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論 文 内 容 の 要 旨

噂乳動物 の脳下 垂体中葉ホルモンとして,1956年,ブタβ-メラニン細胞刺激ホルモン (MSH)が

Harrisら,また,ほぼ同時にGeschwindらによって構造決定されて以来,ウシ,ヒツジ,ウマ,サル,-

ヒトの β-MSH が次々に構造決定され,それらの合成研究が発展した｡ しかしながら,1961年,Dixon

Liによって単離,構造決定されたウマ β-MSH だけは未だ合成されぬまま現在に到っている｡その構

造はブタβ-MSHに類似しているが16位が Argに置換されている点,他の β-MSH には見 られない特

徴を有 している｡

また最近ラクダより2種の β-MSH が単離,構造決定された. いずれもブタ β-MSH に類似である

が,2位が Glyに,そのうち (C1) は8位も Glnに置換された構造を有している事が明らかになり,

これらはLiらにより固相法で合成された｡この様な動物による β-MSH の構造上の種差は,これら動

物の発生学的に興味ある問題を提供するものである｡

以上の様な β-MSH に関する研究経過を考慮し,著者はここにウマ β-MSH の全合成を行うと共に,

ラクダ β-MSH についても Liらと別筒に液相法による全合成研究を実施 した｡ なお本合成に先立ち,

アミノ保護基の導入試薬として各種の p-methoxybenzylmixedcarbonateの開発を行って,ペプチド

合成化学に新たな知見を加えた｡
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くⅠ.p-mthoxybenzylmixedcarbonateの開発)

近年,含硫アミノ酸 (Met.Cys)を含むペプチドの合成には稀酸で除去されるウレタン型アミノ保

護基, 例えば Boc(tert･butoxycarbonyl)基または Z (OMe)(p-methoxybenzyloxycarbonyl)基が不

可欠である｡ それは従来,多用されて来た Z(benzyloxycarbonyl)基の接触還元による除去が,これ

らのアミノ酸の存在で妨げられるからである｡これらの保護基は主として対応するアジドにアミノ酸を

作用させて導入される｡ しかし, これらの試薬は低温でのみ保存可能であるので, より安定な (室温

で),反応性の高い, しかも合成容易な試薬の開発が望まれる｡ この要求の為に多くの研究がなされた

が,著者はここにBoc基よりも合成容易な数種の p-methoxybenzylmixedcarbonateを合成した｡

すなわち,冷却下アニスアルコールにホスゲンを反応させ,生じたp-methoxybenzylchloroformate

に直接 Et3Nの存在下,フェノール類を加えると,高収率でp-methoxybenzylmixedcarbonate(Ⅰ),(ⅠⅠ)

および(ⅠⅠⅠ)が得られた｡

また同様の原理で (ⅠⅤ)を合成した｡これらは長時間,室温での保存が可能である｡
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ついで,ここに得た各 carbonateの アミノリシスの効率を, アラニンを標準物質として Et3N また

は MgO の存在下,室温48時間反応させる事により比較検討した処,quinolylcarbonate(Ⅰ)が最も優

れた性質を示した｡そこで (Ⅰ)を用いて種々の新しいZ(OMeトアミノ酸を合成すると共に,本保護基を

主体としたウマおよびラクダ β･MSH の合成を行った｡

くⅠⅠ.ウマ β-MSH の合成)

