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羊毛汚染 菌代謝産物 としてのシ トリニン

藤 木 清 子

(昭和46年1月30日 受理)

Citrinin,aMetaboliteofPenicillizamsp.Isolated

fromWoolContaminatedwithFungi.

KiyOKOFUjlKI

Ayellowpigmentwasobtainedfromtheacidi丘edculturefiltratesofPenicill吻}zs♪.whichwas

isolatedfromwoolcontaminatedwithfungi.Byextractingthepigmentwithhottoluenethe

yellowcrystallshavingameltingpointof165.5-167.5℃(dec.)(1),wereformedanllthemole-

cularfomulaof(1)wasatirstconsideredtobeadibasicacidofconstitutionC21H2208,butwas

postulatedforC13H1405bytheelementaryanalyses,theNMRspectraandtheMassspectraof(1)

孤ditsderivatives.Thestructureof(1)wasidentmedascitrinin,Cユ3H1405,bycotnparingitsIR

spectrumwiththatofcitrininisolatedfromPenici∬iu?nc従 γ伽 川 ηandbyitsfailuretodepressthe

meltingPointoftheauthenticsample・

1.緒 言

羊毛製品を倉庫な どに長期間保管 していると,か びが生えて黄色に汚染され ることがあ る。 こ

の汚染羊毛か ら分離 したPenicitliumsp.(東 京家政大学教授神野節子農博が分離)を ポテ ト培

地で280C,約2週 間培養 し,ロ カによって菌体 と分けた培養液に6規 定塩酸を加え,生 じた黒

黄色粉末を熱 トルエ ンで抽 出し,抽 出された黄色色素を メタノールで再 結 晶 してmp165.5～

167.5。Cの 黄 色板状 結晶を得た。 この黄色結晶の分子量は,滴 定法 により測定す ると404で あっ

たので元素分析値か ら分子式C21H2208(分 子量402)を 推定 し,ア ダムスの酸化白金 による 接

触還元体C21H260、 の元素分析値 もこの式を支持す るかに見 えた・ しか し核磁気共鳴スペ ク トル

は黄色結晶の水素数14ヶ,そ の還元体が16ケ であることを示 し,質 量 スペ ク トルは黄色結晶

では250以 上 にピー クを示 さず,(M-44)に 相当す る206に 最大 ピー クが認め られ ・還元体 に

おいても208に 最大 ピー クを示す ところから,黄 色結晶は分子式C13H140s(分 子量250)の モ

ノカルボ ン酸であ り,し たが って還元体はC13H160sの ジヒドロ体であることが判 明した。 これ

ら2っ の分子式はいずれ もその炭水素元素分析値を よく満足せ しめ る。

C1、H1、O、旦C、3H1605

黄 色結晶 ジヒ ドロ体

2.結 果 と 考 察.

エ

定性反応か ら(表1)黄 色結 晶は,'エ ノール性 水酸基それ も三塩化チ タ ソによる呈色反応1)お
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表1定 性 反 応

1 黄 色 結 晶 1 ジ ヒ ド ロ 体

conc.H2SO4

0.1NNaOH

薄い黄色を呈して溶け青い螢光
を放つ2}。

1麟 色題 し溶ける・

5%NaHCO3

1%FeC13
alc.solution

Hg2(NO3)2

Tic13
CH,OHsoln.

二酸化炭素を発生 して徐々に溶
けついで槌色する

血赤色

30秒 沸騰させると少量の水銀
が沈殿する。

濃暗緑色

燈黄色を呈 して溶け,次 第に黒赤
色になる。

溶 け る。

溶 け る。10%NaHCO3で は激
し く二 酸 化炭 素を 発生 す る。

藍色

白色沈殿を生じ,沸 騰させると
直ちに多量の水銀が沈殿する。

真赤色

表2核 磁 気 共 鳴 スペ ク トル

(60Me∫sec.TMS内 部標 準)

黄色結晶(CDCI3) 1 ジ ヒ ドロ体(CHC13)

