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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　化学式（Ｉ）で示される環状ジテルペン化合物。
【化１】

 
【請求項２】
　請求項１記載の環状ジテルペン化合物を有効成分とする土壌改良剤。
【請求項３】
　請求項１記載の環状ジテルペン化合物を有効成分とする土壌の硝化抑制剤。
【請求項４】
　請求項１記載の環状ジテルペン化合物を含有する肥料。
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【請求項５】
　クリーピングシグナルグラスの根部をアンモニウム塩に浸して根浸出液を得る工程と、
得られた根浸出液を乾燥し乾燥物をメタノール抽出して乾燥する工程と、さらに乾燥物を
ジクロロメタンで抽出し分配吸着カラムクロマトグラフィーにより分画する工程を含む、
請求項１に記載の環状ジテルペン化合物の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規の環状ジテルペン化合物及びその製造方法と、その化合物を含有する土
壌の土壌改良剤、硝化抑制剤及び肥料に関する。
【背景技術】
【０００２】
　化学肥料に含まれるアンモニア、アンモニウム塩、尿素等のアンモニア態窒素や、有機
質肥料が分解することによって生成したアンモニア態窒素は、土壌中、特に畑や水田の表
層などの酸化的条件で硝酸態窒素に変化しやすい。硝化と呼ばれるこの作用は亜硝酸菌お
よび硝酸菌等の硝化細菌の働きによって起こり、生成した硝酸態窒素は前述の土壌コロイ
ドに吸着されることなく、地下水や大気中に流亡・放出される。このため硝酸化成作用の
強い土壌条件において、施肥した窒素肥料の作物による利用率は非常に低く、また、硝化
により生じた硝酸の環境中への拡散が自然環境汚染の原因ともなっている。
【０００３】
　土壌中での硝化を抑制するため、従来、主にニトラピリン（２－クロロ－６－トリクロ
ロメチルピリジン）や、例えば特許文献１に記載のジシアンジアミド等の合成薬剤が用い
られている。しかし、ニトラピリンは揮発性が高く、地温が２０℃以上の条件ではほとん
ど効果がないため、北米の冬季作等、限られた地域の限られた環境下のみで使用されてい
るだけである。
【０００４】
　また、上記ジシアンジアミドは、ニトラピリンに比較して高い温度でも使用可能である
。しかし、高い濃度での使用を必要とし、かつ、高価であるため農業生産コストに大きく
影響する。したがって、ジシアンジアミドも利用される地域は限られている。
【０００５】
　熱帯地域において、熱帯イネ科牧草であるクリーピングシグナルグラス（Brachiaria h
umidicola）が生育する土壌において硝化が抑制される現象が知られている（非特許文献
１及び非特許文献２）が、これを使用した効果的な硝化抑制方法並びに硝化抑制剤は報告
されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特開平１１－２７８９７３号公報
【特許文献２】特許公開２００８－２４５６２８号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】CIAT 1983 ANNUAL REPORT p.224
【非特許文献２】CIAT 1985 ANNUAL REPORT 　p.210－211
【非特許文献３】Ｊ. Plant Growth Regntl. 13  39－49,　1994
【非特許文献４】Iizumi et al. Appl. Environment. Microbiol. Vol. 6４, ｐ．　3656
－3662, 1998
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、熱帯から温帯にかけての広い地域で利用でき、かつ、天然由来の材料から容
