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1　緒 言

　PASTEURI）が微生物の基礎を確立して以来最近まで，微生物の行なう物質転換の基質の

大部分はcarbohydrateであり，其他には少量の，簡単なa11phat呈。　compo讐R（嬉か，構造の

簡単なaromatic　compoun由，およびsteroid類に限られていたようである。　carbohydrate

に関しては，膨大な数の研究があり，窪たsteroid類にも多くの優れた総説が刊行されてい

る。

　Hydr㏄arbone関係は，1895年頃2），既に微生物的な研究が開始されているが，以後はほ

とんど研究が中断されて，1960年頃より再び盛んとなって来ている。最：近，Klaus　K王ESゑ1・

CH3）によると，　hydr㏄arbone関連の微生物の数は次のようであるとしている。

〉

Miαo　orga面sm

　　FURgi（Molds）

　　Bacteria

　　Yeast

1942年

40，000

2，000

　500

1970年

150，000

　4，000

　2，000

内stero呈d以外

　　　430

　　　700

　　　140

　これより最近30年間で急増していることがわかる，しかし上述のようにsteroid類以外と

しては，いまだに少ないようである。

　我国における微生物利用は，戦前戦中においては，もっぱら醸造関係（酒精飲料，味噌，

しょうゆ）が中心であり，其他は農産物の加工関係などであった。

　したがって，微生物の転換基質は，やはりcaτbohydrateが主体であった。

　戦後は，pen圭cilineに喚起された，杭生物質の研究から始まったと云えよう。多くの微生

物が検索され，多くの杭生物質が発見され生産され，現在では1000種類以上のものが報告さ

れている。此の間に糖代謝の主経路とも考へられるEnlbden－M班ERHoF－PARNAsの経路

が主として微生物酵素によって，細部まで追求され検討されて確立されるに到った。ついで

我国ではami雄。　acid発酵へと飛躍し，代謝制禦の理論と共に発展して，現在では必須ami－

no　ac圭dの大部分が，直接または簡単な化学的方法との併用によって，発酵生産されるよう

になった。

　同時に小玉4）により見出された三味成分が，核酸の微生物分解を経て，遂に直接発酵法に

よって製造されるようになった。此等微生物の利用，特にam1no　ac至dや核酸関係において

は，我国が常に世界の先頭にあることは，誠に慶賀にたえないところである。

　ただし，此等に用いられる原料基質：は，やはりcarbohydrateであった。
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　この間，すなわち戦後における分析法，特に機器類の進歩も誠に著しいもので，赤外線吸

収スペクトルはますます普及し，ガスクロマトグラフィー（GLC），核磁気共鳴スペクトル

（NMR）と，質量スペクトル（MS）などが実用化され，一般に普及されて来た。

　一一方戦後の航空機，自動車の普及などによる燃料の急速な需要は，石油精製工業の発展を

促し，現在の公害の密なる遠因となってはいるが，彪的な石油精製基地が，1955～1965年頃

に各所に確立されるに到った。この頃が善悪に関せず，我国のGNP時代の基礎であり，我

国を敗戦より立ち直らせ，戦前を上廻る発展をもたらしたものと云える。

　一方戦後の人口増加は，平均2％を上廻ると云われ，我国の人罵も軽く一億を突破し，世

界入口約35億が西歴2000年には倍増する傾向を示して来た。したがって，これに見合う食糧

の給源が問題となり検討され始めた。このような情勢のもとで，微生物食飼料が脚光をあび

始めた訳である。

　当然のことながら，微生物菌体の量産が，桔杭するcarbohy（壮ate基質では意味をなさな

い訳である。

　代替基質として，価格，：量，および質（資化性がある）などを検討して現在もっとも可能

性のあるのが，hydrocarboneであり，その中で　燃料工業では，むしろ廃物であるn－pa－

ra租neの利用が注目されて来た。

　菌体の：量産に依存しておる核酸関連工業はもちろん其他の微生物関連工業も，その基質を

検討，転換することが望ましい。したがって，さしずめはhydr㏄arboneを指向するであろ
う。

　一時中断されていた，hydr㏄arbo且eと微：生物との関係が再然し始めた本質的な理由は，

このような情勢にあると推定される。

　著者がterpene類の微生物転換の研究を意図したのは1964年で，　hydrocarboneの微生物

転換が再び徐々ながら研究が再開され始めた時であった。ただいまだに機器分析は微生物関

係には余り浸透してはいなかった。

　前述したように非steroidのhydr㏄arbone関係の微生物は，余り多いとは云えず，　terpene

類関係は尚さらに少なく，特に系統約な研究はなく，以下に示すような報告が散発的に見出

されるに過ぎなかった。

1　K．NEuBERG5）（19！5）：酵．母によるcitronellalの還元

　　　　　　　　　（1918）：酵母によるci£ra1の還元

2　E．MoLINARI6）（1929）：〆108オ。ゐαo≠即σ50醜4朋εによるcitronella1の酸化還元

3　C．NEuBERG7）（1950）：酵母によるcamphorqui離oneの還元

4　1．C．　GuNsALus　et　al．8）（1959）：P5θκ40解。麗4θ，　Coプツπθ6αo記プ勉彿によるcamphorの

　分解

5W．　SEuBERT（1960）9）：P56％4倣。鰯。痂。π8ZZのこよるcitro簸ella1，　fameso玉の分解

6　S．C．　BHATTAcHARYYA　et　allo）（1944～1965）；！15ρ6ブg銘Zz63フz乞gθγによるcamphen，

　lon墓ifo「en，　santa「en，α．β一Pineneなどの分解

7　K．GoTo11）（1965～1966）：Fungiによる一連の精油成分の分解をGLCにて検討

　　　　　　　　　　　　　　　　CH3
　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　Terpenes類とは，　isopre聡　CH2コC－CH罵CH：2（2－methyl　butadien）単位で重合した
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化合物でCIGH16…mo且oterpene，　C15H24…sesquiterpene，　C20H32…（韮terpene，　C30H48…trite－

rpeneなどと呼ばれる一連の化合物である。融点の比較的低い固体のもの，油状の液体をな

すものなどがあり，水に不溶であるがalcohols，　ether，　be鍛zenなどの溶媒にとける。構造式

より推定しても，変化しやすく，酸化剤でalcohol，　aldeyde，　ketone，　add，または分解生成物

を作る。またhalogene，　oxygen，　sdfur，などの試薬で附加化合物を作り，空気中の酸素で

樹脂化する場合も多いし，硫酸添加で熱すると異性化する場合が多い。

　広く，微生物界，植物界，動物界に存在しており，種々の生理活性をもつものが多く，

vitamins，　steroi（嬉，色素，杭生物質などより精油類やchlorophynsなどもterpene類である。

　Terpene類の微生物転換は，当然hydf㏄arboneの微生物転換に含まれて研究される可き

であり，またその線に沿って為されているが，その場奮の基質は大部分が，いわゆるsterold

関係である。steroid以外のterpeneは，ほとんど研究の対象になっていない。　Terpene類

の中でも構造の複雑なsteroid類が取り上げられ，その研究も比較的に進んでいて，構造の

比較的簡単なもの，特にInOHo　terpene類が大島・に遅れている。

　Sterdd類は，ホルモン剤として，あるいは其他の医薬用とかに多く使用されており経済

的に有利であると云う簡単な理由であり，またその転換も脱水素，水酸基の附加などの比較

的簡単な単寧操作的作用が多いようである。一方mORo　terpene類は植物精油成分として存

在するものが多いが量的には少なく，1骨格も比較駒に高価で，特に古来杭菌杭徽性をもつも

のとされて来た。

　したがって外観的に微生物1藪換が困難と考えられていたことなどが，研究を遅らせた理由

なのであろう。

　Mo簸。　terpe漁e類は一般にesselltial　oi1として重要なものが多く，香気ある化合物で，種々

の香料として用途が広い。Monoterpene類の二三の例を見ると
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　類似構造が多く，不飽和結合によるcls，　trans異性，不断炭素による立体・光学異性など

が多く，合成化学的にも興昧ある化合物である。したがって微生物転換も基質特異性との関
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連性，立体特異性によるd1分置などの点に関して大いに興味ある研究であると云える。

　Terpene類の微生物転換としては，　terpene類の炭化水素としての，水に難溶性，変化性，

　また香料としての気化1匪などの点を考慮：しなければならない。したがって，微生物転換の検

討に関する作用条件，および測定法，あるいはまた転換生成物の抽出分離精製法なども時間

的要因が加味される必要が生じて，簡単には実施できなかった。！955年頃より徐々に普及し，

取入れられて来た機器分析が，1960年頃より微生物関係にも取入れられ，此処で始めてter－

pene類の微生物転換の研究が立案され実際化されたと云えよう。

　GLC，　IR，　NMR，　MSなどが微生物関係に取入れられることにより℃erpene類の微生物

転換の研究が軌道に乗ったと云っても過言ではなかろう。

　Terpene類と微生物との関係は，古くより植物より精油を採取するさいに，もしその植物

が微生物によって侵蝕されているような時には，精油の収量が増加すると云われており，

Ager　woodなどが好例として知られている。すなわち植物中に存在する精油のprecuser的

化合物を微生物の作用で精油に転換したと推定できる。

　此のような事例は，terpene類と微生物との関係は，古くから存在しており，また一面te－

rpeae類の微生物転換の可能性をも示唆していることでもある。

蜘辮・上述の・うな細姓理～舌齢・一ば繍・。恥。。，の蕾

や，棉の木の葉の規制物質，じゃが薯が傷ついたときに生成される宝pomeamarone．

’鞄嬬一化を規制す・一時輪、などの潜在

的な生理活性物質を内蔵している場合が多い。微生物転換により，これらの活性の発現の可

能性が期待できる。

　現在，微生物の利用としては，：量産による二二およびその抽出物，第一次生産品（基質の

分解による直接利用）第二次生産品（代謝生産物，酵素，a面no　acid，　Vitam玉n　etc）など

が主体であるが，其の作用力などの利用面がいまだに大いに残されている。

　微生物の生化学作用を検討すると，化学反応と異なった点が観察されるであろう。特に化

学反応ではなかなかattackし難いような特異の部位を，微生物は巧妙にattackしている

　ことが見出されるであろう。また微生物作用では，発酵に見られるように，一連の生化学反

応がうまく調整されて行なわれている。

　　また，この作用条件は極めて温和である。熱，酸，アルカリに影響をうけ易い化合物，

terpene類のように変化し易い化合物でも，微生物作用では安全かつ容易に転換させ得るの

　である。

　Terpene類の微生物転換も以上のような微生物転換の特性をもつのは当然であるが，更に

潜在活性の発掘の可能性，立体特異性の利用すなわち立体特異性の選択的な発現などが期待

　される。

　　この分野の研究は日もまだ浅く，したがって新物質新活性物質の期待とともに，特殊な作

凧あるいは，何らかの法則的な作用形式などの発見発掘などが期待される。

　著者らは，以上のような観点から，一連のterpe肥類の微生物転換の研究を行なった。

　　数種のacyclic，　cyclic　mono　terpeReについて，各々対応するterpeneの転換微生物を分
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離することができた。これら転換微生物によって，新知見を含んだ興味ある転換物や作用機

作などを見いだした。

　限られた種類の研究であるため，将来の研究に俣つところが多いのであるが，これらの物

質や作用などが，将来の研究に有用であり，またこのような研究のための多少のヒント，刺

戟になり得ることを期待している。特に有機合成化学と微生物転換との連係，たとえば微生

物転換物質または中間生成物などが有機合成の初発物質に用いられるとか，合成の最終反応

に微生物転換を応用するなどの連係に用いられることを切に希望している。

∬研究方法（微生物の検索と培養，生成物の検討）

　微生物の利用に関しては，種々の見方がある。すなわち第一次，第二次生産物の利用とか

三体そのものの利用とか，或いは微生物作用を利用するなどである。

　いつれにしても，結局は微生物の生存生育のための代謝の利用であると云える。すなわち

微生物のもつ，あるいは誘導された酵素の利用と云える。

　Hydrocarbone資化性微生物は，本来はcarbohydrateを代謝して生育繁殖する微生物なの

であるが，hydr㏄aτboneを基質carbohydrateの代替に添加されて，その資化性を誘導され

たもので，すなわち誘導酵素（induced　e脇y憩e）を生成したものである。

　また，代謝とは生体内における酸化を主体としたものであり，この酸化も1956年頃に酸化

酵素（oxygenase）が見出されるまでは，加水して脱水素される現象のみで，すなわちdehy－

drogenase脱水素酵素による脱水素とみなされていて，これらの酵素をoxidaseとしていた。

早石ら12）は1955～1956年に分子状酸素が直接に有機化合物に添加されることを見出して，こ

れを接触する酵素を酸化酵素oxyge蕪aseとした。この種の酵素は植物並びに好気的微生物

に普遍的に存在しているようであり，特に微生物としてはP5甜40〃ZOπα3，！吻00肱0紛毎な

どに存在しているようである。Oxygenaseの作用機作も磁etapyr㏄atecaseが最初の結晶酸

化酵素として取出されて以来，相当明白になって来た。

　Carbohydrateのような親水性のものは，通常上述したように，加水されて脱水素される

ことにより酸素添加の形となるが，hydr㏄arbo琵eであるterpeRe類のような疎水性の，分

子内に02（酸素）の無いものや少ないものは，生体内で生理活性をもつためセこに，OH，

CHO，　COOHなどの活性基が導入されて，親水性となり，たんぱくや核酸などと反応し易

くなることが必要である。この点hydr㏄arboae代謝系を検討すると，いつれも，その代謝

経路の早い時機に，上述のoxygenase系が存在していることが判る。

　以上，oxygeRaseの概i念とi磁昼ced　e脇ymeすなわち適応性などを考慮して，好気性細菌

で適応性に冨んでいるとされているPseudomonasを目的として微生物の検索を行なった。

したがって，基礎培地として次のような組成を選んだ。

　　　Basic　Me（掘m

NH4NO3

MgSO一7H£O
Caα2－2H20

FeSO荏一7H念0

1．09

0。29

0．19

0．19

Na2HPO昏一12H20
KH2PO4

H20

pH　7．2－7．4

　9．559

　0．909
1000m1
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　　Na2M◎q－2H20　　0．6mg

　　MnSO4－4H：20　　　0．6mg

　上記基礎培地にterpeneを唯一の炭素源，エネルギー源として加え，菌源として土壌を

用い，集積培養法を行なって，微生物の分離を行なった。転換生成物の検討のための培養も

同様な基礎培地を用いた。

　菌源の土壌は，香り良き草木の根元，石油こ汚染された土地などより採取した。時には，

土壌に対象terpeReを散布して放置後香りの変化したものを採取した。

　検索には，土壌の小量を直擾添加，或いはりん酸緩衝液（pH＝7．0）に投入後，その上澄

液を添加し，常法によって検索分離した。

　培養溶器は500～2000ml義目コルベン，多量培養は201容lar　fermentorを用い，検索用

には30m1漏壷試験管の上部を45。曲げて用いた。

　好気性細菌の検索であり，基質がhydr㏄arboneであることより，酸素導入には特セご注意

を払った。通常の場合carbohydrate：hydr㏄arbone＝1：5の酸素を必要とするので，常に

振とう培養機（10cm振回，120回／分，往復）を用いて培養した。また酸素導入と生成CO2

撒は，振・う騰と馳の表醸・影響される呪馳は容器の青～存して，麺積

を広くし，jar　fermentor使用時は滅菌空気を，少くとも培地と同量以上を吹込んだ。

　Hydr㏄arbo聡の発熱量は大でcarbohydrateの約3倍と云われるが，振とうであり，空気

の相当量の吹込みのためか，特別の注意は不要であった。

　場合によっては，極端に泡立ちを生じる場合もあったが消泡剤（市販Siiicon濾，　Antlfo・

rm，時に植物油）を用いたが，でき得るかぎり用いないように，培地：量，空気吹込量などを

考慮して培養した。

　培養温度は，分離細菌によるが，一般に27～30。Cを用い，　terpeneの変化性・気化性な

どを検討しつつ行なった。

　基質となるterpeneは油状・固体の難溶性物質であり，微生物に吸収され難い，したがって，

溶媒としてethaRo1，　acetone，　d量methy三formam1de，　dimethyl　sulfoxide，　hexaneなどを検

討したが，転換生成物の分離精製過程，あるいは生成物の二次的変化などの複雑性を増加し

た。むしろ繊維秦粉宋，酸化アルミ粉末，Celiteなどの分散剤を用いて，単に物理的吸着を

行ない，これを振とうすることによる微生物との接触回数の増加を意図する法などが，結果

的には良妊であった。馴養を継続することにより，溶媒，分散剤は不必要となり，camphor，

王nentho煎e，嫌e且tholなどの場合には糖脂質，糖たん白と推定できる界面活性剤的な作用物

質が生成された。素本物質は検討中である。

基質terpene濃度は，一般hy（hocarboneと同一で培地の0。1～1％WIVまたはVIVを

用いた。dtroRdla1，　gera磁01では2％以上でも良好な転換を行なったが，　me且tho且eの場合

のように0．1％でも不可の場合もあり，0．1％は規準である。0．1％でも杭出杭徽作用を起す

場合は，より少く0。01％程度を時間を経て，数回に分けて添加し，所期の濃度にする，いわ

ゆるFeed　nlethodで好結果を得た。

　なお前述の溶媒を止むを得ず用いるとすれば，基質を溶媒の最小量に溶解して，最終溶媒

量を極力小とした。実際に，固体は細粉，油状はそのままを用いて，量を小として用いた場

合が好結果をもたらした。
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　培養蒔間は，微生物中に転換酵素が存在しておれば，酵素作用としては，例えば細菌の酸

化，脱水素，脱水などの反応は極めて速やかである。したがって菌の増殖と酵素生成とが並

行して行なわれていると推定して，細菌は24時間，酵母は24～48時過，徽で72時問程度を目

途とした。

　実際の培養上，管理可能な条件は，菌の作用力，作用量，培地組成，pH，温度，基質濃

度，培養温度，酸素量などであるから，転換生成物の性質を検討して，培養時間の設定を行

なうべきである。いたずらに長時間を要することは結果的に種々の疑問が生じ易くなる。

　生成物質が明瞭に同定されるまでは，他の補助的な項目はなるべく簡単に，時間を最短限

度に行なう程結果的には良妊であった。

　なおまた，微生物関連の作用であるから，培養申および生成物の単離までは，雑薩による

汚染は極力防止したのは当然である。汚染による失敗は，時には生成物の分解などを起した

場合もあった。

　休止細胞を用いた場合も，菌を分離後，食塩水玄たはりん酸緩衝液での洗源は，汚染防止

と同時に結果に好結果をもたらした場合が多かった。

　転換生成物の大部分は，細胞外の培地中に，溶けるかまたは分散した形で存在していた。

したがって生成物質を得るために細胞を破砕して抽出する必要はなかった。ただし培地と細

胞を分離した山繭，特に基質濃度が高いような場合，或いは粘稠な場合には蒸留水，緩衝

液（pH7．0），時…には溶媒で洗朝した。

　培養中の経時変化の測定は，転換を充分に行わせるために有効であった。特に所期物質

（それが代謝中呂物質である場合はより効果的）の最商蓄積時を知ることができ，阻害剤の

添加などにより所期物質の最大量を得られ，かつまた代謝経路の推定，作用機構の推定など

利する処が大であった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　Culture　Broth
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　トcen・…綱・・8・…pm，

