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論 文 内 容 の 要 旨

植物のカルス培養細胞は,母植物に含まれる複雑な二次代謝産物の生成能を保持していることが,最近

明らかにされてきている｡その上,これらのカルス細胞は,母植物に存在する組織間の相互作用を除いた

単純な系として,一定の条件下で取 り扱いうるという,利点を持っており,二次代謝産物の生合成研究を

行うのに適している｡

著者は,有用な成分を含有する高等植物からカルスを誘導しその成分組成の特異性を明らかにした｡更

に,これらのカルス細胞を用いて生合成研究を行い,Phytosterolの C-24側鎖の生合成機構および ste-

roidalsapogeninの生合成経路を明らかにした｡

I 天台鳥薬 LinderastrychnifoliaVIEL,オニドコロDioscoreatokoroMAKINO,Solanumaviculare

FoRST, ミシマサイコBupleurum falcatum LINNEのカルス誘導と成分

1) 漢薬として知られている天台鳥薬の若い茎から誘導したカルスは,1indenenol(1),aCetyllindenenol

(2),1inderane(3),linderalactone(4),1indestrene(5),CaryOphyllene(6)など母植物に含まれるほ

とんどすべての SeSquiterpeneを含んでいるが,その成分組成は,母植物のそれとは全く異なること

を明らかにした｡更に GLCによりβ-sitosteroLcampesterol,stigmastrolの存在を確認した｡
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2) オニドコロの実生から誘導したカルスは,diosgenin(7),yOnOgenin(8),tOkorogenin(9)を生成し,
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その主成分は tOkorogenin(9)であったが,母植物の実生の主成分である isodiotigenin(10)および微

量成分の kogagenin回 を全く含有せずその成分組成は,むしろ種子に近いものであった｡

この結果は,母植物中では起っている C-4,C-5の酵素的 hydroxylationが, カルスでは阻害さ

れていることを示すものである｡
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著者らは更にカルスからprototokoronin(12)を単離して,その構造を決定するとともに,diosgenin

(7),yOnOgenin(8)もカルス中ではほとんどすべて furostanolglucosideとして存在していることを明

らかにした｡

また,cholesterol,β-sitosterol,campesterol,stigmasterolのほかに cycloartenol,Cycloartan01,

24-methylenecycloartanolなどの triterpeneおよび3種の mono,di-methyl(9,19)cyclosterolの

存在を GLC-MSにより確認したO-これをもとにして cycloartenolからcholesterolに至る生合成経

路を推定した｡

3) Solanum aviculareFoRST の実生から誘導したカ/t,スに笹,cholesterol,β-sitosterol,campeste-

rol,stigmasterolが含まれていたが steroidalalkaloidは全く認められなかった｡

4) ミシマサイコの菓および茎から誘導したカルスには,campeSterOl,stigmasterol,β-sitosterol,α-

splnaSterOl,』7-stigmastenol,cholesterol,cycloartenol,Cycloartan01,24-methylenecycloartanol

のほか,dLcampesterolと推定される化合物が含まれていることを確認した｡

カルスを光照射下培養すると,紫色カルスと線色カルス (chlorophyllによる)が得られ,紫の色

素は malvidinを aglyconとする anthocyanであった｡また phytosterolの成分組成は培養中の光

の有無により影響されぬことを確認した｡

これらのカルスは,Saikosaponinを生成しないが,auxin濃度を漸次低下させつつカルスを懸濁培

養することにより得られる原基 (primordium)および根を主とする再分化個体は,Saikosaponinを

生成することを明らかにした｡

Iphytosterolの C-24alkylgroupの生合成機構
1) 緑藻 chlorellaにおける C-24alkylationの機構

[CD31-methionineの存在下で培養した chlorellavulgarisより得られる chondrillastero1,A7-

chondrillastenol,』7-ergostenolは,それぞれ側鎖に5個,5個,3個の deuterium 原子を有し,同

様に Chlorellaellipsoideaより得られる poriferasterolは5個,A5ぺrgOStenOlは3個の deuterium

原子を有していた｡

このことは,C-24methylsterolが cycloartenolから C-24methylene中間体を経ずに生合成さ

れることを示しており, これは活性化されていない二重結合への methionineからの tranSmethyla一
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tionにおいて,methylene中間体を経ずに CH3基が導入される経路の存在することを証明した最初

の例である｡

また C-24ethylsterolについても C-24ethylidene体を経ずに生合成される経路のあることを明

らかにした｡

2) タバコNicotianatabacum Wisconsin38のカルスおよび オニドコロDioscoreutokoroMAKINO

のカルスにおける stigmasterolの C-24ethyl基の生合成機構

タバコのカルスを,3R-[2-14C,(4R)A3Hl]mevalonicacidと共に培養し,Cycloarten01,24-methy-

1enecycloartanolおよび stigmasterolを単離した｡

これらの化合物とその分解生成物の 3H/14Cの値からstigmasterolの C-24ethyl基が A24-25中

間体個を経て生合成されることを明らかにした｡

更に, [24-3Hl]-CyCloartenolをオニドコPのカルスにとりこませると,stigmasterolでは C-24

の 3Hが失なわれ,sapogeninでは 3Hlが保持されていることからも,』24~25中間体個を経る経路の

存在を確認した｡

cH31+R CH3

首包 さ旦 首 担 方 至 ポ51

首 里 露 溝
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(13) R-S-CH2-CH2-CH-COOH
1
NH2

