
学 位 論 文 題 名

博 士 （ 農 学 ） 焦   瑩

BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS FROM PSEUD〇A¢ 〇 IVAS
CEPACIAD－ 202 AGAINST THE STORAGE ROT OF SUGER BEET
AND FROMATREE DISEASE PATHOGEN VAL， SA AMBIENS
    （テンサイ貯蔵腐敗病の拮抗微生物Pseudomonas cepaciaD―202
    及び樹木病原菌Valsa ambiensの産生する生理活性物質）

学位論文内容の要旨

    第一部テンサイ貯蔵腐敗病の措抗微生物Psetidorn〇′i;is cep‘1cJ‘1Dー202
    f
の抗菌物質。

  近年、j直物の病害防除の手段として措抗微生物の利川が注目され、多くの

病害について活発に研究が行なわれてきている。そのうち、テンサイ貯蔵中

の腐敗菌Botrytis cincrefi，Penicillium cxpansumに対し措抗微生物P．

cepacin D-202が有効であることが叨らかとなった。本研究ではこの現象の化

学的解明のため、本菌から抗菌物質を！tLAftし、そのa形造を決定することを行

なった。

  ．B. cinercnに対する抗菌活性試験を指樔としてP．ccpiici;i D-202の乾燥薗

体のCIICI3:McOH (2:1）jllifu物を分画し、pllospllolipicls1ー9及びcepaciamidc

A（ 10） と cepaciamideB（ 11） を 得 た 。 3-11は 新 規 化 合 物 で あ る 。

    5，617は混合物として得られ、ホスホリバー｀ピAユでカ‖水分J畊してニ穏の

脂肪酸5b（=6b），7bが得られた。ヒド口キシJ亅旨肪酸5bはNMRで一個の二

重結合を有することが明らかになったのでオゾン酸化した。生成物をGCMS

分析したところ、undccanoic 7iciclが検H‘iされ、二亜結合の位煙は5，6位と決

定 した。Simmons-S mith反応により二靈結合をシクロブ口バン化しNMR測

定 によル二重結 合をCISと決定した。水酸盤の位償はNMRで3位のプロトン

を照カ；fすることにより、2位と決定した。その絶対配魁は改良Moslier法に

よりRと決定した。このことより5bは（2R，52)-2-11yclroxy-5-11cx‘1decenoic

acidと決定した。ヒドロキシシク口ブロバンJJ旨肪酸7bは、Pt02／H2還元後

CrOユ酸化し、GCMS分析法により、シク口ブ口パンの位f避を5，6位と決定

した。水酸基の位置と立体化学は5bと同様の方法により2（尺）と決定した。
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リ バーゼ加水 分解後のphosplioethanolamine磯基部 分はさらに アルカリ分 解

