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序論 

 

人類にとって抗ウイルス薬の開発は喫緊の課題である. ウイルス薬の開発においては薬剤耐

性の出現が問題の一つとして挙げられており, 従来と異なる作用機序や骨格を有する医薬品

シーズの開発が求められている. そのような中で, 近年, スピロオキシインドール骨格を持

つ化合物群が有用な構造として注目されている.1 

スピロオキシインドールは天然物に広くみられる骨格であり, スピロリングを有すること

から次のような特徴を持つ. まず, コンフォメーションが固定されていることから, リガン

ド−タンパク質結合に望ましいコンフォメーションを保持することができる. このことは, 標

的分子に対して高い親和性を持つことを意味している. さらに, sp3 混成炭素を持つことによ

り分子の複雑さが増すことで, P450 阻害を減らし, バイオアベイラビリティと代謝安定性を

向上させる可能性がある.1−4 以上のように, スピロオキシインドールは医薬品シーズとして

有望な骨格であると考えられる. 

代表的なスピロオキシインドールとしては, 抗マラリア活性をもつ NITD609 (1) 5やバソプ

レシン−2−受容体拮抗作用をもつ satavaptan (2) 6, 7などの医薬品候補化合物が知られている. 

抗ウイルス作用に関しては, HIV プロテアーゼ阻害剤 3a (Ki = 3 nM), 3b (Ki = 3 nM) [3 位の

エピマー化合物として得られた] 8 や非ヌクレオシド系逆転写酵素阻害剤 SIP-1 (4) (IC50: 0.5 

μM) 9 などが代表的な例として挙げられる. また, 2015 年に Zou らは spiropyrazolopyridone 

(5) が強い抗 DENV (デング熱ウイルス) 活性を示し, そのラセミ体のキラル分割により, R 

体の活性が S 体よりも 100 倍近く強力であることを報告した (EC50: R 体; 12 nM, S 体; 2710 

nM).10一方, Chen らはアブラナ科植物 Isatis indigotica から単離された 6a と 6b が抗 HSV (単

純ヘルペスウイルス) 活性を示し, 6a は抗インフルエンザ作用も有することを明らかにし

た.11 以上のように, スピロオキシインドールは抗ウイルス薬のシーズとして有用であると考

えられる. 加えて, 5 や 6 に示されるように立体構造の違いによって活性に違いがみられるこ

とがあり, その立体構造が活性に大きく影響を与えていると考えられている (Fig. 1). 

 以上の背景から, スピロオキシインドールの簡便かつ立体選択的な合成手法の開発が抗ウ

イルス薬開発の一助となるのではないかと考え, 本研究に着手した. 
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Fig. 1  代表的なスピロオキシインドール骨格を有する化合物 

 

 

 

 

 今回, スピロオキシインドール骨格を持つ化合物の中でも特に spirobrassinin (7) に着目し

た. 7 は1987 年に土壌細菌 Pseudomonas cichorii を感染させたダイコン (Rhaphanus sativus L. 

var. hortensis) から初めて単離された化合物である.12 植物が紫外線 (UV) や微生物, 重金属

等のストレスに応答して産生する二次代謝産物はファイトアレキシンとよばれ, 7 はアブラ

ナ科植物が産生する代表的なファイトアレキシンとして知られている.13  

2001 年に, 7 の 3 位での絶対配置は誘導体 1-[(1′S, 4′R)-camphanoyl]-(R)-spirobrassinin の X 

線結晶構造解析によって S 体であると決定された. さらに, P. cichorii を接種したハクサイ 

(Brassica campestris) から単離された 7 のエナンチオマー過剰率 (ee) は 83−98% ee であるこ

とが報告された. 14, 15 

一方, 7 はヒト急性 T 細胞性白血病細胞由来 Jurkat 細胞の増殖抑制作用 16 や多発性硬化症

に対する作用 17, 抗トリパノソーマ作用 18 を示すことが明らかとなっている. しかしながら, 

これらはラセミ体を用いて行われており, 立体構造の違いによる活性の検討は著者が知る限

り行われていない. そこで, 立体構造の違いによる活性の検討の一助となると考え, 今回, 天

然型である S 体の不斉合成を試みた. 
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Fig. 2  (S)-(−)-Spirobrassinin の化学構造 

 

 

また, これまでに 7 の不斉合成を含めた全合成が試みられてきた (Fig. 3).19-23 例えば, Zhu 

らは 2017 年に不斉 Friedel-Crafts 反応を伴うスピロエポキシインドールの速度論的光学分

割による不斉合成を報告した.21 さらに, 2011 年に, シンコナアルカロイド触媒を用いたエナ

ンチオ選択的 Henry 反応を使用した 7 の不斉全合成が報告された. 22−24 しかしながら, これ

らの反応は 6 ステップ以上の工程を要し, 多数の有機試薬を必要とする. 

 

 

 

Fig. 3  Spirobrassinin (7) の不斉合成 

[J. Nat. Med. (2021), Fig. 2 より一部を改変して引用] 
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一方, 7 の生合成経路についていくつかの研究が報告されている.25−33 1991 年に門出らによ

って 7 が tryptophan から生合成されることが報告され,29, 30 その後, その生合成には少なくと

も 10 以上の酵素が関与していることが明らかにされた. 特に, Klein らによって 2015 年に

その生合成経路に関与する酵素 CYP71CR1 が発見された (Fig. 4). 31, 32 この酵素は brassinin 

(8) から 7 の前駆体である spirobrassinol の生成を触媒することが提案され, UV のようなス

トレスにより発現することが予測された. 

 今回, これらの生合成過程から発想を得て, CYP71CR1 を含むファイトアレキシン合成酵

素を利用することで spirobrassinin 類を簡便に立体選択的に合成できるのではないかと考え

た. 本研究では, 多段階酵素反応を利用した spirobrassinin 類および類縁体の合成を行った. 

 

 

Fig. 4  Spirobrassinin (7) の推定生合成経路 
[J. Nat. Med. (2021), Fig. 3 より一部を改変して引用] 
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本論 

第一章 カブ (Brassica rapa var. rapa) の酵素群を利用した spirobrassinin 類の不斉合成 

 

第一節 Spirobrassinin の単離と生成条件の検討 

 

Spirobrassinin (7) は L-tryptophan を出発原料として多段階を経て生合成される. このうち, 

brassinin (8) から 7 への環化反応は CYP71CR1 の関与によって進行することが明らかとな

っている. そこで, CYP71CR1 などのファイトアレキシン合成酵素を利用した天然型および半

天然型スピロオキシインドールの立体選択的合成を目的とし, 次の 3 つの計画を立案した.  

 初めに, [Step I] スピロオキシインドール 7 の単離と生成に最適な条件の検討, 次に, [Step 

II] 酵素発現したカブへの 8 および誘導体の添加による, 7 および半天然型スピロオキシイン

ドール 5-methylspirobrassinin (9) の合成 , 最後に , [Step III] 酵素発現したカブへの L- 

tryptophan および 5-methyl-DL-tryptophan の添加による 7 および 9 の合成とした (Fig. 5).  

 

 

Fig. 5  実験計画 

[J. Nat. Med. (2021), Fig. 4 より一部を改変して引用] 

  

 

まず, アブラナ科植物カブ (Brassica rapa var. rapa) からの 7 の単離を行った [Step I]. UV 

照射を行い (UV 波長: 254 nm, 出力: 30 W, 照射時間: 60 分), 室温遮光下 72 時間静置した

カブ (4.38 kg) を methanol (MeOH) にて抽出した. 得られた MeOH エキス (744 mg) を水と 

ethyl acetate (AcOEt) を用いて液−液分配し, AcOEt 層 (178 mg) を得た. AcOEt 層を逆相 

HPLC を用いて分離精製し, spirobrassinin (7, 3.0 mg, 0.00007%) を得た. 構造決定は水素核磁

気共鳴スペクトル (1H NMR), 炭素核磁気共鳴スペクトル (13C NMR), エレクトロスプレーイ

オン化質量分析 (ESI-MS) の文献値34 との比較により行った. 得られた 7 の旋光度は 

[]23
D −53.7 (c = 0.05, CHCl3) であり, 文献値 []20

D −53 (c = 0.3, CHCl3) と比較することで絶対

立体構造が S 体であると決定した.35 また, キラルカラムを用いた 高速液体クロマトグラフ

ィー (HPLC) 分析により, そのエナンチオマー過剰率が 91% ee であることを明らかにした. 
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次に, 新鮮なカブ (B. rapa var. rapa) を使用して 7 を生産するために最適な条件を検討した 

[Step I]. Step I は, 先行研究を参考にして実験を進め,29, 30 ファイトアレキシンを生成する外的

ストレス (エリシター) として, 植物に傷害ストレスおよび UV ストレスを与えた.  

まず, カブをミキサーにて粉砕し, 得られた組織に UV を照射することで 7 の生成を試み

た. しかし, HPLC 分析の結果, この方法では 7 の生成量は少ないことが明らかとなった. こ

の理由として, 組織を粉砕による酵素の発現停止あるいは酵素の失活などが考えられた. そ

こで, カブを粉砕せず使用する方法を検討した. 

カブに傷害ストレスのみ与えた場合と傷害ストレス・UV ストレスを与えた場合の 7 の生成

を HPLC 分析により確認したところ, 傷害と UV ストレスの両方を与えると, 7 が比較的多

く得られることが明らかとなった (Fig. 6). また, UV 照射時間に関して検討を行ったところ, 

10, 30, 60, 120 分のうち 60 分が最も 7 の生成量が多かった. 以上の結果より, 7 の生成に最

適な条件を以下のように決定した. カブを半分にスライスし [傷害ストレス], 24 時間静置し, 

UV 照射を行う [UV ストレス] (UV 波長: 254 nm, 出力: 30 W, 照射時間: 60 分). そののち室

温遮光下で 48 時間または 72 時間静置した.  

また, 他のアブラナ科植物であるハクサイ(B. rapa var. pekinensis), キャベツ (B. oleracea var. 

capitata), およびカリフラワー (B. oleracea var. botrytis) についても 7 の生成条件の検討を行

った結果, 4 種のうちカブが素材として適していることが明らかとなった (Fig. 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 6 カブ, ハクサイ, キャベツ, カリフラワーの spirobrassinin (7) の生成条件の検討 

傷害ストレスのみ

を与えたカブ 

傷害・UV ストレス

を与えたカブ 

spirobrassinin (7) 

保持時間: 9.6 分 
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さらに, 上記の処理を行ったカブについてドデシル硫酸ナトリウム-ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動 (SDS-PAGE) を行い, ファイトアレキシン合成酵素の発現を確認した. その結果, 

傷害・UV ストレスを与えたカブでは 57kDa 付近にバンドが確認され , このバンドは

CYP71CR1 であると考えられた (Fig. 7).36 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7  ファイトアレキシン合成酵素の発現確認 
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第二節  Brassinin (8) および誘導体から spirobrassinin 類の合成 

 

酵素発現したカブへの brassinin (8) および誘導体の添加による, spirobrassinin (8) および 5-

methylspirobrassinin (9) の合成を試みた [Step II]. 初めに brassinin (8) について検討を行った. 

