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緒 茜

泌。、。。。，y七・一S・蜘u…i・gH。・皿◎n・（メラニ細麟1激ホ・レモン）｝鋤物の脳下

垂体から分泌され．メラニ・髄酢用して麟螺化せ・めるぺがドホ・レモンである』

19d年、　L・蒔1）はサ・・の脳下垂体より二種のM・ユ・・。・yt・一s七i・“ユ・ti・g

H◎r阻one（α：一MSHおよび　β一MSH（1））を分離し・その構造を次のごとく決定した。

　　　　　　　　　　　　　　α一MSH

　　C馬C。一昌・・一Ty「一S・r－Me七一Glu一Hi臣Phe－Aτ9－T「p一G1卜

　　Lアε一PrQ一一Vaユー瓦H2

　　　　　　　　　　　　　　β一MSH

　　H－A6夢一（｝ユu一（｝1アーPrG一τyr一，Arg－Met一（｝■職＿His＿Phe＿奈rg＿

　　聖rp一α■卜Seト？・。一P・・一Lア・一A・p－OH（1）

　このうち（かMSHは他の動物，たとえば牛，馬．羊等のそれと構造上全く同じであり・そみ合成

研究もなされている。一方サルゐβ噸SHの中にはarginア■斑e七hiOBiaeという合成的に困

轍アミノ酸醐が含まれており，その合成についての雛は脳らない・．したが・て本β一M闘

を合成することは脳下垂体の内分泌学のみならず，ペプチド合成化学の上からも興味ある事と考え・

本研究を実施した．今回著者は以下1こ記すごとく，本サルβ一MSH（1）の全合成に成功するとと

もに．その構造とMSH活姓度との関係を明らかにする事が出来た。

註1

　本論文に用いるアミノ酸，および保護基の略号をエUPAG－IUBの命名法に従。て記す。
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           '
2) AminO--prOtecting groups

  Benzyloxycarbonyl : Z. t･-Butoxycarbenyl ; Boc

5) Carboxy2-protecting groups
   '
  Methyl ester : ･-OMe. Benzyl ester : --OBzl. .
   t-Butyl ester : -OBut, P--Nitrophenyl ester : ･-ONp

4) Amino acid'S aerivatives

                              cuo  Ne--formyllysine derivative :-Lys- or -IJyB (CHO)-

                            '                                                 '                                lj 02
  NG --nitroarginine aerivative :-Arg- or -Arg (N02)- X
                                     '      '                                                    '                          ' 9Bzl
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第一章　MSHに：関する従来の研究概要

　　第一節　MSHの構造と生理作用

　．1貿，1〕　¢一，β一蟹SHの構造

　墨916年S画ith2）およびAユ■・θR　5）はそれぞれ独立に，カエルの脳下垂体を取り除くとそ

の皮膚の色が灘される勲観察したが、次いで1919年At・…4）は二季二物の脳下郵

抽出物が，脳下垂体を摘出したオタマジャクシの皮膚の色を黒化せしめる事を見い出し・ここに皮

膚の黒化をつかさどる因子の存在が明らかになった。当初この作用物質はin七θ瓢eαi漁・

8ubs七ancoB、　搬eユanophore　（1i．■atiag　Princip＝Le．　1neユanopho「e

壼ormRe等と呼ばれたが、1955年Fitzpatrick等5）．　〔｝orこ。ロ6》の二三によ

りmelanocy七θ一sti｝nu■ating　hQr皿One（MSH）．と呼ばれる様になった。

　1955年Lθe等ア）は豚の脳下垂体より，MSH作胴を有する等電点10．5～11の均｝な

物質蝉離したが，一方・。・a・h等8）および・・・…等’）胴じく豚の厨垂体より艦

した・、H灘物質は，全く異な。た纏点5．2を示すものであ。た．その後…三旬）｝まこれ

らが分離操作中に相互変換したものでないことを示すとともに，前者をα一MSH・後老をβ一

班SHと呼んだ。すなわち，一つの動物，ブタの脳下垂体中に二種類のMSHが存在することが判

明したわけである。

　1956年に，Harris等11），およびGeschwnd・・等．12）によ．って豚のβ一MSHの構

造が決定され，翌1957年に，HarriB等13）により豚のα：一MSHの構造が決定された。

二死豚10・15・14）．牛紛，馬紛，猿bからα噸SHが単離され．その構造が決定さ

れているが．その構造は動物の種差にかかわらず同一である。

一方，β讃SHは．豚11）。牛争ア）．羊15）．馬18）、猿飢人粉から輔された

が．それらの構造は図1に示すごとく。動物の種類により少しづっ異っていることが判明した。

α＿M8Hのアミノ酸配列は、同じく脳下垂体中に含まれる副腎皮質刺激ホルモン（AGTH）20）

の頂未端から鷹5番目までのアミノ酸配列と全く同じであり，ACτHもMSH作用を有している。

これら三種のペプチド永ルモン，α一．β一蟹SHおよびACTHの構造を比較すると．これらは

いずれも．分子中に一Me七一Gユ，U－His－Phe－Arg－Trp－Gly一という共通のアミノ

酸配列を有しており．この配列の前後に一つずつ異なる：アミノ酸をおいて。TyrとPr◎残基

を有するのが特徴である。
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　〔1．1，2〕　泌SH活惟の測定

　MSHはメラニン細胞を刺激してメラニン講授を拡散させ．その結果皮膚の色を黒化せしめる。

この作用機序については種々の説があるが，いまだ確定していないのが現状である・

　この駈SH活性度を測定するには主として，次の二つの方法が用いられている・その一つは・

古くから行われて来た語痂・の方法で・月函下垂体を摘出した蛙のリン・囎こ被検液粧射

し、足指のミズカキ・こ鮒るメラニ癩粒の鰍する度合を測定する方法である．2歪）この改血

として，・…i曙22）は麗麗轍検液雄射す肪勘・．よ滅度が良い事を雛して

いる。

他の一つはShi・．職・、　L・・…等25・24）ξこよって採用されたぬ・f‘・・の方法1こよ

るもので，スチール環に固定された鮭の大腿部および脛の皮膚1こ・20～25。Oで・リンゲル

下中被検液を作用させ．60分後における皮膚の色の黒化の度合を光電反射計により測定する方

法である。この方法は，鵡　師り。の方法よりも感度が優れているため・現在ひろく採用されて

いる。この際，Shizu孤e，　Lδrnθr等25）は垣SH活性度の基準として，ウシの脳下垂体

後葉の粗抽出物0．04γが語　面辞。で示す黒化の度合を1MSH単位としたが、この蕃準の

もとで，精製されたα＿MSHは2×10！0MSHU／9の活性を有する事、β一猛SHは109

レベルの，又AC雪Hは107～歪08レベルのMSH活性を；有する事が報告された。最近にな

って，高度に精製されたα一MSHは10殺レベルの，又ブタのβ一MSHは10質レベルの括

煙を有すると報告されたが，25）これらは分離技術の進歩｛こよるものと考えられる。

　本研究において，著者の合成した種々のペプチドのMSH活性は．蛙（砺・πα．μμ8π5）

鞭恕し工臨・・の方法25・24）で，アメ効、Y…大学のS・u・L・na・博士のも

とにおいて測定されたものである。

　（1，1．3〕MSHの示す種々の生理作用（MSH外作用）

　最近．．α一，・β一MSHはメラムン細胞に対して作用する他に・種々の生理作用を示す事が次

第に明らかとなって来た。これら作用のうちには，α→1β一逝SHおよびACTHに共通のも

の，あるいはそれぞれのホルモンに特有と思われるものもあり，内分泌学上興味深い問題であ

る。

これら三つのホルモンに共通した生節用について，恥9・蒋26）は脂肪繍より脂肪酸を

糊せしめる、ip。1夘i，活性を報告しており、　F・…i等27）は、犬の大槽内‘・これらホ

ルモンを注射すると．伸展症状をひきお1 ｱす事を．　又Bower等28）は，こ．れらがネズミの甲
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状線からヨードの遊離を促進する事を報告している。

　Kraアer等29）は．これら三者が肋　面8ア0において，心臓の搏動を昂進させる事を認

めたが，この際α一MSH．ACTHはβ一MSHに較べその作用が強い事を述べている。又

σehovicδo）は，ブタのα咽づβ炉MSHをネズミに注射すると，畢丸の重量が減少することを観

察した。とくに．β一MSHに関し，　Krivoア等54》は，これをネコの静脈内に注射すると，

脊髄中枢神経系‘こ作用し．あくびを起させる事を報告し．本ペプチドと神経系との関連を示唆

した。

　以上のごとく，αおよびβ一MSHの示す種々のMSH外作用が検討されている現状であり．

このことは何故同じ動物の脳下垂体中に2種類のM8Hが存在するのかという疑問点と密接な

関連性があり，将来さらに検討さ．れなければならない内分泌学上の問題である。

　　第二節　β一短SHに関する1従来までの合成研究の概要

　サルの脳下垂体中からも分離されたα一壇SHについての合成は，すでにG旦tt田an等3亀

H・蝕…等55）．S・bwア邪・「等54）の研究働こよってなされたが．これら合成研究に

よって解明された最も興味ある事は。廼SH活牲はα一MSH自体でなくても，その構造中の

ある区分によってすでに発現されるという事実であった。現在，MSH活牲を示す最小の

ペプチドはH－Hi＄一Phe－Arg－Trp－OH（5．6×104）と判断され35），このうち特に，

HisとTr：P　が活性の発現に重要と考えられている。この区分は，サルのβ一MSHの構造

にも含まれる共通の区分である。しかし，これら区分ペプチドのMSH活牲は天然品に較べて

きわめて低く・ペプヂド鱒の延長につれて活性も増大するわけであるが，その機構は後記する

β一垣8H関連ペプチドを含めて未だ明らかでない。

　β一MSHに関しては。ただ一例SChWアzθrの砺究陣が，ウシのβ一麗SH（Aβp－

Ser一（｝1ア・一Pro－Tアr－Lア8－Met一㌦Gユu－His－Phθ一Arg－Trp軸G■y－Sθr－PrO－

PrQ－Lアβ一A8P）の合成研究について報告しているのみである。

　1959年，s・hwy・θr等56）は，α＿アミノ基の保護‘こb・a・ア1・∬・。。b・n鷲侮｝，

6．17位しye　のε一アミノ基の保護にtosアユ（Tos）を採用し，　c端Aspをジメチルエ

ステルとし，又1位Asp、8位Gユαの代りにそれぞれa8paragi纂e，9エuta皿iReを用

いて合成を進め幽最終段階に於て、水酸化バリウムによるエステルの鹸化、続いて液体アンモ

ニア中カルシウムによる還元によって残。た保護基の除去を試みたが，分子中のペプチド鎖の
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転位および開裂を伴い・本品の合成は不成功に終った。

　以上の事実はウシρβ一MSH中‘こアルカリに不安定な構造が含まれる事を示唆しており、後・

1965年．Schwyzer等3ア）は酸性条件下で除去出来る保護基，すなわちtrity1基

（τrユ），∫一but。xy…b。n置基（B・・）・r－buty1・・terを採用して図2‘こ

示すごとくウシのβ一MSHを合成した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　号◎c

　　　　　　　　　　　　　Tri－PrO一τyr－Lys－NH聾H2十H－Mθt－OMθ
　　　　　　　　　　　　　　　　，。、＿，齢∵：．。。。

認、＿＿、H．．。．，．。L雛。。ト。Mθ

　　　　　　　　　　DCC

　　　　OBut　　　Boc
　　　　　9　　毒　　．箏‘
　　　　　　　　　　．＿Ly匿S職Me七一〇Me　Boc－ASp
　　　　　1　　　　6　　7

・。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OBut
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z一合U峨i，一Ph。一A。g一野p－G、アー。H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　13

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　話）DGG

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2）　H2一．　Pα

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　QBut　　　　　　　　　　　　　　　BQC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　H－6ユ・　’　　　齢一A・p（・B両2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　17　18

　　　　　　　　　　　　　　　　　　a乞iαe

。。，認　 撚・膿t　　監A、p（。B。・），
　　　　　　1　　　　　　　　　　　　．．6　　　　　　　　　8　　　　　　　　　　　　　　　　　17　　　18

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／・一・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ウシのβ一MSH

　　　　　　　図2　SChwアzer等によるウシのβ一逼SHの合成図

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一7q



　彼等は合成最終段階でq～7）と（8～18）をアチド法で縮合させ、保護されたQcta一

αθCapθptiαoを得ているが，この際使用された聾端hθptapepti乱θhy’arazi戯θ，

B・c－A・P（OBut）一Se・一組y－P・・一丁アr－Ly・（B。c）一Met脳磁H・の合成に疑闘

がないわけではない。何故ならば，対応のメチルエステルにヒドラジンを作用させた際，分子中

のAspのβ一虚一but71　e＄teセは副反応を伴う事をSchWアzθr等自身指摘しておりろ7）、

さらに最近にな。て．この種の副反応についての雛がある58）．又s・hw四・r等は，合成

φ間体をすべて交流分配法によって精製したが．これは量的な制限をうける合成法といわねばな

らない。なお，生理活性ペプチドの合成について重要な問題であるその構造と活性の関係につい

ての検討は，表1に示すように，わずかしかなされなかった。

　著者の合成したサルのβ一MSHは、ウシのβ一MSHの2位sθrのかわりにGユu，　6位

しγ8のかわりにArgを有している。この差は僅かである．が、後記するようにペプチド合成上

からは．SchwyZer等の合成法57）をそのまま採害する事が出来ず，独自の合成法を採用し

たのである。．

SChwy噛Zer等の合成ペプチド

　NH2　　　　　　　　　　　　　　　　　Tos　　　　　｝耳H2

　i　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　l
Z一・Asp－SGr－G■y一］⊇rO一・？γr－Lアs一・湿θt噛GIu－H主8一ぞhθ一’Arg－

　　　　　　　　　　　　　　　TQS
　　　　　　　　　　　　　　　I
Trp蝋α1アーSθr吻PrO－PrO－Lγs－A＄P（OMe）2

　NH2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　70s

　｝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
H一（｝■U甑ヨis－P込θ一Arg一・Trp－G1）r－Sθr“Pro－Pro－Lys－A8P（◎Me）2

　NH2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Tos

　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
Z－G■U－Hie－Phθ一Arg一τrp－G■y－Ser－Pr。冊ro弓ys－Aep御e）・

MSHU／9

乳4×107

a4×104

6．4×104

表1 台chwy一乞θr等によって合成されたウシのβ一MSH関連

ペプチドとそれらのMSH活性36）
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第二：章　サルのβ一MSH合成の原理

　ペプチド合成において考慮しなければならない大切な問題は，ペプチド中の官能基に対する保

護基の選択と，ペプチド区分の結合様式である。

1前章に記したよう1こ、ウシのβ一MSHの第6位，第17位は共にLy’sであるため，　Sch－

wアZθr等37）はこれらに同じ保護基．すなわち8－bu七〇Xγcarbo血y■（Boc）基を採用

して合成を進めることが出来たが，サルのβ一MSHは第6位がArgであるため，彼等と同様

の原理で合成を進めることが出来ない。さらに彼等にならって，サルのβ一瓢SHのN端部he－

ptapθP填αθθs七θrを合成しても・これを対応するhアαrazidθ1こ導くことは好ましく

ない。何故なら，前記したA8pの問題だけではなく，ヒドラジンの塩基性のためArgのグア

ニド基の脱離が生じ，59’40）その結果，ArgはO鵜に転換し．目的物を純粋に得る事は不可

能であるからである。　（図5参照）

　　　　OBut　OBut
。。，一盈。p一δ、。．晦一・。。一丁。。．A。g一．M。レ。M。

　　　　　　　　　　　　　　　聾R2聾H2

，．，．

　　　副反応　　　　　　　　　　　　　　Gr這へ変換

図3　N端hep七apθptiαee8七erに対するヒドラジンの作用

そこで著者は独自にサルのβ一儀SHの合成法に検討を加えた。

　　第一節　保護基の選択

　まず、サルのβ一MS琶を合成するにあたり，必要な構成アミノ酸宮能基に対する保謹基の選

択について記す。主として考慮の対称となる官能基は，図4に示すように，1）α一アミノ基，

および塩基性アミノ酸側鎖官能基，2）Aspおよび（｝1uのもつ酸姓官能基‘こ大別される。
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　1）塩基性官能基に対する保護基の選択

　図4に示すように、合成には1）α一アミノ基．il）6位．11位Argのグアニド基．麺D

17位しフ8のε一アミノ基・に必要な保護基として・原理的に少くとも5つの異った保護基を

選択しなければならない。9位Hi臼のイミダゾール基については後記する。

　1）｛芝一アミノ基の保護基

　ペプチド形成反応．すなわち酸アミド形成反応‘こ際して．酸成分アミノ酸のα一アミノ基は．

適当な保護基で保護されていなければならない。そしてペプチド合成後，この保護基の除去によ

’って遊離にされたアミノ基が、次のペプチド形成反応にあずかり．この様にしてペプチド鎖が延

長される。

　本分子中には，7位1こMθtが存在するが，σ末端部よりのuロdθcapθptide（8～18）

の段階までは．ペプチド合成においてもっとも一般的な，接触還元で除去出来る．be込zアユ。－

xy‘carb◎nyユ（Z）基をα一アミノ墓の保護基として合成を進めるのが常法である。　しかし

ながら，泌e七の導入後は，もはや接触還元が出来ないため，トリフルオロ酢酸か、稀酸で除去

出来る‘一bU七〇xy℃arbonyユ（Boc）基を使用するのが好ましいと判断される。したがっ

て，α一アミノ基の保護基としては，図4に示すように，2種類の保護墓が必要となった。

　lD　Argのグアニド基の保護基

　現在，クアニド基の保護基として一般に使用されているのは1接触還元によって除去出来るニ

トロ基である。したがって11位Argの導へには、　Nα一nitrqargininθを利用して合

成を進めることが可能である。この導入後接触還元して得られるArgの入ったペプチドは、そ

れがアミノ成分として使用されるかぎり．又そのグアニド基が塩酸等によってプロトン化されて

いるかぎり，副反応を伴うことなく次のペプチド合成に使用することが出来る。

　問麺となるのは6位Argの導入であ。て．この際醤G－nitrOargiロineを使用すれば，

滋e七の存在のた：めこのニトロ基を接触還元で除去することは出来ない。

　二言にふれたように．Arg－Metという組合せは，ペプチド合成上非常に困難な問題である◎

　このため著者は．N儀　冠G＿ii一露一butoxy・carbOny・1arginine　4灌｝の利用を考慮

したが，合成途上榊原等42）は，弗化水素がニトロアルギニンの二｝旧基を除去する事を報告す

るに至。たので，この方法を採用する事‘こした。これに関しては第四章第一節にくわしく記す。
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　田）Lγ8のε脚アミノ基の保護基

　最後に問題となるのは17位しy－sのε一アミノ基の保護基についてである。本アミノ基は合

成の最終段階まで保護されていなければならない。換言すれば、合成中に採用する保護基が除去

される条件下になお安定でな1ナればならない．長防徽翫．トリフル加酵酸靴藤等の作

用で除去されないものでなくてはならない。

　さらに要求される性質は，合成の最終段階において．ペプチド鎖の開裂，転位等を伴わず除去

されうるという事である。　著者はこれらの条件を満たすものとして、ホルミル基を選んだ・従

来，ホルミル基は，AGTH活性ペプチドでHof皿ann等45’44）が示したように、稀酸で除

去されるのであるが。今回著：者は10％ヒドラジン酢酸で緩和‘こ除去されることを見い出し，本

法を合成の最終段階1ご利用した．な淋基の除去に関しては，第三章第三節におし’て詳しく述べ

る。

　さらに本曇採用の利点は．鑓ε一formyユ■y’s凱θを含むペプチドが・一艦に水に易溶であ

り，その結果．合成中間休をすべてイオン交換クロマトグラフィーによって精製する事が出来た

点である、

　この他，9位Hisのイミダゾール基が問題であるが，結合方法を選択することにより・本門

を保護することなく合成を進める事とした。

以上本サルのβ一MS肋合成に必要な塩基牲官能墓の保護基について記した力玉・結局4種の

異った保護基が必要であり．このうちでも．後記するよう‘と．17位しy6のε一アミノ基と・

6位Argのグアニド基の保護墓の選択，およびそれらの新しい除表方法の採用が，本合成を成

功に至らしあた主な点である。

　2）カルボキシル墓の保護基の検討

β覗SHの合成に際して，苛性アルカリで除去されるメチルエステルをA・pやG■uの側

鎖カルボキシル基の保護基として使用する事が不適当である事は、すでにSchwγ2er等56）が

示したとおりである。従来より．AspやαユRを含むペプチドをアルカリ処理すると．ペプチ

ド鎖の転位を起すことが知られており、45）ペプチドのアルカリ処理は特に注意しなければなら

ない点である。さらに．αeschwind，　Li等46）はブタのβ一MSHをアルカリ処理すると・

15～14位のG■7－sθr　結合が切断される事を報告しており．この事からも・メチルエステ

ルの使用には十分注意する必要がある。一方SChwγZer等57）のよう1こ・8位a疑の側鎖
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に‘←butアユ舘teτを利用しても．　Boc－Met－OHの導入後．トリフルオロ酢酸で処理すれ

ば．本エステルも除去される。

　しかしながら，ペプチド合成上結合：方法を選べば．アミノ成分中のカルボキシル基は．トリエ

チルアミン塩として保護して合成を進めることも可能であるので．一たびアミノ成分中に導入さ

れた酸性アミノ酸，この場合には、8位G■uおよび18位A8Pのカルボキシル基に保護基を

残しておく必要はない。したがって装着は．これらの保護基を出来るだけ早い段階で除去して合

成を進めることにしたΩ

　瓦末端部のA8P，αユuの側鎖カルボキシル墓は．この際合成の最終段階であり．またMθtが

存在するので，トリフルオロ酢酸で除去出来る書一b臨yユθsterとして保護することにした。

　その他Sθrの水酸基，T7rのフェノール鮭水酸基は．結合方法を選択することによって敢

えて保護することなく合成を進める方針を立てた。

　　第二節　結合様式の検討

　前記した保護基の選択と，ペプチド結合様式の検討は，相互に関連した問題である。ペプチド

の合成は，州般1こウレタン型のα一アミノ保護基を用い．C末端部よ91個づっアミノ酸を結合

し．N端方向に延長するのが原則である．しかしかなり大きいペプチドの合成には．あらかじめ

上記の方法で合成したペプチド間を結合する区分結合法が採用される。この区分結合に際しては、

G■y’を酸成分のσ末端部に選ぶのが普通である。これはG■y’のカルボキシル基の活盤化に際

してラセミ化の危険がないからである。

　この原則に従って．サルのβ一．逼SHの構造を考察すると、　Gユアは第ろ位．第13位に位置し

ている。したがって区分合成をするとすれば、1（1～3），n（4～15）．．理（14～18）

の5区分が考えられる・（図5）．

1：Asp一（｝1U一（｝■5ア　（1～5）

盤：PrQ＿Tyr＿Arg＿愁et＿，、（｝＝Lu＿．His一1i）he－Arg一・Trp一（｝■y（4～15）

　　　　　　　　　　　　　　OX
　　　　　　　　　　　　　　茎
　　BOc一．Pro　　　　　　　　　GIUL・　　　　　　　　一一一一㎜㎜…G1ア晒OH

葱　：Ser－Pro－PrG－L5r8－A8p　（14～18）

　　　　歯5　サルのβ一MSHの区分ペプチド

しかしこの区分をそのまま採用する裏が出来るか否かは前述したこの区分申に含まれるアミ．ノ
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酸官能基の種類に左右されるわけである。

先ず区邪｝謡・㌶。・．皿アユ璃i・・を採用して合成する事が可能である・つぎに問題となる

のは，宜自体を灘との結合に都合がよいように合成出来るかという問題である。結合という点か

らすれば．図5のように．分子申のGluのγ一画ルボキシル基は保護され・C末端部のα■y『の

それは．遊離である必要がある。しかし前記したArg－Mθtを含むペプチドの合成に必要な条

件‘こたえうるカルボキシノレ墓の保護基には、メチルあるいはエチル墓をおいて外にない。。しかし、

この種のエステルが不適当なことは前記したとおりであり、したがって此の且自体を区分合成し

て颪との結合に使用する事は好ましくない。したがって、Gユuをアミノ成分中に組み入れてか

ら次にArg－Mθtを含むペプチドに延長する必要がある。すなわち図6に示す様に・著者は先

ずZ＿Hi・一Ph・一A・g（NO2）一T・p一αユァーOH樋を縮合後・Gユuを導入してu・。θca麟

PGP七ideとする計画に従ったが．これはZ一α1u（OBzユ）一HiB－Phθ一Arg伽02）簡

Trp一α1y－OHと廻を結合し，接触還元しても得られるはずである。この賜αeCapep七i－

deに｝五θ七．つついてArgを導入、　PrQ－Tyr　はアチド法で導入する方法を採用して・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　マHO

　　　　　　　　　　　　　　琶一Sgr－PrO－PrO－LyS－ASp一．・OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　17

　　　　　　　　　H一・His－Ph（』一Arg－Trp－G■y’一〇H－
　　　　　　　　　　　9　　　　　　　　　　　　　　箔

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　毒騨。

　　　　　　　　　H－H吉・』　　　　　　　　　　　　轄s’　　QH

　　　　　　　　　　　　墜1囲回　　CH。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．直　　　　1

　　　　　　　だ　一霞二：

　　　　　　　　　4　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t　　17

　　　　　　　　　　　　　　　　　　0ButOBu七
　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　BOC－A6p一く｝1u一（｝■γ一〇H

　　　　　　　　QButOBut　　　　　　　　　　　　　　　　　　GHO
　　　　　　　　！　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！

　　　　　B岬沸／　凱ρH
　　　　　　　H“今sp　　　．1　　　㌃ヲ8｝OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　サルのβ一MSH

　　　　　　　図6　サルのβ蝋MSHの合成計画図
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pθ醇aaeCapeptiαθ，すなわち結果的には盈と盈と結合したペプチドを得ることとした。

