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緒言

　植物と色の呼び方には､洋の束西を問わず深いつながりがある｡牡丹色､檀色､

萌黄色､茄子紺､朽葉色､ヴァイオレット､ローズピンク､エヴァーグリーン･‥｡

しかし､微妙な色合いを区別して色を表現する語彙の多彩さにかけては､西欧人は

遠く日本人に及ぱないという｡虹彩の色の違いによるもので､日本人の黒目は､西

洋人の薄いプルーやグリーンの目よりも､僅かな色の差をより繊細に識別できるた

めだそうだ｡ともあれ､自然に溢れる美しい色を､何とかして自分のものにし､永

遠にとどめたいとう望みから､染色技術もうまれたのであろう｡植物の色の中でも､

高等植物の花色は､白色､黄色から赤､紫､青まで多種類で､いずれも鮮やかで澄

んだ色を示す｡｢なぜ､あれほどの様々な色が存在し得るのか｡｣､｢何の違いに

よるのだろうか｡｣あるいは､｢何のために花は色をもつのか｡｣と誰もが一度は

疑問に考えたことと思う｡

　天然物化学の原点は自然にあり､この研究は人が自然に向かったときに沸き起こ

る素朴な｢なぜ?｣に対する答えを見つけだすことだと考える｡ただし､その研究

の標的は物質関与の生命現象であり､有機化学の言葉を使い､関与する物質の構造

を明らかにすることにより､その機構の解明をしようとするものである｡この領域

で最も古くから行なわれてきたのは､自然からの物質の抽出､構造決定である｡そ

の初期には､毒､薬､色､匂いなどの生体への際だった活性を有する物質の単離､

構造決定に関する研究が行なわれた｡その後､天然からは微量しか得られないため

に､構造があいまいな化合物の構造決定のため､その物質の物性､生理作用をさら

に詳しく知るため､そして､その活性を越える作用をもつ化合物を得るために有機

合成化学も巻き込んで発展してきた｡
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　自然現象のうち､色はもっとも直接的に人の感覚器に訴える現象の一つで､19

世紀後半以降､色素に関する研究は､有機化学の発展とほとんど歩調を同じくして

きたといってもよい｡カロチノイド､クロロフィルなどの植物色素の研究は､19

世紀後半から20世紀前半にかけての有機化学の花形であったし､これらを研究し

た化学者は､いずれもノーベル賞を授賞している｡また､インジゴやアリザリンの

化学合成は､有機合成化学の最初の成果として現在でも語り継がれている｡しかし､

天然物化学としての植物色素の研究は､20世紀前半にほとんど完成したものとみ

なされ､1960年以降興昧の対象からはずれていった｡

　花色素､アントシアニンも同様である｡この色素は､高等植物の花､果実､葉な

どの赤から紫､青といった鮮やかな色を発現する色素で､特に紫､青色系統の色は

ほとんどがアントシアニンによる｡有機化学的な構造研究は､1　9　1　0年代に

Willsほterらにより始められ､彼の一門によりほとんどのアントシアニンの構造が明

かになった｡　1930年代になるとRobinsonらによって合成がなされ､その構造が

確定した｡それ以降1960年頃までに､主だった色素の構造が解明され､有機化

学的研究としては完成したものと見なされた｡

　アントシアニンは天然には配糖体として存在し､発色団はアグリコンのアントシ

アニジンである1゛8.アントシアニジンは天然には､Fig.1に示す数種しか知られて

おらず､僅かな構造の差しかないのに､なぜあれほどの多彩な色が生じるのかが古

くから疑問であった｡また､天然の花の美しい色を身に付けようと､花弁を絞って

色素液を得ても､それはほとんどがすぐに退色してしまうため､なぜ植物中では安

定に存在し得るのかも大きな疑問であった｡この2つの大きな疑問､｢花色変異｣

と｢安定性｣に対してこれまで様々な説が提出され七きた｡最も古くはWillsUitterに

よるpH説でアントシアニンがpHによりリトマスのように色が変化することから､
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花の色の違いは花弁の液性､pHによるものだとした説である9｡このpHによる色

の変化は､Fig.2に示した構造変化によるもので､中性域におけるフラビリウムイ

オンの2位への水和がアントシアニンの退色の原因であることは､1977年に

Brounlaldらにより明かにされた6'lo｡一方､日本の柴田桂太､柴田雄次兄弟らは､植

物生理学的に細胞のpHは弱酸性にコントロールされているとして､この説に疑問

を抱き､青色花の発現に対して異論を唱えた11｡そして､花の青色はアントシアニ

ンの金属錯体によるとした金属錯体説を提出した11｡しかし､この説は､実験的証

拠が不十分だとして､Willsitterの弟子のEverest等により反論され､取り上げられ

なかった12｡　1　9　3　0年代になり､Robinson夫妻は､アントシアニンの合成研究､

植物の分析研究を通じて､アントシアニンが植物においては､フラボノイドや､芳

香族酸､タンニン､多糖類などの､無色の物質と共存し､これらの共存物質(コピ

グメント)との分子間相互作用によって色の深色化､安定化が起きるとして､コピ

グメント説を提出した13｡柴田の弟子の林孝三らは､金属錯体説の復権をめざし青

色の花の研究を統け､1958年にツユクサ青色花弁からコンメリニンを取り出す

ことに成功し､これが､マグネシウムを含む金属錯体アントシアニンであると報告

した14.しかしBayerは､ヤグルマギク青色花弁色素の研究から､鉄､アルミニウ

ムなどの金属は､アントシアニンと青色錯体を作るが､マグネシウムでは青色にな

らないとして､これを否定した15｡　1　9　7　0年代になるとAsenらが､アントシアニ

ンの濃度を1　0　0倍にするとモル吸光係数は300倍になることを見いだし､アン

トシアニンの自己会合による安定化を提唱した16｡また､日本の斉藤らは､中性の

希薄水溶液で異常に安定な色素をキキョウ17､シネラリア18などから見いだし､これ

が､分子内の芳香族酸によるコピグメント効果によるとした19｡しかし､1960

年以降､研究の主流は生物学者であった(Fig.3)｡
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　天然物化学が､1960年代以降､各種クロマトグラフィーの開発による化合物

の分離手段の飛躍的進歩と､赤外吸収スペクトル､核磁気共鳴スペクトル､質量分

析､X線回折などの機器分析法の発達による構造解析の一大変革に非常にうまく乗

り､より微量の物質の単離､より複雑な構造をもつ物質の構造決定へと走ったとき､

研究者の目はアントシアニンには向けられなかった｡なぜなら､生体にごく微量し

か含まれない物質を目標にすることが研究の進歩として考えられ､複雑な構造とは､

不斉炭素を多く含み､分子量の大きな化合物のことであったからである｡アントシ

アニンは､花弁に1%近く含まれ､決して微量成分とは見なされなかったし､構造

は単純で､不斉炭素と言っても糖部分しかないからである｡とうの昔に研究し尽く

され､解決すべき問題はほとんど残っていないと考えられていたのである｡

　これに疑義を唱え､アントシアニンを天然物化学の研究の中心に位置づけ､19

70年に研究を開始したのは後藤俊夫である｡後藤は､日本における天然物化学研

究の揺艦期に自身の研究を開始し､まさに､その発展の中心的存在として､常に世

界をリードし統けた｡天然物化学に多用されつつあった物質の単離法､構造決定法

をアントシアニン研究に適用し､高速液体クロマトグラフィー､IH　NMR､FA

BMSを駆使して､それ以前のアントシアニンの構造を訂正し､また､分子量が1

500を越える複雑なアントシアニンの構造も立体を含め初めて明らかにした1,5,200
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

さらに､この研究の過程で､これまで提出されてきたアントシアニンの安定化機構

は､すべて､芳香環同士の疎水結合に基づく分子会合に帰することができると発想

するに至った(Fig.4)1･　5･　2o｡　しかし､その実証は難航した｡これまでの構造研究は､

いずれも強酸性下のフラビリウムイオン型の解折であり､アンヒドロ塩基型の色素､

すなわち､花弁中で美しい色を発現しているときの真の色素の構造を明らかにした

ものではなかったし､疎水相互作用に基づく芳香環同士のスタッキングも､多くの

-6-



それを支持するデータはあるものの､直接的に､3次元的に会合分子の構造を解明

し､また､原子の配置を証明してはいなかった｡

　1980年代以降今日まで､天然物化学は､その手段としての単離､構造決定､

合成の技術がほとんど最高に達した｡しかし､研究の根本にあるべき何を解明しな

くてはならないかの発想の転換のないままに手段に依存しすぎたツケがまわり､急

速に失速しつつある｡後藤はこのような事態に至るであろうことを予想し､先見性

をもって｢動的天然物化学｣の概念を起こし､活性物質の構造と活性発現の間にあ

るプラックポックスに目を向ける必要を説いた21｡

　アントシアニンの化学的研究は､ちょうど､いわゆる静的天然物化学の範晴にあ

る花弁からの色素の単離と人為的産物である強酸性下のフラビリウムイオンの構造

決定から､脱却しなくてはならない時期にあったといえる｡著者は､花色という活

性発現とフラビリウムイオン構造との間にあるプラックポックスを開ける鍵が､分

子会合の機構の解明であると考えた｡アントシアニンの分子会合は､その存在が予

想はされていたが､有機化学の精密さという意昧ではほとんど解明されていなかっ

たに等しい｡この分子会合では､ツユクサ青色花弁色素コンメリニンで代表される

ように､極めて厳密に構造認識がなされる｡分子が規則的に会合することによって､

新しい機能を獲得するということは､有機化合物の集合体である生体系について､

その個々の成分だけに注目したのでは､真に化学的な理解とは程遠いという事を示

唆する｡さらに､低分子だけが集合してできる点で､従来型の酵素一基質モデル､

包接化合物におけるはまり込みなどで代表される､高分子一低分子型とは全く異な

る｡従って､天然物化学が今後進むべき新たな道を探るのに､打ってつけの素材と

いえ､全く新しい概念を創造できる可能性がある｡そこで､精密構造認識に基づく

アントシアニンの分子会合の研究を行なった｡会合状態にある分子の構造を解明し､
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なぜ会合により色､安定性といった機能を獲得するのか､なぜ､分子が会合するの

かを明かにすることにより初めて､美しい花の色に対する｢なぜ?｣という素朴な

疑問に答えることができると考える｡
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Photo　l　Flower　of　Cθ琲謂ど/j限Jcθ脚7?1μ㎡5,Tuyukusa　in　JaPane肺.

Pヱ)to　2　Flower　of　Cθ脚刑djna　cθ削/?1£4�∫andits　pぼple　variant,Type　l　and　Type　II､

り



Photo　3　Flower　of　Gむlrjαzlα削ぷ:訥∂i,0oyamarindou　in　Japanese.

Photo　4　Tuヒer　of　purple　yam,　Z)必gθa!αdzla.
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第1章

1 1

アントシアニンの高速液体クロマトグラフィーによる分析

序

　アントシアニンの分析法は､ここ15年ほどの間にペーパークロマトグラフィー

から高速液体クロマトグラフィー(HPLC)法へと移り､高速化と高分離能が達

成された2｡その最も初期には､Adamovics22､lacobucci23､Hrazdina24､Akavi♂の研

究があり､C-18の逆相カラムを用いて､酢酸､りん酸､ギ酸等の酸を含む移動相を

流すことにより､アントシアニジンやそのモノグルコシド等の単純な色素の分離が

なされている｡その後､後藤､近藤らにより分析法の改良がなされ､数%のりん酸

または､0.5%程度のトリフルオロ酢酸(TFA)を含む酢酸-アセトニトリルー水

溶液の移動相を用いて､40･Cで分析する方法が開発された26｡　10%以上の酢酸を含

み強酸性のため､担体のシラノール基によるアントシアニンの吸着を防ぐことがで

きた｡この方法を用いて､多数のアントシアニンの分析や単離精製が行われた1,5,200

　しかし､アントシアニンのHPLCによる分析については､未だ様々な問題が残

されていた｡アントシアニンはその液性により構造が変化し､中性や弱酸性では平

衡混合物を与えるため､移動相をpH1以下の強酸性にして､安定なフラビリウム

イオン型に固定して分析しなければ満足なクロマトグラムを与えない｡このため､

従来のシリカゲルを担体にした逆層カラムでは､耐久限界に近い､あるいは限界を

趙えた低いpHで分析を行わなければならず､カラムめ寿命がたいへん短かく､再

現性の良いクロマトグラムを得ることが困難であった｡また､アントシアニンの花

色変異や安定化の研究を行う場合､花弁に含まれるアントシアニンばかりでなく､

他のフラボンなどの成分や､芳香族酸等も同時に分析する必要がある｡これらの成
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分の極性は多岐にわたるため､グラジエント分析は非常に有利であるが､移動相に

10%以上の酢酸を含むため､紫外部吸収で検出した場合はベースラインの上昇が避

けられなかった｡最近､フォトダイオードアレイ検出器が開発され､アントシアニ

ンの分析に極めて有効であることが明らかになっている77“31｡保持時間ぱかりでな

く､各ピークの電子スペクトルを比較することにより､より正確なピークの同定を

する事ができ､同時に､化合物の構造に関する情報も得られる｡アントシアニンの

多くは分子内に芳香族酸を有し､3章で記すように､複数の芳香族酸を持つアント

シアニンは希薄水溶液中でも極めて安定で､安全な食用着色料として産業上も利用

価値が高い6｡分子内の芳香族酸の数を推定するのに､古くから､310-335　nm付近

の芳香族有機酸の吸収極大と可視部のアントシアニジン環由来のピークの吸収極大

の吸光度の比を指標にできることが知られている32‘34｡　3次元クロマトグラムは､

色素を単離せずに分子内の有機酸の個数を推定できることから､アントシアニンの

探索にもおおいに威力を発揮する｡しかし､これも､クロマトグラムのベースライ

ンが上昇するために､正確な判断が困難であった｡

　著者は､この問題を解決するために､数年前から市販になったポリマーを担体と

した逆層カラムが適当と考えた｡そこで､ポリマー担体のC-18逆層カラムと､3

次元検出基を用いた､アントシアニンのHPLC分析条件の検討を行った｡
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1 2 逆相カラムと3次元検出器を用いたアントシアニンの分析

　シリカゲルの代わりにポリマーを担体としてオクタデシル基を結合した数種の逆

層カラムが数年前から実用化されている｡これらのカラムの利点として､使用可能

なpH幅が広いことが挙げられる｡　ODSシリカと異なりアルカリ性域でも使用可能

で､耐酸性もODSシリカよりも高い｡シラノール基の影響がないので､担体への

化合物の吸着が比較的少なく､回収率がよい｡従って､アントシアニンの分析にお

いて問題であった､カラムの劣化が抑えられ､再現性の良いクロマトグラムが得ら

れると考えた｡さらに､移動相から､酢酸を除去することが可能と考えられ､グラ

ジエント分析を行った場合､紫外部のベースライン上昇が抑えられ､3次元検出に

適すと考えた｡そこで､ポリマー担体のC-18逆層カラムであるAsahipak　ODP-50　を

用いてアントシアニンのHPLC分析条件の検討を行った｡

　アントシアニンをフラビリウムイオン型に固定するための酸として､分析だけで

なく､単離する場合の利点も考えて､揮発性のトリフルオロ酢酸を選んだ｡　HPL

Cに良く用いられる溶媒のアセトニトリルとメタノールを用いて分析条件の検討を

行った結果､このカラムの場合､アセトニトリルの方が分離が良くピークがシャー

プであることがわかった｡そこで､アセトニトリルー水系でグラジエント分析の条

件を検討した｡分析温度を40･Cとして､0.5%TFA含有10%アセトニトリル水溶液

から0.5%TFA含有30%アセトニトリル水溶液へ30分間のリニアグラジエントを

行うと短時間で分離の良いクロマトグラムが得られることがわかった(Fig.1-1)｡

　まず､構造既知の多アシル化アントシアニンを分析して､芳香族酸の数の推定を

検討した｡サンプルとして､分子内にコーヒー酸を3個含むHBA(1)35とシネラ

リン(2)36､コーヒー酸を2個含むゲンチオデルフィン(3)37とプラチコニン(4)38､
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¶

Tim●(min〉

Pump:

Detector:

COlumn:

Temp:

FIOw:

Solvent:

JASCO　880-PU

JASCO　MULTI-330S

Asahipak　ODP-50

40°C

I.0　ml/min

10%I030%CH3CN

conlainlng　O.5%TFA

30　min　linear　9radient

Fig.　1-　1　3D-chromatogram　of　the　extract　of　犯d　leaves　of戸ai/&j∂d謂∂jd&∫.
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ρ-クマル酸を1個含むマロニルアオバニン(5,M)゛とマロニルシソニン(6,M)4)'41､

有機酸を含まない､デルフィン(7)とシアニン(8)を用いて､この条件で分析した

(Fig.　1-2).3次元クロマトグラムから得た各色素ピークの電子スペクトル(Fig.

1-3)の､芳香族有機酸由来の吸収である､紫外部の280　nm　から350　nmの吸収にお

ける吸収極大の値とアントシアニジン母核に由来する可視部の吸収極大における吸

光度の比を計算すると(Table　l-1)分子内芳香族有機酸が1個の色素は約0.5､2個

のものは約1.0､3個有すると約1.5となることがわかった｡有機酸を含まない色

素では､280　nm　から350　nm　の間に吸収は認められず､芳香族有機酸の有無がはっ

きりわかった｡この分析法では､紫外部のベースラインが上昇しないため､可視部

と紫外部の吸収極大の比が正確に得られたと考えている｡

　この分析法を､実際の花弁に含まれるアントシアニンの分析に適用した｡分析手

順としては､1.花弁からのアントシアニンの抽出､2.3次元検出器を用いたH

PLC分析､3.ピークの電子スペクトルからの色素の構造推定(芳香族有機酸の

個数の推定)の3ステップにわかれる｡

　色素の含量にもよるが､約lcm四方程度の花弁を液体窒素で凍結し､直ちに､

スパーテルなどで粉砕した｡分子内にマロニル基を有する色素の分解を防ぐため､

抽出は､3%TFA含有50%アセトニトリル水溶液で行った｡室温で30分~1時間

抽出後､フィルター(ポアサイズ0.45-0.50μm)でろ過し､5-20μlを注入してHP

LC分析を行った｡

　青､紫､ピンク色42のヤグルマギク花弁を分析した結果をFig.1-4に示した｡青

色花弁の色素はスクシニルシアニン(9)であることが田村らにより明らかにされて

いる43｡紫色花弁には､スクシニルシアニンのほかに､ほぽ同量の別の色素が含ま

れることが明かになった｡電子スペクトルをスクシニルシアニンと比較すると全く
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HBA(1)from　/pomoe∂fr/co/or

clnerarln(2)from　Sen∂c/o　crueflfus

gentlodelphln(3)from　Genf/∂n∂m∂1r/no/

Fig.　1-2　Structures　of　anthocyanins　analyzed　by　3D-HPLC.
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platyconln(4)from　PI∂lycodon　gr∂ndlflorum

malonylawobanln(5)from　Co謂謂∂//n∂commun/s

cyanln(8)

malonylshlsonln(6)from　Per111∂oc/mold∂s

Fig.　1-2　(Continued).
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Table　l　-　1　.　Ratio　of　λuvmax　/　λvismaxcalculated　from　the　electlx)nic　spectra　obtained　by

　　　　　　　3D-HPLC.

anthocyanin acyl　moiety　　number　λ.｡i｡｡

　　　　　　　　　　　　　　(nm)

恥｡｡　Ratio
(nm)(uvmax/

HBA(1)

cinerarin(2)

gentiodelphin(3)

platyconin(4)

malonylawobanin(5)

malonylshisonin(6)

delphin(7)

cyanin(8)

caffeic　acid

caffeic　acid

caffeic　acid

caffeic　acid

p-coumanc　acld

p-coumarlc　acld
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Fig.　1　-3　ElectR)nic　spectra　of　anthocyanins　obtained　3D`HPLC.

　　　　　　　　　　　　　　-19-

･

f



e,16

内BU

e.e

e.32

肖BU

●.e

e.16

内BU

e.e

SC(9)
　　　･

S｡｡,｡

　　　八
　･●--=

,,4g

A A
･-･一一

λ乙_ ･wf9f｢
/■　;　　　;　　jゝ
F‥･.7W¶7こ

声 2 4 6 -
･ 　　　　le

lim●(mln〉

.●･.ミ.ミミ~ミミ㎜-.･

12　　14 16 le 2e

　　●　　　●

　　●　　　●

　　●　　　●

　　●　　　●
　　●　　　●

c(11}H
ム

j j{一一心I.f-S ,ヽ｡Aj ...fS..j5●s
_ノL ~ハ1

●

ミ -
4 6

ミ

ー
　　　　1●

Tlm●くmin}

12 14 16 1e 2e

●

ゴ? Qぶこλ yU A
i

/k　　　･　- IX二;こi!s;｡一riこぶ一二
W

e 2 6 S 　　　　1e

iim●(mln)

12 14 16 1e

i2enm

279nm

i29nln

2?9nm

tee

(X)

e.e

･C　1

blue　petals

i2日nm

279nm
a.e

23e

purple　petals

ミ
･

(xj

e.e

pink　petals

4

Fig.　1-4

35e

35e

35●

　　　　　45e

M●り●|●n9th(nm)

　　　　　45e

Maり●l●n9th≪nm)

　　　　　4se

Maり●1●n9th(nm)

55e

S3e

5Se

1
`
g
″
･
･
j
l

65e　7ee

65e　7ee

6Se　7ee

Chromatograms　and　electlx)nic　spectra　of　the　extracts　of　blue,　violet　and　Pink

petals　of　CEzlla4z‘sりM琲4ヽ∫.
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一致することから､母核の構造､母核への糖の結合位置も全く同じであることが推

定できた｡スクシニル基の代わりに何らかの紫外吸収のない残基が置換している可

能性が考えられた｡実際に色素を単離したところ､スクシニル基の代わりにマロニ

ル基の入ったマロ゜ルシア゛ン(10)であることが分かった(Fig.1-5)｡

　Fig.　1-6　には､デルフィニウム花弁の分析結果を示した｡デルフィニウムには､

花弁が紫色の品種と青色の品種とがある｡それぞれ含まれる色素の違うことがわか

った｡さらに､この色素は､240　nm　付近に極大を示し､可視部の極大との比が､紫

色花弁では約1.0､青色花弁では2.0であった｡含まれる有機酸がこれまで知られ

ていたケイヒ酸誘導体ではないことが示唆された｡　1　9　1　5年にWillsUitterはデルフ

ィニウム花弁色素にはρ-ヒドロキシ安息香酸が含まれると報告している44｡その後

ρ-ヒドロキシ安息香酸の存在はHarborneにより否定された45｡この分析結果から､

240　nm　の吸収は安息香酸由来と考えられ､青色花弁には4分子､紫色花弁には2分

子の安息香酸誘導体が結合していると推定できる｡これはその後の単離構造研究に

よって確認された(シアノデルフィン:11,Fig.1-7)46.さらに､トリカプトの紫色花

弁色素の本法による分析から､この色素がデルフィニウム紫色花弁色素バイオルデ

ルフィン(12)47と同定できた｡
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　　　　OH　　　　'

,,｡　　.1
　HO　　　　　　　　　　O

　　　　　OH

n=2

n=1
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malonylcyanln

(9)

(10)

Fig.　1　-5　Structu聘s　of　succinylcyanin　(9)and　malonylcyanin　(10)
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Fig.　1-6　Chmmatograms　and　electlx)nic　spectra　of　extract　of　blue　and　purple　petals　of
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Fig.　1-7　Structugs　of　cyanodelphin　(11)and　violdelphin　(12)

-23-



1 3　まとめ

　ポリマー担体のC-18逆層カラムであるAsahipak　ODP-50　を用いてアントシアニン

のHPLC分析条件の検討を行い､従来のシリカODSカラムよりも耐久性に勝り､

特に､3次元検出器と組み合わせるとアントシアニンの同定､構造推定に極めて独

力であることを明らかにした｡本法により､約l　cm2程度の花弁から効率よく色素

や他の植物成分を抽出し､多岐にわたる極性を有する成分を30分~40分の短時

間に分離能よく同時分析することができた｡植物試料の探索､成分の同定､構造推

定､品質管理などの経時的な色素の分析にも有効な手段と考える｡
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第2章　ツユクサ青色花弁色素コンメリニンの構造

