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緒 言

　cholecys七〇kinin（CCKシー33は，1971年Muモ七，Jorpes1｝によ

りブタの腸から最初に単離構造決定されたアミノ酸33残基よりなるペ

プチドアミドである。1985年には，Takahashi，　Ma七subaraら2）によ

り，ヒトCCK－33の構造が遺伝子の塩基配列から解明された。

　本論は胆嚢収縮や膵液分泌促進作用を示す代表的な消化管ホルモンで

あるが，近年本品が消化管のみならず脳内にも存在することが明らかに

なり，3）その神経伝達物質としての働きも注目されるようになった。4，

CCK：．の構造上の特徴は27位に硫酸化チロシン（Tyr（SO3H））を持つこ

とであり，消化管ホルモンとしての活性発現にはこのTyr（SO，H）が重要

な役割を果たしていると言われている。暮・6｝しかし，このTyr（SO3H）は

酸に不安定であり，このことがCCK－33の全合成を非常に困難なも

のにしている。またヒトCCK－33は未だ天然品が得られておらず，

その生理学的，薬理学的作用に対しても興味が持たれている。以上のよ

うな観点から，著者はヒトCCK－33の構造が解明されたのを機会に

逸品の全合成を計画した。

CCK－33（ヒト，ブタ）の構造

H－Lys－Ala－Pro－Ser－Gly－Arg一（7）一Ser〈〔豆：〉（’工◎）一Lys－Asn－Leu－Gln＜1皇＞

　Leu－Asp－Pro－Ser－His－Arg－11e－Ser－Asp－Arg－Asp－Tyr－Met－G　l　y－Trp一

Me七一Asp－Phe一四H　2

　

SO　3　H

1 7　　9　　10　15

human　　・

@　　　騨垂盾窒モ撃獅

Me七　11e　Val　Asn

ual　Me七　Ile　Ser

1987年倉野ら7）はSerの水酸基をace七y1誘導体で保護し，　Tyrを硫

　　　　　　　　　　　　　一一1一



酸化後,アルカリでこのSerの保護基を除去する手法でブタCCKを合

成 したが,著者は彼等とは異なり,Serの水酸基をシリル化合物で保護

しTyrを選択的に硫酸化する新 しい方法でヒトCCK-33を全合成 し

た｡

また本品のC端部分(30位)には酸に不安定な トリプ トファン(Trp)

残基が存在し,本品の合成にはその保護が不可欠である｡著者は,本合

成に先立ちTrpの新 しい保護誘導体 Nin-mesitylenesulfonyltryptophan

[Trp(Mts)]を開発し,これを本品の合成に応用 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8)に従った｡

1)アミノ酸の略号 (L-記号は全て省略した｡)

Ala(A):alanine

AsiP(D):asparticacid

Glu(E):glutamicacid

He(Ⅰ):isoleucine

Met(A):methionine

Se√(S):serine

Tyr(Y):tyrosine

九rg(良):arginine

Cys(C):cysteine

Gly(G):glycine

Leu(L):leucine

Phe(P):phenylalanine

Thr(T):threonine

Val(†):valine

Asn(N):asparagine

Gln(Q):glutamine

his(H):histidine

Lys(K):lysine

Pro(P):proline

Trp(W):tryptophan

2)アミノ保護基の略号

Z(o川e):p-1肥thoxybenzyloxycarbonyl

Boc: tert.-butyloxycarbonyl

Fmoc: 9-fluorenylmethoxycarbony1

3)カルボキシル保護基の略号

-ONE: Ⅰ肥thylester

-OBzl: benzylester

-NHNH之:hydrazide

-NHNH-Troc:2,2,2-trichloroethoxycarbonylhydrazide

4)活性エステルの略号

-2-



　一〇Np：

　一TCP：

　一〇Su：　N一

　一〇NB＝

5）縮合

　DCC：　　　dicyclo

　HOB七＝

6）アミ

　一Arg（Mts）一：

一Asp（OBzl）一＝

　一Asp（OChp）一＝

　一Lys（Z）一：

　一Me七（0＞一＝

　一Ser（Bz1）一：

　一Ser（tBuPh2Si）一・

　一Ser（tBuMe2Si）一

　一Ser（Me3Si＞一：

　一Trp（M七s）一：

一Tyr〈CI、Bzl）一：

　一Tyr（SO　3　H）一：

7）

　　P－ni七ropheny　l「ester

　　2，4，5一七richlorophenyl　es七er

　　　　hydroxysucc　inimi　dyl　es七er

　　N－hydroxy－5－norbornene－2，3－dicarboximi　dyl

剤および関連試薬の略号

　　　　　　　　hexylcarbodiil皿ide

　　N－hydroxybenzo七riazo　l　e

ノ酸誘導体の略号

es七er

NG－mesi士ylene－2－sulfonyl　arginine　deriv、

β一benzy　l　aspar七a七e　der　i　v．

β一cycloheptyl　aspar七a七e　der　i　v．

Nε一benzyloxycarbonyl　lysine　deriv．

me七hionine　sulfoxide　deriv．

0－benzyl　serine　deriv．

0一七er七．一bu七yRiiphenylsily亙　serine　deriv．

0一七er七．一bu七yldime七hylsilyl　serine　deriv．

0一七rimethylsilyl　serine　deriv．

Nh・一mesi七ylene－2－sulfonyl　tryp七〇phan　deriv．

2，6－dichlorobenzy1　七yrosine　der三v．

七yrosine　suIfate　deriv．

脱保護試薬の略号

　TFA：

　TFMSA：

　TMSOTf：

　MSA：

8）溶：媒，

　DMF：

　AcO肚：

　AcOH：

　EtOH：

七rifluoroace七ic　acid

七rifluorome七hanesulfonic　acid

七rime七hylsily1　七rifluorome七hanesulfona七e

me七hanesulfonic　acid

その他の略号

dime七hyIformamide　　　　DMSO：　　dime七hylsulfoxide

e七hy　l　aceta七e　　　　　　　　MeOH：　　　me七hano玉

ace七ic　acid　　　　　　　　　n－BuOH：　n・一butanol

e七hano　l　　　　　　　　　　　　　　THF＝　　　七e七rahydrofuran

　　　　　　　　　　　　　　　　　　－3一



EDT:

NMM:

CHA:

HMPA:

EDTA:

LAP;

pyridine-SO

PAS:

`BuPhzSiC1;

Bu4NF:

TLC:

HPLC:

1,2-ethanedithiol TEA: triethylamine

,N-methylmorpholine DCHA: dicyclohexylamine

cyc1ohexy1amine

hexamethy1phosphoric triamide

ethy1enediaminetetraacetic acid disodium sa1t

1eucine aminopeptidase

   3: pyridinie-su1furtrioxide comp1ex

      pyridinium acety1 su1fate

      tert.-buty1dipheny1si1y1 ch1oride

      tetra-n-buty1ammonium f1uoride

      thin layer chromatography

      high performance liquid chromatography

,

-4-



第1章新しいトリプトファン誘導体，Ni”一mesitylenesulfonyl－

　　　　tryp七〇phan［Trp（砒s＞コの開発とその実用性の検討

第1節　トリプトファン含有ペプチド合成上の問題点

　著者はヒトCCKの全合成に先立ち新しいTrp誘導体を開発した。以

下にその経過について述べる。

　トリプトファン（Trp）含有ペプチドを合成する際，ペプチド鎖延長時

のTFA処理によりインドール環に酸化，9〕アルキル化10）等の副反応が生

じることが知られている。酸化については1，2一エタンジチオール，】1）2一

メルカプトエタノール12）等の還元剤を添加することによりある程度抑

制可能であるが完全ではない。アルキル化については，Boc基やZ（OMe）基

等の即保護基を酸により除去する際，インドール環のNi口位やCin位がtBu

化，あるいはp－me七hoxybenzy1化されることが知られている。小川らの

研究によると，Boc－Trp噸H，　Z（OMe）一Trp－OHをアニソール存在下TFAで

0℃，lh処理した時，　Trpの回収率はそれぞれ約60％，30％に留まった。13，

この副反応は1，2一エタンジチオール，ロ）ジメチルスルフィド，14）チオ

アニソール13〕等の含硫黄化合物をスカベンジャーとして添加すること

により，ある程度抑制可能であるが，やはり完全とはいえず，また，こ

れらの添加によりben2y1系側鎖保護基が脱離される可能性が生じる。15・

1ω　また2一メチルインドール切等のインドール系スカベンジャーを用

いる方法もあるが，近年，TFA中インドール環の二量体化が起こること

が下西らにより報告され，18｝これは好ましい方法とは言えない。一方，

インドール環の邸冗位が最初にtBu化を受けることがMasuiらにより報告

されている。14）以上のことを考えあわせると，TrpのNin位に電子吸引性

の保護基を導入することが上記の副反応の抑制に有効であると言える。

　従来発表されているTrpのNin保護基としてはformyl（for）基，19〕また

b。吻1。xycarb・ny1（Z）基，…2，4－di・hl・r・be剛・野car㎞・y1（Cl・Z）基朗

等のZ系の保護基，あるいは2，4，6－trime七hoxybenzenesu　l　fonyl（M七b）基，22｝

4－me七hoxy－2，3，6一七r　ime七hylbenzenesulfony1（Mtr＞基£2｝等の置換benzene一

　　　　　　　　　　　　　　一5よ



sulfony1系の保護基，さらに，2，2，2－trichloroe七hyloxycarbony1（Troc）

基23）などがあげられる（表1）。しかしながら，これらの中には安定

性に問題のあるものも多く，また矢島，藤井らにより開発されたTFMSA　2”），

　　艶器開坑＿。埆　。匪　　CHゴll；cq．H

　　　f。「T「ypt。phan　　　　　　墨

R Ref

一CHO ［　for　】　　　　工9）

Ramoval

Pヨ＞9

NH2HH2

HF－EDT

一9一びCH、◎
【　兄　】　　20）

NH2腿H2

H2／Pd

HF

　じ　

鍵》嘔
　　CH　CH3

工　正｛t＝　］　　　　21）

MSA

HP

＿9．。．Cヨ．CC1

　　　2　　　3
【恥OC］　　22｝

2n／AcOH

O．Ol凹　牌aOH

遺｝鳴子・
　CH

TF鯉！SA．

TMSOTf

NSA

あるいはTMSOTf25）を最終脱保護に用いる合成ストラテジーに適したも

のは少ない。

　著者は，このストラテジーに適したTrpの保護基を探索することを目．

的とし，Ni・¶esi七ylenesulfonyl（M七s）基を取り上げ，その有用性を検討

した。

第2節　Trp（M七s）の合成及びその性質

　M七s基は矢島，武山ら26｝によりArgのグアニジド基の保護基としてペ

プチド合成に導入されたが，著者はこれをTrpのNh保護基に応用した。

　靴s基のNi・への導入は福田，22｝木曽23）らと同様にIlli27）の方法で

　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ行った。すなわち，CH、Cl、溶液中NaOH末，　ce七yl七ri皿e七hyla㎜onium

chlor　ide存在下，　Z（OMe）一TrP－OBzlにM七sC　1を反応させZ（0団e）一Trp（Mts）一

　　　　　　　　　　　　　　　一6一



OBz1とした後，けん化によりbenzy1エステルを除去しZ（OMe）一Trp（M七s）一

〇Hを得た（図1）。次に同様の操作によりEbc－Trp（M七s）一〇BzlをBoc－Trp（Mts）一

〇Hに導きこれをDCHA塩として同定した。さらにZ（OMe＞一Trp（Mts＞一〇HをTFA

処理することによりH－Trp（Mts）一〇Hを得た。

　　H－Trp（M七s）一〇Hを用いた予備実験の結果，　Trp（M七s）は州NaOHによるけ

ん化，ヒドラジン処理，あるいはTFA，4N　HCI／dioxaneによる酸処理等，

通常のペプチド富山長上の諸操作に対して安定であった。さらに本基は

接触還元，TFA一七hioanisole処理，15）2聚HBr－AcOH28｝に対しても安定

であった。一方最終脱保護に用いる囲A，24）1M　TFMSA一七hioanisole／TFA，24）’

蝋TMSOTf－thioanisole／TFA25）処理によってM七s基は容易に除去される

ことが分かった。またHF3。）処理によってはNh－MtsはNG－M七sよりも除去

されに くいことが分かつ左

Fig．　L　Scheme　for

　　Z（onIe）一Trp－OII
　　　　　　　　　↓・。トB・，

　　Z（OMe）一Trp－OBz1
　　　　　　　　　↓Mts－C・，

　　　　　　　　　↓・…。・

［Z（OHe）一山rp｛Mts）一〇Bz：L］

Z（OMe）一Trp（Mts）・一〇H

（表2）。

the　Preparation　of　H－Trp（Hts）－一〇H

　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Trp－OBzユ

DC・A　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－Trp（Mts）一〇Bzl

NaOE，　CTAC　　　　　↓

　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc－TrP（Mts）一〇H

　　　　　　　　　。。A　　↓

　　　一＞　H－Trp（Mts）一〇H

Tabユ色　2．　Recovery　of　Trp，　af七er　Treat皿ent　of　H－丁工P（Mts）一〇H

　　　　　　　　under　Variou5　Acid　Conditions　〔OoCr　60　min）

Acid Adduct Recove■y
工四［TFMSA／「エロ罫A 8：3．8亀

ユ］y1　TF】殴SA／TFA ・ヒhioanisole 100　審

1］H［　TMSOTf／TFA 74r7毛

ユ］断．田MSO冊f／聖FA thioanisole 100　号

皿SA 94．6桔

皿SA／TFA（1＝ユ） 95．0亀

14SA／TFA（1＝1） thioaniso．le 100　亀

HF 18．3亀

HF thioanisoユe 63．4居

一7一



　以上の予備実験によりTrp（Mts）基はTFMSA，　T囲OTfを最終脱保護に用い

るペプチド合成法に必要な諸条件を満たしていることが分かったので，

著者は2つ1の：モデルペプチド，cholecys七〇kinin（CCK）一7非硫酸

化体，31）およびgalanin32）の合成を行い，本保護基のペプチド合成に

おける実用性を検討した。

第3節モデルペプチド，cholecy就okinin（CCK）一7非硫酸化

　　　　体の合成

　CCK－7非硫酸化体，H－Tyr－Me士一Gly－Trp－Me七一Asp－Phe－NH，の合成を

図2のように行った。最初にZ（OMe）一Trp（Mts）一〇HとH－Met－Asp（OBzl）一

Phe－NH233）との縮合を異なる2つの方法，　Su活性エステル法3⇔および

アジド法35｝で行った。活性エステル法に必要なZ（OMe）一Trp（M七s）一〇Suは

一〇H体をDCC，　HOSuで処理することにより，またアジド法の縮合に必要な

Fig．　2．　Syn七h二七ic　Scheme　for　CCK一・7　Non－sulfa・ヒe

l：：継誰こ：職！↓一宝器王・一、

　　　　　　　　　　N㌻s　　♀Bzl
　　　　　　　Z（。廻e）三『潔蓋一Asp’Phe一凶H・

　　　　　　　　　　2．口FA
Z（O｝庄e）・一Gly－OH　　　　　　　　　　　　　l．TCP
　　　　　　　　　　　　　2。TFA
Z（ONe）一月目t一〇TCP　　　　　　　　　　　　　　　　azide

z｛。M・）一町r一瓦H四H2

　　　　　　　　　弊s　　gBzl

z四聖　6泊p丁撒含1離：ラTFA

　　H－Ty「一Met『Gly槻丁「p覗就一Asp－Ph・”聾旧2

Z（OMe）一Trp（Mts＞一NHNH，はZ（OMe）一Trp（Mts）一〇Bz1をヒ．ドラジン処理する

ことにより得られた。2つの方法により得られたZ（OMe）一Trp（M七s）嗣e七一

Asp（OBz1）一Phe－NH，はTLCのR：f値，元素分析的，融点，旋光度，アミノ酸

分析結果により同一であることを確認した。これによってTrp（M七s＞は活

性エステル法によっても，またアジド法によってもペプチド鎖に容易に

　　　　　　　　　　　　　　　一8一



導入できることが分かった。

　このテトラペプチドに順次Z（OMe）一G　l　y－OH，　Z（OMe）一Me七一〇TCP，　Z（OMe＞一

Tyr－NHNH，をそれぞれ混酸無水物法，36）TCP活性エステル法，37）アジド

法で導入し保護ヘプタペプチドを得た。この際，無保護6州e士のS一アルキ

ル化を防ぐためanisoleの代：わりに2％EDTを含む3，5－dime七hylaniso正e38）

をスカベンジャーとしTFA処理を行い，ペプチド鎖を延長した。合成途

中Trpに起因すると思われる副反応はTLC上何ら認められず，容易に合成

を進めることができた。

　このようにして得られたヘプタペプチドをシリカゲルクロマトグラフ

ィーで精製したのち，m－creso1存在下1M　TFMSA一七hioanisole／TFAで処理

し全保護基を除去した。ついで脱保護体をSephadex　LH－20でゲル濾過し

精製し，得られたペプチドの純度をTLC，HPLCにより確認した。　LAPを用

いた酵素消化によって満足なTrpの回収率が得られたことにより，

Trp（Mts）の実用性を確かめることができた。

第4節　モデルペプチド，galaninの合成

第：1項galaninについて

　galaninは1983年，Ta七emo七〇32）らによりブタの小腸から単離iされたア

ミノ酸残基29個からなるペプチドであり，そのC端はアミド化されてい

る（図3）。Ta七emo七〇，Mu七tはC末端アミド構造を有するペプチドを化学

的に同定する方法を開発しており，39）galaninもこの方法により構造決

定された。生理作用として平滑筋収縮，持続的な高血糖状態を誘起する

と報告されている。32）

　　　　Fig．　3．　S・ヒructure　of　Gaユ母nin

H－GIY－Trp－Thr一：［・eu－Asn－Ser－Ala－Gly一τyr－Leu偶

　Leu－Gly－Pro－His－Ala一工：Le－Asp－Asn－His－Arq－

　Ser－Phe－His－Asp－Lys－Tyr－Gly－Leu－Ala一州2
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第2項　合成の概略

　galaninはN端近くにTrp残基を有しているので，その構造が解明され

たのを機会にTrp（翫s＞を用いてこの新しい消化管ホルモンを合成するこ

とにした。・

　著者は図4のようにgalaninの液相法による合成を計画した。まず保

護基の選択と脱保護であるが，著者は本合成の最終脱保護試薬として，

前記ccI（一7の合成と同様，矢島らにより開発されたIM　TFMsA一士hio－

anisole／TFA系を用いることとした。本脱保護系は七hioanisoleの反応促

進効果14－5）により温和な条件下で脱保護を行える利点を有している。

また中間体の贈保護基にはTFAにより除去可能なZ（OMe）40｝あるいはBoc”1）

基を用い，側鎖保護基にはTrp（Mts）のほか，1M　TF聡A一七hioanisole／TFA

で除去可能なLys（Z），Ser（Bz1），Arg（砒s），26）Asp（OChp）”2）を用いた。

このうちAsp（OChp）基は1986年，藤井らによりスクシンイミド化副反応の

少ないAspのβ一カルボキシル保護基として開発されたものである。ペプ

チド鎖の構築については全体を7つの区分ペプチドに分け，これらを合

成した後C端から順次ラセミ化の少ないアジド法で縮合する方法を採用

した。また，Asp（OChp）を含むフラグメント［3］を通常のヒドラジン

処理を用いて合成することはできないので，矢島らにより開発され，たTroc一

Fiq．4．5ynU・e七i・R。ute七。　Galanin

　　　　　　　酢s
〔7］　Z（OMe）一Gly一管＝P－Thr一瓦HNH2’

　　　　　　　　　B年1
［6ユZ（0凹e）一■eu－Asn－Ser－Ala－Gly－MHNH2

　　　　　　　　　　　　　　酢s
・互3］2（O髄e）一Ala一工le－Asp－Asn－His－Arg昌NHNII2

［5］且（O脆）一TY＝一Leu－Leu一心NH2

団Z（。H・｝一Gly－Pr。一Ri5－Nヨ醐2

　　　　　　　　　9Chp

　　　　　B子1
【2］Z伽e）一Ser－Phe－His－NH四H2

　　　　　9Chp子
11〕 　B。c－Asp－Lys一町r－Gly　Leu－Ala鞠鼎2

燗一（

　　　　galan■n　　　　　、

一ユ0一



NHNH243｝を用いる置換ピドラジン法を採用しZn－AcOH処理44｝により選

択的にTroc基を除去し対応するヒドラジド体とすることとした。

第3項　保護galaninの合成

（1）galanin　24－29位保護ヘキサペプチドアミド，

　　　Boc一（galanin　24－29＞一NH2の合成

　C端保護ヘキサペプチドアミド，Boc－Asp（OChp）一Lys（Z）一Tyr－G　l　y－Leu－

Ala－NH、［1］の合成経路を図5に示した。既知物質のZ（OMe）一LerAla－

OMe　45）のMeOH溶液にNH、ガスを注入した後三管して，これをアミド体と

した。次いでこれをTFA処理により脱Z（OMe）した後，Z（OMe）一Tyr－G　l　y－NH－

NH，46）とアジド法で縮合しテトラペプチドとした。一方Boc－Asp（OChp）一

〇SuとH－Lys（Z）一NHNH－Troc　47）とをHOSuを用いる活性エステル法により縮

合した後，Zn－AcOH処理しBoc－Asp（OChp）一Lys（Z）一NHNH，を得た。これをア

ジド法で，TFA処理した前述のテトラペプチドアミドと縮合し，目的の

ヘキサペプチドアミドとした。これをMeOH－e七herを用いる再結晶により

精製し，その純度をTLC，6N　HC1による酸加水分解後のアミノ酸分析，元

素分析により確認した。なお，以下の各区分ペプチドについても特に述

べない限り再結晶により精製し，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た。

　　Fig．　5．　Synthetic　Sche皿e　for　the　Pro’ヒected

　　　　　　　Hexapep七ide　Amide，

　　　　　　　B。c一｛gaユ・nin　24－29｝一瓦H2［エ］

Boc－Asp（OChp）一〇Su

　H一工」ys（Z）一NHNH－Troc

ユ．Su

2．Zn－AcOH

Z（。皿・）一Tyr－Gly－NHロH2

　　　　　　　　　　　1．NHz（o麗e）一Leu－Ala－oNe
　　　　　　　　　　　2．TFA

1．azide
2．T：FA

azide

B。c－Asp（OChp）一Lys｛Z）旛Tyr輌Gエy－L・u－Ala－NH2

　　　　　　　　　　　－11一



（2）galanin　21－23位　保護トリペプチドヒドラジド・

　　　　　　Z（OMe）一（galanin　21－23）一醐NH2の合成

　　Z（OMe）一Se≠l　Bz1＞一〇HとH－Phe－OMeとをDCC48）で縮合しジペプチドエス

テルとし，次いでヒドラジン処理によりZ（OMe）一Ser（Bz1）一Phe－NHNH，を

得た。これとH－His－OMeとをアジド法で縮合し目的のトリペプチドヒド

ラジド，Z（OMe）一Ser（Bz1＞一Phe－H　is－NHNH，［2］を得た。

　　　　　　　　　　Fig．6．　S皿theti・S・heme　f。r　the　Pr。tected

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tエipeptide　Hydrazide，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z（。琶・）一（ga1・nin　21－23）一NHNH2［2】　　　　’

　　　　　　　　　　Z（。M・）一Ser（B・1）一。H　l．DCC

　　　　　　　　　　　　　　　H．Ph。．OM。　2・艮H2NH21．・・id・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　．2・・H2・H2

　　　　　　　　　　　　　　　H－His－OMe

Z（OMe）一Se：【（Bzl）一Phe－His－NHNH2

　　　（3）galanin　15－20位保護ヘキサペプチドヒドラジド，

　　　　　　　　Z（OMe）一（galanin　15－20）一NHNH、の合成

　　　　次に図7に示すようにフラグメント［3］，Z（0鵬）一Ala－11e－Asp（OChp）一

’Asn－His一肚g（M七s）一NHNH，の合成を行った。

Fig．7．　Synthetic　Scheme　f。r　the　Pr。七e・七ed且exapep七ide

　　　　　　　Hydra・id・，　Z｛0匿・）一（q・1・ni・15－20）一NHNH2［3】

2（O皿e）一AIa－ONp

z（o脱e）一工工e－ONp

　　　Boc－A5P（OChp）一〇Su

Z（OMe）一Asn－His－0岡e
　　　　　　　　寺NH2冊2

2〔OMe）一Asn」His－NHNH　2 1，azide
2．TFA

1．SU
2．TFA

H－Arq（M七5）一NHMユーTroc

1．N

2．TFA

NP

Z（ONe）一A’　エ1e－Asp（。Chp）”Asn一ヨ’ P’搬溜一MHNH「．c
Z（。M・）一Ala一工工e－A・p（。ChP）一A・n一H屯・一A・q（批・｝一NRNH2
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　Z〈OMe）一Asn－H　i　s－0晩5】）をヒドラジン処理して得たZ（OMe）一Asn－H　i　s－NHNH、