この段階で1を結合させれば目的のサルのβ一MSHに到達する事が出来るわけである。

なお本合成に際して採用したペプチド結合方法について簡単に記述する。

　DDσo法
　1955年1こ．Shθθhan等4フ）によって開発された方法で．ペプチド結合形成反応は図

ア1こ示すように進行するものと考えられている。本法では、アミノ成分のカルボキシル墓はエス

テルとして保護されている必要がある。

〈＝ンN＝c二醤一〈＝〉

　　　　十
　　　　Rl
　　　　l　　一一　争
Z－NH－CH－GOOH

　　　R三
　　　　I
Z－NH－GH－CO
　　　　　　乙

⊂》N一δ一NH－O
　　　　　　L

　　　　　畜

　　　　争
（z－NH－eH－co）・○・〈＝）

　　　　　ξ

　　　尽・

職一6H．c。。R・　　i
　　　　　　　　　　　　　i

　　　　　　　　　　魯／亭・

　　　　　　　Z一二H－CH一．GONH－C．H一・COOR7

　　　1

一・・一・も一・・一〇

図7　DCC法によるペプチド結合形成反応

　誕）：混酸無水物法（Mi幻

　本法は1951年から1952年の聞に．Va旦gha捻等48），　B◎iSSOn撫s49），

Wiθ■aRα等50）によって開発されたもので．図8に示すよう‘こ反応は進行する。すなわち，

アシルアミノ酸の第3級アミン塩に．クロル炭酸エチル又はイソブチルを作用させてカルボキシ

ル基を活憾化し。これにアミノ成分を反応させてペプチド結合を形成する反応である。此の際ア

ミノ成分中のカルボキシル基は。エステルでなくてもトリエチルアミン塩として保護しておくこ
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とが出来る。

　　　　　　弓・　　E，、N　　撃1一　＋R・．。，。Gユ
　　Z一鐸H－GH－G　OQI｛　一一一一一一一一一一一一ヲ・　Z－NH－CH－OQO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Et3聾H．一

　N認㌫，Q．、Hふ，G。R　R、　R、
　　　　　　　　　＼o　　　＿z－NH．δH＿G。照＿とH＿GO。R
　　　　　　　　　　／
　　　　　R1－000

　　　　　図8　混酸無水物法によるペプチド結合形成反応

　iの活牲エステル法

　現在広く利用されている方法は，Boaan8zky等息）によって開発されたρ一nitrOP－

henyユ　θ8七er法であり，本活性エステルはアシルアミノ酸とP－ni七rOP1θno■とをDGC

法で結合させて合成する。本品をアミノ成分と反応・させると．アシルペプチドが形成される。

P胴…ph畷yユ・…r以タト1・、　P・nt・・h…。ph・n匹52）湘一hYa・。・ア・・一

ecinimideθster55）等が利用されている。　（図9）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R2
　　　　　　撃1．　　。，。　畢・　。曲．，。。。・
　　Z－N琶一GH－COO琶　十　琶OR一一一一・．ッZ－NH－GH－GOOR一一一ラ

　　　　　．RI　　　　　R2
　　　　　　1　　　　　　　　1
　　Z－NH一・CH－GO醤H－CH－GOOR，　十　H6景

・・

　　　　　　　　　図9　活姓エステル法によるペプチド結合形成反応

　iv）　アチ・ド法

　1904年．GrU七ius　54）によって開発された方法であり．ラセミ化を生じない優秀なペ

プチド結合形成法として今日なお広く．用いられている・（図10）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一16一



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R2
　　　　RI　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RI　　　　　　　　　　i

　　　　　l　　　　　琶NO2　　　　1　　　　NH2－CR－COOR’
　Z一一冠9－GH－GO｝IH聾H2一一一一一一一チ　Z－NH－GH－GO｝ぼ3　祠一噂一一一一　一一…一ラ「

　　　　　RI　　　　　　R2
　　　　　1　　　　　　1
　Z＿NH－CH－GON耳一　CH－GOOR3

　　　図10　アチド法｛こよるペプチド結合形成反応

以下、前記した合成計画にそって進めた硬究結果について記述する。
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　　　　　　　第三章　、H－Hi　s－Phe－Aτg一決p－Gユy－Ser一
　　　　　　　　　　　　　　：F：rO唖P　rO嗣Lys（CHe）rA．　s　p－CH（9へ48）

　　　　　　　　　　　　　　（22）および関連ペプチドの合成

　第一套窮　　H《∋θr－Pro－Pr（｝｝：Lys　（CHO）一rA．8P一一〇H（14～18）　G　9ウ

　　　　　　　の合成

　　　（5jj　〕　　z－Ser－PrG－PrO－Lア8（GHO）　一AsP（OMθ）2（8）より

　　　　　　　　　ペプチドC14～18）　（19）合成の試み

　著者は，まずZ－Sor－PrO－PrQ－Lγs（CHO）一ASp（OMe）2　を合成し．それを鹸化

後．接触還元を行って目的とするH－Sθr－Pr（〉一PrO－Lγs（CHO）一Asp－OHを得る可能

性を検討した。

　この・合成原料であるH－Asp（畷。）2は．メタノー．ル中thiQnyユ　Chloridθを作用さ

せる方法55）によって合成し，z通γe（CHO）一〇HはHof皿ann等の方法砧）に従い図鵠

のようにして合成した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2
　　　　　　　翼H2　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　（GH2）4
　　　　　，畔・）・　Cu（OH），σuCQ3　　i　　－HCOOG・H・
　　　NH∫一6陀ゼ　　　→響2一CHツ…　一一‘
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　十†　　’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cu

　　　　　　CHO　　　　　　　　　　　　　CHO　　　　　　　　　　　　　CHO
　　　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　NH　　　　　　　　　　　　　　　NH　　　　　　　　　　　　　　　蟹H
　　　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔CH2）、　　　　　　（CH2）、　　　　　　（GH2）4
　　　　　　｝　　　　　一．　H2S　　　十　　　1　　　　　　－ZCI　　　　　　　i

　　　NH2－CH一．COO』一一一一争翼H3－GH－COO一一一　→Z－NH－CH－COOH

　　　＼㌔詳ノ　　　　　OH，

　　　　　　　　　　　　　図11　9－Lys（CHO）一〇Uの合成

　PrOはSCho七ten－Ba職annの条件下で，常法によりbenZア10xycarbQnyl化し

た。又Z－Ser－NHRH2はHGユ1eア等の方法57）に従い合成した。以上得られた原料を用い，

　図1．2に示：すように，罠的とするPen七aPe肌idθ誘導体（8）の合成を行りた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　肩8一



　σHO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHO
　　巨　　　　　　　　　　　　　　　　Mix．　　　i

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　デHO

　　　　　　　　　　　　　　　　　H－Lアs－Asp（OMe）2（3トゥd．iketOpipθraziae（4｝

　　　　　　　　　　Z一……伽・■

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHO
　Z－Sθr靹聾3　十　　H麟PrQ麟OH　　　　　　　　　　　　　l

　　　　　　　　　　　　　　　　　Z－PrO－Ly8－A6p（oMe）2（5｝

　　　・一L暢　　レ磁

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GHO
　　　　．　　　　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　一一　　　　　　　　　H一螢ro一一L5rS一・Asp（QMo）2　｛6｝　　　Mユx。

　　　　　　　／　　守・・

　　　z一・Ser－PrQ－Pro－Lアβ一・A8Pω殖。）2（8｝

　　　　　図12　呂一sθr－PrO－PrO－Lγs（eHO）一A3p（G塾佃）2｛8の合成

　先ずZ－Lγs（CHO）一GHとH－Asp（0｝卿）2を混酸無水物法48・49・50），あるいはDCC

法47）により縮合し，z－Lアs（CHO．）一・Asp（OMe），（2｝を得た。　Z墓を除去して（31を得る目

的で一2｝をメタノール中酢酸の存在下パラジウムを触媒とする接触還元を行った。パラジウムを

濾去後，メタノー．ルを完全に溜去し，残澄に無水エーテルを加えて白色結晶を鋪捉したが．本品

は予想に反してニンヒドリン反応陰性であり．その元素分析値は｛3ばり導かれるジケトピペラジ

ン（4｝の理論値によく一一致した。このものを質量分析すると，親ピークが斡／e＝281に現われ

た。この事より本品は単量体であることがわかった。

　そこで（2｝を接触還元した後．ジケトピペラジンの形成を避けるため。生成物を直ちに塩酸塩に

導き〔3庵得る事が出来た。この際氷冷下穿の酢酸塩に，当量の冷1規定塩酸を加え直ちに凍結乾

燥を行えば・ホ・～レ蜘按定である・〔31｛こZ－P・・一・賄雌無水物法1・より縮合U51を得た。

（5）より上と同じ方法でZ基を除去後．（6）を塩酸塩として単離した。一方z－Ser＿PrG＿OH17｝は

z－s・・引HNH・とP・◎のトリエチ・・アミン塩をアチド法1・より縮合して得た．本法鞭用

すればSerの水酸基を保護することなく。ペプチド結合を形成することが出来る。一方Pro
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のalkyユ　θstθrは．ジケトピペラジンを形成しやすいことが知られているので・PrOの

トリエチルアミン塩を反応に用いたのである。．ここに得た㈲と（7｝を混酸無水物法で縮合して、目

的とするPθnmpθptiαe誘導体〔8）を得た。本品は（α〕D一ア44。の旋光度を有し．酸加

水分解物のアミノ酸比は．ほぼ理論値に等しい値を示した。

　二三は．まず本品1こ1規定水酸化ナトリウムを作用させて・エステルの鹸化を試みたところ・

一部ペプチド結合の三三を伴う事がわかった。すなわち，本反応混合物をPart　ridge系ペーパ

ークロマトグラフィーにかけ。ニンヒドリン呈色で調べると、Sθrに対応するスポットと。そ

の他に黄色のスボシトの存在を認めた。ここに．遊離Serに対応するスポットが得られたとい

う事実は，Ser－PrO結合の開裂とともに．　Serのz基も．1規定水酸化ナトジウムによっ

て脱離する事を示唆している。すで1こSChWγZer等の実験から．ウシ爾β一斑SHには．アル

ヵりに不安定な結合が存在する事が類推されていたが，事実。これと共通区分をもったサルのβ

一M． PHのσ末端pen七apepti吐θ中に，不安定な結合が存在する事がわかった。

　一方本品を0．5規定塩酸中、100。C｝こて50分間加熱した後。　partriαge系のペーパー

クロマトグラフィーで検索すると．数個のニンヒドリン陽性のスポットが現れた。このことから，

C末端Pθnta：pθptiαe　は酸に対しても不安定なペプチド結合を含む事を示している。

　以上の予試験から．G末端　pentapep七iαθの合成に。現在の方法は不適当であり．出来

るだけ早い段階で．G末端カルボキシル基の保護墓を除去しておく必要があると判断される・

　　〔3．1．2〕　H－sθr－Pro－PrO－Ly『8（CHO）一A8p一・OH（窪4～18）（19）の合成

　前節に記した様に．本ペプチド区分中には，酸、アルカリに対し不安定なSer－Proという結

合が含まれている。著者はそれ等を考慮し、図15に示す様な方法で．三品の合成を行った。

　まず前節で得たz－Lys（CHO）一A8p一（OMe）2②をメタノールに溶かし、2当量の1規

定水酸化ナトジウムにて．メチルエステルを鹸化して．結晶性のZ－Lア8（σHO）一Asp一・OH

（9｝を得た、この際．鹸化後、反応液を酢酸又はクエン酸にて酸齢こしても，目的物は直ちに析出

しないが．1規定塩酸を絹いてPH3附近にし，冷蔵庫に放置すると．はじめて結晶が析出した。

本品はZ－Ly’s（CHO）一〇HとAspのトリエチルアミン塩を混酸無水物法で縮合しても得られ

るが，前回より収量が悪い事がわかった。本品（9｝をメタノール中常法により接触還元を行い．結

晶性のH－Ly’s（CHO）一A8P－OHQ働を得た。（10｝とZ－Pro－OHを混酸無水物法又はP－ni一・

七r・ph・・阻・・℃・・法51）‘こより縮合して．　Z－P・・一Lγ・（GHO）一A・P－OHωを得

たが．後者1こよる方が好収量を与えた。さらに二品q1）は，前節で得たz－Pro－Lys（GHO）一
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　OHO　　　　　　　　　　　　　－P　　　GHO　　　　　　　　　　　　　　CHO
、一L。。一A。P（。・・）、亀・一も。・．・・P．・H堕臨、。A。p。。H

　　　　　　　（2）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（9）　　　　　　　　　　　　　　　　（1G｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z－PrO－OH　　　　Mix．Or

　　　　　　CHO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GHO
　　　　　　l　　　　　　　　　　　H2一楓Pα　　　　　　　　　　l
H一王）rOOLアs－Asp顧OH略　　　　　　　　　　　　Z噛Pro隔Lγs一．Asp－OH
　　　　　　　　　　α2）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　q1｝

　　　　　　Z－Pro－O聾P

PNP

　　　　　↓マ。。　　Z一・・G－N…（16・

Z－Pro－Pro－Lγs一・Asp－OH
　　　　　　　　　　　　（13）

　H2勢：Pd、

　　　　　↓守HO　Z．，＿，，　　　㌣・・
H－Pr◎一PrQ－L5rs－Asp一〇H＿＿一＞Z－Sθr－Pro－Pro－Lアs－A6p一・OH
　　　　　　　　　　　　　ほの　　　　　　　　　　　　　　　　　！　　　　　　鋤

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i馬一：Pd
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　』。。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ψ　　i
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H一・Ser－Pro－Pro一工・y『s－Asp－OH（19｝

　　　　図13H謂・・認・。一P・。一L四（GHO）一卵レ側（19）の合成

ASP一（oMe）2（5｝の1規定水酸化ナトリウムによる鹸化でも得られたが，収量が悪かった。鋤

を常法により接触還元して保護基を除去し，H－Pro－Lアs（CHQ）一Asp－0麗2）を得た。

　本品（12＞のトリエチルアミン塩と。Z－PrO一〇恥とを反応させ，π一ブタノール抽出によってZ

－P・。一P・6－Lア・・（CH。）一A・P…・H⑬を捕捉し．ついでルノー・レより艦エチルで沈澱

させて精，製した・本音は無新形であるが．dicy・ClQhθXy・1a皿ine塩の結晶として単離す

る事が出来た。㈱を常法に従って接触還元後，凍結乾燥して，H－Pro－PrO－Lγs（σHO）一

Asp一〇H⑳の羽毛状粉末を得た。次にZ－Sθr一翼H翼H2を冷時塩酸ρ存在下．亜硝酸ナトリウ

ムを作用させて．そのアチドに導き、先に得た欄のトリエチルアミγ塩と反応させて．Z－Sθr－

Pro－Pro－Ly”8（CHO）一Asp－OH働を得た。本品は，　Z－Sθr－Pナ0一餌恥TH2㈱から導い

たZ－S・r－P・・覗とH一一P・・一Lγ・（GH・）一・時・Hα2｝とを縮合しても得る事が出来た
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が．収率は前記の方が良かった。

　さらに．Z－Ser－Pro－OH（7｝とH－Pro－Ly’8（CHO）一A8：p－QH（12）をクロル炭酸エチル

を用いての混酸無水物法により結合させようとしたが，目的物（1密は少ししか得られず．大部分ウ

レタン高曇反応物、Rα魂to－C。一Pr・一Ly・（CHO）一A・P－OHU8）が得られた。圏の酸加

水分解物中には。予想とするSerが含まれていなくて，　PrOも1モルしか含まれていない。

又重クロロホルムを溶媒として．本晶の聾MRを測定した結果。8，80τ（t，ipユet3」二

7cps）と5．82τ（guarteも，」＝7Cps）にエチル基に由来するシグナルが現れた。し

たがって本反応において。試薬がアミノ成分と反応したことは明らかである。混酸無水物法にお

けるこの種の副反応については．これまでにも少数の報告が見られるが。58659・60）特1こPrO

を逼末端にすると此の傾向が強いようである。

　（mをメタノール中，常法‘こより接触還元した後，凍結乾燥して．目的とするH－sθr－PrO－

PrO＿Lア8（GHO）一Asp－OH｛19）を白色羽毛状三二として得た。二品はPar℃ridgθ系なら

びに5ec－bu七anO1－a皿lnonia系のペーパークロマトグラフィーにおいて。それぞれニン

ヒドリン反応二二の単一スポットを示した。本呈色は最初黄色をおびた紫色であるが熱すると直

ちに紫色に変った。

　本品を定沸点塩1塗（b．P．質0。。　6規定）で加水分解し，そのアミノ酸分析を行った結果．

そのアミノ温点は．理論値に等しい値を示：した。

　又1eucine　a磁盈O　pep七idase（獄下LAPと略す）1こよる消化物のアミノ酸比は

硬論値に等しくNε一fOr町ユユァsineを1モル回収した。一般にペプチド中のプロリン結合

は，高度に精製したLAPによっては開妬しないことが知られている。61）しかしここに使用し

たLAPは豚の腎臓よりSp・・k皿一等の方法62）1こ従って二回硫安分画して調製した粗製品で

あり，恐らくPrO■i改a6θを含んでいるので定量的に本ペプチドが水解されたものと考えら

れる、この種の例は，すでにHOf血an見等43）によって報告されている。

　以上の実験事実から．三品はL型アミノ酸残基で構成された。光学的にも純粋なPeロtape－

ptidoであり．合成途上，ホルミル基は安定であった事がわかった。

　　第二節　H戸His－Phθ・rArg－Trμ｝1y－SerrPro明PrO－

　　　　　　　LyS』（CHO）｝ASP－OH（9～18）（22）の合成

著者は前節に記したように。サルのβ一MSHのσ末端Nε」fQrmア1pθntapeptide．

H－Sθr一望rO唖Pro一るγ8（CHO）一ASp－OH（19）の合成に成功したのであるが．ついで本
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品をアミノ成分とし・これ1こz－His－Phe－Arg（NO2）一Trp一（｝ユア・一〇H（20）を縮合して，

σ剃ε｛f。珈yユdθcapθpt’de（22）‘こ導いた・（図14）

　　　　　　　　　　NO2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．CHO
　Z－His一王・he一蓋rg－Trp一（｝ユγ一〇H　＋　H＿Sθr＿Pro＿PrO＿己γs＿Asp＿OH

　　　　　　　　　　　　　　　　牌⑳／。、。．　　？。♂1騨

　　　　　　　Z－Hig－Phθ一Arg－Tr譲一（｝15r－Ser一：Pro－PrO－Lアs－Asp－OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝　　　　　・2・｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｛H・P・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　善　　　　　7頁。

　　　　　　　H＿Hiβ＿Phθ一Arg一・7rp－G■y－8θr－Pro－Pro－Ly’s－Asp－OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（221

　　　　　図14c端fo「曜dec鱒P七’ae伽鍼

・ず麟・襯幽潮・・の鍼原牽斗で・あ。ため、．
ｻ在、でにその合成方法唖。繍

され．ている。著者．はこのうち・HOf皿a且漁，Lanαθ63）の方法に従って図15に示すように本

品を合成した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図15

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㍗由、＿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Phe－Arg
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　伽02）一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Trp一（｝15r
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－OH（20）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　の合成

i　　　　　　i

DCC

H～s　　　P、he　　Arg　　　Tr沿　　　G■y　i　　　　　　　　　l　　　　　　　　i　　　　　　　　　i

@　　　　　　　　　　　　　　　｝

@　　　　　　　　　　　　　率…　　　　　　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　　　NO2　　　　　　　　　　　　　　　　　／

、・馬

@｝　i　　　　　z十一・H　H．十一・M　　　　　　　I　　　　　　　　DC．c　　i　　　　　　　　　　　　　　…

1

z． or
@　　　ミ

@GH一
@一、

　　　OMe　　ZMix：　　　願

@　　NO2

@　　0H　　　H

@　　NO2

H2－Pd

Mix．

Z．zzH

再結晶により全し体を分離
@　　　　　　NO2

OH一

OM

n蟹

nM

nH

nH

nH

NO2

HBr／AcOHz 漁

聾◎2
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　次いでペプチド⑳と働の結合であるが．この縮合はGly’の個駈であるため．いかなるカルボ．

キシル基の活性化法を採用しても、ラセミ化の心配はない。しかしながら活性化の方法に問題が

ある。なぜならば．著者の行おうとする本結合においては。アミノ成分であるNε一fOr狙yユー

Pθntapeptiαθ四のカルボキシル墓が保護されていないので，　DCG等による直接結合法は

採用出来ない。そこで先ず活性エステル法による結合反応を検討した。しかしこの際の結合は．

ペプチド間の結合であるため・1個のアミノ酸の三牲エステル法とはかなりおもむきを異にして

いる。

　先ずacyユPθptiαeと刃一ni七rophθnoユ又はpe就achユGroph6ロ。ユ等の水酸

基を、DCCを用いて縮合して活性エステルを作る方法であるが，本法においては．副反応，

aCアユPθptiαe　Ureaの生成を防止する事はむずかしい。そのため工6e■in等64）は

aCγ1pep七iaeと　di－P曽ni七ro：Phθnγ1　su■fitθと反応させて．　acy■pθpti－

dθ∫）一nitrQphenγユ　e8七erを合成する方法について報告しており．榊原等65）はトリフ1

ルオロ酢酸の活牲エステルとaCアユpeptidθとのエステル交換によりacyユpeptideの活

性エステルを合成する方法について報告している。

　最近A・こ…。・等66）は、混酸無水物法により．・・坦P・ptiα・N－hアa。。xγ、Ucc＿

inimide　estθrを合成する方法を，．又Ko▽aCs等67）．はDCGと加ataCh■。「OP一

henO1とのcomP■θxを．　aCア■peptiαeと反応させて活姓エステルを合成する方法を

報告している。

　以上の事柄を参考にして・⑳と⑲のペプチド区分結合を種々検討したが，いずれも不成功に終

った・これはおそらぐ⑳中のHi8のイミダゾール核が保護されていないためと考えられる。

　しかしながら図曙4のように．D蟹Fを溶媒とし，混酸睡水勃法により⑳と（19ゆ縮合を試みた所，良好

に反応が進行し，Z－His－Phe－A「g（No2）一τ「P一α1y藁SθトP「〇一P「σ幣Lア8（CHO）▽ASP　

bH121）を得る事が出来た。本品を精製する事なく．50％酢酸にとかし．．パラジウムを触媒と

する接触還元を行ない．：P＆rtridgθ系のペーパークロマトグラフィーで検索したところ．Rf

O．27のスポットの他に、RfO．50に未反応の⑳に由来するHis－Phθ一Arg－hP＿Gユγ

に相当するスポシトの存在を認めた。本糧製品を，ピリジン弾唄緩衝液を用いてCM＿セルロ＿

ズのカラムク．ロマトグラフィーを行って精製し、溶出する各フラクションの280鵬における吸

光度を測定したが，その溶出曲線は図16‘こ示す如くである。0．05M流出部分晒分Dを集め，

溶媒を溜去後．凍結乾燥を行い目的とするH－Hi8一・Phe－Arg－Trp－G■y－sθr－PrO－Pro

－Lγs（CHO）一ABP－OH⑳を白隼羽毛状粉末として，ろ0～40％の収量で得る事が出来た。こ
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のものはpar七rid．9θ系b　5e4－bu七anoユーa1n皿onia系のべ一一パークロマトグラフィー

において、ニンヒドリン．且hrliCh、坂口．　Pauly反応に陽姓の単一スポヅトを示し。．．ピ

リジン酢酸緩衝液（pH3。5、6．8）を溶媒とする櫨紙電気泳動においても単一スポットを示し

た。本圃の酸加水分解物のアミノ酸比は理論値とよく一致した。一方本品を常法によりLAP

（Sp・・k鵬蒔の方法で製した粗製品）62）で臥し．その消化物のアミ．ノ酸分析を行った結

氣。端Pθn艶p・ptlde中のアミノ酸の回収率が多少悪かったが，このように比較的長い

ペプチドを轡般的方法でLAP処理した際に，これと局様の現象が生ずる事はすでに報告されて

いる。4ろ。44）そこで58qcにて24時間LAP消化を行った後，さらに同量のLAPを加え

24時聞incuわatθ　を続け．そのアミノ酸分析を行った結果．そのアミノ酸比は理論値と一

致し．1モルの製ε一for斑ylユy’8inθを回収した、

　なお画分歯こ。H－His－P鉱θ一一Arg－Trp－G■アーOHを分離iした。

2．0

to

Q．D．

at　280皿μ

～

（21）（0．999）を接i触還元

GM一セルロ幽ズカラム

（5×15㎝）

　A　　　　B

一亀
c D E

　　　40　　　　　　80　　　　　120　　　　　　160　　　　　200　　　　　240
　　　　　　七Ubθ　NO．　（15目し＝Lg／tubθ）

A　H20（400m■．）、　B：0．01Mピリジン酢酸緩衝液（150皿■．）

c　α025M（6001n■．），　D＝0．05M（1200mユ．）。　E：0．1　M（90〔｝皿ユ．）

図16　（22）のCM一セルローズカラムクロマトグラフィ・一による精製
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第三節脱ホルミル化反応の検討と，

