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緒 言

　上皮細胞増殖因子（EGF）は，1962年Cohenら1）によって雄マウス顎下腺

中の神経成長促進因子の分離研究中に発見された因子である。1972年C・hen

らは，酵素消化，Edman分解により：EGFの一次構造を決定し1）ついで1973年，

サーモリシン分解によってジスルフィド結合の位置を最終的に決定した3）（Fig．1）。

Fig．　1．　Structure　of　Epider！nal　Growth　：Factor
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　本初は53個のアミノ酸残基より成り，分子中に3個のジスルフィド結合を有

するポリペプチドである。一方1975年，Gregoryら4）は，人尿より胃酸分泌抑

制物質として分離したurogastroneの構造を解明し，本四とEGFとの構造上

の類似性を指摘するとともに，EGFにも胃酸分泌抑制作用のあること5）を報告

した。さらに1983年，Grayら6），　Scottら7）は，それぞれ独立にEGF前駆体

cDNAの塩基配列を解明し，遺伝子学的にCohen式を支持した。

　著者は，EGFが構造の確立した興味ある生物活性を有する分子であることに

注目し，ジスルフィド還元体の空気酸化によって活性が再現するというCohen

らの知見を参考にしつつ，ここに本四の全合成を計画した。

　現在までのところ，EGFの合成に関する報告は見あたらない。関連する合

成研究として，Cambleら8）のur・gastroneの合成があるが未完成である。

　著者は，EGFの全合成に先立って，従来知られていなかったS一保護システ
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インスルポキシド誘導体の酸による脱保一時における化学的性質を明らかにし，

続いてこの基礎研究をもとに，天然EGFと同一の挙動を示し，強力な胃酸分泌

抑制作用を示す合成品を得ることに成功した。

　（注）本論文に用いるアミノ酸・ペプチドとその誘導体はL体である。使用

した略号はIUPAC－IUBの生化学命名委員会勧告に従った㍗

1）アミノ酸の略号（L記号は全て省略した）

Ala：alanine

Asp：asparatic　acid

Glu：glutamic　acid

Ile　：isoleucine

Met：methionine

Ser：serine

Tyr：tyrosine

Arg：arglnlne

Cys：cystelne

Gly：glycine

Leu：1eucine

Phe：phehylalanine

Thr：threonine

Val：valine

Asn：asparaglne

Gln：glutamine

His：histidine

Lys：lysine

Pro：proline

Trp：tryptophan

2）アミノ保護率の略号

　Z：benzyloxycarbonyl
　Z（OMe）：p－methoxybenzyloxycarbonyI

　Boc　　　：t－butoxycarbony1

3）カルボキシル基の保護基の略号

　一〇Bzl：benzyl　ester　　　　　　　－OMe：methyl　ester

　－OBut：トbutyl　ester　　　　　　　－NHNH2：hydrazide

　Troc－NHNH一：β，β，β一trichloroethyloxycarbonyl　hydrazide

4）活性エステルの略号

　一〇Np：P－nitrophenyl　ester

　－OSu：N－hydroxysuccinimide　ester

5）縮合剤および関連試薬の略号

　DCC：dicyclohexylcarbodiimide

　HOBT：N－hydroxybenztriazole

6）アミノ酸誘導体の略号

　一Arg（Mts）一．：NG－mesitylene－2－sulfonyl　arginine　deriv．

　一Asp（OBzl）一：19－benzylaspartate　deriv．

　一Asp（OBut）一：β一t－butylaspartate　deriv．

一　2一



  -Cys (Bzl)- : S-benzylcysteine deriv.

 -Cys (MBzl)- : S-p-methoxybenzylcysteine deriv.

  -Cys (Acm)- : S-- acetamidomethylcysteine deriv.

  -Glu(OBzl)- : r-benzylglutamate deriv.

  -Met (O)- : methionine sulfoxide deriv.

 -Ser (Bzl)-: O-benzyl serine deriv.

  -Ser (But)- : O-t-butyl serine deriv.

7) E}Eecuekacrsoage

 TFA : trifluoroacetic acid

 TFMSA : trifluoromethanesulfonic acid

  MSA : methanesulfonic acid

  HF:hydrogen fluoride

s) rsut, kofigauft{E}

  DMF : dimethylformamide DMSO : dimethylsulfoxide

 AcOEt:ethyl acetate MeOH:methanol

  AcOH:acetic acid n-BuOH:n-butanol

 EtOH:ethanol THF:tetrahydrofuran
 IAN : isoamylnitrite EDT : ethanedithiol
                '                       '  Et3N: triethylamine DCHA : dicyclohexylamine

  CHA : cyclohexylamine NMM : N-methylmorpholine

  HMPA : hexamethylphosphoric triamide

  EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt

-3-



第1章S一保護システインスルポキシドの

　　　　酸による脱保護時の挙動

第1節　S－P－Methoズybenzylcysteine　sulfoxide〔Cys（MBzl）（0）〕の挙動

　通常ペプチドあるいは蛋白質の酸加水分解には6規定塩酸が用いられる10）が，

チロシン含有保護ペプチドをアミノ酸分析する場合，この回収率をよくするた

めに，6規定塩酸で酸分解する際フェノールを添加する方法；1）が用いられる。

これは生成するアルキルカチオンをフェノールでtrapし，　Tyrに導入されるの

を抑制するためである。同条件でCys（MBzl）含有ペプチドを酸分解すると，

時によってシステインの回収率の低下とともに，アミノ酸分析計ショートカラ

ム上に未知のピLクが出現することを認めた（Fig．2）。　Cys（MBz1）自体は同条件

下で酸分解してもこの様な挙動を示さないことから，著者は上記の現象が，合成途
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上に一部生成する可能性のあるスルポキシド体〔Cys（MBzl）（0）〕に由来するので

はないかと考えた。従来，Metは合成途上空気酸化されてスルポキシドを形成し

やすいことが知られているが，S一保護システインスルポキシド体の生成に関して

は，ほとんど研究がなされておらず，わずかに1977年Liveら12）がoxyt・cinの

固相合成の際に，S－methylbenzylcysteine　sulfoxideの還元を行なった事を簡

単に記載しているのみである。

　そこで，著者はEGFの全合成に先立って，　S一保護システインスルポキシド体

の挙動，特に酸による最終脱保護時の挙動を明らかにする必要があると判断し，

まずCys（MBz1）（0）の挙動について検討を加えた。　MBz1基13）はシステインの

SH基の保護基として最も汎用されているものであり，本丁はペプチド合成の

最終脱保護試薬であるHF14），　MSA15・171　TFMSA16）で定量的に除去される。

　Z（OMe）一Cys（MBz1）一〇H18）（1）を過ホウ酸ソーダで酸化すると対応する

スルポキシド体，Z（OMe）一Cys（MB　zl）（0）一〇H（2）が定量的に得られる。つ

ぎに，（2）をTFA処理すると，　H－Cys（MBz1）（0）一〇H（3）カミ得られる（Fig．3）。

このスルポキシド体は，N一保護メチオニンの同試薬による酸化が，2種のジア

ステレオマーの混合物を与えること19）から，同様に2種のジアステレオマーの

混合物であると思われる。ここに得られたスルポキシド体（2）を，液体アンモ

ニア中金属ナトリウム23）で還元するとシステイン（4）を与えることがわかった

Fiq．3。　Chemical　Behaviour　of　Z（0凹e）一CYs（瓢Bzl）（0）一〇H
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が，酸脱保護条件の＿つであるアニソール（カチオンスカベソジャー）存在下

HF14）処理（0・C，45分）に付すと，システインの回収は低く，水に難溶の粉

末が主生成物として得られた。この粉末はTLC上2種の混合物であったが，主成

分を単離し，その構造を60MHz’HヨNMRで調べたところ，　methoxy基に由来す

るsingletピークは認められたが，　benzyl位のmethyleneのピークは認められな

かった。この事から本品の構造をS－P－methoxyphenylcysteine（5＞と同定した・

またスルポキシド体（2）をMSA一アニソール系15）で処理（室温，60分）しても

主生成物は同一の化合物（5）であることがわかった。さらにカチオンスカベン

ジャーとして，アニソ＿ルに変えてフェノールを用いてHFあるいはMSA処理

すると，主生成物はS＿P＿hydroxyphenylcysteine（6）になることがわかった。

すなわち，用いたスカベソジャーのP位にシステインのSが結合した化合物が

得られることがわかった。

　このスルポキシド体（2）からのS－P－meth・xyphenylcysteine（5）・あるいは

S－P－hyd「oxyPhenylcysteine（6）の生成機構は次のようなものであると考えら

れる（Fig．4．）。

　すなわち，スルポキシドのフ．ロトン化によりアニソールあるいはフェノール

のP位が，イオウ原子を求核的に攻撃し，続く加水分解によってS置換反応が

Fig．4．
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進行すると考えられる。スルポキシドのプロトン化によって始まるS置換反応

は，Blackwoodらlo）Goethals＆Radziyzky　21）によってそれぞれ，　tetracycline

thioc・mpound，およびdimethysulf・xideについて報告されているので，著者

の上記システインスルポキシドの挙動についての考察は妥当なものと判断され

る。

　ここで得られた化合物（5）は，アミノ酸分析計のショートカラム上38分に溶

出されるが，これを6規定塩酸で加水分解するとp一皿eth・xy基が切断されて

（6）になり，26分に溶出される。ここに上記したCys（MBz1）含有ペプチド

をフェノール存在下6規定塩酸で加水分解した時に生ずる26分のピークは，そ

のスルポキシド体の生成によって生ずる（6）であることが明らかとなった。換

言すれば，保護基のついたCys（MBz1）含有ペプチドをフェノールの存在下6

規定塩酸で加水分解した際，あるいは，アニソール存在下HFあるいはMSAに

よって処理したペプチドを，6規定塩酸で加水分解した際，ショートカラム26

分に溶出される化合物（6）が検出されるか否かが，それぞれもとのペプチド中

におけるシステインスルポキシド体の存在の有無を示す有効な指標となる（Fig．2．）。

ただこの場合，システインが酸化されてシスチンになったとすると，このシスチ

ンはフェノール存在下6規定塩酸加水分解で5．8％程度（6）を与えることを考慮

する必要がある。

　続いてCys（Bz1）（0）の挙動についても同様の手法で検討を加えた。　Bzl基

は，du　Vigneaud　22）によって1930年にペプチド合成に導入されたシステイン

のSH保護基であるが，本基の除去は主に液体アンモニア中金属ナトリウム法23）

によって行なわれている。H：Fによる高級ペプチドからの脱ベンジル化は定量的

ではない。

　Cys（MBz1）（0）の場合と同様に過ホウ酸ソーダで調整したH－Cys（Bz1）

（O）一〇Hは，アニソール存在下，HFあるいはMSA処理に安定であった。この

Cys（MBz1）（0）とCys（Bz1）（O）の挙動の差異は，　p位の電子供与性置換基，

p－meth・xy基，の存在の有無によるべンジルカチオンの安定性の差異に由来す

るものと思われる。

　以上の事から，もし合成途上一部Cys（MBz1）（0），あるいはCys（Bzl）（0）

体が生成すれば，これを酸による最終脱保護反応以前に還元しなければ，シス

テインの十分な回収率が望めないことがわかった。そこで数種の還元剤につい
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てシステインスルホキシド体の還元能力について検討を加えた｡

従来,メチオニンスルホキシドの還元剤として数多くのSH化合物が知 られ

ており号4)これらはシステイソスルホキシドの還元にも使用できるものと思われ

る｡ただ,システインスルホキシドの還元は,上記のように最終脱保護反応以

前の保護基のついた状態,従って有機溶媒中で行なう必要があり,水性溶媒中

におけるメチオニンスルホキシド体の還元とは,若干の差異が予想される｡還

元剤としてmercaptoethanol,thioglycolicacid,dithiothreitol,ethanedithiol,

thiopheno1,の5種を選び,各還元剤 10当量を用い,70oCでZ(OMe)-Cys

(Bzl)(0)-OH,Z(OMe)-Cys(MBzl)(0)-OH,Z(OMe)-Met(0トOHを

DMF中でincubateした｡比較のため,班-Met(0)-OHを水溶液中で incubate

した所,この還元に有効であったmercaptoethanol,thioglycolicacid,dith-

iothreitolはシステインスルホキシドを,36時間後で 20-40%しか還元せず,

むしろこの還元にはthiophenolが最も有効であることがわかった (Table.1.)0

Thiophenolを用いると上記の条件下,36時間でほぼ定量的に還元が進行した｡

さらにthiophenolの当量数を20当量に,反応温度を85oCにすると6時間以内

に還元反応が完全に進行することがわかった｡
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　以上著者は，Cys（MBzl）あるいはCys（Bz1）を用いるシステイン含有ペプチ

ドの合成，特に合成途上スルポキシド体を生成する可能性の高い三二ペプチド

の合成に際して，6規定塩酸一フェノール系による酸加水分解後のアミノ酸分析

により，システインスルポキシド体の有無を確認できる有効な手段を高い出し

た。さらにシステインスルホキシド体の存在が認められた場合，これを最終脱

保護反応以前に還元する必要があること，この還元にはthiopheno1が最も有効

であることを見い出した。著者は，EGFの全合成に際してCys（MBz1）を用い，

これを他の保護基と同時に1M　TFMSA－thioanisole／TFA系で除去したのであ

るが，この脱保護系は，MSA脱保護法を改良したものであり，Cys（MBzl）（0）

に対する挙動に関する限りMSAと同様と考えられる。従ってこれらの知見は，

本論文のEGFの全合成に資するところ大であったと考えている。

第2節S－Acetamidomethylcysteine　sulfoxide〔Cys（Acm）（0）〕の挙動

　Acetamidomethy1基（Acm基）は，　Veberら25）によって開発されたシステイ

ンチオール基の保護基であり，第1節で述べたMBzl基，Bzl基とともにペプチ

ド合成上有用な保護基である。Acm基は，　MBz1基あるいはBzl基の脱保護条

件である液体アンモニア中金属ナトリウム，H：F，あるいはMSA処理に安定で，

ヨード26）あるいは酢酸水銀処理25）により特異的に除去される。本証はKenner

ら27）によるりゾチーム類縁体の合成，Sieberら28）による選択的ジスルフィド形

成反応を用いるインシュリンの合成等に利用されたが，特にKennerらは，リゾ

チーム類縁体の合成において，最終段階におけるAcm基の除去が完全に進行せ

ず，チオールの含量の低いことを述べており，彼らの合成は未だ未完成である。

　著者は，Cys（Acm）誘導体を用いるペプチド合成においても，第1節で述べ

た様な合成途上でのシステイソスルポキシド体の一部生成の可能性があるもの

と考え，Cys（Acm）（0）の化学的挙動についても検討を加えた。

　Boc－Cys（Acm）一〇且25）（7）を過ホウ酸ソーダで処理すると，　TLC上定量的

にBoc－Cys（Acm）（0）一〇H（8）カミ生成するが，本品の水に対する溶解性が高い

ため，単離収率は42画面とどまった。このスルホキシド体（8）も，メチオニン

スルポキシド体19）と同様スルポキシドについての2種のジアステレオマーの混

合物であると思われる。スルポキシド体（8）をTFAで処理するとH－Cys（Acm）

一10一



　Fiq。5．　Chemical　Behaviour　of　Boc－Cys（Acm＞（0）一〇H

…… P・・　一・1・・　　…・NHCI・“S｛》・…

＿臨竺＿藻』単＿…ii；論＿

（o）一〇H（9）が得られた（Fig．5．）。

　得られた化合物（9）について，まずAcm基の除去条件下における挙動につい

て検討を加えた。化合物（9）をVeberら25）の方法による酢酸水銀処理，あるい

はKamber　26）の方法によるヨード処理に付すと，TLC上変化が認められず，ア

ミノ酸分析計においてもシステインあるいはシスチンの回収が認められなかっ

た。すなわち，もしCys（Acm）体が合成途上一部酸化をうけ対応するスルホキ

シド体を与えると，このスルポキシド体は通常のACIn基の除去条件でシステイ

ンを生成しないことがわかった。

　次に，S－MBzl基の除去条件であるHF，あるいはMSA処理条件下における

Boc－Cys（Acm）（0）一〇H（8）の挙動について検討を加えた。スルポキシド体

（8）を，アニソール存在下H：Fで処理（0。C，60分）すると，　TLC上スルポキ

シド体（8）のスポソトはほとんど消失し，Nα脱保護体（9）に相当するスポット

の他に2つのスポットが認められた。このうち主生成物は，アミノ酸分析計で

の溶出時間，60MHz　l　H－NMRの結果から，第1節で述べたCys（MBzl）（0）体

の同一条件下での処理から得られたS－p－methoxyphenylcysteine（10）で．ある

ことがわからた。マイナー成分については単離することができなかった。この

ことから，もしAcm基を用いたペプチド合成途上，一部酸化がおこり対応する

スルホキシド体が生成すれば，普通ならば安全であるべきB：F一アニソール処理

によって他の保護基を切断した際，同時に大部分が化合物（10）に変換されてし

まうことがわかった。

　さらにスルポキシド体（8）をアニソール存在下MSA処理（20。C，80分）に

付すと，TLC上3つの生成物が認められた。　このうちマイナー生成物につい

ては同定することができなかったが，他の2つの生成物は，アミノ酸分析計で
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の溶出位置からp－methoxyphenylcysteine（10），およびシスチンであることが

わかった。このことから，他の保護基を除去レようとしてCys（Acm）を含むペ

プチドをMSA処理に付すと，もし酸化体が生成していれば，先のHF処理の場

合と同様，Acm基を安定に保つことができず，不完全なシスチンの生成（約48

％）以外に化合物（10）等の他の化合物に変換されてしまうことがわかった。

　これらの事よりAcm基を用いるペプチド合成においても，その合成途上の酸

化の有無を確認しつつ合成を進める事が必要であると判断される。このスルポ

キシド体の検出には第1節で述べた6規定塩酸一フェノール系を用いる酸加水

分解が有効であった。Cys（Acm）（0）体を6規定塩酸一フェノール系で酸加水

分解後，アミノ酸分析すると，Cys（MBzl）（0）体の場合と同様にp－hydroxy－

phenylcysteineに由来するショートカラム上26分のピークを与えるが（Fig．2），

Cys＜Acm）自体はこのピークを与えなかった。

　以上の事から，Cys（Acm）（0）が生成すれば，これは本来の脱保護条件で除

去できないこと，また他の保護基を除去しようとしてHF，あるいはMSA処理

すれば，化合物（10）等を生成して安定に保つことができないこ≧がわかった。

そこで最終脱保護反応以前におけるCys（Acm）（0）体の還元の可能性について

検討を加えた。すでに著老は，第1節においてthiophenolがCys（MBz1）（0），

Cys（Bz1）（0）の還元に有効なことを見い出したが，　Bco－Cys（Acm）（0）一〇H

（8）をthiophenolを用いて80cC，12時間処理すると，T：L　C上原料スルホキシ

ド体のスポットが消失し，あらたに2っのスポソトが認められた。しかしなが

ら，これらのスポットはいずれも予想された還元体，Boc－Cys（Acm）一〇H（7），の

それに一致しなかった。そこで，この2つの化合物をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィーにより単離し，60MHz’H：一NMRおよび質量分析によりそれらの構

造解析を行なった結果，これらの化合物をacetamidomethyl　phenyl　sulfide

（11），およびNα一Boc－S一（phenylthio）cysteine（12）と同定した。すなわち，

Cys（Acm）（0）体は，　Cys（MBz1）（0），およびCys（Bz1）（0）の場合と異なり，

thioph㎝01処理によって対応する還元体を与えず，化合物（11），および（12）

に変換されることが明らかとなった。換言すれば，Cys（Acm）を用いてペプチ

ドを合成した場合，もし一部対応するスルポキシド体が生成すれば，現状適当

な還元方法が見出されないので，これよりシステインの十分な回収を得られな

いことがわかった。
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第2章　マウス上皮細胞増殖因子（EG：F）

　　　　の全合成

第1節　マウスEGFに関する従来の研究概要

第1項　分離・精製

　EGFは，1962年Cohenら1）によって雄マウス顎下腺中の神経成長促進因子

（NGF）の分離研究中に発見された因子である。彼らはNGFの抽出・精製中，

核酸成分を除くため蛇毒のホスポジエステラーゼ粗抽出物を加えたところ，N

GFの思わぬ活性上昇を認めた。蛇毒は唾液腺に由来することから，マウスの

顎下腺を調べたところ，ここでもNGF活性の上昇が認められた。さらに彼ら

は，’新生マウスにこの雄のマウス顎下腺抽出粗製品を連日投与すると，1）眼瞼

の早期破開（12～14日より6～7日に短縮），2）上下切歯の早期発生（9～10

日より6～7日に短縮）を起こすことに気づいた。この現象を指標として活性

体の精製を行ない，1962年に本品をtooth　lid　factor1）として報告した。その

後，この作用は上皮組織の増殖・角化を促進するためであることがわかり，四

品はepidermal　growth　factor（：EG：F）と命名された劉EG：Fの作用には種特異

性のないことから，他の種にもEGFが存在することが推定され，1975年，彼

らはヒトの尿からEGF様物質を精製することに成功した30）が，構造の解明を

みていない。

　マウスEGFは，1972年，雄のマウス顎下腺ホモジネートを0．05M酢酸pH

4．5で抽出し加熱処理後，各種クロマトグラフィーを組み合わせて，化学的に均

一な物質として捕捉された31）が，その後本品のラジオイムノアッセイ（RIA）

が開発されると，本品がポリアクリルアミドの樹脂（Bio－gel　P－10）に特異的

によく吸着されることがわかり，本法とDEAE一セルロースのカラムで分離す

る改良精製法が報告された碧）

　本品の抽出は最初pH　4．5で行なわれたのであるが，この条件をpH　3．5におと

すとC末端より：Leu－Argが除去されたEGF－2が分離してくる。これは粗品の

中に存在するcarb・xypeptidase様物質によって副生してくるものと考えられる

が，活性的にはもとのEGFと異なるところがない。
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第2項　構造

　EGFの一次構造はCohenらによって酵素消化，　Edm孤分解により1972

年2）に，ついでジスルフィド結合の位置はサーモリシン分解により1973年3）

に決定された（Fig．　L）。

　本品のトリプシン処理によりC末端から5個のアミノ酸がはずれたEGF1～

48は，in　vivoでは活性は失われないが12）in　vitroでのヒト線維芽細胞増殖

刺激効果は正常の1～5％，また，1251－EGF結合阻害能も5％に低下する邑3）

　1975年，Greg・ry　4）は男子尿中より分離した2種の胃酸分泌抑制物質βおよ

びγ一urogastrone（7体はβ体よりC末端Argの欠除したもの）の構造を解明

し，本品とEGFとの構造上の類似性を指摘した（Fig．6．）。両者はともにアミ

ノ酸53残基より成り，このうち37残基が同位置にあり，3個のジスルフィド

結合の位置も同一である。さらにGregoryら4）は，　urogastroneにもマウス眼

瞼の開きを促進する作用のあること，Bowerら5）はEGFにも胃酸分泌抑制作

用のあることを報告している。またurogastr・neはヒト線維芽細胞のマウスE

GFレセプターにも同様の親和性で結合する話したがってurogastroneはヒトの

EGFと判断されるが，その分泌源は明らかではなく，上記C・henの分離した

EGF様物質と同一物質であるか否かも現在明らかではない。

　1983年Grayら？　Scottら7）はそれぞれ独立にEGF前駆体のcDNAの塩基

配列を解明することに成功し，EGFが生体内において，アミノ酸残基1168個，

Fiq．6．　Structure　of　β一Uroqast「one

、，，G・・Cys@p「．嚥「lli・A，p

〈sp

HQ

　　CyS　　　　　　　　　　　GIy
M・・Val@G・・A、p　。yr　V、IVal　Gly野「

濃　H耐一い柴＿G1・1匝
　　Glu
　　　　Ala騙、北八鳩b

　　　　　　　　　　　　　　　〈「9
Arg　　　　　　　　　　　　　A需P
　　　　　　　　　　　Leり　　1劃Gi・丁，pT，pLy・

Q・amご・mi・・acid・w・・h　EGF

　　　　　　　　　　　　－14一



あるいは1217個より成る前駆体蛋白より合成されることを報告した。これに

よって化学的手段によって導かれたCohenのEGFの構造式が遺伝子学的手法

によって支持されるに至った。

第3項　作用等

　EGFの作用の特徴は，種特異性がなく種々の動物，および細胞に効果を示す

ことである。

　生体内における作用として，新生マウスにおける皮フ，舌，食道，角膜，口

腔などの上皮組織の肥大・角化15）切歯の成長促進15）上皮のケラチン化尊6）ラッ

ト・イヌにおけるhistamine刺激胃酸分泌抑制1）ヒトにおいての胃酸分泌抑制37）

などの作用がある。

　培養細胞における作用として，解糖系の促進18）ホスホフルクトカイネース活

性の上昇罪）DNA合成の刺激1助細胞数・コロニーの形成促進40）など種々の作用が

知られている。

　EGFは雄マウス顎下腺1g当り1㎎と多量に含まれており，一方雌は，その

約レ！15で明らかな性差を有するが，testosterone投与により著しく上昇する。

顎下腺中の含量は加齢とともに増加し，50日でほぼ頂値に達する忌1）顎下腺中

の含量は日内変動を示すことが知られている。42）他の組織中の濃度は非常に低い誓）

また蛍光抗体法により，EGFが雄マウスの顎下腺管状組織に局在することが確

認された。雌の場合，この管状組織が発育不全であり，testoster・neの投与で

細胞の発育に比例してEGFの存在も確認されるようになる。

第4項　合成

　EGFの合成に関する報告はいまだ見あたらない。関連する合成研究として，

Cambleら8）による樹脂上のフラグメント縮合法によるurogastr・ne合成の試

みがあるが，いまだ完成に至っていない。さらに1983年，Urdeaら43）は遺伝

子学的手法によるurogastroneの合成を行なったが，最終品を同定するまでに至

っていない。
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第2節　マウスEGFの30－53位，保護テトラコサペプチドエステル，　Boc一

