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緒 Eコ

'1-理活性ペプチド中のジスルフィ ド結合はそか，らの立体椛j与を 10'，1定し、安定

化させることによりその泊料の発現~:. jn 設な役川;を ~I!っている。 JjLイLまでにIii

組、構造決定詳れているシスチン合イ[ペプチドの"1には、 オキシトシンをはじ

め、 カJレシト ン、 ナトリウム利尿ペプチド、 すンドセリン、 持Hlの成l古川子

など生理的に irl_'~な役刻を来たしているものが少なくない。

ドこれらシスチン合布ペプチドの合成において、 hi終段階であるジス jレフィ

結合形成は合此の JE否安保る ili:~な jぇ此:である 飢位、迅速かっ副反応の少な

いジス lレフィド結合形成仏の開発は 1:，:cのようなシス fン合不['1::..fIJl的性ペプチ

ドの令成及び桃造機能相 |別研究において.忠義がある。

抗:.r;-.j:ト らフルオロ酢般(TFA)中ジメ .，ルスルホキシト (0¥1S 0)をJ1J'-、た ジ

ス jレフィ ド針iイ子形成法を開発し、こがを欽純のシスチン含イI'1._ J'I~ ilF. -t'!・ペプチド

の介成に応JIJ した。史に、村々のス jレホキシドとシリ Jレ化斉IJ の斜l み介わせ~:.よ

り多様なS・保:&JJ<をイiする保孟ペプチドから抗持 11的とするジスルフィド体の

ペプチドが専かれることを比いたした

また、 シスチンホモローグである-t'レノシスチンを合イfするペプチドの作成

ジセレニド払介形成においぐも OMSOTFA系かイl川 であること訟を佐立し、

を碓;忍すると点にペプチド".のシセレエド結合の般化jM;éJj_).~・における化学

的 ・速度命的)j';.ill!Jを明か』こした これらの~lIQ を~，~にしてラ y ト心 }jj ナトリウ

ム利以ペプチドのセレン合前 γナログを介成しその'1.物的刊についても検 t討を

}J1Iえた。

以下に研究の粁特について"下述する

(注)本.tu.xにmいるアミノ酸・ペプチド中のアミノ酸減J，~は特にぷ械の 11E

いかぎりし外である。使川した略寸は基本的にILJPA('ILJBの生化学命名会n
会勧告 1)に従。た a

アミノ般(残Jb)の時〉j-

Ala : alanlne Arg arglninc Aぉn asparaglnc 

Asp aspanic acid Cys : cyちlClncor half c.yslinc 

(CYS)2 : cyslinc Gln glulaminc GI u gl ulam IC acid 

Gly: glyc.ne HIS hlslldlnc MCl mClhl(>nlnc 



Pcn pcn Ictll am i nc 

PrO _ prollnc 

Phc : phcnylalaninc 

Scr scnnc 

5 ) 脱保設および|泊述式来の略り

EDT→ 1，2・cthancdilhiol

TFA IrifluoroaCCII(; aC1d 

Tl¥.1SBr: trimclhylsllyl bromidc 

TMSOTf: lnmclhylsllyl lrifluoromClhancsulfonalc 

Scc :日clcnocystClncor half sclcnocyslinc 

(SCC)2 ; sclcnocysllnc Thr : lhrconlnc 

Trp : lryplophan 

Yal vallnc 

チオ ール保護必の略む

Acm aCClam ldomclhyl 

I-Bu Iι:rt-butyl 

B/I bcn λyl 

MB/I 4・mClhoλybcnlyl

1rt lnphcny 1 mClhyl 

、、，，
，

q
J
 

Tyr : lyrosinc 

Ad : I-adamanlyl 

Bzh : bcnzh} dryl 

Dbs : di bcn/osubcryl 

McBzl _ 4・mClhylbcn/yl

6 ) その他の試~の略ひ

DMSO : dimcthylsulfoxidc 

DTT : dilhlolhrcilol 

Fmoc 0$ u -9-fluorcnylmcll】ox)'・人'・succiim idylcarbonall' 

GSH glulalhlonc (rcduccd form) 

GSSG _ glUlalhlonc (oxldl/Cd form) 

しAP. Icuc1nc am i nopcpll(l山 C(porc1nc kldncy 1ll1crosoll1al) 

MCS1CI3 lnchrololl1clhylslIanc 

McS(O)Ph -mClhyl phcnyl sulfoxl(lc 

Ph2S(O) : d1phcnylsulfoxl(Ic 

TEA : lriclhylam i ne 

Tl(TFA)， : lhallic lrllluoroacclatc 

TMSCI : lrimclhylsllyl chrolidc 

TMSO: lClramclhylcnc sulfoλidl' 

その他の保護法およびIJ，)相リンカーの略号

Boc : Icrt bUloxycarbonyl 

DMBHA: 3・(l-amino.4・mClhoxybcn/yl)・4・mClhoxyphcnylpropyonyl 

t・Bu: IUI-bulyl 

ドmoc 9・fluorcnylmclhoxyιarbonyl

M lS mcsllylcnc・2・sulfonyl

Mlr: 4 mClhoxy・2，3，6・lrim CI h Y l-bcnl.cnesu I fonyl 

PAL : Pcplldc Am idc いnkcr: 5・(4-am1nomclhyl・3，5・

d1mclhoλypcnoλy)-valcryl 

Pfp : pcnlafluorophcnyl 

Pmc : 2.2.5.7.8 penlamclhylchroman・6-sulfonyl

pMZ -4 mClhoxyben/yloxycarbonyl 

7 bcn λ} loxycarbonyl 

DIC : N.N'・d11sopropy 1 carbodl1 m 1 dc 

HOBl N -hydroxybcn/.OlriaJ.olc 

純作剤 1~ よび|泊 ili 試 f誌の略ひ

7 ) 十H煤の略 d-

AcOFl clh} 1 acclalC 

AcOH -accllc aC1d 

D¥1F "'.A・d1mClhylform am idc 

McCN acclon1Lrilc 

MeOIl • mClhanol 

8) ぞの他の略サ

FAB-mass : fast aLom bombardmcnl mass spcclroscopy 

S IMS sccondary 10n mass spectroscopy 

HPLC high pcrformancc 11QU1d chromalography 
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第 1章 ジメチルスルホキシドートリフルオロ酢酸系に

よるジスルフィド結合形成法の開発

第 1節 シスチン含有ペプチドの合成に関する従来の研究概要

シス Fン合イfペプチドの化学合成では、通常、法相法あるいは固，ffJ法により完全鎖

反のペノチド鎖を椛築した後システイン残).~UIJ でのジス jレフィド結介形成をqr う 。 こ

乙で111いられるジスルフィト糾合形成はと して、現イ1:，こ至るまでに数多くの丁法が棺

;りされているが、実際のペプチド合成に汎川されているものは僅かである2)。

場必ずJ:;jく系詩:刊誌中での空気般化は 1954{f:の duVigncaudらによるオキシトシンの令

成3)にJIIいら札て以米、現イl~ においても故もよく月j いられている )i1.よである 。 このJ:i.

j必は11.LHJな条{'I:で道Hrするためi.iリ反J.I:.'が少なL、。 しかしながら、反比、の完封iまでに長

時間 (故時間 数日)を要し、また、法質となる泣Jt体のペプチドが出基性、あるい

は疎水性の高いものである場介、ペプチドが不溶性の沈殿として析出し、正しい収l，:

低干を1<1くことがある

フ.T1)シアン化カリウムなどの金以砲による般化4)や、チオーJレージスルフイド交

換l:iJ.l:.'を利川 したグルタテオン般化1)..;5)もよく Jllいられている )j訟であるが、これι

のんυ、も水系出煤中でhわれるため千気酸化luJtI<ペゾナドの治1明性のIIlJ:IBをはらんで

いる また、グルタチオン酸化はおいては 11(~J とするシスチン合為ペプチド以外にグ

ルタチオンの付加i物か11'成するという械告6)もあり、，，1'細な!正応、条1'1の岐川が必要で

ある

Kamhcrらにより開発されたヨウ索引1Iいたジスルフィド粘介形成仏7)もまた優れt.

方法である。本訟をJIJいると、 Acm)，l8)、Trt).~9)写・によってシステイン側鎖を保品し

七ペフ F ドか仏政接的かっ剣持IUjでシスルフィド体~fl}ることができる S.Trt基とS.

Acm )，~のヨウふとのJ.i. J必性はJlJいる治煤のやroJJ'tによ って大きく異なり、これを利用し

て位1"':選択的な段階的ジスルフィ ドキト合形成が"1能である 10) また、前述の宅気般化

やフ .7.，)シγン化カリウムによるジスルフィド結合形成法と悲IIみ合わせることにより

もi:抗選択的なシスルフィド結介の形此にもよく川lいられている 11)。 ζの反J.i:.における

問題点として Tyr、 HI九 、 T叩側鎖官能~のヨウ本化12)及び Cy君側鎖と T叩側鎖との UIJ

i 

でのインドール・2・チオエーテルの生成13)がある。これらの副反応を防ぐためには適切

な溶媒と以;応時間の選択が必長とされる a

最近、藤井、大高らにより開発された 3fdhのタリウム 14)によるジλルフイド結介形

成反応及び S・保護シスナインスルホキシドをJIIいる反応15)1.1、ベア J'ド・蛍nnに

対して柑めて後れた溶解βをイlする TFA中で反応が進行するという1"1.1小、を付 ってい

る。このf.irtを用いて数種のシスチン合右生理活件.ペプチドが合成されている。 また、

:ti者らはこの 二つの反応を組み合わせることにより TFA中でハチ dlJペプチド、アパ

ミンの 2本のジスルフイド粘イ?を選択的に形成させることに成功している 16)。

しかしながら、それぞれの)j法には ー長 4 知があり、全てのペプチドに応川可能な

オールマイティーなジスルフイド架橋法はないc また、分子内に 3f[l.j以上のジスルフ

ィド結合を有するペプチドの{川崎選択的なジスルフイド結合形成には、全く穴なるJx.

応機構を-(.iする新しいジスルフィド粘令形成以応の即売が必:些である。

図 lにシスチン含，fJペプチドの合成にJfjいられる iなジスルフィド結合形成法をま

とめた。
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第 2節 アミノ酸を用いた基礎実験

t:.:) I ペプチドのジス Jレフィド41-介形成法 第 1項 システイン及びS・保護システイン誘導体を用いた基礎実験

1963年Walla∞ らは DMSO等のジアJレキJレスルホキシドが低分子チオール化合物

をジスJレフイドに酸化するJxJi:..を見い出した17)。この反応は、塩法性のJZいスルホキ

シドほどl心必速度が人きく 18)、また、出(n-butyl)amineの様な 3級アミンや AcOHせ

の酸によって触鉱されることが明かにされている 19)。

著者はこの反j必がペプチド什成におけるジスルフイド結合形成においても応JIJIIJ能

ではないカ、と考え、システインおよび数純の S-保護システイン誘導体をJIJいた)k礎実

験を行った。即ち、 H・Cys-OHおよび H・Cys(R)・OH;(R =T凡 Dbs20).MBι121)， Bzh22). 

Ad23). MclBzI24))をTFA小、カチオンスカベンジャーであるア二ソールののイi卜10%

の DMSOで処即.し、 4・成したシスチンをアミノ酸分析により経H会的に定11;しf-。

a) air oxidation 

b) Fe
3 
+ oxidation 

c) glutathione oxidation 

a) O2 
s-R S-R SH SH 414 S一一一一S
i 

.. 
T -- H+ 1 1 b) Fe.)

-1- I I 

一Cys---Cys ----一一+・ーCys'… Cys--
』 --Cys---cys

c) GSSG 
[ R=MB川、T円、elC.I + GSH 

d) 12 oxidation 

S-R S-R 
I I 

--Cys ---Cys--
I2 

pδ y
 

Q
d
・l
F
L

-

p
b
 

-

V

J
 

S
l
C
 [ R=Acm、Trt.etc. ) 凶 2 10% DMSO -T下Aによる s-保護システインからのシスチン'j肱

e) S-protected cysteine sulfoxide method 1∞ 

回 H-Cys-OH 

• H-Cys(Trt)・OlI

a H-Cys(Dbs)・OH

。 H-Cys(MBzl)-OH 

習生 H-Cys(Bzh)・OH

5 10 15 20 25 

Time (hr) 

。骨S-R S-R・ S一一一一S
i 
.. 

T -- H+ 1 J 
--Cys一-Cys一一 二一-Cys----Cys--

I R=MB/I、Acm、R'=MBχ1，Ad. t-Bu J 

f) TI(III) oxidation 

S-R S-R 
I I TI(TFA)) 

--Cys ---Cys ----

I R=Acm. Ao， MBχ1， t-Bu， etc. ) 

S一一一一S
I I 

'一-Cys----Cys.-

80 

、ミE

ニ
b

60 

-・也c，
U.
叫

主

ラ
， 

C410 

20 

。。

-6 / 



庁。
~ ~ 

~ z 

<l> 
C 

<l> 

c/) 
〉、
(.) 

(
O
N
Z
・6
2
ω
ω
E
，
f
g
・)

。c-ω
担
的
K
A
O

(庄、¥ ~ ~ 
I ¥ /工

oーア 5 

J1 
+主

工

的ベ

5 

~ ~ 

¥/工

ぞ25
0""'"υ 

ヱ三

工

803〕
¥
f

z
o
l

一
+fiz--、.、
¥
E

1 5分以内にほぼ定量的にシスチンに変

DMSOによるチオールのジスルフィドへの般化がTFAのような強酸性溶鉱

凶2γ示すように健保遠のシスナインは、

換され、

'11で述やかに進行することがゆjかになった。 H・Cys(fn)・OH，H-Cys(Dbs)・OH，H・

C'YS(MBzl)-OH， H-Cys(Bzh)・OHも24時間以内に S-脱保直・ジスルフィド結介形成が

進むしシスチンが高収不に化成した。 この条件において S-Ad，S・MeBzl基は安定であ
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反応機備についての考察第 2~頁

liiJ唄において観察された TFA小 DMSOによるジスルフィド結合形成反応の推定メ

tJ.ズムをji{13に示した。

まず、 TFAによって部分的な S・脱保護が起こり、その車内民生じたシステインのチオ

ーJレルがTFA斗'で 0・プロトン化された DMSOのスJレホスウムカチオンの中心愉此

ジメチルスルフィドが脱離した後、

あるい

以-[-を攻略止し DMSO-シスナイン抜合体を形成し、

他のシステインのチオールによる攻撃を受けジスルフィド粘介が形成される

は、 S・脱保説の前に$-保護シスナインの硫黄原チがス Jレホニウムカチオンに配位し、

この反応の律速段階

S-脱~&と同時にジス Jレフイド粘合が形成されるものと与えられる。

また、反応途中においてシステインが検出されないことから、

は、 S・保説法の脱離過ねであると推鮮される。
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第 3項 ;1)反応について

