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論 文 内 容 要 旨

近年 ステ ロイ ドの微生物変換 は実用上 の意義 はもとよ り,高 等動物 にお ける生合 成 のモデル と

しても生物化学 の領域で重要 な位置を 占め るにいた ってい る。 と りわ けステロイ ドのA環 にみ ら

れ る脱水素反応,水 素添加反応 は ヒ トにおけるestrogenやandrogenな ど の生合成機構 とも関

連す るため,こ れまでその機構 を解 明す べ く多 くの研究 が行 なわれて きた。すなわ ちtesto§te-

rone,androstenedioneな ど の内因性C19ス テ ロイ ドの胎盤,卵 巣 によ るestrogenへ の 芳 香

化においては19一 メチル基 の脱離 とともに1β 一,:2β 一水素がcis脱 離 す る。一方,微 生物 による

この種 め41脱 水素反応で は1α 一,2β 一水素がtrans脱 離 す ることが重水素あ るいは トリチ ウム

標識基質を用い て明 らか にされてい る。 また,testosteroneに 代 表 され る∠4-3-ketosteroid

が肝,前 立 腺 によって5α 一およ び5β 一dihydro体 に 変換 され る際,5位 へは補 酵素 か らの 水素

が,一 方4位 へは培地か らの水素が付 加す ることが証 明 されてい る。 しか しなが ら微生 物による

この種還元 の機構 に関す る研 究は きわめ てとぼ しい◎ すなわ ち腸 内細 菌によ るcholestenoneの

coprostanoneへ の 変換 において5位 の水素 は補酵 素に由来す る ことが判 明 してい るのみで,4

位 水素付加 の立体 化学 については何 ら検討 がな され ていない。本研究 はこのよ うな観点か ら微生

物 によ る脱 水素,水 素添加,さ らに二重結合 の異性化 を とりあげ,そ れ らの機構 をisotope

tec㎞iqueを 駆 使 して立体化学 の観 点か ら検討 した もので ある。

初めに臭素 あ るいはメチル基 で標識 した基質 を用 いて しか検討 され ていない5β 一3-ketoste-

roidの 脱 水 素反 応を とりあげた。

まず基質 として必要 な重水素標識化合物 の合成 を行 な った。す なわ ちtestosteroneを 出発原

料 とし5工 程 を経 て42体11}お よ び 」3体{2)に 導 き,つ いで過 酸で処理 してそれ ぞれ対応す る β一

epoxy体(3,4)を 得 た(Chart1).
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つ ぎに重水素を導 入す るため,{1)にdeuteriodiborane(B2D6)を 反 応 させ2β 一d1-3β 一

hydroxy体{7}を 製 した。 一般 にdiboraneは 二 重結合 に対 しcis付 加 をす る こと が 知 られ.てお

り2位 の重水素 は β配位 であ ることは明 らかであ る。 さらにこれ を クロム酸一 ピ リジン試薬で酸

化 し2β 一d1」5β 一androstane-3,17-dione{8}を 得 た。 一方,〔3)を1ithiumaluminumdeu-

teride(LiAlD4)で 処 理 してepoxy環 のtrans-diaxia1開 裂 を行 ない先 と同様 に 酸化 して

2α一D体 〔6}を製 した。 さらに4β 一および4α 一D体.(12,10)も それぞれ43体 【2)と3β14β 一ep-

oxy体14)を 用 いてdeuteration,LIAI軌 還 元 を行 ない立体特異 的に重水素を導入 した のちク ロ

ム酸酸化 して合 成 した(Chart2).こ こに得 られた重水素化合物 はマススペク トル(MS)の 解

析 か らいずれ も98%以 上 重水素 を含 む ことを確認 した。
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そ こ で こ れ らを 基 質 と し てNocardiarestrictusの105,000×9上 清 に よ る変 換 を 行 な い,

androst-47ene-3,17-dioneな ら び にandrQ6ta-1,4-diene-3,17三dlone(ADD)を 単 離

し た 。 ζ れ ら変 換 成 績 体 のMSを 解 析 し て 重 水 素 の 保 持 率 を も.と めTableIに 示 す 結 果 を 得 た6
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TableIDeuteriumRetentionofProducts

inMicrobialDehydrogenation

Product

SubstrateC%)

