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論文内容の要旨

緒論

配糖体は植物成分としての分布が広く，中でもテルペノイド配糖体は薬用植物の有効成分として，

重要な役割を果しているものが多い。これらの配糖体の化学構造を解明するためには， 1) アグリコ

ンの構造， 2) 糖部分における構成糖の組成と結合様式， 3) アグリコンと糖部分の結合様式，など

を明らかにしてゆかねばならない。ある種の配糖体(特にサポニン)の構造解明の過程で，アグリコ

ン(サポゲノール)を得るために，かなり苛酷な酸加水分解条件を必要とするものがあり，その結果，

得られるアグリコン(サポゲノール)は往々にして酸による二次変化を受けており，真正アグリコン

(サボゲノール)でない事がある。

たとえば，オタネニンジンサポニン，セネガサボニン，酸葉仁サポニン，西洋トチノキサポニン，

シクラメンサポニン 紫胡サポニンの真正サポゲノールや，最近，天然甘味物質として注目をされて

いる Steviα rebaudiana BERTONIの主成分ジテルペン配糖体steviosideなどにこのような例が見られ

る。これらの配糖体の真正アグリコンの分離，証明には，従来， Smith法やその変法である de Mayo 

法などが用いられてきたが，いずれも操作の繁雑さ，試料の微量化，反応収率の点で，必ずしも優れ

ているとは言えない。これに代わる方法として，最近，吉岡，北川等による土壌菌加水分解法が開発

され，数多くの成果があげられているが，著者は，最も簡便な方法として，食品加工等や工業用に用

いられている市販酵素製剤を用いた真正アグリコン(サポゲノール)の微量構造研究法，定量法およ

び能率的製造法の研究開発を目的として検討を行った。

続いて， 2) 3) の問題点とも関連して，構造研究に必要な量の微量化が長年の懸案となっていた
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ことから，著者は，従来の配糖体研究法に代わる，微量，迅速かつ簡便な方法の開発を目的として，

炭素13-核磁気共鳴法( 13 C NMR) による研究法の確立を企図し， stevioside および真正アグリコン

steviol などカウレン系ジテルペン類の 13 C NMRの検討を行った。

さらに，この手法を用いて Stevia 葉中の新甘味配糖体の構造研究を行った。また， S teviα属と植

物分類上非常に密接な関係にある E叩αtorium属植物を中心に，細胞毒性のある抗腫療活性成分が発

見されている。そこで，著者は， S teviα属植物の化学成分への興味から S.purpureαPERS ， S. 

ραniculαta LAG. , S. ovαtαLAG. S. seγγαtαCAV. の葉の配糖体分画を中心とした成分研究を行った。

本
主企込

再開

第一章 配糖体加水分解酵素の研究

朝鮮人参 (Pαnax ginseng C. A. MEYER) 特有の成分はダマラン系サポニンで， 20 (S) protopa-

naxadiol (1) を真正サポゲノールとする Rb1 ， Rb2, Rc , Rd と 20(S) -protopanaxatriol (II) を真

正サポゲノールとする Re ， Rf, Rg 1 , Rg2 に大別され，それぞれの構造も Chart 1.に示すように明ら

かにされている J) これらのサポニンは，酸加水分解条件下 Chart 2. に示すような二次変化を起こ

すことが知られている:)

著者はニンジンサポニンの構成糖の大部分がg lucose , I・hamnoseで、その結合様式がβ1→ 2 ， β1→

6 であることを考慮して，入手容易な市販酵素製剤のうち， glucosidase , rhamnosidase活性を有す

る酵素を中心に， Table 1 にあげた11種を用い，その加水分解について検討した。

Oammarane Saponins (Ginsenosides) of Ginseng Root 
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compound K (111) 

R 

g1nsenos1de Rd -0-glcLg1c 

R
b1 

...0 ・ glcLg1c

Rb2 ・0・ glcLg1c

R -0・ glcLglcc 

Re -OH 

Rf -OH 

Rg1 -OH 

Rg2 ーOH

R 
2 

・H

RR1=OH.R2zH , R3=o-gIC 
3 

-O-glc 

-H -0-glcLg1c 

-O-glcLara(pyr.) 

ー0・glcLara(fur.)

