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ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ドを中心 と した天然植物成長調節

　　　　　　　　　　　　　物質に 関する研 究

安 　 部 浩

東京農工 大学 応用生物科学科

Studies　on 　Brassinosteroids　and 　Naturally−Occurring　Novel　Plant

　　　　　　　　　　　　　　　　Growth 　Regulators
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　天然植物成長物質の 新た な化学的解明 と動態 の 究明 を行

い
， 植物の 生物生産 と保護 の 分野 に お け る基礎お よ び 応用

に帰するこ とを日的に 研究を行 っ た もの で あ り， 以下 に ブ

ラシ ノ ス テ ロ イ ド， クロ ロ イン ド
ー

ル 酢酸，お よび デ ィ ス

カデ ニ ン に 関する研究の 概要を述べ る．

L 　ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド

　プ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド （BR）の 発見に い た る研究の 経路 は

二 つ に分け られ る，一一つ は筆者が所属 した名古屋大学 の 丸

茂グル
ープ に よるイス ノ キ葉 に 含まれ る Distylium　factors

に関す る研究 であり，もう
一

つ は ア メ リカ農務省の Mitchel

グル
ー

プ に よる西洋 ア ブ ラナ花粉 に 含 まれ る Brassinに関

す る研究 で ある．Brassinは ジベ レ リン 検定法 で あるイン ゲ

ン 第二 節 間身長テ ス トを用 い て ス クリ
ー

ニ ン グさ れ，Dis−

tylium　factorsは，オ
ー

キ シ ン 検定法 で あ る イネラ ミナ ジ ョ

イン トテ ス ト（＝イネ葉身屈曲テ ス ト，L亅T ）を用 い て精製

さ れ た．Brassinは，その 存在が 確認 され て から約 10年 の 歳

月を経 た 1979年 ， 新 しい 分離精製手段 として登場した高速

液体 クロ マ トグラフ ィ
ー

（HPLC ）を用 い るこ とによ っ て活

性物質の 単離 に 成功，X 線結晶構造解析に よ っ て 化学構造

が決定され た．その ユ ニ
ー

クな構造をも っ た ス テロ イ ド化

合物 は
，

ブ ラ シ ノ ラ イ ド （BL ，1）と命名さ れ た （Fig．1）．

こ れを契機 に 、
BL や関連 ス テ ロ イ ドが 合成され，それ らの

LJT活性が確認 さ れ，　DiStytium　factorsが BL 同族体 で ある

こ とが 証 明 され た．BL とその 同族 ス テ ロ イ ドは，
ブ ラシ ノ

ス テ ロ イド （BR ）と総称され る ように なり，第 6番目の 植

物ホ ル モ ン と して 世界の 注 目を集 め る植物成長物質 の
一つ

へ と発展 した．

　（1） イ ス ノ キ葉に含まれ る Distytium　factors

　イ ス ノ キ （Distylium　racemosum 　Sieb．　et　Zucc．）はマ ン

サ ク科 （Hamameljdaceae）に属す る常緑樹 で，愛知県安城

周辺で は 垣根 に 用 い られ て い る．こ の 若い 新葉や新鞘 に ア

ブ ラム シが寄生する と異常成長が 起 こ t〕虫嬰 （insect　gall）

を形成する．異常成艮を引き起こす原因物質の追跡 に あ た

り LJT を用 い た，列蒋実験 に よ り， 虫嬰の み で な く新鮮葉

に も含 まれて い る こ とが 分 か り，1966年に 430　kg の 新鮮

健全葉を安城周辺 か ら 採集し， ドラム 罐 7本 に 詰 め メ タ

ノ
ー

ル 抽出を 3回繰 り返 した．抽出液は濃縮 し， 常法に従

い エ チ ル エ ーテ ル 可 溶中性画分 を得 た 後 に，シ リカ ゲ ル カ

ラ ム ， セ フ ァ デ ッ クス LH −20ゲ ル 濾過，シ リ カゲ ル TLC
，

お よび ア ル ミナ カ ラム ク ロ マ トグラフ ィ
ー

で順次精製する

こ とに よ っ て シ リカゲ ル TLC 　 Eで 3 種類の 活性物質 （Dis−

tylium 　factors　A1，　A2　and 　B と命名）の 存在 が 確認され，そ

れ らの 収量は それぞれ 751
，
50

，
236μgで あ っ た （Fig．2）

1）．

当時の 分析技術で は構造解析を行うに は，量 が 余 りに も少

なすぎた た め に それを断念 し，測定可能な 範囲で の 化学的

性質，生理 活性，お よび植物界に お け る分布などに に つ い

て 検討を行 っ た．その 結果，Dist．vliUtn　factorsは 次 に示すよ

うな特性を有する物質で あ る こ とが 確認 された．

　（a）Distylium　factorsはバ ニ リン 硫酸試薬で加熱発色す

　　　 る と ，
UV 照射に より紫色 の 螢光を塁 する．

　（b）Dなり伽 醒 factorsは L亅T に お い て IAA の数百倍 も

　　　強い 活性 を示す．

　（c ）Distylium　 factorsは 既知植物ホ ル モ ン に 比 べ 幅広 い

　　　 生理 活性 ス ペ ク トラ ム を有す る．

　（d）Distyliutn　factorsは植物界に広 く分布 し， 既知植物ホ

　　　 ル モ ン と異 なる新規植物成長調節物質 で ある．
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Fig．1　Naturally−occurring 　brassinosteroids　and　related　plant　growth　regulaters．

　イス ノ キは マ ン サ ク科に属する植物で あ り，LJT で 活性

を示すオ
ー

キシ ン 由来の 物質 で あろうと考え，マ ン サ ク科

の 学名に ちなん で Hamameli 　auxin と
一

時期命名した．し

か し，植物に 共通に含まれる新規植物 ホ ル モ ン 様物質 で あ

る と確信 が得 られ る ように な っ て，名称 は イス ノ キ の 学名

をとり Dist／llium
　factorsと改称する こ とに な っ た．

　（2） 天 然 ブラ シ ノス テ ロ イ ドの検索

　BL の ス テ ロ イド．構造 をみ て ，
　 Distylium　factorsは BL の

同族体に 間違 い な い と直感した．そ こ で，安城周辺か ら再

びイス ノ キ新鮮葉 （16kg）を採集 し， 活性物質を抽出精製

し，BR 同族体 で あ る こ とを確認する こ とに着．手し た．先の

大量抽出法 に 改良を加え
．
精製を行 っ た ．即 ち

， 酢酸 エ チ ル

可溶中性物質を シ リカ ゲ ル，ア ン バ ーライトXAD −2、順相

シ リカ ゲ ル 分取 HPLC ，逆相 HPLC に よっ て 順次精製す る

こ とによ ザ
．
：つ の 活性 フ ラクシ ョ ン を得た．こ れをビ ス メ

タン ボ ロ ン 酸エ ス テル に 誘導した の ちに GC ・MS 分析 に 供

試 し，合成標品と比較する こ とに よ っ て 同定する こ とに成

功 した．Distylium　facter　A
，は カ ス タス テ ロ ン （CS，2）と

28一ノル カ ス タ ス テ ロ ン （28−norCS ，3）の 混 合物で あ る こ

とが，　1）istytium　factor　B は BL　（1）　と 28一ノ ル ブ ラシ ノ ラ

イ ド （M ）の 混合物 で ある こ とが，D 砌伽 〃2　factorA2は タ

イフ ァ ス テ ロ ール （TY ，
5）とテ ィ ア ス テ ロ ン （TE ，

6）の

混合物 で ある こ とが確認され た
2，．さらに，TE か ら TY へ

の 3 位水酸基の エ ピ メ リ化の際の 生合成中間体と して 3一デ

ヒ ドロ テ ィ ア ス テ ロ ン （3・dehydroTE，7）が存在する こ とも

分か っ た
3）．こ の ように ， イ ス ノ キの 1）istylium　factorsは BL

と 6 種類の 同族体で ある こ とが 確認 され た こ と に より，

1）istylium　factorsが BR で あ る との 予想 が実験的に 証 明 さ
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れ た，イス ノ キ以外の 各種植物 （キ ャ
ベ ツ ， チャ ，イネ，