2.1　序

　ひとくちに青色の花といっても､純粋に青い花弁は数えるほどで､実際には紫色

がかったものが多い｡ツユクサは､その数少ない花のひとつである(Photo　l)｡花弁

の青色発現の機構解明はアントシアニンの化学の中で最も重要な課題で､これまで

様々な説が提出されてきた｡　1　9　1　3年にWiUsほterは花色変異に対して､pH説

を提出し､花の色の違いは花弁の液性によるとした9｡これに対し､日本の柴田桂太

らは､pH説で青色の花を説明するには､花弁はpH8以上の強アルカリ性になら

なくてはならないが､一般的に植物の細胞液は弱酸性であることからこの説に疑問

を持った｡そして､錯体化学者の柴田雄次と共同で､花の青色はアントシアニシの

金属錯体により発現するという金属錯体説を1　9　1　9年に提出した11｡柴田らの説

はEverestに強行に反対され立ち消えとなったが12､その後､林孝三らは､金属錯体

説の復権を目指して青色の花の研究を統け､1958年にツユクサ青色花弁色素を

中性のままで単離結晶化に成功した14｡林らはこのツユクサ青色花弁色素をコンメ

リニンと命名し､マグネシウムを含むメタロアントシアニンであると報告し48･49､

金属の分析値からコンメリニンの組成をアオバニン(13,Aw)51.52　2　分子､フラボコ

ンメリン(14,F)52　2分子にマグネシウム1原子を含むとし､Fig.2-1に示す推定構

造式を提出した53｡

　その後､後藤らは､コンメリニンの構造研究が進まないのは､植物から単離した

コンメリニンを用いると常に不純物の混人が避けられないためであると考え､成分

からのコンメリニンの再構成による､組成の確定と構造の解明を開始した｡
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･

R=glucosyl

R'=ρ-coumarylglucosyl

Fig.　2-　I　Proposed　structu聡of　commelinin　by　Hayashi　以α/.in　1970.
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その結果､コンメリニンに含まれるアントシアニン成分は林らの報告したアオバニ

ンではなくマロニルアオバニンであること39､マグネシウムが必須成分であること

が明らかになった｡田村らはマロニルアオバニンとアオバニンと混ぜて再構成し､

電気泳動を行うという巧妙な手法と､超遠心分析による分子量測定､金属の分析値

を組み合わせ､コンメリニン(15)の組成をマロニルアオバニン6分子､フラポコ

ンメリン6分子にマグネシウム2原子であると決定した54｡これらの構造に関する

知見をもとに河合らは､武田､斎藤らによって収集されたCd-コンメリニン

(16)のX線回折データ55を用いて解析を行い､R因子33%の解を得た1'5.　56｡　分子は

3回軸を持ち､軸上に金属が配置されていること､その金属に3分子づつマロニjレ

アオバニンが配位していることが推定された｡

　この一連の研究成果により､コンメリニンの不思議な性質が解きあかされた｡分

子量は9000を越えるため透析膜を通過しない｡濃厚溶液では会合が強固で安定

に青色を示すが､希釈すると会合が解けて単分子になり､速やかに水和され無色に

なる｡マロニルアオバニンのマロニル基により電気泳動で陽極へ移動する｡アント

シアニンの母核同士が左旋的に自己会合しているために､可視部に強い負の励起子

型のコットンを示す｡

　しかし､これらの結果を合わせてもコンメリニンの真の構造を解明するには至ら

なかった｡アントシアニンの青色発現機構を有機化学レベルで解明するには､なん

としても分子の完全な構造を明らかにしなけれぱならない｡金属の配位位置､分子

内での各成分の会合状態を精密に解析すれぱ､アントシアニンの色の違いが何によ

るのかを構造レベルで解明できると考えた｡そこで､従来の4軸型X線回折装置よ

りも光源が格段に明るい､シンクロトロン放射光･巨大分子用ワイセンベルグカメ

ラを用いてX線結晶構造解析によるコンメリニンの構造解析を行った｡分子量90
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00を越える化合物を低分子有機化合物と同程度の分解能で解析するためには､タ

ンパク質に通常用いる方法のみでは不可能である｡そこで､NMR､CDなどの機

器分析手段でアントシアニン､フラポンの会合状態を明らかにして､それらのデー

タも加昧した解析が必要であると考えた｡

　本章で著者は最初に､コンメリニンの構成フラボンであるフラボコンメリンの水

溶液中での自己会合の解明を試みた｡次に､アントシアニンや､金属を代えたコン

メリニン様錯体を再構成し､これらの錯体の中性水溶液におけるNMRを詳細に比

較､解析することにより､コンメリニンにおけるアントシアニンとフラポンの会合

状態(コピグメンテーション)を調べた｡この知見をもとに､コンメリニンのX線

結晶構造解析を行なった｡さらに､ツユクサにおける花色変異の化学的解明を目的

に､紫色の花を付けるツユクサ変種における色の発現機構の研究を行なった｡
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2 2 フラボコンメリンの自己会合

　単純なアントシアニンは中性の希薄溶液中では不安定で速やかに退色する｡しか

し､濃厚な水溶液中では会合して安定化されることを､1972年にAsenらは示

し､この機構を自己会合と呼んだ16｡星野らは､1H　NMR､および､CDを用い

て､シアニン､マルビンなどのアントシアニジンジグルコシドの自己会合の研究を

行ない､これがアントシアニジン環同士のキラルな左旋的なスタッキングであるこ

とを証明した57'59｡

　その後､吉兼は､ツユクサ青色花弁色素コンメリニンの成分であるフラポコンメ

リン(14,F,Fig.　2-2)が､濃厚水溶液中でアントシアニンと同様に左旋的に白己会

合すると報告した6o｡フラボコンメリンを5　×　10“3M　の濃度で水に溶かすと､強い励

起子型の負のコットンを示し温度を上昇させるとCDの大きさが小さくなること､

1H　NMRスペクトルにおいて､芳香環上の水素が濃度依存的に高磁場シフトし､

測定温度を上げると逆に低磁場ヘシフトする事を明らかにし､芳香環同士の疎水結

合に基づく面対面のスタッキングの存在を支持するものであると推定した6o｡しか

し､吉兼は､フラボコンメリンのH-3とH-8のシグナルの帰属をしないままに

IH　NMRにおける高磁場シフトを論じており､測定も水溶液に限っていた｡

　フラボコンメリンにおける自己会合の機構は､アントシアニンの自己会合と基本

的には同じであろうと推定でき､フラボコンメリンは希薄溶液でも安定であるため､

アントシアニンでは不可能な単分子状態でのCDや1H　NMRスペクトルの測定が

可能で､自己会合の機構をより詳細に解析することができると考えた｡さらに､フ

ラボコンメリンは､コンメリニンの構成成分で､この分子中で極めて規則的に会合

した状態にあると考えられる｡従って､フラボコンメリンの自己会合を詳細に解析
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することは､コンメリニンの構造を解明するためにも非常に重要である｡

　田村61､吉兼6oは､クロマトグラフィーを繰り返すことによりフラポコンメリンを

単離し､林らの方法52を踏襲した二硫化炭素による結晶化法を用いていたため､大

量化に難があった｡そこで､まず､フラポコンメリンを大量に簡便に精製する方法

について検討した｡次に､フラポコンメリンの自己会合を､主に､CDと1H　NM

Rを用いて､溶媒や測定温度を種々検討して詳細に解析した｡さらに､フラボコン

メリンを5-θ-メチル化フラポコンメリン(17)62､7-θ-メチルーjso-ビテキシン(18)

へ誘導し､これらの誘導体についても水溶液中での自己会合現象を調べた(Fig.2-2)｡

2 2 1 フラポコンメリンの単離精製

　これまでフラポコンメリンは､粗コンメリニンからクロマトグラフィーによって

マロニルアオバニンを得るときに同時に単離していたため､大量に得ることが困難

であった｡ツユクサ青色花弁の搾汁にエタノールを加えて粗コンメリニンを沈澱さ

せた上清に､多量のフラボコンメリンが含まれていることが分かったので､この上

清からのフラポコンメリンの単離を行った｡

　上清を減圧下濃縮してエタノールを除去後､得られた茶色の粘性液に水を加えて

希釈し､XAD-7カラムヘ吸着させた｡カラムに大量の水を流し､糖､タンパク

質と考えられる高極性物質を洗い出した後､順次メタノールの含量を上昇させてク

ロマトグラフィーを行った｡　50%メタノール水溶液の画分にほとんどのフラボコン

メリンが溶出された｡この画分を減圧下濃縮して得られた残査に水を加えて加熱溶

解し､熱時アセトニトリルを加え冷却すると､フラポコンメリンが淡黄色の不定形

の析出物として得られた｡
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　次に､高瀬の報告62を参考にして､フラポコンメリンを5-θ-メチル化体(17)ヘ

と誘導した｡フラボコンメリンに無水酢酸とピリジンを加え室温で6時間反応させ

た.得られた完全アセチル化物(19)と5位が水酸基のままのアセチル化物(20)と

の混合物を､テトラヒドロフラン中､濃アンモニア水で5時間反応させ､5位が水

酸基のままのアセチル化物(20)だけを得た｡このものをクロロホルム中ヨウ化メ

チルで5-θ-メチル化し21とした後､アセチル基をメタノール中ナトリウムメトキ

シドを作用させて加水分解除去し､目的の5-θ-メチルフラボコンメリン(17)を得

た｡

　フラポコンメリンの4'位のグルコースは､メタノール中塩酸を作用させること

により加水分解し､7-θ-メチルーjso-ビテキシン(18)を得た｡

2.2 2 フラボコンメリンの自己会合

　まず､フラポコンメリン(14)の規則的な会合が濃度に依存して起きるかどうか

を調べた｡　14を0.05Mの酢酸緩衝液(pH　5.7)に5　×　10°3M　の濃度に溶解し､段階的

に10倍希釈して､5×10`4M､5　×　10゛5M　の溶液を調製した｡それぞれの溶液を､光

路長0.1mm､1.0mm､10　mm　のセルに入れ､25°Cで電子スペクトルとCDを統け

て測定した｡　Fig.2-3に示したように､5×10`3Mのときだけに､励起子型の負のC

Dが認められた｡電子スペクトルは､濃度が濃くなるに従って､1-2　nm　の吸収極大

波長の短波長シフトが観測され､同時に､モル吸光係数は小さくなりスペクトルが

プロード化した｡アントシアニンの吸収スペクトルは､自己会合によって可視の吸

収極大波長が短波長シフトし､モル吸光係数も小さくなることが計算から明らかに

されている1.　5'　2o'　57'　59｡　1　4　の濃度に依存した電子スペクトルの変化は､自己会合した
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Fig.　2-3　Concentration　dependence　of　Uv　and　CD　spectra　of　navocommelin　(14)in

　　　　O.05　M　acetate　buffer　at　pH　5.7.
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Fig.　2-5　Temperatus　dependence　of　Uv　and　CD　spectra　of　navocommelin　(14)in

　　　　O.05　M　acetate　buffer　at　pH　5.7.
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アントシアニンの場合と同じであり､CDの挙動もアントアニンのそれと同様であ

った｡このCDから､14の会合が､母核の双極子モーメントが左旋的にねじれた

方向での､面対面のスタッキングであることが支持された(Fig.2-4)1.　5'　2o.　57'　59｡

　フラポコンメリンの水溶液(5　×　10'3M)を､温度を変えてCDを測定すると､温

度が高いほど励起子型のコットンは小さくなることが分かった(Fig.2-5)｡溶液の温

度が上昇すると､分子運動が激しくなり分子会合は弱くなる｡温度の上昇とともに

励起子型の負のコットンが減少することは､分子間の規則的な左旋的会合が温度の

上昇とともに減少したことを示す｡

　フラポコンメリンの会合が､芳香環同士の面対面のスタッキングであることは､

1H　NMRの測定によっても明らかにできた(Fig.2-6)｡CDにおいて励起子型のコ

ットンの出現する5　×　10'3M　の濃度と､それ以下の濃度で1H　NMRスペクトルを測

定すると､シグナルに著しい違いがあった｡すなわち､5×10`4M以下の濃度ではシ

グナルの化学シフトはほとんど変化しなかったが､5　×　10'3M　になると､フラボコン

メリンの母核上のシグナルが急激に高磁場シフトし､同時にシグナルのプロード化

も見られた｡各々のシグナルを､NOE差スペクトル､デカップリング実験によっ

て帰属した｡　Fig.2-5に示したように､5　×　10'3M　ではH-3とH-8のシグナルが

2本に分裂していることが明らかになった｡各シグナルの濃度依存的な高磁場シフ

トを比較すると､H-8が最も大きく､5　×　10'5M　から5　×　10゛3M　になると約0.6　ppm

移動し､次いで､H-3､H-2'　,6'､H-3'　,5'の順であった(Table

2-1)｡母核の水素の高磁場シフトは､スタッキングした芳香環のアニソトロピーに

よると考えられ､高磁場シフトの程度はスタッキングした芳香環との重なりの度合

いを反映しているものと考えられる｡これから､フラボコンメリンの水溶液中の自

己会合においては､C-8､C-3の辺りの重なりが大きいと推定できた｡シグナ
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Fig.　2-4　Proposed　stacking　structuR5　of　navocommelin　(14).
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Fig.　2-6　Concentrationdependence　of　lH　NMR　spectra　of　navocommelin　(14)in　D20

　　　　　　at　30°C　(500　MHz).
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　　　　　　　(5　×　10'3M,　500　MHz).
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Table　2-I　Concentration　dependence　of　upneld　shift　of　the　signals　of　navocommelin　(14)
　　　　　　from　5　×　10'5M　to　5　×　10'4M　and　5　×　10'3M　in　D20　at　30°C.

proton　　　　5　×　10‘4M　　　　5　×　10°3M

　　　　　　　　　　　m　　　　　　　　m

H-3,H-8　　　　0.05　　　　　　　　0.54

H-21,6'　　　　0.03　　　　　　　　0.36

H-3',5'　　　　0.02　　　　　　　　0.15
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ルの分裂は､母核同士が強固に会合しているため､C-グルコシド結合の自由回転

が損なわれたためと考えている｡

　フラポコンメリンの5　×　10'3M　の濃度の水溶液について､温度を変えてスペクトル

を測定した(Fig.2-7)｡低温ではプロードだったシグナルが､温度を上昇させるとシ

ャープになり､同時に低磁場シフトした｡　75･Cまで温度を上げると5　×　10'5M　におけ

るスペクトルと非常によく似たスペクトルが得られた｡この温度では､分子運動が

激しく規則的な会合はほどんど消失し､単分子状態になっていると考えられる｡そ

のため､高希釈で単分子状態の5　×　10‘5M　と同じスペクトルを与えたものと推定でき

た｡逆に温度を下げて､5･Cで測定したスペクトルは､糖のアノマー水素が2種類

現れており､シグナルの分裂はグルコシド結合の回転障害によると考えた｡

5×10`4Mのサンプルでは､5･Cから75･Cまで温度を変えて測定しても､シグナルの

化学シフトの変化は0.1　ppm　以下とわずかで､5　×　10°5M　では､温度を変化させても

シグナルの化学シフトは全く変化しなかった｡シグナルの半値幅は､5　×　10'4M　では

15･C以下で､プロード化が認められ､H-3､H-8のシグナルが重なって観渕さ

れたが､5　×　10'5M　では全く認められず､5°Cのスペクトルでもシャープであった｡

これから､シグナルの高磁場シフトは､明らかに､会合した相手の芳香環のアニソ

トロピーによるものであると結論できるが､プロード化は､一概には白己会合によ

るものであるといえないことがわかった｡すなわち､5　×　10°3M　では､規則的な会合

によって回転障害が生じたと考えられるが､5　×　10'4M　では不規則な会合､(aggre-

gation)､によって､分子運動がゆっくりになり､丁度NMRのサンプリング時間と

同調したために､プロードなシグナルを与えると考えられる｡さらに､5　×　10'5M　に

なると分子は単体で存在し､5゜C程度では､回転障害が起こらないため､シャープ

なシグナルを与えたものと考えられる｡
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　上述したCD､1H　NMRを､メタノール､ジメチルスルホキシドあるいはピリ

ジン中で測定すると､5　×　10゛5M　から5　×　10'3M　まで濃度を変化させても､CDではい

ずれも全く励起子型のコットンが観測されず､IH　NMRでもシグナルの高磁場シ

フトが認められなかった｡有機溶媒中では､疎水相互作用が弱められ､また､ピリ

ジンのような芳香環を持つ溶媒では､母核とピリジンの会合が生じるので､フラポ

コンメリン同士の規則的な自己会合が妨げられたためと考えた｡これにより､フラ

ボコンメリンの水溶液中での左旋的な自己会合は､フラボンの母核芳香環同士の疎

水結合によるものであることが明らかにできた｡

　5-θ-メチルフラポコンメリン(17,Fig　2-2)を用いて同様に水溶液中でCDを測

定したところ､5　×　10“3M　でフラボコンメリンほど顕著ではないが､励起子型の負の

コットンが認められ､温度を上昇させるとこのCDは小さくなった(Fig.2-8)｡しか

し､5　×　10'4M､5　×　10‘5M　でも形は少し異なるもののCDが認められ(Fig.2-9)､こ

のCDが自己会合しているためかどうかは明確にできなかった｡しかし､1H　NM

Rでは､濃度依存的な母核シグナルの高磁場シフトが認められ､ねじれの方向は別

としても､何らかの自己会合が起きている可能性はある｡　17の1H　NMRでは､H

-3､H-8のシグナルが30゜Cでも約2:1の比率で2本に分裂しており､糖の

アノマー水素､フラボンの7位のメトキシ基も同じ比率で分裂していた｡5位が水

酸基のかわりにメトキシ基になり立体的にかさ高いため､C-グルコシドの回転障

害がより大きくなったためであろうと考えられる｡フラボコンメリンと比較して5

-θ-メチルフラボコンメリンでは､CDの大きさ､IH　NMRでの化学シフトの移

動度ともに小さい｡5位にメトキシ基が存在するために生まれるひずみが原因で､

自己会合しにくくなっていると考えている｡

　4'位の糖を加水分解除去した7-θ,メチルーjg-ビテキシン(18,Fig　2-2)を用いて､
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Fig.　2-8　Concentration　dependence　Uv　and　CD　spectra　of　5-θ-methylnavocommelin

　　　　　　(17)in　D20　at　30°C　(500　MHz).
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Fig.　2-9 Concentration　dependence　of　lH　NMR　sPectraof　5-θ-methymavocommelin

(17)inDpat　30°C　(500　MHz).
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同様のCDと1H　NMRの測定を行った(Fig.2-10,2-11)｡5　×　104M　以上の濃度で励

起子型の負のCDが認められ､IH　NMRにおける芳香族水素の高磁場シフトも

5　×　10'4M以上で認められた｡このフラポンも左旋的に自己会合することが明らかに

なり､フラポコンメリンよりも低濃度でも自己会合することから､かなり強い疎水

相互作用を持つといえる｡
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Fig.　2-10　Concentration　dependence　Uv　and　CD　spectra　of　7-θ-methyl-6-vitexin(18)

　　　　in　D20　at　30･　C.
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Concentration　dependence　of　lH　NMR　spectra　of　7-ひmethyl一凶-vitexin(18)

inDpat　30°C　(500　MHz).
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2 3 コンメリニンの構造

　後藤､田村らは様々なコンメリニンの性質､再構成実験の結果､および機器分析

のデータから､コンメリニン(15)の組成を[M6F6Mgダであるとし54　Fig.　2-12　の構造

模式を提出した1'5｡可視部に非常に強い負の励起子型のコットンを示すことから､

アントシアニンの母核同士が左旋的にスタッキングし､母核のB環に水酸基が2個

以上ないとコンメリニン様錯体が生成しないことから､金属はB環の水酸基に配位

しているであろうと推定した1'5｡斉藤らによる結晶の回折データから分子内に3回

軸が存在することがわかり55､さらに､後藤､河合らは､Cd-コンメリニン(16)

のX線結晶構造解析により(R因子33%)､マロニルアオバニンの母核部分の座

標決定に成功し(Fig.2-13)､これが､コンメリニンの機器分析データを非常に良く

説明することを明かにした1･5･　56｡

　コンメリニンの完全な構造決定はX線結晶構造解析に依るしかない｡しかし､分

子量約9000の高分子化合物を､数百の低分子有機化合物の分解能で解析するに

は､他の分析データからの構造推定が不可欠である｡そこで､田村らの報告したコ

ンメリニンの再構成法54を参考にして､コンメリニンおよびアントシアニンを代え

たコンメリニン様錯体を構成し､その構造について､主としてNMRを用いて解析

した｡さらに､中心金属を変えたコンメリニン様錯体の結晶化を行い､高エネルギ

ー物理学研究所放射光実験施設の装置を用いて､X線結晶構造解析を行った｡

2.3.1　コンメリニンおよびコンメリニン様色素の再構成

コンメリニンは､マロニルアオバニン(5,M,TFA塩)を中和後､1当量のフラ
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“○OC　　COO“

Fig.　2-　12　A　proposed　gross　structure　of　commelinin　(another　magnesium　ion　is　under　the

　　　　　　magnesium　ion　shown).M:　malonylawobanin　(5);F:　navocommelin　(14).

Figヽ2'　1　3　AITangement　of　six　anthocyanidin　skeletal　frameworks　in　the　commelinin

　　　　　　　molecule　obtained　from　preliminary　x-ray　analysis　by　Goto　Ezj.
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ボコンメリン(14,F)と1/3当量のマグネシウムを加えることにより再構成する

ことができる｡さらに､田村は､B環の水酸基の置換様式だけがマロニルアオバニ

ンと異なるアントシアニンを用いてコンメリニン様錯体の再構成実験を行い､コン

メリニン様錯体が生成するためには､B環上に2個以上の水酸基が必要であること

を明らかにした1･5･　2o.61｡　しかし､コンメリニン様錯体の色調や安定性などの性質に

ついて､詳細には明らかでなかった｡そこで､効率よくコンメリニンを再構成する

方法を検討し､同時に､アントシアニンぱかりでなく､フラポンも代えたコンメリ

ニン様錯体を再構成し､その性質について調べた｡

　マロニルアオバニンを薄いアンモニア水で中和後､減圧下濃縮乾固し､そこへ､

1.2当量のフラボコンメリンを粉末でなく濃厚水溶液として加え､次いで､1当量

の酢酸マグネシウム水溶液を加えた｡得られた濃青色の溶液をセルロファイン

GC-　15　ゲルで精製した｡濃い青色の画分を減圧下濃縮乾固すると､コンメリニンが

濃紺の金属光沢を持つ固体として得られた｡この方法で､部分的に構造がマロニル

アオバニン､またはフラポコンメリンと異なるアントシアニンおよびフラポンを用

いてコンメリニン様錯体の生成について調べた(Table　2-2)｡コンメリニン様錯体の

生成は､特徴的な電子スペクトルの形状､可視部の非常に強い励起子型の負のコッ

トンと電気泳動における挙動で判断した｡まず､B環の置換様式だけが異なる4種

のアントシアニンを用いて再構成実験を行った｡マロニルシソニン(6,Ms)､モノ

デマロニルサルビアデルフィン(22)6oでコンメリニン様錯体の生成が認められた｡

モノデマロニルサルビアニンと(23)6o､サルビアマルビン(24)63では錯体の生成は

全く認められなかった｡コンメリニン様錯体の形成にはB環に2個以上の水酸基が

必要であることが確認でき､金属はB環のθ-ジヒドロキシ基に配位していることが

明らかになり､マグネシウムが酸素アニオンに配位する機構が考えられた1.5･　61｡　デ
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malonylawobanln(5)
awobanln(13)

malonylshlsonln(6)

monodemalonylsalvladelphln{22)
monodemalonylsalvlanln(23)

salvlamalvln(24)
succlnylcyanln

malonylcyanln

delphln(7)

RI　　R2

一
㎝
H

㎝
㎝
㎝

　X
-

malonyl

　H

malonyl

　CH　　c}l　　malonyl

　H　　H　　malonyl

OCH3　0CH3　malonyl

H
H
㎝

㎝
一
㎝

H
H
H

Y

p-coumaryl

p･coumaryl

p-coumaryl

　caffeyl

p-coumaryl

　cafffeyl

　succlnyl

　malonyl

　　　　H

complexatlon

○
○
○
O
X
X
O
O
X

(15)
(27)

(28)
(29)

(30)
(31)

Table-2-2　Formation　of　commelinin-nke　pigment　by　changing　of　anthocyanin　component　in

　　　　　　presence　of　magneslum　lon.
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ルフィン(7)､スクシニルシア゛ン(9)43､マロニルシアニン(10)､および､ツユク

サ紫色変種タイプIIの花弁色素3-グルコシルデルフィニジン(25)と3-ρ-ク

マリルグルコシルデルフィニジン(26)6o'64を用いた再構成実験から､母核5位の糖

　(●)が必須であることと､▲の糖の6位には､芳香族酸である必要はないが､何

らかのアシル基が必要であることが分かった｡

　これらのコンメリニン様錯体の電子スペクトル､CDスペクトルをFig.2-14,

2-15に示した｡母核がシアニジンであるアントシアニンから得た錯体は､可視の吸

収極大波長がコンメリニンよりも20-30　nm　短波長となり､色は紫色がかった青色

となった.5×1�Mの濃度での安定性を比較すると(Fig.2-16)マロニルシソニン

ーコンメリニン(28,Ms-コンメリニン)はコンメリニンとほとんど安定性が変わ

らなかったのに対し､▲の糖の6位が芳香族酸でない､スクシニルシアニンーコン

メリニン(30,Sc-コンメリニン)､マロニルシアニンーコンメリニン(31,Mc-コ

ンメリニン)は不安定であった｡

　次に､フラポンを代えて再構成実験を行った｡フラボコンメリンの5位の水酸基

がメチル化された5-ひメチル化フラポコンメリン(17)と4'位のグルコースを加

水分解除去した7-ひメチルー6-ビテキシン(18)をフラボンとして用い､再構成を

試みた(Table　2-3)｡5位をメチル化したフラボンからはコンメリニン様錯体が生成

したが､4'位の糖がないものでは､生成しなかった｡　5-ひメチル化フラボコン

メリンーコンメリニン(32)の電子スペクトル､CDはコンメリニンとほとんど同

じであったが(Fig.　2-17)､安定性が非常に劣り､コンメリニンの1/10程度の安

定性しか示さなかった(Fig.2-18)｡

　コンメリニンの中心金属を代えたコンメリニン様錯体が､武田らにより報告され

ている65°68｡コンメリニンのX線結晶構造解析を行うにあたり､中心金属の違う2
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Fig.　2-　14　Elec誂)nic　spectra　of　commennin　(15)andcornlnennin-nke　pigments　(27,28,

　　　　　30and31)in　O.05　M　acetate　buffer　at　pH　5.7(5　×　10'5M).
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Fig.　2-15　CD　of　commdnin　(15)and　commennin-nke　pigments　(27,28,30　and31)

　　　　　in　O.05　M　acetale　buffer　at　pH　5.7　(5　×　10'5M).
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Fig.　2-　1　6　Stability　of　commelinin　(15)and　commelinin-like　pigments　(27,28,3　0　and

　　　　　　　31)in　O.05　M　acetate　buffer　(pH　5.7)at　25°C　(5　×　10'5M).
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Table　2-3 Formation　of　commelinin-like　Pigment　by　changing　of　navone　comPonent　in

presence　of　magneslum　lon.

