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第 1:章緒乏

イオンチャンネルは神経細胞の興奮の発生と伝達、細胞間の情報伝達など細胞

内イオン濃度の変化に伴う生体機能の発現において本質的な役割を果たしている

近年、遺伝チ工学的手法により電圧依存性のNaチャンネル1)、 Kチャンネル2)、Ca

チャンネル3)のアミノ酸配列が解明された。これらの結果、いずれのチャンネルも

きわめて類似した 6本の膜貫通ヘリックス部位が存在し、この 6本のヘリックス

が束状に集まった時に形成される穴がチャンネルのイオン透過イしであると推定さ

れている。しかしながら、生体のイオンチャンネルは分子量200，000以との巨大な

タンパク質であり、その詳細な高次構造の解析が困難であることなどから、チャ

ンネルのゲイティングの仕組みゃイオン選択性の仕組み等のチャンネル機構の解

明は未だなされていない。

生体膜:にイオンチャンネルを形成するペプチドが動物や菌類から多数得られて

いる4)。これらのペプチドは生体チャンネルの単純化されたモデルとしてチャンネ

ル機構の解明に寄与することが期待されている。特に土嬢菌の代謝産物として得

られるパプタイボール5)は、ヘリックス状の分子が生体チャンネルと同様に膜を貫

通し、集合し、チャンネルを形成すると考えられている。ペプタイボールは分子

量が約2000までのペプチドであり、その高次構造はX線結晶解析やNMRを用いて

明らかにすることができる。さらに、誘導体を合成し、構造と活件との相関を調べる

こともでき、生体チャンネルのモデルとしてチャンネルメカニズムの研究やペプチ

ドと脂質との相互作用の研究等に寄与すると考えられる。また、ペプタイボール

は細胞膜のイオン透過性を変化させるため、イオノフォアとして、細胞のイオン

流入による細胞応答を調べる研究に用いることができ、薬理学分野への応用が期

待される。細菌学の面からは、菌類がペプタイボールを生産することが菌類の防

御作用や代謝作用と 関連すると考えられ興味が持たれる。

TricosJPOrinロ"$)-Bはシイタケ栽培に大きな被害を号えたことで知られる木材腐朽

菌、 Trichodermapolysporumσ閲 60146)が生産する20残基のペプタイボールであ

る6)。著者はTS-Bのイオンチャンネルの形成機構の解明を目的として、 TS-Bおよび

その誘導体の合成を行い、これら化合物の詳細な二次構造とチャンネル形成特性

を調べた。また、TS-Bの生体細胞に対する作用として、牛副腎髄質細胞に対する

カテコールアミ ン分泌活性とラット肝ミトコンドリアに対する脱共役活性を検討

した。 さら に、 TS-Bとその誘導体の構造とイオンチャンネル形成特性ならびに、



(注)本論文で使用したアミノ酸の略号は，IUPAC-即 Bの生化学命名委員会勧告に従い三

文字表記または一文字表記で示した7)。

Oly (0) 

Ala(A) 

Valれつ
Leu (L) 

: glycine 

:al創出le

: valine 

: leucine 

Olu (E) : glutaJnjc acid 

Ser(S) 

百lfσ)

Pro (P) 

Asn (N) 

: senne Oln (ω : glutamine 

: threonine Phe (町 : phenylalanine 

: proline T叩(w) : tryptoph釦

: asparagme IIe (1) : isoleucine 

異常アミノ酸、アミノアルコール、試薬、官能基、物理化学的手法は下記の略号を用いた。

〈異常アミノ酸、アミノアルコール〉

Aib (U) 

101 

Lol 

Wol 

〈試薬、官能基〉

: a -aminoisobutyric acid 

: isoleucinol 

: leucinol 

: tryptoph釦 01

Boc : t-butyloxycarbonyl 

DCC : dicyclohexylcar加diimide

EのAc :e血ylぉetate

HOBt : 1・hydroxybenzo出azole

HOSu : N-hydroxysuccinimide 

MeOH : methanol 

Z : benzyloxycarbonyl 

〈物理化学的手法〉

CD : circular dichroism 

: collision induced-dissociation 

Hyp (0) 

Iva (1) 

Pheol (Fol) 

、bl

CID 

EI-MS : electron impact mass spectrome位y

ESI・MS

FAB-MS 

MS爪-1S

COSY 

: electrospray ioruzation mぉsspectrometry 

: fast atom bomberdment mass spectrometry 

:mぉsspectrome汀y/mぉsspectrome汀y

: coロモlatedspectroscopy 

: hydroxyproline 

: isovaline 

: phenylalaninol 

: valinol 

DQF・COSY

NOESY 

HPLC 

: double quantum filtered correlated spectroscopy 

: nuclear Overhauser enhancement spectroscopy 

: high performance liquid chromatography 

そのほかの略号については，随時ことわった上で省略するo
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第 2章 ペプタイボールに関する従来の研究概要

藤多らは徳島市周辺で、シイタケ栽培の害薗として採取したオオボタンタケ

(Hypocrea 戸l臼臼)の子座より、抗シイタケ菌活件を有するペプチド、 hypelcin-Aおよ

び』を分離 した8)。 さらに藤多らは同様にシイタケ栽培に被害を与えた不完全薗

Trichodernrza polysporumの培養i慮液から抗生ペプチド、 trichosporin事 A，-B 6)および

出chopolyn類 29)を分離した。これらのペプチドはN-末端をアシル基、 c-末端をアミ

ノアルコールで保護され、異常アミノ酸 α‘アミノイソ酪酸(Aib)を高率に含むとい

う特徴がある。同様の特徴をもっペプチドがチ嚢菌類、あるいはその不完全世代菌

類から数多 く得られてきた。B凶knerらはこれら 一連のペプチドをペプタイボール

(pep凶bol)と総称することを提唱した5)。 本章においてはペプタイボール全般に

ついて、その構造と活性について概説する。

第 l節 ペプタイ ボールの一次構造

現在までに、 構造決定または構造推定されているペプタイポールは150種あまり

にも達しているぐTable1)。ペプタイボールは全て直鎖状のペプチドでありその残基

数が20，19， 18， 16， 15， 14，そして 11残基のものに分類される。hypelcin類や

trichospoiin類は20残基のペプタイボールの一つである。 20，19， 18残基のペプタイボ

ールの一次構造を比べてみると、 14位にPro残基、 7、18位に極性のGln残基が保存

され (19および18残基の者についても残基番号は20残基を基準にしている)、常に

7位GlnとProとの聞に6残基の隔たりがあることがわかる。16残基のペプタイボール、

zervanuClJ1も3位にGln、10位にHyp(hydroxyproline)が存在し、 18残基以上のペプタイ

ボールと同様に、このGlnとHypの間に6残基の隔たりがある。ただし、 16残基のペ

プタイボールのc-末端部分は18残基以上のペプタイボールとは異なり、 l残基おき

にHypまeたはProが存在する という特徴的な構造を有する。さらにそのN-末端は芳

香性のTrpかPhe残基である。15残基のemerimicinは16残基のantiamoebinのc-末端部分

のProが1残基欠損した構造を有する。最近報告された14残基のharzianinと11残基の

汀ichorozinおよび汀ichorovinはN-末端部分に極性のGlnまたはAsnを持ち、その後 4残

基おきに Proをもっという点で共通している。一方、同じ11残基のペプタイボール

である出lchoginや汀ichoninginは極性残基やProを持たない。これらは、Glyを高率で

含有し、 N-末端が高級脂肪酸の∞tyl基で保護されている。

このよ うにペプタイ ボールの残基の配列には統一性や規則性が存在する。このよ
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うな特徴的な残基の配置はペプタイボールの活性を発現する上で重要な要素である

と考えられる。特にProやHypはhelixの折れ曲がり構造を形成する点で重要と考え

られる。また、ペプタイポールを構成するアミノ酸のほとんどが疎水科.である中で、

極性残基の存在は分子に械判部位を形成するという点で重要と考えられる。そこで

Table 1においてはProと極性残基を強調して示した。さらに、 Table1にはAibを含む

リポペプチド、 trichopolyn， leucinostatinとc-末端にポリアミン構造をもっAib含有ペ

プチド、 efrapeptin，aibellin， MS-681の構造も示した。

table 1. Sequences of Peptaibols加 dAib Containing Peptides. 

Aib Containing Peptide Sequence 

2o residue analo即 es

Al創m出icin9)

(Trた段雄'rmaviruJe) 

Suzukaci1lin 10) 
(TrichodemωVIT政)

Paracelsin5) 

(TrichG雌 rmavir政)

Hypelcin8) 

(H)pocrea pelωω) 

Trichosporin6) 

σ'richαtemωpolysporum) 

Position 

n 

A 

B 

C 
D 

A-I 

A-日

A-皿

A-IV 

A-Y 

A・YI

A-YII 

A-Ylll 

A-民

B-I 

B-D 
B-凹
B-IV 

B-Y 

B-Ia 

B-UJa 

B-田b

B-UJc 

B-阻d

B-IVb 

B-IVc 

B-IVd 
B-Y 
B-YIa 

7 14 18 19 20 

Ac-U-P-U-A・U-A-Q-U品 U心・しU-Pぶ U-U・E-Q-Fo1

Ac-U-P -U-A-U-u-Q-u品 U-G・しU-P-Y-U・U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A・U-A-Q-U-U-Uベ3・L・U-P品 U-U-Q-Q-Fo1

Ac・U-A-U・A・U・U-Q-U・L-U心-lrU-P-V-U・J-Q-Q-Fol

Ac・U-A・U-A・U-A・Q-U品 U-G・U帽 U-Pヰ U・U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A-U-A-Q-U-L-U-O-U-U-P-V-U-U-Q-Q-Fol

Ac・U-A・U-A・U-U-Q-U品 U-G-U-U-P品 U・U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A・U-U-Q-U-L-U-G-U-U-P品 U-U-Q-Q-Fo1

Ac-U-P-U-A・U・U-Q-U-L・U・O-U-U・P品 U・U-Q-Q-Lo1

Ac・U・P-U・A・U・A-Q-U・しU心・U・U・P品 U・U・Q-Q-Lo1

Ac-U-P-U-A・U-U-Q-U-L-Uベ3・U-U-P品 U-J-Q-Q-Lol 

Ac-U-P-U-A・U-U-Q-U-I-U-O-U-U-P-Y-U-u-Q-Q・Lo1

Ac-U-P-U-んU-U-Q-U-L-U心-U-U-P品 U-U-Q-Q-101 

AひU-P-U-A・U-A-Q-U-しU-G・U-U-P-Y-U-U-Q-Q-101 

Ac-U-P-U-A・U-A-Q・U-L-U心-U-U-P品 U・1・Q-Q-Lo1

Ac-U-P-U-A・U-A-Q-U-I・U-G・U-U-P品 U-U-Q-Q-Lo1

Ac-U・P-U-A・U・U-Q-U-I・U・O-U-U-Pぷ U・J-Q-Q・Lo1

Ac-U-P-U-A・U・U-Q-U・L-U・0-U-U-P-V-U-U-E-Q-Lo1

Ac-U-P-U-A・U-A-Q-U-L-U-O-U-U-P-Y-U・U-E-Q-Lo1

Ac-U-P-U-A・U-U-Q-U・レU-G-U-U-Pぶ U・J-E-Q-Lo1

Ac-U-P-U-A-U-U-Q-U-I-U心-U-U-P品 U-U-E-Q-Lo1

Ac-U-P-U-A・U-U-Q-U-L-U心-U-U-P品 U-U-E-Q-101 

Ac-U-A-S・A・U-U-Q-U-L-U・G・しU-P-Y-U-U-Q-Q-Fo1 

Ac-U-A・A・A・U-U-Q-U-しU-O・L-U-P-Y-U-U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・A・A・U・U-Q・U-I-U-O-しU-P-Y-U-A-Q-Q-Fol 

Ac-U-A・A・A-A・U-Q-U-I-U-O・しU-P-Y-U-U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・A・A・U-U-Q-U・Y-U-G・しU-p-y心-U-Q-Q-Fo1

Ac・U・A・A・A・U・U・Q・U・しU・G・しU-P-Y-U・J-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A・U-U-Q-U・V・U心ーしU-P-Y-U・U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・A・A・U・U-Q-Uぶ U心・しU-P-y-U-J-Q-Q-Fo1 

Ac-U-A・A・A・U-U-Q-U-I・U心・L-U-P品 U-U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A・U-U-Q-U-I・U-G-L-U-P帽Y-U-U-Q-Q-Fo1
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Table 1. (continued) 

Satumisporin 11) 

σrたhodermasaturmsporum) 

Trichobraclun 12) 

σ'richαterma longibrachiatum) 

Gliodelique:scin A 13) 

(Gliocladium del匂uescens)

Trich∞ellinl4) 

σrたIu.地 mω viruた)

Trichokoni n 15) 

σrた財政mω konInglI)

19 residue 但誕Q&些5

Trichorzianune 16) 

(Trichodemω加rzianum)

Tricholongin 17) 

σ'richαtemωlongibrachiatum) 

B-Vlb 

B-a-l 
B-a-2 

B-b 
s.d 

B毛

B・8

B-h 

SA 1 

SA D 
SA田

SA IV 

A-I 

A-D 

A-田

A-IV 

A-Y 

A-YI 

A-YII 

A-VID 

B-I 

B-ll 

YI 

vn 
VIII 

A-lla 

A-Illa 

A-IDb 

A-IDc 

A-IVb 

A-Yb 

A-YIa 
A・vlb

A-VIJ 

B-lla 

B-llIc 
B-IVb 

B-Yb 

B-YIa 

B-Vlb 

B-YII 

8-1 

B-D 

Ac-U-A・A・A・U・しQ-U・1・し・GL U.P-V・し J-Q-Q-Fol

Ac・し-A・G-U・A・lJ-Q-u-X-A-A-λ A.PV L 7.-Q-Q-Fo1 

Ac-u-A・G・A-U-V-Q-U品 AA7，AP V・u-Z-Q-Q-Fol
Ac-UA・G-A心 U-Q-U-X-U・0・XAP  Y-V A-Q-Q-Fol 

Ac-UA S-A・U-U-Q-U-X-んGX-AP Y-U-U-Q-Q-Fo1 
Ac-し-A・G・A・し-u-Q-U-X-U-GX し-P-Y-U-U-Q-Q-Fo1 

Ac-u-A・G・A・U・u-Q-U品 U・G品八-P品 U-lJ-Q-Q-Fo1

Ac-し-A・G・A・U・し-Q-U-X-し心、〈・し P品し・L-Q-Q-Fo1

Ac-し-A・し-A・し-A-Q-し・L-U心-L.U-P-Y-し七-Q-Q-Fo1

Ac・し.A-し-A-し-A-Q-U-L-U・G-U-UP Y-U-J-Q-Q-Fo1 

Ac・U・A・u-A・U-V-Q-UーしU・C・し-0.P-V-u-U-Q-Q-Fo1 
Ac-U-A-u-A・U-U-Q-U-L-Uベ:J-U-UP Y-U・J-Q-Q-Fo1

Ac-U-A-U-A-U.A-Q-U-V-U-G-L-U-P -Y-U-Y-Q-Q-Fo1 

Ac-U-A・U-A・U-A-Q-U・V-U・0・L・U-P-V-U-U-Q-Q-Fol 

Ac-し-A・V-A-U-A-Q-U-L-U-G-lJ-し-P品 U・U-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A-U-A-Q-U-L-U心・し・U-P品 U-J-Q-Q-Fo1 

Ac・U-A・U-A・U-A-Q-U・1-U-G・し-U-P品し・U・Q-Q-Fo1

Ac・U-A・U・A・U-A-Q-U帽 1・U心・し-U-P-Y-U-J-Q-Q-Fo1 

Ac-U-A・U-A・U-A-Q-U・L-U・0・L-U-P-Y-U-U-Q-Q-Fo1 

Ac-U-A・U-A・U-A-Q-UーしU・C・しU.p-V-U・1・Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A・U-A-Q-U-I-U-G・レU-P-Y-U-U-Q.Q-Fo1

Ac・U-A・U・A・U-A-Q-U-1・U・G・しU・P-Y-U・J-Q-Q-Fo1

Ac-U-A・U-A-U-A-Q-U-L-U-G-U-U-p.y-U-U・E-Q-Fo1

Ac・U-A・U・A・U-A-Q-U・L-U・G-U-u-P-Y-U-J-E-Q-Fo1 

Gliodeliquescin 

Ac-U-A-u-A・U-A-Q-U品 U-G・L-U-P品 U-J-Q-Q-Fo1 

Tricos開討n-B-YIc

Ac-U-A-A・U・U-Q-U-U-U-5-し，-U-P-L-U-I・Q-Q-Wo1

Ac-U-A-A・U-J-Q-U-U-Uふし，.U-P-L-U-I-Q-Q-Wo1 

Ac-U-A-A・じ-U-Q-U-U-U・S-しU-P-V-U-しQ-Q-Wo1

Ac-U-A-A・U-U-Q-U-U-U・5-しU-P品 U-I-Q-Q-Wol 

Ac-U-A-A-U-J-Q-U-U-U・S・レU-P-V-U・I-Q-Q-Wo1

Ac-U・A・A・U・U-Q-U-U-U・S・しU-P-しU・I-Q-Q-Fol

Ac・U-A-A・U・1・Q-U-U-U・S・しU-P-L-U・I-Q-Q-Fol

Ac-U-A-A・U-U-Q-U・U-U-s-L-U-P-V-U-I-Q-Q-Fol 

Ac-U-A-A・U-J-Q-U-U-U-5-レU-P-Y-U-I-Q-Q-Fo1 

Ac-U-A-A・U・U-Q-U-U-U・s-レU-P-L-U・I-Q-E-Wol

Ac-U-A-A・U-U-Q-U-U-U-S-しU-P-Y-U-I-Q-E-Wol 

Ac-U-A-A・U-J-Q-U-U-U・5-しU-P-Y-U-I-Q-E-Wo1 

Ac・U・A-A・U・U・Q・U・U・U・S・しU・P-L・U・I-Q-E-Fo1

Ac・し-A-A・U・J-Q-U・U・U・S・L-U・P-L・U・I-Q-E-Fo1

Ac-U-A-A・U-U-Q-U-U-U・5-L-u-P-V-U-I-Q-E-Fo1 

Ac-U-A-A-U-J-Q-U-U-U・S・L-U-P-V・U-I-Q-E-Fo1 

Ac-U・C・F-U-U-Q-U-U-U・5-しU-P-V-U・U-Q-Q-Lo1

Ac-U・0・F-U・U-Q-U-U-U・S・しU-P-Y-U-J-Q-Q-Lo1 

5 



め

E

M

些

n

E

 

.
u
o
-

m
剖一

v
t

内
川
田

ル山「

一
創
一

-
ρし
V

E

1

一
ω一

い
ほ
で
幻
一

b
一
泡
一

四
一
日
一

Table 1. (continued) 

Ac手 U-UU・Vベ3・L-U-UO-Q-J-O・A-Fol
Ac-F-U-U-U・V・G-I.rU-U-O-Q-J-O-U-Fol 

皿

IV 

Emerimicin24) 

(Emericellopsis microspora) 

Ac・U心-A・U・I-Q-U-U-U・S・しU-P品 U-I-Q-Q-LoI 

Ac-U-A・U-A-U-Q-U・V・U-G・しU・P品 U・U-Q-Q-Fol

KAV 

V 

J

柳

川

川

町

.側

帥

跡

枇

・地

k
-
m
k

T
σTσ 

14 residue q蛍2型笠Ac・F-Uふ U・U-L-Q-G-U-U-A-A心 P-U-U-U-Q-Wol 

Ac・F-U・s-U-U・しQベ3・U-U-A-A・U-P-J-U-U-Q-Wol 

Ac・F-UふU-J・L-Q-G-U-U-A-A・U-P-U・U・U-Q-Wol

Ac・F-U・S・U-J-L-Q-G-U-U-A-A・U-P-J・U-U-Q-Wol

Chrysospennin 19) 

(Apiocrea cルysosperma)

Ac-U-N ・I.rU・P・S-V・U・P・U・L・U・P・Lol

Ac・U-N-レU・P-s-V・U-P-J・L・U-P-LoI

Ac-U-N-レU-P・A・V-U-P-U-しU-P-Lol

Ac-U-N-しU-P-A・V-し-P-J-L-U-P-LoI 

m 
VI 

V田

Harzi包un25)
σ'riε加dermahanぬ'IIwn)

A

B

C

D

 

Ac-U-N-しU-P-A-I-U-P-J-しU-P-LoI

Ac-U-Q・しU・P・A・V-U-P-J-しU-P・LoI

Ac-U-N-しU-P・S・1・U-P-U-しU-P-Lol

Ac・U-N・しU-P・S・1・U-P-J・しU・P・Lol

Ac-U-Q・しU-P・S・1・U-P-J-しU-P-Lol

Ac-U-N-しU-P・A-I・U-P-U-しU-P-LoI

Ac-U-Q-しU-P・A・1・U-P・J-I.rU-P-LoI 

Ac-U-N -I-L-U-P -1-しU-P-Vol

Ac・U-Q-I-L・U・P・I・しU-P-Vol

Ac-U-N -I-L-U-P・1・しU-P-し01

Ac-U-Q-1-しU-P-1-I.rU-P -LoI 

Ac-U-N-V・X-U-P-X-X-U-P-Vol

Ac-U-N -V-V-U-P-X-X-U-P-Xol 

Ac-U-N-V-V-U・P-X・X・U・P・Xol

Ac・U-N-X・V-U-P-X・X-U-P-Vol

Ac-U-Q-V-V-U-P-X-X・U-P-Xol

Ac-U・Q-V-X-U-P-X-X-U-P-Vol

Ac-U-Q-V-V-U-P -X-X-U-P -Xol 

Ac-U-Q-X-V-U-P-X-X-U-P-Vol 

Ac-U-N-V-X-U・P・X・X・U・P-Xol

政

X
泊

m
m
m
m

I

E
田

W
h
M

弘
山

b
m
血

m
m
附

恥

11 residue 31旦坐豆盟主5

Trichorozin 26) 

σ'ric加dermaharzianwn) 

Trichorovin 27) 
(Tric加demωvかide)

Ac-U・G-U-しU・Q-U-U-U-A-A・U-p-レU-U-Q-Vol

Ac-U-G-U-しU-Q-U-U-A・A・A・U-P-L-U・J-Q-Vol

Ac・U-G・UーしU-Q-U-U-U-A-A・U-P-L-U-J-Q-Vol 

Ac・U-A・U・しU-Q-U・U・U-A-A・U-P-L-U-J-Q-Vol 

Ac・Uベ3・U-しU-Q-U-U-U-A・U-U-P-L-U-J-Q-Vol 

Ac・U・A・U・しU-Q-U-U-U-A・U-U-P-しU・J-Q-Vol

Ac・U心・U-L-U-Q-U-U-A-A・U-U-P-L-U-J-E・Vol

Ac-U心-U-L-U-Q-U-U-U-A・U-U-P-しU-U・E・Vol

Ac-U-A-U-しU-Q-U-U-U-A・U-U-P-しU-U-E-Vol

Ac-U-S-A・U-U-Q-J-しU-A・U・U-P-しU-U-Q-101 

Ac-U-S-A・U-J-Q-U・レU-A・U・U-P-しU-U-Q-101 

Ac-U・S・A・U-U-Q-U-L-U-A・J-U-P-しU-U-Q-101 

Ac・U・S・A・U-J-Q・1・レU-A・U-U-P-L-U-U-Q-LoI 

Ac-U・S・A・U-U-Q-J・しU-A-J・U-P-しU-U-Q-Lol

Ac-U・S・A・U-J-Q-U-しU-A・J-U-P-しU・U・Q-Lol

Ac-U・S・A・U・1・Q-J・しU-A・U-U-P-しU-U-Q-101 

Ac-U-S-A・U・U-Q-J-しU-A-J・U-P-レU-U-Q-101 

Ac・U・S-A・U-J-Q-U-L-U-A・J-U-P-しU-U-Q-101 

Ac-U・S・A・U・J-Q-J-L-U-A-J-U-P-しU-U-Q-LoI

Ac-U-S-A・U-J-Q・1・しU-A-J-U-P-しU-U-Q-Iol

A-50 

A-40 

h
め

h
m
血

m
w
u
m
w
w
w

18 residue analo凪les

Trichokindin21 ) 

σ'richoderma harzia'llum) 

Trichoωxin20) 

(Tr帥 odermavir政)

Ac-U-N・V・X・U-P-X-X・U-P-Xol

Ac-U-N-X-X・U・P-X-X・U・P-Vol

7 

Ac・U-N-V-X-U-P -X-X-U-P -Xol 

Ac・U-N-X-X-U-P-X-X-U-P-Vol

Ac-U-N-X・V-U-P-X-X-U-P-Xol

Ac・U-Q-V-X-U-P-X・X-U-P-Vol

Ac・U-Q-V-X-U-P-X-X-U-P-Xol

Ac・U-Q-V-X・U-P-X-X-U-P-Xol

Ac-U-Q-X-X-U-P-X-X-U-P-Vol 

Ac-U-Q・X-V-U-P-X-X-U-P-Xol

Ac-U-N ・X-X-U・P・X・X-U・P-Xol

Ac-U-N-X-X・U・P-X-X-U・P-Xol

Ac・U-N-I・I-U-P-ししU-P-lol

Ac-U-N-X-X-U-P-X-X-U-P-LoI 

Ac-U-Q-X-X-U-P-X-X-U-P-Xol 

Ac-U-Q-X-X-U-P -X-X-U-P -Xol 

Va 

vb 

四

川

市

川

澗

ぬ

附

泊

苅

沼

m
m
m
m

H
M
B
E
陀

臥

m
引

回

目

山

山

6 

Ac-W-I-E-J-V午 U-L-U-O-Q-U・O-U-P-Fol

Ac-W-V-E-J-1午 U・しU-O-Q-U・0・U-P-Fol

Ac-W-I-E-U-1午 U-L-U-O-Q-U・O-U-P-Fol

Ac-W・1・E・1・I午 U・しU-O-Q・U・0・U-P-Fol

Ac-W・1・Q-U・1・下U-しU・0・Q-U・0・U-P-Fol

AひW・1・Q-J・1・下U-しU・0・Q-U・0・U-P・Fol

Ac-W-1・Q-U・V-T-U-L-U・0・Q-U・O-U-P-Fol

Ac・W-I-Q-U-I・下U品 U-O-Q-U・O-U-P-Fol

Ac-W-V-Q・U-I・下U-L-U-O-Q-U・0・U-P-Fol

Ac-W-I-Q-J-V-l工U・レU・0・Q-U幽 0・U-P-Fol

Ac-W・I-Q-J-V-'下U-I-U・0・Q-U・O-U-P-Fol

Ac-F-U-U-U-J-GーしU-U-O-Q-J-O-U-P-Fol 

Ac・F・U-U・U-J-G-I.rU-U-P -Q-J・P-U-P-FolE 

16陀sidueanalogues 

Zervamicin22 ) 

(Emericellopsis sa仇ωsynnemaω)

Antiamoebin23) 

(Emericellopis poonensis， E. synneT1ωlicola) 



11量ble1. (continued) 

Trichogin28) 

σnc似たmωIongjbrachiatum)

TrikofungiI118) 

σ'riclu.雌 mωkoningii)

Others 

Trichopolyn29) (升ichodermapolysporum) 

A-IV 

KBI 

KBII 

1 Rl・P-R3・A・U-u-I-A-U-U-R4 

11 RI-P-R3・A-U-U-V-A-U-U-R4

III RI-P-R3・A-U-U-I-A-U-A-R4 

IV RI-P-R3・A-U-U-V-A-U-A-R4

V R2・P-R3・A-U幽 U-V・A・U-A-R4

Oc-U-G・L-U-G-G-L-U心-1・1..01

oc・し心品U-G心ぶU心-1・1..01

Oc-J-GふU心心ぷlJ-G・1-1..01

同=い竹Qo- 年→

R4 = -NHCH(CH3)CH2N(CH3)CH2CH20H 

Leucinosta也130)(Paecilomyces lilacinω) 

A R5・(y Me)P-R3-( s OH)L-U-L-L-U-U-s A-R6 
B R.5・(y Me)P-R3-( s OH)L-U・L・L・U-U-s A・R6

Rs=、λめ'cO- R6 = -NHCH(CH3)CH2N(CH3)2 

E合ヨpeptin31)(Tolypocladium niveum) 

D Ac-Pip-U-Pip-U-U-L-s A・G-U-U・Pip-U-G-L・J-R7

F Ac-Pip-U-町p-U-U・L-sA・G-U-U・日p-U-A-LふR7

R7= " 

Ait応出n32)(Verticimonosporium ellipticum) 
Ac-U-A・U-A・U-A-Q-U-F・U-G-U-U-P-V-U-U-E-Q-R8

fH2-C6H5 

Ra = -NHCHCH2NH(CH2hOH 

8 

T'able 1.(continue，め

MS-68133) (Myrothecium sp.) 
a Ac・F-U-U-A-J-G-W-J-R9 

b Ac・F-U-U-A-J-G-F-J-R9 

c Ac・F-J-U-A-J-G-W-J-R9 

d Ac・F-J-U-A-J G-F・1・R9

FH2・C6H5

R9 = -NHCHRCH2NH(CH2)3NH(CH2)4NH2 

The fungus which produces each pep凶 boll雪indicatedin the parenthesls. Sequences are indicated 
using the one letter code of amino acids， with the following additions: J =ひisovaline;0 = 
hydrox ypnoline;日p= pipecolic acid; U = a引 nino-isobutyricacid; X = leucine or isoleucine; Z = 
valine or i:sova1ine. C-termina1 amino a1cohols. phenyl剖加inol.isoleucinol， leucinol， va1inol.加 d

汀yptophanolare indicated by Fol， 101， Lol， ¥bl and Wol， respectively Xol rep陀sentsleucinol or 

isoleucinoA， not determined. Polar residues (E， ~， Q，加dS) are indicated by bold type. Proline (P) 
釦 dhydrOJ<.yproline (0) are indicated by凶ld-ita1ictype. 

