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1，はじめに   

ステロールは真核生物の細胞の膜の構成成分として重要な役割をはたしている 

が、測鎖の構造が動物、植物、カビ等生物によって少しずつ異なるステロールを合 

成している．昆虫はステロールを生合成する能力を持たないので、餌の植物に含ま 

れるステロールを利用している．ヒトや動物（脊椎動物）ではコレステロール（1）を 

合成している．最近、血中のコレステロール値が高すぎると動脈硬化の原因こなる 

事が明らかにされ、無ければ困るけれども多すぎると害を及ぼすことがわかり、血 

中コレステロール値をコントロールする目的で生合成阻害剤が開発された． 

 一方､カビではコレステロールの測鎖の 24 位にβの立体配位のメチル基を持つ 

ステロール(ergosterol 2)を生合成している.光合成植物である高等植物のステ 

ロールは幾種類かの混合物であり､24-メチルステロールは 24 位がα転位の campe- 

sterol (3)とβ配位の dihydrobrassicasterol(4)が共存する.24一エチルステロ 

ールは 24 位がα配位を持った sitosterol(5).stigmsterol(6)のようなステロ 

ールが一般的である.光合成植物の中でも  緑藻頬では 24-エチルステロールは 

24 位がβ配位を持った clionasterol(7).poriferasterol(8)を含むものが多い. 

このように 24 泣の置換基の種頬と立体配位は生物の種に依って特徴があり､生物の 

進化と関係しているように見える.高等植物のうちで 24β-エチルステロールを持 

つウリ料の植物は藻頬の性質を残しているとも考えることが出来るのかも知れない. 

そこで種々のステロール側鎖の生合成的な関係に ついて調べてみた. 

逆層 HPLCの進歩によって､このような非常によく似た化合物の分解､分取が容 

易になり､特に 24α-と 24β-メチルステロール(3),(4)の分離精製はリサイクル 

逆層 HPLCによって初めて可能であった. 

2.ステロール側鎖の生合成 

 ステロール側鎖の 24 位のアルキル基は生合成的には S-adenosylmetionine(SAM) 

のメチル基に由来しており､母核の生合成中間体(動物､カビでは lanosterol. 

植物では cycloartenol)の側鎖(9)の 24(25)二重結合の 24 位かメチル化されて 24- 

メチルステロールが､そこにもう一度メチル化が起こって 24-エナルステロールが 

 



 

生成する．コレステロールはアルキル化の代わりに水素の付加が起こって生成する 

25 位にはいずれも水素が付加している．アルキル基がα配位になるかβ配位になる 

かは、SAM が二重結合を攻撃するとき二重結合の Re-面から近づくか Si-面から 

近づくかによって決定されるのではないかと考えられた．もしそうだとすると、25 

位への水素の付加はアルキル基と cisか transかどちらかである．これを調べる 

ためには中間体（9）の E（△）一または Z（▲）一メチル基をラベルしておいて、水素 

が付加した後にラベルしたメチル基が pro-R（C-26）pro-s(C-27)かどち 

らのメナル基になったかを調べればよい．しかし、生成するイソフロピル基の二つ 

のメチル基を識別することは化学的には非常に困難が予想される．幸いに C－26 と 

c－27 に相当する 13CNMRシグナルが別々に現れるので、シグナルの帰属をして， 

安定同位体を用いて調べることにした．安定同位体を NMRで観測するためには、 

安定同位体の取り込み活性が高い必要があるので，カビは yeast菌，動物はイヌの 

遊離肝細胞，植物はいろいろな植物からカルスを誘導して得た培養細胞を用いた 

2-1.△24（25）ステロールの Eおよび Z メチル識別 

Ruzicka らの提唱した"Biogenetic isoprene rule"lによると lanosterolは 

3 分子の酢酸から mevalonic acid (MVA)を経て isopentenyy PyroPhosphate 

(IPP）,dimethylallyl pyrophsphate の isoprene unitとなり、これが 6unit縮 

合し C30の squaleneが生成する.squalene は酸化を受けた後 cyclaseによっ 

て閉環し、水素とメチル基が転移して lanosterolが生成することになっている。 

事実イヌの肝臓から調整した遊離肝細胞を 14-demethylation 阻害薬である S 

sf-109 存在下[1.2-13C2]Acetate とインキューベートすると lanosterol(18)が蓄積 

した．(Fig.1）逆層 HPLCで C30の（18）は C27の cholesterolより r.tが 

短かった．（18）の 13CNMRスぺクトルは構造式にに示すような〔l.2一 13C]ace- 

tateの取り込みを示し．E－メチルがシングルラベル、Z－メチルがダブルラベル 

となり、二つのメチル基は区別されていた 2.これは MVA(13）から lPP（14)にな 

るとき MVA の C－1 が脱炭酸して失われるため 13C－13Cポンドが切断されて HVA 

の C－2 に由釆する炭素は孤立した 13Cとなる．lanosterolの E－メチルは MVA 

の C－2 に由来しているためにシングルラベルとして Z－メチルと区別された事に 

なる． 

同じようにイヌの遊離肝細胞を SSF-109 存在下[2-13CD3]acetate(20)とインキ 

ュベートすると（26）で示されるようにラベルされた lanosterolが得られた。（18） 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