　　　　　H一王王　is一一ヨPhθ一一Arg一一｛Prp一一（｝＝Ly「」一｛3er一王）ro一一王）rO【一工」y齢s－

　　　　　ASP－OH（9～．18）（25）の合成

　第二章第一節に記したように・著者の計画したサルのβ一瓢SHの合成では．その最終段階に

おいて．17位ぬy’sのε一アミン墓iについたホノレミル基を除去しなければならない。先ずNε

一for田γnysinθを用い、その緩和な除去の条件について種々検索し，ついでこの条件下に．

前節で得たNε一fO瓢ア1dθCapθp七ida⑳を遊離のH－His－Phe－Arg一τrp－G1アー

Ser－PrO－PrQ－Lアs岨sp一〇H㈱に導くことが出来るか否かを検討した。

　まず脱ホルミル反応の検討であるが、本基は一般に稀塩酸で除去する事が可能である。したが

・て・S・・曲・・等68）はホルミ・レ墓をアミノ酸侃一アミ堪の保魏に禾・晒して、2．3

のペプチドを合成したが．LアSのε一アミノ基についたホルミル基は，稀塩酸に対しかな9抵

抗を示す・事実・HOf王naロn等45・44、はAGTHに関連した，　eicOSapeptiαθ，七r＿

icOsapθptiαo中のLアs重。ε一アミノ墓についたホルミル基を，0．5規定塩酸と煮：沸す

る事により除去した。しかし彼等は．この際ある程度ペプチド結合の開演がさけられなかった事

を報告している。

　著者は本章第一節1こおいて・σ端P・・t・p・ptid・．Z－S・・ぜ・・一P・・一Ly・（CHO）

一・・p（・M・）・（8）を・0．5規定騰と30鯛煮沸す脇こより．ペプチド結合の西砂を伴

う事を認めている。このペプチド串特に．Ser－PrOの結合が酸，アルカリ1こ弱い事は第一節

に指摘したとおりである。

　以上の予試験の結果から・稀塩酸による脱ホルミル化反応を本β一MSH合成の最終段階‘こ適

用する事は好ましくないと判断され．したがってより緩和な条件が要求される、ここで著者は．

駄等・6’）・・f・…i・・等70）がホ・～嘩縞濃度のヒドラ〃・・より除去した雛

に注目した。まず著者はこの条件を少しく緩和にし．冠ε一fOr皿アユ■アsinθを15％ヒドラ

ジンにて・58。・48時間処理したところほとんど定量的にLア8を得る事が出来た．本品の旋

光度、融点．IRスペクトルは標品のそれらと完全‘こ一致し，本処理によってLγ3はうセミ化

しない事が確実となった。

　以上の結果をもとにして．図17｛こ示すように，C端Nε一fOmy’ユdecapeptidθ㈱の

ホルミル基の除去反応を行った。すなわちH一旺is－Phe諭rg－Trp－G■y＿Sθr＿Pro＿
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　　　cao
　　　l
　　　RH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　餌H2
　　　ユ　　　　　　　　　　　15％　NH2NH2　　　　　　　　　　i

　　（CE2）4　　　一→　　　　（CH2）4
　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

HH才＿CH＿CO。一興＿→NH＋＿CH＿GOO－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
H一ヨis－Phe－Arg－Trp－G17－sθr－Pr。一PrO－Lys－Aep－Qヨ⑳

15％　NH2NH2．．　　580C，　48hr

且＿His－Phθ一Arg－Trp－Gユy’一Ser－PrQ－Pro－Lye－As茎）一QH（23）

図17　脱ホルミル化反応の検討

PrO一るy’s（OE10）一一Asp－OH⑳を15％ヒドラジンにて，58。，48時間処理し，反応混

合物をPartri吐9θ系ペーパークロマトグラフィーで検索すると，　RfO．22（主成分），

0．27、　0．49（微量成分）と5っのスポットが現れた。このうちRfD，27は未反応の｛22）に

相当し．非常にうすい貯0．47は．ペプチド結合の開裂により生じた副反応物と思われる。こ

の粗製品を，ピジジン酢酸緩衝液を用いて、CM一セルローズカラムクロマトグラフィーにより

精製した。その溶出心線は．図18のごとくである。0．秘王流出部分（画分のを集め．溶媒を

溜去後。凍結乾燥して目的とする㈱を羽毛状粉末として45％の収量で得る事が出来た。戦船は

ペーパークロマトダラフィー・．濾紙電気泳動において．それぞれ単一のスポットを示した。

　本品の元素分析値は，2分子の饒酸．11分子の水のついた理論値によく一致するが，これは

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゴ
本ペプチドが非常に吸湿性であるためと考えられる。本品の酸加水分解物のアミノ酸比は理論値

と一致した。又前節と同じ方法でLAP（粗製）62）消化を行い．そのアミノ酸分析を行ったが．

そのアミノ酸比は理論値と一致し，1モルのLアsを回収した。これ等の事実は．脱ホルミル化

反応が満足に進行した事を証明するとともに．本処理中に構成アミノ酸が何らラセミ化しなかっ

たことを示すものである。

　目的とするペプチド以外に．0．05M流出部分（圃分・1）に原料である⑳を18％回収し．又．

0．2M流出部分（画分皿）にペプチド中のGユy－Ser結合が開裂して生じたH－Hi8－Phe－

Arg一迎rp－G■：r－GHを9％の量で得た。ここに見られたペプチド結合開裂の現象。すなわち

Gly－sθr結合が開裂しゃすいという事は．すでに文献にも記載されたことであって，7η　こ
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れはおそらく主としてN－0転位を経過するものであろう。前記したように。αθβ“hW鎚α

等46）は豚，牛のβ・一MSHを0．1規定水酸化ナトリウムで処理すると，GユァーSθr結合の開

裂を伴う事を報告している。したがって前記したSer－Pro結合とともに，結局αユアーsθr

－PrOという非常に加水分解されやすい結合が，β一巫、SH中に存在する事が確められた。

　　　
　　｝。．D．

1・O　　a七　280艶μ

a5

A B C D
｝←一一一峠1一一→」←一

　　　⑫2）（0．鷹69）のヒドラジン処理

　　　CM一セルローズカラム

へ　（2X伽）

→

E．

レ∵」五「
　　　　　　　　　1〔〕0　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　500

　　　　　　　　　　　　　　　tUbe　No．（5！n■．／七ubθ）

A：H20dOO泌L）．　B：0．02Mピリジン酢酸緩衝液（200澱ユ．）

c：0．05M（450凪■．）．　D：OjM（7001n■．）．　E：0．2M（200m■．）

　　　図18　㈱のGM一セルローズカラムクロマトグラフィーによる精製

　以上実旛した、稀ヒドラジンによる脱ホルミル化反応は．前記の稀塩酸による友応に比較すれ

ば、かなり緩和な条件といえよう。しかし此の際にも．ペプチド鎖の開裂がたとえわずかでも生

じたという事実は，主としてヒドラジン自身のかなり強い塩基惟に起因するものと考えられ，さ

らにこの塩基性は．ペプチド鎖の開裂以外に．分子中のArgをOrnへ変換する危険を宿してい

る。幸にして・上記反応で得たdθcapθptidθ｛231の酸加水分鯉暢のアミノ酸分析結果からわ

かるように1ほほ満足なArgの回収率が得られているので．本副反応はたとえ生じたとしても

無視出来るものであったことがわかる。しかしさらに緩和な反応条件が好ましいことは当然であ
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る。そこで上記の方法を改良し・10％ヒドラジン酢酸でPH6附近で、　Nε一fOrmγUアsレ

轟θおよびNε一釦r1nyldeCapθp七iαθ（22｝を，58。．48時間あるいは85～90。，5

時間反応すれば・脱ホルミル化反応は満足1こ進行し．しかもペプチド結合の開裂がほとんど見ら

れない事を薄層クロマトグラフィ「で認めた。此の条件は．上記したArgの分解反応が起きる

危険をさらに減少したものと考える。事実矢島．川崎等72）は此の条件を利用して．Argを含

む〔11－Nε一forlnyユ■y’s短e〕一α一MSHをα一MSH自体に導くことに成功し融著者

も又此の条件を非常に加水分解されやすいペプチド結合を持ったサルのβ一MSHの最終段階に

癒用することがもっとも好ましいと結論するに至った。

第四節　関連ペプチド・H－Phe－Arg－Trp－Gly－ser－Pro－Pro－

　　　　　OH（10～16）（29）の合成

　前記したようにβ一MSH合成に必要なNε一formγ■αeeap9：ptiae⑳を合成したのであ

るが、ここに関連ペプチドの合成について述べる。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　1965年．Lanαθ等25）は豚の脳下垂体より，α一、β一MSHの他にβ一MSHの壌0

位から16位までのアミノ酸配列に相当するhθptapθptidθ．ヨーPhe－Arg－Trp－Gly一

Ser－PrO－PrO－OH鋤を分離し．物品が108レベルの遜SH活牲を有すると報告した。こ

　　　　　　　　　　　　　Z野sθr－Pro－OH｛7）　＋・　H－Pro－OB2ユ（2鱒

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Mix．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Z－Ser－Pro－PrO－OBzユ（25）

　　　　NO2．
　　　　　　
Z一王）he－Arg・一Trp一（｝ユアーO琶〈27＞　十

　　　　　　　　　　　導／・…

　　　　　　　　　　　　　　　　　／亀一P・

　　　　　　　　　　　　　　　　　4

Hワー・P（1

H－Ser－PrO一王）rO－OH（26）

夏＿Phθ一甑rg－Trp一（｝ユγ一sθr－Pro－PrO－OH｛28）

　　H＿Pho＿Arg－Trp＿（｝■y＿S∈）r－Pro－Pro－OH（29｝

　　　　　　　　　　　　　　　　（c鞠cO）20

　　AC－Phe－A・g－T「p－G1γ一S・r－Pr・一P・Q－OH⑳

図19　he：pta診eptid．e（10～16）（29｝の合成
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のペプチドは，丁度サルのβ一MSHの10位から16位までのアミノ酸配列にも相当するもの

である。すでに第一章に記したように、班SH活性発現には9isが重要と考えられているが昏

これを含まないペプチドに活惟があるのは疑問視せられる。そこで著者は生物検定の目的から。

図19に示すようにして本hθptapep七iαθ囎を合成した。

　先ず第三章第一節1こ記したZ－Sθr－PrQ－09（7｝とヨーPro－OBz1⑳とを混酸無水物法で

縮合し．z－Ser－PrQ－Pro－OBZ1⑳を得た後．メタノール中パラジウムを触媒とする接触

還元を行い．アミノ基およびカルボキシル基の保護墓を同時に除去してC端七ripθp七id．θ．

H－s6r－PrO－PrO－OH（26）を得る・事が出来た。本晶は2個のrrOを含むので．予想どおり

高い旋光性を示した。「般にPrO－PrGのalkγユestθrはジケトピペラジンを形成しや

すい事が知られている。75）したがって本合成においては．ProとProの間を結合する事に

よりそれを選ける三三出来たのである。

次に．Hd掘・nn．L・・肋65）の方法に従って合成した．zぜh・一・g（飛02）認．p

－G■アーOH⑳と㈱を混酸無水物法で縮合し．得られた粗製のZ－Phθ一Arg劔02）一Trp

一αユy－s。r－Pr。一Pro一〇剛28）を直ちに40％酢酸中接触還元してすべての保護基を除去し

た後，ピリジン酷酸緩衝液を用いGM一セルローズカラムクロマトグラフィーを告って精製した。

溶出曲線は図20のごとくであり，0，025紐流出部分（画分1）に目的とするペプチド㈱を得

た。本四はペーパクロマトグラフィーにおいて。ニンヒドリン．Ehr■iCh，坂口反応陽性の単

一スポットを示し、その酸加水分解物。LAPC粗製）消化物のアミノ酸比は，それぞれ理論値

に一斑た譲三品はL・n・・等25）が三門三体から閉した⑳とシリカゲ，。．セ、。酔ズ

の薄層クロマトグラフィー，および渥紙電気泳動において金く同一の挙動を示した。又画分丑か

ら原料（27｝に由来するH－Phθ一Arg－Trp－GユァーOHを回収した。

一乙。一．



　　｝

、。擁，。。μ

　　｝

窪．0

A

→

｝

⑳ω。49）を接触還元

σM一セノレローズカラム

（5×16伽）

G

L＿

　

k
　

＼）／

　　　～

一

1

…

～

｛

…

＼

、

＼

　　　　／

　　　／

　　／

　　湾

／／

丑

　　　　　　　　5．0　　　　　　　　60　　　　　　　　90

　　　　　　　　　　　　　　　　や
　　　　　　℃ubθ　｝le．　（15m＝L，／tUbe）

A：｝王20　（300阻■，）、　B：0．025Mピ）リジン酢酸緩衝液（「660搬■．）

c：〔｝．05M（825皿＝L●）

　　　図20　⑳のcM一セルローズカラムクロマトグラフィによる精製

↑20

　一般にMSH侮用に関して．アミノ基遊離のペプチドより，相当するN－acetyユpep廿αe

の方が．活性が大である事が知られている。74）そこで，著者はheptapθptide⑳を無水臨

酸と反応させ．生成した翼一アセチル伽鋤を．水を溶媒とするCM一セルロ＿ズカラムクロマト

グラフィーを行って精製した。

　合成hθptapeptiαe㈱．およびそのアセチル体㈱は魯文aユθ大学のLanαθ博士のもと

で生物検定にかけられたが．とも‘こ天然品と異って何ら廼SH活性を示さなかった。以上のこと

から．Laぬαθ等の得た天然品㈱｝の示す活性は．おそらく高いMSE活性を示す微量の物質の混

在に起因するのであろうと推論された』
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第四章　H－frO－TyrrAエg－Met－OH（4－7）（41）

　　　　　　の合成

　　第一節　Hr睡g－Me七一〇H（6～7）（57）の合成

　著潜は．、前章までにサルのβ一簸SHのC端Nε一fOr皿γ1deCapep七iαe、　H－9i卜

・Phe＿Arg＿Trp＿侃y＿．Sθr＿Pr◎＿Pro＿Lアs（GHO）一A5p－OH⑳の合成について記し

たが，さらにこのN端側にGユuを導入した後．PrG－Tアr－Arg一塩θtというアミノ酸配列

を有するペプチドを延長しなければならない。すでに第二章第一節アミノ保護基の検討の項で一

部ふれたように，G■Uの導入は．従来通り．接触還元で除去出来る保護基を利用して行うこと

が可能である。しかし硫黄原子を持った瓢etの導入後にZ基を使用した際にはもはやそれを接

触還元によって除去する事は出来ないし・ヌ氷酢酸中臭化水素1こよるz墓の除去は．LγSlこつ

いたホルミル基をも除去してしまうので採用出来ない。したがって．緩和に．しかもホルミル基

をおかさないという条件で除去出来る保護基の利用が必要となる。

　この目的に沿った保護基として，トリフルオロ酢酸で除去出来るトbu七〇xアcarbQnアユ

（BOC）甚が最適と考えられるが．　Argのグアニド墓には，さらにもう一個の保護基が必要で

ある。図2鷹．xで示した保護基は．接触還元．臭化水素以外の方法で，しかもホルミル基をお

かさない方法で除去されねばならず．このペプチド鎖の延長は非常な困難に遭遇するわけである。

事実，いまだ琶一Arg－Mθt－OHおよびこれを含むペプチドの合成に関する報告は見当らない。

そこで著者は・まずH－Arg－Mθt－OH自体の合成について種々の検討を加えた。

　OBzユ
　　7
Z一（｝■UL－OI｛　十　 H一一巨i8

Boo－Mθt－OH十

　　　　X
　　　　f
Boc－Arg－OH十

図21

　　　　r

H－G■u－His

／　
H－Mθ七一（｝コ．u－His

H－Arg－Me七一GユU－His
　　6　　　7　　　8　　　9

C端tridθcapeptide誘導体の合成

　　　　　　　　　　一52一
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　R1＝＝Z磨B◎c　e七C．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　9翼　　　N．琶一R2
　　　　＼／
　　　　　C
　　　　　！
　　　　　NH
　　　　　｝
　　　　（CH2）、
　　　　　　　　　　　　　　　　　R
。、一貼1。一6。。、＋。，，一6、一、。。R・

　　　　　　　　＼

　　　　　　　　aC七iva七θ
　　　　　　　　　　　　｝

　　巨＼／畑2・
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　　　　　尊H
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　図22　アルギニンおよびアルギニンペプチドのペプチド結合形成反応
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　図22に示．すように、ペプチド合成において、　Arg又はこれを含．むペプチドをアミノ成分と

して用いた際には．そのグアニド基を塩酸等でプロトン化しておけば副反応を伴うことなくペプ

チド結合を形成する事が出来る。75）　しかしながら，Argのカルボキシル墓を活姓化しよう

とする際には．α一アミノ墓およびグアニド．墓を保護しておく必要がある。さもないと分子内に

ラクタムを形成するからである。このグアニド基の保護墓としてもっとも一般的なものはニトロ

墓76・77）であって、このニトロ篭はパラジウムを触媒とする接触還元により容易に除去する事

が可能である。しかし上記したように，硫黄を含むアミノ酸，例えばMet，　Cγsteine（GyF6）

がNG－ni七〇argiロ鋤θと共存する際には，常法である接触還元‘こよってニトロ墓を除去す

ることが出来ない。．

　そこで別のニトロ基除去方法として，Clubb等，78）　Scopes等79）は電解還元による

除去について雛しているが・G・。・．等80）は・この還元において｝ましばしば中騨である

a皿i登OguanidinOの段階で反応が止る事を指摘している。一方最近Kung等81）は．牛

のインズリンB鎖の合成1こNα一ni七rOargini鷺eを用い．最終段階において液体アンモニ

ア中金属ナトリウム処理を行ってニトロ基を除去したと報告しているが．本条件下ではニトロ基

の除去は完全に進行しない事が知られており82’83）、事実著者は．Z－Arg（｝IO，）司）le七一〇H

髄を液体アンモニア中金属ナトリ．ウムで処理したが。数種の混合物の生成を認めた。したがって

蟹G一箆iむrOarginineを使用して．　H－Arg－Me七一〇Hを合成する事は．従来の方法では

不可能に近いのである。

　次にグアニド墓の保護に使用されているのはto8yユ墓（Tos）であって．液体アンモニア中

金属ナトリウムの作1用で除去出来る。事実著者は図23に示すように，z－ArgαOs）一Met

－OE（謝から同処理で、　H－Arg－Mθ七一〇H（37）を｝まじめて合成する事が出来た。しかし此の操

作がArg－Metを含むすべてのペプチドに応用されうるか否かは問題であって．前記したよう

にSChWγzer等によるウシのβ一MSHの合成が．周処理の結果不成功に終っていることを考

えると，本ザルのβ一MSHの合成に適用出来る可能性は少いのである。従って，　Nα一tOsアー

■argi烈inθの利用はこの際好ましくない。

　この様な状況下に前記したようにi菩者はNα・翼G一αi一∫一bU七QXγcarbO捻y．ユargiai＿

・・41）．の糊を考慮した。すべてのB・・墓はトリフ・レ加酢酸で除去されるはずであるが，

未だ高級ペプチドの合成に．本アルギニン誘導体は利用された事がない。本法を検討中たまたま

NG－nitrOarginineをArgにも．どす二つの方法が発表された。その一つは榊原等42）

による弗化水素法であり，他は早川等84）1こよる塩化第一錫による還元法である。
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　図25に示すように・先ずz－Arg（NO2）一粥θ七一〇巨魍を榊原の方法にならい．弗但水素

中，0。．50分間取扱った後・Alnbθrユi七e工RA－4001こよってアセテート型にかえ，水

とエタノールより再結晶して．H－Arg－Me七一〇H㈱を好収率で得る事が出来た。本品は，上

記翼G＿七〇Bγユarginine誘導体より得た標品と完全に一致した。つぎ‘ここのH－Arg－

Me七一〇H⑳は早川等の方法1こならい．　Boc－Arg（NO2）一Mθt－6H蘭奉ギ酸中塩化第一

錫で．50。。14時間還元しても得られることがわかったが，この場合収率は前法に比して悪

かった。

　　　τ・・／＋

　Z－Arg一〇H

　　　　　Mix．

　To＄
　　
Z－Ar9－Me七一〇Mθ（31）

雪。、ド

z－Arg－Mθt一〇巳（32）

Na－NH3

　　　巳一Mθ七一・OMg一

／　　＋　＼＋
　　　　　　尊。・

　　　　　Z－Arg－OH

　　　　　　　　　Mix．

　　　　　　丹○・毒

z－Arg－Mθt－GMe（33｝BOc－Arg一至v差et－o巫θ135）

Z－Arg－Met－OH触
　　　　5

i“ d

　｝

∵／
　　　　壷

EレArg－Mθt－o日：（3の

＼N・、
　　　　「
　BOC－Arg－OH

　　　　　　謎ix．

　　　平○・

　　　　　｝

　　　　　陣一

　　　、。l

　　　I　“
BOc－Arg－Me七一QU㈱

／
　　　　SnGユ2－ECOOH

図25　H－Arg－Met－OH（37）の合成の検討

　以上著者は，ヨーArg－Mθ七一〇Hを三つの異った方法で合成することが毘来たが．このうち

液体アンモニア中金属ナトリウムによる方注は、すでに上記した理由で好ましくない。そこで弗

化水素法と．塩化第一錫による方法であるが、著者の場合サルのβ一MSHの17位しy・Sにつ

いたホルミル基の安定性を考慮しなければならない。そこで．Nε一fQr皿y1ユγsineを弗化

水素．．およびギ酸中塩化第一錫で処理したところ，後者の場合すなわちギ酸中長時閲反応する間

に，少量の脱ホルミル化反応を生じる事を認めたが。前者すなわち弗化水素処理では、何らLy・8
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の生成は認められなかった。榊原等42）もα一アミノ基についたホルミル墓は本犀応条件下に安

定であることを記述している口

　以上の事実から．弗化水素法はH－Arg－Mθt－OH㈱の合成に最も適したものであり，此の

際Argのもっとも一般的な誘導体．　NG磁i℃rGargin短θを使用することが可能であるこ

とがわかった。又これを著者の必要とするペプチド鎖の延長という点からみれば．本弗化水素に

おかされないホルミル墓の有用性をうかがい知ることが出来るロ

　　第二籔　H－Pro調yT－Ar9噸et℃H（4～7）（41）の合成

著者は先に。9－Aセ琶廟e七一〇H㈱の合成について記したが、この翼端部に，さら1こ。PrO

－Tアrを結合し．ペプチド鎖の延長に必要な墓礎的実験を行った。合成方法を図24に示す。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蟹ix．
　　Boc＿PrO一〈）旺　十　ヨーT5rr－OMe一一一一一一一ヴBQC－Pro－Tyr一〇Mθ（38｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　聾ヨ2N冠2
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　纐賜　／

　　〔BOC－PrQ－Tyr一翼3　〕一一一BOC－PrO－Tγr－NE［N旺269＞
　　　　　　　　｝
　　　　　　　上
　　　　　　　　　H－Arg一二e七一〇H㈱

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GF3GOOH
　　｝30c－PrO－Tγr－Arg－Mθt－OE〔一H－PrO－Tyr一＿Arg－Mθ七＿OE［
　　　　　　　　　　　　　　　（虚Ol　　　　　　　　　　　　　　　　　　　働

図24 旺一PrQ－Tyr－Ar．㊧鼕_et一〇H働の合成

　先ず，BQC－PrO－OHと　巳一Ty幽r－OMeを混酸無水物法で縮合後，ヒFラジン処理して

BOc－ProρTアr－NHNH2｛39｝を得た。　三品と先に合成したH－Arg一鍛θ七一〇H（37）をアチド法

により縮合した。この際BOC墓が塩酸に対し不：安定であるため，著者はBOC－Pro－Tγr一醗．期2

｛39｝をDMFに溶かし，正確に当量の亜硝酸ナトリウムを加え，寒剤（氷と食塩）で冷却した後．

2倍量の冷1規定塩酸を滴下して対応のアチドに導いた。反偲液をトリエチルアミン中和後，琶一

Arg一蟹et－OH（371と反応させると．反応は容易1こ進行し，　BOc－Pro－Ty’r－Arg一朋et

一〇瓢鋤を得る事が出来た。本品を常法によりトリフルオロ酢酸処理して．目的とするE－PrO

－Tγr－Arg－Met一瞭㈹を得た。　C瓢一セルローズカラムクロマトグラフィーで精製した

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一56一



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　62）七θ七rapθptidθ働の酸加水分解物のみならず，　LAP　（糧製品）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　消化物のアミノ酸比は

理論値と一致した・このことは・．本ペプチドがラセミ化なく合成されたことを示している。以上

の実験で、．H－Arg－Met－OE　あるいはこれを含むペプチドが合成されれば，これにPrO－

Tアr．を附加すること｝劃．段階的に1佃つつ縮合させなくても．このaipep℃ideをアチド

法で縮合ざせればよいことがわか．つた。なおMe七は空気酸化をうけて，対応のsuユfox垣e

になりやすい。したがってこれを防止するため．合成反応はすべて窒素気流中で行った。なお此

の際BOC．墓の除去にトリフルオロ酢酸を使用したが。この試薬に対してホルミル墓は十分安定

である事をNε一fOr皿yユユγsineで確認する事が出来た、

　以上著者は．サルのβ一MSH合成上最も困難と磨されていた部分，すなわち本分子中の中間

区分の合成法について基礎的検討を行い、良好な方法を見い出す事が出来た．一方もしここに得

られたtθtrapept1己θ働をBoe－PrO－TyT－Arg－Mo七一翻NH2に導く事が出来れば。

これをアチド法によってG端聾ε一for恥ア1ua砿GoapθP七ideに直接結合させることが可能

なはずである・何故なら遊離のA『9を含むペプチドのアチド法については．2，5の成功例が

あるからである。85）しかし上記七e七rapep七ioe⑳のエステルが合成出来ても，そのエス

テルを高濃度のヒドラジンにより相当するヒドラジドに導く際に，Argのグアニド基はその塩

基性に対し十分安定ではないのである。したがって著者は、この七θ七rapθP雛deを直接利

用すること．なく・上記の基礎実験をもとに順次ペプチド鎖を延長する方法を採用した。
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第五章 H一…PrO」lyrr虹’g－M　e－b－G■u－H＝L　8－

Phe－A：rg－Tr：p－G■y－Ser一州：re－

PrO－Lys（CEC）rAspぐH⑭～18）（50）の合成

縮は．前章まで1こH－Hi・認h・峨・g－T・p一町一S・・一P・・一P・・一舞・（。HO）一

Asp＿OH吻の合成に成功すると共に、　Arg－Metを含むペプチドの合成法を基礎的に検討し

たが、それら晶と・こして．サ・レのβ一・S肋4位から18位までのP・nt…c・pep七i｝

d。、H＿P。・一Tア・＿A・g遡・七一Gユ・扁i・一Ph・一A・g－T・p－G・γ一S・「一P「O一P「〇一

Lys｝（GHO）一Asp－o旺働の合成を行った。

　　第一飾H一曲u－His…Ph←Arg－Trp一α■y－Ser－PrQ－P「ぴ一「

　　　　　　　　Lys（CHO）一AS：p一〇H（8～18）（4∂の合成

第璋第二節で得酬εぜ・・醇・d・c・p・ptid・聯・肌uを導入するにあた・て・こ

の7＿カルボキシル墓の保謹纂は次の合成に残しておく必要はない。何故なら・G末端ASPの

加ボキシ磁は，．すでに遊離で．あるからである。したが・て・本力・レボキシ・唾の保講こ・接

触還元で除去出来るペンジル墓（Bz■）を利用した。すなわち．　Z－GIu（OBz■）一〇Hを

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　86）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　に導き図利用し、これ繍応・P一・i・・Qph町ユ…e「・Z－Gl・（・Bzユ）一〇NP