2α 一D〔6)2β 一D【8}4α 一D{1〔〕4β 一D〔12}

Androsta-i,4-diene-3,17-dione

Androst-4-ene-3,17-dione
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.これ らのデー タか らC-2で は β位 水素が
,他 方C-4で は α位水素 が立体選択 的に脱離す るこ

とが判明 した。

微生 物 によ る3-ketosteroidの 脱 水素反応 においては一般 に基質 のカルボニル 基の エ ノール

化が考え られてお り,α 位axial水 素 の脱 離がみ られ る。 しか しなが ら5α 一3-ketosteroidの

44不 飽 和 化においては4位 を臭素 およびメチル基で標識 した基質を用 いて得 た結果か らaxialの

4α一水素 が脱 離す る と結論 され ている。著者 は重水素標識体 がよ り適切 な基質で あると考 え,4

位 を立体特異的 に重水素標識 した5α 一androstane-3,17-dioneを 合 成 し,こ れ らを基質 と して

4位 水素脱 離の立体 化学 に検 討を加えた。

す なわ ちdehydroepiandrosteroneよ り数工程を経て43体(13)お よ び3佑4α 一epoxy体(14)
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を 製 し,つ い でG3)をB2D6に よ るdeuter3tiopに 付 し た 。 こ の 際 目的 と す る3α 一hydroxy体 と

と も に3β 一hydroxy体,4α 一hydroxy体 も 副 生 し,そ れ ら と の 分 離iが 困 難 で あ っ.た 。 そ こ で 反

応 成 績 体 をtert-butyldimethylsily1化 し,さ ら に カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 精 製 し て4α,

17α 一d2-5α 一androstane-3α,17β 一diolbis(tert-butyldimethylsily1)ether(15b)を

単 離 し た 。 つ い で(15b)を 脱 シ リル 化 し て(15a)と した の ち ク ロ ム 酸 で 酸 化 し4α 一d1-5叶
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androstane-3,17-dione(1「6)を 傳 た 。 第2の 目 的 物 で あ る4β 一D体(18)は(14)を 出 発 原 料 と

しLiAID4を 用 い るepoxideの 還 元 的 開 裂 反 応 に よ り4α,17α 一d2二3α,17β 一diol(17)と し た

の ち ク ロ ム 酸 酸 化 し て 製 し た(Chart3)・(16)お よ び(18)はMSの 解 析 に よ り い ず れ もdlspe-

ciesが95%以 上 で あ る こ と を 確 認 し た 。

こ れ ら を 基 質 と し てNocardiarestrictusの3,000×9上 清 に よ る 変 換 を 行 な いandrost-4

-ene-3
,17-dioneお よ びADDを 単 離 し た の ち,こ れ ら変 換 成 績 体 のMSを 解 析 しTable皿 に

示 す 結 果 を 得 た 。

TableDDeuteriumRetentionofProductsinMicrobialDehydrogenation

Product
SubstrateCｰ0

4a-D(16)4,B-D(18)

Androst-4-ene-3,17-dione

Androsta-1,4-diene-3,17-dione
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8
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以 上 の 事 実 か ら.5α 一3-ketosteroidがNocardiarest.rictuslこ よ り脱 水 素 さ れ44-3-

keto体 に 変 換 され る 際,4β 一axial水 素 が 立 体 選 択 的 に 脱 離 す る こ と が 明 らか と な っ た。 し た

が っ て 先 にAbul-Hajjが 提 出 し た4α 一equatoria1水 素 が 脱 離 す る と い う.結 論 は こ こ に 訂 正 さ

れ ね ば な ら な い 。

Testosteroneは ヒ トに お い て そ の 二 重 結 合 が 飽 和 さ れ5α 一dihydrotestosteroneに 変 換 さ れ

た の ち 男 性 ホ ル モ ン作 用 を 発 現 す る が,微 生 物 に お い て も こ の 種 の 還 元 反 応 が 見 い 出 さ れ て い る。

脱 水 素 反 応 と の 関 連 か ら も 興 味 が も た れ る こ と か ら 戸eniciihumdecumbensに よ るandrost-

4-ene-3,17-dioneの5α 一androstane-3,17」dioneへ の 変 換 反 応 を と り あ げ,4位 水 素 付
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加 の立体 化学 を検 討 した。 すなわ ち基質 として4位 に重水素標識 したandrostenedioneを 合 成

