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第1章緒言

費励048r〃1α属は、不完全菌網・不完全糸状菌網に属し、世界的に広く分布す

る土壌菌の1種である。現在までに、この属の菌から多くの抗菌性ペプチドDが

単離、構造決定されてきた。これらは、いずれもペプタイボールと呼ばれる一

連の化合物であり、次の5つの構造的特徴を有している。

1．N一末端がアセチル基で保護されている。

2．C一末端が、アミノ酸の還元されたアミノアルコールで保護されている。

3．アミノ酸残基の約半分は、異常アミノ酸であるα一アミノイソ酪酸（α一

　　aminoisobutyric　acid、　Aib）〔その内の1ないし2残基は異常アミノ酸である

　イソバリン（isovaline、　Iva）で置換されている場合もある。〕で占められてい

　　る。

4。分子量は、2000ダルトンまでのオリゴペプチドである。

5，分子中に非常に開裂しゃすいAib－Pro（or　Hyp）結合を少なくとも1つ含む。

　ペプタイボール類には、ラット肝ミトコンドリアに対する酸化的リン酸化の脱

共役作用、’｝溶血作用3）等の生物活性を有するもの、また、脂質2重膜に対し

て電圧依存性イオンチャンネル形成能4）を有するものがある。これらのことか

ら、ペプタイボール類は生物学的だけでなく、物理化学的にも興味ある化合物

である。

　著者は、シイタケ（Lθη∫」ημ5ε404ε5）栽培に、多大な被害をもたらした木材腐朽

歯剥7励04ε7脚POly∫porμ〃2の培養濾液から、新規ペプタイボールである

「trichosporin－B類を単離し、それらの構造を決定した。また、その主成分

trichosporin－B－Vを合成し、構造決定の結果が正しいことを証明した。さらに、

trichosporin－B類の高次構造を推定した。また、このペプタイボールがラット肝

ミトコンドリアに対して酸化的リン酸化の脱共役作用を示すこと、副腎髄質細

胞に対してカテコールアミン分泌作用示すことを明らかにし、その生物活性と

構造との関係を考察した。
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(注)本論文で使用したアミノ酸の略号は､IUPAC-IUBの生化学命名委員会急

告 5)に従った｡

Ala:alanine Gln:glutamine Gly:glyclne

Ile:isoleucine Leu'･leucine Phe:phenylalarline

Pro:proline SET:serine Vat:Valine

そのほかの略号については､随時ことわった上で省略する｡
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第2章ペプタイボール類に関する従来の研究概要

第1節α一アミノイソ酪酸（Aib）含有ペプチド

1967年に、τr’C〃04εr〃1αv’r’4θからalamethlCin　la）が発見されてから現在まで

に、多数のペプタイボール類が、主に子嚢菌類、およびその不完全世代である

不完全菌類から得られている。そのなかでも不完全菌類のTア励04ε朋α属から得

られたペプタイボール類は最も多く、alamethicin類、61　trichopolyn類・7）

suzukacillin類、81　paracelsin類、’）tdchotoxin類、”10｝trichorzianin類Dが単離されて

いる。それ以外に、伽ocr8α属からはhypelcin類12）が、　E〃～εr’cε〃gρ5’3属からは

antiamoebin類、13｝emerimicin類、14）zervamicin萎頁’4b）が、　Pα8d’o〃3yc85属からは

1eucinostatin　A、　B’51が分離されている。

ペプタイボール類の構造特性として、N一末端をアセチル基で保護されている

グループはそのC一末端をアミノアルコールであるphenylalaninol（Pheol）、

1eucinol（Lol）、　isoleucinol（lo1）、　valinol（Vo1）、　tryptophanol（Trpol）で保護されて

いる。また同時に、このグループに含まれるペプタイボール類には、Aib以外の

異常アミノ酸としてIvaあるいはヒドロキプロリン（Hyp）を含む。

一方、N一末端が脂肪酸により保護されているグループは、そのC一末端はジ

アミノアルコールあるいはジアミンにより保護されている。Aib以外の異常アミ

ノ酸としては、Hyp、β一Ala、ヒドロキシアルキル側鎖をもつアミノ酸がある。

　Table　lに、現在までに報告されたべプタイボール類の構造をまとめて示す。

第2節構造決定に関する従来の研究方法

ペプタイボール類のアミノ酸配列決定に対しては、N一末端が保護されている

ため通常のペプチドや蛋白質のようにエドマン法は利用できない。また、これ

らは、いずれも疏水性化合物で水に図郭である。それゆえ、アシラーゼやカル

ボキシラーゼ等の酵素法16）による部分的加水分解はできない。ペプタイボール
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類の構造に関する研究は､1967年 Meyelらにより初めて報告された｡ペプチ ド

をいろいろな酸性条件下で部分的酸加水分解に付し､得られた分解物に対して

エ ドマン法を適用したり､16'あるいは､それを揮発性化合物へ導き､GCMS(旦as

⊆hromatography 些ass旦pectrometry) や FD MS 旺ield 旦esorption 塑ass

旦pectrometry)等で分析するという手法 6&8a･10a.13･14a"が用いられた.1979年Reinhart

らは､Zervamicin類 とemerimicin頬の構造決定 に FABMS14b'世ast垂tom

里ombardment塑ass墨pectrometry)を応用し､FABMSがペプタイボール類の構造

決定法の有用な手法であることを示した｡8b･9)しかしながら､FABMSによる構

造決定法では､IleとLeuのような異性体関係にあるアミノ酸残基の位置の決定

は不可能であった｡最近は､NMRの種々の方法を用いてそれらの問題を解決し

ている報告も認められるようになった｡lla)

第3節 物理化学的研究

ぺプタイボール類は､リン脂質2重膜に対して電圧依存性のイオンチャンネル

を形成することから､生体興奮性膜における活動電位の性質の多くを人工膜を

用いて模倣することができるとされている｡また､ペプタイボール類は脱共役

作用や溶血作用がある｡それゆえ､ぺプタイボール頬は､生体膜におけるイオ

ン透過性機構を研究するうえでの道具として有用な化合物である｡そこで､ペ

プタイボール頬が膜におけるイオン透過性を変化させる機構に関して､主に種々

の人工膜を用いて､膜中おけるそのコンフォメーション､配向､凝集等の膜と

の相互作用が研究されてきた｡17)
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第3章Trichosporin－B類の単離と構造

第1節Trichosporin－B類の単離

万’c加4ε朋opo加po7〃〃；（Link　ex　Pers）Rifai　TMI　60146をTable　2に示す組成の

培地！8）中、28℃、通気量2002／min、回転数67rpmで4日間培養後、培養液を

菌体と培養濾液に分け、培養濾液（62002）をAmberlite　XAD－2（20　Kg）に吸

着、MeOH（202）、　Acetone（10乏）で溶出した。溶出液を濃縮後、水を加え、

EtOAcで抽出し、水層の濃縮残渣のMeOH可溶部をSephadex　LH－20に付し、

trichosporin画分としてシロップ状残渣を得た（Fig．1）。

そのtrichosporin七分をMeOHに溶かし、　ODSカラムを用いた逆相HPLC

　　　　　　　Cuhure　filtrate（62002　）of　7ン’c乃048r〃；α」ρoリノ朋orμ〃1

Amberlite　XAD－2colum
concd．

extd．　with　EtOAc

EtOAc－insoluble　Fr． EtOAc－soluble　Fr．

concd．

??狽пD　with　MeO

MeOH－insoluble　Fr． MeOH－soluble　Fr．　　　　Trichopolyns

　
　
↓
　　　　Sephadex　LH－20

　　　　column　chromatogr．

　Trichosporins

Figure　1．　Isolation　Procedure　for　Trichosporn－Bs．
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（旦igh£erformance　Liquid⊆hromatography）分析に付したところ多数のピークを示

した。便宜上、ピークの前半をA群、後半をB群とし、分離の容易なB群を溶

出順に、tlichosporir　B－1～VI（以下・trichosporinはTSと略す）とした（Fig・2

（a））。また、TS画分を分取HPLC（ODS）に付し、単一ピークを示すTS－B－III～

VI（Fig．2（b））を得たが、そのNMRスペクトルおよびアミノ酸分析から、　vを除

Tab置e　2．

グルコース 1．75Kg MgSO4・H20 700g

酒石酸アンモニウム　2．8Kg FeC13 709

KH2PO4 1．4Kg H20 700乏

HCIでpH　35に調整

きいずれも単一化合物ではなかった。得られたTS－B－III、　IVおよびVIを逆相

フェニルカラムを用いて分析したところ、IIIとIVは4成分、　VIは2成分の混合

物であることが分かり、それぞれ、溶出順にIIIa～IIId、　IVa～IVd、　Vla～VIb

とした（Fig．3）。　ODSカラムで分離できなかった1とIIを含むフラクションは、

このカラムでの分析で多数の成分の混合物であることが分かり、分取可能な主

成分をIaとした。そこで、このカラムを用いて分取を繰り返すことにより、

ODSカラムで先に分取したVとともに純粋な11種類のTS－B－Ia、　IIIa～IIId、

IVb～IVd、　V、　VlaおよびVlbを単離することができた。。
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(a)

TS-A

;
lI, II

i
l
l

III

IV

TS-B

v

VI

(b)

o 10 20 30
(min)

III

IV

v
VI

o 10 20 30

(min)

Figure 2. Analytical HPLC Chromatograms of Trichosporin-Bs.

Conditions : mobile phase, CH30H 1 H20 (85 : 15)

         flow rate, O.5 ml 1 min

         aufs, O.08

         column, Nacalai Cosmosil 5 Cis (4.6 mm i. d × 150 mm)
         detector, UV (220 nm)
         column temperature, 40 0C
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Ia II

IIIb

        IVbIIIa IIIc

IIId

80

IVc

o 40

VIa

rv,
rvlb

o 40 80

                         O 40 80
Figure 3. Analytical HPLC Chromatograms ofTrichosporin-Bs.

Conditions : mobile phase, CH30H ! H20 (85 : 15)

         flow rate, O.6 ml l min

         aufs, O.08

         column, Nacalai Cosmosil 5 Ph (8 mm i. d × 250 mm)
         detector, UV (220 nm)
         column temperature, 40 0C
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第2節Trichosporin－B類の一般的物理・化学的性質

　TS－B類は、　IRスペクトル（KBr法）で、3300　cm一（NH伸縮）、1660　cm『（CO

伸縮）ならびに1530cm｝（NH変角）に吸収を示した。また、1H一および13C－NMR

スペクトルで、それぞれNH（δH：6－9）とCO（δc：170－180）のシグナルを示

したことから、TS－B類は、ペプチド性化合物であることが分かった。しかし

ながら、TS－B類は、ニンヒドリン試薬に対し陰性を示し、　HBr一ニンヒドリ

ン試薬に陽性を示した。さらに、これらはジアゾメタンでメチル化されなかっ

た。それゆえ、TS－B類は、　N一末端、　C末端残基ともに保護されており、側

鎖に遊離のアミノ基もカルボキシル基も持たないペプチドであることが推定さ

れた。また、TS－B類のMeOH中で測定されたCD（⊆ircular旦ichroism、円2色

性）スペクトルにはいずれも、207と221nmに負のCotton効果による吸収が認

められた。それゆえ、TS－B類は、この溶媒中でhelix構造をとることが示され

た。19｝

Table　3に、　TS－B類の融点、分子楕円率ならびに旋光度［α］Dを示す。

第3節Trichosporin－B類の構成成分

TS－B類の全構成成分（Table　4）は、アミノ酸分析に加えNMR、　FAB　MSなら

びにFAB　MS／MSを用いることにより知ることができた。その結果、　TS－B類に

は、アセチル基が存在すること、また、自動アミノ酸分析計の通常のプログラ

ムでは定量あるいは検出できない異常アミノ酸であるAibとIva、ならびにアミ

ノアルコールであるPheo1が含まれることが明らかになった。

アセチル基は、Ts－B類の1H－NMRスペクトル（Fig．4（c））にアセチルシグナ

ル（δ，：約2ppm）が認められたことからその存在が確認された。

また、TS－B類のFAB　MS、　FAB　MSIMSスペクトルは、　TS－B類に85　a．　m．

u．と99a．　m．　u．の質量数をもつ残基が含まれることを示し、それらがAlbとIva

であることを示唆した（Fig．4（d））。それらの存在は、　Ts－B類の1H－NMRスペ

クトルのNH領域にシングレットのシグナルが認められたこと、さらにBC一



NMR、　DEPT（pistortionles里nhancement　by£olarization工ransfer）スペクトルの

α一炭素領域に、4級α一炭素のシグナル（Aib：δ。，57－59；Iva：δ，，60～61）

が認められたことから、それらの残基数とともに確認された（Fig．4（b），（c））。

Tab置e　3．　Characteristics　of　Trichosporin－Bs．

Trichosporin　M．　p．（℃）

B－Ia

B－IIIa

B－IIIb

B－IIIc

B－IIId

B－IVb

B－IVc

B－IVd

B－V

B－Vla

B－VIb

224－226

256－258

232－235

249－252

261－264

191－194

246－250

244－247

268－271

239－242

250－254

Molecular　ellipticity　θ

（。cm’mol－1）（×10う

207nm

一3377

一3296

一3180

一3057

一3726

一3508

一3080

一3205

221nm

一2271

一2256

一2247

一2176

一2795

一2657

一2260

一2390

　　［α］29

　（MeOH）

一24．80 @（cO．42）

一20．40 @（cO．52）

一22．40@（cO．34）

一16．30@（cO．67）

　さらに、TS－B類のFAB　MSとFAB　MS／MSスペクトルは、それらのC一末端

に150a．　m．　u．の質量数をもつ残基が存在すること示し、それがPheolであること

を示唆した。その存在はCOSY　20）（⊆gπelated旦pectroscopエ）スペクトルに、　Pheol

由来のスピンシステムが明瞭に認められたことから確認された（Fig．4（e））。

これらの事実から、TS－B類の基本構造は、次に示すようなN一末端をアセチ

ル基で、C一末端をPheolで保護された、異常アミノ酸、　AibおよびIvaを含む

ペプチドであることが明らかになった。

　　　　　　Ac－NH一……一一一Aib一…（lva）一…一一Pheo1
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                            2A
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      6c
Figure4. NMRSpectraofTrichosporin-Bs.

2.0 1.8 1.6
  6.

1.4

(a) Part of a 100 MHz DEPT spectrum of trichosporin- B- V.

(b) Part of a 100 MHz '3C- NMR spectrum of trichosporin- B- IVd.

(c) Part of a 600 MHz 'H- NMR spectrum of trichosporin- B- V.

(d) FAB mass spectrum of trichosporin- B- V.