25に示すように反応を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　G巨．○
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　a＿Hi，＿Ph脳A・g調・p－G1．γ一S・r－P・・一Pr・一L7・一A・p一〇田詑）

　　　ヨユ

Z昭、。一旺i。＿Ph。＿・。g－T・p一町一Sθr－P・。一P・。一Lγ・一A・p一・巨働

↓

　

Z一・（｝ユu（OBz1）一〇Np

　　　　　　　　　　C旺0
　　　　　　　　　　1

区2－Pd

　H＿服㌫Hi、＿Ph・＿A・g－T・p－G■アーS・・一P・・一P・・一Lア・一A叩一〇旺㈱

　　　　　図25　G端Nε一fomγ■unαeCapeptiαe（姻の合成

すなわち．Z一αu（・B・・）一・Np．と蚕ε一f・・皿7■a…p・P℃iae麗）の蟹塩を・

D蟹F中．．、トリエチルアミンの共存下に反応させた。24時間後・薄層クロマトグラフィーで検

CgO
蜜
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索すると，原料のスポヅトは完全に消失し・反応が満足に進行したことを認めた・ついで生成物・

Z－G・・（OBZユ）一Hi・一Ph・一A・g－T・p－G・γ一S・r－P・・一P・。一Ly・（σH・）rA・p一

。印押40％酢酸1こ溶かし．40。1こて，杉ジウムを触媒とする接触翫を忘し・・EI唱ユト

Ei・一Ph・一A・g－T・p－G・y－S・r－P・・一P・・一Lγr（GHO）一A・p－OH㈹の粗製品を得

た。本品をピリジン酢酸緩衝液を用いて、GM一セルローズカラムクロマトグラフィーを行って

精製した。280個月における吸光度を測定して得られた溶出曲線は図26の如くである・

20

@∴，。。μ　　　　　聯繋元

1．o

　　　A　　　，

一一一
汚D

B

23伽）

　　D

←一一一岡
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　　　〔

Lノム引
　　　　　40　＿

　多

　r

阿

　　　　　　　　　　！

裡

n
｛／

　　　　　　ち

ド＼沼ノ味＿

A：H20（800遵■．）

c：α025M（1400且ユユ．）阜

80　　　　 12G　　　　 160　　　 200
．＿＿ｫ　tube　聾Q．　（2〔〕エDl．／tube）

　，　　B：0．01Mピリジン』酢酸緩衝液（1800mL）

　　　　　D：a1　M（1000皿■．）

図26　鰍のGM一セルローズカラムクロマトグラフィーによる精製

240

　才分1の検索は行わなかったが．0．025M流出部分（画分且）に目的とする醤ε一fO．r皿y’〔

■unこecapeptiaθ働が流出し．画分建は、恐らく接触還元中にホルミル基が脱離した遊離

のunaecapeptideであろうと思われる、画分亜を集め．溶媒を溜聴した後凍結乾燥を行っ

て幽の白色羽毛状紛末を平均60％の収量で得る事が出来た。本品はペーパークロマトグラフィ

ーおよびシリカゲル薄麿クロマトグラフィーにおいて、それぞれニンヒドリン．Ehrユich．

坂臨よびP麗販応型押一スポ・トを示した・又ビリ〃轍緩鰍（P略5瞬び

6．8）を溶媒とする濾紙電気泳動においても・ニンヒドリン反応陽性の単一スポットを示した・

二品の酸加水分解物のアミノ酸分析を行・た結果講成アミ雌比は理謝醜よく一致した・又
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LAP消化物のアミノ酸比もほぼ理論値に近かったが．ただ（｝1Uの回収率が多少低かった。こ

れは弱アルカジ下‘こおけるLAP消化中σuがpγrOgluta皿iC　aoiαに変化した事に起

因する可能性が強いが、又一面著者の使用した粗製のLAP註④に原因があるのかもしれない。

というのは．後記（第六章第二節）するように．市販の精製されたLAPを使．射した際に，αユU

の良好な回収率が認められた例があるからである。本アミノ酸分析の際。1モル当量のNε一fQ＿

rmアUysinθが検出されたが．．この事はホルミル墓がこれまでの操作において安定であった

事を示している。本影の元素分析値は，1分子の酢酸と8分子の水のついた理論値に一致した。

以上の事実より。ここに得られたNε一fOrmナユUrl吐θOapep七id．e㈱は，　L型アミノ酸から

なる正しいアミノ酸組成をもったものであると判．断ずる事が出来る。

　註2

　組製1θuci亘e蹴1nO　Pθptiaasθ（LAP）は，　Spack皿an等の方法62）1こ従って調

製した。即ち豚の腎臓のアセトン紛末を2回硫安分画し、得られた粗製LAPを0．005MMg

c函と0。005蟹Tr　16緩衝液を含むP巨8．0の水溶液としてフリーザー中に保存した。又使用

前に、本溶液（1凪）をVi6kiagのセロファン膜に入れ，水（1000m1）に対し，4顕8時

聞透析した。（凍結乾燥後の重量6．6皿g／皿■）。

　LAPによる加水分解は，巳Oflnann等の方法肇00）に従って行った．即ち約1μモルのペプチ

ドをLAPの水溶液（0．5m■）にて．57。，24時間処理した。なお＃eptapepti面以上の

ペプチドは上訴条件下では完全水解されないので．さらにLAP（0．3雌ユ）を追加し，5ア。，

24時間処理した。

　透析した粗製LA：Pでも自動消化からと考えられるアミノ酸が微量検出される。したがって。

ペプチドのLAPIこよる消化物の回収率には多少の誤差は生ずるが．アミノ酸乳には影響が認

められなかったので。あえて補正値を使用しなかった。しかし唯G■urの回収率は約68％と

低いが，これはu亘deCapθpti己e㈹のみならず，後記するpθntaαθCapepUαe働

octa邑ecapep℃鐙θ（1｝にも認められる現象であり．又α一MSHの合成に際しても認めら

れた72）．この原因の一つとして、G・・の・・鰹・臨・rが、颯。，。p。P七i酬3｝

に残っている可能性があるが．これは．本門がカラムク白マトグラフィーにおいて，単一のピ

ークを与えることより考え難い。たとえこの段階でbenzγ■基が残っていても，後記する弗

化水素処理で除去されるはずである。しかしこの処理を行った後のpθ且七adθCapθpt鼠θ

⑳およびoctaαecapep七ide由の酸加水解物のアミノ酸分析の結果驚正しいGIUの回

収率が得られるが、LAP処理では．　G■uの低い回収率が認められることは，この原因が粗

製の毛AP処理の間に生ずる可能性が強い。したがって，語感のGlUを同条件下に謁AP処

理した後・アミノ酸分析を行ったが，その回収率は64％であった。したがってこの値をもと

にして計算したGユUの補正値を、．実験の部には併記した。
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第二節　　H－Met－Glu－His－Phe－Arg－Trp一（｝！y－Ser－prQ－pro－

　　　　　Lys（CHO）一Asp－OH（7～18）（45）の合成

　前節において．Nε一fOrmyユuロd・eea亜θptiαθ㈱を得たが，次にこの双吻側にMθtを

導入しなければならない。すでに述べたように．アミノ保護墓であるbeロ町10xγcarbOnr

yユ（Z）墓は．　Mθ七の硫黄の存在のため。もはや接触還元によって除去されない。そこでMθt

のα一アミノ墓の保護基としては．接触還元以外の条件で除去されるものを選ばなければならな

い。この事を者慮すれば，BOc墓．　trity’ユ基，o－nitrOphe捻y・1suユPhenγ■（N：PS）

基等が考えられるが．これらのうち七ritア■墓は立体障害という問題があり，　RPs基はTrp

を含むペプチドには不：適当87）であるので．トヲフルオロ酢酸で除去出来るBoc墾が適当と判

断される。本試薬に対するホルミル基の安定性は．すでに前章で検討したとおりである。

　そこでBoc－Me七一〇Np　88）を用い図27に示すように反応を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CEO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　旺一Gユu一臼is－Phθ一Arg－Trp－G■アーSer－PrQ－Pro－L5rs－Asp－OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鰍

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Boc＿巫e七一〇N　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。．C旺0
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9
Boc－Mθt－G・1u一疑is－Phθ一Arg－Trp－G・ユァー串er－Pro－Pro｝るアs－Asp－OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　働

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CF3GOOE［
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ψ　　　　　？旺。

　巳一MθtトGユu一巳is一：Phθ一Ar9－TrP一（｝1アーSθr－Pro－Pr9－L）rs－Asp－OR
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＠5）

図27　0蛭藻ε一formγ］一d．Odθcapep七idθ（45｝の合成

　すなわち・窒素気流中DMFを溶媒として・Boc－Mθ七一〇Npとヨーαユu－His－Phe－Arg

－Trp－G∬一Ser－PrO－PrO－Lアs（ogo）一A8P－oε1（適3｝のトリエチルアミン塩とを反応

させて．Boc－Met一α1u項is痙Phe－Arg－Trp－Gユy－Sor－PrO－Pro－Lyθ（C旺O）

一A＄P－OH（44）を得た。ついで働をUフルオロ酔酸にて，室温で50分間処理してBOC篭を

除去し。乾躁エーテル（硫酸第一鉄処理して過酸を除去）を加える事により，琶一蟹et一α1U－

ai呂一Phθ一Arg－Trp一α∬一Sθr－PrO－Pro－Ly’8（G巨0）一Asp－OH緻の粗製品を粉

末として得た。本寺を一度凍結乾燥した後．水にとかしアンモニγ水でpH4に調節して．OM一
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セルローズカラムにかけ・ピリジン酢酸緩衝液で溶．出して精製した。その溶出曲線は図28に示

すD20

1．0
H2◎

．→レ

0．01M

（44）（0．859）をトリフ〃

　　　オロ酢酸処理

CM一セルローズカラム

　（5×40伽）

＿．，，〆

ハ　ノ

ノ殴＿ノ

／

、

＼

＼～ノ

／

ノ

1

0．05M

　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　100　　　　　　　　　壌50
　　　　　　　　一一一一一一一鉢・tube　No．　（20葺〕1倉／tube）

巳，G（鷹ooolnユ、），　ピリジ！ン配餅緩衝液：0．01期（2200m■．）

〔〕．05M　（．ア〔）〔｝Bユ1噌）

　　図28　鱒の〔淑一セルローズカラムクロマトグラフィーによる精製

200

画分夏を集め．溶媒を溜去後事結乾燥して鱒を白色羽毛状粉末として56％の収量で得る事が

出来た。：本品はペーパークロマトグラフィーにおいて，ニンヒドリン，Ehr■iCh．メチオニ

ン反応陽性の単一スポヅトを示した。又酸加水分解物のアミノ酸分析の結果．その構成アミノ酸

比は理論値と一致した。又元素分析値は，1分子の酢酸と6分子の水のついた理論値に一致した。

なおカラムクロマトグラフィーによる精製にあたって．画分1の前後に小さいピークを認めたが，

このいずれかは。Metがsuユfox猛Oになったものと考えられるが精査しなかった、

　第三節　HrArg－Met一一Glu－His－Phe－Arg－Trp－G工y－Ser－Pro－Pro－

　　　　　　Lys（OHO）rAs　p一〇H（6～18）（4＄）の合成

　次いで前節で得た炉一・formyld．Od．ecapep七idθ㈱にArg残基を導入してNε一．for－

mア■t；riαθCapθptiαe，H＿Aτg－Me七一｛｝1u－Hiβ一王）hθ一Ar9－Trp一一Gユy－Ser一

］PrO－Pro－Lγs（CHO）一Asp－0旺（⑱の合成を行った。

　すでにしばしば記したように，このArg残蔓§の導入反応は，本ホルモン合成上戸も困難な点
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であった。すでに第四章に記したモデルペプチド．HrArg－Mθt－OH8骸）合成実験をもとにし

て、B◎c一今rg（耳02）一〇買89）を利用して合成を進めた。

　まず縮合の問題であるが．前記モデルペプチド．Z－Arg（NO2）一Mθ七一QMe㈱等は混酸無

水物法により合成された。しかしZ－Arg個02）一〇巨90）あるいは．　Boe－Arg（聾G．2＞一〇旺

89）の払出エステルも一部文献に知られているので．まずこれに検討を加えた。従来から．Z一

義はBoc－Arg（恥2）一〇Hの活性エステル．たとえば」ρ一ni七rOPhCnアユ　θs七erは，

直ちに図29に示すような分子内のラクタムを形成し、ペプチド形成反応に使用されないものと

考えられていた。91・92）これは，クアニド基に導入されたニトロ基がなお完全にグアニド華の塩

基性を掬制していない事を示すものである．

　　　　　N旺一NO2　　短巳
　　　㌔／
　　　　と
　　　轡
　　　（CH2）き

z＿NE＿IH＿coo｛｝弧02

Z－Na－Cト　Gニニ0
　　　　1
　　　　GH2
　　　　　
→　．　　　　　　　〔〕　｝王2　　　　　　　　　　　　　1痔巨　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ

　　　　l　　　　　　　　li
　　　　GH2一瓦一G一｝旧一聾02

　　　　　　　図29z－A・g（No・）一側Pより導かれるラクタム

しかし，B・d・。・・k碍93）緻び年・・…等・・）は，　P－ni…Ph・副・・…

のかわりに，Pりll七aChlorOPheny『：L　egter又は2，4－　dinitrOPhenア1　e6t一

θrを使用すればこのうクタム形成の・傾向を抑えて，Z一あるいはBoc－Arg（翼02）一ぺづ

弁給軸来る勲示した．穀B，d。。，zkγ等95）は，セクレチ。の合晦こ際し，　Z一

あるいはB◎c－Arg（聾02）一〇Hの2，4－di捻itroPhenyユθstsrを用い反応を行

った。著者は，これらを参考にして，Boc－Arg（聾02）一〇Hの：pentachユorOPhe＿

nyユes七er又は2，4－dini七roPheny’1θstθrと（45）との縮合を試み，その

反応の進行度を，シリカゲル簿層クロマトグ5っイーを用いて追跡した。その結果，いずれの場

合も反応はある程度進行するが途中で停止し，たとえ過剰の活性エステルを追加しても，反応を

完結させる事が出来なかっに。以上の結果は，これらの活性エステルもやはり自己の分子内環化

の副反応を起すためであろ5と思われる。そこで，Boc－Arg（聾02）一〇Hと　（45）とを，

．図50に示すように，鷺ヂルペづチドと同様混酸無水物法により縮合した。
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H高Mθt－G一ユu－His－Phe－Arg－Trp－G■アーSer

NO2
i

　　　NO2
　　　垂

BGC－Arg－OH

　　　　　　　　σHO
　　　　　　　　量

一pro－Pro－Lア8－Asp－OH
　　　　　　　　　　　（45）

瓢ix．

：BOc－Arg－Me七一α1u－His－Phe－Arg－TrP一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σH：Q

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
　　　　　　　（｝ユ5r－SθrrPro－Pro－Lアs－Asp－OH
　　　　　　　　　　　l　　　　（46）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．‘捲
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o瑞＼

　　　HF　　　　　　　／CHπ0－CO讃・七一αユu畢is－Ph・一Arg一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　σH3　　　　　　　　　　　　　　　　GHO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Trp＿（｝ユ5r＿Ser一：Pro－Pro－Lγs＿Asp－OH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　④．）
　HrArg－Mθt一（｝ユu－His－Phθ一Arg－Trp－G＝Lアー

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　GHO

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　…
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sθr－Pro一：Pro－Lアε1－Asp－OH　　　（質8）

　　　図5G　e端N乾f・・mylt・id…p・P七id・＠8）の合成

　すなわち，Boc－Argα02）一〇Hとクロル炭酸イソづチルから常法により混酸無水物を作

り，　（45）のトりエチルア£ン塩と反応させた。反応液を薄層クロマトグラフィー　＠一B疑OH：

Py’ridine：AcOH：H20＝15：m3：奄2）で検索すると，原料のスポットは消失し，新

たにRfO・57に通れrlich反応陽性，ニンヒ．ドリン反応陰性のスポット（主成分）が現れた。

しかしこれ以外にRfO．5ろにうすい恥rユich反応陽性，ニンしドリン反応陰性のスポットを

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o認めた。この反応混合物を粉末と．して得た後十分乾燥し，第四章第一節に記したと同様にして0

2時間弗化水素処理して，Boo基及びニト。基を除去した。この際，17位しy・sの　ε一ア三

ノ基についたホル三ル基が安定である事は，第四章第一節において記した予試験から予想される

通りである。本品を上記したと同様の薄層クロマトグうつイーで倹索するに，RfO．55のスポッ

トはそのま、残り，RfO．57のスポットは消失してRfO．17にニンヒドリン，　Ehr■ich反

応共に陽性のスポットが現れた。此の際RfO．55のスポヅトが依然ニンじドりン反応陰性である

畿鱗1潔識醗欝謹直騨欝灘；。ごわ
P…』γ・餌○）一A・p一〇H＠7）であると権定される。この様なur・七h・nの生成は，

クロル炭酸イソづチ1しのかわりにク日ル炭酸エチルを使用した際にもみられた。この点は鷲デル

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一44一



ぺ労ド，Z一またはB・c－A・g困0・）覗・t－OM・などの小さいぺづチドの合成反応と異る

点であり，比較的大きいア・才分鞭魅した際の鯉鰍物法の蝋といえよう・この点はすで

に，Aゆ・・・…96），…w…等・・）に・・て指摘・れていた働・が汁分嘆

細が示されて・・たわけではない・著者の得た実験例は・彼等硯縦実証するとともに混酸無

水物法の一つの制約点を指摘したものと考える・

　上記したように，Boc－Arg（NO2）一〇Hの活性エステ1レを使用する反回が不成功に終った以

上やはり本A・g縢は知友卿生成蜘りつつも混酸無拗灘よ・て（45）と齢さ

せなければならなかった次第である。弗化水素処理によって得た混合物を精製するため・GM一セ

ル。一ズカラムクロマトグうっイーを行った。この際ピリジン酢酸緩衝液では満足に分離する事が．

出来なかったが，溶出液を酢酸アンモニウム緩衝液にかえるζ・0・0秘流謁部分に大部分の副反

応物，ure七han（47）　が流出し，目的物（48）は0．02Mから0・06班流出部分に巾広いピ

＿クとして流出した。後者の部分を集め，溶媒を溜去後，凍結乾燥をくり返して酢酸アコ七ニウム

を除表し，　（48）の白色羽毛状粉末を85％の収量で得る事が出来た。本尊を薄層クロマトグ5

っイーで検索すると，少量のureth．an（47）がなお混在している事がわかったが・このま・次

の反応に用いた。事実こ．の不純物は次の反応段階で完全に除去出来ることがわかったためである。

　一方同定の目的で，本管の一部をとり，上と同様にして再クロマトグラフィーを行ったところ，

0，01M流出部分（画分1）にure七han（47），又0．02M流出部分（野分H）に目的物（48）

を純粋に得る事が出来た。この溶出曲線は図51のごとくである。

　　1・5㍉．D。　　　　　　　第徊購製品（48挫5脚

鱒！a　

　　　　　H，0　0．0伽　　0．02Ml　　O．04M　　O．06M
　　　　　　　　麺い呼．＿＿　　　　　　　　　　　　〈　　　　　　　司一一一

05

1

｝

H
垂

　　　　　　　　　50　．　　　　　100　　　　　　　　150　　　　　　　200

　　　　　　　　　　　　　　　　　tube　No．　（15雇〕1．／もube）

　　　H，O（500ml．），酢酸アンモニウム緩衝液：0・01M（700m1・）・

　　　　0工〕2M（ア50即1．），0、04M（90〔｝ml．），aO6M（750n〕1●）

図31　（48．）のCM一セル［コーズカラム：ク［1：マトグラ7イーによる2回目の精製

　　　　　　　　　　　　　　　　　　一45一
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　本品は薄層クロマトグうつイ　（π一BuOH：P5rri．dine：AcOH：耳2　Cに『5：10：5：12）

においてニンヒドリン，Ehr■ich，坂口，よチオニン反応陽性の単一スポヅトを示した．。なお

Rf値は粗製品の時0．17とひくかったが，精製の進むにつれて0．44と高い値になった。又本

鵡の酸加水分解物のアミノ酸分析を行ったところ，構成アミノ酸比は理論値とよく一致し，又そ

の元素分析値は，2分子の酢酸，8分子の水を有する理論値に一致した。以上の事実より・こ、

に得られたぺづチドは，正しい残ノ二三を有する高度に精製せられたNε一f・m7■t・i－

d，eca：pep七ide　（48）であると判断出来る。このようにして著者は，合成困難と考えられた

Arg一斑θ七を含むNε一forln）rユtridecapep七i（le（48）を，鷺デ1レ実験をそのま・

生かすことによって合成する事が出来た。

第四．節　H－Pro一田yr－Arg－Met一（Uu－His－Phe－Ar、g－Trp－G！y－Ser－

　　　　　　Pr。一Pr。一Lys（GHo）一Asp－oH（4～18）（50）の合成

著者は第四章第二節において，窃1レペづ弁，H－Pr・一丁γr－A・g一巫・t一〇H（41）の

合成法について基礎的に検討したが，その知見にもとづいて，図32に示すように，Boc一：Pro

－Tγr－NHNH2（39）から導いたアチドと（48）のトリエチルア三：ン塩とを縮合後，トリつ1し

才ロ酢酸処理してH一：Pro』y’r－Arg－Mθ七一GU－His－Phe－Arg－Trp－Gly輪Ser－

Pro－Pro－Lys（CHO．）一Asp－OH（50）を得た。

H＿Arg一読θt一（｝1u－His－Phθ一＿Arg－Trp一（｝＝Ly－Ser一一PrO－Pro。

1要：一一）．／。＿＿
Boc一：Pro－Tアr－Arg－Mθ『じ一（｝■u－His一：Phθ一Arg－Trp－G■5「一

　　　　　　　　　　　CHO

　r・　
P一己yS　P一 u三三〔、。。H

H一：Pro－Tyr＿Arg＿Me七＿（｝■u－His－Phe－Arg：＿Trp＿（｝■γ＿Ser＿

　　　　　　　GHO
P。。一P。。一五ア。一A，p一・H㈱）

図32 O端Nε一f。r野ユPθn七adeごap・P七ide（5Q）の合成
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　すなわち，第四章第二節における実験と同様にして，Boc一：Pro－Ty’r－NHN瑞（5のを亜

硝酸により相当するアチドに導き，　（48）のトリェチルァ三ン塩と反応させると，上記モデル

実験と同様反応は満足に進行し，反応液のニンヒドリン呈色は，50時間後完全に陰性となった。

粉末として得た生成物を乾燥後，トりつルオロ酢酸処理してBoc基を除去し・Alnわe「ユi七θ

Cα4B㊤cθtate士orの処理してトりっ｝し才口酢酸塩を酢酸塩に交換したg本粗製品をCM

＿セルD一ズカラムにかけ，酢酸アンモニウム緩衝液で溶出することによって精禦した。その溶

出曲線は図35に示すごとくである。

2．0

1．o

0噂D．

at280mμ

　　H20　　　　　　〔｝．〔｝05M　　　　　O．01瓢

一〉　　←一　　　　　一ツ　　←一一一一ジ

　　　～

　　　～

　　　～

　　　　～

・・5・1

（49）（600通9）をトリフノレ

　　オロ酢酸処理

GM一セルローズカラム

　（2＞く130窟）

i←一

0．1M

／

∫

～

ノ

1

～

k

＼ノV

　　　　　ヨ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ニ

　　　　50　　　　　　　　100　　　　　　　　誉50　　　　 ．〉！　 2〔〕0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆，／／．
　　　　　　一一一一一一一一一曇レ　tube　No．　（15P〕1ノノtube）

　H20（60⑳1．），酢酸アンモニウみ緩衝液：0．00騨（75膨1。）・

　0．01M（6〔〕OP〕1．），0．05殖（800E〕1．），0，1巫（700n〕1）

図55　（50）のG蟹一セルローズカラムクロマトグうっイによる精製

、

　前章に述べた灘無水物灘よる縮合の際の副成物，Nε一f。mγ■d・d・・ap・ptid・

のuretha灘（47）が混在した原料（48）を使用して反応した際，このurethanはCM一

セルローズカうムク。マトグうつイーによる（50）の精製過程で，主として0．01M酢酸アン

覧こウム緩衝液流出区分に溶出され，目的物（画分1）から都合よく分離された。可分1を集め・

凍結乾燥をくり返し（50）を白色羽毛状粉末として得た。三品は薄層ク。マトク5っイーにお

いて，ニンヒドりン，EhrliCh，　メチ才＝ン反応陽性の単一スボヅトを示した。特にニンヒ
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ドリン反応で黄色を呈することは，このNε一for皿yユpe皿七adθc批pep七ide　（50）　の聾

末端がPmであ礁醸書きするものである．：躰品はピりの轍緩瀦を溶媒とす獅紙

電気泳動でも，二。びり・，Eh・1i・鳥好牧・反応陽性の単一スポ蛭を示した・本

四の酸加水分解物のアミノ酸分析を行った結果，そのア£ノ酸比は理論値に等しい値を示した・．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　62）
又本品を第三鞠二等・おいて記したと同様にしてLAP（轍品）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　消化したものをアミノ

酸蜥。た蘇，。。ノ酸比は，…以外はほ哩論池沼・く，註2）又・の際・先・・一

rmア■■5r　sinθを1鷲ル回収した。

　この事実は：本章において保護基の除去のために行ったトリっ1レ才ロ酢酸叉は弗化水素処理にお

いて煽勲基は鍵であ。た事を証肌ている。福本晶の元素分析値は，2分子の酢醗9分

子の水を有するべづチドの理論値にほウー致した。以上の実験事実から・本品は予想どおりのア

。醸組成をもち又その轍塩酸もすべて壇位をも・た滴腿精製されだNε一f・一

「ln5「ユP町ta（iecapθptideであると判断される。

以上瀦は，．図54噸約するよ旅，2つのP・幽p・p七id・区分を結合し咄来た

N・一f。・mア■α…p・ptid・（2のを延長してNεイ・・m阻P・n七aaecape嘩dθ

（5。）‘ b鰹到達した．ひにお・・て，ナで給成の論結湿式の蘭の章（第二章第

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHO
　　　　　　　照、、覇。．A。g－T。p窺。．・。r．脚ゆ・副。・一A・p一・H