Bassinin (8) は 2 ステップで合成した (Fig. 8). 37 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8  Brassinin (8) の合成 

 

カブは傷害部分の表面積を増やすために星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) に穴を開け 24 

時間静置し, UV 照射を行った [UV ストレス] (UV 波長: 254 nm, 出力: 30 W, 照射時間: 60 

分). 界面活性剤 Tween-80 および dimethyl sulfoxide (DMSO) を含む水溶液に 8 を溶解し 

UV 照射直後のカブに添加した. 界面活性剤 Tween-80 は, 酵素および基質の細胞膜への透

過性を高める効果を期待して用いた. DMSO は, 8 の溶解性を高める目的で使用した. カブ 1 

個あたりの 8 の添加量は 0.4 mg, 1.2 mg, 2.0 mg または 4.0 mg とした. そののち室温遮光下

で 48 時間静置し, 溶液を回収した. 回収した溶液を HPLC 分析により定量分析した結果,  

8 の添加量増加に伴い 7 の生成量が増加し濃度依存的に反応が進行した (Fig. 9, Table 1). ま

た, キラルカラムを用いた HPLC 分析によりエナンチオマー過剰率を決定し, 8 の添加量の

増加に伴って 7 の ee が減少することが明らかとなった (Fig. 9, Table 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9   Brassinin (8) の添加量に伴う spirobrassinin (7) 生成量および ee の変化 
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Table 1 Brassinin (8) のカブへの添加 

[J. Nat. Med. (2021), Table 1 より一部を改変して引用] 

 

 

一方, 酸化試薬三酸化クロム (CrO3) または触媒 [PdCl2 (CH3CN)2] を用いて 8 から 7 の

反応を行った.38, 39 CrO3 では収率 17%, PdCl2 (CH3CN)2 では収率 14% で 7 を得た. また, キ

ラルカラムを用いた HPLC 分析により, いずれの方法においてもラセミ体で得られること

を確認した (Table 2). 

 

 

 

Table 2  CrO3, PdCl2 (CH3CN)2 を用いた spirobrassinin (7) の合成 

[J. Nat. Med. (2021), Table 1 より一部を改変して引用] 

 

 

 

 

 

 

 

酸化試薬, 触媒 収率(%) ee (%) 

CrO3 17 -2 

PdCl2(CH3CN)2 14 -1 

 

添加化合物 

 

添加量 (mg)  8 の生成量 

(mg) 

ee (%) 

コントロール - 0.046  91 

8 0.4 0.073 84 

 1.2 0.124  73 

 2.0 0.133  57 

 4.0 0.139 41 
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以上の結果より, 立体選択的な spirobrassinin (7) の合成にはカブのファイトアレキシン

合成酵素が関与していることが明らかとなった. また, 反応機構について考察を行い Fig. 10 

に示すように epoxy の形成を経て環化反応が進行するのではないかと推定した. さらに, 

Table 1 において 8 の添加量の増加に伴い 7 の ee が減少していたことから, 8 を過剰量加

えると立体選択的反応を行うファイトアレキシン合成酵素に対する基質としての 8 が飽和

し, それ以外の酵素が関与して非立体選択的反応が進行している可能性が考えられた. 

 

 

 

 

Fig. 10  Brassinin (8) 環化反応の推定反応機構 
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加えて, 過酸化水素を基質として酸化反応を行うことが知られ, 植物の防御機構に関与し

ているといわれている40, 41 酵素ペルオキシダーゼを brassinin (8) と共に同様の方法でカブに

添加した. 結果として, 8 のみをカブに添加した場合と比べ, ペルオキシダーゼを添加すると 

7 の ee が減少することが明らかとなった (Table 3). ペルオキシダーゼは一般に非立体選択

的に酸化を行うと考えられていることから, ペルオキシダーゼが非立体選択的な環化反応に

関与していることが示唆された.  

 

 

 

Table 3  Brassinin (8) とペルオキシダーゼのカブへの添加 

[J. Nat. Med. (2021), Table 1 より一部を改変して引用] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

添加化合物 

および酵素 

添加量 (mg) ee (%) 

8 1.2 73 

8 + ペルオキシダーゼ 1.2 + 0.6 66 
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次に, brassinin (8) の誘導体について検討を行った. まず, bassinin (8) 誘導体 18−22 を 3−5

ステップで合成した (Fig. 11).37−40 カブは傷害部分の表面積を増やすために星型 (最大直径: 3 

cm, 深さ：1 cm) に穴を開け 24 時間静置し, UV 照射を行った [UV ストレス] (UV 波長: 254 

nm, 出力: 30 W, 照射時間: 60 分). 界面活性剤 Tween-80 および DMSO を含む水溶液に 

18−22 を溶解し UV 照射直後のカブに添加した. そののち室温遮光下で 48 時間静置し, 溶

液を回収した . 回収した溶液の HPLC 分析を行った結果 , 18 から新規化合物  5-

methylspirobrassinin (9) が得られ, 20 から新規化合物 23 が得られた. 9 および 23 の化学構造

は, 1DNMR 分析および ESI-MS に基づいて決定された. また, 23 の絶対立体構造は 7 の旋光

度と比較することにより S 体であると決定した. キラルカラムを用いた HPLC 分析を行っ

たところエナンチオマー過剰率は (9：24% ee, 23：23% ee) を示した. 一方, 19, 22 をカブに添

加した場合, 環化反応は進行しなかった (Table 4, Fig. 12).  

環化前駆体の 5 位に電子供与性基を導入した 18 では環化反応が進行し, 電子求引性基が

導入された 22 では進行なかったことから, インドール環の 5 位に導入する置換基が環化反

応の進行に影響を及ぼすことが示唆された. すなわち, 電子供与性基が導入されると, 環化

中間体である epoxy 体の生成が容易になり, 電子求引性基が導入されると, 環化中間体であ

る epoxy 体が生成しにくくなると考えられた. 一方, 環化前駆体 20, 21 の結果より, 側鎖の

部分の R3 がメチル基あるいはエチル基である場合, 基質として適していると考えられた. ま

た, 19 では反応が進行しなかったことからインドール環の N 位の置換基が反応の進行に関与

していると予測された. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11 Brassinin 誘導体 18−22 の合成 
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Table 4 Brassinin 誘導体のカブへの添加 

[J. Nat. Med. (2021), Table 1 より一部を改変して引用] 

 

 

 

 

Fig. 12  Brassinin 誘導体のカブへの添加 
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第三節   L-Tryptophan および誘導体から spirobrassinin 類の合成 

 

L-Tryptophan および誘導体から spirobrassinin 類の合成を試みた [Step III]. Spirobrassinin 

(7) の推定生合成経路において , indolyl-3-acetoaldoxime から glucobrassicin への反応 , 3-

indolylmethyl isothiocyanate から brassinin (8) への反応では, 硫黄原子が植物中の glutathione 

によって導入される. 32 本反応では, カブに含有する酵素および glutathione を利用するとと

もに, カブを反応容器としても用いることで, アミノ酸から spirobrassinin 類を合成すること

を目的とした.  

カブは傷害部分の表面積を増やすために星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) に穴を開け 24 

時間静置し, UV照射を行った [UV ストレス] (UV波長: 254 nm, 出力: 30 W, 照射時間: 60 分). 

界面活性剤 Tween-80 および DMSO を含む水溶液に L-tryptophan を溶解し UV 照射直後

のカブに添加した. カブ 1 個あたりの L-tryptophan の添加量は 0.4 mg, 1.2 mg, 2.0 mg, 4.0 mg 

(Method A) または 4.0 mg, 8.0 mg, 16 mg, 32 mg (Method B) とした. そののち室温遮光下で 72 

時間静置し, 溶液を回収した. 回収した溶液を HPLC 分析により定量分析した結果,  L-

tryptophan の添加量増加に伴い 7 の生成量が増加した (Fig. 13, Table 5). また, キラルカラム

を用いた HPLC 分析によりエナンチオマー過剰率を決定したところ, 90−97% ee となり立体

選択的に反応が進行していることが明らかとなった (Table 5). 
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Fig. 13 L-Tryptophan の添加量に伴う spirobrassinin (7) 生成量の変化 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5  L-Tryptophan のカブへの添加 

[J. Nat. Med. (2021), Table 2 より一部を改変して引用] 
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次に, 5-methyl-DL-tryptophan について検討を行った. カブは傷害部分の表面積を増やすため

に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) に穴を開け 24 時間静置し, UV 照射を行った [UV ス

トレス] (UV 波長: 254 nm, 出力: 30 W, 照射時間: 60 分). 界面活性剤 Tween-80 および 

DMSO を含む水溶液に 5-methyl-DL-tryptophan を溶解し UV 照射直後のカブに添加した. カ

ブ 1 個あたりの 5-methyl-DL-tryptophan の添加量は 4.0, 5.5, 8.0, 16 mg とした. そののち室

温遮光下で 72 時間静置し, 溶液を回収した. 回収した溶液を HPLC 分析により定量分析し

た結果, 5-methyl-DL-tryptophan の添加量増加に伴い 9 の生成量が増加し濃度依存的に反応が

進行した (Fig. 14, Table 6). 得られた 9 の絶対立体構造は 7 の旋光度と比較することにより 

S 体であると決定した. キラルカラムを用いた HPLC 分析によりエナンチオマー過剰率を決

定したところ, 50−81% ee となり立体選択的に反応が進行していることが明らかとなった. ま

た, 5-methyl-DL-tryptophan の添加量の増加に伴い 9 の ee が増加することが明らかとなった 

(Table 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 5-Methyl-DL-tryptophan の添加量に伴う 5-methylspirobrassinin (9) 生成量の変化 
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Table 6  5-Methyl-DL-tryptophan のカブへの添加 

[J. Nat. Med. (2021), Table 2 より一部を改変して引用] 

 

 

以上のように, カブに添加する基質によって添加量に伴う ee の変化の挙動が異なること

が明らかとなった. すなわち, brassinin (8) を添加した場合, 添加量の増加に伴って 

spirobrassinin (7) の ee が下がるが (Table 1), L-tryptophan を添加した場合, 添加量にかかわ

らず spirobrassinin (7) の ee はほぼ一定であった (Table 5). さらに, 5-methyl-DL-tryptophanを

添加した場合, 添加量の増加に伴い 5-methylspirobrassinin (9) の ee は増加した (Table 6). 