酸化斉1)をJIJいたペプチドのジスルフィド結合形成では酸化に対して不安定なアミノ

酸側鎖の修飾が しばしば問題となる。例えば、 T1(TFA)3による酸化では、 Mctは対応

するス lレホキシドに般化され、 Trpは般化的分解を受ける 14)。 また、ヨウポ般化で

はTyr.His. T叩 側inr:-能)~がヨウボイヒされることがある 12)。そこで、 10% DMSO-

TFA系を尖際のペプ，1-ド令成に応川する前に、これら酸化的修飾を受けやすい側鎖官

能)J，に対する DMSO・TFAの影智をアミノ酸レベJレで調べた。

H-Tyr-OH. H-Mct-OHおよび H-Trp-OHを前項向.flに10%DMSO -T下Aにて宅温 12 

1時間処PHし、残存した似科アミノ 般をアミノ 酸分析により定はした。表 1にぶしたよ

うに、 H-Tyr-OHはこの条件下において安定であったが、H-Mct-OHは部分的に対応す

るスJレホキシドに酸化され、 H-Tゅ-OHも般化的修飾を受けることが明かになった。従

って、Mctを合むベプ-，ドよノド訟を比.JfJする場合、シスルフィド結合形成を行った後、

NH41 '，~;によるメヲオエンスルホキシドの遣Jじ25)を行う必要がある。また Tゅ減J左を

有するペ/ナドの場介にはその側鎖インドールルを似dする必貨がある。

フイド結合をイfする下垂体後:x:1 ホルモン、オキシトシン及びヒト α )~!カルシトユン泣

伝子関連ペプチド(α-hCGRP)の合成を行ったp このJl'tでは).t礎実験において最も述く

反応が進む νた進艇のチオール法問での 10%DMSO -TFAによるジスルフィド結合形

成を般討した。

表 1 10% DMSO-TFA処理 (室品、 12時間)における

H-Tyr-OH， H-Mct-OH， H-Tゅ-OHの安定性

( 1 )オキシト シンの合成

オキシトシンのペプチド5i1のl/I;築は PAL樹脂26)1__通常の Fmoc)~JI，'， I ，f11介J&iL27)い

より手動で行った。ここで C><， J!;.び Tyr 列島の側鎖保設).~にはそわそわ MB1.J 、 I-Bu

J去をmいた。全保設)~の除よと樹脂からのペプチドの切断は 1 M TMSRr m-crcsoJ・

thioanisolc -EDT -TFA 系28)γ より行った。乙うしてf!ij られた j.ii_ ji: )~J オキ シトシンを

l勿./ニソー Jレ{{イ1:~ 10% DMSO -TFAで処PI'することによりジスルフィド粘介形成

を行った(Iill-1 )。

Iメl，t、は ~f7品 l 時1111以内に先約し、 H的とする般化}~J オーやシトシンが幼-r よく '1. .]ぶし

た。本Hペプチドの HPLC分析村民・から、 I1iJU立ルなるよう l.t;，¥IJ J.i応は、二の条刊において

起こっていな ρζ とか確P2，された(凶 5) 。千1U'~成物，J: 11 PしC により ui攻し、 C~端

アミノ酸の導入車から計11して 60%の収3名でti--I純民の 1:1(('，)物を1!;t.ニ。

H-Mct-OH 

H-Tyr-OH 

H-Trp-OH 

Rccovcry (%) 

78 

97 

33 

[1() " オキシトシンの合成スキーム

5MBzl O'Bu 5MBzl 
I I i 

H Cys -Tyr -lIe Gln -Asn -Cys -Pro -Leu Gly -PAL resln 

j 1…Br -m-cresol -th，oan，s悦町 m

第 3節 ジメチルスルホキシド・トリフルオ口酢酸系を用いたシスチン

含有ぺプチドの合成

SH SH 

H-cJs-Tyr-lie-Gin-AWCJs PrO.LωG 

l 1叩……O似州川……%引川川川(い川州v仰州N川)仲 FA 

S S 

H-cJs-Tyr-1le G|川引C↓s-Pro -Leu Gい JH
2

第 11頁 遊離のシステイン残基問でのジスルフィト結合形成

第 11市において 10句 DMSO-TFA系によりシステインおよび数柏の S-保設システイ

ンが効中よくシスチンに変換されることが明かになった。そこで、この系が実際のシ

スチン合イiペプチドの合成に応JlIIlJ能か否かを検討するため、分子内に 1本のジスル oxytocin 

ハ
υ 11 



関 5 粗オキシトシンのHPLC 図 6 α・hCGRPの合成スキーム

O
N
N
〈

20 40 (m川)

Boc-Ala-Cys(Ad)-Asp-Thr・.Ala-Thr-Cys(Ad)-Val-Thr-His-A匂(Mts)-Leu-Ala-

Gly..Leu-Leu-Ser(Bzl)-Arg(MtsトSer(Bzl)-Gly-Gly-Val-Val・Lys(Z)-Asn-Asn-

Phe'-Val-Pro-Thr -Asn-Val-Gly-Ser( B剖)-Lys(Z)-Ala-Phe-NH2

l 
円陶m…。ω仰似…t恰悦eωc

1η) 1MTMSOT判f-m-cresol・thioanisole-TFA 

SH SH 

H----Cys-----一一一一一一一Cys----一一一一一一一一一一一一一一一-NH2

l…川DM…
S S 

H-ds一一一一一一一一一cJs一一一一一一一一一一一一一一一一N同

α.-hCGRP 

Column， Cosmosil C18.AR (0.46 x 15 cm); elution， linear gradient with MeCN 
(10・40%in 30 min) In 0.1 % aqueous TFA at a flow rate 01 1 ml / min; detection， 220 nm 

( 2 )α-hCGRPの合成

液相法により構築した α-hCGRPの37残基保護ペプチド29)の全保護基 (Cys(Ad).

Arg(Mω). Lys(Z). Ser(Bzl))の除去は 1M TMSOTf -m-cresol・thioanisole-1下A系30)に

より行った。次いで得られた還元理ペプチドを 1%アニソーJレ存在下 10%DMSO-

TFAで室温 1時間処理することによりジスルフイド結合形成を行った (図 6)。反応

後の粗生成物の HPLC分析結果を図 7に示した。主成生物はHPLCにより精製し、保

.&体から計算して 17%の収本で目的とする α-hCGRPを得た。本合成の収率及び粗生

成物の HPLC溶出パターンは、TlσFA)3によるジスJレフィド結合形成法を用いた先

の雌Jt-らによる α-hCGRPの合成29)の結果とほぼ同等のものであった。

図7 粗 α-hCGRPのHPLC

O
N
N
〈

。 20 40 (min) 

COlumn，μBondasphere 5μC-18・100A(0 39 x 15 cm); elulion， linear 9旧dientwith MeCN 

(20・50%in 30 min) in 0.1% aqueous TFA at a Ilow rate 01 1 ml/ mln， det配 tion:220 nm 

12 13ー



第 2~頁 S保藷システイン残基間でのジスルフィド結合形成

・般に、 SH~みのへ /1 ドJ空気般化され易く通常の大気イ1・抗:ドではその取り扱い

に注意;を式・する。従って、 $H 体を経由しない$-保護システイン残)~I:IJ でのジス lレフ

イド紡介形成は、特にシスルフィド結合形成前に粕裂を必要とするような長鎖ペプチ

ドの間相介成ド右手iJであると与えられる そこで最近のペプチド合成においてIb(も汎

JIIされている SMOz1および $-Acm基について、これらの技法問での10%DM$O・

TFA系をJIIいた l在住的ヅスルフィド結合形成を検持した。 )~f~ には分{.内の 2 例の

Cys 伐必を 1:;心の~~技法でthL& した 2 粍の$-保護オキシトシンを JII いた。

2村の$-'W，;並オキシトンン品導体 lCys(Acm)1.6-oxy1∞in]およ び rCYS(MBI.1)1.6-

oxyloclnlのペプヴ・ド鎖は Fmoc)~Hlil，f日法により構築した。この際 Tyr の側鎖は I・Bu 法

で保品し f・)$-似技法を除く脱保dとペプチドの樹脂からの切断を TFA -m-crcso1 -

Lhioaniso1c -EDT・水 (RO:5:5:5:5.v/v)により行った後、 主生成物である S・保虐オキシ

トシンを HPLC ~'.より判裂した。

こうして刊られた科々の S保設オキシトシン誘導体を l傍アニソールイIイ1:卜10%

DMSO -Tf-A r:京地処到し、 J:xJじ・の進行を HPLCにより粁時的にそ三ターした また、

'UJ.lè.したオキメトシンの収:t.; および残存原料~ii HPLCのピーク ({IJ{J'tより 11IHした。

長2にポすように 10C，fDMSO -TFA系，こよる処理によって Cys(MB/1)妓ぷ間でii!接的

かつ効ltc的!・ジスルフイド結合形成反応が進行することが分かった。 .)i、$-Acm法

は 10% DMSO -TFA系にかなり抵抗することが明かになった

第 3~頁 シメチルスルホキシド・トリフルオ口酢酸酸化時における S-acetamidomethyl

基の拳動

第 1.J1i、第 2墳の結果より遊胞の SH)~Im と $-Acm 基1111で DMSO TFA般化に対

する反T.î:..~主に大さな.Hiì主があることが分かった。このことから、 D\1$O 内 rトA 系によ

ってS・Acm)，去を安定に保ったまま進離のシステイン技法問で選抗的な Jλ ルヌィド架

橋を形成す，ることができるのではないかとイ与え、以ド!こ述べるような;~・斗シトシンの

平行ジスルフィド:抗体の合成を式みた。

rCys(Acrn) 1 .CYS(S H)6 1 ・oxylOCln のペプナド鎖はが~Jj!lIiJ桜 Fmoc )~q/.[1'1 日:んにより 11 1 1 ほし

た。 6 位の Cys の側鎖U;准)，~には~~い般により切断される Trl)たをは川した。 ζ の

ペプチド制附を TFA m-crcso1 -lhioanisolc -EDT -;j( (80:5:5:5:5. v/v)により処J1Hし、

$-Acm )J;.を除〈脱似品をqrった後、 HPLCにより粘製し、純粋な ICys(八じm)1. Cys 

(5H)6J・oxyLOCJnを1!jたむ次t-.:、分 [-IIUで進制の $H)，!diiJ 1:のジスルツイド匁:怖をねう

ため4:品を 1%./スソールイf:イ1:トIOCfDI¥1$O・TFAで主温い1.):1I1j処JlI'した。しかし、 11

的とする、 Acm-2比外 (C，¥(Acm)I.1'Cys6.6・oxylocindimcr の収唱は侃 < 2W;; 

主f主成;物としてオキシトンンのそノマーか 69%の収不で何られた。この村民は、

DMSO -TFA般化において進艇のチオールの{{{f(こよって $-AcmJNが切回され劫くな

ることを不唆 いている (1ヌ18)。

lメ18 rCy<;(Acm)I .C，¥(SH)6J・oxylocinからのオキシトシンの11:JJx 

fAcm SH 

H. Cys-Tyr-lle.GI n.Asn.Cys-Pro.Leu.Gly-NH2 

[Cys(Acm )'Cys(SH)6トoxytocin

正2 S・似Ilまオキシトシン議導体からのジスルフィド鮎令形成

Starting material 
Generation of Oxytocin (%)a) 

h
u
 

，、•• 2h 12 h 

DMSO. TFA [Cys(MBzl) 1，6] oxytocin 

[Cys(Acm) 1.可-oxytocin

64 (21) 

<5 (93) 

86 (0) 

<5 (92) <5 (92) 

oxytocin 
(69%) 

SAcm 

H.Cys......………...・H ・..….Cys--・M ・NH2

SAm g 
H.Cys..ーーー・ーーーーーーーーーーーー・ー・・.....Cys......-NH2

a) Yields ware calculated from HPLC peak areas. Recovery (%) of the starting 
material is shown in parentheses. 

6.6・
[Cys(Acm)'" Cys-'-]-oxytocin dlmer (28%) 

ー1・1



丘3 H-Cys(Acm)・OHの2ーメルカプトエタノール存在下及び

JHf.イi:ドでの DMSO-TFA処理

第 4J頁 ジスルフィド結合形成溶媒としてのトリフルオロ酢慣の性質

複数のジスルフイド結合をランダムに形成させる場合、ジスルフ ィド柴崎様式の買

なる異性体の生成が懸念されるが、 ・般に、宅気酸化では天然I~Jの 5思崎係式の物が ì o

生成物として特られることが多い。例えば、還元したリボヌクレア ーゼ Aの空気般化

では可能な 105棺のジスルフィド民性体のうち天然型の架橋株式をイiするもののみが

符られている31)。 しかし、 TFAのような強酸性有機溶媒小でのランダムな棲数のジ

スlレフイド結合形成については調べられていない。

ここでは、分子内に 2本のジスルフイド結合を有するハチ毒ペプチド、アパミンを

そデJレとして、 DMSO-1下A系のランダムな複数のジス Jレフィド先日橋への応用可能性

についてt丸i'Iした。

これに先だって図 9に示す天然地アパミンおよび2極のジスJレフィド見性体を、空

気酸化とタリウム酸化の組み合わせによる、位置選択的なジス jレフィド結介形成法を

用いて合成し、これを HPLCによる分析の掠品とした。

そこで、 tの実験においてぷ唆された DMSO-TFA般化時における S-Acm)~と SH

JL間での相互作用をより d・組lγ検討するため、 H-Cys(Acm)・OHを l当泣の 2・メルカ

プトエタノー Jレの存イt:下およびJIイパ玉下において 10%DM$O -TFAで処理し、 '1:成物

を/ミノ般分析により分離・え:泣した。

システインと 2・メ Jレカプトエタノールとの mixcdジスルフィド (S・2・hydroxyc山yl・

thio cystcinc)は、藤井らの S・保品システインスルホキシドをJfJいるジスルフィド結合

形成法15)に従い、 H・Cys(Acm)-OHより誘導されるスルホキシドと 2-;1-)レカプトエタ

ノ ルを TFA中で反応させることにより合成し、 HPLCで品製後、アミノ酸分析の峠

tillとした。表3に結果をぷすc

以 l'の結果から S-Acm法は DMSO・T下A処理中、 'lL離のチオールが存在するとそ

の切断が促進され、ジスルフィドを生成することが明かになった。

凶9 アパミン及びそのジス Jレフィド異性体のー次構造

2・ME(eq.) 
Reaction Tlme Yleld (% 01 theoreticaりa)

(mln) Cys(Acm) mlxed SS>) cystine 

none 15 89 10 

30 82 18 

60 70 29 

15 59 30 <2 

30 。 90 8 

S一一 S 

H件川.心C;いsピ1州.ペy♂ιム-Ly州州

s s 
Type 1 : natural form 

s s 
Hds1……CyS3一一一一一一一一一一一一一一一一一一一Cysll一一一一一一一ゐS15一一一一一一一一州 2

S S 
Type 11 

a) Yields were estlmated by amino acid analysis. 
b) Mixed SS=S・2・hydroxyethylthiocysteine. 

