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序論

動植物の生体色素の研究は古くから広く行なわれてき

たが，近年とくに，食品添加物の中で着色料として使用

されている合成色素の有害性が問題となってきた現在，

天然色素一一即ち動植物の生体色素ーーが改めて注目さ

れ，より多くの研究がなされつつある。

一方，植物の分類方法として今迄主として形態学的な

方法が採用されてきたが，最近，植物中に含有するある

特定成分の類似性から分類するいわゆる Chemo-

taxonomy (化学的分類学)の方法もとり入れられるよう

になってきた。この Chemotaxonomicalな研究にお

いて，視覚的に容易に判別のできる生体色素を利用する

ことは大いに意義があるものと考える。

従来，花，果実，葉の赤色，紫色の色調をなす色素は

大部分 Anthocyanin類であると言われてきたが， 1800 

年代，分子中に窒素を含有する赤色色素が赤ビートやア

メリカやまごlまう中から発見された。これら一群の特異

な赤色色素は Caryophyllinenroth，Rubenroth，ある

いは Anthocyaninによく似た性質から Nitrogenous

anthocyaninとも呼ばれていた。しかし最近では，

WEIGERTがはじめに提唱し， SCHUDEL (1918)64)が最

初に使用し始めた“Betacyanin"の一般名が広く用いら

れている。この名称は赤ビートの学名 Betavulgaris L. 

とAnthocyanin類似の赤L、色調とに由来するものであ

る。更に題記の Betalain類の名称は現在“Betacyanin"

類と後述する“Betaxanthin"類との総称名とし使用さ

れている。

これらの色素の最初の研究が始められたのは 19世紀

の終わり頃で，当時，ブドウ酒の添加物としてアメリカ

やまごぼうや赤ビートの色素が使用されていたため，そ

の添加混入を識別する方法として始められた。

BISCHOFF (1876戸)や HILGERら (1879)18)はこの色

素と Anthocyaninとを区別するカラーテストを提唱

し，その後 WEIGERTら (1894)68)などによってこの種の

判別呈色反応がし、くつか報告された。その結果，ブドウ

酒の色素と添加物に使用されていた植物色素とは明瞭に

異なることが確かめられた。その後，BISCHOFF(1876)3)， 

HILGER (1879)18)， WEIGERT (1894)68)に続き GERTZ

(1906)131， KRYZ (1926問， ROBINSON一派 (1931-41)27)，

TA YLER (1939戸6)，RAUHとREZNIK(1961)57)， MABRY 

ら30)の研究によって Betacyanin類の植物界における

存在の特異性が明らかにされた。現在までのところ，こ

の Betacyaninは中心子目 (Centrospermae)に属する

植物以外には存在せず，また Betacyaninと Antho-

cyaninは決して共存することがないと言われている。

このように・連の研究によって一種の指標物質とも言え

る Betacyaninが， 植物分類学において Chemo-

taxonomyの鋭点から見て， 重要な物質であることが

理解される。

Betacyanin類の単離，結晶化の試みは 1876年 Bト

SCHOFF3)に始まり， HAVERLAND (1892)15)， SCHUDEL 

(1918)64)， AINLEYら (1937)1)，PRICEら (1937)55)，PU-

CHERら (1937)56)によって行なわれたが，いずれも成

功せず， 1957年 SCHMIDTら63)とWYLERら71，73)が，

初めて，時を同じくして， Betacyanin類の一種である

Betaninを赤ビートから結晶化することに成功した。こ

のように色素を結晶状に単離するまでに約 80年の歳月

が費やされた第一の理由として，この色素が非常に不安

定なことが挙げられる。また水溶性色素のため，精製に

当って他の爽雑物を除去することが困難であったことに

よるものと推定される。

単離，結晶化された Betaninの構造研究は， 1962年か

ら1963年にかけて DREIDING，MABRYおよび WYLER

一派69，72，74，75)によって，そのアグリコンである Beta-

nidinの構造が下図 (1)のように決定された。 また糖部

を含めた Betaninの全構造は 1965年同じく，彼ら69)に

よって (2)のように確定された。

:祢~~oo- H配鼠又loo-

λ。o ム。。
(1) Betanidin (2) Betanin 

また PIATTELLI，MINALEら一派は多くの中心子目

植物から Betacyanin類を単離し，多数の報告をしてい

る。これら両派によって構造解明が試みられ現在までに
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Table 1. Betacyanins， Whose Chemical Structures 
Have Been Con五rmedor Estimated 

Confirmed Estimated 

Betanin4<!，52，63，69， 71， 73) Bougainvillein-r-II40) 

1sobetanin52，69) Iso bougainvillein-r-II 40) 

Betanidin (Aglycone of betanin) 

Isobetanidin (Aglycone of isobetanin) 

Prebetanin76) 

Amarantin53) 

1soamarantin53) 

Bougainvillein-r-140) 

1so bougainvillein-r-1 40) 

Celosianin35) 

1socelosianin35) 

2-Descarboxybetanidin38) 

DP-1 Pigment41) 

DP-2 Pigment41) 

DP-3 Pigment41) 

DP-4 Pigment41) 

Gomphrenin-P4) 

Gomphrenin-II34) 

Gomphrenin-1II34) 

Gomphrenin-V34) 

Gomphrenin-Vp4) 

1resinin-p5) 

1soiresinin-135) 

Phyllocactin35) 

Isophyllocactin35) 

構造の確定，又は推定された Betacyanin類は次に表示

したものがある (Table1)。

一方，中心子百槌物には，前述の赤色色素 Betacyanin

類の他に櫨黄色を呈する Betaxanthin類と呼ばれてい

る一群の色素が存在する。ここで非常に興味あるのは

Betacyaninの場合には Anthocyaninの共存を許さな

いとされているのに対し Betaxanthinの場合には，黄

~褐色色素 Flavonolの共存を許

すことである。

Betaxanthin類のーっとして

まず 1ndicaxanthin(3)が結晶化

され，その構造が決定されたが51)，

その後は， Betacyaninと違って

色素の精製，単離が非常に困難な

ため，その研究は少なく，現在ま

ロコ(~o。

ふH

(:l) Indicaxanthin 

Bougainvillein-r-II140) 

Bougainvil¥ein-r-IV40) 

Bougainvi1lein-r司V40)

Gomphrenin-VII34) 

Gomphrenin-VIIJ34) 

Lampranthin-P7) 

1solampranthin-J37) 

Lampranthin-II37，38) 

1 solampran thin -II37 ，38) 

Pigment-1a21) 

Pigment-1b21) 

Pigment-IIa21) 

Pigment-IIb21) 

Suaedin42) 

で構造の確定， また推定された Betaxanthin類はその

数が甚だ少数である (Table2)。

このように Betalain類色素の中にはまだ構造の明ら

かにされていないもの，あるいは推定構造の範囲に止ま

っているものも多く，また中心子目植物中にはまだ生体

成分の研究が行なわれていない植物もあることに注目

し，著者は Chemotaxonomicalな興味と食品化学的な

関心からこの Betalain類の研究を始めた。

本論文に記述する研究では，まず中心子目に属してい

て，北海道で野生し，あるいは，園芸用として栽培され

ている植物 10稜 22品種について，ペーパークロマトグ

ラフィー，t慮紙電気泳動などにより Betalain類， とく

に Betacyanin類を中心に検索を行なった。次にこの目

に属しているが，日本ではわずかに北海道東部塩湿地に

のみ生育しており，ほとんと、有機化学成分の研究が行な
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Table 2. Betaxanthins， Whose Chemical Structures Have 
Been 1dentified， Estimated， or Unidenti五ed

1dentified Estimated， or Unidenti五ed

Dopaxanthin20) A-3 Pigment47) 

1ndicaxanthin47，51) Ei 0.67-Pigment54) 

Miraxanthin-I47J Ei 0.91-Pigment54) 

Miraxanthin-II47) Ei 0.94-Pigment54) 

Miraxanthin-II147) Ei 1.20-Pigment54) 

Miraxanthin-V47) Miraxanthin-1V47) 

Vulgaxanthin-150，5-1) Miraxanthin-V1 47) 

Vulgaxanthin-II50，54) Portulaxanthin48) 

われていないあっけしそう (Salicornia印 ropaeaL.)の (10) Didieraceae 

紫赤色色素の研究を行なった。この小さな植物の多肉多 また Betacyanin色素の種類としては，今迄に化学構

汁質の茎葉部は採取地からの輸送中腐敗を起し易い上， 造が解明されたものの他，単に名称のみが与えられたも

色素の含量は少なく，しかも含有する微量の色素を精製 のをも含めて 46種類があり 11，34，35，39，45)，なおその数は

することは多量の含有塩分も禍いして困難にみまわれた 増加しつつある。

が，数年に亘り単離した粗色素から紫赤色色素を純粋に 一方， Betaxanthin類についての分布研究としては，

結晶化することが出来，その化学構造を明らかにするこ 1955年から 1957年にかけての REZNIK58，59，60)の定性的

とが出来た。さらに，この色素の食品着色料としての応 な研究があり，その後， 1963年から 1973年にかけて

用の可能性について若干の実験を行なった。最後に，ま PIATTELLIら20，43，47，48，49，51，54)によって， 16種の Beta-

だ研究の行なわれていなかったまつばぼたん(Por・tulaca xanthinが単離され，この中8種は構造が決定された。

grandifiora HOOK.)の黄色花から燈黄色色素を非品物 ここで、は，北海道で栽培，あるいは野生している中心

の形で単離し， Betaninとアミノ酸との転換合成によっ 子目値物 10種 (22品種)，即ちあかざ科 3種，ひゆ科4

て得た Betaxanthinと比較実験することによりその構 ;種，おしろいばな科 1種，すべりひゆ科 2種について，

造を推定したことについても記述する。 粗色素を抽出し，吸収スベクト Jレ，ペーパークロマトグ

第 1章北海道に生育する中心子自植物の

Betalain類色素の検索

現在までにBetacyaninを含有し Chemotaxonomical

に中心子日 (Centros permae)に属するもの， あるいは

属すべきものとして次の 10科の植物が挙げられてい

る11，29，30)。

(1) Chenopodiaceae (あかざ科)

(2) Amaranthaceae (ひゆ科)

(3) Nyctaginaceae (おしろいばな科)

(4) Phytolaccaceae (やまごぼう科)

(Petiveriaceae) 

(5) Aizoaceae (つるな科)

(Ficoidaceae， Mesembryanthemaceae) 

(6) Portulacaceae (すべりひゆ科)

(7) Basellaceae (つるむらさき科)

(8) Cactaceae (さぼてん科)

(9) Stegnospermaceae 

ラフィー，鴻紙電気泳動，などによって Betacyaninを

主として Betaxanthinを副として， Betalain類の定性

的検索を行なった。

<実験>

供試植物:

供試植物の詳細は次表の通りである (Table3)。

色素の抽出法:

各植物 (100-200g)を冷 0.1% HCl (pH 3) (500 mii) 

でホモジネートし，搾汁を 40C，9，000回転で 10分間遠

心分離し，上澄液を Dowex50W-X2 (H+)カラム

(件 2X15cm)に吸着， 0.1% HCl (1 ii)で洗浄後，水で溶

出し， 300Cで減圧濃縮し，ペーパークロ 7 トグラフィー，

i慮紙電気泳動などの試料液とした。

ペーパークロマトグラフィー(以下 PCと略記):

穏紙;東洋i慮紙 No.51

溶媒;(A) 0.1 M Formic acid (pH 2.4) 

(B) 0.05 M Pyridine-formic acid (pH 4.5) 

移動度 Betaninの移動度に対する比移動度 RBで



Tested Centrospermae-plants Table 3. 

Harvesting Place 

Experiment Farms of Hokkaido University， Sapporo， Hokkaido 
Experiment Farms of Hokkaido University， Sapporo， Hokkaido 
Lake-side of Notoro， Abashiri， Hokkaido 

述
懐

“Sapporo・Saishu-EnヘSapporo，Hokkaido 

“Sapporo-Saishu-EnヘSapporo，Hokkaido 

“Sapporo-Saishu-EnヘSapporo，Hokkaido 

“Sapporo-Saishu-En"， Sapporo， Hokkaido 

3 c.v. Cultivated 

3 c.v. Cultivated 

3 c.v. Cultivated 

1 c.v. Cultivated 

A
U
V
4
E
苗
骨
骨
旦
)
回
2
回目白山口湖国同印刷加守門司血
J
『

N
V

謂
滞

“Sapporo噌Saishu司EnヘSapporo，Hokkaido 

Experiment Farms of Hakkaido University， Sapporo， Hokkaido 
“Sapporo-Saishu-EnヘSapporo，Hokkaido 

Growing condition 

1 sp. Wild 

4 c.v. Cultivated 

1 sp. Wild 

1 sp. Cultivated 

1 sp. Wild 

4 c.v. Cultivated 

Plant 

Chenopodiaceae (あかざ科)

Chenoρodium album L. (あかざ)

Beta vulgaris var. rubra L. (赤ビート)

Salicornia europaea L. (あっけしそう)

Amaranthaceae (ひゆ科)

Amar・'anthustricolor L. (けいとう)

Celosia cr・istataL. (とさかけいとう)

Celosia plumosa L. (羽毛けいとう)

Gomρhrena globosa L. (せんにちこう)

Nyctaginaceae (おしろいばな科)

Mirabilis Jalaμ L.(おしろいばな)

Portulacaceae (すベりひゆ科)

Portulaca oleracea L. (すベりひゆ)

Portulaca grand~ヌóra HOOK. (まつばぼたん)

2) 

4) 
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加により比較的速かに寅変し再酸性化により赤色が緩徐 退色する， HN03添加により直ちに退色する，また酢酸

に再生あるいは再生しなし、，NH40H添加により黄変す 鉛添加により赤褐色沈殿を生じた。

る， HCl添加により冷時では紫色が強くなり，熱時には

Table 4. Paper-chromatographic and Paper-electrophoretic Properties 
。fPigments of Centrospermae-Plants11.:H，35，45) 

1) Betacyanins 

Plant Part Amax A B A B C2) 

(mμ)1) RB RB EB EB EB 

*Chenopodium album L. Leaf 542~545 (R) 1.29 0.79 0.97 1.18 1.06 
1.00 

* Beta vulgaris var. rubra L. 

c.v. Detroit Dark Red Root 538 (VR) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 
0.78 0.93 

c.v. Half Sugar Red Root 485 (R) 1.01 1.00 

*Salicornia europaea L. Leaf 538 (R) 1.21 0.83 0.95 1.22 1.10 

* Amaranthus tricolor L. 

c.v. Sunrise Leaf 540 (VR) 1.12 1.16 1.10 

c.v. Illumination Leaf 538 (VR) 1.25 0.94 1.02 

c.v. Early Splendour Leaf 538 (VR) 1.83 1.14 1.13 1.32 
1.09 

*Celos ia cristata L. 

c.v. Toreador Flower 538 (VR) 1.61 1.15 1.16 1.21 
1.05 0.74 0.47 0.70 

c.v. Scarlet Giant Flower 538 (VR) 1.49 1.14 1.08 1.25 
0.98 1.10 0.49 0.71 

0.79 

c.v. Rose Beauty Flower 538 (VR) 0.96 1.05 1.03 1.14 
0.71 0.36 0.67 

*Celosia plumosa L. 

c.v. Fairly Feather Flower 538 (VR) 1.37 1.11 1.02 1.19 1.06 
1.19 1.05 1.08 
0.67 0.77 1.03 

*Gomlうhrenaglobosa L. 

c.v. Grobe Amaranth Flower 545 (V) 1.07 0.96 0.83 1.20 1.09 
0.86 0.70 1.12 1.00 

1.00 0.93 
0.87 

* Mirabilis Jalapa L. Flower 529~532 (R) 1.02 1.07 0.94 1.01 
1.03 0.92 

* Portulaca oleracea L. Stem 538~542 (R) 0.79 0.83 0.75 0.86 

* Portulaca grandiflora HOOK. 

c.v. Pink Flower 538 (R) 1.04 0.94 0.95 0.98 1.00 
0.39 0.87 0.20 0.58 

0.41 

c.v. Red Flower 540 (R) 1.08 0.99 0.92 1.03 1.00 
0.45 0.91 0.32 0.94 

0.45 

c.v. Orange Flower 538 (OY) 0.94 0.84 0.89 1.24 
0.68 

c.v. Yellow Flower 470~475 (Y) 1.03 0.90 1.13 0.97 
0.79 0.97 

(to be continued) 
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2) Betaxanthins 

Plant Part 2max A B A B C2) 

(mμ)1) RB RB EB EB EB 

* Beta vulgaris var.門~bra L. 

c.v. Detroit Dark Red Root 538 (VR) 1.08 1.42 

c.v. Ha!f Sugar Red Root 485 (R) 1.19 

c.v. Barres Stryne Root 472 (OY) 1.20 

c.v. Ha!f Sugar Yellow Root 470 (OY) 1.23 

*Salicornia europaea L. Leaf 538 (R) 1.27 1.04 

* Amaranthus tricolor L. 

c.v. Illumination Leaf 538 (VR) 0.79 

*Celosia cristata L. 

c.v. Toreador Flower 538 (VR) 1.00 0.86 

c.v. Scarlet Giant Flower 538 (VR) 0.96 0.70 

*Celosia plumosa L. 

c.v. Golden Feather Flower 480 (OY) 1.96 0.78 0.67 1.29 
0.84 

c.v. Fairly Feather Flower 538 (VR) 1.07 0.93 1.03 

*Mirabilis Jalapa L. Flower 529-532 (R) 0.99 0.80 0.75 
0.54 

*Portulaca oleracea L. Stem 538-542 (R) 0.61 0.59 0.70 
0.40 0.49 0.39 0.70 

* Portulaca grandiflora HOOK. 

c.v. Pink Flower 538 (R) 0.56 0.32 0.69 

c.v. Red Flower 475 (R) 1.45 0.57 0.58 
0.78 

c.v. Orange Flower 475 (OY) 1.22 0.95 1.50 1.37 
0.40 0.39 0.46 

c.v. Yellow Flower 470-475 (Y) 1.44 l.04 1.27 1.38 
0.56 0.88 

Remarks: 1) Absorption values (2max) are those of the pigment extracts of plants described in 

“Experimentalヘandcolors of the extracts are given in bracket. 

R， red; VR， violet red; 0， orange; Y， yellow; and OY， orange yellow. 

2) Details of solvents (A， B， and C)， RB， and EB are described in “Experimental" 

以上の現象は Anthocyaninの場合に観察されるもの かくて黄~澄黄色を呈する供試植物の色素は Beta-

とは全く異なっており Betacyaninに特有の反応であ xanthin類であろうと推定できた。しかし判別し兼ねる

った。従って供試植物中に含まれる赤~紫赤色色素は全 反応を呈する場合もあったので，目前onolの共存を否

て Betacyanin類に属し， Anthocyanin類に属するも 定するものではない。

のでないことがわかった。 以上により供試した植物の色素は少なくとも大部分が

黄~後黄色溶出液については Betaxanthin-Flavonol Betalain類であろうと推定した。

間判別反応、を行なった。その結果は赤色系色素の場合程 次に各色素粗抽出液の UV(2max)値， PCの RB値，

明確ではなかったが，全ての供試液においてメタノー および PEの EB値として得た結巣 (Table4)を他の

ノレよりも水に易溶， 室温で比較的不安定であり， AICh 研究者11，34，35，45)の既報値と比較して色素の暫定的な同

によって濃黄燈~燈色に深色化した。これらのことは 定を行なった。ここでは検討の詳細を略し同定して得た

Flavonolの場合とは異なる現象であった。 関係色素についてのみ述べることにする。
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即ちBetacyanin類については抜粋した既報値(Table を参考にして同定を試みたが，Beta vulgaris L.の 4品

5)， Chemotaxonomicalな研究のデータ11，29)，および 種から検出された色素が Vulgaxanthinの一種である

個々の研究を参考にし，比較対照した結果，供試植物の と推定された以外は同定することができなかった。

Betacyaninのうちいくつかを定性的に同定し得た 一般に同属中では異なる種の間でも色素構成が非常に

(Table 6)。しかしイソ化合物との半IJ別はできなかった。 よく似ていた。しかし例外もあることが報告されてお

なお Betaxanthin類については個々の研究47，51，54刈) り，将来さらに検討が必要で、あろう。

Table 5. Reported Properties of Betacyaninsll，34，35，45) 

Betacyanin 

Betanin 

Isobetanin 

Amarantin 

Isoamarantin 

Celosianin 

Isocelosianin 

Gomphrenins 

Mesembryanthemin-II and ・III

Oleracirト1and -II 

Amax(H20) 
(mμ) 

535-538 

538 

536-540 

536 

544-546 

542-544 

535-545 

540-542 

534-536 

Remarks: RB， Relative Rf-value (Betanin = 1.00) 

Paper-chromatogram 

RB RB 

pH 4.5 pH 2.4 

1.00 1.00 

1.14 1.10-1.16 

0.70 

EB， Relative e1ectrophoretic mobility (Betanin = 1.00) 

Paper-electrophoretogram 

EB EB 

pH 4.5 pH 2.4 

1.00 1.00 

0.93 0.93 

1.16-1.25 1.00-1.10 

1.16 1.00 

1.26 1.11 

1.26 1.11 

0.78-1.00 0.63-0.96 

0.48 0.28 

0.80 0.72 

Table 6. Betalains Estimated by Qua!itative Analyses 

Plant 

1) Chenopodiaceae 

Chenopodium albunιL. 

Beta vulgaris var. rubra L. 

c.v. Detroit Dark Red 

c.v. Ha!f Sugar Red 

c.v. Barres Stryne 

c.v. Ha!f .Sugar Yellow 

Salicornia europaea L. 

2) Amaranthaceae 

Amaranthus tricolor L 

c.v. Sunrise 

c.v. I1lumination 

c.v. Early Splendour 

Celosia cristata L. 

c.v. Toreador 

c.v. Sarlet Giant 

c.v. Rose Beauty 

Betalain 

Betacyanin 

Amarantin， isoamarantin 

Betanin， isobetanin 

Betanin， isobetanin 

Amarantin， isoamarantin 

Amarantin， isoamarantin 
Amarantin， isoamarantin 

Amarantin， isoamarantin 

Celosianin， isocelosianin， 
Amarantin， isoamarantin*) 

Celosianin， isocelosianin， 
Amarantin， isoamarantin*) 

Celosianin， isocelosianin， 
Amarantin， isoamarantin'ド)

Betaxanthin 

Vulgaxanthin (ーII7) 

Vulgaxanthin 

Vulgaxanthin 

Vulgaxanthin 

Not estimated 

Not estimated 

Not estimated 

Not estimated 

Not estimated 
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Betalain 
Plant 

Betacyanin Betaxanthin 

Celosia plumosa L. 

c.v. Golden Feather 

c.v. Fairy Feather Amarantin， isoamarantin 
Celosianin， isocelosianin 

Not estimated 

Not estimated 

Gomphrena globosa L. 

c.v. Globe Amaranth Amarantin， isoamarantin 
Gomphrenins 

3) Nyctaginaceae 

Mir・.abilisJalapa L. Betanin， isobetanin 

4) Portulacaceae 

Portulaca oleracea Oleracin-I 
Oleracin-II 

Not estimated 

Portulaca grandiflora HOOK. 

c.v. Pink Betanin， isobetanin 
Mesembryanthemin-II， -III 

c.v. Red Betanin， isobetanin 
Mesembryanthemin-II， -III 

c.v. Orange Betanin， isobetanin (Indicaxanthin 7) 
Mesembryanthemin-II， -III 

c.v. Yellow Betanin， isobetanin (Indicaxanthin 7) 

*) Furthermore， betacyanins having lower RB-and EB-values have been detected (Bougainvilleins 7). 