第2節 ペプタイポールの二次構造

ペプチドの主鎖のコンフォメーションはFig.1.に示したNi-αciとα C・C・1軸の回

転角(二面角)併，併で決定される。Aib残基は二つのFメチル基と隣接残JbのJC素

との間の立体障害が大きいため、 p位の炭素を一つしか持たない通常のアミノ酸

(Fig. 1にはA1aのモデルを示した。Aibの場合は図の αciに結合したHがCH吋こ置換

された形になる。)と比べて、 二面角併，併の自由度が小さくなる。原子問

H 

+1 

Fig. JL. Dihedral Angles of Polypeptide (IUPAC・IUBCommition of Biochemical 

Nomfenclature， 1970)7) 

エネルギ一計算からAib残基の二面角はヘリックス構造を取りやすい角度[(併，砂)=

9 



土(570，470
)]に限定されることが、示されている34)。したがって、 Aibを高率に含む

ペプタイポールはヘリメクス構造をとりやすいと考えられる。実際にAibを高率に

含む合成ペプチドは α・ヘリ ''Jクス構造や310・ヘリックス徳造をとることがX線結晶

解析により明らかにされている35)。

Foxら(1982年)36)は剖釧e出cinのX線結晶解析の結果から、 剖amethicinは主に十ヘ

リックス構造をとり、 14位Pro付近にヘリックスの折れ曲がり構造をもつことを明

らかにした。この折れ曲がり構造はLeuロωとVal15NH間の l←4水素結合により安

定化されていることが示された(Fig.2a)o 14位Proより c-末端側には α・ヘリックス

構造と 310・ヘリ ックス構造で形成される3通 りの構造が示された。さらに、このPro

の影響で、剖ame出lcmには水素結合を介さないAib10CO，Gly 11∞ (Fig.2司が存在する。

これらの∞と短'~1.の Gln残基はともにヘリックスの折れ曲がりの凸面に位置し、凹

面には疎水性の残基が位置することによ り弱い両親媒性のヘリ ックス構造を形成す

ると考えられている(Fig.3a)o 

Espositoら(1987年)37)はalame血lcmについて詳細な lH-NMR研究を行い、a1amethi-

mのMeOH溶液中での構造がFoxらが示した結晶構造と基本的に同 じであることを

示した。飯田ら(1993年)38)はlH-NMRを用いてtrichosporin-B-VのM心H中での構造

を解析し、出chosporin-B-Vも温amethicinと同様の二次構造をとることを示した。

れIU)がり桃jEが、 Aib12CO・VaI15¥ll--fとAib13COVal151¥Hの2つのl←4水ぷ結合によ

り安定化されていることがポされている(Fig.2b) 0 199・英法のtrir.horzianineや16残ぷ-

のzervarnidneの誘導体についてもX線結flit解析がfj'わオl、trichorzianinはalamethicin

と川践の梢jEを取り 10)、zervamicineの誘導体はProよりh本端側は α-ヘリック λ構

造、 C_，4.J市側は 1'3-bend ribbon構造をとることがぷされている11)。

(a) 、‘.a
，，

L
り(
 

Amlde slde .----r 
cham of Gln7 

Amidle side chain 
of Gln 18and Gln 19 

- -泊』

(a) aJamethicin or trichosporin-B-V 

Fig. 3. Kinked Helical Structure of Alamethicin Molecule (a) and a Bundle 
of th(! Helices (b). Alamethicin ha~ a helical 、tructurcwilh a kink around Prol-l. 
Polar 、idechain of Gln and CO of Aibl 0 and Gly 11 arc Iying oneぉideof the helix. 
A bundlc of the helices. which i~ the moぉ1probable form of alamethicin ion-
channcl、wasstabilized by polar interaction betwccn water and lhese polar sidc 
chainぉ.

脂質"，におけるぺプタイボールの機造解析のぷみが幾つかなされている。

Schwarzら(1983年)42)はalamethicinのCDスペクトルをdioxane/octanol系の溶媒で

測定した場合、 octanolの割合を増加させる とα-ヘリックス含世が増加するこ とを

示した。 Franklinら(1994年)43)はsodiumdodecyl sulfate (SDS)ミセル中における

alamethicIlnの楠造を解析し、その結果、分子の12位しeuよりN-末端側は規則的なα

ヘリックス構造であるが、 c-末端側はより不規WJな桃造であることが示されている 3

(b) saturnisporin 

Fig. 2. Hydrogen Bond Schemes Around Pro1 4 supposed for Alamethicin， 
Trichosporin，(a) and Satunisporin (b).針。 kinkeds凶 cturew出 stab出zedby

l←4 hydrogen bonds. Alamethicin and trichosporin-B・Vlahas single 1←4 bond 
between Leu 12CO and ValI5NH. Saturusporin has double い 4bonds between 
Leu12CO加 dVal15NH and between Aib I 8仁:0and Aib 16NH. Since CO of Aib10 

and Gly 11 is not participate in the H-boncling:出esecos can be陀gardedぉ polar
groups. 

第 3節 ヘフタイボールのイオンチャンネル形成特性

1993年、 Rebu仇 t39)らにより、同様の実験がsatumisporinII， Nについて行われ、

その結果、このペプチドは剖ame出cinや凶chosporin-B-Vとは異なり、 Pro14付近の折

10 

1968年に¥1uellerとRudinが初めて、脂質二分子膜lこalamethicinを作用させるとtii

M依{i性の屯流を誘導するこ とを見出した44) それ以米alamethicinやその他のヘフ

タイボールの電気的な特性について多くの研究がなされてきたり)。 これらの研究か

ら、ヘフタイボールが誘導する巨視的な膜泊流はヘフタイボールの濃度の累乗般に

比例することが示された。この結果は、ペブタイボールが形成するチャンネルがベ

プタイボール分子の複合体であることを強く示唆するものであった。さらに、ぺフ

1 1 



タイポールが形成する単チャンネル電流の解析によりこのチャンネルはヘフタイボ

ール分子のhelixbundle型の複合体であり (Fig.3b)、分子の取り込みと、脱離により

チャンネル孔のLii径が変化すると考えられている(Fig4)46)。

Fig. 4. Helix-Bundle Model of Peptaibol Ion-Cbannels. Channel diametcr was 

changed by uptake and rclcaぉCof peptaibol monomer. 

第 4節 ペフタイポールのチャンネル形f戊，...おけるPro残基の役割

第2節で述べたようにヘリックス中のProはヘリックスに折れ曲がり構造-を形成す

る。このこのような折れ曲がりをもっヘリックスが平行 (N末端とc-末端が同じ

rnJき)に集まり、 bundleを形成するとチャンネル孔がろう斗状の形になる (Fig.3b)。

また、 Proは水来結合に関与できるアミドフロトンを持たないため、 Proの3ないし4

残ltN，末端側にIKぷ結合を介さないカルボニル酸素を出現させる(Fig.2a)。このカ

ルボニル酸来はヘリックスト.における極性領域としての働きをもっ。この極性領域

はチャンネル孔の内側面に位inするため、孔内の水との親水性相互作丹!によるチャ

ンネルbundleの安定化に寄与すると考えられる (Fig.3b)。このようにProはチャンネ

ル構造を規定するとともに、チャンネルの安定化にも関与すると考えられている。

さらにこのProがチャンネル形成の電圧依ι性発現に重要な役割を果たしていると

Jう考えがあるのでそれらについて以下に概説する。

FoxやRichardsらはalamethicinのX線構造解析の結果をもとに、脂質一二分 子膜中に

おいてalamethicinのc-末端が、電圧の付加により、ランダムな構造からヘリックス

構造へ変化する吋能性があると考えた。そして、このPro残基の影響による構造変

化がチャンネルの屯任依存性発現の原因ではないかと推測している36)。 また、最

近、分子動力学t汁算の結果 (alamethicin.melittin. bacteriorhodopsinに関する研究)

から、この折れ曲がりの角度にかなりの幅があることがボされた47)0 alamethicinに

ついては、分子と屯界との十11'，:作用によるこの角度の変化と、 alamethicinチャンネ

ルの電圧依仔性発現の機構との関連が示唆されている48)。
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一般にPro残基はペプチドやタンノマク中のヘリックス構成単位になり 1てくい49)。

それしもかかわらず、 Proは生体膜タンパク(チャンネルや受符体)の膜貫通ヘリ

ックス部位と予想されるフラグメントに、高い割ぞで存在するととが知られている

50)。さらに、蜂毒の主成分で膜貫通チャンネル形成ペプチドとしてしられる

melittin 4a)， par也xin4e)やcecropin4t)にも Proが含まれる このような事実からも、ペ

プタイポールを含む膜貫通ペプチドの構造と機能にProが果たす役割は大きいと考

えられる。

第5節 ペプタイボールの残基数とチャンネル形成活性

ペプタイボールによる膜電流特性を最もよく説明しているチャンネルモデルとし

てhelixbundle modelが提唱されていることはすでに述べた (Fig.3 and 4)46)。 このチ

ャンネルをイオンが通過するためには、チャンネルを構成するペプチド分子が膜を

貫通できる長さ以上でなければならない。 20残基のペプチドがαーヘリックス構造

をとると、分子の長さがちょうど3nmになる。脂質二分子膜の疎水性部位の厚さは

約3nmなので、ヘリックス状のペプチドは20残基以上であれば膜を貫通できること

になる。したがって、 20残基のペプタイボールは主にヘリックス構造をとるので、

膜を貫通するために丁度よい長さであるということになる。しかしながら、ペプタ

イボール類の中には 19残基以下のもの、例えば、出chorzianine (19残基) 16)、

出chotoxin (18残基) 20)、zervamicin (16残基)22)ぐTable1)などがあり、これらも

脂質二分子膜に対してイオンチャンネルを形成する。また、ペプタイボール類以外

にも残基数19以下のチャンネル形成ペプチド51)が報告されている。しかし、これら

のペプチドの詳細なイオン透過機構は報告されていない。また、もしも21残基以上

のペプタイボールが存在するならば、それは膜を貫通できるのでx)残基の者と同様

にイオン透過性をもつはずである。しかしながら、現在のところ21残基以上の天然

のペプタイボール類は発見されていない。何故、菌類は膜を員.通できないはずの19

残基以下のペプタイボールは生産するのに21残基以上のペプタイポールを生産しな

いのか興味が持たれる。

第6節 ペプタイボールの合成誘導体

Hallらはalamethicinの合成中間体を膜に作用させて、巨視的な電流一電圧特性を

調べている 52)。その結果、電圧に対する電流の対称性が誘導体の電荷の位置で変
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化することを明らかにしている。 Molleらはalame血icinのAibを全てLeuに置換した誘

導体を合成し、この誘導体が剖ame出icinと同様に脂質 2分子膜に対しイオンチャン

ネルを形成することを示した53)。彼らは同様に21残基の誘導体54)、じ末端がアミ

ドの誘導体問、 2位、 14位のProをそれぞれAlaに置換した誘導体56)を合成しこれら

のチャンネル形成特性を調べている。

第7節 ペプタイボールの生物活性

(1)溶血作用:Innscherら(1977年)は alam仙 icin，suzukacillinそしてtrichotoxinがい

ずれもヒト赤血球に対し溶血活性を有することを明らかにしている57)。この活性は

ペプチド濃度に依存して増加する。

(2) ATP蹴の活性化作用:Jonesら(1980年)はalame出icinが膜結合酵素であるCa2+お

よび、Na+/K七ATPaseを活'性化することを報告している58a)。そしてこの作用を利用し

て心筋繊維のNa+/K+-ATPaseとadenylatecyclaseの酵素活性の測定法を確立している。

Riωvら(1993年)58b)やSe出iら(1993年)58c)はこの測定法を種々の組織のCa2+-A TPaseの

酵素活性の測定に応用している。

(3)脱共役作用 :T政担shiらはhype1cinをラット肝ミトコンドリアに作用させると、

第4ステイトの呼吸を刺激し、酸化的リン酸化の脱共役作用を示すことを明らかに

している 59a)0 Mathewらはalamethicinとその誘導体の脱共役活性を調べており、活性

発現には 13残基以上の長さが必要であること、カルボン酸をもっ誘導体よりもカル

ボン酸をエステル化した誘導体のほうが活性が強いこと等を明らかにしている59b)。

(4)カテコールアミンの分泌促進作用:刈凶吋0(1990年)らは潅流牛副腎随質に

alame出icinを与えるとカテコールアミンの分泌が促進されることを報告している60)。

同時期にTachikawaと著者ら(1991年)は培養した牛副腎髄質細胞に対する出chosporin-

B-IIIのカテコ ールアミン分泌作用についての詳細な研究を報告した61)(第 6章参照)。

(5) Ca2+チャンネルアゴニストとしての作用:Tachikawaと著者らはペプタイボー

ルが副腎随質細胞のCa2+チャンネルアコ'ニストとして働く可能性を指摘した61)。ま

た、最近、 Huangらは住ichokoninVIが心筋のCa2+チャンネルアゴニストとして作用

することを報告している62)。

(6)抗植物病原体作用:T. harzianumが生産するペプタイボールは同じく向菌が生

産するchitinぉe等の加水分解酵素と相乗作用し、真菌性の植物病原体の胞子の発芽

や菌糸の伸長を抑制することが報告されている63)。
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(1)から(4)の活性はペプタイボールが生体膜のイオン透過性を充進させることが

直接の原因と考えられる。しかしながら、 (5)と(6)のように、ペプタイボールの細

胞に対する作用については単に細胞膜へのチャンネル形成だけでは説明されない部

分もあり今後、ペブタイボールの新たな生体作用メカニスムの解明が期待される。
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第 3章 Trichosporin-B-VIa， -Vlbとその誘導体の合成

第 1節 Trichosporin-B-VlaとTrichosporin-B-Vlbの合成

3・1・1 目的と概略

生物活性試験や物理化学的実験を行うために、純粋なTS-B類を天然から必要十

分量得ることは非常に困難である。そこで、これらの実験に供する目的と同時に構

造確認のために、すでに構造決定されている 11種のTS-B類中、牛副腎髄質細胞に

対するカテコールアミン分泌活性が強い64)TS-B・V1aとTS・B-VIbの合成を試みた。

合成は飯田らによる方法に準じた65)。すなわち、 Fig.2に示すように、 TS-B-V1a

とTS-B-VIbを 5つのフラグメント [1]---[5]に分けて合成し、これらのフラグメント

を順次縮合した。この方法には以下の特徴がある。

1 .フラグメント [2]---[5]のC-末端はアルカリ加水分解およびC-末端活性化による

ラセミ化を防ぐために、十プロトンを持たないAibを配置させた。

2. TS-B-V1aとTS-B-VIbは3位と 17位の残基のみ異なっている(Fig.2)。従って、 3位

と17位を含まないフラグメント [1]，[3]， [4]は両ペプチドに共通に用いることがで

きる。

3.これらのフラグメントは後節に述べる誘導体合成にも用いることができる。

3・1-2 Trichosporin-B-Vlaの合成

TS-B-V1aの合成フラグメント [1]---[5]はFig.5に示すルートに従って合成した。縮

合は原則としてDCC-HOBt法的を用いた。ただし、以下に各フラグメント合成あ

るいはフラグメント縮合における問題とその解決について述べる。フラグメント[1]

の合成に DCC-HOBt法を用いると、反応成績体からの DCUとHOBtの除去が困難

であり目的物の精製が十分に行えなかった。そこで、フラグメント[1]におけるN-

保護 Glnの縮合には活性エステル法 (HOSu)法67)を用いた。この場合、生成物を

5 % NaHC03に懸濁し減過することでほぼ完全にHOSuを除くことができた。目的

物は再結品により、精製した。アミノ酸のN・末端保護基には原則として、 Z基を

用いた。しかし、フラグメント山の Z保護体は溶剤への溶解性が低いため、接触

還元による Z基の脱保護が困難であった。また、 Z保護体の30%HBr-CH3αX>H 

処理による脱保護を試みたところ、副生成物としてC-末端アミノアルコールのアセ

チル体を生じた。そこでフラグメント[1]の合成ではN・末端保護基として、 B∞基を
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用いた。 Boc基はアニソール存在下T下A処理により容易に除去することができた。

PositionJ舟agment

1-6 ，~'~L Ac-Aib-AJa-Aib-Ala・Aib-Aib-OMe([5'1) . ._ . .._ . --(Aia) 

7・10(4) Z-Gln-Ajb-ne-Aib-OMe~OH 叫 B

11・13[31 
[2] 

14・17(( 2']) 
[12"]) 

18・20(1] 

TS-B-VIa; 

HBr 1 
Z-Gly-Leu-Ajb-OPac CH3COOH 

NaOH ao 
Z-Pro-Val-Aib-Aib-OMe 可

{Aib} (Iva) 

Boc-Gln-Gln-Pheol 工弘三旦旦k

NaOH aq 

I DCC.HOBt 

1. DCC HOBI 
2. HyPd・C

DCC 

Ac-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-Gln-Aib-Ile-Aib心ly-Leu-Aib・Pro-Va1・Aib-Aib-G1n-Gln-Pheol

TS-B-Vlb: 
A州凶a図Ala-Aib-Aib-Gln-Aiかlle-Aib-G1山 -Ai州かVa1-Aib回Gl凶作Pheol

[AibI4]TS-B-Vla: 戸ー

Ac-AitトAla-Aib-Ala-Aib-Aib-Gln-Aib-lle-Aib-Gly-Leu-AibtAibtv必-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol

Fig. 5. Synthetic Route to TS・B・Vla，TS・B・VIband [Aib] 4]TS-B-Vla. 

[2']釦 .d[5'] are the fragments for TS-B・VIb.[2"] is a合agmentfor [AibI4]TS-B・

v1a 

7位から 13位に対応するフラグメントのメチルエステル体のアルカリ加水分解は

副反応が伴うことが知られている65)。そこで、フラグメント [3]のC-末端保護基は

メチルエステルから、穏和な条件下、還元的に脱保護できるphenacyl(Pac)エステ

ルへ変換した (Fig.的。

以上の方法により合成したフラグメント [1]---[5]をFig.2に示すルートに従って順

次縮合した。フラグメント縮合は全てDMF中DCC-HOBt法により行った。フラグメ

ント [1]の13∞基を脱保護して得られたアミン成分とフラグメント [2]のC-末端メチル

エステルのアルカリ加水分解により得られた酸成分を縮合し、 14位から20位に相当

するヘプタペプチド[Z・14-20]を80%の収率で得た。 [Z・14・20]は接触還元して、アミ

ン成分[H・M・20]にした。 [3]と[4]も同様に脱保護後、縮合し7位から 13位に相当する

保護ヘプタペプチド[Z・7-13・OPac]をω%の収率で得た。 [Z-7-13・OPac]のPac基を 10%

酢酸中znにより還元的に脱保護することにより、対応する酸成分[Z・7-13・OH]を得

た。 [Z・7・l3・OH]とアミン成分[H・14・20]を縮合させ、 7位から20位に相当するテトラ

デカペプチド[Z・7・20Jを40%の収不で得た。最後にフラグメント [5]のアルカリ加水

分解により得られた酸成分と[Z午 20]の接触還元により得たアミン成分とを縮合さ
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せた。生成物をセファデックスLH・20と逆相HPLCにより精製し、 TS・B-Vlaを30%の

収率で得た。合成TS-B-Vla'ま逆相HPLCにおいて単一のピークを示し、その保持時

間は天然物のそれと一致した (実験の部)。合成TS-B-Vlaの融点、旋光度NMR及

び①のデータも天然物のそれと一致した(実験の部およびFig.7a)。

Boc-Gln-OSu 

Boc-Gln-OSu 

H-Pheol 

Z-Pro-OH 

Z-Val-OH 

Z-Aib-OH 

H-Aib・OMe

Z-Gly-OH 

Z-Leu-OH 

H-Aib-OMe 

Z-Gln-OH 

H-Aib-OMe 

Z-lIe-OH 

H-Aib-OMe 

Ac-Aib-OH 
Z-Ala-OH 

H-Aib-OMe 

Z-Ala-OH 

H-Aib-Aib-OM 

l a I 

Boc-Gln-Gln-Pheol [1] 

l b， c I--=-
l z-G|y-Leu.Alb-OMe 

b. d 

十d，e 
Z-Gly-Leu-Aib-OPac [3] 

b 

包.u y 
Z-Gln-Aib-lIe-Aib-OMe [4] 

Ac-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OMe [5] 

Fig. 6. Synthetic Scheme for Fragments [1]-[5). a， 1FA・卸甘sole;b， DCC-

HOBt; c， H2 / Pd・C;d， NaOHaq; e， phenacyl bromide. 
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(a) Synthetic TS-B-Vla mp 232・234

Natural TS-B・VIa mp 228 -233 

YLl出AJ
し_L.....--l

8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 
ppm 

(b) Synthetic TS-B-VJb (Fr. 2) mp 238・239

自醐J

Natural TS-B・Vlb(Fr. 1) mp 239・241

J んしL
しーーム- l._1 

8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 6.6 
ppm 

Fig. 7. Parts of lH-NMR Spectra Compared between Synthetic and Natural 

products for TS・B・VIa(a) and TS・B・VIb(b) with Their Melting Points. 
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3-1-3 Trichosporin-B-VIbの合成

TS-B・VIbもTS・B-Vlaの合成と同様の方法で合成した。ただし、 TS-B-VIbとTS・B-

VIa'幻位と 17位の残基のみ異なる (TS-B-Vlb:Ala¥Iva17; TS-B-Vla:Aib3， Aib17) た

め、 TS-B-Vlaの合成フラグメント [1]，[3]， [4]はそのまま用い、 [2]，[5]に対応するフ

ラグメントは新たに合成した。新たに合成したフラグメントを[2']，[5']とした (Fig.