ユ リ，マ ン グビ
ー

ン，チ ューリ ッ 7 ，オ レ ン ジ，ガ マ ，ク

リ，
マ ツ な ど）か ら イス ノ キと同様に，内生 BR を抽出精製

し，同定する こ とを試み た．そ の 際に，BR の 迅速か つ 簡便

な検索法を開発 した （Fig．3）．現在，こ の 方法が BR の
一般

的 な検 索法 と して 使用 さ れ て い る．こ の 方法に よ り精製 し

て得られ た BR フ ラクシ ョ ン は ビ ス メ タ ン ボ ロ ネ
ート ま た

は メ タ ン ボ ロ ネ
ートトリ メ チル シ リル エ

ーテ ル 誘導体 に 変

換後 ，
GC ・MS 分析に よ V同定 を行 っ た．そ の 結果 全部 で

14種 の 化合物 の 構造を明 ら か に す る こ とが で きた．こ れ ら

の うちの 9種 は新化合物で あるこ とが わ か っ た （Fig．1）．

BR が植物界 に
．普遍的に存在する こ と， 植物 の 組織や 器官

に よ っ て 内生 BR の 種 類 が 異 な る こ と が 明か に な っ た

Distylium　racemosum 伽 sh　leaves（430　kg）

lMetanQl
，　f（〕ILovvingEthyl　Ether　Extraction

iEthy1
　Ether−Soluble　Neutra亘Sul）stances （195　g）

lSilicic
　Aeid　CoLumn 　ChromatDgraphy

40％ EtOAc・Hexane　Eluat巳
60％ EtOAc ・Hexane　Eluate

20％ EtOH −EtOAc 　Eluate（Distyli
’
um 　factor　AJB　Fr，29．5　g）

Sihcic　Acid　Colu皿 n 　ChrDmatography

40％ Hexane・EtOAc　ELuate
60％ Hexane ・EtOAc 　Eluate

80％ Hexane−EtOAc 　Eluate（Distylium　factorAFr，5．O　g）

lOO％ EtOAc 　Eluate（Distylium　factor　B　Fr，2．7g）

1）　 　 　 fact　 　 r

　 　 Sephadex　LH−20（EtOH）
　 　 　 S日匡ca 　gel　TLe

　 ALuminum 　Colu 皿 n　ChromatOgraphy

　 5％ EtOAc・Hexane　Eluate

lQ％ EtOAc −Hexane　Eluate

IS
且ica　gel　TLC

【D ゴstyk
’
urn 　faetor　A1］

［Distyliurn魚 ctor　A』

nistxltl1ll−factQZ．B．E1．

2G ％ EtOAc．Hexane　Eluate
25％ EtOAc−Hexane　Eluate
30％ EtOAc−Hexane　Eluate

35％ EtOAc−Hexane 　Eluate

［Dfs融
’
ロ 皿 factor　B1

Fig．2　Apurification　procedure　R）r　l）isり」lium勉ctors 　from

fresh　leaves　of 　l）istylium　racemosum ，

（Table　l），こ れ らの 結果は ，
　 BR が植物の 成長調節に 深 く

か か わ りが あ る植物 ホ ル モ ン で あ る こ とを強 く示唆した．

　BR は ， 既知植物 ホ ル モ ン に 比べ て 内生量が 極端に 少 な

い の が特徴で ある （Table　1）．内生 BR の 生理作 用 の 研 究 を

進 め る うえ で は，BR の 微量定量分析法の 確 立が 必須 で あ

る．前述 した ように ，
LJT は前田 らに よ っ て オーキ シ ン 検

定法 と して 開発さ れ た もの で あるが，ラ ミナ ジ ョ イン トは

不思議な こ とに IAA よ O も BR に 対 して 超高感度で特異

的 に 反応す るこ とが あきらか とな り（Table　2），　 BR の ミク

ロ 分析 の ため の 生物検定法 に 改良する 必要が あ る．そ こ で，

各種 イネ品種 の 感度，検定条件などを冉検討し， 選抜され

た最適 な 品種 を用 い て 各種 BR の 作用や既知 ホ ル モ ン との

活性比較 を行 っ た．そ の 結果 ， 最 も適 した 品種 の
．一

つ とし

て ア ル ボ リオ が 選抜 され，大然物探索 は勿論の こ と，構造

Plant　Materials
l　extract 　with 　methanol ．chloroform
80％ Acetonjtrne−Soluble　Portion
I　wash 　with 　hexane　then 　extractwith 　EtOAc

EtOAc−Soiuble　Neutral　Sabstances

lAlum
血 a　Column 　Chromatography

I　wash
　
with

　80％ EtOAc・hexane
80％ EtOH ・EtOAc 　and 　100％ EtOAc　Eluates
lCl8

　Bond　Elut　Dr　Cls　Sep 　Pak 　Cartrid琴e　CI，lumn 　Chromatography
“

il
°°％ Methan °I

　
EIuat已

i− d’Phase
　
C

・
De ” el° s’1　HPLC

LJT　then 　LG！MS り r　GC朋 S　Analyses

・Sample　di8s・lved・80［！・　methan ・1　fl・ws 　thr ・ugh 　lst　cartridg ・
column 　then 　fiows　additional 　80010　me しhanel　through 　the　column ．
The　eluate 　add 　water 　to　reduce 　to　50％ methanol 　concentn ，　tion
then 　through 　2nd　cartridge 　column ．　After　flawingadditivnal
50 ％ methanol 　then 　elutes 　wlth 　100％ 皿 ethanol ．

Fig，3　A 　simple　and 　rapid 　pr〔｝cedure 　fbr　purification　 of

na 匸ural 　free　brassinosteroid，

Table　 lEndogenous　f廿ee　brassinosteroids　and 　amounts 　in　higher　plants．

Brassinosteroid
Isunoki Tea Cabbage Rice　　 Mung 　beanLily

leaf 1eafseedfsheath 　　　　shoot shoot pol ］en

Brassjnolide

28＿Hornobrassinolide
28−Norbrassinolide
Castasterone

28−Homocastasterone
Dolichosterone

28．Norcastasterone
Typhastero］

Teasterone
3−Dehydroteasterone

23

6353

6

“

“

“

4．6

110trace

ρ

＆

d

2
・
−

・
−

9．4t
阻 ce1

．31
．60
．1

0，8

traee

［3．6

8．4

id，

id．

3．0＊

3．O，

180＊

id．
id，

Quantification　data　presented　are　underestimates 　by　GCIMS 　analysis 　or 　LJT 　bioassuy．　Amounts 　present

ng ！kg　fresh　weight 　but　lily　pollen　presents μ g／kg．　id．： identified　but　not 　quantified．
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Table　2　Comparative　activity 　of 　brassinolide　and 　IAA 　in
rice 　lamina　inclination　test．

