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緒 ．言

　膵臓ホルモンの一種であるグルカゴンの構造研究は，1957年Bromerら1）

が，29個のアミノ酸残基よりなるブタのグルカゴンの構造を決定したのに始ま

る。その後，ウシ2），ラット3），ヒト4），ウサギ5）のグルカゴンも同一構造で

あることがわかり，現在のところ，各哺乳動物グルカゴンは共通と考えられて

いる。しかし，近年鳥類は多少構造の異なるグルカゴンを有することが知られ

てきた。すなわち，Markussenら（1972年）6），　Kimmelら（1975年）7），

Sundbyら（1972年）8）は，それぞれ，七面鳥，ニワトリ，アヒルのグル

カゴンの構造を決定したが，Fig．1に示すように，前2者は，　C未端部28位

にお・いてのみ，哺乳動物グルカゴンと異なり，また，アヒルのグルカゴンは，

16位，28位の2箇所で異なっていることが明らかとなった。

Fig．　I

The　struct二ures　of　glucagons　from▽arious　species

H－His－Ser－C－ln－Gly－Thr－Phe－Thr－Ser－Asp－Tyr－Ser－Lys一一

荒＝器＝麟：繋紬「蜘　翻距

mammarian　glucagon

turkey，chicken　glucagon

duck　glucagon

（［1［lll）

ggi

Thr

（1［ill）

鑑
Ser

　ブタグルカゴンの全合成は，1968年になってようやくWlinschら9）によ

って報告された。合成がこのように遅れた理由は，分子のC未端部に接触還元

を妨げるMet残基，：お・よび，酸によるα一アミノ保護基の脱保護の際，副反応

を生ずるTrp残基が存在するためである。このため，　Wlinschら9）は，・一

nit「oPhenylsulfenyl　（NPS）基10）をα一アミノ保護基とし・最終段

階でトリフルオロ酢酸を脱保護剤として，本合成を行った。また，1975年，

中国上海研究所11）は，矢島，木曾12）の開発した固相上の区分縮合法を採用し，
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最終最階の脱保護剤としてHFを使用し，ブタグルカゴンの全合成を報告して

いる。

　著者は，．上記の研究経過を考慮し，今回，未合成のグルカゴン（アヒル）を

methanesulfonie　acid（MSA）を最終脱保護剤とする従来にない方法

で全合成した。特に，合成途上，T　rpの酸処理にともなう副反応を解明する

とともに，その抑制法に検討を加え，本合成に適用した。

　（注）本論文に用いるアミノ酸，ペプチド知よびその誘導体はL一体である。

　使用した略号は，IUPAC－IUBのCommissionon　Biochemical
Nomenclature13）に従った。

1）アミノ酸の略号

　Ala　：’　a’lanine　．

　AsR　：　asparagine

Gln　：　glutamiBe

’Ile　：　isoleucine

Met　：　methionine

　Ser　：　Serine

V　al　：　Valine

Arg　：　arginine

Cys　：　cys，t　eine

Gly　：　glyeine

Leu　：　leucine

Phe　：　’ 垂??獅凾撃≠撃≠獅奄獅

Trp　：　tryptophan

2）　アミノ保護基の略号

　benzyloxycarbonyl　：　Z

　p－methoxybenzyloxycarbonyl　：　Z（OMe　）’

　t－butyloxycarbonyl　：　Boc

　o－nitrophenylsulfeny｝　：　NPS

Asp　：　aspartic　acid

Glu　：　giutamic　acid

且is：histidine

Lys　：　｝ysine

Pro　：　proline

Tyr　：　tyrosine

3）カルボキシル保護基の略号

b・n・yl　est・・：一〇B・1　　皿・thyl　ester：一〇M・
fr，　P，’

@P－trichlorethy｝oxycarbonyl　．hydrazide　：　一［NHNH　Troc

　hydrazide　：　’NHNH
　　　　　　　　　　　　2

4）活性エステルの略号

　pmnitrophenyleste・r　：　ONP

　pentachlorophenyl　ester　：　OPCP
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5）　アミノ酸誘導体の記号

　　　童％一m・t・・k，b・nzen・・u晦1。，g・6・n。　d。，、乳、一、。g（MBS）．

　　　fi　一benzy｝aspartate　de．riv．，　：　一Asp．（OB，．zD’

　　　Ne一　benzyloxycarbonyl　lysine　deriv．　：　一Lys（Z）’

　　　methion’ine　su｝’fo’xide　der’iv．：　一Me’t（O）一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

6）試薬お・よび溶媒の略号

　　　N－hydroxybellzotriazole　：．　HOBT　．．　．　一

　　　ρ噸ned．iゆ191：EDT．

　　　dicyclghexylcqrbodi　，i　mide・．：　．DC　O

　　　trifluoroacetie　agiq　：．T．FA

　　methap．ep．ulfopie　ac．id　：．MS．A

　　　・t与・n・・u．lfgpiρ・・i．　d：ES．Al．

　　hydrogen　flUQr．ide．．1耳F　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　d畑・ゆlf・rm・a．．皿id・，：DMF．．．．

　　　e，thy，1　acetate　：．　AeQE・t　．　rpet・hanol　：　Me　Q，　H・

　　．・t恥Ql．：．Eto耳．　・一門t脚1：．・．r－B・0耳

　　NTme、tbyl．pyrrolido皿e　：．NMP

　　　a，cetic　acid　：　AcOH

　　　t・．t・昨y母罵ρ：f．u・an：．丁耳E、

　　ethylpne．diaipine．　tgtraac．e・tate一　：．　EDTA

．一 R一



第 1 章 ペプチド合成に伴うTrp残基の副反応とその抑制

第 1節 脱保護反応に伴 うTrp残基の副反応

ペプチ ドの化学合成において,ペプチ ド鎖を延長しようとする場合,まず,

ア ミノ成分中に存在する各種ア ミノ酸側鎖官能基の保護基が安定夜状態で,α

-アミノ保護基のみを選択的に除去することが必要である｡現在のとこら,こ

れVCは大別して二種の方法があげられる｡

第-の方法は,α-ア ミノ保護基に接触還元で除去できる保護基,すなわち

benzyloxycarbonyl(Z)基14)を使用し,側鎖官能基には接触還元VC安定な保

護基,たとえば, i-butyloxycarbonyl(Boo)基 153t-butylester

(oBut)基16',i-butylether(But)基17)夜どを用れ 選択的VCα- ア ミ

ノ保護基を接触還元的に除去する方法であるOしかし,本法は,イオウがパラ

汐クムの触媒毒であることか ら,含硫ア ミノ酸を含むペプチ ド-の適用が困難

であるo特に,C末端部分に,Metや Cysを含有するペプチ ドの場合,現在

のペプチ ド合成法にのっとってラセミ化を抑制しつつC端部より順次ペプチ ド

鎖を延長するには,以下に述べる第二の方法を取 らざるを得ない現状である0

第二の方法は,trifluoroaOetic acid(TFA)や希塩酸による緩和な酸

処理によって,α-アミノ保護基を選択的に除去する方法で,α-ア ミノ保護

基として･通常,Boc基や p-methoxybenzyloxycarbonyl〔Z(OMe)〕

基18)を使用し,側鎖保護基として本条件下安定 とされる,Z基,benzylester

(oBzl)基lo),benzylether(Bzl)基20)等を用いる方法である0本法によっ

て Met含有ペプチ ドの合成が可能に在るのであるが,グルカゴンの様に酸処理

に不安定夜 Trp 残基が共存する場合,新たに困難夜間題が生ずるOたとえば,

Trpを希塩酸中VC放置すると,著しいピンク色の着色が認め られる｡そして,

1959年 uphausら21)紘,N-acetyltryptophan (Ac-Trp-0ⅠⅠ)の

TFA処理によるp-carboline誘導体の生成を報告し, 1962年 Theo-

doropoulosら22)紘, Z-Tryptophan peptideの nBr-AcOII 処理

vcよる β- oXindolylalanine誘導体の生成を報告しているC最近では,

下西ら23)の N-acetyltryptophanmeもhylesterの ,TFAあるいは

-4-



フヅ化水素（HF）24）処理の際の二量体生成等，そのインドール核の反応性に

起因する多くの報告がある。以上の反応の多くは，TrP：が酸性条件下k酸化

に対して鋭敏であることを示しており・このため還元剤・たとえばmercapto

ethanolや，　ethanedithiol（EDT）の添加が，この着色の防止に有効

であることが報告されている25）。事実，Trp自体をこのようなチオール類を

添加した希塩酸，TFA中で室温下数時間放置しても着色をみないのであるが

保護基のついたTrp・たと’ ｦぱ，80c－Trp－0且またはZ（OMe）一T　rp－

OH：をこれらの酸で脱保護する場合，生成するカチオンの除去剤として，ア

ニソール以外に，これらのチオールを添加しても，薄層クロマト（TLC）上，

依然として数種の副反応物の生成が認められる。この場合，この副反応の本体

が少くとも保護基に起因することを最初に指摘したのはAlakhovら26）である。

彼らは，Boc－Trp－Gly－o且をTFAにより脱保護して得られた生成物の

質量分析（mass）を行った結果，親ピーク（M＋）以外に，明らかにt＿

butyl基の増加したピーク（M＋56）を検出している。ついで，　1977年

wifnschら27）は，　B　oc－Trp　一〇HのTFA処理によるα一アミノ保護基（Boe

基）の脱保護反応の際の副反応物を実際に分離し，このうちの2種，H－Trp
　t　一L　t’　A一一　．一　一一　．At　ut　一t　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t（1－BuV）一〇H，　H－Trp（2，　　　　　　　　　　　　　　　　5，　　　　　　　　　　　　　　　　　　7－tri－Bu）一〇Hを構造決定した。

続いて・鞭ら28’桐様に・B・・’　T　r．e，　’OliiのTFA四駅より・H－T・p

（1’　一But）一〇且，　H－Trp（ガor　60rを一But）一〇H（ゴ位又は‘

位又は7’ ﾊに鮒るモノB・t置換丁。yp・。ph。。の混舗）を分離している。

これらは，明らかに酸によって保護基から生じたt－butylカチオソがTrpの

インドール核を攻撃して生じたものであり，上記のアニソールの添加もこの副

反応を十分目抑制しうるものでない。そこで著者は，α一脱保護に際するTrp

残基における副反応の抑制を目的とし，α一アミノ保護基としてZ（OMe）基

とBoc基の二面よりの副反応の検討を行った。そして，　B　oc　一Trp　一〇Hに関

し，前記副反応物を追試するとともに，Z（OMe）一Trp－OH　についても同

様TFA処理し，生成する副反応物を単離し，それらの構造を決定した。以上

の基礎研究は，高純度のグルカゴンの合成のみならず，一般に，Met，　Trp含

有ペプチドの合成の1ために重要と考える。　　　　　　　　　　　．・・
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第1項．　Boc－Trp－OHのT：FA処理の際の副反応物の検討

　Boc－Trp－OHのTFA処理の際の副反応物の生成は，前記したように，

最初，1970年Alakhovら26）により，　mass分析データーから指摘され，

その後，Wlinschら27），榊原ら28）により副反応物が単離構造決定された。著

者は，本実験を，反応の際の着色を防止するため，少量のEDT含有アニソー

ル（2当量，通常の反応の約1／5）を加えてWi’nschらと同様TFA処理を行

った後，シリカカラムク・マトにより・ク・・ホルム：メタノー・レ：水＝8：

3：1の系で溶出を繰り返し，4種の副反応物を単離精製した。得られた副反

応物を，TLCにお・いて前記の8：3：1の系で展開し・Rf値の低いものから順

に，弓勢馬竃と命名し・各々についての構造を決定あるいは同定した。この

うちBは最も多い副反応物である。その結果，糖はmass分析よりt－Buの
　　　　

mo　no一置換体であること，　Hl－NMR（60MHz・CD，OD）よりt－Buピ

ークが不規則に3本観察され（Fig．2），’また積分比が一致しないことより，

　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　ノ
Trpのインドール核の2，5，7位のいずれかの位置がt－Bu　基で置換さ

れた3種の混合物であろうと推定した。置換位置は，後述するB2・B3のt－Bu

のピークのδ値を考慮して決めた。以上のデータから，本物質は，榊原ら28）

の肥したH－T。P（2’。r5’・・7’一　B。‘　）一・Hva一致するものと考え

られる。

　　　　　Fig．2　NMR　spectrum　of　Bl　in　CD30D　（60MHz）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　B，は・物理定数お’よびIR（KBr　）・H－NMR（60MHz・DMSO－d6・

CD30D）・mass分析のデーターがWtinschら2T）・榊原ら28）の得たH－Trp

（1L　But）一〇Hのデーターに完全K一致し，本物質と同定した。．BのHL
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2

NMRをFige　3に示す。
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　Bは，mass分析よりdi－But置換体であること，　IR（KBr）によりイ
　　さ
　　　　　　　　　　　　　　ソドールNHの無いこと，　H－NMR（100MH・DMSO－d6－CD30D）では・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
アロマティック位のプロトンピークに，2種のrotationary　isom　er29）の

　　　　　　　　　　　　　　　　　　”　　　　　　　　孟　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）一〇Hと構造を決　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5－di－　Bn存在が考えられることから，H－Trp（1，

回した。本物質のH1－NMRをFig．4に示す。

・Fig．　4．

NMR　spectrum　of　B，　in　DMSO－a，一eD，OD　mixture（100MHz）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：　　　　　　　　　　　i
工

k
iDD 蓼P．

「　一　　＝フ「
　　　　　　！／　1
　　　　　　／一’　　　　　　Xvxsep

　　　．一　l
　　　　　　l／

　　　　　　；

二二l　　i
　　A　　　l
　　t／

／

ノ

／

・／1 轟賜

　　　　　　　　　　　　　　・鮎《一

　　　十

h：）

．r一’

f

　F
t

弍

　Bは，通常TFA処理時にはみられず，反応の後処理の際生成する非常に
　　4

皿inorな物質であり，完全な構造決定を行うことはできなかったが，　mass

分析によるとt－Bu基のtri一置換体であることは明らかであり，したがって

WUnschら・・）の報告したH－T，p（i5，西・。i－Bあ一・Hと同一

物質と推定した。

　　　　第2項　　Z（OMe）一Trp－OHのTFA処理の際の副反応物の検討

　Nプチド合成において，TFAで選択的に除去されうるα一アミノ保護基と

して，前述のBoc基とともにZ（OMe）基が繁用』されている「。これら両者は，

ほぼ同程度の切断されやすさを有しているが，Z（OMe）一Trp－OHに対する
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T：EA処理の副反応に？いては未だ報告がない。そ・こでZ（OMe）一T　rp一　OH

に対しても第1項と同様の実験を行い・両者の反応性の比較検討を行った。方

法は・B　oc　一T　rp　一〇Hの場合に準じて行った。すなわち・Z（OMe）一Trp－

OHに2％EDT含有アニソール（2当量，通常の約1／5量）を加えた後，0。

C・60分丁：FA処理を行い，室温でなFム’を留去し，シリカカラムクロマト

を通して前項と同系の溶媒で溶出を繰り返して分離精製して，4種の副反応物

を得た・そして・前項と同様TLCのRf・｛tiの低いものからM1・M，・嶋篤と

命名し一々の離を決定・あるいは推定した・このうちagが最も一幅仮応

物である・すなわち・Mlは・m・b吻析』だ「より・P・‘rd・・L・h’・kyb・h・yi1

（MBzl）のdi一置換体であること，　r：RによりインドールN且の吸収（3380

・ゴ1・lkB・）が勲．こと・そしてH’一NMRq・・MH。・DM・・一・Cl，）の

芳香核（T・pの）部位のプロトンピークから・且一T・p（1～　ざ一di－MBz1）

一〇Hと判断した。単、のNM：RスペクトルをFig．5に示す。

　　・Fi・9．　9・・一NMR一’．・樋t・u血－b　f’血．　i。　DM言＠♂』ttt（100M亘か

　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；一6

；、M2は，甲as『、分析p・・　b．MB　zl．のmopo一犀換体で回る．こと，　IRにイ．ソド

：ルNH：の吸収（3380c㎡一1，　KBr）があること，そして且1－NMR（60MH，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
CD30D・DMSO－C16）より且一Trp（2’　一MB　z　1）一〇且と決定した。』

lの　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
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NMRスペクトルをFig．6に示す。なおMBzlのmono一置換体であること

は元素分析によっても確認した。

Fig．　6・ a）　NMR　spectrum　of　M，　in　DMSO’一cl，　（60ftt［HZ）

S，O　PPNLIT）　6．U 7．o　SO　．　．．一9．9＝Tp．rT’tH－r7ny’T’一
hT

SIO” @’　P？MIS］　40

Fig．　6． b）　NMR　spectrum　of　M，　in　CD，OD（60MHz）
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　Mは，mass分析よりM8zlのdi　一置換体であること，　IRにインドール
　　3

NHの吸収が認められること・そしてHLNMR（60MHz・CD30D・
　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　ノ
DMSQ一一♂6）より・H－Trp（2・5－di－MBzl）’OH　と構造を決
定した。M，の：N灘RスペクトルをFig。7に示す・さらに∴di　n一一置換体であ

ることは，元素分析によって惑確認した。

Fig．　7．

10

a）　NMR　speet・rum　of　M，　in　DMSO－cl，　（6QMHz）

3a　4e　sle　ppMtT）　60　7e　to　“o　）一cpt．＃”T＝＝＝＝ttge］＝
F

ま・
●工

1！e

Fig．　7．　b）　NMR　spectrum　of　Mk　in　CD，OD　（60MHz）
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　M4は・後処理の段階で生成する非常にminorな物質であり・完全な構造決

定には至っていないが，IRによりインドールNHの吸収があるごと，　mds　s’

分析よりtri」置換体であること，さらに，今’までのmass分析の脱炭酸の

　　　　　　　　　　　　　　　　　解裂パターンの規則性，すなわち1位置換体では，M＋一74〔M＋一・CH（NH，）

COOH）がみられ，その他の位置の置換体では，・M＋一44（M’＋　一　C　02）がみ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
膿熟力〕ら輝ζ　Trp（2’う∵1－t岬z’1　一〇・Hと

　ここで，今ま・での構造決定あるいは推定に役立った大きなフラクターを，あ

らためてまとめてみると・・R聴呼は・一面、ドツ・珊（遡忌門

K：．Br）’ ﾌ有無，　Hl－NMRにお・いては，インドールNH（1’一H）のシグナ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノル（δ・：11　O．7～10；8，pPM’，　DMSO－C16），2－Hのシグナル（δ：7．26

－7・3きb吟「1。P、・D）・5’一位が置換され鰹の・t－Hの…gl・・

pe郵k，そレて・mass分析にお・い：1ては・M＋およびその解裂パターンに，ある

脚性力湿れたことである・郷m・ss分析に淑はけでに上述した

よ⇒に・一i一位に置換硬こ・二合は・他の部位の置換の有無にかか栖ず・

M千が・h…畑現し，：脱炭酸し撫・＋一4崎現われない・．しか．し・1－融

脚．イ断面僻旗師餌粛晦叫．一嵩轡
sharPに出i現しfe　e’

　以上第・1・節においそ得られた∬6c晶Trp』OH・，・Z（b：㎡e）晶T　fbらORのT

F．Al処理の際の刷厚応物を’まとやて，　Fig．8に示レた1σ1

　以上の副反応のうち・B，遮棋妨、ρ副聯物ρ前回箇拶，、財ミ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

1：一一But D置換体で由るのに直し・M2は・2－MBzl置換体であり・t－Bu

とMB’zlのカ・チ1ソの反応性に大きな違いが認められた。
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FigL　8．　Asslgned　formula　of　byrpToducts．derived　from

z（OMe）一Trp－OH　and　Boc－Trp－OH　by　trifluoroacetic　acid．

5
H
t OOH

R

H1 N
R2

NH　　2

R7
11R

R1 　2R． R5 R7

Mユ MBzl H MBZ：L 翌

皿2 H
一

MB乞1 ’H H

M3 H MBzl　　　‘　．　　　　　．

皿Bz1 H

M4 H 斑Bzl、 MBzl MB　21

　　　　★
alB2

H　　　！

a評．

HH 3評．

g

HH

B3． B曲ノ 1

ヨ Bぜレ H

B4 H Bu罵ン B曲 Bu》1

＊　B／b　seem＄　．to　be　a　．ptxture　of　orthr」e．e　rpOR．．9．r

　　substituted　deptvatives　aV　2’　t　5　and　7　．．
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　　第2節　　希釈スルホソ酸によるα一アミノ保護基脱保護と

　　　　　　　Trp残基にお・ける副反応抑制法の検討

　第1節で述べたごとく，Trp残基には，酸処理による脱保護の際種々の副

反応物の生成がみられる。従来この様な副反応を無視して各種のTrp含有ペ

プチドの合成の報告があるのであるが，より純粋なペプチドを合成するには，

この様な副反応を抑制することが必要である。第1節の知見をもとに，この副

反応の抑制について2方面から検討を行った。すなわち，従来使用されてきた

TFAや希塩酸などに，かわる新しいα一アミノ保護基の選択的除去試薬を検索

すること，および副反応物の構造から明らかなごとく，副反応は，脱保護の際

生成するカチオソが主因であり，このカチオンを捕捉除去するため，アニソー

ルより有効なカチオソ除去剤（スカペンジャー）を検討すること，の2つであ

る。

第1項 希釈スルホソ酸類によるα一アミノ保護基山保護の検討

　Liuら30）31）は，1971年，3－M　p＿toluenesulfonic　acid（Tos－

OH），ついで1976年，4MMSAによってTrp含有ペプチドあるいは蛋

白質を酸加水分解すると，Trpはほぼ完全に回収されることを報告した。　ま

た，矢島ら32）は，1975年，ペプチド合成の最終段階にお・ける全保護基の除

去試薬としてMSAを報告した際，　MSA処理下，　Trpは安定であることを

報告してお・り，ここに，Trpは各種スルホン酸類には比較的安定であるように

判断される。かって，TFA，希塩酸にかわる脱Boc化剤として，ギ酸類33）341

BF　etherate35）等を用いた例もあるのであるが，著者はやはりこの際，酸
　ヨ
として各種スルホソ酸類を選び，その希釈溶液の選択的な脱α一アミノ保護試

薬としての有用性を検討した。スルホン酸としては，ESA，MSA，はじめ

Tos－OH，　benzenesulfonic　acid（BSA），　mesitylenesulfonic

acid（Mes－SA），　3－bromocamphor　－80r　10－sulfonic　acid

（Bc－80r10－SA）等を選び，　AcOH，あるいは比較のためAcOH一塩

化メチレン（1：1）溶液を溶媒とし，各種濃度の希釈溶液を調製した。なお・，

Trpを考慮したわけではないが，希O’．01M　Tos－OHを用いての脱Boc反

応の報告がある36）が，後述するようにこの濃度では，完全に脱BOC化するこ
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とはできない。そして・α一アミノ保護基の選択的除去を目的とし，Z（OMe）

rLys’（Z）一〇H37），　Boc－Lys（Z）一〇HS8），　Z（OMe）一Asp（OBzl）一

〇H39）をモデル物質として検討を行った。その結果をTable1～3に示した。

　　　　　　　　　TABLE．1．　RemoYal　of　the’Z（OMe）　Group　from　ZCO“．　le）一Lys（Z）；OH

一．　・ Product

in　AcOH
　　　　　　60min．

　　一’蝋　　　Z　’　Z
　　　コ　　　　　　ロ
pMZ－Lyg　　Lys　．LyS

　　　　　　3hr

　　｛一」へ
　　　z一　z
p“．　rz－Lys　tys　’　Lys

　　　　　　24hr

　　　一一　　　Z　　　L
　　　ロ　　　　　　

PMz－Lys　　Lys　　　Lys

M＄A

ESA

BSA　or

・　Bc－8－SA　or

Bc－10－SA

Tos－OH　or　Mes－SA

4N
2N
IN
O．5N
O．1N
O．05　N

O．Ol　N

4N
2N
IN
O．5N
O．1　N．

O．05　N

O．OlN
2N
IN
IN

O　100　O
O　100　O
O　100　，　O’