まず, brassinin (8) を添加した場合に添加量の増加に伴って spirobrassinin (7) の ee が下が

る理由としては,  8 を過剰量加えると立体選択的反応を行うファイトアレキシン合成酵素

に対して 8 が飽和し, それ以外の酵素が関与して非立体選択的反応が進行する可能性が考

えられた. L-Tryptophan を添加した場合, 添加量にかかわらず spirobrassinin (7) の ee がほぼ

一定である理由として, 添加した L-tryptophan から brassinin (8) まで到達する基質の量が制

限され, 基質としての 8 が飽和する可能性が低いためと考えられた. 一方, 5-methyl-DL-

tryptophan を添加した場合, 添加量の増加に伴い 5-methylspirobrassinin (9) の ee が増加する

理由として, インドール環の 5 位にメチル基が導入されたことで 5-methyl-DL-tryptophan か

ら 5-methylbrassinin (18) まで到達する基質の量が tryptophan を基質とした時よりも少なく

なり, 18 が飽和する可能性がより低くなり, 飽和しない範囲においては基質 18 の量が多く

なることで立体選択的反応を行うファイトアレキシン合成酵素と反応する確率が高くなるた

めと考えられた. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

添加化合物 
 

添加量 (mg)   9 の生成量 

(mg) 

収率 (%) 
ee (%) 

5-methyl-DL-tryptophan  4.0 0.009 0.19 50 

 5.5 0.012 0.18 57 

 8.0 0.015 0.15 73 

 16 0.034 0.18 81 
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一方, 添加アミノ酸の基質特異性について検討するため , L-tryptophan の代わりに 3-(2-

naphthyl)-L-alanine をカブに添加した. その結果, 2-naphthyl-acetaldehyde-oxime が 1.3% の収

率で単離され, 含硫黄化合物は得られなかった. 3-(2-naphthyl)-D-alanine を添加した場合も同

様の結果が得られた. このことから, アミノ酸のインドール環の部分が反応の進行のために

必要である可能性が示された (Fig. 15). 

 

 

Fig. 15   3-(2-naphthyl)-L-alanine のカブへの添加 
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小括 

第一章では, カブ (B. rapa var. rapa) の酵素群を利用した spirobrassinin 類の立体選択的合

成について述べた.  

第一節では, spirobrassinin (7) の単離と生成条件の検討を行った. 種々の条件検討により, 

カブに傷害を与え UV 照射 (254 nm, 60 分) を行うことが 7 を生成する最適条件であること

を見出した. 

  次に, 第二節では, 酵素発現させたカブへの brassinin (8) および誘導体の添加による, 7 お

よび半天然型スピロオキシインドール 5-methylspirobrassinin (9) の合成を試みた. その結果, 

環化反応が進行し, 8 から (S)-(−)-spirobrassinin (7) が得られ, 5-methylbrassinin (18) から (S)-

(−)-5-methylspirobrassinin (9) が得られた. さらに, 種々の検討から環化反応への CYP71CR1

以外の酵素の関与が示唆された. 

最後に, 第三節では, カブに含有する酵素および glutathione を利用するとともに, カブを

反応容器としても用いることで, アミノ酸から spirobrassinin 類を合成することを目的とした. 

すなわち, ファイトアレキシン合成酵素を発現させたカブに L-tryptophan および 5-methyl-DL-

tryptophan を添加した . その結果 , 多段階の酵素反応を経て , L-tryptophan から  (S)-(−)-

spirobrassinin (7) が  90−97% ee で 得 ら れ , 5-methyl-DL-tryptophan か ら  (S)-(−)-5-

methylspirobrassinin (9) が 81% ee (収率: 0.2%) で得られた. 

以上, カブの生合成経路を利用し, アミノ酸からワンポットで立体選択的に spirobrassinin 

類を得ることに成功した. 

また, 今後の課題として, spirobrassinin 類の生成収率の改善が挙げられる. 本反応が低収率

である理由のひとつとして, ファイトアレキシンの生成量に上限があることが考えられた. 

従って, カブのファイトアレキシン合成酵素の単離が収率改善の鍵となるのではないかと考

えられる. 
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第二章 不安定中間体 isothiocyanate を介した含窒素化合物の合成 

 

第二章では, spirobrassinin の生合成経路の中で 3-indolylmethyl isothiocyanate が不安定であ

ることに着目し, その反応性の高さを利用して化合物を得ることを目的とした. 

Isothiocyanate はアブラナ科植物に特徴的な成分であり, 植物内では前駆体 glucosinolate と

して存在している. 植物組織が損傷すると分解酵素ミロシナーゼにより glucosinolate が分解

され, Lossen 転位を経て isothiocyanate が生成する.43 

Isothiocyanate の安定性はその側鎖の種類によって異なる. 例えば, 代表的な glucosinolate 

である glucobrassicin の分解により生成する 3-indolylmethyl isothiocyanate は非常に不安定で

あることが知られている.44−46 この化合物は直ちに H2O と反応し indole-3-methanol へと変換

される (Fig. 16).47 また, アスコルビン酸やアミノ酸との反応により, いくつかのインドール

誘導体が生成されることが報告されている.48−50 一方で, 複素環部分を持ついくつかのインド

ール誘導体は thromboxane synthetase 阻害作用や抗真菌作用を持つことが知られている.52, 53 

しかしながら, 一般に複素環部分を持つ 1-methoxyindole 誘導体の合成には複数の工程を必要

とする.51−56 

これまでに , ジアルキルアミノアリール化インドールなどの 3-alkylindole や 1-

methoxyindole の簡便な合成法が報告されているが, これらの反応は酸化剤と金属試薬を必要

とする.57, 58 本研究では, アブラナ科ホソバタイセイ(Isatis tinctoria) 含有成分として知られる

neoglucobarassicin (24) から得られた不安定な isothiocyanete を利用して複素環部分を持つ生

体機能性 1-methoxyindole を構築することを目的とした. すなわち, myrosinase 触媒による 

neoglucobrassicin (24) の脱 glucoside 化反応と Lossen 転位, 続いて複素環式化合物との求核反

応を誘導することにより 1 step で 3-(isothiocyanatomethyl)-1-methoxy-1H-indole を得ることを

試みた. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16  Glucobrassicin の分解による indole-3-methanol の生成 
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まず , アブラナ科ホソバタイセイ (Isatis tinctoria) 乾燥根部より glucosinolate である

neoglucobrassicin (24) を単離した.59, 60 Isatis tinctoria 乾燥根部 (5.0 kg) を MeOH にて熱時抽

出し, 得られた MeOH エキス (540.1 g) を HP-20 に付し 20% MeOH 分画 (13.25 g) を得た. 

20% MeOH 分画を順相オープンカラムクロマトグラフィーにて分離精製し, neoglucobrassicin 

(24, 2.21 g, 0.044%) を得た. 構造決定は 1H NMR, 13C NMR, 高分解能質量分析 (HRMS) の文

献値との比較により行った.  

次に, 24 が myrosinase (from Sinapis alba) の基質として適していることを確認した (Fig. 

17). 24 と myrosinase をリン酸ナトリウム緩衝液 [pH 7.4] 中で 12 時間撹拌したところ, 24 

の酵素分解によって得られた不安定な isothiocyanate と H2O の反応によって 1-

methoxyindole-3-methanol (25) の生成が確認された. 反応開始の 5 分後と 3 時間後の 25 の生

成量を HPLC を用いて求めたところ, 収率はそれぞれ 1.0% と 2.9% であった (Fig. 18).  

24 時間後の収率は 3 時間後と比較して変化は見られなかった.  

また, 24 が完全に消費されていることを確認するため NMR 解析を行った. その結果, 24 

のインドール環の 4 位のシグナル (7.75 ppm, d, J = 7.6 Hz) が観察されなかったことから, 24 

が完全に消費されていることが確認された. 24 が完全に消費されているにも関わらず 25 の

収率が低い理由を考察した. これまでに, glucobrassicin から得られる indole-3-methanol が二

量体となり 3,3-diindolylmethan を生成することが報告されている.61  この結果から, 本反応

においては 24 から得られる 25 が重合して N,N-dimethoxy-diindolylmethane を生成している

ことが予測された.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17  Neoglucobrassicin (24) の分解による 1-methoxyindole-3-methanol (25) の生成 
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Fig. 18  1-Methoxyindole-3-methanol (25) の生成量の変化 

 

 

次に, 24 から 3-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1-methoxy-1H-indole (26) の合成を試みた. 24 を 

myrosinase および imidazole とともにリン酸ナトリウム緩衝液 [pH 7.4] 中で 12 時間撹拌し

た. その結果, 新規化合物 26 の生成が確認された (Fig. 19). 化合物 26 は黄色油状物質と

して得られ , その分子量は ESI-MS によって決定され , 分子式は HRESI-MS によって

C13H13N3O であると決定された. また, 1H および 13C NMR スペクトルにより化合物 26 が 

indole 部分を含むことが明らかになった (Table 7). Imidazole 部分の位置は, Hetero-nuclear 

Multiple-Bond Conectivity (HMBC) において 1'-H と 2, 3, 2''-C の間に相関が観察されたこと

により決定された . 以上より , 化合物  26 の化学構造は  3-(1H-imidazol-1-ylmethyl)-1-

methoxy-1H-indole と決定された. 

また, 反応に酵素 myrosinase が必要であることを確認するために myrosinase 非存在下, 24

と imidazole の反応を行った. その結果, HPLC 分析では新たなピークは確認されなかった 

(Fig. 19). 従って, 酵素 myrosinase はこの反応に不可欠であることが明らかとなった. 

 

 

1-methoxyindole-3-methanol 

保持時間: 14.6 分 

反応開始 5 分後の HPLC 分析 

反応開始 3 時間後の HPLC 分析 

1-methoxyindole-3-methanol の HPLC 分析 
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Fig. 19   Myrosinase 存在下または非存在下の neoglucobrassicin (24) と imidazole の反応 

 

 

さらに, 求核剤として imidazole の代わりに pyrazole, 1H-1,2,3-triazole, 1H-1,2,4-triazole を

使用して様々な 1-methoxy-1H-indole の合成を試みた. すなわち, 24 と pyrazole, 1H-1,2,3-

triazole または 1H-1,2,4-triazole をリン酸ナトリウム緩衝液 [pH 7.4] 中で myrosinase ととも

に 12 時間撹拌することにより新規化合物 27−30 を得た (Fig. 20, 21). 化学構造は 1H および
13C NMR スペクトルと 2D-NMR (DQF COSY, HMBC) スペクトルによって決定した (Table 7). 