第2章 あっけしそうの紫赤色色素について

第 1節 あっげしそうについての概説

あっけしそう (Salicorniaeuropaea L.)は中心子日

(Centrospermae)植物に属し， 塩湿地に自生し， 秋期

(9月-10月)に多肉質の葉茎部全体が赤紫色を呈する高

さが 15-20cm位の一年生塩生縞物である (Photo.1 

参照)。

和名“あっけしそう"は最初の発見地である北海道釧

路国支庁厚岸に由来したもので異名“さんごそう"，“や

ちさんご"はその色と形状から，また“はままつ"は海

岸にはえ，形状が松に似ていることに由来した (Photo.

2参照)。

学名は牧野の新日本植物図鑑33)に Salicorniaher-

bacea L.と記載されているが， 伊藤19)の詳細な研究に

よると，Salicornia euroρaea L.の方が妥当とされて

いるので，本論文では後者を採用した。

Salicornia属植物の分布は広く，世界ではヨーロッパ

全域，南北両アフリカ，温帯アジア，温帯アメリカの海

岸沿い，時には内陸の塩湿地に生育していると言われて

いるが，日本では分布がせまし本州では東北地方(宮

城県宮城郡岩井崎|日塩田)に， 四国地方では香川県，愛

媛県の塩田にわずかに生育していたが，絶滅に瀕しつつ

あり，群落としては，唯，北海道東部オホーツク海沿岸

(能取湖，佐呂間湖等)， 太平洋沿岸(厚岸湖等)にのみ生

育し， その群落も年々減少し， いずれ他の地方と同様，

絶滅するのではなし、かと言われている。

従来の Salicornia属の研究はほとんど形態学的な研

究や生育と土壌塩分との関係に関する研究が主で，この

植物中に含有する有機化学成分についての研究はほとん

どない。次にこの少ない既報の研究を一括して表に掲げ

る (Table7)。

そこで，Salicornia属植物の有機化学成分について広

く解明を行なうことは非常に興味があることと思われる

が， ここでは先の SurveyStudyでテストした中心子

目植物中，わが国では稀有の Salicornia植物であり j

植生上からもまた含有色素の点からも特異の存在である

とともに，化学研究の行なわれていないあっけしそうを

取り上げ，その紫赤色色素の単離，結品化と化学構造の

究明を行なうこととした。

第2節色素の単離とその物理・化学的性質

能取湖周辺の塩湿地で採集したあっけしそうの稀塩酸

抽出液からイオン交換樹脂，ポリアミドカラム等で、色素

を抽出・分離，精製し，その中紫赤色の色素はこれを初
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Table 7. Reported Organic Constituents of Salicornia Plants 

Plant Chemical constituent 

S. bigelovii Hydrocarbons C21-C33 

Satd. fatty acids 

Myristic acid， the other six acids 

Unsatd. fatty acids 

Remarks 

Myristoleic acid， the other五veacids 

S. disarticulata Ascorbic acid Quant. anal. 

S. fruticosa Basic substances 

Betaine 2.66%， dry basis 

Four alkaloids 

S. herbacea Basic substances 

Literature 

WEETE et a1. (1970)6;) 

WEETE et a1. (1970)67) 

WEETE et a1. (1970)67) 

HAG立NE(1958)14) 

SUSPLUGAS et a1. (1969)65) 

SUSPLUGAS et a1. (1969)65) 

Saliherbine (tert. base) C9H21N504 Structure undetermined BORKOWSKI et a1. (1965)8) 

Salicornine (tert. base) C5HllN02 Structure undetermined BORKOWSKI et a1. (1965)8) 

Compd-C (quart. base) Structure undetermined BORKOWSKI et a1. (1965)8) 

Compd-D (quart. base) Structure undetermined BORKOWSKI et a1. (1965)8) 

Choline as Au-salt ZELLNER et a1. (1930)均)

Betaine aa Au-salt ZELLNER et a1. (1930)79) 

Acidic substances 

Oxalic acid 

Fatty acid 

Others 

Phlobaphenes 

Resin constituents 

Wax alcohol (M.p. 640C) 

Sterol 

Identi五ed

Unidenti五ed

Unidenti五ed

Unidenti五ed

Unidentified 

Unidenti五ed

ZELLNER et a1. (1930)79) 

ZELLNER et a1. (1930)拘)

ZELLNER et a1. (1930)79) 

ZELLNER et a1. (1930)79) 

ZELLNER et a1. (1930)79) 

ZELLLER et a1. (1930)79) 

Levo. invert sugar Phenylosazone， m.p. 2030C ZELLNER et a1. (1930)79) 

S. 1うerennis Ascorbic acid 

Betacyanins 

Quant. ana1. 

Qua1. ana1. 

HAG企NE(1958)14) 

MABRY et a1. (1963)30) 

めて結品化することに成功し，その物理・化学的性質を 干変質し使用することはできなかったが，この実験に供

調べ，それが Betacyanin類色素の一つであることを確 試したものは全て新鮮状態を保っていたものであった。

かめた。 色素の抽出・単離:

<実験> 色素の抽出・単離の方法は実験結果と考察の項で後記

供試植物: する。

供試したあっけしそうは北海道網走市能取湖西岸卯原 機器分析法.

内周辺の塩湿地で昭和41年から 48年に亘る 8年間に毎 融点;電熱式顕微鏡装置で;-il!1J定o

年9月下旬の赤色の最も美しい最盛期に，はさみで根際 元素分析;北海道大学薬学部中央元素分析室に依

から茎葉部のみを採取し，研究室まで輸送し，直ちに充分 頼，測定。

水洗し，土砂その他の附着物を取去って後，ー200Cに凍 可視および紫外線吸収スペクト lレ(以下UVと略記);

結貯蔵した。これを必要に応じ随時実験に供した。なお 日立 124型自記分光光度計で測定。

昭和41，46，および 47年に採取した植物は輸送途中に若 赤外線吸収スベクトノレ(以下 IRと略記);EPI S 2 



Photo. I Vegetation of SaLιcornia europaea L. at Lake-side 

Salt Marsh of Notoro， Abashiri， Hoklくaido.

Photo.3 Crystals of 

"SaLicornia Pigment" 

(Microsopic photograph) 

Photo.4 Methylate of Aglycone-HCI 

Sal t of SaL icorniαPigment 

(Microscopic photograph) 

Photo.2 SaL icornia europaea L. 
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Red-coloured Parts of Salico川 tiaeurotaea L. 

(Fresh wt. 30 kg) 

， ...... 0.1% HCl (pH 2)-extraction 

Extract 

↓ CωE叩n川

Supernatant 

(100 gjexlract 1 lit.) 

. Filtralion wilh suction 

Filtrate (35 lit.) 

.A山orplion011 six Dowex 50 W -X 2 (H七type)columns 

(り 13xllじm)

. Washing with 0.1%HCl (15 Jit.) 

Yel10w Subslance 

Prejipitate 

干
Brown Substance 

Fraction 

Orange-yellow 

Pigment 

Fraction 

(in column) 

. Elution ¥¥・ithH20 

Eluate of Red Pigment 

I ...... COl1cenlralion ill 'vacllo (30oC) 

Concent・rate(200 ms) 

I ...... Still standing (one day) 

J ...... Centrifugation (10，000 r. p. m.， 10 min.) 

Supernatant 

I ...... Adsorptio11 011 six Sepha由 xG-25 colum11s (ct 4.5X35 cm) 

J ...... Elution with H20 

Reddish-violet 

Pigment 

Fraction 

Violet-red 

Pigment 

. Concentration 向 vaι110(30oC) 

. Adsorption on three polyamide columns (O 4x40 cm) 

. Elution wilh 5% citric acid (pH 2.4) 

Yellow 

Pigment 

Fraction Fraction 

(~) 3.4x 21 cm) 

. Elution with H20 

Eluate (3 lit.) 

. Concentratio11 ill V(lWO  (300C， lo ca. 100 me) 

. Still standing WC， several days) 

. Filtration 

Crud巳 Crystal

， ...... Recrystallization from H20 

Pure Pignient Crystal (“Salicorllia pigm巴11t")

(ca. 200 mg) 

Fig. 1. Isolation and Crystallization of Violet-red Pigment 
from Salico門lIaeuropaea L. 
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型目立赤外線分光光度計を使用， KBr錠剤，また

は Nujol法で測定。

核磁気共鳴スペクトノレ(以下 NMRと略記);100M 

Hz測定は北海道大学理学部 NMR分析室に， 90 

MHzは同大学農学部農芸化学科農産物利用学教

室に依頼し測定した。溶媒-CF3COOH，あるい

は CDCb，内部標準ーTMS。

呈色反応および ERDMANN反応:

塩酸，アンモニア，あるいは 1N水酸化ナトリウムに

よる呈色反応は色素の微量を水に適宜の濃度に溶解し，

それぞれの試薬を添加して塁色を検した。

再酸性化テストは色素溶液を一旦水酸化ナトリウムで

アノレカリ性とし呈色を検した後，塩酸溶液を添加し酸性

とし，その際の色素の色の再生を観察した。

酢酸鉛テストは色素溶液に塩基性酢酸鉛飽和溶液を添

加し，沈殿生成の有無および沈殿の色を観察した。

ERDMANNの分配テストは色素の水溶液を小試験管

にとり同量のアミノレアノレコールを添加し，振重量抽出し色

素のアミノレアルコール層への移行の有無を検した。

<実験結果と考察>

色素の抽出・単離:

色素の抽出・単離の方法および結果の典型的な例は次

のようである (Fig.1)。

この純物(新鮮物 30kg)に 0.1%HCI水溶液 (pH2) 

を加え，ホモジネート後布で搾り，一夜低温に静置後，

4
0
C， 9，000回転で 10分間遠心分離を行なった。 この上

澄液に AmberliteIR-120 (H+型)を添加，撹持し，

Na+， K+，等のカチオンを吸着させ，吸引i慮過，溶液

(35 s)を40Cの低温で6本の Dowex50 W-X2 (H+型，

o 13x 11 cm)のカラムに通し，各々 0.1% HCI (15 s)で

洗浄後，脱塩水で紫赤色色素を溶出した。この溶出液を

30
0

Cで減圧濃縮し，濃縮液 (200ms)を1日開放置し沈

降する褐色沈殿を遠心分離 (10，000r♂.m‘ 10分間)して

除去し，上澄液を6本の SephadexG-25のカラム(ゆ

4.5x35 cm)に通し，水で展開溶出し，赤紫色色素ノぜン

ドの溶出液を集め， 300Cで減圧濃縮した。濃縮液 (100

ms)を3本のポリアミドカラム(ゆ4X40cm)に吸着さ

せ， 5%クエン酸水溶液 (pH2.4)で展開務出させたとこ

ろ，黄色色素の後に，紫赤色の主色素が溶出して来たの

で，これを集めクエン酸を除去するため，さらに 2本の

Dowex 50 W-X2カラム (H+型，o 3.4x21 cm)に吸着，

0.1 % HCI (4&)で洗浄後，水で色素を溶出，溶出液(3&)

を少量(約 100ms)迄濃縮し， 40Cに数日間静置し，生

成した粗色素をi慮過し，これを水から再結したところ，

微細な紫赤色の針状結晶 (200mg，収率0.00067%，M.p. 

1900C(分解))(Photo. 3参照)が得られた。以後この色素

Table 8. Properties of Salicornia Pigment 

Pigment crystal 

M.p. (oC) 

Solubility 

Test 

HCl 

Ammonia 

1N-NaOH 

Reacidi五cation

Lead acetate 

Violet red，五neneedle crystals 

190 (decomp.) 

Easily soluble in water， acetic acid， trifiuoroacetic acid 
Sparingly soluble in methanol， and ethanol 
Insoluble in ether， carbon tetrachloride， chloroform， and dichloromethane 

Table 9. Colour-and ERDMANN's Distribution-tests 

。fSalicornia Pigment 

Result 

Salicornia pigment 

Deep violet 

Anthocyaninll，60) 

Red 

Violet colour retained for 2-3 hrs in the cold Blue 

Rapidly decolourized to yellow Blue-yellow 

Not regenerated red colour even after re・ Reversible

acidi五cationof yellowish alkaline solution 

Reddish brown ppt. Bluish green or 
bluish grey ppt. 

ERDMANN'S distribution test (Distribu- Not tranferred into amylalcoholic phase from Transferred 

tion between water and amylalcohol) aqueous one at higher or lower pH's 
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1.0ト ー一一一-Sa/icornia Pigment 

O 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

00.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

0.0 

Pigment 

. Betonin 

250 ，300 350 400 450 
A {mμ) 

Fig. 2. Ultraviolet and Visible Absorption Spectra of Salicornia 

Pigment and Betanin in Water. 

Table 10. Comparison of Values of Elementary Analysis between 

Salicornia Pigment and Known Betacyanins 

Molecular Formula C~ら Hヲも Nヲら

Salicornia Pigment 47.82 4.96 3.24 

Amarantin 
C3oH34019N2HCl判 47.22 4.62 3.67 Isoamaratin 

Iresinin 1 
C36H42023N2HClキ) 47.66 4.78 3.09 Isoiresinin 1 

Phyllocactin 
C27H2s0J6N2HCl本) 48.19 4.34 4.16 Isophyllocactin 

Cl% 

4.60 

4.65 

3.91 

5.27 

* Calculated as hydrochloride on the basis of chemical strucrures reported in the literatures. 

2.51' 4 5 6 ア 8 9 10 " 12 13 14 15 
↓ 

旧0

80 

60 

40 

20 

。

315 

4000 3500 3000 2500 2000 19C泊 1800 1700 帽。o 1500 同00 1300 1200 1100 旧00 900 800 700650 
WAVE ~U:\l日ER 1;111-1 

Fig. 3. IR Spectrum of Salicornia Pigment (KBr). 



316 北海道大学農学部邦文紀要第 9巻第4号

給品を“Salicorniapigment"と略称する。これはあっ とがわかった。

けしそうから色素を結晶状に単離した最初の例である。 uv(À~'a~) (Fig. 2)では 538mμ(ε81，4∞)と270mμ

単離した色素結晶は真空デシケーターに入れ，冷蔵庫 (ε11，700)に吸収極大， 295-300 mμ(ε10，200)に肩が示

(0-40C)あるいはストッカー(ー200C)中に保存した。 され， Betacyaninの一種 Betaninの吸収スペクト Jレと

一方，カラム中には難j容出性の微量の燈黄色色素が残 よく一致した。これらの吸収は一般に Betacyanin類に

留した。 特徴的な吸収であるから，従って Salicorniapigment 

紫赤色色素の物理・化学的性質: も同じ発色団をもっ色素であろうと推定された。

単離した紫赤色色素のー般的性質および呈色反応と 元素分析の結果は C47.82， H 4.96， N 3.24， C14.60% 

ERDMANN反応の実験結果を表にまとめた (Table8， を示したが (Table10)，今までに構造の推定または確定

Table 9)。 したもの 6種と比較してみると，Salicornia pigment 

また元素分析および機器分析の結果はそれぞれ図と表 の分析値は AmarantinとIresinin-I(あるいはそれぞ

で示した (Fig.2， Table 10， Fig. 3， Fig. 4)。 れのイソ型)によく似ており， これらの色素のうちいず

Salicornia pigmentの結品は易水溶性で大部分の有 れか，あるL、はこれと類縁構造をもっ色素の 1種と推定

機溶媒には不溶であり (Table8)，さらに後で詳述する された。

ように溶液状態では熱，および空気に対して不安定であ IRν皿ロ (KBr)(Fig. 3)では 3420，3300， 1720， 1623， 

った。種々の呈色反応および水・アミノレアルコーノレ間の 1504， 1330， 1250， 1212， 1170， 1080， 1030， 1000， 866 

分配は， Anthocyaninのそれとは全く異なっており cm-1の主な吸収を示し，この中 3420と3300cm-1(OH，

Betacyanin色素に特有の性質を示した (Table9)0 NH基)， 2900 cm-1 (CH)， 1720 cm-1 (C=O基)， 1623 

これによりこの色素は Betacyanin類の一つで、あるこ cm-1および 1504cm-1に強い吸収があった。これらの

。(ppm)

Fig. 4. NMR Spectrum of Salicornia Pigment in 

CF3COOH at 100 MHz (TMS). 
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吸収はこれ迄報告された Betacyanin73，76，77)の吸収(図

中に矢印で示した)と共通の吸収，即ち Betacyanin類

の特性吸収をもつことが明らかにされた。このことから

もSalicorniapigmentは Betacyanin類に属する色素

であることは明らかである。

NMR (Fig. 4)では極めて複雑なパターンを示し，そ

れぞれのピークの帰属は非常に困難であった。このこと

は後でわかったことであるが，後述するようにこの色素

は配糖体であるため，糖の OHプロトン，メチレン，メ

チンプロトンが重なりあっていることによるものと考え

られる。唯， ii 3ppm以下の高磁場にシグナノレがないこ

とから，脂肪族メチノレ等の存在が否定される一方，ii6.5 

~9.0ppm の間にビニルプロトンと芳香環プロトンの存

在が推定された。

以上の各実験により単離した Salicorniapigmentは

Betacyanin類の一つであり， Amarantin， Iresinin・1，

あるいはそれらと類縁の色素であろうと推定した。

黄色色素の物理・化学的性質:

先の色素の抽出・単離のところで述べたポリアミドカ

口

O 

0.9 

0.8 

0.7 

0.6 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

。。
300 450 

A (ml') 

501-503 

6∞ 

Fig. 5. UV Spectrum of Yellow Pigment 

。fSalicornia europaea L. (in Citric 

acid-acidic H20). 

ラムで紫赤色色素より先に溶出して来た黄色色素フラク

ションは蒸発乾因すると黄色非品物を与えた。このもの

は UV(Fig.5)の吸収波長から Betaxanthinの一種と

推定されたが，非常に微量のためこれ以上の精査は行な

わなかった。

またカラム中に残留した燈黄色色素フラクションは同

様非常に微量であったため精査は不可能で‘あった。

第 3節色素のアグリコン部の構造決定

3-1 色素の部分酸加水分解

現在までに構造の確認されている Betacyanin類はす

べて配糖体の形で存在していることがわかっているの

で，先ずアグリコン部の同定を行なうため先に単離した

Salicornia pigmentの部分酸加水分解を行ない，生成

物の PCとPEによる検索を試みた。

<実験>

供試試料:

あっけしそうから単離した Salicorniapigmentの

結晶。

PC: 慮紙;東洋i慮紙 No.51

溶媒;(A) 0.1 M Formic acid (pH 2.4) 

(B) 0.05 M Pyridine-formic acid 

(pH 4.5) 

(C) n-Butanol-acetic acid-water 

(4: 1 : 2， vjv) 

移動度 Betaninの移動度に対する比移動度

RBで示した。

PE: 装置;小林式i慮紙電気泳動 SA型

曜紙 WhatmannNo. 1 j慮紙， あるいは東洋

i慮紙 No.51

泳動条件;400V，電位勾配16Vjcm， 1時間

緩衝液;PCの場合の (A)，(B)， (C)に同じ

移動度 Betaninの泳動度に対する比泳動度

EBであらわした。

部分加水分解の方法:

Salicornia pigment (5 mg)を 1NHCl (4ms)に溶解，

80
0
Cで 30分間加熱し部分加水分解を行ない，冷却後，

反応混液を Dowex50W-X2 (H+型)カラムに吸着さ

せ， 0.1% HClで洗浄してのち，水で溶出する方法で精

製し，部分加水分解生成色素の検出用試料とした。

対照に用いた Betaninの部分加水分解の場合も同ー

の方法によった。

<実験結果と検討>

部分加水分解生成物を，純品の Betanin，Betanidin， 

および Betaninの部分加水分解生成物と並べて， PC 
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Table 11. Paper Chromatography and Paper Electrophoresis of 

Salicornia Pigment and its Partial Hydrolyzates 

PC(RB)*J PE(EB)*) 

Pigment Solvent Solvent 

A B C A B C 

Salicornia pigment 2.50 1.54 0.19 1.50 1.22 1.23 

Pigments produced by partial (1) 2.50 1.54 0.19 1.50 1.22 1.23 
hydrolysis of Salicornia pigment (2) 1.24 1.02 1.02 0.99 1.00 1.00 

(3) 0.17 0.19 2.56 0.47 1.03 0.97 

Betanin 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 

Betanidin 0.17 0.19 2.56 0.47 1.04 0.97 

Pigments produced by partial (2') 1.18 1.02 1.03 0.99 0.99 1.01 
hydrolysis of betanin 3') 0.18 0.17 2.53 0.49 1.03 0.97 

*) RB， Relative Rf-value (Betanin = 1.00) 

Solvent systems: A) 0.1 M Formic acid (pH 2.4) 

B) 0.05 M Pyridine-formic acid (pH 4.5) 

C) n-Butanol-acetic acid-water (4: 1 : 2， v/v) 
**) EB， Relative electrophoretic mobility (Betanin=1.00) 

とPEを行なったところ表に示す結果が得られた

(Table 11)。

表からわかるように Salicorniapigmentの部分加水

分解物は PC，PEで‘三つの赤紫色のスポットを与えた。

このうちスポット (1)は未分解色素であり，スポット (2)

は Betanin(Betanidin-5-0-s-D-glucopyranoside)，スポ

ット (3)はBetaninのアグリコンである Betanidinに相

当するものと推定された。従って Salicorniapigment 

のアグリコン部は既知の Betacyanin類の場合と同様に

Betanidinであることがわかった。

さらに Betaninに」致するスポットが検出されたこ

とから，このアグリコン部にはグルコースが直接結合し

ていることがわかれ また未分解のまま残留した Sali-

cornia pigmentの各種溶媒での PC，PEにおける移動

度から考えて， この色素は Betaninよりもより分子サ

イズが大きく， さらにもう 1個(あるいはそれ以上)の

糖，あるいは他の化合物が結合しているものと推定さ

れた。

3-2 アグリコンの単離と構造解析

前述の Salicorniapigmentの部分酸加水分解物の検

索によってそのアグリコン部は Betanidinと推定でき

たことから，これをより精査するためにアグリコンを単

離，精製し，塩酸塩の形で取得し，その諸性質を調べ構

造解析を試みた。

く実験>

アグリコンの単難:

Salicornia pigment結晶 655mgを濃塩酸120m1iに

溶解し，脱気後35
0
Cで5時間注意深く加温加水分解し，

反応混液を 30
0

Cで減圧濃縮乾固した。これを水 500m1i

に溶解し， Dowex 50W-X2 (H+型)カラム(ゆ 2x10

cm)に吸着， 0.1% HCl 11iで洗浄後，水で溶出し，ア

グリコン相当色素フラクションを減圧濃縮し，低温室に

静置，生成した結晶を稀塩酸から再結，紫色針状結晶

(80mg)を得た。

元素分析， UV， IR， NMR:第2節記載の方法に同じ。

<実験結果と考察>

Slicornia pigmentの酸加水分解によって得られたア

グリコンの塩酸塩の元素分析の結果 (Table12)は Beta-

nidin塩酸塩 (ClsH170sN2Cl・1/2(or 1) H20]に一致

した。

UV (Fig. 6)で、は，もとの Salicorniapigmentとほ

とんど同じ.lmax(542-546， 271-272， 295 (肩)mμ)を示

したことから，糖部をはずしても色素の Chromophore

には変化が起きないことが明らかにされた。

また IR(Fig. 7)では水酸基 (3400cm-1)，カノレボニノレ

基 (1720cm-1)の吸収が顕著に観察され，また各吸収の

パターンはBetaninから得られたアグリコンの文献既報

のパターンのそれにほぼ一致することが確かめられた。

NMR (Fig. 8)は Salicorniapigmentそのもののス

ベクトノレよりはより複雑ではないパターンを与えたが，

充分な解析は困難と判断されたので，ここではスベクト

ノレ図をあげるに止める。しかし，このパターンは文献記

載32)の BetanidinHCl塩のスベクトルパターン，およ

び Chemicalshiftと一致したことから取得したアグリ
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Table 12. Elernentary Analyses of Aglycone-HCl Salt of 

Salicornia Pigrnent 

C~ら H予も

Analysis 1 

Found 49.88 4.38 

1 
Calcd. for ClsH170sN2Cl・iH20 49.82 4.15 

Analysis 2 

Found 48.86 3.95 

Calcd. for CleH170sN2Cl・H20 48.81 3.84 

0.8 

0.7 542・546

0.6 

ci 0.5 

O 
0.4 

0.31‘ 271・272

0.21 、
295 

0.1 

。o
250 400 550 

J. (mμ) 

Fig. 6. UV Spectrurn of Aglycone-HCl Salt of 

Salicornia Pigrnent (H20). 

