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論 文 内 容 の 要 旨

上皮細胞増殖因子 (EG打)は雄マウス顎下腺中に存在する53個のアミノ酸からなり分子中に3個のジス

ルフィド結合を有する一種のポリペプチ ドである｡1973年, Cohen らが本構造を解明した後,Gregory

らは,人尿より胃酸分泌抑制物質として分離した urogastronが EGF と構造上の輯似を示すこと,さら

に EGF もまた強力な胃酸分泌抑制作用を有することを指摘した｡ 現荏,EGFの構造式は,Grayら,

Scottらにより,その前駆体 cDNA の塩基配列からも支持されている｡

著者は,まず従来知られていなかったS保護システイン酸化体の脱保護時における化学的性質を明らか

にし,これらの知見をもとに本 EGFの全合成を計画し,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｡

[Ⅰ] S保護システインスルホキシドの酸による脱保護時の挙動

1. S一針methoxybenzylcysteinesulfoxide[Cys(MBzl)(0)]の挙動

Tyr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フェノール含有 6規定塩

酸で酸分解する方法が採用されているo同条件で Cys(MBzl)含有ペプチドを酸分解したところ,時によ

ってシステインの回収率が低下するとともに,ショ-トカラム上に未知のピークが出現することを認めた｡

Cys(MBzl)自体はこの挙動を示さない事から,本物質が合成途上一部生成した Cys(MBzl)(0)から導か

れた Sニケhydroxyphenylcysteineであることを兄い出した.Cys(MBzl)(0)紘,通常の酸脱保護条件下,

すなわちアニソTル存在下,HF,あるいは CH3SO3H処理下に SI9-methoxyphenylcysteineを与え,目

的のシステインを再生しないので,脱保護に先立ってチオフエノ1-ルで還元する必要のあることを指摘し

た｡

2. S-Acetamidomethylcysteinesulfoxide[Cys(Acm)(0)]の挙動

Ac肝 基は酸に安定であり,ヨードあるいは酢酸水銀処理によって脱保護されるが, スルホキシド体に

なると酸-アニソールにより一部 S-p-methoxyphenylcysteineを与える ことがわかった｡ さらに Cys

(Acm)(0)紘,上記の Cys(MBzl)(0)の場合と異なり,チオフェノール処理によって Cys(Acm)を再
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生しない事を兄い出した｡

川 〕 マウス EGFの全合成

著者は上記の Cys(MBzl)(0)の基礎研究をもとに,lM TFMSA(トリウルオロゼタンスルホン酸)-チ

オアニソール/TFA (トリフルオロ酢酸)系を脱保護剤とする方法で本品を全合成する計率をたてた. チ

なわち図に示すごとく, 同試薬で容易に除去可能な保護基をもったアミノ酸誘導体, Cys(MBzl),Ser

(Bzl)IGlu(OBzl)IAsp(OBzl),Arg(Mts)[Mts-mesitylene-2-sulfonyl]を採用した.中間隼の α-アミ

ノ保護基には,TFA で除去できる Z(OMe)[9-methoxybenzyloxycarbonyl]基を用い,ートリプ トファン

導入後は,α脱保護時にそのインドール核-のアルキル化副反応の少ない Boc[i-eri-butoxycarbonyl] 基

を採用 し,さらにこの副反応を抑制するために,TFA 処理に際しエタンジチオ-ル含有アニソ-ルをカ

チオン除去剤として用いたoまキ sequence依存性のある Asp(OBzl)からのサクシソイミド化をさける

ため特定の Asp残基 (ll,27,40位)からは中間体合成の段階でこの保護基を除去した｡

(コ
Aminoacidsusedwithprotectinggroups:Cys(MBzl),Ser(Bzl),
Glu(OBzD,Asp(OBzl),Arc(Mts)

