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略語 

 

AMC  7-amino-4-methylcoumarin 

APCI-MS  atmospheric pressure chemical ionization mass spectrometry 

Aq  aqueous solution 

ATP  adenosine triphosphate 

Bn  benzyl 

Boc  t-butoxycarbonyl 

Boc-LRR-MCA t-butoxycarbonyl-L-leucyl-L-arginyl-L-arginine 4-methyl-coumaryl-7-amide 

Boc-L-Phe-OSu t-butoxycarbonyl-L-phenylalanine-N-hydroxysuccinimide ester 

CDK  cyclin-dependent kinase 

COSY  correlation spectroscopy 

DCC  dicyclohexylcarbodiimide 

DEPT  distortionless enhancement by polarization transfer 

DMSO  dimethylsulfoxide 

DTT  dithiothreitol 

DMEM  Dulbecco’s modified eagle medium 

EDC  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid 

EGTA  ethylenebis(oxyethylenenitrilo)tetraacetic acid 

FAB-MS  fast atom bombardment mass spectrometry 

FBS  fetal bovine serum 

HEPES  4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HMBC  heteronuclear multiple-bond correlation spectroscopy 

HMQC  heteronuclear multiple quantum coherence 

MTT  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 



HOBT  1-hydroxybenzotriazole 

HOOBT  3,4-dihydro-3-hydroxy-4-oxo-1,2,3-benzotriazole 

HPLC  high performance liquid chromatography 

HRP  horseradish peroxidase 

HS  horse serum 

IAP  inhibitor of apoptotic protein 

IC50  50 % inhibitory concentration 

IL  interleukin 

IR  infrared 

ISP  international Streptomyces Project 

LD50  50 % lethal dose 

MP  melting point 

NGF  neurite growth factor 

NMR  nuclear magnetic resonance 

NOE  nuclear overhauser effect 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS  phosphate-buffered saline 

PGPH  post-glutamyl-peptide hydrolyzing 

PMSF  phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF  polyvinylidene difluoride 

Rf  rate of flow 

RT-PCR  Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

SDS  sodium dodecylsulphate 

Suc-LLVY-MCA succinyl-L-leucyl-L-leucyl-L-valyl-L-tyrosine 4-methyl-coumaryl-7-amide 

TFA  Trifluoroacetic acid 

TMS  tetramethylsilane 



TLC  thin layer chromatography 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 

UV  ultraviolet 

WSCI·HCl water-soluble carbodiimide hydrochloride 

Z-LLE-MCA benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl-L-glutamic acid α-(4-methyl-coumaryl-7-amide) 

Z-Leu-Leu-al benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucinal 

Z-Leu-Leu-Leu-al benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal 

Z-VAD-FMK benzyloxycarbonyl-L-valyl-L-alanyl-L-aspart-1-yl-fluoromethane 
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序論 

 

Antibiotics（抗生物質）は、2000 年に行われたある新聞社の一般の人を対象にしたアンケート調査

によると「20世紀に人類を幸せにしたもの」の一つに挙げられており、抗生物質の有用性が一般の人々

の間に広く認知されていることが分かる。抗生物質の歴史は 1929 年 A. Fleming による青カビの一種

Penicillium notatumの生産する penicillin（ペニシリン）の発見により始まった。ペニシリンはブドウ球

菌などのグラム陽性菌に対して強い抗菌作用を示し、最初に人の感染症の治療に劇的な成功を収めた

のが第二次世界大戦中のことである。日本における抗生物質の研究は、第二次世界大戦中の碧素（ペ

ニシリン）の発酵生産研究に始まり、1957年 Umezawaらによる kanamycin（カナマイシン）の発見に

よって開花した [1-3]。さらに微生物代謝産物は有用な低分子化合物の宝庫であるという観点から、抗

癌抗生物質、酵素阻害物質、免疫調節物質、細胞機能調節物質など多種多様な生理活性を示す低分子

化合物の探索研究が精力的に行われた。 

酵素は生物の生産する触媒であり、生物の営むほとんどすべての反応に対し、それぞれに応じた酵

素が存在し、それらの反応を生体の生存可能な穏和な条件下で、円滑に行わせて生命の維持に役立っ

ている。これらの酵素反応はすべての生命現象ならびにすべての病態現象に関与している。1965 年に

Umezawa、Aoyagi らにより始まった微生物代謝産物中からの酵素阻害物質の探索研究は世界で初めて

の試みであり、種々の特異的な酵素阻害物質が発見されてきた。酵素の特異的な阻害物質はその酵素

の正常状態における働きの解明に重要な情報を与え、病態の生化学的解析のための重要なバイオプロ

ーブ（生物学的試薬）の役割を果たすものである。また阻害物質の薬理学的研究によって、その酵素

活性が阻害されたときに起こる症状を解明すれば、それは原因不明の病態の機序の究明に役立つと考

えられる。さらにある酵素の活性が異常に高い病態に対しては、その阻害物質が治療薬となりうるこ

とが期待される。このように酵素阻害物質の研究は、癌、炎症、免疫、高血圧症、高脂血症、糖尿病

などを含むさまざまな病態の病因解明ならびに治療へのアプローチを可能にした。 

現在わが国で臨床応用されている酵素阻害物質として放線菌 Streptomyces olivoreticuliにより産生さ

れる bestatin（ベスタチン）がある [4, 5]。ベスタチンは 1976年にアミノペプチダ- ゼ Bの阻害物質と

して発見され、IL-1（interleukin-1）、IL-2およびコロニ- 刺激因子などのサイトカインの産生を生体内
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で誘導または増強する免疫調節作用を有し抗腫瘍効果を示す [6-9]。1987年より成人急性非リンパ性白

血病に対する完全寛解導入後の維持強化、生存期間延長のための既存化学療法剤との併用療法に使用

されている。その他天然より発見された低分子酵素阻害物質が臨床応用されている例として compactin

（コンパクチン）が上げられる [10-11]。コンパクチンはコレステロール生合成の律速酵素である HMG

（3-ヒドロキシ-3-メチル-グルタリル）-CoA reductaseの阻害物質であり、現在コンパクチンの誘導体が

高脂血症の治療薬として広く使用されている。このように微生物代謝産物の中から発見された酵素阻

害物質が、有用な医薬品として臨床の場で数多く使用されている。 

 医薬品開発を念頭において酵素阻害物質の探索を開始するにあたり、対象となる酵素の選択はきわ

めて重要である。遺伝子は生体の設計図であり、遺伝子から翻訳されるものは蛋白質である。生体情

報は遺伝子により司られているが、生体を表現しているのは蛋白質である。生体の営みにおいて、そ

の要求に応じタイミングよく速やかに特定の標的蛋白質を分解したり、場合によっては非特異的に細

胞の構成蛋白質を分解したりすることが、多くの生体反応の進行、維持、調節に極めて重要であるこ

とがわかってきた。この生体機能調節分子として蛋白質分解酵素（プロテアーゼ）の生物学的重要性

が近年明らかになってきている。 

 細胞内の蛋白質分解系には、大きく分けて二つのグループに分けることができ、リソソーム系と細

胞質系のグループである。細胞内膜構造体であるリソソームは、発見者の C. R. DeDuveが細胞内の消

化管であると表現したように、リソソーム内には全種類のプロテアーゼ類が分布しており、特にカテ

プシン群が大量に分布しているのが特徴である。細胞質に存在するグループにはカルパイン、カスパ

ーゼ、ユビキチン-プロテアソーム系が含まれる。細胞質に存在するプロテアーゼの特徴は、厳密な活

性発現調節機構を兼ね備えている点である。これは恒常的に活性化していると細胞自身へのダメージ

が予想される為であり、カルパインは Ca++濃度に依存して活性の発現調節が行われ、カスパーゼは通

常不活性型のプロカスパーゼ型で存在し、活性化にはそれを切断するプロカスパーゼ分解酵素により

制御されている。ユビキチン-プロテアソーム系は基質となる蛋白質がユビキチンと呼ばれる低分子蛋

白質の重合により修飾され、このポリユビキチン化した蛋白質をプロテアソームは選択的に分解する。

特に細胞内での蛋白質分解の中心的な役割を果たしているのがユビキチン-プロテアソーム系である

[12-13]。 
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 細胞内の蛋白質は一定の寿命で常に代謝回転し、その寿命は基本的にはアミノ酸配列によって規定

されていると考えられてきた。しかし実際には細胞内の蛋白質分解は、細胞内の状況に応じて選択的

に変化する。このことから蛋白質分解に対する意識は、単なる「消化」から「細胞機能調節」へと変

遷を遂げている。今でこそ大腸菌の細胞内蛋白質分解の 80％以上が、エネルギー依存的に起こること

が知られているが、かつては加水分解反応にエネルギーは必要ないと考えられていた。しかし Gorldberg

らによる網状赤血球における ATP 依存性の蛋白質分解が再現されたことや [14]、Hershko らによるそ

の蛋白質分解が多成分による複合反応であることを示唆した研究や [15]、また大腸菌において初めて

ATP依存性のプロテアーゼ Lonが発見されたことがきっかけとなり ATP依存的な蛋白質分解系の研究

が進展した [16, 17]。この蛋白質分解系はユビキチン-プロテアソーム系であり、真核生物に普遍的に

存在する分解系である。この分解系は基質となる標的蛋白質をユビキチンと呼ばれる低分子蛋白質の

重合により修飾し、このポリユビキチン鎖が分解シグナルとなり、標的蛋白質はプロテアソームによ

って分解される。出芽酵母のゲノムプロジェクトからユビキチン-プロテアソーム系に関係する遺伝子

数は全遺伝子数の約 1.5～2.0%を占めることが明らかになった。ユビキチン（Ub）はアミノ酸 76残基

から成る分子量 8.6 kDaの低分子蛋白質であり [18, 19]、その一次構造は進化的に高く保存されていて、

ユビキチンを有する最も下等な生物である酵母とヒトではわずかアミノ酸 3 個しか違わない。このこ

とはユビキチンが生物にとって重要な分子であることを示している。蛋白質のユビキチン化修飾は、

標的蛋白質に分解シグナルを付与する反応であり、その概略を Fig. 1に示す[12, 13]。ユビキチンは、

活性化酵素（E1）、結合酵素（E2）、リガーゼ（E3）の複合酵素反応により標的蛋白質に共有結合する。

この E1-E2-E3のカスケード反応（ユビキチンシステム）により、ユビキチンの C末端の COOH基と、

標的蛋白質中の特定のリジン残基のε-NH2基とがイソペプチド結合する。さらに最初に結合したユビキ

チンの 48番目のリジン残基に次のユビキチンがイソペプチド結合し、この反応を繰り返してユビキチ

蛋白質分解系

リソソーム系

細胞質系

ユビキチン-プロテアソーム系

カスパーゼ

カルパイン
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ン鎖は鎖状に伸長する。生じたポリユビキチン鎖は、真核生物の ATP 依存性プロテアーゼである 26S 

proteasome（プロテアソーム）によって捕捉され、標的蛋白質は選択的かつ即効的に分解される。 

Fig. 1.  Ubiquitin-proteasome pathway. 

Ub: Ubiquitin, E1: Ub activating enzyme, E2: Ub conjugating enzyme, E3: Ub ligase. 

 

 細胞において E1は単一分子であるが、E2と E3には分子多様性がある。標的蛋白質にユビキチンを

連結させる酵素 E3は、ユビキチン化のタイミングを計り、蛋白質の代謝的安定性を決定する最も重要

な酵素である。E3は HECT型 E3と RING型 E3に大別できる [20, 21]。HECT型 E3は、HECTドメイ

ンというユビキチンとチオエステル結合できる活性システイン残基を含む約 350 アミノ酸からなる領

域を有するE3の総称名であり、E6-APの他にNEDD4、Rsp5など多数の分子群が知られている [22-24]。

一方、RING型 E3は、RING-フィンガードメインという亜鉛を結合するモジュール構造を有する E3の

総称名であり、この範疇に入る酵素は数百種以上存在すると考えられている。さらに RING 型 E3 は

RING-フィンガーをサブユニットとしてもつ複合体型酵素と、ドメイン構造としてもつ多機能性酵素の

2群に細分される [25]。前者には APC/C（anaphase-promoting complex後期促進因子、別称サイクロソ

ーム）と SCF（Skp1/Cullin-1/Roc1/F-box proteinから構成された複合体）があり、後者には、MDM2（p53

と結合してユビキチン化する癌遺伝子産物） [26]、PARKIN（常染色体劣性若年性パーキンソン病の

Ub

E1

Peptides

ATPADP+Pi

ADP+Pi

ATP

26S Proteasome

E2

SubstrateE3 (HECT)

Substrate

E3 (RING)

E2

Substrate

Ub

Ub
Ub

Ub Ub Ub
Ub

Ub

Ub

Ub

Ub

Ub
Ub

Ub

Ub
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原因遺伝子産物）[27-29]、BRCA1（乳癌抑制遺伝子産物）などが多数あり [30]、年々増加の一途を辿

っている。またどの範疇にも含まれない pVHL（von Hippel-Lindau病の原因遺伝子産物）なども見つか

っている [31, 32]。 

26S プロテアソームは、触媒ユニットである 20S プロテアソームの両端に調節ユニットである 19S

複合体（PA700）が会合した分子量 2.5 MDaの巨大な多成分複合体である（Fig. 2） [33, 34]。20Sプロ

テアソームは、αリングとβリング（各々7 種の異なったサブユニットから構成）がαββαの順に会合し

た円筒型粒子である。本酵素は 3 種類の蛋白質分解活性を持っており、それぞれの基質特異性から中

性アミノ酸、特にチロシンやフェニルアラニンの C 末端を切断するキモトリプシン様活性、塩基性ア

ミノ酸の C末端を切断するトリプシン様活性、酸性アミノ酸の C末端を切断するポストグルタミルペ

プチド加水分解（PGPH）活性が知られている。それぞれの酵素活性を司るサブユニットはβリング上

に同定されており、さらに触媒部位の活性中心はβリングの内側に存在している [35]。20Sプロテアソ

ームは通常不活性型として存在し、αリングの基質搬入ゲートはほぼ完全に閉まっている。20Sプロテ

アソームの両端に会合する 19S調節複合体は、lid（蓋部）と base（基底部）から構成されていて [36]、

lidは基質識別機能を有しポリユビキチン鎖レセプターとして機能していると考えられている。baseは

6 種の ATPaseと 2 つの大きなサブユニットを含む複合体であり 20S プロテアソームのαリングに直接

会合していて、αリングのゲートを開けるとともに基質蛋白質の高次構造を ATP依存的に巻き戻し（変

性）て、βリングへの通過を可能にさせる働きを担っている。 

Fig. 2.  Schematic model of 26S proteasome. 

ユビキチン-プロテアソーム系は様々な生命現象に関与していて、細胞周期・アポトーシス・シグナ

19S regulatory complex

(PA700)

!

! ring

26S proteasome 20S proteasome

19S regulatory complex
+

 ATP

" ring

lid

base

base

lid

19S regulatory complex

(PA700)

!
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ル伝達・ストレス応答・神経機能・品質管理・免疫応答などの重要な生物現象に普遍的に関わってい

ることが明らかになってきた。特に細胞周期やシグナル伝達に関与する多種の細胞内機能性蛋白質の

分解に関与しており、細胞機能の制御に重要な役割を果たしている。基質となる蛋白質の中には疾病

と関連した分子も多く見られ、特に癌の病因、増悪化、病態進行に深く関っているものがある。細胞

には細胞増殖を促進するアクセル役の蛋白質と、それを抑制するブレーキ役の蛋白質がある。通常ア

クセルとブレーキのバランスにより正常な細胞増殖が保たれている。ところがこれらの蛋白質に異常

が生じアクセルが過剰に作動したり、ブレーキが作動不良になったりすると、際限のない細胞増殖す

なわち癌になると考えられている。細胞増殖に抑制的に働くブレーキ役の蛋白質として癌抑制遺伝子

産物 p53やサイクリン依存性キナーゼインヒビターp21CIP1/WAF1や p27KIP1などが知られているが、これら

の蛋白質はプロテアソームにより分解される [37-39]。また白血病の一種ではプロテアソームによる

p27 の分解の亢進が知られている [40]。プロテアソーム阻害物質はこれら蛋白質の分解を抑制し安定

化することにより、細胞増殖を抑制しアポトーシスを誘導し、ひいては腫瘍増殖を抑制すると考えら

れている。またプロテアソームは転写因子である NF-κBの活性化に必要であり、NF-κBのインヒビタ

ーである IκBをプロテアソームが分解することにより NF-κBが活性化する [41]。NF-κBは各炎症性サ

イトカイン（e.g. IL-1, IL-6, TNF-α（tumor necrosis factor-α））、血管新生因子（e.g. vascular endothelial 

growth factor）、細胞接着因子（e.g. intercellular adhesion molecule 1, vascular cellular adhesion molecule 1）、

炎症性酵素（cyclooxygenase 2）や抗アポトーシス因子（e.g. bcl-2, IAPs（inhibitor of apoptotic protein））

の遺伝子を転写する[42-44]。プロテアソーム阻害物質は IκBの分解を抑制することにより NF-κBの活

性化を阻害し、癌の増悪化、腫瘍の増殖や薬剤抵抗性を軽減できるのではないかと考えられている。

したがってプロテアソームは新しい癌治療の分子標的としてきわめて有望であり、その阻害物質は優

れた癌治療薬になる可能性が示唆されている。 

プロテアソームはスレオニンプロテアーゼであり、活性中心のアミノ酸は N末端 1番目のスレオニ

ンである。このようなプロテアーゼは、Ntn（N-terminal nucleophile）hydrolase と呼ばれるスーパーフ

ァミリーに属し、基質蛋白質のカルボニル炭素への求核攻撃において、N 末端のアミノ酸側鎖（セリ

ン、スレオニン、システイン）が N 末端のフリーのアミノ基へプロトンを受け渡すことにより活性化

する[45]。プロテアソームによる蛋白質分解の反応機構について Fig. 3.に示す [46, 47]。 
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Fig. 3.  Proteasome catalytic mechanism. 

 

プロテアソームの阻害物質は、近年いくつか知られている（Fig. 4）。MG132はアルデヒド基を有す

るペプチド系阻害物質であり元来カルパインの阻害物質として合成された化合物であるが、プロテア

ソーム阻害活性を有していることが分かり、現在試薬として最も広く用いられている化合物である [48, 

49]。また MG132 をリード化合物として数々の類縁体研究が行われ、ペプチドアルデヒド系化合物で

ある CEP1612や、vinyl sulfone系化合物である NLVSなどが合成された [50-52]。Lacatcystin（ラクタ

シスチン）は放線菌の生産するマウス神経芽細胞（Neuro 2A）の神経突起伸長を誘導する物質として

発見されたが、その生体内標的分子はプロテアソームであることが判明し脚光を浴びた化合物である 

[53, 54]。Epoxomicin（エポキソマイシン）も放線菌により生産され抗腫瘍活性を有する化合物として

見出されたが、やはりその標的はプロテアソームであった [55-57]。プロテアソーム阻害物質の探索を

目的として、微生物の代謝産物から発見された物質として TMC-95 がある [58]。PS-341 は MG132 を

リード化合物として合成された阻害物質であるが、in vivoにおいて顕著な抗腫瘍活性を示した [59-64]。

2003年に PS-341は米国で多発性骨髄腫の治療薬として承認され、プロテアソーム阻害物質として世界

で初めて臨床応用された。これにより優れたプロテアソーム阻害物質は医薬品になることが立証され

た。 
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Fig. 4.  Proteasome inhibitors. 

 

そこでプロテアソーム阻害物質の重要性に注目し、まだ阻害物質として MG132とラクタシスチンし

かなかった 1996年頃よりプロテアソーム阻害物質の探索を開始した。酵素阻害物質の探索には、多様

な化学構造を持ち且つ有用な低分子化合物の宝庫である微生物の代謝産物を用いた。天然より単離さ

れた化合物がそのまま医薬品になることは稀である。化学合成によるアプローチの情報が増加してい

る今、化学合成は非常に重要である。リード化合物を天然に求め、化学合成により薬理活性の高いも

のへと変換して、医薬品へと開発していくのが最も理想的な展開であると考える。したがって探索研

究において得られた化合物は化学合成により構造活性相関を調べ最適化することにした。最適化に適

した手段として分子モデリング法を用いた。分子モデリングとは、分子シミュレーション計算法や分

子グラフィックス法を駆使して、分子の立体構造と性質の関係を解明し、未知の分子の性質を予測し

ようとする化学研究手段のひとつです。その利点は、成功の可能性を減らさず、より少数の化合物の
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合成で目的を達する点である。標的蛋白質の一次構造であるアミノ酸の配列は、機能を知るうえで多

くの情報を提供する。さらにアミノ酸が立体的に配置された蛋白質の三次元立体構造はより多くの情

報を与え、立体構造を知ることで機能の詳細を分子レベルで確認することができる。また酵素の三次

元構造情報は、阻害物質の理解ならびに応用において重要な意味を持ってくる。その応用が合理的な

分子設計に基づいた阻害物質の創製である。酵素と基質の間には、水素結合、静電的相互作用、疎水

的相互作用、CH/� 相互作用等の多くの相互作用が関与している。酵素と阻害物質の間にも同様な相互

作用があると考えられ、これらの知見に基づいた阻害物質の合成研究から、有用な阻害物質が開発さ

れている。つまり創薬において、特に低分子の化合物を医薬品にする場合、標的とした蛋白質の立体

構造情報は、薬の形を示唆してくれる重要な情報源になる。そこで天然から得られたプロテアソーム

阻害物質の最適化のために、論理的で効率的な方法である構造情報に基づいた薬剤設計（structure-based 

drug design）を行い、プロテアソームと阻害物質複合体の立体構造情報に基づいた阻害物質をデザイン

した。 

 本論文は新規プロテアソーム阻害物質チロペプチンの生産菌、単離精製、構造決定、類縁体合成お

よび生物活性について述べたものであり、以下にその要約を記載する。 

 第 1 章では、プロテアソーム阻害物質の探索、チロペプチンの生産菌の同定、単離精製について述

べる。微生物の代謝産物よりプロテアソーム阻害物質の探索を行い、新規阻害物質チロペプチンを見

出した。本生産菌は形態学的特徴、生理学的性質、化学分類学的特徴、16Sリボゾーム RNAの部分塩

基配列の解読により、Kitasatospora 属と同定した。また本菌株の培養液より、溶媒抽出、シリカゲル

カラムクロマトグラフィー、ゲルろ過カラムクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーによ

りチロペプチンを単離精製した。 

 第 2 章では、チロペプチンの構造決定について述べる。チロペプチンの物理化学的性質および各種

NMRスペクトルに基づき構造決定をした。チロペプチンはアルデヒド基を有するペプチド化合物であ

り、アルデヒド基のα位が異性化し NMRによる解析が困難であったため、アルコール体へと導き構造

決定を行った。 

 第 3章では、チロペプチンの化学合成について述べる。L-チロシノールを出発原料として 10工程、

高収率でチロペプチン Aおよび Bを合成した。 
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 第 4章では、チロペプチンの生物活性について述べる。チロペプチン Aは in vitroにおいてプロテア

ソームのキモトリプシン様活性に強い阻害活性を示し、ラット神経細胞様 PC-12 細胞においても細胞

内のプロテアソームを阻害した。 

 第 5 章では、チロペプチン類縁体の分子設計と合成について述べる。チロペプチン A とプロテアソ

ームの立体構造複合体モデルを構築し、そこから得られた情報を基に類縁体をデザインし強力な阻害

物質を合成した。 

 第 6章では、チロペプチン類縁体の生物活性について述べる。ヒト前立腺癌 PC-3細胞を用いて、そ

の細胞増殖に与える影響について調べ、さらにマウスにおける抗腫瘍効果を検討した。 
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第1章 新規プロテアソーム阻害物質チロペプチンの探索、生産および単離精製 

 

プロテアソームは細胞周期やシグナル伝達に関与する多種の細胞内機能性蛋白質の分解に関与して

おり、細胞機能の制御に重要な役割を果たしている。基質となる蛋白質の中には癌の病因、増悪化、

病態進行と関連した分子が見られることから、プロテアソームは癌治療の新しい分子標的として有望

である。本章では微生物代謝産物よりプロテアソーム阻害物質の探索を行い、一放線菌の培養液中に

新規なプロテアソーム阻害物質チロペプチンを見出した。そこでプロテアソーム阻害物質の探索、チ

ロペプチン生産菌の同定、チロペプチンの発酵生産および単離精製について言及する。 

 

第1節 実験材料と方法 

 

1. プロテアソームの調製 

プロテアソームは Ugaiらの方法 [65]を改良しマウス肝臓より粗精製したものを用いた。本研究で用

いたプロテアソームの調製方法を Fig. 1-1 に示す。すなわち、ICR マウス（メス）7 匹分の肝臓 9.7 g

をホモジナイズ緩衝液（1 mM DTT（dithiothreitol）、2 mM ATP（adenosine triphosphate）、0.25 M sucrose

を含む 50 mM Tris-HCl緩衝液（pH 7.5））25 ml中でホモジナイザーにてホモジナイズした。ホモジネ

ートは 96,000 ×g（35,000 rpm）で 1時間超遠心分離し、上清画分をさらに 125,000 ×g（40,000 rpm）

で 5時間超遠心分離した。得られた沈殿画分にスタンダード緩衝液（1mM DTT、2mM ATP、20% glycerol

を含む 25 mM トリス塩酸緩衝液（pH 8.0））3.5 mlを加え、ピペッティングにより溶解し、不溶画分は

20,000 ×g（13,000 rpm）で 1 時間遠心分離により除去した。得られた上清画分を粗酵素液として使用

し、-70˚Cにて保存した。 
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2. プロテアソーム活性の測定 

プロテアソームの活性は、96穴マイクロプレート（Nalgen Nunc International, Tokyo, Japan）中で、

酵素反応により生成する 7-amino-4-methylcoumarin（AMC）を 360 nmの励起波長（EX360 nm）による

460 nmの蛍光放射（EM460 nm）を、蛍光光度計（Cytoflur 2350 Fluorescence Measurement System；Millipore 

Corporation, Bedford, MA）を用いて測定した。プロテアソームは前項に示したように粗精製したものを

用 い 、 基 質 と し て プ ロ テ ア ソ ー ム の キ モ ト リ プ シ ン 様 活 性 の 測 定 に は

succinyl-L-leucyl-L-leucyl-L-valyl-L-tyrosine 4-methyl-coumaryl-7-amide（Suc-LLVY-MCA）を用い、トリプ

シ ン 様 活 性 に は t-butyloxycarbonyl-L-leucyl-L-arginyl-L-arginine 4-methyl-coumaryl-7-amide

（ Boc-LRR-MCA ）、 PGPH 活 性 に は benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl-L-glutamic acid 

� -(4-methyl-coumaryl-7-amide)（Z-LLE-MCA）を使用した（Peptide Institute Inc., Osaka, Japan）。プロテ

アソーム活性は、以下の方法により測定した（Fig. 1-2）。すなわち 50 mMトリス塩酸緩衝液（pH 8.0）

68 � lに、サンプル 2 µl、1mMの蛍光基質 10 µl、0.5% Sodium dodecylsulphate（SDS）水溶液 10 µlを加

えた混合液を 37℃で 5分間プレインキュベートし、これに粗酵素液 10 µlを加え、37℃で 20分間反応

させた。10% SDS水溶液 50 µlを加えることにより反応を停止し、蛍光光度計にてその蛍光強度（EX380 

nm/EM460 nm）を測定した。 

阻害活性は、サンプルの存在下（A）と非存在下（B）での蛍光強度と、それぞれに対する酵素無添

Mouse liver (9.7 g)

supernatant 

precipitate

supernatant (=enzyme preparation)

Fig. 1-1.   Preparation of proteasome.

centrifuged at 20,000 ×g   for 30 min

homogenized in 25 ml of Homogenizing buffer

ultracentrifuged at 96,000 ×g  for 60 min

ultracentrifuged at 125,000 ×g  for 300 min

resolved by pipeting in 3.5 ml of standard buffer
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加時の蛍光強度（A'）および（B'）を測定し、阻害率（%）を計算式[1-(A-A')/(B-B')]×100 により計算

した。50% 阻害率を示すサンプルの濃度を IC50値とした。 

 

3. プロテアソーム阻害物質の探索 

前記の測定系を用いて、放線菌、細菌、担子菌の培養液に含まれる微生物代謝産物のプロテアソー

ム阻害物質を探索した。すなわち、小試験管に放線菌、細菌、担子菌の培養液上清 1 mlおよびブタノ

ール 1 mlを加えてよく撹拌し、遠心分離（2,500 rpm、5 min）により 2層に分配した。ブタノール画分

100 µlを 1.5 ml容エッペンドルフチューブに移し、真空ポンプにて濃縮乾固した。残渣にメタノール

100 µl を加えよく溶かした後、この溶液を試験サンプルとして、プロテアソームに対する阻害活性を

測定した。阻害活性を示した試験サンプルは、続いて予備抽出試験および pH、熱に対する安定性試験

を行った。 

予備抽出試験は、まず培養液を遠心分離（2,500 rpm、10 min）し、菌体と上清に分けた。菌体は上

清と同量のメタノールで抽出した。培養液上清は 1 mlずつ小試験管 4本に分注し、2本に酢酸エチル

を 1 mlずつ加え、そのうち一方を pH 2にもう一方を pH 8に調整した。残りの上清 2本にはブタノー

ルを 1 mlずつ加え、同様に pH 2、8にそれぞれを調整した。これらをよく振盪撹拌し、遠心分離（2,500 

50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) 68 µl

Sample   2 µl
a 1 mM Fluorogenic substrate 10 µl

0.5% SDS soln. 10 µl

Counted intensity of fluoresence.

a) Suc-LLVY-MCA for the chymotrypsin-like activity

    Boc-LRR-MCA for the trypsin-like activity

    Z-LLE-MCA for the peptidylglutamyl-peptide hydrolyzing (PGPH) activity

b) Partially purified from mouse liver.