N~も

6.38 
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6.11 

6.32 
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7.65 

8.19 

7.56 

8.02 
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K悶
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40 

20 
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Fig. 7. IR Spectrurn of Aglycone-HCl Salt of 
Salicornia Pigrnent (KBr). 
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4 3 
δ(ppm) 

Fig. 8. NMR Spectrum of Aglycone-HCl Salt of Salicornia 

Pigment in CF3COOH at 100 MHz (TMS). 

コンは，これと同じ構造をもつものと推定された。

3-3 アグリコンのメチル化物の合成と構造解析

前述のように取得したアグリコン塩酸塩の分析のみで 0.61ー

はアグリコンの同定不十分と考えたため，次にアグリコ

ン塩酸塩のメチル化による Neo構造への転換生成物の

構造解析を試みた。

この場合，メチノレ化の方法は MABRY，WYLERら31，32)

の方法に準じて行ない，メチノレ化物の構造解析には UV，

IRの他，この種の化合物の研究では従来報告のなかっ

た MS(質量スペクトル)におけるフラグメンテーショ

ンからの解析， および NMR(Spin decouplingを含

む)による解析を行なった。

<実験>

アグリコン塩殴塩のメチル化:

0.5 

0.4 

O 

0 0.3 

0.2 

。|

0.0 
3∞ 

404号405

450 

A (ml') 
6αコ

アグリコン塩酸塩 (100mg)を乾燥 MeOH(50m1i)に

溶解し， OOCに冷却， Diazomethane (Diazald 7 gから

合成)エーテ Jレ溶液を添加し，一夜lOoC以下に静置した

後，減圧濃縮し得られた黄色残澄をジクロロメタン (5

m1i)に溶解，アノレミナ(酸洗浄し，活性度 IIとしたもの)

カラム (<t1.5 X 10 cm)に吸着， ジクロロメタンで黄色

Fig. 9. UV Spectrum of Methylate of 

Aglycone-HCl Salt of Salicornia 

Pigment (EtOH). 
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し測定した。各試料の測定条件は図中に表-示した。

<実験結果と考察>

321 

バンドを溶出，溶出液を減圧濃縮し，残澄を MeOH-

CH2Chから再結して，燈黄色針状結晶 (25mg， m.p. 

253.5 -254
0

C)を得た (Photo.4参照)。

Betanidin塩酸塩のメチル化:

赤ビートから単離した Betanidin-塩酸塩純品を同様

にしてメチノレ化してメチノレ化物 (5，6-Di・0・methylneo-

betanidin trimethyl ester)に変え，再結して得た

得られたメチノレ化物の結晶の元素分析の結果 (Table

13)， 5，6-Di・0・methylneobetanidin trimethylester 

(C幻 HuN20S・H20Jと一致し， また MSでは親ピーク

(M+， m/e 456)が見出され理論分子量に一致した (Fig.

澄黄色針状結晶 (m.p. 2540C)を対照に使用した。
ト40、dヘ H3CO、-.c:?'干，..----，

融点，元素分析， UV， IR: 浪u定法は前項に

同じ。

HO~~メ、COO- H3CO/、F¥tr.....'COOCH3

t人 ムと以L歩 、、
NMR: 前項に同じだが，さらに各プロトンの帰

属のため， Proton spin decoupling法を試みた。

CH，N， 

HOOCノ¥Nノ久COOH H3COOC'可 N......¥COOCト43
質量スペクトノレ(以下 MSと略記):

H 5，6-Di-O-methyl neobetanidin 
北海道大学農学部農芸化学科農薬化学教室に依頼 Betanidin trimethyl ester 

Table 13. Properties of Methylate of Aglycon合 HClSalt of 

Salicornia Pigment 

C% H~も N~ら

58.98 5.23 5.95 
Elementary Analysis 

Found. 

Calcd. for 

MeOH 

C23H24N20sH20 58.22 5.52 5.90 

UV，(maX(mμ) 404-405， 316， 264-266 

MeOH十日 f 513-514， 315， 275 (sh)， 258 

IRν田 ax(cm-1) (KBr) 3460， 2950， 1742， 1720， 1640， 1597， 1515， 1470， 

1440， 1361， 1333， 1308， 1270， 1256， 1210， 1194， 

1119， 996， 801 

2.5f' 3 

， ， ， 
、一"一一‘ ' 二，ーー- ・、• ， 

、ー'

--， 

4 5 

， 
r----， 

67  8 9 10 11 12 13 1415 

一一一-Methylate of aglycone-HCI salt of Salicorllia刊gment
一一ーー 5，G.Di.O-methyl neobetanidin trimethyl ester 

l一戸一ー一一ーー上ーー一一一一

3500 3000 2500 2000 1900 IBO<コ 1700 1600 1500 1400 1300 1200 IICわにわo 900 8αコ下00
Wave Number CM-' 

Fig. 10. IR Spectra of Methylate of Aglycone-HCl Salt of 

Salicornia Pigment and Synthesized 5，6・Di-O-Methyl

neobetanidin trimethyl ester (KBr). 
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Fig. 11. MS Spectrum of Methylate of Aglycone-HCl Salt of 
Salicornia Pigment. 

11， Fig. 12)。 し Neobetanidin構造に変化したことを示していた。

メチノレ化物の UV(Table 13， Fig. 9)および IRにお このメチル化物の MS(Fig. 11)では親ピーク (M+)

ける吸収 (Fig.10， Table 13)は合成した 5，6-Di-0- に相当するピーク m/e456が検出されたが，他のピーク

methyl neobetanidin trimethyl esterの吸収値と一致 の帰属は，準安定ピークによる計算や後出の項で述べる

関連化合物の MSとの比較によって行ない，各フラグメ

I Z叩 1叫(川(c) ントの開裂様式を推定し，ほとんど全てのピークを合理

4日 (M+)， .141， el2正t1ll，397， ;HG.G"'， :~.J 7， :!8Gi'， '2i7， 228* 的に解明することができた (Fig.12)0 

ホ) i¥Iet:lstahlc ion これによりこのメチル化物は 5，6・Di・0司 methylneo・

::。ユCO叫

同，=~coω
γ、寸1)

l-~~C~~ 

CH，じなユCOO山二叫ム

Fig. 12. Estimated Fragmentation-Pathway of 

Methylate of Aglycone-HCl Salt of 

Salicornia Pigment. 

betanidin trimethyl esterであることは間違いないも

のと思われるが，さらに Neo構造に変化させたことに

よって有機溶媒(CDCh等)に易溶になるとともにNMR

スベクトルの各シグナルが明瞭となり，その帰属が可能

になった。

NMR-シグナノレの帰属は， 後述する合成アグリコ

ン関連化合物の NMRシグナ Jレ値および MABRY，

WYLER32)， WILCOX， WYLERら69)の研究を参考にし，

また Spindecoupling法を応用して行なった (Fig.13，

Fig. 14， Table 14)。

先ず NMRシグナ Jレの検討に当って次のように化合

物を略記する。

(工): Salicor・niapigmentのアグリコンの塩酸塩の

メチノレ化物

(II): 0，0， N・Triacetylcyclodopamethylester

(JII): 4・Chloropyridine2， 6・dicarboxylicacid 

dimethylester 

(IV): (2，6・Dicarboxy-4・pyridyl)malonic acid 

tetramet hy les ter 



知地: 中心子日植物の Betalain類色素に関する研究 323 
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Fig. 13. NMR Spectrum of Methylate of Aglycone-HCI Salt of 
Salicornia Pigment (100 MHz， CDCI3) 
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Fig. 14. NMR Spectrum of Methylate of Aglycone-HCI Salt of 
Salicornia Pigment (100乱1Hz，CDCls). 



心3
t。
品Assignment of NMR-signals of Methylate of Aglycone-HCl 

Salt of Salicornia Pigment 

(ppm， CDCI3， TMS) 

Table 14. 

Ester methoxyl 

C-19 
C-20 

Methoxyl 
F云i函ne

part 

H-14 H-18 

Vinyl part Indoline part Compound 

C-10 C-6 C-5 H-12 H-ll H-7 H-4 H-3 H-2 

A' A 

4.02 3.79 3.83 3.97 8.08 5.32 7.73 6.72 6.60 3.63 3.15 4.79 

持
務
総
U
汗

A
W
糠
特
時
一
日
選
対
話
湘

s s s s s d 

J=14 J =14 

Assigned by spin 

decoupling 

一円
A
r

d s s dd 

J =10， 5 J =17， 5 J =17，10 

Assigned by spin decoupling 

dd dd 

N-Ac 

2.4 2.1 

O-Ac 

2.28 2.32 

AcO，5/，匹¥3

AcO今、デペ刊ハCOOMe
.1 10 

Ac 

，111 

3.73 8.12 7.02 3.50 3.20 4.93 

W
加

申

献

総

AHd

S 

C-8 C-9 

S 

4.02 

s S s 

C-5 

8.3 

C-3 

s s bd bd bm 

C
 

M
 

o
 

o
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j
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J

I
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|

夕
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1

川
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o
 

o
 

e
 

N
 

s s 

C-10 
C-ll 

C-8 
C-9 C 3 C-5 

8.39 

C-7 

日。
トlcOOC¥¥/COO門。

CH 

MeOO点。OM
10 11 

IIVj 

4.01 

s 

3.80 

s s 

4.81 

s 

s， singlet; d， doublet; dd， double doublets; t， triplet; q， quartet; m， multipl.et; b， broad. Remarks: 
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i) 化合物 (1)の 1ndoline部フ。ロトンの帰属

(1)の NMR(Fig. 13)に示したように(c)ii 4.79 ppm/ 

ddの位置を照射すると (A)3.15 ppm/dd (J = 17， 5 Hz)， 

(B) 3.63 ppm/dd (J = 17， 10 Hz)のシグナJレは doublet

(J=17Hz)に変化し，逆に (A)と(:8)をそれぞれ照射す

ると(c)のシグナノレは J=10HzとJ=5Hzの doublet

に変化した。

このことは分子中rHA¥C_C(Hxの存在を示し，
~ HA，/i i¥R 

4.79 ppmは (1)の 1ndoline核の C-2位， 3.15 ppmと

3.63ppmは C-3位の二つのプロトンに帰属され，典型

的な ABX型を示した。また，これらは化合物(II)のC

2， C-3位プロトンのa値からも類推された (Table14)。

その他の 1ndoline部プロトンは (II)のそれとの対

比，考察によりそれぞれ帰属された。

ii) 化合物 (1)の Vinyl基プロトンの帰属

(1)の7.73ppmと5.32ppmの doublet(J = 14 Hz)を

互に照射すると (Fig.13)， どちらも singletに変化し

た。 この結果はピニノレ基の存在を示し， Jの大きさから

互に trans位の構造をとることが明らかとなり， 7.73 

ppm/dは C-llt立プロトン， 5.32 ppm/dは C-12位プロ

トンに帰属された。

iii) 化合物 (1)の Pyridine環部フーロトンの帰属

(1)の8.08ppm/sは(III)および(IV)における 8.3ppm

-8.39 ppm/sとの対比から C-14，C-18位のプロトン

に帰属され (Table14)， また 4.02ppm/sも同様 (III)，

(IV)の 4.0l-4.05ppm/sとの対比から C-19，C-20位の

COOCH3プロトンに帰属された。

以上 NMRの検討の結果からも Salicorniapigment 

のアグリコンの HCl塩のメチル化物の構造は 5，6・Di・

O-methyl neobetanidin trimethyl ester (Table 14の

化合物 (I)J と同定された。

以上のふ1より 3-3項までの各実験の結果，あっけし

そうの紫赤色色素のアグリコン部は下図の構造をもっ

Betanidinであることが確認され，この C-5位および

C-6位にある二つの OH基のいずれかに糖部が結合し

ている化合物であろうと推定された。

知」
H 

Aglycone of Salicornia Pigment 
(Belanidin) 

R: Sugar moiety 

3-4 アグリコン部関連化合物の合成

Salic01・niapigmentの塩酸塩のメチル化物の構造解

析における MSおよび NMRの検討のための比較物質

として用いるため 0，0，N-Triacetylcyclodopa methyl 

ester， 4-Chloropyridine-2，6・dicarbi>xylic acid di-

methyl esterと (2，6・Dicarboxy・4・pyridyl)malonic 

acid tetramethyl esterとを合成し，これらの合成物

の諸性質，とくに MSと NMR的性質についてはより

詳細に調べた。

3-4-1: 0， 0， N-Triacetyl cyc1odopa methyl 

esterの合成

O，O，N-Triacetyl cyclodopa methyl esterはWYLER

らの行なった方法70)を参考にして次の経路により合成

した。

HO 、~COO- SOC¥， HO'):::へf"'yCOO出川、 O~一寸

M人 J +~H3 寸石「九O~ ~H3C1 百回目72~何人COOMe

Dopa Dopa-methyl esler 円

口L-3， 4_Dih;:i;oxyphenyl- ~~l'U ;Îêì's~lt-o ，-， Dopachrome methyl ester 
alanirie (red) 

1 pH 8， Na2S20・
AcO、r、 Acetvl.tionHO，-?許可←-， H+ HO--p許可r---l

r ~一一一一一 、 ‘-一ー一一一 k 11 AcOムャ人N入COOMc~Py.Ac20 HoAャ人白人cooh HohJkt〈 COOMe
H2 

Ac 
O，O，N・Triacetylcyclodopa 

methyl ester 

Cyclodopa-methyl ester 
(protonated) 

Cyclodopa-methyl ester 
(color¥ess) 
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<実験> 淡黄色に変化した。この溶液に濃塩酸 (5mO)を添加し，

DL-Dopa (DL・3，4-Dihydroxy phenylalanine) (1 g) 減圧乾図し， PZ05中でよく乾燥して乾因物を得た。

を Thionylchloride-メタノーノレ混液(Thionylchlo- 次にこれを細かく粉砕し，無水酢酸 (25mO)と無水ピ

ride (5 ms)をメタノーノレ (20ms)に冷却(ー20
0
C)下， リジン (25mO)を加え 4時間よく撹持してアセチノレ化

滴下した溶液〕に添加し 2時間室温に静置後，逆流冷 した後， {慮過し， Methylene chlorideで洗浄した。滅

却下煮沸した。反応混液を減圧濃縮し生成した結晶をメ 液と洗液を合わせ，溶媒を除去し，残控室に 0.5NHCl 

タノーノレから再結し， m.p.150-1540Cの白色粒状物と (50 mO)と Methylenechloride (50 mO)を添加，分液

して Dopamethylester HCl塩 (333mg)を得た。 漏斗で振霊童抽出し， Methylene chloride層を Sodium

このようにして合成した DopamethylesterHCl塩 hydrogen carbonate水溶液， 次いで水で洗浄後， 溶

{500 mg)を S匝rensen-phosphatebu丘町 (KHzP040.5 媒を留去し淡黄色残澄を得た。

g+NaHP04・2HzO22.6 g/O， pH 8) (150 mO)に溶解し， この残i置をワコーゲノレ C-200カラム(担体80g，ゆ2.8

撹持しながら Potassiumferricyanide (K3Fe (CN)6) x35 cm)に吸着， Methylene chloride-methanol (19: 

{4.075 g)とS針ensen-phosphatebu丘町 (100mO)の混 1， v/v)で展開，フラクションコレクターで溶出液を 5ms

合液を添加すると瞬時，赤色化 (Dopachromemethyl- ずつ分取した。 各 7ラクションのうち， TLC (溶媒:

esterの生成)するので， 5-6秒後に使用直前に調製し Methylene chloride-methanol， 19・1，v/v)で Rf0.70 

Tこ Sodiumdithionite (NaZSZ04)溶液 (2.75g/Sorensen を示すフラクションを集め，溶媒を留去後， Methylene 

phosphate buffer 50 mO)を加えて，還元すると液色は chloride-methanolから再結し， m.p.156-157'Cの無

Table 15. Properties of Synthe8ized DL-Dopa methyl e8ter HCl 8alt 

Elementary 

Analysis 

Cヲも

Found 48.52 

Calcd. for CIOH1304N HCl 48.49 

ゐ

2

0

ιJ，

aリ
ヴ

4

E

5

5

 

N~ら

5.69 

5.66 

Cl% 

14.16 

14.31 

UV(mμ J.m日 210，280， J.富山 215 

IR (cm-1) (KBr) 3500 (8勺 3430(s)， 3200 (8)， 2950 (bs)， 1720 (s)， 1605 (8)， 1525 (s)， 1440 (8)， 

1385 (m)， 1365 (m)， 1295 (8)， 1270 (m) 

MS (m/e) 211 (M+)， 152， 124， 123， 88， 77， 74 

Estimated Pathway of Fragmentation 
O 

f そ CH-COOH
HO，~ヘ/ヅ~XCOOCH3 .舛H，N=CHー C-OCH3ー 11

γr'  ~ +NH， 
HoAbJJ UAH2¥m /e  88 m/e 74 

m/e 211 + 
HO¥・-;?'¥./CH， ~ 

! 日 十 H一一一一歩 I + 11 
HO/¥ミ〆¥、J

m/e 12日.124 

un 

3

N

 

印

件。。ぃ
官

O

O

 

H

H

 

m/e 77 

NMR jj (ppm) 7.30/m (2 H， NHz) 

90MHz， CF3COOH 7.1-6.8 (3 H， benzene ring) 

4.6/m (1H， H-C8) 

4.02/8 (3 H， COOCH3) 

3.35/m (2 H， H-C 7) 

* (IR) s: 8trong， (m): medium， w: weak. 
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色針状結品 (85.1mg)を得た。 各プロトンの合理的な帰属などから，合成した物質は目

融点，元素分析， UV， IR， MS， NMR: 測定法は前 的とする Dopamethylester HCl塩であることが確か

項に同じ。 められた。

<実験結果と考察> また合成した 0，0，N-Triacetyl cyclodopa methyl 

合成した Dopamethylester HCl塩の元素分析値 esterの UV，IR， MS， NMR測定の結果は図示した

UV， IR， MS (主なフラグメントの開裂様式を含む)，お (Fig. 15， Fig. 16， Fig. 17， Fig. 18)。 またこれらスペ

よび NMR(プロトン帰属を含む)的諸性質は一括して クトルの数値と元素分析値は一括作表してあげである

表に載せたが (Table15)，元素分析値は理論値に合致 (Table 16)。表中にはさらに MSにおける開裂様式を

し， MSにおける親ピーク，開裂様式， NMRにおける meta stable ionからの計算などによって推定して挿入

しである。

210 

この中， NMR (Fig. 18および Table16)で C-4，C-7 

の芳香環プロトン数の割当が 1:1にならず1.35:0.65の

比を示しているが， このことは WYLERら70)が述べて

いるように Rotamer(A)と(B)が溶媒中で 0.7:0.3の比

で平衡して存在すること，また Amide結合のまわりの

0.6 

0.4 

R，5ノム ‘ 

V Ir - ¥- ーーーーー+
_1 ¥" ‘←ーーーー-

RVKいCOO叫

。チC¥CH3

0.2 
A 

:。ユCO叫
胃
dnv 

o
o
 

0.0 
200 250 

). (mμ) 
3α〉

回転障害による異方性効果のため， C-7のプロトンは

(A)の場合より (B)の方が高磁場(約 1ppm)にシフト

し， C-4のプロトンに重なることによるとされており，

同様に N-Acプロトンに帰属されるシグナノレが約1:2

の比で。2.4ppmと2.1ppmの2箇所に現われることか

らも (A)(B)両混合物の存在が示された。

かくして，合成物の元素分析値は O，O，N・Triacetyl

cyclodopa methyl esterの理論値に合致し，MS，NMR

0.1 

Fig. 15. UV Spectrum of Synthesized 0， 0， 
N-Triacetyl cyclodopa methyl ester 

(MeOH). 
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Fig. 16. IR Spectrum of Synthesized 0， 0， N・Triacetyl

cyclodopa methyl ester (KBr). 
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Fig.17. MS Spectrum of Synthesized O，O，N-Triacetyl 
cyclodopa methyl ester. 
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Fig. 18. NMR Spectrum of Synthesized 0，0， N-Triacetyl 
cyclodopa methyl ester (100 MHz， CDCh). 

等のデーターの検討によってもこれが合成田的物に一致 pyridyl) malonic acid tetramethyl ester 

することが確かめられた。 の合成

3-4-2: 4・Ch1oropyridine-2，6-dicarboxylicacid 先ず Chelidonicacidを BLATTの著書4)記載の方

dimethyl ester と (2，6-Dicarboxy-← 法で合成し，これを RIEGELらの方法62)に従い Cheli-
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Table 16. Properties of Synthesized 0，0， N-Triacetyl 

cyclodopa methyl ester 

Anal. 

