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本論文で用いた略号

AAPOD；　ascorbic　acid　peroxidase　（EC　1．　11．　1．　11）

AFRRD；　ascorbate　free　radical　reductase　（EC　1．　6．　5．　4）

BA；benzylader血e

2，4－D；　2，4－dichlorophenoxyacetic　acid

DHARD；　dehydroascorbic　acid　reductase　（EC　1．　8．　5．　1）

DMAMO；　1，4－dimethylazulene　monooxygenase　（EC　1．　14．　X．　X）

DMSO；　dimethyl　sulfoxide

dry　wt；　dry　weight

DTNB；　5，　5’一dithiobis（2－nitrobenzoic　acid）

D’IT；　dithiothreitol

EDTA；　ethylenediaminetetraacetic　acid

EGTA；　ethyleneglycolbis　（P－aminoethylether）一　N，　N，　N’，　N’一　tetraacetic　acid

ER；　endoplasmic　reticulum

fresh　wt；　fresh　weight
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G6PDH；　glucose－6－phosphate　dehydrogenase　（EC　1．　1．　1．　49）

GSSGRD；　glutathione　reductase　（EC　1．　6．　4．　2）

［i4C］emGCoA；　3－hydroxy－3－methylglutaryl　Coenzyme　A，　DL－3一［glutaryl一　3－i4C］一

HMGR；　3－hydroxy－3－methylglutaryl　Coenzyme　A　reductase　（EC　1．　1．　1．　34）

HPLC；　high－performance　liquid　chromatography

KPB；　potassium　phosphate　buffer

P450；cytochrome　P450［一般にcytochrome　P450とよばれているがcytochn）meとは本来

　　　ヘム蛋白質のうち、電子伝達体として働くものの名称であり、酵素に対しては妥当

　　　ではない（今井と小森1992）という考えに従って本論文ではP450をもちいた］

6PGDH；　6－phosphogluconate　dehydrogenase　（EC　1．　1．　1．　44）

PVPP；　polyvinylpolypyrrolidone

SOD；　superoxide　dismutase　（EC　1．　15．　1．　1）

’IFA；　trifluoroacetic　acid
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第1章緒 論

古来人類はその生活史においてさまざまな形で植物を利用し、共に進化の歩み

を進めてきた。食糧としてはいうにおよばず医薬としてまた染料、衣料あるいは

建築材などの工業原料としてその生活の重要な部分において依存してきた。植物

の世界はそれ自身極めて多様であり30－35万種が報告されている（Bold　1973）。

しかしながら人類がその恩恵を受けている植物種は植物界全体からみるとごくわ

ずかである（堀田ら1989）。

植物界は分類学上大きく14門に分けられており、緑色植物はコケ植物門

（Bryophyta）、シダ植物門（Pteridophyta）、種子植物門（Spermatophyta）などに

分類されている（井上ら1983；植物界を9門に分け、緑色植物門（Clorophyta）

にコケ植物（Bryophy血a）、維管束（種子、シダ）植物（Tracheophytina）を亜門

として含める考えもある（前川1983））。

人類はその生命活動を支えるためにこれらの中の種子植物門については広く利

用してきたが、コケ植物門についてはこれまで人類のみならずまた多くの動物も

ほとんど利用してこなかった。

　コケ植物は進化段階において維管束（種子、シダ）植物に次ぐ位置におかれて

おり、熱帯から極地にまで広く分布し、水中や温泉においてさえも見いだされ、

全世界で20，000－24，000種、日本国産で1，500種以上が存在しているとされてい

る（服部ら1972；前川1973；Encyclopaedia　Bri伽ica　1974；Asakawa　1982）。

　またコケ植物は苔綱（Hepaticac；liverworts、6，000・8，000種）、群綱（Musci；

mosses、14，000－15，000種）、ツノゴケ綱（Anthocerotae；homworts、300種）の三

1
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類の総称であり、それぞれ多様な分化を遂げている。さらに苔類はその体制にお

いて明確iな葉と茎および仮根に分化している配偶体を有する茎葉体（leafy　form）

苔類およびそのようには分化せず扁平な配偶体を有する葉状体（thallose・form）苔

類に分けられている（山崎ら1974）。

　コケ植物は形態的には完全な維管束を有するところまで複雑な器官分化を遂げ

ていないものの、代謝生理的にはその二次代謝も含めて維管束植物と同等に分化

していると考えられており、またその細胞を構成する細胞器官もほぼ同等である

（Gradstein　1990）　o

苔類細胞は蘇類、ツノゴケ類には存在しない油体（oil・b（Xiy）を有することが特

徴的である。三体は原形質に存在するオルガネラで脂質二重膜構造に包まれ、直

径2－20μmである（Gradstein　1990）。その数は種によって異なり一細胞あたり0

－10個である（服部ら1972）。油体には精油など種々の二次代謝化合物が含まれ

ており、含有化合物により無色から濃青色、濃紫色を呈する。このことは苔類の

分類学上においても重要な特徴となっている。しかしながら苔類には、維管束植

物において二次代謝化合物の貯蔵器官ともされる液胞も存在しており、油体の役

割と液胞との関連については未だ明らかでない。

これらコケ植物は天然物化学的見地から興味が持たれこれまでに数多くの報告が

ある（Asakawa　1982；Becker　1989；Connolly　1990）。蘇類およびツノゴケ類にお

いては二次代謝化合物、特にテルペノイドに関してはみるべきものがわずかであ

るのに対し、苔類においては多様かつ特異な炭素骨格を有するテルペノイドなど

の二次代謝化合物が見いだされている。またそれらの中には様々な生理活性を有

するものがあり（Asakawa　1990）、現在もなお天然物化学における重要な研究分

野となっている。

茎葉体苔類ツキヌキゴケ（αめyp（）geia）属において近年、アズレン骨格を有する

2
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セスキテルペノイドが見いだされ　（Meuche　and　Huneck　1966）、またその培養細

胞においても1，4－dimethylazulene（1、　Fig．1－1）を主成分のひとつとする精油成分

を親植物と同等のレベルで産生することが明らかにされた（Takeda　and　Katoh

1981）　o

　コケ植物を二次代謝化合物の生産に関する研究のみならず生理生化学的研究の

材料として用いる際には、従来、生育が遅いこと、個体が小さいこと、またしば

しば他種のコケ植物と混生していることなどのために自然界から大量に収集する

ことが困難であったので、これが大きな制約となっていた。しかしながらTakeda

and　Katoh（1981）の研究により単一種の比較的均一な細胞を大量に扱うことので

きる無菌培養細胞系という極めて有用な技術が確立され、そのような制約が除か

れることとなった。

　さらに苔類が維管束植物に比べ形態的により簡単な構造を有し、栄養生殖世代

が半数体であり、またその染色体数の基本数が6、8、9のものがほとんどで天然

の倍数体もごく少数である（山崎ら1974）ことに加え、その培養細胞が発達した

葉緑体を有することなど生化学的、遺伝学的あるいは分子生物学的研究における

材料として非常に優れた利点を有していると考えられる（Katoh　1988）。

著者はこのような細胞培養i技術を基にして苔綱Hepaticaeウロコゴケ目

Jungermannialesツキヌキゴケ科Calypogeiaceaeツキヌキゴケ属Calypqgeia　Raddiに

属するいくつかの苔類植物について培養i細胞系を確立し、その特徴あるセスキテ

ルペノイドの生産機能について興味ある知見を得た。

　はじめにClypogeia属植物培養細胞でみとめられたセスキテルペノイドを主と

した精油成分の天然物化学的特徴について論じた（第2章）。

　ついでホラゴケモドキ（C吻：pogeia　azurea）およびCalypqgeia　peruvianaの培養細

胞系を確立し、そのカルス誘導には培地中の糖濃度のみが関与することを示した

3
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（第3章）。

　つぎにこの培養細胞から2種の新規アズレン誘導体を単離精製し、分光学的実

験によりその構造を解析し、また合成実験を行なって、それらが4－methyla乙ulene－

1－carbaldehyde（2、　Fig．1－1）および4－methylazulene一　1－carboxylic　acid（3、　Fig．1－1）

であると決定した（第4章）。

そしてこれら2種のアズレン誘導体の光安定性、水溶解性、安全性ならびに抗

炎症作用などの薬理作用について検討した（第5章）d

　さらにこのような二次代謝化合物の生合成について検討した。まず、ミドリホ

ラゴケモドキ（（）alyρqgeia　granulata）細胞において1，4－dimethylazulene（1）の蓄積

がエリシターあるいは過酸化水素の投与によって高まることを見いだした。この

時、ミドリホラゴケモドキ（C．　9ranulata）細胞の応答として3－hydroxy－3－methyl－

glutaryl　a）A　reductase活性が一時的に増加し、またsuperoxide　dismutase活性、

asoorbate　peroxidaseおよびglutathione　reductase活性が高まり、そして還元型グルタ

チオンの細胞内濃度が急速に増大することを示した。これらの結果からエリシタ

ーの作用によるセスキテルペノイドの蓄積促進の過程には活性酸素が関与するこ

とを明らかにした（第6章）。

　また、4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）の生合成系を調べた結果、この反応

がP450の関与する酵素反応であることを示した（第6こ口。

以上のように著者はこれまで人類によってあまり利用されてこなかったコケ植

物を新たな植物資源として注目し、特徴ある二次代謝化合物の生産系として位置

付けた。そしてcalypogeia属植物がどのようなセスキテルペノイドを生産してい

るのか、それにはどのような生理活性があるのかについて検討した。またとくに

どのようにすればそれらの生産性を高めることができるのかという課題に対し、

二次代謝化合物の生産促進を植物の代謝生理の応答としてとらえて実験を行ない、

4
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植物の有する有用な二次代謝化合物の生産機能を十分に引きだす方法を探ること

を本研究の目的とした。

近年、地球上の生物資源を限りあるものとし、その維持保全を前提とした生物

資源の有効利用技術の確立が求められている。そのような社会的要請からも植物

培養細胞を用いた有用化合物の生産技術はバイオテクノロジーの中心的課題のひ

とつとされ、環境に対する非収奪的な技術として有益な手段であると考えられる。

本論文はこれらの研究成果についてまとめたものである。

5
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Fig．　1－1 Azulene　derivatives　in　Calypogeia　species．
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第2章Calypogeia属植物の天然物化学的特徴

ほとんどの苔類には油体が存在し多様なモノー、セスキーおよびジテルペノイド

そして脂溶性芳香族化合物などが見いだされている（Asakawa　1982；Connolly

1990；Nagash㎞a　e‘an　990；Nabeta　e‘an　993）のに対し、これらの化合物は群

類においては、アオゴケ（Saelania）属にカウラン型ジテルペンが知られること

を除き、ほとんど見いだされていない。このことは蘇類が油体を欠いているため

であるとされている（Asakawa　1982）。

Figure　2－1にミドリホラゴケモドキ（calypqgeia　granulata）およびホラゴケモド

キ（caypogeia　aZtmea）培養細胞で見られる油体を示す。油体は含有する化合物

によって様々な色を呈する。ミドリホラゴケモドキ培養細胞の場合、その精油成

分に青色の1，4－dimethylazulene（1、　Fig．1－1）が含まれている（Katoh・and・Takeda

1981）ためこのような濃青色となり、ホラゴケモドキ培養細胞の場合、赤紫色の

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene（4、　Fig．1。1）　と1，4－dimethylazulene（1）　とを

含む（Meuche　and　Huneck　1966）ためこのような紫色を呈する。

　Calypogeia属全種に関する詳細な成分検索は未だ十分になされていないが、こ

れまでに調べられたいくつかの種では主としてセスキテルペノイド（Meuche　and

Huneck　1966；Takeda　and　Katoh　1981；Nakagawara　et　al．1992；Siege1αan　992）が

見いだされており、またcampesterolなどのステロイド（Huneck　1974；Bene§et・al．

1981）や（pre）lunularic・acid（Gorham　1977；Oh　a　e‘an　984）などの芳香族化合物

が知られている。

　しかしながらいくつかの（lalypogeia属の産生するセスキテルペノイドについて
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は詳細に調べられている（Katoh　and　Takeda　1990）。無菌培養で得られた5種の

Clypogeia属植物の精油成分を検索した結果をTable・2－1およびそれらの構造式を

Fig．2－2に示す。　Figure　2・2に示した化合物に加えて微量化合物として

3－acetoxybicyclogermacrene．　2－acetoxy－3－hydroxybicyclogermacrene．　3－acetox　y－2－

hydroxybicyclogermacrene、3－hydroxybicyclogerma（reneなどのbicyclogemacrene誘

導体（Takeda・and・Katoh　1983b）が同定された。

　それぞれの精油の組成はC　al＞〈pogeia属中の種問で異なっており、セスキテルペ

ノイドの生合成が種によって異なった制御を受けていることを示唆する。

Takeda　and　Katoh（1990）は［2－13q　a㏄tateを用いた標識実験：によって、アズレ

ンおよびインゲン型セスキテルペノイドの生合成経路を調べFig．2－3のような経

路を推定した。これらの各段階における制御の結果、Table・2－1のような種によっ

て異なった成分組成となると考えられる。

　ミドリホラゴケモドキ（CalypQgeia　granulata）培養i細胞の精油成分について調

べるとbicyclogermaereneが最も多く（31．7％）、次いで1，4－dimethylazulene（1、

14．4％）であり、3，7・dimethylindene－5・carbaldehyde（5．5％）も生産しているが、

アズレンおよびインゲンのメトキシカルボニル誘導体は生産していない（Table

2－1）。ホラゴケモドキ（Calyp（7geia　azunea）では同じくbicyclogermacrene（34．1

％）が最も多く、1，4－dimethylazulene（1、22．2％）がこれに続き、またその生合

成経路上でより下流に位置付けられる3，7－dimethylindene・5・carbaldehyde（0．6％）、

3，7－dimethyl－5－metoxycarbonylindene（16．7％）、および1－methoxycarbony1－4－

methylazulene（4、0．8％）も存在している（Table　2－1）。また、（lalypogeia

peruvianaでは1，4－dimethylazulene（1、42．2％）が最も多く、また3，7－dimethyl－

indene－5。carbaldehyde（10．8％）を生産するがミドリホラゴケモドキ（C．　granulata）

と同様にアズレンおよびインゲンのメトキシカルボニル誘導体は生産しない。一

8
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方、トサホラゴケモドキ（Calypogeia　tosana）ではtrinoranastrep｛ene（30．4％）や

bicyclogermacrene（25．0％）が主たる成分であり、1，4・dimethylazulene（1・4・2％）

や3，7・dimethylindene－5－carbaldehyde（4．7％）の割合は小さくそれより生合成経路

上で下流の化合物は生産していない（Table　2－1）。またChlypqgeia　mueUerianaで

はbicyclogermacrene（30．9％）以降の化合物は生産していない（Table　2－1）。

　これら5種のcaypogeia属植物の精油における成分比の差異は、そのセスキテ

ルペノイドの生合成の制御が種によって異なっておりsそれぞれの遺伝的要因を

反映していることを示唆している。このような結果から単純にそれぞれの進化段

階との関連について議論することはできないがこれらのセスキテルペノイドの生

理的意義を考える上で興味深い問題である。

　また、このようなセスキテルペノイドの生合成の制御機構が明らかになれば、

その遺伝子レベルでの改変などの手段によって、任意の二次代謝化合物、その生

合成中間体、あるいは類縁化合物の生産蓄積を向上させた植物の分子育種の可能

性が期待できるものと考えられる。

一方、ホラゴケモドキ（C．azulea）において1－methoxycarbOnyl－4－methylazulene

（4）および3，7－dimethyl－5－metoxycarbonylindeneはそれぞれ生合成経路上で最終

産物であると考えられる（Fig．2－3）。特に1・methoxycarbonyl－4－methylazulene（4）

の生合成に関しては1，4－dimethyla乙ulene（1）との間に中間体の存在することが示

唆されたのでそれらを検索し、単離精製した。このことについては第4章で詳述

する。
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第3章Calypogeia属植物のカルス誘導と懸濁培養の確立

第1節　序　　論

第2章で論じたように苔類植物はテルペノイドを主とした種々多様な二次代謝

化合物を産生し、1960年代より天然物有機化学的研究が精力的に行なわれてきて

いる。しかしながら苔類植物はその個体が非常に小さく、また、野生では多くの

場合複数種が混生しており、実験：材料として単一種を多量に採集することが極め

て困難である。そのためにこれまで苔類の詳細な天然物化学的研究はいくつかの

限られた種においてしか行なわれてこなかった。したがって、細胞培養技術の確

立は特に苔類植物の研究においては画期的であり、これにより単一の種のクロー

ンを大量にかつ比較的短時間で得ることができるようになり現在では広く用いら

れるようになっている。

維管束植物の細胞培養を行なった時、しばしば増殖は速いが目的とする二次代

謝化合物をほとんどあるいは全く生産しなかったり、またその組成が親植物とは

著しく異なってしまうという現象が見られる。また、その培養細胞では葉緑体が

充分にあるいは全く発達しないことが多い。しかしながら、苔類植物ではその精

油成分の化合物種、含有量および構成比において親植物と比較して同等あるいは

むしろ上回る培養細胞系が確立された（Takeda・and・Katoh　1981；Wurzel　and　Becker

1990；Nabeta　et　al．　1993）　o

　calyp（）geia属植物のセスキテルペノイドの生産機能を調べるためにはこのよう

な培養細胞系が優れた材料であると考えた。Calypogeia属植物の培養細胞系は当

14
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研究室において最初にミドリホラゴケモドキ（Chlypogeia　gran　ula　ta）で確立された

（Takeda　and　Katoh　1981）。そこで著者はミドリホラゴケモドキ（C．　granulata）以

外のCal　vpQgeia属植物としてホラゴケモドキ（C．　azurea）およびC・　peruvianaに

ついて無菌培養系を確立し、カルスの誘導を行ない、またその懸濁培養系を確立

した。そして得られたホラゴケモドキ（c．azurea）カルスを継代培養し、その二

次代謝化合物の含量の変化について検討した。
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第2節　カルス誘導と懸濁培養の確立

1．材料および方法

　カルス誘導実験には1988年にドイツ中央部Harz山脈のHohne　Cliffs付近で採

集したホラゴケモドキ（Calyρogeia　azillea　Stotler　et　Crotz）およびC．　peruvianaを用

いた。両種は京都大学農学部長谷川二郎博士に同定を依頼し、植物標本は京都大

学理学部植物園（KYO）に寄託した。

先端から5－10mm長で切り取った茎葉体（配偶体）をFig．3－1に示した洗浄

器を用いて表面滅菌した（Katoh　1988）。滅菌方法はまず、5－10片の茎葉体を細

かい網目のスクリーンの間に挟み込み、洗剤液（1－2滴の10％Tween　80（ナカ

ライテスク、京都）を10ml蒸留水に溶解したもの）に針先を浸け、30－60秒間

吸引吐出を繰り返した後、0．35％次亜塩素酸ナトリウム液中で同様に30－60秒

間吸引吐出し滅菌した。次に20m1無菌水（大塚製薬、東京）を逆流させぬよう

に注意して吸引して排出し、これを5回以上（計100m1無菌水）繰り返し十分に

滅菌剤を洗い流した。この後クリーンベンチ内で滅菌した茎葉体を1本ずつ寒天

培地に置床した。

　カルス誘導実験で検討した培養条件は、0．8％寒天（Bactoagar，　Difco

Labolatories，　Detroit，　MI，　USA）を含むMSK・1培地（Table・3－1、　Katoh　1988）を基本

培地とし、これにグルコース（終濃度05・6．0％）、サイトカイニンとして

benzyladenine（：BA、ナカライテスク）を0および0．5　PPm、オーキシンとして

2，4dichlorophenoxyacetic　acid（2，4。D、ナカライテスク）を0．1－8．O　PPm、フマル

酸（ナカライテスク）10－50PPmを種々の濃度で加え、10　m1斜面培地とした。茎
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葉体を植え込んだ培地は連続照明下（60　pmol　rrゴ2　s61）、25℃で静置した。4－8週

間毎に植え継ぎを行なった。

2．結　　果

0．8％寒天を含むMSK．1培地を基本培地とし、グルコース濃度を終濃度0．5、

2．0、4．0、6．0％、フマル酸濃度を10、20、50PPm、サイトカイニン（BA）濃度

を0または0．5PPm、オーキシン（2，4－D）濃度を0．1、0．5、2．0、8．O　PPmとし

た時の組合せでこれらの相互作用について調べた。各区それぞれ5本ずつの斜面

培地にホラゴケモドキ（Calyppogeia　azurea　）茎葉体を1本ずつ置床し、継続して

観察した。αilypqgefa　pen班anaについてはグルコース濃度を終濃度0．5、2．0、4．0、

6．0％、フマル酸濃度を0、10、20、50PPm、オーキシン（2，4－D）濃度を0．1、

0．5、2．0、8．O　ppmとした。　C．　peruvianaの場合、サイトカイニンを加えた実験：区

は設定しなかった。その結果をTable　3－2および3－3に示した。　Table　3－2は各実験

区に置床したホラゴケモドキ（C．・azurea）茎葉体からのカルス形成および再分化

の経時的変化を示したものである。

　最初に滅菌した茎葉体を培地に置床した後、表記した4、9、15、23週間目に

植え継ぎを行ない、このときカルス形成を観察した。カルス誘導実験の開始から

約4週間で低グルコース濃度（0．5、2．0％）区で濃緑色カルスの形成または再分

化が認められたが、高グルコース濃度（4．0、6．0％）区ではカルス形成は認めら

れなかった。高グルコース濃度区では2回目の植え継ぎ時（9週間目）以降、カ

ルスの形成が見られ始めた。このとき低グルコース濃度区では形成されたカルス

から茎葉体が再分化し始め、一方カルス部分は褐変した。4回目の植え継ぎ時点

（23週間）において0．5％グルコース区では再分化茎葉体が優勢となり、逆に
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6．0％グルコース区ではカルスが優勢であり、また2．0および4．0％グルコース

区では茎葉体およびカルスが混在した。この時点でカルス形成がもっとも旺盛で

あったのは、6．0％グルコース、20PPmフマル酸、0．5　PPm　2，4－D・OPPm　benzyl－

adenine（BA）の実験区であった。しかしながら2，4－Dの顕著な効果は認められない

のでこれを除き6．0％グルコース、20PPmフマル酸を含むMSK－1培地をホラゴ

ケモドキ（C．　azunpa）のカルス誘導培地とした。

誘導したカルスは濃緑色を呈する直径4－8mmの小集塊として増殖し、以降

4．0％グルコース、20PPmフマル酸、0．8％Bactoagarを含むMSK－1培地で継代培

養を行なった。また低グルコース濃度条件（1％）にすることで無菌植物の再分

化系を確立した。

Table　3－3は各実験：区に置床したC．　peruviana茎葉体の4回目の植え継ぎ時（23

週間）におけるカルス形成の有無を示したものである。新鮮培地への移植はC．

azureaと同時期に行なった。　C．　peru　vianaにおいても高グルコース濃度において再

分化を伴わないカルス形成が見られたが、グルコース濃度6．0％より4．0％での

方が旺盛な増殖であった。低グルコース濃度区ではホラゴケモドキ（C．　azurea）

と同様に再分化が見られた。この結果から4．0％グルコース、20ppmフマル酸の

培地条件をC．　peruVianaのカルス誘導培地とした。誘導したカルスはやはり濃緑

色で直径2－5mmの小集塊として増殖し、4．0％グルコース、20　PPmフマル酸を

含むMSK－1培地で継代培養を行なった。

以上のようにして得られたカルスを用いて懸濁培養を確立した。培地は継代培

養に用いた培地から寒天を除いた2－3％グルコース、20ppmフマル酸を含む

MSK－1培地を用いた。100　ml　Erlenmeyerフラスコに対し40　mlの培地とし、連続

照明下（90　pmol　m－2　s・1）100　rpmで旋回培養を行なった。約3週間毎に10　一　20％

を移植し継代培養を行なった。ホラゴケモドキ（c．・azurea）および。．　peruviana共
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第3節　誘導したホラゴケモドキ（（ralM：ρogeia　azun3a）カルスの

　　　　アズレン誘導体の含量

継代培養しているホラゴケモドキ（（】alyPQgeia　azurea）カルス（寒天培地）の

1，4－dimethylazulene　（1．　Fig．　1－1）　．　4－methylazulene－1－carbaldehyde　（2）　．　4－methyl－

azUlene一　1－carbOxylic　acid（3）および1－methoxycarbOny1－4・methylazulene（4）含量の

変化について測定した。ホラゴケモドキ（C　azurea）茎葉体を1本ずつ切り離し

て前節で確立したように滅菌し、6．0％グルコース、20ppmフマル酸、0．8％

Bactoagarを含むMSK・1培地（カルス誘導培地）10　mlを入れた試験管で斜面培養

によりカルス形成を行ない、約600本の培養カルスを得た。形成したカルスの継

代培養は4．0％グルコース、20PPmフマル酸、0．8％Bactoagarを含むMSK－1培

地で行ない、100m1のErlenmeyerフラスコに40　mlの培地とした。

　アズレン誘導体は植え継ぎ時に約0．5g新鮮重を採取し、メタノールで抽出し

HPLCシステム（Gilson，　Villiers　le　Be1，　Fran㏄）で定量した。カラムは逆相

LiChrospher　RP18（e），4x125　mm（Cica－Merck，　Tokyo）を用い、移動相はA；

0．1％trifluoroaoetic・acid（TFA、ナカライテスク）／蒸留水（Cica－Merck）およびB；

0．1％TFA！アセトニトリル（Cica－Merck）とした。グラジエントプログラムは0－

5．5分の問をBIA＝55／45の一定とし、5．5－10分の間をB／A　＝　55／45－10010の直線

勾配、10－12分の間をBIA　＝　100／Oの一定とした。移動相の流速は1．O　ml　min・1と

し、290㎜の吸収で検出した。1，4－Dimethylazulene（1）、4－methyl　azulene一　1　一carb－

aldehyde（2）、4－methylazulene－1－carboxylic　acid（3）および1－methoxycarbonyl－4－

methylazulene（4）の濃度の算出にはそれらの0．1mM混合溶液を調製し、これを

標準として検量線を作成して行なった。
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培養細胞が含有する4種のアズレン誘導体の含量を2ヶ月毎（カルスの形成後・

最初の植え継ぎまでは3ケ月）の植え継ぎ時に、約600本の試験管から任意に

（一回の植え継ぎ時の分析数n＝118～256）選び出して測定した（Fig．3－2）。

カルス誘導後3ヶ月間培養したカルスにおけるアズレン誘導体の含量は非常に

ばらついており、全く生産しないものも多かった（Fig．3－2）。この実験では高

生産細胞を選抜してゆくなどの選択圧はかけていないが継代培養を重ねるに従っ

て、親植物と同様の含量レベルに収敏してゆく様子が観察された。このことはカ

ルス誘導直後の細胞はその生理的機能が未だ安定しておらず、二次代謝化合物の

生産も不安定であることを示す。滅菌した配偶体をカルス形成させずそのまま再

分化させた系では、液体培養を行なっても二次代謝化合物の生産に関して、カル

ス形成直後の細胞で見られたような不安定さは認められず親植物と同等であった。

したがって誘導したカルス培養におけるこのような初期の生理的な不安定さはそ

れが脱分化状態にあることと関連していると考えられる。そのような生理的に混

乱した状態と考えられる脱分化細胞であっても何代かの継代培養を行なうことに

よってしだいに安定化し、カルスにおける二次代謝化合物生産能も安定してくる

ことは興味深い問題である。したがってこれらの誘導した細胞群のなかから目的

の化合物を高含量で生産する細胞系を確立するには、継代培養を繰り返し、安定

して生産する細胞を選び出す必要がある。

　この実験の後、これらの細胞の中から各アズレン誘導体含量の高い細胞を選抜

し維持している。

　しかしながら、このような試行錯誤的な選抜方法のみでは目的化合物の高い生

産性を有する細胞株の取得には限界があることが知られてきている。したがって

高生産性の変異株の選抜取得に加えて、目的化合物の生合成能およびその蓄積あ

るいは細胞外放出能を高める方法の開発が必要とされているが、二次代謝化合物
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の生合成、特にその制御に関する知見は今だ限定的であり、今後の研究の進展が