とH－Arg（Mts）一NHNH－Trocとをアジド法で縮合しトリペプチドとした。次

いでこれをTFA処理したものにBoc－Asp（OChp）．一〇SuをSu活性エステル法で

導入した。さらに同様にZ（0顛e）一lle－ONp，　Z（OMe）一A正a－ONpを順に恥活性

エステル法49）で導入しヘキサペプチド誘導体とした。Asp－Asn配列はス

クシンイミド型副反応を起こしやすい配列として知られているが，5ωN剛

を塩基とし上記の縮合を行ったところ，TLC上スクシンイミド体と思われ

るスポットはなんら認められず，容易に合成を進めることができた。ま

た，Asp（OChp）は立体障害が大きく縮合の際反応の進行が悪くなること

が懸念されたが，Asp（OChp）をアシル成分，アミン成分のいずれに用いた

場合も，それぞれ満足できる収率が得られた。こうして得られた保護ヘ

キサペプチド誘導体をZn－AcOHで処理しTroc基を除去し，目的のヘキサ

ペプチドヒドラジド［3］を得た。この一部を1M　TFMSA一七hioanisole／TFA

で処理した後LAP酵素消化したところ，11e＝Aspの割合は1：0．8であり，β一

Chp基が上記の酸および塩基処理によるスクシンイミド化副反応に対し

かなり抵抗することが分かった。

（4）保護galanin　12－14位　保護トリペプチドヒドラジド，

　　　Z（OMe）一（galanin　12－14）一NHNH，の合成

　Z（OMe）一Gly－ONpとH－Pro－OHをNp活性エステル法で縮合しZ（OMe）一Gly－

Pro－OHをDCHA塩として得た。このジペプチドとH－His－0晩をSu活性エス

テル法で縮合しトリペプチドエステルとした。これをヒドラジン処理し

目的のZ（OMe）一Gly－Pro－His－NHNH，［4コに導いた（図8）。

　　F：Lq。　8．　Syn七he七io　Scheme　for　七he　Protected　Tripeptide

　　　　　　Hydra・id・’呂・ゆi・）一（galaninユ2一工4）一NH冠H2［4］

z（o蕪�F1畿コ旧

　　H－His－O塾4e

1．Su
2・NH2醗2

Z（OM・）一Gly－Pr。一His－HHNH2
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（5）保護galanin　9－11位保護トリペプチドヒドラジド，

　　　　　Z（OMe）一（galanin　9－11）一NHNH2の合成

　Z（OMe）一Leu－qHとH魂eu－OMeを混酸無水「物法で縮合しZ（OMe）一Leu－Leu－

OMeを得たδこのZ（OMe）基をTFAで除去した後，　Z（OMe）一Tyr－NH四H、とア

ジド法で縮合しトリペプチドエステルとした。これをヒドラジン処理し

目的のZ（OMe）一Tyr－Leu－Leu－NHNH、［5］に導いた（図9）。

Fig・9・Synth・tic　Sche血e　f。r　the　Pr。セected　1。rip・ptide

　　　　　　　　　Hyd「azide’Z（OMr）一（q・lanin　9一ユユ）一㎜2エ5］

Z（。飢e）一Tyr－NH瓦H2

Z｛0型！e）一Leu－OH

　　　　H－Leu－OMe

1．皿A

2．TFA

1．a21．ide

2・NH2NH2

Z（0皿e）一Tyr－Leu一■eu－NHNH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

（6）保護galanin　4－8位保護ペンタペプチドヒドラジド，

　　　　　Z（OMe）一（galanin　4－8）一NHNH，の合成

．Z（OMe）一Leu－AsrSer（Bzl）一Ala－Gly一潮NH、［6］の合成を図10のスキ

ームに従って合成した。

Fiq・1。・Syntheti・S・h・m・f。r　th・Pr・t・・t・d　Pentap。ptid。

　　　　　　　　　Hyd「a2ide’Z（。Me）陶（gaユanin　4－8）一NH餌H2［6］

　　　　　　　　　Z（O亜【e｝一Leu嗣ONp

Z｛O凹e）一Asn－ONP

Z（QMe）闘Ser（Bzl）陶OH
1。N

2．TFA

1．N

Z（αMe）一Aユa晒OH

　　　　　H－Gly－OMe

1．DCC
2。T：FA

2・NH2NH2

：し皿A

2』工FA

Z（（別e）一Leu－A・n－S・r（B・エ）一Aユa－Gエy－N晒H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　層
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まずZ(OMeトAla-OHと｣-Gly-OMeを DCCで縮合 しジペプチ ドエステルと

した｡次いでこれに順次,Z(OMeトSer(BzlトOHを混酸無水物法で,～(OMeト

As°-ONp,Z(OMeトLeu-ONpをNp活性エステル法で導入 しペンタペプチ ドエ

ステルとしたoこれをさらにヒドラジン処理 し目的のヒドラジドとした｡

(7)保護galanin 1-3位 保護 トリペプチ ドヒドラジド,

Z(OMeト(galanini-3)-NHNfIZの合成

Z(OMeトGly-Trp(MtsトThr-NHNH2[7]を図 11に示 した方法に従い合

成 した｡

Fig- 11･ Synthetic Scheme for the Protected Tripeptide

Hydrazide, Z(OHe)-(galanin i -3 )-NHNH2 [7]

Z(One)-GIy-Trp(Mts卜 Thr-NHNH2

Boc-Trp(MtsトOHとH-Thr-OMeをDCCで縮合しジペプチドとした.次いで

通常のTFA-anisole処理でBoc基を除去したOこの際,EDT等のチオール系

スカベンジャーを添加することなしに酸処理を行ったが, Trpに起因す

る副生成物のスポットはTLC上認められなかった.また,通常Nin無保護

のTrp誘導体を酸処理する際には反応液が赤紫色を呈するが,本合成では

酸処理液は何ら異常な色を示さなかったO次にこれにZ(OMeトGly-ONpを

Np法で導入 しトリペプチ ドエステルとした後,ヒドラジン処理により目

的の トリペプチ ドヒドラジドとした｡

(8)保護galanin 1-29位 保護ノナコサペプチ ドアミド,

Z(O脚e)-(galaninト29)-NH2の合成

こうして得 られた7つのフラグメントをC端から順次アジド法で縮令

した｡ペプチ ド鎖が延長されるに従い.加えるアシル成分の量も1･5当
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量から3当量へと増加させた。ま・たペプチド鎖延長時，ペプチドの溶解

性についても何ら問題は生じなかった。比較的長い2つのフラグメント

［3］と［6］の縮合後の精製をSephadex　LH－60を用いるゲル濾過で行　・

つたが，その他の中間体の精製にはMeOHあるいはDMF－AcO肚による再沈

殿法を用いた。各フラグメントの縮合後，酸分解を行い，Lysを基準と

する各アミノ酸の回収率を縮合の前後で比較することによ．りフラグメン

トの導入率を検定した（表3）。これによって各段階の生成物の純度を

確認した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．

Table

Fiq．

［7】

［6】

E5］

［4］

［3】

12］

【1】

12．　Synthetic　Scheme　for　the　Protec七ed　Galanin

　　　　　　　　　　むセヨ
・（。・・）一G’y一・去P一

謚W一N㎜H・

Z（。M・）一L・u－A・n－S6r－Aエa－G・y一皿H醗2

Z（。瓢e）一TypLeu腸leu－NHNH2

Z（。Me）一Gly－Pr。欄His－NHNH2
、（。。。）．A、。．エ、。．呈Chp

　　　　　　Bz：L
Z（。M・）一S占・一ρhe－His一瓦HNH2

　　　　　　9Chp　Z

3．　Amエno

　　and

　　　　　　　　　　M㌣s

sp－Asn－His－Arq－NHNH2

　　B。c－A・p－Lナs－Tyr－Gly－Leu－Ala－NH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

　　　　　　　宕（OHe）一（galanin工日29）一NH2

　Acid　Ratios　in

i七s　工nte刀皿ediates

6N　HCI　Hydrolysates　of　Synthe七ic　Gaユanin

Pro七ecセed　Pe　tides
24ウ29

（6）

21－29　　　15－29　　　12－29

　（9）　　　　　〔15）　　　　（18）

9－29
（21）

4－29
（26）．

　　　　　Syntheヒic
l－29
　　　　　　Galanin
（29）

柳
血
s就

㎞G〕Ly

Ala
エユe

㎞
寧Phe
Trp★

琢s
Hi5
Arq

0．99

O．94

0．90

0．98

0．84

：LOO

1．02

0．94

1．01

1．06

工．06

0．90

0．98

1．OO

O．97

3．16

0，8フ

0．99

2．13

1．06

1．OO

O．93

0．96

1．00

1．98

1．02

3．06

0，89

0．95

L88
2．06

0．99

0．98

0．93

0．96

1．00
2．77・

0．98

　3．07

　　0．89

　　1．00

　　1．88

　　2，06

　　0璽99

　　3．00

　　1．86

　　0．97

　　1．00

　　2．76

、　0．99

3．97

工．81

0．8ヨ

2。85

3．19

0．96

3．81
ユ．68

0．95

1．00

2．77

0．95

3．95
1．o］．

工．78

0．86

3．90
3．2工

0．97

3．77

1，66

0．95

0．90
工．00

2．76

0．99

3．87（4）

0．93（1）

1．82（2）

0．97（1）

3．96（4）

3，09（．3）

0．97（1）

4．04（4）

2．05（2）

0．99（1）

0．フ511）

1．00（1）

2．89③
0．9弓（1）

Reccr7． 70署 85暑 8鶴 83暑 75号 90号 89号 74魯

★　Det∈舳ed上聖・4珂⊃狙A　hydroユysis
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’第4項galaninの合成

　保護galaninの脱保護・精製法を図13に示す。保護galanin，　Z（0胚e）一

（galanin　1－29）一NH、をrcreso1およびEDT存在下，IM　TFMSA一七hioanisole／

TFAで氷冷下120分処理した。このうちEDTは酸による最終脱保護の際の

インドール環の修飾を抑制するために用いた。n・5】）次いでSer，　Thr残

基に起こりうるN→0アシル転位52）を戻すためNH、OHでpH　8とし，氷門

下30分撹話した。さらにpH　4に戻し，これを0．5N　AcOHを溶出液とす

るSephadex　G－25でゲル濾過した（図14－a）。さらにNucleosi15C1・カ

ラムを用いるHPLCで精製した後，　Sephadex　G－25で脱塩した（図14－b）。

Fig、ユ3，

DeProtection　Gnd　P！uriflcGtion　Procedure

Z（0凹e）一（　9（］IGniin　ユー29　）一NH2

1。　ユ凹　TFT》1SA－thlo〔］nisole／TFA

　　　＋　m－cresOl．　EDT　（　0。Cり　120min　）

2，　pH　81D　　（　0。C／　30min　）

3，　Sephqdex　G－25　　（　0．5N　AcOH　）

4・　NUCIeOSi1　5C18

　　　（　C；H5CN＝0．2％　TFAニ＝35：65　　）

　こうして得られたサンプルはTLCで単一スポットを示し，ディスク等

電点電気泳動（Pharmaly七e　pH　3－10）でも単一バンドを示した（図14）。

また合成galaninはHPLC上で，　Ta七emoto博士の天然品と保持時間が完全

に一致することが確認された（図15）。さらに酸分解，酵素消化後のア

ミノ酸分析値もそれぞれ理論値と良く一致しており，特に酵素消化後の

Trpの回収率は満足できる値であった。　FAB（fas七a七〇m　bombardment）一質

量分析でも理論値と一致した測定値が得られた。
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Fig．．1引HPLC　and　Di・kエ・。・lec七・・f。cu・i・g。f　5y・th・七ic

　　　　　　　　Galanin

i）HP：LC
a）　ge1－filt．er∈葦ユ

sa垣P〕一e

b）HP工C－pu：ビifi∈d

　　　　　　　sa㎎）le

ii）

　　　　O　　　　　lO　　　　20　｛士nin）

disk　isoe：Lectrofocusinq
　　　　　　a）　ge1－filt∈ヨごd

　　　　　　　　sa瑚P：Le　一

：LO 20（皿Ln）

b）　HP工ε一purified

　　sa㎎）le

Fig。　15．　HPLC　of　a　Mixture　of　Natural　and　Synthetic
　　　　　　　　Galanin

勘sorbance

L6

1．2

O。8

O．4

15nm

Synthet：ic
＋Na七ura工
　　　　　＼

CH3（湘㈹

50

40

30

20

1o

2G

Sa坦Ple富π血¢ure　of　nat囲and

Coluπn茗　mSK一｛DS－12αr　51』n

叩止he七ic　qala皿Ln
（101」geach）

｛4甲6x250㎜）
S。1㎜t・。・1粗A・㎝3（因ノ0・1紐距聖。

o 10 30（㎞）Flcw＝
20－50亀　in　30　min

l．Om1／㎡．n

第5項　合成galan沁の活性　　　　　　　　　　、．

　　galan語はイヌで平滑筋収縮，持統的高血糖状態を示すことが報告さ

れている。鋤瀬川教授によって検定された結果，合成galaninはラット

回腸に対しサブスタンスPの5倍め収縮活性を示したが，モルモット回

腸に対しては3xlr畷の濃度でも収縮活性を示さなかった。このことか
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ら,galaninの活性は種特異性を示すことが示唆された.また,井上講

師らによって検定された結果,合成galaninをイヌに(2相/kg)の割合で

静脈注射したところ図 16に示すように顕著な高血糖状態が引き超こ辛

れた｡このように合成galaninは天然品と同様の生理活性を示すことが

わかった｡

Flg . 16.

Effect ofg □ 1mi[ on p los m glucoselevel s

160

140

Bm D SUGAR

(mJ/dl )
120

100

1㌢ 誌 i･vl ./′ - .

∫ - ノ

BIB2B3 5 10

T工岬 (mi )

15 20

第5節 まとめ

以上,Trp(班ts)基を用いて2つのモデルペプチ ドを合成 したが,合成

途上Trpに起因する副反応は何ら認められず容易に合成を進められた｡

これらの合成を通 じ,Trp(Mts)基がTFMSAを最終脱保護に用いる実際のペ

プチ ド合成に有効であることが確認できたので,筆者はこれをヒトCCK

-33の合成に適用した｡
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第2章 ヒトcholecystokinin(CCKト 33の全合成

第 1節 CCKに関する従来の研究

第 1項 分離 ･構造

1928年,Ivy,01dberg53)はブタ上部小腸粘膜よりイヌの胆嚢を収縮さ

せる物質を単離 し,これをcholecystokininと命名した｡その後 Haper,

Raper54)はsecretinの精製時にsecretinを除いた分画より胆汁と腸液の

分泌を促進する物質を分離 し,これをpancreozyminと命名した｡1964年

Jorpes,Mutt55)はcholecystokininの精製過程において,胆嚢収縮促進

活性と牌液分泌活性とが並行して上昇し,また酸化によって両活性が失

われることから両者を同一物質 (cholecystokinin-pancreozymin,

CCK)と考え,さらに1971年に至り彼らは∃〕残基からなるブタCCK

の構造を発表 した(図 17)｡ 1)

Fig.17.Comp□rizonofArninoAcidSequencesofCCKsf｢omVqrlousSpecies

さO LLCI .)∩ 2D lt)

HumOn: VSQRTDGEJsRAHLGALLAIRYIQQARKAP'SGRMSIVKNL'QNLDPSHRIS-DRIBMGW娼
Porcine: AVIKV-I-- -- --- - - - --- -日-V-ML---S--- - -m -一日 ----

R(】t: AVL-p-S-p-R-= 1------VW一一一一-一一VL---伝---- ------ --- -

Mouse: --RH - ------V-日 日 - --VL--S---- ----一一- -一一日

Bovine: 1----- --一一一-VI--S-山 一- 一一- - - -I-

C〔】nlne: AQKVNS--p---一日 --- --一一- -- 一一一一一Vト

忘 _5｡ ｢孟 39品 ,3

*叫 血 10acidsthatdifferfrm thoseofhlⅡ伯nCm areshO〟n;

rratd血 garninoacidsarerepresentedbydashes.
Regionsforlhichsequencedataareunavailableareleftopal,

匝 Tyr(GOSH)∫ EL･山 一de

良 _8

その後の研究によりCCKには共通のC端を持つ種々の分子型が存在

することが明かになり(図 18),アミノ酸残基数に応 じてCCK-58,

CCK-39,CCK-33,cctK-8のように呼ばれるようになっ

た｡ これ らはいずれ もC端か ら7番 目に硫酸エステル化 されたTyr
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ（Tyr（SO，H））をもち，消化管ホルモンとしての活性発現にはこのTyr（SO　3　H）

が重要な働きを果たしている。5・5）

Fig．　18．　Gene：じaユ　Scheme　of　the　P；【esent　Concep七〇f

　　　　　the　Posセtransla七iorla1　Processing　of　the
　　　　　CCK　Precursor（from　Ref．4．｝

酬2　　P舳・yCCK－mR闘A　P・1yp・ptfd・P「。d・仁t 一coOH

〆　　　　　＝ ＼
▼

SO3H
Sfgnal　P∈pt．

□pacer　Pept　　　　　　　　　　　Cαζ一58

ジ　　　　■ o H

［＝コ　　…一39
面CC…33　　　　　　　！□ so

L
畠

H

　現在までにブタCCK－58，58）一3．9（CCK－varian七），59）

一33，】〕ウシCCK－3960）がそれぞれ単離構i造決定され，また，

イヌ，51）ラット，伍2）モルモット63｝のCCKの部分構造が決定されて

いる。さらに，近年，遺伝子操作を用いる方法により，ヒト2）をはじめ

としブタ，64）ラット，65）マウス66）のCCKの構造が相次いで解明さ

れた（図17）。

　また1968年Erspamer等によりカエルの皮膚より単離されたcaeru　lein

〈Pyr－GlrAsp－Tyr（SO，H）一Thr－Gly－Trp－Me七一Asp－Phe－NH、）57）はその10個

のアミノ酸残基中5位のThrを除いてC向側オクタペプチドがCCKと

同一であり，やはりTyr（SO、H）が活性発現に重要である。

第2項　体内分布・生理作用

　CCKは消化管から最初に単離されたペプチドであるが，その後の研

究により脳内にも存在することが明かとなり，いηCCKはいわゆる脳

一腸管ペプチドの一種と考えられるようになった。
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　消化管において，CCK－33とCCK－8はほぼ同量存在し，68）膵

外分泌（消化酵素，NaC1分泌）促進，胆嚢収縮（胆汁分泌）促進等の作用

を持つことが知られている。倒

　脳内では，CCKは90％以上がCCK－8の形で存在」70）大分子

CCKのほか，さらにCCK－5，　CCK－4も存在することが明かに

なった。・1）脳内ではCCKは大脳皮質をはじめとし，海馬，視床・視

床下部，扁桃などの神経細胞や神経繊維に存在し，72）神経伝達物質ある

いは神経調節物質“’73〕として摂食174）体温，75）脳内アミンの遊離76）

等に関与していると言われている。

第3項　CCKの従来の合成研究
　前述のとお』り，CCKの構造的な特徴はそれらの分子内にTyr（SO、H）

を含むことである。化学的にTyr（SO3H）は塩基には比較的安定であるが，

酸には不安定であるという特性を有している。一方，現在ペプチド合成

においては，TFA等の酸でNα保護基を除去しペプチド鎖を延長し，TFMSA，

TMSOTf，HF等の強酸を用いて最終脱保護を行う方法が一般に用いられて

いる。N・脱保護剤としてTFAを用いるこの方法で，酸に不安定なTyr（SO・H）

を含むペプチド鎖を延長させることは，したがって困難であると考えら

れる。1970年，Onde枇iら5）はCCK－12の合成を報告したが（図19），

彼等はTyrをデカペプチドの段階で硫酸化し，　TFAでBoc基を除去しつつ

CCK：一12に導いた。この際，デカペプチドの硫酸化の段階の収率は

器，保護デカペプチドからCCK－12までの全収率は4％であった。こ

Fiq・　19．　Synthetic　Scheme　fo：r　CCK－12、（Ondetti，　Ref．　5）

Boc－IIe－Ser（Bz1｝一NHNH－Z

　OBz　l
B㏄一Asp一二爆1鼻N闇一2一

H一領t－61y－TrP→張∋t－Asp－Ph∈ト・NH2

　　　　　　　　　鴨H

H2－Pd

LA2ide
ムお　コ

py畢idi。e

3』FA

1．Azide
2．TFA

H－11磯・・嵯Ar9礁S臣Ty州εtラ1yイr磯t－As卜晦N慢
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の例からわかるように，この酸処理を繰り返す方法によってCCKを全

合成することは困難と判断せざるを得ない。

　そこで，本品の合成的アプローチとして，1）最初からTyrをTyr（SO、H）

の形で導入し酸処理を避けて合成を進める方法，および，，2）常法を用

いてペプチド鎖を構築後Tyrのフェノール性水酸基を選択的に硫酸化す

る方法，の2つが考えられる。

　1）のアプローチに沿った合成にはWUnschら77｝のCCK－10の合成

があげられる（図20）。彼等は最初，Z－Tyr（SO3・Ba／2）誘導体を用いて

合成を進めたが，CCKのC端部分にMe七が存在しZ基の除去が困難な『

ために，塩基により脱保護可能なFmoc基をN喉護基とし合成を進めた。

また，最終脱保護にはTFAを用いた。しかし，この方法を用いた更に長

Fiq．　20．　Synthetic　Scheme　for　CCK－10　｛W｛insch，　Ref・78）

F由。－AsP（OBu）一A「9－AsP（OBu）《〕H

肱」M（S騨2）識齪　羅。昇呈暑呈。．

H一陀t－61yイ罐t一舶P一「悟NH2

序魁A，轟轟闘陥臨N慢
　　　　　　↓　　　　　　　　　：L．TFA
　　　　　　　　　2。Biogel　P6
　　　　　S隊H3・DE肥一cellu1。se

H礁Sp－A国一AS臣下yr一陀t－Glyイ降隙礁SP一『一門

1．DCC！HOSu
2．piperidine

鎖のCCKの合成については未だ報告がない。なお，彼等はZ基をNσ保

護基とし，Tyr（SOゴBa／2）を用いる方法で，Metをnor　leuc　ine（Nle）に置換

したヒト［15－Me］1i七七1e－gas七rin－II（Pyr－Gly－Pro－Tyr－Leu一［Glu］5－

Ala－Tyr（SO3H）一Gly－Trp－N　le－Asp－Phe－NH、）の合成78）を行っている。

　2）のアプローチを採用する場合に留意せねばならない点として，

pyridine－SO，錯体79）やPAS，8。1濃硫酸811等の硫酸化試薬は一般にTyr

のフェノール性水酸基よりもSer，Thrのアルコール性水酸基を優先的に

硫酸化することが挙げられる。このため，2）のアプローチにより合成を

行うときにはSer，Thrを保護した上で硫酸化を行い，その後，これらの

保護基を酸でなく塩基性条件化で除去することが必要である。これを如

　　　　　　　　　　　　　　一23一一



何に行うかは困難な問題である。先に述べたOnde七七iらによるCCK－

12の合成で，彼等がTyrをSer導入前のデカペプチドの段階で硫酸化し

たのは上記の理由によるものであり，Serを含有するCCK－12の合

成すら非常に困難な問題を抱えていたのである。

　1987年の倉野ら7）によるブタCCK－33の全合成は保護Serを用い

るこのアプローチを採用したものである。彼らの方法はSer残基をphe－

noxyacety1（PhA＞基で保護しペプチド鎖を構築し，　HFでPhA基以外の全

保護基を除去後，PASにより硫酸化を行ったものである（図21）。しか

しながら，この方法でもペプチド鎖構築中にPhA基の脱離が生じたり，

また，最終段階の0．1M　NaOH／DMSOによる脱PhAの際にSerのデヒドロアラ

ニン化82〕が起こる可能性がある。報告によれば，保護ブタCCK－33

からの収率は5％に留まっている。またPenkeら83）もSerの水酸基をace七y1

基で保護しブタCCK－33の合成を試みているが詳報はない。このよ

うに，保護Serを用いるCCKの全合成にもTyrの硫酸化後の脱保護に問

題を残しているように判断される。

　なお，1976年，矢島ら’6｝は，ブタCCK－33非硫酸化体を合成した

が，Tyrの硫酸化には成功しなかった。

：Fiq・21． Procedure　for　Con’▽ersiorl　of　Proteσted　Porcine
CCK－33　to　Sulfated　Porcin色　CCK－33（Kurano，　：Ref．　7）