C% 
Found 56.81 

Calcd. for. C16H17N07 57.31 

'

o

n

d

yム

吹
'

9

1

H

4

a

 

A
O
F
h
u
a
U
 

P

U

-

N

4

4

 

UV).田口 (m.u)
(MeOH) 210， 250， 288， 8h. 256， 293 

IRν皿口 (cm-1) 1775 (8)， 1750 (8)， 1665 (s)， 1620 (w)， 1490 (s)， 1430 (w)， 1410 (8)， 1370 (s)， 

1330 (s)， 1300 (8)， 1210 (bs)， 1180 (bs)， 1160 (bs)， 1080 (m)， 1010 (s) 

MS (m/e) 335 (M+)， 293， *256.2， 251， 215.3， 209， 192， *174， 150 

NMR d (ppm) 8.12/s (0.65 H， part of H 7) 

7.02/s (1.35 H， part of H 7 and H 4) 

4.93(bd (1 H， H-C 2) 

3.73/s (3 H， COOCH3) 

3.50(bd (1 H， H-C 3) 

3.20/bd (1 H， H-C 3) 

(6H， 2xOCOCH3) 

ACO...'̂8 

&1... 11 12 
AcO/¥、〆s¥Nl'、COOMe

10 

Ac 

2.28/s 

2.32(s 

2.4/s 

2.1/s 

1H 
N-COCH， 

2H 

Estimated Fragmentation Pathway of 

0，0， N-Triacetyl cyclodopa methyl ester 

:::。ユ議叫::oiス]噌[A~=C。ユCOOMer 
m ;ぉ ::i-o

HOなユ∞OCH3

HO()cユよひュニ件:
::op 

m/c 150 H 

damic acidに変換し，次にこれを用い KOENIGらの

方法制により 4-Chloropyridine-2，6・dicarboxylicacid 

dimethyl esterを得た。

最後にこれを用いて同様 KOENIGらの方法24)に準じ

て(2，6-Dicarboxy-4-pyridyl)malonic acid tetramethyl 

esterを合成した。
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O 

COOC，H，百 h，，-，，-，，-，n， ~， ， ~~~" N.OC2H5 11 11 HCI 
2 I + CH3COCH3一一一一→ λ A 
tooc州 H5C200C八。ハCOOC州 lOO'C川

Ethyloxalate Acetone Chelidonic acid ester 

o Q Cl 

/、 NH，OH HCI. 子、判eOH 、p'11 
11 11 寸而モJ1 II PCI，' k. ，)人

HOOCノ久oノヘCOOH .20h- HOOe¥w .... ¥COOH H3COOC'¥N〆、COOCH3
H Chelidonic acid 

Chelidamic acid 

H3COOC、¥/〆COOCH，
CH2 

ト1，COOC¥ ノCOOCH3
CH 

~ 11 
Dimethyl malonate 

Na-sand in toluene 
H，COOC/¥N"¥COOCH， 

(2，6・Dicarboxy・4-pyridyl)malonic 

acid tetramethyl ester 

<実験>

(1) 4・Chloropyridine-2，6-dicarboxylicacid 

dimethyl esterの合成

Ethyloxalate (75 g)と特級アセトン (29g)の混合液

に前以って Na(22.5 g)とエタノーノレ (250g)から合成

した Sodiumethoxideを二分し，その半量を添加する

と発熱し，黄色ゼリー状に凝固する。 5分後撹狩しなが

ら Ethyloxalate(8.11 ms)を添加，加熱， 2時間後，予

め加湿しておいた残り半量の Sodiumethoxideを撹枠

しながら少量ずつ添加 1時間室温に静置後，エタノ-

Jレを留去，黄褐色残澄を濃塩酸 (100ms)と氷 (400g)の

混合液に注加， 2時間撹持し，吸引i慮過，冷水 (1500ms) 

で洗浄，熱水から再結し， Cheli【lonicacid (195 g)を

得た。

この Ester(25 g)を濃塩酸 (50ms)に溶解し，還流冷

却下， {昆i谷上 10時間加熱し，生成した燈色沈で、んを吸

引穏過，冷水 (100ms)で洗浄，熱水から再結し Cheli-

donic acid (12.9 g)を得た。

この操作を数回くりかえして得た Chelidonicacid 

(30g)を濃アンモニア水 (220ms)に溶解，還流冷却下，

温浴上20時間加熱後，塩酸で酸性にし，生成した沈で

んを吸引i慮過，冷水 (200ms)で洗浄，熱水から再結し，

Chelidamic acid (16 g)を得た。

0.6 

0.5 

口4

O 

00.3 

0.2 

0.1 

。。

4・Chloropyridine-2， 6・dicarboxylic

2.5 

250 

acid dimethyl ester 

272 

300 

，l (m/l) 
350 

次にこの Chelidamicacid (10.1 g)を 1500Cで2時間

乾燥し，乳鉢中で粉砕， PCls (34g)を添加，迅速に混

合，温浴中で2時間加熱後，室温に静置。その濃褐色溶

Fig. 19. UV Spectrum of Synthesized 4-

Chloropyridine-2， 6・dicarbioxylic
acid dimethyl ester (MeOH). 
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液にクロロホJレム (50mf)を添加し，撹搾，水 (10m/!) 熱，続いて先に合成した Dimethylester (4.4 g)を添

を入れ，迅速に振渥抽出し，クロロホノレム層を源過し， 加 5時間還流冷却下加熱， Tolueneを傾潟して除去，

無水メタノーJレを HClの発生がなくなる迄注意深く添 残澄をトノレエンで洗浄し， 1NHClを添加，エーテノレで

加，溶媒を留去し，熱メタノーノレから再結し， 4-Chloro・ 抽出，エーテノレ層を蒸発乾回し，熱メタノーノレから再

pyridine-2，6・dicarboxylicacid dimethyl ester (5.75 g) 結し， (2，6-Dicarboxy・4・pyridyl)malonic acid tetra-

を得た。 methylester (480 mg)を得た。

(2) (2，トDicarboxy-4-pyridyl)malonic acid (3) 融点，元素分析， uv，IR， MS， NMR: 

tetramethyl esterの合成 測定法は前項に同じ。

Na sand (0.8 g)と Toluene'(110 ms)の混合液に <実験結果と考察>

Dimethylmalonate (5.3 mf)を添加，直ちに激しい反応 合成取得物の UV，IR， MS， NMRはそれぞれ図示

が起こるので，反応が止んでから 3時間，還流冷却下加 しである 4・Chloropyridine-2，6・dicarboxylic acid 

2.5 μ3  4 5 6 7 8 9 10 I1 12 13 14 15 

J(わ

80 

60 
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20 
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、VA VE Nu:I!REI~ιm- 1 

Fig. 20. IR Spectrum of 4-Chloropyridine-2， 6-dicarboxylic 
acid dimethyl ester. (KBr). 

170 

139 

m/e 

Fig. 21. MS Spectrum of Synthesized 4-Chloropyridine-2， 6-dicarboxy1ic 
acid dimethyl ester. 

M+229 
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Fig. 22. NMR Spectrum .of Synthesized 4・Chl.or.oPyridine-2，6・dicarb.oxylic

acid dimethyl ester (90 MHz， CDCh) . 

2旬

1 (ml') 
京XJ

Fig. 23. UV Spectrum .of Synthesized (2， 6-
Dicarb.oxy-4・pyridyl)mal.onic acid 

tetramethyl ester (MeOH). 
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methyl ester (Fig. 19， Fig.20， Fig.21， Fig.22)， (2，6-

Dicarboxy-4-pyridyl) malonic acid tetramethyl ester 

(Fig. 23， Fig. 24， Fig. 25， Fig. 26)。

また合成の中間生成物をも含めた両合成物の融点，元

素分析， UV， IR， MS， NMRに関する測定値は一括

して作表してかかげてあるので，特に説明は加えなし・

(Table 17)。

唯，中間合成物の Chelidonicacid ester iこ関して，

BADGETTら81)はその構造を (A)のように考えている

O 

H¥ー人ノ4

wT¥H  
C C 

H，C200C/'可コグ¥COOC2H，
(A) 

日
円「」O

 
O
 

H

C

 obo削

uリ

F
LO

 
O
 

C
 

H
H
 

2 .5μ3  4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

100 

80 

40 

60 

20 

0 

4000 3500 3α)() 2500 2000 臥お 阪氾 1700 . I~正泊 1500 1400 ぽ)() 1200 1100 1000 900 800 7C沿 650

WAVE NUMBER "n-1 

Fig. 24. IR Spectrum of Synthesized (2，6・Dicarboxy・4・pyridyl)
malonic acid tetramethyl ester. 
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Fig. 25. MS Spectrum of Synthesized (2，6-Dicarboxy・4・pyridyl)
malonic acid tetramethyl ester. 
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Properties of Intermediates and Last Product in Synthesis of 

2， 6・Dicarboxy-4・pyridylmalonic acid tetramethly ester 

Table 17. 
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carboxylic aeid methyl ester malonic acid tetramethyl ester 
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8.39/s (2H， Pyridine ring) 
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Fig. 26. NMR Spectrum of Synthesized (2，6・Dicarboxy-4-pyridyl)
malonic acid tetramethyl ester (90 MHz， CDCh). 

が，今回合成したこの化合物の MSでは M+の m/e240 

が検出されたこと，また NMRでメチレンの存在は否定

され，ピニノレプロトンの存在が示されたことなどにより

(B)の構造が支持された。

LしLいH凶叩J缶ば3にcoムOCHJ印叫J上H凶J
川 bババぷ川/2広U二広r;?O、〉

1〆f 
m/e 198 「¥CH/C00ω~ ∞ωO

∞AAOぷocO工乙点:江k∞ふO氏 叫CωH官、H，Oロl〆8 ぷ k)
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Fig. 27. Estimated Fragmentation-pathway of 

4-Chloropyridine-2，6・dicarboxylic acid 

dimethylester and (2，6-Dicarboxy・4咽

pyridyl) malonic acid tetramethyl ester. 

まfこ 4-Chloropyridine-2，6-dicarboxylic acid di-

methyl esterと (2，6-Dicarboxy-4-pyridyl)malonic 

acid tetramethyl esterの MSに見られるフラグメン

テーシヨンを観察してフラグメントの主な開裂経路を推

定すると図のようである (Fig.27)。

以上にあげ、た各データーにより両化合物は目的どおり

合成されたことを確かめた。

第4節色素の糖部の構造決定

4-1 色素の酸加水分解

Salicornia pigmentの糖部を検索するため色素を酸

加水分解し，加水分解生成物を PCおよび PE分析した。

<実験>

酸加水分解の方法:

Salicornia pigment結晶 (10mg)を 22%HCl (4 mO) 

に溶解し， 100
0

Cで 1時間加熱加水分解し，反応混液を

減圧濃縮し，塩酸を除去後，濃縮液をポリアミドカラム

(件2>く5cm)に通し，水湾出液を濃縮し，糖検出用試料

とした。

PC: 溶媒，ブタノーノレー酢酸水 (4:1 : 2， v/v)，上昇法

発色剤，アニリンフターノレ酸

PE: 電解質， Phosphate bu妊er(pH 6ふ μ=0.1)

泳動条件， 400 V， 16 V/cm， 1時間

PC-PE 2次元クロマトグラブィー:一次 PC，二次

PE展開
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Conditions 

Paper Chromatography (Ascending) 

Solvent System: BuOH-AcOH-H20 (4: 1・2，vjv) 

Paper Electrophoresis 

Electrolyte: Phosphate Buffer 
(pH 6.8，μ=0.1) 

400 V (16 Vjcm)， 1 hr 

Fig. 28. Paper Chromatography and Paper Electrophoresis of 

，Hydrolyzates of Salicornia Pigment. 

<実験結果と検討>

色素の酸加水分解によって得た糖検出用試料を PC，

PEの分析結果 (Fig.28)， PCでアニリンフタール駿で、

発色する 4スポット S1-S4が検出された。このうち

PCで明瞭に分離しなかった S2，S 3は PC-PEを併用

する二次元分析 (Fig.28の右図)の結果，分離でき，純

品との比較により S2はグノレクロン酸， S3はグノレコー

スに一致し， S4はグノレクロン酸が加熱により生成した

グルクロノラクトンと同定された。

また Rf値の低い S1はスポットを水溶出して酸加水

分解して PCで調べたところ単糖としてグルコースとグ

ルクロン酸およびそのラクトンが検出されたことから，

グルコースとグルクロン酸が結合した二糖類であると推

定された。

4-2 糖の単離と構造解析

Salicornia pigmentの酸部分加水分解生成糖の検索

によって二糖類と推定される糖が検出されたので，この

構造を明らかにするため，Salicornia pigmentを過酸

化水素で分解し，二糖部分を単離，精製し，酸および酵

素分解， 過ヨウ素酸酸化， メチノレイトメタノリシス生成

物のガスクロ 7 トグラフィー (GLC)，アセチノレ化物の

NMR， MS による解析を行なし、，その構造を決定した。

く実験>

(1) 糖の単離:

Salicornia pigment結品(1.8g)を2870過酸化水素

溶液 (50mO)に溶解，室温に 24時間静置後， Pd-C (10 

mg)を添加，過剰の HP2を除去した後， ，慮過し， i慮液
を活性炭ーセライトカラム(ゆ 3xlOcm)に吸着，水 (2O)

で洗浄後， 10%エタノーノレで、溶出，溶出液を 300Cで減

圧濃縮し， 30枚のi慮紙を使って PC(溶媒系， BuOH-

AcOH-H20 (4 ; 1 ; 2， v/v);漉紙，東洋説書紙 No.50)を行

ない，二糖に相当する部分を切りとって水で溶出，イオン

交換樹脂 (AmberliteIR-120 (H+型):Amberlite IR 

45 (OH-型)， 1:1，wjw)で処理し， i慮液を減圧濃縮し，

凍結乾燥して白色粉末 (19mg)を得た。以下これを“単

離糖"と略記する。

(2) 塩酸加水分解:

“単離糖"(5mg)を22%HCl (20 mO)に溶解， 1000C 

で5分間加熱加水分解後，濃縮乾回し， PC (溶媒系，前

に同じ，発色試薬，アニリンフターノレ酸)で分解物の検

索を行なった。

(3) 酵素分解:

“単離糖"(3mg)を0.2M酢酸緩衝液 (pH5.1 mO)に

溶解，酵素〔市販のかD-Glucosidase， あるいは P・D-

Glucuronidase (5 mg)/酢酸緩衝液 (10mO))溶液 (1mO)

を添加し， 3γCで1時間インキュベートし， PC (溶媒

系，発色試薬，前に同じ)で分解物を調べた。

(4) 過ヨウ素酸酸化:

AVIGAD2)が報告した微量定量法を次のように簡便法

に改良し測定した。
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試薬:

(A) Ferrous-2， 4， 6・tri会 pyridyl十 triazine溶液 2，

4，6-tri-2-pyridyl-s-triazine (75 mg)を酢酸 (46ms) と

1M酢酸ナトリウム (21Oms)に溶解し，新らたに調製

した 0.031410モーノレ塩 ((NH4)2Fe(S04)26HzO)水溶液

(100 mt)を添加，水で 1tiこし，掲色ピンに入れ保存し

たもの。

(B) 20mMメタ過ヨウ素酸ナトリウム貯蔵液: メタ

過ヨウ素酸ナトリウム (855.6mg)を40mM酢酸緩衝液

(pH 5.2)で全量を 200msにしたもの。

(c) 2mM糖溶液.乾燥した糖を正確に秤量し， 40 

mM酢酸緩衝液 (pH5.2)で全量を 25mtにする。

定量方法:

2mM糖溶液 (10ms)(C)と 20mMNaI04溶液(B)を

褐色ピンに入れ，冷暗所 (40C)あるいは暗所(室温 15-

200C)で反応させた。一定時間毎，反応、液から 1msを

とり ，50mtに水で稀釈し，その 0.5msを (A)液 4.5ms

に加え， よく撹件後， 593 mμ で吸光度 (O.D.)を測定

し，標準曲線から残存 NaI04量を定量した。

(5) メチル化:

メチノレ化は箱守法16)によって行なった。“単離糖"(150

mg)を窒素気流中， ジメチ Jレスルフォキシド (2ms)

に溶解しておき，前もってヘキサンで4回洗浄した NaH

500mgをジメチノレスノレフォキシド (2ms)に添加し，

窒素気流中， 60oC， 1時間撹枠し生成した Methylsul-

finyl carbanion溶液を，上記の糖溶液に添加， 30分間

援持後， CH31 (1 ms)をゆっくり滴下した。さらに 3時

間窒素気流中で撹持して後，水lOmsを添加し，その

混合液を活性炭セライトカラム(ゆ 2X13cm)に吸着さ

せ，水 (2C)で洗浄後， 10%エタノーノレて、溶出し，その

溶出液を濃縮乾国後， シリカゲノレカラム (O3.5 X 16 cm) 

に吸着， エーテル トノレエン (2:1， v/v)で溶出，メチル

化糖のフラクシヨンを濃縮乾回しシラップ状物質(約20

mg)を得た。

.(6) メタノリシス:

この (5)で得たメチノレ化糖を 1NHClーメタノーノレに溶

解，封管中， 24時間 80
0Cで加熱し， メタノリシスを行

ない，減圧下で溶媒を除去しシラ y プ状のメタノリシス

生成物(約 10mg)を得た。

(7) 水素化リチウムアルミニウム還元

(5)で得たメチノレ化糖(約 10rng)をエーテノレ(lOrns)

に溶解し， 1.35%水素化リチウムアルミニウムのエーテ

ノレ溶液 (20rns)を滴下し， 18時間境弁，反応、後水を添加

し，穏過，クロロホルムで洗浄， ~毒液と洗液を合し，濃

縮乾回し，前と同様にメチノレ化，メタノリシスを行ない

シラップ状のメタノリシス生成物(約 5rng)を得た。

(8) アセチル化:

“単離糖"(10 mg)を Sodiummethoxide (2 mg)含有

メタノ-)レ(lO mt) に溶解，室温で 1 時間静置後，冷4~ら

過塩素酸含有無水酢酸 (lmt)を滴下し， 重炭酸水素ナ

トリウムで、中和， クロロホノレムで抽出，溶媒を留去し，

アセチノレ化物 (19mg)を得た。

(9) 分析法:

ガスクロマトグラフィー(以下 GLCと略記):

装置 063形日立ガスクロマトグラフ

カラム担体と固定相;Ce!ite 545， Butane-1，4-diol 

succinate (0.3 X 150 cm) 

カラム温度;1750C 

流速;60 ms (N2)/min. 

PC: 溶媒系， BuOH-AcOH-H20 (4: 1 : 2， v/v) 

MS: 既述の方法に同じ。

<実験結果と考察>

(1) 塩酸加水分解

1: D-Glucose 
II: [)"'Glucuronic acid and glucuronolactone 

III :“Iso!ated Sugar" 

IV: Hydrolyzate .of 111 by 件D-glucuronidase

V: Hydroly回 teof 111 by s-D-glucosidase 

VI: Hydrolyzate of III by 22% HCI 

場

L欝襲 議

場職場勝、暢

II III lV V VI 

SoIvent: BuOH-AcOH-I.hO (4: 1 : 2， v/v) 

Fig. 29. Paper Chromatogram of Enzymic 

or Hydrochloric acid Hydrolyzates 

of“Iso!ated Sugarぺ
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Table 18. Periodate Oxidation of“Isolated Sugar" 

Consumption of Periodate moles/Sugar 1 mole 

Reaction temp. (oC) 40C Room temp. 

Reaction period (h) 23 25 18 20 

“Isolated Sugar" 5.2 5.2 5.9 6.0 

D-Kojibiose 4.8 5.0 

D-Maltose 4.7 5.0 5.05 5.1 

D-Glucose本 5.0 5.0 5.0 5.0 

* In the case of D-glucose， a constant consumption value was obtained after reaction 

for 4-5 hours 

“単離糖"の構成成分を調べるため，塩酸加水分解を行 GLCにかけ，純品の GLCとの比較の結果 Methyl

なった結果 (Fig.29)，図前述と同様， D-GlucoseとD司 (methyl-2，3，4・tri-O-methy1-D-g 1 ucopyranos y 1) urona te 

Glucuronic acidおよびその Lactoneが検出された。 と Methyl(3， 4， 6・tri-O-methyl)-D-glucopyranosideの

(2) 酵素分解 ピークが，それぞれ保持時間 8分と 12分のところに検

次にこれらの構成糖の結合l順序を決めるため，“単離 出された (Fig.31 A)。

糖"の酵素分解を行なった結果 (Fig.29)， s-D-Glucuro-

nidaseを作用させると D-Glucoseと D-Glucuronic

acidに分解し，両者のモノレ比は PC上のスポットの大き

さを純品と比較しながら肉眼て、観察した結果，ほぼ 1:1

であった。しかし， s-D-Glucosidaseを作用させても分

解が起きないことが示された。

以上の酸加水分解と酵素分解の結果から，色素の糖

部はかD-Glucosyl-D-glucuronicacidではなく P・D-

Glucuronyl-D-glucose，即ち一種の Aldobiouronic

acidと推定された。

(3) 過ヨウ素酸酸化

次にこの糖の結合位置を明らかにするため，過ヨウ素

酸酸化微量定量改良簡便法により，過ヨウ素酸の消費量

を測定した結果 (Table18)， 40Cでは糖 1mole当り過

ヨウ素酸約 5niole消費し，室温では約 6mole消費し

た。 これは Fig.30に示したように，ウロナイドに見ら

れる Overoxidationのためと考えられ， この実験から

だけでは結合位置を決めることはできなかった。

40止 030 1or，OH310 1ι510ー

Fig. 30. Overoxidation of Non-reducing End 

Group of Uronide12): 

(4) メチル化後のメタノリシス

メチノレ化後，メ芳ノ日シスを行なって得た生成物を

iミuI.Ll，'dSu).!，!L

COOClh CH10Clh 

KOCl-hA H. OCI-Il Kcこ lAH. OCH， 
IIJco'i __ V IhCO'i-→-1' 

OCHl 011 

o 5 

。

Retention time {min.l 

1¥ "ll'lh: lIH> h' I. .~I<.: 01' ス kdl~'latl.d l'rOdutb (山lail1!'dn[lcr
LiA111;-t<，'d，，，.¥;<川川スkt)，、I'Llcr!"!、り1，，[<.:，]SugM 

Fig. 31. 

caoCHJ 

KOC\-h~H.OC仙
川こ O~十一~

OCfh 

C¥lJOCHl 

K.OCHlit H. OOh 
IhC01--V 

OH 

L 

5 10 15 

Retention time (min.J 

Gas Liquid Chromatograms of' 

Methylated Sugar Derived from 

“Isolated Sugar". 

(5) 水素化リチウム・アルミニウム還元

上述の GLCでは両化合物のそれぞれのアノマーのピ

ークが重なって保持時間約 10分のところに現われるた
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a:: 20 111 A 

141 
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B A + 

+ CトちP-CH=CH-印 =O-A
CH，o-CH=O-B 437-0-ψ尺

-M'-CHp(3日

405 
1437 

O 50 1CXコ 陀幻 200 2~ 300 3~ 4αコ 450 
打，/e

Fig. 32. MS Spectrum of Methylated Derivative of“Isolated Sugar". 

め，次に<実験>の部(5)で得たメチノレ化二糖を LiAIH4

で還元後，メチル化，さらにメタノリシスして得た生成

物を GLC分析し，純品のそれと比較の結果 (Fig.31 B)， 

明瞭に分離され， Methyl (2，3，4，6・tetra-O・methyl)-D-

glucopyranosideの二つのアノマーはそれぞれ 3.5分， 5 

分の保持時間のところに， Methyl (3，4，6-tri-O-methyl)-

D-glucopyranosideの二つのアノマーは 10分と 12.2分

のピークとして検出された。

以上のメチノレ化糖の GLC分析によって，“単離糖"は

D-GlucoseのC-2f立と D-GlucuronicacidのC-lI立と

が結合していることが明らかにされた。

(6) “単離糖"のメチル化物の MS解析

<実験>の部(5)で調製した“単離糖"のメチル化物の

MS測定結果 (Fig.32)， KOCHETKOV23)や KVACrK

ら26)の研究を参考にして検討した。

KVACrK ら26)はメチノレイ七した Aldobiouronicacid 

の MSで m/e319， m/e 287は1→2結合， 1→4結合の

Aldobiouronic acidにのみ生成されると報告している

が，この両フラグメントは，今回の“単離糖"にも検出

された。しかし先にのベたメチル化糖の GLCの結果か

ら1→2結合であることが明らかにされているので 1→4

結合しているのではないことがわかる。

主なフラグメントの開裂経路を Fig.33のように推定

したが， m/e 437 (M+ -31)のピークは Glucos巴の C-1の

CH30基が脱離したフラグメント， m/e 219は Glucose

に由来するフラグメント， m/e233は Glucuronicacid 
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Fig. 33. Estimated Fragmentaion-Pathway of 

Methylated“Isolated Sugar"_ 

に由来するフラグメント，などと合理的に図中の構造を

裏付ける帰属をなし得た。

(7) “単離糖"のアセチル化物の解析

<実験>の部(5)で調製した“単離糖"ーアセチノレ化物
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成 G!ucoseの C-l位の OHは OCH3になっている

のに対し，“単離糖"ーアセチノレ化物では， もしそれが

Sophorobiouronic acidであるとすれば， アセチノレ化

の方法から考えて C-l位の OHは OCO・CH3となって

いるはずである。

第 9巻北海道大学農学部邦文紀要

を次の糖部関連化合物の合成で、得た Sophorobiouronic

.acidのアセチJレ誘導体と比較対照しつつ解析を行な

っTこ。

この比較解析で断っておかなくてはならないことは，

合成 Sophorobiouronicacidのアセチノレ誘導体で、は構
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Fig. 36. Fragmentation of Acetylated 

Sophorobiouronic acid. 