す ると 三 種の 脂 肪酸 、 hexadecanoic acid（ 5a） ．ヽcis＿5，6ーmethylene

  hexadecanoic acid (6a）とシク口プ口 /ヾ ン脂肪酸（7a）が得られた。6aの

シ クロプ口バ ン位置は、 7bと同様の環 開裂反応に より5， 6位と 決定した。 そ

の 立体 配 澄は 環 メチ レ ンシ グ rナル のNMR測定 結果からCISと決定 した。その

絶 対配置は以 下に述べる 合成により 決定した。 D-Mannitolを 出発原料に 既知

反 応で oxabicycleを 合 成し 、 その 後 Wittig反 応を 主 とし た 12段 階の反 応に

より、（SS，6R)－5，6ーmethylenoctadccanoic acidの合成に成功した。これと

6aとの比 旋光度が一致したことにより、6aの絶対配置は5（5），6（R）と決定

し た。 次 に7bの還 元 物 脱水 酸 盤を 行 ない 、 その 還 元物 を 6aの 還 元物と比 較

す るこ と によ り 、7bの シク ロ プ口 バ ン位 置 の立 体 化学 を 6aと 同 じ5（ S），

6(R)と決定した。5，6，7の混合物のMS測定による分子置734（5），746（6），

760（7）の結果から、5，6，7の榊造を決定した。化合物112及び新規化合物3と4

の混合物、8と9の混合物の榊造を同様の方法に明らかにした。

    非リン脂質化合物(10，11）では、ジヒにオルニチジを柵成分として有すること

がNMRによる測定で明かになった。10は、M’m/z 663で、IR測定によルエステル

（1724crn．｜）とァミド（1620cm-I）結合を有し、Iユ C-NMR測定172，173，175 pprnから三つ

のカルボニルの存在が明らかになった。アルカリ加氷分解により、ヒドロキシシク

ロプロパン脂肪酸．（10a）が得られ、7bとスベクトルデー夕及び旋光度が一致した。

オルニ チン残基は M゙ m/z 368（CコIH40N20ユ）を示し、環化したオルニチンと

3．1ydroxyhe恥decanoicaciclとから成ることが明らかになった。環化したオルニチン

の立体化学は、己ーオルニチンのアシル化物を調製し、CDを机IJ定することにより、

尺（D型）と決定した。3，lly（1roxylexadecMoicacidの立体化学は改良Mosher法により、

凡と決定した。

    11は10との混 合物として 得られた。 NMRから二重結合の存在とMSで新しく

M←m／z649のビークを示した以外他のスベクトルデータはほとんと’10と同じであっ

た。混合物の加水分解により、10a、オルニチン残基と共に脂肪酸11aが得られた。

11aのメチルエステルは M゙ ′’庇312（C19H輩Oジを示し、ヒドロキシ不飽和脂肪酸で

あるこ とが明らか になった。 オゾン酸化 法により、二重結合の位置を516位，

Simmons－Smit11法によるシクロプ口バン生成物のNMR測定によル二重結合をcおと

決 定した。NMRにより2ー位の 水酸基の存 在が明らか になり、立 体化学は改 良

Mosher法によりRと決定した。以上の結果、10，11の立体化学を含めたj炸造が明
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’ ら か に な り 、 10を cepaciamideA、 11を cepaciarnideBと 命 名し た 。

    B． cinereaに対する100 ppmでの抗菌活性は、1，2はゴヒに示さなかったが、混合

物3，4は32%，混合物 5， 6，7は46%、混合物8， 9は 41%，混合物10，11は

51%であった。10，11の加水分解によって得られるオルニチン残基は84%で最

も高い活性を示した。テンサイ貯蔵中の腐敗菌抑i81亅に、これらの化合物が関

与している可能性を示した。

    第 二 部 、 樹 木 病 原 菌 レ als‘ 1ambicnsの 産 生 す る 生 理 活 性 物 質

    本研究では、サクラ類胴枯病原菌であるValsa ambiensの産生する植物

毒素の単離及ぴ構造決定を目的とする。

    Valsa ambiensの代謝産物について、レタス実生に対する生育阻害活性

試験 を指 標 とし て 生理 活 性物 質の 検 索を 行 い、 活 性物 質として化合 物

12 -17を単離した。

    ニ種のフウノール化合物（12，13）の構造は、種々のスベクトル分析によ

り新規化合物2，4-dihydroxy-3，6-dimethylbenzaldehyde（12）とScytalone

（13）と決定した。ヒドロキシ不飽和脂肪酸14はClイH2。02（ M゙ 220）で三個の

二 重 結 合 を 有 し NMRと 'H-lHCOSYに よ り 、 平 面 柵 造 を (2E， 4E，

    r

8めー13－h ydroxy-2，4，8－te tradecatrienoic acidと決定した。立体化学は改良

    r  ゙

Mosher法でSと決定した。（S）-Methyl―3ーhydroxybutyrateを出発原料に

Wittg反応、光反応を含む14段階を経る、光学活性体の合成を行ない、絶対

配置を含めたj海造の確認を行なった。さらに8-2体の合成も行ない、NMR分

析で は解 読 不十 分 であ っ た、 14の 8位 がE体で ある こ とを確認 した。14

のグリセ口ール エステルであ る15a，15bはジャステレ オマー混合物とし

て得られたが、 MTPA工 ステルに誘導することにより分離出来た。そのNMR

測定により2，位 の立体化学を15aはS、15bはRと決定した。同様にして、

16及び17の構造を決定した。

    レタス幼根と胚軸に対する成長阻害活性は、ImM濃度で14ー17は幼根に

対し40~52％，胚軸に対し44-60c70であった。また、構造活性相関を調べたと

ころ、8E，82の立体化学による差がなく、炭素数にも相関はみられず同程

度の活性を示した。
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学位論文審査の要旨

    主査  教授  市原耿民
    副査  教授  水谷純也
    副査  助教授  吉原照彦
    学位論文題名

BIOLOGICALLY ACTIVE COMPOUNDS FROM PSEUD〇2ぼ〇IVAS
CEPACIAD－202 AGAINST THE STORAGE ROT OF SUGER BEET
AND FROMATREE DISEASE PATHOGEN VALエ S『AAMBIENS
    （テンサイ貯蔵腐敗病の拮抗微生物Pseudomonas cepaciaDー202
    及び樹木病原菌Valsa ambiensの産生する生理活性物質）