化合物 27−30 の indole 部分と pyrazole または triazole 部分の間の結合はそれぞれ HMBC ま

たは NOESY 相関に基づいて確認した (Fig. 22). 化合物 27, 29 および 30 の HMBC では 1'-H

と 2, 3, 5 ''-C (化合物 27) , 1'-H および 2, 3, 2 '', 5 ''-C (化合物 29), 1'-H および 2, 3, 5 ''-C (化合物

30) の間に相関が観察された. 一方, 化合物 28 の NOESY における NOE 相関は 2-H と 5 ''-H, 

および 1'-H と 5 ''-H 間で観察された. 以上より, 化合物 27−30 の化学構造は 1-methoxy-3-

(1H-pyrazol-1-ylmethyl)-1H-indole, 1-methoxy-3-(1H-1,2,3-triazol-1-ylmethyl)-1H-indole,1-

methoxy-3-(4H-1,2,4-triazol-4-ylmethyl)-1H-indole, お よ び 1-methoxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-

ylmethyl)-1H-indole であると決定した. 以上, 不安定な isothiocyanate を介して 1 step で 5 つ

の新規含窒素化合物 26−30 を得た (Fig. 20, 21). 

 

 

 

 

 

neoglucobrassicin (24), imidazole および myrosinase の反応 

における HPLC 分析 

neoglucobrassicin (24) と imidazole の反応 

における HPLC 分析  

 

化合物 24 
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Fig. 20   新規含窒素化合物 26−30 の合成 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 21 新規含窒素化合物 26−30 の化学構造 
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Fig. 22 新規含窒素化合物 26−30 の HMBC および NOE 相関 

 

 

 

Table 7  新規含窒素化合物 26−30 の 1H, 13C NMR データ 
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これらの反応機構を考察したところ,  目的の化合物は不安定な 3-(isothiocyanatomethyl)-1-

methoxy-1H-indole と imidazole との反応によって生成されたイミダゾリウム塩の脱プロトン

化によって得られることが推定された  (推定反応機構  1, Fig. 23). 一方で , 不安定な 3-

(isothiocyanatomethyl)-1-methoxy-1H-indole から  SCN− が脱離しカチオンを形成して 

imidazole と反応する機構も考えられた (推定反応機構   Fig. 24) 

 また, 求核剤として imidazole の代わりに pyrrole および第一級アミンである propylamine

を使用したところ, 目的化合物である 1-methoxyindole 誘導体の生成は確認されなかった. 求

核剤として用いた化合物の塩基性を比較したところ, 反応が進行しなかった pyrrole は反応

が進行した imidazole, pyrazole, triazole よりも塩基性が弱く, propylamine は imidazole, pyrazole, 

triazole よりも塩基性が強いことから, 本反応の進行は塩基性の強さに依存しないと考えら

れた.  

本反応が推定反応機構 1 において進行するとした場合, 求核剤として imidazole, pyrazole, 

triazole を用いると, pyrrole, propylamine を用いるよりも生成する塩が共鳴により比較的安定

であるため, 反応が進行し易いのではないかと考えた. 従って, 本反応では推定反応機構 1

により反応が進行している可能性が高いと考えられた. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 23   化合物 26 の推定反応機構   

[Heterocycles (2021), Scheme 4 より一部を改変して引用] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24   化合物 26 の推定反応機構  
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小括 

第二章では, spirobrassinin の生合成経路の中で 3-indolylmethyl isothiocyanate が不安定であ

ることに着目し, その反応性の高さを利用して含窒素複素環化合物を得ることを目的とした. 

 アブラナ科ホソバタイセイ (I. tinctoria) より glucosinolate である neoglucobrassicin (24) 

を単離し, ミロシナーゼにより分解し, 生成した isothiocyanate に種々の複素環化合物を加

えることで新規含窒素化合物 26−30 を得, isothiocyanate への求核反応が進行することを確

認した. 

また, この方法は “green and sustainable chemistry” の例として重要と考えられる. この合

成法における目的化合物の収率については改善する必要があるが, 医薬品シーズの開発の一

助となることが期待される. 
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結論 

第一章では, カブ (B. rapa var. rapa) の酵素群を利用した spirobrassinin 類の立体選択的合成

について述べた. Spirobrassinin (7) および誘導体を簡便かつ立体選択的に合成することを目的

とし, アブラナ科植物のファイトアレキシン合成酵素群を利用することで spirobrassinin (7) 

および誘導体を簡便かつ立体選択的に合成できるのではないかという仮説を立て研究を進め

た. 種々の条件検討の結果, L-tryptophan から (S)-(−)-spirobrassinin (7) が 90−97% ee で得ら

れ, 5-methyl-DL-tryptophan から (S)-(−)-5-methylspirobrassinin (9) が 81% ee (収率: 0.2%) で得

られた. この反応においては, 多段階に酵素反応が進行していると考えられた. 以上, カブの

生合成経路を利用し, アミノ酸からワンポットで立体選択的に spirobrassinin 類を得ることに

成功した. 

第二章では, spirobrassinin の生合成経路の中で 3-indolylmethyl isothiocyanate が不安定であ

ることに着目し, その反応性の高さを利用して化合物を得ることを目的とした. アブラナ科

ホソバタイセイ (I. tinctoria) より neoglucobrassicin (24) を単離し, ミロシナーゼにより分解

し, 生成した isothiocyanate に種々の複素環化合物を加えることで新規含窒素化合物 26−30

を得, isothiocyanate への求核反応が進行することを確認した. 

結論として , 本研究では , アブラナ科植物カブの酵素群を利用し , 低収率ではあるが 

tryptophan およびその誘導体からワンポットで立体選択的に天然型, 半天然型 spirobrassinin 

類を得た. 収率の向上のためさらなる改良が必要と考えられるが, 本反応はスピロオキシイ

ンドールの構築方法として有用であると考えられる. また, 不安定な isothiocyanate を介して

簡便に新規含窒素化合物を得た. これらの反応は, いずれも新しい含硫黄・含窒素医薬品の開

発の一助となることが期待される.  
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実験の部 

水素核磁気共鳴スペクトル (1H NMR) , 炭素核磁気共鳴スペクトル (13C NMR), Hetero-

nuclear Multiple Quantum Coherence (HMQC) スペクトル , Hetero-nuclear Multiple-Bond 

Conectivity (HMBC), NOE correlated spectroscopy (NOESY) スペクトルは JEOL JNM-ECA 600K 

(600 MHz) を用いて測定した. 旋光度は Horiba SEPA-300 digital polarimeter (l = 5 cm)を用いて

測定した . 赤外吸収スペクトル  (IR) は JASCO FT/IR-4600 Fourier Transform Infrared 

Spectrometer を用いて測定した. 高分解能質量分析 (High resolution ESI-MS, EI-MS) および質

量分析  (ESI-MS) は  SHIMADZU LCMS-IT-TOF (HRESI-MS), JEOL JMS-GCMATE mass 

spectrometer (HREI-MS) および Agilent Technologies Quadrupole LC/MS 6130 (ESI-MS)を用いて

測定した. 高速液体クロマトグラフ質量分析 (LC-MS) については, 高速液体クロマトグラフ

は Nexera UHPLC システム, トリプル四重極型質量分析計は SHIMADZULCMS 8040 を用

いた. 高速液体クロマトグラフィー (HPLC) は, ポンプ: SHIMADZU LC-6AD, LC-20AR, 紫

外可視分光光度計検出器: SHIMADZU SPD-20A および SPD-10A, SPD-10AVP を用いた．カ

ラムクロマトグラフィーの吸着剤は, 順相系: シリカゲル Silica Gel BW-200 (Fuji Silysia 

Chemical, 150−350 mesh), 逆相系: Cosmosil140C18-OPN (Nacalai Tesque) を用いた. 合成吸着剤

は DIAION ion exchange Resin HP-20 (MISUBISHI CHEMICAL CORPORATION) を用いた. 薄

層クロマトグラフィー (TLC) には silica gel 60F254 (Merck, 順相)，RP-18 60F254 (Merck，逆相) 

を使用し, スポットの検出は UV (254, 365 nm), ニンヒドリンスプレー (和光純薬社製試薬), 

および 1% Ce(SO4)2/10%H2SO4 水溶液を噴霧し, 加熱時の呈色により行った. Peroxidase (from 

Horseradish) は富士フィルム和光純薬株式会社より購入したものを用いた. Myrosinase (from 

Sinapis alba) は Sigma-Aldrich より購入したものを用いた． 
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第一章の実験 

植物の入手  

カブ (Brassica rapa var. rapa) は青森産および千葉県産を農業協同組合 (JA) より購入し

た. ハクサイ (B. rapa var. pekinensis), キャベツ (B. oleracea var. capitata), カリフラワー (B. 

oleracea var. botrytis) は京都市市場品を用いた. 

 

第一節の実験 

カブからの spirobrassinin (7) の単離 

カブ新鮮胚軸を切断し室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60

分間照射した. さらに室温遮光条件下で 72 時間静置した後, カブ (4.38 kg) に MeOH (1.7 L) 

を加えミキサーにて粉砕し室温で  2 時間抽出した. MeOH 抽出液を減圧下溶媒留去し 

MeOH 抽出エキス (744 mg) を得た. AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画 (178 

mg, 0.004%) を得た. 得られた AcOEt 分画を逆相 HPLC [HPLC column: YMC triart C18 (5 m 

particle size, 250 × 10 mm i.d.); detection: UV (220 nm); mobile phase: MeOH–H2O (65:35); flow rate: 

4.5 mL/min; column temperature: 25 °C] にて精製し, spirobrassinin (7, 3.0 mg, 0.00007%) を得た. 構

造決定は 1H NMR, 13C NMR, および HREI-MS 分析に基づいて行った. また, 7 の旋光度を文

献値と比較することで絶対配置を Sと決定した. キラルカラムを用いたHPLC分析 [column: 

CHIRALCEL OJ-H (5 μm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (250 nm); mobile phase: 2-

propanol:n-hexane (10:90); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25 °C; injection volume: 20 

μL] によりエナンチオマー過剰率は 91% ee と決定した.  

 

(S)-(−)-Spirobrassinin (7)  

Yellow oil: [α]23
D −53.7 [CHCl3, compound with the enantiomeric excess (91% ee) was used for the 

measuring of the optical rotation. reference data: [α]20
D −53 (c=0.05, CHCl3)]; High resolution EI-MS: 

Calcd for C11H10N2OS2 (M)+: 250.0235; Found 250.0231; 1H NMR (600 MHz, CD3OD) δ 7.30 (br d, 

1H, J = 7.7), 7.24 (ddd, 1H, J = 7.7, 7.7, 1.3), 7.04 (ddd, 1H, J = 7.7, 7.7, 1.0), 6.88 (br d, 1H, J = 7.7), 

4.53 (d, 1H, J = 15.2), 4.43 (d, 1H, J = 15.2), 2.59 (s, 3H); 13C NMR (600 MHz, CD3OD) δ 179.7, 

166.5, 142.1, 132.2, 130.9, 125.2, 124.4, 111.4, 75.5, 65.9, 15.7. 

