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論 文 内 容 の 要 旨

副腎皮質刺激ホルモン (ACTH)は脳下垂体前葉ペプチドホルモンの一種であり,39個のアミノ酸より

構成されている｡1971年,GrまfらはブタACTHのアルカリによる脱アミド化反応を再検討した際,かつ

て1954年,Bellら,Whiteらが提出した構造式のC末端区分に一部誤 りのあることを指摘し,この構造

を訂正するに至った｡ひきつづき,従来のヒト,ウシの ACTH の構造もそれぞれ Rinikerら,Liらに

よって再検討,訂正され,ヒツジはウシと同一の ACTH を有することが明らかにされた｡すなわち,現

在知られている晴乳動物の ACTH の種差は図1に示されるように31位と33位の2ヶ所であることが判明

した｡

図1 各種晴乳動物の ACTHの構造
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以上の構造研究以外に,ACTH の研究上に加えられた重要な知見は1973年,ScottらがブタACTHを前

駆体とする α-メラニン細胞刺激ホルモン (α-MSH)とACTH様脳下垂体中葉ペプチ ド(Corticotropin-

LikeIntermediateLobePeptide;CLIP)の生体内生成機構を解明したことである｡後者はACTHの18

位～39位に対応する docosapeptideであり,Larssonが消化管における CLIP様ペプチドの存在を示唆

しているように,その生理的意義の解明が急がれている｡

合成研究として,訂正構造式に従ったヒトACTHは1972年,Sieberらによって初めて合成され,その

級,別途合成の報告もあるが,著者はここに,未合成のブタCLIPを含め,構造訂正されたブタ,および

ウシ (ヒツジ)の ACTHを初めて全合成した｡なお,ヒトの ACTH も上記の著者らとは異なる方法で
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合成したものであるが,これらの合成に先立ち,DCC(dicyclohexyLcarbodiimide)による区分ペプチ ド