S一一ー一一S S S 

H・c;S1…-ds3一一一一一一一一……………一一一一一C'ysl一一一一……・Cyピ一一一一一一一一…NH2
.1 11 J ・5

Type 111 

SH体のアパミンは、先に著者らが合成した天然型のアパミン16)を DTTにより還元

することによって得た。この SH・アパミンを 10%DMSO・T下Aで処均することにより

ジスルフィド結合形成を行った。しかし、目的とする天然、型のアパミンは得られず、

HPLC上 III型異性体に相当する今成物が高収率に得られた。本品は、 FAB-massによ

、ム
U‘.a 



りそノマーの分子封を右していることが分かつたので、田型のジスJレフィド架構梯式

を持つ異性体であることが確認された(図 10)。

同 10 3柏のアパミンジスJレフイド異性体の HPLC及び還元アパミンの

10% DMSO・1下A処理後のHPLC

a) 

b) 

c) 

d) 

。 20 40 (mIn) 

Column. Cosmosli C18・AR(0.46 x 15 cm); elutIon.linear gr抽 enl
糊 thMeCN (10・却%in30附n)inO.l%aq崎 ousTFA al a now rale 01 
1州 Imln，d骨1民 Ilon，220 nm. a) Type 1. b) T卯e11. c) Type 111. d) Crude 
pro<luct at1er DMSO-TFA treatment 

次に、 DMSO・1下A 酸化によって III型アパミンが選択的に生成する原肉を明かにす

るため、別のジスJレフイド結合形成法である空気酸化、 10%DMSO・水系32)による

酸化、 τ1ロ下A)3・1下A系14)による酸化を用いて同犠に SH・アパミンのランダムなジス

Jレフイド梨樋を行った。各反応の終了時点での粗生成物を HPLCにより分析し、対応

するピーク面積から各々のジスJレフィド異性体の生成比を求めた。結果をま4に示す。

18 

TI(l下A)3-TFA系による般化は、 DMSO-TFA酸化luJ帳、 III刷γパミンのみを 'j・え

た。このこ とから、 JI:天然、の!日明アパミンの生成は、般化~Jに依存するものでなく、

溶媒としてJIlI.、た T下A の性質によるものであること、即ち、 TFA"1ではペプチド鎖の

立体構造がぶ系抗奴"1でのそれと大きく異なることが強く示唆された。

ペプチドのか;体構造に伝も大きな員三智を与えるファクタ ーの ・つは端艇の疎水tU立1

である。疎水管1:を/Jミすパラメ ーターである浴蝶の誘1左中は 20むにおいて水 80.1、

DMSO 48.9、TFA8.55 である 。 従って TFA のような非常に疎水性の，~I~J'い治蹴小では

ペプチドの融点部分がA(自lに硲11¥した拡態、 Jい換えると .f:jJStに金利ーしf・1人態をとっ

ており、このことが、 TFA小のジスルフィド結合形成においてJI人然シλjレヌィド見

性体の'1=.Jile:の似凶となっているものと与えられる。

また、アパミンの IO%DMSO-水系による酸化における 3朴のジスルノイト火作1-+-

の生成も DMSOの添加による託子奴の臥ぷ件の j-11-によるものと抑どをδれふ》

h立近、 Tamらは、 DMSO A(系をJIJいでわL山ペプチド、デイフョンシンの 3つのジ

スJレフイド鮎令を形比したと械:りしている32)c しかし、 j--述したγパミンの村井!ーから

考えると、彼らのイ~þ)Wミが他のペプチドにおいても天然、理!のシスルフィド架橋仏式を

写えるかかどうかについては疑問の成るところである

ぷ4 杭々の般化法によるアパミンのジスルフィド料介形成

Oxidatlon System 
Relative peak areas 01 the three dlsulhde lsomers (%) 

Type 1 Type 11 Type 111 

Hl% (v/v) DMSO・TFA 。 。 100 

ll(TFAb (5問)・T下A 。 。 100 

10% (v/v) DMSO・water 58 33 9 

Air oxidallon (pH 8) 100 。 。

-]9 



第 4節小括

以上の研究により、 10%DMSO -TFA系によりシステインおよび数種のふ保aシス

テインがシスチンに変換されることが明かになった。また、この反応系は実際のシス

チン合イiペプチドの合成にもイi)IJであることが証明された。本法を用いると、遊離の

システイン残基聞のみならず MBz1基によって側鎖を保品したシステイン残基IlUにお

いても効率的にジスJレフイド保橋を行うことが可能である。

また、それ自身では DMSO-TFA酸化にかなり抵抗する S-Acm基が、遊離のチオ

ーJレ法の存在によって速やかに切断されジスルフィドを与え ることも分かった。

TFAをジス Jレフイド結合形成の溶媒として用いる こと は、 ペプチドの溶解性の問題

を解決したが、 その反面ランダム なジスルフイド結合形成ではその変性作用により 非

天然型のジス jレフィド異性体を守える恐れのあることが明かになった。

20-

第 2章 スルホキシドーシリ jレ化剤一トリフルオ口酢酸

系によるジスルフィド結合形成法の開発

第 1節 s-保護システインからの直接的ジスルフィド結合形成

第 1J真 S・保護システインを用いた基礎実験

前世において著者は、 DMSO-TFA系かペプチドのジス Jレフィド結合形成にイf川で

あることそ示した。しかし、この)J法では、 S-Acm、S-McBI.I、S-l・Bu33)J，左などにより

保護されたシステイン残基はシスチン技法に変換されなかった。より多ぬな S-保議様

式をイJすゐ保説システイン残法からifC接的にジスルフィド鮎介形成をqrうためには、

S-保遁システインの硫黄原子に対する以応性がより大きいfxJI:.神を)IJいる ζ とが必安

であると17えられる。

1979年 Numataらは TMSClとチオール化合物を用いることにより効Z終よくスJレホ

キシドあゐいはスルフィミドがスルフィドに還元されることを比いだした34)。このk

応においてス lレホキシドの還元はチオールのジスルフイドへの般化とカップリングし

ているので、 DMSO-TFA系においてもス jレホキシドのひシリル化によってジスルフ

イド結令形成反応も促進されるのではないかと考え、 TFA111、軒々のス jレホキシドと

シリ Jレ化剤の組み合わせ試剤による S-，脱保品・酸化を検討しr。

5穂の$-保虐システイン H・Cys(R)・OH;(R = Acm， Bz135)， MBι1， McBι1， t・Bu)を、 4

種のスルホキシド (DMSO.TMSO， Ph2S(O)， MeS(O)Ph)と4輔のシリ Jレ化斉IJ(TMSCI， 

MeSiCI3・SiCI4，TMSOTf)の組み合わせ品斉IJにより TFA中処理し、シスチンの生成を

アミノ酸分析により定呈した。結果をぷ5にぷす。

H-Cys(Acm)・OHおよ び H-Cys(MBzl)・OHは、 0.4M DMSO -1 M TMSCI・TFA系で

1時間以内にほぼ定量的にシスチンを与えた。また、 H・Cys(Acm)・OHはTMSOと

TMSClの組み合わせでも高収率にシスチンに変換された これらの条件，こおいて、 H-

Cys(Bzl)-OHは安定であった。

McS(O)PhとTMSClを組み合わせた場合には、 H-Cys(Acm)・OHとH・CyS(l-Bu)-OH

から収E終よくシスチンが生成した。

TMSO・TMSOTf・ TFA系もま た、ジスルフイド結合形成にイi!llであると考えられる。

H-CYS(l・Bu)・OHは、この系で処理することにより高収容にシスチンに変換される。そ
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れに対して H・Cys(Acm)ーOHおよび H・Cys(Bzl)・OHは、この反応に抵抗し、アミノ酸分

析("-、原料のピークのみが観察された。しかし、この系での S-{-Bu基間でのジス Jレフ

イド結令形成反応の完結には、比較的長い時間 (4時間)を要した。これは S-(-Bu基

が、般による脱保護を非常に受けにくいことが 一閃として考えられる。

Ph
2
SOとMcSiC1

3
あるいは SiC14との組み合わせは、紋近、 Ak勾iら36)により開発

された反応系であるが、この系では調べた全てのふ保護システインが、ほほ定量的に

シスチンに変換された。また、種々の反応系に対して極めて安定で、従来液体アンモ

ヱア中ナトリウムを月jいなければ定量的に脱保護きれなかった S・Bzl体からも、反応

H与問を延長することにより収E事よくジスルフィド結合が形成された。

その他のスルホキシド.シリ jレ化斉1)の組み介わせでは、種々の副反応物と思われる

ピークが、アミノ酸分析上認められ、満足できる結果は得られなかった。また、シリ

Jレ化剤として TMSBrを川いても[riJ維の実験を行ったが、どのスルホキシドの組み合

わせからも定;止的なシスチンの生成は観察されなかった。

22 

表 5， 桔々の組み合わせの 0.4M スルホキシド-I M シリル化剤・ TFA系

(4
0

C、 1時間)による s-保議システインからのシスチン形成

r-一ー

R T乱1SCl MeSiC13 SiCi4 TMSσff 

Acm 98 75a 68a く 5

ロ Bzl く 5 10a 7a <5 
EEJZ 3 MBzI 90 39a 41a < 5a 。、

MeBzI 24a 17a 31a く 5

t-Bu 77a 16a 26a く 5

Aαn 90 42 68a く 5b

BzI く 5 く 5 <5 く 5b

C/)， MBzI 68a 29a 48a 32a 。
MeBzI 15a 103 25a 9a 

t-Bu 52a 23a 33a 87b 

Aαη 10 87 90 く 5

修司コ Bzl く 5 94b 96b く 5
ト=J
r 

MBzI 11 87 91 < 5a c/) 。
MeBzl 9 86 87 く 5

t-Bu 14 90 96 く 5

Aan 94 34a 38a 8 

玄 BzI 33a 24a 24a 9 
Urp 3 

ルillzI 63a 31a 34a 23a o 
ht
コ MeBzI 77a 25a 34a く 5

=ァ

t-Bu 93 31a 37a 14a 

a peaks of unknown side products were detected on amino acid 
analysis， b 4'C， 4hr_ 
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反応機備についての考察

TFA中ス Jレホキシド.シリ Jレ化剤佐合系によるジス Jレフイド結合形成反応のメカニ

ズムは、基本的には(;;(J3に示した DMSO・TFA系による酸化と同様であると思われる。

第 2J頁
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スルホキシドの酸素原

チがシ 1)ル化されて生ずるスルホニウムカチオンであると考えられる。このスルホニ

ウムカチオンへのふ保護システインの硫黄原子あるいは S・保必基が脱保品されて生ず

るチオーJレの硫黄似rの求核攻撃によりジス jレフィド結合形成反応が始まるものと推

(凶 11)。

しかし、直接の反応純は Numataら34)が考察しているように、

察される

スルホ三ウムカチオンの反応性のみでは前項に述べたような S-保a基選択

的なジス Jレフイド鮎令形成を説明することは出米ない。この選択性の発現には以下に

述べるような 6つのファクターが|矧与していると#えられる。

しかし、

スルホキシドの 0-シ1))レ化によって'I=.ずるスルホニウムカチオンの親電子、‘.，，l
 

，，，、、

性の強さ。

( 2 )シリル化されたスルホキシドの酸素原 rの脱離性。

(3) S-保護基の酸に対する安定性の相違。

( tj) S・保護システインの硫貨原子のローンペアの求核性の強さ。

( 5) )レイス酸として働くシリ Jレ化剤の S-脱保必能力。

( 6)ジスルフィド結合形成反応の進行と共に反応系内に蔀脱するスルフィドのソ

フト塩基としての脱保説促進能力。

{
【
一
凶

2.1 



粗オキ シトシンのHPLC図 13 スルホキシドーシリル化剤ートリフルオ口酢酸系を用いたシス第 2節

3 

ノ
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チン含有ペプチドの合成

シスチン合イiペプチドの合成におけるス Jレホキシド・シリル化斉IJ -TFA系の1f月l性

これら純々の組み合わせ式斉IJによる S-保護システイン残基聞での直を評価liするため、

/|/j 

接的ジスJレフィド結合形成反応をmいてオキシトシンお よびチキンカルシトニン

(cCη を合成した。

オキシトシンの合成第 1J頁

一-_-30 40 (.7.10) 20 

_._ 
10 

L - _-J 
40 (mln) 

-'-官官--'ー「
20 30 

ι 

10 
ι----'一一一J
30 4C (mlO) 

b 

:>0 10 
'-以112にぷす 4純の S・保護オキシトシン言語導体は、 Fmoc型回相法あるいは液相法

ζれらを先の S-保護シス テインをJlJいた実験で良好な結果を与えた 4にて合成 した

5 4 辿りの 0.4M スjレホキシド・ 1Mシリ lレ化剤-TFA系 (DMSO-TMSCl -TFA， 

Reagent System 

DMSO+TMSCI 
MeS(O)Ph+ TMSCI 
DMSO+TMSCI 
TMSO+ TMSOTf 
Ph2SO+SiCI4 

S-Protection 
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円

ζ
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Y
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JliJJ 

で処理し、McS(O)Ph -TMSCI -TFA， TMSO・TMSOTf-TFA， Ph2SO・SiCI4・TFA系)

ジスJレフィド結合形成を行った。結果を凶 13およびぷ6に示した。

オキシトシンの令成スキ ーム住I1 2 
J 

(m川}

Oolumn， Cosmosil C18-AR(0.46 x 15 cm); elution， linear gradient with MeCN 
(10 -40% / 0 -30 min， 40 -70% /30・40%)in 0.1% aqueous TFA at a flow 
ralte of 1 ml / min; detection， 220 nm 

'-
40 

-'-
30 

しーーーー一-'-- 1 
10 20 

一」

(mlO) 
i..← 

40 
一」ーーーーーー--'--
20 30 

- ー胃」一-
10 

?-R2?-R2  

R1・ Cys-Tyr -lIe -GI n -Asn -Cys -Pro -Leu -Gly -NH2 

S-protected oxytocin 

(R1 = H， pMZ， R2 = Acm， MBzl， t・BU，Bzり

オキシト シンの合成収率表6

0.4 M sulfoxide・ 1M silylating reagent -TFA 

DMSO+TMSCl 

Yield 

83 % 

Rcaction Time 

h
u
 

--A 

Reagent System S-Protection 

Acm 
s s 

H心ys一一一一一一一一一・-一一一一一一一一一一一一一Cys-------NH2
22% 15 min McS(O)Ph+ TMSCl Acm 

64% 15 min DMSO+TMSCl MBzl oxytocin 

78 % 4h TMSO+TMSOTf t-Bu 

74 % 
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4h Ph2SO+SiCI4 
Bzl 
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TFA '11 DMSOとTMSCIの組み合わせでは 2つの Cys伐)M側鎖を MBzl必で保護 し

たオキシトシン品導体から先の DMSO-TFA系を用いた場合に比べ短時間で酸化型の

オキシトシンが作られた。また DMSO-T下A系では定量的な脱保護が不 1ザ能であった

Acm )t;でシステイン側鎖を保品したオキシトシンからも短時間で、かつ!?Ji収率に目的

とする般化地オキシトシンが符られた。

S -t・Buあるいは S・Bll基により保aしたオキシトシン前駆体からも適切な品薬の組

み合わせを選択することにより向収)~さに目的物を作た。しかし、 MeS(O)Ph と TMSCI

の組み介わせでは HPLC上植々の1JIJ反応物が校出され、実際のペプチドのジスルフィ

ド鮎合形成3こ応用することは困難であることがわかった。

図 15 粗 cCT(SS体)の HPLC

[C)，s(Acm)1，7]・cCT
crude cCT 

第 2J頁 チキンカルシ トニン(cCη の合成

[Cys(Acm)I，7l-<:CT37)を0.4M DMSO -I M TMSCI -T下Aでij(冷下 1時間処理する

こと γよりジスルフィド結合形成を行った(制 14)。

本11/1~成物の HPLC 分析において k生成物は cCfの標品と HPしC 上共に治111 し、そ

の収率はピーク I高払より 76%であった(凶 15)。

叩 2il":io一一可 (m叫 10 20 30 ~O (IT川

α)lumn， Cosmosil C18 AR (0.46 x 15 cm)， elution， linear gradient w~h MeCN 

(~~O ・ 40%/0・30 min， 40・70%/ 30-40 min) in 0.1% aqueous TFA at a flow悶te
of 1 ml / min; d倒的tion，220 nm 