Positionoffragmentcondensation

図 EGFの合成

全体を比較的小さな15個の区分ペプチ ドと1個のアミノ酸誘導体 (Boc-His-NHN日金)に分け,これら

をラセ ミ化の少ない Rudinger変法によるアジド法によりC端部より順次縮合した｡ただ トリプトファン

を含む区分ペプチ ド[2]のみは,アジド法に由来するインドール核のニトロソ化の危険性を避けるために

DCC(dicyclohexylcarbodiimide)-HOBT(N-hydroxybenztriazole)法でラセミ′化を抑制して導入したO各

中間体を沈殿法,あるいは SephadexLH-60によるゲルろ過法で精製し高純度の保護基のついた EGF

を得た｡

本品を上記の基礎実験に基づいてチオフェノールで処理して一部生成した Cys(MBzl)(0)を還元し,

ついで lM TFMSA-チオアニソール/TFA で処理して全保護基を除去した.続いて Savageらの天然品

の還元 ･再酸化の実験に準じて, まず 6Mグアニジン-塩酸中でジチオスライトールを用いて還元した後,
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空気酸化法によるジスルフィド結合形成を行ったO酸化反応の完結を Ellman試薬で確認後i Sephadex

G-10,DEAE-セルロース,最後に高速液体クロマ トグラフィ∴-(HPLC)で精製して高純度のマウiス EGF

を得た｡

本品は,HPLC上天然晶と同一の挙動を示し, また天然 EGF抗体と明瞭な免疫交叉反応を示 した.

さらに本合成品は,マウスを用いる実験で,ヒスタミ′ソ刺激による胃酸分泌を天然品と同程寮に抑制した｡

以上著者は,従来知られていなかったS保護システインスルホキシド体に由来する副反応の解明を行 う

とともに,液相法によるマウス -EGFの最初の牟合成を記録することができたo

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

1973年,Cohen らは53個のアミノ酸より構成 され,3個のリ.スルフィド結合を有する雄マウス唾液腺

EGFの構造を解明したが,現在本構造式は遺伝子学的にも支持されるに到った｡この間,EGFとヒト尿

中urogastronとの構造上の塀似性が指摘され,EGFのもつ強力な胃酸分泌抑制作用が注目されるように

なった｡

本論文はEGFに対応する tripentacontapeptideの合成に関するものであるO著者はここに天然晶と同

一の挙動を示し,またこれに匹敵する胃酸分泌抑制作用を有するペプチ ドの最初の合成に成功 したが,こ

れに先立ち,従来知られていなかったS保護システイン酸化体のr脱保護時における化学的性質を明ちかに

したO

ペプチド合成途上 Metは空気酸化されて一部スルホキシド体に導かれるが,S保護システインについ

ては,′この現象が見落されていたO著者はフェノール添加による6規定塩酸加水分解によって,酸化体よ

り導かれる物質を同定し,これによって酸化体の検出が可能であること,さらに脱保護に先立って酸化体

を還元しなければ定量的にシステインを回収出来ないことを明らかにした｡

EGF は分子量に比してジスルフィド結合の数が多く, 合成最終段階でシステイン残基の空気酸化によ

るジスルフィド形成には,かなりの困難が予想された｡著者はまず比較的小さい15個の区分ペプチ ドを順

次縮合して EGFのペプチ ド鎖を構築したo こIの問,21位の Hisは唯一個のアミノ酸として導入する必

要のあること,また Trpにおけるアルキル化副反応の抑制,Asp側鎖の環化副反応の抑制等種々の合成

上の考慮が払われた｡

･合成の最終脱保護の段階に著者のシステインスルホキシドの還元反応の知識が生かされたOジスルフィ

ド形成の収率は,予想されたとおりあまり良好ではなかづたが,イオン交換,ついで高速液体クロマ トグ

ラフィ-によっ七,電気泳動的にも天然晶と同一の挙動を示す高純度の合成品が得られ,さらに本品がヒ

スタVミソ刺激による胃酸分泌を天然晶と同程度に抑制することが確認された｡

以上著着が天然EGFに匹敵する活性を持った tripentacontapeptideの合成に成功したこ･とは,ぎた轟

音の明らかにしたシステイソスルホキシドの化学と共にジスルフィド含有高級ぺプチ~ド合成化学の進歩に

重要な貢献を果たしたものであると共に有益な知見を加えたものである｡

よって,∴本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認める｡

さらに昭和59年10月26日論文内容とそれに関連した事項につき試問を行った結果優秀と憩定した占

-617--


