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論 文 内 容 要 旨

性 モルモ ン,副 腎皮質 ホルモ ン,強 心配糖体 な どのステ ロイ ド化合物 は生理 的,薬 理 的に重要

な意味を もつ ものが多 く,こ れ らの立 体構造 と生 理活性発現 とは密 接に相関す ることが知 られて

い る。一方,立 体 化学 の 目覚 ましい進歩 は関連分野 における研究 の発展を著 し く促 したが内因性

ステロイ ドの生合成研究 もまた その例外 で はない。Testosterone,androstenedioneな ど の

Clgス テ ロイ ドは 初"勿oお よび 勿o〃 プoでestrogenに 変換 され る(酵 素的芳香核 化)が,

そ の際み られるC-1,C-2水 素 脱 離の立体 化学 は芳香核化 機構 とも関連 して多大の関心 がよ

せ られてい る。排卵抑制 剤,補 充療 法 ホル モ ン剤 として使用 され る19-norsteroidも 内 因性 ス

テロイ ドと同様 酵素 的芳香核 化を うけ る。 しか し機構 については未詳 の点 が多 く,内 因性 ステ ロ

イ ドの芳香 核化機構 とも関連 す ることか らその解 明が望 まれる。 また微生物 によ る19-noran-

drostenedioneの 芳 香 核 化 は ヒ ト胎 盤 に よるそれとの比較 において興 味深 い ものがあ る。

特異な化学構造 と生理 活性 を もつ天然 のcardenolideはA/B環 の 結合形式 がほ とんど5β 一

〇ぢεで あり,5α 一'γ朋3体 への異性 化 は化学反応 としてのみな らず生理活性 の観点か らも興 味

が もたれ る。また,cardenolideの 構 造活性 相関に関 してはすで に少 なか らず検 討 が 加 え られ

てい るが,A環 の構造 との関係 につい ては未だ不明の点が多い。

著者 は以上の観点か らまず19-norsteroidの 酵素 的芳香核化 機構 の解 明を 目的 としてC-2

水 素 を立体特異 的に重水素 な らびに トリチ ウムで標識 したestr-4-ene-3,17-dioneを 合

成 した。 これ らの うち トリチ ウム標識体を基質 に用 い ヒ ト胎盤な らびに微生物 による芳香核化に

おけるC-2水 素 脱離 の立体化学 を検討 し,両 者 にみらμ る芳香核化機構 の比較を行 な った。

つ ぎに強心性 ステ ロイ ドの5β 一A/B-oお 構 造を5α 一A/B一 〃醐3体 に変換す る一般

法 を確立 し,本 法 を利用 して さきにMaslerら が植物か ら単離 した強心性 ゲニ ン,syr童ogenin,

の構 造 を決定 した。 また,A環 修飾cardenolideを 合 成 し,そ の構造活性 相関 につい ても考察を

加 えた。

19-Norstepoldの 酵 素的芳香核化機構

トリチウム標識基質を合成す るにあた ってその基礎を確立す るためまず19-norsteroidA環

の 立体化学を確立 しつつepimeric2-deuterioestr-4-ene-3,17-dionesの 合 成を行

な った。す なわ ち19-nortestosterone( .1)を アル カ リ性H202で エ ポキシ化後 アセチル化 し

て(2)と した。(2)をNaBH4還 元 後常法通 りmesylates(4)に 導 きDMF中L{2CO3と 加

熱 して(6b),(7)と と もにオ レフィン(5)を 得,つ いで(5)をLiAIH4還 元 に 付 して

estr-2-ene-5β,17β 一diol(8)に 誘 導 した 。(8)を 過 酸化で処理 して得た2β,

3β 一epoxide(9)をLiAIH4に よ る環開裂反応 に付す と3β,5β,17β 一triol(11a)が

一93一



0

0

HO

MsO

生 成 した。

ホスゲ ンで処 理す るときcarbonate(13)を 生 成 した。

OH

/

H

(11a)は(2)をLiA4H4還 元 して得 られたtriol体2種 の 中の1つ と一致 し,

H

↓1。 銃

0↓2

。飴

H

3a:3α ←HO

3b:3β デH

I OAc
H
J
了
沐
0

i

0

H

4a:3α 一H

4b二3β ≒H

H

lla
のつ

∵ ㎝

0

H

8

0H

f
OAc

H

0

H

R

さ らに(8)は

OH

10

OH

OH↓9

。R

H

5

R

HCOO

H

of

0

＼
6a:R=HOO

6b:R;Ac＼C!