　　　　（EG：F　30－53）一〇Bz1の合成

第1項　合成方針

　1972年Tayl・rら3正）は天然EGFの還元・再酸化によってEGF活性が再現す

ることを報告した。このことは，EGFに対応するトリペンタコソタペプチドを

合成すれば，この空気酸化によって活性体が得られることを意味するので，著

者はFig．7．に示すschemeに従ってEGFの全合成を計画した。

Fiq．7．　　　Synthetic　Scheme　for　：EGF

　　　　⑮⑭⑤………⑤⑦0
　　　　　　　↓Successi・・f・・帥ent・。・d・・s・ti…

Boc 1 Protec’しed　EGF 53　　0Bz　1
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　Arg　OH
Leu

【1】　　GIU Trp　TrP

　【2］

Gly　［エ3】

　Tyr

Cys　　13

Tyr　　Thr　Cys

　8　　　Asn

　　【81
　　　　Cys

Arg LeU　ASP

【3］

Arg　丁hr

　　　［4】

Gln’しys

　　　●

Vol　ne

フ　　　【7】

Arg　ASP

　　　［5］

　　6
Gly
　　Tyr
　　　　l6｝
　　SerGly

　　5
　　　1　　　　2　　　　　　　3　　　　　　　　　　向

○舳i。。acid。圃咀th　p拍t。，元i。g匿。即。，（汐。（MB乙1），　Ser（鹿1），

　　　G〕．u（OBz1），．Asp（CBz1），Arg（Mts）

　l　　position　of　fragnent　oonde証3ation

　まず保護基の選択と脱保護の問題であるが，著者は，本合成の最終段階にお

ける脱保護試薬として，藤井らによって開発された1M　TFMSA－thioaniso1Ω／

TFA系16’44）を用いることとした。本脱保護系はthioanisoleによる反応促進効
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果45）によって，温和な条件下で脱保護反応を行なえるという利点を有し，これ

までに数種のペプチドの合成に利用されいずれも良好な結果を与えている36）ま

た中間体のα一アミノ（Nα）保護基としてはTFAで除去可能なBoc基，あるいは

Z（OMe）基を用い，側鎖官能基を有するアミノ酸誘導体には，上記脱保護試薬

系で除去可能な保護基を有するAsp（OBz1），　Glu（OBzl），　Cys（MBz1），Ser

（Bzl），およびArg（Mts）47）を採用することとした。しかし，このうち塩基に

よるサクシンィミド化副反応を起こしやすい特異な配列中48）にあるアスパラギ

ン酸βベソジルエステルについては，区分ペプチドの段階でこれを接触還元に

より除去してこの副反応を抑制するように考慮した。さらに，EGFはTFAに

よる脱Z（OMe），あるいは脱Bocに際してアルキル化されやすいTrpをC端側

に2個含んでいる。そこで，このTrPインドール核へのアルキル化副反応49）を

抑制するため，TrP導入後のNα保護基として，この種の副反応がZ（OMe）基

よりも少ないことが知られているBoc基を採用しlo）さらにこのT：FAによる脱

保護時にはエタンジチオール（EDT）51）含有アニソールをスカベンジャーとし

て用い，この副反応を抑制することとした。

　ペプチド鎖の構築には，15個の比較的小さな区分ペプチドヒドラジドを用い，

順次C端側よりラセミ化の少ないアジド法52）により縮合する計画をたてた。こ

れは比較的小さな区分ペプチドを縮合に用いた方が縮合率がよく，また目的物

の精製が容易と考えられたからである。ただTrPより成る区分ペプチド［2］の

みは，そのインドール核のニトロソ化を避けるため，アジド法にかえてGeiger

ら53）の方法によるDCC－HOBT法によりうセミ化を抑制しつつ導入する方針を

たてた。またAsp（OBz1），あるいはGlu（OBz1）残基を含む区分ペプチドヒド

ラジド体を合成するためには，矢島ら騒）が開発したTroc－NHNH，を用いる置換

ヒドラジン法を採用し，亜鉛一酢酸処理55）によって選択的にTroc基を除去して

対応するヒドラジド体とすることとした。

　以上の方針に従ってEGFを全合成することとし，まずEGF30－53位に相当

する保護テトラコサペプチドエステルを，8個の区分ペプチドの縮合によって

合成した。

第2項マウスEGFの51－53位，保護トリペプチドエステル，

　　　　（EGF51－53）一〇Bzlの合成

Z（OMe）一
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以下にEGFの約半分子にあたるテトラコサペプチドエステルの合成に用いた

8個の区分ペプチドの合成について述べる。

　Fig．8．にC端部保護トリペプチドエステル［1］の合成経路を示した。

Fiq．8．

Synthetic　Scheme　for　the　Protected
T。ip。ptid・E・ter，　Z（OM・）一・（EGF　51－53）一〇B・1［ユ】

Z（OMe）一Glu（OBz1）一〇Np
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Np

Z（OMe）一Leu－OH　　1．　Mix

　　　　　　　　　　　2．TFA
H－Arg（Mts）一〇Bz1

Z（OMe）一Glu（OB乞1）一Leu－Arg（Mts）一〇Bzl

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　56）　H－Arg（Mts）一〇Bz1を出発原料とし，Z（OMe）一Leu－OHを混合酸無水物法

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　57）で縮合後，そのZ（OMe）基をTFAで除去し，　Z（OMe）一Glu（OBz1）一〇HをNp

法で縮合して目的のトリペプチドエステル，Z（OMe）一Glu（OBzl）一：Leu－Arg

（Mts）一〇Bz1を得た。得られたトリペプチドエステルをAcOEt－is・pr・pylether

系を用いる再結晶法で精製し，その純度をTLC，元素分析，酸分解後のアミノ

酸分析により確認しな。なお，以下の各区分ペプチドについても，特に述べな

い限りその精製を再結晶により行ない，その純度をT：LC，元素分析，酸分解後

のアミノ酸分析により確認した。

第3項　マウスEGFの49－50位，保護ジペプチド，　Boc一（EGF49－50）一〇B：

　　　　の合成

　Fig．9．に保護ジペプチド［2コの合成経路を示した。

Fiq．9．

Synthe七ic　Scheme　for　the　Protected　Dipeptide，

　　　Boc　一（EGF　49－50）一〇H　［2］

Boc－Trp－ONp

　H－Trp－OH

NP

Boc－Trp－Trp－OH

　　　　　　　－18一



　本ペプチドはTrpより成るため，その導入には第1項で述べたようにDCC－

HOBT法を用いることとした。そのためH－Trp－OHを出発原料とし，　Boc－

Trp－OHをNp法により縮合して保護ジペプチドとした。本ペプチドは結晶性に難

があったためそのDCHA塩に導き，　AcOEt－isopropylether系で再結晶し精製

を行なった。また第1項で述べた様に以後の区分ペプチドのNα保護基には，Z

（OMe）基に変えてBoc基を用いることとした。

第4項マウスEGFの46－48位，保護トリペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　46－48）一NHNH2の合成

　ついで，保護トリペプチドヒドラジド［3］をFig．10．に示す合成経路に従って

合成した。

Fig．10．

Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Tri－

P・ptid・Hydrazid・，　B・c一（EGF　46－48）一N㎜2［3】

Boc－Asp（OBzl）一〇Np

Z（OMe）一Leu－ONp

H－Arg（Mts）一㎜一Tr。c

1．N
2．T：FA

L　Np
2．　Zn　AcOH

B。c－Asp（OBz1）一Leu－Arg（Mts）一NHNH2

　本区分ペプチドはAsp（OBzl）を含むため，通常のヒドラジン処理によってヒ

ドラジド体を合成できない。そこで，前述のTroc－NHNH：、を用いて合成を進め

た。すなわちZ（OMe）一Arg（Mts）一NHNH－Trocより出発し，　T　FA処理によっ

てそのZ（OMe）基を除去した後，これにZ（OMe）一Leu－OH，　Boc－Asp（OBzl）一

〇Hを順次Np法で縮合してBoc－Asp（OBzl）一Leu－Arg（Mts）一NHNH－Trocと

した。続いて酢酸一MeOH二君中Zn処理によってTroc基を選択的に除去し目的

の保護トリペフ．チドヒドラジド［3］とした。

第5項　マウスEGFの42－45位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　42－45）一NHNH：、の合成
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Fig．11．に保護テトラペフ．チドヒドラジド［4］の合成経路を示した。

Fig．1L

Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Tetra－

P・ptid・Hydrazid・，　B・c一（EGF　42－45）一N㎜2［4］

　　　　　　Boc－qys（MBz1）一〇Su
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l．Su
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2・NH2NH2
　　　　　　Z（OMe）一Gln－Thr－NH：NH2　　　　1．　Azide

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．T：FA
　　　　　　H－Arg（Mts）一〇Bzl

　　　　　　　　　Boc－Cys（MBzl）一Gln－Thr－Ar9（Mts）一NHNH2

　この区分ペプチドの合成中Z（OMe）一Gln－Thr－NHNH野）は既知物質である。

H－Arg（Mts）一〇B　zlより出発して，　Z（OMe）一Gln－Thr－NH：NH，をアジド法で

縮合後，そのZ（・塩基をTFAで除去しB・・一C・・（MB・1）一・HをS・法59）にて

縮合してBoc－Cys（MBzl）一Gln－Thr－Arg（Mts）一〇Bz1とした。ついでこれを通

常のヒドラジン処理に付し，目的の保護テトラペプチドヒドラジド［4］を得た。

第6項マウスEGFの39－41位，保護トリペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　　39－41）一NH：NH、の合成

　保護トリペフ．チドヒドラジド［5］の合成経路をFig．12．に爪した。

　　　　　　Fig．12．

　　　　　　Synthetic　Scheme　for　the　Protected

　　　　　　Tripeptide　Hydrazide，　Boc一（EGF　39－41）一NHN：H2［5］

　　　　　　Boc－Gly－OSu　　　　　　　　　　　　　　　　　　1，　Su

Z（OMe）一Asp（OBz1）一〇Np

H－Arg（Mts）一〇Me

1．Np
2．T：FA

　
2
d
H
P
N

／
　
2

畳．
H
N

．
●
　
・2
3

　　　　　　　　　Boc－Gly－Asp－Arg（Mts）一NHNH2

　本区分ペプチドに含まれるAsp（OBz1）一Arg（Mts）という配列は，予試験にお

いて前述のサクジンイミド化副反応を若干起こすことが認められたため，本区

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一20一



分ペプチドを，そのAspβカルボキシル基を遊離の形で合成することとした。

すなわち，まずH－Arg（Mts）一〇Meより出発してZ（OMe）一Asp（OB　z　1）一〇Hを

Np法で，　Boc－Gly－OHをSu法で順次縮合し，得られたBoc－Gly－Asp（OBzl）一

Arg（M七s）一〇Meをシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製した。続い

て接触還元によりAsp一β一Bzlエステルを除去した後，通常のヒドラジン処理に

より目的の保護トリペプチドヒドラジド［5］を得ることができた。

第7項　マウスEGFの37－38位，保護ジペフ．チドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　　37－38）一NHNH、の合成

　保護ジペプチドヒドラジド［6］の合成経路を：Fig．13．に示した。

　　　　　　Fiq．13．

　　　　　　Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Di－

　　　　　　P・ptid・Hydra・id・・B・c一（EGF　37－38）一NHNH2［6］

　　　　　　　Boc｝Ty「一NHNH2　　　1．　A。ide

　　　　　　　　H－Ser－OM・　　　2・NH2NH2

　　　　　　　　　B。c－Ty「一Se「一NHNH2

　本区分ペプチドは，H－Ser－OMeとBoc－Tyr－NHNH，のアジド法による縮合

後，通常のヒドラジン処理によって容易に合成することができた。

第8項　マウスEGFの34－36位，保護トリペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　　34－36）一NHNH　2の合成

　　　　　Fig．14．

　　　　　Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Tri－

　　　　　P・ptid・Hydrazid・，　B・c一（EGF　34－36）一NHNH2［7〕

Boc－Val－OH

Z（OMe）一11e－ONp

H－Gly－OMe

』1．N

’1．Mix

2・NH2NH2

2．TFA

B・c－Va1－11e－Gly－N㎜2

　　　　　　　　　　－21一



　ついで保護トリペプチドヒドラジド［7］をFig．14．に示す合成経路に従って

合成した。

　H－Gly－OMeより出発し，　Z（OMe）一11e－OH：をNp法で縮合後，そのZ（OMe）

基をTFAで除去し，　Boc－Val－OHを混合酸無水物法によって縮合してBoc－

Va1－lle－Gly－OMeとした。ここで立体障害の大きいVal，Ile間の縮合には混

合酸無水物法が最も有効であった。得られたトリペプチドエステルより通常の

ヒドラジン処理によって，容易に目的の保護トリペプチドヒドラジド［刀を得

ることができた。

第9項　マウスEGFの30－33位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　30－33）一：NHNH：、の合成

　ついでFig．15．に示す合成経路に従って保護テトラペプチドヒドラジドこ8］を

合成した。

Fiq．15．

Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Tetra－

P・ptide　Hydrazid・，　B。c一（EGF　30－33）一㎜H2［8］

Boc－Thr一㎜　　　　　　　2

Z（OMe）一Cys（MBzl）一〇Su

Z（OMe）一Asn－ONp

H－Cys（MBz1）一〇H

1．Su
2・CH2N2
3．TFA

1．Azide

1．N
2．T：FA

2・NH　2　NH　2

B・c－Thr－Cy・（MBz1）一Asn－Cys（MBzl）一N㎜：2

　E－Cys（MBzl）一〇Hを出発原料とし，Z（OMe）一Asn－OHをNp法により縮合し

そのZ（OMe）基をT：FAで除去した後，　Z（OMe）一Cys（MBz1）一〇HをSu法で縮合

してZ（OMe）一Cys（MBz1）一Asn－Cys（MBzl）一〇Hを得た。続いてこのトリペプ

チドをジアゾメタン処理に付しトリペプチドエステルとした後，そのZ（OMe）

基をTFAで除去しBoc－Thr－NHNB：2とアジド法で縮合した。得られたテトラ

ペプチドメチルエステルをヒドラジン処理して目的の保護テトラペプチドヒド

ラジド［8］を得た。本合成においてはトリペプチドの段階でエステル化したが，
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この方法の方がH－Cys（MBzl）一〇Meから出発するより中間体の精製が容易で

あった。

第10項マウスEG：Fの30－53位，保護テトラコサペプチドエステル，　Boc一（EGF

　　　　30－53）一〇Bzlの合成

　続いて，以上第2項から第9項で得られた8個の区分ペプチドをFig．16．に示

す経路に従って順次縮合し，保護テトラコサペプチドエステルを合成した。

Fiq．16．　Synthetic　Route　to　the　Protected　Tetracosapeptide，

　　　Boc一（EGF　30－53）一〇Bz1

］
〕
］
］
］
］
］
．
］

［
［
［
［
［
［
［
［

B。c－Thr－Cy・（MB・1）一A・n－Cy・（MBz1）一N㎜2

B・c－Vaレ11e－Gly－Nm田2

B。c謹y・一S・r－N㎜H2

B。c－Gly－Asp－Arg（Mt・）一N㎜2

Boc－Cys（MBz1）一Gln－Thr－Arg（Mts）一NHNH2

Boc－Asp（OBzl）一Leu－Arg（Mts）一NHNH2

Boc－Trp－Trp－OH

H－Glu（OBzl）一Leu－Arg（愁ts）一〇Bzl

　　　　　　　　　　　　Boc一．Thr　Cys

　　　　　　　　　　　　　　　　Asn

　　　　　　　　　　　　　　　　Cys　Vol
　Arg　OBzl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　7周目の

　　　　　　　　　　　Arg　Thr　Gln　Cys　　　　　　A「g　　LeU　　Aso　　　TrD丁rP　Glu

1 2 3

　　　　　　6

　　He　61y
　　　　　Tyr

　　　　　SerArg　ASD　 61y

4　　　　　　5

OProtected　amino　acids：Cys（MBz1），　Gユu（OBz1），　Asp（OB乙1），　Arg（Mts）

　l　Position　of　frag〔nent　cQndensation

　まず区分ペプチド［1］と［2］の縮合であるが，この縮合反応は合成方針の項

で述べたごとくDCC－HOBT法で行なうため，TFA処理によって区分ペプチド

［1．］からZ（OMe）基を除去した後，これを5％NaHCO、，　H、Oで洗浄して遊離

のアミノ基とし，区分ペプチド［2］（1当量）とDCC－HOBT法で縮合した。

本縮合反応では，塩基としてEt、Nを使用しないためTrp残基のラセミ化が抑

制されたのみならず，DCC法60）の副反応である区分ペプチド［2］のアシルウレ

ア体の副生61）も抑制されたと考えられる警）続いて得られた保護ペンタペプチド
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エステルより．TFA－anisole－EDT処理によってBoc基を除去し，区分ペプチド

　［3］（1．2当量）をアジド法により縮合した。この際Trpに隣接するBoc基の

TFAによる除去時に上記スカベソジャー系の存在下においても，インドール核

のアルキル化によると思われる多少の副生成物の存在がTLC上認められたため，

区分ペプチド［3］の導入後，シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製

を行なった。この副反応はTrpのNαからBoc基を除去する時に最も多く認めら

れるが，Trpがペプチド鎖の中に入ってしまうとあまり問題でなく，TLCで見

る限り上記スカベンジャー系の添加により，この種の副反応はほぼ抑制されう

るものと判断される。

　以後同様にTFA－anisole－EDT系を用いる脱Boc化反応とアジド法による縮

合反応により順次区分ペプチド［4］～［8］を縮合し，保護テトラコサペプチド

エステルとした。各縮合反応の進行をT：LCにより確認しっっ合成を進め，その

’完結にはアシル成分1．4～2．2当量を必要とした。各縮合中間体をDM：F－MeOH

系を用いる再沈殿法により精製し，さらにその純度をTLC，元素分析，アミノ

酸分析により確認した。ただ，保護テトラコサペプチドエステルについては，

その有機溶剤に対する溶解性が低下したため，DMSO－DMF（1：1）混液およ

Table　2．　Amino　Acid　Analysis　of　the　Protected　Tetracosapeptide

　　　　　and　its　I丑temediates

A．A．

49－53　　　46－53　　　42－53　　　39－53　　　37－53　　　34－53　　　30－53
（5）　　　　（8）　　　　　12）　　　　15）　　　　17　　　　　20）　　　　24）

Asp

Thr

Ser

Glu

Gly

Cys

Val

Ile

Leu

Tyr
　＊Trp

Arg－

1．03（1）

0．98（1）

1．01（1）　2．00（2）　2．07（2）

　　　　　　　　0．95（1）

　　　　　　　　　N．D．

1．00（1）　2。00（2）　2．00（2）　2．00（2）　2．00（2）

1．87（2）　1．95（2）

0．98（1）　1．99（2）

1．00（1）　ユ．97（2）　2．02（2）　2．07（2）　3．03（3）

＝L．＝LO（1）　0．9＝L（1）　0．96（1）　0．96（ユ）　1．64（2）

　　　　　　　　0．90（1）　0．77（ユ）　O．76（ユ）

　　　　　　　　2．00（2）　2．10（2）　2．ユ2（2）

　　　　　　　　1．00（1）　1．96（2）　1．98（2）

N．D．　　　　　　　　N．D．　　　N．D．　　　N．D．

　　　　　　　　　　　　0．88（ユ）　0．74（1）

　　　　　　　　　　　　OD85（1）　0．71（1）

　　　　　　　　　　　　2．00（2）　2．00（2）

　　　　　　　　　　　　1．01（1）　0．92（1）

1．3：L（2）　1．72（2）　　　　　　　N．D．　　　N．D．

3．08（3）　3992（4）　　　　　　　　4．18（4）　4．04（4）

0．95（D

L65（2）

4．02（4）

Recov．　　90Z 91％ 91鬼 88％ 84鬼 88％ 96Z

Numbers　in　parentheses　are　theories・

＊Trp　wa・d・t・㎜ined　by　4M　CH3SO3H　hyd「01ysis・
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びMeOHを用いる再沈殿法により精製し，その純度検定には6規定塩酸一フェ

ノール系による酸分解後のアミノ酸分析が特に有効であった。そのアミノ酸分

析値，および各縮合中間体のアミノ酸分析値をTable．2．に示した。ここでTrp

のみは6規定塩酸を用いて酸分解を行なうと，その大部分が分解してしまうた

め，Liuら63）の方法に従って4規定MSAを用いる酸分解によってその分析値を

得た。分析値は，合成を通じて：Leuを計算の基準とし，その回収率とあらたに

導入されたアミノ酸の回収率とを比較することにより，容易に各縮合体の純度

を検定することができた。また，第8項で述べたVal－11eは立体障害のため，

24時間の酸加水分解では完全に水解されず，アミノ酸の回収率は多少低い値と

なっているが，72時二水解するとほぼ定量的な値が得られた。

　以上著者は，ここに高純度の保護テトラコサペプチドエステルを合成するこ

とに成功し，以後さらにペプチド鎖を延長し，保護EGFとした後，脱保護，空

気酸化によりEGFの全合成を行なうこととした。

第3節　マウスEGFの全合成

第1項　マウスEGFの26－29位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　26－29）一NHNH2の合成

　以下に，先に得た保護テトラコサペプチドエステルの延長に必要な各区分ペ

プチドの合成を示す。

　まず，EGF26－29位に相当する保護テトラペプチドヒドラジド［9］の合成

であるが，本区分ペプチドは，塩基によるサクシンイミド化副反応を起こしや

すいAsp－Serという配列を含んでいるため，すでに合成方針の項で述べたよう

にAspのβ一カルボキシル基を遊離の形で合成することとした。すなわちAsp

β一躍ルボキシル基の保護基としてBut基を採用し，Asp残基の導入後直ちにこ

れをNα保護基のZ（OMe）基とともにTFAで除去することとした。また本区分

ペプチドに隣…接する：EGF　22位にはHis残基が位置しており，すでに武山ら64）は，

消化管ホルモンの一種であるVIP（vasoactive　intestinal　polypeptide）の合成

において，このHisと本区分ペプチド中に含まれるSerおよびAspを含むテト

ラペプチドヒドラジド，Z（OMe）一His－Ser－Asp－Ala－NHNH：、，のアジド反応

が，Ser水酸基が遊離の形では満足に進行しないことを報告している。この場
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合，His，　Ser，　Aspの組み合わせば，ちょうどserine　protease65）のactive　triad