期待されている。
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第4節　考　　察

本章では2，4－Dなどの植物成長調節物質の添加を必要としない再分化系、カル

ス誘導系およびその懸濁培養系を確立した。植物成長調節物質、たとえば2，4－D

などを用いた培養系を産業的生産に応用した場合、その生産物に対する安全性に

関して社会的な疑念が生じる可能性があるため、植物成長調節物質を使用しない

培養系を確立することはそのような問題を除外できる点で有意義である。

本研究においてca＞PQgeia属植物におけるカルス形成の誘導は培地中に加えた

グルコース濃度に強く依存することを明らかにした。しかしながらホラゴケモド

キ（calypqgeia　azunea）とCalypc？geia　peruvianaとではグルコース濃度に対する応

答が若干異なり、c．　peruvianaではホラゴケモドキ（C．・azurea）に比べるとやや

低濃度（4．0％）でカルス形成が最も旺盛であった。このときフマル酸濃度や

2，4－Dなどの植物成長調節物質の濃度は調べた範囲ではあまり影響しなかった。

このようにして誘導したたカルスは、数十代にわたって継代培養した後でさえ、

他の培養条件が同一であるとき、0．5－1．0％の低グルコース濃度の培地へ移すと

速やかに茎葉体の再分化が開始される。そして再び4．〇一6．0％の高グルコース濃

度の培地へ戻すと再度脱分化が開始される。このことからも培地中のグルコース

濃度が（hlypQgeia属のカルス形成に直接影響を及ぼすことが明らかである。

同様の現象はトサホラゴケモドキ（（lalypqgeia　tosana）および葉状体苔類である

ゼニゴケ（Marchantia　polymorpha）においても認められた（Nakagawaraαan994a、

b）　o

　トサホラゴケモドキ（C．tOsana）ではグルコース濃度と2，4－D濃度との組み合

わせで調べたところ茎葉体発達区とカルス区および枯死区とに分けられ、分散分
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析の結果、それぞれの相互作用に有意差が認められた。

　ゼニゴケ（M．polymorpha）でも同様にグルコース濃度6．0または8．0％・2，4・D

濃度Oppmでカルス形成率が高かった。これらに培養時間の要因を加えて三元配

置法により分散分析を行ない、F検定を行なった結果、それぞれのカルス形成誘

導効果には有為な差が認められた。これらのことから苔類のカルス形成誘導には

共存するグルコース、2，4－Dの相互効果があることが明らかとなり、特にグルコ

ースの寄与が大きいことが分かった。

　さらに、このような糖あるいは糖アルコールの添加効果をグルコース、フルク

トース、シュクロース、ガラクトース、マンノース、マンニトールの6種につい

て検討したところ、フルクトースを4％以上としたときには枯死したがそれ以外

の糖では6．0－8．0％でカルス形成が認められ、その濃度効果はそれぞれで異なっ

ていた。

維管束植物のカルス形成誘導は植え込む外植片の親植物での部位（葉由来、茎

由来など）による誘導のしゃすさに違いがあるとされているが、一般にそれはオ

ーキシンおよびサイトカイニンの種々の組み合わせに依存する（原田と駒嶺1979；

山田1984）。特にオーキシンは必須とされている（山田1984）。オーキシンと

しては2，4－Dの外にNAA（1－naphthaleneacetic　acid）などの合成オーキシンがよく

用いられ、サイトカイニンとしてはBA、カイネチン（kinetin）などの合成サイ

トカイニンが用いられる。これらはその植物ごとに、またはその生理的状態に依

存するが通常0．001・5．O　PPm程度の濃度で用いられている。しかしながら2，4－D

（0．1、0．5、2．0、8．O　PPm）およびBA（0．5　PPm）はCalypqgeゴa属（Table　3－2およ

び3－3）およびゼニゴケのカルス形成誘導には殆ど影響を及ぼさない。このこと

は（　：alypogeia属植物における脱分化が維管束植物とは幾分異なった機構で起きて

いるのではないかということを示唆する。また、高濃度の糖の効果はその高浸透
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圧により再生芽の分化を非局在化し植物切片全体の細胞の二次的分裂を促すと推

測され、特に炭素源となる糖では形態形成を阻害し、分裂のみを促進することに

よりカルス形成が起きるものと推察された。

　cal＞cpogeia属のみならず一般にコケ植物の脱分化によって形成されるカルスは

通常濃緑色を呈し、これはよく発達した葉緑体によるものである。ホラゴケモド

キ（C．・azurea）の総クロロフィル含量（クロロフィルa＋b）をVemon（1960）の

方法により80％アセトンで抽出して測定すると0．3－0．5mg　9－1飴sh　wtでこの値

は親植物と同等であった。維管束植物では誘導したカルスがよく発達した葉緑体

を有することは一般的ではなく、タバコ（Nishida・Ct・al．1980）など数種で報告され

ているのみである。

　さらにゼニゴケ（．M．　polym　orpha）培養細胞による光独立栄養培養系は現在まで

に報告されているいくつかの植物における光独立栄養培養細胞の確立に関する研

究の中でも初期の段階で確立されたものであり（Katohαan979；Katoh　1983）、

発達した葉緑体を有することを反映したものと考えられる。コケ植物の培養細胞

がほぼ例外なくよく発達した葉緑体を有するという事実は、それが系統発生の上

で維管束植物と比べると単細胞藻類に近縁であることも関係していると考えられ

る（山崎ら1974）が、（7alypqgeia属などコケ植物の細胞生理について、維管束植

物と比較した詳細な知見は未だ得られていない。

　このようにコケ植物から誘導したカルスがよく発達した葉緑体を有するという

ことは、葉緑体をその生合成の場とするモノテルペンやジテルペンあるいはカロ

チノイド（Kleinig　1989）などのテルペノイドの培養細胞による生産を考えるうえ

では不可欠な要素である。したがって高グルコース濃度による緑色カルスの形成

誘導は二次代謝化合物の培養細胞による生産技術に対し基本的に有用な手段であ

る。
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懸盤……鍵幾

苔類の培養細胞系がその親植物と同等に二次代謝化合物を産生することは最初

にミドリホラゴケモドキ（Clypogeia　granulata）培養細胞においてTakeda　and

Katoh（1981）が示したが、著者が誘導したホラゴケモドキ（calypQgeia　azuiua）

カルスにおいても同様の結果を得た（Fig．3・2）。また、　Siegel　et　al．（1992）も著

者らの報告（Nakagawaraαan992）と同時にこの事実を見いだしている。このよ

うにテルペノイドなど二次代謝化合物の生合成系の発現が苔類植物培養細胞にお

いては維管束植物の培養細胞とは異なり、一般的な現象であると考えられる。し

たがって苔類培養細胞の二次代謝系を含めた代謝生理を詳細に調べることが、現

在のところ行き詰まりを余儀なくされている維管束植物の培養細胞における二次

代謝化合物の生産に対し新たな展開を示すものと期待される。
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　　　　　　fV∵　　　・　　　》，’　∵　　　るピ渠

第5節　要　　約

1．野外で採集したホラゴケモドキ（caypogeia　azurea）およびCalypogeia

　peruvianaの配偶体を滅菌し、0．5－1．0％グルコース、10ppmフマル酸を含ん

　だMSK－1培地で培養することにより無菌培養植物の再分化系を確立した。

2．Ca㎜aおよびC．　peruviana配偶体を滅菌し、6．0％グルコース、20　ppm

　フマル酸を含んだMSK－1培地で培養iすることによりカルス誘導系を確立し

　た。

3．　誘導したC．　azureaおよびC．　peruvianaカルスを2．0－4．0％グルコース、10

　ppmフマル酸を含むMSK－1液体培地で培養することによって懸濁培養系を

　確立した。

4．誘導したC．・azureaカルスの成分分析を行ない親植物と同様にアズレン誘導

　体を産生することを確認した。その含量は親植物よりやや低かった。誘導直

　後の。　azureaカルスにおけるアズレン誘導体含量は培養フラスコ毎に大きな

　差が見られた。

5．本章の内容の一部は投稿論文として発表した。

　Nakagawara，　S．，　Abe，　S．，　Katoh，　K．，　Konno，　H．　and　Komemushi，　S．　（1994a）

　　　　Effect　of　sugars　on　the　callus　formation　of　Mai＝hantia　polymorpha．　Physiol．

　　　　Plant．　in　press．

Nakagawara，　S．，　Abe，　S．，　Katoh，　K．，　Konno，　H．　and　Komemushi，　S．　（1994b）

　　Effect　of　sugars　on　the　redifferentiation　of　Maichantia　polymorpha．　Physiol．

　　Plant．　in　press．
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Table　3－1　Medium　formulas　of　MSK－1　（Katoh　1988）．

Mineral　saks　（mg　1’i）　（according　to　Murashige　and　Skoog　1962）

CaC12・2H20　440　MgSO4・7H20　370

CuSO4・5H20　O．025　CoC12・6H20　O．025
Na－EDTA　37．3　FeSO4・7H20　27．8

0rganic　constituents　（mg　1’i）　（modification　of　Kao　and　Michayluk　1975）

Vitamins

pyridoxine　HCI　（vitamin　B　6）　1　thi　am　ine　HCI　（vitam　in　B　l）　1

calcium　pantothenate　1　folic　acid　O．4
p－aminobenzoic　acid　O．02　biotin　O．Ol
choline　chloride　1　riboflavin　（vitamin　B2）　O．2

ascorbic　acid　（vitarnin　C）　2　cyanocobalamin　（vitamin　B　12）　O．02

0rganic　acids

sodium　pyruvate　20　citric　acid　40
malic　acid　40　fumaric　acid　40
0ther　sugars　and　sugar　alcohols

pH：　5．7　before　autoclaving
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Tab】e　3－2　1nduction　of　callus　formation　from　Calyρogeia　azurea　gameIophytes・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　ウSterilized　gametophytes　of　C．　azurea　were　placed　onto　MSK－1　medium　contalnmg

various　concentration　of　glucose，　fumaric　acid　and　plant　9row由regulators・Foπnation

of　callus　was　observed　at　the　time　to　Iransfer　the　explants　to　fresh　medium・
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Table　3－3　induction　of　callus　formation　from　Ca！ypogeia　peruviana

gametophytes．　Details　were　same　as　Table　3－2．
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Fig．　3－1　Washing　apparatus　for　surface－sterilizing　small　liverwort　pans．

31

一一一一

@一　t　一　　T

のしへきゆをけワ　ぐオぱ　ニ
キペ @リ　ドノ　ノぴげ　　　　　　へ

i灘羅藤
難二三；二二灘麟蓬蓬懸垂蚕纏簾麟翻難1灘縢鱗繋灘懸盤灘欝懸鞭響響



1雛1議議繕駿盆灘i騨難難懸懇
懇

・、

藩
細
鱗
鍔
酎
鷲
・
、

黙・顕：～寂

　　J　r．　tv　t　一
．．r　　　　圃　　．．．．曳　　」　　　J．　　　』

嘱＝紫峻ダ郵蜘葱
　・　・戸　　vい　’v　h｝Vえ　鳶」f　rg
　．　．S　“．“．’　．　．1　，　．　．．　」，　．　．”　／一　．．．．．　r”　．．　．一s’　．／

旨
　
」

’戸
�

tL籔鍵盤ギ

’

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
繧
5
弓
O
ε
二
吻
Φ
占
9
◎
0
」
』
3
g
り
自
と
O
L
δ
き
§
嵩
N
贈
㎡
）
蝋
O
醐
一
肩
O
Φ
石
麟
0
4
≧
Q
』
艶
h
O
℃
O
』
5
鴇
O
∈

℃
日
ご
O
爵
ξ
O
繧
ε
3
一
〇
邸
』
×
O
曾
O
津
O
儲
O
｛
§
－
只
言
O
∈
－
マ
ヌ
⊆
◎
ρ
鞄
O
あ
×
O
ヨ
O
ε
∴
弓
§
窯
O
帽
O
直
覧
×
◎
ρ
お
㌣
一
－
O
口
0
3
器
鼠
ε
O
霞
－
寸
．
O
℃
あ
‘
O
℃
罵
ρ
お
？
一
－
0
8
側
§
覧
召
O
實

　
　
　
　
　
　
。
寸
．
0
5
3
N
邸
血
石
O
霞
一
〇
－
寸
．
一
　
．
罵
〉
』
O
岩
国
の
ξ
召
O
∈
N
罵
℃
咽
O
邸
O
§
ε
∈
ロ
負
〇
一
〇
昌
8
0
9
三
b
o
承
寸
b
o
ε
ε
怨
口
O
O
∈
5
弓
O
冒
為
b
o
邸
一
。
出
の
】
≧
口
O
懇
」
ヨ
3
お
自

Φ
」
婁
§
§
。
り
も
薫
。
。
自
．
ω
2
題
§
嵩
§
扇
ぎ
良
δ
三
二
。
ξ
邸
≧
」
。
で
霞
。
伺
§
も
言
書
。
。
書
三
8
ヨ
ρ
蕩
咽
艮
8
雪
3
鵡
Φ
ヨ
三
ω
。
・
。
§
δ
N
凸
．
ら
の
迄

　
　
　
　
　
（
ヌ
」
O
、
o
ろ
E
ε

0
9
‘
①
コ
超
」
」
宍
Y
マ
Φ
に
Φ
3
隠
～
£
O
E
嬉

霧
0
　
　
　
　
駒
●
　
　
　
　
■
鱒
O
　
　
　
　
鱒
■
　
　
　
　
4
騨
O
　
　
　
　
　
，
●
　
　
　
　
8
0

　
　
9
三
号
一
〇
∈
詮
）

O
ζ
O
一
コ
器
一
あ
£
①
E
一
マ
寸
隅
ア

●
，
　
　
　
　
㌣
7
　
　
　
　
脚
，
　
　
　
　
　
7
　
　
　
　
　
●
0
　
　
　
　
■
O
　
　
　
　
響
0
　
　
　
　
脚
0

　
　
　
　
　
e
く
r
」
O
、
2
0
∈
凱
》

O
で
」
‘
Φ
コ
6
n
」
6
0
－
マ
①
¢
①
5
N
亘
」
£
Φ
ε
・
寸

胃
●
　
　
　
　
の
●
　
　
　
　
幽
鱒
●
　
　
　
　
●
●
　
　
　
　
　
瞬
P
6
　
　
　
　
　
，
0
　
　
　
　
●
0
0

　
　
ぐ
歪
O
、
Φ
一
〇
E
δ

O
に
Φ
5
N
ω
～
£
Φ
ε
一
マ
サ
．
F

6
　
F
　
　
　
　
噸
伊
　
　
　
　
鱒
　
F
　
　
　
　
　
P
　
　
　
　
　
●
O
　
　
　
　
　
●
●
　
　
　
　
◎
0
　
　
　
　
　
脚
■

　
　
　
　
　
e
≦
」
O
、
〇
一
〇
∈
ユ
》

O
℃
〉
‘
Φ
コ
信
」
0
5
0
－
F
－
O
ζ
0
5
N
6
ヌ
£
Φ
∈
－
寸

實
O
　
　
　
　
の
●
　
　
　
　
齢
●
唖
O
　
　
　
　
鰯
●
　
　
　
　
の
「
O
　
　
　
　
F
●
　
　
　
　
6
0
●
　
　
　
　
　
●

　
　
ε
巳
O
亙
。
∈
凶
）

O
に
Φ
一
コ
N
6
ヌ
£
①
∈
一
で
－
サ
．
F

●
「
　
　
　
　
▼
，
　
　
　
　
働
　
「
　
　
　
　
　
7
　
　
　
　
　
●
0
　
　
　
　
●
0
　
　
　
　
9
●
　
　
　
　
脚
0

　
　
　
　
　
§
も
、
①
ろ
E
乙

O
℃
」
‘
O
コ
8
」
而
0
－
マ
O
ζ
0
3
N
6
軸
〉
£
O
ε
－
石

刷
●
　
　
　
　
の
●
　
　
　
　
8
0
　
　
　
　
刷
0
　
　
　
　
馴
●
“
〇
　
　
　
　
一
〇
　
　
　
　
〇
●
●

　
　
9
＞
」
O
、
Φ
一
〇
F
ヨ
）

O
C
O
一
コ
N
雨
一
＞
5
Φ
∈
一
η
－
寸
ド

●
　
“
　
　
　
　
噸
　
「
　
　
　
　
脚
　
F
　
　
　
　
　
7
　
　
　
　
　
●
O
　
　
　
　
　
O
O
　
　
　
　
　
噌
願
　
　
　
　
　
●
◎

握
㎜興“

8響88隔
5
P

2
W
，

9
轟

脚noo

（
0
0
＝
1
1
口
）

　
　
ひ

（
卜
〇
一
1
1
ε

　
　
卜

（
。
。
ト
一
1
1
ε

　
　
い

（
O
凌
“
ε

　
　
び
へ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（
ヨ
ロ
O
∈
）

．
唱
℃
、
越
越
ミ
℃
◎
◎
O
念
唱
り
廟
O
吻
三
罵
O
旧
O
口
O
粗
O
づ
℃
鎧
嘱
』
O
慧
O
ε
日
賃
O
鳴
空
5
Q
◎
5

32

、，．一1F悔｝

麟織懸轟轟懸騨灘饗轡郎蚕丁幾　
嘉
，
R

　
ヅ
繍

暁
、
識

ワ
懸
盤
穫



縄「，

ﾄ
¶

薫
腿鍮∴三二

　リマ
臨∴

一

’

．T　IL 　
ド
コ
す

．
嚢
羅

7・
灘

灘
蟹
whlat’

歯
「
も
．

　無

｢総　．
．
酒
　
Y

∴
∴
．

〉．

?
．
・
2
述

・
弊

撫
》

・
．
騨
歯
曝

　　噛．鳥　　tt　　層v層

斑

t’一 S．　t一

、
∵
　
、

捧
ρ
　
町

「
．
、

「

．
　
．
r

♂

噛＿魁♂

、
鷲
懸盤

．

　
　
　
　
　
　
　
9
己
O
重
o
E
訟
》

雲
①
噛
コ
N
6
～
£
Φ
∈
・
Σ
き
β
」
8
＞
X
O
£
Φ
∈
－
F

●
●
　
　
　
　
　
」
●
　
　
　
　
6
●
　
　
　
　
　
鴫
0
　
　
　
　
　
曽
O
　
　
　
　
　
の
◎
　
　
　
　
　
脚
●
　
　
　
　
　
P
●

　
　
　
　
　
　
　
蜜
」
O
、
Φ
一
〇
E
註
》

O
⊆
①
5
N
d
一
〉
£
Φ
∈
－
寸
－
～
ζ
O
j
」
当
り
」
X
O
ε
Φ
ε
・
r

働
●
　
　
　
　
　
h
●
　
　
　
　
　
O
．
●
　
　
　
　
　
鴫
●
　
　
　
　
　
曽
●
　
　
　
　
　
の
●
　
　
　
　
　
偶
●
　
　
　
　
　
P
O

　
　
　
　
　
　
　
ぐ
5
」
O
、
Φ
石
F
三
）
　
　
　
　
　
．

o
ζ
Φ
ヨ
昼
ξ
Φ
∈
・
ユ
き
B
」
8
妻
0
5
Φ
∈
・
F

●
◎
　
　
　
　
」
●
　
　
　
　
●
0
　
　
　
　
喝
●
　
　
　
　
曹
0
　
　
　
　
鱒
●
　
　
　
　
脚
O
　
　
　
　
P
O

　
　
　
　
　
　
譲
号
ろ
ξ
ユ
）

℃
乃
面
O
＝
浜
X
◎
Ω
」
超
O
－
マ
O
⊆
Φ
ヨ
N
6
ヌ
£
｝
Φ
∈
－
寸

§
O
　
　
　
　
B
●
　
　
　
　
§
●
　
　
　
　
8
●
　
　
　
　
●
「
O
●
　
　
　
　
F
●
●
　
　
　
　
響
0

曾
嵩
窟
凋
電
O
£
q
・
輪
．
⇔
の
順
』

　
　
　
　
　
　
　
（
≧
」
」
O
、
〇
一
〇
F
ヨ
）

Φ
ζ
0
5
N
①
ヌ
£
①
E
・
寸
虫
⊆
2
一
§
妻
Ω
お
O
E
－
F

●
●
　
　
　
　
　
h
O
　
　
　
　
　
●
●
　
　
　
　
　
の
0
　
　
　
　
　
電
●
　
　
　
　
　
の
0
　
　
　
　
　
劇
0
　
　
　
　
　
，
●

　
　
　
　
　
　
ぐ
≦
」
O
、
①
ち
ζ
」
ま
）

℃
U
6
0
玄
X
ε
」
飛
二
－
O
ζ
2
⊇
尉
一
壼
酬
Φ
E
嬉

§
0
　
　
　
　
8
0
　
　
　
　
§
●
　
　
　
　
8
0
　
　
　
　
●
乙
●
　
　
　
　
「
●
●
　
　
　
　
馨
●

　
　
　
　
　
　
£
」
O
、
Φ
一
〇
∈
二
）

℃
’
0
邸
O
心
一
＞
X
Ω
ぞ
⑩
Q
ー
マ
O
C
①
3
N
6
～
‘
一
〇
E
－
寸

闘
0
0
　
　
　
　
0
0
0
　
　
　
顧
■
O
O
　
　
　
　
脚
0
●
　
　
　
費
，
0
●
　
　
　
　
P
◎
0
　
　
　
糎
0
0
0

　
　
　
　
　
　
ぐ
《
【
O
、
O
｝
O
F
ヨ
》

コ
O
而
怠
腸
X
◎
』
」
6
0
ー
マ
O
に
Φ
3
N
⑩
鼠
£
Φ
ε
・
寸

田
腸
働
●
　
　
　
　
胸
0
◎
　
　
　
鼎
尉
O
O
　
　
　
　
慰
り
●
　
　
　
鱒
F
O
O
　
　
　
　
e
●
◎
　
　
　
響
．
●
　
　
　
　
　
●

88響8883写露7　　，　　F　　P　　炉

　　　闘

2曾88腱
；

9
■
“

10rleO

（
。
。
一
〒
ε

　
　
ひ

（
卜
〇
一
1
1
ε

　
　
卜

（
。
。
ト
一
1
1
ε

　
　
い

（
O
い
N
1
1
ε

　
　
o
昏

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（
琶
儲
0
8
）

．
唱
ミ
議
§
唱
煽
℃
ら
o
O
念
潭
9
璃
O
o
励
コ
一
旬
O
蝋
O
唱
O
冒
0
5
0
三
』
0
ご
罵
O
ε
醤
唱
O
忠
霊
一
5
8
一
占

33

．
縫

．
戴
鑑
襯

輪、鍮
塾’「

ｲ麟鑛．1轟羅灘羅．1．，』・懸
盤羅灘灘灘1灘懸羅灘灘1警；騨

：．・ 蜩蜑ﾛ1懇懇灘買；灘藻議畠灘．’羅1諜潜

灘羅灘麟灘　　　　　　　　　　　　　　　　騨灘醗懸盤懇
…
灘

、
’
・
輻

難し　　ざ　舳1
繍鐵獣．。灘
凝腱．＝・懸．一　貰

　　　　ts＃　　窺
撫雌、T「

　　　　融　tA．

蹴
　
‘
，
「
籔



lt　．　，L．x　hiMlt一．VEpt．．：］

第4章ホラゴケモドキ（Calypogeia　azurea）の生産する

　　　新規アズレン誘導体の単離と構造

第1節　序　　論

　本章ではホラゴケモドキ（CalJipogeia　azurea）の精油成分中に未知化合物が存

在することを見いだし、それらを単離精製し、種々の分光学的分析法を駆使して

構造解析を行ない、最終的に4－methylazulene－1－carbaldehyde（2、　Fig．1－1）およ

び4－methylazulene－1一（）arbOxylic　acid（3）であると同定したことについて述べる。

　次いでその構造を確認するために合成実験を行なった。出発物質を

1，4－dimethylazulene（1）とし1一メチルの酸化を検討したが、選択的に酸化するこ

とはできなかった。また出発物質を5，7・員環芳香族炭化水素であるazulene（7、

Fig．4－1・8）とし1位のアルデヒド化も検討したが同様に困難であった。そこでカ

ルボン酸の付加を考え出発物質を7とし、4一メチル化の後、1一トリフルオロアセ

チル化を経て1一カルボキシル化を行なった。2と3とは1位に置換した官能基が

異なるだけであるので、構造の確認は合成した3の1H－NMRおよびIRスペクト

ルで行なった。
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第2節　単離精製

1．材料および方法

　1）植物材料

　ホラゴケモドキ（CalLypqgeia　azurea　Stotler　et　Cr・tz）は1988年にドイツ中央部、

Harz山脈のHohne　Cliffs付近で採集し、京都大学農学部長谷川二郎博士に同定を

依頼した。採集したホラゴケモドキ（C　azurea）は0．35％次亜塩素酸ナトリウ

ム1Tween　80で滅菌後、茎葉体（配偶体）を無菌的に培養した。

　2）培養条件

　ホラゴケモドキ（C　azurea）の培養は2％グルコース、50　mMフマル酸を含ん

だ500ml　MSK－4培地（Table　4－1、　Katoh　1988）を用い、25℃で連続照明下　（90

pmol　m’2　s・1）および1％CO2富化した空気により、通気撹拝で行なった。

MSK－4培地はMSK－1培地（Table　3－1）の無機塩濃度のみを1／2濃度としたもの

である。3－4週間毎に継代培養を行ない、抽出精製には2ケ月間培養した茎葉体

を用いた。

3）抽出

　　新鮮重6009（水分含量90．7％、乾重量569）を洗浄後、n一ヘキサン（ナカ

ライテスク、京都）で2回抽出した。抽出液は無水硫酸ナトリウムで乾燥後濃縮

し・シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィー（Hostettmann　ef　an990＞

に供した。
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　4）シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィー

シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィーにはSilica　gel　60（粒径40・63

pm，　Merck，　Darmstadt，　FRG．，45　x　250　mm）を用い、窒素圧で加圧した。溶出はn

一ヘキサンからジクロロメタン（ナカライテスク）：n一ヘキサン（1：1，v／v）、ジ

クロロメタン：n一ヘキサン（2：1，vlv）、2％メタノール（ナカライテスク）1ジ

クロロメタンへ段階的に溶出溶媒の極性を上げて行なった。流速は20－30ml分

・1とした。さらに逆相シリカゲル（LiChroprep　RP－18，粒径40　一　63　pm，　Merck）を

用いたフラッシュカラムクロマトグラフィーにより単離精製を行なった。

2．結　　果

　約2ヶ月間培養したホラゴケモドキ（dalypogeia　azunea）培養茎葉体（新鮮重

600g、乾重量56　g）をn一ヘキサンで2回抽出し、粗抽出物1．42　gを得た。濃青

色の抽出物1．42gを少量のn一ヘキサンに溶解し、シリカゲルフラッシュカラム

クロマトグラフィーに供した。段階的に極性を上げて溶出し、画分1、H、　IIIを

得、ロータリーエバボレータで濃縮し、それぞれ0．30、0．37、0．359を得た。濃

青色を呈する画分1はn一ヘキサンのみの溶出で得られ、1，4－dimethylazulene（1、

Fig．1－1）0．259（乾重量当り0．45％）を得た。画分1には他にbicyclogermacrene、

anastreptene、　bicycloelemeneおよびt血oranastreptene（Fig．2－2）が含まれることを

GC－MS分析で標準品のリテンションタイムおよびマススペクトルと構成成分の

それらとをと比較して同定した。

　ジクロロメタン：n一ヘキサン（2：1，vlv）で得られた赤紫色の画分n：を濃縮

し・再度シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィー（Sihca　gel　60；粒径40
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一63μm，Merck，45　x　250　mm）に供した。溶出はジクロロメタン：n一ヘキサン（1：