の場合と同じ理由で E一メチルが CD2Hでラベルされ、Z－メチルが CD3でラベル 

された． 

 植物では lanosterolの代わりに cycloartenolがステロール生合成の中間体で 

ある．ペルー産のナス科の植物である Phylis peruvianaから誘導したカルスを 

〔1．2－13C2］Acetate（12）または〔2－13CD3］Acetate （20）とインキュベートし

て 

＝Cでラベルされた cyc10artenOl（19）と ＝CDでラベルされた cyc10artenOl 

（27）を得た．25 位の E－メチルと Z－メチルは lanosterolの場合と同様に生合成的 

にラベルすることによって識別することができた． 

2-2．コレステロール側鎖の生合成 2 

  イヌの遊離肝細胞を阻害剤（SSF－109）無しに［1、2－13C2］Acetate（12）または 

〔2－13CD3〕Acetate （20）とインキュベートするとコレステロールまで進行して、 

13Cでラベルされた cholesterol（28）と 13CDでラベルされた cholesterol（29） 

を得た．（Fig．2）別途に［26－D]-12R-cholesterolと〔26－D]-25S－Cholester－ 

olを合成して 25 位の Pro-R（C－26）と Pro-S(C－27）メチル基の 13CNMRシグナ 

ルの帰属（∂ 22．57 が C－26 に ∂22．83 が C－27）に基づいて、（28）と（29）の 

ラベルのされ方を見ると、lanosterolの E－メチル基は cholesterolの C-26 に、 

また Z 一メチル基は Cー27 になるように lanosterolの 25 位に水素が付加したこと 

になり、Popjakらの得た結果と一致した．つまり 25－Si－面から水素が導入され 

 

 



た事（9→11）を示している．24－位には Si一面から水素が導入される事が報告さ 

れているので cis還元が起こった事になる． 

 植物のコレステロールは cycloartenol（19） を経て生合成される 3．一般には少 

量しか含まれていないがステロイドサポゲニンはコレステロールから生合成される 

ことが知られている．ヤマノイモ科の Dioscorea tokoro から誘導したカルスは 

tokorogenin と neotokrogenin を産生するので、この培養細胞を〔1．2－13C2〕Ace－ 

tate（12）とインキュベーションして 13Cでラベルされた tokorogenin （30）と 

neotokrogenin（31）を単離した 4．これらのラベルのされ方から元の cyclo－ 

artenol(19)から生成する植物性のコレステロールも動物の場合と同じく 25-Si 

一面から水素化されて （9→11）出来ることを示していた． 

 

 

 

2-3，24-メチルステロール側鎖の生合成 

  カビ： yeastと〔1，2一 13C2〕Acetate（12）または〔2－13CD3］Acetate （20）

と 

インキュベートして 13Cでラベルされた ergosterol（32）と 13CDでラベルされ 

た ergosterol（33）を単離した．（32）のラベルのされ方から 25 位への水素化はコ 

レステロールの場合とは逆の Re-面から起こっていることがわかった．しかしな 

がら（33）では 25 位が D－ラベルされておりこの D原子は 24 位から転移してきたこと 

を示していた．                

〔methyl-D3］methionine を yeastに投与して得られる ergosterolには D原子は 

2 コしか取り込まれないことを考えるとエルゴスチロールの側鎖の生合成は lano－ 

Sterol側鎖（9）の二重結合がメチル化され 25－カチオン（34）ができる．このカチオ 

ンに 24 位の水素が転移し次いでメチル基から水素が脱離して 24 一メチレン中間体（ 

36）となり、24（28）二重結合が還元され（37）て 24 位と 25 位の立体が形成されたと 

考えられる． 

 

 



