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緒論

　ナス科植物（Solanaceae）は、　ナス（Solanum　melon　ena）、　トマト（

LL，．　L！：Lg．｝2－e．1：s一：Lggg　esculentum）、タバコ（Nicotiana　tabacu皿）、ペチュニア（

Petunia過）などを含み全世界に約90属2000種ある1＞。観賞用と

してペチュニア、バン：マツリフユサンゴ（Solanum　2一）、ルリ

ヤナギ（Solanum　lauco　h　llum）、ホオズキ（2趣i蜘）などが
あり、食用としてナス、　トマト、　トウガラシ（幽annuum）、ピーマン

（⊆鯉皿an　ulosum）、　バレイショ（Solanum　tuberosum）がある。　またア

ルカロイド含有植物が多くヒヨス（一！U．9．g！：）、ベラドンナ（

ALUtLZ．gR．g　belladonna）、チョウセンアサガオ（Datura　metel）、ハシリドコ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t’）　（L
ロ（沖融ユ迦）、　クコ（Lz⊆山旦chine　eア、イヌホオズキ（

Solanum　ni　rum）等は薬用植物として利用され、

重をしめている。その中でタバコ、バレイショ、

な栽培作物は人類の生活に深くかかわっている植物である。

分の研究は古くからおこなわれ数多くの化学物質の単離同定がなされてきた。

高等植物の中でも大きな比

トマト、　ナスといったよう

　　　　　これら植物の成

　バレイショ1

の栽培種からな

⊆Lエコ幽　sativa）、

ジャガイモ属
　の

ギ（Hordeum

幽）に次ぐ主要作物である。　　　　　　　　　　　　く枝先端の次頂

部の肥大成長により形成される。ふく枝は長日高慮温条件（塊茎非誘導条件）

では伸長を続けるが短日低夜温条件（塊茎誘導条件）では伸長を停止し、塊

茎を形成する2）。Gregory3）は塊茎誘導条件により葉内で特異的な塊

茎形成物質　”Tuber　inducing　stimulus”が形成
され、これが塊茎形成を直接誘起するとし、接ぎ木実験によってこれを実証

した。幸田らは短日条件下のバレイショ葉から塊茎形成誘導活性を有する物
質としてチュベ・ン吻タヅを単離し構造を決定した・・…

　チュベロン酸の類縁歩合物であるジャスモン酸とその関連化合物は高等植
　　　　　　　　　　ノ

一1一
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碧　　懸蟄灘

scariola）種子の発芽およびその幼胚軸、

ている7）。

根の伸長を阻害することが知られ

さらに寒天培地上のツバキ（Camellia　lg2．g．1Li．gg）やホウセンカ（

幽balsamina）、ユリ（Ecballiura　elaterium）の花粉の発芽を阻害

することから、ジャスモン酸は高等植物の花粉の発芽の調整因子と考えられ

ている3）。

0

1
2

2”

1

2t　3’

COOH
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ジャスモン酸（10）
　　　　　　．’A’v．’

　また、ジャスモン酸とその関連化合物が老化促進物質であると

ある。アベナ葉を用いたアッセイでジャスモン酸メチルが老化を

とが報告されている9・1　e）。この老化促進効果は光照一下で｝A

い。

るアペナ葉の老化抑制を阻害する9）。

促進作用がABAと同様であるとしている。

　一？
　一！．　h
／

る報告も

進ずるこ

A　りも強

ジャスモン酸とジャスモン酸メチルはカイネチンによって引き起こされ

　　　　　　　　　　　　　　　　上田らは1！）ジャスモン酸による老化

　ジャスモン酸はカイネチンによって引き起こされるカルス成長を45μM

で阻害するが（ABAの場合450μM必要）、細胞の肥大阻害は少ない13

》。また、ジャスモン酸とその関連化合物はオーキシンとは関係なくサイトカ

イニンやジベレリンの作用に関係する細胞の代謝を阻害すると報告されてい

る12’1　3）。これはジャスモン酸とその関連化合物が老化のプロモーターであ

るばかりでなく細胞分裂の阻害剤であることを示している。○
　　　　　　　レー一N一一一一一一一一一＿＿一　　　＿．一．．一．一＿．＿一．一．．，＿．pt一“．一一＿．一．一＿一t＿＿／．一　一．“，，．．＿一．　　o

　ジヤスモン酸〆チルはラノリン中0．5％濃度か50μ1の気化物でトマ

トの成熟時にリコペンの蓄積を阻害しβ一カロチンの蓄積を促進する。この

知見はメチルジャスモン酸がノイロスポレンからリコペンへの変換を阻害し、

一2一
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β一ゼアカロテンとγ一カロチンを経るノイロスポレンからβ一カロチンへ

の変換を促進することを示唆している14、15）。

　2一エピジャスモン酸メチルとジャスモン酸メチルは果樹害虫ナシヒメシ

ンクイ（一molesta　Busck）の雄の触覚から単離されている。これ
らの成分は雌を誘引する物質の協力剤であることがわかっている16・17）。

　ククルビン酸、　ククルビン酸メチル、　1一Ω一β一D一グルコピラノシル’

ククルビン酸とそのメチルエステルはカボチャの種子から単離された18・　19）。

これらすべてがイネ幼苗伸長試験で阻害活性を有している。その活性はメチ

ルエステルになると増大した。

　これらの化合物が上記に示したような様々なバイオアッセイの系で強い活

性を示すことからジャスモン酸とその類縁体が高等植物に広く分布し生理的

に重要な役割を持つ新しい型の植物ホルモンではないかと言う説が出ている。

Brucknerら2e）は三つのアミノ酸と結合したジャスモン酸を植物から

検出し、既存の植物ホルモン代謝で起きる縮合反応がジャスモン酸の代謝で

も存在することを示唆している。

　ジャスモン酸類の構造活性相関については以下の報告がある。ジャスモン

酸とその類縁化合物の部分構造は老化促進活性を高めるためにはシクロペン

タノン環を有し、C－3位にメチルアセテート、　C－2位に2シスーペンテ

ニルか旦一ペンチル基が必要とされるt2）。　（一）一ジャスモン酸とその立体

異性体（＋）”・一・・2一エピジャスモン酸の様々な生理活性試験においては（＋）

一2一エピジャスモン酸のほうが（一）一ジャスモン酸よりわい性稲幼鞘の

ジベレリンの促進効果を効果的に阻害する12）。また、ジャスモン酸は、オオ

ムギ、エンバクの芽生えの成長で両方ともクロロフィル、カロチノイドの減

少に由来する老化様白化現象を引き起こし、遊離の酸はそのメチルエステル

よりも活性が高いと報告されている2　t）。

　ジャスモン酸の生合成経路についてはVickおよびZimmerman
によりリノレン酸からジャスモン酸への酵素的な経路が提唱されている22・
23） B最近、　VickおよびZimmermanは12一オキソーフィトジェ
　　　　　　　ゴ
ノ酸（12一オキソーPDA）のC－13位の側鎖の立体化学だけでなく
C－15の二重結合の存在も酵素反応により支配されていると報告している祝

一3一
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　以上、バレイショ塊茎形成誘導物質とその類縁化合物ジャスモン酸につい

て概説した。チュベロン酸類の生理活性について調べることは植物の生育機

構の理解に役立つのみならず、塊茎形成の人為的制御手法の開発にあたって

も役立っと思われる。すなわち、無菌的な組織培養によるマイクロチューバ

ーの大量培養系への適用や、新しい植物成長調節剤の開発をする上で役立っ

ものと考える。　　　〕

　　　　　　　　　　　　　　　　　　四つ
一fi’N　Yバコはナス秣6轟“（N∴。tiana）の＿総称であり現

在までに66種が知られている25）。そのなかで栽培種は旦．tabacumと1．

rusticaの2種類であるが後者は現在ではほとんどが栽培されておらず栽培

種といえばN．tabacumをさす。タバコの成分に関しては、古くから多くの

研究者たちの研究対象とされてきた。　1956年Rowlandら26）は黄色

種葉たばこの主要成分である炭素数45の鎖状イソプレン骨格からなる高級

不飽和アルコールのソラネソール、ジテルペン炭化水素であるネオフィタジ

ェンを同定した。また、大西ら27　’一　29）のたばこ香気成分に関する研究では黄

色種およb’バーレー種葉たばこを水蒸気蒸留して得られた精油成分から61

種類の化合物が同定されている。その後葉たばこばかりでなく煙成分の研究

に関しても目ざましい進展がみられ、　1967年のStedmanの総説3e）

には1200種類以上の葉たばこ成分および煙中成分が報告されている。　，

1979年の藤森および金子の総説31）では約800種類のたばこ香気成分が記

載されている。その後、高木32）によってあらたに19種の化合物が報告され

るなど現在までに900種類以上の化合物がたばこ香気成分として報告され

ている。

　1974年のAndersonら33・34）の報告によると、彼らは黄色種葉
たばこのアセトン抽出物をβ一グルコシダーゼで加水分解し、その生成物中

より、、ソラベチボンのヒドロキシ誘導体4種類を単離、構造決定した。また

児玉ら35“39》はこの方法を用いて黄色種葉たばこから10種類のイオノン関

連化合物、5種類のセスキテルペンの配糖体を単離構造、決定している。こ
　　　　　　　さ
のような配糖体は、柑橘類のミカン等からフェニルプロパノイド配糖体の単

離報告佃）があるものの研究例が少ない。これらテルペン配糖体を含めた不揮

一4一
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発性成分の研究が立ち遅れているのはこれを分離、精製することが困難であ

ったためと考えられる。以上成分研究が一番行われてきたタバコについて概

説した。タバコも含めナス科の未解明な配糖体について研究を進めることは

その生理的役割を調べるうえで、　また新たな有用物質を得るうえでも重要と

考える。

　また、バレイショで疫病菌（一infestans）感染組織から、　リシ

チン、　リシチノール、フィチュベリンなどのファイトアレキシンが単離構造

決定41・42）されている。タバコ植物の場合TMV感染によって生成するファ

イトアレキシンの研究が行われている43’46）。これらの研究はほとんどが、

葉をもちいて行われているが根の組織についてはナスの根に含まれる抗菌物

質が調べられているが47》、研究例が少ない。

　本研究においては、第一部においてバレイショ葉から単離構造決定された

塊茎形成誘導物質チュベロン酸グルコシドの生理活性について構造活性相関

の点からその誘導体について塊茎形成誘導活性を調べその活性型の立体構造

について検討を加えた。　また塊茎形成時のポリアミン量の変動、塊茎形成誘

導活性を有する物質の他の活性を調べた。　また、塊茎形成誘導物質の利用法

としてマイクロチュバー生産系への適用を試みた。

　また第二部では代表的なナス科植物であるタバコ、バレイショについてそ

の配糖体成分について存在を調べ、　その単離、　構造決定を行うとともに、　そ

れらの生育ステージでの量的変動について調べた。また、タバコの水耕、れ

き耕培養により、タバコ根から分泌される物質の単離、同定を行った。

　以上により、分離精製の難しさから未着手であったナス科植物の配糖体成

分とそのアグリコンについて化学的な検討を行った。

　以下に各章の概要を示す。

第一部

第一章
　　　　　　　へ
　天然のチュベロン酸グルコシドの側鎖の相対配置の決定と構造確認のため、

これを合成した。合成品はジアステレオマー混合物で、これを分離精製しス

一5一
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鐵

ベクトルデータから相対配置を決定し、併せて天然体の相対配置を決定した。

さらにこれらの合成品と天然体のバレイショ塊茎形成誘導活性の比較を行う

ことにより、活性発現と側鎖の立体化学に関連があることを見いだした。

第二章

　ジャスモン酸誘導体について塊茎形成誘導の構造活性相関を調べるため、

各種誘導体を調製し、これらの活性を調べることにより、ジャスモン酸骨格

の3っの部分構造に関して、誘導活性に必須の条件を明らかにした。

第三童

　第一章で示唆された側鎖の立体化学と活性との相関を調べるために1一ジ

ヒドロジャスモン酸メチルの8っの光学異性体を分離し、スペクトル解析、

化学変換によりそれぞれの絶対構造を決定した。

第四章

　側鎖の相対配置で、シス型、　トランス型の違いがバレイショ塊茎形成誘導

活性に差を示すことを見いだし、これをより明らかにするため第三章で調製

した1一ジヒドロジャスモン酸メチルの各光学異性体について活性を比較し、

活性発現にそれぞれの側鎖の配置が関与していることを明かにした。

第五章

　新しい種いも生産系として期待されるマイクロチューバー大量培養系にジ

ャスモン酸メチルを利用する方法を検討した。　その結果、継代培養したバレ

イショ無菌茎断片の節部にL一アスコルビン酸等強い還元性を有する物質を

ジャスモン酸メチルを同時に添加することにより塊茎形成を誘導することを

可能にした。

第六章
　　　　　　　ヘ
　チュベロン酸グルコシドによる塊茎形成誘導の厚作を調べるため、塊茎形

成時に起こる現象について観察、検討した。　塊茎形成が起こる初期の過程
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、1罪難難蟻集海難℃・罪11颪戴騰懇懇」蕪響珂饗騨灘．

でふく枝先端の細胞壁微小管がいったん消失し塊茎形成が始まるのではない

かという考えに基づきバレイショの培養細胞にジャスモン酸メチルを加え、

その消失効果を確認した。併せて同様な微小管消失活性を有する数種の除草

剤の塊茎形成誘導活性を調べた。除草剤には塊茎形成活性が認められなかっ
た。

　　　　　　　　　　ヒ
　また、無菌植物を旧いて塊茎形成期における生体内のポリアミン量の変動

を調べたところえき芽からの茎の発生初期および塊茎形成初期にそれぞれい

ったんポリアミン量が最大になりその後減少し、器官分化の際にポリアミン

の生成が一時的に増加することを明らかにした。

第二部

第一章

　バレイショ葉（男爵）中のチュベロン酸グルコシド以外の配糖体成分の存

在について検討し、メタノール抽出物から調製して得た不揮発性画分をβ一

グルコシダーゼで処理することにより7っのイオノール配糖体、　1っのセス

キテルペン配糖体の存在を確認した。イオノール配糖体がタバコ以外にも存

在することを明らかにした。

第二章

　バレイショ葉中に存在するイオノール配糖体の種類および存在量をバレイ

ショの成長過程に応じた各ステージごとに検討した。その結果、バレイショ

の成長とともに種類および存在量がともに増加し、最終ステージで急激に増

大した。この変化はタバコのイオノール配糖体の場合48）とよく一致すること

を明らかにした。

第三章

　黄色種葉たばこ中に存在する配糖体成分について調べ6っの新規セスキテ
　　　　　　　ヘ
ルペン配糖体を単離、構造決定した。うち4っのアグリコンはソラナスコン

骨格を有する新規化合物であった。これらのアグリコンはすべてタバコのフ

一7一



アイトアレキシンとして知られるセスキテルペンあるいはそのヒドロキシ誘

導体であることを明らかにした。

第四章

　タバコについてその根から分泌される物質の検索を水耕、れき耕培養によ
　　　　　　　　　x
り得た培養液を用いで行い、　6っの抗菌活性が知られているセスキテルペン’

を単離、同定した。このうち1っはタバコ葉から初めて見いだされたセスキ

テルペンであり、根においても葉とは別個にこれらがっくられることを明か

にした。

※本論中でのジャスモン酸類の命名法は以下のようにした。

　ジャスモン酸の側鎖の立体異性体について、天然物と同じ2R，　3　S配

置およびその鏡像体2旦，3旦配置のものはエピジャスモン酸と表現し、こ

れらのジアステレオマー2且・3且　および　2旦，3B」まジャスモン酸と

表現した。　また、チュベロン酸の側鎖の立体異性体について、天然物と同じ

2＆　3旦一配置およびその鏡像体2旦，3旦．配置のものはチュベロン酸（

TAG）と表現し、これらのジアステレオマーはイソチュベロン酸（イソT

AG）と表現した。他の類縁化合物についても同様の表現をした。

）
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第一部　　バレイショ塊茎形成誘導物質の化学的研究

第一章

　合成によるチュベロン酸グルコシド（1）の構造確認
　　　　　　　　　　　　　　　　　（ノ

　吉原らによりバレイショ葉より単離された塊茎形成誘導物質はスペクトル

データの解析からその構造は　1－oxo－2一（5’一β一glucopyranosyloxy－2’イ銑

pentenyl）cyclopentane－3－acetic　acid　（tuberonic　acid　5’一〇一．一B　一一D・一

gulucopyranoside（TAG））（1a）と決定されたが、　2位と3位の絶対
　　　　　　　　　　　　　　　（ノ
配置は決定されていない。そこでチュベロン酸グルコシド（1a＞の塊茎形
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．・一N．，
成誘導活性等の研究に用いるため、および2位と3位の絶対配置を調べるた

めチュベロン酸グルコシド（1）を合成し、そのスペクトル解析を行った。
　　　　　　　　　　　　．，’N．’
　　　　　　　o＋

　　　　　　　　　　　一一．　A　．O－P－D－Glc

COOH

TA　G　（．1！9）

o

COOMe

ga
！＼ノ．

　0

　　　　飽

　　　　　　　　図1－1　バレイシ旦塊茎形成誘導物質

第一節

　チュベロン酸グルコシド（1）の合成
　　　　　　　　　　　　～

　　　　　　　へ
　側鎖の相対配置でシス・・・…一トランスの比が約95：5である5’一ヒドロキ

シジャスモン酸メチル（ラセミ体、　5）とα一D－bromo－tetraacetyl－glucose
　　　　　　　　　　　　　　　～

一9一



（6）を、Koenigs－Knorr法52）によりカップリングさせてチュベロン酸メチ
　～
ルー2，3，4，6一テトラーO一アセチルーβ一グルコシド（2）を合成
　　　　　　　　　　　　　　一劇　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！へ！

した（図1－2）。反応生成物は、原料の5がラセミ混合物であることか
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ノ
らグルコシド化により　2　の4つのジアステレオマー混合物となる。次に反
　　　　　　　　　　　
応生成物をKOH／8．0％MeOH：に溶解させ、60。Cで加水分解し糖部

分のアセチル基およびアグリコンのメチルエステルをはずした後、反応液を’

希塩酸で中和処理し、さらにイオン交換樹脂カラムにかけ無機塩を除いた。

これを高速液体クロマトグラフィー（ODS　YMC　AM343　40％
　MeO：H）によって精製し、面積比　95：5で検出される2っのピーク

成分（1a，　1b）を単離した。これらについて次節で述べるNMRによる
　　　ノ　ノ　　　　ハミノ

スペクトル解析を行った。

第二節

　天然チュベロン酸グルコシドの構造の確認

　1aは1H－NMR（図1－3）で23個分のプロトンのシグナル、
　　13　C－NMR（図1－6）で18個分のカーボンのシグナルを観測した。

1H－NMRCOSYスペクトル（500M且z、　CD30D）により、プ
ロトン16個分のシグナルからなるアグリコン部分の、プロトン7個分のシ

グナルからなる糖部分のカップリングのネットワークを導き出した。次に

C－H相関スペクトル（図1－7）を測定し、プロトンとカーボンの結合を

明らかにした。以上の結果をもとにこれらのシグナルを　1の平面構造上に

帰属させた（表1－1，2）。　　1b　についても同様の解析を行い、プロト
　　　　　　　　　　　　　　　～
ンとカーボンの帰属を行った。

　次に　1aと　1　bの側鎖の相対配置について検討を加えた。グルコシル
　　　　1V　　　　　　 へ！

化する前の原料5　（ラセミ体、ジアステレオマー混合物）はトランス型と
　　　　　　　（ノ
シス型のジアステレオマーの比率が約95：5であり、このことから反応生

成物1でもほぼ同じ比率でトランス型とシス型の側鎖の異性体が混在して
　　～　　　　　　　、

いると考える。すなわち、HPLC分取で得られたメジャーなピーク成分

1bはイソー一TAG、マイナーなピーク成分1aはTAGであると考えた。
1）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ～
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　表1－1　チュベロン酸グルコシドの1H－NMR

H－No．　天然物＊　　　　　　合成品TAG＊＊　　合成品イソーTAG＊＊

2　　　　　　2．35－2．45　　　　　　　　　　　　2●01　　　　　　　　　　　　　　2．46

3　　　　　　2．80　　　　　　　　　　　　　　　2．27－2．35　　　　　　　　　　　　2．80

　　　　　　　　　　もモ
41．88，2．00一一・2．051．54，2．23　1．86，2．09
5　　　　　　　2．24　　　　　　　　　　　　　　　　2．13，　2．27－2．35　　　　　　　2．24

1，　　2．05－2．20，　2．30－2．35　　　　　 2．35－2．48　　　　　　　　2．14，　2．34

2，　　　　　　5．40　　　　　　　　　　　　　　　5．40，　5．50　　　　　　　　　　　5．49

3’

4，　　　　　　2．35－2．45　　　　　　　　　　　2．35－2．48　　　　　　　　　　　　2．40

5，　　　　　　3．55，　3．86　　　　　　　　　　3，56，　3．89　　　　　　　　3．56，　3．89

1，，　2．05－2．20，　2．35－2．45　　　2．27一・2．35，　2．68　　　　　　2．14，　2．46

1，，，　　　4．26　　　　　　　　　　　　　　　4。28　　　　　　　　　　　　　4．27

2，，，　　　’3．18　　　　　　　　　　　　　　　　　3．18　　　　　　　　　　　　　　　3．17

3，，，　　　　3．35　　　　　　　　　　　　　　　　　3．32　　　　　　　　　　　　　　3．33

4，，，　　　　3．26　　　　　　　　　　　　　　　　 3．27　　　　　　　　　　　　　　3．26

5，，，　　　 3．26　　　　　　　　　　　　　　　　 3．27　　　　　　　　　　　　　　3●26

6’”　　　　 3．68，　3．88　　　　　　　　　　　3．67，　3．87　　　　　　　　　3．66，　3．86　　　pp田

＊　　270　MHz　in　CD30D54）

＊＊ジアステレオマー混合物、500MHz　inCD30D

さらに最近Bohlmann53）らはトランス型の相対配置を持つ7、　8　を合成し、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ／　　！㌧〆
そのiH－NMRスペクトルのシグナルの帰属を行っているが（表1－3）、

｝へ．a，1走および見の側鎖の付け根のプロトン2－H，3－Hのシグナ

ルを比較すると、　1bのそれら（δ2．01、　2．　27－2．　35）は8
　　　　　　　、　　’（）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1＼ノ

（δ1．87、　2．22）に近いケミカルシフトをとる。このことも1b
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
がイソーTAGであることを支一持する。以上のことから側鎖の相対配置は1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
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表1－2　チュベロン酸グルコシドの！3C－NMR
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リ
　
　
リ

ー
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2
り
」
」
儀
【
」
ρ
0

天然物＊

　54．4

　　唱、

　27．0

　36．5

　24．5

128．6

13　O．　2

　29．1

　70．5　・

合成品TAG＊＊

　　　221．9

　　　55．1

　　　39．1

　　　28．2

　　　38．7

　　　26．4

　　　128．9

　　　128．9

　　　29．0

　　　70．2

　　　39．8

　　　176．1

合成品イソTAG＊＊

　　　221．7

　　　　53．7

　　　　37．1

　　　　26．7

　　　　36．3

　　　　24．2

　　　128．4

　　　129．7

　　　　29．1

　　　　70．2

　　　　34．9

　　　176．4

　　　　　　　104．4　　　　　　　　　　　　104。3　　　　　　　　　　　　　　104．3

　　　　　　　　75．4　　　　　　　　　　 75．1　　　　　　　　　　　　75．1

　　　　　　　　78．2　　　　　　　　　　　　　77◎9　　　　　　　　　　　　　　　77．9

　　　　　　　　72．0　　　　　　　　　　71．6　　　　　　　　　　　 71．6

　　　　　　　　78．4　　　　　　　　　　 78．1　　　　　　　　　　　　78●1

　　　　　　　　63．1　　　　　　　　　　　　　62．7　　　　　　　　　　　　　　　62．8　　　　ppm

＊　　67．9　MHz　in　CD30D54）

＊＊ジアステレオマー混合物、125MHz　incD30D

が2S，3Rおよび2R，3S、　1　bが2S，3Sおよび2R，3Rと結論　　一．’．’噸　　　　　　開　　　　　　　　　　　　 の繭●　　　　　　●’一■●　　　　　　　　　　　　　　　●剛陰　　’　　　　一●　　　　　　　　　　　馴一’　　　　　　●一剛1

