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緒 言

現在栽培されているラン科植物の多くは,遺 伝的に

複雑なヘテロ接合体であ り,有 性的な種子繁殖法では

形質分離が著しいため,期 待される形質の組合せをも

つ株の出現率は極めて低い.し たがつて,優 れた遺伝

形質をもつ系統,あ るいは品種の増殖には株分けなど

の無性的な栄養繁殖法が採用されてきた.Morelは

1964年 に合理的かつ 能率的な栄養繁殖法として組織

培養法を開発し,ラ ン科植物における増殖率を飛躍的

に高める糸口をっ くつた.本 法は,そ の後多数の研究

によつて技術的に著しく進歩し,同 一形 質をもつ個体

の増殖はもちろんのこと,ウ ィルス ・フリー苗の生産

をも容易にし,現 在ではシンビジュームを中心に多 く

のラン科植物の増殖に不可欠のテクニックとなつてい

る。 カトレヤでは,Morel(1964)を は じめとして

Scully(1967),ReinertandMohr(1967)お よび

Lindemannetal,(1970)に よつて組織培養による

無性的増殖の端緒がっくられ,そ の後 も多数の研究者

によつて実用化のための研究が進められてきた.し か

しなが ら,カ トレヤにおける組織培養増殖は,季 節に

よ り特異的に消長するポ リフェノール物質および同オ

キシダーゼの存在のためか,そ の組織が褐変し,枯 死

に至 る品種が多く,ま だ完全な実用化に至っていない

のが現状である.著 者らは,カ トレヤの茎頂組織培養

に際しての褐変現象の生理的解明と,そ の防止法を確

立す るため,1971年 よ り採芽の季節,採 芽シュー ト

の大 きき,芽 の切断方法,培 養温度,培 地のpHな ど

について検討を加え,褐 変現象の実態解明のための研

究を進めている.本 報では,カ トレヤの組織培養中に

褐変現象を誘起すると考えられるフェノール類の検索

ならびに単離されたフェノール物質の化学構造および

生物活性に関して検討を加えたので,そ の結果につい

て報告する.

材 料 と 方 法

成分検索にはCattleアatrianaei"Mooreana"の

新生シュー トを,ま た生物活性試験にはSophrolae-

liocattleya(Slc)JaneMiyoshi``Gertie"の 幼 苗

を用いた.
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Fig. 1. Extraction and fractionation from cattleya shoots.

1.分 画 法

抽 出 な らび に分 離 はFig.1に 示す 方 法 に よ つ て行

な っ た.す な わ ち,長 さ約15cmに 伸 長 した シ ュ ー

トを生 重量 で230g細 切 し,蒸 留 水600mlを 溶 媒

と して室 温 下 で,24時間 に1回 の 割 合で2回 抽 出 し

た,残 渣 は メ タノー ル600mlで24時 間 室 温で 抽 出

し,メ タノー ル エ キ ス1.579(Fr.2)を 得 た,先 の

水 抽 出 液(Fr.1)を エ ー テル400mlで4回 振 と う

抽 出 し,エ ー テ ル エ キス261m9(Fr.3)を 得 た.

水 層 は酢 酸 エ チ ル300mlで7回 振 と う抽 出 し,酢 酸

エ チ ル エ キ ス173mg(Fr.4)を 得 た.水 層 は さ らに

ブ タ ノール300mlで4回 抽 出 し,ブ タノ ール エ キ ス

1.439(Fr.5)を 得 た.水層(Fr.6)を5%塩 酸 で

pH2.0と した後,酢 酸 エ チル200mlで6團 振 と う

抽 出 し,酢 酸 エ チ ル エ キ ス3・429(Fr.7)を 得 た.

水 層 は ブ タノー ル200m1で3回 振 と う抽 出 し,ブ タ

ノー ル エ キ ス605mg(Fr.8)を 得た.残 りの水 層

をで き るだ け低 温減 圧 下 で 蒸 発乾 固 させ,残 渣2.26g

(Fr.9)を 得 た.