  本論文は結論、本文2部で桝成され、図58、表11、スキーム9、引′‖文献

63を含む、総頁数194頁の英文論文である。ほかに参考論文7編が添えられて

いる。

  植物病原菌の産生する生理活性物貿は植物病審における病徴発現に1嬰Jわる皿製｜矧

子である滝物毒素としての役割が解明されているほか、抗堪H生物質や植物ホルモン

にみられるような膿薬や植物成長調節物質の給源としての可能性も大きいことから、

多面的な応用研究が展開されている。本論文は措抗微生物からの新規抗菌物質と樹

木病原菌からの新規植物毒素のrji[た・trV造形f究と生理活性について述ぺられている。

  第1部では植物の病害防除の手法として措抗微生物の利J‖が注目されてきている

が、テンサイ貯蔵中の腐敗病菌B. clnerea，P．e.YDansLllllに対し賭抗微生物冖

ceJpaciaの乾燥菌体汕出物が抗菌活性を示すことが明らかにされていたので、この

抽出物を分画し、リン脂質1～9及びcepaclamideA（10）とcepaclalilcle B(11）

を得て、榊造、抗菌活性にっき述べたものである。

  化合物1、2は既知化合物であることを確認した。化合物3、4は混合物として

得られたが、そのままホスホリバーゼならびに塩基による加水分解を行い、生成物

の構造を分光学的にそれぞれ確定することにより、3、4の全榊造を決定した。

  化合物5、6、7も混合物として得られたが、同じ酵索で加水分解して得られる

二種の脂肪酸5b (=6b）、7bをNMRによる桝造解析、オゾン酸化物のGCMS

分析、合成化学的手法を併用し決定した。5bの2位の水酸基の絶対配澱は改良

Mosher法によ，り尺と決定した。ヒド口キシシク口ブ口バン脂肪酸7bはシク口ブ口

バン環の還元的開裂反応、酸化、GCMS分析によりその位匳を5、6位と決定した。

7bの水酸基の位置と立体化学は5bと同様の方法により2（R)と決定した。リバー；

ゼ加水分解後のホスホ工夕ノールアミン残基はさらに塩ふ£で処瑠！することにより3

櫛のJJJめ酸Sa、6a、7aを得ている。5aはhexadecanolc aclclである。6aの

シク口ブ口バン環位繊は7bと同様の環開裂反応により5、6位と決定した。この



絶対配置はD―マンニットールを出発原料として（5S，6R）-5，6－

i11cLllylciiocLciclccciliolc（1CI（1を合成し、これと6aの榊造、比施光度が一致したこ

と より 、 6aの 絶 対配 織 は 5（ S）、 6（尺 ）と決定 した。7aは 眦知化合 物である 。

以上の 紺果と5、 6、7の混合 物のマスス ベクトル のネ占果 と考えあわせ、これらの

榊 造 を 決 定 し た 。 混 合 物 8、 9の 榊 造 も 同 様 の 方 法 に よ り 決 定 し て い る 。

  非 リン Jl旨質化合 物10、11は抗菌 活性の最 も高い画 分から得 られ、共 にオルニ

チ ン を fル 成 成 分 と す る こ と が NMRの 測 定 よ り 明 ら か と な っ た 。 CepacimideA

（10）はマススペクトルで分予凧を決定し、赤外線吸収スペクトルでエステル基、ア

ミド基 の存征を 、¨C―NMRで 3m目のカルポこル基の存在を確認した。アルカリ加水

分解で はヒド口 キシシク 口ブ口バン 脂Jめ酸が 得られ、 これと7bが施光度を含め一

致することからこの榊造を確認した。オル三チン残基は分子式C21H4。03N2より環化

したオルニチンと3―hy〔Iroxy－（lec糾10icacidからなること、I」―オルニチンのアシ

ル化物のr亅・j二色佃：スペクトルよルオルニチンはD型、水酸基は改良Mosher法によ

り Rと 決 定 し た 。11は10と の混 合 物 とし て 得ら れ た が、 ス ペク ト ル デー 夕 及 び