ORI

flavocommelln(14)

5･○･methylflavocommelln(17)

7･　○-methyl･/so･vltexln　(18)

　RI
㎜

　H

CH3

　H

3゛
R2

　R2

-

9lucosyl

glucosyl

　H

complexation

○
O
X

(15)

(32)

Table　2-4　Formation　of　commelinin-like　pigment　with　changing　complexation　metal　in

　　　　　　presence　of　malonylawobanin　(5,M)and　navocommelin　(14,F).

metalion complexation metal　ion　complexation

Mg2゛

A13゛

Cr2゛

Mn2゛

Fe2゛

Fe3゛

C02゛

○(15)

×　　-

×　　-

○(36)

×　　-

×　　-

○(34)

Ni2゛

CU2゛

Zn2゛

Cd2゛

Sn2゛

Ba2゛

Pb2゛

○(35)

×　　-

O

○

×
　
×

×

(33)

(16)

　一

　一
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　　　　　　acetate　buffer(pH　5.7)at　25°C　(5　×　10°5M).
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種の結晶の回折データを用いた重原子法が有望であると考え､中心金属を代えた様

々なコンメリニン様錯体の再構成を行った｡天然のマグネシウムの他に､亜鉛

(Zn-コンメリニン,33)､コバルト(Co-コンメリ

(N

W　ゝ

-ン, 34)､ニッケル

-コンメリニン,35)､マンガン(Mn-コンメリニン,36)ヽカドミウムs
l

(Cd-コンメリニン,16)を用いるとコンメリニン様錯体が生成した｡バリウム､

アルミニウム､鉄､銅では溶液が青黒色となり､沈殿を生じたものもあったが､コ

ンメリニン様錯体はできなかった(Table　2-4)｡　各錯体の電子スペクトルとCDを

Fig.　2-19　に示した.金属によって､可視の吸収極大波長が異なり､CDのコットン

の値も異なった｡これは､配位する金属によって､アントシアニジン核の電子密度

が微妙に変化するためと考えられた｡安定性についても､天然のマグネシウム錯体

よりも､コバルト､ニッケル錯体の方が安定であることがわかった(Fig.2-20)｡

　再構成したコンメリニンおよびコンメリニン様錯体の金属含量を､ICP発光分

析により定量した(Table　2-5)｡田村らにより提出されたコンメリニンの組成54(アン

トシアニン:フラポン:金属=3:3:1)から得られる理論値と比較すると何れ

も若千分析値が低かったが､林らに より提出された祖成53(アントシアニン フラ

ポン:金属が2:2:1)では分析値が全く一致しないことから､3:3:1の組

成が正しい ことを支持するものと考えた｡分析値が理論値よ り低いのは､水分子が

強固に結合し､完全には除去できなかったためと考えている｡

2 3.　2 コンメリニンにおけるコピグメンテーション

　コンメリニンは､マロニルアオバニン(M)とフラボコンメリン(F)が金属の回り

を.MMFFMMFFMMFF-ととりまいた構造であることがこれまでに推定されてい
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(33,34,35,36and16)in　O.05　M　acetate　buffer　at　pH　5.7　(5×10`5M).
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Table　2-5　Analysis　of　metal　content　in　commelinin　(15)and　commelinin-like　pigments

　　　　　　by　ICP.

commennin(15-n)

commennin(15-c)

Ms-commelinin(28)

S　c-commelinin　(30)

Zn-commelinin(33)

Co-commelinin(34)

Ni-comelinin(35)

Mn-commelinin(36)

Cd-commelinin(16)

found(%)

0.42

0.43

0.37

0.10

1.15

1.03

1.17

1.00

1.90

-59-

calcd.(%)

0.54

0.54

0.55

0.58

1.46

1.32

1.32

1.23

2.48



る(Fig.　2-12)1'5.この分子における各成分の会合状態については､アントシアニン

の母核同士の自己会合は､CDおよび予備的なX線結晶構造解析の結果などから明

らかである(Fig.　2-13).また､2.　2で述べたように､コンメリ゛ンの構成フラポ

ンであるフラポコンメリンが濃厚水溶液中で左旋的に自己会合することが分かり

(Fig.　2-4)69､コンメリニン分子内でも､同様の自己会合の存在が示唆された.

　コンメリニン分子中のアントシアニンとフラポンの会合状態､すなわち､コピグ

メンテーションの状態を機器分析的に明らかにするには､NMRスペクトルに けお

る分子内のNOEを解析するのがよい｡コンメリニンの重水中のIH　NMRスペク

トルは､1986年に田村により報告された61｡コンメリニンが､アントシアニン

とフラボン各6分子づつから構成された高分子であるにもかかわらず､そのスペク

トルは単純で､各成分のシグナルは1分子づつしか観測されていない｡このことは､

コンメリニン分子において､成分が対称性よく配置されていることを示唆する｡さ

らに田村は､シグナルの一部を帰属し､マロニルアオバニン(5,M)とフラボコンメ

リン(14,F)間の分子間NOEを解析し､コピグメンテーションについて示してい

る61｡しかし､コンメリニンのスペクトルは強い会合のため非常にプロードで､し

かも大きなアニソトロピーを受けているため帰属を誤る恐れが大きく､測定条件を

適切に選ぱないとスピン拡散により全てのシグナルに負のNOEが観測されてしま

う｡そこで､コンメリニンの重水中のスペクトルの測定条件を検討しなおした｡コ

ンメリニンの安定性と､NOE実験を行ったときのスピン拡散との兼ね合いを検討

して､IH　NMRの測定条件を､コンメリニンの濃度を20.40　mg/mL　(約3-7　×　10'3M)

とし､測定温度を40°Cまたは50･Cに設定した｡シグナルの帰属は､コンメリニン

の他にアオバニンーコンメリニン(27,Aw-コンメリニン)､マロニルシソニン

ーコンメリニン(28,Ms-コンメリニン)のスペクトルを比較して行った｡測定は､
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1次元のHOMOSD､NOE差スペクトルだけでなく､2次元測定(DQF-C

OSY､NOESY､HOHAHA)を中心的に利用した｡

　コンメリニンにおけるアントシアニンの芳香族部分のシグナルを帰属するために､

まず､マロニルシソニンーコンメリニン(28,Ms-コンメリニン)とコンメリニンの

スペクトルを測定した(Fig.2-21)｡Ms-コンメリニンではアントシアニンの母核が

シアニジンであるため､コンメリニンと比較するとB環5'位の水素のシグナルが

新たに出現する｡　6.51　ppmにダプレットが観測されたので､これをB環の5'位水

素と考え､これをもとにMs-コンメリニンのDQF-COSYよりB環2'､6'

位のシグナルの帰属を行った(Fig.2-22)｡さらに5.90　ppm　と7.30　ppm　のプロードな

ダプレットが16　Hzの結合定数を持つことからρ-クマル酸の(x,β水素､6.70　ppm　と

7.20　ppm　のダプレットが各々2H分あることと結合定数が約8Hzであったことか

らρ-クマル酸の2,6位水素､および3,5位水素と推定した｡コンメリニンのスペ

クトルは､これと化学シフトは多少移動したもののシグナルのパターンはよく似て

いたことから､Ms-コンメリニンとの比較､類推によりFig.2-21のように推定した｡

Aw-コンメリニンの芳香族領域のシグナルも同様に推定した(Fig.2-21)｡

　次に､糖のアノマー水素の帰属のために､Aw-コンメリニンのスペクトルの解析

を行った｡　Aw-コンメリニンのDQF-COSYスペクトルをアノマー水素と推定

した5　ppm　付近のプロードなダプレットから出発して解析し､(Fig.2-23-1)の様に

糖の水素のつながりを明らかし､同様の解析をコンメリニンについても行なった｡

これから､5.2　ppm　のシグナルと関係づけられた糖の6位メチレンシグナルはコン

メリニン､Aw-コンメリニンの両分子とも低磁場に観測されたのに対し､5.3　ppm

のシグナルから関係づけられた糖の6位メチレンシグナルはコンメリニンでは低磁

場であったが､Aw-コンメリニンではより高磁場に移動していることが分かった｡
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これからヽAw-コンメリ゛ン(27)において5.2　ppm　のシグナルが▲-1､5.3　ppm

のシグナルが●-1と帰属し､これを基に､27のNOESYを解析した｡▲､お

よび●の糖のアノマー水素から強いNOE交差ピークが観測されたシグナルをそれ

ぞれ､4､6位水素と帰属した｡　NOESYからは､ρ-クマル酸の2,6位および

3,5位と推定したシグナルの間にNOE交差ピークが観測され､さらに､ρ-クマ

ル酸の(x水素と2位､6位水素との間にもNOEが認められたことから､この帰属

が確定した｡アントシアニンの8位水素は､アントシアニンB環2'位の水素とN

OEが観測された4.6　ppm　のシグナルと帰属した｡

　同様にして､コンメリニンおよびMs-コンメリニンのグルコース1位のシグナル

を､高磁場側を▲-1､低磁場側を●-1と推定してそれぞれNOESYの解析を

行なった｡推定した帰属は矛盾なく説明できたことから､アントシアニンの芳香環

部分､および､糖部分の帰属が確定した｡

　残る芳香族領域のシグナルは､フラポコンメリン(14,F)由来のものである｡ま

ず､Aw-コンメリニンを用いたDQF-COSYから､フラポコンメリンB環の4

水素を､オルトカップリングした2水素づつの2組に分類した(Fig.2-23-2)｡次に

特徴的な3.15　ppm　の7位メトキシ基シグナルからのNOEを解析して､フラボコ

ンメリン8位の水素が5.44　ppm　と帰属できた｡糖のアノマー水素のシグナルは､

4.64　ppm　と4.74　ppm　に観測され､その内､4.74　ppm　のダプレットシグナルが結合定

数9Hzであったため､これをC-グルコシドである△の糖の1位､残りの4.64

ppmのシグナルを○の1位と推定した.0-1のシグナルからはヽ先のDQF-C

OSYでグループ化されたシグナルのうち6.2　ppm　と7.40　ppm　のシグナルにNOE

が観測されたので､これをフラポコンメリンB環の3'および5'位水素であると

帰属した｡残る未帰属のシグナル(4.88　ppm)はフラボコンメリン3位水素と決定し､
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この3位水素との間にNOEがある方を便宜上6'位水素とした｡

　以上により､Aw-コンメリニンの全てのシグナルの帰属が確定できた｡同様にし

て､コンメリニン､Ms-コンメリニンのスペクトルも完全に解析した(Fig.2-21)｡

　1H　NMRスペクトルの完全な帰属を行った結果､コンメリニンにおいてマロニ

ルアオバニンのB環､フラボコンメリンのB環の水素が､何れも非対称な環境にあ

り､それらのシグナルが別々に現れることが分かった｡さらに､同条件下で測定し

たマロニルアオバニン､フラポコンメリンのスペクトルと比較すると､何れのシグ

ナルもかなり高磁場にシフトしていることが明らかになった｡コンメリニンにおけ

るマロニルアオバニン8位の水素は､4.63　ppm　に観測され､かなり高磁場に移動し

ている｡それ以外のシグナルも､マロニルアオバニンを中性で測定することが不可

能なため､定量的な比較はできなかったが､高磁場へ移動していた｡フラボコンメ

リンの母核水素は､3､8､5'､6'位のシグナルが0.5　ppm　から2ppmも高磁

場シフトしており､逆に､2'､3'位のシグナルは､0.5　ppm　程度の低磁場シフ

トが認められた｡シグナルの高磁場シフトは､会合した相手分子の芳香環の環電流

によると考えられることから､コンメリニンにおける各成分の強固な会合が示唆さ

れた｡

　この帰属を基に､コンメリニンにおけるマロニルアオバニン(M)とフラボコンメ

リン(F)との分子間のNOEを解析した(Fig.2-24)｡これらのNOEからマロニル

アオバニンとフラポコンメリンの会合関係は､田村の報告したような2分子が同じ

向きに平行に会合したのではなく､アントシアニンとフラポンの発色団同士がクロ

スして会合したFig.2-25の様であることが明らかにできた｡マロニルアオバニンは､

4､6位水素および､▲-1から/,-クマル酸の水素への遠隔NOEも認められ､ρ-

クマル酸残基がコンメリニン分子内で母核4､5､6位の方へ折り畳まれているこ
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Arrows　:　long　dlstance　NOEs　at　40°C

Fig.　2-25　1ntenolecular　NOEs　and　stacking　pattem　of　malonylawobanin　(5)and

　　　　　　navocommelin(14)in　commelinin　(15).
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とが明らかになった｡

　コンメリニン分子内のマロニルアオバニンとフラボコンメリンの交差したコピグ

メンテーションにおけるねじれの向きは､アントアニンとフラポンそれぞれの発色

団の励起波長差が大きいため､CDから推定することはできない｡しかし､これま

での研究により､各構成成分が中心金属の作る3回軸の廻りに環状に

.MMFFMMFFMMFF.と配置され1'5､M同士は左旋的に1.　5.　2o･　61､その間隙に挿入

されているF同士も左旋的に69会合していることが明かである｡MとFの会合が

左旋的であるとすると､会合分子はねじれが解消されることなく際限無く積み重な

ってしまう｡従って､MFの会合様式は右旋的と考えられる｡

2.3.3　コンメリニンのX線結晶構造解析

　最初にコンメリニンのX線回折データを得たのは､伊藤､武田らで､1981年

に中心金属をカドミウムに代えたコンメリニン様錯体を用いて､4軸型回折計によ

りデータを収集した･｡結晶は3方晶系に属し､空間群はp321と報告されている゛｡

その後1986年に斎藤(規夫)､武田らによって､前記の報告と独立に4軸型装

置でデータの測定､解析がなされた7o｡斎藤らは､天然のコンメリニン(15･n)､再

合成したコンメリニン(15-c)､Cd-コンメリニン(16)から､結晶を得ているが､

全て空間群が異なり､さらに､伊藤らが得た空間群とも違っていた｡しかし､両グ

ループとも解を得るには至らなかった｡　1986年に河合､後藤らは伊藤らのデー

タを用いて部分的な解を得ることに成功した1.5.　56｡　しかし､R因子は33%でアント

シアニンの母核部分しか明らかにできなかった1･5.　56｡　何れの研究も､最終的な解を

得るに至らなかったのは､コンメリニンの分子量が､通常の有機化学的精度でX線
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結晶構造解析を行い得る分子より大きく､得られた回折データの数が少なかったこ

とも原因と考えられる｡コンメリニンの結晶が不安定なため､長時間の測定に耐え

ないことも大きな要因である｡現在､蛋白などの高分子で不安定な結晶のX線結晶

構造解析には､シンクロトロン放射光から得られる強い白色X線を用いて､ワイセ

ンベルグカメラで測定する方法が､最も強力な手段となっている｡そこで､コンメ

リニンの回折データの測定を従来の4軸型でなく､高エネルギー物理学研究所放射

光実験施設の巨大分子用ワイセンベルグカメラ･イメージングプレートのシステム

を用いて71､高速､高精度にデータ収集し､解析を行った｡

　なお､本章に記したコンメリニンのX線結晶構造解析研究は高エネルギー物理学

研究所の中川敦史博士と共同で行ったもので､結晶のX線回折データの収集､およ

び解析は中川博士が行った｡

　2.3.1の方法で再構成した中心金属の異なる各種のコンメリニンを用いて､

水-エタノールから結晶化を行った｡　Cd-コンメリニンが最も良好な単結晶(金

属光沢を持つ濃紺のプリズム晶)を与えた｡さらに､オオボウシバナの青色花弁搾

汁から､水-エタノールによる沈澱､透析､ゲル濾過カラムクロマトグラフィーを

繰り返すことにより天然のコンメリニンを精製し､同様に結晶化を行い､プリズム

晶を得た｡

　コンメリニンの分子量の測定は､超遠心法により行った｡田村は1986年に超

遠心法でコンメリニンの分子量測定を行い､9300(文猷61では9600)と

いう値を得ている54'61｡しかし､コンメリニンを0.1Nの塩化ナトリウム溶液に溶解

してそのまま測定しており､等張液を対照に用いた測定ではないため､理論的には

正しくなくその結果に問題があった｡そこで､X線結晶構造解析を行うに当たり､

分子量の再測定を行った｡サンプルは､天然コンメリニンの他に､再構成したコン
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メリニン､Cd-コンメリニンを用い､何れも､水-エタノールから得た結晶を用

いた｡各々の試料を0.1Nの塩化ナトリウム水溶液に溶解し､5°Cで2昼夜透析し

てから測定した｡まずコンメリニンの比容を求めた｡コンメリニンを0.3-0.7%の

濃度になるように0.1N塩化ナトリウム水溶液に溶解し､30時間透析した後､振

動密度計を用いて10°Cで溶液の密度を測定した｡それぞれの溶液中のコンメリニン

の量は吸光度法で定量した｡天然コンメリニンの比容は0.601､再構成したコンメ

リニンは0.593､Cd=コンメリニンは0.556であった(Table　2-6)｡分析超遠心の測

定は､濃度2　mg/mL　程度のコンメリニン溶液を同様に2昼夜透析し､これを透析外

液で約10倍に希釈して行った｡対照には外液を用いた｡温度は10°Cとし､25,000

rpmで10時間遠心して平衡状態にある時の濃度勾配データを用いて分子量を求め

た(Fig.2-26)｡得られた分子量は､天然コンメリニン､再構成コンメリニン､Cd

-コンメリニンでそれぞれ8400､8600､7900であった｡田村の得た

9600の結果より若干小さい値となった｡この差は､たぷん､今回の方法で得た

比容が約0.6であったのに対し､田村の報告した比容が0.65と大きめであっためと

考えられる｡今回得られたコンメリニンの分子量は､後藤らが確定した､コンメリ

ニンの組成[M6F6MgJ6‘から計算した分子量のコンメリニン:8814､Cd-コン

メリニン:8862と良く一致し､さらに､後述のX線結晶構造解析から確定した

分子量ともよく一致した｡

　上記のデータを踏まえて､Cd-コンメリニンのプリズム晶を用いて回折強度の

測定を行った(Tablご2-7)｡自己パターソン図上に現れたピークから､カドミウム原

子の位置は結晶学的な3回軸上にあり､以前河合らにより報告された結果1,5,56と一

致した｡重原子置換による方法は､カドミウム以外を中心金属に含むコンメリニン

様錯体の良好な単結晶が得られなかったため断念し､直接法による解析を試みた｡
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Table　2-6　Partial　specinc　volume　(1))of　natural　commelinin　(15-c),reconstructed

　　　　　commelinin(15-c)and　Cd-commelinin　(16)in　0.1　N　NaCI.

　　　　　(all　samples　were　dialysed　for　2　days　at　5°　C)

sample

dist.H20

solvent

15-n　sl

15-n　s2

15･n　s3

15･C

15･C

15-C

SI

S2

S3

16　　S1

16　　　S2

16　　S3

solvent

dist.H20

conc.(g/mL)

2.227　×　10'3

3.085　×　10'3

5.210　×　10°3

1.579　×　10“3

3.645　×　10゛3

4.768　×　10'3

1.738　×　10'3

3.068　×　10‘3

3.925　×　10`3

T(sec)　density(dl)

23.49707

23.52116

23.52509

23.52767

23.53208

23.52442

23.52827

23.53016

23.52475

23.52786

23.52969

23.52111

23.49683

dl-d,i=A-1(TかT22)A:　252.4629

1)o=Um(1-(d-C)/do)/C

1)o　natural　commelinin

l)o　reconstructed　commelinin

l)o　Cd'commelinin

0.601

0.593

0.556
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【0.9997131(d｡)

　1.004120

　1.004932

　1.005413

　1.006235

1.004829

1.005547

1.005899

1.004891

1.005493

1.005834

1.004235

[O.9997131(do)

1)

0.632777

0.578492

0.591612

0.548721

0.606008

0.624315

0.554104

0.550210

0.561001
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Fig.　2-26　Molecular　weight　of　natural　commelinin　(15-n),reconstructed　commennin

　　　　　　(15･c)andCd-commelinin(16)obtained　by　ultracentrifugation.

　　　　　　Plot　of　-log　C　to　χ2after　1　0h　ultracentrifugation　with　25,000　rpm.

-75-



Table　2-7　X-ray　crystallographic　data　of　natural　commelinin　(15-n)and　Cd-commelinin

　　　　　(37).

commelinin(15-n)

trigonal

?321

α=わ=31.191(4)Å

c=33.623(8)Å

y=2.833　×　10`4Å3

Z=2
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Cd-commelinin(37)

trigonal

?321

α=ゐ=31.329(8)Å

c=33.590(14)Å

y=2.856　×　10“4Å3

Z=2

crystal　system

space　group

ceU　dimensions

ceU　volume

number　of　molecules

in　an　unit　ceH



SHELEX-86　72を用いて解析を進めたところ､パターソン図から得られていた金属原

子の位置に相当した位置にピークが現れたので､この解を基に構造解析を進めた｡

これまでに得られたコンメリニンの構造に関する知見から､金属の回りには､マロ

ニルアオバニン(5,M)のB環が配位していると考えられたので､3次元グラフィク

ス上で金属のピークの回りに母核の一部と見なせるピークを探した｡選び出した6

3個のピークを用いて､逐次フーリエ法により原子モデルの作成を行うというサイ

クルを数回繰り返し､コンメリニンに含まれる水素以外の全ての原子の帰属を行っ

た｡原子パラメーターは､XTAL　2.6､XTAL　3　.073を用いて精密化し､分解能1Åの

10244個の反射を構造因子の計算に含め(溶媒分子30個を含む)､R因子

13.2%の結果を得た(Fig.2-27)｡

　コンメリニンの結晶は非常に多くの結晶溶媒を含むため､結晶構造解析をさらに

精密に行うためには､結晶溶媒を無視することはできない｡そこで､コンメリニン

結晶の熱分析を行い､含まれる溶媒の量を求めた｡　Cd-コンメリニンのプリズム

晶を3mg程度秤量し熟天秤にのせ､室温から5oO･Cまで20分間で昇温して重量

の減少を記録した(Fig.2-28)｡結晶の重量の約30%が結晶溶媒で､これを全て水分

子と考えると､コンメリニン1分子当たり約18　0分子の水を含むことがわかった｡

浮遊法により得られたCd-コンメリニンの比重1.43から溶媒分子の数を計算す

ると､結晶の非対称単位中に60個程度の水分子が含まれることになる｡コンメリ

ニン1分子当たりに換算すると1　8　0分子となり､熱分析の結果と良い一致を示し

た｡

　同様のシステムを用いて､天然コンメリニンのプリズム晶の回折データの測定も

行った｡解析は進行中であが､吸収強度のパターンは天然コンメリニン､Cd-コ

ンメリニンともほとんど同じで､結晶データもよく一致した｡従って､天然コンメ
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Cd-commelinin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cd--commelinin

L

　　　　　　　　　　O

R

　　　　　　　　　　a

viewing　along　crystallographic　c'axis.

Cd-commelinin　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cd-　commelinin

L

　　　　　　　　　,　　　0

　　　　　　　　　　　　　0

R

　　　　　　　　　　O　　　　　,

viewing　along　crystanographic　z‘axis.

