節　Shikonin生合成の微量中間体および関連化合物

　LS培地で培養され、　shikonin誘導体を生成していない細胞においても、　p－hy－

droxybenzoic　acid（5～）までの生合成は特に抑制されることなく、ほぼ正常に行

なわれていることが前節の結果から明らかになった。しかし、量的に多く蓄積し

ている化合物の直後の生合成反応が、必ずしも最終代謝産物を合成できない原因

になっているとは限らない。すなわち、5のプレニル化反応がshikonin生合成
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の流れの上で大きなポイントになっていることに間違いはないが、LS培地で培養

され、shikoninを全く生成していない細胞においては、このプレニル化が全く

進まないために色素を生成できないのか、あるいは生合成はある程度先まで進ん

でいるが、その流れが完全に抑制されている段階が別に存在するのかは明らかで

ない。また、ムラサキの細胞がLS培地中で色素生成能を欠くもう一つの可能性

として、細胞が生合成したshikoninの前駆体がshikonin以外の別の代謝産物

に変換されていることも考えられる。このことを明らかにするべく、LS培地で培

養したM18株を用いて、　shikonin生合成の中間体ならびに関連化合物の検索を

行なった。

第1項』rGeranyl－2－hydroxybenzoic　acid（6”）およびgeranylhydroqulnone（Z）

　　　　の単離、同定

　井上ら二5）は、ムラサキカルスを用いた生合成のトレーサー実験を行ない、培

地に投与したp－hydroxybenzoic　acid（5）がshikoninの前駆体として危およ

び7に変換されることを明らかにした。しかし投与した基質の取り込み率が低

いため、5およびヱは単離されなかった。そこで著者は恩やヱがshikonin

生合成の中間体であれば細胞内に存在するはずであると考えて、まずこれら両化

合物の単離を試みた。

　M9培地中、25℃、暗黒下で14日間培養し、多量の赤色色素を生成したムラサ

キ培養細胞株M18（400gdry　wt）をメタノールで抽出し、　Fig．7に示すように

濃縮後、水とエーテルで分配してエーテル可溶部を得た。溶媒を留去した後、そ

のエーテルエキスをシリカゲルカラムクロマト（ベンゼン：アセトン＝5：1）、

Sephadex　LH－20カラムクロマト（エタノール）、ローパーカラムC－8（70％ア

セトン）にかけて分画精製し、得られた画分Hをさらにプレパラティブ耽C

（Sio2、クロロホルム：メタノール＝20：1）にかけて精製し、化合物旦およ

びヱを単離した。また£は画歴Kから・ZはローパーカラムC－8のフラクショ

ンしからも同様のプレパラティブTLCにより単離された。
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400　g　Dried　red　cel18

闘Omogenlzed ln 14eO11 （1．5 1 X 3｝

Collcd，

l120500　m1

Et20｛500”11 X 5》

1

Et20しoyer

S量02ColUmn
@　　　　（benzene 2・Gcetone

Fr．　A　Fr，　B　Fr．　C　Fr．D　Fr，　E

　　l

Shlkonln

Fr．　F　　Fr，　G　　Fr．

Cryst．

Compound　14

LobGr　　　tobur

ColU臆11　Co童Um11

　　　　　　　　Aq，　Loyer

，，、｝＿」右脚・一・・，

　　　EtOAc　t〔】yer　　　　　　　　　　Aq，　しoyer

　　　　　　　　　　　　ト・μ・・（25一

n－BUOII　し（コ児r　　　　　　　　　　　　　　　Aq，　しoyer

　　　、

”．　Fr．　蓋　　　　　Fr・　J

　　　　　　　Seph〔1dex
Prep，　τLC　　　　　　　　　LI1－20

　　　　So1量cy1童。〔1cld

Gompound　6　　　　　　　　Compound　13

　　　　Gomp。und　7

Fr．　k

　SephGdex
　し1ト20

Go緬pound　6

Fr．し

Prep，　τLC

Fr．凹

Compound　7

Co皿pound　13

Fig．　7．　Separation　of　the　MeOH　ex七rac七　〇f　shikonin－

　　　　　　　　　producing　cells。

　化合物6は組成C岬H2203、無色油状物質（7hg）として単離された。その
　　　　～
UVスペクトルは207，257　nm（logε：4．12，3．92）に吸収極大を示し、マス

スペクトルにおいてはm／z274に親イオンピークを認めた。またそのIRスペク

トルにおいて1685cゴiに大きなバンドが認められ、分子内にカルボキシル基

を有していることが推察された。二H－NMRにおいては1，3，4一三置換ベンゼン環に

帰属できるABXタイプにカップリングしたシグナルがδ7．89（IH，　d，　Jニ2　Hz），

7．88（IH，　dd，　J＝2，9Hz），6．85（IH，　d，」＝9　Hz）と芳香族領域に観察され、

1δ5．32（1H，　t，　J＝7　Hz）およびδ5．07（1H，　br．t，　J＝7　Hz）に2個のビニルプ

ロトン、δ3．41（2H，　d，　J＝7　Hz）に低磁場シフトしたベンジル位に帰属されるメ
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チレンプロトン、δ2．00－2．20（4H，　m）に4個分のメチレンプロトン、および

δ1．78，　1．68，1．60に二重結合に直接結合した3個のメチル基に帰属される

各3H分のsingletが観察された。これらのデータは井上らi5》によって報告さ

れている旦rgerany1「2－hydroxybenzoic　acid（6飼）のそれらとよく一致している。

最終的に、本化合物が6であることは、別途合成した面面と直接比較すること
　　　　　　　　　　～
によって証明した。

　COOH
　　4　　10　　　11
5ク・　3　　9　　12

、」・1813）5
．・い　　：；

6

　本化合物の同定のために6をFig．8に示す方法により合成することとした。
　　　　　　　　　　　　～
即ち、p－hydroxybenzoic　acid（5）を塩酸一メタノール中、薗ethyl　p－hydroxy一
　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

benzoate　Q）とし、2を無水トルエン中、金属ナトリウムと共に還流してその

ナトリウム塩とし、これと別途準備したgeranyl　bro■ideとをトルエン中で縮

合させた22）。得られたmethyl　rgeranyl－p－hydroxybenzoate（10）をアルカリ
　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！〉

加水分解して6を得たi5）。
　　　　　　〃

く
〕

警

COOCH3

　　Na／to耳ueno

COOCH3

／l　l
＼

OH

　　10

、
　　　　COOH

三やノll
　　　、、

6

、

　　　　　　Et20
9θran・。・一紐虫L→・・…y・b・…d・

　　　　　　PBr3
　　　　　　　＿10・C　　　　　　－5

Fig．8．　Sy・七h・・i・。f旦一9・ranyl一三一hyd・。・yb・n・・i・a・id・
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　化合物7は組成q6H2202、無色油状物質（73瓢g）として単離された。その
　　　　り
UVスペクトルは208，293　n皿（logε：4．05，3．53）に吸収極大を示し、マ3

スペクトルにおいてはm／z246に親イオンピークが観察された。またIRスペク

トルにおいては3350，2920，1500，1450，1180cゼiに吸収が認められた。そ

の⊥H－NMRは、芳香族領域のδ6．68（1H，　d，　J＝8Hz），6．60（1H，　d，」＝3　Hz），

6．57（1H，　dd，　J＝3，8Hz）にABXパターンでカップリングしているシグナル、δ

5．29（lH，　t，　J＝7　Hz）および5．07（1H，　br．t，　J＝7　Hz）に2個のビニルプロト

ン、δ3．30（2H，　d，」＝7　Hz）にはベンジル位のメチレンに帰属されるプロトン、

δ2．00－2．20（4H，　m）はメチレンプロトン4個分、さらにδ1．75，1．68，1．60

には二重結合に直接結合したメチル基に帰属される3H分のsinglet　3本が認め

られた。これらのデータはgeranylhydroquinone（7～）のそれ15）と同一であるこ

とから、本化合物はヱと推定し、標品と直接比較することによって同定した。

　OH
5ク4
　　　1

6こ＼
P
、

　OH

　ゆ　　　　

3　　9

21
　　8
　7

7

12

13こ＼　15・

14

15’

第2項　Deoxyshikonofuran等の単離、構造決定

　本節第1項で述べた、「色素生産性細胞のメタノールエキスから得たエーテル可

溶部についてさらに精査を進めた。Fig．7の中に示すフラクションHをさらに

シリカゲルを用いたプレパラティブTLCによって、化合物馨を単離した。ま

た本化合物は7と分離しにくく、フラクションしからも同様のプレパラティブ
　　　　　　～
TLCを用いて分画し単離することができた。

　一方、エーテル可溶部をシリカゲルカラムクロマトにかけて得たフラクション
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Cを、さらにローパーカラムC－8にて分画精製し、フラクションGを得た。

化合物14はこの画分をジクロロメタンから結晶化させることによって単離した。
　　　～

　化合物13は組成C2iH2405、無色油状物質（93腿g）として単離された。本化
　　　　～
合物は光学活性［α］D－60．8。（c＝0．5，CHC13）を示し、そのUVスペクトルは

214，　264（sh），　269，　281，　323　nm　（藍og　ε：　4．27、　3．99、　4．08、　3．99、　3．96）乙こ

吸収極大を示し、その分子式はマススペクトルによってm／z356に親イオンピ

ークを示すことによって支持された。また本化合物はTLC（SiO2）にて展開後、

一夜放置しておくと、スポットが榿黄色に呈色する特徴を示した。このことは、

本化合物が分子内にハイドロキノン部分を有しており、それが空気中で酸化され

ることによって、echinofuran23）のような榿黄色のベンゾキノン誘導体に変化し

たのではないかと推察された。

　エキノフランは、井上ら23）によってムラサキ科のEchi腿1ycopsisの培養細

胞から初めて単離されたペンゾキノン誘導体であり、分子内にフラン環を有して

いる榿黄色油状物質である。この類縁化合物であるechinofuran　B（11）および

C（12）は田端ら24》により、LS培地に活性炭を加えたムラサキ液内懸濁培養細
　　～
胞から単離されており、ムラサキ培養細胞をM9培地で培養した時にも少量は生

合成される副代謝産物とみなすことができる。

0

1I
0』

ノ0＼

11

＼
0

0

i1
0

！0＼

＼

12

　化合物13はそのiH－NMRにおいて，1，2，4一三置換ベンゼンに帰属できるδ
　　　　～
6．99（IH，　d，　J＝3　Hz），6．79（IH，　d，　J＝9　Hz），6．68（1H，　dd，」＝3，9Hz）の

3個のプロトンが芳香族領域に観察され、この他に、フラン環に特徴的な芳香三
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プロトン2個がδ7．44および6．70に各1H分のsingletとして認められた。

またこれらより高磁場領域には、δ5．79（1H，　t，　J＝7　Hz）に水酸基の付け根ρ

プロトン、δ5．09（1H，　bL　t，　Jニ7　Hz）にビニルプロトン、δ2．60にはメチ

レンに帰属される2H分のtrlplet（」＝7　Hz）、またδL68，1．61には二重結

合上の2個のメチル基に由来する3H分のsingletのシグナルが2本観測され

た。さらに、β，β一di皿ethy嚢acry雇oyloxyグループに帰属されるδ5．71，（1H，

br．　s），2．17（3H，　s），1．90（3H，　s）のプロトンシグナルが認められた。これ

らのデータは先に紫根から吉崎ら25）によって分離されているshikonofuran　E

（13）のデータとよく一致している。吉崎らは本化合物（β，β一di皿ethylacry1
バ
誘導体）を、shikonofuran　D（isobutyl誘導体）との混合物として分離している。

　　　　　　0

0H　8　9　鯛

6ク！
　　　1

5ミ＼
S

　0H

12i
　　70　10

　3

13

　　　　4”
0

　　　　3”
　　∠
，　　2”　　4

　13　　　　1512　＼ミ14

15，

　そこで著者は改めて本化合物がshikonofuran　E（13～）の構造で表わされるこ

とを証明するべく、本化合物の酸化を行なった。化合物13はその分子内にハイ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
ドロキノン部分を持っているため、この部分だけを酸化すれば対応するベンゾキ

ノン誘導体echinofuran　C（12）に導くことができる。そこで化合物13を無水
　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

エーテル中、酸化銀Ag20で一・夜酸化するすることによって、ほぼ定量的に榿黄

色油状物質（12）を得ることができた。こうして得た12のIR，　UV，二H－NMR，
　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

MSの各種スペクトルデータは文献値24）とよく一致し、さらに丁丁のechinofu－

ran　C（12）と直接比較することによって同定した。これは13が下品として単
　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

離された最初の例である。
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　　　　人人　　　　　ヌ》火
　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

ノ”口　、」巴・目　黛
　　0　　　　　　且nEt20　　110＼1

　　　　　　　　　　　　　む0臓

　　　13　　　　　　　　　　　　　　　　12

　Fig・　9・　Oxida七ion　of　13　by　Ag20・

　化合物14は新化合物で、組成C16H1803、即139－141。の無色針状晶（33　mg）
　　　　～
として単離された。そのUVスペクトルにおいては207，266（sh），272，284，

324nm（logε：4．18，4．02，4．10，4．39，3．94）に吸収極大を有し、このパタ

ーンは前述の13に非常に良く類似しており、関連の化合物であることが推察さ
　　　　　　～
れた。また化合物14は13と同様に、nC上で一夜放置すると、無色から榿黄
　　　　　　　　～　　　　　　～

色に変色することから、同様のfurylhydroquinone誘導体であることが示唆さ

れた。本化合物のMSスペクトルでは皿／z　258に親イオンピークが認められ、　IH－

NMRスペクトルにおいては13と同様、芳香族領域にベンゼン環由来のδ6．97
　　　　　　　　　　　　裡
（1H，　d，」ニ3　Hz），6．83（1H，　d，　J＝9　Hz），6．67（IH，　dd，　Jニ3，9Hz）といった

ABXパターンの3個のシグナル、フラン環に由来するδ7．27，6．56の2個の

singletが観察された。加えて、ビニルプロトンとしてδ5．16（1H，　t　J＝7　Hz）、

メチレンプロトンとしてδ2．48（2H，　t，　Jニ7Hz），2．27（2H，　dt，　J＝7　Hz）、な

らびに二重結合上のプロトンとしてδ1．70（3H，　s），1．61（3H，　s）が認められ

た。

　　　　　　　11
　0H　8　9
・ク1 P・1・1鳩

5ミ＼　　　3
　　4
　0H

14

　13　　　　15
　黛　　　1412

15’

これらのデータから本化合物はshikonofuran類の基本骨格の側鎖に酸素官能
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基が結合していない晃の構造を持つものであることが示唆される。そこで、蜷

の場合と同様に、無水エーテル中、酸化銀Ag20で酸化することによって、難

に対応するベンゾキノン誘導体であるech　inofuran　B（11～）24）を収率良く得て、

この新化合物の構造を14と決定した（Fig．10）。
　　　　　　　　　　～

0闘

クlo
＼

OH

　　14

＼　d・yA920　0　、1
　　一一一一一一ラ　　　　　　　0

　　　1nEt20

　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　11

黛

Fig．10．　Q・id・七i。・。f　14　by　Ag20・

第8項 Dihydroshikonofuran（15）の単離、構造決定
　　　　　　　　　　～

　上述のように、多量のshikonin系赤色色素を含有するムラサキ培養細胞から

1種の新化合物を含む4種のshikonin生合成中間体、および関連化合物を単

離、構造決定することに成功した。そこで次の段階として、LS培地において培

養されたshikonin系赤色色素を全く生合成していないムラサキ培養細胞につい

て特異的成分の検索を行なった。

　LS培地中、25℃、暗黒下で20日間培養したshikonin系赤色色素を全く生成

していないムラサキ培養細胞株M18（400　gdrywt）を、メタノールで抽出し、

Fig．11に示すように1水とエーテルで分配してエーテル可溶部を得た。この実

験においては、赤色細胞と白色細胞の中に含有されている成分の比較を目的とし

たため、前述のshikonin生産性細胞と同量の試料を用いて同様の抽出、分離操

作を加えた。

　細胞のメタノールエキスのエーテル移行部について溶媒を留回した後、シリカ

ゲルカラムクラマト（ベンゼン：アセトン＝5：1）、ローパーカラムC－8（70％

アセトン）、プレパラティブTLC（Sio2，クロロホルム：メタノール＝20：1）
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にかけて分画精製を行なうこととした。しかし、最初のシリカゲルカラムクロマ

トにおいて£、ヱなどが含まれるはずのフラクションC，Dの量が少なく、TLC，

HPLCにおいて、微量の£がフラクションCに認められたにすぎないため、ロ

ーパーカラム。－8による分画を省略し、直接プレパラティブTLC（SiO2，クロ

ロホルム：メタノール＝20：1）にかけることとした。その結果、m－geranyl－p－

hydroxybenzoi6　acid（6）を4mg単離することができ、　IR，　UV，1H－NMR予冷
　　　　　　　　　　～
種スペクトルデータ、および標品との直接の比較によって同定した。