　　　　　∴∴！＿∵∵二∵礁ま誤

　　　　　　　　　　　　　　　　！一応（…）・）濫。

H－A・・一賑…一…一A・g一・・p一…一…一…一…一己・　A・勘・H

　　　　　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）B・c－Pr。一丁γr－N，　勿GF・COOH

H－Pr。二丁目r－Arg－M・七一G■α岨is』h・一Arg－Trp－G■γ一Sθrr？r。一Pr。一

　CHO
毒s．一Asp＿OH（50．）

　　　　図54　G端N乾f。・mアP・nt⑳・cap・p七i・d・（50）の合成

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一48一



野

一簾）に述べたように，サルのβ一MSH中の2つのGユγにはさまれた区分，すなわち

：Pro－Ty幽r－Arg－Mθt一《｝ユu－His－Phθ一Arg－Trp一（｝ユy’（図5，区分豆（4～15））

をC末端部Ser一：Pro－Pro－Ly’s（PHO）一As：P（図5，区分皿（14～18））に結合した

形酬ε一f・・町ユP・n七・d・c・p・P七id・の合成回る・姪。たのである。

一49一
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第六章 サルのβ一Melanocyte－Stimulating．

H・rm・ne（β一MSH）の全合成と合成ペ

プチドのMSH活性

　　　　　　　　第一節　　Boc－Asp（OBut）一Glu（OBut）一Gly－OH

　　　　　　　　　　　　　　（1～5）（57）の合成

　㌔、噛．

著者はすでにサ，。のβ一MSHの嚇爵。，m，1，。n、、d。cap。ptid。，H－Pm－

Ty・一A・g－M・t－G1・一Hi・一Pぬ・一A・g－T・p－Gly－S・・一P・。二P，。一Ly、

（CHO）一Asp－OH（4～18）（50）の合成について述べたが，さらにこのN端部にAsp

．一 flu－G童yというアミノ酸配列を有するペプチド区分を結合しなければならない。第二章に記

したように，Boc－Asp（OBut）一G監u（OBut）一G温y－OH（57）と（50）とのペプ

チド区分結合を行うことを計画したので，先ず図55に示すように（57）の合成を行った。

　　　　OBut　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OBut

・一と1・一・H＋H－Gl，一・M・論・一と1・一回目・一・M・（51）．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　↓OH－

　　　　　　　OBut　　　　　　　　　　H2一一Pld　OBut
　　　　　　　i　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　H－Glu－Gly－OH（55）一Z－Glu－Gly－OH（52）

、一

？．・・t7・・t．　H・一Pd鯉？Bu宅

　H－Asp－Glu」Gly「OH（56）　　　Boc－Asp－GlローGly－OH（57）

図・5B・・一A・p（・…）一Gl・（・…）一Gly－gH（57）の舷

　　　　　　　　　　　　　　　　　一50＿　　　　　　　　　　　　　　’　　這．＝一⊃）屯｝｛〆．



　先ずZ一一Glu（OBut）一〇HとH－Gly－OMeを混酸無水物法あるいはDCC法で縮合して

Z－Glu（OBut）一Gly－OMe（51）を得，1規定水酸化ナUウムでそのエステルを鹸化

して，Z－Glu（OBut）一G豊y－OH（52）を結晶状に得たが，さらに本品をそのdicy－

cIohexylam海e壕として同定した。つぎに（52）をメタノールに溶かし，パラジウムを触

媒とする接触還元を行い，H－Glu（OBut）一Gly－OH（55）を結晶状に得る事が出来た。

本品とZ－Asp（OBut）一〇Npを縮合してZ－Asp（OBut）一Glu（OBut）一GIy－OR

（54）の粗製品を得たが，本品は原料との分離が困難であったため，クロロホルムを溶媒とする

シリカゲルカラムクロマトグラフィーを行い，（54）を純粋に結晶として得る事が出来た。本甲

を常法により接触還元してH－AsP（OBut）一Glu（OBut）一G豆y－OH（55）を結晶とし

て得た。なお念のため本tripeptide誘導体（55）をトリフル炉内酢酸で処理してすべての

保護基を除去し，H－As．P－G至u－Gly－OII（56）に導いた。本品の酸加水分解物および市
　　　　　　⑫
販の精製LAPによる消化物のアミノ酸分析を行った結果，そのアミノ酸比は理論働こよく一致し

たQ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

以上の事実より，．各段階の合成反応は，ラセミ化を伴うことなく進行し，又この間Asp残基のα
　　　　　　　　　　　　　4の
からβへのペプチド結合の転位は起らなかったことがわかる。

　つぎに，先に得たH－Asp（OBut）一Glu（OBut）一Gly一一《）H（55）を8－butyl－

azidoformateと反応させ，　Boc－Asp（OBut）一Glu（OBut）一Gly－OH（57）

に導いた。本品は油状物質として得られたので，結晶性のδicyc｝◎hexylam｛11e塩として同

定した。　（57）のように保護基を持った，又分子中に呈色反応を派さないアミノ酸残基のみをも

ったペプチドの純度の検定には，シリカゲノレ薄層クロマトグラフィー後，沃度（i2）で呈色され

るのが最良の方法であり，（57）の純度もこの：方法で確認された。こ幼こ得られた（57）は直

ちにNρ一formylpentadecapeptide（50）と縮合させるべきであるが，これまでにし

ばしばふれたAspのβ一8－butyl　est・er下平のヒドラジンによる劇反応を検討するため次

の実験を行った。

まず（57）をジアゾメタンにより対応のメチルエステル（58）とし，これにヒドラジンを作用

させると結晶が得られた。三品の元素分析値は，本工ripephde（58）の中の2個のカルボキ

シル基がヒドラジドに変化したものの理論値によく合った。これまでにGIUのγ一∫伽butyl

esterの安定牲を疑った文献はみあたらないので，これはASPのβ一，ひb慮y6玉esterが

Glyの孤ethyI　esterと同時にドラジンによって対応のヒドラジドに導かれたことを予想さ

せるに十分である。したがって本物質はBOCrAsp（NHNH2）一Glu（OBuり一GIy卿．NH
NH、（59）、考えられ。．すでに記。たホ・に，かって…wyz　馨・・ウシのβ一M騨の合

一51一



成、。おいて，一A，p（・・。・）．
Dを飢だペプチ…ヒ・ラジンを棚させてm…y1・・一

terのみをヒドラジドに変え。これを次の反応に使用したことを報告した。実隈こはかなり注意

して反応が行われたようであるが，しかし著者の実験結果をもとに考察すれば，彼等の合成法には

無理があったと判断せざるを得ないのである。

　　　　　　　第二節　　サルのβ一MSH（1）の全合成

　著者は最終的に，C端N玄fom｝y監pentadecapeptide（50）とN端tripep‡．ide

誘導体（57）を縮合し，図56に示すようにしてサノレのβ一MSHの全合成を実施した。

　　　　　　　O郵ut　OBμt

　　　　　　　l　　l
　　　　B・c－A・p－G！α一Gly－OH＋H－Pr。一ノ「アrrArg－Me卜Glu－His－Phe一

　　　　　　　　　　　　　（5ア〉　、　　　　　　♀H・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lA「g㎞T「p弔’y轍Se‘一ρ「o｝P「o－Lys鶴℃H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　N－hydroxysucc三n皇m壼de　ester　method

　　　　　　OBut　OBut
　　　　　　　【　　i　　　　　　　肇

　　　　B◎c－Asp－Glu－Gly－Pro－Tyr－Arg唖Met－G玉u－His－Phe－Arg－Trp－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　CHO
　　　　　　　　　　　　　　　　　　l
　　　　　　G至y－Ser－Pro－Pro－Lys－Asp－OH（60）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　陣COOH

　　　　H｛Asp－G’“一G｝y一ρ「ρ㎝Ty「『A：「霧』Met遍1u－H’s一Phe－A「g－T「p｝G’y卿

　　　　　　　　　　　　　？HO

　　　　Seご一Pro－Pro－LysrAsp－OH（61）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2NH2．C正［3COOH

　　　　H－A・凶1・《｝玉y－P・・一Ty・一A・g一遡・t崎1・一Hi・一Ph・｛今・g－T「p－Gly－

　　　　Se「障Pro－Pro－Lys鯛rAsp－OH（1）

図ろ6 サルのβ一MSH（1）の全合成

　　　　　　　　　　一52一



まず（57）と（50）との縮合反応であるが，すでに第三章第二節に記したように，Pr噛。がア

ミノ成分のN端にある場合に，混酸無水物法で直接酸成分を縮合しようとするとure臣an型の

副反応物を生成しやすい事が知られている。そこで此の2区分の結合を活性エステル法によること

にした。たまたま，P－n重柱ophenylbsterやpentachlorophenyl　ester以外に，

N＿hydroxysuccini面de　esterが非常に優秀な活性エステルである事をAnderson5の

等が報告するに至ったので，本法を採用すること、した。先ず（57）とN一．hydroxysucci－

nimideを1）CC法により結合して対応するN－hydroxysuccinimide　es飴rに導い

た。一般にacyIpeptideをDCCで取扱うと，acylpeptide　ureaが副生する事が知

られているので，この際にも多少のureaが副生したかもしれない。しかしこの活性エステルを精

製することなく，DMFを溶媒とし先に得たNε一formylpe・ntadecapepdde（50）の

トリエチルアミン塩と窒素気流中反応させた。反応進行度を薄層クロマトグラフィーで追跡すると，

12時間後に原料のスポットはほとんど消失した。ここに得られた保護基をもったoctadeca－

peptide，　Boc－Asp（OBut）一Glu（OBut）一Gly－Pro－Tyr的Arg－Met一

Glu一His門Phe－Arg－Trp－Giy－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH

（60）からBoc基メーbuty玉ester基を除去するため，本晶をトジフルオロ酢酸で2階間

処理後，硫酸第一鉄処理して過酸化物を除いた乾燥エーテルを加えて，粗製のNε一formyl－

octadecapeptide，H－Asp－GIu－Gly－Pro－Tyr－Arg－Met－GIu－His

－Phe－Arg－Tr． o－Gly－Ser－Pro隔Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（61）の白

色沈澱を得た。本品を薄層クロマトグラフィーにて検索すると予期したより多いニンヒドリン陽性

のスポットが検出された。こ＼に想起されることは，Uフル爆心酢酸による6－buty蓋　es－

terの除去速度は，Boc基にくらべてかなりおそいことである。したがって，これら多くのス

ポットがあらわれる事は，分子中2個あった書一butyl　esterの除去の不完全さに起因する

ものと考えられる。そこで上に得た粗製品（61．）のトリフルオロ酢酸塩を水に溶かし「夜放置後

薄層クロマトグラフィー（π”BuOH：Pyridine：AcOH：H20需15：10：5：12）で検

索すると，RfO，44にニンヒドリン，Ehrlich反応共に陽性の主成分のスポットが見られ・．

それ以外にRfO．17にニンヒドリン反応のみ陽性で他の試薬たとえばEhrhch反応等には陰’1

性のスポットが現れたが，これは混在するN端tripeptide，H－Asp－Glu騨Gly－OH

に由来するものであろう。本粗製品をCM一セルローズカラムクロマトグラフィーで精製した。そ

の溶出曲線は図57のごとくである。
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1，0

α5

0．D．

at280mμ
CM一セル一且ズカラム
　（2×8（溜）

A B

　　＼

1　＼

　　　　　　；　　C　．

一　鵬一祠

＼

、卜一一へ
　　　　　　　　　　　1eo　　　　　　　　　　　　　20e　　　　　　　　　　　　　　ろ00

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tube　N◎．　臼OmL／tube）

A：耳20（800ml．），B：H20（300鵬L）と0．01M酢酸アンモニウム
緩衝液（1700ml．）からのlinear　gradient，C：0．04M酢酸アンモ
ニウム緩衝液（350ml．）

図3ア臼7Nしf・・mylly・i・・〕一サ・・β一MSH（6DのCM一セ…一ズ
　　　　カラムクロマトグラフィーによる精製．

　この精製操作において，混入するN端tripeptide区分はカラムに吸着される事なく水で容

易に流出される。一方目的とするN｛Lformy1octadecapeptide（61）は水と0．01M

酢酸アンモニ躯緩衝液｝こよる． 撃堰Eear　g・adi・ntによって溶出された。画分1から，凍結

乾燥後（61）の羽毛状粉末を高収率で得る事が出来た。本品はシリカゲル薄層クロマトグラフィ．

一および0・櫛ピリジン轍縫液（・H55および68）鱒媒とする滞麟繭に ﾋ墜
全く単一物質としての挙動を示した。本品を塩酸加水分解後アミノ酸分析した結果，Trpを除き
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　98）　　　　　　　　　　　　 、　・L　．．　．　．　｛：・ン・・

他の構成アミノ酸比はほ父理論値と一致した。又本品をSa鍛ger等の方法にならい，　dinit一

「of’uo「obeazeneにてDNPイヒした鋤水船し・アミノ酸頒雛rな緒剰愁？

Lysを回収した。さらにD20－CD3COODを溶媒として本品のN翠Rを測定した結果，図
5　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・．：・ゾ…演’、バ1：Σ1覧，φ・

58に示すように・tg5τにし・・のε一アミノ蟄こついたホ・レ 秩I騨二鱒r）神来すr

水素1才分のシグナルが，又1，55τにはHisのイミダゾール核の水素のシグナルが現れた。こ

れらの事は，17位しysのε一． Aミノ基がいまだホルミル基で保護されてレ～る事を萌確に示すも

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一・54一　　　　’



のである。
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図58 〔17NしformylIysine〕＿サルβ一MSH（61）のNMRスペクトル

　又本品の元素分析値は2分子・の酢酸，7分子の水を有するものの理論値によく一致した。

　以上の諸事実より，こしに得られたペプチドは，目的とする純度の高い臼7N含一｛oセmyl－

lysine〕一サルβ一MSH（61）であると判断する事が出来る。

　つぎにサルのβ一翠SHの合成最終段階である（61）の脱ホルミル化反応について述べる。す

でに著者は第三章第三節において，H－His－Phe－Arg－Trp－G互y－Ser－Pro－Pro

－Lys（CHO）一Asp－OH（22）より脱ホルミル化して，　H－His－Phe－Arg－TrP

－Gly－Ser－Pro－Pro－Lys－Asp－OH（25）を得た。この際15％ヒドラジン溶

液を使用したが，ζの反応はpH　6附近に調節したヒドラジン酢酸溶液でも良好に進行する．事をみ

とめている。なおこの反応温度と時聞の関係であるが，Nしformyllysine，（22）は約10

％のヒドラジン酢酸中，58。，48蒔問で完全に脱ホルミル化される事から，本Nε一formylb

octadecapeptide（61）を同条件下，すなわち5％および10％ヒドラジン酢酸（pK

6．0）中5．8。、48時間処理した所，後記する2段階の精製の結果，いずれも，約10％の目的物

が得られ，かな：りの原料を回収した。したがって，本ペプチド（61）のホルミル基を除去するた

めには，モデルあNε一formyIlys1neおよびNε一fomyidecapeptideに対して使

用した条件より少しく強い条件を必要とするものと判断された・そのため著者は・この脱ホルミノレ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　榊55一



化の反応に，10％ヒドラジン酢酸中，沸騰水浴中にて5時間加熱するという条件を選んだ。この

騨・tの酸イヒ擶止す碩的で・反応容器中の空気を窒素で置換すると共に沙量の・・レカ六

エタノールを加えて反応した。本反応混合物を凍結乾燥後，CM一セルローズカラムクロマトグラ

フィーにかけ，水と0．01M酢酸アンモニウム緩衝液に到るhnear　gradieatによって溶

出精製したが，そのうちの1例を示せば図59のごとくである。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔17Nしf・㎜ylly・ine〕一サノ・

1．0　　　　　　　　　　　　β一MSH（6、1）（90mg）の

0．5

0．D．

at280恥μ

＼

ヒドラジン酢酸処理／CM一セノレ

看一ズカラム
（t2＞〈14α曜）

A
←

B

／ズノ〆～
山

　ヨ　／

／

1

｝

H

＼

，　　　C

艦一覧一r一

　50　　　　　　　　100

へ　tube　No．（10…nl．／tube）
150 200

A：H20（600搬1．），B：H20（500mL）とO．01M酢酸アンモニウム緩衝液
（650mL．）からのlinear　gradient，C：0．04M酢酸アンモニウム緩衝液

（550m玉。）

図39　サルのβ一MSH（1）の第1回目CM一一セ〃ローズカラムクロマトグラフィーによ

　　　　る精製

画分1』・麗をそれぞれ2画凍結乾燥した後・α欄ピリジン轍緩衝液（pH　65）客済線．．

とする源紙電気泳動で検索すると，画分互は原料である〔17Nε一formyUysine〕一サル

ーβ一MSH（6電）とそれより陰極側に少しく1高い移動度を示す物質との混合物であり・後者は

画分Hの主成分と同一であった。画分皿中には画分豆の成分以外にさらに高い移動度を示す物質が

混在していることを認めたが，この物質が何であるかは本区分自体が少量であったため精査しなか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一56一



つた。こ」に得られた画分歴の主成分が，上記の電気泳動において原料より少しく高い移動度を示

すことは，本成分が原料より少しく高い正電荷をになっていることであって，これは予想どおり本

分子中のホルミル基が除去されてLysのε一アミノ基が遊離された結果と解釈される。しかし第

1回目の精製操作で得られたこの区分中には，なお少量の原料が混在していることが認められたり

で，この刈分HをCMセルローズカラムにかけ，再クロマトグラフィーを行って糖製した。こ」に

図40に示す弱な単一なピークが得られた。

1．G

o．5

0．D．

at280mμ

A

一｛一
B

ハ

ダ

第1画目精製画分K（45Ing）

CM一セルローズカラム

（t2×5㎝）

1

多

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　　　　　　　100
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tube　No．　（10ml．／をube）

A：H20（100n≧1．），B：H20（200！nL）と0．01M酔酸アンモニウム緩衝液
（700E11。）からのlinear　gradie飢

図40　サルのβ一MSH　G）の第2回員CM一セルローズカラムクロマトグラフィーによ
　　　　る精製．

　第2回目のクロマトグラフィーによって得られた精製品は，薄層クロマトグラフィーおよび0．1

Mピリジン酢酸緩衝液を溶媒とする藁紙電気泳動において2つの異ったpHの条件下に，ニンヒド

リン反応陽性の単一スポットを示した。また本品がメチオニン試薬に陽性であることから，本分子

中のMet残基はsulfoxideに酸化されていない事がわかった。本品の酸加水分解物をアミノ

酸分析した結果，そのアミノ． ¥比はサルのβ一MSHに相当するoctadec縦peptideの理論

髄によく一致やた。つぎに四品のLAP消化を試み牟。先ずSigma．Chemical　Co鵬pany

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－57一



　　　　　　　　　　　　　　　　6⇒
　より購入した高度に精製されたLAPによる消化を行った後アミノ酸分析した結果，　N端trip－

　eptide構成アミノ酸，即ちAsp，　Glu，　Glyはほ冥1：1の比で回収されたが，次のPro

残基以下のアミノ酸の回収率は悪かった。この様にProの位置で消化が止る現象は，精製LAP
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6り
　中にprolidaseが含まれてい魁・事｝こよるものであろう。この事は第三章（3．1．2〕に記

　したことからも予想される事であるが，少なくとも以上の実験結果から，N末端部Asp，　Gluの

・側鎖カルボキシル基の保護基が，合成途上完全に除去されていること，又この2つの残基の結合が

共にσ位の正常のペプチド結合で結ばれている事が甥明した。次に豚の腎臓よりSpackmanの
　　6⇒

方法に従い調製した粗製のLAPで消化した後アミノ酸分析を行ったところ，かなり長いペプチド

であり，その完全水解が疑われたが，幸にして得られた構成アミノ酸比は理論値に近く，又Nε一

　formyHysineでなく1モルめLysが検出された。この際GIuの回収率が悪かったが，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　註⇒
　これはおそらく笙五章第一節に記した2つの原因のいずれかによるものであろう。以上のLAP処

理の結果より，〔17Nε一f・・鰐11y・i・・〕一サ・・β一MSH（6つの・ドラジン酢酸処理

によって，ASPおよびGユu残基のペプチド結合転位を伴うことなく，目的とするホルミル基の

みが満足に除去された事がわかった。さらにこのホルミル基が除去された事は，本品のNMRスペ

クDレの結果からも支持された。すなわちD20－CD3COOD中本品の煎MRを測定すると図

　4脅こ示すようにジ低磁場にはHisのイミダゾール核の水素に起因するシグナルが1．35τに現

れるのみで，ホルミル基の水素に起因する1．95τのシグナルは全く消失していた。
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図41　合成サルβ一MSH（1）のRMRスペクトル
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　以上酸加水分解物およびLAP消化物のアミノ酸分析，さらにNMR測定の結果から，本品は

〔17Nε一formyUysine〕一サルβ一MSH（61）からホルミ〃基だけが除去されたもの，

換言すればサルのβ一MSHに相当する全アミノ酸配列をもったoctadecapeptideである

と結論する事が出来る。したがって著者は，こ」にサノレのβ一MSHを全合成する事が出来た次第

である。

　ひるがえって上記の全合成を，とくに今まで欄々にふれなかったペプチド結合形成反応に際する

ラセミ化の点から考察したい。一般にウレタン型のアミノ保護基をもったアミノ酸を酸成分として

アミノ成分と結合する場合，又，ペプチド区分結合をアチド法で行う場合にかぎってラセミ化を生

じない事はペプチド合成化学上，確立された事実である。そしてラセミ化は，アミノ酸でなくペプ

チドのカルポキシル基をアチド法以外の方法で活性化した場合に生ずる。すなわちペプチド間の区

分結合にその危険が存するわけである。図42に要約したように，著者は此の原則を忠実に守り，

区分結合点をラセミ化の危険のないGlyの点に選び，これに必要か区分，すなわちAsp－Glu

－Gly（1～3），Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp（14～窪8）をウレタン形ア

ミノ保護基を採用して段階的に合成し，His－Phe－Arg－Trp－Gly（g～15＞は別法に

よったが，いずれにせよ，それらをLAP処理してそれらの光学的純度を検定して後はじめて区分

結合に使用した。さらに区分合成出来なかったサルのβ…MSHの中間部分σ）うち，（31u，泌et，

Argの：i三者は段階的に縮合し，　Pro－Tyr（4～5）はうセミ化の危険のないアチド法により

導入した。

　以上のような方法を採用して合成されたoctadecapeptide，すなわち合成サルβ一MS

Hの光学的純度は容易に予想出来ることであったが，上記もたLAPの実験はこれを再確認したも

のである。

　特に，全し体のペプチドを合成することは，生物活性を検定する際にきわめて重要である。著者

の採用した合成法は，この生物検定を前提とした場合，構造と活性度との麗係を論ずるに必要な合

成中間ペプチド区分を組織的にしかも十分精製して得る事が出来たこととあいまって，きわめて合

目的々であったと確信するものである。
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第三節　合成ペプチドのMSH活性

これまでに得られた合成ペプチドを，蛙（Rαηαpεμεπ3）の皮膚を用いて，第一章第一節

に認したように，S．izume等の方法に従って島面ひ0法でMS耳活性を測定した。その結果

は表2に示すごとくである。
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　前記したように・ペプチド（29）・（30）は共に活性を示さなかった。この事は，第一章台

ご節において記したようにHis残基がMSH活性に重要であるというこれまでの考えを声さらに

支持するものといえよう。事実そのN端側にHisが導入された翼ε一formy互decapept｛de

（22）・およびそれからホルミル基を除去して得られた遊離のdecapephde（25）は共に

活性であり，それぞれ1×106，2．4×106MSHU／9とほ冥同程度の活性を示した。この

事実より，17位しysのε一アミノ基についたホルミル基は，ほとんど活性に影響しないものと

考えられる。さらに（22）のN端側に，GiuついでMet，． ｳらにArgが導入され，（43），

（45），（48）とペプチド鎖が延長されるにつれてMSH活性も次第に増強され，（48）の

N端側にP・・一Ty・を延長したN㌦f・・mylp・nt・decap・ptid・（50）は22×10・・

MSHσ／9を示し，この値は，脳下垂体中もっとも高いMSH活性を示すα一MSHのそれに匹

敵するものであることがわかった。今（50）の構造とα一MSHのそれと比較すると，図45に

示すように，C端Lys－Aspを除けば，両者は5個所のアミノ酸残基が異るのみで，その他は全

く同一である事がわかる。この比較から，．（50）の示す高い活性度は理解されよう。

（α：一MSH）Ac－Seトユ竺一Se卜MeレGl覧u－His－Phe－Arg－TrprGly－Lys－Pro－
　　　　　　Va　1－NH　2

（50）　　　H－Prい塾一ArgrMet－Glu－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Se卜Pro－
　　　　　　　　CHO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　』

　　　　　　　　1
　　　　　　Pro－Lys－Asp－OH

図45α一MSHとNε一f・my蓋P・・t・decap・ptid・（50）との比較

　つぎにそのN柴田にAsp－Gh－Glyという酸性tripeptideが導入された型の〔17

Nε一f・・mylly・i・・〕一サ，・βやMSH（61），および舷サ，・β一MSH（1）はそれ

ぞれ2．0×109，2．5×1010MSHU／gと』 i50）より活性が低下した。この酸性trip一

群壁e鴎騨SH酷度に関するかぎ糖的である様に判断される・なお蕎のために’

記すと，天然サルβ一MSHの活性は，．3～5×109MSHσ／9と記載されている。この値は

著者の合成品より少しく低いが，これらは異験の誤差範囲で，ほ雲同程度の活性度とみなす事が出

来よう。

　　　　　　　　　　　3の
　かってSchwyzer等は，ウシのβ一MSH関連ペプチドの活性についてわずかしか報告しな

かったが，著者は，表2に示すように，ペプチド鎖の延長と活性の変化を殺階的に詔録することが

出来た。これはペプチド鎖の組織的な延長合成法によってはじめて達成出来た点であり，まだヒ．ゐ「1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－62一　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ．　∵．：≒＝・∴？、／．