　　　専
Super漁ataτ1ts

　－pH　9，0（2N　H2SO4）

　一一ext．　with　ether

　↓

CelI

↓
Ether　solubl　fractio11

　－evaporated（reduced　press．）

　一silica　gel　column（1．3×27cm）

　一eluted　with　benzene

↓

Neutral　Products

　　　　　↓
Water　soluble　fracti◎n

LpH　3．　O　w亙th　6N薮、SO、

　一ext．　with　ether

↓
£ther　layer

一evaporated　（reduced　press，）

一methylated　with　CH2N2

－silica　ge1．　COlumn

　　eluted　w呈th　chloroform

－si王ica　gel．　COlomn

　　eluted　with　hexane

↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Acidic　Products

Fig。1Extractio漁al蔵d　IsQlatioll　Procedure　of　Metabolic　Products
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　転換生成物の抽出分離法は，もちろん生成物により各々特徴があるのは当然であるが，概

略を示すと，Fig．1のようである。転換生成物によって適当な修飾を行なうのはもちろんの

ことである。たとえば，溶媒を検討しても，親水性の強い物質であればbutanol，　acetoneを

用い，比較的弱いものに対してはmethyl　acetate，　methyl　isobutyl　ketolleなどを用いるな

どである。気発性の物質は比較的に安定な物質が多く，直接蒸留法を用いて，水蒸気蒸留し

て分離できたものもあった。水によく溶解する酸性物質はCa2＋を加え，　Ca塩として分離で

きるし，培養液中にCaCO3を加えて，培地pHの維持と共にCa塩の沈澱物を得・る利点も

ある。

厨　各 論

§AAcyclic　terpenes．

1－1　Ci触onellalの微生物転換

　テルペン類の微生物による転換の最初の研究は，MAY£R＆NEuB8RGI3）がcitro鷺el玉alを

酵母でdtronello1に還元していることである。MoLINARI14）がこれを詳細に研究して，406’o・

肱。オθプ”Z初％辮，∠408渉06αo診6rα50碗4躍∫が嫌気的条件でcitronellolと　citronellic　add

に酸化還元されるとしている。最：近高砂香料15）がracemicのcitronella1にC僻漉磁プθ一

二磁卿又は特殊な酵母を作用させてZ一体のみを還元するとしている。SEUBERT16）はP5θ払

40脚πα30癖。箆θ♂傭の無細胞抽出液で，WARBURG検圧計による酸素吸収を認めて，検

討している。著者らの研究とほぼ同時にJoGLEKAR，　DHAvL王KAR17）らは主産物として。圭to一

隷ellic　add其他の副産物と，閉虚したもの，磁entho1を生成するとした。

MOHNARI：

JOGELK：AR：

citron王1aI

　蓋ce‘oうαc諺eア

κ8z∫η配撹

｛α5ceη（～eπS
ci亡rGne蓋10｝

　（50％）

　　　　　65％

2・8－dihydroxy－2・5一δimetもyl

　　　（1．7％）　octane

十

ciεrGnel麗。　acld

蝕脅・
0．5％　　　　　dihydro　citro11eHol

　このmentho1への閉環は興味がある。　BABIcKAらは，このcyclizatioR18）作用をmentho1

合成に用いた。
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著者らは，テルペン類の微生物転換の第一歩として，入手し易いことから，dtronella1，　cltral，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Inentho1より，研究を開始した19）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　市販citronella　oi1はd－citronella135％，　ge－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ran圭0132％，その他geranylester，　bomeo1，　pi－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　neneなどを含む。当初は含有テルペン中資化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　され得るテルペンについて検討を行なうことを

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　予定したので，citroneHa　o1玉はそのままの形

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で用い，精製しなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　菌源としては前記のように，各地より採取し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　た土壌を用いて集積培養を繰り返して，c1亡ro且e－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　11a圭転換菌1株を得て，これをCDB2－3b菌と

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　した。

　　　　　　　　　　　　　　F19．2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig。2はCDB2－3bの6，000倍電子顕微鏡写頁

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　でTable．豆はその性質：とtype　cultureの｛生質：

Tab王e　I．　Descrlptlve　Chart　of　the　Isolated　Mlcroorga且1s職

P3θκづ。〃30卸αs　αθ7ぽ493館。∫σ　（！FO．　3445） CDB2－3b

Morpholo91caま
　CharaCter1St1CS

Gelat撮colo且ies

Gelatln　stab

Agar　colo捻1es

Agar　slant

Broth

Llt搬us鵜11k
Patato

Indole

Carbohydrate

Nitrates

Free　oxygen

Te麗perature
Source

　　Rods，0．5to　O．3by　1．5tQ　2．0
　　0ccur王n思smgly　aad　ln　pairs，　short

cham．
M◎tlle，　with　I　po王ar　flagenum．

Gram　negatlve．

　　GIIstenlng　whlte　after　greenlsh，
Capltate，　trans王uceat　edge　rapldly
hquefylng。

　Rapld玉i（1ue｛ac乞10n，　stratlfor斑
（CraterlfOrm）．

　Large，　spreadmg，　graylsh　wlth
dark　center　and　translucenち　　edge
lrregular．

Medlum　greenish．

　AbuadaRt，　thi無，　whlte　gllstea1Rg，

the　medium　turnlmg　green　to　dark
brown．

　Marked　turbidlty　wlth　thick　pellcle

and　heavy　sedmlent．　Medlum　greea
to　blue．且uolescent．

　Not　coagulate．　A王kalme．

　Luxuriant，　darty　blawn．

　N6t　produced．

　Glucose，　ma簸漁1to1，　fractose，　ga王a－

ctose，　arabmose，　maltose，　Iactose，
sucrose，　dextr11ユ，　1nnuhn，　91層目eroI

and　dulclto王are　not　fermented．

　Reduced　to　nitrltes．

　Aerobic．

　　Opt．37。C，　good　growth　42。C．

　Urine．

　　Rods，0，7to　O．9by　1．5
0ccur1簸g　singly　and　ln　palrs，

魏｛ot圭1e，　wlth　l　polar　f圭age11u鵬．

Gram窺egatlve．

　　Gllsten1鍛g　whlte　after　greeRlsh，

Ralsed　circuler，　undulate　rapldly
llquefy1…19．

　　Rap1（玉1iquefactlon，　stratlfor狙
（Crater1乏orm）．

　　Large，　spread1漁9，　translucent，　e・

dge　lrregular，　dark　center．

Med玉um　gree漁ish．

　Abundant，　thm，　whlte　ghstelng，
the　me（玉1u皿　turnlng　green　to　dark
brow且，

　　Turbldlty，　heavy　sed王ment．　Med1－
um　green　to　dark　green．　且uolescent．

　Not　coagulate．　Alkalme．

　　Green　to　dark　green．

　Not　prQduced．

　Glucose，　mannltol，　fractose，　gala・

ctQse，　arablnose，　maltose，　1actose，
sucrose，　dextr1箆，　1nnu玉1n，　91yceroI
and　dulcltol　are　n◎t　fermented．

　Reduced　t◎nltrites．

　Aeroblc．

　　Good　growth　at　25。C　to　42。C．

　So11．
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の比較である。

　CDBr3b菌をcitronella　oi1で培養すると，含有テルペンの内で主としてcitronella1を

資化することを知り，以後の培養はcitmnel圭alを用いた。

1－2　生産物の分離固定

　CDB2－3b菌を15cm×1。5cmの試験管に約8m1の肉汁寒天培地で，24時間，30。Cで振と

う培養すると，乾燥菌体として15mgを得た。以後培養は培地100m1に対して15mgを用

いた。培養終了後は第1図の方法で生産物を分離した。た陣しcitronella1の場合は酸1生物

質が60％程度存在しているので抽出法を多小修飾した。すなわち，菌体を除いた上澄液を申

和して，直ちに水蒸気蒸留を行なって申性部を蒸留し，残液を酸性にしてエーテル抽出して

酸性部を得た。

　Fig．4はその抽出法，　F圭9．3は生産物のGLCである。

醗三nゆ　7

A

0．　　　　14
’mln一→一

B

曇

3

1

響

。
　
／

　　7
mi聴一ゆ

Fig．3　Gas－Liquid　Chromatogram　of　Product
　　Ia（B），　Controle（C）and　Citronella1（A），

　　Column：Apiezon　L　2m×5mm，　He　4G　ml
　　per　min。　ternp．　180。C，　sample　1μL

Cultura1　Broth（acidic）

cさ11

1
　　　sonlcate

　　　ether　ext．

Product玉Va

　centrifugi

　ether　ext，

Product　Ia

aeutra三ization．

steam　dist．

　　　．l

Residiue（Acid・Ksalt）

　　　acidificatiOI1
　　　　　　　　　，
　　　ether　ext．

　Acidic　fractまon

1－2－1　酸性物質（Produt∬・）

！re伽・

Product琵a

　　i

蕪eutral　fractiOI1
1・・her　ex・・

Product王王王a

Fig．4Fractionation　of　the　Products

　　from　Citronella　Oil　and　CltronellaI

　　by　the　Ssra量n　CDB2－3b

　Fig．4のようにして得られた酸性物質は（Product互・）　酸価282。1（citrQnella10．83），

BCGで酸性色を示す。　Product互、は酸価319．8，平均分子量170で，炭素数10程度のカルボ

ン酸と推定された。

　一方citronel圭a1を酸化銀酸化して，　citronelllc　acidを調製して転換生成物Roduct互、と

比較した。

　F圭95，Fig　6はProduct　I［aのGLC，　TLCである。

　Product∬・と合成citrone11圭。　acidのP・phenジphenacyl　esterのIR，および元素分析・

融点がFig。7，　Table互である。

　Fig，5，　F三9．6によっても，　citrollellic　acidに酷似している。元素分析，融点も近い数を

示している。混融も37．o～37．5で，融点降下を示さなかった。またFig．7の王Rスペクト
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Synthetic　cltroneHic

　　　　　　　　　acid
竃

璃

嘉

14

Product　Ha

ξ
王4

鵬三n

Fig．5　Gas4iquid　Chromatogram　of　Pro－

　　　duct　Ila　condition：same　as　Fig．　3

㊥
爾
蕾
爾
醗
麟
⑱

醗

⑳
璽
罵
㊥

魯

⑭
⑧
㊥
㊥

⑭
⑧
㊧

　　　5　　　　4　　　　3　　　　2　　　　1

Fig．6　Thi島Layer　Chromatogram　of
　　　Product　Ia，　Ila．

　1．　product王a　2．　product　Ila

　　　3．　citrolle11a1　　4．　contro王

　　　5．　citrone難ic　acid

　Solvent，　Hexan：Et－acetate響4：1

　Detect，　vanilin　1％soln．，7％H2SO4．

35eO　3000　　2500　2000　　1900　！800　　王700　　1600　　1500　1400　　1300　　1200　　1100　　100G　　900　　8GG

　　　　　　　Fig．7　1afrared　Absorption　Spectra　of　the　product　Ha．

　　　　　　　　　　　A：authentic　c圭troれellic　acid　B：product　lla

Table　1互A鷺aly＄is　and　Melting　Point　ofかPh－

　　　　eny王phenacyl　Esters　of　Product　王正a　and

　　　　Citronellic　Acid

ルは3700～3500－cm附近のカルボキシ

　　　　Sublect

Ana三，　foun

　　　C

　　　H

　　　O

m．P．（。C）

Theretical
　　va1“e

79．09

7。74

13．19

Citronellic

　　acid

78。85

7．58

13．57

37，5

Product
　　国王a

　　78．56

　　7．55

　　13．89

37．0～37．5

ル・840－cmの @＼Hのメチレ
ン基の吸収が残っているなど，合成

citronellic　acldと一致している。した

力宝って；本：菌は

　　　　　　　　　　　　　　CDBズ3b

　　　　　　　　　　　　　一
　
0

R・＼＿／R・

R2／

　
H

　
o
o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　上の作用を行なうことがわかった。ま

た此の変化の収率は，市販citrondlal　Im1＝0．85719であり，60。　Cで2時問乾燥したもの

を計量して，次のようであった。

　　　　　Product　Ia　　　O．55639　　　　67％
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　　　Product　I［a　　O．49409　　　59．5％

　　　Product　IE　a　　O．0581　　　　6，99％

　　　Colユt　　　　　　　　O．8302　　　　／00％

1－2－2　　中性垂吻質20）

　水蒸気蒸留で得られた中性部は，更に精製すると，Fig．8に見るように数種のものが含ま

れているが，このうちの生成量の多いものを遂次A，B，　C，　Dとした。

　シリカゲルカラムを用いてHexane：Ether二9：1て分画すると，　A・Bは単離できたが

CDは単離不可能であった。　GLCにおいて，充填剤を変えて検討したが，　ABは何れも分離

したがCDは分離不可能であった。　Table皿：に各Rtを示す。

　物質Aは油状物質で香気あり1inaloo1よりや玉強い。　Fig．9がそのIRスペクトルである。

　　　　　　　　　　C

A

B

D

CitrOBe1｝寵

Table皿　Retention　Time　of　Neutral

　　　　Compounds

C・憩・・u・dA・・・…一LP．E．G，6Q・・ξ齪巨，e

Peak　A

Peak　B

Lillaエool

Peak　C

Isopulegol

Peak　D

Neoisopuleg◎1

5。7

6．6

6，6

9．9

9．9

10。7

10．7

4．6

6．8

6．8

9．0

9．0

9．0

9．0

6．2

8。4

8．4

9，2

9．2

9。2

9．2

　　　　　　　　5　　　　　　10　　　rnin

Fig．8　Gas　Liquid　Chromatogram　of
　　Product　　III．　Co無ditio11：He，　　60m1

　　／mi離，　Temp，180。C，　PEG－6000，2m．

Condition：He，　40m1／min，　1800C．

　　　　　　　35　　　　25　　　　　　　18　　　16　　　1垂　　　　12　　　　工0　　　　8

　　　　　　　Fig．9　工nfrared　Absorption　Spectra　of　Peak　A．

　　　　　　　　　　1，Peak　A；R，　Authentic　linaloo1．

338・一・
垂b－C馬
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…一・
ﾅ〉・一・H

・・6・，・・45・肛・…8暑1＞・廻一

1375，　1355c難ユ鱒1…　CH3

2940cm－1…CH3，1450cm－1…＝CH2

などの各基が推定され，1inaloolとほとんど同様であるが，1i礁alool

のもつ840cm－1のisopropyl基の不飽和結合を示す吸収が存在し

ない。したがって物質AはhnalooRこ水素が導入されたもの，五ねa－

loo1が（蹟ydro1圭naloo1セこなっているものと推定した。

　物質Bは，その香気とGLCの保持時間およびIR吸収など完全に1inaloo1と一致した。

　物質CとDは分離が困難であった。GLCの保持時間もTable　mのように出現してくる。

Apiezone　しでは根部が混在している。　PEG6000とPEG　Succinateでは共に1ピークを示

している。異性体の存在が推定できる。

A

B A C十D

B

C

D

A

B

C十1）

　0　　　10　　　0　　　三〇　　　　〇　　　10　　　29in

　Apiezon　L　　　P。E，G　6000　　　P，E．G，　Succinate．

Fig．10　Gas　Liquid　Chromatogram　of　the　Neutral　Fraction。

　　　Condit玉on：180。C，　He　60ml，　column　5mm×2m．

　さらに本混合物質のIRスペクトルを検討するとFig・11に示すような各基が推定され

た。

1

II

　35　　　　25　　　　　　　　　　王8　　　　　　王5　　　　14　　　　　　12　　　　　10　　　　　8

Fig．11　1nfrared　Absorption　Spectra　of　Peak　C十D．

1，Peak　C十D；H，　Authentic　isopulego1十Neoisopulegol．
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3380cm－1…　OH

89㏄ガ・・
ﾜ＞C一・恥（未端）

2900Cln－1…　CH3

1450cm－1…CH2

　　　　　R1＼C＿OH
1095cm一1・。・
　　　　　R2／

　以上の事よりGLCが同様でこれらの宮能基をもったものを検討して，　Isopulegd，　Neois－

oplego1が該当することを見いだした。　CとDの収率を考慮してGLCの面積比より，isopu－

lego1：neoisopulego1瓢3：1の混合物を調製した。そのIRスペクトルがFig．11の∬であ

る。product冠とCi）混合物とのIRスペクトルとはよく一致している。

　以上のことよりCは三sopulego1，　DをneoisQplego1と推定した。したがってCDB2－3b菌

はcitronella1を転換して主転換生産物としてcitrone11ic　acidを，副生産物として，（砧ydro－

1inoloo1，1inolool，　isopulego1，　Neoiisopulego1を生成することを確認した。

噺慨／回
eitrone目al　　　　　　　　　¢it足・0員e［1…c　ackl

・轡
　hn凸正ool

　O．9～L996

守い
dliydroiinaloo1

1．5－F3，7996

isopu】egoI

3．8～9．44 　　　0．63～1．6％

1－2－3　申性物質の成薩

　細菌によるHydr㏄arboneの転換は，特殊な条件は別として，主として酸化反応である。

上述のような還元や閉環が起きるとすれば，はなはだ興味あることなのでその成因について

：二三の検討を行なった。

　Citronellal自体，　ethyleR結合とaldehyde基をもち，変化しやすい物質で，大陽光によ

って，acetone，β一methylhexoic　acid，（董hydroxy・℃itrondl呈。　acidあるいはisopulego！，1nen－

thoRe20）などを生成し，紫外線で閉環21）すると云われている。弱酸でisopulego1，　menthogly－

co1，　P－menthane－3．8（丑o122）を生成し，ギ酸やリン酸23）で三sopulegolならびにその誘導体を

生成するとの報文もある。貯蔵申にも少量ながら自然変化して酸性物質が生成された。また

本菌による発酵試験中にも，無菌対照区に小量の申性物質の生成をみた。CDB2－3b菌によ

Table】y　Yields　of　the　Neutral　Fraction　at　Difεerent　Condition

　　　　　　　　（％to　Substrate　by　weight）

Condition　H2SO41m王／100魚1，

㌶eutra至fraction 35％

一 。三tronellic　ac三d　O．5m1， 一
25％

Cont．

8％

Conditio職Norma1，

＊7－17％

Chloramphenyco14mg， CaCO319

51％ 18．4

寧　Lowest＆highest　value　of　normal　femlentation．
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るcl℃roaellal転換の際の副生される申性物質が，微生物作用か化学作用によるものかを検