・1 lHIJl 帰 属 1・1 lHl」1 帰 属

8.75

8.62

7.97

7.00

5.17

1.73

--5 .14

-5 .92

d

d

S

q

q

S

S

S

3

3

3

1

1

1

1k

1∫

7.5

7.0

5

0

7

7

4位 のCH3のH

3位 のCH3のH

5位 のCH3のH

4位 のH

3位 のH

l位 のH

8位 のOHのHと

7位 のCOOHのH

8.77

8.66

7.90

7.27

5.89

5.23

-O.83

S

S

S

q

q

S

』

3

3

3

1

1

2

3

7、5

7、0

4位 のCH3のH

3位 のCH3のH

5位 のCH3のH

4位 のH

3位 のH

1位 の2H

6位 と8位 のOH
のHと7位 の
COOHのH

表3紫 外 線 吸収 スペ ク トル

,(エ タ ノール 溶液)

黄 色 結 晶

λmax
,mμ

ε

218

23600

253

8800

321

5700

400

640(infし)

黄色結晶メチルエステル

λm島x,mμ

ε

220

1790

260

10200

332

3200

ジ ヒ ド ロ 体

λm8x,mμ

ε

219

22000

A・

251

4600

322

3200

よび濃硫酸試験2)か ら1一 ケ トー3一エ ノールグルTプ を もっベ ンゾーγ一ピラン系の強酸である こ と

が推測 され,事 実酸解離定数3)は 分光光度法 に より測定 した結果,50%エ タノール水溶液で2・33
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であった。 またNMRス ペ ク トルか ら(表2)3つ の メチル基が存在 し,そ の うち 高 磁i場 側

の2っ はdoubletを 示す ことか ら,そ れぞれの メチル基が結合 しているその炭 素 に 水 素 原 子

が各1つ づっつ きメチル基 とcoupleし てい ることがわかる。残 りの メチル基はその τ 値 か ら

00
　 　　 ユコ

CH3-C=,CH,C-O-・,CH3C-C一 型結合のいつれかを していると予想 され る。 赤外吸収 スペ ク

トルか ら(図1)水 酸基 とカルボキシル基が存在 し,両 者の水素はNMRで τ 一5.14と 一一5.92

にs輌ngletに 出,こ れは隣接 した両基が強 い分子内水素結合を形成 してい.るとしてその低磁性が
1'

説明され る。
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図1黄 色 結 晶 の 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク トル(KBr法)

ベ ソゾーγ一ピラン環を仮定すれ ば1つ の カルボキシル基 と3つ の メチル基で炭素 数 合 計 は13

にな り・したが って側鎖 はな くメチル基はすべ て環に直結 していることにな る。故にsingletメ

　
チル基はCHゴC=に 相 当す る筈で ある。 また5っ の酸 素の うち,カ ルボキシル基,水 酸基お よ

びピラン酸素以外の残 る1つ は,赤 外スペ クbル か らカルボニルであるが 同様の理由によりこれ

も環 ケ トンでなければな らない。 ジヒ ドロ還 元体においてはこのカルボニルが水酸基 に還元 され

IRやNMRに 示 されてい る。そ して ジ ヒドロ体 の酸解離定数は分光光度法によって測定 した結

果,50%エ タノール水溶液で1.5と い う2,6一 ジヒドロキシ安息香酸の1・34}も しくは1・075)

に匹敵す る異常値で,こ れはカルボキシル基 が2つ のオル ソヒ ドロキシル基 とキ レー トす ること

によりアニオンが安定化 し,そ のため酸 性が大 になった と考 えられ ることか らも

とのカルボニルはカル ボキ シル基 の隣に位置せねぽな らない。 したが って呈色反

応の結果を も考慮 して部分構造(X)が 推定 される。
オ

ジ ヒ ドロ体 のNMRに お け る τ5.23のsinglet2Het"・C-CH2-O一 結 合 に

耳

9H

㌻o
(X)

由来す る6)とすれ ば,こ の結合 は黄色色素の ピラン環の一部分>C・C--O一 が還元された もの と考

えられ る。 したが って(X)と の結びつ きは(A)～(D)の いずれかであ る。
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図2ジ ヒ ドロ体 の 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク トル(KBJ法)
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図3黄 色 結 晶 の メ チ ル エ ス テ ル の 赤 外 線 吸 収 ス ペ ク トル(KBr法)

