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緒 壬A
d問

これまでに、多くの天然有機化合物が主として微生物界、植物界より lìi郎、精製され構造決定されてき

た 。 これらの中には抗生物質をはじめとする様々な生理活性物質も合まれており、人知に多大な，思思をり-

えている 。 これらの天然物の生合成を考える時、フェノール酸化反応がkey reactionをなしている助介が

多い。すなわち、天然物の生合成ではフェノール竹前駆物質のフェノール酸化反応によってII ~ じるフェノ

オキシラジカルの分子内あるいは分子問カップリングがlli要な名問jを果たしている。そのような例として、

イソキノリンアルカロイド、テルペン、地衣フェノール性成分、クマリン、チロキシン、タンニン、リグ

ニン、リグナン等が挙げられる。

フェノールfJlは赤血J1:fl (フェリシアン化カリウム)やml化第二欽などの沼有!な酸化剤で芥易に間変化を受

け、炭ぷ・炭素材;合により 2 分子から数分子が重介した化合物の混合物がのられることが、今 !Il紀のや))ïJIi

より知られていたが、これら混合物からの生成物の lìi離が困難であったり、生成物の収不.が低くその納治

決定が閑脱であったゐにあまり顧みられず進歩しなかった。しかし、ここ数十年における日述液体クロマ

トグラフィー (HPLC) を初めとする分離精製技術の進歩、さらに校磁気jU~rJスペクトル (NMR) によ

る椛造解析法の発展とあいまって、フェノール酸化反応によって天然物を介成する試みが多くなされてい

る。これは、また、天然物の介成においてWoodward らによって示された着実なstepby step的な介成方法

では多くの行科を要し日収不を上げることができないので、生合成機，H~に従った合成法 (biomimetic

synthesis) の開発を必要としていることの現われでもある。

フェノール酸化反応における般化試薬および般化方法は、 ( 1 )赤血j日、店71化第二欽などの1!!~機試薬に

よる酸化、 ( 2 )四昨酸鉛などの有機化合物による酸化、 ( 3 )電解際化、 ( 4 )紫外線照射による光般

化、 ( 5 )静索による酸化、に大別されるヘフェノール酸化反応の反応様式は反応条件、特に般化試薬

の租類によって大きく左右される 1)。両手素による際化ではこれまで主にペルオキシダーゼが過際化水索作

花下で川いられたのみで、フェノール酸化反応の研究は非酵素的方法が主流であった。

一方、両手素反応という在日JZ から考えると、 ~1索反応、は潟和な反応条件下で反応、が進行する、)，~11午、'f ~N1t 

が lfJい、反応が立体選択的である、と言った特長を有している。それゆえに、これまでに多くの静素反応

が化作物の介成や変換に川いられてきた。反応のり!fIí としては、 R変化、還元、加水分解(およびその辺反

応)、 C-C及びC-N結合の生成など多胞にわたるが、その報告のほとんどが還元および加水分解反応であ

る 。 JXぷ・・炭素結介反応、を触保する両手素を実際に円宇奈介成的見地から研究した例はまだ少ない 2)。

従って、フェノール際化反応の重要性と炭素・以来結合が生じる両手索反応であるという}，'，t 1J、ら、円安化防
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ょによるフェノール酸化反応の応用に関する研究は非常に興味深い分野である。

本研究は以上の釘l見を出発点として、酸化両手素によるフェノール酸化反応のフェノール系化介物の両手ぷ

合成および静素変換への応用を目的とし、更にその過程で見いだした酸化防素による新規なJJ~;_k般反応を

各随酵素活性測定法の開発へ展開したものである。

本研究では酸化酵素として真菌である Coriolus versicolor (カワラタケ)巾来のラッカーゼ (EC 1. 10. 

3.2) を主に閃いた。ラッカーゼは1883年に吉田により Rhus vernicifera ( ウルシノキ)の樹泌 '1' に発見

された 3)。別名ウルシオールオキシダーゼあるいはフェノールオキシダーゼとも l呼ばれ、広く刷物 '1' に存

イ(:し4. 5) 点的からも同胞の両手芸誌が兄いだされている6-1 8) 。 その活性 rll心は、 1 分子当たりタイプ I 釧 (blue

Cu (II)) が l つ、タイプ II 銅 (non-blueCu (II))が 1 つ、タイプ III 銅 (Cu(II)-Cu (II))が 2 つの計 4

つの銅からなり、ラッカーゼ、はマルチ銅般化~r索に属している 19.20) 。 このグループに属する昨ぶには他に

組物のアスコルビン酸酸化醇索 (EC1. 10.3.3) と IIrlì乳動物の血援蛋白で、あるセルロプラスミン (EC 1. 16. 

3.1) がある。その酵素作川は、 一般にフェノール系化介物の水般必から般ぷを電子受符休として水ぷを

引き抜く 1 '(11子商変化反応、を触媒する 2 1)。その結果、フェノオキシラジカルが生じ、次いで生じたフェノオ

キシラジカルが付加反応をはじめとするラジカルに特史的な反応を引き 1包こし段々な生成物が生じる。こ

のようにラッカーゼによって引き起こされる反応はフェノールF酸化反応である。これまでのラッカーゼの

醇索反応に!刻する研究は、銅酵素としての酸化機桃に関する研究とリグニン分解酔素としてのリグニン関

述化合物の酸化反応に関する研究が主であり、両手業合成的見地からの研究はあまりなされていない。

まず、著者はフェノール系化合物の 2 fi1体をラッカーゼをm~ 、て防:紫合成することを計画した 。 そのた

めのモデル化合物として、フェノール性の側鎖を有する ß-ラクタム系の抗生物質であるペニシリンX ( 

PcX) を選んだ。初め、 PcXナトリウム瓜を基質としたが、産物が不安定なために椛巡決定には杢らなつ

かた。そこで、 PcXのメチルエステル体 (PcXOMe) を基質とし、クロロホルムと酵素液の 2t日系で反応

させることにより 4 つのカッフリング生成体XML-1 、 2 、 3 、 4 を得て、それらの椛巡を明らかにした。次

に、抗関活性を有する PcXの 2 量体を得るために、エステラーゼによって加水分解されるエステルである

ピパロイルオキシメチルエステル休を同形物の状態(懸泌系)で反応させXML- l に相当するXPし1 をねた。

更に、他のフェノール性の側鎖を有する ß-ラクタム系抗生物質を水浴液'1'でラッカーゼで両手ぷ変換す

る実験を行ない、 7・ (4・ヒドロキシフェニルアセトアミド)セファロスポラン酸 (CepX) がスピロ.エポキシ

ド化介物CXL-1 、 2 に変換されること、ラタモキセフナトリウムが側鎖のカルポキシル基が脱J_k般された

物質LL-1. 1 、1.2 に変換されることを明らかにした。

これまでのラッカーゼによる酸化反応では、 lìiーの生成物が生じる反応は見いだされていなかった。も
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し、そのような反応が発見できたならば、ラッカーゼの反応速度論的解析が可能になり、また、両手素分析

法への応川が!則的でき ることから、著者は先の重介j宝物が比1校的生じなかった脱炭酸反応に 11 : 口し、カル

ボキシル1去をイ了する郁々のフェノール化合物を1志賀にしてIjiーの生成物が生じる反応の探索を行った。そ

の結!夜、 2-(4・ヒドロキシフェニル)グリシン (HPG) と 4- ヒドロキシマンデル酸 (HMA) が、それぞれnm

-の生成物として4・ヒドロキシベンズアルデヒド (HBA) に変換される新規な酸化的脱炭酸反応を発見し

た。化学当主的実験および反応液中のアンモニウムイオンと炭酸水素イオンの検出から、これらの際化反

応は、 HPG+ 1/2 O2 • HBA + NH3 + CO2 、 HMA+ 1/2 O2• HBA+ H20 + CO2 という化学反応式でぶわ

されることを明らかにした。更に、ビリルビンオキシダーゼ (EC1. 3. 3. 5) とセルロプラスミンでも同級

の脱炭酸反応を確認した。

従来のラッカーゼおよびビリルビンオキシダーゼの活性測定法では、活性を生成物の生成述皮で-表わす

ことができず、酸化反応に作って生じる発色性物質による吸光度の.t{q加速度によって表されていた。しか

し、上記のHMAの脱炭酸反応で、は!唯一の生成物としてHBAが生じるので、生じたHBAを 2 . 4-ジニトロフェ

ニルヒドラジンを閃いて発色定呈することによって、これらの両手索活性を生成物の生成述皮で表わすこと

が初めて可能になった。

rÚ111'1中には多郡fJIの酵素が合まれており、その.t(fl )JfIや減少が械々な病態と対応することから臨床診断に

不IJ川されている。 rÚl消小の両手索の十誌を求める方法にはイムノアッセイ法と活性社llJ定法があるが、女官!日、迅

速、高粕JJrでil!lJ7tできる点から活性測定法が主流である。 111 でも傑作が前1f1!で特殊な測定器を必要とせず、

微量成分の定111が可能で‘あり、口的生成物を分離する必要がない比色分析法が好まれている。そのため、

木米無色の目的生成物を有色物質に変換するため発色性の人工基質が数多く開発されて来た 。 しかし、天

然法質と部分的に共通な化学椛治を持つ人工基質は、必ずしも目的昨索に対して天然基質と同級の反凶述

度
τ

および)，~11特異性を示さないことがあり、更に適した人工基質の開発が(JZ まれている。午、?に、ぺプチダ

ーゼの活性iWJ定法では加水分解されて生じた rアミノ般を特異的に発色させる適当な方法がない。そこ

で、著者は rアミノ酸である HPGの脱炭酸反応をアミノペプチダーゼおよびカルボキシペプチダーゼの

活性測定法ヘ応用することを考えた。

アミノペプチダーゼの巾でも細胞質巾来アミノペプチダーゼ(ロイシンアミノペプチダーゼ、時して

LAP、 EC3.4. 11. 1) とミクロソーム由来アミノペプチダーゼ(アリルアミダーゼ， EC 3. 4. 1l. 2) が 141Mぷ

Lïû22で‘ある。通常の臨床化学検査においてこれらの昨素の区別は明確ではないが、活性上昇がよよられる

約態のよ!i:いが指摘されている。従米の fLAP活性河川店法」では人工法質に対する lJ質特災性の迎いから a

つのぶれで町内予索活性を測定することが出来なつかた。そこで、血消 rll の岡両手系-の総活性を測定すること
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を目指してアミノペプチダーゼの活性測定法の開発を行った。基質としてしL必u-L-HPG を JTJ い、第 一 ス

テップ:アミノペプチダーゼによる基質の加水分解 (L-Leu-L-HPG →L-Leu + L-HPG) 、第二ステップ:

ラッカーゼによるHPGの脱炭酸反応 (HPG+ 1/2 O2 • HBA+ NH3+ CO2) , 第三ステップ: 2， 4-ジニトロ

フェニルヒドラジンを閃いたHBAの発色定量、によって両防索活性を測定することができた。

カルボキシペプチダーゼではアンジオテンシン I 変換醇紫 (EC3.4. 15. 1) が臨床上重要である。アン

ジオテンシン I 変換肝素のが~t'l~IW定法としてはカッシュマン法及びその変法がmいられている。 JI~1'tとし

て Bz-Gly-しHis-L-Leuを用い、いずれも基質の加水分解によって生じたBz-Glyを反応液中から有機的媒

で抽出し紫外吸収で定長しなければならず、収作が煩~Wであることと測定値のバラツキが問題であった。

:fi:手?は N-Bz-L-HPG心His-L-Leu を u質とし、共役両手素としてはMyrothecium verrucaria 111 米ビリルビ

ンオキシダーゼを閃いて、先のアミノペプチダーゼの活性測定法と同級のステップからなる辿統防素反応

系により、簡便なアンジオテンシン I 変換防素の活性測定を開発した。この測定法では生成物 (HBA) を

それに特異的な発色試薬により党色定量するので生成物の反応液からの:llllili を必要としない。

本論文は次の四章より椛成されている。以下にその概時を示す。

第 r 1;1では、ラッカーゼをmいてPcXの 2 量体の静素介成を試み、 PcXのメチルエステル休をイf機r8tçJ

と両手業液の 2 村!系で反応させることによって間々のカップリング生成体がノL じることを明らかにすると J~

に、これらの化介物の椛巡を明らかにして生成槻椛の考察を行なう。更に、 PcXのピパロイルオキシメチ

ルエステル体をJj~~にすることによって、抗菌活性を有する PcXの 2 豆体を得ることがでた。

mII {tLでは、ラッカーゼを閃いて側鎖にフェノール基を有する ß-ラクタム抗生物質である CepXおよび

ラタモキセフナトリウムの昨素変換を試み、それぞれスピローエポキシド柿治体、脱炭椴反応物に変換さ

れることを明らかにする。

第 III !;tでは、ラッカーゼにより HPG と HMAが唯一の生成物としてHBAに変換される新規な般化的脱

j尖般反応、を発見した経緯について述べる。更に、ビリルビンオキシダーゼとセルロプラスミンにおいても

同総の!民炭般反応、が見られることを明らかにする。これらの般化両手素の脱炭酸反応について反応応適条件

の検討、速度論的解析を行ない、脱炭酸反応の反応終日与を考察する。また、この脱炭酸反応を rnいた般化

酵素の活性測定法について述べる。

第 IV:Cíでは、ラッカーゼを共役RF索とするアミノペプチダーゼの活性測定法、およびビリルビンオキ

シダーゼを共役RF34 とするアンジオテンシン I 変換防素-の活性測定法の開発について論述する。

最後に、これらの総J百を行うと共に将来の展望を述べたい。
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第 I 章 ラッカーゼを用いたペニシリンX2 量体の酵素合成

序

nF点はイI機イヰ成においても生体触媒として広く利用されている。その沼!山は酵素反応が、反応条件が穏

和なため不安定な物質の合成に利用できる、位置選択性、官能基選択性がある、立体選択性がある、といっ

た特長を行しているからである。これまでに和1m されてきた酔素反応は、酸化反応、還元反応、アルキル

化反応、脱アルキル化反応、アシル化反応22) 、脱アシル化反応~~3) 、加水分解反応、リン酸化反応24) 、グ

ルコシル化反応、25) 、と多岐にわたるが、 c-c 結合反応に関与する酔索の介成的展開に関する級代は少な

い。なかでも、 c-c 結合を形成する反応であるフェノール酸化反応の~ÿ.~ミイ子成への応用に関する報(つはあ

まりない。

著者は、フェノール酸化反応によって一部にフェノール性の部分を有する 2 つの化合物をカップリング

させ 2 抗体を合成することを計四した。そのためのモデル化合物として抗生物質の巾から、側鎖のカップ

リングによっても抗菌活性を保持していると考えられる ß- ラクタム系抗生物質のペニシリンX (Fig.1-1) 

を選んだ。また、円安化ðÿ.素としてはラッカーゼを用いることにした。ラッカーゼは銅防索で、 1~11特央.性

が広く、 一般にフェノール系化合物の水限必から椴索を沼子受符休として水素を引き抜く反応を触J;Jょする。

その紡宋、 Fig .I-2に示すようなフェノオキシラジカルが生じ、次いで、ラジカル付加反応を初めとする

ラジカルに特異的な反応を引き起こす2側)。

本I;J:では、ペニシリンXの 2 量体を合成する為に、はじめにペニシリンXナトリウム胞を基質としたが

生成物の生成比が低く、且つ生成物が化学的に不玄=定なために椛造決定に至らなかった経紛を述べ、次に

ペニシリンXのエステル体を基質にすることによって、これらの問題点を克服し 4 極煩の 2 lJ1休が何られ

たことを述べる。史に、 2 歪体の化学椛jfi を明らかにし、その生成機椛についての考察を行なった。

HO 

Fig. 1-1 Structure of penicillin X 
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HO-o-R Laccase 

Fig. 1-2 Formation of phenoxy radicals by laccase 

第 1 節 実験材料と実験方法

l. 実験材料

ラッカーゼは、 CorioJusversicolorIFO 9791の培養液より Fåraeusらの方法31)で電気泳動的に単一に粕

製した昨索をmpた。蛋白質波及含 は、 Bio-Rad社製のプロテインアッセイキットを用いて、牛InL消アルブ

ミンを標準としてBradfordの方法32) により求めた。使用したラッカーゼ昨索液の蛋白質濃度は、1.3

mg/mlで、あった。

ペニシリンXは本来、天然物であるが、本章では化学合成して用いた。ペニシリンX (PcX) 、ぺニシ

リンXのメチルエステル (PcXOMe) 、ペニシリンXのピパロイルオキシメチルエステル (PcXPOM) の

イネ成については、後述する合成法( 1 、 2 、 3 )で述べる。

反応産物の 1ìí-隊精製では、ゲル滅過にはSephadexLH-20 (ファルマシア社製)を用い、薄貯クロマト

グラフィー (TLC) にはシリカゲル(Kieselgel60 F 254、メルク社製)を使用した。

2. 実験機お

高速液体クロマトグラフィー (HPLC) は、分析には島津社製LC-6Aシステムを、分取には同じく

LC・8Aシステムを用いた。
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化合崎浩の解析では、紫外・可視部l吸収スペクトルは応対I弘!lW-2100型分光光度計、 IRスペクトルは

日立製260-10分光潟、質量分析は日立製作所梨M-2000A型質量分析計 (SI-MSの測定)と日本屯子製

]MS-SXI02A型民主分析計 (FAB-MSの測定)、校磁気共鳴スペクトルは日本電子製]NM-GSX400 IT 

NMR システムを用いた。

3. 実験方法

両手京反応液はHPLCを閃いて分析した。水溶液の逆相HPLC分析条件は、カラムはYMC-Pack ODS 

A-312 (4.6 ~ X 150 mm) を用い、決出は60分にわたる20mM リン般緩衝液 (pH 6.8) 中でのメタノール

泌皮~10%~60%へのグラジエント浴出で行い、流述は0.5 m1/minで、あった。検出はUV280 nmで、行なっ

た 。 昨般エチル、クロロホルムなどの有機添媒溶液のJIL~Æ;日HPLC分析条件は、カラムはYMC-Pack s・560A

SIL (4.6 ~ X 250 mm) を用い、総出は60分にわたるクロロホルム 11 ' で、の2・フ。ロパノール泌度 o %~10% 

へのグラジエント総出で行ない、流速は1.0 m1/minで‘ あった。検出はUV280 nmで、行なった。

通常の分析、精製過紅における JJ~質および反応生成物の抗菌活性の検定は、検定板を用い検定 IÆ:Î として

介ラクタム抗生物質に対する向感受性グラム陰性関である Comamonas terrigena B-996を川いたペーパ

ーディスク.笈天拡散法によて行なった。

t/LI料金11'(の応小発育阻止泌皮 (MIC) の測定は、 MuellerHin ton Broth (Difco社製)をよ仰山に用い、

保存関よりよ白地にMlまj し 37 0Cで18~20n祁日、静置応義を行ないこれを 108 cfu/mlとして生町食侃本で希釈

して 10;) cfu/mlを:V~製して閑液とした。 96穴のマイクロタイターにMuellerHinton Brothで' W~製した抗菌

物質の希釈列0.1 ml と I筑波0.1 mlを注入し、 3TCで18~2or時間地養後、生fIの有無により MIC を lrJ定した。

第 2 節 ラッカーゼによるペニシリンXの酵素変換

本節では、ペニシリンXナトリウム砲をラッカーゼで反応させると、いくつかの抗菌活性を有する反応

生成物が生じることを見いだしたことをまず述べ、更に、反応生成物のii{離精製を行ない、化予tr'1巡の決

定を試みたが、生成率が低くまた化学的に不安定であった為に構造決定に至らなかった経粋について述べ

る。

1 . ラッカーゼによるペニシリンXの両手素変換

ラッカーゼのフェノール化合物に対する至適pHは一般に5.5 -6.0で・あるので、反応液の緩衝液はリン般

終値J泌 (pH 6.0) を用いることにした。ペニシリンXナトリウム砲を50mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) に的
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かし、ラッカーゼを添加して撹作しながら 300C に保沼し、反応液をHPLCで分析して新たな生成物のピー

クが生じる反応条{午について検討した。

その結果、ペニシリンXの濃度を 1 -2 mg/ml (2.7-5.4 mM) と低くすることによって、 Fig.I・3 の

HPLC分析チャートが示すように新たなピークが生じることを見いだした。それぞれのピークを分取して

抗的活性があることを昨認し、これらの物質をAl 、A2、 C 、 D 、 E 、 Fとした。しかし、ペニシリンXの波

j交を向くしていくと、 HPLC分析でピークとして分離しない物質(おそらく重合皮が進んだオリゴマーと

巧-えられる)がi白川!し、これらの新たな生成物のピークが生じなくなった。

》
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。
.
∞
寸
1
1

一
ト
寸
|
|

。 司・ 0つ N 、。 。 マ 。っ
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Fig. 1-3. HPLC analysis of the reaction mixture of PcX. 