際餌ε一formyHysineを含んだペプチドは，すべて水に易溶であり，合成面だけでなく生物

　　　　　　　　　　　　　　　り
検定にも都合がよかったことを附記したい。

　ひるがえって考察するに，ペプ≠ド鎖の延長につれてMSH活性が増大し，ある一定の長さ，す

なわちα一MSHの構造に対応した点で最高となり，それから逆に減少してゆく傾向は，　ACTH

関連ペプチドの合成研究にもみられた点である。ACTHの場合，此のMSH活性の減少につれて，

逆に本来の副腎皮質刺激作用がペプチド鎖の延長とともに増大した。この際ペプチド鎖の延長方向

はα一MSHのC末端側であったが，一方著者の合成したサルのβ一MSHは，α一MSHのN末

端側へ延長した構造と考えることが出来る。こΣにも同一動物の脳下垂体にご種のMSH・すなわ

ちα・一MSH，β一MSHが存在する事実とあいまって，β一MSHの未知のしかし本質的な生理

作用を予想せしめる根拠があるようセと思われるとともに，第一章窮一師で記したような種々の瓢S

H外作用の検索が行われている現伏が想起され，その発展が期待されるのである。

結 語

　以上著春は，Arg一獺etという合成困難なアミノ酸配列を含むサルのβ一酸SHすなわち。－

ctadecapept孟deの合成を，　Nε一formynys董neを尉用しその緩禰な除去条件を採用

する事により，又新しい弗化水素法を採用する事によって完成した。その結果，本ホルモンのペプ

チド鎖の長さと厳SH活性度との関係を明らかにする事が出来た。

　思うに，サノレの脳下垂体に示されたように，何故同じ動物がαおよびβという二種のMSHを持

つのかという問題は，内分泌学上非常に興味あることといわねばならない。それに対してMSHの

示す種々の生理作用が検討されている現状であるので，著者の合成品はこの目的に対しても将来役

立つものと考える。
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実 験 の 部

　　　　　　　　　　　　　‘
　融点（m・pのは未補正，微量融点測定器（梛本製作所製）で瀦定した。

　旋光度はRex光電旋光計NEP－2型で測定した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　⑫
　粗製leucine　amino　peptidase（LAP）はSpackma鷺　等の方法に準じ（豚¢腎臓より
　註紗
調製し，精製LAPはSigma　ChemicalCompanyより購入し，いずれもHofmann
loの

等の方法に従ってペプチドを処理した。

　酸分解は3回蒸溜した定約転塩酸（b．Pd10。，6規定）で肩0。，18時聞加水分解した。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1⑳
酸およびLAP分解物のアミノ酸組成はMoore等の方法に従って日立自動アミノ酸分析器KL

A－2型で測定した。

　ペーパークロマトグラフィーは東洋濟紙芸51を用い下降法で行った。Rf1はPart．rid墓e
1⑫
系の溶媒（轟一butanol：酢酸：永＝4：1：5）で展開した値を，　Rf2は5ec－buta－
　　　　　　　　　　　　　　　　　193）
no1：5彩a孤monia＝5：1の溶媒系で展開しPbeを1．0として計算した値（xPhe）を示

したQ

　薄層クロマトグラフィーはKieselgel　G　nach　Stah1（Merck）を用いて行った。

衰f3は海一butano1：ピリジン：酢酸：水こ4：1：1：2の溶媒系で展開した値を，　Rf4

はπ一butanoI：ピリジン：酢酸：水；15：10：5：↑2の溶媒系で展開した値を示した。

　カラムクロマトグラフィーはBio　Rad　Corporation（Rich鵬ond，　Californ一

三a）のCM一合〃ローズを用い，東洋科学産業フラクションコレクターSF－200－Aを用い

て行った。

　NMRはVar三a皿Associates　Recording　Spectrometry（A－60）で測定

した。
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　　　　　　　三章に関する実験〔1〕　第
　　　　　H－H妻s－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro一：Lys（CHO　l

　　　　　－Asp－OH（22）澄よび関連ペプチドの合成

〔1－A〕　Z－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（8）の合成

　　D　　Z－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（2＞　　　　　　　　　　ち

　a）Z－Lys（CHO）一〇H（10．859）とトリエチルアミン（4。8gmDの無水テトラ

ヒドロフラン溶液（751nl）を寒剤（氷一食塩）で一15℃に冷却し撹拝しながらクロール炭酸

エチル（5．56ml）を加え15分間撹拝し，この混合物をH－Asp（OMe）2（hydroc込一

bride（Z529）とトリエチルアミン』（49童n1）より）の冷ジメチルアミノホルムアルデヒド

（DMF）溶液（25ml）に加え2時間半乾拝した。反応終了後減圧下溶媒を溜去し・水（10

ml）とエーテル（50m1）を加え生ずる沈澱を諏し，10％クエン酸・5％アンモニア水で

それぞれ5回洗い，さらに水洗して乾燥，酢酸エチルより再結晶した。収量10。56g（65％），

凱・・一41～145．⑩〕葺？引工5．（C＝0・7識OH）

　　C2、H2908N3

　　　理論値：C，55．9；H，6．5；R，95

　　実験値：C，55．8；H，6．7；N，95

　b）Z－Lys（CHO）一一〇H（10．49）とH－Asp（OMe）2（Z29）（hydroc－

hloride（Z29）とトリエチノL’アミン（4．9ml）より）をDMF（20mDに溶かし寒剤

で冷却しながらDCC（8．4g）を加え，同温度で50分間撹拝しさらに一夜撹拝を続けた。生じ

た尿素を割去後陣液を減圧にて濃縮し残渣にエーテルを加え生Oた白色沈澱を源氏し10％クエン

酸，5％アンモニア水，水で順次5回ずつ洗い炉写し乾燥した。収量11．7g（74％），m。p．

142～145。，混酸無水物法で得た標晶と混融サるに融点降下を示さなかった。

　　iD　H－Lys（CHO）一Asp（OMe）2．HC至（5）

　Z－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（5．6ア9）を85％水性メタノールに溶かし・氷酢酸

（1．8ml）を加えた後パラジウムを触媒する接触還元を行った。パラジウムを源去後濟液を濃縮

し残渣を冷1規定塩酸q2。6ml）に溶かし凍結乾燥を行い油状物質を得た。収量5．80g（1

・G％）・〔・〕榔1Z6．（C一序0・M・OH）・Rf1α65ニンヒドリン反応陽性の単一
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スポットを示した。

　　ili）　H－Lys（CHO）一Asp（OMe）2のジケトピペラジン（4）

　Z－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（2．26g）を85％水性メタノール（56ml）に溶

かし酢酸（0．90ml）を加えパラジウムを触媒とする接触還元を行い，パラジウムを源去後炉液

を減圧濃縮し残渣を無水ベンゼンに溶かして減圧下ベンゼンを溜去した。この操作を5回繰返して

白色結晶を得た。無水メタノールと無水エーテルより再結晶した。収量1．15g（81％），m．p．

1．79～180Q

　　C12H1905N3

　　　理論値：C，50，5婁H，6，9罫N，14．7

　　　実験値：C，5G．53　H，6．8；N，14．6

　　Mass：親ピーク（M＋）㌦285

　　iV）　Z一一Pτo－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（5）

　Z－Pro－OH（2．92霧）とH・一Lys（CHO）一Asp（OMe）2（hydrochloride

（5．80g）とトリエチルアミン（1．8ml）より）を混酸無水物法により常法に従って縮合b生

成物を酢酸エチノレで抽出し，酢酸エチル層を10％クエン酸，5％アンモニア水続いて水で洗い

Na2SO4上で乾燥後溶媒を減圧下溜法し生ずるゲル伏物質を酢酸エチルより再結晶した。収量

4．269（64％），m・P・135～1550・〔α）望一552．（C－0・8，瀬・OH）酸加水

分解物のアミノ酸比：Pro1．05　Lysり．oo　ASPG，98　（回収率94％）

　　C26H360gN4

　　　理論値：C，　56．9；H，　6．6；N，　10．2

　　　実験値：C，5ZO；H，．6．9；N，　99

　　V）H－Pro－Lys（CHO）一Asp（OMe）2・HCI（6）

　Z－Pro－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（0．5ア9）をメタノール（20m1）に溶か

し27％酢酸（0．7ml）を加えパウジウムを触媒とする接触還元を行い塩酸塩にした後，凍結乾

燥して油状物質を得た。収量0．47g（100％），（¢〕慧一55．6。（C＝・0．ア，　MeOH），

Rf10。65ニンヒドリン反応陽性の単一スポットを示した。
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　　VD　　Z－Ser－Pro－OH（7）

　この操作はすべて低温室（4℃）で行った。Z－Ser－NHNH2（10．12g）に冷時塩酸の存

在下亜硝酸ナトリウム（2．76g）を作用させて調製したZ－Ser一蟹3の冷工一テノレ溶液をPro

（6．90g）とトリエチノレアミン（8，5m1）を含む水溶液（50m1）に加え撹拝した。48蒔

聞後水層をエーテノレ層より分離し費エーテル層よりさらに5％アンモニア水で抽出し，水層と5％

アンモニア水を合し，6規定塩酸で酸性にし生ずる油状物質を酢酸エチルで抽出し，常法により溶

媒を溜号した。酢酸エチルより再結晶し白色結晶を得た。収量900g（67％），m。p．107

～109。，（α〕望一7〔L2。（C＝0，7，MeOH）

　　Cユ6H2。06N2

　　　理論値：C，5Z壌；H，6．0；N，8．5

　　　実験値：C，56．9；H，6．2；N，8．1

　　Vの　　Z－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（8）

　Z－Ser－Pro－OH（556mg）とH－Pro－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（h－

ydrochbride（470：筑g）とトリエチルアミン（0．14！nl）より）を混酸無水物法で常

法により縮合して油日物質を得た。収量250mg（54％），〔α〕蓼一74コ口（Cこα9，

MeOH）酸加水分解物のアミノ酸比：Ser9，76　Pro　1．74　Lys　tσ4　Asp　1・Oo

（回収率85％）

　　V紛　Z－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp（OMe）2（8）の酸，アルカリ

　　　　　処理

　a）pentapeptide　ester（8）（10mg）をメタノール（0，2ml）に溶かし1規定

水酸化ナトリウム（0．1ml）を加え，0℃，40分間放置後酢酸で中郡した。この溶液をPar－

tddge系のペーパークロ・7トグラフィーで検索すると，　Rfa1アにセリンに相i当するニンヒ

ドリン反応陽性のスポット，RfO．22にニンヒドリン反応で黄色を呈するスポットが現れた・

　b）pentapeptide　ester（8＞（10mg）を0．5規定塩酸に懸濁させ，沸騰水浴中で

50分間加熱後，Partridge系のペーパークロマトグラフィーで検索するとRfO．22，0．32，

0．64にニンヒドリン反応陽性のスポットが現れた。
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　〔1－B〕　H－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH　G　9）の合成

　　D　　Z－Lys（CHO）一Asp－OH（g）

　Z一一Lys〈CHO）一Asp（OMe）2（15．1　g）をメタノール（40mi）に溶かし1規定

水酸化ナUウム（B6ml）を加え20℃，45分間撹回した6反応終了後面酸で申和しメタ

ノールを減圧潮溜熱し，水層を酢酸エチルで洗い，水層を濃縮後言却下1規定塩酸でpH　4にし

冷蔵庫に一夜放置し生ずる白色結晶を源取。10％クエン酸，続いて水で洗ってメタノールと酢酸

エチルより再結晶した。収量：1tO5g（ア8％），m．p。154～156。，　〔α）碧十〇，7。

（C＝＝0．6，M60H）

　　ClgH2508N3

　　理論値：C，55．9；H，6。0；N，99

　　実験値：C，55．61H，6．51N，97

　　聾）　H－Lys（CHO）一Asp－OH（10）

　Z－Lys（CHIO）一Asp－OH（飢59）を80％水性メタノール（50斑1）に溶かし氷

酢酸（4．2ml）を加えパラジウムを触媒とする接触還：元を行い，反応終了後触媒を炉訳し源液を

減圧一ドに濃縮し，残渣にエタノール（50田1）を加え白色結晶を得た。水とエタノールより再結

晶を行った。収量5．8g（91％），m．p．173～1760，（α〕雪十24．0。（C＝1．1，

H20），Rf10．21，Rf20．22×Phe　ニンヒドリン反応陽性の単一スポットを示した。

　　Cll　H1906　N3

　　　理論値：C，45．7；H，6．6；N，14，5

　　　実験値：：C，46．G；H，6．8；N，14．2

　　i眞）　Z－pro－Lys（CHO）一Asp－OH（11）

　a）z－Pro－bH（0．36g）とトリエチルアミン（0．22斑1）を無水テトラヒドロフラン

（5In1）に溶解し，・寒剤（氷一食：塩）で冷却（一15。0し，クロル炭酸エチル（0．15ml）

を加え20分間撰拝・この反応液をH－Ly・（CHO）一A・p－OH（0・459）と㌔
リエチルアミン（0．43m1）を含む水（5ml）とDMF（5mI）の混液に加え，0℃に1㌣、，．、

50分間さらに室温で2時閥撹拝した。溶媒を減圧下溜去後残渣を水に溶かし水層を酢酸エチルで

洗い，予冷下1規定塩酸でpH　4にし，生ずる物質を酢酸エチルで抽出し飽和食塩水で洗蘇後Na2

SO4で乾燥，溶媒を溜去後残渣をメタノールと酢酸エチノレより再結晶して白色粉末を得た。収量

G．50鍔（50％）・釦・P・　1ア0～1750・　〔¢〕器一43・4。（C＝＝G・9・MeOH＞
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C24H320gN4

理論値：C，55．4；H，6．2；N，10．8

実験値：C，55．4；H，6．4；N，10．5

　b）H－L，ys（CHO）一Asp－OH（6．599）とUエチノレアミン（6．2ml）を含む

75％水性ジオキサン溶液G60ml）にZ－Pro－ONp（Z849）を加え24時閥撹拝を

続けた。減圧下溶媒を溜去し析出したパラニトロフェノールを酢酸エチル（10ml）に溶かし，

この溶液を冷却下1規定塩酸でpH　4にし冷蔵庫に一夜放置後生じた結晶を炉記した。結晶を10

彩クエン酸，水で洗いメタノールと酢酸エチルより再結晶した。収量905g（95％），m．p．

178～1806，〔α）鷺一48・6．（C＝1・0・M・OH）

　　C24H320gN4

　　　理論値：C，55．4；H，．6．2；N，10．8

　　　実験値lC，55。5；H，6．3；N，10，5

　c）Z－Pr◎一Lys（CHO）一Asp（OMe）2（0，289）をメタノ晶ル（2ml）に溶

かU規定水酸化ナトリウム（31n1）を加え，20℃，4Q分間撹拝して10％クエン酸で中郡

しメタノールを溜去後水層を酢酸エチルで洗嘉し，六義下1規定塩酸でpH　4にし酢酸エチルで抽

出して飽勲食塩水で洗いNa2SO4で乾燥。溶媒を溜去後残渣をメタノールと酷酸エチル．より再

結晶した。収：量0．03g（10％），m．p．168～1ア0。

　　［V）　H－Pro－L￥s（CHO）一Asp－OH（12）

　Z－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（Z929）を85疹水性メタノー～レ（47冊1）

に溶かし氷酢酸（3．5ml）を加えパラジウムを触媒とする接触還元を行い，反応終了後パラジウ

ムを炉表し一壷を減圧下濃縮し，残渣にエタノール（50m蓋）を加え生ずるゲル状物質を炉取。

水と直謝ソールより再沈澱を行った。収量5．64g（8G％），職．p．145。（decomp．），

〔α塔一421．（C＝tO・H・0）・Rf10・2LR．f20・25Xph・ニンヒドリ坂応

陽性の単一スポットを示した隔

　　C16H2607　H4・2H20

　　　理論値．：C，46．61；H，Z5；N，12．5

　　　実験値：C，46．4；H，Z6婁N，12．9
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　　V）　Z－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（15）とそのdicyclohexy－

　　　　　lamine塩

　H－Pro－Lys（CHO）一Asp一一〇H（5509）　と｝リエチルアミン6．8ml）を含

む50％水性ジオキサン溶液（47m1）にZ－Pro－ONp（Z19）のジオキサン溶液（40

血1）を加え室温で2日問撹拝。溶媒を減圧下溜去し残澄を水に溶かし酢酸で中和して酢酸エチル

で洗蘇．水層を濃縮し1規定塩酸でpH　4にし，π一ブタノール抽出して水洗後減圧下溶媒を溜去

した。残渣に酢酸エチルを加え生ずる無晶形の物質を傾濾して販り出し乾燥。収量Z5g（90％）

〔α二一ga5．・（C＝1・0・M・OH）・醐吻（分解物のアミノ酸比：P「oa・2　Lys

o．86　Asp　1．oo　（回収率92％）

　　C2gH390、oN5．・H20

　　　理論値：C，54．8；H，6．5；N，11．0

　　　実験値：C，54。9；H，ZO3N，11，1

　Z－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（Gj　6g）のメタノール溶液（1ml）に

dicyclohexγ1a艶ine（0．11m1）を加え，メタノールを溜去後生ずるゲル伏物質をメタ

ノーノL・とアセトンより再結晶した。収量0．20g（80％），m．p．129。崩解，250。融解，

〔α〕二一44・2．（C＝e・6・M・OH）・・

　　C2gH39010N5・2C12H23N・2H20

　　　理論値：C，626；H，8．8；N，97

　　　実験値：C，62．8；H，8、9；N，99

　　VD　　H－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（14）

　Z・一Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（Z50g）を85％水性メタノール（35

搬1）に溶かし氷酢酸．（1，8ml）を加えパラジウムを触媒とする接触還元を行った。反応終了後

パラジウムを源去し源液を減圧下濃縮して，さらに凍結乾燥を行い白色粉末を得た。収：量4．9g

（86％），〔・〕腔1095．（C＝・．9・H・・）・Rf1・・5・・Rf2α18×Ph・・

ニンヒドリン反応陽性の単“スポットを示した。

　　C21　H3308N5・5H20

　　　理論値：C，　46．9；H，　Z5；N，　15．e

　　　実験値：C，46。9；H，6．9；N，1ろ．1
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　　v薩）　Z＿Ser－Pro－OMe（15）

　Z－Ser－Pro－0｝1（1。eO9）のメタノール溶液（5面）にジアゾメタンのエーテル溶

液（5gのニトロソメチルウレアより調製）を加え1時間室温に放置し，過剰のジアゾメタンを酢

酸で分解後減圧下妻媒を一二し残渣をメタノールより再結晶した。収量0．70g（65％），鵬。

p．417～121。，　〔α1〕雪・一68．2。（C＝0．9，MeOH）

　　C、7H2206N2

　　　理論値：C，58．5；H，6．5；N，8．0

　　　実験値：C，58．2；H，6．63N，　Z9

　　v麺D　　Z－Ser－Pro－NHNH2　（壌6）

　Z－Sef－Pro－OMe（0．609）のメタノール溶液（5mDに80％ヒドラジンヒドラ

ート（0．6皿1）を加え室温にて一夜放置後，減圧下濃縮し七生ずる結晶をメタノーノレより再結晶し

た。収量0．49g　（ア9％），　鵬驚p．　157～441。，　〔α〕懸一959。（C＝tO，　40％

AcOH）

　　C16H2205　N4

　　　理論値：C，54．8；H，6．51N，46．0

　　実験値：C，55．BH，6．5；N，15．7

　　｝X）　Z－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH　qア）

　a）この反応操作はすべて低温室（4℃）で行った。Z－Ser－NHNH2（1．50g）に冷

時塩酸の存在下亜硝酸ナUウム（1。50g）を作用させて調製したZ－Ser一一N3の冷酢酸エ

チル溶液（40mi）をH－Pro－Pro一一Lys（CHO）一Asp－OH（4．909）とトリエ

チルアミン（4。17ml）を含む水溶液（151nl）に加えて撹梓した。24時間後さらにZ－

Ser－N3（2．809のZ－Ser－NHNH2より調製）を加え24時閥反応三分液して有機層

から5％アンモニア水で抽出し水層と合し，水層を酢酸エチルで洗灘。水層を酢酸で中郡後減庄濃

縮し氷一下1規定塩酸でPH　4にして生ずる油状物質をπ一ブタノール抽出し水洗後減圧下溶媒を

溜去した・残渣に酢酸エチノレを加え白色粉末を得た。π一ブタノールと酢酸エチルより再沈澱を行

った。収量5・529（75％）・〔α〕器一115。0。（C＝0．8，MeOH），酸加水分解物の

アミノ酸比：Sero．91　Pro葱．8ア　Ly朗．o窪　Asp　1．Go　（回収率81％）

　　C32H440、2N6・H20

　　　理言命値：C，55．4；H，6．4；N，11．6
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実験値：℃，55，6gH，Z1；N，11．4

　b）この反応操作はすべて低温室（4℃）で行った。Z－Ser一・Pro－MINH2（0．42g）

に冷時塩酸の存在下亜硝酸ナトリウム（0．08g）を作用させて調製したZ－Ser－Pro・一N3

の冷酢酸エチノレ溶液をH－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（〔L509）　とトリエチルアミ

ン（α28ml）を含む水溶液に加え撹拝。24時間後さらにZ－Ser－Pro－N3（0．18g

のZ－Ser－Pro－NHNH2より調製）を加え，24時間三酢酸エチル層より水層を分離し，

有機層より5％アンモニア水で抽出し水屠と合し，合した水層を酢酸エチルで三三後酢酸で中和し減

圧濃縮。冷時哩規定塩酸でpH　4にし生ずる油伏物質をπ一ブタノーノレ抽出し水洗後減圧下溶媒を

溜去，残渣に酢酸エチルを加え白色粉末を得た。メタノールと酔酸エチルより再沈澱。収量0．11

9（16％）・〔“〕署一114・60（C＝0・9・MeOH）・酸加水分解物のアミノ酸比：Ser

α94　Pro　2，00　Lys　o．？1　Asp　1．oo　（回収率76％）

　　C32　H44012N6。H20

　　　理論値：C，　55コ　；H，　6．4；N，　急’4．6

　　　実験値：C，52．9；H，6．6；N，11．7

’c）Z－Ser－Pro－OH（7＞とH－Pro－Lアs（CHO）一Asp－OH（12）　との

　　　混酸無水物法による縮合反応

　　　EtOCO－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（18）の生成

　Z－Ser－Pro－OH（4．049）とトリ露一ブチルアミン（0．74mDをジオキサン（ス

5！n1）とテトラヒドロフラン（6m1）に溶かし寒剤で一15。に冷やし三拝しながらクロル炭

酸エチル（0。50m1）を加え同温度で15分間撹拝を続け反応混合物をH－Pro－Lys（CH

O）一Asp－OH　q，209）とトリエチノレアミン（0．86ml）を含む水（4。5m1＞とジオ

キサン（6揃i）の溶液に加え0℃で30分間，室温で2時間半丁丁。減圧下溶媒を溜回し冷却下

1規定塩酸でpH　4馳 ﾉし酢酸エチル（5m｝）を加え冷蔵庫に放置し析出した白色結晶をメタノー

ルと酢酸エチルより再結晶。収量0．86g（61％），m．p．』195～198。，　〔α〕鋸．75，ZO。

（C隠0．95，MeOH），酸加水分解物のアミノ酸比：Pr◎1．04　Lys　o．91　Asp　1．oo

（團収率90％）

NMR（D20うτ：8．80（5H，　triplet，一CH2－C旦3）55．88．（2H・quar卜

et，一C1｛2－CH3）

　　ClgH300gN4
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理論値　C，498；H，6．6茎N，12．2

実験値　C，498室H，6．8；N，11．9

　結晶を源些した母液を酷酸エチルで鎌後水層を陥一ブタノール抽出し，減圧下溶媒を溜去し残

渣に酢酸エチルを加え白色粉末を得た。酸加水分解物のアミノ酸比：Sero．40　Pro葉．54

Lyso，94’Asp1．oo、この箏より一子は約40％のZ－Ser－Pro－Pro－Lys（CH

O）一Asp－OHと60％のEtOCO－Pfo－Lys（CHO）一Asp－OHの混合物である

と考えられる。

　　X）　H－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）・一Asp－OH（19）

　Z－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（0．999）　をメタノール（20

ml）と水（5mDの混液に溶かし氷酷酸（a5m1）を加えパラジウムを触媒とする接触還元

を行い，触媒を濟去後穿下を減圧濃縮しその後凍結乾燥して白色粉末を得た。収量0．64g（85．

6％）・　〔α〕『登一126・6。（C＝0．9・H20）・Rfl　O．51，Rf20．22×Phe，ニンヒ

ドリン反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比：Sero，g7　PrQ201

Lys1．oo　ASPj，06　（回収率86％），LAP（粗製晶）消化物のアミノ酸比：Sertog

pro歪．g5　Lys（CHO）て．oo　Asp　o．84　（回収率88％）

　　C24　H38010　N6・2H20

　　　理論値：C，4Z5；正｛，6。9；N，13．9

　　　実験値：C，4Z51H，　ZO；N，13．6

’〔1－C〕 H－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）

一Asp－OH（22）

　Z一｝｛is－Phe－Arg（NO2）一Trp－GU－OH　（0．58g）とトリエチノレアミン

（0．14mD　の無水DMF溶液（5ml）を寒剤で冷却，撹伴下クロル炭酸イソブチル（0．15

mD幽 �ﾁえ朽分聞撹拝し，反応混合物をH－S・・一P・・一P・・一Ly・（CHO）一A，p－

OH（0・379）とUエチルアミン（0．19ml）の75％水性DMF溶液（4斑1）に加え0℃

で50分間，室温にて2時問撹拝を続けた。減圧下溶媒を溜去し残渣に水を加え生ずる粉末を濟取

した。収量0．99g。本粉末を50％酢酸（25ml）に溶かし，パラジウムを触媒とし40℃，
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24時間接触還元を行った。反応：液をPartddge系ペーパークロマトグラフィーで検索すると，

