
ウロン酸の代謝 i乙関する研究 (3)

Erωinia aroideaeによるベタチン酸の代謝中間生成

物の性質ーオゾン酸化と過沃素酸酸化による生成物

岡本賢一 ・小沢潤二郎

Linkerら (1956)は， ヒアルロン酸の酵素による分解には二通りあり，畢丸の hyalu-

ronidaseではN-acetylhyalobion酸を構成単位とする少糖類を生じ，細菌のhyaluronidase 

では 4，5-不飽和二糖類を生成すると述べている. この不飽和二糖類はグリコシド結

合の開裂と同時に，非還元性の糖残基に脱水が起きて生成したものと考えられている

(Ludowieg etc. 1961). Erwinia aroideaeによるペタチン酸の代謝中間生成物Aは diga・

lz.cturon酸の代謝の途中で検出される(岡本，小沢 1958，1960).したがって生成の過程

は違っているが，閉じく不飽和二糖類であると考えられ，構成糖は違うけれども類似した

化学構造をしているように思われる.文献の上でLinkerらの不飽和二糖類と比較しなが

ら代謝中間生成物Aの化学構造について行った実験の結果をここに報告する.

実 験 の 方 法 と 結 果

熱水 溶液中の変化

中間生成物Aは熱水溶液中で分解し. Dーガラクトウロン酸， 2-フランカルポン酸， 5-

ホルミルー2一フランカルポン酸を生成することを前報で述べたが，さらにこれらの物質と

ギ酸の量的な関係を調べた.遊離の中間生成物Aの水溶液 (pH3.0)を硬質ガラスγでつ

くったアンプルに入れ， 1200Cで 30分間加熱し， 一定容量の反応液とそのエーテノレ可溶

部の， N/I00 NaOHの滴定値と Wi11statter-Schudel法による Nj5012消費量を量ると第

1表のような結果になった.ギ酸はペーパークロマトグラフィと，マグネシウム末，稀塩

酸で還元しクロモトロップ酸法で、ホルマリ γを検出して，確認した.エーテル可溶部には

5ーホノレミノレー2ーフランカルポン酸以外の還元性物質はペーパークロマトグラフィでは検

出されなかった.標準の 2-フラ γカルポン酸または 5ーホルミルー2ーフラ γカルポン酸の

水溶液を硫酸アンモニアで飽和し. 20時間エーテノレで、処理すると，理論値の 99.5%が抽

出された.純粋の 5ーホルミルー2-フ
第 1表 中間生成物Aの熱水溶液の酸度と還元力の変化

ラγカJレボン酸は酸度に対して 102.3

%の還元力を示した.ギ酸は還元力に N/50{1m2消1)費量 N滴/定1∞値NaOH (ml) 
影響しないことを確めた. 5-ホルミ

分 解 前 8.0 16.0 
ルー2-フランカノレポン酸はこの条件で

分 解 後 12.3 19.4 
は2-フランカルポン酸に変化しない.

増 方日 量 4.3 3.4 
以上の結果からエーテル可溶部の還元 エーテル可溶部 4.3 11.3 

力は 5ーホJレミルー2-フランカJレポン
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酸の量を，酸度は 2-フヲンカルボ γ酸.5ーホルミルー 2-フランカルポン酸およびギ酸の

総量を示すものと考えて差し支えない.

第 1表の結果から理論値に対する収率は 5-ホルミル時2-フランカルボン酸53.8%， 2一

フランカルボン酸 43.8%，ギ酸 42.5"であって，中間生成物Aは第 1図のように分解す

ると考えられる.
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ギ酸2-フラ γカルポシ酸5-ホノレミルー2-フラ γ
カルポン質量D-ガヲクトウロン駿

熱水溶液における中間生成物Aの化学変化第 1図

イじ

遊離の中間生成物Aの水溶液にオゾYを50Cで 30分間通し，反応、液の酸度と還元力の

変化を調べた結果は第2表の通りであった.反応時聞を 10分.20分，却分に取った場合

もあまり変化は認められなかった.

酸γ 、Iオ

オゾγ酸化による酸度と還元力の変化第 2表

N/5012消費量 (ml)

噌

A

の
4

の
3

4

a
胃

F
a
e
o
w
'

359.45 

643.82 

30.14 

771.25 

764.40 

22.00 

6必.38

N/1∞NaOH滴定値 (ml)

685.94 

601.4 

55.83 

481.1 

461.9 

40.78 

393.9 

酸化前

酸 化後

反応液のエーテル可溶部

反応液のエーテル不溶部

エーテル不溶部を 1∞。Cで1時間分解

5のエーテノレ可溶部(修酸を含まず)

5のエーテル不官軍部

第2表の結果では，酸度は減少し，還元力は構加している.

つぎに反応液を湯煎上で加熱し，エーテルで、抽出し，可溶部をペーパークロマトグラフィ

で検討した.第2図にその結果を示した.