凶 14 cCTの令成スキーム

第3節小括

SAcm SAcm 

H-Cys-Ala-Ser-Leu-Ser-Thr-Cys-Val-Leu-Gly-Lys-Leu-Ser-Gln-Glu-Leu 
-His-Lys-Leu-Gln-Thr・Tyr-Pro-Arg-Thr-Asp-Val-Gly-Ala-Gly-Thr-Pro-NH2 

cCT 

ノド章において:t.:~は DMSO ・ TFA 系によるジス lレフィド結合形成法を史に発展させ

たス jレホキシド.シリル化剤-TFA系を開発し、 そのシスチン含布ペプチドの合成に

おける有用性を碓認した。これらの試薬系を用いると将々のふ保護法を持つペプチド

を、遊離の SHペプチドを扱うことなく仇接対応するジス Jレフィドペプチドに変換す

ることができる。

特に Sふ-A九cm)，法左はその特異な性質ゆえにペプチド合成において非常常.に市3民足な位位をJ

める保護基であり1、従采タリウム塩や水銀t単詰8，幻，38町)等の重金属塩類あるいはヨウdぷ点区伝;，にこよ

つてのみ定量的な脱保護が可能であつた。 DMSO-TMSCI -TFA系および Ph
2
SO・

SiC14 (あ るいは MeS iCI3) ・ TFA 系による l{~接的な S-Acm 法からのジスルフイド結合

形成はこれらの)jj法に代わるものである また本法は、符られたペプナトの残存重金

属による生体に対する毒性の慰念も無い為、シスチン合イ1ペプチド性t記長品の合成と

いう観点からもイiJHなものであると考えられる。

それに加えて、アミノ酸を用いた実験で観察された S-保設基選択的なジスルフイト
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結介形成は{、Z世選択的な後数のジスJレフィド架締法への応用可能性をボすものであるc
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~~ 3章 セレノシスチン含有ペプチドの合成と

その性質および生物活性

第 1節 セレノシステインおよびセレノシスチン含有ペプチドに関する

従来の研究概要

セレノシステイン:i米然、に存在するアミノ般(残基)であり、その側鎖セレノール

法は glycine reductase， formatc dchydrogcnasc， gluta山ioncpcroxidasc旬、 R変化辺見い係わる

解除の角的集中心、を形成している 39)。また、セレノシステインは、その伯述、化7・ (~J~iち

重bがシステインとJJi似している。i勾名は淀J[:能)J:をイ1し、n身は般化されて 2jA体(セ

レノシスチンおよびシステイン) を 1f~1瓦寸る 。

ゾi、セレノシステイン側鎖のセレノ ールj快は対I.r.'-するシス 7 インのチオ ー Jレ)t~ よ

りも酸性肢がIC5くセレノシステイン側鎖の pKaは 5.73、シスァインは 8.53である40)

また、 ・般にセレノールは対応するチオー Jレよりもかなり {l);ぃ般化還式~l{i1，i:をイJし41)、

このことが上記のようなセレノシステイノ今イi酵みーのtlitt発現にifC't:であると考えら

れている

11 .fll't，百十主ペプチドではセレノシステインあるいはセレノシス Fンを合むものは訓イi

までには}Uられていないが、後述するようにンステインあるいはシスチン合イ{ペプチ

ドの構造活性相関研究の・環として欽杭が化学合成されている。

セレノシステインあるいはセレノシスチン合イiペプチドの合成においては、ux.初セ

レノール保護基として B.d)去を月jい、 i也外/ンモニア小合同ナトリウムをhX.終脱保g凌

試荒とする手法が導入され、この)jri;を)11いてグjレタチオン42)、オキシトノン43)、

ソマトスタチン44)のセレンアナログが合成された しかし、液体アンニf-_ア中金以ナ

トリウムを用いる脱保護は、粍々の副!;iJi:.~ト伴うため現犯のペプチド令j氏にははとん

どJIJいられることがなくなっている it()!l Sωaらは、新しいセレノ-)レ仇:投ぷFして

McBl.1 )~を用い B∞ )~111HH介成法による/ミノ酸の結合、引示 tJt く HF によゐ脱thLJE

によりメタロチオネインのセレンアナログ、メタロセレノ耳インを合成したり)。

しかしながら、セレノシステインおよびセレノシスチン合イ1ペプチトに閲する点細

な令成研究はほとんどなされていないのが現払である c

:H 



第 2節 セレノシスチン前駆体と しての

N-9-fluo re nyl m ethoxycarbon yl-S e-4-methoxybe nzyl-

selenocysteine [Fmoc-Sec(MB剖)-OH]の合成とその性質

若右「は現在最も'lUえしている Fmoc型国相合成法への応用が可能なセレノーJレ保准

J去の開発とそれを用いたセレノシスチン含有ペプチドの簡便かつ高収率な合成法の確

立を目的と して以下に述べるような研究を行った。

第 D頁 Fmoc-Sec(MBzl)・OHの合成

セレノシステインのセレノール保護基には、セレン瓜チの硫黄原子との類似性およ

び Fmoc型国相合成系への応用性を考慮にいれ、MBzl必を選択した。

セレノシスチンは、 Chocalらの文献.46)に従いセリンより議導される s-ch1orωlaninc

と N~Se2 より調製した。 次いで、これを水酸化ナトリウム水溶液中 NaBH4 ~こて還元

し、セレノシステインとした。一般に、遊離のセレノールは、大気中の酸~により容

易bに酸化されるのでセレノシステインは単離せず、同・反応、系に直接 MBzl-CI:を加え

ることに よりlポットで Se・MBzlイヒをfIった。

Fmoc-S民和.fBzl)・OHは、 H-S∞(MBzl)・OHに Fmoc-OSuを泡基存在下作用 させること

により容易に得られた。

凶 16 Fm民・Sec(MBz1)・OHの合成

第 2J頁 Se-methoxybenzyl 基の性質

次に Se-MBzl)J;の安定性お よび脱保護条件を検討するため、 H-S民(MBzl)-OHを通

常のペプチド合成において月jいられる種々 の試薬系で処理した後、 アミノ 酸分析を行

った。尚、アミノ 般分析しセレノシスチンおよび H-Scc(MBzl)-OHはそれぞれ Yal

(44.9 min)、Arg(92.6 min)の位置に溶出され、また H・S∞-OHはアミノ 酸分析中ほとん

32 

どがセレノ シスチン.こ空気酸化された み7fこ示すよ うに Sc-MBl1)たは、 90%T下Aaq.、

T下A-m-crcso1 ・U1ioaniso1e-EDT・水 (80:5:5:5:5，v/v)およ び 20%ピペリジ ンー DMFに

は安定であ ったが、 1MTMSBr -m-crcso1 -lhioanisolc -TFAあるいは 1M TMSOTf -m-

cresol・Ihioaniso1c-TFAによ って切断された。このことから Sc-MBI.I)~は S-MBzl 法と

よく似た性質を有しているものと判断される。

表 7 Se-MBzl 法の安定性および脱保品条1"

Rcag，ems 

TFA・watcr(9:1) 

TFA.小ioanisol巴ーm-creso1-EDT -watcr 
(80:5 :5:5:5) 

20% pipcridinc -DMF 

lMTMSBr・山io加 iso1e-m-crcso1-γFA

lMTMSOTf・U1ioaniso1e-m-crcsol-TF A 

a) r .1.， room temperature 

Temperature a) 

r.t 

r.1. 

r .1. 

4セ

40C 

第 3節 モデルペンタペプチドの合成

第 D頁縮合および脱保護

Timc (h) 

2 

2 

4 

Stability 

Stab1e 

Stab1c 

Stab1c 

Cleavab1巴

C1eavablc 

Fm∞ &氾(MBz1)ーOHがセレノシスチンliiJ駆体として、 Fmoc}~.!ペプチド合成に使J[J

可能かどうかを調べるため、モデjレペンタペプチド、H-Lcu-Lys・Gly-Scc(MBzl)-Ala-OH: 

P-Sc(MBzl)の合成を試みた。対照として Sec(MBz1)をCYS(MBz1)にiri.換したペプチド:

P-S(MBz1)も同級に合成した。

ペプチド鎖の構築は p-bcnzy1oxybcolylalcohol樹脂47)上、 DIC-HOBtによる結合に

より手動で行った。Lysの側鎖保.g)$;には Boc基を使用 した。

得られたペプチド樹脂を TFA・m-cresol-thioanisole・EDT-水 (80:5:5:5:5，v/v)で処月!

した後 HPLCで分析した。この脱保品条件において S・および Sc-MBzl}$;は安定であ

り、 P-Sc(MBzl)および P-S(MBzl)がシャ ープな単一ピークとして現われた。組生成物

中のP-Se(MBzl) と P-S(MBzl)がほぼItiJ~~.の純度 (>90%) である こ とから、結合Jff.r..中
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セレン原チの関与する制反応ははとんど起こっていないことが分かった(図 17)。

以上のことから Fmoc-$∞(MB/1)・OHは通常の Fmocfi，4J[剖相法への応用に充分耐えるこ

とが明かになった。

制 17 判1P-Se(MBz1)および P-S(MBz1)の HPLC

P-Se(MBzl) P-S(MBzl) 

Coumn， Cosmosil C18-AR (0.46 x 15α明);eUtion， linear gradient w~h MeCN 

(20・4ぴ1'0in 30川n)in 0.1% aqueous TFA a1 a llow rate 01 1川 Irrin， detection， 220 nm 

第 2~頁 ジセレニド結合形成法の検討

イi機化合物中のセレン広([-は、 ー般に、対応する硫黄肱子に比べソフト温法として

の竹質が大きい。従ってセレノシスチン含有ペプチドの合成において、セレノール保

設)t;を合む全ての保設J止を一挙に切断した場合、 S∞技法のセレノー Jレがカチオンス

カベンジャーとして働き S∞の側鎖がアルキJレ化されることが懸念される。また、進

削のセレノー Jレはキ気般化を受けやすく大気イザイ正トでは取り扱いに注意をま起する。よ

って、セレノシスチン合イj ペプチドの合成にはセレノール~.&lきを除く全保品法を除

去した後、保~ Scc 成)~IIU で((1.接的なジセレニド結什形成をすf うルートが有効である

と:与え、モデJレペプチド P-Sc(MBz1)を用いて将々のA朱系による直接的なジセレニド

結合形成法を検討した。また、ジスJレフィド結合形成と比較するため P-$(MBz1)を則

いても向様の笑験を行った。

ジセレニド結合形成のためのよ薬系として、点接的ジス Jレフイド結合形成によくm
いられるヨウ点、 TI(f下A)3および、若者が開発した DM$O-T下A、DMSO-TMSC1 -

TFA系を検討した(凶 18)。
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反応液は HPLCで分析し、ジセレニ ド結合形成収守'を 2Jil体 P$c$c-Pに対応する

ピークの日'rilJ'(から}'I.日1した。

長 8 にノ J~すように、ヨウ京をJIj"、 t- ~品目介 S∞(MBz1) 問でのジセレヱ ド鮎介形成はは

ぽ定:.i的に進行し、高収不に 2:，!体 P-$c$c-Pが生成した。興味深いζ とに、P-$(MBzl)

を法質とした場介には、反応は令〈泣わせ r、HPLCUJ;(料のピ クのみが観察され

た。このヨウ京般化における選択れはセレン原チの品い求松性とソフト性に起凶して

いるらのと号えられる また、この粘来は、分チ内にシスチン民法とセレノシスチン

残基の両方をイ{するペプチドの合成において選択的なジセレユ ドおよびジスルフィド

結合形成のIlJ能<lfiをぷすものである

10% DM$O -TFA系及び 0.2M DM$O -1M TMSC1・TFA系では、ジセレニドSl;介、

ジスルフィド粘介共に効率よく形成され、これらの酸化系はジス Jレフィド*.'，令形成の

みならずジセレニド結合形成においてもイ{川であることが分かった。

ヅi、T1(TFA)3による酸化では、 HPLC分析上H的とする 21.;:14、のピークよりも 1，1
く裕lBされる制反応物が検引されたn 守ゅのIIIリlえ!之、物;立、その不安定性のためにIU]A::J:

出来なかったが、 0.2M DMSO・1M TMSCI -TFAによる処砲の時mJを延長したHれ・

もfliJじピークが出現したことから、必らく ovcr-Qxiducされたペプチドであると忠わ計

る。

民J1 8 S民 (MB/I) Cys(M B/I) 妓基問での1((姥的ジセレ三 ド

k二Jλ ルフィド)結合形成

H -Leu -Lys -Gly -X -Ala -OH 

j s ω仰仰……p防仰附川r巾附附O叫ω州…1恰附e郎C

H-しeu-しys-Gly -X -Ala -OH 

H -Leu -Lys -Gly -X -Ala -OH 

(X = Sec(MBzl) or Cys(MBzl)) 



凶 191.こ示す ように、 見かけ上反応開始後 P-SeSc-Pは述やかに避Jじされ 1時間以内種々の酸化式薬系によるジセレニド粘合及びジスルフィド結令形成収率ム8

P-SS-Pは徐々に還λ され、ヂ衡に注するまでに長時に、f衡に達した。それに対し、

間を要した。 また、平衡状態においてセレノシスチン合イi ペプチドは対1.~.するシスチ
p-ss-p 

Yie1d o( dimcr (%) 

P-SeSe-P 
Tcm似:rature.)γimc(min) Rcagents 

ン合有ペプチドよりも酸化坤lでイヂ花する;刊介が大きいことが明かにな った。。
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セレノシスチン含有ぺプチドの酸化還元反応における速度論的

解析

82 

細胞内の酸化遺JL反応の制御にはグルタチオンや補酵;#A、および様々な システイ

ン合イf蛍白質が閲うするチオールージスJレフィド交換反応が霊長な役割を来たしてい

2 

a) r.l.， room tcmperature 

第 4節

:!(，.O 

ーー『ー_j・

.j "' 

o 
217 1'/ .¥ 130 

I'Ul1C { h ) 

日7

セレノシステイン残基のセレノセレノシステイン合布酵素の働きには、る48)。また、

-)レJ舎の求核性の強さおよび高い脱離性が大きく寄与していると考えられている49)。

チオ ールージスルこれらの生理的な般化還元反応のメカニズムを明かにするため、

より"下細な述t.it諭的解析を試みた a 反応途上の

HPLC分析では、原料の 2~抗体ペプチドと還正体ペプ，-ト伊-ScH ま t- d: P-SH)のみが

できる。

のように，iC述

観察され、還Jr.bi..応、の中間体と与えられるグルタチオン付加体 P-ScSGあるいは P-

SSGのピークは験出されなかった。従ってこの反応は、単純に式 () ) 

この14験結果をもとに、

h

一一h

次に、
フィドあるいはセレノー Jレージセレニド交換反応の速度論に関す る基礎的な研究が非

しかしペプチド中のジセレニド結合が

生J1I!的条件 Fにおいていかなる不動を示すかについては不明な点が多い。

そこで持者は、ペプチド中のジセレニド結合の性質についての基礎的な知見を得る

ために GSHに対するそデJレペプチド P-SeSe-PとP-SS-Pとの反応性の相述、すなわ

ちチオールージセレニド交換反応とチオーJレージスルフィド交換反応の速度論的相違

ペプチドヤ主の{底;タrt{-をJfJl、てhわれている50)。

、‘，Ji
 

，，.、( x = Sc. S ) 

d[ P-XX-P] 
一一ーァ一一一一 =-kJ[ P-XX-P)[ GSH )2+k d P-XH )2， GSSGl 

- ・kdP-XX-P J( 0.1 -2 ( 7.14 x 10・5・[PXXP])}2 

+4k 1(7.14 x 105 _ [P_XX_p])3 

2P-XH + GSSG P-XX-P + 2GSH 

について検討を行った。

(2) 