　　　　　　　　 Angle　degrees　between　 luminae　and
Concentration
　　　　　　　　　　 sheaths （± ：standard　 error ）
　（μg／ml ）
　 　 　 　 　 　 　 Control　　　 BrassinoLide　　　　 IAA

00

，000010
．OOOIO
．0010
．OlO
．ill

 

50

93± 8

93±2116

エ 9150
± 16156

±9169
±ll

91± 690

±2124

＝ 8

Rice　　 eds

　ト
　 　 　 germlnated

　 　 　 incubated　at　28℃ in　darkness　for7days

Etiolated　rice 　seedl ［ng

　F　 　 　θxcised　laminajoimt　sec 吐ion

　 　 fbated 　on 　watertor24h

Lamjnajointsection

卜
轍 ・ −

Shadowgraph　of　lamina　iointsection

　 lMeasurem
θnt 　of　angle 　degree

Fig．4　A 　method 　Qf　 rice−lamina　incljnation　test　 for
monitoring 　brassjnosteroids．

活性相関な どに 広 く使用 さ れ る こ と に な っ た．現在，LJT

は BR 検索に不可欠なア ッ セ イ法と して世 界中 で広 く使用

され て い る 〔Fig．4）
1）．天 然 か ら発見 され た BR は，現在 ま

で に 43 種にの ぽ り， そ の数は さ らに 増加す る傾向 に あ る．

植物種や器官部位 に よ っ て 内生 BR の 種類 や 量 も異 な る

が ， 植物 界 に広 く分布 し， 植物 の 生理 機能に 深 く関与す る

こ とが 明らか とな っ た．

　天 然 BR の 殆 どは 遊離型 で見つ か っ て きい るが
， 複合型

の もの も数種 存在する こ とが わ か っ た．ユ リ花粉 の 内生

BR と して TE ，3−dehydroTE，　TY ，　CS ，　BL が 存在す る こ と

を明 らか に した が ， こ れ ら遊離型 BR の うち，　TE は遊離型

として存在する ほ か に，複合型 と して も存在す る こ とが わ

か っ た．GCIMS
，
　LCf

’
MS

，
　NMR デ

ー
タに よ り複合体の構

造解析 を行 っ た結果，TE の 3位水酸基 に ラ ウ リ ン 酸や ミ

リ ス チ ン 酸が 結合 した エ ス テ ル （8，9＞5｝
， 同 じ水酸基 に グ

ル コ
ー

ス が 結合した配糖体 （10）　61 を同定，こ れ らの 複合体

は 天然 で 最初の 発 見 と な っ た．ユ リ花粉 で は TE の み に複

合体 の 形 成 が 認 め られ ， 他の BR に は複合体 の 形成は認め

られない とい う興味深い もの であ っ た．

　 （3） BR の 構造活性相関

　 天然 BR の 化学構造は 環構造，環 ．ヒの 置換基，側鎖 の 置換

基 を眺め て も，その 構造 に 多種多様性 が あ る こ とが 示 さ れ

た．当然 の こ と なが ら，構造 と活性 の 相関性 に関心 が もた

れ た．非天然性の 合成 BR も含め て，先に確立 した LJT を

用 い て 構造活性相関を調べ た．その 結果 か ら， （a）C2 α ，　C3 α

と C22R ，　 C23R の 二 組 の シ ス 型隣接ジ オー一
ル 基，（b）24 位

ア ル キル 置換基，（c）A ／B トラ ン ス縮環構造 ， （d）B 環 の

7一オ キ ザ ラ ク トン 基又 は 6一ケ トン 基 の 四 つ の 官能基 は高

活性保持 に 極 め て重要で あ り
，

こ れ らの
一

つ で も欠けると

活性 が 激減する こ とが わか っ た．こ れ らの 官能基に つ い て

詳細 に 検討 して得 た 結 果 をま とめ るた もの を Fig．5 に 示 し

た．

　構造活性相関の 結果か ら，天然 BR の 中 で は B 環 に 7一オ

キザ ラ ク トン を有す る ラ ク トン 型 BR が 最 も活性 が 強 く，

その 中で も BL が最 も活性 が 強か っ た．ラ ク トン が 逆 向 き

で，天 然 に は 見つ か っ て い ない 6一オ キザ ラクトン に なる と

活性 は 激減 した．次 ぎに 強 い 活性を有す る もの は B 環の 6

位 が ケ トン に なっ た 6一ケ 1・ン 型 BR で あ り，　 BL の 生合成

前駆体 と予想 され る CS で あ っ た．　CS は植物組織 中に最も

広 く分布する BR で ある．天 然 に は 6 位 に ケ トン 基 をもた

ない BR も存在する こ とが確認され て い るが，6一デ オ キ ソ

型 BR は殆ど 活性 を示 さな い ．6 位 に ケ トン 基を もち 2 位

の 水酸基 が 欠けた 2．一デ オ キ シ型 BR で あ る TY や TE に な

る と大きく活性が低下する こ ともわか っ た
7・S）．

　A 環 お よび B 環に お ける化 学構造 の 変化 と生物活性 の

川負位 は ， BL 生合成経路を予測する．Eで 非常に 役 に 立ち，標

識化合物を用 い た代謝 実 験 に より生合成 の 解明 へ と展開さ

れ た．そ して，BL 生合成 に つ い て は，早期 6位酸化経路 と

後期 6位酸化経路 の 二 つ の 経路 が 植物 に 存在する こ とが 日

本人科学者に よ っ て見出され て い る．また，BL の 生合成を

欠損 した ワ イ性植物 （ア ラ ビ トプ シ ス ，エ ン ドウ）の 発 見 ，

BL 非感受性植物 の 発見 BL 生合成阻害剤ブ ラ シ ナ ゾー
ル

（11）の 発 見へ と BR 研究が 日本を中心 に 展開 され，さ らに

遺伝子 レ ベ ル の 研究へ と進展 して い る．

　（4） ブラシ ノ ス テ ロ イ ドの代謝

　生合成研 究に 比 べ 代謝研究は 遅 れ て い た．BR 検索法の

確立や構造活性相関の 研究と平行 して BR の 代謝研究を進

め た．キ ュ ウ リ幼植物や培養細胞に よ る BL の 代謝 で は ，

BL は エ ピ メ リ化 と複合体化を受け，そ の 過程 は幼植物 と

培養細胞 で共通して い た ．脂肪酸 エ ス テ ル や 配 糖体 に 代謝

さ れ るが，それは水酸基が 異性化して か ら形成され る こ と

が 確認 され た．残念なが らア グ リコ ン 部分 の 構造決定に は

至 らず，今後 の 課題 と して残 っ て い る．タイム コ
ー一．X を追っ

た 実験 か ら， 幼植物で は BL 投与 6時間で 既 に代謝 が 始ま
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Fig．5　Structure　diversity　and 　structure
−activity　relationship 　of 　brassinosteroids・

