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岡 田正志, 蓮 沼美 恵子, 斎 藤行生: Gibberella saubinettiに よる

Bufalin, Resibufogeninの12β-水 酸化

Masashi Okada, Mieko Hasunuma, and Yukio Saito: 12ƒÀ-Hydroxylation

 of Bufalin and Resibufogenin by Gibberella saubinetti.

(Tokyo Biochemical Research Institute *1)

Incubation of bufalin and resibufogenin with cultures of Gibberella saubinetti (MONT.) 

SACC. yielded 12ƒÀ-hydroxybufalin and 12ƒÀ-hydroxyresibufogenin, respectively.

(Received April 2, 1965)

Cardenolideに 属 す るdigitoxigenin, gitoxigeni な どがGibberella saubinetti (MONT.) SACC. に よ り12β-水

酸 化 を うけ る こ とは す で に 報 告 した. 1) bufadienolideに 属 す るbufalin (Ⅰ) お よびresibufogenin (Ⅲ) につ い

て もG. saubinettiに よ る変 換 を 行 な った の で そ の結 果 を報 告 す る.

bufalin (Ⅰ) のG. saubinetti に よ る変 換 生 成 物 は ペ ー パ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー (以 下PCと 略) に よ り一 種

で あ る こ とが 示 され, こ の も のは アル ミナ ク ロマ トグ ラ フ ィ ーで結 晶 と して分 離 され た. 本 物 質 (Ⅱa) の元 素 分 析

値 はmonohydroxybufalinに 合 致 し, ア セ チ ル 化 に よ りジ ア セ タ ー ト (Ⅱb) を 与 え た. (Ⅱa) お よび (Ⅱb) の諸 性

状 は, Tamm等2) がbufalinのFusarium lini (BOLLEY) に よ る変 換 で 得, そ の 構 造 を 決 定 した12β-hydroxy-

*1 2-593 , Takadaminami-cho, Toshima-ku, Tokyo.
1) M. Okada, A. Yamada, M, Ishidate: Chem. Pharm. Bull. (Tokyo), 8, 530 (1960).
2) Ch. Tamm, A. Gubler: Helv. Chim. Acta, 42, 473 (1959).
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bufalin (Ⅱa) お よび そ の ア セ タ ー ト (Ⅱb) に 一 致 す る ので, Tamm教 授 よ り Ⅱaの 標 品 の分 与 を うけ, 薄層 ク ロ

マ トグ ラ フ ィー (以 下TLと 略), 混 融, IRス ペ ク トル に よ り比 較 し, 著 者 等 がbufalinのG. saubinettiに よ

る変 換 で 得 た物 質 は12β-hydroxybufalinで あ る こ とを 確 認 した.

resibufogenin (Ⅲ) のG. saubinettiに よ る変 換 で は, PCに よ り数 種 の変 換 生 成 物 が 認 め られ た が, アル ミナ

ク ロマ トグ ラフ ィー に よ る分 離 で, いず れ も結 晶 と して単 離 す る こ と は で きな か った. そ こで, アル ミナ ク ロマ

トグ ラ フ ィーに よ り分 離 した 無 晶 形 の 主 変 換 生 成 物 を アセ タ ー トと して 結 晶 化 させ た. こ の ア セ タ ー トの 元 素 分

析 値 はmonohydroxyresibufogeninの ジ ア セ タ ー トに 一 致 し, そ の性 状 は, 最 近SchupbachとTamm 3) が

resibufogeninのFusarium liniに よ る変 換 で 得, そ の構 造 を 決 定 し た12β-hydroxyresibufogenin (Ⅳa) の ア

セ タ ー ト (Ⅳb) に 一 致 す る ので, Tamm教 授 よ り分 与 を うけ た (Ⅳb) の標 品 とTL, 混 融, IRス ペ ク トル に よ

り比較 し, 上 記 ア セ タ ー トが (Ⅳb) に 合 致 す る こ とを 確 認 した. したが ってresibufogeninのG. saubinettiに

よ る主 変 換 生 成 物 は12β-hydroxyresibufogenin (Ⅳa) で あ る こ とが 明 らか に な った.