植物：キョウチタトウ科のチョウジソウ（Amsonia elliptica）のカルス 5は 

高等穂物としては珍しく 24－メチルステロールが 24－エチルステロールより多く含 

まれる．このキョウチタトウのカルスに「1.2-13C2」Acetate（12）を投与してスチ 

ロール各分を得た．動物やイーストの場合と異なり、植物のステロール各分は 

Fig．3 に示すように逆層 HPLC上数多くのピークを示すため 20mmφ の YMCA 

pack ODSを用いたリサイクル LCによって 24－メチルステロールを他のステロール 

から分離した．この 24－メチルステロールは NMRから caｍsterol（CMP）と 

dihydrobrassicasterol（DHB）の混合物であることがわかった．そこで更にこの画 

分を Deve1oSil ODS T－7(s-7)（250 x 20mmφ）のカラムを用いてリサイクルで廻す 

と 20 回目でほぼベースライン分離することに成功した．（Fig.4）13CNMR 

から得られたラベル様式は 24α－メチル基を持つ CMP(38)で示され、25 位への水素化 

はコレステロールと逆の Re-面から起こっていた．一方 24β－メチル基を持つ DHB 

は（39）で示され、25 位にはコレステロールと同じ．Si一面から水素化が起こったこと 

を示した．ナス科の Physalis preuviana の CMPと DHBでも同じ結果を得た． 

  次ぎに[2－13CD3]Acetate（20）を同じカルスに投与し、上と同様に逆層のリサ 

イタル HPLCを用いて CHPと DHBを単離した．13CDのラベル様式を調べるた 

めに｛1H｝ {2H} 13CNMRを観測したところ CMPは（40）で示されるようにラベ 

ルされていた．ところがここで得られた DHBの 13CNMRスペクトルでは 

13CDラベルに由来するシグナルが非常に弱く，DHBへの〔2－13CD3 〕Acetateの取り 

込みが CMPに比べて悪いのではないかと考えられだ．取り込みを上げるために、 

1 週間毎に〔2－13CD3〕Acetateを 4 回パルス投与した後、CMPと DHB を単離したが 

CMPへの取り込みは上がったが DHBへの取り込みはあまり改善されなかった． 

CMPの 13Cスペクトルを注意して見ると DHBの 13CDラベルに由来するシグナル 

だけが CMPの中に 混在してる様に見えた． 

 次ぎに 2 回パルス投与をしてリサイクルする前の CHPと DHBの混合物の 

13Cスペクトルを測定した．するとシグナルが重なり合って十分な解析は出来ない 



 

 

 

 

 

 

 

 



が、明かに DHBにも CMPと同じ程度に取り込まれていることがわかった．つまり 

逆層の HPLCを 20 回リサイクルすると、重水素による Isotope－effectにより 

retention timeが軽水素化合物より速くなり、前のピークに重なってしまったもの 

と予想した．そこでリサイクル HPLCで分取するときに、先に出る CMPのピーク 

の後ろ側のすそを、DHBと併せて分取した．こうして得られた HBDの{1H} {2H} 

13CNMRは十分な 13CDの取り込みを示し、取り込み様式は（41）の様であった． 

（40）と（41）を比べると、13C ラベルした（38）と（39）で観測されたように 25 位の

水素 

が互いに反対方向から起こっている（CMPの C－27 と DHBの C－26 が 13CD2H 

で、また CMPの C－26 と DHBの C－27 が 13CD3でラベルされた）以外には全く 

同じであった． 

 13CDラベルの ergostero(33）で見られた 25 位に転移した Dは観測されなっか 

た．この違いを調べるために〔methyl-D3]methionineをチョウジソウのカルスに投 

与して CMPと DHB 混合画分を得た．21 回のリサイクル HPLCを廻した後 

（Fig 5）に示すように各ピークを 3 っつのフラタション（a-c,d-f）に分けて分 

取した．Fig.6 に示した a から f のマススペクトルから、明かに最大 2 コの重水素 

が取りこまれている事がわかった。CMP と DHB 両方ともピークのフロント側 

(a,d)で D2体に相当する M+2(m/z402)が大きく，D原子２コのラベルで HP 

LC上で Isotope effectの傾向がみられた． 

 以上の結果から、CMPと DHB の側鎖の生合成は下図に示すように進行すると考 

えられる．cycloartenolの側鎖(9）から(36）迄は ergosterolの場合と同じように進 

行した後、25 位の水素の脱離を伴って二重結合が転移し（42）となる．（42）の 24（25） 

二重結合が還元されて 24 位と 25 位の立体が互いに逆の CMPと DHBの側鎖（43）と 

（44）が生成する．（36）の側鎖を持つステロールは 24－methylenecholesterol 7と 

24－methylenecycloartanol 3 が Physalis peruviana と Dioscorea tokoro から 

得られ、共に 25 位には 24 位から転移した Dが保持されていて、その配位はコレステ 

ロールとは逆の Re-面からの転移を示した． 

2-4. 24エチルステロール側鎖の生合成 

 植物ステロールとして最も分布の広い sitosterolは 24α－エチル基を持つ． 

sitosterolへの〔1．2－13C2］Acetateと［2－13CD3］Acetateの取り込み様式を、シ 

ソ科の(ヒキオコシ），ヤマイモ科の D. tokoro （オニドコロ），セリ科の 

Bupleurum falcatum (ミシマサイコ）から誘導したカルス用いて調べた。sitosterolの 

C-26 と C-27 の 13Cシグナルの帰属は，別途に[26-D]-(25R9-and(25S)-sitosterolを 

合成して行った 9。結果 sitosterol は(45)と(46)で示されるようにラベルされてい 



 