Pエotected　pCCK－33

　　田FA，　OOC，　60　1nin

　　HF／anisole，0。C，60　min
　　NH　4工／T：FA，0。C，2min
　　Sephadex　工、H－20

Un呂ulfated　pCCIく一3：3工5Ser｛PhA），Tエp（for）1

PAS／TFA，　O。C，120皿in（Suユfaもion）
0．工F「NaOH／D1匪SO，　OOC，　5皿in
　　　　　（Depro’ヒection　of　PhA，　for）

C市川cellulose
Butyl－Toyopear1650逝
CM－Toyop∈｝arl　650M

Sulfated　pCCK－33
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第2節　ヒトCCK－33．の合成

第1項　合成方針

　前述のとおり，倉野ら，RenkeらのブタCCK－33の合成ではSerの

アルコール性水酸基をphenアユace七y1基，あるいはacetyl基で保護したた

め，最終段階での希NaOH処理の際Serがデヒドロアラニン化を起こした可

能性があり，これが最終精製の際の低収率の原因の一つとなっていると

考えられる。また，一般にペプチドを強アルカリ処理することは好まし

いことではない。

　著者はヒトCCK－33を合成するにあたり，彼らの合成法とは全く

異なる新しい方法による合成を検討した。すなわち，CCK－33非硫

酸化体を合成し，そのアミノ基をFmoc基84）で，　Serの水酸基をシリル系

保護基で可逆的に再保護した後，pyridine－SO3錯体を用いTyrの水酸基

を硫酸化する方法である（図22）。

Piq．　22．　Synthetic　Rou七g　to　hCCK－33

［7】　　呂（ONe）一Lys（別一Al竃暫一P＝o－Ser一冠HNH

　　　　　　　　　　　　　　　　2
［6】　　Z（OHe）一G■y－Arg（］ト1ts）一尺et（0）一NHNH

　　　　　　　　　　　　　　　　2
［4］

r31

12】

［1］

【5］Z（。皿r）一S・・（B・1）一エユe－V・1－Ly・｛・）一・鼎・2

　　2〔ONe）一Asn－Leu－Gエn－A5n一工eu一黄HNH
　　　　　　　　　　　　　　2
Z（ONe，」Asp⊂OB21｝鱒Pユro一丁er〔Bz1）一NHNH

　　　　　　　　　　　　　　　2Z｛OMe）一His－Arq｛Hts）一工ユehSeエ・一NHNH

　　　　　　　　　　　　　　22（OMe）一ASp〔OChp｝rArg（Ht5）一Asp（OChp）一

　　　Tyr（C12Bz1，一Met（O）一G］．y－TrpくMts）一
　　　N已t〔0｝一ASP（OChp）■Phe一病H2

　　　　Protected　hCCK－33
　　　　　　⊥喀　phenylthiotrimethYユsi工ane
　　　　　　2・U畳TNSOTf一頻1ioanisole／rFA
　　　　UnsulfaFヒ已〔ユ　hCCK骨3ヨ

　
↓

　
↓　　1・　maskinq　of　a皿ino　function5
　　2．　prefeエential　maskinq　of　Ser－OH
　　3－sulfa七ion　of　Tyr－OH
　　4・　removal　of　masking　qroups　．

Sulfat巳d　hCCK－33

　最初に液相法でヒトCCK－33非硫酸化体を合成することにした。

まず，保護基の選択と脱保護の問題であるが，著者は本品の最終段階に

おける脱保護試薬として藤井、，矢島らにより近年開発された．1M　TMSOTf一
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七hioanisole／TFA系25）を用いることとした。矢島，藤井らが以前に発表

した軍TFMSA－thioanisole／TFA系24・85）はBrφns士ed酸のTFMSAによる脱保

護系であるのに対し，この脱保護系はLewis酸に分類されるTMSOTf　86’87）

によるものであり，新しい概念にもとずく脱保護系であるといえる・こ

のsuper　hard　acid・・）の作用とsof七baseである七hioanisoleによる反応

促進効果15・15）により，1M　TMSOTf一七hioanisole／TFA系はTFMSAを用いる

系よりもさらに強力な脱保護能を持つとされている。この脱保護系を用

いて現在までにすでに数種のペプチドが合成されており，いずれも良好

な結果が得られている。89｝

　ペプチド鎖の延長時の一時的なN2保護基には，TFAで除去可能なZ（OMe＞

基あるいはBoc基を用いることにした。側鎖官能基を有するアミノ酸誘

導体には，TFAに安定で上記最終脱保護系で除去可能な保護基を用いるこ

とにした。まず，CCKのC端部分（30位）に存在するTrp残基につい

てであるが，本品のような長鎖のペプチドを合成する際には合成途上の

Trp残基の酸化，アルキル化を防ぐためTrpの保護が必要不可欠である。

本合成においては著者の開発したTrp（M七s）を用い，　Trpを保護すること

にした。このほかLys（Z），Arg（M七s），Ser（Bz1），Asp（OBz1）またはAsp（OChp）

を用いることにした。また部分的な空気酸化やNα脱保護に際するS一アル

キル化を避けるため，Metをスルポキシドとして保護した。　Tyrに関して

は最初無保護で合成を進めたが，合成途上Tyrの側鎖にアシル化が起こ

り収率の低下を招いたので，Tyr（C1・Bz1）88）の形で保護し再度合成を行

った。

　ペプチド鎖の構築には7個の比較的小さな区分ペプチドヒドラジドを

選び，これらをC端から順次ラセミ化の少ないアジド法により縮合する

計画を立てた。これは，比較的小さな区分ペプチドを縮合に用いた方が

収率がよく，また目的物の精製が容易であると考えたからである。また

Asp（OBzl）を含む区分ペプチド［3］を合成するためには，矢島らが開

発したTroc卍HNH、を用いる置換ヒドラジン法を採用し，亜鉛一士酸処理

により選択的にTroc基を除去し対応するヒドラジド体とすることにした。

　以上の方針にしたがってヒトCCK－33を合成することにした。
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第2項　保護ヒトCCK－33の合成一1，無保護のチロシンを用いた

　　　　合成

（1）ヒトCCK24－33位保護デカペプチドアミド，
　　　Z（OMe）一（hCCK　24－33，［Tyr－free］27）一NH、の合成

　図23に示すように，H－Phe－NH、から出発しステップワイズにC端フラ

グメント［1］の合成を行った。31位の聡七（0）をNB活性エステル法，91）

25位のArg（翫s）を混酸無水物法で，また，27位のTyrをアジド法で縮合し

たが，その他はSu活性エステル法で縮合した。こうして得られたフラグ’

メント［1］の純度をTLC，元素分析，6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析に

よって確認した。他のフラグメントについても同様の手法により純度を

確認した。

　　Fig．　23．　Synthgセic　S¢heme　for　the　Protectε‘Decapeptide　Amid∈，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　27　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝一斑H2　正1ユ　　　　　　210Me，一｛hCCK　24－33【Ty＝一freeユ

2（O塾4ε）一Asp（OChp）一〇Su

2｛OMe）rArq　IHts｝一〇H LMA
2．TFA

Su

Z｛O卍1e）一AsP〔OChp）一〇Su

2｛OHe）一Tyr－NHNH2

2（㎝e）一Met〔O｝一Su

呂‘QMe｝一Gly－OSu

工．azide

2。冊FA

　Su
2．田Fハ

　Su
2．TFA

Boe－T＝P【瓦ts｝一〇Su

Z（OHε）一Mεt〔0｝一〇NB
1』B
2』FA

1．Su
2．TFA

LSu
2．TFA

　　　　　　2
21。凹e）一A・p｛。Chp｝岡岬（Mt・）一A5P（。Chp）一Tyr一皿・t｛。）一Gly一助（阯・）一瓦吐（。〕一

　　　A・P｛㏄hp）一Phe－NH2

Z｛。hε｝畠A・p〔㏄hp｝一。Su　LSu

　　　　　　　　　2』FA　　H－Phe一聾H

（2）ヒトCCK20－23位　保護テトラペプチドヒドラジド，

　　　Z（OMe）一（hCCK　20－23）一NHNH2の合成

　フラグメント〔2］，Z（OMe）一H　i　s－Arg（翫s）一11e－Ser－NHNH・を図24に

示すスキームにしたがって合成した。まず，Z（OMe）一11e－Ser－OMe　92）を

　　　　　　　　　　　　　　　　一27一



TFA処理した後，　Arg（Mts＞，Hisをそれぞれ混酸無水物法，アジド法でス

テップワイズに導入しテトラペプチドエステルとし，これをヒドラジン

処理して［2］に導いた。

Fiq．　24．　Sy篇thetic　Scheme　fo：r　七he　Protected　Te七rapeptide

　　　　　　　　Eydra・ide，　Z（。M・）一（hCCK　20－23）一NHNH2正2ユ

　　　　Z（O遅［e）隔His揖N「Hコ酊H2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：L．azide

　　　　Z（㎝e）一Arg（皿七s）一。H　l．甑　2・NH2NH2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．T：FA
　　　　　　　　　且一工le－Ser－0必e

　　　　　　　　　　Z（O巫e｝一His－Arg（皿ts）一工le翻SeエーN㎜R2

（3）ヒトCCKI7－19位保護トリペプチドヒドラジド，
　　　　　Z（OMe）一（hCCK　17一ユ9）一NHNH2の合成

　　フラグメント［3］ZぐOMe）一Asp（OBzD－Pro－Ser－NHNH，はAsp（BzDを

含む。このため，図25に示すように，この合成には置換ヒドラジンTroc－

NHNH2を採用した。

　Fig．　25．　Synthe’ヒic　Sche：me　fo：r　the　Protected．Tripep・ヒide

　　　　　　　　　　HYdra・ide’Z（OM・）一1ぬCCK　17幽19）一R恥且2　f3ユ

Z（0瓦e）一Asp（OB2：1）一〇H

Z（OMe）一P：じ。－OH
1．DCC－HOBt

幽

H－Ser（Bz1）一NH国ヨー田roc 2．田FA

　　　　　　　　　Z（OIMe）一Asp（OBzl）一Pro－Seエ（Bzl）悶NHNH－Troc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓・n／A・・H

　　　　　　　　　Z｛OIMe）一Asp（OB　z　l）一Pエ。一Seエ（Bz＝L｝一NHNヨ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

　H－Ser（Bz1）一醐NH－TrocにZ（OMe）一Pro－OHをDCC－HOB七法93）で，次いで，

Z（0凹e）一Asp（Bz1）一〇Hを混酸無水物法でそれぞれ導入し，トリペプチド誘

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一28一



導体とし，最後にこれをZn－AcOH処理してTroc基を除去し［3］とした。

溶解性を増すために，フラグメント［3］および，以下に述べる［5］

に含まれるSerをBz1基で保護し合成を進めた。

（4）ヒトCCK12－16位保護ペンタペプチドヒドラジド，
　　　Z（OMe）一（hCCK　l2－16）一NH、の合成

　Z（OMe）一Asn－Leu－0権94）をTFA処理した後，　Np法で各アミノ酸をステッ

プワイズに導入しペンタペプチドエステルとし，さらにヒドラジン処理

により目的のフラグメント：［4］，Z（OMe）一Asn－Leu－G　ln－Asn－Leu－NHNH2

を得た（図26）。

：Fiq．　26．　Synthe・ヒic　Scheme　：Eo：r　the　Protected　Pentapep・ヒide

　　　　　Ryd「a・id・’Z（O込1・）一（hCCK　I2－16＞一N田H2エ4］

Z（0皿e）一Asn－ONp

Z（O頒e）一Leu－0瓦P

Z（01近e）一Gln－ONP

H－Asn－Leu－O逗e

：L．N

1．K

2．TFA

1．西

2．TFA

2．NHN且
　　2　2

Z（QIMe）一Asn一］」eu－Gln－Asn・一・Leu一凶HRH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．

（5）ヒトCCK8－1’1位　保護テトラペプチドヒドラジド，

　　　Z（OMe）一（hCCK　8－11）一NHNH2の合成

　図27に示すスキームに従ってフラグメント［5］，Z（OMe＞一Ser（Bz1）一

11e－Va1－Lys（Z）一NHNH、を合成した。まずかさばりの大きい側鎖を持？

ジペプチド，Z（OMe）一11e－Va1－OMeをNp法で合成し，次いでこれをヒドラ

ジン処理し対応するヒドラジドとした。さらにこれとH－Lys（Z）一〇Meとを

アジド法で縮合しトリペプチドエステルとした。これにZ（OMe）一Ser（Bz1）

一〇Hを混酸無水物法で導入し，得られたテトラペプチドエステルをヒド

ラジン処理し［5］に導いた。
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Fiq．　27．　SY轟七hetic　Scheme　fo：r　・ヒhe　Pエ〇七ected　Tet：rapeptide

　　　　　　　　Hyd・a・ide，2｛（逝e）一｛．hCCK　8－U）一四HNH2［5］

Z（Oハie）一Se：r｛Bzl）一〇H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l。MA

Z（0皿e）一工le－ONp　LN　　　2・NH2NH2
　　　　H．▽al．。皿。2・NH2Nヨ21．a，id。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2．田：FA

　　　　H一：Lys（Z）一〇逼e

Z（0皿e）一Ser（B・1）一工le－Val－Ly・｛Z）一NHNH2

（6）ヒトCCK5－7位保護トリペプチドヒドラジド，
　　　　　Z（OMe）一（hCCK　5－7）一NHNH，の合成

　フラグメント［6］，Z（OMe）一Gly－Arg（M七s）一Me七（0＞一NHNH，を図28の

スキームに示すように合成した。まず，Z（OMe）一Arg（趾s）一Me七（0）一〇Me　95｝

をTFA処理し，これにZ（0巌e）一G　1γ一〇HをSu活性エステ：ル法で導入してトリ

ペプチドエステルとした後，ヒドラジン処理することにより［6］を得

た。

Fiq．28． Syn七hetic　Scheme　fo：r　・ヒhe　Protected　Tripeptide

且yd「a・id・’Z（OM・）一（hCCK　5－7）一N梱E2［6］

2（0凹e）一Gly－OSu

H－Arq（皿ts）一Met（0）一〇皿e

1．SU
2・瓦R2N且2

猛（。皿・）一Gly－Arg（枇s）胸M・t（。）隔NH箇H2

（7）ヒトCCK1－4位保護テトラペプチドヒドラジド，
　　　　Z（0団e＞一（hCCK　1－4）一NHNH、の合成

N端フラグメント［7LZ〈OMe）一Lys（Z）一A正a－Pro－Ser－NHNH　2

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－30一
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に示すスキームによって合成した。まず，既知物質のZ（OMe）一Ala－Pro－

OH’6）を出発物質とし，これとH－Ser－OMeをDCCで縮合してトリペプチド

エステルとし，次にこれを霜A処理した後，Z（OMe）一Lys（Z）一〇HをSu活性

エステル法で縮合して対応するトリペプチドエステルを得，最後にこれ

をヒドラジン処理して［7］とした。

：Fig．　29．　Synthetic　Sche皿e　for　the　Protected　Tet：rapeptide

　　　　　Hydra・ide’Z（OHe）闇（hCCK　I－4）一NHNH2［7］

Z（0皿e）一工、ys（Z）一〇Su

Z（OMe）一Ala－Pro－OH

H－Ser－OMe

　DCC
2．TFA

1．Su
2・瓦H2NH2

Z（OMe）「エys（2）口Ala口Pr。一Ser－NHNH2

（8）保護ヒトCCK－33［Tyr－free］27の合成

　こうして得られた7個のフラグメントをC端から順にラセミ化の少な

いアジド法を用いて縮合した（図30）。それぞれの反応の終結をニンヒ

ドリンテストにより確認した。ペプチド鎖の伸長に伴い，アシル成分の

量を1．5当量から5当量へと増量した。特にフラグメント［4］の縮合の

際には合計8当量（5＋3当量〉のアシル成分を使用した。このヒドラジドは

D姫に難i溶でありアジド体に変換する際にはDMF－DMSO－HMPA（1：1：1）の混

合溶媒を大量に使用しなければならなかった。生成物の精製はDMF－MeOH

による再沈殿あるいはDMFを溶出液とするSephadex　LH－20によるゲル濾

過により行った。それぞれの生成物について，C端のPheを基準とした酸

加水分解後のアミノ酸分析値を求めることにより純度を確認した（表4）。

上記のフラグメント縮合においてアシル成分を過剰に用いたためTyr残

基がある程度アシル化されることは避けられず，途中Sephadex　LH－20を

用いるゲル濾過で精製せねばならなかった。このため縮合時の収率は4翫一

69駕に留まった。Tyrの硫酸化時の困難さを考えると多量のCCK－33

　　　　　　　　　　　　　　－31一
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第3項保護ヒトCCK－33の合成一2，保護チロシンを用いた合成

（1）ヒトCCK24－33位保護デカペプチドアミド，
　　　Z（OMe）一（hCCK　24－33，［Tyr（C12Bz1）］27）一NH、の合成

　図31に示すとおり，Tyr（C1，BzDを用いてC端のデカペプチドアミド

［r］を別途合成した。前項で述べたZ（OMe）一Me七（0）一Gly－Trp（M七s）一州t（0）一

Asp（OChp）一Phe－NH、を常法でTFA処理し，これにZ（OMe）一Tyr（CI，Bzl）一〇H

をSu活性エステル法で導入した。以後のアミノ酸誘導体も同様にSu活性

エステル法で導入した。

Fiq．　31．　Synthe’ヒic　Sch㎝e　for　the　Protected　Decapepもide　Amide，

　　　　・（。・・）一（hC・…一33［・y・（・・2B・・月27）一・H、［P］

猛｛OMe軌一Asp（OChpl－OSu

Z（OMe）一Arq（Mts｝一〇Su

Z（O凹e）一Asp（OChpl－OSu

Z（。Me）　Tyr（C12B・1）一。Su

1．SU

2．TFA

1．s

2．TFA

Su

H「Met（0｝一Gly－Trp（Mts）一Met（O｝・r

　A・p（OChp）唱Phe－NH2

1．Su
2．TFA

2（OMe）一Asp〔OChp）一Arg価ts｝一Asp（OChpγ一Tyr（C12B21）。Met（O）一
　　　Gly－Trp（凹ts）一Het（0｝一Asp（OChp〕一Phe－NH．2

（2）保護ヒトCCK－33［Tyr（C1、Bz1）P7の合成

　別途合成したC端フラグメント［1’］を出発物質とし前項で調製した

6つのフラグメントを順次アジド法で導入した（図32）。フラグメント

［4］のアジドの調製にはDMF－DMSO－HMPAを用いたが，それ以外のフラグ

メントに対しては常用のDMFを溶媒として用いた。ペプチド鎖の延長に

伴い，加えるアシル成分の量を1．5当量から5当量へと増加させた』

Tyr（C1，Bz1）体を用いたことにより，Tyrの側鎖がアシル化されることな

く容易に反応を進行させることができた。残存するアシル成分の除去の

ために保護22，26，33ペプチドをSephadex　LH－60を用いて精製せ

　　　　　　　　　　　　　　一33一
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   [7] z(oMe)-Lys(Z)-Ala-Pro-Ser-NHNH2

   [6] z(OMe)-Gly-Arg(Mts}-MetCO)-NHNH2 ,
   [5] Z(OMe)-Ser(Bzl)-Ile-Val-Lys(Z)-NHNH2

   [4] z<oMe)-Asn-Leu-Gln-Asn-leu-NHNH2
   [3] ZCOMe)-AspCOBzl)-Pro-Ser(OBzl)-NHNH2
   [2] zCO"le)･-His-Arg(Mts)-Ile+-Ser-NHNH2
   [l'] ZCOMe)-Asp(OChp)-Arg(Mts)-Asp(OChp)-Tyr(C12Bzl)-

   Z(CMde}<[!})-Ala-Pro-Ser-Gly Arg Met Ser rle-Val-((l!il)-Asn-Leu-Gln-Asn-

                                                             @          Leu AsR Pro@                         His Arg :le-Ser Asp Ar Asp Tyr Met Gly

          Met Asp Phe-NH2

     . or protected amino acids: kgs[g6ECigAelS?66>i:Y[Bggi2E･S:Zlls',i,Pfr?EiSlg.i)

Table 5. Arnino Acid Ratios in 6N HC:. HydroZysates of hCCK-33, Unsulfated hCCK-33

        and Protected rnterrnediates

2ys(Z)-NHNH2

-NHNH2

)-NHNH

u-NHNH2
oBzl)-NHNH2

)

er-NHNH2
-Asp(OChp)-Tyr(C12Bzl)-
-Met(O)+-Asp(OChp)-Phe-NH2

'

Probected Pe tides
24-33 20-33 Z7-33 ,12-33.
 (10) C14) (17} C22)

8--33

(26)
5-33
(29}

     [insuliated Sulfated
1-33
      hC K-33 hex-33(33)

Asp
Ser
Glu
Pro
Gly
Ala
Val
Met
rle
Leu
Tyr
Phe
eys
His
mrp
Arg

2.81

LU
- 1.71

 O.92
 1.00

 O.96t
 O.96

3.09
O.B7

1.2g

i.66

L08

1.05
i.oo

O.97
O.B6*
2.17

4.04
1.87

e.go
L ll

1.82
O.97

1.04
1.00

.O.94

O.86t
L96

S.71
1.57
1.03
O.89
l.29

1.7B
O.91
1.89
L02
1.eo

O.80
o,es+
1.9e

5.S2
2.52
Z.07
O.92
L2B

O.78
1.67
Z.69
1.99
1.05
1.00
O.81
O.7S
O.72t
2.06

5.74
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O.70
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1.00
O.7S
O.E8
O.B7t
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3.69
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2.32
2.57
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O.81
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1.76
2.21
Z.05
LOO
2.:O
O.73
O;BSt
3.20
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3.59
1,11
2.02
2.ZB
1.:1
O.73
2.53
1,49
2.10
O.91
z.oo
1,75
O.7S
N.D.
2.69
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3.62(4)
1.05(1)
1,7Z C2)
2.09 {2)

z.oo a)
O.71C1)
2.86(3)
l.67 (2)

2.05 (2)
O.94 Cl)

LOO (1)
2.11(2}
O.87 (1)
N.D. (1)
3.11 (3)

Rec=nT. aol 89t 79g 77g 82i 9St 84i 841 791

*Deterrnined by 4N MSA Hydrolysis
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第4項　ヒトCCK非硫酸化体の合成

　前項で得た保護CCK－33．を図33に示すように脱保護，精製した。

　まず，保護ペプチド中のMet（0）をphenylthio七rimethylsilane側で還1

元し，次いでこれを氷厚下田TMSOTf一七hioanisole／TFAで120分処理し全

保護基を除去した。さらに脱保護体をSephadex　G－25を用いるゲル濾過

（溶出液＝0．5N　AcOH），次いでCM－Trisacryl　Mを用いるイオン交換クロ

マトグラフィー（溶出液INH、HCO、バッファー）で精製した（図34－a）。

これをさらにCH　3　CN／0．螂TFAを溶出液とし，　Synchropak　RP－20カラムを

用いるHPLCで精製を行い，高純度の合成ヒトCCK－33非硫酸化体を

得た（図34－b）。本品の純度を分析HPLC，酸加水分解（表5），およびLAP

酵素消化後のアミノ酸分析，FAB一質量分析等により確認した。

Fig．33．　Depr。tecti。n　and　Pu・ifica七i。n。f

　　　　　　　　Unsuユfated　hCCK－33

　　Pro’ヒected　hCCK－33

　　　　　　1．phenylthi。七rimethyl・ilane（r・tり60min）
　　　　　　2．　1皿丁腫SOTf－thioani501e／TFA　｛OoC，120min）
　　　　　　3．　Sephadex　G－25　｛O．5N　AcOH）
　　　　　　4．㎝一丁・isacryユM（0・01一。・2M　NH4HCO3）