討するために，下記の条件で発酵試験を行なった。

　種々の物質を基質100m1に対して添加後発酵を行ない中性物質の収量を求めたのがTable

］Vである。

　Table】Vに関連して，　citroRellic　acidを1％とした場合は，中性物質を作らず盛んに発

泡してli劃本を増加したcitronellic　acidはβ酸化を採り，逐次炭素数の少ないカルボソ酸と

なることがGLC測定により判った。

　citronellol　1％v／v添加時はcitronello1→dtro且ella1吋citronellic　acidへの代謝経路をたど

るが，中性物質は生成されなかった。石油系のHydr㏄arboneの場合と同様に，アルコー

ルによる保護作用24）と推定した。

　中性物質のみでは，0．1～1％添加でも，全く資化されず，7日培養で菌は死滅し，添加

物質は変化な：く回収された。

　以上の結果より，中性物質は細菌のm圭nor　actionとするよりも，二次的な化学的酸化と

推定するのがより妥当であると推定した。

1－3　Ciもro芝1e磁。　acidの生成条件

　Citronella1添加培地でCDB2－3bを培養し，培地10m1を0．1N一カセイカリ液で酸度を

測定して推定した。

　i）　　亥台発　pH　7．　O

　i圭）基質濃度，培養時間と相関するが17～24hrで，1～1．5％（5％でも可能だが4～

　　5黛を要する）

　ii呈）有機栄養源（必らずしも必要ではない）有機物としてpeptOR　O．1％

　iy）有機溶媒（基質の溶媒）AcetoRe最終濃度1％以下（Feed　methodの場合にも適応：

　　する）

　v）　分散剤・乳化剤；celite　4mg／100m1

などが最適条件と推定された。た穿し長期間の馴養によって，栄養源のペプトン添加，溶媒

の使用，分散剤の添加などは不必要となった。

　経時変化を見ると，最上条件下では，生酸は接種後15時間で最大となり中性物質は24時間

で最高量を示し以後は変化しなかった。

1－4　酵素イ乍用

1－4－1　酵素の分離精製

　CDBr3b菌を1％citronella玉含有基礎i培地で24時間振とう培養を行ない，次の方法で

無細胞抽出液を得た。　（Fig．12）

　Fig．12に示すように上清液と沈澱物のりん酸緩衝液懸濁液を用いて，　citrol｝ella1の酸化

を行なったところ，上清液のみに活性が存在した。

　上清に硫安を加え，各画分をソ15リン酸緩衝液に加えて懸濁して活性を測定した。反応液

組成は次の通りである。

　　　各酵素液　　　　　　　2ml
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citronella1　　　　　　　　　　9μ1

3王nM　NAD　　　　　　O．3mI

1／15M　phOsphate　bu葺er（pH　7．5）

　　　　　Cultura1　韮）roth

Tota19磁1

一centrifuge　11500　X　g，60min

咽ash（1／15　M　phosphate　bu丘er　pH　7．5×3）

一suspend（same　bu貿er）

一sonicate，20kc，75w，15min．

一ce亘trifuge　20QOO　X　g

　　　　　　　　　1　隠．　　．「　　．　　　l
　　　　　　　　Supernata且t　　　　　　　　　　　　　　Ce1工

　　　　　　　　　　　Fig．12　£xtractprocedure　of　the　enzyme

　反応は30。C，60分間振とうした。　E）therを過剰に加えて反応を止め，　ether抽出して，

GLCを測定し，直接面積法で転換率をもとめた。

Table　V　Ammonium　Sulfate　Fractionation

Fraction

Crude　Extract

O－20　　satu．

20－30　　satu．

30－40　　satu．

40－100　　satu．

■
1

Protein
署

一 Activity lSpecific　Act重vity Yield％

1

30膿9／環1

27

15

16

31

45．1

5．2

7Q．8

42．3

5．8

0．75

0．G97

2．36

1．31

0．094

ユQO

8
凸
」

丞
占
2

　上表より，以後は硫安20～30％飽和画一を用いた。

　Ci£ronella1，　citroIle11圭。　acidのGLC測定の標準曲線を求めた。すなわちcltronella1，　cit－

ronellic　acidを各濃度調製し，10μ1のGLCを作り，グラフ紙を切抜いて秤：量した。その

量的関係は，c搬oRella1の場合は直線であるが，　citroRellic　acidの場合は2～8％濃度にお

いて直線を示した。

　生成物質は酸であるから，citronella1を中性物質に転換しやすいので，抽出時のpHを検

討し，pH　5．0～6．0が影響が少ないので以後抽出pHは5．0～6．0とした。

　蛋白定量はWaτburg，　christian25）法で定量した。

1－4－2　酵素の性質

　Thunberg　Test26）により磁ethylen　bl砥eの脱色することより。圭tronellal　dehydτogenaseの

存在を推定した。これに要した時間は，しかしながら，無細胞抽出液で8～9分，20～30％

硫安飽和画分において22分を要した。この理由はdehydrogenaseに対応する，例えば（董a・

phoraseのような，他の酵素の存在が必要であることを示すものと推定した。又Tb漁berg

法は，酵素測定に適当でないことを知った。比色測定は困難である。

　助酵素の検討。

　次いで無細胞抽出液の蒲留水で4。C以下で透析を行ない，助酵素の添加試験を行なった。



林　テルペソ類の微生物転換 257

Table　VI　E仔ect　of　Co－Enzyme

Enzyme

1）　Crude　Extract

2）　Dialysed　for　10hr．

3）　Dialysed　for　24hr．

4）　Dialysed　for　34hr．

5）　Dialysed　for　34hr．十NAD寧

6）　Dialysed　for　34hr．十NADP＊＊

Protein　mg／m1

0
5
9
σ
3
3
9
J

Q
ψ
9
儲
2
ワ
臼
9
臼
9
創

Activ圭ty％

12．1

4．5

2、0

1．5

9．3

1．8

　反応液組成　C圭tronella1　9μ1

　　　e】：影yme　SQlut圭on　　　　2　ml

　　　1／15M　phosphate　buffer（p｝｛7．5）…TQta19m1．

　　＊α3mM　NADα31n1　　　＊＊0．3mM　NADP　O．3ml

　透析34時間でほとんど酵秦活性を消失し，NADを加えると活性が恢復することが認めら

れた。（なおNADPでは効果がない。）したがって本反応機構は

　以上本酵素はNADを助酵素とした脱水素酵素と一定できた。しかしNADHの340mμ

における吸光度の測定による活性度の測定は，反応が行われても増加は認められなかった。

酵素液中になおNADH＋H＋一→NAD＋十H2の作用を行なう還元型NAD酸化酵素が含ま

れていると推定される。そこでCitronella玉dehydrogenase活性と還元型NAD酸化酵素活

性との反応速度を比較した。

i
l
φ
1
台
三
ぢ
く

①
の
票
①
＄
ヒ
。
。
毛
盈
ω
q

同
説
　
婁
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o

　　0
　　　　0　　　　10　　　　20　　　　30　　　　40　　　　50　　　　60　　．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　mユn．
　　　　　　　　　Time

Fig．13　Comparison　of　Reaction　Rate　of　Citrone王1aI
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40

h
紹
－
o

ぐ
X

㎜　
　
　
6
0

　
　
　
Φ
舞
（
蟹
国

　
　
0
　
　
　
　
ハ
U

　
　
5
　
　
　
　
4

h
調
〉
嵩
Q
く

⇔o

熄
冾
m
哨
唱
蝋
×
O
f
踏
Q
＜
竃

　
0
　
　
　
0
　
　
　
0

　
3
　
　
　
　
2
　
　
　
　
1

0

還元型NAD酸化酵素の方がすみやかに最大点に幽している。したがって，この程度の精
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製では，NADHの示す吸光度測定ではdehydrogenase活性測定は不可能である。

　作用条件
　硫安20～30％飽和留分を用いて，GLC切り抜き直接法で，最適pH，最適温度，最適基

質濃度，SH界面物および金属の影響を検討した。

　1　pH　　　　7．6～7．8

　2　温　　度30。C

　3　基質濃度　0．1％

　4．培養時間　最大活性　20～24時間

　5　SH化合物，特殊効果なし，　cystei且，　mercoptoethanol，91nthathineなどがf董かに賦

　　活。

　6　金属Ca2＋，　Fe2÷などが僅かに効果あり。

1－4－3　Cltronellal　dehydrogenase部分精製

　最適条件で部分精製してTable　Wのごとく，約30倍に精製できた。

　　　　　　　　　　　　　Table顎Citrone11a1　De1ユydroge且ase

Enzym年

Crude　Ext。

（NH4）2　SO‘

25－35％　satu．

Ca－phosphate

sephadex－G　75＊

Protein　Tota1

mg／磁1

30．4

16．3

3．3

1．4

Protei皿Activity　TotaI

mg．

1216

326

　33

　14

units／m1 Acti†ity

18。1

27．8

19．9

25．3

1 724

555

200

254

Specific　Activity

0．595

1．71

6．05

18。15

　Reaction　mixture；Citronella19μ1，0．3mM　RAD　O．3ml，　Enzyme　2m1，

　　Tota19m11／15M　phosphate　bu£Eer（pH　7．5）10一蔓M　cystein，10一蟹Fe2＋containeed

　Condition；Temp．30。C，60min．120　rpm／mi皿sぬaked

　＊　Enzyme　lm1

1－4－4　 基質‘摘…異・1生

　CDB2－3b菌のdehydrogenaseを類似terpeneについて検討し，　Table堀の結果を得

た。

　　　　　　Table畷　Substrate　Specific玉ty　of　the．　Citro蕪ellal　Dehydrogenase

Substrate

Citronellal

C量tra1－a

CitraL－b

Citr◎ne1101

Geraniol

Nero玉

Product

1

Citronellic　acid

Geranic　acid（trans）

Geranic　acid（cis）

Citronellic　acid

Geranic　acid（trans）

Geranic　acid（cis）

Crude　Extract

act1Vlty

T2．3％・

18．5

　8。1

42．6

28．4

16．0

S．A．

0，62

0。22

0．096

0．50

0．54

0．19

20－40（NH4）2　SO4　Fraction

Activity

65．4

4．19

2．70

12。2

6．85

1．22

％

S．A．

1．72

G．12

0．071

0．32

0．18

0．033
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　Crude　extractでは巾広い特異性が見られたが，アリル位に不飽湘結合をもったcitra1－a，

citral－b，　geraniol，　nerolが，もたないものよりも酸化をうけ難い。特にcis型異性体には

活性が低い。精製するとdtronellalのみ比活性が増大する。特にcis型に対して活性が低く

なった。

1－5　要　　約

　i）土壌より。呈tronellalをcitrorlellic　acidにli云換する11菌株P5％40辮。πα5α8駕8・勿。∫α

strain　CDBr3bを得た。

　li）本丁は。欺onelhc　addをcitronellic　acidにすると同時に中性物質1三naloo1，　isopu玉egol，

無eoisopulego1などを培地内に生成したので，併せて此等の成因を検討した。

　
H
o

　　　　Dibydr・llnal・al　I茎nal・・l　　is・P・leg・1　　　ne・1・・P・1・g・1

　これら中性物質は微生物による転換と推定するよりも化学的，二次的に転換されると推定

した方がより妥当であるとした。

　iii）Cltronella1は本誌により17時間前後で60％の転換を示すが，爾後逐次適応された酵素

によりβ一〇xidationの形で，炭素2個づ鼠の割合で，代謝される，7～8日間で完全消費さ

れる◎

　iv）本知のもつ酸化酵素は，　NAD関与の脱水素酵素であり，　pH　7．8，30。C，基質濃度

0．1％を越えると阻害，SH化合物としてメルカプトエタノール，還元型ダルタチオンによ

り僅かに賦活，Ca2＋，　Fe％も僅かに賦活されるなどの作朋条件をもっていた。

　v）約30倍に部分精製された。

　vi）測定はガスク揮マトグラムの切抜き法で連換率を求めて活性度の単位とした。

　vii）基質特異性はアリル位に不飽和結合をもつものに対し　特異的で，　dS型に対して活

性が低く，幾何特異性を示した。

2－1　C量註alの微生物転換

CitralはLemongrass　oi1などに存在している。レモンに似た甘い芳香ある物質である。

その構造式は

　　　　　　　　　　CHO　　　　　　　　嬉一

　市販Lemongrass　oi中に1ま70～80％含有されている。末端不飽和結合の位置による異性

体と，CHO基のα位の不飽和結合によるcis．　trans異性体があるので，4個の異性体があ

る。

　水に難溶性であり，かつ空気中に放置するとすこぶる粘稠となり取扱い困難となり，時に
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溶媒を用いた。

　1）本物質の微生物転換として，最近，JOG聡KAR，

αθ彫9痂05αを用いて，

DHAVLIKAR　が17）P58μ40俄。πα5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COOH　　　　H＼／COOH

　　　　　　　62％　　　　　　　　　7－oxo－2－octen・0・8％　　　　　　　　0．5％　　　　　　　　　　　　　　3－methyl－2－butenoic　acid

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1％

が生成されたと報告している。

　古典的になるが，前揚のNEUBERGの酵母による還元が報告されている。

　2）JoGLEKARより前に著者ら27）は同様にcltra1の微生物転換を検討して以下の結果を得

た。

　綱菌の検索分離同定および培養法，転換生成物の1・由出単離同定はほとんどcitronellalの場

合と同様である。

　したがって，その要点のみを述べる。

　D分離菌P5θ％40脚鰯ooπη6¢αstra圭n　Le－X．

　ii）転換生成物，基質。．5％v／v，30。cで振とう培養して酸価320の転換生成物を89％の

収率で得られた。これをcitral（a：b＝67：33）を酸化して得たgera甫。　acidと比較した。

GLC，　TLC共に一致した。また両者のp－phenylphenacyl　esterを合成して，融点，元素分

析値，赤外線吸収スペクトルを比較した。

40 30 20　　　　　　　ユ8　　　　　　　16　　　　　　　エ4

　Wave五umber（cπ主『り　x　102

13 1ユ 9

Fig．14　王nfrared　Absorptioa　Spectra　ofρ一Phenylphenacy王Ester．

1：ρ一Phe鍛ylpぬeRacyi　ester　of　bacter至a！acid．

II：Autheaticかphenylphenacyl　geranate。

いつれも調製gera鳶。　addとよく一致している。

Le－Xはcitra1を転換して，　geranic　acidにする。
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Table　IX　Chemical　Properties　ofヵ一Phenylphenacyl　Ester　of　Acまd

　　　　Isolated　from　the　Broth　of　the　Strain　Le－X

i
m．P．（。C）

1 1
1

Anal。

Found．

77．5～79．0

II ［
i

C：80．06

H：7．43

78．5～79．0

　1，夏王

mlxture

1

C：79．81

H：7．64

78．0　～　79．0

theoretica王

C：79．53

H＝7．23

1：ρ一Phenylphenacyl　ester　of　bacterial　acid．

II：Authe且ticρ一phe漁ylphenacyl　geraniate．

　iii）C圭tra1は，前述したようにcis，　trans型がある。　Le－Xはこれに対してどのように

作用するかを検討した。

　geran三〇1，難ero1を活性二酸化マンガンで酸化して，各対応：するcitra1門a，　dtraレbを得て，

しひXを作用させた。転換生成物のGLCはFig．15である。

（賑）

（w）

b

C

．
◎

0 10

斑…n．

20 0 ｝。

m1皿．

20

Fig．15　Gas－Liquid　Chro！natograms　of　Citra1－a（1），　Citraレbσ1），

　　　and　the　Acids　Converted　from　Citra1－a　and　Citra玉一b　by　the

　　　Strai隷Le－X（王II，王V）．

　Statio丑ary　phase：Apiezon　L　2m

　Temperature：180。C

　Carrier　gas：He
　Flow　rate：40mi／min
　Apparatus：YANAGIMOTO　G．　C．　G．一2

　Fig．15より，Le－Xは。三tra1－aを転換して，ほとんど単一のgeranic　ac玉dを生成するよ

うであるが，citrai－bよりはgeranic　aci（レa（D）…tra聡とgeranic　acid－b（C）が，ほぼ等量

生成されている。citra1－bよりcitτaFaへの自然変化は認められているが，短時間で50％

量の変化はしない。

　したがってLerXにはc1sごtra鵬のisomerase（epimeτase）的酵素が存在するのではな

いかと推定される。



262 強熱大学農学部紀要　第14巻第2号（1977）

2－2　休止菌体による作用

　細菌を前培養を肉汁培地で行なったものと，citra1を含む基礎培地で行なったものとを比

較すると，肉汁培地よりの休止菌体では作用を認められなかった。

　本菌のもつ酵素はcitra玉により誘導された適応酵素である。本酵素の最適条件は

　i）炭素源として，さらにglucoseを加えた方がよかった。0．1g／100m玉でdtralのみ

の場合の約10倍となる。

　i圭）　　亥台盤　pH　7．0

　圭ii）基質濃度　1％V／V

2－3　要　　納

　1）C呈tra1転換菌P5θ％40彫。π∬oo卿θ鎚strain　Le－X。を土壌より分離同定した。

・）一一は vﾊ一一一・換・講・一
場合91ucoseを添加することによって転換物は増加した。生産条件としては温度30。C，基

質濃度1％v／v，始発pH　7．0，91ucose　O。1％v／v，で収率80％であった。

　3）Le－X株の酵素系にはCitral　a二。圭tral　bのcis，　trans　isomeraseの存在を推定した。

　4）Geranio1より転換したgeran量。　acidはP5％40沸。η∬αθ彫9初05αstaiH　GM2によ

って，速やかに代謝されるがP5御40脚πα30伽麗加stra掘Le－Xでは蓄積される。

3－1　Geran量01の微生物転換

一dは香料関一広く・多く利用・れるものであ・・構遣式は

trans型が考えられ，　geranio1はtrans型とされている。パルマ群一ザ油（95％）ゼラニウ

ム油（40～50％）に含まれている。そう快な群一ズ様の香気をもっている。

　1）　SEUBERT8）のP5θ440辮∂π薦。歪加。πθZZoJおがそのll生質の中で，　gera斑ol，　geranic　adl

を分解するとしている。

　　　　　　　む

7－methyレ3℃xo－6－octenoic　acid，

　2）後藤建三10）は・43ρθrg♂∬％3πゴ98プがgeranio1を閉環して，1inalodとし，これがさ

らにcitra1を経て分解されるとしているが詳細ではない。

　3）著者らは28）lno鍛oterpeRe　alcoho玉として普遍的で入手しやすいことより，　geraniQ1の

微生物転換を検討した。

　CitrORella1における方法と全く同様な方法を用いた。

　D　分離細菌P5θ％40勉。π薦昭プ％g勿05αstraia　GM2

　ii）　転換生成物は，大部分が酸i生画分に存在し痕跡的の中性物質を含んでいた。精製し

た酸性物質は，黄褐色油状物質で，ApiezORe　LカラムのGLCでは単一訟物質を示した。活

性炭脱色で無色粘稠液となるが，短時間の放置で再び黄ないし黄褐色となった。酸価320で
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炭素数約10個のカルボン酸と推定した。