の縮合の際のラセミ化抑制剤に検討を加えた｡

1. ラセミ化抑制剤クロル置換8-ヒドロキシキノリンの検討

DCCによって区分ペプチ ドを縮合する際,区分ペプチ ドのC末端のアミノ酸残基が Proか Glyでな

ければ,オキサブロンを経由してラセミ化することが知られているoそれ故,優秀なラ竜ミ化抑制剤を開

発することができれば,C末端のアミノ酸残基に関係なくDCCによる区分ペプチ ドの縮合が可能となり,

合成法はかなり簡易化されるものと思われる｡そこで,著者は Jakubkeの8-ヒドロキシキノリン以外に,

そのクロル置換 8-ヒドロキシキノリン煩のラセミ化抑制能を Bodanszkyらのラセミ化検出法により調

べた｡その結果,5,7-ジクロルー 8-ルヒドロキシキノリンが,現在最も有効なラセミ化抑制剤とされ

るN-hydroxybenztriazole(HOBt)とほぼ同等のラセミ化抑制能を有することを認めた｡しかし,現在,最

もラセミ化の少ない縮合法であると言われているアジド法に比べるとまだ満足すべきものではないと思わ

れるので,今回の合成に際し,DCCによる区分縮合はProか GlyをC末端とする場合に限り,Pro,Gly

以外のアミノ酸残基をC末端とする区分ペプチドの縮合はすべてアジド法により行った｡

2. ブタ CLIPの合成

ヒト,ウシ型 CLIPはすでに矢島,河谷によって合成されたが,著者は図2に示す方法により, ブタ

CLIPを合成した｡使用した区分ペプチ ドのうち,(Ⅰ)と (Ⅲ)は上記の合成にも利用されたペプチ ドで

あるが, 区分ペプチ ド(I)は動物差のある区分であり, まず,Z(OMe)-Leu-Ala-NHNH2と H-Glu

(OBzl)-Ala-Phe-Pro-OH をアジド法で縮合して hexapeptideとし, これと H-Leu-Glu(OBzl)-Phe-

(OBzl)､を ⅠIDQ(N-isobutoxycarbony1-2-isobutoxy-1,2-dihydroquinoline)で縮合後,Z(OMe)基を

TFA(トリフルオロ酢酸)で除去しつつ,対応のアミノ酸を順次活性エステル法で導入して新たに合成し

た｡これに Gly,ProをC末端とする2区分ペプチ ドを HOBtの存在下,DCCで順次縮合したが,ここ

に加えた HOBtはラセミ化抑制ではなく,N-acyl尿素の副生を抑制するために使用したものである｡

図2 ブタ CLIPの合成図
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Z(OMe)-p-methoxybenzyloxycarbonyl,Z-benzyloxycarbonyl

得られた保護 docosapeptideesterをアニソール存在下,00,60分間弗化水素処理して全保護基を除去

した後,AmberliteIR-4B樹脂処理により酢酸塩に変換,ついで,SephadexG-25上のPartitioncolumn

chromatographyで精製してブタ CLIPを得た｡本品は天然ブタ ACTH の抗血清に対し,1251-ヒトCL
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IPを tracerとした時,天然ブタ ACTH と同様の交差反応を示した｡

3. ブタ ACTH の全合成

ブタ ACTH の全合成は上記 CLIP の合成に際して得られる (Ⅰ)と (‡)の縮合体,eicosapeptide

esterを出発原料として,これに4区分ペプチ ドを順次縮合して行なわれたものである (図3)｡側鎖官能

基のあるアミノ酸に対しては,弗化水素によって除去出来る保護基を採用した｡すなわち,上記の Glu

(OBzl),Asp(OBzl),Arg(NO皇) 以外に,Arg(Tos)および Lys(Z)を用いた｡ACTH のN末端区分ペ

プチドの合成についてはすでに多数の報告があるのであるが,α-アミノ保護基の Z(OMe)基と組み合わ

せて,保護基の選択の点で他の著者らと異った方法を採用した｡区分ペプチド(B),(C)はそれぞれPro,Gly

をC末端とする区分ペプチ ドであるので,まず,これらを上記した DCC-HOBt法で縮合した｡つぎの(D)
も GlyをC末端とする区分ペプチ ドであるが,分子中の His残基とDCC との副反応が知られているの

で,これは PCP-OJrCA (pentachlorophenyltrichloroacetate)による活性エステル法で導入した｡つい

で,N末端区分ペプチド姫をアジド法で導入し,保護基のついた nonatriacontapeptideesterを得た｡つ

いで,全保護基を弗化水素処理 (00,60分間)して除去したが,この際,アルキル化の副反応を抑制する

ため,anisole以外に,Trp,Metを添加した｡ついで,生成物を AmberliteIR-4B樹脂 (酢酸塑)処

理して酢酸塩に変換後,SephadexG-25のゲル炉過,CM一一Sephadexのイオン交換クロマトグラフィー

により精製し,SephadexG-25のゲル炉過脱塩後,凍結乾燥してブタACTHを得た.本品は TLCおよ

び Disc電気泳動で単一スポットを示し,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値は理

論値に一致した｡また,本合成ブタACTH は天然ブタACTHとTLCで同一挙動を示した｡本品の in

vivoにおける steroidogeneticactivityは148.2IU/mgであったO

図3 ブタ ACTHの全合成図
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4. ウシ (ヒツジ)ACTH の全合成

つぎに,ウシ ACTH の全合成を上記のブタ ACTH の合成に準じて行った｡すなわち,本合成は矢島,

河谷らのウシ塾 CLIPの合成中間体に多少の改良を加えて得られるC端 eicosapeptideesterを出発原料

とし,これに上記の区分ペプチ ド碑,(C)を順次縮合したが,N末端部には decapeptide,Z-Ser-Tyr-Ser-
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MeレGlu(OBut)-His-Phe-Arg(Tos)-Trp-Gly-OHを用い,これを DCC-HOBt法で縮合した｡この際の