OAc'O'

7

RO・.

H

2

OR

OH↓1轡

3a

Chart1

H

RO・・/

↓}1儲=匙ll:1:㍊

13

H

O1二

H

z
RO

Ac=CH3CO一

16

↑

R

14a:R=H

14b:R=Ac

B2H6と 反 応 させたの ちH202で 酸 化す ると主 成績体 と して(11a)を 与 えた。

た(11a)を ア セチル化後 ピ リジン中塩化 チオ ニルで処理す るとC-4の 方 向に 脱水 して(14b)

を 生 じたが,こ の ものは水解後CrO3一 ピ リジ ンで酸化す ると標品 に一致す るestr-4-ene-

3,17-dione(16)を 与 えた。 他方(12a)も 同様 に .(15b)を 経 て(16)に 導 くこと'がで き

た。

以上 の結果か らみ てtriol(11a)の2α,2β 位 にそれぞれ立体特異的に重水素 が導 入されれ
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ば 目 的 と す る 標 識 化 合 物 の 合 成 が 可 能 と な る 。 そ こ で(9)をLiA4D4で 環 開 裂 して2α 一

deuterio体(20)と し,他 方(8)にB2D6を 反 応 さ せ て2β 位 を 重 水 素 化 した(17)を 製 し た 。

こ れ ら(17,20)を 前 述 同 様 順 次 ア セ チ ル 化,脱 水,水 解,つ い で 酸 化 し てepimeric2-deu-

terioestr-4-ene-3,17-diones(19,22)を 得 た 。 両 者 は マ ス ス ペ ク トル の 解 析 か ら

い ず れ も重 水 素 含 有 率 が98%以 上 で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 つ ぎ に 基 質 と し て 必 要 なepimeric

2-tritioestr-4-ene-3,17-dionesを 重 水 素 標 識 法 に 準 じ て 合 成 し た 。す な わ ち(9)

をLiA63H4で 処 理 し て 〔2α 一H〕 体(26)に,一 方(8)をB23H6と 反 応 さ せ て 〔2β 一3H〕

体(23)に 導 き,こ れ ら を 前 述 同 様 に 処 理 し てepimeric2-tri亡ioestr-4-ene-3,17-

diones(25,28)を 得 たo(25),(28)に 〔4-14C〕estr-4-ene-3,17-dioneを 力口

え そ れ ぞ れ 一 定 の3H/14C値 を 示 す 〔4-14C-2」H〕 体 を 調 製 し た 。
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こ こ に 得 ら れ た 〔4-14C-2-3H〕estr-4-ene-3,17-dioneを 基 質 と しNADPH-

generatingsystem,02の 存 在 下 ヒ ト胎 盤10,000×g上 清 と37。,60minイ ン キ ュ ー ベ ー ト

し た 。生 成 物(estrgne・1β 一hydroxyestr-4-ene-3,17-dione)お よ び 未 反 応 の 基 質 を

preparativeTLCに て 分 離 精 製 後 そ れ ぞ μcarrierを 加 え て 再 結 晶 し,3H/14C値 を 測 定 して

TableIに 示 す 結 果 を 得 た 。 す な わ ち19-norsteroidがestroneに 変 換 され る と きC-2位

か ら の 水 素 脱 離 は2β 水 素 に 立 体 特 異 的 で あ る こ と が 判 明 し た 。 ま た この 際 生 成 す る1β 一

hydroxy体 はC-2水 素 の 脱 離 が 認 め ら れ ず,し た が っ てTownsleyら が 提 唱 す る 機 構 に お け

る エ ノ ー ル 中 間 体 は否 定 さ れ た 。 回 収 さ れ た 未 反 応 基 質 に つ い て もC-2水 素 の 脱 離 が み ら れ な
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い こ と か ら仮 にestroneの 生 成 過 程 で エ ノ ー ル 化 が お こ る と し て も そ れ は 不 可 逆 的 で あ る こ と