400　g　Dried　whi七e　cel18

Homogelllzed　1州eO“（151×3）

COncd．

H20　500　ml

Et20　（500　m互　X　5，

Et20　LGyer

S藍02CO監α11n

@　　　　（bellzene＝ocetOne 55ピユ，

Fr．　A　　　Fr．　B　　Fr，　C　　　Fr，　D　　　Fr。　E

Sephadex
LH－20

　　　Prep・　TLC

Gompound　15

6
｝

Prep巳　Tl＿C

　　　　Aq．　しαyer

　　　　　　　EtOAc　｛500　ml　Xユ0｝

EtOAc　Loyer　　　　　　　　　　Aq，　L（】yer

　　　　　　　　　　n－BUα1　｛250　ml　X　2，

n－BUOH　L〔1yer Aq，　LGyer

Fig．　11。　Separa七iOn　of　七he　MeOH　ex七ract　of　shikonin－free　cells．

　次に、他の化合物の存在をTLC，　HPICを用いて検索したが、白色細胞から得．

たエーテル層は、多量のβ一sitosterolなどのphytostero1類およびトリグリ

セライド様の脂溶性成分を主な成分として含んでおり、ここで問題にしているベ

ンゼン環を有するようなshikohin生合成に関与すると考えられるUV吸収のあ

る化合物の数は赤色細胞に比べて少なく、7、13、14は全く検出されなかった。し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　～　　　～
かし、TLC，　HPLCを用いて詳細に検索した結果、最初の分画操作であるシリカゲ
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ルカラムクロマトにおいて、身が溶出してくる前の画分であるフラクシ琢ンB

に、7に似た極性のスポットが比較的多量に存在することを認め、sMkonin生

合成における関連化合物であろうと想定し、単離を試みた。フラクションBを

さらにSephadex　LH－20カラム、プレパラティブTLC（SlO2，ベンゼン：酢酸エ

チル＝8：2）によって精製し、化合物通を得た。

　化合物嬉は無色油状物質（202mg）として単離された。本化合物は新化合物

であり、光学活性［α］D－90。2。（cニ0．4，CHCI3）を示し、そのUVスペクトルは

204，293nm（10gε：4．15，3．44）に吸収極大を示し、ヱに酷似している。また

本化合物のTLC（Sio2）によるRf値は、展開溶媒（1）および（II）（→実験の部）

において各々0．36および0．37であり、£とヱの中間の極性を示した。さらに

展開後のTLCを空気中に一夜放置しておくと、スポットが淡榿黄色を呈するこ

とから、分子内のハイドロキノングループが空気酸化によってベンゾキノγ誘導

体に変化したのではないかと推察された。本化合物は二H－NMRにおいて1，2，4一

三置換ベンゼンに由来するδ6．67（IH，　d，　J＝8　Hz），6．60（IH，　dd，　J＝3，8Hz

），6．53（IH，　d，」＝3　Hz）の3プロトンが観察され、さらにδ5．99（m，　br．t，

J＝4Hz）に0－functional　groupを持ったベンジルメチンプロトン、δ5．60（1

H，d，」＝1　Hz），5．09（IH，皿）に2個のビニルプロトン、δ4．66（2H，　m）に0－

functional　groupを持ったメチレンプロトン、δ2．00－2．30（4H，皿）にメチレ

ン基2個分のプロトン、およびδL68，1．60には二重結合上のメチル基に帰属

される3H分のsingletが2本観察された。このスペクトルパターンはgeranyl－

hydroquinone（エ）のそれに類似するが、ヱではベンジル位に0－functionは存

在せずにメチレンとなっていること、またヱのメチル基が3個あるのに対して、

15ではベンジル位にプロトンは1個しか存在せず、代わりに0－funct　ionが結合
　
していると思われること、および0－functionを有するメチレンが1個現われて

いる点が異なる。この知見から化合物姫はヱの側鎖部分が水酸化されたzの

ジヒドロキシ誘導体（15a酎）であるか、もしくはヱの側鎖部分にエーテル結合を

形成して閉環した化合物（15b～）であろうと予測された。さらにその酸素置換基

の位置は、iH一跨Rから判断してヱの3個のメチル基のうちの一つとベンジル位

であることが明らかである。iH－NMRにおける帰属は、1H－1H　hom－decoupling
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実験、およびiH－i3Cのlow　powerのselective　decouphngを、ゲート付

きデカップリングのモードで行なうことによって確認し、Table　3のように帰属

した。

　OH
　　4
5ノ

　　CH20H
3　　　　9　11

1
6＼　2　7　8
　　コ

　　OH　OH

　　　　　　15a
　　　　　　～

12

お

、　　14

15’

竃5
　OH
　　る
5多7　3

6ミ＼　2
　1　　　　　7

　0H

　10
　　　9101
　　　8

11

15b
．～

12

13

、　　14

15’

15

T・b・・3・1E－NMR・pec七・a・f　7・・d　15（i・CDC・3）

7 15a，b

1且
PP皿 No．　」　（Hz） 1H

ppm No．　　」　（｝lz）

3
5

6
7
8

11

12
13
10
15
15冒

6．60

6．68

3．30
5．29
2．00
～
2．20

1．75
1．68
1．60

6．57　（dd）

）
）
）
）
）
　

）

d
d
d
d
七
　
皿

（
ユ
（
（
（

1H　　3
1H　3，8
1H　　8
2且　　7

1H　　7

4H

5．07（b．七）1且7
（s）　3H
（s）　3H
（s）　3H

3
5

6
7
8

10
11

12
13
15
15「

6．53　　（d）　　1豆

6．60　（dd）　1H
6．67　　（d）　1且
5．99　（b。七）　1ヨ

5．60　（b．d）　1王1

4．66　　（m）　　2H

2．OO
　～　（m）　4R
2．20
5．09　　（皿）　1且

1．68　　（s）　　3且

1．60　　てs）　　3H

8つ
ノ
，
8
1
4
1

3

　i3C－NMRにおいても化合物15は7のカーボンシグナルとよい対応を示し、
　　　　　　　　　　　　　！V　　　　　　　～
iH－NMRから推察し．た通り、7の0－functionを有した誘導体であることが支持
　　　　　　　　　　　　～
された（Table　4）。　すなわち、0－functionを有している炭素のうちの1個はδ

84．58に、もう一方は77．79ppmに現われており、さらにオフレゾナンススペク

トル、およびAPTの測定によって、前者は1個、後者は2個のプロトンが結合
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した炭素であることが証明された。注目すべき点はこの2個のカーボンシグナル

のケミカルシフトが、他の一般的な水酸基を持っている炭素のそれよりも低磁場

に出ている点で、このことはこれら2個の炭素どうしがエーテル結合を介して閉

環しており、5員環を形成していることを示している。すなわち化合物嬉の構

造は上の15b式で表わされることになる。その5員環部分の推定構造の妥当性は、
　　　　　
iH－NMRにおけるH－10とH－7との2個のプロトン間で生じるホモアリルカップ

リングが4Hzと大きく、ジヒドロフラン環に特徴的な現象26》であることから

強く裏付けられている。またEI及びCI（NH3）マススペクトルの測定において

も最大のイオンピークがm／z260であるということは、化合物垣の構造がジヒ

ドロキシ体ではないことを支持するものである。

T・b1・4．13C－NMR・p・・七・a・f　7・・d　15（i・CD30D）

7 15

りC ppm　　No．　Off－reso．
13C

ppm　　No・　Off－reso・

1
2
3
4
5
6
7
8
9
0
1
2
3
4
5
5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
1
1
1
1
1
1
唖
一
4
1

149．87
130．08
113。73
150．95
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　この構造を確認するために化合物15のアセチル化を行なった。化合物15を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ

無水ピリジンに溶解し、常法通り無水酢酸によってアセチル化を行なうと、収量

良く化合物15のアセチル誘導体（16）C20H2405（猶／z344，　M＋）が得られ、そ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　げ

の二H－NMRにおいてδ2．31および2．27に2個のアセチル基の存在を示すシグ
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ナルを与えた（Fig．12）。もし化合物15の構造が15aであれば本化合物はテト
　　　　　　　　　　　　　　　　　配　　　　　　　　　　　　　　　　　～

ラアセチル体となるはずであるので、推定通り、化合物15の構造は15b式であ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　～

ると決定した。ただし、7位の絶対配置については未決定である。本化合物は新

化合物であり、dihydrosh　ikonofuranと命名した。

　OH

グ1　　　　　　　　　＼こ
　　Io
＼

　OH
　　　　　15b
　　　　　～

　　　　　OAc

塑。つ。
　　　　＼Pyridh

　　　　　OAc
　　　　　　　　　　16
　　　　　　　　　　へ1

＼

Fig・12　Ace七yl・ti・n・f箆b

　分子内にジヒドロフラン環を有する天然物は少なく、15b　（以下、便宜上15
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

と記す）はその構造が特異な化合物でもあり、以下に述べるようにその生合成上

の意味は興味深いものがある。

　15は全くshikonin誘導体を生成していない白色の細胞から単離されたにも
　～
かかわらず、分子内にハイドロキノン部分を有しており、このことはとりもなお

さず15は7が水酸化を受け、さらに脱水閉凹して生成した化合物ということ
　　～　　　　　　　～

になり、白色の細胞でも息の脱炭酸、および水酸化によるヱの生合成を行なう

ことができるということになる。さらに白色の細胞にお、、て、shikonin生合成

は15までは進んでいるが、ナフタレン骨格を持つものが全く検出できないこと
　～
などから、この細胞における生合成は7の閉環の段階に問題があるためshiko一
　　　　　　　　　　　　　　　　　～
ninまで至らないのであろうと推察できる。この知見はムラサキ培養細胞におけ

るshikonin生合成の調節の基本に関する興味深い知見であり、LS培地中で培

養したムラサキの細胞におけるshikonin生合成はどこで阻止されているかとい

う疑問に解答を与えるものといえよう。
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第4項　Shikonin生合成関連化合物の細胞内含量：

　第2節で述べたように、ムラサキの培養細胞系において、キノン系色素に共通

の中間体である£、エ、およびヱから誘導されると考えられるベンゾキノン系代

謝産物三§、嬉、嬉が見出されだ。しかし、エ以後のナフトキノン系代謝産物に

向かう生合成中間体は、LS培地で培養した自色細胞においてのみならず、　M9培

地で培養した赤色細胞においても検知されなかった。これらの化合物の相互の関

係を知るため、細胞株、または培地の違いによる量的な差違をH肌Cを用いて分

析した。用いた細胞株は、shiko“in高生産株M18、非生産株M130、およびM18

株を2，4－D培地で継代培養後色素生産能を失ったLY株である。これらをそれぞ

れLS培地ならびにM9培地の両者で培養した場合について、各化合物の含量を

比較した。抽出溶媒についてはクロロホルム、酢酸エチル、アセトン、メタノー・

ルなど種々検討した結果、メタノールが最適であることがわかったので、乾燥細

胞のメタノールエキスを逆層のHPLCで分析した。なお、定量の際Zと廻は

294nmでの吸収により、その他の化合物は257　nmでの吸収によって検出した。

　分析試料として、M130株は1AAとkinetinを含むLS培地で3週間培養し

た細胞、一方LY株は生長調節物質として2，4－Dのみを含むLS培地で3週間

培養した細胞を用いた。また、各細胞株をshikonin生産培地瓢9（1AA，　kine－

tin含有）中で2週間培養したものをも用いた。いずれの場合も、温度は25℃、

暗黒下で培養した。

　結果はTable　5に示した通りである。　M18株においてはキノン生合成中間体

である6と7は、囎培地中でshikoninを生成している細胞中に多量含まれ
　　　り　　　　　　　　　

ていた。6はしS培地中の色素を生産していない細胞にも少量存在したが、7は

検出できなかった。同様に、13、14もLS培地では生成されなかった。したがっ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　
て、LS培地中の細胞のshikonin生合成は£までで止まっているかのように見

えるが、意外なことに勇が多量に蓄積しており、息の約40倍量に達している

ことがわかった。このことから、6はさらに15まで異常代謝されていると見る
　　　　　　　　　　　　　　　ノ》　　　　　　　　　　　　　　～

ことができる。
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τable　5．　Con七en七8　0f　in七ermedia七es　and　rela七ed　compounds　of
shikonin　biosyn七hesis　in　工L二」三互≦璽皿皿　cell　cu1七ures　of
s七rain　M18，　M130　and　LY　cul七ured　in　LS　and　Mg　medium

Compound 　M18　　　　　　　　　　M130　　　　　　　　　　王・y

LS　　　　Mg　　　　　　　LS　　　　M9　　　　LS　　　　M9
　　　　　　（　mg　／　g　dry　w七　）

6
7
3
・
4
5

　
　
i
脚
　
哨
■
　
4
專

0．02

七race

O．87

0。47

0．04

3。54

19．03

0。08

0．02　　　0．02　　　0．06　　　0．04

七raCe　　七raCe　　七ra6日目　七raCe

耗　no七　de七ec七ed

　一方、色素生成能を欠くM130株およびLY株ではいずれの培地においても

15は蓄積してはおらず、6のみが、LS培地中のM18株のそれとほぼ同程度含
～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

まれているにすぎなかった。このことは、これら両細胞株では、旦から先への生

合成が進まないことを意味し、変異株の性質を知る上で興味深い知見である。

　井上らi5）は先にも述べたように、2，4－Dでshikonin生合成を抑制したムラ

サキカルスを用》、たトレーサー実験では、息は検出されるが、ヱが検出されない

ことから、6の脱炭酸と水酸化による7への生合成段階が抑制されていると推
　　　　　【げ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

定している。今回の実験では、7の異常代謝産物といえる15の存在が明らかと
　　　　　　　　　　　　　ノ㌔ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ノ

なり、rAAを含有するLS培地中の白色細胞は、6を7を経て15に換える能
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　～　　　　　　　　　！）
力があることを示している。

ムラサキ培養細胞のキノン系化合物の代謝

　本章で明らかにした知見を従来の知見二5）と併せて、ムラサキ培養細胞1ζおけ

るキノン系化合物の推定代謝経路をFig．13にまとめた。
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Fig．　13．　Biogenetic　schene　of　quinone　conpounds　in　cultured　cells　of

　　　　　　　　　　Lithosper皿u皿　erythrorhizon．

　本研究は、LS培地中の生産株M18において、ヱは実際に検出できなくても、

さらに代謝変換されてナフタレン核の代わりに、5員環を形成したハイドロキノ

ンの形で細胞内に蓄積することを初めて明らかにしたものである。このことは

shikonin生合成は7の閉環のステップに最も重要な代謝制御がかけられている
　　　　　　　　4
ことを意味する。
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第4章 細胞内および細胞壁中の微量
フェノール性化合物

　第3章ではムラサキ培養細胞のshikonin生合成の流れに直接関係を持ってい

る化合物について述べたが、植物二次代謝は他の化合物の生合成や一次代謝と密

接な関わりを持っていることが多く、それらのバランスも無視できない。Shiko－

ninの生合成も、2－hydroxybenzoic　ac董d（5～）以降についてはかなり明らかにさ

れてきたとはいうものの、ムラサキにおけるゑをとりまくフェニルプロパノイ

ド等のフェノール性化合物の動態については、同じshikidc　acidから生合成

されること以外、何ら明確な知見は得られていない。さらに、細胞壁に存在する

と予想される低分子フェノールの役割等についても全く研究がなされていない現

状である。本章ではムラサキ培養細胞におけるフェノール代謝全般の流れに興味

を持ち、shikonin生合成の流れと照らしあわせながら、その周辺のフェノール

類の代謝研究に着手した。また、それらのフェノール類がshikonin代謝に及ぼ

す影響についても考慮し、その役割に対する理解を深め、細胞内での機能を解明

することを試みた。

　また一方で、ムラサキの細胞をプロトプラストにする際、LS培地で培養した

shikoninを生成していない細胞はプロトプラストになりやす、、のに対し、　M豊培

地で培養した細胞はセルラーゼに対して強い抵抗力を持ち、プロトプラストにな

りにくいという現象が観察されている。細胞壁のセルラーゼに対する抵抗性の原

因としては細胞壁の多糖成分にエステル結合しているフェノール類が良く知られ

ている27）。従って、赤色、白色両細胞の細胞壁中のフェノール成分に差異があ

るものと考え、細胞壁に関しても検討を加えた。

第1節低分子フェノール類の検索

細胞内フェノール性低分子化合物の単離同定
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　LS培地で培養され、　shikonin系色素を含んでいな、、白色細胞、ならびに翻9

培地で培養され、多量のsMkon董n誘導体を生成している両細胞にはフェニルプ

ロパノイド系（C6」C3）化合物やCビCiのユニットを持つ化合物が種々含有され

ているが、TLC，　H既C等の予試験によって、両細胞間にこれら低分子フェノール

類の組成、含量上の差異が認められた。そこで、まずこれらの化合物を単離する

こととした。

　LS培地で培養した新鮮白色細胞（M18）をメタノールで抽出し、濃縮後、希塩

酸で酸性にした後エーテルで数回抽出してエーテル可溶部を得た。これをプレパ

ラティブTLC（SiO2，クロロホルム：メタノール＝9：1）にかけてuv吸収の

ある化合物を目標に分画精製し、5個のフェノール性化合物を単離した。これら

は先に述べた£一hydroxybenzoic　ac重d（gのほか、　caffeic　acid（17～）、　sinapic

acid（18），　syringaldehyde（19），および艶rulic　acid（20）であることがiH一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノミク　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

N超Rその他各種クロマト上での挙動から判明し、各々標品と直接比較することに

よって同定した。

　一・方、瓢9培地で培養した赤色の細胞（M18）についても上記と同禄の方法を用

いて抽出分画し、5および17－20の化合物に加えて、o－hydroxybenzoic　acid
　　　　　　　　♂》　　　　　　　　　　　　　～　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

（21）を単離し、標品と直接比較することによって同定した。

H
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　一方、フェニルプロパノイド類は単量体のみではなく、しばしばリグナンなど