Fig. 1-2.    Assay method for the proteasome activities.

add 50 µl of 10% SDS soln.

Incubation at 37℃ for 5 min.

add 10 µl of bEnzyme preparation

Incubation at 37℃ for 20 min.
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rpm、10 min）の後、それぞれの上層 100 µlずつを 1.5 ml容エッペンドルフチューブに移し、減圧下で

濃縮乾固しメタノール 100 µlに再溶解した。下層は pHを 7付近に再調整し、同様に 100 µlずつを 1.5 

ml容エッペンドルフチューブに移し、濃縮後、水 100 µlで再溶解した。安定性試験は 1 mlずつ小試験

管に分注したものを、pH を 2、7、9 にそれぞれ調整し、湯浴中 60˚C で 30 分間加温後、pH を 7 に再

調整した。以上の操作により得られた各画分およびスタンダードとして培養液原液と 1/4に希釈した培

養液のプロテアソーム阻害活性を測定した。 

 

4. 菌株 

 チロペプチン生産菌は宮城県加美郡小野田町の土壌より分離した放線菌であり、産業技術総合研究

所特許生物寄託センターに寄託申請し、FERM P-18233として受託された。 

5. チロペプチン生産菌の同定 

チロペプチン生産菌の各種培地での培養性状および生理学的性質は、常法に基づき Shirling と

Gottlieb [66]、あるいは Waksman の方法 [67]に従って調べた。菌の形態は、培養性状試験に用いた寒

天プレート上で、27˚C、4～21日間培養し観察した。微細形態は光学顕微鏡（Model S；Nikon Corp., Tokyo, 

Japan）および走査型電子顕微鏡（Model S-570；Hitachi High-Technologies Corp., Tokyo, Japan）を用いて

観察した。気菌糸、基生菌糸および溶解性色素の色調については、「色の標準」（Japan Color Research 

Institute, Saitama, Japan） [68]および「カラー・ハーモニー・マニュアル・1958」（Container Corporation 

of America, Chicago） [69]を用いて記載した。炭素源の利用については Pridhamと Gottliebの方法 [70]

に従った。全菌体の還元糖組成はセルロース TLCにより分析した [71]。細胞壁中の 2,6-ジアミノピメ

リン酸の光学異性体の判定は Becker ら [72]および Staneck と Roberts の方法 [73]に従った。リン脂質

は Minnikinらの方法 [74]に従い、メナキノンは Tamaokaらの方法 [75]により HPLCおよびマススペク

トルを測定することにより決定した。菌体中の脂肪酸は Suzuki と Komagata の方法 [76]により分離、

測定した。DNAの分析は Hamadaらにより記載された方法 [77]で行った。 

 

6. チロペプチンの生産 

 2.0％ ガラクトース、2.0％ デキストリン、1.0％ バクトソイトン（Becton, Dickinson and Co., Sparks, 
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MD）、0.5％ コーン・スチープ・リカー、1.0％ グリセロール、0.2％ (NH4)2SO4、0.2％ CaCO3、シリ

コン消泡剤（KM-70；Shin-Etsu Chemical Co., Tokyo, Japan）1滴を含む液体培地（pH 7.4）を三角フラ

スコ（500 ml容）に 110 mlずつ分注し、オートクレーブにより 121℃で 20分滅菌したものに、寒天斜

面培地に培養した放線菌 Kitasatospora sp. MK993-dF2株を接種し、30℃で 3日間回転振盪培養した。こ

の培養液を種母培養液とした。 

 2.0％ グリセロール、2.0％ デキストリン、1.0％ バクトソイトン、0.3％ 酵母エキス、0.2％ (NH4)2SO4、

0.2％ CaCO3、シリコン消泡剤 1 滴を含む液体培地（pH 7.4）を振盪フラスコ（500 ml 容）に 125 ml

ずつ分注し、オートクレーブにより 121℃で 20分滅菌したものに上記種母培養液をそれぞれ 3 mlずつ

接種し、27℃で 4日間往復振盪培養した。 

 

7. チロペプチンの単離精製 

培養 4日目の培養液 10リットルを遠心分離（6,000 rpm、10 min）により、菌体と上清に分離した。

培養液上清を、10 リットルの酢酸エチルにより抽出し、酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウムで脱水お

よびろ過後減圧下で濃縮乾固することにより油状残渣 2.9 gを得た。この残渣をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー（72 g、シリカゲル 60；Merck, Darmstadt, Germany）に付し、クロロホルム、クロロホ

ルム-メタノール（50：1、v/v）およびクロロホルム-メタノール（10：1、v/v）により順次溶出した。

活性画分のあるクロロホルム-メタノール（10：1、v/v）の溶出画分を減圧下で濃縮乾固し粗抽出物 1.6 

gを得た。この粗抽出物を再度シリカゲルカラムクロマトグラフィー（40 g）に付し、トルエン-アセト

ン（5：1、v/v）、トルエン-アセトン（4：1、v/v）、トルエン-アセトン（3：1、v/v）およびトルエン-

アセトン（2：1、v/v）により順次溶出した。活性画分のあるトルエン-アセトン（3：1、v/v）の溶出

画分を減圧下で濃縮乾固し粗抽出物 466 mgを得た。この粗抽出物をセファデックス LH-20（500 ml）

に供し、メタノールで溶出した。得られた画分を減圧下で濃縮乾固し 306 mgの粗抽出物を得た。これ

を高速液体クロマトグラフィー（カラム：Capcell pak UG120、2.0×25 cm；Shiseido Co., Tokyo, Japan、

流速：10 ml/min、検出：UV 220 nm）に供し、アセトニトリル-水（30：70、v/v）で溶出した。この溶

出液を減圧下で濃縮乾固することによりチロペプチン Aおよび Bを含む粗抽出物 99 mgを得た。これ

を再度高速液体クロマトグラフィー（カラム：Capcell pak UG120）に供し、アセトニトリル-水（25：
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75、v/v）で溶出した。この溶出液を減圧下で濃縮乾固することによりチロペプチン Aおよび Bを含む

粗抽出物 14.1 mgを得た。更にこの粗抽出物 14.1 mgを高速液体クロマトグラフィー（カラム：Capcell 

pak UG120）に供し、メタノール-3 mM 炭酸アンモニウム水溶液（40：60、v/v）で溶出することによ

りチロペプチン A および Bを分離精製し、それぞれ白色粉末としてチロペプチン Aを 1.4 mgと Bを

1.1 mgの収量で得た。 
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第2節 結果 

 

1. 探索 

プロテアソーム阻害物質を Fig. 1-2に示す方法を用いて、約 6,000株の微生物培養液上清中に探索し、

一放線菌 MK993-dF2株が培養液中にプロテアソーム阻害物質を生産していること見出した。 

この阻害物質の溶媒への移行性を調べるため予備抽出試験、pHおよび熱安定性を調べた。この阻害

物質は菌体内にはなく培養液上清にのみ存在し、pHは 2もしくは 8においてもブタノールおよび酢酸

エチルに抽出された。また pH2、7、9 で 60˚C、30 分間加温しても阻害活性に変化は見られなかった。

よってこの阻害物質は pH 2~8の条件下でブタノールおよび酢酸エチルで抽出できる疎水性物質であり、

また pH 2～9で 30分間 60˚Cの加熱条件下においても安定な化合物であることが分かった。 

 

2. 生産菌の同定 

この生産菌は平成 10年 5月、微生物化学研究センターにおいて、宮城県加美郡小野田町の土壌より

分離した放線菌で、MK993-dF2の菌株番号が付された。MK993-dF2株は形態的特徴から放線菌である

ことが判明した。本菌は、よく分枝し

た基生菌糸より、らせん形成を有する

気菌糸を伸長し、円筒形の胞子を連鎖

する。胞子の表面は平滑、その大きさ

は約 0.5～0.7×0.9～1.5 µm である。

MK993-dF2株の電子顕微鏡写真を Fig. 

1-3に示す。輪生枝、菌束糸、胞子嚢お

よび運動性胞子は認められない。

MK993-dF2 株の各種寒天培地におけ

るコロニー性状の観察結果を Table 1-1

に示す。種々の培地で、にぶ黄～うす

黄茶の発育上に、明るい灰～明るい茶

1.0 µm

Fig. 1-3.  Scanning electron micrograph of strain MK993-dF2 on
glucose-asparagine agar after incubation at 27 ˚C for 10 days.



 18 

灰の気菌糸を着生する。溶解性色素は かすかに茶を帯びる培地もある。本菌の生理学的性質は Table 

1-2に示す。イースト・スターチ寒天培地での生育温度範囲は 10～37℃の範囲であり、生育至適温度は

24～30℃である。トリプトン・イースト・ブロス（ISP-培地 1）、ペプトン・イースト・鉄寒天培地（ISP-

培地 6）およびチロシン寒天培地（ISP-培地 7）でのメラニン様色素の生成は認められなかった。スタ

ーチの水解性は培養後 4 日目頃より認められ、その作用は中等度である。硝酸塩の還元反応は陰性で

ある。炭素源の資化性は D-グルコースを資化して発育し、L-アラビノース、D-フルクトース、シュク

ロース、イノシトール、ラムノースおよびラフィノースは資化しない。D-キシロースおよび D-マンニ

トールはおそらく資化しない。 

 

 

Table 1-1.    Cultural characteristics of strain MK993-dF2.

Medium Growth Aerial mycelium Soluble pigment

Sucrose-nitrate agar Colorless None None

Yeast extract-

malt extract agar (ISP No. 2)

Pale yellowish brown

[2 gc, Bamboo !

2 ie, Lt Mustard Tan]

Grayish white !

light brownish gray

"2 fe, Covert Gray#

Faint, brownish

Oatmeal agar
(ISP No. 3)

Pale yellow

"1 ca, Pale Yellow#!

dusty yellow

"1 1/2 gc, Dusty Yellow#

Grayish white !

light gray

"1 fe, Griege#

None

Inorganic salts-starch agar
(ISP No. 4)

Pale yellowish brown

"2 ie, Lt Mustard Tan#!

dark brown

"3 nl, Dk Brown#

Light gray

"1 fe, Griege#
Faint, brownish

Glycerol-asparagine agar
(ISP No. 5)

Dusty yellow

"1 1/2 gc, Dusty Yellow#!

pale olive

"1 1/2 ie, Lt Olive#

Yellowish gray

"1 cb, Parchment#
Faint, brownish

Tyrosine agar
(ISP No. 7)

Pale yellwish brown

"2 ie, Lt Mustard Tan#

Yellowish gray

"1 1/2 ec, Putty#!

$ight brownish gray

"2 fe, Covert Gray#

Faint, brownish

Observation after incubation at 27 ℃ for 21 days.



 19 

 

MK993-dF2株の化学分類学的な特徴について以下に記載する。細胞壁ペプチドグリカンの構成成分

である 2,6-ジアミノピメリン酸の光学異性体は meso 型および LL-型を含有する。全菌体中の還元糖は

リボース、マンノース、ガラクトースおよびグルコースを含有し、ラムノース、キシロースおよびア

ラビノースは含有しない。よって全菌体中の糖パターンはＣである。呼吸鎖電子伝達系の電子授与体

イソプレノイド・キノンであるメナキノンは、主要な成分として MK-9(H6) および MK-9(H8) を含有す

る。生体膜の主要構成成分であるとともに、生体膜に関わる各種生理機能にも関与しているとされる

リン脂質はホスファチジルエタノールアミンを含み、ホスファチジルメチルエタノールアミン、ホス

ファチジルコリンおよび未知のグルコサミン含有リン脂質を含まず、PII型を示す。そのリン脂質、あ

るいは糖脂質中の脂肪酸は 12-メチルテトラデカン酸、ヘキサデカン酸および 13-メチルテトラデカン

酸を主成分として含有する。また Mycobacterium属をはじめとする抗酸性菌とその近縁細菌に限り、そ

れらの細胞表面の疎水性や抗酸性に関与していると考えられているミコール酸は認められなかった。

本菌の DNA、GC含量は 73.9 モル％であった。 

以上の結果より、MK993-dF2 株は Kitasatospora 属 [78,79]に属するものと考えられる。また、

MK993-dF2株の 16Sリボゾーム RNAの部分塩基配列（Escherichia coli numbering systemの 59番目から

Table 1-2.  Physiological characteristics of strain MK993-dF2.

Temperature range for growth 10!37℃
Optimum temperature 24!30℃
Formation of melanoid pigment  (-)

Hydrolysis of starch "#

Reduction of nitrate  -

Utilization of 

L-Arabinose  -

D-Fructose  -

D-Glucose   + 

Inositol  -

D-Mannitol (-)

Raffinose  -

Rhamnose  -

Sucrose  -

D-Xylose (-)

 + : positive;  (-): probably negative;  - : negative
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489 番目）を解読し、このデータをもとに国立遺伝学研究所 日本 DNA データバンク（DDBJ）で相

同性検索（FASTA および BLAST）を行ったところ、Kitasatospora 属と高い相同性を示した。そこで、

MK993-dF2株を Kitasatospora sp. MK993-dF2とした。 

 

3. チロペプチンの単離精製 

 チロペプチンの単離精製法を Fig. 1-4に示す。Kitasatospora sp.MK993-dF2株の培養液上清 9.2リ

ットルを、10リットルの酢酸エチルにより抽出を行い、酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウムで脱水し、

ろ過後減圧下で濃縮乾固することにより油状残渣 2.9 gを得た。この残渣はシリカゲルカラムクロマト

グラフィーに付し、クロロホルム-メタノール（10：1、v/v）により溶出した。活性画分を減圧下で濃

縮乾固し粗抽出物 1.6 g を得た。さらにこの粗抽出物をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに付し、

トルエン-アセトン（3：1、v/v）により溶出した。活性画分を減圧下で濃縮乾固し粗抽出物 466 mgを

得た。次ぎにこの粗抽出物をセファデックス LH-20（500 ml）に供し、メタノールにより溶出した。得

られた画分を減圧下で濃縮乾固し 306 mgの粗抽出物を得た。これを高速液体クロマトグラフィーに供

し、アセトニトリル-水（30：70、v/v）で溶出した。この溶出液を減圧下で濃縮乾固することによりチ

ロペプチンAおよびBを含む粗抽出物99 mgを得た。これを再度高速液体クロマトグラフィーに供し、

アセトニトリル-水（25：75、v/v）で溶出した。この溶出液を減圧下で濃縮乾固することによりチロペ

プチン Aおよび Bを含む粗抽出物 14.1 mgを得た。さらにこの粗抽出物 14.1 mgを高速液体クロマト

グラフィーに供し、メタノール-3 mM 炭酸アンモニウム水溶液（40：60、v/v）で溶出することによ

りチロペプチン Aおよび Bを分離精製し、それぞれ白色粉末としてチロペプチン Aを 1.4 mgおよび B

を 1.1 mgの収量で得た。 
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concentrated in vacuo

Silica gel column 

eluted with CHCl3-MeOH (10:1, v/v)

Silica gel column 

eluted with toluene-acetone (3:1, v/v)

Sephadex LH-20

eluted with MeOH

HPLC (Capcell Pak UG)

eluted with 30% aq CH3CN

HPLC (Capcell Pak UG)

eluted with 25% aq CH3CN

HPLC (Capcell Pak UG)

eluted with CH3CN-5mM ammonium carbonate (40:60, v/v)

     Tyropeptin A (1.4 mg) IC50=0.1 µg/ml (against the chymotrypsin-like activity)

     Tyropeptin B (1.1 mg) IC50=0.2 µg/ml (againstthe chymotrypsin-like activity)

Fig. 1-4.  Isolation of tyropeptins A and B.

Broth filtrate (9.2 liters)

Oily material (2.9 g)

extracted with EtOAc 
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第3節 考察 

 

 我々は放線菌の代謝産物を中心に、プロテアソーム阻害物質の探索を行った。その結果、宮城県加

美郡小野田町の土壌より分離された放線菌MK993-dF2株の培養液中にプロテアソーム阻害物質が含ま

れていることを見出した。まずこの放線菌の同定を行った。 

 放線菌は土壌放線菌の代表であり、土壌 1 gには 100万個以上の放線菌が生息しており、自然界の物

質循環と環境浄化の面で重要な役割を果たしている。この土壌放線菌の大部分の 95％は Streptomyces

属の放線菌である。Streptomyces属は Streptomycetaceae科に属し、この科は Kitasatospora属の 2属から

成る。本科に属する放線菌の特徴を次に記す。よく伸長した分岐する基生菌糸と気菌糸を着生する好

気性菌である。基生菌糸の分断はほとんど認められない。多核体菌糸である。基生菌糸上に胞子を着

生する菌株も認められる。大部分の菌株は気菌糸上に薄い繊維状の膜に覆われた鎖状の分節胞子を着

生する。これらの連鎖は短いもので 25 個、長いもので 50 個以上の胞子から成る。胞子の運動性は観

察されていない。極性リン脂質は両属共にジホスファチジルグリセロール、ホスファチジルエタノー

ルアミン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジルイノシトールマンノシドを含む PII型、脂肪

酸組成は直鎖、分枝鎖飽和脂肪酸から成る 2c型、メナキノンの主要成分は MK-9（H6、H8）、GC含量

は 67～79mol%である。このように Streptomyces属と Kitasatospora属の形態ならびに培養性状はほとん

ど同じであるが、化学分類学的特徴は若干異なる。Streptomyces属の細胞壁アミノ酸組成はグリシンと

LL-ジアミノピメリン酸であるが、Kitasatospora属はグリシンと LL-ジアミノピメリン酸および meso-ジ

アミノピメリン酸をほぼ等量含んでいる。また全

菌体糖組成においてStreptomyces属は特徴とする

糖を持たないが、Kitasatospora属はガラクトース

を有する。 

 我々の見出したMK993-dF2株は、よく分岐した基生菌糸より、らせん形成を有する気菌糸を伸長し、

円筒形の胞子を連鎖する（Fig. 1-3）。各種寒天培地におけるコロニー性状の観察（Table 1-1）や生理学

的性質（Table 1-2）等の形態的、培養性状的特徴および化学分類学的特徴により、特に LL-および meso

型のジアミノピメリン酸を共に含んでいて、またガラクトースを含有していることから、MK993-dF2

Kitasatospora 属

Streptomyces 属
Streptomycetaceae 科



 23 

株は Kitasatospara属に属するものと考えた。また 16Sリボゾーム RNAの部分塩基配列も Kitasatospara

属と高い相同性を示した。 

 現在、Kitasatospora属は K. azatica、K. cheerisanensis、K. cineracea, K. cochleata、K. cystarginea、K. 

griseola、K. kifunensis, K. mediocidica、K. niigatensis, K. paracochleata、K. phosalacinea、K. putterlickiae, K. 

setaeの 13菌種が承認されている [80-84]。また Streptomyces atroaurantiacusも分類学的研究から推察し

て本属に含まれると考えられる [16]。MK993-dF2 株はその性状からは K. cystarginea もしくは K. 

paracochleata に近い種であると推察されるが、種の決定にはさらに詳細な検討が必要である。そこで

本菌株を Kitasatospora sp. MK993-dF2株とした。 

次に MK993-dF2 株の培養液よりプロテアソーム阻害物質の単離精製を試みた（Fig. 1-4）。

Kitasatospora sp.MK993-dF2株の培養液上清 9.2リットルを酢酸エチルによる溶媒抽出法、シリカゲル

カラムクロマトグラフィーを 2 回、セファデックス LH-20 を用いたゲルろ過カラムクロマトグラフィ

ー、高速液体クロマトグラフィーで異なる溶媒系に 3回供することにより単一の活性分画Aを 1.4 mg、

Bを 1.1 mgの収量で得た。そしてそれぞれをチロペプチン Aおよび Bと命名した。 

地球上にいる微生物の中で、人が純粋培養できるものは 1 %以下であると推察されている。まして

人類が二次代謝産物に関する情報を持っているのはさらにその 1 %以下であると推察されており、まだ

まだ微生物の代謝産物には無限の可能性が潜んでいる。そこから得られた天然有機化合物には人知の

遠く及ばない骨格や、長い進化を物語る抜群の生物活性を持つ化合物が多数存在する。今後もそこか

ら得られた化合物が医療や福祉の向上に貢献することを期待する。 
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第4節 小括 

 

 本章では、プロテアソーム阻害物質を微生物培養液中に見出し、以下のことを明らかにした。 

 

（1） 微生物代謝産物よりプロテアソーム阻害物質の探索を行い、MK993-dF2 株がプロテアソーム阻

害物質を生産していることを見出した。 

（2） MK993-dF2 株について形態学的特徴、生理学的性質、化学分類学的特徴、16S リボゾーム RNA

の部分塩基配列の解読により、放線菌 Kitasatospora 属と同定し、本菌株を Kitasatospora sp. 

MK993-dF2とした。 

（3） MK993-dF2 株の培養液 10 リットルより、溶媒抽出法、シリカゲルカラムクロマトグラフィー、

ゲルろ過カラムクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーによりチロペプチン Aを 1.4 

mg、チロペプチン Bを 1.1 mg単離した。 
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第2章 チロペプチンの構造決定 

 

第 1章に記述したように、放線菌 Kitasatospora sp. MK993-dF2株の培養液よりプロテアソーム阻害

物質チロペプチン Aおよび Bを単離することに成功した。本章ではチロペプチンの物理化学的性質お

よび各種 NMRスペクトルの解析に基づき、立体化学を含めた構造決定について言及する。 

 

第1節 実験材料と方法 

 

1. 各種機器分析 

 融点は柳本製作所製微量融点測定器で測定した。比旋光度はパーキン-エルマー製 241型旋光度計で

測定した。紫外線吸収スペクトルは日立 U-3210型分光光度計で測定した。赤外線吸収スペクトルは堀

場製作所製 FT-210FT型赤外分光光度計を用いて臭化カリウム（KBr）錠で測定した。質量スペクトル

は日本電子製 JMS-SX 102型質量分析計を用いて FAB-MSおよび高分解能 FAB-MSスペクトルを測定

した。また LC/MSおよび APCI-MSは日立製 M-1200H型質量分析計で測定した。各種核磁気共鳴スペ

クトルは日本電子製 JNM-EX400型核磁気共鳴装置および日本電子製 JNM-A500型核磁気共鳴装置で測

定し、内部標準としてテトラメチルシラン（TMS）を使用した。 

 

2. チロペプチン Aの各種スペクトルデータ 

 チロペプチン Aのメタノール（MeOH）中での UVスペクトルは Fig. 2-1に、IRスペクトルは Fig. 2-2

に示す。APCI-MSスペクトルはFig. 2-3に示す。チロペプチンAの重メタノール中で測定した 1H NMR、

13C NMRの各スペクトルはそれぞれ Fig. 2-4、Fig. 2-5に示す。 
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Fig. 2-1.  UV spectra of tyropeptin A. 

UV spectra of tyropeptin A were determined in MeOH (A), 0.05 M NaOH/MeOH (B) or 0.05M HCl/MeOH (C). 

 

Fig. 2-2.  IR spectrum of tyropeptin A. 
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Fig. 2-3.  APCI-MS spectra of tyropeptin A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(M-H)- 

(M+H)+ 
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Fig. 2-4.  1H NMR spectrum of tyropeptin A. 

 

 

Fig. 2-5.  13C NMR spectrum of tyropeptin A. 
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3. チロペプチン Bの各種スペクトルデータ 

チロペプチン Bのメタノール中での UVスペクトルは Fig. 2-6に、IRスペクトルは Fig. 2-7に示す。

APCI-MSスペクトルは Fig. 2-8に示す。チロペプチンBの重メタノール中で測定した 1H NMR、13C NMR

の各スペクトルはそれぞれ Fig. 2-9、Fig. 2-10に示す。 

Fig. 2-6.  UV spectra of tyropeptin B. 

UV spectra of tyropeptin B were determined in MeOH (A), 0.05 M NaOH/MeOH (B) or 0.05M HCl/MeOH (C). 

 

Fig. 2-7.  IR spectrum of tyropeptin B. 
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Fig. 2-8.  APCI-MS spectra of tyropeptin B. 

 

 

(M+Cl)- 

(M-H)- 

(M+H)+ 
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Fig. 2-9.  1H NMR spectrum of tyropeptin B. 

Fig. 2-10.  13C NMR spectrum of tyropeptin B. 
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4. チロペプチン Aの還元 

チロペプチン A（8.3 mg）をメタノール（2 ml）に溶解し、氷冷下で水素化ホウ素ナトリウム（8.3 mg）

を加え、2時間室温で撹拌した。この反応液にアセトン（1 ml）を加え、溶媒を減圧下で留去した。残

渣を高速液体クロマトグラフィー（カラム：Capcell pak UG 120、2.0×25 cm、移動相：MeOH - 2 mM炭

酸アンモニウム水溶液（40：60）、流速：10 ml/min、検出：UV 220 nm）により精製し、1 を 3.3 mg、2

を 2.3 mgの収量で単離した。 

1:  IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 2960, 1640, 1620, 1550, 1510, 1450, 1390, 1230.  UV λmaxMeOH nm (log ε) 225 

(4.17), 277 (3.41). [α]D22 –32.7˚ (c 0.3, MeOH).  HRFAB-MS (m/z) 514.2913 (M+H)+; calcd for C28H40O6N3, 

514.2917, 1の重メタノール中で測定した 1H NMR、13C NMR、DEPT、1H-1H COSY、HMQC、HMBC

の各スペクトルはそれぞれ Fig. 2-11、Fig. 2-12、Fig. 2-13、Fig. 2-14、Fig. 2-15、Fig. 2-16に示す。 

2:  IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 2960, 1630, 1550, 1520, 1460, 1380, 1240.  UV λmaxMeOH nm (log ε) 225 (4.06), 

277 (3.30). [α]D23 0˚ (c 0.2, MeOH).  HRFAB-MS (m/z) 514.2913 (M+H)+; calcd for C28H40O6N3, 514.2917. 

2の重メタノール中で測定した 1H NMR、13C NMR、DEPT、Decoupling spectrumの各スペクトルはそれ

ぞれ Fig. 2-17、Fig. 2-18、Fig. 2-19、Fig. 2-20に示す。 
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Fig. 2-11.  1H NMR spectrum of 1. 

 

 

Fig. 2-12.  13C NMR spectrum of 1. 
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 Fig. 2-13.  DEPT spectrum of 1. 
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Fig. 2-14.  1H-1H COSY spectrum of 1. 
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Fig. 2-15.  HMQC spectrum of 1. 
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Fig. 2-16.  HMBC spectrum of 1. 
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Fig. 2-17.  1H NMR spectrum of 2. 

 

 

Fig. 2-18.  13C NMR spectrum of 2. 
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Fig. 2-19.  DEPT spectrum of 2. 

 

 

Fig. 2-20.  Decoupling spectrum of 2. 
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5. チロペプチン Bの還元 

チロペプチン B（7.0 mg）をメタノール（2 ml）に溶解し、氷冷下で水素化ホウ素ナトリウム（7.0 mg）

を加え、2時間室温で撹拌した。この反応液にアセトン（1 ml）を加え、減圧下で濃縮乾固した。残渣

を高速液体クロマトグラフィー（カラム：Capcell pak UG120、移動相：MeOH - 2 mM炭酸アンモニウ

ム水溶液（40：60、v/v）、流速：10 ml/min、検出；UV 220 nm）により精製し、3 を 3.3 mg、4 を 2.3 mg

の収量で単離した。 

3:  IR (KBr) νmaxcm-1 3300, 2960, 1650, 1520, 1450, 1360, 1240.  UV λmax
MeOH nm (log� ε �  225 (4.18), 278 

(3.42). [α]D
22 –30.8 ˚ (c 0.23, MeOH).  HRFAB-MS (m/z) 514.2905 (M+H)+; calcd for C28H40O6N3, 514.2917. 