4，v／v）で行ない、1－methoxycarbonyl－4－methylazulene（4、　Fig・1－1）0・309（0・54

％dly　wt）を得た。さらに溶出溶媒の極性を段階的にジクロロメタン：πムキサ

ン（g：1，vlv）まで上げて4－methylazulene－1－carbaldehyde（2、　Fig．1－1）を含む

赤色画分を得た。

　この画分を逆相シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィー（LiChroprep

RP－18，粒径40一．63μm，　Merck，17　x　250　m　m）に供し、溶出はアセトニトリル（ナ

カライテスク）：蒸留水（Cica－Merck，　Tokyo）　（3：2，　v／v）で行ない、この操

作を2回反復した。溶出された4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）を濃縮して

0．037g（0．067％dly　wt）を得た。展開溶媒としてアセトニトリル：蒸留水（7：

3，vlv）を用いた薄層クロマトグラフィー（H肌C　Pre－coated　Plate　RP－18　F254s，

M6rck）で赤紫色の単一のスポットを得（Rf　O．39）、1％バニリン11％硫酸！エタ

ノール（各ナカライテスク）で発色させたところ、黄色を呈した。

　2％メタノール1ジクロロメタンによる溶出で得た赤褐色の画分IIIを濃縮し、

アセトニトリルに溶解すると白色沈殿が析出したのでこれを除去し、この操作を

3回反復した。この画分の全量を逆相のシリカゲルフラッシュカラムクロマトグ

ラフィー（LiChroprep　RP－18，粒径40－63μm，　Merck，17　x　250　mm）に供し、溶出

はアセトニトリル：蒸留水（1：1，vlv）で行ない、この操作を2回反復した。

溶出された4－methylazulene－1。carbOxylic　acid（3）を濃縮し0．00959　（0．017％dry

wt）を得た。展開溶媒としてアセトニトリル：蒸留水（7：3，　vlv）を用いた薄

層クロマトグラフィー（H肌CPre・coated　Plate　RP－18F254s，　Merck）で赤紫色の

単一のスポットを得（RfO．58）、1％バニリン11％硫酸／エタノールで発色させ

たところ、ほとんど変化は見られず赤紫色を呈した。
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第3節　構造決定

1．機器分析

　プロトン（1H）一および炭素一13（13C）・核磁気共鳴（NMR）スペクトルは

Nicolet　GN－300　spectrometer（各々300および75　MHz）で、内部標準としてテト

ラメチルシラン（TMS）を含んだ重水素化クロロホルム（CDCI3）中で測定した。

：質量（MS）スペクトルはHitachi　RMU－6　spectrometerを用い、70　eVの直接導入で

測定した。赤外（IR）スペクトルはNicolet　Fr－IR　7199　spectrometerで、紫外およ

び可視（UV－visible）吸収スペクトルはShimadzu　UV－265　UV－visible　reoording

spectrophotometerで測定した。

2．帰　　属

　シリカゲルおよび逆相シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィーによっ

て画分IIより単離した2は高分解能質量分析（HR－MS）によりC12H　100（［M＋］

nz／z　170．0710，　calcd。170．0731）の分子式であることがわかった（Fig．4・1）。紫外

および可視部の吸収スペクトルは、ホラゴケモドキ（Calypogeia　azunea）に含ま

れる（Meuche・and・Huneck・1966）ことが知られている既知物質である1．meth。xy－

ca「bony1－4－methylazulene（4）と非常によく類似していた（Fig．4－2、4－3）。それ

ゆえ2は類似構造を有する置換アズレンであろうと推定した。紫外呵視吸収ス

ペクトルデータは以下のとおりである。

XaDC№汲狽潤hitrile　nm　（E）　ssl．o　sh　（226），　ss4．0　sh　（394），　521．5　（473），　384．5　sh　（16600），
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372．0　（21700），　343．0　sh　（10500），　307．5　（80400），　296．5　sh　（66300），　272．5　sh　（19600），

236．0　（50300），　224．5　（53600），　210．5　（42700）．

　これは521．5－554　nmのピークに由来する赤紫色を呈した。また、その赤外吸

収（IR）スペクトルでは、芳香環に置換したfbm　y1基による吸収帯（vmax　1646

cm二1）を示した（Fig．4－4）。

　1H－NMRスペクトルでは、δ（化学シフト，PPm）2．99に1個のアリルメチルプロ

トン、7．37（d），7．55（d），7．58（dd），7．79（dd），8．23（d＞および9．65（d）に6個の

ole価。なプロトン、そして10．36（s）に芳香環に置換したfbm　y1基のプロトンの

シグナルが観測された　（Fig．4－5）。

　13C－NMRスペクトルでは、δ（PPm）25．2に1個のメチル炭素、116．6，126．3，

128．3，131．5，137．8，138．7，139．8，141．3，144．3，149．9に10個の芳香環炭素、そし

て186．8に芳香環に置換した1個のformy1炭素のシグナルが観測された（Fig．

4’6）　o

　また・そのdiStortionless　enhancement　by　polarization　transfer（DEPT）スペクトル

では1個のメチル炭素、7個のメチン炭素、4個の4級炭素が観測され（Fig．4－6）、

formy1基の存在も考えあわせれば分子式はC12H　l　oO（Mir・170）となり、　HR－MS

の結果と一致した。

　1H－1H　correlation　spectroscopy（COSY）の測定の結果、■一2CH＝3CH一■および

■一5CH＝6CH－7CH＝8CH一■の2種の独立したスピン系の存在することが明らかと

なった（Fig．4－7）。

2の1H一および13C・NMRスペクトルと既に報告されている1，4－dimethylazulene

（1）のそれらを比較した結果、2は1と非常に良く似たアズレン誘導体である

ことが明らかとなった（Table　4．2、4－3）。

2の芳香環に置換したformyl　9の結合位置についてはphase　sensitive　nuclear
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Overhauser　ef旧㏄t　spectroscopy（NOESY）および1H－detected　multiple　bond　heter（》

nuclear　multiple　quantum　coherence（HMBC）実験によって決定した。　NOESY実験

によるとC－1のfomyl基のプロトンとC－2およびC－8についたプロトンとの間に、

また、アリルメチルプロトンとC－3およびC・5についたプロトンとの間に核オー

バーハウザー効果（NOE）が存在したことからform　yl基はC・1に結合している

こと・メチル基はC・4に置換していることが推定された（Fig．4－8）。HMBC実

験では、2C－HはC・1のfomyl基とクロスピークを示しており、5C－Hのシグナル

はC－4のメチル炭素とクロスピークを示した（Fig．4－9）。

　これらの結果から、化合物2は4－methylazulene－1－carbaldehydeと決定した。

　シリカゲルおよび逆相シリカゲルフラッシュカラムクロマトグラフィーによっ

て画分IHより単離した3はHR－Msによりc12H　loQ2（［M＋］niyfz　186．0676，　calcd．

186．0680）の分子式を有することが分かった（Fi　9．4－10）。紫外および可視部の

スペクトルは1－methoxycarbony1－4－methylazulene（4）のスペクトルと類似してい

た（Fig．4－11、4－3）。それゆえ3も4と類似構造を有する置換アズレンであろ

うと推定した。

　紫外可視吸収スペクトルデータは以下のとおりである。

xaDCW1toniuile　nm　（£）　sgo．o　sh　（34s），　ss4．0　（685），　525．0　（765），　366．0　（6410），　338．5

（4499），　299．0　（33900），　293．0　（31700），　290．0　（31500），　234．0　（19700），　218．0　（16300），

204．0　（14400）．

　3は525－554nmのピークに由来するややくすんだ赤紫色を呈した。

　3のIRスペクトルにおいては芳香環に置換したcarboxyl基に帰属される吸収

帯（vmax　1636㎝一1）を示した（Fig．4－12）。

IH－NMRスペクトルでは・δ（PPm）2．99に1個のメチルプ・トン、7．36（d），
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7．50（d），7．54（dd），7。76（dd），8．44（d）および9．76（d）に6個の01efinicなプロトン

の各シグナルが観測された（Fig．4－13）。Carboxylプロトンは観測されなかった

が、これはcarboxy1基のプロトンの交換速度の高いことに起因すると考えられる。

13C－NMRスペクトルでは、δ（PPm）25．2に1個のメチル基の存在を示し、δ（PPm）

115．4，116．0，126．9，130．7，138．0，138．1，140．1，141．0，143．4および148．9に10個

の芳香環炭素、そして170．2に芳香環に置換した1個のcarboxyl炭素の存在が示

された（Fig．4－14）。

　また、そのDEPTスペクトルでは、1個のメチル炭素、6個のメチン炭素およ

び1個のcarboxyl炭素を加えた5個の4級炭素が観測され（Fig．4－14）、carboxy1

基の存在を考えあわせると分子式はc12HloQ2（1唾186）となり、HR－Msの結

果と一一致した。

　3についても1H－IH　COSY実験を行なった結果、2種の独立したスピン系であ

る■一2CH＝3CH一■および■一5CH＝6CH－7CH＝8CH一■が存在することが推測された

（Fig．4－15）　o

　さらに、IH－detected　heteronuclear　multiple　quantu　m　coherence　（HMQC）　実験：によっ

て、C－5のメチン炭素と、δ7．50（d）のプロトンとがクロスピークを示し、　C－7の

メチン炭素とδ7．54（dd）のプロトンとがクロスピークを示したので1H。NMRの

シグナルをδ7．50（H－5），7．54（H－7）と帰属した（Fig．4－16）。

　3についてもその1H一および13C　NMRスペクトルについて1，4－dimethylazulene

（1）のスペクトルと比較したところ、よく類似していたためアズレン誘導体で

あることが示された　（Table　4－2、4・3）。

　3の2種の置換基、メチル基とcarboxy1基の結合位置については、　NOESY実

験によって決定した。NOESYによるとメチルプロトンとC－3およびC．5につい

たプロトンの双方との問にNOEが観測された（Fig．4－17）。これらの結果から、
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メチル基はC－4位に置換していることが分かったのでcarboxy1基をC－1位に帰属

し、最終的に3を4－methylazulene・1・carboxylic　acidと決定した。

　4Methylazulene－1－carbaldehydeおよび4－methylazulene－1－carbOxylic　acidは赤紫色を

呈する油状物質であった。　　　　　　　　　　　　　　　　　’
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第4節　　4－Methylamulene－1－carbOxylic　acidの化学合成

1．合成方法

前節でホラゴケモドキ（calyp（？geia　azuiea）より単離精製し、分光学的実験に

より帰結した4－methylazulene・1－carbOxylic　acid（3）の化学構造について化学合成

を行ない確認した。

合成デザインはFig．4－18のとおりである。

　1）Azulene（7）から4－methylazulene（9）への誘導

　アルゴン気流下、azulene（7）500　mgを20　m1無水ジエチルエーテルに溶解し、

氷野下メチルリチウム／ジエチルエーテル溶液（2当量）を加えた。室温で2時

間撹拝した後、一50℃まで冷却し、1　mlエタノールおよびヒドロ芳香族化合物か

らの脱水素剤であるクロラニル（chloranil）を1．76　g加え、室温で12時間撹絆を

続けた。反応液に20・ml脱イオン水および10m1ジエチルエーテルを加えて不溶

物を濾別した。ジエチルエーテル溶液を4回水洗し、無水硫酸ナトリウムで乾燥

後・ジエチルエーテルを溜去し、1．989の粗生成物を得た。これを1009シリカ

ゲルを用いたカラムクロマトグラフィーを行ない、n。ヘキサンで溶出し、

4－methylazulene（9）200　mg（収率40．0％）を得た。

2）4－Methylazulene（9）から1－trifluoroacetyl－4－methylazulene（10）への誘導

4Methylazulene（9）50　mgを10　ml四塩化炭素に溶解し、0．5　m1無水トリフル

オロ酢酸を加え、室温で5分間撹搾した後、50m1ジエチルエーテルを加え、5

43

．．黶D．．．．@一．．？e’4　’



暫
．
門

．
、
郵
鳶

　
灘

嫁一藻－藩麟1鋳撰雛饗難纏灘鍵灘懇難難鍵灘鑛蕪：一一・

回水洗した。ジエチルエーテル溶液を無水硫酸ナトリウムで乾燥した後、溶媒を

溜去し、1－trifluoroaoety1－4－me山ylazulene（10）62　mg（収率12．4％）を得た。

　この時、薄層クロマトグラフィー（TLC）　（ベンゼン：ジクロロメタン＝1：

1，vlv）でチェックし、　TLC上で単一のスポットであることを確認した。

　3）1－Trifluoroacety1－4－methylazulene（10）から4－methylazulene－1－carboxylic　acid

　　（3）への誘導

　1－Trifluoroacetyl－4－methylazulene（10）62　m　gを620　mg水酸化カリウム、2．5　m1

脱イオン水、2．5　mlエタノールで4時間加熱還流した後、20・ml脱イオン水を加

え、30m1ジクロロメタンで非水溶性物質を抽出除去した。水層に希塩酸を加え、

pH　2－3に調整した後、50・mlジクロロメタンで抽出した。ジクロロメタンを無水

硫酸ナトリウムで乾燥した後、溶媒を溜去し4－methylazulene－1－carboxylic　acid（3）

32mg（収率6．4％）を得た。

　生成物はTLC（クロロホルム：メタノール＝5：1，vlv）で単一のスポットを

与えた。

　得られた4－methylazulene－1－carbOxylic　acid（3）について、1H－NMRおよびIRス

ペクトルを測定した。

2．結　　果

　この合成実験：における第1段階の反応であるazulene（7）のメチル化では、

lithium－4・methyldihydroazulene（8）を単離せず、直接4・methylazulene（9）へ反応

させた。これは8が反応容器に付着するような結晶であり、取り出しが困難であっ

たため・操作上のロスを避けるためである。メチルリチウムの使用量はここで

“
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は2当量としたが、1当量では未反応のazulene（7）が残ってしまい、また、7

と4－methylazulene（9）とはTLC上のスポットが接近しており、スケールアップ

時における精製工程で不利であることから連続的に反応させた。過剰のメチルリ

チウムの使用により、7はほぼ全量が反応し、効率的に9が得られた。その結果、

azulene（7）から収率6．4％で4－methylazulene－1－carbOxylic　acid（3）を得ることが

できた。

　1H－NMR（Fig．4－19）およびIRスペクトル（Fig．4－20）に示したように、合成

した4－methylazulene。1－carboxylic　acidは前節でホラゴケモドキ（Calypqgeia　azurea）

より単離精製した天然物のスペクトルと完全に一・致した。これらのことから最終

的に4－methylazulene－1－carboxylic　acid（3）の構造を確認した。
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第5節考　　察

　第2章でも述べたように苔類は様々な構造を有するテルペノイドを産生してお

り、またその中には生理活性を有する化合物も多い（Asakawa　1982，1990）。こ

れらのテルペノイドは通常、数種類の誘導体の混合物として含まれており、それ

らの詳細な検索は必ずしも十分ではない。近年ではNagashima　et　al．（1990）が苔

類ッボミゴケ（Jungermam’a）属の六種からカウレン型など数種のジテルペンや

ゲルマクラン型セスキテルペンなどのテルペノイドを単離し、そのうち二種は新

規化合物であった。またNabetaαad　1993）は茎葉体苔類の一種ツクシウロコ

ゴケ（Heteroscyph　us　plan　us）培養細胞よりモノテルペンおよび三種の新規化合物

を含むカディナン型セスキテルペンを単離し、詳細な構造解析を行なっている。

しかしながらこれらのテルペノイドの生理的機能は依然不明である6

　本研究ではホラゴケモドキ（CalJ〈pogeia　azurea）配偶体の液体培養においても

1，4－dimethylazulene（1）および1－methoxycarbonyl－4－methylazulene（4）が産生され

ることを明らかにし、さらに1から4への生合成中間体と考えられるアズレン

誘導体を検索して4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）ならびに4・・methylazulene－1－

carboxylic　acid（3）を単離精製し、それらの構造を決定した。

　2の培養細胞における含量は0．067％dry　wtで、3は0．017％dry　wtであった

が・これら以外にも皿，Cプレート上で同じようなRf値を有する2－3種の赤紫

色微量物質の存在を認めた。

　これらのアズレン誘導体に関する著者らの報告（Nakagawara　et　al．　1992）と全

く同時にSiege1αaH　1992）も野外で採集したホラゴケモドキ（C．　azurea）茎葉

体および培養したホラゴケモドキ茎葉体より同じ2および3の存在を報告した。
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Siegel　et　al．（1992）はこの二種以外の微量化合物として、4位にもアルデヒド基

またはカルボキシル基が置換したアズレン誘導体六種についても報告している。

　さらにNagashima　et　al．（1990）はッボミゴケ（Jangennania）属の産生するジテ

ルペンがそのタイプによって種問分布が異なることを示している。このことは分

類学上有用な事実であるが、しかしなぜある分類学上近縁な種が、よく似ている

が少しずつ化学構造の異なった二次代謝化合物を蓄積するのかということは明ら

かではない。分類学上近縁な種は形態的に類似した体制を有しており、それはそ

の生活環境に適応しているものとされている（山崎ら1974）。そして植物がそ

の機能の分化として種々の二次代謝化合物を産生することはその生活環境に対応

した生合成の制御の結果であると考えられている。このことは植物の二次代謝化

合物が、ある生活環境における他の生物などとの相互作用にかかわるものである

ということを前提としている考えである。しかしながら分類学上近縁な種が類似

した生活環境にあるにもかかわらず、種特異的に少しずつ化学構造の異なった二

次代謝化合物を構成成分として産生することにはどのような意義があるのか、あ

るいはこのような種に固有の二次代謝化合物が、それぞれに特異的な生理的機能

を有するのかどうかについては未だ明らかではない。逆に、苔類で見いだされた

カディナン型セスキテルペンの新規化合物の一種と非常によく似た化合物がセン

ダン科（Mbha㏄ae）植物に見いだされ、さらにある種の腔腸動物にさえ見いださ

れたことも報告されている（Nabeta・et　al．　1993）。このように何段階もの経路を

経て生合成される複雑な化学構造を有する植物の二次代謝化合物が、ある場合は

近縁の種の問で少しずつ異なる構造をとり、またある場合では同様の化合物が植

物界を撃え動物界にさえ不連続的に存在するのである。このような存在様式を含

め・二次代謝化合物の生物一般における生理的意義を理解することは大変困難で

ある。しかしながらテルペノイドに限らず二次代謝化合物は動植物界のみならず、
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微生物界にも広く存在する。ゆえにこれら二次代謝系の獲得がそれ程新しい時代

の出来事ではなく、より生命の誕生に近い時点ですでに獲得していた可能性が考

えられ、したがって地球に存在する生命にとって根本的に重要な役割を有するも

のと推察される。

　このように植物の二次代謝化合物の本質的な意義は不明であるが、その応用面

では人類に多大の恩恵を与えており、食品用色素、香料や生薬あるいは医薬原料

として欠かせないものである。

　ホラゴケモドキ（ωyp（）geia　azurea）の産生する4－methylazulene－1－carbaldehyde

（2）および4－methylazulene－1・carboxylic　acid（3）はその構造から抗炎症作用など

の薬理作用が期待できるためそれらの安全性試験も含め検討した。その結果につ

いて次章で述べる。
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第6節　要　　約

1．培養したホラゴケモドキ（（lalypqgeia　azurea）より二種の新規アズレン誘

　導体を単離精製し、各種機器分析によりそれらの構造について、

　4－methylazulene－1－carbaldehydeおよび4－methylazulene一　1。carbOxylic　acidであると

　結論した。

2．Azuleneを出発物質として4－methylazulene－1－carboxylic　acidを三段階の反応

　で合成し、そのIH－NMRおよびIRスペクトルと天然物のスペクトルとの比

　較により4－methylazulene－1－carbOxylic　acidの構造を確認した。

3．本章の内容の一部は投稿論文として発表した。

Nakagawara，　S．，　Katoh，　K．，　Kusumi，　T．，　Komura，　H．，　Nomoto，　K．，　Konno，　H．，

　　　Huneck，　S．　and　Takeda，　R．　（1992）　Two　azulenesproduced　by　the　liverwort，

　　　Calypogeia　azureq　during　in　vitro　culture．　Phytochemistry　31　：　1667一　1670．

Nabeta，　K．，　Katayama，　K．，　Nakagawara，　S．　and　Katoh，　K．　（1993）　Sesquiterpenes

　　of　cadinane　type　from　cultured　cells　of　the　liverwort，」Heterosの7phus　planits．

　　Phytochemistry　32：　1　17一　122．
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Table　4－1　Medium　formulas　of　MSK4　（Katoh　1988）．

Mineral　salts　（mg　1’i）　（O．5　strengh　of　MSK－1）

CaC12・2H20　220　MgSO4・7H20　185

CuSO4・5H20　O．0125　CoC12・6H20　O．0125
Na－EDTA　18．65　FeSO4・7H20　13．9

0rganic　constituents　（mg　1－i）　（same　as　the　MSK－1　medium）

Vitamins

pyri　doxine　HCI　（vi　tamin　B　6）　1　thi　am　ine　HCI　（vitam　in　B　l）　1

calcium　pantothenate　1　folic　acid　O．4
p－aminobenzoic　acid　O．02　biotin　O．Ol
choline　chloride　1　riboflavin　（vitamin　B2）　O．2

ascorbic　acid　（vitamin　C）　2　cyanocobalamin　（vitamin　B　12）　O．02

0rganic　acids

sodium　pyruvate　　　　20　　　c面。　acid　　　　’　40

malic　acid　40　fumaric　acid　40

0ther　sugars　and　sugar　alcohols

pH：　5．7　before　autoclaving
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第5章Calypogeia属培養細胞より単離したアズレン誘導体の

　　　　特性と薬理作用

第1節　序　　論

アズレン誘導体であるguaiazulene（5、　Fig．5・1）は西洋生薬として使用され，て

きたキク科カミルレ（カミツレ；舳画。痂chamom1伽L）の抽出液の主たる有効

成分である。このカミルレより抽出した、あるいは化学的に合成した5の3位を

スルフォン化し、水溶化したsodium　guaiazulene－3－sulfonate（sodium　1，4－dimethyl－

7－isopropylazulene－3－sulfonate、6、　Fig．5・1）は抗潰瘍、抗炎症薬として点眼薬、う

がい薬あるいは練り歯磨き中に添加されて広く用いられている。

そこで第4章においてホラゴケモドキ（Clyp（7geia　aZUiea）より単離精製した含

酸素水溶性アズレン誘導体にも抗潰瘍あるいは抗炎症作用が期待できるため、

4。methylazulene－1－carbaldehyde（2）、4。methylazulene－1－carboxylic　acid（3）、およ

び1－methoxycarbonyl－4－methylazulene（4）の安定性試験ならびに安全性試験ととも

に抗炎症および抗潰瘍作用について検討した。

はじめにこれらの水溶液を屋外に静置して太陽光に曝す試験を行ない、またそ

れに平行して室内での静置試験を行なってs（）dium　guaiazulene－3－sulfonate（6）より

安定であることを示した。ついで変異原性、急性毒性試験および皮膚一次刺激試

験を行ない、いずれも陰性であり安全性の面で問題のないことを示した。そして

これらのアズレン誘導体についてラットなどを用いた抗炎症ならびに抗潰瘍作用

を検討したところ有意な効果を示すことを明らかにした（加：藤と武田1992a、　b）。
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覧 第2節　光安定性

1．材料および方法

一般にアズレン誘導体は光（紫外光）に対して不安定である。そこで前節で単

離精製したアズレン誘導体、s（）dium　4methylazulene－1－carbOxylate（3’；3のナトリ

ウム塩）、1－methoxycarbony1－4－methylazulene（4）および市販されている水溶性ア

ズレン（sodium　guaiazulene－3－sulfonate（6）、甲南化工、神戸）の光安定性につい

て調べた。

3。および6は0．03％濃度で蒸留水に溶解した。4は少量のエタノールに溶解し

た後、蒸留水に溶解し、0．03％濃度とした。各試料（n＝3）は共栓付き透明スピッ

ツ管に各5m1とし、太陽光を遮らない屋外に、または実験室内に静置した。屋外

における紫外光量は積算照度記録装置PH－11M－2AT（スガ試験機、東京）を用い、

波長300－400nmの紫外光として測定した。紫外光量の単位はLANGLEYであり

1Langley　unit＝6g．g7　mW　min’1　cmゴ2である。各試料は経時的に採取しUV・265

UV－visible　recording　spectrophotometer（島津製作所、京都）で、可視部スペクトル

のλmaxでの吸収を測定した。各試料のλmaxはsodium　4．methylazulene－1．

carboxylate　（3’）　；　536　nm．　sodium　guaiazulene－3－sulfonate　（6）　；　568　nm．　1－

methoxycarbonyl－4－methylazulene（4）；523㎜であった。

2．結　　果

Figure　5。2は　sodium　4－methylazulene－1－carboxylate（3’）　、　1－methoxycarbonyl－4一
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methylazulene（4）およびso（lium　guaiazulene－3－sulfbnate（6）の光に対する安定性

を屋外に静置した場合、および実験室内に静置した場合のそれぞれの条件で測定

したものである。室内条件においては3’および4では長時間ほぼ100％を維持

したが、6においては、300h以降で退色する傾向を示した。3。および4はこの

後、約一年間にわたって安定であった。

一方、屋外条件においてはいずれも退色した。6は速やかに分解退色したが、

3曹および4はこれに対して明らかに退色しにくかった。Figure　5－3は屋外に静置

した試料について紫外光の積算量に対してプロットしたものである。これから50

％分解量を求めて比較すると、6は約10．46Langleyであったのに対し、3’では

約58．77　Langley、4では約202．77　Langleyであり、3響は6に対し約6倍、4は

6に対し約20倍の高い安定性を示した。

　アズレン誘導体は一般に高い紫外線吸収を示すが、それはそのアズレン骨格の

共役二重結合系によるものである。実験に用いた三種のアズレン誘導体はいずれ

も共通したアズレン骨格を有しているが、その側鎖の違いにより光分解の受けや

すさが異なっていることが明らかとなった。このように3’および4が高い紫外

線吸収能を有し、かつ安定性についても優れているという特徴から紫外線吸収剤

などの化粧品、医薬品としての応用の可能性が期待できることを示した。
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第3節　水溶解性

1．材料および方法

Sodium　4－methylazulene一　1　一carboxylate（3。）は水溶性を示すのでその溶解性につい

て調べ、市販の水溶性アズレンであるsodium　guaiazUlene－3－sulfonate（6）と比較

した。

溶解度は平衡法（水町1975）により測定した。それぞれの試料を0．1m1蒸留

水（Cica・Merck，　Tokyo）に飽和するまで加え密栓して振り混ぜ、室温で一時間静

置した後、2，000xg，10分間遠心し、その上清について3響はλmax　535　nm、6は

λmax　565　nmでの吸収を測定し（n＝3）、検量線により定量した。

2．結　　果

　Sodium　4－methylazulene－1－carbOxylate（3’）のを容解度は47．32％（w／v）であった。

これに対してsodium　guaiazulene－3－sulfonate（6）は明らかに溶けにくく、1．53％

（wlv）であった。このことから3●は、水にも有機溶媒にも溶解し、その高い安定

性からも実用上非常に扱いやすいアズレン誘導体であることが明らかとなった。
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第4節　安全性