(3) 

:H 

1P・XH]2， GSSG) 

[ P-XX-P ]( GSH ]2 
Kcq= 

2 ~t体のそデルペプチド: P-ScSc-Pあるいは P-SS-P(最終濃度 7.14x 10・5M)を0.1

MGSHの存在l'pH 7.5のトリス一塩酸バッファー中、 37"cでインキュベートした。

経時的に反応液の・却を HPLC で分析し、反1.~.雄qJ の 2~外ペプチドの濃度をそのピ

ーク曲獄から算出した。尚、空丸酸化を防ぐため反応はアルゴン置換下で行った。
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式(けから導かれる速度式 (2)の見かけの速度定数 k1(obsd)および k_1(obsd)は、

Rungc-Kult.a Gillの万法に法づいた非線形最小 2釆法プログラム、 MULTI(RUNGE)51) 

によるカー〆ノイツティングにより求めた。また、千衡定数 K は、式 (3)より求
cq 

めた。

み9 酸化退んJ.x.J必(式 1)における辿皮定数お よびミド衡定数

X kl(obsd)(M 2以:::c-1) k_l(obSd)(M・2S(たー1) K 叫

Sc 8.8 x 10・2 3.8 x 104 2.3 x 10・6

S 6.1 x 103 1.5 x 102 4.1 x 10・5

以上の鮎-*より、セレノシスチン合有ペプチドの述度品的挙動はシスチン含有ペプ

チドの2扶助と大きく異なることが'9Jかになった。 P-SeSe-Pの速度定数は P-SS-Pのそ

れよりもはるかに大きく、その比は正反応で 14.4倍、逆反応においては 253倍であっ

た。

Sc-Sc結合のエネルギー (46kcal/mol)は、 S-S粘介エネJレギー(64kcaVmol)よりも小

さく 52)、またセレノレートは対J.i:..するチオレートよりも良い脱離)}..:になる53)ことが

文uられている。このことがlEJ.i応において k
1
(obsd)S巴>k1(obsd)Sとなる以閃になって

いるものと考えられる。

また、逆l反応において k_l(ob叫)SCが非常に大きな仙を示すことにはセレノールの向

い解離れが人さく'舟守しているものと考えられる。つまり、セレノール必は対応する

チオー Jレよりも解離定数が小さく(セレノシスナインおよびシスナイン側鎖の pKaは

それぞれ 8.53、 5.7340))pH 7.5 ~こおいてはセレノ ル基のほとんどが尚い求核性を

有するセレノレートア二オンの形で存在しているため、式(1 )の逆以見、即ち再酸化

反応が述やかに進むするものと与えられる。
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第 5節小括

本市において著者は、セレノシスチン，jil1巨体となる Fmoc-S∞(MBzl)・OHを合成し、

この議導体が、 一般的にJ1)いられている Fmoc型国相法に吟川可能であることをぷし

た。また、 Se-MBzl}hは S-MBzl基同級 DMSO・1下A系及び DMSO-TMSCI -TFA系

により l立接ジセレニドに変換されることを別かにし、 ゾi、ヨウポを月lいた酸化では

Sc・MBzl基のみが選択的に反応することを凡いだした。

モデルペプチドをJ1Jいた酸化還元反応における速度論的解析の結果から、ペプチド

中のジセレニド結合は対応するジスルフィド結合よりもグルタチオンのようなチオー

ルに対する反応性が11.6く、交換反応、を起こしやすいが、その予衡状態においてはジス

Jレフィドペプチドよりもより酸化型に片寄って存在することが明かになった。
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メJレカプト附般を導入し探サイメルカプトプロピ寸ン酸、かわりにメルカプト酢酸、卜心房性ナトリウム利尿ペプチド (rANP)セレン

アナログの合成とその生物活性

フ ツ第4章

ズを変化させたアナログ61)をJIJいた研究から、ジスルフィド紡イ'l-~.よって形成される

53 .u環が ANP の活性発現に if~世な役割を-*たしていることが1)ミ I凌された。

ジスJレフ J ド結合(・s-s・)をエチレンユニット(・CH
2・CH

2
・)に変換した誘導体は、 53H 

しかし、

ANPの構造活性相関に関する従来の研究概要第 1節
現を有しているにもかかわらず抗しい利尿机件の低ドをぶした62)心 [IIH，'f<の ir，~換はオキ

シトシン63)あるいはウナギカルントニン64)の生理話作にはさほど人きなj~~~'，~ を与え

レPen、

あるいは J)-Pen~こ置換したアナログを合成し、血管 '-y.r，'t筋弛緩活十i は 23 付のCys 側鎖

ない ことが既に分かっている。Minamitakcらは hANP(7・28)の Cysを ひCys、

心房性ナトリウム利尿ペプチド (AN町 は 1983年 Flynnらによりラットから54)、

ì:~ な

分秘型は α-ANPと呼ばれる 28アミノ 酸残基から構成され、分子内に l本のジスJレフ

1984年 Kangawaら55)により ヒト心叫より ljt離・備造決定さ れたペプチドで、

の configuraLionと flcxibiliLyによって大きく彪特されることを明かにしている65)
ィド結合をイfする環状ペプチドである。

合成方針第 2節
アJレドステロンラ〉泌抑ノドペプチドはナトリウム利尿、血圧降下、卵管平滑筋弛緩、

刈刈Pの活性発現にジスルフイド払介が重貨な役割を-*たしていることにぷ

フルアゴニスト活性を有するラット ANP(7-28)(rANP(7・28))及びそのジλルフイ

若者は、

制令の生理作川を有し56)、後に発凡された脳性ナトリウム利尿ペプチド(BNP)57)、C-

)~lナトリウム利尿ペプチド (CNP)58) と共に体液の恒常性の維持および血圧の訓節に重

日し、(凶 20)。安な役割を来たしていると考えられている

ド結合中の硫;tl原子をセレン原 rにi世換した 3柏の品導体 (rs∞71・rANP(7・28)，ISCC23}・
の椛造ナトリウム利尿ペプチド(ヒト型)図20 

(凶 21)。

rANP(7・28)とそのセレン品特体の椛iti

10 

15 

rAl'、lP(7・28).[s∞7.23J・rA1叩 (7・28)の介成を日l両した

~12 1 

CNP・22BNP・32(l-ANP 

X 1 = Cys. X2 = Cys : rANP(7・28)

X 1 = Sec， X2 = Cys : [8舵 7J・rANP(7・28)

X1 = Cys. X2 = Sec : (8ec2可.rANP(7・28)

X 1 = 5ec. X2 = 8ec : [5舵 l23) • rANP(7・28)

ANPの発凡以後粕ノJ的な構造活性相関研究がなされ、 N末端環外部は生理前性発現
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28 
また、

7 f立の Cysの

ANP(7・28)でフルアゴニスト活性を有することが分かっている59)には不要で、

環状構造をなくした山鎖アナログでは顕著な生即.活性の低 Fを示し60)、

nu 
i
 



rANp(728)品導体のペプチド鎖の構築には先のモデjレペプチドの合成において良好

な鮎米を与えた FmocJtl) ["1相法を採用することにした。従来 Fmocyl;ではArg側鎖保

雄基には Mtr)~66} をJlIいることが多かったが、この基は TFA による脱保"'~こ長時間

を支するため、本合成においては S-及び Se-MBzl:が一部切断される危険性がある。

従って 3伽iの Arg技法の側鎖保.&には Mtrよりも酸による脱保aを受けやすいとされ

ている PmcJ.t;67)をmいることにした。環化には S-MBzl，Se-MBzl基両方に反応する

DMSO・1下A系を川い、保護システイン及び保護セレノシステイン残悲問で直接的に

行うことにした(凶 22)。

TFA -m-cresol -thioanisole -EDT -water (80:5:5:5:5. v/v) 

ノ酸の側鎖保設には tcrt-bUlyla1cohol Jf;lJの保護基を用いた。

得られた各々のペプチド樹脂は TFA -m-cresol ・山io加 iωle-EDT・A<-TFA 

(80:5:5:5:5， v/v)で処月.しペプチドの樹脂からの切断と側鎖保a基の除よを行った こ

の処理において S・および Sc・MB/l~は安定に保たれた。各 MBzl 体ペプチドは HPLC

上シャーイなピークとして現われたが(肉23)、最終生成物の精製を符易にするた

め更に HPLCによる柿製を行った。

次にこれらの MBzl体ペプチドを 10%DMSO-1下Aで処理し環化を行った(ペプチ

ド漉度:約 1mglml)。この処聞によって、 Se・および S・MBzl，院は切断されI"J時に S・

S，Se・Se，および S-Se結合が形成された。この環化反応の完結に生した時間はペプチ

ドによって異なり、 rANP(7・28)には 60分、 [S∞23]・rANP(7・28)には 120分、 IS∞7)・

rANP(7・28)および [S∞7.23J・rANP(7・28)には 15分を要した。本J.X.J.t." 1、川反応物ある

いは多:liψドに相、当すると忠われるピークは HPLC上観察されず、 11的物はシャ-)'な

ピークとして現われた。i:_，t成物は HPLCにて分取 し高純度のlJ的物を引Jt-。

rANP(7-:お)、そのセレンアナログ、およびそれぞれの合成中間体の HPLCプロファ

イルを凶 L~ 3にポす。各々のペプチドは、アミノ酸分析および FAB-massにより 10J)じ

した。

以上の結果は合成化学的に渦・起できるものであり、本合成ルートのイiJIJttが:lFlYJさ

れた。また、 DMSO-TFA系による般化は S-S結合のみならず Sc-Scあるいは S-Sc私

合形成においてもイjJ1jであることが明かになった。

(]{J 2 2 r ANP(7・28)及びそのセレン誘導体の合成スキーム

H-X (MBzl)-Phe-Gly-Gly-Arg( Pmc)・lIe-Asp(t-Bu)-Arg(Pmc)-lIe-Gly-Ala-Gln・Serベ(卜Bu叫)-

G山 ω

(X = Cys or Sec) 

H -X(MBzl)一一一一一一一一一一一一一一一X(MBzり・…………一一OH

I 10%一
H -X ---一一一一-一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一--X一一一一一一一一一一一一一一OH

第 3節 rANPセレンアナログの合成

rANP(7・28)およびそのセレンアナログ [S民 7]・rANP(7・28)、[S民 7)・rN伊(7・28)、[S∞7)・

rANP(7・28)のペプチド鎖の構築は、p-benzyloxybenzylal∞hol樹脂上 Fmoc型国相法によ

り手動でむった この際 Cysおよび S配残基の前駆体として Fm∞-Cys(MBzl)・OH、

Fmoc-Scc(M Bll)-OHをそれぞれ用いた。 Argの側鎖保護基には PmC基を、その他アミ

~2 
内
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第 4節 rANPセレンアナログの生物活性

凶23 rANP(7・28)、そのセレン誘導体及びそれらの合成中間体のHPLC
rANP(7・28)の硫黄原子のセレン以rへのiri.換がその生物的刊にいかなるj長智を及ぼ

すのかをJ叫べるため rANP(7・28)およびそのセレンアナログ rScc7JrANP(7・28)、[Scc23)・

rANP(7-28:)、 [Sec7，23)・rA1叩(7・28)についてレセプター結介前科およびI(ft竹弛緩活性発

現の為の 2次メッセンジャーとベ与えられているサイクリックGMP(cGMP)の細胞内で

の蓄積を p用べた。

rANP(7・28) [Sec7)・rANP{7・28) [Sec23)・rANP(7・28) [S・C723J・rANP(728) 

MBzl・form
(purJfled) 

Cycilc form 
(crude) 
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( 1) ANP.$導体のレセプタ -*/i介能

ラット地位血管平滑筋細胞 (VascufarSmOOlh Musclc Cclls; VSMC)と掠，議ヒト明 α-

ANP (125)・α-hANP)の特異的結合けける ANP誘導体の腕什的川L能やレセプタ 恥

合活件とじてよド価した。尚、 VSMCはクリアランスレセ プタ (Crcccpωr)の合イpヂ

が高く←90%)、このアッセイの結-*は、 C・レセプタ一結合能をJx映しているものと与

えられる65) 結果を図 24、表 I0にぶした。

/ 
/ 

〆
し/ (2) ANP議導体の VSMC内 cGMP，i)t/j'能

ANPのIfft管他緩活性は ANPが B・レセプター(Biologicalrcωplor)にがi介した後に起こ

る細胞内 cGMPの増加によ って引先起こされるものと与えられている。従って、ここ

では、府長 VSMCにおける cGMPf(l!~ を ANP 議導体の生物的性の指肢とした65)

結果を凶:24および表 10にぷした。
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Column， Cosmosll C18 AR (0.46 x 15 cm)， clutKln， Ilnear gradlent wlth MeCN 
(10・50%in 30 mln) In 0 1% aqueous TFA， Ilow ratc， 1 mll min， deteC1Kln' 220 nm 
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.∞1 .01 10 100 10∞ 10 100 1000 10000 

conc. (nM) conc. (nM) 

• rANP(7・28)，d. [Sec¥rANP(7 28)，ロ (Sec23]ィANP(7伺)，0・[Sp'c7斗rANP(7羽}

Values are the means 01 ;wo e~pcnments 
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五ロ==ロ
rA"'iP(7・28)セレン誘導体のレセプター結合能における IC50伯及びぷ10 

V$MC内 cGMP産生能における EC50イIl(

シスチン合イj・ペプチドの作成における kCy-SlCpであるジスルフィド結合形

成にス jレホキシドの般化)J を利川した新しい 2 つのJx. J.~.系 DMSO TFA系及びス

ルホキシド.シリ jレ化剤-TFA系を専入し、これらのん法をJII¥，、て縫っかの生月17吊N. 