(e) 600 MHz COSY spectrum of trichosporin- B- V in (CD3>SO.
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Tab夏e　4．　Amlno　Acid　Proportions　of　Trichosporin－Bs．

Trichosporin－B　　Ia　IIIa　IIIb　IIIc　IIId　IVb　IVc　IVd　V　　VIa　Vlb

Ser

Glu

Gly

Ala

Aib

Val

Iva

Ile

Leu

Pro

Ac

Pheo1

1

3　　3　　3　　3　　3　　　3　　3　　3　　3　　3　　3

1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1

1　　1

1 1 1

1　　1　　1

1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1　　　1

1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　1　　　1　　1

1　　l　　l　　l　　l　　1　　1　　1　　1　　1　　1

第4節アミノ酸およびアミノアルコールの絶対配置

TS＝B類の光学活性構成アミノ酸おとびPheolの絶対配置は、光学活性なカラ

ムを用いてHPLCで分析することにより決定した。　HPLCに供する分析サンプル

は、ペプチドの酸加水分解物を、アミノ酸は、N－2，4－dinitrobenzoyl　methyl　ester

に、PheolはN，0－bis－2，4－dinitrobenzoateに誘導したものを用いた。その結果、

光学活性アミノ酸のうちIvaのみD一体であり、あとはすべてL一体であった。ま

19



た、PheolもL一体であった。　Fig，5にTS－B－VについてのHPLCクロマトグラム

を示す（Pheol誘導体は、保持時間が長いので、このクロマトグラムには、その

ピークは観察されていない）。

（a）

罵 2
》 o
1 1

己0　5

ｧ
3
■
」
　
1

』
《
」

」

O
」
“

Aib
1

■」 雪
〒 Gly

o

（b）

0 20 40 60 80（min）

Figure　5。　Determination　of　the　Absolute　Configulation　of　the　Constitutent

　　　　　Amino　Acids　of　Trichosporin－B－Vby　HPLC．

（a）Standard　amino　acid　derivatives．

（b）Amino　acids　derived　from　the　acid　hydrolysate．
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第5節Trichosporin－B－VのFAB　MS

　既に述べたように、TS－B類はそのN一末端・C一末端ともにそれぞれアセ

チル基およびPheolで保護されているために・そのアミノ酸配列の決定には

FABMS法用いた。

　Fig．6にTS－B－VのFAB　massスペクトルの分子イオン領域を示す。　NaI、　KI

の添加で、〃2／z1973、1989のイオン量が増大したので・これらのイオンはそれ

ぞれ（M＋Na）＋、（M＋K）＋イオンに同定された。それゆえ・〃2／z　l951がTS－B－V

の（M＋H）＋イオンと決定された。同位体効果を考慮した各イオンのnominal　mass

（C＝12，H＝1，N＝14，0＝16として計算された質量数）は、それぞれ1950、

1973、1988となるので、TS－B－Vの分子量はnominal　massで1949と決定され

た。この値は、BC－NMRでTS－B－Vの炭素が91個存在すること（第4章第2

節）、アミノ酸分析の結果、ならびにアセチル基とPheolが各1個存在すること

　　　　り　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド

　　　　　　　mat「ixonly　19511973　1

　　　　　　×10

h
壱
唱
8
渥
。
ξ
斗
竃

0

100
　　　＋NaI

　　×3

1920 1940

1973

1960

・・

1980

　0

100
＋KI

1920　　　　1940　　　1960　　　　’1980　　　　2000　　　2020　　　2040

50
1989

　　　　0
　　　　　　　　1920　　　　1940　　　　1960　　　　1980　　　2000　　　　2020　　　2040

　　　　　　　　　　　　　　　　　m々
Figure　6．　Molecular　Ion　Regions　of　FAB　Mass　Spectra　of　Trichosporin－B－V．
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を考慮し計算されたTS－B－Vの分子式（弱、H151N、302、（1949）のnominal　massに一

致する。

TS－B－VのFAB　massスペクトル（Fig．7）には、〃3／z　1200以上に顕著なフラグ

メントイオンが認あられない。しかしながら、スペクトルには〃2々1177イオン

で始まるacylium　lon　seriesに由来しないもう1つの顕著なフラグメントイオンが

加／z774に認められる。〃3／zl177と〃2／z774をたすと1951となり、　TS－B－Vの分

子量（1949）にほぼ一致する。この分子にPro残基が存在することを考慮すると、

脚／z1200以上に顕著なフラグメントイオンが認められない理由が、このペプチ

ド分子に不安定なAib－Proペプチド結合2Dが存在し、原子衝撃の際にこの結合

が優先して開裂したためであると結論できる。それゆえ、以上の結果と本章第

3節で述べた基本構造から、TS－B－Vがペプタイボールであることが明らかに

なった。

　そのアミノ酸配列は、上記考察から〃軍∠z1177と〃8々774とで始まる2つの

acylium　ion　series　AとBから求められる2つのオリゴペプチドのアミノ酸配列を

AibとProで結びつけることにより決定される。　Fig．7に示すように〃2／z　l　177で

始まるAseriesは、　Aib、　Leu（11e）、　Gly、　Aib、　11e（Leu）、　（Gln＋Aib）、

2Aib、3Alaを順次失いAc－Aib（〃1々128）を与えるフラグメントイオンを有して

いたので、N一末端オリゴペプチドに由来していることが明らかになった。そ

れゆえ、〃2／z774とで始まるB－seriesはC一末端オリゴペプチドに由来すること

が分かった。しかしながら、B－seriesにはそのアミノ酸配列を決定するための

顕著なフラグメントイオンは明瞭に観察されなかった。また、7－8位のアミノ

酸配列を決定するための顕著なフラグメントイオンも観察されなかった。それ

ゆえ、アミノ酸組成を考慮すると、FAB　MSから得られるTS－B－Vのアミノ酸

酉己列は、　Ac－Aib－Ala－Ala－Ala－Aib－Aib一（Gln＋Aib）一11e（or　Leu）一Aib－Gly－

Leu（or　Ile）一Aib－Pro一（2　Aib＋2Gln＋Val）一Pheolと決定された。

　Fig．8にFAB　MsによるTs－B－vのフラグメンテーションの様式をまとめた。

①Ts－B－vの分子にAib－Pro結合が1つ存在し、そのProのN原子にH＋が優先

　的に付加する。

②FABによる衝撃で、その不安定な結合が開裂し、〃2／z　1177イオンが生成する。
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③それとともに、その開裂により生じた中性のC一末端オリゴペプチドにH＋が

　1つ付加することにより〃3々774イオンが生成する。

このような開裂様式は、Aib－Pro結合を有するペプタイボールの特徴であり、未

知ペプチドサンプルのFAB　MS測定において、ペプタイボールであるか否かの

指標となった。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　rH＋

　　　盆一A　（曲圃仙Aib’一置㎏一Aib－Gly一　b∴1讃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Aseries　　　　　　K＋

　　　　　　　　　　　フ　　
【飴『　（　一（　夋R　紬一qy需』B　
　　　　　　　　　　　↓　　　　　　　　◇

　　　　A　D剛㎞（CAD’←一【（H『㎞『X調）当

　Figure　8．　Proposed　Fragmentation　for　Two　Acylium　Ion　Series　in　the　FAB　Mass

　　　　　Spectrum　of　Trichosporin－B－V。

第6節Trichosporin－B－VのFAB　MS／MS

FAB　MSで決定されなかった部分のアミノ酸配列に関しては、　Fig．8に示した

2つのフラグメントイオン（〃2／z837、774）について、　FAB　MSIMS㊤ast△tom

旦ombardment逗ass§pectrometry／逗ass旦pectrometry）を行った。本節で述べる

FAB　Ms／MS実験の装置は、4重極型の質量分析計を3つ直列したTriple　Stage

Quadrapole　mass　spectrometer　22）（TSQ）を用いた。生成イオンの活性化はCAD　23）

Gollision一△ctivated　pecomposition）により行った。　CADは、イオン化により生

成されたイオンに、エネルギーをもった中性粒子（Ar，　Xe）を衝突させ、イオンを

活性化することによって、それから解離イオンを得る手法である。
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3－6－17－8位のアミノ酸配列

Fig．9に示されるように、〃2々837のイオンをcADにより中性原子Aτあるいは

Xeを衝突、活性化させると、〃；／z　724から85　a．　m．　u．（Aib）少ない〃3／z　639のイオ

ンが生成された。それゆえ、7－8位のアミノ酸配列は、Gln－Aibと決定され

た。FAB　MSにおいて、〃2／z　639のイオン強度が弱いのは、　Gln　acylium　ion（〃2々

63g）が非常に不安定で、その存在時間が短いたあであると考えられる。あるい

は逆に、Aib　acylium　ion（副z　724）が非常に安定なために、　Gln　acyhum　ionが生

成されにくいと考えられる。

　Ac－Aib－Ala　　　　Ala　　　Ala　　　Aib　　　　Aib　　　　　Gln　　　　　Aib　　　　　Lxx

（←一一一一一一一一一一一一一→圃■一一・→レ尋■一一・レ　　　　　　　　（卜一一一一→レ

珍
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＝
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〇
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♂η々
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Figure　9．　CAD　Spectrum　of　m／z　837　ion．

3－6－2c一末端オリゴペプチドアミノ酸配列

上記と同様にしてC一末端由来の〃1／z774イオンからは、〃2／z623、495、367、

282、197の各イオンが生成された（Fig．10）。それらのイオンを帰属すると、　c

一末端オリゴペプチドアミノ酸配列は、（Pro＋Val）一Aib－Aib－Gln－Gln－PheoI

となる。次に、ProがそのN一末に位置することを確認するために、〃冨／z　197の

イオンについてCADを行ったところ、　Pro　acylium　ion（〃3／z　98）は観察されなか

ったが、それからCOの解離したA一タイプのイオン（副z　70）が認めらた（Fig．

11）。さらに、合成によって得たdipeptideであるH－Pro－Val－OHとH－Val－Pro

軸OHの親イオン〃冨／z　215のCADスペクトルを比較すると、前者が、〃2∠z　70のイ

オンを生成することが分かった（Fig．12）。これらの結果から、　Pro残基が。一末

端オリゴペプチドのN一末端に位置することが明確に確認された。著者の知る
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Figure　10．　CAD　Spectrum　of　1η1乞77410n　Orlginating　from　the　C－terminal

　　　　　Oligopeptide．
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Figure　11．　CAD　Spectrum　of祝∠z　19710n．

かぎり、質量分析でペプタイボールのProの位置をこのように明らかにした例

は、これが初めてである。

それゆえ、TS－B－Vの全アミノ酸配列は、　N一末端オリゴペプチドのC一末

端Aibと、このC一末端オリゴペプチドのProを結び付けることにより、次のよ

うに求められる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9　　　　　　　　12
Ac－Aib－Ala－Ala－Ala－Aib－Aib－Gln－Aib－Ile－Aib－Gly－Leu－Aib一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Leu）　　　　　　　（lle）

pro－Val－Aib－Aib－Gln－Gln－Pheol

（a）

（b）

80

40

80

40
72．1

116．1

215．0

　　　　　　　　　50　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　150　　　　　　　　　200　　　　　　　mゐ【

Figure　12．　CAD　spectra　of翅々215　ions　arising　from　H－Pro－Va1－OH（a）

　　　　　and　H－Val－Pro－OH（b）．

残る問題は、9位、12位に位置する異性体関係にある11eとLeuの区別である。

通常、4sector方式の磁場型装置24｝によるFAB　MS／MSでは、それらを区別する

ことは原理的に可能であるが、4重極型の質量分析計では不可能である。そこ

で、著者は、これらアミノ酸の位置決定にNMRを用いて行った。
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第7節 lleとLeuの相対位置

IleとLeuの位置をNMRで決定するには､1次元NMRによる手法では､例え

ば､差NOE(nuclearOverhausereffect)法やLSPD25'(long-rangeselectiveproton

decoupling)法を､また､2次元 NMRによる手法では､NOESY26' 世uclear

gverhauser里nhancement旦pectroscopヱ)やHMBC27'但eteronuclear坦ultiple一旦ond

⊆onnectivity)等の方法を利用することが考えられる｡ しかしながら､TS-ち-V

の場合､1次元 NMRによる手法では､明確な結果は得 られなかったので､

NOESYを用いてIleとLeuの位置を決定した｡なお､NOESYスペクトルについ

ては､第4章で詳述するので､この章では､それより得られた結果のみ示す｡

Fig.13は､NOESYスペクトルの詳細な解析から得られた､Ileあるいは､Leu

残基と近接する残基間で観察されたNOEを模式的に表わしている｡IleのNHは

Aib8とAib10のNHとの間に､LeuのNHはGlyllとAib13のNHとの間にそれぞれ

NH-NHcrosspeakを示した(Fig.13(a))｡また､Ileのα-プロトンはAiblOのNH

と(Fig.13(b))､Glyのα-プロトンはLeuのNHとCαH-NHクロスピークを示し

た(Fig･13(C))｡これらの結果から､IleとLeuはそれぞれ9位と12位に位置する

ことが分かった｡それゆえTS-B-Vの全アミノ酸配列は､下式のように決定さ

れた｡

9 12

AcIAib-Ala-Ala-Ala-Aib-Aib-Gln-Aib-Ile-Aib-Gly-Leu-Aib-

Pro-Va卜Aib-Åib-Gln-Gln-Pheol

第8節 TrichospoTin-B類の構造

他の10種類のTS-B類の構造も同様に､FABMS､FABMS/MS､NMRおよび

構造の比較から決定された｡そのFABmassスペクトルは､TS-ち-Vのそれと､

同様のフラグメントパターンを示し､共通するイオンも多く認められたことか
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　　　　8　　　　　　　　　9　　　　　　　　　10　　　　　　　　　11　　　　　　　　　12　　　　　　　　　13

（a）………N－Aib－N－11e－N－Aib－N－Gly－N－Leu－N－Aib・…・一
　　　　H　　　　H　　　　H　　　　　H　　　　　H　　　　　H
　　　　＼．．．．》．．・／’＼・．．．〉！ノ＼㍉．〉，・〆’＼…．ン〆’＼…ン／

　　　　　ノ　R　　’

　　　H　　　　　　　　R　R

　　　　　I置e－9　　　　Aib－10

（c）　　ゴfヂ”噛’五

　　　　Gly－11　　Ler　12

Figure　13．　Diagnostic　NOEs　for　Sequencing　Ile　and　Leu．

ら、それらの1次構造は、TS－B－Vと非常に類似していることが示唆された。

TS－B－Vの場合と同様に、フラグメントイオンが不明瞭な箇所ではCADを行っ

た。観察されたフラグメントイオンをTable　5に示す。異性体関係にあるIleと

LeuあるいはIvaとVa1の両者をともに含まないTS－B類はIa、　IIIa、　IIIdおよび

IVcである。これらの全構造は、それぞれのフラグメントイオンから容易に決定

された（Table　6）。また、異性体残基の対を含まないIVbとIVdのN一末端オリゴ

ペプチドおよびIIIb、　IIIcとVlaのC一末端オリゴペプチドの構造も同様にして

決定された。Ia、　IIIa、　IIId、　IVb、　IVcおよびIVdのN一末端オリゴペプチドの

9位は、それぞれLeu、　Leu、　Val、　Leu、　Val、　Valであり、12位は共通してLeu

であった。一方、Ivaを含まないC一末端オリゴペプチドの15位はすべて共通し

てValであり、17位はAibあるいはAlaであった。

　TS－B－IVb、　IVdならびにVlbのC一末端オリゴペプチドに由来するイオン

のCADスペクトルは、この部分に99　a，　m．　u．のイオンが2か所にあることを示

した（Fig．14）。それゆえ、これらの位置にIvaとVal残基が存在することになる。

TS－B－IVbに関しては、それらの位置はCOLOC　28｝（13C，’H一⊆grrelated

Spectroscopy　v’αLgng　Range⊆oupling）スペクトルを解析することにより確認さ
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れた｡Fig.15に示すように､Vat.5coはAib16NHとの間に､またIva17coは

Gln18NHとの間にCO-NHクロスピークを示したことから､VIbのC一末端オリ

ゴペプチドのアミノ酸配列は､Pro-Va卜Aib-Iva-Gln-Gln-Pheolと決定され

た｡また､今まで構造の判明したTS-B頬は全てPro14-val15のアミノ酸配列を

有している｡それゆえ､IVbとIVdもまたPro-Valのアミノ酸配列をもち､その

17位はⅠvaで置換されていると決定された｡

ⅠⅠIb､ⅠHc､VIaとVIbのN-末端オリゴペプチドは､異性体関係にあるIleと

Leuを有している｡ VIbに関しては､Vと同様にNOESYスペクトルから9位に

Ileが､12位にLeuが存在することが明らかになった.9位と12位について以上

の結果を考察すると､9位はLeu､lle､Valにより置換され､12位は共通して

Leuであることが分かる｡それゆえ､HIb､IIIcとVIaの9位と12位もまた､そ

れぞれIleとLeuによって占められていることが推定された｡

このようにして決定されたTS-B類の全構造を比較すると､TS-B類の3位､

5位､9位ならびに17位のアミノ酸残基において置換がおこっており､それ以外

は､全て同一アミノ酸配列を有する非常に類似したペプチド群であること明ら

かになった｡また､TS-B類と既知のぺプタイボールの構造と比較すると､T5

-B頬はsuzukacillin(Table1)と類似していることが明らかになった｡
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Figure 14. CAD Spectrum of mla 788 Ion Originating from the C- Terminal

Oligopeptide of Trichosporin- B- VIb.
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第4章Trichosporin－B類の1H一および13C－NMRスペクトル

NMRは、　TS－B類の純度の確認、構造決定および高次構造の推定に必要不可

欠な手法である。TS－B類の分子量は約2000であり・各分子には・プロトンは

151－153個、炭素は91～92個含まれる。構i造決定の目的には、通常、部分的な

帰属でも十分であるが、その高次構造や分子に微細な動きの推定には・その1H

一およびBC－NMRスペクトルにおけるシグナルの完全な解析が必要である。

著者は、TS－B類の主成分であるTS－B－VのIHおよび13Cシグナルを・2次元

NMRを用いてほぼ完全に帰属した。また、　IIIaについてもほぼ完全な帰属を行

った。他のTS－B類の1H一および13C－NMRシグナルの帰属は、1次構造あるい

は2次構造を知るために、TS－B－IIIaとVのデータに基づき部分的に行った。

第1節Trichosporin－B－VのIH－NMRシグナルの帰属

TS－B－Vの里H－NMRに現れる各シグナル（Fig．16）は、　COSY、　RCT　29》（旦elayed

C。h，，ence　T・an・f・・Sp・ct…c・py）、　HOHAHA　30’（也m・nu・lea・也・tmann－1塾m

Spectroscopy）ならびにNOBSYの2次元NMRを用いて帰属された。

4－1－1アミノ酸スピンシステムの帰属

　まず、構成アミノ酸とPheolのスピンシステム31）をCOSY、　RCTおよび

HOHOHAスペクトルから同定した。α一プロトンを持たないAibのスピンシステ

ムは、RCTスペクトルのNH－CβH3のクロスピークから求めることができる

が、すべてクロスピークについては観察されなかった。そのため、Aibの。βH，

シグナルのいくつかは、帰属できなかった。このスピンシステムについては・

後述のNOESYスペクトルでも同じ結果であった。　Fig・17と18にCOSYスペク

トルのNH－C・H領域とHOHAHAスペクトルのCαH－aliphatic領域を示す・



2.e 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0

6.
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             6,
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Figure 16. 600 MHz iH- NMR Spectrum of Trichosporin- B- V in CD30H

      at 27 OC (10 mM).
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Figure 17. Fingerprint Region of the 600 MHz COSY Spectrum of Trichosporin-

        B- V in CD30H at 27 OC (10 mM).