1．材料および方法

安全性試験はsodium　4－methylazulene－1－carboxylate（3・）および1－methoxy－

carbonyl－4・methylazulene（4）について変異原性、急性毒性、皮膚一次刺激試験：を

行なった。

変異原性試験は改良Ames　Salmonella　test（Ames　e‘an　975；Sugimura　and　Nagao

lg80）で行なった。　Sprague－Dawley系雄性ラット肝ミクロソーム（S－9　mix）によっ

て代謝活性化する方法ならびにS－9mixを用いない直接法により、saimonella

typhimun’um　strainsで測定した。

急性毒性試験：はICR系雄性マウスを用い、　Lorke法（Lorke・1983）で行なった。

1，500または2，㎜mg　kg－1の試料をを経口投与後、1、3、5時間および一回日一1

投与でその後7日間症状を観察し、剖検を行なった。

皮膚一次刺激性試験はHardey系モルモットを用いたパッチテスト（吉川ら

1984）で行ない、50および500　pgの試料を24時間貼付後除去し、1、24、48時

間後に肉眼判定し、統計処理した。

2．結　　果

変異原性試験の陽性判定は、1）対照（自然発生的に復帰変異したコロニー数）

の200％以上の復帰変異コロニーが出現すること、および2）用量依存的応答が

見られることの二点とも満たすことを必要条件として行なった。
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　その結果、sodium　4－methylazulene－1－carbOxylate（3曾）および1－methoxycarbOnyl－

4．methylazulene（4）について直接法（S－9　mix．無添加）のとき、各々0．25－2．5　mg

plate－1および0．01－0．1　m　g　plate－1の用量域で突然変異原性が検出されず（Fig．5－4）、

代謝活性化法（S－9mix．添加）を用いたとき、各々0．5－5．O　mg　plate－1および

0．025・0．25　mg　Plate－1の用量域で突然変異原性が検出されなかった（Fig．5－4）。

急性毒性試験の結果、投与後の症状として2，000mg　kg・1投与群において自発運

動量の低下が認められたがその他の毒性症状は認められなかった。剖検所見とし

て肝臓の小葉像明瞭化および白斑が見られたが用量相関は認められなかった。

U）50値は経口投与において2，㎜mg　kg－1であった。これらのことからマウス急

性毒性に関して3’および4のいずれにも特記すべき毒性は見られず問題はない

ものと判断された。

皮膚一次刺激性試験：の結果、対照（白色ワセリン）に対し有意差は認められず、

また陽性対照とした1％ラウリル硫酸ナトリウムに対しては有意に差が認められ

た（Table　5－1）。

　このように第4章でホラゴケモドキ（Cal　s〈pogeia　azurea）より単離精製したアズ

レン誘導体の安全性について実施した安全性試験（変異原性、急性毒性、皮膚一

次刺激性試験）の範囲内ではいずれも安全であることを明らかにした。

　これらの4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）ならびに4－methylazulene一　1。

carbOxylic　aCid（3）の特性をTable　5－2にまとめた。
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第5節　抗炎症および抗潰瘍作用

1．Sodium4－methylazulene。1　一carboxylateおよび1。methoxycarbonyl－4。

　　methylazuleneの経ロ投与によるラットの血管透過性抑制作用

1）材料および方法

経口投与による血管透過性抑制作用の試験：は小森谷ら（1984）の方法を一部改

変して起炎剤としてヒスタミン（Fig．5・5）およびcompound　48／80（Fig．5－5）を

用いた実験を行なった。

　1．ヒスタミンに対する効果

　背部を剃毛したSprague－Dawley系ラット（1群8匹）にsodium　4・methyl－

azulene－1－carboxylate（3●）または1－methoxycarbonyl－4－methylazulene（4）を300　mg

kg－1経口投与した1時間後にヒスタミン100　pg　site－1を皮内投与し、さらにその

直後に1％エバンスブルー1生理食塩水溶液を尾静脈内投与した。色素投与30分

後に放血致死させた後、皮膚を剥離した。この皮膚小片より0．61Vリン酸：アセ

トン（5：13，vlv）で色素を抽出し、620　nmにおける吸光度を測定し、漏出色素

量を算出した。陽性対照群にはsOdium　guaiazulene－3－sulfonate（6）300　mg　kg・1お

よびプロスタグランジン合成阻害作用を有し抗炎症剤として現在広く用いられて

いるインドメタシン（Fig．5－5；興和、東京）10　mg　kg－1を経口投与した。

2・Compound　48／80に対する効果

背部を剃毛したSprague・Dawley系ラット（1群7匹）に3。を300　mg　kg－1経口
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投与し、1時間後にネンブターール麻酔下に起炎剤0．01％compound　48／80を0．1

m1皮内投与し、さらにその直後に1％エバンスブルー1生理食塩水溶液を尾静脈

内投与した。色素投与30分後、放血致死させ皮膚を剥離した。この皮膚小片よ

り0．6Nリン酸：アセトン（5：13，　v／v）で色素を抽出し、620　nmにおける吸光

度を測定して漏出色素量を算出した。陽性対照群には6を300mg　kg－1および抗

アレルギー剤として広く用いられているケトチフェン（Ketotifen，　KT，　Fig．5－5；

Sigma，　St．Louis，　MO，　USA）5mg　kg－1を経口投与した。・

2）結　　果

　ヒスタミン投与に対する効果を検定した結果をTable　5－3に示した。　Sodium

4－methylazulene－1－carboxylate（3’）はコントロールの漏出色素量に対し、約19．9％

の抑制効果を示し、1－methoxycarbony1－4－methylazulene（4）は3璽よりやや弱く

12．7％の抑制効果を示した。SOdium　guaiazulene・3－sulfonate（6）は17．4％で、陽

性対照としたインドメタシンは44．28％であった。3’はヒスタミン投与による血

管透過性についてコントロールに対しては有意に抑制効果を示したが、インドメ

タシンより弱く6と同程度であった。

起炎剤compound　48／80に対する効果を検定した結果をFig．5－6に示す。

Compound　48／80の血管透過作用はヒスタミンの作用の約2倍であった。3’はコン

トロールの漏出色素量に対し、約25．7％の抑制効果を示した。6は17．7％で、

陽性対照としたケトチフェンは87．4％であった。3’はcompound　48／80投与によ

る血管透過性についてコントロールに対しては有意に抑制効果を示し、6よりや

や強い抑制効果が認められたがケトチフェンに比べると弱い抑制効果を示した。
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2．Sodium4－methylazulene－1　一carboxyl　ateおよび1－methoxycarbonyl－4－

　　methylazuleneの局所投与によるラットの血管透過性抑制作用

1）材料および方法

局所投与による血管透過性抑制作用の試験：も小森谷ら（1984）の方法を一部改

変して起炎剤としてヒスタミンおよびoompound　48／80を用いた実験を行なった。

　1．ヒスタミンに対する効果

背部を剃毛したSprague－Dawley系ラット（1群8匹）にsOdium　4・一methyl－

azulene。1－carboxylate（3’）および1－methoxycarbony1。4－methylazulene（4）を0．1％

配合した軟膏1gを塗布し、その1時間後にヒスタミン100　pg　site－1を皮内投与し、

さらにその直後に1％エバンスブルー1生理食塩水溶液を尾静脈内投与した。色素

投与30分後、ラットを放血致死させ、背部皮膚を皮内投与部位を中心に剥離し

て色素を0．6Nリン酸：アセトン（5：13，　v／v）で色素を抽出後、620　nmにおけ

る吸光度を測定し、漏出色素量を茸出した。陽性対照群には0．1％sodium

guaiazulene・3－sulfbnate（6）軟膏1gを経皮投与およびインドメタシン（Fig．5－5）

10mg　kg－1を経口投与した。

2．Compound　48／80に対する効果

背部を剃毛したSprague－Dawley系ラット（1群6匹）に3。を100－1，000　Pg

sitσ1と起炎剤0．02％compound　48／80とを同量ずつ混合し、背部皮内に0。1m1投

与した。その直後に1％エバンスブルー1生理食塩水溶液を尾静脈内投与した。色

素投与30分後、ラットを放血致死させ、背部皮膚を皮内投与部位を中心に剥離

して色素を0．6Nリン酸：アセトン（5：13，　vlv）で色素を抽出後、620　nmにお
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ける吸光度を測定し、漏出色素量を算出した。陽性対照群には6を300または

1，000　P9　site－1およびケトチフェン（Fig．5－5）を5mg　kg－1となるように調製し

0．1m1を皮内投与した。

2）結　　果

　ヒスタミン投与に対する効果を検定した結果をTable・5－4に示した。　Sodium

4－methylazulene－1－carboxylate（3’）はコントロールの漏出色素量に対し、約12．8％

の抑制効果を示し、1。methoxycarbOnyl－4－methylazulene（4）は3’より強く21．1％

の抑制効果を示した。SOdium　guaiazulene－3－sulfonate（6）は12．3％で、陽性対照

としたインドメタシンは43．7％であった。3’もヒスタミン投与による血管透過

性についてコントロールに対しては有意に抑制効果を示したが、4の方が強い効

果を示した。3’はインドメタシンより弱く6と同程度であった。

起炎剤compOund　48／80に対する効果を検定した結果をFig．5－7に示す。

Compound　48／80の皮内投与による血管透過作用はヒスタミンの作用の約2倍であっ

た。3’（100　P9）はコントロールの漏出色素量に対し、約19．6％の抑制効果を示

し、300　pgでは38．7％、1mgでは82．8％の用量依存的な抑制効果を示した。6

は300　P9および1mgでほぼ同じ値の56．0％であった。陽性対照としたケトチフェ

ンは71．1％であった。3’はcompound　48180投与による血管透過性についてコン

トロールに対して有意に抑制効果を示し、また同用量の6に対しても有意に（P

＜0．05）強い抑制効果が認められた。しかしながらケトチフェンに比べた場合は

用量を考慮すると弱い抑制効果であった。
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3．Sodium　4－methylazulene－1。carboxylateおよび1－methoxycarbonyl－4－

　methylazuleneによるラット肥満細胞からのヒスタミン遊離抑制作用

　1）材料および方法

抗炎症作用を検定する方法には上記の第5節1、2で述べた血管透過性抑制効

果を測定する方法などが一般的であるが、これらはラットなどの生体を用いるin

vivo実験である。このような方法は多数の試料から抗炎症活性のスクリーニング

を行なう目的の場合、時間的経済的に必ずしも適当ではない。この実験で用いた

方法は種々多数の生薬試料の抗炎症活性を迅速簡便に検定する目的で考案された

ものである（平井ら1983）。

脱血致死させたウィスター系ラットの腹腔内にタイロード平衡塩類溶液を注入

して採取した腹腔細胞から、牛血清アルブミン（BSA）／生理食塩水溶液（比重

1．068）を用いる重層遠心法により肥満細胞を単離した。得られた細胞は2x106

個m1－1となるように0．1％BSA含有タイロード液に懸濁し細胞浮遊液を調製した。

試料溶液10μ1に細胞浮遊液10μ1を加えて37℃、10分間放置した後、compound

48／80（5　pg　ml－1）20μ1を加えて37℃、10分間で反応させた。その後いったん氷

冷し、遠心分離（150xg、5分）した上清中に遊離したヒスタミン量を蛍光検出

器付HPLC（励起波長360㎜）により定量した。

ヒスタミン遊離抑制活性は次式により算出し、50％抑制濃度（IC50）を求めた。

　　　　　％　inhibition　＝　100　x　｛1一　（SR　一　C）／（R　一　C）｝

　　　　C；対照細胞から遊離されるヒスタミン量

　　　　R；誘発剤のみを加えたときに細胞から遊離するヒスタミン量

　　　　SR；試料と誘発剤を加えたときに細胞から遊離するヒスタミン量
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陽性対照群には抗アレルギー剤として臨床的に用いられているDSCG（di－

sodium　cromoglycate；Fig．5・5）を投与した。

2）結　　果

本法をアズレン誘導体の検定に適用した結果をTable　5－5に示す。ラット肥満細

胞によるin　vitro実験の結果、　sodium　4－methylazulene一　1－carboxylate（3’〉には抗ア

レルギー剤として広く用いられているDSCGの約2．8倍の強い活性が認められ、

1－methoxycarbony1－4－metliylazulene（4）は約2．2倍の活性であった。このようにア

ズレン誘導体の抗炎症作用がin・vitro実験においても確認された。

4．Sodium4－methylazulene－1－carboxylateおよび1。methoxycarbonyl－4－

　methyl－azuleneの経皮投与によるモルモットの紫外線紅斑抑制作用

1）材料および方法

経皮投与による紫外線紅斑予防効果の検定は久木（1982）の方法を用いて行なっ

た。

背部を剃毛したHardey系モルモット（1群6匹）にsodium　4－methylazulene－

1－carboxylate（3響）および1－methoxycarbOnyl－4－methylazulene（4）を0．1％配合した

エタノール溶液を0．1ml塗布後、最小紅斑量（MED）の2倍量のUV－B（UVラン

プ；FL20S－30EIDMR、東芝、東京；波長域280－370　nm；中心波長305　nm；ca．4J

cm鴨2）を照射した。　UV－B照射4時間後に紅斑の程度を肉眼判定した。対照には

エタノールを、陽性対照には0．1％　sOdium　guaiazulene－3－sulfonate（6）および紫

外線吸収剤として化粧品などで広く用いられている1．0％オキシベンゾン（Fig．

5－5）を塗布した。
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2）結　　果

結果をTable　5－6に示す。　S（）dium　4－methylazulene－1。carboxylate（3’）はコントロ

ールに対し52．9％の予防効果を示し、1－methoxycarbOnyl－4。methylazulene（4）は

さらに強く64．7％であった。S（x1ium　guaiazulene－3－sulfonate（6）は3。と同程度で

あった。オキシベンゾンは70．6％であった。投与量を考慮すると3’および4は

オキシベンゾンより強い効果を示すものと考えられた。このようにアズレン誘導

体は紅斑の生成を有意に抑制し、紫外線紅斑予防効果を有することが明らかとなっ

た。これはアズレン骨格の共役二重結合に由来する高い紫外線吸収能によるもの

と考えられる。

5．4－methylazulene－1－carbaldehydeおよび1　一methoxycarbonyl－4－methyl－

　azuleneによるラットの胃粘膜傷害抑制作用

1）材料および方法

緩刺激および脱血再灌流による胃粘膜傷害に対するアズレン誘導体の作用の検

定はWallace・et・al．（1982）の方法を改良したチャンバー法をで行なった　（Masuda

e‘aU991）。この抗潰瘍性を検定する実験にはアズレン誘導体として

4methylazulene－1－carbaldehyde　（2）　．　1－methoxycarbonyl－4－methylazulene　（4）　．

guaiazulene（5）、so｛hum　guaiazulene－3－sulfonate（6）を用いた。さらに市販のアズ

レン製剤であるMazulene（ゼリア新薬、東京）を用いた。これは0．3％sOdium
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guaiazulene・3－sulfonate：99％L－glutamineの組成の製剤である。

　砺SD系雄性ラット（体重360－4609）を24時間絶食後、ウレタン麻酔下に使

用した。気道を確保するためカニューレを挿入し、頸部で食道を結紮した。脱血

用に左層頸動脈にカニューレを挿入し、術創を縫合した。血圧モニター用に大腿

動脈にカニューレを挿入した後、腹部を正中切開し、胃および十二指腸起始部を

露呈した。幽門輪を血管を避けて結紮し、胃大弩を切開して粘膜を露出し、アク

リル製チャンバーに胃を固定した。胃粘膜を温生理食塩水で洗浄した後、2m1生

理食塩水をチャンバー内に注入し、胃粘膜表面を覆った。胃粘膜血流量は1aser

doppler法で、胃粘膜電位差はチャンバー内と腹腔内（不関電極）に設置した寒天

電極で経時的に記録した。また、血圧および心拍数も同時にモニターした。各々

のパラメーター・が安定した後、チャンバー内の生理食塩水をTween　801生理食塩

水に懸濁したアズレン誘導体と置換し、30分後、1MNaC1溶液で置換した（緩

刺激；胃粘膜上皮細胞の広範囲な脱落を誘起）。30分後、50mM塩酸で置換し、

酸の存在下、10分後に頸動脈より脱血した。血液はヘパリン処理した5mlの注

射筒に平均血圧が40mmHgになるまで採血した。20分後、血液を再び頸動脈よ

り戻し、チャンバー内の液を新たな50mM塩酸と交換した。30分後、温生理食

塩水に置換し、その後30分ごとに生理食塩水を交換し、2時間、傷害を受けた胃

粘膜上皮細胞の再構築を胃粘膜電位差を指標として連続的に記録した。また実験：

終了時には胃を摘出し、画像解析装置を用いてチャンバー内の胃粘膜面積および

傷害部面積を測定した。

2）結　　果

結果をFig．5－8および5。9に示す。　Figure　5－8、5－9に示すように4－methyl－

azulene一　1　一　carb　aldehyde（2）に胃粘膜保護作用が認められた。これはsodium
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guaiazulene－3－sulfonate（6）にもその傾向は見られるが顕著ではない。またFig・

5－9に示すようにアズレン誘導体は胃粘膜血流量を増加させる傾向が認められた

が、1MNaClによる血流量の増加、あるいは脱血による血流量減少、再灌流時の

血流量増加に対してはほとんど影響をおよぼさなかった。胃粘膜電位差を指標と

した傷害後の胃粘膜再構築についてアズレン誘導体が回復促進作用を有すること

が分かった。
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第6節　考　　察

南ヨーロッパ原産のキク科カミルレ（カミツレ；M｝itnfcan’a　chamomi17a　L．）には

抗炎症、発汗、駆虫作用があり、その有効成分はguaiazulene（5）であるとされ

ている（堀田ら1989）。5を水溶性にしたものが現在市販されているアズレン誘

導体（sodium　guaiazulene－3－sulfonate、6）である。5は非ステロイド系抗炎症剤と

は異なり、シクロオキシゲナーゼ阻害作用を介さない抗炎症作用およびヒスタミ

ン遊離作用を介した抗アレルギー作用を有することが知られている（山崎ら1958；

宇田1960）。また非ステロイド系抗炎症剤とは逆に抗潰瘍作用や創傷治癒促進作

用を有していることも知られている（竹田ら1983）。この抗潰瘍作用の作用機序

としてはトロンボキサン拮抗作用が報告されており（M㏄hizuld　e‘an　989）、胃

粘膜において血管の収縮や血小板の凝集などを引き起こすトロンボキサンA2の作

用を抑制し、胃粘膜血流量を増加させることにより胃粘膜の再構築を促進すると

されている。

このようにアズレン誘導体は優れた抗炎症剤であるが、現在広く用いられてい

るsodium　guaiazulene－3－sulfbnate（6）剤を経口投与した場合、胃が荒れるなどの副

作用があるとされている（加藤、私信）。これは摂取後、生体内で加水分解され

て生成する遊離の亜硫酸によるものと考えられている。したがってこのような副

作用のない水溶性アズレン誘導体が求められている。第4章においてホラゴケモ

ドキ（calypogeia　azurea）より単離した二種のアズレン誘導体はその構造（2、3；

Fig．5－1）が示すように酸素を含有し、したがって疎水部分と親水部分とを有して

おり、天然から得られる水溶性アズレンである。これはスルフォン化による水溶

性を増大させた誘導体に比べ生体に対してより穏やかな性質を示すと考えられる。
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このようなホラゴケモドキ（C．azurea）より単離したアズレン誘導体、

4．methylazulene－1－carbaldehyde（2）、4－methylazulene－1－carbOxylic　acid（3）が光安

定性および水溶解性においてs（xdium　guaiazulene－3－sulfonate（6）を上回る安定性を

示すことを明らかにした。

　またそれらのアズレン誘導体が変異原性、急性毒性、皮膚一次刺激試験におい

て高い安全性を示すことを明らかにした。

　さらにアズレン誘導体が経口あるいは局所投与による血管透過性抑制作用、ヒ

スタミン遊離抑制作用、紫外線紅斑予防効果などにおいて6より優れた抗炎症作

用を有することを明らかにした。そして胃粘膜傷害に対し高い保護作用および回

復促進作用を有することを明らかにした。しかしながらこれらの抗炎症作用は経

口投与に比べ局所投与およびin・vitro実験（ラット肥満細胞ヒスタミン遊離抑制作

用）において高い効果を示すものであった。経口投与の動物実験においてアズレ

ン誘導体の投与後約30分でその尿が着色することが観察された。このことはア

ズレン誘導体が経口投与では速やかに吸収され、また体外へ排出され易いことを

示し、したがってそのため抗炎症効果が低くなったものと考えられる。逆にそれ

はアズレン誘導体が生体に対し影響を与えにくい化合物であることを示すと考え

られる。

　また1，4一一dimethylazulene（1）やsodium　guaiazulene－3－sulfonate（6）は青色を呈す

るが、これらの分子に酸素が加わると赤紫色を呈するようになる。したがってア

ズレン誘導体としての抗炎症作用や抗潰瘍作用に加え、紫外部に強い吸収を持つ

こと、その色調、安定性、両親媒性、安全性などの特長から4－methylazulene－1－

carbaldehyde（2）および4－methylazulene－1－carboxylic　acid（3）は医薬あるいは化粧

品への応用が期待できる。

このように本章では（”alypogeia属植物から得たアズレン誘導体が医薬、化粧品
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素材として特異的な特長を有する優れた化合物であることを明らかにした。

90



；R，tw

第7節　要　　約

1．SOdium　4－methylazulene－1－carbOxylateの野外における光安定性は市販アズレ

　ン製剤の有効成分であるsodium　guaiazulene・3－sulfonateの約6倍であり、

　1－methoxycarbonyl－4－methylazuleneでは約20倍であった。

2．　SOdium　4methylazulene－1－carboxylateは蒸留水に対し47％の溶解性を示し、

　市販水溶性アズレンの30倍以上であった。

3．安全性試験：として変異原性（salmonella）、皮膚一次刺激試験：（モルモット）

　を行なった結果、いずれも陰性であり、また急性毒性試験（マウス）の結果、

　U）50値は2，000mg　kg’1で特記すべき毒性のないことを明らかにした。

4．抗炎症および抗潰瘍試験を行なった結果、ωypqgeゴa属植物から得たアズ

　レン誘導体は市販のアズレン誘導体製剤の有効成分であるs（）dium

　guaiazulene－3－sulfonateに比して有意に高い抗炎症および抗潰瘍活性を示すこ

　とを明らかにした。
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Table　5－3　Suppressive　effects　of　orally　administrated　azulene　derivatives

on　vascular　permeability　enhanced　by　histamine．

Drug Dose　Exudated　pigment
（mg　kg’i）　（mg　site－i）

　　　　　　　　　　　　none

sodium　4－methylazulene一　1　一carboxylate

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene

　　sodium　guaiazulene－3－sulfonate

　　　　　　　　indomethacine

300

300

300

10

40．2　±　2．9

32．2　±　2．2

35．1　±　1．6

33．2　±　1．8

22．4　±　1．9
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Tablle　5－4　Suppressive　effects　of　cutaneously　administrated　azulene

derivatives　on　vascular　permeability　enhanced　by　histamine．

Drug Dose Exudated　pigment
　　　（mg　site－i）

　　　　　　　　　　　　　none　’一

sodium　4－methylazulene－1－carboxylate　O．1　90

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene　O．1　90

　　sodium　guaiazulene－3－sulfonate　O．1　90

　　　　　　　　　indomethacine　10　mg　kg’i

39．8　±　3．0

34．7　±　1．6

31．4　±　1．5

34．9　±　1．6

22．4±　2．1
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Table　5－5　inhibitory　effects　of　azulene　derivatives　on　histamine

release　from　mast　cell　induced　by　compound　48／80．

Drug
Inhibition　of　histamine　release

　　　　　　　ICso　（ppm）

sodium　4－methylazulene一　1　一carboxylate

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene

　　　　　disodium　cromoglycate

80

100

220
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Tab亘e　5・6　Effects　of　azulene　derivatives　on　ultraviolet　erythema　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の

gulnla　plgs・

Dru　g
Dose
（90）

Ultraviolet　erythema

　　　　　index

　　　　　　　　control　（ethanol）

sodium　4－methylazulene一　1　一carboxylate

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene

　　　sodium　guaiazulene－3－sulfonate

　　　　　　　　　　oxybenzon

O．1

0．1

0．1

1．0

1．7　±　O．4

0．8　±　O．2

0．6±O．1

0．8　±　O．2

0．5　±　O．2
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Fig．　5－1 Azulene　derivatives　used　in　the　experiments．
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Fig．　5－6　S　uppressive　effects　of　orany　administered　azulene　derivatives　on　vascular

permeabiliry　enhanced　by　compound　48／80．　AC；　sodium　4－methylazulene－1－carboxylate，

GA；　sodium　guaiaxulene－3－sulfonate，　KT；　ketotifen．
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Fig・　5醐7　　　SupPressive　effec　ts　of　cutaneously　adτ血stered　azulene　derivadves　on

vascular　permeability　enhanced　by　compound　48／80．　C48／80；　compound　48／80，　AC；

sodium　4－methylazulene－1－carboxylate，　GA；　sodium　guaiazulene－3－sulfonate，　KT；

ketotifen．
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Fig．　5－8　Effects　of　azulene　derivatives　on　gastric　mucosal　damage　induced　by　1　M

NaCl　plus　hemorrhage－reperfusion　in　chambered　stomachs　of　anesthetized　rats．

MazuleneR；0．3％sodium　guaiazulene－3－sulfbnate：99％レglutamine．
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and　potential　difference　（B）　induced　by　1　M　NaCl　plus　hemorrhage－reperfusion　in

chambered　stomachs　of　anesthetized　rats．　Mazulene　R　；　O．3　90　sodium　guaiazulene－3－

sulfonate　：　99　910　L－glutamine．

　一3　O　3　6　9　12　15　18　21　24
　　　　　　　　　　　　Time　（xlO　min）

Effects　of　azulene　derivatives　on　changes　of　gastric　mucosal　blood　flow　（A）
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第6章　Calypogeia属における二次代謝化合物の生合成

第1節　序　　論

第2章で示したように、ホラゴケモドキ（Calypqgeia　azunea）の天然物化学的研

究により、特徴的な精油成分として1，4－dimethylazulene（1、　Fig．1－1）が、また

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene（4、　Fig．1－1）が単離され、構造が決定されてい

る（Meuche　and　Huneck　1966）。4はホラゴケモドキ　（C．　azurea）におけるアズレ

ン誘導体の生合成経路において、最終産物であると考えられる（Fig．2－3）ことか

ら、4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）および4－methylazulene－1－carboxylic　acid（3）

がその生合成経路における中間体であると推定した。そしてこれらのアズレン誘

導体が抗炎症および抗潰瘍作用の高い活性を有することが明らかになった（第5

章）ので、これらの化合物をモデルとして苔類calypqgeia属培養細胞によるセス

キテルペノイドの生合成あるいは蓄積の促進についてエリシターを用いた検討を

行ない、また、4methylazulene－1－carbaldehyde（2）の生合成酵素の性質について検

討を行なった。

生薬成分など植物由来の有用二次代謝化合物の産業的生摩を考えるとき、培養

細胞を用いた生産系には従来の野外採集や圃場栽培に比べ、この方法が自然環境

に対して基本的に非収奪的であること、栽培圃場を要さないこと、病害虫からの

隔離、生産期間の短縮、気候変動に影響されない安定した品質などの優位性があ

ると考えられる。しかしながら、生産物の市場価格に対し生産コストが大きいこ

となどの理由で現在のところ未だ十分に実用化されているとはいえない。その生
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産コストの中で最も問題となるのは細胞当りの生産性の低い点であり、この生産