 

カブへの UV 照射による spirobrassinin (7) の生成確認 

カブ新鮮胚軸を切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴を開け

た. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. UV 照

射しないものをコントロールとして使用した . 照射直後に界面活性剤  Tween-80 (0.1%), 

DMSO (1.0%) を含む水溶液 [計 6.0 mL, 1 スライスあたり 2.0 mL (カブ 1 個あたり 4.0 mL)] を

カブの穴に投与した. 各スライスを室温下暗所で 72 時間静置し, 穴の溶液を回収した. 各溶

液を AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去した AcOEt 分

画を 2.0 mL メスフラスコを用いて MeOH で容量調製した. 各溶液を HPLC 分析し [column: 

YMC triart C18, 250 × 4.6 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 1.0 

mL/min; column temperature: 25°C injection volume: 10 μL.], 7 の定性分析を行った 
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ファイトアレキシン合成酵素の発現確認 

 UV 照射または非照射のカブのスライスを, プロテイナーゼ阻害剤 (Thermo Fisher Scientific) 

を含む溶解バッファーでホモジナイズし 10,000 xg で 10 分間遠心分離した. Amicon Ultra-15 

10K (Merck Millipore Ltd.) を使用して 10 kDa で限外濾過した後, 濃縮タンパク質を 2%SDS 含

有バッファーで煮沸して変性させた. タンパク質濃度は Protein Assay BCA Kit (Nacalai Tesque) 

を使用して決定した. 各レーンあたり 5 μg のタンパク質を SDS-PAGE で処理した. 電気泳動

後 Silver Stain MS Kit (Fujifilm Wako Pure Chemical) を使用した銀染色によりタンパク質を確

認した.  

 

アブラナ科植物への UV 照射による spirobrassinin (7) の生成確認 

アブラナ科植物ハクサイ(B. rapa var. pekinensis ,130.6 g), キャベツ (B. oleracea var. capitata, 

135.4 g), カリフラワー (B. oleracea var. botrytis, 41.0 g) を室温遮光条件下で 24 時間静置した

後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. さらに室温遮光条件下で 72 時間静置した後, 

それぞれに MeOH (300 mL) を加えミキサーにて粉砕し室温で抽出した. 各 MeOH 抽出液を

減圧下溶媒留去し MeOH 抽出エキスを得た. AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画

を得た. AcOEt 分画を MeOH にて溶解し, 逆相 HPLC [column: YMC triart C18, 250 × 4.6 mm 

i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 1.0 ml/min; column temperature: 

25°C] にて分析を行った. 

 

第二節の実験 

Spirobrasinin (7) の検量線の作成 

Spirobrassinin (7) (0.6 mg) を 5 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製した. この溶液を

標準溶液 (120 μg/ mL) として使用した. 検量線を作成するための各溶液 (3.84 μg/ mL, 4.8 μg/ 

mL, 9.6 μg/ mL, 48 μg/ mL) は, 標準溶液を希釈して調製した. 各溶液をそれぞれ次の条件下で

HPLC 分析を行った [HPLC column: YMC triart C18 (5 μm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); 

detection: UV (220 nm); mobile phase: MeOH–H2O (65:35); flow rate: 1.0 mL/min; column 

temperature: 25 °C; injection volume: 25 μL.]. 検量線の回帰式は y = 729648x + 24612 [y :ピーク

面積, x : 7 の量 (μg)], 相関係数 (R2) は 0.9998 であり, 測定範囲 (3.84−120 μg / mL) におい

て優れた直線性を示した. 
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Spirobrassinin (7) の検量線 

 

 

カブへの brassinin (8) 添加により生成する 7 の定量分析およびエナンチオマー過剰率の決定 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (1.0%) を含む brassinin (8, 0, 0.4, 1.2, 2.0, およ

び 4.0 mg) の水溶液 [計 4.0 mL, 1 スライスあたり 2.0 mL (カブ 1 個あたり 4.0 mL)] をカブの

穴に投与した. 各スライスを室温遮光条件下で 48 時間静置し, サンプルの濃度ごとに穴の中

の溶液を回収した. 各溶液を AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下

溶媒留去した AcOEt 分画を 2.0 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製した. この溶液を

化合物 7 の定量分析およびエナンチオマー過剰率の決定に使用した. 定量分析は, 各溶液を

HPLC 分析し [column: YMC triart C18, 250 × 4.6 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV 

(220 nm); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25°C injection volume: 10 μL.], 検量線より 7 

の含量を計算した.  

7 のエナンチオマー過剰率を求めるため, 各溶液を HPLC にて精製した [column: YMC 

triart C18, 250 × 10 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 4.0 mL/min; 

column temperature: 25°C]. 得られた 7 を MeOH に溶解し, 次の条件下で HPLC 分析を行った 

[column: CHIRALCEL OJ-H (5 µm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (250 nm); mobile 

phase: 2-propanol:n-hexane (10:90); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25 °C; injection 

volume: 20 µL]. 

 

 

 

 

 

 

Spirobrassinin (7) の量 (μg) 

ピ
ー
ク
面
積 
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(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.20 min; Peak area: 1376 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.94 min; Peak area: 30039 

The (S)-enantiomeric excess: 91% ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 15.91 min; Peak area: 19312 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.58 min; Peak area: 216475 

The (S)-enantiomeric excess: 84% ee. 

 

 

 

 

 

 

brassinin 0.4 mg per piece of turnip  

control 
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(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 15.85 min; Peak area: 61523 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.47 min; Peak area: 389417 

The (S)-enantiomeric excess: 73 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.25 min; Peak area: 103203 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.08 min; Peak area: 369545 

The (S)-enantiomeric excess: 57% ee. 

 

brassinin 1.2 mg per piece of turnip  

brassinin 2.0 mg per piece of turnip  
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(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 15.94 min; Peak area: 219760 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.59 min; Peak area: 524043 

The (S)-enantiomeric excess: 41% ee. 

 

 

 

 

カブへの brassinin (8) とペルオキシダーゼ添加により生成する 7 のエナンチオマー過剰率の

決定 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (1.0%) を含む brassinin (8, 1.8 mg) と horse 

radish peroxidase (0.9 mg) の水溶液 [計 6.0 mL, 1 スライスあたり 2.0 mL (カブ 1 個あたり 4.0 

mL)] をカブの穴に投与した. 各スライスを室温遮光条件下で 48 時間静置し, 穴の中の溶液

を回収した. 溶液を AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去

した AcOEt 分画を 2.0 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製した. この溶液をエナンチ

オマー過剰率の決定に使用した.  

7 のエナンチオマー過剰率を求めるため, 各溶液を HPLC にて精製した [column: YMC 

triart C18, 250 × 10 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 4.0 mL/min; 

column temperature: 25°C]. 得られた 7 を MeOH に溶解し, 次の条件下で HPLC 分析を行った 

[column: CHIRALCEL OJ-H (5 µm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (250 nm); mobile 

phase: 2-propanol:n-hexane (10:90); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25 °C; injection 

volume: 20 µL]. 

 

 

 

 

 

brassinin 4.0 mg per piece of turnip  
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(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.20 min; Peak area: 9773 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.97 min; Peak area: 47988 

The (S)-enantiomeric excess: 66 % ee. 

 

カブへの 5-methylbrassinin (18) 添加により生成する 9 の単離 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (10.0%) を含む 5-methylbrassinin (18, 5.0 mg, 

2.0 mmol/L) の水溶液 [計 10.0 mL, 1 スライスあたり 2.0 mL (カブ 1 個あたり 4.0 mL)] をカブ

の穴に投与した. 各スライスを室温遮光条件下で 48 時間静置し, 穴の中の溶液を回収した. 

溶液を AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去した AcOEt

分画を 2.0 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製した.  

溶液を HPLC にて精製し[column: YMC triart C18, 250 × 10 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; 

detection: UV (220 nm); flow rate: 3.5 ml/min; column temperature: 25°C], 新規化合物  5-

methylspirobrassinin (9, 0.4 mg, 8.0%) を得た. 構造決定は 1DNMR および ESIMS 分析に基づい

て行った.  

 

(S)-(−)-5-Methylspirobrassinin (9) 

Yellow oil: [α]23
D −11.9 [c = 0.07, CHCl3, compound with the enantiomeric excess (57% ee) was used 

for the measuring of the optical rotation.]; HREI-MS: Calcd for C12H12N2OS2 (M)+: 264.0391; Found 

264.0392; 1H NMR (600 MHz, CD3OD) δ 7.13 (s, 1H), 7.07 (d, 1H, J = 7.9), 6.77 (d, 1H, J = 7.9), 4.52 

(d, 1H, J = 15.2), 4.43 (d, 1H, J = 15.2), 2.60 (s, 3H), 2.28 (s, 3H); 13C NMR (600 MHz, CD3OD) δ 

179.8, 166.6, 139.5, 134.3, 132.3, 131.3, 125.7, 111.2, 75.6, 66.0, 21.0, 15.7.; IR (ATR): 1717, 1622, 

1492 cm−1.  

 

 

brassinin (1.2 mg) and peroxidase (0.6 mg)  

per piece of turnip 
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カブへの 5-methylbrassinin (18) の添加により生成する 9 のエナンチオマー過剰率の決定 

調製した 9 の溶液の LC-MS 分析を行った[column: Ceramospher RU-1 (5 µm particle size, 250 

× 4.6 mm i.d.); detection: UV (254 nm); mobile phase: MeOH; flow rate: 0.3 mL/min; column 

temperature: 25 °C; injection volume: 10 µL]. MS 測定は Q3 スキャンモードにて, 以下の測定条

件で行った : nebulizer gas flow (3 L/min), drying gas flow (15 L/min), desolvation line (DL) 

temperature (250 °C) , heat block (HB) temperature (400 °C). 9 はポジティブイオンで 287 [M+Na]+ 

として検出された. ピーク面積から計算したところ, 9 のエナンチオマー過剰率は 24 % ee で

あった.  

 

 

 

 

 

 

 

(S)-(−)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 20.74 min; Peak area: 45764919 

(R)-(+)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 22.75 min; Peak area: 28264023 

The (S)-enantiomeric excess: 24 % ee 

 

 

 

 

 

 

 

additive: 5-methyl brassinin (2.0 mmol/L)  
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カブへの 20 の添加により生成する 23 の単離 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (0.5%) を含む (20, 35.1 mg, 2.0 mmol/L) の水

溶液 [計 70.2 mL, 1 スライスあたり 2.3 mL (カブ 1 個あたり 4.7 mL)] をカブの穴に投与した. 