　　　　　　　　　　　　　　　へ／
した（図1－10）。
　　　　　　　へ
　次に、バレイショ葉から単離されたチュベロン酸グルコシド（1）のNMR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
スペクトルデータと合成物　1a、　1　bのそれらを比較、照合することに
　　　　　　　　　　　　～　　　へ！
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表1一一3　チュベロン酸類縁化合物の1H－NMRデータ●

H一・No．　ir　，，IL．，　．IILi

1”　2．35，　2．58　2．32，　2．56　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PPfrfv

＊400　MHz　in　CDC13　BohlNann　et　al．53）

　　　ft一．〈一A．OAc　．，ff

・・，，，zCONH

免H！告C・・Me

　　1
　　　　　7
　　　　t・N，！

　　　　　　　　　　　　　　　一14一

　．．“Nx，．．v．NvOAc

　　　CONH

　　　　鳥
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より天然物の相対配置を明らかにした。すなわち、天然物のiH－NMRのス

ペクトル（図1－5、　270MHz）は合成物のそれら（図1－3，4、

500　MHz）と比較すると、天然物は1a　とよく一致する。従って、天
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
然物は合成物1a（2旦，3旦および2旦，3旦のジアステレオマー混合物）
　　　　　　　（ノ
と同じ相対配置であると考えた。
　　　　　　　　　　な
　さらに、生合成的に・考えるとTAGの絶対配置は2S，3Rであることが’

考えられるので天然のチュベロン酸グルコシドの構造を

（2§，3旦）一1－oxo－2（5t　ptβ一glucopyranosyloxy－2’一｛乙｝penteny1）一

cyclopentane－3－acetic　acid（1a）であると決定した。
　　　　　　　　　　　　　　1）

o，

O－B－D－glucose

図1－11　チュベロン酸グルコシドの構造

第三節

　天然物と合成物との活性比較

　合成チュベロン酸（4）および合成チュベロン酸グルコシド（1）につい
　　　　　　　　　　（〆　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1V

て、イソ体95％混在のままバレイショ塊茎形成誘導活性を無菌茎断片法

（実験の部参照）で調べた。この結果（図1－12）、合成物のチュベロン酸

（4）およびチュベロン酸グルコシド（1）は10’6Mでは活性が認められ
　1〉　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ♂一dノ

なかった。またこれらは、同時に活性を調べたジャスモン酸メチル（9）よ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌧
りも活性が劣っていた。黄化茎短片破でバレイショ塊茎形成誘導活性を調べ

た報告では、天然のチュベロン酸グルコシド（1）はジャスモン酸メチル
　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

（9）よりも活性が高く10－8Mでも活性が認められている55）。今回の実験で
《ノ

合成チュペロン酸グルコシド（1）の活性が低かった理由として、試験方法
　　　　　　　　　　　　　　～

一23一
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が異なることと・　合成物では2位、　3位の側鎖の相対配置が天然型と違うイ

ソ体が多く存在し・それに活性がないという可能性を考えた。

　そこで・次に高速液体クロマトグラフィーにより分離精製したチュベロン

酸グルコシド（1t．v）の側鎖に関する異性体TAG儀3、ジアステレオマー

混合物）・イソーT　A，G怯♪・同）について無菌茎断片法を用いて活性の

比較を行った・結果を’図1一・3に示す・無菌茎断片法ではTAG（憩）’

はジャスモン酸メチル（£）と同等の活性を示し・イソーTAG（Nb；）よ

りも若干活性が強かった。幸田らによれば黄化茎断片法でも同様の結果が得

られている5　5）。これは・活性型が天然物と同じ2£，3Rであることを示唆

している。イソ体でも活性が認められ、　また活性の差が大きくないのは実験

が長時間にわたるためイソーTAG（1b）からTAG（1a）へのまたは
　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ノ
その逆の異性化が行われることと、また、合成物1a，1bのそれぞれの
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ　　　ノ　ノ
ジアステレオマーが混在していることによる活性への影響が考えられる。

　以上・　2っの実験結果から合成したチュベロン酸グルコシド（1）は天然
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ワ物にはおよばないもののバレイショ塊茎形成誘導活性を有し、天然物と同じ

側鎖の相対配置を有するTAG像3・ジアステレオマ覗合物）がイソー

TAG（碧b・ジアステレオマー混合物）よりも活性が強いことが明らかに

なった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ρ

．
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第二章

　ジャスモン酸誘導体による塊茎形成誘導活性と構造との相関55｝

　黄化茎断片を用いた生物検定によると、チュペロン酸（4）のみならずそ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ
の類縁化合物であるジ、ヤスモン酸（10．e’．．vt）およびククルビン酸（2A3）も塊

茎形成誘導活性があることが吉原らによって報告されているs・。このことか・

らジャスモン酸類について、バレイショマイクロチューバー形成誘導等の植

物生長調節剤としての応用が可能である。このためにはその活性に必須の構

造を明らかにし、さらにより安価で単純な構造を有する誘導体を探索する必

要がある。

　本章では、　1位、2位、　3位の官能基および側鎖の構造を変換したジャス

モン酸誘導体を調製し、黄化茎断片法を用いて塊茎形成誘導活性を比較検討

した。それぞれ各濃度に調整した培地上で40％以上の塊茎形成誘導率を示

したものを活性ありと判定した。比較のための対照サンプルとしてはジャス

　　　　　　　　　　25。C暗黒下
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モン酸メチル（£）（合成物　エビ体5％、　ジアステレオマー混合物）を用

いた。

第櫛ジャスモン酸（10（ノ）とチュベ・ン酸（ん）

　　　　　　　　　　な　ジャスモン酸類につ・いては、従来から植物に対する成長抑制効果や香気の・

特性でその相対配置と活性の相関についての研究が試みられてきた。例えば

山根らはレタス種子発芽抑制試験においてジャスモン酸（10a）のほうが
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
エピジャスモン酸（10b（ノ）よりも抑制効果が高いと報告している？）し、西

田およびAcreeは芳香の点でジャスモン酸メチル（9a）のいき値がエ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ピ体の400分の1であると報告している49》。しかも9aのうち天然型の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
（一）一エピージャスモン酸メチルのみが芳香の主成分であるとしている。

チュベロン酸グルコシド（1）について今回得られた結果もこれらの報告と
　　　　　　　　　　　　～
同様に図2－1に示すように天然のチュベロン酸グルコシド（1）と合成物
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
（ジアステレオマー混合物）では活性に差がある。合成物でもTAG（1a）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～のほうがイソーTAG（1b）よりも活性が強い。
　　　　　　　　　　　～

第二節　C－1官能基の変換

　1位の官能基（ジャスモン酸ではケトン）を水酸基（24　ジアステレオ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ
マー混合物）、THPエーテル（12、　26　ジアステレオマー混合物）、
　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ノ　　　　
エノールアセテーート（25、ラセミ体）、ケタ…一tルに変換したもの（27、
　　　　　　　　　　ノ　ゾ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロしノ

ジアステレオマー混合物）に変換したものついて活性を調べた。

　その結果　図2－4のメチルエステル24、　9および酸22、　10　に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　 ！ヘーノ　　　　　　　　　　～　　　 ～示されるように、もとのケトン体（9）がアルコールよりも強い活性を示し
　　　　　　　　　　　　　　　　ん
た。また、すべての化合物に活性が認められたことから、C－1に酸素原子

が存在するものは活性が保持されることが明らかになった。

　　　　　　　ラ
第三節　C－2側鎖の変換

一28一
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　C－2側鎖についてジャスモン酸の2一シスーペンテニル基を変換した化

合物の活性の比較を行った。すなわち、二重結合をなくしたもの（20、　2ユ、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　ノヘリノ
　　街3　ジアステレオマー混合物）について比較検討した（図2－3）。

　その結果、二重結合がなくなると活性が消失することが明らかになった。

また・すでに第一節で述べたようにC－5’に水酸基、グルコースが付いた
　　　　　　　　　え
ものは・£よりも活性が弱かった。このことから、活性を有するためには、

2’位にシスニ重結合が必要であることが明かになった。

第四節　C－3　側鎖の変換

　C－3側鎖はジャスモン酸（10．，一”v）では酢酸であるが、これをそれぞれメ

チル（£）・エチル（1」タ）・プ・ピノレ（雄）、イソプ・ピル（1嬉）の

エステルに調製したもの（いずれもジアステレオマー混合物）。また、エタ

ノール（～v1　ジアステレオマー混合物）、アセトアルデヒド（12　ジアス
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
テレオマー混合物）・アセトニトリル（1L92S，3R　ラセミ体）、ラクトン

（舞9ラセミ体）に変換したもの。また、　5員環に二重結合を導入した化合

物（17、　18）について活性を調べた。
　　バク　　　　　ノ　

　その結果、図2－2に示されるように、C－3側鎖が酢酸（10）かその
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
メチルエステル（9．”Nx）のものが最も活性が強かった。またエチルエステル以

上になると活性が弱くなり、アセトアルデヒド（12）では活性が残るがエ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ
タノール（11）、アセトニトリル（13）では活性がなくなる。このこと
　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ノヘノ

より、　1”位カルポニル基の存在が必須であることが明らかになった。

　興味深いことに分子内でラクトン環を形成するもの（19）は上の条件を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～満足するものの活性は全くなかった。

考察

　　　　　　　、
　以上・ジャスモン酸メチル（9）についてその構造の3カ所について変換
　　　　　　　　　　　　　　　
した誘導体を用いてその活性を比較したが、これらをまとめて塊茎形成誘導

一30一
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一

活性に必須な構造を図2－5に示すような構造式の条件が満足されれば活性

を有すると考えた。すなわち、C－1に酸素原子が付き、　C－2は2・＿シ

ス葡ペンチニル・　C－3はアセトカルボニル基もしくはアセトカルボキシル

基が必須である。

　本章では23種のジャスモン酸誘導体の活性を調べたが、このうちジャス
　　　　　　　　　　　
モン酸メチル（£）・ジャスモン酸（・AO2）が最も強い活性を持っていた。

また天然型のほうがイソ体より活性が強いことから、上記の条件以外に側鎖

の立体化学が活性に影響を与えていることが示唆された。

図2r5　塊茎形成誘導活性に必要な構造

）
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一

第三章

造耀穂ジャスモン酸メチル（9V4　）の各光学活性体の調製と絶対構

　第二章で述べたように、ジャスモン酸（10）の側鎖の相対配置の違いで
　　　　　　　　　　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ
　　　　　　　　　　ミ活性に差があることが明らかになった・しかし、・氾のシク・ペンタノン環

の2位のシスーペンテニル側鎖の配置は、図3－1に示すように異性化平衡

状態にあり、このものの異性体を分離して活性を比較することは困難である。

そこで・ジャスモン酸（10一’Nv）の類縁体である・一ジヒド・体（％）にも

ジャスモン酸（10／””’v）よりは若干弱いがバレイショ塊茎形成誘導活性を有す

ることに着目し、その3っの不可中心によって生ずる8っの化学的に安定な

異性体についてその活性を比較し立体構造の活性に及ぼす効果を調べること

にした。

　｝

OH
「

2
コ

／
5
4

4

5

図3－1　1一ジヒドロジャスモン酸メチル（24）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ノ

　1輌ジヒドロ体（24．””，v）の一異性体であるククルビン酸についてはすでに

福井らがその植物成長抑制活性とともにその絶対構造の決定について報告を

しているが57）、そのほかの異性体については調べられていない。シクロペン

タノン環を有する他のジャスモン酸類に比べ側鎖の相対配置が変換しない2A
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ　のそれぞれの）異性体を分離しその絶対構造を決定したのち、これらの活性

を比較することはジャスモン酸類の立体構造と活性との関係を調べるうえで

重要と考えた。本章では24を各ジアステレオマー（ラセミ体）に分離し
　　　　　　　　　　　　く／

一35一
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一

てそれぞれの相対立体配置をNMRを用いて決定し、次にこれを光学分割し、

各光学活性体の絶対配置を決定することにした。

第一節

1噂ジヒドロ体（t■4）の各ジアステレオマーの単離精製と相対立体配

置の決定　　　　　　・

1－1　1一ジヒドロジャスモン酸（24）の調製および各ジアステレオマ
　　　　　　　　　　　　　　　　　t．・s，，v’
一の分離

　約50％のイソ体を含むジャスモン酸メチル（£）をNaBH4還元し

嬰を得た。ついで、図3－1に示すように饗を高速液体クロマトグラ

フィー　（ODS　YMC　AM324　80％　MeOH－H20　もしく
は　シリカゲルYMCS343　80％　三一hexane－EtOAc）
にて4っのピーク成分を分離、精製した。

1－2　NMRスペクトル解析による各相対配置の決定

　液クロにより精製した4っの各ジアステレオマーをその保持時間順に

径しa・　召b・　aJc・　2i是！dとした。次にこれらについて1H－NMR，

t3C－NMRの測定を行い、それぞれの相対配置の決定を行った。図3－3か

ら3－10にそれぞれの1H：一NMR，13　C－NMRの1Dのスペクトルの
チャートを載せた。

　これらのうち、　2仮しdは割田らが合成した　碧58）を加水分解、メチル

化したものとスペクトルデー・タが一致したのでその相対配置を1S，2R，

35と　1丞，2旦，3R　と決定した。
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以下・3べむ斑例に相対配置の決定について述べる．まず、そt’しそれの・1－1

－COSYスペクトルを測定した。これによりカップリングしているすべて

のアロトンシグナルのネヅトワークを結んだ。次に、　C－H相関スヘクトル

を澗定しプロトンシグナルのネットワークのうちジェミナルとビシナルのカ

ップリングを区別し全＼てのブ・トンとかボンのシグナルの帰属した咽3

－11、　12、表3一一　’1，2）。　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘

表3－1　24各ジアステレオマーの！H：一NMRの帰属
　　　　へ

H・一No．
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　　　　　　　表3－2　24各ジアステレオマーのBC－NMRの帰属
　　　　　　　　　　　　　ん

　　　　　　　　　　　　！N／　’一V　．N一　．一V
　　　　　　　1　78．0　77．4　74．1　74．7
　　　　　　　2　53，4　，　　50．6　50．9　47．7
　　　　　　　3　39．8　）36．7　38．5　36．5

　　　　　　　4　28．9　28．3　29．2　29．4
　　　　　　　5　33．1　32．5　33．0　33．4
　　　　　　　1’　29．9　25．3　25．3．　22．9
　　　　　　　2’　126．5　127．1　127．3　127．7
　　　　　　　3’　133．2　133．1　132．6　132．5
　　　　　　　4’　20．5　20．6　20．5　20．7
　　　　　　　5’　14．1　14．1　14．1　14．2
　　　　　　　1”　173．5　173．7　173．5　174．7
　　　　　　　2”　39．5　35．3　39．0　36．3
　　　　　　　0Me　51．3　51．5　5L3　51．7　ppm

　　　　　　75　MHz　in　CDCI3

　　　　　　　　　　　　0H　’　OH

　　　　　　　　　　　　　　．．““Nx＝　＝＝／一×　M－

　　　　　　　　　　　　　　　　　COOMe　一”一Xt　／COOMe

　　　　　　　　　　　　　　24a　24b

　　　　　　　　　　　　　　・“c“＼＿ノ＼　　　’　　　　＿

　　　　　　　　　　　　　　　　　900Me　一”Nv．cooMe

　　　　　　　　　　　　　　t－v　1v

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－49－
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　次に・2D－NOEphase　sensitive　modeの測定を行った（図3－13）

。NOEの情報から相対立体配置の決定を行った。その結果、　24aは図3

－13に示すように　1旦・2旦・3旦もしくは1旦，2旦，3旦の相対
配置であることを明らかにした。

　また・　羅b・2絶。　についても同様の解析を行い、各々の相対立体配置

を図3－14のように決定した。すなわち、液体クロマトで分取したピ＿グ

を図3－15に示すように同定した。
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第二節

　各光学活性体の絶対配置の決定

　つぎに、第一節で分離、精製した各ジアステレオマーを、光学分割カラム

を用いて8っの光学活性体に分離した。各々について保持時間順（図3一
　　　　　　　　　　へ
IC・17）に2ka’α・2メ》β・2メUりα・ikりbβ・…ヒし。α・…篭’

cβ・　24dα、　24dβとした。これらの比旋光度の値を図3－19に示
　　　！へ㌧〆　　　　　　1一＼ノ

す。

　このうち　24bα　と　24bβ　は分離が困難で単一ピークに分割で
　　　　　　ノヘゾ　　　　　　　　　ノへ　ノ

きなかったが。未精製の状態で旋光度を測定したところ、前のピークが、　24』
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
　　と同じ相対配置をもつククルビン酸の旋光度と同じ向きであったので

24bαとt’”N．．．t

lR，　2S， ん3βと決定した。
　　　　　　　OH

24bβ　の絶対構造をそれぞれ　1S、　2β，3R　と
一　　　　　　　　　 劇一■フ　　　　　　　　　ロ願■9

　　　　　　　　　　　　COOH

　　　　　　　　　　　　　　　IR＞
　　　　　　　　　ククルビン酸

　　　［a］D＝＋10e　（c＝O．　870．　MeOH）

2．tt－txvb　a；　［a］D＝＋11．　11“　（g＝O．　52s．　M　e　o　H）

2＞．SLItikJJf8：　［q］D　＝一5．　71e　（．g＝O．　746．　M　e　o　H）

　残りの6っの光学活性体については、以下の反応と測定を行い、それぞれ

の絶対構造の決定を行った。　。

　まず、　2iL〈ピaα、　ii絶aβ、　多くも。α、　菟。β、　i雑dα、　　2絶dβ

をPCC酸化し、出発物質のジャスモン酸メチル（9、光学活性体）に再
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
変換してその比華光度を測定した。すでにジャスモン酸メチルの各光学異性

体の比旋光度は下図のように報告されているので24からの再変換物の比
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ル
旋光度をこれらと比較することにより、それぞれの絶対構造を図3－19に
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示すように決定した。
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第四章

　1一ジヒドロジャスモン酸メチル
　　　　　　　　　　1i4）鎖の立体化学との相関

24）を用いた塊茎形成誘導活性と測
A．／i

　　　　　　　　　＼
　合成したチュベロン酸グルコシド（1）は、吉原らの報告したバレイショ’
　　　　　　　　　　　　　　　　　～
の葉から単離したものに較べ活性が劣っていた。チュベロン酸（4．’N．．）には4

っの光学異性体があり、合成品には2％程度しか天然物と同じ絶対構造を有

するものがないことから、チュベロン酸グルコシド（1）による塊茎形成誘
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
導活性がその立体的な構造に左右されることが予想される。これは化合物

19、　28（図4－！）のように必須の部分構造を有しながら側鎖の立体構
ノ　ノ　　ハノ

造に制限の加わったものが活性を失うことからも支持された。

　そこで、バレイショ塊茎形成活性を有する　1一ジヒドロ体（24＞を用い
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
てその各立体異性体の活性を調べ立体構造に関する構造活性相関を調べるこ

とにした。

第一節

　各ジアステレオマー（ラセミ体）の活性比較

　第三章で分離、精製し相対配置を決定した1一ジヒドロ体の各ジアステレ

オマー発a・i絶b・i絶。・2；一：IJdについてジャスモン酸メチル（9へ）

を比較対照として、黄化茎断片法を用いて、バレイショの塊茎形成誘導活性

を調べた。その結果を図4・・一2、　3に示した。

　10巧Mの濃度では大きな差はあまり認められないが、　10，6：Mで比べる

と2んd＞梁b＞i糺。＞2i《しaの頂で活性の差が認められた・特に

Z4dは他のジアステレオマ・・一・・に比べ活性が強かった。この結果から・側鎖の

相対配置がシス型であるものが活性型と考えた。
　　　　　　　〕
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第二節

　各光学活性体での活性比較

　次に、第三章で分離精製し絶対構造を決定した24の8っの光学異性体
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　バ
について活性の比較を＼行った。このうち・光学分割カラムで良い分離ができ

なかったタしbα・　βについても混合物のまま活性を調べた。

　その結果を表4－1、図4－4，5に示す。

　　活性の強さの順は2畏dα・2笈bα・？一〈tE．c　B＞罠aα・3るbβ・

多．〈」cα〉莞dβ〉多く㌧aβであった。このことから、活性の発現には側

鎖が3R配置であることが最適条件であることが判明した。24aαの活性
　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1へ〆

が他の3R配置化合物に較べ低いのは、図4－6に示すようなラクトン化が
　　　　一
おきて不活性化した可能性を考えた（図2一・2）。

OH

．．．．““X

w，＝　＝

24a
へ！

COOMe
”一一tiiiM一），i，）・一

図4－6　24a　の環化
　　　　　AV’

1
9
～

o

結局、活性型はジャスモン酸類が天然において存在すると考えられる2§、

3Rであると結論した。これが10’6Mという低濃度でも活性を示すことか

ら、ジャスモン酸類による塊茎形成誘導は植物ホルモン的なはたらきで、植

物体に特異的なレセプターが存在することが考えられた。

　10巧Mで活性がいずれでも認められるのは、

　1．アッセイ中の異性化
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　　鷺aα

表4－1　24　各光学活性体の塊茎形成誘導活性
　　　　　　　””v，

　　　　　　　　　　　　　　　　lo－5M　lo－6M

IR　，2R，3　R
68．4 6．7

OH

　　菊・β
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1璃2台33

93．3

66．7

65．9
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　2．植物体のレセプターの許容範囲が広い

　3．分子自体がフレキシビリティーにとんでいる（エナンチオマー同士で

も似た空間配座をもち得る）。

などが考えられるが、　1は最も考えがたい。　また、　19、　28のような化合
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／へ一〆　　1v
物に活性が全くないが、これは19は構造上大きな違いがあり、　28は構造
　　　　　　　　　＼　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　へ／
的に似ているが電子密渡の移動が大きいからであると考えられ、　このことか’

ら2のレセプターの許容範囲が広い可能性が高いと考えた。
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第五章

　ジャスモン酸類のマイクロチューーバー生産系への応用検討115》

　組織培養法を用いてバレイショ塊茎（マイクロチューバー）を生産する方

法は、タバコ作物へのポテトモザイクウィルスの感染被害を防ぐためのウィ
　　　　　　　　　　N
ルスフリー株の大量増殖法としてばかりでなく、育種にかかる時間を短縮で・

き、次世代の種イモ生産技術となりうる可能性を持つことから、　CIP（国

際バレイショ研究所）はじめ世界的に多くの研究がなされている59．65）。組

織培養による塊茎形成法は、器内で育てた芽や茎を節毎等に分割し、　これか

ら発根させた後に移植する発根移植法と器内の茎に直接塊茎を作らせる塊茎

形成法とに分けられる。以下無菌的条件が整っている後者の方法について述

べる。本法はWangおよびHuが6e》初めて種薯としてのマイクロチューバ

ー生産に用いている。その基本的な方法は図5－1に示すように茎頂端培養
から分化させて得た継代増殖可能なノSレイショ‘唾西魯爾（以一F・編茎

断片と呼ぶ）を連続あるいは長日条件下茎葉増殖させ、つぎに二二糖濃度に

調製した新たな培地に移植し連続暗所あるいは短日条件下におくと節の液芽

からふく枝（ストロン）が発生しその先に小さな塊茎ができるというもので

ある。この基本的な条件に関して様々な培養条件を細かく検討しさらにタン

クレベルでのマイクロチューバーの大量生産が試みられている。また、塊茎

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

　　　　　　　　　　　　　CCC　（3　0）
　　　　　　　　　　　　　　　　　ん

　　　　　　へ
　しかしながら、この従来の方法では、培養条件を培地の変更も含め、コス

トがかかるという問題がある。
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V’

　この問題を解決するために、黄化茎断片で塊茎形成を誘導をするチュベロ

ン酸（4）をはじめとするジャスモン酸類について、無菌茎断片に塊茎形成
　　一’一vt

を誘導し、大量生産系に利用する可能性を検討した。

第一節
　　　　　　　　　i，）
　モデル系の作成

　ジャスモン酸類の無菌茎断片に対する効果を、簡便に観察し、かっ実際の

マイクロチューバー生産系（図5－1）への適用のてがかりとするため、実

験室レベルで検討できるモデル系を作成した。

．　1，・（　1：ン・：⇒

殖増根発
，
’

