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An antifungal isoflavone 7-0-methyl-luteone [5, 2', 4'-trihydroxy-7-methoxy-6-(3, 3-dimethyl-
allyl) isoflavone, 2] was metabolized in cultures of Botrytis cinerea. The substrate was trans-
formed into dihydropyrano-isoflavone [(+)-3] and 2, 3-dihydrodihydroxyprenyl-isoflavone [(-) 

(2S)-5] as major metabolites. A small quantity of dihydrofurano-isoflavone (4) was also yielded. 
However the initial intention to detecting a possible metabolic intermediate, 7-O-methyl-luteone 
epoxide, from 2 to 3-5 was unsuccessful. (Received December 7, 1988)

緒 言

マメ科植物 が構 成豹,あ るいは適応 的に生成す るプ レ

ニル(3-methyl-2-butenylま たは3,3-dimethylallyl)化

イ ソフラボ ン類 は,代 表 的な植物二 次代謝産物 のひ とつ

で,強 い抗 菌活性を有 してお り`i噸,植 物 病原菌 に対す

る抵抗性 に寄与 してい ると考 え られ ている.一 方,特 定

の橿物 と親和関 係にあ る微生物 は,一 般的 にその植物 の

生成する抗菌物質 に対 して感受性Ⅱ低 い(4)低 感受性の

原園 として,膜 透過性 の低下 や作用部位 の変化同抗菌化

合物 の解毒 代謝 な どが挙 げ られ て い る(5,81.抗菌性化合

物 の代謝分解や構造変換 は,多 くの場合極性 の増大,生

物 活性の低下,さ らに分解 され やす い 化 合 物 へ1と肉 か

う.こ の ような二 次代謝産物 の代謝的運命 は,そ の植物

内におけ る代謝 回転や生物間相互作用,あ るいは環境中

での有機化合物 の無機化 の面 で,そ れ ぞれ特徴的 な様相

を示 すが,微 生物か ら哺乳動 物 までの生物反応は共通性

も多 く,単 純化 も可能 である{7,8).

先 にわれわれ の見 出 した同 カ ビに よるプ レニル化 イ ソ

フ ラポノイ ドのプ レニル基 の環状 エーテル構造や グリコ

ール側鎖 への変 換反応 は,明 らかに抗菌 活性 の低下 にっ

な が って い る(9,10).そ して,そ こ に関 与 合て い る と予 想

され る 生物 反 応(プ レニル側 鎖 二 重 結 合 の エ ポ キ シ化 が

第一 番 黛の反 応 と思 わ れ る)と ほ とん ど同 じ過 程 が,プ

レニル化 イ ソフ ラボ ンを 生 合成 す る ル ー ピ ン中 で も展 開

合て い る と推 定 さ れ る(11-13).プ レニ ル化 イ ソフ ラボ ン

のBotrytzs cinereaやAspergillus flavusの 代 謝 産 物 と

合て 得 られ る 環 状 エ ー テ ル(a,b)や グ リコ ール(C)

誘 導 体 と同 じ,あ る いは 関 連 部 分構 造(a～f)を 有 す る

天 然 物 は,フ ラボ ノ イ ド(14)の他 に も,テ ル ペ ノ イ ド(15),

クマ リ(18).,ア ル カ ロイ ド(iηな ど少 な くな い.ま た,そ

れ らの 生成 は基 本 骨 格 の形成 後 プ レニ ル化 が 起 こ っ て,

さ らに側 鎖 二 重 結 合 の酸 素 化(エ ポ キ シ化)を 経 て い る

と予 想 され,て い る(16)が,ロ テ ノイ ド(18)やプテ ロカ ルパ

ノ イ ド(19)の生 合 成 研 究 に よ って も,エ ポキ シ中 間 体 の存

在 を 直 接 証 明 す る よ うな実 験 結 果 は 得 られ て い な い.

プ レニル 化 イ ソ フ ラボ ンの側 鎖 に対 す る カ ビの反 応 性

を見 出 した と き,わ れ わ れ は さ らに,(1)反 応 の 基 質 特

異 性 お よび(2)反 応 生成 物 ひ い て は反 応 の立 体 化 学 の

解 明,(3)代 謝 経 路 の確 立(代 謝 中間 体 の捕 捉)の 必 要

性 を感 じた四.そ の後(1),(2)に つ い ては,ル ー ピ

ン類 か ら得 られ た プ レニル 基 の 位置 異 性体 イ ソフ ラボ ン
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類 の代 謝 産 物 を 検 討 す る こ と と(9,10,21),代謝 産 物 の 絶 対

配 置 の解 析 に よ り(21,22),多 くの知 見 を得 る こ とが で きた.

次 に(3)の 代 謝 中 間 体 の存 在 を確 認,で きれ ば そ れ を

単 離 し,そ の 立 体 化 学 を解 析 し よ う と考 え た 。 しか 合,

オ ル ト-プレ ニル フ ェ ノー ル 部 分 構造 を 有 す る 化合 物 の

過 酸 々化 物 は,エ ポ キ シ中間 体 を経 る と思 わ れ るが 実 際

に 単 離 され るの は,環 状 エーテ ル(中 性 有 機 溶 媒 中 で は

ジ ヒ ドロ フ ラ ン誘 導 体b(23),酢 酸 やp-ト ル エ ンス ル ホ ン

酸 存 在 下 では ジ ヒ ドロ ピ ラ ン誘 導 体a(23,24))りの み で あ る.