り， 急速 に代謝 さ れ る こ とが 観察 され た ．BL が 植物の 初期

成長促進 の 他 に ， 作物の 増収効果や耐寒性増強効果 ， 薬害

軽減効果，耐病性増強効果 とい っ た 環境 X トレ ス を軽減す

る作用 をもつ こ とから農業面で の 実用化に期待が 寄 せ られ

て きた．しか し，圃場で安定 した効果が得に くい た め，実

用化に 至 っ て い ない ．効果 の 持続性とい う点 で 応用場面 で

問題 に な る，代謝実験が 示 した ように、BL が植物休 内で急

速 に代謝 さ れ て しまうこ とが 効果 が 持続 しな い こ との 原因

に な っ て い る と考えられ る．BR の実用化 に は代謝 され に

くい ，持続性の ある化合物の 開発 が 必要 で あ る．

　ユ リ花粉に TE の 3位水酸基 に脂肪酸 や 糖 が 結合 した複

合 型 BR が 存在す る とは E述 した通 りである．こ れ ら複合

体 の 相互関係 をユ リ培養細胞を用 い た代謝実験 に より調べ

た．培養細胞中で は エ ス テル 体 と配糖体は TE を介して相

互変換 しあ う可逆的な反応 であるこ とが確認 で きた
9＞．ユ

lJ 花粉の 内生 BR か ら花 粉 中 で の BL 生合成 は TE → 3−

dehydro→ TE → TY → CS ル ートで 進 む 早期 6位 酸化 経

路 （Fig，6）が存在す ると考えられる．ユ リ花粉成熟過程 に

お け る エ ス テル の 動態を解析す る と，
エ ス テル は花粉の 成

熟が進む に つ れ て 減少 し， 逆 に遊離型 の TE が増加す る こ

とが 認め られ た．親油 性複合体 と親水性複合体 が TE を介

して 可逆的に変換する こ と， および こ れ ら複合体が 活性型

BR に 代謝される こ とを総合的に考え併せ ると，　TE 複合体

形成 の 生理 的意義 と して ，
CS や BL とい っ た 活性 型 BR の

生合成 の 調節の み な らず植物組織中で の 移行や活性 型 BR

の 濃度調節に 深 い 関わりを有す る こ とが 示唆され る興味深

い 結果 が 得 られ た，

　先に も述べ た よ うに ，
BL が 農業面 で の 実用 化 に 期待 が

　 　 　 Campesに ro1

　　　　　￥
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　 　 　 　 　 　 OH
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H
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。鐔
＿ …

　竇
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H 。
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　 　 Ho

凍
Fig，6　Metabolic　pathway　ofteusterone 　in　lily　cell　cultures

and 　endogenous 　free　and 　conjugated 　brassinosteroids　in　lily

pollen．

か か っ て い る が，効果 が 持続 しな い とい う欠点 が あ っ た．

近年，持続効果の 高 い BR が合成さ れ て フ ィ
ー一

ル ド試験 が

実施 されて い る．
一

方，BL 関連 の 新しい 植物成長調節剤 の

研究も進 め られ ，
BL 共力物質（12）

1°iや BL 生合成阻害剤 ブ

ラ シ ナゾー一
ル （11）が 発見されて い る．

　こ の ように BR 研究の 成果は，ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ドが植

物界に広く分布する こ とを明らか にする と共 に ， 植物 の 生
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理機能に 深 く関与す る こ と を示 した もの で，植物成 長 調節

物質 と して 世界で最も注目され るようにな っ た．新植物 ホ

ル モ ン BR の 登場 は 植物の 成長調節の制御 シ ス テ ム を理 解

す る．Lで新しい ペ ージ を拓 き，　 BR に よる新た な植物生育

技術が実現する 可能性 をもた らした と言えよう．

2．　 ク ロ ロ イン ド
ー

ル オ
ー

キシ ン

　 IAA 以外 に オ
ー

キ シ ン 様物質が 天 然 に 存在する可能性

を示す幾つ か の 報告 が ある．Malus　auxjn （リン ゴ ），　 Acld−

fast　auxin （ヒ マ ワ リ），
　 Auxin　2 （ス グ リ），　 Accelerator α

が そ の 例で ある．オー
キシ ン 様活性物質を植物 か ら ス ク

リー
ニ ン グして い る過程 で，1934年の 最初の 天然オー

キ シ

ン で あ るイン ド
ール 酢酸 （IAへ 18）の 発見以来 ， これ に 次

ぐ第 2番 目の 天然 オ
ー

キ シ ン と い える 4一ク ロ ロ イ ン ド
ー

ル 酢酸 （4−Cl−IAA ，16）
11〕お よび その メ チル エ ス テ ル （17）

12 〕

を発見 した （Fig．7）．

　緑豆 （Phaseoius　mungo ） の hypocotyl　swelling 　test （胚

軸伸長テ ス ト） を生物検定 に 用 い て新しい 植物生理活性物

質の 追跡 を行 っ て い た と き，エ ン ドウ （Pisum　sativum ）未

熟種子 （276kg ）の メ タ ノ
ー

ル 抽出物か ら分画 した 酢酸エ チ

ル 可溶中性画分 に，胚軸の 伸長を著 しく促進す る強 い 活 性

を有する物質 が 存在す る こ とを見出した．活性 の 症状 とし

ては胚軸 の 縦伸長 が 抑制 され，横伸長が 促進 され る swell −

ing現象が 観察 さ れ た．こ の 生物検定法に つ い ては詳細な

報告 が ない ため に，こ の 活性が どの ような物質に よっ て 引

き起 こ さ れ る の か r想 で きなか っ た．そ こ で 本物質を単離

精製す る た め に，得られ た 酢酸エ チ ル 可溶中性画分 をア セ

トニ トリル に 溶解後 ， 可溶物 を n
一

ヘ キサ ン で 数回洗浄 して

か らア ル ミナ カ ラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

に か け ， 酢酸 エ チ

Cl

頓
 

　 　16

　 　 　 　 OH

館
　 　 18

　 　 　 　 　 OH

。
・◎啓

　 　 20

1〕雛
酬

　 　 22

Cl

鯖
瞞

　 　 17
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鱒
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71
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Fig．7　Chemical　s1ructu 【es　of　4−chloroindolyl −3−acetic 　acid