’
4

《

｝

培地

9

言下…導斉tJ添的ロ

前．培養

””’NNN・一・x，，，，

ヲk言秀導

吻
　
，

」

吻」ぢ禮…

言秀導

図5－1　マイクロチューパー生産系での塊茎形成誘導剤の利用
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　マイクロチューバー生産系で塊茎形成誘導剤を利用する場合、なるべく多

くのマイクロチューバーを一つの節に作らせる必要があるので、塊茎形成数

と新しい茎の発生数の両方が多い条件が重要であると考えた。そこで実験開

始後、　2、　3週後の節からの新しい茎の発生数と、　2、　3、4週後の塊茎形

成数を観察、　記録し塊茎形成誘導の適切な条件を検討した。
　　　　　　　　　　x

＆

陶
ク

’

無菌植物

茎断片（誘導剤添加、：LS液体培地）

　　　　　　メ

図5－2　無菌茎断片を用いたモデル系

新しい茎の発生

第二節

　ジャスモン酸類の無菌茎断片での塊茎形成誘導活性

　ジャスモン酸類の活性を検討するために、最も入手の容易なジャスモン酸

メチル（9）を用いることにした。その結果、第一節で作成したモデル系の
　　　へ中では9の塊茎形成誘導活性がかなり弱いことが判明した。
　　　～
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第三節

　ジャスモン酸類の無菌茎断片での塊茎形成誘導法の確立

　ジャスモン酸類の構造活性相関を調べる時に用いた黄化茎断片法では、塊

茎形成誘導活性が強かったにもかかわらず本法では弱い活性しか示さない原
　　　　　　　　　，x
因について以下のよケに考え、第三節の実験を行った。

すなわち、用いている植物材料は、

　無菌茎断片　　　　　　　植物全組織、貧弱、緑色

　　黄化茎断片　　　　　　　茎切片、頑丈、黄白色

とかなりの違いがある。すなわち黄化茎断片は組織があらかじめ傷つけられ

ていることから培地中の化学物質が吸収されやすいこと、組織中に塊茎形成

に必要な栄養源が多く含まれていることが無菌茎断片と比べて異なっている。

　そこで、黄化茎断片に多く含まれていて無菌茎断片に不足している可能性

のある物質を無菌茎断片の培地に9の添加と同時に加えてみることにした。
　　　　　　　　　　　　　　　”Nvt’

補助剤の検討

　坂村66》によれば、塊茎形成ヘアスコルビン酸（31）が関わっている可能
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t’Nv’
性があると言う。また、バレイショ塊茎の形成期にアスコルピン酸（31）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”’v．．．
が漸次増加するが、休眠中それが徐々に減じて発芽にいたる。発芽の直前に

アスコルビン酸（31）は増加し発芽部及び皮膚部に集中すると言う66》。こ
　　　　　　　　（ノ
のことから無菌茎断片に比べ、塊茎から発芽し伸長し黄化茎のほうに高含量

のアスコルビン酸（31）が存在すると考えた。またアスコルビン酸（31）

はその機作は明らかではないものの植物ホルモンの活性を高めるという報告

がある67》。そこで9　とともに補助剤としてアスコルビン酸（31）を加え
　　　　　　　　　へ！　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

ることを試みた。

　この結果を図5－3、　4に載せた。
　　　　　　　）
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茎発生率

100

＼

50

．z．一一一一〇

e．一一一一一一一一一一一一一e

　　　　0
　　　　　　　　　2　　　　　3週後t

　　図5－3　無菌茎断片からの新しい茎（i＞発生率

。無処理区
■　ジャスモン酸メチル（見）10－4M

●　ジャスモン酸メチル（9）10－4M　＋　アスコルビン酸（31）　0．1％
　　　　　　　　ハ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ヘノ○　アスコルビン酸（31）　0．1％
　　　　　　　～

これにより、補助剤としてアスコルビン酸（31！へ㌧／）を見とともに用いると

塊茎形成誘導活性が強くなることを明らかにした。

　また、アスコルビン酸（31）を培地に添加するとそのpHが著しく低下
　　　　　　　　　　　　～
するのでその効果がpHに依存するかどうかを調べるために希塩酸で同じ
　　　　　　　さ
pHに調整した培地（pH　4．　1）で　9の活性が見られるか調べたが効
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
果は認められなかった。
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　塊茎形成数／茎の数
3

2

1

　　0
　　　　　　　　2　　　　　　3　　　　　　4　週後

　　　図5鞠4　無菌茎断片からの塊茎形成数／茎の数

ロ無処理区
■ジャスモン酸メチル（9）1　O’4．N｛

　　　　　　　　　が●ジャスモン酸メチル（£）10刈M　十　アスコルビン酸（31）　0．1％
oアスコルビン酸（31）　0．1％　　　　　　　　　　1一）
　　　　　　　　～

s

一一 V2一



V一

　さらにアスコルビン酸（31）の化学的特徴から還元性を有するもの、生
　　　　　　　　　　　　（ノ
体中に多量に存在する二次代謝産物を選んで同様な効果を有するかどうかを

検討した。

　　CH20H
　　竃

　HCOH

　　HO　一〇H

アスコルビン酸（31）
　　　　　　　（ノ

　C　H20　H

　l
HCOH

デヒドロアスコルビン酸（32）
　　　　　　　　　　　，””v

　　CH2COOH　’
　　1
Ho－c－cooH
　　：

　　CH2COOH

クエン酸（34）
　　　　　t，‘N．，t

COOH

COOH

コハク酸（36）
　　　　　””vt

HO，C－CH一くCH，），一CONH－CH－CONH（　1－i＄　O，H

N　H2 CH2SH

・グルタチオン（35）
　　　　　　　．，AVt

　　　　COOH

スルポサリチル酸（37）
　　　　　　　　・，，”v

図5－5　補助剤
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その結果、　アスコルビン酸Na塩、

エン酸（昆）、

チル酸（37）、
　　　　　へ
認められた。

1

o

3

2

　　　　　　　　　　　デヒドロアスコルビン酸（3　，2）、ク
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘ
グルタチオン（35）、コハク酸（36）、スルフォサリ
　　　　　　　　　へ！　　　　　　　　　　　　　　　　〈ノ

にアスコルビン酸（31）と同様な補助剤としての効果が
　　　　　　　　　　　～
塊茎形成数／茎の数

x

．

2 3 4
　　週後

図、5－6　各補助剤を加えた時の無菌茎断片からの塊茎形成数／茎の数

Oジャスモン酸メチル（負）10　’4　）｛

ムジャスモン酸メチル（旦）10’4M　＋　アスコルビン酸Na塩（翼）　0．1％
ロジャスモン酸メチル（91一．一一．）10－4M　＋　デヒドロアスコルビン酸（罠）　0．1％

●ジャスモン酸メチル（R）10－4M　＋　クエン酸（3．N4．）　0．1％

▲ジャスモン酸メチル（旦）10－4M　＋　グルタチオン（範）　0．01％
■ジャスモン酸メチル（9）1　O’a＞，1＋　コハク酸（36）　○．1％
　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

◇ジャスモン酸メチル（9）10－4M　＋　スルポサリチル酸（37）　0．01％
　　　　　　　　　～　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
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　さらに、植物生長調節剤であるカイネチン（40）を加えることにより、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ
図5－7，8に示すように塊茎形成誘導がより促進されることが判明した。

ジャスモン酸（10t一“v）およびカイネチン（4A9）が・単独では無菌茎断片に

塊茎形成誘導を起こさないことを考えると、非常に興味深い結果と考えた。

　このメカニズムについては現時点ではあきらかではないものの、これらの
　　　　　　　　　　＼
物質を9およびその他の植物成長調節剤を一緒に添加することにより無菌J
　　　～〆
茎断片にも塊茎形成を誘導することが可能になった。マイクロチューバー生

産系でのこれらの応用を検討することは、生産効率、簡便化を図る上で有用

であると考える。

100

・茎発生率

50

O／p

。，．．．一一一一一・一一・一a

　　　0
　　　　　　　　2　　　・　　3　週後

　　　　図5－7　カイネチン添加による効果（新しい茎の発生率）

O無処理区
ムジャスモン酸メチル（2）10’4M　　．
ロジャスモン酸メチル（£）1　O’‘M　＋　アスコルビン酸（pa）・O．・1％　・

2綴季猪剛毅継ワ凋レビン酸（卿0・1％＋Pイネチンぐ廻）2’5ppm
　　　　　t，一v
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8

7

6

5

4

3

2

1

o

塊茎形成数／茎の数

2 3 4　週後

図5－8 カイネチン添加による効果（繭茎断片からの塊茎形成数／茎の数）

○無処理区
ムジャスモン酸メチル（g）10’‘M

総i鞍…lll§講‡；1ヨ牒雛ほ1菱＋
　　　　　　へ

カイネチン（40）　2．5ppm
　　　亀　　　～

、
’

一76一

ugX



1一惟ご、，　　　　’（’勃lrr．．1、ヨ1’．蝿’駿翠、
。・驪ﾁ．窺｛罪　一興’i．

r

第六章

　塊茎形成過程の考察

　バレイショの塊茎形成に関してはその形態的な変化68》や代謝系での物質の

量的変化69’のについては詳細に研究されてきている。幸田らは、短日条件下

葉中に生合成されたヂュベ・ン酸（4，，t・一v）もしくはチュベ・ン酸グルコシド

（ん）が地下部に転流され、このものがストロンでの塊茎形成を誘導すると考

察している7　e’・チュベ・ン酸（k）を｝まじめとするジャスモン酸類について

は塊茎形成誘導以外にも老化促進活性を有することが報告されているle・。本

章では塊茎形成誘導の過程でおこることについて新しい観点からの考察を試

みた。第一節ではジャスモン酸類の細胞内微小管に対する活性を検討し、第

二節では、老化に関わる物質ポリアミンと塊茎形成との関係を検討した。

第一節

　塊茎形成と細胞壁微小管の関係

　細胞の一器官として微小管は古くからその存在が報告されている。このも

のは・チューブリンと名づけられたタンパク質の重合した筒状の形態を持つ

ものである。一般的には細胞分裂時に極から染色体に伸びる紡錘体と呼ばれ

るものや中心体がよく知られているが、これとは別に細胞膜に並ぶ形に存在

する細胞壁微小管が存在する。このものは細胞によって細胞長軸に平行ある

いは垂直に整然と配向したり、あるいはランダムに配向し、さらには構成タ

ンパクのチューブリンに分解することで消失したりする（図6－1）71’74）。

　細胞壁微小管と細胞の形態との関係についてはいろいろな研究がなされて

いるが、柴岡らは植物ホルモンの微小管にたいする影響と植物の形態の変化

に関して次のように報告している。すなわち、ジベレリン（38）は茎の細
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ胞の細胞壁微小管を細胞長軸と直角に並ばせる。軸と直角に並ばされた微ノ」、

管は・新たに細牌の内側に働・されるセル・一ス微繊維を軸と直角に並｝ま

せる。軸と直角に並ばされたセルロース微繊維は軸と直角方向への細胞の伸

長を抑える。その結果、軸方向への伸長が増加する。サイトカイニンは茎の

一77一
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　細胞の細胞壁微小管を細胞長軸と平行に並ばせる。軸と平行に並ばされた微

　小管は・新たに細胞壁の内側に付加されるセルロース微繊維を軸と平行方向

　に並ばせる。軸と平行に並ばせられたセルロース微繊維は軸方向への細胞の

　伸長を抑える。　その結果・　軸と直角方向への伸長が増加する等、　述べている

75）。 @　またタマネギ（ρ鱗茎の形成時に細胞の肥大開始当り微小管の変動が報

　　　　　　　　　　し告されている。すなわち肥大開始前は細胞の長軸に対して直角に配向するが

肥大開始とともに次第に特定の方向性を失いやがて完全に消失する76｝。

　幸田らによれば、バレイショの場合そのふく枝は主茎の地下節部より発生

し、　その先端にはフック（釣状組織）を有し、塊茎はふく枝次頂部の肥大成

長によって形成される77）。初期の肥大は随部細胞の放射方向への肥大に依存

し・やがて旺盛な細胞分裂により肥大部の膨大が顕著になる。これに伴って

フック組織は肥大部分に取り込まれ、休眠芽に変わり塊茎形成が完了する。

この場合ジベレリン、オーキシン、サイトカイニン類の量の推移が複雑に関

わってくる。　これらのことからジャスモン酸類は微小管に対し何らかの作

用を有し、それが塊茎形成の誘導に関わると考えられる。

　さらに最近・柴岡らは・ジャスモン酸メチノレ（．e．）でタバコ培養細胞BY

－2を処理しその細胞壁微小管を消失することを発見している7　8》。すでに、

ジャスモン酸メチル（9t’N．一t）がバレイショ塊茎形成誘導活性を有することがわ

かっているのがこの活性と細胞壁微小管を消失させる活性と同じ機作による

ものかどうか調べることにした。すなわち塊茎形成時に微小管が消失する過

程が存在しそれをジャスモン酸メチル（9tN一）が引き起こすのではないかと‘

（図6－2）考えまずバレイショの培養細胞（メイクイーン）にいくつかの化

合物を処理し、細胞壁微小管の消失活性を調べ、　さらにバレイショ塊茎形成

誘導活性を調べこれを比較することにした。これにより微小管消失と塊茎形

成の関係について検討することにした。ジャスモン酸メチル（9）との比較
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へに用いた物質は図6－3に示す。これらはコルヒチン（93）を除いてすべ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　て除草剤79，であるが、あらかじめチャ花粉管試験se・81）で花粉の発芽は阻害

しないが管の一理を阻害する物質であることを確認したものを用いた。すな

わち、培養細胞に処理しても細胞に対する毒性の低いものを選んだ。
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図6－1

　　　　G，
・　　・　s

　　　　G2
　　　　M

植物細胞での微小管の分布　　．

DNA合成準備期
DNA合成期
分裂準傭期

分裂期

欄蜘 塵鋼。r〔コ

。

． ．

O－P－D－glucose

COOI－1

、
’ 5LB－D－glucopyranosyloxy－tuberonic　acid

図6－2 ．塊茎化と微小管の関係（仮説）
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CH30ク
　　　．J
CH30
　　CH30

colchicine

　　・，NHCOCH3

ク、

y　N’O

　OCH3

　　　磐

CI

bNHcoocH（cH3），

　　　Chloro一・1PC

　　　　　　　距

　　　　NO，

cH，t一一一

ｭ1　6－ty；．一・pAgH．，

　　　　　　　NHCH（CH3）2

　amiprophos－methyl

　CH3．　．NO2
CH3　V　N－HCH（C2Hs）2

　　　　N　02

　　pendimethalin

　　　　　　　26

図6－3　微小管を消失させる物質

　　　94
　　　．tNV’

　　　　NO2
cF3　・K3［（Z：i＞一一一　］＞lllcC33HH77

　　　　NO2
　　trifluralin

　　　　　97
　　　　　．一．，，，一．，，

1－1　培養細胞の薬剤処理

継代移植後4日目のバレイショ培養細胞を・・一・から・・一・Mの濃度のサ

ンプルのはいったMS培地に移し代え25●C暗所で43時間振とう培養し
微小管観察に用いた。

1－2　培養細胞細胞壁微小管の観察（図6－4）

細胞壁微小管の消失活性試験には・989年9月に日本たばこ遺伝育種研

究所より供与されたバレイショの一品種であるメイクイーンの培養細胞を用

いた。

これに・細胞壁分解酵素液（セルラーゼONOZUKA　RS＞を滴下
し処理した後に・次抗体液（マウスモノク・ナールanti－chicken一α、β一

tublin）・ついで2次抗体液（F・TC－anti－m・use・gG）を滴下し微

小管を蛍光染鋤た・これをスライドグラスにはりあわせ蛍光顕微鏡で鋤、

管を観察した。

　結果については表6－1に載せた。
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7

　　　　　　　　　　　’

　　メークイン培養細胞

　　　　振とう培養

　X－N・＞t，

ユ～2日’

酵素液（セルラーゼ　ONOZUKA　RS）

ユ次抗体（マウスモノクローナルanti－chicken一α、β一tU　blin）

2次抗体｛FITC　一　anti－mouse　lgG）

　　　　　，　．1

　　　　　　プレパラート作成

　　　　　　　　　　，

　　　　　　蛍光顕微鏡で観察

　　　　図6－4　培養細胞の微小管観察・方法

　　　　　　　　　　　一81－



表6－1　微小管消失と塊茎形成誘導活性

化合物

ジャスモン酸メチル（9t，e－V”）

　　　　　　　　　N

微小管消失’　　塊茎形成誘導．’

　　十　　　　　　　　　　十

コルヒチン（93）　　　　　　　　＋
　　　　　　　
アミプロフォスメチル（94）　　　＋＋
　　　　　　　　　　　　
クロロIPC（95）　　　　　　　十＋
　　　　　　　～
ペンジメタリン（％）　　　　　　＋＋

トリフルラリン（97）　　　　　　　＋＋
　　　　　　　　～

＊　　10．3M

＊＊黄化茎断片法、　　10－5M

表6－1で示されるように微小管消失活性1潮べたすべての化合物に認め

られt：　n’・纏形成を誘導したのはジャスモン酸メチル（9（ノ）のみであった．

このことからは培麹胞を用いた系で微小管が消失することと塊茎形成の過

程でストロンの先端部近くの細胞で起きる現象との関連はわからな畷微

小管が消失することが直接的に塊茎形成とつながりをもたないことが明らカ、

になった・またジャスモン酸メチル（9．一h，V）は花粉に対して発芽も伸長も阻害

しないことが報告されている爪今回の実験でジャスモン酸メチル（9）の

微小管撒の灘を含めその生醗性力S比較した他の物質とは異な詑とカS

明かになった。

無処岨ジャスモン酸メチル（9．，AN．．’）、コルヒチン（93）処理の培養細胞

内の微小管の観察写真を次ページに示す。　　　へ／

N
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ジャスモン酸メチル（9）10“4　M　処理
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コルヒチン（又ジ・・一・M処理

第二節

　塊茎形成時のポリアミン量の変化

プトレシン（41t”N．．i）・スペルミジン（契）、スペルミン（4観）に骸

されるポリアミンは最も多量に存在する生体アミンである．増殖のさかんな

細胞に多いこと・核酸との反応性が高し・こと、無細胞系で高分子合成に影響

を与えることから増殖や分化の過程で何らかの役割を演じていると考えられ

ている82’87’・動物細胞ではポリアミンはアルギニン（45dAVt’）からオルニチ

ン（46””Vt一）・プトレシン（犯）を経て合成される．微生物や高等植物はそ

れ以外にアルギニン（45N）からアグマチンを経てプトレッシン（曳Nこ

至る経路も持っている（図6－5）．生じたプトレッシン（4、）は、2っ

の異なったアミノブ・ピル基転移酵素であるスペルミジン合姦氣スペル

ミ冶囎素によってスペルミジン（42．・”N．．一）・スペルミン（絶）へと変換

される8　5’・また、プトレッシン（41）からスペルミン（艶）への経路には

エチレン（％一）の生合成経路（図6－6）がつなカs。ており植物の成長に

深く関わっていると考え6　＊Ls植物中のポリアミンについてはいくつかの研

一84一
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オルニチン経路

HO，C－ XH一くCHP，一NH9，一・NH，

　アルギニン（45）＼
アル aニンデカルボ・1・シラーゼ

　　（A　D　C）

　　　　　　　　　C　02

（NH2ろCO

　尿素

HC＞C－9H一（C　H，）i　NH，

　　NH2　A‘r・

オルニチン（　　）
オノZニチンデカルボキシラ＿ゼ

　（O　D　C）

N　Hi（CH2脚需一NH2

　　　　　　NH
　アグマチン

ノ『20

　　　N　H3

C　02

H20

N｝一12r〈CH，〉，；”NHCOeN｝一（，

N一カルボキシプトレッシン

’

N曝CH2、NH2

の　　　　　　　　　　　　サ

フトレッシン（41）
　　　　　　　（ノCO2

　　tN　H3

N確場脚℃H2蓄NH2

スペルミジン（42）

N場（CH2蓄NH一¢H2㌃NHくCH2）5NH2

図6嫡5劃アミンの生合成経路

スペルミン（43

　アラニン

コハク酸
　／・！“凸㌦、＼馬
ノ　　　　　　　　　　　　　　へ

　　　　　β
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究例がある？S－92）。

　Bangiらはキクイモ（Helianthus　tuberosus）を用いて、塊茎形成の

間にアルギニンデカルボキシラーゼ（ADC）の活性が塊茎の重量が増大す

るに従って増大し・オルニチンデカルボキシラーーゼ（ODC）活性はADC

活性の百分の一以下で1スペルミジン（42t”vt／）・スペルミン（犯）含量は

塊茎の成長と直線的な・関係を持っていると報告している93）。

　また、Tanguyらは、タバコの葉外植片をMS寒天培地、＋BA
（47r”’v）・＋2・4D（轄）・で育てた・各生育条件でのポリアミン量を

調べたところ・MS培地のみの場合外植用ま成長しておらずポリアミン量は

低レベルで搬もあまり変わらない・＋BA（4AZ）の場合プトレッシン
（乞1）・スペルミジン（42．’N．．）・スペノレミン（4毘）の量が低下し、ハイド

ロキシシンナモイルプトレッシンの量が増加した時に分化した。＋2，4＿

D（48t・一v’）の恥プトレッシン（4E）・スペノレミジン（望）・スペル

ミン（43〈ノ）・ハイドロキシシンナモイルプトレッシンが増加してカル

　ぴ　　どい　ロロ　　　　　か

　　器）ac’d

・H・

　　　S－adenosyloethion　ine

　　　（翻）

　　　5’一曲1thi。，ibas，伽A・uc1・esid・se）

　　　　伽R）

8a潔T’ne《叢
一一一jg：c　7－M一一一’

?
?