The analytical conditions: column , YMC-Pack ODS A312 (4.6中 x 150 mm); ellltion , methanol concentration 

gradient in 20 mM phosphate bllffer (pH 6.8) from 10% to 60% for 60 minutes; f10w rate, 0.5 m1/min; detection , 

UV 280 nm. 
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2. 反応生成物のiii離精製

ペニシリンXナトリウム府~500 mg (1.34 mmol)を50mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) 300 mHこ溶かし、そ

れにラッカーゼ 3.9 mg (酔索液 3 ml)を添加して、 1 リッタ一容のビーカ巾でスターラで撹作しながら

300Cで 61時間反応させた。その後、反応液をそのまま凍結乾燥した。ねられた凍結乾燥物をメタノールで

光成したSephadex LH-20カラム (3 ~ X47 cm) の上に釆-せそのままメタノールで浴出した。沼山フラク

ションの.j:Jc関爪-牲をアッセイしたところ、活性物質はいっしょに溶出してきた。活性フラクションを集め、

減圧下に波新j して芥fEを小さくしてから、更に分取HPLCによりあう製した。分取HPLC条件は、カラムは

YM C-Pack 0 DS S-343・15 (2 ~ X25 cm) 、移動相はメタノール/20mM リン般緩衝液 (pH6.8) (2 : 8) 、

流述は7.0 mllmin、検出はlN280 nmで、行なった。そして大まかにA1 とA2を合むA画分、 C と D を合む

CD回分、 E と Fを合むEF阿分に分けた。以上の操作を 3 回絞り返して ~ 1 ' 1. 5 gのペニシリンXナトリウム庖

を反応させた。

CD両分と EF阿分については、 C 、 D 、 E 、 Fを分離するために再び分取HPLC を行なった。 AII町分につ

いても同級の試みを行なったが、 A1 とA2を完全に分離することができなかった。円分取HPLCの移動中11 は

メタノールと20mM リン酸緩衝液 (pH 6.8) の比率 を、 CD阿分の分離には2:8 、 EF阿分の分雌には35: 65 

とした。他のHPLC条件は先の条il と同じである。それぞれ科生成物のピーク分取を行ない、分取lllÛ分を

州;下に脳~(íしてから、秒釧11 を水とする以外は先と同じ分腿-IPLC条件によってそれぞれn~Jlを行ない、

~*，'i乾燥してA (A1 とA2の混合物)を 12 mg、 C を 22 mg、 D を 25 mg、 E を7mg、 Fを 9 mg1~ た。

3. 生成物A、 C 、 D 、 E、 F の椛造決定の試み

不!?製したA (A1、A2混合物)、 C 、 D 、 E 、 Fの凍結佑燥物をそれぞれHPLCで分析したところ、すでに

かなりの分解が見られ、純度的に椛造解析を行なうのはln~思であった。それぞれのlH-NMRスペクトルを

iWJ ，としたが、分解物のシグナルピークの為にやはり椛巡解析はできなかった。精製物はいずれも凍結乾燥

物であるのでl吸湿.しやすく、充分注意して取り級っても空気1-1' の湿気により吸淑し褐変してしまった。 粘

製-過程での低沼保存( 5 0C) の水溶液の状態では、それほど著しい分解が見られないことから、これらの

物質はl汲沼した状態すなわち Ilrtl~足度水添液の状態でかなり不安定であり、また空気酸化しやすいと与-えら

れた。

4. 生成物 A、 C 、 D 、 F の抗菌活性評価

反応、生成物の内、 A (A1 とA2の混合物)、 C、 D 、 Fについて抗菌活性の評価を行なった。 Eはサンプル
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なが少ない為にできなかった。先に述べたようにこれらの物質は空気付1 (1吸湿と酸化)で不Y_~定なため、

沫結乾燥の真空を解除後すぐに検定問の府地を加えてお号かした。最小発育阻止泌皮 (MIC) の検定方法

は、いずれも試料がな的に少ないため96穴のマイクロタイターを使用したブロス希釈法により行なった。

Table 1-1 に示すように、反応生成物のM1Cはいずれも parent compoundで、あるペニシリンXと比較して 16

-250併と高かった。 4 物1'(のけ lではCが最も活性が日く、 Aが最も活性が低かった。

Table 1-1. Antibacterial activity of A , C , D , F, PcX , and PcG 

MIC (μg/ml) 
Test organism 

PcX A C D F PcG 

Bacillus subtilis ATCC 6633 < 0.006 1.56 0.39 3.13 1.56 0.012 

Staphylococcus aureus 209P 0.012 3.13 0.20 0.39 0.39 < 0.006 

Stαphylococcus epidermidis 
3.13 > 100 12..5 25 50 25 

ATCC 12228 

Micrococcus luteus ATCC 9341 < 0.006 l.56 0.024 0.10 0.10 く 0.006

Escherichia coli K・ 12 6.25 > 100 50 > 100 > 100 12.5 

PcX: penicillin X; PcG: penicillin G 

5. 要約

( 1 )ペニシリンXナトリウム瓜を 1 -2 mg/ml (2.7-5.4 mM) と低泌度でラッカーゼで反応させる

ことによって抗菌活性を有する 6 つの反応生成物Al、A2、 C 、 D 、 E、 Fが生じた。

( 2 )これらの抗菌物質は、ペニシリンXナトリウム瓜を高波度でラッカーゼで反応させた場合には生

じなが与た。

( 3 )これらの生成物を lF-離精製したが化学的に不安定なために椛巡決定ができなかった。

( 4 )これらの生成物の抗菌活性 (M1C) は基質に用いたペニシリンXよりいずれも低かった。

第 3 節 ラッカーゼによるペニシリンXメチルエステルの 2 量体の酵素合成

ûU節で、述べたように、ペニシリンXの反応生成物は不安定であった。ペニシリン系抗生物質の ß-ラクタ

ム環は、不安定で水約液 J 14 で加水分解され易い。有機合成ではエステル体にして有機溶媒中で反応させる

のが一般的である。そこで、著者は、安定な生成物を得るためにラッカーゼの基質としてペニシリンXの

メチルエステル体 (PcXOMe) を nH 、ることにした。脂溶性の基質の醇案反応では、これまでに有機浴煤
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と両手家水j符液との 2 相系で激しく抑作しながら反応させたり( 2 相系)、酔素水溶液中で同形物で反応さ

せる(同液系)試みがなされて来た。 PcXOMeで、も同級の反応方法を試みた。

本節ではPcXOMeをラッカーゼで反応させると 4 fill郊のpcxorv1eの 2 主体が生成し、 iii臨~Wt裂、椛X!i決

定を行なったことを述べる。

1. PcXOMeのラッカーゼによる酵素反応

1 )有機添媒との 2 相系による両手素反応

PcXOMeのクロロホルム治・液 1 mlをスクリューキャップ付き試験管にとり、そこにラッカーゼを添加

したO.1M リン酸緩衝液 (pH6.0) 1 mlを加え、キャップをしてロータリーシェーカー上で抑作しながら

280Cで 611初旬反応させた。その後、クロロホルム尼t と水府をTLCおよびHPLCで分析することによって反

応条件の検討を行なった。

クロロホルムと昨索液の 2 相系における水層のラッカーゼ活性は、有機~?~taの水層への液け込みにより

通常の水約液 rlrの活性の約10分の l であった。そこで、ラッカーゼの泌}Jrをおくすることによって反応の

進行を確認した。 Fig.1-4のクロロホルム層のHPLC分析チャートが示すように 4 つの新たなピークが凡

られ、これらの生成物をそれぞれXMlr1 、 XMし2 、 XMlr3 、 XM1_r4 と名付けた。これらの物質のピーク

を分取し抗的活性を検定したところ、いずれも抗菌活性を有していた。 PcXOMeのクロロホルム浴液'1' で

の泌皮zは反応に彬響しなかった。また、有機約媒として門下酸エチルを伺いた湯合も同様の結果を15 た。

2 )回液系での両手索反応

PcXOMeのクロロホルム溶液 1 mlを試験管にとり、ロータリーエパポレータで減圧下にクロロホルム

をfd去して試験符のガラス墜にPcXOMeを薄く乾問した。これはPcXOMeと両手素液の後触而引をできるだ

け大きくする為である。そこにラッカーゼを添加したO.lM リン酸緩衝液 (pH6.0) 1 mlを加え、ロータ

リーシェーカー上で撹作しながら 28 0Cで 6 時間反応させた。その後、反応液をクロロホルム 1 mlで、 J-Iljill 

しTLCおよびHPLCで分析することによって反応条件の検討を行なった。

反応開始後、両手素材長が次第に白濁していった。対照として行なった鮮系列R派加の緩衝液を!日いた湯合に

はこの i士!泊は1包こらなかった。反応液のクロロホルム ~lllill~伎のHPLC分析の結果、先の 2 ，f日系の ~j索反応、

のときと同級の生成物のピークを確認した。
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HPLC analysis of the reaction mlixture of PcXOMe. 

Two hundrcd and thirty mg of PcXOMe was dissolved in 23 ml of chloroform in a 500・ml Erlenmeyer flask , nnd 

then 21 1111 of 0.1 M sodium phosphnte bllffer (pH 6.0) containing 1.3 mg of laccase was added into the flask. The 

Ilask was cappcd and incubated at 280C for 18 hours on a rotary shaker. The chloroform layer was used for HPLC 

ana1ysis. HPLC conditions: column , YMC-Pack s-5 60A SIL (4.6 x 250 mm) ; elution , a 2-propanol concentration 

gradient in chloroform from 0 % to 10 % over 60 minlltes; flow rate , 1.0 mI/min; detection , UV 280 nm. 

Fig.I-4. 

3) ~~素反応条件の考察

~~素水?R~.長と行槻溶媒との 2 相系、酵素水溶液中で問形物で反応させる回液系のいずれでも同級に

2 相系の場合には回液系に比べ酵素足が約10f奇必PcXOMeがラッカーゼによって反応し生成物が生じた。

~であるが、反応終了後、水層から溶媒を減圧下に留去することによって約80%の残存活性で両手紫が回収

これらの2 相系での反応生成物以外の物質の生成が見られた。できた。[úJ液系の反応液のHPLC分析で、

2 本日系での反応生成物を水に懸濁して保温した際にも生じることから、反応生成物と水との反応

によって生じた物質と考えられる。生成物と水との反応、をできるだけ避けるために、 PcXOMeのラッカー

クロロホルムとの 2 相系が適当であると判断した。
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2. 反応生成物XMl.r 1 、 2 、 3 、 4 の分離精製

230mgのPcXOMeを溶かした23 mlのクロロホルムとラッカーゼ1.3 mg (静素液 1 m1)を添加した21

mlの0.1 M リン酸緩衝液 (pH 6.0) を、 5∞m1容のエルレンマイヤーフラスコに入れゴム位をして28 0Cで

ロータリーシェーカー上で激しく撹作しながら反応させた。経時的に反応混合液をサンプリングしてその

クロロホルム層をHPLCにより分析した。反応開始後18n、?問で~XMl.r1の生成がほぼピークに達したので、

ロータリーシェーカーからフラスコを下ろして生成物の分離精製に移った。

反応液を分液ロートで 2 府に分け、クロロホルム府を回収した。クロロホルム層を無水!流般ナトリウム

で乾燥した後、減圧下にエパポレーターで波紡乾問した。 l;沼田物を少量のメタノールに溶かし、メタノー

ルで、充瓜したSephadex LH-20カラム (3 ~ X47 cm) に付・しメタノールで浴山した。抗出フラクシ ョンを

TLC (シリカゲル、Kieselge160F 254) で分析して(展開液、クロロホルム/メタノール混液(1∞:7) ;検

出、 U Vl吸収 254n m) XMU持qllの総出を検出した。それそeれの物質のR ffl[[は、 PcXOMeが0.44 、 XMし1

が0.41 、 XML-2が0.58 、 XML-3が0.57 、 XML-4が0.54であった。このLH-20カラムによるゲル減過では

PcXOMeのrn合が進んだと考えられる物質を除くことができたが、 XM1Jf如~は分離せずにいっしょに的

出してきた。 XML物質の浴出回分を合わせて減圧下に波紡l;吃問した後、少虫のクロロホルムに約かして

分取HPLCにより XML-1 、 2 、 3 、 4の分離を行なった。分取HPLCの条flは、カラムはYMC-Packs-10 

120ASIL (2 ~ X25 cm) を川い、移動相はクロロホルムと 2・プロパノールの混介添媒 (50: 1) を!日い、流

速は7.0ml/minで、あった。検出はUV280n mで、行なった。 XML- l 、 2 、 3 、 4のピークを別々に分取し、

減圧下に波紡!;屯同してXML・1 を 18mg、 XML-2 を 8mg、 XML-3 を 12mg、 XML-4 を8mg得た。

3. XMl.r1 、 2 、 3 、 4 の構造決定

XM l.r 1 、 2 、 3 、 4の構造決定は、赤外|吸収スペクトル、質量スペクトル、 NMRスペクトルの解析によっ

て行なった。これらの化合物全ての赤外l吸収スペクトルにおいて、 ß- ラクタム環のカルボニル1Jに州民

できる 1775から 1780cm-1の範囲に一本のバンドが見られた。これら化合物の分子量は、二次イオンマスス

ペクトル (Secondary1011 Mass Spectrum 、 SI-MS) においてm/ z 727 (M+Hfの分子プロトン化イオンピ

ークが認められたことより 726と決定された。この結果は、 PcXOrv1eの分子量が364で、あることから、

XML-1 、 2 、 3、 4はPcXOMeの 2 E1休であることを示唆している。 XML-1 、 2 、 3 、 4の IH-NMRスペクト

ル及び13C-NMRスペクトルをFig.1・5-1・12 に示す。 PcXOMeのIH--NMRスペクトル (Fig.I・ 13) 及び

13C-NM Rスペクトル (Fig.I-14) と比較することによって椛造決定を行なった。 XMし1 、 2 、 3 、 4 と

PcXOMeのぺナム什格上のプロトンの化学シフトおよびカップリング定数は実質的に同じであることから、
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XML・1 、 2 、 3 、 4のぺナム'庁格は酵素反応においても変化していないことを示している。この結果は

!3C-NMRスペクトルからも示唆さ れた。

最終的に、 XML-1 、 2 、 3 、 4の化学椛迭はFig.I-15 に示すように決定した。各プロトンとカーボンは

Table 1-2 と Table 1・3 に示すように帰属した。このように化学構造を決定するに至った叙拠を次に述べる。

1) XML-1の構造決定

XML- 1 はPcXOMeの 2 量休であるにもかかわらず、その13C-N IvIRスペクトル (Fig.I-6) のシグナルの

数は17であり、 PcXOMeの13C-NMRスペクトル (Fig.1・14) のシグナルの数15よりも 2 つ多いだけだった。

このことは多くのシグナルが重なっていることを示しており、 Xl'vIL-1は分子内対称化合物であると考え

た。 PcXOMeのlH-NMRスペクトル (Fig.I-13) で、九 6.81およひもH7.1 2の二つのダブレット(共に2H，]=

8.5 Hz) は、 XMし1のlH-NMRスペクトル (Fig.1・5) では8H 6.87のダブレット (1H、]= 8.2 Hz) 、九

7.1 1のダブルダブレット (lH、]= 2.2 Hzと]= 8.2 Hz) 、九 7.15のダブレット (1H、]= 2.2 Hz) に変化し

ていた。 8.2Hz と 2.2Hzのカップリング定数はそれぞれオルト、メタ配{也を示していることから、 XML-1

が典型的な 1' ， 2' ， 4'位置換環状精造を有していることを示している 。

2) XML-2 、 3の構造決定

XML-2のlH-NMRスペクトル (Fig.1・7) および13C-NMRスペクトル (Fig.I-8) は、 XMl.r3のそれぞれ

のスペクトル (Fig.I-9 、 1-10) と実質的に同じであった。このことはXML-2 と XML-3が立体異性体であ

ることを示している。 XMl.r2 と XM l.r3の lH-NMRスペクトルにおいて 5'-H と 6'-HのシグナルがXM l.r 1

と比l佼して0.5~0.9 ppm高磁渇側にシフトしている。これはこれら 2 つのプロトンがオレフィンプロトン

にかわったことを示している。 5'-H と 6'-H問のカップリング定数 υ= 10.2 Hzまたは]= 10.4 Hz) は、

5'-H と 6'-Hがシス配位であることを示している。更に、 13C_NMRスペクトルでケトンのカルボニル基に

帰属できる 8c 195のシグナルとオレフィンカーボンと考えられる 8c 124 (C・ 6') と 8c 146 (C-5') のシグナ

ルが観察された。 XML・2 、 3の両方ともメタノール rjl で221 nm'こ特徴的な紫外部吸収スペクトルが飢祭さ

れた 。 これらの知見からシス - a ， ß-不飽和ケトン部分の存在が示唆される。 XMl.r2 、 3のそれぞれの

lH-1HCOSY尖験よりメチレンプロトン2'-H2がメチンプロトン3'-H とカップリングしていることがわかっ

た。他の芳子守環プロトン 9'-H 、 11'-H 、 12'-Hのカップリングノ T ターンは、 XMl.r 1の場合と同級に 7' ， 8' ， 10'

.;lvf換現状構造の存在を示している。また、 NOE笑験で、 9'-H と 10'-CH2問、 3'-H と 2'-H2および4'-CH2間
にNOEが観察された。
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Fig. T-5. 'H-NMR spectrum of XML-l. (400 MHz, CDCI3) 
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Fig.I-7. lH-NMR spectrum of XML-2. (400 MHz, CDC13) 
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Fig. 1-8. lJC_NMR spectrum of XMし2. (100 MHz, CDC13) 
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Fig. I-9. lH-NMR SpCC仕um ofXMし3. (400 恥1Hz， CDCI3) 
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Fig.I-10. 13C_N恥1R spectrum of XML-3. (100 MHz , CDC13) 
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Fig. 1-11. I H-NMR spectrum of XML-4. (400 MHz, CDC13) 
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Fig.I-12. 13C_NMR spcctrum of XMし4. (1 00 恥1Hz， CDC13) 
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Fig. I-13. IH-NMR spcctrum of PcXOMe. (400 MHz, CDC13) 
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Fig. I-14. 13C_NMR spcctrum of PcXOMe. (100 MHz, CDC13) 



3) XMlr4の椛治決定

XML-4の lH-1HCOSY実験より、芳子?絞プロトンである 3'-Hが5'-H (] = 2.2 Hz) と 、 5'-Hが6'-H (J = 

8.1 Hz) とカップリングしていること、更に、 8'-H と 9'-H (J = 8.1 Hz) 、 12'-H と 11'-H (] = 8.1 Hz) が

それぞれカップリングしていることがわっ かた。これら 2 グループの芳香政プロトンのカップリングノ T ッ

ターンは、 IlíJ-(í'が 1' ， 2' , 4'-~i免関状システムを、後者が7' ， 10'-a換環状システムであることを示している。

NOE実験では、 4'-CH2 と 3'-Hおよび5'-H問、 10'-CH2 と 9'- Hおよび1 1'-H問にNOEが観察された。
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Tahle I-2. lH NMR data of XML-l , 2 , 3 , and 4 

proton XML-l XルfL-2 XML-3 XML-4 

2, 2a -(CHJh 1.43 s (6H) , 1.45 s (3H) , 1.46 s (3H) , 1.46 s (3H) , 

l.48 s (6H) 1.46 s (3H) , 1.49 s (3H) , 1.47 s (3H) , 

1.50 s (3H) , 1.50 s (3H) , 1.51 s (3H) , 

1.58 s (3H) 1.62 s (3H) 1.54 s (3H) 

3, 3a-H 4.40 s (2H) 4.37 s, 4.43 s 4.39 s, 4.48 s 4.40 s. 4.41 s 

COOCH) 3.76 s (6H) 3.77 s (3H) , 3.77 s (3H) , 3.77 s (6H) 

3.79 s (3H) 3.79 s (3H) 

5, 5a-H 5.51 d (4.1) (2H) 5.53 d (4.1) , 5.53 d (4.1) , 5.50 d (4.4), 

5.54d(4.1) 5.54d(4.1) 5.53 d (4.4) 

6, 6a-H 5.62 dd (4.1 , 8.8) 5.63 dd (4.1 , 8.8) , 5.67 dd (4.1 , 9.1) , 5.64 dd (4 .4, 8.8), 

(2H) 5.69 dd (4.1 , 9.3) 5.68 dd (4.1 , 8.8) 5.65 dd (4 .4, 8.8) 

6, 6a -NH 6.57 d (8.8) (2H) 6.15 d (9.3) , 6.41 d (9.1) , 6.09 d (8.8) , 

6.52 d (8.8) 6.4り d (8.8) 6.13 d (8.8) 

4'-CH、 3.54 d (15.9) , 2.82 d (14.8) , 2.8:1 d (14.3) , 3.49 s (2H) 

3.59 d (15.9) 3.00 d (14.8) 2.91 d (14.3) 

10'-C日、 3.54 d (15.9) , 3.58 s (2H) 3.56 d (1 5.7) , 3.61 s (2H) 

3.59 d (15.9) 3.60 d (15.7) 

1'-OH 7.52 br s n.l. 