カ ‖ 水 分 解 反 応 な ど よ り cepaciat11i（ le13（ 11） の 榊 造 を 硫 定 し た 。

  D．cn】cf・caに対する1（）（）Im111でのわ．〔1織活1蚶ま1、2ゴヒに認められなかったが、混

合物3、4は32％、混合物5、6、7は46％、混合物8、9は41％、混合

物10、11は51％であった。しかし10、11の加水分解によって得られる

オ ルニ チン残基 は84％と嚴も 高い抗菌 活性を示 したこと から、テ ンサイ貯 蔵中の

腐！故捫J制に、これらの化合物が「矧与している可能性を示した。

  第二BKのサクラ頻川－枯病菌レaほロa川Dたnsの産生する植物〒缶索についてはレタス

実 生に 対 する 生 育 阻宙 試 験 によ り 12～ 17の 活 性 物質 を 得て い る。 スベクト ル分

析を主とする榊造解析により、12は2，4ー【luly（lroxy－3，6ー

dn11ethyn）cnz甜（ le11yde，13はsじyLaloneと 決定した 。ヒド口キシ脂肪酸14は

NMRより（2E，4E，8E）ー13－1y（lroxyー2，4，8ーtetra（lecatrIenotcacidと推定

し た。 立 体化 学 を 含め た 榊 造を み 化定する ため、（ S）－meLlylー3ー hydroxy―

bLItW工IaLeを出 発原料に 14段階を経て 14の合成を 行った。 この合成 によりNMR・

で は解 析が困難 であった8位 の立体化 学がD雎で あること を確認し た。さら にグリ

セ 口ー ル エス テ ル 15a、 15bを MTPA工 ス テ ルと し て 立体 化 学を 決 定したほ か、同

様の手法で16、17の術造も確定した。

  レ タ ス 幼根 と 胚軸 に 対 する 成 長阻 害 活 性試 験 の結 果 、 14＿ 17の化 合物はそ れ

ぞれ40～52％、44～60％の阻害活性を示した。

  以上のようにホ研究は梢物病凹！化学に新しい知見を丿亅‖えたのみならず、農産物の

貯蔵、保臓技術にも新たな道をDHくものであり、基礎から↓ぶ川に至る学術的貢献が

極めて 人きい。 よって審 査貝一同は 最終試験 の紺果と 合わせて、本論文の捉凵i者

熊 瑩は f噂．I：（ 農学）の｜ 詐他を受 けるに十 分な資格 のあるも のと認定 した。

一 47-



，護

    塁

翁

    エn＿O

N  マ

  ぞ三ぞ

    O  O

    f  l

oエー7‾。マーo

―8t―

LD

  n

  ・エ

  d

  0

nヰ00
l  エ
n
エ
牛
n
コニ

  0
  I
  nーo
  I
  n
  エ
<-
    ｜
エn
  n
エn
  l
  n
  エ
s-
  n
  d`

  nロo
、l
  (
き
  づ
  亠
  r
  エ

 
 
  
沁
 
 『

C
H
:
<
C
H
皆
ー
C
-
C
-
(
C
H
y
7
-
C

C
垂
c
H
中
-
珊
『

 
  
 
0

 
  
 
q

 
 
 
 
C
H
l
I
o
-
．
C
-
(
C
H
争
4
C
H
7

D
-
C
エ
H
 
 O

 
  
 
～
  
】

 
  
 C
H
7
-
0
I
w
―
O
-
 C
H
:
C
H
2
0
H

 
  
 C
H
2
-
0

-
o
l
l
I
 c
I
一
 H

 
  
 ―

 
  
 C
H
2
-
0

心 叩
  
『
辛

Oロ
ー
ヤ
I
O
-
C
H
J
C
H
ー
Z
エ
J

  
ー
  
．
 
 ，
  
’

0
エ

  
 
 0

  
 
 ヰ

o
-
c
l
(
C
H
斗
4
C
H
?