O　100　023．6　76．4　．　0

58．5　41．5　0
66．7　33．3　e
O　100　．．．．O

O　．100　Q
O　100　O
O　100・　0
33．3　’　66．7　0
70．9　．　29．1　O・

77．1　・　22．9　O

O　100　．O
o　’leo　o
o　一　loo．　e

o　loo’　e
O　100　O
O　100　O
o　loe　．0
6．6　，93．4．　0

11．5　88．5　0
44．6　55．4　O
’O　100　O
O　．　100　O
O　100・　O
O　100’　0
26．8　．　73．2　0

51．4　48．6．　’0

62．8　．　37．2　O

e　・　100　o

O　100　O
．O　・t　IOO　O

O　’　’47．4

0　72．9
0　92．2
0　　　　0

Q，　100
0　10024．5　75．5’

O　90．O
O　98．O
iO　100
0　　．．．玉00

2．1　97．9
23．1　76．9
49．2　50．8

0　100
0　100
0　・　100．

　52．6

　27．1

　　7．8

　　0

　　0・

　　o

　　o

　lo．e

　　2．O

　　o

　　o
．・　o

　　o

　　o

　　o
　’e
　．・む

MSA■＝囮ethanesulfoロic’≠モ奄пC　ESA躍e母旧nesulfbロic　acld；BSA富benzenesulfenic　aald，　Tos・0宜「tolueロesulfbnic．

aeld，Mes一＄躍皿醐塵一日1f面・・Cid・・B・・8・・10・…th・7f　3　bmi・camph・E“8。r．1（鳳皿f㎝魯。　add　・

TABLE 2，　Remgval　of　the　Bo．c　Grotip　from　Boc－Lys（Z）一〇H

Product
’

in　AcOH
　　　　　60min

　　Z　　　．Z
　　　ロ　　　　　　

Boc－Lys　　Lys　．1’ys

　　　　　　3hr

　　一一　　Z　　　Z
　　ロ　　　　　
Boc－Lys．　LyS　　LyS

　　　　　　24hr

　　Z　　　Z　　　・
　　ロ　　　　　き

Boc－Lys　Lys　Lys

MSA

ESA

．：白SA　6r

TQs－OH．or’11es－SA
Bc－8－S．X　or　・

Bc－10－S．X

IN
O．5　N　・

O．1N

O．05N
O．Ol　N

IN
O．5　N

O．1　N　・

O．05　N

O，Ol　N

2N
IN
IN　・

o
o

34．4

52．0

78．7
0’

32．4

43．2

74．5

91．7

0
0
0

100

100’

　65．6

　48．0

　21．3

100

　67．6

　56．8

　25．5

　8．3．

100

－100

100

o

o・

o
o
o
o・・

o

o

o
o

o

o・

o

o

o
16．9

39e1

50．3

0

0

33．7

46．7

60．5

0

0
0

100

100

83．1

60．9

49．7
100
100

66．3

53．3

39．5
100

100

100

o
’o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

　o

　o

13．2

2e．3

．32．3

　0

　0

　6．4

10．1

2e．8

　0

　0

　0

87．5

100

86．8

79．7

67．3

’100

100

93．6

89．9

79．2

100

100

100．

12．5

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
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TABr．E　3．，’ D　Removal　o’f　the　Z（OMe）　Group　from　Z（OMe）一Asp（OBzl）一〇H

in　AcOH

　　　　　　　　　　　Product

　　　60min　　　　　　　　　3hr　　　　　　　　　　24　hr

　ノ＿＿一一　　　　　　一一　　　　　　一｛　　OBz10Bzl　　　　　　　OBzl　OBzl　　　　　　　OBzl　Bz1
，Mz－A，pA，p　A・P　pMZ－A・pA・p　A・pPM・一As・A・p　A・p

MSA　or　ESA

　BSA　or
　Tos－OH　or
”　n@rvles－SA

4N
2N
IN
4N
2N
IN

o　．　ioo　o　O　199
0　’　100　O　O　100
0　100　O　O　100
0．　100　O　O　100
0　100　O　O　100
0　100　O’　’”O”100

O　100
0　100
0　100
0　100
0　100
0　100

o

－o

o
o
o
o

　Ta61eより，芳香族スルホソ酸は，かなり選択性の高い良好な結果を示し

たが，これらは一般に結晶性の物質であり，後処理の段階でメチレソクロリド，

エーテル等で除去しにくく7．・このため，後処理の容易さの面から’2～、4M

ESAないしMSA寮良好と考えられる。これ‘らの酸濃度で，Boc基，Z（OMe）

基は・室温6・分処理で完全に嘩され・くの間・騨二三即三下・Z・

OBzl基は全く安全であること，そして，これらの酸のより薄い濃度，たとえ

ば，0．5M以下では，　Bo　c，　Z（OMe）基とも室温60分処理では完全に除去でき

ない危険があることがわかった。さらに，MSAとESAを比較した場合，

ESAの方が，’ lS：Aより酸性度が多少低いので，側鎖官能基への影響を少く

するためには，2～4M　ESAの方が良好と判断される。続いて，本試薬の

実際のペプチド舗への岬性手討するた概デルペプチドとして・19Z5、

年，Hlighesら40）により脳内モルヒネ様作用物質とし一 撃樗ｭ見された，分子内に

Metを含むMet－Enkephalinジお・よびMetがLeuに軍門され1たLeu－Enke一

、Phalip，ならびに，1．ysのε一アミノ保護基（Z基）ζの選択性を考慮して，

同年Goidsteinら4．1’）により，モルヒネ様作用・物質のモデルペプチドとして

．E・d・ゆ’・と銘された・．　H－T・r’G’y矧i・t’y’Lys’M・‘　’G’y－0嘩．

び，それぞれの合成を行った。合成経過は，Fig9，10に示す、とおりである・。、
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iFig．　9．　Synthetic　Scheme　of　EBkephalin

．z（Ol　e）

z．（卿・）

Z（OMe）

Z（OMe）

　　H

Tyr Gly Gly Phe X

Z（OMe） OH H OMe

Z（OMe） OMと

） NHNH2 H OMe Z（OMe） ONP H OH

Z（OMe） OH） OMe

OH） NHNH2 H

） OH
・

X＝＝Met　or　’keu

　Fig．　10．　Synthetic　Scheme　．of　Endorphin

Z（OMe）一Tyr一・Gly－Gly一・NHNH2

撒鞍三三奮A三三欝
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；’l
　　　　　　　　　　　H－Tyr－Gly－Gly－Gly一一Lys一一Met－Gly－OH

　すなわち，Enkephalin．類に関しては，α一アミノ保護基として乞（OMe）

基を用い，まず，Z（’OMe）一一Gly－Gly－OMeを1）CC法42）で合成し，　Z

（OMe）基を4MESA処理Vaより除去した後・Z（OMe）一Tyr－NHNH’3）

をアジド法44）で縮合し，ついでヒドラジン処理してhydrazideとした。　こ

こに得られた保護tripeptide　hydrazideをH－phe－X－OH：（X＝．

Met　or　Leu），すなわちp－nitrophenyl　ester法　（ONP法）45）’（’

得斥Z（OMe）’一・　phe　一X　一〇Hを同様脱保護して得たC末端部dipept　ide，と

アジ．ド法で縮合し，保護Enkephalinを得た。続いて，同様に4M　ESA

処理し，Z（OMe）基を除去した後，陰イオン交換樹脂処理（CG－4B，

acetate　form）し，酢酸塩とし，　DEAE－celluloseカラムクロマト

で精製して，好収率でMetお・よびLeu－Enkephalinを得た。

　E　ndorph　inは，分子中にLysを含み，選択的な脱α一アミノ保護基反応を　．
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検討するのに適当夜モデルペプチ ドであるO合成は,Fig.10 に示したどと

く,まずDCC法によりZ(OMe)-Gly-Lys(Z)-OMeを合成し,ヒ ドラ

ジン処理して,hydrazideとした後,これとpentachlorophenylester

法 (OPCP法 )46) により得た Z(OMe)-Meい Gly-0ⅠⅠを'4丸I ESA

処理して脱Z(OMe)基した freedipeptideとを,アジ ド法で縮合し,煤

護 tetrapeptideとした｡ 続いて,本保護 tetrapeptideよりZ(OMe)

基を除去するわけであるが,本品はLys(Z)を含有しているので, 濃度を下

げた 2M ESA 処理で TLC上で反応を検討しつつ Z(OMe)基を除去 したO

そ して次に,EnkephaliIl合成の際使用したZ(OM-e)-Tyr-Gly-Gly-

NENE 2とアi7ド法で縮合し,保護 Endorphinとしたo続いて,HF24) 処

理により全保護基を除去し,AmberliteGG-4B(acetate form)処理

して酢酸塩 とした後,CM-celluloseカラムクロマ トにて精製し,ついで

SephadexG-10で脱塩してEndorphinを得たO

得られた合成Metならびに Leu-Enkephalin,Endorphinの純度をそ

れぞれTLC,元素分析,酸分解および aminopeptidaseM(Ap-M)47)

酵素消化後のアミノ酸分析VCより確認した｡又,合成品の生理活性は,京大薬

学部薬理学教室の高木教授のもとで測定された結果｡モルモット回腸において

文献値 40)とほぼ同等の ものであることが判明した｡

夜を本合荻に右･いて, 2-4M ESAの有用性を証明したわけであるが,令

成上さらに新たに得 られた知見として,ペプチ ド鎖が延長するにつれ,溶解性

が低下 して くると,使用してきた 2-4M ESAの 酢酸溶液では難潜と在る

ものが生じて くる.したがって,ペプチ ド鎖の溶解性vC応じて,種 々溶媒を変

化させることにより,本系を巧みに使い分けることも可能であると考えている｡

たとえば,Rinikerら48)は, trifluoroethanol(TFE)がペプチ ドの良

い溶媒であることを報告しているので,後述するグルカゴン (アヒル)の合成

の一部にはTFEを溶媒 とする4M ESA系を利用 した.しかし,さらに高級

ペプチ ドに対しては,同溶媒系も溶解性が不十分であり,実用面では夜か検討

の余地を残 しているのか現状であるO
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第2項 Trp残基にお・ける副反応の抑制法の検討

　通常の希塩酸やTFAによるα一アミノ保護基脱保護の際のカチオン除去剤

として，一般に用いられているのは，アニソールである。しかし・Boc－Trp－

OHあるいはZ（OMe）一Trp－OHを同条件下に処理を行うと，前述したよう

に，ピンク色の着色とともに各種の副反応物の生成がみられる。ピンク色の着

色は，前述のごとくチオール類・特にEDTの添加で防止できるが・副反応の

完全な抑制には至らない。そこで・前項に示した4M　ESA／T：FEお・よび，

比較ζしてTFAを用い・Boc－Trp－OHとZ（OMe）一Trp－OH処理の際

の各種．スカベンジャー（10当量）の副反応抑制の添加効果を島津2波長クロ

マトスキャソナ’で定量した。その結果をTable4・5に示す。な知M1～M3

分よびB、～B，は，前節で述べた副反応物に相当する記号である。

TabZe　4．　By－products　detived　frorh　Boc－Trp．OH　by　acids．

adductacid scavenge「 2’蔓　EDT s　a
Trp B B B

τFA an↓sole 一 一 59．4 18．9 21．9 trace
十 一 72．0 ユ4．0 14．0
十 2　eq． 80．0 6．4 13．5
十 10　e　． 80　8

O－creSO工e 伽 一 5ユ．2 18．0 30．7
ce

十 一 61．6 15　8 2

tエoanエSOle 一 6 67．6 9．9 22．5
十 周 73．6 9．7 16．7
十 2　eq． 80．7 5．3 18．2
十 10　e　． 83．5 5．0 11．5

d：Lmeしhyl一 一 騨 80．4 19．6
sulfide 十 卿 81．5 ユ8．5

十 2　e　． 81 18　3

4　ESA anisole 一 一 66．1 7．4 26．5 t訂ace
十 ．一 77．3 22．7
十 2　eq。 79．9 20．1
十 10　e　． 80．2 19．8

thioanisole 一 一 83．9 2．7 13．5
十 一 96．6 3．4
十 2　eq． 96．8 3．2
十 ：LO　e　， 97．5 2．5

dimeしhyl一 一 輔 87．2 12．8
su工fide 十 一 87．7 12．3

十 2　eq． 97．3 2．7
十 10　e　． 99．0 1．0

Rf 0．56 0．66 0．68 0．75

Rf理噌Bu。H・A・OHIPy・・H20＝4・11112
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Tableから明らかなどとく,アニソールや O-クレゾール系よりもthio-

ether 化合物,すなわち,チオアニ ソールや,榊原 ら2釘の推奨している

dim ethylsulfide が良好夜結果を与えた｡叉,副反応物が, Trpのイン ド

ール核がカチオン等により修飾をうけることに起因することか ら,逆に,イソ

ドール化合物 もスカベンジャ-作用を有すると考えられ,3-methylindole

(スカ トー ル) をさらVC添加]した ところ,少しではあるが抑制に改善がみら

れた｡したがって,単一で強力なスカベンジャーの見当らない現在,各種 スカ

ペ ソジャーを混合して,その効果を期待するのが最良であると考えられ,EDY

含有チオアニソール(叉はアニソール )+スカ ト‥ ル,あるいは,榊原ら 28)

のE I)T含有 dim ethylsulfideに,さらにスカ トールを加えたスカペソLPヤ

ーが適当と判断した｡

さらに,作用 させる酸については,4M ESAは,TFAよりかなり良好と

判断され,上記スカペソLyヤーを用いた場合, Boo-Trp-0ⅠⅠの副反応は,ほ

Table 5.By-prodllCtSderived from z(olle)-Trp-OH by acids.

Acid Scavenger adduc上 Trp Ml 比2 M32%EDT skat01

TFa anisole- 32.5 30.0 33.8 3.8
+ 51 2 17 3 31 5
+ 2eq. 61 5 -17 6 -20.9
_ + 10eq. 696 17 4 130

0-cresole 388 23 5 31 7 6.0
+ 422 26 5 26 5 4.8

thioanisole ■- 7104 7 0 22 0+ 76 ll 8 ll 8

+ 2eq. 76 66 7 8 15 6+ 10eq. 82 42 13 2

dimethy1- 80 870 2 1 17 1sulfide ++ 2eq. 8283 21 05 1515 35

4MESA anisole +++ 2eq.10eq. 48596070 3126 17201312 4061 32212617 0013 2.3

thloanisole - 526104 7 2 37 3306 2.9+++ ■2eq一10eq. 566682 273 800 382715 2.8

dimethy1-f■ 67 1195 92 23 79017sul lde ++十 2eq.10eq. 788590 5.13.8 2195

Rf･･n-BuOH:AcOH･･Pyr･･H20-4;i:i:2
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ぼ完全に抑制されることがわかった・しかし・Z（OMe）一Trp－OHの副反応

は，上記スカペンジャーを使用しても・およそ90％の抑制にとど一まり・Trp

含有ペプチドの場合は・Boc基の方が・Z（OMe）基の場合より・副反応の抑

制は容易であることがわからた・．したがって・後述するように・グルカゴン（ア

ヒル）の合成に際しては・Trpが比較的C末端部に位置するため・Trp含有

後のペプチド区分のα一アミノ保護基には・Z（OMe）基ではなくBoc基を用

いることとした。そして，脱Boc基の条件としては，つとめて4MESA／

T：FE系を用いようとしたのであるが，ペプチド鎖の延長とともに・難溶とな

り，TFAを脱保護に使用せざるをえなかった。しかしs幸なことに・上記の

EDT含有アニソールースカトール系を用いると，　EDTの濃度を2％からO．1

％に減じたにもかかわらず，スカペンジャー量を増加（20～30当量）するこ

とにより，心配していた副反応をほとんど無視できる程度に抑制することがで

きた。ペプチドの分子量の増加に比べ脱離するt－Buカチオソの相対的なモル

濃度が低下することも好都合であった。
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第 2 章 グルカゴン (アヒル)の全合成

第 1節 グルカゴソに関する従来の研究概要

第 1項 構 造 研 究

グルカゴンの研究は,1923年,M urlinら49つが,肺臓抽出物中の血糖上昇

作用物質の存在に気付 き' グルカゴン(Glucagon) と命名したのに瑞を発し

1953年,Staubら50)は, 初めて,粗製のブタ勝臓インスリン製剤より,グル

カゴソを単離精製,結晶化した｡続いて,1957年,B rom erら1)は,その 1

次構造をFig.11のどとく決定した｡その後,1971年には, Brom erら2'

はウシの,1972年には, Sundby ら4'は人の捧臓 グルカゴンの構造を決定

した｡加えて,ラット 3),ウサギ5)も同一構造であることが報告されている｡

したがって,現在のところ哨乳動物の勝臓グルカゴンはすべて共通と考えられ

てVlるが,鳥類はこれとは異なったグルカゴンを有することが明らかになって

きた｡す夜わち,1972年, Markussen ら6) は,ガチョウグルカゴンの構

造を決定し,同年 Sundby ら8)は,アヒルの, 1975年,Pollockら7)は,

ニワ トリのグルカゴンの構造をそれぞれ決定したOこれらの構造を Fig.11に

示すが,ニワ トT)とガチョウは,晴乳動物グJL,カブンの 28-Asnが Ser に

置き換わった構造をしてお り,アヒルは,28- Ser に加えて 16-Ser が

Thrに置換された構造 となっているO これらの構造上の相違はわずかである

が,以上の研究は,動物臓器としての肝臓の比較内分泌学上vC興味ある知見を

加えた ものである｡
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　　最近，ブタのグルカゴンに関しては，その．前駆体の可能性が示唆されている51）

が，さ．らに興味ある点は・以上のグルカゴン．と構造類似のホルモンが消化管に

存在することである。これらは・．ブタSeCretin52）・VaSOaCtiVe　inteSti－
p．　’

＝@1　polypept　ide（　V　1　P　）　53）　，　gastric　inh　ibitory　po　lypept　ide

（GI：P）54）である。参考’までにその構造を：Fig．12に示す。　さらに免疫学

的には・膵臓グルカゴン〔glucagon　immunoreactiviもy（GI）〕とは

異なったグルカゴン様物質〔glucag。n－like　immun。reactivity（GLI）

．又はenteroglucagon〕55）が消化管に存在することが知られている。

Fig・12・ Comparison　．of　the　anino－acid　sequences　of　glucagon，secretin，

vasoactive　intestinal　polypeptide　（VIP）　and　gastric　inhibitory

polypeptide　（GIP），all　of　Porcine　origin．

　　　　　　　　　i23456789　10　11　12　13
Glucagon　His一一Ser－Gln－Gly－Thr－Phe－Thr－Ser－AspTTyr－Ser－Lys一一Tyr－

Secretin　His－Ser－Asp－Gly一，Thr－Phe－Thr－Ser－Glu一一Leu－Ser－Arg－Leu－

V工P　　　　　His－Ser－Asp－AlaTVal－Phe－Thr－Asp－Asn－Tyr－Thr－Arg－Leuo

G工P　　　　　　Tyr－Ala－Glu－Gly－Thr－Phe一工le－Ser－Asp－Tyr－Ser。lle・一Ala－

　14　15　16　17　18　i9　20　21　22　23　24　25　26　27　28　29
Leu－Asp－Ser－Arg－Arg－Ala－Gln－Asp－Phe－Val－Gln－Trp－Leu－Met－AsnrThr

Arg－Asp－Ser－Ala－Arg－Leu－Gln－Aζg一’工、eu－Leu－Gln－Gly－Leu－Val

Arg－Lys－Gln－Met－Ala－Val－Lys－Lys－Tyr－Leu－Asn－Ser一11e－Leu－Asn

．GIP一一一凹・t－A・p－Ly・一lle－A・9－Gln－Gin－A・P－Phe一▽al－A・n－T・p－L・u一坤一Al・，Gln－

　　　　　Gln－Lys一一Gly－Lys－Lys－Ser一一lvsn－Trpr　Lys－His一一Asn一“rle－Thr－4G31n

第2項 作用，活性お・よび構造活性相関

　　　　膵臓ホルモンの一種インシュリン56）は，膵臓ランゲルハンス島β一細胞か

三幅出れるの嗣し，グルカゴ・は・鴫α細胞より分泌される・そして・
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rylaseを活性化することにより解糖作用が促進されるとい う説を提唱してい

る.これ以外にグルカゴン作用 として,糖新生作用促進による血糖上昇作用,

脂肪分解促進作用,心筋-の作用による心持数および心持出量の増加作用 5串等

が知 られているが,最近加えられた重要夜知見は,グJt/カゴソが,ランゲル-

ソス島p-細胞に直接作用することVCより,血糖上昇を介することな くインシュ

リン分泌を促進する作用 59)を有するらしいことであり,ホルモンとしての グル

カゴソの役割が改めて重要視されつつある｡叉,最近では,消化管に対する作

用 も検討されつつあり,同じ消化管ホルモングループの構造類似 ホルモソであ

る secretin と類似作用が指摘され,消化管の運動の抑制 58),brunner腺

分泌促進 58), お よび胆汁分泌促進 581)作用が知 られているOさらに,gastrin

刺激vCよる胃酸分泌を抑制するが,histamine刺激によるものは抑制しそい

と言われる60)｡又,一方では, cholecystokinin - pancreozymin

(o(〕K-PZ)61)や secretinによる勝液分泌を抑制する作用を有する62)

ともいわれてお り,グJt,カゴソの作用 自体が再検討されつつあるのが現状であ

る｡

グルカゴンの構造と活性 との関連性に関しては,主に天然品の修飾を通じて

得られた知見が多 く,グルカゴン活性発現には, 1位のHis 残基が重要 とさ

れ,Linら 63)紘,ブタ天然グルカゴンを Edman分解 64)で Hisを除去する

と生物活性が 1/50に減少すると報告してお り,また,BrCN分解65)によりC

末部 28Asn,29Thrを除去 して得た 〔I)es-Asn28,Thr29〕(homoseri-

ne27)-glucagonは,活性が 1/40- 1/50に低下すると報告 しているoさ

らVC,Fig.13に示す ようVC,血糖上昇作用には,24- 27位,脂肪分解促

進作用には,19- 21位が重要部位 とされる66) 0
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Fig．　13　Glucagon　：　Structure／Function　Relationships
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第3項 グルカゴンに関する従来の合成研究