-H 

-H 

-O-glcLrha -O-glc 

-0-glCLg1c -OH 

・0・ glc ・0・ glc

ー0・ glcL rha -OH 

glc: e-O-g1ucopyranose rha: a-L-rhamnopyranose ara: a-L-arabinose Chart-1 

各組酵素の作用条件はいずれも pH4.0，温度37 0 作用時間40時間とし，酵素量は基質と重量比 1 : 

1 とし，カピ発生を防ぐために， トルエン 2~3 滴を張って行った。

まず， ginsenoside Rb 1 , Rb2 , Rc混合物の酵素加水分解に関しては，特に，粗hesperidinase
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Chart 2 

Table・ 1
samples of crude enzyme 

定且瞬意 speci fi city 

nar1nginase NA-TN (田思想牽) nanngln hydrolase 

hesperidinase HS ・ TN (回旦哩革) hesperidin hydrolase 

HS-NA (長湖底意)

pectinase PC ・ Si9 (Si gma tム) poly-α ー 1 ,4-ga 1 acturoni de 

PC・TN (田旦暖帯) glycanohydrolase 

PC-SN (塩野奇想義)

ce11u1ase CL-NA (長;司産業) a-1 ， 4 ・ glucan 4 ・ glucano

CL-TK (~回薬品) hydrolase 

amy1ase TDY-SA (ι世) a-l ,4-g1ucan 4-g1ucano 

(takadiastase) TDA-SA (三*) hydrolase 

emu1sin EM-゚DH (BDH t.1.) B-glucosidase 

(HS-TN , HS-NA) が有効で、，真正サポゲノール I の生成は微量であったが， HS-TNの場合;吉

岡，北川等が先に土壌菌加水分解法により得た。一種のプロサポゲノール compound K 3) (皿)を 30.5

%の好収量で与えた。

次に， ginsenos ide Rg混合物の酵素加水分解に関しては，特に HS-TNが有効で，真正サポゲノー

ル H の生成がほとんど定量的であって，基質として純粋な ginsenoside Rg1 を使用すると，クロマト

グラフィーにより精製することなく E の結晶を単離することができた。また反応液をエーテル抽出し

H を得た後，水層を透析し，その外液から糖部を確認することも可能で、あった。

ニンジンサポニン特に ginsenoside Rg 1 に対して，強力な加水分解活性を示した HS-TNは Asper-

円
。
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gillus niger より Chart 3. に示される行程で製したものである。本酵素 4) は元来，食品加工の中でも

柑橘類加工の最大難点である果汁工業における夏柑苦味(naringin) の問題と 温州ミカン缶詰の白

濁現象 (hesperidin) を解決するために使用されている。

先の実験の成果のもとに，関連配糖体の竹節人参サポニン f) 薬用人参サポニン f) 紫胡サボニン 7) に

対して同様な実験を行ったところ，組pectinase，粗 naringinase，粗hesperidinase において，顕著

な加水分解活性が認められ 特に HS-TNが有効であった。
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Rl R2 
steviol (V) -H -H isosteviol (XV) 

steviolmonoside 
(XI1) -H -glc 

steviolbioside 
-glcLglc (XI) -H 

stevioside (IV) -glc -glcS__glc 

Chart 4. 

続いて， Stevia葉の甘味配糖体stevioside (町)の酵素加水分解に関して検討を行った。 Stevi ・

oside (町)は，天然の甘味物質でキク科Steviαγebαudiαnαの主成分で、ある。その真正アグリコン

steviol (V) も酸に不安定で、， Chart 4 に示すような骨格の転位を起こすことが知られている:)町の

酵素加水分解については既に報告があるが，上記HS-TNはほとんど定量的に町から V を与え.た。ま

た， HS唱 TNを用いた町の定量法も確立した。

第二章 Stevia ジテルペン配糖体の構造研究における 13C NMRの基礎的研究

配糖体の構造研究に 13C NMRの応用を考え，まず町の真正アグリコンVの 13C NMRスペクトルの完

全帰属を，類似化合物で構造既知の(一) -kaurene (刊)， (-) -kaurenoic acid (VH) , methyl (-) 

kaurenoate (珊)， methy 1 grandiflorolate (医)わよび、 methyl 15-oxo- (一) -kaurenoate (X) 

