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北海道大学農学部農場研究報告第 32号:29-33 (2001) 

Cηρtsρoァipsisabietinaの産生する生理活性物質について

前川道栄・菅谷藍子1)・佐藤博二日)

(日本たばこ株式会社植物開発センター)

(1)北海道大学大学院農学研究科北方資源生態学講座)

(2)北海道大学農学部附属農場植物資源科学部門)

(2001年 1月15日受理)

緒 -E 

Cry少tψoripsisabietinaは小林Jらによりヒノキ

漏脂病の病原菌として報告されたが1)，その後の

周藤らの研究により 2 へ病原菌本体は Cistella

japonicaであり，随伴菌となった菌種である。

我々は，ヒノキ漏脂病における大量の樹脂の流出

症状に着目し，その病班形成を病原菌の生産する

物質の関与と推定し，病原菌の産生する生理活性

物質を「ウカセ」と略称する簡単な生理活性テス

トを指標に検索を行っている 6)0 Cr. abietinaの産

生する生理活性物質としては新規な 21-Nor-

ム川21)不飽和ステロールAbscisterol類を報告し

た6，7)。

今回，Cr. abieti仰の培養期間を比較的短期間

に設定 (Abscisterol類生産時の半分以下)すると

Abscisterol類は生成せず，活性物質をして 2，4-

dihydroxy-6-methylbenzaldehyde 1と2，4，5-

trihydroxy-6-methylbenzaldehyde 2の 2種の

benzaldehyde誘導体を精製単離し，その化学構造

を決定した。特に化合物2は文献未記載の新規化

合物であった。

実験および結果

1.培養と分画

Cr. abietina K 91-6株は 0.2%寒天を含む 3%

グルコース・パレイショ煎汁培地を 500mlの三角

フラスコ (116本)に 200mlずつ分注し，滅菌後，

菌を接種， 22
0
C暗所で 12日間静地培養を行った。

培養終了後，菌体部を集め，アセトンに浸漬し

た，アセトン抽出液を濃縮後，アセトン抽出部は

酢酸エチル抽出を行って，酢酸エチル抽出物(2.05

g)を得た。活性物質のクロマトグラフィーは，ヒ

ノキ鱗片葉を用いた「ウカセJ，きし枝テスト，

Cladsρorium harbαrm TLC bioautographyの活

性テストを並行して行った。

酢酸エチル抽出物 (2.05g)をシリカゲル (wa-

kogel C-200， 150 g，カラム 3.6x30cm)のカラ

ムで，クロロホルムーメタノールの溶媒系でクロロ

ホルム中のメタノール濃度を段階的に上げてクロ

マトグラフィーを行い， CAM-1-CAM-6の6つ

のフラクションに分画した (Fig.1)0CAM-3 

(50.8 mg)画分をさらにシリカゲルカラムクロ

マトグラフィ一(kieselgel60， 6.3 g，カラム0.9X

20 cm)で溶媒系 nヘキサンー酢酸エチルに供し，

化合物 1を10.8mg単離した。 CAM-4 (38.8 

mg)画分を SephadexLH -20カラムクロマトグ

ラフィー (LH-20， 20 g，カラム 2.6X30cm)で

溶媒系クロロホルムーメタノール 1: 1 (v/v)に

供し，化合物2を12.2mg単離した。
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2.化合物 lの化学構造

化合物1は無色ノfウ夕食ー状として単離した。 EI

-HR-MSより分子式は C8H803と決定した。 IR-

スベクトルから 3100cm-1に水酸基，1630 cm-1に

カルボニル由来の吸収がそれぞれ見られた。 13C

NMRスベクトルでは，オレフィン領域に 6本の

シグナルがあり，ベンゼン環の存在が推定される，

8194 ppmにカルボニル炭素のシグナルが認めら

れた。 lH-NMRスペクトラム (Fig.2 )で 810.