　　　　　　5．　Synchropak　RP－20

　　　Unsulfated　hCCK－33

Fig．34．　Purificati。n。f　Un・ulf・t・d　hCCK－33

a｝
b）

a）C臨Purified　S即ple。n　Syndu℃P註R卜P
b）HP1℃一Rrified　S岬le㎝1㏄測一3020DS
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第5項　CCK硫酸化のための予備実験

　ヒトCCK－33非硫酸化体のTyr残基をSer残基の存在下に選択的に

硫酸化するに先立ち，硫酸化試薬，および硫酸化の際，Ser以外にも留

意する必要のあるアミノ酸について検討を加えた。

（1）硫酸化試薬の検討

　Tyrの硫酸化試薬として現在までに濃硫酸，81｝PAS，呂。｝pyridine－SO3

錯体79）などが用いられている。

　このうち濃硫酸を用いる方法はTyr（SO，H）と同時に3Lスルポニルチロ

シンを副生する5・8Dので好ましい方法とは言えない。

　PASはPenkeらにより近年開発された硫酸化試薬であり，倉野らはブタ

CCK－33の合成に際し，TFA中これを用いてTyrの硫酸化を行った。7）

しかし，Tyr（SO，H）の酸に対する不安定さ，お』よび著者の合成したヒト

CCK－33北山酸化体中にTFAに不安定な無保護のTrpが存在すること

を考慮し，著者は弱塩基性条件下にTyrの硫酸化を行うことが好ましい

と考えた。一方，PenkeらはDMF－pyr　i　d　i　ne中でPASによる硫酸化を行った。83）

しかし，著者の予備実験の結果，DMF－pyridine中ではpyridine－SO、錯体

の方がPASよりも速くZ（OMe）一Tyr－0晩を硫酸化することがわかった（図35）。

また，Z（OMe）一Ser－OMeに関しても同様の傾向がみられた。

Fig・　35．　Su工fation　of　Z（OMe）一Tyr－0｝1｛∋　己皿d　窓〔O罠已｝一Se＝一〇凹e

　　　in　D卜田一py＝idine　with　Py・idi皿e－S。3　C。mpよ・x。τPA5

5ulrouα11＝，

　Ioo

o

」L

o

o
ム　ゐ

o
S口lf口tIOπof

　zく晩，rsヒr・騰　 留

　Pγ’一s05　一・一
　F鰻　　　　一▲一
　Z‘研㎏｝一Tyr騨Ohεby

　Pyr一忘05　　－o』
　P員s　　　　－o＿

5 且o 15 20　【h，
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　以上のことから，著者はpyridine－SO，錯体を用いD距一pyridine中Tyr

の硫酸化を行うのが適当であると判断した。しかし，この試薬も前述の

とおりTyrのフェノール性水酸基よりもSerのアルコール性水酸基を選択

的に硫酸化する。したがって，この試薬を用いてTyrを硫酸化するため

にはSerの水酸基を保護する必要がある。また，この試薬がアミノ基に

作用してスルファミン酸を生成する可能性5）もあるのでα一およびε一

アミノ基の保護も必要となる。その他のアミノ酸残基についてTLCで調

べた結果，Hisがこの試薬により部分的にスルホン化されることがわか

った。しかし，このHisの反応系にH，oを添加すると60分以内にHisが再生

されることがわかった。また，反応系にEDTを加えてもTyrの硫酸化には

影響しなかったので，CCK：の硫酸化の際にはMe七の部分的酸化を防ぐ

ためにEDTを添加することにした。

（2）Ser側鎖の選択的保護

　著者は，トリアルキルシリルクロライド（R、SiC1）が一般に硫酸化試

薬と二様，フェノール性水酸基よりも1緯アルコール性水酸基に対し反

応性が高いことに着目し，これをCCKの硫酸化に際して，　Seビの可逆

的な保護基として用いることを検討した。

　まず，pyridine－SO、錯体による硫酸化の条件下に安定なSerの0一トリ

アルキルシリル誘導体を検索した。Me，Si基，98）tBuMe，Si基，99）tBuPh、Si

基1。。）の3種について検討を加えたどころ，SereBuPh，Si）誘導体がTyr

の硫酸化の条件下，24時間後も安定であることがわかった。他の2つの

誘導体Ser（Me、Si＞，Ser〈tBUMe，Si）はこの条件下不安定であった。

　次にtBuPh，SiC1を用いimidaZole存在下，Z（OMe）一Tyr－OMe，　Z（OMe）一Ser－

OMeの水酸基のシリル化の選択性を調べたところ，　Serのアルコール性水

酸基は氷三下30分で完全にシリル化されたのに対し，Tyrのフェノール

性水酸基は4時間後でも46％がシリル化されるにとどまり，この試薬によ

っても，予想通りTyrよりもSerが優先的にシリル化されることがわかっ

た。さらに，このTyrの部分的なシリル化は反応系にフェノール類を添

加することにより効果的に抑制できることがわかった。3種のフェノー
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ル化合物を検討したが，この中でフェノールが他にくらべ良好な結果を

与えたく図36）。20当量のフェノールを添加した際には4時間後のTyrの

シリル化は31％と，不添加時の約％に減少した。

　　Sily1皿tio皿　（Z）

　100

80

60

40

20

r岬 @　ム’燭＿▲斜
　　◆一◆◆／

　　　　　　　　　　　ムグ♂…i多・
含一一

エのエ　なむユヨ

　（2。・q｝　B“早h2　B岬h2
　　　　　　　　　　　　　　ヨエ
Add。。t　　S6。　丁歩。

noロq　　　　一●一　　一｛ト

lll；：』、‡↓

m；龍山h’。一＋一◇一

1 2 3 4　　h

Fig．　36．　tort－ButyldiPhenylsiユy1ロtion　of　Ser　｛Lrld　Tyr

　つぎにtBuPh，si基の除去が問題になるが，本望は1M　Bu、NFIo1）／Dhrに

より氷冷下60分で除去可能であった。一方，Tyr（SO3H）はこの条件下で

安定であった。TLCで検定した結果His，Me七，Trpはシリル化，脱シリル化

の条件下で安定であった。

　これらのモデル実験の結果から，Serのアルコール性水酸基をtBuPh、Si

基で可逆的に保護することが可能であることがわかった。

（3）α一及びε一アミノ基の選択的保護

　FI船。基8のは1970年Carpino，Hanにより塩基で除去可能なアミノ基の保

護基として開発された。著者は硫酸化の際の1位と11位のLysのN・お

よびN‘保護にこの保護基を用いることにした。TLCで見るかぎり，Fmc－OSu

によるFmoc化の際に見られるTyrの部分的0一アシル化は，少量のフェノー

ル添加により抑制可能であった。また，この予備実験の過程において著

者はFmoc基がtBuPh、Si基と同様，　fMヨu、NF／DMFにより氷冷下60分で除去

可能であることを見いだした。
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第6項　ヒトCCK－33の合成

　前項で得たモデル実験の結果をもとに，著者は以下のようにヒトCCK

－33非硫酸化体を目的の硫酸化体に変換した（図37）。

　1）まずα一，ε一アミノ基を保護するためにTEA存：在下Fmc－OSu処理

を0℃，2時間行った。この際，Tyr残基へのFmoc基の導入を避けるために

フェノールを反応系に添加した。2）次いでSer－OHを選択的に保護する

ためにイミダゾール存在下，吃BuPh2sic1で4℃，14時間処理した。この際

もTyr残基のシリル化を抑制するためフェノールを添加した。3）さら

にこれを，20％ピリジン含有D証中でpyridine－SO3錯体と25℃，24時間反

応させ，Tyrを硫酸化した。この際Me士およびTrp残基の保護のためにEDT

を反応系に添加した。4）最後に1M　Bu，NFでtBuPh，si基とFmoc基を同時

に除去した。この際Fmc基除去により生じるdibenzofulvene　l。2）を捕獲

するためにEDTを添加した。

　Fig．37．　Pr。cedure　f。エC。nversi。n。f　Unsuユfated　hCCK－33七。　Sulfated　hCCk－33

Unsulfated　hCCK－3＝3

　　　1．　F皿oc－OSu　＋　pheno工　in　ユ0号　aqeous　D囲　　｛OoCr2h）

　　　　precipitation　with　ether
Fmoc一［2Lys〔Fmoo）】一hCCK－33　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　12・論量鑑二・評’　＋ph一’｛　調

　　　　　　　　　ヒ
恥ド1羅鑑；離ll；麟：一…一姻
　　　　　　　　　tFmoc一［2Lys〔F皿oc），4Se＝〔　BuPh　Si），Tyr｛SO　H｝〕一hCCK－33
　　　　　　　　　　　2　　　　　　　3
　　　4．　■M　Bu4NF／DMF　＋　EDT　‘250C，lh）

　　　　Sephadex　G－1D
　　　　CM－TrisacryエM
　　　　Asahipak　ODP－50
Suユfated　hCCK－33

　このようにして硫酸化されたヒトCCK－33をCM－Trisacryl　Mを用

いるイオン交換クロマトグラフィーにより精製した（図38－a，b）。この

際0．01Mから0．2MのNH、HCO　3によるグラジエント溶出を行った。さらにこ

れをHPLCで精製した（図38－c）。この際にはAsahipak　ODP－50カラムを

用い，3翼CH、CN／0．1M　AcONH、によるイソクラティック溶出を行った。イ

オン交換クロマトグラフィーによる精製は過剰に硫酸化されたCCKお

よび硫酸化されずに残ったCCK：を除去するのに効果的であり，　HPLC精
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製はMe七（0）体の除去に有効であった。非硫酸化体からめ収率は15％であ

った。

　こうして得られた合成ヒトCCK－33の純度をHPLC，6N　HC1による

酸分解，およびLAPによる酵素消化後のアミノ酸分析により確認した。

またLAP消化後のアミノ酸分析によりTyr（SO，H）の存在も確認できた。

a）

ユ．0

0。5

O、D．280 ㎝0
Gτad工¢nt

↓

5

b） c）

　　25　　　　50
Tube　No．

　Fig．　38．　α｛and　HPI．c　Purificaしion昌　of　hCCK－33

　　　　　a）　CM－T＝isacryl　N　purificat；ion

　　　　　b）　HPエC　p廿rification　of　CM－pロrified　sample　on　YMC　AM－302　0DS

　　　　　c）　HPLC　of　puτifi∈…d　5ample　o耳　Asahipak　ODP－50

　以上，著者は，ペプチドホルモンの合成史上，全合成の困難であった

CCKのうち，ヒトCCK－33を，その構造が解明されたのを機会に

Serの水酸基を可逆的に保護する手法によって全合成することに成功し

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿一・
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’第7項　合成ヒトCCK－33の生理活性

　著者の合成したヒトCCK－33の生理活性は，合成CCK－8との

比較により，井上講師，戸部教授らによって検定された。ベントバルビ

タールにより麻酔されたmongre　1犬（nニ4）における膵毛細管血流および膵

蛋白質放出に対するこれらの活性が比較されたが，この際，膵毛細管血

流についてはlaser　Doppler　perfusion　moni七〇rlo3）で測定された。ま

た，膵液中の蛋白質濃…度についてはLowryらの方法1041が用いられた。

　合成ヒトCCK－33およびCCK－8（1．0，3．125，6．25，12．5，

25，50，100，200pmo1／kg　of　body　weigh七）を60分間隔で腿静脈のカテ

ーテルより静注した際，膵毛細管血流は合成ヒトCCK－33の投与に

よりdose－dependen七に増加した。膵蛋白質放出についても同様に，合成

ヒトCCK－33の投与によりdose－dependen七に増加した。増加効果は

3．125pmo　l／kgを下限として観察された。また，最大効果は200pmo　1／kgに

おいて観察された。膵毛細管血流と膵蛋白質放出に関しては合成ヒトC

CK－33は等モルの合成ヒトCCK－8の92％の活性を持つことが分

かった（図39）。
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　ラットにおける胃酸，ペプシン放出が森賀講師らによって検定された

結果，invivoにおいて合成ヒトCCK－33は等モルの合成ヒトCCK

－8の2～3倍の活性をもっていた。モルモット摘出胃からのべプシノ

ーゲン分泌刺激に関しては，合成ヒトCCK－33は等モルの合成ヒト

CGK－8とほぼ同等の活性をもっていた。　CCK：一8は等モルのブタ

CCK：一33の2．5倍の活性を持つと報告されている。105）したがって，

合成ヒトCCK：一33は天然ブタCCK－33と比べ同等あるいはそれ

以上の活性を持つことがわかった。

　さらに井上講師，戸部教授らによって，上記のイヌによるアッセイ系

において，合成ヒトCCK－33非硫酸化体の活性は等モルのCCK－

8に対し0．074であり，CCKの生理活性に対する硫酸基の重要性が確認

された。
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結 語

　著者は，新しいトリプトファンの保護基，Trp（M七s）を開発し，これが

CCKのようなTrp含有ペプチドの合成に実用性のあるものであること

を示した。さらに，フッ素イオンにより可逆的に除去可能なシリル化合

物によるSer水酸基の保護法，およびFmoc基によるアミノ保護法を見い

だした。これらの知見を総合して，Tyrのフェノール性水酸基の選択的な

硫酸エステル化を可能にし，ここにヒトCCK－33を全合成すること

に成功した。この合成によって，未だ天然品の得られていないヒトCCK

－33の生理活性についての知見を得ることができた。

　上記の研究は，トリプトファン含有ペプチド，および硫酸化チロシン

含有ペプチドの合成化学の進歩，ならびに消化管ペプチド研究の発展に

寄与するものがあると考える。
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実　験　め　部

．融点・（mp）は，柳本融点測定器で測定，全て未補正。旋光度の測定に

はUnion　Au七dm七ic　Digi七al　Polarime七er　PM－101を用いた。

　ペプチ下の加水分解を以下．の3つの方法で行い，加水分解物のアミノ

酸組成をMOorel　P6）らの方法にしたがってHitachi　Amino　Acid　Analy2br

835型で測定した。

　1）6N　HC1加水分解＝3図蒸留した定沸点塩酸（bp　110℃，6規定〉を使

　　　諭し，減圧封直中でnO℃，24時間保った6・ペプチド中にT陛が存・

　　　在する場合には，辱定沸点塩酸にフェノールを添加．して水解を行っ

　　　た。

　2）4N弼A加水分解＝1）の条件下ではTrpがほと、んど分解・され検出

　　　不可能であるため，Lid1。7）らの方法に従い減圧封管後，110℃，

　　　24時間保って加水分解し，Trpを定量した。一　・1

　3）生AP消化：LAP（Sig皿a　No．6007）の0．2Mトリス，HCl緩衝液、（pH　73）

　　　溶液（10U／m1）を使用・し，：37℃で鍛時間インキュベートした。酌

　薄層クロヤトグラフィ・一lTLC）には』ki6se1菖el　G・nach　S七ah1（Me沈h）

を用い，以下の溶媒系（Wので展開した。

Rf、　CHCI、一MeOH－H，0（8：3：1下層）

Rf　2　　　CHC13－MeOH　C’10：・αち　ン．　　　　　　　　　　　　　　　　』　　　・

Rf　3　．　CH　C　1お≒MeOH－AcOH・（　9：1：α5．）　』

Rf4　　　h・一BuOH」A¢OHニー重〕yr　id－ine」H20’（4三・1：1：2）．

価5　　　丘→3uOH－AcOH〒A60Et二H　20　（　’1：ユ：1＝1　＞

幽Rf　6　　髄CHGユ3一回eOH．（9：1一）

・Rf学　’一．　C耳C1ゴ」一MeOH⊥H20’・（玉8ゴ3葦1）さ　r”・　・’・　　　　奪　．．

TLCのニンヒドリン発色の定量には，　Shimadzu　DUa1F舶v¢1eh鮎｝汀LC・

Scahher　CS－900（艶cordeセ＝・U」255　MCS’）・を使用しだ。』1ギ＼・，，

　シリカゲルクロマトグ・ラブイ∴」には；Kies619さr60てn6Fch；）を一用レ・た。

ゲル濾過カラムク画マ1トグララィ　にはSebhadex“G⊥10，　Sebhadex　G－25，

Sephadex　LH－20，　Sephad6x・L餅60を用い，・イオシ交換カラムグtゴマトグ
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ラフィーには，CM－Trisacryl　M（LKB）を用いて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Hi捻chi　Mode1100－20　Spec廿ometerで測定

した。高速液体クロマトグラフィーにはWa七ers　204型を使用し，

Cosmosil　5C18（4．6x150㎜），　Nucleosi亘5C18（4x150㎜，10x250㎜），

Synchropak腔一P（4x250㎜），　YMC　AM－302（4x150㎜），　Asahipak　ODP－50

（4x150㎜，10x250㎜〉カラムを使用した。溶出には，CH、CN－0．1鬼TFA系また

はCH、CN－0．鋼AcONH4（pH　6．5）系を用いた。

　Disk等電点電気泳動には，　Pharma　l　yte（Pharmacia，　pH　3－10）を含む

7．5％ポリアクリルアミドを用い，200V低電圧で4℃，4－5時間泳動した。

　脱保護：

　各縮合反応に先立ち，N2保護基（Z（OMe）基あるいはBoc基）を除去する

ため，TFA処理をアニソール存在下氷冷下1－3時聞行った。この際TFA，ア

ニソールの量は保護ペプチド1gに対しそれぞれ3m1，1m1を目安として用

いた。脱保護後，反応液を室温で濃縮し，得られるオイルをn－hexaneで

デカントし，さらにe七herでパウダーとなるものに関してはパウダーと

した。次いで，このオイルまたはパウダーをKOH上1－2時間減圧乾燥させ

た。

　縮合反応：

　1）DCCおよび活性エステル縮合反応を室温で行った。

　2）アジド法を全てRudingerの変法35）にしたがって行った。ヒドラジ

　　　ドをD匪あるいはDMFのMSO－HMPAの混液に溶解させ，寒剤冷却下，

　　　HC　1－DMF（2．2当量），亜硝酸イソアミル（1．1当量）を加え15－20分

　　　撹灯し，ヒドラジン試薬108）が陰性になったことを確認後，TEA

　　　（2．2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TEAを加えた。

　3）混酸無水物法を，Vaughanの方法36｝に従って行った。アシル成分

　　　をTHFに溶解させ，　TEA（1．1当量）を加えた後，寒剤冷却下，イソプ

　　　チルク河船ホルメート（1．1当量）を加え20分撹話した。この反応

　　　液に寒剤で冷却したアミン成分のmr溶液を加えた。
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　精製法：

　特に記載のないかぎり，生成物の精製には以下の3つの方法のいずれ

かを用いた。

　1）A法：AcOEtに易溶の保護ペプチドを精製するため，反応液を濃

　　　縮後，AcOE士抽出し，5％クエン酸水溶液，5％NaHCO、水溶液，飽和

　　　食塩水で順次洗浄し，Na，SO、上乾燥させ濃縮した。残渣を適当な

　　　溶媒より結晶あるいは沈殿とした。

　2）B法＝AcOE七に難溶の保護ペプチドの精製には，反応液を濃縮後

　　　5％クエン酸水溶液で処理し，得られる粉末を5％クエン酸水溶液，’

　　　5％NaHCO　3水溶液，　H、0で順次バッチ法で洗浄した。

　3）C法：高分子の保護ペプチドでB法のみでは十分な精製ができ

　　　ないものについては，B法による精製を行った後，DMFを溶出液と

　　　するSephadex　LH－60カラム（3x130cm程度）でゲル濾過し，各フラ

　　　クション（約10m1）の280n皿での吸収を測定した。次いで目的の部

　　　分を集め濃縮後AcOEtで粉末化させた。
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第1章に関する実験

　第2’節に関する実験

1｝　　Z（OMe）一Trp－OBzl

Z（OMe）一Trp－GH（20，0㎎，54．4㎜1）をBoc－Trp－OBzl　l　o　9）と同様にベンジ

ルエステル化し，これをAcOE七一n－hexaneで再結晶した。

収量21．86g（88％），　mp　94－95℃，

［α］言2　－16．1。　（c＝0．6，DMF），　Rf　2　0．71．

Anal．　CaIcd　for　C27H26N505：　C，70．73；　H，5．72；　N，6．11．

　　　　　　　　　　Found：　C，70．80；　H，5．92；　N，6．21．

2）　　Z（OMe）一Trp（M七s）一〇H

　Z（OMe）一Trp－OBzl（27．51g，60㎜1）のCH　2　C　12溶液（300m1）に氷一食塩冷

却下，NaOH末（6．　Og，150㎜1），ce七y1七ri聡七hyla㎜nium　chloride（0．19g，

0．6㎜01）を加えた。さらにれに，Mts－C　1（32．85g，150㎜1）のCH　2　C　l，溶

液を滴下した。氷冷下16h撹噛した後，1NHC1で酸性とした。有機層を

H、0，5洲aHCO3，　H，0で洗浄の後，Na，SO、で乾燥した。これを濃縮し，E士OH

（600m1）に溶かした。これに1N　NaOH（90m1）を加え2．5h撹宿した。溶媒

を減圧留温し，H・0（400m1＞を加えた後，水層をe七herで洗浄し，1N　HCIで

酸性とした。生ずるオイルをAcOE七で抽出し，NaC1水で洗浄した後，Na，SO、

で乾燥した。これを濃縮し残渣をn－hexaneでパウダーとした。

収量32．4g（98紛，　Rf　10，79．

元素分析のためサンプルの一部をCHC1・一MeOH（40：1）を溶出液とするシリ

カゲルクロマトグラフィーにより精製した。

mp　77－79　。C，　［α］る呂　一10．1。　（c＝1．8，DMF），

Ana1．　Calcd　for　C2gH3。N207S：　C，63．26；　H，5．49；　N，5，09．

　　　　　　　　　　　Found：　C，63．21；　H，5．42；　N，5．22．

3）　H－Trp（Mts）一〇H　　　　　　　　　　　’

　Z（OMe＞一Trp（Mts）一〇H（0・559・1・0㎜01）を常法によりTFA処理した後，TFA
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を減圧七去した。残渣をe七herで処理しパウダーを得た。これを少量の

TEA存在下MeOH－etherで再結晶した。

収量0．34g（87銘），　mp　211r213℃，

［α］各5　－30．Oo　（c＝0．6，DMF＞，　Rf，　0．44．

Ana1．　Calcd　for　C20H22N20結S：　C，62．16；　H，5，74；　1Ψ，7．25．

　　　　　　　　　　　Found：　C，61．89；　H，5．74；　翼，7．11．

4）　　Z（OMe）一Trp（M七s）一NHNHz

　Z（OMe）一Trp（M七s）一〇Bz1（0．50g，0．78㎜01）のE七〇H溶液（20m1）1こ80馳水

ヒドラジン（0．19ml，5eq）を加え一夜放置した。溶媒を留去し，残渣にH，0

を加えて得られたパウダーをE七〇H－e塩erで再結晶した。

収量0．34g（77紛，　mp121－123℃，

［α］各5　－41．30　（c；0．8，DMF），　Rf　6　0．49．

AnaI．　Calcd　for　C2gH32N406S：　C，61．69；　H，5．71；　N，　9．92．

　　　　　　　　　　　Found：　C，61．77；　H，5．75；　N，10．16．

5）　Boc－Trp（M七s＞一〇H・DCHA

　氷一食塩冷却下，Boc－TrprOBz1（3．Og，7．6㎜〕1）のCH、CI，溶液（50m1）に

ce七yltrime七hyla㎜onium　chloride（24．4㎎，76μmo1），　NaOH末（0．76g，19

㎜01），Mts－C1（4．16g，19．0㎜1）を加え氷冷下5h耕した。これをZ（OMe）一

誘導体と同様に処理しオイルを得た。常法でDCHA塩化した後，MeOH－ether

で再結晶した。

収量3．76g（74％〉，　mp154－155℃，

［α］言。　＋19．9。　（c＝1．0，MeOH），　Rf　1　0．57．

Ana1．　Calcd　for　C25H30N206S・C、2H23N：　C，66．53；　｝1，8．00；　H，6．29．

　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，66．73；　H，8．13；　N，6，03．

6）H－Trp（Mts）一〇Hの安定性

　H－Trp（Mts）一〇H（4．0㎎，10，4μ1困〕1）をi）1N　NaOH（2eq），0℃，60皿in，　i　i）8催

抱水ヒドラジン（5eq）／MeO｝L25℃，24h，　iii）4N　HC1／dioxane（5eq），0℃，
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60min,iv)TFA-thioanisole(0.1mト10pl),らo℃,30min,Ⅴ)25XHBr/AcOH

(0.1m1),0℃,ヨOminでそれぞれ処理 した｡いずれの場合も TLC上何 ら変

化は認められなかった｡

7) Doc-Trp(MtsトOH,Z(OMeトTrp(MtsトOHのTFA処理

Boc-Trp(Mts)10H(10.OTng,21yJTPl),I(One)-Trp(MtsトOH(12.∃m乱22pnDl)

をそれぞれTFA-anisole(∃OP1-6p1),あるいは2%EDT合有TFA-∃,5-dimethyl-

anisole(30y卜6pl)で水冷下1h処理 したoこの間反応液はピンク色を示

すことなく,またTLC上H-Trp(Mts)-OH(Rf l 0.44)以外のスポットは見当

らなかった｡ しかし,anisole非存在下で脱保護を行うと,H-Trp-(Mtsト

OHのスポット以外に4個のスポットが認められた｡

8) Mts基の除去･

Hllrp(Mts)lou(4.3mg,llpmol)と H-Phe-OH(内部標準 1.2r唱,7.割TrK)1)

をm-cresol(23yl,220yny)1)存在下,種々の脱保護試薬で水冷下60min処

理 した｡ 反応液の一部を取 りアミノ酸分析機でTrpの回収率を求めた結

果を表 2に示 した｡

- 5 0-



第3節に関する実験

1) Z(owe)-Trp(MtsトMet(0)-Asp(OBzlトPhe-NH2

a)活性エステル法 :Z(OMeトMet(0トAsp(OBzlトPhe-NH2 (1.40g,2.1

TmDl)を水冷下,2%EDT含有TFA-3,5-dimethylanisole(5m1-0.8m日で処理し,

これをD肝(20ml)に溶かし,TEA(0.29nll,2,1TtnDl)で中和した｡これにZ(Ohk)-

Trp(Mts)-OSu(2.05g,〕.2mm1),TEA(0.45m1,〕.2ErnK)日を加え20h掠拝した.