本 論 文 では,エ ポ キ シ中 間 体 捕 捉 の試 み と 合て,7-O-

methyl.luteone(2)(25)を 基 質 と して行 った 代 謝 実 験 の 結

果 につ い て述 べ る.Luteone(1)のB.cinereaに よ る代

謝 産物 の93%が 環 状 エ ーテ ル誘 導 鉢 で,し か も7位 の

フ ェ ノ ール 性OHと 環 化 した も の で あ った(9)こ とか ら,

カル ボ ニル基 酸 素 と水 素 結 合 合て い る5位OHは,予

想 され るエ ポ キ シ中 間 体 との 反 応 性 が か な り乏 合い と推

測 され た.そ こ で,7位 水 酸 基 を メチ ル エ ー テ ル と 合こ

れ を基 質 にす れ ば,プ レニル 側 鎖二 重 結 合 が エ ポ キ シ化

され た代 謝 反 応 中間 体 が 得 られ るで あ ろ う と期 待 した.

結 果 的 に は,7位 メ トキ シ と して も,代 謝 反 応 生成 物 と

して5位OHと 環 化 した エ ーテ ル 誘 導 体 と グ リコー ル

側 鎖 を有 す る も のを 与 え,エ ポ キ シ中 間体 を検 出 あ る い

は単 離 で きな か った.し か し,7-O-methyl-luteone(2)

のB.cinereaに よ る代謝 の様 子 はluteone(1)の 場 合(9)

と大 き く異 な り同 後 者 は 代 謝 産 物 の78%が ジ ヒ ドロ フ

ラ ン型bで あ った の に対 し,前 者 で は ジ ヒ ドロ ピラ ン

型a,グ リロ ール 型cが48%お よび49%を 占め て い

た.グ リコ ール 型 代 謝 産 物 はS配 置 を有 して お り,ジ ヒ

ドロ ピ ラ ン型 代謝 産 物 は,カ ビに よ る代 謝 産 物 と して は

今 回初 め て光 学 活性(右 旋 性)の もめ が 得 られ た.

な お,こ れ ら の知 見 を元 に,基 質 と 合て7-O-methy1-

luteone(2)ジ とは プ レニ ル 基 の 位 置 異 性 体 で あ る7-O-

methyl-2,3-dehydrokievitone[5,2'4'-trihydroxy-7-

methoxy-8-(3,3-dimethylallyl)isoflavone]を 使 用 す る

こ とに よ り,エ ポキ シ中 間 体 を単 離 す る こ とが で きた.

そ め結 果 にっ い ては 別 に報 告 す る予 定 で あ る(26).

実 験 方 法

1.機 器分 析 お よび 薄 層 ク ロマ トグ ラ フ ィー(TLC)

融 点 は顕微鏡 下,ミ ク ロホ ッ トプ レー ト法 で 測 定 し,

補 正 は 行 っ て い な い.マ ス スペ ク トル はJECL JMS-

DX300に よ り,70eVの イ ナ ン化 電 圧 で直 接 導 入 法 に

よ っ て測 定 した.'H-NMRス ペ ク トル はacetone-deあ

る いはacetone-dg-McOH-d4(5:1)溶 液 と し,TMS

を 内 部 標 準 と し てJEOLFX100(100MHz)ま た は

BrukerAM-500(500MHz),UVス ペ ク ト ル は 日 立

EPS-3TでMeOH溶 液 と して 測 定 合た.UⅣ 測 定 用 シ

フ ト試 薬 の使 用 はMabryら(27)に 準 じて 行 った.

分 析TLCお よび調 製TLC(PTLC)は メル クの プ レ

コー トシ リカ ゲ ル60F254(0.25mm厚 さ)を 使 用,展

開 溶 媒 はBE(benzene-EtOAc=1:1),CAAm(CHC13

 acetone-conc. aq. NHs=70:60:1)お よ びCEAM

(CHC13EtOAc-acetone-MeOH=15:5:5:1)を 用 い

た.イ ソフ ラ ボ ン類 の 検 出 は,UV254nm灯 下 の クエ ン

Fig. 1. Derivatization of ortho-Prenyl Phenol Compounds. Part structures a•`c were found 

in the metabolites of prenyl isoflavones by Botrytis cinerea, and a, b and d-f were in the 

is•@of•@lavonoids of Lupinus albus (white lupin).

(32)
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チ ングあ るい はUV385nm灯 下 で 発 す る 蛍 光 に よっ た.

定 性 分 析 の場合 に は,Gibbs試 薬 を 噴 霧 しア ンモニ ア蒸

気 を 当 て て 呈 色 の 有 無,反 応 の 速 さ,色 調 を 観 察 し

た(12,28).展 開 したPTLCプ レー ト上 に検 出 され た 化 合

物 は,対 応 す るシ リカ ゲ ル層 をか き と りEtOAcで 溶 出

した.