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易に得られる硝化抑制作用を有する新規化合物とその製造方法、及びそれを含有する土壌
改良剤、硝化抑制剤、肥料を提供することを目的としている。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、熱帯イネ科牧草であるクリーピングシグナルグラス（Brachiaria Humid
icola）が生育する土壌での硝化抑制現象の報告（非特許文献１及び非特許文献２）に基
づき、クリーピングシグナルグラスが何らかの硝化抑制物質を放出することを予想し、鋭
意研究を行ってきた。その結果、硝化抑制物質を単離取得し、その化学構造をつきとめ、
更に単離した化合物が硝化抑制効果を有することを確認して、発明を完成するに至った。
【００１０】
　すなわち、本発明の化合物は、化学式（Ｉ）で示される環状ジテルペン化合物である。
以下化学式（Ｉ）の化合物をブラキアラクトンということもある。
【００１１】
【化１】

 
【００１２】
　本発明は、またブラキアラクトンを有効成分とする土壌改良剤又は硝化抑制剤及びブラ
キアラクトンを含有する肥料である。
　さらに、本発明は、クリーピングシグナルグラスの根部をアンモニウム塩に浸して根浸
出液を得る工程、得られた根浸出液を乾燥し、乾燥物をメタノール抽出して乾燥する工程
、さらに乾燥物をジクロロメタンで抽出し、逆相カラムクロマトグラフィー及び高速液体
クロマトグラフィーにより分画する工程を含む、ブラキアラクトンの製造方法を提供する
。
【発明の効果】
【００１３】
　ブラキアラクトンは、天然由来の優れた硝化抑制作用を有する新規化合物であり、特に
熱帯から温帯における土壌改良剤、硝化抑制剤、肥料として使用可能な化合物である。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】本発明に係るブラキアラクトンの電子衝撃イオン化質量スペクトルを表す図であ
る。
【図２】本発明に係るブラキアラクトンに関するスペクトル分析を示し、Ａが紫外線吸収
スペクトル分析の結果を、Ｂが円二色性スペクトルの結果を表す図である。
【図３】本発明に係るブラキアラクトンの硝化抑制率を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　ブラキアラクトンのように５－８－５員環構造を有する環状ジテルペン誘導体（以下、
５－８－５環状ジテルペン類ということもある）は微生物や植物に含まれる成分であり、
従来から知られている一群の化合物である。これまで、５－８－５環状ジテルペン類は、
植物に対しては成長促進などのホルモン様作用やＨ＋－ＡＴＰａｓｅの活性化による各種
物質の膜透過性を増大させる作用を示すことが知られている。一方、動物細胞に対しては
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、分化誘導を促進し、抗ガン作用等の働きをもつことが知られている（特許文献２及び非
特許文献３参照）。
　しかしながら、ブラキアラクトンのように、５－８－５員環骨格に更にラクトン環を有
する誘導体は報告がない。
【００１６】
　ブラキアラクトンは、クリーピングシグナルグラスの根部をアンモニウム塩水溶液に浸
して根浸出液を得た後、得られた根浸出液を乾燥し、さらにメタノールで抽出して乾燥し
、さらにジクロロメタン抽出し、分配吸着カラムクロマトグラフィーにより分画すること
により得ることができる。
【００１７】
　クリーピングシグナルグラスの根部をアンモニウム塩水溶液に常温で１～５日間浸漬す
ることにより、ブラキアラクトンが分泌される。ブラキアラクトンは、塩化アンモニウム
、硫酸アンモニウム、重炭酸アンモニウム、硝酸アンモニウムなど無機アンモニウム塩で
誘導される。無機アンモニウム塩として塩化アンモニウムを使用する場合、その濃度の範
囲は１～５ｍＭが好ましい。ただし、この濃度範囲に限定されるものではなく、１ｍＭと