生成物をB法精製の後,D肝-AcOEtで再沈殿 した｡

収量 1.78g(82%), mp207-209℃,

[a]昌2-25.80(C=0.8,DMF),Rf60.67.

4NMSAによる酸分解結果 :

Trp0.73,Met1.09,Asp1,14,Phe1.00(Pheの回収率,79%).

Anal.CalcdforC5.H6.N60日S2:C,62.77;H,5.85,.N,8,13.

Found:C,62.83;H,6.01;N,8.17.

b)アジド法 :Il-Met(0)-Asp(OBzl)-Phe-NH2 [Z(one)一体 (1.80g,2_7

mm0日より調製]のDMF溶液(20ml)とZ(one)-Trp(Mts)-NHNH2(1.70g,3.0

JTnK)1)から調製したアジドのDMF溶液(10m日,およびTEA(0.42m1,∃.0mm日

を混合 し48h撹拝 した｡生成物をB法精製の後,D肝-AcOEtで再沈殿 した｡

収量 2_22g(79%), mp207-209℃,

[α]孟8-25.30(C=1.0,DMF),Rf60.67(a)のRf値と同一).

4NMSAによる酸分解結果 :

Trp0.61,Met1.04,Asp1.10,Phe1.00(Pheの回収率,71%)

2) Z(OMeトGly-Trp(MtsトMet(0)-Asp(OBzl)-Phe-NH2

H-Tr･p(Mts)-Met(0トAsp(OBzlトPhe-NH2[ZtOMe)-体 (0.60g,0.58mm1)

から調製]のDMF溶液(10ml)に,i(One)-GlyJ]H(0.17g,0.70IrmOl)から調

製 した混酸無水物のT肝溶液(10ml)を加え∃h撹拝 した｡生成物をB法精

製の後,DMF-etherで再沈殿 したO

収量 0.45g(71X), nlP190-192℃,

[α]孟5-21.90(C=0.7,DMF),Rf60.61.

Anal.CalcdforC,6H63N,012S2:C,61,69;H,5.82;N,8.99.
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Found；．C，61．88；　H，5．85；　N，8．75．

3）　　Z（OMe）一Met（0）一G　I　y－Trp（』仕s＞一Met（0）一Asp（OBz1）一Phe－NH、

　H－Gly－Trp（Mts）一Me七（0）一Asp（OBzl）一Phe－NH，［Z（OMe＞一体（0．30g，0．28

㎜1＞かち調製］のD囲容液（3曲1こZ（0醒e）一Me七（0）一〇TCP（0．21g，0．42㎜1）

およびTEA（67μ1，0．42㎜01＞を加え24h撹伴した。生成物をB法精製の後，

DMF－etherで再沈殿した。

収量0．23g（68完），　mp　204－206℃，

［α］65　－19．8。　（c＝0．4，D轟『），　Rf　6　0．58．

Ana1．　Calcd　for　C61H72N80、3S3・H20＝　C，59．1ユ；　H，6．02；　N，9．04．

　　　　　　　　　　　　　Found：　C，59．31；　H，5．84；　N，8．94．

4）　Z（OMe）一Tyr－Me七（0）一G　I　y－Trp（荊七s）一Me七（0）一Asp（OBz1）一Phe－NH2

　H一晩t〈0＞一Gly－Trp（Mts）一Me七（0）一Asp（OBz1）一Phe－NH，［Z（0晦）一体（0．20g，

0．16㎜1）から調製］のD囲容液（1m1）に，Z（OMe）一Tyr－NHNH，（86㎎，0．24㎜1）

カ・ら調製したアジドのD甑溶液（1ml）とTEA（22μ1，0．16㎜1）を加え，48h撹

伴した。生成物をB法精製の後，DMF噌七herで再沈殿した。

収量0．15g（68％〉，　mp　200－202℃，

［α］言5－13．4。　（c＝0．7，DMF），　Rf　60．56．

4N　MSA酸分解後のアミノ酸分析値：

Tyr　L　O6，　Me七　L　84，　Gly　1．04，　Trp　O．98，　Asp　1．02，　Phe　1．00．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Pheの回収率，73冤）

Anal．　Calcd　for　C70H81NgO15S3：　C，60．72；　H，5．90；　閥，9．10．

　　　　　　　　　　　　Found：　C，60．44；　H，5．88；　N，9．13．

5）　H－Tyr－Met－Gly・一Trp・一Me七一Asp－Phe－NH2

　上記のヘプタペプチドアミド（200㎎，145μmo1）をm－creso1（0．61m1，40

eq），EDT（0・12mL　10eq）存在下，1M　TF鵬A一七hioanisole／TFA（5．8ml）で氷冷

下120団in処理した。　e七herを加え析出するパウダーを遠沈し，これをMeOH

（5ml）に溶かした。さらにこれをAmberli七e　CG－4B（ace七ate　fo面）で処
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理した後,ジチオスレイ トール(200mg,9eq)で室温で一夜還元した｡ether

を加え得られるパウダーをCRC13-MeOH-H20(8:3:1)を溶出液とするシリ

カゲルクロマ トグラフィー(ヨ_∃×12cm)で精製したOさらにこれをSepha-

dexLH-20カラム(1.8×60cm)でゲル渡過 した｡MeOHを溶出液とLUV280nm

で吸光度を測定し目的の画分紺os.22-28,各5m日を集め濃縮 し,残薩を

etherでパ ウダーとした｡

収量 63mg(46%),

[α]孟0-35.70(C=0.3,MeOH),Rfl0.83,Rf70.12.

4NMSA酸分解後のアミノ酸分析値 :

Tyr1.05,Met1.97,Gly1.08,Trp1.16,Asp0.90,Phe1.00.

(Pheの回収率,72荒)

LAP酵素消化後のアミノ敢分析値 :

Tyr1.02,Met2.10,Gly1..15,Trp1.24,Asp0.97,Phe1.00.

(Pheの回収率,62Ⅹ)

Anal.CalcdforC45I157N901｡S2･CH3COOH･2H20:

C,54.06;H,6.27;N,12.07.

Found:C,54.17;H,6.24;N,ll.55.

HPLC:retentiontime15.2minに単一ピーク(カラム :Nucleosi15C一名

(4×150TTm),流速 :0.5ml/min,グラジエント:CH3CN/0.2ⅩTFA(40150諾,

30min),吸光度 :280nnl)0
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第4節に関する実験

第3項に関する実験

1) Z(OMeトLeu-Ala-ⅣH2

Z(OWeトLeu-Ala-OMe(5.70g,15.00mm0日をMeOH(60m日に溶か し,NH3ガ

スを溶解させた｡密封の後2日間室温放置した｡溶媒を留意の後,ether

で結晶化 し,DMF-etherで再結晶した｡

収量 4.jog(78X), mp170-172℃,

[α]去7 +7.10(C=1.0,DMF),Rfl0.70.

Anal.CalcdforC18H2,Ⅳ305: C,59.16;H,7.45;Ⅳ,ll.50.

Found:C,58.88;H,7.52;N,ll.28.

2)Z(OMeトTyr-Gly-Leu-Ala-NH乞

Z(OMeトLeu-Ala-NH2(4,20g.ll.50mml)を常法によりTFA処理 し,これ

をDMF(40m日に溶かした｡TEA(1.75m1,12.60m0日を加え,これを中和し

た後,Z(0Me)-Tyr-Gly-ⅣHNHZ(5.7〕g,1〕.80mTK)1)より調製したアジドの

DMF溶液(60m日,およびTEA(1.92m1,1〕,80nuK)1)を加え一夜撹拝 したo生

成物をA法(抽出溶媒 :∩-BuOH)で精製し,MeO打-AcOEtで再結晶した｡

収量 3.95g(59X), mp16ト163℃,

la]去7づ7,90(C=1.0,D肝),Rf.0.66.

Anal.CalcdforC29H39Ⅳ508･1/2H20:C,58･57;H,6.78;N,ll.78,

Foumi:C,58.68;H,6.78;～,ll.74.

割 Boc-Asp(OChp卜Lys(ZトNmH-Troc

Z(OMeトLys(ZトNHNH-Troc47)(4.05g,6.40mmol)を常法によりTFA処理

し,これをDMF(40m日に溶かした｡ TEA(0.89m1,6.40JTnt)1)を加え,これ

を中和 した後,Boc-Asp(OChpトOSu(ラ.00g,7.00mTK)日,および NMM(0.71

m1,7.00JTml)を加え一夜措拝 した｡生成物をA法で精製した後,AcOEt-

fl-hexaneで再結晶したO

収量 4.51g(90X), mp61-64℃,～

[a]占8T24.44(C=1,0,MeOH),Rf10.76.
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Ana1．　Calcd　for　C33H48N』01。C13：　C，50．74；　H，6．19；　N，8．97．

　　　　　　　　　　　　Found：　C，51．00；　H，6．24；N，8．75．

4）　Boc－Asp（OChp）一Lys（Z）一NHNH2

Boc－Asp〈OChp）一Lys（Z）一四HNH－Troc（0．76g，0．97㎜1）のAcOH溶液〈6ml）

にZn末（1．27g，20eq）を加え室温で6h撹伴した。不溶物を濾除した後，反

応液を濃縮した。残渣をAcoEtに溶かし，5％EDTAおよびH，oで洗浄し，

Na、SO　4上乾燥した。　AcOE七を濃…縮し；残渣をetherで結晶とした。さらに

これをMeOH－e七herで再結晶した。

収量0．58g（98％），　mp　91－93℃，

［α］ら8　－13．2。　（c・＝1．0，DMF＞，　Rf、　0．69．

Ana1．　Calcd　for　C30H47N508：　C，59．48；　H，7．82；　N，11．56．

　　　　　　　　　　Found＝　C，59．418；　H，7，82；　N，11．53．

5）　　Boc－Asp（OChp）一Lys（Z）一Tyr－G　l　y－Leu－Ala－NH2　［1］

　Z（OMe）一Tyr－Gly－LerAla－NH，（0．65g，1．10㎜01）を常法に従ってTFA処

理し，これを謄（5ml）に溶かし，　TEA（0．15ml，1．10㎜1）で中和した。こ

れにBoc－Asp（OChp）一Lys（Z）一NHNH2（0．80g，1．32㎜1）より調製したアジド

のDMF溶液（2m1），およびTEA（0．18ml，1．32㎜1）を加え24h撹拝した。生

成物をA法で精製（抽出溶媒：n－BuOH）した後，　MeOH－e七herで再結晶した。

収量0．74g（68％），　mp　127－130℃，

［α］呂5　－38．7。　（c；1．0，DMF），　Rf】　0．67．

Ana1．　Calcd　for　C，。H，4N80，3・1／2H　20：　C，59．80；　H，7．53；　凡11・16・

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，59．60；　H，7．56；　N，11．26．

6＞　Z（OMe）一Ser（Bz1）一Phe－Oh狛

　Z（0湿e）一Ser（Bz1）一〇H［CHA塩（1，29g，2．77㎜1）より調製］とH－Phe－0恥

［HC1塩（0．659，2．77㎜ol）より調製］のDMF溶液（20ml）にDCC（0・639・3・05

㎜1）を加え6h耕した。生成物をA法精製の後MeOH†hexaneで再結

晶した。
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収量 1.35g(86X), mp97-99℃,

[α]孟7 1.90(C=1.0,D肝),Rf】0.77,

Anal.CalcdforC29H32Ⅳ207: C,66_91;H,6.20;N,6.20.

Found:C,66.83;札6.28;Ⅳ,5.90.

7) i(0MeトSer(BzlトPhe-NHNfl之

Z(OMe)-Ser(BzlトPhe-0朋e(3.00g,5_76mTTK)日のMeOH溶液(∃Oml)に80X抱

水ヒドラジン(3.60m1,10eq)を加え,室温で一夜放置した ｡析出した結

晶をD肝-MeOHで再結晶したD

収量 2.25g(75%), 叩P208-210℃,

[α]孟9-12.4D(C=1.0,D肝),Rf20.30.

Anal.CalcdforC28H32N｡06: C,64.60;H,6.20;〟,10.76.

Found:C,64,82;批6.13;N,10.85.

8) Z(OMeトSer(BzlトPhe-His-OMe

z(oMeトSer(BzlトPhe-血 N打2(2.00g,3.84mnK)1)から調製 したアジ ドの

DMF溶液(10ml)に打-His-O脚e[その塩酸塩 (0.95g,4.61mnx)1)から調製]の

DMF溶液(5m日,およびTEA(0.59m1,4.18m 0日を加え12h撹拝 した.生成

物をA法で精製(抽出溶媒 :n-BuOH)した複,MeOH-etherで再結晶した.

収量 2.32g(92%), mp163166･℃,

[α]孟9-18.40(C=1,0,DMF),Rf-0.65.

Anal.CalcdforC35H39N50 812H20:C,60.59;H.6.25;N,10.10.

Found:C,60.8〕;H,5.82;〟,10.12.

9) Z(OMeトSer(BzlトPhe-His-NHNH2[2]

上記のメチルエステル(2.22g,∃,38mTX)日をDMF-MeOHの混液(1:2,20m日

に溶か し,80慧抱水ヒドラジン(2.20m1,10eq)を加え室温で12h放置した｡

溶媒を留ま し,残薩をEtOHで結晶化させた｡さらにこれをD肝-EtOHで再

結晶したO

収量 1.54g沌9鋸, mp165-167℃,
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［α］凸5　＋7．1。　（c＝1．0，DMF），　Rf！　0．58．

6NHC1酸分解後のアミノ酸分析値：

　Ser　O．98，　Phe　1、00，　His　1．06（Pheの回収率，6駕）．

Ana1．　CaIcd　for　C34H3gN70π．・1／2H20二　C，61．25；　H，6．05；　N，14．71．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，60．98；　H，6．00；　N，14．89．

10）　　Z（OMe）一Asn」H　i　s－NHNH2

Z（OMe）一Asn－H　is－OMe〈3．00g，6．70㎜1）をD姫一MeOH（1：1，30ml）に溶かし

8義臣水ヒドラジン（4．20ml，蓮Oeq＞を加え室温で一夜放置した。反応液を

濃縮しMeOHで結晶化した。生成物をDhr－MeOHで再結晶した。

収量2．35g（78紛，　mp197－199℃，

［α］ム5　＋23．6回　（c＝0．8，DMF），　Rf】　0．23．

Ana1．　Calcd　for　ClgH25N706：　C，51．00；　H，5．63；　N，21．91．

　　　　　　　　　　Found：　C，51．03；　H，5．56；　N，22．07．

11＞　　Z（OMe）一Asn－H　i　s－Arg（M士s）一NHNH－Troc

　Z（OMe）一Asn－His－NHNH。（1、150g，3．35㎜【ol）より調製したアジドのD醒F溶

液（5皿1）とH－Arg（M七s）一NHNH一己oc［Z（OMe）一Arg（M七s＞一MmH－Troc3畠）（2．86g，

4．02㎜ol）より調製］のD田熔液（15m1），およびTEA（0．56皿1，4．02ml）を混

合し一夜撹擁した。生成物をA法で精製した後，MeOH－e七herで再結晶し

た。

収量3．05g（95紛，　mp　130－132℃，

［α］も3　＋40．4。　（c＝0．5，MeOH），　Rf、　0．59．

Ana1．　Calcd　for　C37H48Nn⑪ロC1ユS：　C，46．23；　H，5．17；　N，15．63．

　　　　　　　　　　　　　Found：　C，46．23；　H，5．03；　N，16．03、

12）　　Boc－Asp（OChp）一Asn－His－Arg（Mts）一NHNH－Troc

　上記のトリペプチド誘導体（2．90g，3．02㎜1）をTFA処理し，これとBoc－

Asp（OChp）一〇Su（1．54g，3．62㎜1），N剛（0．68m1，6．84㎜1）とをD肝（30ml）

中一夜撹寵した。生成物をA法で精製の後，MeOH－e七herで再結晶した。
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収量3．09g（92駕），　mp　136－139℃，

［α］己呂　一13．0。　（c＝1．0，M念OH），　Rf、　0．63．

AnaI．・Calcd　for　C44H65N、20BC五3S・2Hゴ0：　C，46．17；　H，6．07；　N，14．69．

　　　　・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，46．47；　H，5．77；　N，14．48．

13）　Z（OMe＞一11e－Asp（OChp）一Asn－His－Arg（Mts＞一NHNH－Troc

上記のテト．ラペプチ麟導体（3．09g，2．79㎜1）をTFA処理し，これと

Z（OM6）一11e－ONp（1．39g，3．35㎜1），Nml（0．62m1，6．17㎜1）とをD照30m1）

中24h撹伴した。生成物をB法で精製の後，　D姫一山OHで再結晶した。

収量2．75g（77％），　mp　175－178℃，

［α］65　－10．6。　（c＝1．0，MeOH），　Rf、　0．60．

Anal．　Calcd　for　C54H76N13015C13S：　C，50．44；H，5．96；　N，14．16．

　　　　　　　　　　　　　Found：　C，50．47；　H，6．06；　N，14．16．

14）　　Z（OM6）一AIa－11e－Asp（OChp）一Asn－H　i　s－Arg（Mts）一NHNH－Troc

　上記のペンタペプチド誘導体（2．70g，2．10㎜1）をTFA処理し，これと

Z（OMe）一A正a－〇四p（ユ，02g，2．73㎜1），　HOBt（0．14g，1．05㎜1），N酬0．50m1，

483㎜9とをD凪30m1）中一夜撹伴した。生成物をA法で精製（抽出溶

媒：n－BuOH）の後，　DMF－EtOHで再結晶した。

収量2．33g（82％），　mp　169－172℃，

［α］ら5　－10．60　（c＝・1．0，DMF），　Rf　1　0．55．

Ana1．　Calcd　for　C57H5韮N】40】6CI3S＝　C，50．46；　H，6．02；　N，14．45．

　　　　　　　　　　　　　Found：　C，50．22；　H，5．99；　N，14．31．

15）　　Z（0】漁∋〉一Ala－He－Asp（OChp）一Asn－His－Arg（Mts＞一NHNH2　［3］

　上記のヘキサペプチド誘導体（2．309，1．69㎜01）をD匪一AcOH（1：1，20mD

に溶かし，Zn末（1，119，10eq）を加えた後，室温で8h撹拝した。反応液を濾

過した後，濃縮した。残渣に5％EDTAを加え，得られたパウダーをH，0で

洗浄の後，D証一晩OHで再結晶した℃

収量1．01g（50鋤，即190－192℃，
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［α］言5　－12．8。　（c＝0．6，DMF），　Rf、　0．40．

6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値＝

　Ala　1．06，　11e　LO2，　Asp　2．03，　His　1．00，　Arg　1．00．

　　　　　　　　　　　　　　　　　（Argの回収率，8膿＞

Ana1．　Calcd　for　C54H8。N14014S・2H20＝C，53．27；　H，6．96；N，16．11．

　　　　　　　　　　　　　　Found：C，53．01；H，6．71；N，15．85．

　こうして得られた保護ヘキサペプチドヒドラジド（30㎎）をm－creso1

（28μ1，10eq）存在下，1M　TFMSA一七hioanisole／TFA（1．3m1）で焼冷，2h処理

した。e七herを加え析出するパウダーを遠沈し，これをLAPで酵素消化し

た。

アミノ酸分析値：Ala　l．21，　Ile　1．08，　Asp　O．86，　Asn　N．D．，

　　　　　　　　His　O．98，　Arg　1．00（Argの回収率，7院）．

16）　　Z（OM6）一Gly－Pro－OH・DCHA

H－Pro－OH（8．63g，75．00㎜o　l），Z（OMe）一61y－ONp（18．00g，50．00㎜1），TEA

（17．50ml，125．00㎜1）をDMF－H、0（1：1，200ml）中一夜撹伴した。反応液を

濃縮し，残渣を5洲aHCO　3に溶かし，　e七herで洗浄した。さらに水層をク

エン酸で酸性にし，生成物をn－BuOHで抽出した後，有機層をH、0で洗浄

した。得られた生成物を常法でDCHA塩化し，　MeOH－etherで再結晶した。

収量17．20g（67幻，叩120－122℃，

［α］占8　－30．1。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．20．

Ana1．　Calcd　for　C28H43N306S：　C，64．96；　H，8。37；　N，8．12．

　　　　　　　　　　　Found：　C，64．77；　H，8．44；　N，8。18．

17）　Z（OMe）一G玉y－Pro－His－NHNH　2　［4ユ

Z（OMe）一Gly－Pro－OH［上記㏄HA壇（10．40g，20．00㎜1）より調製］，HOSu

（2．53g，忽．00㎜01），DCC（4．54g，盟．00㎜1）のTHF溶液（100m1）を4h耕し

濾過した。濾液とH－His－0瀧のDMF溶液（100皿1）［そのHC1塩（6．17g，30．．00

㎜1）より調製］，TEA（2．80ml，20．00㎜1）を混合し一夜撹伴の後，濃縮
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した。残渣をn－BuOHに溶かしH，0で洗浄した。さらに有機層を濃縮し，

残渣をMeOH（50m1）に溶かし，8伽抱水ヒドラジン（6．30ml，5eq）を加え一

夜放置した。反癒液を濃縮し，残渣をetherで結晶化させ，　MeOH－e七her

で再結晶した。

収量6，85g〈70％），　mp　99－102℃，

［α］占8－58．3。　（c＝1．0，MeOH），　Rf、0．18．

6NHC1酸分解後のアミノ酸分析値：

　Gly　1．00，　Pro　1．18，　His　O．93（Glyの回収率，8簾）．

Ana1．　Calcd　for　C22H29四706S・1／2H　20：　C，53．21；　H，6．09；　N，19．74．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，53．55；　H，6．29；　四，19．32．