5の重メタノール中で測定した 1H NMR、13C NMR、DEPT、1H-1H COSY、HMQC、HMBCの各スペク

トルはそれぞれ Fig. 2-21、Fig. 2-22、Fig. 2-23、Fig. 2-24、Fig. 2-25、Fig. 2-26に示す。 

4:  IR (KBr) νmaxcm-1 3430, 2630, 1640, 1520, 1450, 1380, 1240.  UV λmax
MeOH nm (log� ε �  225 (4.06), 277 

(3.30).  [α]D
23 0˚ (c 0.1, MeOH)  HRFAB-MS (m/z) 514.2908 (M+H)+; calcd for C28H40O6N3, 514.2908. 4の

重メタノール中で測定した 1H NMR、13C NMR、DEPT、1H-1H COSYの各スペクトルはそれぞれ Fig. 2-27、

Fig. 2-28、Fig. 2-29、Fig. 2-30に示す。 



 41 

Fig. 2-21.  1H NMR spectrum of 3. 

 

Fig. 2-22.  13C NMR spectrum of 3. 
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Fig. 2-23.  DEPT spectrum of 3. 
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Fig. 2-24.  1H-1H COSY spectrum of 3. 
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Fig. 2-25.  HMQC spectrum of 3. 
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Fig. 2-26.  HMBC spectrum of 3. 
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Fig. 2-27.  1H NMR spectrum of 4. 

 

 

Fig. 2-28.  13C NMR spectrum of 4. 
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Fig. 2-29.  DEPT spectrum of 4. 
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Fig. 2-30.  1H-1H COSY spectrum of 4. 
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6. ジヒドロチロペプチンの絶対構造の決定 

 ジヒドロチロペプチン（1、2、3 もしくは 4 を各 0.2 mgずつ）をガラスチューブに取り、6N-HCl

（0.5 ml）に溶解し密封した。これらを 105˚Cで 18時間加水分解し、塩酸を減圧下で留去して酸分解

物を得た。この酸分解物は Mitchell ら [83]および Nagai ら [84]の方法により L-フェニルアラニンとの

ジペプチド（ジアステレオマー）へ導き、LC/MS により酸分解物の立体化学を決定した。すなわち、

ジヒドロチロペプチンの酸分解物および既知のアミノ酸（0.2 mg）を 20 mg/ml炭酸水素ナトリウム水

溶液 50 µlに溶解し、ここに 40 mg/mlの tert-ブトキシカルボニル-L-フェニルアラニン-N-ヒドロキシサ

クシンイミドエステル（Boc-L-Phe-OSu）-1,4-ジオキサン溶液 50 µlを加え、室温で 18時間放置した。

この反応液を減圧下で濃縮乾固し、残渣をトリフルオロ酢酸 50 µlに溶解して、これを室温で 1時間放

置した。トリフルオロ酢酸を減圧留去することにより L-フェニルアラニンとのジペプチドを得た。こ

れを水 30 µlに溶解し LC/MSにより分析を行った。 

 分析条件；測定機器：日立製作所製 M-1200H質量分析計、カラム：Pegasil ODS（4.6×150 mm、Senshu 

Scientific Co., Tokyo, Japan）、流速：1.0 ml/min、移動相：溶媒 Aから溶媒 Bへの直線的グラジエント（0

～100%、60 min、溶媒 A：15%酢酸アンモニウム水溶液-酢酸-水-アセトニトリル（v/v）、80：1：880：

720、溶媒 B、80：1：1600：0）、検出：UV 254 nmおよび質量分析計（陽イオン検出モード）、イオン

化法；大気圧化学イオン化（APCI）法。 
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第2節 結果 

 

1. チロペプチンの物理化学的性質 

チロペプチン Aおよび Bの物理化学的性質を Table 2-1に示す。チロペプチン Aおよび Bの物理化

学的性質は互いによく類似していた。チロペプチン Aおよび Bの分子式は、高分解能 FABマススペク

トルにより決定し、共に同じ分子式であった。UVスペクトルはチロペプチン Aおよび Bともに 225 nm

および 277 nmに極大吸収があり、共通の発色団構造を持つことが示唆された。チロペプチンの溶解性

は、メタノール、ジメチルスルフォキシドには可溶で、クロロホルム、酢酸エチル、水にはわずかに

溶け、ヘキサンには不溶である。TLCでの呈色反応はいずれの物質もリンモリブデン酸-硫酸、ライド

ン-スミス、2,4-ジニトロフェニルヒドラジン、塩化鉄（III）およびアニスアルデヒド-硫酸試薬に陽性

反応を示し、ニンヒドリン試薬には陰性であった。 

 

 

 

 

Tyropeptin A Tyropeptin B

Appearance White powder White powder 

MP 100~102 ℃ 91~94 ℃
[!]D

23  -15.1 !( C  0.1, MeOH)  -14.6 !( C 0.2, MeOH)

Molecular formula C28H37N3O6 C28H37N3O6

APCI-MS (m/z ) 512 (M+H)+ 512 (M+H)+

510 (M-H)- 510 (M-H)-

HRFAB-MS (m/z )

Calcd: 512.2751 (as C28H38N3O6) 512.2757 (as C28H38N3O6)

Found: 512.2761 (M+H)+ 512.2761 (M+H)+

UV "max nm, (log #) in

MeOH 225 (4.08), 278 (3.51) 225 (4.42), 277 (3.62)

MeOH-HCl 225 (4.07), 278 (3.52) 225 (4.41), 277 (3.61)

MeOH-NaOH 243 (4.07), 288 (3.52) 243 (4.34), 293 (3.64)

IR $max KBr cm-1 3420, 2970, 1730, 1640, 3380, 2700, 1730, 1650,

1520, 1440, 1370, 1230 1520, 1440, 1390, 1240

TLC (Rf value)a 0.24 0.24
a Silica gel TLC (Merck Art. 105715) : CHCl3-MeOH (10 : 1)

Table 2-1.  Physico-chemical properties of tyropeptins A and B.  
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2. チロペプチン Aの構造 

チロペプチン A はペプチド結合に特異的に反応するライドン-スミス試薬に陽性反応を示し、IR ス

ペクトルより 1640 および 1520 cm-1にアミドカルボニルの特徴的な吸収を示したことから、分子内に

ペプチド結合を有する化合物であると考えられた。またアルデヒド、ケトンに反応する 2,4-ジニトルフ

ェニルヒドラジン試薬に陽性反応を示し、IRスペクトルより 1730 cm-1にアルデヒド基の特徴的な吸収

を示したことから、分子内にアルデヒド基を有するペプチド化合物であると推定した。 

分子式は高分解能 FAB-MSスペクトル、1H および 13C NMRスペクトルにより C28H37N3O6と決定し

た。 

チロペプチン Aの 1Hおよび 13C NMRスペクトル（500および 125 MHz）の帰属を Table 2-2に示す。

重メタノール中で測定した 1Hおよび 13C NMRスペクトルは複雑なスペクトルを示し、解析が困難であ

った。これはアルデヒド基のα位の異性体およびアルデヒド基の水和物の存在（δC98.7 およびδH4.45）

によるものと推測された。これらの異性体は HPLC 等では分離不可能であった。そこでチロペプチン

Aのアルデヒド基を水素化ホウ素ナトリウムによりアルコールへと還元することにより、2つのジヒド

ロチロペプチン A（ジアステレオマー）へと導き、各々を HPLCにより分離し 1 および 2を得た（Fig. 

2-31）。これら誘導体 1 および 2 の NMRスペクトルは単純化し解析が容易になった。それぞれのシグ

ナルは帰属可能となり、結果を Table 2-2に示す。したがって 1および 2 の構造を各種 NMRの解析に

より決定し、チロペプチン Aの構造を推定した。 

Fig. 2-31.  Conversion of tyropeptin A to dihydrotyropeptin A. 
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まずジヒドロチロペプチン A（1）の各種 NMRスペクトル（1H、13C NMR、DEPTおよび HMQC）

の解析により、1 は 4 個の 1 級炭素、4 個の 2 級炭素、5 個の 3 級炭素、8 個の無置換芳香族炭素、4

個の置換芳香族炭素および 3 個のカルボニル炭素の計 28 個の炭素原子より成ることを明らかにした。

1H-1H COSYおよび HMBCスペクトルの解析から、1 の分子内にイソバレリル基、チロシン、バリンお

よびチロシノール残基の存在が示された（Fig. 2-32）。 

Position 

!H !H (mult., J (Hz)) !C (mult.) !H (mult., J (Hz))

Isovaleryl

CH3 22.6 (q) 0.75 22.6 q 0.77 (d, 6.6) 22.6 (q) 0.77 (d, 6.6)

22.7 (q) 0.81 22.7 q 0.82 (d, 6.6) 22.7 (q) 0.82 (d, 6.6)

CH 27.4 (d) 1.90 27.4 (d) 1.92 (m) 27.4 (d) 1.89 (m)

CH2 46.1 (t) 1.99 46.1 t 2.01 (d, 7.4) 46.1 (t) 2.01 (d, 6.8)

C=O 175.6 (s) 175.6 (s) 175.5 (s)

Tyrosyl

"-CH 56.1 (d) 4.59 56.1 (d) 4.59 (dd, 5.2, 9.8) 56.1 (d) 4.59 (dd, 5.2, 9.6)

#-CH2 37.8 (t) 2.72 37.7 t 2.73 (dd, 9.8, 14.0) 37.8 (t) 2.72 (dd, 9.6, 14.2)

3.00 2.99 (dd, 5.2, 14.0) 3.03 (dd, 5.2, 14.2)

$-C 129.4 (s) 129.2 (s) 129.2 (s)

!-CH 131.3 (d) 7.03 131.2 (d) 7.06 (d, 8.4) 131.2 (d) 7.06 (d, 8.4)

%-CH 116.2 (d) 6.67 116.2 (d) 6.67 (d, 8.4) 116.2 (d) 6.68 (d, 8.4)

&-C 157.2 (s) 157.3 (s) 157.3 (s)

C=O 173.9 (s) 173.9 (s) 173.9 (s)

Valyl

"-CH 60.3 (d) 4.12 60.3 (d) 4.10 (d, 7.0) 60.0 (d) 4.09 (d, 6.8)

CH 32.3 (d) 1.98 32.2 (d) 1.99 (m) 32.3 (d) 1.89 (m)

CH3 18.6 (q) 0.86 18.6 q 0.87 (d, 6.6) 18.2 (q) 0.73 (d, 6.8)

19.7 (q) 0.89 19.7 q 0.88 (d, 6.6) 19.7 (q) 0.73 (d, 6.8)

C=O 173.1 (s) 173.0 (s) 173.0 (s)

Tyrosinal or Tyrosinol

"-CH 56.6 (d) 4.05 54.4 (d) 4.01 (m) 54.5 (d) 4.06 (m)

#-CH2 34.8 (t) 2.61 37.0 t 2.63 (dd, 9.8, 13.8) 37.1 (t) 2.57 (dd, 9.4, 13.8)

2.89 2.79 (dd, 6.4, 13.8) 2.85 (dd, 5.8, 13.8)

$-C 129.9 (s) 130.3 (s) 130.5 (s)

!-CH 131.3 (d) 7.03 131.3 (d) 7.04 (d, 8.4) 131.2 (d) 7.04 (d, 8.4)

%-CH 116.2 (d) 6.67 116.2 (d) 6.68 (d, 8.4) 116.2 (d) 6.68 (d, 8.4)

&-C 156.8 (s) 156.9 (s) 157.0 (s)

CH2 63.9 t 3.47 (d, 5.4) 64.5 (t) 3.51 (d, 5.2)

CHO 98.7 (d) 4.45 (hemiacetal)

NMR spectra were obained on a JEOL JNM-A500 spectrometer at 500 MHz for 1H NMR and at 125

MHz for 13C NMR.

Table 2-2.  The 13C and 1H NMR assignments of tyropeptin A, 1 and 2 in CD3OD.

1 2

!C (mult.) !C (mult.)

 Tyropeptin A
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1 の酸分解生成物をアビセルセルロース TLC（プロパノールーピリジン-水-酢酸（v/v）、15：10：

12：3）を用いた解析により、構成アミノ酸であるチロシンおよびバリンの存在を確認した。UV スペ

クトルで観察された225 nm、278 nmでの極大吸収はチロシンの存在に起因することが明らかとなった。

1 の構成成分であるアシル基、アミノ酸およびアミノアルコールの配列は HMBCスペクトルより得ら

れる遠隔スピン結合の解析により推定した（Fig. 2-33）。すなわちイソバレリル基のカルボニル炭素に

帰属される（δC 175.6）はチロシン部分のα-メチレン水素（δH 4.59）と遠隔 CHカップリングを示し、

チロシン部分のカルボニル炭素（δC 173.9）はバリン部分のα-メチン水素（δH 4.10）と、バリン部分の

カルボニル炭素（δC 173.0）はチロシノール部分のα-メチン水素（δH 4.01）とそれぞれ遠隔 CHカップ

リングを示したことから 1の部分構造の配列は Fig. 2-33のようであると決定した。 

Fig. 2-33.  Sequence of partial structures in 1. 

 

アミノ酸およびアミノアルコールの立体化学は、1 の酸分解生成物より得た遊離アミノ酸およびア

ミノアルコールを L-フェニルアラニンと縮合させ、ジアステレオマーのジペプチドへと導き、LC/MS

を用いた分析による溶出時間の違いから、それぞれのアミノ酸およびアミノアルコールの立体配置を

Fig. 2-32.  Partial structures of 1.
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決定した。それぞれの L-フェニルアラニンとのジペプチドの溶出時間の比較を Table 2-3に示す。その

結果、1 に含まれるチロシン、バリン、チロシノールの立体配置は L-体であり、したがってこのジヒド

ロチロペプチン A（1）の構造は、イソバレリル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノールと決定した。 

 

もう一方の異性体である 2は、1 と同じ分子式であり、1Hおよび 13C NMRスペクトルは共に 1とよ

く類似していた（Table 2-2）。詳細な NMRスペクトルの解析により、その平面構造は 1と同じである

ことが分かった。しかし 2 の 1Hおよび 13C NMRスペクトルの化学シフトは 1 の化学シフトと比べて、

わずかに異なっていた。そこで 2 は 1 のチロシノール部分の不斉中心での立体異性体であると考え、2

の酸分解生成物を解析し、チロシノールの立体配置が D-配置であることを確認した（Table 2-3）。よっ

て 2 の構造はイソバレリル-L-チロシル-L-バリル-Ｄ-チロシノールと決定した。 

以上上記のチロペプチン誘導体である 1および 2 の構造決定の結果より、チロペプチン Aの構造は

チロシノール部分がアルデヒド体であるチロシナールであり、よってイソバレリル-L-チロシル-L-バリ

ル-DL-チロシナールであると決定した（Fig. 2-34）。 

Fig. 2-34.  Structure of tyropeptin A. 

 

1 2

L-Valine 13.5 13.6 13.3

D-Valine 24.6 - -

L-Tyrosine 16.1 16.2 16.2

D-Tyrosine 22.8  - -

L-Tyrosinol 23.6 23.6 -

D-Tyrosinol 27.1  - 26.8

 - : Not detected.

Table 2-3.  Determination of the stereochemistries of amino acid
in 1 and 2 by LC/MS analysis using [L-Phe] dipeptides method.

Amino acids Authentic amino acids
Amino acids in

Retention time of [L-Phe]-amino acid (minutes)

H
N

N
H

O

O

O

OH

H
N CHO

OH
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3. チロペプチン Bの構造 

チロペプチン Bの分子式はチロペプチン Aと同一であった。その他 IRスペクトル、UVスペクトル

および TLC呈色反応もほぼ同様であった。チロペプチン Bの 1Hおよび 13C NMRスペクトル（500お

よび 125 MHz）の帰属を Table 2-4に示す。チロペプチン Aの場合と同様に、アルデヒド基のα位にお

ける異性体の存在により 1Hおよび 13C NMRスペクトルは複雑なスペクトルを示した。それゆえにチロ

ペプチン Bをアルコール体 3 および 4 へと変換した（Fig. 2-35）。これらの NMRデータは Table 2-4に

示す。 

構造決定は 1 および 2 と同様な手法により、3 および 4 の構造をそれぞれブチリル-L-チロシル-L-ロ

イシル-L-チロシノールおよびブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-D-チロシノールと決定し、チロペプチン

Bの構造をブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-DL-チロシナールと決定した（Fig. 2-36, Table 2-5 and Fig. 

2-37）。 

 

 

H
N

N
H

H
N

O

O

O

Fig. 2-35.  Conversion of tyropeptin B to dihydrotyropeptin B.
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Table 2-4.  The 13C and 1H NMR assignments of tyropeptin B, 3 and 4 in CD3OD.

Position 

!H !H (mult., J (Hz)) !C (mult.) !H (mult., J (Hz))

n-Butyryl

CH3 13.9 (q) 0.80 13.9 (q) 0.83 (t, 7.6) 13.9 (q) 0.82 (t, 7.6)

CH2 20.3 (t) 1.49 20.3 (t) 1.53 (m) 20.2 (t) 1.51 (m)

CH2 38.7 (t) 2.10 38.7 (t) 2.13 (t, 7.6) 38.7 (t) 2.12 (t, 7.4)

C=O 176.1 (s) 176.2 (s) 176.2 (s)

Tyrosyl

"-CH 56.0 (d) 4.55 56.3 (d) 4.53 (dd, 5.6, 9.4) 56.1 (d) 4.53 (dd, 5.4, 9.4)

#-CH2 37.9 (t) 2.74 37.7 (t) 2.77 (dd, 9.4, 14.0) 37.8 (t) 2.74 (dd, 9.4, 14.0)

3.00 3.00 (dd, 5.6, 14.0) 3.01 (dd, 5.4, 14.0)

$-C 129.2 (s) 128.9 (s) 129.1 (s)

!-CH 131.3 (d) 7.03 131.3 (d) 7.06 (d, 8.4) 131.3 (d) 7.04 (d, 8.2)

%-CH 116.2 (d) 6.67 116.2 (d) 6.68 (d, 8.4) 116.1 (d) 6.68 (d, 8.2)

&-C 157.3 (s) 157.6 (s) 157.3 (s)

C=O 173.8 (s) 173.9 (s) 173.8 (s)

Leucyl

"-CH 53.4 (d) 4.30 53.5 (d) 4.31 (dd, 5.8, 9.2) 53.3 (d) 4.23 (dd, 5.6, 9.0)

CH2 42.2 (t) 1.47 42.0 (t) 1.49 (m) 42.1 (t) 1.31 (m)

CH 25.7 (d) 1.55 25.7 (d) 1.56 (m) 25.6 (d) 1.35 (m)

CH3 22.2 (q) 0.85 22.0 (q) 0.87 (d, 6.4) 22.1 (q) 0.81 (d, 6.2)

23.4 (q) 0.90 23.5 (q) 0.90 (d, 6.4) 23.4 (q) 0.83 (d, 6.2)

C=O 174.3 (s) 174.2 (s) 174.2 (s)

Tyrosinal or Tyrosinol

"-CH 56.6 (d) 4.03 54.5 (d) 3.98 (m) 54.5 (d) 4.03 (m)

#-CH2 34.9 (t) 2.88 36.9 (t) 2.64 (dd, 7.6, 13.8) 37.1 (t) 2.56 (dd, 9.2, 14.0)

2.61 2.78 (dd, 6.6, 13.8) 2.84 (dd, 5.6, 14.0)

$-C 130.4 (s) 130.2 (s) 130.4 (s)

!-CH 131.3 (d) 7.03 131.3 (d) 7.03 (d, 8.4) 131.3 (d) 7.02 (d, 8.2)

%-CH 116.2 (d) 6.67 116.3 (d) 6.68 (d, 8.4) 116.2 (d) 6.68 (d, 8.2)

&-C 156.9 (s) 157.1 (s) 157.0 (s)

CH2 63.8 (t) 3.48 (dd, 1.8, 5.4) 64.5 (t) 3.51 (d, 5.4)

CHO 98.7 (s) 4.46 (hemiacetal)

NMR spectra were obained on a JEOL JNM-A500 spectrometer at 500 MHz for 1H NMR and at 125

MHz for 13C NMR.

3 4

!C (mult.) !C (mult.)

Tyropeptin B
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Fig. 2-37.  Structure of tyropeptin B. 

 

 

 

Fig. 2-36.  Summary of 1H-1H COSY and HMBC experiments of 3.

1H-1H COSY

 HMBC

H
N

N
H

H
N

O

O

O

H3C

OH OH

OH

CH3

H3C

3 4

L-Leucine 21.7 21.8 21.1

D-Leucine 30.0  - !

L-Tyrosine 16.1 16.2 16.2

D-Tyrosine 22.8  - -

L-Tyrosinol 23.6 23.6 -

D-Tyrosinol 27.1  - 26.8

 - : Not detected.

Table 2-5.  Determination of the stereochemistries of amino acid
in 3 and 4 by LC/MS analysis using [L-Phe] dipeptides method.

Amino acids Authentic amino acids
Amino acids in

Retention time of [L-Phe]-amino acid (minutes)

H
N

N
H

O

O

O

OH

H
N CHO

OH
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第3節 考察 

 

放線菌 Kitasatospora sp. MK993-dF2の生産するプロテアソーム阻害物質チロペプチン Aおよび Bの

物理化学的性質および化学構造の決定について述べた。チロペプチン A は分子式 C28H37N3O6であり、

呈色反応および IRスペクトルにより、分子内にアルデヒド基を有するペプチド化合物であると推定さ

れた。プロテアソームは蛋白分解酵素であることから、チロペプチンの構造は蛋白分解酵素阻害物質

の代表的な化合物であるロイペプチン [85-88]の構造と関連性があると考えられた。チロペプチン Aを

重メタノール中で 1Hおよび 13C NMRスペクトルを測定すると複雑なスペクトルを示し、これはアルデ

ヒド基のα位の異性体の存在によるものと推測した。そこでチロペプチン A のアルデヒド基をハイド

ロキシメチル基（アルコール体）へと還元することにより、2つのジヒドロチロペプチン A（ジアステ

レオマー）1 および 2をほぼ 1:1の比率で得た（Fig. 2-31）。これらアルコール体は HPLCで分離するこ

とができ、それぞれのシグナルは帰属可能になった。1の各種 NMRスペクトルの解析および酸加水分

解生成物の解析から、1 の構造をイソバレリル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノールと決定し、もう一

方の異性体 2 をチロシノールの立体配置が D-配置である、イソバレリル-L-チロシル-L-バリル-Ｄ-チロ

シノールと決定した。以上の結果より、もとのチロペプチン A の構造はチロシノール部分がアルデヒ

ド基であるチロシナールであり、新規化合物であるイソバレリル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナー

ルと決定した。また同様な手法によりチロペプチン B の構造はブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-DL-チ

ロシナールと決定した。 

プロテアソームは蛋白分解酵素の複合体であり、蛋白分解酵素活性の中のキモトリプシン様活性の

阻害物質の探索の過程においてチロペプチンを見出した。キモトリプシン様活性の測定には蛍光基質

である Suc-LLVY-MCAを用いているが、チロペプチンの構造はこの基質と類似していた（Fig. 2-38）。

チロペプチンはロイペプチン等と同じアルデヒド基を有するペプチド系阻害物質であり、スレオニン

プロテアーゼに属するプロテアソームの阻害物質として、このような化学構造を持つ阻害物質の存在

は妥当である。アルデヒド基を有するペプチド系阻害物質である MG132はプロテアソーム阻害物質の

試薬として広く利用されている [48, 49]。しかしペプチド化合物はペプチド結合を有する等の類似性が

あるがアミノ酸残基が 1 つ異なるだけで生物活性が全く異なるのが大きな特徴である。よってチロペ
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プチンは MG132と構造の類似性はあるが、詳細な生物活性の評価が必要であり、そこから新たな発見

があるものと考える。 

 

Fig. 2-38.  Structures of tyropeptin A, MG132 and Suc-LLVY-MCA (substrate for the chymotrypsin like 

activity of the proteasome). 
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第4節 小括 

 

 本章では、放線菌 Kitasatospora sp. MK993-dF2株の生産する新規プロテアソーム阻害物質チロペプチ

ンAおよび Bの物理化学的性質ならびに各種NMRスペクトル解析に基づく構造解析について検討し、

以下のことを明らかにした。 

 

（1）チロペプチンは TLC呈色反応、IR、13C NMRおよび 1H NMRによりアルデヒド基を有する

ペプチド化合物であることが分かった。 

（2）チロペプチンはアルデヒド基のα位の異性体の存在により複雑な NMRスペクトルを示した。

そこでアルデヒド基をヒドロキシメチル基へ還元することにより、これら還元体を各々分

離しすることができた。 

（3）ジヒドロチロペプチンの各種 NMRスペクトルおよび酸加水分解物の解析により、ジヒトロ

チロペプチンAの構造をイソバレリル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノールおよびイソバレ

リル-L-チロシル-L-バリル-D-チロシノールと決定した。ジヒトロチロペプチン Bの構造をブ

チリル-L-チロシル-L-ロイシル-L-チロシノールおよびブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-D-チ

ロシノールと決定した。 

（4）以上よりチロペプチン A の構造をイソバレリル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール、B

の構造をブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-DL-チロシナールと決定した。 
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第3章 チロペプチンの合成 

 

第 1章に示したように、チロペプチン Aおよび Bを放線菌 Kitasatospora sp. MK993-dF2の培養液よ

り単離することに成功したが、その生産性は極めて低く 10 リットルの培養液よりチロペプチン A を

1.4 mg、Bを 1.1 mgしか得ることが出来なかった。チロペプチン Aの構造はイソバレリル-L-チロシル

-L-バリル-DL-チロシナールであり、B はブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-DL-チロシナールであること

を第２章で決定した。そこでチロペプチンを合成的に供給することを考え、その実践的かつ効率的な

合成方法の開発を試みた。その結果、L-チロシノールを出発物質として 10 工程を経てチロペプチン A

および Bの合成に成功した。本章ではそれらの合成について言及する。 

 

第1節 実験材料と方法 

 

各種機器分析 

各種機器分析は第 2章に示した機器を使用した。 

 

チロペプチン Aの合成 

（N-tert-ブトキシカルボニル）-L-チロシノール（6） 

 L-チロシノール・塩酸塩（5）5.0 g（24.8 mmol）を 1,4-ジオキサン 50 mlに溶解し、ここに氷冷下で

1 M水酸化ナトリウム水溶液 49.6 ml（49.6 mmol）、ジ-t-ブチリルジカルボネート 5.5 g（25.2 mmol）を

順次加え、室温で 3時間撹拌した。溶媒を減圧下に留去した後、残渣に 5%クエン酸水溶液 50 mlを加

え、酢酸エチル 100 mlで 2回抽出した。有機溶媒層を、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、減圧留去した

後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（150 g、展開溶媒ヘキサン-酢酸エチル、1：1（v/v））で精

製し、N-tert-ブトキシカルボニル-L-チロシノール（6）4.6 gを透明油状物として得た。収率 70%。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 1.42 (9H, s), 2.74 (2H, d, J=7.6 Hz), 3.54 (1H, m), 3.64 (1H, m), 3.81 (1H, br), 

4.80 (1H, m), 6.01 (1H, br), 6.74 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.03 (2H, d, J=8.4 Hz). APCI-MS m/z 266 (M-H)-. 
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（N-tert-ブトキシカルボニル-ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（7） 

 化合物 6、4.6 g（17.0 mmol）を N,N-ジメチルホルムアミド 45 mlに溶解し、氷冷下で水素化ナトリ

ウム 2.4 g（50.9 mmol）を加え、氷冷下で 10分間撹拌した。次に氷冷下で反応液に臭化ベンジル 6.4 g

（37.4 mmol）を加え、室温で 5時間撹拌した。溶媒を減圧留去した後、残渣に 5%クエン酸水溶液 200 

mlを加え、酢酸エチル 200 mlで 2回抽出した。有機溶媒層を水洗の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、

溶媒を減圧下で留去した。残渣はシリカゲルカラムクロマトグラフィー（150 g、展開溶媒ヘキサン-

酢酸エチル、10：1（v/v））で精製し、（N-tert-ブトキシカルボニル-ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（7）

5.6 gを透明油状物として得た。収率 74%。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ� 1.42 (9H, s), 2.81 (2H, m), 3.38 (2H, s), 3.90 (1H, m), 4.48 (2H, dd, J=11.6, 

24.0 Hz) 4.86 (1H, br), 5.03 (2H, s), 6.87 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.08 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.25~7.45 (10H, m). 

FAB-MS m/z 448 (M+H)+. 