5) 0 TS-B・VIbの17位に含まれるIvaはひ体であるが、 D-Ivaを大量に入手すること

が困難であるため、松浦らのhypelcin-A・IIIの合成と同様に、本合成において も

Streckerの方法により合成したラセミ体のIvaを用いた8e)。合成した [DL・Iva17]TS-B-

VIbは逆相のHPLCにおいて近接した2本のピークを与えた(Fig.8a)。それぞれのピー

クの成分を分取即'LCにより単離し、保持時間が短いものをFr.1長いものをFr.2と

した。 Fr.1の保持時間は天然物のそれと一致した。 (Fig.8b)しかし、Fr.2のマスス

ペクトルは分子イオンピークの質量数とフラグメントイオンのパターンはともに

TS-B-VIbのそれと区別が付かなかった。そこで、光学活性なカラムを用いたHPLC

分析により両成分のアミノ酸の絶対構造を決定した。その結果、 Fr 1が天然型の

[0・Iva17]TS-B-VlbをFr2が非人然型の[しIva，7JTSB VIbを含むことが明らかになっ

た(Fig.9)。合成TS-8Vlbの融点、綻光度、 IHNMR沙びCOのデータは大然物のそ

れと一致し〆た(実験の部および、ドig7b)。

(a) DL-Iva 

(b)ひIva

+ 

DL-Iva 

(c) Fr. 1 

+ 
DL-Iva 

L-Val 
ひIva

(a) Natural TS-B-VIb (b) Fr.l 

Synthetic products o 20 40 60 (min) 

(c) Fr.2 
2
 

a
 

仁

V

川

+
u

d
l

D
 

，，‘、

o 20 40 60 (min) 

Fig. !~. Determination of the Absolute Configuration of Isovaline in Two 
Synthetic Fractions (Fr. 1 and Fr. 2) of TS・B・VIbby Chiral Phase HPLC. 
Analysis of synthetic DL-Iva gives two peaks (a)， one of which has the same 
retent ion time as the synthetic D-Iva67) (which contains L-Val as a synthetic 
mixture) (b). A mixture of DL-Iva and acid hydrolysate of Fr. 1 (c) or Fr. 2 (d) 
increase the intensity of D-Iva or L-Iva， reぉpectively，indicating that Fr. 1 contains 
D-Iva and Fr. 2 contains しIva. HPLC conditions: mobile phase， hexane / 

(CH2Cl)2/ethanol = 94/5/1; column， Sumipax OA-4100 (4.6 mmi.d.X250 mrn); 

flow rate， 0.8 ml/min; column temperaωre， 35t; detection， 254nm. 

。 20 40 60 (min) 

Fig. 8. Separation of TS・B・Vlband [L・Iva17]TS・B・VIbfrom Synthetic 

Mixture by HPLC. (a) HPLC chromatograms compared between natural TS-

B-Vlb (standard) and the synthetic mixture. 百leretention time of Fr. 1 in出e

S卯thetic mixture is identical to 出at of TS-B-VIb. (b) 釦 d (c) 百四

chromatogrms of the sep訂ated仕actionsof the synthetic mixture. HPLC 

conditions: mobile phase， a 3CN / 1-120 = 6 / 4; column， YMC・ODS(6 mm i.d. 
X 250mm); flow rate， 0.8 ml / min. 
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[Aib14]出chosporin-B-Vlaの合成第2節
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目的と概略

第 2章で述べたように、 Pro残基はペプタイボールのみならず、チャンネルタン

パクやトランスポーターの膜貫通ヘリックスに比較的高率に存在し、ヘリックスに

折れ曲がり構造を形成するとともに、 Pro周辺に極性の環境を形成する。このよう

なProの性質は膜貫通ヘリックスの機能に重要な役割を果たしていると考えられる。

特に、 TS-B-Vlaを含め、 20残基のペプタイボールは、全て14位にProを持ち(第 2

章、 Table1)、このProがペプタイボールチャンネルの構造と機能にどのような役

割を果たしているか興味が持たれる。そこで、 TS-B-VIaの14位Proの役割を明らか

にすることを目的に、ProをAibに置換することにより、 Proでの折れ曲がりをなく

した誘導体、[必b14]TS-B-Vla、を合成した。

3-2-1 

件ib14]出chosporin-B-VIaの合成

[Aib14]TS-B-VIaの合成はTS-B-VIaの合成に用いたフラグメントを用た。ただしフ

ラグメント [2]のProはAibに置換したもの(フラグメント [2"])を用いた。このAib

置換フラグメント [2"]のメチルエステルのアルカリ加水分解は副生成物を与えた。

そこでこのフラグメントのc-末端保護基をFig10に示す合成経路に従い、 phenacyl

エステルに変換した。対応するテトラペプチドのじ末端保護基は収率良く脱保護さ

れた。以上の方法により合成したAib置換フラグメント [2"]および:rS-B-Vlaの合成

に用いたフラグメント [1]，[3]"-'[5]をFig.5に示すルートに従って順次縮合した。生

成物の高分解能FABマススペクトルの分子イオンピークの質量数([M+H]+;

1953.152)は[Aib14]TS-B-Vlaの計算値(calcdfor C91H154N23024; 1953.154)を示した。ま

た、主なフラグメントイオンピークは[Aib14]TS-B-VIaのacyliumion由来のものであ

り、ペプチドシークエンスに間違いがないことが確認された(Fig.11)。

3-2-2 

き
Z-Val-Aib-Aib-OMe 

↓l.N心H叫
2.phenacyl bronUde 

3. HBr-CH3COOH 
H-Val-Aib-Aib-OPac寸 DCC-HOBt

J き
ーZ-Aib-Val-Aib-Aib-OPac 

I Zn / 90% CH3COOH 

Z-Aib・Val-Aib-Aib-OH[2"] 

Z-Aib-OH 

23 

Fig. 10. Synthetic Scheme for Fragment [2"]. 
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第3節 残基数が異なるtrichosporin-B-Vla誘導体の合成 3・2・4 残基:数が異なるTS-B-Vla誘持体の合成

TS-B Vla合成に用いたc-末端テトラデカペフチド[H-7-201に9残基"""'2残基のN-

末端オリゴペプチドを縮合することにより、残Jよ数 23'" 16のTSB VIa誘神体

([+31. [+21. [+11. [・11.[21 [-31お七び[-41) (Fig. 13)を合成した。妓基数の異なる可

末端オリゴペフチドはTS-B-Vla合成に用いたフラグメノト 151の合成中間体をイf効

に用いて合成した。合成された誘導体はすべて逆仰のHPLCにおいて、単 a のピー

クを与え、その組成は品分解能FAB-MS測定により雌認された。各誘導体のESI・

¥I1S¥I1Sにおける主なフラグメントイオンピークは、 LI的物のアシリウムイ オンピー

クであった (Fig.14に例としていl誘溝体のESI・MSおよびMSMSスペクトルを示す、

そして、 Tεlble2にその他の誘導体・について符られた結果を姪約する)。

3・3-1 目的と概略

第 2章で述べたように、ヘリックスパンドルモデル(Fig.12)で説明されるぺブタ

イボールチャンネルはその構造上、チャンネル活性を発現させるためには、膜を

貫通する長さが必要がある。第 2章で述べたように、ヘリックス状のペプチドが

膜を貫通するためには20残基以上でなければならない。しかしながら、 19残基以

下のチャンネル形成ペフタイボールやチャンネルペフチドが報告されている。 ま

た、現在までにかなり多くのペプタイボール類が発見されてきたが (Table1)、

21残基以上のペプタイボールは未だ見出されていない。以上の事柄を4・え合わせ

ると、ぺプタイボールがチャンネルを形成するには本当に20残基以上の長さ(残

基数)が必要なのか、 21残基以上のペプタイボールはどのようなチャンネル活性

を示すのか興味が持たれる。そこで、著者は残基数とチャンネル形成能との相関

を調べるために、 TS-B-VlaをN骨末端からl残基ずつ減らした誘導体及び1残基ずつ

Aibを縮合し、長さを延長したFig.13に示す誘導体を合成した。
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Molecular Ions and Fragment lons Observed for Added and Truncated Derivatlves of TS-B-Vla. 2. Table 

Acylium lon series assignable as出e創nlOoacid sequence of N-lerminal oligopeptides a) 

+2 +1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Mu1tiple charged lons 

[M+2H]2+ 13 +3 M [M+3H]3+ 

Aib 
1446 

Leu 
1:泌1

Gly 
1248 

Alb 
1191 

Ile 
1106 

Aib 
993 

GIn 

908 
Aib 
780 

Aib 
695 

A1a 
610 

Alb 
539 

Ala 
454 

Alb 
183 

Aib 
298 

Aib 
213 

Aib 
128 

Ac 

43 2220 741.5 1
 

• 1
 

1
 

1
 

1
 

[+3] 

Alb 
1361 

Leu 
1276 

Gly 
1163 

Aib 
1106 

Ile 
1021 

Aib 
908 

Gln 
823 

Aib 
695 

Alb 
610 

Ala 
525 

Aib 
454 

A1a 

369 
Aib 
298 

Aib 
213 

Alb 
128 

Ac 

43 2134 712 lC腕[+2] 

Aib 
1276 

Leu 
1191 

G1y 
1078 

Aib 
1021 

Ile 
936 

Aib 
823 

GIn 
738 

Aib 
610 

Alb 
525 

Ala 
440 

Aib 
369 

A1a 
284 

Aib 
213 

Aib 
128 

Ac 

43 2049 684 1025 [+ 1] 

Aib 
1106 

Leu 
1021 

Gly 
908 

Aib 
851 

Ile 

766 
Aib 
653 

Gln 
568 

AJb 
440 

Alb 
15号

A1a 

270 
Aib 
199 

Ala 
114 

Ac 

43 627.7 940.9 1880 [-1 ] 

p、
('1 

Aib 
1035 

Leu 

950 
Gly 
817 

Aib 
780 

Ile 
695 

Aib 
582 

Gln 
497 

Alb 
369 

Alb 
284 

A1a 
199 

Alb 
128 

Ac 

43 1808 603.8 905.4 [ -2] 

Alb 
950 

Leu 

865 
G1y 
7雪2

Alb 
695 

lle 

610 

Aib 
497 

G1n 
412 

Aib 
284 

Aib 
199 

Ala 
114 

Ac 
43 1723 575.4 862.6 [ -3] 

Aib 
879 

Leu 

794 
Gly 
681 

Aib 
624 

lle 

539 
Aib 
426 

Gln 
341 

Alb 
213 

Alb 
128 

Ac 

43 1652 

a) These ions are product ions of N terminal fragment ions result from a cl儲 vageat an Alb-Pro bond in each analoges. The product ions of the C・

terminal fragments (m!z 774) was observed at m!z 196. 281、367.49号制d622. 10 common for evry analogues. which are assignable as Pro-Val-Aib-
Aib-Gln-G1n-Pheo1. 
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TS-B-Vla7うす46%、[AibI4]TS-B時 Vlaカ{60%となる率の値から計算すると68)、Trichosporin-B-Vlaとその誘導.体の2次構造第 4章

1H-NMRシグナルの帰属

TS・B-Vlaと[AibI4]TS-B-Vlaの1H-NMRシグナルはDQF-COSy69)およびNOESy70)

の2次元NMRを用いて帰属した。構成アミノ酸および、Pheolのスヒンシステムは

4・1・2Trichosporin-B-VIaおよび[Aib14]trichosporin-B-Vlaの2次構造第 1節

目的と概略4 -1 -1 

Aibには αプロトンがイ手作しないため、

DQF-COSYによるAibのC!3-H3プロトンシグナルの帰属は困難である

れらのシグナルはNOESYを用いて1¥J-IとC，1-H3問のNOEから帰属した。分子中に復

数存在するAib，Ala， Glnの位置の特定はWagnerとWuthrichにより提出された}j法71) 

を用いた。すなわち、隣接した残基間で観測されるdNN(i，i+ 1)型とdaN(i，i+l)別の

NOE (前者はi番目とi+1番目の残基のNH聞のNOEを、後者はi番目の αプロトンと

i+l番目の残基の悶f聞のNOEを意味する)(Fig. 16)から、各 αプロトンとNHシグナ

ルについて連続帰属を行った。

、炉
、ーそこで、

しかし、DQF-COSYを用いて帰属した。TS-B-VIaおよび[AibI4]TS・B-Vlaの構造と活性との相関件を明らかにするために、

これらの化合物の詳細な2次情造をCDと"'¥1Rを用いて検討した。ペプタイボール

は主に脂質中で作用するので、溶媒は脂質に疑似し得るメタノールを用いた37)。

N恥Rを用いたペプチドの高次構造の推定には、正確なシグナルの帰属が不可欠で

まず、 TS-B・Vlaおよびその誘導体の1H-NMRシグナルを帰属した後

円二色性(CD)スペクトル

TS-B-Vlaと[Aib14]TS-B羽 aのM心H中における①スペクトルは全て、

222nm付近に極小{直をもっ負のCotton効果による吸収を示したσig.15) この結果

はこれらのペプチドがM心H中では主に右旋性のヘリックス構造をとることを示し

ている。 [AibI4]TS-B-VIaの楕円率はTS-B-Vlaのそれに比べてかなり増人している。

208と

に2次構造解析をした。

ある。そこで、

4-1-1 

Fig. 116. Inter Residue H・HConnectivities of NOE in a Peptide Fragment. 

Fig. 17にTS-B・VIa、そしてFig.18に[Aib14]TS-B-VlaのNOESYスペクトルの 4 部

を示す。間図中、低磁場に認められるAibNHシグナルの一つは、

。

アセチル基の

Cs-H3とクロスピークを示した。よって、このシグナルはAib1NHであると帰属さ

れる。 Fig.17に示すように、 TS-B-VIaのNH-NH領域には、隣接したアミノ酸残基

聞のNH判Hクロスピークが、Aib1.......Aib3、A1a4.......Aib5、Aib6.......Aibl3、およびGIo18

-Pheol20の間で連続して観測された。 Fig.18に示すように、 [AibI4]TS-B-Vlaについ

ては、 Aib).-__Aib3、A1a4.........Aib5、Aib6.........Leu12、Aibl3.........Aib17、およびGln18......... Pheo120 

の間で連続して観測された。 [AibI4]TS-B-VlaについてはすべてのNHシグナルを連

続帰属することができた。

220 

Wave lengltl (nm) 

Fig. 15 CD Spectra of TS-B・Vlaand 1ぉDerivativesin MeOH (25 0 C) 

240 200 

一方、TS-B-VlaのVai15.........Gln18の聞には連続したNH・NH
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この結果は[Aib14]TS-B-Vlaのヘリッ クス含量がTふB-Vlaより も大きいこと を示 して

いる。それぞれのヘリ ック ス含量を208と222nmにおける一残基当たりのモル楕円
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クロスピークが認められなかったために、 OH. 7.602と7.829のNHシグナルを

Aib16NHかAib17NHのシグナルと して区別することができなかった。しかし、 OH=

7.829のNHシグナルをもっ AibのCs-H3とGln18NHとの聞にクロスピークを示した

ことから、このNH(δH=7.829)を17位に、もう一方(OH=7.602)を16位と帰属する

ことができた。以上のようにして、 DQF-COSYとNOESYを用いて帰属したTS-B-

VIaおよび[Aib14]TS-B-Vlaのプロトンの化学シフト値ならびに結合定数をそれぞれ

Table 3とTable4に示す。
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in CD30H (20 mM). Sequenual NH-NH and ace引 CαH-NHcross-peaks [dNN (i， 

i+l) and doN (i， i+l)] are shown. The NH proton which has a cross peak with the 

acetyl CsH3 proton was assigned郡山eAib1 NH proton. The other NH protons 

were assigned from山 NH-NHconnectivities [dNN (i， i+l)] extended from the Aib1 

NH proton. The sign山 of山eAibl and Ala2 NHs we陀 suppress凶 becauseof出e

transfer of solvent saturation. 
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Table 3. Proton Chemical Shifts and Coupling Constant Va1ues of TS-B-Vla in Table 4. Proton Chemical Shifts加 dCoupling Constant Values of [AibI4]TS-B-Vla in COjOH 

CD30H at 20・C(20 mM) 

Trichosporin B-Vla 

Residue NHa) 

Ac 

Aibl 8.461 s 

Ala2 8.302 d (4.1) 

Aib3 7.629 s 

Ala4 7.624 d (5.7) 

Aib5 8.013 s 

Aib6 7.991 s 

01n7 7.812 d (5.5) 

Aib8 8.192 s 

lle9 7.556 d (6.0) 

Aib10 8.254 s 

01y11 8.412 dd (5.0， 6.5) 

Leu12 8.070 d (7.7) 

Aib13 8.397 s 

Pr014 

Val15 7.631 d (8.2) 

Aib16 7.602 s 

Aib17 7.829 s 

Gln18 7.802 d (6.2) 

01n19 7.890 d (7.4) 

Pheo120 7.331 d (9.2) 

の-
A
U
 

9

一ω

町一

2

由
一
一
一

O

一α

at20・C(20 mM) 

Residue NHa) 

Ac 

Aibl 8.460 s 

Ala2 8.321 d (4.2) 

Aib3 7.646s 

Ala4 7.652 d (5.7) 

Aib5 8.030 s 

Aib6 8.018 s 

Gln7 7.802 d (4.7) 

Aib8 8.229 s 

Ile9 7.604 d (5.5) 

AiblO 8.254 s 

Gly11 8.546 dd (4.5， 6.6) 

Leu12 8.247 d (5.6) 

Aibl3 8.211 s 

Aib14 7.679 s 

Vall5 7.878 d (5.1) 

Aib16 8.219 s 

Aibl7 7.936 s 

Gln18 7.918 d (5.5) 

Glnl9 8.024 d (7.0) 

Pheol20 7.385 d (8.8) 

α= 4.01 m， s = 1.425 d (7.3) 

s = 1.524s 

α= 4.061 dq (5.7， 7.1)， s = 1.463d (7.1) 

s = 1.535 s， 1.462 s 

s = 1.571 s， 1.520 s 

α= 3.87 m， s = 2.26 m， 2.16 m， 

"( = 2.562 ddd (5.6， 9.3， 15.2)， 2.40 m 

s = 1.585 s， 1.52 s 

α= 3.71 m， s = 2.08 m， "(= 1万 m，I.35m，

"(2 = 0.959 d (7.2)， O = 0.870 t (7.3) 

s = 1.550 s 

α= 3.934 dd (5.0， 16.5)，3.675 dd (6.5， 16.5) 

α= 4.45 m， s = 1.95 m， 1.60 m， "(= 1.95 m 

O = 0.959 d (6.7)， 0.918 d (6.5) 

s = 1.620 s， 1.545 s 

α= 4.388 dd (6.3，8.7)， s = 2.32 m， 1.81 m， 

"(= 2.07 m， 1.97 m， O = 3.88 m， 3.76 m 

α= 3.73 m， s = 2.33 m， "(= 1.978 d (6.8)， 
1.071 d (6.5) 

s = 1.545 s 

s = 1.535 s 

α=4.∞m， s=2.24m， 

"(= 2.62 ddd (6.4， 8.8， 15.2)，2.44 m 

α= 4.16 m， s = 2.03 m， "(= 2.31 m， 2.19 m 

α= 4.14 m， s = 2.939 dd (5.5， 13.7)， 

2.729 dd (8.9，13.7)， s2=3.617 d (5.1) 

Othersa) 

α= 2.026 s 

s = 1.47 s 

α= 4.01 m， s = 1.430 d (7.3) 

s = 1.526 s 

α= 4.04 m， s = 1.463 d (7.5) 

s = 1.546 s 

s = 1.58 S， 1.511 s 

α= 3.88m， s = 2.25 m， 2.15 m， 

"(=2.576 ddd (5.5， 9.4， 15.1)，2.381 ddd (6.6， 9.2，15.1) 

s = 1.605 s， 1.546 s 

α= 3.677 dd (5.5， 10.6)， s = 2.13 m， "( = 1.76 m， 1.38m， 

"(2 = 0.967 d (6.8)、O= 0.869 t (7.4) 

s = 1.58 S， 1.533 s 

α= 3.801dd (4.5， 15.7)，3.691 dd (6.6， 15.7) 

α= 4.06 m， s = 1.91 m， 1.66 m， "( = 1.89 m 

O = 0.952 d (6.1)， 0.942 d (5.7) 

。=1.58s， 1.494 s 

s = 1.633 s 

α= 3.615 dd (5.1， 9.6)，日=2.22m， 

"(= 1.138 d (6.5)，0.992 d (6.7) 

s = 1.502 s 

s = 1.608 s 

α= 4.02 m， s = 2.28 m， 

"(= 2.673 ddd (5.5， 9.6， 14.8)，2.465 dt (8.4， 14.8) 

α=4.16m， s=2.03 m，下2.338dt (15.0， 7.2)， 2.24 m 

α= 4.15 m， s = 2.942 dd (5.5， 13.8)， 

s = 2.750 dd (9.0， 13.8)， s2=3.63 

a) Chemical shifts (ppm) were measured either from the one-dimensional spectra (必=:tO.OOl 
ppm) or from批 two-dimensionalspectra (oo = :tO.Ol ppm). 
Coupling cons阻ntvalues (Hz) in paren出eseswere measured合omthe one-dimensional spectra. a) Chemical shifts (ppm) were measured either from the one-dimensional spectra (oo = 

士O.∞1ppm) or from the two-dimensional spectra (必=土0.01ppm). 
Coupling constant values (Hz) in parentheses were measured from the one-dimensiona1 
spectra. 
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4・1・3 '3 J.a.I・aH値

①スペクトルからは、 TS-B-Vlaおよび休ibI4]TS-B-Vlaはそれぞれヘリックス含

量が異なる右旋悦ヘリ〆クス構造をとることが示された。さらに、より詳細な2次

構造の情報を得るため、各種NMR実験を試みた。

ペプチドやタンパクの主鎖のコンブオメーションがー二面角併と併で決まること

は第 2章で述べた(Fig.1)。アミドプロトンと α位のプロトン問のピシナルスピン

結合定数である3J..rH叶 H値は介在する結合のて面角併を決定する。 それゆえ、

3M-1aH値はペプチドやタンパクの2次構造に関する有用な情報源となる。 Pardiらは

ウシ勝臓トリプシンインヒピターの結品構造と 3JNH-aH値との関係付けをしている。

その結果、'3..Mi0 H1，直が 7Hz以下の連続した残基が存症するとき、そこがヘリック

ス構造である可能性が高く、 7也以上である場合はp構造である可能性が高いと

いう経験則を導いている72)。

TS-B・VlaのGlyllまでのN-末端部の3.fl悶-0 H値は 6Hz以下であり σable3)、Pardiら

の経験則から判断すると、この部分が規則的なヘリックス情造をとることが示唆

される。 ー方、 12位以降のc-末端部分において、Leu12、Val15、Glnl9および、Pheo120

の3M!aH値は 7--9胞であり、この部分が3構造である可能件.がある。しかしなが

ら、計算上はニ面角併が-45。から-180。までの広い範囲でペプチドはヘリックス

構造をとることが可能である。この角度に対応する3んH-aH値は 2----9Hlであり、

3M-1aH備が 7匝以上であってもヘリックス構造である可能性は否定できない。実

際に、タンパク質の構造中にヘリックス構造で3fNH_aH値が四以上の部分がいくつ

か見出されている72)。そこで、 TS-B-Vlaのc-末端部分の詳細な構造については、

後に述べるNOESYスペクトルの結果に基づいてさらに考察する。

[AibI4]TS-B-VIa はGlnl9、 Pheo1 20以外は 7Hz 以下であり、 TS-B-Vla~こ見られたc

末端部分での3J.n.i-0 H値の増大が見られなかった。[AibI4]TS-B-Vlaは分子全体が規則

的なヘリックス構造をとると考えられる。

液中の分子運動が抑制され相関時間が大きくなるため、負のNOEの増大が期待で

きる。

この実験を行うのに先立ち、濃度変化、温度変化によるペプチドの構造変化や

会合の有無を調べるため5mMから40mM、 5Cから34"C迄のスペクトルを検討し

た その結果、極端なケミカルシフトの値の変化やピーク幅の増大は観察されず、

3 J.，rtl. 0 H1lt!の変イヒもきわめて少なかったことから、この濃度範囲、温度範囲でのへ

プチド構造の変化や会合は無いものと考えられる。したがって、以下に述べる構

造は 5''Cに於けるものであるが、室温(20oC)での構造も同様であると考えられる。

α(3.613)-helix 310
・helix s-st山cture

-・担ー dαs(i， i+3) 
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Fi~~. 19. Inter Residue H・HConnectivities Characteristic for α-Helix， 
311~・HeHx and s -Structure. 