　Geranio1よりcitralra，　geranic　acid惑を調製して，生成物と比較した。

Authe眠ic

Geranic　ac…d　a
P互。

（Geran量。　ac…d＞

Geranio茎 P∬C

min→玉。

ー
ハ
U
2 19

Fig．16　Gas　Liquid　Chromatogram　of　P

　　Ic．　Conditio蔽：Apiezon　L，2m×5mm．

　　He　40鵬王per　min，　recorder　sens　4mV，

　　temp．180。C，　bridge　curr．200mA，　sa－

　　mple　1μ1．

　　　　　　　　　19

Fig．17　Gas　Liquid　Chro磁atogram　of　P王王。

　　and　Gera鍛ic　Acid．

　　　Condition：same　as　Fig．2，

Fig．16は抽出物のGLCで，未変化のgeranio1が多少残るがほとんどが酸［生物質である。

F三9．17は精製後，調製gera盛。　acidとの比較である。

Rt，　ta圭1ingの状態など一致している。

Table　XはそのP－phenylphenacyl　esterの元素分析，融点の比較であり。

Figj8はそのIRの比較である。

いつれも調製geran呈。　acldとよく一致する。

CMr3b菌はgeranio1を転換してgeranic　acidにすることが確認された。

此の際の収’墨は

ge「aniol　l　ml

Ce11

転換生成物

収率（重量）

0．83899

0．759

0．21349

25．44％

た黛し，生成酸は速やかに代謝されるので，上記は生成酸の絶対量ではない。

Table　X　Ana王ysis　and　Meltiag　Point　of

　　　　ρ一Phenylphenacy王Ester　of　Produ－

　　　　ct　I王。　and　Geranic　Acid

＼＼迦lect．Th。。，e・icaI

A。aLf。u誌・・1・・
Geranic
acid P王lc

C
H
O

79．53

7。23

13．24

79．81　　79．61

7．64　　　7．．32

12膨55　　13．07

Geranic
　ac藍d

P王夏C

／

Geranic　acid　P　IIc　Mixture

即（。C） 78，5～79．0　　　79．0　　　79．0

4000　　2700　　　　　　　　　　　16GO　　　　1000　1150　　　　　　　・650

　　　　　　Wave　number（cm朧工）

　Fig。18　1漁frared　Absorption　Spectra　of

　　　　theヵ一Phenylphenacy1£ster　of　P

　　　　IIc　and　Gera箆ic　Acid．
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生酸条件

圭）　始発pH　7．5～8．　O

ii）　　基質濃度　　1．5％　（v／v）

茸i）　　25～420C

基質特異1生については，Table　X［に示すような類縁のTerpe且e類を用いて検討した。

Table　X［Conversion　of　Geraniol　related　Terpenes　by　the　Straまn　GM2

一一S一 T聖蹴論d9脇1聯一血・
1　Geraaio1

2　　Citral　b

3Citral　a

・Gﾕ隻。）〉ノ｝

5Cit・…王1・！〉♂＝〉

6Cit・…II・1＞♂＝＞

7Ciｭellic＞｛＞

8Ne「01

9Li・・1・・1＞ノ＝》

1．00

0．25

0．25

1．00

1．00

1。00

0．50

0．10

0．10

49　　　2，00　　7．5　　7．15　0．4237　　50．00

54　　　0．63　　7．2　　6．60　0．1194　　40．00

96　　　0．62　　7．2　　6．89　0．1187　　56．62

　　　　　　　　　　　　　　26．6096　　　1．50　　7．4　　5．60　0．2321

48　　　1．20　　7．4　　6．20　0．4675　　56．89

20　　　1．50　　7．4　　6．40　0．4000　　48．09

38　　　2．00　　7．4　　7．20　0．1047　　22．83

021

02王

一　　7．2　　7．03

－　　7．2　　7．07

Geranic　acid　a

Geranic　ac量d　a
　〔賢ero1，　Gera－

　niolコ

Geran三。　acid　b

　［蕪ero1］

Snlaller　mo王ec－

　ular　comps．

CitronellaI
　一一一→Citrone1「

　Iic　acid

Citronellic　aci・

d，㌶eutral　co－

mps．（Hydr◎一
carboas）

Sma王ler　molec・
　ular　co燃ps．

　相当に広い特異性をもっているようであるが，その難易は，濃度，時間などに表現されて

いる。

　Cirone1101はcitronella玉を経過して，　alcoho1→aldehyde→addの状態が明瞭に観察される

が，geraniolの転換においては，直接にgeranio1一＞gera鼠。　acidとなり中間体が未知であ

った。そこで接種後24時間後に2．4d呈nitrophenylhydrazoneを添加するとdtral－2・4－dinitro・

penylhydrazoneの結晶性沈澱が生じた。すなわちgeranidも同様にgeran玉a1（c圭tra1）を経

てgera通。　acidに転換することが明瞭となった。ただその転換速度が速やかであると推定で

きる。

　島29）らはGM2菌の生産する酵素，　gera磁01　dehy（kogenaseを検討して，20000～100，000

×gの遠波で沈降する膜学会型酵素であるとしている。

　pH　7．0～7．5，30～35。Cで最大活性を有し，　Fe2＋を必要としかつ強く酵素，膜と結合し

ている。またNADなどのPyridlne－nuclotide類の関与を要せず，　ZRにより阻害されると

している。

　特異性としてnerd（cls型）に不活性であるが。圭troRellolには活性を示したと述べてい

る。
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3－2　要　　約

　1）土壌より分離したgeranio1転換菌GM2株は，　P5θπ40彫伽薦娚聯9勿。∫αの近縁菌

であった。

　2）GM2菌はgeranio1→geranicacidに転換するが，中間体としてcitra1を経ることが

判った。

　3）幾何異性体，立体異性体に特異性が存在していた。

　4）GM2菌の場合は，生成geranic　acidを餅oxidat宝onセこより速やかに代謝する。

4　L娠aloolの微生物転換30）

　Linaloolはローヅウッド油（d．80～85％）芳樟油（1．80～90％）に含まれた鈴蘭様の香

　Linaloo1の微生物転換も上述の方法と全く同様な方法によって検討した。

　土壌よりP3θ％40〃30ηα3ρo甜40彿4Z∬8乞近縁菌strain　Aを得た。0．8％v／vを含む基礎培

地で本菌を培養して転換生成物，中性物質V［一A，酸性物質W－B，W－C，　W－Dを

主成分として得た。

4－1）申性物質V〔一Aは樟脳臭を有する白色結晶で，IR吸収などは全く樟脳と一致して

いる。樟脳と同定した。

4－2）酸性物質V［一Bは以下の性質を示した。

　i　元素分析　　c＝69．48，H＝7．68

　ii　質量分析　　分子量　126（F三g．19）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　43
55

111 67

71

（M＋） 99 83

126

　　　　　　　　　　　　　　　　（m／e）70eV

Fig．19　Mass　Spectrum　of　the　Product　V王一B．

ii呈）　赤外線吸収スペクトル　Flg．20

　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　｝i
　　　　　　1770cm一1　－C－0一，　1410cmロユ

　　　　　　一CH2一，　990，940cm”2　　R－CH＝，

　　　　　　末端ビニール
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　　　　　　　　　　Wave目umber（cm　7一1）XIOO

40　　　35　　30　　25　　20　　19　　18　　17　　　16　　15　　14　　13　　ユ2　　11　　10　　　9　　　8　　　7　6．5

　　　　　　　　　　1

i▽

Fig．20　1R　Spectrum　of　the　product　VLB．

核磁気共鳴スペクトルFig．．21

　　　　ヴ　　　．
　　　　　0

．．

@1；：鍵65，∴鰯。竃

　　　　　　　δ　5～6ppm・　　　一CH：漏，

　　　　　　　I　　　　　l　　　　　I　　　　　l　　　　　l　　　　　I　　　　　‘

　　　　　　65432．・1G　　　　　　　　　　　　　　ppm（δ）

　　　　　　　　　　　　Fig．21　NMR　Spectrum　of　the　Product　VI－B．

以上の　鵜 ﾒ下郷聯㎞と推凱
　　　　　　　　　　　　　　　　0
　なお確認のためにCH3COCH2CH2COOCH3　Levulinic　methyl　ester，とCH3Brエnethy1－

brom圭deとのGrignard　reactio且31）で，塩methy1－4－ethylbutyrolactoneを調製し，　W－Bの

水添物とのIRスペクトルの比較を行なった。　F19．22で両者が完全に一致していることが

確認できる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Wave　number（　　一1em）×100

　　　　4035302520191817161514i31211’1098　76．5

　　Hydrogenated　Product　VI一｝3

Fig．22　1R　Spectrums　of　the　Hydrogenated　Product　V卜B　and

　　　Synthetic　4－Methy1一塩ethylbutyrolactoae．
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　したがって，Pr◎duct豆一Bは4－methy1－4－vhly1－butyro－1actone，或いは5－methyl－5－vlnyl

－tetrahydro－2r［皿anoneである。

4一・3）酸性物質W－C48時闘培養した際の酸性部に存在する濾状物質で，下記の検討を行

なった。IRスペクトル，（Fig．23）より2700～2500，17QOcm晒1カルボン酸，840c虹1三置

換オレフィソ。

　　　　　　　　　　　Wave　number（c膿一り×100
40　　35　　30　　25　　20　　19　　18　　17　　16　　正5　　14　　13　　12　　11　　王O　　g　　　8　　　7　6．5

　　　　　　　　　　Fig．23　1R　Spectrum　of　the王）roduct‘V王一C．

MSスペクi・ル（F圭g．24）より分子イオンピーク／28が認められる。

69

67

83 55　　　　　　　43

玉28 82

110

95

113

@　摩

旧圏1
監

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（m／e）70eV

Fig，24　Mass　Spectrum　of　the　Product　VI－C．

　NMRスペクトル・（Fig．28）より，

　　　δ1．05ppm　　CH3

　　　δ1．65ppm　　CH3

　　　δ2．03pprn　　　CH2

　　　δ5．36ppm　　CH2

　　　δ　10．2ppm　　　　COOH

により，Flg．中の1，E構造が推定できる。　cis，　transについては三灘換オレフィンの吸収帯

が840cm一1と高波数に存在していることなどよりtra聡体を推定している。
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・1））》、

　　　　COOH

　　
⑯・氏B。頁

0－
－

墨
ハ
0

Fig。25

5　4　6　砦　i　　6
　　　　　ppm（δ）

NMR　Spectrum　of　the　Product　VトC．

　以上のことよりV［一Cは4－methyl－trans－3－hexenolc　addと構造Hの方を推定している。

4－4）酸1生物質product　V［一Dについても同様に次のように検討した。本物質は30時問培

養時の酸性部の主成分で，汗臭をもつ油状物質である。

　元素分析により　c＝64，06％，H繍8．57％　であり，Fig．26の質量スペクトルにより

71

166　　　151　　138

　　　103121

55

43

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（m／e＞70eV

Fig．26　Mass　Spectrum　Qf　the　Product　W－D．

　　　　　　　　　　Wave　number（cm㎜1）×100

4G　3525201918171615・1413121110109876．5

Fig．27　1R　Spectrum　of　Product　VトD．
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醗／e169コM一CH3，　m／e　166＝MLH20，酸価180より分子量184，分子式C1・H1603と推定

した。

　　　COO賊1I1

7

Fig．28

1　　　　　匪　　　　　l　　　　　a　　　　　　l　　　　　　l

6　　　5　　　　4　　　3　　　2　　　　1

　　　ppm（δ）

NMR　Spectrum　of　the　Product　V王一D．

　Fig．27のIRスペクトルにより，3410，1110cm－1にOH，990，910cm隔1に一置換オレフ

ィン，2700，2500，1685cm－1に，不飽和カルボキシル基の吸収，などが見られ，　isopropyl

基の1個が酸化された。Fig．28の皿の構造式が推定される。さらにF圭9。28のNMRスペ

クトルにより，

　　　δ1．29ppm…CH3，δ1．80ppm…CH3

　　　δ4．98～6．12pp皿…1置換01e丘ne

　　　δ6．44ppm…OHとCOOHの平均（2H）

　したがって，IRによると同様皿構造と推定できる。

　さらにδ6．89ppmのシグナルはトランスオレフィンのメチンプロトンとPascu150）の経験則

を適用（計算値6．78ppm）することにより，　HI構造を推定できる。

　Product　V［一Dは，以上の結果より2・6岨i皿ethy1－6－hydroxy－trans－2・7一㏄tadienolc　acid

と推定した。

一・
k営o

camphor

　　　　　　　　　　　一3一｝1exenoic　acid

4－5　要　　約

　1）土壌より1玉嶽aloo1転換菌1株を得，　P38％40〃zoπ∬ρ∫θ％40〃3αZ厩近縁菌であると同定

した。

　2）本菌は1inaloo1を転換して，次のものを生成した。
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　　　　　　　　　　　　tetra－hydro－2－fりranone　　3－hexeno重。　acid　　　　　　　　　　2塵7－octad｝e擁oic　acid

　3）　1ina1001が閉回してcainphorになることは興味あることで，将来の検討を侯ちたい。

　4）末端ビニル基をもつ5－mgthyl－5－v魚yレtetrah夕dr（〉一2－furanone，2。6－dimethyl－6幽yd－

roxy－trans－2．7℃ctadierLoic　a6idなどめ新化合物が生成されている。

　5）linaloolの微生物転換は善報が最初である。

Bcyclic　terpene

　5　Limom藍eの微生物転換

　　Llmo漁eneは4L89）P－menthadienである，光学活性体をhmoRene，　Racemi体をdipent－

　eneと呼ばれる。

　　薄荷油「：i二：1（1）レモン油（d）などに存在してオレンジ様の香気をもっている。B壬｛ATTA一

φ
H。C／C＼CH、

　P5e71ゴ．　L

　P哉th、vay　1

3

Pathway　2

mai識

patway

　　CH20三｛

peri11yl　alco正01

　　↓

dihydrocarvOロe

carvone

6．9－dihydroxy一

工一P－menthene

1・2－Trans－d玉hydroxy－　　1一為yaroxメー2－oxo－　　1・2－c三s囲dibydrdxy辱

　8τP一躍n亡hene・

　　　　ql・10

　　per111y王albehyde

　　　　CH20H
4・9－dibydroxy－1　P　8（10）一

P噸enthadien－7－〇三。　acid

8湘P一鵬・雌・・e、　　8」P－m・nth・・e

　　　　COOH　　．、　　　　　COOH

「安二」『：：臨
　　　P・rllll・・cid　　　　　7一・三…ld

　COO｝｛　　　　　　　　　　　COOH

3一三sopropeBylheptane

　di。ic　ag三d

h
×
一
　COOH
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cHARYYAIo）が。43ヵ8プg2Z伽3短g6rでcls－carveo1，　carvone，α一Terpilleo1，レhydroxy－2．8一

トmenthadle11を得ている。また同様にP∫磯40勉。πα4を用いて前頁の三方向の代謝経路を

万くしている。

　以上のうちpathway　3がmain経路とされておる。このうちperll玉yl　aldehyde一→perillic

acidが未知であったので，著者らは32）P5銘40〃zoフ2α3αθ聯誤π05α近縁菌を用いて検討した。

転換生成物の抽出精製は常法によった。約32％収率で，mp　125。Cの結晶を得た。

COOH

3500　　3000　　　　　　2000　　　　　1700　　　15GO　　i300　　1100　　900　　　700

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　cm｝I
　　　Fig．29　1R　spectrum　of　perillic　acid（KBr．）

｛
X
・

　　　　7　　　　　6 5 4 3 2
　
m

　
P

l
D
轟

Fig．30　NMR　spectrum　of　perillic　add（ユ．00M簸z　in　CC1∂

　王Rスペクトル：γ蓋監2600，1680，1640，1420，1380，1270，950，890，780，740，700cm－1

　NMRスペクトル：δ1．78ppm…CH3，δ4．8，7．05ppm＝CH2（C1，　C8），δ12．　Oppm…COOH

　これらの結果よりPer111玉。　acidと同定できる。

　早馬はさらに不飽和の位置の異なったもの，すなわちp－mentha4．3－dien－7－a1をも同様

に酸化して，新しい型　cooH　4－isopropy1－1．3－cyclohexa〔henoic　acidを生成した。

　　　　　　　　　　　金
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其他Limone珪eについては，　BHATTACHARYYAlo）一派が詳細な研究を行なっている。

　　　　　　　要　　約

　1）Limoneneに関する文献は多く，特にB登ATTAC｝｛ARYYAらが詳細に研究して，種々

の転換生成物を報告している。

　著者らは，その代謝経路中のperillaldehydeが酸化してperillic　acldに成る点が未報告で

あったので，これを完成せんとした。

僅かに遅れてB｝｛ATTACHARYYAらが，無細胞抽出液で，詳細な報告を出している。

6　Camphor
　Cyclic　terpeRe類のうちで最も多く研究されているのはcamphorで，　GuNsALus8）らは1959

年頃より多数の報告を行なっている。著者らも33），camphor転換菌ρ∫飢40解。πα57f60！Zα・

η㍑α類縁菌strain　Cを得た。　Strain　Cはcamphorを転換して，　GuNsALus　et　a1の報告の

物質と異る1物質Cg－1actoneを生成した。また後述するborneolの転換生成物を検討すると，

bomeo1転換菌34）P56％40脚襯3ρ5砲40解α1Z♂strain　Hがborneo1を転換して先づcamphor

と為し，其の後の代謝経路はcalnphorの代謝経路と同じ経路を採ることを知った。したがっ

て本章ではCg－4actoneのみを述べて，以下はbomeolの章で述べることとする。

　Camphorの代謝は，医学関係においてもよく研究されていて，古くは朝【ヨ奈・石館35）ら

は動物体内のcamphoτは5または3－hydroxycamphor，あるいはcisまたはtransのπ一hyd－

roxy　camphorとなって，これがglucuronic　acidと抱合して体外へ排熱されるとしている。

　GuNsALus8）らはP3餌40解。ηα∫ρ％’躍α，　Coプツ紹ろαo欝劾〃zを用㌣・て，　camphorの転換生

成物を検討し，酵素レベルで行なっている。またBHATTACHARYYAlo）はcampheneより

肋㎞嚇
　　　　　　　　　　　camphen　　　　　　　　　！sobomeoユ　　　　　　　　　　　　　　campor

と転換するとしている。1．C．　GuNsALusが酵素レベルで検討したcamphorの代謝経路は次

のようである。　（次頁）

　Campho1圭deの開環にはNADH＋H＋とCo－facterとして還元助剤（Fe2・）を要する。（1），

（2）両経路あり（2）が主経路と考えられ，Po甜伽駕。η薦ρ麗昭αは両経路の酵素をもつとしてい

る。

　我々の検索したP5碑40吻。襯∫渤oρZα擁παstraia　Cは，　camphorを転換して，主生成物

として，四品物質を，原料camphorに対して約15％生成した。シリカゲルカラムクロマトグラ

フィーで分画して，昇華を行なうと，無色昇華性，吸湿性ある板状結晶で，樟脳臭より刺戟臭

を除いた清涼感のある物質を得た。GuNsALus8）らのCamphoHdeと推定したが，次のよう

な検討によると明瞭に区別された。本物質を便宜上Product　Dとする。

6－1　Product　I）の同定

1）　元素分析。　（Table瓢）

　元素分析より元素組成は，CgH1402またはCloH1ρ2と推定した。
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／
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0

　
　
届

　
鳴撫　

。Φo

　　　　　　　　　　　12－camphoiide

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5－hyd・・xy－1・2一・amph・ild・　　5囎・d・hyd…y・・mho「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　．〔暫。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　I．．．10

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5－oxo－1・2－cawphol藍de

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・Φ＼

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5－carboxymethy1－3・くレ4－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5－endohydroxy

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一・・i…｝1yl　2㎜cyclQpentanone　－1．2一，amp｝、。lid。

　　　　　　　　　蒔肥誌、＿、、。・・　、¢rO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O｝｛

　　　　　　　　　　　　卜蛋3C　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H3C　　　　　　　　O

　　　　　　　諾ρ・藤，＿∴＿一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝i3C　　CH－COOH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼　ク
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　C

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lI＝3C－C－Cl．L；

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HC・OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H．卜C－COOI1