し,Penicilliumdecumbensに よ る変換 を行 ない,生 成す る5α 一H体 に保持 され る重 水素 の

位置 をNMRス ペ ク トルによ り決定す ることを試 みた。

まずChart4に 示 す経路 に従 い基質 の合成 を行 な った。す なわ ちtestosteroneよ り2工 程で

得 られ るandrost-4-ene-3β,17かdiolbis(tert-butyldimethylsilyl)ether(19)を 出発原

料 と し,diboraneを 用 いるhydrationに 付 し4α一hydroxy体(20)を 製 した。ついで(20)を ク

ロム酸酸化 して4-keto体(21)と したのちLiAl蟻 で 還元 し4α 位に重水素が導入 された4β 一

hydroxy体(22)を 得 た。 さ らに(22)を オキ シ塩化 リンを用い る脱水反応 に付 し∠4体(23)と し

た のち(n-C4H6)4NFに よ り保 護基をはず し3β,17β 一dio1(24)に 導 いた。最後に緩 和な条件

下 ク ロム酸酸化 して 目的 とす る4-d1-testosterone(25)お よ び4-d1-androstenedione(26)

を 得 た。(25)お よ び(26)はMSお よ びNMRス ペ ク トルの解析 の結果 いずれ も98%以 上4位 に重

水素を含む ことが判明 した。

(26)を 基 質 と しPenicilliumdecumbensに よ る変換 を行 な った ところ92%の 高 いdlspe-

ciesを 有 す る5α 一androstane-3,17-dioneが 単 離 された。変換 成績体 を5α 一androstane-3

β,17β一diQ117-monosilyletherに 誘導 し,Eu(dpm)3を シ フ ト試薬 に用いてNMRス ペ ク

トルを測定 した ところ重 水素 は4α 位 に保持 され ℃い ることが判 明 した。

以上 の結果andro$tenedioneがPenicilliumdecumbensに よ り5α 一androstane-3,17-

dioneに 変 換 され る.際,4位 の 水素付 加は立体選択 的に β側 か らおこるものと結論 された。

ステ ロイ ドホルモ ンの工業的製造法 と して古 くか らスチ ロール の微生物変換 が試 み られ ている

がArthrobactersimplexに よ るcholesterolのADDへ の変換 におけるC-2,C-4か らの水

素脱離 もこのよ うな観点か ら興 味深 いものがある。 そこでepimeric2一 およ び4-dl-choles-

terolsを 合 成 し,こ れ を基質 と してArthrobactersimplexlこ よ る変換を行な いC一 「2,C-4

水 素 脱離 の立体選択性を検:討 した。

まず 出発原料 にcholesterolを 用 い数工程で中間体(27),(28),(29)お よ び(30)を 製 した。っい

で(27)お よ び(28)を それぞれB2D6に よ るde威eration,LiAID4還 元 に付 し3α,5σ 一dlo1と

したのちク ロム酸酸化 して5α 一hydroxy-3-ketoneに 誘 導 した。つ いで メタノ ール中水素化ホウ

素 ナ トリウムで還元 し,生 成す る3β,5α 一diolを3-monoacetateに 導 き塩化チ オ ニルによ

る脱水,つ いで アル カ リ水解 によ り2α 一お よび2β 一drcholesterolsを 得 た。一方(29)お よ び

(30)を それぞれB2塊,LiAiD4で 処 理 し,こ こに得 られ た3α,5α 一およ び3β,5α 一dio】を前

述 同様 の反応経路 に した がって 目的 とす る4α 一お よび4β 一drcholesterolsに 誘 導 した。

これ らを基質 と してArthrobactersimplex番 こよ る変換を行な い生 成 したADDのMSを 解析 ・

してTable皿 に示す結果を得た。 これ らのデ ータか らcholestero1のADDへ の微生物変換 では

2位,4位 と もに β位水素が立体選択的 に脱離す ることが明 らか とな った。
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ResultsofDeuterium
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謙L詩
Retention

Product
2a-D

Substrate(90)