(
C
H
亭
C
 C
-
O
←
ー
エ

 
  
 
エ
O
H
a
h
 
-
o

 
  
 
い

  
  
】

£
き
ユ
鼎
－
（
c
エ
嚥
叭

  
  
】

c
垂
o
f
I
マ
マ
（
き
4
C
 C

  
  
い
げ
  
エ
O
H

O ロ P
ー

ー O
H

o
-
1
C
H
l
C
H
〕
Z
エ
4

  
 
 O

  
 
 ・
 
 
匂

  
 
 C
H
:
l
o
-
c
―
(
C
H
z
b
-
C
＝
c
ー
(
C
H
多
1
C
H
7

O
-
C
l
 
H
  
O

  
 
 ー
 
 
ロ

4
 C
H
O
―
…
H
O
-
C
H
'
C
H
z
辛

 
 
  
O

 
 
  
．
 
 
一

 
 
C
亭
-
O
-
C

O
 
-
c
―
エ
 
 
O

 
 
  
I
 
 
一

5
呈
l
0
 
 
 
 
 
0
1

  
 
 』
 
 竃
“
．

墨
£
ユ
ぷ
尖
H
藷
：
＿
o
ト
C
・
l
H

  
 
 5
b
C
H
7
 -

  
 
 m

C
H
7
(
C
牛
ー

エ

(
C
H
や
i
C
H
:

 
 い
一

O
―
C
H
Z
C
H
Z
H
7

  
 
 O
  
エ

  
ー
  
ド
ン
 H

O
l
n
l
（
n
エ
ゃ
I
n
l
n
l
．
(
C
H
与
i
C
H
】

 
 
 
 
m
p

 
 
 
 
O

 
 
 
 
】

O
-
P
I
O
-
C
C
ェ
t
H
7

 
 
 
 
O
H

（
 
C
エ
ー
y

 
 
エ
一

 
 
c

 
 
丶
ノ

C
-
C
-
(
C
H
亭
C
H
:

 
 
7
1

O
-
n
エ
J
C
H
7
H
H
1

F
i
g
.
l
:
 C
o
m
p
o
u
n
d
s
 
l
-
7
1
s
o
l
a
t
e
d
 t
r
a
m
 P
-
 c
e
p
a
c
i
a
 D
-
2
0
2
.

 
 
 
 エ
ふ
丶
 
 o

 
 
 
 ́

 
 
〕

C
H
:
(
C
H
,
 
-
C
-
C
 
 (
C
H
牛
-
1
 C

 
 
 
 H
 
O
H

C
H
,
(
C
H
/
,
i
 -
C
-
C
-
(
C
H
-
j
4
C
.
 C

 
  
  
 
  
  
 
  
 H
 O
H

 
 
C
H
7
．
O

O
 
-
C
i
H

 
 
 
 
ー

O エ

m
 
 n
エ
¨
-
O
-
P
-
O
I
n
エ
“
n
エ
H
Z
エ
“

 
 C
H
,
ー

 
  
 ー

O
T
 
c
-
エ

 
  
 1

0 一 。
―

ー O
エ

O
-
C
H
2
C
H
z
H
H
:

 
 
 
 
0

 
 
。

…
髄

溌

―
―

～

 
 
 
 
/
丶

/

丶
/

丶
/

諺
”

。

F
'
J
g
.
 2
:
 
C
o
m
p
o
u
n
d
s
 8
-
1
1
 
i
s
o
l
a
t
e
d
f
 r
o
m
 P
.
 
c
e
p
a
c
i
a
 D
-
2
0
2
_

 
  
 
一
  
．

，
ソ
八
-
/
―
丶
/
′
丶
l
丶
丶
―
丶
・
丶
丶
′
ー
丶
/
′
丶
l
丶
丶
へ
O
′
ヱ

蕈
 
 O
エ
 
 
】
A
  
O

】
欝
●
●
～
嚢
。
‘

 
  
 
O

，
X
ベ
丶
丶
●
い
ゝ
。
マ
凡
恠
。
‘

 
  
 
0

o
′
エ

O
H
 
 
丶

〕
務
1
∴
―
く
マ
O
く
C
H
,

  
  
O
  
O
エ

F
t
g
.
u
］
 C
o
m
p
o
u
n
d
s
 
1
4
-
1
7
 i
s
o
l
a
t
e
d
  
f
r
o
m
  
V
a
l
s
a
 a
m
b
i
e
n
s
.