2.基 質　 前 報 の よ うに調 製 した(25)7-O-methy1-

luteone(2)を 使 用 した.2:無 色 の小 さな 棒 状 晶(EtOAc/

benzeneよ り結 晶 化),EtOAc抱 合 体(1H-NMRシ グナ

ル強 度 よ り約1:1)で あ る.mp:EtOAc抱合 体65～

67℃,EtOAcを 失 っ た も の179～180℃.LTVaesnm

 fluorescence: dark purple.Gibbs test:(+),rapid,

 purple-blue,MS m/z(%):369(M++1,15),368(M+,

62),353(19),326(21),325(M+-CaH7,100),314

(17),313(fragment h, 84), 312 (15), 283 (10),179

(RDA開 裂 に よ るA-ring fragment j, 28),134(RDA

開 裂 に よ るB-ring fragment k, 10).UVλmax(McOH,

nm):230sh,266,287sh,330sh;+NaOMe,230sh,

270(br.),289sh;+AICIa,233sh,276,310sh,374

(br.);+NaOAc,変 化 な し.1H-NMRデ ータはTable

Iに 示 した.

3.代 謝 箋 験　 500ml容 振盪 プ ラス コ中 の グ ル コ

ー ス5%0 ,ペ プ トン1%同 酵 母 エ キ ス0.1%,水 道 水 よ

りな る液 体 培 地100mlにSotrytiscinereaAHU9424

を接 種 し,25℃4日 間 振盪 培 養 した(9).接 種 時pH6.4

で あ った 培 地 は,培 養 後pH4.1に 変 化 した.そ の後,

各 フ ラス コに1mlのEtOHに 溶 解 合た 基質5mgを

添加(合 計5本 の フ ラス コ,基 質使 用 量25mg).対 照

区 は,基 質 を含 ま な いEtOHを1ml加 え た.反 応 培 養

は基 質 添 加 後24時 間 と し,各 フ ラ ス コ に つ ぎ100ml

のacetoneを 添 加 して反 応 を止 め,濾 別 後50%acetone

10mlで 菌 体 を 洗 浄,濾 洗 液 を 減 圧 濃縮 し,EtOAcで

抽 出(1/2×3)し た.EtOAc層 は ま とめ て5%NaHCOa

溶 液,飽 和 食 塩 水 で洗 浄(各2回),有 機 層 を 無 水 硫 酸

ソー ダで乾 燥 後 濃 縮 合て 代 謝 産 物 を 単 離 す る た め の

PTLC用 試 料 と した.対 照 区 は 同様 にEtOAc抽 出 物 を

得,TLCパ タ ー ンを 基 質 添 加区 と 対 比 さ せ る こ とに よ

り,基 質 由来 物 質 とそ うでな い成 分 との区 別 に用 いた.

4.1,2-グ リコ ー ルオ ス メ ー トエ ス テ ル のCDに よる

立 体 化 学 解 析　 2位 に不 斉 中 心 を 有 す る1,2一 グ リ コ

ー ル部 分 構 造 を持 つ化 合 物 は1オ ス メー トエ ス テ ル の ピ

リジ ン複 合 体 に誘 導 合,そ の470～480nmに 観 察 され

る コ ッ トン効果 の符 号 を調 べ る こ とに よ り絶 対 配 置 を 決

定 す る こ とが で き る(21,29).乾 燥 した グ リ コ ー ル誘 導 体

51mg(約.2.5μmol)をCHZGI2-pyridine混 合 物(118

μ1+4μ1)に 溶 解 合,OsO,溶 液(0.69mg/9.2μlCH2CI2)

を 添 加 合て,30℃,4時 間 放 置,そ の後CH2C12で2.7

m1に 希 釈 して,日 本 分 光J-20A自 記 分 光旋 光 計 でCD

スペ ク トル を測 定 した.対 照 と して,5の み を含 まな い

もの を 並 行 して調 製 し基 線 を画 か せ た.470～480nmの

CE(-)はS,CE(+)はR配 置 に対 応 す る(29).

実 験 結 果

1.代 謝 産 物の 単 離 精 製 とそ の性 質

代 謝 産 物 のEtOAc抽 出 液 をTLCに 供 した とこ ろ,

添 加 した 基質 は完 全 に消 失 し,対 照 区 には な く代 謝 反 応

液 に のみ 見 出 され る イ ソフ ラボ ン様成 分(F254TLCプ レ

ー ト上 でUV254 nm灯 下 クエ ンチ ン グが あ り,UV885nm

灯下 暗 赤 紫 色 や暗 灰青 色 の蛍 光 が 見 られ る)が 基 質 よ り

Rfの 小 さい部 分 に検 出 され た.CAAmを 展 開溶 媒 とす

る と,基 質 はRfO.48に 対 し,代 謝産 物 と思 わ れ る成 分

はRfO.19(2成 分 よ りな る)とRf0.08に 検 出 され

た.PTLCに よ り2成 分 よ りな る上 の パ ン ドか ら14.1

mgの 溶 質 が 得 られ,少 量 のEtOAcで 溶 解,低 温 下 に

保 持 す る と,無 色 の 小 さ な ザ ラ メ状 結 晶5.8mgが 析 出

した.母 液 を展 開 溶 媒BEでPTLCを 行 い,移 動 度 の

大 きい成 分(RfO-24)2.5mgと 小 さ い成 分(RfO,09)