NOESYスペクトルで観察される残基問NOEのパタ ーンからペプチドの 2次構造

を推定する万法はWuthrichらにより確立されている73)。 この方法を用いた構造推定

の基準を示すと以下の様になる。以下に用いる、残基間NOEの表現方法は (Fig.凶)

に示した通りである。

l品別(i，i+ 1)・， da"1(i， i+l)-， daN(i， i+2)-， da'¥(i， i+3)・， d 0 N(i， i+4)ーそして das(i， i+3)・

タイプのNOEクロスピークが連続して観測されるときポリペプチドはヘリック

ス構造をとる。

2.ポリペプチド鎖がJ構造をとるとき、 da N(i， i+ 1)・タイプのNOEクロスピークは

観測されるがdaN(i，i+2)， daN(i， i+3)， daN(i， i+4)そして dap(i， i+3)・タイプの

NOEはH-H間距離が4.5A以上離れており、観測されない(Fig.19)。

3.α ーヘリl ツクス構造と310岬ヘリックスはdaN(i， i+2)とd0 N(i， i+4)・タイプのNOEを

4・1-4 残基間NOE

3おI0 H値の比較から、[Aib14]TS-B-Vla'ま12位からc-末端側の構造がTS-B-Vlaのそ

れと異なることが示唆された。そこで、 TS-B・VIaと[AibI4]TS-B-VIaについてさらに

詳細な構造を求めるために、これら二つの化合物の残基間NOEを検討した。

TS-BみIaと[AibI4]TS-B-Vlaの分子量は約2000であり、①3αf中、常温ではNOEが

出にくかった。そこで、今回の実験は、低温(-5
0C)で行ったO 低温においては溶
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用いて区別できる。すなわち、十ヘリックス構造では強いdaN(i， i+4)・タイプの

NOEが観測されるがdaN(i， i+2)・タイプのNOEは観測されにくい。逆に、 310-ヘリ

ックスではdaN(i，i+2)・タイプのNOEが観測され、 da N(i， i+4)・タイプのNOEが観

測されない(Fig.19)。

Fig.20とFig.21にそれぞれTS-B-Vlaと[AibI4]TS-B-Vlaの低温で測定したNOESY

スペクトルの一部を示す、そして Fig.23に観測された残基間NOEを要約する。こ

のデータを基に、上記の方法を使い、 TS-B-Vlaと[AibI4]TS-B-Vlaの2次構造を推定

したO

(TS-B-Vlaの2次構造〉

(1) Ac-Aib1----Gly 11の構造:TS-B・VlaのAc-Aib1----Aib 13の領域には隣接したアミノ

酸残基聞のNH-NHクロスピーク [dNN(i，i+ 1)・タイプ]が全ての残基に連続して観察さ

れた(Fig.22)。また、 αプロトンをもっアミノ酸残基の大部分が[da N(i， i+ 1)ータイプ，

i = 0， 2， 7， 9， 11]， [d a N(i， i+3)・タイプ， i = 0，4，7，9]， [da s(i， i+3)・ タイフ~， i = 4， 9]を有

した。これらのNOEの存在はこの領域がヘリックス構造をとることを示唆してい

る。 TS-B-VlaのN-末端においては、強いdaN(i， i+2)タイプのNOEがアセチルa 3と

Ala2NHとの聞に観測されると同時に、強いdαN(i，i+4)タイプのNOEがアセチルa 3

とAla4NHとの聞に観測される。 よって、 TS-B・VlaのN・末端は α・ヘリックス構造と

310-ヘリックス構造との中間的な構造であると考えられる。 TS-B-Vlaの4位から 11

位の領域では強い[da N(i， i+4)タイプ， i = 4， 9]のNOEが観察されることから、この領

域は αーヘリックス構造であると考えられる。しかし、 心N(i，i+4)タイプのNOEが

Gly11α HとVal15NHとの聞やLeu12αHとAib16NHとの聞に認められないことから αー

ヘリックス構造は11位で終わっていると考えられる。

(2) Leu 1 2____ Pheo120の構造:TS-B羽 aのLeu12以降のc-末端領域は3.k.IH_a H値の結果か

らはp構造である可能性が示唆されていた。しかしながら、この領域で、 p構造

では観測されないdaN(i， i+2)， da N(i， i+3)， da N(i， i+4)そして dけ (i，i+3)のNOEが観

測されたことから、この部分が明らかにヘリックス構造であることが示されたO

TS-B・VlaのPro14以降のc-末端領域では強い[dαN(i，i+2)タイプ， i = 14， 1勾のNOEが

観測されるので、この領域は主に310・ヘリックス構造であると考えられる。しかし、

弱いながらも 但αN(i，i+4)タイフP，i = 14， 15]のNOEも同時に観測されることから、こ

の領域の310・ヘリックス構造は α幽ヘリックス構造に近いものである可能性がある。

典型的な310-ヘリック ス構造の戸は約-60。であるのに対して、この領域の残基の

二面角 戸j:3.k.IH・αH値から_80
0 から幽120

0

と計算される。この結果から もこの領域

36 

が特殊な310・ヘリックス構造である可能性が示されている。
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Fiig. 20. Parts of The 600 MHz NOESY Spectra of 40 mM  TS・B・Vlain
CD30H at 268 K， with a Mixing Time of 300 ms. 

NOE cross-peaks [dαN(i， i+2) or dαN(i， i+4)] are labeled with the numbers 
of two residues involving acetyl CH3 (0). In order to enhance the NOEs， 
NOESY spectra were recorded at low temperature (268K) and the signals have 
been assigned by means of the same procedures as described in section 1. 
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Fig. 21. Parts of The 600 MHz NOESY Spectra of 40 mM  [Aib14]TS-B-VIa 

in CD30H at 268 K， with a Mixing Time of 300 ms. 

NOE cross-peaks [dαN(i， i+2) or dαN(i， i+4)] are labeled with the numbers of 

two residues involving acetyl CH3 (0). ln order to enhance the NOEs， NOESY 

spectra were recorded at low temperature (268K) and the signals have been 

assigned by means of出esame procedures as described in section 1. 

38 



([AibI4]TS-B・VIaの 2次構造〉

[Aibl 4]TS-B-Vla lま全ての残基に合引(i，i+l)ータイプのNOEが観察された(Fig.18)

また、 αプロトンとアミドプロトン問のNOE、[da N(i， i+ 1)・タイプ， i = 0， 2， 4， 7， 9， 

11，12， 15，18]，伺aN(i， i+3)・タイプ， i = 0，2，4，7，9， 11，12， 15]， [da p(i， i+3)・タイプ， 1 

= 4，7，9， 11， 15]を有した。これらのNOEの存在はこのペプチド全体がヘリックス

構造をとることを示唆している。[AibI4]TS-B-VlaのN-末端においては、 TS-B-Vlaと

同様に、強いdaN(i， i+2)タイプのNOEと強いda N(i， i+4)タイプのNOEが観測された。

しかしながら、その他の領域では、強い[da i'i(i， i+4)タイフC，i=7， 9，11，12，15]の

NOEが観測された。よって、[AibI4]TS-B-VIaはN・末端は十ヘリックス構造と310・

ヘリックス構造との中間的な構造をとり、その他の領域は主に α・ヘリックス構造

であると考えられる。

以上の残基間NOE'情報から、 TS-B-Vla'まN-末端領域の α・ヘリックス構造とc-末

端領域の310・ヘリックス構造の 2つのヘリックスで構成されるのに対し、

[AibI4]TS-B-Vlaは主に α・ヘリックス構造であることが明らかになった(Fig.25)。

4-1・5 H-D交換速度

isIJ定溶媒に① 30Dを用いると交換可能な阻プロトンと重水素 (D)との交換が生

じ、経時的なNHプロトンシグナルの減少が観測される。この減少率から、ペプチ

ドの 2次構造の基本骨格を形成するNHプロトンとカルボニル酸素との間の分子内

水素結合の強さを推測することができる74)0 Fig. 23にTS-B-VIaと休ibI4]TS-B-

V1aのH-D交換速度のグラフを示す。 l位から 12位は両ペプチド共に同様の交換速度

を示した。Aib1NHとAJa2NHは非常に早い交換を示した。これは、この 2つのNHが

分子内水素結合に関与せず、常に溶媒にさらされていることを示唆している。 N-

末端がαーヘリックス構造をとると仮定すると、Aib3NHは水素結合に関与せず、

Aib1NHやAla2NHと同様に早い交換速度を示すはずである。また、 N・末端が310・ヘ

リックス構造をとると仮定すると、 AJa4NHは水素結合に関与せず、早い交換速度

を示すはずである。 しかしながら、Aib3NHとAJa4NHの交換速度はAib1悶4やAJa2NH

のそれに比較してかなり遅い。これは、両ペプチドのN句末端がα・ヘリックス構造

と310・ヘリックス構造との中間的な構造をとるという残基問NOEから得られた結果

を支持するものである。

両ペプチドの5位から20位の交換速度は小さく、この領域のNHは全て分子内水素

結合に関与していると考えられる。ここで、 NOESYから得られた結果からVal15NH 
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とAib16ト旧はl← 5H・結合 (GJyllCOとVall5NHまたはLeul2COとAibl6NH問のH-結

合)への関与が否定されている しかしながら、 H-D交換速度の測定の結果からは

Val15 NHとAib16NHは何らかの分子内H・結合への関与が示されているn したがって、

TS・B-V1aのVall5NHとAib16NHはそれぞ、れLω12COとAib13CO，との聞に 1←4H-結合

をもつことが示唆される。TS品川aのPro周辺で、の折れ曲がり構造はぬJl'i聞と

Leu12 COとの問の水系結合で安定していると考え られる。

TS-B-V1aのAibl6NHの交換速度は[AibI4]TS-B-VIaのそれに比べて速い。これは、

TS-B-VIaのAib16聞とAibl3∞.の聞の結合距離がPro残基の影響で長くなっている

ためだと考えられる。

4・ト6 NH化学シフトの温度依存性

温度変化による、主鎖聞の化学シフトの移動本は聞の分 r内水素結合の強さや、

時iと溶媒との相互作用の強さに影響されるため、ペプチドのコンフォメーション

についての情報を与えてくれる。

Fig. 19にTS-B-VIaと[AibI4]TS-B司 VIaの温度変化による NHケミカルシフトの移

動率を示した。 TS-B-Vlaも[AibI4]TS-B-Vlaもともに、Aib4NHからc-末端側の値は

いずれも非常に小さい負の値(温度上昇により、高磁場シフト )であり、これら

の閉が分子内水素結合に関与していることを示唆している。l両ペプチドの N-末端

領域(Aib1NHからAib10NH)の値は近似している。この結果は、両ペプチドがこの

領域で同様の構造をとるという、今までに得られた結果を支持するものである。

両ペプチドのAib1NHとAla2NHは非常に高い移動5がをしめした。それゆえ、これ

らの NHは分子内 H-結合に関写せずに、常に溶媒にさらされた状態にあると考え

られる。 一方、両ペプチドの Aib3NH、および、TS-B-Vlaの Val15NHとAibl6NHの移

動率は非常に低かった。これらの NHは310・helixからかhelix、または α-helixから

310・helix'ヘと構造が移行する領域においてl← 4H・結合に関与しているという共通点

がある。この移動中の低さはこのような位置特異的な効果に起因すると考えられ

るσig.25)。

以上、 NOESY、H-D交換速度、温度変化による NHケミカルシフトの移動率の結

果に基づき、 TS-B-Vlaと[AibI4]TS-B・Vlaの分子内水素結合の様式をFig.25に示すよ

うに推測したo
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残基数の異なるtrichosporin-B-Vla誘導体の 2次構造第2節

残基数を変化させた誘導体のMeOH中における①スペクトルは全て、

と同様に、 208と222nm付近に極小値をもっ負のCotton効果による吸収を示した

(Fig. 15) 0 この結果はこれらのペプチドがM心H中では主に右旋性のヘリックス構

造をとることを示している。残基数を増加させた誘導体のヘリックス含量はTS-B-

VIaのそれと比較して減少した。残基数を減少させた誘導体のヘリックス含量も

TS-B-Vlaのそれと比較して滅少した。特に、 Aib残基が減少したとき (TS・B-Vlaか

ら[-1]、[・勾から[-3])にヘリックス含量の減少が顕著であることがわかる。

Aibがヘリックス指向性の非常に強いアミノ酸であることを考えると、Aib残基

の減少によりヘリックス含量が減少することは理にかなっている。TS-B-Vlaを

100%としたときの、残基数を変化させた誘導体のヘリックス含量は以下のように

TS-B-Vla (
h
w
)
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Trichosporin-B-Vlaとその誘導体のイオンチャンネル形成特性第 5章

L可

ペプタイボールの多くは脂質二分子膜に対して、電圧依存性の膜電流を誘導す

ることが知られている。この現象は、ペプタイボールが膜中で束状の複合体

σig. 12)を形成し、その中心のポアをイオンが透過する、イオンチャンネルモデ

九

一、ノι司、

ヘ
~ 

Stirrer 

t、
ルによって説明されている46)。しかし、このチャンネル複合体の形成機構や膜中

での安定化の機構については、未だ詳細には明らかになっていない。本章におい

これらの機構を解明することを目的として、 TS-B-Vlaとその誘導体のイオ Lipid bilayer membrane 

Teflon film 

ては、

TS-B司 Vlaが誘導する巨視的な膜電流一電圧(I-V)特性

TS-B-Vlaが誘導する膜電流は Fig.26に示す装置を用いて測定した。

2つのコンパートメントをテフロン膜で隔てている。

そこにMontalらが考案した方法を用いて、脂質

Fig. 26. Measurement of Trans-membrane-Current Induced by TS-B-Vla. 
Membranes were formed on a 120μm hole in a Teflon film sandwiched between 
twOl half cells.百leethanolic solutions of peptides were added to one side (cis 
side) of出eaqueous compartments which consisted of 1M KCl， unbuffered.百le
contents of cis compartment was stirred with a magnetic stirrer. After 剖lowing
for partitioning equilibrium， the membrane was submitted to a voltage and 
C凹 rent-voltagecurves were recorded. 

ンチャンネル形成特性を調べ、構造と活性との相関について考察する。

Trichosporin-B-Vlaのイオンチャンネル形成特性第 1節

5-1-1 

この装置は

この電解質が満たされた、

テフロン膜には小孔が開いており、
50 nM [Aib14]TS-B-VIa 

50nM 
TS-s-Vla 
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二分子膜を形成した75)。

TS-B-VlaのEのH溶液をこの装置の一方のコンパートメント

濃度が50nM "-400品4になるように加えたO 脂質はlecithin: cholesterol (4 : 1)の1%

decane溶液を用いて形成した O 膜間に0.01Hz (+ 120 mV)の三角波の交流を加えた

ところ、 Fig.27に示す電流一電圧曲線が得られた。この測定ではω面が正の時の

み電圧依存性の電流が観測された。同様の方法で、 50.100.200凶fのTS-B-Vlaが

(cis面)

120 

Fig. 27. Current-Voltage Curves of Lipid Bilayer Membranes Exposed 

toSOnMTS・B-Vla and [Aib14]TS-B-Vla in 1M KCI. Membranes 

were formed from lecithin with cholesterol in 1M KCl unbuffered. Peptides 

were added to the cis side of the membrane. 

80 40 
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。-40 -80 

0.0 

“0.2 
・120

誘導する膜コンダクタンスを求めそのlog値を電圧に対してプロットした (Fig.28)。

Royらが剖amethicinを用いた同様の実験76)で指摘するように、 TS-B-Vlaに誘導さ

れる膜コンダクタンスも電圧依存性のコンダクタンス部分(Fig.28グラフ中、傾き

のある直線部分)と電圧非依存性のコンダクタンス部分(Fig.28グラフ中、傾きの

ない直線部分)があることが明らかになった。電圧依存性のコンダクタンスは電

圧に対し指数関数的な増加を示したが、その増加率は濃度に依存しなかったo 50 

出-1"-400nMの範囲において、ほぼ同様の値を示したO

電圧依存性のコンダクタンス(G)は下記の式(1)により表される77)。
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G = r Cpn exp (V/Ve)， 
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式(1)において、 Cpはペプチド濃度、 Veは一定濃度においてコンダクタンスをや倍

するのに必要な電圧変化、 nは一つのイオンチャンネルを構成するペプチド分子

の数、そして rは実験条件に依存する定数である。VeはlogG -Vプロットの傾き

から 10.0mVと求め られる(Table5)。式 (1)から一定の電圧におけるコンダクタンス

値はペプチド濃度のか乗に比例することがわかる。

クタンスのペプチド濃度依存性から導くことができる。

Fig.28からTS-B-Vlaの濃度を 2倍すると一定電圧におけるコンダクタンスは約

したがって、 Gとのの関係はGoc [Cp]6.8と表わすこ

nは一定電圧におけるコンダ

-8 .8 

120 

Fig. 28. EfTect of Peptide Concentration on Conductance (Logarithmic 
Units)-Voltage Characteristics of TS・B・VIa(a) and [Aibl 4]TS-B-VIa (b) 

Doped Membranes. Membranes were formed from lecithin with cholesterol in 

1M KCl containing TS・8・・VIa(a) or [AibI4]TS-B-VIa (b) ofthe concentrations 

indicated. 

100 80 

Voltage (mV) 

ω 40 20 
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0 120 1∞ 40ω80  

Voltage (mV) 

20 
-9 
0 116倍増加することがわかる。

とができるので、 nキ?となる(Table5)。故に、TS-B-Vlaチャンネルは7個のTS-B-

VIa分子により構成されていることが示唆された。

ヘリックス状のペプチドダイポールは膜中で電圧がかかると、電場と同じ向き

に配向すると考えられる。このようなdipolerearrangementモデル46，78)を仮定すると、

Veは次式により表せられる77)。

(2) Ve = kT /en仏
Table 5. Macroscopic Conductance Parameters for TS-B・VIaand [AibI4]TS・B-VIa

ぬ (mV) 川
一
日

α n α:ペプチド 1分子当たりの電荷とゲイテ(k : Boltzman係数、 T:温度、 e:電荷、

イングに伴う電荷の移動距離) 0.37 

[Aibl41]TS-B-VIa 

For the calculation of Ve加 dn， log G -V curves induced by 50， 1∞加d200品tfTS-B-

VIa or 20，40 and 50 nM [Aib14]TS-B-Vla were used. Data are mean:t S.D. from four 
experirnents for the each concentration.αandμwere calculated仕omEqn_ (2) and (3)， 
respectively. 

92 0.62 

6.8土0.4

4.3:t0.3 

1O.Oi: 1.2 

9.4:t0.2 

TS-B..Vla 

電場が存在しない状態では、ヘリックス状のペプチドが膜面に平行に存在する

と仮定する。ある一定電圧以上の電圧を膜に加えたときにこのペプチドが膜面に

垂直に配向したとすると、このペプチドのダイポールモーメント μは次式により

表すことができる77)。

TS-B-Vlaの単イオンチャンネル特性5・1-2

5・1・1ではTS-B-Vlaを作用させた膜の巨視的な電流ー電圧特性を観測した。

巨視的な電流は脂質二分子膜中に多数形成されたTS-B-Vlaの単チャンネル電流の

総和と考えられる。膜に作用させるTS-B-Vlaの濃度を巨視的な電流測定の時の1/10

以下にし、検出感度を10倍にして膜電流を測定すると、 TS-B-VIaの単チャンネル

この

(3) 

αから求めたダイ ポールモーメントの値を Table5に示す。この計算では d= 3 nrn. 

μ=e似，

(d:膜の疎水性部)

電流が観測された。脂質にdiphytanoylphosphatidylcholine(diphy PC)を用いたと こ

より高い分解能を持つ単チャンネル電流を測定する事ができたので、

験にはdiphyPCを使った。

Fig.29aに示すようにTS-B-VIaはマルチレベルのシングルチャンネル電流を誘導

とした。TS-B-Vlaのダイポールモーメントμは53Dであった。

この実

49 
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peptide 

r = R [ 1 / sin (π/ n) -1 ] 

r : pore radius 

R : helix radius ( 0.5 nm ) 
n : the number of 
monomers in a channel 

G， = 1 / ( Rp + RA ) 

=πr 2 / [ p ( L + 0.5πr ) ] 

Gt : theoretical channel 
cond uctance 

Rp : pore resist如 ce

RA : access resistance 
p : reslstivlty 

L : pore length ( 3 nm ) 
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Fig. 30. Comparison of Observed TS-s-VIa Channel Conductance 

(Gobs) and Theoretical Channel Conductance (Gtheol). 80) Gobs was 

in good agreement with Gtheo1 which was estimated仕omthe bundle of 

ideal αーhelicalpeptides， suggesting that the TS-B-Vla-channel was a 

bundle of 4 to 9 monomers. Gtheol was obtained from the equations on 

level 1 

leve12 
leve13 

(mz
p
kshtspc
h
u
g
s
g
ι
 

;」
level 3 (n = 6) 

...i~.u‘一ームJごし J に二 level2 (0 = 5) 
ー一一一 level1 (n = 4) 

8 4 。

[Aib 14]TS-B-Vla 

Fig. 31. Molecular Dipol Moment of TS-s-Vla and [Aib14]TS-s・Vla.

百learrows indicate the magnitude and direction of the molecular 

dipole moment. Since TS-B‘Vla has a helical-bent around Pro14 ， mean 

dipol moment should be lower th釦 thatof [Aib14]TS-B-Vla. 
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the right. Conductance (nS) 
(c) 

TS-s-VIa 

[Aib14]TS-s-VIa 

やす⑮す@示。す窃す窃

TS-B-Vla 

Fig. 29. Single-Channel Current Fluctuations Induced by TS・s-Vla(a) 

and [Aib14]TS-s・Vla(b) at 270 m V. Each sublevel conductance is in good 

agreement with theoretical conductance estimated from出eresistance of a pore 

in a peptide bundle models (Fig. 12).百lepore diameter increase or decrease 

by uptake or release of the monomers. 'The results suggest that the TS-B・Vla-

channel consist of 4 to 9 monomers and出e[Aib14]TS-B-Vla-channel consist 

of 4 to 6 monomers (c). 
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した。このように電流が各レベル間で転移するのは、チャンネル複合体へのペプ

チド分子の取込みと欣出が繰り返されることにより、チャンネルポアの大きさが

変わることが原因と考えられている(Fig.29c)19)。

理想的なチャンネルのコンダクタンス値とTS-B-Vlaチャンネルコンダクタンス値

とを比較するとTS-B・VIaチャンネルはTS-B-Vla分子が4から 9分子会合することに

より形成されると考えられる(Fig.30)0Fig.29aに示したコンダクタンスのヒストグ

ラムを見ると5から7分子の頻度が高いことがわかる。この結果は、巨視的な電流

一電圧特性から導いたnの値?とよい一致を示す。

Table 6 Single-Channel Parameters Compared Between TS・B-VIaand 

[Aib 14 ]TS-B-VIa. 

Substate Conductanぼ (nS)
Probability of Mean life 

n 
opening* time (ms) 

0.41 4 0.271 0.89 

2 0.75 5 0.306 1.11 

TS-B-Vla 3 1.85 6 0.233 1.14 

4 3.17 7 0.146 1.42 

5 4.66 8 0.037 0.79 

6 6.33 9 0.007 0.61 

0.05 4 0.848 0.69 

Aib14_TS-B・Vla 2 0.60 5 0.145 0.40 

3 1.64 6 0.007 0.29 

*Open probability of each level within bursts. (Closed state was excluded.) 

第2節 [Aib14] trichosporin-B-Vlaのイ オンチャンネル形成特性

5・2・1 [AibI4]TS・B-Ylaが誘導する巨視的な膜電流一電圧(I-Y)特性

[Aib 14]TS-B晶 Vlaを膜に作用させると、 TS-B-VIaと同様に電圧依存性の膜電流を誘

導した(Fig.27)。この事実は膜電流の電圧依存性や非対称性の発現にはProは必須ではな

いことを示唆しているo しかし、同濃度のTS-B-VIaと[AibI4]TS-B-VIaのI-V曲線を比較

すると、[AibI4]TS-B-VIaのI-V曲線のほうが、低電圧側(左側)にシフトしている

(Fig.27)。この結果は、[Aib14]TS-B・Vlaのほ うが、 TS-B-Vlaより 同濃度において大き

い膜電流を誘導することを示している。すなわち、[Aib14]TS-B-VIaはTS-B-VIaより
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強いチャンネル形成能があることを示している。

[Aib 14]TS-B-Vlaについても、 10nM. 20 nM‘印刷における logG -Vプロ ットを用い

て、 5・1・1で述べたのと同様の方法で凶とnを求めた門その結果、 1セ=9.4mV. n = 

4.3になった。rAib 14]TS-B_ VlaのVcのイ声(9.4mV)はTS-B・Vlaのそれ(10.0mV)とほぼ

同等の値とな ったが、 [AibI4]TS-B-Vlaのn(4.3)はTS-B-Vlaのそれ(68)に比べて減少

した (Table5)。この結果は、 [Aib14]TS-B-Vla 1まTS-B-VJaよりも小さなチャンネル

を形成することを示唆している。

さらに、 5・1・1で述べたのと同様のん7去で、[AibI4]TS-B-VIaのダイポールモー メント

μを求めると、 TS・B-Vlaのそれよりかなり大きい値にな った (Table5) 0 TS-B・Vla

はヘリックスに折れ曲がり構造が仔伝するため、そのダイポールモーメントは良

直なヘリックス構造を持つ[AibI4]TS-B-VIatこ比べて小さくなるはずである (Fig.31)。

両ペプチドの1・V特性から求めたダイポールモーメントの値はこの予測を支持する

ものである。

5-2・2 [AibI4]TS-B-Vlaの単イオンチャンネル特性

[必b1l4]TS-B-Vlaについても、 TS-B-Vlaと同様の方法で単イオンチャンネル'屯流を

測定した。[Aib14]TS-B-VIaもマルチレベルのシングルチャンネル電流を誘導した。

しかしながら、そのチャンネル寿命はTS-B-VIaのそれに比較して、かなり綬くサブ

レベル数も著しく減少していることがわかった (Fig.29b， Table 6)。各コンダク

タンスレベルの頻度を表すヒストグラム (Fig.29b) を比較すると、 T芯B-Vlaチャ

ンネルが4----9分子の広い範閉で分子数が変化する会合体であるのに対して、

[Aib14]TS-B-VIaチャンネルはほとんどが4分子の会合体である。この結果は巨視的

な1・V特性から求めたそれぞれのnの値とよい対応を示すものである。Table6にTS-

B-VIaと[Aibl4]TS・B-Vlaの各コンダクタンス値の比較を示す。[AibI41TS-B-VIaの各コ

ンダクタンス値はTS-B-Vlaのそれに比べて小さいことがわかる。これは[Aib14]TS・

B-VIaにはC-末端側での折れ曲がり構造がないため、チャンネル複合体を形成した

ときに、立体障害が大きいC-末端GIn側鎖がイオンの透過を阻害するためだと考え

られる。

以上の巨視的なI-V特性の結果と単チャンネル電流の測定の結果から、 TS-B・Vla

のProをAibに置換した場合、基本的にチャンネルの電圧依存性、電圧に対する非

対称性は変化しないものの、チャンネルの安定性、チャンネル複合体を形成する

分子の数、および、イオン透過性が減少することがわかった。

53 



第3節 残基数の異なる誘導体のイオンチャンネル形成特性

残基数の異なる誘導体7種 (Fig.13) についても、シングルチャンネル電流を測

定した。

N-末端残基を延長した誘導体([+1]， [+2]， [+3])のシングルチャンネル電流の記

録をFig.32に示す。 N・末端にAibをl残基加えた誘導体([+1])はTS-B・VIaと同様に

マルチレベルのチャンネル電流を誘導した。 [+2]，[+3]もチャンネル電流を誘導した

がその寿命は極めて短くなった。また、各レベルのコンダクタンス値は、残基数

が多くなるほど減少したO これはチャンネルのイオン透過孔が長くなることによ

る、抵抗の増大に起因すると考えられる。

N-末端残基を減少した誘導体(卜1]，卜2]，[-3]，[ -4]) はいずれも特徴的な電流

を示したものの (Fig.33)、それはTS-B-VIaや残基数を延長した誘導体で観測さ

れるような矩形波状のチャンネル電流ではなかった。ここで、この短い誘導体が

誘導する膜電流がTS-B・VIaチャンネルと同様にヘリックスパンドルモデルで説明

される機構に基づいて誘導されているのか、全く 異なる機構により誘導されてい

るのかを、現在までに得られている結果から推察するのは困難である。

(a) 4 nM TS-B-Vla 
at 270 mV 

~L 

(c) 5 nM [+2] at 255 mV 

一一0.51nS 
closed 

(b) 8 nM [+1] at 265 mV 

(d) 4 nM [+3] at 210 mV 

Fig.32. Current Fluctuations Induced by Elongated Derivatives. (+l)TS-B-
VIa doped membranes exhibited multilevel fluctuations which are almost 
identical in single-channel parameters to the TS-B-VIa-channel. (+2)TS-B-VIa 
and (+3)TS・B-Vla formed unstable channels and出econductance value of each 

level was smaller than that of TS-B-Vla-channel. 
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しかしながら、誘導体卜3].[-4]はヘリックス部分の長さが膜の疎水性部分の厚

さ3nmよりも短いにも関わらず、膜電流を誘導した。このことから、膜電流の誘導

にはヘリックスの長さが膜の厚さよりも必ずしも長い必要はないことが示された。

以上、残基数の異なる誘導体に誘導されるイオンチャンネル電流の測定結果より、

安定なチャンネルを形成するには残基数が20または21に厳密に限定されることが明

らかになった。しかしながら、お残基から 16残基までの全ての誘導体が膜屯流を誘

導することから、安定性を無視した膜屯流の誘導には残基数はあまり厳密には限定

されないことも示された。

(a) 20 nM [-1] at 265 mV (b) 30 nM [・2]at 265 mV 

L LJ.. ~_ ~J~L 

(c) 50 nM [・3]at 265 mV (d) 70 nM [・4]at 265 mV 

;し
lO ms 

んもi..._W.___.Jしんし)以

Fig. 33. Current Fluctuations lnduced by Truncated Derivatives. In thc 
mlembrane doped with truncated derivatives{ (-1)ん2)，(・3)，(-4)TS-B-VIa}， 
re:sidence time of bursts were so short that the conductance states could no 
lOll1ger be resolved. 