9HH

㌔ぱ
(A)

9H♀H

∵ 〔瓦 ㌻ぱ
(B)(C)

?
1{OOC＼/へ 〈

旧?
HO/>>＼H

(D)

これ ら4式 に3つ のメチル基をそれぞれ結合させ ると(A1)～(Di)の6式 が考 えられるが,ジ

ヒ ドロ体の構造 を考慮す ると(Ai)と(C,)の みが還 元に よるジ ヒ ドロキ シ構 造(E)を 可能

にす る。

(Ai)と 同じ骨格を有す るAscochitine(F)のNMRは,7.8位 のカ ルボ キ シ ル 基,水 酸

基が τ一5.5と 一5.9に,1位 の水素が1.1に 出ている7)。

平面式(Ai)の 物質はRaistrickら8)に よりPehicilliumcitrinumか ら単離された主 として

グラム陽性菌に比較的弱 い作用を示す 抗菌性物質である ところのシ トリニンにほかな らない。
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ここにおいてPenicilliamcitrinitmか ら得 られた標 品シ トリニン(mp163～165.50C)と 黄

色結晶の混融 試験を試み たが融 点降下は認め られず,ま た標品 シ トリニンの赤外吸収 スペ ク トル

(KBr錠 剤)は 黄 色結 晶のそれ と完全に一致 した。この赤外吸収 スペ クトルは四塩化炭素溶液での

測定9)と1600～1500cm-i領 域付近が大 き く異 り臭化 カ リ錠剤法においては,1565cm-1に 幅広 く

強い特異吸収が認め られ,こ の吸収は還元体(図2)で は消失 し,黄 色結晶の メチルエステル10}

(図3)で は1580cm-1に 鋭 く認め られ ることか らカルボ ニルに由来 し,し か もその吸収位置か

ら共範 キ レー トカル ボニルの吸収1t)である と考え られ る。

黄色結晶のNMRは(表2)シ トリニ ンのNMRi2)に 一致す るが,ジ ヒドロ体 のNMR13}

は3,4位 の メチル基iの水素がdonbletに ならない。

ジ ヒドロ体 の ジア ゾメタンによるエステル化物は,文 献記載 の期 ジと ドロシ トリニンメチルエ

ステル.と同融 点物質 を与え,そ のIRス ペ ク トルにもカルボキシル基を認めなかったが3,5一 ジ'

ニ トロベ ンゾイル化 においては1つ の水酸基 のみ反応にあずかった。恐 らく立体障害 によると思

われるが6位 の水酸基が反応 しなかったのであろ う。
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なおG.Haesei4)は,Penicilliu〃zempansumか ら得 られた新 しい抗生物 質の分子量が氷点法

で385と 出たため これをC21H220sの 分子式を有す るAntimycinと 名付けたが沸点法では248

もしくは256と 出たので種 々検討 した結果,シ トリニンであった と報 告 している。

最近 シ トリニンが,エ ン ドウの成長を抑制 し,そ の全窒素および蛋 白態窒素を減少せ しめ るが

非蛋 白性窒素には影響 を与えないとい う報告15)がある。

3.実 験

3.1黄 色結晶 の単離

皮む きジャガイモ2009,庶 糖:グ ルコース=4:1の 糖209,水llの 割合で混ぜ,や わ ら

か くな るまで煮てか らフキ ンで こす。 この ロ液にペプ トン2.5 .gを 加 え,三 角 フラスコに分注 し,

1.5気 圧,15分 滅菌 したのち菌を接種す る。 これを28。Cで 約2週 間培養す ると,菌 体表面 は

黒緑色(胞 子)だ が 白い裏側 に黄色の部分を生 じ培養液は黄色 くな る。菌体を ロ去,ロ 液 に6N塩

酸を加 えてpH2に 調節す る。生ず る沈でんを1夜 おいてか らロカ,乾 燥す る。61の 培養液か

ら粘膜 刺戟性の黒 味を帯びた黄色粉末が,好 条件下5.3g得 られ る。 この粉末3.5gに44ml

の トルエ ンを加え,30分 か ら1時 間還流せ しめて抽出 し,抽 出液を温時 ロカ,冷 却せ しめ る と

粗結晶2.09が 得 られ る。 これ を メタノールで再結 晶してmp165.5～167。C(dec.)の 黄色板

結晶を得た。αD27'5-35・3。(cO・56inalc・)