1.9mgを 得 た.前 者 はTLCに よ り最 初 の 析 出物 と同

一 物 質 と判 明 し
,高 純 度 であ っ た の で7ML-M1と し

た.収 率 は31.8%0で あ った.微 量 成 分 は 不 純物 を 含 み,

CEAMで 再 度PTLCを 行 い(RfO.46),無 色 の 無定 形

固 化 物 約0.5mg(7ML-M2)を 得 た.7ML-M2の 収

率 は 約2%0で あ った.代 謝 産 物1成 分 を 含む 下 のバ ン ド

のEtOAc溶 出部 を濃 縮 す る と12.7mgの 残 渣 が 得 ら

れ た.こ れ を少量 のEtOAcに 溶 解,低温 に保 持 す る と

淡 黄 色 針 状 晶 の 集 合 体8.3mgが 得 られ た.さ ら に母 液

をCEAMで 再 度PTLCを 行 い,析 出 物 とRfが 一 致

(RfO.40)す る成 分0.5mgを 単 離 した.こ れ ら を併

せ て7ML-M3と した.収 率 は32.2%0で あ った.

これ ら代謝 産 物 の構 造 解 析 は,こ れ ま で の プ レニ ル化

イ ソ フ ラボ ン類 の カ ビに よ る代 謝 産物 の構 造 を参 考 に,

シ ステ マ テ ィ ッ クに行 った(30).

(1)質 量 分 析 に よる分 子量 の決 定,基 質 の分 子量 か

ら の変 化(30).16質 量 単 位 増:エ ポ キ シ ドを含 め,環 状

(33)
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エ ー テル 類(ジ ヒ ドロフ ラ ン環 や ジ ヒ ドロ ピ ラ ン環 化 物

aやb).18質 量 単 位 増:二 重 結 合部 へ の水 付 加 物.34

質 量 単 位 増:二 重 結合 部 Ⅱ飽 和 され た グ リコ ールc.

(ii)シ フ ト試 薬 を 利 用 し たUVス ペ ク トル の 測

定(27).AICl3(+HCl)に よ る5-OHが 遊 離 か ど うか の

区別.NaOAc(+H3BO3)に よる7-OHが 遊 離 か ど う

か の 区別,

(iii)質 量 分 析 に よ る フ ラ グ メ ンテ ー シ ョ ンよ り部 分

構 造 の推定.M+-59やm/z59は ジ ヒ ドロ フ ラ ン構 造

bに,M+-73は ジ ヒ ドロ ピ ラ ン構造aに,M+-89

は グ リコ ールcに 特 徴 的.逆 デ ィー ル ス ・ア ル ダ ー開 裂

フ ラ グ メ ン ト(RDA fragment)は 置 換基 の種 類 や 位 置

の推 定 につ な が る(30,31).

(iv)1H-NMRス ペ ク トル の解 析:基 本 骨 格 へ の水

酸 基 や ア ルキ ル 置 換 の 様 式 とそ の構 造 に関 す る知 見 が 得

られ る(30).

3種 の代 謝 産 物7ML-M1,7ML-M2お よび7ML-

M3は 質 量 分 析(EI-MS)の 結 果,そ れ ぞ れMW384

(基 質+16),MW384(基 質+16)お よ びMW402

(基 質+34)で あ った こ とか ら,前 二 者 が 環 状 エ ー テル

化 物(末 端 メチ ルの ア ル コー ル へ の酸 化 や 芳 香 環 の水 酸

化 は,こ れ ま で に プ レニル 化 イ ソ フ ラボ ンのB.cinerea

に よる 代謝 産 物 と しては,全 く見 出 さ れ て い な い),

7ML・M3は グ リコ ー ル型 の 代 謝産 物 と予 想 され た.

2.代 謝 産 物 の構 造

(1)7-O-Methyl-luteone代 謝 産 物7ML-Mi(3):

7ML-M1は 無 色 小 さ な 立 方 体 様 の 結 晶 を 与 え,mp

272～273℃.UVaesnm fluorescence: dark gray-blue.

Gibbs test:(+),rapid, purple-blue. [α]23D+6.4°

お よび[α]23406+16°(c=0.13,MeOH).MSm/z(%):

385(M'+1,17),384(M+,71),326(7+3),325(14),

314(14),313(71),312(100)同311(17),297(5.9),283

(7.2),179(38),161(6.3),134(12),105(6.4),69

(5.9}.UVλmax(MeOH,nm):212sh,252sh,262,

284sh,315sh(br,);+NaOMe,232sh,260,278,315

sh;+AICI3,213sh,264(br.)同269sh,287sh(塩 酸 の

添 加 に よ りMeOH中 の ス ペ ク ト ル に も ど った);+

NaOAc,変 化 な し.