and 　its　related ¢ ompounds ．

ル
ーn一ヘ キサ ン 系溶媒で段階的に 溶出す ると，酢酸エ チ ル

ー

n
一

ヘ キサ ン （15：85）に溶出される結晶性 の 活性物質を再

結するこ とに よ り僅か に淡褐色した プ リズム 状 の 活性物質

（25mg ）を単離する こ とが で きた．活性物質は 炎色反応や

MS 分析 に よ り ク ロ ル 原子 の 存在 を 示 し，　 UV ，　 IR お よび

NMR の各ス ペ ク トル 分析に より，イン ド
ー

ル 環 の 4，5，6，
7位の 何れ か に クロ ル 原子が 置換 した ク ロ ロ イ ン ドール 酢

酸の メ チ ル エ ス テ ル と推定するこ とが で きた．活性物質を

加水分解 して クロ ロ イ ン ド
ー

ル 酢酸 に 導き，想定さ れ る 4

種類 の ク ロ ロ イン ド
ー

ル 酢酸（19，20，21）は 化学合成 に よっ

て 調製 し，遊離酸 とその メ チル エ ス テ ル の 融点や各種機器

ス ペ ク トル データ を比 較するこ とに よ っ て ， 活性物質を メ

チ ル 4一クロ ロ イン ド
ー

ル ア セ テート （17）であると決定 し

た．

　 活性物質は， 酢酸 エ チル 可溶酸性画分に も存在するこ と

が 後に判明 した．酸性物質の ペ ーパ ー
ク ロ マ トグラ フ ィ

ー

（2一プ ロ パ ノ
ー

ル ：ア ン モ ニ ア ：水＝8 ： ［11）は二 つ の 活

性 ス ポ ッ トRfO ．2−0．3，と 1〜f　O．6−0．7 を与 えた．後者の 低

極性物質の Rf は 4・Cl−IAA （16）に相当するこ とがわ か っ

た，これ ら酸性物質 を精製 単離するた め に 酸性画分 を E述
と同様 に ア セ トニ トリル とヘ キサ ン で 液 々 分配 して ， ア セ

トニ トリル 層を向流分配 （酢酸エ チル
ー
リン 酸緩衝液），セ

フ ァ デ ッ クス LH・20 クロ マ トグラ フ ィ
ー，シ リカ ゲ ル 分配

ク ロ マ トグラフ ィ
ー

で順次精製す る こ とに より、活性物質

3，8mg を純粋 に得る こ とが で きた．　 IR，　UV ，　TLC データ は

4−Cl−IAA に 完全 に
一一

致 した．高極性部分 の 物質に つ い て

は，後 に服部 らに よっ て D −4一ク ロ ロ トリプ トフ ァ ン 誘導体

お よび 4・Cl−IAA の L一ア ス パ ル テー
トで あると決定 され て

い る
1・a＞．

　 エ ン ドウ Pisum 　sativum の 未熟種子 に は，新しい オー
キ

シ ン として クロ ロ イ ン ドール 酢酸関連 の ホ ル モ ン が 分布 し

て い る こ とが 確認された．4・Cl・IAA は緑豆 胚 軸伸長 テ X ト

やアベ ナ子葉鞘伸長 テ ス トなどにお い て IAA よ りも非常

に 強い 活性を示 した．］AA よ り も強 い 活 性を示 す こ と は ，

植物体 中で 酸化分解を受け難 く安定で た め で あ る こ とが 実

証 されて い る．植物活性 が 強 く， か っ 植物体中で 難分解性

で あ る オー
キシ ン の 発見は新しい 植物成長調節剤開発の

リ
ー

ド化合物に利用 され、合成新 オ
ー

キ シ ン 5，6−C］
，
・IAA

（22）や新 ア ン チ オー
キ シ ン 5，7−Cl2−IAA （23） の 創薬へ と

結 びつ き， 前者は発根促進剤 として農業場面へ の 開発 が 計

られ て い る
10．

3．　自己胞子発芽阻害因子 Discadenine

　細胞性粘菌の 胞子発芽はい くつ か の 内生因子 お よび環境

因 Fが関Ei・して制御調節されて い るが，植物病原菌の 胞 子

発芽 に もよくみ られるように，内生 因 fの
一一

つ と して こ の

生物 の 胞子 に は 自己 の 胞 子発芽 を制御 す る 因子 （self一
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Fig．8　Chemical　structures 　of 　discadenine　and 　its　re ］ated

compounds ，

inhibitor）が 存在 し，こ の 因子が 発芽制御 を行 っ て い る こ と

が知られて い る．本研 究は こ の 抑制因子 の 化学的本体 を明

らか に し， デ 4 ス カデニ ン （discadenine，21）15 〕 と命名した

〔Fig，8）．

　（1） Discadeコ ineの 単離と構造決定

　2 万枚 の ペ ト リ皿1に キ イ ロ タマ ホ コ リ カ ビ Dictyostelium

discoideumを大量培養し， 得られた胞了を 80％エ タ ノー
ル

で 抽出した．エ タ ノール 抽出物は，水 透析後 ， 透析外液を

ア ン バ ー
ライ トXAD −2の カラム に 通 し， 吸 許された物質

を含水 エ タ ノ
ー

ル で 溶出した．20〜50％エ タ ノ
ー

ル 溶出画

分をさ らに Sephadex　 LH −20の カラム に かけ精製 し，無色

針状 の discadenineを15mg 単離した．　 Discadenine は呈色

反応 ，
UV お よび MS な ど の データか ら 3一メ チ ル

ー6−（3一メ

チ ル
ー2一ブ テ ニ ル ア ミ ノ）プ リン （25）と非常に 似 た挙動を

示 し，また ニ ン ヒ ドリン 反応 が 陽性 で あ る こ とか ら 6 〔3一

メ チル 2 ブ テニ ル ア ミ ノ）プ リン （2iPA ，26）に α
一
ア ミ ノ

酸が 結合 した構造 をもつ こ とが 示唆 され た．α
一ア ミ ノ酸部

分 の 構造 は
13C

　NMR ス ペ ク トル と
13C −1H カ ッ プ リ ン グ の

様子 か ら CH
，
CH2CH （NH2 ）COOH で あ るこ とが わ か e，

discadenineの 平面構造が 推定で きた
15 ｝．

　以 E，
discadenineの 化学構造 は主と して物理 化学的諸件

質 に 基づ い て 明 ら か に さ れ た が，化学合成 に よ っ て最終的

に確認する こ とが で きた．合成 した ラセ ミ型 discadenineは

UV ，TLCJR は 大 然 物 に よ く
一

致 した
16 ）．ま た，両者 の 旋光

分散曲線 （ORD ）と市販の L一α
一メチ オ ニ ン お よび L α

一
ホ モ

セ リン お よ び こ れ らア ミ ノ酸 の ラ セ ミ混合物 の ORD との

比較実験 に よ っ て確認され た．　Discadenine の 分子中の ア ミ

ノ酸部分 は S 一
ア デ ノ シ ル

ーL一メ チ オ ニ ン か ら転位 され る

事実か ら，
ア ミノ 酸部分 の 不斉 α 炭素の 立体配置 は L 型 を

100

（
誤）
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ヒ
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Fig，9　1nhibitory　activity 　of 　discadenine　and 　its　related

compounds 　on 　the 　spore 　germinadon　 o 「Dictyostetium　dis−

co 〜deum．

有して い る こ とが 後 の 生合成実験 に お い て 証 明 さ れ て い

る．

　（2） Discadenineおよび関連化合物の 生理 活性

　天 然 discadenineは 0．1〜LO
μ
M の 濃度 で 自己 の 胞子 発

芽 を完全に 阻 害する の に 対 し， 合 成 に よ っ て得 ら れ た

〔± ）・discadenineは 天 然物質の 半分 の 活性 を示す の に過 ぎ

なか っ た こ とは ， 分子 中に 含まれ る の ア ミ ノ酸部分 の 絶 対

配位 が L型で あれば 活牲タイブ で あ り，D 型 で は不活性 で あ

るこ とを示 して い る （Fig．9）
17｝．さ らに

，
2iPA （26）の 3 位

に 置換する こ とな く 9位に 置換した位置異性体 （27）は，

10
μ
M で も阻害活性を示さなか っ た こ とか ら，ア ミ ノ酸 の

結合位置 も絶対配位と 共 に活性発現 に 重要 な役割を果た し

て い る こ とが 明 らか で あ る．一
方，ア ミ ノ 酸部 を欠 い た

2iPA （26）や zeatin （28）は 】0〜50
μ
M で ，

30〜50％の 阻害

活性 を示 した の に 対 し， イソ ペ ン テ ニ ル 側鎖を欠 い た 化合

物 （29）や ア ミ ノ酸の 代わ りに メ チル 基 を導入 した 化合物

（25）は 共 に 不活性 で あ っ た．サ イトカ イ ニ ン の うちで は

2iPA や zeatin は 弱 い な が ら も阻害活性 を示 した が ，ベ ン ジ

ル ア デニ ン や カ イネチ ン は全 く活性 を示 さず，こ の こ とは

植物 カ ル ス に対す るサ イ ト カ イ ニ ン 活性 と粘菌 に 対する胞

子発芽阻害害活性 との 間に は相関性 が な い こ とを示 して い

る．Discadenineの 生物活性を粘菌以外 の 糸状菌の 胞子発 芽

や 細菌細胞 の 増殖 に 対 して 調 べ た が，26〜33
μ
M の 濃度 で

も阻害効果は全 く認め られず，本物質が 自己生産繭の 胞子

細胞 に 特異的に 作用す る こ と を示 し た．

　
一

方，Discadenineが サイ トカ イニ ン 活性 を示す こ と を，

タバ コ カ ル ス を用 い た 実験 で 証 明 し た
IS ｝

．こ の サ イ トカ イ
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Table　3　Discadenine　contents 　in　cellular 　slime 　molds 　and 　its　inhibitory　activity 　on