.t，: 1;は、

cGMP accumulalion R∞cplor binding 

EC
50 

(x 10・7M)b) IC
50 

(x 10-9 M)a) 

ペプチドを介J;Je:~た。 ノド法は以ドに述べるような優れた判徴をイi している。

1 )溶煤として)fjいる TFAはペプチドに対して向い裕解))をイ1しているため、水系託手
1.4 2.3 7-28 rANP 

政に難誌な鼠:水性のペプチドあるいは保護ペプチドに対しでも使川 111'能である。1.3 4.9 7， _，"-，07 28 I$cc I )-rANP 

2 )科々の$-保護システイン伐Jんからのt(l接的なジスルフィド結合形成が可能であるι

3)令気般化法に比べ反応自主IIIJが短い。

~) $-脱似'l\tに II/ttの t~1tJ い市:令J，'~を JI) いないため']:外に対する '_i;: イ~tI:も I~ :Jく、

1.8 

1.0 

3.7 

2.8 

21. _. ..m7 28 [Scc" J)_rANP 

[Scc7，23]・rANp728

ペプチ

ド性I~;~IV，の介J主にも}Jl\，、る ζ とがでさる

.t，: ..r;.はまた、 Fmoc)世間柑介l主に迎JIIできるセレノシステイン‘品ぜ1~i; Frnoc-

スルホキシドによる般化t1::を)11¥，、た七レノシスチン台イiペヅ

チトの新し、、介l主jレートを砧:立し 1.:."，

$cc(MBzl)・OH~即売し、

VaJucs arc lhc mcans of IwO cxpcnmCnLS. a) The conccntration of thc pcplidc inhibiling sμClfic 

bmding of [ 1251)・α-hANPby SOC)( (IC50) was dcrivcd from an anaJysis plOlS of山cpcrccnt.agc 

of spccific blOdlng vs. Lhc log concc:ntration of Lhc pcpudc. b) Thc conccntralion of thc pcplldc 

rcqUlfcd for half-maximum accurnulallon of cG~1P (EC50) wa.， dcrivcd from加 anaJ戸ISof plOl!> 

of cGMP conten~ vs. log conccnlrallon of lhc pcplldc. 
セレノシスチンを合布するモデルペプチドの般化還JC:JxJ.~~における述l.3t，命的解析は、

ペプチド'1'のジセレニド結合の↑'j:1'{μ ついて興味ある)~礎的立IIJi 争 'J- えた。

rANP 1:記のh11をJ1J¥'、て、

rANP(7・28)の3科のセレン γナログ([$cc71・rANP(7・28)、[$cc23J・rANP(7-28)、

シスチインタ主)J;の七レ

ノシステイン民法への i在換は Jl:のな科、m造を人さく変化させない 己 とが/J~峻されたc

合成11のイJlII性を日IF.I))]すると比二、その'1:.物前十!:の結束白から、
[Scc 7.23)・rANP(7・28)) は rAN町7・28)とほぼ同等のレセプター結合能および cGMPpr- 'I ~ 

能をイiしていた。

己の合成?よ・ をJ1J"、てセレノシスチンタl;)~~:: 77$cを導入寸ゐ ιとも可能であるたまた、
以 1:の結果;まltiJ慌のt[i:般をオキシトシン43)およびソマトスタチン44):こ施した説明

システイン成法のセレノシスナイン伐jLへのiri:換はシスチン合イfペプチドのNMR

による川辺学的研究にも役、i~つものととえられる。

以上の研究によって得られたl弘法はシスチン合布ペプチドの作成およひ他込前十!AII

め、

、，. 
ー

ペプチドqlの Scc弘法の化学的性質および立体的な構造が Cys広島のそれ

体が^然品とほぼ|口11;の1!=.fI11前性を示すという以前の根付の結束::iこ頬似している

のことは、

と非常に似ており、 Cy~ 伐)，lの Scc 政必へのí(i換はì.!日方の合体桃迭をはとんと変化さ

ペプチド化7・の進以にffするものがある|珂研究にイIJIlな矢fI見を提供するものであり、しかし、オキシトシン61)およびウナギカ jレシトスン64)せていないことをノドしている。

と考えられる。のジスルフィド結合を _T_チレンユヱットに変換したアナログはそれらの生用活性をか

なり保持するのに対してI"J保の償換をhANPに適川した場合にはその利尿活性が激減

あるいはジスルフィド

することが報告されている62)_

乙れらのU~尖を総合すると、

4liイ?により立体偽造をIl"A2された先日僑部近傍のアミノ般民)J.:がその機能レセプターに

I I):i UI I 1，作)11してその'1:.}I]!.i，fit'tを完成していることがぷI~ される。

~6 ~ 

ANPのジスルフイド結合白身、



実験の部

融点、 (mp)は柳本微量融点測定25で測定し、全て米補正。 11tr.光Jj[は JASCODIP-

360デジタル旋光度計で測定した。ペプチドの加水分解は以トの 2つの)j法 1)，2)

で行い、加水分解物のアミノ酸組成は、日す 835型アミノ酸分析。，.で測定した。

1) 6 N HCI加水分解:約 0.1μmolのペプチドを 1% フzノ Jレを合む 6N

HCI (5∞ μ1) を用いて~.tfl :民行中 1l0'Cで 20 時間反止、させた白

2) LAP消化:約 60nmolのペプチドを l∞μlの 50mMトリス 一地般パッ

ファー中、 1unitのしAPで 37'C、 15-20時間インキュベー トした。

IH-NM1ミスペクト Jレの測定には BruckcrAC-3∞spcctromcLCrを他)11し、テトラメ

チJレシランを内部標準として測定 した。

FAB-massスペクト Jレの測定には、 VGAnalyticaJ ZAB・SEを悦JlJし、SIMSスペク

トJレの測定には、目立 M・90質計分析機を用いた。

i事刷ク口マトグラフィー σLC)は、 Kiesclgel“氾(Mcrck)を)11い、 CHCI)-McOH-

水 (8:3:1，v/v)の下層によって脱出iした。発色はニンヒドリンあるいは悦般セリウム

をmいて行った。

HPLCには Waters6∞E Systcm Controllcrあるいは Waters6∞Multisolvcnt Derivery 

System を川い、 UV検出器としてそれぞれ Watcrs484 Tunablc Absorbance Det似 orま

たはLambda-M凱 Model481Spcctromctcrを接続した。ピーク Itll.f.l'(は、 11す D・25∞
chromalO intcgratorを用いて算出した 治出は 0.1%(v/v) TFA・水と0.1% (v/v) TFA -

McCNのlil.線操度勾配により行った。また、分析には CosmosilC18・AR(0.46 x 15 

cm)カラムあるいは μBonぬsphcrc5μCI8・1∞A(0.39 x 15 cm)カヲムを流述 1ml/min 

で月1いた。分取には CosmosilCI8・AR(2.0 x 25 cm)及び YMCPACK D-ODS・5(2.0 x 

25 cm)をそれぞれ流速 8ml/min、10ml/minで使用した。

ペプチドの固相合成は特に記載のないかぎり Fmoc理問相法を)11いて手動で行っ

た。また、特に記載のないかぎりアミノ酸の側鎖アミノ法、水般法、カルボキシル

基、イミダゾー Jレ基には tert-butylalcohol ~lの保護基をイfする Nα-Fmoc アミノ 酸を

使用 した。ぷ 11に固相合成の子町1をぷした。

iお



表 11 固相合成手順

Stcp Rωgent Time Opcration 

l.Nα-dc伊。lCClIon 20% pipcridine/DMF 2 min Elution (x 1) 

20% pipcridinc/DMF 10 min Shaking 

2. Washlng DMF 5 min Elution (x 8) 

3. Coupling* Fmoc-AA心H(5eq) 1 -2 h Shaking 

HOBt(先q)

DIC(5叫〉

DMF 

4. Washing DMF 3 min E1ution (x 5) 

5. Kaiscr tcst68) 3 min 

... Fmoc-AA-OPfp (5 eq) was al叩 usedin山eabsence of DlC. 

試来駕iは特に劫製せずifi販品をそのまま使用した。また尖験に使用した全ての水

は、蒸留した後、 Mil1i-QSP (Mil1ipore)により脱イオンしたものである。
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第 1章に関する実験

第 2節に関する実験

( 1 )システインおよびs-保護システイン誘導体からの 10%DMSO -TFA系によ

るシスチン形成

HCI. H・Cys-OHおよび H-Cys(R)・OH;(R = Trt， Dbs， MBz1， Ad， McBI.I)科 20μmo1

を H-G1y-OH(内部掠味、 20μmol)と共に 1%アニソールを合む 10%(v/v) DMSO -

I下A(l rnl)で~i品処却 した 経時的に 50μlをサンプリングし、 1(1.ちに 10mlの水

に希釈、メンプランフィルターで櫨過した後アミノ酸分析によりシスチンを定抗し

た。結果:を凶 2に示した。

( 2 )劃|反応についての検討

H-Ty戸r

μmol) iとと共共.に 1%アヱソ一Jルレを合む 1ω0% (いv/v川v吋)DMSω0-τ宵下A(υ1ml)で:主d主幻〈廿j尚品 iロ211時守問処

理し、残イ!=原科を(1 )同様アミノ 酸分析により定量した。結果を誕 1に小した。

第 3節に関する実験

( 3) S・保謹オキシトシン誘導体の固相合成

3種のS-保民生オキシトシン議導体のペプチド鎖は、 PAL-樹脂 (Milliporc，0.33 

mmo1/g) 上、 0.1mmolスケールで Fmoc型国相合成によって構築した。 2つの Cys

残基には以下に述べる 3柿の異なった S-保護スキームを採用した。

樹脂 A::2個の Cys側鎖保准1去には MBzl基を用いた。

樹脂 B:2佃の Cys側鎖保説法には Acm基を用いた。

樹脂 C:Cysl ~こは Acm 、 Cys6 には Tn 基を用いた。

( 4 )オキシトシン(遊離のシステイン残基間でのジスルフィド結合形成)

樹脂 A(23.0 mg， 5.3μmo1)をm-cr，句。1(61μ1) -lhioanisole (150μ1)・EDT(25μ1) -

T下A(940μ1) -TMSBr (165μ1)で氷冷下 1時間処理した。生じた HBrガスをロータ

リーエパポレーターで除去した後、グラスフィルターで樹脂を漉去した。櫨液仁冷

エーテJレを加え析U1したペプチドを遠心によって集め、これをエーテJレでよく洗浄

した後、空水気流下乾燥させた 次に、得られた SH・オキシトシンの沈殿に 1%ア

ニソ-)レを合む 10%(v/v) DMSO -TFA (2 mりを加え室温 1時間bi.花、させた。bι応波

;')0 



に冷エーテJレを加えてペプチドを沈殿させた。主生成物は HPLCにより:m担後、凍

結乾妹し、オキシトシンの羽毛状粉末を得た。

収な 3.2mg (ω%bぉωon山eC-tenninal amino acid). 

SIMS mlr Found 1∞7 (M+町+;Calcd.forC43H67N12012S2; 1∞7.44. 

6N HCI 加水分解物のアミノ酸組成 (括弧内は理論値); 

Asx 0.75 (1)， Glx 0.91 (1)， PrO 1.25 (1)， Gly 1.05 (1)， (Cys)2 N.D. (1)， I1e 1.∞ 

(1)， Lcu 1.06 (1)， Tyr 0.89 (1) 

( 5 )α-hCGRP 

法相nよで什成した保護 α-hCGRp29)(20.5 mg， 4.05μmol)をm・crcsol(244μ1)・

thioanisolc (6∞凶)-TFA (3.45 ml)・TMSOTf(970μりで氷冷ド 2時間処砲した。反

I.i:.，j慌に冷エーテjレを加え、生じた沈殿を遠心によ って集めた。沈殿はエーテJレで洗

浄した後、常染公流ド乾燥し、これに 1%アニソー Jレを合む 10%(v/v) DM$O -TFA 

(5 ml)を加え宅地 1時間反応させた。反応、液に冷エーテ jレを加え折lHした羽lペプチ

ドを迫心沈降した。特られたペプチドは HPLCにより精製し、凍結乾燥した。

収日 2.7 mg (17% based ofthe pro総C総dpcptide). 

SIMS m/z: Found 3788 (M+町+;Calcd. for C163H26SNSI049S2; 3787.95. 

6N HCI加水分解物のアミノ酸組成 (括弧内は理論値); 

Asx 4.08 (4)， Thr 3.71 (4)， Ser 2.73 (3)， Pro 1.02 (1)， Gly 4.07 (4)， Ala 4.25 (4)， 

(CYS)2 N.D. (1)， Va14.45 (5)， Leu 3.13 (3)， Phe 2.∞(2)， Lys 1.68 (2)， His 0.97 

(1)， Arg 2.03 (2) 

(6 )S-保譜オキシトシン誘導体:[Cys(MBzl) 1，6]・oxytocin，[Cys(Acm) 1 ，6]-oxytocin， 

及び[Cys(Acm)1 ，Cys(SH)6]・oxytocin

樹脂 A，B，あるいは C(120 mg)をTFA -m-crcsol ・山io加 isolc・EDT・水

(80:5:5:5:5， v/v， 2.5 ml)で室温 1時間処理した後、樹脂をグラスフィルターで除去し

た。油i査に冷エーテJレを加え、粗ペプチドを沈殿させた。主生成物を HPLCにて精

製し、凍結乾燥すると白色羽毛状粉末が得られた。

収量、収E事及び物E理化乍的!日j定の結果を表 12-14~こぶす。

';;'12 (Cys(MB/I)I，6J・oxyt民 in，[Cys(Acm)1 ，6]・oxytOCln，及び

(Cys(Acm)I，Cys($Hh・oxylocinの収益と収5が

収量 収市

[Cys小IIBI.I)1・61-oxylocin 23 mg 67% 

[Cys(Acm)1・61副oxylOCin 29 mg 88% 

[Cys(Acm) 1 ，Cys(SH)61倒oxylOCin 30 mg 79% 

ぷ13 [Cys(MBzl)1 ，6J・oxytocin，[Cys(Acm)I.6]-oxytocin， >>..び

[Cys(Acm)1 ，CYS(SH)61・oxylocinの $JM$

Formula $IMS mlム(M+H)+

Found CaJα1. 

[Cys(MBzl) 1 ，6J・oxylOCin CS9HSSNI2014S2 1249 124957 

[Cys(Acm)I.6J欄 oxylOCin C49H7~ 円 14014$2 1151 1151.53 

[Cys(Acm)1 ，CYS(SH)61酬OXYlOCin C46H74N13013S2 1080 1080.49 

ぷ 14 [Cys(MBzl)I，6]・oxyは in，[Cys(Acm)1 .6]-oxylocin， >>..び

[Cys(Acm) 1 ，CYS(S H)6]・oxytωinの 6NHCI加水分解後のア ミノ般車ILJ&.

(CYS(MBzl)1・6] [Cys(Acm)1・6) [Cys(Acm)l ，Cys JlI!，~イ111

叫oxylOCtn -oxytOCtn (S町内剖oxylocin

Asx 0.93 0.95 0.94 

Glx 1.02 1.03 1.03 

Pro 1.29 1.29 1.04 

Gly 1.08 1.06 1.07 

C'ys N.D. N.D. N.D. 2 

:>2 



I1c 

Lcu 

Tyr 

1.00 

1.05 

1.03 

去 14 (続き)

1.00 

1.05 

0.97 

1.00 

1.05 

0.98 

( 7 )オキシトシン (S-保誕システイン残基間でのジスルフィド結合形成)

2材の S・保護オキシトシン ([Cys(MBzl)， ，6]・oxytωin及び [Cys(Acm)'，6)叫oxylocin)

各 5J..Ullolを 1%アスソーJレを合む 10%(v/v) DMSO・TFA(2 ml)で室温処理し、J;i.

J.~、の~hは、経時的にjメル浪を掠取し HPLC で分析することによりモニターした。

オキシトシンの生成収Z併比び伐有原料は、 HPLCのピ ク凶j秘より求めた。結-*は

長 2に示した。

( 8) [Cys(Acm) 1 ，CYS(SH)6J oxytocmの 2量体化 ([Cys(Acm)1，1・Cys6，6・1・oxytocin

dimer) 

(Cys(Acm) 1 ，Cys(S H)6 J・oxytocin(2.4 mg)を 50mM トリス 一組酸パッファー (pH8， 

240μ1) に溶解し室温 2111IlJJ.氏(ri.した。 AcOHを加えて般件.にした後 HPLCにより

UIニ1&物を品製した。ノド品は尖験 (9)における HPしC分析の標品として使用した。

収:i;~ 1.6 mg (67%) 

SIMS m/I: Found 2158 (M+II)+; Calcd. forC92H，4SN26026S4; 2157.97. 

( 9) [Cys(Acm) 1 ，Cys(SH)6J・oxytocinのDMSO-TFA処理

ICy雪(Acm)'，Cys(SH)6)・0λylOCln(5 J..Ullol)を実験(7) lu]拡処賭した。粗生成物小

のオキシトシンモノマーと ICy¥(Acm)，.'・Cys6，6・)-oxytocindimerの収率は HPLC 1:、

HI.I)するピークI面干'J(よりすlf11レた。

(1 0) S-2-hydroxymethylthlo cysteine 

氷冷した 5-aCClamidomcthylcyslcinc sulfoxidc (68 mg， 0.21 mmol)の TFA溶被(1.36

ml)に2ーメルカプト エタノ ール (22.3凶， 0.32mmol)を)JIIえ、主j品5時間撹打、した。

反j必液に冷エーテルを加え生成物を沈殿させ、この沈殿を迫心により集めた。粗生

成物の一部を HPLC にて.t"f~ し、凍結乾般することにより吸出性の粉末を得た。

SIMS rn/I: Found 198 (M+H)+， Calcd. for CSH'2N03S2; 198.03. 