III

以 上 の結 果 か ら, G. saubinettiはC/D cisで14β-水 酸 基 お よび17位 に α, β-不 飽 和5員 環 ラク トンを もつ

あ る種 のcardenolideに つ い て12β-水 酸 化 を 行 な うと 同様 に, C/D cisで14β-水 酸 基 ま たは14β, 15β-エ ポ オ

キ シ ドお よび17位 に ク マ リン環 を もつ あ る種 のbufadienolideに つ い て も12β-水 酸 化 を 行 な う ことが 判 明 した.

な お, 著 者 等 は, G. saubinettiはdehydroepiandrosteroneに つ い ては7α-水 酸 化, progesterone, desoxy-

corticosterone, testosteroneな ど に つ い て は15α-水 酸 化 を 行 な うこ とを 認 め て い る. 4)

実 験 の 部

ペ ー パー ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー (PC) 東 洋 濾 紙No. 51を 使 用. ギ 酸 ア ミ ドを 固 定 相 とす る. 溶 媒 Ⅰ: CHCl3,

 溶 媒 Ⅱ: ベ ンゼ ン-CHCl3 (7:3). 検 出剤: SbCl3の25% CHCl3溶 液.

薄 層 ク ロ マ トグ ラ フ ィー (TL) Aluminiumoxid G nach Stahl (Merck) 使 用. 溶 媒 Ⅲ: 4% MeOH含 有

CHCl3, 溶 媒 Ⅳ: 1% MeOH含 有CHCl3. 検 出剤: 濃 硫 酸.

3) M. Schupbach, Ch. Tamm: Helv. Chim. Acta, 47, 2217 (1964).

4) 岡 田, 山 田, 石 館: 本 誌, 85, 816 (1965).
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G. saubinettiに よ るbufalin (Ⅰ) の 変 換 G. saubinettiをCzapek-Dox培 養 基 で27ﾟ, 48hr. 培 養 し た

後, (Ⅰ) 60mg. を 加 え (培 養 基100ml. に 対 し (Ⅰ) 20mg. を2ml. のMeOHに 溶 解 して加 え る) 96hr. 振

盪 培 養 す る. 菌 体 を 濾 取 し, こ れ をAcOEtで 抽 出, 濾 液 は や は りAcOEtで 抽 出 し, 両 抽 出液 を合 し て これ を

2% NaHCO3, つ いで 水 で 洗 浄 し, 脱 水Na2SO4で 乾 燥 後 溶 媒 を留 去 し, 残 留 エ キ ス280mg. を得 た. これ を ベ

ン ゼ ン に溶 解 し, 5g. の 中性 アル ミナ を つ め た カ ラム に 流 し こむ. ベ ン ゼ ン, ベ ンゼ ン-CHCl3混 液, CHCl3で

順 次 溶 出す る. ベ ン ゼ ン-CHCl3 (4:1, 3:1) 混 液 で 溶 出 す る フ ラ クシ ョン よ り (Ⅰ) 8mg. を 回収. ベ ン ゼ ン-

CHCl3 (2:1, 1:1, 1:2, 1:3) で 溶 出 し, 溶 媒 Ⅰ を 用 い るPCでRf 0.31の ス ポ ッ ト (bufalinのRfは

0.93) を与 え る フ ラ クシ ョン を 合 し, ア セ トン-エ ー テ ル か ら再 結 晶 す る とm.p. 227～234ﾟの12β-hydroxy-

bufalin (Ⅱa) 24mg. を得 る. MeOH-エ ー テ ル か ら さ ら に 再 結 晶 す れ ばm.p. 237～243ﾟ. 〔α〕D23 -13ﾟ (MeOH),

 UV λmaxEtOH mμ (logε): 301 (3.72), IR λmaxKBr μ: 3.26, 5.84, 6.12. C24H34O5 Anal. Calcd.: C, 71.61; H, 8.51.