の二量体やデプシド結合を介する二量体等の存在が知られている。そこで、さら

にこれら二量体ないし三量体を単離することを考え、抽出方法を以下のように改

変して検索を行なった。すなわち、新鮮細胞をメタノールで抽出、濃縮後、直接

ベンゼン、酢酸エチル、n一ブタノールで順次抽出して各エキスを得た（Fig．14）。

その酢酸エチルおよびn一ブタノールエキスに、覧C上で明らかなUV吸収を示

し、塩化第二鉄で強く発色するスポットが2個見られたので、これらのエキスを

引き続き分画することとした。

阿ユ8　（LS　medlu田）

属eOH

concd。

CHC13

・CHC1310yer oq，　10yer

　　EtOAc

EtOAc　loyer

Seph〔1dex　LH－20

n－BuOH　loyer

　　　　　oq，　監oyer

＿＿」項別・H

　　　　　　oq，　10yer

Sephαdex しH一

Compound　22

Fr．o　　　Fr。b　　　　　　Fr．c

G。卿孟d22↓

　　　　　　　Compound　23

：Fig。　14・　工so：La七ion　of　22　and　23

　酢酸エチルエキスをSephadex　LH－20カラムクロマトにかけて80％エタノー

ルで溶出させ、類白色無晶形の化合物22を得た。本化合物はiH－NMRにおいて
　　　　　　　　　　　　　　　　　　
2組のABXシステムをδ7．02（1H，　d，　J＝2　Hz），6．93（1H，　dd，」＝2，8Hz），
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6．78（1H，　d，　J＝8　Hz）およびδ6．78（1H，　d，」＝2　Hz），6．69（IH，　d，　Jニ8　Hz），

6．62（1H，　dd，　J＝2，8Hz）に認め、1，3，4一三置換ベンゼンが2個分子内に存布

するととを示唆した。この他にtrans一オレフィンに帰属されるδ7．51（1H，

d，」＝16Hz），6．27（IH，　d，　J＝16　Hz）のABシステム、メチンプロトンに帰属

されるδ5．01の1H分のdouble－doublet（J＝5，9Hz）、およびベンジル位の

メチレンプロトンに帰属されるδ3．08（1H，　dd，　J＝5，14　Hz），2．95（1H，　dd，

J＝9，14Hz）のシグナルが認められた。このデータは先にシソ科のローズマリー

（Rosmarinus　officinalis）から単離されたrosmarinic　acid28》であると推定

され、さらに13C一醐R，　IR，［α］D等の物理恒数の文献値29）との比較、丁丁と

の比較によって、化合物磐をrosmarinic　acid（22～）と同定した。

HO
　3　　2

HO、ノ、、

　　　5－6

　　　　　　りき

2
2
～

　一方、n一ブタノールエキスも同様にSephadex　LH－20カラムクロマトにかけ

80％エタノールで溶出させて、化合物麹を類白色無晶形粉末として得た。本化

合物はそのiH一音Rにおいて麹に類似の化合物であることを認め、さらにδ

7．51（IH，　d，　Jニ8　Hz），6。81（1H，　d，　Jニ8　Hz）にベンゼン環上のオルト位のプ

ロトンに由来するABシステム、および、δ5．88（1H，　d，　J＝5　Hz），4．35（IH，

d，Jニ5　Hz）に2個の隣接したSP3炭素に結合したプロトンに帰属できるABパ

ターンのシグナルが観測された。このデータは最初ムラサキ科のLithospermum

ruderaleから単離、構造決定30》されたlithospemic　acid（23々）ではないかと

推定された。その推定は化合物麹の1H－NMR，13C－NMRを始めとする諸データ

が文献値29）とよく一致することにより裏付けられ、さらに標品と直接比較する

ことによって同定した。
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　HO　　　25　26
HO・・グ、・719

　　　－　　　COQH
　　23　22
　　　　　　　20　　　　　　　　　18

H。》慧納QlO階・H
　　　　　－　　　　　　　　　　　　　　　　　13
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’OH　　　　　5　　6
　　　　　　　　　23
　　　　　　　　　～

細胞壁の分離とフェノ幅ル類の抽出

　細胞壁を分離する方法としては、現在デ般にVan　Soestら3Ωの中性界面活性

剤を用いる方法が用いられている。ここでは、Hartleyら32》・の改変法によって

中性界面活性剤を調製した。

　LS、またはM9培地で培養した白色または赤色の細胞をメタノールで前処理

して、メタノール可溶性成分を除き、細胞残査を得た。これを3％ラウリル硫

酸ナトリウムを主成分とする中性界面活性剤で抽出し、ろ過、洗浄後、乾燥して

細胞壁四分とした。収率は両細胞とも、細胞乾燥重量あたり約25％であった

（Fig．　15）o

　　　　　　　　Fre8h　cells　（200　g）

　　　　　　　　　　　　　extd．　uith　HeOH　（300　題■　x　3）

　　　　　　　　　　ro8iduO
トー・

dried　co113

　　ho皿ogeni2ed　冨ith
　　　neu七ral　detergen七（200皿1）

　　3hakea　at　25・for　24　hぽ．．

　　filtd●　（sinter．Ho●1）

filtrate 　re3idue

　　鴨・h・d・ith　H20（11）・

　　　h。tH2。（11）・
　　　acetone　（500　皿1），

　　　E七20（300・1）

　　dried　iロ　vaCUO

ceユ1　冒a11　（25　Z　yield　fro皿　d町　　cells》

Fig．15　S・p・・包ti。・。f　cell　u・11
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　細胞壁のフェノール性成分はフェノールカルボン酸類が主で、細胞壁構成多糖

の水酸基とエステル結合して存在していることが報告されている。そこで、フ午

ノール性成分の溶出は、乾燥細胞壁を1MNaOHを用い、窒素気流中20℃で20

時間加水分解をすることにより行なった。加水分解後、混合物をろ過し．てろ液を

得、酸性にした後、エーテルで抽出し、溶媒を留去したものをメタノールに溶解

してHPLCの試料とした。

フェノールヵルボン酸の細胞内および細胞壁中含量と生産．

　HPLCは逆相物カラムを用いて行なった。細胞中のフェノール性成分は可溶型

と考えることができ、一方細胞壁中のフェノール性成分は結合型として考えるこ

とができる。それぞれの状態のフェノール性成分を、LS培地で培養したM18株

（shikoninを生成せず）と、　M9培地で培養したM18株（sh藍koninを生成）につ．

いて定量したデータをTable　6にまとめた。．

黙含翻暮鴨四日景鰹躍n諮無諸鯉
（n。。一pig肥n七・d　ceU・）and　Mg（pig…七・d　cen・）・・d・u皿・

Soluble　fraction．of　ce11 Gell　wa1工

N。n－pigm・nt・d　Pigmen七・d亙。n－pig皿・n七・d　Pig・・nt・d

　　（μ9／gd・y・七）　　　　（｝ユ9／g　drγwt）

王≧一Hydroxy－
benzoic　acid　（5）

Caffeic　acid　（17）

Sinapic　acid　（18）

Syringaldehyde
　　（19）

Ferulic　acid　（20）

o－Hydroxy一
石enzoic　acid　（21）

Shikonin　（1）

880

361．

70

trace

　56

trace

42

　26

　52

七race

9

311

31700

11

31

一

506

77

讐　not　de七ec七ed
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　21を除き、他の5種のフェノール性化合物5および17－20は、可溶化状態
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　～　　　　～9　～
としてはshikoninを生産していない白色細胞の方に多く含まれていた。これら

の化合物はshikoninと同じ前駆体であるsh董ki皿ic　acidから生合成されるた

め、白色細胞の方により多く蓄積されるものと考えられる。

　一方、細胞壁にエステル結合しているフェノール性化合物は、5と17のみ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハげ　　　　　　～
が両者の細胞壁のアルカリ加水分解物の中から検出された（Table　6）。しかし、

細胞内に可溶型として存在しているフェノール性化合物の場合と逆に、細胞壁に

結合して存在する5と17の量は、sMkoninを生合成している細胞の方が、白
　　　　　　　　御　　　　　　　～

色細胞よりもそれぞれ47および6倍と高い値を示した。このことは白色細胞

に可溶状態で含まれていた5や17が、細胞をshikonin生産培地M9に移植
　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　～

した後、細胞壁へ取り込まれる可能性を示唆しているがその意義は不明である。

第2節　フェノール類の色素生合成への影響

　前節で述べたようにHPLC分析によって、白色細胞と赤色細胞との間にフェノ

ール含量に関する顕著な相違が認められた。そこで、種々のフェノール類とshi－

kon　in生合成との関係を調べるために、これらの化合物をムラサキ培養細胞に投

与する実験を行なった。また構造上の相関を考慮するために、内在性のフェノー

ル類のほかに、関連化合物がshikonin生成に及ぼす効果も合わせて検討した。

すなわち、外因性のものとしてはフェニルプロパノイドのカルボン酸であるcin－

namic　acid（4）、　p℃oumaric　acid（24）、アルデヒドであるsinapaldehyde（25）
　　　　　　～　　　　騨　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　♂㌔ノ

およびconiferaldehyde（26）、　Co－C1化合物としてはvanillic　acid（27）、
　　　　　　　　　　　　〔●ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

syringic　acid（28）、およびvaninin（29）を用いた。これに先だって、市販
　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

されていない、sinapaldehyde（25）およびconifemldehyde（26）を合成する
　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

こととした。
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Sinapaldehyde（25～）およびconiferaldehyde（26）の合成

　Sinapaldehyde（25）の合成は久津木ら32）の方法を改変して行なった。すなわ
　　　　　　　　　～
ち、sinapic　acid（18～）を塩酸一メタノールでメチルエステル（麹）とし、ジヒ

ドロピランをフェノールの保護に用いてtetrahydropyrany　hethyl　s　inapate

（31）とした。次いで、HAIH4で還元してtetrahydropyranyl　sinapyl　alcohol
　
（32〃）を得、これを活性国nO2を用いてtetrahydropyranyl　sinapaldehyde（磐）

に酸化した。保護工のテトラヒドロピラニルエーテルは1NHCIで加水分解し

て、sinapaldehyde（25）を合成した。　con　ifemldehyde（26）の場合もこの方法
　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ

に準じて合成した：（F董g．16）。
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　フェノール類はDMSOに溶解し、メンブランフィルターで、ろ過滅菌して培地

に投与した（0．h1／7皿l　mediu皿）。また、フェノールカルボン酸類の投与によ

る培地のpH低下を避けるため、　MES［2一（N－orpholino）一ethanesulfon董。　acid］

を10mM培地に投与した。この濃度で用いたDMSOおよび甑Sは、培養細胞の

shikonin生合成に何の影響も及ぼさなかった。

　Fig．17に示したように、2－hydroxybenzoic　acid（gは1rδ一1r4瓢の濃

度範囲で、shikoninの生合成を促進した。10－5Mにおけるshikonin生成の増

加量はcontrolに比べ約45％であり、見はM9培地という強力なshikonin生

成の誘導条件下にあって、さらにshikonin生成を促進することができる。さら

に興味深いことは、見はshikonin生合成の前駆体であるが、　shikonin生産の増

加分（モル数）は、細胞に投与したゑのモル数をはるかに上回っていることで

ある（Table　7）。10－6Mの　投与実験では投与した5全量の269倍ものモル数の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　》
shikonin誘導体が増加している。
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(O.7)
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6.57

8.45

9.53

8.03

3.23
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1.46
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　一一方その他のフェノール類の色素生成に対する効果はFig．18に示した。　o一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
hydroxybenzoic　acid（21）は赤色細胞の方に含まれる化合物であるので、　shi一
　　　　　　　　　　　～
konin誘導体生成と何らかの相互作用を期待したが、予想に反して色素生成、生

長いずれに対しても特別な効果は見られなかった。Feruhc　acid（20）は10「3M
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
では細胞毒性を示したが、1r4M以下ではsyringaldehyde（19），　sinapic　acid
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
（18）と同様何の影響も示さなかった。さらに、比較のために投与実験を行なつ

　～
た外来のcinnamic　acid（4）および24－29も特に細胞の生長やshikon董n合成
　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　ノ㌔ノ　　　♂㌔ノ

に対する効果は認められなかった。
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deriva七ives　produc七ion　inエー皿ce1：Ls　grown　：Ln　M9
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　一方、フェニルプロパノイドの二量体である怨の効果について検討した。こ

の化合物はムラサキ培養細胞から単離してきた試料を用いて投与実験を行なった。
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Fig．　19．　Effec’bs　of　rosmarinic　acid　（22）　on　grow七h　and
shikonin　produc’biQn　inエー皿ce工：Ls　cul七ured　in　Mg
medium．

　Rosmarinic　acid（22）は1r3M未満1r6Mまでの濃度で細胞の生長、　shi一
　　　　　　　　　　
konin生成共に影響がなかった。しかし、　Fig．19に示した様に、1．5　X　lr3M

の濃度の22で50％，4．5×1r3Mの22で95％の色素生成が抑制され、そ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　

れまでの濃度では細胞の生長は全く抑制されていないことが認められる。この結

果から本化合物が白色細胞内にあってshikonin誘導体生成を抑制する1つの調

節因子となっている可能性が示唆された。なお、lithospemic　acid（23～）に関

しては単離収量が低く、投与実験には至らなかった。

一　42　一



　本実験で認められた2－hydroxybenzoic　acid（5）のshikonin生合成促進効

果のメカニズムは不明であるが、ゑが培養系に補給されることによって、それを

基質とするprenyl　transferase34）の活性が高められ、生合成全体の反応効率

が上昇するためにshikoninの生産量が上がる可能性が考えられよう。また、5
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ
が細胞壁の構成成分として取り込まれて細胞壁の構造を変化させる結果、shiko－

ninの生合成に何らかの機構を介して促進的影響を与えることも考えられる。
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第5章　FMNアナロ
　　　　　　　　生合成阻害

グによるshikonin

　ムラサキの培養細胞のshikonin生成には様々な化学的、物理的要因が関係し

ているがi4・iρ）、その物理的調節要因のうちの一つに光がある。　M9培地におい

てshikoninを生産させる時は暗黒下で培養を行なうが、　shikoninの生成に対

して光が抑制的であることはムラサキカルスを用いた実験で田端ら二4）によって

詳細に検討されている。すなわち、ムラサキカルスはLS寒天培地上で培養した

場合、暗黒下であればshikonin誘導体を生合成するが、蛍光灯による白色光

（53001ux）の照射下では、色素生成はほとんど完全に抑制されることが知られ

ている。さらに、光によるshikonin生成阻害は青色光（380－560　nm）によるも

のであり、青色光はshikonin生成に対し、非常に特異的、かつ持続的な抑制効

果を持ち、その抑制機構としてFMN（34）の光分解が考えられている35》。
　　　　　　　　　　　　　　　　　！V
　著者は強力なshikonin生合成誘導培地である瀕9培地中においても、光が果

して有効であるかどうかをまず確認し、次いで光でshikonin生成を阻害したと

き、細胞内に蓄積する中間代謝産物を検索することを試みた。さらに本章の終わ

りでは光効果の作用機構を探るために、F剛（34）の光分解に関する実験を行なつ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
た。

第1節　光による色素生成阻害時の中間代謝産物の検索

　カルス培養の場合、細胞は塊状になっているためにその中心部にまで十分に光

が通らないこともあり、実験系としては液内振盈培養の方がこの実験に適してい

る。そこで、M9培地で懸濁培義した細胞を用いて、光によるshikonin生合成

抑制段階の検討を行なうこととした。すなわちムラサキ培養細胞をM9培地に移
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回し、蛍光灯の白色光（60001ux）照射下、　14日間振邊培養を行なった。対照

としては、暗黒下、M9培地中で振盈培養を行なった赤色細胞を用いた。

Tab■e　8・　Effec七　〇f　ligh七　〇n　shikonin　syn七hesis　in
工一cell　suspension　cul七ures

玉S M9
Cul七ure　lpedium

Dark Ligh七

Gell　yield
（g　fr。　w七／30　m1）

To七al　shikonin
（mg／30　ml　medium）

Shikonin　conten七
（mg／g　fr。　w七）

5　（ロ9／g　fr．　wt）

8　（mg／g　fr．　wt）

6（mg／g　fr。　w七）

7　（mg／g　fr．　w七）

5．20

0

0

11．0

1．30

1．70

13．2

7．68

1。80

0．15

0．08

9．41

1．79

暑　Not　de七ec七ed

　Table　8に示したように、カルスの場合と同様、　H9培地を用いる懸濁培養に

おいてもshikonin生成は光によってほとんど完全に阻害された。　Fig．6に示

したshikonh生合成の中間体についてHPLCを用いて分析した結果をもTable

8に示した。雌9培地においても、光でshikoninの生成を阻害するとp－hydro－

xybenzic　acid（5）のglucoside（§）が蓄積し、なかに少量の息の存在も認め

られた。しかし、』『geranyl「～一hydroxybenzoic　acid（6）やgeranylhydroqui－

none（7）はほとんど検出できなかった。このパターンはちょうどLS培地で培

養した細胞のそれに似ている。

　上述の実験系においては、細胞をM9培地に移植した時点から光照射を始め、

収穫まで14日間継続して与えた。しかし、shikonin生合成の途中で光照射し

た場合はどうかという疑問が出てくる。そのため、培養開始後から3日ごとに暗
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黒下から光照射下へ細胞培養を移し、移植後15日目にすべての細胞を収穫して

shikonin含量と5および8の含量を側定した（Fig．20）。
　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　～
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Fig．　20．　Effec’しs　of　whi七e　：Ligh七　〇n　shikonin　produc七ion

a七　defferen七s七ages　in　エー　cells　cul七ured　in　Mg

medium．

　Fig．20に示すように、光を始めから照射した．ものは全く色素を生成せず、6

日、12日と、次第に暗黒下で培養する日数が長くなるほど、すなわち光照射下

に移すのが培養の後期になるほどshikoninの生成が見られた。また光は、　shi－

konin生成が移植3日一4日目に誘導されてのちでも抑制効果を示している。一

．方、8の蓄積量は予想通り、光照射の日数が長くなるほど増加する傾向を示した。
　　～
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第2節　F洲（34）の光分解物について