尚、オ冷本料正吋:川A出訂品tJ』川s1l

泣することによりその絶対j此tAiをi決決丸夫~l記iとjしたf後麦、:.t験 (11) における/ミノ酸分析の

探品としてJIIいた。

(1 1) 2ーメルカプトエタノール存在下および非存在下での H・Cys(Acm)-OHの

DMSO・TFA酸化時における挙動

H・Cys(Acm)・OH(20 J..Ullol)を H-Gly-OH (内部椋判長、 20~m()1 ) とJじに、 2ーメル

カプトエタノ ール (20J..Ullol)のイIイ1:卜およびJIイfイf卜で 10%(v/v) DMSO・TFA(1 

ml) で'J!i :i品処月! し た。 経時的，~ 50μl をサン プリ ングし、 I~I ちに 10ml のぷに ~j.m、

メンプランフィ 1レターで控過 した後アミ ノ般分析により H-C}¥OH、5-2-

hydroλYClhylthio cyslcincおよびシスナンを定j止した。結-*を火3バ小 した。

(1 2) アパミンおよびそのジスルフィド異性体

ペプチド鎖の構築は、 DMBHA樹脂69)'-Fmoc瑚[?MIIV..:によりわ った<Arg側鎖

保護法には Mげを使用した。 4仰の Cys持基の側鎖保;&には 3つの'J{なる保品スキ

ームを11111、た。IJt!ァパミンには1i立および 111立に Cys(Trt)、:H立および 15付

eこCys(Acm)を、 II理には 1位および 15も2に Cysσrt)、3付、 1 1小i': -Cys(Acm) 

を諒JIJL t.。 また、 ml型の合成には、 1 位と 31、L二 Cy~(Tn) を、 ) 1付.と 15位に

Cys(Acm)をそれぞれ用いたι

名ペプチド樹脂 (50mg)を m-crcsol(122凶)-thioanisolc (3∞μ1)・芭DT(50μ1) -

T下A(1.88 ml) -TMSBr (330凶)でiK冷卜 3時Illj処賭した。!刈.t:，・後 HBrガスをエバポ

レーションにより除き、樹的を油J~' t- i慮ほに冷エーテルを加えペプチドを沈殿

さサt- {!;られた SH体A1lペプチド..1Scphadcx G・25(3.5 x 50ιm)カラムにアプライ

し 1N A，cOH で前w した。 起も述 く 市山するピークのフヲクンロンを1J~めアンモユ

ア水で pH7.5とした《これに水を加えてi在日・を2∞mlとした後、t1'Cで 2日間肱

置することにより l本日のジス Jレフィド払介を形成させた。以j必i世は凍結乾燥仁よ

って濃縮し、 ScphadexG・25(3.5 x 50 cm)をJrIいたゲJレ鴻過により脱泊したのち再度



凍結乾球した a

f!}られたパウダーを McOH-/}( (4:1， v/v， 10 ml)に治解し、ヨウ案 (46mg)を合む

McOH・1N HCI (4:1， v/v， 10 mりに室温で滴下後 30分 11日肱附した。アスコルビン

般を Ji.I.~、被の色が無色になるまで加えることにより J:x.I.むを停止し、室温で MeOH を

if(/ムしr。成法を ScphadcxG・25(3.5 x 50 cm)カラムにアプライし 1N AcOHで治1Il

し、メインピークを合むフフクションを凍結乾燥した。[.J(fJ物は更に HPLCで柏製

した。

収jí~ 1 Jt! : 1.1 mg (6% bascd on山cC-tcrminal amino acid) 

II ~~ : 1.8 mg (9% 

IIIJ型:1.9 mg (9% 。

FAB-mass m!Z: 1 )担:Found 2027.1 (M+H)+; Calcd. for C79H132N31024S4; 2026.89. 

日明:Found 2026.7 (M+H)+; Calcd. for C79H1 )2N3 j024S4; 2026.89. 

111 ~!: Found 2027.8 (M+H)+; Calcd. for C79H112N31024S4; 2026.89. 

(1 3)還元型アパミンの DMSO-TFAによる酸化

i訟Ji.，J世アパミンは合成 1)問アパミン 16)を 50mMトリス一指般バッファー (pH8) 

'1' D1寸 (50cq)と共に 37.CIIl，HIJ処理した後、 SEP-PAK(Milliporc)で精製すること

により得た 凍結乾燃 した...g J~)~l アパミン(約 5∞ μg) は、 10ちもいIv) DMSO -TFA 

(0.5 ml) で宇治 2 時間処珂 し 、 J:iJ.t~j在に冷エーテルを加えペプチドを沈殿させた。

iソIJ点物，ま HPLCにより品製 し、凍結乾燥することによりドi色のパウダーを作た。

FAB-mass m/z: Found 2027.26 (M+H)+; Calcd. for C79H132N31024S4; 2026.89. 

本dllは (12) で介成した 111}~'!アパミンと HPLC J: -致したことより、 III)~Jのジ

スJレフィド架橋桜式をイiすることが確認された。

( 1 4)種々の試薬によるアパミンのジスルフィド.結合形成

;.g Jt:JWγパミン(約 3α)開)~以トのA薬系 (2∞ μ1) で処〆R し た。

1) TI(TFA)3 (5 cq) -TFA、-1C、5うT

2) 10% (v/v) DMSO-本、平温、 45時間

3) 空気酸化:50 mM トリス一塩酸バッファー (pH8)、室温、 6時II1J

:);) 

bu必法の ・部を HPLC;こより分桁 し、各ジスルフイド異性体の生成ltを吋泌する ピ

ーク lflï献の比より求めた。 結果~}X ・1 に /Jミす。



第 2章に関する実験

第 1節に関する実験

(1 5) S保謹システイン誘導体を用いた基礎実験

H・Cys(R)OH. (R Acm， Bzl， MB/I， McBzl， l-Bu)各々 20μmolをト1・Gly-OH(内部保権、

20μmol) とjじに TドA'11松終濃度 0.4M のス Jレホキシド (DMSO，TMSO. Ph2SO， 

McS(O)Ph) r. 1 M のシリ Jレ化剤 (TMSCI，MeSiCI3， SiCI4， TMSOTf)の各科の組み合わ

せでik冷ド処.fl1lした (反応波町1ml)。1時間後及び4時間後に各反J.i:.、法から 50μl

をサンプリングし、 1('ちに 10mlの水に希釈、 メンプランフィ Jレタ ーで独過した後ア

ミノ 酸分析によりシスチンを定hl:した。結果を表5に示した。

第 2節k関する実験

(1 6) NU-pMZ [Cys(Acm) 1.6j-oxytocinの0.4M DMSO・1M TMSCI-TFA系による

ジスルフィド結合形成

Nα-pMZ'ICys(Acm)I.6，・0λylC削 n14)(15.2 mg， 12.2μmol)をik冷ド 0.4M DMSO -1 M 

TMSCI -TFA (10 ml)で1時間処E型した 反応、被に冷エーテJレを加えると析出する沈殿

をi皐心沈降し、 これをエーテJレでよく洗浄した 粗ペプチドは 1N AcOHに溶解し

Scphadcx G 10によるゲル櫨過により杭裂し、 オキシトシンをf!;た。

収 lt: 10.2 mg (約%)

(1 7) NαpMZ [Cys(Acm) 1.6]・oxytocinの0.4M MeS(O)Ph -1 M TMSCI-TFA系によ

るジスルフィド結合形成

NαpMZ-ICys(Aじm)I.61-oxylocin(17.1 mg， 13.7μmol)を氷冷ド 0.4M McS(O)Ph・1M

TMSCI-TトA(IOml)で 15分処J:1Hした。反応、液に冷エーテルを加えると-tJi"IIIする沈殿

を迫心沈降し、 、ニれをエーナルでよく洗浄した。

~!のオキシトシンを得たり

収111 3.0 Il1g (22ちも)

ー同

;) I 

主't.J&物は HPしCにより品製し酸化

(1 8) Nα-pMZ-[Cys(MBzl) 1.6J OXytOCtnの0.4M DMSO -1 M TMSCI-TFA系による

ジスルフィド結合形成

Nα-pMZ-[Cy~(MB/I)I.6，・oxylocin l4 ) (16.6 mg， 13.3μmo1)を氷冷ト 0.4M DMSO 1M 

TMSCI -TFA (10 ml) で 15 分処均した後、 :.iJ.î:.'?まに冷エーテルを加え;fUペプチドを~!:

た。 主生þ)~物は HPLC で綿製し、凍結乾μすることによりオキシトシンを f!ja た。

収匂 7.5 mg (64%) 

(1 9) [Cys(t・Bu)1.6J-oxytocin友び[Cys(Bzl)1 ，6J-oxytocin 

ペプチド鎖の構築は PAL樹脂| Fmoc }~!附相法により行った。 f!j られたペプザ・ド-hl1

脂 ([Cys(l-Bu)I.6]-oxYlocin-rcsin:180 mg， ICys(Bzl)l.6]-oxylocin-rcsin: 2(X) mg)を夫験(6 ) 

同様に脱保』&、 Nj~ した。

収EL [Cys(t-Bu)I.6トoxylocin: 60 mg 

[Cy<，(B/I) 1.6トoxylωn: 59 mg 

(2 0) [Cys(t-Bu) 1.6]・oxytocinの04M TMSO -1 M TMSOTf -TFA系Lよるシスルフ

ィド結合形成

[Cys(t-BlI)I .6，・oλ}'lOcln(10.7 mg. 9.5μmol)を)k冷ド 0.4M TMSO -1 M TM~OTf ・

TFA (10 ml)でt1li与問処JIIII七。 J:i.応法をドライアイスーアセトン冷却l卜25'，1アン.1

ニア水で中平[]した後、 HPLCでメインピークを分取、凍結乾燥しオキシトシンをf!Jた。

収~: 7.5 mg (78%) 

(2 1 ) [Cys(Bzり1，6]・oxytocinの0.4M Ph2SO -1 M SiCI4・TFA系Lよるジスルフィ

ド結合形成

[Cys(Bzl) I .6)-oxylocin (14.6 mg. 12.3μmol)を氷冷ド 0.4M Ph
2
SO 1 M SICI4・TF八

(10 ml)で tlll!i 1111処JlI[した。 J.il.î:.~液に冷エーテルを加えて析IBする沈殿を j主心沈降し、

これをエーテルでよく洗浄した。沈殿に 1N AcOH (5 ml)を加え、 f.A;必111米の不出物

をメンプランフィルターで鳩過した後、 主f主成物を HPLCにより州製し般化庁lのオ lキ

シトシンを得た

収手 9.2 mg (749も)

58 



(2 2)チキンカルシトニン(cCη

(Cys(Acm) I ，7トccr37)(1.3 mg， 0.37μmol)を0.4M DMSO -1 M TMSCト T下A(1 ml) 

で氷冷ト 1時間処均した後、冷エーテJレを加えてペプチドを沈殿させた。次いで、符l

られた:illペプチドの沈殿を 0.1%1下A(2∞μりに溶解し HPしCで分析した。メ インピ

ークは cCTの原品とlfi)-の抗出時間を示した。

収不 769も(calcd.from lhc μakarω) 

第 3章に関する実験

第 2節に関する実験

(2 3) H-Sec(MBzl)・OH

セレノシスチンは Ch∞alらの文献46)に従い合成した。氷冷したセレノシスチン

(1.9 g， 5.69 mmol)の 0.5N NaOH水溶液 (5ml)にNaBH4(1.8 g， 44.9 mmol)を数[p)に分

けて加え、反J，r.、液のl'G:色が消えるまで室温で撹件、した。反応、液をjj(裕で冷却し 2N

NaOH (15 ml)を加えた後、 MBl.l・CI(4.06 ml， 29.9 mmo1)を滴 下、宅j誌で4時間散 しく

撹持した。濃塩酸で液性を酸性にすると 生じる粗 H・Cys(MBzl)-OHの沈肢を減収し、

エーテJレで洗浄後、熱水より l再1￥H泊車払訂lf川E

収量 2.伽..4糾4g (σ74%)， mp 17η3-1げ76"C(付d∞ompよ

[α)026 +23.5
0 

(c = 0.22， 1 N HCl)， TLC R[ 0.26 

1 H-NMR (0.1 N DCI・D20)0: 2.99-3.15 (m， 2同， 3.86(s， 3H)， 3.94 (s， 2H)， 4.16-4.20 (q， 

1町， 7.∞-7.似 (m，2問， 7.36・7.40(m， 2H). 

Anal. Calcd. for C1 I H1SN03Sc: C， 45.84; H， 5.25; N， 4.86. 

Found: C， 45.98; H， 5.40; N， 4.82. 

(2 4) Fmoc-Sec(MBzl)・OH

氷冷下 H-Sec(MBzl)・OH(2.0 g， 6.93 mmol)をT主A(967μ1，6.93 mmol)を合むぷ(12

mJ)に懸濁 し、 Fmoc・OSu(2.24 g， 6.65 mmol)の McCN溶液 (7mりを加え、 TEA(967 

μ1， 6.93 mrnol)を追加した後、寝泊に反・し l時間激 しく 撹作 した。JX.J.r..l{?_~ 1 N HCI 

で酸性にし、 AcOElでtilJll¥した。 イi機l併は IN HCIおよび飽和食広木で洗ゆし、無Jt<

硫酸マグネシウム L:乾燥させた。AcOHを溜去し、残挫に n-ヘキサンを加え 11的物の

粉末を待た。

収量 3.04 g (89%)， mp 138・140t(d∞omp.)， 

[α]026_33.10 (c=0.87，DMF)， TLC R[0.67 

1 H-NMR (CDCI3) 0: 2.95 (m， 2H)， 3.75 (s， 3H)， 4.20・4.45(m，4H)， 4.60 (m， 111)，5.50 (m， 

IH)， 6.75・6.84(m， 2H)， 7.13-7.22 (m， 2町， 7.28-7.44 (m， 5問， 7.53-7.61(m， 2H)， 7.70-

7.78 (m， 2問.

}
 

f
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Anal. Calcd. for C26H2SNOSSe: C， 61.18; H， 4.94; N， 2.74. 

Found: C， 61.46; H， 5.10; N， 2.75. 

3) T下A9] 2叫の TI(TFA)3、 4'C、 2分

4) 10% (v/v) DMSO -TFA、宇j品、 151! 