 

（N-tert-ブトキシカルボニル）-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（8） 

 化合物 7、2.0 g（4.5 mmol）を塩化メチレン 20 mlに溶解し、氷冷下でトリフロロ酢酸 5 mlを加え、

室温で 1時間撹拌した。溶媒をトルエン共沸により減圧下に留去し、残渣を塩化メチレン 20 mlに溶解

した。これに氷冷下でトリエチルアミン 498 mg（4.9 mmol）、N-tert-ブトキシカルボニル-L-バリン 1.1 g

（4.9 mmol）、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・水和物 1.0 g（6.7 mmol）、N-エチル-N'-3-ジメチルア

ミノプロピルカルボジイミド・塩酸塩 1.1 g（5.8 mmol）を順次加え、室温で 18時間撹拌した。この反

応液に 5%炭酸水素ナトリウム水溶液 300 mlを加え、クロロホルム 250 mlで 2回抽出した。有機溶媒

層は 4％クエン酸水溶液および水で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下で留去

した。残渣はシリカゲルカラムクロマトグラフィー（60 g、展開溶媒トルエン-アセトン、50：1（v/v））

で精製し、（N-tert-ブトキシカルボニル）-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（8）2.0 g を無

色固体として得た。収率 80%。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ� 0.84 (3H, d, J=6.2 Hz), 0.91 (3H, dd, J=6.2 Hz), 1.44 (9H, s), 2.82 (2H, d, 

J=6.8 Hz), 3.37 (2H, s), 3.86 (1H, m), 4.23 (1H, m), 4.47 (2H, dd, J=11.8, 17.8 Hz), 5.00 (1H, br), 5.02 (2H, s), 

6.20 (1H, br), 6.86 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.07 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.30~7.45 (10H, m). APCI-MS m/z 547 (M+H)+. 
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（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（9） 

 化合物 8、2.0 g（3.6 mmol）を塩化メチレン 8 mlに溶解し、氷冷下でトリフロロ酢酸 2 mlを加え、

室温で 1時間撹拌した。溶媒をトルエン共沸により減圧下に留去し、残渣を塩化メチレン 20 mlに溶解

した。これに氷冷下でトリエチルアミン 397 mg（3.9 mmol）、（O-ベンジル-N-tert-ブトキシカルボニル）

-L-チロシン 1.5 g（3.9 mmol）、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・水和物 823 mg（5.4 mmol）、N-エチ

ル-N'-3-ジメチルアミノプロピルカルボジイミド・塩酸塩 854 mg（4.6 mmol）を順次加え、室温で 18

時間撹拌した。この反応液に 5%炭酸水素ナトリウム水溶液 300 mlを加え、クロロホルム 250 mlで 2

回抽出した。有機溶媒層を水および飽和塩化ナトリウム水溶液で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウム

で乾燥し、溶媒を減圧留去した。残渣はカラムクロマトグラフィー（シリカゲル 100 g、展開溶媒クロ

ロホルム）で精製し、（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）

-L-チロシノール（9）2.6 gを無色固体として得た。収率 91%。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ � 0.78 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.84 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.41 (9H, s), 2.08 (1H, m), 

2.79 (2H, br), 2.98 (2H, d, J=6.4 Hz), 3.36 (2H, br), 4.13 (1H, m), 4.25 (2H, m), 4.48 (2H, dd, J=11.8, 17.8 Hz), 

4.97 (2H, s), 4.99 (2H, s), 6.19 (1H, d, J=6.0 Hz), 6.49 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.84 (2H, d, J=8.4 Hz), 6.87 (2H, d, 

J=8.4 Hz), 7.05 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.09 (2H, d, J= 8.4 Hz), 7.25~7.45 (15H, m). APCI-MS m/z 801 (M+H)+.   

 

イソバレリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（10） 

 化合物 9、820 mg（1.1 mmol）を塩化メチレン 8 mlに溶解し、氷冷下でトリフロロ酢酸 2 mlを加え、

室温で 1 時間撹拌した。溶媒はトルエン共沸により減圧下に留去し、残渣を N,N-ジメチルホルムアミ

ド 10 mlに溶解した。これに氷冷下でトリエチルアミン 117 mg（1.2 mmol）、イソ酪酸 237 mg（2.3 

mmol）、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・水和物 243 mg（1.6 mmol）、N-エチル-N'-3-ジメチルアミ

ノプロピルカルボジイミド・塩酸塩 252 mg（1.4 mmol）を順次加え、室温で 18時間撹拌した。この反

応液に 5%炭酸水素ナトリウム水溶液 280 mlを加え、クロロホルム 250 mlで 2回抽出した。有機溶媒

層を 4%クエン酸水溶液および水で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下で留

去した。残渣はシリカゲルカラムクロマトグラフィー（20 g、展開溶媒クロロホルム）で精製し、イソ

バレリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（10）411 mg を無
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色固体として得た。収率 51%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ� 0.77 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.84 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.85 (3H, d, J=6.0 Hz), 0.88 

(3H, d, J=6.0 Hz), 1.98~2.09 (4H, m), 2.80 (2H, d, J=8.4 Hz), 2.97 (2H, d, J=7.2), 3.37 (2H, s), 4.12 (1H, dd, 

J=6.4, 8.4 Hz), 4.23 (1H, m), 4.47 (2H, s), 4.62 (1H, dd, J=7.0, 14.2 Hz), 4.96 (2H, s), 4.98 (2H, s), 5.99 (1H, d, 

J=7.2 Hz), 6.16 (1H, d, J=8.8 Hz), 6.50 (1H, d, J=8.8 Hz), 6.84 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.85 (2H, d, J=8.8 Hz). 7.06 

(2H, d, J=8.8 Hz), 7.07 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.25~7.45 (15H, m). APCI-MS m/z 784 (M+H)+.   

 

イソバレリル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノール（1） 

 化合物 10、381 mg（0.49 mmol）は N,N-ジメチルホルムアミド 20 mlに溶解し、触媒量の 10%パラジ

ウム炭素触媒を加え、水素雰囲気下、室温で 18時間撹拌した。触媒をセライトろ過により除去したの

ち、ろ液を減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（10 g、展開溶媒クロロホルム

-メタノール、10：1（v/v））で精製し、イソバレリル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノール（1）241 mg

を無色固体として得た。収率 96%。 

[α]D
23 –36.2˚ (c 0.5, MeOH). IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 2960, 1640, 1620, 1550, 1520, 1450, 1390, 1230. UV 

λmax
MeOH nm (log ε) 225 (4.24), 278 (3.49). 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ 0.77 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.82 (3H, d, 

J=6.4 Hz), 0.87 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.89 (3H, d, J=6.4 Hz), 1.92 (1H, m), 1.99 (1H, m), 2.01 (2H, d, J=7.4 Hz), 

2.63 (1H, dd, J=7.6, 12.0 Hz), 2.74 (1H, dd, J=9.8, 14.2 Hz), 2.79 (1H, dd, J=6.4, 13.8 Hz), 3.00 (1H, dd, J=5.0, 

14.0 Hz), 3.47 (1H, d, J=5.2 Hz), 4.02 (1H, m), 4.11 (1H, d, J=7.2 Hz), 4.60 (1H, dd, J=5.2, 9.6 Hz), 6.67 (2H, d, 

J=8.4 Hz), 6.68 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.04 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.06 (2H, d, J=8.4 Hz). 13C NMR (125 MHz, CD3OD) 

δ 18.6, 19.7, 22.6, 22.7, 27.4, 32.2, 37.0, 37.7, 46.1, 54.4, 56.1, 60.3, 63.9, 116.2, 116.2, 129.2, 130.3, 131.2, 

131.3, 156.9, 157.2, 173.0, 173.9, 175.6. HRFAB-MS (m/z) 514.2914 (M+H)+; calcd. for C28H40O6N3, 514.2917. 

 

イソバレリル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール 

 化合物 1、100 mg（0.20 mmol）をジメチルスルホキシド 1 mlに溶解し、トリエチルアミン 118 mg

（1.17 mmol）を加え、氷冷下で 5分間撹拌した。さらにあらかじめジメチルスルホキシド 0.5 mlに溶

解しておいた三酸化硫黄・ピリジン複合体 93 mg（0.6 mmol）を氷冷下でゆっくりと滴下した後、室温
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で 1時間撹拌した。この反応液に 4%クエン酸水溶液を加え、酢酸エチルで抽出した。有機溶媒層は 5%

炭酸水素ナトリウム水溶液、水および飽和塩化ナトリウム水溶液で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウ

ムで乾燥し、溶媒を減圧留去した。残渣はシリカゲルカラムクロマトグラフィー（7 g、展開溶媒トル

エン-アセトン、2：1から 1：1（v/v））で精製し、チロペプチン A 74 mgを無色固体として得た。収

率 75%。 

[α]D
22 –17.0˚ (c 0.5, MeOH).  IR (KBr) νmax 3290, 2960, 1730, 1640, 1520, 1450, 1370, 1230. UV λmax

MeOH 

nm (log� ε) 225 (4.18), 278 (3.46). HRFAB-MS (m/z) 512.2759 (M+H)+; calcd for C28H38O6N3, 512.2761. 

 

チロペプチン Bの合成 

（N-tert-ブトキシカルボニル）-L-ロイシル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（11） 

 化合物 7、3.6 g（8.0 mmol）を塩化メチレン 32 mlに溶解し、氷冷下でトリフロロ酢酸 8 mlを加え、

室温で 1時間撹拌した。溶媒はトルエン共沸により減圧下に留去し、残渣を塩化メチレン 32 mlに溶解

した。これに氷冷下でトリエチルアミン 890 mg（8.8 mmol）、（N-tert-ブトキシカルボニル）-L-ロイシ

ン 2.2 g（8.8 mmol）、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・水和物 1.9 g（12.1 mmol）、N-エチル-N'-3-ジ

メチルアミノプロピルカルボジイミド・塩酸塩 2.0 g（10.4 mmol）を順次加え、室温で 18時間撹拌し

た。この反応液をクロロホルムで希釈し 5%炭酸水素ナトリウム水溶液、4％クエン酸水溶液、飽和食

塩水および水で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下で留去した。残渣をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー（60 g、展開溶媒トルエン-アセトン、50：1（v/v））で精製し、（N-tert-

ブトキシカルボニル）-L-ロイシル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（11）3.9 gを無色固体として得

た。収率 86%。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ� 0.92 (6H, d, J=5.2 Hz), 1.43 (9H, s), 1.62 (3H, br), 2.81 (2H, d, J=8.0 Hz), 

3.37 (2H, d, J=3.6 Hz), 4.05 (1H, m), 4.20 (1H, m), 4.48 (2H, dd, J=12.2, 20.6 Hz), 4.82 (1H, br), 5.02 (2H, s), 

6.37 (1H, br), 6.86 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.07 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.30~7.45 (10H, m). APCI-MS m/z 561 (M+H)+.   
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（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロシル-L-ロイシル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール

（12） 

 化合物 11、3.9 g（6.9 mmol）を塩化メチレン 32 mlに溶解し、氷冷下でトリフロロ酢酸 8 mlを加え、

室温で 1時間撹拌した。溶媒はトルエン共沸により減圧下に留去し、残渣を塩化メチレン 40 mlに溶解

した。これに氷冷下でトリエチルアミン 771 mg（7.6 mmol）、（O-ベンジル-N-tert-ブトキシカルボニル）

-L-チロシン 2.8 g（7.6 mmol）、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・水和物 1.4 g（10.4 mmol）、N-エチル

-N'-3-ジメチルアミノプロピルカルボジイミド・塩酸塩 1.7 g（9.0 mmol）を順次加え、室温で 18時間

撹拌した。この反応液をクロロホルムで希釈し、5%炭酸水素ナトリウム水溶液、4%クエン酸水溶液お

よび水で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下で留去した。残渣をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー（100 g、展開溶媒クロロホルム）で精製し、（N-tert-ブトキシカルボニル-O-

ベンジル）-L-チロシル-L-ロイシル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（12）4.5 gを無色固体として得

た。収率 80%。 

1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ� 0.87 (6H, d, J=6.4 Hz), 1.41 (9H, s), 1.47~1.62 (3H, m), 2.79 (2H, m), 2.97 

(2H, d, J=6.8 Hz), 3.37 (2H, d, J=3.6 Hz), 4.18 (1H, m), 4.22 (2H, m), 4.34 (1H, m), 4.49 (2H, dd, J=12.0, 16.8 

Hz), 4.92 (1H, br), 4.97 (2H, s), 4.99 (2H, s), 6.32 (1H, s), 6.34 (1H, s), 6.85 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.87 (2H, d, 

J=8.8 Hz), 7.05 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.08 (2H, d, J= 8.8 Hz), 7.25~7.45 (15H, m). APCI-MS m/z 814 (M+H)+.   

 

ブチリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-ロイシル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（13） 

 化合物 12、1.0 g（1.2 mmol）を塩化メチレン 8 mlに溶解し、氷冷下でトリフロロ酢酸 2 mlを加え、

室温で 1 時間撹拌した。溶媒はトルエン共沸により減圧下に留去し、残渣を N.N-ジメリルホルムアミ

ド 10 mlに溶解した。これに氷冷下でトリエチルアミン 136 mg（1.2 mmol）、酪酸 238 mg（2.7 mmol）、

1-ヒドロキシベンゾトリアゾール・水和物 284 mg（1.9 mmol）、N-エチル-N'-3-ジメチルアミノプロピ

ルカルボジイミド・塩酸塩 295 mg（1.6 mmol）を順次加え、室温で 18時間撹拌した。この反応液をク

ロロホルムで希釈し、5%炭酸水素ナトリウム水溶液、4%クエン酸水溶液および水で順次洗浄の後、

無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下で留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー（20 g、展開溶媒クロロホルム）で精製し、ブチリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-ロイシル-（ジ-O-
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ベンジル）-L-チロシノール（13）435 mgを無色固体として得た。収率 45%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.85 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.86 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.87 (3H, t, J=7.2 Hz), 

1.40~1.65 (5H, m), 2.12 (2H, t, J=7.6 Hz), 2.80 (2H, d, J=8.0), 2.96 (2H, d, J=6.8 Hz), 3.38 (2H, d, J=3.6 Hz), 

4.20 (1H, m), 4.31 (1H, m), 4.43 (2H, dd, J=12.0, 14.4 Hz), 4.60 (1H, dd, J=7.2, 14.4 Hz), 4.95 (2H, s), 4.97 (2H, 

s), 6.00 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.31 (1H, d, J=8.8 Hz), 6.40 (1H, d, J=8.0 Hz), 6.84 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.85 (2H, d, 

J=8.8 Hz). 7.07 (4H, d, J=8.8 Hz) 7.25~7.45 (15H, m). APCI-MS m/z 784 (M+H)+, 782 (M-H)-.   

 

ブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-L-チロシノール（3） 

 化合物 13、405 mg,（0.52 mmol）は N,N-ジメチルホルムアミド 8 mlに溶解し、触媒量の 10%パラジ

ウム炭素触媒を加え、水素雰囲気下、室温で 18時間撹拌した。触媒をセライトろ過により除去したの

ち、ろ液を減圧下濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（10 g、展開溶媒クロロホル

ム-メタノール、10：1（v/v））で精製し、ブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-L-チロシノール（3）262 mg

を無色固体として得た。収率 99%。 

[α]D
23 –36.2˚ (c 0.5, MeOH). IR (KBr) νmaxcm-1 3320, 2960, 1640, 1620, 1520, 1450, 1360, 1240. UV 

λmax
MeOH nm (log� ε �  225 (4.24), 278 (3.49). 1H NMR (500 MHz, CD3OD) δ 0.87 (3H, t, J=7.6 Hz), 0.86 (3H, d, 

J=6.4 Hz), 0.90 (3H, d, J=6.4 Hz), 1.49 (2H, m), 1.53 (2H, m), 1.56 (1H, m), 2.13 (2H, t, J=7.6 Hz), 2.64 (1H, d, 

J=7.6, 13.8 Hz), 2.77 (1H, dd, J=9.0, 13.6 Hz), 2.78 (1H, dd, J=6.4, 13.6 Hz), 3.00 (1H, dd, J=5.2, 14.0 Hz), 3.48 

(2H, dd, J=1.8, 5.2 Hz), 3.98 (1H, m), 4.31 (1H, dd, J=5.8, 9.2 Hz), 4.54 (1H, dd, J=5.6, 9.2 Hz), 6.68 (4H, d, 

J=8.4 Hz), 7.03 (2H, d, J=8.4 Hz). 7.06 (2H, d, J=8.4 Hz). 13C-NMR (125 MHz, CD3OD) δ 13.9, 20.2, 22.0, 23. 

5, 25.7, 36.9, 37.7, 38.7, 42.0, 53.5, 54.5, 56.2, 63.8, 116.2, 116.2, 129.1, 130.3, 131.3, 131.3, 156.9, 157.3, 

173.9, 174.2, 176.2. HRFAB-MS (m/z) 514.2910 (M+H)+; calcd. for C28H40O6N3, 514.2917. 

 

ブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-DL-チロシナール 

 化合物 3、100 mg（0.20 mmol）をジメチルスルホキシド 1 mlに溶解し、ここにトリエチルアミン 118 

mg（1.17 mmol）を加え、氷冷下で 5 分間撹拌した。さらにあらかじめジメチルスルホキシド 0.5 ml

に溶解しておいた三酸化硫黄・ピリジン複合体 93 mg（0.6 mmol）を氷冷下でゆっくりと滴下した後、
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室温で 1時間撹拌した。この反応液に 4%クエン酸水溶液を加え、酢酸エチルで抽出した。有機溶媒層

は 5%炭酸水素ナトリウム水溶液、水および飽和塩化ナトリウム水溶液で順次洗浄の後、無水硫酸ナト

リウムで乾燥し、溶媒を減圧下で留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（7 g、展開

溶媒トルエン-アセトン、3：1から 2：1（v/v））で精製し、チロペプチン B 51 mgを無色固体として

得た。収率 51%。 

 [α]D
22 –14.8˚ (c 0.6, MeOH). IR (KBr) νmaxcm-1 3290, 2960, 1730, 1650, 1520, 1450, 1380, 1240. UV λmax

MeOH 

nm (log� ε �  225 (4.34), 278 (3.63). HRFAB-MS (m/z) found, 512.2765 (M+H)+; calcd for C28H38O6N3, 

512.2761. 
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第2節 結果 

 

1. 合成計画 

チロペプチンは分子内にアルデヒド基を有するペプチド化合物である。ペプチドの合成反応は古く

から研究されていて、いくつもの方法論が確立されている。ペプチド合成でもっとも注意する点はラ

セミ化であり、ラセミ化を起さぬよう合成を進める必要がある。tert-ブトキシカルボニル基に代表され

るウレタン（エステル-アミド）型の保護基で、アミノ酸のアミノ基を保護すると、そのカルボキシル

基を活性化してペプチド鎖を延長する際に、ラセミ化が起り難いことが知られている。これはラセミ

化反応で形成するオキサゾリン環が、ウレタン型の保護基では形成しないためと説明されている。し

たがってウレタン型の保護基で保護したアミノ酸を 1 個ずつ縮合すれば、ラセミ化の心配なくペプチ

ド鎖を延長できる。この原理に基づくペプチド合成法を逐次延長法といい、合成すべきペプチドの C

末端から N 末端の方向へアミノ酸を 1 個ずつ延長する方法である。チロペプチンの合成はこの逐次延

長法を適用した。出発原料として L-チロシノールを選択し、アミノ基を tert-ブトキシカルボニルで保

護した。なお tert-ブトキシカルボニル基の除去はトリフロロ酢酸処理により容易に除去できる。また

L-チロシノールの他の官能基である 2つの水酸基は、トリフロロ酢酸処理でも安定なベンジル基で保護

することにした。ペプチド結合を形成させるために、縮合剤を使用するが、もっとも一般的な縮合剤

は 1,3-ジシクロヘキシルカルボジイミド（DCC）である。しかし、DCC は反応系内で難溶性の 1,3-ジ

シクロヘキシル尿素が生成し、主生成物との分離が困難であったりする。そこで、近年縮合剤として、

1-エチル-3-（3'-ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（EDC、別名；水溶性カルボジイミド（WSCI））

塩酸塩が主流になりつつある。WSCI·HClは副成する尿素誘導体は第三アミンの性質を持っているため、

酸性水溶液による洗浄で簡単に除去できるという利点がある。また DCCの場合と同様に、1-ヒドロキ

シベンゾトリアゾール（HOBt）や 3,4-ジヒドロ-3-ヒドロキシ-4-オキソ-1,2,3-ベンゾトリアゾール

（HOOBt）などの酸性の添加剤と組み合わせて使用すれば反応速度が速くなり、副反応も抑えられる。

そこでチロペプチン合成の際の縮合剤と添加剤の組み合わせにはWSCI·HClと HOBtを使用した。これ

を用いてチロペプチンのペプチド鎖の合成を試み、保護アミノ酸の縮合反応のくり返しによりトリペ

プチドを形成し、さらに脂肪酸との縮合により、N-アシルトリペプチドを得た。ベンジル基はパラジ
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ウム触媒を用いた水素添加により脱保護し、チロシノール部分の一級水酸基を、三酸化硫黄-ピリジン

複合体を用いたジメチルスルホキシド酸化によりアルデヒド基へと導いた。 

 

2. チロペプチン Aの合成 

チロペプチン Aは Scheme 3-1に示した経路で合成した。まず出発物質である L-チロシノール（5）

のアミノ基を tert-ブトキシカルボニル基で保護し、次に 2つの水酸基をベンジル基で保護し 7を得た。

7の tert-ブトキシカルボニル基を脱保護の後、縮合剤としてWSCI·HClおよび添加剤として HOBtを用

いて N-tert-ブトキシカルボニル-Ｌ-バリンと縮合し、ジペプチド 8 を得た。同様に、8 の tert-ブトキシ

カルボニル基を脱保護の後、N-tert-ブトキシカルボニル-L-チロシン（ベンジル）と縮合しトリペプチ

ド 9、さらに同様にイソ酪酸と逐次縮合をして N-アシルトリペプチド 10 を得た。10 のベンジル基はパ

ラジウム炭素触媒を使った水素添加により除去し、イソバレリル-L-チロシル-L-バレリル-L-チロシノー

ル（1）を得た。合成した 1 は、天然由来チロペプチン A の還元体である 1 の物理化学的性質および

NMRスペクトルデータと完全に一致した。さらに 1 の一級水酸基を選択的に三酸化硫黄・ピリジン複

合体を用いて DMSO中で酸化し、チロペプチン Aを合成した。合成したチロペプチン Aは天然のチロ

ペプチン Aと同様に、チロシナールのアルデヒド基のα位で異性化を起していたが、NMRスペクトル

データ、物理化学的性質およびプロテアソームに対する阻害活性は、天然物と完全に一致した。この

ようにして 5から 10工程、全工程収率 14%で効率良く、チロペプチン Aを合成することに成功した。 

 

3. チロペプチン Bの合成 

 チロペプチン Bは Scheme 3-2に示した経路で合成した。チロペプチン Bは前項のチロペプチン Aの

合成経路とほぼ同じ経路を経て、N-tert-ブトキシカルボニル-L-バリン、イソ酪酸の代わりに、N-tert-

ブトキシカルボニル-L-ロイシン、酪酸を用いて合成した。その結果、出発原料 7 から 8 工程、全工程

収率 16%で効率良く、チロペプチン Bを合成することに成功した。 
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Scheme 3-1.  Synthesis of tyropeptin A. 

 

 

Scheme 3-2.  Synthesis of tyropeptin B. 
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第3節 小括 

 

 本章では、チロペプチン Aおよび Bの合成を行い、以下のことを明らかにした。 

 

（1） L-チロシノールを出発原料として用い、10工程を経てチロペプチン Aを全工程収率 14%で、B

を全工程収率 16%で合成することができた。 
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第4章 チロペプチンの生物活性 

 

 第 1 章においてプロテアソームの阻害物質としてチロペプチンを単離した。本章ではチロペプチン

のプロテアソーム阻害活性を中心に生物活性について言及する。 

 はじめにプロテアソーム阻害活性について検討した。序論に述べたようにプロテアソームは複雑な

分子構造をした巨大な多成分複合体であり、各種蛋白質分解酵素の集合体である。少なくとも 3 つの

異なった蛋白質分解酵素活性が知られており、それぞれ異なった基質特異性を有することからキモト

リプシン様活性、トリプシン様活性および PGPH 活性と呼ばれている。それぞれの酵素活性に対する

チロペプチンの阻害活性を測定し、さらに動力学的解析を行うことによりその阻害様式を調べた。 

次に培養細胞を用いて細胞内のプロテアソーム活性に与えるチロペプチンの影響について検討した。

ラット副腎髄質褐色細胞腫から樹立した細胞株である PC12細胞は、神経成長因子（NGF）刺激により、

細胞増殖を停止し、神経突起の伸長を伴う神経様の細胞へと分化する特徴を持つ。この細胞をプロテ

アソーム阻害物質であるラクタシスチンまたは MG132で処理すると、神経突起を伸長し形態変化を示

すことが知られている [89, 90]。このことからユビキチン-プロテアソーム経路はこの細胞の神経突起

伸長に重要な役割を果たすと考えられる。したがって PC12細胞はプロテアソーム阻害物質の性質を調

べる上での優れた実験モデルである。そこで PC12細胞を用いて、チロペプチンの細胞透過性や細胞内

プロテアソーム活性への影響について検討し、また PC12細胞以外の細胞に対するチロペプチンの細胞

増殖抑制効果について調べた。 

 

第1節 実験材料と方法 

 

1. 酵素活性測定法 

プロテアソームの活性は、第 1 章に示した方法により測定した。α-キモトリプシン、m-カルパイン

およびカテプシン Lの酵素活性は、プロテアソームの活性測定と同様に、96穴マイクロプレート中で、

合成基質から酵素反応により生成する AMCの量を蛍光光度計（Cytoflur 2350 Fluorescence Measurement 

System；Millipore Corporation, Bedford, MA）で蛍光強度（EX380nm/EM460nm）を測定することにより定量
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した。 

α-キモトリプシン活性は、以下の方法によって測定した。100 mM塩化ナトリウムおよび 1 mM塩化

カルシウムを含む 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.5）78 µl に、サンプル 2 µl、1mM 蛍光基質

（Suc-LLVY-MCA）10 µl加えた混合液を 37˚C で 5 分間プレインキュベートし、そこにα-キモトリプ

シン（Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO）10 µlを加え、37 ˚Cで 30分間反応した。10% SDSを 50 µl加

え反応を停止し、蛍光強度を測定した。 

m-カルパイン活性は、以下の方法によって測定した。2 mM 2-メルカプトメタノール、2 mM塩化カ

ルシウムを含む 100 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.4）78 µl に、サンプル 2 µl、1mM 蛍光基質

（Suc-LLVY-MCA）10 µl加えた混合液を 37˚Cで 5分間プレインキュベートし、ここに m-カルパイン

（Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO）10 µlを加え、37˚Cで 15分間反応した。10% SDSを 50 µl加え反応

を停止し、蛍光強度を測定した。 

カテプシン L活性は、以下の方法によって測定した。1 mM EDTA（ethylenediaminetetraacetic acid）

および 8 mM L-システインを含んだ 100 mM酢酸緩衝液（pH 5.5）78 µlに、サンプル 2 µl、1mM 蛍光

基質（Z-Phe-Arg-MCA；Peptide Institute Inc., Osaka, Japan）10 µl加えた混合液を 37˚Cで 5分間プレイ

ンキュベートし、ここに m-カルパイン（Calbiochem Corporation, San Diego, CA）10 µlを加え、37˚Cで

15分間反応させた。10% SDSを 50 µl加え反応を停止し、蛍光強度を測定した。 

 

2. PC12細胞の培養 

PC12細胞は I型コラーゲンでコートしたディッシュを用いて、10%ウマ血清（HS、horse serum）お

よび 5%ウシ胎児血清（FBS、fetal bovine serum）を含む RPMI1640培地（Nissui Pharmaceutical Co., Tokyo, 

Japan）で 37˚C、95% airおよび 5% CO2で培養した。 

 

3. 細胞内プロテアソーム活性 

PC12細胞（2×106）を I型コラーゲンでコートした 6 cm丸シャーレに 10 % FBSを含む RPMI1640

培地 5 mlに各濃度のチロペプチン A、MG132およびラクタシスチンを加え 14時間培養した。細胞は

Ca2+、Mg2+不含リン酸緩衝食塩水（PBS（-）、phosphate-buffered saline（-）; Gibco BRL, Grand Island, NY）
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で 2回洗浄の後、セルスクレイパーを用いて細胞を掻き集めた。集めた細胞は 1 mM DTT、2 mM ATP

および 0.25 M シュクロースを含む 50 mM トリス塩酸緩衝液（pH 7.5）62.5 µlに懸濁し、これを凍結

融解法により細胞性蛋白質を抽出した。不要な細胞片は、96,000×g（35,000 rpm）で 30 分間超遠心分

離を行うことにより除去し、上清に含まれる蛋白質 10 µgあたりのプロテアソーム活性を測定した。プ

ロテアソームの活性測定法は第 1 章に示した。蛋白質濃度は Bio-Rad Protein Assay Kits（Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA）を用いて測定した。 