　フラビン系酵素の補酵素であるflavine皿ononucleotide（FMN　34）は植物界
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
の青色光に対する光受容体であることはよく知られている3θ》。本化合物は光に

よって容易に分解され、酸性条件下であれば1脳ichro巴e（35）、アルカリ条件下
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
であればlumiflavine（36）となる，ことが知られている（Fig．2D37）。先に、
　　　　　　　　　　　～
このFMN（34）の光分解が光によるshikonin生成阻害に関係していることが明
　　　　　～
らかにされている35）ので、この機構の解明を試みた。

　　　　　H

雛q窺＿雛P唱〕ゆ
　　　　　0

35

　　　　9P。蓬．

停H2（CHOH）3CH2　　　　　CH3

　O　　　　　　　　　　　　　　　O

34　　　　　　　　　　　36

Fig，21．　Pho吐odegradation　of　FMN（34（！）

FMN（34）の光分解物のshikonin生合成への影響
　　～
　FMN（34～）の光分解によってshikonin生成阻害が起こるならば、その光分解

物35，36の両化合物がshikonin生合成に対し何らかの影響をもつと推察され
　・～　　　！V

るので、まずこれらの化合物の投与実験を行なった。培地中に　35，36を種々
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　～
の濃度で添加し、shikonin誘導体生成に対する阻害効果を検討した結果をTable

9に示す。

　ここに示すように、10－5Mの濃度において、35は18％の色素生成阻害を示し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
たのに対し、36はさらに強い阻害効果（約5眺）を示した。一方、この濃度で
　　　　　　～
は細胞生長に対する阻害は認められなかった。また、10”4Mでは35は25％程
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
度の阻害にとどまったが、36はこの濃度で細胞毒性を示したので、shikonin生
　　　　　　　　　　　　～
成の阻害効果は特異的なものとはいえない。　しかし、36は生長よりもむしろ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
shikonin生成に対してより阻害的であるといえよう。
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Table　 g．　Inhibi七ion．of　shikonin　produc七ion　of
Li七hos　ermum　cell　cul七ures　by　七he　adminis七ra七ion　of　35　and
3　　　s七rain　M18　cu1七ured　in　顛9　mediuln．，　7　m1／七es七　七ube　for　2
weeks）．

Con七ro1

35 36

10－5M　　10－4・M．　10－5M．　10－4M

Grow七h　（g　fr。　w七）

Shikonin　（mg／g　fr．w七）

Inhibition　（％）

0．61

4．25

　0

0．60

．3．48

18．1

0。59

3．19

25。0

0．59

2．15

49．3

0．38

0

100

細胞内、および細胞外における．F照塑
　光を細胞に照射した時に35または36が実際に細胞内で生成することを確認
　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　．　　．　　　　～

する必要がある。しかし、細胞内のFMN（34）は微量であり、しかも局在してい
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

るた酔．か通常の分析方法では檎出が困難であった。そこで、FMN（妙をLS培

地において外から細胞（M18株）に取り込ませた後、細胞を洗い、それを新’しい

．培地中に懸濁させて、白色光（6000置ux）で24時間照射を行なった。その後細

胞をろ取して抽出し、鍾および鍾の検出を行なった。比較．として、培地のみ

にFMN（34）を添加したものも検討した。
　　　　　　～

Tab＝Le　10．　Degrada七ive　produc七s　．of　FMN　（34）　ad囮irエi自七erd　七〇

cell　su・pensidn　cu1七ures（s七rai・M18　in　LS　mediu血）
irradia七ed　wi七h　whi七e　ligh七　（6000　1ux）　for　24　hr．

Lumich．rome　　（35）

　　（M）．
Lumiflavine　（36）
　　　（M）

Ce：Ll

MediUln

0．69×10－5

9．40． w10－5．

2168X』1Q－5

　　七race

　　　　　　　顎葬．
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　その結果Table　10に示すように細胞内に取り込まれたFMN（34～）は光照射を

受けると、主としてshikonin生成阻害活性の強い豆u廻iflavine（36～）に分解し、

一方pH　6．0の培地中では、ほとんどすべて盈u皿ichro蹴e（35）に変化すること
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
が判明した。

第3節　FMNアナログのshikonin生成阻害効果

　35と36の投与実験で36がshikonin生成に対する阻害作用を有している
　～　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

ことが判明したが、これら2運の化合物の構造上の違いに着目すると、鍾の方

はflavine骨格の10位のN－CH3がなく、その共役系がal　loxazineタイプに

なっているのに対して、36の方は10位のN－CH3が存在し、共役系はFMN（34）
　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

と同様のisoalloxazineタイプとなっている（Fig．22）。この相違が活性の相

違につながると考えられるため、その仮説を確認する意味で、FMN（34）のアナ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
ログ8種を京都大学薬学部米田文郎教授より3帥御分与いただき、ムラサキ培養

細胞（M18）をM9培地で培養する際に細胞に与え、その色素生成に対する効果

について検討した。

　　　　　　O

　AUoxazlne

　　　　　　O

！soaUoxazine

Fi9．　22．　Structures　of　alloxazine　and　isoalloxaz董ne．
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Table 11.Inhibitory effect of compounds 37-44 (10-5M) on
shikonin synthesis of cuLtured :t!Ll-t2!!g.gpth cells (strain
M18) in M9 medium (culture period: 14 days in the dark).

Compound  Growth
(g fr. wt)

 Shikonin
(mglg fr. wt)

Inhibition
   (%)

37

38

39

40

41

42

43

44

Control

O.70

o.69

O.52

O.71

O.73

O.76

O.79

O.71

O.72

2.13

2.30

O.29

3.03

2.46

2.68

4.52

4･89

5.21

59.1

55.8

94.5

41.9

52.8

48.5

13.3

6.1

o

,i

92Hs
:xNriili,?,,

   o
37

a:geH3

   40

ofikg.o,,

   38

Cl f  l
tu

 ClsH37
 1
N .N¥O
 ., N.      CH3
    o
41

       92Hs
,,,all ]ct.2,,

      309-c1

       0
 Hsc2Ho5oCc61I(l>](ll))l!IIPcH3

42

o

o

Cl6HsH

NN
tu

C6Hs

  43

i )ilie

    CH3
o

    9H3 H

oo ,.N. i N ]1(il19cH3

 C6Hs O

     44

-- 5O -



　投与した薬物は37－44の化合物でその結果をTab　le　11に示した。投与の濃
　　　　　　　　～　　　　　～

度は、36の場合で細胞増殖を抑制せずにshikonin生成阻害を示した濃度10－5M
　　　～
とした。全化合物のうち36と同様のisoalloxazineタイプの共役系を有して

　　　　　　　　　　　　》
いる37－42は、色素生成に対して強い阻害効果（42－95％）を示した。しかし、
　　～　　　　～

35と同様のalloxazineタイプの共役系を有する43および44のshikonin
～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　～

生成の阻害効果は37－42に比べてはるかに低く、前述の仮説を支持する結果と
　　　　　　　　～　　　～
思われる。なお、化合物39はlr5Mの濃度ではshikonin生成を阻害するの
　　　　　　　　　　　　～
みでなく、細胞の生長も阻害しているため、一般的細胞毒性を示していると見な

されるが、10一θMにおいては細胞の生長は抑制せずに、shikonin生合成のみ阻

害し、これに対して特異的に強い阻害活性を有していることが明らかとなった。。

　ムラサキ培養細胞におけるshikonin生合成が光で特異的に阻害されるという

現象は、これらの実験によって化合物のレベルである程度説明ができるようになっ

た。すなわち、細胞内に存在するFMNは酸化系酵素の補酵素としてshikonin

の生合成反応の一端を担っていると考えられる。それが光照射下では細胞内の

pHが高い環境下にお、、て、光分解して、主に36を生成する。36はshikonin
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

の生合成に対して抑制的であり、F剛の欠乏と36の生成のために色素の生産は
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
強く阻害されるものと推定される。光分解物ないしそのアナログが強い阻害活性

を示すためには分子内にisoalloxazineタイプの共役系が必要であるが、その

理由として、これらの化合物がFMNと同様の共役系を持つため、酵素に対する

親和性が高いことが考えられる。
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第6章 Giutamineによるshikonin
生合成の調節

　すでに述べた様に、ムラサキ培養細胞のshikonin生合成にに多くの物理的、

化学的要因が関与しているが、そのうち特に重要な制御機構はアンモニウムイオ

ンによるshikonin生合成の抑制である。ムラサキの培養細胞はLS培地で継代

培養しているが、寒天を添加したLS固形培地上でカルス培養する時はshikonin

系色素の生合成が行なわれる。しかしその細胞をLS液体培地中に移植し、懸

濁培養すると色素は全く生成しなくなる。しかし、藤田ら16》は珊hiteの培地39》

で振盈培養した場合、．ムラサキ培養細胞はshikonin系色素を生合成できること

を見出した。この理由はLS培地の中に窒素源としてNH4NO3の形で多量に含ま

れるアンモニウムイオンがshikonin生合成に対し阻害的であり、一・方White

の培地に単一の窒素源として加えられている硝酸イオンは色素生成々阻害しない

ことによる16）。しかし、NH4＋のshikonin生合成に対する抑制効果の、生化学

的な機構についてはまだ明らかにされていない。本実験はその抑制機構を解明す

ることを目的として行なった。

第1節　NH4＋のshikon董n生合成抑制効果

　Shikonin生産培地であるM9培地ならびに白色細胞増殖用のLS培地の組成を

Table　12に示した。　M9培地は窒素源としてKNO3を6．7岨含むのみである

のに対して、LS培地では20．6　mMのNH4NO3と18．8訓のKm3を含んでい

る。
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Table 12. Components of
         and M9

Linsmaier-Skoog
 medium

(LS) medium

Component LS M-9 Component LS M-9

NH'qN03

KN03

ca(NQ3)2･4H20

cac12･2H20

MgS04･ 7H20

KH2POq

NaH2PO"･2H20

KC1

Na2so4

NaFe--EDTA

(mgl1)

1650

1900

 -

4"O

370

170

-

.

-

a

  -

 80

69q

 -

750

  -

  19

  65

lqso

   1,8

MnSOq' ijH20

ZnSOq'7H20

H3B03

KI ･
Na2MoOq'2H20

cuS04･5H20

CoCl2･6H20

myQ-1nosltol

Th1amlne･HC1

Sucrose

    (mgll)

  22,3

  8,6

  6,2

  O,83

  O,25

  O,025

  O,025

 100

  o,q

30000

3
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-

-

O,3

-

-

-

30000
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　色素高生産株阻8を用いて、LS培地中のNH4＋をNO3一に置換する実験を行

なってみた（Fi喜．23－A）。この系ではshikonin生産を補強するために、　Cu2＋牽

1．2μMの濃度まで高めてある。一方、M9培地にNH4＋を添加する実験も行なっ

た　 （Fig．　23－B）o

　Fig．23－Aで示すようにLs培地のNH4＋をNo3一で置換していくと、細胞は

shikonin誘導体を生成することができる。一方、岡9培地にNH4＋を添加した

系では、shikonin生成が強く抑制され、1mMの濃度においてはほとんど完全に

抑制されることが認められた。

第2節　アミノ酸とshikonin生合成

第1項　細胞内の遊離アミノ酸とshikonin生成に伴う経時変化

　前節で述べたNH4＋による色素生成の抑制効果について、その機構を解明する

手懸かりを得るため以下の実験を行なった。NH4＋の代謝経路を考えると、　NH4＋

は細胞内でアミノ酸のアミノ基に取り込まれることから、遊離アミノ酸の細胞内

含量を測定した。

　Table　13は、　LSおよびM9培地における定常期初期のムラサキ培養細胞中の

遊離アミノ酸をアミノ酸アナライザーを用いて定量した結果である。全体にアミ

ノ酸含量はLS培地中で盛んに増殖している細胞の方が高いが、特にgluta皿ine

（Gln），　arginine　（Arg），　glutamic　acid　（Glu），　aspartic　acid　（Asp），　aspara－

gine（Asn）の含量がM9培地中の赤色細胞に比べて非常に高く、　NH4＋自身も白

色細胞内に高濃度に存在することが判明した。
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T。bi。13．　C。nt。。七，。f・・i・。・cid・i・麺ce1零・g・q・・
in　LS　and　M9　皿edium．

Amino
acid

6。1皇lk器’£；f温。。1）

　（nmo＝L／g　fr．　wt）

1自費：n蓋一両翻冨・）

　（nmol！g　fr．　w七）

nlG

9
．
U
r
l
A
G
P
n
S
S
A
A
a
r

－
占
eA
S
S
y

・
ユ
ー
一H
G
S
l
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y
a
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e

L
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V
LS
r
y
y

ハ
U
銅
■

6530（40．81）3）

3300　（20。60）

2340　（14．62）

1110

1020

442

403

357

　205

　157

　117

　30

　19

　　16

（6．94）

（6．37）

（2．76）

（2．52）

（2．23）

（1．28）

（0198）

（0．73）．

（0．19）

（0．12）

（0．10）

70　　（9．61）

53　　（7．30）．

134（18．3d）

23　　（3．19）

157　（21●46）

101　（13．79）

65　　（8．89）

35　（4．83）

　23　　（3．15）

　22　　（3．06）

　20　　（2．74）

　　＿4）

　16　 （．2．12）

　11　　　（1・54）

Tot．aユ　a血ino

　　acids
（nmol／g　fr．　w七）

16000 731

1）3．，eek．c。i、。卦。，・）2一壷eek．c・・七・・e，3）・・・・…a・i・．（・）

。f，a。h。。i。。。，id，4）N。七d。七6・七・d

　そこで、LS培地からM9培地に移植．された細胞内のアミノ酸が、時間的にどの

ように推移していくかを、．shikonin生成と照らしあわせてプロットしたのが

Fig． D24である。ζこでは量的に主たるア．ミノ酸およびNH4＋．に限って示してあ

る。NH4＋のレベルのみでなく、．Gb，　Arg，　Gluといったアミノ酸の細胞内含量

も、shikonin生成開始期（団9培地に移植後3日目）．には急激に減少している

のが観察された。．また14日目には色素含量が4．2％（乾燥．重量あたり）に達す
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る一方で、上記のアミノ酸の含量は移植時の1／20以下にまで減少していた。
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Fig．　24．　Gonten七s．　of　amino　acids　and　8hikonin

器an器黙器S謝番。1七まs鵬職u溜
cul七ured　in　七he　dark．　　Gln3　glu七amine，　Argg
arginine，　Glu＝　glutamic　acid，　Asp3　aspar七ic
acid，　Asn8　asparagine。

第2項　主なアミノ酸のshikonin生成に対する抑制効果

　前項で述べたアミノ酸とshikonin生成との関連から、ある種のアミノ酸に、

shikonin生成の阻害活性があるのではないかと思われたので、種々のL一アミノ

酸をM9培地中に投与して、色素生成に対する影響を観察した。

一　56　一



10

　
　
　
　
5
　
　
　
　
0
　
　
　
1
0

つ
E
O
o
、
0
ε
乞
。
ヴ
ε
u
三
5
x
＝
u
。

●

5

●

　　　　　　　Aspリへ　へ　。＿．　＼．
　　．、．バ＼。

　　　　　　　　●

0　　0。5　　1　　3　　　5

・＿．／●一。Asn

、一ﾖ，
2

●＿　　　　　　Glu
　　　
・＼＼
　　。＼8｝rミ8～。

　　　　　　＼．

0　　0．5　　1　　3　　5

・～．　　　　　Gln

』＼＼
　　　　　　　　o　　　　＼

　　　　　　●

（営

ｸ
O
O
こ
≧
．
と
0
）
£
≧
o
」
O
＝
8
。

　
　
1
　
　
　
　
0
　
　
　
　
　
　
2
　
　
　
　
1 O

　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
　　　　O　　　O．5　　　1　　　　3　　　　5　　　　　　　　0　　 0響06　0」25　0．25　　0書5

　　　　　　　　Concentra量ion　of　a耐no　acid【rnMl

Fig・　25・　Effects　of　amino　acids　on　cell　grouth　and　shikonin

produc七ion　in同一ce113　grown　in　H9　皿ediu田　for　2
weeks．　Asp：　aspartic　acid，　Asn＝　asparagine，　Glu＝　glu七a廻ic
acid，　Gln：　glutamine．

　Fig．25に示したように、　Glnは他のアミノ酸（Ala，　Arg，　Asp，　Asnおよび

Glu）に比べてはるかに低い濃度で、強いshikonin生合成の抑制活性を示した。

培地に投与した．Glnが0．5　mMという低濃度でshikonin生成を完全に抑制し

てしまうのに対し、Gluは5血Mにおいても50％しか抑制せず、また炭素数の

1個短いAsnはほとんど抑制活性を示さなかった。

　投与したGlnのshikonin生合成抑制効果は、　GlnがglutaBinaseによって

分解されて二次的に生じたNH4＋によるのではないかという可能性も生じ． ｽ。そ

こで、Glnを投与してshikonin生成をある程度抑制した系に、　glutaminaseの

特異的阻害剤6－diazo－5－oxo－norleucin6（DON）4。）を加えて、　Gln投与による

shikonin生成抑制が解除される．か否かを検討した。　Gluta而naseをDONによっ

て阻害した場合、もしGlnの阻害活性が変化しないか増加すればshikoρin生

成阻害はGln自体によるものといえるし、　gluta四inaseの阻害によってGhの
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shikonin生合成阻害が起こらなければ、生合成の阻害はGlnの酵素分解によ