　これまでに，アヒルグルカゴン全合成の報告はみあたらないが，哺乳動物の

グルカゴンに関しては，1967年W’i　nschら9）によって，ウシのグルカゴンが

はじめて合成されている。本品の構造が決定されたのは1957年のことであ

り，こ、の間，Schr6derら，　Weinsteinらが三品の合成を企てたが成功しな

かった。このように，本品の合成が困難である理由は，接触還元を妨げるMet

残基がC末端部（27位）に存在するため，Z基をα一アミノ保護基として使

tt pできないこと，したがってBoc基を使用して，TFAでこれを除去しつつペ

プチ下士を延長するとすればジ前述したように，Trp残基に副反応が生ずるこ

とのためである。このためWffns　chらは，等量の塩酸で除去できる・一nit－

r，ophenylsulfeny1（NPS）基を，α一アミノ保護基として採用し・つい

．で1、この脱離によって生ずる。－nitrophenylsulfenyl　chloride（NPS

・≒・QりのT・pへの副反応を・2－m・thyli・d・1…）を添加することvaよ。て
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抑制しつつペプチド鎖を延長し，最終的に全保護基をT：FAで除去して本品の

全合成を成功し，ついでこれを結晶化した。W症ns6hらの合成をFig・14に不

す。

Fig．　14　．　．Syfithetic　scheme　of　Porcipe　Glucqgon
　　　　　　Adoc　But　But
　　Adoc一一HTTITs’一一Ser－Gln－Gly一一［irhr－phe－oH

　　　　　　rput　rput　pButput　B，　ut　5，　oc　．Bth，　ut

　　　　　　rput　’一　一一　9But

　　NPS－Ser－Arg一一Arg－Ala－Gln－Asp－OH

〈E．［Vilnsch　et．．一a－1．，　1967）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　t
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　PBu

NPS－thr－Ser－Asp－deyr－Ser－Lys；Tyr－Leu一一Asp－OH

NPS－Phe－Val－Gln－Trp－Leu－OH
　　　　　　　　　　　　　　t
　　　　　　　　　　　　寧u　　t

　　H－Me’t－Asn－Thy－OBu

1）DCC十NHS

l　DCC十丁目S

2）dil．HCI

2）di1．HBr

1｝DCC十NHS

1）DCC十NHS

Adoc＝adamantyloxycarbonyl

NPS＝Q－nitrophenylsulfenyl
　　　　e

2）CF3COOL！

2）dil．HBr

　　　　　　　　　　　　　　　　Porc±ne　Glucagon

　　　NHS＝N－hydroxysuccinimide

　　その後，1975年になって，中国上海グ．ループが・グルカゴンの合成を報告

した呑・D，これは固相上でペプチド区分を縮合する矢島，木曾ら12）．の方法を

採用し，つ込で最：終段階にHFを脱保護試薬とする方法で合成されたものであ

る。上海グループの合成図をFig．15に示．す。

謡、き呈、。。eA。。。6，．，．rci。・1・’G・。。ag。。醐磁・レ＝・・，・975・

　　　　　　Adoc　But．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　But

　　Adoc－kis－Ser’一Gln一一Gly－inhr－phe－o”

　　　　　　　But　But　OButBut　But　Boc　But　’　QBtit

Dp・ｫ一今ρ・ニム・P一をyr－lier’．tys一士・r計eu一蓋s・一〇H　　　　・F

．。、．1器≦欝≧乏欝≧⊇。、、一G、。謬。H．．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　DCC－HOBT

Dp・r・phr－V・・一・・n一…一・eu一・一…y…　．凪Q）　．。。rcine　G、。ca，。h

　　　　　　　　・Dpoc＝diphenyl，isopropoxycarbonyl
　　　　　　；　　　　　　　　　Ad。c一・d・・an叫・xy・・rb・nyl　H・BT＝N一hyd「。xybenz．〇七「iazrle

　　　　　　　　　E’EDQ＝N－etho＞（ycarb6n’yl一一2－ethoxy－！，2‘dihydroquinoline
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　　後述する著者のアヒルのグルカゴンの合成は・矢島ら32）の開発したMSAを
最．I段階における全保護基脱保護試薬とするものであるが，この試薬を利用し，

藤野らもほぼ著者らの合成に前後し・ウシのグルカゴンの68），ついで，HF法

によってr七面鳥の．グルカゴンの合成69）’を報告した・藤野らのブタおよび七

．面鳥グルカゴンの合成図をFig・16・Fig・17　va示す。

Fig．　16
sypthetic　Route　to　Porcine　Glucagon

　　　　　　　P
　．Boc蘭Leu－MetニーAsn－Thr－QBz］」

isoc－Gin－2：S－iphe－vai－Gin－Trp－oH

。Q、鐸Ser．難調．A・。．・H

　　　　　　　呂
　BOC－Ser－Lys－Tyr－Leu－OH
Boc’Thr－phe－Thr－ser－R

　　　Z－His卿Ser輯G工n－G工y－OH

（M．Fuゴino　et　al．，　工978）

z］」

l　TFA
n－Trρ幽OH

2）DCC－HONB
1｝7FA
2｝DCC－HONB

a－OH 1）TFA
2）DCC－HoNB

l　TFA
z1 2）PCC－HONB

1　TFAP－Tyr－OH
2）DCC－HONB

1）CH3SO3H
Q）HS冒CH2C。0ヨ

HONB＝N－hydroxy－5－norbornene－2，］一dicarboxiraide

MB’ rtp－methoxybenzenesulfonyl

Porcine　Glucagpn

．Fig．　17

．Sy’ntheしic　Rou七e　to　Turkey．Glucagoh

。6。．。6。．。2、．ler．小、。．。B。i

　　　　　　　　　gBzl

　　．BOC－Gln－Asp－Phe一▽al－Gln－Trp－OH
　　　　　．OBzl　　　　MB．S　bTBS
　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　ユ　　　　　　コ
　　BOC－Asp－Ser－Arg－Arg－A工a－OH
　　　　　　　　　　z

　　BOCLSer一一Lシs－Tyr－Leu一〇H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　gBzl
、．．aOC－Tht－Phe－Thr－Ser－A・p－Tyr－OH

　　　　Z－His」Ser－GlnTGIy一〇H

（rJl．Fu＃rio　e．一1．一1．，　1978）

zl
1）TFA

n－Trp－OH
2）DCC－HONB

a－OH

zl

o－Tyr－OH
　　　　　　　　　　　1）　HF

　　　　　　　　　　　2）HS－CH2COOH

Turkey　Glucagon
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第 4項 合 成 方 針

著者のアヒJt,のグルカゴンの合成は,前項に触れたように,M SAを合成の

最終段階での脱保護試薬に用いた点で,Wiinschら9),中国上海グJt'-プ Ilつ

の ウシグルカゴンの合成と本質的に異なるものである｡したがって,側鎖官能

基を有するア ミノ酸原料 として, Asp (OBzl),Lys(Z)を使用したo叉,

Argの グアユ ド基の保護には,これまで使用されてきたp-toluenesulfo-

nyl(Tos)基 一o)は, MSAに多少抵抗を示し,その脱保護には,40oC,

60分処理という条件を必要とする32) ことから,M SAによる脱保護が容易

(210(〕, 35- 40分 )で,α-ア ミノ保護基であるBoc,Z(OMe)基との

選択性の高いp-methoxybcnzenesulfonyl(u且s)基71 を採用した｡

そして,Ser,Thrの側鎖官能基は保護せずに合成を進めた.さらvC,Metの

側鎖は,M SA-アエ ソ-ル系で S-ア JI,キル化を受け,S-methylsul-

fonium 体が生成する副反応 72) が知 られているので,過 ホウ酸 ナ トリウム

(NaBO )73)を用いて,Met-スルホキV ド 〔Met(0)〕として保護し,良3

終的にMetに還元することとした.過ホウ酸ナ トリウムは,メタ過ヨウ素酸ナ

トリウム(NaIO4)とともに,スルホンを副生しないスルホキi/ド-の良 き酸

化剤であるoMetは,無保護のまま合成を進めると,反応や処理中,部分的夜酸

化を受けること,また脱保護に際し,多少の,保護基に由来するアルキルカチ

オンの付加,さらに前述のよう夜副反応をうけるため,これらを防止する点か

らも,Met(0)として合成を進めるのが得策と判断される｡

つぎに,ペプチ ド鎖を組み上げる方針であるが,本品は,Ser,Thrを多 く

含有するため側鎖水酸基-のア Vル化 74)によるペプチ ド鎖の分枝を懸念し,

活性エステル法による区分ペプチ ドの縮合法を避け,このような副反応密生ぜ

ず,叉'ラセミ化の最 も少ないとされる Rudinger 変法のアジ ド法 44)によ

り区分ペプチ ドを縮合することとした｡そして,反応後の精製除去を容易 とす

るため,Fig.18に示したことく, 1-4位 (フラグメン トG ),5-8位(F),

9-12位 (E),13-14位(D),15-19位(a),20-23位 (B),そして 24

-29位 (A )の 7個の比較的′｣＼さい区分ペプチ ドを選んだ｡そして,その中で

Asp(OBzl) を含む 3個の区分ペプチ ド(B,C,E )紘,普通のエステル

のヒ ドラiPソ処理によりhydrazideに導 くことができ覆い 75) ので,これら
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の区分ペプチドのC末端には・矢島・木曾によって開発された置換ヒドラジン，

trichlorethyloxycarbonyl　hydrazine　（Troc－NHNH2）75）を用い

ﾄ合成を進め，区分ペプチド合成の最終段階で，Zn－AcOH処珪することに

よ1』りTroc基を除去して・hydrazide．とした後・縮合に供することとした。

’｛G）

’｛F）

（E）

（D）

（c）

〈B）

（A）

Fig．18　Sy・th・tic　r・ut・t・d・・kgl・・ag・n

　Z－His－Ser－Gln“Gly”NHNH2

　BOC－Thr－Phe－Thr－Se「嘗NHNH2
　　　9Bzl　　　　多
　BOC－Asp－Tyr－Ser－Lys－NHNH－Troc

BOCe玉Leu一麗慧H軸S
　　　　　　　ヨ　　　　　　コ　　　ロ　BOC－Asp－Thr－Arg－Arg－Ala－NHNH－TrOc
　　　　　gBzl
．BOC－Gln－Asp－Phe－Val一・NHNH－Troc

　　　　　　　　　♀
　BOC－Gln－Trp－Leu－Met－Ser－Thr－OH

2

NH　　2

NH－Troc

a－NHNH－Troc

　　　　　　　　　　　OBzl　　　MBS　　　　　　　　　　　l　　　　　　　　　　l

aOC－Tyr－Leu－Asp－Thr－Arq一
@　　塾偲S　　　　　　　OBzl　　　　l　　　　　　　　　　　　　　　　l

@　　Arg－Ala－Gln－Asp－Phe一
@　　　　　　　　　　　　　　　　　　　？　　　　▽a1－Gln－Trp一工・eu－Met－

@　　　Ser－Thr－OH　（工）

NH－TrOC

r－Thr－OH

H－His－Ser－Gln－Gly－Thr－Phe－Thr一一Ser－Asp－Tyr－Ser一一Lys－Tyr－Leu－Asp－Thr－Arg－Arg－A1a－

　Gln－AspTPhe－Val－Gln－Trp－Leu－Met－Ser－Thr－OH　（　Duck　Glucagon　）

　　二品は，25位にTrpを含有し，前章でのべたようにTrp残基には，　TFA

．癒どの酸処理による脱α一アミノ保護基の際，副反応が生じ，これは，Z（OMe）
’

　．基よりもBoc基の方がその程度が少ないことがわかったので，各区分ペプチド

　のN末保護基としては，フラ．グメント（G）を除きBoc基を採用することにし

　た。そして，Trp含有ペプチド鎖からの脱BOG基試薬としては，溶解性の許す

　範囲内にお・いては，従来のTFAに代えて，第1章で述べた4M．一ESAのT

　FE熔液を使用し，ペプチド鎖の延長に伴う溶解度の減少に際しては，　TFA

、1を使用すること1とした。な：わ，スカペンジャーも，従来のEDT含有アニソー

．！解幼ト→・も同時に加え，T・p残基に鮒る副反応を抑制した．しカ・し，

耳DTの齪は，　M・・（0）のM・・への還元を面し・2％を・・1％uaaで減

ぞ塩疎ゆ＿各面＿ける各種副反応を防止しつつJ八
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分ペプチ ドを0末端部より順次, Rudinger 変法隼よるアジ ド法で縮合し,

保護アヒルグルカゴンを得,最終段階でM SAVCよりMet(0)を除 く全保護

基を一挙に除去し,まず 〔27-Met(0)〕- グルカゴソとすることにした.

グルカゴンは生理的条件下では,溶解性が著しく低い 76) ことが知られている

ので,溶解性の比較的高いこの 〔27-Met(0 )〕一 体の段階で十分精製し,

最琴にスルホキV ドを還元して'目的物アヒルのグルカゴンを得ることとした｡

以上著者は,特に Trpの副反応抑制に対して得た基礎的な実験データーをもと

vc本合成を行 った｡

第 2節 グルカゴン (アヒル)の IB-29位

保護 heptadecapaptideの合成

第 1項 グルカゴソ(アヒル)のG端部 24-29位

保護hexapeptide(A)の合成

まず本グルカゴンの嘱乳動物と構造を異にするC末端heptadecapeptide

の合成について述べる.本合成は,Fig.18の (A), (B),(C),(D)の4

区分ペプチ ドの縮合によって合成したのであるが,まず,各 フラグメン トの合

成について述べる｡

C末端部保護lleXaPePtide(A),Boo-Oln-Trp-Lou-Met(0)-Ser

-Thr-0Ⅱを, Fig.19の合成図にしたがって合成した.

Fig.19
sYNTHET工CSCHEMEOFTHEPROTECTEDHEXAPEPT工DE.

Boc-(duckglucagon24129)-OH (A)
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　まず，Z（’oMe）一Met－OHとH　一Ser　一〇Meを・酢酸エチル（AcOEP）一

ジ・メチル．ホルムナミド（DMF）混液中・DCC法｝2）により縮合した後・ヒド

ラジン処理して保護dipeptide　hydrazideとした。得られたこのhyd－

razideを含水DM：F中，　H－Thr－OHとアジド法で縮合し，保護tri－

peptideとした。続いて・TFAによりZ．（OMe）基を除去してfreeとし・

DMF中でZ（OMe）一Leu－OHとON：P法45）により縮合し・tetra　pep－

tideを得た。この際，　ONP活性エステル反応を促進するため，　N一一hydro－

xybenzotriazole　（HOBT）77）を，アミン成分に対し1当量添加した。

そして，この段階で・MetをMet（0）へ変換した。MetのMet（0）への酸

化には，』 ≒ｬの種々の毅階が考えられるが・Met（0）含有ペプチドは・水溶

性が高いこと，又，本品は，C末端部に親水性のSer，　Thr残基を含有し，ま

す・ます水溶性が増大することから・精製の容易さを考慮して・疎水性基の導入

された保護　tetrapeptideの段階を選んだ。スルホキシドへの酸化剤とし

ては，前にも触れたように，スルホソの副耳が無く，しかも反応性が高く・後

処理の容易なものとして，NaBO、73）を使用「した。すなわち，保護tetra－

pept　ideのテトラヒドロフラン（THF）溶液に，　NaBO3の水溶液を加え，

室温で1晩反応することにより，スルホンの副生なく保護tetrapeptideス

ルホキシドを得ることができた。次に，TFA処理し，　Z（OMe）基を除去し，

Boc－Trp－OHをDMF中・ONP法で縮合して・保護pentapeptideと．し

た。この段階で，α一アミノ保護基としてBoc基を採用した。すなわち，第1

章で述べたように，Trp導入後のα一アミノ保護基の酸処理による脱保護の際

の副反応は，Z、（OMe）基よりBoc基の方が比較的少ないこと，Boc－peptide

の方が，溶解性が上昇することを考慮したのである。　ついで，得られた保護

pentapeptideに，第1章で述べたように，スカベソジャーとして，0．1％

EDT含有アニソールと，　L5当量のスカトールを加え，4M　ESAのTFE

溶液処理を行い，Boc基を除去した後，　DMF中，　Boc　一Gln－OH　78と0

．NP法により縮合して保護hexapeptide（A）とした。　なお・前述のように

EDTの濃度は，スルホキジドの部分還元を防止するため2％より0．1％に減

．少させた。生成物をTLCで精査した結果，上記条件でTrp残基にお・ける副反

’応をほぼ完全に抑制することができた。

t得られた保護hexapeptideの純度を，　T　I．　C，元素分析，酸分解後のアミ
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ノ酸分析vCより確認したOなお㍉ 酸分解は,従来の 6M HCl法79)に変え,

Trpの回収率を求めるため,すべて, Liuら 31)の 4M M SA法 VCより行 っ

た｡さらに,Met(0)は,酸分解恥 一部Metに変換するため,Met+Met(0)

の値を求めその回収率の計算を行 った｡

第 2項 グル カゴソ (アヒル )の 20- 23位

保護 tetrapeptide(B)の合成

ついで･ Fig･20に示す方法で保護 tetrapeptide hydrazide(B),

OBzl
l

Boo-Gill-Asp-Phe-Val-NENH2を合成したO

Fig-20
SYNTHET工CSCHEMEOFTHEPROTECTEDTETfuPEPTZDEHYDRAZ工DE,

Boc-(duckglucagon20-23)-NHNH2(ら)･

Gln ZPs昌1 ,he Vai

Z(OMe)Z(One)ONP H Z(One)Z(one) ONP H

ONP

TFA

NP H .粥

TFA

ONP

NHNH-Troc

NHNH-Troc

NHNH-Troc

NHNH-Troc

NHNH-Troc

NHNHITroc

NHNH2

本区分ペプチ ドは,Asp(OBzl)を含有するため前述したTroc-NflNR239)

を利用し, AcOEt中, Z(OMeト Vaト OIlとTroc-NHNfl2をDCC法

で縮合し,Z(OMe)-Vat-NfLNn-Trocを合成した.そして, TFA処理

により,Z(OMe)基を除去した後,Z(OMe)-The-0ⅠⅠとTI王F中,ONP
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臨急し・像麹｝・・p・id・Tr9吻・・…d・と．嚥．以下r禄た・．

L士‘FA鯉とONP灘御返←・写0二一Ab・（OB　’・　b一・HとB・・iql・

一〇A　・T・）を順次縮合し・保護tet・apept．ide　Tr・c－hydra・ideぺと，ペプ

チド鎖を延長した。そして，DMF中室温で4～5時間Zn－AcOH処理を行い

Troc基を除去し，　DMFムAcOEtで再沈殿を2回くり返し，保護tetra一一L

beptide　hydrazide（B）を得た。なお・Zn－AcOH処理によりTroc

基を除去する際，反応生成物中へのZnの混入が考えられるが，これは，反応

溶．tの溶媒を濃縮し・炭酸水素ナトリウム（NaHCO3）塩基性下・飽和の

．‘ ?狽?凾戟wnediamine　tetraacetate　（EDTA）水溶液（0．1％）処理す

ること紀より除去した。以後，他の区分ペプチド合成の際も，Troc基除去の

際は，すべてこの方法に準じて行うこととした。’

　　　第3項　　グルカゴン（アヒ．ル〉の15－19位

　　　　　　　　保護pentaPeptide（C）の合成
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OBz　1
如F・g．21に，懸，．。、n・。，。p・id。　hyd。。、・（・t。（C），・。，一Ai，，一

　　MBS．　MBS
　　　1　．lT車　r　一Arg　一Ar　g－Al　a　一NHN且2の合成経路を示す。

・Fig．　21

SYNTHET工C　SCHEr・E　OF　TH宜　PROTECTED　PENTAPEPT工DE　HYbRAZIDE．

　　　　　Boc一（duck　glucagon　一15－Z9）一NHNH2’（C）　・．

　　　Q白z工　　　　　　　　　　　MBS　　　　bGBS

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NHNH－Troc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NHNH一一Troc

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NHNH－Troc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NHNH－Troc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NHNH－Troc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NHNH－Troc

　Boc十〇NP　H－NHNH・’一Troc
．　一’’”　Bodl．一　NHNH－Troc．
，，・・B：09・一LTT．7T77：TTr：．，，／，，，．．，．，．．　．，．．・／．・　，．　．，NHNH2，．

Aspl　　　　　　　　　Thr　　　　　　　　　　●　　　　　　　　　●　　　　　　　　AlaArq　　　　　Arq

@　　　2（ONe）

@　　　Z（OMe）

OH　　　　H
@　Mixed

艶OH　　　H
図ixαユ

・Z（OMe）

@　　Z（OMe）

mHNH　　　H　　　　2
田FA

Azide
　　　　　Z（O凹e）

@　　　　耳（QNe）

@ONP　　　　H
X風　　　　　　　　　　　　　　　F　「．

TFA

㎜謁

Zn
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本品 もまたAsp(OBzl)を含有するため,Troc-NHN王㌔ を利用し,これ

をTIIF中, Z(OMe)-Ala-OIIとDC(ブ法により縮合し,Z(OMe)-Ala

-NENE-Trocを得た.そして, Z(OMe)基をTFAで除去しつつ,st＼ep-

wiseに, 2個のArg(MBS)を,THF中,isobutylchloroformateを

用いた混合酸無水物法 (mixed anhydride法,MA岳 )80) により縮合し,

保護 tripeptideTroc-hydrazideとした｡ 夜か,本保護ペプチ ドは結

晶性が悪 く, n-ブタノール(n-BuOI王)を用い結晶化を行い,ついで10%

-クエン酸水溶液と5%-Na王ICO3水溶液,水による batchwise 洗浄後,

メタノール (MeOfI)とn-BuOIIより 再結晶を行 って精製することができた.

次に,Z(OMe)基を TFAで除去し,I)MF中,Z(OMe)-Thr-NIINH Sl)2

をアジ ド法で縮合したOこの際も結晶性が悪 く,n-プロ′り -ル(n-PrOII)

を用いて結晶化を行い,保護 tripeptideの場合と同様 batchwise に洗

浄後,MeOfIとn-PrOII より再結晶を行ったoそ して,TFAでZ(OMe)

基を除去後,Boo-Asp(OBzl)-OEをONP法で縮合した. ついで,前項

に述べたように,DMF中,Zn-AcOE処理することVCよりTroc基を除去

し,保護 pentapeptidehydrazideを得た｡しかし,今回は,ZIl-AcO王王

処理の時間が長 くなるにつれ,TLC上不明の spotsが出現した｡これは,Arg

(MBS)含有ペプチ ドの場合に限 りみ られることか ら,Arg(MRS)に基因

する副反応であると考えられるが詳細は不明である｡したがって,反応時間を

2-3時間とし,少量生成する副反応物および未反応物を,T江F-AcOEt,

ついでTIIF-ユタノ-ル (EtOI王)VCより再沈殿を繰 り返すことにより除去

し,57%の収率で,TLC,元素分析,酸分解後のア ミノ酸分析により,純度

の確立した保護 penもapeptidehydrazideを得た.