（ACC　synthase）

　　　，。欺

　　　1－aninocyclopropane
　　　1－carbらxylic　acid

　　　てA㏄）

　　　　　　や

　　　　　　　　　　　　　　CFte－c㌧
　　　　　　　　　　’c§N・c勉’
　　　　　　ethyユene

箆
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　にロ　　　ゆ　　
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．
）

バ　　　　　　　　　や

＼讐1野。警もN脆

、deparboxylated　　　MN

（　　spe吋ηe　s鮒臨es剛dine麺ゆ・。・yltran、f，ms，）

polyamine
b；osynthesis

｝一IzN　（C　H2L　NH2

putrescine

　5”gethylthioadenasine

　　（ntA）　・

図6　“一　6ポリアミンと関連する生合成経路・，、

F！2N　（CF！2）4NH　（CF！？bNF！2

spermidine

腕・・触・・噛・・2

　spermine
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ス増殖が始まる、　と報告している94）。

　そこで・バレイショの塊茎形成の場合についてその誘導期においてこれら

ポリアミン量がどのように変化するか調べ　またジャスモン酸メチル（9）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルのような塊茎形成誘導活性のある物質を作用させた場合のポリアミン量の変

化を検討することにした。バレイショ無菌茎断片を用いた移植時から塊茎形
　　　　　　　　　　成期までの間のポリア・ミン量の変化を調べた。

表6－2　移植後の塊茎重量の変化と塊茎数の変化

2 5 7 13 19 23日後

誘導剤添加0．58＊0．63　0．70　1．04 L18　O．99　g

無処理 O．81　1．04　1．47　2．14 2．84　2．54g

誘導剤添加 0．20＊＊　1．86　3．40個

無処理 O．10 0．29　0．66個

＊　新鮮重量g／7x茎断片

＊＊塊茎数／ボトル1個あたり

実験結果と考察

　定量した結果を図6－7、　8に示した。誘導剤処理、無処理とも5日目に

節から新しい茎が発生した。また、　13日目に塊茎形成が誘導された。5日

目・　13日目いオれも各ポリアミン量が増大した。茎の分化のときは、誘導

剤処理・無処理ともポリアミン量の増加した量はほぼ同じだが塊茎化のとき

は塊茎形成誘導剤によって多くの塊茎が誘導されたほうがポリアミンの増加

一87　一一
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は大きかった・13Heにポリアミン量が最大値を示しその後櫨が増加す

るにも関わらずポリアミン量が減少したことから、ポリアミンは纏には蓄

積されず塊茎形成の誘醐に急激な増加をすることがわかった．ジャスモン

酸メチル（9冠）とポリアミンの量の変化とを直接に関連づけることはできな

いカSNコントロールで＼もわずかな塊茎形成とともにポリアミン量が増加して

いることから・ポリアミンは塊茎形成を含む分化に際し急激に増加すること・

が明かになった。

1
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第七章　実験の部

第一節　機器分析

　本研究で使用した分析機器は以下のとおりである。

　　　　　　　　　‘X
1）　ガスクロマトグラフィ＿

　　　島津　GC－7APT（検知部　FID）
　　　島津　GC－9A　　（検知部　FID）

　　　H：P　5980　　　（検知部　FID）
　　条件

　　カラム　i）0．　25mmφ　x　50　m

　　　　　　　OV－101　ガラスキャピラリーカラム

　　　　　ii）　O．　25mm¢　x　50　m

　　　　　　　PEG　20M　フユーズドシリカキャピラリー
　　　カラム

　　　　iii）　O．　25mm¢　x　30　m

　　　　　　　DB－WAX　30M　フユーズドシリカキャピ
　　　ラリv・・…カラム

キャリヤーガス　　　　H：e、0，5－1．Oml／min
スプリット比　　　　　1：100

注入部温度　　　　　i）　250。C

　　　　　　　　　ii）　210◎C

　　　　　　　　iii）　210。C

2）　質量分析（MS）

　　　HITACHI　M80

　　　　　　ラ

一一@91一
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4）　核磁気共鳴（NMR）

　　　Bruker　AM　300
　　　Bruker　AM　500

5）　高速液体クロマトグラフィー（HPLC）

　　　ポンプ部　Hitachi　655
　　　検知部　　Shodex　SE－31

6）　比旋光度測定

　　　Jasco　DIP－181
　　　測定波長　ナトリウムD線（546nm）

7）　クロマトスキャナー

　　　島津クロマトスキャナー　CS　930

第二節　黄化徒長茎を用いた塊茎形成誘導活性試験

　発芽した塊茎を0．　1％次亜塩素酸ナトリウム溶液で10分間表面殺菌し

充分に水洗した。これを25。C暗所に1－3週間静置し萌芽させた。これ

より1芽を有する円柱状組織片（直径2cm，高さ3cm）を採取し、この

組織片を0．　1％次亜塩素酸ナトリウム溶液に30分間浸せきして表面殺菌

した。水洗後・成長点付近の壊死防止のため、数滴の0．　1M硝酸カルシウ

ム溶液を添加した。これを25。C暗所湿室に3日間静置し周皮を形成させ

た後、再度表面殺菌した。この組織片をHOAGLAND培養液を添加した

バーミキュライトに移植し、　25。C暗所で3週間育成し、長さ約30cm

の黄化徒長茎を得た。　この茎の基部第2節より第7節までの部分を用いて、

1節をもつ茎断片を調製した。これを1％次亜塩素酸ナトリウム溶液で1時

間表面殺菌し・瀬一水で洗浄後両端部を切除し、中央部の・節をもつ茎断片

（長さ約1cm）を器官培養の材料とした。

　黄化茎断片培養の培地としては通常改良White培地56）を基本培地とし

一92一
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て用いた。前述の方法で得られた茎断片を3個当て10　mlの培地を含む

50ml容三角フラスコ中に移植し、　25。C暗所で3週間培養した。各区

5本のフラスコ（茎断片15片）を用いた。

培養終了後・（肥大または塊茎化した側芽数）／（全側芽数）を算出し、

これを塊茎形成率とした。

第三節　無菌茎断片を用いた塊茎形成誘導活性試験

　日本たばこ産業遺伝育種研究所より入手した無菌的に発根増殖させた、バ

レショの茎断片から1節を含む切片を得、これをLS寒天培地上で、　20。

C、連続照明下で培養する。　4週間後、　この無菌茎からまた一節を含む節片

を得同じ操作を行い、無菌茎断片を継代培養する。アッセイには、移植4、

5週間目のものを用いた。以下の操作を行った。

　使用培地

　　pH5．6　3％　sucrose　LS培地。
　使用材料

　　継代培養している無菌茎断片の培養4週目から5週目のものを用いる（

20。C明所）。これを　新しく調製した10m1の：LS液体培地のはいっ
た管ビンに移植する。

　試料の調製

　　試料は目的の100倍の濃度にして（10％MeOH／H20）作成する。

この原液をマイレクスGVフィルターにて濾過したのち…　坦ずつ無菌

茎断片のはいった管ビンに分注する。各設定区は5反復。

　上記の管ビンを25。C連続暗所に置き2、　3、　4、　5週後の塊茎形成数

を観察、　記録した。

第四節1－Ox・一3（5’一β一91uc・pyran・syl・xy－2・伽enteny1＞cyc1。pentane－

3－acetic　acid（1）の合成
　　　　　　　t’，hX

一93一
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　　Methyl　1一・x・一2一（5’一hydr・xy－2’伽enteny1）cyc1・pentane．3－acetate

（5．！Vr）3・29を…　mユ三・フラスコ1こ乾燥エーテル3・mユに瀦させ

て入れ・α一D－tetraacetylbr・m・91uc・se（6”v．）6．・9、ついで調製したて

のAg2CO・を加え・窒素気流下室温で撹半した．反応開始後3時間した後

α＋acetob「omo－glu窒盾唐?（．9）39を追加しさらに2時間撹半した．反応

液はシリカゲルカラムにかけ酢酸エチル溶出した．これを減圧下濃縮し

7・39の黄色味を帯びた透明なシロップを得た。

　このシロップを10％K・H水溶液5・ml｝こ溶かし、室温で一晩放置し、

pH7（1N塩酸で調整）に保ちながら減圧下濃縮し乾固させこれをメタノ

ールで抽出した。このものを30％MeOH／H20にて逆相H：PLC

（YMC　s343・AM324）にて精製を行いカリウム塩で存在する
1閣oxo“2．（5’一β一91uc・pyran・sy1・xy－2’伽enteny1）cyc1。pentane．一3．．acetic

acid（K）をka　36mg・・L．Jb　5・・mg得た．さらにそれぞれにつ

いてDowex　50Wx4に通し・L．ea　7mg・碧5・mgを得た．

　　1－Oxo鱒2一（5’“β　・一　gluc・pyran・syl。xy－2’紛pentenyl）cyc1。pentane．3．

acetic　acid（la，A，．．t）　（天然型　カリウム塩）。

iH・一NMR（D20）｛5t　：　1．80（IH，　m），　2．00（IH，　m），　2．05（IH，　m），　2．15（IH，　m），

2．25－2．45（6H，　m），　2．55（IH，　m），　2．75（IH，　m），　3．25（IH），　3．37（IH），3．42（

IH），　3．45（IH），　3．70（2H），　3．90（2H），　4．45（IH，　d），　5．45－5．60（2H）

i3C一・NMR（D，O）6：　22．8（CH2），　25．5（CH2），　27．5（CH2），　35．9（CH2），　36．9（CH）

，　37．6（CH2），　52．9（CH），　61．0（CH2），　69．9（CH），　70．0（CH2），73．4（CH），　76．1

（CH　x　2），　102．5（CH），　127．4（CH），　129．4（CH），　182．0（C），　227．3（C）．

　　1繭Oxo鴨2一（5’鱒β・91uc・pyran・sy1。xy－2’僻penteny1）cyc1。pentane．3－

acetic　acid　（1a）（天然型）。
　　　　　　　　
iH”NMR（CD・OD）δ：1・86（1H・m）・2・09（1H，　m），2．14（2H，磁），2．24（2H，　m），

2・34（1H・田）・書・4・（2H・m）・2・46（2H，皿），2．8・（1H，自），3．17（1H），3．26（

2H・皿）・3・33（1H）・3・56（1H）・3・66（1H），3．86（1H），3．89（1H），4．27（1H，

d），　5．49（2H，　田）．
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’3C“’　，NMR（CD・OD）δ・24・2（CH・）・26・7（CH・），29．1（CH，），34．9（CH、），36．3

（CH2）・37・1（CH）・53・7（CH）・62・8（CH・）・7・・2（CH・），71．6（CH），75．1（CH），

77・9（CH）・78・1（CH）・1・4・3（CH）・129・7（CH），128．4（CH），176．4（C），221．7

　　（C）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼

　　　　　　1－Oxo－2縄（5’口β一・gluc・pyran・sy1・xy－2’伽entenyl）cyc1。pentane．3－

acetic　acid（lb．d－Vt）　（イソ体　カリウム塩）。

’H”NMR（D・0）δ・1・5・（1H・m）・2・・52・25（4H，　tu），2．252．45（6H，　m），2．55

（1H・m）・3・25（1H）・3・35（1H）・3・4・（1H），3．45（1H），3．65（1H），3．7。（1H），

　3．90（2H），　4．45（1H），　5．50（2H）．

’3C“NMR（D・0）δ：25・1（CH・）・27・1（CH・），27．5（CH・），38．3（CH、），38．7（CH）

・42・8（CH・）・54・6（CH）・6・・9（CH・）・69・9（CH，　CH・），73．3（CH），75．9（CH），

76・1（CH）・102・4（CH），181．7（C），212．1（C）．

　　　　　1．Oxr“2用（5’一β一gluc・pyran・sy1・xy－2’伽enteny1）cyc1。pentane．3－

acetic　acid（1b）　（イソ体）。
　　　　　　　　　　　　　　ヘノ

iH“NMR（CD・OD）δ・1・54（1H・m）・2・・1（IH，　m），2．13（1H，　m），2．23（1H，　m），

2・272・35（3H・m）・2・352・48（4H・m），2．68（1H，　m），3．18（IH，　m），3．27

（2H・m）・3・32（1H）・3・56（1H）・3・67（1H），3．87（1H），3．89（1H），4．28（1H，

d），　5．40　5．50（2H，　m）．

’3C－N，llR（CD・OD）δ・26・4（CH・）・28・2（CH・），29．・（CH、），38．7（CH、），39．1

（CH）・39・8（CH・）・55・1（CH）・62・7（CH・），7・．2（CH、），71．6（CH），75．1（CH），

77・9（CH）・78・1（CH）・1・4・3（CH）・128・9（CH　x　2），176．1（C），221．9（C）．

第五節

　　ジャスモン酸誘導体の調製

化合物，Lは第一章で述べた方法で合成した．化合物・・、、2、、4、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～　　　　～　　　　

ノ）
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雄・1謹・2獲・iiJは下図に示す方法で調製した．いずれもGC－MS、

HPLCにより純度を確認した後活性試験に用いた。

o 。⊂も o

cooMe

2
cooMe
27
．N．．

CH20H
11

りA

OH OH

COOH

22

へ

。蕊R

凝・琵・児

OH

c訪M，

OTHP

24

cooMe

26
A．．f

OTHP

　　cHQ
　　12

　へ

図7－1　誘導体の調製

27　の調製，．一．

　£！59とエチレングリコール59をベンゼン50mlに溶解した。これ

にP－TsOH50mgを加えた後、5時間半リフラックスした．反応液を
濃縮後・シリカゲルカラム（ヘキサン：酢酸エチル9：・）にかけ5．4

9の則7を得た。　（収率　90％）
iH－NMR（CDC13，　270　MHz）（S：O．94（3H，　t，　．，1＝7．5　Hz），　1．28（IH，　m），　1．67（

1H・田）・1・72（2い）・1・89（1H・m）・2・・7（4H，皿），2．19（2H，皿），2．58（1H，

dd，　．，1＝4．4，　8．7　Hz），　3．63（3H，　s），　3．87（4H，　m），　5．35（2H，　m）．

i3C－NMR（CDCI，，　67．5　MHz）6：14．1（CH3），　20．5（CH2），　26．4（CH2），　27．9（CH2

一96　一一

難．　　・撃



v

），　35．1（CH，），　39．4（CH），　39．9（CH2），　51．2（CH3），　51．3（CH），　64．1（CH2），

64．6（CH2）117．7（C），　127．6（CH），　132．1（CH），　173．2（C）．　EI－MS　pa／z　：　268

（M＋），253，239，237，206，200，195，185，171，165，153，127，125，114，100，99，86，

81，79，67，55，43，41．

　　　　　　　　　　、11　の調製
　
　貧ク0・549を乾燥THF　10mlに溶解し、一…　Cに冷却して
LiAユH・100mgを加え・その後室温で2時間撹はんした．これを

2コ口HC1で酸性にした後・酢酸エチルで抽出した．酢酸エチル抽出物を

シルカゲルカラム（ヘキサン：酢酸エチノレ9：・）にかけ・．379の

11を得た。　（収率　94％）
ハ
！H翻NnR（CDCI・・270　MHz）δ…87（3H・t，』・7．6　Hz），1．18（1H，　m），1．4。（

1H・m）・1・55賜2・30（1・H・m）・2・56（・H・brs），3．56（2H，皿），3．8・（4H，　m），

5・28（2H・田）・　’3C・一NMR（CDC1・・67・5　HHz）δ＝14．・（CH、），2・．3（CH、），26．4（

CH・）・27・5（CH・）・34・1（CH・）・35・1（CH・），39．5（CH），51．5（CH），61．0（CH、）

・63・9（CH・）64・4（CH・）・117・6（C）・127．7（CH），131．6（CH）．　EI．MS　m／z：24。

（M＋）・209・195・178・172・169・153・143，133，127，114，105，99，86，67，55，43，41．

14　の調製
へ
　躍　19をエタノー．．一ル20mlに溶解し、これにH2SO、2m1を加
え室温下一晩放置した・これにNaHC・・飽和水溶液を加え中和した後、

エーテル抽出した・エーテル抽出物を濃縮し…49の》を得た．（
収率　92％）

’H一一’NMR（CDc1・・270　MHz）δ：0・94（3H，　t，ユ・7．6　Hz），1．23（3H，　t，　J．7．1

Hz）・1・45（IH・m）・1・58（1H・m）・1・83（3・H，　m），2．09（4H，　m），2．25（IH，　dd

・！＝8・6・15・1Hz）・2・51（1H・dd，ユ・4．5，15．1Hz），3．86（0．5H，　q，　J。5．3

Hz）・4・09（2H・q・1・7・1　Hz）・4・18（・・5H，　t，ユ＝1．9　Hz），5．42（2H，四）．

13C－NMR（CDC1・・，　67・5　MHz）δ・14・2（CH・x2）・20・5（CH・），25．4（CH、，0．4），

28・9（CH・・0・6）29・9（CH・）・33・2（CH・），39．8（CH、），39．9（CH），50．9（CH，

0・4）・53・6（CH・0・6）・6・・2（CH・）・74・2（CH，0．4），78．3（CH，・．6），126．7（
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CH，　O．6），　127．3（CH，　O．4），　132．7（CH，　O．4），　133．4（CH，　O．6），　173．1（C）．

EI－MS　pa／z；：240（M＋），222，195，179，176，166，153，148，134，119，107，105，95，93，

83，81，79，68，55，43，41．

15　の調製
　　　　　　　　　　　ヒ
　彩219をプ・パノール20mユに孚容解し、これにH、SO、2mlを
加え室温下一晩放置した・これにNaHC・・飽和水溶液を加え中和した後、

エーテル抽出した。エーテル抽出物を濃縮し　1．019の　15　を得た。　（

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～収率　84％）

’H”NMR（CDc1・・270　MHz）δ：0・92（3H，　t，ユ・7．6　Hz），0．94（3H，　t，　J．7．6

Hz）・1・45（2H・m）・1・62（3H・m）・1・85（3H，　m），2．09（4H，　m），2．25（1H，　dd

・9＝8・8・　15・1Hz）・2・54（1H・dd，ユ・4．9，15．1　Hz），3．86（0．5H，　q，　J．5．4

Hz）・4・00（2H・t・」・6・9　Hz）・4・18（0．5H，　t，ユ・4．6　Hz），5．42（2H，　m）．

i3C・ny・NMR（CDCI，，　67．5　MHz）6：10．3（CH3），　14．1（CH3），　20．6（CH2），　21．9（CH2

），　28．9（CH2），　30．0（CH2），　33．2（CH2），　39．9（CH，　CH2），　53．6（CH），　65．8

（CH2），　74．2（CH，　O．5），　78．3（CH，　O．5），　126．7（CH），　133．4（CH），　173．2（C）．

EI一・MS　pa／g：254（M’），236，195，193，180，176，167，153，148，134，125，119，107，

105，95，93，83，79，68，61，55，43，41．

16　の調製
へ
　贈　19をイソプロパノール20mユに溶解し、これにH2SO、2
mlを加え室温下一晩放置した。これにNaHCO3飽和水溶液を加え中和

した後・エーテル抽出した。エーテル抽出物を濃縮し0．　849の　16　を

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ／得た。　（収率　70％）

tH‘’NMR（CDCI・・270　MHz）δ：0・94（3H，　t，ユ・7．6　Hz），1．20（6H，　d，　J．6．3

Hz）・1・45（1H・m）・1・59（1H・皿），1・82（3H，田），2．10（4H，皿），2．27（1H，　m）

・2・50（2H・　m）・，4・19（1H・q・ユ・1・9　Hz）・4・97（1H，　q，ユ・6．3　Hz）5．42（2H

・m）・　’3C・一NMR（CDC1・・67・5　MHz）δ　：14．1（CH・），20．5（CH、），21．8（CH、　x　2

）・25・4（CH・）・30・0（CH・）・33・1（CH・），39．1（CH、），39．5（CH），51．4（CH），
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74．2（CH），　78．3（CH），　127．3（CH），　132．7（CH），　173．5（C）．　EI一・MS　m／z　254

（M＋），236，195，193，153，151，138，134，125，119，107，105，93，83，81，79，68，55，

43，41．

26　の調製．，，’?．．，

　嬰　59を乾燥ジクロロメタン50mlに溶解し、ジヒドロピラン59
を加えた。これにPPTS　100mgを加え、室温で一晩放置した。反応
液に酢酸エチルを加え、飽和食塩水で洗浄後、濃縮した。これをシリカゲル

カラム（ヘキサン・酢酸エチル9・1）｝こかけ5．29の26を得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”一’v（収率　76％）

　iH－NMR（CDC13，　270　MHz）6b：O．90（3H，　t，　．J．一一一一7．5　Hz），　1．48（7H，　m），　1．52－

1．89（5H，　m），　1．90－2．25（5H，　m），　2．46（IH，　m），　3．43（IH，　tu），　3．59（3H，　s）

，　3．81（IH，　m），　4．51（IH，　m），　4．75（O．5H，　m），　4．81　O．5H，　m），　5．34（2H，　m

）．　i3C－NMR（CDC13，　67．5　1，IHz）（li’　：14．4（CH3），　．19．9（CH2），　20．8（CH2），　25．7

（CH2　x2），．　30．0（CH2），　30．9（CH2），　31．2（CH2），　39．8（CH），　40．4（CH2），　51．5

（CH，　CH3），　63．1（CH2），　80．9（CH），　100．6（CH），　126．9（CH），　133．1（CH），

173．7（C）．　EI一一MS　m一／zl；310（M＋），　226，208，195，177，152，139，134，119，107，

101，93，85，79，67，57，43，41．

12　の調製
～
　麺　1gを乾燥THF　20mlに溶解し、　一10。Cに冷却して

LiAIH4180mgを加え、その後室温で3時間撹はんした。反応液に
0・　1N轄HCユを加えて中和した後、酢酸エチル抽出した。抽出物を濃縮

後乾燥ジク・・メタン1・mlに溶解し、これにPCCO．79を加え、
室温下3時間撹はんした。反応液をシリカゲルに通して吸引濾過し、濾液を

濃縮して0・659の12を得た。　（収率　72％）
　　　　　　　　　　　　
’H”NMR（CDC1・・270　MHz）δ：0・91（3H，　t，ユ・7．3　Hz），1．49（7H，田），1．57－

1・89（5H・m）・2“　OO（4H・m）・2・08・2．61（2H，　m），3．44（1H，　m），3．83（1H，　m）

4・59（1H・血）・4・91（1H，鵬），5．37（2H，m），9．70（1H，s）．

13C口NHR（CDC1・・67・5　MHz）δ・14・5（CH・），20．0（CH、），20．9（CH、　x　2），25．7
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（CH2　x　2），　30．9（CH2　x　2），　31．3（CH2），　37．6（CH），　51．7（CH），　63．1（CH，），

80．8（CH）　94．8（CH），　126．8（CH），　133．3（CH），　202．8（CH）．　EI－MS　m／z：　280

（M＋），196，162，134，119，109，101，95，92，85，67，57，43，41．

第六節

　1一ジヒドロ体（％）の各ジアステレオマーの単離、精製と相対立体配

置の決定

●1簡ジヒドロジャスモン酸メチル（％）の調製および各ジアステレオマ

ーの分離

約50％のエビ体を含むジャスモン酸メチル（£）・9を5・mユの

THFに溶解しこれに　160mgのNaBHAを加え、　N2気流下、室温
でケトンの還元を行った。TLCで原料の消失を確認してからこれに酢酸エ

チル10ρmlを加え・さらに水…　mlを加え分液U一トに移しかえ
反応物の抽出を行った。同量の酢酸エチルで2回抽出を行った後、　これを水

で三回洗浄し・酢酸エチル層を減圧下濃縮し　1．0259の無色のシロップ

を得た。これをGC－MS分析し、契の生成を確認した（ピーク数4本）

　ついで、図3－1に示すようにi…v4をH：PLC（ODS　YMC　AM

324　80％　MeOH－H20　もしくは　シリカゲル　YMC

s343　80％　画一hexane－EtOAc）にて4っのピ＿ク成分
を分離、精製した。

　　Methy1（1R・2R・3旦）一および（IS，2旦，3S）一1－hydr・xy－2・（2・一（9）一

penteny1）cyclopentane－3－acetate（24a）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ（19・2R・39）一・24aα【α】・・23．24●（9・O．22　MeOH）

（1旦，2昼，3旦）㍉24aβ　　【α】D＝一17．6’（g＝0．238　MeOH）

1H－NMR（CDC1・）猷：0・96（3H・t）・1・46（1H，　m），1．48（1H，田），1．60（1H，　m），

1・84（1H・田）・1・85（1H・m）・1・92（1H，闘臨），2．07（2H，皿），2．13（2H，血），

2・28（1H・m）・2・54（1H・皿）・3・65（3H，s），3．88（1H，m），5．43（2H，m）．
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i3C－NMR（CDCI，）（S　；　14，1（CH3），　20．5（CH2），　28．9（CH2），　29．9（CH2），　33．1

（CH2），　39．5（CH2），　39．8（CH），　51．3（CH3），　53．4（CH），　78．0（CH），　126．5（CH）

，　133．2（CH），　173．5（C）．

　　　　　　Methy1（1旦，　2旦，　3E）一および（IE，2邸3旦）一1。hydroxy－2一（2’一（Z）一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ユ

penteny1）cyclopentane－3－acetate（24b）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　　　　　　　　　　　　　　！へ）

（1旦，2旦，3星）一，24bα　【α】D＝11．11。（皇＝0．528　MeOH）

（1E，2g，3旦）一．，24bβ　【α】D＝一5．71。（g＝　O．746　MeOH）

1H－NMR（CDC13）δ：0．97（3H，　t），　1．34（1H，皿），　1．55（1H，皿），　1．89（1H，　m），

1．95（2H，　m），　1．97（1H，　m），　2．04（2H，　田），　2．07（1H，　皿），　2．20（1H，　砿），

2．42（1H，　m），　2．68（1H，　m），　3．67（3H，　s），　3．99（1H，　m），　5．41（2H，　m）．

13C－NMR（CDC13）δ　：　14．1（CH3），　20．6（CH2），　25．3（CH2），　28．3（CH2），　32．5

（CH2），　35．3（CH2），　36．7（CH），　50．6（CH），　51．5（CH3），　77．4（CH），　127．1（CH）

，　133．1（CH），　173．7（C）．

　　　　　　Methy1（IE，2§，3§）一および（IS，2旦，還）一1－hydroxy－2一（2’一（Z）一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　口

pentenyl）cyclopentane－3－acetate　（　2　4　c　）　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，，N．．．．