５ｍＭでの活性誘導量の比較から、１ｍＭ以下でも誘導可能である。
【００１８】
　クリーピングシグナルグラスの浸出液を抽出する有機溶媒は、アルコール、アセトニト
リル、ジエチルエーテル、ジクロロメタン、クロロホルム、酢酸エチル、ヘキサン等であ
る。純度と回収率の関係から、ジクロロメタンを用いた場合が最も効率がよい。
【００１９】
　得られた有機溶媒抽出液を分配吸着カラムクロマトグラフィーで分画してブラキアラク
トンを得ることができる。
【００２０】
　ブラキアラクトンは、卓越した硝化抑制作用を示し、硝化抑制剤として土壌改良剤・肥
料等に添加して使用できる。硝化抑制剤に用いるブラキアラクトンは、牧草により容易に
生産させることができる。このため、硝化抑制剤を含有する土壌改良剤を低コストで製造
することができる。
【００２１】
　ブラキアラクトンは、石灰のような無機素材や、黒ボク土のような肥沃土などに添加し
て土壌改良剤とすることができる。添加量は、必要に応じて適宜選択して決定すればよい
。例えば土壌１ｇ当たり１５～５０μｇの範囲である。
　ブラキアラクトンを含有する土壌改良剤は、硝化抑制作用を有するので、窒素成分の硝
化を抑制し、土壌環境の劣化を防止することができる。
【００２２】
　ブラキアラクトンは、肥料に配合して硝化抑制剤含有肥料とすることができる。配合す
る肥料としては、無機肥料や有機肥料が挙げられ、これらの混合肥料でもよい。無機肥料
としては、尿素、硫安、塩安などの窒素質肥料、過リン酸石灰などのリン酸肥料、硫酸カ
リウム、塩化カリウムなどのカリ肥料を用いることができる。また、有機肥料としては、
骨粉、たい肥などを用いることができる。
　ブラキアラクトンを含有する肥料は、肥料成分と共に硝化抑制剤を含有しているので、
窒素成分の硝化を抑制し、肥料の節約と土壌環境の劣化を防止することができる。
【実施例】
【００２３】
　以下にクリーピングシグナルグラスからのブラキアラクトンの製造に関する実施例およ
び硝化抑制作用を測定した例を説明する。
【００２４】
〔ブラキアラクトンの製造及び分析〕
　公知の方法により水耕栽培したクリーピングシグナルグラスの根部を蒸留水によりよく
洗浄し、１０Ｌの２ｍＭ塩化アンモニウム水溶液に浸して室温にて２４時間処理し、根浸
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のメタノールにより抽出した。得られた抽出液をろ過した後、再度乾燥させ、２０ｍＬの
ジクロロメタンにより抽出し、乾燥させた。乾燥物を少量のメタノールに溶解し、当量の
水を加え希釈した。この溶液を、予め５０％メタノールにより平衡化しておいた逆相カラ
ム（ＳｅｐＰａｋ　Ｃ１８、１ｇ溶）に充填し、５０～９０％のメタノールにより順次溶
出した。得られた画分をＴＳＫｇｅｌ　ＳｕｐｅｒＯＤＳカラムを接続した高速液体クロ
マトグラフィー（移動層：２０～４０％アセトニトリル／水、１０分間、次に４０～４３
％アセトニトリル／水、８分間のグラジエント、流速１ｍＬ／分、常温）により更に一定
時間ごとに分画し、得られた各画分について、後述の方法により硝化抑制活性を測定した
。硝化抑制活性を示す画分を選抜し、無色の純粋な化合物０．７ｍｇを得た。この化合物
について質量分析、紫外吸収スペクトル分析、円二色性ならびに核磁気共鳴分析により化
学構造を決定した。
【００２５】
　電子衝撃イオン化質量スペクトル分析は、島津製作所製ＱＰ－２０１０質量分析計（直
接導入プローブ使用、７０ｋｅＶ）を用いて行った。エレクトロスプレーイオン化フーリ
エ変換イオンサイクロトロン共鳴質量スペクトルは、Ｂｒｕｋｅｒ　Ｄａｌｔｏｎｉｃｓ
社製　ＡｐｅｘII ７０ｅ質量分析計を用いて測定した。結果を以下に示す。また電子衝
撃イオン化質量スペクトルを図１に示す。
　分子式：Ｃ20H31O4
　電子衝撃イオン化質量スペクトル（図１参照）：(m/z, %): 334 (M+, 17), 291 (9), 2