2.生 物 活 性 試 験法

Fr.1か ら9ま で の うち,Fr.1は3.439を,Fr.

6は3.149を,そ れ 以外 はFig.1に 示 した エ キ スの

全 量 をRM培 地 組成 溶 液(ReinertandMohr,1967)

100mlに 溶 解 させ,0.1NNaOHあ るい は0.1N

HC1でpHを5.2に 調 整 した 後,寒 天1.l%を 加

え て100m正 三角 フ ラス コ に35mlず つ分 注 し,オ

ー トクレー プ(1.2kg/cm2)で20分 間 滅 菌 し て,こ

れを試験培地とした.一 方,別 に試験管で培養中のカ

トレヤ苗から本葉2枚,長 さ8mm程 度に 生長した

幼苗10本 ずつを試験川培地に無菌的に置床し,25℃,

2000ル ックスの条件下で14週 間培養しその生育調査

を行なった.ま た化合物1お よび2に ついては,そ れ

ぞれをRM培 地に5,10,50,100,500お よび1000

ppmに なるように添加し,上 記と同様の方法で,化

合物1添 加区は10週 閥,化 合物2添 加区は14週 間培

養して,そ れぞれの幼苗の生育調査を行なった.

実 験 結 果

1.カ トレヤ幼苗の生育におよぼす各フラクション

物質添加の影響

各フラクションの抽出物質がカトレヤ幼苗の生育に

与える影響を無菌培養により調査した結果をFig.2

Fig. 2. Effect of each fraction on the 

growth of cattleya seedlings.



に示 した.草 丈 の 生長 はFr.4,Fr.5,Fr.7お よ

びFr.8の 添 加 区 で 対照 区 に比べ て抑 制 され,Fr,9

の添 加 区 で は逆 に生 長 の 促進 が 認 め られ た.根 数 お よ

び根 長 はFr.1,Fr。5,Fr.7お よ びFr.8の 添 加

区で 他 区 よ り劣 つ た が,Fr.9の 添 加 区で は 逆 に 優れ

て いた,ま た,全 体 的 な生 育 の 指標 とな る茎 葉 な らび

に根 の生体重 は対 照 区 に 比べ てFr.5,Fr.7お よ び

Fr.8の 添 加 区で 著 し く劣 り,Fr.9の 添 加 区 で優 れ

て いた.す なわ ち,全体 的 な 生育 はFr.4,Fr.5,

Fr.7お よ びFr.8の 添加 区で 抑 制 され た とい え よ

う.な お,Fr.4の 添加 区で は茎 葉が 奇 形 化 し,Fr.

7お よびFr.8の 添 加 区で は媛 化 現 象 も見 られ た.

2.力 トレヤ 幼 苗 生 育 の抑 制 な らび に 促 進 物質 の同

定

以上 の 結 果 か らFr,4,Fr.5,Fr.7お よ びFr.