（1R，2il｝，3S）一，24ca　［alD＝100．5’（g＝e．261　MeOH）

（1S，2R，3R）一，24c」B　（a］D＝一・98．43’（c．．一’一・O．346　MeOH）

iH－NMR（CDC13）6：　O．96（3H，　t），　1．28（IH，　m），　1．43（IH，　m），　1．64（IH，　m），

1．89（IH，　m），　2．09（2H，　m），　2．10（IH，　m），　2．16（2H，　m），　2．18（2H，　m），

2．54〈IH，　m），　3．67（3H，　s），　4．20（IH，　m），　5．41（2H，　m）．

i3C－NMR（CDC13）6：　14．1（CH3），　20．5（CH2），　25．3（CH2），　29．2（CH’ Q），　33．0

（CH2），　38．5（CH），　39．0（CH2），　50．9（CH），　51．3（CH3），　74．1（CH），　127．3（CH）

，　132．6（CH），　173．5（C）．

　　　　　　Methy1（1E，2旦，3R）。および（1旦，2旦，3S）一1－hydroxy－2一（2’一（Z）一

pentenyl）cyclopentane－3－acetate　（　2　4　d　）　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　〕　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ／

（IR，2E，3R）一，24da　la］D＝一一2．60’（g＝O．449　MeOH）

（IS，2R，3S）一，24dB　Ea］D＝2．79’（g＝O．528　MeOH）
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iH－NMR（CDC1，）6：　O．97（3H，　t），　1．62（IH，　m），　1．68（IH，　m），　1．85（IH，　m），

1．86（IH，　m），　1．92（IH，　m），　2．08（3H，　m），　2．26（IH，　m），　2．40（IH，　m），

2．46（IH，　m），　2．48（IH，　m），　3．66（3H，　s），　4．21（IH，　m），　5．39（2H，　m）．

i3C－NMR（CDCI，）6：　14．2（CH3），　20．7（CH2），　22．9（CH2），　29．4（CH2），　33．4

（CH2），　36．3（CH2），　36．5（CH），　47．7（CH），　51．7（CH3），　74．7（CH），　127．7（CH）

，　132．5（CH），　174．7（O）．

第七節　1一回忌ドロ体（24）の各光学異性体のPCC酸化
　　　　　　　　　　　　””Vr

　24aα
　　　22〈！．　aα　2・7mgを乾燥ジクロロメタン　1m1に溶解し、これに
PCC　10mgを加え室温下2時間撹はんした。反応液を一度シリカゲルに

通した後・高速液体クロマトグラフィー（ODSYMCAM324　80％
pにかけ・2・・mgの92・e　aを得た・

　［αユ・＝一55・21．（£＝0．42、MeOH）

　24aβ
　鷺aβ　2．4mgを乾燥ジクロロメタン　1mlに溶解し、これに

PCC　10mgを加え室温下2時間損はんした。反応液を一度シリカゲルに

通した後・高速液体クロマトグラフィー（ODSYMCAM324　80％

　MeOH）にかけ、　1．8mgの9aβを得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　
　［α］・＝＋53・320（9＝　O．36、MeOH）

　24cα
　へ　2レ≦：〆βα　1．　2mgを乾燥ジクロロメタン　1mlに溶解し、これに
PCC　10mgを加え室温下2時間撹はんした。反応液を一度シリカゲルに

通した後・高速蓉体クロマトグラフィー（ODSYMCAM324　80％

　MeOH）にかけ、　0．5mgの9aαを得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　へ
　［α］・＝一43・44．（9＝O．10、MeOH）

一102　一一
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　24cβ
　饗。β　1．6mgを乾燥ジクロロメタン　1mlに溶解し、これに

PCC　10mgを加え室温下2時間撹はんした。反応液を一度シリカゲルに

通した後・高速液体クロマトグラフィー（ODS　YMCAM324　80％
　　　　　　　　　コエ
　MeOH）にかけ、・0．7mgの9aβを得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　
　［α］・＝＋35・23●（9＝O．14、MeOH）

　24da
　％dα　4．3mgを乾燥ジクロロメタン　1mlに溶解し、これに

PCC　10mgを加え室温下2時間撹はんした。反応液を一度シリカゲルに

通した後・高速液体クロマトグラフィー（ODSYMCAM324　80％

MeOH）にかけ・3・2mgの箆αを得た。
　［a］D＝＋40．　870　（g＝O．　64．　MeOH）

　24dβ
～　契！dβ　5．7mgを乾燥ジクロロメタン　1mユに溶解し、これに
PCC　10mgを加え室温下2時間撹はんした。反応液を一度シリカゲルに

通した後・高速液体クロマトグラフィー（ODSYMCAM324　80％

　MeOH）にかけ、　4。2mgの9bβを得た。
　　　　　　　　　　　　　　　　　
　［α］・＝一38・45．（c＝0．84、MeOH）

第八節　マイクロチューバー生産のモデル系作成

　使用培地

　　前培養ではpH5・6，0・8％寒天，3％　sucrose　LS培
地。アッセイに用いる培地はpH5．6，　3％sucrose　LS培地。
　使用材料
　　　　　　　へ
　　継代培養している無菌茎断片の培養4週目から5週目のものを用いる（

20●C明所）。これを、頂端部および根に近い部分を切除したのち2節ご

一103一
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とに切断する。

　試料調製

　　カルチャーボトルに20　mlの培養液を分注しオートクレ＿ブにかけ

ておく。　試料は目的の　100倍の濃度にして（10％MeOH／H20）

作成する。　この原液をマイレクスGVフィルターにて濾過したのち200

・Ulずつ分注する。このカルチャー・ボトルに、　2節に切断した無菌茎断片を

7っずついれ、塊茎形成を観測する。　各設定区は5反復（節数で　計

70）

　上記のカルチャーボトルを　25。C、暗所下に置いた。その結果、　2＿3

日後、一節（側芽）から新しい茎が発生した。　さらに塊茎形成誘導が行われ

新い・二上に塊茎がついた・この塊茎数を調べ以下に示すように塊茎の数

／発生した日数を2、　3、　4週後に、茎発生率を算出した。

新しい茎の発生率

試料

無処理

ジャスモン酸メチル（9）　10昂4M
　9　10噛5M　　　　　～
ル
£10－4M十アスコルビン酸（31）0．1％
£10－5　M十31　0．1Z　　　ヘノ
£　10噛6M十　蔓」　0．1％

，旦10－4M＋翼　0．1％＋カイネチン（40）2．5　ppm
210’5M＋aJ10・1％＋｛L92．5　PPm～’
£10－4M＋31ナトリウム塩0．1　Z
　　　　　　　　へ身10－4　M＋デヒドロアスコルビン酸（32）0．1Z
£10－4M＋クエン酸（3AA）0．1％　～’
£10’4　M＋グルタチオン（35）0．01％
£　10－4　M十350．001Z　～
　　　　　　　へ．910－4　M＋コハク酸（36）0．1％
　　　　　　　　　　　　ウ£10－4M十スルポサリチル酸（37）0．01瓢
R1　O　“4M、＋カテコール0．001X～’
一g10口4M＋CCC（30，．．一N．．f）0．05％

旦10－4M十里一クマル酸0．01　Z
－9．10－4　M＋システイン0．05％

R10－4　M＋デヒドロ酢酸0．01％

£10－4M十DMSOO．1Z
£10’4　M＋エピカテキン0．001％

2
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グ
ヒ
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酒

十
十
十
十
十
十
十
十
十
十
十

一
　
　
噌
　
　
哺
　
　
一
　
　
一
　
　
一
　
　
曜
　
　
層
　
　
一
　
　
層
　
　
曙

1
よ
つ
⊥
1
⊥
－
↓
1
⊥
1
⊥
1
⊥
－
↓
－
↓
つ
⊥
－
よ

9
～
9
す
夏
9
す
夏
9
～
9
～
9
す
～

48．6　48．6
76．4　77．2
75．7　75．7
0　　　　0

68．6　68．6
e　　　　o

81．4　85．7
2．9　4．3
78．6　80．0
10．0　10．0
80．0　84．3

アスコルビン酸（31）0．1累
　　　　　　　　ん亀ユ　ナトリウム塩0．1％

CCC　（郎）　）　0．05　Z
璽一クマル酸0．01％

30　0．005男＋310．1％
ドクエン酸（34）0．1％
グルコン酸ナトリウム0．1％
グルタチオン（む）0．01％
カイネチン（40）2．5PP皿
　　　　　　　マレイン酸0・005％＋糺10．1Z
コハク酸（36．一．．．・．．）0．1Z

スルポサリチル酸（S｝v7）0．01Z

pH4．5　HCl添加

63．6　70．5
75．0　80．4
82．9　87．1
78．6　84．3
67．9　71．4
80．0　84．3
74．3　88．6
78．6　84．3
74．3　81．4
75．7　75．7
72．9　78．6
74．3　78．6
60．5　62．3

塊茎の数／発生した一門

試料 週後

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　3　　4
無処理　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0．018　0．049　0．049
ジャスモン酸メチル（9）10－4M　　　　　　　　　　O．020　0．446　1．287

UV’“V　V6“V　L6

旦．：i・：・1・・0：・…t…e・・M・：＋t：’＋i・…1・・；・実・：：：…ll・ナ・1ト：拗……：ム塩II：0：：1・…II・：……Z：・1・…；…・1・…1………・1・…．…・、1…：：ll・：・き：・1………・：∵：・1・1：・：0≧：5、、6、：・：・i．1・Y4：28、…，…，t

旦：”・；：10：セ；タM9：・・＋…デ・ヒ：・’ド’ロ……アス：コ：ル・；ビツ酸：・：…（・・勇し2：・）……・・0∵魏・：：……∴・：・O∵196：：1…：：．O・‘・588：・：：∵・L：1・1　76

　　　　　　　　　　　　一一＼ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2‘’555
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9’・　’・：1Q・一4M＋・・グル．タチオン〈・35：）0’，01：・％：∵・：・
ム　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　ノ
9，1・O・，4M＝十・35：．・0。：OOI．％．t：，．．．．、，．
　ゾ　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ　げ

9’ユ0∴4M．十・コハク酸．（．：3・6）0，1：．1・％．．tt：、：，：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘゾ

9…10，：4M・＋ス’ルポサリ，チル酸：（．　3；：’7　”）0．01鉱…
ノヤ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　

210－4　M＋カテコール0．001鬼
210－4M十CCC（30．一．．．v）0．05Z

9　10甲4M＋皿一クマル酸0．01％
へ
9　10曜4M＋システイン0．05％
ウ
父10－4M＋デヒドロ酢酸0．01Z
£．10－4M十DMSOO．1％
£10－4　M十エピカテキン0．001Z
£10－4M十フマル酸0．1％
£10噛4M＋グルコン酸ナトリウム0．1％
9　10－4　M＋ヒドロキシプロリン0．01％
「1；’10－4　M＋マレイン酸0．1Z
ド
910’4M＋マレイン酸0．001％
旦10－4M＋シュウ酸0．1％
皇10－4　M＋シュウ酸0．001Z
£，10－4　M十α一ケトグルタル酸0．1％
£10口4M＋α一ケトグルタル酸0．001％
旦10－4　M＋酒石酸0．1％
£10寧4M＋酒石酸0．01％

・Q．，ll．14，・1．015　1．，729

．．ジOi’　r．．　　1嵐．048．ド・2乙095

．O．097i　1，068．．　1，i941

i・i・ n　ii　，　L　299．iii　i2・．098

　0　O．172　　1．034

　0　　　0　　　0
　0　O，085　　0．932
0．313　O．286　O．571

0．250　O．500　1．001

　0　O．200　0．200
0．179　O．176　O．527

　0　O　1．470
　0　O．740　　1．018
　0　O．189　　0．377

　0　　　0　　　0
　0　O．208　0．833
　0　　　0　　　0

　0　O　O．667
　0　3．322　9．967
　0　O．536　　0．536

　0　7．143　7．143

　0　O　O．508

アスコルビン酸（31）0．1％
　　　　　　　　へ31　ナトリウム塩0．1％
ウCCC（30）0．05％
　　　　へ里一クマル酸0．01％

300．005％＋310．1％
ヘクエン酸（9N；4）0．1％

グルコン酸ナトリウム0．1男
グルタチオン（3t－5）0・01　Z

カイネチン（｛」9）2．5P叩

マレイン酸0．005Z＋310．1Z
　　　　　　　　　　　～コハク酸（36）0．1Z
　　　　　んスルポサリチル酸（製1）0．01Z

pH　4．5　HCl添加

O．075

0．095
0

0

0．579
0

0

0．182
0

0

0

0

0

O．169

0．267
0

0

0．650
0

0．161

0．678

0
0
n
U
O
n
U

O．439

0．666
e

o

1．100

0．169

0．　161

0．847
0

e．755
0

0

0．　133

｝
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第九節　培養細胞細胞壁微小管の観察

　継代移植後4日目のバレイショ培養細胞を10－3から10－4　Mの濃度のサ

ンプルのはいったMS培地に移し代え25。C暗所で43時間振とう培養し
微小管観察に用いた。．

　細胞壁微小管の消失1活性試験には1989年9月に日本たばこ遺伝育種研’

究所より供与されたバレイショの一品種であるメイクイーンの培養細胞を用

いた。このものを25。C暗所で125rpmで振とう培養し一週間ごとに植え

継いだ。新たに植え継いでから3－4日後に培養液中所定濃度になるよう試

料を無菌的に加え・さらに1－2日おいた。この後ピペットで一部取り、遠

沈（900rpm　φ26cm、5分）し上澄みを捨てた後、　3．7％ホル

マリン溶液（50mMリン酸緩衝液　pH7）で1時間、室温で固定する。

これをリン酸緩衝液で2回洗浄した後、あらかじめ1mg／m1ポリ＿L＿

リジン（シグマP1524　M．W．　30万以上）を4ul塗り付けたカバ
ーグラスにピペットで滴下しつける。余分な水を捨てた後、次の細胞壁破壊

操作に進む。

　細胞を塗布したカバーグラスをミニシャーレにいれこれにデタージェント

液（1％　Nonidet　50mM　リン酸緩衝液　5mM　EGTA
O．　5mM　PMSF　lptg／mユ　leupeptin）を全面が浸る程
度加え30分放置した。デタージェント液をピペットで除いてから、酵素液

（1％　セルラーゼ　ONOZUKARS．　0．05％　ペクトリアーゼ

50mMリン酸緩衝嬰5mM　EGTA・・5mM　PMSF・Ng／
ml　ユeupeptin）を加え10分間放置し細胞壁を破壊し染色しや
すくする。　50mM　リン酸緩衝液で5回洗浄した後、次の抗体染色を行
う。

　1次抗体液（1／500希釈マウスモノクロナールanti＿

chiken－a一　and　B－tublin／PBS　pH7．　3
0・1％BS　A，0・1％NaN・）を・・P1滴下し3・分室温に置く・リ

ン酸緩衝液で5回洗浄後、　2次抗体液（1／10希釈FITC－anti－

mouse　IgG抗体）を10ul滴下し30分間放置した。

一一@10　7　一一
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　さらにリン酸緩衝液で洗浄後、これをスライドグラスにはりっけ蛍光顕微

鏡で微小管を観察した。

第十節　バレイショ無菌茎断片中のポリアミン量の定量

　　　　　　　　　　噛、　試料調整

　継代培養後一か月のバレイショ無菌茎断片を用いて実験を行った。すなわ

ち塊茎形成を誘導するジャスモン酸メチル（9）10’4、M、0．　1％アス
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
コルビン酸（31，，，NZ）の入った20mlLS培養液を入れたカルチャーーボトル

に頂芽部および基部を除いた2節を含む茎断片を7本ずつ移植した。対照と

して塊茎形成誘導剤を加えないものを用意した。誘導剤処理、無処理ともに

15ずつ用意し処理開始後、経時的に2個ずつカルチャーボトル内の植物体

を取り出し水を除いてから重量を量った。またボトル1個あたりの塊茎数を

記録した。集めた茎断片はそれぞれ凍結保存した。

　ポリアミンの定量法

　凍結保存した試料　1VN－2gに1mlの5％（v／v）冷HCIO4を加え

すりつぶしてから1時間冷暗所に放置した。抽出液から50－100μ1を

5mlの蓋付サンプル管に移し、これに200μ1の飽和NaHCO3水溶液、
400μユのダンシルクロリド（7．5mg／皿l　in　acetone）を順次加え、短い

間撹半した後反応液を室温で暗所に一晩放置した。次に過剰のダンシルクロ

リドをこわすために反応液に　100μユのプロリン水溶液（100mg／m1）を

加え撹はんし30分間放置した。反応液に500μ1のベンゼンを加えダン

シル化したポリアミンを抽出した。これは一20。Cで保存可能であった。

プトレシン（41，．’N，．．t）・スペルミヂン（4A9）・スペルミン（鰻）の名品に

ついても同様の操作をおこない検量線を作成し定量計算に用いた。

　抽出液は無蛍光のシリカゲルプレート（20×20cm）に1・5cm以上の

間隔で3－9μ落ずつスポットしてヘキサン：酢エチ3・2の展開溶媒で

展開した。展開したシリカゲルプレーートは島津クロマトスキャナ＿　CS＿

930にて測光定量した。　（313nm励起　フィルター一　No．　1）
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第二部 ナス科植物の配糖体成分および根外分泌の化学的研究

　高等植物中には低極性のテルペン類等の化合物が配糖体として存在するこ

とが報告されている3A・4e）。ナス科では、第一部で述べたバレイショ葉から

単離されたチュベロン：酸のグルコシド5》、カボチャの種子から単離されたク

クルビン酸のグルコシド57）等の植物成長調整活性を有するジャスモン酸類の

配糖体の単離報告がある。また、タバコからは児玉らが9種のイオノール類

と6種のセスキテルペンの配糖体について単離し構造を報告している35－39》。

これらのうちイオノール類は遊離のアグリコンとしてはたばこの重要なフレ

ーバーであるが、配糖体の形でもたばこにかけると二二味を改善すると言う

報告もある96，。またセスキテルペン類の配糖体のアグリコンはタバコのスト

レス化合物97）でありタバコ立枯れ病菌（Pseudomonas　solanasearum）および

タバコ野火病菌（2．tabacci）に対して抗菌活性を有することが知られてい

る97）。しかし配糖体になると抗菌活性を失ってしまう971。また興味深いこ

とに温室で栽培されたタバコ葉中にはイオノール配糖体のみでセスキテルペ

ン配糖体は検出されない4　8’。反対に外界からのストレスを受けやすい圃場で

栽培したものに検出される48》。これらの化合物の生理的な役割については単

離された化合物も少ないため未だに不明である。ナス科植物の配糖体につい

て研究を進めることはその生理的役割を調べるうえで、　また新たな有用物質

を得るうえでも重要と考える。

　また、バレイショで疫病菌（一infestans）感染組織から、　リ

シチン、リシチノール、フィチュベリンなどのファイトアレキシンが単離構

造決定41・42》されている。タバコ植物の場合TMV感染によって生成するフ

ァイトアレキシンの研究が行われている43－46）。これらの研究はほとんどが、

葉をもちいて行われているが根の組織についてはナスの根に含まれる抗菌物

質が調べられているが47）、研究例が少ない。

　第二部では代表的なナス科植物であるタバコ、バレイショについてその配

糖体成分について存在を調べ、その単離、構造決定を行うとともに、それら
　　　　　　　へ
の生育ステージでの量的変動について調べた。また、タバコの水耕、れき耕

培養により、タバコ根から分泌される物質の単離、同定を行った。

一一@109一
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第一童

バレイショ葉メタノール抽出物に含まれる配糖体の検索11‘’）

　すでに・同じナス科であるタバコ葉中に合まれるテルペンの配糖体（・IS　9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
一蝕）を児玉らがい、くっか単離・構造決定しているので（図1－1，2）、
　　　　　　　　　　は
この方法をもとにしてバレイショ葉の不揮発性画分から配糖体を検索するこ

とにした・0　　　　　　　　　0・
　　　　　　　　　＼ミ　　　　　　　　　　　　’ミミ

　　　　　　　　　　　，’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

H　O，，，

　　e一

H

o
噂
韻
●

t

59〃

6
1
～

H　O，．．

　　t一

H　O“

讐
雲
門

，
‘
一
げ

1

6
0
厚

6
2
》

　　　　　　　　　63
　　　　　　　　　（ノ　　　図1鱒1葉たばこ中のテルペン配糖体のアグリコン

第一節

　不揮発性画分⑱調製およびβ一グルコシダーゼ加水分解による遊離アグリ

コンの同定
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　抽出操作は図1－3にしたがって行った。バレイショ（男爵）の生葉を凍

結乾燥後（6・02K9）・ただち1こ70％メタノールに浸1飢た．≠曼漬：ま

再度行いあわせて濃縮しメタノーノレ抽出物を得た．これを水臣容解し、水溶

液を酢酸エチルで洗浄して脂溶性成分を除いた．続いてこの水温夜を灘雛、

多孔性樹脂カラムに吸着させ蒸留水で遊離の糖等を溶出させ、後メタノール
　　　　　　　　　なを流した。　　　　　，

バレイショ葉（凍結乾燥物6．02Kg）

70％MeOH　抽出（100，80L）

濾過、濃縮

H20　溶解（2L）

酢酸エチル　洗浄（4L）

水届
酢酸エチル層

濃縮

多孔性樹脂カラム（DIAION　HP－20）

水層

画

。．2e3

MeOI｛層

詔農縮（72．5　g）

Vリカ・ゲルカラム（CHC13一洞eOH）

HC「13 5洲eOH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　曇
P0鬼きIeOH　　　20％き！eOH　　　30驚HeOH　　　50器》ieOH

　　　1

P00鬼

O．562　1．660　4．028　5．117　3．502

1000．i　＞f　eoH

48．651　g

図1。3メタノール抽出物の分画
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このメタノール溶出画分をβ一グルコシダーゼでカ・水分解し遊離したアグ

リコンをジアゾメタンでメチル化処理した後キャピラリーGC－MSで分析

した・このアグリコン画分のマスeuマトグラムを図1－5に示す．このメ

タノール溶出画分をシリカゲルを充填したカラムに吸着させ、ク。。ホルム

とメタノールの混合溶＼媒でメタノールの灘を5、・・、2・、3・、5。、

100％と順次変化させて極性の低い1頂に溶出させた．各溶出画分をβ一グ

ルコシダーゼで加水分解し・それぞれの遊離アグリコンをキャピラリ”一・　G　C

－MSで分析した。この結果を表1－1に示す。

表1－1　遊離アグリコンー覧表

　化合物名

分子量、分子式

構造 フラクション

（　O／o　MeOH）

3・一　oxo－actinidiol　（　5　3　）

　　　　　　　　　．”Nv
　214，　CiiHisO3

3－oxo－a　一一ionol　（4　9　）

　　　　　　　　（ノ
　208，　Ci3H2eO2

3－hydroxy一　B　一

i・n・1（即）

　210，　Ci3H2“02

3，6－epoxy－3，6－

dihydro－5－hydroxy－

B－ionol　（　tt　）

226，　Ci3H2iO3

HO

o

HO

一

。

、
H

j
－
O

粕
㎝

σ

i，…

5，10

5，10，30，50

OH
　　10，20，50，100

　　OH

X　／k
5・　io
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Blumenol　C（　5　2）
　　　　　　一’“V
　210，　Ci3・H2．，O：・

3－hydroxy－5，6－

epoxy一β。ionol（51）
　　　　　　　　み　226，　C13H2203　　　：

lubimin　（64）
　　　　　．．dh．．，．，．．

　236，　CisH2402

o

HO
HO．
　　ら

”’t　；

’r：o

v一

OH

CHO

8虜’