    The NH- Ca H cross peaks are sequence- specifically assigned.
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4，1－2連続帰属

次にWagnerとWUthrichにより提出された方法32）を用いて、隣接した残基間で

観察されるd・N（i・i＋1）型とd・・（i，i＋1）型のNOE（前者はi番目とi＋1番目の残基

のNH間のNOEを、後者はi番目のα一プロトンとi＋1番目の残基のNH間の

NOEを意味する）から、各α一プロトンとNHシグナルについて連続帰属を行な

った。

Fig．19と20に示したTS－B－VのNOESYスペクトルには、　sequence－specific

な帰属に必要かつ重要な、アミノ酸残基間のNOEクロスピークが多く認められ

る。もっとも低磁場に認められるAibのNHは、アセチル基のCαH、とクロスピ

ークを示したので（Fig．19：aのピーク）、このシグナルはAib1のNHであると帰

属された。NH－NH領域には（Fig．20）、隣接したアミノ酸残基間のNH－NHク

ロスピークが、Aibl～Aib6（例：a→dのクロスピーク）、　Gln7～Aib13およびGln18

－Pheo120の間で連続して観察された（Fig．20のレベルでは観察されないものもあ

る）。このようなNH－NHによるつながりに加えて、αH－NHによるつながりも

Ala4～Aib5、　Gln7～Aib8、　Ile9～Aiblo、　Glyl㌧Aibi3、　Pro14～Val15、　Gln18～Gln19の

間に認められた（Fig．19）。一方、　Var5～Gln18の間には連続したNH－NHクロス

ピークが認められなかったために、Aib16とAlb17のNH（δ，，7．606と7．805）を区

別することができなかった。しかしながら、δ，ニ7．805のAibのCβH3はGln18の

NHとの間にdβ，（i，　i＋1）型のクロスピークを示したので、そのNHを17位に、ま

た残る一方のNHを16位に帰属することができた。以上述べたように、高次構

造を推定するために必要不可欠なAib（8画面）、　Ala（3残基）およびGln（3残基）

のNHとAlaとGlnのα一プロトンに対してsequence－specificな帰属をすること

ができた。

また、AibBとVar5のNHは、　ProMのδ一プロトン33（このプロトンは、他のア

ミノ酸におけるNHと見なすことができる）とNOEクロスピークを示した（Fig．

19）。これはPro残基が、　AibとVal残基に挟まれていることを示し、　FAB　MSで

は直接確認できなかったAib－Pro結合の存在を証明している。
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The　labels　are　at　the　dNN（i，　i＋1）type－cross　peaks．

第2節Trichosporir　B－Vの13C－NMRシグナルの帰属

Ts－B－vの13c－NMRシグナル（Fig。21、炭素数91個）の帰属は、1Hシグナル帰

属の結果に基づいて、DEPT、13C，　IH－COSYおよび13C，1H－COLOCを用いて行

った。Gln側鎖とAibに由来する炭素のsequence－specificな帰属に関しては多少

不明瞭な点があるが、天然のペプタイボールの13Cシグナルをほぼ完全に帰属し

た例はTS－B－Vが最初である。
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Figure　21．100　MHz　l3C－NMR　Spectrum　of　Trichosporin－B－Vin

　　　　　CD30H　at　27℃（60　mM）。

4－2－1プロトンと直接結合した炭素の帰属

TS－B－Vの構成アミノ酸のプロトンと直接結合したα一炭素と側鎖の炭素のシ

グナルは、そのDEPTスペクトルで炭素の種類を確認後、13C，　IH－COSYスペクト

ルの1」。，1一クロスピークから容易に帰属された。Fig．19と20によりそれぞれ3つ

のAlaとGlnのα一プロトンはsequence－specificに帰属されているので、それら
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の残基の各炭素の帰属はsequence－specificである。他方・Aibのβ一炭素は・ク

ロスピークの重なり合いのために、それらは完全には帰属されなかった。

4－2－2　13C，1H－COLOCスペクトル

i3メC　IH－cosYでは帰属できない4級炭素（co炭素とAibのα一炭素）の帰属に

は、ロングレンジカップリングの観測が可能であり、通常のロングレンジの13C・

lH－COSYよりも感度の良い13C，　lH－COLOCの手法を用いた。

まず、CO炭素の帰属を行った。　TS－B－Vは23個のCO炭素（骨格鎖に20個と

側鎖に3個）を有している。13C，　IH－COLOCスペクトルには・Gln側鎖のγ一CO

炭素を除いて、これらを完全に帰属し得るクロスピークが観察された。Fig・22に

示すように、AibとAlaのCOシグナルはプロトンのメチル領域において・それ

ぞれ3Jcグロングレンジカップリングによる2つと1つのクロスピークを示したで

容易に区別された。

Fig．22のCO－CαH領域において、　AibとGln19を除くすべての残基のCO炭素

は、自身の残基内のα一プロトンと2」。バクロスピーク（矢印で示されている）を

示し容易に帰属された。また、上記と同様の理由により、Ala　3残基とGln7と

Gln】8のCOシグナルについてsequence－specificな帰属ができた。

　Aibloを除く7つのAib残基のco炭素は、そのcoLocスペクトルのco－NH

領域（Fig．23）に、2Jcゼと3JCバロングレンジカップリングによるクロスピークを

示した（矢印で示されている）。Aib13とAib17のco炭素は自身の残基内のNHと

の間に3」。“一クロスピークを、また残りはそれらに隣接する残基のNHとの間に

2」。バクロスピークを示し、sequence－specificに帰属、同定された。

　この領域には、上述の既に帰属されたCOシグナルも同様のクロスピークを示

し、それらを帰属したところCO－CαHクロスピークから帰属した結果と一致し

た。また、CO－C・H領域には認められなかったGln19　CO炭素からのクロスピー

クがこの領域ではPheo120のNHとの間に2Jc，，一クロスピークとして観察された。

　それゆえ、このような手法によっても帰属することができなかった最も低磁場

に認められるAibのCOシグナル（δ，，179．30）は、10位にあてることができる。

さらに、直接的な証拠を得るために条件を変えて測定し直したところ、そのス
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Figure　23．　Part　of　the　13C，　IH－COLOC　Spectrum　of　Trichosporin－B－V

　　　　　in　CD30H　at　27℃（60　mM）．

ベクトルには、このco炭素とGlyHのα一プロトンとの間に、3」。。一クロスピーク

が観察されたことから、このシグナルがAib且。のco炭素であることが確認され

た。

Gln残基の側鎖由来の3つのCO炭素は、　Fig．23に示した領域には側鎖のNHと

の間の明瞭なクロスピークを示さなかった。しかしながら、Gln7の側鎖CO炭素

は隣接するγ一プロトンとの間に2」。。一クロスピークを示し帰属されたが、残り2

つ炭素はそのCOLOCスペクトルからは区別できなかった。

残る問題は、Aibの4級α一炭素（δ。，57～58）のsequence－specificな帰属であ

る。すべてのAibのα一炭素は、自身のNHおよびCβH，との間に2」・ザクロスピ
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一クを示した。しかしながら、前者はそのピークの強度が弱いために、後者は

クロスピークの重なり合いのために、Aibの4級α一炭素のsequence－specificな

帰属は多少不完全である。

第3ケ日richosporin－B類へのHMBCの応用

　前節で述べたように、TS－B－vのAib残基に由来する4級α一炭素のシグナル

のsequence－specificな帰属は、　COLOCスペクトルからは多少の不明瞭さを残し

た。また、CO炭素のなかにはプロトンと相関を示さないものもあった。そこ

で、それらの4級炭素のシグナルの明瞭な帰属の目的のために、TS－B¶Iaにつ

いてHMBCの手法の適用を試みた。　HMBCは、ロングレンジカップリングを観

測する点においてCOLOCと同じ結果を与えるが、感度が良い点とクロスピーク

の強度が強い点において、COLOCより優れた新しい手法である。すなわち、

COLOCがBCを直接検出する手法であり、またそのクロスピークが’ノ。“一カップ

リングとプロトンープロトン間のカップリングにより変調するのに対し、HMBC

は多量子コヒーレンスにより13Cの情報を感度の良いIHに移し、その1Hを検出

する手法でピークは’Jcバカップリングにより変調しない。

　TS－B－IIIaのHMBCスペクトルにおけるAibの4級α一炭素とNH領域をFig．

24に示す。TS－B－VのCOLOCスペクトルにおいては明瞭に観察されなかった

2ノα，一カップリングによる。α一NHクロスピークがすべてのAibの4級α一炭素につ

いて観察され、sequence－specificに帰属できた。（Fig．24）。

　また、HMBCスペクトルのCO－NH領域で観察されたクロスピークに関して

cOLocスペクトルのそれと比較すると、その数は多く、強度も強かった（Fig．

23、25）。coLocスペクトルではAibloのco炭素と相関を示すNHは認められ

なかったが、HMBcスペクトルにおいてはすべてのAibのco炭素はNHとクロ

スピークを示した。興味あることに、HMBCスペクトルのAibのNHはすべて、

それ自身のCO炭素と隣接する残基のCO炭素と、それぞれ、ひα，一とケ。。一クロス

ピークを示した（Fig．25に矢印で示さている）。　TS－B－IIIaに含まれる23個のCO
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炭素のうち、この領域にAibのNHと相関を示すCO炭素は14個あり、その14

個のうちAlb由来のCO炭素は、　Fig。22において説明されたように他の構成アミ

ノ酸と区別することができる。それゆえ、これら14個のCO炭素はsequence－

specificに帰属できた。たとえば、　Fig．25に示されるAib13のNHはaとb、2つの

クロスピーク示す。このうちaのクロスピークを示すCO炭素は、プロトンのメ

チル領域にまたクロスピークを示し、このCO炭素がAib由来であることが分か

る。それゆえ、クロスピークbを示すCO炭素はLeu12に帰属できる。また、　Aib

以外の構成アミノ酸のNHはすべて隣のアミノ酸のCO炭素と2」。。一クロスピーク

示した。このように、HMBCスペクトルでは、20個の骨格鎖に由来するCO炭

素の帰属をCO－NH領域において観察されるクロスピークのみから行うことが

できた。

以上の結果から、ペプタイボールのような4級アミノ酸を含むペプチドのBC－

NMRシグナルを帰属するためには、　HMBCのほうがCOLOCよりもかなり有用

であった。
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Figure　24．　Part　of　the　Cα一NH　reglon　in　the　HMBC　Spectrum　of　Trichosporin－

　　　　　B－IIIa　in　CD30コ口at　27℃（60mM）．
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第5章Trichosporin－B－Vの2次構造

　A1amethicin、　suzukacillin等のペプタイボールは、人工リン脂質2重膜に対し

て、電圧依存性のイオンチャンネルを形成する。’）また・alamethicin・

trichorzianine無下は、単ラメラ小胞（SUV、旦mal辺nilamelarエesicle）と共存する

と、その分子は凝集し膜中に取り込まれ、その結果としてイオンの膜透過性を

増大する。17｝いずれの場合も、そのペプタイボール分子は、膜の内外でα一helix

構造を取ることが必要であると推定されている。それゆえ、ペプチドの2次構造

を知ることは、その生物活性の発現機構を推定する上で、重要な知見を与え

る。一般に、Aib含有ペプチドは、そのα一ジメチル基の立体障害から、有機溶

媒中でhelix構造を取りやすい。鋤また、分子が脂溶性であることから、水層で

は凝集を起こし易い特徴を有している。35）TS－B類が、生体膜との間に何らか

の相互作用2）をしていると推定されることより（第7章参照）、生体膜中の環境

に擬似し得る溶媒としてMeOHを選び、その溶媒中での主成分TS－B－Vの詳細

な2次構造を明らかにすることを試みた。

第1節Trichosporin－B－Vの円二色性（CD）スペクトル

MeOH中で測定されたTS－B－VのCDスペクトルは、207と221　nmに負の

Cotton効果による吸収を示し、’9，このペプチドが右旋性のhelix構造を取ること

を示した。Fig．26に一5、25、40℃でのcDスペクトルを示す。　cDカーブの

温度依存性は、そのhelixの堅固さを示し、温度が低くなるほど堅固になること

を示唆している。hga）

第2節NMRによる解析

CDスペクトルからは、　TS－B－Vの分子が温度依存性のhelix構造を取ってい

ることが示されたが、それ以上のより詳細な2次構造についての情報は得られな
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かった。そこで、つぎにNMRを用いての2次構造解析を試みた。
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Figure　26．　CD　Spectra　of　Trichosporin－B－Vin　CH30H　at－5，25　and　40℃．

5－2－1化学シフトの濃度および温度依存性

　NMRを測定する場合、そのサンプル濃度は、　CD測定におけるそれと比較す

るとかなり高い。それゆえ、CDからの構造情報をNMRからのそれと関連させ

るためには、NMRの測定濃度において分子が凝集していないことを確認する必

要がある。分子間水素結合による凝集が生じた場合、その水素結合に関与して

いるNHは、凝集していない場合と比較すると著しくシフトする。36）また、凝

集したときのNHの化学シフトは、凝集が起きていない場合とは異なった温度変

化を示す。36）そこで、1、10、30、60mMの4サンプルを調製し、　NHの

NMRパラメーターの濃度依存性から凝集の有無を調べた。各サンプルのIH－

NMRスペクトルの線形はいずれも鋭く、スペクトルだけからその可能性の判断

はできなかった。37）サンプルごとに、各アミノ酸残基に対して、そのNH化学

シフトをプロットすると（Fig．27）、4つの折れ線はほぼ重なり合い、　NH化学シ

　　　　　　　　　　　　　　　　50



フトに濃度依存性が認められなかった｡

十 ; :一 : ; ; : i
1 2 3 4 $ 8 7 8 9 10 11 12 13 15 18 17 14 1920

Residue

Figure27･NHChemicalShiftsofTrichosporin-B-VatVarious

Concentrations(27℃).