第 4項 グルカゴン(アヒル )の13-14位

保護 dipeptide(D)の合成

保護 dipeptidehydrazide(D),Boc-Tyr-Lou-NHNE 2 の合成は,

Fig 22VC示した方法に従 って,DMF恥 Boc-Tyr-0王1･DG正A82'と
且Cl･n-Leu-OMeをD(ブC法で縮合し,得 られた油状物質を,精製するこ
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と：なく，MeOHに溶解して・ヒドラジン処理し・得られた結晶をMeOHと

EtOHで再結晶して行った。

Fig．　22
SYNTHETIC　SCHEME　OF　THE　PROTECTED　D工PEPT工DE　HYDRAZ工DE，

　　　　Boc一（duck　glucagon　13一14｝一NHNH2　（D）・

　　　　Tyr　Leu
　　　Boc十〇H　H十〇Me
　　　　　　　　DCCBoc

Boc
NHANH

OMe

NHNH 2

第5項　　グルカゴン（アヒル）の13－29位

　　　　　保護heptadecapeptideの合成

　第1～4項で得られた4個の区分ペプチドをFig．23に示す方法で順次縮合

し，保護heptadecapeptide（1）とした。　　まず，第1項で得られた保護

hexapeptide（A）を，前述の4MESAのTFE溶液によりBoc一基の除去

を試みたが，本TFE溶液に区分ペプチド（A）が難溶のため，この方法を断念

し，TFA処理によって，　Boc基を除去した。この際，第1章で述べた0．1％

．一 dDT含有アニソール（10当量）＋スカトール（1．5当量）系のスカベンジャ

ーを使用すると，着色もなく，又，TLC上期反応なく脱保護反応が進行する

ことが観察された。すなわち，前述のようにペプチドの分子量の増大によって

脱離するt一　Buカチオンのモル濃度が減少し，これと使用するスカペソジャー

の相対的な増加が副反応を抑制するに有効になったものと判断される。こうし

て得た遊離　hexapeptideを，スカペンジャー等を除去するため，無水エー

テルで十分に洗浄した後，第2項で得られた区分ペプチド（B）と，DMF中ア

ジド法で縮合した。そして，5％一クエン酸水溶液と水で，batchwiseに洗

浄後・DMF－AcOEtで2回再沈殿を繰り返し，保護decapeptideを得

た。ついで，この保護decapeptideを，0．1％一EDT含有アニソール（14
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当量)-チカ ト-ル(rl･5当量 )存在下,TFA処理し,Boc基を除去 し,free

decapeptideとなし,これを第 3項で得 られた区分ペプチ ド(0)と,一 アジ

ド法で縮合したOそして生成物を,10%-クエン酸水溶液 と水でbatchwise

に洗浄後, DM F -EtOHで再沈殿し,保護 pentadecapeptideを得た.

夜か,この縮合の際･ア ミン成分である free decapeptide が難溶夜ため,

N -メチルピロリドン(NM P)とDM Fの混液を反応溶媒 として使用 した｡以

後,ペプチ ド鎖の延長につれ溶解度が減少して くることが考えられるので,区

分ペプチ ド縮合の際には,本混合溶媒を使用することとした.続いて,この保

護 penもadecapeptideを,o･1%-EDT含有アニソール(30当量 )-ス

カ トール(2当量 )存在下, TFA処理して得 られた free 体に, 第 4項 よ

りの保護 dipeptide(D)をアジ ド法VCより縮合し,常法 batchwise洗浄

後･ I)M-F ~AcOEtで 2回再沈殿を繰 り返 し,保護 heptadecapeptide(I)

を得た｡夜か,各縮合段階VCかV,て得 られた保護ペプチ ドの純度を,そのつ ど,

TLO,元素分析,酸分解後のア ミノ酸分析により確認したO

Fig.23syntheticschemeoftheprotectedheptadecapeptide

Boc-(duckglucagon13-29)-OH(I)

BocITyr-IJeu-Asp-Thr-Arg-Arg-Ala-Gin-Asp-Phe-Val-

Gln-Trp-Leu-L4et(0)-Ser-Thr-OH (I)

136-



第3節 グルカゴγ、（、アヒル）の全合成

第1項　　グルカゴン（アヒル．）．の9一12位

　　　　．保謹t・伽P・ptid・（E）の合成

　・まず・保護　tetrapeptide　hydrazide（E）を・Fig・24に示す合成図．

に従って合成した。

Fig．　24

SYNTHETIC　SCHEME　OF　THE．PROTECTED　TETRAPEPT工DE　HYDRAZIDE，

Boc

Boc

Boc

Asp　　　　　　Tyr

　　　　　　　B。c一（du・k　glucaq。n　9－12）一NHNH2（E）

@毫　　　　　　　　　　　　　　　　Ser　　　　　　　　　Lys

NHNH・舷、de　H　　　　　Z（0煙e）

@　　　　Z（ONe）

m｝王NH2　　　H ㎜Z（OMe）
Azide

Z（0旭e）

TFA
ONP　　　　H

㎜
Zn

NHNH－Troc

NHNH－Troc

NHNH－Troc

NHNH－Troc

NHNH－Troc

NHNH－Troc
NHNH
　　2

　奉区分ペプチドは，Asp（．OB　zl）を含有するため，．まずTroc－NHNH，を

即いて，Z（OMe）一Lys（Z）一NHNHTrocを合成し，．これを出発原料とし，

合成を進めた。そして，TFA処理により，　Z（OMe．）基を選択的に除去しつ

？，Z（．OMe）一Ser－N耳NH’1♪ついで，　Z（OM　e）一Tyr－NHNH：243）をア

セド法で，Boc－A亀p（OBzl）一〇HをONP法で縮合し，保護tetrapeptide

Troc－hydrazi面とした。次に，　DMF中，　Zn－AcOH処理し，　Troc基

を除去して，前述のごとく耳DTA水溶液処理後，MeOHより再結晶して，保

、御・Sr・ap・p・iq・（E）を得t・・得ら糠区分ぺ方ド（E）の純度をTLC・

．四神析・醐鞭の．ア．ミノ醐析で確認，し・・m下の齢反応に用いた・
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第 2項 グルカゴン (アヒル )の 5-8位

保護 tetrapeptide(F)の合成

次に,Fig･25に示す方法で保護 もetrapeptide hydrazide(F)の合

成を行 った｡

Fig.25
SYNTHET工CSCHEMEOFTHEPROTECTEDTETRAPEPT工DEHYDRAZZDE,

Boc-(duckglucagon5-a)-NHNH2(F)･

Thr Phe Thr Ser

NHへNHへ TFA

DMF中,Boo-Thr-OH･DCIIA 83つとHCl･H-Phe-OMeをDCC法で

縮合し,精製することな く,EtOEVC溶解し,ヒ ドラジン処理して保護 di-

pepもidehydrazideとした｡この際vC,別法として,Doc-Thr-NHNH2と

RCl･技~Phe-OMeとのアiPド法による合成法 も検討を行 ったところ,B｡｡-

Thr-OMe(池状励 )をMeOII中,ヒ ドラLPソ処理すると, TLC上vC多貫

の副反応物の生成が認められ,したがって,Boo-Thr-N技NH2 の収率が悪

くこの方法は断念した｡しか し,Z(OMe)-m r-NIINE 2 は収率よく得 ら

れるので,DMF中, Z(OMeト Thr-NIINE2とfLCl･H-Ser-OMeをアジ

ド法により縮合し,保護 dipeptidemethylester,Z(OMe)-Thr-Ser

-OMeを得,ついでTFA処理し,Z(OIWe)基を除去Lfree体とした｡そ

して･上記の 2つの dipeptide unitsを,I)M F中アジ ド法で縮合し,壁

成物を 10%-クエン酸と水で batchwiseに洗浄後,MeOH.-AcOEtで

再結晶して精製した｡ついで,MeOIlに溶解し,ヒ ドラLyソ処理して保護te-

trapeptide hydrazide(F)としたQ得 られた区分ペプチ ド(F)の純度を,

TLC,元素分析,酸分解後のア ミノ酸分析により確認した｡
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　　　　第3項　　グルカゴン（アヒル）の1－4位

　　　　　　　　　保護tetrapeptide（G）の合成

　1－4位の保護　tetrapeptide　hydrazide（G）の合成を，：Fig．26に

示す方法で行った・すなわち・含水DMF中・HCl・H－Gly－OMeにZ（OMe）

一Gln－OHをON：P活性エステル法で縮合し・保護dipeptide　methyl

esterとした。そして，　TFAでZ（OMe）基を除去しつつ，　stepw三seにZ

（OMe）一Ser－NHNH281），　Z－Hi　s－NHN　H284）を順次，アジド法で縮合した。

得られた保護tetrapeptide　methyl　esterを，　MeOI｛に溶解し，ヒド

ラジン．処理して相当する　hydrazide（G）とした。そして，純度を確認後，以

下の縮合反応に使用した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　二

Fig．　26

SYNTHET工C　SCHEME　OF　THE　PROTECTED　TETRA二PEPT工DE　HYDRAZ工DE，

z

z

z

His

z一（duck　glucagon　1－4）一NHNH2　（G）．

　　Ser　Gln　GlyZ（0麗e）

y（O瓦e）

ONP　　　　　　H

@　　囎
TFA

NHNH2　　　　H
Azide

　　　　　　　Z（0赦e）

@　　　　　　Z（ONe）

l｛NH2　　　　H ㎜
Azide

OMe

OMe

OMe

OMe

OMe

OMe

NHNH
　　2

　　　　第4項　　保護グルカゴン（アヒル）の合成

　本項に，前節で得られた保護heptadeeapeptide（1），Boc－Tyr一正eu

OBzl　MBS　MBS　OBzl
　I　l　　l　1－AsphThr－Arg－Arg－Ala－Gln－Asp－Phe－Val－Gln一’一Trp－Leu　m
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　o
　L
Met－Ser－Thr－OH〔Boc　一（duck　glueagon　13－29）一〇H〕，を出発物質

とし，これに本節第1～3項に述べた区分ペプチド（E），（F），（G）を順次

縮合して得られる保護基みついたグルカゴン（アヒル）について述べる。その

合成図をFig．27に示す。

Fig．　27　Synthetic　scheme　of　the　protected　duck　glucagon．

．《G）　Z－His－Ser－Gln－Gly團NHNH2

（F）　Boc－ThrTPhe－Thr－Se－r－NHNHi

　　　gBzl一　J　一4
（E）　Boc－Asp－Tyr－Ser－LYs－NHNH2

　　　　　　　　　　　　　　　TFA（工）　Boc一（duck　glucaqon　13－29》一〇H

1）Azide
2）TFA

1）Azidt
2）TFA

Azide

z－His－ser－Gin－Giy－Thr－phe一［vhr－ser－lilgpZ－iTyr－ser－t（Lfs－Tyr－Leu－OA’ZS一1一

Thr－AM’　Br’gS一｝’1？：一Ai－＝|Gin一；lgS一1phe－vai－Gin－Trp－Leu－r42t－ser－Thr－oH

　すなわち，前節より得られた保護heptadecapeptideに，0．1％一EDT

含有アニソール（35当量）一スカトール（2当量）系スカベンジャーを添加し

てTFA処理し，　Boc基を選択的に除去した後，NMP－DMF混合溶媒に溶

解し，保護tetrapeptide　hydrazide（E）とアジド法で縮合した。ついで，

常法通りbatchwise洗浄を行い，　DMF－EtoHで再沈殿を繰り返し，　T

I．C上単一スポット，元素分析，酸分解後のアミノ酸分析が理論値とよく一致

する，保護heneicosapeptideを得た。次に本保護ペプチドを，0．1％EDT

含有アニソ・一ル（45当量）一スカトール（2当量）存在下・常法T：FA処理で

Boc基を除去した後，NM：P－DMF混媒中，第2項よりの区分ペプチド（F）と

アジド法で縮合した。ついで常法batchwise洗浄後，DMF－EtOHで再

沈殿を繰り返し，純度の確定した保護pentacosapeptiqeを得ることがで

きた・さらに・’t記保護・・n・岱・6・a・・P’t・d・を，・・1・［oEDT鮪ア捌

一ル（60当量）一スカトール（2当量）存在下，TFA処理してfreeとし，

第3項よ．りの区分ペプチド（d）と．アジド法で縮合した。そして，生成物を常
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法通り、「batchwise洗浄後・DMF－EtO且で再沈殿を繰り返レ・保護アヒ

ルグルカゴンを得た。本四は・各種TI・C展開溶媒系にお・いて単一スポッ．トを

示．レ又，．元素分析・酸分解後のアミ．ノ酸分析も理論値とよく一致する値を示

した。・

第5項 グルカゴン（アヒル）の牛合成

一　脱保護と精製　一

　前項で得られた保護グルカゴン（アヒル）に・アニソール（80当量）とス

カトール（5当量）をスカベソジャーとして添加し，全保護基を除去するため，

MSA処理を最初氷冷下15分，ついで室温で45分行った。MSAを高級ペプ

チ．ドの最：終段階における全保護基の脱保護試薬として使用するのは，本実験が

最初の例であるが，モデルアミノ酸を用いる基礎実験32）から判断すると，上　・

記条件下に，Met（0）を除く・合成に使用したすべての保護基は完全に除去鷹

れたと判断される。MSA処理後，生成物を氷野下に，エーテルを加えて沈殿

させ，エーテルで十分に洗浄後，Fig．28に示す順序で精製した。

Fig．，28
Deprotection　and　purification　of　synthetic　duck　glucagon
　　　　　　　　　　　　　　　　gBzi　．　．　P　一　一　9Bzl
Z－His－Ser－Gln－Gly－Thr－Phe－Thr－Ser－Asp一一Tyr－Ser－LYs－Tyr－Leu－Asp一
　　　！）IBS　ltlBS　J　一一　9Bzl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　g
　Thr－Arg－Arg－Ala－Gln－Asp－Phe－Val－Gin－Trp－Leu－Met－Ser－Thr－OH
　　　　　　　　　　　　　　　（Protected　duck　glucagon）

1）MSA－anisole－skatole
2｝Amberlite　CG－4B　（acetate　forrn）
3）O．5Ft　NH40H　（OO，　30rrtin）

4）Sephadex　G・一25　fine　（O．5g　A，cOH）

5）CM－celluiose　・（gradient，　O．06M－NH40Ac，pH6．9）

　　　　　［27－Met〈O）］一duck　glucagon

　　　　　　　／雛離聖蹟1輪

H－His－Ser－Gln－Gly－Thr－Phe－Thr－Ser－Asp－Tyr－5er－Lys－Tyr－Leu－Asp－
　ThrrArg－Arg・一Ala－Gln・一Asp・一Phe．一Val－Gln一一Trp－Leu．一Met－Ser－Thr－OH

　　　　　　　　　　　　　　　（Synthetic　duck　glucagon）
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まず,沈殿を水に溶解し, Amberlite C)G-4B (acetate form ) 処

理を行い,酢酸塩に変換した.本品は, Ser,Thr残基を多 く含有してお り,

MSA処理の際,これらの残基VCおけるN-0転位 85) が生成する可能性があ

るが,同様の反応は江F処理の際にも報告されてお り,これは,希アルカリの

処理で可逆的にもとにもどることも知 られている 86) ので,0･5M NI140江

処理を水冷下 30分行 った後,直ちに凍結乾燥した｡そして, 0.5%-AcOE

を溶出液として, Seplladex G-25(fine)を通 してゲル炉過を行い,280nm

による吸光度測定より,Fig.29に示す溶出曲線が得られた｡

Fig.29 Purificationof t27-Met(0)卜duckglucagon

onSephadexG-25fine.

80 100 120 140 tubeNo.
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　この図にお・いて・最初のピーク（tube　No．75－90）より得られた物質は

水に難熔であり・その本体は不明であるが・こ・のような分離パターンが・Wif－

nschら9）の合成の際にも記載されている。恐らく・合成の際・あるいは脱保

護の際十分抑制できなかったTrp又は・Tyr　残基に起因する副反応物である

と考えているが・精査は行わなかった。そして・主フラクション（tube　No．

105－140）を集め，凍結乾燥して，〔27－Met（0）〕グルカゴンを得た。続い

て，Met（0）を還元してグルカゴン自体として精製するのが一方法であるが・

哺乳動物のグルカゴンは多少水に難溶であることが知られてお・り76），したがn

て構造類似の本品についても，その精製に制約が加わることが考えられる。こ

のため1比較的水に溶解性の高い〔27－Met（0）〕体で十分な精製を行うこと

Fig．　30　Purification　of　［27－Met（O）］一duck　glucagon

　　　O．D．　at
1．5

　　　　280　nrn

LO

O．5

　on　CM－cellulose

sampie　log　mg

Size　2．4x6．8　cm

Fraction　6ml　each

Hi；aj‘一r

　　　Gradient　elution
　　　　　O．06　M　NH40Ac　（800ml）

　　　　pH　6．9
　　　　Mixing　flask．（800ml　H20）

ト53一一一85→1

20 40 60 80　tube　No．

一43一



とした。すなわち，Sephadex　G－25の精製で得られた主十分を水に溶解し，

CM一セルロースイオン交換クロマトにapPlyし，　o・06M－NH40Ap（pH

6．9）bufferのlinear　gradientにより溶出して精製を行った。そして・

280皿mに知ける吸光度測定したところ，Fig．30に示す溶出曲線が得られた。

　　この目的物画分（tube　No．53－85）を集め・凍結乾燥し・ここに白色羽毛

状の〔27－Met（0）〕一グルカゴン（アヒル）を得た。ついで，　Met（0）残基

を還元するため，少量の水に溶解し，メルカプトエタノール87）で45。C，48時

間　incubateした。この際の還元の進行を，　TLC上，　Met試薬88）およびRf

値の変化により追跡した。そして還元終了後，Sephadex　G－25（fine）に

．applyし・0・50／・　一一AcOHで溶出して・還元剤：お’よび塩類を除き・目的物の

アヒルグルカゴンを得た。脱塩カラムに知ける溶出パターンをFig．31に示す。

Fig．　31　Punt’fication　of　synthetig　duck　glucagon

　　　　　　　　　　　on　Selphadex　G－25　fine

1．0

O．5

O．D．　a七

　280　nrn

、尉

Size　2．5x140　cm
Solvent　O．5　g　AcOH

Fraction　6ml　each

40 60 ．80 100 120　tube　No．
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や呼得られた舗品を・WUnschら9）の方法にな砺α・2断・遡

水溶液に懸濁した後・pH8・5　vc　adjustすることにより結晶化を行い・Fig・32

・に示す緕晶状の合成グルカゴンを得ることができた。

Fig．　32

CRYSTALS　OF SYNTHETIC　DUCK　GLUCAGON．

suspended　in　O．0290－NaCl

dissolved　by　O．1MNaO且at　pH10．5

adjusted　pH　8．5　by　O．IM　HCI

stood　at　room　temp．　overnight

stored　at　40　for　3　days

鋸繍

（x300）

’i
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得 られた合成アヒルグルカゴソは,各種TL(コ展開溶媒上単一スポットを示

すとともに,pI1213におけ る 15%-分離用 ポリアクリルアミドI)isc電気泳

動'夜らびに,Ampholine(pf13.5-10,LKB ) を使用したポリアクリルア

ミドDisc等電点電気泳動89)において,鋭い単一バン ドを示し(Fig.33),

その純度の高いことを確認した｡

Fig.38

Disc electrophoresisof syntheticDuckGlucagon

15% polyacrylamidegel (0･5×6･Ocm)

buffer:0･37M-Glycine.pH2･8

5mA/tube,2hr.Amidoblack lob stain.