 

4. ユビチキン化蛋白の検出 

 PC12細胞（1×106）を I型コラーゲンでコートした 6 cm丸シャーレに 10% FBSを含む RPMI1640培

地 5 mlに各濃度のチロペプチン A、MG132およびラクタシスチンを加え 14時間培養した。この細胞

を PBS（-）で洗浄の後、シャーレに高塩濃度界面活性剤緩衝液（350 mM 塩化ナトリウム、1 mM 塩

化マグネシウム、1mM PMSF（フェニルメチルスルフォニルフルオライド）、20% グリセロール、0.5 mM 

EDTA、0.1 mM EGTA （ethylenebis(oxyethylenenitrilo)tetraacetic acid）、1% NP-40および 50 µg/mlロイ

ペプチンを含む 20 mM HEPES（4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid）緩衝液（pH 7.9））150 

µl を加えることにより細胞を溶解した。溶細胞液を 15,000×g（13,000 rpm）で 5 分間遠心分離し、不

溶性物質を除去した。上清に等量の 2% SDS、10% 2-メルカプトエタノール、30% グリセロールおよ

び 0.01% BPB（ブロモフェノールブルー）を含む 250 mM トリス塩酸緩衝液（pH 6.8）を加え 5分間

煮沸した。これを 4~20% グラジエントゲルを用いた SDS-PAGE（ポリアクリルアミドゲル電気泳動）

により蛋白質を分離し、このゲルから蛋白質を PVDF（polyvinylidene difluoride）膜に転写した。この

膜は 5%スキムミルクを含む STE緩衝液（0.15 mM NaCl、1 mM EDTA、10 mM Tris-HCl（pH 7.4））で

ブロッキングし、ユビキチン化蛋白へのラビットポリクローナル抗体（Affiniti Research Products, Exeter, 

UK）を用いて抗体反応を行い、ECLウェスタンブロフィング検出システム（Amersham Biosciences Corp., 

Piscataway, NJ）を用いて陽性抗体反応すなわちユビキチン化蛋白を検出した。 

 

5. PC12細胞の分化誘導 

PC12細胞は I型コラーゲンでコートした 24穴プレートに 1×104個の細胞を播布し、10% HSおよび
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5% FBSを含む RPMI1640培地 1 mlで 24時間培養した。この培地除去後、PBS（-）で 1回洗浄し、1% 

FBSを含む RPMI1640培地 1 mlを加え、各濃度のチロペプチン Aもしくは NGF（50 ng/ml）を添加し、

48時間培養後、細胞の形態を光学顕微鏡で観察した。 

 

6. 細胞毒性の測定 

 各細胞を 96穴プレートの 1穴に 1×105個播き、10 % FBSを含む DMEM（ダルベッコ変法イーグル）

培地（Nissui Pharmaceutical Co., Tokyo, Japan）100 µlにて培養した。24時間前培養し、測定サンプルを

加えさらに 48 時間培養した。細胞数は MTT 法を用いて測定した [91]。すなわち PBS(-)に MTT

（3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide）を溶かした 5 mg/mlの溶液を、各穴に 10 µl

ずつ加え、37℃で 4時間静置した。ここに 20% SDS溶液を 100 µlずつ加え 37℃で一晩静置した。これ

をマイクロプレートリーダー（Labsystems multiscan MS；Dainippon Pharmaceutical Co., Osaka, Japan）で

570 nm（サンプル）および 690 nm（レファレンス）の吸光度を測定することにより細胞数を測定した。 

 

7. 急性毒性の測定 

 チロペプチン Aおよび Bを少量の Tween 80および 10% DMSOを含む生理的食塩水に溶解し、実験

1日目に 0.1mlずつ ICRマウス（メス、4週令、Charles River Japan, Yokohama, Japan）の尾部の静脈内

に単回投与した。経過観察は 14日間行い、生存したマウスは解剖し各臓器を肉眼により観察した。 
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第2節 結果 

 

1. 酵素阻害活性 

プロテアソームの 3種類の酵素活性に対するチロペプチン Aの阻害活性を測定した（Table 4-1）。チ

ロペプチン Aのキモトリプシン様活性に対する 50％阻害濃度（IC50）値は 0.2 µMであり、トリプシン

様活性には 2.9 µMの値を示したが、PGPH活性に対しては 200 µMでも阻害活性が認められなかった。

チロペプチン B のキモトリプシン様活性に対する IC50値は、0.39 µM であり、トリプシン様活性には

7.8 µM、PGPH活性には 200 µMでも阻害活性が認められなかった。 

またチロペプチンの阻害活性の特異性を調べるため、他の蛋白質分解酵素に対する阻害活性を測定

したところ、消化酵素であるα-chymotrypsin、リソソーム系プロテアーゼである cathepsin Lおよびカル

シウム依存性プロテアーゼである m-calpainに対して若干の阻害活性を示した。 

 

 

次にチロペプチン Aが最も強い阻害活性を示すプロテアソームのキモトリプシン様活性に対する酵

素阻害様式を調べた。各濃度のチロペプチン A および基質を用いて動力学的解析を行い、

Lineweaver-Burk（LB）プロットとして示した（Fig. 4-1）。チロペプチン Aのキモトリプシン様活性に

対する酵素阻害反応は可逆的であり、酵素阻害様式は基質に対して拮抗型であった。Km値は 118 µM

であり、Ki値は Dixonプロットにより 0.22 µMと求めた。 

また同様な方法によりチロペプチン B のプロテアソームキモトリプシン様活性に対する LB プロッ

Enzyme

Chymotrypsin-like activity 0.20 0.39   0.11

Trypsin-like activity 2.9 7.8   4.2

PGPH activity >200 >200   4.2

!-Chymotrypsin 1.4 2.0 16

Cathepsin L 0.37 0.90  - 

m-Calpain 1.5 1.1  - 

 - : Not determined

Table 4-1.  Enzyme inhibitory profiles of tyropeptins A and B.

20S Proteasome

MG132

IC50 (µ")

Tyropeptin BTyropeptin A
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トおよび Dixionプロットを行い、Km値および Ki値を、それぞれ 143 µMおよび 0.25 µMとして求め

た。 

 

 
Fig. 4-1.  Lineweaver-Burk (A) and Dixon (B) plots for the chymotrypsin-like activity of 20S proteasome with 
tyropeptin A. 

 

2. 細胞内プロテアソームに対するチロペプチンの影響 

細胞内のプロテアソームを阻害するには、阻害物質が細胞膜を通過し細胞質に到達することが必須

になる。そこで培養細胞を用いてチロペプチン A による細胞内のプロテアソーム活性に与える影響に

ついて検討した（Fig. 4-2）。細胞はラット由来の神経細胞様 PC12細胞を用い、その培地にチロペプチ

ン Aを添加すると PC12細胞内のプロテアソーム活性は低下した。その効果は薬剤容量依存的であり、

プロテアソーム阻害物質として知られているラクタシスチンや MG132でも同様な結果が認められた。 
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Fig. 4-2.  Effect of tyropeptin A on intracellular proteasome activity in PC12 cells. 
PC12 cells were incubated for 14h in the absence or presence of indicated concentrations of tyropeptin A, 
MG132 or lactacystin. The proteasome activity in PC12 cells was measured with Suc-LLVY-MCA as a 
substrate. 

 

細胞内のプロテアソーム活性を阻害すると、プロテアソームの基質であるユビキチン化蛋白の蓄積

が考えられる。そこで PC12 細胞をチロペプチン A で処理した時の、細胞内ユビキチン化蛋白の蓄積

を測定した（Fig. 4-3）。無処理の細胞ではユビキチン化蛋白の蓄積は認められないが、チロペプチン A

で処理した細胞では、高分子量領域にスメア状のユビキチン化蛋白が認められ、ラクタシスチンや

MG132と同様にその蓄積が認められた。チロペプチンAの処理濃度を上げるとスメアがより濃く現れ、

その効果は薬剤容量依存的であり、1.0 µMのチロペプチン Aで最も顕著に効果が認められた。 

また PC12 細胞はプロテアソームの機能を阻害されることにより、神経突起を伸長することが知ら

れている。そこでチロペプチン Aによる PC12細胞の神経突起伸長作用について検討した（Fig. 4-4）。

チロペプチン Aは NGFと同様に、0.08～1.2 µMの濃度で神経突起の伸長を示した（写真は 0.29 µMだ

け示した）。 
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Fig. 4-3.  Accumulation of ubiquitinated proteins caused by proteasome inhibitors. 
PC12 cells were incubated for 14 h in the absence or presence of the indicated concentrations of tyropeptin A, 
MG132 or lactacystin. Cell proteins were immunoblotted with an antibody against ubiquitinated proteins. 
Number on the right: molecular weight markers. NS: nonspecific binding. 

 

 

 
Fig. 4-4.  Neurite outgrowth on PC-12 cells caused by tyropeptin A. PC-12 cells were treated with the vehicle 
(A), 0.29 µM tyropeptin A (B), or 50 ng/ml of NGF (C). Cells were photographed after 48 h of cultivation. 
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3. 細胞増殖抑制活性 

プロテアソームの機能を阻害すると、細胞増殖の抑制やアポトーシスを誘導することが知られてい

る。そこで各種癌細胞におけるチロペプチンの増殖抑制効果について検討した（Table 4-2）。チロペプ

チン Aの各細胞に対する IC50値は、5~39 µMであった。チロペプチン Bは Aと較べて弱い増殖抑制効

果を示し、おおよそ 2~3倍の IC50値であった。これはプロテアソーム阻害活性と同様な傾向である。 

 

4. 急性毒性 

 マウスに対する in vivoでの急性毒性試験を行った。チロペプチン Aおよび Bをそれぞれ 2 mgマウ

ス静脈内に単回投与した。マウスは実験終了時（14 日目）まで生存しており、それらを解剖して内蔵

を観察したが、異常所見は見当たらなかった。よって LD50（50% lethal dose）値は 100 mg/kg以上であ

る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Table 4-2.  Growth inhibition by tyropeptins on tumor cells.

IC50 (µM)

Cells Tyropeptin A Tyropeptin B

Jurkat 13 47

HL-60 9 20

HeLa S3 33 100

MCF-7 8 29

HCT-8 39 100

TK-1 18 39

PC12 5 16

Cells were incubated with a test sample at 37℃ for 48h.  Cell growth was determined using MTT.
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第3節 考察 

 

 プロテアソームは 3 つの異なった蛋白分解活性を有していて、それぞれの酵素活性に対するチロペ

プチンの阻害活性を調べた。チロペプチン Aはキモトリプシン様活性に最も強い阻害活性を示し、0.2 

µMの IC50値を示した。しかしトリプシン様活性に対しては 2.9 µMの阻害活性しか示さず、PGPH 活

性に対しては 200 µMでも阻害活性を示さなかった。MG132はプロテアソーム阻害剤として広く試薬

として使われている化合物であるが、やはりキモトリプシン様活性に対して最も強い阻害活性を示す

が、トリプシン様活性や PGPH活性にも阻害活性を示した。このことからチロペプチンは MG132とは

異なる阻害スペクトルを示し、キモトリプシン様活性に特異性の高い阻害物質であることが明らかと

なった。チロペプチンはペプチド化合物であることから、プロテアソームに疑似基質として認識され

ることにより阻害活性が生じると考えられる。そこでキモトリプシン様活性に対する酵素阻害様式を

調べるために動力学的解析を行った。LB プロット、Dixon プロットによりチロペプチンの酵素阻害反

応は可逆的であり、酵素阻害様式は基質に対して拮抗型であることが分かった。 

 Kawashimaらの研究で、ロイペプインの類縁体である acetyl-leucyl-leucyl-norleucinalは、PC12細胞の

亜種である PC12h 細胞に神経突起の伸長作用を示した  [92]。しかし他のプロテアーゼ阻害剤

（acetyl-leucyl-leucyl-metioninal、ロイペプチン、E64、soybean trypsin inhibitor、hirubudin、aprotinin、

diisofluorophosphate、6-アミノカプロン酸、ペプスタチン Aは神経突起の伸長作用を示さなかった [4]。

MG132（benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucyl-L-leucinal）は PC12 細胞の神経突起の伸長を示すことが知

られていて [93, 94]、また MG132はプロテアソームの阻害物質として知られているが、同時にカルパ

イ ン も 阻 害 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 MG132 よ り ロ イ シ ン が 1 つ 少 な い

benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucinalは MG132と同程度にカルパインを阻害するが、プロテアソームを

ほとんど阻害しない。この benzyloxycarbonyl-L-leucyl-L-leucinalはいずれの濃度においても PC12h細胞

の神経突起の伸長を誘導しなかった [93, 94]。またプロテアソームの特異的阻害剤であるラクタシスチ

ンは PC12細胞に神経突起の伸長を誘導した [89]。これらの結果から、PC12細胞においてプロテアソ

ーム活性の阻害と神経突起の伸長が相関することが示唆された。 

 PC12 細胞はプロテアソーム阻害物質の性質を調べる上で優れた実験モデルであることから、PC12
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細胞に与えるチロペプチンの影響を調べた。PC12細胞をチロペプチンで処理すると薬剤容量依存的に

細胞内プロテアソーム活性が低下し、プロテアソームの基質であるユビキチン化蛋白の蓄積が認めら

れた。さらにチロペプチンにより神経突起の伸長作用が認められたことから、チロペプチンは細胞膜

を通じて細胞内へ透過し、細胞内プロテアソームを阻害することが分かった。 
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第4節 小括 

 

 本章では、チロペプチンの in vitroおよびラット副腎髄質褐色細胞腫 PC12細胞におけるプロテアソ

ーム阻害活性について検討し、以下のことを明らかにした。 

 

（1） チロペプチン Aはプロテアソームのキモトリプシン様活性に対して 0.2 µM（IC50値）の阻害活

性を示し、トリプシン様活性には 2.9 µMであり、PGPH活性には 200 µMでも阻害せず、その

特異性を示した。 

（2） キモトリプシン様活性に対して、チロペプチン Aの酵素阻害反応は可逆的あり、酵素阻害様式

は基質に対して拮抗型であった。 

（3） チロペプチン B は A よりも阻害活性が弱く約 2 分の 1 程度であったが、特異性には変わりは

なかった 

（4） PC12 細胞においてチロペプチン A は細胞膜を透過し細胞内のプロテアソームを阻害した。細

胞内に、その基質であるユビキチン化蛋白を蓄積し、神経突起の伸長をともなう形態変化を起

こした。 
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第5章 チロペプチン類縁体の分子設計と合成 

 

 前章までに述べたように、チロペプチンはプロテアソーム阻害物質として機能することが分かった

が、既存のプロテアソーム阻害物質である MG132に比べて阻害活性が弱く、酵素阻害物質としては中

程度の阻害活性であった。そこで阻害活性のより強い化合物を求め、チロペプチン類縁体の合成に着

手した。強活性チロペプチン類縁体を論理的に設計する手法として、標的であるプロテアソームの立

体構造情報に基づいた薬物の分子設計（structure based drug design）を行い、すなわちプロテアソーム

とチロペプチンとの三次元構造複合体モデルを構築し、そこから得た情報をもとにして類縁体を合成

した。 

 序論にも述べたが、プロテアソームには 26Sプロテアソームと 20S プロテアソームの 2 種類がある

（Fig. 5-1） [12]。26Sプロテアソームは 20Sプロテアソームの両端に 19S調節複合体と呼ばれる 2つ

の末端調節部位（別名、PA700）が付いた形をしている [33, 34]。触媒部位である 20Sプロテアソーム

は真中が空洞である巨大なシリンダー型をしており、αリングおよびβリングのそれぞれ 2 つの積み重

なりにより成り立っている。それぞれのリングは 7 つの異なったαサブユニットおよびβサブユニット

により構成されている。20Sプロテアソームの各々のサブユニットは全てクローニングされ塩基配列が

決定されている。そしてそれらの塩基配列の相同性よりグループ分けがなされている [95]。 

Fig. 5-1.  Schematic model of 26S proteasome. 

 

 蛋白質分解活性はβリング上のβサブユニットにコードされており、活性部位はリングの内側に存在

する。20S プロテアソームの 3 種類の蛋白質分解活性を触媒するサブユニットはそれぞれ同定され、

19S regulatory complex

(PA700)

!

! ring

26S proteasome 20S proteasome

19S regulatory complex
+

 ATP

" ring

lid

base

base

lid

19S regulatory complex

(PA700)

!



 86 

PGPH活性はβ1サブユニット、トリプシン様活性はβ2サブユニット、キモトリプシン様活性はβ5サブ

ユニットにそれぞれ活性中心がある（Fig. 5-2）。このことは Grollらによる酵母 Saccharomyces cerevisiae

の 20Sプロテアソームの結晶構造解析により証明されている [35]。2002年にはホ乳類の 20Sプロテア

ソームとしては初めてウシの 20Sプロテアソームの結晶構造が解析された [96, 97]。詳細な解析の結果、

ウシと酵母の 20S プロテアソームの立体構造にはα1、β1、β5、β6 およびβ7 サブユニットにおいて違

いあることが認められた。 

 本章では、チロペプチン A とウシの 20Sプロテアソームのキモトリプシン様活性を司るサブユニッ

トに結合した三次元複合体モデルの構築について述べ、このモデルを用いたチロペプチン A 類縁体の

論理的で且つ効果的な分子設計およびそれらの合成について言及する。 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-2.  Cross-sectional view of ! ring.
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第1節 実験材料と方法 

 

1. 各種機器分析 

 各種機器分析は第 2章と同様な機器により測定した。 

 

2. 分子モデリング 

 チロペプチン Aと 20Sプロテアソームの複合体モデルの構築には、ウシの 20Sプロテアソームの結

晶の X線データを利用した [96, 97]。その座標データは Protein Data Bank（アクセスコード、1IRU）よ

り引用した。複合体モデルでのチロペプチン Aの立体構造は Insight II （Accelrys）の Discoverプログ

ラムにより最適化を行った。CH/π相互作用は CHPI プログラムにより探索した [98]。このプログラム

は短距離間にある CHグループとπ系の電子との相互作用を探索するために作られたプログラムであり、

これは CH グループのみならず NH、OH および SH との間の XH/π相互作用（X=C、N、O および S）

も探索できる。 

 

3. 化学合成 

N末端を変換したチロペプチン A類縁体の合成 

シクロヘキシルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-101） 

 TP-101 はチロペプチン A と同様な方法により合成した。すなわち（N-tert-ブトキシカルボニル-O-

ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（9）を用い、イソ酪酸の代わりに

シクロヘキシル酢酸と縮合し、シクロヘキシルアセチル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（O-ベ

ンジル）-L-チロシノールベンジルエーテルを合成した。このベンジル基を脱保護の後、一級水酸基を

酸化しアルデヒド基へと導き、シクロヘキシルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール

（TP-101）を合成した。 

 MP 153~155˚C. [α]D
25 –33.3˚ (c 0.33, MeOH). Rf 0.32 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 552 (M+H)+, 

550 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 552.3082 (M+H)+; calcd for C31H42O6N3, 552.3074. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 

2930, 1730, 1640, 1540, 1515, 1230, 825. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.64~0.83 (2H, m), 0.86 (3H, d, J=7.2 
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Hz), 0.88 (3H, d, J=7.2 Hz), 1.10~1.20 (3H, m), 1.37 (1H, br d, J=12.8 Hz), 1.50~1.55 (2H, m), 1.56~1.65 (3H, 

m), 1.97 (1H, m), 1.98 (2H, d, J=7.0 Hz), 2.62 (1H, m), 2.72 (1H, m), 2.89 (1H, m), 2.99 (1H, dd, J=4.4, 14.4 

Hz), 4.05 (1H, m), 4.12 (1H, dd, J=3.4, 7.4 Hz), 4.44 (1H, dd, J=4.0, 7.2 Hz), 4.60 (1H, ddd, J=2.8, 4.4, 10.4 Hz), 

6.66 (2H, d, J=8.4 Hz), 6.67 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.02 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.05 (2H, d, J=8.4 Hz). 13C NMR (100 

MHz, CD3OD) δ 18.6, 19.7, 27.2, 27.3, 27.3, 32.2, 33.9, 34.1, 35.3, 36.9, 37.8, 44.9, 56.0, 56.6, 60.2, 98.8, 116.2, 

116.2, 129.4, 130.4, 131.3, 131.4, 156.9, 157.3, 173.2, 173.9, 175.5. 

 

フェニルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-102） 

 TP-102はチロペプチン Aと同様な方法により合成した。すなわち化合物 9 を用い、イソ酪酸の代わ

りにフェニル酢酸と縮合し、フェニルアセチル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）

-L-チロシノールを合成した。このベンジル基を脱保護の後、一級水酸基を酸化しアルデヒド基へと導

き、フェニルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-102）を合成した。 

 MP 103~107˚C. [α]D
26 –37.4˚ (c 0.27, MeOH). Rf 0.29 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 546 (M+H)+, 

544 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 546.2625 (M+H)+; calcd for C31H36O6N3, 546.2604. IR (KBr) νmaxcm-1 3300, 

2960, 1730, 1640, 1550, 1515, 1240, 830. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.81 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.85 (3H, dd, 

J=2.0, 6.8 Hz), 1.92~2.00 (1H, m), 2.74 (1H, ddd, J=2.3, 10.1, 14.2 Hz), 2.89 (1H, m), 2.98 (1H, dd, J=4.6, 14.2 

Hz), 3.45 (2H, d, J=12.4 Hz), 4.04 (1H, m), 4.10 (1H, dd, J=2.8, 7.2 Hz), 4.43 (1H, dd, J=4.2, 6.6 Hz), 4.60 (1H, 

m), 6.64 (2H, d, J=8.0 Hz), 6.65 (2H, d, J=8.0 Hz), 6.96~7.08 (5H, m), 7.21 (4H, d, J=8.0 Hz). 13C NMR (100 

MHz, CD3OD) δ 18.6, 19.7, 32.2, 35.4, 37.8, 43.6, 56.1, 56.7, 60.3, 98.7, 116.2, 116.3, 127.9, 129.1, 129.6, 

130.1, 130.5, 131.3, 131.4, 136.6, 156.8, 157.3, 173.1, 173.6, 174.0. 

 

ヘプタノイル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-105） 

 TP-105はチロペプチン Aと同様な方法により合成した。すなわち化合物 9 を用い、イソ酪酸の代わ

りに n-ヘプタン酸と縮合し、ヘプタノイル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-

チロシノールを合成した。このベンジル基を脱保護の後、一級水酸基を酸化しアルデヒド基へと導き、

ヘプタノイル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-105）を合成した。 
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 MP 135~142˚C. [α]D
25 –32.6˚ (c 0.38, MeOH). Rf 0.32 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 540 (M+H)+, 

538 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 540.3080 (M+H)+; calcd for C30H42O6N3, 540.3074. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 

2960, 1730, 1640, 1540, 1515, 1230, 825. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.86 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.87 (3H, t, 

J=6.8 Hz), 0.88 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.10~1.30 (6H, m), 1.45 (2H, m), 1.95 (1H, m), 2.12 (2H, t, J=7.4 Hz), 2.62 

(1H, m), 2.72 (1H, m), 2.89 (1H, m), 2.98 (1H, dd, J=4.4, 14.0 Hz), 4.04 (1H, m), 4.12 (1H, m), 4.43 (1H, dd, 

J=4.0, 6.8 Hz), 4.58 (1H, m), 6.60~6.70 (4H, m), 6.99~7.08 (4H, m). 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 14.4, 18.6, 

19.7, 23.6, 27.0, 29.8, 32.2, 32.7, 35.3, 36.9, 37.8, 56.0, 56.6, 60.2, 98.7, 116.2, 129.3, 130.4, 131.3, 131.4, 156.8, 

157.2, 173.1, 173.9, 176.3. 

 

N,N-ジメチルグリシル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-111） 

 TP-111はチロペプチン Aと同様な方法により合成した。すなわち化合物 9 を用い、イソ酪酸の代わ

りに N,N-ジメチルグリシンと縮合し、N,N-ジメチルグリシル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ

-O-ベンジル）-L-チロシノールを合成した。このベンジル基を脱保護の後、一級水酸基を酸化しアルデ

ヒド基へと導き、N,N-ジメチルグリシル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-111）を合成した。 

 MP 104~108˚C. [α]D
24 –18.2˚ (c 0.55, MeOH). Rf 0.1 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 513 (M+H)+, 511 

(M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 513.2712 (M+H)+; calcd for C27H37O6N4, 513.2713. IR (KBr) νmaxcm-1 3290, 2960, 

1720, 1640, 1550, 1520, 1240, 830. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.64 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.88 (3H, d, J=6.8 

Hz), 1.99 (1H, m), 2.20 (6H, s), 2.62 (1H, m), 2.78 (1H, dd, J=9.0, 14.0 Hz), 2.94 (1H, mdd, J=4.0, 15.0 Hz), 

3.02 (1H, d, J=14.0 Hz), 3.47 (1H, d, J=5.6 Hz), 4.05 (1H, m), 4.12 (1H, d, J=7.2 Hz), 4.48 (1H, dd, J=3.6, 5.6 

Hz), 4.62 (1H, m), 6.64~6.72 (4H, m), 7.00~7.08 (4H, m). 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 18.7, 19.7, 32.2, 34.8, 

37.0, 38.1, 45.8, 55.6, 56.6, 60.1, 98.7, 116.1, 116.2, 128.8, 130.4, 131.1, 131.2, 156.8, 157.3, 172.0, 173.0, 

173.5. 

 

ナフチル基を有するチロペプチン A類縁体の合成 

（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（14） 

 化合物 14 はチロペプチン A 合成の中間体である（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロ
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シル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノールと同様な方法により合成した。すなわち、（N-tert-ブ

トキシカルボニル）-L-チロシノールをピリジン中無水酢酸で処理し、（N-tert-ブトキシカルボニル-ジ

-O-アセチル）-L-チロシノールを得た。これをトリフルオロ酢酸で処理し、次ぎに N-エチル-N’-3-ジメ

チルアミノプロピルカルボジイミド・塩酸塩および 1-ヒドロキシベンゾトリアゾール存在下で（N-t-

ブトキシカルボニル）-L-バリンと縮合し、ジペプチドへ得た。さらに tert-ブトキシカルボニル基を除

去後、同様に（N-t-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロシンと縮合し、（N-tert-ブトキシカルボニ

ル-O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（14）を得た。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.76 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.85 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.41 (9H, s), 2.07 (3H, s), 2.16 

(1H, m), 2.26 (3H, s), 2.78 (2H, m), 3.03 (2H, m), 4.04 (2H, d, J=5.2 Hz), 4.14 (1H, m), 4.25 (1H, m), 4.42 (1H, 

m),  4.93 (1H, d, J=6.4 Hz), 5.02 (2H, s), 6.41 (1H, br), 6.48 (1H, d, J=8.8 Hz), 6.91 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.99 

(2H, d, J=8.8 Hz), 7.11 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.18 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.30~7.45 (5H. m). APCI-MS m/z 704 

(M+H)+. 

 

（N-tert-ブトキシカルボニル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（15） 

 化合物 14、2.3 g（3.3 mmol）をメタノール 30 mlおよび酢酸エチル 10mlに溶解し、10 %パラジウム

炭素触媒 230 mgを加え、水素雰囲気下、室温で 18時間撹拌した。触媒をセライトろ過により除去し

た後、ろ液を減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒クロロホルム-メ

タノール、5：1）で精製し、（N-t-ブトキシカルボニル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チ

ロシノール（15）927 mgを無色粉体として得た。収率 97%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD) δ 0.89 (3H, d, J=7.2 Hz), 0.93 (3H, d, J=7.2 Hz), 1.39 (9H, s), 2.04 (1H, 

m), 2.06 (3H, s), 2.25 (3H, s), 2.70~2.85 (3H, m), 2.99 (1H, dd, 5.4, 13.7 Hz), 3.97 (1H, dd, J=7.3, 11.0 Hz), 

4.09 (2H, dd, 8.2, 14.7 Hz), 4.24 (1H, m), 4.37 (1H, m), 6.74 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.01 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.04 (2H, 

d, J=8.2 Hz), 7.23 (2H, d, J=8.2 Hz). APCI-MS m/z 614 (M+H)+. 