Fig.　2-27　Steleoscopic　structure　of　Cd-commelinin　(16)without　solvent　molecules.
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(

(
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Thermogravimetric　analysis　of(:XI-commelinin(16).
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リニンの結晶構造はCd-コンメリニンの構造と同じであると結論でき､これによ

り､コンメリニンの構造が完全に決定できた｡マロニルアオバニン6分子､フラボ

コンメリン6分子､金属2原子を含む複合型アントシアニンであり､それぞれが対

称性よく会合した化学量論的超分子であることが明らかにできた｡

2 3 4 コンメリニンにおける分子会合

　X線結晶構造解析によりコンメリニンの結晶状態における構造が完全に明らかに

なった｡得られた座標データからコンメリニンにおける各成分分子の会合状態を明

らかにし､青色発現機構について考察した｡

　Cd-コンメリニンは結晶学的に等価な3回軸上に乗っており､その軸上に

5.1Å離れて2個のカドミウムイオンが存在する｡各々の金属原子に､3分子ずつ

のマロニルアオバニン(5,M)が配位し､M同士は左旋的に自己会合していた｡こ

の間隙に､左旋的に自己会合した2分子のフラポコンメリン(14,F)が存在し､丁

度金属を.MMFFMMFFMMFF-と2分子づつ会合したユニットがぐるりと取り囲

んだ形であった｡3回軸方向からみると分子の形はほぽ円形で､軸と直角方向から

みると長方形である｡即ち､コンメリニン分子は球を上下から半分の厚さに潰した

ような形であった｡

　　Fig.　2-29　に､会合したマロ゛ルアオバ゛ン(M)2分子だけを示した｡MはB環

の2'､3'位水酸基で金属に配位し､別々の金属に配位したM同士が左旋的に

自己会合していた｡母核の長軸は約60度左旋的にねじれ､母核同士の距離は､最

も近いところで約3.5Åとほぼファンデルワールス半径に近い距離であった｡Mの
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Fig.　2-29　Stacking　pattem　of　self-association　of　malonylawobanin　(5)･Cd-commelinin

　　　　　(16).

Fig.　2-32　Stacking　pattem　of　co-pigmentation　between　malonylawobanin　(5)and

　　　　　　navocommelin(14)in(M-commelinin(16).Blue:　malonylawobanin　(5);

　　　　　　yellow:　navocommelin　(14);red:　magnesium　ion.
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Fig.2-3I　Stackingpattemofselfassociationofnavocommelin(15)in　CM-commelinin

　　　　　　(16).

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-82-



Fig.　2-30
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母核の各原子間の結合距離をFig.2-30に示した｡B環のC2'　-C3'　間とC5'

-C6'間の距離が約1.3ÅでC3'　-C4'　間およびC　4'　-C　5'　間の距離の

1.4Åより短いことがわかった｡さらに､C4'　-04'　間の結合距離は1.27Åで

C3'-03'や､C5'　-05'　間の結合距離よりも0.05Åも短くカルボニル基

のC-O間の結合距離(1.23Å)に近いことから､4'位はケト型を取ることが明ら

かにできた｡中性のアンヒドロ塩基型のアントシアニンの構造が､4'ケト型であ

るか7ケト型であるかは､これまで確実ではなく､星野らの研究から多分4'ケト

型をとると推定されていた58｡　X線結晶構造解析により､4'ケト型であることが

確かめられた｡また､マロニルアオバニンのρ-クマル酸部分は､6位の方へ折れ

曲がっていることが明らかになった｡これは､IH　NMRのNOEから推定された

構造を支持するものである｡さらに､アントシアニンの母核に結合した糖のグルコ

シド結合は､糖の6員環の平面がほぽアントシアニンの母核平面と直角の角度に近

いコンフォーメーションを取り､▲-1がH-4の方向を､●-1はH-6の側を

向いていた｡このグルコシド結合のコンフォーメーションは､3章で述べるアント

シアニンの強酸性下のそれとほとんど同じである｡また､自己会合したアントシア

ニン同士の母核平面は全く平らなのではなく､若干､寄り添うように湾曲している

ことも明らかになった｡

　2分子で自己会合したマロニルアオバニン(MM)の間には自己会合したフラポコ

ンメリン(FF)が存在していた(Fig.2-31)｡この会合も左旋的で分子の長軸はほぽ

直交し､母核平面の距離は､マロニルアオバニンと同様に､3.5-4Åと非常に近接

していた｡分子のほぽ両端にある2個のグルコースは､その環の作る平面が母核に

対して垂直になり､これを真横から見るとFig.2-31の様であった｡

　Fig.　2-32　には､マロ゛ルアオバ゛ン(M)とフラボ゜ンメリン(F)の会合ヽJピグ
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メンテーションの状態について示した｡両者の母核同士は右旋的に会合し､分子間

の距離はマロニルアオバニンがフラボコンメリンの反対側へ少し反っているため､

自己会合の場合よりも若干長く4-4.5Åであった｡この会合状態は､コンメリニン

の重水中でのNOEから得た会合状態と非常によく一致するものであった｡また､

マロニルアオバニンのρ-クマル酸のベンゼン環はフラボコンメリンのB環とほぼ

直交した位置関係にあった｡フラポンB環の5'6'位水素のシグナルが2'､3'

位のそれよりもかなり高磁場に観測される理由は､このρ-クマル酸のスタッキン

グによるアニソトロピーのためであることが明らかになった｡

　Cd-コンメリニンの錯体中心部分をFig.2-33に示した｡2原子のCdイオンの

間は､5.1Åであり､その間には溶媒分子などは何も存在しなかった｡　Cd-

Cdの金属結合の距離は通常2.98Å前後であり､金属同士は結合していないことが

わかった｡従って､金属同士をこの位置に固定する力は､M同士の疎水結合に基づ

く自己会合力であるといえる｡それぞれの金属に対して､3分子のマロニルアオバ

ニンのB環θ-ジフェノール部分がゆがんだ3角柱型を取り配位しており､B環は､

3回軸に対して少し傾いたプロペラ状に金属を取り囲んでいた｡

　コンメリニン分子の内部は､芳香環同士が会合しており､非常に疎水的であった｡

分子の表面はグルコース､マロン酸残基など多数の水酸基､カルボキシル基などの

栽水基により覆われ､親水的であった｡分子内部の疎水結合と分子表面の親水基と

水分子との水素結合による親和力の両方が働き､コンメリニン分子を集合型の超分

子として保っているものと考えられた｡　IH　NMR､CDから推定されたコンメリ

ニン分子の会合構造は､X線結晶構造解析により確定した構造と良い一致を示した｡

これにより､結晶状態と溶液中のいずれにおいてもコンメリニンは同じ構造を取っ

ていることがわかった｡コンメリニンは､非常にコンパクトに各成分が組み込まれ
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Fig.　2-33　　Cooldination　of　oxygens　of　B-ring　of　anthocyanins　to　cadmium　ions.
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た分子である｡2個の金属イオンのまわりにマロニルアオバニン､フラポコンメリ

ンがその構造に含まれる構成残基全てを有効に使って､隙間なく会合し､対称性の

良い超分子が作り上げられていた｡例えぱ､ρ-クマル酸がスクシニル基､マロニル

基に替わると､ρ-クマル酸残基が折り畳まれることによって埋めていた間隙が空く｡

コンメリニンB環との会合がなくなるために分子の形を保つ力が減ると同時に水分

子がその隙間から侵入し不安定になったものと推定できる｡また､●の糖のマロニ

ル基も分子表面を覆う親水性基であり､これがないアオバニンーコンメリニンの場

合分子表面に疎水性部分が出てしまう｡さらに顕著であるのは●の糖のない場合で､

アントシアニンの4､5､6位付近がむき出しになってしまう｡一方､フラポコン

メリン側の構造変化を考えると､5位水酸基をメチル化するとコンメリニン様錯体

の安定性が極めて悪くなる｡C-グルコシドのコンフォーメーションに影響を与え

るし､フラボンの自己会合も2.2で述べたように立体障害のため弱くなるからと

考えられる｡　4'位の糖は金属イオンの作る3回軸の上下を覆っているため､これ

がなくなると発色に最も重要な錯体中心部分が､水の攻撃に対し無防備になる｡ア

ントシアニンがデルフィニジン骨格からシアニジン骨格へと変化すれぱ､電子密度

が変化して色に影響を与える｡これらの理由から､構成成分のいずれの部分が変化

しても色調､安定性に影響を与え､その変化が大きければ､コンメリニン分子を保

ちえなくなることがわかる｡コンメリニンにおいて非常に精密な構造認識が働いて

いることが明かにできた｡
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2 4 ツユクサ花弁の発色機構

　ツユクサの花弁は通常青色であるが､中には､突然変異で紫色を示すものがある｡

吉兼はこの変異種に注目し､青色花弁色素コンメリニンとの成分の違いを解明し､

発色の機構について報告した6o｡すなわち､紫色花弁のアントシアニン成分は青色

花弁と異なり､5位のグルコースの欠損したアントシアニンだけから成ることを明

らかにし､これらのアントシアニンからはコンメリニン様青色錯体が全く生成しな

いことと､花弁の紫色はフラボコンメリンとのコピグメンテーションによるもので

あることを報告した6o｡しかし､紫色花弁の搾汁がコンメリニン様の励起子型の負

のコットンをわずかであるが示す理由は解明されておらず､花弁中の各成分の濃度

に基づいたコピグメンテーション実験を行っていないため､他の紫色発現の機構の

存在も完全には否定できない｡著者は､ツユクサ紫色花弁と青色花弁の色の違いの

解明は未だ不十分であると考え､この変種における紫色発現機構の解明を行った｡

　後述の研究により､ツユクサ紫色変種は､その成分の違いにより2種類のタイプ

に分かれることが明らかになった64｡ひとつは､Photo　2　の1に示すように両花弁と

も薄い紫色になるもの(タイプI)で構成成分は青色花弁と全く同じであった｡も

うひとつは､Photo　2　の2に示すような片方の花弁の半分が青色でのこり半分が紫

色というようなキメラの花弁が現れる変種(タイプII)である｡タイプIIの成

分は5-デグルコシルアントシアニンで､吉兼が報告したのは､タイプIIの変種

に関するものであることがわかった｡ツユクサ青色花弁の色素は金属錯体アントシ

アニンのコンメリニンで､2.3でその構造を明らかにしたように､化学量論的な

超分子である｡紫色変種花弁では､何らかの理由でコンメリニンが生成しないと考

えられる｡なぜ､コンメリニンができないのか､さらに､それぞれの花弁に含まれ
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るアントシアニン､フラポン成分から､花弁の色が再現できるのか､という観点か

ら､紫色発現機構の詳細な化学的解明を行った｡超分子ができない理由を明らかに

することは､コンメリニンにおける精密構造認識に基づく錯体形成機構を解明する

ためにも非常に重要である｡さらに､花弁の微妙な色合いの違いに対して､化学的

なアプローチができれぱ､花色変異に関する極めて大きな示唆が得られる｡

2 4 1 ツユクサ紫色変種花弁の成分

　通常のツユクサ青色花弁と紫色変種の花弁を採取し､それぞれの搾汁を1.2で

記した方法で分析した(Table　2-8)｡紫色花弁は､その成分により2種類に分かれる

ことが明らかになった｡すなわち､構成成分は青色花弁と同じで､マロニルアオバ

ニン(5,M)とフラポコンメリン(14,F)が含まれるがその含量が青色花弁と異なる

タイプIと､マロニルアオバニンはほとんど含まれず別の2種のアントシアニンが

含まれるタイプIIに区別できた｡そして､ひとつの花弁に青色と紫色の2色が発

現したり､ひとつの花の左右の花弁の色が異なるキメラ花弁は､全てタイプIIに

属することがわかった｡左右両花弁ともが紫色の変種には､タイプIとタイプII

の両方が認められた｡

　タイプIにはマロニルアオバニンの他に､微量の未知色素が含まれていた｡クロ

マトグラムを比較した結果､青色花弁の搾汁にも同じ色素が含まれていることがわ

かり､まずこの色素を単離して構造解明を行なった｡青色花弁から得た粗色素60g

から常法に従い､XAD-7カラムクロマトグラフィー､逆層中圧分取カラムクロ

マトグラフィーを繰り返し､この色素を140　mg　単離した｡色素の分子量は､FA

BMSによりマロニルアオバニンと同じ843であることが明らかにできた｡　IH
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complexation　anthocyanin

　(conc.)

1(5　×　10°3M)

37(5　×　10'3M)

1(5　×　10‘3M)

37(5×1(y3M)

1(5　×　10‘5M)

pH conc.　of　Mg2゛

53 81

Table　2-9　Formation　of　commennin(15)and　commelinin-like　pigment　under　various

　　　　　　　complexation　conditions.

　　　　　　　(anthocyanin　:　navocommelin　=1:　1)

○
○

×
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5

5

5

5

5

3.3　×　10'IM(200　eq.)

3.3　×　10'IM(200　eq.)

3.3　×　10'3M(2　eq.)

3.3　×　10゛3M(2　eq.)

5.0　×　10'3M(300　eq.)

6

6

7

7

7

×
　
×

Table　2-8　Average　content　of　navonoid　(mg)in　l　g　of　flesh　petals　(de把rmined　by　HPLC

　　　　　comparing　with　authentic　samples).

color　of

petals

blue

purple(I)

pぽple(H)

concentration　of　navonoids　(mg/g　of　fresh　petals)
　　　　　　-

5　　　　　　14　　　　　　37　　　　　　　25　　　　　　26

2

0

0

0

93

2.1

0.50

3.0

O｡15

0.31

0

0
　
0

0

0
　
0

0



NMRを10%TFA-CDμ)中で測定するとFig.2-34に示したように､芳香族領域､

糖部分､ともマロニルアオバニンと非常に良く似たスペクトルを示し､唯一異なっ

ていたのは､ρ-クマル酸由来の(x,β水素の化学シフトがマロニルアオバニンより

高磁場に検出されたこととヽJ｡,,が13.0　Hz　であったことである.これはヽ7°゛

ルシスシソニンの1H　NMRスペクトルにおけるρ-クマル酸のシグナルの挙動と良

く一致したことから､この色素の構造を､マロニルアオバニンのρ-クマル酸がZ

配置を取った､マロニルシスアオバニン(37)と決定した(Fig.2-35)｡なお､タイプ

IIの紫色変種に含まれる色素の構造は吉兼により､3-グルコシルデルフィニジ

ン(25)と3?-クマリルグルコシルデルフィニジン(26)であることが明らかにされ

ている(Fig.　2-35)6o.

　花弁に含まれる色素の構造が明らかにできたので､次に､花色変異と色素含量の

関係を明らかにするために､それぞれのタイプの花弁に含まれる色素とフラポンの

量を分叶した.花弁10mg当たりO.lmLの1.5%TFA含有50%CH3CN水溶液を加えヽ

室温で2時間抽出し､HPLCで分析した(Table　2-8)｡タイプIは､通常の青色花

弁よりも色素､フラボンの含有量が少なく､生花弁　lg当たりマロニルアオバニ

ン(5)は青色花弁の約半量の0.93　mg､フラポコンメリン(14)は約1/4の0.50

mgしか含まれていないかった｡タイプIIは､フラポコンメリン(14)は3.0mgと

むしろ青色花弁よりも多く含まれていたが､色素は25と26を合わせても1.34　mg

と少なかった｡

2 4.2　ツユクサ変種における青色と紫色の発現機構

2種の紫色変種花弁と通常の青色花弁の色を積分球装置で測定したスペクトルを
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Fig.　2-34　1H　NMR　spectra　of　malonyl-ぶ-awobanin(38)㎞TFAj-CDμ)at　25°C

　　　　(500　MHz).

4 3



5

37

25

26

Fig.　2-35

帥
鴫
喊

Fig.　2-36

1

1

　　　　RI

p'(E)'coumaryl

p'(Z)'coumaryl
　　　H

p'(E)'coumaryl

　　　　　　　R2

6･○･malonyl･β･D･glucopyranosyl
6･○･malonyl･β･D･glucopyranosyl
　　　　　H

　　　　　H
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Rg.　2-36　に示した.青色花弁は､コンメリニンをpH　5.5　で測定したときのスペク

トルと同じ吸収極大(589　nmAA644　nm)を示し､スペクトルの形状もコンメリニン

ほどシャープではなかったが良く似ていた｡これに対し､タイプI､およびIIの

花弁はそれぞれ､577　nm､574　nm　に吸収極大を示し､スペクトルも青色花弁とは全

く異なりプロードであった.Fig.　2-37,　2-38には､それぞれの色の花弁の搾汁の電

子スペクトルを示した.紫色花弁Iおよび､IIの搾汁のpHは5.7で､可視の吸

収極大は､それぞれ､576　nm､581　nm　と､花弁と若干異なったが､スペクトルはほ

ぼ同様の形状を示した｡この搾汁のCDを測定したところ､非常に小さかったもの

の､コンメリニンと同じ波長に負の励起子型のコットンを示し､これら紫色花弁に

も､わずかにコンメリニンが存在するのではないかと考えた｡

　最初に､タイプIの変種における紫色発色機構について検討した｡この変種花弁

には､(Table　2-8)に示したように､含有量の多少はあるものの､青色花弁と全く同

じ成分､マロニルアオバニン(5,M)､マロニルシスアオバニン(37)およびフラポ

コンメリン(14,F)が含まれていた｡　2.3で述べたように､コンメリニンはMと

Fをマグネシウム存在下で混合するだけで再構成されるほど､強い錯体形成能を有

する｡なぜ､タイプIの変種花弁では成分がそろっていながら錯体が形成されない

のかは極めて不思議な現象といえる｡花弁にコンメリニンに必須のマグネシウムが

存在しないためと考えることもできるが､植物体においてマグネシウムはクロロフ

ィルの中心金属で､ごく一般的に存在する元素である｡さらに､2.3.1で述ベ

たように､マグネシウム以外でも､Zn､Co､Mn､等の2価の金属イオンによ

り ､コンメリニン様の錯体は生じることが分かっており､金属が足りないためとは

考えに くい｡花弁の細胞中でアントシアニンとフラポンの存在する場所が分かれて

り､お互いに混ざり合うことができないためではないかと考えることもできる｡
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Fig.　2-37　visible　absorption　spectra　of　the　pressed　juice　of　type　I　Petals　and　its　reproduced

　　　　　purple　colormixtures　(in　O.05M　acetate　buffer　at　pH　5.7,　0.　1　mm　path　length).
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Fig.　2-38　visible　泌sorption　spectra　of　the　prcssed　juice　of　type　ll　petals　and　its　reProduced

　　　　　purple　c�or　mixtures(in　0.05M　acetate　buffer　at　pH　5.7,　0.　1　mm　path　length).
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しかし､アントシアニン､フラボンはずれも同じ中間体を経て生合成され､その経

路のかなり最後のところで分岐することが明らかになっており､お互いに別々に存

在するとは考え難い｡これから､タイプIの紫色花弁の発色機構はコンメリニン錯

体形成時の何らかの不都合によるのではないかと考えた｡

　まず､花弁と同じpH　5.7で花弁成分の電子スペクトルを測定した(Fig.2-37)｡各

成分の濃度は､ツユクサ花弁の重量全てを水分として換算した｡マロニルシスアオ

バニン(37)は2.3.　1で述べたようにマロニルアオバニン(5,M)と比較して錯

体生成能に大きな差がなかったので､Mに置き換えて実験を行った｡マロニルアオ

バニン(1.5　×　10'3M)の電子スペクトルを測定すると可視の吸収極大は528　nmで､こ

れにマグネシウムを加えても､スペクトルはほとんど変化しなかった｡マロニルア

オバニンを1.5　×　10°3M､フラポコンメリンを7.5　×　10°4M　(Mに対して0.5当量)､

マグネシウムを2　×　10'2M　(Mに対して20当量)とすると､フラボコンメリンのコ

ピグメント効果により､スペクトルは吸収極大が7nm長波長シフトした｡しかし､

その形状はほとんど変化しなかった｡すなわち､花弁の成分を花弁と同じ濃度､

pHで溶解しても､花弁､花弁の搾汁と同じ電子スペクトルは再現できないことが

明らかになった｡花弁の搾汁のCDをコンメリニン由来と考え､計算量のコンメリ

ニンを加えると､電子スペクトルは搾汁と非常によく一致した(Fig.2-37)｡これか

ら､タイプIの紫色花弁では､アントシアニンの一部しかコンメリニンを形成せず､

大部分がフラポコンメリンとコピグメンテーションしていることが明らかになった｡

含まれるコンメリニンの量に応じて､花弁の色は青みを帯びていくと考えられ､微

妙な花色の違いが､含まれるアントシアニンとフラボン､および､それらから形成

される錯体(コンメリニン)の量の変動により説明できると考える｡

　なぜ､紫色花弁タイプIにおいて､コンメリニンが形成されないかは､その精密
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な構造認識による会合を解明する上で重要な問題である｡しかし､錯体定数の測定

はアントシアニンが中性水溶液中で不安定であることと､コンメリニンが3成分か

らなることから､かなり困難と考えられた｡そこで､まず､定性的ではあるが､ア

ントシアニンとフラボンの濃度を1:1に固定して､pHによるコンメリニン錯体

形成の有無について調べた｡マロニルアオバニン(5,M)の濃度を青色花弁に含まれ

る濃度とほぼ同等の5　×　10°3M　とし､フラボコンメリン(14,F)も同量とした｡コン

メリニンが形成されるかどうかは特徴的な電子スペクトルとCDから判定した

(Table　2-9).Mの濃度が5　×　10‘3M　の場合､pH6では､CDは全く認められず､コ

ンメリニンが形成されないことが明らかになった｡　pH　6.5では､CDの大きさか

ら､Mの量に対して､約30%のコンメリニンしか形成されないことが判明した｡

pHを7.5にするとほぼ計算量のコンメリニンが生成した｡以上から､金属錯体形

成には､液性がアルカリ性でなけれぱいけないことがわかった｡しかし､Mの濃度

が5　×　10'5M　の場合は､当量のFに300当量のマグネシウムを加えてもpH　6.5はも

ちろんのこと､pH　7.5　でもコンメリ゜ンは全く形成されなかった｡コンメリニンに

おいて､金属はMのB環3'､4'位の酸素に配位し､3'位が水酸基､4'位

がケトンであることを2.3.3で明らかにした｡本実験により､金属が配位する

ためには､液性がアルカリ性になり3'位の水酸基が脱プロトン化しなくてはなら

ないことが明らかになった｡さらに､Mの濃度が低いとアルカリ性でもコンメリニ

ンが形成されないことから､アントシアニンが会合状態にないと錯体形成が起きな

いものと考えた｡すなわち､弱アルカリ性下､高濃度のマロニルアオバニンがフラ

ボコンメリンとコピグメンテーションした状態にあるところへ金属が添加されると､

マロニルアオバニンが金属の回りに規則的に配位し､その間隙にフラボコンメリン

も規則的な配置を取るようになり､最終的にコンメリニン分子ができると考えてい

-98-



る｡但し､この反応は瞬時に起こり､溶液は肉眼的には金属の添加と同時に真っ青

になった｡

　コンメリ゛ンは､いったん形成されると､他のアントシアニンとは異なりpH4

から8まで青色を示す(Fig.2-39)｡しかし､青色花弁と同じ色合いは､pH　5-6　の弱

酸性の時に生じる｡従って､青色花弁では､開花直前の一時期､花弁の細胞液の液

性がアルカリ性に傾くときがあり､その時にコンメリニンが形成され､その後液性

は再び弱酸性へ下がるのではないかと考えられる｡紫色変種タイプIでは､細胞液

を一時的にアルカリ性にする機能がないためにコンメリニンが形成されず紫色を示

すのではないかと推定している｡

　タイプIIの変異種については､吉兼が単離した､2種のデグルコシル化アント

シアニン6o､3-グルコシルデルフィニジン(25)と3-ρ-クマリルグルコシルデルフ

ィニジン(26)を用いて､花弁の色の再現を行った(Fig.2-38)｡pH　5.7で､両色素

の電子スペクトルを測定したところ､可視の吸収極大はそれぞれ､532　nm　と540

nmであった｡この変種花弁中のフラポコンメリンの含量は､色素に対して約2当

量であったので､それぞれに､2当量のフラボコンメリンを加え同じpHで電子ス

ペクトルを測定した｡すると､25では18　nm　の長波長シフト､26では41　nm　の長

波長シフトが観測された｡これはフラボコンメリンのコピグメント効果によるもの

と考えられ､同量のフラボコンメリンを加えても､長波長シフトの大きさが異なる

のは､アントシアニンの分子構造によって会合の強さが違うためではないかと考え

られる｡コピグメンテーションによる長波長シフトは､会合した分子間の電荷移動

によるものと考えられている1.　3･　5.　6･　2o･　74‘76｡　モノアシル化アントシアニンの　26の方

が､電荷移動の度合いが大きいために､約2倍の長波長シフトとなって現れたので

はないかと推定する｡　3-グルコシルデルフィニジン(25)と3?-クマリルグルコ
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シルデルフィニジン(26)を､Table　2-8　にしたがって計算した量比に混合し､フラ