IR (Fig. 34)では両アセチノレ化物は非常によく似た吸

収を示した。

MS (Fig. 35)でも親ピークは検出されず， C-1位の

OCH3とOCO・CH3によるちがし、は別とじて，主なフ

ラグメントの開裂様式 (Fig.36)に示したように C-1の

アセチノレ基， あるいはメトキシ基の脱離による m/e605 

(M+ー 59，あるいは M+ー 31)が検出され，他のフラグメ

ントでも両アセチノレ化物はよく一致した。

NMR (Fig. 37)で両者は C-1のアセチ Jレプロトンと

メチルプロトンの違い以外，スベクトルパターンに類似

性が見られた。 δ3.7ppmから 5.6ppmの間のメチン，

メチレンプロトンの帰属が困難であったが，糖部関連化

合物の合成の項で述べるようにシフト試薬 Eu(DPMh

を使つての合成 Sophorobiouronicacidのアセチル化

物の NMR解析の結果を採用して，かなりの程度帰属が

可能となった。この解析検討の詳細と結果は次項にあげ

てある。

(8) 以上の実験結果の検討から Salicorniapigment 

の糖部の構成二糖の構造は D-Glucuronicacidと D-

Glucoseが s1→2結合した一種の Aldobiouronicacid 

であるところの Sophorobiouronicacid，すなわち

AcO旬。民lA

COOCH3 

12H 

(1) 

~ 

AJqohSJh 
(!I) 

12H 

一一一~
9 呂 7 6 5 4 

7AcO 

6AcO 

TMS 

3 2 O 
δ(ppm) 

Fig. 37. NMR Spectra of Acetylated Derivatives. 

(1)“Iso!ated Sugar" (II) Synthesized Sophorobiouronic acid (100 MHz， CDC13) 
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COOH CH20H 
r-QrO--， r-Q 
K.OH) し五OH)H，OH 

HO'仁.:..:v 1 HO"{.ぷ〆
OH L一一一」

2・0・(s-D-Glucopyranosyluronic acid)・
Iド glucopyranose

(Sophorobiouronic acid) 

2・O-(s・D-Glucopyranosyl uronic acidトD-glucopyra-

noseと決定した。

4-3 糖部関連化合物の合成

前節の実験で Salicorniapigmentの糖部の構造

を Sophorobiouronicacid [2-0ベs-D-Glucopyranosyl

uronic acid)-D-glucopyranose) と決定する際，“単離

糠"をアセチ Jレ化物に変換して解析を行なったが，その

場合 Sophorobiouronicacidのアセチノレ化物が比較物

質として必要であったことと，現在までに Sophoro-

biouronic acidの合成は報告がないことから，この二糖

類の有機合成を試み，その物理・化学的性質を調べた。

Sophorobiouronic acidに類似構造の Sophorose

(2・0ベs-D-Glucopyranosyl)-D-glucopyranose)は既に

COXONら10)ヵ， Methyl-4，6・O-benzylidene-a-D-gluco司

COOCf.l， Cf.l，Of.l 

AゆOA 品叫
(1) OAo (3) Of.l 

l四 rin CI ... hC∞H lhC12 
↓B巳川aldehドJc

COOCf.l， 
t-O o-q;句、

、D'i-ぷyコCf.l，~OA，~ 
AcO'l-VBr 
(2) OA， 

AoqlアiEOCH

(5) 

I GO?らCH3COOH，100 <C， 20 min 
I AczO und Pyridine 

COOCH3 CH20Ac 
}-O，rO-， }-O" 

ト DA，~ f>.OA，A 
A，Oヂト-v 川，0半-VOCf.l，

OA，一一一一一J

(6) 

l' 0.5 N CI ... hONd， :1 h 
I C:lrhO!トCelitcColumn Chromatography 

COOf.l Cf.lzOf.l 
}-口 rO-， }-O" 
民OH月 1 ~Oけ H， OI-l

HO'均二〆 1 HOY:ぷ1

Of.l一一一」

(7) Sophorobiouronic acid 
12-0-(s・D・Glucopyranosyluronic acid).n-glucopyranose] 

Fig. 38. Synthesis of Sophorobiouronic 

acid， 

pyranoside と 2，3， ~4， 6・Tetra-O-acetyl-a-D-gl uco・

pyranosyl bromideを縮合させ，合成している。

そこで， 彼らの方法などを参考にし合成系統図 (Fig.

38)に従い化合物 (2)と化合物 (4)を KOENIGS-KNORR

縮合させることを主体とする合成法によりアセチJレ誘導

体(6)とし，最後に脱アセチル化して Sophorobiouronic

acid (7)を合成することを試みた。

又，従来オリゴ糖の構造解析はメチノレイトメタノリシ

ス，過ヨウ素酸酸化などによって行なわれてきたが，試

料量，収率，測定値のふれなどの点で必ずしも満足すベ

きものでなかった。

今回，Salicornia pigmentの糖部の同定に際し，そ

のアセチル化物および合成アセチル化糖の構造解析に

MSによる方法が少量の試料でも効果的な解析が可能で

あることを示したが，ここでは合成アセチノレ化糖につい

て， NMRによる解析，とくに最近，シフト試薬の使用に

より，複雑な NMRパターンを単純化し，解析を容易化

できることが知られているので，シフト試薬 Eu(DPM)3

を用いる NMR解析を試みた。

<実験>

[1] Methyl-tetra-O・acetyl-n-glucopyranosyl

uronate (1)の合成:

BOLLENBACKら7)の方法によって D-Glucurono-

lactoneを NaOCH3含有メタノーノレ溶液中で反応後，ア

セチノレ化し合成した。

D-Glucuronolactone (12，2 g)を NaOCH3(0.1 g)含

有無水メタノーノレ (70.4mO)に添加， 室温で1.5時間撹

狩，溶解後溶媒を除去。無水酢酸 (47mO)に溶解し，そ

の溶液に過塩素酸 (0.2mO)含有無水酢酸 (7mO)を滴下

(40
0
C以上にならぬように氷冷)，一夜静置後，更に過塩

素酸 (0.1mO)滴下，一夜40Ciこ静置後生成した結晶を

瀦過，エーテノレで、洗浄し，風乾物を熱エタノーノレから再

結，長針状結晶 ((1)-1，s-anomer) (6.315 g)を得た。

iI.毒液を砕氷 (250g)中に注加，重曹で中和，i慮過，源

液をクロロホノレムで抽出，無水 NaZS04で脱水後，溶媒

を除去，得られたシラップを温イソプロパノーノレに溶解

し，一夜静置，生成した結品を鴻過，エーテノレで洗浄し

風乾物を熱エタノーノレから再結，長針状結晶 ((1ト2，a-

anomer) (4.098 g)を得た。

[2] Methyl (tri-O-acetyl-a-n-glucopyranosyl・

bromideトuronate(2)の合成:

BOLLENBACK7)および BOWERINGらめの方法によ

って ((1ト2)を臭化水素含有氷酢酸中でブロム化し合成

しTこ。
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((1)--2) (5g)を臭化水素飽和氷酢酸 (31ms)に溶解，直

ちに減圧濃縮し，赤褐色シラップをクロロホノレム (30ms)

に溶解，冷重曹飽和水溶液，冷水で洗浄後，無水NaZS04

で乾燥， i慮過，溶媒を除去，得られたシラップ(赤褐色)

をエタノーJレに溶解，低温に静置， 生成した結晶をi慮

過，熱エタノーノレから再結， (2) [収量4.66g， (88.4~も))を

得た。

[3J Methyl-4，6-0-benzylidene-a:-D-gluco-

pyranoside (4)の合成:

Dowex 50 (H+)を触媒にし合成した6)Methyl-a-O-

glucopyranoside (3) (30 g)に RITCHTMEYER61)の方

法により ZnClz(22.5 g)と Benzaldehyde(75 ms)を添

加， 48時間振滋後，冷水 (750ms)中にゆっくり注加，

氷室に一夜静置し，生成した白色結晶をi慮過， 冷水 (50

ms)， ケロシン (50ms)で3回洗浄，風乾後 700Cで減

圧乾燥，熱水から再結し (4)[収量 16.07g (36.8%)Jを

得た。

[4J Methyl-4，ら0・benzylidene-2-0-[methyl-

(2，3，4-tri-0-acetylトβ-D-glucuronylJ-α-D-

glucopyranoside (5)の合成:

COXONら10)の Sophorose合成方法を応用して， (2) 

と(4)を縮合させ (5)を合成した。

(4) (1.2 g)と炭酸銀(1.2g)， Drierite (3.2 g)， Dichloro-

methane (15 ms)を混合， CaCl2管をつけ 30分間援狩

後， (2) (2.25 g)と Iodine(322 rng)を添加， 室温下，19

時間鏡搾，源過，残澄を Dichlorornethaneで洗浄，溶液

を減圧濃縮(350C)，得られた黄色シラップを熱2-Ethoxy

ethanolに溶解，低温室に静置，生成した結晶をi慮過，

冷 2・Ethoxyethanol，エタノーノレで洗浄，熱エタノ-

Jレから再結， 針状結晶 (5)[収量， 635 mg (24.9%)Jを

得た。

[5J Methyl-3， 4， 6-tri-0-acetyl-2-0-[methyl-

(2，3，4-tri-0-acetyl)-s-n-glucopyranosyIJ-a:-
D-glucopyranoside (6)の合成:

(5) (103 rng)を60%酢酸 (15rns)に溶解し， 100oC; 

20分間加熱後，水，ト Jレエンを加え，数回蒸発乾回をく

りかえした。 シラップ状残澄にピリジン (2ms)と無水

酢酸 (2rns)を添加，室温で一夜静置後，氷水に注加し，

クロロホ Jレムで抽出，無水硫酸ナトリウムで脱水後， i慮

過し，濃縮乾固し，エタノーノレから再結しアセチノレ化物

(6) (97 rng)を得た。

[6J 2-0ベβーD-Glucopyranosyluronic acidトD-

glucopyranose (Sophorobiouronic acid) (7) 

の合成:

(6) (50 rng)を温メタノーノレに溶解し， 1NNaOCH3メ

タノーノレ溶液 (0.8rns)を添加， 4時間室温で静置。メタ

ノーノレで稀釈し， Amberlite IR 120 (H+)カラム(世 2.5

x5cm) と ArnberliteIR 45 (OH-)カラム(ゆ 2.5x6

cm)に通し，溶出液を減圧濃縮し， i1草紙50枚でマスペ

ーパークロマトグラフィー(展開溶媒 BuOH-AcOH-

H20=4・1:2， v/v)を行なった。

二糖部分を切りとり温水で抽出し，イオン交換樹脂で、

処理し，濃縮，凍結乾燥して (7)(7mg)を得た。

[7J 測定法

旋光度: 常法により測定した。

融点，元素分析， IR: 前述の方法により分析測定した。

NMR: 常法，およびシフト試薬 Eu(DPM)3添加法，

Proton spin decoupling法を採用した。

<実験結果と考察>

合成最終産物 Sophorobiouronicacidは微量にしか

得られず，詳細な実験はできなかったが，色素配糖体の

二糖部分と PC，PE， IRは一致し，目的物が合成された

ものと推定された。

そこで，更にこのアセチノレ化物の NMRからその構造

を検討した。

先に，あっけしそうからの“単離糖"のアセチJレ化物

のNMR検討で a3.7 -5.6 pprn域におけるメチン，メチ

レンプロトンの帰属が困難であったことを述べたが，合

成アセチル化糖にシフト試薬 Eu(DPM)3を添加し測定

した結果 (Fig.39)， 03.7 ppmから 5.6ppmの問のメチ

ン， メチレンプロトンはこの添加によって低磁場シフト

し， 4.3 ppmから 6.8ppmの範閤に現われた。

次にこのメチン，メチレンプロトンの帰属を行なうた

め， Proton spin decouplingの実験を行なった結果

(Fig.40)， O 5.3 ppm (J =4 Hz)のC-lのアノメリックプ

ロトンの位置を照射すると，高磁場にある 4.3ppmの

double doublet (J =4， 9.5Hz)は doublet(J =9.5 Hz)に

変化し，逆にその部分を照射すると 5.3ppmの doublet

(J =4 Hz)は singletIこ， 6.3 ppmに他のシグナノレと重

なっている triplet(J = 9.5 Hz)は doublet(J = 9.5 Hz) 

に変化した。この結果， 5.3 ppmのシグナノレは C-1のプ

ロトンに， 4.3ppmの doubledoubletは C-2のプロト

ンに帰属され， 1→2結合のため他のメチンプロトン(ア

セチ Jレ基のつけ根)より高磁場にシフトしていた。 さら

にこれとカップノレしている 6.3ppmの tripletは C-3の

プロトンに帰属された。他のプロトンについては，全部

は帰属できなかったが，他の単糖，オリゴ糖のスベクトノレ

と比較じながら，図，表中に記入したように帰属じたF
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(Fig.40， Table 19)。この帰属の結果は“単離糖"の

NMR解析に応用した。

参考まで他のアセチノレ化オリゴ糖に Eu(DPMlJを添

加し測定した NMRを Fig.41-44に載せた。

Table 19. Properties of Intermediates in Synthesis of Sophorobiouronic 

acid [2-0-(s・D・Glucopyranosyluronic acid)-s・D-glucopyranose]

M.p. (oC) 

[a]1jl 

Found. 
Anal. 

Calcd. 

IR 

ν皿ロ (cm-1)

NMR 

δ(ppm) 

COOCH3 
.l-O 

~OAc;1 
AcO 'I---V OAc 

OAc 
(1)三

110 

十90.5

(C=l， CHCI3) 

for 

1755 (vs) 

1370 (m) 

1205-1230 (vs) 

1000-1100 ( 5 ) 

905 (m) 

888 (m) 

5.8H/d ， 
(lH， anomeric) 

5，04H5/2m . 
(3H， H2， 3， 4) 

(41.2H/d ，H-5) 

3.7H/s ， 
(3H， COOCH3) 

ノOCH均 仁=H同，OAcC 

グ、羊ト一ど白HJすq l' 丸
、=耳ず 、凶川I¥OA亡JA 

Aぷぷg5H同3 ひ吋《忌私弘促ωJHJ小よJO氏C印~~H同ヘ~3~〕}H均M3£C;よι有有主詩狩f1釘廿1rrO促C

OAc 0μ4守't¥、OAc，F ， ~込 A"μメ
(4) AcO奇骨 (5) ハC 咋イ (6)

.，. OAc OAc 

104 162 212 

十193 十103 十34

(C=l， CHCI3) (C=2， CHCI3) (C=l， CHCI3) 

Cヲも H9も c9も H9ら

53.81 5.85 48.86 5.73 

54.18 5.68 49.06 5.66 

(C27H34015) (C26H3601S) 

1740-1760 (vs) 3400(s) 3498 (5) 2860 (m) 

1375 (m) 1370 (m) 2900 (m) 1735 (vs) 

1200-1250 (vs) 1000-1100 (vs) 1750 (V5) 1440-1450 (m) 

1000-1100 (V5) 750 (5) 1375 (5) 1370 (5) 

895 (5) 698 (5) 1220-1240 (V5) 1220-1240 (V5) 

875 m) 1000-1100 (V5) 1170 (w) 

760 (m) 1030-1040 (5) 

748 (m) 970 (m) 

697 (m) 925 (m) 

888 (m) 

7.3H8. /m 7.4/m 3.75.5C/m -H 
(5H， arom.) (5H， arom.) (12H， C-H) 

5(1.5H/s ，benzylIC) 5(1.5H/s ，benzylic) (33.7H/s ，COOCH3) 

4.7H/d ， 4.8-5.3/m 
(334H/s ，CH30) (lH， arom.) (5H， H1) 

J=3.7 Hz 3.3-4.35/m 
1(198H2.，2/As cO〉〈6)(6H， H2) 

33.5H ，4.4lHzI) 1 3.75/5 
(6H， C (3H， COOCH3) 

(33.4H/s ，CH30) O3.4H/s ，CH30) 

2.9H/b， s 
(2H，OH) 

2.1H/b， s 
(1H， OH) 

2.08/H S 
(18H， AcO x 6) 
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Fig. 41. NMR Spectra of 1，2，3，4， 6-Penta・0・Acetyl-s-D-

Glucopyranose (15 mgjCDCl3 0.4 ms). 
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Fig.42. NMR Spectra of Methyl1，2，3，4-Tetra-O・Acetyl-s・D-
Glucopyranosyl Uronic Acid (15 mgjCDCl3 0.4 ms). 
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Fig. 43. NMR Spectra of Methyl 2，3-Di・0・Acetyl-4，6-0-Benzylidene
α・D-Glucopyranoside(15 mgjCDCl3 0.4 m1!). 
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Fig. 44. NMR Spectra of Methyl-2， 3-Di-Acetyl-4， 6・O-Benzylidene
a-D-Glucopyranoside. 
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第5節色素のアグリコン部と糖部の結合位置の決定

前節迄の実験結果から Salicorniapigmentの構成分

はアグリコン部がBetanidin，糖部がSophorobiouronic

acid (2・O-(s-D-glucopyranosyluronic acid)-D-gluco-

pyranoseJと決定したが， BetanidinのOH基に対し糖

の還元末端の結合が日結合か戸結合か，また糖が Beta-

nidinの C-5位および C-6位の 2個の水酸基のどちら

に結合しているかを確認するため次の実験を行なった。

5-1 酵素分解による結合の解析

<実験>

Salicornia pigment水溶液 (6mg/5 mO) 1 mCに酵素

溶液 (Emulsinまたは P・D-Glucuronidase，あるいは両

酵素等量混合物5mg，あるいは5mgずつ/0.2M Acetate 

buffer， pH 5， 5 mO) 0.5 mCを混合， 370C， 1時間イン

キュベートし， PC (溶媒系， BuOH-AcOH-HzO (4: 1 : 

2， v/vJで分解物の検索を行なった。なお対照物質とし

て， Betanin，およびそのアグリコンである Betanidin

を用いた。

<実験結果と考察>

先にこの色素配糖体の糖部は 2-0-(s-D-Glucopyrano・

syl uronic acid)-D-glucopyranoseと決定されたことか

ら糖部であるこ糖はその Glucoseの還元末端を以って

結合していることは明らかである。

次に糖部がアグリコンに日結合しているか，又はP結

合しているかを決定するため酵素分解を行ない PC検索

をした結果 (Fig.45)，Emulsin (s-D-Glucosidase)単独

では未分解の色素と淡い Betanidinのスポットを与え，

s-D-G lucuronidase単独では未分解の色素と濃い Beta-

nin (Betanidin・5・O-s-D-glucopyranoside)に相当する

スポットを与え， s-D-GlucosidaseとF・D-Glucuronidase

を同時に作用させると未分解の色素と Betanidinと

叶:又おスCOO-

L時

HO r V'Tr---n 
H3col~人N人COOCH3

H 
Indole part-substance 

of aglycone 

Betanin iこ相当するともに濃いスポットが検出された。

この結果から糖部はアグリコンに戸結合しているもの

と決定した。

1: Betanidin 
Il: Betanin 
111: Salicomia Pigment 
IV: 1I + Emulsin (s.IJ.glucosidase) 
V: UI+Emulsin (s.lJ.glucosidase) 
VI: lII+s-D.Glucuronidase 
VJI: III + Emulsin + s-LJ-Glucuronidase 

酎
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Fig. 45. Paper chromatogram of 

Enzymic Hydrolyzates of 

Salicornia Pigment. 

5-2 アグリコンイ・ンドール部の単離と構造解析

アグリコン部と糖部の結合位置を決定するため，

WILCOX， WYLERら69)が赤ビートの Betacyaninであ

るBetaninの構造を決定した際の実験法を参考にして，

次の想定反応経路によりアグリコンの indole部を取得

し，その性質を調べた。
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<実験>

(1) メチル化及びメタノりシス:

Salicornia pigment (600 mg)を無水メタノ-)レ (100

ms)に溶解，窒素を通しながらdiazomethane(p-toluene 

sulfonyl methyl nitrosoamide (12 g)から調製〕エー

テノレ溶液を添加， 24時間後，t慮過し， i慮液から溶媒を留

去し， t登色i由状残澄を得た。 これを 1NHClメタノー

ル (25ms)に溶解し，脱気し， 500Cで3時間加熱メタノ

リシス後，溶媒を留去し，アノレミナ(酸洗浄，活性度 II)

カラム(ゆ1.5x7cm)に吸着，メタノー Jレ・ジクロロメタ

ン (0.5:9.5， vjv)で溶出，減圧濃縮し燈黄色油状物(約

75mg)を得た。

(2) アルカり分解:

前記のメチノレ化ーメタノシス生成物(燈黄色油状物，約

75mg)を水 (7m&)に溶解し，真空ポンプで脱気しなが

ら凍結，融解を繰返した後， KOH (0.64 g)を添加し，再

び脱気し， 70-80oCで8時間加熱し分解した。冷却後，

2.66 N HZS04 (4 ms)で中和し，蒸発乾回し，乾燥 1N

HCI-MeOH (12 m&)を添加，脱気し 60-70oCで4時

間加熱後，加水して NaHC03で pH7とし， この溶液

に FREMY塩 (K-nitrosodisulfonate)(0.2 g)を加え，

S世間nsen-phosphatebu妊er(pH 8， 5 ms)に溶かし， 2 

分後酢酸エチノレで振り， さらに 5分後 Na-dithionate

(0.5g)ーを加え，有機層を水洗後， NaZS04で乾燥，蒸発

して得た残澄をシリカゲノレカラム(ゆ 3x20cm)に吸着，

溶媒 (Benzene-Propionicacid-HzO， 2: 2: 1， vjvの上

層)で展開溶出した。 uvランプで蛍光を発するバンド

2.5 f' 3 4 5 6 
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20 

D 

0.7 〆EtρH+Naα4

0.6 

0.5 

。0.4
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0.0 
250 400 

;. (mμ) 

Fig. 46. UV Spectra of“1ndole-part 
Substance". 
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Fig. 47. 1R Spectra of“1ndole-part SiIbstance" (1) and Synthesized 
5-Hydroxy-6・methoxy-indole-2-carboxylicacid methyl ester 

(II) (KBr). 



350 北海道大学農学部邦文紀要第 9巻第4号

，・， 

K旧

叡3

~ 60 
e 
-'" 
~ 401 

30 

201-

10 

0100 

「一一
% 

。。
90 

80 

E -Ed 670 0 

20 

10 

0 100 

M~32 
189 e . 