8に は カ トレヤ の生 育 を抑 制 あ るい は阻 害 す る物 質 が

含 まれ,Fr.9に は 生育 を促 進 す る物 質 が 含 まれ てい

るこ とが 推 察 され た.Fr.5,Fr.7お よ びFr.8を

TLCで 検 索す る と,共 通 して ジ アゾ化 ベ ンチ ジ ン試

薬 陽 性 の 物 質(フ ェ ノール)が 認 め られ,特 にFr.7

で は これ が 主成 分 で あ る こ とが 明 らか とな つ た.そ こ

で,Fr.7を エ ー テル ・ク ロ ロホ ル ムで 円:結晶 し,無 色

針 状晶,化 合物1(1a)を 得 た.1aはmpl82～184。,

〔α〕i)-19.8",CllH12O6,ベ ン チ ジ ン試 薬で橙 色,

Griess試 薬 で 赤 色 を示 す こ とか ら,フ ェ ノール カル

ボ ン酸 と推 定 され た.紫 外 線 吸 収(UV)ス ペ ク トル

は λmax278(ε=1800),284(ε=1500)を 示 し,

赤 外 線 吸 収(IR)ス ペ ク トルで は3200cm-1に 水 酸

基 の吸 収,1735,1720cm"iに カル ボ ニ ル,1615,

1600cm-1に ベ ンゼ ン環 に よ る吸 収 がみ られ た.核 磁

気共 鳴(NMR)ス ペ ク トルで6.74,7.llpPm(4H,

J=8Hz)に それ ぞれ オ ル トカ ップ リング した4個 の

ア ロマ チ ックプロト ンの 存 在 が認 め られ た.1aを エ

ー テ ル 中 ジア ゾ メ タ ンで 処理 し,少 量の エ ーテ ル か ら

再結晶 し,無 色 針 状品(lb)を 得 た.1bはmp92～

94。,〔α〕D-230,C13H1606で,NMRス ペ ク トル

に おい て3.68,3,76pPmに それ ぞれ カル ボ メ トキ

シル基 の シ グナ ルが み られ た.ま た,得 られ た1b

を2NKOHで 鹸 化 す ると1、 を生成 す る こ とに よ

り1bは ジ カル ボ ン酸 の メチ ルエ ステ ルで あ る ことが

明 らか とな つ た.lbのNMRス ペ ク トル にお い ては

2,72,3.05ppm(2H,dd,J=17Hz)と2.90,

3.01PPm(2H,dd,J=15Hz)に そ れ ぞれ 独 立 し

た2個 の メ チ レ ンの シグ ナル が み られ た.ibを さ ら

に メ タ ノー ル 中 ジ ア ゾ メ タ ンで 処 理 後,ヘ キサ ン-ク

Fig. 3. Structures of eucomic 
acid and tyramine.

VUホ ル ムか ら再結晶 し,無 色 針状 晶(1c)を 得 た.

lcはmp53～56。,〔 α〕D-310,Cl4HlsO6〔MS:

m/e282(M+)〕 で ベ ンチ ジ ン試 薬 で は 発 色 しない が,

IRス ペ ク トル で3520cm-1に 水酸 基 の 吸収 が み られ

た.NMRス ペ ク トル にお い て新 たに メ トキ シル の シ

グナ ル が 現 わ れ る こ とか ら,laは1個 の フ ェ ノー ル

性 水酸 基 と1個 の ア ル コー ル 性水 酸 基 を有す ると推 定

され る.そ こで1bを 無 水 酢酸 中95℃ で ア セ チル 化

す る と無 色 油 状 の モノ ア セ チル 体(1d),C15H1807

を与 え,IRス ペ ク トル にお い て3510cm-1に 水 酸 基

の 吸 収,1745cmmiに ア セチ ル カル ボ ニル の 吸収 が 認

め られ た.ldを さ らに 無 水酢 酸 中パ ラ トル エ ンス ル

ホ ン酸 の存 在 下 で ア セチ ル 化 し無 色 油 状 の1eを 得 た.

1eのIRス ペ ク トル で は もは や 水 酸基 の 吸収 は 認 め

られ ず,NMRス ペ ク トルで は2.10,2.30PPmに そ

れ ぞ れ ア セ トキ シメ チ ル の シ グナ ル,2.90,3.20ppm

(2H,dd,J=15Hz)に 一 方 の メ チ レ ンに帰 属 きれ



る シグ ナル,3.29,3.48PPm(2H,dd,J=14Hz)

に ベ ン ジル メ チ レ ンに 帰属 され る シグ ナル が 認 め られ

た.