の組み合わせであり，この様な現象の見られる原因ではないかと説明されてい

る。そこで著者は，本EGFの合成研究においてもHisに隣接するSerの水酸基

についてはこれをBz1基で保護して合成を進めることとした。

　以上の方針に従い，本区分ペプチド，保護テトラペプチドヒドラジド［9］の

合成をFig．17．に示す経路に従って行なった。

　　　　　Fig．17．　Syn七hetic　Scheme　for　the　Protected　Tetra－

　　　　　　　　　peptide　Hydrazide，　Boc一（EGF　26－29）一NHNH2

　　　　　　　　Boc－Leu－OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．Mix
Z（OMe）一Asp（OBut：）一〇H

Z（OMe）一Ser（Bz1）一〇H

H－Tyr－OMe

LDCC
2．TFA

1．Mix

2．TFA

2。NH2　NH2

　　　　　　　　　Boc－Leu－Asp－Ser（Bzユ）一Tyr－NHNH2　［9〕

　H－Tyr－OMeを出発原料とし，　Z（OMe）一Ser（Bzl）一〇HをDCC法で縮合後，

そのZ（OMe）基をTFAにより除去し，　Z（OMe）一Asp（OBut）一〇Hを混合酸無水

物法で導入した。得られたZ（OMe）一Asp（OBut）一Ser（Bzl）一Tyr－OMeをTFA処

理に付し，そのZ（OMe）基，およびBut基を完全に除去した後，　Boc－Leu－OH

を混合酸無水物法で導入した。続いて，得られたBoc－Leu－Asp－Ser（Bz1）一Tyr

－OMeを通常のヒドラジン処理によって目的のテトラペプチドヒドラジド［9］

1こ導し、ナこ。

第2項　マウスEGFの23－25位，保護トリペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　23－25）一NHNH2の合成

　ついで23－25位に相当するトリペプチドヒドラジドの合成であるが，当初こ

の区分ペプチドは，22位のHisを含めたテトラペプチドヒドラジド，　Boc－His－

Ile－Glu（OBz1）一Ser（Bzl）一NHNH、，の形で導入する計画であった。しかしな

がら，予試験において，このテトラペプチドの導入は，15当量の過剰を用いて

も約30％しか進行しなかった。そこでこの部位での導入を23－25位に相当す

るトリペプチドと22位のHisの2段階に分けて行なうこととした。問題はな

ぜこのような現象が生ずるかという理由であるが，かつてCamble，　Petterは1）

urogastr・neを合成しようとした際Hisを含んだペプチド，たとえばBoc一：Leu一
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Ser（But）一His－Asp（OBut）一Gly－OH（8－12位），あるいはこれより大きいN端

側の区分ペプチドとアミン成分（13－47位）とをDCC等で縮合しようとした場

合，この反応はたとえ過剰のアシル成分を使用しても，また固相反応でも，液相反

応でも満足に進行しないことを述べ，この時点で二品の合成を断念している。

著者の場合Ser（Bz1）を用いても，また上記Ca皿ble，　Petterの場合Ser（But）

を用いても，この様にアシル成分の反応性が乏しいことは，有機溶媒中におけ

るアミン成分のコンホーメーションが関与しアミン成分中のα一アミノ基が，か

なりマスクされた状態にあるのではないかと考えられる。著者の場合，Aspの

β一カルボキシル基を無保護にしているので，武山らの指摘した要素も完全に無

視することはできない。ペプチド合成上，このような現象はまれであり，従っ

て保護基のついたペプチドの有機溶媒中でのコンホー一一ションに関する組織

的な研究は見あたらない。著者は，ペプチドのアジドよりアミノ酸のアジ爵の

方が反応性が高いと判断し，この22－25位を上記のように2段に分けて反応して

みた所，高級ペプチド合成法としては異例であるが，満足に反応が進行するこ

とを認め，その理由の説明には将来の問題を残しつつもEGFのペプチド鎖の延

長が可能であることがわかった。

　Fig．18．に23－25位に相当する保護トリペプチドヒドラジド［10］の合成経路

を爪した。

Fig．18．　Synthetic　Scheme　for　the　protected　Tri－

　　　　peptide　Hydrazide，　Boc一（EG：F　23－25）一NHNH2

Boc－11e－OSu

Z（OMe）一Glu（OBz1）一〇Np

H－Ser（Bz1）一NHNH－Troc

LNp
2．T：FA

：L．Su

Boc－11e－Glu（OBzl）一Ser（Bzl）一NHNH－Troc
　　　　　↓Zn－A・・H

B・c一工le－Gユu（OB・1）一S・・（B・1）一N皿H2［10］

　本区分ペプチドの合成においても，第1項で述べた理由によりSerの水酸基

をBz1基で保護して用いた。またGlu（OBzl）を含むため，　Troc－NH：NH、を用

いる置換ヒドラジン法による合成法を採用した。すなわちZ（OMe）一Ser（Bzl）一
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NHNH－Trocより出発して，そのZ（OMe）基をTFAで除去後，　Z（OMe）一Glu

（OBzl）一〇HをNp法で，　Boc－lle－OHをSu法で順次縮合し，　Boc－lle－Glu

（OBzl）一Ser（Bzl）一NHNH：一Trocとした。続いて，これより通常のZn処理に

よりTroc基を選択的に除去し，目的の保護トリペプチドヒドラジド［10］を得

ることができた。

第3項　マウスEGFの18－21位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　18－21）一N且NH、の合成

　つぎに，保護テトラペプチドヒドラジド［11］をFig．19．に示す合成経路に従

って合成した。

Fig．19．　Synthetic　Scheme　for　the　protected　Tetra・一

　　　　peptide　Hydrazide，　Boc一（EGF　18－21）一NHNH2

　Boc－Gly－OSu

Z（OMe）一一Val－OSu

Z（OMe）一Cys（MBz1）一〇Su

H－Met－OMe

LSu
2．T：FA

1．Su

1．Su
2．T：FA

2．NH2NH2

Boc－Gly－Va］一一Cys（MBz1）一Met－NHNH2　［1］．］

　この区分ペプチドにはMe七が1個含まれているが，著者は，第1章で述べた

ごとく本合成では最終脱保護反応以前にthiophenolによる還元操作を行なう必

要があり，この時点で生成の可能性のあるMet（O）体66）も同時に還元できるこ

と，またMetの副反応としてよく知られているS一アルキル化副反応67）は，　TF

A処理時にEDTを添加することによってほぼ抑制できること等を考慮し，本合

成においてはMetを無保護の形で合成を進めることとした。これによって区分

ペプチド合成での中間体が水に易容になることを避けることができ，その精製

が非常に容易となった。まずH－Met－OMeより出発しZ（OMe）一Cys（MB　z1）一

〇H：をSu法で導入し，そのZ（OMe）基をTFA－anis・1e－EDT系で除去後順次

Z（OMe）一Val－OH，　Boc－Gly－OHを同様にSu法で導入した。得られたテトラ

ペプチドメチルエステルのヒドラジン処理により，容易に目的の保護テトラペ

プチドヒドラジド〔11］を得ることができた。
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第4項マウスEGFの14－17位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　14－17）一NHNH、の合成

　続いて保護テトラペプチドヒドラジド［12］をFig．20．に示す合成経路に従っ

て合成した。

Fig．20．　Synthetic　Scheme　f。r　the　Pr。tected　Tetra－

　　　　　peptide　Hydrazide，　Boc一（EG：F　14－17）一NHNH2

Boc－Cys（MBz1）一〇Su

Z（OMe）一：Leu－ONp

Z（OMe）一Asn－ONp

H－Gly－NHNH－Troc

1．Np
2．T：FA

Su

1．Np
2．T：FA

Boc－Cys（MBz1）一Leu－Asn－Gly－NHNH－Troc
　　　　　　↓・・一A・・H

Boc－Cys（MBzl）一Leu－Asn－Gly－NHNH2　．［12］

　本区分ペプチドはRinikerら68）が指摘した塩基によるdeamidationを起こし

やすいAsn－Glyという配列を有している。そこで通常のヒドラジン処理を避け

るため，Troc－NH：NH、を用いる置換ヒドラジン法により合成を行なった。すな

わち，既知物質であるZ（OMe）一Asn－Gly－NHNH－Troc　69）より出発し，そのZ

（oMe）基をTFAで除去した後，　z（dMe）一：Leu－oHをNp法で，　Boc－cys（MB　zl）一

〇HをSu法で順次縮合しBoc－Cys（MBzl）一Leu－Asn－Gly－NHNH－Trocとした。

つぎにDMF－AcOH：混液中Zn処理によってTroc基を選択的に除去して目的の

保護テトラペプチドヒドラジド［12］とした。

第5項　マウスEGFの10－13位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　10－13）一NHNH2の合成

　Fig．21．に，保護テトラペプチドヒドラジド［13］の合成経路を示した。

　本区分ペプチドは，塩基によるサクシソイミド化副反応を起こしやすいAsp－

Glyという配列を有している。そこで第2章第2節第1項で述べたごとく，そ

のβ一カルボキシル基を遊離の形で合成することとした。すなわちH－Tyr－OMe

より出発してZ（OMe）一Gly－OHをDCC法で，　Z（OMe）一Asp（OBzl）一〇Hを混合
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Fig．21．　Sy・th・ti・S・h・m・f・・th・p・。tect・d　T・tra－

　　　　　　peptide　Hydrazide，　Boc一（EG：F　10－13）一NHNH2

　　Boc－Tyr－NH：NH2

Z（OM・）一A・p（OBz1）一〇H　LMix

　　　　　　　　　　　　　　　　　　2・H2－Pd
Z（OMe）一Gly－OH　l．DCC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．T：FA
　　　　　　　　　　　　2．T：FA
　　　　H－Tyr－OMe

　　　　Boc－Tyr－Asp－Gly－Tyr－N㎜2

1．Azide
2・N坊N馬

［13］

酸無水物法で導入後，直ちにそのAsp一β一Bzlエステルを接触還元により除去した。

続いてTFA処理によりNα保灘，　Z（・M・）基，を除去しB・・一野・一N且NH・を

アジド法で導入後，通常のヒドラジン処理によって目的の保護テトラペプチド

ヒドラジド［13］とした。

第6項　マウスEGFの6－9位，保護テトラペプチドヒドラジド，　Boc一（EGF

　　　　　6－9）一N且NH：2の合成

　つぎに保護テトラペプチドヒドラジド［14］をFig．22．に示す合成経路に従っ

て合成した。

Fig．22．　Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Tetra－

　　　　　　P・ptid・Hydrazide，　B。・一（EGF　6－9）一NHNH2

Boc－Cys（MBz1）一〇Su

Z（OMe）一Pro－OH

Z（OMe）一Ser（Bzl）一〇Su

　　　　H－Ser（Bzl）一〇H

1．Su

1．Mix．

2．TFA

1．Su

2CH2N2

3．T：FA

2・NらNH2

B・c－Cys（MBzl）一Pr・一Ser（Bzl）一Ser（Bzユ）一NHNH・2［14】

　この区分ペプチドはSer残基をそのC下側に2個有しているが，区分ペプチ

ド合成中間体の精製を容易にするため，その水酸基をBzl基で保護することと

し，さらに中間体ジペプチドZ（OMe）一Ser（Bzl）一Ser（Bzl）一〇HをC端側のカ
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ルボキシル基が遊離の形で合成することとした。すなわち，H－Ser（Bzl）一〇H

を出発原料とし，Z（OMe）一Ser（Bzl）一〇HをSu法で導入後ジアゾメタン処理に

よってジペプチドエステル，Z（OMe）一Ser（Bz1）一Ser（Bz1）一〇Meに導いた。

続いて，得られたジペプチドエステルよりTFA処理によってそのZ（OMe）基を

除去し，Z（OMe）一Pro－OB：を混合酸無水物法で，　Boc－Cys（MBzl）一〇HをSu法

で順次導入して保護テトラペフ．チドエステルを得た。得られたテトラペプチド

エステルはoi1であったが，これを結晶化させることなくヒドラジン処理に付

し，生成するヒドラジド体を，シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精

製して目的の保護テトラペフ．チドヒドラジド［14］を得ることができた。

第7項　マウスEGFの1－5位，保護ペソタペフqチドヒドラジド，　BOc一（EGF

　　　　1－5）一NHNH、の合成

　最後に，N末端1－5位に相当する保護ペソタペプチドヒドラジド［15］をF遮

23．に示す合成経路に従って合成した。

Fig．23．　Synthetic　Scheme　for　the　Protected　Penta－

　　　　　peptide　Hydrazide，　Boc一（：EG：F　1－5）一NHNH2

Boc－Asn－ONp

　H－Ser（Bz1）一〇H

Boc－Tyr－Pro－OSu

H－Gly－OMe

1．N
2・CH2　N2

3・NH2　NH2

1．Su
2．T：FA

1．Azide
2・NH2　Nら

Boc－Asn－Ser（Bzl）一Tyr－Pro－Gly－NHN耳2　［15］

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　70）　まずH：一Gly－OMeより出発して，既知物質であるBoc－Tyr－Pro－OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　をSu

法により縮合してトリペプチド，Boc－Tyr－Pro－Gly－OMeとした。つぎにH－

Ser（Bzl）一〇HにBoc－Asn－OHをNp法で導入し，得られたジペプチドをジアゾ

メタン処理によってメチルエステルとした後，ヒドラジン処理によってジペプ

チドヒドラジド，Boc－Asn－Ser（Bz1）一NHNH2を得た。ついでトリペプチドメ

チルエステル，Boc－Tyr－Pro－Gly－OMe，よりBoc基をTFAで除去し，これに

ジペプチドヒドラジド，Boc－Asn－Ser（Bz1）一NH：NH2，をアジド法で導入した。
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ここに得られたペンタペプチドメチルエステル，Boc－Asn－Ser（Bz1）一Tyr－Pro－

Gly－OMe，をヒドラジン処理によって容易に目的の保護ペソタペプチドヒドラジ

ド［15］に導くことができた。

第8項保護マウスEGFの合成

　ついで，以上第1項より第7項で合成した7個の区分ペプチド［9］～［15］

をFig。24．に示す経路に従って，第2節第10項で合成した保護テトラコサペプ

チドエステル上に，順次アジド法を用いて導入した。ただ，EGF　22位のHis．

のみを，第2項で述べたごとく1個のアミノ酸誘導体として導入した。

Fig．24．　Synthetic　Route　to　the　Pro七ected　Tripentacontapeptide

　　　　Correspondinq　to　EGF

［15］

［14］

［13］

［12］

［11］

［10】

［9］

Boc－Asn－Ser（Bzl）一Tyr－PrQ－Gly－NHNH2

Boc－Cys（MBzl）一Pro－Ser（Bz1）一Ser（Bzl）一NHNH2

Boc－Tyr－Asp－Gly－Tyr－NHNH2

Boc－Cys（MBz1）一Leu－Asp－Gly－NHNH2

Boc－Gly－Val－Cys（MBzl）一Met－NHNH2

Boc－Hゴ．s－NHNH　2

Boc一工le－Glu（OBz：L）一Ser（Bzl）一NHNH2

Boc－Leu－Asp－Ser（Bzl）一Tyr－NHNH2

Boc一（EGF　30－53）一〇Bz1

　　ロ5】　15　［、、1　14
　丁yr

Ser

Asn、

BOC

PrO　Gly

1
1

　凹eτHls

　　10

Cys　Pro
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（⊃㎞・ect・d血・・acid・・S・・（画・）・釣・（肋・）・…（・B・D・虹・（…），卸（・肱・）・

　1恥siti。ns。f。ondensation・

　各縮合反応に先だち，Nα保護基（Boc基）をT：FA－anis・1e－EDT系を用いて

除去したが，このメカベンジャー系（anisole－EDT．）は，第2節第10項で述べ
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たごとくTrpインドール核へのアルキル冷感反応49）の抑制に有効であるのみな

らず，区分ペプチド［11］の導入後におけるMet残基でのS一アルキル化副反応67）

の抑制にも効果的であった。また本項に述べた保護テトラコサペプチドエステ

ル以降の各縮合中間体は，有機溶剤に対する溶解性が低く，そのためDMSO－

DMF（1：1）混液を反応溶媒として用いた。各縮合反応の進行をニンヒドリン

発色の消失によって確認したが，TLC上でニンヒドリン発色が消失した時点で

さらに1～4当量のアシル成分を追加し，反応の完結に努めた。　問題のBoc－

His－NHNH2の導入のみならず，区分ペプチド［9］～［12］の導入までは，2回

Fig．25．　Gel－Filtration　of　Boc一（EGF　l－53）一〇Bzl

　　　　　Qn　Sephadex　LH－60

○．D．

280n皿

2．0

工。0

　　　　50
Tub．Nos．　（9ml　each）

　　　一33一
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のアシル成分の添加，すなわち計2～3当量で反応が完結したが，区分ペプチ

ド［13］～［15］の導入には計7～10当量のアシル成分を必要とした。各縮合中

間体をDMSO－DMF（1：1）混液／MeOH系による再沈殿法で精製したが，保

護EGFに相当するトリペンタコンタペプチドエステルについては，さらに

DMSO－DMF（3：7）混液を溶出液とするSephadex：LH－60上でのゲル炉過法

によって精製を行なった（Fig．25．）。ここで主．ピークの前に現われるshoulder

ピークは，恐らくTrp修飾体に由来するものと思われるが，精査は行なってい

ない。

　各縮合中間体，および保護EGFの純度を元素分析，およびアミノ酸分析によ

って確認した。そのアミノ酸分析値をTable．3．に示したが，第2節第10項で述

べたごとく全合成を通じて：Leuを計算の基準としており，システインを除くい

ずれのアミノ酸の組成比もほぼ理論値と一致する値を示している。ただVa1お

よびIleの値が少し低いが，これは前述したように立体障害の大きいVa1－11e

という結合が酸分解に低抗するためである。システインの回収率については次

頁で述べる。

Ta．ble　3・　Amino　Acid　Ratios　in　6N　HCI　Hydrolysate　　of

　　　　　Boc一（EGF　l－53）一〇Bzl　and　its　工ntermedia七es

　　　　　　　　　　　　　　　　　Protected　　e　tides
　　　26－53　　23－53　　　22－53　　　＝L8－53　　　14－53　　　10－53　　　　6－53　　　1－53

A．A．　　　（28）　　　（31）　　　（32）　　　36）　　　40）　　　44）　　　48　　　　53

留
濫
翻
留
監
㎞
舞
濫

4．17（4）　4．35（4）　4．23（4）　4．16（4）　5．25（5）　6．35（6）　6．27（6）　7．3：L（7）

1．76（2）　1．91（2）　1，87（2）　1．76（2）　1．92（2）　2．07（2）　1．87（2）　1．84（2）

1．69（2）　2．56（3）　2．38（3）　2．46（3）　2．5］．（3）　2．62（3）　4．34（5）　4．82（6）

2．15（2）　3．31（3）　3．18（3）　3．ユ3（3）　3．∞（3）　3．17（3）　3．19（3）　3．20（3）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1．29（1）　2，32（2）
2・’3（2）2ユ2（2）2ユ5（2）3・12（3）3・99（4）4・82（‘）4’77（5） 瘁F；護3

0．91（］．）　0．71（1）　0．80（1）　1．90（2）　1。63（2）　＝L．48（2）　1．60（2）　1．57（2）

　　　　　　　　　　　0．75（1）　0．76（1）　0．54（ユ）　0．63（1）　0．49（1）
0．86（］．）　1。65（2）　1．71（2）　1．77（2）　1．67（2）　ユ．58（2）　1．61（2）　1．63（2）

3．00（3）　3．∞（3）　3．00（3）　3．00（3）　4．∞（4）　4．00（4）　4．00（4）　4。00（4）

’愈了ζ12）’認2）1認12）’西1舌12）’認2）3認4）3認4）二二甥

　　　　　　　0．87（1）　0．85（1）　1．13（1）　0．67（1）　0．56（1）　0．62（1）

4．28（4）　4．36（4）　4．26（4）　4。31（4）　4．20（4）　4．16（4）　4．25（4）　4．30（4）

Reoov．　88％ 77％ 91％ go％ 88％ 82％ 75％ 79銘

　★Trp　was　determined　by　4N胚SA　hydrolysis
★★@Determined　after　thiophenol　七reatment
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　以上ここに著者は，マウスEG：Fの全アミノ酸配列を有する高純度の保護トリ

ペンタコンタペプチドエステルを得ることができた。

第9項　マウスEGFの全合成

　続いて第8項で得た保護EG：Fの脱保護であるが，保護EGFは6規定塩酸一

フェノール系を用いる酸分解後のアミノ酸分析で，第1章で述べたp－hydroxy－

phenylcysteineによるショートカラム上26分の溶出ピークを与えた。そこで，第

1章で得られた知見に基ずき，保護EGFを，脱保護反応以前に還元操作に付す

こととした。すなわち，保護EGFをHMPA－DMF（1：1）混液中，40QCで4

日間thiopheno1とともにインキュベートした。この還元処理によってシスチン

のアミノ酸分析値は1．91より2．20（理論値3）に上昇した。　さらにこの還元

処理は，一部生成の可能性のあるMet（0）の還元にも有効であったと判断される。

　ついでFig．26．に要約した経路に従ってこの還元保護EGFの脱保護，精製を

行なった。

Fiq．26。

Deprotection　and　Purification　Procedure　of　EGF

Boc　　　Protected　EGF　l－53　　0Bzl

　　　↓1熾d至尊1き81・：lhlぎ面心ξ圭1泓wlt識1：ε1？n書孟箒

　　　　1）　Di七hiothreitol　reduction
　　　　　　（6M　guanidine－0．IM　Tris，　pH　8．0）
　　　　2）　Sephadex　G－10　（2N　AcOH）
　　　　3）　Air－oxidation，　pH　8．2　（0．07mq／ml）
　　　　4）　Lyophiliza・ヒion，　Sephadex　G一：LO（2N　AcOH）

　　Crude　EGF

　　　ll器瀦’と齢含ilOら911試1●隻M・含謝・’pH　5●6）

　　　　　　　cH・c層≦％85鵬oH－Et・“（pH　5・6）

　Purified　EGF

　まず，還元保護EGFより全保護基を除去するため，　m－cres・1，EDTの存

在下1M　TFMSA－thioanisole／T：FA系で0。C，2時間処理を行なった。この際
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スカベンジャーとして用いたm－creso正は，特にArgのMts基によるTyrの0一

スルホン化副反応71）の抑制に，またEDTはTrPインドール核のアルキル化抑制

に有効51）であることがすでに報告されている。またthioanisoleの反応促進効果

についてはすでに第2章第2節第1項でふれたとおりである。しかし，高分子

ペプチドの合成においては，上記脱保護条件下でも多少の除去不完全なペプチ

ドの残存が考えられるため，脱保護反応を完全に行なう意味で，上記脱保護反

応をさらに2回繰り返した。そして，氷血管にて反応液にエーテルを加えて生

成物を沈殿させ，エーテルで洗浄後，この脱保護体を0．1MTris・HC1－6M

guanidine・HC1（pH　8．0）溶液中dithi・threit・1で還元した。この還元条件は，

Taylorら31）が天然EGFのジスルフィド結合の還元開裂に用いた条件と同一で

ある。また，この還元操作は塩基性条件下で行なうため，酸処理に際し可能性

のあるSer，Thr残基でのN－O　shift　72）をもどすためにも有効であると考えられ

る。さらにdithiothreit・1処理によって，もし脱保護時において，　MetのS一ア

ルキル化によるS－sulfonium化合物が生成していたとしても，これをMetにも

どすことができる竃3）

　ついで，得られた還元EGFを2N　AcOHを溶出液とするSephadex　G－10カラ

ムにapplyして還元剤を除去した後，目的物を含む三分を氷冷下，蒸留水で0．07

Fig．27．　Air－Oxidation　of　Deprotected　EGF
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mg／mlのペプチド濃度となるまで希釈した。この希釈液のpHを28％アンモ