10ppmにアルデヒドのプロトンが，また δ12.49

ppmとδ9.79ppmの2つのシグナルは重水置換

により消失することから水酸基のシグナルで，特

に δ12.49ppmの水酸基はアルデヒド基と水素

結合して低磁場シフトしたと考えられた。 δ2.54

ppm (3 H)にベンゼン環に置換したメチル基の

プロトンが，又， 86.30 ppmとδ6.17ppmの各

1個分のプロトンが互いに J=2.3 Hzでメタカ

ップリングを行っているベンゼン環上の 2個のプ

ロトンが認められた。 NOE差スペクトルの測定

の結果，アルデヒドプロトンとメチルプロトンと

の間，メチルフ。ロトンと 86.30ppmのベンゼ、ン

αiO 

OH-2 

OH-4 

環プロトンとの聞に NOEが観測されたことから，

化合物 1の構造を， 2， 4-dihydroxy-6-methylben-

zaldehydeと決定した。化合物 1はAspergillus

reglosusから分離報告がある既知物質である 8，9)。

3.化合物 2の化学構造

化合物2は黄色パウターーとして単離した。 EI-

HR-MSより分子式 CSHS04はと決定した。化合

物 2は分子式で 1より酸素分子が 1個分多いだけ

で，IR， lH-NMR， 13C-NMRスペクトルに多く

の類似性が見られ，基本的に同一骨格の誘導体と

推定した。 lH-NMR(Fig. 3)では，化合物1と

比較して，ベンゼン環のプロトンが 1個しかない

こと以外はほぼ同様のシグナルパターンを示した

ことから化合物2は1にさらに水酸基が 1つ置換

した 5置換ベンセ、ンと推定した。アルデヒドプロ

トンとメチルプロトンとの聞に NOEが言忠めら

れ，メチルプロトンとベンゼン環上のプロトンと

の聞に NOEが観察されなかったことから，化合

物 2の構造は化合物 1の 5位に OH基が置換し

た構造が推定される。ベンセツ環上の残り 1個の
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Fig. 2 'H-NMR sp巴ctrumof compound 1 (500MHz， CDCI3) 
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Fig.3 'H-NMR spectrum of compound 2 (500MHz， CDCI3) 

水酸基の置換位置を特定するために化合物2と2

をジアゾメタン中で部分メチル化した化合物3に

ついて HMBCを測定し，クロスピークの検出を

行い，すべての炭素を帰属して，水酸基がベンゼ

ン環上の 4位に置換していることを特定した。化

合物2の構造を 2，4， 5-trihydroxy-6-methylben-

zaldehydeと決定した。この化合物2は文献未記

載の新規化合物であった。

4.化合物 1，2の生理活性

ヒノキ枝葉部を 5cm程度に切断した先端部を

各濃度に調整したサンプル溶液に漬け 3日間，

25
0

C，明所でインキュベー卜した結果を Table1 

Table 1 各化合物のヒノキに対する生理活性試験

物一
l
T

十

合
一
+
+

化
一
+
+

化合物2
十十十日叫

十十

++ 
+ 
+ 

500 ppm 
250 ppm 
100 ppm 
50ppm 
10 ppm 
control (脱塩水)

')・下から 3-4つの鱗片葉褐変，落下

村) 下から 1-2つの鱗片葉褐変，落下

村') 下から 1-2つの鱗片葉褐変，落下

+十+・茎内部褐変

十十 茎内部50%以上褐変

+:茎内部褐変

十++
+十
+ 

に示した。

ヒノキ鱗片葉を用いた「ウカセjテストでは共

に 200ppmで鱗片葉の脱離活性を示した。

Cladosporium harbarmを用いた TLCbioauto-

graphyでは共に抗菌性を示した。いずれの生理活

性テストにおいても化合物1は2より高い活性を

示した。

化合物 1， 2のヒノキにおける樹脂細胞誘導性

については検討中である。

要 約

CηJp~ρoriPsis abietinaの生産した生理活性を

持つ benzaldehyde誘導体の構造を 2，4-

dihydroxy-6-methylbenzaldehyde 1と 2，4，5-

trihydroxy-6-methylbenzaldehyde 2と決定し

た。 2は生理活性を持つ新規化合物であった。こ

れらの構造は，スベクトル分析によって決定した。
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Summary 

The structure of a biologically active benzaldehyde derivative， produced by C1JI1りtψorilりsisabietina， 

was determined to be 2，4-dihydroxy-6-methylbenzaldehyde 1 and 2，4，5-trihydroxy-6← methylbenzalde. 

hyde 2. 2 was a new biologically active compound. The structures of the compounds were determined 

by spectral analyses. 
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