また､サンプルごとに､各アミノ酸残基に対して､そのNHケミカルシフトの

温度変化をプロットしても(Fig.28)､その4つの折れ線は､ほぼ重なり合い､濃

度に関係なく､対応するNHのケミカルシフトは同様の温度変化を示した｡これ

らの結果から､MeOH中においてはTS-B-VのNHは少なくとも60mMまでは
~----

〇 1mM

△ 10mM

l一日- 30mN

- ★ - 60mM

COLX
I
P

/
P

P
4丁

1 2 3 4 5 ●7 1 9 10 11 12 13 15 16 17 18 19 20
Resldue

Figure28･Temperature-DependenceoftheMIChemicalShiftsofTrichosporin-

B-VatVariousConcentrations(Obtainedintherange13-34℃).
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濃度に関係なく､同一の分子内水素結合をしており､分子間水素結合が存在し

ないこと､すなわち分子の凝集が起こってないことが明らかになった｡これ

は､TS-B-V分子が脂溶性であるため､さらには､NHが分子間水素結合より

測定溶媒のMeOHとの間の水素結合に優先して関与するためであると思われ

る｡

5-2-2 3JNf,-α11値

2次構造の情報を与えるNMRパラメーターとしての3JN〝-a〃値38'(Table7)は､

Glyl】までは､ほぼ6Hzに近い値を示し､TS-8-V分子のN-末端部分が､規

則正しいhelix構造を取ることを示唆している.また､各アミノ酸残基の3JN〃ーαJI

値が濃度に依存していないことは､その2次構造が60mMまでの濃度で同じで

あることを示唆している.しかしながら､lmMにおけるAla2の3JN"ra,I値は10

mM､30mMおよび60mMおいてのそれと比較するとやや大きく､低濃度での

N-末端部分のhelix構造は高濃度でのそれより若干フレキシブルであると考え

られる｡また､Leu12､val15､Gln19およびpheo120は､7-8Hzの値を示し､

LeuI2以降のC一末端helix構造は､N-末端helix構造とは異なるhelix構造をも
つか､あるいはよりフレキシブルな構造であることが示唆された｡-5℃の低温

においては､Gln18とGln-9の3JN〝-a11億のみが27℃における3JNH_aH値よりそれぞ

れ1Hz､1.5Hz小さくなり変化した｡この現象は､このアミノ酸残基の存在す

るC一末端構造が27℃付近でややフレキシブルな構造をとり､ -5℃で少しリ

ジットになったことを示している｡ また､-5℃ではGln18とGln19以外のアミ

ノ酸の3JNIト aH値に変化が認められないこの結果は､Leu12-va1-5の間はリジッ

ドであるが､N-末端helix構造とは少し異なった構造を有していることを示唆

している

5-2-3残基間NOE

プロトンープロトン間の空間的距離をNOE(Fig,29)から知り､そのパターン

からポリペプチドの2次構造を推定する方法は､Wdthrichら39)により確立され

ている｡この方法に基き､TS-8-VのNOESYスペクトルに観察された残基間
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Table 7. 3JNH ~ a H Values of Trichosporin- B- V in CDJOH at 27 °C .

1mM 10mM 30mM 60mM

Residue (Hz) (Hz) (Hz) (Hz)

Ala2 4.7 4.2 4.0 4.2

AlaJ n. d. 6.5 n. d. 6.5

Ala4 5.8 6.0 5.9 6.0

Gln7 4.7 4.7 4.7 4.5

Ile9 6.2 6.1 6.1 6.3

Glyll 5.1 5.0 5.1 5.0

Leul2 8.0 7.7 7.8 7.7

Valis 7.6 7.8 7.7 7.8

Glnl8 n. d. 5.6 n. d. 5.6

Gln l9 8.0 7.5 7.7 7.5

Pheol2O ·9.0 9.2 9.2 9.2

------ --

{3 N type

a {3 type

a N type

NN type

........
.. ..........

.. ............ '....... .............................

"," ...........
// ,

\ / \ \', \
~2C /0 H2C 0 H2C 0 H2C 0

i ~ I I II i + 1 I II i + 2 I II i + 3 I 1\ i + 4

- N~C/!...C -N-C -C-N-C-C-N-C-C-N-

I 'lk I I I I I I I
. '--H H··....·::::-H H H H H H H
~ ."~"., ~ ~.. ",

l\::a....................... .. ................
·,'t::::: ..

Figure 29. Diagnostic lnterresidual NOEs for Determing High- Order Structures
of Polypeptides.
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のNOEを調べ(Table8)､その2次構造を推定した｡Table8のNOEの結果は､

低温(-5℃)で得られたものであるので､以下論じる2次構造はその温度での

ものであるが､(5-2-2)で述べたように3JJV〃-a〃値にほとんど温度変化が認め

られないことから､室温(27℃)での2次構造もほぼ同じであると考えられる｡

隣接したアミノ酸残基間のNHINHクロスピーク 〔dNN(i,i十1)タイプ〕は､N

-末端からC一末端までほぼ連続して観察された.このNOEの連続性は､TS-

B-Vがhelix構造を取ることを意味し､CDスペクトルおよび3JN〃ーaH値から得ら

れた結果と一致する｡また､a-プロトンを持つアミノ酸残基の大部分がdαN(i,

i十1)タイプのNOEクロスピークを有すること､ならびにdβN(i,i十1)タイプの

NOEクロスピークが観察されたことも､TS-B-Vがhelix構造をとることを支

持している｡

Table8.InterresidualNOEsObservedinCD,OHat-5oC(60mM)I

Resldue 0l 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

dNN(i,i+1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

dNN(i,i+2) ●●●● ● ●
dαN(i,i+I) △ △ △ △ △ △ △ △

daN(i,i+2) ▲

dαN(i,i+3) ◇ ◇ ◇ ◇ ◇ ◇ ◇ ◇

dαN(i,i+4)

dBN(i,i十1)

◆ ◆ ◆◆
☆ ☆ ☆ ☆ ☆ ☆

さらに､α-helix構造に特徴的なdαN(i,i十4)タイプのNOEがAla4､Ile9､proJ4

およびVal15に認められた｡また､同時にこの残基には､dαN(i,i十3)タイプの

NOEが観察された.以上のNOEの結果を考慮すると､TS-B-V分子はAla4か

らPheo120まで規則正しいα-helix構造34･40'をとっていると考えられる.しかしな
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がら､この推論は､Leu12とVal15の 3JN"-aH値から得られた前述の結論とは少し

異なり問題として残る｡

一方､そのN-末端部分は､3.0-helix構造34'40'に特徴的なdαN(i,i+2)タイプの

NOEがアセチル基のa-プロトンとAla2のNH間に観察されたことから､ first

turnは3.0-helix構造であると考えられる｡

5-2-4 H-D交換速度

より微細な2次構造を知るために､測定溶媒をCD,OHからCD,ODに交換し､

交換可能なNHと溶媒のDとの交換速度41)から､分子内水素結合に関与してい

るNHを明らかにした｡Tabl69に示した値(半減期)は､シグナルの高さがDと

の交換によって半分になるまでの時間を表わしている(最初の測定は､溶媒交換

から15分後に行われている)0AiblとAla2のNHは､15分で完全に交換が終了

Table9.H-DExchangeRatesoftheNHGroupsat27oC.

Half-life(hours)

≪0.25 Glyll ≒ 15

≪0.25 Leu12 > 24

≒ 2 Aib13 ≒ 12

≒ 3 Pro14

≒ 3 Val15

}> 24 Aib16

}> 24 Aibn

> 24 Glnti

≫ 24 Gln19

}) 24 Pheol20
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しており、その半減期は求めることはできなかった。これは、Aib’とAla2のNH

が分子内水素結合にまったく関与していないことを示している。一方、Aib6以

降のNHは交換速度が遅く、それらが十分に強い分子内水素結合に関与している

ことを示している。Gly11とAib13のNHの交換速度が速いのは、この部分がリジ

ットであることを考慮すると（5－2－2）、その水素結合が弱いのではなく、NH

がより溶媒に露出しているためであると考えられる。

Ala3、　Ala4、　Aib5のNHの交換速度は中間的な値を示し、その水素結合はAib6

以下のNHほど強力ではないが、これらのNHも分子内水素結合に関与している

ことを意味する。もし分子全体がα一helix構造を取るならば、　Ala3のNHは水素

結合に関与しないので、この結果は、N一末端部分が規則正しいα一helix構i造で

ないこと、すなわち、Ala3のNHはアセチル基のCOと水素結合（4→1結合）を

しており、27℃でもそのfirst　turnは31。一helix構造であることを意味している。

Ala3のNHが水素結合に関与していることは、　Aib藍とAla2のNHは測定温度が高

くなるにつれて高磁場シフトしているのに対して、Ala3のNHは逆に低磁場シフ

ト11a如していることからも明らかである（Fig．30）。

　しかしながら、Ala4以降がα一helix構造であることを考慮すると、　first　turnが

31。一helix構造で固定されているならば、　Aib5のNHは全く分子内水素結合に関与

していないことになり（Fig．31　c）、　H－D交換速度から得られた結果と一致しな

い。これは、N一末端部分の構造が27℃では少しフレキシブルで、4→1結合に

よる31。一helix構造と5→1結合によるα一helix構造が、同時に平衡状態で存在す

ると考えると矛盾しない（Fig．31　b，　c）。

NOEならびに分子内水素結合の結果を考慮すると、　Aib6以降のNHは規則正し

く5→1結合をしていると考えられる。しかしながら、もし、そのような分子内

水素結合様式を取るならば、分子モデルによる考察から、Gly“とAib13のcoと

Proのピロリジン環との間に大きな立体障害を生じることが分かる（Fig．32）。そ

の立体障害を解消すると同時に、さらにNOEのデーからタ考えられるPro】4以降

がα一helix構造であること、ならびにVa115以降のNHは十分に強い水素結合に

関与していることを満足させるためには、Leu雇2のCOとVal15のNHとの間に1

つ4→1結合を挿入させなければならない。その分子内水素結合様式42）をFig．33
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に示す。したがって、Aib6以降の水素結合様式は、　Fig．31（a）に示すように決定

された。

結論として、TS－B－VのMeOH中での2次構造は、次のようにまとめること

ができる。

〔DFilst　turnは、低温では4→1結合による3、。一helix構造に固定されている。室

　温ではそのN一末端部分は、ややフレキシブルで31。一helix構造と5→1結合

　によるα一helix構造が共存した状態にある。

②First　turn以降は、5→1結合によるα一helix構造がC一末端まで続くが、途中

　で4→1結合が1つ挿入された構造をもつ。

③それゆえ、helixの軸は2か所で折れ曲がっている。

④そのC一末端部分も、ややフレキシブルであるが室温でも十分に堅固なα一

　　　　　　　　　　　　　　　　57
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第6章 Trichosporin-ち-Vの合成

第1節 合成の目的と概略

TS-B類の生物活性試験を行うために､それらを天然から必要十分量で､かつ

純粋に得ることは非常に困難である｡そこで､生物活性試験に供する目的と､

また同時に構造確認の目的で､主成分TS-B-Vの合成を試みた｡

TS-B-Vの合成を計画するにあたり､TS-ち-Vは立体障害の大きいアミノ酸

Aibが20残基中8残基を占めるため､その全収率はかなり低いものになると予想

された｡しかしながら､予備実験として､Z-X-OH(X=Aib､Gln､Ile､
Leu)をH-Åib-OMeと簡便なDCC-additive法で縮合させたところ､比較的良い

収率でジペプチドが得られたので､この方法は､TS-B-Vの合成に有用である

と期待された｡Fig.34に､TS-ち-Vの合成スキームを示す｡

この合成法は､

①TablelOに示されるように､5つのフラグメントのうちフラグメント【1]と[31

は､全てのTS-B類の合成に共通に用いることができる｡また､フラグメン

ト【2】､【4]､【51も､多くのTS-B類と共通性を有する｡

②フラグメント【2ト【5]はいずれも､C一末端にα-プロトンを持たないAibを

有し､これはエステルのアルカリ加水分解と酸成分の活性化の際のラセミ化

を防ぐことができる｡

という利点を有している｡

保護ペプチドの純度は､薄層クロマトグラフィー､元素分析およびNMRによ

り確認した｡アミノ酸分析は､Aibのニンヒドリン呈色率が低いため､最終生成

物に対してのみ行ない､保護ペプチドの段階では行わなかった｡各フラグメン

トの構造は､1H-と13C-NMRおよびEl世lectronimpact)MSあるいはFABMS

により確認した｡
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第2節保護trichosporin－B－Vの合成

6－2－1保護trichosporin－B－V（18－20位）、　Z－Glr　Gln－Pheo1［1］の合成

C一末端トリペプチド6眠43）は、Fig．35に示すようにSu法によりstepwiseに合

成した。保護トリペプチド【1］のZ基は、【1】のMeOHに対する極めて低い溶解

度のために、通常の接触還元でうまく除去できなかったが、30％HBr／AcOHに

より容易に除去できた。脱保護トリペプチドHBr塩は、吸湿性が高かったの

で、Amberlite　IRA－400で処理し、遊離の非吸湿性化合物とした。

Z－Gln－OSu

Z－Gln－OSu

H－PheoI

H2／Pd－C

　　　　　　　　　　　　　　Z－Gln－Gln－Pheol　［1］

Figure　35．　Synthtic　Scheme　for　the　C－Terminal　Tripeptide［1］（Positions　18－20）．

6－2－2保護trichosporin－B－V（14－20位）、　Z－Pro－Val－Aib－Aib－OMe【2】

　　　　の合成

保護テトラペプチド【2】は、DCC－HOBt法によりstepwiseに合成した（Fig．

36）。CD，OD中で測定した［2】の13　C－NMRスペクトルには、　Proのβ一炭素に対

応する2本のシグナルが認められた。このことは、MeOH中においてフラグメ

ント【2】のProがcis－trans異性状態にあることを示唆している（trans，δ。＝31。1、

cis，δc＝32．4）。44｝

6－2－3保護trichosporin－B－V（11－13位）、　Z－Gly－Leu－Aib－OPac【3］の

　　　　　合成

　フラグメント【3】は、対応するメチルエステル体とのエステル交換により得

　　　　　　　　　　　　　　　　64



た。加水分解後、フェナシルブロミド45｝を用いて処理した（Fig．37）。このエステ

ル交換は、後述するようにTS－B－Vの合成において重要である。　Z基の除去

は、フラグメント【1］の場合と同じ方法で行なった。

Z－Pro－OH

Z－Val一〇H

Z－Aib－OH

H－Aib－OMe

a

b

a

b

a

　　　　　　　　　　　　　Z－Pro－Val－Aib－Aib－OMe　［2］

Figure　36．　Synthtic　Scheme　for　the　Protected　Tetrapeptide［2］（Positions　14一ユ7）．

　　　　　　a：DCC－HOBt，　b：H2／Pd－C．

Z－Gly－OH

Z－Leu－OH

H－Aib－OMe

Z－Gly－Leu－Aib－OH
　　　　　　↓一

Z－Gly－Leu－Aib－OPac　　［3］

Figure　37．　Synthtic　Scheme　for　the　Protected　Tripeptide［3】（Positions　l　1－13）．

　　　　　　a：DCC－HOBt，　b：H2／Pd－C，　c：1N　NaOH．
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6－2－4保護trichosporin－B－V（7－10位）、　Z－Gln－Aib－11e－Aib－OMe【4］

　　　　　の合成

　フラグメント【4］は、Fig，38に示すように2つのジペプチドを縮合することに

より得た。予期に反し、この保護テトラペプチドは、かなりの親水性を示し

た。43a）一方、アルカリ加水分解によって得られた対応する酸成分は、親水性を

示さなかった。

Z－Gln－OH

H－Aib－OMe

Z－lle－OH

H－Aib－OMe

　　　　　　　　　　　Z－Gln－Aib－11e－Aib－OMe　［4］

Figure　38．　Synthtic　Scheme　for　the　Protected　Tetrapeptide［4］（Posltions　7－10）．

　　　　　a：DCC－HOBt，　b：H2／Pd－C，　c：1N　NaOH．

6－2－5保護trichosporin－B－V（1－6位）、　Ac－Aib－Ala－Ala－Ala－Aib－

　　　　　Aib－OMe【5】の合成

　フラグメント【5】は、Fig．39に示すルートに従って合成した。　Z－Ala－Ala－

OH（2－3位）とH－Ala－Aib－Aib－OMe（4－6位）との縮合過程は、　Alaでのう

セミ化の可能性を有するが、得られた生成物はその1H一とBC－NMRから単一で

あった。Ac－Alb－OHとアミン成分（2－5位）をカップリングさせて得られた

ヘキサペプチドとその対応する酸成分は、いずれも水に易溶であった。
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6－2－6フラグメント縮合