spore 　germination ．

Cellular　slime 　mold

　　 Species
Discadenine　contents

　（μ gAOO　plates）

　 Inhibition　ratio （％）
Discadenine　concentration

　且ppm 　　　　　10　ppm

DietyOSteliu〃 Z　discoideum
O ゆ FO∫‘θ伽 m 　purpureum
ρ’  ostelium 　mucoroides

POリノsphondy 〃um 吻 laceu〃1
Pの sphon め，liumρα〃idum

2981

］

　 7n
．d．

n．d．

26

Ω

601

98

∩

ソ

00

n．d．： not 　detected．

ニ ン 活 性 が discadenine自身に よるもの か
， 酵素的 に 分解 を

受けて遊離な 2iPA が 生成 して 活性発現 した もの か を調べ

る た め に，2iPA の プ リ ン 環の 3位 に メチ ル 基 ，
ビ ニ ル 基 ，

ヒ ドロ キ シエ チル 基 を導入した化合物を合成し，そ れ らの

サ イ トカ イニ ン 活性を測定した．ヒ ドロ キシ エ チル 化合物

（31）は discadenineとほ ぼ 同等な活性を示 し，メ チル （25）

お よび ビ ニ ル （30）化合物は カ イネチ ン と同等か それ以上

の 活性 を示 した．以．Eの 結果か ら，
　 discadenineお よび 3位

置換 6−（3一メ チ ル 2一ブ テ ニ ル ア ミ ノ）プ リン はその もの 自

身で 活性 を有す るもの で あ っ て ， 分解を受けて 活性を示 す

もの で ない こ とが分か っ た．

　（3） Discadenineの 分布 と作用特異性

　細胞性粘薗は現在まで約 30種類 が 見出され て お り，その

中で はタマ ホ コ リカ ビ （Dictyosteliutn）属 と カ ビ モ ドキ

（Po！ysphondytium）属が代表的な もの で ある．　 Discadenine

が キイロ タマ ホ コ リカ ビ D．dtScoideum以外の 細胞性粘菌

に どの 程度存在し，また それ に よ っ て 阻害作用 を受けるの

か 興 味 が もた れ た．ム ラ サ キタマ ホ コ リカ ビ D．purpur−

eum
， タマ ホ コ リカ ビ D ．　mueoroides ，ム ラサ キ カ ビ モ ドキ

P．viotaceum ，シ ロ カ ビモ ドキ P．　 paliidumを供試菌に 選 び

discadenineの 分布 と作用 を調べ た （Table・3）．その 結果 ，

含有量 に 種間差はあるが，キイ ロ タマ ホ コ リカ ビが属する

Dictyostelium属 の 2種 に は discadenineが存在する が，属が

異な る Po！ysphondJ，tium　reの 2 種 に はそ の 存在 が 確認され

なか っ た．さらに，4種類 の 胞子発芽 に対する discadenine

の 阻害活性を測定す る と，discadenineを産生 で きる菌 の み

が 阻害され た
L9 ）．　Discadenineの 阻害作用を受け る粘菌は，

それ 白身で 阻害 因 ∫ を 生合成で き る能力 をも っ て い る

Dictyostelium属に特異的 に作用す る もの で あ る と い える．

Discadenine感受性粘菌 は 集合因子 で あ る cAMP 感受性粘

蔔と全 く
一

致 する こ とに な O，cAMP か ら discadenineが 生

合成され る系で 発生分化 の 制御 の 鍵を握っ て い ると予想 さ

れ た．

　Discadenineは胞子発芽 を抑制す る機能を有する と同時

に ， 植物細胞 の 分裂促進活陸も併せ もつ 新しい タイプ の 生

理活性物質 として 注 目を集め ， 植物病原菌 の 自己発芽阻 害

物質の 研究 を刺激する と と もに，それ まで 明 白で なか っ た

サ イトカ イニ ン 類の 生合成経路 が，こ の 生物を用 い て 初め

て実証され た た こ とに なり，植物に お ける生合成経路を解

明する有力な手掛 か りを与えた こ とに な っ た．

　本研 究 の 遂 行 に あ た り，名占屋 大学名誉教授で あ り，本学会会

長で あ り ま した 丸茂晋 吾先生 に は ブ ラ シ ノ ス テ ロ イ ド研 究 の 端

緒 とな りま した 0硬レ伽 〃2factors 研究を行 っ た 大学院時代か ら

今 日 に 至 る まで貴重 な ご指導，ご 鞭撻を賜 りました．また，岡崎

基礎生 物学研究所 の 服部宏之先生に は Distyliblni　factors研究で

苦 楽を共 に しなが ら励 ま してい た だ きました，東京工 業大学名

誉教授池川信夫先生，筑 波大 学教授 田仲 可 昌先生 には，共 同研 究

を通して様々 なご教示，ご協力をい た だ きました．また，富士薬

品工 業 株 式会社 に は有益 な化 合物 の ご 恵与 を い た だ き ま した，
厚く御礼を申しあげます．
　最後 に，東京農工 大学農学部生物制御化学 （旧 農薬化学）研 究

室に 所属した 学生諸君や 先生方に は 研究 全 般 を通 して 並 々 な ら

ぬ ご協力，ご 支援が あ りま した．こ こ に 深 く感謝 の 意 を表 します

と共 に苦 楽 を共 に した 人達 と受 賞の 喜び を分 か ち合い た い と思

い ます．
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（on 　prominent 　achie ▼ement ）

Studieson　Brassinosteroids　and 　Naturally−Occurring

　　Novel　Plant　Growth　Regulators

　In　thecourse　ofsearching 　fbr　new 　natural 　plant　growth
regulators 　which 　may 　be　attributed 　to　the　crop 　produc−

tion　 and 　plant　pretection，　the　 author 　discovered　novel
three　kinds　of 　substances ，　 named 　brassinostereids

，
　chlo −

roindole 　auxins 　and 　discadenine，　respectively ．　This

paper　reports 　the　abstracts 　regarding 　their　isolation，
chemical 　 structures ，　 structure −activity　 relationship 　 and

physiological　activity’