（N-tert-ブトキシカルボニル-O-アセチル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（16） 

 化合物 15、600 mg（0.98 mmol）をピリジン 5 mlに溶解し、無水酢酸 2.5 ml（26.6 mmol）を加え、

室温で 18時間撹拌した。溶媒をトルエン共沸により減圧下で留去し、残渣をシリカゲルカラムクロマ
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トグラフィー（展開溶媒クロロホルム）で精製し、（N-tert-ブトキシカルボニル-O-アセチル）-L-チロシ

ル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（16）542 mgを無色粉体として得た。収率 83%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.79 (3H, d, J=7.0 Hz), 0.86 (3H, d, J=7.0 Hz), 1.41 (9H, s), 2.07 (3H, m), 2.15 

(1H, m), 2.26 (6H, s), 2.76 (1H, dd, J=8.0, 13.6 Hz), 2.84 (1H, dd, J=6.4, 13.6 Hz), 3.09 (2H, m), 4.05 (2H, d, 

J=5.2 Hz), 4.14 (1H, t, J=7.8 Hz), 4.29 (1H, m), 4.41 (1H, m), 4.98 (1H, d, J=7.2 Hz), 6.42 (1H, br), 6.56 (1H, d, 

J=8.4 Hz), 7.00 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.02 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.19 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.20 (2H, d, J=8.2 Hz). 

APCI-MS m/z 656 (M+H)+. 

 

1-ナフチルアセチル-（O-アセチル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（17） 

 化合物 16、522 mg（0.8 mmol）を塩化メチレン 4 mlに溶解し、氷冷下でトリフルオロ酢酸 4 mlを加

え、室温で 1 時間撹拌した。溶媒をトルエン供沸により減圧下で留去し、残渣を塩化メチレン 14 ml

に溶解し、これにトリエチルアミン 242 mg（2.4 mmol）、1-ナフチル酢酸 447 mg、1-ヒドロキシベンゾ

トリアゾール 164 mg（1.2 mmol）、N-エチル-N’-3-ジメチルアミノプロピルカルボジイミド・塩酸塩 201 

mg（1.1 mmol）を順次加え、室温で 18 時間撹拌した。この反応液を酢酸エチルで希釈し、5%炭酸水

素ナトリウム水溶液、4％クエン酸水溶液および水で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶

媒を減圧下で留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒クロロホルム）で精

製し、1-ナフチルアセチル-（O-アセチル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（17）

300 mgを無色固体として得た。収率 75%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.74 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.81 (3H, d, J=6.8 Hz)、1.93 (1H, m), 2.05 (3H, m), 

2.24 (3H, s), 2.28 (3H, s), 2.75~2.80 (3H, m), 2.88 (1H, dd, J=5.4, 14.2 Hz), 3.95 (2H, d, J=7.2 Hz), 3.98 (2H, s), 

4.07 (1H, dd, J=4.4, 11.2 Hz), 4.37 (1H, m), 4.59 (1H, dd, J=7.9, 13.2 Hz), 6.75 (2H, d, J=8.6 Hz), 6.78 (2H, d, 

J=8.6 Hz), 6.97 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.19 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.32 (1H, d, J=7.2), 7.43 (1H, d, J=7.6 Hz), 7.49 (2H, 

m), 7.81~7.90 (3H, m). APCI-MS m/z 724 (M+H)+. 

 

 

1-ナフチルアセチル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノール（19） 
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 化合物 17、293 mg（0.4 mmol）をメタノール 15 mlに溶解し、炭酸カリウム 300 mgを加え、室温で

2日間撹拌した。溶媒を減圧下で留去した後、残渣を酢酸エチルで希釈した。これを 5%炭酸水素ナト

リウム水溶液、4％クエン酸水溶液および水で順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減

圧下で留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒クロロホルム-メタノール、

25：1）で精製し、1-ナフチルアセチル-L-チロシル-L-バリル-L-チロシノール（19）184 mgを無色固体

として得た。収率 55%。 

 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.78 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.83 (3H, d, J=6.8 Hz)、1.93 (1H, m), 2.61 (1H, dd, 

J=7.6, 14.0 Hz), 2.76 (2H, m), 2.95 (1H, dd, J=5.0, 14.0 Hz), 3.45 (2H, d, J=5.2 Hz), 3.97 (2H, s), 4.08 (1H, d, 

J=7.2 Hz), 4.62 (1H, dd, J=4.8, 9.2 Hz), 6.59 (2H, d, J=8.4 Hz), 6.66 (2H, d, J=8.4 Hz), 6.89 (2H, d, J=8.4 Hz), 

7.01 (2H, d, J=8.4 Hz), 7.25 (1H, d, J=6.4 Hz), 7.38 (1H, t, J=7.6 Hz), 7.45 (2H, m), 7.75~7.88 (3H, m). 

APCI-MS m/z 598 (M+H)+. 

 

1-ナフチルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-104） 

 化合物 19、76 mg（0.13 mmol）を N,N-ジメチルホルムアミド 0.8 mlに溶解し、トリエチルアミン 51 

mg（0.51 mmol）を加え氷冷下で 5分間撹拌した。さらにあらかじめジメチルスルホキシド 0.8 mlに溶

解しておいた三酸化硫黄・ピリジン複合体 80.8 mg（0.51 mmol）を氷冷下でゆっくりと滴下した後、

室温で 3時間撹拌した。この反応液を酢酸エチルで希釈し、4 ％クエン酸水溶液、水、5 %炭酸水素ナ

トリウム水溶液および飽和食塩水にて順次洗浄の後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、溶媒を減圧下で

留去した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒クロロホルム-メタノール、25：1）

で精製し、1-ナフチルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-104）74 mgを無色粉体とし

て得た。収率 55%。 

 MP 154~156˚C. [α]D
23 –18.2˚ (c 0.33, MeOH). Rf 0.45 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 596 (M+H)+, 

594 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 596.2764 (M+H)+; calcd for C35H38O6N3, 596.2761. IR (KBr) νmaxcm-1 3410, 

3290, 1720, 1640, 1540, 1520, 1230, 780. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 0.74 (3H, dd, J=3.2, 6.6Hz), 

0.81 (3H, dd, J=3.2, 6.6Hz), 1.94 (1H, m), 2.63~2.79 (2H, m), 2.84~2.91 (2H, m), 3.97 (2H, s), 4.03 (1H, dd, 

J=6.8, 9.2Hz), 4.13 (1H, m), 4.42 (1H, d, J=2.4Hz), 4.55 (1H, m), 6.56 (2H, t, J=8.4Hz), 6.71 (4H, t, J=8.4Hz), 
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7.02 (2H, dd, J=3.2, 8.4Hz), 7.27 (1H, d, J=8.0Hz), 7.41 (1H, t, J=8.0Hz), 7.49 (2H, m), 7.81 (2H, d, J=8.0Hz), 

7.87 (1H, d, J=8.0Hz). 13C NMR (100 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 18.0, 19.2, 31.1, 34.8, 36.9, 40.9, 55.0, 55.7, 59.6, 

97.7, 115.6, 115.7, 123.9, 126.0, 126.4, 127.1, 127.4, 128.5, 128.6, 129.2, 129.3, 130.4, 130.6, 131.1, 132.5, 

134.4, 155.8, 156.1, 172.0, 172.6, 172.7. 

 

2-ナフチルアセチル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-103） 

 TP-103は途中 1-ナフチル酢酸の代わりに 2-ナフチル酢酸を用いて TP-104と同様な方法により 16か

ら合成した。収率 16から 45%。 

 MP 176~181˚C. [α]D
26 –38.8 ˚ (c 0.4, MeOH). Rf 0.50 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 596 (M+H)+, 594 

(M-H)-. HRFAB-MS (m/z) found, 596.2756 (M+H)+; calcd for C35H38O6N3, 596,2761. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 

2965, 1725, 1640, 1540, 1515, 1230, 825. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.77 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.82 (3H, dd, 

J=2.4, 6.8 Hz), 1.88~1.95 (1H, m), 2.62 (1H, m), 2.76 (1H, ddd, J=2.4, 10.0, 14.0 Hz), 2.88 (1H, m), 2.98 (1H, 

dd, J=4.4, 14.0 Hz), 3.63 (2H, d, J9.4 Hz), 4.05 (1H, m), 4.10 (1H, dd, J=2.6, 7.4 Hz), 4.43 (1H, dd, J=4.2, 6.2 

Hz), 4.62 (1H, m), 6.60 (2H, dd, J=2.2, 8.6 Hz), 6.65 (2H, d, J=8.4 Hz), 6.98 (2H, d, J=3.2, 8.6 Hz), 7.01 (2H, dd, 

J=1.4, 8.4 Hz), 7.18 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.41~7.46 (2H, m), 7.59 (1H, s), 7.72 (1H, d, J=8.4 Hz), 7.74~7.81 (2H, 

m). 13C NMR (100 MHz, CD3OD) δ 18.6, 19.7, 32.2, 34.9, 37.7, 43.8, 56.2, 56.7, 60.3, 98.7, 116.2, 116.3, 126.8, 

127.1, 128.3, 128.6, 128.8, 129.1, 129.2, 130.3, 130.5, 131.3, 131.4, 133.9, 134.1, 135.0, 156.8, 157.3, 173.1, 

173.6, 173.9. 

 

チロペプチン Aのメチル化類縁体の合成 

イソバレリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（21） 

 化合物 21 は 17 と同様な合成方法により 14から合成した。収率は 14 から 88%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.75 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.85 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.86 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.87 

(3H, d, J=6.8 Hz), 2.02 (2H, d, J=2.0 Hz), 2.07 (3H, s), 2.13 (2H, m), 2.25 (3H, s), 2.77 (1H, dd, J=7.2, 14.0 Hz), 

2.84 (1H, dd, J=6.8, 14.0 Hz), 2.97 (1H, dd, J=7.8, 14.2 Hz), 3.05 (1H, dd, J=6.2, 14.2 Hz), 4.06 (2H, d, J=5.2 

Hz), 4.12 (1H, dd, J=6.4, 8.4 Hz), 4.38 (1H, m), 4.60 (1H, dd, J=7.2, 14.0 Hz), 5.00 (2H, s), 6.01 (1H, d, J=7.2 
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Hz), 6.34 (1H, d, J=8.4 Hz), 6.60 (1H, d, J=8.8 Hz), 6.90 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.98 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.11 (2H, d, 

J=8.8 Hz), 7.19 (2H, d, J=8.8), 7.30~7.40 (5H, m). APCI-MS m/z 688 (M+H)+. 

 

イソバレリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（O-メチル）-L-チロシノール（22）. 

 化合物 21 を 19 と同様な方法により脱アセチル化した。脱アセチル化した 21（172 mg, 0.28 mmol）

をメタノール 6 mlに溶解した。塩化メチレン 2 ml、N,N-ジイソプロピルエチルアミン 14.8 mg（0.11 

mmol）およびトリメチルシリルジアゾメタン 300 mg（2.63 mmol）を順次加え、室温で 24時間撹拌し

た。溶媒を減圧下で留去し、イソバレリル-（O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（O-メチル）-L-チロ

シノール（22）294 mgを無色粉体として得た。収率 100%。 

 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.81 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.85 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.86 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.89 

(3H, d, J=6.8 Hz), 1.97~2.02 (4H, m), 2.71 (1H, dd, J=7.2, 14.0 Hz), 2.82 (2H, m), 3.03 (1H, dd, J=5.8, 14.2 Hz), 

3.49 (2H, m), 3.72 (3H, s), 4.05 (1H, m), 4.07 (1H, d, J=7.2 Hz), 4.61 (1H, dd, J=6.0, 8.8 Hz), 5.00 (2H, s), 6.79 

(2H, d, J=8.8 Hz), 6.88 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.12 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.14 (2H, d, J=8.8), 7.30~7.40 (5H, m). 

APCI-MS m/z 618 (M+H)+, 616 (M+H)-. 

 

イソバレリル-L-チロシル-L-バリル-O-メチル-DL-チロシナール（TP-106） 

 TP-106は 15 および TP-104と同様な方法により 22 から合成した。収率は 22 から 38%。 

 MP 145~147˚C. [α]D
24 –32.1˚ (c 0.43, MeOH). Rf 0.50 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 526 (M+H)+, 

524 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 526.2917 (M+H)+; calcd for C29H40O6N3, 526.2917. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 

2960, 1735, 1635, 1545, 1515, 1245, 1035, 830. 1H NMR (400 MHz, CD3OD) δ 0.75 (3H, d, J=6.4 Hz), 0.81 

(3H, d, J=6.4 Hz), 0.86 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.89 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.90 (1H, m), 1.98 (1H, m), 1.99 (2H, d, J=6.8 

Hz), 2.61~2.75 (2H, m), 2.89~3.05 (2H, m), 3.65 (3H, s), 4.06~4.14 (2H, m), 4.44 (1H, dd, J=4.2, 7.0 Hz), 4.59 

(1H, m), 6.67 (2H, m), 6.77 (2H, d, J=8.2 Hz), 7.04 (2H, m), 7.11 (2H, d, J=8.2 Hz). 13C NMR (100 MHz, 

CD3OD) δ 17.7, 18.1, 22.3, 22.4, 26.2, 30.7, 34.3, 37.1, 45.6, 54.5, 55.3, 55.6, 59.2, 96.9, 114.0, 115.6, 127.4, 

129.8, 130.0, 130.2, 155.9, 158.3, 171.7, 172.8, 173.6. 

（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）-L-チロシル-L-バリル-（O-メチル）-L-チロシノール（23） 
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 化合物 23 は 19 および 22 と同様な方法により 14から合成した。収率は 14 から 82%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3)� δ 0.75 (3H, d, J=6.8 Hz), 0.85 (3H, d, J=6.8 Hz), 1.43 (9H, s), 2.23 (1H, m), 

2.73 (1H, dd, J=6.8, 13.7 Hz), 2.81 (1H, dd, J=8.0, 13.7 Hz), 2.98 (1H, dd, J=7.0, 14.2 Hz), 3.06 (1H, dd, J=5.9, 

14.2 Hz), 3.50 (1H, m), 3.66 (1H, dd, 2.5, 11.2 Hz), 3.76 (3H, s), 4.13 (2H, dd, 4.9, 7.3 Hz), 4.23 (1H, dd, J=6.1, 

12.0 Hz), 4.93 (1H, d, J=4.9 Hz), 5.03 (2H, s), 6.35 (1H, br), 6.55 (1H, br), 6.80 (2H, d, J=8.8 Hz), 6.93 (2H, d, 

J=8.8 Hz), 7.11 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.12 (2H, d, J=8.8 Hz), 7.30~7.40 (5H. m). APCI-MS m/z 634 (M+H)+. 

 

（N-tert-ブトキシカルボニル-O-アセチル）-L-チロシル-L-バリル-（O-アセチル-O-メチル）-L-チロシノ

ール（24） 

 化合物 24 は 15 および 16 と同様な方法により 23から合成した。収率は 23 から 92%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.79 (3H, d, J=7.2 Hz), 0.86 (3H, d, J=7.2 Hz), 1.42 (9H, s), 2.07 (3H, s), 2.14 

(1H, m), 2.26 (3H, s), 2.70 (1H, dd, J=8.0, 14.0 Hz), 2.80 (1H, dd, J=6.0, 14.0 Hz), 3.08 (2H, m), 3.77 (3H, s), 

4.03 (2H, d, J=5.2 Hz), 4.13 (1H, m), 4.28~4.41 (2H, m), 4.92 (1H, d, J=6.4 Hz), 6.25 (1H, br), 6.52 (1H, d, 

J=8.4 Hz), 6.82 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.02 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.09 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.20 (2H, d, J=8.6 Hz). 

APCI-MS m/z 628 (M+H)+. 

 

1-ナフチルアセチル-L-チロシル-L-バリル-O-メチル-DL-チロシナール（TP-108） 

 TP-108は 17、19および TP-104と同様な方法により 24から合成した。収率は 24 から 64%。 

 MP 208~210˚C. [α]D
26 –27.4˚ (c 0.19, MeOH). Rf 0.47 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 610 (M+H)+, 

608 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 610.2930 (M+H)+; calcd. for C36H40O6N3, 610.2917. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 

2960, 1730, 1640, 1540, 1510, 1250, 780. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 0.75 (3H, dd, J=2.4, 6.8 Hz), 

0.82 (3H, dd, J=2.4, 6.8 Hz), 1.94 (1H, m), 2.64~2.72 (2H, m), 2.81~2.97 (2H, m), 3.66 (3H, d, J=3.2 Hz), 3.96 

(2H, s), 4.03 (1H, t, J=7.0 Hz), 4.12 (1H, m), 4.44 (1H, dd, J=2.4, 4.0 Hz), 4.56 (1H, m), 6.57 (2H, dd, J=5.6, 8.6 

Hz), 6.76 (4H, m), 7.10 (2H, dd, J=2.2, 8.6 Hz), 7.27 (1H, d, J=8.0 Hz), 7.40 (1H, t, J=8.0 Hz), 7.48 (2H, m), 

7.79 (2H, d, J=8.0Hz), 7.86 (1H, d, J=8.8 Hz). 13C NMR (100 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 18.2, 19.3, 31.2, 34.8, 

37.2, 41.2, 55.3, 55.5, 55.8, 59.8, 98.0, 114.4, 116.0, 124.1, 126.1, 126.5, 127.2, 127.7, 128.7, 128.8, 129.3, 
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130.7, 130.8, 130.9, 131.4, 132.8, 134.7, 156.4, 158.9, 172.3, 172.5, 172.8. 

 

（N-tert-ブトキシカルボニル-O-メチル）-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-アセチル）-L-チロシノール（25） 

 化合物 25 は 22 と同様な方法により 15 から合成した。収率は 15 から 40%。 

 1H NMR (400 MHz, CDCl3-CD3OD) δ 0.76 (3H, d, J=7.0 Hz), 0.85 (3H, d, J=7.0 Hz), 1.41 (9H, s), 2.07 (3H, 

m), 2.15 (1H, m), 2.27 (3H, s), 2.73~2.85 (2H, m), 3.03 (2H, t, J=5.8 Hz), 3.76 (3H, s), 4.02 (2H, d, J=4.4 Hz), 

4.13 (2H, dd, 6.6, 7.4 Hz), 4.24 (1H, dd, J=7.4, 14.0 Hz), 4.41 (1H, m), 4.90 (1H, br), 6.36 (1H, br), 6.44 (1H, d, 

J=8.4 Hz), 6.83 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.00 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.11 (2H, d, J=8.6 Hz), 7.19 (2H, d, J=8.6 Hz). 

APCI-MS m/z 628 (M+H)+. 

 

1-ナフチルアセチル-（O-メチル）-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール（TP-109） 

 TP-109 は TP-108 と同様な方法により、25 を 1-ナフチル酢酸と縮合し、脱アセチル化および酸化を

順次行うことにより TP-109を合成した。収率は 25 から 14%。 

 MP 150~153˚C. [α]D
23 –18.2˚ (c 0.17, MeOH).  Rf 0.45 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 610 (M+H)+, 

608 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 610.2901 (M+H)+. calcd. for C36H40O6N3, 610.2917. IR (KBr) νmaxcm-1 3270, 

2960, 1740, 1640, 1540, 1510, 1250, 780. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 0.75 (3H, dd, J=4.0, 6.8 Hz), 

0.81 (3H, dd, J=4.0, 6.8 Hz), 1.95 (1H, m), 2.60~2.92 (4H, m), 3.73 (3H, d, J=4.4 Hz), 3.97 (2H, s), 4.02 (1H, m), 

4.03~4.08 (1H. m), 4.41 (1H, d, J=4.0 Hz), 4.59 (1H, m), 6.56 (2H, dd, J=8.8, 10.8 Hz), 6.72 (4H, m), 7.03 (2H, 

dd, J=3.2, 8.8 Hz), 7.30 (1H, d, J=8.8 Hz), 7.41 (1H, t, J=8.8 Hz), 7.45~7.53 (2H, m), 7.81 (2H, d, J=8.8Hz), 

7.88 (1H, d, J=8.8 Hz). 13C NMR (100 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 18.0, 19.1, 30.9, 34.8, 36.8, 41.0, 54.7, 55.3, 55.6, 

59.3, 97.6, 114.1, 115.5, 123.8, 125.9, 126.3, 127.0, 128.2, 128.5, 128.6, 128.9, 129.0, 130.2, 130.4, 130.8, 132.3, 

134.3, 155.6, 158.6, 171.8, 172.3, 172.4. 

 

イソバレリル-（O-メチル）-L-チロシル-L-バリル-（O-メチル）-DL-チロシナール（TP-107） 

 TP-107は 22 および TP-104と同様な方法により 1 から合成した。収率 27%。 

 MP 158~161˚C. [α]D
24 –28.0˚ (c 0.25, MeOH). Rf 0.41 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 540 (M+H)+, 
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538 (M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 540.3109 (M+H)+; calcd for C30H42O6N3, 540.3074. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 

2960, 1730, 1640, 1550, 1510, 1250, 1040. 1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ 0.79 (3H, m), 0.86 (3H, m), 0.87 (3H, 

m), 0.88 (3H, d, J=6.8 Hz), 2.03 (2H, br), 2.04 (1H, m), 2.13 (1H, m), 2.78 (1H, m), 2.97~3.06 (3H, m), 3.76 

(6H, s), 4.21 (1H, m), 4.62 (1H, m), 4.64 (1H, m), 5.99 (1H, m) 6.44 (1H, m), 6.78~6.86 (4H, m), 7.06~7.18 (4H, 

m). 13C NMR (100 MHz, CDCl3) δ 17.5, 19.1, 22.3, 22.4, 26.1, 30.3, 34.2, 36.8, 45.8, 54.6, 55.3, 55.4, 58.6, 59.8, 

114.2, 114.3, 127.5, 128.2, 130.2, 130.3, 158.7, 158.8, 170.7, 171.3, 173.0, 198.9. 

 

1-ナフチルアセチル-（O-メチル）-L-チロシル-L-バリル-（O-メチル）-DL-チロシナール（TP-110） 

 TP-110は 22 および TP-104と同様な方法により、19 から合成した。収率 52%。 

 MP 192~194˚C. [α]D
28 –12.0˚ (c 0.25, DMF). Rf 0.62 (CHCl3/MeOH=10/1). APCI-MS m/z 624 (M+H)+, 622 

(M-H)-. HRFAB-MS (m/z) 624.3065 (M+H)+; calcd for C37H42O6N3, 624.3074. IR (KBr) νmaxcm-1 3280, 2960, 

1730, 1640, 1540, 1510, 1250, 1040, 780. 1H NMR (400 MHz, CDCl3/CD3OD) δ 0.76 (3H, dd, J=4.8, 6.0Hz), 

0.82 (3H, dd, J=4.8, 6.0Hz), 1.95 (1H, m), 2.66~2.73 (2H, m), 2.80~2.96 (2H, m), 3.68 (3H, d, J=5.2Hz), 3.74 

(3H, d, J=4.0Hz), 3.96 (2H, s), 4.00 (1H, t, J=7.6Hz), 4.03~4.18 (1H, m), 4.42 (1H, d, J=4.0Hz), 4.58 (1H, m), 

6.58 (2H, t, J=8.8Hz), 6.76 (4H, dd, J=2.0, 8.8Hz), 7.20 (2H, dd, J=3.2, 8.8Hz), 7.30 (1H, d, J=8.4Hz), 7.41 (1H, 

t, J=8.4Hz), 7.45~7.52 (2H, m), 7.81 (2H, d, J=8.4Hz), 7.88 (1H, d, J=8.4Hz). 13C NMR (100 MHz, 

CDCl3/CD3OD) δ 18.1, 19.2, 30.9, 34.7, 36.9, 41.2, 54.7, 55.3, 55.4, 55.5, 59.6, 97.6, 114.1, 114.2, 123.9, 125.9, 

126.3, 127.0, 128.4, 128.5, 128.6, 129.1, 130.3, 130.4, 130.5, 131.0, 132.4, 134.4, 158.5, 158.7, 171.9, 172.4, 

172.5. 

 

4. プロテアソーム阻害活性の測定 

 プロテアソームの活性は第 1 章に示した方法で測定した。ただし 20S プロテアソームはヒト白血病

HL-60細胞より第 1章に示した方法で粗精製したものを用いた。 
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第2節 結果 

 

1. チロペプチン Aとプロテアソームとの三次元複合体構造モデルの構築 

 プロテアソームのキモトリプシン様活性の活性中心アミノ酸は、β5サブユニットの 1番目のスレオ

ニンである。しかし酵母 20S プロテアソームの結晶構造の解析により、キモトリプシン様活性の活性

部位は、β5サブユニットのみならずβ6サブユニットとの 2つのサブユニットの会合により形成されて

いることが分かった [35]。おそらくホ乳類の 20S プロテアソームのキモトリプシン様活性も酵母と同

様に、β5サブユニットとβ6サブユニットの会合により形成されると考えられる。そこでチロペプチン

A がホ乳類の 20S プロテアソームのキモトリプシン様活性部位に結合した三次元構造モデルを構築す

るために、ウシの 20Sプロテアソームの全体構造からβ5サブユニットとβ6サブユニットに関する情報

のみを選び出し複合体モデルを構築した。プロテアソームのβ5/β6部位に結合したチロペプチン Aの複

合体モデルの 1つの可能性を Fig. 5-3に示す。Fig. 5-3Aは、チロペプチン Aのβ5/β6部位への推定結合

様式を示す。この分子モデリングは、まずチロペプチン Aの C末端アルデヒド基が、β5サブユニット

にあるキモトリプシン様活性の活性中心アミノ酸である N 末端 1 番のスレオニンの水酸基とヘミアセ

タールを形成していると考えられる。さらにβ5 サブユニットの 21 番スレオニン、47 番グリシン、49

番アラニンおよびβ6 サブユニットの 125番アスパラギン酸は基質もしくはペプチド阻害物質の主鎖で

あるペプチド結合を認識すると考えられている。そこでチロペプチン A は 1 番スレオニンとヘミアセ

タールを形成し、且つ 21 番スレオニン、47 番グリシン、49 番アラニン、125 番アスパラギン酸の 4

アミノ酸とβシート様の 5つの水素結合を形成すると仮定し、この条件を十分に満たすチロペプチン A

の最適なコンフォメーションを検索した。その結果、チロペプチン Aがβ5/β6部位に無理なく収まるモ

デルを得ることができた（Fig. 5-3B）。Fig. 5-3Bは結合モデルの全体概略図を示す。チロペプチン Aは

β5サブユニットとβ6サブユニットの間に収まり、両サブユニットに埋もれる形で存在する。そしてこ

の結合モデルにおいて 4つの CH/π相互作用が確認できた（Fig. 5-3A）。CH/π相互作用というのは、CH

（炭素に結合した水素）とπ電子系の間にはたらく水素結合様の弱い引力であり、近年この CH/π相互

作用が、蛋白受容体とそのリガンドの複合体形成や、蛋白質の三次元構造形成のための折り畳みにお

いて重要な働きを成している事が明らかとなってきた[99]。チロペプチン Aとβ5/β6部位の複合体にお
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いて、β5サブユニットの 31 番バリン、33 番リジン、

49 番アラニンの側鎖の CH 水素は、共にチロペプチ

ン A の P1 位チロシナール残基のπ電子系との間に

CH/π相互作用を示した。またβ5 サブユニットの 20

番アラニンと 49 番アラニンのα位の CH 水素は、チ

ロペプチン A の P3位チロシン残基のπ電子系との間

に CH/π相互作用を示した。ところがチロペプチン A

の N末端のイソバレリル基はβ5/β6 部位との間にいかなる水素結合や CH/π相互作用を観察できなかっ

た。しかしながらこの複合体モデルはチロペプチン Aの N末端イソバレリル基の近傍に大きな空白領

域（ポケット）の存在を示唆し、この空間のごく一部をチロペプチン A のイソバレリル基が領有して

いることが分かった（Fig. 5-3C）。そこでチロペプチン Aの N末端構造の一部に、このポケットの形状

に相補し且つ分子間相互作用を示す部分構造を取り入れる事により、キモトリプシン様活性に対する

阻害活性を増強できるのではないかと考え、N 末端のイソバレリル基の代わりに種々の置換基をデザ

インし導入した。 
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Fig. 5-3. Binding model of Tyropeptin A bound to the site responsible for the chymotrypsin-like activity of the 
20S proteasome. (A) Expected binding mode of tyropeptin A to β5/β6 site. Tyropeptin A,� yellow; Hydrogen 
bond,� sky blue; CH/π interaction, red; β5/β6 site,� atom colors. (B) Overview of binding model of tyropeptin A 
bound to the β5/β6 site of the 20S proteasome. Subunit β5, gray; Subunit β6, magenta; Tyropeptin A, yellow. 
(C) Binding model of tyropeptin A in the β5/β6 site.  Subunit β5, gray; Subunit β6, green; Tyropeptin A, 
yellow.
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2. チロペプチン類縁体の合成 