Disc isoelectrofocusing of synthetic1)uckOlucagon

2% AmpholineLKB 1809-101 (pE SIS-10)

(+)o･2% n2SO4 ト)o･4% ethylenediamine
lmA/tube,lhr,100V,1hr,

t,llbe 0.5×6･Ocm,GoomassieBrilliantBllle0-250 stain.3'
S
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・．蓉ニー支「1’　4M　MSAによる酸分解・および・aminopeptidaseM（AP－M）

酵素瀧・・’後のアミノ酸分析は・いずれも理論値とよく一致する値を示した・

桔に，後者の酵素消化後のアミノ酸分析値から・本合成に使用したMSAが，

’前記の処理中，期待通り各種の保護基を十分に切断除去したことを確認するこ

乏ができた。さらに，本精製品中のTrpの回収率は高く・本合成にお・けるTrp

諭冥応抑制法の成果をよく物語っていると思われる・

第6項　　合成グルカゴン（アヒル）の生物活性

　第5項で得られた合成アヒルグルカゴンの生物活性を，ラット（Sprague－

Dawley　rat）の脂肪組織にお・ける脂肪分解促進作用の測定により検討C武田

薬工生物研究所・岩塚博士実施）した結果・天然（ブタ）グルカゴン（Sig一

　　　　　　　　　　　　125　　　　　　　　　　　　　エーGlucagon　from　Different　AntiseraFig．　34　Displacement　of

　　　　　　　　　　　　　　　by　Porcine　and　Duck　Glucagon

1．2

1．0

O．8

O．6

．O．4

O．2

BIF

）ss

Sex

　N．，Ct

30K　1：20000

x Nsp
＼cし、

N N N NSN

i．2

LO

O．8

x　NsL一　o－6
　v

O．4

O．2

BIF

iOO　400　IOOO
　　　　pg／m1

2000

　　R517　1：1500儀。、、、

　　げ㍉哨』6・・δ一一＿＿．一一

　　　　　　　　　　　軸●ro

Ob一。くD　Duck

一　Porcine

IOO　400 　1000
P9／皿ユ

2000
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maG一一　4250）と同程度の活性を有することがわかった。又，免疫学的性質

は．t天然（ブタ）グルカゴンに対して得られた2種の抗血清（30K901R517）

に対する合成グルカゴン（アヒル）の交差反応性を調べた（京都大医学部，桜

井博士実施）結果，Fig．34に示すように天然（ブタ）グルカゴンと比較し，

その交差反応性は低く，30Kに対しては，約46％，　R　517に対しては，約20

％であった。すなわち，哺乳動物と鳥類（アヒル）のグルカゴンは，構造的に

非常に近似したものであるが，免疫的にはかなり異った性質を示すことがわか

った。
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．結． 語

　．．ここに著者は，従来のHF法にかわる最終段階における全保護基の除去試薬

として，初めてMSAを使用し・アヒルグルカゴンの全合成に成功することが

できた。特に・合成途上に吾けるTrp残基の副反応に関連して・あらかじめ・

、Trpに生ずる副反応物を解明するとともに・その抑制法に検討を加えたことは・

Trp残基を含有する一般のペプチドの合成に有用な知見を加えたものと考える。

　・また，「アヒルグルカゴンは哺乳動物グルカゴンと構造が非常に類似している

にもかかわらず，免疫学的挙動が大きく違う点，非常に興味がもたれるところ

であり・さらに・これらグルカゴン以外に・構造類似の消化管ホルモンとして

GIP，VI：P，セクレチン等の存在が知られているので，著者の合成は膵臓

消化管系の比較内分泌学的研究に資するところあるものと考えている。
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実験の部
　融点（mp）は・柳本微量融点測定器で測定し・すべて未補正。旋光度は・

Union　AutomaticDigital　polarimeter　PM－101で測定した。

　ペプチドの酸加水分解は，第1節では，Liuら30）の3M　Tos－OHを用

い，第2節では，Trpの回収率を知るため，すべて，　Liuら31）の，4MMSA

を用いて行った。（3M　Tos－O宜では，減圧封管後，110。C，18hr加熱。

4MMSAでは，減圧封妙趣，110。C，22hr加熱。）

　ペプチドの酵素消化には，Rbhm＆Hass　Co．から購入したaminopep一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むtidase　M（AP－M）を使用し，窒素置換後，37．5　C，24　hr　incubate

した。

　酸加水分解物および酵素消化物のアミノ酸組成は，Mooreらの方法91）にし

たがって，Hitachi　Amino　Acid　Analyzer　KLA－5型で測定した。

　NMRスペクトルは，　Varian　A－60　Spectrometer，　HA－100　Spe－

ctrometerを使用し，　tetramethylsilane（TMS）を内部標準とし

て測定した。

　Massスペクトルは，　TMS－01SG－2　Spectrometer（Japan　El・・一

ectron　Optics）・IR一スペクトルは，　Hitachi　Grating　Infrared

Spectrophotometer　215を使用して測定した。

　薄層クロマトグラフィー（TLC）は，　Kiesel　Gel　G　nach　Stahl

（MercK社）を用いて調製し，以下の溶媒系で展開した。

　Rf　：　CHCI　：MeOH　：　HO　＝　8　：　3　：　1　，
　　1　　　　　　　　　　3　　　　　　　　　　　　　　　　2

日目2：CHCI3：MeOH＝　9　：　1　，

Rf，　：　nbBuOH　：　AcOH：　Pyr：H，O　＝＝　4　：　1　：　1　：　2，

Rf，　：　n－BuOH　：　AeOH：　Pyr：　H，O　＝　30　：　6　：　20　：　24，

Rf，　：　n－BuOH　：　AcOH：　Pyr：H，O　＝　30　：　20　：　6　：　24，

Rf，　：　n－BuOH　：　AcOH：AcOEt：　H，O　＝　1　：　1　：　1　：　1，

Rf7：　n－BuOH　：AcOH　：　H20　二　4　：1　：5（上層）・

　なお・，溶媒比はすべてv／v％であり，CHCI　は，　EtOHを2％含有す
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
るものをそのまま使用した。
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　TI．Cの発色の定量には，　Shimadzu　Dualwave　length　TLC　sca一一

n皿er　CS－900，　recorder　U－225MCSを使用した。

　シリカゲルカラムクロマトグラフィーには，Kiesel　Gel　60（Merck社）

を用いた。

　イオン交換カラムクロマ5には，CM－Cellulose（Whatma皿CM23）

およびDEAE－Cellulosc（Brown社standard）を，ゲル炉過カラム

クロマトには・Sephadex　G－10（：Pharmacia　Co．）ならびにSepha一一

dex　G－25　fine（：Pharmacia　Co．）を用い，東洋科学製フラクションコ

レクターSF－200Aで分画し，吸光度を，且itaehi　Model　100－20　Spe－

ctrophotometerで測定した。

　イオン交換樹脂は，Amberlite　CG－4B　type　llを使用し，Rδhln＆

Hass　Co．から購入した。

　アジド反応は，すべて：RudiRgerの変法44）に従って，低温室（4。C）で行

った。

　4M　ESA／TFEならびにTFA処理は，特記しない場合はすべて，二

二下無水条件で60min行った。特に，　Trp含有後の処理はすべて窒素置換し

て行った。

　実験操作中，溶媒の濃縮，留去は，特記しない場合はすべて，40。～50。C

で行った。

　エーテル，THF，ジオキサン等過酸化物を含みやすい溶媒は，　HムIH
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4
を加えて蒸留し，FeSOを’加え，窒素ガスで封じたものを使用した。　　一一一一．．．
　　　　　　　　　　　4
　溶媒の乾燥（抽出時）には，特記しない場合は，すべて無水亡硝（NaSO）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　　　4
を用いた。
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第1章に関する実験

第1節に関する実験

Boc－Trp－OHに由来する副反応物の単離

　Boc－Trp－0且（3．04g）に，2％EDT含有アニソール（2．2ml，2eq．）

を加え氷冷下常法TFA処理を行う。ついで25。CでTFAを減圧留去。残査

にn・一hexa皿eを加えてdecant、3回。残査をAcOEtに溶解し，水で5

回洗浄後，AeOEt層を乾燥し，ついで減圧留去する。残査を少量のCHCI：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
MeOH：：HO＝8：3：1の溶媒系に溶解し，シリカゲルカラムクロマト（2．0
　　　　　2
×35cm）にapplyする。同一の溶媒系で溶出し，さらに再クロマトを行って

4種の副反応物（B1～B4）を単離した。

　収量　B1：24mg（Rf，0．31）　　B2：　50皿g（Rf、0．40）

　　　　B，　：　10mg（Rf，　O．45）　B．：　lmg（Rf，　O．51）

i）B：H－T・p（2’。rぎ・・7’一m・皿・一B・t）一〇H
　　　l
　　　　　　　　　　t
　　　（3種のモノBu置換体の混合物）

　　MeOH－n　，一hexaneより再結晶．

　　mp　205－2100

　　・R魏蔓・338・・m－1（・・d・1・一NH）．

　　Mass：m／e　260（M＋，　C且NO）．
　　　　　　　　　　　　　　　　　15”20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2　2　t
　　NMR（CD．OD）　：S　1．35　（s，　2’or7’一But　），
　　　　　　　　3
　　　　　　　　1．37（s，sLBut），　1．47（　s，　2’　or7LBut　），

　　　　　　　　7．04－7．82（皿，aromatic　H）．

ji）　B，　：　H一　Trp　（　1’　一　Bu　t）一　OH

　　MeOH－AcOEtより再結晶．
　　mp　iss－lgoe　（ct）2B　一30．40　（c＝i．7， 80　O／o　一Et　OH）・
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（li・…mp　177－1　7．　Se〔α〕三一3・208。％一E、。H）

（li・。・8　mp　17go @〔α〕2t15　一2S．9・，8・％一E、。H）

IR（KBr）：　且。　ihd．ole　NH．

M・ss・m／・260（M＋，　C、5H，。N，・，），

　　　　　i86（M『C2耳4NO2）・　130（186－C4H8）・

NMR（CD，OD）：δ1．72（9H，・，B・t），
　　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　
　　　　　6．86－7．28（2H，　m，5，6－H），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7．33（1H，　s，2－H），
　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　，
　　　　　7．53　一7．80（2H，　m，4，7－H）．

NMR（DMSO一（・e，）：δL65（9H，・，　B・t），
　　　　　　　　　　　　　　　　”　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　’
　　　　　6．91－7．17（2H，　m，5，6－H），7．42（1H，　s，：2－H），、

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ
　　　　　7．50－7．75（2H・，　m，4，7一且）。

　　　　　　　　　　　　　　ク　DB，：H－T・p（1，5－di－B・t）LOH

　　MeOH－AcOEtより再結晶．
　　　　　　　　　　　mp　203－204　　　1R（KBr）：no　indole．NH．
　　Mass・m／・316（M＋・ClgH28N，・，）・242（M－C，・H．　N・2　）．　’

　　　　　　　186　（242－C4H8），　171（186－CH，）。

　　NM：R（CD30D）：δ　1．38，1．39　and　1．72，1．73

　　　　　　　（two　pairs　of　s，　total　9H　each，2×But・）；

　　　　　　　7．10－7．72　（4H，　m，　aromatic　H）．

　　　　　　　（これらのaromatic　Hシグナルは，2種の異なる。・on一一

　　　　　　　for皿ersの平衡にしたがって複雑なパターンに分割してい

　　　　　　　る。）

　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　ノlV）B、：H－T・p（2・5，7－t・・i－B・t）一〇H

　　M・ss・m／・372・（M＋，　C23H、6N，・，），

　　　　　　　　　　298（M－C2H4NO2．）．
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Z（OMe）一Trp－OH　に由来する副反応物の単離

　Z（OMe）一Trp－OH（3．68g）に，2％EDT含有アニソール（2．2ml，2eq・）

を加え，氷冷下常法TFA処理。　Boc－Trp－OHの場合と同様後処理を行った後，

溶媒を留年した残査を少量のCHCI，：MeOH：H20；8：3：1　の溶媒

系に溶解し，シリカゲルカラムクロマト（2．0×37．5cm）にapplyする。同

一の溶出液で分離後，再クロマトを行って4種の副反応物（M～M）を単離
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1　　　　　4
した．収量Ml：18mg（Rf10・　20）塊：68mg（Rf，　O・35）

一　　M，：21皿9（Rf，　O・47）M・：5mg（Rf，・・49）

　　　　　　　　　　　　　　　ノ
D　MI：H－Trp（1，5－di－MBzl）一〇H
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　MeOH：一AcOEtより再結晶．　mp　185－188

　　1R（KBr）：no　indole　N且．
　　M・…　m／・444（M＋，C，，H28N、・4）・

　　　　　　　370（M－C2　H，　NO，）・　　250（370－C8H80）・

　　　　　　　121（MBzl）．

　　NMR（DMSO一吃）：δ　3．70（6H，　s，2×OMe），
　　　　　　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ

　　　　　　　7．14　（1H，　s，2－H），7．40（1H，broad　s，4－H）．

　　　　　　　　　　　　
1D嶋：H：一T・p（2－MB・1）一〇H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　MeOH一．AcOEtより再結晶．　mp　189－190
　　　　　　
　　．〔α〕D－L9．（・＝O・8・80％一EtOH）・

　　・R撒・337・・m－1（i・d・1・NH）．

　　Mass・m／・324（M＋，　ClgH，。N、・，）・280（M－C・，）・

　　　　　　　250（280－CH2N且2），121（MBz　l）．

　　NMR（CD30D）：δ　3。70　（3H，　s，　OMe），

　　　　　　　4・10（2H，　s，　benzyl　H），

　　　　　　　6．65－7．80（8H，　m，　aromat　ic　H）．

　　NMR（DMSOra、）：δ31’6　s（3H，・，　OM・），

　　　　　　　4．07（2H，broad　s，　benzyl　H），
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’L

　　　　6．65－7．77（8且，ms　aromaticH），

　　　　　10．8　（IH，　s，　indo｝eNH）．

Anal．Calcd．　for　Ci，H20N2　03　’　1／4　H20　：

　　　　C，　69．38　；　H，　6．28　；　N，　8．52・

Found；　C，　69．15　；　H，　6・21　；　N，　8．03・

　　　　　　　　　　ノ　　　　　　
ilD　M3：H　一　Trp（2　，5　－di－MBzl）一〇且

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　MeOH－etherより再結晶・　　mp　18．9一199
　亡α〕ぢ一8．9．（・＝＝O．56，80％一EtOH）．

　　・R撒・338・・m－1（i・d・1・NH）．

　　M・ss・m■・444（M＋，　C，，H28N，・、），4・・（M－C・，）・

　　　　　　　370（400－CH2NH2）　，121（MBzl）．

　　NMR（CDOD）：δ3．72　（6且，．s’，2×OMe），
　　　　　　　3
　　　　　　3．95，　4．10　（　2H：each，　broa（箕　s，2×be皿zyl　】玉），

　　　　　　6．65－7．58（11且，m，　aroma多ic　H｝．

　　NMR（DMSO一・al，）・δ3．68（「6・H’，・，2XOM・），

　　　　　　3．90（2H，　s，benzyl　H），

　　　　　　405（2H・b…d・・b6ヰ2γ1．H），

　　　　　　　　　　　　　　　　ヒノ　　　　　　7，45（1H，　broad　s，4　－H），

　　　　　　10．7（1H，　s，　indole　NH：）．．

　　Anal．　Calcd．for　C27且2sN2　04・　1／2　H20　：

　　　　　　C，71．50；　且，6．45　；　N，6．18．．．

　　Found：C，71．53；　H，6．30　；　N，5．93．

　　　　　　　　　　ノ　　　　　　　　
iV）M、：H－T・p（2・5・7『t・i一：MB・1）一〇H

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o　　MρOH－etherより再結晶・　　mp　189－191

　　・R撒・338・・m－1（i・d・lb　NH）．

　　M・・s・m／e564（M＋・C、，耳，N，0，）・520（MrC・，），．

　　　　　　　　　490（520－CHi　NH2），121　（MB　z　l）．．
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第2節に関する実験

各種希釈スルホル酸によるアミノ酸誘導体の処理

　3種のアミノ酸誘導体，Z（OMe）一Lys（Z）一〇H，　Boc－Lys（Z）一〇H，　Z

（OMe）rAsp（OBzl）一〇Hを各々1mmolとり，アニソール（5eq・）存在下，

18。Cで各種スルホン酸のAcOH，一または，　AcOH一塩化メチレン（1：1v／v）

溶液で処理した。そして，1，3，24hr後，反応溶液を各々1．2μmolつつ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　むサンプリングし，TLCで展開後・ninhydrin試薬で，90　C，15min加熱発

色させた。発色率を，authentic　sampleのものとTLC　scannerで比

較定量した。使用したスルホソ酸類は，MSA，　ESA，　Tos－0－H，　ben－

zenesulfonic　acid（圃 aSA），mesitylenesulfonie　acid（Mes－

SA），3－bromocamphor－80r　10－sulfonic　acid（Bc－8　0r　10

－SA）である。結果は，理論の部Table　1，2，3に示すとおりである。な論

reference　sampleのRf1値は，

　　　一一Z（OMe）rLy　s（Z）一〇H　O．58；H－Ly　s（Z）一〇H　O．25；

　　　H－Lys－OH：　O；　　　　Boe一　Lys（Z）一〇H　　 O．52　1

　　　Z（OMe）一Asp（OB　zl）一〇H　O．55；

　　　H－Asp（OBzl）一〇H　O．23；　H－Asp一　OH　O　である。

E　nke　ph　alin類の合成

（1）　Z　（　OM　e　）　一一　Gly－Gly　一〇Me

　Z（OMe）一Gly－OH（7・509）とH－Gly－OMe（4．339の塩酸塩と4．8

皿1のEt3Nより調製）をAcOEt－DMF（100ml－100ml）の内液に溶解

し，DCC（7．12g）を加え室温24　hr撹拝する。生成するdicyclohekyl－

urea（DC’urea）を削去し，湧液を濃縮。残査をAcOEtに溶解し，10％

一クエン酸・5％一NaHCO3・飽和食塩水で洗浄レて乾燥後Ac・OEt留去。残

査にエーテル加えて結晶化。MeOH一工一テルで再結晶。

　　　収量6，539（67％）．mp　67－99．

　　　Rf．　O．69　．
　　　　　1
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Anal．Calcd．　for　Ci4HisN206　：

　　　　　C，　54．　19　；　H，　5．85　；　N，　9．　03．

　Found二C，54．38　；　H，5．70　；　N，9．00．

（2）　Z（OMe）一Tyr－GlymGly－OMe

　アニソール（4．3ml）存在下，　Z（OMe）一Gly－Gly－OMe（3．10g）に，2M

ESA／AcOH　（15ml）を加え，氷冷下30min，ついで室温30卑i皿処理。

n－Hexaneを加えて沈殿を得，　decant♂でn　Thexaneを除去した後，油状

物沈殿．をさ旅e・h・・で洗浄し・K・H粒上減圧乾燥する・これを・E． 煤CN、

（1．4ml）を含むDMF（30ml）に溶解する。この溶液に，　Z（OMe）一一Tyr一一

NHNH2（3．59g）と3．79M・H：Cl－DMF（5．80ml），　isoamylnitrit－e一

（IAN）（1・48ml）・　Et，N（4・5ml）より調製したアジドのDMF溶液（40

ml）を加えて48hrアジド反応。溶媒留去後，残査をAcOEtに溶解し，10

％一クエソ酸，飽和食塩水で洗浄して∴乾燥後ムcOEt留去。残査に．ether

を加えて結晶化。MeOH－etherより再結晶。

　　　収量　3．94g（83％）．

　　　mp　144－146。

　　　　　　る　　　〔α〕D　　十11・6（c＝＝0・3・DMF）・：Rf10・74・

　　　Anal．　Calcd．for　C23H27N308：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　・

　　　　　　　　C，58．34　1；H，5．75　；　N，8．88．

　　　Found：　C，58．60　；H，5．70　；　N，8．98．

（3）　Z（OMe）一Ty　r－Gly－Gly－NHNH，

　上記Z（OMe）一Tyr－Gly・一Gly－OMe（3．94g）をMeOH（70皿1）に溶解

し・室温で80％一含水ヒドラジン（1．7ml）を加え1晩放置。生成するゲルを

弓取。DMF－EtOHで再沈殿。

　　　収量　2．62g（66％）．　　　　　　　　　　　　　　　　．．一．一．

　　　　　　　　　　e　　　mp　200　・一　204

　　　（ct）26　一s．gle　（c＝o．3，　DMsO），　Rf，　O．46．　・　 ”
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A　nal．　C　alcd．　for　C，，　H2T　Ns　07　：

　　　　　C，　55．80　；　H，　5．75　；　N，　14．79．

Fou皿d：　C・56・05　；　耳・5・77　；　N・14・64・

4）　Z（OMe）一Phe－Met－OH

　Z（OMe）一：Phe－ONPg4（10．Og）のTHF溶液（40ml）と　H－Met－

0．HのEt　N（6．2ml）を含む水溶液（40ml）を混合し，室温18hr撹下下
　　　　3
反応する。溶媒留回し，平滑を水に溶解して　ether洗浄後，10％一クエソ

酸で門門とし，生成する沈殿をAcOEt抽出。AcOEt層を，10％一クエソ

酸，飽和食塩水で洗浄し，乾燥後留去。残査にπ一hexaneを加えて結晶化。

Me　OH一π一hexa皿eで再結晶する。

　　　収量　9．13g　（89％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　148－150
　　　（d）　2D4　一12．　4“　（　c　＝o．　3，　Me　OH　）　，　Rf，　O・45．

　　　Ana1、Calcd。for　C且NOS：　　　　　　　　　　　　　23’　28　　　　　　　　　　　　　　　　2T6
　　　　　　　　C，　59．98　；　H，　6．13　：　N，　6．08．
　　　　　　　　　　　　　7　“）　v．－u　7

　　　Feund：　C・59．92　；　且，6．02　；　N，6・14．

（5）　Z　（　OIMI｝　）’　Ty　r　一Gly　一G　l　y　一Ph　e－Met　一　OH

　N2気流下，　Z（OMb）一Phe－Met－OH（0．69g）にアニソール（0．8ml）を

加え・4M　ESA／AcOH（2．Oml）で，氷冷下30min，ついで室温で30

皿in処理する。Etherを加えて沈殿させた後，　decant．でetherを除去。更

にether　decaRt．で沈殿油状物を2回洗浄後，　KOH下上乾燥し，ついで，

Et3：N（O．42ml）を含むDMF（5ml）に溶解する。この溶液に，　Z（OMe）

’・一sy　r－G　1　y　一G　1　y－NHNH2（3）（0．66g）と3．79M・HCI－DMF（0．79ml），

IAN（0．21ml），Et3N（0．63ml）より調製したアジドのDMF溶液を加え，

N2置換後・24　hr撹拝下アジド反応。溶媒留去後・残査を3％一NH4　OHに

溶解し，AcOEtで洗浄。ついで，水層を氷沈下10％一クエン酸で酸性化し，

AeOEt抽出・AcOEも層を・10％ごクエン酸，飽和食塩水で洗浄し，乾燥後

Ac　OEt留山。残査にetherを加えて得られる結晶性粉末を少量のCHCI：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
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MeOH：H20：DMF＝・8：3：1：4に溶解し，シリカゲルカラムク『マ

ト（2。1×13cm）にapplyする・。同一溶媒系で溶出し，：Rfl　o．40の物質を

含むフラクションを集め溶媒留去。残査に水を加え粉末とし・乾燥後Me　OH－

Ac　OEtで再結晶。

　　　収量　0．54g（52％）。

　　　　　　　　　　o　　　mp　151’153
　　　（　ct　）2fi　一1　s．　70　（　c　．＝　g．　3，　DMF　）　，　Rf，　O・40　・

　　　Anal．　Calcd．　for　C．．H．．N．O．．S：
　　　　　　　　　　　　　　　　　5　VtO　　　　　　　　　　　　　36H43
　　　　　　　　C，　58．　60　：　H，　5．　87　：　N，　9．49　．
　　　　　　　　　　　　　e　“）　V一　Ll一　e

　　　’Found　：　C，　58．48　：　H，　5．88　：　N，　9．46．
　　　　　　　　　　　　　）　一L」　V－VV　O

6）．　H－Tyr－Gly－Gly－Phe－MetmOH　（Met－enkephalin）

　N2気流下，上記保護ペンタペプチド（5）（0．20g）にアニソール（0．3ml）を

加え，下冷下30min，ついで室温30min，4M　ESA／AcO且（1．Oml）処

理を行う。Etherを加えて白色粉末を得，炉取し，　etherで十分に洗浄し乾

燥。ついで，水（30ml）に溶解してAmberlite　CG－4B（aeetat’e

form，湿重量約19）処理して酢酸塩とし，樹脂を炉去後・凍結乾燥して白色

粉末を得た。これを少量の水に溶解し，DEAE－celluloseカラムクロマ

ト（2．2×7．O　cm）にapPlyする。そして・最初，水（250ml）・つい・で，水

（150ml）一〇．01M　NH4HCO、（pH7・8・600血1）のgradient溶出を行い

（1Frac．8．5ml　each），275皿皿における吸光度を測定し，目的物画分

（tube　No．28　一　50）を集め，凍結乾燥して羽毛状白色粉末を得た。

収量　65mg（40％）．
　　　　　　　　　　　む
〔α〕D＋17・7（・＝0・5・3％一A・0且）

〔Iit．92十18。（1M－AcOH）；litρ3　十31．5。（MeOH．）〕。

Rf　　O．17．
　　1

3M　Tos－OH酸分解後のアミノ酸分析値

　　　　　Tyr　O．86，Gly　2．02，Phe　1．00，Met　O．81．

　　　　　（平均回収率85％）

A：P－M酵素消化後のアミノ酸分析値：

　　　　　Tyr　O．98，　Gly　2．17，Phe　1．00，Met．0．99

　　　　　（平均回収率82％）
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Anal．Caled．　for　C，，H，，N，O，　S　’　1　1／2　H，O　：