このようにして得られた5つにフラグメントを、Fig．34に示したルートに従っ

て順次縮合した。フラグメント縮合は、すべてDMF中、室温下DCC－HOBt法

により行なった。フラグメント田から得られたアミン成分とフラグメント【21

から得られた酸成分を縮合し、C一末端ヘキサペプチド（14－20位）を得た。生

成物はセファデックスLH－20クロマトグラフィーで精製後、　MeOH－etherか

ら再結晶した。アミノ保護基、Z基を接触還元で除去し脱保護ヘキサペプチドを

得た。

Ac－Aib－Oト1

Z－Ala－OH

H－Ala－OMe

a

C

Z－Ala－OH

H－Aib－Aib－OMe

a

b

a

b

a

Ac－Aib－Aia－Ala－Ala－Aib－Aib－OMe　［5］

Figure　39．　Synthtic　Scheme　for　the　N－Terminal　Hexapeptide［5］（Positions　1－6）。

　　　　　a：DCC－HOBt，　b：H2／Pd－C，　c＝IN　NaOH．

TS－B－Vの分子の中間に位置しているヘキサペプチド（7－13位）を、フラグ

メント【3】（11－13位）とフラグメント【4］（7－10位）から誘導したペプチドを縮

合して得た。シリカゲルクロマトグラフィーで精製後、フェナシル基を酢酸中

Zn　45）を用いて除去し、十分に満足する収率（84％）で単一の対応する酸成分に導

いた。当初、対応するヘキサペプチドメチルエステル体を合成し、酸成分に導
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こうとしたが、アルカリ加水分解でTLC上多くのスポットを示した。

　ヘキサペプチドの酸成分（7－13位）を・C一末端アミン成分（14－20位）と縮

合させたが・その収率は低かった。これは、おそらく立体障害のために酸成分

の活性化が十分に行なわれなかったものと考えられる。得られたテトラデカペ

プチド（7－20位）は、酸に対し不安定なAib－Pro結合を有するため、精製の段

階での酸の使用は避けた。生成物は、セファデックスLH－20クロマトグラフィ

ーで精製後、シリカゲルクロマトグラフィーに付した。Z基を常法により除去

し、TLC上単一な脱保護ペプチド（7－20位）を得た。合成trichosporin－B－V

を、N一末端ヘキサペプチドの酸成分（1－6位）と上記アミン成分（7－20位）を

縮合して得た。粗TS－B－VをセファデックスLH－20クロマトグラフィーに付

し、TLC上、目的化合物を含むフラクションを合わせ減圧下濃縮した。その残

渣を、逆相分取カラム（ODS）で精製した。精製合成TS－B－Vは、　ODSとフェニ

ルの2種類の異なる逆相カラムを用いてHPLCクロマトグラム上単一ピークを示

し、その保持時間は、天然物のそれと全く同じであった（Fig．40）。

第3節合成trichosporin－B－Vと天然物との比較

　合成TS－B－VはFAB　MSと置H一および13　C－NMRから同定された。　Flg．41

に、合成TS－B－VのFAB　massスペクトルを示す。フラグメンテーションパタ

ーンは、両者同一である。また、合成TS－B－VのIH一と13　C－NMRシグナル

は、天然物のそれとよい一致を示した。スペクトルの一部を、Fig．42と43に示

す。線形のわずかな差は、シグナルのケミカルシフトが、サンプル濃度と測定

温度に影響されるためであると考えられる。物理化学定数（融点、旋光度）もま

た、天然のTS－B－Vのそれとよい一致を示した。



(a)
ODS column

(b)
ODS column

(e)

Ph column

40 (min)20o40 (min)20o

Figure 40. Analytical HPLC Chromatograms of the Synthetic Trichosporin- B- V.
(a) The natural Trichosporin- B- V (upper) and the crude sample after

gel- filtration (lower).
(b) and (c) The purified sample.

The details are described in the experimental section.
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Figure 42.

 &4 &2 &O 7,8 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8
Part of the 'H- NMR Spectrum of the Synthetic Trichosporin- B- V

Measured in CD30H at 260C (4.8 mM).

natural

h

synthetic

   6C 6o sg ss s7 s6 55 54 53 52
Figure 43. Part of the '3C- NMR Spectrum of the Synthetic Trichosporin- B- V

       Measured in CD30H at 26 0C (4.8 mM).
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第7章Trichosporin－B類の生物活性

第1節Trichosporin－B類のミトコンドリアに対する作用

7－1－1ミトコンドリアに対する脱共役作用

Hypelcin類およびalamethicinは、ラット肝ミトコンドリアに対して脱共役作

用2［を有する。TS－B類のそれらとの構造の類似性から、　TS－B類もまた同様に

脱共役作用を有することが予想された。

　ラット肝ミトコンドリアに対してTS－B－VIbを作用させたところ、その呼吸

を促進し脱共役活性を示した。既知で最強の脱共役剤であるSF6847の活性と比

較したところ、用量一反応曲線においてTS－B－Vlbの滴定点濃度は約84　nMで、

SF6847（24　nM）の約30％の脱共役活性を示した。（Fig．44）。また、　TS－B－Vlb

はゼロ濃度付近の非常に低い濃度において無反応の領域を示し、SF6847との活

性特性の違いが示唆された。
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F蓋gure　44．　Uncoupling　Activity　of　Trichosporin－B－Vlb　and　SF6847

　　　　　against　rat　liver　mitochondria．
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sF6847 HOt.BBgH< cc"N
同様にして､他のTS-B類についても脱共役活性を測定し､滴定点濃度を求め

た(Tablell)｡それを指標に脱共役活性の強さを検討したところ､明らかに構造

と活性との間に相関が認められた(Tabl66を参照)09位のアミノ酸残基が活性

強度に与える影響は､116>Leu>Valの順であり､17位の残基においてはIva>

Aib>Alaの帽であった｡また､3位の残基の影響は､Aib>Ala>Selの順であっ

た｡すなわち､アミノ酸残基の脂溶性が増すほどその活性は増大した｡

一方､hypelcin-A類(混合物として用いた)の規定点濃度は532nMで､TS-B

-laよりもさらに活性が弱かった｡

Tablell.TitrationPointsofTrichosporin-Bs･

Concentration(nM) Concentration(nM)

Ia

IIIa

Hlb

IIId

lVb

490 1Vc 240

263 IVd 267

312 V 155

261 Vla 106

168 VIb 84

7-1-2脱共役活性の特性

次に､活性の最も高いTS-ち-Vlbを用いてその脱共役活性の特性を調べたと

ころ､次に示すhypelcin類と同様の特性を示した｡

①TS-ち-VIbは､ATPaseの特異的阻害剤であるoligomycinにより抑制されたミ

トコンドリアの呼吸を開放した(Fig･45a)0

② 無機リン酸を含まない反応液中TS-ち-VIbを作用させ､無機リン酸の添
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加効果を調べたところ､ミトコンドリアの呼吸が促進された(Fig.45b)｡

③ 無機リン酸の膜透過を抑制するNEM世一里thyl塑aleimi°e)を作用させると､

その活性は抑制された｡

④ 他の陰イオン(CH,COO-,NO,I,SCN一,nco,31,HSO｡ー)は､活性を促進しなか

った｡

以上の結果から､TS-B類の脱共役作用はhypelcin類と同じ機構で発現すること

が示された｡

TIME

rotenone,3〟g

mitochondria

/ T-S-B-VTb･100nM
KIPi,lmM

/
K-Pl,3mM

ReactionMcrdlUm

200mM Sucrose
lOmM SucclnatO
2mM MgCl2
1mM EDTA

IOmM TrlS･Cr(pH7.4)

TIME

Figure45･CharacteristicsoftheUncouplingActivityofTrichosporin-B-VIb.

第 2節 Trichosporin-B類の副腎髄質細胞に対する作用

副腎髄質細胞におけるカテコールアミン放出作用は､細胞外ca2十がイオンチャ

ンネルを透過して流入することと深く関係している｡脱共役作用が､ミトコン

ドリア膜におけるイオンチャンネルが形成により発現すると推定されること､な

らびにalamethicinがSUV(SmallUnilamelarVesicle)膜においてCa2+を選択的に

透過 2b)させることから､TS-B類は副腎髄質細胞に対して何らかの作用を示す

ことが予想された｡
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副腎髄質細胞は生理的にアセチルコリンの刺激を受け、カテコールアミン（＝

ドーパミン、ノルアドレナリン、アドレナリン）を分泌する。このカテコールア

ミン分泌は、主に次のような機構であるといわれている。すなわち、

1）アセチルコリンが髄質細胞膜に存在するニコチンレセプターに結合

2）ナトリウムチャンネルが開き細胞外Na＋の細胞内への流入

3）細胞膜の脱分極が生じてCa2＋の細胞外から細胞内への流入

4）カテコールアミンを含んだ二二の膜と細胞膜との融合

5）開口分泌（エキソサイトーシス）によってカテコールアミンの細胞外へ放出

したがって副腎髄質細胞は交感神経系におけるカテコールアミン遊離機構を研

究する上でのよいモデルとなる。

7－2－1TS－B類によるカテコールアミンの分泌

実験には牛副腎髄質をコラゲネースで処理、分離細胞とした後、4日間イーグ

ル液で培養した副腎髄質細胞を使用した。TS－B－III（IIIa～dの混合物）と髄質細

胞を5分間、37℃でインキュベーションすると、その濃度に依存して細胞から

カテコールアミン分泌が生じた（Fig．46　a）。3μMTS－B－IIIからカテコールア

ミン分泌が観察され、5μMで全細胞内カテコールアミンの約18％の分泌をお

こした。これは20－30μM濃度のアセチルコリン刺激によるカテコールアミン

分泌量に相当する。さらに、20μMTS－B－IIIは60％以上のを分泌させた。反

応液からCa2＋を除去すると、低濃度（3－5μM）のTSによるカテコールアミン分

泌は完全に消失した。一方、高濃度TS－B－III（10－20μM）によるカテコール

アミン分泌はかなり抑制されたが、一部認められた。Fig．46（b）は5μMTs－B

－IIIによるカテコールアミン分泌のtime　courseを示している。反応2分後にカテ

コールアミン分泌が認められ、それは反応時間に依存して増加した。

　カテコールアミン放出効果は他のTS－B類においても同様に認められた（Fig．

47）。しかしカテコールアミン分泌作用の効力には、各TSによって大きな差があ

り、5μMの濃度においては、TS－B－Iaの活性が最も弱く2％のカテコールア

ミン分泌作用しかなかった。一方、Vlbは40％のカテコールアミンを分泌させ、

最も強い活性を持っていた。また、TS－B－Vは18％であり、このようにその分
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子のアミノ酸組成と配列、つまりは分子の極性により活性が大きく左右された。
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Hgure　46．　Effects　of　Trichosporin－B－III　on　Catecholamine　Secretion　from

　　　　　　　　　Cultured　Bovine　Adrenal　Medullary　Cells．

（a）The　adrenal　medullary　cells　were　incubated　for　5　min　at　37℃with　various

　　　concentrations　of　TS－B－III　in　2．6　mM　Ca2＋一containing（●）or　Ca2＋一free

　　　medium（○）．

（b）The　ce11s　were　incubated　with（●）or　without　5μMTS－B－III（○）in

　　　2．6mM　Ca2＋一containing　or　with　5
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　μMTS－B－III　in　Ca2＋一free　medium（▲）

for　t孟mes　indicated．　The　amount　of　catecholamines　released　from　the　cells　was

expressed　as　a　percentage　of　total　cellular　catecholamines．
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7-2-2乳酸脱水素酵素の遊離

乳酸脱水素酵素(LDH)は細胞内の指標酵素である｡髄質細胞を10分間インキ

ュベーションすると､細胞内totalLDH活性の約2%が細胞外メディウム(反応

液)に認められた(Fig.48).同様に､5FLMTS-B-IIIを加えて細胞をインキュ

ベ-ションしたが､LDH遊離には変化が認められなっかた｡一万､15〟MTS-

B-ⅠⅠⅠは細胞から約28%のLDHを遊離させ､これは生体膜を破壊する130〟M

ジギトニンを用いたときのLDH遊離量にほぼ等しかった｡以上の結果は､低濃

度TS-B-Ill(3-5FLM)のカテコールアミン分泌作用が外液ca2'に依存してい

ること､それに対して高濃度TS-B-IH(10-20〟M)のカテコールアミン分泌

作用にはCa2+-依存性とca2'-非依存性の2つの機構があることを示している｡ ま

た､Ca2+弓巨依存性分泌はTSによって障害を受けた細胞膜や頼粒膜からの受動的

な漏出によることを示唆している｡
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Figure48.EffectsofTS-B-1lIandDigitonin(Digi)onLactateDehydrogenase

(LDH)ReleasefromtheCellsI

Thecellswereincubatedfor10minat37℃withorwithoutTS-ち-IH(5and15

〟M)ordigitonin(130〟M)inthemedium,Thelactatedehydrogenaseactivity
wasexpressedasapercentageoftotalcellcontent.
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7-2-3 Ca2◆の流入

細胞からカテコールアミンが分泌されるためには､ca2'の副腎髄質細胞内への

流入が不可欠である.TSによるCa2㌧依存性カテコールアミン分泌の作用機構を

調べるため､細胞内への45ca2十の取り込み実験を行った｡Fig.49(a)に示すよう

に､5J上MTS-B-IIIは細胞内への45ca2'の取り込みを濃度依存性に増加させた.

TS-B-ⅠⅠⅠによる45ca2+の細胞内への取り込みは3〟Mから観察され､10〟M

まで増加した.20FLMのTS-B-IIIはむしろ10〟Mによる効果よりも減弱し

た｡これは細胞内に一度取り込まれた45caZ+の流出によると考えられる｡この様

にTS-B-1lIによる45ca2'の取り込みの用量-反応曲線とカテコールアミン分泌

の用量-反応曲線は､10〟Mまでよく一致していた.また､5〟MTS-B-Ill

による45ca2'流入増加のtimecourse(Fig.49(b))もTS-B-IIIのカテコ-ルアミン

分泌増加のtimecourseによく一致した｡

これらの結果から､TS-B類は細胞内へCa2'の流入を促進させ､その結果カテ

コールアミン分泌をおこしていると考えられる.TS-B類によるカテコールアミ

ン分泌は反応液中のNa+の除去によっても認められ､また電位依存性ナトリウム

チャンネル阻害剤のテトロドトキシンによって何ら影響されなかった｡従って､

TS-B類はNa'に非依存的に直接ca2'を副腎髄質細胞内へ流入させるものと推測

された｡

78



 ･;
 6
  o
xo"=O
r.
rE.

sg
  2

 5

7

6

5

4

3

2

1

o

A      /}･

   .!I

YL

'T
r

L.L.-.L.-.L

7

6

5

4

3

2

1

o

B

'
T
;l/

       J/1

'l/t

              l       I/

       O1 35 10 20 02 5 10 15             [Tsi (pM) Time (min)
Figure 49. Effects of TS - B- III on `5Ca2" Influx into the Cells.

(A) The cells were incubated for 5 min at 37OC with various concentrations of TS･--

   B- III in the medium containing 45CaC12.
(B) The cells were incubated with (e) or without 5 pt M TS-B- III (O) in the

   medium containing `5CaC12 for the times indicated.