ボコンメリンを全アントシアニン量に対し2当量加えたところ､Fig.2-38に示すよ

うに､花弁の搾汁と良く一致したスペクトルを与えた｡

　なお､この2種の色素とも､pHを弱アルカリ性にして再構成実験を行っても､

コンメリニン様錯体は全く形成されなかった｡これから､タイプIIの花弁では､

何らかの酵素的な変異によりマロニルアオバニンが生合成されず､5位の糖が欠損

したアントシアニンだけが蓄積するため､コンメリニンが形成されないことがわか

った｡青色花弁よりもむしろ多く含まれる､フラボコンメリンとのコピグメンテー

ションにより紫色が発現していることが明らかにできた｡

　このタイプIIの変種では､タイプIよりもさらに色合いのバリエーションが多

く､ほとんど青に近いものから､紫､赤紫色と種々ある｡これらの花弁の成分含量

をHPLCで分析し､花弁の色と色素含有量との関係を調べた｡花弁1枚に1%

TFA水溶液を0.1mL加え､室温で30分抽出してから､1.2の方法で分析し､

色素の含量を各ピークの相対面積でに示した(Table　2-10)｡タイプIIの花弁にはマ

ロニルアオバニンが検出され､その量は､肉眼的な判断ではあるが､花弁の青みが

増すにつれて多くなることがわかった｡また､青みがかった紫色の花弁の搾汁のC

Dを測定したところ､コンメリニン様の励起子型コットンが観測され､花弁が青み

がかるのは､コンメリニンのためであると推定できた｡このタイプIIの変種では､

一時的に細胞液をアルカリ性にする機能については問題がなく､含有されたマロニ

ルアオバニンに応じた量のコンメリニンが形成され､その分だけ花弁が青色がかる

ものと考えられる｡
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Table　2-　1　0　Relative　content　of　malonylawobanin　(5,M),malonyl-cis-awobanin(37),

　　　　　　3-θ-glucosyldelphinidin(25),and　3-θ-(6-θ-ρ-counlaryl)glucosyldelphinidin

　　　　　　(26)in　various　color　petals　of　Ca回d心ωmn面,5var.

color　of

petals

blue

purplish　blue

bluish　purple

pぽple

light　pぼple

relatve　concentration　of　anthocyanin　(%)
　　　　　　　　　　　　-

5　　　　　　37　　　　　　25　　　　　　26
　　　　　　　　　　　　-

77.5　　　　　　　1.6　　　　　　　0.6　　　　　　　2.7

29.2　　　　　　　1.0　　　　　　30.0　　　　　　33.3

21.8　　　　-　　　　25.0　　　43.1

11.6　　　　　　　-　　　　　　　42.6　　　　　40.9

0.6　　　　　　　-　　　　　　　50.1　　　　　　40.8
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2 5 まとめ

　本章でまず著者は､ツユクサ青色花弁色素コンメリニンの構成フラボンであるフ

ラポコンメリンの水溶液中における自己会合の機構を明かにした｡フラボコンメリ

ンは､高濃度になると左旋的に自己会合することが､励起子型の負のコットンと

1H　NMRにおける毎核のシグナルの高磁場シフトから明らかにできた｡糖の6員

環が作る面は､フラポコンメリンの母核平面とほぼ直交しており､分子の真上にそ

のままスタッキングすることは立体障害が大きく不可能である｡芳香環同士のねじ

れが左旋的になるか右旋的になるかを規定するものは､フラボコンメリン分子の両

端に結合したグルコースの立体配置であると考えている｡

　次に､アントシアニン､フラボン､金属を換えてコンメリニン様錯体を再構成し､

1H　NMRの1次元､2次元測定により､コンメリニンのスペクトルの完全な帰属

を達成した｡分子間のNOEから､コンメリニンにおけるアントシアニンとフラボ

ンの会合状態(コピグメンテーション)が､アントシアニンやフラポンの自己会合

と同様交差したものでることを明かにした｡これらの知見を基に､Cd-コンメリ

ニンのX線結晶構造解析に成功し､コンメリニンの完全な構造を明かにすることが

できた｡ジェニュインのアントシアニンとしては無論の事､糖を含むフラポノイド

類のX線結晶構造解析としても初めての成功例である｡コンメリニンでは､アント

シアニンは4'　-ケト型をとり､各金属に3分子づつのアントシアニンがそのB環

3'､4'位の水酸基でねじれた3角柱型をつくり配位していた｡2個の金属原子

のまわりに別の金属に配位したアントシアニン同士で左旋的に自己会合したユニッ

トと2分子のフラボンが左旋的に自己会合したユニットが交互にプロペラ上に配置

されていた｡

-103　-



　さらに､紫色花弁を付ける変種のツユクサにおける色の発現機構の研究を行ない､

2種類の異なる機構が存在することを明かにするとともに､コンメリニン形成にお

ける分子認識についての重要な示唆を得ることができた｡変種の一つ(タイプI)

は､フラポノイド成分が青色花弁と全く同じであり､この発色の違いを有機化学的

解明することにより､コンメリニンの錯体形成には､アルカリ性下でアントシアニ

ンのB環水酸基がアニオン型を取ることが必須であることが明かになった｡もう一

方の変種(タイプII)では､アントシアニン成分の構造が異なり､非常に厳密な

構造認識がなされるためにコンメリニンが形成されないことが明かになった｡いず

れも､フラポコンメリンとのコピグメンテーションによる紫色発色であった｡

　コンメリニンの青色は､アントシアニンの金属錯体の色､即ち､マロニルアオバ

ニンのアンヒドロ塩基アニオンによる発色であることを実証することができた｡コン

メリニン分子の内部は芳香環同士が会合して非常に練氷的である｡さらに､分子の

表面には親水性基が多数あり､会合をより強固に保つ慟きをすると考えられる｡糖､

有機酸などの置換基は､青色発色や､疎水結合に基づく母核の会合に直接的に関与

するものではないが､分子の隙間を埋めると同時に水分子の攻撃による退色を防ぐ

ために重要であると考えられる｡コンメリニンのような集合型超分子における分子

認識は､ある条件が整うと､お互いが相手の構造を認識し合って､一つの大きな分

子を作り上げていくという点で､ホストーゲストの様な超分子形成におけるような

いわゆる穴の認識とは性格が全く異なる｡この厳密な認識は､全てその分子の構造､

立体配置に由来し､左右されると言うこともできる｡花の色を作り上げる分子の構

造をはじめて明らかにでき､微妙な花色変異の機構の1例を示すことができた｡今

後の研究により､この超分子形成における集合の原動力､精密な構造認識の機構解

明が期待できるものと考える｡

-104-



第3章　アシル化アントシアニンの分子会合

3 1 序

　単純なアントシアニンは中性の希薄水溶液中では極めて不安定で､母核の2位ヘ

の水和により容易に無色のプソイド塩基となる｡　1971年に斎藤らはキキョウの

索色花弁からプラチコニンを単離して17､このアントシアニンが希薄溶液中でも極

めて安定であることを報告した｡以来､いくつかの中性希薄溶液で安定な色素がシ

ネラリア18'36､ロベリア77'　78､チョウマメ79'82などから見つかってきた(Fig.3-1).こ

れらの一連のアントシアニンは何れも分子内に複数の芳香族有機酸(コーヒー酸､

ρ-クマル酸等のケイヒ酸誘導体)を有することから､阿部らは､アントシアニジン

母核のB環のオルト水酸基と芳香族酸の水酸基との水素結合による会合が安定化の

要因であろうと報告している19｡

　これに対し後藤らは､多数の青色あるいは青紫色の花弁から多アシル化アントシ

アニンを単離して構造決定した結果､色の安定化の要因は水素結合でなくアントシ

アニジン母核とケイヒ酸誘導体との疎水結合によるものであろうと考えた1･5.2o｡　2　.

2で述べたように､アントシアニンの自己会合による安定化機構は､母核同士の疎

水結合による面対面の左旋的な会合によることが後藤､星野らによって明らかにさ

れている1'5'2o.57気後藤らは多アシル化アントシアニンの安定化機構もこれと同様

にケイヒ酸誘導体が母核に対し面と面で会合したものであろうと考え､Fig.4に示

したサンドイッチ型会合モデルを提唱した1,5,20｡母核の上下両側が芳香族酸で覆わ

れることによりアントシアニジン2位への水和が妨げられ､その結果として色が安

定になると推定している｡実際に西洋アサガオ青色花弁色素HBA(1)35の構造決

-105　-



clnerarlnfrom　Senec/o　cruenlus

匹四ヅ A:　RsH

B:R=CH3

10berlnln　A　and　B　from　£aber抽∂蹟lus

B　I,･--J

ternatln　Al　from　C//for/a　lern∂faa

Fig.　3-　I　Structぼe　of　polyacylated　anthocyanins,　cinerarin　a゛om　･SalEdθ□wzlz&4･∫,

　　　　loberinin　A　and　B　from　£∂&grjαε沁以∫and　tematin　Al　and　Bl　from　C/恥隋i

　　　　附71α斂J.

-106-



定を行った際､強酸性下のフラビリウムイオン型のNMRスペクトルではあるもの

の､糖のアノマー水素とコーヒー酸の水素との間に遠隔NOEが観測されたことか

ら中性溶液におけるHBAの折り畳みモデルも提出している1.　5'　゛)｡同時期に

BrouHlalらも多アシル化アントシアニンの安定化機構について､実験的証拠は全く

ないものの芳香族酸の疎水結合による会合を提唱している74.83｡

　本章で著者は､様々なアントシアニンの中で特異な一群をなす多アシル化アント

シアニンの会合構造を取り上げ､色素の溶液中における分子会合と安定化機構の解

明を行なった｡対象分子として､1982年に後藤らにより構造決定されたリンド

ウ青色花弁色素ゲンチオデルフィン37と紫ヤム色素アラタニンを選んだ｡アラタニ

ンは束南アジアで実際に食品に利用されている色素で“､中性水溶液で安定である

という報告がなされていたが85､含まれている色素の正確な構造は確かではなかっ

た｡そこで､単離構造決定も含めて報告する｡

　アントシアニンの会合構造解析はこれまで､強酸性下のフラビリウムイオン型色

素の会合構造解析すら､精密には行われていなかった｡そこで本章では､まず強酸

性下の会合構造解析を行った｡

-107-



3 2 リンドウ青色花弁色素ゲンチオデルフィンの分子内会合と安定性

　リンドウ(GE,1心ga汝沁j,Photo　3)の青色花弁色素ゲンチオデルフィン(3)は､

1982年に後藤らにより､5,3･-di-θ-(6-θ-trans-ca既yl-β-D-glucosyl)-3-θ-(β-D-

glucosyl)delphinidinと構造決定された(Fig.3-2)37.安定な多アシル化アントシアニ

ンの中で､母核デルフィニジンにグルコース3個､コーヒー酸2個の単純な構造で､

H　B　A35などに較べ分子量も小さい｡そのためスペクトル解析が容易と考え､分子

内会合構造解析の対象に選んだ｡さらに､分子内にマロニル基などの脱離し易い基

がないため､長時間の測定中にも色素が分解しにくいという利点も考慮した｡

　色素の単離精製は､後藤らの方法を参考に一部改良して行い､2.4Kgの生花弁

から260　mg　の純粋な色素を単離した｡次に､ゲンチオデルフィン(3)をアルカリ加

水分解してビスデアシルゲンチオデルフィン(38)37を得た｡ゲンチオデルフィンと

ビスデアシルゲンチオデルフィンの中性水溶液における安定性をFig.3-3に示した｡

これから､ゲンチオデルフィンは後藤らが報告したとおり安定で､アシル基を除去

すると不安定になることが確認できた｡

　ゲンチオデルフィンは､花弁と同じpHの中性では溶解性が極めて低いため､N

MRにおいて解析可能なスペクトルが得られなかった｡しかし､酸性メタノール中

のフラビリウムイオン型のスペクトルで､後述のように､母核とコーヒー酸の間に

遠隔NOEが観測され､他のデータからも､分子内会合構造が示唆された｡そこで､

10%TFA含有メタノール中における分子内会合構造の解析を行った｡

　溶液における分子の詳細な高次構造を知る手段として､現在NMR法は最も活用

されている｡主としてNMRから得られた距離情報､およびねじれ角の情報を束縛

条件としてコンピュータ支援のコンフォーメーション解析を行った｡
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Fig.　3-2　Structure　of　gentiodelphin　(3)fTomGE4α心aj扮laj.
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Fig.　3-3　Stability　of　gentiodelphin　(3)and　bisdeacylgentiodelphin　(38)in　aqueous

　　　　　solution(pH　6.5,　5×10`5M,25°C).
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3 2.1　ゲンチオデルフィンの溶液中のコンフォーメーション

　ゲンチオデルフィン(3)の発色団同士の相互作用は､電子スペクトルとCDの測

定によって得られた｡ゲンチオデルフィンとビスデアシルゲンチオデルフィン(38)

の酸性メタノール中の電子スペクトルを測定すると､その吸収極大波長は3の方が

11　nm　長波長であった｡アントシアニジン母核に紫外部に吸収極大を持つ芳香環が

コピグメンテーションすると､可視部の吸収極大は長波長シフトする事が明らかに

され､アントシアニン同士が白己会合した場合は､可視の吸収極大はむしろ短波長

ヘシフトすることが明らかになっている｡従って､電子スペクトルからは母核は自

己会合ではなく､コーヒー酸と会合していることが示唆された｡これはCDで､可

視部に励起子型のコットンが認められなかったことからも支持され､母核同士の自

己会合はないと考えられた(Fig.3-4)｡

　より詳細な分子内の距離情報､ねじれ角情報の収集は各種のNMR実験によって

得ることができた｡その前提として､1H　NMRスペクトルのシグナルが帰属され

ていなけらぱならない｡また､NOE実験の結果を解析する場合､それが､分子間

でなく分子内のNOEであることを証明する必要がある｡そのために､まずゲンチ

オデルフィンの1H　NMRのシグナルの完全な帰属を行い､次に､測定条件(温度､

濃度)の検討を行った｡後藤らの報告では､コーヒー酸のC1とC2のシグナルは

区別されていなかった｡そこで､HMBC86スペクトルの渕定を行い､C1のシグ

ナルとC2のシグナルを区別した｡コーヒー酸のカルボニル炭素を介して､グルコ

ース6位のメチレン水素とコーヒー酸(x,β水素との間に相関が認められたことか

ら､Fig.　3-5　のように帰属できた｡

　次にゲンチオデルフィンのスペクトルが濃度によって変化するかどうかを調ベ
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Fig.　3-4　Electlx)nic　spectra　and　CD　of　gentiodelphin　(3)in　10%TFA-methanol

　　　　(2.7　×　10°3M,　25°C).
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Fig.　3-5　HMBC　spectrum　of　gentiodelphin　(3)in　109b　TFAd-CDμ)at　25°C
　　　　(IH:　500　MHz,　13C:　125　MHZ).
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た.3を10%TFA-メタノールに溶かし､濃度を2.7　×　10‘2　M　(20　mg/0.6mL)から

5.4　×　10°5　Mまで変化させてIH　NMRを測定した(Fig.3-6)｡5.4　×　10'5　Mから2.7x

10°3　Mの間では､化学シフトはほとんど変化しなかった｡　2.7　×　10'2　Mになると､母

核､およびC2のコーヒー酸のシグナルが0.1-0.05　ppm　とわずかに高磁場シフトし

た｡　2.2で述べたように､フラポコンメリンでは10'3Mを越えると､キラルな面

対面のスタッキングが生じ､1H　NMRにおいて母核のシグナルが0.5　ppm　以上高

磁場シフトした｡星野らも､アントシアニンの自己会合について同様の高磁場シフ

トを報告している59｡ゲンチオデルフィンにおいて2.7　×　10'2　Mの高濃度でも顕著な

シグナルの移動が認められないことから､母核の規則的な会合はないものと結論で

きた｡

　Fig.　3-7に､2.7　×　10'2　Mの濃度のゲンチオデルフィンのスペクトルの温度による

変化を示した｡低温になるにつれてのH-2'､H-6'　,　C2-2,C2-5の

水素のシグナルの高磁場シフトが認められたが､その移動は大きいものでも0.1

ppm程度で､他のシグナルの化学シフトはほとんど変化しなかった｡低温になるに

つれ分子運動が緩慢になり規則的な会合が強固になることは､2.2で明らかにし

た｡従って､3のスペクトルが温度による変化をほとんど示さなかったことも､分

子間会合がないことを支持するものと考える｡

　そこで､ゲンチオデルフィンの濃度は2.7　×　10‘2　M　としてNOE実験を行った｡N

OEの大きさは､化合物の分子量､溶媒の粘性､測定周波数により変化する｡分子

量が1000~1500のアントシアニンの場合､溶媒に酸性メタノールを用いる

と室温付近で負のNOEが観測されることが分かっている｡温度を変えてNOEの

測定を行ったところ､40°CではNOEはほとんど観測されなかったが､温度を下げ

ていくにつれ､負のNOEが現れた｡室温にすると､H-4と▲-1との間などの

-113-



2.7×10゛･M

2.7×10‘sM
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Fig.　3-6　1H　NMR　spectra　of　gentiodelphin　(3)atvarious　concentrations　in　10%

　　　　　TFAd-CDμ)at　25°C(500　MHz).
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･15°C

･30°C

Fig.　3-7　1H　NMR　spectra　of　gentiodelphin　(3,　2.7　×　10°2M)at　various　temperatures　in

　　　　10%TFAd-CD3(I)at　25°C(500　MHz).
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強いNOEが認められた｡さらに温度を下げて10°Cで測定すると､母核のシグナ

ルとコーヒー酸の間というような遠隔NOEが観測され､それ以下の低温では､シ

グナルのプロード化が激しく､スピン拡散のため全てのシグナルにNOEが現れた｡

そこで､測定温度は10°Cに設定し得られたNOEを詳細に解析した(Rg.3-8)｡

　アントシアニンの高次構造解析を行なう上で､母核に結合した糖のコンフォーメ

ーションはきわめて重要である｡白由度の大きい結合としては､グルコシド結合の

部分とC5-C6結合とが考えられる｡グルコシド結合のコンフォーメーションに

関しては､NOE実験の結果から､C5-C6結合のコンフォーメーションに関し

ては､1H　NMRにおける結合定数から推定できた｡

　各グルコースのアノマー水素を照射すると結合した母核の片方の水素にだけ強い

NOEが観測された｡たとえぱ､▲-1を照射するとH-4にだけNOEがあり､

H-2'やH-6'にはほとんど認められず､H-6'からは､●-2にNOEが

観測された｡また､●-1を照射したときには､H-6に強くNOEがありH-4

には全く観測されなかった｡これから､グルコシド結合は自由回転しているのでは

なく､固定されていることがわかった｡すなわち､アノマー水素が一方を向いた形

をとり､母核平面に対して､グルコピラノース環が直角に立ったようなコンフォー

メーションを取っているのではないかと推定できた｡このコンフオーメーションを

取るとグルコシド結合の酸素の孤立電子対とベンゼン間のπ軌道との相互作用が

最大になって87'9o､安定化されるものと考えられた｡

　糖のC5-C6結合はFig.3-9に示す3種の回転異性体として混在する｡6位の

praR､pzりS水素と5位の水素との結合定数が明らかであれぱ､改良Karplus式91か

らその存在比を計算することができる92｡大類らは経験則でなされていたこの6位

の戸oR､卯)S水素の帰属を､キラル重水素化法により一義的に決定する方法を開
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Fig.　3-8 NOE　network　of　gentiodelphin　(3,　2.7　×　10'2M)in　10%TFAd-CDμ)at　10°C

(500　MHz).
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Fig.　3-9　Ratio　of　gg,　gz　and　呟rotamers　of　thlte　glucoses　of　gentiodelphin　(3)calculated

　　　　by　the　modified　Karplus　equation.

CI
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Fig.　3-　10　Upfield　shift　(ppm)of　protons　of　gentiodelphin　(3)compared　with　methyl

　　　　　caffeate(Cl　and　C2)or　bis-deacylgentiodelphin　(anthocyanidin　nucleus).

　　　　　(2.7　×　10'2M　in　10%TFAd-CDμ)at　30°C,500　MHz).
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発した93｡そして､D-グルコースでは､gコンフォーメーションが主要で60%､

残りがgrで4o%､なは全く存在しないことを明らかにした94｡大類らの結果からの

類推で結合定数の小さい方(6a水素)を戸oS､大きい方(6b水素)を戸l)Rと帰

属した｡この帰属に基づきFig.3-9の式を用いて各異性体の存在比を計算した結果､

▲と●のグルコースは認とがの比が約6:4､■の糖ではがが80%以上を占め

主要コンフォーメーションであることがわかった｡なお､逆の帰属による計算では

呟が主要となることから類推による帰属は正しいものと考えている｡

　次に､遠隔NOEを解析し､コーヒー酸の分子内会合について明らかにした｡母

核のH-4､H-8､H-2'､H-6'とC2の水素との間に-1ないし-2%の

NOEが認められ､C1の水素との間には全くNOEは認められないことが分かり､

C2のコーヒー酸だけが母核と会合していることが推定された｡母核とC2水素の

間の遠隔NOEは2.7×1�Mの濃度のサンプルでも同様に観測された｡先述のよう

に5.4×1�Mからこの濃度までは､1H　NMRスペクトルにほとんど変化が認めら

れなかった｡従って､これらの遠隔NOEは分子間でなく分子内によるものである｡

さらに､40°Cの2次元R　O　E95測定によっても､H-8とC2-a､H-2'とC

2-βの間に相関ピークが認められ､NOEがスピン拡散によるものではないこと

が確認できた｡

　C2の母核への会合は､C2残基の水素の化学シフトがCIよりも全体的に高磁

場にあることからも示唆された(Fig.3-10)｡母核のシグナルおよびC1､C2の各

シグナルを､それぞれ､ビスデアシルゲンチオデルフィン(38)､コーヒー酸メチ

ルの化学シフトと比較すると､母核は0.09-0.36　ppm､C2は0.20-0.69　ppm　高磁場

シフトしていたのに対し､C1は0.1　ppm　以下のシフトしか認められなかった｡こ

の高磁場シフトは芳香環の環電流によるアニソトロピーによるもので､C2の芳香
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環の面が母核の上に面平行に存在するためと考えられた｡大坪らは､パラシクロフ

ァンのIH　NMRシグナルにおけるアニソトロピーについて､4Å前後の距離に平

行にあるベンゼン環の水素は約0.69　ppm　高磁場シフトすると報告した96.97｡この例

から､C2のコーヒー酸はかなり近い距離で面対面で会合しているのではないかと

推定できた｡

　上述した以外にも､NMRからは興昧深い事実が明らかになった｡低温で測定し

たスペクトルでは､線幅のプロード化が認められたが､各シグナルで均一ではなく､

H-2'､H-6'のシグナルおよびC2のコーヒー酸のシグナル(a､6位)が

C1のシグナルと比較してプロード化が顕著であった(Fig.3-7)｡シグナルの線幅

は､横緩和時間､T2､に依存するので､温度変化の実験でシグナルのプロード化

が比較的高温で起こる水素の部分は､分子のセグメント運動がゆっくりであると推

定できる｡この理由は､C2が会合しているためではないかと考えられる｡またコ

ーヒー酸を加水分解により除去した､ビスデアシルゲンチオデルフィンでは､全て

の糖のC　5-C　6結合のコンフォーメーションが認であった｡6位のコンフォーメ

ーションはC2の分子内会合と密接に関係しているものと考えられた｡

3 2.2　コンピュータモデリングによるゲンチオデルフィンのコンフォー

　　　　メーション解析

　3.2.1で得られたゲンチオデルフィン(3)のコンフォーメーションに関する

データをもとに､計算機支援のコンフォーメーション解析を行った｡使用したプロ

グラムはQUANTA-CHARMm98,99でコンピュータはIRIS-4Dを用いた｡3は分子内

に回転可能な結合が多数あり､全ての結合を一度に回転させて安定コンフォーメー
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ションを検索することは不可能である｡そこで､まず､ビスデアシルゲンチオデル

フィン(38)について3個のグルコシド結合を逐次回転させてコンフォーメーショ

ン検索を行い､得られた安定コンフォーメーションに対し､コーヒー酸をこれも1

残基ずつ逐次結合させ､それぞれについてコンフォーメーションを検索するという

段階的方法をとった｡比誘電率は1とし真空中の計算を行なった｡　NOEから得ら

れた距離情報とC5-C6結合のねじれ角についての束縛条件を付けてコンフォー

メーション検索､エネルギー最適化を行った｡そして､最終段階で全ての束縛条件

をはずしたエネルギー最適化を行い安定コンフォーメーションを得た｡なお､AB

環の間の結合に関する回転ついては､H-8とH-2'が近いコンフォーメーショ

ンでないと､▲と■の糖が立体的に非常に近くなり不利であるので図のように固定

した｡

　まず､ビスデアシルゲンチオデルフィンのグルコシド結合φ､およびΨを各々30°

ずつ回転させて､コンフォーメーション検索を行った(Fig.3-11)｡その間アノマー

水素とH-4との間に2.5土0.5Åの距離の束縛条件を付け､C5-C6結合につい

ては認として束縛した｡その結果､母核平面と糖の6員積の作る平面とがほぽ直

角になったコンフォーメーションが最適コンフォーメーションとして得られた｡同

様の方法で､Φ'､V､φ¨およびΨ¨を逐次回転させて安定コンフォーメーションを

探した｡

　次に､ビスデアシルゲンチオデルフィンの最適化コンフォーメーションにC1の

コーヒー酸を結合し､TI､T2､T3､T4の軸をTIとT2については30°ずつT3と

14については180°回転させて構造検索を行った｡C1と母核との間にはなんらの

NOEが観測されなかったので､この残基間には束縛条件は全く付けなかった｡た

だし､c5-c6結合についてのみ､認として束縛した｡ついで､q2のコーヒ
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Fig.　3-　1　1　Tortional　bonds　of　gentiodelphin　(3)roほted　during　con恥rmational　search.