以上 の 知見 か ら,化 合 物1の 構 造 と して1。 が 推 定

され た.さ らに化 合 物1の 構 造 を確 証す る目的 で以 下

の反 応 を試 み た 。1cを ピ リジ ン申 チ オ ニル ク ロラ イ

ドを加 え95℃ で30分 間反 応 す る と無 色 油 状 の1fを

与 え る.1fは 〔α〕DO",C14H1605〔MS:m/e264

(M+)〕 で1cの 脱 水 体 と考 え られ る.UVス ペ ク トル

は λmax277nm(ε=1700),283nm(ε=1560)で

共 役系 の延 長 は 認 め られ ず,IRス ペ ク トル に お い て

3置 換 ビニー ル に よ る吸 収 が1640cm-iに,NMR

ス ペ ク トル で4,14PPmに2H分 のsingletが,

6.83ppm(1H,s)に 弧 立 した ビニー ル プ ロ トンが み

られ る.次 にlfを パ ラジ ウ ム炭 素上 接 触 還 元 す る と

lgを 与 え る.1gのIRス ペ ク トル で は3置 換 ビニ ー

ル の 吸収 は 消 失 し,NMRス ペ ク トルで2.26～3.20

PPmに5H分 のmultipletが み られ る こ とか ら1。

の二 重結 合が還 元 を受 けた こ とが 明 らか とな り,化 合

物1の 構 造 は1。 と確 認 され た.な お,化 合 物1は 先

にHellerundTamm(1974)がEucomiepunc-

tataL'Herit(Liliaceae)の りん 茎 か ら 単離 したeu-

comicacidと 諸恒 数 が 一致 す るこ とか ら同一 物 質 と

確 認 した.

次 にFr.9を で きる限 り低 温 減 圧 下 で 乾固 し,エ

キ ス を 酢酸 エ チルーメ タノ ール(1:lV/V)で 再 結 晶

を 行な い 淡褐 色 針 状 晶,化 合 物2を 得 た(Fig.3).

化合 物2はrnp265～2720でBeilstein反 応 で緑

色,ベ ンチ ジ ン試 薬 で橙 色 を呈 し,フ ェ ノー ル性 ア ミ

ンの塩 酸 塩 と推 定 され た.化 合物2のUVス ペ ク トル

は278nmに 極 大 吸 収 を もち,IRス ベ ク トル で3100

cm-1に 水 酸 基,1615,1590cm-iに ベ ンゼ ン環 の 吸

収 が 認 め ら れ た.こ の物 質 のNMRス ペ ク トル は

2.72～3.20PPmに4H分 のmultiplet,4.60～5.00

PPmに4H分 のbroadsingletが み られ,ま た,

6.74,7.08PPm(4H,dd,J=8Hz)に そ れ ぞれ

オ ル トカ ッ プ リング した4個 の ア ロマ チ ック プ ロ トン

の シグ ナル が 認 め られ る.こ の物 質 に お け る2.72～

3.20お よび4.60～5.00ppmの シグ ナ ルの 帰属 が 困

難 な た め,こ の物 質 を ピ リジ ン 中無 水 酢酸 と加 温 しア

セチ ル 化後,ヘ キ サ ンーク ロ ロホ ル ムよ り 再 結 晶 して

ジ アセ チ ル体,mp99～100。,Cl2HisO3Nを 得 た.

この物 質 のNMRス ペ ク トル は1.94,2.31ppm

にそ れ ぞれ アセ トキ シ メチ ル の シ グ ナル,2.83(2H,

t,J=・7Hz),3.50(2H,t,J=7Hz)に や やbroad

な エ チ レ ンに帰 属 され るシ グ ナル が み られ た.重 水 置

換 で5.5～5.8ppmのNHに 帰 属 され る1H分 の

broadsingletは 消 失 し,エ チ レ ンの シ グ ナル は シ ャ

ー プ なtripletに 変 わ る ことか ら,こ の物 質 は チ ラ ミ

ンの ジ アセ ター トと考 え られ る.そ こで,化 合 物2を

ア ン モ ニ アア ル カ リ性 と して エー テ ル抽 出 し,ベ ンゼ

ンよ り再 結 晶 して無 色 針 状品,mp160～161.を 得 た.