が 示 唆 さ れ た 。

TableITritiumLossofProductsandSubstratesinPlacental

Aromatiaation

%3HsH/iaC
L

〔2β 一3H〕Estr-4-ene-3,17-dione

Estrone

1β 一Hydroxyestr-4-ene-3,17-dione

Recoveredsubstrate

(2a3H)Estr-4-ene-3,17-dione

Estrone

1β 一Hydroxyestr-4-ene-3,17-dione

Recoveredsubstrate

37.6

8.0

29.2

35.0

37.8

30.1

30.3

35.6

79

20

つ ぎ に 微 生 物 に よ る19-norsteroidの 芳 香 核 化 に つ い て 同 様 の 検 討 を 試 み た 。 す な わ ち前 述

の 〔4-14C-2-3H〕estr-4-ene-3,17-dioneを 基 質 に 用 い,、800〃1μ ε ερ勿 所 傭3

と300,48hrイ ン キ ュ ベ ー ト後 生 成 す るestroneをpreparativeTLCに て 分 離 精 製 し た 。

Carrierを 加 え て 再 結 晶 し た そ の3H/14C値 を 測 定 し てTableHに 示 す 結 果 を 得 た 。 す な わ ち

こ の 芳 香 核 化 に 際 しC-2位 か ら の 水 素 脱 離 は ヒ ト胎 盤 の 場 合 と 同 様2β 水 素 に 立 体 特 異 的 で あ

る こ と が 判 明 し た 。

TableIITritiumLossofProductsandSubstratesinDehydrogenation

withB.3ρ 肱 θ7ゴoπ3

3H/14C襯

〔2β 一3H〕Estr-4-ene-3,17-dione

Estrone

(2agH)Eatr-4-ene-3>17-dione

Estrone

35.3

7.2

36.4

32.5

80

11

芳 香 核化 におけ るC-1位 か らの水素脱離 の立体特異性 はすで にTownsleyら,Brodieら に

よ り明らか にされている 。 したが って ヒ ト胎盤で は1β,2β 一6蕗 脱離,一 方微生 物では1α,

2β 一'70π ε脱離 と結論 されるが両者間 には異な る機構 が関与 して おり興味深 く思われ る。

5β 一Cardenolideの5α 一Cardenolideへ の 変換 とSyriogeninの 構 造

まず,digitoxigenin(29)お よ び3-oxo体(30)をp-cymene中RaneyNiで 処 理 し異

性 化を試 みたが 目的は達 せ られなか った。つ ぎに,(30)をtriglyme中 パ ラジウム炭の共存下

加熱還流す る と,未 反応 の(30)お よ び(32),(33),(34),(35)を 与 え た。(32)お よ び

一96一



OO

HO

0

H

R'

J

R'

OH

29:R'=H

29:R'=・OH

当 ・・

H

29

39

HO・'H

R'

OH

30:R'=H

40:R.謬OH

赴 ・

OH

31:Rl-H

41:Rl=OH

0

'

R

00

OH

32:Rl;H

44:Rρ 一〇H

一

0

0

0

H

;
H

禽 ・
R'

R'

OH

38;R'=H

45;R'=OH

倉 ・

r

H

OH

ノ

33R=H

R'
含 ・

OH

ノ

34:R=H

42:R'=OH

R'

色 ・

OH

O/35:R' =H

46:R'講OH

-97 一

RO

4

9
臼

Q
U

4

7

01:

H

Chart3

Rノ
含 ・

R'

H

H

c

=

R

H

A

R

O

;

=

=

=
R

R

ノ

ノ

R

R

.

.

.

.

a

tD

6

7

QU

4

0

0

3

4

OO

OH

37:R'峯H

43:R'=OH



(30)は 混 合物の ままNaBH4還 元 に付 し目的 のuzarigenin(36)に 導 いた。この異性化反応 に

おける主成績体 は(34)で あ り,こ れが(30)→(32)の 反 応中間体 と考え られ ることか ら,(34)

を(30)と 同 様に処理 した と ころ期待通 り(32)が 得 られ,(35),(38)が 副 生 した。な お,

17位 側 鎮の異性化 は触媒の存在 に関係 な くお こり,熱 力学的 により安定な17α 体を生成す る。

ついでdigoxigenin(39)か ら2工 程で製 した3-oxo一 」4体(42)を 前 述同様に処理 して

(44)を 得,こ の ものをNaBH4還 元 に付 して 目的の5α 一digoxigenin(47a)に 導 い た。 しか

し,前 述のdigitoxigenin系 化 合物 に比 して17位 側鎮 の異性 化がおこりやす く(42)か ら(47a)へ

の 変換 はきわめて低収率で あ った。

そ こでHauserら の 方法(ピ リジン中LiBH4で 処 理)を 検討 した。まず(34)を 原 料 と して ピ
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リジ中LiBH4で 処 理 した と ころ(36)お よ び(31)を 与 冬 た。つ ぎに(42)を 同 様に処理す る