OH

5，10

20，30

30

3－hydroxy一　B　一

damascone　（　5　6　）

　　　　　　へ
　208，　Ci3H2aO2 HO

1

o
．・r　i；

30，50

　表1－1でアグリコンが複数のフラクションにまたがって同定されている

のは配糖体の分離がうまく行われなかったことも考えられるが、主にアグリ

コンが同じでもグルコースの結合位置、数の違った化合物が存在するためと

考えた。

　以上のようにバレイショ生葉中の配糖体成分として7つのイオノン配糖体

と1っのセスキテルペン配糖体の存在を酵素加水分解物のGC－MS分析に

より明らかにした。しかしながらここまでの精製ではTAG（1）の存在を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～確認することはできなかった。

　児玉らはタバコ植物のうちニコチアナ属のうち8種についてその生葉に含

まれる配糖体成分の分析を行い、3一オキソーα一イオノール（49）、ブ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ルメノール　C（52）、　5，6一エポキシー5，6一ジヒドロー3一ヒ
　　　　　　　　　
ドロキシーβ一イオノール（気21）・　4一（3一ヒドロキシブチリデン）

騨3・　5・　5一トリメチルー2一シクロヘキセンー1一オン（57）、　3
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
一ヒドロキシーβ一ダマスコン（56）、　ブルメノール　Aの6種：のイオ
　　　　　　　　　　　　　　　～
ノン系配糖体の分布を調べている。そしてこれらイオノン系配糖体が異なつ

一114　一一
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表1－1補　遊離アグリコンー覧表

　　化合物名

　3－oxo－actinidio｝　〈　5　3　）

　　　　　　　　　　1－v

　3－oxo一・　ct　・一ionol　（　4．．．9．　）

　3－hydroxy一　B　一

　ionol　（　5一　O）
　　　　，．・．v

　3，6－epoxy－3，6一一　一

　dihydro一一5一一hydroxy一一

　B－ionel　（　5i　4　）

　　　　　　，’Xv．

　blumen61　c（s　2）
　　　　　　　i””，vt

　3－hydroxy一一5，6－

　epoxy－B　一一ionol　（　5　1　）
　　　　　　　　　”’v．，．．

　lubimin　（6　4）
　　　　　（ノ

　3－hydroxy一　B　一

　damascone　（　5　6　）
　　　　　　．p，v，，

GC－MS　150・ny－240’C

GC　150　一一　21　0’C

DB－WAX　30m
　　　　　　）

　　　　保持時間（分）

　　　6．84　18．63

　　　9．70　23．01

　　　10．33　23．56

　　　10．65　24．43

　　　11．28　25．46

　　　12．95　29．41

　　20．34

　　　20．78

3●C昇温　H：eキャリアーガス

3’C昇温　H：eキャリアーガス
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ブ

た分布をしていることを報告している4　8）。同時にタバコの生葉中に遊離の形

でイオノン系化合物がほとんど存在しないことも確認されているが、本実験

でのバレイショ葉メタノール抽出物の酢酸エチル可溶部のGC－MS分析で

も遊離の形で存在するイオノン系化合物は検出されなかった。イオノン系化

合物は同じナス科のクコに存在することが報告されている95’が、これらのこ

とからイオノン系配麟はニコチアナ属のみでなく、広くナス科植物の生葉」

に存在していると考えられる。

）
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第二章

　　各生育ステーージにおける配糖体の量の変動llの

　　児玉はタバコの生育ステージおよび着葉位置の配糖体成分の量的変動を

調べ生育ステージ嘩むにしたがって量力贈大していくことを報告してい

る。そこで前章で述べたようにタバコと同じようにイオノール配糖体が多ぐ

含まれていることが判明したバレイショについても生育ステージごとの配糖

体成分の量的変化について調べた。

　萌芽した男爵薯14鉢を通常の栽培により日本たばこ産業遺伝育種研究所

（静岡県磐田市）の温室で1989年6月1日に移植し生育させた。図2＿

1，2を参考にして5っの生育ステージに区切りそれぞれ成長過程の異なる

地上部、地下部（除種薯）、種薯の区分別に3ないし4鉢ずつ採集しすぐに

凍結保存した。すべて採集がすんだ後これらを凍結乾燥しメタノール抽出し

た。収量は表2－1に載せた。

3謁

株260
＊’　220

婁18・

　140

　100

　60

　20

葉

茎

根．

丈
恥
’
一
一
一
」

　
9
0

70　．

50草
　丈30

10

艦4響胡辮29381318

図2－tジャガイモの各部の生田r経過
　　　　　　、・　　　（川上1948）
’品称岩手4号1944年4月23日植付　6　6）
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図2－2ジャガイモの地上部の生長，および地
　　　下部の発達
萌芽後日勘目盛ウは環蜂件や鞭駄？て異る66｝
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　表2－1　男爵薯の栽培

ステージ　　　　　　　　　　採集日　　　　　　　　鉢数

　　　　　　　　　x
　　　　　　移植時（6月1日）

1　　　　15日後　　 6月16日　　　　　　4
11　　　　25日後　　　6月26日　　　　　　　4

111　　　50日後　　　7月21日　　　　　　　3

1V　　　60日後　　 7月31日　　　　　　3
V　　　　　80日後　　　8月20日　　　　　　　3

表2砲各生育ステージにおいて採集した植物体の重量

ステージ　　　　　　　　　区分　　　　　　　　　　　　重量

　　　＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一一一一一一一一一一　　（一鉢当）

　　　地上部　　　　　地下部　　　　　種薯

1　235．7（4．38）　50．0（O．86）　168．6（10．76）　155．73

1　1　　 641．0（12．37）　96．4（L65）　287．6（7．64）　256．25

1　1　1994．0（30．25）　347．9（18．07）　321．7（6．94）　554．53

1V　869．2（27．67）　498．2（28．64）　70．7（1．50）　479．37

V　878．3（29．20）1194．2（89．69）　34．8（O．50）　702．43

生重量　9
　　　　　　　1
（）内は一鉢当りの乾物重量　g

　　　　　　　　　　　　　　　－120一

　　　　　購鰯一白灘鑛羅灘・1一一翻



ltl　E”i　串欝㌣懲

表2－3　各生育ステージの採築植物メタノール抽出物の重量

ステージ

I

II
III
IV
v

　　　　　区分

地上部　　、　地下部

　　　　x

O．477　O．101

L253　O．176
4．187　O．683

4．160　1．100

6．256　1．365

総重量

（一鉢当）

同齢

1．293　1．871
1．154　2．583
1．767　6．637
0．212　5．472
0．089　7．710

一鉢当りの重量　g

　各ステージにおける各区分の自生重量と一再当りの乾物重量を、表8－2

に示した。地上部はステージIIIに最大に達し後一定になるが、地下部は

種薯の重量に反比例して増加する。一鉢当りでの総重量はステージIVで一

度減少してからさらに増加している。ついで、アグリコンの定量を行った。

　各ステージにおいて遊離したアグリコンの量を表2－4に示した。いずれ

の試料の場合においてもコントロールからはアグリコンの遊離は見られなか

った。またチュベロン酸（4）については検出できなかった。
　　　　　　　　　　　　ゆ
　表2－4に見られるように遊離アグリコンとして殖、　k9、　麺、　晃、

讐、　箆の6種類のイオノン関連化合物が検出されたが犯、　贈、　5．v2

罪はいずれのステージの試料からも検出され総体的に矩・5£の存在量

が最も多い。

　図2一一5に示すように49、50の存在量の経時変化をしめしたが、ステ
　　　　　　　　　　　ハ　ノ　　　　ヘ
ージIIでいちど減少した後増加し塊茎肥大後ステージVに急劇に増加する。

これはタバコでその主要なアグリコン　49　が生長時に増加着らい時にい
　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノしグ

つたん減少し摘芯時に急劇に増加するのによく似ている（図2－6）。2種

の植物の生育ステージをパラレルに比較できないがそれぞれの配糖体含量の

一121一
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表2－4　各ステージにおいて遊離したアグリコン（地上部）

ステージ

I

II

III

IV

v

箆 49
へ
50
．’m一’

　一　6．42　1．95
　　　x
　－　　　s　　3・18　1・85

　一　6．27　4．71

　一　9．90　9．69
12．e4　115．40　127．33

54
，t“’N一一

！ヘー〆　　　（）

一　10．61　O．26

0．26　3．56　O．21

0．99　7．94　1．04

1．46　9．38　1．55

6．24　20．70　49．70

”g／g　dry　wt．　1eaves．

一　not　detected
（53（ノ）：3一オキソ國アクチニジオーノk（廻）：3一オキソーα一イ

オノー””b　71iN（50”一””一”）：3一ハイドロキシ繭β輯イオノーノk（晃）・3・

6一エポキシー3，6一ジヒドロー5一ヒドロキシーβ一イオノール、

（52）：ブルメノー一一ルC、　（51）：3一ハイドロキシー5，6一エポキ

シーβ一イオノー・ル

最も多い生育ステーージV（移植後バレイショ80日）、ステージIV（移植

後タバコ86日）についてそのアグリコンの翠の比較をしその差異を検討し

た（表2－5）。
　の

　v
　＞
“．　150

：

き100

x
N

V　50

×
切　0
コ

、
、

3・一ハイドロキシーβ一イオノール、（50）

　　　kAl　．　’一v’．

　　　　へ　　・・
　　　　3一オキソーα」イオノール（49）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　”””V．F

　l　　　　　il　　　　　書1置　　　　IV　　　　　V　　　（，主zi’ステージ♪

図2’一5　アグリコンの経時変化（バレイショ葉）

一一@122　一一
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　　　図2，一6

　　　　　　　（タバコ葉）　　」
　　　　　　　　　　　　　　　　’
　表2“5にも見られるように、バレイショ、タバコ葉中に配糖体として存

在する化合物は49、　50、　52、　51が共通であり、そのなかでも3一オ
　　　　　　　一N一　t－v　1’V　　　　　　　　　　　　　　　　．’A，v”
キソーα一イオノール（49）が両者とも主要なものであった。
　　　　　　　　　　　，t”，Yt”

エzr　エエエエvv（1主r詫λテーツ）

くう聾呼野ソーa一イオノール（妙の弩時認

　表2－5　バレイショとタバコのアグリコンの比較

植物　　　　　　　　　バレイショ　　　　　　　タバコ

　53　　　　　　　 12．　04　　　　　　　　 一！～

　49　　　　　　　115．　40　　　　　　　166．　25（〆

　50　　　　　　　127．　33　　　　　　　　　一
く／

　54　　　　　　　　　　6．　24　　　　　　　　　　一
西
　四　　　　　　　　20．　70　　　　　　　　45，　88

　51　　　　　　　 49．　70　　　　　　　 50．　44
～
　57　　　　　　　　　－　　　　　　　　　　 20．　18
（ノ

μ9／9　dry　wt。　leaves．

一　not　detected　　　　　　　き
（57”一’V一）：4一（3一ヒド・キシブチリデン）一3，5，5一トリメチルー

2一シクロヘキセンー1一オン

一125一
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　また・バレイショ葉中にはタバコ葉中では検出できなかった3t，．．．．．ヒドロキ

シーβ一イオノール（50）が大量に存在する。50は良い芳香を有してお
　　　　　　　　　　ノ　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　

り、タバコの香喫味改良剤としてバレイショ葉から抽出、利用が期待できる

と考える。

このように・配難成分はナス科植物の代表的なものであるバレイショ、

タバコに多量に存在レていることが判明した。さらに、他植物についても探’

索を試みることができれば、より有用な化合物が得られると考える。

1

一126　一一
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第三章

　葉たばこ中に含まれるテルペン配糖体

第一節

葉たばこ不揮発性成ρの分画および酵素を用いた配糖体の検索

　児玉らの方法48’をもとに図3－1に示す方法を用いて配糖体の単離を行っ

た。すなわち米国産黄色種葉たばこ（OCL）の乾燥物をMeOHに浸漬し

抽出したものを減圧濃縮し、水とヘキサンで分配した後水層をn一ブタノー

ルで抽出した。このものを減圧濃縮後、多孔性樹脂HP－20にかけ水で遊

離の糖等を溶出させた後エタノールを流し溶出してくる画分を集め濃縮した。

これを水とエーテルで分配し、水層を活性炭カラムにかけさらにシリカゲル

カラムにかけた。こののち高速液体クロマトグラフィー、誘導体化を行って
配糖体の鞭を行い、6種のアセチル化物6Z（6　mg）ぞ♪7廻（32　mgll♪73
（3　mgSt’♪7R（2　mg5？）」｝」2（35　mgsL3） W（10mg）を単離した．　～

（図3－1）。

．　IE

）

5 10 15 20　min

図3－2　アセチル化処理した配糖体成分のHPLC

一127一
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1
H　c・O

黄色種乾燥葉たばこ（1．7Kg）

　　　　　　　　　　MeOH抽出

　　　　　　　　　　ヘキサン洗浄

　　　　　　　　　　旦。一BuOH抽出

　　　　　　　　　　　　出物（885g）

　　　　　　　　　　多孔性樹脂カラム（DIAIOI’Hp－20）

　　　　　　　EtOH（220　g）

エーテル洗浄

活性炭カラム

ま0 擁eOH No．1
　1
ﾍeOH　　糞。．2（4．3　　9） ace　　　　　　　　　　acetone

シリカゲルカラム（CHCL一擁eOH）

5％　］leOH　10fY．　MeOH　20％，　MeOH　30％・　MeOH　50“，．’　1｛eOH　MdOH

　　　　　　　　　　（1127　mg）

　　　　　　　　　　　　　HPLC

　　　　　　　　　　　　　アセチル化

　　　　　　　　　　　　　HPLC

　　　　　図3－1葉たばこ中の配糖体成分の分画

　　　　　　　1
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　2－19β一ヒドロキシソラナスコンーβ一グルコシド（　（s8）の脚造

決定・・ウ　　　　　　　　　　　　　　～
　　　　　　　　　　、

　臥エ　は無色のシロップで、　FD－MSでm／z564の分子イオンピーク

とテトラアセチルヘキソピラノースの存在を示唆するm／z33ユのフラグ

メントピークを観測した。この観測は§～ヱが糖部分としてテトラアセチノ1．

ヘキソビラノースを持ち・アグリコン部分の分子量が234であることを示

唆した。　気7の1H－NMRのスペクトルのチャートを図3－3に示した。

　禦　は　δ1．　08にダブレットメチル基、　δ1．　01，　1，　24に寺門の

メチル基・　4つのアセチルメチル基、δ3．66から5．　17にかけてのプ

ロトン7個分の糖のシグナル（これらは互いに8から9．9H：zのカップリ

ング定数でアキシャル配置をとる）が認められた。さらに！H：一COSY実験

を行いプロトンシグナルどうしのクロスピークを解析して結合ののネットワ
・・・・… Nを結んだ。さらに藤森らによって報告された9・・3∋いソラナスコン（66）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　かとアグリコン部分のシグナルが類似していることからことからこのプロトン

ネットワークから得られた各部分構造をソラナスコンの骨格に当てはめ図9

－3の構造を得た。H－11αとH－9、H・一10α間にはW－typeの
ロングレンジカップリングがソラナスコンと同様認められた1・・“・’L。　またH＿9

のケミカルシフトがδ3．96と低磁場シフトしていること、　67の！・C＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
NMRのスペクトルに見られるように炭素原子ケミカルシフトでもC－9の

低磁場シフトが認められることから、　9位がグリコシレーーションサイトであ

ると決定した。H－9の相対配置はH－11αとのW一一typeのロングレ

ンジカップリングが認められたことからからα配置と決定した。これらのこ

とから卿は9β一ヒドロキシソラナスコンーβ・■…一グルコピラノシルーテ

トラアセテートζ決定した・したがって・アセチル化する前の構造は9β

噛ヒドロキシソラナスコンーβ一グルコピラノシド（68）と決定した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～

一129　一一

s　豊

噛騨



「

盲
ロ
α

　　

B
四
ダ
E
匿
ゼ
E
匿
ド
↑
r
辰
ぴ
「
　
　
C
【
．
N
「
「
『
」
L
一
β
「
幽
し
」
㎞
塞
「
r
二
綜
』
「
「
ド

．
H
o
o
o
　
¢
肩
　
N
国
Σ
o
o
ゆ
　
餌
Σ
乞
一
軍
e
潔
　
。
り
一
。
り
区

O
陀
め

。
蛤
［
し
，
長
じ
し
し
朧
」
F
「
㎏
。
匹
ト
「
』
鯵
し

彗魏

　耀　璽鍵

ノ

、
3

・一d一一一一一一 @＝＝＝　iS

n
5
8
ε
N
｝
三
〇
〇
い

．

ρ

魑

　
へ
を
っ
ミ
ほ

簿
＾．

N
＝
O
．
c
9
－
－
つ
O
て
O
琶
〇
二
而
　
＝
一
二

＝
ゐ

O
o
く ＝

乳

ocoH0
。
く

　　　K

o
く

’

b

璽

．
　
　
　
’

。
く
0

9

、・。

V
・

殉

一一@130　一一

陸
　
訂

“．．

o
．
，
F

【
　
’

調

補

【
　
肘

　
　
　
　
　
　
　
　
へ

　
＝
＼
＼

．
寅

⑦oo

”
”

ヨ
＼
＼

N
一

O
・cつ

寸
！

W

灘
灘
灘
灘
ー



罵騰競〔

’

＼
竃

。．　H，，t，．．．．A7．．．．．，““，：s

　）
4　一it一一
　、い、b」噛

3　：4

　　ユユミ　　　　リ
、、lH。

6
8
～

11

9

e

o

o

“＞xgH

OH

2
の一
定
2
決

　
造

10β一ヒドロキシソラナスコンーβ一グルコシド（71）の構
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，．d，V’

　エJOは無色のシロップで・気7　と同じくFD－MSで聖／乙564の分

子イオンピークとテトラアセチルヘキソピラノースの存在を示唆するm／z

331のフラグメントピークを観測した。この観測は冤　も糖部分として

テトラアセチルヘキソピラノースを持ち、アグリコン部分の分子量が234

であることを示唆した。　勾0のiH－NMRのスペクトルのチャートを図3

－4に示した。7．vOはシグナルとしてδ1．21にダブレットメチル基、

δ0．96，　1．23に核間のメチル基、4っのアセチルメチル基、δ

3・64から5・　19にかけてのプロトン7個分の糖のシグナル（これらは

互いに8から9．8Hzのカップリング定数を示しアキシャル配置をとる）

が認められた。さらに1H－COSY実験を行いプロトンどうしのカップリン

グのネットワークを結び、　部分構造を得た。　その結果ソラナスコン（66）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ
とアグリコン部分のシグナルが類似していたのでソラナスコンの骨格を参考

にして部分構造をつなぎあわせ図9－4の構造になった。H－11αとH－

9α・H一一一10間にはW－typeのロングレンジカップリングが認められ

た。H－10のケミカルシフトがδ4．05と低磁場シフトしていること、

カーポンシグナ！レのケミカルシフトでもC－10の低磁場シフトが認められ

ることから、　10位がグリコシレーションサイトであると決定した。：H－

10の相対配置はH－11αとのW－typeのロングレンジカップリング

一13　1一
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声

からα配置と決定した。これらのことから70は10β一ヒドロキシソラ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ノ
ナスコンーβ一グルコピラノシルーテトラアセテートと決定した。すなわち

もとの構造は　10β一ヒドロキシソラナスコンーβ一一グルコピラノシド

（71）と決定した。
～

＼
　Htttl．i　／t　t31

0．．　”’．：

　4　．．”　　　s““一一’

　　3　14

　　　　1　　21，・

　　1，三

　　HO

“1＞xgH

o

　IS1．．“““““

u

I
O

10

9

：

ズ10H

　2－3　13一ヒドロキシソラナスコンーβ一グルコシド（74）の構造
　　l12）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ／
決定

　㌃3は無色のシロップでFD－MSで皿／9564に分子イオンピークを

示し、さらに辺／k331のテトラアセチルヘキソースの特徴的なフラグメ

ントピークを示した。73が糖部分としてテトラアセチルヘキソピラノース
　　　　　　　　　　ル
を有し、アグリコンの分子量が234であることを示唆した。73のiH一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～
NMRのスペクトルのチャv一一．．トを図3－5に示した。73は1H－NMRで
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
δ1．01、δ1．24に核間メチル、　4っのアセチルメチル、　δ3．67，

3．　71にハイドロキシメチル基のシグナルが観測され、　δ3．　6から

5・3にかけてカップリング定数が7．8から9．8Hzのアキシャルカッ

プリングをする糖部分のリングプロトンに由来するシグナルも観測された。

糖のアノメリックプロトン（δ4．49）のカップリング定数が8Hzであ

ることから7矯はアセチル化されたβ一グルコシドであることが判明した。

このことは73がNH3一一MeOH処理で脱アセチルされ、さらにβ一グル
　　　　　　～
コシダーゼでアグリコンとグルコースに加水分解されることからも支持され

一132　一一
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　7Aメの酵素加水分解により得られたアグリコン75　はEI－MSで
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
巫／A234に親ピークを与え、さらにHR－MSによって分子式

C15　H2202が与えられた。このもののプロトンNMRのスペクトルはソラナ
スコン（66t’”’v一）とよく_似ていた・ソラナスコン（6漉）の・5位のメチル基

に相当するシグナルが・顎ではない代わりにδ3．67、3．71のヒド・

ロキシメチル基のシグナルが観測された。このことと　75の分子量がソラ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ナスコン（llJ6）よりも16多いことから縛1まソラナスコンが一カ所水

酸化を受けた構造と考えた。さらにプロトン同士のシフト相関を調べ（図3

－5）・”の構造を13一ヒドロキシソラナスコンと決定した。75の相
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ル対配置はNOE実験によりソラナスコン（66A．一t）と同じであることが判明し

た。故に配糖体の構造は　13一ヒドロキシソラナスコンーβ一一グルコピラノ

シド（74．”N．．・）と決定した・
BH…．，

4　一．．］
　、い覧亀・喝

3　　罵

　　1　　2i

　　”一Xo

　　躍

11

’

e

　2－4　15一ヒドロキシソラナスコンーβ一グルコシド（77）の構造
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　v”N，一r決定Ilz）

　徳は無色のシロップで前述の3つのソラナスコン配糖体と同様にFD－

MSで辺／三5、64に分子イオンピークを示し、さらに辺／9331のフラ

グメントピークを示すことから糖部分としてテトラアセチルヘキソピラノ＿

ス・アグリコンの分子量が234であることが示唆された。76の1H：一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　”’Vr
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NMRのスペクトルのチャートを図3－6に示した・エ」6はiH　一一　NMRで

δ1．　10にダブレットメチル、δ1．33に核間メチル、4っのアセチル

メチル・δ3・53・3・96にヒドロキシメチル基に由来するシグナルが

観測され・　δ3・　6から5・3にかけてカップリング定数が7．　8から

9．8Hzのアキシャルプロトンの存在を示唆する糖部分のリングプロトン
　　　　　　　　　　　
のシグナルも観測され亮。糖のアノメリックプロトン（δ4．49）のカヅ

プリング定数が7・8Hzであることから現61まアセチル化されたβ一グ

ルコシドであることが判明した・このことは7～6がNH・一Me・H処理で

脱アセチルされ、さらにβ一グルコシダー一．ゼでアグリコン（78）に加水分

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～解されることからも支持された。
　　　コノ　　へ　　

こ姥ク2一．脳孔8はE・一MSで1111；！．／ユ234に分子イオンピークを

与え・さらにHR－MSによって分子式ClsH2202が与えられた。78の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！H繭NMRのスペクトルのチャートを図3－7に示した。このもののスペク

トルはソラナスコン（66へ）とよく似ていた。異なるのはソラナスコン

（66A．．t）の15位のメチル基に相当するシグナルがない代わりにδ3．77

のヒドロキシメチル基のシグナルが有ることであった。このことと　78の
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ分子量がソラナスコンよりも16多いことから、　78はソラナスコン（66）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　ノヘノ
が一カ所水酸化を受けた構造と考えた。さらにプロトン同士のシフト相関を

調べ（図3－7＞・　”の構造を15一ヒドロキシソラナスコンと決定した。

讐の相対配置はNOE実験によりソラナスコンと同じであることが判明し

た。故にこの配糖体の構造は　15一ヒドロキシソラナスコン＿β＿グルコピ

ラノシド（77）と決定した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH
　　　　　　　　　　　　　。H・t…．一一一2／5
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第三節