各スライスを室温遮光条件下で 48 時間静置し, 穴の中の溶液を回収した. 溶液を AcOEt と

H2Oにて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去した AcOEt 分画を 2.0 mLメス

フラスコに入れ MeOH で容量調製した.  

溶液を HPLC にて精製し[column: YMC triart C18, 250 × 10 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; 

detection: UV (220 nm); flow rate: 4.0 ml/min; column temperature: 25°C], (23, 0.4 mg, 1.1%) を得

た. 構造決定は 1DNMR および ESIMS 分析に基づいて行った. また, 23 の旋光度を測定し, 7 

の旋光度と比較することで絶対配置を S と決定した. 

  

Compound 23 

Yellow oil; []23
D −8.9 [c = 0.04, CHCl3, compound with the enantiomeric excess (23% ee) was used 

for the measuring of the optical rotation.]; HREI-MS: Calcd for C12H12N2OS2 (M)+: m/z 264.0391; 

Found m/z 264.0390; 1H NMR (600 MHz, CD3OD) δ 7.27 (br d, 1H, J = 7.0), 7.24 (br dd, 1H, J = 7.7, 

7.7), 7.04 (br dd, 1H, J = 7.7, 7.7), 6.87 (br d, 1H, J = 7.7), 4.52 (d, 1H, J = 15.3), 4.43 (d, 1H, J = 15.3), 

3.18 (q, 2H, J = 7.4), 1.37 (t, 3H, J = 7.4); 13C NMR (150 MHz, CD3OD) δ 179.3, 165.2, 141.6, 131.8, 

130.5, 124.8, 124.0, 111.0, 75.2, 65.1, 28.0, 14.7.; IR (ATR): 1717, 1620, 1472 cm−1.  
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カブへの 20 の添加により生成する 23 のエナンチオマー過剰率の決定 

調製した 23 の溶液の LC-MS 分析を行った [column: CHIRALCEL OJ-H (5 µm particle size, 

250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (250 nm); mobile phase: 2-propanol:n-hexane (10:90) ; flow rate: 1.0 

mL/min; column temperature: 25 °C; injection volume: 20 µL]. 23 のエナンチオマー過剰率は 23 % 

ee であった. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)- compound 23: Retention time: 11.92 min; Peak area: 62053 

(S)-(−)- compound 23: Retention time: 19.05 min; Peak area: 100025 

The (S)-enantiomeric excess: 23 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

additive: compound 20 (2.0 mmol/L) 
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第三節の実験 

カブへの L-tryptophan 添加により生成する 7 の定量分析およびエナンチオマー過剰率の決

定 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (1.0%) を含む L-tryptophan (Method A: 0, 0.4, 

1.2, 2.0, および 4.0 mg) (Method B: 0, 4.0, 8.0, 16, および 32 mg) の水溶液 [計 10.0 mL, 1 スラ

イスあたり 2.0 mL (カブ 1 個あたり 4.0 mL)] をカブの穴に投与した. 各スライスを室温遮光

条件下で 72 時間静置し, サンプルの濃度ごとに穴の中の溶液を回収した. 各溶液を AcOEt と

H2Oにて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去した AcOEt 分画を 2.0 mLメス

フラスコに入れ MeOH で容量調製した. この溶液を化合物 7 の定量分析およびエナンチオ

マー過剰率の決定に使用した. 定量分析は, 各溶液を HPLC 分析し [column: YMC triart C18, 

250 × 4.6 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 1.0 mL/min; column 

temperature: 25°C injection volume: 10 μL.], 検量線より 7 の含量を計算した.  

7 のエナンチオマー過剰率を求めるため, 各溶液を HPLC にて精製した [column: YMC 

triart C18, 250 × 10 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 4.0 mL/min; 

column temperature: 25°C]. 得られた 7 を MeOH に溶解し, 次の条件下で HPLC 分析を行った 

[column: CHIRALCEL OJ-H (5 µm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (250 nm); mobile 

phase: 2-propanol:n-hexane (10:90); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25 °C; injection 

volume: 20 µL]. 
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Method A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 15.98 min; Peak area: 8575 

(S)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 21.03 min; Peak area: 264139 

The (S)-enantiomeric excess: 94% ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 15.97 min; Peak area: 3831 

(S)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 21.05 min; Peak area: 243988 

The (S)-enantiomeric excess: 97% ee. 

 

 

 

 

 

 

control 

tryptophan 0.4 mg per piece of turnip 
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(R)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 15.99 min; Peak area: 4346 

(S)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 21.06 min; Peak area: 168768 

The (S)-enantiomeric excess: 95% ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.07 min; Peak area: 16864 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.07 min; Peak area: 528960 

The (S)-enantiomeric excess: 94% ee. 

 

 

 

 

 

 

tryptophan 1.2 mg per piece of turnip 

tryptophan 2.0 mg per piece of turnip 
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(R)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 16.08 min; Peak area: 8715 

(S)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 21.08 min; Peak area: 355605 

The (S)-enantiomeric excess: 95% ee. 

 

 

 

 

Method B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.29 min; Peak area: 15237 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.08 min; Peak area: 300447 

The (S)-enantiomeric excess: 90% ee. 

 

 

 

control 

tryptophan 4.0 mg per piece of turnip 
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(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.26 min; Peak area: 15225 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.05 min; Peak area: 444701 

The (S)-enantiomeric excess: 93 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.26 min; Peak area: 15655 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.06 min; Peak area: 310320 

The (S)-enantiomeric excess: 90% ee. 

 

 

 

 

 

tryptophan 4.0 mg per piece of turnip 

tryptophan 8.0 mg per piece of turnip 
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(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.29 min; Peak area: 36435 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.10 min; Peak area: 665840 

The (S)-enantiomeric excess: 90 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 16.29 min; Peak area: 21972 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 21.10 min; Peak area: 277505 

The (S)-enantiomeric excess: 85% ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

tryptophan 16 mg per piece of turnip 

tryptophan 32 mg per piece of turnip 
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5-Methylspirobrasinin (9) の検量線の作成 

5-Methylspirobrassinin (9) (1.0 mg) を 10 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製した. こ

の溶液を標準溶液 (100 μg/mL) として使用した. 検量線を作成するための各溶液 (3.2 μg/ mL, 

8.0 μg/mL, 20 μg/mL, 40 μg/mL) は, 標準溶液を希釈して調製した. 各溶液をそれぞれ次の条件

下で HPLC 分析を行った [HPLC column: YMC triart C18 (5 μm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); 

detection: UV (220 nm); mobile phase: MeOH–H2O (65:35); flow rate: 1.0 mL/min; column 

temperature: 25 °C; injection volume: 20 μL.]. 検量線の回帰式は y = 1370665x + 7576 [y :ピーク

面積, x : 9 の量 (μg)], 相関係数（R2）は 1.000 であり, 測定範囲 (3.2−100 μg/ mL) において優

れた直線性を示した. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-Methylspirobrassinin (9) の検量線 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-Methylspirobrassinin (9) の量 (μg) 

ピ
ー
ク
面
積 
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カブへの 5-methyl DL-tryptophan 添加により生成する 9 の定量分析およびエナンチオマー過

剰率の決定 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (1.0%) を含む 5-methyl DL-tryptophan (4.0, 8.0, 

16.0 mg) の水溶液 [計 10.0 mL, 1 スライスあたり 2.0 mL (カブ 1 個あたり 4.0 mL)] をカブの

穴に投与した. 各スライスを室温下暗所で 72 時間静置し, サンプルの濃度ごとに穴の中の溶

液を回収した. 各溶液を AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒

留去した AcOEt 分画を 2.0 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製した. この溶液を化合

物 9 の定量分析およびエナンチオマー過剰率の決定に使用した. 定量分析は, 各溶液を

HPLC 分析し [column: YMC triart C18, 250 × 4.6 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV 

(220 nm); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25°C injection volume: 20 µL.], 検量線より 9 

の含量を計算した. 

 9 のエナンチオマー過剰率を求めるため, 各溶液を次の条件下で LC-MS 分析を行った 

[column: Ceramospher RU-1 (5 µm particle size, 250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (254 nm); mobile 

phase: MeOH; flow rate: 0.3 mL/min; column temperature: 25 °C; injection volume: 10 µL]. MS 測定

は Q3 スキャンモードにて, 以下の測定条件で行った: nebulizer gas flow (3 L/min), drying gas 

flow (15 L/min), desolvation line (DL) temperature (250 °C) , heat block (HB) temperature (400 °C). 9 

はポジティブイオンで 287 [M+Na]+ として検出された.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(S)-(−)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 20.95 min; Peak area: 9588618 

(R)-(+)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 21.97 min; Peak area: 3178097 

The (S)-enantiomeric excess: 50 % ee. 

 

 

 

 

5-methyltryptophan 4.0 mg 

per piece of turnip 
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(S)-(−)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 21.14 min; Peak area:18861671 

(R)-(+)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 22.77 min; Peak area: 2949113 

The (S)-enantiomeric excess: 73 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(S)- (−)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 21.21 min; Peak area: 31443094  

(R)-(+)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 22.34 min; Peak area: 3204958 

The (S)-enantiomeric excess: 81 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5-methyltryptophan 16 mg 

per piece of turnip 

5-methyltryptophan 8 mg 

per piece of turnip 
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カブへの 5-methyl DL-tryptophan 添加により生成する 9 の単離 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (0.5%) を含む 5-methyl DL-tryptophan (329 mg) 

[5.5 mg, カブ 1 個あたり 0.025 mmol] の水溶液 [計 315 mL (カブ 1 個あたり 5.25 mL)] をカブ

の穴に投与した. 各スライスを室温遮光条件下で 72 時間静置し, 穴の中の溶液を回収した. 

溶液を AcOEt と H2O にて液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去した AcOEt

分画を MeOH に溶解し HPLC を用いて精製し[column: YMC triart C18, 250 × 4.6 mm i.d.; mobile 

phase: 65% MeOH; detection: UV (220 nm); flow rate: 4.0 ml/min; column temperature: 25°C], (9, 0.7 

mg, 0.18 %) を得た. 構造決定は 1DNMR, および ESIMS 分析に基づいて行った. また, 9 の旋

光度を測定し, 7 の旋光度と比較することで絶対配置を S と決定した. 