2'-H、 3.00 dd (17.3 , 2.4), 3.00 dd (17.5 , 3.3) , 

3.14 dd (1 7.3 , 4.1) 3.07 dd (1 7.5 , 4.1) 

3'-H 7.15 d (2.2) 5.09 m 5.04 m 6.78 d (2.2) 

5'-H 7.11 dd (2.2 , 8.2) 6.54 dd (1 0.2 , l.6) 6.63 dd (10 .4, 1.9) 6.95 dd (2.2 , 8.1) 

、 ‘6'-H 6.87 d (8.2) 5.98 d (10.2) 5.99 d (10.4) 7.04 d (8.1) 

7'-OH 7.52brs 

8'-H 7.02 d (8.1) 

9'-H 7.15 d (2.2) 7.17d(l.9) 7.21 d (1.9) 7.26 d (8.1) 

11'-H 7.11 dd (2.2 , 8.2) 7.08 dd (1 .9 , 8.2) 7.12 dd (1.9, 8.2) 7.26 d (8.1) 

12'-H 6.87 d (8.2) 6.80 d (8.2) 6.79 d (8.2) 7.02 d (8.1) 

Spectm we陀 measured in CDCI) at 400 MHz. Chemical shifts are exp陀ssed by 8 (ppm) (J = Hz) from intemal 

TMS. 

n.i. : Not identified 

-21-



Table I-3. 13C NMR data of XMし 1 ， 2 ， 3 ， and 4 

Carbon XML-1 X恥札・2 XML-3 XML-4 

2, 2a 64.8 64.7 , 65.2 64.8 , 65.2 64.7 

2, 2a -(C H3)~ 26.8 , 31.7 26.9 , 27.1 , 26.9 , 27.1 , 26.9. 27.0 

3 1.3, 3 1.7 31.6 , 31.8 3 1.7 , 3 1.8 

3, 3a 70.4 70.3 , 70.6 70 .4, 70.5 70.4 

5, 5a 68.0 67.7 , 68.0 67.6. 68.0 68.0 

6, 6a 58.8 58.5 , 58.6 58.5 , 58.8 58.7 

7 , 7a 171.2 167.9 , 170.5 168.0. 170.6 170.1. 170.2 

3, 3a -C 0 173.6 173.2, 173.7 173.2 , 173.7 173.5 

COOC H3 52.4 52.3 , 52.5 52.5 52.5 

CONH 168.1 168.0 167.9 168.1 

152.6 195.0 195.0 155.9 

2' 126.6 38.6 38.4 146.9 c 

3' 132.6 85.9 85.8 125.9 

4' 125.6 47.0 47.0 129.5
d 

4二CH、 42.3 42.6 a 42.6 b 42.6
e 

5' 130.5 146.1 146.2 130.6 

6' 117.7 124.1 124.2 116.9 

7' 152.6 157.9 157.9 143.7
C 

8' 126.6 131.5 131.0 118.7
f 

9' 132.6 131. 1 131.0 131.2 

10' 125.6 127.2 127.5 126.3 d 

10'-C H、 42.3 43.1 a 43.1 b 42.5 e 

1 1 ' 130.5 127.8 127.5 131.2 

12' 117.7 111.1 111.1 119.8
f 

Spectra we陀 mぬS町ed in CDCI3 at 100 MHz. Chemical shifts are exp陀ssed by ﾖ (ppm) from intemal 

TMS. 

a'f: Assignments could be interchanged. 
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4. 要約

( 1) PcXOMeをラッカーゼの基質とすることによって、有機溶媒と両手索液の 2 相系および~r点滅 rt1 で

間形物で反応させる回液系のいずれの反応方法によっても 4 沼知のPcXOMeの 2 量休XML-1 ， 2, 3, 

4 を介成することができた。

( 2) 2 f日系の昨素反応では、有機溶煤の影響によってラッカーゼ活性が減少するため回液系に比べ10

f音量のラッカーゼを必要とした。しかし、反応終了後、残存活性80%で阿収できた。

( 3 )問液系のRF素反応では、生成物と水との反応によって生じたと考えられる生成物が生じた。

(4) 2hl体の椛造をNMRスペクトルによる構造解析により Fig.I-15 に示すように明らかにした。

第 4 節 ラッカーゼによるペニシリンXピバロイルオキシメチル工ステルの 2 量体の酵素合成

前節で述べたように、ラッカーゼによってPcXPOMの騒々の 2 遺体、 XMU防質を合成することができ

た。しかし、 XML物質はメチルエステル体である為に抗菌活性がかなり低かった。また、エステラーゼ

によってもエステルを水解することができなかった。非者の本来の目的は、十Jc凶爪ー性を有するペニシリン

Xの 2KH本を得ることにあるので、次にペニシリンXのピパロイルオキシメチルエステル休 (PcXPOM)

をラッカーゼの)1~1}( とすることにした。ヒ。パロイルオキシメチルエステルは、エステラーゼによって符易

に加水分解されるエステルで、 1Ú1 1 1 1 のエステラーゼによって加水分解されることから抗生物質のプロドラッ

グに用いられている 33) 。

本節では、 PcXPOM も PcXOMeと同級にラッカーゼによって 2 lIT休に変換されることを示すと共に

その抗菌活性について検討を行なった。

1. PcXPOMの両手素反応条件の検討

1 )有機溶媒と酵素液の 2 相系による両手素反応の試み

第 3 節に述べたPcXOMeの 2 景休の両手素合成と同級に、 PcXP01Vl をクロロホルムに溶かしラッカーゼ

を添加したリン般緩衝液 (pH 6.0) と共に28 0Cでロータリーシェーカー上で激しく撹持した。しかし、

HPLC分析の結果、クロロホルム層、水層共にほとんど反応l宝物が見られず反応が進行していないことが

わかった。有機溶伐をトルエン、ジエチルエーテル、酢酸エチルに代えても同級であった。

2 )問液系による静素反応

次に問液系での検討を行なった。第 3 節の l の 2 )で述べたようにPcXPOM をクロロホルムにおなかし、
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ロータリーエパポレータを!日 L 、て回転しながら試験管内でj威圧下に乾問しガラス壁面に版状にコーティン

この方法で、はPcXPOMを少尽ししかし、グしてから酵素液を加えて反応させると反応生成物が生じた。

その粘-果、 PcXPOMと酵素液との媛触而か反応させることができないので、更に条件検討を行なった。

( :2リッタ一容のエルレンマイヤープラスulをできるだけ大きくするために、表面積の大きなガラス容器

その底面にPcXPOMをJ1史状に汚くコーティングすることにした。具体的な方法コ)を反応容犯として、

このようにして反応させた結果、 Fig.I・16 に HPLC分析チャートを示すよう2 . lìi凶作tJ製に述べる。は、

コーテイングするために反応、生成物の生成を確認した。保持時間33.3分の主生成物をXPし1 と名付けた。

クロロホルムを用いることによって反応の浴煤としてはメタノール、四f:酸エチルについても検討したが、

'1' にはがれにくいコーテイングを作ることができた。

PcXPOMが0.04 mg/ml PcXOMeが0.069 mg/ml 、50mM リン般緩衝液 (pH 6.0) における溶fri1度は、

それぞれの化合物の有機での 2 相系では、であるが、等量の酢般エチルと50mM リン酸緩衝液 (pH6.0) 

PcXPOMでiま 0.031 %と低かった。従って、j作l点府から水府へ移行はPcXOMeが1.4 %であるのに対して、

PcXPOMの疎水性が高い為に本府のPcXPOM濃度が低く RF紫反PcXPOMが 2 有!系で反応しない原因は、

2
o
a
×
υ
仏

応が起こりにくい為と考えられる。

F・
」
仏
×

円
.
門N

円
.
門
的

60 50 40 30 20 10 。

1�me (minutes) 

HPLC analysis of the reaction ffiﾌlxture of PcXPOM. Fig.I-16. 

One hundred mg of PcXPOM was dissolved in 10 ml of chloroform. The solution was poured into a 2-liter 

Erlenmeyer tlask , and then the solvent was removed under reduced pressure to coat the bottom of the flask with 

PcXPOM. One hundred mJ of 10 mM sodium phosphate buffer (pH 6.0) containing 1.3 mg of laccase was added inlO 

Ihe tlask. The tlask was slowly shaken on a reciprocaJ shaker at 300C for 20 hours. The reaction mixlure was 

extracted with an equaI volume of EtOAc , and the extract was used for HPLC analysis. HPLC conditions: column , 

YMC-Pack s ・5 60A SIL (4.6 x 250 mm); elution , a 2・propanoI concentration gradient in chloroform from 0% to 
10% over 60 minutes; fIow rate, 1.0 ml/minute; detection , UV 280 nm. 
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2. 反応版物XPlr1の lji雌精製

2 リッター符のエルレンマイヤーフラスコにPcXPOM 150 mg (0.32 mmol)を的かした 10 mlのクロロ

ホルム溶液を入れ、 ?IüQ圧下にクロロホルムを完全に問去してフラスコの成而にPcXPOM を IJ引火に砕くコ

ーテイングした。そこに1.3 mgのラッカーゼを派加した 1∞ mlの0.1 M リン般緩衝液 (pH 6.0) を加え、

レシプロシェーカー上で、ゆっくり仮ぬしながら 30 0Cで20川間反応させた。反応の進行と Jtに両手ぷ液は次第

に白j罰していった。

反応終了後、反応液を 100 mlの昨酸エチルで 2 度flll ili を行なった。 f~f:酸エチル府を介わせて 1!!~水硫般ナ

トリウムで乾燥後、減圧下に泌縮l吃問した。 i吃同物を少12のメタノールに出かし、メタノールで光JJ'{ した

Sephadex LH・20カラム (3 1) X47 cm) に付-しメタノールで浴山した。各浴山フラクションをTLCで分析

して(展開液、クロロホルム/メタノール沼液( 20 : 1) ) XPlr 1の浴山を検出した。RfMIはPcXPOMが

0.27、 XPL-l が0.20であった。 XPL-1の的出フラクションを介わせて減圧下に泌紡位向した。この 1;吃同物を

少虫のクロロホルムに涜かして分取HPLCによって史に和製を行なった。分取HPLCの条f'j-.は、先のXML

物質の精製の条1'1: と同級であるが、移動相はクロロホルムと 2 ・プロパノールのi町、液 (200: 3) を川いた。

XPし1の的山ピークを分取して減rE下に泌紡乾同して、 XPlrl を 21 mg1~1 た。

3. XPL-lの川浩決定

11述原子術取マススペクトル (FastAtomBombardment Mass Spectrum 、 FAB-MS) より m/z927 (M 

+ Hf と m/ z 925 (M -Hrの分子イオンピークが観察されたことから、 XPlr1の分子日を926と決定した。こ

の結果は、 PcXPOMの分子立が464で、あることから、 XPL・ 1 が 2 Jft休であることを不している。

梢X!i決定は、 XPL・ 1のlH-NMRスペクトル (Fig.1・17) および13C-NMRスペクトル (Fig. I-18) と

XML-1のlH-NMRスペクトル (Fig. I-5) および13C-NMRスペクトル (Fig. I・ 6) とを比較することによっ

て行なった。その結果、 XPL-1 と XML-1のぺナム 'Ïl'絡部分および側鎖のうヴ存関部分のプロトンの化学シフ

トとカップリング定数は木質的に同じであった。最終的にXPL-1の全てのプロトンとカーボンの州民は、

Fig. I-19 , I-20 に示すようにHMBC CH-Detected M ultiple-bond Heteronuclear M ultiple Q u an tu m 

Coherrence Spec廿oscopy) 、 HMQC CH-Detected Multiple Quan tum Coherrence Spec廿oscopy) を合む

2 次冗NMR:た!段により行ない、 Fig. I・21 に示すような結果を得、 Table 1-4 に示すように帰属した。

XPL-1の精巡をFig.I・22 に示すように決定した。
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6 

Fig.I-17. lH_NルlR spectrum of XPL-l. (400 MHz, CDC13) 

rpt.l 
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Fig.I-18. 13C_NMR spectrum of XPL-1. (100 MHz, CDCI3) 
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Fig. 1-21. HMBC and HMQC-derived correlations for a moiety of XPL-l. 

Table 1-4. 13C H and 1JC N孔1Rdata of XPL-l 

Position ﾒc ﾒ" Position ﾒc ~I 

2, 2a 64.7 CONH 171.1 6.51 d (8.8) (2H) 

2 , 2a-(C H3 )~ 26.7 , 1.46 s (6H) , 7 , 7a 173.6 

31.4 1.48 s (6H) 1', 7' 152.5 

3, 3a 70.0 4.40 s (2H) 1',7'-OH n.l. 

3, 3a-C 0 166.3 2' , 8' 125.5 

COOCH、 79.9 5.75 d (5.9) (2H) , 3' , 9' 132.6 7.15 d (2.2) (2H) 

5.85 d (5.9) (2H) 4' , 10' 126.5 

COOCH、OCO 176.8 4' , 10'-CH2 42.2 3.55 d (16.1) (2H) , 

COOCH、OCOC 38.8 3.59 d (16.1) (2H) 

CH~OCOC( C H3)3 26.9 1.22 s (l8H) 5' , 11' 130.5 7.12 dd (2.2, 8.2) (2H) 

5, 5a 68.0 5.50 d (4.1) (2H) 6' , 12' 117.7 6.88 d (8.8) (2H) 

6, 6a 58.8 5.64 dd (4.4 , 8.8) (2H) 

IH arrl 13C chemical shifts we陀 given in 8 (ppm) downfield of TMS at 400 and 100 MJIz, respectively. 

Coupling constants in parentheses we陀 given in Hz. 

n.�. : Not identified 
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5' 

Fig. 1-22. Structure of XPL-l 

4. XPL-lの抗菌活性

XPL-l の fiii小光育Illl l.:波皮 (MIC) を調べた。抗間約十1:の検定は、エステルを水解するゐにJJま肝臓rlDk

のエステラーゼ(シグマ牝製)を派加したMuel1er Hinton Broth (pH 7.0) で、の述統希釈法によって行なっ

た。結果をTable 1・5 に示す。 2 ll'(休であるXPL-lの抗Ni日十l:は、検定I~Îの全てにおいて lìí.: I t休であるペニ

シリンXよりも劣っていた。

Table T-5. Antibacterial activity of XPL-l , the assay carried out after the 

preincubation with hog Iiver esterase 

MIC (μg/ml) 

Test organism 
PcX (Na) 

Bacillus subtilis ATCC 6633 < 0.006 

Staph川ococcusaureus 209P 0.012 

Staph_ì ・lococcus epidermidis ATCC 12228 3.13 

Micrococcus luteus ATCC 9341 < 0.006 

Escherichia coli K-12 6.25 
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5.12 約

( 1) PcXPOMを広質とした湯合には、 PcXOMeよりも疎水性が高い為に有機決媒と両手来液の 2 ネ11系

では水府の基11波度が低くラッカーゼで反応させることができなかった。

( 2 )そこで、 PcXPOMを反応誌のガラスの壁面に薄くコーテイングして、そこに酵素液を加えてぷ

滋することにより反応させることができた。

( 3 )しかし、 PcXOMeを反応させたときと生成物の生成比が異なり、オルトーオルトカップリング休

であるXML-l に相当するXPL-l が主生成物であり他のXMlr2 、 XML-3 、 XML-4に相、1'1する版物の

生成比は低かった。

( 4) XPL-lはエステラーゼによってそのエステルが加水分解されペニシリンXの 2 塁休に変換されて

抗菌活性を示した。しかし、活性はペニシリンXよりも劣っていた。

第 5節考察

PcXの 2 {ìl休を両手栄作成するために、はじめ基質としてPcXのナトリウム慌を用いた。 PcXナトリウム

引はラッカーゼによって郁々の抗菌物質に変換されたが、 PcXのほとんどは抗菌活性のない市介};，n物まで

ill介が進んでしまった。また、生じた抗菌物質も不安定であった。この反応効率の恋さと生成物の不法りと

'It をエステル休で反応させることによって解決することができた。 PcXのラッカーゼによる両手業反応にお

いてエステル休で反応させることの有利な点として、 1 )生じた 2 量休が疎水的であるためにイf機的b~~J';';;

または同形物として反応系外に除かれるので更に両手索による酸化を受けにくい。 2 )フェノール性化介物

はl丸山性に白むので水との反応が予忽されるが、先と同じ理由から生成物の水との副反応をできるだけ防

げる。 3) J I :水系で粕製ができるので精製が容易である。 4 )保存において生成物が安定である。が挙げ

られる。ついでエステルをエステラーゼで加水分解することによって、日的とするPcX2 量休が得られた。

Kazandjian らはクロロホルム中でラッカーゼ(アセトンパウダーあるし刈まガラスビーズに同定化した

状態)によるフェノールの酸化反応を行うことにより、水浴液中で反応させるよりもブエノールの主介化

がiJII さえられ定fii的なレギオ特異的水酸化反応が可能であることを報告している 34) 。今回の実験からも

'Tr:介化が l!jJさえられるという点で、同級の結果を得た。水溶液と有機溶艇の 2 相系で円予索反応を行うことに

a り、1[(介反応が水溶液中で、反応を行うよりも抑さえられ 2 呈休の苔初が見られた。 2 量{本を RFぷイトj戊す

るにはこのように水溶液と有機溶煤の 2 相系で反応させるのが有効であることがわっかた。

PCXのようにフェノールのパラ位がアルキル基(ぺナム'百・絡)によって悶換されたフェノール化合物を

フツカーゼの~~11にした場合、 Fig.I-2 に示したように、ラッカーゼによるフェノール性水般砕からの水
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ぷの引き J友きによって生じた不対電子は、酸素原子上のみならず芳香関上に広く非局在化し、午、?にオルト

位とパラ位で泡 f密度がおいことが知られている 1) 0 PcXOMeの 2 宣休であるXML-1 、 2 、 3 、 4 は、こう

して生じたフェノオキシラジカル問のラジカル付加反応によって説明できる椛迭であった。 XML・1は 11[11

鎖のフェノール基のオルト位 (2 '位)に不対電子を持つ 2 つのフェノオキシラジカルがラジカル付加して

生じたと与・えられる。よってXML- 1はオルト・オルトカップリング生成体である。 XML-2 と XML-3はオル

ト位 (8'位)とパラ位 (4 '位)にそれぞれ不対電子を持つフェノオキシラジカルがラジカルト1・ )JII し、つい

で7 '{立の水般法がジエノン系の3'位に付加することによって生じたと考えられる。従って、 XMし2 と

XML-3は3'炭素と 4'炭素をキラル'1'心とするジアステレオマーである。 XML-2 とXML-3はオルトーパラカッ

プリング生成体であると言える。 XML-4は、フェノール基の酸素原子上とオルト位 (2 '位)のそれぞれに

不対電子を持つフェノオキシラジカルがc-Oカップリングして生じたと考えられる。

ラッカーゼを川いた 2 .lli体の両手素合成のモデル化合物としてPcXを用いたが、この酸化防索による 2 llt 

休の介成は他のフェノール性化合物にも一般化できる両手素合成法である。 PcXの両手素反応においてぺナム

什絡は~f. Jr~反応に附与しておらず、これを他のアルキル拡に置き換えても同じカップリング総式の 2 :，1休

の生成が則符tできる。

PcXの 2 車体はいずれも PcXより抗菌活性が劣っていたが、 PcXをモデル化今物に選んだな義としては、

化学的に不安定なペニシリンでも反応させうるほどこの両手素介成法の反応条{午が潟和で、あることを示すこ

とができたこと、反応、産物をその抗菌活性で、追うことによって重合産物には抗菌活性がないことから間々

の産物の中から 2 量体を効率的に見つけることができたこと、が挙げられる。

今後の課辺・として反応収率の改普ーがある。 PcXの場合には 2 呈体の生成がピークに淫したところで反応

を終了 ltこか、未反応、の基質が残っていた。収率はおよそ十数%であった。収率を上げるためには、実際

に反応、させる各々のU1~について反応条件の最適化を検討する必要がある。
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第 II 章 ラッカーゼによる ß-ラクタム抗生物質の酵素変換

序

第 1 ì'~で述べたように、ペニシリンXをラッカ ーゼで反応させると抗菌活性を有する極々の反応生成物

が生じた。しかし、生成物が不安定である為に構造決定には至らなかった。生成物が不安定である原闘の

l つは、基質のペニシリンX自体の不安定性にあるので、次にペニシリンより安定なセファロスポリンを

lJ1:tにすることにした。そこで、ペニシリンX (6-(4- ヒドロキシフェニルアセトアミド)ぺニシラン酸)

と同じフェノール性側鎖 (4・ヒドロキシフェニルアセトアミド)を有する 7・ (4-ヒドロキシフェニルアセト

アミド)セファロスポラン酸 (Fig. II-l) を基質にした。以後このセファロスポリンをセファロスポリンX

(CepX) と呼ぶことにする。また別の試みとして、実際に臨床で使われている ß- ラクタム抗生物質の 11 '
から、フェノール性側鎖を有するラタモキセフ (Latamoxef) 35.36) (Fig. II-l) を選びラッカーゼの法質

とした。

本市では、第 l 節にセファロスポリンXを2志賀とした反応条件の検討の結果、変換率の高い反応条件を

見いだし、生成物のIii離精製、椛治決定を行ない生成物がスピロ・エポキシド構造体であることを明らか

にする。 ~12 節では、ラタモキセフを基質にして反応させた結果、脱炭般反応産物が得られたことについ

て述べる。

Cephalosporin X 

Fig. JI-l. Structures of Cephalosporin X and Latamoxef. 
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第 1 節 ラッカーゼによるセファ口スポリンXの酵素変換

1 . 実験材料と実験方法

ラッカーゼは、第 I~と同級に Coriolusversicolor IFO 9791の培養液より精製した酵素を用いた。ラッ

カーゼn~京液の蛋白質泌度は1.3 mg/mlで、あった。基質の7・ (4・ヒドロキシフェニルアセトアミド)セフア

ロスポラン酸 (CepX) の合成法は、後述する合成法(4 )に述べる。

実験方法は第 LìP-:と同じである。

2. ðr-索反応条件の検討

第 1 1;1で、述べたPcXの湯介と同様に、 CepXをリン酸緩衝液 (pH 6.0) に低波皮( 1 -2 mg/ml)で泊予

かし、ラッカーゼを添加して30
0

Cで反応させると PcXのときと同級な反応生成物が生じることがHPLC分

析よりわかった。

しかし、第 1 4tで述べたようにPcXのラッカーゼによる変換の問題点の l つは、反応産物の生成本が低

いことにあるので、 CepXのRF素変換においてもこの点を解決しなければならない。そこで、反応時間、

j占tl(泌j度、両手来泌度、緩衝液のpH、緩衝液の1M泌度等についての検討を行なった。その結梨、緩衝液の

府l泌皮を ïr~ くすることによって、第 I 章の第 2 節で述べたPcXの反応産物 C 、 Dに相当する生成物がお初

しやすいことがわかった。これらの生成物をそれぞれCXし1 、 CXL.2 と名付けた。

Fig. II・2 に示すように20mM リン椴緩衝液 (pH 6.0) で反応させると CXL-1 、 CXL-2はほとんど生じな

いが、緩衝液の花71泌皮を高くして1.0M リン酸緩衝液 (pH 6.0) で反応させると CXL-1 、 C氾.r2が生じるの

がわかる。この尖験では五日泌度を高くすると酵素反応速度が遅くなるので、比l佼のためにCepXの残仔量

がほぼ等しい反応時間で反応液のHPLC分析を行なった。

3. CXl.r 1 と CXl.r2の Iii離精製

生成物の内、生成量の一番多いCXL-l と C氾.r2を単離精製することにした。

CepXのナトリウムJ1JL320 mgを 250 mlの1.0M リン酸緩衝液 (pH 6.0) に溶かし、そこに3.25 mgのラッ
カーゼを加えて、 2 リッタ一容のエルレンマイヤーフラスコ中、 30"Cでレシプロシェーヵー上でゆっくり

娠没しながら反応させた。ラッカーゼによる酸化反応で、は溶存椴素の供給が律速になるので、なるべく???

刈と反応液の後触而般を大きくする為に 2 リッタ一容のエルレンマイヤーフラスコを用いた。反応開始後
71q=問で、 CXL-1 と CXL-2の生成量がほぼ最大に達し反応を終えた。
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Column: YMC-Pack ODS (6 x 150 mm) 
Elution: 10% MeOH • 60% MeOH in 20mM phosphatc burrer (pH 6.8) (30 mln) 
Flow rate: 1.0 mVmin 
Detection: UV 280nm 

Fig. II-2. HPLC analysis of the reaction rnixture of CepX. 