　その他のセスキテルペン配糖体

　3－1　1β一ヒドロキシデブネイオールーβ一グルコシド（83）の構
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　くノ造決定113）
　　　　　　　　　　’1

　磐は無色のシロップでFD一一MSで里／ZL626に分子イオンピ＿クと

辺／・211・331のフラグメントイオンピークを示した。このことから82は
油分としてテトラアセチルヘキソピラノースを有し、アグリコンの穿子量

が296であることを示唆した。82のiH－NMRのスペクトルのチャー
　　　　　　　　　　　　　　　　トを図3噂8に示した。解は1H－NMRでδ0．92にダブレットメチ
ル、　δ1．04、　1．　22に核間のメチル、　5っのアセチルメチル、　δ

3．40、　3．77にヒドロキシメチル基に由来するシグナルが観測され、

δ3・69からδ5・18にかけてカップリング定数が7．9から9．7の
糖部分のアキシャルプロトンに由来するシグナルが観測された。また、δ

5・22・　5・93にそれぞれプロトン1一分のシグナルが観測された。糖

のアノメリックプロトン（δ4．50）のカップリング定数が7．9Hzで

あることから　｛浮　はアセチル化されたβ一グルコシドであると考えた。こ

のことは　影がNH3－MeOHで脱アセチル化され、さらにβ一グルコ
シダーゼでアグリコンに加水分解されることからも支持された。このアグリ

コン聾　はEI－MSで辺／A254に分子イオンピークを与え、　NMR
から得られたプロトン・カーボンの数から分子式C15H2202が与えられた。

乳タの1H－NMRのスペクトルのチャートを図3－9に示した。

13　C－NMRのチャートを図3－10に示した。84はアセチル化配糖体に
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ん比べ、　テトラアセチルヘキソピラノースの他にアセチル基が1つなくなって

いた。このことは・このことはアグリコンに1級か2級の水酸基が存在する

ことを示唆していた。ついで84についてiH－COSY実験によってプロ
　　　　　　　　　　　　　レトンシグナルのクロスピークの解析を行いそのネットワークから図3－9に

示す部分構造を得た。13C－NMRからは4級炭素が3っ、水酸基が3っ存

在が示唆された。このことを考慮し、既存の骨格を考えると図3－9に示す

一13　9　一一

婁
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ザ

1位・　11位・　12位に水酸基のはいったエレモフィラン骨格がこの部分構

造と適合した。この平面構造はWhiteheadが』tabacumから単離
報告した1eg＞ @1一ヒドロキシーβ一デブネイオール（84）と一致した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆデブネイオール類は最初にTNVに感染した』鯉から抗菌活性を有す

るセスキテルペンとレ＼て単繍造決定されたle’》・このものは・天然にはめ

ずらい’トランスェレ・モフィラン骨格を有する・聾は』tabacumのカルス

からもファイトアレキシンとして単離され1e・2）、その後、　3環性のもの1s・3）、

酸化されたものが単離構造決定されている！9・Sl。ついでNOE測定を行い図

3－11に示す結果を得、　肥の相対配置がずのようであることを確認した。

また、　1位の水酸基の相対配置は図3－12に示すようにエレモフィラン型

の骨格を有するもので磐に類似のものについてそのiH　一NMRの特徴的

なシグナルのケミカルシフトを比較検討した・i氾a、製bの・位水酸基

の付け根のプロトンのケミカルシフトのうち84のそれは（δ4．23）、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ん
1βヒドロキシ体の艶bと近いこと、3位のアキシャルプロトンのケミカ

ルシフトPS　6　2・34と・位水酸基とシスーアキシャルの関係にあって低磁

場シフトしていることから懇は・β一ヒド・キシデブネイオールと同定
した。

　したがってこの配糖体の構造を1β　一・ヒドロキシデブネイオールーβ＿グ

ルコシド（83）と決定した。　　　OH
　　　　　（ノ

OH　O

OH

o

OH
HO

　　　　　　　　　　　　　　　　83　　　　0H
　　　　　　　　　　　　　　　　～
　　　　　　キ
3－2　メトキシフィチュベロー・一．ルーβ一グルコシド（86）の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　～〆　　　構造決定
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ザ

　化合物り　は無色でFD－MSで分子イオンピーク11ig／三614　とフ

ラグメントイオンピーク辺／9331を与える。　1H－NMR（図3－13）

ではδ1・02・　1・　12、　1・20、　1・43に4本のメチル基のシグナ

ル・　4っのアセチルメチル、　δ3・35にメトキシメチルに由来するシグナ

ルが観測された。ま左δ3・65から5・　19にかけて糖部分に由来するシ
　　　　　　　　　　グナルが観測された。・1H－COSY実験により糖部分のプロトンシグナルを

帰属し、糖のアノメリックプロトンのカップリング定数が7．9Hzであっ

たことから糖部分はβ一グルコシドであると考えた。1H－NMRの残りのシ

グナルと　鞠6　の分子イオンピークから逆算した分子量284は高木らが単

離した32）メトキシフィチュベロール（88）の1H－NMRのスペクトルと
　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
ほぼ一致した。このことからこの配糖体の構造をメトキシフィチュベロ＿

ル隅β一グルコシド（86（ノ）と決定した。メトキシフィチュベロール（発）

はフィチュベロール（87）の2位がメトキシ化された物質で抽出、精製過
　　　　　　　　　　ノ　ノ
程で生じた化合物であるといわれているが88ももとはフィチュベロ＿
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ルーβ一グルコシド（98）であったと考えられる。
　　　　　　　　　　～

51

o／NS

1

1

β
0

∩
U
唖

　　HHO

8v－7　H：O

o

31

考察

　以上、葉たばこから新たに6っのセスキテルペン配糖体を単離しその構造

を決定したが、ソラナスコン類についてはすでに単離されたソラナスコン
　　　　　　　さ（6A9）9　8’・3β一ヒド・キシソラナスコン（7A9）9　9’・デヒ’ド・ソラナス

コン（80）le4）の3っに加え7つ単離されたことになる。これらの13　C一
　　　～
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ず

NMRの比較表をそれぞれ表3－1に示した。

　これらのうち　6（．6やエ3はその前駆体のソラベチボン（饗）、3一

ヒドロキシソラベチポン（59）を光環化することにより9・8・99）生成するこ
　　　　　　　　　　　　　
とが報告されているが、今回単離した　15一ヒドロキシソラナスコン（78）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
についても13一ヒ、ドロキシソラペチポン（60）をメタノール中で光照射
　　　　　　　　　　＼　　　　　　　　　　　　　　～
することによりほぼ定量的に　78　に変換されることを確認した　　（図3一・
　　　　　　　　　　　　　　～
14）。図3－15に示すように、AからEまでマークした位置に水酸基の

あるソラベチボンが、いままでに単離されたソラナスコンに変換されるが現

在までにB、DとEの位置に水酸基のあるソラベチボンの存在は確認されて

いない。このことからソラナスコンの水酸化、配糖体化はソラベチボンから

の変換後に行われる可能性が考えられた。

優
、
④

ト㊨

①パ
’
’

o

A

8
1
～ ＠

．KD

ノ

ー

ー
⑧

範

D

図3－15　ソラベチポン骨格からソラナスコン骨格への変換

N
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第四章

　水耕およびれき耕培養によるタバコ根浸出物中のセスキテルペン11T）

　高等植物の根からは・ある種の化学物質が分泌され根圏の微生物に対して

制御をしているという考えのもとでの物質探索はいくつかの植物で行われて
　　　　　　　　　　　
きたIB5》。　Tangらle6・le7）は、馳遡をれき耕培養し途中
に吸着樹脂カラムをつけた培養液循環装置を用いて樹脂に吸着したアレロバ

シー物質の同定を行っている。ナス科の栽培植物はとくに連作障害の原因の

ひとつとしてがこの根からの外分泌物質ではないかと考えられている1e5｝。

そこでナス科の代表的な栽培植物であるタバコについてその根の外分泌物質

について検索を行うことにした・タノズコについてはニコチン（90，’ny，v’）が根で

生合成され葉に移行し集積することが接ぎ木実験等によって調べられている

1e8） Bまた清水らによりタバコ根端培養の実験が行われ、ニコチン（90）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　をはじめとするアルカロイド類及びアミノ酸類の培養液中での存在が報告さ

れているleg・11　e）　。しかし、培養液中に存在する疎水性化合物や、さきにに

述べた葉たばこ中から単離したテルペン配糖体のような親水性の中性化合物

は調べられていない。

N
・・

c‘　：

‘…！　ii　ii：

3H

」

C
－
N

図’4－1　ニコチン（90）
　　　　　　　　　　へ〆

　本章では新た、にタバコ根の外分泌物質の検索を行うために、水耕およびれ

き耕培養法を用い、　6っのセスキテルペンを単離、同定した。

一一　150一
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第一節

　水耕法によるタバコ外分泌物質の検索

　水耕法を用いた実験で根の外分泌物質の検索を行うために2っの条件を設

定した。水耕法と培地組成は下図に示す。
　　　　　　　　　　へ
　実験1は、41の水耕ポットに21の水耕液を入れ播種1カ月後のタバコ・

BY－4品種を1本ずつ10器設置した。これを1日おきに水耕液を更新し

古いものを｝IP－20樹脂をつめたカラムに通した。さらに1カ月半後、立

ち枯れ病菌培養液（CPG培地）を各　200ml加えた後同様に1日おき

に水耕液を取り替え別のHP－20樹脂のつまったカラムに通した。

　実験IIは、　1と同様に水耕栽培し、タバコ移植1カ月後に10器のうち

8本に1と同様に立ち枯れ病菌培養液を各200ml加えその後1カ月間1

日おきに水耕液を更新し、古い水耕液をHP－20樹脂のつまったカラムに、

菌接種のものと未接種のものを別々に通した。

水耕栽培：

　　　“

’：L一．

訂XN，

111tl．gg12，at｝gc　o　t　i　a　n　a　．1at，bagu1gbacum，

培養液組成（mg／ユ）

BY　・一　4

）

KNO3　85．86
NH4NO3　80．36
NaH2PO4・2H20　43．g6

CaC12・2H20　104．86

Fe・EDTA　6．57
MgSO4・7H20　30．57

znso4・7．H20　o．44

FlnSO4・4H20　O．50

H3BO3　O．57
CuSO4・5H20　O．04

Na2tvloO4・2H20　O．03

タバコ立枯病菌（Pseudomonas　soユanacearum）

図4－2　タバコの水耕栽培
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結果

実験1

　健全期（1カ月半、5001）、接種後（2週間2001）のHP＿20
　　　　　　　　　　x
樹脂吸着物は・メタノールでカラムから溶出させ、これを濃縮後酢酸エチル9

旦緬ブタノール・水の三層に分配した。　（図4－3）、各層の抗菌活性（立

ち枯れ病　U－7菌株）およびチャ花粉管伸長阻害活性を調べたところ健全

期、接種後ともに酢酸エチル層とp一ブタノール層に活性が認められた。

　そこで健全期と接種後の酢酸エチル層をそれぞれHPLC（YMC

AM324逆相）にかけ、図4－4に示す6っのセスキテルペンを単離した。

これらの構造はMS、　NMRによって同定した。

A．健全期

1． 水洗

　2．

@3．
T35皿g

MeOH：溶出

Z縮

OAc層 水層

63．5　mg

　
　
㎎

層水
　
5
0

　
　
4㎎

062

図4－3a　HP－20吸着物の分画（健全）

1
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B．醤漣後

　　1．　水洗

@　2．　MeOH溶
@　3．　濃縮

T43mg

＼

EtOAc層
　185田g

　図4－3b

　　o　ノ
’

／駕
軌H

HO“”

難難燭

。
●
●
●

o

8
9
母

1

　　　　　　　　　水層

　　　　U－BuOH層　　　　　水層

　　　　　　106　mg’　230　mg

HP－20吸着物の分画（接種）

　　　　　　　　HO

o疑　　　　　　　　61
　　　　　　　　　　　　　（ノ

　　　　　　　　　　　OH

“　OH

30〃
OH HO

9
1
厚

譜’＼

　　　　　　OH　　　　　　　：三
　　　　　　　　　　　　　　　三葡
　　　　　　OH

　図　4r－4　根分泌血中のセスキテルペン
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これらのうちフユチュベロール　　　　　　　　　　　　　　　　　　、（89〈ノ）カプシジオール（身」・）・リシ

チン （61，，一MN．t’）の3っは両方の酢酸エチル層に含まれる。　また。　ルビミノール

（92，t’”’，v一）

以外はタバコでは葉で生成するファイトアレキシンとして単離され

ている化合物である。 今回ルビミノール　　（92）が根の外分泌物質とし　　　　　　　　　　～

てタバコ植物から単離されたことになる。　　　　　　　　　　＼

接種後の酢酸エチル層についてGC－MS分析を行い得られたデータにっ

かった。

いてMSライブラリー検索を行ったが、 遊離のフェノール類は見いだされな

酢酸エチル抽出物（水耕）　：

yMC－AM3240DS
80％MeOH（1．2m1／分）

H

接種前…一…・

ﾚ種後

宕
嗣

匡

｛
’
ξ
’

　
。
亀
》
㍉
、
’

箕
a
8

　　広　口　　　　　　　ぢ
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図一4　－6　実験1酢酸エチル抽出物のGC－MS

実験II

　健全株（2本　501）、接種株（8本　2001）のHP－20樹脂吸
着物は、メタノールでカラムから溶出させ、これを濃縮後酢酸エチル、旦一

ブタノール、水の三層に分配した（図4－7）。

　図に示されるように1本当りのHP－20樹脂吸着物および各分画物の重

量は接種したもののほうが健全株より多かった。また、各分画物のチャ花粉

管伸長阻害活性を調べたところ実験1と同様に両方共に酢酸エチル層と．R一

ブタノール層に活性が認められたがこの場合接種株の分画物のほうが活性が
　　　　　　　）
高かった。
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A．健全株（2株）

1． 水洗

2．

MeOH溶
3． 濃縮

＼
＼

30mg
℃

OAc層 水

10田9

水層

　　　　　　　　　n－BuOH層　　　　　水層

　　　　　　　　　　　　6mg　12　mg

図4－7a　HP－20吸着物の分画（健全）

B．接種株（8株）

1
⊥
9
乙
9
」805　mg

水洗

MeOH溶出
濃縮

　　　l

　72　mg

　図4－7b

　　）

r“’一”一一一’一一：’一一一”一一一一一一一一一

水層
r”“一一一’一一一一“一i

　　　　n－BuOH層　　　　　水層

　　　　　152　mg　577　mg
HP－20吸着物の分画（接種）
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次に両方の酢酸エチル層についてGC一｝1S分縦行ったところ健全勘、

らはフィチュベロール（89，．’N．．一）・カブシジオール（晃）

が・接種株からはフィチュベ・一7レ（89t”’．b，．．t）、カブシジオール（92）、リ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ふシチン（61（ノ）・ルビミノール（麗）が検出さ才もた．これらについて内部

標準にメチルミリス eトを用いてGCで定量したところ、・本当りでは接
麟のほうが圧倒的ににれらセスキテルペンの量が多かった．特にカプシジ・

オール（91C，’Nv）の量は健全株の約15倍であった（表4一・）。

表4－1　実験II　健全株と接種株の分泌セスキテルペン

～　　　　　　　1幽隔隔｝’ 1剛） @　　　　 ノー〉

健全

接種

3．97

8．　07 30．35

4．74

74．91 9．52ug

＊一株当り

（8・”’一）フィチュベロール・（製）リシチン・（2」・）カプシジオール・

（9　2　）　ルビミ　ノール
d，””’，，v
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第二節

　れき耕法によるタバコ外分泌物質の検索

　水耕法の実験結果の確認と生育ステージごとのセスキテルペン生成量の変

化を調べるため・れき＼耕法を用いた実験…　を行った・実験…　は、

ガロン瓶の底を切断し逆さにした容器にビー玉を入れ、約1ユの水耕液を加’

え播種1カ月後のBY－4品種を1本ずつ10器設置しれき耕栽培した。各

れき耕装置には循環ポンプとHP－20樹脂のつまったカラ’ ?を取り付け、

移植後1週間（ステージA）、　2週間（B）、　4週間（C）ごとににカラム

を取り替えた。移植4週間後にこれらのうち、4器はそのまま（D）、6器

に立ち枯れ病菌培養液を各100mlずつ加え（E）10日間さらに栽培を

行い根の分泌物をカラムに吸着させた。

礫耕栽培：

r

r．・一　一　Nicotiana　　　　　　　　12：taj；2ap．！i！mbacum，．
署，　籠BY－4ぷ。種

‘iii　lii；

i
l
l

P　　摺

HP－20拉ナ月旨

MeOH

MeOH抽出物

砂礫

培養液

Ether

Ether抽出物

Siユica　geユカラム

mp．xanel　l　g　o：iol　17s：2sl　1　s　o：sol　f　EJdialFl　1－EE6KU　17　5Z　E51E5

HP　一　20カラム

エ．5cm×15cm
N

図4－9　タバコのれき耕栽培
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結果

　各ステージA・B・C・D・EのHP－20樹脂吸着物はメタノ＿ルでカ
ラムから溶出させ・これを濃縮後、酢酸エチル、旦一ブタノv・一一ル、水の3層

に分配した・この F酢酸エチル層をシリカゲルに囎させたのち・エーテ

ルで溶出させ以後の分析に用いた。

　次に各ステージの酢酸エチル層についてGC一・MS分析を行ったところ初

期はカプシジオール（9）1）とルビミノール（％）の2つが検出され、生

育が進むに従って・フィチュ　t〈　u一ル（89．Sv）がついでリシチン（軋1）、

デブネイオール（85へ）が検出された。健全株と接種株のセスキテルペンの

種類は同じであった。これらについて内部標準にメチルミリステートを用い

てガスクロで定量したところ、生育が進むにしたがって量が増加し、最終ス

テージDでは減少した。　また接種したもの（E）のほうが健全株よりも圧倒

的にこれらセスキテルペンの量が多かった。特にデブネイオールの量は健全

株の200倍近くであった。　（表4－2））

表4－2　実験III　生育ステージでの分泌セスキテルペン

1V @　　　　　　～／　　　　　　 へ／　　　　　　　1ヘー／

26．92

4．83

25．52

一　旧　 一　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　輯　鴨

10．　24

0．89　O．57

87．98　97．73

　　　　　92
　　　　　（ノ

6．44　3．79

19．71　6．44

43．51　7．36

6．34　6．49

72．83　103．69　ug

＊一株当り
　　　　　　へ
（89）フィチュベロール：
　〈〆
（91）カプシジオール：

～

　　　
（9　2　）　ルビミノール

～

（61）リシチン：　（85）デブネイオール：
．”’S．dt
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．

　A：移植後1週間

　B：Aより2週間

　C：Bより4週間

　D：Cより10日間
　E：Cより立ち枯燕病菌培養液添加10日間
　　　　　　　　　’1

　以上のようにタバコ根の外分泌物質として抗菌活性が知られているセスキ

テルペンを単離した。これらはタバコの葉から単離されたセスキテルペンと

量比も種類も異なるものであった。とくにルビミノール（％）はタバコか

ら初めて単離された物質であり、葉とはべつに根に独自のセスキテルペンの

生合成系が存在することが考えられた。これらは、生育の後期、立ち枯れ病

菌の接種後急激に増加していることから外部からのストレスによって生成し

たと考えられる。これら抗菌活性を有する化合物が根圏の微生物に何らかの

影響を与えていることが考えられた。

1
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第五章　実験の部

第一節　バレイショ葉メタノール抽出物の分画

　1989年度7月北海道大学農場にて採集したバレイショ（男爵）の生葉
　　　　　　　　　　　
約65Kgを凍結乾燥後（6．02Kg）、ただちに70％メタノ＿ル10
01に浸漬した。これをガーゼ濾過したのち減圧濃縮した。浸漬は再度行い

あわせて濃縮しメタノール抽出物を得た。これを2しの水に溶解し、水溶液

を酢酸エチル2：しで3回洗浄して脂溶性成分を除いた。続いてこの水溶液を

濃縮後・多孔性樹脂カラムDIAION　HP－20（3L）に吸着させ蒸
留水で遊離の二等を溶出させ、後メタノールを流した。

　このメタノール溶出画分をβ一グルコシダーゼで加水分解し遊離したアグ

リコンをジアゾメタンでメチル化処理した後キャピラリーGC－MSで分析

した。このメタノール溶出画分をシリカゲルを充填したカラムに吸着させ、

クロロホルムとメタノールの混合溶媒でメタノールの濃度を5、　10、　20、

30・　50・　100％と順次変化させて極性の低い順に溶出させた。各溶出

画分をβ一グルコシダーゼで加水分解し、それぞれの遊離アグリコンをキャ

ピラリーGC－MSで分析した。

第二節　バレイショ各生育ステージでの配糖体含量の定量

　萌芽した男爵薯14鉢を通常の栽培により日本たばこ産業遺伝育種研究所

（静岡県磐田市）の温室で1989年6月1日に移植し生育させた。図2－

1，2を参考にして5っの生育ステー一・ジに区切りそれぞれ成長過程の異なる

地上部、地下部（除種下）、種薯の区分別に3ないし4鉢ずつ採集しすぐに

凍結保存した。すべて採集がすんだ後これらを凍結乾燥しメタノール抽出し
た。

　　　　　　　ヘ
　アグリコンの定量は以下の方法により行った。各ステージにおける各区分

ごとの凍結乾燥試料のメタノール抽出物100mgを0．　1M酢酸緩衝液

一一@162一
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10mlに溶解し内部標準としてオクチルーβ一グルコシド100p9を加

えた。この溶液をジクロロメタン10mユで2回洗浄して脂溶性成分を除い

た後・　5mlずつ2っにわけ、一方のみβ一グルコシダーゼ5mgを加え他

方をコントロt・・・…一ルとした。両方ともに38◎Cで18時間インキュベ＿トし

たのち・それぞれをジクロロメタン10mlで2回抽出して遊離したアグリ
　　　　　　　　　ヘコンを得た。この抽出物をGC，　GC－MSで分析した。また、アグリコンー

の定量はGC上のピーク面積から内部標準物質から遊離したオクチルアルコ

ールのピーク面積と比較して行った。

第三節　葉タバコ中のセスキテルペン配糖体の単離

　米国産黄色種葉たばこ（OCL）の乾燥物4．7KgをMeOHに浸漬し
抽出したものを減圧濃縮し、水とヘキサンで分配した後水層をn一ブタノ＿

ルで抽出した。このものを減圧濃縮後、多孔性樹脂HP－20にかけ水で遊

離の糖等を溶出させた後エタノールを流し溶出してくる画分を集め濃縮した。

これを水とエーテルで分配し、水層を活性炭カラムにかけさらにシリカゲル

カラムにかけた。こののち高速液体クロマトグラフィー、誘導体化を行って

配糖体の単離を行った。いずれの分画の場合も配糖体の存在を確認するため、

β一グルコシダー．一一．ゼを用いたモニタリング48）を行った。すなわち各画分の

100mgを0．1M酢酸緩衝液20mlに溶かしこれを等量の酢酸エチルで
2度洗浄した後、　10mlずつに分け、片方にβ一グルコシダーゼ（ベーリ

ンガーマンハイム社製）10mgを加え38◎C、　18時間インキュベート

して加水分解し、遊離アグリコンを酢酸エチルで抽出した。他方はβ一グル

コシダーゼを加えずに同様の条件でインキュベートして酢酸エチル抽出し、

コントロールとした。この抽出物をGC－MS分析を行い、既知のアグリコ

ンとは異なるものが含まれる画分について次の精製のステップに進んだ。

　すなわち、シリカゲルカラムの20％MeOH溶出画分をさらに高速液体
　　　　　　　ヘ
クロマトグラフィー（ODS　YMC　s343，　A314　移動相60％
MeOH：／H20））で分画した。そのうち、さきに述べた酵素によるモニタ
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リングでセスキテルペン配糖体の含まれると予想されたフラクションを分取

後・アセチル化したものを再度高速液体クロマトグラフィー（ODS　YM

C　AM324　移動相　80％MeOH／H20）により分離、精製を行
い・6種のアセチル化物館（6皿9）・7、・v・（32mg）・発（3　mg）・写（2　m｛｝）、