2）質量分析（Fig．31）

　　分子量154と推定されるので，元素組成をCgH1402とした。

30　40　　5G　　60　　70　　80　90　100　110120　130140　150　160　170

　Fig。31　Mass　Spectrum　of　the　Product　D．
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Table　X紅　Elementary　Anaiysis　of　the　Pr◎duct　D

Product　D
　found

Theoretica王
　Cg璃402

TheOreticaI
CloH、602

C70．30

H　9。97

019．73

70．10

9．15

20．75

71．39

9．54

19。02

mp：156～157。C

3）赤外線吸収スペクトル（F三g．32）

Ca磁phor

PD

4000350e　3000250020001900　1800170016001500　1400130〔｝1200王1001006　900　80G　700

　　　　　　　Fig．32　1R　Spectrum　of　the　Product　D。

　1265，1140cm騨1…一CO－O，ラクトン，1305，1370cm闘1…CH3，ゼミナル，1730c恥一1…

C＝0，1046cm一ユ，1020c燃一ユ…C－0－CO，960cm－1…CO－CO，などの吸収よりcamphorの

ブリッヂリングをもち，ラクトン結合の導入が推定される。

　推定構造式を次のように考えた。

（1＞

畝。

（11） （1夏⇒

d）0
（凹

　炭素数9とすれば（1）（H）が該当してくる。

4）　旋光分散（F圭g．33）

　旋光分散のORD曲線はラクトン領域の228mμに負の単一コットン効果が見られる。

　また推定される立体構造より見て，Fig．34のようにラクトン則を適用すると（1）構造が推

定された。

　なおUVスペクトルを検討したがなんの吸版をも示さず，　ORD曲線の儒野性を示した。

5）核磁気共鳴スペクトル（Fig．35）

　δ1．05，δ1．09ppm，ぜミナルのCH3

　δ1．31　　　　　　　　CH3（10位）
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十〇．8

十〇．4

0．0

一〇．隅

一〇．8

一1．2

1

一1．6
　　200　　　230　　　　　300　　　　　　　　　　　　400

　　　　　　　　　瓢μ
F圭g．33　0RD　Curve　of　the　Product　D．

　Opt三cal　path　O．01cm，　Sens．±0．1，　Slit

width　automatic　1．7mm，　Temp．25。C，

Solvent　CH30H．

Structure

Snatzkes　rule

Wolfs　rule

KlyneS　SeCter　rUle

Stereostructure

　
O

　　　　　　　　十

　　　　　　　　‡

Fig．34　Adaptation　of　Lactone　Rule。

δ2．00，δ3．10　　　　　CH（4位，　5位）

またプ旨トン数は5個である。

　
　
0

車
－

　1正

4 3 2 1 0

　　　　　　　　　　　ロユ
Fig．35　NMR　Spectru磁of　the　product　D．

　以上の結果よりCgH1ρ2組成で，立体構造

は（1），（H）であろう。もし豆構造を有するな

らば，C譜0の反磁性異方性効果で，10位の

メチル基は遮蔽領域に入るために，10位のメ

チルプ嶽トンは高磁場シフトすべきであると

予想されるが，実際は低磁場ヘシフトしてい

る。これは1構造の2位の酸素のローンペア

ーの影響で，低磁場シフトを起こしているも

のと解釈することができる。

　以上の（1）～㈲などによって，この中性生

産物は（1）構．造1・7・7－trimethy1－2－oxa－3－oxo－

b玉cyclo〔2．2．1〕一heptaneと推定した。：本物質：

はPERK：IN－THORP34）がcamphor呈。　acid合・成

の申間物として認めたcampholytolactoneと

一致し，mpもcis，　transの混合物（155～157。C）と酷似している。

　其他の転換生成物はBomeo1転換のなかで述べる。

6－2　要　　i約

　1）　P5％40ηzoπα3ガろ。ノτoη62zαstrain　CによるとcamphorよりCg－1actone二Campholy－

tolacto豊eを生成することを知った。

　本物質は既報の文献にはなく，従ってcamphor代謝経路も異ることを推定した。

　2）其他の生成物はP36％40解。πβ5ρ56％40〃zαZ♂θ脅こよるbomeol代謝とほとんど同様な

ので，bomeo1の項で述べる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・
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7　8arneolの微生物転換34）

　BOmeo1はりユーノウ樹や針葉樹に含有されているもので，石鹸，化粧品などによく使用

されている。その構造よりBorneo　camphorなどとも云われる。

　　　　　　を培養してその転換生成物を抽出した。転換生成物のGLCがK9，36であり，

経時的の変化がFig．37である。

Borneo1
・／

B

C

F

G

D

E

0　　　　5　　　　10　　　　15　　　20　　　　25　　　30

　　　　　　　　三nln

Fig。36　Gas　Liquid　Chromatogram

　　　of　the　Product　1．

500

400

　　圏’一　’噛（〉’噂一q

300　　　　　＼
　　　　　　　　＼

200　　　　　、
　　　　　　　　、

　　　　　　　　　　　　　　　，！
　100　　　　　　　　　　　　詠一　！
　　　　　　　　　　　　　㌔Q’
　90
　80
ぎ70

　60

銘

ll　　　／
　10　　　　　　　鵜

　　01234567　　　　　　　　　　Day
　　Fig．37

　　　　　Fermentation，

　　醗一醗　　Borneo1　　△一△

　　×一×Product　A　O－O

57
巴
葦
。
焦
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国
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　　　　　　　　　　　　8　　9

Time　Cource　Change　in　BorneoI

　　　　　　　　　　　Product　D

　　　　　　　　　　　Product　B

　抽出物Product　1のGLC申で生産物を適宜ABCDEFGとし，　Fig。37の経時変化で最大

収量の時点，すなわち

　　　A　4日目　（pH　6．6）　　　78mg〔原料500mgより〕

　　　D　6日潤　（pH　5．8，最低）37mg

　　　B　8日目　（PH　6．8）　　　　12磁g

　培地pHは6Ei目にpH5．8と最低を示し，以後は逐次上昇して10日目で最高7．5となり，

以後は同様であるが，転換生産物は逐次代謝滅少した。

7－1　　Proヒluct　A

　Product　Aは，樟脳特有の刺戟臭をもつ，昇華性の白色板状結晶であり，以下のように検

討した。
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τabie　X皿Elementary　Analysis　of　　G）　元素分析，赤外線吸収……Table　X獲，　Fi9．

＿　　　the　P「oduct　A　　　　　　　38に示す。（混融（camphorとの）試験での融点降

　　　　Analytical　　Authentic　　　コぐなし）
　　　Product　A（％）　CloH160（％）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R9．38の1R．スペクトラムに於てもcamphorの吸
　C　　　　　　77。94　　　　　　　　　　78．90
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　収と完全に一致した。其故転換生成物Aはcamphor
　H　　　　　　11．Ol　　　　　　　　　　IO．59

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　と同定した。
　0　　　　　　11．15　　　　　　　　　　10．51

　Melting　Ponint；179．0～179．8。C，

　178。75。C．

　　　　　　　　　　　　Wave　number（cmつX100

　　　　4035302520191817161514131211109　876．5

Authe蹴ic
ca斑phor

Product　A

ひ〔営

　　　　　　Fig，38　1R　Spectrum　of　the　Product　A．

7－2　　］Pro“uct　1）

　Product　DのGLCのRtはcamphorの転換生産物campholytolactoneと一致しておる。昇

華精製物も白色板状清涼感ある結晶であった。混融試験においても融点降下は認められなか

った。

　元素分析がTable　X｝Vであり，ついで，　IRチャートの比較もFig．39で，　campholytolacto聡

とよく一致してみる。

　Product　Dは1・7・7－trimethy1－2一つxa－3－oxo－bicycl（ト〔2・2・1｝heptaエ紀＝・ca磁pholy七〇1actone

と同定した。

Table　XIV　EIementary　Analysis　of　　　　　　　　　　　　Wave　number（cmつ×100

　　　　　　the　Product　D　　　　　　　40353025201918．17161ε1413ユ211109876．5

　Analytical　　　AutheHtic
Product　D（％）　　　　CgH1402（％）

C
H
O

71．04

9．42

19．54

70。10

9．15

20．75

Product　I）　from　Borneo1

　↓

1

Melting　point：157．0～159．0。C，

156。0～157，00C．
c黙思to隔…

from　camphor

Fig．39　1R　Spectrum　of　the　Product　D．
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7－3　Proぬct懲

　8日目抽出物のGLCはR9．40でproduct　Bが最多である。　Bを分画精製すると，昇華性

で白色吸湿性の，フェノール臭をもった針状結晶が得られた。本結晶について下記の検討を

行なった。

Borneol

　A

B

D

0　　　　5　　　　10　　　　15　　　2G　　　25　　　30　　　　35　　　　壌0

　　　　　　　　　　田in

　Fig．40　Gas　Liquid　Chromatogram　of　the

　　　　product　l　after　Eight　Days．

1）　元素分析Tabel　XV

　Tab王e　X　V　Elementary　Analysis

　　　of　the　Product　B

これより分子式C1蔓H、202を推定した。

Analytical　　　Theor圭tical
Product　B（％）　CloH1402（％）

C
H
O

7エ，73

8．64

19．63

72．29

8．43

19．28

2）質量分析F呈g．41

　これより分子量は166と推定される。

　　　　Wave　numもer（cm曽り×100
403530　25　20　19　i817エ6　1514　王312　111G　9　　8

166 69 41

55
Io9

83

王23

95 28

18

1

76．5

Fig．41　Mass　Spectrum　of　the　Product　B．

o宙宅由。

　I夏　　　工

Fig．42　1R　Spectrum　of　the　product　B．

3）赤外線吸収スペクル（Fig．42）

1755Cin－1…巾広いカルボニル基の吸収

！420c且ズ1…カルボニル隣接メチレン基

1390，1380，11’70，1150cm－1…Gem　メチル

　基

1040c臓一1－C－CO－Cの強い吸収

　すなわち，Product　Bは，　ca拠phorの骨

格を保持する，dicarbonyl化合物，　F19，42申

の工＝2・5一（虹keto　camphane，かまたはH漏
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2・6－diket㏄amphanが推定される。

4）核磁気共鳴スペクトル

Table　XVI　NMR　Spectrum　of　the　Product　B

6

正0

P　　　2

9 7　8

5
4

3

　Position

（3）一CH2一・・…

（4）～CH一・・…

（5）一CH2一……

1§1二器1二｝一

（10）～CH3一・…・

　　　（PPm）

……・＝j3．20（d）
　　e）2．50（d）

・・・・… @　　2。09　（s）

．．・．・・ ＝j2．20（d）

　　e）2。50（d）

……・ @1．03（s）

……・ O．93（s）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蝋型eSpectrum　was　obta量ned　at　60　MC，　o且a
　　　3　2，，。1　0　　V・・i・・A喝・Spec…m・・er　i・CDCL・・

　Fig．43　蕪MR　Spectrum　of　the

　　　Product　B。

Fig．43のスペクトルによりTab玉e　X羅の各シグナルの存在を知った。これより2．6位に

カルボニル基の存在を推定，前掲のH構造1・7・7－tri皿ethyl－2．6一（痴x（》一bicyc1（ト〔2・2・1｝hep

一一一と推一〇d尚三宅一一・より・一

化により約30％の（慧keto　camphaneを得て，これを2・5－dikeねca鵬phane（約18％）2・6－diketo

camphane（約12％）に分画して，　prodnct　Bと混融，　IR吸収を比較して確認した。

7－4　　P罫oduc色］F

　同上抽出分離精製したproduct　Fを検討した。

i）元素分析（Tab玉e　X～⑳

T。b1。X畷E1。m，。t。，yA。。玉y，i、。fth，P，。d。、tF　これより推定分子組成C・・K・・0・

A且alytica王Product　F　　Authentic　CloH！602
　　　　　％　　　　　　　　　　％

を得た。

C
H
O

7ま．30

9．38

19，32

71．43

9．52

19．05

ii）赤外線吸収スペクトル（Fig．44）

3450，1040cm扁三二級水酸基

1740cm縣1カルボニル基

1410cm一三活性メチレン基

1390，　1370，　1230，　1025cm－1・一gem．

メチル基，の存在を確認

　302⑰18　15　　工08
　　　　　　　Wave恥umber（鳴嚇1×100＞

Fig．44　互nfrared　Spectrum　of　the　Product　F．
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iii）質量分析（F呈9．45）

　分子イオンピークは168である。

　従って，product　Fは次のような構造をもつことが推定できる。

168

160150

Fig．45

　　　100　　　　　　　50　　　　　30

　　　　　　蹴／e

Mass　Speつtrum　of　the　Product　F．

・・iレ0

工

∴（レ・

II

iv）核磁気共鳴スペクトル（Fig．46）

　NMRスペクトルより各シグナルを帰属すると次のようになる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　各シグナルの帰属

　　4　　　　3　　　　　2　　　　　1　　　0
　　　　　　　　　PP盈（δ）

Fig．46　NMR　Spectrum　of　the　Product　F．

HO　6　　0
　　　　2
　5　　　　3

　　4

positio塾　　　　　　　　δ（ppm）

（3）一C雛2一・・・…　一。2。20（s）

（4）一CH一………1．70（s）

（5）一CH2一………2。05（s）

（6）一CH一………3．80（m）
（6）一〇H　　………1．95（s）

（8）一C正13　　・・・・・・…　0．95（s）

（g）一CH3　・…　一。。・1．05（s）

（10）一CH3一・…　一…　1．15（s）

　これよりprodnct　Fは1構造すなわち，1・7・7－triHlethy1－2－oxo－6－hydroxy－bicycl（）一〔2．2．

1〕一heptaaeと推定した。

　以上のことより，borneo1よりは次の転換生成物が生成されていることが確認された。

◎・

Borneo1

0

rOhPm飛C

畝．

Camph・lyto！act。ne

o㊥Q
2・6－di｝こetocamP｝：ane

HOi旨0

6－HydrQxycamphor

7－5　Campholy竜olactone　CgH1垂02の転換

　GuNsAlus　et　a18）はca阻phorの転換生成物として，　camphor　lactoneとして1・2－camph－

01ide（Clo）を確認している，我らはcampholyto玉actone（Cg）の生成されることを認めた。そ
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こでこの確認のために2，3の検討を行なった，その第一が，straiR　Hのsuccesive　enzyme

を推定したcampholytolactoneの転換である，方法は既報と同様である。

　Campho1Yむ01actone　O．5％を唯一の炭素源とした韮礎培地で，　stra魚Hを培養して，抽出後

シリカゲルカラムを用い，Hexane：Ether＝70：30で分画精製する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Fig．47はそのGLCである．転換生成物を適宜

Campho；ytolactone
（1）（2×3）（4＞のように表示した。

　精製段階で（4）が最も純度商く得られたので，

まつ（4）について検討した。

1　　3 4

2

　0　　　　1G　　。　・20　　　　30
　　　　　　　夏｝m

Fig。47　Gas　Liquid　Chromatogram　of

　　　the　Derivative　of　Campholyto－

　　　Iacto職e（Product　4）．

i）元素分析（Table　X樋）

Table　X噸81emeぬtary　A員alysis　of　the　Product　4

Analytical　Product　4

　　　　％
Authe豆tic　CgH1ρ3
　　　　％

これより分子組成はCgH1403

を推定

C
H
O

61．40

8．91

29．69

63．53

8．24

28．23

ii）　赤外線吸収スペクトル（Fig．48）

40　　30

Fig．48

20　18　15　13　工08
　Wave範uI面er（cm噂1×100）

IR　Spectrum　of　the　Product　4．

3350，1100cm一工…2級水酸基

1690cm－1…ラクトソ棊

1390，　1375，　エ200，　1170c！n－1…　geln一

メチル基

i），il）　よりの何れかの構造をもつと推定される

HO掾D
ii【

、。（巨．
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iii）核磁気共鳴スペクトル，　Fig．49

　これより各シグナルは次のように帰属させることができる。

・・

5　　　4　　　3　　　2　　　1　　　0

　　　　　　ppm（δ）・

　F圭9．49NMR　Spectrum　of　the　Product　4。

シグナルの帰属

　Position　δ（ppm）

（4）　CH……2．20

（5）　CH2……2．60

（6）　CH……4．20

（6）　OH……2．10

position　　δ　（pprn）

（8）　CH3・・…　。2．10

（9）　CH3……1．25

（10）　CH3……1．30

　NMRより検討しても，本物質は盈構造，1・7・7－Tri塒ethyl－2－oxa－3－oxo－6－hydroxy－bic－

yc1研〔2・2・1〕一heptane＝6－hydroxy－campholytolactoneと推定される

7－6　Cempho1温eとの比較

　Campholytolactone確認のために，　SAuERs37）法により，　qo　lactoRe＝1・2－camphoiideを

調製して，C91actone＝campholytolactoneと比較した，　GLCのRt，　IR吸収などはよく似て

いる，しかしNMRに明瞭な差が認められた。

6

5

4

1

02

3

CgL註ctone Cユ。Lactone

7
6

1

　
ひ5
C

　

0　3

4

　　　　　　　　　　PP凱（δ）

Fig．50　NMR　Spectrum　of　Cg　Lactone　and　Clo　Lactoae，

　Fig．50で明瞭なようにClo玉actoneの4位のメチレンプロトンがδ4．1PPm附近にあら

われている。

　Bomed一→Camphor一→Cg－1actoneであることが確認できた。

7－7　Clo畷ac総鍛eの転換

　1・2－camphoEde＝Clo－lactoneを同様にstrain　Hにて転換し得るか否かを検討した。同様

培地でClo－1actoneを唯一の炭素源としてstraln　Hを培養して，転換生成物を得て同様に検

討した。
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CエoLactone

」）erivatlve

　i）　ガスクロマトグラフィー　恥g．

51に転換生成物のガスクロマトグラム

を示す。Cエ。ラクトンが転換されてい

ることが判るQ

　転換物を分離精製したものの元素分

析がTab玉e　XKであり，分子式CloH14

08が推定され、る。

0 　　　　10　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　30　　　mi㎡

Fig．51　Gas　Liquid　Chromatogram　of

　　　derivative　ofClo　Lacto血e．

Table　X玉X£1ementary　A獄a王ysis　of　the

　　　Derivative　of　C1。王actone

Analyt圭cal　der圭vative　Authentic　Clo薮1403

　　　　　％　　　　　　　　　％

C
H
O

64．62

8．07

27．3王

65。93

7．69

26．38

30　　　　　20　　　　17　　　　　15　　　　　ユ3

　　　Wave　number（cm弓×1eo）

Fig．52

　　　0f　Clo　Lactone．

10　　8

IR　Spectrum　of　Derivative

il）　赤外線吸収スペクトルF忽52

1750cm扁1…カルボニル基

1720cm－i…ラクトン基

1410cm一1…メチレン基

1390，　1370，　1230，　1210cm－1…　gem

づチル基

などの吸収より，gem一メチル基を

もったもの

。窟o

V

o（旨。

5　　　　4　　　　3　　　2　　　　1　　　　0
　　　　　　　　PP蹟（δ）

　Fig．53　1R　Spectrum　of　Der圭vative

　　　　of　Clo　Lactone．

V，V［構造のいつれかであらうと推定できる。
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圭ii）核磁気共鳴分析，　Fig．53