 

 

カブへの 5-methyl DL-tryptophan 添加により生成する 9 のエナンチオマー過剰率の決定 

得られた 9をMeOHで溶解し, LC-MS 分析を行った[column: Ceramospher RU-1 (5 µm particle 

size, 250 × 4.6 mm i.d.); detection: UV (254 nm); mobile phase: MeOH; flow rate: 0.3 mL/min; column 

temperature: 25 °C; injection volume: 10 µL]. MS 測定は Q3 スキャンモードにて, 以下の測定条

件で行った : nebulizer gas flow (3 L/min), drying gas flow (15 L/min), desolvation line (DL) 

temperature (250 °C) , heat block (HB) temperature (400 °C). 9 はポジティブイオンで 287 [M+Na]+ 

として検出された. ピーク面積から計算したところ, 9 のエナンチオマー過剰率は 57 % ee で

あった.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(S)-(−)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 20.97 min; Peak area: 409533106 

(R)-(+)-5-methyl spirobrassinin: Retention time: 22.81 min; Peak area: 113587085 

The (S)-enantiomeric excess: 57 % ee. 

 

 

 

 

5-methyltryptophan 5.5 mg 

per piece of turnip 
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カブへの 3-(2-naphtyl-L-alanin) および 3-(2-naphtyl-D-alanin) の添加 

カブ新鮮胚軸を半分に切断しスライスの各表面に星型 (最大直径：3 cm, 深さ：1 cm) の穴

を開けた. 室温遮光条件下で 24 時間静置した後, 殺菌灯 (30 W, 254 nm) を 60 分間照射した. 

照射直後に界面活性剤 Tween-80 (0.1%), DMSO (0.5%) を含む 3-(2-naphtyl-L-alanin) (127.4 mg) 

[12.7 mg] の水溶液 [計 120 mL (カブ 1 個あたり 12.0 mL)] をカブの穴に投与した. 各スライ

スを室温遮光条件下で 72 時間静置し, 穴の中の溶液を回収した. 溶液を AcOEt と H2O にて

液−液分配を行い AcOEt 分画を得た. 減圧下溶媒留去した AcOEt 分画を MeOH に溶解し

HPLC を用いて精製し[column: YMC triart C18, 250 × 4.6 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; 

detection: UV (220 nm); flow rate: 4.0 ml/min; column temperature: 25°C], 2-naphthyl-acetaldehyde-

oxime (1.4 mg, 1.3%) を得た. 3-(2-naphtyl-D-alanin) によるカブへの添加は上記と同じ方法で行

い, HPLC パターンの比較により 2-naphthyl-acetaldehyde-oxime の生成が確認された. 硫黄含

有化合物は得られなかった. 

 

Brassinin (8) の合成 

Indole-3-carboxaldehyde oxime (14, 497 mg, 3.1 mmol), NaBH4 (757 mg, 20.0 mmol) を

NiCl2·6H2O (736.8 mg, 3.1 mmol) 存在下 MeOH (20 mL) 中で 5 分間撹拌した. 溶液を濾過し

28% NH4OH (8.0 mL) と H2O (200 mL) を加えた. AcOEt を用いて分液し有機層を無水硫酸ナ

トリウム (Na2SO4) で乾燥した. 減圧下溶媒留去し, indol-3-yl-methylamine の混合物を得た. 

これを CH2Cl2 (20 mL) に溶解し, triethylamine (0.44 mL, 3.12 mmol), carbon disulfide (1.31 mL, 

21.9 mmol) を加え室温で 5 分間撹拌した. Iodomethane (0.98 mL, 15.6 mmol) を加えさらに 15

分間撹拌した後, 減圧下溶媒留去した. 混合物を順相カラムクロマトグラフィーにて精製し

[n-hexane-AcOEt (3:1, v/v)], brassinin (8, 172 mg, 24% from 14) を得た. 

 

 

5-Methyl brassinin (18) の合成 

POCl3 (0.5 mL) を N, N-dimethyl formamide (DMF) (1.5 ml) に溶解し 0 °C で 10 分間撹拌し

た. これに DMF (3.0 mL) 中 5-methyl indole (10, 600 mg, 4.7 mmol) を加え, 2 時間撹拌した. 1N 

NaOH 水溶液を加え H2O と AcOEt を用いて分液し有機層を Na2SO4 で乾燥した. 溶液を減

圧下溶媒留去し, 5-methyl indole-3-carboxaldehyde (11) の混合物 (1.3 g)を得た. 得られた 5-

methyl indole-3-carboxaldehyde 混合物 (11, 1.15 g) を ethanol (EtOH) (40 mL), H2O (4.0 mL) に

溶解し hydroxylamine hydrochloride (0.85 g, 12.2 mmol) , sodium carbonate (0.97 g, 9.2 mmol) を加

え, 室温で 50 分間撹拌した. 溶液を減圧下溶媒留去し, H2O と AcOEt を用いて分液し有機

層を Na2SO4 で乾燥し, 5-methyl indole-3-carboxaldehyde oxime (15) の混合物 (0.58 g)を得た. 5-

Methyl brassinin (18) の合成は 5-methyl indole-3-carboxaldehyde oxime (15, 572 mg) の混合物を

用いて 8 と同様の方法で行い, 5-methyl brassinin (18, 85 mg, 7.2% from 10) を得た. 
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1-Methyl brassinin (19) の合成 

Sodium hydroxide solution (15 mL, 10 w/v%), tetrabutylammonium bromide (224 mg, 0.69 mmol),  

iodomethane (0.43 mL, 6.9 mmol) を benzene (20 mL) に溶解した indole-3-carboxaldehyde (1.0 g, 

6.9 mmol) に加え, 室温で 2 時間撹拌した. Benzene を用いて分液し有機層を Na2SO4 で乾燥

した. 減圧下溶媒留去し, 1-methyl indole-3-carboxaldehyde (12) の混合物 (1.106 g) を得た. 得

られた 1-methyl indole-3-carboxaldehyde 混合物 (12, 1.09 g) を EtOH (30 mL) , H2O (4.5 mL) に

溶解し hydroxylamine hydrochloride (0.86 g, 12.4 mmol) , sodium carbonate (564 mg, 5.3 mmol) を

加え, 室温で 3 時間撹拌した. 溶液を減圧下溶媒留去し, H2O と AcOEt を用いて分液し有機

層を Na2SO4 で乾燥し, 1-methyl indole-3-carboxaldehyde oxime (16) の混合物 (837 mg) を得た. 

1-Methyl brassinin (19) の合成は 1-methyl indole-3-carboxaldehyde oxime (16, 837 mg) の混合物

を用いて 8 と同様の方法で行い , 1-methyl brassinin (19, 58 mg, 3.4% from indole-3-

carboxaldehyde) を得た. 

 

化合物 20 の合成 

化合物 20 の合成は iodomethane の代わりに iodoethane (1.25 mL, 15.6 mmol) を用いて 8 

と同様の方法で行い, 化合物 20 (70 mg, 9.4% from 14) を得た. 

 

化合物 21 の合成 

化合物 21 の合成は iodomethane の代わりに iodopropane (1.52 mL, 15.6 mmol) を用いて 8 

と同様の方法で行い, 化合物 21 (27 mg, 4.4% from 14) を得た. 

 

5-Bromo brassinin (22) の合成 

5-Bromo brassinin (22) の合成は 11 の代わりに 5-bromo indole-3-carboxaldehyde (13, 1.60 g, 

7.2 mmol) を用いて 18 と同様の方法で行い, 5-bromo brassinin (22, 41 mg, 1.8% from 13) を得

た. 

 

CrO3 を用いた 7 の合成 

CrO3 (29.4 mg, 0.29 mmol) を H2O (0.5 mL) に溶解し, acetic acid (0.5 mL), dioxane (0.2 mL) 中

brassinin (8, 11 mg. 0.047 mmol) に加えた. 室温で 20 分間撹拌し, 飽和食塩水 (10 mL) を加え

AcOEt を用いて分液し有機層を Na2SO4 で乾燥した. 減圧下溶媒留去し混合物を逆相 HPLC 

にて精製し[column: YMC triart C18, 250 × 10 mm i.d.; mobile phase: 65% MeOH; detection: UV (220 

nm); flow rate: 4.0 ml/min; column temperature: 25°C], spirobrassinin (7, 2.0 mg, 17%) を得た.  

 

PdCl2(CH3CN)2 を用いた 7 の合成 

DMSO (2.7 mL), MeOH (0.3 mL) に溶解した brassinin (8, 30 mg, 0.13 mmol) と PdCl2(CH3CN)2 

(3.9 mg, 0.013 mmol) を 80 °C で 1.5 時間撹拌した. 反応液に飽和食塩水 (10 mL) を加え

AcOEt を用いて分液し有機層を Na2SO4 で乾燥した. 減圧下溶媒留去し混合物を順相カラム

クロマトグラフィーにて精製し [n-hexane-AcOEt (4:1, v/v)] , spirobrassinin (7, 4.4 mg, 14%) を

得た. 



53 

 

 

 

CrO3 および PdCl2(CH3CN)2を用いて合成した 7 のエナンチオマー過剰率の決定 

合成した spirobrassinin (7) を MeOH で溶解し, HPLC 分析を行った [column: CHIRALCEL 

OJ-H (5 μm particle size, 4.6 × 250 mm i.d.); detection: UV (250 nm); mobile phase: 2-propanol:n-

hexane (10:90); flow rate: 1.0 mL/min; column temperature: 25 °C; injection volume: 20 µL]. 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 15.86 min; Peak area: 2878257 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.46 min; Peak area: 2772951 

The (S)-enantiomeric excess: −1.9 % ee. 

 

 

 

 

 

 

 

 

(R)-(+)-spirobrassinin: Retention time: 15.97 min; Peak area: 4213421 

(S)-(−)-spirobrassinin: Retention time: 20.64 min; Peak area: 4159050 

The (S)-enantiomeric excess: −0.7 % ee. 

 

 

 

 

 

Synthesized spirobrassinin  

by using PdCl2(CH3CN)2 

Synthesized spirobrassinin  

by using CrO3 
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第二章の実験 

植物の入手  

ホソバタイセイ (Isatis tinctoria) 乾燥根部 [板藍根] (産地: 中国, 安徽省) は株式会社栃本

天海堂より購入した. 

 

ホソバタイセイ(I. tinctoria) からの neoglucobrassicin (24) の単離 

ホソバタイセイ(I. tinctoria) 乾燥根部 (5.0 kg) を MeOH を用いて 80 ˚C で熱時抽出後, 

抽出液を濾取した. 残渣に MeOH を加え，同様の抽出操作を計 3 回行った. MeOH 抽出液

を減圧下溶媒留去し, MeOH 抽出エキス (540.1 g，乾燥根部からの収率 10.8%) を得た. 得

られた MeOH エキスを HP-20 に付し, 20% MeOH 分画 (13.25 g, 0.27%) を得た. 20% MeOH 

分画を順相カラムクロマトグラフィー [CHCl3-MeOH (1:0→6:1→5:1→3:1, v/v)] にて分画し, 

4 フラクションに分離した. Fr. 4 (2.29 g, 0.046%) を逆相カラムクロマトグラフィー [CHCl3-

MeOH (1:0→6:1→5:1→3:1, v/v)] にて精製し, neoglucobrassicin (24, 2.21 g, 0.044%) を得た. 