　　　　　82（35mg）、　86（10mg）　を単離した。
　　　　　，（）　　　　　　　　　　（レ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：

　　　　　　9β一Hyd「oxysolanasc・ne糟β一91uc・pyran・side　tetraacetate（62」）．

〔α　］・・一10・55’（⊆・0・15・EtOH）・’H－NMR（CDC1・）δ・1．01（3H，　s），1．08（3H，

　d，　」＝6．9　Hz），　1．21（1H，　dd，　9＝1．6，　11．1　Hz），　1．24（3H，　s），　1．29（1H，

dd，　ユ＝3．1，　13。4　Hz），　1．75（1H，　d，　ユ＝1．6　Hz），　　1．86（1H，　d，　gニ11．1　Hz），

1．91（1H，　dd，　2エニ11．9，　12．8　Hz），　2．00（3H，　s），　2．03（3H，　s），　2．04（1H，　dd

，　立＝3．8，　12．1　Hz），　2．05（3H，　s），　2．07（1H，　d，　：エ＝13．4　Hz），　2．08（3H，　s），

　2．09（1H，　dd，　1＝5．8，　12．8　Hz），　2．43（2H，　m），　2。53（1H，　dd，　」＝5．8，　11．9

Hz），　3．66（1H，　ddd，　1＝2．4，　4．7，　9◎9　Hz），　3．96（1H，　m）s・　4．19（2H，　皿），

4・43（1H・d・ユ・8・O　Hz）・4・92（1H，　dd，ユ・・S．0，9．9　Hz），5．05（1H，　dd，ユ・

　　　　　　　　　ド
9．7，　9．9　Hz），　5．17（1H，　dd，　」＝9．7，　9．9　Hz）．

　　13C－NMR（CDCI3）δ：　17．5（CH3），17．8（CH3），20．5（CH3），21．7（CH3　x　4），

34．6（CH2），　36．5（CH），　36．5（CH），　37．0（CH2），　39．0（CH2），　43．3（C），　46．2（

CH2），　48。6（CH），　49．5（CH），　49．5（C），　50．9（C），　68．0（CH），　169．1（C），

169．4（C），　170．3（C），　170．6（C），　213●4（C）．

FD－MS　璽／三⊇　：　564（M＋），　331．

　
．

　　　　　　10β一Hydroxysolanascone一β一glucopyranoside　tetraacetate（70）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

［αIDニー20．936（g＝0．41，　EtOH）．　1H－NMR（CDC13）δ：0．96（3H，　s），　1．21（3H，

　d，　ユ＝6．4　Hz），　1．23（3H，　s），　1。28（1H，　dd，　ユ＝5．1，　13．8　Hz），　　1．38（1H，

d，　ユニ11．3　Hz），　1．73（1H，　dd，　：エ＝5．1，　11．3　Hz），　1．78（1H，　d，　ユ＝11．3　Hz），

1．84（1H，　dd，　1＝5．9，　13。8　Hz），　1．89（1H，　dd，　ユ＝12．0，　12．7　Hz），　1．99（
　　　　　　　　　　　　　　　　．、

3H，　s），　2．00（3H，　s），　2．01（3H，　s），　2．04（2H，　m），　2．05（3H，　s），　2．47（1H，

　dd，　ユ＝6．0，　12．O　Hz），　2．51（2H，　皿），　3．64（1H，　ddd），　4．05（1H，　brd，　ユニ
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N

5．9　Hz），　4．19（　2H，　m），　4．45（IH，　d，　，IL＝8．0　Hz），　4．93（IH，　dd，　1！＝8．0，

9．8　Hz），　5．08（IH，　dd，　1＝9．4，　9．7　Hz），　5．18（IH，　dd，　，1＝9．7，　9．8　Hz）．

i3C－NMR（CDCI，）6：　17．7（CH3），　17．9（CH3），　19．1（CH3），　20．6（CH3　x　4），

33．4（CH），　33．8（CH），　34．4（CH2），　37．3（CH2），　43．3（CH），　45．1（C），　46．5

（CH2），　48．0（CH），　48，．．7（C），　54．1（C），　61．8（CH），　169．4（C），　169．6（C），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x

169．8（C），　170．5（C），i213．5（C）．

FD一一MS　m／zl　：　564（M’），　331．

　　　　　　13一・Hydroxysolanascone一　」（3　一一glucopyranoside　tetraacetate　（　7，．，v3，　）　・

［a］，＝一12．0’（！2＝O．05，　EtOH）．　iH－NMR（CDCI3）6：　1．01（3H，　s），　1．11（IH，

m），　1．24（3H，　s），　1．31（IH，　m），　1．42（2H，　m），　1．60（IH，　m），　1．73（IH，　m）

，　1．90（IH，　m），　2．10（IH，　m），　2．12（IH，　m），　2．24（IH，　m），　2．52（IH，　m），

2．54（IH，　m），　2．57（IH，　m），　3．67（IH，　ddd，　i1＝2．7，　4．7，　10．1　Hz），　3．71

（2H，　ddd，　ユ＝2．7，　4．7，　12．4　　Hz），　4。19（2H，　m），　4．88（1H，　d，　ユ＝8．O　Hz），

4．97（IH，　dd，　1＝8．0，　9．4　Hz），　5．07（IH，　dd，　i！＝9．4，　10．1　Hz），　5．18（IH，

dd，　，111＝9．4，　9．4　Hz）．　FD－MS　pa／g　：　564（M’），　331．

　　　　　　13－Hydroxysolanascone　（　7A5，，　）　・

［a］D＝＋6．84’（g＝O．05，　EtOH）．　iH一・NMR（CDC13）6：　1．02（3H，　s），　1．13（IH，

　m，　1＝12．5　Hz），　1．26（3H，　s），　1．36（IH，　m），　1．48（3H，　m），　1．7e（IH，　brs）

，　1．92（1H，　dd，　ユ＝11．9，　13．2　Hz），　2．09（1H，　m），　2．13（1H，　dd，　ユ＝6．0，

13．2　Hz），　2．26（IH，　dd，　i1＝11．9，　16．8　Hz），　2．51（2H，　m），　2．55（IH，　m），

3．73（2H，　m）．

EI－MS　1／g　：　234（M“），　203，　176，　133，　91．　HR－MS　pa／g　：　234．1594；　calcd．

　234．1619　for　CisH2202・

、

15－Hydroxysolanascone一　JB　一glucopyranoside　tetraacetate　（　7　6　）　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈ノ
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［α】Dニー14・0’（9・0・08・EtOH）一H－NMR（CDC1・）δ・1．10（3H，　d，ユ・6．7　Hz），

1．10（IH，　m），　1．30（IH，　m），　1．33（3H，　s），　1．47（2H，　m），　1．59（IH，　rn），

1・96（1H・　m）・　2・04（2H・　m）・　2・10（1H，　m），　2．24（1H，　dd，　ユ＝12．0，　13．O　Hz）

，　2．43（IH，　m），　2．45（IH，　m），　2．52（IH，　dd，　，1＝6．0，　12．0　Hz），　3．53（IH，　d

，　1＝9．7　Hz），　3．67（IH，　m，　」＝2．6，　4．5，　9．8　Hz），　3．96（IH，　d，　g＝9．7　Hz），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　N
4・14（1H・　dd・　ユ＝2・6・・12・3　Hz），　4・26（1H，　dd，　9＝4．5，　12．3　Hz），　4．49（1H，・

d，　1＝7．8　Hz），　4．99（IH，　dd，　，1＝7．8，　9．4　Hz），　5．08（IH，　dd，　，1＝9．5，　9．8

Hz），　5．19（IH，　dd，　1＝9．4，　9．5　Hz）．

FD－MS　pa／g　：　564（M“），　331．

　　　　　15一一Hydroxysolanascone　（　7　8　）　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〈ノ

［ae　ID＝＋13．03’（！2＝O．056，　EtOH）．　iH－NMR（CDC13）6：　1．13（3H，　d，　1＝7．1　Hz

），　1．14（IH，　m），　1．31（IH，　m），　1．36（3H，　s），　1．51（2H，　m），　1．62（IH，　m），

1．97（IH，　m），　2．05（2H，　m），　2．09（2H，　m），　2．27（IH，　dd，　g＝12．1，　12．2　Hz）

，　2．45（IH，　m），　2．48（IH，　m），　2．59（IH，　dd，　，1＝6．0，　12．1　Hz），　3．77（2H，　s

）・

i3C－NMR　（CDC13）6　：　17．7（CH3），　20．7（CH3），　23．2（CH2），　26．6（CH2），　30．6

（CH2），　36．8（CH），　40．2（CH），　43．2（CH2），　46．5（CH2），　49．4（CH），　50．3（C），

50．7（C），　5Ll（C），　63．6（CH2），　213．6（C）．

EI一・MS　1／g　；　234（M“），　206，　178，　137，　91．　HR・一MS　m一／g　：　234．1639；　calcd．

　234．1619　for　CisH2202・

　　　　　1β一hydroxydebneyo1一β一glucopyranoside　tetraacetate（82）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヘノ

1H－NMR　（CDC13）：　0．92（3H，　d，　ユ＝7．1　Hz），　1．04（3H，　s），　1．19（H，　m），　1．22

（3H，　s），　1．55（H，　m），　1．72（H，　田），　1．98（6H，　s），　2．00（　3H，s），　2．01（3H，

s），　2．07（3H，　s），　1．91－2．24（H，　m），　3．40（1H，　d，　ユ＝9．9　Hz），　3．69（1H，

　　　　　　　　　　　　　、

ddd，　ユ＝2．4，　5．1，　9．5　Hz），　3．77（1H，　d，　ユ＝9．9　Hz），　4．13（1H，　dd，　ユ＝2．4，

12．2　Hz），　4．21（1H，　dd，　ユ＝5．1，　12．2　Hz），　4．50（1H，　d，　ユ＝7．9Hz），　4．99
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（IH，　dd，　ll！＝7．9，　9．7　Hz），　5．05（IH，　dd，　！！1＝9．7，　9．7　Hz），　5．18（IH，　dd，

J一．一一’9．5，　9．7　Hz），　5．22（IH，　brt，　J一＝2．7　Hz），　5．93（IH，　d，　，11＝6．5　Hz）．

（C6D6）：　O．99（3H，　d，　J一＝7．2　Hz），　1．06（3H，　s），　1．07－1．34（H，　m），1．38（3H，

　s），　1．56（H，　m），　1．65　一・1．99（　H，　m），　1．71（3H，　s），　1．73（3H，　s），　1．76

（3H，　s），　1．77（3H，　s，），　1．81（3H，　s），　2．29（IH，　m），　3．33（IH，　d，　J＝9．9　Hz

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tN

），　3．35（IH，　ddd，　1＝2．4，　5．1，　9．9　Hz），　3．69（IH，　d，　，1＝9．9　Hz），　4．11

（IH，　dd，　，1＝2．3，　12．2　Hz），　4．23（IH，　dd，　1＝5．1，　12．2　Hz），　4．24（IH，　d，

J一＝8．0　Hz），　5．21（IH，　dd，　1＝9．5，　9．8　Hz），　5．28（IH，　dd，　1＝8．0，　9．5　Hz），

5．42（IH，　dd，　，1＝9．8，　9．9　Hz），　5．47（IH，　brt，　，1＝2．6　Hz），　6．03（IH，　dd，

J一一一’・5．4，　6．2　Hz）

i3C－NMR　（CDC13）：　17．0，　20．4，　20．6，　21．7，　22．6，　25．5，　26．1，　26．4，　31．

8，　38．1，　38．9，　39．5，　40．9，　61．9，　68．4，　71．4，　71．8，　72．7，　73．3，　76．2

，　101．4，　129．6，　137．5，　169．4，　170．19，　170．6　（C6D6）：　17．7，　20．7，　2

1．1，　21．7，　26．4，　27．0，　27．3，　32．7，　38．9，　39．9，　40．3，　41．9，　62．3，　62．

4，　72．4，　72．8，　73．5，　73．6，　76．6，　78．0，　102．4，　130．8，　138．1，　169．4，　1

69．6，　169．8，　170．5．　FD－MS　m一／！　626（M＋），　331．

　　　　　IB－hydroxydebneyol　（　8　4　）　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　””v．

　iH・一NMR（CDC13）6：　O．94（3H，　d，　J．．一一一7．1　Hz），　1．10（3H，　s），　1．17（　IH，　m，

J．＝　2．1，　4．4，　13．8　Hz），　1．28（IH，　m），　1．36（3H，　s），　1．60（IH，　m，　1＝　2．1，

7．1　Hz），　1．65－1．81（5H，　m），　1．99（1H，　m，　ユ＝3．4，　7．0，　15．5　Hz），　2．34（1H

，　m，　，1＝4．6，　13．8　Hz），　3．40（IH，　brd），　3．56（IH，　brd），　4．23（IH，　brs），

5．81（1H，　dd，　ユ＝　1．6，　7．O　Hz）．

　i3C－NMR　（CDC13）：　16．8（CH3），　20．3（CH3），　24．9（CH2），　26．6（CH2），　28．1

（CH2），　33．0（CH3），　38．2（C），　39．3（CH2），　39．6（CH），　41．4（　CH），　68．5（CH2）

，　74．4（C），　74．7（CH），　126．8（CH），　142．3（C）．

1

Methoxyphytuberol一　，B　一gulucopyranoside　tetraacetate　（　8　6　）　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ん
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！H－N　MR（CDC13）δ：　1．02（3H，　s），　1．12（3H，　s），　1．19（1H，　m），　1．20（3H，　s），

1・43（3H，　s），　1・50（4H，　田），　1・69（2H，　m），　1．98（3H，　s），　1．99（3H，　s），

2・00（3H，　s），　2・05（3H，　s），　2．15（2H，　m），　3◆35（3H，　s），　3．43（1H，　d，

ユニ7・7　Hz），　3・65（1H，　ddd，　1＝2．5，　5．6，　10．O　Hz），　3．92（（1H，　d，　J＝7．7　Hz

），　4・07（1H，　dd，　：工二2、・5，　12．O　Hz），　　4．19（1H，　dd，　ユ＝5．6，　12．O　Hz），　4．64

　　　　　　　　　へ（1H，　d，　，工二7・9　Hz），　4・86（1H，　d，　1＝5．1　Hz），　4．95（1H，　dd，　ユ＝7．9，　9．7　Hz’

），　5．00（1H，　dd，　ユ＝9．5，　9．7　Hz），　5．19（1H，　dd，　ユ＝9の5，　10．O　Hz）．

13C－NMR（CDC13）δ：　17．0，20．6，　20．7，　21．2，21．9，25．2，　25．7，30．8，

34．5，　44．5，　44．6，　48．2，　55．3，　62．4，　68．8，　71●5，　71．6，　73．0，　80．1，

90．8，　94．8，　95．2，　103．3，　169．1，　169．4，　170．3，　170．6．

FD－MS　！旦／三二　614（M＋），　331．

第四節　水耕およびれき耕実験

　実験1は、41の水耕ポットに21の水耕液を入れ播種1カ月後のタバコ

BY－4品種を1本ずつ10器設置した。これを1日おきに水耕液を更新し

古いものをHP－20樹脂をつめたカラムに通した。さらに1カ月雪後、立

ち枯れ病菌培養液（CPG培地）を各　200ml加えた後同様に1日おき

に水耕液を取り替え別のHP－20樹脂のつまったカラムに通した。

　実験IIは、　1と同様に水耕栽培し、タバコ移植1カ月後に10器のうち

8本に1と同様に立ち枯れ病菌培養液を各200ml加えその後1カ月間1

日おきに水耕液を更新し、古い水耕液をHP－20樹脂のつまったカラムに、

菌接種のものと未接種のものを別々に通した。

　健全期（1カ月半5001）、接種後（2週間2001）のHP－20
樹脂吸着物は、メタノールでカラムから溶出させ、これを濃縮後酢酸エチル、

二一ブタノール、水の3層に分配した。各層の抗菌活性（立ち枯れ病　U－

7菌株）およびチャ花粉管伸長阻害活性を調べたところ健全期、接種後とも
　　　　　　へ
に酢酸エチル層と二一ブタノール層に活性が認められた。

　そこで健全期と接種後の酢酸エチル層をそれぞれHPLC（YMC　AM
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324　逆相）にかけ、　6っのセスキテルペンを単離した。これらの構造は

MS、　NMRによって同定した。

　実験IIは、健全株（2本501）、　接種株（8本2001）のHP－
20樹脂吸着物は、メタノールでカラムから溶出させ、これを濃縮後酢酸エ
　　　　　　　　　xX
チル、旦一ブタノs…一一ル、水の3層に分配した。

　実験IIIは、ガロン瓶の底を切断し逆さにした容器にビv…一玉を入れ、約

11の水耕液を加え播種1カ月後のBY－4品種を1本ずつ10器設置しれ

き耕栽培した。各れき耕装置には循環ポンプとHP－20樹脂のつまったカ

ラムを取り付け、移植後1週間（ステt・・・…ジA）、2週間（B）、4週間（C）

ごとににカラムを取り替えた。移植4週間後にこれらのうち、4器はそのま

ま（D）、　6器に立ち枯れ病菌培養液を各100mlずつ加え（E）10日

間さらに栽培を行い根の分泌物をカラムに吸着させた。

　各ステージA，B，　C，　D，　EのHP－20樹脂吸着物はメタノー・一一一ルでカ

ラムから溶出させ、これを濃縮後、酢酸エチル、旦一ブタノール、水の3層

に分配した。このうち酢酸エチル層をシリカゲルに吸着させたのち、エーテ

ルで溶出させ以後の分析に用いた。
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窪卸｛輔翼1茎．近

総括

　ナス科植物（Solanaceae）は・ナス・　トマト、タバコ、ペチュニアなどを

含み全世界に約90属2000種ある。観賞用としてペチュニア、バンマツ

リフユサンゴ・　ルリヤナギ・　ホオズキなどがあり、　食用としてナス、　トマト、

トウガラシ・ピーマン・バレイショがある。またアルカロイド含有植物が多

くヒヨス・ベラドンデ・チョウセンアサガオ、ハシリドコロ、　クコ、イヌホ

オズキ等は薬用植物として利用され、高等植物の中でも大きな比重をしめて

いる。その中でタバコ・バレイショ、　トマト、ナスといったような栽培作物

は人類の生活に深くかかわっている植物である。これら植物の成分の研究は

古くから行われ数多くの化学物質の単離同定が成されてきた。著者は本研究

においてナス科植物の配糖体成分についてその存在と生理活性を明らかにす

ることを目的として、代表的なナス科植物であるバレイショ、タバコから一

連のイオノールおよびセスキテルペン配糖体の単離、構造決定を行うととも

に、チュベロン酸グルコシドの生理活性について検討した。すなわち、第一

部においてバレイショ葉から単離構造決定された塊茎形成誘導物質チュベロ

ン酸グルコシドの生理活性について構造活性相関の点からその誘導体につい

て塊茎形成誘導活性を調べその活性型の立体構造について検討を加えた。　ま

た塊茎形成時のポリアミン量の変動、塊茎形成誘導活性を有する物質の他の

活性を調べた。塊茎形成誘導物質の利用法としてマイクロチュバー生産系へ

の適用を試みた。第二部では代表的なナス科植物であるタバコ、バレイショ

についてその配糖体成分について存在を調べ、さらに根から分泌される物質

の存在を調べた。

　まず、チュベロン酸グルコシド（TAG）の構造確認のため、これを合成

し2種類のジアステレオマー混合物を得た。これを高速液体クロマトグラフ

ィー（HP：LC）にて分離精製後、合成品と天然物の1H－NMRのスペクト、一一

ルデータを比較検討し天然物の側鎖の立体化学を2旦，　3旦と決定した。合．・

成したチュベロン酸グルコシドの塊茎形成誘導活性はTAGのほうがイソ＿

TAGよりも強かった。さらに合成した類縁体の塊茎形成誘導活性を比較し、

　　　　　　　ち塊茎形成誘導は3カ所の必須部分構造と側鎖の立体化学により左右されるこ
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とが明らかにした。そこで、　3つの不斉中心によって8っの光学異性体が生

ずるククルビン酸メチル（methyl　1－hydroxy。2一（2’一q）一penteny1）

cyclopentane・一3－acetate）をジャスモン酸メチルから調製し、　H　P　L　Cにて

4っのジアステレオマーに分離精製し、各種NMRスペクトルの測定からそ

れぞれの相対配置を決定した後、光学分割カラムを用いて8っの光学活性体
　　　　　　　　　N
に分離した。これらについてジャスモン酸メチルへの再変換物の比旋光度を

測定し各絶対構造を決定した後、塊茎形成誘導活性を比較した。　　その結果、

2旦、3旦体がもっとも活性が高かった。このことから、ジャスモン酸の立

体化学が塊茎形成誘導活性に関与することを明かにした。

　新しい種いも生産系として期待されるマイクロチューバー大量培養系にジ

ャスモン酸メチルを利用する方法を検討した。その結果、L一アスコルビン

酸等強い還元性を有する物質をLS液体培地にジャスモン酸メチルと同時に

添加することにより、継代培養したバレイショ無菌茎断片の節部に塊茎形成

を誘導することを見いだした。

　チュベロン酸グルコシドによる塊茎形成誘導の機作を調べるため、塊茎形

成時に起こる現象について観察、検討した。　塊茎形成が起こる初期の過程

でストロン先端の細胞壁微小管がいったん消失し塊茎形成が始まるのではな

いかという考えに基づきメイクイーンの培養細胞にジャスモン酸メチルを作

用させた。その結果、微小管に対する消失効果が確認された。

　また、無菌植物を用いて塊茎形成期における生体内のポリアミン量の変動

を、プトレシン、スペルミジン、スペルミンについて調べたところ、塊茎形

成初期にそれぞれいったんポリアミン量が増加しその後減少し、器官分化の

際にポリアミンの生成が一時的に増加することが明らかになった。

　バレイショ葉（男爵〉中の配糖体成分の存在について検討した。バレイシ

ョ葉のメタノール抽出物から調製して得た不揮発性画分をβ一グルコシダー

ゼで処理して遊離したアグリコンをGC－MS分析により検索し、3一オキ

ソーアクチニジオール、　3一一オキソv・・一α一イオノール、　3一ヒドロキシー

β一イオノール、3、　6一エポキシー3、　6一ジヒドロー・5一ヒドロキシー
　　　　　　　N
β一イオノール、ブルメノール　C、3一一ヒドロキシー5、6一エポキシー

β一イオノー・…ル、3一一ヒドロキシーβ一ダマスコンの7つのイオノール配糖
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体・ルビミンの配糖体の存在を確認した。これらは遊離のアグリコンとして

は検出されなかった。イオノール配糖体がナス科でタバコ以外にも存在する

ことが明らかになった。

　バレイショ葉中に存在するイオノール配糖体の種類および存在量をバレイ

ショの成長過程に応じた各ステージごとに検討した。その結果、バレイショ
　　　　　　　　　へ
の成長とともに種類および存在量がともに増加し、最終ステージで急激に増

大した。この結果はタバコのイオノール配糖体の経時変化と種類は異なるが

よく一致していた。

　黄色種葉たばこ中に存在する配糖体成分について調べ6っの新規セスキテ

ルペン配糖体を単離、構造決定した。うち4っのアグリコンはソラナスコン

骨格を有する新規化合物であった。これらのアグリコンはすべてタバコのフ

ァイトアレキシンとして知られるセスキテルペンあるいはそのヒドロキシ誘

導体であった。

　タバコについてその根から分泌される物質の検索を水耕、れき耕、根端培

養により得た培養液を用いて行い、抗菌活性が知られている6っのセスキテ

ルペンを単離、同定した。このうち1っはタバコ葉から初めて見いだされた

セスキテルペンであり、根には葉とは別の生合成系でこれらがっくられるこ

とが示唆された。

　配糖体成分はその分離精製の難：しさもあって比較的最近まで未着手であっ

たが、本研究ではナス科のテルペン配糖体に関する知見を得ることができた。

また、バレイショ塊茎形成誘導物質チュベロン酸グルコシドに代表されるジ

ャスモン酸類の生理活性と立体化学の関係を明かにするとともに、これをマ

イクロチューバー生産系に利用する技術を開発し確立させた。
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