Fig.　3-　12　Steroscopic　structぽe　of　the　optimized　conformatjon　of　gentiodelphin　(3).
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一酸をgfコンフォーメーションをとった■の糖の6位に結合させ､こんどは､糖の

アノマー水素と母核間の強いNOEだけでなく､遠隔のNOEの観測された水素ど

うしにも4.0+1,-0.5Åの距離束縛を付けた｡初期座標として､C2のT7､T8結合

の回転に関する4つのコンフォーマーを考え､それぞれについて､φ''､Ψ･･､T5､

T6の結合を360･の範囲のランダムサンプリング検索で回転させ､各コンフォーメ

ーションについてエネルギー最適化を行った｡最終的にFig.3-12の最適化コンフォ

ーメーションが得られた｡得られたコンフォーメーションにおいて､C2はアント

シアニジンのAB環の裏側から約4Åの距離で会合していた｡A環とB環とは　の

角度でねじれ､C1は全く母核とは相互作用のない位置に存在した｡各アノマー水

素と母核水素との距離はH-4と●-1､H-6と▲-1およびH-2'と■-1

でそれぞれ2.94Å､2.29Å､2.09Åであった｡
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3 3　紫ヤム色素アラタニンの分子会合

　ヤムイモは主として熱帯､亜熱帯に分布するヤマノイモ科の植物で､塊茎を食用

とする｡食用作物としては世界で最も多量に栽培されており､非常に重要な植物で

ある｡塊茎の色は通常の白色の他に､黄色､紫色など多数あり､フィリピンでは紫

ヤム(Z)沁ωazda,Photo　4)の乾燥粉末(UBE)がアイスクリーム等の食品の着

色に用いられる｡

　1967年､1968年にRasperlooらlmbert　lol　らはそれぞれ紫ヤム(Z)沁agα

歯む)より色素を抽出し､アントシアニンであることを報告した｡両者ともシアニジ

ンに1~2個の糖が結合した簡単な構造を提出している｡その後1977年に津久

井らはUBEの色素が中性溶液中でも安定であることとその構造がシアニジン､ま

たはマルビジンにゲンチオビース､ρ-クマル酸が結合したものであると報告した｡

1990年になって､正山らは紫ヤム(Z)咄ωΓs必加)から3種の色素を単離してア

ラタニン1-3と命名し､シアニジン､またはペオニジンの3位にゲンチオビオー

スが結合し､さらにシナピル酸を1個含む構造を報告しているlo2｡しかし､正山ら

はさらに他の複雑なアントシアニンの存在も報告しているものの詳細は不明のまま

であった｡

　従って､これまでの紫ヤム色素の研究は､何れも､塊茎に含まれる全ての色素の

完全な構造を明らかにはしておらず､すでに報告された構造も､そのデータから考

える限り､確かとは考えがたかったlo3'lo5｡さらにこれらの単純な構造では色素の安

定性を充分に説明できるものではないと考えた｡そこで著者は､紫ヤムの色素の完

全な構造を明らかにして､その安定化機構の解明を行なった｡
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3 3.1 アラタニンの単離精製

　凍結保存した紫ヤム(Z)沁ωaz必吻)を下ろし金ですりつぷしたのち､1章に記し

た常法に従って抽出し､HPLCで分析した(Fig.3,13)｡主に5種の色素が含まれ

ることが分かり､中でも含量の多い色素3種について､溶出顛にアラタニンA

(39)､B(40)､C(41)とした｡3次元検出器により得た各ピークの電子スペクト

ルから､アラタニンA､B､およびCはそれぞれ分子内にケイヒ酸誘導体を2個､

2個､および1個含むことが明かになった｡同時にUBE,から同様の条件で抽出し

た抽出液も分析したところ､得られたクロマトグラムに差は認められなかった｡こ

れから､生イモの凍結乾燥による色素の分解は殆ど起きないことがわかった｡また､

1%塩酸-メタノールで抽出後､抽出液を室温で数日間放置してもクロマトグラム

に変化が認められなかったことから､紫ヤムのアントシアニンには､マロニル基は

存在しないものと推定した｡

　色素を単離するために､凍結保存した紫ヤム283　g　をすり下ろし､1%TFA含有

50%アセトニトリル水溶液で抽出した｡抽出液を減圧下濃縮し不溶物を濾別後､中

圧逆相分取カラムに吸着させた｡3%リン酸を含むA液の濃度をO%から30%まで

段階的に上昇させて色素を溶出した｡色素を含む画分はさらに逆相分取HPLCで

精製した.アラタ゛ンA､B､CをTFA塩としてそれぞれ10　mg､50　mg､25　mg

得た｡

3 3.2 アラタニンの構造

アラタニンA(39)はFABMSで�z1509に分子イオンピークを与えた｡
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　アラタ゛ンAの10%TFA含有重メタノール中のIH　NMRスペクトル(Fig.3-14)

において最も低磁場に観測される8.55　ppm　のシグナルをH-4と帰属してlo6､デカ

ップリング実験における遠隔カップリングから6.89　ppm　と7.06　ppm　のシグナルを

をれぞれH-6とH-8と帰属できた.7.94　ppm　のシグナルと8.45　ppmのシグナ

ルの間にメタカップリングが､8.45　ppm　と7.01　ppm　のシグナルの間にオルトカップ

リングが観測されたことから､各々､アントシアニジンA環のH-　2　'　､H-6'､

H-5'と帰属でき母核はシアニジンであることが明らかにできた｡

　芳香族領域にはさらにケイヒ酸誘導体の(x,β水素に由来すると考えられる2組

のダプレットが存在し､6.16　ppm､6.07　ppm　に各々2H分のシングレット､3.36

ppm､3.55　ppm　に各々6H分のメトキシ基由来と考えられるシングレットが観測さ

れた｡アラタニンAをメタノール中でアルカリ加水分解するとシナピル酸メチルだ

けが得られたことから2個の芳香族酸はシナピル酸と決定しヽ4,=16　Hz　から゛ず

もトランス配置を取ることが分かった｡

　5　ppm　近辺には糖のアノマー水素と考えられるダプレットが5個観測された｡そ

れぞれのアノマー水素を照射して1次元HOHAHAスベクトルを測定することに

より､糖のシグナルを完全に帰属し､得られた結合定数から､糖は全てβ-グルコピ

ラノシドであることが分かった｡さらに●と■の糖の6位のメチレンシグナルが他

の糖のシグナルと比較して低磁場に観測されることから､2個のシナピル酸は●と

■の糖の6位に結合していることが明らかにできた｡

　糖の結合位置はNOE差スペクトルにより決定した｡各糖のアノマー水素を照射

することにより､Fig.3-15に示したNOEが観測されたことから､▲､●､■およ

び△の結合位置をそれぞれ3位､▲の6位､7位､2'位と決定した｡しかし､○

の糖は､アノマー水素の照射により､●の2位と3位の両方に-10%のNOEが認
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Fig.　3-14　1H　NMR　spectrum　of　alatanin　A　(39)in　10%TFAふCDμ)at　30°C

　　　　(500　MHz).

　△

　　　OH

ドド岑｡｡
へH　　　　　　OH

SI

Fig.　3-15　NOE　network　of　alatanin　A(39)in　10%TFAふCD3(I)at　10°C　(500　MHz).
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められたため結合位置の特定ができなかった｡そこで､アラタニンAを無水トリフ

ルオロ酢酸でトリフルオロアセチル化して(アラタニンA完全トリフルオロアセチ

ル化体,42)､糖の結合位置の決定を試みた1゛'　lo8　｡

　糖のシグナルの帰属法および､糖の結合位置を決定するために､水酸基を完全ア

セチル化してシグナルを広げるのはきわめて有効である｡アセチル化と比較してト

リフルオロアセチル化法は､立体的に込んだ水酸基ですら温和な条件で定量的に反

応が進み､さらに有用であった｡実際には､色素を重クロロホルムと無水トリフル

オロ酢酸の混合液に溶解するだけでなんらの後処理も必要とせずそのままNMR測

定が可能であった｡アラタニンAの完全トリフルオロアセチル体を用いて､先と同

様に糖の1位シグナルを照射した1次元HOHAHA測定(Fig.3-16)､NOE差ス

ペクトル測定を行った｡　42では､問題となっていた○の1位から●-2および3

へ､やはり同程度のNOEが観渕された｡一方化学シフトを比較すると､●-2が

アシル化シフトして5.05　ppm　へ移ったのに対し●-3は4.28　ppm　と高磁場に観測

された｡このことからアラタニンAにおいて●-2は水猷基で●-3に○の糖が結

合していたと決定した｡その他の糖の結合位置に関しては､アラタニンAにおける

NOEより得られた結果と一致した｡

　2個のシナピル酸の何れのシグナルがS1､S2にそれぞれ帰属されるかは､3.

2.1で述べたと同様に､アラタニンAのHMBC測定により決定した｡得られた

構造は､FABMSによって得た分子量とも一致し､以上からアラタニンAの構造

を3-θ-(6-θ-(3-θ-(β-I)-glucopyranosyl)-6-θ-(£)-sinapyl-β-D-glucopyranosyl)-β-I)

-glucopyranosyl)-7-θ-(6-θ-(£)-sinapyl-β-D-glucopyranosyl)-2'-()-(β-D-glucopyranosyl)

cyanidinと決定したlo9.

　アラタニンB(40)はFABMSで�z1347に分子イオンピークを与えた｡
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H)HOHAHA,　and　lH　NMR　spectra　of　the　sugar　reがon　of　per-tr氾uoroacetyl

alatanin　A(42)(in　TFA　anhydride-CDC3=1:1,　at　50°C　(500　MHz).



　IH　NMRはアラタニンAのスペクトルとよく似通っており､芳香族領域のシグ

ナルは､アラタニンAで述べたと同様の方法で､シアニジン環と2個のトランス型

シナピル酸に由来すると決定できた(Fig.3-17)｡

　糖のアノマー水素に帰属できる5　ppm　付近のダプレットは4個あり､アラタニン

Aの分子量との差が1　6　2であることから､アラタニンBはアラタニンAからグル

コースが1個脱離したものであろうと推定した｡糖の1位水素を照射した1次元H

OHAHAスペクトルにより､全ての糖のシグナルを帰属した結果､やはり4個の

βグルコピラノシドの存在が明らかになりヽ差NOEス4クトルからFig.　3-18　の様

に糖が結合していることを決定できた｡シナピル酸の結合位置は､●と■の6位の

水素の化学シフトが他の糖の6位のシグナルに較べ低磁場であることから●と■で

あると決定し､HMBCによって確認できた｡

　以上によりアラタニンBの構造はアラタニンAから○の糖が脱離した､3-ひ(6-θ-

(6-θ-(£)-sinapyl-β-D-glucopyranosyl)-β-D-glucopyranosyl)-7-θ-(6-θ-(均-sinapyl-β-D-gluco-

pyranosyl)-2'-ひ(β-D-glucopyranosyl)cyanidinと決定したlo9.

　アラタニンC(41)はFABMSで�z817に分子イオンピークを与えた｡

　1H　NMRからはシアニジンと1個のシナピル酸､2個のβグルコシドの存在が示

唆された(Fig.3-19)｡上述の方法で糖のシグナルの完全な帰属と結合位置の決定を

行い(Fig.3-20)､構造を､3-θ-(6-θ-(6-∂-(£)-sinapyl-β-D-glucopyranosyl)-β-D-gluco-

pyranosyl)cyanidinと決定したlo9.

3 3 3 アラタニンの分子会合と安定性

紫ヤムに含まれる色素はアラタニンA(39)､B(40)､C
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Fig.　3-17　1H　NMR　spectrum　of　alatanin　B　(40)in　10%TFAd-CD3(･)a130'C

　　　　　(500　MHz).

Fig.　3-　1　8　NOE　network　of　alatanin　B　(40)in　10%TFAJ･CD3(I)at　10°C(500　MHz).
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Fig.　3-19　1H　NMR　spectrum　of　alatanin　C　(41)in　10%TFAふCD3(D　at　30°C

　　　　　(500　MHz).

Fig.　3-20　NOE　network　of　alatanin　C　(41)in　10%TFAd-CD3CD　at　10゛C(500　MHz).
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90%を占める｡そこでこれらの各色素の中性水溶液における安定性を調べた｡単離

した色素のpH6の緩衝液中における安定性をRg.3-21に示した｡分子内にアシル

基を2個有するアラタニンA､Bはこれまで知られている多アシル化アントシアニ

ンと同様の高い安定性を示し､24時間後もその色は90%以上残存した｡驚くベ

きことに､アシル基が1個のアラタニンCも中性の希薄水溶液中で極めて高い安定

性を示し､24時間後も70%以上の安定性を示すことが分かった11o｡

　アラタニンA､B(5×10゛M)のCDを同じ溶液で測定したところ､可視部に

は励起子型のコットンは全く観測されなかったのに対し､紫外部には強い正の励起

子型コットンが認められ､シナピル酸が母核に会合しているものと考えられた(Fig.

3-22)1'5'　2o｡中性水溶液における溶解性は､ゲンチオデルフィンと同様に低く､

5×104M以上の濃度では､青紫色の沈澱を生じた｡そのためまず､酸性メタノー

ル中でのNMR測定を行いコンフォーメーションを推定した｡　Fig.3-23に示した遠

隔NOEが観測された｡また､アラタニンの分子内シナピル酸残基の化学シフトを

シナピル酸メチルのそれと比較すると､Fig.3-23に示すように､S1､S2とも

O.25-O.85　ppm　高磁場シフトしていることが分かった｡ゲンチオデルフィンと違い酸

性溶液中で2個の有機酸が両方共､母核と会合していることを示唆するものと考え

られた11o｡

　これまで知られていた､希薄な中性水溶液中で安定なアントシアニンは全て､分

子内に2個以上の芳香族有機酸を有する1'　3'　5.2oべ4｡今回見つかったアラタニンC

(41)は､モノアシル化アントシアニンでありながら安定な初めての例である｡通常

のモノアシル化アントシアニンは同様の条件下で極めて不安定であることから､ア

ラタニンCには､分子内サンドイッチ型安定化機構とは異なる､何らかの分子会合

の存在が推定できる,,そこで､この異常な安定性の解明を試みた｡

-134-



wavelength　(nm)

400

Fig.　3-21

寸

　○

　?∽

ら

i9
W

の
Q
c
脚
£
o
哨
{
i
@
`
″
一
i
一
@
″
‥
一

100

80

60

40

20

0

0 2 4 6

Tlme

8

(hり

10 24

Stabmty　of　alataninA　(39),alatanin　B　(40),alatanin　C(41),deacylated　alatanin

C(43)and　shisonin　(5　×　10°5M)in　O.05M　phosphate　buffer　(pH　6.0)at　20°C.

)
ニ
Φ
】

-1

-2

200

2

1

500300 600 700 800

Fig.　3-22　CD　ofalatanin　C　(41),deacylated　alatanin　C　(42)and　shisonin　in　O.05M

　　　　　phosphate　buffer(pH　6.0)at　20°C　･
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Fig.　3-23　Long　distance　NOEs　and　the　upneld　shift　of　protons　of　alatanin　A　(39)

　　　　　comparing　with　methyl　sinapiate　in　10%TFAd-CD3(I)at　10°C(500　MHz).
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　アラタニンCの濃度を5×104Mから5×104Mまで変えて安定性を調べたところ

濃度が高い方が若干安定性も高いことが分かった(Fig.3-21)｡しかし､白己会合す

る単純なアントシアニンは､104　M以下の希薄溶液になると急速に不安定になるの

で1'5'2o'58､アラタニンC(41)の安定性の濃度依存性はこれらとは異なる｡さらに､

分子内のシナピル酸を除去すると､不安定になり速やかに退色することから､シナ

ピル酸は安定化には重要であることが分かった｡　10‘5　M　でCDを測定したところ､

可視部に正の励起子型のコットンが観測され､右旋的な自己会合の存在が示唆され

た｡さらに､このCDには濃度依存性も認められた｡シアニン､デルフィンなどの

単純なアントシアニンの自己会合は負の励起子型のコットンが現われることから､

左旋的である｡しかし､このCDは濃度104　M以下では観測されない｡　2.2に記

したフラポコンメリンの場合も10'3　M　より薄い濃度では励起子型のコットンは現れ

ない｡従って､10'5　M　の希薄溶液において､アントシアニンは通常単分子で存在し

ていると考えられる｡これに対し､41で､104　M　の濃度においても自己会合が存在

することは､きわめて特異的である｡　41からシナピル酸を除去したデアシル体

(43)は､中性溶液中､10‘5　Mの濃度では不安定であると同時に､可視部のコットン

も消失した｡このことからアラタニンCの右旋的自己会合は､シナピル酸の存在に

よるものと考えざるを得ない｡この会合が分子間相互作用によるものであることは､

極めて強いコピグメント効果を有するフラポコンメリンを41の希薄溶液に添加し

ていくと､その量に応じて可視部のコットンが減小していくこと5･2oからも確かめら

れた(Fig.　3-24)｡さらに､41のCDを塩酸-メタノール中で測定すると､上述のコ

ットンは全く消失した｡有機溶媒中では疎水相互作用が弱められ､アントシアニジ

ン母核同士の自己会合が断ち切られるためと解釈できる｡

　アラタニンCもアラタニンA､Bと同様中性氷溶液への溶解性が極めて悪いため､
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CD　of　alatanin　C　(41)with　navocommelin　(15)in　O.05M　phosphate　buffer

(pH　6.0).11t　20°C.

A　0.28

Long　distance　NOEs　and　the　upneld　shift　of　protons　of　alatanin　C　(41)

comparing　with　methyl　sinapiate　in　10%TFAd-CD3(I)at　10°C(500　MHz).
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まず酸性メタノール中における会合状態をNMR測定により推定した｡　Fig.2-25に

示すように母核H-4とシナピル酸の水素との間に遠隔NOEが観測された｡シグ

ナルの化学シフトをシナピル酸メチルと比較するとFig.2-25に示す高磁場シフトが

観測された｡希薄水溶液中で不安定なシソニンは､有機酸と母核との間の遠隔NO

Eは全く観測されず､高磁場シフトも認められなかった｡従って､酸性溶液中での

シナピル酸残基の母核への分子内会合は中性における色素の安定性とも密接に関連

しているものと考えられる｡より極性の高い酸性水溶液中でアラタニンCのCDを

測定したところ､酸性メタノール中よりさらに強い正の励起子型のコットンが認め

られた(Fig.　2-26).貧水中の1H　NMRにおいてもメタノール中と同様の遠隔NO

Eと共にシナピル酸残基水素の高磁場シフトが観測された(Fig.2-27)11o｡

　以上から､中性水溶液中でもアラタニンCのシナピル酸残基は､強固に分子内会

合し､同時に､母核の右旋的自己会合も起こっているものと推測できる｡アラタニ

ンCが他のモノアシル化アントシアニンと構造上異なるのは､アントシアニジン母

核の5位がフリーであることと､アシル基が､ゲンチオビオースの外側の糖の6位

に結合している点である｡　3.2.3で述べたようにアントシアニジン環に結合し

た糖の面は母核に対しほぽ直角に位置するため､3位と5位の両方に糖が結合した

場合環の真上には自己会合できないと考えられる｡糖に芳香族有機酸が結合すると

立体的にはさらに込み合うため自己会合は殆ど不可能であろう｡これに対し､アラ

タニンCでは5位が空いており､さらには､母核と芳香族酸を結ぷ連結部分にあた

る糖が2糖と距離的にも長く､柔軟性もある｡これらの理由で､モノアシル化アン

トシアニンでありながら自己会合できるのではないかと考えている｡

　アラタニンCの会合モデルとして現在のところFig.2-28の構造を考えている11o｡

ひとつは､2分子のアラタニンCがちょうど人れ子のようになって､母核の片側を
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Fig.　3-26　CD　of　alatanin　C　(41)in　various　acidic　solutions　at　20°C.
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Fig.　3-27 1H　NMR　spectra　of　alatanin　C　(41)in　DCI-CD30D　and　TFAj-CD30D

(500　MHz).
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Fig.　3-28　Proposed　stacking　structure　of　alatanin　C　(41).
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もう一方のアントシアニジン分子の母核が覆い､他方を自己会合した相手の分子の

シナピル酸と会合したような構造､もうひとつは､分子内のシナピル酸が会合した

アラタニンC同士が､もう一方の空いた側で母核同士自己会合したものである｡こ

の何れの会合構造をとるかについては､今後さらに検討が必要である｡
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3.4 まとめ

　本章で著者は､NMRを中心とした機器分析手段により､リンドウ青色花弁色素

ゲンチオデルフィンと紫ヤム色素アラタニン類の会合構造の研究を行った｡これま

で極めて定性的な証拠しかなかった､多アシル化アントシアニンの会合構造に対し､

詳細な機器データの解析とそれらをもとにしたコンフォーメーション解析を行い､

芳香環同士の疎水結合によるスタッキングを実証した｡

　　ゲンチオデルフィンにおいては､まず､酸性条件下のIH　NMRスペクトルの

シグナルを､HMBC測定により完全に帰属した｡これにより分子内に複数存在す

る芳香族有機酸のシグナルの区別をすることができた｡次に､温度､濃度などを変

えて測定条件の検剖を行い､分子内の遠隔NOEを検出できる条件を見いだした｡

得られたNOEを詳細に解析し､ゲンチオデルフィンに2個存在するコーヒー酸の

うち､B環の糖に結合したC2だけが母核にスタッキングする事を明らかにした｡

さらに､糖のアノマー水素と母核水素との強いNOEから､アントシアニンのグル

コシド結合が一方方向に固定されていることを明らかにし､グルコース6位水素の

結合定数から､糖のC5-C6結合の回転異性体の存在比を求めることができた｡

これらの､溶液における高次構造に関する知見をもとに､ゲンチオデルフィンのコ

ンピュータ支援コンフォーメーション解析を行い､酸性メタノール中の安定コンフ

ォーメーションを推定した｡3個の糖は何れも母核､アントシアニジン環に対して､

ピラノース環の作る面がほぽ直角になるコンフォーメーションを取り､C2はAB

環の後ろ側から約4Åの距離で面対面の会合をすることを明らかにした｡

　紫ヤムイモ色素については､成分の正しい構造がこれまで全く出されていなかっ

たので､まず､色素の単離構造決定を行った｡完全トリフルオロアセチル化法によ
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る糖の結合位置の決定､HMBCによる有機酸のシグナルの区別､などの手法によ

り3種の新規色素､アラタニンA､B､Cの構造を明らかにした｡中性希薄水溶液

中での安定性を調べた結果､アラタニンCが､モノアシル化アントシアニンであり

ながら､多アシル化アントシアニンと同程度にも安定であることを見いだした｡ア

ラタニンCの特異な安定化機構を調べたところ､酸性溶液中でシナピル酸と母核が

分子内会合していることがNMR測定によりわかった｡さらに､中性希薄溶液で､

母核が右旋的に自己会合する証拠が得られた｡これらから､アラタニンCが､人れ

子型会合とでもいうべき､母核同士の自己会合と芳香族酸の分子内会合とが組み合

わさった高次構造を取っているのではないかという結論に達した｡

　本章で取り上げた色素は､残念なことにいずれも中性水溶液での溶解度がきわめ

て低く､1H　NMRを用いた詳細なコンフォーメーション解析は酸性メタノール溶

液でしか行うことができなかった｡そのため､ゲンチオデルフィンでは2個あるコ

ーヒー酸のうち､片方しか分子内会合していないことが明らかになり､サンドイッ

チ型会合の証明はできなかった｡しかし､アラタニンでも示したように､メタノー

ルよりも極性の高い酸性水溶液では会合がより強固になることから､中性では芳香

酸が上下から会合したサンドイッチ型になるのであろうと推定している｡今後は､

水以外の溶解性の高い中性溶媒での会合構造解析の検討､中性で水溶性の高いアン

トシアニンの探索とそれを用いた詳細な会合構造の解明､ジェヌインの色素の結晶

化によるX線結晶構造解析､などの方向で研究を進めることが課題と考えている｡
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結語