 作成した複合体モデルに基づき、チロペプチン Aの N末端イソバレリル基を他に変換したチロペプ

チン A類縁体を設計し、第 3章のチロペプチン Aの合成方法と同様の方法を用いて合成した。（Scheme 

5-1）。すなわちチロペプチン A 合成の重要な中間体である（N-tert-ブトキシカルボニル-O-ベンジル）

-L-チロシル-L-バリル-（ジ-O-ベンジル）-L-チロシノール（9）の tert-ブトキシカルボニル基を脱離し、

種々の酸（R-CH2COOH）と縮合した。得られた N-アシルトリペプチドはパラジウム炭素触媒を用いて

水素添加によるベンジル基の脱保護の後、一級水酸基をアルデヒド基へ酸化することにより、N 末端

部分を変換したチロペプチン A類縁体（TP-101、TP-102、TP-105および TP-111）を合成した（Scheme 

5-1A）。また Scheme 5-1Aの方法で N末端にナフチル酢酸を導入させた場合、次の水素添加の過程でナ

フタレン部分も還元されることが分かった。溶媒、触媒、温度、時間等の検討を行ったがやはりナフ

タレン部分の還元は回避できなかった。そこで Scheme 5-1B に示すように、水酸基の保護基としてベ

ンジル基の代わりにアセチル基を用いてナフチル基を持った類縁体（TP-103および TP-104）を合成し

た。 

 さらに構造活性相関におけるチロペプチンAおよび TP-104のフェノール性水酸基の役割を調べるた

めに、Schemes 5-2Aおよび 5-2Bに示した合成工程で、メチル化類縁体を合成した。 
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Scheme 5-1B.  Synthesis of naphthyl derivatives of tyropeptin A. (a) H2, Pd/C, MeOH, EtOAc, rt, 18 h, 97 % (b) Ac2O, Pyridine, rt, 18 h,  83 %  (c) i. TFA, CH2Cl2, rt, 1 
h; ii. Acid, WSC·HCl, HOBt, TEA, DMF, rt, 18 h  (d) K2CO3, MeOH, rt, 2 d  (e) SO3·Pyridine, TEA, DMSO, rt, 3 h.
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Scheme 5-2A.  Synthesis of O-methyl derivatives of tyropeptin A.  (a) i. TFA, CH2Cl2, rt, 1 h; ii. Isovaleric acid, WSC·HCl, HOBt, TEA, DMF, rt, 18 h, 88 %  (b)  K2CO3, 
MeOH, rt, 18 h, quant.  (c) TMSCHN2, DIEA, CHCl3, MeOH, rt, 24 h, quant. (d) H2, Pd/C, MeOH, rt, 3 d, 60 %  (e) SO3·Pyridine, TEA, DMSO, rt, 3 h, 63 %  (f)  K2CO3, 
MeOH, rt, 2 d, 85 %  (g) TMSCHN2, DIEA, CHCl3, MeOH, rt, 3 d, 97 %  (h)  H2, Pd/C, MeOH, rt, 18 h  (i) Ac2O, Pyridine, rt, 18 h, 92 % from 23  (j)  i. TFA, CH2Cl2, rt, 1 h; 
ii. 1-Naphthylacetic acid, WSC·HCl, HOBt, TEA, DMF, rt, 18 h, 92 %  (k)  K2CO3, MeOH, rt, 18 h, 98 %  (l) SO3·Pyridine, TEA, DMSO, rt, 3 h, 71 %  (m) TMSCHN2, DIEA, 
CHCl3, MeOH, rt, 24 h, 40 %  (n)  i. TFA, CH2Cl2, rt, 1 h; ii. 1-Naphthylacetic acid, WSC·HCl, HOBt, TEA, DMF, rt, 18 h, 70 %  (o) K2CO3, MeOH, rt, 18 h, 45 % (p) 
SO3·Pyridine, TEA, DMSO, rt, 3 h, 43 %.
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3. チロペプチン類縁体のプロテアソーム阻害活性 

 20Sプロテアソームに対するチロペプチン A類縁体の阻害活性を Table 5-1に示す。チロペプチン A

の N 末端のイソプロピルをシクロヘキシルに変換すると（TP-101）、チロペプチン A に比べてキモト

リプシン様活性に対する阻害活性が 4 倍増強した。フェニルに芳香族化するとチロペプチン A に比べ

て 5倍強くなった（TP-102）。さらに 2-ナフチル型にすると 10倍向上した（TP-103）。ナフチルの置換

様式は 2-ナフチル型よりも 1-ナフチル型の方が強い阻害活性を示すことが分かった（TP-104）。またナ

フチル型と同じ長さの炭素数のアルキル鎖を持った TP-105は、TP-104よりも阻害活性が弱いことが分

かった。よって 20S プロテアソームのキモトリプシン様活性に対して最も強い阻害活性を示した化合

物は、1-ナフチル類縁体である TP-104であり、チロペプチン Aに比べて 20倍強い阻害活性を示した。

またそれは MG132よりも強い阻害活性を示した。 

 TP-104 の阻害活性が向上した理由は、作業仮説としたプロテアソームのキモトリプシン様活性部位

であるβ5/β6 部位の空白領域（ポケット）を、TP-104 の 1-ナフチル部分が占有し、且つその部分にお

いて新たに CH/π相互作用もしくは疎水結合が形成したことに起因するのではないかと考えた。この仮

説を証明するために、TP-104がβ5/β6部位に結合した複合体モデルを構築した（Fig. 5-4）。Fig. 5-4Aに

は、β5/β6部位におけるチロペプチン Aと TP-104の三次元立体構造の比較を示した。明らかに左側に

示したチロペプチン Aの N末端近傍のポケット（Fig. 5-4A、left）を、右に示した TP-104の 1-ナフチ

ル部分が充填していることが分かった（Fig. 5-4A、right）。すなわちこのポケットの形状に TP-104のナ

フチル部分が高い相補性を示した。Fig. 5-4B にはβ5/β6部位に対する TP-104 の推定結合様式を示す。

期待したように、ナフチル部分とβ5/β6部位の間に新たに CH/π相互作用が観察された。β5 サブユニッ

トの 50 番アラニンおよびβ6 サブユニットの 127 番バリンのそれぞれの側鎖の CH 水素が、TP-104 の

ナフチル部分と CH/π相互作用を示した。この新たな CH/π相互作用の形成により、TP-104はβ5/β6部位

に高い親和性を示すようになったと推測される。以上により TP-104はキモトリプシン様活性に強い阻

害活性を示したと考えられる。 

 次ぎにチロペプチン A および TP-104 の水酸基の酵素阻害に対する役割を調べた。チロペプチン A

の O-メチル化体（TP-106、TP-107）は、キモトリプシン様活性に対してチロペプチン Aとほぼ同程度

の阻害活性を示したが、トリプシン様活性に対しては阻害活性が減少した。換言すれば TP-106および
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TP-107はチロペプチン Aに比べて阻害特異性が向上したと言える。そこで阻害活性の特異性の向上の

為に、最も阻害活性の強かった 1-ナフチル型の類縁体である TP-104 の O-メチル化体を合成した。

TP-104の O-メチル化体である TP-108、TP-109および TP-110は、TP-104よりもキモトリプシン様活性

に対する阻害活性は若干低下したが、トリプシン様活性に対する阻害活性は著しく減少し、特に TP-110

はトリプシン様活性および PGPH活性に対しては 100 µMの濃度でも阻害活性を示さなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

Chtmotrypsin-like PGPH

Compound R1 R2 R3 activity activity

Tyropeptin A CH(CH3)2 H H             0.14     68        5

TP-101 C6H11 H H             0.033     17        3

TP-102 C6H5 H H             0.027     16        2

TP-103 2-Naphthyl H H             0.014       4.7        0.7

TP-104 1-Naphthyl H H             0.007       4.9        1.2

TP-105 CH2(CH2)3CH3 H H             0.037     20        2

TP-106 CH(CH3)2 H CH3             0.19     21      21

TP-107 CH(CH3)2 CH3 CH3             0.12     56      37

TP-108 1-Naphthyl H CH3             0.018     38        6

TP-109 1-Naphthyl CH3 H             0.020     31        6

TP-110 1-Naphthyl CH3 CH3             0.027 >100  >100

TP-111 N(CH3)2 H H             1.2 >100        7.8

MG132             0.068       1.4        4.5

Trypsin-like

activity

Table 5-1.  Inhibitory activities of the 20S proteasome by tyropeptin A derivatives.

IC50 (µM)

CHO
H
N

N
H

H
N

OR3OR2
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O
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Fig. 5-4.  Binding model of TP-104 bound to the β5/β6 site of the 20S proteasome. (A) Comparison with 
structures of tyropeptin A and TP-104 in the β5/β6 site. Binding model of TP-104 in the β5/β6 site (right) 
compared to the tyropeptin A (left). Tyropeptin A is colored in yellow and TP-104 in violet. (B) Expected 
binding mode of TP-104 to the β5/β6 site. Tyropeptin A�  yellow; Hydrogen bond,� sky blue; CH/π interaction, 
red; β5/β6, atom colors. 

 

第3節 考察 

 

A 

B 
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 20S プロテアソームの立体構造は、1995 年に世界で初めて古細菌 Thermoplasma acidophilum 由来の

20S プロテアソームが X 線結晶解析され、その立体構造が明らかになった [100]。1997 年には酵母

Saccharomyces cerevisiaeから真核生物の 20Sプロテアソームが解析された [35]。真核生物の 20Sプロ

テアソームおけるキモトリプシン様活性の活性中心は、β5サブユニットの N末端 1番目のスレオニン

であるが、活性部位はβ5のみならずβ6サブユニットとの 2つのサブユニットの会合により形成されて

いて、これらは変異を利用した実験と X 線結晶解析の結果から明らかになった  [101、102]。

Garcia-Echeverriaらはホモロジーモデリングの手法を用いて、酵母の 20Sプロテアソームの結晶構造か

らヒトの 20Sプロテアソームの構造モデルを推定し [103]、その推定上のヒト 20Sプロテアソームモデ

ルに基づき、プロテアソーム阻害物質を開発した [104, 105]。 

 2002 年にはウシから単離したホ乳類の 20S プロテアソームの結晶構造が明らかになり、ウシのα2、

β1、β5、β6およびβ7サブユニットの立体構造は酵母の各サブユニットと異なることが分かった [6, 7]。

しかし未だにヒト由来の 20S プロテアソームの結晶構造は解析されていない。ヒトとウシのプロテア

ソームのアミノ酸配列を比較してみると、β5 サブユニットでは 100%の相同性を示す。しかしヒトと

酵母の間では 65％の相同性しか示さない。他方のβ6サブユニットでもヒトとウシの間では 100％の相

同性を示すが、ヒトと酵母の間では 48%の相同性しか示さない（ヒトのプロテアソームのアミノ酸配

列は Swiss-Prot データベースより入手した）。ウシのβ5 およびβ6 サブユニットのアミノ酸配列はヒト

と完全に一致したことから、ウシのβ5/β6 部位の構造モデルはヒトのβ5/β6 部位を十分に反映すると考

えた。 

 そこでβ5/β6 部位のアミノ酸配列がヒトと完全に同一であるウシのプロテアソームを用いてチロペ

プチン A との複合体構造モデルを構築し、そこから得られた情報を基に、阻害活性の向上を目指した

チロペプチン A 類縁体の分子設計を行った。ここに記述したモデルではチロペプチン A はβ5/β6 部位

によく収まっていることを証明した（Fig. 5-3）。この結合モデルはチロペプチン A の近傍に大きな空

白領域（ポケット）の存在を示し、よってこのポケットを充填するような化合物はキモトリプシン様

活性に対して強い阻害活性を示すと推察した。そこで種々のチロペプチン A 類縁体を合成し、その 1

つである TP-104はチロペプチン Aに比べてキモトリプシン様活性に対して阻害活性が 20 倍向上した

（Table 5-1）。TP-104とβ5/β6部位の複合体モデルを解析した結果、TP-104の 1-ナフチル部分はチロペ
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プチン Aの N末端近傍の大きなポケットを埋め、そのポケットの形状に高い相補性を示した（Fig. 5-4）。

さらに TP-104のナフチル部分と 20Sプロテアソームのβ5/β6部位の間に新たな CH/π相互作用を形成し

た。したがって TP-104 のキモトリプシン様活性に対する強力な阻害活性は、β5/β6部位への親和性の

向上に起因すると考えられた。このようにウシのプロテアソームとチロペプチンAの結合モデルは 20S

プロテアソームの阻害物質の論理的な分子設計を可能にした。 

 チロペプチンAのO-メチル化はキモトリプシン様活性の阻害活性の特異性を向上させることが分か

った。例えば TP-104の O-ジメチル体である TP-110は、キモトリプシン様活性を 0.027 µMの IC50値で

阻害するが、トリプシン様活性と PGPH活性には 100 µMの濃度でも阻害活性を示さなかった。これは

以下の理由により説明できる。トリプシン様活性部位は、β2およびβ3サブユニットの会合により形成

されており、このβ2/β3部位の S1および S3ポケットはβ5/β6部位の各々のポケットに比べて狭い [35]。

したがって TP-110がβ2/β3部位に適合できないと推察し、よって TP-110はトリプシン様活性に阻害活

性を示さないと考察する。このようにTP-110は特徴的な阻害特異性を有し、MG132やチロペプチンA、

TP-104とは異なった性質を示す。それゆえに TP-110はホ乳類の 20Sプロテアソームのキモトリプシン

様活性に有効でかつ選択性の高い阻害物質であると言える。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第4節 小括 
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 この章では、チロペプチン A のプロテアソームに対する阻害活性の向上を目指し、チロペプチン類

縁体を合成した。すなわちチロペプチン A とウシ 20Sプロテアソームのキモトリプシン様活性を司る

β5およびβ6サブユニットとの三次元複合体モデルを構築し、このモデルから得られた情報を基に、阻

害活性の強いチロペプチン A 類縁体を論理的且つ効果的な分子設計を行い合成した。以下に明らかに

した事項について述べる。 

 

（1）ウシの 20Sプロテアソームとチロペプチン Aとの複合体立体構造モデルを構築した。 

（2）分子モデリング実験から得られた情報を基に、チロペプチン類縁体を分子設計し合成した。 

（3）合成したチロペプチン類縁体 TP-104は、プロテアソームのキモトリプシン様活性に対して

非常に強い阻害活性（IC50=0.007 µM）を示し、チロペプチン Aよりも 20倍阻害活性の高い

阻害物質を合成することに成功した。 

（4）TP-104 のジメチル体である TP-110 は、プロテアソームのキモトリプシン様活性に対して

0.027 µMの IC50値を示すが、トリプシン様活性および PGPH活性には 100 µMでも阻害活

性を示さず、特異性の高い阻害物質を合成することに成功した。 
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第6章 チロペプチン類縁体の抗癌活性 

 

 前章に記述したように、分子モデリング法を用いて種々のチロペプチン類縁体を合成した。その中

にはリード化合物として用いたチロペプチン A よりプロテアソームのキモトリプシン様活性に対して

20倍阻害活性が強い化合物 TP-104や、キモトリプシン活性に高い選択性を示す化合物 TP-110 を合成

することができた。本章では、これらチロペプチン類縁体の抗癌活性について言及する。 

 

第1節 実験材料と方法 

 

1. 細胞培養 

 ヒト前立腺癌 PC-3細胞（Dainippon Pharmaceutical Co., Osaka, Japan）は、100 units/ml ペニシリン G、

100 µg/ml 硫酸ストレプトマイシン、0.29 mg/ml L-グルタミンおよび 1.13 mg/ml 炭酸水素ナトリウムを

含む DMEM培地に 10 % FBS（Vitromex; Sanko Junyaku Co., Tokyo, Japan）を加え 37℃、5％ CO2雰囲

気下で培養した。 

 

2. 細胞増殖測定 

 各細胞は 96穴プレートの 1穴に Table 6-1の条件の 10% 血清を含む培地 100 µlにて培養した。測定

サンプルは培養と同時に添加し、細胞数は MTT法を用いて測定した [91]。 
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3. 細胞周期 

 PC-3細胞（5×105）を直径 10 cm丸シャーレに 10% FBSを含む DMEM培地 5 mlで TP-110と共に 37℃

で 24 時間培養した。培地を除去後、PBS（-）で一度洗浄し、トリプシン処理により細胞を剥がした。

ここに 10% FBSを含む DMEM培地を加え 1,000 rpm、5分間遠心分離により細胞を回収した。この細

胞を再度 PBS（-）に懸濁し 1,000 rpm、5分間の遠心分離により洗浄した。PBS（-）除去後、氷冷 70%

エタノールを 5 ml加え、4℃で 1晩、細胞を固定化した。1,000 rpm、5分間遠心分離により回収した細

胞を、900 µlの PBS（-）に懸濁し、ここに 0.2 M RNase A（Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO）を 10 µl

Table. 6-1.  細胞培養条件
由来 名称 種類 培地 血清 培養時間（h）細胞数/well

Human LOX Melanoma DMEM FBS 72 5×103

DMS273 Lung DMEM FBS 72 5×103

LX-1 Lung RPMI1640 FBS 72 1×104

DU 145 Prostate DMEM FBS 72 5×103

PC-3 Prostate DMEM FBS 72 5×103

LNCaP Prostate DMEM FBS 72 5×103

SC-6 Stomach RPMI1640 FBS 72 1×104

HCT-8 Colon RPMI1640 HS 72 5×103

DLD-1 Colon RPMI1640 FBS 72 1×104

HL-60 Leukemia RPMI1640 FBS 72 1×104

Jurkat T Lymphoma RPMI1640 FBS 72 1×104

RPMI 8226 Multiple myeloma RPMI16401! FBS 72 1×104

PrSC Prostate stroma DMEM2) FBS 72 1×104

NHLF Normal fibrobrast DMEM FBS 72 5×103

Mouse Colon 26 Adenocarcinoma RPMI1640 FBS 72 1×104

B16Bl6 Melanoma RPMI1640 FBS 72 1×104

3LL Lung carcinoma DMEM FBS 72 5×103

P388D1 Monocyte RPMI1640 FBS 72 1×104

LB32T B Lymphocyte RPMI16401! FBS 72 1×104

RAW264.7 Macrophage DMEM FBS 72 5×103

L1210 Lymphoid leukemia RPMI1640 FBS 48 1×104

EL4 Tymoma RPMI1640 FBS 48 1"104

2) 5 ng/ml bFGF(basic fibroblast growth factor)#5 µg/ml Insulin#1.4 µM hydroxycortisoneを加えた。

1) 1 mM ピルビン酸、0.55 µM$2-メルカプトエタノール、0.1 mM non-essential amino acid %Gibco

BRL, Grand Island, NY!を加えた。



 111 

加え 37℃で 15分間処理した。3,000 rpm、5分間の遠心分離により沈澱した細胞を、900 µlの PBS（-）

によく懸濁し、ここに PBS（-）に溶かした 500 µl/mlヨウ化プロビジウム（Sigma-Aldrich Co., St. Louis, 

MO）溶液を 100 µl加えよく撹拌した。染色した細胞は FACSCalibur（Becton-Dicjinson Immunocytometer 

Systems, San Jose, CA）で細胞周期を測定した。 

 

4. ヘキスト 33342染色 

 PC-3細胞（1×105）を 35 mm丸シャーレに 10% FBSを含む DMEM培地 1 mlで 48時間培養した。

培地を新鮮なものに交換後、TP-110を 0.16 µM加え 37 ℃で 24時間培養した。ここに 5 µg/mlのヘキ

スト 33342（Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan）を加えさらに 37℃で 90分間培養した。染色した

細胞を蛍光顕微鏡（LEICA DM IRB, Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar, Germany）にて観察した。 

 

5. ウエスタンブロット 

 p21 および p27 蛋白質はウエスタンブロット法で検出した。すなわち PC-3 細胞（2×105）を 35 mm

丸シャーレに 10% FBSを含む DMEM培地 1mlで 24時間培養し、ここに各濃度の TP-110を加え、さ

らに 37℃で各時間培養した。この細胞を 100 µM Na3VO4を含む PBS（-）で 2度洗浄し、lysis緩衝液（20 

mM HEPES（pH 7.5）、150 mM NaCl、1% Triton X-100、10% グリセロール、1 mM EDTA、50 mM NaF、

50 mM β-glycerophosphate、1 mM Na3VO4、25 µg/ml アンチパイン、25 µg/ml ロイペプチン、25 µg/ml ペ

プスタチン）を 100 µl加え 4℃で 15分間放置した。得られた細胞抽出液を 15,000 rpm、10分間遠心分

離し不溶物を取り除き、各サンプルの蛋白濃度を調整後、1/3量の 4×SDS sample buffer（グリセロール 

4 ml、SDS 0.92 g、2-メルカプトエタノール 2 ml、ブロモフェノールブルー 2 mg、0.5 M Tris-HCl (pH 6.8) 

3.32 ml）を加えた。これを 100℃で 5分間煮沸後、氷冷中で急冷したものを電気泳動用のサンプルとし、

12.5% ポリアクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEによりそれぞれの蛋白質を分離した。ゲル中の蛋

白質を PVDF膜（Immobilon-P；Millipore Corporation, Bedford, MA）へ転写し、この PVDF膜は 5%スキ

ムミルクを含む STE緩衝液（0.15 mM NaCl、10 mM Tris-HCl (pH 7.4)、1 mM EDTA）で室温、1時間ブ

ロッキングを行い、次ぎに抗 p21抗体（sc-397；Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）もしくは抗

p27抗体（sc-528；Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA）で抗原抗体反応を行った。これを 0.1% 
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Tween-20を含む TBS緩衝液（20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、150 mM NaCl）で洗浄後、HRP（hoseradish 

peroxidase）標識二次抗体（Anti-Rabbit Ig, HRP-Linked Whole Antibody；Amersham Biosciences Corp., 

Piscataway, NJ）で反応させた。これを洗浄後、ECLウェスタンブロッティング検出システム（Amersham 

Biosciences Corp., Piscataway, NJ）により化学発光させ、X線フィルム（RX-U；Fuji Photo Film, Tokyo, 

Japan）に感光させることにより目的抗原のシグナルを検出した。 

 

5. RT-PCR（Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction） 

 p21および p27の mRNA は RT-PCR法により測定した。PC-3 細胞（3×106）を 10 cm丸シャーレに

10% FBSを含む DMEM培地 10 mlで 24時間培養した。ここに各濃度の TP-110を加え、さらに 24時

間培養した。これらの細胞から RNeasy Mini Kit（QIAGEN Inc., Valencia, CA）を用いて total RNAを抽

出、精製した。得られた total RNA のすべての mRNA から Reverse Transcription System（Promega 

Corporation, Madison, WI）を用いて cDNAを合成した。PCRによる cDNAの増幅にはPromega PCR Master 

Mix（ Promega Corporation, Madison, WI ）を使用した。 p21 の特異的プライマーとして

5’-ATGTCAGAACCGGCTGG-3’および 5’-TAGGGCTTCCTCTTGGA-3’ [106]、p27のプライマーとして

5’-CCTCTTCGGCCCGGTGGAC-3’および 5’-TCTGCTCCACAGAACCGGC-3’ [107]、GAPDHのプライマ

ーには 5’-GATGACATCAAGAAGGTGGTGAA-3’および 5’-GTCTTACTCCTTGGAGGCCATGT-3’を用

いた [108]。PCRは各サイクルでの反応生成物量を測定し、反応生成物量が指数関数的に増加するサイ

クル数を設定し、反応条件を最適化した。PCR反応生産物は 2%アガロースゲルで電気泳動後、SYBR 

Green I nucleic acid gel stain（Molecular Probes, Eugene, OR）により検出し、FLA-5000（Fuji Photo Film Co., 

Tokyo, Japan）にて定量した。 

 

6. DNAフラグメンテーション 

 PC-3細胞（5×105）を直径 6 cm丸シャーレに 10% FBSを含む DMEM培地 5 mlで培養し、同時に各

濃 度 の TP-110 お よ び / も し く は カ ス パ ー ゼ 阻 害 剤 Z-VAD-FMK

（benzyloxycarbonyl-L-valyl-L-alanyl-L-aspart-1-yl-fluoromethane、Calbiochem Corporation, San Diego, CA）

を添加し、37℃で 14および 24時間培養した。細胞を PBS（-）で 2度洗浄し、セルスクレイパーを用
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いて回収した。この細胞に lysis buffer（10 mM Tris-HCl（pH 7.4）、10 mM EDTA·4Na、0.5% Triton-X 100）

を 200 µl加え、室温で 10分間処理した。これを 15,000 rpmで 10分間遠心分離し不溶物を除去後、上

清に 0.2 M RNase Aを 4 µl加え 37℃で 1時間処理した。ここに 20 mg/mlの Proteinase K（Sigma-Aldrich 

Co., St. Louis, MO）4 µlを加え 37℃で 1時間処理した。さらに 5 M NaClを 40 µlおよびイソプロパノー

ルを 240 µl加え-20℃で一晩放置した。これを 15,000 rpmで 10分間遠心分離し上清を除き、70%エタ

ノール 200 µlを加え撹拌後再度 15,000 rpmで 10分間遠心分離し上清を除去した。ここに TE緩衝液（10 

mM Tris-HCl (pH 7.4)、1 mM EDTA·4Na）を 12 µl加え DNAフラグメンテーションサンプルとした。こ

れを 1.2% アガロースゲルを用いて電気泳動し、DNAを臭化エチジウムにより検出した。 

 

7. 急性毒性 

 TP-110は 5% HCO-60（Nikko Chemicals Co., Tokyo, Japan）および 5% DMSOを含む生理食塩水に溶

解し、実験 1日目に ICRマウス（6週令、メス）の尾部の静脈内に 0.1mlずつ単回投与した。腹腔内投

与、皮下投与、経口投与の場合は、0.25mlずつ単回投与した。経過観察は 14日間行い、生存したマウ

スは解剖し各臓器を肉眼により観察した。 

 

8. TP-110の定量 

 マウス血清中の TP-110含量は HPLC法により定量した。血清 200 µlに等量のブタノールを加え、激

しく撹拌した。これを遠心分離しブタノール層 100 µlを回収した。ここに 10 mg/ml NaBH4（メタノー

ル）溶液 10 µlを加え室温で 1時間放置した。これを高速液体クロマトグラフにより測定し定量した。

カラムは Capcell pak UG 120（150×4.6φ; Shiseido Co., Tokyo, Japan）を使用し、移動相は 5～95% アセ

トニトリル-水（0～10 分までリニアグラジエント、10～15 分まで 95% アセトニトリル-水）、流速 1 

ml/min、検出UV 220 nmで測定した。これらの条件下において TP-110の溶出時間は 11.0 minであった。 

 

9. 抗腫瘍活性の評価 

 SCIDマウス（オス、6週令、Charles River Japan, Yokohama, Japan）は SPF環境下（温度 23±1℃、湿

度 55±5％）で飼育し、滅菌水および滅菌処理した食餌（Oriental Yeast, Co., Tokyo, Japan）を与えた。
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PC-3 細胞（5×106）をマウスの左側鼠径部皮下に注射により移植し、その日を day 0 とした。TP-110

は 5% HCO-60および 5% DMSOを含む生理食塩水に溶解し、腹腔内に注射した。抗腫瘍活性は腫瘍容

積により評価した。尚、腫瘍容積は次式により算出した。 

腫瘍容積（mm3）=腫瘍の長径（mm）×腫瘍の短径（mm）2×0.5 
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第2節 結果 

 

1. PC-3細胞に対する増殖抑制作用 

 前章で合成したチロペプチン類縁体の中で、プロテアソームに対して最も強い活性を示した TP-104

およびプロテアソームのキモトリプシン様活性に特異性の高い阻害活性を示した TP-110について、ヒ

ト前立腺癌 PC-3細胞の増殖に与える影響を調べた（Fig. 6-1）。各類縁体は薬剤容量依存的に細胞増殖

を抑制し、各々の IC50値はチロペプチン Aが 12 µM、TP-104が 0.44 µM、TP-110が 0.049 µMおよび

MG132が 0.93 µMであり、TP-110が最も強い増殖抑制作用を示した。次ぎに TP-110の各濃度での細

胞増殖の経時変化を調べた（Fig. 6-2）。TP-110はいずれの濃度においても 24時間後迄は増殖し、その

後高濃度の 0.10 µM以上では細胞数が減少し細胞死が誘導され、中間濃度の 0.025 µMでは 72時間ま

で一定の細胞数を保ち、低濃度の 0.0063 µM では無添加の場合と同様に細胞が増殖した。また濃度は

異なるが MG132も類似した増殖経過を示した。 

 

 

Fig. 6-1.  Effect of tyropeptins on PC-3 cells growth. Cells were incubated with a test sample for 72 h. Cell 
growth was determined by MTT.
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Fig. 6-2.  Effect of TP-110 on PC-3 cells growth. Cells were incubated with various concentrations of TP-110 
or MG132 for indicated times. Cell growth was determined by MTT.