1．　　B「assinoste 「oi“s

　Brassinosteroid（BR ）is　a　sixth　natural 　plant　hormone
that　plays　 an 　essential 　regulatory 　role　in　piant　growth
and 　developmenL　In　history，　there　are 　two 　independent

studies 　 at　 the　 beginning　 of 　 BR 　 researches ： one 　 was

brassin（1970），　 a　crude 　extracts 什om 　 Bra∬ ica 照 ρ麗5

pollen　by　USDA 　group　in　lhe　USA ，　and 　another 　was

1）a∫tyiiu〃1 飴ctors （1968）行om 　Distyliu〃1　 rαcθノηo∫配用

leaves　by　Nagoya　Unlverslly　group　ln　J乱pan．　 An 　actlve

substance 　contained 　 in　 hrassin　 was 　 isolated　and

identi且ed 　to　be　brassinolide　that　is　the 　first　BR 　clari 且ed

in　 plant　 kingdom．　Following　to　 the　 discovery　 of 　BL

Dなり
’tium　factors　were 　successively 　identified　to　be　the

mixture 　 of　BL　and 　 its　 analogues ．　BR 　is　 an 　unique

steroid ，　exhibiting 　a　specific 　biological　activity．　BR　can

be　regarded 　as 　the 　most 　important　discovery　in　the 丘eld

of　plant　growth　regulation ．

（1）　1）isty’iu刀1　factors　i皿　fresh　lea▼es 　of 　D‘∫読ソliu〃凄

　　 　 racemosum

　 Distylium　race 〃10suM 　ieaves　Sieb．　et　Zucc，，　known 　as

も」lsunoki”in　Japanese
，
　is　an　evergreen 　Iree　belonging　to

the 　family 〃
’
amametidaceae ．　It　 is　 well 　 known 　 that

several 　varieties 　of 　aphids 　f（）rm 　insect　gaUs　on 　the　young，

fresh　leaves　or 　buds　ofthis 　tree．　 The 　attacked 　leaf　soon

begins　to　swell　and 　to　lbrm　a　quite　sma 】1　gall　and 　the

insect　 gall　 on 　the 　leaf　 rapidly 　grows　 and 　enlarges ．

Disり，lium　factors　research 　was 　begun　in　an 　effort　to

identi　fy　 the　 subs ！ance 　 w
・hich　induces　 the　 abnormal

growth，
　swelhng 　and 　expansion 　observed 　during　insect

gall　f（）rmation ，　An　active　substance 　was 　fbund　in　the
neutral 　fraction　of　methanol 　extracts 　of 　the　insect　galls
when 　bioassayed　by　means 　of　a　rice−lamina　inclination

test　（LJT），　 which 　had　been　established 　as　an 　auxin

bioassay，　Apreliminary　experimen1 　revealed 　the　pres−

ence 　of 　the　active 　substance 　not 　only 　in　the　insect　galls
but　also　infresh　healthy　leaves　of 　Dist）ノtium　racemosum ．

MeOH 　extracts　of　the　leaves（430　kg）were 　separated 　by

usual 　way 　to　give　an　ethylacetate −soluble 　neutral　sub−

stance ．　 That　was 　chromatographed 　on 　a　silica　gel　col −

umn
，
　Sephadex　LH −20　gel　filtration，　Silica　gel　TLC ，　and

Alumina　column 　affording 　Distylium　factors　A1（751μg），
A2 （50μg）and 　B （236 μg），　respectively ．　The　amounts

were 　too　small 　to　technicaily　perf（〕rm 　their　 structural

determination　by　means 　orspectroscopic 　analysis 　at　that

time ，　Their　 chemicai 　 characteristics ，　 biological　 activ−

ities　and 　the　universality 　or　distribution　provided　the
f［〕llowing　significant 　infbrmation．

　Distyliu〃l　factors；（1）are　detectable　as 　a　purple　spot

under 　UV 　light　after　spra ン
・ing　O5％ vanillin −sulfuric 　acid

and 　heating；（2）are 　a　few　hundred　times　 more 　active

than　IAA 　in　 L亅T ； （3）possess　a　broad　s　pectrum　of

biological　 activities　 compared 　 with 　 the　known 　 plant
hormones；and （4）are　distributcd　widely 　in　the　plant
kingdom ．1）

（2）　Search　for　natura 且且y−occurring 　brassinosteroil且i皿

　　　P且ants

　Immediately　after　the　structural 　determination　of 　BL，
BL 　 and 　 homoBL 　 were 　 chemically 　 synthesized ．　 Their
dramaticully　 strong 　 activity　in　LJT　strongly 　suggested
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that Distyitum factors might  be BR, We  reinvestigated

to isolate and  to identify Distyfium factors from various

plant sources  using  LJT. The  ethyl  acetate-soluble

neutraL  fraction partitioned from Isunoki fi;esh leaves (16
kg) was  purified by successive  chromatographic  separa-

tions on  silica gel, Amberlite XAD-2,  and  on  silica gel
for preparative HPLC,  repeated  HPLC  on  Fuji ODS-Q3
and  on  Develosil ODS-5 to afford  the active  substances,

which  were  identified to be BL. norbrassinolide,  casta-

sterone,  norcastasterone,  teasterone {TE), typhasterol and
3-dehydroteasterone. Reinvestigation proved the Dis-

tytium factors to be a  mixture  of  seven  kinds of  BRs.2･3)
The  LJT bioassay, which  was  extremely  sensitive  and

specific  to BR, was  modified  as  a  micro-quantitative

analytical  method  for BR  bioassay.`) Search for BR
using  the  LJT  bioassay, coupted  with  the  microanalytical

techniques using  GC/MS  and  LCIMS,  led to the

identification ot' fourteen BRs, nine  compounds  among

them  were  new  congeners,  with  structural  variations  frorn
diverse plant species  and  plant tissues, BR  presented in
all  parts ofvegetative  tissues ofplants,  the ameunts  in the
tissues ",ere  less than one  ptg in one  kilogram fresh
weight,  and  endogenous  BR  differed among  plant species
and  plant tissues.

(3) Structure-actiyity relationship  of  brassinosteroid

  An  investigation on  structure-activity  relationship

with  LJT  indicated that BR  activity  required  : (a) Two
pairs of  vicinal diol ut C2a, C3a  and  C22R, C23R.
Removal  ofone  hydroxyl  group from the A-ring extreme-
ly reduced  activity, (b) One  alkyl  substituents  at C-24,
which  enhanced  activity compared  with  unsubstitued

hydrogen. (c) The A/B  trans ring  junction. All of

natural  BRs  were  the trans fused AfB  ringjunction.  {d)
The  B-ring of  6-ketone or  its 7-oxa lactone, The B-ring
variation  divides natural  BR  into three groups, so that

7-membered B-ring lactone (6-oxo-7-oxa lactone), 6-
membered  B-ring ketone (6-ketone or  6-deoxo} and  lack
of6-oxo  group, the Ietter 6-deoxo BR  was  extremely  low
in activity  so  the oxygen  is essential  for activity. Among
them, the 6-oxo-7-oxa lactone exhibited  the highest activ-

ity. Unnatural regioisomeric  7-oxo-6-oxa lactone was

strikingly  Iess active  than  the corresponding  7-oxa-
lactone. The  structural  variation  at the A-ring and  the

B-ring and  their comparative  biological uctivity  have led
to postulate two  hypothetical pathway fbr biosynthesis of

BL.(4)
 Metabolism of  brassinosteroid

  A variety  of  modifiecl  BRs  were  detected in metabolic
studies  ofBL  and  its biosynthetic intermediate TE  with

plant seedlings  or  p]ant cultured  cells, including epimer-

ization, esterification  and  glucosylation. Metabolism of
BL  indicated epimerization  ef  the C2 or  C3  hydroxyl
occurring  prior to glucosylation in cucumber  seedlings

and  cell cultures,  Metabolism of  TE  by lily cultured

cells showed  glucosylation and  esterification at  36-

eg 2 ;I･ -･Fdi
 13 tP S A

position, being identified as  3-O-fi-D-glucosyl TE, 3P-
lauryl TE  and  36-myristyl TE, which  had been already
fbund in the  lily pollen.5･6) Acyl and/or  glucosyl conju-

gation should  be a  reversible  reaction.')  The TE  conju-

gates might  be a storage  form or  a  transport form of  free

TE, being involved in regulation  of  the level of  biosynth-
etic intermediate in BL  biosynthesis.