　この物質のNMRスペクトルがFig．53である。各シグナルは，次のように帰属される。

　　　　　　　　　　position　　　　δ（ppm）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n　　　　　　　　　　（4）一CH2－　　　4．40（s）
　　　　　　　　　　（5）一CH－　　1β0（・）　　1。・。

　　　　　　　　　　（7）一CHr　　2．45（・）　71。8、3

　　　　　　　　　　（9）一CH一　　1・05（s）＆　・
　　　　　　　　　　　　　一CH3一　　　　　　　　　　（10）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1・20（s）　　5
　　　　　　　　　　（11）一CH3－　　　1．34（s）

　以上の結果よりV構造，1・8・8－trimethyl－2－oxa－3・6－diox（〉一bicyc1（レ〔2・3・1〕℃ctane＝3・6一

頃keto－1・2－campholideであることが確認された。

7－7要　約
　1）　BQrneo1はP58z640ηzoπα5ρ5％40〃zα〃擁strain】E｛により，

／

HQiレ0

6一歪三ndo－bydroxy一

㌣㎝

・由q

2・6－D三keto－

　　　camp舞an

由0

4－Camphor

　　↓

ΦO

　Campholide

　　↓

㎝（汐

6一至｛ydroxy｝

　camρholid曾

　　1／
。窮。

Φ㎝

（♂一王張）raeol

＼
。。d）0

　5－Hydroxy－
　　　Clmpho「

。（レ0

　2・5－Diketo－

　　　　camp｝1a11

　　　　　　　6－Oxocampholide

Co2・〃2～e占αc’εr～～ごη己　　　　　　　　　Ps　cα（1〔，η～ω～α5　P～‘’ど4α

　ゆ1勲卿」4θ5　　　　　　（stra重n　crB）

代謝されて，camphor，

　

♂一Camp｝10r

　　　／

BOiけ0

6－1｛ydro陛y㎝

　　campolide
　　き

　0　　　　0

2・6－Diketo－

　　camP卦an

＼

磁。

　Ca酊phoiyto一

　　1actone
　　　4

　HO
　　　　O

　　　　　O
　6－Hydrox｝一

　　campholyto－
　　Iac毛one

P5cz認。η勘zα5　pseり‘Joηκ己〃e∫

　（γピδ（ゾ‘α助zα）

Fig．53－A　Proposed　Metabolic　Pathway　of　Calnphor　and　BorneoI
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campholytolactolle（CgH1ρ2），　2・6－diket㏄amphane　C1。H1ρ2，6－hydroxy　campholytolac－

toneを生成することが認められた。

　2）　Stra魚Hはまた合成Clo－1日置tone（campholide）をも転換して6－ox（｝一campholideを生

成する。

　3）Strain　Hは，2・6－diket㏄anphaReは資化せず蓄積する。

　4）Strain　HはBomeo1を先ずcamphorに転換し，以後はcamphor転換菌P36％40〃zo襯3

葡。μαη魏αstrai且Cとよく似た生成物を生成する。た父strain　Hはcamphor，　borneo1を

転換して，2・6－diket㏄amphaneを多く生成し蓄積するが，　straill　Cはcamholytolactoneを

多く生成するが，この物質は速やかに代謝，発泡を伴なって開環へ進むようである。この際

campholytolactoneは開環へのend　productである，中間代謝物と云えよう。

　5）　P58％40彿伽薦ρ5θπ40フπα♂♂θ∫strai且H，1）5θπ40彫07245擁ろ。！面τノ痂αstrain　C，なら

びにGuNsALus　et　a1のPseudomonas　putida　strain　C　I　B，　Coブツπθろαo’8ガπ”z　4ψん孟加r廓48

の各代謝経路を比較したのが，Fig．53－Aである。

　6）上述のうち，campholytolactoneしたがって6－hydroxy－campholytolactoneは新代謝生

産物である。

　7）P5銘40解072α3がθ％40脚♂傭およびプ必。！Zαηfπαの代謝経路は，　camphorに転換後

2経路となり，campholytolactoneに進む経路と6－hydroxy　camphorに進む経路がある。

　Calnpholytolactone経蔵各は，6－hydoxy　campholytolactoneを経て速やかに開環し，発泡を

伴なって代謝される。

　一方6－hydroxy　camphor経路は，2・6－diketo　campha1玉dこ転換して蓄積された。

　8）原料竜脳（Borneol）はd型であるが転換生成物は全て1型であった。

　9）Bor聡ol分解菌Pseudol且onas　pseudomallei　strain　Hとcamphor分解菌Pseudomonas

riboflav圭na　strain　Cとの区：別は，馴養（酵素の誘導）を継続しておると一層明瞭となった。すな

わちはstrain　Hは2・6－diketo　camphaneをより多く，strain　Cはcampholytolactoneをより

多く，明瞭に区別ができる程に蓄積するようになった。ただしstrain　Cのcampholytolactone

は，速やかに代謝経路に入り，減噛するので，培養開始後測定までの時間を限定して比較す

る必要がある。

8　‘ト望erphlealの微生物転換39）38）

　うでラックようの芳香をもち薬品の時は結晶化する，テレビン油などに含有されているが，

ピネン，ジペンテソなどより合成されている，石鹸，香料，化粧品などに重要である，本物

質の微生物転換に関しては，camphorの生合成の際のll．】間物質であるなどとされているが具

体的にα一Terpineolをil弱々させたと云う例はない。

　著者らは，偽Terpineol転換微生物としてPε侃40彫伽α5ρε磯40〃zα♂読，　P5％40勉。η郡α8一

駕g㍑05αstrain　B　3104，　P∫8％40〃zo2zα3ρ％廊4αstra沁丁2を得て，約転換物の検討を行な

った。

8－1　　1）8e～zdlo’πoπαs　psθκdlo〃εαZZθ露

　α一terpi1エeo10．3％含有基礎培地で本菌を30。，24時間，振とう培養を行なって，転換物質を

得た。F三9．54はそのIRスペクトル，　Fig．55はNMRスペクトルである。
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　　　　　3500　　3000　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　王600　　　1400　　　1200　　　1⑪OG　　　800　　　　600

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　crが
　　　　　　　　Fig．54　王R　Spectrum　of　8，9－Epoxy一ρ一menthan一レ01．

3500，10！0cm一1にOHの吸収

3015，1225，900，840cm一1の吸収はepoxideを示す。

さらに本物質の核磁気共鳴分析による，そのNMRスペクトルFig．55を見ると

　4　　　　　　3　　　　　　2　　　　　　1　　　　　　0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PP斑
　Fig．55　NMR　Spectrum　of　8，9－Epoxyψ一

　　　　menthaa一レoi（CDCI3）．

以上の結果より，次のように推定した。

δ1．15ppm．　Cエ。　Methy玉基

δ1．24ppm．　C7　Methy1基

δ2．45PPm．　　epoxymeむhy夏e鷺基

　　　　　／o＼／｝｛

　　　　　C－C　　　　　　　　　＼H

δ2．75ppm．

　　　　　　　　　　　　　

　　　　　　　　　　menthan－1－oI

8－2Psθ翻07πoηαsαεrμ9諺死osα

OH

抽出した転換生成物のGLCがF圭9．56である。2個の転換物質を得てProduct　I，互と

した。

　i）　P訂oduct　I

本物質の核磁気共鳴スペク ・ルをFig．57に示す。
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Producも　工

轟
r
；

昌
h
B

．1 ^

Produc匙　王1

　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　　5　　　　　　10　　　　　15　　　　　20
　　　　　　Retention　time（min）

Fig．56　Gas　Liquid　Chromatogram　of　the

　　　Metabolic　Products　ofα一TerPineo1．

Cult圭vation　t圭rnc　15hr（…　），20hr（一）．

Conditioas：20％o｛PEG－20M；60～80　mesh；

3m×3mm；185。C；N2－50m1／miR．

Detector；E11）

　　　　　　《

　　　　　ハ
α一Terpineo至ll

　　　　　ll
　　　　　l｛
　　　　　8　　　零
　　　　　r　l　！’
　　　　　　　　け　　　　　1　　　膨　　　．　　、
　　　　　，’　　　　1　　！　　　㌦

　　　　　　　　’

　δ1。65ppm．　　CH3×3

　δ1。95～2．3pp磁　　C5，C6　CH2　x　2

　δ5．35ppm．　　C2　H

　δ2．72ppm．　　　C3　CH2

このパターンはterpiRoleneの恥［R

スペクトルとよく致する。　product　I

は艶rp圭ROleneと推定した。

　Product　Iのterpinolenは質量分析

においても分子量を136と示し，よく

一致した。た貸初・期に繊現するが繰返

して本菌を使用すると次第に減少して

くる。

6

5

7

4

1

2

3

9　8　10

　　　　　　Stanard terpinolene

L

C2－CH

　　C3－C｝｛2

oroduct　I
@　　↓

受　拠

1 i ■

6　　　5　　　4　　　3　　　2　　　1　　　0
　　　　　　　δ（PP搬）

Flg．57　NMR　Spectrum　o£Product　I（CDC13）．

rn

i童）　Product　I工

　Product互のTLCにおける職は0．73，　GLCのRtも，　PEG－20MではBorneo1のRf

とよく一致している。又その赤外吸収スペクトルF呈9．58もよくbomeo1と一致している。

Product］1はborneo1と推定した。
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Standard　borneo1

Product　II

P5飾40解0πα34θプ％9伽05αは

豪一〔レ

α一Terpineol　Borneo1

　3000　　　　2000　　　　150〔｝　　　　　　　　　　　　1000　　800

　　　　　　　　　　◎cm－I

　Fig．58　1R　Spectrum　of王）roduct　H（KBr）．

　3）P5甜40駕。襯∫ρ纏磁　本菌1ま転換生成物のbomeo1に作用し，　campho夏に転換し，

以後はGUNSALus8）et　a1の経路に従がって代謝した。

　なおTerpinoleneの生成は，化学的か生物学的か，目下検討中である。

　　　要　　　約

　1　単環mQnoterpeneを，そのisoprGpy1基を巻込んで，双環にするのは，鎖状1頁onQter－

peneを閉蔑する作用と共に，興昧あることである。

g　（一）一瓢enth膿eの微生物転換

　Menthone，　Mentholの微生物転換に関しては，沢村，島41）等が，3℃x（〉一4－isopropyl－1－

cyclohexa亘e　carboxylic　acid，3－hydrox野4一呈sopropyト1－cyclohexane　carl〕oxylic　ac呈dを得て

いる。

む

　COOK

処＋
COOH

　また本研究室にてもmentho1生成の40）予報を行なっているが，いつれもmentho簸e環の

開環にまではおよんでいない。

　またmenthone，　mentho1関連物質として，　Y．　NoMA42）らは，　carvoneのepimerisatlon

について報告している。　（次回）

　其他meRtholのdl分割に関しては多くの検討が為されているようであるが，転換生成物’

特に開環を伴う代謝経路についての文献はない。

　著者らは43），（一〉一lnentho漁eの初発酸化がC3－C4問の炭素炭素結合であり，その結果，環

の関裂を生じて，転換生成物を生成していることを認めた。

　既述の方法により，menthone資化性微生物1）58掘。彫侃α5ρ擁44　straぬYK－2を得た。

MenthoReの杭菌力は強く，0．1％w／v以上では阻害作用を起こすので，0．02～0．06％w／v
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O
　Pseπ4．

ノrαgガ．IFO3458

↓

0 OH

避OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　突∵l

Microbia】Conversion　of　Carvo蔦e．（Noma）
　
紳

OH

禽OH

を菌体の増加に伴って添加し総計0．16％まで加えて4日間培養した。30。C，振盈培養後転換

物を抽出精製した。基本的方法と変らないが，再掲すると次のようである（Fig，1）

Culture　BrQth

　　　　　－centrifuged　at　8500　×　g　for　10min．

　　l
Supernatant

　－p薮9．Owith　4N　NaOH

　－extracted　with　ether

　l
Cells

　　　　　　　　　｝
£ther　soluble　fractio且

　　　一evaporated　in　reduced　pressure

　　　－sillica　gel　column（1．3x　27cm．）
　　↓
（一）一Menthone

（＋）一lsomenthone

Prodact　A

　　　　　　i

Water　soluble　frction

　　－pH　3．Owith　6N　Rα

　　一extracted　with　ether
　　↓

E乞her　soluble　fraction

　　－evaporated　in　reduced　pressure

　　－Methylated　with　CH2N2

　　－silica　gel　column　eluted　with　chlorofor卑

　　一silica　gel　colomn　eluted　with　n－hexane；

　　　ether
　　↓

　　　　　　　　　　　Product　B（methy王ated）

　　　　　　　　　　　Product　C（methylated）

　　　　　　　　　　　Product　D（rnethylated）

Fig．1£xtractioll　and王solatio鍛Procedure　for　Metabolic

　　　　　　　　Products　of（一）一Me識thone

　中性成分はそのままで，酸性成分はジアゾメタンでメチル化後に，GLC，　TLCを行った。

GLCは15％EGAを充』環剤に用い，80～200。　Cの昇温式でN2ガスを流した。

　TLCは中性部はn幽exalle：ether＝15：1，酸性部は3：2で展開，12又は2－4ジニトロ

フェニルヒドラジン塩酸溶液を用い検出した。中性部，酸性部の各ク群マトグラムを示す。
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H一工Neutra夏fract沁n
　　　　　　　（一）一Me就hone

（＋）IS伽ent卦。ne

　Product　A

R／va！ue

（一）一M…h・n・畠

（＋）王somenth・ne㊧

　　　　イ｝。

…d・c・An

8
ロ

0

60

4
の

0

2
の

0

O
O

珍
費
㌦
へ
」

！王一HAcidic　fract三〇n

ProductB

〔コ：12　匿：2，4－DNPH

　　　R∫value

　　　ProductB
　　　　　Q
　　　ProductCProductD

　　　ProductD
ProductC Q

0。8

0．6

0．4

0，2

L＿＿＝＝＝ご二＿ユニー：：こ』」　9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－0　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　20

　　　　　　Fig．59　GLC　and　TLC　of　the　Metabolic　Products　from（一）一Menthone

　　各生成物をPエoduct　A（Rt　15．　Om抵RfO．3＞Product　B（Rt12．5min，　Rf　O．76）Rroduct　C（Rt

　18．8m呈n　Rf　O．58）Product　D（Rt　22min．　Rf　O．33）とした。　Rt　12．8min，　Rf　O．54の物質は単

　離確認したが，（一）一王nenthone由来のisomenthoneであった。しかし（一）一menthoneのエピ

　メル化が微生物作用か否かは，より詳細な検討を要するので，こ瓦ではとりあげない。

　　前述したcarvoneのエピメル42）化などの例もあるので，微生物作用の可能性も多いとは考

　えている。

　　Productの生成量は（一）一me就hone　28．89より中性成分1．09，メチル化酸性成分1．49で

　あった。

　9－1　　PfO｛iuct　A

　　中性成分の主生成物で，結晶体でmp．49。C，〔α〕習・8－44．2（C＝1．0，　CHCi3）。　IR，　M4R，

　Massスペクトルは二品（一）一mentho1と完全に一致したので（一）《men　tho1）と同定した。

　　このことより（一）一menthol基質で本菌を培養したところ，中性生成物として（一）一menth－

　one，（十）＿isomenthoneを認めた。

　　Camphor，　bomeo1の関係と似ている。

　9－2　　Produc亡　B

　　酸性生成物であるのでメチル化して検討した。メチルエステルは強い芳香ある油状物質で

　ある。

　　圭）　〔α〕i㌘＋1（C＝0．856，CHCI3）2・4DNP．に陽性

　　ii）　IR：γ盆i濃　　1735c血一1…＞C聯0，

　　　　　　　　　　・7・・，・3…m一・…8醤1＞・H－

　　　　　　　　　　1110cm－1…＞C－O－C〈

　　iii）Mass：皿／e　200（M＋），169（M÷一CH30＞，！57（M÷一C3H：？〉，

　　　　　　　　　　　97（C6HgOり，　71（C3H7CO÷），59（COOCH3＋）

　　・・）剛R・δ照・・85，・92（・H，・，・H＞8葺：）

　　　　　　　　　1．31（3H，S，i＞C一一CH3），1．49～2．4（5H，　m，＞CH，一CH2－CH2），
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1i　　　　　　　　　　　　　　　　　il
　　　　　　2・53（2H・S・〉ρ一CH・一C－0－R）3・3～a　9（4H・S；R－C－0－M・・m・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。マ〉

以上の結果より3・7－dimethy1－3・6－ePoxy㏄tanoic　acldと決定した1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Opp融

　　　　　　　Fig．60翼MR　Spectrum（in　CDCI3）of　Product　B（methylated）

9－3　　】1｝roduet　c

　Product　Cも油状物質である。

i）　〔擢〕皆十7．2（C罵0．46，CHCI3）

ii）亙R：γ器翌　1710，1725c尽日1…cH3（メチル化以外のcH：＄にあることを示唆）

1ii）MS：m／・200（Mつ・169（M一CH・○）・157（MLC・H・）・97（C・H・0つ・7平（C・H・『O＋）・

　　69（C6Hg＋）etc，

・・）NMR・δ盟も…5（・H，・，一・H＜器1，〉・M一・H・）

　　（F三g．61）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0

　　　凡ノ．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　li
　　　（　）　1．36～2．0（3H，　m，＞CH，一CH2），2．15（2H，m，CHrC－0－Me），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　日　　　　　　　　　　　　　　　髄
　　　　　　　2．3～2．75（3H，m，一CHrC－CH〈），　　3．59（3H，S，一C－0－Me）

　以上の緒果よりProduct　Cは3．7－dl鵬ethy1－6－ox（ト㏄tano玉。　acidと決定した

　　　　　COO踊e㈲　　　　／

撃戟G1：1）・（咽

　　　1　0
汲g・c・c・㈹

i・）HノモーCB、ω

命

ICH31b）

琳

一
（
h 9）　（f） （eXd） （c）（b＞（a）

8停0　　　　7．0　　　　6．0　　　　5。0 荏．0 3．0 2．0 LO OP
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　　　　　　　　　　　CH議〔盈）

@　　　　　　　　　　　1
@　　　　　　（，）H。C！9＼C／COQ髄e（9｝

@　　　　　　　　　1
@　　　　　　（・）H・c、（・）H・（d）

@　　　　　　　　　　　㍗o

@　　　　　　　　H、c’器、CB、　　　　　　　　　（b）①　（b）

｢　　　　　　　　　　　（9）

（f）　7　，

A二二

（a）　　　（

8，0　　　　　7。0　　　　　6．0　　　　　5。0　　　　4．0 3．0　　　　2。0　　　　ユ．0　　　　0　p

（b）

Fig．61　NMR　Spectrum（in　CCI4）of　Prod遺ct　C（methylated＞．

9－4　Product　D

　Product　Dも油状物質である。

i）〔α〕饗喝．0（C＝1．0，CH：Cl、）

　ii）　IR：γ監盈　　3400cm．一王…〉（〉一〇H， 1730CIn扁1…　＞C＝＝0シ

　　　　　・37・，・385・酬ε暑1＞・H一）詣紋領域は・・・・…一・・酷似

　ili）MS：加／e　171（M一CH30），159（M÷一C3H7），127（MLC2H4CO2CH3），43　etc，

　分子イオンピーク，脱水によるピーク（M＋一H20）は認められない。本物質のトリメチルシ

リルベンゾエート（TMSBA）処理によるTMS化誘導体は，分子イオンピークm／・274（M＋〉，

259（MLCH3），243，231，129を示した。この狙／・274からProduct　D（methylated）の分子

COOH

O

王）roduct　C

　　　　　　　Wave　length（μm）

2．53　45　 6　789101112152025
V－1

v遭

V一』匡

COOH

♂0｝i

Product　D
レ ） v

4θ00　　3〈｝00　　2000　　　1600　　　1200

　　　　　　　Wave　number（c助一1）

　　　　　　　　　　　　　　　8（｝0　600　40G

Fig．621瓜frared　Spectra　of　Pr◎duct　C，　Product　D，　and　Oxidized　Pr◎duct　D．

　V－1；Product　C（methylated），　V一三；oxidized　Product　I）（methy玉ated）by

Johne’s　reagent，　V～皿；Product　D（methylated》
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量202（C11H2203）を推定した。