 

 

2. TP-110による細胞周期への影響 

 そこで PC-3細胞の増殖抑制効果が非常に強い TP-110を用いて、PC-3細胞の細胞周期に与える影響

について調べた。TP-110（0.16 µM）で 24 時間処理した細胞を、フローサイトメトリーで解析した細

胞の分布を Fig. 6-3に示す。縦軸は細胞数を示し、横軸は細胞の DNAに結合したヨウ化プロビジウム

の蛍光量を示す。200 をピークとした細胞群は G1 期に属し、400 をピークとした細胞群は G2 もしく

は M期に属する。G1期と G2/M期の中間の DNA量を持つ細胞群は S期であり、また 200以下に分布

する細胞群は Sub G1期に属す。TP-110で処理すると G1および Sub G1期の細胞数を増加させ、S期お

よび G2/M期の細胞数を減少させた。 
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Fig. 6-3.  Effect of TP-110 on cell cycle progression. PC-3 cells were cultured with 0.16 µM of TP-110 for 24 h. 

Cells were examined using FACS analysis to determine cell cycle status.

 

3. TP-110による p21CIP1/WAF1および p27KIP1への影響 

 フローサイトメトリーによる解析から、TP-110は PC-3細胞の細胞周期の S期移行を阻害し G1期で

停止した。細胞周期の制御において中心的な働きをしている蛋白質としてサイクリン、サイクリン依

存的キナーゼ（CDK）およびそのインヒビターである CDKインヒビターがある。細胞周期の進行には

サイクリン、CDK、負への制御には CDKインヒビターが大きな役目を果たしている。特に G1期の停

止においては CDKインヒビターである p21CIP1/WAF1および p27KIP1が重要な働きをしており、これらの働

きにより細胞周期の S期への移行を阻害し G1期で停止する。また p21および p27はプロテアソームの

基質となり分解される事が知られている [37, 38]。そこで p21および p27に対する TP-110の影響につ

いて調べた。 

 PC-3細胞を各濃度の TP-110で処理し、p21および p27蛋白を、特異的抗体を用いたウェスタンブロ

ット法により調べた（Fig. 6-4）。PC-3 細胞を各濃度の TP-110 で 14 時間処理すると、p21 および p27

は薬剤濃度依存的に蓄積量が増大した（Fig. 6-4A）。MG132にも同様な効果が認められた。また TP-110

の処理濃度を 0.16 µMに固定し経時変化を調べると、時間経過とともに蓄積量が増加した（Fig. 6-4B）。 
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Fig. 6-4.  Accumulation of p21CIP1/WAF1 and p27KIP1 in PC-3 cells by TP-110. (A) PC-3 cells were cultured with 
the indicated concentrations of TP-110 or MG132 for 12 h. The protein extracts were applied to Western blot 
using an anti-p21 antibody or an anti-p27 antibody. (B) PC-3 cells were cultured with 0.16 µM of TP-110 for the 
indicated times.

 

 TP-110 による p21 および p27の蓄積量の増大は、プロテアソームによる分解の抑制のためであると

推察されたが、p21および p27遺伝子の発現誘導の可能性もある。そこで TP-110処理による PC-3細胞

の p21および p27の mRNAの発現を RT-PCRにより測定した（Fig. 6-5）。PC-3細胞を各濃度の TP-110

で 24 時間処理すると、TP-110 の濃度増加にしたがい p21 の mRNA が増加し、その発現誘導が認めら

れた。一方 p27の mRNA量は一定で変化はなかった。 

 

 

Fig. 6-5.  Induction of p21Cip1/Waf1 expression in PC-3 cells by TP-110. PC-3 cells were cultured with the 
indicated concentrations of TP-110 or MG132 for 24 h. p21 and p27 mRNA expression were assessed by 
RT-PCR.
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4. TP-110によるアポトーシスの誘導 

 フローサイトメトリーによる解析から、TP-110は G1期の細胞を増加させると共に sub-G1期の細胞

も増加させた。これは細胞死の誘導を意味することから細胞死について検討した。PC-3細胞を TP-110

（0.16 µM）で 24時間処理し、DNAに特異的に結合する蛍光色素であるヘキスト 33342で染色後、蛍

光顕微鏡下で細胞を観察した（Fig. 6-6）。無処理の細胞では核が均一に青く染まるが、TP-110 処理し

た細胞では一部の細胞内の所々が非常に強く染まり、特に明るい蛍光を発する箇所が確認出来た（図

中矢印）。これがクロマチン凝縮であり、TP-110はアポトーシスの形態学的特徴の 1つである、クロマ

チン凝縮を起こす作用があることが認められた。 

 

 

Fig. 6-6.  Induction of apoptosis in PC-3 cells by TP-110. PC-3 cells were cultured with 0.16 µM of TP-110 for 
24 h. Cells were stained with Hoechst 33342.

 

 またアポトーシスの生化学的特徴の 1 つとして DNA 断片化がある。そこで PC-3 細胞を各濃度の

TP-110で 14時間もしくは 24時間処理し、細胞より抽出した DNAをアガロース電気泳動により、DNA

の断片化を調べた（Fig. 6-7）。PC-3細胞における DNAの断片化は、14時間よりも 24時間後において

顕著に認められ、TP-110の濃度に依存してその程度が増大した。よって TP-110によるアポトーシス誘

導が確認できた。 

Control 0.16 µM TP-110 
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Fig. 6-7.  Induction of apoptosis in PC-3 cells by TP-110. PC-3 cells were cultured with the indicated 
concentrations of TP-110 for 14 or 24 h. Fragmented DNA was isolated and electrophoresed. 

 

 

 アポトーシスの進行過程において中心的役割を担っているものにカスパーゼがある。TP-110 で誘導

される DNAの断片化は、カスパーゼの作用によるものと考えられることから、TP-110による DNA断

片化におけるカスパーゼ阻害物質の影響について検討した（Fig. 6-8）。カスパーゼ全般の阻害剤である

Z-VAD-FMK を用いて検討したところ、TP-110 による DNA 断片化は Z-VAD-FMK の添加により顕著

に抑制され、その効果は薬剤容量依存的であった。 
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Fig. 6-8.  Effect of caspase inhibitor on TP-110-induced apoptosis. PC-3 cells were cultured with 0.16 µM of 
TP-110 and/or the indicated concentrations of the pan-caspase inhibitor Z-VAD-FMK for 24 h. Fragmented 
DNA was isolated and electrophoresed. 

 

5. TP-110の急性毒性および薬物動態 

 TP-110は in vitroで PC-3細胞の増殖を抑制することが明らかになった。そこでマウスを用いた in vivo

における PC-3細胞腫瘍に対する抗腫瘍効果を検討するために、急性毒性および薬物動態について検討

し、投与量および投与経路を決定した。 

 TP-110をマウスに各投与経路にて単回投与した。1 mg/mouseでは静脈内投与、腹腔内投与、皮下投

与、経口投与のいずれの投与経路においても 14日間生存した。しかし経口投与を除き、他の投与経路

では外見上異常が認められた。静脈内投与では 1 mgもしくは 0.5 mg/mouseで 2日目まで体重が減少し、

5 日目頃迄尾部全体に炎症が認められた。その後回復し 14 日目の解剖では異常所見は認められなかっ

た。腹腔内投与では 1~0.25 mg/mouseで体重減少が認められ、7日目頃まで注射部位が炎症を起こして

いた。14 日目の解剖において、若干の肝臓、脾臓の肥大が見られた。皮下投与では 1~0.25 mg/mouse

で注射部位に炎症が見られ、14 日目の解剖において腹腔内投与の場合と同様に肝臓、脾臓の肥大が認

められた。 

TP-110     -     +     +     +     +     -

0.5    5    50   50   µM

Z-VAD-FMK
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 次ぎに各投与経路による TP-110の血清中濃度の経時変化を調べた。TP-110をマウスに各投与経路で

1 mg投与し、血清中の TP-110濃度を HPLCにより測定した（Fig. 6-9）。TP-110を腹腔内に投与すると、

徐々に血清中へ移行し 2時間で最大の TP-110濃度 15 µg/mlに達した。その後緩やかに減少したが 8時

間後でも約 5 µg/ml 残留していた。24 時間後には血清中より消失した。静脈内投与の場合、投与直後

から急速に減少し、2時間後から腹腔内投与と似た減少曲線を示した。皮下投与と経口投与では血清中

に TP-110は検出できなかった。 

 

 
Fig. 6-9.  Concentration of TP-110 in plasma after the administration in mice.   
TP-110 was administered via indicated route with 1 mg/mouse.  Concentration of TP-110 in plasma was 
measured using HPLC. 

 

6. マウス移植 PC-3細胞腫瘍に対する TP-110の抗腫瘍活性 

 ヒト前立腺癌 PC-3細胞を Tおよび Bリンパ球を欠損する免疫不全マウスである SCIDマウスの鼠経

部に皮下移植し、腫瘍の大きさが 100 mm3以上になった移植後 5日目より、TP-110を週に 2回投与し

た（Fig. 6-10）。投与経路は、前項 5の急性毒性の結果および薬物動態の結果をふまえ複数回投与可能

な腹腔内投与とした。 
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 TP-110は 10 mg/kgの投与量において腫瘍の増殖が有意に抑制され、in vivoにおいて抗腫瘍活性が認

められた。2.5 mg/kgではその効果は極めて弱いものであった。 

 
Fig. 6-10.  Antitumor effect of TP-110 on PC-3 cell growth in vivo. SCID mice were inoculated subcutaneously 
with 5×105 PC-3 cells on day 0. TP-110 was administered intraperioneally twice per week. Each group consisted 
of 5 mice. *P<0.05 and ***P<0.001 in comparison with control (Student’s t-test). 

 

7. 各種癌細胞に対する増殖抑制活性 

 また PC-3細胞以外の各種癌細胞に対する増殖抑制活性を調べた（Table 6-2）。PC-3細胞と同様に、

TP-110はいずれの細胞においてもチロペプチンA、TP-104に比べて強い増殖抑制効果を示した。MG132

は種々の細胞にほぼ同等な IC50値を示したが、チロペプチン類縁体は細胞種により様々な IC50値を示

し、最も強い効果を示す細胞種と逆に示さない細胞種では 100倍以上の差があった。また TP-110にお

いては、PC-3細胞よりも強い増殖抑制効果を示す細胞種があった。 
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Tyropeptin A TP-104 TP-110 MG132

Human LOX Melanoma 8.4 0.55 0.051 0.88

DMS273 Lung               12 0.67 0.050 0.99

LX-1 Lung               18 0.52 0.051 0.97

DU 145 Prostate               47               1.8             0.66               1.2

PC-3 Prostate               12 0.44 0.048 0.93

LNCaP Prostate               19 0.44 0.021 0.84

SC-6 Stomach             >31          >1.7             0.27               1.1

HCT-8 Colon 7.8 0.50             0.18 0.27

DLD-1 Colon               22 0.86             0.13               1.4

HL-60 Leukemia 6.1               1.2 0.013 0.46

Jurkat T Lymphoma 7.6 0.25 0.045               1.1

RPMI 8226 Multiple myeloma 1.5 0.15 0.010 0.21

PrSC Prostate stroma               15 0.84 0.061 0.95

NHLF Normal fibrobrast               16               1.0 0.059 0.44

Mouse Colon 26 Adenocarcinoma             >31         >1.7 !!!!!!!!!!!!0.32               1.3

B16Bl6 Melanoma               16                1.1             0.10               1.7

3LL Lung carcinoma             >31         >1.7             0.29               1.3

P388D1 Monocyte             >31               1.5             0.14               1.1

LB32T B Lymphocyte 5.5               1.0             0.21               1.1

RAW264.7 Macrophage               16 0.96             0.18               1.1

L1210 Lymphoid leukemia             >31         >1.7             0.24               1.1

EL4 Tymoma             >31         >1.7             0.21               1.1

IC50 (µM)

Table 6-2.  Effect of tyropeptin A derivatives on various cell growth.
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第3節  考察 

 

 前立腺癌はアンドロゲン依存性の癌であり、有効な治療法として抗アンドロゲン物質による治療が

施されているが、多くの場合アンドロゲン非依存性となり再発し問題になっている。ヒト前立腺癌 PC-3

細胞はアンドロゲン非依存性の癌細胞株であり、有効な治療法がないことからこの PC-3 細胞を用い、

チロペプチン類縁体の細胞増殖に与える影響について検討した。チロペプチン類縁体 TP-104はプロテ

アソームに対して強い阻害活性を示し、また TP-110はプロテアソームのキモトリプシン様活性に対し

て高い阻害特異性を示す。これらによるPC-3細胞の増殖に与える影響について検討したところ、TP-110

が強い増殖抑制活性を示した（Fig. 6-1）。これはキモトリプシン様活性に高い阻害特異性を有するため

というよりは、むしろ TP-110の化学構造において水酸基の O-メチル化により脂溶性が向上し細胞膜の

透過性が高くなったために強い増殖抑制活性を示すと考えられる。これは TP-104の O-モノメチル体で

ある TP-108 や TP-109 も TP-104 より強い増殖抑制活性を示し、またチロペプチン A をメチル化した

TP-106や TP-107もチロペプチンAに比べて強い増殖抑制活性を示したことからも示唆される（data not 

shown）。そこで PC-3細胞に対して強い増殖抑制活性を示す TP-110を選択し以降の実験を行った。 

 PC-3細胞の増殖に与える TP-110の影響についてさらに詳細に検討するために、細胞増殖の経時変化

を調べた（Fig. 6-2）。いずれの TP-110濃度においても 1日目は増殖し、その後高濃度の TP-110では細

胞死が誘導され、中間濃度では細胞数が一定に保たれ、低濃度では増殖した。これは 1 日目以降に細

胞死のシグナルが伝達されることを意味し、PC-3細胞においては TP-110による細胞死の誘導シグナル

の伝達に 24時間要すことが推測される。ちなみに PC-3細胞よりも TP-110に高い感受性を示すヒト多

発性骨髄腫 RPMI8226細胞（Table 6-2）では、0.025 µMの TP-110処理で 1日後にはすでにスタート時

の細胞数の半数以下になっており（data not shown）、PC-3細胞に比べて早い時期に細胞死の誘導シグ

ナルが伝達されることに起因するのかもしれない。このシグナル伝達のスピードの違いが感受性と相

関するかどうかについては今後の研究課題である。 
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 次ぎに細胞周期に与える影響について検討した。PC-3 細胞を TP-110 で処理すると、細胞周期は S

期移行が阻害され G1期で停止した（Fig. 6-3）。細胞周期の進行において重要な働きをするのはサイク

リン、サイクリン依存的キナーゼ（CDK）、そのインヒビターである CDK インヒビターである。サイ

クリンと CDK は複合体を形成し、細胞周期を正に制御するアクセルに例えられ、CDK インヒビター

は負に制御するブレーキに例えられる。このブレーキ役の CDKインヒビターの中で G1期の停止に関

連するものに p21CIP1/WAF1および p27KIP1がある [109-113]。これらはサイクリン/CDK 複合体に結合する

ことでキナーゼ活性を阻害し、細胞内に過剰に発現させると細胞周期を G1期に停止させることが知ら

れている。またこれら p21 および p27 はプロテアソームにより分解され、細胞内での発現量が制御さ

れている [37, 38]。またいくつかの白血病細胞において、プロテアソームによる p27の分解が亢進して

おり、p27 の発現量が減少していることも知られている [40]。そこで PC-3 細胞を TP-110 で処理し、

p21および p27の量的変化を調べた。TP-110の処理濃度にしたがい、p21および p27の蛋白量が増加し、

また時間経過にともない p21 および p27 ともに蓄積量が増大した（Fig. 6-4）。このように p21 および

p27の蓄積量が増大することにより細胞周期の S期移行が阻害され G1期で停止したと考えられる。 

Fig. 6-11.  Role of p21CIP1/WAF1 and p27KIP1 on cell cycle progression 

 

 この TP-110による p21および p27の蛋白量の増大はプロテアソームによる分解抑制のためであると

考えられるが、p21および p27遺伝子の転写活性化による発現誘導の可能性もある。そこで p21および

p27の mRNAの発現量を測定した。p21の mRNAは TP-110の添加により増加し、p21の発現誘導が認

められた。よって TP-110 による p21 蛋白の蓄積は mRNA の発現誘導もしくは発現誘導に加えてプロ
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テアソームによる分解抑制の両作用によると考えられる。一方 p27の mRNAは一定で変化がなかった

ことから、p27蛋白の蓄積はプロテアソームによる分解の抑制であろうと考える。今後 p21の分解抑制

の作用を証明するためには、p21の半減期に与える TP-110の影響について調べる予定である。また PC-3

細胞はシグナル伝達で p21 の上流に位置する p53 が欠損していて、どこから p21 の発現シグナルが伝

達されるのかも興味が持たれる。 

 またフローサイトメトリーによる解析から、TP-110は sub-G1の細胞群を増加させ、すなわち細胞死

へと導くことが示唆された（Fig. 6-3）。細胞死にはネクローシスとアポトーシスの 2つに分類される。

ネクローシスは栄養不足、毒物、外傷などの外的環境要因による受動的細胞死である。アポトーシス

は個体の増殖制御機構でプログラムされた能動的細胞死であり、別名プログラム細胞死ともいわれる。

様々な生態システムの中で不要となった細胞、感染細胞、形質転換した細胞を除去する厳密に制御さ

れたプロセスであり、また胚形成、変態、内分泌依存性の組織萎縮、正常組織のターンオーバーにも

関与している。ネクローシスとアポトーシスのプロセスは多くの点で異なっている。ネクローシスの

初期段階では、細胞とそのオルガネラ（ミトコンドリア等）が形質膜の破壊のために膨張する。次ぎ

に細胞内容物が漏出し、炎症を生じ、最終的には細胞自体が崩壊する。一方アポトーシス細胞の特徴

としては、細胞膜リン脂質構造の変化、クロマチン凝集、核の縮小化、ヌクレオソーム間の DNA開裂

（DNA 断片化）、細胞の萎縮、膜の胞状突起化、および細胞崩壊による膜結合性アポトーシス小体の

出現が起こる。こうしたアポトーシス小体は、その後他の細胞により貪食される。このように、正常

なアポトーシスは、プログラムされ高度に調整された生理学的反応であり、細胞死が起こっても周囲

組織の二次的損傷を生じない。癌細胞は正常細胞のアポトーシス制御機構に異常が生じることによっ

て異常増殖を起こしたものと考えられている。アポトーシスは、ネクローシスよりも短期間に完結し、

しかも炎症を伴わない細胞死である。したがって、アポトーシス誘導物質は、有効な抗癌剤として期

待されており、アドリアマイシンやビンブラスチンに代表される多くの抗癌剤の作用機構は、アポト

ーシス誘導によるものである。 

 そこで TP-110 によるアポトーシス誘導能の有無について検討した。DNA に特異的に結合する蛍光

色素を用いて、蛍光顕微鏡下でアポトーシスに特徴的な形態学的変化を調べたところ、TP-110 はアポ

トーシスの特徴の 1つであるクロマチン凝縮を引き起こした（Fig. 6-6）。またアポトーシスに特徴的な
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生化学的指標としてクロマチン DNAのオリゴヌクレオソーム単位（180-200 bp）の切断がある [114]。

TP-110 は PC-3 細胞に DNAの断片化を引き起こした（Fig. 6-7）。以上により、TP-110 は PC-3細胞に

アポトーシスを誘導することが明らかとなった。アポトーシスの進行過程において中心的役割を担っ

ているものはカスパーゼである。カスパーゼはアスパラギン酸特異性システインプロテアーゼであり、

Fasや TNF-α等のサイトカイン刺激やミトコンドリアを経由したアポトーシスシグナル伝達により、イ

ニシエーターカスパーゼ（カスパーゼ 8、9、10、12）が活性化する。これらのイニシエーターカスパ

ーゼがいったん活性化すると、下流側のエフェクターカスパーゼ（カスパーゼ 3、6、7）が開裂、活性

化し、細胞骨格や核蛋白質を分解してアポトーシスを誘導する。そこで TP-110 による DNA 断片化に

おけるカスパーゼ阻害物質の影響について検討したところ、カスパーゼ全般的な阻害剤である

Z-VAD-FMKの添加により DNA断片化は顕著に抑制された。よって TP-110による DNA断片化はカス

パーゼに関連したプロセスで進行することが分かった（Fig. 6-8）。 

 次ぎに本来の目的である癌治療実験を行うため、マウスに対する急性毒性および薬物動態を調べ、

投与量および投与経路を決定した。TP-110をマウスに 1 mg投与すると、静脈内投与、腹腔内投与、皮

下投与、経口投与のいずれの投与経路においても、実験終了の 14日間生存した。腹腔内投与では、TP-110

は注射部位から徐々に吸収され 2 時間後に血清中濃度は最大となり、その後緩やかに減少した（Fig. 

6-9）。静脈内投与では投与後 TP-110は急速に減少した。皮下投与と経口投与では血清中に TP-110は認

められなかった。またマウス尾静脈からの投与では、尾部の炎症が認められたことから複数回尾静脈

からの投与は困難である為、腹腔内投与にて in vivo癌治療実験を行った。 

 PC-3細胞を皮下移植した実験腫瘍マウスを用いて、TP-110の抗腫瘍活性を測定した（Fig. 6-10）。そ

の結果、TP-110を 10 mg/kgを週に 2回投与したマウスでは腫瘍の増殖が有意に抑制され、in vivoにお

いて TP-110は抗腫瘍活性を示した。このように TP-110は in vitroのみならず、in vivoにおいても有効

性を示した。 

 また PC-3細胞以外の各種癌細胞に対しても TP-110は強い増殖抑制効果を示し（Table 6-2）、それら

に対する抗腫瘍活性についても期待が持たれる。MG132 はいずれの細胞株に対してもほぼ同等な IC50

値を示すが、チロペプチン類縁体は細胞種に対し様々な IC50値を示し、最も強い効果を示す細胞と逆

に示さない細胞では 100 倍以上の活性の開きがあり、これはチロペプチン類縁体の 1 つの特徴である
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と考える。すなわち MG132とは違った作用を有する可能性があり、それについても興味が持たれると

ころである。またチロペプチン類縁体が低濃度で増殖抑制される細胞とそうでない細胞の違いを明ら

かにすることは、チロペプチン類縁体の応用を考える上において非常に重要なことである。例えば、

種々の癌細胞の遺伝子発現プロファイルを調べるだけで TP-110への感受性がわかると、より安全で効

率の良い癌治療を施すことができるようになると考える。 
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第4節 小括 

 

 本章では、チロペプチン類縁体の細胞増殖への影響について検討した。また癌移植マウスにおける

in vivo癌治療実験を行い、以下のことを明らかにした。 

 

1） プロテアソーム阻害物質チロペプチン類縁体はヒト前立腺癌 PC-3 細胞において増殖抑制活

性を示した。なかでも TP-110は特に強い効果を示し、その IC50値は 0.049 µMであった。 

2） TP-110 は PC-3 細胞において細胞周期の S 期移行を阻害し G1 期に停止した。そのとき PC-3

細胞内の p21CIP1/WAF1および p27KIP1の蛋白量を増加させた。 

3） TP-110は PC-3細胞にクロマチン凝縮や DNA断片化を示し、アポトーシスを誘導した。 

4） PC-3細胞移植マウスにおいて TP-110は、有意に腫瘍増殖を抑制し抗腫瘍効果を示した。 
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総括 

 

 蛋白質分解酵素であるプロテアソームは、細胞周期やシグナル伝達に関与する多種の細胞内機能性

蛋白質の分解に関与しており、細胞機能の制御に重要な役割を果たしている。基質となる蛋白質の中

には癌の進行、増悪化に深く関っているものがあり、プロテアソーム阻害物質はこれら蛋白質の分解

を抑制し安定化することにより、細胞増殖を抑制、アポトーシスの誘導、ひいては腫瘍増殖を抑制す

ると考えられている。したがってプロテアソームは癌治療の新しい分子標的としてきわめて有望であ

り、その阻害物質は優れた癌治療薬になると考えられている。 

 そこで微生物代謝産物からプロテアソーム阻害物質の探索を行い、新規阻害物質チロペプチンを見

出した。 

 第 1 章では、微生物代謝産物よりプロテアソーム阻害物質の探索を行い、土壌より単離した一菌株

MK993-dF2 株の培養液中に新規プロテアソーム阻害物質チロペプチンを生産していることを見出した。

チロペプチンの生産菌株である MK993-dF2株について形態学的特徴、生理学的性質、化学分類学的特

徴、16S リボゾーム RNA の部分塩基配列の解読により、放線菌 Kitasatospora 属と同定し、本菌株を

Kitasatospora sp. MK993-dF2とした。本菌株の培養液 10リットルより、溶媒抽出法、シリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー、ゲルろ過カラムクロマトグラフィー、高速液体クロマトグラフィーによりチ

ロペプチン Aを 1.4 mg、Bを 1.1 mg単離した。 

 第 2章では、新規プロテアソーム阻害物質チロペプチン Aおよび Bの物理化学的性状ならびに各種

NMRスペクトル解析に基づく構造解析について検討した。チロペプチンは TLC呈色反応、IR、13C NMR

および 1H NMRによりアルデヒド基を有するペプチド化合物であることが分かった。しかしチロペプ

チンは、アルデヒド基のα位において異性体が存在し、またそれぞれを分離することができず複雑な

NMRスペクトルを示した。そこでアルデヒド基をヒドロキシメチル基へ還元することにより、それぞ

れの異性体を分離することができ、その解析を容易にした。各アルコール体の各種 NMRスペクトルを

解析し、それぞれの平面構造を決定した。各アミノ酸残基の立体構造は、酸加水分解生成物の解析に

より決定し、以上によりチロペプチン Aの構造をイソバレリル-L-チロシル-L-バリル-DL-チロシナール、

Bの構造をブチリル-L-チロシル-L-ロイシル-DL-チロシナールと決定した。 
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 第 3 章では、チロペプチンの合成について検討した。チロペプチンは Kitasatospora sp. MK993-dF2

株の培養により発酵生産できるが、その生産性は極めて低かった。そこでチロペプチンを合成的に大

量に供給することを計画し、その実践的かつ効率的な合成方法の開発を行った。L-チロシノールを出発

物質として 10工程を経てチロペプチン Aおよび Bを収率よく合成した。 

 第 4 章では、チロペプチンのプロテアソーム阻害活性について検討した。チロペプチン A はプロテ

アソームのキモトリプシン様活性に対して 0.2 µM（IC50値）の阻害活性を示した。またトリプシン様

活性には 2.9 µMであり、PGPH活性には 200 µMでも阻害活性が認められなかった。最も強い阻害活

性を示したキモトリプシン様活性に対して、チロペプチン A の酵素阻害反応は可逆的あり、その阻害

様式は基質に対して拮抗型であることを明らかにした。チロペプチン Bは Aよりも阻害活性が弱く約

2分の 1程度であった。またラット副腎髄質褐色細胞腫 PC12細胞を用いた実験において、チロペプチ

ン A が細胞膜を透過し細胞内のプロテアソームを阻害することを明らかにするとともに、細胞内にプ

ロテアソームの基質であるユビキチン化蛋白の蓄積を認めた。さらに神経突起の伸長をともなう形態

変化を観察した。 

 第 5 章では、チロペプチンの阻害活性の増強と特異性の増大を図るため、チロペプチン類縁体の合

成を行った。分子モデリングの手法を用いて、まずチロペプチン Aとウシの 20Sプロテアソームのキ

モトリプシン様活性を司るβ5およびβ6サブユニットに結合した三次元複合体モデルを構築した。その

モデルから得られた情報を基に、チロペプチン A 類縁体を分子設計し合成した。合成したチロペプチ

ン類縁体 TP-104 は、プロテアソームのキモトリプシン様活性に対して IC50値 0.007 µM の強い阻害活

性を示し、リード化合物として用いたチロペプチン Aよりも 20倍阻害活性が向上した。また合成類縁

体である TP-110は、プロテアソームのキモトリプシン様活性に対して強い阻害活性を示すが、トリプ

シン様活性および PGPH活性には 100 µMでも阻害活性を示さず、非常に特異性の高い阻害物質であっ

た。 

 第 6 章では、これらチロペプチン類縁体の抗癌活性について検討した。チロペプチン類縁体はヒト

前立腺癌 PC-3 細胞において増殖抑制活性を示し、類縁体の中でも TP-110 は特に強い効果を示し、そ

の IC50値は 0.03 µM であった。そして細胞周期の S 期移行を阻害し G1 期に停止し、PC-3 細胞内の

p21CIP1/WAF1および p27KIP1の蛋白量を増加させた。さらに TP-110 は PC-3 細胞にクロマチン凝縮や DNA
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断片化を示し、アポトーシスを誘導することを明らかにした。また PC-3 細胞移植マウスにおいて

TP-110は、有意に腫瘍増殖を抑制し、in vivoでも抗腫瘍効果を示した。 

 以上のように、天然よりプロテアソーム阻害物質を探索し、新規阻害物質チロペプチンを見出した。

チロペプチンをリード化合物として誘導体研究を行い、阻害活性ならびに特異性を改善するとともに、

in vivoで抗腫瘍活性を示す阻害物質を創製し、創薬に一つの途を開いた。 
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