の 13C NMR(in CsDsN; in CDCI3 ) を基準とし，水酸基の置換効果ーカルボニル基の置換効果を検

討しつつ，化合物相互の比較等を参考にし，各炭素の帰属を Table 2 に示すように行った。

次に，これを基準として，配糖体町の 13C NMR を詳細に検討した。まず，町をアルカリ加水分解し，

steviolbioside (XI) 得， さらに，これに takadiastase Y(TDY-SA) を作用させて steviolmonoside

(理)を得た。

各種β-monoglucosideの糖部分のシグナルを参考にし，まず， v と盟の 13C NMR を比較した o XII 

は Chart 5 に示すように glucose導入により， α 位の C-13は 6.6ppm低磁場シフトレ， β住の12 ， 14, 

16位の炭素はそれぞれ2.3 ， 2.8 , 3.9ppm高磁場シフトした。また，アノメリック炭素は99 .4 ppm と

かなり高磁場に観測され， 3 級アルコールのβ-D-glucopyranoside に特徴的な値を示した。続いて，

盟と盟の 13C NMR を比較したがアグリコン部についてはほとんど影響は認められず，糖部の値は， 3
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級水酸基に結合したアノメリック炭素を除いて methyl β-sophoros ideの値とよい一致を示した。

また， β ー結合した各種結合様式を二糖類について検討した結果，結合にあづかる炭素は約10ppm低磁

場シフトし，その隣の炭素は若干の高磁場シフトを示すが，他の炭素はほとんど影響を受けないこと

がわかった。この知見から β-diglucosideの場合，低磁場シフトした炭素を確認することによって，

逆に結合様式を決定することのできることがわかった。

~hart 5. 13C Chemical Shifts of Steviol and its related Components in C50SN 6 ppm from TMS 

Ll, 1W 1 1[1 II! ~ 11 111111111 '� 1111 

1ム↓ 11J11111111101111111111j l 

Lム 11111llllllJill!lllll
LL, 1i] 'T H ')�' IIl匀l 1 1111 

Me e-sophoros冝e 

steviolbioside 

(XIV) 

stevioside 

(VI1) 

steviolmonoside 

(XV) 

steviol 

(VII I) 

糖部の個々の炭素は partially relaxed fourier transform法 (PRFT法)を用い，緩和時間 (T 1 )

の差異によって帰属を行った。

続いて，Xlと町の 13C NMR を比較したところ，エステル結合した糖部シグナルと methy1 β-gluco ・

sideの糖部分は，多少のずれが見られたが，最も特徴的な現象は， β-glucoseのアノメリック炭素

98.9ppm より低磁場シフトすると思われたアノメリック炭素が95.6ppm とむしろ非常に高磁場に移動

したことで，この現象は，この種の化合物の構造研究上重要な知見となった。また， α 位のC-19のシ

グナルも 3.1ppm 高磁場シフトし，特異な現象を示した。

第三章 Steviα rebαudiα仰の新甘味配糖体

Stevia葉の甘味成分として，単離されているのは，これまでのところ町のみであった。今回， 2 種

の新甘味物質を得，それぞれ rebaudioside A (XIID , B ( XN) と名付けた。しかし， X町は二次物質

であることがわかった。

X皿は収率約 2%で得られ，町より甘くかっ苦味が少なく，良質な甘味物質でCH H70 023 ・ 3H 2 0 ，

〔αJ~4-20. 8 (c=O. 84, MeOH) mp. 242~244。の無色針状品 (MeOH) である。 X皿をアルカリ加

水分解すると， XNと 1 ， 6-anhydroglucopyranose を与える。 X皿および XNの 13CNMRの検討から，

X町は， V をゲニンとしてその13位の 3 級水酸基に glucose 3 個の事唐鎖を有する化合物であることが

明らかにされた。 xmおよび XN!i，酸加水分解により，町同様 isosteviol (X V) と glucose を与え，

円
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酵素加水分解で， xmは XNと glucose を与える。

また，京唐部の 13C NMRの解析より 13位の 3 分子の

ムgle
β-glucose は glc< 冒 という配列をしていると

3--g1e 
推定されたO

これは ， XNの完全メチル化体9) をメタノリシ

スし， GLCおよびMS 10 ) により methy1-2, 3, 4. 6-

tetra-0-methy 19lucopyranoside およびmethyl

4， 6-di-0-methylglucopyranoside を石在認;するこ

O-glc与glc
3 B\μ 

glc 

n
k
 

nu 
n
υ
 

F
し
n
ヨ

、
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a
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、
、