反応液を0.45 11m係のフィルターで波過した後、 50 mlづ、つ 5 同に分けてそのままポンプ側から分取

HPLCカラムに泊j汗し、反応生成物をカラムに l吸おさせた。分以HPLC条f'1 : は、カラムはYMC-Pack ODS 
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5-343・15 (2 � X25 cm) を川い、前山は流速7.0 m1/minで、 1 rLinij にわたる 20mM リン椴緩衝液 (pH6.8) 

11 1 でのメタノール波皮 o ~60%のリニアグラジエント抗出によって行なった。生成物の検出はUV280 nm 

の吸収と的山フラクションの Comamonas terrigena B-996を検定Uí とする川医Î i'!i t'l:アッセイにより行なっ

た。この分取HPLC条件ではCXL-1 、 CXL-2は充分分離せずにお寺山して米たので、介わせて分取し ir.iX fT:F 

に波紡してメタノールを除いた後、凍結乾燥した。この泌紡l;吃燥物をメタノールで充瓜したSephadex

LH-20カラム (2.5� X 70 cm) の上に釆せそのままメタノールで総出した。抗菌活性物質の市山フラクシヲ

ンを集め減圧下に泌紡し、再び分取HPLCによってCXL- 1 と CXL-2の分雌を行なった。分取HPLC条1'1 : は、

移動相がメタノール/20mM リン円安緩衝液 (pH6.8) (2 : 8) である以外は先の条f'j:と同じである。この

条件においてCXL-1 と CXL-2の保持時間はそれそ'~160分、 77分であった。名ピークの分取を行ない、減圧

下に泌縮してメタノールを除き、移民lJ村1が水である以外は先と同じ分取HPLCによって脱瓜を行なった後、

凍結乾燥してナトリウムJ1Jl としてCXL-1 を 16 mg、 CXL-2 を 18 mgf~J た。

4. CXL-l と CXL-2の椛治決定

CXL-1 と CXL-2の ，H~ ÁÍi決定はNMRスペクトル、民主スペクトル、 UVスペクトルの洲広結果に J，çづいて

行なった。

CXL-1, CXL-2, CepXのlH-NMRスペクトルおよび13C-NMRスペクトルをFig.II-3 、 II-4 に示す。

CXし1のNMRスペクトルは、 CXL-2のNMRスペクトルと本質的に同じであり、これらの化介物が立体J~

性体であることを示している。 CXし1 、 CXし2 と CepXのlH-NMRスペクトルを比t佼した結果、次のような

知見が15 られた。 1) CXL- 1 と CXL-2のセフェム骨格のプロトンの化学シフトは、 CepXのそれと本質的に

同じでおり変化していない、 2) CepXのAr-CH2に J即応される oH3.55およひ丸3.59の 2 つのメチレンフ。ロト

ンシグナル(JUこJ= 16.3 Hz) が、 CXL-1 と CXし2のスペクトルでは消失している、 3) CXし1において

はゐ 4.44に、 CXL-2においてはゐ 4.41に、新たにメチンシグナルが観察される、 4) CepXにおける 4 つの

)j:持政プロトンに対応するプロトンシグナルが、 CXL-1 と CXL-2で、は消失し新たにオレフィンプロトンに

相当する化乍シフトの位百に 4 つのプロトンシグナルが観察される。これらの知見の内、 2 )と 3 )より

CepXの側鎖のメチレンプロトン Ar-CH2の内 l つがなくなり、 4 )よりそれに f料、フェノールからキノン

般の構造に変化したことがわかる。更に、 uvスペクトルにおいて、 CepXは水液液'1 1 で224nm と 263 nmlこ

属大I吸収が、 280nmに府吸収が兄られるが、 CXL-1 、 CXL-2においては253nmの吸収のみで・あった。この

結果からも、 CepXにおけるフェノール部分がCXL-1 、 CXL-2ではなくなっていることを示唆している。
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Fig. II-3. lH-NMR spectra ofCXL-l , CXL-2, and CepX. 
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Fig. II-4. 1 JC-NMR spectra of CXL-l , CXL-2 , and CepX. 
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11j主原了-術 11~'tマススペクトル (fastAtomBombarc1mcnt Mass Spcctrum 、 fAB-MS) の ~J[ll)とによって

CXL-1 と CXL-2の分子況を求めようとしたが、分子イオンピークがj{Jl~ざされなかった。そこで、 CXし1 と

CXL-2 をそれぞれ昨円安エチル 11 1 でジアゾメタンと反応させメチルエステルに変役した。 CXし1 のメチルエ

ステル休のlH-NMRスペクトルをfig.II-5 に示す。 CXL- l と CXし2のメチルエステル休は、 fAB-MSの測

定で~m/z435 (M+Hf と 433 (M-H) ・に分子イオンピークが間祭されたことより分子民が434であることがわっ

かた。 CXL-l のメチルエステル休のFAB-MSを Fig. II-6 に示す。史に、山分解能FAB-MSの iWl :，とより

CXL-1の分子よを C19H18N20llS と j犬山した UWl :，tY( ， m / z 435.0848 (M+Hf ;日， . n: f"l 、 m/ z 435.0862) 。

CepXの分子式がC19HzoN20 7Sで、 あることから、 CXL-lのメチルエステルは、 2 つの水素原子を失って般素

原子を l つ f~} たことになる。

以上の結束から、 CXし1 と CXL-2の椛むを fig. II-7 に示すように決定した。即ち、 CXL-l と CXL-2 は、

7・ [1・oxaspiro (2.5) octa-6-oxo-4, 7・diene-2-carboxamido]cephalosporanic acid である。各プロトンとカーボ

ンの帰属をTable II・1 に示す。 CXL-l と CXL-2はC♂の川りの配位に必づくジアステレオマーである。

6 5 3 
J 2 。

Fig. II-5. I H司NMR spectrum of CXL-l rnethyl ester. (400 MHz, CDCI3) 
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Fig. II-6. FABMS (posi) of CXL-l :methyl ester. 

Fig. II-7. Structure of CXL-l and CXL・2.
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Table II-l. lH_ and 13C_ N恥1R Data for CXL-l and -2 

CXL-l CXL-2 
Position 

SJ ﾒlI
b 

ﾒc
a 

ﾒlI
b 

2 131.2 131.4 

2-COOH 165.9 166.1 

3 116.0 115.9 

3-CH、 63.9 4.71 d (12.5) 64.1 4.73 d (12.5) 

4.88 d (12.5) 4.89 d (12.5) 

C OCH3 173.9 174.1 

COCH3 20.1 2.10 s 20.2 2.11 s 

4 25.3 3.39 d (18.0) 25.5 3.44 d (18.0) 

3.67 d (18.0) 3.70 d (18.0) 

6 58.8 5.17 d (4.8) 58.9 5.19d(4.8) 

7 56.7 5.72 d (4.8) .57.0 5.74 d (4.8) 

8 163.7 163.8 

CONH 167.8 168.0 

2' 61.5 4.44 s 61.8 4.41 s 

3' 58.0 58.1 

4' , 8 ・ 142.8 6.79 dd (l 0.3 , 2.9) 143.0 6.79 dd (10.3 , 2.9) 

146.6 6.89 dd (1 0.3 , 2.9) 146.8 6.95 dd (10.3 , 2.9) 

5', 7' ] 33.0 6.62 dd (l 0.3 , 2.2) 133.1 6.64 dd (10.3 , 2.2) 

134.7 6.67 dd (10.3 , 2.2) 134.7 6.67 dd (10.3 , 2.2) 

6' 187.8 187.9 

a Spectra were measured in D20 at 100 MHz. Chemica1 shifts are expressι1 by ﾒ (ppm) from 

DSS , using 1,4-dioxane (67.4 ppm) as the intemal 児島rence.

b Spectra we陀印刷red in D20 at 400 MHz. Chemical shifts are expressed by ﾒ (ppm) (l = Hz) 

仕om DSS , using 1,4-dioxane (3.7 ppm) as the intemal reference. 
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5. CXL-1 と CXL-2の抗菌活性

CXL-1 と C氾_r2の最小発育阻止濃度 (MIC) の検定は、 Muel1er Hinton Broth (pH 7.0) を川いた述統

希釈法によって行なった。結果をTable II・2 に示す。興味深いことにCXL-2はC氾Aよりもグラム陽性制的

およびE. coli NIH]株に対して10-30倍抗菌活性が高かった。しかしながら、 CXL-2の抗菌活性は、

parent compoundで、 ある CepXの抗菌活性よりも全ての検定菌にお t， 、て低かった。

Table II-2. Antibacterial Activity of CXL-l , CXL -2 , and CepX 

MIC (μg/mlt 
Test organism 

CepX CXL-l CXL-2 

Micrococcus lureus ATCC 9341 0.024 6.25 0.39 

S[(/phylococcus aureus 209P 0.20 6.25 0.78 

Bacillus subrilis ATCC 6633 0.024 6.25 0.20 

Escherichiα coli NIHJ 1.56 100 3.13 

Klebsiellapneumoniae ATCC 10031 12.5 >100 50 

Pseudomonas aeruginosαIFO 3445 >100 >100 >100 

Serratiどl111arcescens IFO 3736 >100 >100 >100 

Proteus vulgaris GN 76 >100 >100 >100 

MuelIer-Hinton broth dilution method; 105 cfu/ml. 

6. 要約

第 i 草において述べたように、ペニシリンXナトリウム庖をラッカーゼで反応させたfI寺の問題点は、 1 ) 

反応生成物が不安定である、 2 )反応生成物の生成比が低い、ということであった。そこでその対策とし

て、 1 )に対しては、基質としてペニシリンより安定なセファロスポリンである CepXをmいる、 2 )に

対しては、生成比のおい反応条件(反応液の庖濃度を高くする)で昨索反応を行なう、ということで問題

点の解決をはかった。その結果、 2 つの反応生成物CXL-1 と CXL-2 を得た。これらの物質は、 HPLCの分

析パターンより先のペニシリンXの反応産物C と Dに相当する物質であると予怨される。村存造解析の車内栄、

これらの物質は 2i立体ではなくスピロ・エポキシド構造体であった。 CXL-l と CXl.r2 はジアステレオマー

の関係にあり、 CXI.r1 の方が抗菌活性が高かった。
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第 2 節 ラッカーゼによるラタモキセフの酵素変換

ラタモキセフは、五il刀に臨床で使用された介成法による JI :天然別/3・ラククム抗生物11で~:・ 3 IIt代セファ

ロスポリンに回し、現在も広く臨床で使用されている。そのfJ!iJ鎖にフェノール部分を有することから、こ

れまでのペニシリンXやセファロスポリンXと同紙にラッカーゼによる防素変換がJUH、?された。

1 . 実験材料と実験方法

ラッカーゼは、 ~1I -I:í:と同級に Coriolusversicolor IFO 9791の的延液よりr，'J~ した肝京 (llil' 111 泌)J[、

1.3 mg/ m1)を川いた。ラタモキセフは、 n7l野義製薬(株)製のシオマリン⑥!?予注川(シオマリンはラタ

モキセフのn'~'~JrJ) を mいた。使用したラタモキセフは、 7ßf\i:の m1J~11の立体のよ12いによる 2 つのジアステ

レオマーの混合物である。

実験方法は、第 1 J;í:と同じである。

Latamoxef 

2. ~~素反応条件の検討
N
.門

先のセファロスポリンXの静素変換と同級に、 50mM

リン酸緩衝液 (pH 6.0) にラタモキセフを渋かし、そこ

にラッカーゼを涼加して30
0

Cで反応を行なった。先のRF

系-反応では、 ~J11法~J.交が日いと rE介産物が生じHPLC分

析でピークとして検出できる生成物が生じなつかたが、

ラタモキセフの静索反応ではt~11泌皮にかかわらずピー

クとして検出できる反応生成物が生じた。 Fig. II・8 に反

応液のHPLC分析チャートを示す。~~索反応、の進行とと

LL・1.1

ド
.
0
F

LL・1.2

F
.
N
F
 

もに保持時間3.2分のラタモキセフのピークが減少してい

き、それに述れて保持時間10.7分、 12.1分、 17.8分に新た

なピークが生じた。これらのピークを分取して抗前活性

をアッセイした結果、前の 2 ピークが抗菌活性を有して

ー

@
N

t
m
}
 

1
(} 1

m

 

いた。そこで、保持|仁川\1 10.7分の生成物をLL-1. 1、保持

時間12.1分の生成物をLL-1.2 と名(、

Column: YMC-Pack ODS (6x150mm) 
Elullo n:15%MeOH ln50m M phosp hate buffer(PH6.8) 
Flow ralc: 1.0 ml!mln 
DctccUon: UV 270 nm 

Fig. TT-8. HPLC analysis of the reaction 

mﾎxture of latamoxef. 
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3. 反応生成物LL-1 . 1 、 LL-1. 2の単離精製

500mgのラタモキセフナトリウムを 100 mlの20mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) に溶かし、そこに1.3 mg 

のラッカーゼを添加して500 ml容のビーカ中で般狩しながら 28 0Cで16時間反応させた 。 生成物のII-=Jえ jli が

伝大に達したところで反応を終了し、反応液をそのまま凍結乾燥した。

得られた凍結乾燥物を少むの水にお号かしてから分取HPLCによってLL-1. 1 と LL-1. 2の市離料製を行な っ

た 。 分取HPLC条件は、カラムはYMC-Pack ODS 5-343・15 (2 rp X25 cm) 、移動本nはメタノール/20

mM リン酸緩衝液 (pH 6.8) (16: 84) 、流速は7.0 m1/min、検出はUV280 nmで、行なった 。 LL-1. 1 と

LLr1. 2のピークをそれぞれ分取して減圧下に濃縮してメタノールを除き、移動不nが水である以外は先の分

L&HPLCと同じ条件でそれぞれの泌紡l可分の脱瓜を行なった後、凍結l;吃:肢を行ない、ナトリウム侃として

LLrl.l を 42 mg 、 LL-1. 2 を 62mgf弓た。

4. LL-1.1 と LL-1. 2の地造決定

椛X!i決定はMSスペクトルとNMRスペクトルによって行なった。

Llrl.l と LL-1. 2の高速原子衝撃マススペクトル (FAB-MS) の測定より、共にm/z493 (M+Hf と 491

(M-Hrの分子イオンピークが飢祭され、分子量を492と決定した。吏に、 LL-1. 1 の i自分解能FAB-MSの ~WJ

;tより、分子式がC19H190gN6SNaで、あることがわかった(測定イ111 : In/z515.0951 (M+Na)+、計算1P'I : 

m/zS15.0961) 。ラタモキセフの分子式がC20H180gN6SNa2で、 あることから、 LL-1. 1 はC 、 0 、 Naをそれぞ

れ l つずつ火・い、 H を 1 つ得た物質であることがわかった。

LLrl.1の 'H-NMRスペクトルはLL-1. 2のそれと本質的に同じであり、 LL-1. 1 と LL-1. 2が立体異性体である

ことを示している。以後LL-1. 1について椛造解析を行なった。 LL-1. 1 の IH-NMRスペクトルをFig. II ・9 に

ボす。 Llr1.1のオキサセフェム骨絡におけるプロトンシグナルの化学シフトはラタモキセフの文献似と一

致し、オキサセフェム'丹格における変化は見られなかった。また、側鎖部分のプロトンシグナルの変化で

はメチンプロトンAr-CHIのゐ 4.45からゐ 5.14への低磁湯シフトのみが見られた。 LL-1. 1の13C-NMRスペク

ト jレを Fig. II・10 に示す。 LL-1.1では、カルボニルカーボンのシグナルが 3 つしか観察されなかった。ラ

タモキセフのカルボニルカーボンは 4 つあることから、 LL-1. 1ではカルボニルカーボンが l つなくなって

いることを示している。 LL-1. 1で、は脱炭酸反応が起きていると考えられる。

i14終的に、 LL-1. 1の全てのプロトンとカーボンは、 Fig.II-11 、 Fig. II-12に示すようにHMBC

lH-detected multiple-bond heteronuclear multiple q u an tu m coherence spec廿oscopy) と HMQC ( 

lH-detected multiple q u an tu m coherence spec廿oscopy) を合む 2 次元NMRスペクトルから Fig. II-13 (こ /1¥ 
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すようなカーボンとプロトン問の関係が兄られ、 Table II・ 3に示すように帰属された。 Llr1. 1 と Lし1. 2の化

学~f~ )!iを Fig. II・ 14 に示すように決定した。

Fig.II-9. lH-NMR spectlum of LL-l.l. 

明
。

(400 MHz, D20) 

ιf判
'"πT円甘甘?什"・・..，.. ， ，' ， ..，'" ・ fTTTTTTTTTl'廿甘甘廿F廿廿廿nrπππ廿寸廿門Y甘すrr庁甘甘甘寸廿門甘円γFππm寸廿廿ππ寸rTTπ廿門下甘廿TT1

19J 1叩 1 7 0 1ωJ5V 140 ]31) J却 110 1 ('( ' 釦 ω lU ω:.，' 4.' .:'0 c.:� I(l ( , 

Fig. II-l O. 1 JC-NMR spectrum of LL-l. 1. (100 MHz, D20) 
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Fig. II-12. HMQC spectrum of LL-l.1. 
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HO 

υ : HMBC 
:HMQC 

Fig. II-13. HMBC and HMQC-delived con'elations for LL-1.l. 

Table II-3. lH and 13C NMR data of LL-l.1 

Position Oc a 0
11 
b Position Oc a ~! b 

2 65.8 4.37 d (17.4) 6 83.4 5.07 s 

4.48d(17.4) 7 95.0 

3 129.5 7-0C H3 53.8 3.38 s 

3・CH、 32.3 3.96 d (13.6) CONH 177.2 

4.18 d (13.6) 2' , 6' 116.5 6.85 d (8.4) 

3-CH、-S-C 154.2 3 ・， 5' 129.8 7.31 d (8.4) 

N-CH3 34.9 3.99 s 4' 131.0 

4 124.4 7' 74.3 5.14 s 

牛COONa 167.2 

Spectra we陀 measured in D;!O at 100 MHz. Chemical shifts me expressed by 0 

(ppm) 仕om DSS using 1,4-dioxane (67.4 ppm) as the interna1 reference. 

Spectra we児 measured in D;!O at 400 MHz. Chemica1 shifts are expressed by 0 (ppm) (J = Hz) 

仕om DSS using 1 ，4・dioxane (3.7 ppm) as the interna1 reference. 
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HO;coN;;cH2si 

Fig. II-14. Structure of LL-1.1 and LL-1.2. 

5. LL-l. l と LL-1. 2の抗閑活性

LL-l .1、 LL-l.2、ラタモキセフの抗i河川性をTable II-4 に示す。ラタモキセフは、グラム防性的のみなら

ずグラム陰性関に対しでも l町広い抗閣スペクトルを示すが、 LL-l. l 、 LL-1. 2ではラタモキセフと比1佼して

グラム陽性問に対しては活性が日くなったもののグラム陰性的に対しては爪~1tが低くなった。特に、

Pseudomonαs では抗閣活性をほとんど示さなかった。

Table II-4. Antibacterial activity of LL- l. 1, LL- 1.2, and ]atamoxef 

MIC (μg/ml)a 
Test organism 

Latamoxef LL-1.1 LL-1.2 

Micrococcus luteus ATCC 9341 0.39 0.05 0.39 

Stnphylococcus αureus 209P 3.13 0.39 1.56 

Bacil!lls subrilis ATCC 6633 3.13 0.78 1.56 

Escherichia coli NIHJ 0.39 1.56 0.39 

Klebsiella pneul110niae ATCC 10031 1.56 3.13 3.13 

PseudomonαsαeruginosαIFO 3445 6.25 >100 >100 

Serratia nwrcescens IFO 3736 3.13 100 50 

Proteus vulgα ris GN 76 6.25 6.25 12.5 

Muller-Hinton broth dilution method; 105 cfu/ml. 
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6. ~約

ラタモキセフはこれまでラッカーゼの基質として用いたペニシリンXやセファロスポリンXと央・なり、

iIW$l'1のフェノールのべンジル位に カルボキシル基を有していた。ラタモキセフをラッカーゼで反応させ る

と、抗的活性をイfする LL-1. 1 と LL-1.2 が生じた。この変換反応ではこれまでの)~ltの反応と児なり屯介作

物があまりつ:じなかった。 LL-1. 1 と LL-1. 2はラタモキセフの側鎖のカルボキシル広が水般Jμこ;，'1換わった

物質で、 7' 1\'[ をキラル中心とするジアステレオマーの関係にあった。その抗菌活性は、ラタモキセフと

よじ l校してグラム陽性i誌に対しては活性が高くなったが、グラム陰性菌に対しては活性が低くなった。

第 3節考察

CepXをラッカーゼで反応させると PcXのときと同級の反応泌物が生じた。各生成物の生成本は、bi.凶

II.'pnuゃ反応条件により変わり、緩衝液のj包泌!交を上げることによってCXL-l と CXL-2の生成本を 1:げるこ

とができた。 CXL-l と CXL-2 はそれそεれPcXのラッカーゼによる反応産物C と Dに相当する物質であると

子必される。セファロスポリンはペニシリンよりも化争的に安定であるので、今[司、応物を杓製l し j侍治を

決定することができた。 CXL物質は 2 呈体ではなく 7-[l-oxaspiro (2.5) octa-6-oxo-4, 7 -diene-2-iごarboxamicle1 

cephalosporanic acid で表わされるスピローエポキシド桃治体であった。水酸基に対してパラ 1ù~ にイミ対'1 'Lt {ｭ

を持つフェノオキシラジカルが非同予言主的な反応ステップを経て生成したとィ号えられる。エポキシド却の般

索以子は水分子に rl1米すると考えられることから、水の付加反応が1起きたと予怨される。

LL-1. 1 と LL-1. 2 は、べンジル位のカルボキシル基が水R貨店に置き換わった11見炭般反応産物であった。 ー

般的にカルボニjレ)，~の α 結合は不対電子によって解裂を受けやすいことから、ラッカーゼによるフェノー

ル十t水際基からの水素原子の引き抜きにより生じた不対'貯がパラ位に移動し、カルボキシル)l~の α 紡介

を!併裂させ生じた 2 i[[結合に水が付・加してLL-1. 1 と LL-1. 2が生じたと考えられる 。

これまで、のPcX やCepXのラッカーゼによる酸化反応、では、ラジカル付加反応の進行によりヨミイ}j1[物が

1 1 : じ たが、ラタモキセフの反応ではそういった重合産物の生成がほとんど兄られなつかた。これはラッカ

ーゼによる般化反応で、生じた不対電子が脱炭酸反応によって化合物から消火a してし、く湯合には、ラジカル

付加反応が起きにくいいことを意味している。

CXL物質およびLL物質ともに、その生成に水の付加反応が関与していると考えられる。そのため、こ

れらの酔来反応では当初日的とした 2 量休の生成は確認できなかった。生成していたとしても、おそらく

生成本がかなり 低いと予怨される。やはり、 2 量体を得るためには第 I 市でJd‘べ たように水との反応を|山

ぐために、エステル体にして有機溶煤との 2 相系で反応させた方が効率的で、あ る。



第 III 章 ラッカーゼ及びビリルビンオキシダーゼによる

新規な酸化的脱炭酸反応の発見

序

ラッカーゼによるフェノール化合物の般化反応で、は、ラッカーゼはフェノール性水酸基からの水案の引

き抜きに よりフェノオキシラジカルが生じる酸化反応を触媒する。次いで~I:~~素的にフェノオキシラジカ

ルIIlJでラジカル反応が起こり、最終的に様々な反応生成物が生じる。それ政、これまでラッカーゼによる

酸化反応では単一の生成物が生じる反応は見いだされていない。

-ð1片はラタモキセフのようにフェノールのべンジル位にカルボキシルJ，t を有している化合物をラッカー

ゼで反応させると、生じた不対屯子によってカルボキシルuの r結合が解裂されラジカルが化介物から

遊離していくために、通常起こるフェノオキシラジカル問のラジカルfJJJrJ反応が起こらないのではないか

と p う考えを第 II Jt'í:で述べた。著者はこの脱炭酸反応、に注目し、 ijiーの生成物が生じるラッカーゼによ

る般化反応、の際索を行なった。

このなでは、まず、カルボキシル越を有する騒々のフェノール化合物についてラッカーゼによる般化以

応を検討した結果、 2・ (4- ヒドロキシフェニjレ)グリシンと 4・ヒドロキシマンデル般が、単一の反応産物と

して4ヒドロキシベンズアルデヒドに変換される新規な脱炭酸反応を発見したことを述べ、次に、他の酸

化併素についても検討した結果、ビリルビンオキシダーゼとセルロプラスミンにおいても同級の脱炭般反

応を見いだしたことについて述べる。更に、この酸化的脱炭酸反応をmいたこれらの酸化静素の活性測定

法の開発を行なった。

第 1 節 実験材料と実験方法

1. 実験材料

ラッカーゼはCoriolusversicolorIFO 9791の培養液より Fåhraeusらの方法31)によって精製した防ぷ-を川

いた 。 ラッカーゼの蛋白質泌皮は、 Bio-Rad社製のプロテインアッセイキットを用いて牛ITIL 1 ， '1 アルブミン

を限準としてBradfordの方法32) により求めた。使用したラッカーゼの蛋白質泌度は1.3 mg/mlで、あった 。

マッシュルー ム起源のチロシナーゼ (EC1. 14. 18. 1) 、西洋ワサビ起源のペルオキシダーゼ (EC 1. 11. 1. 