合成方針は矢島らのブタ β-MSH とほぼ同じ原理に基づいている｡ 図の如 く全体を4ケのフラグメ

ントに分け,各フラグメントのC端には出来るだけラセミ化の怖れのない Glyまたは Proを選び,各

段階で最適な縮合法をあてた｡また,Gly,Proが適当な位置に見当らない場合は, ラセミ化が最も少

いとされるアジド法を利用した｡ 側鎖保護基は最終段階の HF処理により1度で脱離 しうるもの, す

なわち Lysに Z基,Asp,Gluには Benzyl(OBzl)基,Argに Tosyl(Tos)基を蔑んだ｡

(i) Z(OMe)-Asp(OBzl)-Glu(OBzl)-Gly-OH

(2) Z(OMe)-Pro-Tyr-Lys(ZトMet-NHNH2

(3) Z(OMe)･Glu(OBzl)-His･Phe-Arg(Tos)-TrpIGly･OH

(4) Z(OMe)･Ser･Pro･Arg(Tos)-Lys(Z)･Asp(OBzl)2

1)Azide
2)TFA

1)DCC/HOBT
TFA 2)TFA

1)PCPOTCA
2)HF

1
ウマβ･MSH

まず各フラグメントの合成について述べると,(1)および(3)は既知の方法によった｡(2)の合成には活性
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エステル法で得たZ(OMeトLys(Z)-Met･OMeを トリフルオロ酢酸 (TFA)で処理して,Z(OMe)基を除

去 した後,Z(OMe)-Pro･Tyr-NHNH2をアジド法で縮合させ,ヒドラジン処理して,対応の hydrazide

(2)に導いた｡(4)はまず H-Asp(OB2;1)2とZ(OMe)-Lys(Z)-OH を混合酸無水物法で縮合し,TFA 処

理後,Z(OMe)-Arg(TosトOH,Z(OMe)-Ser-Pro･OH を順次結合して合成した｡

かくて用意 した4ケの フラグメントを dicyclohexylcarbodiimide/1-hydroxybenzotriazole(DCC/

HOBT)法,azide法, pentachlorophenyltrichloroacetate(PCPOTCA)で順次縮合して保護 octadeca

peptideを合成した｡続いて本品を,アニソールの存在下,HFでOoC l時間処理して,保護基を除去

した｡その後直ちにAmberliteIR-4Bで酢酸塩に変え,Met-sulfoxideの還元の為にdithiothreitolと共

にインキュベ-ト,SephadexG･10で脱塩,CM-Sephadexで精製した｡本品はTLC上,およびディ

スク電気泳動,折紙電気泳動で単一のスポットを示し,更にその純度を,元素分析,酸分解およびアミ

ノペプチダーゼ消化によって確認した｡

生物活性は invivoで合成ヒトβ･MSH(6.2×109MSH U/g)の1.05倍,ブタβ-MSH の約1/3であ

った｡

くⅠⅠⅠ.ラクダ β･MSHの合成)

ラクダ β-MSH の合成原理も前記のウマ β･MSHの合成とほぼ同じであるが,結合方式に若干考察

を加えた｡
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Z(OMe)･Asp(OBzl)-Gly･Gly-NHNH2

Z(OMe)-Pro･Tyr-Lys(Z)-Met-NHNH2

Z(OMe)-@･His-Phe･Arg(Tos)-TrpIGly･OH

Z(OMe)-Ser-Pro･Pro･Lys(Z)-Asp(OBzl)2

1)Azide
2)TEA

1)DCC/HOBT
TFA 2)TFA

1)Azide
2)HF

J
β-MSH

8-Gln :βcl-MSH

Glu(OBzl):βC2･MSH

まず βcl-M SH について述べると,4フラグメントは上図に示す通りである｡合成上,特に問題とな

るのは(1)である｡ 文献上 Asp-Glyは酸, アルカ1)処理でコ-ク酸型 ringを形成し易い事が知られて

いる｡そこで著者は矢島らの開発した trichloroethyloxycarbonylhydrazine(Troc-NHNH2) に着目し,

二Z(OMe)･Gly-NHNH-TrocからZ(OMe)-Asp(OBzl)-Gly･Gly-NHNH･Trocを活性エステル法で縮合合

成し,その後 Zn/酢酸で Troc基を脱離し,(1)を得る事が出来た｡(2)はウマと同じ区分である｡(3)は噂

乳動物として極めて特異的な Glnを含んでいるので新たに合成した｡ すなわち,Z(OMeトGln-OHと

H-His-OMeを混合酸無水物法で結合し,ヒドラジン処理でhydrazideに導いたものと,既知のH-Phe-

Arg(Tos)-Trp-Gly-OH をアジド法で縮合させて合成した｡(4)はブタと同じであるが,若干の改良を加

えて合成した｡

これら4ケのフラグメントを DCC/HOBT法,azide法で慣次縮合して,保護 octadecapeptideを

合成し,本品をアニソールの存在下 HFで OoC1時間処理して,保護基を除去 した｡その後 Amberlite
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CG-4Bで酢酸塩に変え,SephadexG-10で脱塩,CMICelluloseで精製した｡