ニア水で8．2に調整した後，25。Cで7日間放置し空気酸化法によるジスルフィ

ド結合形成反応を行なった。反応の進行をEllman　test74）で追跡した（Fig．27－a）。

室温5日間放置後，Ellman　testによる412nmの吸収は一定値に落ちついたが，

酸化反応の完結を期すためさらに2日間ゆるやかに擁梓した。7日間の酸化反

応後，反応液は多少白濁し不溶性のpolymerの生成が認められた。反応液を凍

結乾燥し，残渣に2N　AcOHを加えてこの不溶性polymerを遠心沈降によって

除去した後，上澄液を2N　AcOHを溶出液とするSephadex　G－10カラムクロマ

トグラフィーにかけた（Fig．27－b）。　5日間の酸化反応では目的物ピークの後

に2っの小さなshoulderピークが見られたが，7日間の酸化反応を行なった場

合にはほぼ単一の溶出ピークが得られた。

　ついで得られた酸化体の精製方法であるが，天然EGFについては，　Bio－ge1

法，DEAE法の2法が報告されている竃2）そこで，この2法の比較実験を行ない，

それぞれの精製効果をdisk等電点電気泳動（pH：3－10）によって調べたとこ

ろ，合成品については，DEAE法が非常に有効であることがわかった。　Fig．28．

Fiq．28．　　DEAE－Cellulose　Purification　of

　　　　Air－Oxidized　Product
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にDEAE一セルロースイオン交換クロマトグラフィーの溶出パターンを示した。

0．02M　AcONB：、，　pH5．6溶液で溶出される素通り画分は不活性であったが，0．2

MAcONH、，pH　5。6溶液とのgradient溶出によって活性体が溶出された。この

溶出位置は，報告32）に見られる同一条件での天然品の溶出位置とほぼ同じであ

ると判断される。

　このDEAE一セルロースによる精製品には，　disk等電点電気泳動（pH：3－10）

による純度検定で多少の不純物の混在が認められたため（Fig．30－a），さらに

Matrisianら75）の方法に従って，　Cosmosil　5　C、8を用いる高速液体クμマトグラ

フィー（H：P：LC）による精製を行なった。溶出液としてCH，CN／0．05N　AcOH－

Et3N（pH5．6）＝30／70を用いた。　DEAEにより精製したsampleは，　disk等

電点電気泳動の結果から予想されたごとく，、HPLC上主ピークの後ろにshoulder

ピークを与えたが（Fig．29－a），主ピーク画分を分取し凍結乾燥することによ

って，HP：LC上単一ピークを示す（Fig．29－b）白色羽毛状粉末を得ることがで

きた。東洋ソーダより購入した天然EGFはHPLC上同条件下に多少早く溶出

されるように思われたが，ここに得られた合成品を天然EGFと混合するとHP

LC上単一ピークが得られた（Fig．29－c）。なお，　Fig．29のHPLCの溶出パタ

Fig．29．　HPLC　of　Synthetic　EGF　on　Cosmoci1　5C18

a）DEAE－purified　sample

b）

c）HP：LC　of．synthetic　and　natural　EGF
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　Fig．30．

　　Disk　Isoelectrofocusinq　of　Synthetic　EGF

pH　3　　　　　　　　　　　　　　　　　pH　10

（・）醗認署互if謬

　　HPLC－purified（b）

　　synthetic　EGF

（・）章y識誌躍

一ソ上，溶出時間4～8分に見られるピークは，実験に用いた溶媒の効果によ

るものである。また，この精製品は，Fig．30－bに示すようにdisk等電点電気

泳動においても単一一のパソドを示し，天然EGFと混合しても単一のバンドが得

られた（Fig．30－c）。以上合成品は，　HPLC上，およびdisk等電点電気泳動上

天然品と同一の挙動を示すことが確認できた。

Fig．31．1㎜unodiffusion　of　Synthetic　EGF　in　Agar　Ge1

A：　Synthetic　EGF　　5りg

C3　Synthetic　EGF　ユ0μ9

B，D＝　Blank

Central　we工1；　Anti　EGF　sera

　また，合成EGFは，　Fig．31．に示すごとく，岐阜薬科大学，林教授より御供

与いただいた天然EGF抗血清76）と明瞭な免疫沈降線を示した。さらに合成品の

アミノ酸分析値と280nmにおけるUV吸収係数をTable．4．に示したが，合成
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EGFは，理論値とほぼ一致するアミノ酸組成を示し，その280nmでの吸収係

数も文献値31）とほぼ一致する値を示した。

Table．　4．

Amino　Acid　Ratios　and　Physical　Constants　of　Synthetic　EGF

Amino　Acid　Ratios　in　6N　HCI　Hydrolysate　of．Syntheヒic　EGF

Asp　7．08（7），　Thr　2．08（2），　Ser　5．32（6），　Glu　3．26（3），

Pro　2。04（2），　Gly　5．7：L（6），　Cys　2．17（3），　Val　l．24（2），

Met　O．66（：L），　工le　l．54（2），　Leu　4．00（4），　Tyr　4．59（5），

Trp★1．05（2），　His　O．76（1）7　Arq　4．ll（4）．（Recov．73宅）

　★　［町）was　de曲ed　by　4N　NSA　hydro工ysis

・・…Ell。（・・・…m）・…（・i・§’・…）

　　　20〔α］　　　　　一105．90　（c＝0．2／　2N　AcOH）
　　D

Table．　5．

Deprotection　and　Purification　of　Synthetic　EG堂

Protected　EG：F 100∫ng Yield

Air　Oxldation
Sephadex　G－10 23mg 32％

DEAE－cellulose 3。7mg 16％

HPLC
purification 3．Omg 　80％

（o．a．　4．ユ％）

　Table．5．に脱保護過程における各精製段階の収率を要約して示した。脱保護i

過程におけるoverall　yieldは4、1％にとどまり，収率においては満足な数値が得

られなかったが，この収率の低下の最大の原因は，やはり正しいジスルフィド

結合の形成段階における困難さにあると判断している。すなわち，一般にジス

ルフィドの形成は，一次構造に支配されるとはいえ，特にEGFのようなコンパ

クトな分子におけるジスルフィド形成は困難と判断せざるを得ない。おそらく，
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生体内においては前駆体の段階でジスルフィド形成が行なわれ，その後のプロ

セシングによって，このようなコンパクトな分子が生合成されるものと思われ

る。この点で興味あることに，Scheragaら77）のグルタチオン共存下でのジスル

フィド形成法に従って還元EG：Fの酸化を行なうと，　Sephadex　G－10によるゲ

ル源過，DEAE一セルロースによるイオン交換クロマト後の主生成物は，　EGF

1分子とグルタチオソ2分子の付加体であった。この付加体のヒスタミン刺激

による胃酸分泌の抑制活性は，天然品のそれの約1／5であった。

第10項　合成品の生物活性

　第9項で得た合成EGFについてShild法78）によって，ラヅト（n＝6）にお

けるヒスタミン（500μg／kg）刺激による胃酸分泌の抑制活性を調べた。その

一例をFig．32．に示した。

　合成EGFは，ヒスタミン刺激による胃酸分泌を100％とした場合，30μg／

kgの投与で，66．5％にまで胃酸分泌を抑制した。　天然EGFが，同一条件下

16μg／kg投与で78．8％，30μg／kg投与で68．6％，64μg／kg投与で43．8％

に胃酸分泌を抑制することから，合成品の胃酸分泌抑制活性は，天然品のそれ

に匹敵するものであると判断される。

　以上ここに著者は，マウスEGFに対応する強力な胃酸分泌抑制活性を有する

高純度のトリペンタコソタペプチドを合成することができた。
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結 語

　著者は，従来知られていなかったS一保護システインスルポキシド体の化学的

挙動を解明するとともに，その知見をもとに，マウス上皮細胞増殖因子に対応

するトリペンタコンタペプチドの最初の全合成を達成することができた。

　上述の研究は，特にシステインを含む高級ペプチドの合成化学の発展に資す

るものがあると考える。
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部の験実



実　験　の　部

　融点（mpJは，柳本徴量融点測定器で測定し，すべて未補正。旋光度はUnion

Automatic　Digital　Polarimeter　PM　101で測定した。ペプチドの加水分解は以

下の3つの方法，a），　b），　c）で行ない，酸加水分解物のアミノ酸組成は，　M・・re

ら10）の方法に従ってHitachi　Amin・Acid　Analyzer　835型，あるいはKLA－5

型で測定した。

　a）　6NHCI加水分解；3回蒸留した定沸点塩酸（b．p．110。C，6規定）を使

　　　用し，封管中で1100C，18－72時間保った。

　b）6NHCI－phenol加水分解；Sangerらの方法11）に従って，　a）の条件に

　　　phenolを添加した。

　c）4NMSA加水分解；a），　b）いずれの条件下においてもTrpはほとんど分

　　　解するため検出不可能であるので，huらの方法63）に従い減圧封管後

　　　110。C，24時間保って加水分解しTrpを定量した。

　NMRスペクトル測定には，日本電子JNM－FMX－60Spectr・meterを使用し，

tetramethylsilane（TM　S）を内部標準として測定した。

　Massスペクトルの測定には，日本電子JEOL－01SG一一2　Spectrometerを用

いた。

　薄層クロマトグラフィー（T：LC）にはKiesel　gel　G　nach　Stahl（Merk社）

を用い，以下の溶媒系（v／v）で展開した。

ム
L
ム
ム
島
㌔
島
烏

CHC13：MeOH＝10：0．5

CRC13：MeOH：H20＝8：3：1

CHC13：MeOH：AcOH＝9：1：0．5

CH3CN：H20；3：1

n－BuOH：AcOH：H20＝4：1：5

n－BuOH：AcOH：AcOE七：H20＝1：1＝1：1

n－BuOH：AcOH：且20＝10：2：3

n－BuOH：AcOH：pyridine：H20＝4：1：1：2

　TLCのニンヒドリンによる発色の定量には，Shimadzu　Dual－wavelength　T

LC　scanner　CS－900　recorderU－225MCSを使用した。
　　　　　　　　　　，
　シリカゲルカラムクロマトグラフィーには，Kiesel　gel　60（Merk社）を，
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イオン交換カラムクロマトにはDEAE－cellulose（Brown社）を，ゲル源過カ

ラムクロマトにはSephadex　G－10，　Sephadex：LH－60（Pharmacia社）を用

い，東洋科学製フラクションコレクターSF－200A，あるいは，大日本精機製

フラクションコレクターDFC－100で分画し，吸光度をHitachi　Model　100－

20Spectr・meterで測定した。

　高速液体クロマトグラフィーには，Waters社製のクロマトグラフィーを用い，

Cosmosil　5　C、8（4．6×150㎜）カラムを使用した。溶出には，　CH3CN：0．05

NAcOH－Et3N（pH　5．6）＝30：70を用いた。

　Disk等電点電気泳動には，　Pharmalyte（Pharmacia社，　pH3－10）を含む

7．5％ポリアクリルアミドゲルを用い，200V定電圧で4。C，4時間泳動した。

　天然EGF（lot．4112）を，東洋ソーダ（株）より購入した。

　各縮合反応に先だち，Nα保護基，　Boc基，あるいはZ（OMe）基を除去するた

め，TFA処理を，アニソールあるいはアニソールーEDT存在下0。Cで，特に

記載のない限り1時間行なった。

　DCC，および活性エステル縮合反応を，室温（17～25。C）で行なった。

　アジド法をすべてRu（五ngerの変法52）に従って行なった。　：ヒドラジドをD

MFに溶解させ寒剤冷却下HC1－DMF（2当量），続いてIAN（1．1当量）を加

え15－20分撹拝し，ヒドラジンテスト79）が陰性になった事を確認後，　Et3N

（2当量）で中和した。　この溶液に寒剤で冷却したアミン成分，およびEt、N

（1当量）を加えた。

　混合酸無水物法をVaughan＆Osatoの方法56）に従って行なった。：carboxyl

c・mponentをTHFに溶解させ，　Et、N（1当量）を加えた後，寒剤冷却下isobutyl

chloroformate（1。1当量）を加え，20分撹拝した。この反応液に寒剤で冷却し

たアミン成分のDM：F溶液を加えた。

　特に記載のない限り，生成物の精製は以下の3つの方法A．B．C．のいずれか

によった。

　A法；AcOEtに易容の保護ペプチドエステルを精製するため，　AcOEt抽出層

を5％クエン酸溶灌，5％NaHCO、溶液，飽和食塩水で順次洗浄後Na、　SO、上乾

燥させ濃縮した。残渣を適当な溶媒より再結晶あるいは再沈殿させた。

　B法；Ac　OEtに二三の保護ペプチドエステルの精製の場合には，粗生成物をエ

ー7テルー5％クエソ酸混液で処理し，得られる粉末を5％クエン酸，5％NaHCO、，
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H20で順次バッチ法で洗浄後，適当な溶媒を用いて再結晶，あるいは再沈殿し

た。

　C法；遊離のカルボキシル基をもつ保護ペプチドを精製する場合には，粗生成

物を3％アンモニア水に溶解させ，これをAcOEtで洗浄した。水層をクエン酸

で酸性とし生ずる粉末（生成物がoi1の場合はAcOEtで抽出）を5％クエソ酸

とH20で洗浄し，適当な溶媒を用いて再結晶，あるいは再沈殿した。

　：エーテル，THF，ジオキサン等，過酸化物を含み易い溶媒については，：LiAIH、

を加えて蒸留し，さらに：FeSO、を加え，窒素ガスで封じたものを使用した。
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第1章に関する実験

　第1節に関する実験

（1）　Z（OMe）一Cys（MBzlXO）一〇H

　Z（OMe）一Cys（MBzl）一〇H（3，95g，9．8mmol）をAcOEt（40m1）に溶：解し，

NaBO，・4H、0（1．65g，1」equiv．）のH、0（20ml）溶液を加え，室温で一晩擁梓

した。これにクエソ酸を加えて酸性にし，析出した沈殿を源取し，H、0－NaCl

で洗浄した。源液のAcOEt層を，5％クエン酸，　H20－NaC1で順次洗浄後，

Na、　SO、で乾燥し濃縮乾固した。この固体残渣と先に得られた沈殿物を合わせ，

THFとetherで再結晶した。

　収量　　3．43g（84％），　mp．148－151。C

　〔α：〕習　一72．8Q（c＝1．1，　DMF）．　Rf20．34，　Rf30．59

　Ana1．　Calcd．　for　C2。H23NO7S：

　　　　　　　C，56．99；H，5．50；N，3．32．

　　Found＝C，56．89；H，5．53；N，3．33．

（2）　Boc－Cys（MBzlXO）一〇H

　Boc－Cys（MBzl）一〇Hより上記と同様に反応，処理して目的物を得た。

　収量　　73％，　mp．176－177。C

　〔α〕ち2　－71．60（c＝1。4，DMF），　Rf30．43

　Anal．Calcd．　for　C161｛23NO6　S：

　　　　　　C，53．76；H，6．49；N，3．92．

　　Found：C53．93；H6．58；N3．67．　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
（3）　z－cys（MBzl）（o）一〇H

　Z－Cys（MBz1）一〇Hより上記と同様に反応，処理して目的物を得た。

　収量　　73％，　mp．133－1350C

　〔α〕貿　　一54．1。（c＝1．0，DMF），　Rf30．38

　Anal．　Calcd．　for　ClgH21NO6S・H20：

　　　　　　C，55．73　；H，5．66；N，3．42．

　　Found：C，55，67；H，5．45；N，3．33．

（4）　H－Cys（MBzD（0）一〇H

　Z（OMe）一Cys（MBz1）（0）一〇H：（3．03g，7．2mmo1）を氷冷下60分，　TFA一
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anisole（6ml－1。6m1）で処理した。これに，　dry　etherを加え，得られた粉末

を5％NH、　OHに溶解し，1NHCIでpH　6に調整したところ，白色沈殿を得た。

これを5％NH、OHに溶かし，ついで1NH：Clでp且6に調整し析出させた。

　収量　　1．489（80％），mp．176－177℃

　〔α〕含2＋6．7。（・一〇。7，50％A・OH），　Rf、0．47．

　1H－NMR（CF3COOD）：δ3．72（2H，　d，β一C且2），3．97（3H，　s，　OMe），

4．47（2H，　s，　benzyl　CH2），5．02（1H，　t，α一CH），7．14（2H，　d，　aromatic

H），7．44（2H，　d，　aromatic　H）．

　Ana1．　Calcd．　for　CllH15NO4S：

　　　　　　　C，51．34；H，5．88；N，5．44．

　　Found：C51．55；H5．88；N5．33．　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　，
（5）　S－p－Methoxyphenylcysteine

　（a）H－Cys（MBz1）（0）一〇HのHF－anisoleによる処理

　H－Cys（MBzl）（0）一〇H（105mg）を氷山下45分，　HF－anisole〔4ml－1

ml（25equiv．）〕で処理後，過剰のHFを留山し，残渣にetherを加えたところ沈

殿が析出した。これを弓取し，H，0（4ml）に溶解し，　diL　NH、OB：を加えてpH

6に調整すると，白色沈殿が析出した。これを鼠取しH，0で洗浄した。

　収量　　47mg（54％），　mp．189－190。C

　〔α〕翌　＋11．8．（・一〇．5，50％A・OH）．　Rf、0．59

　1H－NMR（CF3COOD）：δ3．62（2H，　d，β一CH2），3．96（3H，　s，　OMe），

　4．48（1H，　t，α一CH），7．06（2H，　d，　aromaticH），7．51（2H，　d，aromatic　H）．

　Anal．　Calcd．　for　CloH、3NO3S：

　　　　　　　C52．84；H5．77；N6．16；S14．11．　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　Found＝C，53．12；H，5．90；N，5．93；S，13・83・

　（b）　Z（OMe）一Cys（MBzl）（0）一〇HのMSA－anisoleによる処理

　Z（OMe）一Cys（MBz1）（0）一〇H（3．43g）をanisole（3．5m1，4equiv．）の存在

下MSA（14ml）で，室温で60min処理後dry　etherを加えると，油状物質が

生成した。これをetherで洗浄し水に溶解後，　Et3Nを加えて申和すると白

色沈殿が得られた。これを炉取しn－BuOH－AcOH－H20（4：1：5）の上層で

洗浄した。

　収量　　0．77g（42％），mp．189－1900C
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　〔α〕二2　十10．6。（c＝0．4，50％AcOH），　Rf40．59．

　ユH－NMR：（a）の方法で得られた化合物と一致した。

　アミノ酸分析計short　columnの溶出時間：38分

（6）　S－P－Hydroxyphenylcysteine

　（a）Z（OMe）一Cys（MBzl）（0）一〇HのMSA－phenolによる処理

　Z（OMe）一Cys（MB　z1）（0）一〇B：（420mg）をphenol（370mg，4equiv．）の存

在下MSA（0。8ml）で，・氷冷下で15分，室温で45分処理後dry　etherを加え

た。生成した油状物をH、0（2ml）に溶解し5％NH40Hを加えて中和し，ガム

状沈殿物を得た。この沈殿物にEtOHを加え，固体を得た。（Rf、0．44；main，

α51；faint）。この物質をSephadex　G－15を用いる分配クロマトグラフィ
ー80）
ﾉ付し，n－BuOH－AcOH－H，0（4：1：5）で溶出し，　Rf、0．44の物質を含

むフラクションを集め濃縮した。残渣をEtOHで再結晶した。

　収量　　100mg（47彩），　mp．199－201QC

　〔α〕霧　＋7．8．（・一〇．4，50％A・OH），　Rf、0．44．　Rf、0．51．

　1H－NMR（CF3COOD）：δ3．59（2B：，　d，β一CH2），4．47（1H，　t，α一CH），

　7．00（2H，　d，　aromatic　H），7．52（2H，　d，　aromatic　H），

　Ana1．　Calcd．　for　CgH11NO3S：

　　　　　　C，50．69；H，5．20　；N，6．57．

　　Found：C，50．54；H，5，13；N，6．29．

　㊤）　Z（OMe）一Cys（MBzl）（0）一〇HのHF－phenolによる処理

　Z（OMe）一Cys（MB　zl）（0）一〇H（420mg）を，　phenol（370mg，4equiv．）の

存在下，S－P－methoxyphenylcysteineの場合と同様にHFで処理し，得られ

た反応産物を上記㈲と同様に精製し，単離した。

　収量　　89m9（42％），

　1H－NMR＝（a）の方法で得られた化合物と一致した。

　アミノ酸分析計sh・rt　columnの溶出時間二26分

（7）S－p－Methoxyphenylcysteineの6N　HCIによる加水分解

　S－p－Methoxyphenylcysteine（258㎎）に6NHC1を加え1100Cで24時間，

封管中で反応した。溶媒を留去し，残渣を5％NH、OHで中和したところ，白色

沈殿を得た。これを50％MeOH，次いでEtOHで再結晶した。

　収量　　70mg（29％），　mp　196－200。C
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　この化合物を，1H－NMRスペクトルの比較により，　S－P－hydroxypheny1．

cysteineと同定した。

（8）H－Cys（MBzl）（0）一〇Hの6N　HCIまたは3Np－Toluenesuifonic　Acidによる

　加水分解

　H－Cys（MBz1）（0）一〇H（1．12mg）を6NHC1（1m1）で，110℃20時間加水

分解し，得られた加水分解物をアミノ酸分析した。

　cysteic　acid；12．9％，　cysteine＋cystine；82．1％回収

　3N　p－Toluenesulfonic　acidを用いた場合：

　cysteic　acid；5．8％，　cysteine＋cystine；94．2％回収。

（g）Z（OMe）一Cys（MBzlXO）一〇Hの6NHCI－phenolによる加水分解

　Z（OMe）一Cys（MBz1）（0）一〇H（1．4mg）をpheno1（1．2mg，4equiv．）の存在

下，1100Cで24時聞，6NHCI（1ml）で加水分解した。得られた加水分解物

をアミノ酸分析したところ，次の諸ピークが検出されたが定量はできなかった。

　short　column：26min（S－p－hydroxyphenylcysteine）

　10ng　column．：28min（cysteic　acid），114min（cystine）

（10）Cyst：ineの6N　Hcl－phenolによる加水分解

　Cystine（8mg）を，　pheno1（15㎎，4equiv・）存在下6NHC1（2m1）で加

水分解し，得られた加水分解物をアミ．ノ酸分析した。

　short　column：26　min（5．8％，　S－p－hydroxyphenylcysteine）

　long　column：114min（92．4％，　cystine）

（11）Z（OMe）一Cys（MBzl）（0）一〇Hの液体アンモニア中の金属ナトリウムによる処

　理

　Z（OMe）一Cys（MBz1）（0）一〇E（99㎎，0．24mmol）を液体アンモニアに溶解

し，金属ナトリウム（22㎎，4equiv．）を10秒間青色が消えなくなるまで，

加えた。NH、C1（10mg）を加えた後，アンモニアを蒸発させ残渣をアミノ酸分

析した。

　10ng　column：28　min（未同定，小ピーク，　cysteic　acid～）

　　　　　　　　114min（68％，　cystine）

（12）　Z（OMe）一Cys（Bzl）（0）一〇H

　Z（OMe）一Cys（Bzl）一〇H（17．39g，46mmol）をAcOEt（170m1）に溶解し，

NaBO、・4H，0（7．84g，1．1equiv．）のH：、0（85ml）溶液を加え，室温で一晩麗
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梓した。これに5％クエン酸を加えて酸性としAcOEtで抽出した。　AcOEt層