 

 

 

 

 

 

 



た 3．25 位には転移した Dは観測されなかったが、水素化の方向はコレステロールと 

逆であった．   

さらに〔methyl-D3]methionineの取り込みを P，peruvianaで調べたら sitoste－ 

rolへは最大 4 コの Dの取り込みを示しエチル基の 5 コの水素の内 1 コはメチオニ 

ン以外の水素に由来していることがわかった。 

  以上の結果から、24α－エチル基をもつ sitosterolの生合成は cycloarte- 

nolの側鎖（9）からメチル側鎖の生合成中同体（36）を経て、（36）がもう一度メチル化 

されて 24－カチオン（47）となり、28 位かち水素が脱離して 24－エチリデン側鎖（48） 

（isofucosterol）を生成する 24（28）二重結合が転移して中間体（49）となり 25 位の水 

素が一旦失われる‾．最後に 24（25）二重結合が還元されて sitosterol側鎖（50）が生 

成すると考えられる．25 位への水素化はオーバーオールでコレステロールとは逆か 

ら入ったことになる．isofucosterol（48）が P.preyvianaのカルスから得られ確 

認した．（Fig．7） 

 

 

 

 

 



 

  一方、24β－エチルステロールは緑藻類に多く含まれるが、植物ではクマツヅ 

ラ科の植物に含まれることが知られている．最近ウリ科の植物で、種子中には 24β 

ーエチルステロールがあって 11、成熟すると 24α－エチルステロールが増加してく 

ることがわかってきた 12．24β－エチルステロール側鎖の生合成について、ウリ科 

の Trichosanthes Kirilowii（キカラスウリ）のカルス用いて、〔1．2－13C2〕Acetate と 

〔2－13CD3〕Acetate を投与して 22－dihydrochondrillasterolへの取り込みを調べた． 

（Fig．8）結果は（51）、（52）で示されるラベル様式を得た 13．（51）を 13Cラベルの 

Sitosterol（45）と比べると、両者とも 25 位への水素付加は同じ方向（Re一面） 

から起こっているので、24－メチルステロールの場合とは異なる経路で生成したこ 

とを示ている．（52）では 24 位に Dが保持されていて、さらに MVA の C－6 に由来す 

る C－27 に Dが 2 コしかなく、Dが 1 コ脱離したことを物語っている．このカルス 

は同時に 25（26）に二重結合のある 22－dihydro－25－dehydrochondrillasterol（側鎖 

54）を産生するのでこの化合物を経由して生成するものと考えられる． 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



いる傾向が見られた．このことを確かめるためにモデルとして cycloartenolの 26 

位と 27 位を D6ラベルした化合物（56）を合成した．DeveloSil ODS（T-5）（250xlO 

mmφ）カラムを用い、非標識体とともに 18 回のリサイタルをした．Fig．9 に示す 

ように D標識体は先に溶出した．各ピークを 2 分画して分取し、MSを測定すると、 

前のピークは〔d6］cycloartenol（56）に一致し、後ろのピークは非標識体と一致し 

た．従って逆層 HPLCでも Deuterium Isotope Effectによって重水素化物が分 

離することがわかった． 

 植物ステロールは側鎖の構造が少しづつ異なる化合物の混ざりであり、その生 

成するメカニズムの違いを調べるために、植物培養細胞を用いて、安定同位体を 

トレーサーとし、逆層リサイクル HPLCで分離精製を行って、13CNMRで観測 

した．結合の異なるステロール側鎖の生合成の最後のステップは、還元される二重 

結合が 24（28）と，24（25）と．25（26）と 3 つの場合がある．25 位の水素は chole－ 

sterolと dihydrobrassicasterolだけが Si一面から導入されていて、他のステロ 

ールは逆の Re－面から導入されていた． 

  逆層リサイクル HPLCを用いる利点として、1）分析条件がそのまま分取に適用 

でき、2）分取に際し予め分離状態がクロマトグラムとして知ることが出来ることの 

二点は便利であった．またオーバーロードや検体を高濃度に溶かす時の溶媒などの 

影響もリサイクルする間に軽減された． 
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