RfO．50，0．27に2つのスポットを認めた。パラジウムを源去し三一を減圧下割去し，残渣を

凍結乾燥後水酸化カリウム上で乾燥し，500m1の水に溶かしCM一セルローズカラム（5×15

㎝）にaPP隻yし次のピリジン酢酸緩衝液で溶出した。0．01M（150ml），0．025M

（600m1），0．05M（1200mD，0．1M（900搬D，溶出曲線は理論の部図16

参照，0．05M流嵐部分（町分1）を集め減圧下溶媒を堅甲しさらに凍結乾燥して白色羽毛状粉末

を得た。収量：0．28g（51．2％），　〔α〕…宕一65。8。（C＝＝0．4　，H20），Rf10．27，

Rf20．56×Phe，ニンヒドリン，　Ehdich，坂口，　Pauly反応陽性の単一スポヅトを承

した。炉紙電気泳動（0．1Mピリジン酢酸緩鐘蔽，　pH　5．5，6、8；1000V，2時間）におい

ていずれの場合もニンヒドリン反応陽性の単一スポヅトを示した。酸加水分解物のアミノ酸比：

Hiso．92　　Phe1．06　　Argo．90　　G・ly1．冒　　SerO94　Pro　2．04　Lyso。88

Asp　1．oo（回収率96％），LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：H三s1．Oo　Pheo，99

Arg　1．04　Trpo．95　　GlyO．96　Sero．90　　Pro2。06　　Lys（CHO）tG6

ASPα75　（回収率85％）

　　C58H79015R17・CH3COOH・アH20
　　　理論値：C，　5〔｝．0；H，　6。8；N，　16．5；CH3COOH，　4，2

　　　実験値：C，50．OlH，6．9；N，46．9；CH3COOH，4。1

　画分HよりH－His－Phe－Arg－Trp－Gly－OHを回収したQ

〔1－D）　脱ホルミル早朝癒

　　DNε一F・・卿11y・i・・の脱ホノ・ミノ・化反応

　Nε一Formyllysine　（1．00g）を水（20ml）に溶かし80％ヒドラジンヒドラート

（5mDを加え，58℃，48貸間放置賢才圧下水，ヒドラジンを溜去し残渣を水に溶かし凍結

乾燥後デシケータ一中濃硫酸上で乾燥しヒドラジンを完全に除くρ残渣をPartridge系ペーパ

ークロマトグラフィーで検索すると1ysineと痕跡程度のNε一fomlyIlysineを認めた。・

これを1規定塩酸（4！n玉）に溶かし脱色炭処理後輿志下濃縮しシロヅプ状物質を得た。ここヘピ

リジンを中性になるまで加えると白色結晶が生じた。エタノールを加え結晶を炉取，収量0．84g

（80％），m・P・250～255。（decompJ・混融による融点降下なし・　〔M〕『8十
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1⑭
2Z2。（C＝窪。4，　1NHCl）（m，P・265～264。・　〔M〕D十50・4。in5NHC1）
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本品はIRスペク｝ルにおいて標品のIysi血e　lnonohydrochloride　と一致した。

　　の　　H－His－Phe一一Arg－Trp・一Gly－Ser－Pro－Pro－Lys－Asp－

　　　　　OH（25）

　H－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－

　OH（0。16g）を水（1mDに溶かし80％ヒドラジンヒドラート（0，2組1）を加え58℃，

2日間放置後凍結乾燥を行った。残漬をPartridge系ペーパークロマトグラフィーにて検索す

ると5つのスポットを認めた。（Rf10．22，0．29，0．49），水（100田1）に溶かしC

M一一セルローズカラム（2×5，5cのにapplyし次のピリジン酢酸緩衝液を流した。0．02M

（2eOm1），0．05M（450mD，0．1M（700ml），0．2M（20Gm三），（図

18）。0．1M流出部（画分のを集め減圧下溶媒を溜去しさらに凍結乾燥し羽毛伏粉末を得た．

彗又量0・079（45％）・　〔α〕13－62・5。（C瓢〔〕．5・H20）・Rf10．22，　Rf20．42

×Phe，ニンヒドリン，　Ehrlich，坂口，　Pauly反応陽性の単一スポットを示した。炉紙電

気泳動（0．1Mピリジン酢酸緩衝液pH　5，5，6．8口000V，2時間）においてニンヒドリン

反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比：His窪．oo　Phe　Q．98　Arg

o・97　Gly　o．92　Ser　o．95　Pro　2．oア　Lys　1．05　Asp1、oo　（回収率85％），

LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：His1．13　Ph61．og　Arg　o．86　Trp　1．oo

Gly肩9　Sero．ア1　Pro1．90　Lyso．79　Aspo．61（回収率85％）。

　　C57H？90エ4N17．2CH3COOH・11H20

　　　理論値：C，4Z4：H，711；N，｛5．4；CH3COOH，　Z8

　　　実験値：C，4Z2；H，　Z1；N，15．5；CH3COOH，5．1．

　0．05M流出部分（画分1）に末反応の原料（22）（55mg）を回収した以外に，0．2M流

出部分（画分斑）にH－His－Phe一Arg－Trp－Gly－OH（15mg）を得た。本品の酸

加水分解物のアミノ酸比：H圭・鎖，oア　Pheo．96　Argo．93　Gly零．oo　（回収率75％）

〔1－E〕　H：一Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－OH（29）の合成

　1）　　Z＿Ser＿Pro－Pro－OBzl　（25）

　Z－Ser－Pro－OH（5049）とH－Pr◎一〇Bzl（hydrochloride（5る19）

より）を混酸無水物法により縮合しメタノールより再結晶して白色針状結晶を得た。収量4．↑2g
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（55％）・楓・P・129～151。・　（α〕碧一154．5。（C＝1．0，MeOH）。酸加水分解

物のアミノ酸比：Ser｛．o、o　Pro2料　（回収率8臓7％）。

　　C28　H3307N3

　　　理論値：：C，　64．2；H：，6．4峯N，8．0

　　実験値：C，645；H，己6号N，ao

　　蒔）　H一・Ser－Pro－Pro－OH（26）

　Z－Ser－Pro－Pro－OBzl（3．80g）を95％水性メタノール（50！紐）に溶かし

酢酸存在感パラジウムを触媒とする接触還元を行い生ずる白色結晶を水を加えて溶かし，触媒を源

去後源氏を減圧濃縮し水とエタノールより再結晶して白色結晶を得た6収量1．9厘g（88％）。

患・P，　177～1810（decoねP。）・　〔α〕智一186．50（C＝tO，】日【20）レRf1α32，

Rf20。22～〈Phe，ニンヒドリン反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比．

：Ser1．oo　Proa25　（回収率86．5％），LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：Seガ

1．oo　Pro幻。　（圏収率75％）

　　C13　H2105　N3

　　理論値：C，52．23H，　Z呈；N，14．0

　　実験値：C，52、2；H，Z5；N，15．9

　　爾）　H－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－OH（29）
　　　　　　6の
　文献記載の方法で合成した年一Phe－Ar9（NO2）一Trp－G重y－OH（0．409）と

H－Ser－Pro－Pro－OH（0。159）のトリエチノレアミン塩とを常法に従い混酸無水物法

で縮合してZ－Ph・一A・g（N6、1－T・ρ一Giy－S・・一P・・一P・・一〇Hの粗製品を

得た。本当を50％酢酸（40ml）に溶かしパラジウムを触媒として接触還元を行った。反応溶

液を5ec－bu伽Ol－3㎜oaia系のペーパー夘マ1グラフィーで検索するとRfO．95とRf

1．02にニンヒドリン，坂口，Ehrlich反応陽性の2つのスポットが現れた。パラジウムを炉

去後溶媒を溜去しさらに凍結乾燥した。本撮を水（200血1）に溶解し，CM一セルローズカラ

ム（5×16（競）に吸着させ，0．025M（660ml），0．05M（825！hD：のピリジン酢

酸緩衝液（pH　5・0）で溶出し各フラクションの280mμに痢ける吸光度を測定した。．（図20）

ペーパークロマトグラフィーに現れた2つのスポットのうち1つは0．025M流出部分（画分1）

にあり，勉は0．05M流出部分（爾分鉦）に存在した。後者はH－Phe－Arg－Trp－Gly－

OHの薬品に一致した。画幅1を息め・溶媒を溝去・次いで凍結乾燥を行い羽毛状物質を得た。収
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量0・229（49彩）・　〔α〕1旨一64．9。（C＝0．9，H20），Rf10．4．5，　Rf2　0．95X

Phe・ニンヒドリン，坂口，　Ehdick反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のア

ミノ酸比．Phe1．00　　ArgG．97　　Gly　1．00　Sero．95

LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：Phe1．0・5　ArgO．91

Se「1，08　Pτ0208　（回収率85％）

　　C41H550gN1コ。CH3COOH・3H20

　　　理論値：C，55．8；H，6．8；N，16．1

　　実験値：C，55，6；H，6．93N，15．9

Pm1，g9（回収率83．5彩）

Trptoo　Giy1．oo

　　〔V）　Ac－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－OH（50）

　H』Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－OH・2HC　l（α059）　とNa

HCOa（0，026g）の水溶液（1，5m1）に氷冷下無水酢酸（0．01姐）を加え同温度で2

時間撹伴を続けた・溶媒を溜去し残渣勧く670mDに溶かしてCM一セ…一ズカラム（2

×10cのに吸藩させ，さらに水で溶出した。各フラクション（10孤1）の280mμの吸光度

を測定した・・Tube晦／1～40を集め濃縮後凍結乾燥して白色羽毛伏粉末を得た。収量0．046

9（87％）・　〔α〕皆一42・2。（C＝＝0．4，H20），Rfl　G．66，こ＝ンヒドリン反応陰｛生，

£h・1i・h・坂口反応陽幽）単→・ポ・トを示した．酸加水癬物のアミノ類比：Ph・1．G8　A，9

旬oGly紹2　SerG．97　Pr。208個収率95％）
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／E〕

第四章に関する実験
H－Pro一野r－Arg－Met－OH：（41）の合成

　　D　　Z－Arg（Tos）一Met－OMe（31）

Z輪A「g（T・・）一〇H（8・559）とH－M・t－OM・（hyd…hb・id・（5．669）

より）とを混酸鰍物灘よ蟷法縦・て縮合し．Z－A・g（T・・）一M・t－OM。を油状

物質として得た・幡10・69（95％）・〔α増＋t5．（C＝1．4，M・OH），Rf・α70，

Rf“0．84，12，メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。

　　D　　Z－Arg（Tos）一1随et－OH（52），

Z」A「g（T・・）覗・虻一〇Mr（2．109）を〃・一・・（10mi）に勲・し，槻定綴化ナ

トリウム（4．雀ml）を加え，室温にて1時間撹梓。減圧下溶媒を溜去し，残渣を水に溶かし酢酸

エチルで洗い，水層を2規定塩酸で酸性にし生ずる沈澱を酢酸エチルで抽出した。有機層を水洗後，

Na・SO・上で乾燥し溶媒を溜去した・残渣を轍してZ－A・g（T・・）一M・t－OHを無晶

形糠として得た・幡1・809（95％）・（α二一48．5．（C＝噸．4，M・OH），Rf・

0．65，Rf40．5L　Ia，メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。

　　C26　H3507　N5　S・H20

　　　理論値：C，51．1；H，6．1；N，11．4

　　実験値：C，50．9；H，6．21N，壌1，4

　　lD　　Z－Ar寒（NO2）一Met－OMe（55）

Z｛A・g（NO・）一〇H（5。509）とH－M・t－OM・（hyd・・ch｝。，id。（5．0。

g）より）とを混酸無水物法で常法に従って縮合し，メタノールより再結晶した。収量5。27g

（70％）・卿・157～158．・〔α〕望一256．（C＝乳2，M・OH），Rf・0，72，

Rf40．85・，12，メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。　　　　　　　　　‘魁．．．触：

　　C20　H3σ07　N6　S　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、．

　　理論値：C，　48．2；｝至，　6、4；N，　16．9

　　実験値：C，48．5；H，6」；N，16．9
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　　lV）　Z－Arg（NO2）一Met－OH（54）

　Z－Arg（NO・2）一Met－OMe（2．499）をメタノール（40斑1）に溶かし，1規定

水酸化ナトリウム（15翻臣1）を加え，室温にて1時間撹晶晶常法により処理しメタノールより再

結晶して白色結晶を得た。収章♀．10g（87％），．．！n．　p．161～162。，〔α）鴛晶13，5。

（C；1．4，MeOH＞，Rf．30．63，、　Rf40．ア1，12，メチオニン反応陽性の単一スポット

　　C葦gH280τ翼6S

　　　理論値：C，4Z4；H，5．9；「N，．1Z｛

　　　実験値：C，4Z4；H，5．8言』N，1Z4

　　V）　Boc－Arg（NO2）一Met－OH（54）のdicycbhexy1「amine塩

　Boc－Arg（NO2）一〇H（2．09）とH－Met－OMe（hydrochlori．de（1．49）

より）とを混酸無水物法により常法に従って縮合し，Boc－Arg（NO2）一Met㌣OMeを

油伏物質として得た。　（収量2．56g（74％），Rf30．75，　Rf40．79）。本品（2．30

g）をメタノールに溶かし1規定水酸化ナトリウム（6．7翻）を加え氷二項40分間撚半後常法

により処理してBoc－Arg（NO2）一Met－OHを得た。　（収：量2．069（90％）Rf3

0．65，Rf40．67），本山（2．Og）をアセトン（4ml）に溶かしdlfcycl．oh£xyl』a－

mine（20mユ）を加えると白色結晶を生じた。アセトンとエーテルより再結晶した。収量

2・5．89（80％）・m・P・117～118。・（α〕碧十6・4。（C；0・7・Me　OH）

　　C16H3007N6SbC12H23N
　　　理論値：C，55．3；H，8．4；N，15．5

　　　実験値：C，55。1；H，8．7』；N，15。4

　　vD　H－Arg－Met－OH（ろ7）

　a）Z－Arg．（Tos）一Met－OH（1．209）を液体アンモニア（約2．00㎜1）に溶解し，

アセトンとドライアイスで冷やし撹伴しながら金属ナトリウムの小片を反応液が青色を保つまで加

えその後50分間撹拝し，次いで反応液に塩化アンモニウムを加えて脱色した後室温にてアぞモニ

アを気散させ，残った少量のアンモニアを窒素ガスを通じて除去し残渣をデシケーター中硫酸上で

乾燥。本品をPartridge系のペーパークロマトグラフィーでニンヒドリン発色により検索する

とRfO．40の主成分とRfO，歪7，0．55の微量成分が現れた。晶晶を水（500ml）に溶かし

酢酸でpH7に講節しAmberlite　CG－50（H十型）カラムにchargeした。引き続き水

（2000mD　，0．0哩Mピリジン酢酸緩衝液（pH　5．0）により溶出した。溶出液を25m1
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宛分取しニンヒドリン，坂口，メチオニン反応を行って検索し，Tube晦151～280を集め

溶媒を減圧溜表し，水とエタノールより再結晶した。収量0．60g（81％），鱒．p．185～

186。・　〔α〕1宣十1a9。（C；＝1・2・H20）・Rf10・40・Rf2〔L55×Phe・ニンヒ

ドリン，・坂口，メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比：Arg

1・07　Met　1・00　（回収率92％），LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：Arg　1．05

Met1．oo　（回収率95％）

　　CllH2303N5　S・CH3COOH

　　　理論値：C，42．7；H，Z7婁N，192

　　　実験値＝C，426・；H，Z9；N，1～≧0

　b）Z－Arg（NO2）一Met－OH（1．41g）とアニソール（2．1ngDをダイフロンの

容器に入れドライアイスとメタノールで冷やしながら無水弗化水素（約50mI）を捕些し氷蜜下

ろ0分間撹拝し，減圧下同温度で弗化水素を溜去し残渣を水酸化カリウムを含むデシケーターの中

で乾燥した。残渣を水に溶かしてAmberhteIRA－400（Acetate　cycle）で処理

し，樹脂を源去後水を溜減し残澄を水とエタノールより再結晶した。収量0．89g（87％），

臨p．184ん185。，a）で得た標品と混融しても融点降下を示さなかった。〔α〕窓十

18。8。（C競0，9，H20），Rfio．40，ニンヒドリン，坂口，メチオニン反応陽性の単一ス

ポットを示ζした6

　c）Boc－Arg（NO2）一Met’一〇H（O，509）をギ酸（窪Oml）に溶かし，消化第一

錫（1．4、5g）を加え50℃にて14時間反応後年過した。炉液を減圧濃縮し残渣を水に溶かし二

硫化水素を通じ生ずる沈澱を源去した。炉液を酢酸エチルで洗い，Amberlite　IRA－400

（Acetat・e　cycle）で処理し水を溜去後残渣を水とエタノールより再結誌した。収量0．15g

（55％），．疋n．p。180～184。，　a）．．で得た三品との混融182～186。，　　〔α〕圏十

で6．9。（C＝t1，H20），Rf10．40，ニンヒドリン，坂口，メチオニン反応陽性の単一

スポットを示した。

　　vil）　Z－A．r．g（NO露）一Me　t－OH（54）．の液体ブンモニプ中金属ナトリウム処理

　Z－Arg（NO2）一Met－OH（0．50g）を液体アンモニア（約50．mDに溶かし常法

により金属ナト、リ舛の小片を厭2・胴反応後・靴ア準二．弘を諏て脱色し・液体アン．

一アを轍さ臨国論酸のデ・㌃ヂー中で乾鰍騨麺・系のペー・・マ・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　遍81一．島，遣．孟．．，ゴ；一ゴ絶



グラフィーでニンヒドリン発色により検索するとRfO．06，0．28，0．52，0．59にスポット

が現れた。

　　v謁D　Boc－Pro－Tyτ一〇Me（58）

　Boc－Pro－OH（4．509）とH－Tyr－OMe（hydrochloride（4．659）より）

を混酸無水物法で常法により縮合しBoc－Pro－Tyr－OMeを得た。収量ZG99（90％）

m…65～64．・〔α：〕1雪　一36．2。　（C＝1．5，　MeOH）

　　C2。H2806N2

　　　理論値：C，6t25H，　Z　2；N，　フ11

　　　実験値：C，60．61H，ア5；N，　ZO

　　ix）　　Boc－Pro－Tyr－NHNH2　（59）

　Boc－Pro－Tyr－OMe　G　1．59）をエタノール（10ml）に溶かし80％ヒドヲジン

ヒドラート（6．Oml）を加え室温にて一夜放置後溶媒を溜去しエタノールとエーテルより再結晶

した。収量10．05g（95％），㎜．　p．174～1ア6。，〔α〕琴一6生ア。（C罵0．6，Me

OH）

　　CエgH2805N4

　　　理論値：C，58，2；H，ス2…N，14．5

　　　実験値：C，5Z6；H，　Z　5；N，14．5

　　X）　II－Pro－Tyr－Arg－Met－OH（41）

　この反応操作はすべて低温室（4。0で行った。BQC－Pro－Tyr－NHNH2（0．949）を

DMF（6鵡αDに溶解し，亜硝酸ナトリウム（0．189）を少量の水に溶かして加えた。寒剤で

冷やしながら1規定甕酸（4．8ml）を加え，4分間擾拝後トリエチルアミンを加えpH　8附近に

調簾しこの反応液をH一一Arg一瓢et－OH（0．759）とトリエチルアミン（0．28mi）の水

溶液（1，5mDに加え，24時聞撹梓後さらにアチド（hydrazide（0949）より調、製）

を加え24時間撰伴した。溶媒を減圧’下溜擁し残渣に水と酢酸エチルを加えると水層と酢酸エチノレ

層との間に油状物質が分離した。酢酸エチル層を除去しπ一プタノ｛ルで抽出しπ一ブタノールを

溜回した。残渣を無水リン酸，水酸化カリウムを含むデシケーターで乾燥し，トリフルオロ酢酸

（5m！）．を加え窒温にて4e分間放置し，乾燥工一テノレを加え生ずる沈澱を炉取後水（500

ml）に溶かしCM一セルローズカラム（5×30（切にchafgeし次のピリジン酢酸緩衝液
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（pH　5．b）で流出した。0。01M（500ml），0．02M（1000ml），0。1M（500

幻α1），0。2M（500mD。流出液を24ml宛分取し275醗μにおける吸光度を測定した。

0．02M溶出部を集め溶媒を溜去後凍結乾燥を行って羽毛状物質を得た。収量0．729（50％），’

（α〕彗一25・2。・（C窺0・2・H20）・Rf10・50亭ンヒドリン・Pau重y・坂口・メチオ

ニン反慮陽性の単一スポヅトを示した。酸加水分解物のアミノ酸比＝Pro　1．05　Tyτ0．g4

Arg　1．oo　Meto．ア6　（回収率81％），LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：Pro4．04

Ty口．o霊　Arg　4．oo　Met1．oo　（回収率67％）

　　C25H3906N7S。CH3COOH．ろH20
　　　理論値：C，4Z7；箪，　Z　5’；N，壌4．4

　　　実験値：C，4Z5；H，6．7；N，15．9

　　xD　Nξ一Formyllysiqeの無水弗化水素処理

　Nε一FormyBysine（0．5g）とアニソール（0．5飢1）をダイフロンの容器に入れ無水

弗化水素（約5｛n1）を捕集し0℃にて1蒔間半撹拝後滅圧下弗化水素を溜去し残渣を水酸化カリ

ウム上で乾燥後水に溶かしDowex－50（a㎜oniu日a　cycle　59）を加え2時間携梓し

た。樹脂を源去後源液を濃縮し残渣にアセトンを加え結晶伏粉末を得た。奴量0．46g，憩．p．

216～218。，原料と同じであった（回収率92％）。ペーパークロマトグラフィーにおいて

lysineは存在しなかった。

　　xii）Nε一F・rmyHysineのトリフ〃オロ酷酸処理

　Nε一For趙αyliysine（0．5Dg）をトリフル瀬田酔酸（2螢1）に溶かし室温にて2時間

放置後減圧下トリフルオロ酢酸を溜去し残渣をエタノール（50搬1）に溶かしトリエチルアミン

にてpH　6附近に調整し生じた白色沈澱を餌取した。収量0．45g（90％），m．p．216～

220。，標品との混融にて融点降下は見られなかったρPartridge系クロマトグラフィーで

検索するにNε一formynyshle以外のスポットはなかったb
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〔璽〕　第五章に関する実験
　　　　　H一：Pro－Tyr－Arg－Met一（｝韮u－Hi　s一：Phe－Arg－Trp－G亜y－

　　　　　Ser－Pr・一Pr・一Lys（CH：0）一Asp－OH（50）の合成

　　D　　H－Glu－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－Lys

　　　　　（CHO）一Asp－OH（43）

　H－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－

OHq．42g）を水GOmDに溶かし1規定塩酸（6．Oml）を加えた後凍結乾燥しその

trihydrochlorideを得た。三品を95％水性DMF（20銅aDに溶かし1モルトリエ

チルアミンのDMF溶液（4ml）とZ－Glu（OBzl）一〇Np（t239）を加え，室温に

て20時間三拝後減圧下溶媒を溜去し，残渣に酢酸エチルを加え生ずる沈澱を濟取し酢酸エチルで

洗蘇した。収量1．50g。本：品を40％酢酸GOO翻）に溶かしパラジウムを触媒とする接触

還元を行った。1時間後水（60腿1）を加えさらに6時間接触還元した後パラジウムを濟去し源

液を減圧下濃縮し残渣を凍結乾燥後減圧下水酸化カリウム上で乾燥した。三品を水（500ml）

に溶かしCM一セルローズカラム（5×25cのにapPlyし次のピリジン酢酸緩衝液（pH5。O）

で順次溶出した。0．01M（1800ml），0．025Mq400置孤1），0．1M（1000

ml）。溶嵐液は20m1宛分取し280mμにおける吸光度を測定した。（図26）。0．025

M流出部分（二分豆）を集め減圧下溶媒を二三後凍結乾燥し白色羽毛状粉末を得た。収量：0．92g

（6α2％）・　〔α〕砦一’756。（C＝0・4・H20）・Rf1　0・20・Rf20・22Xphe・

Rf30．28，ニンヒドリン，　Ehrlic蝕，坂口反応陽性の単一スポットを示した。源紙電気泳

動（0．1Mピウジン酢酸緩衝液pH　5．5，6。8，雀000V，2時聞）においてニンヒドリン反応陽

性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比：Glu1．00　Hisα92　Pheo．89

Argo．87　Gly1．05　Ser　1．01　Pro1。98　Lys等．｛2　Asp　1．G4　（回収率

100％）。LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：Gho，68　Hiso．ア6　Phe　1．06

Arg　1，2ア　Trp　O．9ア　G五y　t26　SerO．ア2　　Pro　245　Lys（CHO）too
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　註⇒
ASP　o．95　（回収率96％，Glu補正値1．06）

　　C63H86018N、8・CH3COOH・8H20

　　　理論値：C，492；Hg　6．7；N，15．9

　　実験値：C，493婁H，Z1；N，15，6
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｛

　　　lD・・H－Met一・Gh－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser－Pro一一Pfo－

　　　　　Lys（CHO）一Asp－OH（45）

　H嚇G1・一Hi・一Ph・一A・g－T・p－Gly－S・卜P・・一P・・一Ly・（CHO）一

Asp－OH（0・759）　を前記したと同様にその塩酸塩に変えた。この塩酸塩（0．799）をD

MF　G　OmDに溶かしトリエチルアミン（0．22ml）とBoc－Met－ONp（0．399）

を加え窒素気流申で12二間撹拝した。減圧下溶媒を溜回し残渣に酢酸エチルを加え生じた沈澱を

糠し，さらに酢酸エチルで洗った後乾燥した。二品にトリフル直謝酢酸（1ml）を加え，50

分間室温にて放置後硫酸第一鉄で処理した乾燥エーテル（150ml）を加え，生じた沈澱を山面

後デシケーター中水酸化カリウム上で一夜乾燥し凍結乾燥を行って羽毛状粉末を得た。本品を水

600．ml）に溶かし50％アンモニア水を加えてpH4．5に調節後CM一セ〃ローズカラム

　（5×10㎝）にapp至yし’，さらに水（700紐1）を流してから次のピリジン酢酸緩衝液

（pH　5・0）で順次溶出した・0。01M（2200血1），0．05M（700m玉）。　（図28）。

流出液を20m叢宛分取し280mμにおける吸光度を測定した。0．01M流出部分（画分1）を

集め，減圧下溶媒を三三後凍結乾燥を行って白色羽毛伏粉末を得た。収量0．49g（56％），

（α〕智一66・6．（C＝0．8，H，0），Rf・0．11，Rf・0．55Xph・，　Rf・0．25，ニ

ンヒドリン・Ehrlich・メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸

比：Mett・G5　　Gluで・01　Hisで．04　PheO。g7　Argα92　G．1y1．oo　S、er

・．97P・・乳97　Ly・1．14　A・p書．。2（回収劇eO％）

　　C68Hg501gNig　S．，CH3COOH．6H20

　　　理論値：‘C，5〔〕，0；・H：，6．6；；N，15．8

　　　実「験値：C，50．1；H，Z2；．　N，15、8

　　錘）　H－Arg－Me・t－G至u－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Se卜一Pro－

　　　　　Pfo－Lys（CHO）一Asp－OH（48）

H－Me卜Gl・一Hi・s－Ph・一A・g－T・p－Gly－S・・一P・・一P・・一Ly・（CHO）

一Asp－0耳（0．489）　を水（0．5m1）とDMF（6mDの混液に溶かしトリエチルアミ

ン（0．04n良1）を加えたQ訪Boc－Arg（NO2）一〇H（0．199）を乾燥テトラヒドロ

フラン（10mI）に溶かし，トリエチルアミン（0．10m董）を加え寒剤で冷却しながらクロル

炭酸イソブチル（0．10m｝）を加えて15分間撹拝後上のペプチド溶液に加え，．0℃にて50分

間，さらに室温にて2時間三拝した。減圧下溶媒を溜回し残渣に酢酸エチルを加え生じた粉末を済

販した。本粉末を薄層クロマトグラフィーで検索するに2つのスポヅトが現れた6Rf4、・0．55
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　（微量成分），Rf40．57（主成分）。こしに得られた粉家（0．669）を乾燥後ダイフロンの