第4節 Trichosporin-B-Vlaとその誘導体の構造とイオンチャンネル活性との相関

膜電流視IJ定の実験からTS-B-Vlalま平均して 7分子が束状に会合したチャンネル複

合体を形成することが示唆された。この複合体の安定性は(1)ペプチドーペプチド

問、 (2)ペプチドー脂質問、 (3)ペプチドダイポール-膜電場開の各相互作用により

決定されると考えられる。TS-B・VIaがチャンネル複合体を形成したときの高次次構

造を考慮すると、 Gln7の極性のある側鎖アミド基と水素結合に関与しないカルボニ

ル酸素 (AibIOCO，Glyll∞ )がチャンネルポアの方向に向くことにより、複合体は

ポア内の水と親水性相互作用するので、安定化すると考えられる (Fig.34b)。

他方、 C末端に存在する極性のGlnl8およびGlnl9の側鎖アミド基は、ポアとは逆の

方向に向いており、膜表面の親水性部位と極性相互作用をすることができる。また、
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N-末端の水素結合を介さないアミドカ ルボニル(Aib1CONH，Ala2CONH)も反対側

の膜の親水+生部位と極性相互作用をしていると考えられる。これらの相互作用によ

り、 TS-B-Vla複合体は膜中で安定した状態で存在すると考えられる。

一方、 [AibI4]TS-B-Vlaヘリ ックスには水素結合に関与しないカルボニル酸素

(Aib10CO， Glyll∞)が存在しない(Fig.25b)。したがって、[Aib14 ]TS-B-VIa複合体は

TS・B-Vla複合体に比べてポア内の親水的相互作用が弱くなると考えられるσig.34a)。

これはチャンネル不安定化の一つの要因と考えられる。また、[Aib14 ]TS-B-VIaはヘ

リックスの折れ曲がり梅造が存在しないため、チャンネル複合体を形成したとき、

TS-B-VIa複合体に見られるようなじ末端でのポアの漏斗状の広がりは無くなると考

えられる (Fig.34a)。また、じ末端での広がりが無いため、じ末端側の嵩高い残基

が立体障害をもたらす。この立体障害もチャンネル不安定化の一つの要因と考えら

れる。さらに、ポアの内径が狭くなるため各レベルのコンダクタンス値が減少した

ものと考えられる。

[Aib14]TS-B-VIaのチャンネルは不安定でunitconductanceもTS-B-VIaのそれに比べ

て小さいにも関わらず、巨視的な電流が同濃度のTS-B-VIaに比べて大きくなった。

この理由として、 [AibI4]1芯B-VIaの脂溶性が高いこと、そして、ダイポールモーメ

ントが大きいことが挙げられる。脂溶性が高いと、膜へ分配されるペプチド数が増

加すると考えられる。また、ダイポールモーメントが大きいと電場から膜の垂直方

向に受けるカが強くなるため、膜面に対し垂直に位置するペプチドの数が増加する。

その結果、全体的にチャンネJ1(数が増加し、巨視的な電流が増加すると考えられる。

残基数を変化させた誘導体を作用させた膜の膜電流の測定から、安定なチャンネ

ルの形成には残基数が20か21に厳密に限定さ れていることが示された。このことか

ら、チャンネル複合体の安定にはヘリックスの長さと膜の厚さとの一致が重要であ

ることがわかった(Fig.34c，d)。この結果から、ヘリックスのN帽末端と C-末端の極性

部位と脂質膜の極性部位との相互作用がチャンネルの安定性の大きな要因であるこ

とが示唆される。

残基数を減少した誘導体のヘリックス部位は脂質膜を貫通することができないは

ずである。しかしながら、いずれの誘導体も膜電流を誘導することから、これらの

誘導体は残基数20のペプタイボールによるチャンネル形成とは異なるメ カニズムで

膜電流を誘導していると考えられる。
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(a) (b) (c) (d) 

Fig. 34. Ion Channel Models Proposed for TS-B-VIa (b)， 
[Aib

I4
]TS-B-VIa (a)， Elongated-TS-B-VIa (C)， and Truncated-l、S-

B-VIa (d). Polar parts (NHs of Aib1 and Ala2; oCONHs ofOln7， 01n18， 

加 d01n
19
; OH ofPheol20; COS of Aib10 and Olyll) ofthe peptide monomers 

are shown by oblique lines. 
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依存的に細胞からのカテコールアミンの分泌が増加した。しかしながら、 10μM

以上の濃度においては活性の増加がほとんどみられなかった。さらに、高濃度(10

・40μ M)において、。2+非依存tf:の分泌が見られなかった(Fig.35b)。先に述べた

ように、Ca2+に非依存性の分泌は、1$の細胞膜破壊によるカテコールアミンの細

胞外への漏出と考えられているので、高濃度においても [Aib1-1]TS-B-VlaによるCa2-t-

非依存性の分泌が認められないことは、 [AibI4]TS-B-Vlaが細胞膜を破壊する作用が

小さいことを示唆している。

[Aib 14]TS-B・VIaによるCa2+依存性の分泌もTS-B・Vlaのそれに比べて小さくな って

いる。これは脂質 2分子膜の実験において[AibI4]TS-B-Vlaの方がTS-B-VIaより大き

な電流を誘導するという結果と矛盾する。さらに、 [AibI4]TS-B-VIa はTS-B-Vlaに比

べ、逆相のHPLCの保持時間が長く、脂溶性が高いと考えられる。それにも関わら

ず、 [TubI4]TS-B-VIaの活性がTS-B-Vlaの活'~I: より小さいという結果は、第 l 節で得

られた脂溶性と活性とが相関するという結果と矛盾している。このように、百に

おいて得られた膜電流ーカテコールアミン分泌活性一脂溶性問の相関性がTS-B・

VIaと[AibI4]TS-B-Vlaとの間には適応することができなかった。よって、 Pro14が存

在するTS-Bと、存在しない[TubI4]TS-B-VIaとでは高IJ腎随質細胞に対する作用機序

が異なる可能性がある。

第 6章 Trichosporin-Bの生物活性

第 l節 Trichosporin-Bのウシ副腎随質細胞に対するカテコールアミン分泌活性

副腎髄質クロマフイン細胞は生理的には、交感神経節前繊維末端のシナプスか

ら分泌されたアセチルコリンの働きによりカテコールアミン(ドパミン、ノルア

ドレナリン、アドレナリン)を関口分泌する。この分泌は、アセチルコリンの受

容体への結合に始まる一連の反応にもとづく、電位依存性Ca2+イオンチャンネルの

開UによるCa2+の細胞内流入が直接の引き金となっている。

我々はすでに数穫のTS-B類の混合物であるTS-B・IIIが培養した牛副腎随質細胞に

対してカテコールアミン分泌活性を持つことを近年明らかにした61)。 この分泌は

細胞内へのCa2+流入と並行して引き起こされていることを、 45Ca2+を用いた実験に

より示した。しかし、このカテコールアミン分泌は下記の 2相性を示した。

(1) -つは低濃度のTS-B・111(<10μ 附による分泌で、完全に細胞外Ca2+に依存した。

(2)他方は高濃度のTS-B-III(>10μ附による分泌で、 一部、細胞外Ca2+に非依存的

であった。

高濃度のTS-B-III(>10μ 附 は細胞内のマーカー酵素である乳酸脱水素酵素の遊

離を引き起こした。したがって、高濃度のTS-B・111は一部、細胞膜を破壊すること

に伴うカテコールアミンの漏出をもたらすと考えている。

本章においては、さらに詳しく TS-Bとその誘導体のカテコールアミン分泌活性

を調べ、それらのイオンチャンネル形成活性との相関について考察する。
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6・1・1 TS-B-Vlaと[AibI4]TS-B-Vlaのカテコールアミン分泌活性

TS-B-VIaを牛副腎随質細胞とインキュベートするとTS-B-VIaの濃度に依存して

細胞からのカテコールアミンの分泌が増加した。低濃度(2---10μhののTS-B-Vlaに

よる分泌は完全に細胞外のCa2+に依存していたが(Ca2+が含まれるnonnalmedium 

中ではカテコールアミン分泌活性を示すが、。2+が含まれないmedium中では活性

を示さない)、高濃度(20μ附 による分泌は一部。2+に非依存性であった(Ca2+が

含まれないmedium中でも分泌活性を示す)(Fig. 35a)。これと同様の結果が本章の

始めに述べたようにTS-B-IIIを用いた実験においてすでに得られている61)。

体ib14]TS-B-VIaを牛副腎随質細胞とインキュベートすると、 10μMまでは濃度
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Fig. 35. Effect of TS・B・VIa(a) aod [Aib1 4]TS-B・VIa(b) 00 Catecholamine 

SE!cretion from Adreoal Chromaffio Cells. 百lecells were incubated for 10 

min at 37・Cwith various concentrations of peptides， in 2.6 mM Ca2+ーcontaining
(tt) or Ca2+-合ee(plus 0.2 mM EGTA) medium (0). Catecholamine secretion is 
shown as a percentage of total catecholamine content. Data are means土 S.D.
仕omthree experiments.へp<0.∞1， significantly different企omcontrol. 
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Fiig. 37. Catecholamine Secretion Induced by TS-B-VIa and Truncated 

Dferivatives ([・1]，[・2]，[・3]and [-4]) in 20μM.ηle cells were incubated for 

10 min at 37・Cwith samples in 20μ M. Catecholamme secretion is shown as a 
pe:rcentage of total celJular catecholaminc content. Data arc meansTstandard 
de:viations仕omfour experiments.へp< 0.00 i， significantly different仕omthc 
control (Cont). 

6・1・3 Trichosporin-Bのカテコールアミン分泌活性とイオンチャンネル形成活性

同濃度 (5μ 附 の 5種のTS-B(TS-B-Ia， IIIa， V， Vla， Vlb)(Table 7)について、カテ

コールアミン分泌活性を調べた。これらのペプチドは3位、 併を、 17位においての

み残基が異なる、 非常に類似した構造を持つにも関わらず、その活字Lにかなりの

差がある ことが明らかになった(Fig.38a)。また、この活性のj順番がそれぞれのペ

プチ ドの逆相のHPLCの保持時間の順番(Fig.38b)と・致していた。この結果はTS-B

のカテコールアミン分泌活性が分子の脂溶性に依存することを示唆している。

そこで、 5種のTS-Bについて脂溶性の指標である保持比k'，の対数値 logk'を求め

た。 81)保持比 k'はTS-Bの逆相のHPLCの保持時間t
Rと犯体に保持されない物質

(N03-)の保持時間もから、 k'=(tR -10) / toとして求められる。logk'値の大きさ、す

なわち、 脂溶性の大きさを比較すると、TS-B-Vlb (0.963) > -VIa (0.946) >・V(0.912) 

>・IIIa(0.841) >・Ia(0.754)となったo さらに、 logk'とカテコールアミン分泌活性

のlog値とは一次のよい相関を示した(Fig.39)。すなわち、カテコ ールアミン分泌

活性は1$分子の脂溶性に依存し、脂溶性が高いものほど、強い活性を示すことが

明らかになった。

6-1-2 残基数が異なる誘導体のカテコールアミン分泌活性

残基数を増やした誘導体はいずれも 5μMにおいてTS-B事 Vlaと同程度のカテコー

ルアミン分泌活性を示した (Fig.36)。一方、残基数を減少した誘導体は 5μ Mにお

いては活件.を全く示さなかった。しかしながら、それより高濃度(20μ 附 にすると、

活性を示した。活性は1・1]がTS-B-Vlaの約50%、ト2]は15%、[-3]と[・4]は1.6%であっ

た。 残基数を減らすと活'~I が著しく減少することがわかった(Fig. 37)。

5章で述べたように、脂質2分子膜に対するチャンネル実験において、残基数を

延長した誘導体はTS-B-Vlaと同程度の濃度で膜電流を誘導したが、残基数を減少し

た誘導体は、濃度を 5'"'-18倍にしないと膜電流を誘導しなかった。カテコールア

ミン分泌活性も残基数を延長した誘導体はTS-B-Vlaと同程度の濃度で活性を示した

のに対し、残基数を減少した誘導体は、濃度を 4倍以上にしないと活性を発現しな

かった。この ように膜電流の誘導活性とカテコールアミン分泌活性が同様の濃度依

存性を示したことは、これら 2つの活性が関連すること を示唆している。
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Fig. 36. Catecholamine Secretion Induced by TS・B・Vlaand Elongated 
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percentage of tot剖 cellularcatechol-amine content. Data are meansistandard 
deviations台omfour experiments.へpく 0.001，signi白cantlydifferent合omthe 
control (Cont). 
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この結果はTS-Bによる膜電流の誘導もその脂溶件.の強さに依存し、脂溶性の高

いものほど大きな膜電流を誘導することを示している。ここで観測された巨視的な

膜電流は多数のTS-B-チャンネルが同時に開いた時のチャンネル電流であると考え

TS-Bのイオンチャンネル形成による膜コンダクタンスはTS-

Table 7 . Primary Structures of Trichosporin-Ba) 

20 18 19 17 16 12 13 14 15 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 Position 

Ac-Aib-Ala-Ser-Ala・Aib-Aib-Gln-Alb-Leu-Aib-Gly・Leu-Aib-Pro-VaJ-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol TS-B-Ia 

られている。よ って、

B分子の脂溶性に依存すると考えられる。

Ac-Aib-Ala-Ala-Ala・Atb-Aib-GLn-Aib-Leu-Aib-Gly-Leu-Aib-PrcトVaI-Aib-Aib-Gln-GIn-PheolTS-B-IIIa 

Ac-Aib-Ala-Ala-Ala-Aib-Aib-Gln-Aib-I1e -Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-VaI-Aib-Aib-Gln-GIn-Pheol TS-B-V 

Ac-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-Gln-Atb-Ile -Aib-Gly・Leu-Aib-PrcトVaI-Aib-Aib-Gln-Gln-PheolTS-B-Vla 

2.0 

1.5 

て
崎

営1.0

Ac-Aib-Ala-Ala-Ala-Aib-Aib-Gln-Aib-Ile -Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-VaI-Aib-lva-Gln-Gln-Pheol 

a) Aib =α-aminoisobutyric acid， Pheol = phenyl山 unol，Iva = isovaline. 
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Fig.39.Relationship between Log [catechol-amine-releasing activity (BA)] 
of TS-Bs and Their Relative Hydrophobicity (log kう. Catech'Olamine-
releasing activity and the k，value were obtained as shown m Fig.30. 
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Fig.38. Activities of Catecholamine Secretion from Adrenal Chromaffin 
Cells (a) and HPLC Chromatogram (b) of TS・B-Ia，-sIa， -V， -VIa， and -VIb. 
百lecells were incubated f'Or 5 min at 37・Cwith 5μM TS-Bs. Catech'Olamine 
secreti'On is sh'Own as a percentage 'Of t'Ota1 cellular catech'Olamine c'Ontent. Data 
are means土standarddeviati'Ons from f'Our experirnents.ぺpく O.∞1，significantly 
different合omthe c'Ontr'Ol (C'Ont). HPLC c'Onditi'Ons are as f'Oll'Ows: c'Olumn， YMC 
A-413 S・5120A Ph (6町田1i.d. x 250 mm); fl'Ow rate， 0.6 m1/min; m'Obile phase， 
MeOH: H20= 85 : 5. 
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5 この 5種のTS-Bについて脂質2分子膜に対する膜電流の誘導活性を調べ次に、

150 

Fi~~. 40. Current -Voltage (1・V)Curves Induced by 75 nM TS・Bsin Planar 
LilPid Bilayers. The lipid bilayer membranes were f'Ormed from 
diphytan'Oylph'Osphatidylch'Oline acc'Ording t'O the meth'Od 'Of M'Ontal and 
Muellar.75) The electr'Olyte s'Oluti'On was 1 M KCl， unbuffered. A triangular 
v'Olltage wave (100 s jperi'Od) was applied t'O the mcmbranes. 
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120 60 90 
V(mV) 

30 。第 5章に示した方法で膜電流を測

定した。

いずれのTS-BもFig.40に示すように、正の電圧の時のみ、電圧依存性の鋭い電

流の上昇が観測された。TS-Bを作用させた膜の一定電圧 (120mV)におけるコンダ

クタンス(0)の対数値をl'Ogk'に対してプロットしたと ころ、 l'OgO-I'Og k'聞に一次の

よい相関が得られた。この実験は 3通りの濃度(50，75， 1∞凶ので行ったが、いずれ

の濃度でも同様に一次の相関が得られた(Fig.41)。
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た。脂質はdiphytan'Oylph'Osphatidy lch'Olineを用い、
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TS-Bのカテコールアミンの分泌活性とイオンチャンネル形成活性はともに、分

子の脂溶性と一次の相関が認められた。この結果は、カテコールアミン分泌の直

接の原因である、細胞内へのCa2+流入とイオンチャンネル形成が関連していること

を示唆するものである。
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TS-B-V防の脱共役活性の特性を調べたところ、以下のような特性を示したO

(1) TS・B・VIbはATPaseの特異的阻害斉IJであるoligomycinにより抑制されたミトコン

75 50 25 

50 

。
Fig.41. Double-Logarithmic Plots of k' Versus the Conductance (G) of 
the Membranes at 120 m V with TS・Bsat the Concentration of 50， 75， or 
100 nM. 引lek' values were determined from the retention time of TS-Bs (t) 

on HPLC using a phenyl column with the mobile phase MeOH-H20 (85: 15) 

as k'=(t-to)/to， where to is the time for elution of unretained N03・ion.

・，TS-B・VIb，・，-V1a，.d. ， -V， 0 ，・皿a，口，-Ia 

ドリアの呼吸を開放した(Fig.43)。

(2)無機 リン酸を含まない反応液中でTS-B・VIbを作用させ、無機 1)ン酸を加えると

ミトコンドリアの呼吸が促進されたが、酢酸やチオシアン酸を加えても活性は促

進しなかった(Fig.44)0 

以上の特'性はhypelcinやalamethicinにおいても観測されており、 TS-B-VIbの脱共

役作用がこれらのペプタイボールと同様の機構により発現されていることを示唆

Trichosporin-Bのミトコンドリアに対する脱共役活性

Hypelcinおよびalamethicinはラット肝ミトコンドリアに対して脱共役作用を有す

る59)(第2章、第7節) 0 TS-Bもそれらと類似な構造を持つことから、同様に脱共

第2節

している。役作用を有することが予測された。

ラット肝ミトコンドリアに対してTS-B-Vlbを作用させたところ、その呼吸を促 他の1rS-Bについても脱共役活性を測定し、滴定点濃度を求めた(Table8)。各TS-

Bの滴定点濃度の逆数と保持比k'(6・1・3)とを両対数プロットすると一次の相関が得

られた(Fig.45)。この結果はTS-Bの脱共役活性が、カテコールアミン分泌活性と同

様に、分子の脂溶性に対して正の相関を持つことを示している。

進し、脱共役活性を示した。脱共役剤 2，4・dinitorophenol(2，4心NP)およびSF6847の

滴定点濃度(それぞれ容量一反応曲線において29∞nMと24nM)とTS-B-VIbのそ

65 

れ(84nM)との比較から、 TS-B-Vめは2，4-DNPの約35倍の活性があり、既知で最強

の脱共役剤であるSF6847と比べても約25%の活性があることがわかった(Fig.42)。
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Fig. 44. Effect of Various Anions on 
the Stimulation of the Respiratory Rate 
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Table 8. Concentration of TS-B at Maximum Mitochondrial Respiration. 
Concenttation Concentration 

(nM) (nM) 

TS-B-TS-B-

240 IVc 490 Ia 

267 IVd 263 IIIa 

155 V 312 IIIb 

106 VIa 261 IIId 
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第 7章要約および結語

1) TrichosporinσS) -Bとその誘導体の合成

20残基のペプタイボールTS-B-VlaとTS-B・VIbをフラグメント縮合法を用いて合

成した。合成物は天然物と一致した。天然物の合成に用いたフラグメントを活用

してTS-B・Vlaの誘導体を合成した。合成した天然、物と誘導体のアミノ酸配列を下

記に示す。

TS-B-Vlb 

TS-B-Vla 

[Aib14] TS-B-Vla 

des -Aib1 ・ ~ Ala2.4 TS B Vla 

des -Aibl.~ AlaZ・TSB-Vla 

des-Aib1， Ala2・TS-B・Vla

des-AibLTS・BVla 

Aib-TS-B-Vla 

(Aib)z-TS-B-Vla 

(Aib)3・TS-B・Vla

Ac.U-A.A A.C ~-Q-( I-U G-L u.p V U J-Q-Q-Fol 

Ac U'A・U.AU-U-Q-U-I-U G L U P V U U-Q-Q-Fol 

Ac U'A・U-AU-U-Q-U-I-U G-L U U・V-U-U-Q-Q-Fol

Ac-U-U-Q-U-}-U・G.L.UP'V-U U-Q.Q'Fol 

Ac A U U-Q-U-I-U G L U P V U-U-Q-Q-Fol 

Ac-U-A-U-U-Q-U-I-U G L'U.P.V'U-U'Q-Q-Fol 

Ac A'U-A・(-L-Q-U-I-LG L-U-P V U U-Q-Q-Fol 

Ac'U U Aョ U-A-UG-Q-u-r-u G-L U-P V U-U-Q-Q-Fol 

Ac'U'U U A・U-A・U-U-Q-u-r-U-G-L-UP V U-U-Q-Q-Fol 

Ac-U-U-U U A U A-U-U-Q-U-I U G L U-P-V U U-Q-Q-Fol 

2) TS-B-Vlaとその誘導体の 2次構造

TS-B・Vla'まそのN-末端が α-helixと310・helixの両方の構造を、 3位から12位までは

主に α-helix構造を、 13位から20位は主に310・helix構造を有していることを①、

N恥R、を用いて解明した。さらに、 TS-B・Vla'まPro付近にhelixの折れ曲がりをもつ

ことを明らかにした。一方、 TS-B-VIaのProをAibで置換した[AibI4]TS-B-Vlaは分子

全体がαーhelix構造を取り、直線状であった。 N末端側の残基数を変化させた誘導

体のヘリックス含量はいずれもTS-B・Vlaのそれに比べて減少した。

3) TS-B-VIaとその誘導体のイオンチャンネル形成特性

TS-B-Vlaおよびその誘導体が誘導する膜電流の観測の結果下記のことが明らか

になった。

i) TS-B-VlaのPro14は電圧依存性のイオンチャンネル形成には必須ではないが、

チャンネルの安定性に重要な寄与をしている。

ii)安定なイオンチャンネルの形成には残基数が20か21に厳密に限定されている

が、 16から23残基の全ての誘導体にも膜電流を誘導する能力がある。

68 

4) TS-Bのカテ コールアミン分泌活性と脱共役活性

TS・Bの脂質二分子膜におけるチャンネル形成能、牛副腎随質細胞からのカテコ

ールアミン分泌能、そして、ラット肝ミトコンドリアに対する脱共役活性はとも

に、 TS-Bの脂溶性の増加に比例して上昇することを明らかにした。この結果は、

TS-Bの生物活性とチャンネル形成活性の発現に、分子の脂溶性が関与した共通の

機構が存在することを示唆 している。
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3章に関する実験

融点はすべて柳本微量融点測定器で測定し未補正値である。旋光度はJASCODIP-181 

digital polarimeter、CDはJASCOJ・720spectropolarimeterを用いて測定した。HPLCには、

Shimadzu LC・6Asystemを{受用した。 EI-MSはJEOLOトSG、FAB-MSはJEOLHX・110または

VG AutoSpec-Tを用いて測定した。FAB-MS測定にはマトリ yクスとしてglycerol-thioglycerol 

またはm-nitrobenzylalcohol-glyωrolを用いた。 ESI・MSはAPI・III(Perkin Elmer Scicx)を用いて

測定した。 ESI・MS測定においては試料はO.l%TFAを含むCH3CN・H20(l:1)に溶解しMSに5

μIjnunの流速で導入した。 MS/MSにはコリジョンガスとしてArを用いた。 NMRの測定に

は、JEOLJNM-FX 2∞ (200 MHz)、BrukerAC・3∞ (300MHz)、ならびにAM-6∞ (6∞ MHz)スペ

クトロメ・タ.を使用した。内部標準として、TMS(tetr削仙ylsil加 e)を用いた。

薄層クロマトグラフィー(TLC)にはKieselge160F254 (Merck)を用い、以下の溶媒系(vjv)で

展開した。Rf1 CHC13-MeOH (95 : 5)， Rf2 CHCI3-MeOH (9 : 1)， Rf3 CHC13-MeOH (8 : 2)， Rf 4 

CHCI3-MeOH (7: 3)， Rfs CHCI3-MeOH-H20 (5: 4: 1). Rf6 CHCI3-MeOH(6: 4)。

シリカゲルカラムクロマトグラフィーとゲルろ過カラムクロマトグラフイーには、それ

ぞれS出cage160 (70・230mesh， Merck)とSephadexLH・20(Pharmacia)を用いた。イオン交換樹

脂は、Am民rliteIR-120B、IRA-4∞、を使用 した。

反応後の溶媒の乾燥には、特に記載しない限り無水Na2S04を用いた。

く縮合反応>

特に記載のないかぎり、縮合反応はDCC-HOBt法を用いて、室温下24・72時間行った。反応

混合物は、DCU(dicyclohexylurea)および溶媒を除去したあと操作A法あるいはB法により精

製した。

操作A法王のAcに易溶の保護ペプチドの場合、抽出液を 1N HCl、5%NaHC03、飽和食

塩水で洗浄し、 N位 S04上で乾燥させ濃縮した。

操作B法 :EのAcに難溶の保護ペプチドの場合、粗生成物をMeOHに溶かし同じ溶媒を溶

離液とし，てSephadexLH-20を用いてゲル浦、過クロマトグラフィーに付した。目的物を含む

フラクションを集め濃縮した。

くZ・ペプチドメチルエステルのアルカリ加水分解〉

Zペプチドメチルエステルは特に記載のないかぎり、操作C法によ りアルカリ加水分解

した。

操作C法:Z-ペプチドメチルエステルは MeOH中35"c以下で1N NaOH (2・3等量)を用い

て加水分解したo反応液を1N HCIで中和、MeOHを除いた後、 1NHCIでpH3としEのAcで

抽出した。抽出液を飽和食塩水で洗浄し、 Na2S04上で乾燥させ濃縮した。残溢は通常それ

以上の精製をすることなく次の反応に用いた。
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く接触還元>

接触還元は特に記載のないかぎり操作D?去を用いた。

操作D法 :Z基(benzyloxycarbonyl)は、10% Pd /Cを加え、 H2ガスを導入し除去した。触媒

を除去、温液を濃縮して得た残溢は、通常それ以上の精製をすることなく次の反応に用い

た。

1.3・1-2 Trichosporin-B-Vlaの合成

A Fralmlent r 11とその脱Boc体の合成

Z-Gln-Pheol 

Z-Oln-OH (103.8 g， 370 mmol)， HOBt (50g， 1当量)， DCC (82.5g， 1.1当畳)，を順次Pheol

(56.0 g， 1当量)のDMF( 11)溶液に加え、室温で36時間撹排した。DCUを鴻過後、反応液を濃

縮、エ.テル中で残溢を砕き、それを数回飽和NaHC03に懸濁し吸引減過してHOBtを除き、水

洗し、E心Acで再結品した。収量 4.60g (71%). mp 188・190'C.[α]0 -38.2
0 

(c = 1.0， 

MeOH). RJ3 0.44. EI-MS m/z: 413 (M+)， 263 (M+-Pheol). AnaJ. Calcd for C22H27N3白:C， 63.90; 

H， 6.58; N， 10.16. Found: C， 63.80; H， 6.54; N， 9.98. 