His残基への DCC付加体をRinikerの指摘するように,メタノール-酢酸処理によって除去した｡この

ようにして得られた保護基のついた nonatriacontapeptideesterを弗化水素処理し,ついで,ブタACTH

の合成の時と同様に,精製を行ってウシ (ヒツジ)ACTHを得た｡本品の純度をTLC,Disc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によって確認した｡ なお,本品の invivoにお

ける steroidegeneticactivityは 93.8IU/mgであった｡

5. ヒトACTHの全合成

ヒトACTHは Sieberら,Kisfaludy ら,藤野らによって液相法で,また,Yamashiroらによって

固相法で合成されている｡これらの液相法による合成はすべて Glu(OBut),Asp(OBut)を使用して行な

われたものであり,上記の著者の合成原理と異なるので,ブタ ACTH合成法を適用してヒトACTH を

別途合成した｡本合成ヒトACTHの invivoにおける steroidogeneticactivityは 153.1IU/mgであ

った｡

以上,著者は訂正構造式に従うブタ CLIPを含め,ブタACTH,ウシ (ヒツジ)ACTHを全合成し,

また,ヒトACTHを別途合成した｡特に,ブタ ACTHは噛乳動物の ACTH中,最も早く研究に着手

されたものであり,1954年の Bellらの構造式の提出,ついで,1963年,Schwyzerらの全合成の報告が

あったのであるが,1971年,Grまfらの構造訂正後,著者はここに初めて,本品の全合成を記録すること

が出来た｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

本論文は3種の噛乳動物の副腎皮質刺激ホルモン(ACTH)の全合成に関するものである｡

ACTHの構造研究は1954年,Bellら,Whiteらがブタのホルモンの推定構造式を提出したのにはじま

り,その後ウシ,ヒツジ,ヒトの ACTH の構造式が提出され,これらはすでに確定されたものと考えら

れていたが,1971年,Grafらはブタ ACTH の構造式を再検討し,39個のアミノ酸よりなるペプチ ド鎖

上C末端部に一部誤のあることを指摘した｡ついでヒト,ウシ (ヒツジと同一)の ACTH の構造もすべ

て再検討,訂正されるに至った｡このらち訂正構造式にしたがったヒトACTH はただちに Sieberらに

よって全合成され,その後別途合成の報告もみられる｡

著者は以上の構造,合成研究を考慮し,ここに未合成のブタ,ウシ (ヒツジ)の ACTH の全合成を行

い,さらにヒトACTH も上記の報告とは異る方法で別途全合成した｡

合成は弗化水素を最終段階における脱保護試薬とする手法によって行われた｡まず対応する動物種差を

含む3種のC末端 eicosapeptideを出発原料とし,これに動物に共通の4個の区分ペプチ ドを順次結合し

て完成されたのであるが,合成ペプチ ドはいずれも文献記載値に比敵する高い生物活性を示し,なかでも

合成ブタ ACTH の純度は天然品と比較して確認されている｡

また ACTHに関連して興味ある問題は,1973年,Scottらが ACTHを前駆体とするα-メラニン細胞

刺激ホルモンの生成横棒を論じたことであり,此の際生成するC末端の docosapeptideを corticotropin-

1ikeintermediatelobepeptide(CLIP)と呼んだ｡現在,本品の生理作用の解明が急がれているが,著者
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ほ本合成研究途上,ブタ塾の CLIPを合成した｡

また著者は本合成に先だって,dicyclohexylcarbodiimideによるペプチ ド区分縮合の際に生ずるラセミ

化抑制について検討を加え,特に5,7-dichlor0-8-hydroxyquinolineが優秀であることを兄い出しているO

以上著者はブタ CLIPを含め,3種の晴乳動物の ACTH を全合成したのであるが,特にブタ,ウシ

(ヒツジ)の ACTHは著者によりはじめて全合成されたものであり,脳下垂体前葉ホルモンの内分泌化

学の研究に貢献する所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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