るNH4＋の効果ということになる。
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Fig●　26●　Effect3　0f　DON　on　cell　growth　and
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　実験の結果はFig．26に示したように、　Gln（0．2日M）を添加してshikonin

生成を約70％阻害した系にDONを添加した時、　lr6－10－5麗の濃度において細

胞生長には影響を与えずに、shikonin生成の阻害度を増加させた。すなわち、

細胞内のGlnがNH4＋に分解されずに色素生成に対する抑制が増強されたと考え

られる。従ってGlnによるshikoninの生合成の抑制は二次的に生じるNH4＋の

効果ではなく、Gln自体の作用であると解釈できる。
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第3項　種々の培地における細胞中のNH4＋およびGln

　LS培地とM9培地の細胞で比較した時、細胞内Gln含量がshikonin含量と

反対の関係にあることは認められたが、shikoninの生産に、　Gln含量が低いこ

とが必須であるか否かはさらに検討する必要がある。LS培地と瓢9培地では組

成が違いすぎてこの比較をするのには最適とはいえない。そこで同じしS培地の

中で、shikonin誘導体を生産するものとしないもので比較し、色素生産とGln

との相関関係を解析することとした。

　先にLS培地の中でもshikoninを生産させ得ることを述べたが、それはNH4＋

を除いた代わりにNOガを補充し、　Cu2＋を添加した系を用いた場合であった。

そこで、LS培地、　Cu2＋1．2μM添加したLS培地、　Cu2＋1．2μMを添加しさら

にNH4＋をNOかに置換したLS培地、および通常のLS寒天培地といった各種培地

で培養したムラサキの細胞株M18について、　shikonin生成量とGlnおよびNH4＋

の細胞内含量を分析した。

1藍b遡e撫fg蒲驕、撫諦13、盤七蹴am…a・・d・

Mediu皿
　Cell　　　　　　　Shikonin
growth　　　　　　con七en七

（g　fr．　w七）　（mg／g　dry　w七）

　　　　　　　To七al　　　　　　　　　　　　ロ
NH4　Gln　a鴨・n・a・id・

　（｝ユmo1／g　fr．　wt）

LS

lS＋Cu2＋

LS＋－ f・2＋一NH4＋

　　　　　＋NO3－

1・S　（agar　皿ediu恥）

M9

5．11）

5．51）

6．91）．

5．51）

2．1乏）

0

0

3．4

8。3

43．1

4．75　　　　7．72　　　　16．00

9．49　　　9．79　　 119．30

0．45　　　0．16　　　　2．00

11．93　　　　0．61

0．33　　　　0・05

7．07

0．75

1）　Cul七ure　period；　3　weeks，　2）　Cul七ure　period：　2　weeks．
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　結果はTable　l4に示した通りである。比較のためM9培地における定量値も

示した。予想通り、shikoniBを生成していないLSおよびLS＋Cu2＋培地中の

細胞では、Gln，　NH4＋両方の含量が非常に高かった。これに対し、　shikoninを生

成している懸濁培養細胞ではGln，　NH4＋両方の細胞内含量が低かった。注目され

るのは、LS寒天培地上でshikoninを生産している細胞中のGln濃度は、　LS

液体培地中の細胞に比して非常に低かったのに対し、NH4＋濃度はむしろ高いこと

である。このことは、細胞内の潤H4＋濃度が高くてもGln濃度さえ低ければ、

ムラサキ培養細胞はshikonin誘導体を生合成できるということを意味する。寒

天はLS培地で培養した細胞においてもshikonin生合成を誘導する能力があり、

その活性成分なagaropectinであることが明らかにされているが4D、今回の実

験から見て寒天には細胞中にNH4＋が存在してもGlnが多量に蓄積しないように

働く効果があると見なすこともできる。

　以上の結果から、培地中のNH4＋の濃度が高いためにshikonin生合成が阻害

される現象は、細胞内にGlnが多量に蓄積するためであることが明かとなった。

しかし、Ginがshikonin生合成を抑制する生化学的な機構については今後の研

究に待たねばならない。
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第7章結論および考察

　著者はムラサキ培養細胞におけるshikonin系色素の生合成中間代謝産物と、

その生合成調節因子について検討を行ない、以下の知見を得た。

1　ムラサキ培養細胞におけるshikonin生合成中間代謝産物

1．　p－Hydroxybenzoic　acidおよびその配糖体

　（1．1）　ムラサキ培養細胞の色素高生産株M18をLS培地で培養した白

色の細胞から、生合成中間体であるp－hydroxybenzoic　acid（5）が主にそのグ

ルコサイド（§）として細胞内に多量に蓄積していることを見出した。一方、shi－

konin（1）を生産しているM18細胞の中にこれらの化合物はわずかしか見出せ

ないこと、および色素生産用のM9培地においても色素を生産しない系統M130

およびLY株も本配糖体⑯）をM18とほぼ同量生成する能力をもつことが認め

られた。

　（1．2）　p－Hydroxybenzoic　acidおよびその配糖体は、　LS培地で培養し

たM18株の白色細胞において、培養期間を通じてほぼ一一定の含量で含まれてい

る。しかし、この白色細胞を色素生産培地M9へ移植して、　shikonin生合成の

誘導をかけると、配糖体昆は速やかに加水分解されて細胞内含量が減少し、ア

グリコンのp－hydroxybenzoic　acidもshikonin誘導体に急速に取り込まれ、

含量が減少する。その減少は色素生産中継続し、最終的に色素を多量に生産した

赤色細胞にはこれらの化合物はわずかしか検出されない。これらのことより、LS

培地で培養した白色細胞においてはshikonin生合成はp－hydroxybenzoic　a6id

のプレニル化の段階で強く抑制され、代謝されないp－hydroxybenzoic　acidは
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配糖体8の形で蓄えられ、shikonin生成が誘導されると速やかに分解、利用さ
　　　～
れると推察される。

2．　Shikon董n生合成の微量中間体および関連化合物

　（2．1）　Shikonin　q）を生産している赤色の細胞から生合成中間代謝産

物の』一geranyl一£一hydroxybenzoic　acid（£）ならびにgeranylhydroquinone（エ）

を単離した。投与した物質の変換ではなく、正常にshikoninを生成している細

胞からこれらの中間体が単離されたことは、その生合成経路の正当性を裏付ける

知見として重要である。また両化合物はベンゾキノン誘導体であるechinofuran

類の生合成中間体としても考えられ、ナフトキノン、およびベンゾキノン生合成

の分岐点にあたる化合物として存在意義は大きい。

　（2．2）　さらに、shikonin誘導体を生産して、、る赤色細胞からキノン系

化合物の検索を行ない、ベンゾキノン誘導体echinofuran　B（11）の生合成中間

体であるdeoxyshikonofuran（14～）を単離、構造を決定した。またechinofuran

C（12）の前駆体にあたるshikonofuran　E（13）を得た。両化合物は分子内にハ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

イドロキノン部分を有するgerany監hydroquinone（エ）からベンゾキノン系化合

物へ向けて生合成された代謝中間体と考えられる。

　（2．3）　LS培地で培養した白色細胞（M18株）から、ごく少量の旦一gera－

ny1－p－hydroxybenzoic　acidを単離した。次いで、異常代謝産物としてdihydro－

shikonofuran（15）を単離、構造決定をした。本化合物はgeranylhydroquinone
　　　　　　　～
の側鎖が5甲唄を形成した構造を有するもので、先に赤色細胞から得たdeoxy－

shikonofuranの生合成の1段階前のものである。本化合物の存在は色素高生産

株（M18）をLS培地で培養することにより色素生成を抑制しても、細胞はある程

度geranylhydroquinoneを生合成する能力があることを示唆するものである。

　（2．4）　m－Geranyh－hydroxybenzoic　acid以降のキノン生合成中間体の

細胞内含量を検索した結果、LS培地で培養したためshikonin系色素の生合成を

抑制された白色細胞（M18）でもgeranylhydroquinoneが5員環を形成したdi－

hydroshikonofuranまでは生合成が進められているが、ナフタレン骨格を形成し

たものは全く見出されなかった。それゆえ、この条件下ではshikon董n生合成は
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geranylhydroquinoneの閉環の段階で完全に阻害されているものと推定される。

このことは、量的に主要な生合成抑制段階がプレニル化にあるとする（1．2）

知見と併せて考慮すると生合成の流れを理解するにあたって大変興味深い。また

M9培地においてもshikonin生合成能力を欠く色素非生産株M130およびLY

においては、M18と同程度のm－gerany1－p－hydroxybenzoic　acidしか検出できず、

生合成上別の段階に欠陥を有する株であることが推察される。

II　細胞内および細胞壁中の微量フェノール性化合物

1。　低分子フェノール類の検索

　M18株において、　shikoninを生産した赤色細胞から、低分子フェノールとし

てp－hydroxybenzoic　acid（5）の他にcaffeic　acid（17），　sinapic　acid（18），
　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

syringaldehyde（19），　ferulic　acid（20），　o－hydroxybenzoic　acid（21）を検
　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

出した。一方、LS培地中の白色細胞からも。－hydroxybenzoic　acid（21）を除
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

く上記5種のフェノール化合物を得た。さらにフェニルプロパノイドの二量体、

および三量体としてrosmarinic　acid（22）ならびにIithospemic　acid（23）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノv

が白色細胞に多く含有されていることが認められた。次いで、結合型低分子フェ

ノールとしてp－hydroxybenzoic　acidおよびcaffeic　acidが細胞壁に存在す

ることを明らかにした。これら両化合物の含量は、細胞内の可溶性低分子フェノ

ールとは逆に、赤色細胞においてはるかに高いことから、色素生成細胞において

細胞壁の構造に変化が起こっていることを示唆し、shikonin生産との関連にお

いて興味が持たれる。

2．　フェノール類の色素生合成への影響

上述のフェニルプロパノイドなど低分子フェノールの色素生成に対する効果を
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観察するために、これらの化合物を色素生産系に投与した。また比較のために、

cinnamic　acid　（4），　2－cou紐aric　acid　（忽），　sinapaldehyde　（麺）・　conifera1二

d・hyd・⑳，　va・Hli・・cid（27～）・・y・i・gic　acid（妙・veni11i・（妙といっ

たフェノール類についても同様の検討を加えた。その結果、生合成中間体の2－

hydroxybenzoic　acidを投与した場合、10－5M以下の低濃度で色素生成を促進し、

この色素増加量は投与されたp－hydroxybenzoic　acidのモル数をはるかに超す

ものであり、細胞に対し生理的な変化を生じさせる効果があることが認められ、

細胞壁中の含量との相関が予想される。またros血arinic　acid（22～）は比較的高

濃度でも細胞に対する生長阻害は全く示さずshikonin生成は抑制したことから、

shikonin生合成調節に関する内的な調節因子の1つである可能性がある。

III　FMNアナログによるshikon藍n生合成阻害

1．　光による色素生合成阻害時の中間代謝産物の検索

　光照射によってsh童koninの生合成を中断した時、麗9培地で培養した細胞は、

p－hydroxybenzoic　acidの配糖体を蓄積することを明らかにした。その含量は細

胞をLS培地で培養した時に蓄積する本化合物の含量とほぼ等しい。一方、ブレ

ニル化を受けたrgeranyl－p－hydroxybe血zoic　acidやgeranylhydroquinone

等の蓄積は認められなかった。したがって、ゑのプレニル化の段階が、shikonin

の生合成の中で最も光に対し敏感な段階ということができる。さらに光照射によ

る色素生成阻害は、色素生合成が誘導された後においても起こることが確認され

た。

2．　FMNの光分解物について

　青色光を吸収するFMN（34）の光分解物をM18細胞に投与したところ、　i　so一
　　　　　　　　　　　　～
alloxazineタイプの共役系を持つlumiflavine（36～）が細胞のshikonin生合

成を10－5Mの濃度で抑制した。培地中のFMNは光照射下alloxazineタイプの
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共役系を持つ Iumichroneに分解するのに対し､細胞に取り込ませた FMNは光

分解によって lu血iflavineを与えた｡すなわち光照射による shikonin生合成

阻害の一部は､生合成の酸化段階に必要と思われる FNNの光分解による減少と､

それに伴う色素生合成阻害物質 lu皿iflavineの遊離で説明できる｡

3. FMNアナログの Bhikonin生成阻害効果

FMNのアナログを種々､shikonin生産系に授与して効果を検討し､lunifla-

vineの shikonin生合成阻害活性にはその骨格の中の共役系が重要であること

を明らかにした｡shikonin生合成を抑制するためには Iuliflayineのような

isoalloxazine骨格が必要であり､lu皿ichro皿eのような alloxazine骨格は効

果がはるかに弱いことを見出した｡

ⅠV Glutamineによる shikonin生合成の調節

1. NH4十の shikonin生合成抑制効果

LS培地から NH4+を除くことによって､M18細胞は shikoninを生成できるこ

と､ならびに M9培地に NH4十を添加すると色素生合成が抑制されることを確認

したOまた､shikonin生合成を在日ぎ完全に抑制するのに必要な NH4十の濃度は約

3nMであることを明らかにした｡

2. アミノ酸と shikonin生合成

(2.1) LS培地で培養した白色の細胞は多量のアミノ酸を含んでおり､

Gln,Arg,Glu,Asp,Asn等の含量が高く､特に Glnの含量 (6.5〟101/gfresh

wt)が最も高いことを見出した｡この細胞を色素生産培地 〃9に移植すると､こ

れらアミノ酸の含量は急激に減少し､同時に shikoninの生合成が開始した｡培
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養14日目でshikonin含量が最高値（42皿g／g　dry　wt）に達した時のアミノ酸

含量は、移植直後のそれの1／20以下に減少していた。

　（2．2）　主なアミノ酸をM9培地に添加して、　shikonin生成に対する効果

を検討したところ、Glnのみが0．25　mMという低濃度でshikonin生合成をほ

ぼ完全に抑制した。また、glutaminaseの阻害剤DONの投与実験により、この

抑制はNH4＋よりはむしろGln自体によるとの裏付けを得た。一方、　Gluには効

果は認められず、5mMの濃度においても50％程度の抑制にとどまり、またAsn

は3副まではsh亘konh生合成に対して何の効果も示さず、5酬でやや抑制的

に働く程度であった。すなわち、shikonin生合成の抑制効果はGlnに特異的で

あり、Glnプールの大小によって、二次代謝の発現が制御さているとの見方もで

きる。通常、植物細胞がNH4＋を有機物にとりこむ最初の化合物であり、NH4＋の

無毒な貯蔵形態であるGlnが、ムラサキの二次代謝に対して特異的に影響を及ぼ

すことは注目に値する。

　（2．3）　種々の培地で培養した細胞中のGlnおよびNH4＋の含量を調べた

ところ、LS培地からNH4＋を除くとGlnの濃度が減少し、　shikoninが生成され

た。しかし、LS寒天培地で培養したshikoninを生産する細胞は、　NH4＋を多量

に含んでいるがGlnの含量は低いことから、　shikonin生合成の抑制はNH4＋の

直接作用ではなく、細胞内に取り込まれて生成するGlnの効果であると推定され

る。

　以上述べたように、ムラサキ培養細胞のshikonin生合成を何らかの要因で抑

制すると、主な生合成の流れは」≧一hydroxybenzoic　acid（gのプレニル化の段

階で強く抑制され、余剰のp－hydroxybenzoic　acidは配糖化されて細胞内に蓄

積されるが、葦の一部はプレニル化されてgeranylhydroquinone（7～）を生成し

ている。しかし、ヱの正常な閉環反応でその流れは阻止され、dihydroshikono－

furan（15）の形で生合成は停止している。しかし、　shikonin生合成が誘導され
　　　　
ると先の配糖体が加水分解されて見を与え、プレニル化、ナフタレン核の形成、

酸化を経てshikoninが生産される。この場合、細胞内低分子ポリフェノールの
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減少､一部の 5などの細胞壁への取り込み､アミノ酸､特に Glnの急激な減少JPV
等が起こり､細胞内の代謝系が大きく変化する｡一方､光照射によって shiko-

ninの生合成を阻害した 削8細胞および本来色素を生産できない変異株 M130

や LY細胞においでは､主としてプレニル化が抑制され､細胞には且 の配糖体

が蓄積してくることが分かった｡今後､本研究で明らかにした生合成の流れに関

する知見をもとに､生合成関連酵素系の解析や遺伝子の発現に関する研究等に発

展し､ムラサキ細胞の二次代謝機構が次第に明らかにされていくであろう｡
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実 験 の 書持

第8章から第6章にかけての実験に関しては､特記しない限り､以下の方法に

よって実験を行なった｡

堵養株

本実験で使用した色素高生産性細胞株 M18株､および色素非生産性株 N130

株は元来､ムラサキの芽生えを 2,4-D10-8 粥および kinetin10-5xを含む LS

寒天培地にてカルス誘導した後､l九a10~OM,kinetinlO~5 xを添加した LS寒

天培地にて継代培養期間中に選抜された株である14)｡また､LY株は M18株を

lo′aM2,4-Dのみを含む培地で継代培養されている､色素非生産性培養細胞株

である｡

培養法

1)ムラサキの培養細胞 (M18株)は 10~8Nのβ-indoleaceticacid(IAA)､

10-5 Mの kinetinを添加した Linsnaier-Skoog(LS)eO)液体培地 (3%sucrose

を含む)150nlを pH6.2に調整し､500nI平底フラスコ中で継代培養した｡

色素を含まない細胞を得るには､継代培養に用いているものと同じ LS培地 30

niを 100n卜Erlembeyerフラスコに入れ､ムラサキの培養細胞 1.0gを移植し

た後､暗黒下､25℃で 3週間往復振丑堵養 (100strokes/Lin)した｡収穫はミ

ラクロス (CalbiochemBehringCorp.)を用いて細胞をろ取した｡

2)色素生成の誘導は1)の条件で前培養した白色の細胞を1)と同様の生長

調節物質及び 3%suorose加えた ≠9培地 3011(10011フラスコ)に 1.2g

移植し､暗黒下 25℃で 2週間振返培養することによって行なった｡

色素の抽出

ミラクロスでろ取して収穫した細胞を温風乾燥器中で乾燥後､CHC13を加えて
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ホモジナイズし・溶媒をろ取した。残査はさらに2回CHCI3で抽出し、ろ取後、