先 に 述 べ た よ う に7ML-M1は そ の 分 子 量(M+

384=基 質+16)か ら環 状 エ ー テ ル部 分 構 造 を有 して い

る と予 想 され,,MSス ペ ク トル でB環 由来 のRDA frag-

meatm/z134(k)が 検 出 さ れ,'H-NMR(TableI)

で芳 香 族 プロ トンが 基 質 類 似 で あ る こ とか ら,A環 側 鎖

部 分 の構 造 変 化 合た もの であ る こ とが わ か る.MSfrag-

mentm(z313[M+-71(h),71%]が 検 出 され る こ と

は,こ の 化 合物 が ジ ヒ ドロ ピ ラ ン型 代 謝 物(a)で あ る こ

とを示 唆 し て い る(30).さ らに1H-NMRス ペ ク トル で

C-5-OHが 検 出 され な い こ と,UVス ペ ク トル でAIC13

添 加 に よ る シ フ トが 見 られ るが,こ の シ フ トは塩 酸 の添

加 で 元 に も ど る こ と か ら5-OHと カ ル ボ ニル の 間 に ア

ル ミニ ウム が キ レー トした の で は な く(27),カ ル ボ ニル と

2'-OHの 間 に キ レー ト 合た もの(32)と判 断 さ れ る こ とか

ら,側 鎖 が5-OHと ジ ヒ ドロ ピ ラ ン環 を 形 成 合てい る

と考 え られ る.こ の推 定 は'H-NMRで 基 質 と同 様 に

7-OCH3が 検 出 され,残 りの ア ル キ ル プ ロ トンが ジ ヒ ド

ロ ピラ ン環 構 造 を有 す る6の 場A[δ1.34と1.40(2×

3H,2singlet),2.62{lH,dd,J=17,7.1Hz),2.98

(1H,dd,J=17,5.4Hz)お よ び3.87(1H,dd,

J=7.1,5.4Hz)](9)と よ く類似 して い る こ と に よ って

確 認 され た.ジ ヒ ドロ ピラ ン部 分 構 造 とジ ヒ ドR77

構 造 は,1H-NMRに よっ て容 易 に 区 別 され る(30).以 上

よ り7ML-M1の 構 造 がFig.3の3で あ る と結 論 した.

本 化合 物 は ジ ヒ ドロ ピ ラ ン環 上 水 酸 基 の つ い た 炭 素 が不

斉 で あ り,右 旋 性 化 合 物 と して得 られ た.代 謝 産 物 に新

た に 導 入 され た不 斉 中心 の立 体 化 学 に つ い ては 後 か ら論

じる こ と にす るが,プ レ ニル 化 イ ソフ ラ ボ ンの代 謝 産 物

と 合て 単 離 され た ジ ヒFピ ラ ン型 化 合 物 が 光 学 活 性 で

得 られ た 最初 の もの で あ る.

(2)7-O-Methyl-luteone代 言射産 物7ML-M2(4):

7ML-M2は 少 量 の た め 結 晶 と し て は 得 られ なか っ

た.UV888amfluorescence:darkgray-blue.Gibbstest:

(+),rapid,purple-blue.旋 光 度 を象350～650nm々 こつ

い て測 定 した が,濃 度 が0.oaf以 下 で あ り明 白 な旋 光

性 を観 察 す る こ とは で き な か っ た.MSm/2(0):385

(M*+1,38),384(M*,94),326(57},325[M+-59

(g),100],323(15),193(22),192{25),191(i,

43),179(20),164(30),161(17),154(21),134(k,

15),107(17),97(24),59(1,28).UVdmax(MeOH,

nm):263,282sh,320sh(br ,);+NaOMe,235sh,

261,275(br ,);+AICl8,234sh,265sh,279,288sh

(塩 酸 の添 加 に よ りMeOH中 の ス ペ ク トル に も ど っ

た);+NaOAc,変 化 な し.

7ML-M2の 分 子 量は7ML-M1と 同 じで環 状 エ ー テ

ル部 分構 造 を有 す る 異性 体 と思 わ れ た.MSス ペ ク トル

(34)
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Table I. 1H-NMR Dataa for 7-O-Methyl-luteone and Its Metabolites

a Except where indicated the spectra were determined at 500 MHz (in acetone-de , 2 and 4 ; in
 acetone-d6-MeOH-d4=4 :1, 3 and 5; TMS, reference). J are in Hz.

b An incomplete signal for which a coupling constant could not be calculated .

Fig. 2. Mass Spectral Fragments Mentioned in the Text.