性を向上させることが必須の課題となっている。このことはすなわち、目的化合

物の生合成能や細胞外放出を含む蓄積能を向上させることを意味し、実際に唯一

の工業的実用例であるといえるムラサキ（Ln’thospermum　eiythrorrhizon）培養細胞

によるシコニン生産では高生産株の選抜、高生産培地の開発を通してはじめて可

能となったのである（Fuji’ta　etal．　1981a、　b）。しかしながらここで採られた方法

はいわば試行錯誤的であり、かならずしも普遍的な方法ではなく、多くの植物種

に直接適用できるものではない。したがってより普遍的に植物細胞における二次

代謝化合物の生産性を向上させる技術の開発が必要であると考えた。

植物（細胞）がガンマ線（Ogawa　and　Uritani　1969）、紫外線（Gleitz　and　Seitz

lg8g；phiUips　ef　an992；Ren・and・West　1992）、機械的傷害（Tanaka　e‘an983；

Dalkin　and　Bowles　1989；Lewinsohnαan991）、浸透圧（Kochsαan987；

Stuhlfauth　e∫an987）などの物理的ストレス、抗生物質などの化学物質（Kim　et

al．　1974；　Oguni　et　al．　1976；　Kobayashi　and　Ohta　1983；　Kutney　et　al．　1985　；　Dougal1

1989）、重金属（Uritani　e‘an960；Oba　e‘an976；Steffens　et　al．1989；

Hagendoorn　et　al．1990；Furze　et　al．1991；Hanawa　e‘an　992；Shibuya　et　al．1992＞な

どの化学的ストレス、または病原菌の感染（Uritani　eごan　960；Akazawa　and　Wada

1961；　Kato　et　al．　1971．　1973；　Oguni　and　Uritani　1974；　Oba　et　al．　1976；　Lawton　et　al．

1983；Haberederαang8g；D訓dn　ef　anggO；Welle　et　al．　1991ほか多数）、昆虫

による摂食（Uゴ伽iθfan975；Saωα｝an977）などの生物的ストレスに曝された

とき、ファイトアレキシンを含む二次代謝化合物（ストレス化合物）を生産する

ことが知られている。これは植物（細胞）が一時的にストレス化合物の生合成能

を向上させ、これらのストレスに対し防禦反応を行なっているものと考えられて

いる。
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　また、植物が温度や上に述べた種々のストレスを受けたとき、ストレス化合物

を生産する応答とは別の防禦反応として熱ショック蛋白質あるいはストレス蛋白

質と称される一群の蛋白質の生合成を誘導することも知られている（Gething　and

Sambrook　1992）。このようなストレスによって生体の代謝生理機能は部分的に撹

乱されるが、それは種々の蛋白質の変性が原因であるとされている。現在ではこ

のようなストレス蛋白質の本質は、与えられたストレスによって変性した蛋白質

を元どおりに折りたたみなおすという役割を有する「分子シャペロン」であると

考えられている（Gething　and　Sambrook　1992）。このように植物は様々なストレ

スに対応する防禦機構を有している。

そこで著者は植物の二次代謝化合物の生産性を向上させるために、ストレスに

対する防禦反応における二次代謝化合物の生合成能の増大機構（エリサイテーショ

ン）を利用することを考えた。しかしながら現在までのところそれらの外的スト

レス（エリシター）がどのような機構で二次代謝化合物の生合成系酵素の活性を

増大させているのかについての統一的な理解には至っておらず、活性酸素が植物

（細胞）の情報伝達（signa1　transduction）に関与することが示唆されているにと

どまっている（Kurosald　ef　an987；村井ら1987；Takahama・et・al．　1989；ApOstol　et

al．　1989；　Masuta　et　al．　1991；　Schwacke　and　Hager　1992；　Vera－Estrella　et　al．　1992；

V6geli　ct　al．　1992；Kondo　et　al．　1993）　o

そこではじめにミドリホラゴケモドキ（Calypogeia　g：㎜ロ1a切培養糸田胞を用いて、

エリシターがその二次代謝化合物の生合成を増加させうるのか、またそれがどの

ような機構で成立しているのかについて、特にその初期段階において細胞内では

何が起きているのかを明らかにする目的で実験を行なった。エリシターに対する

細胞応答としてミドリホラゴケモドキ培養細胞の生産するトリノルセスキテルペ

ノイド、1，4－dimethylazulene（1、　Fig．1－1）の生産量およびその生合成系に含まれ
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る酵素（3－hydoxy－3－methylglutary1　CoA　reductase）の活性、細胞内の酸化還元状態

を維…持すると考えられているいくつかの酵素群（91ucose－6－phosphate　dehydrogenase・

6－phosphogluconate　dehydrogenase．　ascorb　ate　free　radical　reductase．　ascorbate　per－

oxidase、　dehydroascorbate　reductase、　glutathione　reductase、　catalaseおよびsuperoxidiC

diSmutase）の活性、さらに細胞内還元剤であるグルタチオン（GSH）濃度の挙動

について測定した。またこれらの結果からミドリホラゴケモドキ培養細胞におけ

るエリサイテーションには活性酸素の関与が示唆されたので過酸化水素の影響に

ついて検討した。

　つぎに、ミドリホラゴケモドキ（C．granUlata）あるいはホラゴケモドキ（C．

azurea）培養細胞における主たる精油成分は1，4－dimethylazulene（1）であるがその

薬理作用は1よりむしろそれが酸素の添加を受けた4－methylazulene－1・carbaldehyde

（2）、4－methylazulene－1。carboxylic　acid（3）あるいは1－methoxycarbOnyl－4－methyl。

azulene（4）などのほうがより高かった（第5章）ので、その生合成について検

討した。

第5章で述べたように著者は抗炎症、抗潰瘍作用を有する水溶性アズレン誘導

体の有用性を示したが、特に2あるいは3は培養細胞中の含量が低く（第3章）、

またその化学合成も困難iであるため、それを直接工業的規模で生産することは事

実上不可能であろうと考えられる。したがってホラゴケモドキ（C．・azurea）細胞

自身の有する生合成能に委ねることが必要である。このと琴2はその生合成経路

において酸素がその分子に取り込まれる最初の化合物である（Nakagawara　et　al．

1992）ため、これを触媒する酵素の性質は重要な意味を持つものと考えられた。

そこでCalypogeia属の主たる精油成分であり、その含量が比較的高く、またエリ

シターによって生産が高まることが示された（本章第2節）1を基質とする2の

酵素的生産の可能性を検討するために、その合成反応に関与する酵素の性質を明
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らかにした。

　1から2への反応に注目すると、これはアズレン骨格に対してアリル（ally1）

位の1一メチルへの一酸素添加反応であり、P450（cytochrome　P450）が関与する

反応ではないかと考えた。もしこれがP450依存性モノオキシゲナーゼであるな

らばセスキテルペノイドのアルキル側鎖のP450酵素による一酸素添加反応はこ

れまでコケ植物のみならず維管束植物においても知られていないという点からも

興味をもち、この反応を触媒する酵素について検討を行なった。

P450は最初にラット肝ミクロソームで一・酸化炭素結合色素として見いだされ

た（Klingenberg　1958；Garfinke11958）ヘム蛋白質である（Ornura　and　Sato　1964a）

ことが知られている。現在までに動物のステロイド合成や薬物代謝に関連し、多

くの研究が蓄積されてきており（Sugita　ef　an988；：Harada　1988a，　b；Iglesias　and

Gibbons　1989）、また細菌や酵母に関しても数多くの研究があり（Aoyama　et　al．

1989a，　b；Sa㎞d　e∫an990；Shibataαan990）、その機能の多様性と共に蛋白

質レベルおよび遺伝子レベルでの多様性が明らかになっている（Bo血k　e‘an990；

Nebert　et　al．　1991）　o

植物におけるP450も同様に多様な生体反応に関連しており、近年その報告が

蓄積されつつある（Tana㎞ef　an　974；Rich　and　BendaU　1975；Rich　et　al．1975；

Fujita　et　al．　1982；　Durst　1991；　O’Keefe　1991；　Donaldson　and　Luster　1991；　Stadler

amd　knk　1993；Gerardy　and　Zenk　1993；Funk　and　Croteau　1993）。しかしながら、

P450の遺伝子レベルの研究はラットの肝ミクロソーームや酵母などの微生物を用い

て詳細に行なわれているのに対し、植物における遺伝子レベルの研究は未だ少数

である。

植物のP450の蛋白質としてはチューリップ（Higashi　e‘an　983，1985）やキク

イモ（Gabriac　et・al．1985）、アボカド（O’Keefe　and　Leto　1989）およびメギ科
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Berberis　stolonifera（Stadler　and　knk　1993）などから単離されているが、その遺伝

子についてはごく最近になってアボカドの熟成過程におけるP－chloro－N－

methylaniline　demethylaseおよびtrans£imamic　acid　4－hydroxylase活性（Bozak　et　al．

lg90）、キクイモのtrans－cimarnic　acid　4．hydroxylase活性（Teutsch　et　aL　1993）、

そしてヤエナリの加瀞cimamic　acid　4－hydπ）xylase活性（Mzutaniαan　993）に関

与するP450蛋白質の遺伝子配列が決定されたにすぎない。

Table　6－1は植物においてP450依存反応と推定されている例をまとめたもので

ある。このような植物におけるP450が関与する反応はそれが動物で知られてい

るような幅広い分子を認識する多様性を有することを示唆しているものの、動物

や微生物のP450に関する知見の蓄積に比べて未だ限定されたものでしかない。

これらの反応は維管束植物のメバロン酸経路、シキミ酸経路、脂肪酸合成系といっ

た一次代謝系より、それらから枝分かれする二次代謝系に関与する経路上に多く

見られることを特徴としている。コケ植物は形態的には維管束植物ほどには分化

していないが、これまでの章で種々のテルペノイドの生産や発達した葉緑体を有

することを示したように、代謝的には十分に分化していると考えてよい。したがっ

てコケ植物のP450を調べることは植物のP450の分子進化を考える上においても

重要である。

本章では4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）を含有するホラゴケモドキ（C．

uzurea）培養細胞より無細胞抽出液を調製し・1，4－dimethylazplene（1）を基質とす

るin　Vitro系でその一酸素添加物である2の生成を確認した。この反応はNADPH

を要求する酵素反応であり、活性は小胞体（ER）画分に局在していた。またこの

反応がancymido1、　S　K＆F－525A、　tri　azimeno1、　cytochrome　cおよびCOによって阻

害されることからP450の関与する反応であることを示唆した。
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第2節ミドリホラゴケモドキ（calyρqgeia　9：㎜ぬ切培養細胞における

　　　エリシターによるセスキテルペノイドの生合成誘導とその機構

1．1，4－Dimethylazulene含量に対するエリシターの効果

1）　材料および方法

　　植物材料

　ミドリホラゴケモドキ（αめyp（7geia　g＝ranulata・MOUE）懸濁培養細胞は3週間毎に

継代培養を行なった（Takeda・and・Katoh・1981＞。培地は2％グルコースおよび0．5

％フマル酸を含んだMSK－4培地（Table　4－1、　Katoh　1988）200　mlを500　m1の

Erlenmeyerフラスコで用いた。培養は連続照明下（90　pmol　m－2　s－1）、旋回培養器

で25℃にて行ない、初期定常期（early　stationary　phase）の細胞（約15　mg　dly　wt

m1・1）を実験：に用いた。

　　エリシターの調製

五酸化バナジウム（V205；和光純薬、大阪）は20　mM　KOHに5mMとなるよ

うに溶解し、貯蔵溶液とした。オルトバナジン酸ナトリウム（Na3VO4；和光純

薬）およびオキシ硫酸バナジウム（VOSO4；ナカライテス7、京都）は蒸留水に

溶解し5mM貯蔵溶液とした。酵母の粗グルカン画分は酵母エキス（Yeast

ex㎞cts；Difco）よりHahn　and　Albershe㎞（1978）の方法に従って以下のように調

製した。酵母エキス（509）を250m1脱イオン水に溶解し、80％（vlv）となるよ

うに1，㎜mlエタノールを加えた。4℃で4日間静置し、沈殿を生じさせ上清を

除いた。フラスコに残ったゴム状の沈殿を再度250・ml脱イオン水に溶解し、80％
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（v／v）となるようにエタノールを加え（1，000ml）、エタノール沈殿を繰り返した。

2回目の沈殿を100・mlの脱イオン水に溶解し、4℃で脱イオン水に対して、脱イ

オン水を2回交換し一夜透析を行なった。これを20，000xg、15分間遠心し、そ

の上清を孔径1・2μmのメンブレンフィルタ（MillipOre・Bedford・MA・US今）で濾

過した。濾液をドライアイスーアセトンで凍結し、・一・一・一・一夜凍結乾燥を行なった。3．07

gの灰白色粉末が得られこれを粗グルカン画分とした。

　　エリシター処理

　五酸化バナジウム、オルトバナジン酸ナトリウム、オキシ硫酸バナジウムの貯

蔵液をそれぞれ終濃度0．2mMとなるように4日間前培養したミドリホラゴケモ

ドキ細胞に投与した。終濃度は予備実験において2mM以上のバナジウム化合物

濃度で増殖阻害が認められたのでその1！10濃度として決定した。酵母粗グルカン

画分は0．2mgm1－1となるように投与した。五酸化バナジウム実験：区のコントロー

ルには同量の20mM　KOHを投与し、オルトバナジン酸ナトリウム、オキシ硫酸

バナジウム実験区のコントロールには同量の蒸留水を投与した。

　　1，4－Dimethylazuleneの定量

1，4－Dimethylazulene（1）の定量は次のように行なった。新鮮重0．5　gの培養細胞

を経時的に採取し、脱イオン水で洗浄濾過後、n－hexaneに浸漬した。　n－Hexane抽

出物はSEP－PAK　silica　ca血ige（Japan　Millipore，　Tokyo）で処理し、極性の爽雑物を

除去した。容量を1m1に調整し、1　plをガスクロマトグラフ（GC－15A、島津製

作所、京都）に注入した。用いたキャピラリーカラムは5％phenylmethylailicone，

Ultra　2；50　m（Hewlett－Packard，　Rockville，　MD，　USA）で、8℃min－1で120－180℃の

昇温プログラムで分析した。注入温度は280℃、検出器温度は340℃とした。
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1，4－Dimethylazulene（1）は標準溶液の検量線により定量した。

　　グルコースの定量

培地中のグルコース濃度は（トtoluidine－borate法（Sasald　1964）で定量した。0．05

mlの培地をメンブラン濾過し、5．O　mlのGlucose　Test　Wako（和光純薬）に加え、

激しく撹拝した。混合液を95℃の温浴中で正確に8分間加熱し、流水中で3分

間冷却した。635nmの吸収を測定し、予めグルコース標品を用いて作成した検

量線で定量した。

2）結　　果

Table　6－2はいくつかのバナジウム化合物および酵母粗グルカン画分の

1，4d㎞ethylazulene（1）含量に対する効果を示したものである。1の生産はオル

トバナジン酸ナトリウムおよび酵母グルカン画分処理によってコントロールの含

量に比べて約2倍に高まったが、オキシ硫酸バナジウムには効果がなかった。ま

た、五酸化バナジウム処理した細胞においても促進効果が認められた（Fig．6－1）。

しかしながらこの五酸化バナジウム処理実験のコントロール細胞における1の含

量はTable　6－2に結果を示した実験でのコントロール細胞における1の含量の約

1，ηに低下していた。これは実験に用いた培養細胞の継代培養回数の違いによる

ものと考えられ・3週間毎の継代培養を重ねると褐変枯死する細胞の数が増えて

きて乾重量あたりの1の含量が低下する結果となるものと考えられた。このこと

はミドリホラゴケモドキ（C．　granulata）細胞の懸濁培養条件が必ずしも最適では

ないことを示唆し、そのため生細胞における1の生合成能の低下を引き起こして

いる可能性も考えられた。

オルトバナジン酸ナトリウム（Na3VO4）および五酸化バナジウム　（V205）
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はpH　5．7の培地中ではH2VO4畢体で存在している（GaUagher　and　Leonard　1982）

のでTable　6－2に見られるバナジウム化合物の1，4－dimethylazulene（1）生産促進効

果はバナジウムの同じ分子種（H2VO4噛）に起因することが示唆された。

一方、酵母粗グルカン画分も同様に促進効果を示した（Table　6－2）。しかしな

がらバナジウム化合物では影響する分子種が明らかであるのに対し、グルカン画

分は粗標品であり、化学的均一性を欠いている。したがってどの因子が真にこの

効果を生じさせているのかを特定することが困難であるので、実験系を単純にす

るため以下の実験では非生物的エリシターである五酸化バナジウムを用いた。

Figure　6－1は新鮮培地に移植後4日間前培養iしたミドリホラゴケモドキ細胞に終

濃度0．2mMの五酸化バナジウムを加えた時の、1，4－dimethylazulene（1）の含量

および培地中のグルコース濃度の経時変化を示したものである。エリシター処理

した細胞の1の含量は直線的に増加し、添加後8日目には最大値に達し、2．9

μmole　g－1　d1y　wtを示した。その後、含量は6日以内にコントロールのレベルまで

減少した。コントロールにおける1の含量は全培養i期間を通して1．2－1．7μmole

g－1dry　wtの範囲で推移した。コントロール細胞における1の生成はこれが構成成

分として生合成されていることを反映しているものと考えられる。

　イソキノリンアルカロイド生合成の鍵酵素とされているL－tyrosine　de－

carboxylaseを酵母グルカン由来エリシターで誘導する場合には培地中に1：Lあた

り59以上のシュクロースが残存していることが必要であうことが報告されてい

る（Marques　and　Brodelius　1988）。そこでエリシター処理後7日目（残存培地量

約100・ml）に2％グルコースを含んだ新鮮培地150・mlを追加投与したが、エリシ

ター処理細胞の1の含量に対する影響は認められなかった。またコントロール細

胞の1の含量も影響されなかった。

　エリシター処理細胞のグルコース消費速度はコントロールと同程度であり、グ
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ルコース消費でみた細胞の生存に対して五酸化バナジウムは影響しないことが分

かった。

2．3・Hydoxy－3－methylglutaryl　CoA　reductase活性に対するエリシターの効果

1）　材料および方法

　　植物材料

　ミドリホラゴケモドキ（caypQgeia　granulata　mouE）懸濁培養細胞は3週間毎に

継代培養を行なった（Takeda・and・Katoh　1981）。培地は2％グルコースおよび0．5

％フマル酸を含んだMSK－4培地（Table　4－1、　Katoh　1988）40　mlを100　m1の

Erlenmeyerフラスコで用いた。培養は連続照明下（90　pmol　m－2　s－1）、旋回培養器

で25℃にて行ない、初期定常期（early　stationary　phase）の細胞（約15　mg　dry　wt

m1－1）を実験に用いた。

　　エリシター処理

五酸化バナジウム（V205）の貯蔵液（5　mM）を終濃度0．2　mMとなるように

ミドリホラゴケモドキ細胞の培養開始時に投与した。コントロールには同量の20

mM　KOHを投与した。

　　3－Hydoxy－3－methylglutaryl　CoA　reductase活性の測定

　　　抽出および分画

3－Hydoxy－3－methylglutaryl　CoA　reductase（HMGR）活性はRussell（1985）の方

法を一部改変して測定した。この方法は基質として［14qHMGCoAを用い、生成

したメバロン酸をTLCで分離後定量するものである。
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新鮮重約0．59のミドリホラゴケモドキ（calyPQgeia　9TanUlata）培養細胞を経時

的に採取し、脱イオン水で洗浄後、液体窒素中で凍結し、1．O　m1のhomogenizing

medium［10　mM　Tris－HCI，　pH7．O，　O．35　M　sucrose，30　mM　EDTA，10　mM　DT刀および

0．Ol　g　Polyviny1－POlypyrrolidone（PVPP，　Sigma，　St　Louis，　MO，　USA）を加え、3分

間磨砕した。磨砕物は2層のガーーゼで濾過し、500xg，2分間で遠心し、上清を

3，500xg，2分間で遠心した。3，500　x　gの遠心で得た沈殿をrupture　medium　［10

mM　3一（N－morpholino）　propanesulfonic　acid　（MOPS）　一KOH，　pH7．5，　10　mM　KCI，　25

mM　EDTA，10　mM　DTI］に懸濁し、50，000　x　g，16分間で再度遠心して葉緑体画分

とした。得られた沈殿に60μ1のsuspension　medium［0．25　M，リン酸カリウム緩衝

液（KPB；pH　7．9），25　mM　DTI］を加え、テフロンホモジナイザでよく懸濁し試

料とした。

　ミクロソーム画分はこの3，500xg上清を12，000xg，10分間で遠心し、さらに

50，000xg，60分間で遠心した。得られた沈殿に80μ1の上記のとは別の

suspension　medium［0．2　M　KPB，　pH　6．9，25　mM　DTT］を加え、テフロンホモジナイ

ザでよく懸濁しこれを試料とした。抽出分画操作はすべて4℃で行なった。

　　　活性測定

　ミクロソーム画分については、70μ1の試料に5pl　O．2　M　DTrおよび5Fl

NADPH－generating　system　［O．15　M　KPB，　pH6．9，　O．2　M　glucose－6－phosphate，　40　mM

NADP＋，　1．6　units　glucose－6－phosphate　dehydrogenase　（G6PDH，　Boehringer－Mannheim，

FRG）】を加え反応液とした。葉緑体画分については、55μ1の試料に5　pl　O．2　M

DT’1’　，　5　pl　NADPH－generating　system　［O．15　M　KPB，　pH7．9，　O．2　M　glucose－6－phosphate，

40mM　NADP＋，1．6　units　G6PDH］および15　pl　O．25　M　KPB，　pH　7．9を加え反応液と

した。
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各反応液を30℃で15分間プレインキュベートしたのち、20　plのhydroxy－3－

methylglutaryl　Coenzyme　A，　DL－3｛gluuryl－3－i4C｝（［14C］HMGCoA）：比放射能；

1．805　GBq　mmole－1、使用量；4．114　Bq（NEN　Research　Products，　Boston，　MA，　USA）

を加えて30℃で30分間反応を行なった。30分後、10μ1メバロン酸および10μ1

6NHC1を加え反応を停止した後、15分間室温で静置した。これを10，000xg，2

分間で遠心し、上清10μ1について薄層クロマトグラフィーを行なった。TLCプ

レートはSilica　gel　60G（Merck）を用い、クロロホルム：アセトン＝2：1（vlv）

で展開した。乾燥後、ポリエチレンフィルムでラップし、イメージングプレート

（Type　BAS－III，20　x　25　cm，　Fuji　photo　film，　Tokyo）に86時間感光させた。イメー

ジングプレートはBi（》lmage　Analyzer　BAS－2000（Fuji　photo　fUkn）で解析し、生成

したメバロン酸の14Cの放射能についてバックグラウンドを差し引き、あらかじ

め液体シンチレーションカウンタで放射能を測定した［14q　HMGCoA（5652．8

dpmμ1・1；339．16　Bq　pl－1）と比較して算出した。

2）結　　果

　ミドリホラゴケモドキ（CalypQgeia　granula　ta）の生産する1，4－dimethylazulene（1）

は酢酸からメバロン酸、ファルネシルピロリン酸を経るメバロン酸経路で生合成

されることが知られている（Fig．2－3、　Takeda　and　Katoh　1981，1983b）。このメバ

ロン酸経路は植物の二次代謝化合物生合成の主要な経蹄のひとつであり、

HMGCoAよりメバロン酸の生成を触媒するHMGRはその重要な生合成酵素のひ

とつである。これまでのいくつかの先駆的研究によりサツマイモ根（Suzuki　et　a1．

1974）やタバコ培養細胞（Chappell　e‘an991）、ジャガイモ塊茎（Stermer・et・al．

1991）においてエリシターによってHMGRが誘導されテルペノイドが…蓄積する

ことが報告されている。そこでエリシターで処理した細胞におけるHMGR活性
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の経時変化を測定した（Fig．6－2）。葉緑体膜およびミクロソーム画分に存在する

植物のHMGRはそれぞれ別種の蛋白質で（Russell，1985）、ジャガイモ塊茎にお

けるエリシターによって誘導されるHMGRはミクロソーム画分に存在している

（Stemler　e‘an　991）。そこで葉緑体およびミクロソーム画分をQuail（1979）の

方法に従って分画調製し、それぞれのHMGR活性について測定した。これらの

画分は標識酵素の活性の測定により純度を検定した。小胞体の標識酵素である

antimycin　A－insensitive　NADH：cytochrome　c　reductase活性（Lord　e‘an　973；Bowles

and　Kauss　1976　；　Nagahashi　and　Beevers　1978　；　Schwitzguebel　and　Siegenthaler　1984）

の回収率は葉緑体画分、ミクロソーム画分で各々7．1および65．6％であった。同

様にantimycin　A－insensitive　NADPH：cytochrome　c　reductase活性（Lord・et・aL　1973；

Bowles　and　Kauss　1976　；　Nagahashi　and　Beevers　1978　；　Schwitzguebe1　and　Siegenthaler

1984）は各々14．9および31．3％、ミトコンドリア標識酵素であるフマラーゼ活

性（Racker　1950；Dou㏄eごan972；M∞re　et　a1．1973；Sparace　and　Moore　1979）は

0および44．6％、さらにもうひとつのミトコンドリア標識酵素であるcytochrome

coxidase活性（Leonard・et・al．1973；Jackson　ef　an　979；Bergman　ef　an　980）は0お

よび43．1％、そしてクロロフィル量（Vemon　1960）は26．4および63．7％であっ

た。常法としての分画遠心法で得られたミクロソーム画分は様々な膜断片の集ま

りであるため、ミトコンドリアやチラコイド膜断片の混入が避けられなかった。

葉緑体およびミクロソームのHMGR活性はどちらもほぼ同程度、五酸化バナジ

ウムによって活性が増大し、葉緑体HMGR活性は3－6時間までに6・nmole

mg・1protein　h－1の最大値に達し、ミクロソームHMGR活性では3－9時間までに葉

緑体HMGR活性と同じレベルに達した。その後葉緑体HMGR活性は速やかに減

少し、10時間までにコントロールレベルとなり、ミクロソームHMGR活性は葉

緑体HMGR活性よりやや緩やかに減少し、16時間までにコントロールレベルに
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戻った。

3．　NADPH生成系およびアスコルビン酸一グルタチオン回路の酵素群に対す

　　るエリシターの効果

1）　材料および方法

　　植物材料

　ミドリホラゴケモドキ（Calyp（？geia　granulata　MouE）懸濁培養細胞は3週間毎に

継代培養を行なった（Takeda　and　Katoh　1981）。培地は2％グルコースおよび0．5

％フマル酸を含んだMSK－4培地（Table　4－1、　Katoh　1988）200　m1を500　m1の

Erlenmeyerフラスコで用いた。培養は連続照明下（90　pmol　m－2　s・1）、旋回培養器

で25℃にて行ない、初期定常期（early　stationa【y　phase）の細胞（約15　mg　dry　wt

n止1）を実験に用いた。

　　エリシター処理

五酸化バナジウム（V205）の貯蔵液（5　mM）を終濃度0．2　mMとなるように

ミドリホラゴケモドキ細胞の培養開始時に投与した。コントロールには同量の20

mM　KOHを投与した。

　　酵素活性の測定

　ミドリホラゴケモドキ細胞の活性酸素消去系の酵素群の活性測定は次のように

行なった。新鮮重0．59のミドリホラゴケモドキ細胞を経時的に採取し、脱イオ

ン水で洗浄後、3．55mlの冷抽出緩衝液（50・mM・Tris－HC1，　pH　7．7，1mM　DTr）に

0・2gPVPPを加え、　Polytronホモジナイザ（Kinematica，　Luceme，　Swit乙erland）を用
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いて2分間磨砕した。磨砕物を20，000xg，10分間，4℃で遠心し、その上清を粗