7) 、キュ ウリ起源のアスコルビン般オキシダーゼ (EC1. 10. 3. 3) 、ヒト起源のセルロプラスミン (EC

1.16.3. 1) はシグマ社製の両手索を用いた。ビリルビンオキシダーゼ (EC1. 3. 3. 5) は、 Trachyderma
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tsunodaerlJ米37 ) はセ酒造(株)製の酵素を、 Myrothecium verrucarialU米3342) は天野製薬(株)裂の

醇素を!日いた。

D-2・ (4・ヒドロキシフェニル)グリシン(以後、 HPGと附記する)、 4- ヒドロキシベンズアルデヒド(以

後、 HBAと附記する)は、東京化成(株)製の特級試薬をmいた。なお、 HPGはD休しか市販されてい

ない。 DL4-ヒドロキシマ ンデル酸(以後、 HMAと時記する)は、シグマ社製の特級試薬を用いた。 他の

試薬はいずれも特級をmpた。

2. 実験方法

1 )ラッカーゼ、ビリルピンオキシダーゼの活性測定

ラッカーゼ及びビリルビンオキシダーゼの活性測定は、本店において開発された以下の方法で行なった。

i!W定原理については後述する。

50mMの緩衝液に溶かした50mMのHMAを基民約液とし、 lt~~溶液 1 mll こ RF:索液を 10μli不JJn して 30

℃に保温した。緩衝液としては、ラッカーゼの活性測定には昨般緩衝液 (pH 4.5) を、 Trachyderma

tsunodaerLl米・ ピリルピンオキシダーゼの活性測定には酢酸緩衝液 (pH 5.0) を、 Myrothecium

verrucarialLl米のビリルビンオキシダーゼの活性別院にはホウ附':2l~m液 (pH 8.5) を JTJいた。反応開始後、

終IL\=的に(例えば20、 30 、 60秒など)反応液から 100μlをサンプリングして、それを2， 4-ジニトロフェニ

ルヒドラジン水浴液 (2，4-ジニトロフェニルヒドラジンを 1 NJ畠酸に飽和させ、それを水で20併に希釈し

て調製する) 2.8 mHこ加え、室温で10分放置後、更に100μiの 5 NNaOHを添加して発色させた。その後、

分光光度計で475 nmの 11及光度をmu定し、 HBAの検豆線から HBAの生成立の定量を行なった。両手ぷ~ló・ t'l:は

HBAの宅成速度 (mM/min) で表わした。酵素単位 (U) は、上記の反応条件で 1 分間に lμmolの

HBAを生成するRF索量を l 単位とした。

2) HPLC分析

醇索反応の生成物はHPLCによって分析した。分析条件は、カラムはYMC-Pack ODS A-312 (4.6 ~ X 

150 mm) をJ1Jい、溶出は30分にわたる20mM リン酸緩衝液 (pH6.8) rl' におけるメタノール泌皮の10%

-60%へのリニアグラジエント添出で行ない、流速は0.5 ml/minで‘あった。生成物の検出は、フォトダ

イオードアレ イ検出総(ウォーターズ製 991]型)を問いて190nmから 400 nmlこわたる波長スキャンに

よって行なっ た。

反応液'1'のHMA、 HPG 、 HBAの定量分析の条件は、移動中nにメタノール/20mM リン般緩術液 (pH
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6.8) (4: 6) を川い検出はUV280 nmで・行なう以外は、先の条{'j:と同じであった。

反応液rl' の炭酸水ぷイオン、アンモニウムイオンのHPLCによる定立分析は次のように行なった。 民般

水素イオンは、カラムはShim-pack PA-QA (8 � X 100 mm) をmい、カラム渦度は40 0C、移動相は2

mM リン般ナトリウム緩衝液 (pH 6.8) 、流速は1.0 ml/minで・行なった。アンモニウムイオンは、カラ

ムはShim-pack PA-SP (8 � X100 mm) を用い、移動相は 5mMf，ì'j般を川い、他は先と同じ条{'I:で・行なっ

た。検出はいずれも，î，Jf~製CDD-6AJ~~íli気伝導度検出誌をmいた。

第 2 節 ラッカーゼによる新規な酸化的脱炭酸反応の発見

本節では、ラッカーゼによって市ーの生成物が生じる般化的JI見氏円安反応の発見の経科について述べる 。

1. lFーの生成物が生じる 1，~11の{宗家

カルボキシルJ去をイJする桁々のフエノール性化介物をラッカーゼの J，ÇlT とし、 ~ÿ.:k~反応波をHPLCで分

析して l ì[ーの't成物が生じる基11のf宗家を行なった。

Fig. nI・ 1 に示すように、カルボキシル必がフェノールの"171守政J';'1から 71\!: (べンジル 1\';.) の比三誌に紡

介した化介物 (HO-Ar-CH-COOH) の他にも、芳子i版印から 81\1:のぷ~*に名1j介した化介物(

HO・Ar-CH2・CH-COOH) 、労芥f皮肉に百J妥結合した化介物 (HO・Ar-COOH) についても検討した。これ

らの化合物を50mM リン酸絞術液 (pH6.0) に 10mMになるように浴かし、そこにラッカーゼを添加して

30
0

Cに保jlR した。反応液をフォトダイオードアレイ検出おを fJけたHPLCで分析して、 1，~1，(のピークの減

少と新たなピークの生成について検討した。

Table III-1 に慨を示すように、 HPG と HMAのみが 1ìí-ーの午成物に変換され、他の化イト物では倣の

生成物が't じた。 HPG と HMAの反応生成物のピークの保持ILf問が同じことから、 HPG と HMAは同じ物

質に変燥されたと考えられた。複数の生成物が生じる般化反応においては、ラジカル付加反応によって)I~

11の械々な市:合体が'1: じたと考えられる。なお、 4- ヒドロキシ'Y_!息子?円安は、ほとんど反応しなかった。こ

れらの結果より、 JFーの生成物が生じる j正氏の条{l としては少なくとも、 1) 7 似にカルボキシル)J~ がイ{­

(1:する( 8 1\" : にカルボキシル)~~が{l1f.するチロシンでは初数の生成物が~I~ じる)、 2) 71\J(に本般J，~もし

くはアミノ j点が {/(fする(どちらの法も rf{E しな L 】4・ヒドロキシフェニル円f:酸で、は被数の '1:)].文物が'1:.じる)、

3 )フェノールの水般基に対してパラ位に円換誌が行有する (3・ヒドロキシマンテ・ル般で‘は校数の生成物

が生じる)、の条件を全て満たす必要があると言える。
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4-Hydroxymandelic acid 

HOーく0)-十一NH2
'----' COOH 

2-( 4-Hydroxyphenyl)glycine 

HO〈h+一円
Tyrosine 

HO-@-ω-C∞H 

p-Coumanc acid 

HO-(O)-ω-COOH 
CHっO
U Ferulic acid 

HO-( ( ) >-C-H 

HO-( ( ) )-C-OH 

戸ー~ H 

く O)-<?-OH
~ COOH 

HO 

2-(4-Hydroxyphenyl)isovalleIic acid 

HO--@--Cω 

4-Hydroxybenzoic acid 

HO-( ( ) )-COOH 

CH30 Vanillic acid 

CHっO

ιCOO 

HO-@--CHO 

4-Hydroxybenzaldehyde 

HO-( ( ) )-CHO 

CH')O 
ー Vani lI in

Fig. nr-l. Structures of phenolic compounds used as a substrate of laccase. 
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Table III-l. Oxidations of phenolic compounds by laccase 

-圃ー-・ー

・ーー-ーーーー

Compound 

4-HydroxybenzaJdehyde (HBA) 

Product a 

VanilIin + 

4-Hydroxybenzoic acid :t 

VaniIlic acid + 

Syringic acid + 

4-Hydroxyphenylacetic acid + 

4・Hydroxy-3・methoxyphenylacetic acid + 

2・(4-Hydroxyphenyl)isovaleric acid + 

Compound 

2-(4-Hydroxyphenyl)gIycine 

4-Hydroxymandelic acid 

4-Hydroxy-3-methoxymandelic acid 

3-Hydroxymandelic acid 

Tyrosine 

p -Coumaric acid 

Ferulic acid 

a _, no reaction; :t, sIight reaction; +, many products we陀 produced.

2. HPG と HMAの酸化反応生成物の同定

1 )反応生成物の lìí.離

Prωuct a 

HBA 

HBA 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

HPG2∞ mgを50mM リン酸緩衝液 (pH6.0) 50 m 1に決かし250μlのラッカーゼを添加して、 500ml平洋'

のフラスコ rjl で批作しながら 25 0Cで反応を行なった。反応開始 7 n ，'tn~H去、反応液をHPLC分析(移動相、

MeOH/20mM リン般緩衝液 (pH6.8) (3: 7) ;流述、 0.5ml/min ;検出、 280n m) すると、保持時

間 2.8分のピーク (HPG) と 9.8分のピーク(生成物)の 2 ピークのみが検出された。また、 TLC分析(

Kjeselgel 60 F 254、メルク社製を使ffi; 民間液、 CHC13/MeOH (2: 1) ;発色、ヨウ索蒸気)の結果、 Rf

0.03のスッポト (HPG) と RfO.87のスポット(生成物)の 2 スッポトのみが検出された。反応液を50ml

の昨酸エチルで11lUbすると、生成物は門下限エチル府に I， llili され無水航般ナトリウムで 1;吃燥後、減圧下に波

縮陀同して反応生成物を純品として7mgfG た。

2 )反応生成物の同定

lìt離した生成物は水にわずかに液け、メタノールに良く渋け、クロロホルムに契fr: i容であった。

メタノール涜液をTLC上にスッポトし各開発色試薬により発色試験を行なった。ニンヒドリン、ライド

ンスミスでは発色しないことから、生成物にはアミノ店、アミド紡介が存店しないことがわかった。また、

2，4・ジニトロフェニルヒドラジンで発色することから、生成物はアルデヒドもしくはケトンであることが

ぶ唆された。 uvスペクトルは、 280 nmに属大i吸収が兄られることから生成物がフェノール関を有してし

ると-tmi!llJ された。
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Fig. 1II-2. 1 H-NMR spectrum of HBA. (400 MHz, CD30D) 
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I H-NMRスペクトル( CD30D、内市偲準TMS) は、 Fig. III-2 に示すように011 6.91 (2H, d,] = 8.8 Hz) , 

8
11 
7.77 (2H, d,] = 8.8 Hz) , Ol! 9.76 (lH, s) の試料に由来する 3 つのプロトンシグナルのみが観察された。(氏磁

場側にある OH 9.76のシングレットはアルデヒドのプロトンに特徴的!なシグナルであり、高磁湯側にある OH

6. 91の万香族フ。ロトンシグナルは隣に水般基の存在を示しており、 Ol! 6.91 と 011 7.77の 2 つずつの芳苔族プ

ロトン問のカップリング定数 8.8Hzはそれぞれのプロトンがオルト配位であることを示している。

以上の結果に基づき、生成物を4ヒドロキシペンズアルデヒド (HBA) と同定した。 HPLC分析により

生成物と HBAの保持時間の比較を行なったところ 2 物質は完全に一致した。

3. HPG と HMAの酸化反応の化学当量実験

HPGおよびHMAのラッカーゼによる般化反応の化学当11:*験を行なった。 50mM リン般緩術液 (pH

6.0) に 10mMlこなるように溶かしたHPG、 HMAの基質添液200μlに1.3μgのラッカーゼ (1μ1)を添加し

て、 300Cで反応を行なった。反応開始後、経時的に10μlず、つサンプリングしてそのまま HPLCを川いて以

応液中のJJ1'( と生成物である HBAの定量を行なった。 Fig. 1II-4に結果を示すように、経II ，IJ=的に法1'(であ

る HPG もしくはHMAの減少に{判、HBAの生成が凡られた。いずれの反応II_):問においても必質と HBAの総

モル数は一定であり、このことは l モルの基質から 1 モルのHBAが生じること、 HBA以外の生成物がII ~

じないことを示している。それぞれの反応においてHBAの生成迷!支は、 7.2μM/min、 50.6μM/minで‘あ

り、 HMAの方が反応速度が速いことを示している。
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(A) The reaction of HPG 図， HPG; 口，HBA. (B) The reaction of HMA. 図， HMA; 口， HBA. The 

reactlOns were done in reaction mixtures containing 10 mM substrate , HPG or HMA , and laccase solution at 30 oc. 
HPLC conditions were as follows: column , YMC-Pack A-312 ODS (4.6 x 150 mm); mobile phase, 20 mM sodium 

phosphate buffer (pH 6.8) 1 methanol = 6/4; flow rate , 0.5 ml/min; detection , UV 280 nm. 
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4. HPG と HMAの酸化反応の化乍反応式の検J、J

先の結果およびラッカーゼの反応が般化反応である 11 をmまえると、次のような化乍反応式が与えられ

る。すなわち、 HPGの般化反応においては、

HPG + 1/2 O2 • HBA + NHJ + CO2 

HMAの般化反応においては、

HMA + 1/2 O2 • HBA + H20 + CO2 

である。そこで、これらの化学反応式を確認するために、それぞれの反応で生成されると与・えられるア

ンモニアと二般化炭素をそれぞれアンモニウムイオン、 j)(.椴水素イオンとして検出することを試みた。 炭

酸のpKaが6.35で、 あることからpH6.0でi立民椴水素イオンが二般化j災素と水に分解してしまうので、 ~Lk~反

応はいずれも 2mM リン酸緩衝液 (pH6.8) rl' で行なった。

HPGおよびHMAを 10mMlこなるように2mM リン酸緩衝液 (pH 6.8) に的かし、 1N NaOHで、pH を 6.8に

調節した。そこにラッカーゼを添加して28 0Cで反応を行ない、経IL~:的にサンプリングして炭円安本ぷ・イオン

とアンモニウムイオンを電気伝将JJr検出おを装似したイオン交換HPLC分析によって、また、 HPG と

HMAは通常の逆村 IHPLC分析によって定日を行なった 。 Fig.III-4に示すように、終H、i (i的巾 lにこ jμわう:行羽jが'[i

て行きそれ lにこゴf、|ドt つて、 HPGの反応で、はl災般水素-イオンとアンモニウムイオンが検出され、 HMAの反応で

はアンモニウムイオンが検出された。 一方、 pH6. 0で同級の実験を行なったところ、先のlジ{~変水素イオン

に相 1iするピークが検出されなかった。このことからも反応におけるこ般化炭素の生成を昨認した。

次に、これらの反応、が酸化反応であることを昨認するために、反応液rlr の j流行酸ぷ-の測定を行なった。

Fig. III・5に示すように、 50mMfljf:酸緩衝液 (pH 4.5) に的かした50 mM HMA3mHこラッカーゼを派)11 f し

て反応を開始し、終日中的に椴京電柑により係行般家泌j交 (DO 、 m.M 円安素原 f-) と HPLCにより HBAが~~)Jt

を il!lJ定した。反応開始後、 HBAの生成と共に依存般家が減少して行き、 6分以後、依存酸ぷ泌皮はほぼ

定になり HBAの生成速度も一定になった。反応開始 6 分 11平における HBA泌JJt は0.445 mMで、ありこれは反

応開始時の依存酸素泌皮0.463mM 椴素原子とほぼ等しい。このことは、 l モルの般素原子の泊代により

l モルのHBAがと1: じることをな昧し、 6 分以後では浴液Jlr の浴行般素がほぼ消貸され尽くし、反応液と

空気との境界而における空気巾の般素の反応液への的け込みが作速になっていることを示してている。な

お、あらかじめ反応泌に笠索ガスを吹き込んで前作般京を212長で在検した均介には、反応の進行は兄られ
なかった。

以上の結果より、先の化学反応式がï[しいことを確認した。すなわち、 HPGおよびHMAのHBAへの変
換反応は般化的JJ~j実椴反応で、ある。
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5. 12 約

( 1 )カルボキシル基をイJする椅々のフェノール化介物をラッカーゼのl~l，(とし、単一の反応生成物が

生じる酸化反応のJ宗家を行なった結果、 2・ (4・ヒドロキシフェニル)グリシン (HPG) と 4・ヒドロ

キシマンデル酸 (HMA) が単一の生成物に変換された。

( 2 )その反応産物はjji艇、構造決定の結果、 4・ヒドロキシベンズアルデヒド (HBA) であった 。

( 3 )ラッカーゼによる HPG と HMAの酸化反応において基質と生成物 (HBA) を経時的に定世したね

*、それらの総モル数が変化しないことから l モルのHPG もしくはHMAから l モルのHBAがノ 1 :，

じること、副反応が生じないことがわかった。

(4) HPGの般化反応ではアンモニウムイオンと炭酸水素イオンが検出され、 HMAの般化反応ではふt

酸水素イオンが検出されること、また、いずれの反応、も酸素を必1[lとすることから、

HPGの般化反応は、

HO--<<計二1:2+ 1/2 O2 ~ HO--@-C:: + CO2 
HMAの酸化反応は、

HO--<<計二:1+1内主 HO-@一CC+

で表わされることがわかった。すなわち、これらの反応は酸化的脱炭酸反応で、ある。

第 3 節他の酸化酵素による脱炭酸反応の検討

フェノール化合物を酸化する他の醇素として、アスコルビン酸オキシダーゼ、ビリルピンオキシダーゼ、

セルロプラスミン、チロシナーゼ、ペルオキシダーゼについてもラッカーゼと同級の脱炭酸反応が兄られ

るか検討した結果を述べる。

1 .他の般化酔素によるHMAの酸化

キウリ起源のアスコルビン酸オキシダーゼ、 Trachyderma tsunodaerJ I 来と Myrothecium verrucaria 

山来のビリルビンオキシダーゼ、ヒト起源のセルロプラスミン、マッシュルーム起源のチロシナーゼ、州
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作ワ サビ1包 iJJ;lのペルオキシダーゼについて、 Table 1II-2 に示す よ う に名両手ぷの応迎反応条1'1 :でHMAと反

応さぜ、その反応、液をHPLCで分析 して反応の進行を検;、I し た 。

結果をTable III-2 に示す。ラッ カーゼの他にも ビリルピンオキ シ ダーゼとセルロ プラスミ ン において、

HMAがHBAに変換さ れHBA以外の生成物が生じない反応が昨認 された。ペルオキシダーゼではHBAと他

の生成物が't じた。一方、 アスコルビン酸オキシダーゼと チロシナーゼでは反応がJ包きなかっ た 。

Table 1II-2. Oxidation of HMA by Copper-containing Enzymes and Peroxidase 

Reaction conditions 
a 

Enzyme Specific activity 
Product b 

(Origin) Protein Bu仔er (U/mg) 
(mg/m1) ,Temp. 