でbasepeakがmfz325(M+-59,g)に 観 察 され,

m/z59(1,28%)も 検 出 され る こ とか ら2-(1-hydroxy-

1-methylethyl)-2,3-dihydrofuran部 分構 造(b)の 存 在

が示 唆 され た{30}.1H-NMRス ペ ク トル で5-OHが 検 繊

され ず,7-OMeは 基 質 と同 様 に検 出 され る こ とか ら5

員環 エ ー テ ル は5-OHと 側 鎖 の間 で形 成 さ れ て い なけ

れば な ら な い.こ の こ と は さ らに,UVス ペ ク トルが

AICleに よ っ て シ フ トを 受 け るが 塩 酸 添 加 に よっ て元 に

も ど り,3と 同 様5-OHが ブ ロ ッ ク され て い る と判 断

され る こ とに よ って も支 持 さ れ た.1H-NMRの ア ル キ

ル プ ロ トンの ケ ミカル シ フ ト(TableⅥ)は,ジ ヒ ドロ フ

ラ ン環(b)を 有 す るluteone代 謝 産 物BC-1(7)の そ

れ ら[δ1.25お よび1.30(2×3H,2singlet),3.16

(1H,dd,J=16,9.8Hz),3.21(1H,dd,J=16,

7.9Hz)お よび4.86(1H,dd,J=9.8,7.9Hz)](9)

ときわ め て よ く類 似 して い た.以 上 の 結 果 よ り7ML-

M2の 構 造 をFig.3の4と 決 定 した.な お,7ML-M1

あ る いは7ML-M2が エ ポ キ シ 基 を 有 して い な い こ と

は,5-OHが 遊 離 で な い こ とお よび1H-NMRス ペ ク ト

ル で,プ レニ ル基 が エ ポ キ シ化 され た 場 合 には,1"-メ

(35)
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Fig. 3. Metabolites of Luteone (1) and 7-O-Methyl-luteone (2) by Botrytis cinerea. I and 
II are possible metabolic intermediates. The optical property of 4 is not clear, and 6 and 8 
were isolated as a racemic form. The absolute configuration of 3 is tentatively induced.

チ レ ン お よ び2"一 メ チ レ ン プ ロ トン が25～3.1ppmに

検 出 さ れ ね ば な ら な い ゆ こ とか ら も 明 白 で あ る.

(3)7-O-Methyl-luteone代 謝 産 物7ML-M3(5):

7ML-M3は 分 子 量 が402で 基 質 よ り34増 加 し て い

る こ と か ら,グ リ コ ー ル 側 鎖 を 有 す る 代 謝 産 物 と予 想 さ

れ た130).7ML-M3:淡 黄 色 針 状 晶(EtOAcよ り 結

晶 化),mp212～214℃.UV365nm fluorescence: dark

 purple. Gibbs test:(+),rapid, purple-blue.[α]23D

-3 .0°,[α]23406-7.0°(c=0.143,McOH).MSm/z

(%):403(M++1,8.5),402(M+,21),384(5.5),

344(24),343(74),315(7.5),314(34),313[M+-89

(h),100],312(9.6),301(13),295(9.0),209(7.2),

181(8.1),180(9.6),179(j,39),149(7,7),134(k,

11),69(7.1),59(13).UVλmax(McOH,nm):212

sh,266,287sh;+NaOMe,280(br,);+AIC13,212

sh,234sh,276.5,312(br.),376(br .)(塩 酸 の 添 加 に

よ り ス ペ ク トル の 変 化 な し);+NaOAc,変 化 な し.

1H-NMRス ペ ク トル(TableI)よ り
,7.0Meは 基

質 同様 に 存 在 合,水 素 結合 性5-OH(δ,13.11)も 検

出 され る こ とか ら,6位 プ レ ニル 基 が 側 鎖 構 造 を残 して

部 分 変 換 され た 代 謝 産 物 で あ る こ とが わ か る.UVス ペ

ク トルか ら も基 質 同様7-OMeで あ るた めNaOAcに

よる長 波 長 シ フ トは 観 察 され なか っ た.AIC13の 添 加 に

よ り約10nmの 長 波 長 シ フ トが 見 られ るが,こ の シ フ

トは さ らにHClを 加 え て も 変化 しな い こ とか ら5-OH

とカ ル ボ ニ ル の 間 に ア ル ミニ ウムが キ レ-ド し た も の

で,5位 水 酸 基 が 遊 離 で あ る こ と を示 合て い る(27)、MS

ス ペ ク トル のbase peak m/z-313は 分 子 イ オ ンか ら89

質 量 単 位 の切 断 され た も の で,2,3-dihydroxy-3-meth-

ylbutyl側 鎖 を 有 す る 化 合 物 に 特 徴 的 な も の で あ

る(30)グ リコ ール 型 側鎖 を 有す る こ と の 確 証 は71H-

NMRス ペ ク トル の アル ル プ ロ トンがluteone代 謝 産

物AF-2(8)の そ れ ら[δ1.26お よび1.28(2×3H,

2singlet,4"-お よび5"-He),2.62(1H,dd,J=14 ,

(36)
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Fig. 4. Reaction Mechanisms and Stereochemistry for ortho-Prenyl Phenol Metabolism. 
1) Stereo-specific epoxidation by Botrytis cinerea. 2) Dihydrofuran-ring formation by 
SN2-type cyclization (stereo-inversion). 3) Carbonium ion formation by protonation 

(stereoretention).

9.8Hz,1"-Had,3.25(1H,'dd,J=14,2.OHz,

1"-Hb)お よ び3.65(1H,dd,J=9.812.oHz,2"-

H)](9)と 同 様 に 帰 属 さ れ る こ と に よ っ て得 られ た.