この物 質 はtyramineの 標 品 と直 接混 融 に よ り同定

した.Eucomicacidお よ びtyramineが カ トレヤ

か ら単 離 され た のは 初 めて で あ る.

3,カ トレヤ幼 苗 の生 育 に お よぼ す 化 合 物1,2の

影 響

化 合物1(eucomicacid)を 添 加 したRM培 地 に

カ トレヤ幼 苗 を置床 した時 の 生育 結 果 をFig.4に 示

す.濃 度5ppm以.Lの 添加 では 草 丈,根 長,茎 葉重

お よ び根 重 と もに 生育 が抑 制 され,と くに500ppm

以 上 の高 濃 度 区 で は茎 葉 お よび根 の生 体 重 増加 に対 す

る阻 害 が顕 著 で あつ た.ま た,化 合物2(tyramine)

を添 加 した場 合 の 生 育結 果 をFig.5に 示 す.す なわ

ち,草 丈,根 長,茎 葉 重 お よび根 重 で示 され る生 育 調

Fig. 4. Effect of eucomic acid on the 

growth of cattleya seedlings.

Fig. S. Effect of  tyramine on the 

growth of cattleya seedlings.



査では,い ずれも対照区に比べて生育の抑制,促 進に

有意差は認められなかつた.

考 察

季節的にカトレヤの茎頂培養を閉難にしている組織

の褐変現象は,そ の主要原因が茎頂培養中に生成され

るポ リフェノール物質にあり,し か もそれが茎頂組織

の活着と生育を阻害す ることが知られている.

したがって,カ トレヤ組織の褐変現象を生理的に解

明し,そ の主因となる褐変物質の諸性質を明らかにす

ることは,最 終的には同物質の影響を除去する方法を

見出すことにもっながる重要なことである.褐 変現象

の季節的な消長について は著者らによって明らかにさ

れてお り(未 発表),新 芽の伸長生長の最も旺盛な6

月か ら7月 頃に最も著 しく現われることから,生 育期

との関連が示唆される.

本研究ではカトレヤの茎葉に含まれている物質を,

9フ ラクションに分画したが,そ れらのうち,カ トレ

ヤ幼苗の生育に影響を与えたのはFr.1,5,7,8お

よび9で あった.と くにFr.5,7お よび8の 添加区

では強い生育抑制が認められたのに対し,Fr.9添 加

区では 旺盛な生育が 認められ,極 めて対照的であっ

た.最 初の水抽出液(Fr.1)の 添加区が さほど著 し

い生育の抑制を示 さないのは試験の実施時期 も考慮さ

れなければならないが,同 区には阻害,促 進の両物質

が共存 していることに基づくものと考えられる.

Fr.2お よびFr.3は カ トレヤ幼苗の生育にほと

んど影響を与えなかつた.こ れに対して,Fr.5,7

および8は 顕著な生育阻害が認められた.と くにFr.

7は フ ェ ノー ル 物質が主成分で,著 量のeucomic

acidが 単離 された.し かも本物質の5ppm以 上の濃

度で生育抑制作用が確認されたことか ら,力 トレヤ生

育抑制に対す る同物質の関与が示唆されたといえよ

う.Fr.7に は このほかに未同定のフェノール性物質

が数種検出されており,そ れらが生育抑制に関連をも

っているものと思われ,今 後の詳細な成分研究を待ち

たい.

Fr.9か らは著量のtyramineを 単離したが,本

物質の添加試験では,生 育促進ならびに阻害の両作用

は示さなかつた.し かし,Fr.9添 加区では著 しい生

育促進が認められ るこ とか ら,同 フラクションには

tyramine以 外 の未確認の物質が含まれているか,あ

るいは他の少量物質との共存で生育促進効果を示すに

至 るものと考えられる.