H-Gln-Pheol 

Z-Oln-Pheol (42.0 g， 108 mmol)をMeOH(1.21)に溶かしD憶に従って接触還元した。収量

31.4 g (1∞%). mp. 130・132'C.Rfs 0.50. 

Boc-Gln-Gln-Pheol [1] 

Boc-Oln-OSu (18.9 g， 55.0 mmol)をH・Oln-Pheol(15.4 g， 1当量)の Dル1F(8∞ rnl)溶液に加

え、室温で72時間撹持した。反応液を濃縮、残濯を5%NaHC03中で砕きろ過し残溢を水で洗

浄後乾燥し、MeOH-EtOAcで再結晶した。収量 18.8g (57%). mp 218・221'C. Rf3 0.25. ESI-

MS m/z: 507 (M+H+)， 357 (507・H七Pheol)，229 (357・0In).AnaJ. CaJcd for C24H37N5U7: C， 

56.79; H， 7.35; N， 13.80. Found: C， 56.77; H， 7.46; N， 13.91. 

H・Gln-Gln-Pheol

Boc-Oln-Oln-Pheol [1] (7.46 g， 14.7 mmol)をanisol(3.7 ml)に懸濁し、 TFA(15 ml)を加え、20

min撹排した。反応液に無水エ.テルを加え、生じた沈殿物を数回、無水エ，テルを加えて洗

浄した。沈殿物をMeOHに溶かし AmberliteIRA-4∞で処理した。収量5.64g(94%). Rfs 0.49. 

B. Era!m1ent f21とその脱メチル体の合成

Z-Aib-Aib・OMe

Z-Aib-OH (59.30 g， 250 mmol)、HOBt(33.80g， 1当量)、DCC(51.60 g， 1当量)を順次、

TEA(34.7 rnl， 1当量)を含むHCl'H・Aib-OMe(38.40 g， 1当量)の E心Ac(30 rnl)溶液に加え22

時間撹した。A法に従って精製し残謹はEのAcより再結品した。収量 58.94g (70%). 
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mp 106・11O'C.Rn 0.56. EI-MS m/z: 336 (M+). Anal. Calcd for C17HHN2U5: C， 60.70; H， 7.19; 

N， 8.33. Found: C， 60.77; H， 7.21; N， 8.19. 

HCI . H-Aib-Aib・OMe

Z-Aib-Aib-OMe (35.33 g， 105 mmol)をMcOH(265 mJ)に溶かし3NHC1 (35 ml， 1当品・)を加

えD法に従って接触還元した。収1";1， 26.0 g ( 1∞%). Rf<i 0.30. 

Z-Val-Aib-Aib・OMe

Z-VaJ・OH(28.5 g， 113.3 mmol)、 HOBt(15.3ιl当量)、 DCC(23.4 g. 1当量)を順次、TEA

(15.7 ml， 1当量)を含むHCI. H-AIb-Aib-OMe (27.1 g， 1当畠:)の EのAc(500 mり溶液に加え48

時間撹排したoA法に従って精製し、残波はシリカゲルカラムクロマトグラフイ・(CHCl'¥: 

MeOH=98: 2)に付し、 Rf20.58のフラクションを集め減仕濃縮し凶的物を得た。収量40.5

g (82 %). mp 111・113oc. [α]0 -4.0
0 

(c = 1.0， MeOH). Rf2 0.58. EトMSm/z : 435 (M+)， 418 

仰+-OCH3)，404(418・Aib)，319 (404・Aib).Ana1. CaJcd forC22HnN3仇:C， 60.67; H， 7.63; N， 

9.64. Found: C， 60.50; H， 7.58; N， 9.50. 

HC卜 H-Val-Aib・Aib・OMe

Z-VaJ-Aib-Aib-OMe (45.6 g， 104.6 mmol)を、MeOH(2∞ ml)に溶かし3NHCl (35 m1， 1当量)

を加え、 D法に従って接触還した。収量 32.4g (96%). Rf3 0.32. 

Z-Pro-Val・Aib-Aib・OMe[2] 

Z-Pro・OH(23.9 g， 7.34mmol)、HOBt(13.0 g， 1当量)、DCC(19.7 g， I当量)を順次、TEA

(12.1 ml， 1当量)を含むHCI'H・VaJ-Aib-Aib-OMe(29.5 g， 1当世)の E10Ac(2∞ ml)溶汲に加

え24時間撹排した。 A法に従って精製した残溢はシリカゲルカラムクロマトグラブ イー

(CHC13 : MeOH=9 : 1 )により精製したo収量40.0g (86 %). mp 56・58'C. [α]0 -45.2
0 

(c = 

1.0， MeOH). Rf3 0.55. EI-MS m/z: 532 (M+)， 501 (M+-OCH3)， 416 (501・Aib)，331 (416・Aib)，232

(331・Val).AnaJ. CaJcd for C27H40N4U7: C， 60.89; H， 7.57; N， 10.ぢ2.Found: C， 60.62; H， 7.70; 

N， 10.42. 

Z-Pro-Val・Aib-Aib・OH

上記保護tβtrapeptide[2] (32.8 g， 61.5 mmol)を、MeOH(250 ml)に溶か LC法に従って Yルカ

リ加水分解した。収量31.4g (98 %). R品0.50.

C. Fra田nentr31とその脱Z体の合成

Z-Leu ・Aiib・0ルfe

Z-Leu-OH (32g， 120 mmol)、 HOBt(16.20 g， 1当量)、DCC(24.76g， 1当量)を順次、TEA

(16.6 ml， 1当量)を含む HCl. H-Aib-OMe (18.43g， 1当量)のEtOAc(320凶)溶液に加え40時

間撹持した。A法に従って精製し、残溢はシリカゲルクロマトグラフィー (CHCh:

MeOH=9S: 5)に付した。収量40.2g(92%). mp 60・65'C.[α]D -23.0
0 

(c = 1.0， MeOH). Rft 

0.76. EI-MS m/z: 364仰+).AnaJ. Calcd for C19H28N2白:C， 62.62; H， 7.74; N， 7.69. Found: C， 
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62.74; H， 7.63; N， 7.58. 

HC卜 H-Leu-Aib・OMe

Z-Leu-Aib-OMe (6.00 g. 16.5 mmol)を、90%aq. MeOH (15 ml)に溶かしlNHCl 16.5ml(1当

量)を加えD法に従って接触還元した。触媒を描去し濃縮し塩酸塩を得た。収量4.23g

(97%). Rf3 0.45. 

Z-Gly-Leu-Aib・0九1e

Z-Gly-OH (16.40 g， 78.5 mmol)、HOBt(10.60g， 1当量)、DCC(16.20 g， 1当量)を順次、TEA

(l0.90ml， 1当量)を含むHCI. H-Leu-Aib-OMe (20.85 g， 1当量)の EtOAc(1∞ml)溶液に加え

65時間撹排したoA法に従って精製し、残溢は EtOAc-n-hex加 eから再結晶した。収量 30.5

g (91%). mp 129・132"C.[a]o -34.0
0 

(c = 1.0， MeOH). Rft 0.37. EI-MS m/z: 421 (M+)， 390 

仰 +-OCH3).A叫 .CalωforC21H31N3仇:C， 59.84; H， 7.41; N， 9.97. Found: C， 59.65; H， 7.50; 

N，9.67. 

Z-Gly-Leu・Aib・OH

Z-Gly-Leu-Aib-OMe (27.08 g， 64 mmo1)を、MeOH(15伽 1)に溶かしC法に従ってアルカリ加

水分解した。残誼はEtOAc-n-hex釦 eより再結晶した。収量 20.60g (79%). mp 150・154"C.M 

0.56. 

Z-Gly-Leu-Aib-OPac [3] 

Z-G1y-Leu孔ib-OH(20.00g， 47mno1)とphenacylbromide (10.80 g， 1当量)のDMF(96ml)溶液

にTEA(7.5 ml， 1当量)を加え24時間撹持した。反応液を濃縮、残誼をEtOAcで抽出 した。

EのAc層を5%NaHC03、飽和食塩水でj順次洗浄、N辺S04上で乾燥し濃縮した。残誼はシリカ

ゲルクロマトグラフィ ー(CHCI3: MeOH=98 : 2)を用いて精製したo収量 21.3g(83%). mp 

55-58"C. [α ]0 -33.0
0 

(c = 1.0， MeOH). Rft 0.56. ESI-MS m/z: 526 (M+H+). Anal. Calcd for 

C28H35N307・H20:C， 61.87; H， 6.86; N， 7.73. Found: C， 61.81; H， 7.01; N， 7.55 

HBr . H-Gly-Leu-Aib・OPac

Z-Gly・Leu-Aib心Pac[3] (4.80g， 9.13mmol)のAぬH(10凶)溶液に30%HBr IAcOH (柑ml)を

加え2時間撹排した。無水エ.テルを加え、生じた沈殿物を集め、無水エ.テルで洗浄、KOH上

で乾燥した。収量 3.89g (90%). Rf4 0.40. 

D. FraQs1ent r 41とその脱メチル体の合成

Z-lIe-Aib-OMe 

Z-lle-OH (42.50g， 16Ommol)、HOBt(21.60 g， 1当量)、DCC(33.∞g， 1当量)を順次、花A

(22.2 ml， 1当量)を含むHCl・H孔 ib-OMe(24.60 g， 1当量)の E心Ac(250ml)溶液に加え40時

間撹排した。A法に従って精製し、残溢はシリカゲルクロマトグラフイ・ (CHCh: MeOH = 

95: 5)に付した。収量47.0g (81 %). mp 83-84"C. [α]0 -22.9
0 

(c = 1.0， MeOH). Rft 0.57. 

EI-MS m/z: 364 (M+)， 333 (M+-OCH3)， 248 (333・Aib).Anal. Ca1cd for C19H28N2U5: C， 62.62; H， 
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7.74; N， 7.69. Found: C， 62.59; H. 7.77; N. 7.41. 

HC卜 H-lIe-Aib-OMe

Z-lle-Aib-OMe (20.00 g， 55mmol)を、90%aq. MeOH (13印叫)に溶かし1N HC154.9ml (l当量)

を加えlD法に従って接触還元した 触媒を温去、濃縮し塩酸塩をえた。収量15.47g (100%). 

R13 0.35. 

Z-Gln・Aib・OMe

Z-Gln-OH (25.2 g， 9印nmol)、HOBt(12.20g， 1当量)、 DCC(18.60 g， 1当量)を順次、TEA

(J 2.5 ml， 1当量)を含むHCI. H-Alb-OMe (13.8 g， I当量)の DMF(l3印n1)溶液に加え44時間

撹排したoA法に従って精製し、残溢は EtOHより再結品した。収iii:16.lOg (47%). mpl35・

137"C. 1: a ]0 - 16.0
0 

(c = 1.0， MeOH). Rf3 0.55. EI-MS m/z: 379 (M+)， 348 (M+-OCH3)， 263 

(348・Ailb).Anal. Calcd for C18H25N3仇:C， 56.98; H， 6.64; N， 11.08. Found: C， 56.73; H， 6.71; 

N， 10.83. 

Z-Gln ・Aib-OH

Z-Gln-Aib-OMe (14.42 g，38 mmol)を、MeOH(1IOml)に溶かしC法に従ってアルカリ加水分

解した。収量 13.57g(88%). mp 149・151oC. RfS O. 1 8. 

Z-Gln-Aib・Ile・Aib・OMe[4] 

Z-Gln-Aib-OH (9.50 g， 26.00 mmol)、HOBt(3.51 mg， 1当量)、DCC(5.35g， 1当量)を順次、

花A(3.6伽nl，1当量)を含むHCI. H-l1e-Aib-OMe (6.94g， 1当量)の DMF(80ml)溶液に加え64

時間撹排した。DCUを温去、温液を濃縮後、残溢をシリカゲルクロマトグラフィー(CHCb:

MeOH = 9: 1)付した。収量 13.02g (87%). mp 90・92"C.[α]0 - 17.4
0 

(c= 1.0， MeOH). Rf3 

0.46. EI..MS m/z : 577仰+)， 546例 +-OCH3).461 (546・Aib).Anal. Calcd for C28H43N5仇 :C，

58.22; H， 7.50; N， 12.12. Found: C， 57.98; H， 7.53; N， 12.32. 

Z-Gln-Aib-Ile・Aib・0"

Z-Gln..Aib-lle-Aib-OMe [4] (1.01 g， 1.75 mmol)を、MeOH(1白叫)に溶かしC法に従ってアル

カリ加水分解した。収量7.58g(60%). mp. llO-112"C. RfS 0.56 

E.F旦~!ent f51とその脱メチル体の合成

Z-Ala-Aib-Aib-OMe 

乙A1a-OH(11.20g， 50.3 mmol)、HOBt(6.80g， 1当量)、DCC(10.38 g， 1当量)を順次、TEA

(7.0ml， 1当量)を含むHCl. H-Aib-Aib-OMe (12.∞g， 1当量)の EのAc(130 ml)溶液に加え24

時間撹排したoA法に従って精製し残造はEのAcより再結晶した。収量 18.57g(91%). mp 

118・121'C.[α]0-8.1
0 

(c = 1.0， MeOH). RnO.62. ESI-MS m/z: 408 (M+H+). Anal. CaIcd for 

C2oH29N3仇:C， 58.95; H， 7.17; N， 10.31. Found: C， 59.20; H， 7.33; N， 10.16. 

H・Ala-Aib-Aib・OMe

Z-Ala-Aib-Aib・OMe(17.94 g， 44.0mmol)を、10滴のAcOHを含む 90%MeOH (122 ml)に溶か
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しD法に従って接触還元した。収量 12.14gυ00%). Rβ0.48. 

z・Ala-匂崎鞠 何 めu招 孟嘉 判明 錦

Z必a-Of時J~6 g， 15.5 mm61声とDCC(箆 0抵1~高齢制配I'H-A絢雌(2.38 g，雌蝿)の

TEA (2.15議 器 量 ; 搾 各 ) 静 ( おo議番号に加え24喝事撹祥事d縦に従っ金払し、

残溢はヂ問説レカ{ろ例鰭トグ治主治CHCh:Me韓=95:旬刊号、 RnO脅 フラ

クションを喋勝減圧糊 純岡E誌面ツプ棋働機纏1z-As雪地惇場前eを得犬弘明.3.6伊氏鴻寄島)，

{α]0 -30.3
Y 

(c = 1.0， MeOH)， Mぜ泌A，(j国ふ4s<<吋ぉ量草刈M均読溜d?制 対説草根'r/J宮通 (291-
。<i'.l-HW <';l -Ct 8ごjιcfωJg一審ωBうf邸玄、芋1若宮ω2・Z

Aib). o <i'.I-*減点Y:7~ω三、+ICG- ω~繁{ばWρ :r~t1与な寸習 ::1号事rn:干話d.<y泌)!íω吉野*・I

Z-Ala-Aib-OH 
[11'# 

F. P盤iti.Qn14・20のFra町nent合成

Z-Pro-'Val-Aib-Aib・Gln-Gln-Pheol[Position 14・20]

Z-p針ro.勾 a必J-A刈ibAiぬb-OH(“6.8お5g， 13.2 mmol)、HOBt(1.78 g. t当.w)、IXC(2.72 g， 1当苛)を順

次、H-Glln-Gln-Pheol(A) (5.38 g， 1当出)のDMF(印刷)溶液に加え24時間撹持した。B法に

従って精製し、濃縮残溢11.5gを得たoこれを、シリカゲルクロマトグラフィー(CHCI'¥: 

MeOH= 9: 1)に付し、TLC上Rf3= 0.28のフラクションを集た A 収量 9.lOg (76 %). mp 111・

115'C. [α]0・36.1'(c=I.0， MeOH). RI1 0.33. FAB-MS rn/z : 908 (M+H+)， 629 (908・H-Pheol-

Gln)， 501 (629・Gln)，416 (501-Aib). 331 (416・Aib)，232 (331-Val). AnaJ. Ca1cd for C45H6SN9011・

H20:C， 58.36; H， 7.29; N， 13.61. Found: C， 58.13; H， 7.30; N， 13.33. 

H・Pro・Val-Aib・Aib・Gln-Gln-Pheol

Z-Pro..Ya1-Aib・Iva-Gln-Gln-Pheol(707 mg、0.78mmol)を、MeOH(8 mりに溶かしD法に従い接

触還元した。収量 565mg (94 %). Rfs 0.35. 

Z-Ala-Aib-OMe (9.45 g:吻~川端階建燃45穫がをゆ換助、9蝋勝味解G'鍬瞥狛t):O肖明尋

た。このジペプチドは EのAω

1凶8い昔~干芯f)F島量t血弘Q.;弘.~ηTもl~玄E“u昨;苦膏?ミ忍予守一手手1身主争伺目 Cωρ1鴻~目埠毎=コ， C)ωりUωY寺彩3ω2 、;込l..f.μf吾予.f!l~却gω国「￥~$f鍔s平 、ζ。シz-人記溜:"ATI瓜 ぽ綿活版、ふ崎将駒内乱i 持制揺ら剣士1糊例制2 約銭
。、刊号匂司;t111.1f.PH!吾手.f.q:ij

ωJl!~臨ぬilHm'伺吏帰宅f，ú8Jm'陥削舟側将4伽t野崎働問実蛾6河端柳喧還Fは瀬興

事~(息筋軌1報)給制写版神仙偽gMi{~諮説話能瀞轍繊溶掛訪日
えた。 72 時間後、溶液はA法に従って精製し、得られた残溢を閣総州路鄭~.剤再就模し

た。 収量 1.31は削叩gμ刊仰(σ仰7η2%句).m町p初器謝?到泊I5為μ加台μ山J臼s音れ弓マ2主ぷι4仏:J船白肝1=1\r凶与持Q匂R恥主減減1~!脚~!
563 (仰恥M+勺)， 447 (M+ -Aib-OCH3)，賀包.(4;l級品事協，\~t1(4今可制局;-ao~(2~1地酪))_Â刷島吃湖cd for 
ωfy!;n].'" I~苓ω~) 苓Y斜 、刊号匂司1111.1+1 キ利益~~*ω~){~是卒、c..，字、軍事~~r.ωミ~~車Jl:r~号笛
G並7跡事事珂正単:私何5榔踊(./J1，峨雰N.<訟A2事面倒m4l家~1Síl1.N2'i!伝j :ta本州ぬ$fu._*草田I 考8(~毎

">~\rgfi~f~対皆綿織が;4423;gq裂す35235ぶ54323%計三
上記の保護ペンタペプチド(1.60g， 3.72 mmol)をMeOH(40叫)中D法綜偽阿寝泊船室元し、

制僻都品袋詰T締結釘議蹴L133351J品目i32315%なrI説明

Ac・ Aib'!.宮lAA揃副掛梯砲術百焔"属現糧事h:(2S'~ !甲JtI1 ?t 1!. 。叶キ匂ね1 1.1f.!字削f.!開::l司う(l!O平).芸事

手渡筏鵠 ，l~間tgH 2喫貯執よ営計得沼JiJ認諾Li縦長J1gE説
制的櫛断抱9背yf;堵~茸)Y!JI t帰e制2話勧告秘主ヂ願狭枠組員1批露戦Jaq式S~必忌0鵜泌

伽叫当轟仰耐:軍総腕力腕州議長話JS請書錦織活説会除き、
会綻ゼ裁替取℃寺弘=残語削減晶子溶患で見制官tg長ì1~整制型炉智郡3たデ右手媒

。~.I-主主初予~1.1':'

を鋸宏L残準値闇副tÞW主五円捌身ご'Jt噂3再結晶切だる事物量~蜘帽奪，的判~li74-176'C. 
Y釧号訴]lfqpHまろ:?c秘).c :r =-1 Il1 'f'ω苓1ft il言、宇1 ミ予首急会 ω京.fIf~寸帯、寸面品}fI.習与、料品4主要ωY部ωコ ~((~彰

[α]0+6.2- い=0.3，MeOH). RJi 4-4í士1輪腕Iτlff~~q.駄目草f~S~ã~~~拘~ij) ， 440 

(525・Aib)，355 (440・Aib)，284 (355 -Ala)， 199 (28'.f J.舟聯創刊事'9I{:t_.!制a)t帰姐l地 kdfor 

匂豹仰9k湘納品偽騒が掛=紙偽例的制Ü~~9品織を.
Ac-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aif>~重量 Zω事利郎竃!ρ :r~葱括主主霧、).+1.fÇ~ 家主要ωY梁ω:! '1 考l(負傷

上記の保護ヘキサペプチド (49.6mg， 0.089 mmol) をC法に従いア Jレ ブ~Xl加給j為 した。
反応溶液はM 問 R・120で中和した。慨を留去し、目的物繍弘北駒帝mg(95

%). mp 210-212 'C. Rfs 0.73. 

立一訟siti.Qn7・13のFra2ment合 成

Z-Gln-Aib・Ile・Aib-Gly-Leu-Aib-OPac

Z-Gln..Aib-Ile-Aib-OHの)(4.65 g， 8.25 mmoり，HOBt(mg， 1当屯)、DCC(1.12 g， 1当泣)を

順次、TEA(1.14ml， 1，当量)を含むHBr. H-Gly-Leu-Aib-OPac (C) (3.89 g， 1当量)のEのAc(56 

rnJ)溶液に加え36時間撹持した。 A法に従って精製し、残法はシリカゲルクロマトグフフィ

ー (CHC13: MeOH=9 :りに付した。収量 2.98g (48%).[α10・10.2 (c=1.0， MeOH). mp 105 

lO7'C. Rn 0.41. FABMS rn/z: 937 (M+H+)， 801 (937-H-OPac)， 716 (801・Aib)，603 (716・Leu)，

546 (603・Gly)，461 (546・Aib)，348 (461・Ile)，263 (348・Aib).AnaJ. CaJcd for C47H68Ns012' H2Q 

C， 59.10'; H， 7.39; N， 11.73. Found: C， 58.90; H， 7.18; N， 11.40. 

Z-Gln・Aib・Ile・Aib・Gly-Leu-Aib・OH

上記保護ヘプタペプチド (position7・13)(2.04 g， 2.18mmoりの90%AcOH (62 ml)溶液に、zn
末(6.2g)を加え、0'Cでl時間、室温で2時間撹排した。zn末を温去、温液を濃縮後、残柿守5%

ci出cacidに溶かしEのAcで抽出した EのAc層を飽和食塩水で洗浄、N位 S04上で乾燥させ濃

縮した。収量1.93g (91%). mp 145・148'C.Rハ0.22.