18）　　Z（0賊e）一Leu－Leu－OMe

　Z（OMe）一Leu－OH・DCHA（9．88g，2．00㎜）1）を常法により脱塩した後，　THF

（100冊1）に溶かし混酸無水物とした。これに氷一食塩冷却下，H－Leu－OMe

［HC1塩（4．00g，2．00㎜01）より調製］のDMF溶液（40ml）を加え4h撹伴した。

生成物をA法で精製の後，AcOEt－isopropyletherで再結晶した。

収量5．71g（62鋤，　mp　62－63℃，

［α］も7　－38．6。　（c＝1．0，MeOH），　Rf　2　0．75．

Ana　1．　Calcd　for　C　22H34N206：　C，62．54；　H，8．11；　N，6．63．

　　　　　　　　　　Found：　C，62．47；　H，8．14；　N，6．68．

19＞　　Z（OMe）一Tyr－Leu－Leu－OMe

Z〈OMe）一Tyr一丁HNH2（5359，14．90㎜1）から調製したアジドのD匪溶液（m

ml）とH－Leu－Leu－0犯［Z（OMe）一Leu－Leu－OMe（5．709，13．50㎜1｝より調製］

のD憾溶液（20m1）をTEA（2．07m1，14．90㎜1）存在下，一夜反応させた。生

成物をA法で精製の後，AcOE七一isopropyletherで再緒晶した。

収量5．70g（72瑚，　mp　70－73℃，

［α］ム8　－27．r　　（c＝1．0，MeOH），　Rf　2　0．42．

Ana1．　Calcd　for　C31H43N308：　C，63．57；　H，7．40；　N，7．18．

　　　　　　　　　　Found＝　C，63．80；　H，7．27；　N，6．98．
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20）　　Z（OMe）一Tyr－Leu－Leu－NHN獺2　［5］

　上記のトリペプチドエステル（5．50g，9．39㎜01）のMeOH－D冊‡溶液（1：1，

50m1）に8侃抱水ヒドラジン（2。82ml，5eq）を加え一夜放置した。溶液を濃

縮し，残渣をE七〇Hで結晶化し，DMF－E七〇Hで再結晶した。

収量2．86g（52紛，　mp　220－222℃，

［α］召。　＋5．0。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．69．

6NHC1応分直後のアミノ酸分析値＝

　Tyr　O．87，　Leu　2．　OO（Leuの回収率，9駄）．

Ana1．　Calcd　for　C30H43N507＝　C，61．52；　H，7．40；　PI，11．96．

　　　　　　　　　　Found＝　C，61．62；　H，7．49；　N，11．95．

21）　　Z（OMe）一Ala－Gly－OMe

　Z（OMe）一Ala－OH（19．34g，7L　37㎜1），　H－Gly－OMe［HC1塩（10．19g，71．37

㎜1），DCC（15。78g，78．51㎜1）のD囲容液（200m1）を18h撹伴した。生成物

をB法で精製の後，AcOE七一etherで再結晶した。

収量18、50g（72瓢），　mp　104－105℃，

［α］若2　＋5．0。’（c・＝1．0，DMF），　避2　0．37．

Anal．　Calcd　for　C、5H20N206＝　C，55．55；H，6．22；N，8．64．

　　　　　　　　　　Found＝　C，55．95；　H，6．38；　N，8．72．

22）　　Z（OMe）一Ser（Bz1）一Ala－Gly－OMe

　Z（OMe）一Ser（Bz1）一〇H・CHA（9．61g，21．53㎜01）より調製した混酸無水物

のTHF溶液（50皿1）とH－Ala－Gly－OMe［Z（OMe）一Ala－Gly－OMe（5．82g，17．94

㎜ol）より調製］のDMF溶液（30ml）とを混合した。生成物をA法で精製し

た後，AcOEt－etherで再結晶した。

収量6．98g（78％），　mp　llO－113℃，

［α］占8　－8．30　（c；1．0，MeOH），　Rf】　0．81．

Ana1．　Calcd　for　C25H31N308：　C，59．87；　H，6．23；　N，8．38．

　　　　　　　　　　Found：　C，60．14；　H，6．50；　N，8．39．
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23）　Z（OMe）一Asn－Ser（Bz1）一A　l　a－G　ly－OMe

　H－Ser（Bz1）一Ala－Gly－OMe［Z（0晩）一体（5．27g，10．50㎜1）より調製］の

D囲容液（5θmDにZ（0粧e）一Asn－ONp（4．82g，　U．00㎜1），およびTEA（1．53ml，

11．00皿皿ol＞を加え一夜撹拝した。生成物をB法で精製の後，　DMF－AcOE七

で再結晶した。

収量6．29g（97％），　mp　210－213℃，

［α］占6　＋6．0。　（c＝1．0，DMF），　Rf】　0．67．

Ana1．　Calcd　for　C2gH37N5010：　C，56．57；　H，6．06；　閥，11．38、

　　　　　　　　　　　Found：　C，56．65；　H，6．00；　N，11．27．

24）　Z（OMb）一Leu－Asn－Ser（Bzl）一Ala－G玉y－OM合

H－Asn－Ser（Bz1）一Ala－GIy－OMe［Z〈0㎞）一体（6．27g，10．19㎜1）より調製］

のD皿7溶液（60mDにZ（0酪6）一Leu－ONp｛6．37g，15．29㎜1）およびTEA（1．42ml，

10．19㎜Dを加え一夜撹伴した。生成物をB法で精製の後，DMF－MeOHで

再結晶した。

収量5．63g（76紛，　mp　231－233℃，

［α］孟5　－3．Oo　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0。74．

Ana1．　Calcd　for　C35H48潤60n：　C，57．68；　H，6．64；　N，11．53。

　　　　　　　　　　　Found：　C，57．75；　H，6．72；　N，11．48．

25）　Z（OMe）一Leu－Asn－Ser（Bzl）一Ala－Gly一祠HNH2　［6］

　上記のペンタペプチドエステル（1．509，2．05mm　1）のD認溶液（20ml）に

8硫抱卵ヒドラジン（1．29ml，10eq）を加え．24h放置した。残渣を濃縮後，

MeOHで結晶化し，　DMF－MeOHで再結晶した。

収量1，21g（81紛，　mp　119－122℃，

［α］み6　－2．9。　（c＝・1．0，DMF），　Rf・　0．62．

6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　Leu　1．01，　Asp　1．01，　Ser　O．94，　Ala　O．99，　Gly　1．00．

　　　　　　　　　　　　　　　　（Glyの回収率，9簾）
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Ana1．　Calcd　for　C34H48N』0，。・1／2H20：　C，55．35；　H，6．69；　N，15．18．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，55．36；　H，6．50；　N，15．30．

26）　　Boc－Trp（Mts）一Thr－OMe

　Boc－Trp〈Mts）一〇H［DCHA塩（6，68g，10．00㎜1）より調製］のTHF溶液（20

m1）とH－Thr－0魚塩酸塩（2．04g，12．00㎜1）よ即製］のD瞬容液（20皿1）を

混合し，さらにDCC（2．27g，11．00㎜D　l）を加え一夜撹伴した。　DCUreaを濾

除した後，生成物をB法で精製した。さらにこれをAcOE七一n－hexanで再

結晶した。

収量4．90g（81鋤，　mp　88－90℃，

［α］蚤5－3．7。　（c＝0．3，M60H），　Rf　20．33．

Anal．　Calcd　for　C30H3gN308S：　C，59，88；　H，6．53；　N，6．98．

　　　　　　　　　　　Found：　C，60．35；　H，6．86；　N，6．70．

27）　Z（OM倉）一G　l　y－Trp（Mts）一Thr－OMε

　H－Trp価ts）一Thr－OMe［Z（OMe）一体（4．75g，7．89㎜o　l）より調製］のDMF溶

液（20m1）にZ（0』b）一Gly－ONp（2．90g，9．47n㎜1）およびTEA（L10皿1，7．89㎜1）

を加え24h撹伴した。生成物をA法で精製の後，　AcOEt－etherで再結晶し

た。

収量2．54g（43紛，　mp　92－94℃，

［α］凸8－10．30（c＝1．0論OH），　Rf・037・

Anal．　Calcd　for　C36H42N40，0S：　C，59．82；　H，5．86；　N，7・75・

　　　　　　　　　　　Found二　C，59．79；　H、5．90；　N，7．61．

28）　　Z（OMe）一G玉y－Trp（Mts）一Thr－NHNH2　［7］

　上記のトリペプチドエステル（2．43g，3．36㎜1）の晩OH溶液（20m1）を抱

水ヒドラジンで一夜処理した。析戯した結晶をD匪一MeOHで再結晶した。

収量2．26g（93冗），　mp　186－188℃，

［α］孟9　－7．2。　（c＝1．0，DMF），　Rf、　0．61．

4N　MSA酸分解後のアミノ酸分析値＝
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　Gly　1．00，　Trp　O．84，　Thr　O．91〈Glyの回収率，9男）．

Ana1．　Calcd　for　C35H4£N60gS：　C，58．16；　H，5．86；　N，11．63．

　　　　　　　　　　Found：　C，58．39；　H，6．01；　N，11．49．

29）　Z（OMb）一Ser（Bz1）一Phe－His－Asp（OChp）一Lys（Z）一Tyr－Gly－Leu－A　l　a－

NH2，　Z（OMe）一（galanin　21－29）一NH2

　Boc一（ga玉anin　24－29）一NH、［1コ（700㎎，0．70㎜1）を常法に従いTFA処

理して得たパウダーをD匪（3ml）に1容かし，これをTEA（0．10ml，0．70㎜1）

で中湘した。この溶液にフラグメント［2コ（715㎎，1．08皿）1）より調製

したアジドのDMF溶液（3m1）およびTEA（0．16ml，1．17m皿01）を加え24h撹伴

した。生成物をA法（抽出溶媒：n－BuOH）で精製の後，酌OH－AcOE七で再結

晶した。

収量810㎎（76％），叩180－183℃，

［αユ凸5　－25．0。　〈c＝0．8，DMF），　Rf　1　0．67．

Ana1．　Calcd　for　C7gHlolN1ヨ018・4個日0：　C，59．57；　H，6．90；　N，11．43．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，59．76；　H，6．39；　N，11．23．

30）　Z（OMb）一Ala－He－Asp（OChp）一Asn－His－Arg（蝦七s）一Ser（Bzl）一Phe－His－

Asp（OChp）一Lys（Z）一Tyr－Gly－Leu一・Ala－NH2，　Z（0轟Ie）一（galanin　15－29）一NH2

フラグ〃ト［3］（900㎎，0．76㎜1）より調製したアジドのD山容液

（5皿1）とTEA（0．10m1，0．73㎜1＞をH一（galanin　21－29）一HH，［Z（OMe）一体（770

㎎，0．51m皿01）から調製］のDMF溶液（3m1）に加え24h撹伴した。生成物を

B法，次いでC法で精製した。

収量645㎎（51％），mp　220223℃，

［α］る5　＋6．Oo　（c＝0．5，DMF＞，　Rf、　0．48．

Anal．　Caled　for　C124H15gN2502gS・2H20：　C，5＆59；．H，6．86；　N，13．78，

　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，58．54；　H，6．87；　N，13．74．

31）　Z（OMe）一Gly－Pro－His－Ala－11e一・Asp（OChp）一Asn－His－Arg（Mts）一

Ser（BzD－Phe－H　i　s－Asp（OChp）一Lys（Z）一Tyr－G　ly－Leu－Ala－NH，，
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’Z（01帳e）一（galanin　12－29）一事H2

　フラ〃ント［4］〈156㎎．｛032㎜1）から調製したアジドのD匪溶液

（3ml）とTEA（49μ1，0．35㎜1）をH一（galanin　15－29）一雨，［Z（0晩）一体（500

㎎，0．20㎜01＞から調製］のD憾溶液（2皿1）に加え12h撹伴した。生成物をB

法で精製の後，DMF－AcOE七で再沈殿した。

収量506㎎（91紛，mp　226－228℃，

［α］ら8－16．1。　（c＝0。5，DMF），　Rfl　O．48．

Anal．　CaIcd　for　C137H186N30032S・3H20＝　C，57．71；　H，6．79；　N，14．74．

　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，57．71；　H，6．64；　N，14．93．

32）　Z（OMe）一Tyr－Leu－Leu－Gly－Pro－His－Ala－Ile－Asp（OChp）一Asn－His－

Arg（Mts）一Ser（Bz1）一Phe－His一、Asp（OChp）一一Lys（Z）一Tyr－Gly－Leu－AIa－NH，，

Z（OMe）一（galanin　9－29）一NH2

　フラグメント［5］（205㎎，0．35㎜1）から調製したアジドのD姫溶液

（2皿1）とTEA（54μ1，0．39㎜01）をH一（galanin　12－29）一NH，［Z（OMe）一体（490㎎，

0．18㎜01）から調製］のD田＝『溶液（3皿1）に加え12h撹拝した。生成物をB法

で精製の後，D』『一AcOE七で再沈殿した。

収量533㎎（96％），mp　228－231℃，

［α］占8　＋5．1。　（c＝0．4，DMF），　留1　0．48．

Ana1．　Calcd　for　C158H2】7N33036S・2H20：C，58．88；H，6．91；N，14．34．

　　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，58．56；　H，7．02；　N，14．24、

33）　Z（OMe）一Leu一一Asn－Ser（Bz1）一Ala－Gly－Tyr－Leu－Leu－Gly－Pro－His－

Ala－11e－Asp（OChp）一Asn－His－Arg（M七s）一Ser｛BzD－Phe－His－Asp（OChp）一

Lys（Z）一Tyr－GIy－Leu－Ala一子H2，　Z（OMe）一（galanin　4－29）一NH2

フラグ〃ト［6］（298㎎，0．41㎜1）から調製したアジドのD囎液

（3ml）とTEA（63μ1，0．45㎜1）をH・（galanin　9－29）一NH，［Z（OMe）一体（521㎎，

0．16㎜1）から調製］のD騰臨く3m1）に加え48h撹冷した。生成物をB法，

次いでC法で精製した。

収量385㎎（63紛，mp　224－226℃，
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［α］五8　＋3。3。　（c＝0．6，DMF），　Rf　1　0．57．

Ana1．．Calcd　for　C、83H253N39043S・5H20：　C，57．70；　H，6．96；　N，1434．

　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，57．74；　H，6．90；　N，14．28．

34）・Z（OM6）一G　1：ソーTrp（M七s）一Thr－Leu－Asn－Ser（Bzl）一Ala－Gly－Tyr－Leu－

Leu－Gly－Pro－His－A王a－11e－Asp（OChp）一Asn－His－Arg（M七s）一Ser（Bzl）一Phe－

His－Asp（OChp）一Lys（Z）一Tyr－G　l　y－LeurAla－NH　2，．

Z（0瓢の一（galanin　1－29）一匹Ha　（保護galanin）

　フラグメント．［7］（170㎎，0．24㎜1）から調製したアジドのDMF溶液

（3m1）とTEA（36μ1，0．26㎜1）をH一（ga　l　anin　4－29）一NH，［Z（OMe）一体（350㎎，

94畑01）から調製］のD柾溶液（2m1）に加え48h撹拝した。生成物をB法，

次いでC法で精製した。，

収量335㎎（84％），皿p223－225℃，

〔α］蓋5　－11．3。　（c＝1、0，DMF），　Rf】　0．64．

Ana1．　Calcd　for　C2。駐H283N43049S2・3H20：C，58．38；H，6，77；N，14．01．

　　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，58．1b；　H，6．95；　N，13．90．

第4項に関する実験

1）　　H－Gly－Trp－Thr－Leu－Asn－Ser－Ala－Gly－Tyr－Leu－Leu－Gly－Pro－His－

Ala－Ile－Asp－Asn－His－Arg－Ser－Phe－His－Asp－Lys－Tyr－Gly－Leu－Ala－NH2

（galanin）

　上記の保護29残基ペプチドアミド（100㎎，24μ皿ol）をrcreso　1（197μ1，

80eq），EDT（49μ1，20eq）存在下，1M　TFMSA－thioanisole／TFA（6m1）で120min

処理した。e漁erを加え析出したパウダーを遠沈した。これを氷冷下H、0

（10m1＞に溶かし，10％NH40HでpH　8．0とし，30min撹諭した。さらに10％AcOH

でpH　4．0としたのち凍結乾燥した。得られたオイルを0．5N　AcOH（1皿1）に

溶かし，Sephadex　G－25カラム（3．3x126cm）にアプライした。0．5N　AcOHで

これを溶出させ，各フラクション（7mDのUV280㎜における吸光度を測定

し，目的のフラクション（Nos．69－91）を集め凍結乾燥して，白色羽毛状

パウダーを得た。収量66㎎（86紛．
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　このパウダー3㎎ずつをNucleosi15C，8カラム（10　x　250mm）にアプラ

イし，35駕H3CN／0．2灯FAを溶出液とし，流速1．4m1／minでisocraticに溶

出させた。UV280nmで検出し，目的のピーク（retent　i　on七ime　19．5min）

を集め凍結乾燥した。得られたパウダーを0．5N　AcOH（0．5ml）に溶かし

Sephadex　G－25カラムにアプライし，上記と同様に溶出させた。目的の

フラクションを凍結乾燥し白色羽毛状パウダーを得た。

収量25．7㎎（保護29残基ペプチドからの収率；33鑑）．

［α］言5　－61．2。　（c＝0．1，　0．5N　AcOH），　Rf　4　0．29．

FAB－MS：3209．6（M＋H）＋．

HPLC精製後のサンプルは分析用HPLCカラムで単一のピークを示した；

reten七ion　time　4．Omin　（Fig．　14－b）．

　　カラム：　Nucleosil　5C】8（4x150㎜）

　　溶出液：　35％CH3CN／0．2％aqTFA（isocra七ic　elu七ion）

　　流速：　　0．8m1／min

　　De七ect　ion＝280　n皿

またPharmlyte（pH　3－10）を含む7．5％ポリアクリルアミドゲル（0．5x7．

3cm）を用いるディスク等電点電気泳動において200V，4hの通電後，本品

は陽極より6．3cm移動した（Coomassie　Brilliant　B工ue　G－250，Sigmaで染

色）（図15＞。

6N　HCIによる酸分解後のアミノ二分二値：表3参照のこと。

LAPによる酵素消化後のアミノ酸分析値＝

　2Asp　1，84，　lThr　O．91，　2Ser　2．01，　1Pro　O．78，　4Gly　3．59，

　3Ala　3．02，　111e　1．11，　4Leu　3．96，　2Tyr　1．78，　1Phe　1．00，

　1Trp　O．73，　1Lys　1．00，　3H　is　2．70，　1Arg　1．02，　2Asn　N．D．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Lysの回収率90％）
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第2章に関する実験

　第2節に関する実験

第2項に関する実験

1）　　Z（OMe＞一Asp（OChp＞一Phe－NH2

　Z（OMe）一Asp（OChp）一〇Su［Z（OMe）一Asp（OChp）一〇HのDCHA塩（25，00g，44．0

㎜1）から調製］のTHF溶液（60m1＞，およびH－Phe－NH2［Z（OMe）一体（14．44g，

44．0㎜1）から調製］のDMF溶液（50m1）を混合し，さらにN剛（4．84m1，44．0

㎜1）を加え，一夜撹乱した。生成物をA法で精製（抽出溶媒：CHC　1，）の

後，CHC　I　3－MeOHで再結晶した。

収量16，33g（69幻，　mp　163－165℃，

［α］各。　－20．0。　（c・＝1．0，DMF），　Rf　1　0．了6．

Anal．　Calcd　for　C29H37N307：　C，64．54；　H，6．91；　N，7。79．

　　　　　　　　　　Found：　C，64．50；　H，7．04；　N，7．78．

2）　　Z（OMe）一1匪et（0）一Asp（OChp）一一Phe－NH2

　上記のジペプチドアミド（16．33g，30．3㎜1）を常法によりTFA処理し，

DMF（300m1）に溶かした。　TEA（4．22皿1，30．3㎜01＞で中和した後，　Z（OMe）一

Me暫く0）一〇NB［Z（OMe）一Met（0）一〇H（10．97g，33．3㎜01）から調製］のD雁「一THF溶

液（10m1－35m1），およびN剛（3．33m1，30．3㎜01）を加え一夜撹伴した。生成

物をB法で精製の後，DMSO－e七herで再沈殿した。

収量13．66g（66浦，　mp　197－199℃，

［α］轟。＋6．1．（c＝1．0，MeOH），　Rf・0．60．

Ana1．　Calcd　for　C34H46N40gS：　C，59．46；　H，6．75；　N，8．16．

　　　　　　　　　　　Found＝　C，59．21；　H，6．70；　N，8．07．

3）　　Boc一’rrp（Mts）一Met（0）一Asp（OChp＞一Phe一聾H2

　上記のトリペプチドアミド（5．509，8．01㎜1）を常法によりTFA処理し，

D班（50m1）に溶かした。　TEA（1，11m1，8．01㎜1）を加え中和した後，　Boc－

Trp（荊ts）一〇Su［Boc－Trp（M七s）一〇H・DCHA（6・429，9．61㎜01）から調製］のTHF

　　　　　　　　　　　　　　－68一



溶液（30m1），酬（0．88m1，8．01㎜01）を加え一夜撹伴した。生成物をB法

により精製の後，DMF－e七herで再沈殿した。

収量5．20g（66％），　mp　152－154℃，

［α］言。　－32．2。　（c＝1．0，MeOH》胃　Rf】　0．71．

Ana1．　Calcd　for　C50H66N60胴S2：　C，60．58；　H，6．71；　N，8．48．

　　　　　　　　　　　　F（弧und：　C，60．72；　H，6．72；　N，8．29．

4）　　Z（OMe）一Gly－Trp（Mts）一Me七（0＞一Asp（OChp）一Phe－NH2

　上記のテトラペプチドアミド（5．30g，5．35㎜01）を常法によりTFA処理

し，DMF（50m1）に溶かした。　TEA（0．75m1，5．35㎜01）を加え中和した後，

Z（OMe）一Gly－OSu（2．16g，6．42㎜1＞，N剛（0．59m1，535㎞1）を加え48h撹伴

した。生成物をB法で精製の後，mr－e七herで再沈殿したb

収量：5．42g（91％）、　mp　172－175℃，

［α］呂。　一25．0。　（c＝・1．0，DMF），　Rf　1　0．54．

Anal．　Calcd　for　C56H6gN7013S2・H20：　C，59．50；　H，6．33；　N，8．68．

　　　　　　　　　　　　　Found：　C，59．77；　H，6．42；　N，8．75．

5）　Z（OMe）一Me七（0）二Gly－Trp（M七s）一Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2

　上記のペンタペプチドアミド（5．42g，4．87㎜01）を常法によりTFA処理

し，DMF（30m1）に溶かした。　TEA（0．68m1，4．87㎜01）を加え中和した後，

Z（OMe）一Me七（0）一〇Su［Z（OMe）一Me七（0）一〇H（1．929，5．84㎜o　Dから調製］の

THF－DMF溶液（30m1－2m1），N剛〈0．34mL　4．87㎜1）を加え一夜撹早した。生

成物をB法で精製の後，DMSO－AcOE七で再沈殿した。

収量：4．57g（75％），　mp　175－178℃，．

［α］孟。　＋3．1。　（c＝1．0，DMF＞，　．Rf　1　0．62．

Ana1．　Calcd　for　C61H78N801．5S3・H20：　C，57．35；　H，6．31；　N，8．77．

　　　　　　　　　　　　　Found：　C、57．52；　H，6．26；　N，8．63．

6）　Z（OMe）一Tyr－Met（0）一G　l　y－Trp（Mts）一Met（0＞一Asp（OChp）一Phe－NH2

　上記のヘキサペプチドアミド（5．00g，3．97㎜01）を常法によりTFA処理
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し，D雁7（20m1）に溶かした。　TEA（0．55m1，3．97㎜01）を加え中和した後，

Z（OMe）一Tyr－NHNH、〈1．719，4．76㎜1）よ欄製したアジドのD囲容液（20m1），

TEA（0．55m1，3．97㎜1）を加え24h撹伴した。生成物をB法で精製の後，

DMF－AcOE七で再沈殿した。

収量4．58g（81紛，　mp　194－197℃，

［α］言。　－13．3。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．58．

Ana1．　Calc（i　for　C7。H87N9017S3：　C，58．35；　H，6．16；　N，8．75．

　　　　　　　　　　　　Found：　C，58．53；　H，6’05；　N，8．75．

7）　Z（OMb）一Asp（OChp）一Tyr一厩et（0）一Gly－Trp（Mts）一Met（0）一Asp（OChp）一

Phe－NH2

常法によりTFA処理した上記のヘプタペプチドアミド（4．50gβ．16㎜1）

のDMF溶液（4伽1）にTEA（0．44m1，3．16㎜o　l＞を加え中和した後，　Z（OMe）一

Asp（OChp）一〇Su［Z（OMe）一Asp（OChp）一〇H・DCHA（2．72g，4．74㎜1）から調製］

のTHF溶液（10m1），X酬0．35m1，3．16㎜1）を加え液撹拝した。生成物を

B法で精製の後，D随一MeOHで再沈殿した。

収量3．53g（68％），叩202－204℃，

［α］各。　－22．6。　（c＝1．0；DMF），　Rf、　0．72．

Ana1．　Calcd　for　C8・H】。4NloO2。S3・H20＝　C，58．25；　H，6．52；　N，8．39．

　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，58．32；　H，6．32；　N，8．74．

8）　Z（0酪e）一Arg（M竜s）一Asp（OChp）一Tyr－M6七（0）一G　l　y－Trp（M七s）一Me・ヒ（0）一

Asp（OChp）一Phe－NH2

　常法によりTFA処理した上記のオクタペプチドアミド（3．429，2．09㎜1）

のD憾溶液（30m1）にTEA（0，29mL　2．09㎜1）を加え中和した後，　Z（OMe）一

Arg（Mts）一〇H・CHA（2．609，3．76㎜）1）から調製した混酸無水物のTHF溶液

（20m1）を加え6h撹伴した。生成物をB法で精製の後，　DMF－AcOEtで再沈

殿した。

収量3．34g（81％〉，　mp189－19r℃，

［α］各。　－17．0。　（c＝・1．0，DMF），　Rf、　0．65．
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Anal．　Calcd　for　CgεH126N1402ヨS4・2H20：　C，57．41；　H，6．52；　N，　9．76．