RF値が修酸とグリコール酸に一致するこつのスポ ットが認められた. 修酸はさらに酢

酸酸性溶液中で生成する Ca塩の沈澱と， Ca塩を水洗し 2Nの硫酸に溶解してマグネシ

ウム末と稀塩酸で還元し生成するグリコール酸を検出して， 確認した. グリコール酸は

2 ， 7ーヂオキシナフタリンと硫酸による呈色反応，クロモトロップ酸と濃硫酸による呈色
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反応がともに陽性であることで

証明した. Linkerらの不飽和

二糖類からは 25.5%以上の収

量で修酸が生成すると言う .第

2表に示した通りエーテル可溶

性の酸は少量であって，しかも

修酸以外の酸も含まれているの

で.Linkerらの不飽和二糖類

に比べると修酸の生成量は遥か
Rf 

1.0 

0.8 

0.6 

A B C 

ト・

. 

に少いことになる.計算によれ 0.4 of¥ ._ ・・

ば酸化を受けた中間生成物Aに

対する生成量は理論値の 4.3%

に過ぎない.オゾン酸化によっ

て二塩基性酸が生成するにもか

かわらず，酸の総量がかえって

減少するのは脱炭酸を伴ってい

るためであると思われる.

エーテル不溶部にはひガヲク

トウロン酸が検出され，ナフト

レゾルシン法で定量した結果，

その量は変化していないことが

分った.酸や熱の作用で中間生

成物Aのグリコシド結合が開裂

するときには，ガラクトウロン

酸とともに 2-フランカルポン

酸が生成する .2-フランカルポ

ン酸からはオゾン酸化で多量の

修酸が生成する.したがってエ

ーテル可溶部の修酸も 2-フラ

ンカルボン酸から二次的に生成

したものであるかもしれない.

エーテル不溶部には Dーガラク

トウロン酸の外にもう一つの還

元性物質が検出される.この物

質は中性であって，2， 4-dini tro・

phenylhydrazoneの m.p. 181 

~1860 ， phenylhydrazoneのm.
p. 1680であるが，化学構造は

まだ検討中である.
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第2図 オゾγ酸化生成物(エーテノレ可溶部)の
ベーパークロマトグラム

a …・・・標準修酸 ーー試料
r~・H・- ・プタノール，ギ酸，水( 4: 1.5 : 1) 

展開剤{l}……プタノール.~昔酸，永( 4: 1 : 2) 
t …・・フェノール，ギ酸，水 (10:0.2: 5) 

呈色剤……0.1%.B.P.Bの95%のアルコール液

A B C 
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第3図過沃素酸酸化物(エーテル可溶部)の
ベーパ-!lロマトグラム

a ……標準オキザロ酪酸 '一一試料
r~ ・ H・..プタノール，ギ酸，水 (4 : 1. 5 : 1) 

展開弗IJII!……プタノール，酪酸，水 (4 : 1 : 2) 
l …・・・フェノール， ギ酸， 水(1.5: 0.2 : 5) 

呈色剤……0.1%. B. P.Bの95%アルコール液
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過沃素酸酸化

前報の方法に従って過沃素酸

を作用させ，フェノールフタレ

ソを指示薬として Sr(OH)2溶

液で中和し， 50Cに約 30分開

放置し，浦過して沃素酸や過沃

素酸塩を除く. さらに SrCO:J

を添加して減圧濃縮して溜過す

る.イオン交換樹脂で Srを除

き， Ag2CU3を添加， 潟液の

Agを樹脂で除去し，エーテル

抽出を行う.エーテル可溶部の

ペーパークロマトグラムは第3

図の通りであった.

RF値の大きいスポ ットはオ

キザロ酢酸に一致するが再現性

に乏しい. RF値の小さい物質

については後述することにす

る.

エーテル不溶部を Ba(OH)2 

と BaC03で中和し，溜過して

からアルコールを加え，沈澱を

浦過洗機後乾燥する.粉末を

水に溶かし. Br2か hで酸化

し，減圧の下に空気を通し，

Agzα)aを加えて Br2あるい

は hを除去する.1200Cで 30

分間分解し.生成物をペーパー
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第4図 過沃素酸酸化物(エーテノレ不溶部，ヨード酸化物
の加水分解生成物)のベーパーFロマトグラム

-標準のD-酒石酸 一一試料
rA・H ・-・プタノーJレ， キ・酸，水(4: 1.5 : 1) 

展開剤IB…・・プタノ{ル，酪酸，水(4: 1 : 2) 
lc…・・・フェノール， ギ酸，水 (15: 0.2 : 5) 

墨色剤……0.1%，B. P. B 95 %アルコール液

A B C 
1.0 

。
。。 。。

0.8 

0.6 

Rf 

クロマトグラフ 4で検討した. 0.4 

第 4図にその結果を示した.

第4図の酸性物質は RF値ば

かりでなく， Ca塩の性質も酒 0.2 
石酸と一致した.エーテル不溶

部の粉末の水溶液を Na-boro-

hydrideで還元し，加熱分解し

て生成物をペーパークロマトグ

ラフ 4で調べた.