直 選

Ⅲ オニドコPDioscoreatokoroMAEINOのカルス培養細胞による saponinおよび sapogeninの生合成

1) C-1,C-7,C-15hydrogeneliminationの立体化学

3R-[2-14C,(2R)-23Hl]mevalonicacidおよび 3R-[2-14C,(2S)-23Hl十mevolonicacidをそれぞ

れ別個に加えた培地中でオニドコロカルスを培養し,diosgenin(7),yOnOgenin(8),tokorogenin(9)

を単離し,その分解反応と 3H/14Cの値からsapogenin中の tritium 原子の位置を決定した｡その

結果,次のことが明らかになった｡i)植物酵素による C-1の水酸化は基質の配位を保持して起る｡

ii)水酸基の多い SapOgeninから少い方の SapOgeninが生合成されるというMarker説は,少くと

もカルスでは成立しない｡iii)cycloartenolが dLintermediateになるときに 7β-3Hlは失われる｡

iv)cycloartenolの 14α一methyl基の酸化脱離に伴って,15α-3Hlが失なあれる｡

2) cycloartenolおよび hydroxycholesterol誘導体の役割

[24-3Hl]-CyCloartenol, [4-14C]cholesterol(市販),[16α-SHI∃-diosgenin,[16α-3Hl]yonogenin,

25R-[26-3Hl]-26hydroxycholesterol,25R-[26-3Hl]-16β｣lydroxycholesterol,25R-[26-3Hl]-16β,

26-dihydroxycholesterol,25R-[22-3Hl,26-3Hl]-22,26-dihydroxycholesterol,および 25R-[16α-

3Hl,26-3Hl]16β-22,26-trihydroxycholesterolを合成し,diosgenin(7),yOnOgenin(8),tOkorogenin

(9)へのとりこみ実験をおこなった結果から,次のように生合成経路を推定した｡ 即ち,mevalonic

-394-



acid- squalene2,3-epoxide- Cycloarten01- cholesterol- (25R)-26-hydroxycholesterol-

(25R)-16β,26-dihydroxycholesterol- (25R)-16β,22,26-trihydroxycholesterol- diosgenin-

yonogenin- tokorogenin

3) sapogeninの C-25R,S異性体の生成機構の解明

[2-14C]mevalonicacidを用いたとりこみ実験の結果から,sapogeninの C-25R(C-25D)および S

(C-25L)異性体は cholesterolの最初の hydroxylationの段階で決定されるO 即ち, R-series(D)

では cycloartenolの C-25cisに相当する methyl基が,また S-seres(L)では,C-25transに相

当する methyl基がそれぞれ hydroxylationをうけることを明らかにした｡

CH3
*27

/三 /＼一三
/ *27

*
cycloartenol

===二コ==コ

CH

三 二〈 :二‥

C-25S(L)

C-25R(D)

4) saponinと sapogeninの生合成的相互関係

カルスにおいて,[16α-3H l]diosgeninが protodioscinfractionおよび prototokoronin(12)に,ま

た, [16α-3Hl]yonogeninが prototokoronin(12)に,それぞれ収率よくとりこまれることからfuroI

stanoltypeと spirostanoltypeとは in-vivoで可逆的な関係にあることを証明した｡更に 1)～4)

の結果をもとにオニドコロカルスにおける saponinの生合成経路を推定した｡

Hニ-0 0H

OH (12)

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本研究は最近種々の観点から注目を集めているカルス培養組織を用いて種々の植物につきステロイド系

二次代謝産物の生合成研究を行なった点に特徴を有する｡

著者はまず天台鳥薬,オニドコロ,Solanum aviculare, ミシマサイコからのカルスの誘導を行ない,

各カルスのステロイド系物質を中心とする代謝産物の同定をおこなった｡特にオニドコロカルスについて

は cyCloartenolから cholesterolへの生合成経路を推定した｡

次にカルスとの対照としてえらんだ ChlorellaのステロイドにつきCD3-methiopine投与実験を行ない

Cycloartenolから C-24-methylene中間体を経由せずに CI24-methylsterolが生成することを証明したO

またタバコカルスに二重標識 MVAを, オニドコロカルスに [24-3H l]-CyCloartenolを投与し生成する
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stigmasterol,saponinについて検討した結果,これらの生成にあたってほ 』24(25)中間体を経由している

ことを明らかにした｡

さらにオニドコロカルスに二重標識 MVAを投与後その SapOgeninをとり出し分解反応を行なった結

果 sapogeninの生成に際LC-1β,C-7β,C-15αのH原子が失なわれることを認めた｡ また同じくオニ

ドコロカルスに標識 cycloartenol,cholesterol,その他のSterOl類を投与し,diosgenin,yonogenin,toko-

rogeninなどの SapOgeninへの取 り込みを調べ cycloartenol以後のこれら sapogeninへの生合成ルート

を明らかにしたO また同じカルスに 2-14C-MVAを投与後得られる sapogeninの分解反応の結果から

sapogeninの C-25異性体の生成機構を明らかにした｡またカルスにおいて標識 diosgeninと標識 yon0-

geninが各々収率よく saponinにとりこまれる事実から furostanoltypeと spirostanoltypeとは in

viuoで可逆的な関係にあることを証明した.

以上のように本論文は SterOid系二次代謝産物の詳細な生合成過程の解明に寄与するところが極めて大

きい｡

よって,本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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