5) 0.2 M DMSO・1M TMSCI-TFA、4'C、 2分

以j必放から 20μiを抹ltJ(ι980凶の水で'';itiH麦、 111.ちに HPLCで分析しむ 11的物で

ある PSc$;c-Pの収ヂはピーク由iおよりすnllした。!日}じ尖験を P-S(MB11)についても行

った。鮎来を3長8にノJ';す。

尚、ノド尖験における 2..:.~体ペプチド (p-$cSc-P および P-$$-p) の棋品は以ドのよう

に悶製した。

P-$c(MB/.I)あるいは P-S(MBLI)(各 2.1mg)を10%(v/v) DMSO・TFA(500μ1)で平温

1 5分IIlJ処理した後、冷エーテルを加えペプチドを沈殿させた。 .i . .'I':TJc:物を IIPLCで

粕製し沫紡乾燥することにより U的物のパウダーを45たc

(2 5) Se-MBzl 基の安定性及び脱保護条件の検討

H-S∞(MB11)-OH (20μmol)を H・Gly・OH(20 l-IJ11ol，内部採準)と共にド記の 5つの試薬

系(約 1ml)で処.tIJ[した。

1) Tf A・水 (9:1， v/v)、'Jt. 7品l時1m

2)TFA・m-crcsol-lhioanic;olc -EDT -水 (80:5:5・5:5，v/v)、室温、 2時間

3) m・cr山01・lhioanisolc-T下A-TMSBr (50: 120: 750: 132， v/v)、t1t、 1時間

4) m-crcsol -lhioanisolc・TFA-TMSOTf (50: 120: 690: 194， v/v)、 4'C、 1時間

5) 20勿 (v/v)pipcridinc -DMF、宝j品、 4時uu

反応液から soμlをサンプリング し水で 10ml ~こ希釈、メンプランフィルターで独過

後アミノ般分将を行った。私見Eを;;'7にぶした。

FAB ma恰 m/I.:P-Sc$~ P : Found 1097.24 (M+ヘa)+;Calcd. for C1oH74
、1201 2S~2l\a， 

第 3節に関する実験

(2 6)モテルペンタペプチド、 PSe(MBzl): H-Leu-Lys-Gly-Sec(MBzl)-Ala-OH及び

P-S(MBzl) H-しeu-Lys-Gly-Cys(MBzり-Ala-OHの固棺合成

P-Sc(MBI.I)及び PS(MBzl)のベプチド鎖は Fmoc-Ala・rcsin(国産化lf:， 0.45 mmol/g， 

0.2 mmol scaJc) J'.、Fmoc耳1!!，l，]州法仁よりイ111長しf-

作ペプチド制IJ1i(P-$c(MBi'I)， 75 mg; P-$(MBzl)， 65 mg) を TFA・m-crcω1-

L11loamsolc -EDT・水 (80:5:5:5:S， v/v， 2.5 ml)でt1t、 }Ii与問処理した後、樹脂を櫨去

し必故を成/1; iI:: ~fl し 七 これい冷エーテルを}JLえペ fチ Vを沈殿させた。羽生成物は

氷(1ml)に治僻!、 HPしCで品位 Lt-

~X:I: P-S~(Mß/I): 19 mg (86'h)， P・S(MBzl): 16 mg (86%) 

FAB-mac;s m/I: P-Sc(M Bλ1) : FOllnd 659.3 (M+H)へCalcd.for C28H4 7N607Sc; 659.27 

1097.38. 

P-$$-P : Found 979.43 (M+H)+; Calcd. for C4 0117 5N 12012$2; 979.51. 

LAPによる加水分解物のアミノ般車IL成 (抗弧内は列iafllf);

P-Sc$c-P: Gly 1.03 (1)， Ala 1.∞ (1)， (S∞)2 0.52 (0.5)，しCll1.03 (1)， Ly.， 097 (1); 

P-S$-P: Gly 1.22 (1)， Ala 1.α) (1)， (CY¥)2 0.5-.l (0.5)， Lcu 1.16 (り.しy.， 1 02 (1) 

これらの 2_:.t体ペプチ・ドは 0.1%TFAγ((;1((1し、 . ;¥ISを 6N 11('1で加水分解i しア ミノ

酸分析によって濃1Stを決定した後、 HPしCの{;;、 it'sとI て他川 した勺

P S(¥1Bzl): Fountl 61 1.3 (M+H)+; Calcd. forC28H47N607S; 611.32. 

第 4節に関する実験

(2 8) P-SeSe-P及び P-SS-PのGSHによる還元

本文験に:JTJいた令ての溶媒は使川LiiliiJに脱九しア Jレゴンで飽和させたわまた、令て

のトヲンスファーはガスタイトシリンジを川 ν てすtった。

G$H (11.9 mg， 38.8μmol)を 1m¥1 EDTAを合む 50mM トリス一極般パッフ γー

(pH 7.5) に溶解し、これに 2∞ μ1のIliJじ出似に治解しf・P-ScSc-Pあるし、は PSS-P 

(27.7μmol)を加え t.< GSH Jj_びペプチドの以終濃度は、それぞれ1.∞ x10
1
M、7.14

x 10・SMである。bι応、iitは 37'cでインキユベートした。行時的に反応抜から 60μlを

採取し、由:ちに O.I'kTFAを加えて pH圃 2に調整することにより凶r.i:.，を1トめた後

HPLCで分析した。Ji./.I:，.池小の 2J，~体ペプチドの濃度は、対1.Î:，.するピークの([1川J'( より

(2 7) ジセレ ト結合形成法の検討

P-Sc(MB/I) (2CXlμド)を以トの 5つの品業系 (2∞凶)で処理した。

1) AcOIl円水(-.l:I，¥IV) rfJ IO~q のヨウ来、京j品、 1 :5分

2) McOH 木 (1: 1， v /v) Ij 1 10 cqのヨウ謀、主温、 1 5分

-
E
E且、h

v
1;2 



n出した。尚、関 19 に示した結~は 3 問の実験の、V.均他である。

式(2 )に法づく述l立定数は MULTI(RUNG町51)をJIJいた非線形劇、 2乗法による

カーブフイツティングより求めた。車flJ長を衣9にノl'す3

第 4章に関する実験

第 3節に関する実験

(2 9) rANP(7・28)及びそのセレン誘導体の固相合成

rANp7 28 }，えびそのセレン議将体のペプチド鎖はp-bcn/yloxybcn/ylalcohol rcsin 1-_ 

各々 0.1rnmolのスケーJレで、 Fmocfi.'JI~.[ ，HI法により構築した。 Arg 伐必の側鎖は Pmc

j去で保設し、 Cys および Sα の-ül!鎖~準法に li MB/I ，y JH いた。得力ツプリングJX_;，i:.、

の完結は iくal丸crtcstぜこより舵必 した。 11111の反応で完令なカップリングが進行 Iなか

った場介はダブルカップリングを行った。

( 3 0) [Cys(MBzl)7，23]・rANP(7・28)、[Sec(MBzl)7，Cys(MBzり23]・rANP(7-28)、

[CYS(MBzl) 7 ，Sec(M B剖)23]-rANP(7・28)、及び[Sec(MBzり7，23トrANP(728)

各ペプナド樹脂 (250mg)をTFA・m-crcsol-lhioanisolc -EDT 水 (80:5:5:5:5.v/v， 

12.5 ml)で常温、 2時間処期した。 1f!し、 IScc(MBzl)7，CyS(川B/I)23[・rANP(7-28)，こIれb

するペプチド樹脂にi均しては、 170mg ~ X.5 mlの川 じんkで[11]品に処J;1nした 反応

後、樹脂を減去 し、 措法を滅11:浪紛iしf・0 これに冷エーテJレを))11えるとペプチドが沈

殿した。沈殿はエーテルで洗浄しt.のち、 D1寸(50cq)を合む50勿 (v/v)AcOHに裕餅し、

主生成物~~ HPLCで粕製した

収:1: [Cys(MBI.I)7，23)・rANP(7・28): 67.4 mg (59.6% bascd on山cC IcrminaJ amino acid) 

IScc(MBI.I)7，CYS(MBzl)23]・rANP(7-28): 37.1 mg (47，8% // ) 

ICys(MBzl) 7 ，Scc(MBzl)23]・rANP(7-28): 56，3 mg (49，3% // ) 

IScc(MBI.I)7，23)・rANP(7・28): 58，8 mg (51.1 % // ) 

6N HCIに}よる加水分解物のアミノ般分析および FAB-mass分析の結県は、ぷ 15、

1 6 ~こノjミした
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表 15 Sc-および S-保護 ANP誘導体の 6NHCI加水分解物の (3 1) rANP(7・28)、[Sec7]・rANP(7・28)、[Sec23]-rANP(7・28)、友ぴ[Sec7，23]・

アミノ酸組成(括弧内は理論値) rANP(7 -~~8) 

各 MBzl体ペ プチド (20mg)を10%(v/v) DMSO -T下A(20 mg)で室溢処理した(反応

[Cys例Bzl)7，23) [Secゆ佃zl)7， [Cys(MBzl) 7• [S民体1Bzl)7.23) 時間は r.ANP(7・28):60分、 [S∞7)-rANP(7・28):15分、 (S民23)・rANP(7・28):120分、

-rANP(7-28) Cysゆ1Bzl)23] Sec~偲z1)23) -rANP(7-28) 
[Sec7，23)・.rANP(7・28):15分)。 反応液に冷エーテルを加え析出した沈殿を遠心により

-rANP(7-28) -rANP(7・28)

集め、これをエーテJレでよく洗浄した。粗ペプチドの沈殿を 50%AcOHに溶解しメイ
Asx 2.03 (2) 1.76 。) 2.07 (2) 1.75 。)

ンピークを HPLCで分取、凍結乾燥した。
Scr 1.67 (2) 1.59 。) 1.58 (2) 1.58 (2) 

Glx 1.03 (1) 0.94 (1) 1.04 (1) 0.90 (1) 
収量 rANP(7・28):7.5 mg (41.3%)、 [Scc7]・rANP(7・28):5.8 mg (31.9%) 

Gly 5.03 (5) 4.58 (5) 5.18 。) 4.63 (5) IlScc23)-rANP(7-28): 6.2 mg (34.1 %)、 [Sec7，23)・rANP(7・28):7.3 mg (40.1%) 

Ala 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) 6NHCI 及び LAPによる加水分解物のアミノ酸分析の結果および FAB質量分析の結

I1c 1.94 (2) 1.64 。) 1.96 (2) 1.61 。) 果は表 17 - 1 9に示 した。

Leu 1.03 (1) 0.89 (1) 1.04 (1) 0.86 (1) 

Tyr 0.99 (1) 0.87 (1) 1.04 (1) 0.84 (1) 表 17 rANP(7・28)及びそのセレン誘導体の 6NHCI加水分解後の

Phe 2.09 。~) 1.83 。) 2.00 (2) 1.73 。) アミノ酸組成(括弧内は理論値)

Arg 2.92 (3) 2.61 (3) 3.00 (3) 2.65 (3) 

Cys N.D. (2) N.D. (1) N.D. (1) rANP(7-28) [Scc 7]・ [Se(
23)・ IScc7.23]_ 

Sec N.D. (1) N.D. (1) N.D. (2) rANP(7-28) rANP(7・28) rANP(7・28)

Asx 2.00 ο) 2.∞ (2) 1.98 (2) 1.94 ο) 
Ser 1.78 (2) 1.84 。) 1.74 (2) 1.73 ο) 

表 16 Se・および S-保護 ANP誘導体の FAB-mass Glx 1.02 (1) 1.02 (1) 1.02 (1) 1.01 (1) 

Cily 5.00 (5) 4.97 (5) 4.93 (5) 4.89 (5) 

Formula FAB-mass m/z. (M+H)+ Ala 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) 

Found Ca比d.
lle 1.92 (2) 1.87 。) 1.91 。) 1.86 (2) 

rCys(MBzl) 7.23]・rA1叩 (7-28)
L加 1.00 (1) 1.00 (1) 0.99 (1) 0.97 (1) 

Cl17H173N33032S2 2618.6 2619.0 
Tyr 1.00 (1) 1.00 (1) 0.98 (1) 0.92 (1) 

[S∞加侶zI)7.Cys(MBzl)23]・rANP(7・28)Cl17H173N33032SSe 2665.3 2665.9 P'he 1.97 。) 2.02 。) 1.98 ο) 1.87 (2) 

rCys(MBzl) 7 .Sec小I1Bz1)23)・rANP(7・28)CI17HI73N33032SSe 2665.5 2665.9 
ρぽg 2.88 (3) 2.88 。) 2.86 。) 2.78 (3) 

rScc(MBzI)7，23]・rANP(7・28)
((ごYS)2 N.D. (1) 

Cl17H173N33032Se2 2712.1 2712.8 。ec)2 N.D. (1) 

仁~ys・S民 N.D. (1) N.D. (1) 
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表 18 rANP(7・28)及びそのセレン誘導体の LAP消化後の ( 3 2 )培養 VSMCにおける ANP誘導体のレセプター結合試験的)

アミノ 酸組成 (括弧内は理論値) レセプター結合試験にはラット胸部大動脈由米の平滑筋細胞をexplam法によって府

養した継代 6から 9代目の細胞を使用した。 24ウェjレマルチウ xルプレート上で

rANP(7・28) [Sec 7]・ [S民 23]_ [Sec 7，23]_ ∞nOuentになった細胞(約 4x 105個)を [1251]・α-hANP(5 x 10・10M)の存花ド科.々の濃

rANPσ-28) rANP(7・28) rANP(7・28)
度の rANP誘導体 (5x 10・11_5x10・7M)と共に 20mM  HEPES， 0.1 %ウシ血清アJレプ

Asp 1.03 (1) 0.97 (1) 1.00 (1) 1.03 (1) 
ミンを合む Dulbec∞'smodified Eag1e's medium (DMEM; pH 7.4， 0.25 ml)中、 37"c、 45

Asn N.D. (1) N.D. (1) N.D. (1) N.D. (1) 
分間インキュベートした。細胞を洗浄後、 0.5M NaOHで r125n_α-hANPをuJ治化し、

Ser 2.07 (2) 2.03 。) 2.03 (2) 2.03 (2) 

G1n N.D. (1) N.D. (1) N.D. (1) N.D. (1) 細胞に結合していた [125日ーα-hANPの放射能量を y・カウンターで測定した。尚、 5x 

Gly 5.12 (5) 4.80 (5) 4.87 (5) 5.18 (5) 10-7 M の非標識 α-hANP存在下での[125I]_α-hANPの結合泣を非特異的鮎介と凡なし

AJa 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) 1.00 (1) ，一』。

I1e 1.97 。) 1.89 。) 1.85 。) 1.91 ο) 
Leu 1.03 (1) 0.97 (1) 1.01 (1) 1.02 (1) (3 3)培養VSMCにおける cGMP産生量の測定的)

Tyr 1.01 (1) 0.92 (1) 0.94 (1) 1.00 (1) 
上記同様に調製した培養 VCMCを椅々の濃度の rANP誘導体(10・9-10-6M)と共に

Phc 2.05 ο) 2.似 ο) l.98 (2) 2.06 ο) 
Arg 3.08 (3) 2.83 。) 2.83 (3) 3.00 (3) 

0.5 mM 1 ・methyl-3・isobuty1xanthine，20 mM HEPES， 0.1 % BSAを含む DMEM(pH 7.4， 

(CYS)2 1.03 (1) 
0.25 m1)中、 37"c、 15分間インキュベートした。反応、液を吸引除去し、 6%過塩点酸

を加えることにより反応を停止した。超音波により細胞を破砕した後、 cGMPをラジ
(Sec)2 0.95 (1) 

オイムノアッセイキット(ヤマサ醤油)を用いて定量した。
Cys-Sec N.D. (1) N.D. (1) 

表 19 rANP(7-28)及びそのセレン誘導体の FAB-mass

Formu1a FAB-mass m/z， (M+町+

Found Ca1cd. 

rANP(7-28) CIOIHI55N33030S2 2376.6 2376.7 

[Sec7]・rANP(7・28) C1 01 HI55N33030SSc 2424.3 2423.6 

[Sec小IIBzl)23 J-r ANP(7・28) C101 H155N33030SSe 2424.8 2423.6 

[Scc7，23)・rANP(7・28) C1 01 H155N33030Se2 2470.9 2470.5 
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