ろ液を合わせてCHC　I　3で希釈して一定量とした。

総色素含量の定量

　赤色色素をCHCI3で抽出して一定量とした試料溶液から0．1－0．5組1を10　m1

のフラスコに採取し、N2気流下で乾固した。その残査に5副の2．5％KOHを

加え、振盈して加水分解した。　その青色水溶液の吸光度を620n皿で測定し、

shikoninを用いて作成した検量線に基づいて、総色素量をshikoninとして算

出した。

TLCの条件

　TLCプレートはKiesel－gel　PF　254，（Merck）を用い、展開溶媒は主に次の3

種を用いた。

　Solvent　　　I　：　EtOAc－MeOH－H20　（200　：　33　：　27）

　Solvent　　II　：　CHC13－MeOH　（9　：　1）

　Solvent　III　：　CoH6－EtOAc　（8　：　2）

検出はUVライトの照射、ヨード蒸気または20％H2SO4の噴霧によった。分取

薄層クロマトグラフィーprep．　TLC（肌C）にはKiesel　gel　PF　254（脆rck）を

用いた。

　融点（m．p．）は柳本微量融点測定器を使用して測定し、すべて未補正である。

NMRスペクトルは日本電子（JEOL）FT－NMR　FX－200　Spectro皿eterを使用し、丁瓢Sを

内部標準として測定した。UVスペクトルはHitachi　Mode1200－20　Spectrophoto－

meter、　IRスペクトルはHitachi　EPI－S　Spectrophoto圏eter、旋光度はHitachi

Automatic　Digital　Polarimeter　PM　201、低分解能マススペクトルはHitachi

RMU－6D　Spectrometer，高分解能マススペクトルはJEOL　JMS－01SG－2　Spectrome－

terを使用して測定した。
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第3章　ムラサキ培養細胞におけるshikonin生合成中間代謝産物

第1節　p－Hydroxybenzoic　acid（pおよびその配糖体⑯）

第1項　単離、同定および細胞内含量

p－Hydroxybenzoic　acid（5）の単離

　LS培地中で暗黒下、25℃で3週間二二培養したムラサキの新鮮細胞をミラクロ

スで吸引ろ干し、この細胞（468g）をメタノール1⊥で3回抽出してメタノー

ルエキスとした。これを減圧下で300皿1まで濃縮した後、C6H6，　EtOAc，および

n－BuOHで順次抽出して（各150　ml　x　3）各エキスを得た。そのEtOAcエキス

（460mg）をSephadex　LH－20カラムクロマト（2　c皿LD．　x　43　c組）にかけ、80％

EtOHで溶出し、1フラクション5gずつ分画した。フラクションNo．10－13を合

わせて溶媒を留去し、prep．　TLC（展開溶媒CHC13－MeOH　4：1）にかけてp－hy－

droxybenzoiσacid（5）11皿gを単離した。

　m．p．212－213●（from　H20）；TLC（Rf値）0．77（solvent　i），0．24（sdvent

II）；　UV　λ難衆H　nm（109　ε）：　208（4．07），　253　（4．11）；　IR　ッ監曇£cm一二：　3350，

1670，　1610，　1590，　1510，　1430，　1370，　1300，　1250，　l180，　1090，　1000，　865，

785；　iH－NMR　（acetone－d6）　：δ　　7．92　（2H，　d，　J＝9　Hz，　H－2　and　6），　6．92　（2H，

d，　J＝9　Hz，　H－3　and　5）．

p－0。β一D－Glucosylbenzoic　acid（8）の単離

　前述のn－BuOHエキス（460皿g）をSephadex　LH－20カラムクロマトグラフィ

ー（2cm　LD．　x　43　c皿）にかけ、80器EtOHで溶出し、1フラクション5gずつ分

画した。フラクションNo．11－15を再びSephadex　LH－20カラムにかけて同様

に分画した後、舳berlite　XAD－2（Rho皿and　Hass　Co．，Philadelphia，　Pensy1－

vania）を用いたショートカラム（2　cm　I．D．　x　12　cのにかけ、　H20，　MeOHで順次

溶出、脱塩し、MeOH溶出画分を得た。この等分の溶媒を留去した後、£tOHから結

晶化させて、無色針状晶の息（180皿g）を得た。
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　皿・P・210－211。；TLC（Rf値）0．20（solvent　I）；UVλ糠翌H　n皿（109ε）：205

（4・17），　246　（4．17）；　　IR　2ノ蓋暑蔓cm－i：　3350，　1670，　1610，　1590，　1435，　1405，

1310，1295，1255，1180，1110，1090，1000，855，785；1H－NMR（CD30D）：δ

7．98　（2H，　d，　J＝9　Hz，　H－2　and　6），　7．13　（2H，　d，　Jニ9　Hz，　H－3　and　H－5），　5．Ol

（1H，　d，　J＝　7Hz，　glu－1），　3635－3．97　（6H，　glu－H）．

8の酵素分解

　昆（hg）を0．Ol　Mのphosphate　buffer（pH　6．5）に溶解し、0．5　mlのβ一

glucosidaseを加え、30℃で1時間インキュベートした後、2倍量のEtOHを加

えて反応を停止させ、反応液をTLCおよびHPLC（後述）にかけてゑを検出した。

ムラサキ培養細胞および根におけるゑおよび旦含量

　LSまたはM9培地で培養した細胞（M18，　M130，　LY株）はミラクロスで吸引

ろ過して収穫し、その新鮮細胞に5倍量のMeOHを加えてホモジナイズし、ろ過

した溶液をHPLCの試料とした。ムラサキの乾燥根は、大阪市三品の「紫根」を

用い、同様に処理した。

　ゑおよび息の定量はHPLCを用いて行なった。　HPLCはTSK－G肌ODS　120A，

10μmLD．（ToyoSoda）を充填したステンレスカラム（4．6腫厘1．D．　x　150皿皿）

を用い、展開溶媒H20－MeOH－AcOH（385：10：5）、流速1．5皿1／面n、圧力100

kg！cm2といった条件下で分析を行ない、250　n鵬におけるUV吸収で検出した。

ゑおよび意の定量値はChro腿atopac　C－RIA（Shi瓢adzu）で記録したピーク面積か

ら計算した。

色素非生産株M130株およびLY株

　M130株およびLY株は共に色素生産培地盟9またはしS寒天培地上において

shikonin系色素を生産できない系統である。　M130株は生長ホルモンとしてM18

株と同じ条件（10－oMのIAAおよび10－5　M　kinetin）、またしY株は1r6M

の2，4－Dのみを含むLS培地でそれぞれ継代培養されており、LY株は元はM18株

であったものである。振邊培養は暗黒下、阻8株と同様の条件で行なった。
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クチナシ、シソ等の懸濁培養細胞

　クチナシGardenia　jasminoides、シソPerilla　frutescens　var．　cr董spa、ア

カメガシワMallotus　japonicus、ニチニチソウCatharanthus　roseus、サイコ

Bupleurum　fαlcatum、ダツラDatura　innoxia、およびシャクヤクPaeonia里一

biflora　var．　trichocarpaの懸濁培養細胞は、10”6麗の2，4－Dを含むLS培地を

用いてムラサキの細胞と同じ条件下で2週間ごとに継代培養されているものを用

いた。ゑおよび昆の定量には上と同じ条件下で2週間培養した新鮮な細胞を用

い、ムラサキの細胞と同じ条件で試料を調整し、H肌Cの検体とした。

第2項　Shikonin生成との関連

　前述の条件でムラサキ培養細胞をLS培地中で培養し、培養開始日から4日ご

とに20日まで細胞を収穫し、MeOHで抽出してHPLCの試料とした。一方、　LS培

地で前培養したM18株をM9培地に白色の細胞を移植した方は移植日から4日

ごとに16日目まで細胞を収穫し、そのエキスをHPLCの検体とし、ゑおよび意

を定量した。

第2節　Shikonin生合成の微量中間体および関連化合物

第1項旦一Gerany1「2－hydroxybenzoic　acid（6）およびgeranylhydroquinone

　　　　（7）の単離、同定

　醗9培地で暗黒下、14日間培養した赤色細胞（阻8株）を乾燥後、400gの乾燥

細胞をMeOH　1．5⊥中でホモジナイズし、ろ此後、その残査を再び1．5⊥の

MeOHで抽出する操作を2回繰り返し、　MeOHエキスを得た。そのMeOHエキスを濃

縮後、H20500　mlとエチルエーテル500　nlを加えて分液ロートで分配し、水

層はさらに4回500皿1のエーテルで抽出して各エーテル層を合わせ、溶媒を留

肥してエーテルエキスとした（27．4g）。そのエーテルエキスをシリカゲル（Wa－

ko　Gel　C－200，和光純薬）を用いてカラムクロマト（10　c瓢LD．　x　15　cm）にか
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け、C6H6－acetone（5：1）で溶出し、1フラクシ饗ン129ずつ分画して各画

分を得た。　フラクションB以前（Fr．　No．1－34）はshikonin誘導体の画分

（10．2g）であり、フラクションC（Fr．　No．35－59）の画分（3．2　g）にshiko－

nin誘導体以外のスポットがTLC上で検出された。この画分を次にSephadex　LH－

20のショートカラム（2cm　I．D．　x　25　cm）にかけてEtOHで溶出し、1フラクショ

ン7gずつ分画してβ一sitosterolと思われる画分（Fr．　No．1－3）を除いた。

残りの野分をLobar　Column　RP－8（size　B，　Merck）にかけ、70％acetoneを用

いて、流速　2．5m1んin、　1フラクション7gで分画し、二分H（Fr．　No．28－

35）をさらにシリカゲルを用いたprep．　TLC（CHC13－MeOH＝20：1）で精製し、

RfO．23の部分から，§、RfO．55の部分からヱを各々28鼠gおよび43磁g得

た。また先のシリカゲルカラムの画分D（Fr．　No．60－82，0．6g）もLobar　Co－

1umnにかけ同様に分画し、その画分K（Fr．　No．46－65）をさらにSephadex　LH－

20を用いて精製することによって6（43皿g）を得た。また七分Kの後の三分L
　　　　　　　　　　　　　　　　～
（Fr．　No．66－78）からは2つのスポットが得られ、シリカゲルTLCで高いRf値

を示す方をprep．TLC（CHCI3－MeOH＝20：1）で分離して7（30猶g）を得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

rGeranyl－p－hydroxybenzoic　acid（㊥の同定

　皇は無色油状物質として71mg得られた。　TLC（Rf値）0．23（solvent　III）；

MS：　274　（M＋）　203・　15興・　123・　69・　41；　UVλ『三雲｛　n自　（lo9ε）：　207　（4・12），　257

（3．．92）；　IRレ〔…夏鼎きcm冒1：　3400，　2600，　1685，　1605，　1280；　iH－N麗R　（CDCI3）：　δ

7．89　（1H，　d，　J＝2　Hz，　H－3），　7．88　（1H，　dd，　J＝2，　9　Hz，　H－5），　6．85　（1H，　d，　」

＝9　Hz，　H－6），　5．32　（1H，　t，　J＝7　Hz，　H－8），　5．07　（1H，　br．t，　」ニ7　Hz，　H－13），

3．41　（2H，　d，　Jニ7　Hz，　H－7），　2．00－2．20　（4H，　皿，　H－11　and　H－12），　1．78，　1．68，

1．60　（3H，　s，　each，　H－10，　H－15　and　H－15’）；　High－MS　for　C二7H2203：　Calcd．

m／z274．15688，　Found　m／z　274．15740．これらの物性は文献値15）とよく一致し、

さらに別途合成した標品と、直接比較することによって同定した。

旦一Gerany　l－rhydroxybenzo1c　acid（6）の合成

　急（3g）をHCI－MeOHでメチルエステルとし、鵬thy12－hydroxybenzoate（2）

を得た。　9（3．2g）を無水トルエン50副に溶解し、金属ナトリウムL2　g
　　　　～
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を加えて窒素気流中5時間還流した。その後、氷冷下、別途合成した　gerany　l

bromide　4．6　gを2時間にわたり滴下し、さらに24時間室温で撹絆した。沈灘

をろ過して除き、1NNaOHで抽出（50図1　x　7）し、水層を1NH2SO4で氷下下

酸性にし、エーテルで抽出（100ml　x　5）した後、エーテル層を無水MgSO4で乾

燥してエーテル可溶部を得た（230四g）。このエーテルエキスをシリカゲルカラ

ムクマト（1．3c皿LD．　x　42　c皿）にてC6H6－EtOAc（8：2）を用いて4gずつ

分画し、Fr．　No．35－88からmethyl」rgeranyl一エーhydroxybenzoate（10～）19　mg

を単離した。　1H－NMR（CDCI3）δ：7．86（1H，　d，　J＝2．5　Hz，　H－3），7．84　（1H，

dd，　」ニ2．5，　9　Hz，　H－5），　　6．89　（IH，　d∫　J謡9　Hz，　H－6），　5．37　（1H，　br．t，　J＝7

Hz，　H－8），　5．23　（IH，　m，　H－13），　3．90　（3H，　s，　一COOCH3），　3．43　（2H，　d　Jニ7　Hz，

H－7），　2．00－2．20　（4H，　m，　H－11　and　12），　1．79，　1．68，　1．60　（3H，　s，　each，　H－

10，　H－15，and　H－15，）。

　この10を1NNaOH（10　m蓋）に溶解し、50℃で6時間撹搾した後、氷冷下、
　　　　
1NH2SO4で酸性とした。この反応液をEt2010皿1で5回抽出し、無水MgSO4で

乾燥した後、溶媒を留去して息を17mg得た。

Geraniolのプロム化

　10gのgeraniolを無水エーテル179　m1に溶解、3．6副の無水ピリジンを加

えて一5から一10℃に冷却する。これを窒素気流中PBr314．3　dを1時間かけて

滴下し、さらに1時間撹搾した後、氷水を加える。この反応混合物をエーテルで

抽出し、エーテル層を、5％NaHCO3およびH20で順次洗浄して、溶媒を留去し、

geranyl　bro皿ide　7．68　gを得、直ちに上記の反応に用いた。

Geranylhydroquinone（7）の同定
　　　　　　　　　　M
　先に述べたrgerany1－2－hydroxybenzolc　acid（§）の単離の際得られる二分

Hの、prep．　TLCおよび三分しのprep．　TLCより合計73　mgのヱを無色油状物

質として単離した。

　TLC（Rf値）0．54（so！vent　I　I1）；MS：246（M＋），203，161，123，69，41；UV

λ言出｛　nm（logε）：　208　（4．05），　293　（3．53）；　lR　レ鴇1ま～3c臓一i：’3350，　2920，　15

00，　1450，　1180；　iH－NMR　（CDC13）：　δ　　6．68　（1H，　d，　J＝8　Hz，　H－6），　6．60　（IH，
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d，　」＝3　Hz，　H－3），　6．57　（IH，　dd，　J＝3，　8　Hz，　H－5），　　5，29　（1H，　t，　J＝7　Hz，　H－

8），　5．07　（IH，　br．　t，　J＝7　Hz，　H－13），　3．30　（2H，　d，　」＝7　Hz，　H－7），　2．00－2．20

（4H，　m，　H－11　and　H－12），　1。75，　1．68，　1．60　（3H，　s，　each，　H－10，　H－15　and　H－

15’）；⊥3C－NMRはTable　4に示した；High－MS　for　C16H2202：Calcd．　m／z

246．16196；　Found　m／z　246．16311．

　これらのデータは文献値15）とよく一致し、さらに本学部植物化学教室井上教

授より御分与いただいたgeranylhydroquinone（7）の三品と直接比較すること

によって同定した。

第2項目Deoxyshikonofuran等の単離、構造決定

　本節第1項のところで述べた分画精製において三分Hのprep．TLCにおいては

，§とヱの中間にUV吸収のあるゾーンを認め、この部分をかきとり、鯵を55mg

単離した。また分画しのprep．　TLCからはよりRf値の低いゾーンがUV照射下

に認められ、この部分をかきとることによって、13を38旧g単離した。また、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
Lobar　Columnの二分Gは溶媒を留心した後、　CH2C12から結晶化させて14を33
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
皿9得た。