第 5図からエリスロン敵が生

成しているこ之が分る.以上の

結果から中間生成物Aの還元性

第5図過沃泰明酸化物(エーテル不溶部の Na・boro・
hYdiideによる還元生成物の加水分解物)のベー
パークロマトグラム

一ーグルコースのニトロベソゼγによる酸化生成物(斌料ス
ポットと一致せるスポトがエリスロン酸) …..，飲料

fA・H ・-・フェノール，ギ酸，水(15:0.2 : 5) 
展開剤IB……プタノール，ギ酸，水(2: 1 : 1) 

lc……プタノール，酪酸，水 (4:1 :2) 
墨色剤……0.1~昔， B.P.B 95%アルコール液
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のガラタトウロン酸はC-4の位置で結合していると考えられる.

2-チオパルピツール酸反応

Weissbachら (1959)の方法に従って， 試料約0.55mg0.4mlの溶液に 0.025Nの

NaIO，溶液を 0.5ml加え， 20分間室温で反応させる.0.5 Nの塩酸に溶解した2%亜枇

酸ソーダ溶液1.0mlを添加，よく壇持してから2分開放置し， 0.3 %の2ーチオバルピツ

ール酸4.0mlを加え， 1000Cで 10分間加熱して発色させる.吸収曲線は第6図の通りで

あった.

1.0 

0.8 

吸 0.6 

光

度
0.4 

0.2 

560 580 

第 6図 2ーチオバルピツール敵反応による吸収スベクトル

.ー-・ 中間物A (0.54 mg) .・H・...5ーケトーL-'Ifラグトシ酸 (0.58mg)
0ーーベコヂガラクトウロ γ酸 (0.55mg) 

中間生成物Aだけが 545........55伽nμ で明瞭な吸収を示している.前述の過沃素酸酸化エー

テル可溶部の RF値の一番小さい物質は酸性であって， m.p.118........1200 の 2，4-di・凶tro

phenylhydrazoneを与え， アユリソ塩酸やキノキサリン試薬特に後者で明瞭に墨色する

が，セミカルパゾーンとキノキサリン誘導体の紫外部吸収スベクトルは第7図と第8図に

示したようにケト酸の特性を示さない. したがってこの物質は 5ーホルミルピルビン酸と

は考えられないが， 2-チオバルピツール酸を 加えると発色して 545........550mμ の極大吸収

を示す.545........550mμ の吸収は普通ホルミルピルピン酸によると考えられているが， ζの

結果から 4，5-unsaturated hexuronic acidや 2-keto-3-dωxysugar acid以外の物質

が 545........550mμ の 2ーチオパルピツール敵反応を示す場合もありうると言える.

考 察

E. aroideaeによるペグチ γ酸の代謝中間生成物Aは不安定な物質であって，糖類の化
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第7図 セミカルパ、ノ{γの吸収スベクトル 第8図 キノキサリン誘導体の吸収スベクトル

0一一0αーケトグルタール酸 (0.032mg) 0一一Oαーケトグルタール酸 (0.04mg) 

・一一・ 試料 ・一一・ 試料

学構造の決定のため普通に用いられているアセチル化，メチル化あるいは水素添加などは

分解を伴うため成功しなかった.それ故直接の分解生成物から化学構造を組み立てる以

外には方法がないようである. Linkerらの不飽和二糖類はもっと安定性があり， アセチ

ル化や水素添加に耐えている.第2報と本報の実験結果の中で， 232mμ の吸収，オゾγ

酸化による修酸の生成， 2ーチオパノレピツール酸反応による 545.......550mμ の極大吸収など

は，この物質が4，5-un姐 turatedsugar acidであることを示しているようである. した

がって構成糖は異っているが， Linkerらの不飽和二糖類と類似した次のような化学構造

が一応考えられる.しかしオゾソ酸化によっ

て生成する修酸は Linkerらの結果より遥か

に少量であって，グリコジド結合の開裂に伴

って生成する 2ーフラソカルポン酸から二次

的に出来ている可能性もないとは言えない.

また 2ーチオパルピツール酸反応による545....... 

550mμ の吸収もホルミルピルピY酸に特異

的なものではないようであって，中間生成物

Aが4，5-不飽和三糖類であると断定するこ

とはもちろんできない.

COOH COOH 
化学構造

Linkerらの不飽和二糖類は， ヒアルロン酸の N-アセチルグルコサミ γ 」止グルクロ

ン酸の結合が， 0とグルクロ γ酸のC-4の間で切れ， 同時にC-4とC-5の聞に脱水が起

きて生成するものと考えられている.普通の glycosidaseでは還元基のCとOとの間で切

断し，二重結合は生じない.中間生成物Aは初めから多糖類のグリコシド結合の開裂とは

関係なく， digalacturon酷から生成する.したがって二重結合の位置も別に4，5に限っ
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考える必要はない.

終りに御教示と御援助を頂いた岡大農学部岩佐順吉助教授に感謝致します.
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