酵素液として用いた。

Glucose－6－phosphate　dehydrogenase（G6PDH，　EC　1．1．1．49）および6－phospho。

gluconate　dehydrogenase（6PGDH，　EC　1．1．1．44）活性はNADPHを生成する速度を

340nmで測定した（Nakagawara　and　Sagisaka　1984）。Ascorbate　fr㏄radical　reductase

（AFRRD，　EC　1．6．5．4）活性はascorbate・oxidaseによって生成したascorbate・free

radicalを還元する際のNADHの酸化速度を340㎜で測定し、　ascorbate　peroXi（lase

（AAPOD，　EC　1．11．1．11）活性はascorbateの消費速度を290　nmで測定し、

dehydroascorbate　reductase（DHARD，　EC　1．8．5．1）活性は基質とするdehy（iro－

ascorb　ateの還元とリンクしたglutathione　reductase（B㏄h血ger－Mannhe㎞）の反応で

消費するNADPH酸化速度を340㎜で測定し、またcaUlase（EC　1．11．1．6）活性

はH2（bを消費する速度を240㎜で潰掟した（Nakagawara　and　Sagisaka　1984）。

Glutathione　reductase（GSSGRD，　EC　1．6．4．2）活性はNADPH酸化速度を340　nmで

測定した（Esterbauer・and・Grill　1978）。Superoxide　dismutase（SOD，　EC　1．15．1．1）活

性はDroillard　et　al．（1987）の方法に従って、560　nmにおけるnitroblue・tetrazolium

（NBT；Sigma）の還元阻害率で測定した。　SODの1単位は50％阻害の際の蛋白

質量で表した。活性測定は25℃で分光学的に測定し、3回の独立した測定を行

なった。

2）結　　果

終濃度0．2mMの五酸化バナジウムを培養開始時に添加し、各酵素活性につい

て経時変化を測定した。Figure　6－3および6－4にそれぞれG6PDH、6PGDH、

catalaseおよびAFRRD、　DHARD活性について示した。五酸化バナジウム処理お

よびコントロール細胞におけるG6PDH活性（Fig．6－3A）は、処理直後に1124／3
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に低下するが、その後72時間まで約100－200mmole　NADP＋reduction　9－1　d・y　wt

h－1の範囲で著しい差異は認められなかった。6PGDH活性（Fig．6－3B＞は、コン

トロール細胞で処理直後に増加するが、その後72時間まで約100－150mmole

NADP＋reduction　9－1　dly　wt　h・1の範囲で著しい差異は認められなかった。　Catalase

活性（Fig．6－3c）についても処理直後に増加するが、その後75　一100　mole　H202

reduction　g－1　dly　wt　h－1で差異は認められなかった。コントロール細胞のこれらの

酵素活性の五酸化バナジウム処理直後（3時間後）での変化は移植ショックとい

われるものと考えられるが、6PGDH活性およびcatalase活性においては五酸化バ

ナジウム処理細胞ではそのような変化は見られず理由は不明である。

DHARD活性（Fig．6－4A）は50－150　mmole　NADPH　oxidation　g－1　dly　wt　h－1の範

囲であったが五酸化バナジウム処理およびコントロール細胞における経時変化は

逆の増減変化を示した。AFRRD活性（Fig．6－4B）は120－400　mmole　NADH

o】ddadon　g－1　dly　wt　h－1の範囲であり、五酸化バナジウムで処理した細胞では処理

直後（3時間後）に一・坦増加するがその後コントロール細胞と同様の変化を示し

た。

一方、soD（Fig．6－5）、AAPoD（Fig．6－6A）およびGssGRD（Fig．6－6B）活性

は上に述べた酵素活性の経時変化とは異なっていた。SOD活性はxanthine：

xanthine　oxidase系で生成したスーパーオキシドアニオンによるNBTの還元阻害の

程度として測定した。Figure　6－5に示したようにSOD活性1まエリシターの添加後

1時間以内に約2倍に高まり、その後コントロールのレベルに低下した。コント

ロールでは活性が半減したがその後約60時間まで一定であった。

AAPOD活性（Fig．6－6A）はエリシター添加後コントロールより高いレベルにあ

り、45時間までに最大値に達し、4．3　mole　ascorbate　reduction　9－1　dry　wt　h－1を示し

その後コントロ「ルのレベルまで減少した。この時このAAPOD活性のレベルは
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AFRRD活性の約4倍であった。

GSSGRD活性は、エリシター添加直後に上昇し、コントロールに比べて常に

1．5倍程度を維持した（100　一　120　mmole　NADPH　oxidation　g－1　dry　wt　h－1，Fig．6－6B）。

4．グルタチオン含量に対するエリシターの効果

1）　材料および方法

　　植物材料

　ミドリホラゴケモドキ（Cal　ypQgeia　granulata　pNouE）懸濁培養細胞は3週間毎に

継代培養を行なった（Takeda　and　Katoh　1981）。培地は2％グルコースおよび0．5

％フマル酸を含んだMSK・4培地（Table　4－1、　Katoh　1988）200　mlを500　m1の

Erlenmeyerフラスコで用いた。培養は連続照明下（90　pmol　m・2　s－1）、旋回培養器

で25℃にて行ない、初期定常期（early　stationary　phase）の細胞（約15　mg　dly　wt

ml－1）を実験に用いた。

　　エリシター処理

五酸化バナジウム（V205）の貯蔵液（5　mM）を終濃度0．2　mMとなるように

ミドリホラゴケモドキ細胞の培養開始時に投与した。コントロールには同量の20

mM　KOHを投与した。

　　細胞内グルタチオンの定量

グルタチオン（還元型）含量はMendum・et・al．（1990）の方法に従ってHPLCで

測定した。経時的に採取したミドリホラゴケモドキ培養細胞は脱イオン水で洗浄

濾過後、速やかに液体窒素中で凍結し分析時まで・80℃で保存した。凍結細胞は
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10％5・sulfbsalicylic　acid中でときどき撹搾しながら15－30分間抽出した。抽出物

は14，000xg，10分間，4℃で遠心し、その上清を速やかにHPLCで分析した。用

いたカラムは逆相のLiChrospher　RP－18（e），4x250　mm　（Cica－Merck）で、移動相

は10－20％CH3CN！0．1％TFAの直線勾配プログラムとし、流速は1・O　ml　min’1

である。溶離したチオール化合物はポストカラムで50mMリン酸カリウム緩衝液

（pH7．6）に溶解した75μM　5，S’一dithiobis（2－nitrobenzoic　acid）（DTNB；ナカライテ

スク）と連続的に反応させ、412nmの吸収を測定した。グルタチオン含量は検量

線により算：出した。

2）結　　果

前節でみられたGSSGRD活性の上昇は細胞内グルタチオン含量と関連すると考

えられたのでそれに対するエリシターの影響について調べた。Figure　6－7はエリ

シター処理細胞における急速なグルタチオン含量の増加を示したものである。エ

リシター処理細胞ではエリシター添加直後より急速に増加し24時間以内に3．0

μmole　g－i　dry　wtに達した。その後しだいに減少したがコントロールレベルには戻

らず、コントロールレベルの約2倍の含量を維持した。このことは24時間まで

の経時変化をより詳しく測定した実験においても再現性よく確認でき、添加1時

間後から10時間までに急速な増加が認められ、24時間までにさらに増加し最大

値に達した。コントロール細胞におけるグルタチオン含量は培養時間400時間に

わたりほぼ一定で約0．3μmole　g－1　dry　wtであった。

5．1，4－Dimethylazulene生産に対する過酸化水素の効果

1）　材料および方法
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植物材料

　ミドリホラゴケモドキ（αめypQgeia　granulata　mouE）懸濁培養細胞は3週間毎に

継代培養を行なった（Takeda　and　Katoh　1981）。培地は2％グルコースおよび0．5

％フマル酸を含んだMSK－4培地（Table・4－1、　Katoh　1988）200　m1を500　m1の

Etlenmeyerフラスコで用いた。培養は連続照明下（90　pmo1　m－2　s－1）、旋回培養器

で25℃にて行ない、初期定常期（early　stationary　phase）の細胞（約15　mg　dly　wt

ml－1）を実験に用いた。

　　過酸化水素処理

過酸化水素処理は次のように行なった。終濃度0．1、’ O．5、1．OmMとなるように

調製した過酸化水素溶液を同容量ずつ0．22μmメンブランフィルタ（Japan

Millipore，　Tokyo）で濾過滅菌し、ミドリホラゴケモドキ細胞の培養開始時に投与

した。コントロールには同量の脱イオン水を投与した。

　　1，4－Dimethylazuleneの定量

1，4－Dimethylazulene（1）の定量は次のように行なった。新鮮重0．05　gの細胞を

経時的に採取し、脱イオン水で洗浄濾過後、アセトン中に浸漬した。アセトン抽

出物を濃縮し、アセトンで0．1mlとした。本章第2節2。3）と同様にガスクロ

マトグラフで昇温分析を行なった。

2）結　　果

本章第2節4．および5．でみたようにr．リシターに対する応答として活性酸素

消去系が活性化するということは1，4・dimethylazulene（1）のような二次代謝化合

物の蓄積促進に酸化的ストレスが関与することを示唆している。そこで過酸化水
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素をミドリホラゴケモドキ培養細胞に直接添加し1の生産に対する影響を調べた。

　Table　6－3は1の生産に対する種々の濃度の過酸化水素の影響を示したものであ

る。0．1－0．5　mM　H2q2の濃度の範囲で1の含量が1日以内にコントロールの約2

倍に増加し、6日目までそのレベルを維持した。
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第3節ホラゴケモドキ（Calypogeia　azurea）における4－methylazulene－1－

　　　　carbaldehydeの生合成

1．材料および方法

1）培養細胞

実験には約2ヶ月の培養後、十分に生長したホラゴケモドキ（calyppogeia　aZUiea

Stotler・et・Cr。ts）配偶体を用いた。培養は寒天培地または寒天を除いた同一組成の液

体培地で連続照明下（90　pmol　mr2　s－1）で行ない、液体培養は1％cQ2二化空気

によって通気撹拝した。収穫したホラゴケモドキ（c．・azurea）配偶体はよく水洗

し、粗酵素液の調製に用いた。

2）粗酵素液の調製

　Werck－Reichhart・et・al．の方法（1990）を一部改変して行なった。約10　gのホラ

ゴケモドキ配偶体を液体窒素で瞬間的に凍結し、2g海砂（Merck，　Darmstadt，　FRG）

および1　g　pOlyvinylpOlypyrrolidone（PVPP，　Sigm　a）を加えて磨淫した。十分細かく

なってから31．Om1の磨砕液を加えさらに2分間磨砕し4℃、10分間撹搾抽出し

た。磨砕液の組成はつぎのとおりである；（終濃度）0．1Mリン酸カリウム緩衝

液（KPB）　（pH7．4），1mM　DTr，1mM　EDTA，2mM　EGTA，0．1　mM　phenylmethyl－

sulfonyl　fluoride（PMSF，ナカライテスク），40mMアスコルビン酸および20％グ

リセロール。磨砕液中のグリセロールは酵素の安定化およびインキュベート中の

反応液の防腐のために有効であり、アスコルビン酸およびEDTAは酵素反応に必

須であった。
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磨砕物は4層のガーゼで濾過し、10，000xg，10分間，4℃で遠心した。上清を2

層のMiracloth（Calibi㏄hem，　La　JoUa，　CA，　USA）で濾過し、再度10，000　x　g，30分

間遠心した。この上清を105・OOO　x　9・　60分間遠心し・沈殿をミクロソーム画翁と

した。105，000xg上清は終濃度3mMとなるように塩化マグネシウム六水和物を

加え、氷中で1時間撹拝した。マグネシウムイオンが存在すると上清中の残りの

膜成分は凝集し沈殿する（マグネシウムシフト）のでその沈殿を再度105，000x

9，60分間遠心し、得られた薄い緑色を呈した沈殿を小胞体（ER）画分とした。

実験には主にこのER画分を粗酵素液として用いた。

3）酵素活性の測定

Werck－Reinchhart　Ct　al．（1990）およびHinderer　ef　aL（1987）の方法を改良して行

なった。反応液は総量0．25m1とした。25　mM（終濃度）リン酸カリウム緩衝：液

（pH7．4），25　mM，20％グリセロール，40　mMアスコルビン酸，1mM　EDTA，1

mMグルコース・6一リン酸（50　m　M　KPB，　pH　7．4に溶解；Boehringer－Mannheim），0．5

Uグルコースー6一リン酸脱水素酵素（G6PDH；Boehringer－Mannheim）に適量の脱イ

オン水を加え、30℃、2分間インキュベートした。これに0．25mM（終濃度）

1，4－d㎞ethylazulene（1、　DMSOに溶解）および0．02　m1の粗酵素を加え、30℃、2

分間インキュベートし、その後、0．05mM（終濃度）NADPH（0．01　N　KOHに溶

解）を加えて反応を開始した。0時間での測定はNADPH脅加えた直後に0・004

mlの6NHC1を加えたものである。反応は30℃で行ない経時的にサンプリング

した。6NHC1を加えて停止させた反応液は、10，000xgで10分間遠心し、その

上清20μ1を直接HPLCに注入し、基質および反応生成物を定量した。

4）アズレン誘導体の同時定量
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反応基質を1，4－dimethylazulene（1）とし、反応生成物を4－methylazulene－1－

carbaldehyde（2）、4－methylazulene－1－carbOxylic　acid（3）として、これらおよび

1－methoxycarbony1－4－methylazulene（4）のアズレン誘導体のHPLCによる同時定量

条件を種々検討した結果、次のように確立した。

カラムは逆相のLiChrospher　RP　1　8（e），4x125㎜（Cioa－Merck）を用v・、移動相

はA液；0．1％TFA1蒸留水およびB液；0．1％TFA1アセトニトリルとした。グラジ

エントプログラムは0－5．5分の間をB！A＝55145の一・定とし、5．5－10分の間を

B／A＝55／45－100／0の直線勾配、10－12分の間をBIA＝100／0の一定とした。流速は

1．O　ml　min－1とし、290㎜の吸収で検出した。

精製した1、2、3および4のの0．1mM混合溶液を調製し、これを標準として

検量線を作成した。

2．結　　果

1）4－Methylazulene－1－carbaldehydeの生成反応

ここで注目している反応は1，4－dimethylazulene（1）から4－methylazulene．1－

carbaldehyde（2）であるのでこの反応を触媒する酵素を1，4－dimethylazulene

monooxygenase（DMAMO；EC　1・14・XX）と称することとする。最初にこの反応

がホラゴケモドキ（c．azurea）細胞抽出物を用いた無細胞系で起きることを確認

した。粗酵素液の抽出法、反応条件、生成物の定量について種々の検討を行ない

DMAMO活性の測定方法を確立した。

　この反応を経時的に観察したところ、反応液中の2の濃度は反応開始後約9時

間まで直線的に増加し、さらに24時間まで緩やかに増加を続けた（Fig．6－8）。
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このとき基質として加えた1の濃度は直線的に減少し、2の増加と相反的な関係

を示した。3は21時間までにわずかに濃度が高まったが、2に対し約2．5％程度

の生成しか認められなかった。4は痕跡量が認められたが濃度はほとんど変化し

なかった。したがってこの実験系で1から2への反応のみを捕えることができた。

　1から2の生成を考えると、その中間体として4－methylazulene－1－methanolが想

定されるが、これはその構造上かなり反応性が高いと考えられる。このin　vitrv反

応系においても4－methylazulene－1－methanolが生成している可能性はあるもののこ

の反応系では非酵素的に2に酸化されていると考えられ、真の酵素反応生成物が

4－me山ylazulene－1－methanolであるとしても、　DMAMO活性を2の生成で測定する

ことは妥当であると考えた。

2）4－Methylazulene－1－carbaldehyde生成反応の性質

　この実験系を用いて、この反応が酵素反応であるのかどうかについて調べた。

この活性は粗酵素液の沸騰湯浴中（95℃）10分間の加熱により、また0．1mMコ

ール酸添加により消失した（Table　6・4）。

　この反応の用量依存性を測定したところ、粗酵素液の蛋白質量として100　pg反

応液1まで反応生成物の濃度が直線的に増加した（Fig．6－9）。それ以上の蛋白質

量では4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）の濃度の増加は見られず一定であった

が・基質として加えた1，4－dimethylazulene（1）の濃度は直綜的に減少した。この

ことは粗酵素液中に2の生成の阻害物質が存在し、また1から2を生成する反応

とは別の1，4－dimethylazulene（1）消費系が存在することを示唆した。

pH依存性はMES－KOH（pH　6．0）を用いたとき、リン酸カリウム緩衝：液（pH

6．0）を用いたときと比べみかけ上、2－3倍の活性を示した。pH　4－8のリン酸カ

リウム緩衝液ではpH　5．0－6．5で幅広いピークを示した（Fig．6－10）。また反応系
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からNADPHおよびNADPH再生系（glucose。6－phosphate，　glucose－6－phosphate

dehydrogenase）を除くと活性は約5％に低下した（Table　6－4）。NADPHの代わ

りにNADHを加えたところ活性は約10％に低下した（Table　6－4）。ER画分とこ

れを得たときの105，000xg上清（可溶性画分）とを比較したところ可溶性画分で

はER画分の10％以下の活性しか回収できなかった。これらのことからこの反応

がER画分の膜に結合したNADPH依存性の酵素反応であるものと推測された。

　3）P450特異的阻害剤の効果

この反応がP450依存性であるのかどうかについて調べるために、　P450の特異的

阻害剤とされるancymido1、　triazimenol、　SK＆F－525A（Fig．6。11）および

cytochrome　cの影響について調べた（Fig．6－12、6－13、6－14）。それぞれの

DMAMO活性の50％阻害濃度（IC50）はancymidol；0．8　mM、　triaZimenol；2mM、

SK＆F－525A；2mMおよびcytochr）me　c；0．8　mMであった。

　またCO（一酸化炭素）の効果についても測定した。光の影響を避けるために

褐色試験管を用い、粗酵素液にCOを2分間通気した後に測定したところ、コン

トローールの約60％であった（Table　6－4）。
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第4節　考　　察

　1．第2節の考察

　第2節ではミドリホラゴケモドキ（（lalyPQgeia　g＝ranulata）培養細胞における二次

代謝化合物である1，4dimethylazulene（1）の生産およびその生合成経路上の酵素

である3－hydroxy－3－methylglutaryl　CoA　reductase活性がエリシター処理によって促

進されることを明らかにした。このとき活性酸素消去系酵素群の活性も高まるこ

とを明らかにした。また、ミドリホラゴケモドキ培養細胞への過酸化水素の直接

投与によって1の含量が高まることを明らかにした。本研究において検討した酵

素群に関する代謝経路をFig．6－15に示した。

　植物培養細胞における二次代謝化合物のエリシターによる生成誘導は植物病原

菌の侵入に対する防禦反応のモデルと考えられる。これに関する研究は二次代謝

化合物の生合成を制御する機構を調べるのに適していると考えられるが、多様な

化学構造を有する種々のエリシターの植物細胞における統一的な作用機作につい

ては未だよく理解されていない。

実験に用いたバナジウム化合物が細胞質膜（Gallagher　and　Leonard　1982；O’Neill

and　Spanswick　1984；　Fricker　and　Willmen　1987；　Vreugdenhi1　and　Spanswick　1987；

Cruz－Mireles　and　Ortega－Blake　1991）や葉緑体（Carmel　iαan？92）あるいはトノプ

ラスト（Henry　and　Pilet　1988）のH＋一ATPaseの特異的阻害剤であることはよく知

られている。そして細胞質膜のH＋・ATPaseの阻害はそのイオン透過性あるいは

pH勾配を撹乱する原因となり、またそれがアズキ培養細胞におけるストレス化

合物の生産を誘導するということが報告されている（Hattori・and・Ohta　1985）。

Steffens　et　al．（198g）はオルトバナジン酸ナトリウムがピーナッツ培養細胞にお
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けるスチルベン生合成系酵素の活性を増大させ、そのオルトバナジン酸ナトリウ

ムによるスチルベン生合成の誘導パタンは糸状菌由来エリシターを用いたときと

同様であると報告しており、またそのオルトバナジン酸ナトリウムの効果が

ATPase活性の阻害に関連するとしている。それゆえにエリシターの初期段階で起

きている生化学的応答の解析には化学的に均一一でない糸状菌由来エリシターより

もバナジウム化合物の方が適していると考えた。

本実験ではまず、二次代謝化合物の生合成の促進がバナジウム化合物によるも

のと同様に生物的エリシターによっても誘導されるのかどうかを調べた。このと

き生物的エリシターとして酵母粗グルカン画分を用いた。この酵母粗グルカン画

分はダイズ培養細胞におけるグリセオリン生合成を糸状菌由来エリシターと同様

に誘導することが知られている（Funkαan　987）。

　その結果、ミドリホラゴケモドキ（C　granulata）培養細胞を酵母粗グルカン画

分で処理したところ1，4一（limethylazulene（1）の生成がオルトバナジン酸ナトリウ

ムを用いたときと同様に、無処理細胞に比べて約200％に増加することが分かっ

た（Table　6－2）。このときオルトバナジン酸ナトリウムおよび五酸化バナジウム

は酵母粗グルカン画分と同程度の効果を示したが、オキシ硫酸バナジウムは1の

含量の増加に対して影響しなかった。このことはV価のバナジウム化合物にのみ

エリシター活性があり、IV価のバナジウム化合物にはないことを示す。バナジウ

ム化合物のH＋一ATPase阻害機作はV価のバナジウムがH＋rATPaseの活性中心に

リン酸と競合的に結合することによるものであることが示されている（Carmeli　et

al．　1992）。したがってミドリホラゴケモドキ培養細胞においてエリシターとして

用いたバナジウムの効果はH＋一ATPaseの阻害と関連することを示唆する。

　トリノルセスキテルペノイド炭化水素である1，4・d㎞ethylazulene（1）はミドリ

ホラゴケモドキ（C．　granulata）植物体あるいは培養細胞の主な構成成分のひとつ
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として存在していることが知られている（Meuche　and　Huneck　1966；Takeda　and

Katoh　1981，1983a，b）ので、これは維管束植物のファイトアレキシンとは異なっ

た生理的役割を有しているのではないかと考えられる。このような構成的な二次

代謝化合物のエリシターによる生成促進についてはこれまでにはいくつかの例が

知られているのみである（Barz　et　al．　1990　and　references　therein）。本章で示した実

験結果はコケ植物培養細胞あるいは植物体における構成成分としての二次代謝化

合物の生成促進を示す最初の例である。

　3－Hydoxy－3－methylglutaryl　CoA　reductase　（HMGR）　は1，4－dimethylazulene（1）を

含むテルペノイド生合成経路の重要な酵素である（Oshima　and　Uri伽i　1968a、　b；

HepPer　and　Audley　1969；Berry　et　al．　1972；Bach　1986；Stermer　ef鉱1991）。そして

糸状菌の感染を受けたサツマイモ（lpomea　batatas）根においてそのフラノ・セスキ

テルペンファイトアレキシンであるイポメアマロン（ipomeamarone）の生合成に

関連してHMGR活性が2日以内に高まることが知られている（Suzuki　ef　an　974）。

そこでエリシター処理による1の含量増加とこの酵素の活性化との関連につい

て検討した。

その経時変化を調べるとHMGR活性はエリシター処理細胞において1の蓄積

に先立って一時的な増加を示した（Fig．6－2）。したがってこのエリシター処理細

胞における1の蓄積はHMGRをはじめとするその生合成酵素の活性増大に強く

関連するといえる。しかしながらHMGR活性化がエリシタニ処理後約10時間以

内に起きているのに対し（Fig．6－2B）、1の蓄積はエリシター一処理後約9日間ま

でにゆっくりと上昇しており（Fig．6－1）、生合成酵素の活性化から二次代謝化合

物の蓄積までの時間は、フラボノイドファイトアレキシンであるダイズ（Glycine

max）のグリセオリン類（gly㏄ollins）生合成の典型的な誘導パタン（Ebel　1979）

に比較するとかなり長い。このことはミドリホラゴケモドキ（C．　9Tanulata）にお
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ける1の生合成経路にはHMGRによるメバロン酸の生成よりも下流に制御段階

（たとえばSeSquitelpene　CyClaSe）が存在することを示唆するものと考えられる。

但し、エリシターが1の代謝分解系を阻害することによっても生合成活性の増加

によるものと同様の蓄積がみられる可能性のあることに留意する必要がある。

近年、メバロン酸経路を経るイソペンテニルジフォスフェート（isopentenyl

diphosphate）およびセスキテルペノイドの生合成の場はプラスチドではなく細胞

質（小胞体）であることが報告されている（：Kleinig　1989）。このことはミドリホ

ラゴケモドキ（C．　granulata）細胞より分画した粗ミクロソーム画分でHMGR活性

が認められるということと矛盾しないと考えられる。また、ミドリホラゴケモド

キ培養細胞では葉緑体画分でもHMGR活性が認められる。一方、　HMGR活性の

細胞内局在性は種々の生物において異なっていることが知られている（Suzuki

and　Uritani　1976　and　references　therein）。たとえばサツマイモ根では健全および切

断した組織のHMGR活性はミトコンドリア画分のみでみられるのに対し、糸状

菌の感染した組織ではミトコンドリア画分に加え、ミクロソーム画分の両方で認

められている（Suzuki　and　Uritani　1976）。葉緑体画分においてもHMGR活性が認

められることはまた、完全に成熟した葉緑体が一般に代謝的に「分業」化してい

る（Heintzeαan990）のに対し、ミドリホラゴケモドキ細胞が光混合栄養を行

なっているために充分「分業」化しておらず、そのまま代謝的自律性を保ってい

るためにHMGR活性を有していることを示すのかもしれt4い。さらに糸状菌由

来エリシターで処理したタバコ培養細胞においてもこのような現象が見られ、

10，000xg沈殿および100，000xg沈殿のどちらにも同程度のHMGR活性の誘導

が認められたことが…報告されている（ChapPell　and　Nable　1987）。ミドリホラゴケ

モドキ細胞で誘導されたHMGR活性はタバコ細胞のそれの約25％であるが、こ

れは生成する二次代謝化合物がミドリホラゴケモドキ細胞では構成成分であるの
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に対しタバコ細胞ではde　novo合成されるファイトアレキシンであることを反映