7ML-M3の メチ レ ンプ ロ トンが ほ ぼ 等 価 であ りAF-2

(8)の 場 合 と様 子 が異 な る理 由 は,AF.2(8)の 場 合,

7位 水 酸 基 が 遊 離 でそ の磁 気 異 方 性 効 果 が7-OMeよ り

も大 き い こ と に よ る と 考 え ら れ る.以 上 の結 果 か ら

7ML-M3の 構 造 をFig.3の5で あ る と結 論 した.

本 代 謝 産 物 はMeOH溶 液 中 左 旋 性 を示 す た め,迫田

ら の方 法 に従 っ て1,2一 グ リコー ル(2位 が 不 斉)の オ ス

メ ー トエ ステ ル ・ピ リジ ン複 合 体 を 調 製 し,470～48a

nmに 観 察 され るCDコ ッ トン 効 果 の5を 測定 合

た(21,29).そ の結 果[θ]23475-1440を 与 えた こ と か ら,

不斉 中心 側 鎖2"位 の絶 対 配 置 がSと 決 定 さ れ た(29).

 2,3-dehydrokievitone[5,7,2',4'一tetrahydroxy-8-(3,3-

dimethylallyl)isoflavone]の カ ビに よ る 代 謝 産 物 と して

得 られ た グ リ コー ル 誘 導 体 も(-)-S配 置 で あ り(21)

7ML-M3と 同 じ立 体 化 学 を 有 して い る.

考 察

Batrytis cinereaに よ る オ ル ト ・プ レニル フ ェ ノ ール

化 合 物 代謝 の中 間 体 と予 想 され て い るエ ポ キ シ ドの 存 在

を確 認 す る目 的 で,7-O-methyl-luteone(2)を 基質 に 合

て 代 謝 産物 を 調べ た が,7位 水 酸 基 が遊 離 の場 合,側 鎖

エ ポ キ シ基 の環 状 エ ーテ ル 形成 反 応 が専 らそ ち らで起 こ

り,5位 水 酸 基 との環 化 物 が得 られ なか った に もか かわ

らず(9),7位 を メ トキ シル基 に変 換 す る と,代 謝産 物 と

して得 られ た のは,エ キ シ ドの加 水 分 解 に よ る と考 え

られ る グ リコ ー ル型側 鎖 を有 す る も の(5)が 半 分,残 り

は5位 水 酸 基 と環 状 エー テ ル を形 成 した もの(3,4)で

あ った.

先 の報 告(9)に よれば,luteone(1)はB.cinereaに よ

り主 と して ジ ヒ ドロ フ ラ ン型7を 生 成(代 謝 産 物 の78

%に相 当),6お よび8は そ れ ぞ れ15%お よび7%0で

あ った.2の 代 謝 産物 は,質 的 に1の 場 合 に対 応 合た タ

イ プの もの で あ る とは い え.,生 成 物 の比 は3,4,5が 生

成 物 の48%,,3%,49%と 大 き く異 な って い た.こ の違

い は,7-OHと5-OHの エ ポ キ シ中 間体 との反 応 性 の

差 に よ る と思 わ れ る.す なわ ち,1の よ うに7-OH遊

離 の場 合 分 子 内 でSNP型 の共 奏 的 反応 が優 先 的 に起 こ

って5員 環 エ ー テ ル を与,プ ロ トネ ー シ ョ ンに よる カ

ルボニ ウ ムイ オ ン経 由環 化 や エ ポキ シ ドの加 水分 解 に よ

って 生成 す る6,8の 生 成 量 が か な り小 さ い の で あ ろ う.

一 方
,7-OMeの 場 合 には,水 素 結 合 した5-OHの 反 応

性 が相 対 的 に低 く,反 応 培 地 の弱 酸 性 条件 もあ っ て プ ロ

トネ ー トされや す く,カ ルボニ ウ ム イ オ ン経 由 で6員 環

(37)
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生 成 反 応 が 優 先 的 に進 行(3の 生 成)し,そ の 間,水 酸

イ オ ン との反 応 で グ リコー ル型 の代 謝 産 物(5)も 相 対

的 に 多 く生成 す る の で あ ろ う.グリコ ー生 成 に は

epoxide hydrolase(33)が 部 分 的 に機 能 して い るの か も し

れ な い.そ れ ゆ え,代 謝 反 応 の初 期 Ⅲは エ ポキ シ ドが 検

出 され る可能 性 も少 な くな い が,5位 水 酸 基 の 環 状 エ ー

テ ル生 成 反応 が起 こ って い る こ とか ら,い ず れ に 合て も,

代 謝 中 間 体 と して エ ポ キ シ ドを単 離 同定 す る こ とは 因難

で あ ろ うと思 わ れ た.