73 (5), 245 (5), 227 (5), 199 (11), 149 (21), 137 (100), 136 (75), 123 (20), 121
 (47), 107 (22)
エレクトロスプレーイオン化フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴質量スペクトル：m/
z 335.2213（[M+H]+）
【００２６】
　紫外線吸収スペクトル分析は、島津製作所製ＵＶ－１６００分光光度計を用いて行った
。円二色性スペクトル分析は、日本分光製Ｊ－８２０旋光分散計を用いて行った。
　結果を図２に示す。Ａが紫外線吸収スペクトル分析の結果を、Ｂが円二色性スペクトル
の結果を示している。それぞれのピークは、紫外線吸収スペクトルが、λｍａｘ２３０ 
ｎｍ （ｍｅｔｈａｎｏｌ, ε＝２．４ ｘ １０３）、円二色性スペクトルが、λｅｘｔ:
 ２３２ ｎｍ （ｍｅｔｈａｎｏｌ, ［θ］ ＝ ＋６５００, ０．０２７４ ｍｍｏｌ／ｄ
ｌ）であった。
【００２７】
　表１に核磁気共鳴スペクトルの結果を示す。核磁気共鳴は、Ｂｒｕｋｅｒ　Ｂｉｏｓｐ
ｉｎ社製　Ａｖａｎｃｅ８００またはＡｖａｎｃｅ５００核磁気共鳴分光計を用いて行っ
た。
【００２８】
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【表１】

 
【００２９】
　なお、一次元プロトンＮＭＲスペクトルにおける１つのシグナルは、溶媒ピークと重複
しているため、化学シフト値をＨＳＱＣにより測定した。
【００３０】
　これらの分析結果から、ブラキアラクトンの化学構造を以下のように特定した。
【００３１】
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【化２】

 
【００３２】
〔ブラキアラクトンの硝化抑制作用の測定〕
　硝化抑制作用の測定は、試験管内の硝化細菌を用いて行った。最初に、測定に用いた硝
化細菌の懸濁液の調製について説明する。
【００３３】
　細菌由来のルシフェラーゼ遺伝子（ｌｕｘＡＢ）を導入した硝化細菌（Nitrosomonas e
uropaea　ＩＦＯ１４２９８、非特許文献４参照）を、カナマイシン２５ｍｇ／１０００
ｃｍ3 を含むＰ培地中で、３０℃において好気的に７～９日間培養し、洗浄後、新鮮なＰ
培地に懸濁して、硝化細菌懸濁液を調製した。この硝化細菌懸濁液は、実験前に３０分以
上暗所に静置した。Ｐ培地の組成は、（ＮＨ4 ）2 ＳＯ4 ２．５ｇ、ＫＨ2 ＰＯ4 ０．７
ｇ、Ｎａ2 ＨＰＯ4 １３．５ｇ、ＮａＨＣＯ3 ０．５ｇ、ＭｇＳＯ4 －７Ｈ2 Ｏ１００ｍ
ｇ、ＣａＣｌ2 －２Ｈ2 Ｏ５ｍｇ、Ｆｅ－ＥＤＴＡ１ｍｇ、水１０００ｃｍ3 からなり、
そのｐＨは８．０であった。
【００３４】
　硝化作用は、上記の硝化細菌懸濁液０．２５ｃｍ3 と水０．２ｃｍ3 からなる硝化細菌
懸濁液の水溶液と、各実施例及び比較例の試料溶液０．０１ｃｍ3 と、を試験管内で混合
した後で、１５℃で３０分間培養する間における、硝化反応に伴う生物発光量を、ルミノ
メータ（ターナー・デザインズ社製、型名ＴＤ２０／２０）を用いて測定することにより
評価した。硝化反応に伴う生物発光量は、各実施例及び比較例の試料溶液に、硝化抑制作
用物質が存在すれば、発光量が減少する。このため、硝化細菌懸濁液の水溶液に各実施例
及び比較例の試料溶液を添加した場合の発光量を、各実施例及び比較例の試料溶液を加え
ないで、菌体懸濁液の水溶液だけの場合の発光量で割った値を硝化抑制率とした。図３に
実施例のブラキアラクトンの硝化抑制率を示す。
【００３５】
　従来の合成薬剤からなる硝化抑制剤の８０％抑制濃度は、ニトラピリンで６μＭであり
、ジシアンジアミドで２７０μＭである。
　ブラキアラクトンの８０％抑制濃度は１１μＭであり、これはニトラピリンに匹敵し、
ジシアンジアミドよりも、はるかに低濃度でも十分な硝化抑制作用が得られることが判明
した。
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