していることを示唆する。

　つぎに五酸化バナジウムによる膜機能の撹乱に対し細胞内の酸化還元状態がど

のように影響されるのかについてその酸化還元維持系の酵素群の応答を指標とし

て測定した。調べた酵素はペントースーリン酸経路のNADPH生成系である

G6PDHおよび6PGDH、そしてアスコルビン酸・グルタチオン回路のAAPOD、

AFRRD、　DHA：RD、　G　S　SGRDさらにスーパーオキシドァニオンおよび過酸化水素

を消去するSODおよびcamiaseである（Fig．6・15）。これらの酵素群は維管束植

物においてその細胞内の酸化還元状態のバランスを維持する機能を有していると

考えられている（Sagisaka　1974；Foyer　and　Halliwell　1976；Arrigoni　et　al．1981；

Sagisaka　and　Asada　1981；　Nakagawara　and　Sagisaka　1984；　Aono　et　al．　1993；　Luwe　et

al．　1993）。そしてこれらの酵素活性が維管束植物と同様にミドリホラゴケモドキ

（c．　granulata）培養細胞においても存在することを見いだした（Fig．6・3、6－4、

6－5s　6’6）　o

　さまざまな構造をもったエリシターで処理した細胞における防禦反応の情報伝

達（signal廿ansduction）について考えるとき、過酸化水素のような活性酸素が

second　signa1として提唱されてきている（Takahamaαan989；Schwacke　and　Hager

1992　；　Vera－Estrella　et　al．　1992　；　Kondo　et　al．　1992．　1993　；　Gupta　et　al．　1993　；　Shaish　et

al．1993）。またジャガイモ疫病菌（Phymρhthora　infestans）ρ感染を受けたジャガ

イモの葉においてスーパーオキシドアニオンの生成が観察されている（Chai　and

Doke　1987）。さらにダイズ培養i細胞において糸状菌由来エリシターで処理する

と48時間以内にグリセオリンの蓄積がおきるが、このときエリシター処理後5分

以内に過酸化水素が生成することが報告されている（Aposto1αan989）。そし

て越冬中のポプラでも過酸化水素の蓄積が認められ（Sagisaka　1976）、低温処理
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したコムギ苗では処理後数分以内に過酸化水素含量が3倍に増加することが示さ

れている（0㎞da　efan991）。

　このように植物があるストレスを受けると過酸化水素などの活性酸素が生成す

るという現象はミドリホラゴケモドキ培養細胞の場合にもあてはまると考えられ

る。すなわちエリシター処理したミドリホラゴケモドキ細胞で総SOD活性が一

時的に高まることは、処理直後よりスーパーオキシドアニオンが急速に生成して

いることを示している。このような活性酸素はある電子伝達系より漏れだした電

子によって酸素が還元されて生じるとされている（O㎞da　e‘an991）。エリシタ

ーの投与によって正常な生理的レベルを越えた活性酸素が生成したとき、それは

その細胞に対し有害であり、その結果、それらの活性酸素を消去する細胞機能の

漕性化が誘導されるものと考えられる。このような過酸化水素の消去系酵素（群）

の活性化は病原菌に感染したサツマイモ根（Uritani　and　Stahmann　1961；

Kawashima　and　Uritani　1963；Stahmannαan　966；Shannon　et　a1．1971）、エチレン

を投与処理したサツマイモ根（㎞aseki　et　aL　1968；㎞aseki　1970）で認められ、あ

るいは低温で処理したポプラ（Nakagawa【a　and　Sagisaka　1984）やリンゴ（Kuroda

e‘an　990a，　b、1991）においても観察されている。

光合成植物が光合成を行なう際に葉緑体チラコイド膜で発生する（Robinson　and

Gibbs　1982）活性酸素はAAPODを含むアスコルビン酸グルタチオン回路によっ

て消去される（Foyer　and　Halliwe111976；Groden　and　Beck　1979；Asada　1992）。し

かしながら、このアスコルビン酸グルタチオン回路は葉緑体のみならずポプラの

非光合成組織（Sagisaka　1982，1985；Sagisaka　and　Asada　1981；Nakagawa「a　and

Sagisaka　1984）あるいはジャガイモ塊茎　（A㎡goni　e‘an981；Dipierro　and

Barra㏄ino　1991；Elia　et　al．　1992）、そして寄生植物　（Tommasiαan　990）などで

も機能していることが知られている。その主たる機能は細胞内還元剤である
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NADPHを生成するペントーースリン酸経路と協同して細胞の酸化還元状態を還元

状態に維持することであると考えられている（Sagisaka　1972，1974；Sagisaka　and

Asada　1981　；　Nakagawara　and　Sagisaka　1984）　o

病原菌感受性および抵抗性のヒヨコマメ培養細胞におけるG6PDH活性はエリ

シター処理によって増加することが報告されている（Daniel　ef　an　990）が、ミド

リホラゴケモドキ培養細胞のこの酵素は五酸化バナジウムの影響を受けなかった

（Fig．6・3A）。このことおよび6PGDHも活性化されなかった（Fig．6－3B）こと

はアスコルビン酸一グルタチオン回路のGSSGRDが要求するNADPHは十分量が

供給されており、またエリシターの作用機作が必ずしもすべての植物に対し同じ

ではないということを示唆する。

　ミドリホラゴケモドキ（Calypogeia　grmulata）の培養細胞はよく発達した葉緑体

を有しており、また光混合栄養生長し、炭素源として培地中にグルコースが存在

していても光なしでは増殖しない（Katoh・and・Takeda・1990）。葉緑体で生成した

NADPHは一般にカルビンーベンソン回路で消費されるのであるが、しかしこれは

dihydroxyaαetOnq）hosphate－3－phosphoglyceialdehyde　shuttleを経て細胞質内に輸送さ

れうることからアスコルビン酸一グルタチオン回路にあるGSSGRDの反応におい

ても用いられているのかもしれない。

五酸化バナジウムでミドリホラゴケモドキ培養細胞を処理すると過酸化水素消

去酵素のひとつであるAAPODおよびGSSGRDの活性がコ？トロールに比べて約

150％に高まった（Fig．6。6A，　B）。AAPoDの作用によって生成したアスコルベ

ートフリーラジカルは次のような経路によってアスコルビン酸に還元されうる。

（1）AFRRDによって触媒される直接の還元。　（2）デヒドロアスコルビン酸へ

の非酵素的変換とそれに続くDHARDによって触媒される酵素的還元。　（3）デ

ヒドロアスコルビン酸への非酵素的変換とそれに続く細胞内還元剤であるグルタ
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チオンによる非酵素的還元（Foyer　and　Halliwell　1976）。しかしながら経路（1）

および（2）は、AFRRDおよびDHARD活性がAAPOD活性のそれぞれ約10およ

び5％程度であるので経路（3）より貢献しているとは考えにくい。したがって

エリシター処理によってミドリホラゴケモドキ培養細胞の還元型グルタチオン濃

度が上昇することも考えあわせると主として還元型グルタチオンがアスコルベー

トフリーラジカルを還元する役割を担っているものと推察された。

　還元型グルタチオンは細胞内還元力の貯蔵形態であり、多くの生物において重

要な還元剤として供給されるものである（Rennenberg　1982）。これはH2Q2、1Q2、

Q2．’、　HO’等のさまざまな活性酸素を酵素反応によって還元するとともに、ま

た非酵素的にも還元反応を行なう（Rennenberg　1982）。エリシター処理細胞にお

いて全培養期間を通して還元型グルタチオンが高い含量レベルを維持していると

いうことはGSSGRD活性も高いレベルで維持されていることと関連することを

示唆する。

エリシター処理によってSOD活性が上昇するということからスーパーオキシド

アニオンが生成することが示され、次いでSODの反応によって過酸化水素が生

成するので、エリシター処理によるグルタチオン含量の急速な増加やAAPOD、

GSSGRD活性の増大はこれらの有害な活性酸素の生成に対する細胞の防禦応答で

あると考えてよい。

このことは脂質過酸化の誘導剤であるアシフルオフェン．（acifluofen）で処理し

たインゲンマメ（Phaseolus　vulgan’s）培養細胞において、グルタチオンおよびア

スコルビン酸の生成量の増加とそれに続くGSSGRD活性の上昇が、観察される

（Scimidt　and　Kunert　1986）ことや、　PeroXddizing（photobleaching）herbicidesで処理

したゼニゴケ培養細胞においても急速な還元型グルタチオン含量の増加が認めら

れる（Iwataθf　an992）こと、さらにエリシターによって引き起こされる脂質の
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過酸化には活性酸素が関与する（Rogersαaロ988）という報告によっても支持さ

れる。また、ミドリホラゴケモドキ細胞におけるアスコルビン酸含量はエリシタ

ー処理によってはほとんど影響されなかったが、比較的高い状態（2．3－3．4　pmole

9－1　fresh　wt）を維持していた。このような応答は生体膜の過酸化という細胞にとっ

て有害な状況から生き残るというコケ植物を含むすべての植物にとって一般的な

戦略であることを示すものと考えられる。

　過酸化水素は生体膜を速やかに拡散しうることから、過酸化水素をミドリホラ

ゴケモドキ培養細胞へ直接投与することによってエリシター処理と同様な影響が

みられるかどうかを検証することができる。ミドリホラゴケモドキ培養細胞へ直

接過酸化水素を投与すると1，4－dimethylazulene（1）の生産がコントロールに対し

約2倍になることが確かめられた（Table　6－3）。ここで1mMの過酸化水素にお

いてこれより低濃度の投与に比べて約20％程度効果が低かったということは、

この濃度では死には至らぬまでも既に細胞自身に有害であることを示す。このよ

うな細胞障害は低温処理によっても生じるが、それは過酸化水素がその消去系で

処理しきれないほど過剰に生成したとき、それらの消去系酵素群が不活性化し、

そしていっそう過酸化水素が蓄積してゆくことが原因とされている（KurOda　et・al．

1992　；　Kuroda　and　Sagisaka　1992）　o

　グルタチオン生合成酵素（γ一glutamylcysteine　synthetase）の阻害剤であるブチオ

ニンスルフオキシミン（buthi・nine　sulfbximine）でニンジン培養細胞を処理した実

験ではそのファイトアレキシンである6一メトキシメレイン（6・methoxymellein）含

量の増加が認められた（Guoαan　993）。このことはグルタチオンなどの細胞内

抗酸化剤の生合成を抑制しても同様に二疾代謝化合物の生産が高まることを示し、

細胞内の酸化状態と二次代謝化合物の生合成促進とが強く関連していることが示

唆された。
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　村井ら（1987）はジャガイモ疫病菌の感染によりジャガイモのファイトアレキ

シンが誘導されるときに過酸化水素が発生し、また病原菌を感染させずに過酸化

水素を投与しても同様にファイトァレキシンが新生すること、そしてそれが投与

した過酸化水素の濃度に依存することを示し、過酸化水素が内因性のエリシター

であると報告している。Apostol　et　al．（1989）はダイズ培養細胞を用いde・novoで

合成されるファイトアレキシンであるグリセオリンの生産が過酸化水素の直接投

与でも高まることを示した。ミドリホラゴケモドキ培養細胞に過酸化水素を直接

投与すると細胞成分として存在する1，4－dimethylazulene（1）の含有量が高まるこ

とは二次代謝化合物の生合成の促進に活性酸素が関与することを直接示すものと

推定された。

　しかしながら五酸化バナジウム処理によってあるいは過酸化水素の投与によっ

て促進されるミドリホラゴケモドキ培養細胞における1，4－dimethylazulene（1）の

産生はいずれもコントロールの2倍程度であった。この値がその上限であるのか、

そうであるとすれば何故か、さらに高めることは可能であるのかという問題は重

要である。このことはエリサイテーションの一過性の問題とあわせて今後の課題

として検討すべきである。

　また、バナジウム化合物の動物細胞における細胞毒性の作用機作としてV価の

バナジウムが細胞内のグルタチオン（還元型）や他の非蛋白質性チオール基と反

応し・IV価のバナジウムおよびチイル（thiyl）ラジカルを隼成することにより細

胞内グルタチオンの欠乏を招き、さらにこのラジカルが分子状酸素と反応してス

ーパーオキシドアニオンやヒドロキシラジカルなどの活性酸素を生成して細胞毒

性を生じるということが示されている（Shi　e‘an　990）。この実験はin　vitro実験：

であり、植物細胞に単純にあてはまるわけではないが、V価バナジウムのエリシ

ターとしての作用機作がH＋一ATPase阻害に加えて直接細胞内の酸化に関与するも
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のであるということを示唆する。

結論として、著者はミドリホラゴケモドキ（calypQgeia　granalata）細胞に対して

エリシターとして用いたバナジウム化合物によって細胞成分としての二次代謝化

合物の生産が高まったこと、およびグルタチオン含量の増大を伴って活性酸素消

去系酵素群の活性が高まるという二種の細胞応答を観察した。そして過酸化水素

の直接投与によって二次代謝化合物の生産が高まったことから上の両応答が共通

のsecond　messengerとしての活性酸素によって引き起こされたことを示した。

　エリサイテーシヨンの現象は植物が本来有している防禦機構のひとつを利用す

る、ある二次代謝化合物の産生誘導であり、特定の遺伝子の発現を誘導できると

いうことを含めて、この現象を植物培養細胞による有用物質の実用的生産技術に

応用することは非常に重要であると考えられる。

植物の二次代謝化合物は古来より生薬成分として利用されてきているがその作

用の詳細な機序は不明であるものも多い。今後の薬理学的研究によってその有効

成分が特定できれば、それを生産する技術として植物培養細胞による効率的生産

の実用化は必須の課題であり、特に特定の化合物の生合成を制御することはその

中核的技術となるものと考えられる。

　しかしながらエリサイテーションを利用するとしても現時点ではある特定の二

次代謝化合物を選択的に生産するにはいたつておらず、またその生合成の活性化

が一過性であるものが多いという問題がまず解決されねばならない。したがって

今後の植物培養細胞を利用した二次代謝化合物の生産におけるエリサイテーショ

ンの役割は単純な応用だけでなく、その詳細な作用機序の研究を通してより効果

的な生合成能の向上技術を確立するためのモデルとしての役割がむしろ重要であ

る。

そのためにはまずエリサイテーションにおける情報伝達（signa1　transduction）の
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second　messengerとしての膜脂質の分解との関係について調べることや、また中

長期的にはどのようにして特定の遺伝子の発現の制御を行なうか、あるいはどの

ようにして一過性を回避して二次代謝化合物の産生を持続させられるのか等の点

について明らかにしてゆくことが必要であると考える。

2．第3節の考察

　第5章で明らかにしたように4－methylazulene－1－carbaldehyde（2）、4－methyl－

azulene－1－carboxylic　acid（3）、1．methoxycarbOny1－4－methylazulene（4）は高い抗炎

症活性を有している。特に2ならびに3は水溶性アズレン誘導体として今後の用

途開発が期待できる。しかしながらこれらのアズレン誘導体の化学合成は非常に

困難であるため、その生産にあたっては生合成酵素による方法を検討する必要が

ある。

本章第3節では初めにこの反応が酵素反応であることを確認し、1，4－dimethyl－

azulene（1）を基質としたときホラゴケモドキ（（h触：pogeia　azunpa）より調製した

無細胞抽出液によって2を生成する実験系を確立した。1がcalMpogeia属の精油

の主たる成分であり、また本章第2節で示したようにエリシター処理によってそ

の生成が促進されることも含めて比較的入手しやすいことから、1を2の生成の

基質とした。

その結果、この反応がモノオキシゲナーゼ活性を有する酵素反応であり、また

それが小胞体膜に局在していることを明らかにした。2を生成する反応がこの膜

局在性モノオキシゲナーゼによって触媒されることから、P450蛋白質との関連が

推察された。

植物のP450は近年、精力的に研究がなされているがコケ植物におけるセスキ

1“



　　ーや國

テルペノイドに関する反応はこれまで報告されておらず、本節の実験：結果はその

最初の例である。

　そこでいくつかのP450依存反応の特異的阻害剤を用いて、　DMAMO活性の阻害

について検討した。

　Kochs　and　Grisebach（1986）はダイズのインフラボンであるゲインステイン類

（geinsteins）の生合成阻害について0．1　pM　ancymidolを用いたとき39％、1mM

SK＆F－525Aで40％の阻害が見られたことを報告している。　Werck－Reichhart・et・al．

（1990）　はキクイモの7。ethoxycoumarinσde－ethylaseおよび7－ethoxyresorufin

（｝de－ethylase活性が暗所での2分間のCOバブリングでそれぞれ53．5および55．7

％、1．8FM　tetcyclasisでそれぞれ71．4および95．9％の阻害があると報告している。

一方、Halkier　and　Mesller（1991）　はソルガムのP－hydroxyphenylacetoninile

（｝hydroxylase活性に対し、0．1　mM　SK＆F525Aでは全く阻害せず、0．1　mM

ancymidolで32％、0．01　mM　tetcyclasisで95％の阻害があり、またZimmerlin・et・al．

（1992）はコムギのlauric　acid　hydroxylase活性について16．6％（vlv）COによるバ

ブリングで51．4％、0．02mM　tetcyclasisで51．8％の阻害があったとしている。

Gerardy　and　Zenk（1993）はケシのsalutaridine　synthase活性のIC50を測定し、

cyt（）chrome　cで1．6μM、　ancymido1で30μMであるとしている。

　これらの値を単純に比較するとホラゴケモドキ（C．　azurea）のDMAMO活性に

対する各種阻害剤の影響はそれほど大きくないように見える。しかしながら上に

示した植物の例のうち、P・hydroxyphenylacetonitrile（r－hydroxylation（Halkier・and

Mlbller　1　99　1）がDMAMOの場合と類似したアリル位への一酸素添加であり、そこ

でこの時のancymido1およびSK＆F－525Aの効果のみを比べると、ホラゴケモドキ

（C　azurea）のDMAMO活性は0．1mM　ancymido1で約22％阻害され（Fig．6－12）、

0・1mM　SK＆F－525Aではほとんど阻害が見られず（2％阻害；Fig．6－13）、その
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効果は同程度であったといえる。このことはこれらの阻害剤がその酵素の基質特

異性を示す活性中心に直接作用することを示唆する。また、phydroxyphenyl－

acetonitrile（r－hydroxylationにおける基質分子内の環境は1，4－dimethylazulene（1）と

は異なるものの一酸素添加部位が同様のアリル位であるという点では共通してい

ることからP－hydroxyphenylaoetoniUile　C－hydroxylaseがDMAMOと類似した性質を

有することを示唆する（Fig．6－16）。

P450はCOで通気した後、ハイドロサルファイトナトリウムで還元すると450

nm付近に極大吸収ピークを示すので、その差スペクトルをとり、モル吸光定数

91mM－1　cm－1（Omura　and　Sato　1964b）によって定量できる。そこでホラゴケモド

キ（C．・azurea）より調製したER画分についてP450を定量しようとしたが、この

画分に混在するチラコイド膜断片（クロロフィル）によると考えられる妨害によ

り測定できなかった。ER画分の分画操作を繰り返しても薄い緑色は十分に除け

なかった。これまでにP450の差スペクトルが測定されている報告は動物由来、

または植物の場合でもクロロフィルによる妨害を避けるため黄化した試料などク

ロロフィルをほとんど含まない組織に限られていた。ホラゴケモドキ（C．　azurea）

のように発達した葉緑体を有する試料の場合、ER画分の調製法には改良が必要

である。

　以上の結果から1，4・dimethylazulene（1）への一酸素添加反応はcytochrome　P450

依存性のモノオキシゲナーゼによるものであることが考えらJitた。この酵素の詳

細な性質は現段階では不明であるが、著者が調べた範囲ではこれまでに知られて

いる植物のP450依存性酵素と比べて幾分異なる性質を持つのではないかという

ことが示唆された。
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第5節　要　　約

1．非生物的エリシターであるバナジウム化合物が酵母粗グルカン画分と同様

　にミドリホラゴケモドキ（Calyp（pgeia　gran　ula　ta）培養細胞において構成成分と

　して生成するセスキテルペノイド1，4－dimethylazuleneの蓄積を促進すること

　を明らかにした。

2．　五酸化バナジウムで処理すると1，4－dimethylazulene生合成経路上の

　3－hydroxy・3－methylglutary1　CoA　reductase活性が約2．3倍に高まった。このこと

　から1，4－dimethylazuleneの蓄積促進はその代謝活性の抑制より生合成活性の

　促進によるものであることが示唆された。

3．五酸化バナジウムで処理するとミドリホラゴケモドキ培養細胞において

　superoxide　dismutase、　ascorbate　peroxidase、　glutathione　reductase活性の増大およ

　び細胞内の還元型グルタチオン含量の急速な増加が認められた。このことか

　ら五酸化バナジウム処理によりミドリホラゴケモドキ培養細胞内で活性酸素

　が生成することが推定された。

4．五酸化バナジウム処理のかわりに過酸化水素処理を行なっても

　1，4d㎞ethylazulene蓄積の促進が認められた。

5・　これらの結果から・エリシター処理による二次代謝イζ合物の生成促進には

　そのシグナルの伝達に活性酸素が関与することを明らかにした。

6．　1，4・Dimethylazuleneの4methylazulene－1。carbaldehydeへの変換反応を調べた

　ところ、この反応がホラゴケモドキ（C．　azurea）のミクロソーム（ER）画分

　に存在するNADPH要求性の膜酵素によるものであり、ancymido1、

　SK＆F－525A、　Uiazimenol、　cytochrome　cおよびCOによって阻害されることを
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示した。

7．本章の内容の一部は投稿論文として発表した。
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Table　6－1　Meatabolic　reactions　related　to P450㎞plants．

Reacdon Plant Refbrence

Phenyl　propanoids　　　　　　　曹

1…一蜘yia廿on 加㎜加敏13（sw㏄I　po舷墓ω） Tana山【a　ct　a1．1974

SO78触〃馨δ飴oJo7 Po賦8　eI　a：．1974

R此加∬ co備灘π義∫（c8sIer　bean） Young　and　B㏄veτs　1976
脚

∫oム2π翼〃gf伽703翼〃露（po㎏ω） 恥ch　md㎞b　1977
αン。如〃繊： Kochs　and　Gτ重sebach　1989

ル184此08034’翻2（a江a血） Kessmam　e！a1．1990

〃ε1劔加3 f忽δ¢70∫翼3（Jerusa1㎝artidhoke） Gab「iac　et　81．1991

αン。醜8㎜ K㏄hse巳a1．1992

W8舩744此吻（m職mg　bean） Mzu伽i　e竃a1．1993

isoflavone　2’一hydroxy1飢ion ルrαガα7805蹴’V4（aifalfa） 翫ss㎜副．1蜘
isof1aVO㏄5ynthase ルf84ゴ。α8054”y4（alfdfa）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

恥ss㎜αd．1蜘
沁monく虹ne　2㌔hy｛hoxyIa廿㎝ αご8747惚f’㎜（Chid【pe8） （｝unj8　et　a1．1991

flav㎝c－2－epoxyla1i㎝ αン‘伽〃履 Hagnユann　and（｝τi8ebach　1984

maacki血biosynthesis Cjご8747惚f’㎜（d頃d【pea） （㎞aet81．1991

maackia㎞3’一hydroxylation αヒ87〃砿’㎜（chid【pea） （㎞aeta1．1991

3，9。dihydroxyp敬巳r（x㎎）ane　6a－hydroxyladon Gり。玩8〃ロx K二〇dhs　and（｝risebach　1989

Iiqu血“ilig㎝㎞aryl　n樋9置ation P翼8747ぬ’0励 Hash㎞e＆a1．1990

nar㎞gen㎞aLryl　n樋gla紅ion G’ン。加8〃κ㍑ Kodls　and　Grisebach　1986

psOfa蓋en　biosynlhesis Pε〃058’下翼η3c7ゆ翼〃9（parsley） W㎝do㎡f　and　Ma㎞1986

丁erpenoids

ipom㎝n町㎝e　15－hydroxyla廿on 4ρ㎝84～躍4鳩（sw㏄t　po鋤） Fuji箆et　d．1982

7。eIhoxycou㎜㎞e　O－de－ethylaUon H8’劔加5 勧〃03翼5（Jerus81㎝飢ichoke） W暫ck－Reichhalt　et　al．1990

gefaniol　10」hydroxyla墓ion V加α3705ε4 臨dyasU旧eI血1．1976

nerol　10－hydroxyla麺on v加αμ05c4 Madyaslhaαa1．1976

（一）一kaur－16－cne　19。hydroxyla丘on εご海陶謡曲。70。α脚（cucumber） Murphy　md　West　1969

（一）一kaur－16－ene－19－aldehyde　oxyda廿㎝ εc屠加。ツ∫心㎜c70c47μ（cucumber） M町phy　md　Wesd969

（一）一kaurene噂19－hydroxyla藪on Pむ翼用54’fv“用 Coolbaugh　and　Moore　1971

camphor　6－8xo－hydroxy置aIion ∫dぱy髭3ρガ比吻’心（sage） Funk　and　Croteau　1993

　　ρ岡目7－hydroxykaurenoic　acid　hydroxyla廿㎝

nthers
Hakama1suka　eI　aL　1991

1auric　acid　8－or　9－or　1（｝一hydroxyla樋on 1121㎞ご加5 ’翼δ8705翼3（Jemsal㎝a面choke） Salau．n　eI　a1．1978

1a町ic　acid　11－hydroxy童ation γレ如。翼〃露48∫”v嫌9（wheaり Z㎞er1㎞et　a1．1992

1a皿陰ic　acidω（！2）一hydroxylati㎝ P加例54f’v翼胡 BenveniSl吟e＆a董．1982

L－tyros㎞eハ1－hydレoxyiaUon 5078加〃1δな。！07 Ha［her　and　MoIiα1991

ρ一hydroxypheny置a◎e紋）㎡㍑ile　C－hydroxy蓋a“on ＆078触〃璽δ飴do7 Handcr　and　Moller　1991

Diclofqp　hydroxylad㎝ 7ン庭’c翼ρ躍4ε∫∫fv四霧（wheaI） Z．㎞erI　ia　amd　Dursl　1992

ρ一dhloro一陽1。methy童anilineハみdeme山yla廿on 」R此伽3 ooη切1既心（cas㎏r　bean） Ybumg　and　Beevers　1976