以上2つ の物質は生合成的に極めて密接な関係があ

り,カ トレヤから両物質が著量単離されたことは極め

て興味深い.ち なみに,tyramineはtyrosineの 脱

炭酸により生成され る.一 方,Fig.6に 示すように

eucomicacidの 生合成の経路はa,b両 経路の可能

性が考えられるが,他 のラン科植物から単離されてい

Fig. 6. Biogenetic pathways of  eucomic acid and tyramine.



る同系統の化合物群の存在(BrandangeandLifn-

ing,1969)か ら,a経 路が妥当と考えられる.

カ トレヤの組織培養の困難さはtyramineお よび

eucomicacidが いずれもカトレヤ組織から多量に単

離されることから,茎 頂培養蒋にこれら二つの成分が

著最に生成され,培 地に溶出す ることにより,ア ミノ

酸代謝,TCAサ イ クル等のバランスがくずれ,生 理

的な不均衡をもたらすと同時に,培 地に溶出したeu-

comicacidの もっ生育抑制作用のため,生 育阻害が

誘起されるものと思われる.ま た,カ トレヤの組織培

養時における糊変現象はカトレヤに著量含有されてい

るこれらフェノール類の酸化縮合によるものと推測さ

れる.

摘 出されたカトレヤの茎頂組織は最初の3週 間程度

は液体培養を行なうのが常法である.し たがって,褐

変物質を含んだ培養液中 に摘出した茎頂組織が長く浸

り続けると褐変物質の影響を著しく受けて,枯 死する

率が高 くなるものと推測される,こ れ らのことか ら培

養液が褐変物質によって汚染されはじめたら,で きる

限 りすみやかに新しい培地に移すことが大切である.

摘 要

カトレヤの無性繁殖の能率的な方法として,そ の実

用化が期待されている茎頂培養において,障 害となっ

ている茎頂組織の褐変現象を解明するために本研究を

行なった.褐 変現象を引き起 こす主因とみなされるカ

トレヤ茎葉中のフェノール類の単離団定,な らびにそ

れ らの物質がカトレヤ幼苗の生育におよぼす影響にっ

いて検討を加え,次 の結果を得た.

1.カ トレヤの組織からeucomicacid(CllH12

06)とtyramine(CsHnON)の 二 っのフェノール

化合物を著量単離 した.

2.Eucomicacidは5PPm以.1.:の 高濃度におい

て,カ トレヤ幼苗の生育を著しく抑制した.tyramine

は生育に対 して直接的には関与しなかつた.

3.カ トレヤ茎葉か らの抽出物巾には上記の物質の

ほかに,カ トレヤの生育を促進す る物質が含まれてい

るものと推定される,

4.二 つのフェノール物質が茎頂培養時に著量生成

され,培 地に溶出することにより,ア ミノ酸代謝,

TCAサ イクル等の均衡がくずれ,生 理的不均衡をも

たらすと同時に,培 地に溶出したeucomicacidの

生育阻害作用により褐変現象が引き起 こされるものと

思われる.
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                                 Summary 

   On the multiplication of Cattleya species by shoot tip culture, some phenomena in 
which the medium changes into reddish brown and the growth of shoot tip is inhibited 
have occurred. Although the participation of phenolic compound is suggested, the reason 
is still unclear. 

   In this study, eucomic acid and tyramine were isolated as major phenolics from 
Cattleya trianaei "Mooreana" and identified by spectrophotometric comparison. Eucomic 
acid was apparently effective at a concentration of 5 ppm for the assay of growth 
inhibition using the shoot tip culture of Sophrolaeliocattleya (Sic) Jane Miyoshi "Gertie." 
Tyramine had no effect for the same bioassay, whereas the original fraction was rather 
strongly stimulatory. It was suggested that some growth stimulator should be existent



in this fraction. 

   In the light of the present result, the formations of eucomic acid and tyramine 

may play an important role in the metabolism of amino acid and TCA cycle. The 

biogenetic pathways of  eucomic acid including tyramine have been proposed.