The Ca2' influx was expressed as nanomoles of Ca per 2 x 106 cells.
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第8章　要約および結語

1）単離と構造決定

　木材腐朽菌万’c加4εr〃3αpo’y5po川〃2（Link　ex　Pers）Rifai　TMI　60146の培養液よ

り新規ペプタイボールtrichosporin－B類を11種単離し、その1次構造をFAB

MS、　FAB　MSIMS、　NMRにより決定した。　Trichosporin－B類は下式に示す基本

構造を有し、その3位、5位、9位および17位においてアミノ酸残基が置換され

た極めて類似した化合物群であることが明らかにされた。

Ac－Aib－Ala－W－Ala－X－Aib－Gln－Aib－Y－Aib－Gly－Leu－Aib－Pro－Val－

Aib－Z－Gln－Gln－Pheol

W＝Ala，　Aib，　Ser，　X＝Ala，　Aib，　Y＝lle，　Leu，　Val，　Z＝Ala，　Aib，　Iva

2）Trichosporin－B－Vの2次構造

　Trichosporin－B－Vは、　MeOH中一5℃においては31。一helix構i造のfirst　turnを

有し、27。Cにおいては31。一helix構造とα一helix構造が共に同時に存在するfirst

turnを持つことを明らかにした。また、　first　turn以降はPro付近における折れ曲

がり構造を有したα一helix構造を取ることを明らかにした。

3）Trlchosporin－B－Vの合成

　Trichosporin－B－Vはフラグメント縮合法により合成された。それは天然物と

完全な一致を示し、推定構造の正しいことを証明した。

4）Trichosporin－B類の生物活性

　Trichosporin－B類は、ラット肝ミトコンドリアに対し脱共役作用を、副腎髄

質細胞に対しカテコールアミン分泌作用を示すことを明らかにした。また、そ

の活性はtrichosporin－B分子の脂溶性に依存していることを推定した。
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実験の部

融点はすべて柳本微量融点測定器で測定し未補正値である。旋光度はJASCO　DIP－

181digital　polarimeter、　CDはJASCO　J－600　spectropolarimeterを用いて測定した。　HPLCに

は、Shimadzu　LC－6A　systemを使用した。

FAB　MSはJEOL　JMx－Hx　looならびにFinnigan　MAT　TSQ　70を用いて・FAB　MS／MSは

Finnigan　MAT　TSQ　70を用いて測定した。　FABによるイオン化は8kevのキセノンガ

スで行い、また、コリジョンには40eVのエネルギーをもったキセノンあるいは

アルゴンガスを使用した。マトリックスとして、glycerol－thioglycerol（1：1）あるい

はdithiothreitol－dithioerythritol（3：1）を使用した。

NMRの測定には、　JEOL　JNM－FX　200（200　MHz）、　Bruker　AC－300（300　MHz）、　AM－400

（400MHz）ならびにAM－600（600　MHz）スペクトロメ八寸ーを使用した。内部標準と

して、TMS（tetramethylsilane）を用いた。以下に300　MHz以上のNMRの測定条件につ

いて示す。1H－NMRに関しては600MHz磁場における条件を、BC－NMRに関しては

100MHz磁場での条件を示している（他のメガ数の磁場においても掃引幅が変わ

るだけで残りの条件は同じである）。

①1次元NMRスペクトル
　1次元IH－NMRスペクトルは、通常l1900　Hzの掃引幅、64Kデータポイントを

用いて記録した。溶媒にCD、OHを用いて測定する場合、溶媒由来の巨大な一〇H

ピークは、2，4秒の待ち時間の間に前もって飽和する（presaturation）ことにより取り

除いた。13C－NMRスペクトル（100MHzの場合）は、通常20800　Hzの掃引幅、64Kデ

ータポイントを用いて記録した。

②2次元NMRスペクトル
　2次元NMRはすべてBruker標準自動フ．ログラムを用いて測定した。　CD，OH中に

おけるCOSY、　RCTの測定には2．5秒の待ち時間の間に溶媒由来の一〇Hのピーク

を照射し、一方NOESYの測定には展開時間ならびに検出時間以外のすべての間

一〇Hピークを照射した。Table董2に2次元NMR測定パラメーターを示す。

　薄層クロマトグラフィー（TLC）にはKiesdgel　60F，鼠Merck）を用い、以下の溶媒系

（v／v）で展開した。

群、CHC13－MeOH（95：5），1ヴ2CHCIゴMeOH（9：童），1ヴ3CHCI3－MeOH（8：2），1ヴ4CHCIf　MeOH

（7：3），Rズ5CHCI」一MeOH－H20（6：512）．

　シリカゲルカラムクロマトグラフィーとゲル濾過カラムクロマトグラフィーに

は、それぞれSilica　gel　60（70－230　mesh，　Merck）とSephadex　LH－20（Phamlacia）を用いた。
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イオン交換樹脂は、Amberlite　lR－120B、　IRA－400、　XAD－2（Organo）を使用した。

反応後の溶媒の乾燥には、特に記載しない限り無水Na，SO、を用いた。

Tab置e　12．　Summary　of　Experimental　Parameters＊Used　in　the　Two－Dimensional　NMR

　　　　　Experiments．

　　parameter

sweep　width　in　F2

　　　（Hz）

sweep　width　in　F亘

　　　（Hz）

　　matrix　size

　　（F・×F・）

relaxation　delay（s）

other　delay（ms）

mixing　time（ms）

window　functions

　　　（FI／F，）

shifts　of　window

　　functions　in

　fraction　ofπ

　COSY

　6024

　3012

512×2K

　　25

SIS

　RCT

　6024

　3012

512×2K

　　2．5

43

S／S

HOHAHA

　6172

　3086

512×2K

　　2．5

50

S／S

2／2

NOESY

　6330

　3165

512×2K

　　2．5

300

SIS

2／2

BC，　IH－

COLOC

　17860

　3260

256×8K

　　2．3

（80，40）

（豆20，60）

S／G

36

HMBC

　3496

　8620

1K×2K

　2．5

SIS

lO／16

＊Sand　G　stand　for　sine　bell　and　gaussian　window　function，　respectively．13C，1H－COSY　has　the

　same　parameters　except　for　other　delay　time．
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第3章に関する実験

①Trichosporin－B類の逆相分取HPLC

　Fig．1に示した手順で得たTSの領分9．　l　gのうち3・09を逆相（ODs）分取HPLcに

付し、1～II（n59）、　III（0．689）、　IV（0」79）、　V（0・359）ならびに＞1（0・119）を得た。

逆相ODS　　HPLC
移動相　　二85％MeOH－15％H20

流速　　　；5ml／min

検出　　　：UV（220nm）

カラム　　ニNacalai　Cosmosi15CI8（20　mm　i．　d，×250　mm）

カラム温度：40℃

　さらに、1－IIの画分については、約02　gを、　V以外の他の画分については全量

を逆相（フェニル）分取HPLCに付し、それを繰り返すことにより純粋なTS－B－

Ia（19．2　mg）、　IIIa（55．8　mg）、　IIIb（22．9　mg）、　IIIc（13．9　mg）、　IIId（47．5　mg）、　IVb（9．2

mg）、　IVc（9．9　mg）、　IVd（10．3　m呂）、　Vla（B．5　mg）ならびにVIb（32．4　mg）を得た。

逆目5Ph　　HPLC久
検出とカラム温度は上記と同一、カラムはNacalai　Cosmosn　5Ph（20　mm　i．　d．×250　mm）

を用いた。

　　　　　　　　　　移動相　　　　　　　　　　　　　　流速

Ia　　　　　　　　85％MeOH－15％H20　　　　　　　　　　　3Dml／min

IIIa－d　　　　　　83％MeOH－17％H20　　　　　　　　　　　　2．5　ml／min

IVb－d　　　　　　85％MeOH－15％H20　　　　　　　　　　　　25　ml／min

VIa－b　　　　　　80％MeOH－20％H20　　　　　　　　　　　　9，0　ml／min

②酸完全加水分解

ペプチドの酸完全加水分解は試料を（約05mg）を6NHCI、封菅中、　llO℃24時

間加熱する条件下で反応した。

③構成アミノ酸およびPheolの絶対配置46）

　酸完全加水分解（約0．5mg）を5mlの無水MeOH－SOCI，（10：1）中で3時間還流後、

反応液を減圧濃縮した。残渣を3，5－dinitrobenzoyl　chloride（約lmg）とトリエチルア

ミン（1滴）を含むEtOAc溶液中で24時間撹絆、　EtOAc層をINHCI、5％NaHCO，、

飽和食塩水で順次洗浄し、Na，SO、上で乾燥させ濃縮しHPLCサンプルとした。標

品は、各構成アミノ酸およびPheolからそれぞれ上記と同条件で合成した。　HPLC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　85



による分析条件は下記の通りで、結果はFig．5に示した。なおPheolは、サンプル

注入後85分後に溶媒比をA：90％、B：10％に変更すると、加水分解産物誘導体

は99．22minの保持時間で、標品は100．47　minの保持時間で溶出した。

分董己旦旦≦≧条」生（グラジエントモード）

移動相　　：A＝n－hexane，　Bニdichlo「ethane－ethanol（511・v／v）

流速　　　：0．8ml／min（A＝96％，B＝4％）

検出　　　：UV（254　nm）

カラム　　：Sumipax　OA－4豆00；4mm　i．　d．×250　mm

カラム温度：35℃

④L，DL－Pheolの合成”71

例として、L－Pheolの合成を示す。　DL－Pheolは、それと同様にして合成した。　HCI・

L－Phe－OMe（10g，46．37　mmol）の50％EtOH溶液（100　ml）に、氷冷下同じ溶媒に溶かし

た4モル等量のNaBH、を加えた。反応液を5時間還流後、濃縮乾固した。残渣に

水を加えてEtOAcで抽出、　EtOAc層を飽和食塩水で洗浄した後、　Na，SO、上で乾燥

させ濃縮した。生成物は、ベンゼンより：再結晶した。

収量5．65g（80％）．　mp　gL5－93（文献値94－95）．1α碕一19．4。（c＝LOO，　MeOH）（文献値

［α】ぎ一27．06。　（c＝0．32，MeOH），［’α1ぎ一23．3。　（c＝2．01，MeOH））．　AmaL　Ca且cd　for

CgH13NlOl：C，71．49；H，8．67；N，9．26．　Found：C，71．23；H，8．69；N，9．26．
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第4章に関する実験

TS-B類のIH-および13C-NMRシグナルの帰属の結果を以下Table13-19に示す｡Table

19は､第7章第2節のFig.47に示したカテコールアミン分泌活性を試験したTS-B類の600

MHz磁場におけるNH化学シフトならびに3JNll_aHをまとめている｡それらの値からは､TS-

B-Ia､ⅠⅠIa､IVdならびにVIb頬の2次構造はTS-B-Vのそれとよく似ていることが示唆され

た｡
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Table 13. Proton Chemical Shifts t and UNH . c. H Values b

          at 27 OC 10 mM 6oo MHz .

ofTrichisporin -B- V in CD,OH

6,

Residue NH a Bc 7 6 othersd

3JNH-caH

 (Hz)

N-Ac 2,049

Aibi 8,564 1.456

Alai 8.445 4.091 1.474 4.2

Ala3 7.8oo 4,126 l.48 6.5

Ala` 7,561 4.130 l,49 6,O

AibS 7,886 1.531

Aib6 7.851 1.579

Gln' 7.83 3.881 2.18, 2.25 2.38, 2.552 7.448, 6,750 ( E ) 4.7

Aib8 8.135 1.589

Ile" 7.596 3.74 2.10 1.36, 1.76 O.868 O.962( 7b 6.1

Aibte 8.261 1,568

Glyii 8.390 3.685, 3,950 5.0

Leut2 8.062 4.455 1.63,1.98 1,93 O.919, O,942 7.7

Aibi3 8,388 1,539, 1.623

Prou 4.4oo 1.83, 2.32 2.oo, 2,08 3.75, 3.89

Valis 7.637 3.77 2,35 O.982, 1,072 7.8

Aibi6 7.606 1.545

Aib,7

Gln's

Gln'"

7.805

7.776

7.875

4.035

4.18

1.553

2.26

2.01, 2,06

 2,448, 2.619

2,6192.6192,2,6

  2.31, 2.34

5.6

7,5

Pheolro 7.303 4.17 2.729, 2.95 1 3.622 (CH, - O)

7.281 (ortho),

7.233(meta),

7,154 (para)

9.2

'Chemical shifts obtained from two-dimensional spectra are expressed in A 6 =± O.Ol.

" Some values were obtained from the J- resolved spectrum.

C Some Aib CB H] signals could not be assigned under the conditions described in the title.

d The signals arising from the Glni8' S" carboxamide protons are observed at 6H 6.623, 6.782. 7.356, 7.470,
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Table 14. Carbon Chemical Shifts of Trichosporin-B- V in CD30H at 27 ℃

(10 mM, 1oo MHz).

6c

Residue a B co others'

N-Ac

 Aibi

 Ala2

 Ala3

 Ala`

 Aibs

 Aib6

Gln'

 Aibs

 Ile"

Aibte

Gly'i

Leu]i

Aibi]

 Pro'4

Val:s

Aib,6

Aib"

Gln'S

GIni9

Pheolro

23.22

57.86

53.65

53.14

53,90

57.55

57.36

58.35

57.77

63.59

57.87

45.14

54,13

58.20

64.73

64.25

57,70

57.06

57.01

55.75

54.53

24.43, 26.73

  16.89

  l6.45

  16.70

23.22, 27.00

23.06, 27.38

  27.68

23.33, 27.57

  36.oo

23.50, 27.50

  41.67

23.83, 26.80

  30.13

  30.55

23.50, 27.43

23.30, 27.oo

  28.oo

  28.14

  38.09

173.88

178.84

l77.67

177.46

177.09

176.69

178.84

176.06

178.54

175.60

179.30

173.16

176.00

175.07

176.58

175.49

177,76

l78.96

175,60

174.l2

* The signals arising from the GlniS' NCS carbons are observed at

        32.95( 7 ). 177.61( 6 )

    27,38 ( 7 '), 15.58 ( rb, 10,21 ( 6 )

      25.67 ( 7 ), 21.48, 23,47 ( 6 )

        26.95 ( 7 ), 50.63 ( 6 )

          19.54, 20.24 ( T )

            33,22( 7 )

            32,82 ( 7 )

     64.92 (CH, - O), 139.79 ( 7 ),

   130.51 ( 6 ), 129,26 ( E ), 127.29 ( C )

6c 177.44 and i77.94.
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Table 15. Proton Chemical Shifts ' ofTrichisporin

at 27 ℃ (60 mM, 400 MHz).

-B- IIIa in CD30H

6,

Residue NH a B 7 6 others

N-Ac

 Aibi

 Ala2

 Ala3

 Ala`

 Aibs

 Aib6

 Gln'

 Aibs

 Leu9

 Aibio

 Glyi,

 Leui2

 Aibi3

 Proi4

 Valis

 Aibi6

 Aibi7

 GlniS

 GIn'"

Pheol"

8.563

8.450

7.670

7,612

7.923

7.849

7.632

8.116

7,644

8.179

8.381

8.1e4

8.276

7.638

7.619

7.807

7.777

7,874

7.302

2.043

4.06

4.13

4.12

3.877

4.10

3.690, 3,951

  4.429

4,394

3,73

4.03

4.16

4.16

1.47, 1.50

  1.44

  1.47

  1,46

1.43, 1.51

1.46, 1.56

2.15, 2.26

1.52, 1.57

  1.77

1.52, 1.57

1.632 1.92

1.52 1.61
    '

 1,80, 2.31

  2,33

 1.46, 1.53

   1.53

  2,24

  2.02

2.729, 2.946

2.37, 2.55

1,80

1.88

 1,97, 2. 17

O.981, 1.071

2,44, 2.62

2, 18, 2.33

O.88, O.94

O.89, O.93

3.75 3.87

6.748 ,7,729( e )

6,782,7.455( E )

 6.631, 7.345( E )

3.528 (CH, - O)

7.27 (ortho),

7.229(meta),

7.I46 (para)

' Chemical shifts obtained from two-dimensional spectra are expressed in A 6 =± O,Ol.

90



Table 16. Carbon Chemical Shifts ofTrichosporin-B- IIIa in CDjOH at 27 OC

        (60 mM, 1oo MHz).

6c

Residue a B co others

N-Ac

 AibL

 AIai

 Ala]

 Ala`

 Aibs

 Aib6

 Gln'

 Aib8

 Leu"

 Aib:o

 Glyii

 Leu`2

 Aibi3

 Proi4

 Val:s

 Aibi6

 Aib"

 Gln'S

 GIn'"

Pheolro

23.24

57.30

53.49

52.98

53.72

57.43

57.30

58.19

57.62

56.46

58.03

44.99

53.92

58.19

64.58

64.15

57,53

58.02

56.66

55.60

54.36

24,24, 26.63

  16.32

  16.79

  16.57

23.08. 26.68

24.31 27.30
   '

  27,51

23,53, 27.39

  '40.55

23.18, 26.61

  41.42

23.69, 26.70

  29.96

  30.37

23.32, 27.30

22,75, 27.30

  27.65

  28.00

  37.97

173.65

178,65

177.38

177.26

177.87

176.63

l78.65

175,94

178.50

I76.233

179.03

172,85

175.76

174.82

176,33

l75,30

177.69

178.71

175.39

173.95

    32,72 ( 7 ), 177.40 ( 6 )

  25.77 ( 7), 21,98. 22,75 ( 6 )

  25.58 ( 7 ), 21,46, 23.42 ( 6 )

    26.61 ( 7 ), 50.40 ( 6 )

      19.39, 20.14 ( 7 )

    33.06 ( 7 ), 177.69( 6 )

    32.82 ( r ), 177.20 ( 6 )

  64.77 (CH, - O), 139,65 ( 7 ),

l30.35 ( 6 ), 129.10( E ), 127.11( 4 )
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Table 17. Proton Chemical Shifts ' ofTrichisporin

at 25 ℃ (30 mM, 4oo MHz).