じlccase 13 50 mM acetate 42 c HBA 

(c. versicolor ) (pH 4.5) , 30 oC 

Ascorbate oxidase 11.4 25 mM acetate 1750 d 

(cucumber) (pH 5.5) , 25 oC 

Bilirubin oxidase 20 50 mM borate 3.9 c IIBA 

(M. verrucαria ) (pH 8.5) , 30 oC 60 e 

Bilirubin oxidase 22.3 50 mM acetate 16.1 c HBA 

(T. l!�uf1odae ) (pH 5.0) , 30 oC 

Cerllloplasmin 784 25 mM acetate 1.3 X 10'4 c HBA 

(human) (pH 5.5) , 37 oC 110 f 

Tyrosinase 50 mM phosphate (430 U/m1) g 

(mushroom) (pH 6.5) , 25 oC 

Peroxidase 50 mM acetate (9.2 mU/ml) h HBA and other 

、_ (horseradish) (pH 4.0) , 30 oC products 

a 百le described bllffers containing 50 mM  HMA and each enzyme we陀 incubated. The buffer for 

peroxidase contained 94 mM  hydrogen peroxide. 

ー ， no reactlOn. 

c One l1nit of protein wilI produce 1 . 0 ド mol of J-ffiA per minute under the descri民d conditions. 

One unit of protein will oxidize 1.0μmoI of L-ascorbate to dehydroascorbate 戸r minute at pH 

5.6 at 25 oC. 

r One unit of protein wilI oxidize 1.0μmol of bilirubin per minl1te at pH 8.4 at 37 oc. 
One l1nit of protein wilI cal1se an increase in Asso of 0.01 戸r minute at pH 5.5 at 37 oC , using 

N,N-dimethyI-p-phenylenediamine as a sl1bstrate. 

g One llnit of protein wilI cause an increase in A::!80 of 0 . 001 戸r minute at pH 6.5 at 25 oC, using 

L-tyrosine as a sl1bstrate. 

One unit of protein wiII produce 1.0 mg of purpllrogal1in 什om pyrogallo1 in 20 seconds at pH 6.0 

at 20 oc. 
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ピリルピンオキシダーゼによる脱炭酸反応2. 

ピリルピンオキシダーゼのHMAの般化反応について化学出立った験を行なった。 Trachyderma tsunodae 

r11-*のピリルビンオキシダーゼはSOmM昨椴絞術液 (pH 5.0) を、 Myrothecium verrucariarll *=のビリ

ルピンオキシダーゼは50mMホウ酸緩衝液 (pH 8.5) を用い、 10mMのHMAを lJl1 として300Cで反応を

T tsunodaelll米と M.行ない、終!I.f(r-)に HMAと HBAの定f誌を行なった。 Fig.III-6に示すように、

verrucarialll米のいずれのピリルビンオキシダーゼの肝ぷ反応においてもHMAと HBAの総モル数は変化

ラッカーゼによる脱炭酸反応と同級に、 HBAnqlff~ーの生成物で、あることを示している 。せず、
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Fig.III-6. 

セルロプラスミンによる脱炭般反応

セルロプラスミンによるHMAの脱炭酸反応の至適pHの検討を行なった。 pH4.0から 5.5は2SmM昨酸絞

街~ì~ を、 pH6.0 と 6.8は25mM リン般緩衝液を問いた。 50mMHMAIOOμlにセルロプラスミンを添加して

3TCで反応を行なった。結果をFig. III-8 に示す。 pH4-5iこ至適pHがあることがわかったが反応述j交が

l 分"'''1 1 こ 1μmolのHBAを生成する両手素豆を 1 lìí.位とするとき、 fG られた測定M[より pH5.5における1t く、

この仰はTable III-2 に示したラッカーゼやビリルビンオキシダーゼの比i七日~t'l:はI. 3xl0 ・ 4 U/mgで、 あった。

セルロプラスミンについても化学17 尻実験を試みたが、また、

反応速度が遅:い為にはっきりした結果がfG られなかった。
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Fig. 1II-7. Effect of pH on the activity of ceruloplasmin , measured as the rate of formation of 

HBA from HMA. 

4. ペルオキシダーゼによる脱炭酸反応

ペルオキシダーゼについてラッカーゼと同級の化学35i尖験を行なった。 10mMのHMAを的かした50

mM円f:酸~>1 fN~(長 (pH4.0) 4∞ μ1 に)fb rf変化水素100μmolを派加しぺjレオキシダーゼ4μlを派加して25 0Cで反

応を行なった。反応開始後、経HS的に反応、液をHPLCで分析してHMAと HBAの定量を行なった 。 Fig.

III-8 に結果を示すように、経時的にHMAの減少と HBAの生成が見られたがHMAと HBAの総モル数は減

少しており、 HBA以外の生成物が生じたことを示している。また、別の尖!段でHBAがペルオキシダーゼ

によって際化されるのが分かった。 すなわち、ペルオキシダーゼによるHMAの般化反応では、 HBAが't

じる脱炭酸反応、が起こるが、 HBAが更にペルオキシダーゼによって酸化される。
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約~ 

ラッカーゼと同級のT tsunodael Lr米と M. verrucarial1J米のピリルピンオキシダーゼにおいて、
、
‘
‘
』
，
，
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，
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‘
、

HMAのJJ見炭酸反応、が見られnffi-の生成物としてHBAが生じた。

ヒト起源のセルロプラスミンでも HMAの脱炭酸反応が見られたが反応速度が非常に遅かった 。( 2 ) 

HMAの脱炭酸反応によってHBAが生じたが、更に( 3 )丙洋ワサビf包源のペルオキシダーゼでは、

HBAがペルオキシダーゼにより般化された。

( 4 )アスコルビン酸オキシダーゼとチロシナーゼではHMAの酸化反応、は見られなかった。

酸化酵素によるHPGおよびHMAの脱炭酸反応の反応経路第 4 節

必nftl'iの測定をラッカーゼおよびビリルビンオキシダーゼのHPGおよひ百MAの脱炭酸反応の至適pH、

行なった。更に、得られた結果より脱炭酸反応の反応経路について考察を行なった。

ラッカーゼおよびビリルビンオキシダーゼの脱炭酸反応の至.適pH

Trachyderma tsunodae山来と Myrothecium verrucaria rtJ 米の

(BOD) について、基質をHPGおよびHMAにしたときのHBAの生成述度(

versicol01伯米のラッカーゼ、

ビリル ビンオキシダーゼ

Coriolu 
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mM/min) にワ- える pHの影響について検討した。基質泌l支はそれそeれ50mMとし、緩衝液はpH4.0-5.5

まで:' li25mM酢酸緩衝液、 pH6.0-7.5は25mM リン酸緩衝液、 pH7.5-10.0は25mMホウ酸系郷J泌を川、た 。

HBAの定量はHPLCを用いて行なった。結果を Fig. III-9 に示す。~~素反応、は30
0

Cで行ない、
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Effects of pH on the activities of laccase and bilirubin oxidases from T. tsunoäαe 

The reaction mixtures contained 250μ1 of 100 mM HMA in water or 100 mM HPG in water, 250μ1 of50 mM 
acetate buffer (pH 4 . 0 ・ 5.5) ， 50 mM phosphate buffer (pH 6.0 -7.5) , or 50 mM borate buffer (pH 7.5 -10.0), and 5 

1-11 of enzyme solution. Jncubation was at 30 oc. The activities of the enzyme at various pHs are shown as 
percentages of that , which is shown at each graph , at the optimum pH for the reaction with HMA as a substrate. 

「・-ー， the reaction with HMA as a substrate; 一一0-ー， the reaction with HPG as a substrate 
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HMAの脱炭椴反応、(黒マル)では、ラッカーゼ、 T tsunodae由来ピリルピンオキシダーゼ、 M.

verrucariad I来ビリルビンオキシダーゼの至適pHは、それぞれ4.5 " 5.0 、 8.0-8.5であった。一方、 HPG

の脱炭酸反応(白マル)の至適pHは、それぞれ5.5 ， 7.5 、 8.5-9.0であった。 このようにHPGの脱炭酸反

応の烹迎pHは、いずれもHMAの脱炭酸反応の至適pHよりもわずかにアルカリ側にずれていた 。 また、ラ ッ

カーゼおよびT tsunodaerJ I米ピリルビンオキシダーゼによる脱炭酸反応は、至適pHが般性1I[1Jにあり HMA

と HPGの反応速度に大きな差が見られたが、 M. verrucarialtl来ビリルピンオキシダーゼによる脱炭般反

応は、雫迎pHがアルカリ側にあり HMAと HPGの反応速度の差は先の 2 ~~来-ほど大きくなかった 。

2. ラッカーゼおよびビリルビンオキシダーゼの脱炭酸反応の必凶行

ラッカーゼ、ビリルピンオキシダーゼについて、それそeれの至適pHで‘いろいろな濃度のHPG 、 HMAを

)1~1，(にしたときの30 0C における HBAの生成速度を求め、Lineweaver-Burkの逆数プロットにより I白lM[ を

求めた 。 結果をTable III・3 に示す。

Table 1II-3. Km Values for the Decarboxylation of HMA and HPG 

Enzyme 

Laccase (Coriolus versicolor ) 

Bilirubin oxidase (Trachydenna tsunodae ) 

Bilirubin oxidase (Mγrothecium verrucaria ) 

3. 脱炭酸反応の反応経路の考察

Km value (mM) 

HMA HPG 

31.3 

34.5 

22.3 

68.0 

60.8 

90.2 

カルボニル化合物の α 結合はラジカル機椛により解裂しやすい (NorrishType 1 反応)ことが知られて

L帰 。 それと Fig. 1II-9 に示したラッカーゼおよびピリルピンオキシダーゼの酵素活性における pHの彩管

より、これらの酔ぷによる HMAおよびHPGの脱炭般反応の反応経路を Fig.III-I0 に示すように考えた 。

すなわち、いず、れの脱炭酸反応も、通常の酸化階京の触媒作用であるブエノール性水酸基からの水ぷの引

き抜きにより引き起こされる。その結束生じた不対電子が水椴基に対してパラ位に移動し、次いで、カル

ポキシル基の α 私l;介を ftf(:裂させ二酸化炭素が生じ、 HMAの湯合にはそのままHBAに変換されるが、 HPG

の均介には r~l間体としてイミンを経てHBAに変換される。イミンはアルカリ条件下の方が生じやすいの

で、 HPGの脱炭酸反応は酸性条件下よりもアルカリ条件下で進行しやすいと考えられる。 l放に、 HPGの
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脱炭酸反応の反応速度は、椴性条件下ではHMAのそれよりも小 さく 、アルカリ条件下ではHMAとほぼ等

しくなると考えられる。

HO-<百十一一

L…ド1/2H20

.ベヨ〉十一OH

ベコ7十一?
卜 CO2γ CO2

ベ〉と-OH

HO-@-C;~ 

HO-@-~~~_H2 

L…ドロ。

-べ>>-~~~_H2

0〈H-…山2 
卜C∞O2γ∞

o 0 ~と一NH2

HO--@ーと==NH

HO-@-~~NH2 

HO-<Çがく
Fig. rfI-l O. Proposed reaction pathways for the decarboxylations of HMA and HPG by Iaccase. 
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また、 Table nI-l に示したように3-Hydroxymandelic acidを基質にしたとき被数の生成物が生じる 11{

からも上記の反応経路が支持される。すなわち、生じた不対電子の電子密度は水酸基に対してオルト位と

パラ位で高い。しかし、 3・Hydroxymandelic acidの場合にはそれらの位置は置換基に対していずれもオ

ルト位もしくはパラ位にあたり、カルボキシル基の α 結合を解裂させることはできない。

HBAが更にラッカーゼおよびピリルピンオキシダーゼによって酸化されない理由は、下に示すように、

生じた不対屯子がパラ位の芳香族環上の炭素(カルボニルの α ー炭素)とカルボニル酸素原子問で非JIV 紅

化することによって反応体が安定化するゐに相対的に巡移状態が不安定化し、反応がそれ以上進行しない

からと与-えられる。

ベ〉c;。ご[ベ二ト十三 o < )=c::.J 
Delocalization of an unpaired electron 

しかし、 Vanillinのようにオルト位に電子放出性のE換法であるメトキシ必が存在する湯介には、イミ

弁1r~~子が万f守政球上に行':1E しにくく、不対電子の~I:応在化による安定化が起こらず反応体が市'ド1 :化されて

ラジカル付加反応が起こると考えられる。

このメトキシ基による活性化の傾向は4・hydroxybenzoicacid においても兄られる。 Table III-l に示す

ようにラッカーゼと反応させたときに4・hydroxybenzoicacid はわずかにしか反応しないが、オルト位に

メトキシ訟を有するvanillic acid やsyringicacid は酸化されて多くの生成物が生じた。それらの反応生成

物の構造は石原43) やBollag“)によって決定されており、いずれも水般tJの般素原子をかいしてのラジカ

ル付加生成物で‘あった。

第 5 節酸化的脱炭酸反応を用いた酸化酵素の活性測定法の開発

第 2 、 3Wにおいて、ラッカーゼおよびピリルピンオキシダーゼによる単一の生成物が生じる JI弘氏般反
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応について述べ、第 4 節においては、この脱炭酸反応がそれぞれの静索の通常のフェノール酸化反応によっ

て引き起こされる反応であることを述べた。これまでこれらの酸化醇素において、単一の生成物が生じる

反応が見い出されていなかった為に、酵素活性を生成物の生成迷度で表わすことができなかった。そこで

詩有は、この脱炭駿反応をこれら際化両手素の活性測定法に不11mすることを与えた。本節では、 HBAの発

色定f止条件の最適化を行ない比色活性測定法を確立するに至った尖!段経過および結果について述べる。

1. HBAの発色定霊法の確立

ラッカーゼおよびピリルビンオキシダーゼの静索活性はHBAの生成速度によって表わされる。そのた

めHBAを経II-J=的に定量する必要がある。 HBAはUV284 nmに極大吸収 (pH 4.5 で E 15，200 、 pH 6.8 で E

12 ，700) を持つことから、 HPLC分析によって高感度にHBAを定量することができる。しかし、簡便さか

ら ~W1定法としては発色定霊法が虫ましい。発色定量法としては、 HBAに午、?31的な発色であること、検出

感度からモル分子l吸光係数( E fi立)が 1 万以上であることを満たさなければならない。

HBAがアルデヒドであることからアルデヒドに特異的な発色定呈法について検討した。 2，4-ジニトロフェ

ニルヒドラジンは、ケトンおよびアルデヒドに特史的な発色試薬で、 l臨床分析においても使われている。

その発色ft;iÐlJ は Fig. III・ 11 に示すように、 2，4・ジニトロフェニルヒドラジン (1) とアルデヒドを円安竹条件

下で紡令させ2，4-ジニトロフェニル ヒドラゾン (2) を生成させ、これをアルカリ条件下にすることによっ

て亦色を呈するキノイド椛治体(旬、 3b) に変換して発色(褐色)させることにある 。

R¥f==¥  
c==o + HηNHN-( ふ-NOη.

H〆 2 、グ 2

02N 1 

-~ 
司司司

F~" r-===¥" 0・
C==N-N一一 )==N "
'" ¥ / , 

トI \ニニ./ 0 

02N 3a 

Fig. III-ll. Color development between aldehyde and 2,4-dinitrophenylhydrazine ( 1 ). 

-67-



HBAについても発色条件の最適化を行なった結果、 Fig. III-12 に示す方法によってHBAが発色定量でき

ることがわかった。すなわち、 1 NHClの2，4-ジニトロフェニルヒドラジン飽和液を水で20倍希釈した2，4

グニトロフェニルヒドラジン水溶液 2.8 mlに測定試料 (HBA水溶液) 1∞ μ1を加え、室温で10分間放置し

この方法によって生じるキノイド椛造体の極大吸収は475た後、 5N NaOH 100μlを派加して発色させた。

また、 500 nmで、は30，800であった。nmlこあり、 HBAに換算したモル分子吸光係数は33，400であった。

この発色定量法によってHBAがこのように、Fig. III-13 にこの方法によって求めたHBAの検量級を示す。

高感度に定量できることがわかる。

2.8 ml of 2,4-DNP solution 

1.. 100山附
standing for 10 min at room temp. 

100μ1 of 5N NaOH 
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Cololimetric measurement of HBA concentration by treatment with 

R=0.9999 

2,4-dinitrophenylhydrazine (2 ,4-DNP). 

1.6 

1.2 

2 

0.8 

0.4 

E
C
O
O山
石

ω
U
C
の
ぞ
O
ω
心
〈

Fig.III-12. 
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Standard curve for measurement of HBA concentration. Fig. TII-13. 
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2. HMAの酸化的脱炭酸反応を用いたラッカーゼの活性測定法の設定

ラッカーゼの活性測定は、第 4 節で述べたようにHMAの方がHPGよりも反応速度が速いことから

HMAを基質とし、至適pH4.5で反応を行うことにした。 2，4-ジニトロフェニルヒドラジンを川いたHBAの

発色定益法と組み合わせたラッカーゼの活性測定法をFig. 1II-14 に示すように設定した。 50mM門下酸緩術

液 (pH 4.5) に浴かした50mMのHMAにラッカーゼを添加して30"Cで反応を行ない、経時的に 100μlず、つ

サンプリングして2，4-ジニトロフェニルヒドラジンを用いた発色定霊法によってHBAを定量し、 HBAの生

成述度 (mM/min) を求めてラッカーゼの酔索活性とする方法である。また、ビリルピンオキシダーゼ

の活性測定法では、それぞれの至適pHで、反応を行う為に、 TrachJvderma tsunodae由来の酢索は50mM

昨般緩衝液 (pH 5.0) を、 Myrothecium verrucariarü来の醇素は50mMホウ酸緩衝液 (pH 8.5) をJlH 、

ることにした。他はラッカーゼの活性測定法と同じである。

1 ml of 50 mM  4-Hydroxyrnandelic acid 
in 50 mM acetate buffer (pH 4.5) 

• 
preincubation at 30 oC 

I ~ -10μ1 of laccase solution 

2.8 ml of 2,4-DNP incubation at 30 c>c 
in 0.05NHCl 

↓ョ l州|I (sampling every 30 sec.) 
standing for about 10 min. 守

ト 1山到NaOH
A 475 

Fig. III-14. Measurement of the activity of laccase using 4-hydroxymandelic acid as a 

substrate. 

この酵素活性測定法を用いて、総々な濃度のラッカーゼによるHMAの月比炭般反応によって生じたHBA

を経時的に ~nrJ定した。結果をFig. III・15 に示す。ラッカーゼ量が少ないC (1. 8μg) までは、 5 分までの

i[!lJ定11初日で測定仰の直線性が認められるが、それよりも両手素呈の多いA (7.2μg) と B (3.6μg) ではHBA

の生成 lEは約0.38mM以上に別加しなかった。条件Aの反応液の依存酸素泌皮を経時的に酸素í1Ï傾を川い
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て測定したところ、反応開始前の溶存酸素濃度は約O.4 mM酸素原子で、あったが、反応開始 5 分後におい

てはO mM酸ぷ原子であった。この ことは、 Aと Bの現象が反応液中の溶存酸素を消費尽 く し反応が進まな

くなっ た為に起き たことを示 している 。

0.5 

冨 0 . 4
E 

~ 0.3 
Z 

202 
。

何

� 0.1 
0 
tム

2 3 4 
Incubation tlme (min) 

c 

n
u
Z
』

E
e

5 6 

Fig. III-15. Relationship between HBA formation and ]accase concentration in the standard 

reaction mixture during the reaction with HMA. 

The standard reaction mixture contained 100μmol ofHMA , 100μmol of acetate buffer (pH 4.5) , and varioLls 

concentrations of laccase solution in a final volume of 2.02 ml. The reaction mixtllre was incllbated at 30 oc. One 
hundred μ1 of the reaction mixture was colIected every 30 seconds , and then the amount of produced HBA was 

measured by the colorimetric method shown in Fig. III-15. Laccase added to the reaction mixtllre: A, 7.2μg; B 3.6 

~g ; C l.8μg; D 0.9μg; E 0 .45μg; F 0.23μg 

0.5 1 1.5 2 2.5 3 
Laccase concentratlon (μ g/ml) 

Fig. III-16. Relationship between laccase activity and laccase concentration in the standard 

reactlon mlxture. 

One unit (U) was defined as the amount which catalyzed the formation of 1μmol of HBA per minute. 
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こうして符られた結果から、 HBAの生成速度(ラッカーゼ活性)を求め、 Fig.III-16 にラッカーゼ波度

(μg/ml)とラッカーゼ活性 (U/ml)でプロットすると両者の問に良好な直線関係が見られ、本活性測

定法によってラッカーゼの活性測定ができることを示している。

3. 本測定法をmいた漆由来ラッカーゼの活性測定

本ラッカーゼ活性測定法の汎!日性を示すために、最も良く研究されているラッカーゼの 1 つである漆の

木 (Rhusverniclfera) rb来ラッカーゼの極々の条件での活性測定を行なった。

漆の樹液のアセトンパウダー70mgを50mM リン酸緩衝液 (pH 6.0) 1 mH二分散し 50Cで一晩悦作して

M京の}rll ili を行なった。不j界物を遠心分離により除き、上澄み液を酵業液とした。得られた府系液'1' には

ペルオキシダーゼの混-((が予怨されたが、リン酸緩衝液 (pH 6.8) rl r でHBAが分解されないことから、過

般化水素が存在しない条件下ではその活性が無視できることを U在認した。以後、この~1素液を相漆山米ラッ

カーゼとして使用した。

50mM HMAを尽伐として極々のpHにおけるラッカーゼ活性 (HBAの生成述皮)の測定と pH~~定性試

験 (25 0C 、 15時間)を行なった。結果をFig. III・17 に示す。漆山来ラッカーゼの至適pHは9.5 f，j-近にあり、

M. verrucaria 由来ピリルビンオキシダーゼの至適pH 8.0-8.5よりも吏にアルカリ側にあることがわかっ

た。しかし、アルカリ側では不安定であった。

120 

100 
，量、句-;、町，、、, 

80 

Eーυ 帽> ‘ 60 

百広主。何 40 

20 

。

3 4 5 6 
p7 H 
8 9 10 1 1 

Fig.III-17. Effect ofpH on activity and stability oflaccase from Rhus νernicifera. 

-・』ー， Optimum pH; The activity of the laccase was measured at each pH by the procedure shown in Fig. 