・・）NMR・δ懸・85（・H，・，一CH〈ε恥α96（・H，・，〉・H一・H・）・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㌣

　　　　　1，2～1．98（5H，m，一CH2一，　i＞CH），　2．20（2H，t，一CH2－C－OR），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　賭
　　　　　　　1．22（1H：，S，OH），3．60（3H，S，R－C－0－Me），3．17（1H，m，＞CH－OH）．

　v）」OHN’s試薬による酸化生成物とPoduct　CのメチルエステルとのIRの比較を行な
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gFlg．63－A　GC－Mass　Chro紛atgram　of　the　Neutral　Product　from（一〉一Me跳hone

　　　　10％Silar　10　C，2m×3搬m，80。C－2QO。C，］日［e　30m1／m圭n．
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つた。完全に一致することを認めた。Fig62

　以上の結果よりproduct　Dを3・7－d圭methyレ6－hydroxy㏄taRo圭。　acldと決定した。

9－5　　Product　ヨヨ

　Product£は，シリカゲルカラムによる分画によっても単離し難く，分離困難であった。

そこでGG－Massによって検討した。　F三9．63，　A，　BはGCマススペクトルである。

69 81

55
127

41
43

99

一CO
98

一CO｝｛

　　’

f　　　　　　　　　　170＞M

50　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　150

　Flg，63－B　GひMa＄s　Spectrum　of　Product　E．

　GC－Mass：凱／e三70（Mり，127（MLC3H7），99α27」CO），69（C5Hg÷），

　一方において（一〉《3R：6S）一3・7一（董ユnethy1－6－octano1呈de（Xla）を合成した。すなわちm一ク

ロ胃過安息香酸16．69をベソぜン100m1セこ溶解し，これに（一）一menthone　11．69を一度に

添加，室温にて反応させる。7日間反響後エーテルにて抽出し，シリカゲルカラムク搾マト

グラフィーでトhexan　ether混液の濃度を変えて，　step　wiseに溶出精製した。収量7．259

（収率56．6％）本物質の性質は次のようである。

　mp．39。C，〔α〕i蜜一20．8（C＝1．0，　CHC13）

IR・γ膿1・725・虹・…〉・一…365，・377・庶・…器1＞・Hr…5・ガ・〉・一・一

臨R・艦．・96，・99，・9・…（・H，・，一・H＜8籍1，・H一・H・）

　　　　　　　　1．23～2．24（6H，m，一CH2一，＞CH）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　騰
　　　　　　　　2．4（2H，t，＞CH2－C一（〉一R）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i1
　　　　　　　　3．9（IH：，皿，＞CH一一〇一C－R）

　MS：斑／e　17σ（M＋），127（M＋一C諏7），99（C6H110＋）’

　　　　　8UM＋一C6H：110＞，69（G5H：9÷〉

　合成したOctano1圭deと1）roduct　Eとを比較した。

　Rf　O．5，．Rt　21．3min，は一致した，　Massスペクトルも一致するので，　product　Eを3．7一

磁methyl－6－octanolideと同定した。

　以上転換物の構造式が確認されたので，（一）一1nenthOReの．P5餌40π薦ρ撹∫4αstrain　YK
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2菌による代謝経路を次のように推定した。

叉
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　　　　　　　　　　　COO｝三

　　　　　　　　　　　（D）

　　　　／　　OH
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　囲

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　塗剛

Fig。64　Metabolic　Pathways　of（一トMenth◎ae　by　Psθ～吻溺。紹3餌’ゴ露YK－2

　
↓

　　0HCOO

窪6　転換生成物の立体構造

　立体構造検討のために，次の物質を合成した。

　圭）　（一）《3R－6R）一3・7－dimethyレ6一㏄tanolide〔X［a〕（前述）

　ii）　（一）《3R門6R）一3・界（践】徽ethyレ6一つctanolide〔）皿a〕

　m一ク獄ロ過安息香酸28mgをbe脇en　3m玉に溶解し，これにlsomenthone（75％，〔α〕碧・o

十53．2）を一度に加え，ときどき概拝しながら7臼間室温で反応させた。E亡her抽出後カラ

ムクロマトグラフィーを行ない，Hexane：ether＝4：1にて1容出し，　TLGにて分取した。

　180rngより目又『量43．6mg（壇又率23。7％），　mp　31。C，

　　〔α〕｝多乾一33．6　　（C諜1．0，　CHC13）

IR・γ驚・72・・厄・…〉・一・，・365，・377・ガ・…一・H〈器1，…5・肛・…〉・一・一

NMR・δ鍬・・α94，・99，…2（・H，・，一・H〈器1，〉・H一・H・），

　　　　　1．50～2．20（6H，騰，一CH2一，＞CH），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　U　　　　　　　　　　　　　　　　　　ll
　　　　　2．00～2．95（2H，m，一CH2－C－OR），3．9（1H，m，＞CH－O－C－R）

　MS皿／e：170（M＋），127（M＋一C8H7），99（C6H110）81（MLC6H110），69（C5Hgり，



296 信州大学農学部紀要　第14巻第2号（1977）

ili）（一〉一（3R：6S）一3・界（慧methyレ6－hydroxy㏄taRoic　acid〔斑b〕（methylated）．前記合成（i）

の（一ト（3R：6S）一3・7－dilnethy1－6－hydroxy㏄tanolid．3．89を5％水酸化ナトリウムーメタノ

ール溶液に加え，室温で2．5蒔問反応させた。2N塩酸を滴下してpH6．8に申和した。エー

テル抽出し，エーテル留去後ジアゾメタンでMethy1化した。

　収量4．29（収率92．8％）

　〔α〕智’（し13．5（C＝1．0，CHC13）

　IR：7窒愚　　3400c凪一1…＞C－OH，　1730cnジ1…＞C＝0，

　　　　・37・・卿385・庶・…一CH〈8器1

蝋R・δ織・・α89（・H，d，一・H〈融）

　　　　0．94（3H，d，＞CH－CH3），　1．2～1．98（5H，m，一CH2，一＞CH，），

　　　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　臓
　　　　2．20（2H，t，一CH2－C－0－R），1．89（IH，S，一〇H），

　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　日
　　　　3．63（3H，　S，　R－C－0－Me），3．17（IH，膿，＝CH－OH）

MS田／e：202（M＋），159（MLC3H7），127（M＋一C3H702＞

　　　　　101（MLC5HgO2＞，81（C6H：g＋），55，43（C3Hgり41

　iv）　（十H3R：6R）一3．7－dimethy喝一hydroxy㏄taRoic　acid〔）嬢b〕

　金属ナトリウムに窒素気流中で無水メタノールを滴下してナトリウムメトキシドを作る。

5％ナトリウムメトキシド溶液0．6認を（一）一（3R：6R｝一3．7・一d圭methy1－6一㏄tandide　43．6mg

に加えて，湯浴申時間時煮沸して作用さした。

　反応液を2－N塩酸でpH6．8とし，減圧下で溶媒を留去し後エーテルで抽出した。

　収量42．4mg（収率82％），〔α〕謬・5十17（C＝0．74，CHC13）

　IR：7鑑毅　　3400cm口1…i＞C－OH，　1730cm－1…＞C＝0，

　　　・37・，・38・・m－1…一・H〈8暮1

剛R・δ臨・86（・H，嬬一・H＜ε吾1

　　　0．92（3H，　d，＞CH－CH3），　1．15～2。05（5H，m，一CH2一，ii＞CH），

　　　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　ii
　　　2，20（2H：，t，一CH2－C－0－Me）

　　　1．65（1H，S，＞CH－OH），　3．2（1H，m，＞CH－OH）

　　　　　　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　0
　　　3．59（3H，　S，　R－C－0－Me）

MS：m／e　202（Mり，159（M㌧C3H7），127（M÷一C3H702），

　　　101（M＋一C5HgO2），81（C6Hgり，55，43（C3H7り，41，

v）　3・7－dimethy1－3・6－epoxy㏄taRoic　acid〔X皿〕（methylated）

3・7一出皿ethyレ6－hydroxyoctanoic　add（methylated）150mgと酸化銀250mgを4mgのn一
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pentaneに溶解する。窒素気流中で撹絆しながら臭素300mgを5時問で滴下する。滴下完了

後も20。Cを保ちながら，さらに2時間撹搾を継続する。エーテル50m1を加え生成物を抽

出し，シリカゲルカラムクロマトグラフィーで，簸一Hexalle：Ether罵9：1　1000m1を流し

て分画した。収量原料1．5gより47mg（0．03％），〔α〕鍔『50，（C＝0．5，CHCI3），

IR・γ濫・735・ガ…〉・一…35…37・・肛・…一・H〈8昌1

　　　　1UOcm需1…一（〉〈）一C，

NMR・δ隠、α85，・92（・H，・，一・H〈ε葺1）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．49～2．4（5H，m，＞CH，，一CH2）1．31（3H，S，　i＞C－CH3），

　　　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　賎
2．53（2H，S，＞C－CH2－C－0－Me），

　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　li
3．3～3．9（4H，S，R一一C－O－Me，　m，

δ｛）

上記合成化合物i）～v）を下記で表わす。

i）　（一〉一（3R：6S）一3・7－dimethyレ6－octanolide・＝（一｝一（3R：6Sト）豆a

ii）　（一）一（3R：6R）一3・匹（五met｝1y1－6－octanolide＝（一）一（3R：6R）一X狂a

i圭i）（一）《3R：6S）一3・7－dimethy1－6－hydroxy　octanoic　ac玉d翫（3R：6S）一）豆b

圭v）（十）《3R：6R）一3・7－dimethyL－6－hydroxyocta豆oic　ac三d＝（十）《3R：6R）一）鑛b

v）　　3．7－d圭methyl－3・6－epoxyoctanoic　acid罵X二

次に合成綱引および物理的数値をあげる。

、）（㌦

　　＿　0

〈e一城en繍㈱

　　　　C1

煙㎝

㈲も

　　〈（→一（3R：6S）一Xla

ζ㎞ C正出O醤a

←）一（3R：6S）X！b（瓢ethylated＞

←の一iso疏enthone　　　←う一（3R：6R）一X旺a　　　　　　　　　eう一（3殺：6薮）一XI王b（methylated）

　　　　　　　　　　Fig．65　Synthetic　Procedure．

　　　　　　　　　　　Table．　X　X，　Phys玉cal　Property

［αコD （c） Rt Rf

（一）イ3R：6S）一Xla

（一〉一く3R：6R）一X匪a

（一）一〈3R：6S（一XIb（鵬ethylated）

（十〉一〈3R：6R＞一XEb（methylated）

Product　D（methylated）

一20．8

－33．6

－13．5

÷17

－6．0

11．0）

（1．0）

（1，0）

（0．74）

（1．0）

21．3

22．2

23．4

23．4

23．4

0．42

0．40

0．27

0．27

0．27

GLC；圭5％of　EGA，1．5魏x3mm，80。C，一一200。C，6。C／min．　N235mI／mh〕．

孚LC；n－Hexane：Ether＝7：3
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9－7Product　Dの立体構造

　以上合成物質のうち・（一〉一（3R：6S）一）江aは前述のようにProduct　Eと一致した。本物質

を水解しメチル化したものが（一）一（3R：6S＞一斑bであり，これとProduct　Dと比較した。

Table　X　XのRt，　Rf，およびIRスペクトルなどは大略に一致しておるが，た黛旋光度のみ

一
〇
〇

Φ
O

Go

n

“
O

①
O

α
O

戯
O

ω
O

さΩ

n

一
〇

ゆ
O

c◎

n

“
O

O
O

α
O

幽
O

ω
O

N
O

ざ

Product　B（methylated）

Product　B（me癒ylated）一Eほ（Fod）。

む

10．0　　　9．0 8．0 7。0 6．0 5．0 壌．0 3，0 2．0 1。0 OPpm

Fig．67　NMR　Spec£ruln伽CDCI3）of　Product　B（methylated＞一

　　　一£u（Eod）3　and　Product　B（methylated玉
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がProduct　D（methylated）は〔α〕哲一6であり合成（一）《3R：6S＞一斑b（methylated）では〔α〕饗・0

43．6と異なっている。此の値は再度精製を行なっても変化せず一定値を示した。又NMRス

ペクトルも（Fig．66）も大略は一回転ておるがδo．95（d，　CHrCH〈）附近の分裂形，なら

びにδ値にも僅かながら差異が認められる。これはProduct　D（methylated）に分離精製過程

において分画できなかったもの，特にヂアステレオーマーの存在を推定した。

　そこでFig・65．の合戒経路の（b）より得ら．れた・．．（十）7i§Q：neロthone由来の《十〉一（3R：6R＞一

双bと比較した。

　（十）一（3R：6R）一心b，（一〉一（3R：6S）一）価，　Product　D（いつれもnlethylated）の三物質はRt，　Rf

は一致しており，H9。66のNMRの比較はproduct　D（methylated）のシグナルに（十）《3R：

6R）翅bのシグナルが混在していることを示している。すなわち，δ♀跳　0．95（d，＞CH－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　u
CH3…（a）〉の分裂形，／．3（m，一CHr，（b），（c），（d），）附近，2．1（C－CHrC－Me（e）），などの

シグナルの変化に見られる。

　以上の事実より，Product　D（methylated）は，（一）一（3R：6S）一笈b（methylated）に（十）一（3R

：6R）一）皿b（methylated）カミ混在していて，旋光度からの計算では（＋以3R：6R）一）皿bが約23％

程度含まれていると推定した。

9－8　　Product　］B

　先きセこ構造決定をしたProduct　B：3・7－dlmethyl－3・6－epoxyoctanoic　acid（me盛ylated）は

GLC，　TLCにおいても単一物質のごとく測定された。しかしFig．67のNMR測定におい

て，シフト試薬（Eu（Fod）3）を添加すると明らかにシグナルにヅレが見られる。

　　　　　　　　　○

・繋・・…一ど一・一M・，・・…一・H〈8幾

　　　　　　2．0…一CH2－CH2一，　付近

などは顕著にあらわれている。これはProduct　Bがジアステレオーマーの混合体を示してい

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　○
て，，つの膿の立体繍、異、。より。。（，。d）、が〉合（，または」と一。癌一の影

響の異るために生じたものと推定できる。

　両物質が如何なる立体配置をしているかについては尚検討を要するが，（一）一（3R：6S）翅a，

（÷）一（3R：6R））璽bの生成，またわ生体反応の：立体特異性などを考慮して，　Product　Bは（3R

：6S）一3．7－d三methy1－3・6－epoxy㏄tano呈。　acid〔XEa〕　と　（3R：6R）一3・7一（遜methア1－3・6－epoxy－

octanoic　acid〔）亜b〕の混合体であると推定した。

1）

した。

2），

　　1．

　　2．

要　　　約

Menthone転換徴生物としてP5銘40〃zoπαε餌彦認αstra呈11　YK：一2菌を土壌より分離

本菌セこよるとmenthoneより

　mentho1
　　　　　，
　玉someRthone，

次の物質が転換生成される。



Q
9
4
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3・7一（hme七hyレ3・6－epoxy◎ctano呈。　ac圭d，

3・7一（叢methyレ6－oxo　octanoic　acid，

3・7一〔hmethyレ6－hydroxy㏄tano圭。　ac圭d．

3）以上のうちmentho1，　menthone，三somenthoneは可逆的に生成される。

　　　　　　　meRtho1；≧menthone二lsomenthone

301

isomenthoneの生成は，酵素的三下か否かについては，検討を要する点が残っている。　（目

下検討中である）。野間42）らのcarvoneに於てはeplmeraseの存在が認められており，　me鍛・

thoneの場合も可能性は認められている。

　4）　多くの単環mo且oterpeneの初発酸化は，　BRATTAcHARYYAユ。）らによると，側鎖に始

まるものが多い，島，沢村4玉）らの報告もmenthoneの側鎖methyl基の酸化である。本研究

での初発酸化は，転換生成物より検討すると，C3－q問の炭素結合の開裂を示すことが認

められた。

　5）開環後，：再び3・7－dirnethyl－3・6～epoxy㏄tanoic　acidの生成による閉環現象は，その

機構に興味がもたれる。

　6）転換生成物の立体構造を検討すると，ヂアステレオーマーの混在していることが認め

られた。これは，menthoneの玉somerのisome燵hone由来の化合物が混在するためと推定

される。したがって，strain　YK－2はmenthoneと同様に，量somenthoneも全く同様な機構

Product　A

弧ド
〈

（→哨1enth。ne

　　　　　　　　　　i

　　　　　＿か・

こ督：ミ〕犠D

蕊o

1

　
↓

　　o／

　　　　　　　　　　　Product　B
Fig．68　Proposed　Metabolic　Pathways　of（一）一Menthone

　　　by　Pseudomonas　Putida　strain　YK：一2
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で転換していると推定できる。これはGunsalus8）らがcamphorの微生物転換の際に認めて