-B- VIb in CD,OH

6,

Residue NH a B 7 6 others

N-Ac 2.040

Aibi

Ala2

Ala3

Ala4

7,762

7.6oo

4.08

4.12

4,1l

Aibs 7,909

Aib6 7.887

Gln' 7,838 3,87 2,15 2,37, 2.55

Aibs 8,155

Ile" 7.633 3,70 2.07 1.31 1,76
   '

O.865 O,957 ( 7 ' )

Aibio 8.282

Glyii 8.409 3,659, 3,935

Leu'2 8.079 4.447 1.97 1.94 O.922, O.952

Aibi3 8.430

Prou 4.383 1.82, 2.32 2.02. 2.22 3,74 3.87

Valis 7,617 3.74 2.34 O.980, 1.073

Aibi6 7.667

Ivai7

Gln'S

Gln'"

Pheol"

7.807

7.76

7.78

7,247

4,03

4.16

4.16

1.53

2.25

2.03, 2.07

2,718, 2,948

2.45. 2.64

2,20, 2,34

3.61 (CH, - O)

7,270 (ortho), 7.223

(meta),

7.143 (para)

' Chemical shifts obtained from two-dimensional spectra are expressed in A 6 =± O.Ol

 NH signals are suppressed owing to the transfer of solvent saturation.

. The Aib' and Ala2
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Table 18. Carbon Chemical Shifts ofTrichosporin- B-VIb in CD30H at 25 OC

        (30 mM, 1oo MHz).

6c

Residue a B co others

N-Ac

 Aibi

 Ala2

 Ala3

 Ala'

 Aibs

 Aib6

 Gln'

 Aib8

 Ile"

 Aib]o

 Glyii

 Leui2

 Aibi]

 Prou

 Valis

 Aib,6

 Ivai'

 Gln's

 Glni9

 Pheol"

24.54

53.69

53.18

53,69

58.43

57.80

63.61

44.19

54,22

64,81

64.38

60.79

56.93

5578

54.48

16.48

16.93

16.73

･36.11

41,76

30.14

30.64

28.11

28.26

38.08

173.68

178.74

177.48

177.30

176.90

176,65

178.77

175,96

178.45

175.54

179,07

173.02

176.0S

174.68

 176.37

 175.43

 177.65

 178.34

175,,50

 174.06

        32.93(7)

30.71 ( 7 i), 15.61 ( 7 b, 10.24 ( 6 )

25.75 ( 7 ), 23.46, 21.55 ( 6 )

  26.98 ( 7 ), 50.59 ( 6 )

    20,29,19.52( 7 )

        33,34( 7 )

        33.06(7)

  64.93 (CH, - O), l39.81 ( 7 ),

130.44 ( 6 ), 129.21 ( E ), 127,21 ( ; )
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Table 19. Chemical Shiftsi and U

and -VIb in CD30H at

NH - c. H Va1ues b of Trichosporin- B- Ia,

 27 OC (6oo MHz).

- IIIa, -IVd

Ia (5 mM) IIIa (5 mM) IVd (5mM) VIb (5 mM)

Residue 6, (Hz) 6, (Hz) 6, (}iz) 6, (Hz)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

l2

I3

14

15

16

17

18

19

20

8.634

8.481

7.88

7.686

7.875

7.796

7,850

8.107

7.63

8.174

8.372

8.09

8.263

7.62

7.6oo

7,796

7.784

7,87

7.31

4.3

6,9

5.5

5,1

5.8

5.1

n. d.

n. d,

6.2

n. d,

9,O

8.556

8.446

7.79

7,558

7.891

7,832

7.84

8.l29

7,636

8.188

8,376

8.1oo

8.274

7.613

7.599

7.794

7.79

7.870

7.309

4.1

n. d.

5.8

n. d.

6.0

5.1

7.9

7.8

n, d.

7.3

9,2

8.560

8.450

7,782

7.555

7.885

7.840

7,85l

8.101

7,536

8,208

8.369

8,075

8.423

7.605

7.675

7.738

7.759

7,869

7,25

4.1

6.5

5.9

4.5

5.8

5.1

7,8

7.7

5.5

7.6

9.0

8,559

8.451

7.784

7.558

7.884

7.849

7.830

8.135

7.596

8.260

8.393

8.064

8,403

7,603

7.681

7.738

7.759

7,870

7,26

4,O

6.6

5.9

5.1

5.8

5.1

7.7

7.6

5.4

7,3

9,O

i Chemical shifts obtained from two- dimensional spectra are expressed in tCx 6

b Some vaiues were obtained from the J- resolved spectra.

n. d.:Not determined.

=± O.Ol.
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第6章に関する実験

特に記載のないかぎり、縮合反応はDCC－HOBt法を用いて、室温下24－72時間行った。

反応混合物は、DCU（dicyclohexylurea）および溶媒を除去したあと操作A法あるいはB法によ

り精製したした．

操作A法：EtOAcに易溶の保護ペプチドの場合、抽出液をINHCI、5％NaHCO，、飽和食塩

水で洗浄し、Na，SO、上で乾燥させ濃縮した。残渣を適当な溶媒より結晶あるいは沈殿とし

た。

操作B法：EtOAcに難溶の保護ペプチドの場合、粗生成物をMeOHに溶かし同じ溶媒を溶離

液としてSephadex　LH－20を用いてゲル濾過クロマトグラフィーに付した。目的物を含むフ

ラクションを集め濃縮し、適当な溶媒より結晶あるいは沈殿とした。

Z一ペプチドメチルエステルのアルカリ加ア

特に記載のないかぎり、Z一ペプチドメチルエステルはMeOH中35　QC以下でlNNaOH（2－

3等量）を用いて加水分解した。反応液をlNHC1で中和、　MeOHを除いた後、　l　N　HCIでpH　3

としEtOAcで抽出した。抽出液を飽和食塩水で洗浄し、　Na，SO、上で乾燥させ濃縮した。残渣

は通常それ以上の精製をすることなく次の反応に用いた（操作C法）。

特に記載のないかぎり、Z基（benzyloxycarbonyl）は、10％Pd／Cを加え、　H，ガスを導入し除

去した。触媒を除去、濾液を濃縮して得た残渣は、通常それ以上の精製をすることなく次の

反応に用いた（操作D法）。

Z－G匿n－Pheol

Z－Gin－OSu48）（5．89　g，15．6　mmd）をPheol（2．36　g，1当量）のDMF（60　m1）溶液に加え、室温で

36時間撹搾した。反応液を濃縮、残渣をエーテル中で砕きEtOAcで洗浄した。

収量4，60g（7　i％），　mp　189－191℃，【α搾一37．2。（C＝1．0，　MeOH）．1ヴ，0．40．　EIMS　m／z：413

（Mり，263（ML　Pheol）．　Anal．　Calcd　for　C22H27N305：C，6390；H，6．58；N，10．16．　Found：C，63。83；H，

6．72；N，10」5．

H－Gln－Pheo蓋

Z－Gln－Phed（5．22　g，12．6　mmol）をMeOH（150　ml）に溶かしD法に従って接触還元した。

収量3．379（95％）．mp　128－131。C．1ヴ，0．41．

Z－Gln－Gln－Pheol田
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Z－Gln－OSu（2．70　g，7」6mmo1）をH－Gln－Phed（2．00　g，1当量）のDMF（90　m［）溶液に加え、

室温で72時間撹搾した。反応液を濃縮、残渣をEtOAc－MeOH（1：1）中で砕き同じ溶媒で洗浄

した。

収量2．839（73％）．mp　225－227℃．1ヴ・0・60・AnaL　Calcd　for　C・・H35N・0・：C，59・88；H，6・51；N・

12．93．Found：C，59．82；H，6．60；N，12．65．

H－G葺n－G置n－Pheo且

Z－Gln－Gln－Pheo1（2．81　g，5．19mmo1）をAcOH（5　m1）に懸濁し、30％HBr／AcOH（20　ml）を加

え、2時間撹凹した。反応液に無水エーテルを加え、生じた沈殿物をすばやく濾過、無水エ

ーテルで洗浄した。沈殿物をMeOHに溶かしAmberlite　IRA－400で処理した。

収量1．769（83％）．1ヴ，0。39．

Z－Aib－Aib－OMe

Z－Aib－OH（22．53　g，95．O　mmo1）、　HOBt（12．83　g，1当量）、DCC（19．60　g，1当量）を順次、

TEA（triethylamine，13．30　m1，1当量）を含むHCI・H－Aib－OMe（1459　g，1当量）のDMF（100

ml）溶液に加え24時間撹渇した。　A法に従って精製し、残渣はEtOAcから再結晶した。

収量23．06g（72％）．　mp　lO7－109℃．1ヴ、0．56．　EIMS　m／z：336（M＋），305（M㌔CO）．　AnaL　Calcd

for　CL7H卸N205：C，60．70；H，7，19；N，8．33．　Found：C，60．58；H，7．17；N，8．33．

HC畳・H－Aib－Aib－OMe

Z－Aib－Aib－OMe（3．00　g，8．92　mmo1）を、90％aq．　MeOH（30　m1）に溶かしD法に従って接触

還元した。触媒を櫨去、1NHCIを加え濃縮し塩酸塩とした。

収量1．999（93％）．1ヴ，0．28．

Z－VaトAib－Aib－OMe

Z－Va1－OH（3」6g，12．6　mmol）、　HOBt（L70　g，1当量）、DCC（2．60　g，1当量）を順次、　TEA

（13．30ml，1当量）を含むHCI・H－Aib－Aib－OMe（3．00　g，1当量）のDMF（20　m1）溶液に加え48

時間撹労した。A法に従って精製し、残渣はEtOAc一石油エーテルから再結晶した。

　収量335g（61％）．　mp　lOO－102℃．［α愕一3．2。（C＝1．0，　MeOH）．1ヴ，0．54　EIMS　m／z：435

（Mり，404（M－OCH3），319（404－Aib），291（319－CO）．　AnaL　Calcd　for　C22H33N306：C，60．67；H，

7．63；N，9．64．Found：C，60．59；H，7．86；N，9．64，

H－Val－Aib－Aib－OMe

Z－Val－Aib－Aib－OMe（2．50　g，5．74　mmol）を、　MeOH（10ml）に溶かしD法に従って接触還元

しシロップ状生成物を得た。

収量1．709（98％）．Rr，0．25．

Z－Pro－Val－Aib－Aib－OMe【2】

Z－Pro－OH（2．60　g，10。4　mmoi）、　HOBt（1．41　g，1当量）、　DCC（2」5g，1当量）を順次、　H－Val一
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Aib－Aib－OMe（3．149，1当量）のDMF（24　ml）溶液に加え40時間撹拝した。　A法に従って精

製した残渣はTLC上純粋でそれ以上の精製は行わなかった。

収量5．28g（95％），　mp　56－58℃．［α晋一47．8。（Cニ1．0，　MeOH）。1ヴ、0．60。　EIMS　m／z：532（M），

501（M＋一〇CH3），416（501－Aib），331（416－Aib），232（331－Val）．　AnaL　Calcd　for　C27H岨N40・二

C，60．89；H，7．57；N，10．52．Found：C，6058；H，7．88；N，10．52．

Z－Pro－Va卜Aib－Aib－OH

上記保護tetlapeptide【2】（1．32　g，2．48　mmo1）を、　MeOH（10　ml）に溶かしC法に従ってアルカ

リ加水分解した。

収量0989（99％）．mp　lO8－112。C．1ヴ，0，36．

Z－Leu－Aib－OMe

Z－Leu－OH（6．46　g，24．4　mmol）、　HOBt（3．29　g，1当量）、　DCC（5．02　g，1当量）を順次、　TEA

（3．41m且，1当量）を含むHCl・H－Aib－OMe（3．74　g，1当量）のDMF（30　ml）溶液に加え40時間

撹絆した。A法に従って精製し、残渣はシリカゲルクロマトグラフィー（CHCI，：MeOHニ95二

5）に付した。

収量7．28g（82％）．　mp　71－72℃．［α】ぎ一22．4。（CニLO，　MeOH）．1ヴ10．76，　EIMS　m／z：364（M←）．

AnaL　Calcd　for　ClgH28N205：C，62．62；H，7．74；N，7．69．　Found：C，62．51；H，7．47；N，7．78．

HCi・H－Leu－Aib－OMe

Z－Leu－Aib－OMe（6．00　g，165　mol）を、90％aq．　MeOH（15　ml）に溶かしD法に従って接触還

元した。触媒を濾去しINHC1（17ml）を加え濃縮し塩酸塩とした。

収量4．079（95％）．1ヴ，0．48．

Z－Gly－Leu－Aib－OMe

　Z－Gly－OH（3．78　g，18．l　mmo1）、　HOBt（2．44　g，1当量）、　DCC（3．73　g，1当量）を順次、　TEA

（2．53ml，1当量）を含むHCD　H－Leu－Aib－OMe（4．82　g，1当量）のDMF（20　ml）溶液に加え40

時間撹拝した。A法に従って精製し、残渣はEtOAc－n－hexaneから再結晶した。

　収量594g（78％）．　mp　149－151℃．［α晋一34．2。（CニLO，　MeOH），1ヴ10。45，　EIMS　m／z：421

（M＋），390（ML　OCH3），277（390－Aib－CO）．　AnaL　Calcd　for　C21H31N306：C，59．84；H，7．41；N，

9．97．Found：C，59．83；H，7．41；N，10」5．

Z－Gly－Lgu－Aib－OH

　Z－Gly－Leu－Aib－OMe（3．00　g，7．12mmol）を、　MeOH（20　m1）に溶かしC法に従ってアルカリ

加水分解した。残渣はEtOAc－n－hexaneより再結晶した。

　収量1．979（68％）．mp152－154℃．1ヴ，0．56．

Z－G且y－Leu－Aib－OPac［31

　Z－Gly－Leu－Aib－OH（L25　g，3．07　mno1）とphenacyl　bromide（0．61　g，1当量）のDMF（6　ml）溶
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液にTEA（0．43　ml，1当量）を加え24時間撹搾した。反応液を濃縮、残渣をEtOAcで抽出した。