R 

とで証明された。 rebaudiosid'e A -;;-glc (very sweet) (XIII) 
8 

第四章 Stevia paniculata LAGおよび S.ovata rebaudioside B H (sweet) (XIV) 

LAG 葉の成分

Stevia属植物のS. paniculα ta， S. ovatα， S. Chart 6. 

purpureα， S. serrαtα の成分検討を行った。それぞれの地上部のメタノールエキスのエーテル移行部

から S. paniculata , S. purpurea , S. rebaudiana共に taraxasteryl acetate および、 taraxasterol を

単離した。

配糖体画分には，いずれも町の存在は認めなかったが， S.pαniculαtαでは町類似のジテルペン配

糖体の存在が予想されたので，この画分を粗hesperidinase で加水分解し， 4 種のアグリコンを単離

し，それぞれ paniculogenin A (X町)， B ( X XII) , C ( X 珊)， D(XIX) と命名した (Chart 7 参照)。

いずれの化合物も lH NMR より V同様カウレン酸骨格を有していることが推定された。

Paniculogenin A (X 町)， D ( XIX) は，それぞれ15β-hydroxy- (一) -kaurenoic acid および16a，

17-dihydroxy- (-) -kauran-19-oic acid と推定され，標品との比較により同定した。 XVI は酸加

水分解ではgar・ ryfoline-cuauch ichic ine 転位 11) を起こすと考えられ，酵素加水分解によって初めて

真正アグリコンとして得られるものと思われる。また， XIXの配糖体としての存在は初めてである。

Paniculogenin B (X VJ[)は C20 H28 0. ，無色針状晶， mp.259-2600 (CHC13) (αJ 6.-159.0。

(MeOH) で， UV (EtOH) 237.5nm (logε3.79) ， IR , lH NMRから 5 員環α ， β 不飽和ケトン部を

持つことが明らかにされた。また， XVJ[を NaBH. で還元すると paniculogenin C ( X咽)を与える o

X珊は C20 H30 O. 無色柱状品， mp 244.5-245.50 (CHCI3) (αJ64 -77.90 (MeOH) で， X咽のメチ

ルエステル体の IRで3440cm-1 に強い分子内水素結合した水酸基の存在が認められる。 X珊はアセトナ

イド誘導体を生成したが非常に不安定 12 でメタノール溶媒中では原料の X 咽が回収された。 X珊およ

びそのメチルエステル体の lH NMR を Connolly 等の報告 13 している 11ß ， 15β:-dihydroxy- (一) -

kaurene および，その他の kaurene系ジテルペン類の lN NMR と比較した結果から， XVJ[は 11ß -hy. 

droxy-15-oxo-(-)-kaurenoic acid と決定し， X珊は 11β ， 1~β-dihydroxy -( -) -kaurenoic .acid 

と決定した。これらの化合物はいずれも新化合物であり， X珊は XVI同様，酸加水分解では garry.

fol ine-cuauchichicine転位を起こすことが考えられる。

今回単離した paniculogenin 類の 13C NMR を測定し， VJ[，咽， X ，および各 paniculogenin の比

-364-



較から Table 2 に示すように各炭素を帰属した。また，合成したβ-glucopyranosyl(--)-kaurenoate

( XX) の各炭素も理および町の 19COO-β-glucopyranoseのスペクトルとの比較により帰属を行っ

た。

次に，配糖体の構造を 13C NMR により検討した。 S. paniculαtαの粗配糖体分画より paniculoside

1 (XX l), II (XXII) ，皿 (Xxm) ， N (XX lV), v (X"X V) を結晶として得た。 XXI C26H400s 

~ H2 0 , mp. 134--60 
(MeOH-H2 0) (αJ 53 -64. 90 (MeOH) , X X II C26 H40 09 . ~ H2 0 mp.232-8。

(向eOH-H2 0) ， (αJ 54 --52 川eOH) ， XXEC26H38092H20-mpm~川MeOH) (α )53 
--125.40 (MeOH) XX町 C26 H42 09 ・ H 2 0 mp149~1530 (MeOH-H20) (α Jri 9 --65. 60 (MeOH) , 