 

1-Methoxyindole-3-methanol (25) の検量線の作成 

Neoglucobrassicin (24) 200 mg より 1-methoxyindole-3-methanol (25) (0.8 mg) を得た. 得られ

た 1-methoxyindole-3-methanol (25) (0.8 mg) を 10 mL メスフラスコに入れ MeOH で容量調製

した.この溶液を標準溶液 (80 μg/mL) として使用した. 検量線を作成するための各溶液 (3.2 

μg/mL, 6.4 μg/mL, 16 μg/mL, 32 μg/mL) は, 標準溶液を希釈して調製した. 各溶液をそれぞれ

10mL 調製し, 次の条件下で HPLC 分析を行った [HPLC column：YMC Triart C18 (5 μm particle 

size, 250×4.6 mm i.d.; detection：UV (280 nm); mobile phase：MeOH–H2O (50:50); flow rate：1.0 

mL / min; column：25°C; injection volume：10 μL]. 検量線の回帰式は y= 3929515x + 130 [y :ピ

ーク面積、x : 25 の濃度 (mg/ mL)] , 相関係数 (R2) は 0.9993 であり, 測定範囲 (3.2−32 μg/mL) 

において優れた直線性を示した.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1-Methoxyindole-3-methanol (25) の検量線 

ピ
ー
ク
面
積 

1-Methoxyindole-3-methanol (25) の濃度 (mg/mL) 
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Neoglucobrassicin (24) と myrosinase の反応 

Neoglucobrassicin (24, 50 mg, 0.11 mmol) および myrosinase (20−40 mU) を 5 mL リン酸ナト

リウム緩衝液 (100 mM, pH 7.4) 中, 30−37°C で各 5 分, 3 時間, 24 時間撹拌した. 各溶液を逆相

ODS カラムクロマトグラフィー [H2O (3 mL) → CH3CN (6 mL)] にて分画し得られた MeCN 層

を 2 mL メスフラスコを用いて MeOH で計 2ml になるよう容量調製した. 得られた溶液をメ

ンブレンフィルター (MILEX LH フィルターユニット, 0.45 µM) で濾過し, このうち 200 µL

を 2 mL メスフラスコに入れ MeOH で計 2 mL になるように容量調製した. 各溶液を HPLC

にて分析し各収量を検量線により計算した [HPLC column：YMC Triart C18 (5 μm particle size, 

250×4.6 mm i.d.; detection：UV (280 nm); mobile phase：MeOH–H2O (50:50); flow rate：1.0 mL/ 

min; column：25°C; injection volume：10 μL]. 反応開始 5 分後と 3 時間後の収率はそれぞれ 1.0% 

と 2.9% であった. また, H2O 層および MeCN 層の 1H NMR スペクトルにおいて 24 のインド

ール部分の4位のシグナル (7.75 ppm, d, J = 7.6 Hz) が検出されなかったため24 は myrosinase

によって完全に消費されることが確認された. 

 

Neoglucobrassicin (24) と imidazole の反応 

Neoglucobrassicin (24, 6.6 mg, 0.014 mmol) および imidazole (0.14 mmol, 10.0 eq.) を 1 mL リ

ン酸ナトリウム緩衝液 (100 mM、pH 7.4) 中, 30−37°C で 12 時間撹拌した. 溶液を逆相 ODS

カラムクロマトグラフィー [H2O-CH3CN (1:0→0:1, v/v)] にて分画し, 得られた MeCN 層を

MeOH にて希釈し HPLC 分析を行った [HPLC column: YMC triart C18 (5 m particle size, 250 × 

4.6 mm i.d.); detection: UV (220 nm); mobile phase: MeOH–H2O (55:45); flow rate: 1.0 mL/min; 

column temperature: 25 °C]. 化合物 26 の生成は確認されなかった. 

 

 

新規含窒素化合物 26−30 の合成 

Neoglucobrassicin (24, 100−200 mg, 0.21−0.42 mmol, 1.0 eq) と myrosinase (20−40 mU) および

求核剤 [imdazole, pyrazole, 1H-1,2,3-triazole, or 1H-1,2,4-triazole] (2.1−4.2 mmol, 10 eq.) を 10−20 

mL リン酸ナトリウム緩衝液 (100 mM, pH 7.4) 中, 30−37°C で 12 時間撹拌した. 各溶液を逆

相 ODS カラムクロマトグラフィー [H2O-CH3CN (1:0→0:1, v/v)] にて分画し得られた MeCN

層をそれぞれ HPLC にて精製した [HPLC column: YMC triart C18 (5 m particle size, 250 × 4.6 

mm i.d.); detection: UV (220 nm); mobile phase: MeOH–H2O (55:45, v/v for compounds 26 and 27, 

50:50, v/v for compounds 28, and 45:55, v/v for compounds 29 and 30); flow rate: 1.0 mL/min; column 

temperature: 25 °C]. 
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新規含窒素化合物 26−30 

3-(1H-Imidazol-1-ylmethyl)-1-methoxy-1H-indole (26). 0.9 mg, 1.9% yield from compound 24 (100 

mg, 0.21 mmol), yellow oil. IR (ATR) 1598, 1101, 739 cm−1. 1H-NMR (600 MHz, CD3OD) H : and 

13C NMR (150 MHz, CD3OD) C : given in Table 7. HRMS (ESI) m/z calcd for C13H13N3O [M+H]+ 

228.1131, found 228.1130. 

 

1-Methoxy-3-(1H-pyrazol-1-ylmethyl)-1H-indole (27). 1.2 mg, 2.5% yield from compound 24 (100 

mg, 0.21 mmol), yellow oil. IR (ATR) 1581, 1087, 742 cm−1. 1H-NMR (600 MHz, CD3OD) H : and 

13C NMR (150 MHz, CD3OD) C : given in Table 7. HRMS (ESI) m/z calcd for C13H13N3O [M+Na]+ 

250.0951, found 250.0947.  

 

1-Methoxy-3-(1H-1,2,3-triazol-1-ylmethyl)-1H-indole (28). 1.2 mg, 1.3% yield from compound 24 

(200 mg, 0.21 mmol), yellow oil. IR (ATR) 1586, 1078, 746 cm−1. 1H-NMR (600 MHz, CD3OD) H: 

and 13C NMR (150 MHz, CD3OD) C: given in Table 7. HRMS (ESI) m/z calcd for C12H12N4O [M+Na]+ 

251.0903, found 251.0908.   

 

1-Methoxy-3-(4H-1,2,4-triazol-4-ylmethyl)-1H-indole (29). 0.7 mg, 0.7% yield from compound 24 

(200 mg, 0.21 mmol), yellow oil. IR (ATR) 1592, 1103, 741 cm−1. 1H-NMR (600 MHz, CD3OD) H: 

and 13C NMR (150 MHz, CD3OD) C: given in Table 7. HRMS (ESI) m/z calcd for C12H12N4O 

[M+Na]+ 251.0903, found 251.0907.   

 

1-Methoxy-3-(1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1H-indole (30). 0.7 mg, 0.7% yield from compound 24 

(200 mg, 0.21 mmol), yellow oil. IR (ATR) 1580, 1101, 742 cm−1. 1H-NMR (600 MHz, CD3OD) H: 

and 13C NMR (150 MHz, CD3OD) C: given in Table 7. HRMS (ESI) m/z calcd for C12H12N4O [M+Na]+ 

251.0903, found 251.0900.  

 

 

 

 

 

 

 



57 

 

 

The 1H and 13C NMR, and 2D NMR spectrum data of compound 7, 8, 9, 18, 20, 21, and 23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1H NMR spectrum of spirobrassinin (7). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of spirobrassinin (7).  
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13C NMR spectrum of spirobrassinin (7). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of spirobrassinin (7).  
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1H NMR spectrum of brassinin (8). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of brassinin (8).  
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13C NMR spectrum of brassinin (8). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of brassinin (8).  
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1H NMR spectrum of 5-methylspirobrassinin (9). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of 5-methylspirobrassinin (9).  
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13C NMR spectrum of 5-methylspirobrassinin (9). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of 5-methylspirobrassinin (9).  
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HMQC spectrum of 5-methylspirobrassinin (9). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HMBC spectrum of 5-methylspirobrassinin (9). Measured in CD3OD. 
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1H NMR spectrum of 5-methylspirobrassinin (9) by administrating 5-methyl-DL-tryptophan to the 

turnip. Measured in CD3OD. 
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Enlarged view: 

1H NMR spectrum of 5-methylspirobrassinin (9) by administrating 5-methyl-DL-tryptophan to the 

turnip.  
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1H NMR spectrum of 5-methylbrassinin (18). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of 5-methylbrassinin (18).  
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13C NMR spectrum of 5-methylbrassinin (18). Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of 5-methylbrassinin (18).  
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1H NMR spectrum of compound 23. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of compound 23.  
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13C NMR spectrum of compound 23. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of compound 23.  
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HMQC spectrum of compound 23. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HMBC spectrum of compound 23. Measured in CD3OD. 

 

 



71 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1H NMR spectrum of compound 23 by administrating compound 20 to the turnip. 

Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of compound 23 by administrating compound 20 to the turnip. 
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1H NMR spectrum of compound 20. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of compound 20.  
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13C NMR spectrum of compound 20. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of compound 20.  
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1H NMR spectrum of compound 21. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

1H NMR spectrum of compound 21.  
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13C NMR spectrum of compound 21. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

Enlarged view: 

13C NMR spectrum of compound 21.  
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MS spectra of compound 31 by administrating compound 21 to the turnip 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MS spectrum of compound 31 by administrating compound 21 to the turnip. 

279 [M+H]+ ion was observed. 

 

 

 

 

 

 

 

 

compound 31 
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The 1H and 13C NMR spectrum data of compound 26, 27, 28, 29, and 30 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

１H -NMR spectrum of compound 26. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13C -NMR spectrum of compound 26. Measured in CD3OD. 
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1H -NMR spectrum of compound 27. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13C -NMR spectrum of compound 27. Measured in CD3OD. 
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1H -NMR spectrum of compound 28. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13C -NMR spectrum of compound 28. Measured in CD3OD. 
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1H -NMR spectrum of compound 29. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13C -NMR spectrum of compound 29. Measured in CD3OD. 
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1H -NMR spectrum of compound 30. Measured in CD3OD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

13C -NMR spectrum of compound 30. Measured in CD3OD. 
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