分析値C62.53%,H5.58%

C13H140sと しての計算値C62.39%,H5.64%

C21H220sと レての計算値C62・68%,H5・26%

3.2黄 色 結晶の還元一 ジヒ ドロシ トリニ ン

黄 色結晶2.39(0.01モ ル)を70mlの エ タノール にとか し,こ れに新鮮 な アダムスの酸化

白金165mgを 加 え,振 蓋 しなが ら水素を通 じ,黄 色が消失す るまで接触還元す る。触媒を除去

してか ら溶媒 を減圧下に留去 し,残 津 に10m1の クロロホルムを加 えて とかす。 クロロホルム

溶液を ロカし,ロ 液に石油工一テルを12ml加 える。、この液を冷却 して生ず る粗結晶1.39を

ベ ンゼ ンで再結晶す るとmp158～159。C(dec.)の 白色板状結晶が 得 られ る。

分析値C62.02%,H6.45%

C13H1605と しての計算値C61.89%,H6.39%

C2iH260eと しての計算値C62.06%,H6.45%

3.3ジ ヒ ドロ体 のジアゾメタンに よるエステル化

3。2で つ くられた ジヒ ドロ体230mgを4mlの 無水工一テルに とか し,こ れ にジアゾメタン

エ・一テル溶液(0.2g/6.6ml)を 滴 下す ると2'ml添 加 した とき窒素 ガスの発生はやみ,液 は無

色か ら黄色になった。反応液を1夜 冷蔵 したのち,除 々にエ ーテルを留去 し,無 色液1mlを 残
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した。ついで減圧下に溶媒を留去せ しめ ると無 色の粘体が残 る。 これをベ ンゼ ン2mlに とか し

て冷蔵す る。10日 程で無色の結晶が器壁 に付着す る。mp55～56。CiO)(石 油 工一テルか ら再 結

晶)ア ルコール溶液の塩化第二鉄試験は藍色で あった。IRレ ーort3415cm-t

3.2ジ ヒ ドロ体の3.5一 ジニ トロベ ンゾイル化

ジヒ ドに体500mg(0.002モ ル弱)を3.5一 ジニ トロベ ンゾイル クロ リド450mg(O.002モ

ル§§)の4mlベ ンゼ ン液1こ加え還流せ しめ る。50分 程で黄色の固形物が生ず る。なお10分 還

流せ しめ たのち反応液を室温 に放置 して冷 却せ しめ,つ いで固形物を 口取,乾 燥せ しめ る。400

mgの 粗結晶をベ ソゼ ンか ら再結 晶 してmp173。Cの 濃黄色柱状結晶を得た。

分析値C51.92%,H4.39%,N6.20%

C20Ht8N20、 。としての計算値C51.55%,H4.06%,N6・27%

この報告を,こ のテーマの提案者であ り,か っ滴定に よる分子量測定を行った,故 山崎二葉理

博に捧 ぐ。

羊毛か ら単離 した 」Penicieliecmsp.を 提供 下さった家政大学 微生物学教室 神野節子農博・培

養を行った山本研究室卒業生の石戸輝雄,鈴 木捷 一郎両君,標 品シ トリニンを分けて下さった国

立衛生試験所倉田浩氏,NMR測 定の東京理科大学 田中克己氏,質 量スペ ク トル測定の 日立製

作所那珂工場研究室以上の方 々に深 く感 謝いたします。 さ らに 自由な研究 を援助下さった山本大

二郎教授に感謝 いた します。

なお本研究は昭和41年(1966)10月 日本化学 会九州大会(於 九州大学)に おいて発表した

ものである。
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