と予期に反 して(47a),(41a)お よ び(48a)を 生 成 し,混 合物のま ま,さ らに その アセチル

化物(47b,41b,48b)に つ いて分離を試みたが 目的は達せ られなか った。そ こで アセチル体

の混合物 を1%H2Sqで 短 時間加 熱還流 して(48b)を(49)に 変 換 した後未変化の(47b)と

(41b)を 分 離iし,(47b)を 水 解 して 目的 とす る(47a)を 得 た 。 さらに(47a)を 酸 化 して

(44)に 導 き,そ の旋光 分散を測 定 して(47a)の5α 配置を確 認 した。

さきにMaslerら に より報告 され たsyriogeninは 構 造が不 確実な まま残 されてい たが今回合成

した5α 一digoxigeninと 直 接比較検討 した結果両者 は同一物 で あることが判明 し,し たが って

syriogeninの 構 造 は5α 一digoxigenin,す な わ ち3β,12β,14-trihydroxy-5α:,14β 一

card-20(22)・ 一enolideで あ ることが確認 された。

以上の結果5β 一A/B-o露 一cardenolideの5α 一A/B一'7醐 ε 体 への変換は2つ の方

法によ り達せ られ ることが判明 した 。すなわ ちtriglyme中 パ ラジウム炭の共 存 一ド加熱還流 する

方法 と,ピ リジ ン中LiBH4で 処 理 す る方法 であ り,後 者 の方が有利 と思われ る。

以上の ようにして得 た12種 の化合 物の強心作用をStraub法 に よ り検討 した(Table皿)。

Table皿CardiotonicActivitiesoftheCardenolidesDerivedfrom

DigitoxigeninandDigoxigenin

Digoxigenin-Series Digitoxigenin-Series

CompoundCompound

C-contr.(g/ml)RP(39二1.0)C-contr,(g/ml)RP(29=1.0)

(12β:OH)(12β:H)

47a

39

40

41

42

43

10-5

10-s

3x10-6

(13)x10_5

3x10-6-10曽5

3x10-s

o.i

1.0

0.3

0.03-0.1

0.1-0.3

0.3

6Q

Q
σ

0

噌1

4

7

0
σ

り
白

0
0

3

0
0

0
σ

3x10-6

3x10"

3x10_7-10_6

3xlr6-10-5

(1-3)x10"fi

(1-3)x10喝

o.i

1.0

0.3-1.0

0.03-0.1

0.1-0.3

0.1-0.3

C-contr.,concentrationofthedrugreachedwhensystoliccontractureoftheheart

tookplace

RP,relativepotency

そ の 結 果,5β 一cardenolideの 強 心 作 用 は 対 応 す る5α 体 の 約10倍 強 い こ と,A環 の 化 学 修

飾(3α 一〇H,3-oxo,3-oxo一 ∠4,3-oxo一 」1・4)は か え っ て そ の 活 性 を 減 弱 す る こ

と,ま たdigoxigenin系 化 合 物(12β:OH)の 活 性 はdig孟toxigenin系 化 合 物(12β:H)に 比

し約1/3で あ る こ と な ど が 判 明 し た 。
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A環 修 飾Cardenolideの 合 成

強心作用の発現に ステロイ ド骨格の存在が必要 条件で あるか否かを知 る目的で,数 種 のA環 修

飾cardenolideを 合 成 し,そ の強心作用を検討 した。

まず(34)を 原 料 と しRuO4に よ り酸化的 に環開裂 して ケ ト酸(50a)を 得,さ らに ジアゾメタ

ンで処理 してmethylester(50b)に 導 い た 。っいで(50b)をNaBH4還 元 に付 し5位 水酸基

の立体配置が異な るepimer(51a,52a)を 約2:1の 生 成比で得 た。一方,(5Qa)をNaBH4還

元 に付す とepimeric5-hydroxy-3-oicacidsを 生 成 し,こ れらは分子 内で ラク トン化

して3-oxo-4-oxa体(53,54)を 約2:1の 量 比で与えた 。
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Chart5

合成 したA環 修 飾cardenolideは この種 り1し切例(:し て は最初 の タイプで あ り,そ れ らの強心

作用をStraub法 を 用いて検討 した 。TableIVに 示 す ごと く(50a)以 外 の化 合物 に活性 が認め

られ,ス テロイ ドA環 の存在 は作用発現 にかな らず しも必要 でない ことが判 明 した。 また,(51a)