Shikonofuran　E（13）の同定

　馨は無色油状物質として合計93mg単離した。［α］D－60．8●（c＝0．5，　CHCI3）。

皿CではRf値0．46（solvent　III）を示し、展開後、一夜空気中に放置しておく

とスポットが無色から榿黄色に変色する。MS：356（Mり，256，241，137，83，

55；　　UVλ嘘翌H　nm　（109ε）：　214　（4．27），　264　（sh）　（3．99），　269　（4．08），　281

（3．99），　323　（3．96）；　IR2／1蓋謹1妾13　cm一二：　3350，　2900，　1690，　1440，　1350，　1210，

1156，1075，870；二H－NMR（CDC　13）：δ7．44（1H，　s，　H－10），6．99（1H，　d，」＝3

Hz，　H－3），　6．79　（1H，　d，　J＝9　Hz，　H－6），　6．70　（1H，　s，　H－8），　6．68　（IH，　dd，　」＝

3，　9　Hz，　H－5），　5．79　（1H，　t，　J＝7　Hz，　H－11），　5．71　（IH，　br．　s，　H－2”），　5．09

（1H，　br．t，　」＝7　Hz，　H－13），　2．60　（2H，　t，　J＝7　Hz，　H－12），　2．17，　1．90　（3H，　s，

each，　H－4”　and　H－4’，，），　1．68，　1．61　（3H，　s，　each，　H－15　and　H－15’）；　High－

MS　for　C21H2405　，　Calcd．　皿／z　356．16236，　Found　m／z　356．16290．
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これらの物理恒数は文献値25）にあるshikonofuran　Eとよく一致する。

Shikonofuran　E（13～）の酸化

　10mgの13を無水エーテル1mlに溶解し、無水MgSO425　mgおよび、酸化
　　　　　　
銀（Ag20）25　mgを加え、30分間撹回した後、反応液をろ過して沈澱物を除いた。

さらに沈澱物をベンゼンで3回洗い、洗液と先のろ液とを合わせて溶媒を留潤し

て、榿黄色油状物質12を8mg得た。12はそのTLC，二H¶瓢R，　IR，　UV，および
　　　　　　　　　ヘノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ

MSスペクトルにおいてechinofuran　C（12）とよく一致し、別途、活性炭添加
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
LS培地a4》で培養したムラサキの懸濁培養から単離した標品と同定した。

Deoxyshikonofuran（14）の構造

　14は無色針状晶として33雄g単離され、TLCにおいてはRf値0．51（solvent
　　
111）を示し、展開後、空気中で一夜放置しておぐと、スポットが無色から榿黄色

に変化する。

　m．P．　139－141’　；　腿S：　258　（M＋），　191，　162，　137，　69，　41；　UVλ盤薮凹　nm　（lo9

ε）：　207　（4．18），　266　（sh）　（4．02），　272　（4．10），　284　（4．39），　324　（3．94）；　IR

レ1孟皆隻13cm聯i：　3400，　2900，　1480，　1450，　1170，　940・　870；　iH・一NMR　（CDCI3）：　δ

7．27　（1H，　s，　H－10），　　6．97　（1H，　d，　H＝3　Hz，　H－3），　　6．83　（1H，　d，　」＝9　Hz，　K－

6），　6．67　（1H，　dd，　J＝3，　9　Hz，　H－5），　6．56　（1H，　s，　H－8），　5．16　（1H，　t，　」＝7

Hz，　H－13），　　2．48　（2H，　t，　J＝7　Hz，　H－11），　　2．27　（2H，　dt，　J＝7　Hz，　H－12），

1．70，　1．61　（3H，　s，　each，　H－15　and　H－15，）；　　High－MS　for　Ci6H1803：　Calcd・

m／z　258．12558，　Found　m／z　258．12596．

Deoxyshikonofuran（14）の酸化

　14（10mg）を無水エーテル1皿1に溶解し、無水MgSO425　mgを加えて撹写し、
　　
酸化銀（Ag20）25　mgを加えてさらに30分間撹拝した後、反応液をろ過し沈澱

物を除いた。この沈澱物をベンゼンで3回洗い、三二を先のろ液と合わせ、溶媒

を留去して、榿黄色油状物質（11）8mgを得た。11はそのTLC上での挙動、1H一
　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！V

NMR，　IR，　UV，及びMSスペクトルにおいてech童nofuran　B（ll～）と一致した。

さらに別途、硬紫根から単離した標品24》と同定した。
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第8項　Dihydroshikonofuran（15）の単離、構造決定
　　　　　　　　　　　　　　～

　LS培地にて25℃、暗黒下で20日間培養したM18株の乾燥細胞（400　g）を

1．5⊥のMeOHでホモジナイズし、ろ過後の残査をさらに1．5⊥のMeOHで2回抽

出して抽出液を合わせ、濃縮した。濃縮エキスに水500匹1およびエーテル500

mlを加えて分液ロートで分配し、水層はさらに500皿1のエーテルで4回抽出し

てエーテル層を合わせ、溶媒を留去した。その水層をEtOAc，　n－BuOHで順次抽出

して各エキスを得たが、ここではエーテルエキスについて分画を行なった。

　赤色細胞と同様にエーテルエキス（18．63g）をシリカゲル（胃ako　Gel　C－200，

和光純薬）を用いたカラムクロマト（10c皿1．D．　x　15　cのにかけ、　C　6H6－ace－

tone（5：1）で溶出し、1フラクション12　gずつ分画した。このカラムクラマ

トの画分C（Fr．　No．35－60，88磁g）に6と思われるスポットが検出された。次
いで直接，，eP．　TLC（CHCI，．麗，。H．2。π1）1、かけて精勲行な、、、　Rf値。．23

の部分から6を4mg得た。画分B（Fr．　No．14－34，184皿8）には6および7
　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　酎　　　　　　　　　　　　ノ》ρ

の存在は、TLCおよびHPLCによって検出できず、代わりにTLCにおいてRf値

0．37（CHC13－MeOH＝20：1）にUV照射下スポットが認められた。そこでこの

二分をSephadex　LH－20カラムクロマト（2　c皿1』．　x　47　cのにかけ、　EtOHで溶

出し（流速1．3ml／min）、6g／Fr．で分画してFr．　No．8－15から油状物質を分

離し、さらにprep．TLC（C6H6－EtOAc＝8：2）による四三を重ね矩を単離し

た（202mg）。

rGerany1－p－hydroxybenzoic　acid（6）の同定

　白色の細胞から得た£も赤色の細胞から得たものと同一であることをi臣NMR

スペクトルによって確認し、標品と直接比較し、同定した。

Dihydroshikonofuran（15）の構造

　15は無色油状物質として単離した。TLCにおいてsolvent　IHではRf値0．36
　～
を示し、展開後空気中で一夜放置しておくと、淡下色にスポットが変色する。

　［α］D－90．2●（c＝0．4，CHCI3）；MS：260（M＋），229，161，137，69，41；　UV

一　77　一



λ麗eoH　nm　（lo9ε）：　204　（4．15），　294　（3．44）；　　1Rレ望議〔蔓13　c皿一二：　3300・　2900・

　ロし　ズ

1500，　1450，　1380，　1280，　1235，　1170，　1100，　1055，　965，　830；　iH－N瓢R　（CDC13）

：　δ　 6．67　（1H，　d，’」＝8　Hz，　H－6），　6．60　（1H，　dd，　J＝3，　8　Hz，　H－5），　6．53　（IH，

d，　J＝3　Hz，　H－3），　5．99　（1H，　br．t，　Jニ4　Hz，　H－7），　　5．60　（1H，　d，　J＝l　Hz，　H－

8），　5．09　（1H，　m，　H－13），　4。66　（2H，　m，　H－10），　2．00－2．30　（4H，　皿，　H－11　and

H－12），1．68，1．60（3H，　s，　each，　H－15　and　H－15’）；13C－NMRは本文中のTable

4．　High－MS　for　CioH2003：　Calcd．　m／z　260．14123，　Found　皿／z　260・14138・

Dihydroshikonofuran（15）のアセチル化

　29mgの15を無水ピリジン1m1に加え、無水酢酸を1皿1加え、一・夜室温
　　　　　　
で放置してアセチル化を行なった。常法により後処理を行ない、prep．TLC（CHCI3

－MeOH＝30：1）で精製し、ユ§を油状物質として25　B9得た。

　［α］D－90．42．（cニ1．2，CHC　13）；　MS：344（M＋），301，285，190，161，69，

43；UVλ蟹・m（1・9ε）：204（4．15），294’（3・44）；IR・望象13　cガ’：2900・

1760，　1485，　1370，　1230，　1200，　1170，　1140，　1060，　1010，　910、　83g；　　ユH－NMR

（CDCI3）：　δ　 7．11　（IH，　d，　」〒2　Hz，　H－3），　7．06　（1H，　d，　Jニ8　Hz，　H－6），　7．01

（1H，　dd，　J＝2，　8　Hz，　H－5），　5．84　（ddd，　J＝2，　4，　5　Hz，　H－7），　5。48　（IH，　q，　」＝

2　Hz，　H－8），　　5．10　（1H，　m，　H－13），　　4．72　（1H，　ddd，　」＝2，　5，　12　Hz，　H－10），

4．61　（1H，　ddd，　J＝2，　4，　12　Hz，　H－10），　2．31　（3H，　s，　一〇COCH3），　2．27　（3H，　s・

一・
nCOCH3），　2．10－2．25　（4H，　m，　H－ll　and　H一・12），　1．69，　1．61　（3H，　s，　each，　H－

14・　and　H－15）；　　High－MS　for　C20H2405：　Calcd．　墨／z　344・16235・　　Found　m／z

344．16290．

第4項　Shikonin生合成関連代謝産物の細胞内含量

H肌Cの条件

　化合物の分析はHPLCを用いて行なった。ポンプ：Shi鵬dzu　LC－6A（島津製作

所）カラム：ステンレスカラム6m血LD．　x　l50山、充填剤：YMC　A3120DS　5

μm（山村化学）、カラム・オーブン：CTO－6A（島津）、カラム温度：40℃、展

開溶媒：MeOH－CH3CN－H20－AcOH（34：28：37：1）、圧力：100　kg／cm2、検出器：
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SPD－6A（島津）、波長：254　nmおよび294　n腿。

　検体成分の各ピークの定量はChromatopac　C－R3A（島津）で記録したピークの

面積より算出した。検出波長257nmは6、13、および14の検出に、294　nm
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　～　　　　　　　　　　　　　　～

は7および15の検出に用いた。保持時間は6：15．49、13：14．71、14：9．83、
　～　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　！V　　　　　　　　　　　　　　～

7：11．10、15：6．15（分）である。
～　　　　　　　　　　　　　　《ノ

HPLC用の試料の調整

　試料とするM18，　M130，　LYの各株の細胞は（3．1．1）に記した方法に従っ

て得た。細胞は生長が定常期初期に収穫したものを直ちに凍結乾燥後、次いでそ

の約1gを精秤し、10倍量のMeOHを加えてホモジナイズし、ろ過後、その残

渣は2mlのMeOHで2回洗い、洗液とろ液を合わせて容量を測定し、　HPLCの試

料とした。なお注入量は5－10μ1で注入の直前にメンブランフィルター（Sar－

tor　ius）でろ過し、微小な不溶物を除去した。

一　79　一



第4章　細胞内および細胞壁中の微量フェノール性化合物

第1節　低分子フェノール類の検索

細胞内のフェノール温低分子化合物の単離、同定

　1）　LS培地で培養した新鮮細胞（150　g）をHeOH　300　dで3回抽出を繰り

返し、ろ液を合わせて減圧下40℃で濃縮して水性濃縮液を50d得た。これを

4NHCIを用いて氷冷下pH　2．5に調整したのち、　EtOAcで5回抽出し、　EtOAc層を

濃縮乾固してEtOAcエキスを得た。これをシリカゲルを用いたprep．TLC（CHC13

－MeOH＝9：1）にかけ、　Rf値0．25の部分から晃、　Rf値0．15の部分からE、　Rf

値0．35の部分からは麹、Rf値0．45の部分からは毘が得られた。その同定は、

二H－NMRおよびTLC，　HPLC（後述）を用いた二品との直接比較によって同定した。

　2）　M9培地で培養した赤色の新鮮細胞（150　g）についても上と同様の抽出、

および分画操作を加え、17－20の化合物を単離した。　またTLC（CHC　l3－MeOH＝
　　　　　　　　　　　　　　　ノもノ

20：1）でRf値0。21前後に強いテーリングを示すゾーンが認められ、この部分

からは。－hydroxybenzoic　acid（21）が得られ、1H一醐R，　TLCおよびHPLC（後
　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

述）により同定した。

　Rosmarhic　acid（22）の単離と同定

　LS培地で培養した新鮮な白色細胞500　gをMeOH　800鳳1で3回抽出して瓢eOH

エキスを得、次いで減圧下40℃で60岨まで濃縮し、C6Ho（60副x10），　EtOAc

（60ml　x　7），水飽和rBuOH（60　m亘x3）で順次抽出して各エキスを得た。その

うち、EtOAcエキスをSephadex　LH－20カラムクラマト（30　g，2c匹1．D．　x　44

cm）、80％EtOHを用いて、流速2．5皿1んinで溶出させ、1フラクション5gず

つ分画した。フラクションNo．24－84を合わせ、溶媒を留去して22（100　mg）を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
得た。
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　22は類白色無晶系粉末として単離した。TLC（Rf値）：0．29（SiO2，　solvent　I），
　～
0．38（SiO2，　toluene－EtOAc－AcOH＝4：5：2），　0．23（SiO2，　BuOAc－AcOH－H20＝

10　：　2　：　1），　0．78　（cellu蓋ose，　0．1　N　HCl），　0．45　（cellulose，　n－BuOH－BuOAc－

AcOH－H20＝9：28：47：16）；［α］D＋128●（c＝1．0，　EtOH）；UVλ盤毅H　nm：205，

215　（sh），　287，　325；　　IRレ蚤§£　cm一二：　3350，　1700，　1600，　1505，　1340，　1280，

1255，　1230，　1190，　1150，　1110，　1070，　970，　810；　1H－NMR　（CD30D）：δ　　7．51（IH，

d，　Jニ16　Hz，　H－7），　7．02　（IH，　d，　J＝2　Hz，　H－2），　6．93　（1H，　dd，　J＝2，　8　Hz，　H－

6），　6．78　（1H，　d，　J＝8　Hz，　H－5），　6．78　（1H，　d，　J＝2　Hz，　H－13），　6．69　（1H，　d，

J＝8　Hz，　H－16），　6．62　（1H，　dd，　」＝2，　8　Hz，　H－17），　　6．27　（IH，　d，　」＝16　Hz，　H－

8），　5．10　（1H，　dd，　」＝5，　9　Hz，　H－10），　3．03　（2H，　璽，　H－ll）；　13C－N麗R（CD30D）：

δ　　128．0　（1C，　s，　C－1），　115．5　（1C，　d，　C－2），　146．7　（IC，　s，　C－3），　149．4　　（l

C，　s，　C－4），　116．6　（1C，　d，　C－5），　122．9　（1C，　d，　C－6），　147．0　（1C，　d，　C－7），

115．5　（IC，　d，　C－8），　169．1　（IC，　s，　C－9），　77．2　（IC，　d，　C一一10），　38．6　（1C，　t，

C－11），　　130。8　（1C，　S，　C－12），．　117．7　（IC，　d，　C－13），　　145．9　（IC，　s，　C－14，

144．9　（1C，　s，　C－15），　116．4（IC，　d，　C－16），　121．9　（IC，　d，　C－17），　176．8（1C，

s，C－18）

　これらのデータは文献値29》の22によく一致し、さらにZenk教授から三分
　　　　　　　　　　　　　　　～
与いただいた標品との直接の比較によって同定した。

Liいospermic　acid（23～）の単離と同定

　先の単離を行なった際得られたrBuOHエキス（1．42　g）をSephadex　LH－20カ

ラム（30g，2cm　x　44　cm）にかけ、80％EtoHで溶出し（流速2．5　mlんin）、

1フラクション5gずつ分画した。フラクションNo．23－27は22（98皿g）であ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
り、その後のフラクションNo．30－40を集めて溶媒を留去し、麹（23　mg）を

得た。なお、Fr．　No．28，29は22と23の混合物であることが認められた。
　　　　　　　　　　　　　　～　　　　　　～
　23は類白色無甲形粉末として得られた。TLC（Rf値）：0．10（SiO2　solvent　I），
　

0．11　（SiO2，　toluene－EtOAc－AcOH＝4　：　5　：　2），　　0．08　（SiO2，　toluene－ethy1－

formate－HCOOHニ28　：　20　：　6），　0．69　（S　iO2，　BuOAc－AcOH－H20＝10　：　2　：　1），　0．73

（ce　l　lulose，　0．1　N　HCI），　0．34　（ce1藍ulose，　』『BuOH－BuOAc－AcOH－H皐0＝9　：　38　：

47　：　16）；　UVλ蟹雲｛　nm：　207，　225　（sh），　254，　288：　lRレKB「c匿一1：　3300・　1700・

一　81　一



1600，　1510，　1445，　1360，　1260，　1180，　1120，　1070，　1030，　975，　860，　810；

iH－NMR　（CD30D）＝δ　　7．80　（1H，　d，　」＝16　Hz，　H－7），　7．15　（1H，　d，　」＝8　擁z，　H－6〕1，

6．81　（1H，　d，　」＝8　Hz，　H－5），　6．79（IH，　d，　」菖2　Hz，　H－13），　6．77（1H，　dg　J＝2

Hz，　H－23），　6．79　（1H，　d，　J＝8　Hz，　H－26），　6．74　（1H，　d，　Jニ8　Hz，　H－16），　6。70

（1H，　dd，　」＝2つ　8　Hz，　H－27），　6．61　（1H，　dd，　J＝2，　8　Hz，　H－17），　6．20　（IH，　d，

」＝16　Hz，　H－8），　5．88　（1H，　d，　」＝＝5　Hz，　H－21），　5．17　（IH，　dd，　」ニ5，　9　Hz，　　H－

10，　4．35　（1H，　d，　Jニ5　Hz，　H－20），　2．96　（2H，　m，　H－11）；　13C－NMR　（CD30D）：　δ

123．0　（IC，　s，　C－1），　127．0　（1C，　s，　C－2），　147．0　（1C，　s，　C－3），　146．0　（1C，

s，　C－4），　　l18．0　（1C，　d，　C－5），　122．4（1C，　d，　C－6），　145．0（IC，　d，　C－7），

117．0　（1C，　d，　c－8），　172．5　（1C，　s，　C－9），　75．0　（IC，　d，　C－10），　37．8　（1C，　t，

C－11），　129．5　（1C，　s，　C－12），　　l17，5　（1C，　d，　C－13），　145，2　（IC，　s，　C－14），

143．5　（1C，　s，　C－15），　117．2（1C，　d，　C－16），　122．2　（IC，　s，　C－19），　58．0　（IC，

d，　C－20），　88．5（1C，　d，　C－21），　134．0（1C，　s，　C－22），　113．2（1C，　d，　C－23），

145。5　（1C，　s，　C－24），　143．5（IC，　s，　C－25），　117．0　（IC，　d，　C－26），　　l18．8　（1

C，　d，　C－27）．

　これらのデータは文献値29）の23によく一致し、さらに胃agner教授から御
　　　　　　　　　　　　　　　　
分与いただいた下品との野州の比較によって同定した。