  As mentioned  above,  research  en  BR  started  with  the

discovery of  Distyfium factors and  brassin, Recent

researches  is growing rapidly  and  advancing  in the

knowledge of  biosynthesis and  metabolism,  and  also

molecular  genetic analysis  are opening  a new  insight in
the physiology. BR  is an  essential  hormone  for regula-
tion of  plant growth  and  development, BR  can  be
regard  as the  most  important discovery in the field of

plant growth regulation.  BR  and  rerated  compounds

will  be made  available  in a near  future fbr crop  produc-
tion and  p]ant protection as a  new  type of  plant growth
regulator,

            2. Chloroindole auxins

  In screening  work  to find new  auxins  or auxin-related

compounds  in plants, we  observed  that the methanol

extracts  from immature seeds  of  Pisum sativum  exhibited

fairly strong  growth promoting activity,  when  assayed  by
hypocotyl swelling  of  Phaseotus mungo.  Preliminary

experiment  suggested  the presence ofa  new  auxin  because
of  its faint coloration  against  the Ehrlich reagent  and

fairly strong  activity  more  than IAA  in the hypocotyl

swelling test. The active  principle was  extracted accord-

ing to the usual  procedure to give the neutral  fraction
which  is soluble  in acetonitrile  and  insoluble in hexane.
It was  chromatographed  on  an  alumina  column,  and  the

biologically active  fraction was  eluted  with  ethyl  acetate-

hexane (15: 85), After repeated  recrystallization,  the

active  substance  (25 mg)  was  obtained  as  slightty  brown-
ish prisms, mp  122"C, This substance  was  positive for
the Beilstein test, a molecular  ion at m/i  223 along  with

30% intensity of  P+2,  UV  and  
iH

 NMR  data strongly
suggesting  that methyl  chloroindole  acetate,  The
active  substance  was  hydrolyzed to the free acid  which

was  coincident  with  the reported  value  of  either  4- or

6-chloro derivative. The substunce isolated from im-
mature  seeds  and  its hydrolyzed acidic  substance  were

completely  identical with  the synthesized  4-Cl-IAA and
its methyl  ester, respectively,  with  respect  to the IR and

UV  spectra,  and  biological activity.8) 4-Chloro deriva-
tive exhibited  auxin  activity  comparable  to that  ofrnethyl

jndoleacetate in the Avena first internode and  section

tests. It was  noteworthy  that  chlorine  containing

organic  compound  was  found in higher plant as a  plant
hormone.

  PPC  (isoPrOH : NH.,OH : H,O=  8 : 1 : 1) of  the acidic

fraction separated  from the methanol  extracts  detected
two  active  substances  at IU' s O.2-O.3 and  O.6-O.7, respec-
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tively. The latter Rf' corresponded  to that of  free 4-Cl-
IAA, The  acidic  substance  was  purified by means  ofthe

counter  current  distribution, Sephadex LH-20  gel filtra-

tion chromatography,  and  silisic acid partitien
chromatography  to give 3.8 mg  of  crude  crystals,  which

was  identical to a synthetic  sample  of  4-Cl-IAA  with

respect  to IR, UV, Rf' values  on  TLC  and  biological
activity,9}  As methyl  esterof4-Cl-IAA  might  have been

an  artifact derived from the  acid  4-Cl-IAA.  Acetone

was  used  for extraction  of  immature seeds  instead of

methanol.  The measurement  of  their auxin  activity

using  the hypocotyl swelling  test showed  that there is no
appreciable  difference between acetone  and  methano]

extracts  in the  activity  of  the neutral  and  acidic  fractions.
4-Cl-IAA was  the second  natural  auxin  since  the discov-

ery  ofIAA  in 1934. 4-Cl-IAA was  higher activity than

IAA  in seN,eral known  bioassay systems  and  the duration
ofits  biological activity  in treated plant was  fairy Ionger
than that of  IAA.  From  these results many  kinds of

chloroindole  derivatiyes were  synthesized  and  their bio-

logical activity  w'as  measured  using  various  bioassay
systems,  Some  of  them  are undertaken  to the field test as

a root  initiator or  root  growth promoter.

               3. Discadenine

  The cellular  slime  rnold  Dictyostelium discoideutn has

come  to get many  attentions  from a  point of  view  of  a

model  system  fbr studying  the mechanisms  of  deN'elop-
ment  and  diflerentiation. Spore germination is the first
developmental event  in the life cycle  of  this organism.

This process is regulated  by a germination inhibitor as  a

selflinhibitor. When  the spore  density becomes very

high, germination  will  not  take place at all, The  isola-
tion and  characterization ofthis  type ofsubstance  will be
very  important because such  substances  will  be offer u

clue  to unveil  so  cornplicated  gerrnination mechanism  in

fungi. To iso]ate and  characterize  the spore  germina-
tion inhibitor narned  discadenine, Dico7osteliuni dis-

coideum  was  cultured  with  Aerobacter aerogenes  on

agar  plates. Spores harvested fi'om twenty  thousands  of

Petri plates were  extracted  with  80% ethanol,  The  dial-

yzate of  its concentrated  extracts  was  pussed through  an

Amberlite XAD-2  column  and  eluted  with  aqueous

ethanol.  The actiyity  appeared  in fractions of  20-50%
ethanol  in water,  The  active  fractions were  chromato-

graphed on  Sephadex LH-20 using  80% ethanol  as the

elutant,  to give about  ISmg  of  colorless  necdles  of

discadenine.

  The UV  spectra  of  discadenine resemble  closely  those

of  a model  compound  N,, 3-disubstituted adenine  moi-

ety, 3-methyl-6-(3-methyl-2-butenylumino)purine, Peak
assignments  of  

i3C
 NMR  of  discadenine were  straight-

forward together  with  the additional  infbrmation about

the structure  from i3C-iH
 spin  couplings,  These results

indicated that discadenine is 3-(3-amino-3-carboxy-

propyl)-6-(3-methyl-2-butenylarnino)purine.iO) The

structure  was  finally confirmed  by comparison  with  its
synthetic  compound.ti)  Discadenine is the first natural

purine derivative possessing cr-amino acid  residue  on  the

3-position of  the purine ring.

  Discadenin  completely  inhibited the germination of  its

own  spores  at the concentration  of  10-6 M. Besides its

pronounced spore  germination inhibitory activity,

dsicadenine exhibits  significant  cytokinin  activity  in the
tobacco  callus  bioassay. Identification of  discadenine

have drawn much  attention  to study  on  spore  germina-
tion inhibitors contained  in pathogenic fungi. The

presence of  discadenine was  recognized  in all species  of

the genus Dictyostelium. The highest content  was  found
in the strain D. discoideum, and  much  smaller  content  in

D, purpureum and  D.mucoroides. However, no  dis-

cadenlne  was  detected in the genus Polysphondylium ; A
violaeeum  and  P, patZidum. When  tested  for effect on

spore  germination, discadenine eflectively  inhibited that

of  the spore  of  all species  of  the genus Dictyostefium,

whereas  two  species  of  the genus Polysphonct}'lium were

not  inhibited. These Tesults  shova'ed  that discadenine is
a genus-specific spore  germination selflinhibitor  for

Dictyostefium'2) and  that there is u  certain  correlation

bet",een discadenine and  cAMP  in Dicu'ostelium,

because discadenine inhibits spore  germination of  the

species  of  cellular  slime  molds  in which  an  aggregation

factor is cAMP,
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