を，5％クエソ酸，H20－NaClで順次洗浄し，　Na2SO、で乾燥後濃縮した。

残渣にetherを加えて沈殿を得，　MeOHとetherで再結晶した。

　収量　　13．01g（71％），　mp．161－163。C

　〔α〕忽　　一19．8。（c＝0．8，DM：F），　Rf30．42．

　Anal．　Calcd．　for　ClgH2ユNO6S：

　　　　　　C，58．30；H，5．41；N，3．58．

　　Found：C，58．06；H，5．35；N，3．60．

（13）　Boc－Cys（Bzl）（0）一〇H

　Boc－Cys（Bzl）一〇Hより上記と同様に反応，処理して目的物を得た。

　収量　　70％，　mp．176－1770C

　〔α〕習　　一40．80（c＝1．1，DM：F），　Rf30．37．

　Ana1．　Calcd．　for　C15H21　NO5　S：

　　　　　　C，55．03；H，6．47；N，4．28．

　　Found：C，55．22；H，6．56；N，4．18．

（14）　z－Cys（BzD（o）一〇H

　Z－Cys（Bz1）一〇Hより上記と同様に反応，処理して目的物を得た。

　収量　　76％，　mp．161－163QC

　〔α〕皆　　一46．7。（c＝0．8，DMF），　Rf30．47，

　Anal．Calcd．for　C、8HlgNO5S：

　　　　　　C，59．82；H，5。30；N，3，88．

　　Found：C，60．03；H，5．51；N，4．02．

《15）　H－Cys（BzlXo）一〇H

　Z（OMe）一Cys（Bz1）（0）一〇H（9．07g）を氷冷下60分，　TFA－anisole（20

ml－5m1）で処理後，　dry　etherを加え，沈殿を得た。これをH20（20ml）に

溶解し，5％NH、OHでpH　6に調整した。得られた結晶を源取し，5％NH、OH－

1NHCIから再沈殿した。

　収率　　3．43g（65％），mp．170－1710C

　〔α〕㍗　　一24．7。（c＝0．8，50％AcOH）．　Rf　40。57。

　Ana1．　Calcd．　for　CloH13NO3Sl

　　　　　　C，52．84；H，5．77；N，6．16．
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　　Found：C53．02；H5．76；N6．17．　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　，
（16）H－cys（BzlXo）一〇HのHF処理

　H－Cys（Bzl）（0）一〇H（102mg，0．45mmo1）をanisole（1．2m1，25　equiv．）の

存在下，氷冷下45分HF（約5ml）で処理した。過剰のH：Fを留回し，残渣

をetherで洗浄した後H：20に溶解させた。この水溶液のpH：を5％NH、OHで6

に調整し，生ずる白色沈殿を炉即した。

　収量　　77mg（回収率75％），

　mp．　　170－1720C，　　Rf40．57

　アミノ酸分析計10ng　columnでの溶出時間＝

　　127分（H－Cys（MBz1）（0）一〇H：の標品と同一）

　　母液をアミノ酸分析計にかけると10ng　column　119分に未知ピークが検出

　　された。

d7）H－cys（BzlXo）一〇HのMsA処理

　H－Cys（Bzl）（0）一〇H（239mg，1．05mmol）をanisole（1．1ml，10equiv．）の

存在下，MSA（5．7ml）で，氷面下15分，室温で60分処理した。反応液にdry

etherを加え，生ずる残渣oi1をH，0に溶解させ，そのpHを5％NH40Hにて6に

調整した。生成する粉末（194mg，81％）のRf4値（0．57）は出発物質と同一であ

った。

（18）z（OMe》一Cys（BzlXO）一〇Hの6N　HCIによる加水分解

　加水分解物をアミノ酸分析計にかけると，cyste玉。　acid（0．5％），　cystine

（21．1％），および大量のアンモニアが検出された。

（19）H－Cys（BziXo）一〇Hの液体アンモニア中金属ナトリウム処理

　H－Cys（Bz1）（0）一〇H（313mg）を液体アンモニア（約30m1）中金属ナトリ

ウム（約300mg）で，溶液の青色が5秒間持続するまで処理した。反応液に

NH、C1（20mg）を加えた後，アンモニアを蒸発させ，残渣をH20に溶解させ

た。この水溶液をアミノ酸分析計にかけたところ，cystine（114分，56．5％）

とcysteine（90分，4％）が検出された。水溶液中少量の不溶物が認められた。

（20）保護システインスルホキシドの種々のチオール化合物による還元

　Z（OMe）一Cys（MBz1）（0）一〇H，およびZ（OMe）一Cys（Bzl）（0）一〇H（各100

㎎）をDMF（1ml）中種々の還元剤（10equiv．）の存在下，70。Cでインキュベ

ートした。経時的にサンプリングし，CHCI3－MeOH－AcOH（9：1：0．5）系を展開

一53一



溶媒とするTLCを行ないニソヒドリン発色後，島津二波長クロマトスキャナー

を用いて定量した。結果をTable．1に示した。　DMF中でのZ（OMe）一Met（O）一

〇Hの還元，およびH、0中でのB：一Me七（0）一〇Hの還元を比較のため同時に行な

った。

（21）Z（OMe）一Cys（MBzlXO）一〇Hのthiophenolによる還元

　Z（OMe）一Cys（MBzl）（O）一〇且（2．08g，4．8mmo1）をDM：F（10m1）に溶解さ

せ，thiophen・1（9，8m1，20　equiv．）を加えて850Cで6時間加熱した。　T　L　C上

出発物質は消失し，Rf20．62に新しいspotが認められた。溶媒を留温し，残渣

を5％NH、　OH：に溶解させ，その水層をetherで洗浄した。水層を5％クエン酸

で酸性とし，生ずる沈殿をAcOEt抽出した。このAcOEt層をH、0－NaClで洗

浄後，Na、　SO、上乾燥させAcOEtを留去した。残渣をn－hexaneより粉末とし，

これを，AcOEt－n－hexaneで再結晶した。得られた結晶はZ（OMe）一Cys

（MBz1）一〇Hの一品と一致した。

　収量　　1．869（97％），　mp．78－80。C

　〔α〕贅　一36・9．（・一1・0，M・OH）

　Rf20．62，　　Rf30．72

　Ana1．　Calcd．　for　C2。H23NO6S：

　　　　　　C，59．24；H，5．72；N，3．45．

　　Found：C，59．15；且，5．62；N，3．41．

　第2節に関する実験

（1）　Boc－Cys（AcmXO）一〇H

　Boc－Cys（Acm）一〇H（4．Og，13．7mmol）をAcOEt（30ml）に溶解し，NaBO3・

4H，0（2．32g，1．1equiv．）のH、0（10m1）溶液を加え，室温で一晩橿拝した。

T：LC上原料の消失を確認した後，水層とAcOEt層とを分離し，水層を

AcOEtで洗浄後，クエン酸を加え酸性とした。この際，沈殿は得られず，

有機溶媒で目的のスルポキシドを抽出することも成功しなかった。水層を2日

間，4。Cで放置したところ結晶を得，　Me　OHとE七〇Hから2回再結晶をくり返

した。

　単離収量　1．79g（42％），　mp．159．5－161。C

　〔α〕『　　一463。（c＝1．1，MeOH），　Rf30．20
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　AnaL　Calcd．　for　CllH20N206S＝

　　　　　　C　42．84　；H　 6．54　；N　 9．09．
　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　　　　　　　，
　　Found：C，42．58；H，6．69；N，8．91・

（2）　H－Cys（Acm）（0）一〇H

　Boc－Cys（Acm）（0）一〇H（400mg，1．3mmo1）をTFA－anisole（1．1ml－0．3

m1）で，　OoC，60分間処理した。過剰のTFAを留去後dry　etherを加え，沈

殿を得た。これを蕊取し，且，0（3ml）に溶解し，　Et，Nで中和した後溶媒を留

白し，残渣にEtOHを加え，2回再結晶をくり返した。

　収量　　167mg（62％），　mp．1680C以上分解

　〔α〕18－9．4．（・一〇．9，H・0），　Rf・0・34，　Rf・0・24，　Rf・0・29・

　アミノ酸分析計1・ng　c・lumnの溶出時間：49分

　Anal．Calcd．　for　C6H12N204S・毛4　H20：

　　　　　　C，33．87；H，5．92；N，13．17，

　　Found：C，34．01；H，5，92；N，13．20．

（3）H－Cys（AcmXO）一〇Hの酢酸水銀処理

　Veberら25）の方法に従い処理した。すなわち，　H－Cys（Acm）（0）一〇H（100

㎎，0．48mmol）をH20（10ml）1こ溶解し，　AcOHを加えてpH　4．0に調整し

た。これに酢酸第二水銀（153mg，0．48mmol）を加え，　pH　4．0に調整した後，

室温で60分擁回した。TLC上変化は認められなかった（Rf，0．24）。　これ

をアミノ酸分析したところ，cysteineおよびcystineは検出されなかった。1

（4）H－Cys（Acm）（O）一〇Hのヨウ素による処理

　Kamber　26）の方法に従って，　H：一Cys（Acm）（0）一〇H（50m9，0。24mmo1）を

H20－MeOH（1；1，4m1）に溶解し，12（76mg，2．5equiv．）のMe　OH（24　m　l）

溶液を200Cで撹拝しながら30分にわたり滴下した。45分間撹拝を続け

たがTLC上，何の変化も認められなかった（Rf60．34，　Rf70．29）。これをア

ミノ酸分析したところ，cysteineおよびcystineは検出されなかった。

（5）Boc－Cys（Acm）（O）一〇HのHFによる処理

　Boc－Cys（Acm）（0）一〇且（500mg，1．62mmo1）にanisole（0．35　m1，2equiv．）

の存在下，HF（4ml）を加え一5。Cで60分間反応した。　過剰の1｛Fを留去

後，残渣をetherで洗浄し，　H　20（5ml）に溶解した。この溶液に5％NH　40H

を加えてpH7．0に調整し，島津2波長TLCスキャナーで調べたところ，3化合
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物が検出された。1っはRf、0．63（72．5％，単離方法は以下に述べる）に，1つ

は，Rf、0．52（8．4％，同定せず），残る1つはRf、0．23（10彩，　H－Cys（Acm）

（0）一〇H）に認められた。この溶液を一晩40Cで放置し，析出した粉末を炉取

し，n－BuOH－AcOH－H20（4：1：5）の上層で洗浄後40％AcOHで再結晶し，

Rf、0．63の化合物を単離した。

　収量　　100mg（27彫），　mp．190－192QC

　〔α〕揮　　十10．1Q（c＝0．6，50％AcOH），　　Rf60．63，　Rf40・59・

　1H－NMR（CF3COOD）：δ3．60（2H，　d，β一CH2），3．96（3H，　s，　OMe），

4．45（1H，　t，α一CH），7．03（2H，　d，　aromatic　H），　7．55（2H，　d，aromatic　H）

　これらスペクトルデータより，この化合物を，S－P－methoxyphenylcysteine

と同定した。

　アミノ酸分析計short　columnの溶出時間：38分

　Anal．Calcd．　for　CloH13NO3S：

　　　　　　C，52．84；H，5．77；N，6．16．

　　Found：C，52．58；H，5．80；N，5．90。

《6）Boc－Cys（AcmXO）一〇HのMSAによる処理

　Boc－Cys（Acm）（0）一〇H（800㎎，2．60mmol）に，　anisole（0．56ml，2equiv，）

の存在下MSA（2．3m1）を加え，20。C，80分反応した後，　dry　etherを加

えて得られた沈殿をH，0（7ml）に溶解した。この溶液を，　T：LC，およびアミノ

酸分析計に付したところ3つの化合物が検出された。Rf，0．63（short　columnか

らの溶出時間，38分）の化合物は，S－p－methoxyphenylcysteineと同定した。

Rf，0．52の化合物は未同定。　Rf、0．36（47．6％，10ng　columnからの溶出時間，

116分）はcystineと同定した。

（7）H－Cys（AcmXO）一〇Hの液体アンモニア中金属ナトリウムによる処理

　H－Cys（Acm）（0）一〇H（40mg，0．19mmol）を，液体アンモニア（5m1）に溶

解し，金属ナトリウム（18mg，4equiv・）を10秒間，青色が消えなくなるまで

加えた。これにNH　4C1（10mg）を加え，アンモニアを蒸発させ残渣をアミノ酸

分析した。10ng　columnを用い，次の諸ピークが認められた。30分（cysteic

acid，19％），49分（H－Cys（Acm）（0）一〇H，少量），56分（H－Cys（Acm）一

〇H，21％），62分（未知，少量），77分（未知，少量），99分（cysteine，少

量），106分（未知，少量），116分（cystine，10％）。

一56一



（8）Boc－Cys（AcmXO）一〇Hの6N　HCIによる加水分解

　Boc－Cys（Acm）（0）一〇H（0．198mg）に6NHCI（1ml）を加え，封管中，

110。C，24時間，加水分解を行ない，アミノ酸分析した。10ng　columnで，

溶出時間116分（cystine）にのみ少量のピークが検出された。

（9）Boc－Cys｛AcmXO）一〇Hのpheno1存在下の6NHCIによる加水分解

　Boc－Cys（Acm）（0）一〇H：（0．248mg）をphenol（0．3mg，4equiv．）の存在下，

6NHC　1（1ml）中で，110。C，24時間，加水分解した。アミノ酸分析したと

ころ，次のピークが検出された。

　short　column：26　min（41％，　S－p－hydroxyphenylcysteine）

　long　column：116　min（16％，　cystine）

（10）Boc－Cys（AcmXO）一〇Hのthiophenolによる処理

　Boc－Cys（Acm）（O）一〇H（200mg，0．65mmol）のDMF溶液をthiopheno1

（1．33m1，20equiv・）で，80。C，12時間処理した。この際，↑：LC上では，原

料の消失と共に，Ce（SO、），に感応する2つの新しいspots（Rf、0．32，　Rf、

0．48）が認められた。反応液の溶媒を留敵し，残渣をetherに溶解させH、0で

洗浄後，Na、SO、で乾燥し，濃縮した。得られた残渣を少量のCHC1、に溶解し．，

シリカゲルカラムクロマトグラフィー（1．8×19cm）に付し，　CHC　I、（100ml），

CH：C13－MeOE：（20：0．5％，50m1），　CHCI3－MeOH（1010．5，150ml）で順

次溶出し，2つの新化合物を単離した。

　Rf、0．48の化合物；acetamidomethylphenylsulfide（oil）

　　収量　35mg（30％），　MS％：181（M＋，　CgHllNOS）

　　1H－NMR（CDCI3）：δ1。90（3H，　s，　Me），4．62（2且，　d，　CH2），　7，16－

　　7．45（5且，aromatic　H）

　Rf、0．32の化合物；Nα一Boc－S一（phenylthio）cysteine（oil）

　　収量　44mg（22％），　MS喚：329（M＋，　C、4HlgNO4S2）

　　〔α〕18－14．8．（・一1．6，CHCI、），

　　1E－NMR（CDCI3）：δ1．43（9H，　s，　Boc），3．18（2H，　d，β一CH2），4．56

　　（1H，　m，α一CH），7．19－7．69（5H，　m，　aromatic　H）
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第2章に関する実験

　第2節に関する実験

（1）　Z（OMe）一Arg（Mts）一〇Bzl

　Z（OMe）一Arg（Mts）一〇H71）〔20．29g（32．7mmo1）のCHA塩から調製〕にDC

HA（9．1ml，45．7mmo1）とbenzylbromide（5．4m1，45．7mmo1）を加え，室温

で24時間撹伴し，エステル化した。反応液を濃縮し，残渣をA法により精製後，

AcOEt－isopropyl　ethefで再結晶した。

　収量　　19．129（96％），　mp．50～52。C

　〔α〕ぽ　＋1．4．（・一〇．7，M・OH），　Rf・0・38・

　Ana1．　Calcd．　for　C　3、　H38　N407S：

　　　　　　C，60．96；H，6．27；N，9．17．

　　Found：C，61．06；H，6．32；N，8．88・

（2）　Z（OMe）一Leu－Arg（Mts）一〇Bzl

　Z（OMe）一Arg（Mts）一〇Bz1（18．55g，30．4mmo1）にanisole（9．9m1）を加え，

血色下60分丁：FA（39．5ml）処理後，過剰のTFAを減圧血忌し，　n－hexane

を加えるとoi1状の物質が得られた。　これをKOH上3時間減圧乾燥後

DMF（50m1）に溶解し，　Et、N（4．3ml，30．4mmo1）を加えて中和し，続けて，

Z（OMe）一Leu－OH・DCHA塩（17．37g，36．4mmol）から調製したZ（OMe）一

Leu－OHの混合酸無水物を加え，氷点下4時間撹拝した。この反応液を濃縮

後，A法により精製しAcOEt－isopropyl　etherから再結晶した。

　収量　　20．53g（93％），　mp。60－62。C

　〔α〕翌　　一9．Oo（c＝0．6，　MeOH），　Rf10．52．

　Anal．Calcd．　for　C　37H4g　O5N8　S：

　　　　　　C，61．39；H，6．82；N，9．68．

　　Found：C，61．51；H，7．12；N，9．48・

（3）　z（OMe）一Glu（OBzl）一Leu－Arg（Mts）一〇Bzl［1］

　Z（OMe）一Leu－Arg（Mts）一〇Bz1（19．349，26．7mmo1）を，　TFA－anisole

（46m1－11．6m1）で処理し，過剰のTFAを減圧留去後，その残渣にn－hexane

を加えると沈殿が得られた。これを源取し，KOH上4時間減圧乾燥し，DMF

（100m1）に溶解し，Et3N（7．4ml，53．4mmol）とZ（OMe）一Glu（OBzl）一
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ONp（15．35g，29．4mmol）を加えて室温で24時間携拝した。溶媒留去後，

残渣をA法により精製し，AcOEtとisopropyl　etherから再結晶した。

　収量　　22．209（88％），　mp．71－730C

　〔α〕歪　　一6．5。（c＝0．5，MeOH），　Rf10．40．

　6N｝ICI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Glu　1●05，　Leh　1・00，　Ar91・01（：Leuの回収率，97％）

　Ana1．　Calcd．　for　C4gH62N60uS：

　　　　　　C，62．40；H，6．63；N，8．91．

　　Found：C，62．56；R，6．69；N，8．67．

（4）　Boc－Trp－Trp－OH・DcHA［2］

　Boc－Trp－ONp（15．41g，36．2mmol）をTHF（50m1）に溶解し，　H－Trp－

OH（18．49g，90．5mmol）のH20（100m1）溶液と，　Et3N（17．7m1，126．4m

mo1）を加え，室温で12時間撹拝した。溶媒を留去し，残渣をC法により

精製後，そのDCHA塩に誘導した。このDCHA塩をAcOEtとisopropylether

で再結晶した。

　収量　　18．989（78％），　mp．183－185。C

　〔α〕16－3．6．（・一〇．6，M・OE），　Rf・0・59・

　Anal．　Calcd．　for　C　3g　H53　N505：

　　　　　　C，69．72；H，7．95；N，10．42．

　　Found：C，70．00；H，7．97；N，10．39．

（5）　Z（OMe）一Leu－Arg（Mts）一NHNH－Troc

　Z（OMe）一Arg（Mts）一NHNH－Troc67）（13．84　g，19．5mmol）をTFA－anisole

（31．6m1－6，3ml）で処理後，過剰のTFAを減圧留去した。残渣にn－hexane

を加えたところガム状物質を得た。これをK：OH上3時間減圧乾燥後，　DMF

（70ml）に溶解し，　Et3N（5，4m1，39mmol）とZ（OMe）一Leu－ONp（8，12g，

19．5mmo1）を加え，室温で24時間樹半した。反応液を減圧濃縮後，残渣を方

法Aにより精製しetherを加えると結晶が析出した。これをAcOEtとether

で再結晶した。

　収量　　11．239（70％），　mp．104－1070C

　〔α〕蟹　　一24．6。（c＝0．6，MeOH），　Rf10．39．

　Anal．　Calcd．for　C33H46N70g　SC13：
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　　　　　　C，48．15；H，5．63；N，11．91．

　　Found：C，48．24；H，5．39；N，11．75．

（6）　Boc－Asp（OBzl）一Leu－Arg（Mts）一NHNH－Troc

Z（OMe）一Leu－Arg（Mts）一…roc（7．85g，9．5mmo1）をTFA－anisole

（21m1－4．2ml）で処理して得たNα脱保護ペプチドを，　DMF（40ml）に溶解

させ，Et3N（2．7ml，19．1mmol）とBoc－Asp（OBz1）一〇Np（4．24g，9．5mmol）

を加え，室温で24時間擁濡した。溶媒を減圧留去し，残渣をA法に従って精製

後，AcOEtとisopropyl　etherで再結晶した。

　収量　　　7。38g（80％），　mp．102－105。C

　〔α〕裡　　一30，80（c＝0．6，MeOI｛），　Rf10．41．

　Anal．　Calcd．　for　C40H57N80玉1　SCI3：

　　　　　　C，49．82；H，5．96；N，11．62．

　　Found：C，49．73；H，6．19；N，11。33．

｛7）　Boc－Asp（OBzl）一Leu－Arg（Mts）一NHNH2［3］

　Boc－Asp（OBz1）一Leu－Arg（Mts）一NHNH：一Troc（7．68g，8．Ommo1）をAcOH－

MeOH（1：1，40m1）に溶解し，亜鉛末（10．4g，160mmol）を加え室温で12時

間麗滅後，さらにfresh亜鉛末（5．2g，80mmo1）を加え，5時間二二を続けた。

反応液を源過し，源液を濃縮し残渣をAcOEtに溶解させた。　AcOEt層を3％

EDTA溶液，5％NaHCO3，H20で順次洗浄後，　Na、SO、で乾燥し濃縮乾固した。

この残渣にisopropyl　etherを加え結晶を得た。

　収量　　5．969（94％），　mp．98－1000C

　〔α〕頚　　一14．10（c＝0．6，MeOI｛），　Rf20．69．

　6NHCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　AsP　1．00，：Leu　1．06，　Arg　1．00（Aspの回収率，88％）

　Anal．　Calcd．　for　C37且5608Ng　S：

　　　　　　C，56．32；H，7．15；N，14．22．

　　Found：C，55．92；H，7．32；N，14．52．

《8）　Z（OMe）一Gln－Th卜Ar9《Mts）一〇Bzl

　Z（OMe）一Arg（Mts）一〇Bzl（11．389，18．6mmol）に，　TFA－anisole（24・2　m1－

6．Oml）を加え，氷二三80分撹拝後，過剰のT：FAを減圧留去した。残渣をn－

hexaneで洗浄後，’ jOH上3時間減圧乾燥し，　Et3N（2．6ml，18．6mmol）を含
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むDMF（60ml）に溶解した．この溶液にZ（OM。）一Gln－Th・一NHNH、58）〔9．519

（22．4mmol）〕より調製したアジドのDM：F（50ml）溶液とEt3N（3，4ml，24．6

mmol）を加えて40Cで12時間撹拝した。　さらに上記ヒドラジド〔1．58g（3．7

士nmol）〕より調製したアジドのDMF（10m1）溶液とEt3N（0．5ml，3．7mmol）

を加え，12時間撹拝を続けた。溶媒を留去後，得られた残渣をA法により精製

し，MeOHとAcOEtで再結晶した。

　収量　　・11．589（74％），　mp．110－113。C

　〔α〕20　－3．0。（c＝0．7，DMF），　Rf20．55．
　　　D

　Ana1．　Calcd．　for　C40H53N7011S：

　　　　　　C，57．19；H，6．36；N，11．67．

　　Found：C，　57．26；H，646；N，　11．69．

《9）　Boc－Cys（MBzl）一Gln－Thr－Arg（Mts》一〇Bzl

　Z（OMe）一Gln－Thr－Arg（Mts）一〇Bzl（8．60g，10mmol）をTFA－anisole（16．6

ml－3．3ml）で処理後，過剰のTFAを留去し残渣にetherを加えたところ，結

晶化した。これを炉取しKOH上3時間減圧乾燥後DMF（50ml）に溶解させ，

EtきN（1．4ml，10mmol），　Boc－Cys（MBz1）一〇Su（4．94g，11mmoDとNMM（U

ml，11mmo1）を加え，室－温で12時聞撹拝した。溶媒を留去し，残渣をA法に

より精製し，続いてMeOHとetherで再結晶した。

　収量　　9．589（94％），　mp．94－970C

　〔α〕20　－15．0。（c＝0．4，DMF），　Rf20．58
　　　D
　Anal，　Calcd．　for　C47H6608N12S2：

　　　　　　C，56．49；H，6．66；N，11．22．

　　Found：C，56．23；．　H，．6．71；N，10．98．

《10）Boc－Cys（MBzD－Gln－Thr－Ar9（Mts）一NHNH2［4コ

　Boc－Cys（MBzl）一Gln－Thr－Arg（Mts）一〇Bzl（9．58g，9．6mmol）をDMF（50

ml）に溶解させ，80％hydrazine　hydrate（4．8　ml，96mmol）を加えて12時問

放置した。溶媒を留記し残渣にetherを加えて粉末とした後，　DM：Fとetherか

ら再結晶した。

　収量　　8．819（99％），　mp・179－181。C

　〔α〕26　－7．0。（c＝α6，DMSO），　Rf20．32
　　　D
　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：
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　　　　　Glu　1．12，　Thr　1．03，　Arg　1．00（Argの回収率，98％）