　　　　　C，　53．98　；　H，　6．38　；　N，　11．66．

Fou］d　：　C，　54．09　；　H，　6．05　；　N，　11．62．

（7）　Z　（　OMe　）一Ph　e－Leu　’OH

　Z（OMe）一Phe－ON：P　94（19．9g）のTHF溶液（30ml）とH一　Leu　・一　OH

（4．37g）のEt，N（10ml）を含む水一ピリジン（10ml－20ml）溶液を混

合し，室温24hr撹拝下反応。溶媒を留肥し，残査を水に溶解してetherで

洗浄。次VC，氷野下水層を10％一クエソ酸で酸性とし，生成する沈殿をAcOEも

抽出する。AcOEt層を10％一クエン酸，飽和食塩水で洗浄し，乾燥後減圧留

去。残査va　etherを加えて結晶化し，　AcOEt－etherで再結晶する。

　　　収量　7，13g　（73％）．

　　　mp　90－930
　　　〔α面一・・3．（・一・．5・M・・且），Rf、・．58．

　　　Anal．Calcd．　for　CA．HnANO．　：
　　　　　　　　　　　　　24”30　　　　　　　　　　　　　　　　2　　6
　　　　　　　　e，　65．　14　；　H，　6．83　；　N，　6．　33　．

　　　Found　：　C，　64・87　；　H，　6．74　；　N，　6．35．

（8）　Z　（　O］Nfe　）一　Ty　r一　Gl　y－Gl　y一　Ph　e　’Leu　一〇H

　アニソール（O．8ml）存在下，　Z（qMe）一Phe－Leu－OH（0．66g）を，4M

ESA／A　cOH（3．Oml）で氷冷下30min，室温30min処理する。71r一一且exane

を加えて沈殿を得・n－hexa皿eをdecant．で除去した後，　etherを加えて粉

末化する。これを炉取乾燥後，DMF（3mbに溶解し，　EtN（0．42ml）を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　お
加える・この溶液に・z（OM・）一Ty・一Gly－Gly－NHNH，（3）（o．669）と，・3．79

M’HCl　一DMF（0・79ml）・IAN（O・21ml）・　Et，N（0．63ml）より調製し

たアジドのDMF溶液（・10m1）を加え撹梓下48　hr、アジド反応を行う。（5　）D

場合と同様処理を行い，etherを加えて結晶化する。この結晶を，少量：の

CHCI3：Me　OH：H20；8：3：1の溶媒系に溶解し，シリカカラムクロ

マト（2・1×15cm）にapply・　同伴溶媒系で溶出を行いRf1・0．45のフラ

クションlir集め，溶媒留圭。残査に水を加えて粉末とし，乾燥後，MeOH一
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AcOEtで再結晶。

　　　収量　0．45g（45％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　142－143
　　　　　る　　　　　　　む
　　　〔α〕D一27・9（・＝0・4・DMF）・Rf10・45・

　　　AnaLcalcd・for　c37H45N5Qio●1／2　H20：

　　　　　　　　C，60．97　；　H，6．36　；　：N，9．61。

　　　：Found：　C，61．06　；　H，6．22　；　N，9．43．

（g）　H－Tyr　一　Gly－Gly同Ph　e－Leu－0且（1」eu－enkephaliガ）

　上記保護ペンタペプチド（8）（0．35g）に，アニソール（0．5ml）を加え，4M

ESA／AcOH（1．3ml）で氷冷下30min，室温30min処理する。Ether

を加えて油状物沈殿を得，etherで，　decant．により2回洗浄後，　KOH粒

上乾燥。ついで，水（30ml）に溶解し，　A．mberliteCG－4B（aeetate

form，．湿重量約1g）処理で酢酸塩に変換後，凍結乾燥して白色粉末を得る。

これを，少量の水に溶解し，DEAE－celluloseカラムクロマト（2．2×

5．Ocm）にapply。水（200m1），ついで水（100ml）一〇．01M　NH≧一

HCO3（pH：7．8，600皿1）によるgradient溶出を行い（1Fra6．8．5　ml

eaeh），275nmにお・ける吸光度を測定．レ・目的物画分（tube　No．26－45）

を集め，凍結乾燥して白色羽毛状粉末を得る。

　　　収量：　90mg（32％）．

　　　　　　る　　　　　　　ロ
　　　〔α〕D　十18・0　（c＝O・7・3％一AcOH）・

　　　〔lit．93十31．5。（MeO且）〕6

　　　Rf　　O．21．
　　　　1
　　　3MTos－OH　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　Tyr　O．97，　Gly　2．04，　：Phe　1，02，　Leu　1．00　・

　　　　　　　　（平均回収率　87％）

　　　A：P－M酵素消化後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　Tyr　1．00　，　Gly　L9・5　，　Phe　1．01　，　Leu　O．96∵

　　　　　　　　（平均回収率　89％）

　　　An・1・C・1・d・f・r　C28H37N，0，・11／2　HgO：、

　　　　　　　　C．57．72　；　H，6．92　；　N，12．02．
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Fou皿d　　C，　57．99　；　H，　6．82　；　N，11．87．

　（10）　Z（OMe）一Gly－Ly　s（Z）一〇Me

　Z（OMe）一GlyeH（2．29g）とH－Lys（Z）一〇Me（3．31gの塩酸塩と1．52

皿1めEt3Nより調製）をTHF－DMF溶液（10ml－10m1）に溶解し・

DCC（2．269）を加え24　hr撹梓下反応。生成するDCureaを炉去し・炉

液を濃縮。残査をAcOEtに溶解し，10％一クエソ酸・50／・　一NaHCO，・飽

和食塩水で洗浄し．乾燥後，AcOEt留去。残査にetherを加えて結晶化。

AcQEt－etherより再結晶する。

　　　収量　2．72g（53％）．

　　　　　　　　　o　　　mp　78－82
　　　（　ct　）i‘　一6．　90　（　e＝　O．3，　MeOH　）　，　R　f，　O・75　・

　　　Anal．Calcd．　for　C26H33N30s　：

　　　　　　　　C，　60．　57　；　H，　6．45　；　N，　8．　15　．

　　　Found　：　C，　60．61　；　H，　6．57　；　N，　8．33．

（11）　Z（OMe　）一Glyiy　s（Z）一NHNH，

　Z（OMb）’一GlymLys（Z）一く）Me（2．729）をMeOH（20ml）に溶解し・室温

で80％一含水ヒドラジン（2．6ml）を加え1晩放置する。　生成する結晶を炉

取しMeOHでよく洗浄後，．　MeOHより再結晶する。

　　　収量　2．31g　（85％）．

　　　　　　　　　　e　　　皿p　161－166
　　　（a　）2D‘　＋　3．3，　（c　＝＝　o．3，　DMF　），　R　f，　O・　56　．

　　　Ana1．　Calcd．　for　C2sH33NsOT　：

　　　　　　　　C，　58．23　；　H，　6．45　；　N，　13．59・

　　　FQund　：C，　58．40　；　H，　6．34　；　N，　13．69d
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g一1ILZ｝2）　Z（OMe）一Gly－Lys（Z）mMet－Gly－OH

　N2気流下・Z（OMe）一Met－Gly－OHg5（0・749）にアニソール（1．1ml）

を加え，4MESA／AcOH処理を氷冷下，ついで室温で各々30min行い，

etherを加え．て油状物沈殿を得る。Etherをdecant．で除去。　油状物を

KOH粒上で乾燥後，　DMF（5ml）に溶解し，EtN（0．56ml）を加える。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　き
この溶液に，Z（OMe）一Gly－Lys（Z）一NHNH2（0．93g）と3．79M∴旦Cj一

一DMF（1．Oml），　IAN（0．27ml），　EtN（0．78ml）より調製したアジ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
ドのDMF溶液（10ml）を加え，　N，置換後，24　hrアジド反応を行う。溶媒

留去レ，残査をAcOEtに溶解して，10％一クエソ酸，飽和食塩水で洗浄する。

乾燥後・AcOEt留去し・残査に　etherを加えて結晶化。　MeOH－4cgEt．

より再結晶。

　　　収量　1．11g（80％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　138－139

　　　　　　　　　　　　　〔α〕b4－16・6（c＝0・3・DMF）・：Rf1　0・38・

　　　Anal．Calcd．for　C32　H43Ns　010S　：

　　　　　　　　C，55・72；　H：，6．28　；　N，10．15．

　　　Found　＝C，55．95；　H．6．32　；　N，　9．95．

（13）　Z（OMe）一Tyr－Gly－Gly－Gly－Lys（Z）一Met一’Gly’OH

　上記保護テトラペプチド（12）（1・119）VC　）N，気流下・アニソール（1・8

ml）を加え，2M　ESA／AcOH（8．Oml）処理を，氷冷下30minついで

室温30min行い・etherを加えてpowderとする。このpowderを炉取乾．

手後，E　t，N（0．45ml）を含むDMF（5ml）に溶解。本溶液に，　Z（OMe）一

Tyr－Gly－Gly－NHNH，（3）（0・719）と3・79M・HC1－DMF（0・85ml）・

IAN（0・22ml）・Et，N（0・67ml）より調製したアジドのDMF溶液（10

ml）を加え，　N置換後，撹拝下48hrアジド反応する。溶媒留去し，残査に
　　　　　　　　2
Ac　OEtと10％一クエン酸を加えて1晩冷蔵庫：に放置し，ゲルを得る。ゲルを

炉取し，10％一クエン酸，水でbatchwiseに洗浄後，　Me　OH－AcOEtよ

り再結晶する。

　　　収量　 1．07g　（69％）．
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　　　　　　　　omp　165　’　167

〔αぢ一2・二r∵（9　・＝　・；4・D四一？・Rf・O・22　・

3M　Tos－OH酸分解図のアミノ酸分析値：

　　　　　Tyr　O．80，　Gly　4．07　・，　Lys　LOO，　Met　O．85・

　　　　　（平均回収率　85％）・

Anal．　Calcd．　for　C．．H．．N．O，．S　：
　　　　　　　　　　　58rr’8　　　　　　　　　　　　　　14　　　　　　　　　　45
　　　　　C，　55．89　；　H，　6．05　；　N，　IL59．

Eo．und　：　C，　55．84　；　IL　6．18　；　N，　11．35．

（14）　H－Tyr”’Gly－Gly－Gly－Lys－Met－Gly－OH（endorphin）

　上記保護ヘプタペプチド（13）（0．58g）に，2％EDT含有アニソール（1．0

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ml）を加え，　N置換後，一5～一10Cで1hrHF処理を行う。　　同温で
　　　　　　　2
HF留写し．　etherを加えて沈殿を得る。沈殿油状物をetherでdecant．

により洗浄後，水（30ml）に溶解する。ついでAmberlite　CG－4B

（acetate　form，湿重量約3g）処理し，酢酸塩に変換し，凍結乾燥する。

得られた白色粉末を少量の水に溶解し，CM－cellulose　カラムクロマト

（2。2x5．ocm）にapplyする。最初，水（200ml）ついで水（150皿D－

0・01MN耳些HCO3（pH7・8・800ml）のgradient　elutionし・275皿皿

における吸光度を測定し，目的物画分（tube　No．59－110，1Frae．8．Oml

each）を集め凍結乾燥する。つぎに，　Sephadex　G－10（3×140　cm）のゲ

ル炉塞va　applyし，　o．2M－AcOHによる溶出により脱塩し，　凍結乾燥して

白色羽毛状粉末を得た。

　　　収量　132㎎（33％）．

　　　〔d〕餐一3・2G（・一〇．6・3％一A・0且）

　　　Rf　　O．33　，　　Rf　O．52．
　　　　3　　　　　　　　　　　　　　　　　4

　　　（lit．41．Rf　o．33，n－BuOH：AcOH：HO；8：2：2）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
　　　3M　Tos－OH　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　Tyr　O．92，Gly　4．25，Lys　1．00，Met　O．90．

　　　　　　　　（平均回収率85％ジ
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AP－M酵素消化後のアミノ酸分析値：

　　　　　Tyr　O．94，　Gly　3．91，　Lys　1．02，　Met　1．00　・

　　　　　（平均回収率75％）

Anal．　Calcd．　for　C，，H．N，O，S’AcOH：

　　　　　C，　49．44　；　H，　6．64　；　N，　15．38．

Found　：C，　49・48　；　：旺，　6．49’；　N，　14．94。

（15）Boc一：わよびZ（OMe）一　Trp－OHの酸処理の際の

スカペソジャーの添加効果

　Boc－Trp－OHあるいはZ（OMe）一Trp－OH：を各々10ptmelとり，理論

の部Table　4・5に示す当量のスカペンジャー（カチオン除去剤）を加え，0。

C，60minTFA，’または4M　ESA／TFE溶液（’各々O．2ml）で処理し

た。そして反応液をAmberlite　CG－4B（acetate　form）で処理後，

Rf3の展開溶媒系でTLCで展開した。　TLCを乾燥させた後，Ninhydrin
　　むで90C，15min加熱発色させ，　TLCスキャンナーを用い510nmで定量し

た。結果は，理論の部Tadle　4，5に示すとお・りである。

（16）スカトールのスカベンジャーとしての効果

　Z（OMe）一Gly－OH（0．24g）に，スカ5一ル（0．26g）を加え，0。　C，60

minTFA処理を行った。ついで，反応液をCHCI　を溶媒としてTLCで
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s
展開後，Ehrlich試薬96）・Ce（SO4），で発色させると，スカトール自身

以外に，2つのスカトール由来の不明スポットが生成した。また，比較として，

スカトールのみを同条件下TFA処理してもTI．C上不明スポットはみられな

かった。
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第2章に関する実験

　　　　　　第2節に関する実験

（1）　Z（OMe）：．：IPtlg．．！L＝Sg．1一＝911r1gt－Ser－OMe

　Z（OMe）一Met－OH（47，01g）とH－Ser－OMe（24．58gの塩酸塩と？2

皿1のEtNより調製）のDMF－AcOEt（50ml－500ml）混液に，　DCC
　　　　3
（37．14g）を加え室温で48hr反応。生成するDCureaを三三。　湧液を濃

縮し，AcOEtを加えてゲルを得る。ゲルを二二し，食塩飽和の10％一クエ

ソ酸．飽和食塩水でbatchwiseに洗浄。　THF－AcOEtで再沈殿を行う。

　　　収量　46。73g（7ら％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　167－168
　　　（a　）2D2　一一　2．6e　（　c　＝＝　o．s，　DMF　），　Rf，　O．72　．

　　　Anal．　Calcd．　for　C．．H．．NAO．S：
　　　　　　　　　　　　　　　　2r7　　　　　　　　　　　　　18　26
　　　　　　　　C，　52．　16　；　H，　6．32　；　N，　6．76　．

　　　Fou皿d．：C，　52．45　；　H，6．24　；　N，6．82。

（2）　Z（OMe）一Met’Ser－NHNH，

　Z（OMb）一Met－Ser－OMe（46．73g）をTHF（500ml）に溶解し，室温

で80％一含水ヒドラジン（30ml）を加え1晩放置する。　生成するゲル塊を

炉取。THFで十分に洗浄後，　DMF－THFで再沈殿を行う。

　　　収量　42．29g　（91％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　199－203
　　　　　　　　　　　　　　む
　　　〔α〕D－2・0（・＝LO・DMF）・Rf10・55・

　　　An・1・P・1・d・f・・C、，H26N、O，　S：

　　　　　　　　C，　49．26　；　H，　6．32　；　N，　13．52、．

　　　Found　：C，　48．98　；　H，　6．12　；　N，　13．43．
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（3）　Z　（　OMe　）一　Me　t　一S　e　r－T　h　r一　O　H

　DMF（200皿1）中，3．79M・HCI－DMF（30．9ml），IAN（8．2五nl），

Et，N（24・2　ml）とZ（OMe）一　Met－Ser　一　NHNH，（22・959）より調製したア

ジド溶液と，Et3N（8・5ml）を含むH：一Tl｝r－OH（7・279）のDMF－H20

（10ml－50ml）溶液を混合し，48hrアジド反応を行う。次に溶媒留去し，

残査に食塩飽和の10％一クエン酸とAcOEtを加えて，1晩冷蔵庫に放置し

結晶化。結晶湧取し，少量の食塩飽和の10％一クエン酸，および飽和食塩水

で，batchwiseに洗浄後，　MeOH一　Ac　OE　tで再結晶する。

　　　．収量：　11．24g　（40％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　148－150
　　　（ct）2D2　＋6．4e　（c＝＝O．8，　DMF），　Rf，　O．21．

　　　Anal・Calcd・for　C21H31N30gS　・　11／2且20

　　　　　　　　C，47．73　；　耳，　6．48　；　N，　7．95　．

　　　Fodnd　：C，　47．73　；　H，　6．35　；　N，　7．91　．

（4）　Z　（　OMe　）　一Leu　一Met　一　Ser一　Thr　’OH

　Z（OMe）一Met－Ser－Thr－OH（15．05　g）にアニソール（16ml）を加え，

常法T：FA処理。ついで，　etherを加えて生成するpowderを炉取’。減圧乾

燥後，DMF（150ml）に溶解する。この溶液に，　Et3N（8．4ml），Z（OMe）‘

一Leu－ONP97（14．37g）そしてHOBT（4．59g）を加え完全に溶解し，

室温で24hr反応。溶媒留去し，残査に　etherと食塩飽和の100／・一クエソ

酸を加え冷蔵庫へ1晩放置する。生成するゲル炉回し，食塩飽和の10％一ク

ェン酸，食塩水でbatchwiseに洗浄後，　MeOH－AcOEtで再結晶する。

　　　収量　9．70g（53％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　160－161
　　　（　ct　）2S　一　3．　gO　（　e　＝＝　1．o，　DMF　），　Rf，　O・　37　・

　　　Anal．　Ca　lcd．　fgr　C，，　H，，N，　O，，　S’　1／2　H，　O　：

　　　　　　　　C，　5L99　；　H，　6．95　；　N，　8．98　．

　　　Found　：C，　52．14　；　IL　6．89　；’　N，　9．07．
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（5　）　Z　（　OMe　）　一Leu一・Met　（O）　一　S　e　r一　Th　r　一　O　H

　Z（OMe）一Leu－Met－Ser－Thr－OH（12．29g）をTHF（80ml）に溶

解し，氷冷した溶液UC　s　NaBO3・4H20（3．39　g）の水溶液（40ml）を加え，

室温にもどして1晩撹拝下反．応。溶媒を留去し，残査をMeOHに溶解し，不

溶物を炉去する。炉液を濃縮し，生成する結晶を炉取。水で軽く洗い流し，

MeOH－AcOEtで再結晶する。

　　　収量　12．70g　（87％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　196－198
　　　（　ct　）gfi　＋13．　20　（　e＝　1．0，　DMF　）　，　R　f，　O．　21　．

　　　Anal．　ealcd．　for　C2，H，，N，O”S’H20　：

　　　　　　　　C，　49．99　；　H，　6．84　；　N，　8．　63　．

　　　Found：　C，　49．99　；　H，　6．56　；　N，　8．57．

（6）　Poe－Trp－Leu－Met（O）一Ser－Thr－OH

　Z（OMe）一Le　p－Met　（O）一Ser－Th　r－OH：（9．07g）にアニソール（7，8ml）を加

え常法TFA処理を行う。Etherを加えpowderとし，　powderを炉取乾燥

後，DMF（80ml）に溶解する。この溶液に，Et3N（4．2ml）ついで，　Boc－

Trp－ONP9s）（7．35g）とHOBT（2．21g）を加え，室温で1晩反応。溶媒

留回し，残査をnrBuOHVC溶解し，100／・一クエソ酸，水で洗浄後，乾燥し溶

媒留去。残査にAcOEtを加えて結．晶化する。DMF－AcO．Etで再結晶。

　　　収量　9．86g　（91％）。

　　　　　　　　　　e　　　mp　138－142
　　　（a）2D2　一12．3e　（e＝o．8，　DMF）．

　　　Rf，　O．08，　Rf，　O．82．

　　　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　Trp　LO1，　Leu　1．00，　Met＋Met（O）　O．78，

　　　　　　　　Ser　O．86，Thr　O．93．（平均回収率86％）

　　　A，na1．　Caled：　for　C，，H，，N60，，S’　2H20

　　　　　　　　C，　51．76　；　H，　tt．16　；　N，　10．65．

　　　Found　：　C，　51．45　；　H，　7．04　；　N，　11．19．
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Qt）　B　o　c－Gln－Trp－Leu－Met（O）一Ser－Thr－OH　（A）

　上記保護ペンタペプチド（6）（7．53g）に，0．1％一EDT含有アニソール（11

ml）とスカトール（1．97g）を加え，高冷下30min　4M　ESA／T：FE（30

阻D処理。Ether　を加えてpowderとし，　powderを命取，KOH粒上乾

燥・ついで・DMF（80ml）に溶解し・Et，N（2・80皿1），B・・一G｝n－ONPg9）

（4．22g），そしてHOBT（1．53g）を加え室温で1晩撹二面反応する。次に，

溶媒留去し，残査をπ一BuOHに溶解。　n－BuOH層を10％一クエン酸，水

で洗浄し，乾燥後n一．B　u　OHを留去する9残査VC　A　c　oE’tを加えて結晶化。

DMF．・一AcOEtで再結晶。

　　　収量　7．09g　（80％）・一

　　　　　　　　　　　e　　　mp　141－145
　　　（ct　｝2D’　一　2．　20　（c　＝O．　9，　DMF　）．

　　　Rf，　O．09，　Rf，　O．85．

　　　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　Glu　1．13，　Trp　O．97，　Leu　1．00，

　　　　　　　　Met十Met（O）　O．83，　S　e　r　O．84，　Th　r　O．90・

　　　　　　　　　（平均回収率81％）

　　　A皿・1・C・1・d・f・・C3gH，。N，0、、S・●31／2且，0：

　　　　　　　　C・49・62　；　Hジ7・15　；　N，1L87．

　　　Found：　C，　50．00　；　H，　6．81　；　N，　11．46．

（8）　Boc－Gln－Asp（0．Bzl）一Phe－Val－NHN且Troc

　Z（OM6）一Asp（OBz　l）一Phe－Val－NHNH　Trooloo）（17．29g）にアニ

ソール（12mDを加え，常法TFA処理を行う、。　Etherを加えて粉末とし，

粉末を炉取，乾燥後，DMF（140ml）に溶解する。この溶液に，Et，N（4．4

ml），　Boc－Gln－ONP　99）（8．49g），そしてHO．BT（3．22g）を加え室温

で1晩反応する。反応液を濃縮後s／二二にAc　6軌を加えてpowderとし，po－

wderを炉取。．ついで，このpowderを10％一クqン酸，水でbatchwise

に洗浄後，DMF－AcOEtで再沈殿する。

　　　収量　16．36g　（88％）。
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　　　　　　　o，mp　218’222
（ct）2c2@一23．sO@（c＝o．9，　DMF），　Rf，　O．71．