いることとよく似ておる。

　7）　7員環ラクトン，3・7－dimethyl－6一㏄tanolideの生成が確認されたことは，本物質が

menthone開環のKey　compoundと推定されると共に，　C3－C4間への酸素の添加反応，す

なわち生体内において，Baeyer－Villiger反応相似の反応が行なわれていることが推定された。

　（一トmenthoneの推定代講1経路をFig．68に示す。

w　総 衣手

　Terpene類の微生物転換に関する研究を行なった。まず基本的問題を解明するために，対

象Terpeneを一連のAcyclic，　Cyclic　mo隷。　terpeneより選んだ。次ぎに転換微生物も，研

究実施上，取扱い法・生成物質の抽出などおよび分解酵素の誘導などを考慮して，主として

細菌，その中でもP3聞40駕0撮5系に目標をおいて，検索分離して同定した。対応するmo－

noterpeneに対して，次のような菌株を得た。（2，3の鞭毛染色写真をFig．68に示す）

1　　Citronella1

2　Citra1

3　GeraniQ1

4　　Linaloo1

5　Peri1互yl　aldehyde

6　Camphor

7　Borne◎1

8　α一Terpineo1

9（一〉一Mellthone

Ps％40〃30溜3鴨脚g魏05σstrain　CDB2－3b

P38鋸40〃30沼s　coπ〃θ解strain　Le－X

P3θ銘40〃露。躍α3αθ鰯9加03σstraiH　GM2

PSε鋸伽0郷S汐Sθ磁徽σ顯strain　A

Pεθ鋸0溺0灘3σθγ銘9ゴ解OSα

Ps甜4ωπo郷7fδo卿勘βstra童且C

P∫θε440鵤。加3ρ3α㎡o辮σ11θゴstrain　H

1）εθ躍40解。郷3σ97κgガ勿05σstrain　EB－3104

　　　　　ρ3齪40汐昭Z忽

　　　　　jクZ5ガ4己τstrain　T

．Pε甜40〃30πα3ρ躍ゴ4σstrain　YK：一2

　これら転換微生物のもつterpene転換酵素系は，いつれも誘導酵素であ？た。前培養を肉

汁培地など栄養培地で行なうと，酵素系は失活して作用をしなかった。

　また時に原因不明の失活をすることもあった。したがって，活性維持には十分な注意を要

した。保存にはterpene含有液体培地による振とう培養と土壌浸出液20％を含む肉汁寒天斜

面培養とを交互に行なうことにより好結果を得た。この方法を継続することにより酵素の誘

導は進み，活性も次第に増大した。Camphor転換菌P56π40脚πα3かう。∫♂αη痂strain　Cに

おいては，1ケ年の保存で1転換生成物が時間撫こは半減し，量的には倍増した例がある。

ただし，酵素誘導が進み，転換速度が速やかとなるために，中間生産物を認あ難くなる場合

も起るので注意を要した。

　Acychc　monoterpeneの微生物転換は，　isoalkeReの微生物転換と二様な性質を示した。す

なわちterminalの飽和炭素をattackして，　RCH20H，　RCHO，　RCOOHの順に酸化される

のが主経路と推定される。細菌による転換では，酵母に見られる不飽和結合へのat宅ackは行

なわれず，枝分れした第三級炭素，また第蟹級炭素の転換、も行ない得ない。生成酸は更にβ

一〇xidation形式で速やかに代謝されるのが常であった。ただci亡オa1の場合のように，’例外的
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に，逐次適応酵素の誘導が遅れるのか，または転換条件の変化によるのか，geranic　acidの

蓄積が認められる場合もあった。

　転換微生物の基質特異性，不飽和結合によるcis，　trans特異性は，稲当に明瞭にあらわれ，

一般にtrans型の方が転換が容易であった。特にアリル位に不飽和結合をもつものは転換し

難いようであった。

　転換作用も特殊の場合を除いて，酵母のような還元作用はなく，一般に酸化的である。

　Acychc　monoterpe三ユeの得致生物作用による閉環現象は，興味ある作用であるが，比較的に

研究は少ない。BABIcKA18）らの，　cltroaella1よりmentholへの閉環が，　P6癬〃認辮読9払

α’％吻5αoα冠。搬r加砒αにより行なわれている。A．　CIEGLAR51）が，より二級なtetra－

terpene類を含んで，閉環の例をあげている。著者らの1inaloo1よりcamphorへの環化など

は興味ある例であろう。また代謝中間物であるが，1inaloo1代謝経路中の4－methy1－4－vinyl

butyrolactoneなどは，ラクトン化の環化であり，同じ代謝中間物のInenthoneよりの3・7－

dimethyl－3・6－epoxy㏄tarloic　acidの環化とは異なっている。

　著者らが，citronellal転換の際に見出した，　pulego1，　isopulegQ1などは，微生物による生化

学的作用と推定するよりは，むしろ培地の酸性化などによる二次的な化学的閉環であると推

定した。しかし上述BABIcKAらはcitronellalよりmentho1への環帯において，これらpul－

egol，　isopulego1を中間体と推定している。はなはだ興味がもたれる所である。

　α一Terpineo1に関しては，　BHATTAcHARYYAlo）らがBrεη必αo’θプ勉〃z　strain　TH4により

cis－terpinhydrateよりα一terpineolを，同様に廊ρθプg沼π5πゴg6プNCIM612がIimo鷺e漁eよ

りα一terp語eolを生成するとしておる。

　しかしα一terpineol自体の転換についての報告はない。

　著者らは，P∫飢40郷。πα∫α6御露πo∫αにより，α～terpl　neo1のisopropyl基を環内に巻きこ

んで，borneo1に転換されることを見いだした。単環terpeneが双環terpeneセこ転換した生

合成機構で，新知見と考えられる。

　Cyc1圭。　monoteエpeneの微生物転換は，大別して2作用形式がある。（1）は側鎖のみの転換で，

（2）は開環を伴う転換形式である。

　（1）の例は多く，cydic　monoterpene微生物転換の大部分の研究がこの部類に属している。

Monoterpeneであるから，その側鎖は比較的に簡単であるが，転換としては相当巾広い作

用形式をもっている。SHIMA41）らの（一）づnenthoneの3－hydrox野4－isopropyl－cyclohexane

carboxylic　acidへの転換，著者らのα一亡erpineolより8・9－epoxy－P－menthane－1－01の生成な

どより，NoMAらのcarvoneのエピメル化などの立体配置の転換あるいは，著者らのeugeno1

よりのferulic　add生成などに見る側鎖の不飽和結合の移動などである。（ただしeuge簸01の

転換は，その成因が生化学的三三か否かの検討中で未発表である）

　（2＞の開環を伴う例は，比較的に少数で限定されてくる。GuNsALusらのcamphor，敷｛A－

VLIKARらのhmoneneの転換などが主なものであろう。

　したがって，著者らの行なった，bomeol，　camphorや特にmentho1，　menthoneはcyclo・

hexaneの形，すなわち飽和のcyclicmo簸oterpeneの開環であり，最初のものであろう。

　開環におけるkey　compound，すなわち開環直前の物質と推定されるものGuNsALusらの

camphorにおいてはcampholide，；著者らのmentho且eにおいてはoctanolideなどは，いつ
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れもC－C問に直接酸素源子が導入された形であり，いわゆる生体内のBaeye卜V王LLIGER

型の酸化反応によって生成された物質である。これらの開環反応がBaeyer－V1LHG8R型の

酸化によることは，はなはだ興味あることである。これらの作用を触媒する酵素がHAYAI・

sH工12）らのmoRooxygeaaseであり，　MAsoN45）らのm量xed　function　oxldoseと解釈できる。

M鷺INWA王D，　W£TTsTE正N46）は，　Baeyer－VILLIGER反応を次のように説明している。

　過酸がカルボニル炭素をattackして，中間体（intermediate）を経て次のように生成される。

0

榔

。．。つ

　
峨君一

目
ノ

lntermediate

生体内においては，過酸に対応するものとして，2価の鉄と酸素，あるいはニコチンアミ

ドと酸素などの錯体が推定される52）。

Fe2÷00H，

　　00H
　　　　CON｝12

　生体内の酸化は長年にわたり，加水されて脱水素される酵素（dehydrogenase）による酸化

で，oxidoseが主体であるとされていたが，　oxygenaseの発見（1965）により酸素の直接添加

による酸化もあることが認められ，この酸化で未解決の多くの現象が解明されてきた。天然

界の高分子物質類，たとえばhgn圭neの分解，あるいは公害物質特にhydrocarbone系物質の

分解などにoxygenase系は大いに重要なものとなるであろう。

　MenthoneよりmeR£ho1への還元は，細菌の代謝系としては興味あり，また検討を要する

問題である。

　Noma42）らは，　P5θπ60解02zα5ρ麗認αセこより，（一）一carvoneより（一）一carvomentholを，か

なりの高収量で得ている。生成機作として次のように説明している。すなわち培養時にエネ

ルギー源としてethanolを使用して細菌を生育繁殖させ，その。（トmetabolislnによりcarvone

の還元が行なわれたとしている。

膿㌫，㎞1）糊譜

　これと類似反応としてcyclohexano鷺eのketone基の還元をGRAvEs，47）PRELoG48）ヵ宝行な

っている。

Mεnthoneの場含には，エネルギー源としては他物質の添加はない。（一〉一mentho1二（一）一
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menthone二（十〉一isomeRthone．の可逆的な反応が見られることより，　menthoneの主代謝経路

としては，（一）一menthoneの酸化的開環へ進む経路であることが推定できる。したがって

（一）menthoneが酸化されることによる。（〉一metabolismによって（一）一mentho1が生成される，

すなわち生成された（一）一mentholは（一）一menthone代謝の副産物であらうと推定している。

　（一）一menthoneの酸化経路上に生成される3．7－dimethyl－3．6－epoxyoctanoic　ac圭dの環化に

ついては，3．7－dimethy1－6－hydroxyoctanQic　ac圭dからラヂカル的に酸化されて生成し得るこ

とは，合成的な方法では可能であった。しかし生体内で，生化学反応としては，いまだ疑問

が残る。生化学反応としては，むしろ次のように推定するのが妥当ではなからうか。

　すなわち，開環後の脂肪酸は，β《）xidationにより代謝されるのが一般的である。したが

って，その際に生成するα一β一掴飽和酸は加水さたてオキシ酸となるのが普通の経路である。

この際に水の代わりに水酸基が導入され，環化されてepoxideが生成された。すなわち次の

様式で

R。CHz。CH2・CO。SCoA

↓（翫

R・CH盟CH・CO－SCoA

r恥o

R－CH－CH2－CO・SCoA

　E
　OH

　　　　　　　R－C｝｛一CH2－CO・SCoA
　　　　　　　　＼／
　　　　　　　　　0

環状エーテルが生成したと推定した。

　BenzenのP5甜40彫伽∬sp．による代謝の際に，開環後再びラクトン化による環化の例49）

は多いが，このような，エーテル結合による環化の例は知られていない。生成物3．7－dime・

thyl－3・6－epoxyoctaRoic　acid　lま新化合物であり，生成機船にも興味がもたれる。

　Mentho聡の転換生成物3．7－dimethyl－6－hydroxyoctanQic　acidは（一）一（3R：6S），（十）一（3R

：6R）一3．7一（五methyl－6－hydroxyoctanoic　acidの混在する物質であり，同様に3．7－dimethy1－

3．6－epoxyoctanoic　acidもまた（3R：6S），（3R：6R）一3。7－dimethyl－3．6－epoxyoctanoic　acidの

ジアステレオーマーの混前鑑であった。

　これらの物質は，いつれもうクトンの開環を経て生成されたものであり，そのうクトンは

生体内におけるBaeyer－VILLGER型反応によって生成されたものである。

　Baeyer－VILLIGER反応では，　q炭素のラセミ化は起こらないから，したがってジアステ

レオーマーの各物質はその基源を，最：初の基質（一）一menthoneとそのエピメリ化により生成

した（十）一isomenthoneに由来したものであると推定される。

　すなわち，P5θ％40彫伽薦ρ％垣4αstrain　YKI－2は，（一）穫nenthoneと（十）一isomenthoneを

全く同様な分解様式で酸化分解していることを示している。

　元来P5紹40脚π薦sp．は種々の有機化合物の分解能53）を有していると云はれているが，
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この（一）一menthone転換におレ・ても，（一）一menthoneと（十）一lsome就honeの相異，すなわち

イソプロピル基の立体配置に関係なく分解している。

　単独酵素の作用かあるいは特異的な複数の酵素作用であるのか，興味をもたれる。

　以上限られたmonoterpene類の微生物転換の研究であるが，若干の新代謝生産物，興味

ある作用出作などを見い．だすことができた。

　Terpene類の微生物転換としては，第1歩を踏みだしたばかりで，将来の研究に俣つ所大

である。

　本曇文が，将来この道に進まれる方たちに，あるいは，特に微生物と有機合成化学との連

携上において，参考となり，刺戟となり，または多血のヒントを与へることとなるならば，

著者のもっとも幸とするところである。　　　　　　　　　　　　　　　　　・
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                   Microbiological Conversion of Terpenes

                            By Tetsugo HAYASHI

     Laboratory of Applied Microbiological Chemistry, Fac. Agric., Shinshu Univ.

                                 Summary

   Terpenoids are omnipreseRt groups of substances occurring in the microbial,

plant and animal kiRgdom. Structures of all these compouRds are based on the

linking together of Cs, biological isoprenoid units.

   The terpenes are important compounds for these reaction ability and stereoc-

hemical structures to the synthetic chemistry.

   A;nong the studies of the rnicrobiological conversion of hydrocarbons, the

studies of terpenes are very behind from the other compounds such as aliphatic,

aromatic hydrocarbons and steroids.

   Most reserches, for their distinct and economlcal reason, devoted to the conv-

ersion of terpeno!ds have been concentrated on the steroids.

   There has been comparatively little effort devoted to conversion of the nonste-

roid terpenes.

   We studied a series of microbiological conversion of terpenes from the viewpoints

of their new metabolites, potential application and reaction mechanism, and attem-

pted a detailed study of each step involving in the hope that these might throw

light on the association of the synthetlc aRd microbiological chemistry.

   In order to test also generality of the microbiological conversion of terpenes,

we chose various rnonoterpenes, namely, acyclic monoterpenes such as citronella!,

citral, geraniol, iinalool, and bicyclic monoterpeRes such as camphor, borneol,

and cyclic monoterpeRes such as cr-terpineol, menthone.

   As the results we isolated several new bacteria for each terpenes and found a

number of new metabolites and interesting reactions.

   These conversions involve oxidation of alcohol or aldehyde, oxiclation of meth-

ylene group of carbonyl, oxygenatlon of Baeyer-Villiger type reaction in the cell,

and subsequent ring fission and stereochemicai transitions.

   In our Iimited studies it has shown that there is need for additional

investigation dealing with both the rnicrobioiogical conversion of biologically active

terpenoids and the mechanisms involved in these conversion.

   It is hoped that it will stimulate interest in incorporating microbial reactions

into the field of chemical synthesis.



正　誤．表

都合により校正不十分でしたので，　　　　　　下記め正誤表を作製しました。

御参照の上御訂正下されたく御願い申し上げます。　（原文の誤一→正）

P．241）

P．242）

P．243）

9Hydrocarbone→Hydrocarbon；　れhydr◎carbone→hydrocarbo11；

12Micro　orga戯sm一→Micro◎rganisln；　21　penic圭1i簸e　＞pe敷icill三ne；

杭生物質一→抗生物質

12桔杭　　〉拮抗　　15hydrocarbone一→hydrocarboR；18　hydrocarbone一→

hydrocarbon；　　20　hydrocarbone－hydrocarbon；　　22　hydrocarbone－

hydrocarbon；　　25　hydrocarbone一一＞hy（irocarbon　l　　38　butadien→butadiene

3be礁zen→benzene；　8杭生物質　〉抗生物質　　9　hydrocarbone→

壇drocarbon；　17杭菌徽性一→抗菌徽性

図の中

P．244）　　　　　　　　茎2Pエecuser一一→Pエecurser；

　　　　　　　　14　hy（irocarbone一→hydrocarbon；　　25　hy（lrocarbone一→hydrocarbon；P．245）

　　　　　　　　28hydrocarbone一→hydrocarboR；

P．246）12，13，17及び32hydrocarbone　・hydrocarbon；　34杭南面徽→抗菌抗徽

P．247）　F三9．1．　6　Ether　solub1一→Et｝ユer　soluble

P．251）Table五，5Theret圭caレ→The・retical

P．252）　F圭g，9，33380icm－1一→3380　cm帰1

・・253）・・gg
撃堰пE一・H　li＞・一・R

　　　　　　2・・6・…45・ガ1……8器1＞CH一＿、375，、355，m－1，．…．8器1＞、H－

　　　　　　　　1375，　1355　cn隻一1一・・一CH：3

P．254）

P．255）

P．256）

P．258）

10　neoisoplego1→nθoisoP篭lego1；　　12dihydro－1inolool　　＞dihydro一王i鷺aloo玉；

Iinolod　　＞hnalool；Neoilsopulegoレ→neoisopu玉ego1；

反応図式：eitronella1一→citronellal；eltronellic　add　7→citroRellic　acid；

g　Hydrocarl〕one→hydrocarbon；　　12ethylen→ethylene；

9Hydrocarbolle一→hydroca止bo鳳；

1　］韓＃her→ether；

g　mercoptoethano1一→mercaptoethaRo1；glnthathine一一ナ91uthathione；

一　．1　一



P．260）

P．262）

P．264）

P．265）

P．266）

P．270）

　全…一瞬バ’259）ll鰯幾雲グル。チ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　オン

21　geranic　adl一→gerar丘。　add；

8　Cironello玉一一→Citronello1；　　10　2．4d1r近trophenylhydrazQne一一＞

2，4－dinitrophenylhydrazone；　！アPyridine轡nuclot圭de一→pyrid圭nernucleot圭de；

4　gerar貢cacid一→gerallic　acid；

　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　0

34－methyl－4－ethylbutyrolactone　＞4－methy1－4－v沁yll）utyrolactone；

Fig．　22，　4－methyレ4－ethylbutyrolactone　　＞4－methyレ4－v圭nylbutyrolactone；

5Bcyclic　terperle　軒§Bcyclic　terpene；

7P－menthadlen一→P－menthad三ene；

下図第一段：CiS－COrVeOl一→ciS－carVeOI；

　　　　　　吏0㎜e－0－e

第三段：1．2－cis－dibydroxy－8－p－me就hene→1．2－cis－dihydroxy－8－p－menthe鍛e；

　　　　　　　　　　　CHO　　　　　CHO

　　　　　　　　　史一9

　　　　　　　　　　　　perillyl　albehyde一→per玉11yl　aldehyde

　　　　　　　　第五段：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　COOH　　　　COO罰

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、喰。、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CH20班　　　　　　　　C賎』OH

P．271）　1α一TerpiReo1一→α一terpineol；　2P－menthadien一→P－menthadiene；

　　　　　　　　　　　Fig．2g　C・・H　　…K　F三9、3・　　　COOH

→ →

一　2　一



P．272）

P．273）

P．277）

181非池一→1非泄　　　　　　25Pceudrlmonas一→pseudomonas；

反応図式第3段：　5－oxo－1，2－cawpholide→5℃xo－1，2祀amphohde；

雀Tabie　X皿：一→Table　X：田：；

Table　X皿，　Melting　ponint→Melt圭ng　po圭nt；

Fig．38： 由。一〔牡o

P．278）

P。282）

P．285）

P．287）

TaUe　XV；’rabe1一→Table；　Theorit圭caL一→Theoret呈ca夏；

5Cempho1圭de一一→Camphol圭de；

8camholytolactone一→Campholitolactone；　211型一→4i型

28α一Terpineal一→α一Terpineo1；

Fig．56，　Cultivation　timc一→Cultivation　time；8terpinolen→terpinolene；

Fig．　57，　Stanard　terp玉nO玉eRe一→Standard　terpinolene；

P．288）反応図上段

〉

H

最：下行；三三カー・抗菌力

P．289）Fig．1，6Water　soluble　frction一→Wateエsoluble　fractlon；

P．291）反応図式上段 ▽㍉
9
。

　
　
H

51725cm－1……CH3（メチル化以外のCH3にあることを示唆）一→1725　c臓“1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。・・…　C＝二〇
　　　　　（Fig．61）

　　　　　　　し1　→（Fig．61）

　　　　　　　（　）

P。292）　　F三g．　62，
C◎OH

→0 0

CG◎H

P。294）

P．295）

P．298）

P．305）

1）．306）

P．307）

10　n－hexan　ether一一→n－hexane　ether；

5　benzen一一＞Benzene

Fig．66グラフ中：Product　D（mehtylated）一→Product　D（methylated）

11　hydrocarbone一一＞hydrocarbon；

13Be且zen一→Be耽ene；　　　23基源一→起源

9多小一→多少
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　以　　　上
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