　Ana1．　Calcd．　for　C40H62NloO11S2：

　　　　　　C，52．04；H，6，77；N，15ユ7

　　Found：C，52．05；H，6．81；N，15．32

（11）　Z（OMe）一Asp（OBzl）一Arg（Mts）一〇Me

　Z（OMe）一Arg（Mts）一〇Me（8．89g，17．Ommol）をTFA－anisole（18ml－3．6

ml）で処理し，過剰のTFAを減圧留去後，残渣をn－hexaneで洗浄した。こ

の油状残渣をKOH：上3時間減圧乾燥後，　DMF（40ml）に溶解させ，　Et3N（4．6

ml，34．Ommd）とZ（OMe）一Asp（OBz1）一〇Np（7．61g，15．Ommol）を加え，40C

で12時間撹拝した。AcOHを数滴加えた後溶媒を留回した。　反応生成物をA

法に従い精製し，AcOEtとisopropyl　etherで再結晶した。

　収量　　9，41g（85％），　mp．49－52。C

　〔α〕25　－4．3。（c＝0．9，MeOH），　Rf20．88
　　　D
　Anal．　Calcd．　for　C36H45N5010S：

　　　　　　C，　58．44　；1｛，　6ユ3　；　N，　9．47

　　Found：C，58．54；H，6．41；N，10．03

（12）　Boc－Giy－Asp（OBzl）一Arg（Mts）一〇Me

　Z（OMe）一Asp（OBzl）一Arg（Mts）一〇Me（5．09g，6．9mmol）をTFA－anisole

（11．2ml－2．2ml）で処理後，得られたNα脱保護ペプチドをDMF（30ml）に溶

解させ，Et3N（0，96ml，6．9mmol），　Boc－Gly－OSu（1．87g，6．9mmol），および

NMM（0．70m1，6．9mmol）を加えて室温で24時間撹拝した。　溶媒を留去し得

られた反応生成物をA法に従い精製した後，シリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー（7。2×10cm）に付しCHCI3－MeOH（10：0．5）で溶出した。目的物を含む

フラクションを濃縮し，AcOEtとisopropyl　etherで再結晶した。

　収量　　3．309（65％），　mp．59－62。C

　〔α〕ぎ　一24．3．（・一〇・5，M・OH），　Rf・0・21

　Anal．　Calcd．　for　C34H48　N6010S：

　　　　　　　C，55．72；H，6．60；N，11．47

　　Found：C，55．68；H，6．90；N，11．77．

（13）　Boc－Gly－Asp－Ar9（Mts）一NHNH2［5コ

　B。。一Gly－A、p（OB・1）一A・g（Mt・）℃M・（2・639・3・6mm・1）をM・OH－H・0混

一62一



液（9：1，30m1）に溶解させ，　AcOH数滴を加え，Pd触媒上水素気流下で1時間撹

拝して接触還元を行なった。反応液を源過し，源液を濃縮して得られた残渣を

MeOH（20　ml）に溶解させた。この溶液にhydrazine　hydrate（2．2ml，36ml）

を加えて室温で一晩放置した。溶媒を留去し，残渣をn－BuOHに溶解させH20

で洗浄後，濃縮乾固した。残渣にetherを加え，得られた粉末をMeOHとether

で再結晶した。

　収量　　1．879（81％），　mp．130－1330C

　〔α〕16　－26．30（c＝0．8，MeOH），　Rf30．22．

　6NHα酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Gly　1．00，　Asp　1．02，　Arg　O．90．（Glyの回収率，62％）

　Anal．　Calcd．　for　C26H42N80gS・4．5H20：

　　　　　　C，　43．14　；　1｛，　7．10　；　N，　15．48．

　　Found：C，43．36　；H，7．19　；］N，14．97．

（14）　Boc－Tyr－Ser－OMe

　Boc－Tyr－NHNH2（6．Og，20．3mmol）から調製したアジドのDMF（60ml）溶

液に，Et3N（3．1ml，22．4mmol）とH－Ser－OMe［その塩酸塩4．74g（30．5mmol）

から調製コのDMF溶液（40ml）を加え，4。Cで12時間撹拝した。反応液を濃

縮後，残渣を方法Aに従い精製し，AcOEtとn－hexaneで再結晶した。

　収量　　5．109（66彩），　mp．64－66。C

　〔α〕頚　十1．5。（c＝0．7，MeOH），　Rf20．68．

　Anal．　Calcd．　for　C18H26N207：

　　　　　　C，56．53；H，6．85；N，7．33．

　　Found：C，56．37　；H，6．98　；N，7．36．

（15）　Boc－Tyr－Ser－NHNH2［6］

　Boc－Tyr－Ser－OMe（4．13g，11．3mmol）をMeOH（20　ml）に溶解し，80％

hydrazine　hydrate（7，1ml，110mmol）を加え室温で一晩放置した。溶媒を留

去し，残渣にetherを加え，得られた粉末をMeOHとetherで再結晶した。

　収量　　2．539（59％），　mp．169－1720C

　〔α〕誓　　十5．1。（c罵0．6，D］MF），　　Rf20．36．

　6N｝ICI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Tyr　O．89，　Ser　1．00（Serの回収率，90％）

　　　　　　　　　　　　　　　　一63一



　　Anal．　Calcd．　for　C17H26N406・0．5H20：

　　　　　　　　C，52．16；H，6．95；N，14．32．

　　　Found：C，52．50　；H，6．81　；N，14．62．

　（16）　z（OMe）一lle－Gly－OMe

　　Z（OMe）一11e－ONp（9．67g，23．Ommol）とH－Gly－OMe〔その塩酸塩4．66g

　（37．1mmol）から調製〕を原料とし，　Np法により合成した。得られた反応残

　渣をA法に従い精製後，AcOEtとetherによって再結晶した。

　　収量　　6．899（81％），　mp．137－13goC

　　〔α〕頚　一25．0。（・一〇ゑM・OH），　Rf10・68．

　　Anal．　Calcd．　for　C18H26N206：

　　　　　　　　C，59．00；H，7．15；N，7．65．

　　　Found：C，59．01；H，7．22；N，7．61．

　（17）　Boc－VaHle－Gly－OMe

　　Z（OMe）一11e－Gly－OMe（6．76g，18．5mmol）をTFA－anisole（16ml－4ml）

　で処理後，過剰のTFAを留学し，残渣にn－hexaneを加えると油状物質が得

　られた。これをKOH上3時間減圧乾燥後，　DMF（30ml）に溶解し，：Et3N（2．6

　ml，18．5mmol）とBoc－Va1－OH・DCHA（8．83g，22．2mmoDより調製した混

　合酸無水物のTHF（50ml）溶液を加え，0。Cで12時間撹拝した。溶媒を留去

　し，残渣をB法に従い精製後，MeOHとetherで再結晶し粉末を得た。

　　収量　　5．089（69％），　mp．174－176。C

　　　〔α〕15　－13．8。（c＝0．5，DMF），　Rf20．65．

　　Anal．　Calcd．　for　ClgH35N306：

　　　　　　　　C，　56．84　；　H，　8，79　；　N，　10．47．

　　　Found：C，56．65　；H，8．71　；N，10．40．

　（18）　Boc－Val一Ile－Gly－NHNH2［7］

　　Boc－Val－lle－Gly－OMe（2．85g，7．1mmol）をMeOH（30ml）に溶解し，80

　％hydrazine　hydrate（4．4ml，71mmol）を加えて室温で一晩放置した。反応液

　を濃縮し，残渣にH：20を加え粉末を得た。これをH20で洗浄後，　MeOHと

’　etherで再結晶した。

　　収量　　1．549（54％），　mp．184－1860C

　　　〔α〕㌘　　一5．5。（c＝0．5，DMSO），　Rf20．50．
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　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Va10．91，11e　O．85，　Gly　1．00（Glyの回収率，98％）

　AnaL　Calcd．　for　C18H35N505：

　　　　　　C，　53．84　；　H，8．79　；　N，　17．44．

　　Found：C，53．96；H：，8．92；N，17．63．

（19）　Z（OMe）一Asn－Cys（MBzl）一〇H

　Z（OMe）一Asn－ONp（17．30　g，42mmol）とEt3N（5．8ml，42mmol）を，　H－

Cys（MBz1）一〇H（5．　O　g，21mmol）とEt3N（2，9m1，21mmol）のDMF－H20（1：

2，120ml）溶液に加え，室温で24時間撹拝した。溶媒を留去し，残渣に5

％クエン酸を加えて得られた粉末を0．1NHCIとH20で洗浄し，続いて，

DMF－AcOEtで再沈殿した。

　収量　　6．179（57％），　mp．185－187。C

　〔α〕15　十6．4。（c＝0．5，DMSO），　Rf30．27．

　Anal．　Calcd．　for　C24H2gN308S・0．5H20：

　　　　　　C，54．53；H，5．72；N，7．95．

　　Found：C，54．70；H，5．95；N，7．81．

（20）　Z（OMe）一Cys｛MBzり一Asn－Cys（MBzl）一〇H

　Z（OMe）一Asn－Cys（MBzl）一〇H（3．86g，7．4mmol）をTFA－anisole（8．Oml－

1．6ml）で処理し，過剰のTFAを留去後，　n－hexl皿eを加えて粉末を得た。こ

れをKOH上3時間減圧乾燥後DMF（20ml）に溶解させ，　Et3N（1．Oml，7．4

mmol）とZ（OMe）一Cys（MBzl）一〇Su（4．48g，8．9mmol），およびEt3理（1．2ml，

8．6mmol）を加えて室温で12時間撹拝した。　溶媒を留記し，残渣に5％クエ

ン酸を加え，得られた粉末を5％クエン酸，続いてH20で洗浄後，　DMF－Ac　OEt

で再沈殿した。

　収量　　4．549（82％），　mp．191－193。C．

　〔α〕俘　一33．60（c＝0．7，DMSO），　Rf20．26．

　Anal．　Calcd．　for　C35H42N4010S2｛

　　　　　　C，56．59；H，5．70；N，7．54．

　　Found：C，56．83；H，5．93；N，7．34．

（21）　Z（OMe）一Cys（MBzり一Asn－Cys（MBzi）一〇Me

　Z（OMe）一Cys（MBzp－Asn－Cys（MBz1）一〇H（7．68　g，10．3mmol）をDMF（70
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ml）に溶解させ，ジアゾメタンのエーテル溶液を加え，常法に従いメチル化した。

DMFを継台し，残渣にAcOEtを加えて粉末を得た。これを5％NaHCO3，H20

で洗浄後，DMF－MeOHから，再沈殿した。

　収量　　6．919（88％），　mp．179－1810C．

　〔α〕15　－22．6。（c＝0．8，DMSO），　Rf20．74．

　AnaL　Calcd．　for　C36H44N4010S2：

　　　　　　　C，57．12；H，5．86；N，7．40．

　　Found：C，56．90；H，5．93；N，7．56．

（22）　Boc－Thr－Cys（MBzl）一日頃n－Cys（MBz1）一〇Me

　Z（OMe）一Cys（MBzl）一Asn－Cys（MBz1）一〇Me（3．90g，5．2mmol）をTFA－

anisole（9ml－2．2ml）で処理後，　etherを加え，得られた粉末をKOH上3時

間減圧乾燥し，DMF（20ml）に溶解させEt3N（0．7m1，5．2mmol）を加えた。

これに，Boc－Thr－NHNH2（2．40g，10．3mmol）から調製したアジドのDMF（15

ml）溶液：とEt3N（1．6ml，11．4mmol）を加え，4。Cで48時間撹拝した。さらに，

アジド〔上記のヒドラジド（0．609，2．6mmol）から調製したもの〕をEt3N（0・36

ml，2．6mmol）と共に加え，ひき続き12時間撹拝した。ニンヒドリン陰性とな

った反応液を濃縮し，残渣をB法によって精製後DMPMeOHで再沈殿した。

　収量　　2．659（65％），　mp．136－139。C．

　〔α〕lo　－16．60（c＝0．7，　DMSO），　Rf　20．66．

　Anal．　Calcd．　for　C36H51N5011S2：

　　　　　　　C，　54．46　；　H：，　6．48　；　N，　8．82．

　　Found：C，54．16；H，6．62；N，8．74．

（23）　Boc－Thr－Cys（MBzl）一Asn－Cys（MBzl）一NHNH2［8］

　保護基のついた上記テトラペプチドエステル（3．00g，3．8mmol）をDMF－

MeOH：（1：1，30ml）に溶解させ80％hydrazine　hydrate（2．4ml，38mmol）

を加え室温で一晩放置した。溶媒を留去し，得られた固体の残渣をDMF－MeOH

で再沈殿した。

収量　　2．409（80％），　mp．201－2040C

〔α〕16　－39．50（c＝0．5，DMSO），　Rf20．57，

6NHC1酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　A、pi．00，　Th・0．80（A・pの回収率・90％）
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　AnaL　Calcd，　for　C35H51N7010S2・H20．

　　　　　　C，52．35；H，6．53；N，12．21．

　　Found：C，52．28；H，6．51；N，12．34．

（24）　Boc一丁rp－TrP一（51－53）一〇BzI

　　　〔Boc一（EGF49－53）一〇Bzl〕

　Z（OMe）一Glu（OBz1）↓eu－Arg（Mts）一〇Bzl（12．04g，12．8mmol）にTFA一

｛misole（20．7ml－41ml）を加え，0。Cで80分聞反応後，過剰のTFAを留回

し，残渣にn－hexane・を加えた。得られた油状物をn－hexaneで洗浄後，5％

NaHCO3を加え粉末を得た。これをH，Oで洗浄し，　KOH上3時間減圧乾燥後，

DMF（50ml）に溶解させ，　Boc－Trp－Trp－OH〔そのDCHA塩（8．57g，12．8

mmol）から調製〕と，HOBT（1．95g，12．8mmol）およびDCC（3．95g，19．1

mmol）を加え，4。Cで12時問撹拝した。さらに，　DCC（1．32　g，6．4mmol）を

加え，12時間撹拝を続けた。ニンヒドリン陰性の反応液を源過し，戸液を濃

縮し，残渣をA法により精製後AcOEtとisopropyl　etherで再結晶した。

　収量　　14．099（88％），　mp．99－1020C．

　〔α〕16　－32．3。（c＝0．7，MeOH），　Rf10．48．

　Ana1．　Calcd．　for　C67　H82NloO12S・0．5H20：

　　　　　　C，63，84；H，6．64；N，11．11．

　　　　　　C，63．83；1｛，6．77；N，11．41．

（25）　Boc－Asp（OBzl）一Leu－Arg（Mts）一（49－53）一〇BzI

　　　　〔Boc一（EiG　F　46－53）一〇Bzl〕

　保護基のついた上記ペンタペプチドエステル（11．Og，8．8mmol）を氷冷下

80分，TFA－anisole－EDT（22．5ml－3，8ml－0．7ml）で処理後，　TFAを留豪

し，残渣にetherを加えて粉末を得た。これをKOH上3時間減圧乾燥後，

DMF（50ml）に溶解させEt，N（1．2ml，8．8mmol）を加えた。この溶液にBoc－

As⇔（OBzl）↓eu－Arg（Mts）一NHNH、（6．94g，8．8mmol）から調製したアジドの

DMF（50ml）溶液とEt3N（1．4ml，10mmol）を加えて，4QCで12時聞撹拝し

た。さらに同アジド〔ヒドラジド（1。39g，1．8mmol）から調製〕と，Et3N（0．25

ml，1．8mmol）を加え，12時間撹拝を続けた。　AcOH数滴を加えた後，溶媒を

留去し，得られた残渣をB法により精製後，シリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー（72×17cm）に付し，　CHCI3－MeOH（40：1）で溶出した。　目的物を含
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むフラクション（Rfi　O．32）を集め，溶媒を留去後残渣をAcOEtとetherで再結

晶した。

　収量　　8．899（53％），　mp．156－15goC．

　〔α〕ず　一26．7。（c＝ρ．4，DMSO．》，．．　Rf10．32．

　AIla1．　Calcd．　for　CggH126N1601gS2：

　　　　　　　C，62．31；H，6．66；N，11．75．

　　Found：C，62．09；H，6．69；N，11．56．

（26》　Boc－Cys《MBzl）一Gln－Thr－Arg（Mts）一（46－53）一〇Bzl

　　　　　〔Boc一（EGF　42－53）一〇Bzl〕

　保護基のついた上記オクタペプチドエステル（7．66g，4．Ommol）をTFA－

anisole－EDT（20．71nl－3．5mi－0．7ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチ

ドをDMF（40ml）に溶解させ，　Et3N（0．56ml，4．Ommol）を加え，続いて，

Boc－Cys（MBz1）一Gln－Thr－Arg（Mts）一NH：NH2（5．56　g，6．Ommol）から調製し

たアジドのDMF溶液（50ml）をEt3N（0．93ml，6．6mmol）と共に加えて，4。C，

12時間撹拝した。さらに，同アジド〔ヒドラジド（1．11g，1．2mmol）から調製〕

をEt3N（0．17ml，1．2mmol）と共に加え，12時問撹拝を続けた。溶媒を留心し，

残渣をB法により精製後，DMF－MeOHで2回再沈殿をくり返した。

　収量　　7．169（66％），　Inp．211－214。C．

　〔α〕謬　一13．5。（c；0．5，DMSO），　Rf20．69．

　Ana1．　Calcd．　for　C134H176N24028S4：

　　　　　　　C，59．62；H，6．57；N，12。46．

　　Found：C，59．74　；H：，6．57　；N，12．17．

（27）　Boc－Gly－Asp－Arg《Mts）一（42－53）一〇Bzl

　　　　〔Boc一（EGF　39－53）一〇Bzl〕

　保護基のついた上記ドデカペプチドエステル（7．5g，2．8mmol）をTFA－ani－

sole－EDT（17m1－3．6m互一〇．7ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドを

DMF（70ml）に溶解させ，　Et3N（0．39ml，2．8mmol）を加えた。この混合液に，

Boc－Gly－Asp－Arg（Mts）一NHNH2（1．96g，3．1mmol）から調製したアジドの

DMF（5ml）溶液とEt3N（0．47mi，3．4mmol）を加えて，4。Cで12時間撹伴し

た。さらに，同アジド〔ヒドラジド（0．54g，0．8mmol）から調製〕とEt3N（0．12

ml，0．8mmol）を加え12時間三拝を続けた。　AcOH数滴を加えた後，溶媒を
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留去し，得られた反応産物をB法により精製後，DMF－MeOHで3回再沈殿を

くり返した。

　収量　　7．039（79％），　mp．221－224QC．

　〔α〕28　－14．4。（c＝0．7，DMSO），　Rf20．54．
　　　D

　Ana1．　Calcd．　for　C155H206N30035S5・H20：

　　　　　　C，57．67；H，6．50；N，13．02．

　　Found：C，57．56　；H，6．44　；N，13．00．

（28）　Boc－Ty卜Se卜（39－53）一〇Bz1

　　　〔Boc一（EGF37－53）一〇Bzl〕

　保護基のついた上記ペンタデカペプチドエステル（6．87g，2．1mmol）をTFA－

anisole－EDT（16．7ml－2．8ml－0．54ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプ

チドをDMF（60ml）に溶解させ，　Et3N（0．30　ml，2．1mmol）を加えた。この混

合液に，Boc－Tyr－Ser－NHNH2（0．98g，2．6mmol）から調製したアジドのDMF

（5ml）溶液をEt3N（0．40m1，2．9mmol）と共に加え，4。Cで12時間撹拝した。

さらに，同アジド〔ヒドラジド（0，25g，0．6mmol）から調製〕をEt3N（0，09ml，

0．6mmol）と共に加え，12時問穂懸を続けた。溶媒を留主し，残渣を方法Bに

より精製した後，DMF－MeOHで2回目沈殿をくり返した。

　収量　　7．089（96％），　mp．225－228。C．

　〔α〕翌一10・4．（・＝0・4，DMSO），　Rf・0・47・

　Anal．　Calcd．　for　C167H22DN3203gS5・2H20：

　　　　　　C，57．37；H，6．46；N，12．82．

　　Found：C，57．45；H，6．37；N，12．70．

（29）　Boc－Val－Ile－Gly一（37－53）一〇BzI

　　　〔Boc一（EGF　34－53）一〇Bzl〕

　保護基のついた上記ヘプタデカペプチドエステル（7．08g，2．1mmol）をTFA一

｛皿isole－EDT（17．Oml－3．5ml－0．69ml）で処理，得られたNα一脱保護ペプチ

ドをDM：F（70ml）に溶解させ，　Et3N（0．29ml，2．1mmol）を加えた。この混合

液にBoc－Va1－Ile－Gly－NHNH2（0．99g，2．5mmol）から調製したアジドのDMF

（5ml）溶液と共にEt3N（0．38ml，2．7mmol）を加え，12時間撹拝した後，さ

らに同アジド〔ヒドラジド（033g，0．8mmol）から調製〕とEt3N（α11ml，0．8

mmol）を加え，12時間撹拝を続けた。溶媒を留去し，残渣をB法により精製
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後，DMF－MeOHで2回再沈殿をくり返した。

　収量　　7．139（93％），　mp．257－260℃．

　〔α〕ち8－19．4。（・一〇．4，DMSO）・Rf・0・43・

　Ana1．　Calcd．　for　C180　H243　N35042S5・2H20：

　　　　　　C，57．41；H，6．61；N，13．02．

　　Found：C，57．37；H，6．91　；N，1296．

（30）　Boc－Thr－Cys（MBzl）一Asn－Cys（MBzl）一（34－53）一〇Bzl

　　　〔Boc一（EGF30－53）一〇Bzl〕

　保護基のついた上記エイコサペプチドエステル．（6．74g，1．8mmol）をTFA一

｛misole－EDT（18．Oml－3．1ml－0．61ml）で処理後，得られた脱保護ペプチド

を単離し，これをDMF－DMSO（1：1，70m1）に溶解させ，　Et3N（0．25ml，

1．8割引ol）を加えた。この混合液にBoc－Thr－Cys（MBz1）一Asn－Cys（MBz1）一

NHNH2（1．87g，2．4mmo1）から調製したアジドのDMF（10ml）溶液とEt3N

（0．36ml，2．6mmo1）を加え，4℃で12時間撹拝した。さらに同アジド〔ヒド

ラジド（1．15g，1．5mmol）から調製〕とEt3N（0．20　ml，1．5mmol）を加え，12

時間撹拝を続けた。溶媒を幽翠し，残渣を方法Bにより精製後，DMSO－DMF

（1：1）とMeOHから2回，再沈殿をくり返した。

　収量　　7．10g（90％），　mp．2630C以上分解

　〔α〕翌　一17．2。（c＝0．4，DMSO），　Rf2原点

　Anal．　Calcd．　for　C210H282N40050S7・3H20：

　　　　　　　C，56．74；H，6．53；N，12．61．

　　Found：C，56．71；H，6．62；N，12．67．

　第3節に関する実験

（1）　Z（OMe）一Ser（Bzl）一Ty卜OMe

　H－Tyr－OMe〔その塩酸塩（6．95　g，30mmol）から調製）とZ（OMe）一Ser（Bzl）一

〇H〔そのCHA塩（13．76g，30mmol）から調製〕とをDMF－AcOEt（1；1，

200ml）に溶解させ，　DCC（7．439，36mmol）を加えて室温12時間撹拝した・

反応液を源過後，炉液を濃縮い得られた残渣をA法により精製し，MeOHと

etherで再結晶した。

　収量　　9，759（61％），　mp．85－88。C．
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　〔α〕含。＋10．8．（・一〇．7，M・OH），　Rf10．58・