EtOAc層を5％NaHCO、、飽和食塩水で順次洗浄、　Na，SO、上で乾燥し濃縮した。残渣はシリカ

ゲルクロマトグラフィー（CHCI、：MeOHニ98：2）を用いて精製した。

収量1．37g（82％）．　mp　53－55。C．［α］ぎ一30．9。（C＝LO，　MeOH）．1ヴ10．52．　positive　FABMS　m／z：

526（MH＋），390（MH＋一〇Pac－H），305（390－Aib）、222（MH＋一［Z－Gly－Leu］＋H），335

（MH㌧【Z－Glyj＋H），392（MH←一Z＋H）．　AnaL　Calcd　for　C28H35N307・1／4　H20：C，63．44；H，6．75；

N，793．Found：C，63．47；H，6．70；N，7．85．

HBr・H－G亘y－Leu－Aib－OPac

Z℃ly－Ler　Aib－OPac【3】（1．20　g，2．28　mmol）のAcOH（5　m1）溶液に30％HBr／AcOH（10ml）

を加え2時間撹拝した。無水エーテルを加え、生じた沈殿物を集め、無水エーテルで洗浄、

KOH上で乾燥した。

収量LO29（95％）．1ヴ、0．24．

Z－Ile－Aib－OMe

Z－lle－OH（5．00　g，18．9　mmo1）、　HOBt（255　g，艮当量）、　DCC（3．89　g，1当量）を順次、　TEA

（2．74ml，1当量）を含むHCI・H－Aib－OMe（2，89　g，1当量）のDMF（20　ml）溶液に加え40時間

即吟した。A法に従って精製し、残渣はシリカゲルクロマトグラフィー（CHCI，：MeOH＝95：

5）に付した。

収量3，74g（54％）．　mp　825－850C．［α皆一24．0。（C＝1．0，　MeOH）．1ヴ、0．63，　EIMS　m／z：364

（Mり，333（M＋一〇CH3），248（333－Aib），220（248－CO）．　Anal．　Calcd　for　ClgH28N205：C，62．62；H，

7．74；N，7．69．Found：C，62．63；H，7．82；N，7．69．

HC且・H－Ile－Aib－OMe

Z－11e－Aib－OMe（3．00　g，8．23　mmo1）を、90％aq．　MeOH（20　m1）に溶かしD法に従って接触還

元した。触媒を濾去、INHCI（10mりを加え濃縮し塩酸塩とした。

収量2，109（95％）．1ヴ、0．39．

　Z－G塁rAib－OMe　Z－Glr　OH（5．48　g，19，6　mmol）、　HOBt（2．64　g，1当量）、　DCC（4．03　g，1

当量）を順次、TEA（2．74　m1，1当量）を含むHCI・H－Aib－OMe（3．00　g，1当量）のDMF（20　ml）

溶液に加え44時間撹絆した。A法に従って精製し、残渣はEtOHより再結晶した。

収量5．27g（71％）．　mp　l　34－136。C．【α搾一15．8。（Cニ1．0，　MeOH）．1ヴ，0．57。　EIMS　m／z：379

（M＋），348（M＋一〇CH3），320（348－CO），263（348－Aib），235（268－CO），　AnaL　Ca且cd　for　C18H25

N306：C，56．98；H，6．64；N，　n．08．　Found：C，57」3；H，6．78；N，10．99。

Z－Gln－Aib－OH

Z－Gln－Aib－OMe（2．61　g，6，88　mmol）を、　MeOH（20　ml）に溶かしC法に従ってアルカリ加水

分解した。
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収量2．169（86％＞mp141－144。C．1ヴ，0．18．

Z－Gln－Aib－Ile－Aib－OMe【4】

　Z－Gln－Aib－OH（1．39　g，3．80　mmoD、　HOBt（513mg，1当量）、　DCC（784　mg，1当量）を順次、

TEA（0．53　ml，1当量）を含むHCI・H－lle－Aib－OMe（LO2　g，1当量）のDMF（100　ml）溶液に加

え40時間撹下した。DCUを濾去、回持を濃縮後、残渣をシリカゲルクロマトグラフィー

（CHCI：MeOH＝9：1）付した。

収量1．82g（82％）．　mp　83，5－855℃．［α椴一17．6。（C＝1。0，　MeOH）．1ヴ、0．39，　EIMS　m／z：577

（Mり，546（M㌧OCH3），461（546－Aib），433（461－CO），348（461－Ile），320（348－CO），263

（348－Aib）．　AnaL　Calcd　for　C28H43N508・1／2　H20：C，5732；H，7．56；N，11．94．　Found：C，57．02；H，

7．50；N；互Lgl．

Z－Gln－Alb－He－Aib－OH

Z－Gln－Aib－11e－Aib－OMe［4】（LOI　g，　L75　mmol）を、　MeOH（10ml）に溶かしC法に従って

アルカリ加水分解した。

収量0．789（79％）．mp．102－104。C．1ヴ，0．49．

Z－Ala－Aib－Aib－OMe

Z－Ala－OH（2．72　g，122　mmol）、　HOB重（L65　g，　i当量）、　DCC（2．51　g，1当量）を順次、　TEA

（L71　ml，1当量）を含むHCI・H－Aib－Aib－OMe（2．91g，1当量）のDMF（30　ml）溶液に加え40

時間撹搾した。A法に従って精製し残渣はEtOAcより再結晶した。

収量4．05g（82％）．　mp　l　25－126。C．［α帝一7．0。（C＝2．27，　MeOH），1ヴ，0．63．　EIMS　m／z：376

（M＋一〇CH3），263（376－Aib－CO）．　AnaL　Calcd　for　C2。H簿N306：C，58，95；H，7，17；N，10．31．

Found：C，5899；H，736；N，10」8，

H－Ala－Aib－Aib－OMe

Z－Ala－Aib－Aib－OMe（5．87　g，14．4　mmol）を、数滴のAcOHを含むMeOH（40　ml）に溶かしD

法に従って接触還元した。

収量3．749（95％）．痔，0．39．

Z－A匿a－Ala－OMe

Z－Ala－OH（lL48　g，5L4　mmol）、　DCC（10．61g，1当量）を順次、　TEA（7．20　m1，1当量）を含む

HCI・H－Ala－OMe（7」8g，1当量）のCH、C且，（250　m1）溶液に加え40時間撹搾した。　A法に従っ

て精製し、残渣はEtOAc－n－hexaneより再結晶した。

収量11．78g（74％）．　mp　lO9－l12℃．［α】言‘一46．0。（Cニ1．0，　MeOH）．1ヴ，0．75．　BIMS　m／z：308

（M＋），277（M－OCH3），206（277－Aib）．　Ana1．　Calcd　for　C15H2。N205：C，58．43；H，6．54；N，9．09，

Found：C，58．54；H，6．56；N，9．38．

Z－Ala－Ala－OH
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Z－A置a－Ala－OMe（IL78　g，38．2mmo1）を、反応温度を5℃以下に保ちC法に従ってアルカリ

加水分解した。残渣は、EtOAc－n－hexaneより再結晶した。

収量7．829（70％）．mp149－151

0C．1ヴ50．23．

Z－Ala－A艮a－Ana－Aib－Aib－OMe

Z－Ala－Ala－OH（258　g，8．77　mmol）、　HOBt（L18g，1当量）、　DCC（1．81　g，1当量）を順次、　H－

Ala－Aib－Aib－OMe（2．40　g，1当量）のDMF（30　ml）溶液に加え48時間三拝した。　A法に従っ

て精製し、残渣はEtOAc一工一テルより再沈殿した。

収量3．56g（74％）．　mp　196－198℃．［α】吾一34．0。（C＝1．0，　MeOH）．1ヴ，0．24　EIMS　m／z：549

（Mり，518（M＋一〇CH3），433（518－Aib），406（433－CO），348（433－Aib），277（348－Ala），206

（277－Ala）．　AnaL　Calcd　for　C26H3gN508：C，56。82；H，7．15；N，12．74．　Found：C，5692；H，7．22；N；

12．57．

HC1・H－Ala－Ala－Ala－Aib－Aib－OMe

Z－Ala－Ala－Ala－Aib－Aib－OMe（L43　g，2．60　mmol）を、数滴のAcOHを含むMeOH（15ml）に

溶かしD法に従って接触還元した。触媒を濾去、INHC1（2．6　ml）を加え濃縮し塩酸塩とし

た。

　収量1」49（97％）．1ヴ・0．29．

Ac－Aib－Ala－Ala－Ala－Aib－Aib－OMe【5】

　Ac－Aib－OH（373　mg，2．57　mmoD、　HOBt（347　mg，1当量）、　DCC（529　mg，1当量）を順次、

TEA（0．36　ml，1当量）を含むHCI・H－Ala－Ala－Ala－Aib－Aib－OMe（1．16g，1当量）のDMF（10

ml）溶液に加え48時間撹回した。　DCUと溶媒を取り除き、残渣をEtOAcで抽出した。水層を

順次、Amberlite　IR－120とIRA－400で処理し、濃縮した。残渣はMeOH一工一テルより再結

晶した。

　収量1．07g（77％）．　mp　108－111℃。［α資一3．4。（C＝0．9，　MeOH）．1ヴ，035．　positive　FABMS

m／z：543（MHり，511（MH㌔OCH3－H），426（511－Aib），341（426－Aib），270（341－Ala），199

（270－Ala），正28（199－Ala），　AnaL　Ca且cd　for　C餌H42N608・3／2　H20：C，50．60；H，7．96；N，14．75．

Found：C，50．57；H，7．77；N；14．71．

Ac－Aib－Ala－Ala－Alr　Aib－Aib－OH

　上記保護hexapeptide【5】（055　g，　LOI　mmd）をアルカリ加水分解し、反応液をAmberlite　IR－

120で中和、濃縮した。

収量0．51g（95％）．　mp　125－128℃．1ヴ・0．2L

Z－Pro－Va1－Aib－Aib－Gln－G匿r　Pheo1［Pos龍ions　14－20】

　Z－Pro－Val－Aib－Aib－OH（717mg，1．38　mmd）、　HOBtσ87　mg，　i当量）、　DCC（285　mg，1当
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量）を順次、H－Gln－Gln－Pheo且（563　mg，1当量）のDMF（5　ml）に加え48時間撹搾した。　B法

に従って精製し、残渣はMeOH一工一テルより再沈殿した。

収量657個口（52％）．　mp　l　lO－l13℃．［α1ぎ一33．9。（C＝1．0，　MeOH）．1ヴ・0．20．　positive　FABMS

m／z：908（MHり，629（MHや一Pheol－Gln－H），501（629－Gln），416（501－Aib），331（416－

Aib），232（331－Va1）．　AnaL　Calcd　for　C45H65NgO11・H20：C，58．36；H，7。29；N，13．6L　Found：C，

58．68；H，7．27；N，13．51．

H－Pro－Val－Aib－Aib－Gln－Gln－Pheo璽

Z－Pro－Val－Aib－Aib－Gln－Gln－Pheo1（L259，1．38　mmol）を、　MeOH（15ml）に溶かしD法に

従って接触還元した。

収量0．969（90％），1ヴ，033．

Z－G夏n－Aib－Ile－Aib－Gly－Ler　Aib－OPac【Positions　7－13】

Z－Gin－Aib－lle－Aib－OH（6∞mg，1．06　mmol），　HOBt（144　mg，1当量）、　DCC（219mg，1当量）

を順次、TEA（148μ1，1当：量）を含むHBr・H－Gly－Leu－Aib－OPac（500　mg，1当量）のDMF（7

ml）溶液に加え48時間撹劃した。　A法に従って精製し、残渣はシリカゲルクロマトグラフィ

ー（CHCI，：MeOH＝9：1）に付した。

収量519mg（52％）．　mp　l　O3－106。g．［α晋一7．8。（CニLO，　MeOH）．1ヴ，0．5L　posltive　FABMS

m／z：937（MH＋），801（MH←一〇Pac－H），716（801－Aib），603（716－Leu），546（603－Gly），461

（546－Aib），348（461－Ile），263（348－Aib），803（MHL　Z＋H）．　AnaL　Calcd　for　C47H砧N8012・H2

0：C，59．10；H，7．39；N，11．73．Found：C，59．30；H，7．48；N，1L78．

Z－Gln－Aib－Ile－Aib－Gly－Leu－Aib－OH

上記保護heptapeptide（positions　7－13）（328　mg，0。35　mmol）の90％AcOH（10　ml）溶液に、　Zn

末（LO3　g）を加え、0℃で1時間、室温で2時間撹絆した。　Zn末を濾去、濾液を濃縮後、残渣を

5％citric　acidに溶かしEtOAcで抽出した。　EtOAc層を飽和食塩水で洗浄、　Na，SO、上で乾燥さ

せ濃縮した。

収量241mg（84％）．　mp　l23－126℃．碍，0．38．

Z－Gh－Aib－Ile－Aib－G置y－Leu－Aib－Pro－VaトAib－Aib－Glr　G艮n－Pheo置［Positions　7－20】

上記heptapeptide　acid（positions　7－13）（295　mg，0．36　mmol）、　HOBt（48．6　mg，1当量）、　DCC

（74mg，1当量）を順次、脱保護heptapeptide（positions　l4－20）（278　mg，1当量）のDMF（5　ml）に

加え72時間撹搾した。B法に従って精製し、残渣はシリカゲルクロマトグラフィー（CH，CI，：

MeOH＝8：2）に付した。

収量255mg（45％）．　mp　l52－154℃．【α七一14．9。（Cニ0．4，　MeOH）．1ヴ、0．50．　positive　FABMS

m／z：1574（MH＋），1295（MH＋一Pheol－Gln－H），　l　l67（1295－Gln），1082（1167－Aib），997
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（1082－Aib），898（997－Va1），801（898－Pro），716（801－Aib），603（716－Leu），546（603－

Gly），461（546－Aib），348（461－Ile），263（348－Aib）．　AnaL　Calcd　for　C7諏1藍gN1701g・H20：C，

56．67；H，7．70；N，14．78．Found：C，56．42；H，7．71；N，14．81，

H－Gln－Aib－he－Aib－Gly－Leu－Aib－Pro－Va1－Aib－Aib－Gln－Gln－Pheo且

上記tetradecapeptide（124　mg，78．70μmol）を、　MeOH（4　m1）に溶かしD法に従って接触還元

した。

収量108mg（96％）．1ヴ・0．74・

Ac－Aib－A置a－A塁a－Ala－Aib－Aib－Gln－Aib－Ile－Aib－Gly－Leu－Aib－Pro－Val－Aib－Aib－

Gln－G置n－Pheol　Itrichosporin　B－V】

　【5】から誘導したAc－Aib－Ala－Ala－Ab－Aib－Aib－OH（37．3　mg，2当量）、　HOBt（9．5　mg，2当

量）、DCC（14．6　mg，2当量）を順次、上記アミン成分（positions　7－20）（51　mg，35，3μmo1）の

DMF（5　ml）に加え48時間撹絆した。　B法に従って精製し、残渣（62。5　mg）は分取HPLCに付し

た。［分取条件：mobile　phase，　MeOH－H，0（85：15，　v／v）；刊ow　rate，5ml／min；detector，　UV（220

nm）；column，　YMC　S－5120A　ODS（20　mm　i．　d．×250　mm）；column　temperature，400C］．

　収量233mg（34％）．　mp　267－270℃．［α二一17．7。（C＝0．3，　MeOH）．1ヴ、0，3L　positive

FABMS：Fig．41を参照、Amino　acid　ratios（6N　HC且，24　h）：Glu　333（3），　Ala　2．88（3），　Val　LOO（1），

Gly　LOO（1），　Ile　O，94（1），　Leu　O．98（1）and　Pro　O．91（1），

102



第7章に関する実験

ミトコンドリア

ラット肝ミトコンドリアは､D.K.Mayerらの方法4"で単離し､ビュウレット法を用いて単

離されたミトコンドリア中の蛋白の定量を行った｡

脱共役活性

脱共役活性は､反応液にロテノン､ ミトコンドリア､試料を順次添加し､酸素電極を用い

て測定した050)

牛副腎髄質細胞

牛副腎をコラゲナーゼで処理し､副腎髄質細胞を単離した｡単離細胞は､直ちに牛血清と

抗生物質を含むイーグルの最少必須培地に懸濁し培養皿に移した(2×106cells/dish)｡細胞

は､COインキュベーター中37で4日間培養した｡2× 10個 の細胞あたりカテコールアミン

は､アドレナリン､ノルアドレナリンとして30±2.4JJg含まれるO

カテコールアミン分泌と45ca2+の流入

培養細胞は､KRH(堅rebs一旦inger一旦EPES*)buffer**(pH7.4)で洗浄､KRHbuffer中で10分

間37でプレインキュベーションした後､TS-B類の存在あるいは非存在下において､また､

45ca2+の存在あるいは非存在下においてインキュベーションした｡分泌されたカテコールア

ミンは､反応液を氷水に注ぎ､0,4N過塩素酸で抽出した｡それをAl(OH)に吸着させ､

ethylenediaminecondensation法51'により定量した｡

細胞内に流入した 5̀ca2+は､インキュベーションした細胞をCa2◆を含まないKRHbufferで洗

浄し10%TritonX-100中で破壊､可溶化した後､その放射活性を液体シンチレーションカウ

ンターで測定することにより定量した｡

乳酸脱水酵素(LDH)の活性 均

培養細胞を､10分間TS-B類あるいはジギトニンとともにインキュベーションした｡細胞

はKRHbufferで洗浄し2%TritonX-100中で破壊可溶化し､洗浄液は反応液と合わせた｡

Pesceらの方法を用いて､細胞外に放出されたLDHならびに細胞内LDHの活性を測定した｡

* 4-(2-hydroxyethyl)-I-piperazineethanesulfonicacid

**125mMNaCl,4.8mMKCl,1.2mMMgSO4,25mMHEPES,5.6mM グルコースと

5%牛血清アルブミンからなる.
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