プ レニ ル基 の オ ル ト位 水酸 基 を ブ ロ ッ ク した 化 合 物 で

エ ポ キ シ中 間 体 を単 離 す るた め の代 謝 実 験 の基 質 に使 え

そ うな も の に,7-O-methyl-2,3-dehydrokievitone〔5,

2',4'-trihydroxy-7-methoxy-8-(3,3-dimethylallyl)iso-

flavone,9]が あ る.本 化 合 物 は2と ブ レニ ル基 の位 置

異 性 体(前 者 は8-プ レニ ル,2は6-プ レニ ル)で あ り,

プ レニ ル基 の オ ル ト位 は7位 の水 酸 基 の み で,選 択 的 な

メチ ル化 も容 易 で あ る{26).合 か し,2,3-dehydrokievi-

toneはluteone(1)よ りB.cinereaに よ る代 謝 を受 け

難 く(211,7-0-メ チ ル 化物 で も 同 様 の 傾 向 が あ る とす れ

ば,ニ ポ キ シ化 がゆ るや か で生 成 エ ポキ シ中 間体 がオ ル

ト位 に 水酸 基 を欠 い て い て も さ らに 加 水分 解 反応 を 受 け

る この 種 の反 応 中間 体 を捕 捉 す る の に,9が 基 質 と して

適 当 で あ るか 疑 問 に思 わ れ た.本 実 験 に よ り2が1よ り

代 謝反 応 を受 けや す い(1は72時 間 反 応 で 培 地 か ら消

失,2は24時 間 反 応 でほ ほ 消 失)こ とが わ か った 、 そ

こで9をB.cinereaに 投 与 合た と ころ,反 応 中 間 体 と し

て 側鎖 二 重 結 合 部 の エ ポキ シ ドが 生 成 し,最 終 的 に グ リ

ロー ル型 の代 謝 産 物 のみ を与 え る こ とが 明 らか に され

た(26).目 的 と した エ ポ キ シ ド中 間 体 の 単 離 同 定 が うま く

い った の は,9が2,3-dehydrokievitoneよ り も10倍 程

度 酸 化 反 応 を受 け や す か った こ とに よる よ うで あ る.

7-O-Methyl-luteone(2)の 主要 な 代謝 産 物3お よび

5は,そ れ ぞ れ 光 学 活 性 体 と 合て単 離 され た.光 学 的 純

度 につ い ての 検 討 は 行 って い な い が,5は オ ス メー ト ・

エ ス テ ル のCD解 析(21,29}より,MeOH中 左 旋 性 を示 す

化 合 物 の絶 対 配 置 がSで あ る こ と が 明 らか に な っ た.

Fig.4に 示 す とお り,エ ポ キ シ ド経 由 で の反 応 を考 えれ

ば,エ ポ キ シ化 の 過 程 が 立 体 特 異 的 に 進 行 して,ジ ヒ ド

ロ フ ラ ン環 形 成 は 立 体 反 転,ジ ヒ ドロ ピ ラ ンお よび グ リ

コ ー ル形 成 過 程 は 立 体 保 持 の 反 応 が 期 待 さ れ る.B.

cinereaに よ りluteone(1)か らR配 置 の7が 得 ら れ

た(22)こ と.2,3-dehydrokievitoneよ り生 成 す る グ リコ

ールの立体配置がSで あ る(21)ことか ら,エ ポキ シ中間体

の立体配置にSで なければ ならない(実 験的証拠は(26)

.参照).3の ようなジ ヒ ドロピラン型 の 化 合 物 が,B.

cinereaの 代離 物 として 群 活性体 で単離 されためは

初めての ことであ る.本 化合物は右旋性 であ る(McOH

中)が,予 想 され る生球反悠 様式か らすれば,5と 同様

S配 置 であろ うと推定 され る.オ ゾン分解 を利用 した3

の立体 構造解析(34)をいずれ実施す る予定 であ る.

要 約

プ レ二ル化 イソフラポ ンの カビに よる代謝中間体 を単

離す る目的で7-O-methyl-luteone(2)のBotyytis ci-

nereaに よる代謝実験 を行 った.

単離 された代謝産物 は,側 鎖二 重結合部 のエ ポキ シ ド

を経 由 していると思われ る環状 エーテル誘 導体3,4お

よびエポキシ ドの加水分解生成物 と思われ る グ リコール

誘 導体5で あった.基 質 の5位OHは カルボニル基 と

強 く水素結合 合ているため,7位OHが 遊離 だ とほ と

ん ど一方 的に6,7の 環状 エ ー テ ル を 生成す るが,7

位OHを メトキ シ基に変 換す ると,今 度は5位OH基

が環状 エーテルを形成す るよ うにな り,目 的 と合たエポ

キ シ中間体(Fig.3,II)を 確 認 す るこ とはで きなか っ

た.

Luteone(1)に 比べ て2は よ り容易 にB.cinereaに よ

り代謝 されるこ と,5の グリコールの不 斉中心 はS配 置

であ ることが明らか にされ た.今 回同微生物代謝産物 と

合ては,初 め て光学活性体(右 旋 性)と 合て単離 された

ジヒ ドロピラン型 イ ソフラポ ン(3)は,反 応様式か らし

てS配置 を有す る と推 定された.

代謝実験 に使用 した菌 株 を提供 合ていただいた北大応

用菌学講座高尾 彰一教授,NMRス ペ ク トル を測定 して
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