M 221 

Inlいk'，l'，(礼山h，t川山

ILLI 

H::Tc午H4M::百九つr)

|-3J知
↓二y m/e16l 

M:なユ。 問。3
 

I
 

e
 

--1
 

1
 

174 

150 
m/e 

m/e20G -CHi 

M:32 

189 

M'砂221

H:な;ス吋
、ミ〔

詐ー→ H:白
m/e 174 

mje 116 

174 

146 
135 

mノe
200 

Fig・49. Estimated Fragmentation Pathway 

。f“Indole-partSubstance" 
150 

Fig.48. 乱1S Spectra of “Indole-part 

Substance" and Synthesized 
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Table 20. Spectral Characterization of“Indole-part 

Substance" of Salicornia Pigment 

C~ら H~ら N~も

Anal. Found. 59.28 5.19 6.29 

Calcd. for CllHllN04 59.72 5.01 6.33 

UV ，lmax (mμ) 
Fig.46 

(EtOH) 310， (EtOH十NaOH)305， 363 

IR ν回目 (cm-1)

KBr 

Fig.47 

3550-3450， 3330 (s)， 1690 ( s)， 1640 (w)， 1530 (m)， 1510 (m)， 1440 (m)， 

1385 (w)， 1360 (w)， 1310 (s)， 1260 (s)， 1220 (s) 

MS (m/e) 
Fig.48 

221 (乱1+)，206， 189， 174， 161， 146， 135 

NMR i5 (ppm) 

Fig.50 

(CDCb) 

8.7/b 

7.15/s 

7.07/s 

Fig.51 

(CD3)2S0 

8.6/b (1H， NH) 

(1H， C-7) 
6.95/s 

(1H， C-4) 

6.82/s 6.85/s (lH， vinyl) 

3.95/s 3.86/s (3H， COOCH3) 

3.88/s 3.78/s (3H， CH30) 
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を減圧濃縮し，エタノーノレから再結し，アルカリ分解生

成物を淡黄色粒状物 (6mg， m.p.1680C)として得た(以

下，これを“Indole-partsubstance"と略記)。

(3) 分析方法

融点， UV， IR， MS， NMRの測定は前に同じ。

<実験結果と考察>

上の実験で、得た“Indole-partsubstance"と次項で

述べる合成5・Hydroxyふ methoxy-indole-2・carboxylic

acid methylesterとの間で物理・化学的性質を比較し

同定を行なった。各スペクトノレの図から得たデーターは

一括して表にあげである (Table20)。

淡黄色粒状“Indole-partsubstance" (m.p. 1680C)は

合成物 (m.p.1680C)と混融して融点降下せず，元素分

析の結果， CnH1IN04の分子式と一致し，MS (Fig. 48， 

Table 20)で理論分子量に合致する親ピーク (M+)m/e 

221が検出された。

UV (Fig. 46， Table 20)， IR (Fig. 47， Table 20)でも

“Indole-part substance"は合成物のそれと一致した。

MSの各フラグメントについては“Indole-partsub-

chloroform 

』¥

stance"と合成物のそれは同一で， Metastable ionか

らの計算と，他のインドール化合物の開裂様式36)を参考

にし推定して帰属を行ない満足すべき結果を得た (Fig.

49)。

NMR(溶媒 CDC13)(Fig. 50， Table 20)では，d 7.07 

ppmと7.15ppmの singletは C-4とC-7の芳香環プ

ロトンで，d 6.82ppmの singletは C-3のピニルプロ

トンに帰属され，d 3.95 ppmの singletはカ Jレボキシメ

チルプロトンに，占 3.88ppmの singletはC-6のメトキ

シプロトンに，ノイズにかき消されていると恩われる

8.7ppm付近の幅広いピークは N-1のプロトンに帰属

された。 (CD3hSO中でも各プロトンは同様に帰属され

た (Fig.51， Table 20)。

以上の解析結果から Salicorniapigmentから得られ

た“Indolepart-substance"は 5・Hydroxy-6-methoxy

indole-2・carboxylicacid methyl esterと同定され，従

ってこの色素配糖体の糖部はアグリコン部の C-6位で

はなく C-5位の水酸基に結合しているものと結論づけ

られた。

9 8 7 6 5 4 3 2 D 

(ppm) 

Fig. 50. NMR-Spectrum of“Indole-part Substance" in CDC13 at 100 MHz. 
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/ 

X4 

ii (ppm) 

Fig. 51. NMR  Spectrum of“Indole-part Substance" in 
(CD3)zSO at 100 MHz. 

(CH.)~SO 3'2 

5-3 アグリコン・インドー)1.部関連化合物の合成 て 5-Hydroxy-6-methoxy indole-2-carboxylic acid 

methylesterを WILCOXら69)の方法に従って次の合

成経路により合成し，その性質を調べた。

前項に述べた Salicorniapigmentのアグリコンの

インドーノレ部の構造を確かめるための比較物質とし

o 0 

HO ¥ノク¥〆CHO HO¥/ク¥/司、/し¥ HO¥メグヘ /'¥./C¥
、グ Tγ 》グTr ¥V¥NaHa 下:/ 1(" 1¥Ba(OH)2 

11 一一一一一歩 11 J NH一一一ーと→ 11 .1. NH一一一一一歩犬'"J.I犬"-jJ HN. / -，，__.J::::.、jJ HN、一/H3COハ、./ H3CO/¥、y ¥仁./ H3CO〆¥、/日¥C〆
ii 

(1) 150vanillin 0 0 
(2) :l-Hydroxy.4-methoxy (3) 3-Hydroxy-4-methoxy 

benzal hydantoin benzyl hydantoin 

HO-.hヘ/'¥ノCOOH HO 、ノク¥ /へ¥ノCOOCH3 HO、ノク¥Y ii' γ 刊eOH.SOCl2~-y-γ i  Fremyと斗 γ IlIl 
H3CO/¥、Y NH2 H3CO/¥ミシ"NH3CI H3CO/¥、/"w"、COOCH3
(4) :3-Hydroxy-4-methoxy 

phenyl alanine 
(5) :3・Hydroxy-4-methoxy

phenyl alanine-methyl 
e5ter HCl-salt 

H 
(6) 5-Hydroxy-6-methoxy 

indole-2-carboxylic 
acid-methyl e51er 

化合物 (4)(1.0 g)を Thionylchloride-無水メタノー エチノレ層を飽和 NaZSZ04水溶液と水で洗浄， NaZS04で

ノレ溶液に添加 1時間室温に静置後，逆流冷却下 6時 乾燥，溶媒を留去，熱ベンゼンから再結L，化合物 (6)

間加熱，溶液を留去し，黄褐色油状物として化合物 (5) (60 mg)を得た。

を得た。< 実験結果と考察>

[5] 化合物 (6)の合成: 合成取得化合物 (2)-化合物 (6)の各種スベクトルの帰

化合物 (5)(750mg)を水 (25ms)に溶解，酢酸エチノレ 属を含む物理・化学的性質を Table21にまとめて載

(60ms)， FREMY塩(1.5g)， NaHC03 (0.56 g)，水 (30ms) せた。

の混合液をゆっくり滴下， 30分後， NaClで飽和，酢酸



Table 21. Characterization of Intermediates and Last Product in Synthesis 

。fふHydroxy-6-methoxy-indole-2-carboxylicacid methylester 

H3::uu 
C1lHlO04N2 

Compd. (2) 

white needle 

H3::UUH 
CI1H1204N2 

Compd. (3) 

white needle 

lh::丈Y'C，O山

ClOH1304N CnH1604N・Cl

Compd. (4) Compd. (5) 

white powder syrup. 
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C1lHn04N 

Compd. (6) 

pale yellow granule 

M.p. (oC) 168 276-280 193 265-270 

Anal 
Found 

Calcd. 

UV Amax (mμ) 

C~も H% N% 
56.53 4.25 12.07 

56.45 4.29 11.95 

C~も H~も N~も

55.94 5.15 

55.90 5.09 

11.81 

11.90 

C~も H% N~も

56.72 6.44 6.30 

56.86 6.20 6.63 

(H20) 267-277， 282-
283 (sh.) 

(HzO) 276-277， 282-
283 (sh.) 

C% H9も N9も
59.63 5.12 6.26 

59.72 5.01 6.33 

(EtOH) 310; (EtOH十
NaOH) 305， 363-364 

IRνmax (cm-1) 

3450 (m) 
3200 (bm) 
3050(s) 
1755 ( s ) 
1715 ( s ) 
1655 ( s ) 
1610 (m) 

1580 (m) 
1510 ( s ) 
1445 (w) 
1430 (w) 
1385 ( s ) 

3450(s) 
3300 (m) 
3150 (m) 
3050 (m) 
1765 (s) 
1710 ( s ) 
1590 ( s ) 

1510 ( s ) 
1460 (w) 
1440 (5 ) 
1420 ( 5 ) 
1385 ( 5 ) 

3500 (bw) 
3200 (bm) 
1625 ( 5 ) 
1530 ( 5 ) 
1470 (w) 
1455 (w) 
1435 (w) 

1380 (m) 
1335 (w) 
1295 (m) 
1255 (m) 
1225 (m) 

3500 (bw) 
3200-2800 
1745 ( s ) 
1605 ( s ) 
1530 ( s ) 
1500(5) 
1470 (w) 

1455 ( s ) 
1390-1380 

(bm) 
1305 (m) 
1290 ( 5 ) 

3550-3450 
3330(s) 
1690 ( 5 ) 
1640 (w) 
1530 (m) 
1510 (m) 
1440 (m) 

1385 (w) 
1360 (w) 
1310 ( 5 ) 
1260(5) 
1220 ( s ) 

KBr KBr KBr Paste KBr 

MS m/e 

234 (M+) 
219 (M+-CH3) 
205 
191 (M+-HNCO) 
163 (191-CO) 
148 (163-NH) 
134 
120 

236 (M+) 
138 (M+-99+H) 
137 (M+-99) 

(base peak) 
122 (137-CH3) 
94 (122-CO) 

211 (M+) 
166 (M+-C02H) 
138 
137 (M+ー74)

(base peak) 
123 
122 

225 (M+) 
166 (M+ーCOOCH3)
138 
137 (M+-88) 

(base peak) 
123 
122 

221 (M+) 
206 (M+-CH3) 
189 (M+-CH30H) 
174 
161 
146 
135 
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(CD3)2S0 
10.3/bs(1H))NH×2 
87/bs(1H)} OH 
7.8/bs (1H)J 
6.8-6.5/m 

(3H， aromatic) 
4.2/t (1H， CH) 
3.7/5 (3H， CH30) 
2.7/d (2H， CH2) 

CF3COOH 
7.25/bs (2H， NH2) 
6.97/s (3H， aromatic) 
4.55/hm (lH， CH) 
3.93/s (3H， CH30) 
35/dd(lH)l cH9 
3.2/dd (1H)f 

~H， 

CF3COOH 
7.2/bs (2H， NH2) 
7.0/bs (3H， aromatic) 
4.6/bm (1H， CH) 
4.05/5 
3.95/s 
3.15-3.65/bm 

(2H， CH2) 

CDCl3 (CD3)2S0 
8.7/b 8.6/b (1H， NH) 
7.18/5 6.95/5 (lH， Cー7)
7.09/5 (1H， C-4) 
6.83/5 6.85/5 (lH， vinyl) 
3.96/s 3.88/s 
3.88/s (3H， 

COOCH3) 
3.77/s (3H， CH30) 
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第6節総合考察

前述したすべての実験結果を総合して，あっけしそう

(Salicornia印 ropaeaL.)の葉茎部から結品状に単離し

た紫赤色色素の化学構造は“Betanidinふ 0-(2・O-(s-o-

glucopyranosyl uronic acid)J-s-o-glucopyranoside" 

と決定した。

HOG「。国〈文句く50o-

Hoo~bcOOH 
Salicornia Pigment" H 

Betanidin-5-0-[2-O-(s-n-glucopyranosyl uronic acid)]・

s-n -glucopyranoside 

この構造は先に PIATTELLIら46，53)が，けいとう

(Amaranthus tricolor し)の葉から単離し，構造を決

定して Amarantinと命名した色素化合物と同ーのもの

であった。唯，原報を入手できず抄録によるより他はな

く確実ではないが，彼らは Amarantinの構造決定を裏

付けるデータとして，s・o-Glucuronidaseを作用させ

た場合， Betanidinを生じたとあるが，もしそうだとす

れば， Amarantinの糖部は Glucuronylglucoseでは

なく Glucosylglucuronic acidの構造である可能性も

あり，提示した Amarantinの構造を証明するデーター

とはならないものと考えられる。著者のこの酵素を用い

た実験では Betanidinは決して生せず， Betaninのみ

が生じ， s-GlucuronidaseとかGlucosidaseの混合使

用によってはじめて Betanidinを生じることが確かめ

られた。

さらに彼らはアグリコン部の結合位置についても明瞭

に裏付けるデーターを記載していないようであるが，著

者の実験では結合位置を明確にすることがで、きた。

一方，彼らは Amarantinの他にその C-15Stereo-

lsomerである Isoamarantinを単離したと報告してい

るが，著者の単離した色素については立体化学的検討は

行なわなかったため，どちらの Isomerであるかは不明

で、ある。

Amarantinはけいとうから初めて分離されて後，同じ

くPIATTELLIら一派によって，ときかけいとう (Celosia

cristata L.)の紫花35)から Celosianinなどとともに，11千

sine herbstii HOOKの葉35)から Iresinin-Iなどととも

に，また，せんにちこう (Gomphrenaglobosa L.)の花粉

から Gomphrenin-Iとともに微量に単離されている。

これらのうち Celosianinは Betanidin・5・0・glucuro・

nosyl glucosideのp-Coumaroylおよび Feruloyl誘導

体(p-Coumaroyl基は o-GlucoseのC-6位に， Feruloyl 

基は o-Glucuronicacidに結合)の構造をもち35)，Ire-

sinin-I 土 Betanidin-5-0-(2-0-(s・o-glucopyranosyl

uronic acid)-6-0・0・hydroxy-3-methylglutaryl))-s・.0-

glucopyranosideであるとされている35)。即ちこれらは

いずれも糖部にフェノール酸あるL、はオキシ酸の結合し

た Betacyanin色素である。

先に著者の実験であっけしそう (Salicorniaeuroρaea 

L.)から初めて色素を単離した時，予備実験でこれが

Amarantinあるいは Iresinin-Iによく似ていると記述

したが，この色素でも分子の糖部分に脂肪酸やフェノ-

Jレ酸の結合している可能性を考え，アノレカリ加水分解を

行ない， PC， TLC， PEでプロムフェノーノレブルーや塩

化第二鉄反応，紫外線照射などによりこれらの有機酸の

検出を行なったが，すべて negativeな結果を示し，糖

部分には脂肪酸，あるいはフェノ-)レ酸は結合していな

いことが確かめられた。

一方，単離操作中，とくにイオン交換処理で結合有機

酸!J~脱離する可能性もあるが，これまで単離，確認され

たフェノーノレ酸，あるいは脂肪酸結合 Betacyanin類の

分離，精製法と同様の方法を採用したので，その恐れは

なかったものと考える。

最後に，Salicornia fruticosa L.の葉の色素の定量

研究42)で全 Betacyanin"中 Amarantinが8%，Celo・

sianinが55%を占めると言う報告があるが，著者の供

試した Salicorniaeuroρaea L.では Celosianinの存

在は認められなかった。このことは植物種の差異による

ものかどうか，将来 Salicornia属植物相互間の比較研

究で確かめられねばならぬ問題と考える。

第T節色素の食品着色料への応用の適否

食品の味覚向上にその色調は大切な要因であるが，食

品の加工に際し，天然、の色が長く保持されることは少な

しこのため，より安定な合成色素，特にターJレ系色素

が広く利用されてきた。しかしそのあるものは，長期間

の摂取で，内臓疾患あるいは発ガン性の恐れもあるなど

近年とくにその有害性が問題となってきた。

このことからそれに代って天然色素が注目され，多く

の研究がなされているが，安定性に問題があり，市販さ

れている天然色素も必ずしも安定とは言えなし、。

そこであっけしそうの紫赤色色素 (Salicorniapig-

ment，以下色素と略記)についても食品着色料への応用
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の適否を判定するため，その安定性について調べた。ま く実験結果と考察〉

た同時にこの色素を Neobetanidin構造に変換させて得 (1) SalicOrTtiαpigmentの安定性

られる燈色色素の安定性についても実験を行なった。 1) 温度の影響

く実験> 色素水溶液 (pH6.5)は比較的高い室温 (25-30
0
C)で

(1) Salicorniαpigmentの安定性実験 は2週間で O.Dが約35%に低下した (Fig.52)。また，

1) 温度の影響 室温(15-200C)， 40C，あるいはー200Cでの O.D.測定の

色素水溶液 (100r!m13， pH 6.5， 10 m13)を試験管に入 結果を退色率に換算してあげてみると (Fig.53)，-20oC 

れ室温， 4
0

C， -20
o
Cで保存し，一定期間毎に退色変化 では50日以上たってもほとんど退色せず， 40Cでは徐々

を自記分光光度計で吸光度(以下 O.D.と略記)を測定 に退色が進み 50日で約 25%の退色率であった。しか

して判定した。なおー20
0
Cの保存の場合は， O.D.の測 し室温では約1週間で 25%，3週間で約50%退色した

定は凍結した色素液を室温で融解させた後行なった。 (Fig.53)。

2) pHの影響

次の緩衝液3種を用い室温における退色と pHの関係

を(1)と同様にして測定した。

(A) pH 1-3: 1 M酢酸一1NHCl

(B)pH3-7: 0.125Mクエン酸ー0.25Mリン酸ナト

リウム

(C) pH 7-9: 0.04 Mベロナール 0.2NHCl 

3) アスコルビン酸添加の影響

色素溶液 (100r!m13 McIlvaine bu妊erpH3あるL、は

pH 5， lOm13)に0，0.02， 0.03， 0.05， 0.07， 0.10~も濃度に

なるよう抗酸化剤としてアスコルビン酸を添加，室温に

静置，一定時間毎に O.D.を測定し退色防止効果を検

した。

4) Cysteine添加の影響

上記と同様の溶液に Cysteine濃度が0，0.01， 0.10， 

1.00%になるように添加，上記と同条件で O.D.を測定

し，同様退色防止効果を検した。

5) エタノールの影響

色素溶液 (40r!1ms 98% EtOHあるいは50%EtOH) 

を上記と同条件で O.D.を測定した。

(2) Neobetanidin誘導体の安定性実験

前節で、合成した 5，6-Di-O-methylneobetanidintri-

methyl esterのメタノーノレ，あるいは HCl酸性メタノ

ール溶液 (4r!1 ms MeOH，または 0.01N HCI-MeOH) 

と，対照としてとった Betanidinメタノー Jレ溶液とを

室温，あるいはどCに放置し，一定時間毎に次にのベる

それぞれの溶液の吸収極大波長における O.D.変化を測

定した。

溶液の吸収極大 p皿 ax(mμ)1 

Betanidin fMeOH溶液中 560 
の場合 lHCl酸性 MeOH溶液中 540

Neobetanidin 
誘導体の場合

(MeOH溶液中 400 
HCl酸性 MeOH溶液中 510

0.9 

A 
o Doy 

0.8 2 

0.7 
4 
6 

0.6 
8 
11 

。0.5 14 

00.4 

0.3 

0.2 

0.1 。。

Fig. 52. Decolorization of Salicornia 
Pigment in Aqueous Solution 

at Room Temperature. 
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Fig. 53. Decolorization of Salicornia 
Pigment in Aqueous Solution 

at Several Temperatures. 

2) pHの影響

各pHにおける退色変化を見た結果(Fig.54)，どのpH

でも退色が進むが， pH4から pH5の聞で比較的安定で

あった。

3) アスコルビン酸添加の影響

この色素の分解過程はよく知られていないが，もし酸

素によって酸化分解を受けるとするなら，抗酸化予知の添



第4号

0.2 

第 9巻

5) エタノールの影響

且って Betacyaninの1種が 19世紀初めに欧州でプ

ドウ酒の着色料に使用されていたことから，この色素の

アルコーノレ溶液中で‘の挙動をスペクトノレの変化から測定

した結果 (Fig.57)，安定化するとの予想に反して急激に

退色が進み， 24時間後には既に 530mμ のピークはほと

んど消失し，新らたに 450mf1にピークが現われたが，

このピークも時間とともに減少した。

その原因については不明であるが，ともあれこの色素
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加で退色を妨げ得るのではなし、かと考え，一般に使用さ

れているアスコルビン酸の添加を試みたが (Fig.55)，試

験した添加濃度の範囲では pH3， pH 5のいずれの場

合にも，添加しない時と比較して，ほとんど効果がな

かった。

4) Cysteine添加の影響

Sulfhydryl基を有するために還元作用をもっ Cys-

teineの添加の場合 (Fig.56)には，わずかに添加効果が

あり，退色が抑えられたが，充分効果的とは言えなか

っTこ。
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はアノレコーノレ溶液中では非常に不安定であることが明ら メチル化し Neobetanidin誘導体(燈色)に変換し，こ

かにされた。 の誘導体をメタノーノレ，あるいは塩酸酸性メタノール溶

(2) Neobetanidin誘導体の安定性 液とし室温とどCに放置し，対照として Betanidinの同

次にこの色素を誘導体に変えた場合に，安定性がどう 様の溶液を用いて，その変化を比較測定した結果 (Fig.

変わるかについて調べた。 58)，メタノーノレ溶液の場合は室温， 40Cどちらの場合も

そこであっけしそうの色素から次のようにして加水分 Neobetanidin誘導体は対照の Betanidinに比べ非常

解によって得た Betanidin(紫赤色)をジアゾメタンで に安定で，ほとんど退色しないことが明らかにされた。

::。品。0-

H，CO、、~\

1.l，COぺ ν......N/、COOCH，

ムCOOCH
5，6・Di・O.methylneobetanidin

trimethyl e5ter 

酸水解
Salicornia Pigment一一一一→ Lサ

H 

Betanidin (紫赤色)

しかし，塩酸酸性メタノーノレ溶液では色は赤紫となる

が，この赤紫色は不安定であった。

Betacyaninは W.H・0指定の食品着色用天然色素

ではあるが， この類に属する今回供試した Salicornia

pigmentは実験結果の示すとおりかなり不安定であり，

食品着色料として好適とは言えなし、と結論せざるを得

なかった。

安定化の方法に関しては BOEUCHAVAらめが茶葉

の Tannin-catechincomplexが Betacyaninの1種，

Betanin， の酵素による分解退色を防止できたと言う報

告しかない。今回の実験でも安定化のための適切な方法

を見出し得なかった。唯，この色素を Neobetanidin誘

導体に変換すると比較的安定化はすることが見出された

が，色は燈色であるため紫赤色を目的とする用途には使

用できない。液を駿性化すると紫赤色に変化はするが，

この色は Betanidinの場合と同じく不安定であった。

第3章 まつばぼたんの黄色色素について

まつばぼたん (Portulacagrandiflora HOOK.)はあ

っけしそうや赤ビートなどと同様，中心子目 (Centro・

spermae)に属するすべりひゆ科 (Portulacaceae)の植

物で，紫，赤，黄，白など色とりどりの花を咲かせる南米

原産の一年生植物であるが，現在では普通に栽培されて

おり，繁殖力が大なため“ほろびんそう"の異名がある。

Portulaca属植物の色素成分の研究としては， DREI-

DINGll)， MABRy28，29)の二つの総説と PIATTELLI

ら45)，REZNIK60)の研究によると，赤色色素 Betacyanin

類が P.grand~ヌ'ora HOOK， P. oleracea， P. pilosaの

(燈色)

花などに含まれることが定性的ではあるが確かめられて

L 、る。

しかし Portulaca属の黄色色素 Betaxanthin類の研

究は少なく， REZNIK58，60)が P.grandifloraの花の PC

による定性により黄~燈黄色素の存在を認めたものが唯

ーとし、ってよい。

同様，この属の Betaxanthin類色素の分離研究も，

PIATTELLIら48)が P♂加difloraの花から Hydroxy-

prolineを構成分とすること以外は構造未詳の Por-

tulaxanthinと名付けたものを分離した研究が，唯一の

ものである。

著者は先に第 1章で述べたように，中心子日植物の

Betalain類色素を検索中，まつばぼたんの栽培品種

Orange 0るいは Yellow種の黄色花弁から PC，PE 

で lndicaxanthinと推定される Betaxanthin類色素を

検出したが，ここではこの澄黄色色素の単離，物理・化

学的性質の測定，および合成 Betaxanthinとの比較を

試み，その構造を確認したので、これを次に記述する。

第 1節色素の単離，物理・化学的性質と同定

<実験>

供試植物:

まつばぼたん (Portulacagrandiflora HOOK. c. .v. 