　Ana1．　Calcd．　for　C2gH32N208：

　　　　　　C，64．91；H，6．01；N，5．22．

　　Found：C，65．19　；H，6．09　；N，5．30．

　　　　　　　　　　セ（2）　Z（OMe）一Asp（OBu）一Ser（Bzl）一Tyr－OMe

　Z（OMe）一Ser（Bzl）一Tyr－OMe（4．20　g，7．8mmol）を，氷冷下60分，TFA－anisole

（8．5ml－1．7ml）で処理後，　n－hexaneを加えて粉末を得た。これをKOH上

3時間減圧乾燥後，DMF（20　ml）に溶解させ，　Et3N（1．1ml，7．8mmo1）を加

えた。この混合液にZ（OMe）一Asp（OBut）一〇H・DCHA（4．39　g，8．2mmol）から

調製した混合酸無水物のTH：F（30ml）溶液を加え，氷二三4時間撹拝した。

反応液を濃縮し，残渣をA法により精製後，AcOEtとisopropyl　etherから再結

晶した。

　収量　　4．159（75％），　mp・54－56。C・

　〔α〕翼。－2・7．（・一〇．7，M・OH），　Rf・0・33・

　Anal．　Calcd．　for　C37H45N3011：

　　　　　　C，　62．79　；　H，　6．41　；　N，　5．94．

　　Found：C，63．06　；］EI，6．54　；N，5．94．

（3）　Boc－Leu－Asp－Ser（Bzl）一Tyr－OMe

　Z（OMe）一Asp（OBut）一Ser（Bzl）一Tyr℃Me（3．20g，4．5mmol）を氷冷下30

分，次に室温で3時間，TFA－anisole（7．3ml－1．5ml）で処理し，Z（OMe）基と

Butエーテルを切断，除去した。得られたH－Asp－Ser（Bz1）一Tyr－OMeをDM：F

（20ml）に溶解させ，　Et，N（0．61nl，4．5mmol）を加え，さらに，　Boc－Leu－OH・

DCHA（1．96g，4．8mmol）から調製した混合酸無水物のTH：F（20　ml）溶液を加

え，氷高下4時間撹拝した。反応液を濃縮し，残渣を方法Cにより精製後，

シリカゲルカラムクロマトグラフィー（3．0×20cm）に付し，　CHCI3－Me　OH－

AcOH（9：1：0．5）で溶出した。目的物を含むフラクションを集め，溶媒を留

去後，残渣にetherを加えて粉末を得た。

　収量　　1．919（60％），　mp．98－1010C．

　〔α〕lo　－21．30（c；0．7，　MeOH），　Rf30．57．

　Anal．　Calcd．　for　C35H48　N40H：

　　　　　　　C，　59．98　；　｝1，　6．90　；　N，　8．00．
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　　Found：C，59．72　；H，7．14　；N，7．80．

（4）　Boc－Leu－Asp－Ser（BzD－Tyr－NHNH2［9］

　Boc－Leu－Asp－Ser（Bzl）一Tyr－OMe（1．58g，2．3mmol）をMeOH（15ml）に

溶解させ，80％hydrazine　hydrate（1。4ml，23mmol）を加え一晩放置した。

溶媒を留記して残渣をn－BuOHに溶解させ，5％AcOH，およびH20で洗浄

後，濃縮した。この残渣にetherを加え粉末を得，　MeOHとisobutyl　alcoholか

ら再結晶した。

　収量　　1．30g（83％），　mp．168－1700C．

　〔α〕雀　　一30．0。（c＝0．8，DMF），　Rf2035．

　6NHC1酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　A・p1．07，　Ser　O．80，　L・u　O．95，　Ty・1．00・（Ty・の回収率・92％）・

　Ana1．　Calcd．　for　C34H48　N6010：

　　　　　　C，　58．27　；　王1，　6．90　；　N，　11．99．

　　Found：C，58．30；H，6．99；N，11．86．

（5）　Z（OMe）一Ser（Bzり一NHNH－Troc

　Z（OMe）一Ser（Bzl）一〇H〔そのCHA塩（15．Og，32．7　mmo1）から調製〕の混合

酸無水物のTHF溶液（100ml）とTroc－NHNH、（7．43g，35．9mmol）とを反応

させ，目的物をA法によって精製し，MeOHとetherから再結晶した。

　収量　　13．59（75％），　mp．91－92。C．

　〔α：〕頚　一3・5．（・一〇・6・M・OH）・Rf10・76・

　Anal．　Calcd．　for　C22H24N307C13：

　　　　　　C，48。14　；　H，4．41　；　N，　7．66．

　　Found：C，48．06；H，4．23；N，7．75。

（6）　Z（OMe）一Glu（OBzl）一Ser（Bzl）一NHNH－Troc

　Z（OMe）一Ser（Bzl）一NHNH－Troc（6．78g，12．4　mmol）を，　TFA－anisole（16．O

m豆一4．Oml）で処理し，過剰のTFAを留去後，得られた油状残渣をn－hexane

で洗浄し，KOH上で3時間減圧乾燥した。これをDMF（50ml）｝こ溶解させ，

Et3N（1．7ml，12．4mmol）とNMM（1．4ml，13．8mmol），およびZ（OMe）一Glu

（OBzl）一〇Np（7．10g，13．6mmol）を加え，40Cで12時問三拝した。反応液を

濃縮し，目的物をA法により精製後，Me　OHとetherから再結晶した。

　収量　　7．68ε（81％），　mp．73－75。C．
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　〔α〕15　－11．9。（c＝0．6，MeOH），　Rf20．41．

　Anal．　Calcd．　for　C34H37N4010C13：

　　　　　　　C，53．17；H，4．86；N，7．30．

　　Found二C，53．40；H，4．77；N，7．44．

（7）　Boc－lle－Glu（OBzl）一Ser（Bzり一NHNH－Troc

　Z（OMe）一Glu（OBzl）一Ser（Bzl）一NHNH－Troc（7．50g，9．8mmol）．をTFA－ani－

sole（16ml－3．2ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMF（50ml）

に溶解させ，Et3N（1．4ml，9．8mmol），　NMM（1．1ml，10．8mmol），およびBoc－

11e－OSu（3．53g，10．8mmol）を加え，4。Cで12時間三拝した。反応液を濃

縮し，残渣をA法により精製後，Me　OHとetherで再結晶した。

　収量　　4．809（60％），　mp．178－180。C．

　〔α〕げ　一9．4Q（c＝0．4，　DMF），　Rf10．35．

　Ana1．　Calcd．　for　C36H48N5010C13：

　　　　　　　C，52．91　；　1｛，　5．92　；　N，8．57．

　　Found：C，53．05；H，5．89；N，8．80．

（8）　Boc－Ile－Glu（OBzl）一Ser（Bzl）一NHNH2［10］

　上記Troc誘導体（4．00g，4．9mmol）をDMF－AcOH（1：1，40ml）に溶解さ

せ，Zn粉末（3．20g，10equiv．）を加えて，室温で一晩撹拝した。反応液を炉過し，

源液を濃縮し，残渣に5％EDTAを加えて粉末を得た。これを5％EDTA，5％

NaHCO3，　H20で順次洗浄し，　MeOHとetherで再結晶した。

　収量　　1．719（54％），　mp．153－155。C．

　〔α〕16　－13．90（c＝0．8，DMF），　Rf10．30．

　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　11e　1．00，　Glu　O，98，　Ser　O．84．（11eの回収率，86％）．

　Anal．　Calcd．　for　C33H47N508・2，5H20：

　　　　　　　C，　57．71　；　H，　7．63　；　N，　10．20．

　　Found：C，57．81　；H，7．15　；N，10．22．

（9）　Z（OMe）一Cys（MBzl）一Met－OMe

　Z（OMe）一Cys（MBz1）一〇Su（5．03g，10mmol）とH－Met－OMe〔その塩酸塩（3．O

g，15mmol）から調製〕とをDMF（50ml）に溶解させ，　Et3N（3．5ml，25mmol）

を加えて室温で12時間撹拝した。溶媒を留去し，残渣をA法で精製後，MeOH
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とetherで再結晶した。

　収量　　3．719（67％），　mp．97－99。C．

　〔α〕頚　一26．1。（c＝0．5，MeOH），　Rf10．78．

　Anal．　Calcd．　for　C26H34N207S2：

　　　　　　　C，56．70；H，6．22；N，5．09．

　　Found：C，56．96；H，5．96；N，5．06．

（10）　Z（OMe）一VaトCys（MBzり一Met－OMe

　Z（OMe）一Cys（MBz1）一Met－OMe（3．15g，5．7mmol）をTFA－anisole－EDT（8

ml－1．2m1－0．5ml）で処理し，過剰のTFAを留去後，残渣をn－hexaneで洗

浄した。これをKOH上3時問減圧乾燥後，　DMF（30　ml）に溶解させ，　Et3N

（1．7ml，12．Ommol）と，Z（OMe）一Val－OSu（2．38g，6．3mmo1）とを加え，室温

で12時間撹拝した。溶媒を留出後，残渣を方法Bにより精製し，DMF－MeOH

で再沈殿した。

　収量　　2．909（78％），　mp．169－1700C．

　〔α〕15　－40．3。（c＝0．6，DMF），　Rf20．90．
　　　D
　Anal．　Calcd．　for　C31H43N308S2：

　　　　　　　C，57．30　；　IJ，　6．67　；　N，6．47．

　　Found：C，57．55　；H，6．54　；N，6．34．

（11）　Boc－Gly－Val－Cys（MBzl）一Met－OMe

　Z（OMe）一Va1－Cys（MBzl）一Met－OMe（2．48　g，3．8mmol）を　TFA－anisole－

EDT（6．Oml－0．8ml－0．3m1）で処理し，過剰のTFAを留去後，残渣にn－

hexaneを加え粉末を得た。これをKOH上3時間減圧乾燥し，　DMF（10ml）に

溶解させ，Et3N（Llml，7。9mmol）とBoc－Gly－OSu（1．14g，4．2mmol）とを加

えて室温で一晩九拝した。反応液を濃縮し，残渣を方法Bにより精製後，MeOH

とetherで再沈殿した。

　収量　　1．919（78％），　Inp．122－123。C．

　〔α〕も5－48．0．（・寓0．6，DMF），　Rf、0．29．

　Anal．　Calcd．　for　C2g　H46N408S2：

　　　　　　　C，　54．18　；　1｛，　7．21　；　N，　8．72．

　　Found：C，54．26　；H：，7．26　；N，8．71．

（12）　Boc－Gly－Val－Cys（MBzl）一Met－NHNH2目1］
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　Boc－Gly－Val－Cys（MBz1）一Met－OMe（1．54g，2．4　mmol）をDMF－MeOH（1：

1，10ml）に溶解させ，80％hydrazine　hydrate（1．5ml，24mmo1）を加えて室

温で一晩放置した。得られた沈殿をDMF－MeOHで再沈殿した。

　収量　　1。319（85％），　mp．209－212。C．

　〔α〕二6　－18．1。（c＝0．5，DMSO），　Rf20．68．

　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　Gly　1．00，　Va11．06，　Met　O．90（Glyの回収率，88％）．

　Ana1，　Calcd．　for　C28H46N607S2：

　　　　　　　C，52．31；H，7。21；N，13．07．

　　Found：C，52．56；Hデ7．02；N，13．28．

（13）　z（OMe）一Leu－Asn－Gly－NHNH－Troc

Z（OM。）．A、n－Gly－NHNH．T。。c69）（3．039，5．6mm。1）をTFA．ani、。1。（6．O

ml－1．2ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMF（20ml）に溶解さ

せ，Et3N（1．7ml，11．9mmol）とZ（OMe）一Leu－ONp（2．56g，6．2mmol）とを加

えて，室温で12時間撹拝した。反応液を濃縮し，残渣をB法により精製後，

MeOH－etherで再結晶した。

　収量　　3．38g（93％），　mp．146－149℃．

　〔α〕15　－14，5Q（c＝0．8，　DMSO），　Rf20。68。

　AIlal．　Calcd．　for　C24　H33　N60g　C13：

　　　　　　　C，43．94　；　H，5．07　；　N，　12．81．

　　Found：C，44．13　；H，5．04　；　N，12．82．

（14）　Boc－Cys（MBzl）一Leu－Asn－Gly－NHNH－Troc

　Z（OMe）一Leu－Asn－Gly－NHNH－Troc（338　g，5．2mmol）をTFA－anisole（8．4

m1－1．7ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMF（20ml）に溶解さ

せ，Et3N（1．5ml，10．6mmo1）と，Boc－Cys（MBz1）一〇Su（2．49g，5．7mmol）と

を加えて室温で12時間撹拝した。　反応液を濃縮し，残渣をB法により精製後，

DMF－AcOEtで再沈殿した。

　収量　　3．019（72％），　mp．142－144。C・

　〔α〕15　－23．4。（c＝0．8，DMSO），　Rf20．71．

　Anal．　Calcd．　for　C31H46N7010C13S・0．5　H20：

　　　　　　　C，45．17　；　1≡L　5．75　；　N，　11．90．
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　　Found：C，45．15；H，5．73；N，12．11．

G5）　Boc－Cys（MBzl）一Leu－Asn－Gly－NHNH2［12］

　保護基のついた上記テトラペプチド（3．51g，4．3mmol）をDMF－AcOH（1：

1，40ml）に溶解させZn粉末（2．81g，43mmol）を加えて室温で一晩撹拝した。

反応液を源過し，1戸液を濃縮後，残渣に5％EDTAを加えて粉末を得た。これ

を5％EDTA，5％NaHCO3，　H20で順次洗浄し，　DMF－MeOHで再沈殿した。

　収量　　2．159（78％），　mp．196－198。C・

　〔α〕；6　－19．10（c＝0．7，DMSO），　Rf20．47．

　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　1．04，　Gly　1．00，　Leu　1．04（Glyの回収率，84％）。

　Anal．　Calcd．　for　C28　H45N708S・0．5H20：

　　　　　　C，51．83；H，7．15；N，15．11．

　　Found：C，52．09；H，7．17；N，15．14．

（16）　Z（OMe）一Gly－Ty卜OMe

　Z（OMe）一Gly－OH（1435g，60mmol）とH－Tyr－OMe〔その塩酸塩（20．85

g，90mmol）から調製〕とをDMF（300ml）に溶解させ，　DCC（13．62g，66

mmol）を加えて室温で一晩撹拝した。　反応液を源過し，源液を濃縮後，得ら

れた残渣を方法Aにより精製し，Me　OHとetherで2回再結晶をくり返した。

　収量　　20．10g（81％），　mp。88－90。C．

　〔α〕頚　十9．8。（c＝0．6，DMF），　Rf10．27．

　Ana1．　Calcd．　for　C21　H24N207：

　　　　　　C，60．57；H，5．81；N，6．73．

　　Found：C，60．72；H，6．02；N，7．03．

（17）　Z（OMe）一Asp（OBzl）一Gly－Tyr－OMe

　Z（OMe）一Gly－Tyr－OMe（7．Og，16．8mmoi）をTFA－anisole（18m1－3．6ml）

で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMF（60ml）に溶解させ，　Et3N

（2．4ml，16．8mmol）を加えた。この混合液に，　Z（OMe）一Asp（OBzl）一〇H〔そ

のDCHA塩（10．Og，17．6mmol）から調製〕から調製した混合酸無水物のTHF

（100ml）溶液を加え，4。Cで4時間撹拝した。溶媒を留去し，残渣をA法で精

製後，MeOHとetherで再結晶した。

　収量　　8．45塞（81％），　mp．84－86℃．
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　〔α〕15　－3．20（c＝0．6，DMF），　Rf10．28．

　Anal．　Calcd．　for　C32H35N3010：

　　　　　　C，61．83；H，5．68；N，6．76．

　　Foulld：C，61．78；H，5．96；N，6．58。

（18）　Boc－Tyr－Asp一αy－Tyr－OMe

　Z（OMe）一Asp（OBzl）一Gly－Tyr－OMe（8．03g，12．9mmol）をMeOH（80ml）

に溶解させ，AcOHを数滴加え，Pd触媒上水素気流下で60分接触還元した。　反

応液を源過し，源液を濃縮後，残渣をTFA－anisole（17m1－4．2ml）で処理した。

得られたNα一脱保護ペプチドをn－hexaneで沈殿させた。これをDMF（80ml）に溶

解させ，Et3N（1．8ml，12．9mmol）を加え，さらに，　Boc－Tyr－NHNH2（3．81g，

12．9mmol）から調製したアジドのDM：F（30ml）溶液とEt3N（2．Olnl，14．3

mmol）を加えて，40Cで一晩撹拝した。反応液を濃縮し，残渣を5％NaH：CO3

に溶解させ，Ac　OEtで洗浄後，水層をクエン酸で酸性にし，　n－BuOHで抽出し

た。n－BuOH層をH20で洗浄後，濃縮した。得られた残渣にetherを加え粉末

を得，これをMeOHとCHC13から再結晶した。

　収量　　5．019（62％），　mp．127－130。C．

　〔α〕15　－9．30（c＝0．5，DMF），　Rf30．35．

　Anal．　Calcd．　for　C30H38N4011・H20：

　　　　　　C，55．55；H，6．22；N，8．64．

　　Found：C，55．37；H，6．47；N，8．80．

（19）　Boc－Tyr－Asp－Gly－Tyr－NHNH2［13コ

　Boc－Tyr－Asp－Gly－Tyr－OMe（4．85g，7．7mmo1）をMeOH（50ml）に溶解

させ，80％hydrazine　hydrate（2．5　ml，77．Ommol）を加えて24時間放置した。

溶媒を留温し，残渣にn－BuOHを加え，5％AcOH，　H20で順次洗浄後，濃縮

した。残渣にetherを加え，粉末を得た。

　収量　　3．11g（64％），　mp。205。C以上分解．

　〔α〕誓　一147．Oo（c＝0．5，　DMF），　Rf20．013．

　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　1．01，　Gly　1．00，　Tyr　1．93．　（Glyの回収率，86％）

　Anal．　Calcd．　for　C2gH38N60正。・4H20：

　　　　　　C，49．56；H，6．60；N，11．96．
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　　Found：C，49．26；H，6，59；N，11．74、

（20）　Z（OMe）一Ser（Bzl）一Ser（Bzl）一〇H・DCHA

　Z（OMe）一Ser（Bzl）一〇Su（7．66g，16．8mmol）とEt3N（2．4ml，17．1mmol）と

を，H－Ser（Bz1）一〇H（2．99g，15．3mmol）とEt3N（2．1ml，15．3mmol）のDMF

（50ml）溶液に加え室温で12時三二拝した。　溶媒を濃縮し，残渣を方法Cに

より精製後，得られたZ（OMe）一Ser（Bzl）一Ser（Bzl）一〇HをDCHA塩に誘導し，

これをMeOHとetherで再結晶した。

　収量　　7．109（87％），　mp．117－120。C・

　〔α〕15　十14．1。（c＝0．3，DMF），　Rf30．75．

　Ana1．　Calcd．　for　C41H55N308：

　　　　　　　C，　68．59　；　H，　7．72　；　N，　5．85．

　　Found：C，68．60　；H，7．80　；N，5．83．

（21）　Z（OMe）一Ser（BzD－Ser（Bzl）一〇Me

　Z（OMe）＿Ser（Bzl）一Ser（Bzl）＿OH〔そのDCHA塩（5．009，7、Ommol）から調整〕

をMeOH－DMF（2：1，301nl）に溶解し，ジアゾメタン処理した。　AcOH数回

を加えた後，溶媒を留去し，残渣を方法Aにより精製し，Me　OHとetherで再

結晶した。

　収量　　3．359（87％），　mp．109－111。C．

　〔α〕15　十13．8。（c＝0．7，DMF），　Rf10．85．

　Ana1．　Calcd．　for　C30　H34N208：

　　　　　　　C，　65．44　；　1－1，　6．22　；　N，　5．09．

　　Found：C，65．47；H，6．16；N，5．11．

（22）　Z（OMe）一Pro－Ser（Bzり一Ser（Bzl）一〇Me

　Z（OMe）一Ser（Bz1）一Ser（Bzl）一〇Me（4．30g，7．8mmol）をTFA－anisole（8．4

ml－1．7ml）で処理し，得られたNα一脱保護ペプチドをDM：F（30ml）に溶解さ

せ，Et3N（1．1ml，7．8mmol）を加えた。この混合液に，　Z（OMe）一Pro－OH・

DCHA塩（4。30　g，9．3mmol）から調製した混合酸無水物のTHF（30ml）溶液

を加え，氷冷下，5時間三拝した。反応液を濃縮し，残渣を方法Aにより精製

後，MeOHとetherで再結晶した。

　収量　　3．909（77％），　mp．125－127。C．

　〔α〕15　－16．2b（c；1．0，　DMF），　Rf10．61。
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　Ana1．　Calcd．　for　C35H41N30g：

　　　　　　C，64．90；H，6．38；N，6．49．

　　Found：C，64．96；H，6．36；N，6．55．

（23）　Boc－Cys（MBzl）一Pro－Ser（Bzり一Ser（Bzl）一NHNH2［14］

　Z（OMe）一Pro－Ser（Bzl）一Ser（Bzl）一〇Me（231g，3．6mmol）をTFA－anisole

（5．8ml－1．2ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMF（20ml）に

溶解させ，Et3N（1．1ml，7．5mmol）とBoc－Cys（MBzl）一〇Su（1．72g，3．9mmol）

とを加え，室温で一晩撹拝した。溶媒を留去し，方法Aにより精製後，得られ

た油状生成物をMe　OH（20ml）に溶解させ80％hydrazine　hydrate（2．2ml，

36mmol）で24時聞処理した。溶媒を留去し，残渣をn－BuOHに溶解させH20

で洗浄後，濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（3×15cm）

に付し，CHCI、一MeOH（10：0．5）で溶出後，目的物を含むフラクションを集め

濃縮した。残渣にisopropyl　etherを加え，粉末を得た。

　収量　　1。469（51％），　mp．96－9goC．

　〔α〕16　－4．0。（c＝0．5，DMF），　Rf10．24．

　6NHCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Pro　LOO，　Ser　1．81（Proの回収率，77％）．

　Ana1．　Calcd。　for　C41H54N60g　S・0．5H20：

　　　　　　C，60．35；H，6．79；N，10．30．

　　Found：C，60．25　；H，6．70；N，10．21．

（24）　Boc－Tyr－Pro－Gly－OMe

　　　　　　　　　　70）　　　　　　　　　　　（7．95g，21mmol）とHOSu（2．66g，23．1mlnol）との　Boc－Tyr－Pro－OH

THF（100ml）溶液に，　DCC（4．77g，23．1mmol）を加え，室温で一晩撹拝し

た。反応液を炉過し，源液にH－Gly－OMe〔その塩酸塩（3．96g，31．5mmol）か

ら調整〕のDMF（100ml）溶液，およびEt3N（2．9m1，21mmol）を加え，室温で

一晩撹拝．した。溶媒を留意し，残渣を方法Aにより精製後，MeOHとisopropyl

etherから再沈殿した。

　収量　　6．419（68％），　mp．74－760C．

　〔α〕15　－39．5。（c富0．4，DMF），　Rfl　O．28．

　Anal．　Calcd．　for　C22H31N307・0．5H20：

　　　　　　C，57，63；H，7．04；N，9．17．
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　　Found：C，57．96；H，730；N，8．57．