Ana1．　Caled．　for　C3sHsoN70nCI3　：

　　　　　C，　51．44　；　H，　5．68　；　N，　11．05

Fo皿d　：C，51．49　；　H，5．80　；　N，　10．92

（9）　BocGln－Asp（OBzl）一Phe－Val－NHNH，　（B）

　Boc　一GlnrAsp（O　Bz　l）一Phe－Val－NHNHTroc（4。44g）をDMF－AcOH

（20ml－20ml）に溶解し，　Zn末（約5g）を加え，室温で4hr三拝下反応する。

フィルターセルをしいてZ皿末を炉去。炉液を濃縮し，飽和EDTA水溶液を加え，

ついでNaHCO3で中和してpowder化し，1晩冷蔵庫に放置する。　得られた

powderを炉取し・5％一Na且。63・水でbaもchwiseに洗浄後・DMF－Aco

Etで再沈殿する。

　　　収量　2．23g　（63％）　．　　　　mp　222－224。　　　一

　　　（a）X　一24．　10　（　c＝　O．　8，　DMF　）　，　Rf，　O．65　．

　　　酸分解後のプミノ酸分析値：

　　　　一　Glu　O．97，　Asp　LOI，　Phe　1．00，　Val　O．90．

　　　　　　　　　（平均回収率　95％）

　　　Anal．　Calcd．　for　C3sH4gN70g　：

　　　　　　　　C，　59．05　；　H，　6．94　；　N，　13．78．

　　　Fou皿d．：　C，59。22　；　H，7．12　；　N，13・53．

一（10）　Z（OMe）一Al　a－NHNHTroc

　Z（OMe）一丁目a－OH（50．65g）とTroc－NHNH2（41．49g）をTHF（350

ml）に溶解し，この溶液に，　DCC（45．39g）を加え，20hr　室温で撹拝下

反応。生成するDCureaを炉去し，炉液を濃縮。残心をAc　OEtに溶解し，

10％一クエソ酸・5％一NaHCO，・水で洗浄し・乾燥後Ac　OEtを留去。残

査VC　etherを加えて結晶化。Me　OH－AcOEtより再結晶する。

　　　収量　69．01g　（78％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　142－145
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（a）　2r　一3　3．se　（　c＝　o．g，　Me　OH　），

Allal．Calcd．　for　O－H．．NQCI
　　　　　　　　　　　15r－18一　3　J　6　T　一3

　　　　　C，　40．69　；　H，　4．10　；　N，

Found：　C，　40．97　；　H，　4．19　；　N，

Rf．　O．96　．

　1

9．49　．

9．53　．

（11）　Z（OMe）一Arg（MBS）一Ala－NHNHTroc

　アニソール（7．5ml）存在下，　Z（OMe）一Ala－NHNHTroc（10．18g）を

TFA（10ml）処理。室温でTFAを留去し，残査にnrhexaneを加え

decant．により洗浄後，　KOH粒上乾燥する。この油状物をTHF（30ml）

に溶解する。この溶液を氷冷し・E　t，N（3・2ml）を加えた後・無水条件下・T

HF（100ml）中sZ（OMe）一Arg（MBS）一〇H（11．70g）とEt3N（3．2ml），

isobutylchloroformate（3．2ml）より調製した混合酸無水物を混合し，

同条件下0。Cで3hr反応する。溶媒を留噛し，残査をAc　OEtに溶解。Ac　OEt

層を・10％一クエソ酸・5％一NaHCO3・水で洗浄し乾燥後Ac　OEt心心。残

査にether加えて結晶化する。この結晶を鼠取し・少量のqHCI，：MeOH

＝9：1の溶媒系に溶解し，シリカゲルカラムクロマト（5．5×10cm）に

apply。同一溶媒系で溶出し，Rfl　o・81周目的物画面を集め濃縮。残査に水

を加えて粉末とし，T且F－eth．e　rで再結晶する。

　　　収量　15．25g　（86％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　102－106
　　　（ct　）2D2　一　g．　60　（c＝　1．o　，　Me　OH　），　Rf，　O・81　．

　　　Ana1．Calcd‘for　C2sH36N70ioS　C13　：

　　　　　　　　C，　43．73　；　H，　4．72　；　N，　12．75．

　　　Found　：　C，　43・75　；　H，　4・96　；　N，　12．47．

（　12）　Z　（　OMk，　）　in　Arg（　MB　S　）　一Arg（　MB　S　）　一Al　a－NHNHTroc

　乞（OMe）一Arg（MB　S）一Ala－N且NHTr　oe　（15．25g）にアニソール（6．5

ml）を加えTFA（15ml）処理。　TFAを室温で留去後，　etherを加えて

powderとする。このpowderを炉取乾燥後，　THF（50甲1）に溶解し，Et，N

（2．8ml）を加える。氷冷下，無水条件で，この溶液VC　t　Z（OMe）一Arg（MBS）
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-0且 (9･66g)とEt3N(2･7ml)Iisobutylchloroformaもe(2･75ml)より

調製した混合酸無水物のTEF溶液 (100Inl)を混合し,同条件下 Bhr捜拝下

反応｡溶媒留去 し,残査VCn-BuOHを加えて結晶化｡結晶炉取し,10% -

クエソ酪 5%NaECO3･水でbatchwiseqC洗浄後,MeO王ト n-BuO丑 で

再結晶する｡

収量 14･85g (68%).

mp 138-1360

〔α〕2I)5-9･20 (C-1･0･I)MF).

RfIO･74･Rf2 0･25･

An al･Calcd･forC41Ⅱ54Nl1014S2C13･C4E90fI96 :

C,46.21 ; fI,5.52 ; N,13.17.

Fotlnd: C,46･04 ; Ⅱ,5.33 ; N,13.27.

(18)A(OMe)-¶lr-Arg(MRS)-Arg(MRS)-Ala-NENHTroc

アニソーJL,(4･8ml)存在下,A(Owe)-Arg(MRS)-Arg(MBSトAla-

N且ⅣⅡTroc (9.72g)をTFA(15m目 処理.TFAを室温で留去し,et-

herを加えて powderとするoこの powderを炉取 し,乾燥後･Et3N(1･24

ml)含有D加F (50ml)に溶解する.この溶液vC,Z(OMe)-Thr-NfLNH,81

(3･04g)と･5･96A4･且｡卜 DMF(3･61m日, IAN (1･51ml),Eも3N

(4146ml)より鵡製したアジ ドのDMF溶液 (30ml)をDDえ,48hrアiyド反

応｡溶媒留去 し･残査に n-Pr-OIIを加えpowderとする｡このpowder を

ijj取 し･ 10%-クエン酸,5%-NallCO3･水でbatchwiSeに洗浄し,

]はeO正 一 78-Pr-0丑より再結晶するO

収量 8･03g (75%).

mp 127-1300

〔α〕2D5 -6･40(a- 1･0,DMF ),RflO･67･
酸分解後のア ミノ酸分析値 :

Thr l･11, Arg 2.10,Ala 1.00.

(平均回収率 97%→)

An al･Calcd･forC!45EOlN12016S2Clき･C3Ⅱ70五･'

- 74-
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C,45.88 ; Ⅱ,5･53 ; N'13.38.

Found: C 45.96 ; A,5.27 ; N,13.70.

(14)Boo-Asp(OBzl卜 ThrrArg(MBS)-Arg(MBS)-Ala-NEN正一

Troc

上記保護 テ トラペプチ ド(13)(8.03g)にアニ ソール(4.5ml)を加え, 常

法TFA(15ml)処理 ｡室温でTFA留去後,etherを加えて powderとし,

炉取乾燥する｡これをDMF.(50ml)に溶解 し･Et3N(0･94ml)ついで Boc-

Asp(OBzl)-ONP(3･29g),EOBT(1.03g)を加え室温で 48hr反応す

るo溶媒留去 し,残査をAcOEtに溶解 し･5% -クエン酸･5%-NaE(〕03･

飽和食塩水で洗浄し,乾燥後AcOEt留去｡残査に ,ether加えて結晶化 ｡

AcOEt-etherより再結晶する.

収量 8.54g (95%).

mp 122-1240

(a)2I)6 -1160(C-0･6･DMF)IRflO･65･

An al･Calcd･forC!52E72N13018S2C13:

C,46･69 ; E,5･43 ; N, 13･61.

Found :0,46･46 ; 払 5.49 ; N, 13･82.

(15)Boc-Asp(OBzl卜 Thr-Arg(MRS)-Arg(MRS)-Ala-NENE2

191

上記保護ペ ソクペプチ ド(14)(4･01g)をDMF-AcOfI(20m1- 20

ml)に溶解 し,Zn(約 5.0g)を加えて室温で Bhr捜拝下反応｡反応液を炉過

し,炉液を濃縮する｡残査に0.1%-EI)TA水溶液を加え沈殿を得,由a正一

003で中和後冷蔵庫に1晩放置する｡生成するゲル状沈殿を炉取 しI5%-

NaECO3･水で batchwiseに洗浄し,TEE-AcO･Eも･ついで TEF

-EtOfIで再沈殿を繰 り返す.

収量 1.98g (57%).

mp 140-1430
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（a）2c’@一4．8e@（c＝1．3，　DMF），　Rf，　O．53

酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　1．　18　，　Thr　1．00　，

　　　　　　（平均回収率　86％）

AnaL　Calcd．　for　C4gH7iNi30i6S2　’2H20　：

　　　　　C，　49．11　；　H，　6．31　；　N，　15．20．

Found：　C，　4g．15　；　H，　6．24　；　N，　15．31．

Arg　2．06，　Ala　O．92　．

（16） Boe－Tyr－Leu－NHNH，　（D）

　DMF（80ml）中に，Boc－Tyr－OH・DCHA（8．28g）とHCI・H－Leu－

OMe（3．25g）を溶解しsDCC（4．25g）を加え室温で48hr反応。　生成す

るDC－ureaを炉逃し，炉液を濃縮する。残査をAcOEtに溶解し，10％一

クエン酸・5％一NaHCO、・飽和食塩水で洗浄し，’ ｣燥後AcOEt留去する。

AoQEtを完全に留志し，得られる油状物をMeOH（50ml）に溶解し，室温

で80％一含水ヒドラジン（4．5ml）を加え1晩放置後，室温でMeOHを留去。

残暑VC　Et　OHを加えて結晶化し，　MeOH－EtOHより再結晶する。

　　　収量　3．25g（44％）．

　　　mp　212－2140
　　　（a）2S　一一3．40　（c＝＝o．g，　DMF），　Rf，　O・65．

　　　Anal．　Calcd．　for　CA．HL．N　O　：
　　　　　　　　　　　　　　20　32－4’5
　　　　　　　　　C，　58．80　；　H，　7．90　；　N，　13．72．

　　　Feund　：　C，　59．04　；　H，　7．97　；　N，　13．59．

（17） Boe　一．Gln一　Asp（OBz1）　一　Phe一　Val　一Gln－Trp－Leu－Met（O）一

Ser一［llirhOH　（Boc’（duck　glucagon　20－29）一〇H］

　0．1％一EDT含有アニソール（5．5ml），スカトール（0．98g）存在下，．Boc－

Gln－Trp－Leu－Met（0）一Ser－Thr－OH〔A〕（4．41g）を，氷冷点60min，4M

ESA／TFE（25ml）処理。　Etherを加えて　powderとし，　etherで

powderを十分に洗浄後乾燥する。このpowderをEt，　N（1．4ml）を含むD

MF（40ml）に溶解する。この溶液に・Boc－Gln－Asp（OBzl）一Phe－Val一
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NHNH2〔B〕（4．63g）と，5．96M・HCl－DMF（2．4　m1），IAN（O．96ml）’s

Et，N（2．93ml）より調製したアジドのDMF溶液（40ml）を加え，48hrア

ジド反応。2～3滴のAcOH加えて中和後．溶媒を留去。残査を3％一AcO

HとAcOEtで処理し，結晶化する。結晶面取し，5％一丁目ソ酸，水で

batchwiseに洗浄。　DMF－AcQEtで再沈殿する。

　　　収量　4．89g　（67％）．

　　　　　　　　　　o　　　mp　238－241
　　　（a）　2D’　一ls．　70　（　c　：O．9，　DMF　）．，　Rf，　O．78．

　　　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　Glu　1．97，　Asp　1．21，　Phe　1．03，　Val　O．85，

　　　　　　　　Trp　1．05，　Leu　1．00，　Met十Met（O）　1．03，

　　　　　　　　Ser　O．81，Thr　O．87．　（平均回収率96％）

　　　ARal．　Calcd．　for　C6gHg7　Ni3020S’H20　：　一一
　　　　　　　　C，　56．04　；　H，　6．75　；　N，　12．32．

　　　FouBd：　C，　56．18　；　H　6．87　；　N，　12．46．

（18）　Boc－Asp（OBzl）一Thr－Arg（MBS）一Arg（MBS）一Ala－bGln一

Asp（OBz1）一Phe－Va1－Gln－Trp一一Leu－Met（O）一Ser－Thr－bH

（Boc一　（　duek　glucagon　15　一　29　）　一　OH）

　上記保護デカペプチド〔Boc一（duck　glucagon　20－29）一〇H〕（17）（1。46

g）に，スカトール（0．2g）と0．1％一EDT含有アニソール（1．5ml）を．加え，氷冷下

90minTFA処理。Etherを加えてpoWderとし・powderを炉取乾燥後・

DMF－NMP（10ml－2ml）VC　tS解する。この溶液VC，氷冷下Et3N（0．28ml）

を加え，ついで，Boc－Asp（OBzD一　Th　r一　Arg（MBS）一Arg（MBS）一Ala－

NHNH2〔C〕（1．74　g）と5．96M・HlCl－DMF（0．53皿1），　I　A　N（0．2ml），

Et3N（0．67ml）より調製したアジドのDMF溶液（10ml）を混合し，48

hrアジド反応。　AcOHを加えて中和後溶媒留去。残査に10％一．クエソ酸

とAcOEもを加えてpowderとする。このpowderを炉目し，10％一クエ

ンme　，水でbatchwiseに洗浄後，　DMF－EtOHで再沈殿する一．
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収量　1．85g　（74％）．

mp　236－2400
（a）2r　一22．4e　（　c　＝o．g，　DMF　），　Rf，　o．76　，　R　f，　O・42　・

酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　2．29，　Thr　1．81，　Arg　2．16・，　Ala　1．00，

　　　　　Glu　2．03，　Phe　1．04，　Val　O．92，　Trp　O．92，

　　　　　Leu　O．87　，　Met　十M　et（O）　O．87　，　Ser　O．　84　．

　　　　　（平均回収率81％）

ARal．Caled．　for　Cn3His6N24034S3’　H20　：

　　　　　C，　54．09　；　H，　6．35　；　N，　13．40．

Found：　C，　53．77　；　H，　6．32　；　N，　13．69　．’

（19）　Boc－Tyr－Leu－Asp（OBzl）一Thr－Arg（MBS）一Arg（MBS）一

Ala－Gl皿一・Asp（OBzl）一Phe－Va1－Gln－Trp－1．eu－Met（0）一Ser

一Thr一＝OH　（Boc一（duck　glucagon　13in29　）　一〇H）

　上記保護ペンタデカペプチド〔Boc一（duck　glueagon　15－29）一〇H〕

（18）（2．49g）にスカトール（0．26g），0．1％一EDT含有アニソール（3ml）

一’ �ﾁえ，TFA（5ml）処理。　Etherを加えてpowderとし，　powderを

炉取，etherでよく洗浄し乾燥する。ついで，　NMP－DMF（4ml－6ml）

の混合溶媒に溶解し，氷冷評　Et3N（0・28ml）ついで，　B　oc－Tyr一一Leu－

NHNH，　（D）　（　O．82g），　5．96M・　HCI－DMF　（　O．75m1），　I　A　N（　O．3m1），

Et3N（0・95ml）より調製したアジドのDMF溶液（5ml）を加え48hrアジ

　ド反応。AcOHを少量加えて中和後溶媒南洋。残査に5％一クエン酸とeth－

erを加えpowderとし，炉取。ついで，5％一クエン酸，水でbatchwise

に洗浄後，DMF－AcOEt　で再沈殿する。

　　　収量　2．32g　（84％）．

　　　mp　236－2410
　　　cct　）2D2　．一　IL　gO　（，＝　1．o，　DMF　），　Rf，　O．39　・

　　　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　　Tyr　1．08　，　Leu　1．95，　1￥sp　2．03　，　Thr　1．79，
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　　　　　Arg　1．70，　Ala　O．83，　Glu　2．00，　Phe　1．03，

　　　　　Va　l　1．00，　Trp　O．90，　Met＋MetgO＞　O．79，

　　　　　SerO．92。　（平均回収率81％）

　　　　　　　　　　　　H．“Ni．Q－S．・　4　H　O　：Ana置6Ca且。（i．　for　　C
　　　　　　　　　　　128’”176　26　－37　’V3　一rr2

　　　　　C，　54．14　；　H，　6．53　；　N，　12．83．

Found　：　C，　53．91　；　H，　6．54　；　N，　12．93．

第3節に関する実験

（20＞　Z（OMe）一Ly　s（Z）一NHNHTroc

　Z（OMe）一Lys（Z）一〇H（22．22g）と　Troe－NHNH2（11．41g）を，AcO

Et（150ml）に溶解し，　DCC（IL35g）を加えて室温で一晩反応。生成

するDCureaを湧去し，炉液を1M　HC1，5％一NaHCO3，水で洗浄．

AcOEt層を乾燥後AcOEt留去。残査にp－hexaneを加えて結晶化。エ

ーテルーn－hexaneより再結晶。

　　　収量　30．19g　（90％）。

　　　　　　　　　　o　　　mp　101－105
　　　（a）2B　一30．gO　（c＝＝1．0，　MeOH　）．　，　Rf，　O・72　・

　　　Ana1．　Ca｝cd．　for　C26H3iN40sC13　：

　　　　　　　　C，　49・26　；　H　4e93　；　N，　＆84　’

　　　Fo皿d：　C，49．53　；　H，4．88　；　N，8．85　・

（21）　Z（OMe）一SermLys（Z）一NHNHTroc

　アニソール（8．7ml）存在下，　Z（OMe）一Ly　s（Z）一NHNHTr　oc（16．75g）

をTFA（10ml）処理。室温でTFAを留去し，残査にn」hexaneを加え

decant．で洗浄後，油状物をKOH粒上乾燥し，　DMF（20ml）に溶解。

この溶液に氷薫別・Et3　N（3・5m11）とZ（OMe）一Ser－N且NH281（7・3マ直yl－

3・7gM●HC｝一DMF（14・51m1）・IA：N（3・75mD・E　t3N（11・3ml）より調製

したアジドのDMF溶液（60皿1）を混合し，48hr反応する。溶媒留去し，

残査をAcOEtに溶解。　AcOEt層を10％クエソ酸，飽和食塩水で洗浄し，・
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乾燥した後・AcOE　t留去。残査にether加えて結晶化。　MeOH－ether

より再結晶。

収量　15．86g（8i％）．

　　　　　　　　　o皿p　　 l47　－　148
（a　）2r　一1　s．20　（　c　＝＝　1．0，　Me　OH　）　，　Rf，　O・　57

Anal．Calcd．　for　C2gH36NsOtoC13　：

　　　　　C，　48．31　；　H，　5．03　；　N，　9．71

Fou皿d　：C，48．51；　H，5．11　；　N，9，66

（22）　Z（OMe）一Tyr－Ser－Lys（Z）一NHNHTr　o　c

　Z（OMb）一Ser－Lys（Z）一NHNHTroc（15．76g）にアニソール（6．6ml）を

加えTFA処理。　TFAを室温で留去し，残査にエーテルを加，IZ　decant．で洗

浄後，：KOH挙上で乾燥。得られた油状物をEt，N（2．8ml）を含むDMF溶液

（40ml）に溶解。氷冷下この溶液に，　Z（OMe）一Ty　r－NHNH，43（7．55g）と，

3・79」凱●HClTDMF（13・2ml）・　IAN（3・2ml），　Et3NqO・5ml）より調

製したアジドのbMF溶液（80皿1）を加える。撹脚下48hrアジド反応後，溶

媒留凹し，残髄にAcOEtと10％一クエソ酸を加え，1晩冷蔵庫に放置する。

生成するゲルを炉辛し，10％一クエン酸，水で　batchwiseに洗浄後，　Me

OH－AcOEtで再沈殿を行う。

　　　収量　14．13g　（75％）．

　　　mp　183－1860

　　　（a）2D2　一3．7e　（c＝Ll，　DMF），　Rf，　O．67．

　　　Anal．　Calcd．　for　C3sH，sN60i2　C13　：

　　　　　　　　C，　5L62　；　H，　5．13　；　N，　9．51　．

　　　Found：　C，　51．62　；　H，　5．31　；　N，　9．25．

（23）　Boc－Asp（OBz1）一Tyr－Ser－Lys（Z）一NHNHTroc

　Z（OMe）一Tyr－Ser－Lys（Z）一NHNHTroc（lL54　g）にアニソール（6．7

ml）を加え，常法TFA処理する。　Etherを加えてpowderとし，炉取乾燥

後・DMF（100ml）に溶解する。この溶液VC　・Et3N（1・7ml）ついでBoe
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一A　sp（OBzl）一〇N：Plo1）（6．22g），HOBT（1．84g）を加え，撹押下1晩

反応。ついで溶媒留守し，残査をA．cOEtに溶解し，10％一クエソ酸，飽和

食塩水で洗浄し，乾燥後，AcOEt留去する。残査にether　を加えて結晶

化し，EtOH－etherより再結晶する。

　　　収量　7．45g　（61％）。

　　　　　　　　　　　o　　　mp　116　一　118

　　　（a　）2D2　一ls．　10　（c＝　1．1，　DMF　），　R　f，　O．　74　．

　　　Anal．Calcd一　for　C4sHs6N70i4・C13　：

　　　　　　　　C，　52．71　；　Hs　5．51　；　N，　9．56．

　　　Found：　C，　52．51　；　H，　5．44　；　N，　9．36．

（24）　Boc－Asp（OBz1）bTyr－Ser－Lys（Z）一NHNH，　（E）

　Boc－Asp（OBzl）一Tyr－Ser－Lアs（Z〕トNHNHTroc（4．10g）をDMF－

AcOH（20ml－20ml）に溶解し，　Zn末（約4g）を加え室温で3hr三拝下

反応する。フィルターセルをしいて炉過し，Znを炉去，炉液を濃縮。罫引に

飽和EDTA水溶液を加え，　NaHCO，で中和し，1晩冷蔵庫に放置する。生

成する沈殿物を炉刑し，5％一Na且co、，水でbatchwiseに洗浄後，

MeOHより再結晶。

　　　収量　2．18g（64％）．

　　　　　　　　　　　o　　　mp　172　一．174

　　　　　　　　　　e　（c＝　o．s，　DMF）　．　Rf．　O．　51　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