　　　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，57．25；　H，6．56；　N，10．03．

9＞　　Z（OMb）一Asp（OChp）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一Tyr－Me七（0）一G　l　y－Trp（M七s）一

Me士（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2　［1］

　常法によりTFA処理した上記のノナペプチドアミド（3．30g，1．67㎜01）

のDMF（8m1）溶液にTEA（0．23m1，1．67㎜o　l）を加え中和した後，　Z（OMe）一

Asp（OChp）一〇Su［Z（OMe）一Asp（OChp）一〇H・DCHA（1．44g，1．67㎜ol）から調製］

のTHF溶液（20m1），N剛（0．18皿1，1．67㎜1）を加え一・夜捻回した。生成物を

B法で精製の後，D匪一AcOE七で再結晶した。

収量3．11g（85％），　mp　203－205℃，

［α］孟。　－23．6。　（c＝・1．0，DMF），　Rf　1　0．70．

Ana1．　Calcd　for　C、07H、4ヨN15026S4・2H20：　C，57．90；　H，6．68；　N，9．47．

　　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，57．98；H，6．79；　N，9．46．

10）　　Z（OMe）一Arg（Mts）一Ile－Ser－OMe

　Z（OMe）一Arg（M七s）一〇H・CHA（20．43g，33．0㎜o　l）から調製した混酸無水物

のTHF溶液（60m1）をH－Ile－Ser－OMe［Z（OMe）一体（11．89g，30．0㎜ol）から調

製］のDMF溶液（100ml）に加え6h撹伴した。生成物をA法で精製の後席OH－

etherで再結晶した。

収量20．20g（92幻，　mp　99－101℃，

［αコ占5　－1．0。　（cニ1．0，MeOH），　Rf、　0．75．

Ana1．　Calcd　for　C34H5。N5010・H20：　C，54．23；　H，6．96；　N，11．16．

　　　　　　　　　　　　Found：　C，54．55；　H，6．62；　N，10．84．

11）　　Z（OMe）一His－Arg（M七s）一11e－Ser－NHNH2　［2］

　Z（OMe）一His－NHNH，（13．619，40．8㎜Dl＞より調製したアジドのDMF溶液（100

m1）とTEA（4．55ml，32．7㎜1）をH－Arg（Mts）一11e－Ser－OMe［上記のトリペプ

チドエステル（20．009，27．2㎜01）より調製］のDMF溶液（50皿Dに加え一夜

撹伴した。生成物をA法で精製の後，これをMeOH（50ml）に溶かした。こ
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れに80％抱水ヒドラジン〈6．81m1，5eq）を加え一夜放置した。得られた沈

殿をDMF畷eOHで再結晶した。

収量：14．34g（60毘〉，　mp　168－170℃，

［α］δ7　・一1．2。　（c＝0．8，DMF），　Rf　1　0．36．

6四HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　His　O．99，　Arg　O．95，　Ile　1．00，　Ser　O．96（11eの回収率，81％）．

Anal、　Calcd　for　C3gH57N11010・1／2H20；　C，53．16；　H，6．64；　N，17．49．

　　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，53、17；　H，6．68；　N，17．63．

12）　Z（OMe）一Pro－Ser〈Bz1）一四HNH－Troc

Z（OMe）一Pro－OH［DCHA塩（4．399，9．54㎜1）から調製］とH－Ser（Bz1）一NHNH－

Troc［Z（OHe）一体Ho）（5．54g，9．54㎜1）から調製］のD匪溶液（50皿1）にDCC

（2．39g，11．5㎜01＞とHOBt（1．29g，9．54㎜01）を加え18h撹伴した。不溶物

を濾除した後，濾液を濃縮した。残渣をA法で精製し，AcOE七一e七herで

再結晶した。

収量3．70g（60％），　mp　85－87℃，

［α］言。　－2．9。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．42．

Ana　1．　Ca正cd　for　C、7H、、N408C1巨：　C，50．20；　H，4．84；　N，8．67．

　　　　　　　　　　　　Found：　C，50．35；　H，4．92；　N，8．82．

13）　Z（OMe）一Asp（OBz1）一Pro－Ser（Bz1）一NH四H　2　［3］

　Z（OMe）一Asp（OBz1）一〇H（3．969，10．2㎜o　l＞から調製した混酸無水物のTHF

溶液（30珊1）をH－Pro－Ser（Bz1）一NHNH－Troc［上記のジペプチド誘導体（5．509，

8．51㎜01＞より調製］のD姫溶液（30m1）に加え6h撹評した。生成物をA法

精製の後，得られたオ’イル（3．669，Rf・0．48）をAcOH（30ml）に溶かし，Zn

末（5．599，20eq）を加え25℃で4h刃傷した。不溶物を濾除し，濾液を濃縮

した後，残渣をAcOE七に溶かし3甑DTAで洗浄した。　Na、SO4上乾燥の後濃縮

し，残渣をetherでパウダーとした。次いでMeOH－e七herで再結晶した。

収量2．47g（85％），　mp　92－95℃ノ

［α］召1　－31．1．　（c＝0．5，DMF＞，　Rf　2　0．40．
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’6NHC1酸分解後のアミノ酸分析値：

　Asp　1．04，　Pro　1．00，　Ser　1．04（Proの回収率，7了％）．

Anal．　Calcd　for　C35H4］N509・1／2H20：　C，61．31；　H，6．18；　N．，10．23．・

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，61．69；　H，6．19；　N，10．21．

14）　　Z（OMe）一G　l　n－Asn－Leu－OMe

　Z（OMe）一Gln－ONp（1．90g，4．57㎜oI）とTEA（0．64m1，6．28㎜oI）をH－Asn－

Leu－OMe［Z（OMe）一体（2．42g，5．71㎜Dより調製］のDhF溶液（30ml）に加え

48h撹伴した。生成物をB法で精製の後，　DMF－MeOHで再結晶した。

収量2．20g〈70％），　mp　259－261℃，

［α｝言1　－10．9。　（c＝0．5，DMSO），　Rf、　0．50．

Ana1．　Calcd　for　C25H37H509：　C，54．43；　H，6．76；　N，12．70．

　　　　　　　　　　Found；　C，54．63；　H，6．72；　N，12．64．

15）　　Z（OMe）一Leu－G正n－Asn－Leu－OMe

　上記のトリペプチドエステル〈2．10g，3．81㎜01）をTFA処理しD班丁（20m1）

に溶かした。TEA（1．06mL　7．62皿㎝o　l）を加えた後，Z（OMe）一Leu－ONp〈L90g，

4．57㎜ol）を加え一夜撹伴した。生成物をB法で精製の後，　D冊「一MeOHか

ら再沈殿した。

収量2．26g（89紛，皿p　246－248℃，

［α］呂1　＋20．0。　（c＝0．5，DMSO），　Rf】　0．66．

Ana1．　Calcd　for　C31H48N6010：　C，56．01；　H，7．28；　N，12．64．

　　　　　　　　　　　Found：　C，55．93；　H，7．37；　N，12．41．

16）　　Z（OMe＞一Asn－Leu－G　l　n－Asn－Leu－OMe

　上記のテトラペプチドエステル（2．179，2．79m㎜1）をTFA処理しDMF（60

ml）に溶かした。　TEA（0．78m1，5．58㎜oI）を加えた後，　Z（OMe）一Asn－ONp

（1．409，3．34㎜1）を加え18h撹指した。生成物をB法で精製の後・DMSO－

MeOHから再沈殿した。

収量2．03g（80％），　mp　261－263℃，
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［α］呂】　一14．0。　（c＝0．5，DMSO），　Rf　1　0．34．

Ana1．　Calcd　for　C35H54N8012：　C，53。97；　H，6．99；　N，14．39．

　　　　　　　　　　Found：　C，53．72；H，7．02；　N，14．12．

17）・Z（OM合）一Asn－Leu－G　ln－Asn－Leu－NHNH　2　［4］

　上記のペンタペプチドエステル（6．72g，8．63㎜1）をDMSO－MeOH（80ml－

10m1）に溶かし，80鑑即興ヒドラジン（5．07m1，10eq）を加え48h放置した。

濃縮後，残渣を晩OHで結晶化の後，　D聡0一晩OHから再結晶した。

収量4．33g（64％），　mp　250－253℃，

［α］呂1－13．3。　（c＝0．5，DMSO），　Rfl　O．18．

6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　Asp　2．01，　G　l　u　1，01，　Leu　2．00（Leuの回収率，82駕）．

AnaL　　Calcd　for　C34H54NloO】1・H20：　C，51．30；　H，7．09；　N，17．60．

　　　　　　　　　　　　　Found＝　C，51．53；　H，7．06；　N，17．38．

18）　Z（OMe）一Ile－Va　1－OMe

Z（OMe）一11e－ONp（7．05g，16．9㎜1），　HC　1・H－Va1－OMe（2．84g，16．9㎜1），

TEA（4．72皿1，33．9㎜01）のD姫溶液（70ml）を一夜撹伴した。生成物をB法

で精製の後，D㎜「一e七herで再結晶した。

収量5．11g（74％），　mp　116－118℃，

［α］孟】　＋2．0。　（c＝0．5，DMF），　匿2　0．81．

Ana1．　Calcd　for　C2・H32N206：　C，61．74；　H，7．90；　閥，6．86．

　　　　　　　　　　Found：　C，61．84；　H，8．07；　N，7．07．

19）　Z（OMe）一11e－Va1－NHNH2

上記のジペプチドエステル（5．009，12．2㎜1）の掬OH溶液（100皿1）に80駕

玉水ヒドラジン（6．13m1，10eq）を加え48h放置した。析出するパウダーを

DMF－MeOHで再結晶した。

収量2．77g（55幻，　mp　252－254℃，

［α］言。　＋0．9。　（c＝1．0，DMF），　Rf】　0．74．
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Ana1．　CaIcd　for　C　2。H32N≧0、：　C，58．80；　H，7．90；　N，13．72．

　　　　　　　　　　Found：　C，58．90；　H，7、91；　N，13．57．

20）　　Z（OMe）一11e－Va1－Lys（Z）一〇Me

　Z（OMe）一11e－Va　1－NHNH，（2．70g，6．61皿1）から調製したアジドのDMF溶液

（30m1），およびTEA（1．01皿L　6．61ml）をH－Lys（Z）一〇Me［その塩酸塩（2．19g，

6．61㎜oI）から調製］のD班熔液（20m1）に加え一夜撹伴した。生成物をB

法で精製の後，D四一AcOE七で再沈殿した。

収量3．60g（81％），　mp　202－204℃，

［α］呂。　＋1．5。　（c＝1．0，DMF），　Rf　2　0．65．

Ana1．　Calcd　for　C35H50N409＝　C，62．67；　H，7．51；　N，8．35．

　　　　　　　　　　Found：　C，62．44；　H，7．63；　N，8．29．

21）　　Z（OM6）一Ser（Bz1）一Ile－Va1－Lys（Z）一〇Me

　Z（0晩）一Ser（Bzl）一〇H・CHA（2．87g，626】㎜01）から調製した混酸無水物の

THF溶液（30ml）にH－11e－Val－Lys（Z）一〇Me［Z（0惚）一体（3．50g，5．22㎜1）よ

り調製］のDMF溶液（10m1）を加え6h撹凹した。生成物をB法で精製の後，

DMF一脱OHで再沈殿した。

収量3．25g（69紛，　mp　179－181℃，

［α］言1　－1．1。　（c＝1．0，D塾狂り，　Rf　2　0．90．

Ana1．　Calcd　for　C45H6】N5011・1／2H20＝C，63，06；H，7．29；　N，8．17．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，63．18；　H，7．13；　N，7．81．

22）　　Z（OM6）一Ser（Bzl）一11e－Va1－Lys（Z）一NHHH，　［5］

　上記のテトラペプチドエステル（3．15g，3．71㎜〕1）のDMF溶液（100皿Dに

8膿抱水ヒドラジン（0．93mL　5eq）を加え一夜放置した。析出する結晶を

DMF－MeOHで再沈殿した。

収量2．66g（84駕），　mp　126－128℃，

［α］言1　＋12．60　（c＝1．0，DMF），　Rf】　0．77．

6NHC1酸分解（96h｝後のアミノ酸分析的：
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　Ser　O，87，11e　O．94，　Va10．92，　Lys　1．00（Lysの回収率，79毘）．

Ana1．　Ca　lcd　for　C44H6】四701。＝　C，62．32；　H，7．25；　N，11．56．

　　　　　　　　　　　Found：　C，62．44；　H，7．27；　N，11．29．

23）　　Z（0費le）一Gly－Arg（M七s＞一Met〈0）一NHNH、　［6］

Z（OMe）一G王y－OSu（2．07g，6．16㎜1），TEA（1．43m1，6．16㎜1）をH－Ar8（M七s）一

Me七（0＞一〇Me［Z（0湿e）一体（3．50g，5．13㎜1）から調製］のD騰液（30ml）に加

え48h撹敵した。生成物をA法で精製の後，　MeOH－e七herから再結晶した。

これをMeOH（40m1）に溶かし，8侃抱水ヒドラジン（1．29ml，5eq）を加えた。

24h放置の後，溶媒を留虚し，残渣をetherで結晶化した。次いでn－BuOH－

etherで再沈殿した。

収量1．91g（51％），　mp　93－96℃，

［α］言1－5，5。　（c＝0．5，DMF），　Rf】　0．59．

6四HC　1酸分解後のアミノ酸分析値：

　Gly　1．05，　Arg　1．00，　Me士O．87〈Argの回収率，8隅）．

AnaI。　Calcd　for　C3】｝韮45N呂09S2・1／2H20：　C，49．78；　H，6．33；　N，14．98．

　　　　　　　　　　　　　　　Foun（i：　C，50．05；　H，6．56；　N，14．70．

24）　　Z（0瓢e）一AIa－Pro－Ser－OM6

　Z（0蝦e）一Ala－Pro－OH（6．31g，18．0㎜01）とH－Ser－OMe［塩酸塩（3．36g，21．6

㎜1）から調製］のmr溶液（30m1）にDCC（4．099，19．8㎜1）を加え一夜撹評

した。不溶物を濾除し濾液を濃縮した。生成物をA法で精製の後，MeOH－

AcOE七で再結晶した。

収量6．69g〈82紛，　mp　109－112℃，

［α］舌3　－14．5。　（c＝0．9，MeOH），　Rf　1　0．84．

Ana1．　Calcd　for　C21H31N309＝　C，55．86；　H，6．47；　N，9．31．

　　　　　　　　　　Found：　C，56．11；　H，6．71；　N，9．33．

25）　　Z（OMe）一Lys（Z）一Ala－Pro－SeF－0醗e

　上記のトリペプチドエステル（L75g，3．88㎜01）をTFA処理しDMF（50ml）
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に溶かした。TEA（1．08m1，7．76皿αD　1），Z（．0晩）一Lys（2）一〇Su（2．35g，4．34㎜1）

を加え一夜撹幽した。生成物をA法で精製の後，MeOH－AcOE七で再結晶し

た。

収量1．91g（69％），　mp153－156℃，

［α］言3　－33．50　（c；1．0，DMF），　Rf　1　0．79．

AnaL　　Calcd　for　C35H47N50n：　C，58．89；　H，6．64；　N，9．81．

　　　　　　　　　　　Found：　C，58．94；　H，6．80；　N，9．80．

26）　　Z（OMe）一Lys（Z）一Ala－Pro－Ser－NHNH2　［7］

　上記のテトラペプチドエステル（2．65g，3．71㎜1）のMeOH溶液（30m1）に

80％抱水ヒドラジン（232皿1，10eq）を加え一夜放置した。析出した結晶を

D』r－MeOHで再結晶した。

収量2．43g（92鑑），　mp　154－159℃，

［α］孟。－36．6。（c＝1．0，D団F），　Rf，0．73．

6N　HCI酸分解後のアミノ酸分析値：

　Lys　O．98，　Ala　1．06，　Pro　1．00，　Ser　O．95（Proの回収率，84％〉．

Anal．　Calcd　for　C34H47N7010こ　C，55．80；　H，6．75；　N，13．40．

　　　　　　　　　　　Found＝　C，55．94；　H，6．59；　N，13．25．

27）　　Z（OMe）一His－Arg（M七s）一IIe－Ser－Asp（OChp）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一

Tyr－Met（0）一G　l　y－Trp（M七s＞一Me七（0＞一Asp（OChp）一Phe一一H2，

Z（0賊e）一（hCCK　20－33　［Tyr－free］27　）一NH2

　TFA処理したフラグメント［1］（2．18g，1．00㎜ol）のD憾溶液（6m1）に

TEA（0．14m1，1．00㎜01）を加え，これにフラグメント［2］（1．31g，1．50

㎜ol）から調製したアジドのD姫溶液（6m1）およびNml（0．13ml，1．20㎜01）

を加え48h撹吝した。生成物をB法で精製の後，DMF－MeOHで再沈殿した。

収量2．45g（86％），　mp　227－230℃，

［α］言8　－15．0。　（c＝1．0，DMF），　Rf】　0．66．

Ana1L　Calcd　for　C　137H】88N24033S5・3H　20＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．48；　H，6．71；　N，11．54．
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Found＝　C，56．47；　H，6．75；　N，11．33．

28）　．Z（OM6）一Asp（OBz1）一Pro－Ser（Bz1）一Hi　s－Arg（M七s）一11e－Ser－

Asp（OChp）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一Tyr－Me七（0）一G　l　y－Trp（M七s）一Me七（0）一

Asp（OChp）一Phe－NH　2，　Z（OMe）一（hCCK　17－33　［Tyr－free］2了　）一NH2

TFA処理した上記の14残基ペプチドアミド（1．95g，0．68㎜1）のD匪溶液

（10皿1）にTEA（0．10mL　O．68㎜）1）を加え，これにフラグメント［3］（0．60g，

1．02㎜ol）から調製したアジドのDMF溶液（3皿1），およびNMM（90μ1，0．82㎜1）

を加え一夜撹伴した。生成物をB法で精製の後，DMF一晩OHで再沈殿した。

収量1．90g（84紛，　mp　230－233℃，

［α］曇8　－15．1。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．60．

Ana王．　Calcd　for　C、63H2、7N2703gS5・4H20＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，57．39；　H，6．65；　N，11．09．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，57．33；　H，6．56；　N，10．95．

29）　Z（〔｝Me）一Asn－Leu－Gln－Asn－Leu－Asp（OBz1）一Pro二Ser（Bz1）一His－

Arg（M七s）一1玉e－Ser－Asp（OChp）一Arg（Mts）一Asp（OChp）一Tyr－Mb七（0）一G　l　y－

Trp（㎜七s）一Met（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2，

Z（OMe）一（hCCK　12－33　［Tyr－free］27　）一NH　2

　TFA処理した上記の17残基ペプチドアミド（975㎎，0．34㎜oDのDMF溶液

（5皿1）にTEA（47μLO．34㎜Dを加え，これにフラグメント［4］（1．329，

1．70㎜1）から調製したアジドのD姫一DMSO－HhPA溶液（5m1－5ml－5皿1），およ

びTEA（47μ1，0．34㎜1）を加え24h撹刑した。さらにアジドとTEA（各3eq）

を追加し18h撹碧した。生成物をB法，次いでC法で精製し，　D一一AcO肚

で再沈殿した。

収量642㎎（48鋤，mp　225－228℃，

［α］葺8　－18．0。　（c＝1．0，DMSO），　Rf、　0．57．

Ana1．　Calcd　for　C！88H25gN35047S5・7H20＝

　　　　　　　　　　　　　　・　　　　　C，55。78；H，6，80；閥，12．11．

　　　　　　　　　　　　　　Found：C，55．78；H，6．84；N，12．40．
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30）　Z（OMe）一Ser（Bzl）一11e－Va1－Lys（Z）一Asn－Leu－GIn－Asn－Leu－

Asp（OBzl）一Pro－Ser（Bz1）一H　i　s－Arg（Mts）一11e－Ser－Asp（OChp）一Arg（M七s）一

Asp（OChp）一Tyr－Me七（0）一Gly－Trp（Mts）一Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2，

Z（OMe）一（hCCK　8－33　［Tyr－free］27　）一NH　2

　TFA処理した上記g）22残基ペプチドアミド（638㎎，0．16㎜1）のDMF溶液

（4皿1）にTEA（23μ1，0．16㎜1）を加え，これにフラグメント［5］．（690㎎，

0・8（㎞m1）から調製したアジドのD匪溶液（6ml），およびTEA（27μ1，0．19㎜1＞

を加え48h撹拝した。生成物をB法，次いでC法で精製し，　D証一AcO肚で

再沈殿した。

収量459㎎（62％），皿p250－252℃，

［α］孟8　－6．7。　（c＝1．0，DMSO），　Rf　1　0．59．

Ana1．　Calcd　for　C　223H3。呂N40054S5・8H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．77；　H，6．92；　N，11．92．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，56．66；　H，6．74；　N，11．97．

31）　Z（0騒e）一Gly－Arg（Mts）一M6七（0）一Ser（Bzl）一Ile－Va　1－Lys（Z）一Asn－Leu－

Gln－Asn－Leu－Asp（OBzI）一Pro－Ser（Bz1）一His－Arg（M七s）一11e－Ser－

Asp（OChp）一Arg（Mts）一Asp（OChp）一Tyr－Me七（0）一G　l　y－Trp（Mts）一Mε七（0）一

Asp（OChp）一Phe－NH　2，　Z（OMe）一（hCCK　5－33　［Tyr－free］27　）一四H　2

　TFA処理した上記の26残基ペプチドアミド（455㎎，0．10㎜1）のDMF溶液

（1皿1）にTEA｛14μ1，0．10㎜01）を加え，これにフラグメント［6］（371㎎，

0．50㎜ol）から調製したアジドのDMF溶液（2m1），およびTEA（17∬1，0．12㎜）1）

を加え48h撹罪した。生成物をB法，次いでC法で精製し，　DMF－AcOE士で

再沈殿した。

収量293㎎（57％），mp　251－253℃，

［α］各8　－2．0。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．62，．

Anal．　Calcd　for　C245H342N46060S7・11H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，55．37；H，6．90；N，12．13．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，55．65；　H，6．63；　N，11．86．
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32）　　Z（0晩）一Lys（Z）一Ala－Pro－Ser－G　l　y－Arg（Mts）一Met（0）一Ser（Bz1）一11e－

Va1－Lys（Z）一Asn－Leu－Gln－Asn－Leu－Asp（OBz工）一Pro－Ser（Bz1）一H　i　s－

Arg（Mts）一11e－Ser－Asp（OChp）一Arg（Mts）一Asp（OChp）一Tyr－Met（0）一Gly－

Trp｛M七s）一Me士（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2，

Z（OMe｝一（hCCK　1－33　［Tyr－free］27　）一NH　2

　TFA処理した上記の29残基ペプチドアミド（90㎎，18μm1）のDMF溶液（3

m1）にTEA（3μ1，18μ田01）を加え，これにフラグメント［7］（63㎎，0．09

1㎜01）から調製したアジドのDMF溶液（2m工），およびTEA（5μ1，22μml）を加

え48h撹伴した。生成物をB法，次いでC法で精製し，　DMF－AcOE七で再沈

殿した。

収量70㎎（69劉，mp　257－259℃，

［α］呂8　・一33．3。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．67．

Ana1．　Calcd　for　C27。H377N5】067S7・5H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．65；　H，6．82；　N，12．48．