　本論文で著者は､花色素アントシアニンの精密構造認識に基づく分子会合の研究

を行った｡まず､ツユクサ青色花弁色素コンメリニンの構造研究を行ない､天然の

コンメリニンと全く同じ分子配列を持つCd-コンメリニンのX線結晶構造解析に

成功した｡植物体に存在する状態の､中性域におけるアントシアニン(アンヒドロ

塩基やアンヒドロ塩基アニオン)の原子レベルでの構造解明は初めてであり､これ

により､花の青色は､アントシアニンが金属イオンに配位し､4'ケトーアンヒド

ロ塩基アニオン型の分子種に固定されることにより発現することを明らかにした｡

同時に､一般的に希薄溶液中では不安定なこの化学種が､アントシアニン同士､あ

るいは､アントシアニンとフラポンとの芳香間同士の疎水結合に基づく強固な会合

とによって安定化されることを明かにし､さらに､分子の表面を覆う親水性基と溶

媒の水分子との栽水性相互作用により会合が強められ､安定に色を保つことが分か

った｡次に著者は､中性希薄水溶液中で安定なアシル化アントシアニンである､リ

ンドウ青色花弁色素､ゲンチオデルフィンと紫ヤム色素､アラタニンの会合構造の

解明を行い､酸性溶液中ではあるものの､1H　NMRおよびそれに基づくコンピュ

ータ支援のコンフォーメーション解析により､分子内の芳香族酸がアントシアニン

母核と､芳香間同士の疎水結合により会合していることを明かにした｡

　コンメリニンの構造解明は､1　9　1　9年に柴田らが提出し､その後否定されてい

た金属錯体説を実証しただけでなく､後藤らが提唱してきた､アントシアニンの安

定化に普遍的に関わる原理である､｢疎水相互作用に基づく会合｣を有機化学的に

精密な構造レベルで初めて明かにしたものである｡アシル化アントシアニンの分子

内会合構造の解明についても同様で､X線結晶構造解析ほどの精度ではないものの
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会合した有機構造を3次元的に表し､残基同士の距離を数値化することができた｡

その結果､アントシアニンにおける分子会合が､分子の構造に厳密に規定される事

が明かになった｡コンメリニンにおいては､構造的に適合しないものは共存させて

も排除され､超分子の形成に加わらない事が分かった｡アントシアニンやフラポン

のキラルな会合では､ねじれの方向性が決まっており､また､アシル化アントシア

ニンの分子内会合では､母核に結合した糖のコンフォーメーションにより大きく影

響を受けることも､明らかにできた｡

　これらの会合は全て非共有結合によるものであり､可逆的である｡このような弱

い結合によって集合した分子､｢超分子｣の形成､および分解は､花色素ばかりで

なく生命体における様々な生理機能の発現に深く関わる｡酵素の基質認識､レセプ

ターにおける薬物の認識､免疫応答反応､遺伝情報の伝達など､生体はこの非常に

弱い分子間､あるいは分子内の残基間の相互作用を厳密に立体制御し､区別し得る

がために生命を維持できる｡この一つの典型的な例が花色素アントシアニンの分子

会合である｡他方､アントシアニンの分子会合は超分子における特異的な例でもあ

る｡なぜなら､他の大多数の超分子は高分子と低分子との相互作用であるのに対し､

アントシアニンでは低分子だけによる集合型の会合であるから｡

　いずれにせよ､｢いのち｣の謎の解明を目指し､あるいは自然に向かった時の素

朴な｢なぜ｣に対する答えを見つけるために､超分子の化学が鍵であることは間違

いない｡本研究により､植物においてアントシアニンが多様な花色とその色の安定

性という生理機能を獲得する機構の一部が､精密に解明できた｡この知見が､動的

天然物化学の目指すプラックポックスを開くきっかけになることを期待してやまな

いo
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実験の部

一般操作

　電子スペクトルは日立製作所製UV-228型分光光度計または､日本分光工業製

Ubest-50型分光光度計(積分球装置JASCO　TIS-417　型付き)を用いて測定した｡

10`3Mの濃度の試料は光路長0.1mmのセルを､10'4　M　の濃度の試料は光路長1.0

mmのセルを､10‘5　M　の濃度の試料は光路長10mmのセルを､10'6Mの濃度の試料は

光路長100　mm　のセルにいれて測定した｡ただし､コンメリニンについては､104　M　､

10'5M､10°6Mの濃度の試料についてそれぞれ､0.1mm､1.0mm､10　mm　のセル

を用いた｡必要に応じて､恒温セルホルダーを使用した｡　0.1mm､1.0mmの光路

長のセルは､モノメトキシトリチルアルコール2.5mgを過塩素酸-エタノール3:

2溶液10　mL　に溶解した液を用いて10　mm　のセルを基準として補正した｡

　CDは､日本分光工業製J-500E型円2色計を用いて測定した｡試料濃度と光路

長は電子スペクトルの測定と同様にした｡必要に応じて､恒温セルを用いた｡

　核磁気共鳴スペクトルの測定は日本電子製GX-500型装置でおこなった(IH:　500

MHz,13C:　125　MHz).化学シフトはppmであらわし､内部標準にはCD2HODまたは

TMSを用いた.サンプルはポアサイズO.5-1.0μmのメンプレンフィルターで濾過

して5mmφのチュープに人れ､重水または､重メタノールを溶媒としたときは､

試料を重水置換した｡差NOE測定､1次元HOHAHA測定､2次元NMR測定

の場合は､温度可変装置で一定温度に調節した｡各測定のパルスシーケンスは､日

本電子の供給したものを使用し､測定条件はそれぞれの項に記載した｡　NOE差ス

ペクトルの測定は､測定溶媒に限らず照射時間5　sec　で行ない､1次元HOHAH

Aはスピンロッキング時間を100　ms　とした｡1次元HOHAHAの測定における
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90°パルスと選択的90°パルス､2次元測定の際の90°パルスは､サンプル毎にその

都度測定した｡

　FABMSの渕定は日本電子製DX-304/DA5000型装置または､HX-110/DA5000型

装置で行ない､IN燧酸-グリセロールをマトリクスとして用いた｡

　pHは､堀場製ガラス電極pHメーター4D型で測定した｡

　緩衝液は､pH　4-6　は､酢酸緩衝液を､pH　5.5-7.5はりん酸緩衝液を用いた｡　0.05

Mまたは､0.1Mに1凋製した､酢酸水溶液､酢酸ナトリウム水溶液､りん酸2水素

カリウム水溶液､りん酸水素2ナトリウム水溶液をそれぞれ適当量混合し､pHメ

ーターで測定しながら微調整した｡

　分析高速液体クロマトグラフィーは､日本分光製TRIROTARIH型ポンプまたは､

日本分光製880-PU型ポンプを用い､検出器はUVIDEC　100-HI型､870-UV型を､

3次元検出器はMULTI-330s型またはMUじrl-340型を用いた｡定量分析には島津

製インテグレーターCR3-A型を用いた｡カラムは､野村化学製Develosil　ODS-5

(4.6　mm　φx250mm)または､旭化成製Asahipak　ODP-50　(4.6mmφx　150　mm,　4.6　mm

φx250mm)を用い､前者では､3%りん酸またはTFA含有Å水溶液(4溶液;酢酸:

アセトニトリル:水=20:　25:　55　)を溶媒にした単一溶媒分析､後者は0.5%TFA含

有アセトニトリル水溶液を用いた単一溶媒分析または､グラジエント分析をおこ

なった｡溶媒は､酸以外は全て単蒸留して用い､混合後ポアサイズ0.5-1.0μmのメ

ンプレンフィルターで濾過して使用した｡試料はポアサイズ0.5-1.0μmのメンプ

レンフィルターで濾過してから注人した｡分析は全て40°　C　で行ない送液量は1

mL/minとした｡

　分取(高速)液体クロマトグラフィーは､野村化学製Develosil　ODS　lop　を充填し

たガラスカラム(24mmφx250mm)､金属カラム(20mmφx250mm)または､
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DevelosU　ODS-5　を充頃した金属カラム(20mmφx250mm)､Asahipak　ODP-90　を充填

した金属カラム(21j　mmφx300mm)を用い､分析条件と同様の溶媒系を用いて流

速5-15　mL/minで行なった｡ただし､酸は主としてりん酸を用いた｡

　コンメリニン以外のアントシアニンの分取は以下の方法で行なった｡凍結した試

料をそのままあるいはミキサーで微粉砕し数%のTFAを含むメタノールまたは､

アセトニトリル水溶液に浸漬し､室温で数回抽出した｡得られた抽出液をTFA水

溶液で洗浄したAmbernte　xAD-7　カラム(70mmφx500mm)に吸着させた｡カラム

をTFA水溶液で洗浄後､段階的にアセトニトリルまたは､メタノールの割合を

上昇させ色素を溶出した｡これを減圧下濃縮し､得られた粗色素を分取(高速)液

体クロマトグラフィーを用い精製した｡色素画分を減圧下濃縮乾固し､アントシア

ニンをTFA塩として得た｡カウンターアニオンが不揮発性のりん酸の場合は､色

素画分を水で3ないし5倍に希釈し､Develosil　ODS-5　金属カラム(20　mm　φx50

mm)に吸着させ､T17A水溶液でカラムを洗浄後､0.5%TFA含有A溶液または､

0.5%TFA含有50%アセトニトリル水溶液で溶出するという方法で揮発性のイオン

に交換後同様に濃縮した｡
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第1章の実験

1.2の実験

花弁からのアントシアニンの抽出

　分析に用いた花弁は､名古屋大学農学部付属農場で栽培したもの､または市場か

ら購人したものを用いた｡生花弁を液体窒素に浸漬して凍結後乳鉢であるいは､ス

パーテルで粉砕し､3%TFA含有50%アセトニトリル水溶液を加え室温で30分な

いし1時間抽出した｡これをポアサイズ0.5.1.0μmのメンプレンフィルターで濾過

してHPLC分析の試料とした｡

3次元検出高速液体クロマトグラフィー

　ポンプとして880-PUを2台使い､ミキサー880-30､カラムオープン860-CO､カ

ラムAsahipak　ODP-50　(4.6mmφx　150　mm,　4.6　mm　φx250mm)を用いて､0.5%TFA

含有10%アセトニトリル水溶液から0.5%TFA含有30%アセトニトリル水溶液ヘ

の30分間のリニアグラジエントの後10分間0.5%TFA含有30%アセトニトリ

ル水溶液を流した｡試料の注人量は5-10μLとした｡

　検出器はMULTI-340を用い､240-700　nm　の波長範囲をWavelength　accumulation

4nm､Time　accumulation　0.4または0.8　sec　でデータ取り込みを行なった｡

　HBA･(1)､シネラリン(2)､プラチコニン(4)

　　分析した色素のうち､HBA(1)､シネラリン(2)､プラチコニン(4)は､後藤(昭

　子)111､河合112の精製したものを用い､一部の純度の悪いものについては､一般操

作に記した方法で再度精製した｡
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マロニルアオバニン(5,M)､アオバニン(Aw,13)

　粗コンメリニン2.02gに1%TFA水溶液を100　mL　加え､室温で15分間超音波

処理して溶解した後3000　rpm　で15分間遠心し赤紫色の上清を得た｡残流にさら

に100　mL　の1%TFA水溶液を加え､同様に遠心処理し上清を合わせてDevek)silODS

lop分取ガラスカラム(24mmφx250mm)に吸着させた｡1%TFA水溶液を流した後､

0.01%TFA含有/1水溶液の濃度を25%から50%まで段階的に上げて約500　mL　づつ流

し､色素を溶出した｡アオバニンは40%･4水溶液の画分に溶出し､マロニルアオバ

ニンは50%A水溶液の画分に溶出した｡それぞれの画分を減圧下濃縮乾固して濃赤

色の固体としてアオバニンTFA塩を50　mg　マロニルアオバニンTFA塩を545　mg得

た｡

　さらに､大量の分取の際は､粗コンメリニンの赤紫色上清をAmb�ite　xAD-7　カ

ラム(70　mm　φx500mm)に吸着させ一般操作に記した常法に従い単離後DevelosU

ODSlop分取ガラスカラムで同様に精製した｡

デルフィン(7)

　マロニルアオバニンTFA塩240　mg　に1%塩酸含有メタノール25　mL　を加え､

40°　C　で20時間反応させた｡反応液を減圧下1/4量まで濃縮し､3%りん酸水溶

液を100　mL　を加え希釈してから､分取Develosil　ODS　lop　ガラスカラム(24　mm　φx

250　mm)に吸着させた｡3%りん酸含有A水溶液の濃度を段階的に上げて溶出し､

13%A水溶液の画分からデルフィンを35%Å水溶液の画分からアオバニンををそ

れぞれ濃赤色のTFA塩として48　mg､91　mg　得た｡
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マロニルシソニン(6)､シアニン(8)

　赤シソ葉(戸�a･d,s凶幻の凍結粉砕物2.1Kgに3%TFA水溶液を2.1L加え室

温で数時間抽出した｡これを3回繰り返し得られた抽出液をAmb�ite　xAD-7　カラ

ムク(70mmφx500mm)に吸着させた｡カラムをTFA水溶液で洗浄後､段階的に

アセトニトリルの割合を上昇させ色素を溶出した｡色素は主として30%アセトニ

トリル画分に溶出した｡これを減圧下濃縮しを分取DevelosilODS　k)pガラスカラム

(24mmφx250mm)に吸着させた｡3%りん酸水溶液を200　mL　流した後､3%りん酸

含有A水溶液の濃度を10%から50%まで段階的に上げて約500　mL　づつ流し､色素

を溶出した｡マロニルシソニンは40%A水溶液の画分に溶出した｡この画分を常

法に従いカウンターアニオンを換えてから減圧下濃縮乾固して濃赤色の固体として

マロニルシソニンWA塩を270　mg　得た｡

　同時に､シアニンTFA塩を7.5mg得た｡
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Electronic　Spectral　Data　of　6　朗d8in0.01%HCI-MeOH　at　25°C　(λmax(ε))
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スクシ゛ルシアニン(9)

　1986年から1988年にかけて名古屋大学付属農場で栽培したヤグルマギク

(Q咄zs･αり･αzs)青色花弁の凍結粉砕物9.9Kgに3.8Lの水を加え､チーズプレス

器で搾汁を絞り8.6Lの青色ジュースを得た｡ジュースを濾過後30Lのエタノール

を加え-20･　C　で一晩放置し､粗色素を沈殿させた｡濾別または連統遠心操作により

上清を除去後､減圧下塩化カルシウム上で乾燥し青色固形物として87.8gの粗プロ

トシア゛ンを得た.粗プ゜トシアニン50gに1%TFA水溶液をIL加え､室温で3

0分間超音波処理して溶解した後､2500rpmで15分間遠心し赤紫色の上清を得た｡

残流にはさらに400　mL　の1%TFA水溶液を加え､同様に遠心処理し上清を合わせて

Ambernte　xAD-7　カラム(70mmφx500mm)に吸着させた｡カラムをTFA水溶液で

洗浄後､段階的にアセトニトリルの割合を上昇させ色素を溶出した｡スクシニル

シアニンは主として50%アセトニトリル画分に溶出した｡これを減圧下濃縮しその

1/5量を分取DevdosilODS】opガラスカラム(24mmφx250mm)に吸着させた｡

1.5%りん酸水溶液を200　mL　流した後､1.5%りん酸含有Å水溶液の濃度を10%か

ら50%まで段階的に上げて約500　mL　づつ流し､色素を溶出した｡スクシニルシア

ニンは30%A水溶液の画分に溶出した｡この画分を常法に従いカウンターアニオン

を換えてから減圧下濃縮乾固して濃赤色の固体としてスクシニルシアニンTFA塩

を50　mg　得た｡

　同時に40%A水治植の画分からマロニルフラボンを淡赤色の固体として45　mg　得

た｡
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マロニルシアニン(10)

　1987年から1988年にかけて名古屋大学付属農場で栽培したヤグルマギク

(Q咄zgazc険s)紫色花弁の凍結粉砕物100　g　に1%TFA水溶液を300　mL　加え室温

で一晩抽出した｡搾汁を得た後の残流に1%TFA水溶液を200　mL　加え抽出する操作

を計3回繰り返し､合計900　mL　の抽出液を得た｡　Amberlite　xAD-7　カラム(40mmφ

x250mm)に吸着させ､カラムをTFA水溶液で洗浄後､段階的にアセトニトリル

の割合を上昇させ色素を溶出した｡マロニルシアニンは主として20%アセトニト

リル画分に溶出した.これを減圧下濃縮しその1/4量を分取Develosil　ODS　lop　ガ

ラスカラム(24mmφx250mm)に吸着させた｡3%りん酸水溶液を200　mL　流した後､

3%りん酸含有A水溶液の濃度を10%から40%まで段階的に上げて約500　mL　づつ

流し､色素を溶出した｡シアニンは15%A水溶液の画分に､マロニルシアニンは

20%A水溶液の画分に､スクシニルシアニンは23%A水溶液の画分に溶出した｡そ

れぞれの画分を常法に従いカウンターアニオンを換えてから減圧下濃縮乾固して濃

赤色の固体としてシアニンTFA塩を65　mg､マロニルシアニンTFA塩を220　mg､

スクシ゛ルシア゛ンTFA塩を220　mg　得た｡

　同時に40%A水溶液の画分からマロニルフラボンを淡赤色の固体として87　mg　得

た｡
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Electronic　Spectral　Data　o　r　9　and　10　in　0.01%HCl　at　20°C　(λmax(ε)).
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第2章の実験

2.2の実験

各スペクトルの測定

　濃度依存的なフラポンの電子スペクトル､CD､1H　NMRスペクトルの測定は､

各々の化合物の､5　dO'3M溶液を作成し､段階的に10倍に希釈して5　×　10'4M､

5　×　10‘5Mとして試料とした｡測定は温度制御して行なった｡

フラボコンメリン(14)

　3.5　Kg　のツユクサ青色花弁の搾汁にエタノールを加え粗コンメリニンを沈殿させ

た上清を減圧下濃縮乾固してフラポコンメリンの多く含まれる青茶色の油状物を得

た｡これを水で希釈し濾過後､Amberlite　xAD-7　カラムに吸着させた｡水を4L流し

た後､20%MeOH水溶液を6L､30%メタノール水溶液を4L､50%水溶液を6L

流した｡フラボコンメリンは50%メタノール水溶液画分に溶出したので､この画

分を減圧下濃縮後水溶液にし､熱時アセトニトリルを加えることにより結晶化し､

黄色の非常に細かい針状晶として5.69gを得た｡

フラボコンメリンー5　-OH-アセチル化物(20)

　フラポコンメリン250　mg　(O.411　mmol)に10　mL　のピリジンと2mLの無水酢酸を加

え室温で6時間反応させた｡反応液を減圧下濃縮してから塩化メチレンに溶解し飽和重曹

水で洗浄し､フラボコンメリン完全アセチル化物(19)フラポコンメリンー5　-O　H-　ア

セチル化物(20)の約1:7の混部陶を399　ql　得た｡このもの全量を20mLのテト

ラヒドロフランに溶埓し､2mLの濃アンモニア水を加え50°　C　で3時間反応させた｡
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反応液を濃縮後常法により後処理し240　mg　のフラポコンメリンー5-OH-アセチル

化物を得た｡(収率62%)

5-0-メチルフラポコンメリンアセチル化物(21)

　フラポコンメリン5　-　OH-　アセチル化物(20)240　mg　(0.25　mmol)にクロロホルム

20　mL　を加え､酸化銀240　mg､ヨウ化メチル0.24　mLを加え封管して90°　C　で1時

間加熱した｡その後さらに酸化銀2g､ヨウ化メヂルlmL､トルエン20　mLを追加

して90°　C　で1時間反応させた｡酸化銀を濾別後減圧下濃縮乾固して5-0-メチル

フラボコンメリンアセチル化物を205　mg　得た｡(収率84%)

5-0-メチルフラボコンメリン(17)

　5-　0-メチルフラポコンメリンアセチル化物(21)200　mg　(0.209　mmol)に無水メタ

ノールを20mLとナトリウムメトキシド18　mg　を加え､室温で1時間反応させた.

反応液をDawex-80で中和後樹脂を濾別し減圧下濃縮乾固した｡残流を水-メタノ

ールーアセトニトリルから結晶化し5-0-メチルフラボコンメリンを

121　mg　得た.(収率93%)

7-0-メチルー凶-ビテキシン(18)

　フラボコンメリン25　mg　(O.042　mmol)に5%塩酸-メタノールを25　mL　加え､

60°　C　で40時間反応させたが､原料の溶解性が悪く反応が遅かったため､

　(HPLC分析から原料と目的物が約1:1)さらに､塩酸を5mL加え12時間反

応を統けた｡原料が消失したので減圧下濃縮し､水-エタノールから結晶化させ､

7-0-メチルー凶-ビテキシンを7mg得た｡(収率38%)
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FABMS　19:　986　(M十),20:　944(M十)

Assignment　of　the　lH　NMR　Spectra　of　19　,　20　and　21　(pyridin�5　,　500MHz)
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2.3の実験

一般操作

　コンメリニンの伺構成､結晶化､各種の分析試験には､すべて2回蒸留水(ヤマ

ト製オートスチルWAU-12型で製造)を使用した｡

安定性試験

　コンメリニン､コンメリニン様錯体の安定性試験はpH　5.7の0.05M酢酸緩衝液

に色素を5　×　10°5M　の濃度に溶解し光路長1mmのセルで測定した電子スペクトル

の可視の吸収極大波匿における吸光度の変化で調べた｡

ICP発光分析

　ICP発光分析は､セイコー電子工業製SPS-100A型装置でおこなった｡金属の含

量が100　ppb　ないし10　ppm　の範囲になるように試料を水に溶解し､試料とした｡

分析超遠心

　分析超遠心は､日立分析超遠心装置282型で行なった｡約5-10　mg　のコンメリニ

ンを0.5mLの0.1N塩化ナトリウム水溶液に溶解し､5°Cで2日間透析した｡これ

を透析外液で約10倍に希釈し､440　nm　の吸光度がlmmの光路長のセルで0.04程

度になるようにした｡この試料を､3試料マルチチャンネルセルに入れ､対照は透

析外液とした｡

10°　C　で25,000　rpm　O　回転数で約10時間遠心し､平衡状態のデータを得てこれを

解析した｡
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比溶測定

　コンメリニンの比溶測定は､振動密度計DMA02C型装置で行なった｡試料を

0.3-a7%の濃度になるよう0.1N　NaC口こ溶解し､5°Cで2日間透析後､10°　C　で密度を

測定した｡溶液の濃度は吸光分析により求めた｡

熱分析

　コンメリニンの熱分析は､第2精工社製熱天秤TG/SSC型で行なった｡試料

2-4　mgを精密に秤量し､熱天秤に乗せ､25°　C　-500°　C　まで20分間かけて昇温させ

重量の減少を測定した｡

電気泳動

　コンメリニンの電気泳動は､束洋濾紙製電気泳動器C型で行なった｡セルロース

アセテートシート(70　mm　x　250　mm,　Sartorius,Schulecher&Sche11,Nagel製)を

O.05　M　の酢酸緩衝液(pH　5.0)で均一に湿らせ､コンメリニンの水溶液(l　x　10゛2M

程度)をスポットした｡　0.5　mA/sheet　の定電流で2時間泳動した(電圧は約

300-350　V)｡

核磁気共鳴スペクトル

　コンメリニン､コンメリニン様錯体の核磁気共鳴スペクトルは､20-40　mg　の試料

を0.5-0.6mLの重水に溶解し､1度減圧下で濃縮乾固したものをアルゴン気流下で

5mmφの試料管にサンプリングした｡

　測定は､温度制御して行ない､1次元､2次元の測定は､日本電子の供給したパ

ルスシーケンスで行なった｡　NOE差スペクトルにおける照射時間は5　sec､1次元
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HOHAHA､2次元HOHAHAのスピンロック時間は100　ms､NOESYの展