Hト 15. ーベ〉ーへ pHstability; Enzyme solution were incubated at each pH for 15 hr at 25 oC and the remaining 

activities were assayed. 
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次に、アセトンの両手索活性に与える影響について検討した。 Fig. III-18 に示すように、C. versicolorrll 

米ラッカーゼにおいてはアセトン添加と共に活性が減少していくが、漆吐!来ラッカーゼの場介にはアセト

ン添加 5%で活性が114 %まで上昇し、その後、 13%添加まで活性が100%以上にあった。漆rll米ラッカ

ーゼは、粘合冠が45 %と多く、ウルシオール (60-70 %)、水 (20--35 %)、水溶性多糖類 (5-10 %)、

紡蛋白 (1-5 %)からなるW/O型のエマルジョン状態の樹液中に存点している 45) 。よって、防素に結合

している糖鎖によってアセトンの影響を受けにくく、さらには、漆樹液'1' での存在環境に近いと与えられ

るある程度の泌!支のアセトンの存在は、むしろラッカーゼを活性化させるものと考えられる。

120 

100 

，、話~、g 
80 

百2聞王? 60 

百ロM@ 2聞・= 40 
20 

。

。 10 20 30 40 50 
Acetone (%) 

Fig. III-18. Effect of acetone on activities of laccase from Rhus verniciferaー『・一一) and C. 

versicolor (ー-0-ー).

4. 要約

(1) HMAの酸化酵素による脱炭酸反応を問いて、ラッカーゼおよびピリルビンオキシダーゼの活性

測定法を開発することができた。

( 2 )本測定法では、両手素活性をnfr-の反応生成物であるHBAの生成速度で表わすことができる。

(3) HBAの定量法としては、 2， 4・ジニトロフェニルヒドラジンと紡合させて簡便に発色定量 (475

nm、 E = 33 ，400) するか、 HPLCによって高感度に定量することができる。

( 4 )本測定法を用いて漆由来ラッカーゼの諸性質を明らかにすることができた。
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第 6節考察

これまでのラッカーゼの両手索反応に関する研究は、リグニンの分解反応が注目されていたためにリグニ

ンまたはそのモデル化合物を基質にした研究が主であった。また、その~r.素反応、がラジカル反応であるた

めに解析が悶縦であり、酵素反応を合成反応、変換反応として揃えた研究はあまりなされていなかった 。

報告されているラッカーゼによる反応としては、リグニン関述ではラジカル付加反応、脱炭般反応、脱メ

チル化反応、 Cα-Cß結介の解裂ω) がある。リグニン関述以外では、 Bol1ag らによるヒューマスの生成モデ

ルとしてのRhizoctonia praticola 由来ラッカーゼによるフェノールおよび芳子?族アミン間での般化的カッ

プリング反応の報告がある 25-29. 47) 。ラッカーゼによる脱炭酸反応としては、パニリン酸29 ‘ 48) 、シリンジ

般44 ) 、フェルリ般49) と 言ったリグニン関連芳香族化合物についての報告があが、いず、れの月比j実般反応、も

ラッカーゼによるラジカル重合反応の副反応として起こるので、最終的に多くの反応産物が生じる。

若者が発見したHPGおよびHMAのラッカーゼによる円安化的脱炭般反応は、日11反応がなくこれまでに報

占されているラッカーゼによる酸化反応の内で、唯一単一の生成物が生じる反応である。

それぞれ以下の反応式で表される。

HPG + 1/2 O2 • HBA + NH3 + CO2 

HMA + 1/2 O2 • HBA + H20 + CO2 

HPGの酸化反応は、脱アミノ反応でもある。これらの!郎氏般反応の反応経路は、 Fig. 1II-10 に示した

ように、ラッカーゼの本来の触媒反応であるフエノール性水酸基からの水素の引き抜きによって引き起こ

されると考えられる。

同級の脱炭酸反応がビリルピンオキシダーゼにおいても見い出された。ピリルビンオキシダーゼは、ヘ

ムの生理的代謝産物であるビリルビンを分解する酵素の際家の結果、村尾らによって 1981年に発見された

酸化酵素である (1984年に新規酵素Bilirubinoxidase (EC 1. 3. 3. 5) として登録)。生産菌は

Myrothecium verrucariaで、あったが、 Myro t1】 ecium属の真菌に広く分布していることがわかっている。

その後、他の凶株について同様の深索が行なわれた結果、 Trachyderma tsunodaeからもビリルビンオキ

シダーゼが見い出された。現在のところ、この 2 つのビリルビンオキシダーゼが分離され、研究されてい

る。それぞれの静ぷの活性~1 1心に関する研究から、 M. verrucariarJl来ピリルビンオキシダーゼのr~ttrl'

心は、 2 つのタイプ I 銅からなることがわかっている刷が、 T tsunodaerJJ来ピリルビンオキシダーゼの

活性 '11心は、ラッカーゼと同級に 1 つのタイプ I 銅、 1 つのタイプ II 銅、 2 つのタイプ III 銅からなるこ

とがわかっている 51)。これらの酔素のHPGおよびHMAのJ1Qì){椴反応の至適pHは、 Fig.III-9 に示したょ

っに M. verrucariar1J米ビリルビンオキシダーゼはアルカリ側 (pH 8.S) にあり、士 tsunodaerJ I来ピリル
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ピンオキシダーゼで1まpH5.0であるが、C. versicolor rll来ラッカーゼと比校して中性城からアルカリ側(

pH 7. 0-8.0) でも活性がある。これは、ピリルビンはアルカリ側 (pH8 以上)でしか水に溶けないために

ピリルビンを酸化する酵素の探索をアルカリ側で‘行った結果、アルカリ fWJでも酸化活性のある両手素が選択

された為と考えられる。

これまでラッカーゼの活性測定の為に、総々な発色試薬が開発されてきた。これらの発色試薬を用いた

活性~WJ定法の原理は、ラッカーゼによる発色試薬の際化により生じた発色物質による吸光度のWIJJll~皮の

iWJ定にある。しかし、これらのilllJ定法には幾つかの問題点があった。例えば、通常良く用いられている N，

N-ジメチル-1 ， 4・フェニレンジアミンは、毒性のある押発性物質で、あり、その水溶液はすぐに n然般化し

て発色する。シリンガルダジン (Syringaldazine) 52) は、水係性が低く、その水溶液および発色生成物

は化学的に不安定で、ある。更に、従来の両手索活性測定法では、両手ヨ毛布f;t'l:を生成物の生成速度でよ-わすこと

ができなかった。それは、その両手紫反応、が単一の反応、に基づいていないからである。それに対して非行が

開発したラッカーゼおよびビリルピンオキシダーゼの活性測定法は、次のような特長がある。 1 )基質の

HMAは水に良く溶け安定である。 2 )生成物のHBAは、更に酸化されることなく安定である。そして、

HPLC法により正確に、 2， 4-ジニトロフェニルヒドラジンを用いた発色定呈法により簡便に定日できる 。

3 )本il!1J定法で日]いる脱炭酸反応、は、刷反応、がなく単一の生成物が生じる反応であるから両手索爪判i を反応

陀物の生成速度で表せる。 4 )生成物が安定であることから、反応時間を長くすることによって醇索活性

の検出感度を上げられる。 5 )木測定法は、キノン発色に依存していないのでキノン還元醇系の影響を受

けない。般に、キノン還元両手素が存在する真菌などのよお養液53) や粗:tIIJili液 11' のラッカーゼ活性を測定す

るのに適している。しかし、 HMAさらにHBAがペルオキシダーゼにより酸化されるので、ペルオキシダ

ーゼが沼有している場合には影響を受けると考えられるが、カタラーゼを派加して過酸化水素を消去する

ことによってペルオキシダーゼ活性を除くことができる。
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第 W章 酸化酵素を用いたアミノペプチダーゼ及びアンジオテンシン I 変換酵素の

活性測定法の開発

序

2・ (4- ヒドロキシフェニル)グリシン (HPG) が酸化酵素によって4・ヒドロキシペンズアルデヒド (HBA)

に変換される脱炭酸反応を発見し、更に、生じたHBAが2，4-ジニトロフェニルヒドラジンと紡介させるこ

とによって発色定良できることを第四章で述べた。著者は、 HPGが α ーアミノ酸であることから、この

ー述の反応を応印してIÚl消 rll のぺプチダーゼの酵素活性測定法の開発を計両した。すなわち、 HPGをペ

プチドのN末端もしくはC末端にアミド結合で結合させたペプチドを基質とし、アミノペプチダーゼある

いはカルボキシペフチダーゼによるペプチド末端の加水分解により遊説t して来る HPGを酸化肝京により

HBAに変換して発色定量することによって、これらのぺプチダーゼの活性測定ができると考えた。

本章では、第 1 í1!'j にアミノペプチダーゼであるアリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼの沼'性

iWJ定法の開発について、第 2 節にカルボキシペプチダーゼであるアンジオテンシン I 変換防京の活性1WJJË

法の開発について、各々反応、条件の至適化を行ない測定法を確立するに至った実験経過および結果につい

て述べる。

第 1 節 アミノぺプチダーゼの活性測定法の開発

本節では、ラッカーゼを共役酵素として用い、アリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼの岡両手

索の活性を測定するための反応条件の至適化、測定弘之乃設定、制則定法を問いた測定結果について述べる。

l. アミノペプチダーゼの活性測定法の現状

これまでに、様々なアミノペプチダーゼが人間のほとんどの組織中に郎、だされてしゅ間)。これらの

アミノペプチダーゼは、日号rrにおけるアミノ酸の輸送や極々のペプチドホルモンの分泌、代謝に関述して

いると言われている。なかでも臨床分析において重要なアミノペプチダーゼは、細胞の可溶性向分に作布

する細胞質由来アミノペプチダーゼ(別名、ロイシンアミノペプチダーゼ (LAP) 、 EC3.4. 11. 1) とミ

クロソーム阿分に存在する股両手素であるミクロソーム111来アミノペプチダーゼ(別名、アリルアミダーゼ、

アミノペプチダーゼM 、 EC3. 4.11.2) である。本節では、前者をロイシンアミノペプチダーゼ、後者を

アリルアミダーゼと呼ぶことにする。t'Ð長の臨床化学において、ロイシンアミノペプチダーゼはtrue LAP 、
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アリルアミダーゼはc1inical LAPと呼ばれ、日常検査では極々の1J質をf日いてこれらのアミノペプチダー

ゼをまとめてLAPと通称して、その総量を測定している。

しかし、両酵紫は蛋白化学的に性質が異なると共に基質特異性に も差が見られることが指仰されている

57. 61)。すなわち、ロイシンアミノペプチダーゼは、オリゴペプチドやアミノ酸アミドに対して幅広い基質

特異性を示し、特にロイシンや他の疎水性アミノ酸に高い特異性を示すが、アミノ酸-ß-ナフチルアミド

やアミノ酸-jfニトロアミリド (amino acid-pNA) といった発色性基質に対してはほとんど活性を示さな

い。これと対照的にアリルアミダーゼは、これらの発色性基質をアミノ般の極fd1にあまり彩特されず加本

分解するが、アミノ酸アミドに対してはほとんど活性を示さない。岡両手索の基質特異性の述いを示す測定

結果としてTable IV-l に Leu-NI-Iz、 Leu-pNAおよひ:Gly-pNAをM質としたときのアリルアミダーゼとロイシ

ンアミノペプチダーゼの Vmax11IT を IProteinases in Mammalian Cells and TissuesJ から引m して示す。

Table IV -1. Comparison of hydrolysis rate of substrates by arylmnidase an, 
leucine aminopeptidase 

Substrate 

Leu-NH、

Leu-pNA 

Gly-pNA 

Vmax (μmoI / miJrl / mg protein) 

Arylamidase 

0.21 

37 

11.4 

Leucine aminopeptidase 

100 

2 

0.002 

Proteinases in Mammalian Cells and Tissues , ed. Barrett , A. 1., P. 393 , North-Holland (1977) 

更に、病態の遣いによってもこれらのアミノペプチダーゼの醇索活性に差が見られることが指摘されて

し】る 5附)二例えば、恋性のリンパ胞や白血病の初期段階において、しロイシンアミドを基質として測定し

た血清中のロイシンアミノペプチダーゼの活性が著しく上昇しているにもかかわらず、しロイシル-jfニト

ロアミリドを基質として測定したアリルアミダーゼの活性はほとんど正常値で、あった臼)。一般的に活性

t界が凡られる病態としては、ロイシンアミノペプチダーゼは急性肝炎、悪性リンパ服、白血病(急性、

慢性)、 Jド定~性lIr1í炎が、アリルアミダーゼは閉塞性黄痘、日日辺1岳、月日作名1;石、肝焔(原発性、転移性)

脈絡が挙げられる 64) 。

従来の臨床における血清中のアミノペプチダーゼの活性測定法には、大きく分けて基質にL-ロイシンア

、ドをmい る方法ーとしロイシル-jfニトロアミリドなどの発色性基質を用いる方法の 2 つがある 。 L-ロイシ

ンアミドを尽1l とする測定法では、アミノペプチダーゼ(主としてロイシンアミノペプチダーゼ)による
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加水分解でアンモニアとロイシンが遊離して来る。アンモニアの定量法としては、インドフェノール反応

で発色定呈するか、生じたアンモニアにNAD(P)H2 と rケトグルタル酸を加えてグルタミン酸デヒドロ

ゲナーゼを作用させ、 NAD(P)H2の減少を340nmで、の吸光度の減少で、定立する方法がある。一方、ロイシ

ンの定呈法としては、ロイシン脱水素両手素を共役両手索としてffH 巾JADHの生成による 340nmの 11投光j支の別

加を測定する方法65) がある。しかしながら、これらの方法は血清巾に内紅するアンモニアの彫響をうけ

たり、紫外部でのI吸光度の測定は爽雑物の影響を受けやすいと言った問題点がある。発色性M~'tを問いる

測定法では、簡便に主としてアリルアミダーゼの活性測定ができるが、先に述べたようにロイシンアミノ

ペプチダーゼの活性測定はできない。

著者はロイシンアミノペフチダーゼとアリルアミダーゼの両酵素活性を一緒に同程度の比活性で比色定

量する方法が開発されたならば、 1 回の測定で両両手素の異常を検出できると考えた。そのために、 Fig.

IV-l に示すようなストラテジーを考えた。すなわち、 HPG を C末とするジペプチドを基質とし、アミノ

ペプチダーゼによる加水分解で遊離するHPGを酸化醇紫によってHBAに変換し、 HBAを発色定量するこ

とによってアミノペプチダーゼの活性を測定する方法である。

…AVm 
Aminopeptidase 
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川
川門
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HっN-C-COOH
』

• L… 
CHO 

Colorimetric measurement using I ( � I 
2，4-dinitrophenylhydrazine 司、グ

OH 

Fig. IV -1. Strategy of the determination of aJminopeptidase activity. 
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2. 実験材料と実験方法

1 ) 実験材料

ラッカーゼは CorioJusversicoJorIFO 9791株の培養液から精製した両手素(蛍白質濃度、1.3mg Im l) を

問いた。ラッカーゼの両手素単位は、 HMAを基質とし50mM酢酸緩衝液 (pH4.5) '1 1 、 30 0Cで 1 分間に 1

μmolのHBAを生成する酵素塁を l 単位とした。ロイシンアミノペプチダーゼおよびアリルアミダーゼは

シグマ社製の豚肝臓巾来の酵素を用いた。ロイシンアミノペプチダーゼの醇素単位は、 50mMホウ緩衝

液 (pH8.5) rll 、 3TCで 1 分間に 1μmolのしロイシンアミド (L-Leu-NH2 ) を加水分解する両手亥呈を 1

単位とした。アリルアミダーゼの酵素単位は、 50mM リン緩衝液 (pH 7.5) 中、 3TCで 1 分間に 1μmol

のしロイシンル-Jfニトロアニリド(L-Leu-pNA) を加水分解する酵素量を 1 単位とした。血清としてはシ

ク・マ社製の校準 rÚl消Control-2Nおよび正常なヒト起源の血清をmいた。照準1ÚL消のアミノペプチダーゼ

活性は償問単位である G-Rl別立で表わした。 1 G-R単位は、 L-ロイシル-ß-ナフチルアミドを基質として

用い、血清0.02ml が3TCで、 2 時間基質に作用して1/12 mgの ß ・ナフチルアミンを遊離する酵素毘を方子す前)O

lrLeu-NH2 としLeu-pNAはシグマ社製め試薬を問いた。 D・2・ (4・ヒドロキシフェニル)グリシン (D-HPG)

は東京化成(株)製の試薬をmpた。基質の合成に問いたN-Boc-L-Leulまペプチド研究所(株)製の試薬

を問いた。

;J質として川いたLロイシル-L-2・ (4・ヒドロキシフェニル)グリシン(L-Leu-L-HPG) はDCC法により合

成した。合成法については後述する合成法( 5 )に述べる。

2 ) 実験方法

~1素反応条件の最適化の過程において、ロイシンアミノペプチダーゼおよびアリルアミダーゼによる J.k

質しLeu-L-HPGのlJ11水分解反応はHPLCを用いて分析した。 HPLC分析条ftは、カラムはYMC-PackODS 

ん312 (4.6 ~ X 150 mm) を用い、移動相はメタノール/20mM リン酸緩衝液 (pH6.8) (6: 4) を問い、

流述は0.5mll minで、あった。検出はUV280nmで、行なった。ラッカーゼによる HPGの脱炭酸反応もまた

先と同級のHPLC条1'1: によって行なった。L-Leu-NH2やしLeu-pNAを ~~nとするアミノペプチダーゼの両手

索活性は、これらの基質から加水分解によって生成されるロイシンをHPLCを用いて定量することによっ

て求めた。そのHPLC条件は、移動相にメタノール/20mM リン酸緩衝液 (pH6.8) (2: 8) を mい、検

出がUV210nmで、あることを除いて先のHPLC条件と同じである。
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3. アミノペプチダーゼの基質の検討と反応条件の至適化

ロイシンアミノペプチダーゼはN末のアミノ酸がロイシンまたは疎水性アミノ酸の場合に良く作用する

が、アリルアミダーゼの場合にはN末のアミノ酸の極類による分解速度の若が少ない。そこで、岡両手来活

性をiWJ定する為にNAミのアミノ酸をロイシンとするLeu-HPGを基質にすることにして、反応条flの宅適

化について検討を行なった。

1) L-Leu-L-HPG としLeu・D-HPGのアミノペプチダーゼによる加水分解の検討

HPGはヒダントイナーゼを用いて製造され、半合成 ß-ラクタム系抗生物質の側鎖成分としてのイInl性

からそのD休のみが市販されている。よって、l.rLeu-l.rHPGを合成するためには、まず、 D-HPGを化学

的にラセミ化してDl.rHPG としてからl.rLeu をアミノ基に縮合させてl.rLell-D l.rHPGを合成し、次にこの

ジアステレオマーをしLeu-l.rHPG とl.rLeu-D-HPGに分ける必要がある。従って、基質の合成のしやすさ

からL-Leu・D-HPGの方がl.rLeu・l.rHPGよりも有利であると言える。

これまでアミノペプチダーゼの活性測定法に用いられてきた基質は、ジペフチドではなく L-Leuのカル

ボキシル基にアミノ足(l.rLeu-NH2の湯合)や発色性の化合物をアミド紡介で結合させた合成法11( ( 

しLeu-p-ni troanilide 、 L-Leu-~na ph thy 1 am ideなどの場合)であったので、L-Lell-HPGのHPGの立体は

アミノペプチダーゼによる加水分解に影響しないのではないかと考えられた。

そこで、l.rLeu-l.rHPG とl.rLeu-D-HPGの 2 つのジペプチドについて、ロイシンアミノペプチダーゼお

よびアリルアミダーゼにより加水分解されるかどうかを検討した。l.rLeu-D-HPGおよひ:l.rLeu-l.rHPG を

それぞれの醇素の最適条件、すなわち、ロイシンアミノペプチダーゼは50mMホウ緩衝液 (pH8.5) rl' で、

アリル 7二ミダーゼは50mM リン緩衝液 (pH 7.5) 中で3TCで静索と保温して、 HPLC分析によって各ジペ

プチドの分解を兄た。その結果、l.rLeu-lrHPGは両酵素によって加水分解されLeu と HPGが生じたが、

L-Leu-D-HPGはいずれの酵素によってもほとんど分解されなかった。よって、l.rLeu-lrHPGをロイシン

アミノペプチダーゼおよびアリルアミダーゼの基質にすることにした。

2) 作問忌適pHの検討

基質を lrLeu-しHPGとするときのアリルアミダーゼおよびロイシンアミノペプチダーゼの作用辰適pH

を調べた。 pH 6.0-7.5はリン酸緩衝液を、 pH 8.0-10.0はホウ酸緩衝液を用い3TCで反応を行なった。そ

れぞれの酵素活性はHPGの生成速度から求めた。 Fig. IV-2 に示すように、アリルアミダーゼの至適pHは

7.5、ロイシンアミノペプチダーゼの至適pHは8.5で、あることがわっかた。
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次に、ヒトのJ[lli ，fj を川いて同様の実験を行った。結果をFig.IV- 3 に示す。 血清中にはア リルアミダー

ゼとロイシンアミノペプチダーゼが仔在するので、 各pHに おけるしLeu-L-HPGの却]7J<分解速度(黒マル)

は而j酵素の総活性を表わ していると考え ら れる 。 これに対 し、 lrLeu-pNAおよひ:lrLeu-NH2 を基質にした

場合には(そ れぞれ白マル、臼三角) 、そのpH曲線のパタ ーンがFig.IV・2 のA、 Bに似ている こ とか ら 、

それぞれアリ ルア ミダーゼ、 ロ イシ ンアミノ ペプチダーゼに片寄った活性を示 していると考え ら れる 。
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Fig. IV -2. Effects of pH on the activities of arylamidase (A) and leucine aminopeptidase (B), 

measured as the hydrolysis rate of L-Leu-L-HPG. 

The reaction mixture contained 12 x 10-3 units of arylamidase(A) or 15 x 10・3 units of leucine aminopeptidase(B) , 

1.65μmol of L-Leu-L-HPG , and 5μmol of phosphate buffer (pH 6.0 ・ 7 . 5) or borate buffer(pH 8.0 -10) in a final 

volume of 101μ1. Incubation was at 37 oc. The hydrolysis rate of L-Leu-L-HPG was measuredby HPLC. 
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Fig. IV -3. Hydrolysis of L-Leu-L-HPG , L-Leu-pNA , and L-Leu-N~ by human serum 

aminopeptidasesat various pHs. 