Yellow)は花色の最も美しい夏に，札幌市“札幌採種

園"あるいは北海道大学農学部附属農場で栽培してあっ

たものから，花弁を摘取り，直ちにー200Cに保存したも

のを供試した。

色素の単離:

まつばぼたんの黄色花弁 (lkg)をメタノーノレ (51)で
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抽出， 約 500m1lまで減圧濃縮 (300C)し， lNHClで

pH3に調整後，遠心分離し，上澄液を低温室 WC)内

で Dowex50W-X2 (H+)カラム (1'4.2x70 cm)に吸

着， 0.1 % HCl (pH 2， 3011)で洗浄し，水で色素を溶出，

溶出液 (1211)を約 150m1lまで減圧濃縮 (300C)し， Poly-

.amideカラム (o4X74cm)に吸着，O.lro HClで溶出

し，先に溶出してきた主色素の燈黄色フラクションを上

と同様にイオン交換樹脂で精製し，濃縮液を一旦 P20S

上で乾燥したのち，セノレロースカラム (1'2x38 cm)に通

し， メタノー Jレで、展開溶出した。

最初に溶出された澄黄色色素フラクションから溶媒を

留去し，凍結乾燥し，澄色粉状物として色素 (14mg)(以

下 Portulacapigmentと略記)を得た。 この単離過程

を別図に掲げた (Fig.59)。

Yellow Petals of Portulaca grandifiora HOOK. (1 kg) 

|キ-MeOH-extraction 

MeOH Extract 

Concd. Soln. (500 m1l) 

|時一adjustingto pH 3 with 1N HCl 

I_centrifugation at 9，000r.p.m. for 5min. 

Supernatant 

|←ーDowex印 W-X2(H+-type) column chromatography (qi4.2X70cm) 

|唾-washingwith 0.1% HCl (pH 2) 

I~elution with water 

Eluate (12 J!) 

↓←co…tration in vacuo at 30
0

C 

Concd. Soln. (150 m1l) 

+--elution with 0.1% HCl 

+--po¥yamide co¥umn chromatography (qi 4 X 74 cm) 

Yellowish Orange Fraction Vio¥et Fraction 

↓←purification by resin treatrnent 

Concd. So¥n. 

骨-dryingon P20s in vacuo 
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Fig. 59. Isolation of Orange Pigment from Yellow Petals 

of Portulaca f.(randifiora HOOK. 

分析方法: 分解物検出 BuOH-AcOH-H20 (4: 1 : 2， v/v) 

融点，元素分析， UV， IR 測定法は第 1章記載の方法

に準じた。

PC: 東洋i慮紙 No.51

色素検出 (A) 0.1 M Formic acid (pH 2.4) 

(B) 0.05 M Pyridine-formic acid 

(pH 4.5) 

アミノ酸呈色試薬， Ninhydrinア

ルコール溶液

PE: 溶媒系， PCの場合の (A)，(B)に同じ

泳動条件， 400 V， 16 Vjcm， 1時間

薄層クロマトグラフィー(以下 TLCと略記):

Silicagel plate， 1 N HCl展開
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Betaxanthin-Flavonol間判別反応 REZNIK60)の方 わかっている60)ので Portulacapigmentは Flavonol

法を準用。 類とは異なり， Betaxanthin類の 1種と推定された。な

<実験結果と考察> お単離色素の Amaxは L-Prolineあるいは L-Hydroxy-

単離した Portulacapigmentの物理・化学的性質を prolineと Betaninとを用いて転換合成によって取得，

後節でのべる合成色素と比較しながら検討を行なった。 した合成色素のそれとも一致していた。

“Portulaca pigmentは明確な m.pを与えず，黒色に

分解した(Indicaxanthinの m.p文献値51)160-1620C 

(分解)J。

元素分析の結果 (Table22)は Indicaxanthinの理論

分子式 C14HloN206に一致した。

Table 22. Elementary Analysis 

C?も H5も mら

Found. 54.36 5.37 9.16 

Calcd. for C14H16N206 54.54 5.19 9.09 

Portulaca pigmentの溶解性はメタノーノレよりも水

に易溶で， Flavonol色素が反対であるのとは異なって

おり， また AICl3溶液添加により濃黄燈~燈の比較的

濃色の呈色を示した。実験的比較は行なわなかったが，

Flavonol色素が比較的淡色のレモン様黄色を示すと言

われるのに相対していた。これらのことから単離黄色色

素は Betaxanthin類の 1種と推定された。

UV (Fig. 60)は後節で述べる合成色素と並べてある

が Portulacapigmentは水溶液中で Betaxanthin

類に特有の Amax(484-485 mμ)を示し，酸性溶液中では

若干シフトし 470-471mμ の値を示した。一般にFlavo-

nol色素は Amax345-360 mμ の吸収を与えることが

100卜 1: Portulactl Pigmenl 
11: Betaxanthin Synthesizcd frorn Betanin anrl L_Proline 

III: Betaxanthin Synthesized Irom setanin and L-lIydroxyprol川 C

加

20 

O 

1: l'or'I"/'!Ul Pigment 

1I: Het!lxanthin Synthe5ized from 
s:tanin and L_Pro1inc 

lll: Bela抽出hinSynthe~ized from 
B叫 aninand .t_Hydroxyproline 

200 

484-5 mf1 

一一一一 aq.soln.

一一一 .-HCI-acidic soln. 

600 

A (m!/) 

Fig. 60. Absorption Spectra of Portulaca Pig-

ment and Synthetic Betaxanthins. 

IR (Fig. 61)でも PortulacapigmentとL-Proline，

あるいはしHydroxyprolineからの二つの合成色素は

吸収がほとんど同じで三者は区別不能であった。

m 

1--一一一一一一...L一一ー
_4000 35∞ヨXわ 25002000 1900 1800 1700 1600 1500 1400 1300 1200 11∞1000 900 800 700 

Wove number crrト|

Fig. 61. Infrared Spectra of Portulaca Pigment and Synthetic 
Betaxanthins (KBr pellet). 
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Table 23. Paper Chromatography and Paper Electrophoresis of 

Portulaca Pigment and Two Synthesized Pigments 

RB 

Solvent 

A B 

EB 

Solvent 

A B 

Portulaca pigment 

Synthesized betaxanthin from betanin 
and L-proline 

Synthesized betaxanthin from betanin 
and L-hydroxy proline 

1.32 0.95 1.5 1.37 

1.4 1.38 1.42 1.04 

1.3 1.38 1.45 1.1 

Remarks: Solvent system 

A: 0.1 M Formic acid (pH 2.4) 

B: 0.05 M Pyridine-formic acid (pH 4.5) 

次に PC，PEを行なった結果 (Table23)， 単離色素

と2種の合成 Betaxanthinはほとんど一致した PC-RB

値， PE-EB値を与え三者を区別できなかった。

そこで TLC(シリカゲル)を行なったところ (Fig.62)，

両合成 Betaxanthinは明瞭に分離し，Portulaca pig-

mentは Betaninと L-Prolineから合成した Beta-

xanthinのスポットと一致した。

o 0 

1: ]'urlu!aca pigment 
II: Synthesized betaxanthin 

fcりmbetanin and L-pro!illl! 

III: Srll!ht:'sized beWX.'lnlhin frolll 
beta!】inand I.-hydroxyprolinc 

II JIl 

目。l、L'nt:lN HCl 
Silicaば仁1platじ

Fig. 62. Thin Layer Chromatogram of 

Portulaca Pigment and Two 

Synthesized Betaxanthins. 

Mobility value 

R: Relative Rf value (Betanin 1.00) 

E: Relative electrophoretic mobility (Betanin 1.00) 

最後に Portulacapigmentの塩酸加水分解で得られ

たアミノ酸を PCで検索の結果

(Fig.63)， L-Hydroxyprolineで

はなく L-Prolineの Rf値と一致

する Ninhydrin呈色黄色スポッ

トが検出されたことから，単離し

たまつばぼたんの黄色色素は第1

章の定性的検索で推定された通

り， Betaxanthinの 1種 lndica-

F
 
4参

命

1I III 

ロコく200

=1 H 
Portulaca Pigment 
(Indicaxanthin) 

9 

1: L-l'ro!inc 
ll: L-lIydroxyproline 
111: l'ortulac.“Pigment 

Sokent: BuOH-AcOIl-HzO (4: 1 : 2， v/v) 
Spray fel¥j{ent: Ninhydrin 

Fig. 63. Paper Chromatogram of Hydro-

lyzates of“Portulaca Pigmentぺ
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xanthinであると同定された。 類の場合は R，R'が環状構造をとり， Cyclodopaとな

第2節関連化合物の合成 っており，黄色の Betaxanthin類の場合， R'が H と

既知の Betalain類色素は共通構造として Dihydro- なり Rにアミノ酸，あるいはアミン類が結合している構

pyridine carboxylic acidをもち，赤色の Betacyanin 造をもつことが知られている。

R' R R' R 
¥自/

i 
N 
H 

CHO 

Hooc6cOOH 
H 

L 円
H 

Betalains Betalamic acid 1， 7 -Diaza-heptamethinium 
system 

Betalain色素の生合成経路は Dopaからまた天然に

は確実に単離されていない推定中間物質の Betalamic

acidを経て， Cyclodopaや各種のアミノ酸やアミン類

と結合し生合成されるものと推定されている。

一方， Betalain類はし、ずれも WYLERら78)の名付け

た基本構造 1，7-Diaza-heptamethinium系を持ち， こ

の系はもともと，初め ZINCKEら80)によって化学合成

的に塩基交換反応を起すことが観察されていたもので，

WYLER， WILCOXら78)はこれを応用して Betacyanin

の1種 Betaninと L-Prolineとの塩基交換反応によっ

て Betaxanthinの1種 Indicaxanthinを転換化学合

成している。

著者は先にまつばぼたんの色素の定性的検索によって

Indicaxan thinを推定し，また PIATTELLIら48)が レ

Hydroxyprolineを構成分とする Portulaxanthinを単

離しているので，これを考慮して，単離した Portulaca

pigmentに対する比較物質として用いるため WYLER，

WILCOXら78)の方法に従い， 次に図示する転換反応に

よって Betaninから両 Betaxanthinを合成した (Fig.

64)。

:なZ夫too-

ι 
Bctanin 

(R=Glu) 

R'.. R'~H 
企一一 I.-l:'tolinc

H'I U-I 
¥N/¥COQJ-l 

H 

in dil. alkal. 501n 

R'=OH 
1.-Hydroxyprοline 

WI 1..14 
Pr~ 可ハcoo-

叫、:，， :~Ò
Rctaxanthin 

Fig. 64. Conversion from Betanin and 

L-Amino Acid to Betaxanthin. 

く実験>

BetaninからBetaxanthinへの転換合成:

精製した Betanin(200 mg)と L-Proline，あるいは

L-Hydroxyproline (600 mg)を0.6NNH40H水溶液

(20mfJ)に溶解し直ちに氷水で冷却しながら真空ポンプ

で脱気し 1時間室温に静置後，反応、液を減圧濃縮し

た。残澄を水 (20mfJ)に溶解し， Polyamideカラム(。

2.8X32cm)に吸着，水 (2f!)で洗浄後， 0.1% HClで色

素を溶出し，溶出液 (500mf!)を Dowex50 W-X 2 (H+) 

カラム (φ2x22cm)に吸着，0.170 HCl (2s)で洗浄後，

水で溶出，減圧濃縮し，濃縮液を凍結乾燥し， L-Proline 

を用いた場合は約 10mg， L-Hydroxyprolineを用いた

場合は約 13mgのいずれも汚黄色粉状物として得た。

<実験結果>

両合成色素はともに明確な m.p.を示さず，褐黒色に

変色し不定形残澄として残り， 2500Cでも融解しなかっ

た。いく分不純と思われるが，これ以上精製せずに前節

の実験の比較物質として用いた。合成Indicaxanthinと

Portulaxanthinの UV，IR， PC， PE， TLC的性質は，

前節の各国あるいは各表中にあげである。

第3節総合考察

以上の各実験によって著者の供試したまっぼたんの

燈色色素は lndicaxanthinと同定したが， この色素は

PIATTELLIら51)によってサボテン (Opunt叫んus-

indica MILL.)の成熟燈黄色果実から初めて単離され構

造の決定された Indicaxanthinと同ーのものであり，

新しい Betaxanthinではなかったが， まつばぼたんか

ら単離された初めての例である。

先にも述べた通り，原報は入手し得ないので明らかで

はないが， PIATTELLIら48)はまつばぼたん (Portulaca

grandiflora)から酸加水分解で， Hydroxyprolineを与

える Betaxanthinの1種を単離して Portulaxanthin
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と名付けているので，この点に留意して実験したが著者

の単離色素は Portulaxanthinではなかった。

しかし，第1章で述べた Betalain類色素の検索では

まつばぼたんの燈色品種の黄~燈色色素として少くとも

二つのスポットが PC，PEで検出されているところか

ら，あるいは他の一つはいわゆる Portulaxanthinであ

る可能性もあるが，精査はしなかった。

要約

この論文は主としてあっけしそう (Salicorniaeuro-

pa印L.)の葉茎に含まれる紫赤色色素の単離，結品化，

化学構造の解明に関するものである。この研究では，さ

らにこのあっけしそう色素が食品の着色に応用可能であ

るかどうかについても研究した。あっけしそう色素の構

造決定に先立つて，北海道地方で入手できる中心子日

(Centrospermae)純物を使用して betalain系列の色素

の定性的検索を行なった。また，まつばぼたん (Por-

tulaca grandiflora HOOK.)の黄色花弁から単離した燈

色色素の化学的同定も行なった。

1. 北海道に生育する中心子目植物の Betalain類

色素の検索

一般に， Betalain類と称せられる色素は二つの群の含

窒素色素，即ち赤色の Betacyanin類と澄黄色の Beta-

xanthin類とから成っている。この検索で、は，北海道

に天然に生育あるいは栽培される 10種類の中心子目植

物〔あかざ科(Chenopodiaceae)3種，ひゆ科 (Amaran-

thaceae) 4種，おしろいばな科 (Nyctaginaceae)1種，

およびすベりひゆ科 (Portulacaceae)2種;種および栽

培品種総数 22)中の Betalain類色素の存在を調べた。

各々の植物から抽出した粗色素はペーパークロ 7 トグ

ラフィー， i慮紙電気泳動，可視および紫外線スベクト

ノレ分析， Betacyanin類-Anthocyanin類間あるし、は

Betaxanthin類-Flavonol類間の判別反応分析によっ

て定性的に分析した。

実験結果から，供試した植物の紫赤色色素は全てBeta-

cyanin類であり，また黄色あるいは澄色色素のほとん

ど全ては Betaxanthin類に属するものと結論された。

さらに，次の Betacyanin類が存在することが定性的

に推定された Betanin(あるいはその異性体)が赤ビー

ト(Betavulgaris var. rubra L.)の 2栽培品種，おし

ろいばな (MirabilisJalapa L.)の 1種，およびまつば

ぼたん (Portulacagrandiflora HOOK.)の4栽培品種

に Amarantin(あるいはその異性体)があかざ (Cheno-

podium album L.)の 1種，あっけしそう (Salicornia

自lropaeaL.)の 1種，けいとう (Amaranthustricolor 

L.)の 3栽培品種，とさかけいとう (Celos叫 cr・istataし)

の3栽培品種， 羽毛けいとう (Celosia1うlUfllosaL.)の

1栽培品種，およびせんにちこう (Gomρhrenaglobosa 

L.)の 1栽倍品種に Celosianin(あるいはその異性体)

がとさかけいとう (Celosiacristata L.)の 3栽培品種，

および羽毛けいとう (Celosiaplumosa L.)の 1栽培品

種に Gomphrenin類の 1色素がせんにちこう (Gom-

phrena globosa L.)の 1栽培品種に Oleracin-lとーII

がすべりひゆ (Portulacaolerac叫し)の 1種に;また

Mesembryanthemin-IlとーIIIがまつばぼたん (Por-

tulaca grandiflora HOOK.)の3栽培品種に。

さらにまた，次の Betaxanthin類の供試植物中の存

在が定性的に推定された Vulgaxanthinが赤ビート

(Beta vulgalカ var.rllbra L.)の 4栽培品種に，また

lndicaxanthinがまつばぼたん (Portlllacagrandiflora 

HOOK.)の2栽培品種に。

11. あっけしそう (80αlicorni“ europ“e“L.)の

紫赤色色素の単離と構造決定

(1)色素の単離

北海道網走市能取湖畔塩湿地で採取したあっけしそう

の葉茎 (1実験当り新鮮重30kg)を破砕し， 0.1%塩酸

溶液(pH2)で抽出し，抽出液を AmberliteIR-120 (H+ 

型)カラム，次いで Dowex50 W-X 2 (H+型)カラムで

クロマトグラフィーを行ない，赤色色素を含む溶出液を

得た。濃縮した溶出液を SephadexG-25カラムクロ 7

トグラフィーしたところ赤紫色のフラクションを与え

た。このフラクションを濃縮後 Polyamideカラムにか

け5%クエン酸溶液 (pH2.4)で溶出し，それぞれ紫赤，

黄，および燈黄色の色素を含む三つのフラクションを得

た。紫赤色の主フラクションを Dowex50W-X2 (H+ 

型)カラムにかけ，0.10/0塩酸溶液で洗って後，水て、溶

出し，水溶出液を濃縮して粗結晶を得た。この結品を

7Kから再結して紫赤色の微細な針状結晶 (200mg，収率

0.00067~も， m.p.190oC)を得た。黄色および種色の色素は

極めて微量のため詳細に研究することはできなかっ t::.o

単離したあっけしそう色素は Betacyanin類 Antho-

cyanm類間判別試験により Betacyanin類色素の一つ

であることがわかり，この色素は Betacyanin類色素に

特徴的な紫外線吸収極大，A皿 ax538， 270，および 295-

300 (肩)mμ を示し， Betacyanin類に一般に観察される

周知の赤外線吸収， 3420， 3300， 2900， 1720， 1623， 1504 

cm-1などを与えた。単離したこの色素は元素分析(塩

酸塩として，C 47.82%， H 4.960/0， N 3.240/0， C14.600/0) 
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からは Amarantinあるいは Iresinin-Iの1同族体で

あることが推定されたが，核磁気共鳴スベクトノレ分析に

よるこの色素の化学構造の解明の企てはそのパターンの

複雑さのため不成功で‘あった。

しかし，あっけしそうから初めて結晶の形で、単離した

色素は先述の実験結果からは Betacyanin類の一つで

あり， またその可能な構造は Amarantin，Iresinin-I， 

あるいは関連色素のそれであることが推論された。

次にあっけしそう色素を 1N塩酸中で部分加水分解

し，生成した加水分解産物をペーパークロマトグラフィ

ーとi慮紙電気泳動で、調べたところ，それぞれ未分解色素，

Betanin (Betanidin-5-0ーかD-glucopyranoside)，および

Betanidin に相当する三つの赤紫色スポットが検出され

た。 またこの未分解色素は Betaninの分子サイズより

はより大きいサイズをもっ化合物で‘あることがペーパー

クロ 7 トグラフィー的に推定された。従って 1分子の

Glucoseがあっけしそう色素のアグリコンである Beta-

nidinに直接結合し，さらに Glucoseは，一つあるいは

それ以上の他の糖あるいは他の基に結合していることは

明らかである。

(2) アグリコン部の構造決定

あっけしそう色素 (655mg)を酸加ぶ分解してアグリ

コンを紫色針状結晶 (80mg，塩酸塩)として得た，この

ものの元素分析，紫外線，赤外線，核磁気共鳴スベクト

ノレ分析からアグリコンは Betanidinであると同定した。

アグリコンの核磁気共鳴スペクトノレはもとの色素配糖

体のそれより L、く分簡単となり，文献中に既報の Beta-

nidinと矛盾しなし、L、くつかの化学シフトを示したが，

満足すべき核磁気共鳴分析を行ない得るためにはなお複

雑であった。そこで，このアグリコン塩酸塩のメチル化

により生成するネオ化合物の核磁気共鳴分析を試みた。

アグリコン塩酸塩をメタノーノレに溶解し，ジアゾメタ

ンのエーテノレ溶液中で、メチノレ化し，黄澄色のメチノレ化物

をアルミナ・カラム・クロ 7 トグラフィーし，燈黄色針

状結品として純粋なネオ化合物(収率，対出発物質 25%，

m.p. 253.3~254.0oC)を得た。このようにして得たネオ

化合物の m.p.，元素分析値，紫外線，赤外線吸収はそれ

ぞれ 5，6-Di-0-methyl-neobetanidintrimethyl ester 

のそれと同一であった。後者のネオ化合物はそれより前

に別に赤ビートの Betaninから調製しておいたもので

ある。前者のネオ化合物の質量スベクトノレ分析では，親

ピーク (M七m/e456)が検出でき，ほとんど全ての主フ

ラグメントの解裂経路は合理的に解釈された。また核磁

気共鳴スベクトノレ分析で

化合物のプロトンに完全に帰属できた。

一方，質量スベクトノレ分析および核磁気共鳴スベクト

ノレ分析によるこの化合物の構造分析のための比較物質

として， 0，0， N-Triacetyl cyclodopa methyl ester， 

4-Chloro-pyridine-2， 6・dicarboxylic acid dimethyl 

ester，および (2，6・Dicarboxy・4-pyridyl)malonic acid 

tetramethyl esterを合成し，それらの性質を詳細に研

究した。

上述の実験結果から，紫赤色のあっけしそう色素のア

グリコンは Betanidinと同定され，色素そのものは糖部

がアグリコンの二つの水酸基のどちらかに結合している

一つの配糖体であろうと推定された。

(3) 糖部の構造決定

あっけしそう色素の糖部を調べるために，この色素の

酸加水分解産物についてペーパークロマトグラフィー，

~草紙電気泳動，および二次元ペーパークロマトー穏紙電

気泳動分析により糖に対するテストを行なった。 4個の

Aniline-phthalate陽性スポットが検出され，それらは

それぞれ未変化の糖， Glucose， Glocuronic acid，およ

びGlucuronolactoneと同定された。ペーパークロマト

グラム上の未変化の糖はこれを水で溶出し，もう一度酸

加水分解を行ない，加水分解産物をペーパークロ 7 トグ

ラフィーにかけたところ， Glucose， Glucuronic acid， 

および Glucuronolactoneに相当する三つのスポットを

与えた。

このようにして，あっけしそう色素の糖部は Glucose

と Glucuronicacidとからなる一つの二糖類であろう

と推定された。そこでこの二糖類を次の方法によって単

離した:色素結晶 (18g)を過酸化水素で注意深く分解

し，分解生成物を Charcoal-Celiteカラムクロマトグラ

フィー，次いで調製ペーパークロ 7 トグラフィーによっ

て精製した。次いで AmberliteIR-120 (H+型)と Am-

berlite IR-45 (OH一型)の 1:1混合物を充填したカラ

ムで再精製して後，二糖類を白色粉状物 (19mg)の形で

単離した。この粉状二糖類を酸加水分解し，加水分解産

物をペーパークロ 7 トグラフィーで調べたところ， Glu-

cose， Glucuronic acid，および Glucuronolactoneの存

在が明らかにされた。またこの二糖類の酵素的加水分解

でt土， s-D-Glucuronidase は Glucoseと Glucuronic

acidをモノレ比 1:1で与えたが， s-D-Glucosidaseは何ら

の分解物をも生じなかった。

これらの結果から，色素の糖部は s-D-Glucosyl-D-glu-

curonic acidではなく， Aldobiouronic acid類の一つ

である s-D-Glucuronyl-D-glucoseで、あると結論された。
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この二糖類を箱守法によりメチノレ化，次いでメタノリ