開時間は150　ms　とした｡

X線結晶構造解析

　X線結晶構造解析は高エネルギー物理学研究所放射光実験施設の中川博士と共同

で行なった｡Cd-コンメリニンの結晶の比重は浮遊法により測定し､1.43　g/cm3

であった｡X線回折データの収集は､高エネルギー物理学研究所放射光実験施設の

ステーションBL-6A2において､巨大分子用ワイセンベルグカメラ､イメージ

ングプレートのシステムを用いて行なった71.金のLln吸収端である1.04Åの波長を

選び測定した｡　Cd-コンメリニンのデータは､3個の結晶を用いて4セットの測

定を行ない､27フレームのデータを得た｡これらは､プログラムシステム

WEIS113を用いて指数付けを行ない積分強度とした後､スケーリング･マージング

を行なって1つのデータセットとした｡最終的に分解能0.75Åの19389個の回

折強度データを得､この時のj?-mergeは6.156%であった｡直接法のSHELEX-86　72を

用いて､得られた解を基にして､3次元グラフィクス上(グラフィクス:PS-340､

コンピュータ:vax　Station　3　100､モデルビルデイングプログラム:FRODO)でア

ントシアニン､フラボンの母核炭素を選び出し､逐次フーリエ法を数サイクル繰り

返すことにより水素以外の全ての原子の帰属を行なった｡原子パラメータの精密化

はXTALプログラム73で行ない､0.75Å分解能の10164反射を構造因子の計算

に含めR因子13.2%の解が得られた｡
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天然コンメリニン(15-n)の単離精製

　1986年およぴ1988年に草津市農協から購人し現地で凍結して保存したオ

オボウシバナ(Cθ謂zz!ど/i汝zcθ脚z77回帥の青色花弁の凍結物8Kgよりチーズプレス器

で搾汁を絞り7Lの青色ジュースを得た｡ジュースを濾過後､これに42Lのエタノ

ールを加え-20･Cで一晩放置し､粗色素を沈殿させた｡濾別または連続遠心操作に

より上清をを除去後減圧下塩化カルシウム上で乾燥し青色固形物として37.9gの粗

コンメリニンを得た｡粗コンメリニン19gに2M酢酸マグネシウム水溶液を100

mLを加え超音波処埋により溶解させた後3000　rpm　で10分間遠心し青色上清を得

た.ここにエタノール800　mL　を加え5°Cで一晩放置した｡　2500　rpm　で20分間

遠心して得た青色沈殴を減圧下塩化カルシウム上で乾燥し青色固形物として5.9gの

粗コンメリニンを得た｡(電子スペクトルからコンメリニンの純度約25%)この

粗コンメリニン2.0jOこ水20mLとエタノール20　mL　を加え-20･Cで一晩放置し､

遠心処理で上清を得た｡この上清を2Lの水を用いて透析処理し透析内液を減圧下

濃縮した｡この全量をセルロファインGC-15ゲル濾過カラムクロマトグラフィー

(40mmφx　300　mm)に吸着させ､水で溶出した｡青色画分を減圧下濃縮乾固し､純

度約95%のコンメリニンを719　mg　得た｡

コンメリニンの結晶化

　コンメリニン､コンメリニン様錯体の結晶化は､水-エタノールの混合溶媒系で

行なった｡　10　mg　程度のコンメリニンまたは､コンメリニン様錯体を約0.2-0.4mL

の水に溶解し､そこへ､0.5-l　mL　のエタノールを溶液が濁り加減になるまで少しづ

つ加え､5°cに冷蔵放置して結晶化させた｡コンメリニン､Cd-コンメリニンと

もに濃清色の金属光沢をもつプリズム晶として得た｡
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モノデマロニルサルビアデルフィン(22)､モノデマロニルサルビアニン(23)､

3-グルコシルデルフィニジン(25)､3-ρ-クマリルグルコシルデルフィニジン

(26)

　上記色素は､吉兼が単離したものを用いた｡

サルビアマルビン(24)

　1988年11月に名城公園で採取した青色サルビア(S,由峡砂isc,α)の凍結花

弁を粉砕し2%TFA　50%アセトニトリル水溶液を3.8L加え室温で一晩抽出した｡

搾汁を得た後の残流に2%TFA　50%アセトニトリル水溶液を2.4L､1.3L加え抽出

する操作を計3回繰り返し､得られた抽出液を減圧下ILまで濃縮した｡濃縮液中

の不溶物を遠心除去険､Amberlite　xAD-7　カラム(70　mm　φx　500　mm)に吸着させ､

カラムをTFA水溶淮で洗浄後､段階的にアセトニトリルの割合を上昇させ色素を

溶出した｡色素はは主として30-50%アセトニトリル画分に溶出した｡これを減圧

下濃縮しその1/4量を分取Develosil　ODS　lop　ガラスカラム(24mmφx　250　mm)に

吸着させた｡3%りん酸水溶液を200　mL　流した後､3%りん酸含有Å水溶液の濃度

を10%から60%まで殴階的に上げて約500　mL　づつ流し､色素を溶出した｡マロニ

ルアオバニンは459,/1水溶液の團分に､サルビアマルビンは60%.4水溶液の画分

に､に溶出した｡それぞれの画分を常法に従いカウンターアニオンを換えてから減

圧下濃縮乾固して濃亦色の固体としてマロニルアオバニンTFA塩を160　mg､サル

ビアマルビンTFA塩を94　mg　得た｡
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Electronic　Spectral　Data　of　24　in　0.01%HCI-MeOHat　20°C　(λmax(e))

　　540nm(25300),301　nm　(19600),280　nm　(21200).

FABMS　24:　888　(MじH゛)

Assignment　of　the　lH　NMR　Spectra　of　24　(10%TFAd-CD30D　at　25°C,　500MHz)
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コンメリニン(15-c)の再構成

　マロ゛ルアオバニン(5)TFA塩300　mg　(O.309　mmol)に水を1.5mL加え0.5Nアン

モニア水1.5mLで中和後減圧下濃縮乾固した｡ここへ水を1.0mLとフラポコンメ

リン(14)300　mg　(1.6　eq.)を1.5mLに水に溶解してを加え､さらに､0.5N酢酸マ

グネシウム水溶液2､OmLと1.0M酢酸カリウム水溶液1.0mLを加えた｡溶液は瞬

時に青色となった｡これを室温で一晩放置後､エタノールを40mL加え5･Cで数

時間放置した.全量を遠心処理(3000　rpm　10　min)して析出した残流を集め､減圧下

塩化カルシウム上で乾固して濃清色の固体を487　mg　得た｡全量を2.5mLの水に溶

かし､セルロファインGC-　15　ゲル濾過カラムクロマトグラフィー(40mmφx　170

mm)に吸着させ､水で溶出した｡青色画分を減圧下濃縮乾固し､コンメリニンを濃

青色固体として371　ng　得た｡(収率､マロニルアオバニンTFA塩から80%)

　実験スケールが少朧の場合は､アントシアニンとフラポン､金属の各溶液を混合

して得た青色溶液をそのままあるいは､約半量に減圧下濃縮しそのままセルロファ

インGC-15ゲル濾過カラムクロマトグラフィーで精製した｡

Aw-コンメリニン(27)

　アオバ゜ン(13)IFA塩288　mg　(0.291　mmol)とフラポコンメリン(14)258　mg

(1.5　eq.)､O.I　N酢酸マグネシウム水溶液1.94　mL　(2　eq.)と1.0M酢酸カリウム水溶

液1.0mLから同様に再構成し､セルロファインGC-15ゲル濾過カラムクロマトグ

ラフィーで精製した,青色画分を減圧下濃縮乾固し､Aw-コンメリニンを濃青色固

体として138　mg　得た｡(収率､アオバニンTFA塩から56%)
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Ms-コンメリ゛ン(23)

　マロ゜ルシソ゛ン(6)TFA塩300　mg　(0.314　mmol)とフラポコンメリン(14)

286　mg　(1.5　eq.)､0.5N酢酸マグネシウム水溶液0.27　mL　(1.3　eq.)と1.0M酢酸カリ

ウム水溶液0.628　mL　から同様に再構成し､セルロファインGC-15ゲル濾過カラム

クロマトグラフィーで精製した｡青色画分を減圧下濃縮乾固し､Ms-コンメリニン

を濃青色固体として309　mg　得た｡(収率､マロニルシソニンTFA塩から66%)

Electronic　spectra　oH5,　27　and　28　in　O.05　M　acetate　buffer　pH　5.7.
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Assignment　ofthe　lH　NMR　Spectra　oH5　,　27　and　28　(D20　at　40°C,
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コンメリニン様錯体の再構成-1

　前記の再構成法に従い､アントシアニンまたはフラポンを代えてコンメリ

錯体を再構成した｡各色素の収率､データは下記のとおり｡

Re{onstruction　of　commelinin-like　complex　by　changing　navonoids.

anthocyanin

9

10

5

(100　mg)
(8mg)
(19　mg)

navone

14

14

17

(150　mg)
(8mg)
(20　mg)

obtained　complex　yield
/
n
y
7
R
〉

{
j
　
　
l

　
″
5
″
5

g
m
m
m
1
3

22%(30)
47%(31)
62%(32)

Electronic　spectra　of　commelinin-like　complex　in　O.05　M　acetate　bunbr　pH　5.7.

　30

λmax(£)

620(sh)

565(13300)

M
㎞

ax(ε)

620(sh)

66j(14400)

32

λmax(£)

644(12600)

590(18000)

CD　of　commelinin-like　complex　in　O.05　M　acetate　buffer　pH　5.7.

30

nm(0)

640(-180000)
553(十300000)

31

nm(0)

640(-225000)
553(十360000)

32

nm(0)

688(-320000)
597(+390000)
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コンメリニン様錯体の再構成-2

　前記の再構成法に腿い､金属を代えてコンメリニン用錯体を再構成した｡各色素

の収率､データは下記のとおり｡

Re{onstruction　of　commelinin-like　complex　by　changing　metaHons.

metalion

Zn2十

C02十

Ni2十

Mn2十

Cd2十

M(j;)

40　nlg

40　nlg

40　nlg

40　nlg

40　nlg

F(14)

40　mg

40　mg

40　mg

40　mg

40　mg

obtained　complex　yield

22　mg

38　mg

36　mg

26.5　mg

34　mg

36%(33)

62%(34)
59%(35)

43%(36)

55%(16)

Electronic　spectra　of　commelinin-like　complex　in　O.05　M　acetate　bu既r　pH　5.0.
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λmax(£)

649(9460)
594(20600)
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λmax(ε)

658(9500)
602(19700)

35

λmax(£)

j
j
圓
∞
8
7

犯
μ
く
く

36

λmax(e)

652(9550)
595(20400)

16

λmax(e)

648(98701)
592(21000)

16

nm(0)

680(-430000)
590(十640000)

654

598

CD　of　commelinin-like　complex　in　O.05　M　acetate　bufkr　pH　5.0.

33

nm(0)

680(-550000)
595(十690000)

34

nm(0)

692{-530000)
604{+630000)

35

nm(0)

688(-860000)
597(十870000)

36

nm(0)

680(-440000)
594(十610000)
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2.4の実験

生花弁の電子スペクトル

　生花弁の電子スペクトルは､積分球装置にガラス板に挟んだ生花弁を取付け測定

した｡

ツユクサ花弁色素の分析

　生花弁10　mg　あたり0.1mLの1.5%TFA含有50%アセトニトリルを加え､室温で

2時間抽出し､1.2の実験の部に記載したAsahipak　ODP-50　(4.6mmφx　250　mm)

を用いた高速液体クロマトグラフィー(リニアグラジエント条件)で分析した｡検

出は870-UV型を用い280　nm　で行ない､インテグレータで各ピーク面積を出力し

た｡それぞれの色素について､単離した色素を用いて検量線を作成し､絶対検量線

法で定量した｡

花弁の紫色の再現実験

　7.5　×　10‘3　Mに調製したフラボコンメリン水溶液にpH　5.7　の緩衝液を加えフラボコ

ンメリンの濃度を設定濃度とした｡そこへ7.5　×　10゛2　Mに調製したアントシアニン水

溶液を加え､ただちに混合し､そのままセルに人れて電子スペクトル､CDを測定

した｡必要に応じて､0.5Mに調製した酢酸マグネシウム溶液をアントシアニンの

2-200当量添加した｡

pHを変えた再構成実験

　各々のpHの緩衝複に設定濃度の30倍の濃度に調製したアントシアニンのメタ
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ノール溶液､フラボンの水溶液と0.5Mに調製した酢酸マグネシウム水　溶液をフ

ラボン､金属､アントシアニンの順に加え混合し､そのままセルに入れて電子スペ

クトル､CDを測定した｡

マロ゜ルシシスアオバニン(37)

　マロニルシアオバニンの単離と同様に､粗コンメリニン60gからAmberlite

xAD-7カラム､次いで､Develosil　ODS　lop　分取ガラスカラムで精製した｡マロニル

シスアオバ゛ンはDevelosil　ODS　lop　分取ガラスカラムクロマトグラフィーで30%Å

水溶液の画分に溶出した｡常法に従いカウンターオアニオンを置換後､減圧下濃縮

乾固して濃赤色の固体としてマロニルシシスアオバニンTFA塩を140　mg　得た｡
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Electronic　SpectralData　of　37　in　0.01%HCI-MeOHat　20°C　(λmax(e)).

　　542　nm　(28800),308　nm　(20200),280　nm　(21100).

FABMS　37:　859　(MH゛)

Assignment　of　the　lH　N　MR　Spectra　of　37　(10%TFAd-CD30D　at　25°C,　500MHz;)
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3章の実験

3.2の実験

安定性試験

　ゲンチオデルフィン､ビスデアシルゲンチオデルフィンの中性水溶液中の安定性

はpH　6.5　のO.05M　I'ん酸緩衝液に色素のメタノール溶液(濃度;5　×　10‘3M)を加

え5　×　10'5M　とし､光路長10　mm　のセルで測定した電子スペクトルの可視の吸収極

大波長における吸光度の変化で調べた｡

核磁気共鳴スペクトル

　ゲンチオデルフィンの核磁気共鳴スペクトルの測定は､10%TFAd含有重メタノ

ールを溶媒として行なった｡　NOE差スペクトルにおける照射時間は5　sec､1次元

HOHAHA､2次元HOHAHAのスピンロック時間は100　ms､NOESYの展

開時間は1200　ms､ROESYは展開時間を250　ms　､HMBCは展開時間を60　ms

とした｡

ゲンチオデルフィン(3)

　1987年に北伊耶で購人し凍結保存してあったリンドウ(Ga向sa吏gi)の青

色花弁2400　g　を液体窒素で凍結後粉砕し､2%TFA含有20%メタノール水溶液を

6.5L加え室温で一脱抽出した｡抽出液を連続遠心により得た後の残流に2%TFA

含有メタノール3Lを加え抽出する操作を2回繰り返した｡得られた抽出液を減

圧下　　　　　　　　　,

2Lまで濃縮した｡沌縮液中の不溶物を遠心除去後､Amberlite　xAD-7　カラム
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(70mmφx600mm)に吸着させ､カラムをTFA水溶液で洗浄後､段階的にメタノー

ルの割合を80%まで上昇させ色素を溶出した｡色素は主として60-80%メタノー

ル画分に溶出した.これを減圧下濃縮しその一部を分取Develosil　ODS　lop　ガラスカ

ラム(24mmφx250mm)吟吸着させた｡3%りん酸水溶液を800　mL　流した後､3%

りん酸含有/1水溶淮の濃度を10%から60%まで段階的に上げて約500mLづつ流し､

色素を溶出した｡ゲンチオデルフィンは45%Å水溶液の画分に溶出した｡この画

分を常法に従いカウンターアニオンを換えてから減圧下濃縮乾固し､Develosil

ODS-5金属カラム(20mmφx250mm)を用い､3%りん酸含有43%A水溶液を溶媒

として再度クロマトグラフィーにより精製した｡濃赤色の固体としてゲンチオデル

フィンTFA塩を26{}mg得た｡

ビスデアシルゲンチオデルフィン(38)

　60　mg　のゲンチオデルフィンTFA塩を2.5　mL　のメタノールに溶解し､アルゴンガ

スをバプリングしてから､O･Cに冷却した｡そこへ､同様にアルゴン置換したIN

水酸化ナトリウム溶液を2.5mL加え､O･Cで1時間反応させた｡反応液はアルカリ

を加えるとすぐに青緑色へ変化した｡反応液に6N塩酸を加えて反応を止め､減圧

下濃縮した｡濃縮液を水で5倍に希釈してから､分取Develosil　ODS　lop　ガラスカラ

ム(24mmφx250mm)に吸着させた｡3%りん酸水溶液を流した後､3%りん酸含

有/1水溶液の濃度を10%から60%まで段階的に上げてクロマトグラフィーをおこな

った｡常法に従いカウンターアニオンを換えてから減圧下濃縮乾固し､濃赤色の固

体としてビスデアシルゲンチオデルフィンTFA塩を46　mg　得た｡(収率69%)

コーヒー酸メチル(44)
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　コーヒー酸200　mg　(1.11　mmol)にメタノール20　mL　と塩酸1mLを加え､2時間

加熱還流した｡反応液を減圧下濃縮後､飽和重曹水で洗い塩化メチレンで抽出し､

コーヒー酸メチルを100　mg　得た｡(収率46%)
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Electronic　Spectral　Data　of　3　and　38　in　0.01%HCI-MeOH　at　20°C　(λmax(E))

540

331

300

284

　3

-

(22,100)
(20,600)

(19,100)
(18,600)

529

276

38

-

(20,100)
(10,100)

FABMS　　3:　1113(M+)38:　789(M+)

Assignment　of　the　lH　NMR　Spectra　of　3　and　32　(10%TFAd-CD30D　at　30'C,　500MHz)
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コンピュータモデリシグ

　コンメリニンフォーメーション解析は､Silicon　Graphics　製IRIS　4D/25G　ワークス

テーションを用い､分子モデリングはPolygen製QUANTA　3.2/CHARMm　21　.　プログ

ラムを使用した｡計算は真空中の設定で行ない､アントシアニンはフラビリウムイ

オン型とし､母核1匪に十1のチャージを固定した｡まずビスデアシルゲンチオデ

ルフィンについて､Fig.　3-11に示したφおよびΨを各々30°づつ回転させるグリ

ッドサーチを行ない､各コンフォーメーションについて､1　0　0ステップの

steepest　descent　minimization　を行なった｡その間H-4と▲-1の間に2.5士0.5Å

　(重み10)の距離の束縛条件を付け､C5-C6結合については認として束縛し

た(重み50)｡得られた最適コンフォーメーションについてφ'およびVを各々30°

づつ回転させるグリッドサーチを同様に行なった｡　H-6と●-1の間に2.5土0.5

Å(重み10)､●のC5-C6結合については認の束縛条件を付け加えた｡得ら

れた最適コンフォーメーションに■の糖を加え､再度同様にコンフォーメーション

検索､最適化を行なった｡　H-2'と■-1に2.5士0.5Å(重み10)の束縛､■

のC5-C6結合についても認の束縛条件を付け加えた｡こうして得られたビス

デアシルゲンチオデルフィンのコンフォーメーションの●の糖の6位にC1のコー

ヒー酸を結合させた｡母核水素と糖のアノマー水素との間の距離束縛と糖のC5

-C6結合についての認の束縛を同様に加え､TI､T2､T3､T4の軸をTIとT2

については30°ずつBとT4については180°回転させてグリッドサーチを行った｡

各コンフォーメーションは1　0　0ステップのsteepest　descent　minimization　を行いその

中からエネルギーの賎いコンフォーメーションを1/6程度選ぴ､束縛条件を付け

た200ステップのsteepest　descent　minimization　､200ステップのcoiljugate

gradjent　minjmization　を行なった｡さらに､10個のコンフォーメーションを選ぴ出
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し､束縛条件をはずした10ステップのNewton　Raphson　minimization　を行なった｡

最安定コンフォーメーションを選び､･の糖の6位にC2のコーヒー酸を結合させ

た｡母核水素と糖のアノマー水素との間の距離束縛､●のC5-C6結合につい

認､■のC5-C6結合についgrと束縛し､さらに､1H　NMRスペクトルにお

いて遠隔のNOEが観測された､H-4とC2-a,C2-2,C2-6､H-8と

C　2　-a,　C2-2､H-2'とC2-β,C2-2,C2-6､H-6'とC2-β,

C2-2,C2-6､▲-1とC2-(x,C2-5の間に､4.0+1,-0.5Åの距離束縛

を付けた｡C2のT7､TS結合をそれぞれO°または180･とした4個のコンフォー

メーションを作成し､それぞれから､φ"､Ψ"､T5､T6の結合を360°の範囲のラ

ンダムサンプリング険索で回転させて2000コンフォーメーションづつ発生させ

た｡各コンフォーメーションについて1　0　0ステップのsteepest　descent　minimization

を行いエネルギー最適化を行った｡先と同様に約1/6のコンフォーメーションを

選び200ステップのsteePest　descent　minimization　､200ステップのcor!jugate

gradient　minimization　を束縛を付けて行なった後､C2のT7､T8結合のコンフォー

メーションが異なるグループからそれぞれ約10個のコンフォーメーションを選ぴ

出した.最終的に全ての束縛条件をはずした10ステップのNewton　Raphson

minimizationを行ない最安定コンフォーメーションを得た｡
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3.3の実験

核磁気共鳴スペクトル

　アラタニンの核磁気共鳴スペクトルの測定は､ゲンチオデルフィンの項に記した

方法と同様の条件で行なった｡

アラタニンの安定性

　ゲンチオデルフィンの項に記載したように､色素の濃厚メタノール溶液をpH

6.0の0.05Mりん酸暖衝液に加え5×10`5M､5　×　10°6M　とし､光路長10　mm　100

mmのセルで測定した｡

アラタニンA(39)､アラタニンB(40)､アラタニンC(41)

　1990年にフィリピンから凍結して持ち帰った紫ヤム(Z)沁ωaz必zlα)283　g　を

下ろし金ですりおろし､1%TFAアセトニトリル溶液を300　mL　加え室温で一晩抽出

した｡遠心分離して呻汁を得た後の残流に1%TFAアセトニトリル溶液を300　mL　加

え抽出する操作を計4回繰り返し､得られた拍出液を減圧下1/10量まで濃縮

した｡濃縮液中の不溶物を濾別後､分取DevelosiI　ODS　lop　ガラスカラム(24mmφx

250　mm)に吸着させた｡3%りん酸水溶液を300　mL　流した後､3%りん酸含有A水

溶液の濃度を20%から30%まで段階的に上げて約500　mL　づつ流し､色素を溶出し

た｡アラタニンAは30%A水溶液の画分に､アラタニンBは28%A水溶液の画分

に､アラタニンC　lj　20%Å水溶液の画分に溶出した｡それぞれの画分を常法に従

いカウンターアニオンを換えてから減圧下濃縮乾固し､さらに､Asahipak　ODP-90

カラム(21.5　mmφx300mm)を用いてO.5%TFA含有14%アセトニトリル水溶液を
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流し精製した.濃赤色の固体としてアラタ゛ンATFA塩を10　mg　､アラタニンB

TFA塩を50　mg　､アラタ゛ンC　TFA塩を25　mg　得た｡

　アラタニンA完全トリフルオロアセチル化体(42)

-　アラタニンA(39)5mg(O.0033　mmol)に無水トリフルオロ酢酸0.3mLを加え､

40°　C　で反応させた｡溶液は黄色となり､反応が進むにつれて沈殿が減少した｡1

時間後に重クロロホルムを0.3mL加え､メンプレンフィルターで濾過してNMR

チュープにサンプリングし､核磁気共鳴スペクトルの測定を行なった｡

デアシル化アラタニンC(43)

　ゲンチオデルフィンのアルカリ加水分解と同様に行なった｡　5.8mgのアラタニン

Cを0.5mLのメタブールに溶解してアルゴン置換後0.5mLの0.5N水酸化ナトリ

ウム水溶液を加えO'Cで40分間反応させた｡さらに溶液を室温にして1時間30

分反応させた後､同様に酸処理し､Asahipak　ODP-90　カラムで精製した｡　1.7mgの

デアシル化アラタニンCが得られた｡(収率38%)

アラタニンA､アラタニンB､アラタニンCのアルカリ加水分解

　アラタニンA､フラタニンB､アラタニンCをそれぞれ約100μg取り､先述と

同様にアルゴン気流下でメタノール中0.5N水酸化ナトリウム水溶液を作用させ､

アルカリ加水分解した｡　O°Cで1時間反応させた後､塩酸処理し､反応液をそのま

まAsahipak　ODP-50　カラムを用いて3次元クロマト分析を行なった｡標品のシナピ

ル酸メチルと保持時間､ピークの電子スペクトルを比較することにより､アラタニ

ンに含まれる有機酸がシナピル酸であると同定した｡
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シナピル酸メチル(45)

　シナピル酸500　mg　(2.23　mmol)にメタノール50mLと硫酸1mLを加え､2時間

加熱還流した｡反応液を減圧下濃縮後､飽和重曹水で洗い塩化メチレンで抽出し､

シナピル酸メチルを300　mg　得た｡(収率56%)

Electronic　spectral　data(ヽf　39,　40　and　41　in　O.01%HCI-MeOH　at　20°C　(λmax(£)).

　　39　　　　　　40　　　　　　41

534(20,400)533(16,400)539(14,500)
334(23,100)334(14,500)334(8,890)
297(18,700)296(11,900)286(10,300)

FABMS　39:　1509　(M4)　40:　1347　(M゛)　41:　817　(M゛)
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Electronic　sPectral　data　of　43　in　0.01%HCI-MeOH　at　20°C　(λmax(e)).
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