容器に入れ，・アニソール（0，7m1）を加え無水弗化水素（約10m1）を捕集後氷浴申にて2蒔

間撹拝した後同温度にて，減圧下弗化水素を溜去し，残渣をデシケーター申水酸化カリウム上にて

一夜乾燥した。残渣を水（30ml）に溶かしフィルターセルを使用して源過後源液を凍結乾燥し

た。Rf40．17（ニンヒドリン，　Ehrhch反応陽性），Rf40．40（ニンヒドリン反応陰性，

Ehrlich反応陽性）。こΣに得られた粉末を水（50mDに溶かしA田berlite　CG－

4B（acet、ate　cyde約4g）を加え2縛間携梓後樹脂を濟虫し，済液を凍結乾燥した。残

渣を永（500m1）に溶かしCM一セルローズカラム（2×15（切にapPlyした後，次の酢

酸アンモニウム緩衝液（pH　6．9）で順次溶出した。流出液は20田1回分取し，各フラクション

の280mμにおける吸光度を測定した。目的とするNε一formyltridecapeptide（48）

は0．02Mから0．06M部分（Tube晦150～210）に巾広いピークとなって流出した。こ

の部分を集め大部分の溶媒を溜去した後，凍結乾燥をくり返し白色羽毛状粉末を得た。収量0，45

9（84疹）・　〔α〕三一567c（C＝0．2・壌NAcOH），Rf4　0．44　ニンヒドリン，メ

チオニン，坂口，Ehrnc盤，Pauly反応陽性（精製するとRf値はa17から0．44へと増

加した），Rf40，55にニンヒドリン反応陰性，坂口，メチオニン，　Ehrlich，　Pauly反

応陽性のスポットが謹かに混在した（このスポットは精製前のRfO．40のスポットに栢当する）。

次の反応にはこの段階の製品を使用した。

　本品の一部（0．159）を水（500m1）に溶かし，，　CI＞【一セルローズカラム（2×1　e（撚）

にapp璽yし次の酢酸アンモニウム緩衝液（pH69）で順次溶出した。0．01M（750mD，

0．e2M（750血1），0．04M（900搬D，0．06M（750mi）。流出液は霊5釦a董

宛分販し，280mμにおける吸光度を灘定した。　（図51）　0．02M流出部分（三分E，Tu－

be甑115～155）を集め，溶媒を溜去後凍結乾燥をくり返し白色羽毛状粉宋を得た。収量

0・079（46％）・　〔α〕響一556。（C；0．2・1NAcOH），Rf40．44　ニンヒドリ

ン，Ehrlich，メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比、：Arg

t98　Meto・97　Glutol　H玉sto5　Pheo．97　Glytoo　Sero．87

pro　tg2　Lys　1．05　Asp1．01　（回収率95％）

　　C74Hlo7020N23　S・2CH3COOH・8H20

　　　理論値：C，48．4；H，6．8；N，喋6．6

　　　実験値：C，48．4．；H，Z1；N，16．0

　0．01M流出部分（画分1）に副反応物，　urethan（47）（0．029，　Rf40．53）を徳

た。
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　なおクロル炭酸エチルを使用して本縮合反応を行った際にも副反応物，urethanの生成を認

めた。

　　iV）　H－Pro－Tyr－Afg－Met－Giu－His－Phe－Arg－Trp－Gly－Ser

　　　　　－Pro－Pro－Lys（CHO）一Asp－OH（50）

　この反応はすべて低温室（4℃）で行った。Boc－Pro－Tyr－NHNH2（0，249）をD

MF（10ml）に溶かし1モル亜硝酸ナトリウム水溶液（0．8m1）を加え寒剤で冷却下町拝し

ながら1規定塩酸（1．6ml）を滴下しさらに5分間撹梓を続けた後1モルトリエチルァミンのD

MF溶液（1・Om1）を加えBoc－Pro－Tyr－N3を調製した。この反応混合物を1回目の精

製で得られたH－Arg－Met－Glu－His－Phe－Arg－Trp－Gly・一Ser－Pro－

Pro－Lys（CHO）一Asp－OH　（0．51g）とトリエチルアミン（0．07m1）を含む

80％水性DMF（穏ml）中に冷却下加えて撹丸した。．12時閲後さらに0．179のhydr＿

azideから調製したazideを加え撹拝を続けた。反応混合物を薄層クロマトグラフィーで検索

するに・ニンヒドリ坂応雛のスボ・Nま完全に激し酸くRμ0．ア1にEh・li・h反

応陽性のスポットが現れた。減圧下溶媒を至心し残渣に酢酸エチルを加え生じた粉末を源麗し，酢

酸エチルで洗魚乾燥した・本品にU・ルオ嚇酸（1mDを加え室温に七30分間放置後硫

酸第一鉄で処理した乾燥エーテルを加え生じた沈澱を宰取しレ減圧下水酸化カリウム上で乾燥した。

品品を水（50ml）に溶かしAmberHte　CG－4B（Type　L約59）で処理後樹脂を

源遠し炉液を凍結乾燥した。得られた粉末を水（600m1）に溶かしCM一セルローズカラム

（2×13c㊥にaPPlyし次の酢酸アンモニウム緩衝蔽（pH6，9）で溶出した。0．005M

（750搬1）・0．01M（6eOml），0．05M（800ml），0．1M（700ml）。流

出液を15m1宛分取し各フラクションの280mμにおける吸光度を測定した。（図55）。

0．01M流出部分に，混入していたurethaI1（47）が少量：のNε一回目mly互Pentadeca－

pepUde（50）を伴って流出した。目的とするペプチドを含む0．05M流出部分（画分1）

（TubeNα130～190）を集め減圧下溶媒を溝去後凍結乾燥を繰り返して白色羽毛伏粉末を

得た。収量e・499（86％）・〔α1〕碧一60。7。（C＝0．5，1NAcOH），Rf40．47，

ニンヒドリン・EhrIich・坂口，メチオニン反応陽性の単一スポットを示した。濟紙電気泳動

（pH4・0のOj　Mピリジン酢酸緩衝液，900V，2時間）において単一の挙動を示した：。酸加

水分解物のアミノ酸比：P・・517Ty・・．88　A・g1．82　M・t　a92　Gl・1．。1

ヨi・・．97Ph・t・・Gly・．97　S…．84　Ly・で．。6　A・p　1．。。個収率89

％）・LAP（粗製品）消化物のアミノ酸比：Pro　290　TyU．Oo　Arg　208　Met
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t26　G蓋uo・68　H孟s1．35　ρhe1．28　　Trp．1．35　Gly霊．書5　Sefo95
・，・（・H・）・11A、p…．（園幡82・，G1。．補醜，。押

　C88H123023N25S・2CH3COOH・gH20
　　理論値：．C，4駐9；H，6．8；「N，15．8

　　実験値：C，50，6；H，6．6；N，15．0
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〔IV〕　第六章に関する実験
　　　　　サルのβ一MSH：の全合成

　　D　　Z－Glu（OBut）一Gly－OMe（51）

　・）Z－Gh（OB・t）一〇Hのdi・y・1・h・xy1・mi・・塩dO．569）とH－Gly－

OMe・HCユ（2．519）をメタノール（110m1）に溶かし，減圧下メタノールを親和し残渣

にDMF（40m1）を加え，　dicydohexylamine　hydrochloddeを消去し源液

を寒剤で冷やしながらDCC（4．969）を加えそのまし50分間撹拝後室温にて一：夜撹拝。生じ

たDCC　urea　を源去し，溶媒を減圧下溜幽し残渣を酢酸エチルに溶かし，10％クエン酸，

飽和炭酸水素ナBウム溶液，山盛：食塩水でそれぞれ5圓洗1條。Na2SO4　上で乾燥後溶媒を溜

去して油状物質を得た。収量1乳49（96％）・〔α〕18－14．Oo（C＝t5，MeOH），

Rf30．75，ニンヒドリン反応陰性，12反応陽性の単一スポットを示した。

　b）　Z－Gh（OBut）一〇HのdicアcbhexyIamine塩（5」89）を無水テトラヒ

ドロフラン（20ml）に懸濁させ，寒剤で冷やしながらクロル炭酸エチル（0．96g）を加え

壌5分間撹拝した。本反応混合物をH－Gly－OMe・HC1（1．889）とトリエチルアミン

　（2．08ml）を含むテトラヒドロフラン溶液（50ml）に加え2時間撹拝した。生成物の処理

’はa）に記したと同様にして行った。収量5．80g（95％）。

　　iD　　Z－Glu（OBut）一G三y－OH（52）とそのdicycIohexylamine塩

　Z－G三u（OBut）一Gly－OMe（8，00g）をメタノール（50mDに溶かし氷冷寒1

規定水酸化ナトリウム自96mI）を加え1柱間撹拝。10％クエン酸で中和しメタノールを溜

赦し残渣に1規定水酸化ナトリウムを加えて溶かし，エーテルで5回洗源。水層を氷冷下10％ク

エン酸で酸性にし析出した油伏物質を酢酸エチルで抽出し水洗，Na2SO4上で乾燥後溶媒を溜表

して油伏物質を得た。本品を冷蔵庫に放置すると結晶となったのでエーテルとπ一ヘキサンより再

結晶した。収量6、17g（80％），！嶽p．81～85。、（α〕碧一12．0。（C寓1．0，煙e，

OH）

　　Clg　H260亨Na

　　　理論値：C，5Z9；H，6．6；N，．Z1

　　　実験値：C，　5Z9；H，　6．75N，　Z4
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　Z－Glu（OBut）一Gly－OH（2．259）をアセトン（10m1）に溶かしdicyclo－

hexylami皿e（餌4m1）を加え一夜放置し，結晶を炉貸してメタノーノレとアセトンより再

結晶した。収量2．67g（81％），m．p．147～1480，〔α〕望一52．0。（Cゴ1。5，

MeOH）

　　ClgH2607N2。C12H23N

　　　理論値：C，64．7；H，8，6ヨR，Z5

　　　実験値：C，64．4；H，8．7；N，Z5

　　liD　　H－Glu（OBut）一Gly－OH（55）

　Z－Glu（OBut）一Gly－OH（11．29）をメタノール（100凱1）に溶かし，氷酢酸

（0．1幻α1）を加えパラジウムを触媒とする接触還元を行った。反応申に析出した結晶を水を加え

て溶かし触媒を濟玄後，済液を減圧濃縮し，残澄にメタノールを加え生ずる沈澱を水とメタノーノレ

より再結晶した。収量6，ア7g（92％），m。p．490～192。，〔α〕砦十22．8。（C＝

0．9，H20），Rf10．5アニンヒドリン反応陽性の単一スポットを示した

　　CllH2005N2

　　　理論値：C，50．8；H，Z8；N，10．8

　　実験値：C，50．5；H，Z93N，10．6

　　lV）　Z－Asp（OBub－Glu（OBut＞一Gly－OH（54）とそのdicyclo盤一

　　　　　exylamine塩

　H－Glu（OBut）一Gly－OH（12．09）とトリエチルアミン（6、40mD　を含むア5

％水性ジオキサン溶液（280田1）にZ－Asp（OBut）一〇Np（24．559）を加え室温

にて5日間搬半した。減圧下溶媒を溜去し残漬を酢酸エチルに溶かし10％クエン酸続いて水で洗

蘇し，煎a2SO　4上で乾燥し溶媒を溜去した。残渣をクロロホルムに溶かし溶媒を溜去後エーテル

を加え下記するクロマトグラフィーで得た（54）の結晶を加えて冷蔵庫に一夜放置した。析出し

た結晶を下取してクロロホルムとエーーテルより再結晶した。収：量25，8g（91％），m。p．108

～1100．　（α〕器一20．2。（C；1．1，MeO…｛）

　　C27　H39010　N3・H20

　　　理論値：C，55．6；1｛，Z1；N，　Z　2

　　　実験値：C，55．6室H，ズ．5ヨN，Z5

　カラムクロマトグラフィーは次のようにして行った。即ち粗製のZ－Asp（OBut）一Glu
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（OBut）一Gly－OH（0．849）を少量のクロロホノセムに溶かし，シリカゲルカラム（1．5．

X18（切に吸着させ，さらにクロロホルムを流した。5つのフラクションに分れて溶出されたが，

最後のフラクションに昌的物を得，クロロホルムとエーテルより再結晶した。収量0．809（94、8

％）

　こ』に得た（54）（0．50g）をアセトンG船1）に溶かしdicyclohexylamine’

（0。11ml）を加え冷蔵庫に放置し，析出した結晶をメタノールとアセトンより再結晶した。収

量0。529（80％）・m・P・181～182。・（α〕鴛一15・30（C＝0・8・MeOH）

　　C2？H39010N3∫C12H23N

　　　理論値：C，　62．7；H，　8．5；N，　Z5

　　　実験値：C，62．9；H，8．6；N，Z6

　　V）　H－Asp（OBut）一Glu（OBu宅）一G董y－OH（55）

　Z－Asp（OBut）一G｝u（OBut）一Gly－OH（6．00g）をメタノール（50ml）

にとかし酢酸（0．9ml）の存在下パラジウムを触媒とする接触還元を行った。パラジウムを炉去

し，三一を濃縮乾固し乾燥した後メタノールとエーテルより再結晶した。収量4．20g（92％），

m・P・114～116。・．〔α〕1蜜一Z20（C＝＝〔工7・MeOH）・Rf1　0・86・Rf20・82

XPheニンヒドリン反応陽性の単一スポットを示した。

　　ClgH3308　N3・1．5H20

　　　理論値：C，498；H，Z9；N，92

　　　実験値：C，499ヌH，Z6；N，豆4．

　　vD　H－Asp－Glu－Gly－OH（56）

　H－Asp（OBut）一G三u（OB♂）一Gly－OH（0．809）をトリフルオロ酢酸（2

ml）に溶かし室温にて1時閥放置後，轍エーテルを加え生じた白色粉末を傾早して取り出し，さ

らに乾燥エーテルで洗肥し白色粉末を得た。本品を乾燥後水（5ml）に溶かしピリジン（0．5

ml）を加えて中和し，減圧下濃縮後エタノーrルを加え生ずる結晶を下取し，水とエタノールより

再結晶した。収量0．419（ア0％），m．P．222。（decomp．），Rfユ0，14，　ニンヒド

リン反応陽性の単一スポットを示した。酸加水分解物のアミノ酸比：AspO．98　GIu　1．00
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6⇒
Gly　1．oo（回収率84％），LAP（Sig鵬a　Chem・Co・）消化物のアミノ曾比：Asp1．oo

Gluo．98　Gly1．06　（回収率90％）
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C、1H、708N3

　理論値：C，41．4；H，55；N，15．2

　実験値：C，4t1；】日［，5．2；N，15．0

　　V　）B・c－A・p（OB・t）一G1。（0白。t）一Gly－OH（57）とそのdi。yd．

　　　　　ohexylamine塩

H－ASp（OB・t）一Gl・（OB・t）一Gly－OH（1．049）をDMF（15m1）に溶

かしトリエチルアミン（0．70mDを加え，氷冷下ε一butylazidoformate（D．6G

9のε幽butyIcarbazateより調整）を加え45℃にて5日間三拝。　DMFを三二後残渣を

エーテルに溶かし，5％アンモニア水で抽出しそのアンモニア層を10％クエン酸で酸性にし酢酸

エチルで抽出。有機層を水洗後Na2SO4上で乾燥し溶媒を溜去し油伏物質を得た。収量1．149

（81％）

　得られたBoc－Asp（OBut）一Glu（OBut）一Gly－OH（0．559）　をアセトン

（1ml）に溶かしd至cydohexyla韻ne（0．15ml）を加え冷蔵庫に一夜放置し，析出

した結晶をアセトンとエーテルより再：結晶した。収量0．54g（70％），m．p．1128～15．0。，

〔α〕署　一1　5．5。　（C＝＝0。8，　童耀eOH）

　　C24H4、0ユ。N3・Cユ2H23N

　　　理論値：C，60．7婁H，90；Nレ．Z9

　　実験値：C，60．7；H，黛5；N，8．1

　　轍）　Boc－Asp（OBut）一Giu（OBut）一Gly－OMe（58）とヒドラジンと

　　　　　の反応

　Boc」Asp（OBut）一Glu（OBut）一Gly－OH（1」49）　をメタノール（2ml）

に溶かし，ジアゾメタンのエーテル溶液を反応液の黄色が持続するまで加え，氷浴中にて2時間放

置後酢酸を加え過剰のジアゾメタンを分解し，溶媒を溜宏し相当するメチルエステルを油状に得た。

収量tO8g（92％）。本品（tO8g）をメタノール（1mD◎容かし・80％ヒドラジンヒ

ドラート（0．58Inl）を加え室温にて5日間放置した。反癒液にエーテルを加え生ずる結晶を炉

取した。収量0．50g（50％），m．p．｛97～198。

　　C20H3708N7（dihyd！razide）

　　　理論値：C，4Z9；H，　Z43N，19し5

　　　実験値：C，4Z9婁H，　Zア…N，19、5

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－92藷



　　iX）　H－Asp－Giu－G蚤アーPfo－Ty暫一Arg－Meな一（｝Iu－His－Phe－Aτg

　　　　　一ττP－Gly－Seτ一Pro－Pro・一Lys（CHO）一Asp－OH（61）

　Boc－Asp（OBut）一G裏“（OBut）一G玉y－OH（0．2ア9）とN－hydroxysu－

cdni澱孟de（0．喋2g）を酢酸エチル（望0漏a1）に溶かし寒剤で冷却下DCC（O。嘩Og）

を加え0℃にて50分閥，窒温にて一夜撰拝後尿素を源去，源液を減圧濃縮した。残渣に石油エー

テルを加えき生じ，た無国形物質を傾濾して取り出し，…｛一Pro－Tyr－Ar奮一Met－GIu－

Hまs－Phe－Afg一一Trp－Gly－Se謬一Pfo－Pfo－Lys　（CHO）一Asp一・OH

（Oj　99）とトリユ＝チル’アミン（0．56m1）　を含む～》0％DMF灌轍（7搬1）　董こ加え窒素置

換し，室温にて12時間撹拝した。減圧下溶媒を溜去し，残渣に酢酸エチルを加えるとゲル伏物質

が析出した。ゲル伏物質を遠心分離し（6000rpm》　さらに酢酸エチルで側溝後乾燥した。本

品にトリフルオロ酢酸（謹鵬嚢）を加え，室温にて2時間放置後硫酸第一鉄処理した乾燥エーテル

を煎え生じた沈澱を遠心分離した。本粗製品（R鉾0，57，0，49ρG．54，0．24，0。旬）

を水（10剤鮭Dに溶かし室温にて一夜放置後凍結乾燥t、て羽毛状粉末を得た。Rf40．44，

Oj　7，本選を水（4GO撮1）に溶かし5％アンモニアでpH5．8に調節しCMセルローズカラ

ム（2×8翻）にapp互yした後，水（400m1），水（500月αDと0．01M酢酸アンモニ

ウム緩衝液（1700鵬1）とからな愛書1、near，．gradle醍，　0．04砿酢酸アンモニウム緩衝液

（400田i）で順次溶嵐した（図57＞。流出液を1Gm｝宛分取し各フラクションの280mμ

における吸光度を測定し，1海ear　gfad｝e航流出部分（Tube晦125～210）を集め

溶媒を溜去後凍結燦燦を5回繰返し白色羽毛伏粉末を得た。収量α17墓（ア2彩）、　〔切〕智

一65．6『（C；＝・0．2・1NAcOH）・Rf盗　0．49・ニンヒド穿ン3　EhrUch・　メチオニン

反応陽性の単一スボッ｝を示した。濟紙電気泳動（0．1瓢ピリジン酢酸緩衝液，肇5GOV，2時

間・Ph・を標準物質として用いた・）pRさ・5・（一）5．18♪くPhe。；pH6．8，　（一）t28

XPhe，酸加水分解物のアミノ酸比：Asp壌．96　G1“220　Giy　205　Pro⑤oで

Tyrα67　Arg堪．9亨　Metα9さ　H圭s雫・05　Phe雪・oo　Serα曾8　Ly『to6

（回収率96％），DNP化戸毎加水分解物のアミノ月比こAspα78　Glu250　（翠γ

Z26P・・528　Afg　t85　Ph飾．的．　Se鳳76　Ly・o・89個収率76％）

NMR（D20－CD3　CO◎D），τ：t95（窪H　s孟録glet，Lys　Nε一f◎r醜y三）3

1，55（でH　singlet，Hまs　i鵬idazo1β）（図58）

　　Cg2難1380ヨoN28　S・2日目3　COOH．7H20

　　　理論値：Cひ4～しラ3H，6．5婁N，15．8

　　実験値：C，50．1雪H亨6．9婁N，歪δ．5．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一95一



　　X）　H－Asp－Glu－Gly－Pro－Tyr－Arg－Met－Glu－His－Phe－Arg

　　　　－Trp－Gly－Ser－Pro－Pro－Lys－Asp－OH（1）

　〔17Nε一for皿yilysine〕一サ〃一β一MSH（90mg）を10％ヒドラジン酔酸

（pH　6．0，10ml）に溶かしメルカプトエタノール（0．7m1）を加え，窒素ガスで置換後

85～90。とて3時間加熱した。凍結乾燥して溶媒を溜去した後残渣を水（500ml）に溶か

し，CM一セ〃ローズカラム（1。2×14（況）セこapP】yし，水（100搬D・水（500ml）

と0．01M酢酸アンモニウム緩衝液（650罰al）とからなるlinear　gradient，　0．04

M群酸アンモニウム緩衝液（550⑳1）で順次溶出し，流出液を10塒1宛分取し各フラクショ

ンの280mμにおける吸光度を測定した。その溶出曲線は理論の部図59のごとくでありiin－

ear　gradient流出部分に肩を持ったピークが現れた。画分H（Tube　Nα9ア～155）

を集め溶媒を溜去後凍結乾燥を繰り返し白色羽毛状粉宋を得た。収量45mg（47％）。本品を

源紙電気泳動で検索するに，目的とするペプチド以外に少量の原料が混在して．いることを認めた。

三三を水（100ml）に溶かしCM一セノレローズカラムG．2×5eのにapplyし，水（200

m1）と0．01M酢酸アンモニウム緩衝液（ア00ml）とからなるlinear　gradientで

溶出した。図40に示すような単一なピークが現れた。等分至（Tube甑59～59）を集め溶

媒を溜去後凍結乾燥を繰り返し白色羽毛状粉末を得た。収量271且g　（65％），〔の鷲一50，

7。（C＝0．2，1NAcOH），Rf杢0．46，．ニンヒドリン，　EhrHch，メチオニン反応陽

性の単一スポットを示した。丁寧電気泳動（0．1Mピリジン酢酸緩衝液，1500V・2蒔間・

Pheを標準物質として用いた。）：pH5．5，（一）4．4×P無e　3　p｝｛6。8，（一）21XPhe，

酸加水分解物のアミノ酸比：Asp｛．96　Glu1．97　　Gly｛．94　　Pro　5．02　Tyro．79

Arg2．01　Meto．76　His1，08　Phe　1．oo　SerO．95　Lys　1、oo　（回収率88

彩）、，LAP（精製品，．Sigma　Chem。　Co。　Lot16B－0201）消化物のアミノ単比：

Asp旬O　GIu　too　Glyo．96　Pro　D．38　Tyro．55　Arg1．oo　瓢e亡。、63

Pheo、56　Sere．15　LAP（粗製晶）硝化物のアミノ酸比：AspZ21　G．iu1．i↑

Gly208　Pr◎2．75　Tyr　1．望1　Arg　1．64　Met　t16　His1．08　Phe旬G
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　註⇒
Trpo．75　Ser　o．91　Lyso．82　（回収率89％，　Gluの補正値．1．74）

NMR（D20－CD3COOD），τ：1．55（1H　singlet，His　i蛸臣idazole）

（図41）。

　　Cg8H13802gN28　S・5CH3COOH・7H20

　　　理論値：：C，4985H，6．6；N，15．6

　　　実験値：C，50」3H，6．5；N，15．1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－94一・



　第ゴ園目のCM一セルローズカラムクロマトグラフィーにおいて画分1（15Ing，17％）は

電気泳動で検索するに原料と目的物との混合物であった。又0．04M流出部分（画分皿）に少量で

はあるが目的物よりも陰極側に移動（電気泳動）する物質が流出したがこれが何であるかは検討し

なかったQ

本脱ホルミル化反応をthioglycolic　acldの存在下，5％および10％ヒドラジン酢酸

にて57。，48時間という条件で行い，同様にしてCM一セルローズカラムクロマトグラフィー一

で精製するといずれの場合も約10％の目的物を得，原料を約40％回収した。
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