シスしたところ，メチ Jレ化化合物を与え，これが Methyl

(methyl-2ふ4-tri-0-methyl-o-glucopyranosyl)urona te 

とMethyl(3， 4， 6-tri・O-methyl)-o-glucopyranosideの

混合物であることがガスクロマトグラフィー的に確認さ

れた。

さらに他の実験では，二糖類を順次， メチノレ化，水素

化リチウムアノレミニウムによる還元，再メチル化，次い

でメタノリシスし，生成したメチノレ化物をカoスクロマト

グラフィーにかけたところ，これは Methyl(2，3，4，6-

tetra-O-methy 1)・D-glucopyranosideとMethyl(3，4，6・

tri・0・methyl)ーo-glucopyranosideの混合物であること

が確証された。

このようにして得た知見から，糖部二糖類は Glucose

とGlucuronicacidとからなること，および両構成単糖

類の聞の結合は前者の糖の C-2位と後者の糖の C-1{立

に有するこ主が解明された。

この同定に対する別の証拠は，二糖類のメチノレ化物あ

るいはアセチノレ化物，および標準物質として合成した

Sophorobiouronic acidの質量および核磁気共鳴分析

による比較分析によって得られた。

こうして，この色素配糖体の糖部である二糖類

は Sophorobiouronicacid [2-0・(s・o-glucopyranosyl

uronic acid)-o-glucopyranoseJであることが確実に立

証された。

(4) アグリコン部と糠部の結合位置の決定

あっけしそう色素の Emulsin(s・o-Glucosidase)加水

分解生成物はペーパークロ 7 トグラフィー実験により，

Betanidin (淡色スポット)と未変化色素(明瞭なスポッ

ト)であることがわかったoかo-Glucuronidase加水分

解では Betanin(Betanidin-5-0-s・D・glucopyranoside)

(深赤紫色スポット)と未変化色素(淡色スポット)を生じ

たが，両酵素の同時使用では Betanin(深赤紫色スポッ

ト)， Betanidin (深赤紫色スポット)，および未変化色素

(淡色スポット)を生じた。

これらの酵素反応から，糖部の還元末端はアグリコン

部にか結合の型で結合していることが明らかにされた。

アグリコン部と糖部の問の結合位置を決定するために

次の実験を行なった:あっけしそう色素結晶 (600mg) 

のジアゾメタンによるメチル化生成物をアルミナ・カラ

ムに通して精製し燈黄色油状物(約 75mg)を得た。この

i由状物を水酸化カリウムで分解，次いで FREMY塩で酸

化し生成物をシリカゲノレカラムクロマトグラフィーし

て淡黄色微細粒状物質 (6mg， m.p.1680C)を得た。

この粒状物質の物理・化学的性質を合成 5-Hydroxy-

6-methoxy-indole-2・carboxylicacid methyl esterの

それらと比較したところ， m.p.，紫外線，赤外線，質量，

および核磁気共鳴スペクトノレで観察された吸収あるいは

ピークは両物質の聞で非常に良く一致した。

得られた結果から，アグリコン部の lndole部分は5・

Hydroxy-6・methoxy-indole-2-carboxylic acid methy 1 

esterであり，糖部はアグリコン部の C-5位の水酸基に

結合していることが確かめられた。

(5) あっけしそう色素の化学構造の最終決定

あっけしそうの紫赤色色素の化学構造は，全ての実験

結果を基として， Betanidinふ 0・[2・O-s-o-glucopyra-

nosyl uronic acidJーかo-glucopyranosideであると確

証された。

H 

Chemical Structure of Salicol7lia Pigment 
Betanidin・5・0・[2-0・(s-D-glucopyranosyluronic acidl]・

s-D -glucopyranoside 

この構造をもっ色素は Amarantinと呼ばれ，既にけ

いとう (Amaranthustricolor L.)の葉から単離されて

いる。しかし，今までにあっけしそうにおけるこの色素

の単離，結晶化，および構造決定の試みは文献中に報ぜ

られていなし、。

III. 紫赤色あっttしそう色素の食品着色料として

の研究

あっけしそう色素の安定性を食品着色料としての応用

の可否の観点から研究した。

この色素はー200C以下で安定， 40Cから室温までで不

安定であり pH4-5では比較的安定であるが，他の

pHでは急速に不安定化した。色素溶液 (pH3-5)への

0.170までのアスコノレピン酸の添加，あるいは1%までの

システィンの添加は色素の退色防止上無効果であった。

この色素はエタノール中で全く不安定であった。

従ってこれまで、得られた実験的証拠から，あっけしそ

う色素は食品の安定な紫赤色着色料としては不満足なも

のであることが証明された。

この紫赤色色素の変換によって得られた一つの樺色の
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Neobetanidin誘導体は着色に対していく分安定ではあ

ったが，これは勿論紫赤色着色の目的のために使用する

ことは不可能である。

IV. まつばぼたん (Po/'tnla，clt伊・ωuUtlω・(/，

HOOK.)の黄色色素の単離と構造決定

まつばぼたんの黄色?と弁(北海道大学付1，9'，農場および

札幌採種園で採集したもの， 1 kg)をメタノーノレ抽出し，

メタノーノレ抽出液を pH3に調整， 遠心分離してn'lた，.
泣液を Dowex50 W-X 2 (H+型)カラムでクロ 7 トク

ラフィーし，水溶::Ul夜を濃縮して後 Polyamideカラム

にかけた。 0.19も厄酸溶液で溶出して得た黄燈色フラク

ションをイオン交換樹脂処理してlA!:絡した。濃縮淡をセ

ノレローズ・カラムに入れ， メタノ-)レ浴:L¥クロマトグラ

フィーを行なった。 r#出液から燈色粉状色素 (14mg; 

m.p.不確定，日青色化，分解)が得られた。

単離した色素の元素分析はBetaxanthin類の 1種であ

るlndicaxanthinに相当する実験式 (C14H16N206)を与

え， Betaxanthin類色素に特徴的な紫外線吸収 (Amax

484-485 mp)を示し，主な赤外線吸収は， Betaninと

L-Proline，あるL、は BetaninとL-Hydroxyprolineを

用いる転換合成によって得た 2種の Betaxanthinのそ

れに一致した。ペーパークロマトグラフィーおよび櫨紙

電気泳動分析ではこれら三つの色素の全てはほとんど同

ーの Rf値を与えたが， シリカケ、ノレ薄層クロマトグラム

ではまつばぼたん色素は Betaninと L-Pro1ineとから

合成して得た色素に相当するスポットを示した。またま

っばぼたん色素の塩敵加水分解によって生成した一つの

アミノ酸は L-Prolineであることがペーパークロマトグ

ラフィー!切に同定された。

上述の結果からまつばぼたん色素は Betaxa川 hinI百]

朕休の一つである Tndicaxanthinであることが{能認さ

れた。

中くtoo-

M、
ト~OOe \N/\COOH

H 

Portlllaca Pigment 
([ndicaxanthin) 

lndicaxan thinは既にサボテン (0ρuntiaficω-indica 

MILL.)の成熟黄色果実から単陳され，その化学構造も

また解明されているが，現在までのところまつばぼたん

からこの色素の単離は報ぜられていない。
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Summary 

This paper is chiefiy concerned with the isolation， 

crysta11ization， and eJucidation of the chemical 

structure of a vioJet red pigment contained in leafy 

stems of Salicornia europaea L.. 1n the studies， it 

has been further investigated whether or not. the 

Salicornia pigment is applicable to coloring of 

foodstuffs. Prior to the structural determination 

of the Salicornia pigment， a qualitative survey of 

the pigments of betaJain series was carried out b}ア

using Centrospermae plants availabJe in Hokkaido 

Prefecture. '1、he chemical identi五cation of an 

orange pigment， isolated from the ye110w petaJs of 

Portulaca grandijlora HOOK.， has been also macle. 

I. Survey of BetaJain Pigments in Centro-

spermae Plants Growing in I-Iokkaido 

1n general， the pigments designated as betalains 

consist of two groups of nitrogenous pigments， 

violet red betacyanins and orange yel10w betaxan-

thins. 1n this survey， occurrence of the betalain 

pigments has been examined in ten varieties of 

Centrospermae plants natural1y growing or culti-

vatecl in Hokkaiclo (Chenopodiaceae， three spp.， 

Amaranthaceae， four spp.， Nyctaginaceae， one sp.， 

and Portulacaceae， two spp.; Species and culti・

varieties， total 22). 
The crude pigments extracted from each of the 

plants were qualitatively analyzed by paper chro-

matography， paper electrophoresis， visible and 

ultraviolet spectroscopy， and discriminating reac-

tion analyses between betacyanins and anthocyanins 

or between betaxanthins ar.d fiavonols. 

From the experimental l'esuJts obtained， it was 

concluded that a11 of the violet red pigments in 

the tested plants are belacyanins and that almost 

a11 the ye110w or o1'ange ye110w pigments belong 

to betaxanthins 

Further， the fo11owing betacyanins were quali-

tatively estimated to be present: Betanin (01' its 

isomer) in two cult. var. of Beta 'Vulgaris va1'. rllbra 

L.， one sp. of Mirabilis Jalapa L.， and four cult 

var. of Portulaca grandijlora HOOK.; amarantin (or 

its isomer) in one sp. of Chenopodium album L.， 

one sp. of Salicornia eurορaea L.， three cuJt. var. of 

.4l11aranthlls tricolor L.， three cult. var. of Celosia 

'cristata L.， one cult. var. of Celοsw 1ぅlumosaL.， and 

one cl，llt. var. of GOIIIρhrena globosa L.; celosianin 
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(or its isomer) in three cult. var. of Celosia cristata 1623，1504 cm-I， and so on. Although the isolated 

L.， and one cult. var. of Celosia plumosa L.; one pigment was estimated to be an analogue to ama-

of gomphrenins in one cult. var. of Gomphrena rantin or iresinin-I from the elementary analysis 

globosa L.; oleracin-I and -II in one sp. of Por- (as hydrochloric acid salt， C 47.82%， H 4.96%， 

tulaca oleracea L.; and mesembryanthemin-II and N 3.24%， Cl 4.60%)， attempts to clarify the chemi-

・III in three cult. var. of Portulaca grandiヌ'ora cal structure of the pigment by nuclear magnetic 

HOOK.. rosonance spectroscopy were unsuccessful owing 

Occurrence of the following betaxanthins in the to complexicity of its spectral patterns. 

tested plants was also qualitatively estimated: However， it was deduced from the foregoing ex-

Vulgaxanthin in four cult. var. of Beta vulgaris perimental results that the pigment， isolated for 

var. rubra L.， and indicaxanthin in two cult. var. the 五rst time in crystal form from Salicornia 

of Portulaca grandiflo叩 HOOK.. euγoρaea L.， is one of the betacyanins and also its 

possible structure is that of amarantin， iresinin・1，
II. lsolation and Structural Determination or related pigment. 

of Violet Red Pigment of The Salicornia pigment was subjected to partial 

Salicornia europaea L. hydrolysis in 1 N hydrochloric acid. The resulted 

(1) Isolation of Pigments hydrolyzates were examined by paper chromao・

Leafy stems of Salicornia europaea L. (30 kg， fresh tgraphy and paper electrophoresis， and three red-
weight， per each run)， harvested at the lake-side dish violet spots， corresponding to unhydrolyzed 

salt marsh of Notoro， Abashiri-shi， Hokkaido， were pigment， betanin (betanidin・5・0司s-D-glucopyrano・

macerated and extracted with 0.1% hydrochloric side)， and betanidin， respectively， were detected. 

acid solution (pH 2). The extract was chromato- The unhydrolyzed pigment was paper嗣chromato-

graphed on an Amberlite IR-120 (H七type)column graphical1y estimated to be a compound of larger 

and then on a Dowex 50 W-X 2 (H+ーtype)column molecular size than that of betanin. Consequently， 

to obtain effluents containing red pigments. Se- it is obvious that one molecule of glucose is 

phadex G-25 column chromatography of the con- direct¥y bonded to betanidin， aglycone of the 

centrated effluents gave a reddish violet fraction， Salicornia pigment， and it links further to one or 

which， after concentration 



370 北海道大学農学部邦文紀要第 9巻第4号

solution. The yellowish orange methylated com- way: The pigment crystals (1.8 g) were carefully 

pound was column-chromatographed over alumina 

to obtain a pure neo・compoundas orange yellow 

needles (yield 25% per starting material， m. p. 253.3 

-254.00C). The m. p.， analytical values， ultraviolet-

and infrared-absorptions of the neo・compoundthus 

obtained were identical with those of 5，6-di-0・

methylneobetanidin trimethyl ester， respectively 

The latter neo-compound had been separately pre-

pared from red-beet betanin. In mass-spectrometric 

analyses of the former neo-compound， the parent 

peak (M¥m/e 456) was detectable and the五SSlOn

pathway of almost all the major fragments was 

reasonably interpreted， and also in nucl巴armagnetic 

resonance spectroscopy， each of the signals was 

so distinct that they could be completely assigned 

to the protons of the compound. 

On the other hand， as reference substances for 

the structural analyses of the compound by mass 

spectrometry and nuclear magnetic resonance spec-

troscopy， 0，0， N-triacetyl cyclodopa methyl ester， 

4ωchloro-pyridine-2， 6-dicarboxylic acid dimethyl 

ester， and (2， 6-dicarboxy-4・pyridyl)malonic acid 

tetramethyl ester were synthesized and their pro-

ties were investigated in detail. 

From the experimental results， the aglycone of 

the violet red Salicornia pigment was identi五edto 

be betanidin， and the pigment itse!f was estimated 

to be a glycoside， in which its sugar moiety links 

to either of the two hydroxyl pergroups in the 

aglycone. 

(3) Structural Determination of Sugar Moiety 

1'0 study the sugar moiety of the Salicornia 

pigment， products of acid-hydrolysis of the pig-

ment was tested for sugars by paper chromato-

graphy， paper electrophoresis， and two dimensional 

paper chromato-paper electrophoretic analysis. 

Four aniline-phthalate positive spots were detected 

and identified as unchanged sugar， glucose， glu-

curonic acid， and glucuronolactone， respectively. 

The unchanged sugar on the paper chromatogram 

was eluted with water and allowed to hydrolyze 

in acid once more. The hydrolyzate gave three 

spots corresponding to glucose， glucuronic acid， 
and glucuronolactone by paper chromatography. 

In this manner， the sugar moiety of the Salicor-

河叫 pigment was estimated to be a disaccharide 

consisted of glucose and glucuronic acid. Isolation 

of the disaccharide was made in the following 

degradated with hydrogen peroxide and the re-

sulted products were puri五edby charcoal-Celite 

column chromatography and then by preparative 

paper chromatography. After the re-puri五catlOn

on a column packed with a mixture of Amberlite 

IR-120 (H七type)and Amberlite IR-45 (OH--type) 

(1: 1)， the disaccharide was isolated in the form of 

white powder (19 mg). 1'he powdery disaccharide 

was subjected to acid-catalyzed hydrolysis. Paper-

chromatographic investigation of the hydrolyzate 

revealed the presence of glucose， glucuronic acid， 

and glucuronolactone. In enzymatic hydrolysis of 

the disaccharide， s-D-glucuronidase gave glucose 

and glucuronic acid in a molar ratio 1: 1， but s-D-
glucosidase did not produce any of the c1eavage 

products. 

From these results， it was concluded that the 

sugar moiety of the pigment is not s-D-glucosyl-D-

glucuronic acid but s-D-glucuronyl・D-glucose，which 

is a member of aldobiouronic acid series. 

1'he disaccharide was methylated by the HAKO-

MORI'S method and then methanolyzed to give 

methylated compounds. That the methylated com-

pounds are a mixture of methyl (methyl-2， 3， 4-tri-

O-methyl-D-glucopyranosyl)-uronate and methyl (3， 

4，6-tri-0-methyl)ーD-glucopyranoside，was gas-liquid-

chromatographically con五rmed.

In the other experiment， the disaccharide was 

successively submitted to methylation， reduction 

with Iithium-aluminum hydride， re-methylation， and 
methanolysis. 1'he resulted methylated compounds 

were evidenced to be a mixture of methyl (2，3，4，6・
tetra-O-methyl)-D-glucopyranoside and methyl (3， 
4，6・tri・0・methyl)ーD司glucopyranosideby gas liquid 

chromatography. 

From the五ndingsthus obtained， it was eluci-

dated that the sugar moiety disaccharide is com-

posed of glucose and glucuronic acid and that the 

Iinkage between both of the constituent monosac-

charides locates at C-2 position of the former sugar 

and C-1 position of the latter one. 

Additional evidences for the identi五cationwere 

obtained by comparative mass-spectrometric and 

nuclear magnetic resonance analyses of the methy-

lated or acetylated products of the disaccharide 

and synthesized sophorobiouronic acid as a refer-

ence substance 

1'hus， it was definitely established that the disac-
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charide， sugar moiety of the pigment glycoside， 

is sophorobiouronic acid (乙0・(s-D-glucopyranosyl

uronic acid)ーD-glucopyranose.

(4) Determination of Binding Position of 

Aglycone and Sugar Moieties 

Paper-chromatographic investigations showed 

that the products obtained by emulsin (s-D-gluco-

sidase) catalyzed hydrolysis of the Salicornia pig司

ment are betanidin (as faint spot) and unchanged 

pigment (as distinct one). Hydrolysis with s-D-

glucuronidase resulted betanin (betanidin-5-0-s-D-

glucopyranoside) (as deep reddish violet spot) and 

unchanged pigment (as faint one)， whereas use of 

both of the enzymes yielded betanin (as deep red-

dish violet spot)， betanidin (as deep reddish violet 

one)， and unchanged pigment (as faint one) 

From these enzymatic reactions， the reducing 

end of the sugar moiety was clari五edto be linked 

to the aglycone in a fashion of s-bonding. 

To determine binding position between the agly-

cone and the sugar moieties， the following experi-

ment was conducted: After the Salicornia pigment 

crystals (600 mg) were methylated with diazome-

thane， the resultants were puri五edby passing over 

an alumina column to yield orange yellow oil (ca. 

75 mg). The oil was decomposed with potassium 

hydroxide， followed by oxidation with the FREMY's 

salt. The products were chromatographed on a 

silica gel column and pale yellow五negranular 

substance (6 mg， m.p. 1680C) was obtained. 

Physical and chemical properties of the granular 

substance were compared with those of systhesized 

5-hydroxy-6-methoxy働 indole-2・carboxylic acid me-

thyl ester. The excellent agreement was given in 

analytical values， m. p.'s， and absorptions or peaks 
observed in ultraviolet-， infrared司， mass司， and nu-

clear magnetic resonance-spectra between the two 

substances 

From the results obtained， it was ascertained 

that the indole part of the aglycone is 5-hydroxy-

6-methoxy-indole-2-carboxylic acid methyl ester and 

that the sugar moiety !inks to a hydroxyl group 

situated at C-5 position of the aglycone. 

(5) Final Determination of Chemical Structure 

。fSalicornia Pigment 

On the basis of al1 of the experimental results， 

the chemical structure of the violet red pigment 

of Salicornia europaea L. was de五nitelyestab!ished 

H 

Chemical Structurc 01 5.μliιornia Pigment 
Betanidin.5.0・[2-0-(s-D-glucopyranosyluronic acidl]ー

s-D-glucopyranoside 

to be betanidin-5-0-(2-0ベs-D-glucopyranosyluronic 

acid)J-s-D-glucopyranoside. 

The pigment with this structure， called ama-

rantin， has already been isolated from the leaves 

of Amaranthus tricolor L.. However， attempts of 
isolation， crystallization， and structural determi-

nation of the pigment in Salicornia europaea L. 

have never been reported in the literatures. 

III. Investigation on Violet Red Salicornia 

Pigment as Coloring Matter for Foods 

Stability of the Salicornia pigment has been in-

vestigated from the viewpoint of its versatility as 

coloring matter for foods. 

The pigment is stable under -20oC and unstable 

at 40C to room temperature; and it is compara-

tively stable at pH 4-5 but it unstabilizes rapidly 

at the other pH's. Addition of ascorbic acid to 

the extent of 0.1 ro or of cysteine to the extent of 

170 to the pigment solution (pH 3-5) is ine任ective

to prevent decolorization of the pigment. The 

pigment is quite labile in ethano1. 

Consequently， from the experimental evidences 

so far obtained， ihe Salicornia pigment was proved 

to be unsatisfactory as a stable violet red coloring 

matter for foodstuffs. 

Although an orange neo-betanidin derivative ob-

tained by conversion of the violet red pigment 

was rather stable for coloring， it is of course un-

able to use for the purpose of violet red coloring 

IV. Isolation and Structural Determination 

of Yellow Pigment of Portulaca 

grandiflora HOOK. 

Yellow petals of Portulaca grandiflora HOOK. 

(col1ected at Experimental Farms of Hokkaido 

University and “Sapporoδaishu-En"， 1 kg) was ex-
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tracted with methanol. The methanol extract， after 
adjusted to pH 3 was centrifuged. The supernatant 

was chromatographed on a Dowex 50 W -X 2 (H七

type) column， and the resulted aqueous eluate was， 

after concentration， applied to a polymide column. 

Yel10wish orange fraction obtained by elution with 

0.1 % hydrochloric acid solution was treated with 
ion-exchange resins and concentrated. The con-

centrate was loaded onto a cellulose column and 

chromatographed by eluting with methanol. An 

orange powdery pigment was obtained from the 

eluate (14 mg; m. p.， undefinite， darkened and de-

composed). 

Elementary analysis of the isolated pigment gave 

an empirical formula corresponding to indicaxan-

thin， one of betaxanthins (C14H16N206). The pig-

ment showed the ultraviolet absorptions ('max 484 

485mμ) characteristic to the pigments of betaxan-

thin series. The major infrared absorptions of the 

pigment were undistinguishable from those of two 

betaxanthins obtained by converting syntheses with 

betanin and L-proline or with betanin and L-hy-

droxyproline. Although， in paper-chromatographic 
and paper-electrophoretic examinations， all of these 

three pigments gave almost identical Rf-values， 

the Portulaca pigmεnt exhibited a spot correspond-

ing to the synthesized pigment from betanin and 

L-proline on silica gel thin layer chromatogram. 

Also， an amino acid produced by hydrochloric 

acid-hydrolysis of the Portulaca pigment was paper-

chromatographically identi五edto be L-proline. 

From the results described above， it was con-

firmed that the Portulaca pigment was indicaxan-

thin， one of betaxanthin analogues. 

I ， I/H 
N/、COO

H...L 
HOOC/¥w/¥COOH 

H 

Portul“ca Pigment 
(lndicaxanthin) 

lndicaxanthin has already been isolated from the 

matured orange yel10w fruits of Opunt叫んus・

indica乱1ILL.and its chemical structure has also 

been elucidated. Up to the present， however， iso・

lation of the pigment from Portulaca grandiflora 

HOOK. has not been reported. 