（a）2cO@一11．　8e@（　c＝　O．8，　DMF　）　，

酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　1．00，　Tyr　1．11，

　　　　　（平均回収率80％）

Anal．　Calcd．　for　C42HssN70i2：

　　　　　C，　59．35　；　H，　6．52　；

Found　：　Cj　59．19　；　H，　6．75　；

Ser　O．　90　，　Lys　O．94　・

N，　11．54

N，　11．43

（25）　Z（OMe）一Th　r－Ser－OMe

H－Ser－OMe（3．11gの塩酸塩と2．8mlのEt3Nより調製）のDMF溶液
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（30ml）に，氷白下，　Z（OMe）一Thr－NHNH　81（5．95g）と，5．96M・HCl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2
－DMF（7．55ml），　IAN（2．9ml），Et　N（9．8皿1）より調製したアジド
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
のDMF溶液（50ml）を加え48　hrアジド反応。溶媒留回し，残査にether

と食塩飽和10％一クエソ酸を加え冷蔵庫に1晩放置。生成するゲル状結晶を

酒取，食塩飽和5％一クエン酸，飽和食塩水でbatchwiseに洗浄。　MeOH

－AcOEtより再結晶する。

　　　収量　5．29g　（69％）．

　　　mp　134　一　13f

　　　（　ct　）2B　一6．7e　（c＝＝　e．　g，　Me　OH　），　Rf，　O・　60　・

　　　ARal．　Calcd．　for　CnH24N20s　：

　　　　　　　　C，　53．12　；　H，　6．29　；　N，　7．29．

　　　Follnd　：　C，　53．42　；　l－　6．09　；　N，　7．31．

（26）　Boc一［Elir’Phe－NHNIL

　Boc－Thr－OH・DCHA（5．Og）とHCI・H一：Phe－OMe（3．59g）のDMF

溶液（50ml）にDCC（3．94g）を加え，室温で48hr撹伴下反応する。生成

するDC－ureaを高高し，炉液を濃縮。残査をAcOEtに溶解し，5％一

HCL　5％一　N　aHCO3　，飽和食塩水で洗浄し，乾燥後，　AcOEもを完全に留去。

残査をEtOHに溶解し（60ml），室温で80％一含水ヒドラジン（4．Oml）を

加え1晩放置する。生成する結晶を炉取，DMF－EtOHより再結晶する。

　　　収量　4．Og　（82％）・

　　　mp　191　－　 195。

　　　　　　う　　　　　　　　り
　　　〔α〕D－12・3（・＝O・6・DMF）・Rf、　O・64・

　　　Ana1。　Calcd・’for　ClsH28N40s・1／4　H20　：

　　　　　　　　C，56．16　；　H，7．46　；　N，14．57　．

　　　Found：　G　56・13　；　IL　7．57　；　N，14。38　．

（27）　Boc一［［hr－Phe－Thr－Ser－OMe

　Z（OMe）一Th　r－Ser－OMe（5．　77　9）をアニソール（8．1ml）の存在下，常

法TFA（11ml）・処理する。　TFAを室温で留去し，残査VC　etherを加えて
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powderとし，炉取乾燥する。ついでDMF（45mi）に溶解し，氷冷下竺．耳t3N

（2．1ml）を加えた後，　Boc－Thr一：Phe－NHNH2（3・80　9）と5・96　M・．耳9．1－

DMF（4．2ml），　IAN（1．5ml），E　t3N（5．6ml）より調製したアジドのDM

F溶液（30ml）を加えて，48hrアジド反応する。溶媒留去し，残査をAcO

Etと5・／。一クエソ酸で処理し，結晶化。結晶炉取し，5％一クエン酸・水で

軽くbatchwiseに洗浄し，　MeOH－AcOEtより再結晶。

　　　収量　4．20　g　（74％）．

　　　　　　　　　　　む　　　mp　169－172　　　　　　　．

　　　〔α〕鴛一3・7．（・一〇・8・DMF）・Rf10・46・

　　’A皿・1．C・1・d．f・・C26H、。N，O、。．1・／2H，0：

　　　　　　　　C，52．42　；　H，7．28　；　N，9．41。

　　　Found：　C，52．50　；　H，7．21　；　N，9．46．

（28）　Boc－Thr－Phe一［1］hr－Ser－NHNH，　（F）

　上記保護テ5ラペプチドメチルエステル（27）（0．7g）をMeOH（7ml）に

溶解し，室温で80％一回忌ヒドラジン（0．3ml）を加え1晩放置する。生成す

る結晶二二し，DMF－MeOHより再結晶する。

　　　収量　0．29g（42％）．

　　　　　　　　　　　o　　　mp　179　一　184

　　　（ct　）2B　一　4．　40　（　c＝　1．1，　DMF　），　Rf，　O．　51　・

　　　Anal．　Calcd．　for　C，，H，，N60g’　1／4　H20　：

　　　　　　　　C，　52．39　；　H，　7．12　；　N，　14．66．

　　　Found：　C，　52．39　；　E　7．20　；　N，　14．49．

（　29）　Z（　OMe　）一Gl　n－Gly一　OI“le

　H－Gly－OMe（4．14gの塩酸塩と6．3mlのE　t，Nより調製）のDMF…一水

（80ml－20ml）二二に，　Z（OMe）一Gln－ONP　lo2）（12．94　g）を加え，室温で

1晩反応する。溶媒を留去し．残査にAcOEtを加えて結晶化。結晶炉取し・

10％＿クエソ酸水でb。t・hwi・e　Va洗浄後，　DMF　一・　A・OEtより再結

晶する。
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収量　10。83g　（95％）．

　　　　　　　omp　180－181
（ct　）2c’ D　＋　12．　8e

@（c＝　O．9，　DMF　），

A皿・1・C・1・d・f・・C、，且，3N、0，：

　　　　　C，　53．53　：　H，　6．08
　　　　　　　　　　’
Fou皿d：　C，53．71　・　H　　5．91
　　　　　　　　　　’

Rf，　O．59．

；　N，　11．02　．

；　N，　11．16　．

（30）　Z（OMe）一一SerLGIn－Gly－OMe

　Z（OMe）一Gln－Gly－0：Mb（3。81g）にアニソール（3．3ml）を加え，常法T

：FA（6ml）処理する。ついで，　etherを加えてpowderとし，炉取乾燥。

これを・Et3N（1・4ml）を含むDMF（20ml）に溶解し・氷冷下，　Z（OMe）一

Ser　一NHN】EI2　81（2．83g）と3．79M・且Cl－DMF（5．8ml），　IAN（1．48

皿1）・Et3N（4・88ml）より調製したアジドのDMF溶液（20ml）と混合し，

48　hrアジド反応を行う。次に溶：媒留去し，残査にAcOEtを加えてゲルを

得る。　ゲルを炉取し，10％一クエソ酸，水でbatchwiseに洗浄後，　DM

F－AcOEtより再沈殿する。

　　　収量　3．46g（74％）　．

　　　mp　156　一　1570

　　　（a）2D”　一1．10　（c＝o．9，　DMF），　Rf，　O．48．

　　　A皿al．Caled．for　C20H28N4　Og・　1／2且20　：

　　　　　　　　C，　50．30　；　H，　6．12　；　N，　IL74．

　　　Found　：　Cs　50．46　；　H，　5．98　；　N，　I　L64．

｛一｛t｝一1一｝Z＝Ul）Z　Hi　s－Ser－Gln一（｝ly－OMe

　Z（OMb）一Ser－Gln－Gly－OMe（4．78g）にアニソール（5．4ml）を加え，

常法TFA（10皿1）．処理。室温でTFA留去し，残査Va　etherを加えてpo－

wderとする。このpowderを炉取乾燥し，　Et，N（1．4ml）を含むDMF溶液

（20ml）に溶解する．。氷冷下，この溶液に，　z　一Hi　s－NHNH284（3．49g）と

5・96M・HCI　一DMF（6・7ml）・IAN（1．7ml），Et、N（7．4ml）より調製

したアジドのDMF溶液（30ml）を加え，48hrアジド反応する。ついで，溶
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媒留去し，残査にAt9　OEt　を加えてゲル状結晶を得る。結晶炉取し，MeO且

一AcOEtで再結晶をくり返す。

　　　収量　5．40g　（94％）．

　　　　　　　　　　　e　　　mp　118　一　122
　　　（ct　）2D4　一6．　70　（c＝＝　1．0，　DMF　），　R　f，　O．　24　．

　　　Anal．　Calcd．　for　C，，H3，N，O，　’　2　1／2　H，O　：

　　　　　　　　C，　48．38　；　H，　6．17　；　N，　15．80．

　　　Found：　C，　48．32　；　H，　5．92　；　N，　15．77．

g32）’　Z－His－Ser－Gln－Gly－NHNH，　CG）

　Z－His－Ser－Gln－Gly－OMe（4．30g）をMeOH（50ml）に溶解し，80

％一含水ヒドラジン（2．3皿1）を加え，1晩放置し，生成する結晶炉取。DM

F－MeOHより再結晶する。

　　　収量　3．44g　（80％）．

　　　　　　　　　　　o　　　mp　208　－　212

　　　　　　　　　　　　〔α〕窒一9・9（・；1・3・DMF）・Rf、　O・・10・

　　　酸分解後のアミノ酸分析値；

　　　　　　　　His　1．19，　Ser　O．91，　Glu　1．OO，　Gly　1．00．

　　　　　　　　（平均回収率　99％）．

　　　An・1・C・1・d・f・・C，、H33N、08●V4　H，0：

　　　　　　　　C，49．69　；　H・5．82　；　N，21・73．

　　　Fou－d　：　C，49．95　●　H，6．01　。　N，21．17．
　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　　　　　，

（33）　Boe－Asp（OBzl）一Tyr－Ser一一Lys（Z）一Tyr－Leu－Asp（OBzl）一Thr一

Arg（　MB　S）　一Arg（　MBS）一Ala’Gln－Asp（　OBz　1）　一Ph　e一　Val－Gln－Trp

　　一Leu－Met（O）　一Ser’Thr　一〇H

　　（Boc一（duck　glucagon　9h29）’OH）

Boc一（duck　glucagon　13－29）一〇H（19）（0。72g）に，スカトーノ｝ノ（68
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皿9）と0．1％一EDT含有アニソール（lml）を加え・常法TFA（2ml）処

理する。ついで，etherを加えてpowderとし．　etherで十分洗浄後・乾

燥する。これを・E　t3N（0・07ml）含有NMP－DMF（3ml－2皿1）混液に溶

解する。氷冷下，この溶液に，BocrAsp（OBzl）一Tyr－Ser－Lys（Z）一NHN耗

〔E〕（0．40g）と5．96M・HCI－DMF（0．17ml），　IAN（0．07ml），　Et3N

（O．21ml）より調製したアジドのDMF溶液（5ml）を加え，48hrアジド反

応を行う。反応後，AcOHを加えて中和し溶媒誘惑。残査に，5％一クエン

酸とAcOEtを加えpowderとする。このpowderを三五し，5％一クエ

ソ酸，水でbatchwiseに洗浄後，　DMF－EtOHで’再沈殿する。

　　　収量　0．81g　（90％）．

　　　　　　　　　　o　　　皿P　247－249
（ct　）2B　一3．0　（　c＝　O．　7，　DMF　）　，　Rf，　O．　87　，

酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　Asp　3．29，　Tyr　1．79・，　Ser　2．04，

　　　　　Leu　L74　，　Thr　1．96　，　Arg　2．07　，

　　　　　Glu　2．09，　Phe　1．08，　Val　1．03，

　　　　　M6t十Met⑨　0．76。（平均回収率　88％）

Anal．　Calcd．　for．　Ci6sH2igN3iO47S3’　4H20　：

　　　　　C，　55．71　；　H，　6・43　；　N，　12．21　．

Found：　C，　55．55　；　H，　6．68　；　N，　12．44．

Rf一　O・41　・

　T

Lys　1．01，

Ala　1．00　，

Trp　O．67　，

（34）　Boc一’Thr’一Phe－Thr－Ser－Asp（OBzl）一Tyr－Ser－Lys（Z）一Tyr一

Leu－Asp（OBz　1）　一Thr－Arg（MB　S）一Arg（MB　S）　’A1　a’：．｛i－il－1．＝｛〉：EJ2’Asp

（OBzl）一Phe－Va1－Gln－Trp－Leu－Me　t　（O）　一Ser　一Th　r　一〇H

（Boe一（duck　glueagon　5－29）一〇H）

　．Boc一（duck　glucagon　9－29）一〇H（33）（0，73g）に，スカトール（55mg）

と0．1％一EDT含有アニソール（1rpl）を加え常法TFA（2皿1）処理する。

ついで，etherを加えてpowderとし，炉取乾燥後，　NMP－DMF（2ml
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一3ml）混晶に溶解する。氷三下，この溶液に，　E　t3　N（0．06ml）を加えた後，

Boe－Thr一一？he－Thr’一Ser－NHNH，　（F）　（　O．16g），　5．96MrHC1－DMF（O．16

ml），　I　AN（O．07ml），E　t3N（0。2ml）より調製したアジドのDMF溶液（2

mDを加えて48hrアジド反応を行う。反応後，　AcOHを加えて中和し，溶

媒留去。残査に，5％一クエソ酸とAcOEtを加えて，　powderとする。　こ

のpowderを炉冷し，5％一クエソ酸，水でbatchwiseに洗浄後・QMF

－MeOHで再沈殿を行う。

　　　収量　0．53g　（64％）．　　　　．

　　　　　　　　　　　o　　　mp　235　一一　240

　　　（ct　）2B　一1　g．　3e　（e　＝z　o．s　，　DMF　），　Rf，　O．78　，　Rf，　O・　44　・

　　　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　［［1］r　3．59　，　Phe　1．85　，　Ser　2．76　，　Asp　3．26　，

　　　　　Tyr　2．10，　Lys　O．90，　Leu　2．08，　Arg　1．74，

　　　　　Ala　LOO，　Glu　2．18，　Val　1．06，　Trp　O．74，

　　　　　Met＋Met◎　0．83，（平均回収率99％）

Allal．Calcd．　for　Cis，H24rN3sOs4S3’　4H20　：

　　　　　C，　55．63　；　Hi　6．44　；　N，　12．28．

Found　：　C，　55．45　；　H，　6．59　；　N，　12．28．

（35）　Z－Hi　s－Ser－G　l　n－G　I　y－Th　r－Ph　e一一一Th　r－S　e　r－As　p（OBwrl　）pTy　r一

Ser－Lys（Z）一Ty　r－Leu－Asp（OBz　1）一一［［Eh　r－Arg．tMB　S）Arg（MB　S）

一Ala－Gln一“Asp（　b　Bz　1）　一Phe－Val－Gln－Trp－Leu－Met　（O）一Ser’

Thr－OH（Z一（duck　glucagon　1．一“’29）一一〇H）

　　　　　（protected　duck　g｝ucag一一〇一．　）

　Boc一（duck　glucagon．5－29）一〇且（34）（0．48g）に，スカトール（32mg）

と0．1％一EDT含有アニソール（0．81nl）を加え℃，常法TFA．（2ml）処理。

Ether加えてpowderとし・炉取乾燥後・Et，　N（0・04ml）を含むNMP（3

ml）に溶解する。二二下，この溶液に，　Z－His－Ser－Gln－Gly－NHNH2

〔G〕（0．17g）と年．27M・且Cl－DMF（0．31ml），　IANCO．05m1），Et3N
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（0．21皿1）より調製したアジFドのDMF－NM：P（1ml－1ml）溶液を混合し，

48hrアジFド反応を行う。次に，　AcOHを滴下し中和後，溶媒を留書。残査

に5％一クエソ酸とAcO耳tを加えてP　owderとする。このP　owderを炉宣

し，5％一クエソ酸，水でbatchwiseに洗浄し，　DMF－EtOHで再沈殿

を行う。

　　　収量　0．51g　（97％）．

　　　　　　　　　　　o　　　mp　223　一　22．6

　　　（ct　）2D4　＋　3．　10　（c＝＝　1．o　，　DMF　），　R　f，　O．72　，　R　f，　O・　29　・

　　　酸分解後のアミノ三分二値：

　　　　　　　　His　1．06，　Ser　3．67，　Glu　3．12，　Gly　LO5，

　　　　　　　　［1！hr　3．43，　Phe　1．76，　Asp　3．16，　Tyr　1．94，

　　　　　　　　Lys　1．01，　Leu　1．93，　Arg　1．90，　Ala　1．Oe，

　　　　　　　　Val　1．08　，．　Trp　O．　79　，　Met　十Met　（O）　O．　72　．

　　　　　　　　（平均回収率　98％）

　　　Ana1．　Calcd．　for　C204H26sN42060S3’　5H20　：

　　　　　　　　C，　54．99　；　H，　6．29　；　N，　13．21　．

　　　Found：　C，　55．16　；　H，　6・91　；　N，　13．03　．

（36）　H－His－Ser－Gln－Gly－Thr一一Phe一［［1ir－Ser－Asp－Tyr－Ser－Ly・s一

Tyr－Leu－Asp－Thr－Arg－Arg－Ala－Gln’Asp－Phe－Va1－Gln－Trp

　　　　一Leu－Met－S　er一［Eli　r－OH

　　　　（Duck　glueago皿）

　上記保護アヒルグルカゴン〔Z一（duck　glucagon　1－29）一〇H〕（35）

（521㎎）にアニソール（1ml）とスカトール（80mg・5eq）を加え．・　N2

置換後，MSAで無水氷冷下15min，ついで室温で45min処理する。そして，

反応液を・NaCl一遇で充分に冷却後，’etherを加えてpowderとする。こ

のpowderを炉姦し，　etherでよく洗浄し，　KOH粒上素早く乾燥した後，水

（45ml）に溶解する。この水溶液を，Amberlite　CG－4B　typell（ace・一

tate　form，湿重量約5g）で，氷白下60min処理し，樹脂を炉去。糖液に，
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氷冷下，2M－NH　OH（15ml）を加え，氷刃のまま，30mi皿撹拝し，凍結
　　　　　　　　　4
乾燥を行って白色粉末とする。

　　　収量　472mg

　得られた白色粉末（粗〔27－Met（0）〕一duck　glucagon）を，0．5％一

AcOH（8ml）に溶解。不溶物を炉薄し，炉液をSephadex　q－25　fine・‘

（3×150cm）のゲルクロマトにapplyする。同一溶媒で溶出を行い（1：Frae♂．、

6．Oml　each），280nmにお・ける吸光度を測定し，理論の部Fig．29に示す

溶出曲線を得た。そして，目的物野分（tu：be　No．105－140）を集め，凍結乾

燥し，白色粉末とする。

　　　収量　207mg　（84％）

　な：お・，フロントピーク（tube　No．75－90）の副生成物は，凍結乾燥し，白

色紛末として35mg得られた。

　続いて，上記目的物華分（109mg）を水（4ml）に溶解し，　CM一セルロー

ス（2．4×6．8cm）のイオン交換クロマトにapplyする。そして，最初，　水

（120ml）で溶出し，ついで，水（800ml）一〇．e6M・NH，HCO，（p且6．9，

800ml）bufferのgradient溶出（1Frac．6．Oml　each）を行った。そ

して，280nmにおける吸光度を測定し，理論の部Fig．30に示す溶出曲線

を得た。目的物四分（tube　No．53－85）を集め，凍結乾燥を行い白色粉末と

した。次に，この粉末を，水（3ml）に溶解し，2一　me　rcapt　oethano　1

（0．1ml）を加え，　N置換後，45。　C，48hr，　i皿cubateし，還元を行った6
　　　　　　　　　2
すると，TLC上Rf、0．53の〔27－Met（O）〕体のスポヅトの消失とともに，

Rf　O．56のMet試薬陽性の還元体，すなわ．ち目的物アヒルグルカゴンの出現
　　4
が認められる。完全にRf、0．53のスポットの消失を確認した後，脱塩のため，

本還元糖をSephadex　G－25　fine（2．5×140　em）のカラムにapPlyす

る。そして，0．5％一AcOHで溶出（1Frac．6ml　each）を行い，280nm

における吸光度を測定し，理論の部Fig．31に示す溶出曲線を得た。目的物主

平分（tube　No．80－91）を集め凍結乾燥して，白色羽毛状のアヒルグルカゴ

ンを得る。

　　　収量　49mg（45％）．　　　　：Rf40．56，　Rf50．96．

　　　酸分解後のアミノ酸分析値：

　　　　　　　　His　O．84　，　Ser　3．93　，　Gl．u　3．06　，　Gly　L．22　，
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　　　　　　　　［［1ir　3．64，　Phe　1．91，　Asp　3．14，　Tyr　1．85，

　　　　　　　　Lys　1．11，　Leu　1．73，　Arg　2．22，　A｝a　1．11　，

　　　　　　　　Val　1・OO，　Trp　1．el，　Met　O．83．

　　　　　　　　（平均回収率　83％　）

　次に，本旨の15皿gをとり，0．02％一NaCI水溶液（1．5皿1）に懸濁し，

0．1M－NaOHを滴下し，　pH10．5にadjustして溶解する。ついで，　O．1

M－HCIをゆっくり滴下し，　pHを8．5まで下げ，そのまま室温で1晩，冷蔵庫

（4。C）で3日間放置する。生成する白色結晶状沈殿物を遠心して集め，0．02

％一NaClで軽く洗浄し，素早く乾燥する。そして，顕微鏡にて観察し（300

倍），理論の部Fig．32に示す結晶アヒルグルカゴンを得た。

　　　収量　6．7皿g　（45％）・

　　　（ct）2D‘　一32．40（c＝＝o．8，　o．50／e－AcOH）．

　　　AP－M酵素消化後のアミノ酸分析値：（カッコ内は予想値）

　　　　　　　　His　1．　17（1）・，　Ser　4．　04　（4　），　Gln十　Thr　5．　88　（　3十4　），

　　　　　　　　Gly　1．31（1），　Phe　1．97（2），　Asp　2．70（3），

　　　　　　　　Tyr　1．68（2），　Lys　1．18（1），　Leu　1．75（2），

　　　　　　　　Arg　2．14（2），　Ala　1．14（1），　Val　1．00（1）・

　　　　　　　　Trp　O．99（1），　Met　O．86（1）．

　　　　　　　　（平均回収率82％）（GlnはThrとしそ計算）

15％一分離用ポリアクリルアミドdisc電気泳動（0．5×6．Ocm　tube）を

pH2．3，5皿A／tube，2h　r，0．37M・glycine　一AcOH　buffer　にて行

い，A皿ido　Black　10B染色103）で，　cathodeより1．4　cmの位置に単一バ

ンドを示した。Am　pholine（pH3．5－10，　LKB社）を用いた等電点ポリア

クルアミドdisc電気泳動（o．5×6．Ocm　tube）を，陽極buffer：o．2％

一H，　S　04陰極buffer：0．4％一ethylenediami皿eにて，1mA／tube

lhrそして100V　const．1hr行い，　CoomassieBrilliant　Blue　G－

250で染色104）を行って，アルカリ側末端に対し，酸性端より2．9cmの位置

に単一バンドを示した。（理論の部Fig．33）

　　　ARal．　Calcd　for　C，，，H，，sN．20，，S’　3CH，COOH．　16H，O　：

　　　　　　　　C，　48．49　；　H，　6i91　；　N，　14．　94　．

　　　Found：　C，　48．19　：　H，　6．83　：　N，　15．47．
　　　　　　　　　　　　　v　．一T　V－LrU　t
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