細胞壁の分離

　細胞壁を分離する方法はHartlyら32）の方法を改変して行なった。

　LS培地で培養した白色の新鮮細胞210　g（乾燥細胞に換算して8．45　g）をあ

らかじめMeOH　300　m　lで3回抽出してMeOH可溶部を除き、その細胞三巴を一度

減圧乾燥後、以下に示す組成の中性界面活性剤200獲1を加え乳鉢の中で混和し

た。次いでその懸濁液を25℃で24時間激しく振盈し、グラスフィルター（No．

1）でろ過して残聴を得、さらに残査を水（1ユ）、熱水（1⊥）、　アセトン（500

ml）、　Et20（300　ml）で順次洗浄した後、減圧下、　P205存在下で乾燥して、細胞

壁2．11g（乾燥重の25．1％）を得た。

　赤色細胞も同様に処理して細胞壁を得た（収量：乾燥細胞あたり25．0％）。
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Neutral　detergent

　Sodium　laurylsulfate　　・・幽騒．層．■・國一暉騨・・一一陶騨。．■一・■幽願一昌。－　30．00　9

　Disodium　dihydr◎gen　ethylenedia血inetetraacetic

　　dihydrate　　・・圏一．■［騨暉．．・o鯛■曜．・．・．．・一一一騨．．層．鵬。■鰯一．．■　18．61　g

　Sodium　borate　decahydrate　　　騨。騨一一■．・・6。暉。■一．6一幽幽一．・●■　　6．81　9

　Sodium　hydrogen　phosphate　（anhydrous）　・一口・■幽一顧暉脚一一・．一　　4．56　9

　Ethylene　glycol　monomethyl　ether　　・．■一■一．幽一一・■・．一顯一騨一一．　10　ml

　H20・■一曜騨明暉．■■・噛・一聯．．■■一顧曽剛．■一■■一騨層．脚唇．一國纏繭胃騨．■．・．■●・一　1000　ml

　　　　　Adjust　pH　to　6．9－7．1

細胞壁からのフェノールの分離

　乾燥細胞壁50mgに1NNaOHを加え、　N2気流中、20℃で20時間振盈し、

加水分解を行なった。その反応液をグラスフィルター（No．3）でろ過し、水2　m1

で1回、1mlで1回洗浄してろ液と洗液とを合わせ、4NHC1で氷冷下pHを酸性

（2．5）に調節した。これを5皿1のエーテルで10回抽出し、エーテル層を合わ

せて、乾燥後、N2ガスで溶媒を留回した。その残留物を1皿1のMeOHに溶解し、

5－10μ1をHPLCの試料とした。

フェノールカルボン酸の細胞内および細胞壁中の定量

　HPLCは以下の条件にて行なった。カラム：TSK－gel　ODS　120A，10μm（Toyo

Soda，4．6皿m　I』．　x　l50　mm）；溶媒系（a）旦一BuOH－AcOH－H20（10：1：400），

（b）　MeOH－H20－　AcOH　（100　：　400　：　1），　　（c）　MeOH－H20－AcOH　（90　：　110　：　1），

（d）MeOH－H20－AcOH（20：30：1）；流速：1．5　Elんin；圧力：100　kg／c皿2；検

出波長：・280nm。これらのうち溶媒系（a）一（c）は5および17－21の化合物
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ　　　　　　　　　　　　　　　　　

の検出同定に、（d）は22および23の検出同定に用いたものである。各々の定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

量値はChromatopack　C－RIA（島津）を用いて記録したピーク面積を、標品のそ

れと比較して算出した。

第2節　フェノール類の色素生合成への影響
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Sinapaldehyde（25～）の合成

　2gのsinapic　acid（18～）をabs．　MeOH　40　mlに溶解し、　MeOH－HCI　10皿1を

加えて12時間撹押し、メチルエステルとした。溶媒を留回し、MeOHから結晶化

させてmethyl　sinapate（30～）1．86　gを無色針状晶として得た。これをCH2C12

40mlに溶解し、2，3－dihydropyran　1．3　gおよび2－toluenesu．lfonate　20　mgを

添加し、N2気流下0℃で3時間撹搾した。反応液をtriethyla旧ine　2－3滴加え

て中和し、飽和Na駐CO320　mlで2回洗浄して、有機層の溶媒を留卜した。反応

液肥に少量の未反応の原料が混在していたため、シリカゲルカラムクロマト（2

cm　x　50　cm，　CθH6－EtOAc＝5：1）にかけ、1フラクションll　gずつ分画してそ

のFr。　No．10－30からtetrahydropyranyl恐ethyl　sinapate（31～）1．36　gを得

た。これを90m1のTHFに溶かし、一40℃に保った。　LiAIH4450皿gのTHF（30

ml）懸濁液中に徐々に滴下して還元した。溶器内はN2置換しておき、反応液の

温度は一40℃以下に保った。2時間にわたって滴下した後、0℃まで温度を上げ、

水を加えたTHF　45　m1を加えて反応を止めた。その後EtOAc　60副を加え、ドラ

イアイスの小片を加えて酸性にし、EtOAc　120皿1およびH2030皿1を加えて抽

出し、有機層を飽和NaC160　m　1で3回洗浄した後、無水Na2SO4で乾燥し、溶媒

を留写してtetrahydropyranyl　sinapyl　alcohol（32～）を得た。これをCC1425

m1に溶解し、　N2気流下、活性二酸化マンガン（瓢nO2）435皿gを加えて一夜室

温で撹搾して酸化を行なった。反応混合物をろ過し、ろ液の溶媒を留去後、脆OH

から結晶化させてtetrahydropyranyl　sinapaldehyde（33～）72hgを得た。そ

のうちの250mgを10　mlのTHFに溶解し、1NHC1を1皿1加えてN2気流下

。℃で2時間撹凹し、脱保護を行なった。反応後、30副のEtoAcおよび30皿1

の飽和NaClを加えて抽出し、有機層を無水Na2SO4で乾燥した後、溶媒を留志し

て油状物質を得た。これをEt20－hexane（1：Dから結晶化させてsinapalde－

hyde（25）202　mgを得た。
　　　　
　TLC（Rf値）：0．21（SiO2，　CHC13），0．71（SiO2，　solvent　H），　IRレ盟薮13　cm－i

：3500，　2920，　2800，　2660，　1510，　1460，　1420，　1370，　1330，　1280，　1255，　1220，

l160，1120，970，810；1H－N団R（CDC　I3）：δ9．66（1H，　d，　J＝8　Hz，一CHO），7．39

（1H，　d，　J・16　H・・Ar－4）・6・82（2H・・・・・…H）・6・61（1H・dd・J・8・16
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H・・尋・3・94（6H…一・CH・）・

　Coniferaldehyde（26）の合成も基本的に本法に準じて行なった。
　　　　　　　　　～

フェノール類の投与

　内在性のフェノールとして5、17、18、19、20、21を、また比較用に用いた
　　　　　　　　　　　　　　～　　　ノ》　　　　～　　　～　　　～　　　　ノ㌔ノ

フェノールとして4、24、25、26、27、28、29（、、ずれも半井、和光より購入）
　　　　　　　　ハノ　　～　　　～　　　～　　　～　　　～　　　！㌔ノ

を培地に投与する際はDMSOに溶解し、10“θ一lr3Mの各濃度の試量をpore　size

O．2μmのメンブランフィルター（Fluoropore，住友電工）を用いてろ過滅菌を

行ない、その0．1mlを無菌的にM9培地7mlに添加した。なお、　DMSOはこの

濃度（1．4㊧で色素生成に影響はない。培地にはこれら有機酸によるpHの低下

を防止するために2一（N－morpho　hno）一ethanesulfonic　acid（MES）10　mMを添加

した。この濃度においてはMESはshikonin生成に影響を及ぼさなかった。培

地7mlは試験管（18　mm　LD．　x　180皿m）に入れ、移植量は試験管あたり、0．3

gとし、通常の色素生成の条件で14日間振盈培養した。収穫はミラクロスでろ

過して行なった。22の投与に関してはDMSOの代わりにH20を用いて溶解し、
　　　　　　　　～
その他の条件に他の試料と同様に行なった。
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第5章　FMNアナログによるshikonin生合成阻害

第1節　光による色素生成阻害時の中間代謝産物の検索

光照射の条件

　1）　Table　8に示した実験においてはM18株の細胞をM9培地に移植した直

後から、蛍光灯を用いた60001uxの白色光照射下にフラスコを設置して、暗所

と同条件で振盈培養を行なった。照明は移植14日後に収穫するまで継続した。

対照としては暗所で通常の条件下において培養した（M9培地、　M18株）細胞を用

いた。

　2）　Fig．20の実験

　M9培地に細胞（M18株）を移植した時点から、暗黒下にて振盟培養を行ない、

移植後0日から3日ごとに12日目まで60001uxの照明下の振盟条件にフラス

コを移動し、移植後15日目にすべての細胞を収穫した。また対照としては培養

開始日から最後まで暗黒下で振潤したものを用いた。また対照として培養開始日

から15日間暗黒下で培養したものを用いた。

　1）、2）の実験とも、2－hydroxybenzoic　acid（p，およびその配糖体（惹）

の定量は3．1．1に述べた方法を用いて行なった。またその他の生合成中間体で

ある皿rgerany　lr£一hydroxybenzoic　acid（6～），　geranyihydroquinone（エ）の検出

にはHPLCを以下の条件で用いた。　カラム：4．6皿皿LD．　x　150騰m，　TSK－gel

ODS　120A（10μm）；溶媒：MeOH－H20－AcOH（70：30：0．3）；流速：1．0皿1／min；

圧力：90kg／cm2；検出波長：息の検出には257　n皿，　Zの検出には294　nmを用

いた。

第2節　FMN（34）の光分解物について
　　　　　　～

FMN光分解物のshikonin生合成への影響

Lumichrome（35）およびlumiflavine（36）は各々Sig皿a　Che置ical　Company
　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
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および TokyoChemicallmdustryCo.,Ltd.から購入した｡

85および 36は DMSO溶液とし､Fluoropore(poresize0.2〝JI,住友電工)′ヽ.■■ ′ヽ′

を用いてろ過滅菌し､無菌的にその 0.1皿1を N9培地 711(試験管使用)に

添加した｡対照としては DMSOのみを用いたが､この渦度 (1.4%Y/Y)で DMSO

は shikonin生合成に対して何ら影響しなかった｡移植する細胞 川18株)は培

地 7血lあたり 300mgとし､移植後､暗黒下で培養し､14日後に収穫して分析

に用いた｡

細胞内､細胞外における FMN(ai)の光分解

FMN(34)は 60001uxの光照射下 24時間ではぼ完全に分解することが予試験′ヽ■′

により認められた｡そこで､細胞内の F洲 (34)の光分解の観察のためにあらか′ヽ一l

じめ FMN(34)10~4 Mを添加した LS培地中に 朋18株の細胞を移植し､24時間暗′ヽ.∫

黒下で振過して FMN(8A)を取 り込ませた○細胞を収穫後､新しい LS培地で十

分洗浄し､新しい LS培地 30nlを入れた 10011のフラスコに細胞を移植し､

6000luxの照明下､24時間振丑培養した｡細胞は収穫後､後述の HPLCによって

35および 36の定量のための試料とした｡～ ′■＼､.′

一方堵地中の FMN(84)の光分解を観察するためには､10~5xの F脚 (34)杏～ ′ヽヽノ

LS培地に添加して､上記と同様の照明条件下で 24時間振蓋し､そのまま HPLC

の試料とした｡

HPLCの条件

5および 且の定量条件は 3･1･1に述べた方法を用いて行なった.またその他′ヽJl

の生合成中間体である 6､7の検出には以下の条件を用いた｡カラム:4.6m皿～ ～′
I.D.x150皿D,TSX一gelODS120A(10〟JL);溶媒:NeOHIH20-AcOH (70:30'.

0.3);流速 1.0ml/nin;圧力 90kg/cn2検出波長:6の検出には 257nh,ユ′■ヽ′

の検出には 294n皿を用いた｡また 35および L6の検出には､カラムは上記と/ヽ′

同じものを用い､溶媒:MeOH-H20-AcOH-triethylaJline(40:60:0.3:0.3);

流速'.1.0ml/min',圧力 90kg/cn2;検出波長:260n血といった条件で行なっ

た｡これらの条件下で 6､7､35､36はそれぞれ保持時間13.6分,7.4分,23.7～ ′ヽ′～ ′ヽ一′

分,13.3分であった｡
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第8節　FMNアナログのshikonin生成阻害効果

　化合物37－44は京都大学薬学部、米田文郎教授より御分与していただいた。
　　　　ヘノ　　　ノ　

各々の化合物は、DMSOに溶解し、　M9培地にあらかじめ投与してからオートクレ

ーブにかけて滅菌した。投与量は試験管に入れた7囲の培地に対して0．1m藍と

し、薬物最終濃度1ro－10－3Mとなるように調整した。対照としてはDMSOのみ

を添加したものを用いた。

一　88　一



第6章 Gluta皿ineによる shikonin生合成の調節

第 1節 NH4十の shikonin生合成抑制効果

アンモニウムイオンを含まない LS培地を調整するために LS培地に含まれる

NH4N03を除き､代わりに培地中の総窒素含量が変わらないように XN03を添加

した｡Fig.23-Aに示す NH4+を LS培地から除 く実験においては､NH4N03の

鴻度を本来の 20LL肘から､10,5,OiEMと段階的に減少させ､同時に Nを EN03

として補った｡Cue+の添加は M9培地 と同じ CuSO4･5H20を用い､附増地と同演

皮 (1.2〟M)となるように､その 200倍水溶液を LS培地に添加した｡

Fig.23-Bで示す M9培地に対する NH4十の添加には NH4Clを用い､本来の

OJLMに対して､3〟Mまで段階的に NH4Clを添加 して効果を観察した｡またアン

モニウム塩として (NH4)2504を用いても､同等の結果が得られた｡ この場合､

NO3-の濃度は固定したが､これは NO3-の濃度がこれ以下の場合､NH4十の添加に

よって細胞が容易に死滅するからである｡

第2節 アミノ酸と shikonin生合成

第 1項 紳胞内の遊離アミノ酸と shikonin生合成に伴う経時変化

アミノ酸および NH4+の分析さまHITACHIAninoAcidAnalyser835を用いて行

なった｡試料の調整は､経時変化の実験 (Fig.22)以外の時は､定常期初期の細

胞を収穫 し､その 10gを 8倍量の 0.02NHCl中に懸濁させ､Potter-EIyehjeJn

のホモジナイザーでホモジナイズした｡そのホモジネー トを 3000rpALで 10分間

遠心し､その上清をさらにミ7)ボアフィルター (Sartorius)でろ過して､アミノ

酸分析のための試料 とした｡

経時変化の実験では､LS培地で 3週間培養した細胞 (N18株)を X9培地に移植

し､0日､3日､7日､14日後に収穫し､半分は上記のようにア ミノ酸の分析に､
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残りの半分はshikonin定量用の試料とした。

第2項　主なアミノ酸のshikonin生成に対する抑制効果

　アミノ酸のshikonin生成に対する効果を観察するために、　Gln，　Glu，　Asn，

Arg，　Alaを0－5μMの濃度となるように、あらかじめM9培地30　ml（in　100

ml　flask）に添加した後、細胞（1．2　g）を移植して常法通り14日間培養し、収

穫後、shikonin系色素の定量を行なった。

　DON（6－diazo－5－oxo－norleucine）はSigma　Chemicalsより購入した。　Fig．26

の実験系にお、、ては、あらかじめ0．2酬のGlnをM9培地に添加して、　shikonin

生産を、元の30％程度に抑制した系に10－6－10－3Mの濃度となるように、　M9培

地に添加した。添加の方法は、水溶液のDONをミリポアフィルター（Sartor　ius）

を通すことによって滅菌し、無菌的に添加した。この場合も常法通り14日間振

邊培養した後、収穫し、細胞重量測定後、shikonin系色素の定量用検体とした。

第8項　種々の培地における細胞中のNH4＋およびgluta墨ine

　Gln，　NH4＋の定量は、6．2．1に述べた方法によった。また、　LS培地にCu2＋（1．2

μM）を添加した培地、およびLS培地のNH4＋をNO3一に置換してさらにCu2＋

（1．2μM）を加えた改変LS培地の調製については6．1で述べた方法によった。

寒天を加えたLS培地は、　LS培地調製時に、1％の濃度で寒天（和光純薬）を添

加して加熱溶解し、分注してオートクレーブ後、冷却固化した培地である。
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