H. P盟組!i207・20のFraQment合成

Z-Gln-Adb-lIe-Aib・GJy-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-G ln-G In-Pheol [Posiiton 7・20]

上記ヘプタペプチド酸(positions7・13)(82 mg， 0.1 Ommol)、H08t(l3.5mg， 1当量)、IXC

(20.60 mg， 1当量)を順次、脱保護 heptapepude(positions 14-20) (F) (79 mg， 1当量)の DMF

(1.5 rnJ)溶液に加え72時間撹持した。81法に従って精製し、残誼はシリカゲルクロマトグラ

フイ・(CH202: MeOH=8:2)に付した。収量 88.7mg(56%). mp 148・149"C. [α]0・12.3
0

(c=O.I， 

MeOH). Rf40.64. FA8-MS m/z: 1574 (M+H+)， 1295 (1574・H-Pheol-Oln)，1167 (1295・Oln)，
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1082 (1167・Aib)，997 (1082・Aib).Calcd for C76H 119N 17019・H20:C， 56.67; H， 7.70; N， 14.78 

Found: C， 56.80; H， 7.50; N，.14.91. 

H-Gln-Aib・lIe・Aib・Gly-Leu-Aib-Pro・Val-Aib-Aib-Gln-GIn-Pheol 

上記テトラデカペプチド [Posilton7・20](75.5mg， 47.5μ mol)を、MeOH(2.5 ml)に溶かし D

法に従って接触還元した。収培70.4mg (91 %). Rfs 0.83. 

I. Trichosporin・B-Vlaの合成

Ac・Aib・Ala・Aib-Ala-Aib-Aib・Gln-Aib-Ile・Aib・Gly-Leu-Aib-Pro・Val・Aib・Aib・Gln-

Gln-Pheol [trichosporin-B・Vla]

Ac-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OH (1・6位)(46.0 mg， 1.5当量)， HOBt(II.5 mg， 1.5当量)と

以:C(17.5 mg， 1.5当量)は順次 H-Gln-Aib-lle-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol 

(Position 7 -20) (82.2 mg， 56.5 mmol)の DMF(1.2 rnl)溶液に加え撹排した。反応溶液は48

時間後B法に従い処理した。残誼 (70.0mg)は分取 HPLC[conditions: mobile phase， M心 H-

H20 (85 : 15， vjv); flow rate， 7 ml/min; detection， UV (220 nm); column， YMC S・5120A ODS (20 

mm i.d. X 250 mm); colurnn temperature， 40"C]により 精製し 凶chosporinB羽 aを得たo収量

37.7 mg (34%)， mp 232・234"C(nat. 239・242"C4))， [α]0ー16.0
0

(c=0.2， MeOH)， Rf4 0.36， ESI-

MS : 983 (M+2H2+)， 655 (M+3H3+). Amino acid ratios (6 N HCl， 24 h): observed (ca1cd); Glu 3.10 

(3)， Ala 1.94 (2)， Va1 0.99 (1)， Gly 1.00 (1)， 日e0.94 (1)， Leu 0.99 (l) and Pro 0.93 (1). HR-

FABMS， Ca1cd for C92H153N23α4Na: 1987.136. Found: 1987.148. 

2. Trichosporin-B-Vlbの合成

J. Fra1!ment f2'，と その脱メチル体の合成

Z-Aib・Iva・OMe

Z-Aib・OH(53.60 g， 226mmol)、HOBt(30.53 g， 1当量)、 配 C(46.63g， 1当量)を順次、TEA

(31.30 ml， 1当量)を含むHCl.H-Iva・OMe(37.88 g， 1当量)の EのAc(350ml)溶液に加え48時

間撹祥した。A法に従って精製し、残漬はシリカゲルカラ ムクロマトグラフイー(CHCI3: 

MeOH =95: 5)に付し、 TLCでRf2=0.62のフラクションを集め、減圧濃縮しシロップ状の残

誼 27.37g(36%)を千尋た。 Rh0.62. EI-MS m/z: 350 (M+)， 251 (M+・Iva)，192(251・COOCH3).

AnaJ. Calcd for CI8H26N2U5: C， 61.70; H， 7.48; N， 7.99. Found: C， 61.54; H， 7.65; N， 7.84. 

1H-NMR (200MHz， CDCI3) 87.4・7.3(5H， m，併)， 87.06 (1H， s， Iva・NH)，8 5.49(1H， s， Aib-

NH)， O 5.09(2H， s， ~ CH2)， 8 3.73(3H， s， -OMe)， 82.35・2.15(1H， m， Iva s CH2)， 8 1.90・

1.70( 1 H， m， Iva s CH2)， O 1.53(9H， s，)， O 0.75(3H， t， J=7.3Hz， Iva-r CH3) 
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HCI . H-Aib-Iva-OMe 

Z-Aib-Iva-OMe (1.00 g， 2.9印nmol)を、90%aq. MeOH (15 m1)、 lNHCI(2.9ml， 1当量)を加え、

D法に従って接触還元した。触媒をろ去、渡縮し塩酸塩を得たo収量721mg (98%). 

Rf2 0.30. 

Z-Val-Aib-I va-OMe 

Z-Va1-0H (5.58 g， 22.2 mmol)、HOBt(3.00 g， 1当量)、 DCC(4.58 g， 1当量)を順次、TEA

(3.10mB，1当量)を含むHCl. H-Aib-Aib-OMe (5.61g， 1当量)の EtOAc(20ml)溶液に加え48時

間撹排したoA法に従って精製し、残溢はシリカゲルカラムクロマトグラフイ・(CHCI3: 

MeOH::l98 : 2 )に付し、 Rh0.41のフラクションを集め減圧濃縮しシロップ状の残溢を得た。

収量 8.95g(71 %). Rh 0.54. EI-MS m/l: 449仰+)， 418(M+-OCH，)， 319 (418・Aib)，291 (390・

Val)， AnaJ. Calcd for C23H3SN3U6: C、61.45;H， 7.85; N， 9.35. Found: C， 61.35; H， 7.81; N. 

9.23.IH[・NMR(2∞Mz，CDCI3)8 7.5-7.3 (5H， m，併)， 87.07 (IH， s， Iva-NH)， 86.58(1 H， d， 

1=8.6Hz， Val・NH)，8 5.12(2H， s，世-CH2)，8 3.90( lH， dd， 1=6.1， 8.0， Val-αCH)， 8 2.3 2.0 

(2H， m， Iva-s CH2)， 82.0・1.7(lH， m， Val-sCH)， 81.55 (3H， s， IvaorAib-sCH3)， 81.54 

(6H， s， Iva or Aib-s CH3)， 8 1.54 (3H， s， lva-r CH3). 

H-Val-Aib-Iva・OMe

Z-Val-Aib-Iva-OMe (3.55g， 7.90mmol)を、90%MeOH( 14 ml)に溶かしD法に従って接触還

元しシロップ状生成物を得た。収量 2.32g (93%). Rf2 0.34. 

Z-Pro-Val-Aib・Iva・OMe[2・]

Z-Pro-OH (2.32g， 7.34mmol)、HOBt(0.99 g， 1 :当量)、DCC(1.52g， 1当世)を順次、H-Val-Aib-

Iva-OMe (2.32g， 1当量)の EtOAc(24ml)溶液に加え40時間撹枠した。A1.去に従って精製した

残溢はシリカゲルカラムクロマトグラフィー(CHCl3: MeOH=9 : 1 )に付しシロップ状の残

撞を得た。収量 3.28g (82%); Rf2 0.42; EI-MS m/z: 546 (M+)， 515 (M+・OCH3)，416 (515・Iva)，

331 (416・Aib)，232 (331-Val). Anal. Calcd for C28H42N4U7' 1/2H20: C， 60.63; H， 7.63; N， 10.10. 

Found: C， 60.78; H， 7.84; N， 9.93. 

Z-Pro-Val・Aib・Iva・OH

上記保護tetrapeptide[2] (3.00 g， 5.66 mmol)を、MeOH(25ml)に溶かしC法に従ってアルカ

リ加水分解 した。収量2.35g(78%); Rs 0.62. 

K. Position 14・20の合成

Z-Pro-Val・Aib・Iva-Gln-Gln-Pheol[Position 14・20]

Z-Pro-Val-Aib-Iva-OH (2.35 g， 4.41 mmol)、HOBt(596mg， 1当世)、DCC(910 mg， 1当量)を

順次、H-Gln-Gln-Pheol(A) (1.80 g， 1当量)のDMF(15 rnl)溶液に加え48時間撹持したoBi法に

従って精製し、濃縮残溢6.42gを得た。これを、ゲル議過(20併X1230 mm)に付し(B法)、メタ

ノールで溶出し255~3∞rn1のフラクションを集め、濃縮残溢2.77gを得た。これを、シリカゲ
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ルクロマトグラフィー(CHCb:MeOH = 9: 1)に付し、π£上Rf3= 0.28のフラクションを集

めた。収量1.74g(43 %). mp 114-116
0C. Rn 0.28. FAB-MS rn/z: 921 (M+H+)， 643 (921-Pheol-

G1n-H)， 515 (643・G1n)，416 (515・Aib)，331 (416・Iva)，232 (331・Val).Ana1. Calcd for 

C46H67N901 1・H20:C， 63.06; H， 7.94; N， 14.39. Found: C， 62.88; H， 8.02; N， 14.21. 

H-Pro-Val-Aib-Iva・Gln-Gln・Pheol

Z-Pro-Val-Aib-Iva-Gln-Gln-Pheo1 (1∞mg， 0.109 mmol)を、MeOH(1.5 nu)に溶かしD法に従

って接触還元した。収量 90mg (100%). Rfs 0.38. 

L. Position 7・20の合成

Z-Gln-Aib・I1e・Aib・Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Iva・Gln-Gln-Pheol [Position 7・20]

Z-Gln-Aib-lle-Aib-Gly-Leu-Aib-OH (G) (82 mg， 0.1白羽mol)、HOBt(13.5mg， 1当量)、DCC(20.60 

mg，1当量)を順次、H-Pro-Val-Aib-Iva-Gln-Gln-Pheol (K) (79 mg， 1当量)の DMF(I.5nu)に加

え72時間撹枠した。 B1法に従って精製し、残溢はシリカゲルクロマトグラフィー(CH2C12: 

MeOH=8:2)に付した。収量 88.7mg(56%). mp 148・149"C. Rf4 0.64. FAB-MS rn/z: 1593 

(M+H+)， 1309 (1593-Pheol・Gln-H)，1181 (1309骨 Gln)，1082 (1181・Iva)，997 (1082・Aib)，Ana1. 

Calcd for C77H 121 N 17019・H20:C， 57.55; H， 7.72; N， 14.81. Found: C， 57.40; H， 7.83; 

N，.15.02. 

H-Gln・Aib・lIe・Aib-Gly-Leu・Aib-Pro-Val-Aib・Aib-Gln-Gln-Pheol

上記テトラデカペプチド (75.5mg，47.5μ mol)を、MeOH(2.5 ml)に溶かし D法に従って接

触還元した。収量 70.4mg(91%). Rt5 0.83. 

M. Trichosporin-B-VJbの合成

Ac-Aib-Ala・Ala-Ala・Aib・Aib-Gln-Aib・Ile・Aib-Gly-Leu-Aib・Pro-Val・Aib-Iva・Gln-

Gln-Pheol [trichosporin・B・Vlb]

Ac-Aib-Ala-Ala-A1a-Aib-Aib-OH65) (442mg， 2当量)、HOBt(113 mg， 2当量)、OCC(172 mg， 2 

当量)を順次、H-Gln-Aib-lJe-Aib-G1y-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol(L) (608 mg， 35.3 

μmol)の DMF(5叫)に加え48時間撹排した。B法に従って精製し、残誼(715mg)は分取

HPLCに付した。[分取条件:mobile phase， CH3CN-H20 (6: 4， v/v); flow rate， 7 rnl/min; 

detection， UV (220 nm); column， YMC S・5120A ODS (20 mm i. d. X 250 mm); column 

tempera組 問，40"C]. 

Trichosporin B-VJb:収量 222mg (27 %). mp 238・239"C. [α]0ー 14.08
0

(c = 1.0， MeOH). Rf 

40.47. ESI-MS : 983 (M+2H2+)， 656 (M+3H3+). Amino acid ratios (6N HCl， 24 h): Glu 2.65 (3)， 

AIa 2.83 (3)， Val 0.91 (1)， Gly 1.00 (1)， De 0.85 (1)， Leu 0.93 (1) and Pro 1.06 (1). 

[17・L・Iva]凶chosporinB-Vぬ:収量134mg(l6 %). mp. 243-245"C. [α]0ー 18.54
0

(c = 1.2， 
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MeOH). ESI-MS : 983 (M+2H2+)， 656 (M+3H3+). Rf 40.47. Amino acid ratios (6N HCI， 24 h): 

Glu 2.85 (3)， A1a 2.33 (3)、Val0.91 (1). Gly 1.∞ (1). Ue 0.90 (1). Leu 0.96 (1) and Pro 0.99 (1). 

3. [Aib 14]Trichosporin-B-Vlaの合成

担ゐ王旦~nent f2・・ 1 とその脱Pac体の合成

Z-Val-Aib・Aib-OH

Z-Val..Aib-Aib-OMe (B) ( 3.0 g. 7.12 mmol)をMeOH(70 ml)に溶解し、 C法に従いアルカリ

加水分世拝し、乙Val-Aib-Aib-OHを得た。収iii3.0 g (99停).mp 9ト93・C.Rβ0.24.

Z-Val-Aib・Aib-OPac

上記のトリペプチド酸 (800mg，し90mmol)とphenacylbromide (415 mg， 1. 1当危)を 花A

(0.29 ml， 1.1当量)を含む DMF(4rnl)溶解し撹持する。 12時間後、 j械を減庄濃縮し、残

誼をEの'Acに溶解し、この溶液を5%NaHC03と飽和食塩水で洗浄した。溶液はNa2S04で

乾燥後濃縮し残溢 894mgを得た。 残溢はシリカゲルクロマトグラフイー (CHC13: MeOH 

= 95: 5)で精製し、テトラペプチドフェナシルエステルを得た。収君662mg (65 %). mp 51 

・53・C.[α]0+5.50(c=0.4， MeOH). Rf 10.29. ESI-MS mlz: 540 (M + H+); 404 (M + H+ -OP冶c);

319 (404 -Aib); 234 (319 -Aib). Anal. Calcd for C29H37N307: C， 64.55; H， 6.91; N. 7.79. Found: 

C， 64.48; H， 7.12; N， 8.02. 

HBr. H-.Val-Aib-Aib-OPac 

Z-Val-Aib-Aib-OPac (300 mg， 0.556 mmol)を30%HBr / AcOH (2 ml)で処理した。1.5時間

後、 dryetherを加え、その結果得られた結品を吸引ろ過し集めたo 結晶はdryether洗浄し

NaOH存在下、減圧で乾燥し、 HBr.H-Val-Aib-Aib-OPacを得た。収益 256mg (95 %). Rf 4 

0.60. 

Z・Aib-"al・Aib-Aib・OPac[2"] 

Z-Aib.OH (126 mg， 0.530 mmol)， HOBt (72 mg， 1当量)，と DCC(109 mg， 1当証)を HBr・H・

Val-Aib-Aib-OPac (250 mg， 1当量)の TEA(7.3μ1， 1当量)を含む DMF溶液に撹排下加えた0

48時間後、溶液はA法に従い処理した。技法はシリカゲルクロマトグラフィ ー(CHCI3: 

MeOH= 95: 5)で精製し、テトラペプチドフェナシルエステルを得た。収量 209mg (63 %). 

mp44・4↓6・C.[α]0 +3.1 O(c=0.3， MeOH). Rf2 0.39. ESI-MS mlz: 625 (M + H勺;489 (M + H+-

OPac); 404 (489・Aib);319 (404・Aib).Anal. Calcd for C33H44N4U8 . 1/2 H20: C， 62.54 H， 7.16 

N， 8.84. Found: C， 62.28; H， 7.23; N， 8.93. 

Z-Aib・Val-Aib・Aib・OH

上記のテトラペプチド [2"](160 mg， 0.256 mmol)は 90%AcOH (5 rnl)に溶解し、氷冷下

ゐ粉 (0.5g)を加えた。溶液は氷冷下1時間撹排し、更に室温で 2時間撹排したo Zn粉を
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海過し、溶媒を留去した。残波に 5%クエン酸を加え、水層は EのAcで抽出した。抽出液

は飽和食塩水で洗浄後Na2S04上で乾燥し溶媒留去した。 残溢はMeOHとetherで再結晶し、

目的のテトラペプチド酸を得た。収量 92mg (79%). mp 85・89・C.R戸=0.46. 

0. Position 14・20の合成

Z-Aib-Val・Aib・Aib・Gln-Gln-Pheol

上記のテトラペプチド酸 (N)(90 mg， O. 178 mmoり， HOBt ( 24 mg， 1当量)， DCC ( 37 mg， 1 

当量)を順次 H-Gln-Gln-Pheol(A) (73 mg， 1当量)の DMF溶液に撹祥下加えた。 12時間後、

溶液は B法に従い処理したo濃縮残溢はMeOHとetherから再結晶し目的のヘプタペプチド

を得た。収量 125mg (78 %). mp 112・113・C.[α]0・18.00(c=0.3，MeOH). R戸0.64.FAB-MS 

mlz: 896 (M + H+)， 745 (M + H人 Pheol・H)，489 (745 -Gln ・Gln)，404 (489・Aib)，220 (404・

Aib・ぬ1).Anal. Calcd for: C44H65N9011・1/2H20: C，58.39; H， 7.35; N， 13.93. Found: C， 

58.40; H， 7.29; N， 13.72. 

H-Aib・Val・Aib-Aib・Gln-Gln-Pheol

上記のヘプタペプチド (92mg， 0.103 mmol)をMeOH中D法に従い接触還元し、目的物

を得た。収量 71mg (90 %). Rf 50.58. 

P. Position 14・20の合成

Z-Gln-Aib・Ile・Aib・Gly-Leu-Aib・Aib-Val・Aib-Aib-Gln-G In-Pheol 

Z-Gln-Aib-Ile-Aib-Gly・Leu-Aib-OH[3] (G) (76 mg， 0.093 mmol)， HOBt (14 mg， 1.1当量)，

DCC (21 mg， 1.1当量)は順次H-Aib-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol (70 mg， 1当量)のDMF溶液に

加えた。 24時間後、 溶液はB法に従い精製し、残誼はMeOHとetherで再結晶した。収圃

58 mg (40 %). mp 145・147
0C.[α]0・23.80(c=0.8，MeOH). Rf4 0.54. FAB-MS m/z: 1562 (M + 

H+)， 1411 (1562-Pheol-H)， 1155 (1411・G1n・Gln)，1070 (1155 -Aib)， 985 (1070 -Aib)， 886 

(985 -Val)， 801 (886・Aib).716 (801 -Aib)， 603 (716 -Leu)， 546 (603・Gly)，461 (546・Aib)，

348 (461 -Ile). Anal.. Calcd for C75H119N17019・H20:C， 56.98; H， 7.71; N， 15.06;. Found: C， 

56.64; H， 7.48; N， 15.23. 

H-Gln-Ai b-1 le-Aib-G ly -Leu -Aib・Aib-Val・Aib・Aib・Gln・Gln-Pheol

上記のテトラデカペプチド(33mg， 0.021 mmol)をMeOHに溶解 し、D法に従い接触還元し

た。収量 28mg (93 %). Rβ0.58. 

0. fAibulTrichosporin B-Vlaの合成

Ac・Aib・Ala・Aib-Ala・Aib・Aib・Gln-Aib・Ile・Aib-Gly-Leu-Aib-Aib・Val-Aib・Aib・Gln-

Gln-Pheol ([Aib1 4]trichosporin-B-VIa]) 

Ac-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OH (E) (16 mg， 0.03 mmol)， HOBt (4 rng， 1.5当量)，DCC (6.2 
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mg，I.5当量)を順次 H-Gln-Aib-I1e-Aib-Gly-Leu-Aib-Aib-Val孔ib-Aib-Gln-Gln-Pheol(P) (28 

mg， 0.02 mmol)の D恥F溶液に加えたo 48時間後溶液はBi法に従い処理した。残溢(30mg) 

はHPLC[conditions: mobile phase. McOH -H20 (87: 13. v / v); flow rate. 7 ml/min detector. UV 

(220 nm); column. YMC S・5120A ODS (20 mm i. d. x 250 mm); column temperature. 40・C]によ

り精製した。収益 13mg (33 %). mp 257・260・C.lα]0・24.20(c=0.2， MeOH). arnino acid ratios 

(6 N HC1， 24 h): observed (calcd); Gly 1.0 (1); G1n 3.0 (3); Ala 2.0 (2); VaJ 0.94 (1); J1e 0.94 (1); 

Leu 0.99 (1). FAB-MS: (see Fig. 11). HR-FABMS. Calcd for C91H I 54N23U24: 1953.154. Found: 

1953.152. 

4. [+3]ltrichosporin-B-Vlaの合成

Z-Aib・Aib-Aib・OMe

Z-Aib-OH (1.40 g， 5.9 mmol)， HOBt (877 mg， 1.1当官)と DCC(1.34 g， 1.1当量)は順次TEA

(0.82 rnl， 1.1当Z:)を含むHCl.H-Aib-Aib・OMe(B) (1.41 g， 1当畳)の DMF(15 mJ)溶液に加え

たo 12時間後、溶液はA法に従って精製し、得られた残誼をEのAcより再結品した。収量

1.26 g (50 %). mp 147 -149 "C. Rn 0.35. ESI-MSMS rn/z: 421 (M + H+)、305(M + H九 Aib-OMe

-H). An.aJ. Calcd for C2IH31N3U6: C. 59.84; H， 7.41; N， 9.97. Found: C， 59.84; H， 7.41; N. 

9.97. 

H-Aib-Aib-Aib・OMe

上記のトリペプチド (4∞ mg，0.95 rnmo1)をMeOH中D?去に従い接触還元し、目的物を

得た。収量271mg (94 %). Rf 50.57. 
Ac-Aib..Aib-Aib-OMe 

H-Ail>-Aib-Aib-OMe (245 mg， 0.85 mmol)に無水酢酸(lml)とピリジン(1ml)を加え、放置し

た。3時間後溶液に氷を加え、留去したo残溢をEのAcより再結晶した。収量258mg (92 %). 

mp 183・185"C. Rn 0.40. ESI・MSMSrn/z: 329 (M + H+)， 213 (M + H仁Aib-OMe・H).AnaJ. 

Calcd forC15H27N305: C， 54.70; H， 8.26; N， 12.76. Found: C， 54.63; H， 8.14; N， 12.62. 

Ac-Aib・，Aib-Aib・OH

Ac-Aib-Aib-Aib-OMe (214 mg， 0.65 mmo])をMeOH(6.5 rnl)に溶解し、アルカリ加水分解

した。反応溶液はAm民rliteIR・120で中和した。収量91mg (93 %). Rβ0.44. 

Z-Aib-Ala・Aib-Ala・Aib-Aib-OMe

H-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OMe (E) (2∞ mg， 0.47 mmol)のDMF溶液に、 Z-Aib-OH(121 mg， 1.1 

当量)， HOBt (69 mg， 1.1当量)と DCC(105 mg， 1.1当量)を順次加え12時間撹排した。溶媒

留去後、残溢をMeOHに溶かし、その溶液を強塩基性陽イオン交換樹脂IRA-4∞で処理し

たo 溶媒を留去し、残漬をシリカゲルクロマトグラフイー(CHC13: H20 = 98 : 2)で精製し

た。収量208mg (69 %). rnp 86・89"C. RJi 0.37. ESI-MSMS rn/z: 649 (M + 
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H+)， 532 (M + H人 Aib-OMe-H)， 447 (532・Aib)，376 (447・Ala).AnaJ. CaJcd for 

C31H48N6ω.1f2H20: C， 56.61; H、7.51;N， 12.78. Found: C， 56.65; H， 7.54; N， 12.93. 

H-Aib・Ala・Aib-Ala-Aib・Aib-OMe

上記のヘキサペプチド (441mg， 0.68 mrnol)をMeOH中D法に従い接触還元し、目的物を

得た。収量 307mg (99 %). Rf 50.46. 

Ac-Aib-Aib・Aib-Aib-Ala・Aib-Ala-Aib-Aib・OMe[Position 1・9]

H-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OMe (60 mg， 0.12 mrnol)のDMF溶液に、 Ac-Aib-Aib-Aib-OH(40 

mg， 1.1、月畳)， HOBt (17 mg， l.l当量)と DCC(27 mg， I.l当量)を順次加え48時間撹排した。

溶媒留去後、残波をMeOHに溶かし、その溶液をIRA4∞で処理したo 溶媒を留去し、残

溢をシリカゲルクロマトグラフィー(CHCI3: H20 = 9: 1)で精製した。収量 58mg (61 %). 

mp285・286oC. RJ3 0.42. ESI-MSMS rn/z: 812 (M + H+)， 695 (M + H九Aib-OMe-H)， 610 (695 

・Aib)，539 (610・Ala)，454 (539・Aib)，383 (454・Ala).Anal. CaJcd for C37H65N9011: C， 54.73; 

H， 8.07; N， 15.52. Found: C， 54.71; H， 8.11; N， 15.43. 

Ac-Aib-Aib-Aib・Aib-Ala・Aib・Ala・Aib-Aib-OH

上記のナノペプチド(30mg， 33μmol)をMeOH(0.46 mりに溶解し、 アルカリ加水分解

たo 反応溶液はAmberliteIR・120で中和した。収量28mg (97 %). Rβ0.38. 

Ac・Aib-Aib-Aib・Aib-Ala-Aib・Ala・Aib-Aib・Gln-Aib-lIe・Aib・Gly-Leu-Aib-Aib-Val-

Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol ([ +3]trichosporin-B・VIa)

H-Gln-Aib-Ile-Aib-Gly・Leu-Aib-Pro-Va1-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol (H) (33 mg， 23μmol)の

DルF溶液に、 Ac-Aib-Aib-Aib-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OH(28 mg， 1.4当量)， HOBt (4.4 mg， 

1.4当官)， DCC (6.7 mg， 1.4当量)を順次加えた。 48時間後溶液はB1:去に従い処理したo

F長誼(32mg)はHPLC[conditions: mobile phase， MeOH -H20 (88: 12， v / v); flow rate， 7 rn1/min 

detector， UV (220 nm); column， YMC S・5120A ODS (20 mrn i. d. X 250 mrn); colurnn tempera加re，

40・C]により精製した。収量 23mg (45 %)， mp 277・278・C，Rf4 0.69， amino acid ratios (6 N 

HCI， 24 h): observed (ca1cd); Gly 1.0 (1); Gln 2.80 (3); Ala 1.74 (2); VaJ 0.93 (1); lle 0.90 (1); Leu 

0.94 (1);桁00.90(1). ESI・MS:741 ([M + 3H]3+)， 1111 ([M + 2H]2+). HR-FABMS， Calcd for 

CI04HI75N26U27: 2220.312. Found: 2220.317. 