、 XXV C32Hso013 ・ H 2 0 mp170 ~2. 50 (C6 H6 -EtOH) (α ]5 3 +61. 00 (MeOH) で， XX L XXII , 

xxm, XXNは，いずれも 13C NMRスペクトルを先のアグリコン類，およびXXの 13C NMR と比較

することで，それぞれ Chart 7 に示すように決定された。 XXVは酵素加水分解で XVIが得られ， 13C 

NMRの検討から， 15ß, 19-0-゚ -diglucopyranosyl (--) -kaurenoate と決定した。

これらの配糖体は ， S.ovatα からも単離され，いずれも 13C NMRによって paniculoside 1 , II 

m，町， V と同定した。
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lH NMRにおける NOE実患食により同定した。
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13~ ~L_ '-_. ~L'. ， 1 Table 2. .~C Ch四1cll Sh1fts. 

glv~n t":("re Jrt ::referred 

結 壬ふ
日間

XVlI XVIIl XlX xx 

40.2 40.9 41.1 40.9 

19.6 19.9 19.8 19.6 

38.5 38.5 38.7 38.4 

43.9 44.0 43.9 44.2 

56.4 56.1 51.0 57.5 

20.9 22.3 22.9 22.2 

31.3 36.5 42.7 41.6 

51.0 45.4 44.9 44.5 

63.3 55.3 56.3 55.2 

お .3 38.3 40.0 39.9 

65.3 65.7 18.9 18.7 

41.6 42.6 26.8 33.3 

37.8 39.9 45.8 44.2 

34.9 39.4 37.8 39.9 

208.8 82.9 53.9 49.2 

151.9 159.4 81.6 156.0 

110.8 105.5 “ .4 
103.5 

29.3 29.3 29.3 28.5 

179.9 1ω.0 180.1 175.9 

16.0 15.9 16.0 15.9 

95.1 

14.0 

79.1 

11.1 

19.1 

62.1 

1 )組hesperidinase中にニンジンサポニンを高能率に加水分解する酵素が存在することを見出した。

本酵素は竹節人参，薬用人参葉，紫胡サポニンおよび steviosideの加水分解にも有効であり，本酵

素を用いた stevios ideの定量法を確立した。

2) Kaurene系ジテルペン類の 13C NMR シグナルの全帰属を行い，配糖体 steviosideヘ応用した。そ

して Stevia葉の甘味配糖体のように，化学構造上関連のある化合物群を研究する場合， 13 C NMRが

特に有用なことが明らかとなった。

3) 2) の成果を利用して， Stevia葉の新甘味物質問baudioside A の構造決定を行った。その過程

で，糖の結合周辺の炭素シグナルの移動に規則性 (glucosylation shift) があることを見出した。

さらに， 3 級アルコールおよびエステル型グルコシドのアノメリック炭素シグナルは非常に特徴的

な数値を示すことがわかった。

4) Steviαραniculαtα およびS.ovatα から単離された 5 種の新化合物paniculoside 1 , n ，皿， N , 

Vの構造を，何ら分解反応することなしに， 13CNMRスペクトルの解析によって決定した。

5) Steviα serrαtα から methylripariochromene A を単離同定した口

ハ-
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論文の審査結果の要旨

配糖体の化学構造解明において その真正アグリコンを効率よく得ることは非常に重要で、ある。本

論文では，まず，粗hesperidinase が，一般性の高い配糖体加水分解能を有することを明らかにし，

薬用人参はじめ数種の薬用植物の配糖体や，キク科Steviα rebaudiαmの甘味配糖体 stevioside に適

用し，それらの加水分解に成功している。

ついで，配糖体化学構造研究における微量，迅速，かっ簡便な手法を開発するため， S tevi α属植物

成分を素材として， 13C NMRの応用を計画し，基礎的な検討からはじめて，一般性の高い応用へと，

その展開に成功している。

そして，その過程において， 1) S teviαγebαudiana から，新しい良質の甘味配糖体rebaudioside

A を発見，その化学構造を解明した。 2 )数種の Steviα属植物から，数種の新しいカウレン型ジテル

ペン配糖体，クロメン誘導体など化学的に興味深い化合物を新たに単離し，それらの化学構造を解明

した。

以上の結果は，薬学博士の学位請求論文として充分価値あるものと認められる。
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