　　　　　　　　　　　　　　Found：C，56．58；H，6．72；N，12．61．

第3項に関する実験

1）　Z（OMe）一Tyr（C12Bz1）一Me七（0）一Gly－Trp（Mts）一Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－

NH　2

　Z（OMe）一He七（0）一GIy－Trp（M七s）一Met（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2（4．579，3．63

㎜oI）を，常法にしたがってTFA処理し，得られたパウダーをD班r（25m1）

に溶かしTEA（051皿1，3．63血lo1）で中和した。これにZ（OMe）一Tyr（Cl、Bz1）一

〇Su（2．629，4．36㎜1），およびN剛（0．40㎜1，4．36㎜1）を加え，一夜耕

した。生成物をB法で精製し，DMF－AcOE七により再沈殿した。

収量5．26g（92％），田p　215－218℃，

［α］弓。　－20．4。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．64．

Anal．　Calcd　for　C77Hg1！耀sO17C12S3：　C，58．47；　H，5．80；　N，7．97．

　　　　　　　　　　　　　Found＝C，58．17；　H，5．96；　N，7．98．

2）　Z（OMe）一Asp（OChp）一Tyr（C12Bz1）一Met（0）一G　l　y－Trp（Mts）一日団七（0）一
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’Asp（OChp）一Phe一閥H2

　上記の7残基ペプチドアミド（4．95g，3．13㎜01）を常法に従いTFA処理

し，得られたパウダーをD撚（30皿1）。諮かしTEA（0．43m1，3．13㎜1）で中

和した。これとZ（OMe）一Asp（・OChp）～OSu［Z（OMe）一Asp（OChp）一〇HのDCHA塩

（2，709，1L23㎜01）より常法にしたがって調製］のTHF溶液（15m1），および

N皿1（0．41皿1，3．76㎜1）を混合し一夜撹閉した。生成物をB法で精製し，

DMFAcOEtより再沈殿した。

収量5．23g（90毘），　mp　200－202℃，

［α］昌。　－23．9。　（c＝1．0，DMF），　Rf】　0．75、

Ana1．　Calcd　for　C88H】・8N・002。C12S3＝　C，58，95；　H，6．07；N，7．81．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，58．66；　H，6．37；　N，7，79．

3）　Z（OMe）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一Tyr（CI2Bz1＞一Me七（0）一G　l　y－Trp（M士s）一

Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－NH　2

　上記の8残基ペプチドアミド（4．75g、2．65㎜01）を常法に従ってTFA処

理し，得られたパウダーをDMF（30ml＞に溶かした。これをTEA（037m1，4．75

㎜ol）で中和の後，　Z（OMe）一Arg（M七s）一〇Su［Z（OMe）一Arg（M七s）一〇HのCHA塩

（3．28g，5．30㎜01）より常法に従い調製］のTHF溶液（30mD，およびN剛

（0．35m1，3．18㎜1）と混合した。一夜耕の後，生成物をB法によ備

製し，DMF－AcOE七より再沈殿した。

収量4．15g（74劉，　mp　238－243℃，

［α］言。　－21．9。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．78．

Ana1．　Calcd　for　C、。3H130N14023C12S4：　C，57。55；　H，6．19；　N，9．12．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，57．52；　H，6．31；　麗，9，27．

4）　Z（OMe）一Asp（OChp）一Arg（M七s＞一Asp（OChp）一Tyr（C12Bzl）一Me七（0）一Gly－

Trp（M七s）一Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2　［1’］

　上記の9残基ペプチドアミド（4．159，1．95㎜01）を常法に従いTFA処理

し，得られたパウダーをD距（40m1）に1容かし，TEA（0．27m1，1．95㎜1）で中

和した。これとZ（OMe）一Asp（OChp）一〇Su［Z（OMe）一Asp（OChp）一〇HのDCHA塩
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（1，689，2．95㎜01）より常法に従って調製］のTHF溶液（15皿1），およびN脚

（0．26皿i，2．34㎜01）を混合し一夜撹拝した。生成物をB法で精製し，DMF一

惚0蹉．より再沈殿した。

収量3．57g（78幻，　mp　230－233℃，

［or］各。　－13．5。　（c＝1．0，DMF），　Rf、　0．70．

Anal．　Calcd　for　C、、4H、47N、5025C12S4：　C，58．45；　H，6，32；　N，8．97．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，58．48；　H，6．42；　N，8．94．

5）　Z｛OMe）一H　i　s－Arg（Mts）一Ile－Ser－Asp（OChp）一Arg（Mts）一Asp｛OChp）一

Tyr（C12Bz1）一Met（0＞一Gly－Trp（Mts）一Me士（0）一Asp（OChp）一Phe一聾H　2，

Z（OMe）一（hCCK　2G－33　［Tyr（C12Bzl）］27　）一NH　2

　上記の10残基ペプチドアミド（10．73g，4．58㎜1）を常法に従いTFA処

理し，得られたパウダーをD掘（30ml）に溶かし，TEA（0．64皿1，4．58㎜1）で

中和した。これとフラグメント［2］（7．99g，9．16㎜01）のDNr溶液（40m1）

d剛（0．60ml，5．50mm　1）を混合し一夜撹伴した。生成物をB法で精製し，

DMF－MeOHで再沈殿した。

収量11．99g（87％），睡234－237℃，

［α］言2　－17．60　（c＝1．0，D醐F），　Rf、　0．73．

Ana1．　Calcd　for　C】44H192N24033C圭2S5・4H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　C，55．96；　H，6．55；　N，10．88．

　　　　　　　　　　　　　　Found＝C，55．63；　H，6．47；N，11．24．

6）　Z（OMe）一Asp（OBz1）一Pro－Ser〈Bz1）一H　i　s・一Arg（荊士s）一Ile－Ser－Asp（OChp）一

Arg（M七s＞一Asp（OChp）一Tyr（C12Bz1）一Met（0）一G　l　y－Trp（M七s）一Mε七（0）一

Asp（OChp）一Phe－NH2，　Z（GMe）一（hCCK　17－33　［Tyr（C12Bzl）］27　）一NH2

　上記の14残基ペプチドアミド（11．899，3．94㎜1）を常法に従いTFA処

理し，得られたパウダーをDMF（30mDに溶かし，TEA（0．55m1，3．94㎜ol）で

中和した。これとフラグメント［3］（3．469，5，91mm1）のDhr溶：液（10ml）

とN剛（0．52皿1，4．73㎜onを混合し一夜撹伴した。生成物をB法で精製し，

D匪一AcOEtで再沈殿した。
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収量8．64g｛63％），　mp　230－232℃，

［α］各2　＋8．9。　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．71．

Ana1．　Calcd　for　C】70H221N2703gC12S5・6H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．62；　H，6．51；　N，10．49．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，56．59；　H，6．33；　N，10．61．

7）　Z（OMe）一Asn－Leu－Gln－Asn－Leu－Asp（OBzl）一Pro－Ser（Bz1）一H　is－

Arg（M七s）一11e－Ser－Asp（OChp）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一Tyr（C12Bz1）一

Me七（0）一Gly－Trp（M七s）一Met（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2，

Z（OM6）一（hCCK　12－33　［Tyr（C12Bz1｝］27　）一NH2

上記の17残基ペプチドアミド（8．50g，2．43㎜1）を常法に従いTFA処

理し，得られたパウダーをDMF（30m1）に溶かし，TEA（034mL　2．43㎜01）で

中和した。これとフラグメント［4］（7．57g，9．72㎜1）のD雁一D聡0－

H碑A溶液（1：111，90ml）とTEA（0．41m1，2．92㎜1）を混合し48h耕した。

生成物をC法で精製し，D甑一AcOE七で再沈殿した。

収量4．84g（49％），　mp　245－248℃，

［α］｛；2　－22．20　（c＝1．0，DMF），　Rf　1　0．73．

Ana1．　Calcd　for　C　195H263N35047C12S5・5H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．15；H，6．60；　N，11．76．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，55．96；H，6．52；　N，11．87．．

8）　Z（OMe）一Ser（Bz1）一Ile－Val－Lys（Z）一Asn－Leu－G　l　n－Asn－Leu－Asp（OBzl）一

Pro－Ser（Bz1）一His－Arg（Mts）一11e－Ser－Asp（OChp）一Arg（M七s＞一Asp（OChp＞一

Tyr（C12Bz1）一Met（0）一GIy－Trp（Mts）一Met（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2，

Z（OMe）一（hCCK　8－33　［Tyr（CI2Bz1）］27　）一NH2

上記の22残基ペプチドアミド（2．539，0．62㎜1）を常法に従いTFA処

理し，得られたパウダーをD匪（10皿1）に溶かし，TEA（86μ1，0．62㎜1）で中

和した。こ批フラ〃ント［5］（2．10g，2．48㎜1）のD鵬液（20m1）

とTEA（0、10m1，0．74㎜1）を混合し一夜耕した。生成物ををB法，次い

でC法で精製した。
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収量1．95g（67沿，即265－270℃，

［α］弓2－26．0。　（c＝1．0，DMF），　Rf、0．63．

Ana1．　Calcd　for　C230H3董zN40054C12S5・8H£0：

　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．65；　H，6．78；　N，11．49。

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，56．53；　H，6．78；　N，　ll．80．

9）　Z（0荊e＞一Gly－Arg（幣ts）一Me七（0）一Ser（Bz1）・一11e－Va　1－Lys（Z）一Asn－Leu－

Gln－Asn－Leu－Asp（OBz1）一Pro－Ser（Bzl）一H　i　s－Arg（M七s）一11e－Ser－

Asp（OChp）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一Tyr（C12Bz1）一Me七（0）一G　l　y－Trp（M七s）一

Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－HH　2，

Z（OMe｝一（hCCK　5－33　［Tyr（C12Bz1）ユ27　）一NH2

　上記の25残基ペプチドアミド（1．51g，0．33㎜1＞を常法に従いTFA処

理し，得られたパウダーをD匪（5m1）に溶かしTEA（46d，033㎜01）で中和

した。これとフラグ〃ト［6］（0．98g，1．32㎜DのD騰液（5m1）とN膿

（0．15皿1，1．32㎜1）を混合し一夜撹伴した。生成物をB法で精製し，DMF－

MeOHで再沈殿した。

収量1．45g（86紛，　mp　260－262℃，

［α］孟2－8．0．（c＝1．0，D皿「〉，1｛f10．77．

Anal．　Calcd　for　C252H346H46060C12S7・6H20＝

　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．22；　H，6．70；　N，11．97．

　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，56．01；　H，6．35；　N，12．22．

10）　　Z（OMe）一Lys（Z）一Ala－Pro－Ser－Gly－Arg（M七s）一Me七（0）一Ser（Bzl）一11e－

Va1－Lys（Z）一Asn－Leu－Gln－Asn－Leu－Asp（OBzl）一Pro－Ser（BzD－H　is－

Arg（Mts｝一IIe一・Ser－Asp（OChp）一Arg（M七s）一Asp（OChp）一Tyr（C12Bz1＞一

Me士（0＞一Gly－Trp（M七s）一Me七（0）一Asp（OChp）一Phe－NH2・，

Z（OMe）一くhCCK　l－33［Tyr（C12Bz1）｝27）一洗H2　（保護CCK－33）

上記の29残基ペプチドアミド（1・209，0・23㎜1）を常法に従いTFA処

理し，得られたパウダーをDMF（5ml）に溶かし，TEA〈32μ1，023㎜01）で中和

した。これとフラグメント［7］（0・819，1・15㎜1）のDMF溶液（5m1）と闇剛1
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’（38μ1，1」5㎜1）を混合し24h回した。生成物をB法，次いでC法で精

製した。

収量0．76g（5秘），　mp　215218℃，

［α］葺2　－20．Oo　（c＝1．0，　DMF）．　Rf　1　0．77．

Ana1。　Calcd　for　C277H381N5、067C12S7・6H20：

　　　　　　　　　　　　　　　　　　C，56．38；H，6．71；N，12，10．

　　　　　　　　　　　　　　　Found：　C，56．10；　H，6．71；　N，11．93．

第：4項に関する実験

　H－Lys－Ala－Pro－Ser－Gly－Arg－Me七一Ser－Ile－Va1－Lys－Asn－Leu－Gln－Asn－

Leu－Asp－Pro－Se虐一H　i　s－Arg－11e－Ser－Asp－Arg－Asp－Tyr－Me七一G　l　y一一Trp－Me七一

Asp－Phe－NH，　（CCK－33　非硫酸化体）

　保護hCCK－33（317㎎，54．7μ㎜〕1）のDW溶液（3m1）にphenylthio七rimety1－

silane（300μ1，30eq）を加え室温で1h撹均した。溶媒を留興した後，AcOE七

でパウダー化した。収量279㎎（89％），Rf　10．72．

　こうして得られた保護hCCK－33還元体（100㎎，17．4βmo　1）をm－creso1

（244μ1，130eq），およびEDT〈38μ1，23eq）存在下，1M　TMSOTf－thioanisole／

TFA（5m1）で氷冷，2．5h処理した。　e翫erを加え遠沈して得られたパウダ

ーを無配下MeOH－H，0（1ml－2m1）に溶かし，2¶ercaptoethano1（200μ1），お

よび1M　NH、F（600μL36eq）を加えた。さらにTEAでpH　8．0にし30min撹伴

した後，AcOHでpH　6．0にした。これをSephadex－G　25カラム（3．3x105cm）

にアプライし，1N　AcOHで溶出した。各フラクション（8．6ml）のUV280n皿の

吸光度を測定しNos．30－44を集め凍結乾燥した。収量64．2㎎（95％）．

　この粗精製サンプルを0．01M　NH4HCO3バッファー〈pH　7，9）で平衡化さ

せたCM－Trisacry1肋ラム（2、　Ox4．2cm）にアプライした。さらに同バッ

ファー250m1の入ったミキシングフラスコを通し，02M醐4HCO，バッファ

ー（pH　8．6）を用いグラジエント溶出を行った。各フラクション（8．2ml）

のUV280nmの吸収を測定し，主一分にあたるNos24－31を凍結乾燥した。

収量20．1㎎（31％）．

　このパウダーをSynchropak　RP－P逆相HPLCカラム（4．Ox25cm）を用い1ml／
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minの流速で0．1灯FA中25－35％CH，CN（30mi　n）の直線グラジエント溶出を用

い精製した。目的のピーク（re七ent　i　on七ime　37mi　n，　UV280nmで検出）を集

め，凍結乾燥し，白色羽毛状パウダーを得た。収量10．6㎎（53据）．

［α］言。　－65．7血　（c＝・O．1，0．5N　AcOH）．

　こうして得られた精製hCCK－33非硫酸化体は，YMC胱302カラム（4x150

㎜）を用い0．1符FA中40－45駕H，CN（30mi　n）を溶出液とする分析HPLCで，

reten七ion輌me　27m呈nの単一ピークを示した（流速1．Om1／皿in，UV280㎜）。

FAB－MS：（M＋H）＋3864．4〈C，5，H，5、N，、0、gS，に対する計算値；3864．9）．

6NHC1酸分解後のアミノ酸分析値：表5を参照のこと。

LAP酵素消化後のアミノ酸分析値（括弧内の数字は理論値）：

Asp　3．62（4），　Ser　4．53（4），　Pro　1．66（2），　Gly　2．13（2），　Ala　1・1＄（1）・

Va1　1．10（1），　1頭e竜2．70（3），　11e　2．28（2），　Leu　2．44（2），　Tyr　1．12（1），

Phe　1．00（1），　Lys　2．14（2），　His　1．08（1），　Trp　O．99（1），　Arg　3．24（3），

Asn，　Gln　N．D。（Pheの回収率77％）．

第5項に関する実験

1）硫酸化試薬の検討

Z（OM6）一Tyr一群，　Z（G鹿）幾r－0照各0．砺㎜1）を20％pyridineρ脚皿1）

に溶かし25℃でpyridine－SO3錯体（5eq），又はPAS（10eq）によりこれらを

硫酸化した。TLCスキャナーを用いて経時的に測定した結果を図35に示

す。

Z（OMe》一Trp－OH，　Z｛OM6）柵一〇H，　Z（OMe）一H　i　s－0晩（各0．05㎜1）をpyr－

idine－SO，錯体，又はPASで上記のように硫酸化した際，　Trp，晩t誘導体に

関しては変化がなかったが，Z（OMe）一His－OMeはpyridine－SO3では32毘，

PASでは1舘硫酸化された。H・0を反応液に加えると（pH6．0），硫酸化され・た

His誘導体（眠，0．21）は60min以内にZ（OMe）一His－0晩と変化した。

2）Ser側鎖の選択的保護

i）Z（OMe）一Ser－0晩のシリル誘導体のpyridine－SO・処理に対する安定性
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　Z（OMe）一Ser－0晩（各14㎎10．05皿！朕）1）のD匪溶液（1ml）をimidazole（20eq）

存在下R－C1（R＝Me3Si，tB副e，Si，tBuPh、Si各10eq）とそれぞれ反応させ

た。溶媒を留画しn－hexaneで洗浄した。それぞれの生成物（R＝Me、Si，Rf，

0．97；RFtBuMe2Si，Rf10．99；R＝tBuPh、Si，RfI　O．99）をDMF－pyridine（8：2，

1m1）に溶かし，EDT（20拝1）存在下pyridine－SO、錯体（94㎎，10eq）を加え25

℃で撹伴した。TLCスキャナーを用い経時的に定量したところ，権，Si体は

30minで完全に脱シリル化されたのにもかかわらず，・Bu晩，Si体は24h後

置1貌が脱シリル化されただけであり，tBuPh，Si体は24h後もまったく変

化がなかった。

ii）Tyrのフェノール性水酸基存在下でのtBuPh，Si基のSerのアルコール

性水酸基への選択的導入

　Z（OMe）一Ser－OM6とZ（0』㈲一Tyr－0晩（各0．05㎜01），およびimi　dazo　l　e（20eq）

をD憾（lm1）に溶かしtBuPh2SiC1（20eq）を加え4℃，4h撹聴した。　この際

種々のpheno1誘導体（phenoLrcreso1，p－me七hy1±hiopheno　1各20eq）

を反応液に加え，それらの効果を調べた。TLCスキャナーで測定した結果

を図36に示す。

　25℃で4h反応させた場合，Z（0腱e）一Tyr－O晩はpheno俳存在下では75％

がtBuPh、Si化されたのに対し，pheno　1存在下では44％に留まった。

iii）Z（OMe）一Ser（tBuPh，Si）一〇MeからのtBuPh，Si基の除去

　Z（OMe）一Sere　BuPh，Si）一〇h眠36㎎，68μmo　l）のD匪溶液｛1ml＞に田Bu、NF／

DMF（1m1，15eq），EDT（20μ1）を加え25℃，60min処理した。その間に出発物

質（Rf　10．99）は完全に消失し，　Z（0団e）一Ser－OMeに対応するスポット（Rf、

0．91）が現れた。

3）　α一およびε一アミノ基の選択的保護

　H－Lys－OH（14．6㎎，0．1㎜ol）をH、0－D凪1：9，2m1）に溶かし，Fmc－OSu（141

韮㎎，4eq），　TEA（59μ1，4eq）を加え氷冷下1h撹拝した。反応の進行に従い出

発原料，およびモノF㈹c体（Rf、0．42）は消失し，ニンヒドリン陰性のス
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ポット（Rf　10、66）が生成した。生成物をA法で精製の後，　DMF（lm1）に溶

かしEDT（39μ1，10eq）存在下，1M　Bu、NF（1m1，10eq）で25℃，60min処理した。

Rf　10．66のスポットは消失し，すべてH－Lys－OHに対応するスポット（Rf，

原点）へと変換された。

　Z（OMe）一Tyr－OMe（0．1㎜DのD匪溶液（2ml）を氷冷下pheno　1（30eq）存在

下にFmc－OSu（4eq＞，TEA（4eq）と1h処理した。pheno1非存在下ではZ（OMe）一

Tyr（Fmoc）一〇晩が7．器生成したが，　pheno1存在下では全く生成しなかっ

た（クロマトスキャナーで定量）。これによりpheno　lがTyrの側鎖のFlnoc

化の抑制に有効なことが示された。

　Z（OMe）一H　i　s－OMe（0．1㎜01）を同様にFmoc－OSuとTEAで処理したとき，

Z（0団e）一His（F㎜c）一朧の生成は無視できた。Fmoc－Lys（Fmc）一〇H（0．1㎜D

をDMF－pyridine｛8：2，2皿nに溶かしpyridine－SO3錯体（10eq）と25℃，18h

処理したが，TLC上何ら変化は認められなかった。

第6項に関する実験

　氷冷下hCCK－33非硫酸花体（30㎎，7．8μm1）をDMF－H、0（900μ1－100μ1）に

溶かす。これにpheno　l（22㎎，30eq），TEA（33μ1，30eq），Fmoc－OSu（79㎎，30

eq）を順に加え2h撹伴した。　e七herを加え．析出するパウダーをD距一e描er

で再沈殿した。

　こうして得られたFmoc一誘導体（Rf、0．66）をDMF（2m1）に溶かした。これ

にimidazole（63㎎，120eq），phenol（88㎎，120eq），tBuPh、SiC1（216μ1，120eq）

を順に加え4℃で14h撹評した。　e七herを加え析出するパウダーをDMF－ether

で再沈殿した。この生成物（Rf　50．77）をSephadex　LH－20カラム（4×47cm）

で精製（溶出液：D距）し，目的のフラクション（各9．2ml，恥s．2129，　UV280

nmで検出）を集め減圧濃縮した。

　残渣を20加yridine／DMF（1m1）に溶かし，　EDT（22μ1），pyridine－SO，錯体

（124㎎，100eq）を加え25℃，24h撹摩した。これをSephadex　LH－20カラム

（4x47cm）にアプライし，DMFで上記のように溶出させた。目的のフラクシ

ョン（Nos．20－24）を濃縮し（約1m1）ナこれにEDT（22μ1，30eq），1M　Bu4NF／DMF

（1m1）を加え，氷時下60min，次いで室温で60min撹輸した。その後，再び
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氷冷し，1M　NH、HCO、（4m1）を加えた。遠沈して少量の不溶物を除き，上清

をSephadex　G－10カラム（2．4x49c皿）にアプライした。これを0．　IM配H4HCO、

（pH8．2）で溶出させ，最初のメインピーク（各7．8m1，Nos．11－17）を集め凍

結乾燥した。収量19．2㎎（63％）．

　この粗精製品をCM－Trisacry1　M（1．6x4．5c皿）を担体とし，0．01M　NH4HCO、

（pH　7．8，300m1）と0．2M　NH4HCO、（pH　8．4，500ml）からなる連続濃度勾配を

用いたイオン交換クロマトグラフィーにより精製した（図38－a）。2番

目のピークに対応するフラクション（各7．8皿1，Nos．21－29）を集め凍結乾

燥した。収量7．5㎎（3眺，overall　yield　25紛．

　こうして得られたサンプルをHPLCでさらに精製した。カラムとしては

Asahipak　ODP－50（10x250ml皿）を用い，2m1／minで31％CH，C彫0．1M　AcONH，（pH

6．5）を溶出液とするisocratic溶出を行った。　UV280nmで検出し目的のピ

ーク（図38－b，rg七endon七ime　42min）を集め凍結乾燥し，白色羽毛上パ

ウダーを得た。収量4．1㎎（6隅，hCCK－33非硫酸化体からのoverall　yield

15％）．なお，シリル化を25℃，3hで行ったときのovera11　yieldは1鏡で

あった。

［α］呂！　一72．7。　（c＝0．1，H20），　Rf　4　0．42．

HPLC：Asah　ipak　ODP－50（4x1501㎜）カラムを用い流速1m1／minでCH、C配

0．1M　AcONH、（pH6．5）（20－40％，30皿in＞の直線グラジエント溶出させた際の

re七ention七ime　14皿in（図38－c）．

6NHC1による酸分解後のアミノ酸分析値：表5参照のこと。

LAP酵素消化後のアミノ酸分析値：（括弧内の数値は理論値）：

Asp　3．49（4），　Ser　4．22〈4），　Pro　1．50（2），　Gly　2．12（2），　Ala　l．13（1），

Va1．1．14（1），　Me七　2．92（3），　He　1．96（2），　Leu　2．07（2），　Phe　l．00（1），

Lys　2．00（2），　His　O．92（1），　Trp　O．96（1），　Arg　2．87（3），

Tyr（SO3H）0．91（1），　Asn，　Gln　N，D．（Pheの回収率，81鋤．
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