 Found: C, 71.27; H, 8.25. 本 物 質 は 標 品 の (Ⅱa) と混 融 に よ り融 点 降 下 を 認 め ず, 溶 媒 Ⅲ を 用 い るTLで 同

一 のRf値 (0.33) を示 し, 両 者 のIRス ペ ク トル は完 全 に 一 致 した.

上 述 の ⅡaのMeOH-エ ー テル 再 結 母 液 残 渣 約8mg. を 常 法 に よ り ピ リジ ン中Ac2Oで ア セ チ ル化 し, アセ

タ ー トを ア セ トン-エ ー テル-石 油 エ ー テ ル か ら再 結 晶. m.p. 243～248ﾟ. C28H38O7 Anal. Calcd.: C, 69.11;

 H, 7.87. Found: C, 68.95; H, 7.62.

G. saubinettiに よ るresibufogenin (Ⅲ) の 変 換 Ⅲ400mg. を Ⅰ の場 合 とま っ た く同 様 の 条 件 下 にG.

 saubinettiを 用 い て変 換 を行 な い, 変 換 生 成 物 をAcOEtで 抽 出 して エ キ ス 約1.2g. を得 た. こ の エ キ ス は溶 媒

Ⅱ を用 い るPCに お い て 少 量 の 未 変 化 (Ⅲ) (Rf 0.96) 以 外 に5個 の ス ポ ッ ト (Rf: 0.0, 0.16, 0.34, 0.41, 0.65)

 を示 し, Rf 0.34を 示 す も のが 主 変 換 生 成 物 で あ っ た. エ キ ス を ベ ン ゼ ン に 溶 解 し, 50g. の 中性 ア ル ミナ を つ め

た カ ラ ムに 流 し こ み, ベ ン ゼ ン, ベ ン ゼ ン-CHCl3混 液, CHCl3で 順 次 溶 出 す る. ベ ン ゼ ン-CHCl3 (2:3, 3:7,

 1:4) で 溶 出 し, 溶 媒 Ⅱ を用 い るPCでRf 0.34の ス ポ ッ トを与 える フ ラ クシ ョン に つ き結 晶 化 を試 み た が成

功 しな か った ので, これ ら の フ ラ クシ ョン を 合 し (約150mg.), 常 法 に よ り ピ リジ ン 中Ac2Oを 用 い て ア セ チ ル

化 し, ア セ タ ー トを ア セ トン-石 油 エ ー テ ル か ら再 結 し, m.p. 157～164ﾟ/190～200ﾟの 結 晶95mg. を 得 た. 〔α〕D23

 +49ﾟ (MeOH). UV λmaxEtOH mμ (logε): 300 (3.71), IR λmaxKBr μ: 5.78 (broad), 6.10, 8.07. C28H36O7 Anal.

 Calcd.: C, 69.40; H, 7.48. Found: C, 69.27; H, 7.55.

本 物 質 は標 品 のdi-O-acetyl-12β-hydroxyresibufogenin (Ⅳb) と混 融 に よ り融 点 降 下 を 認 め ず, 溶 媒 Ⅳ を用

い るTLで 同 一 のRf値 (0.79) を示 し, 両 者 のIRス ペ ク トル は 完 全 に 一 致 した.

本 研 究 に 当 た り, bufalin, resibufogeninを ご分 与 下 さ っ た 東 邦 大 学 薬 学 部 大 野 節 郎 教授 (現 大 正 製 薬 研 究 部

長), 比 較 の た め の 標 品 を ご分 与 下 さ った バ ーゼ ル大 学Tamm教 授 に深 謝 し ます. ま た, 菌 の培 養 につ き ご協 力

を得 た 中 外製 薬 総 合 研 究所 小 川春 樹 氏, 元 素分 析 を 施 行 され た 同 研 究 所 分 析 研 究 室 の方 々 に謝 意 を表 し ます.
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