2,B-D4a-D4,B-D

Androsta-1,4-diene-3,17-dione 75 0 80 0

∠5-3β 一Hydroxysteroidの44-3-keめ 体 へ の変換は ヒ トにお けるステ ロイ ドホルモ ンの生

合成上重要 な位置 を占めてい る。 この変 換は45→44の 異 性化を伴な うがその機構 は従来比 較 的

合成容易 な45-3-ketosteroidの4β 重水素あ るいは トリチ ウム標識体 を用 いて しか検討 され

てお らず不明 の点が少なか らず残 されてい る。 そ こでepimeric4一 お よび6-d1-cholesterols

を 基 質 に用 い二重結合異性 化 の立体 化学 を明 らかにす るこ とを試 みた。

す なわ ち4一 およ び6-drcholesterolsをcholesteroloxidase〔E.C.1.L3.6〕 と イ ン

キュベー トし,生 成す るchQlestenoneのMSを 解 析 しTableWに 示 す結果 を得 た。`また保持 さ

れた重水素 の位置 はNMRス ペ ク トルな らびに6位 を立 体特異 的に重水素標識 したcholesten6ne

とのIRス ペ ク トル の比較 により決定 した。そ の結果4α 一D体,6-D体 を 基質 とした場合 標 識

重水素 はそれぞれ4位,6α 位 に,一 方4β 一D体 では6β 位に 保持 され ることが判 明 した。

TableIVResultsofDeuteriumRetention

Product
4a-D

Substrate(907

4β一D 6-D

Cholestenone 98 51 98

以 上 の事実か らcholestero1のcholestenoneへ の変換 におい ては4β 位水素が6β 位 に転 移

す るもの と結論 された。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究はステ ロイ ド化合 物の微生 物変換 にみ られ る脱水素反応,水 素 添加反応 の機構 を重水素

標識法 によ り立体 化学 的観点か ら検 討 したものである。

まず5β 一3-ketosteroidの 脱 水素反応 を とりあげ,基 質 として必要 な2一 および4-d「5β 一

androstane-3,17-dioneの 合 成 を行 なった。す なわちぺ △1化 合物 を中間体 と し,得 られ るβ

一epoxideをLiAID4で 還 元的 に開裂 し
,2α 一および4α:一d「3β 一〇1を 得たσ一方,△2,△1

体 にdeuteriodiboraneを 働 かせ,β 一cisに 付 加 した2β 一お よび4β 一dr3β 一〇1を 製 した。

さ らにそれぞれを ク ロム酸 一ピ リジ ン試薬で酸化 し,目 的 とす る重水素標識体4種 を合成 した。

これ らを基質 と してNocardiarestrictusに よ る変換を行ない,androst-4-ene-3,17-

dioneお よ びandrosta-1,4-diene-3,17-dioneを 単 離 した。 これ ら成績 体の重水素 保 持 率

をMSス ペ ク トルで測定 した結果,C-2で は β水素が,他 方C-4で は α水素が立体 選択 的に脱

離す ることが判明 した。

また,5β 一3-ketosteroidの 丞 不飽和化 にお けるC-4の 水 素脱 離を同様の手 法を駆 使 して

検討 した。す なわ ち基質 の4α 一な らびに4β 一d1-5α 一androstane-3,17・ 一dioneをN.restric-

tusに よ る変換 に付 し,生 成す る△4体 な らびに△1'4体 の 重水素保 持率 を測定 した。 その結果4

β水素が立体 選択的 に脱 離す ることが証 明 され,Abu}一Haljの 報 告 を訂 正する結 論を得た。

さ らに△L3-ketosteroidの5α 一steroidへ の 変換 におけ るC-4水 素 添加 の立体 化学 を吟味

した。す なわ ちtestosteroneよ り数工程 で製 した5α 一4-keto体 のLiAID4還 元 によ りC-4

に 重 水素 を導 入 したの ち脱水,酸 化 に付 し,目 的 とす る基質の4-drandrostenedioneを 得 た。

Penicilliumdecumbensに よ り変換 した生成 物5α 一androstane-3,17-dioneの シ フ ト試薬

を用いるNMRス ペ ク トルの解析 などか ら還元成績体 は4α に重水素 が保持 され てい ることが判明

した。

最 後に丞 一3β一hydroxysteroidの △4-3-keto体 へ の変換 における4位 水素 の挙動 を精査 し

た。 基質 として合成 した4一 および6-dI-cholesterolをcholestemloxldaseと イ ンキ ュペ

ー トし
,生 成 す るcholestenoneの 各 種 機器 データか らこの変換過程 において4β 水素 が6β 位

に転 移す ることを証 明 した。

以 上の ごと く本論文 は重 水素標識法 を駆使 し,ス テ ロイ ドの微生 物変換 の機構 を立体化学 の観

点か ら検討 し,従 来未開拓で あ った この分野 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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