3一（ρ・d皿oropheny1）4，1・d㎞e山ylureaκ一deme血yla口㎝ Go35ンρ」翼〃l　J臆5μ如配（◎OUon） F「ea「et　al．1969

bisbenzy瓢isoquinoline　81kaloid　biosyn山esis βρ7加7面5fO’0轟｛海74 Sこadler　and　Zenk　1993

salu1ヨ頃d㎞e　biosynthes董s P4ραVεア50〃9ψ7賜 Gerardy　and　Zcnk　1993
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Table　6－2　Effects　of　different　vanadium　compounds　and　yeast　crude

glucan　on　1，4－dimethylazulene　content　in　the　cultured　cells　of　Calypogeia

granulata．

Treatment Final　concentration
1，4－Dimethylazulene

（mmol　g－i　dry　wt）

　　　　control

　　　Na3vO4

　　　　VOSO4

yeast　crude　glucan

O．2　mM

O．2　mM

O．2　mg　ml－1

11．2　±　1．5

25．1±4．3

8．4　±　．9

21．0　±　7．3

Cell　cultures　were　treated　with　O．2mM　sodium　orthovanadate．　O．2　mM
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

vanadium　oxysulfate　or　O．2mg　ml－i　yeast　crude　glucan　for　46　h　and　1，4－

dimethylazulene　content　in　the　cells　were　determined．　The　values　are　mean

±　SE　of　four　separate　experiments．
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Table　6－4　Requirements　for　formation　of　4－methylazulene－1－carbaldehyde

from　1，4－dimethylazulene　by　cell－free　extracts　from　cultured　cells　of

c⑳ρ08伽伽780．

Reaction　mixture Formation　of　4－methylazulene一　1　一carb　aldehyde

　　　　　　　　　　　　　　（90，　n＝3）

complete＊

　　一　ascorbic　acid

　　－EDTA

　　－NADPH

　　一　NADPH，　G　6P，　G6PDH

　　－NADPH　＋　NADH

　　＋　cholate　（O．1　mM）

　　boiling　（95　eC，　10　min）

　　CO　bubbling　（2　min）

100．O

　o．0

12．1

　5．1

　0．0

10．3

　0．o

　o．0

61．2

“complete　mixture：　25　mM　potassium　phosphate　buffer　（pH　7．4），　20　90　glycerol，

40　mM　ascorbic　acid，　1　mM　EDTA，　1　mM　glucose－6－phosphate／50　mM

potassium　phosphate　buffer　（pH　7．4），　O．5　U　glucose－6－phosphate　dehydrogenase，

O．25　mM　1，4－dimethylazulene／DMSO，　O．05　mM　NADPH　／O．Ol　N　KOH　and　cell－

free　extracts　from　C．　azurea．

　　The　reaction　mixture　was　incubated　for　5－7　h　at　30　“C．　Amount　of　4－

methylazulene－1－carbaldehyde　formed　was　determined　by　HPLC．　Formation　of　4－

me山ylazulene－1。carbaldehyde　in山e　complete　mixture（100％）was　21．06±5．91

nmol　mgi　protein　h’i　（n＝6）．
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Fig．　6－1　Changes　in　the　1，4－dimethylazulene　content　of　elicitor－treated

suspension一　cultured　cells　of　Calypogeia　granulata　and　in　the　concentration

of　glucose　in　the　culture　medium．　The　1，4－dimethylazulene　content　of

the　cells　was　determined　in　n－hexane　extracts　prepared　from　control

cultures　（O）　and　cultures　treated　with　vanadate　（O．2　mM）　（　e　）．　Glucose

consumption　in　the　control　cultures（ロ）and　in　cultures　treated　with

vanadate　（O．2　mM）　（1）　was　measured．　S　terilized　fresh　mgdium　（150　ml）

containing　290　glucose　was　added　to　the　residual　medium　（about　100　mi）　in

both　elicitor－treated　and　control　cultures　on　the　7th　day．　Values　represent

means　of　results　from　four　flasks　with　three　replicates　and　standard　errors

did　not　exceed　1090　of　each　value．
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Fig．　6－2　lnduction　of　the　activity　of　3－hydroxy・一3－methylglutaryl

coenzyme　A　reductase　in　suspension－cultured　cells　of　Ca！ypogeia

granulata　by　vanadate．　Vanadate　（O．2　mM）　was　added　to　the　cultures　at

the　start　of　subculture．　The　HMGR　activity　was　measured　in　plastidic　（A）

and　microsomal　（B）　fractions　prepared　from　control　（O）　and　vanadate－

treated　（e）　cultures　at　the　indicated　times　after　initiation　of　the　treatment

with　vanadate．　The　activities　are　expressed　as　nmole　mevalonate　formed

mg’lprotein　h－1　and　represent　means　of　results　from　two　flasks　with　three

replicates．
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Fig．　6－4　Changes　in　dehydroascorbate　reductase　（A）　and　ascorbate　free

radical　reductase　（B）　activities　in　the　elicitor－treated　suspension　cultured

cells　of　Calypogeia　granulata．　Vanadate　was　added　to　the　cultures　at　the

start　of　subculture．　Extracts　were　prepared　from　control　cultures．（O　）　and

cultures　treated　with　vanadate　（O．2mM）　（e　），　and　enzyme　activities　were

measured．’@The　activity　values　represent　means　of　three　independent

experiments　and　their　standard　errors　did　not　exceed　20　qo　of　each　values．
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Fig．　6－5　Changes　in　total　superoxide　dismutase　activity　in

vanadate－treated　suspension－cultured　cells　of　Calypogeia　granulata．

The　elicitor　was　added　to　the　cultures　at　the　start　of　subculture．

Extracts　were　prepared　from　control　culture　s　（O）　and　cultures　treated

with　vanadate　（O．2　mM）　（e），　and　enzyme　activities　were　measured．

The　activity　values　represent　means　of　results　from　two　flasks　with

three　replicates．
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Fig．　6－6　Changes　in　activities　of　ascorbate　peroxidase　（A）　and

glutathione　reductase　（B）　in　vanadate－treated　suspension－cultured　cells　of

Calypogeia　granulata．　Vanadate　was　added　to　the　cultures　at　the　start　of

subculture．　Extracts　were　prepared　from　control　cultures　（O）　and　cultures

treated　with　vanadate　（O．2　mM）　（e），　and　enzyme　activities　were　measured．

The　values　represent　means　of　results　from　three　flasks　with　four　replicates

and　the　standard　errors　did　not　exceed　20　90　of　each　value．
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Fig．　6－7　Changes　in　amounts　of　glutathione　（reduced　form）　in　vanadate－

treated　suspension－cultured　cells　of　Calypogeia　granulata．　Cultured　cells

were　harvested　at　the　indicated　times　and　frozen　immediately　in　liquid

nitrogen．　Extracts　were　prepared　from　control　cultures　（O　）　and　cultures

treated　with　vanadate　（O．2　mM）　（　e　），　and　glutathione　content　was

determined．　The　values　represent　means　of　results　from　duplicate

experiments　with　four　flasks　and　three　replicates，　and　the　standard　errors

did　not　exceed　1090　of　each　value．
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Fig．　6－8　Formation　of　4－methylazulene－1－carbaldehyde　by　cell－free

extracts　from　cultured　cells　of　Calypogeia　azurea．　Reaction　mixture　was

incubated　with　150　pg　of　crude　enzyme　and　250　pM　of　1，4－

dimethylazulene　as　a　substrate　at　300C．　The　reaction　was　terminated　by　6　N

HCI，　and　the　products　were　analyzed　by　HPLC．
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Fig．　6－9　Effect　of　enzyme　concentration　on　the　formation　of　4－

methylazulene－1－carbaldehyde　from　1，4－dimethylazulene．　Reaction

mixture　was　incubated　with　various　concentration　of　crude’ ?ｎｚｙｍ?

prepared　from　cultured　cells　of　Calypogeia　azurea　and　250　pM　of　1，4－

dimethylazulene　as　a　substrate　for　5　hours　at　300C．　The　reaction　was

terminated　by　6　N　HCI，　and　t　he　reaction　products　and　residual　substrate

were　analyzed　by　HPLC．
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Fig．　6－10　Effect　of　pH　on　the　activity　of　1，4－dimethylazulene

monooxygenase　prepared　from　cultured　cells　of　Calypogeia　azurea．　The

pH　value　of　reaction　mixture　was　adjusted　to　4　一　8　with　25　mM　potassium

phosphate　buffer　and　of　5．5　一　7．2　with　25　mM　］VlliS－KOH　buffer．　The

reaction　mixture　was　incubated　with　300－350μg　of　crude　enzyme

prepared　from　cultured　cells　of　C．　azurea　and　250　pM　of　1，4－

dimethylazulene　for　5　hours　at　30　OC．　The　reaction　was　terminated　by　6　N

HCI，　and　the　products　were　analyzed　by　HPLC．
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Fig．6－11　lnhibitors　for　P450－dependent　monooxygenase．．
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Fig．　6－12　lnhibition　of　1，4－dimethylazulene　monooxygenase　activity　by

ancymidol．　Reaction　mixture　was　incubated　with　3．6－8．3　pg　enzyme

protein　and　250　pM　of　1，4－dimethylazulene　as　a　substrate　for　9　hours　at　30

0C　（n＝3）．　The　enzyme　activity　in　the　absence　of　ancymidol　（control）　was

O．0271　±　O．OIO3　pmole　mg’i　protein　h－i．
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Fig．　6－13　lnhibition　of　1，4－dimethylazulene　monooxygenase　activity　by

SKF－525A　or　triazimenol．　Reaction　mixture　was　incubated　with　47．4　pg

enzyme　protein　and　250　pM　of　1，4－dimethylazulene　as　a　substrate　for　7

hours　at　30eC　（n＝3）．　The　enzyme　activity　in　the　absence　of　S　KF－525A　or

triazimenol　（control）　was　O．0358　±　O．oo54　pmole　mg’i　protein　h－i．
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Fig．　6－14　lnhibition　of　1，4－dimethylazulene　monooxygenase　activity　by

cytochrome　c．　Reaction　mixture　was　incubated　with　47．4－126．1　pg　enzyme

protein　and　250　pM　of　1，4－dimethylazulene　as　a　substrate　for　7　hours　at　30

“C　（n＝3）．　The　enzyme　activity　in　the　absence　of　cytochrome　c　（control）

was　O．0326　±　O．oo28　pmole　mg’i　protein　h’i．
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Fig．　6－15　Metabolic　pathways　included　in　active　oxygen　species－

scavenging　system．　AsA；　ascorbate，　AFR；　ascorbate　free　radical，　DHA；

dehydroascorbate，　GSH；　glutathione　（reduced　forrn），　GSSG；　glutathione

（oxidized　form），　Glc；　glucose，　G6P；　glucose－6－phosphate，　G　I　P；　glucose－1－

phosphate，　6PG；　6－phosphogluconate，　RusP；　riburose－5－phosphate，　Glu；

glutamic　acid，　Cys；　cysteine，　Gly；　glycine，　B　S　O；　buthionine　sulfoximine，　a

specifTic　inhibitor　of　y－glutamylcysteine　synthetase　（9）．　1；　ascorbate　per－

oxidase　（AAPOD，　EC　1．11．1．11），　2；　ascorbate　free　radical　reductase

（AFRRD，　EC　1．6．5．4），　3；　dehydroascorbate　reductase　（DHARD，　EC　1．8．5．

1），　4；　glutathione　reductase　（GSSGRD，　EC　1．6．4．2），　5；　superoxide　dismutase

（SOD，　EC　1．15．1．1），　6；　catalase　（EC　1．11．1．6），　7；　glucose－6－phosphate

dehydrogenase　（G6PDH，　EC　1．1．1．49），　8；　6－phosphogluconate

dehydrogenase　（6PGDH，　EC　1．1．1．44），　9；　y－glutamylcysteine　synthetase

（EC　6．3．2．2），　10；　glutathione　synthetase　（EC　6．3．2．3），　11；　3－hydroxy－3－

methylglutaryl　Coenzyme　A　reductase　（HMGR，　EC　1．1．1．34）．
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第7章結　　論

本研究はこれまで人類があまり利用してこなかったコケ植物を用いてその培養

細胞におけるいくつかの生理活性を有するセスキテルペノイドの生産機能につい

て検討したものである。コケ植物はその培養細胞系が比較的誘導しやすく、また

その培養細胞が発達した葉緑体を有していることに加えて、二次代謝化合物を親

植物と同等あるいはそれ以上に産生することはその大きな特長であり、コケ植物

培養細胞系は植物の二次代謝に関する研究材料として優れた実験系である。

著者は本研究を（　alyppogeia属植物の培養細胞系を確立することから開始した。

CalypQgeia属植物のみならず野外における苔類植物は成長が遅く、またしばしば

他種と混生しているため実験材料として用いるには制約があった。そこで比較的

均一な実験材料を必要に応じて随時供給するために培養細胞系を確立した。

　ホラゴケモドキ（Cal＞〈pogeia　azurea）およびC．　peruvianaにおいてそのカルス誘

導には、維管束植物における一般的なカルス誘導とは異なり、オーキシン、サイ

トカイニンなどの植物成長調節物質は必須ではなかった。これらcal　一PQgeia属植

物のカルス形成にいたる脱分化には植物成長調節物質にかわって、培地中のグル

コース濃度のみが関与していた。培地中に4－6％（wlv）のグルコースを添加する

ことによって、葉緑体のよく発達したカルスの形成が認められ、0．5－1％（wlv）

グルコースでは再分化が認められた。2－3％（wlv）では置床した同じ外植片より

カルス形成と再分化が同時に認められた。培地中で6％程度の高濃度のグルコー

スがどのような機構で脱分化を起こさせるのか、あるいは逆に0．5－1％程度の

低濃度のグルコースがどのように再分化を引き起こすのかについては、高グルコ
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一ス濃度においてその高浸透圧による再生芽の非局在化の関与が示唆されるがそ

の詳細は未だ明らかではない。

高濃度のグルコースを加えた培地によって誘導したホラゴケモドキ（C．・azurea）

カルスは約2ケ月ごとに新鮮な培地に移植し継代培養を行なったが、その際にそ

の精油成分に特徴的なアズレン誘導体4種の含量を測定したところ、誘導直後の

カルスにおけるアズレン誘導体含量は培養している約600本の各フラスコごとに

それぞれ大きく異なっていた。この結果は培養条件の影響よりも個別の細胞ごと

の生理条件の異なることが反映していると考えられた。しかしながら継代培養を

続けると各アズレン誘導体の含量は親植物の組成に近づく傾向にあった。

ホラゴケモドキ（c．・azurea）無菌培養配偶体より、その特徴的な成分のひとつ

である1－methoxycarbOnyl－4－methylazuleneの生合成経路上の中間体を単離精製し、

分光学的機器分析実験および合成実験：を行ない、その中間体について2種の新規

アズレン誘導体、4－methylazulene－1－carbaldehyde、4－methylazulene－1．carbOxylic　acid

であると決定した。これらのアズレン誘導体は天然から得られた最初の水溶性ア

ズレン誘導体である。

　これらが光に対して安定で、変異原性、急性毒性などについて調べた範囲にお

いて安全であり、また抗炎症ならびに抗潰瘍作用といった生理活性を有すること

を明らかにした。

植物の二次代謝化合物はしばしば化学合成が困難iであり、そのような化合物を

利用しようとするときにはその植物自身に生産を委ねなければならない。しかし

ながらその化合物が必ずしもその植物によって大量に生産されるとは限らず、培

養細胞においてはなお困難であることが多い。そこで培養細胞におけるエリサイ

テーションの現象をモデルとして二次代謝化合物の生合成系の発現機構について

調べた。
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その結果、ミドリホラゴケモドキ（caypqgeia　g：ranalata）培養細胞において五酸

化バナジウムをエリシターとして用いたとき細胞成分として存在する二次代謝

化合物の産生が高まることを見いだした。この実験結果は植物体および培養細胞

を含めたコケ植物における二次代謝化合物の生成促進を示す最初の例である。

　この時、細胞の中では一・二三が起きているのかという点に注目し、特に細胞内

を還元状態に保つ機能を有する酵素群の関与について調べたところ、それらの活

性が上昇することを見いだし、このことからエリシタr・の投与直後に細胞内にス

ーパーオキシドアニオンが、続いて過酸化水素が生成することを示唆する結果を

得た。そしてこのような活性酸素が二次代謝化合物生合成系の発現シグナルに関

与することを明らかにした。

　さらにホラゴケモドキ（C．　azurea）における4－methylazulene－1。carbaldehydeの生

合成酵素について調べ、セスキテルペノイドのアリル位のメチル基を選択的に一

酸素酸化する反応がP450の関与する反応であることが示唆された。

以上のように本研究において著者は苔類calyp（7geia属植物の培養細胞がいくつ

かの生理活性を有するトリノルセスキテルペノイド、1，4－dimethylazuleneおよび

その誘導体を産生し、またそのような二次代謝化合物の生合成が活性酸素の関与

を伴ってエリシターにより促進されるということを明らかにした。さらに植物の

二次代謝化合物の産生を誘導する機構およびP450依存性の特徴的な生合成酵素

について論議した。そしてその結論から人類にとって有用な化合物を植物培養細

胞の利用によって生産する際の技術的障害を克服しうる可能性を示した。

植物の培養細胞を用いて有用な二次代謝化合物を工業的に生産しようという試

みはバイオテクノロジーの中心的課題の一つであり、過去20年来取り組まれて

きたが、ムラサキ（Lithospermum　erythiorrhizon）培養細胞によるナフトキノンで

あるシコニンの工業的生産が技術的に成功するに至り（Fuji｛a　ef　an　981a、　b）、
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それ以降いわゆるバイオブームとして特に民間企業において研究熱が著しく高まっ

た。

　しかしながらそれ以来10年を経ても一向にあらたな実用化の成功例が現われ

ず、そのため最近ではこの分野における研究開発をとりやめる企業が増加してい

る。シコニンの例以降ほとんど成功例がみられない原因はいくつか考えられるが、

結局その植物細胞が目的の化合物を満足できる水準まで生産できなかったことに

よる生産コストの問題であると考えられる。しかるにその生産性を高めるための

手段としてはこの約10年間、培養条件を検討し、優良細胞を選抜するといった

試行錯誤的な方法に終始していた感がある。そして当時から既に課題であった細

胞の成長が遅いこと、生合成系や代謝系が不明であるといった問題はほとんど未

解決のまま残されてきた。

本研究はまさにそのような植物細胞の二次代謝に関する生理学生化学的な理解

を通して、我々人類にとって有用な二次代謝化合物の生産性の向上を意図するも

のである。

　こういつた中でも培養細胞から生合成酵素をひとつひとつ単離してゆくといっ

た基礎的な研究は積み重ねられてきており、Zenkらのグループのアプローチは

次第に成果を挙げつつある（knk・1991）。また、近年ファイトァレキシンの産

生も含めた植物の防禦反応の発現機構が、情報伝達（signal　transduction）の過程

の解析に関する多くの研究の結果、次第に明らかになってきている。しかしなが

ら、現在のところ情報伝達物質（signa1　transducer）として候補に挙げられている

いくつかの化合物、すなわち活性酸素（Apostol　e‘an　989；NakagawaraαaL　l　gg3

他）、ジャスモン酸あるいはジャスモン酸メチル（Famer　and　Ryan　1990；

Gundlach　e‘an　992）、サリチル酸（Malamyαan　990；Chen　and　Klessig　1991；

Masuta　e‘an　991）などそれぞれがどのように作用しているのか、またそれらの
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一連の反応において共通の過程を有するのかといった問題は明らかにされていな

い。

最近、セージ（salVia　ofificinalis）の精油に含まれる成分であるモノテルペンで

ある（＋）一camphorを代謝する酵素（camphor－6－exohydroxylase；これはP450酵

素である〉がその培養細胞において誘導されていることが示された（Funk　and

Croteau　1993）。従来、特にテルペノイドの植物培養細胞による生産においてそ

の生合成系酵素活性はin・Vitroで測定するかぎり十分であっても、実際には二次

代謝化合物が培養細胞中に蓄積せず、あるいは培地中への放出も見られないこと

が大きな問題であった（Banthorpe　eごan　986）。したがってセージにおけるFunk

and・Croteau（1993）の報告は、二次代謝化合物が培養細胞においても生合成され

ているにもかかわらず、その代謝分解系が活性化するために細胞中に蓄積しない

のであるという考えを示すものである。このような考えが従来の実験方法では二

次代謝化合物を蓄積しない多くの植物培養細胞において普遍的に適用できるもの

であるならば、それらの代謝分解酵素をひとつひとつ特定し、その発現を抑制す

ることによって二次代謝化合物の蓄積を図ることが可能であるだろう。たとえば

ある代謝分解酵素が特定できればその遺伝子を解析し、そしてその配列に対する

アンチセンス遺伝子を細胞に導入することによりその代謝分解酵素の発現を抑制

することも期待できる（van　der　Krol　ef　an991）。あるいは何故培養細胞におい

てそのような酵素が活性化するのかを注意深く調べることによって・二次代謝化

合物の生産系としての植物培養細胞の生物学的理解を一層深めることができると

期待できよう。

現在、植物培養細胞の機能を有効に利用した二次代謝化合物の生産技術の確立

が求められているが、そのためには植物細胞の生理学および生化学を十分に理解

することが不可欠である。本研究で用いた苔類培養細胞は一般に二次代謝化合物
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生合成系を一揃いほぼ完全な状態で発現しているため非常に有用な研究材料とな

るであろう。今後も継続的に植物培養細胞における二次代謝化合物の生産に関す

る基礎的な研究を積み重ねる努力が必要であり、このことがその実用化を阻むも

のを取り除く唯一の方法である。
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Synopsis

　　S血ce　the　beginning　of　history　of由e　human，　we　have　been　utilizing

plants　not　only　as　foods，　but　also　as　sources　of　drugs，　dyes，　fibers　for

clothes　or　building　materials．　Most　of血e　plan、ts　useful　for山e　human

have　been　higher　vascular　plants．　Bryophytes　have　rarely　utilized　mainly

because　of　their　small　size．

　　Recent　advances　in　phytochemistry　have　revealed　that　bryophytes，

particularly　liverworts，　are　rich　sources　of　a　number　of　chemically　and

biologically　interesting　compounds．　Some　of　the　compounds　of

bryophyte　origin　is　believed　to　be　usefu1　for　human　life　as　raw　materials

for　drugs　and　cosmetics，　provided　enough　quantity　of　the　compounds　is

available．　’lhe　critical　disadv　antage　of　bryophytes　as　the　source　of　useful

natural　compounds　is　the　difficulty　to　collect　a　specific　species　of　the　plant

in　large　quantity，　because　1．　they　are　small　a　nd　grow　very　slow，　2．　they

often　cohabit　with　other　species　in　one　place．　Thus，　the　experimental

technique　of　cell　culture　must　have　a　significant　advantage　in　obtaining

enough　quantity　of　the　plant　material　to　examine　the　secondary

metabolism　in　liverworts．

　　Production　of　usefu1　secondary　metabolites　in　cultured　cells　of　higher

plants　has　been　attempted　by　many　researchers　during　last　decade．

Nevenheless，　only　a　few　compounds　have　exceptionally　been　produced　in

commercial　scale　through　cell　culture．　One　of　the　problems　which　make
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the　development　of血is　tec㎞ique　difficult　is　dle　low　productivity　of

secondary　metabolites　in　the　cultured　cells．　Thus，　it　is　urgently　required

to　study　the　experimenta1　conditions　that　may　increase　the　productivity　of

the　secondary　metabolites　in　cultured　cells．

　　The　present　study　aimed　to　examine　the　possibility　to　apply　the　cell

cultUre　technique　to　liverworts　of　Calypo8eia　species　and　to　improve山e

productivity　of　the　secondary　metabolites　through　biochemical　and

physiological　investigations．

　　Leafy　liverworts　of　Calypogeia　species　were　revealed　to　contain

severa1　azulene　derivatives　as　characteristic　secondary　metabolites．

Calypogeia　granutata　has　been　known　to　contain　a　sesquiterpene

hydrocarbon，　1，4－dimethylazulene．　Two　other　species　of　Calypogeia，　C．

azurea　and　C．　peruviana　contain，　in　addition　to　1，4－dimethylazulene，

1－methoxycarbonyl－4－methylazulene　which　can　be　considered　as　the　end

product　in　the　biosynthetic　pathway　of　this　group　of　compounds．　Two

new　azulene　derivatives　were　also　isolated　and　assigned　as

4－methylazulene－1－carbaldehyde　and　4－methylazulene－1－carboxylic　acid，

respectively，　by　examining　their　iH一，　i3C－NMR，　HR－MS，　IR　and

UV－spectra．　The　last　two　compounds　are　considered　to　be　the

biosyn山etic　intemediates　between　1，4－dime山ylazulene　and　1・me山oxy－

carbonyl－4－methylazulene．　These　intermediates　may　be　utilized　as　raw

materials　for　drugs，　because　they　are　soluble　in　water，　have　significant

anti－inflammatory　or　anti－ulcer　activity，　and　showed　neither　mutagenicity
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to　Salmonella　strains　nor　acute　toxicity　to　rat．　Furthermore，血ey　were

more　stable　under　intense　light　than　guaiazulene　sulfonate，　a　commercial

azulene　derivative血cluded　in　some　medicines　with　anti－inflarrmlatory　or

anti－ulcer　activities．

　　The　axenic　cultures　of　Calypogeia　azurea　and　C．　peruviana　were

established．　No　plant　growth　regulators　such　as　auxins　or　cytokinins

were　required　to　induce　callus　formation　or　redifferentiation　in　both　C．

azm’ea　and　C．　peruviana，　differing　from　the　case　of　higher　plants　which

generally　require　the　growth　regulators．　The　induction　of　callus

formation　was　associated　only　with　glucose　concentration　in　the　culture

medium．　induction　of　callus　formation　was　observed　in　the　explants

exposed　to　rather　higher　concentrations　of　glucose　of　4．0－6．0　％　（w／v）．

Redifferentiation　was　observed　at　low　concentration　of　glucose　（O．5－1．0

％）．　Mechanism　of　the　dedifferentiation　of　explants　to　form　callus　in

Calypogeia　species　at　high　concentration　of　glucose　is　yet　unclear．

　　The　content　of　the　four　azulene　derivatives　determined　in　the　cultured

cells　of　C．　azw’ea　varied　considerably　from　flask　to　flask　of　about　600．

This　was　considered　to　reflect　the　difference　in　the　physiological

condi．ti　ons　of　the　cultured　cells．　Anyway，　the　cultured　cells　of

Calypogeia　species　were　found　to　have　the　ability　to　produce　the　same

secondary　metabolites　as　tho　se　in　the　intact　plants．

’lhe　amount　of　secondary　metabolites　produced　in　the　cultured　cells　is
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generally　quite　lower　than　that　included　in　the　mother　plants．　This　was

also　the　case　in　liverwort　cells　and　it　is　necessary　to　improve　the

productivity　before　utilizing　the　cultured　cells　as　the　source　of　the

secondary　metabolites．　Elicitation　which　is　the　mimic　of　the　defense

reaction　of　the　vascular　plants　against　microbial　invasion　has　been　shown

to　be　effective　for　this　purpose．　Thus，　the　elicitor－aided　enhancement　of

secondary　metabolite　production　and　its　mechanism　were　investigated　on

the　cultu　red　cells　o　f　Calypogeia　granutata．

　　Production　of　a　constitutive　trinorsesquiterpene，　1，4－dimethylazulene，

was　enhanced　by　treatment　with　vanadate　used　as　an　elicitor　in　C．

granulata　cells．　This　was　the　first　observation　to　confirm　the　effect　of

elicitor　in　both　intact　plant　and　the　cultured　cells　of　liverwort．

　　The　activities　of　some　enzymes　which　participate　in　maintaining　the

cellular　redox　state　were　measured　to　reveal　the　interaction　between　the

elicitor　and　the　cells．　The　enzymes　measured　were　those　in　active

oxygen　species－scavenging　system　such　as　the　enzymes　included　in

ascorbate－glutathione　cycle，　catalase　and　superoxide　dismutase．　The

content　of　glutathione　（GSH）　which　was　the　intracellular　reductant　and　the

activities　of　some　of　the　enzymes　were　increased　by　treatment　of　C．

granulata　cells　with　vanadate．　These　changes　were　accompanied　by　the

increase　of　the　activity　of　3－hydroxy－3－methylglutary1　Coenzyme　A

reductase，　a　rate　1imiting　enzyme　in　the　mevalonic　acid　pathway　to

biosynthesize　sesquiterpenoids．　On　the　basis　of　these　observations，　it　was

concluded　that　in　the　cultured　cells　of　C．　granutata　the　treatment　with
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vanadate　caused　the　generation　of　active　oxygen　species　which　is　supposed

to　be　involved　in　a　signal　transduction　system　leading　to　the　biosynthesis

of　secondary　metabolites．

　　in　addition，　the　activity　of　an　enzyme，　found　in　cultured　cells　of

Calypogeia　azurea　and　named　1，4－dimethylazulene　monooxygenase，　by

which　4－methylazulene－1－carbaldehyde　was　formed　from　1，4－dime血yl－

azulene　through　the　addition　of　one　molecule　of　oxygen　was　examined．

This　new　enzyme　was　suggested　to　be　related　with　P450　species．

　　in　conclusion，　the　suitable　experimental　system　to　investigate　the

secondary　metabolism　in　liverworts　was　provided　by　establishing　the

cultured　cells　of　liverworts　of　Calypogeia　species．　Also　shown　is　the

possibility　to　control　the　production　of　the　constitutive　secondary

metabolites　in　cultured　cells　of　the　pla　nts　by　revealing　the　biochemical

and　physiological　responses　against　elicitation．
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