は(52a)よ り,(54)は(53)よ り強い活性 の発現がみ られ,Table皿 に示 した構 造 一活性相

関(3β 一〇H>3α 一〇H,5β 一H>5α 一H)を 支持 す る結果 を得 た。

Straub法 お よびモル モ ッ ト摘 出心 にお ける これ らA環 修飾cardenohdeの レス ポ ンスとdi.一

gitoxigenin(29)の そ れとの間 に質的差 異は認め られず,さ らに(50b)お よ び(54)は カエル

心筋 に対 しカ リウムイオ ン濃度増加に比 例 した筋収 縮力 増強を惹起 した。 これ らの事 実はA環 修
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TableN CardiotonicActivitiesofRing-AModifiedCardenolides

Compound C-contr.Cg/mi) RP(29=1,0)

29

50a

50b

51a

52a

53

54

3x10'7

3x10'6-10'5

3x10'5

>3x10-5

>3x10-5

3x10'6-10'5

1.0

(inactive)

0.03-0.1

0.oi

<0.01*

<0.01

0.03-0.1

*Notendencytocontractureat3x10_5g/ml

飾cardenolideの 生 理 作 用 が 天 然 の 強 心 ス テ ロ イ ドと 本 質 的 に 同 一 で あ る こ と を 示 し て お り,構

造 一 活 性 相 関,作 用 機 作 と も 関 連 し て 興 味 が も た れ る 。

一101一



論 文 審 査 結 果 の 要 旨

本研究 は19一 ノル ステ ロイ ドA環 の酵素的変換 にお ける立体 化学 な らびにカルデノ リ ドA環 を

化学修飾 した変形 ステ ロイ ドの構造活性相 関を検 討 した もので ある。

まず,19一 ノ ル ステ ロイ ドの酵素 的芳香核化 におけるC-2水 素 の脱離機構を明 らかにす るた

めepimeric〔2-3H〕estr-4-ene-3,17-dionesの 合 成 を行な った。 すなわ ち19一

ノルテス トステ ロンか ら製 したestr-2-ene-5β,17β 一diolを 中間体 とし,2β,3β 一

epoxideのLiA63H4に よ る還元的開裂反応,」2のB23H6に よ るtritioborationを 行 ない,

2α お よび2β にそれぞれ3H標 識 したのち順 次アセチル化,脱 水,水 解 さらに酸化 によ り目的

とす る3H標 識化合物 を得 た。 これ らに 〔4-14C〕estr-4-ene-3,17-dioneを 加 え

て一定 の3H/14C値 を 示 す基質 を調製 し,NADPHの 存 在下 ヒ ト胎盤10,000×g上 清 と イ ンキ

ュベ ー トした。反応成績体 を分 離 し,3H/14C値 を測定 した結果,芳 香核化 におい て2β 水素が

立体特異 的に脱離 する ことが判 明 した。8α6〃1粥 ερ肱67詫 粥 による芳香核化につい ても同様の

手法 を用 いて吟味 し,2β 水素 の立体特異的 な脱離 が確認 され た。

ついで5β 一カルデ ノ リ ドを5α 体 に変換 する反応条件を種 々検討 し,triglyme中 パ ラジウ

ム炭 の共存下加熱還流 する方法を確立 す るとともに本法 によ りdigoxigeninか ら誘導 した5α 一

digoxigeninが 従 来か ら構造 不明の まま残 されていたsyriogeninと 同 一物であ ることを立証 し

た。 また,∠4-3-oxo基 を 四酸化 ルテニ ウムで 酸化的 に開裂 して ケ ト酸を得,さ らにNaBH4 .

還 元 に付 して3-oxo-4-oxa体 を製 した。

これ らA環 修飾 カルデ ノ リ ドの強心作用をStraubの 標 本 を用 いて検討 し,そ の結果A環 の存

在 は作用発現上必 ず しも必要で ない こと,ま たカルデノ リドの強心作用 は一般 に化学構造上3β

一〇H>3α 一〇H ,5β 一H>5α 一Hで あることを 明らか にした。

以 上の ごと く本論文 は立体特異的 に標識 した基質を用い て19一 ノル ステ ロイ ドの酵素的芳香核化

化の機構 を解 明す るとともに,従 来未開 拓であ ったカルデノ リドA環 の化学的変換法を開発 し,

構 造 活性相 関に数 々の新知見 を加 えた ものであ り学位論文 と して十分価値 あるものと認め る。
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