5. [+2]trichosporin-B-Vlaの合成

Ac-Aib・Aib・Aib・Ala-Aib・Ala・Aib-Aib・OMe

H-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib・OMe(E) (124 mg， 0.29 mmol)のD加F溶液に、 Ac-Aib-Aib-Aib-OH(91 

mg，1当量)， HOBt (39 mg， 1当量)と DCC(60 mg， 1当量)を順次加え12時間撹排した。溶媒

留去後、残誼をEのAcで洗浄し、溶媒を留去し、残法をシリカゲルクロマトグラフイー
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(CHCI3 : H20 = 9 : 1)で精製した。収量 102mg (48 %). mp 289 -291 "C. RJ3 0.42. ESI-MSMS 

rn/z:727 (M + H+)， 610 (M + H+ -Aib-OMe -H). 525 (610・Aib)，454 (525 -Ala)， 369 (454・Aib).

298 (369・Ala).AnaJ. CaJcd for C3司H58N8010:C. 54.53， H. 804; 1¥， 15.42. Found: C， 54.41; H. 

7.81; Nド 15.37.

Ac-Aib・Aib・Aib・Ala・Aib・Ala-Aib・Aib・OH

上記のオクタペプチド(68mg， 95μmol)をMcOH CHCI~ (95 :5)， (0.4 rnl)に溶解し、ア

ルカリ加水分解した。反応溶液はおnberhteIR・120で中和したo 溶媒留去後得られた結晶は

EのAcで再結品した。収量45mg (67 %). Rβ0.40. 

Ac・Aib-Aib-Aib・Ala-Aib・Ala・Aib-Aib・Gln-Aib・lIe・Aib・Gly-Leu-Aib-Aib-Val-Aib-

Aib-Glln-Gln-Pheol [[ +2]trichosporin・B-VIa] 

H-Gln-Aib-Ile-Aib-Gly・Leu-Aib-Pro-VaJ-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol(H) (37 mg， 26μmol)の DMF

溶液に、 Ac-Aib-Aib-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib事Aib-OH(28 mg， 1.5当ld:)， HOBt (5.2 mg， 1.5当量)，

DCC (8.0 mg， 1.5当量)を順次加えた。36時間後溶液はB法に従い処理した。残溢(32mg) 

はHPLC[conditions: mobile phase， MeOH -H20 (88: 12， v / v); flow rate， 7 rn1/min detector， UV 

(220 nm); column， YMC S-5 120A ODS (20 mrn i. d. X 250 mm); column temperature， 40・C]によ

り精製した。収量 21mg (38 %)， mp 267・269・C，Rf4 0.49， amino acid ratios (6 N HCI， 24 h): 

observed (ca1cd); Gly 1.0 (1); Gln 3.11 (3); Ala 1.90 (2); VaJ 0.97 (1); I1e 0.98 (1); Leu 0.97 (1); Pro 

1.08 (1). ESI-MS: 712 ([M + 3H]3+)， 1068 ([M + 2H]2+). HR-FABMS， Ca1cd for 

ClooH168N25U26: 2135.259. Found: 2135.266. 

6. [+ 1 ]ltrichosporin-B-Vlaの合成

Ac・Aib..Aib-Ala・Aib.Ala・Aib.Aib・OMe

H-Aib-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib-OMe (307 mg， 0.60 mmol)のDMF(5ml)溶液に、 Ac-Aib-OH(87 

mg，1当量)， HOBt (81 mg， 1当量)と DCC(123 mg， 1当府)を順次加え48時間撹排した。溶

媒留去後、残澄をIRA・4∞とIRA-120で処理した。溶媒を留去し、残溢をシリカゲルクロマ

トグラフイー(CHC13: H20= 9: 1)で精製した 収量 224mg (48 %). mp 276・278"C. Rf1 

0.52. ESI-MSMS rn/z:642 (M + H+)， 525 (M + H久 Aib-OMe-H)， 440 (525・Aib)，369 (440 -

Ala)， 284 (369・Aib)，213 (284・Ala).AnaJ. CaJcd for C29H51N7ω: C， 54.28; H， 8.01; N， 15.28. 

Found: C， 54.11; H， 7.90; N， 15.49. 

Ac-Aib..Aib-Ala・Aib・Ala・Aib・Aib-OH

上記のヘプタペプチド(60mg， 93μmol)をMeOH(1 ml)に溶解し、アルカリ加水分解し

た。反応溶液はんnberliteIR・120で中和したo 収監 57mg (97 %). Rβ0.36. 
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Ac・Aib・Aib・Ala・Aib-Ala-Aib・Aib・Gln-Aib・Ile-Aib・Gly-Leu-Aib・Aib-Val・Aib・Aib・

Gln-Gln-Pheol [[ +l]trichosporin・B-Vla] 

H-Gln-Aitrlle-Aib-Gly-Leu-AitrPro-Va1 Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol (H) (52 mg， 36μmol)の DMF

溶液に、 Ac-AitrAib-Ala-Aib-Ala-AitrAItrOH(34 mg， 1.5当量)， HOBt (7.3 mg， 1.5当量)， OCC 

(11 mg， 1.5当量)をj順次加えたc 48時間後溶液はB1法に従い処理した。残溢(50mg)は

HPLC [conditions: mobile phase. MeOH -H20 (88: 12， v I v); flow rate， 7 mVmin detector， UV (220 

nrn); column， YMC S・5120A ODS (20 mm i. d. x 250 mm); column temperatu陀，40・c]により精製

したo 収量 27mg (37 %). mp 252 -254・C.Rf4 0.51. arnino acid ratios (6 N HCI， 24 h): observed 

(ca1cd); Gly 1.0 (1); Gln 2.89 (3); Ala 1.88 (2); Val 0.96 (1); lle 0.96 (1); Leu 0.97 (1); Pro 0.95 (1). 

ESI-MS: 684 ([M + 3H]3+)， 1025 ([M + 2HJ2+). HR-FABMS， Calcd for C96H161N24伐 5:

2050.206. Found: 2050.201. 

7. [-l]trichosporin-B-Vlaの合成

Ac-Ala-Aib-Ala-Aib-Aib・OMe

H-Ala・AitrAla-Aib-AitrOMe(E) (1∞ mg， 0.23 mmol)に無水酢酸(0.5rnl)とピリジン(0.2ml)

を加え、放置した。3時間後溶液に氷を加え、溶媒を減圧留去した。残溢をシリカゲルク

ロマトグラフィー(CHC13: H20 = 9: 1)で精製した。収量 87mg (79 %). mp 216・219"C. Rf3 

0.41. ESI・MSMSm/z: 472 (M+H+)， 355 (M + H仁AitrOMe-H)， 270 (355 -Aib)， 199 (270・

Ala). AnaJ. Calcd for C21H37N5U7: C， 53.49; H， 7.91; N， 14.85. Found: C， 53.41; H， 8.07; N， 

14.66. 

Ac・Ala-Aib-Ala-Aib・Aib・OH

上記のペンタペプチド(243mg， 515μmol)をMeOH(3凶)に溶解し、アルカリ加水分解

した。反応溶液はAm民rliteIR・120で中和した。収量 230mg (97 %). Rβ0.37. 

Ac-Ala・Aib・Ala-Aib-Aib-G ln-Aib・lIe-Aib-Gly-Leu-Aib-Aib-Val-Aib・Aib-Gln-Gln-

Pheol [[ -l]trichosporin・B・Vla]

H-G1n-Aib-Ile-Aib-Gly・Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-PheoJ (H) (80 mg， 56μmol)のDMF

溶液に、上記のAc-Ala-Aib-Ala-AitrAib-OH(51 mg， 2当量)， HOBt (15 mg， 2当量)， DCC (23 

mg，2当量)を順次加えた。 64時間後溶液はB法に従い処理したo 残溢(66mg)はHPLC

[conditions: mobile phase. MeOH -H20 (85: 15， v I v); flow rate， 7 mVmin deteclor， UV (220 nm); 

column， YMC S・5120A ODS (20 mm i. d. X 250 mm); column temperature， 40・C]によ り精製した。

収量 42mg (39 %). mp 238・240・C.Rf4 0.55. amino acid ratios (6 N HCl， 24 h): observed 

(ca1cd); G1y 1.0 (1); Gln 3.10 (3); Ala 1.80 (2); Va1 0.94 (1); Ue 0.92 (1); Leu 0.98 (1); Pro 1.30 (1). 

ESI-MS: 627 ([M + 3H]3+)， 940 ([M + 2H]2+). HR-FABMS， Calcd for C88H147N22U23: 1880.101. 

Found: 1880.095. 
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8. [-2]trichosporin-B-Vlaの合成

Ac-Aib-Ala・Aib-Aib-OMe

H-Ala-AitrAib-OMe (E) (400 O1g， 1.46 mmo1)のDMF(5m1)溶液に、 Ac-Aib-OH(21 mg， 1当

量)， HOBt (217 mg， 1.1当量)と DCC(331 mg， 1.1当量)を順次加え24時間撹排したー溶媒留

去後、残濯をE心Acで再結晶 した。収量 512mg (87 %). O1p 185・187C. Rf3 0.61. ESI-

MSMS rn/z:401 (M + H+)， 284 (M + H人AitrOMe-H)， 199 (525 -Aib). AnaJ. Ca1cd for 

Cl8H32N406: C， 53.99; H， 8.05; N， 13.99. Found: C， 53.94; H. 7.86; N. 13.90. 

Ac・Aib-Ala-Aib・Aib-OH

上記のテトラペプチド(400mg， 1.0 mmol)をMeOH(6 011)に溶解し、アルカリ加水分解

した。反応溶液はAm恥rliteIR・120で中和した。収量 344mg (93 %). Rβ0.36. 

Ac-Aib-Ala・Aib-Aib-GIn-Aib-Ile・Aib-Gly-Leu-Aib-Aib-Val-Aib・Aib・Gln・Gln-Pheol

[[ -2]trichosporin・B・Vla]

H-GIJn-Aib-Ile-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol (H) (70 mg， 49 p. mo1)の

D恥fF(1r叫)溶液に、上記のAc-AitrAla-Aib-AitrOH(39 mg. 2当量)， HOBt (13 mg， 2当量)，

DCC (201 mg， 2当量)を順次加えた。72時間後溶液はB法に従い処理した。減法(55mg)は

HPLC [conditions: mobile phase， MeOH -H20 (83: 17， v / v); tlow rate， 7 ml/min detector， UV (220 

nm); co1umn， YMC S・5120A ODS (20 mm i. d. X 250 mm); column tempcra加陀， 40・c]により精製

した。収量 31mg (35 %). mp 224・226.C. Rf4 0.43. amino acid ratios (6 N HCI， 24 h): observed 

(ca1cd); G1y 1.0 (1); G1n 3.21 (3); AlaO.98 (1); Val 0.94 (1); I1e 0.94 (1); Leu 0.98 (1); Pro 1.31 (1). 

ESI-MS: 603 ([M + 3H]3+)， 905 ([M + 2H]2+). HR・FABMS.Ca1cd forCR5H142N21ω2: 1809.064. 

Found: 1809.055. 

9. [-3]trichosporin-B-Vlaの合成

Ac-Ala-Aib-Aib・0恥1e

H事Ala..AitrAib-OMe(E) (2∞ mg， 0.73 mmol)に無水酢酸(1.5m1)とビリジン(1.5ml)を加え、

放置した。 3時間後溶液に氷を加え、溶媒を減圧留去した。残法をシリカゲルクロマトグ

ラフイー(CHC13: H20 = 9: 1)で精製しt:.o 収量 133mg (58 %). mp 95・97oC. Rn 0.54. ESI・

MSMS mjz: 316 (M + H+). 199 (M + H+ -Aib-OMe -H). 114 (199・Aib).AnaJ. Calcd for 

C14H2SN3U5: C， 53.32; H， 7.99; N， 13.32. Found: C， 52.93; H， 8.23; N， 13.21. 

Ac-Ala-Aib-Aib-OH 

上記のトリペプチド(l∞mg，0.32 mmo1)をMeOH(1.9 m1)に溶解し、 1N NaOH (0.63 ml， 

2当量)を加え室温でアルカリ加水分解したo 反応溶液は如nberliteIR・120で中和した。収量

93 mg (97 %). Rβ0.29. 
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Ac-Ala-Aib-Aib・Gln-Aib・Ile・Aib-Gly-Leu・Aib・Aib-Val・Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol

[[ -3]trichosporin-B・VIa]

H-Gln-Aib-Ile-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Va1-Aib-Aib-Gln-Gln-PheoI (H) (70 mg， 49μ mol)の

DMF(0.6 ml)溶液に、上記のAc-Ala-Aib-Aib-OH(25 mg. 2当量).HOBl (13 mg， 2当量)，OCC 

(20 mg， 2当量)を順次加えた。24時間後溶液はB法に従い処理した。 残溢はHPLC

[conditions: mob!le phase， MeOH -H20 (82: 18、v/ v); flow rale， 7 ml/min detector， UV (220 nm); 

column， YMC S・5120A ODS (20 mm i. d. X 250 mm); column temperature， 40・C]により精製した。

収量 46mg (53 %)， mp 224 -228・C，Rf4 0.42， amino acid ratios (6 N HCI， 24 h): observed 

(ca1cd); Gly 1.0 (1); Gln 3.20 (3); AlaO.99 (1); Va1 0.94 (1); Ile 0.94 (1); Leu 0.95 (1); Pro 1.20 (1). 

ESI-MS: 575 ([M + 3HJ3+)， 862 ([M + 2H]2+). HR-FABMS， Ca1cd for C81HI35N20α1: 1724.011. 

Found: 1724.014. 

10. [ 4]trichosporin-B-Vlaの合成

Ac・Aib-Aib・Oルfe

H-Aib-Aib-OMe (B) (200 mg， 0.99 mmol)に無水酢酸(1ml)とピリジン(lml)を加え、放置し

たo 3時間後溶液に氷を加え、溶媒を減圧留去した。残漉をシリカゲルクロマトグラフイ

ー(CHCI3: H20 = 9: 1)で精製した。収量 188mg (78 %). mp 99・103'C. Rf2 0.31. ESI-

MSMS m/z: 245 (M + H+)， 128 (M + H人 Aib・OMe-H). Anal. Calcd for C11H20N2ω : C， 54.08; 

H， 8.25; N， 11.47. Found: C， 54.05; H， 8.23; N， 13.53. 

Ac-Aib-Aib・OH

上記のジペプチド(97mg， 0.4 mmol)をMeOH(2.4 rnl)に溶解し、 lNNaOH (0.8 ml， 2当量)

を加え室温でアルカリ加水分解した。反応溶液はAmberliteIR・120で中和した。 収量 82mg

(89 %). Rf50.32. 

Ac-Aib-Aib-Gln-Aib・lIe・Aib・Gly-Leu・Aib・Aib-Val-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol 

[-4]trichosporin・B・VIa]

H-Gln-Aib-Ile-Aib-Gly-Leu-Aib-Pro-Va1-Aib-Aib-Gln-Gln-Pheol (H) (55 mg， 38μ mol)の

DMF(0.6凶)溶液に、上記のAc-Aib-Aib-OH(18 mg， 2当量)， HOBt (10 mg， 2当量)， OCC (16 

mg，2当量)を順次加えた。 24時間後溶液はB法に従い処理した 残誼はHPLC

[conditions: mobile phase. MeOH -H20 (80:20， v / v); flow rate. 7 ml/rnin detector， UV (220 nm); 

column， YMC S・5120A ODS (20 mm I. d. X 250 mm); column temperature， 40・c]により精製した。

収量 28mg (45 %). mp 213-218・C.Rf4 0.42. amino acid ratios (6 N HCI， 24 h): observed (c剖cd);

Gly 1.0 (1); Gln 2.9 (3); Va1 0.93 (1); lle 0.93 (1); Leu 0.95 (1); Pro 1.22 (1). ESI-MS: 552 ([M + 

3H]3+)， 827 ([M + 2H]2+). HR-FABMS， Ca1cd for C78H130NI9U20: 1652.974. Found: 1652.976. 
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4章に関する実験

CD測定は 23・Cで1ASCO1-720スベクトロメ ーターを用い、セルは光路長 1mmのも

のを用いた。NMR測定に用いた試料¥iCD30Hに溶解したo 内部標準としてTMSを用いた。

すべてのlH-NMRスペクトルは BrukerAM-6∞(6∞MHz)スペクトロメーターを用いて測

定した。測定にはBruker標準プログラムを用いた。DQF-COSYスペクトルは位相検波方

式で測定し、常時、溶媒の OH共鳴は選択的に照射し飽和させた。マトリックスの大きさ

は512の t1・値に対して 2048のデータポイントをと った。そして各 tlに対して 32回の積

算を行った。 NOESYスペクトルも位相検波}j式で測定した。検出時間以外は溶媒の OH

共鳴は選択的に照射し飽和させた。マトリックスは 512の t1イ直に対して 2048のデータポ

イントをとった。そして各 t1に対して 64同の積算を行ったo DQF-COSYとNOESYのデ

ータマトリックスの t1とn方向に対するwindow関数はスクエアサインベル関数を用い

た。スペクトル幅 6∞OHz、緩和時間は 2.4sに設定した。NOESY測定の混合時間は 3∞
msに設定し 10%の randomvariationをつけた。スペクトルは対称化していない。
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5章に関する実験

匝視的な電流ー電j杢特性のiDIJ穿

脂質溶液としてleci出in: cholesterol (4 : 1)の1%任 decane溶液を調整した。この脂質溶液を

側面にlmmの小孔を持つ円筒形のテフロン製ポットに前塗りした。このポットをパスに入

れlMKCl電解液でパスとポット内部を満たした。小孔に脂質溶液を小筆で塗付し、脂質

2分子膜を形成した。パスの電解質の方にペプチド試料のエタノール溶液を加えた。電極

はAglAgCl電極を用いた。電流一電圧特性は膜聞に0.01Hzの三角波の交流電圧をKIKUSUI

MOD乱 459Function Generatorを用いて加た。その時の膜電流を試料を加えた電解質側が

正の電圧となるようにして記録した。記録はTEACDR-F2a Digi凶Re∞吋erを用いたo

シングルチャンネルレベルの実験

脂質溶液としてdiphytano)匂hosphatidylcholine(Avanti Polar Lipids)のhex加 e溶液(lOmg加1)

を用いた。厚さ25μmのテフロンシートに針で約1∞μmの小孔をあけ、その小孔に0.5%

hexadecane in hexaneを前塗りした。このテフロンシートを 2つのハーフセルはさみ、小孔

でのみつながった 2つのコンパートメントを作った。この 2つのコンパートメントにシー

トの小孔よりも液面が下になるように1MKCI水溶液を少量加えた。それぞれの液面に脂

質溶液を2μlずつを加え、液面に脂質の単分子膜を形成した。コンパートメントの液面よ

り下からシリンジでlMKCl水溶液を加えることにより、液面を片方ずつ上げて、単分子

膜を小孔上で張り合わせ、 2分子膜を形成した75)。膜形成後、一方のコンパートメント

にペプチドのエタノール溶液を加え、マグネテイクスタラーで撹枠し均ーとなった後に、

膜聞に直流電圧を加え、そのときの膜電流を測定した。膜電流の記録は巨視的な電流ー電

圧特性の測定と同様の方法で行った。
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6章に関する実験

第 1節

圭亘虚血|ー質細胞の調整

副腎周囲の脂肪を除いた後、 j墓流をするために、皮質部に剃刀で10数条の切れ目をいれ

た。静脈より、 ea2+を含まないRingerAa)で37
0C、10min 瀧流した。 1聾流後、皮質部を取

り除き、スライサーを用いて、できるだけ薄い随質切片を作成した。切片は氷冷した

即時erAに集めた。集めた切片はRingerAで3回洗った。断片をフラスコへ移し、 Ca2+-

台関digestion-mediumRinger (Ringer Bb))液15凶を加え、酸素気流下 37
0Cで15min、振とう

した(Predigestion)。振とう後、フラスコの内容物をナイロンストッキング 2枚を重ねた細

胞ろ過器で減過した。ろ液は捨て、ストッキング上に残った未消化の断片を再び、フラス

コに入れ、そこに新しいRingerBを45吋加えた。40min酸素気流下、振とうした(1st

degestion)。振とう後、鴻過し、鴻液を遠心管に集めた。未消化の断片はフラスコに入れ、

ea2+を含むdigestion-mediumRing町(Ringercc))液40m1を加え、酸素気流下37
0Cで40min、

振とうした(2nddegestion)。振とう後、滅過し、残撞をRingerAで洗った。 1st degestionと

2nd degestionで得られたろ液をあわせ、遠心管に集めた。集められた細胞浮遊液を冷却遠

心器を用いて、 1∞中m，2
0Cで2min遠心した。上澄みは捨て、沈溢の細胞にRing町 Aを40

凶加えた。ピペッティングを繰り返し、細胞を浮遊させ、再び遠心したo この操作を 2回

繰り返した。最後にea2+を含むRingerIY)に細胞を浮遊させ、遠心し細胞を集めた。

a) Ringer A: Ca2+(ー)KRP (2.4 1); 154 mM NaCl (21.6 g)， 5.6 mM  KCl， 1.6 mM MgS04， 10 mM 

Glucose (4.32 g)， 3 mM Na-P buffer (pH 7.4) (0.3 M， 24 ml). 

b) Ringer B: Ringer A 170 mlにBSA850 mg 溶解し，その中の60m1にコラゲナーゼ32mg，トリ

プシンインヒピター 4mgを溶解させるo

c) Ringer C: Ringer Bに2.2mMのCaC12を加えるo

d) Ringer D: Ringer Aに2.2mMのCaC12を加える。

組血皇室長

以下は無菌操作で行った。分離直後の細胞を10倍濃度の抗生物質を含む培養液めを加え、

ピペッテイングを約 20回行い、 12∞叩Sで 2rnin遠心した。上澄みを捨て、通常の培養液

で同様の操作を 3回繰り返した。沈濯に培養液を加え1~ 2 x 106 cell / m1になるよう に調整

した(ストライザー板を用いて細胞数を数える)。細胞浮遊液を4m1ずつ直径5.5cmのシ

ャーレに入れ、細胞が均一に広がるように、 dishを上下左右に動かした。この細胞を炭酸
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ガスインキュベーターで 4日間培養した。培養液は毎日交換した。

e)培養液:イーグル恥凹，f(日水)9.4 gに蒸留水を加え、 11にする。 121
0

Cで15min高圧滅

菌する。室温に戻し、 7%NaHC03でpH7.3にする。 Gln292 mg，ファンギソン (三共) 0.3 

γIml，ストレプトマイシン 1∞μg!ml，ペニシリン 100units/rn1を加える。

反応と定量

培養細胞をKRHbuffer t)で 2回洗い、 37"Cで10minプレインキュベートした。培養細胞

に反応液(検体のメタノール溶液を加えたKRHbuffer)を 1凶加え、 37
0

Cで5----10rninイ

ンキュベートする。インキュベート後反応液のみをを試験管中の0.5N過塩素酸水溶液に

あけるo この溶液を3α沿rpmで遠心し変性したタンパク質を除いた。上澄みを12.5%

A12S04， 2M Tris-HCl Buffer (pH 7.8) 1 rn1の溶液にあけ、激しく撹排した。氷冷下、5N

NaOH6∞μlを加え直ちに激しく撹持したo 3C削叩mで10rnin遠心した。上澄みを捨て、

沈溢を1M H3P04 2.5 rn1に溶解 した。この溶液に4M酢酸ナトリウムを加え撹枠後、 30∞
叩mで10min遠心した。この上澄み lrnlに蒸留水0.5rn1を混合後、エチレンジアミン0.25

rn1を加え、 50"Cで 60minインキュベートする。この溶液の蛍光光度を励起波長420nmで

測定する蛍光波長はアドレナリンとノルアドレナリンの蛍光強度が一致する波長を選ぶ。

蛍光光度の測定にはHITACHI650・10s蛍光光度計を用いた。活性は10%細胞内総カテコー

ルアミンの蛍光強度との比較により行った。活性の基準となる10%細胞内総カテコール

アミン量は以下のように測定した:培養細胞の入ったdishの一つに O.4N過塩素酸 lrn1を加

えた。細胞をゴムベラでつぶ し、その溶液からl∞μlを0.5N過塩素酸水溶液に加えた。

この溶液を検体溶液と同様に処理した。

ηKRH buffer: 125 mM  NaCl， 4.8 mM  KCI， 2.6 mM  CaC12， 1.2 mM MgS04， 25 mM  HEPESに30

min ωを吹き込んだものに10mMGlu∞se (4.32 g)， 3 mM  Na-P buffer (pH 7.4) (0.3 M， 24 

ml).を加えたもの。

第 2節

ラット肝ミトコンドリアの調整

ラット肝ミトコンドリアはD.K.Mayerらの方法で単離した82)。ミトコンドリア中のタンパ

クはピュレット法を用いて定量 した。

脱共役活性の測宏

脱共役活性の測定には、 Clark酸素電極を用いた。ラット肝ミトコンドリアは25"C， pH 7.4 
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の2∞m Msucrose， 2 mM MgCh， 1 mM EDTA， 10 mMリン酸カリウムを含む水溶液に懸濁さ

せた。呼吸基質であるロテノン(3μg)とlOmMコハク酸を含む溶液に、ミトコンドリアの

懸濁液(0.7 mg protein I叫)と試料のEtOH溶液を順次添加し測定した。反応溶液の総量は

2.53 rn1、酸素消費量はnatomsoxygen I min I mg mitochond.rial proteinで示した。リン酸の影

響を調べる試験においては、リン酸緩衝液の代わりにTris-CIbufferを用いた。
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