（25）　Boc－Asn－Ser（Bzl）一〇H

　H－Ser（Bzl）一〇H（4．26　g，21．8mmol）のDMF（100ml）溶液にBoc－Asn－

ONp（8．48g，24．Ommol），およびEt3N（3．4ml，24．O　mmol）を加え，室温で12

時間三拝した。溶媒を留回し，残瘡を方法Cにより精製後，MeOHとetherで再

沈殿した。

　収量　　6．059（68％），　mp．182－184。C．

　〔α〕頚　十4．9。（c＝0．4，DMF），　Rf3「0．44．

　Ana1．　Calcd．　for　ClgH27N307：

　　　　　　C，55．73；H，6．65；N，10．26．

　　Found：C，55．86；H，6．65；N，10．36．

（26）　Boc－Asn－Ser（Bzl）一〇Me

　Boc－Asn－Ser（Bz1）一〇H：（7．Og，17．1mmol）をMeOH－DMF（1；1，70ml）

に溶解させ，ジアゾメタンーエーテル溶液を加え，常法によりメチル化した。

AcOHを数回加えた後，溶媒を留去し，残渣をA法により精製した。これを

MeOHとetherから再結晶した。

　収量　　6．609（91％），　mp．97－100。C．

　〔α〕頚　一14．4。（c；0．6，DMF），　Rf30．66．

　Anal．　Calcd．　for　C20　H2g　N307：

　　　　　　C，56．72；H，6．90；N，9．92．

　　Found：C，56．47；H，6．99；N，9．82．

（27）　Boc－Asn－Ser（Bzi）一NHNH2

　Boc－Asn－Ser（Bzl）一〇Me（6．5g，15．3mmol）をMeOH（60ml）に溶解させ，

80％hydrazine　hydrate（9．6ml，10equiv．）を加えて室温で一晩放置した。得

られた固体残渣をDMF－MeOHで再結晶した。

　収量　　4．509（69％），　mp．173－1760C．

　〔α〕15　－15。Oo（c＝0。4，　DMSO），　Rf20．56．

　AnaL　Calcd．　for　ClgH2gN506：

　　　　　　C，53．89；H，6．90；N，16．54．

　　Found：C，53。93；H，7．11；N，16．67．

（28）　Boc－Asn－Ser（Bzl）一Tyr－Pro－Gly－OMe

　　　　　　　　　　　　　　　　－80一



　Boc－Tyr－Pro－Gly－OMe（2．50g，5．6mmo1）をTFA－anisole（5．O　ml－1．2ml）

で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMF（3・ml）に溶解させ，　E・、N（0．78

ml，5．6mrnol）を加えた。この混合液にBoc－Asn－Ser（Bz1）一NHNH、（2．59g，

6．1mmol）から調製したアジドのDMF（20　ml）溶液，およびEt3N（0．94ml，6．7

mlnol）を加え，4。Cで12時問撹拝した。溶媒を留去後，残渣をn－BuOHに溶

解させ，5％クエン酸，H20で順次洗浄後，濃縮した。得られた残渣にether

を加えて沈殿を得・これをMeOH－isopropyl　etherから再沈殿した。

　収量　　3．70g（90％），　mp．100－1030C．

　〔α〕15　－41．4。（c＝0．3，DMF），　Rf20．59．

　Ana1．　Calcd．　for　C36H48　N6011・0．5　H20：

　　　　　　　C，57．66；H，6．59；N，11．21．

　　Found：C，57．59　；］EI，6．50　；N，11．30．

（29）　Boc－Asn－Ser（Bzl）一Tyr－Pro－Gly－NHNH2［15］

　Boc－Asn－Ser（Bzl）一Tyr－Pro－Gly－OMe（2．70g，3．6mmol）をMeOH（30ml）

に溶解させ，80％hydrazine　hydrate（2．3m1，10　equiv，）を加えて室温で一晩

放置した。溶媒を留主し，残渣をn－BuOHに溶解後，　H20で洗浄し，濃縮した。

得られた粉末の残渣をMe　OHとetherで再沈殿した。

　収量　　2．52g（93％），　mp．1．30－1330C．

　〔α〕16　－10．60（c＝0．9，DMF），　Rf20．42．

　6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　1．09，　Ser　O．96，　Pro　1．00，　Gly　1．00，　Tyr　O．94

　　　　　（Glyの回収率，74％）

　Anal．　Calcd．　for　C35H48N8010・3H20：

　　　　　　C，52．88；H，6．85；N，14．10．

　　Found：C，52．57；H，6．39；N，14．15．

（30）　Boc－Leu－Asp－Ser（Bzl）一Tyr一（30－53）一〇Bzl

　　　　　　　〔Boc一くEGF　26－53）一〇Bzl〕

　第2章第2節で得たテトラコサペプチドエステル（3．50g，0．80mmol）をTFA－

anisole－EDT（10．Oml－2．1ml－0．40m1）で処理後，得られたNα一脱保護ペプ

チドをDMSO－DMF（1：1，30ml）に溶解させ，　Et3N（112μ1，0．80mmol）を

加えた。この混合液にBoc－Leu－Asp－Ser（Bz1）一Tyr－NHNH2（0．84g，1．20
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mmol）から調製したアジドのDMF（7ml）溶液と，Et3N（184μ1，1．31mmol）

を加え，4。Cで12時間撹拝した。溶媒を留赤し，残渣を方法Bにより精製後，

DMF－DMSO（1：1）とMeOHで，2回再沈殿をくり返した。

　収量　　3．08g（78％），　mp．2540C以上分解。

　〔α増　　一36．5。（c＝0。2，DMSO），　Rf2原点。

　AnaL　Calcd，　for　C23gH318N44058S7・5H20：

　　　　　　　C，　56．84　；　H，6．55　；　N，　12．21．

　　Found：C，56．93　；H，6．48　；N，12．27．

（31）　Boc－lle－Glu（OBzl）一Ser（BzD一（26－53）一〇Bzl

　　　　　　　〔Boc一（EGF23－53）一〇Bzl〕

　上記Boc一（EGF　26－53）一〇Bzl（3．089，0．62mmol）をTFA－anisole－EDT（9

ml－1．6ml－0．31ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMSO－DMF

（1：1，30ml）に溶解させEt、N（87μ1，0．62mmol）を加えた。この混合液に，

Boc－lle－Glu（OBzl）一Ser（Bz1）一NHNH、（0．68g，1．06mmol）から調製したアジ

ドのDMF（2ml）溶液，およびEt3N（163μ1，1．16mmol）を加え，40Cで12時間

撹拝した。さらに同アジド〔ヒドラジド（0．40g，0．62mmol）から調製〕のDMF

（1ml）溶液とEt3N（87μ1，0，62mmol）とを加え，12時間撹拝を続けた。溶媒

を留細し，残渣を方法Bにより精製後，DMSO－DMF（1：1）とMe　OHで2回

再沈殿をくり返した。

　収量　　3．04g（89％），　mp。251。C以上分解。

　〔α〕ぎ　　一23．7。（c＝0．3，DMSO），　Rf2原点。

　Anal．　Calcd．　for　C267　H353N47064S7・8H20：

　　　　　　　C，57．12；H，6．62；N，11．73．

　　Found：C，57．08　；H，6．56　；N，11．79．

（32）　Boc－His一（23－53）一〇Bzl

　　　〔Boc一（EGF22－53）一〇Bzl〕

　上記Boc一（EGF　23－53）一〇Bz1（3．00g，0．55mmol）をTFA－anisole－EDT（8．5

ml－1，4ml－0．28m1）で処理後，得られたNα一点保護ペプチドをDMSO』MF

（1：1，20ml）に溶解させ，　Et3N（77μ1，0．55mmol）を加えた。この混合液に，

Boc－His－NHNH2（0．30g，1．10mmol）から調製したアジドのDMF（3ml）溶液

と，Et3N（169μll　1．2mmol）を加え，4。Cで12時間礼拝した。さらに，同ア
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ジド〔ヒドラジド（0．15g，0．55mmol）から調製〕，およびEt3N（77μ1，0．55

mmol）を加え，12時間二二を続けた。反応液を濃縮し，残渣にH20を加えて

粉末を得，これをDMSO－DMF（1：1）とMeOHで再沈殿した。

　収量　　2．99g（97％），　mp．254。C以上分解。

　〔α〕孟8　－25．5。（c＝0．4，DMSO），　Rf2原点。

　Anal．　Calcd．　for　C273　H360　N50065S7・7H20＝

　　　　　　　C，　57．19　；　H，　6．58　；　N，　12．22．

　　Found：C，57．20　；H，6．54　；N，12．19．

（33）　Boc－Gly－Val－Cys（MBzi）一Met一（22－53）一〇Bzl

　　　　　〔Boc一（【≡GF　18－53）一〇Bzl〕

　上記Boc一（EGF　22－53）一〇Bzl（2．939，0．52mmol）をTFA－anisole－EDT（10

ml－1．6ml－0．31ml）で処理後，得られたNα一脱保護ペプチドをDMSO－DMF

（1：1，20m1）に溶解させ，　Et3N（73μ1，0．52mmol）を加えた。この混合液に，

Boc－Gly－Val－Cys（MBzl）一Met－NHNH、（0．67g，1．04mmol）から調製したアジ

ドのDMF（6ml）溶液，およびEt3N（161μ1，1．15mmol）を加え，40Cで12時間

撹乱した。さらに，同アジド〔ヒドラジド（0．34g，0．52mmol）から調製〕の

DM：F（3ml）溶液とEt3N（73μ1，0．52mmol）とを加え，12時間旨旨を続けた。

反応液を濃縮し，残渣にH20を加え，粉末を得た。これをDMSO－DMF（1：1）

とMeOHから2回再沈殿した。

　収量　　3．109（97％），　Inp．2680C以上分解。

　〔α〕ち8　－24．8。（c；0．4，DMSO），　Rf2原点。

　AnaL　Calcd．　for　C2g6H3g4N54070　Sg・7H20：

　　　　　　C，　56．94　；　1｛，6．59　；　N，　12．12．

　　Found：C，56．90；H，6．62；N，12．03．

（34）　Boc－Cys（MBzD－Leu－Asn－Gly一（18－53）一〇BzI

　　　　　〔Boc一（EGF　14－53）一〇Bzl〕

　上記Boc一（EGF　18－53）一〇Bz1（3．27g，0．54mmol）をTFA－anisole－EDT（11

ml－1．gml－0．36ml）で処理後，単離したNα一脱保護ペプチドをDMSO－DMF

（1：1，20ml）に溶解させ，　Et、N（75μ1，0．54mmol）を加えた。この混合液に，

Boc－Cys（MBzI）一Leu－Asn－GIy－NHNH2（0．68g，1．08mmol）から調製したア

ジドのDM：F（7ml）溶液，およびEt3N（165μ1，1．18mmol）を加え，40Cで12
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時聞撹拝した。さらに，1当量の同アジド〔ヒドラジド（0．34g，0．54mmo1）か

ら調製〕を加え，12時間撹拝を続けた。溶媒を留去し，残渣にH、0を加え，粉末を

得た。これをDMSO－DMF（1：1）とMeOHで再沈殿後，　Sephadex　LH－60を用い，

DMSO－DMF（3：7）を溶出液としゲル濟過した。　各画分のUV280nmの吸収

を測定し，目的物を含むフラクションを集めて濃縮し，DMSO－DMF（1：1）と

MeOHで再沈殿した。

　収量　　2．159（61％），　mp．252。C以上分解。

　〔α〕乙8　－17．8。（c＝0．3，DMSO），　Rf2原点。

　AnaL　Calcd．　for　C31gH427N5g　O76Slo・12　H20：

　　　　　　　C，　56．00　；　H：，　6．65　；　N，　12．08．

　　Found：C，55．78　；H，6．51　；N，11．99．

（35）　Boc－Tyr－Asp－Gly－Tyr一（14－53）一〇BzI

　　　　　〔Boc一（EGF　10－53）一〇Bzl〕

　上記ペプチド，Boc一（EGF　14－53）一〇Bzl（1．059，0．16inmol）をTFA－anisole－

EDT（5．Oml－0．55ml－0．11ml）で処理後，単離したNα一義保護ペプチドを

DMSO－DMF（1：1，10ml）に溶解させ，　Et3N（22μ1，0．16mmol）を加えた。

この混合液に，Boc－Tyr－Asp－Gly－Tyr－NHNH，（0．40g，0．64mmo1）から調製

したアジドのDMF（4ml）溶液，およびEt3N（98μ1，0．70nlmol）を加え，40Cで

12時間撹拝した。さらに，同アジド〔ヒドラジド（0．309，0．48mmo1）から調

製〕と，Et3N（67μ1，0．48　mmol）とを加え，12時間撹拝を続けた。溶媒を留去

し，H20を加え，得られた粉末をDMSO－DMF（1；1）とMe　OHから2回再沈

殿した。

　収量　　1．11g（98％），　mp．2500C以上分解。

　〔α〕孟8　－32．30（c＝0．1，DMSO），　Rf2原点。

　Anal．　Calcd．　for　C343H453　N63084Slo・12　H20：　　　　　　　　・，

　　　　　　　C，56．10；H，6。55；N，12．02．

　　Found：C，55．84；H，630；N，11．96．

（36）　Boc－cys（MBzり一Pro－ser（Bzl）一ser（Bzl）一（10－53）一〇Bzl

　　　　　　　〔Boc一（EGF　6－53）一〇Bzl〕

　Boc一（EGF　10－53）一〇Bz1（0．95g，0．13mmol）をTFA－anisole－EDT（5．Oml－

0．52ml－0．10ml）で処理後，単離したNα一三保護ペプチドをDMSO－DMF（1：
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1，10ml）に溶解させ，　Et，N（19μ1，0．13mmol）を加えた。この混合液に，

Boc－Cys（MBzD－Pro－Ser（Bzl）一Ser（Bzl）一NHNH，（0．54g，0．67mmol）から調

製したアジドとEt3N（103μ1，0．74mmol）を加え，40Cで12時間撹拝した。さ

らに同アジド〔ヒドラジド（0，42g，0，52mmol）から調製〕と，Et3N（73μ1，

0．52mmol）を加え，12時間撹拝した。　反応液を濃縮し，残渣にH20を加え

沈殿を得た。これをDMSO－DMF（1：1）とMeOHで2回，再沈殿をくり返し

た。

　収量　　1．02g（98％），　mp．242。C以上分解。

　〔α〕ち8　－7．4。（c＝0．1，DMSO），　Rf2原点Q

　AnaL　Calcd．　for　C37gH495N67091S11・16H20：

　　　　　　C，56．29；H，6．57；N，11．61．

　　Found：C，56．05；H，6．16；N，11．75．

（37）　Boc－Asn－Ser（Bzl）一Ty卜Pro－Gly一（6－53）一〇Bzl

　　　　　　〔Boc一（EGF　1－53）一〇Bzl〕

　上記ペプチド，Boc一（EGF　6－53）一〇Bzl（1．02g，0．13mmol）をTFA－anisole－

EDT（5．Oml－0．57ml－0．11ml）で処理し，得られたNα一腰保護ペプチドを

DMSO－DMF（1：1，10ml）に溶解させ，　Et、N（18μ1，0．13mmol）を加えた。

この混合液に・Boc－Asn－Ser（Bz1）一Tyr－Pro－Gly－NHNH2（0．589，0．78mmol）から

調製したアジドと，Et3N（121μ1，0．86mmol）を加え，40Cで12時間撹拝し

た。さらに，同アジド〔ヒドラジド（0．39g，0．52mmo1）から調製〕とEt3N（73

μ1，0．52mmol）を加え，12時間撹拝を続けた。反応液を濃縮し，残渣にH20

を加えて粉末を得，これをDMSO－DMF（1：1）とMeOHで再沈殿した。これ

をSephadex　LH－60を用い，　DMSO－DMF（3：7）を溶出液としてゲル源過し，

9mlずつ分画した。各雨渓の280nmでのUV吸収を測定し，目的物を含む画

分（tube　Nos．53－70）を集めて溶媒を留去し，目的物をDMSO－DMF（1：1）と

MeOHから再沈殿した。

　収量　　0．94g（85％），　mp．251。C以上分解。

　〔α〕含8　－40．Oo（c＝0．2，　DMSO），　Rf2原点。

　Ana1．　Calcd．　for　C40gH531N730ggS11・15　H20：

　　　　　　C，　56．61　；　H，　6．52　；　N，　11．79．

　　Found：C，56．34．；H，6．14；N，11．90．
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（38）保護EGF中のCys（MBzlXO）の還元

　保護EGF（940　mg，0．11mmol）をHMPA－DMF（1：1，　v／v，10ml）中に溶

解させ，thiophenol（6．9m1，600equiv．）を加えて，　argon気流下，40。Cにて4日

間インキュベートした。同一条件下，対照として用いたZ（OMe）一Cys（MBzl）一

（0）一〇H，Z（OMe）一Met（0）一〇Hは完全に還元された。　反応液を減圧下濃縮し，

AcOEtを加え，生ずる粉末をHMPA－AcOEtで再沈殿した。

　収量　　870mg（93％）．

　mp．255。C以上分解。

　〔α〕孟。　－43．0。（c；0ユ，DMSO）．

　アミノ・酸分析によるシスチンの回収：

　　還元前は1．91，還元後は2．20（理論値，3）

（39）保護EGFの脱保護・還元

　Thiophenolで還元した保護EGF（100mg，11．9μmol）を，　m－creso1（249μ1，

200equiv・）およびEDT（50μ1，50equiv⇒の存在下，　TFA中1M　TFMSA－thio－

ahisole（モル比1＝1，4．2ml）で氷冷下120分処理した。反応液にdry　etherを

加え生ずる粉末をKOH上30分減圧下乾燥した。得られた粉末について同条件

の処理をさらに2回繰り返した。得られた脱保護ペプチドを0．1MTris－HCl

buffer－6　M　guanidine－HC1（5ml）に溶解させ，10％MeNH2でpHを8．0に調

整した。この溶液にジチオスライトール（DTT）（550mg，300equiv．）を加え，

argon気流下25。Cで一夜撹拝した。

（40）脱保護ペプチドの空気酸化

　上記の反応液を1N　HCIでpH　4に調整し，　Sephadex　G40（2・8×68　cm）カ

ラムにapplyして2N　AcOHで溶出した。各画分（6ml）の280　nmでのUV吸

収を測定し，最初に溶出される主ピーク（tube　Nos．22－40）を集め，氷で冷

却したH20（700ml）で希釈した。氷冷下ゆるやかに撹拝しながら28％アンモ

ニア水でこの希釈液のpHを8．2にした後，　H20で全体を1，000mlに調整した

（最終ペプチド濃度，0．07mg／ml）。この反応液を室温で5日聞放置した。この

間Ellman　testでの412nmの吸収は0．082から0．014の一定値に達しπ（Fig．

27－a）。その後さらに2日間，反応液をゆるやかに撹拝した。反応液のpHを10

％AcOHで6．6に調整した後，全溶液を凍結乾燥した。この残渣に2N　AcOH

（5ml）を加え，木溶出（約7mg）を遠心沈降により除去した後，上澄液をSe一
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phadex　G－10（2．8×81cm）のカラムにapplyし，2N　AcOHで溶出した。点画

分（6ml）の280nmにおけるUV吸収を測定し，主ピーク（Fig．27－b，　tube

Nos，31－48）を集め，その溶媒を凍結乾燥により除去して羽毛状粉末を得た。収

量23mg（32％）。5日間の酸化反応後のsampleでは，主ピークの後ろに2つ

のshoulderピークが認められた（Fig．27－b．破線）。

（41）G－10精製sampleのDEAE－Celluloseイオン交換クロマトグラフィーによ

　る精製

　上記の7日間の酸化後のsample（4．07mg）を2NAcOH（0．3ml）に溶解させ，

そのpHを5％NH40Hで7．0に調整した後，　pH　5．6の0．02M　AcONH、　buffer

（30ml）で希釈した。この溶液をPH　5．6の0．02　M　AcONH4　bufferで平衡化し

たDEAE－celluloseカラムにapPlyした。　DEAE－celluloseカラムを上記の出発

buffer（75ml）で溶出した後，　pH　5．6の0．2　M　Ac　ONH4　buffer（150ml）と上

記出発buffer（50ml）とのgradient溶出を行なった。自画分（5．Oml）を集め，

その280nmでのUV吸収を測定した。素通りpeak（Fig．28．　tube　Nos．4－18）

の後に，目的物ピーク（Fig．28．　tube　Nos。2326）が小さなshoulderピークと

ともにgradient溶出によって溶出された。この目的物ピークの最大吸収位置

（tube　No．25）は，報告32）にみられる天然EGFの同一条件下での溶出位置と

一致しているものと判断される。目的物ピークの画分を集め，溶媒および

AcONH4を凍結乾燥を繰り返すことによって除去し，白色羽毛状粉末0．61mg

（15％）を得た。　素通り二分からは黄色味を帯びた粉末0．69mgが得られたが，

胃酸分泌抑制活性を示さなかった。

　G－10により得られたcrude　sampleの残り（18．9mg）を同様にDEAE－cellu－

loseで精製した。全収量；23　mgより3．70mg（16％）

（42）DEAE精製sampleのHPLCによる精製

　DEAE精製後のsampleをCoslnosi15C、、（4．6×150　mm）を用いる逆相高速液

体クロマトグラフィーにより精製した。上記DEAE精製後のsample（3．65mg）を1N

AcOH（0．5ml）に溶解させH20（1．5合目）で希釈後，そのpHを1NNH40Hで5．8

に調整した。その溶液より200μ1をとり，Cosmosi15C18カラムにapPlyし，40。C

でCH3CN：0．05　N　AcDH－Et3N（pH　5．6）＝30：70溶液を用いて溶出し，目的

物ピーク（Fig．29－a，　retention　time　12．5分）部分をpoolした。残りのsample

についても同様に溶出を行ない，目的物ピークを集め凍結乾燥後，白色羽毛状
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粉末を得た。収量3．Omg（80％）。　Thiopheno1処理した保護EG：Fよりの収率；

4．1％。ここに得られた合成品の純度はHPLc上98％以上（Fig．29－b）と算出

され，またCosmosil　5　C18を用いるHPLCで合成品（3μg）と天然品（3μg）と

を混合しても単一のピークが得られた（Fig．29－c）。

　HPLC精製後のsampleはPharmalyte（pH　3－10）を含む7．5％ポリアクリル

アミドゲル（0．5×7cm）を用いるdisk等電点電気泳動において，200V，4時

問通電後，陽極より1cm移動した（Fig．30－b）。　天然EGFと合成：EGF（各

20μg）を混合したsampleのdisk等電点電気泳動（Fig．30－c）によって，上記

の移動度が天然：EGFのそれと一致することが確認された（等電点，4．6）。

　UV；280。mでのEiζ。30．1．

　　　　（文献値11）30．9）

　〔α〕20　－105．9。（c＝0．2，2NAcOH）
　　　D
　6規定塩酸による酸加水分解後のアミノ酸組成をTable　4に示した。

（43）グルタチオン存在下における空気酸化反応

　上記のprocedureに従い，　thiophenolで還元した保護EGF（100mg，11．9

μmol）を脱保護レ，0．1　M　Tris－buffer－6Mguanidine－HCI（5ml）中pH　8．0で

DTT（550mg，300equiv．）を用いて還元した。反応液pHを1NHCIで4．0に調

整後，Sephadex　G－10カラム（2．8×61　cm）にapplyし，2N　AcOHで溶出した。

各画分の280nmにおけるUV吸収を測定し，主ピークに相当する画分を集め，

氷で冷却したH20で300mlに希釈した（最終ペプチド濃度0．24　mg／ml）。こ

の水溶液に還元型グルタチオン（37mg，10equiv⇒および酸化型グルタチオン

（73mg，10equiv⇒を加えた後，氷冷下28％アンモニア水でそのpHを8．2に調

整し，250Cで5日問放置した。　析出する少量の不溶物を遠心沈降により除去

した後，全溶液を凍結乾燥した。残渣を2N　AcOH（2ml）に溶解させ，　Sepha－

dex　G－10カラム（2．8×61　cm）にapplyし，2N　AcOHで溶出した。各画分（6．2

ml）の280　nmにおけるUV吸収を測定し，主ピークに相当する画分（tube

Nos．24－32）を集めて凍結乾燥を行ない吸湿性粉末を得た。混在するグルタチ

オンを除去するため同一カラムで再クロマトを行ない，羽毛状粉末8mg（11％）

を得た。このsample（4．6mg）をDEAE－celluloseイオン交換クロマトグラフィ

ーにより精製し，天然EGFとほぼ同じ位置に溶出されるピークより白色羽毛状

粉末0，64mg（14％）を得たが，二品はHPLC上天然EG：Fより遅く溶出される
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ことがわかった。

　HP：LC溶出時間；39分（天然EGFは12．5分）

　6規定塩酸による酸加水分解後のアミノ酸組成；

　　　　　Asp　6．95（7），　Thr　2．13（2），　Ser　5．43（6），　Glu　5．05（3十2），　Pro

　　　　　1．48（2），Gly　7．10（6十2），　Cys　3．10（3十1），　Va11．20（2），　Met

　　　　　O．51（1），11e　1．53（2），　Leu　400（4），　Tyr　4．08（5），　His　O，72（1），

　　　　　Arg　4．52（4）

　　　　　（Leuの回収率53％，カッコ内は理論値）
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