一方 βC2-MSHはブタβ-MSH の C端 pentadecapeptideH-Pro･Tyr-Lys(Z)-Met-Glu(OBzl)-His-

Phe-Arg(Tos)-Trp-Gly-Ser-ProIPro-Lys(Z)-Asp(OBzl)2にβcl-MSHで得たtripeptideZ(OMe)-Asp

(OBzl)-Gly-Gly-NHNH2をアジド法で縮合 し,保護 octadecapeptideを合成した後,βcl-MSH と同様

の脱保護,精製を行った｡ラクダ β-MSH2種共,TLC,ディスク電気泳動,折紙電気泳動,酸分解お

よびアミノペプチダーゼ消化後のアミノ酸分析,元素分析によって各々純度を確認した｡

生物活性は C1,C2,各々 invitroで合成 α-MSH(2×1010MSH U/g)を指標として,その0.256倍

(5.13×109),0.056倍(1.14×109)であった｡

以上, 著者はペプチド合成化学上, 重要な ウレタン型 アミノ保護基 の導入試薬 p-methoxybenzyl

quinolylcarbonateを開発し,合成出発原料の安全かつ多量の合成への道を拓いた｡さらにこれを利用

して,ウマおよびラクダ β-MSH の全合成に成功した｡ ここに現在構造の知られている晴乳動物の脳

下垂体中葉ホルモン β-MSH の全てが合成された事になる｡ 以上は,ペプチド合成化学に基礎的な貢

献をなすと共に∴現在 β-リポトロピンと 8-MSH との生合成機構が論ぜられている時,内分泌化学上

資する処大と考えるものである｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は,ウマ, および ラクダの脳下垂体中葉ホルモンである β塑メラニン細胞刺激ホルモン (β -

MSH)の全合成に関するものである｡

嘱乳動物の脳下垂体中葉には構造を 同じくする α-MSH 以外に, 動物によって多少構造を異にする

β･MSH が存在し,このうちブタ,ウシ,サル,ヒトの β-MSH はそれぞれ合成された｡しかし,1961

年,Dixon,Liによって構造決定されたウマ β-MSHは未合成のまま今日に到っていた｡またラクダ脳

下垂体中葉よりの2種の β-MSH は1975年,Liらによって固相法で合成されたものであるが,著者は

液相法により別途合成した｡

以上3種の β -MSHを液相法で合成するにあたって,著者の開発した p-methoxybenzyloxycarbonyl

(PMZ)基の導入試薬が重要な役割を果した｡現在のペプチド合成法において,含硫アミノ酸を含むペ

プチドの合成には上記のPMZ基の様に稀酸で除去出来るα-アミノ保護基が必要であり,著者は3種の

新しい p-methoxybenzylmixedcarbonate試薬を開発したのであるが,このうちp-methoxybenzy1-8-

quinolylcarbonateは合成容易な,また室温で保存可能な実用性の高い試薬であることが確められた｡

ウマ β-MSH の合成は上記の PMZ基導入試薬により調製された PMZ-アミノ酸を出発原料とし,

これを トリフルオロ酢酸で除去 しつつペプチド鎖を延長する方式をとり,最終的に側鎖官能基の保護基

を弗化水素で除去する方法で完成された｡ またラクダの2種の β-MSH はブタ β-MSH に類似した8

位が Gluと Glnになったオクタデカペプチドであるが,合成上問題となるのは N 末端部に位置する

α-β転位しやすいAsp-Gly残基を確実に導入することである｡ 前記の Liらは此の点に十分の注意を

はらっていないが,著者は亜鉛で除去出来る保護基を持った置換ヒドラジンを利用することによって此

の問題点を解決し,本合成を達成した｡
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以上の研究は脳下垂体中葉ペプチドホルモンの内分泌化学的研究に貢献するとともに,また著者が新

しく開発した α･アミノ保護基の導入試薬は一般のペプチド合成化学に資するところ大なるものがある

と考える｡

よって,本論文は薬学博士の学位論文として価値あるものと認める｡
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