Five hundred μ1 of substrate solution containing 0.5μmol of substrate , and 25μmol of phosphate buffer (pH 6_0 

・ 7.5) or borate buffer (pH 8.0 -10) was incubated with 50μ1 of human semm at 37 oc. The hydrolysis rate of each 
substrate was measured by HPLC. Symbols: ・ ， L-Leu-L-HPG; 0 , L-Leu-pNA; t::., L-Leu-NH2. 
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3) lrLeu-L-HPGに対する必n他の測定

ロイシンアミノペフチダーゼおよびアリルアミダーゼのしLeu-lrHPGに対する Km1!直の測定を行なった。

それそ'れの両手素のごifi血pHにおいて総々な泌皮のL-Leu-L-HPGの加水分解)ili J.交を 3TCで測定し、

Lineweaver-Burkの逆数プロットにより必n他を求めた。 Fig. IV-4に示すようにロイシンアミノペプチ

アリルアミダーゼは1.29 mMで、あった。ダーゼは1.72 mM、
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4) L-Leu-lrHPG と lrLeu-NH2 、 L-Leu-pNAとの比較

L-Leu -L-H PGと従米の1HU定法に問いられている基質であるしLeu-NH2 およびしLeu-pNAの、日本の肝臓山

来アリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼによる加水分解速度の比較を行なった。

アリルアミダーゼによる加水分解は58 X 10{¥l�1. 各j占11活~J.立は2.0mM とし、 1&*冬容L1401μlで、行なった。

ロイシンアミノペプチダーゼによ{立のRFJ4 を)百い50mMのリン椴緩衝液 (pH 7.5) 仁l' で3TCで行なった。

それぞれる加水分解は74X 10，1 1ìi位の両手素を川い50mMのホウ酸緩衝液 (pH8.5) ql で3TCで行なった。

の JI~1lfの加水分解速度は実験方法で述べたようにHPLC をmいて測定した。

その結果、 Table IV-2 に示すようにしLeu-NH2 のアリルアミダーゼによる加水分解速度は低く、

また、しLeu-pNAはロイシンアL.Leu-NHzがアリルアミダーゼの基質として適さないことを示している。

これに対し、 lrLeu-lrHPGはアリルアミダミノペプチダーゼによってほとんど加水分解されなかった。

ーゼとロイシンアミノペプチダーゼの両方によりバランス良く加水分解され、 L-L疋u・NH2やしLeu-pNAよ

りも IdJ両手索の ~~11 として適していることを示している。
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Tablc IV -2. Ratcs of substratc hydrolysis by arylamidase and leucine aminopcptidase 

Hydrolysis rate (mM/min) 

Substrate Arylamidase Leucine aminopeptidase 

Leu-pNA 70 (100) a 0.9 (0.7) b 

Leu-NH, 15 (21)a 134 (100) b 

Leu・HPG 94 (134)i 1] 6 ( 87) b 

The rcaction mixture for arylamidase containcd 58 x 10-3 units of arylamidase 仕om porcine kidney , 0.8 

μmol of substrate , and 20μmol of sodium phosphate buffer (pH 7.5) in a fina] volume of 40]μ1.百le

reaction mixturc for Icucine aminopcptidase contained 74 x 10-3 units of leucineωninopeptidase from 

porcine kidney , 0 . 8μmol of substrate, and 20μmol of borate buffer (pH 8.5) in a final volume of 40]μl 

Thc reaction mixture was incubatcd at 37 .C. Hydrolysis rates we陀 measured by HPLC. 

a 百le relative activities in the parentheses are shown as percentages of the activity with Leu-pNA as a 

substrate. 

b The relative activities in the parentheses are shownωpercentages of the activity with Leu-NH;! お a

substrate. 

4. アミノペプチダーゼとラッカーゼを共役させたアミノペプチダーゼ測定法の組み立て

ラッカーゼを J~役両手系として l(1 ly ，li '1' のロイシンアミノペプチダーゼおよびアリルアミダーゼの総活性を

測定するゐに、次のような述統~L!r1反応系を巧-えた。

~11 反応:

第 2 反応:

~13 反凶:

aminopeptidases 

L-Leu-L-HPG + H20 •L-Le u + L-HPG 

laccase 

L-HPG + 1/2 O2 • HBA + CO2 + NH2 

HBA + 2 ， 4 ・dini trophenylhydrazine • Quinoide dye 

まず、lól1 ， 'Jr l' のロイシンアミノペプチダーゼおよびアリルアミダーゼが、ジペプチド b~11である

L-Leu-L-HPGを加水分解してHPGが遊離する(第 l 反応)。次に、このHPGがラッカーゼによる脱炭酸

反応によってHBAに変換される(;n 2 反応)。このHBAをアルデヒドに特史的な発色試薬である 2， 4・ジニ

トロフェニルヒドラジンによって発色店主する(;;n 3 反応)方法である。ここでは、ロイシンアミノペプ

チダーゼとアリルアミダーゼの貯ぷ活性をー材i-に測定することを前提として、アミノペプチダーゼ測定法

の組み立てを行なった。
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1 )ラヅカーゼによるL-Leu-L-HPGの酸化反応、について

ラッカーゼは一般的にフェノール系化介物を般化するので、L-Leu-L-HPGがラッカーゼによって般化

されるか調べた。L-Leu-L-HPGをリン般緩衝液 (pH 6.8) rlJ でラッカーゼと共に3TCに保治して、 HPLC

で、 L-Leu-しHPG と HBAの定試をれH主的に 120分まで行なった。その結果、 Fig. IV-5 に示すように

L-Leu-L-HPGの ~JrjX少と HBAの生成が兄られた。しかし、L-Leu-L-HPG と HBAの総モル数が減少していく

ことから、 HBA~外の生成物、おそらくしLeu-L-HPGの m合産物が生じたことを示している。尖際に

HPLC分析でもL-Leu-L-HPG と HBA以外のピークが検出された。従って、ラッカーゼによる

L-Leu-L-HPGの酸化反JiilましLeu-L-HPGのE合反応とHBAを生成する脱炭椴反応、からなると考えられる。

これらの反応の内でHBAの生成が、計画しているアミノペプチダーゼの測定法にとって問題になるが、

必定している肝ぷ反応H初日は30分なので30分における HBAの生成立はしLeu-L-HPGの初期モル数の約0.3

%と少ないことから、 lúlr ， 'j を添加!しないでブランク 11立を求め実際の測定111初、ら 差し引くことによってラッ

カーゼによるしLeu-L-HPGからのHBAの生成を無侃できると判断した。

2 
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Fig.IV骨5. Measuren1ent of Leu-HPG( 図) and HBA( 口) during the oxidation of Leu-HPG by 

laccase. 

The reaction mixture containing 4μ1 of Iaccase soIution and 200μ1 of 2 mM L-Leu-L-HPG in 50 mM phosphate 

buffer (pII 6.8) was incubated at 37 oc. At regular times , L-Leu-L-HPG and HBA were measured by HPLC 

analysis. 

2 )アミノペプチダーゼとラッカーゼのjh役反応系の検討

先に述べたように、アリルアミダーゼの至適pHは7.5で‘あり、ロイシンアミノペプチダーゼの至適pHは

5であった。また、ラッカーゼによるHPGの JJ見炭般反応の宅適pHは第 III ポに示したように 5.5であった。
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ラッカーゼ

これら 3 磁の昨素の共役反応を

かつ、ア リルアミダーゼとロイ シ ンアミノ ペプチダーゼの総前十七を淵IJ ;ζすることを口的とし、

のJI防災-椴反応を先の 2 ~1-ぷ-による加水分解反応と j I~役させるために、

pH6.8のリン椴絞術液'1' で行なうことにした。

アミノペHBAの 'I =}J.え述JJrを測定することによってアミノペプチダーゼの両手;京ナ目性を測定するゐには、

プチダーゼによる HPGの生成がilt迷にならなければならない。そこで、共役反応が成り立つゐのアミノ

とラッカーゼの添加1111の検討を行なった。 Fig. IV-6に示すように、色々なアミノ
、
、
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と条f'1 :Bラッカーゼ 25μ1)3 つの条1'1 :A、 B 、 Cについて際~Wltll線を求めた。条件A(凶l泊 180μl 、

ラッカーゼ活性が低すきeてHPGのmu実際反応、が作迷段附になっている。では、ラッカーゼ 25μ1)90111 、

ではアミノペプチダーゼによる L-Leu-L-HPGの加水ラッカーゼ 50 J.l1) これに対し、条1'1:C (自治 90μl 、

分解がf It速になっており、 475 nmの I!投光JJl含とアミノペプチダーゼ活性との問に400 G-R1F-f也まで直線関係

がよL られた 。 正常人のlÚL消 rl' のアミノペプチダーゼ活性の範囲が100-170 G-RJìí-位であることから、 Cの

よって、測定法において基質

とすることにした。ラッカーゼの添加llil を 50μ1 (2.7 1 ìí-位)

条(午で" Iflü ，']i '1'のアミノペプチダーゼ活性の上昇を検山で、 きることがわかる。

溶液を2.5 m1 とし、 l f1 l1 ， '1の ií)ミJJIl f立を 90μl、
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Fig. IV -6. Standard curve for assaying aminopeptidase activity in serum. 

Aminopcptidase activities in the presence of control sera containing various known amounts of aminopeptidase 

activity were measured under the following thrce conditions: A, 180μ1 of serum and 25μ1 of laccase; B, 90μlof 

erum and 25 ド 1 of laccase; C, 90μ1 of serum and 50μ1 of laccase. 
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5. アミノペプチダーゼ活性測定法の実際

これまでの両手ぷ反応条件の検討結果より、ラッカーゼを共役酵素とする IÚL消 rl'のアミノペプチダーゼの

活性iWJ定法を Fig. IV-7 に /Jミすように設定した。 50mM リン限緩衝液 (pH 6.8) に溶かしたlmM

L-Leu-L-HPG を法質的液とし、 -L~11溶液2.5ml を 3TCで予備加温しておき、そこに試料(血力引 90μ! とラッ

カーゼ50μ1 (2.7 l ìt位)を添加してそのまま3TCで30分間保温する。酵素反応の停止は2， 4-ジニトロブエ

ニルヒドラジンで飽和した 1 N HCII00μlの添加により行ない生成したHBAの定量を行なう。 HBAの発色

定 !li法については第 III 市で述べた通りである。本測定法におけるアミノペプチダーゼの両手素単位は、 1 

分 WJ に 1μmolのHBAを生じる静索量を 1 単位とすることにした。

Substrate solution 

u刷山山Lμ同伽凶eω叶州u仕川-べ(叩L
in 50mM Phosphate buffer (pH 6.8 川川| 

2.5 ml 

J 
preincubation at 37 oC 

• = 卯州州山μμ山川10ばOぱf
で4ヨ 50μ1 of Laccaおse (ρ2.7units心) 

incubation at 37 OC for 30 min 
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Fig.IV ・7. Measurement of the activity of aminopeptidases in serum. 

この測定法を!日いて豚肝臓由来のアリルアミダーゼの活性測定を行なった。酵素活性がわかっているア

リルアミダーゼ昨ぷ液を適当に本で、希釈して際準酵素液とした。 Fig. IV-8 にアリルアミダーゼの検量線

として桃 '11111 に酔ぷ活性(L-Leu-pNAを基質とする酔索活性)を縦軸に本測定法によって求めた!吸光度をプ

ロットした。関からわかるように、本測定法はL-Leu-pNAを基質とする従来の測定法との聞に2 U/ml ま

で良好な直線関係(相関係数、 0.998) が兄られた。

同僚に)J本肝臓山来のロイシンアミノペプチダーゼの活性測定を行なった。 Fig.IV・9 にロイシンアミノ

ぺプチダーゼの検品線を示すように、本測定法はL-Leu-NH2を基質とする従来の測定法との間に57U/ml
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このように、本測}主法によってアリルアミダーゼが見られた。まで良好な l白:線開係(相 l英!係数、 0.999)

とロイシンアミノペフチダーゼの両手素活性が測定でき るこ と を証明し た 。

次に、実際に正常人の凶ü，'i を試料として本測定法のね度について検討 した 。 その結果、 6.7 :t 0.36 U/L 

のi則定値が得ら れ、 CVfl直は5.4%であ っ た 。(n = 1 2 、 mean :t SD) 
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Fig.IV -8. Standard curve for assaying aryllamidase activity. 

One unit of arylamidase was defined as the amount of enzyme which hydJrOlyzed 1μmol of L-leucyl-p-nitroanilide 

per minute in 50 mM  phosphate buffer (pH 7.5) at 37 oc. 
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Fig. IV -9. Standard curve for assaying leucine aminopeptidase activity. 

One unit of leucine aminopeptidase was defined as the amount of enzyme which hydrolyzed 1μmolof 

しleu c inamide per minute in 50 mM  borate buffer (pH 8.5) at 37 oc. 
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6. ~約

ラッカーゼを共役両手系-とするアミノペプチダーゼの活性測定法を検討し次の結果を得た。

( 1) L-Leu-しHPGは、従来のアミノペプチダーゼの基質である Leu-NHzやLeu-pNAと比較して、アリ

ルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼの両酵素によりバランスよく加水分解された。

( 2) lrLeu-L-HPGを基質にすることによって、アリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼの

同酵素活性を ~nlj定できる筒似.な発色測定法を開発することができた。

( 3) Fig. IV-6 からわかるように、設定した測定条件 (Fig. IV-7) で発色 (475 nm) とアミノペプチ

ダーゼ活性との間に400 G-R単位 (G-R単位:現在の臨床におけるlAP活性測定法に汎用されてい

る酔ぷ単位、 ，)ミ!段材料J を参照)まで直線性が見られた。(正常人の血清中の活性は100-170

G-R単位)
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第 2 節 アンジオテンシン l 変換酵素の活性測定法の開発

本節では、ピリルビンオキシダーゼを共役両手素とするアンジオテンシン I 変換酵素の活性測定法の為の

M1'(の検;H、反応条件の至よ由化、測定法の設定、測定結果について述べる 。

1 , アンジオテンシン I 変換酵素-の活性測定法の現状

アンジオテンシン I 変換酵素 (ACE) は、レニンーアンジオテンシン系で昇圧活性の弱いアンジオテン

シン 1 (Asp-Arg・Val-Tyr-Il e-His-Pro-Phe-His-Leu) の C末端からのジペプチド (His-Leu) を遊離し昇圧

活性の強いアンジオテンシン II に変換する作用と、カリクレインーキニン系において降圧活性(血管拡仮

活性)のあるブラジキニンのC末端から次々にジペプチド (Phe-Arg， Ser-Pro , G1y-Phe) を水解してブラ

ジキニンを不活性化する作川を持つジペプチジルカルボキシペプチダーゼであり、生体における血圧調節

機構に屯1J! な役7討を Jねたしている 。 臨床において IÚLy ，JÍ rl:jのACE活性の上昇が見られる病態としては、活動

性サルコイドージスなどの 11~~拘置性別i疾忠、糖尿病、慢性腎不全、肝硬変などが挙げられ、臨床検査部門

でもその測定法が注目されている。

I(iL1,'j 11 1 のACEの~~:M活性測定法として多くの方法が報告-されている。これらのほとんどが

Bz-Gly-His-Leu (hippury1・しhistidy1-L-leucine) やその知縁体といった郁々の合成基質の昨来的水解に

以づいている。そして、 Bz-G1yのような遊離産物の定量分析が、分光法67) 、蛍光法制、放射線同位{本法

制 、比色法初'， 71 )、 HPLC法72) などの方法によって行なわれてきた。これらのほとんどのアッセイ法では、

生成した遊離民物を定日する為に産物を酸性条件下で、有機溶媒に選択的に 1111 iliする必要があった。 一例と

して、 一般に川いられている山本らによって報告されたLiebermanの方法の変法をTable IV・3に示す。表

から分かるように、遊離pn物のjl lJ ili には、反応液からの約媒:tdJ ili 、水層と溶媒層の遠心分離、 j谷媒層から

加熱による溶媒のf{f l~、残波の円溶解、という燥作を必要とする。このような煩雑な操作は時間がかかる

Lに IIJ別性が乏しいことや測定値のバラツキの原因になり、さらにはACEの測定に習熟を要する要因になっ

L 、る 。 また、然外部による測定であるため~~ft物質( 1血清脂質や溶血物質など)の影響を受けやすいな

どの問題点をかかえている 。

そこで、非1J'は IJíjfìí'j と同級にACE活性測定の為のストラテジーを考えた。アンジオテンシン I のC末が

His-Leuで、あることから HPG-His-Leu を基質とし、 ACEによる加水分解によって遊離する HPGを酸化酵

京に より HBAに変換し発色定量することにより ACEの活性を測定する方法である。この方法ではアルデ

ヒドに特史的な発色法をnjp るので、 HBAを反応、液から抽出することなく簡便に定量できるのが特長で

ある。
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Table IV -3 Modified Lieberman's method 

Procedure Modified method 

Substrate solution 

Buffer-NaCl solution 

Assay system 

Incubation 

Termjnation of reaction 

Extraction with ethyl 

acetate 

Evaporation of ethyl 

acetate 

Extraction with NaCl 

Spectrophotometry 

Calculation 

Z'êrσ-time. value 

2. 実験材料と実験方法

1 ) 実験材料

Dissolve hippuryl-L-histidyl-L-leucine in borate buffer-NaCl solution. 

Substrate concentration is 12.5 mM. 

Adjust to pH 8.3. 

Mix 4.5 volumes of M/20 Na2B.j07 and 5.5 volumes of M/5 H3B03 ・

Dissolve NaCl to give 1.0 M concentration. 

Final concentration of NaCl in assay system is 0.4 M. 

O.lロ吐 ofsubstrate solution 

0.15 ml of serum 

Total volume is 0.25 m1. 

37 oC , 60 min. 

Add 0.25 ml of 0.5N-HCI. 

After 5 min , add 1.5 ml of ethyl acetate gently along the wall of 

test-tube. 

Mix for 15 sec by Vortex Mixer. 

Centrifuge for 10 min at 2,500 rpm. 

TaJ匂 0.5 ml of ethyl acetate layer. 

Heat at 140 oC for 20 min in elec:tric oven. 

Stand for 5 min in room-temperature. 

Add 3.0 rn1 of 1 M NaCl and nlﾌx for 15 sec by Vortex Mixer. 

Without waiting, extinction of NaCI solution is read at 228 nm 

against 1 M NaCl as a blank. 

但228 :60 min -En8: z.ero-timJ 

x 103 x 3/ (10.44 x 0.891 x 0.33 x 60 x 0.15) 

Add 0.25 ml of 0.5 N-HCl to 0.15 ml of serum , then add 0.] ml of 

substrate solution. 

Treat as above without incubation. 

山本節子ら、日胸疾会誌 18 (5) 、 p.298 (1980) より

ビリルビンオキシダーゼはMyrothecium verrucaria由来の天野製薬(株)製の酵素を用いた。ピリル

ピンオキシダーゼの両手索単位は、 4-ヒドロキシマンデル酸 (HMA) を基質とし、 50mMホウ酸緩衝液(

pH 8.5) '1' 、 30 0Cで 1 分間に 1μmolの4ヒドロキシベンズアルデヒド (HBA) を生成する両手素呈を 1 l� 
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位とした。この酵素単位によって測定した天野製薬(株)製のビリルビンオキシダーゼ(凍結乾燥物)の

比活性は、 0.85単位/mg図形物で、あった。兎のD，ü，包源のACEはシク'マ社製の両手素を用いた。 ACEの標準

血清はシグマ社製のACE Con仕ol-N をmいた。

基質の介成に用いたD-HPGは東京化成(株)製の試薬を、L-Boc-His (Tos) およひ~L-Leu-OEtはペプチド

(，Jf究所(株)製の試薬をそれぞれ用いた。 DL-HPGーしHis-L-Leuの合成は後述する合成法( 6) に述べる。

N-Bz・DL-HPG-L-His-L-Leuの合成は合成法( 7 )に述べる。 N-Bz-D-HPGの介成は合成法( 8 )に述べ

る。

2 ) 実験方法

醇索反応、はHPLC分析によって解析した。 HPLC分析条件は、カラムはYMC-PackODS A-312 (4.6 ~ X 

150 mm) を用い、移動相はメタノール/20mM リン酸緩衝液 (pH 6.8) (6: 4) を用い、流速は0.5ml 

/ minで、あった。 N-Bz-L-HPGの検出はUV 230 nmで、行ない、 HBAの検出はUV280 nmで-行なった。

HBAの比色定立では島津UV-2100型分光光度計を使用し、光路長10mm、試料容量50 -400μlのマイ

クロ.ブラックセルを用いた。

3. ACEの基質の検討

ACEの基質特異性をまとめると次のようになる。

(1) カルボキシル基末端が遊離していればかなりの積類のペプチド結合を水解しC末端のジペプチド

を遊離する。

(2) 基質として 3 つ以上のアミノ酸よりなるペプチドであることが必要であり、 C末端より ?-!13 位の

アミノ酸以降はブロックされていても長鎖のペプチドでもよい。

(3) C末端より第 2 位の位置にプロリンがあれば水解できない。

(4) アンジオテンシン I を基質とする場合にはね素イオンの存在が必要である。

そこで、基質としてC末をアンジオテンシン I のC末である His-Leu としたHPG-L-His-L-Leu と、これま

でのACEの合成M質の多くがN末がブロックされていることから、 N末をBz基でブロックした

N-Bz-HPG-L-His-I.rLeuについて検討することにした。
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1) L-HPG-L-His-L-Leu と D-HPG-L-His-L-LeuのACEによる加水分解の検討

LrHPG-L-His-しLeu と D-HPG-L-His-しLeu を 10mM'こなるように 0.1 Mの NaCl を含む50 mMホウ般緩

衝液 (pH 8.3) にそれぞれ溶かし、兎の目，Ij起源のACEを添加して37 0Cに保温して、これらトリペプチドが

分解するかどうかを検討した。しかし、L-HPG-L-His-L-Leuおよひ3・HPG-L-His-L-LeuのいずれもACEに

よって加水分解されなかった。

2) N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu と N-Bz-D-HPG-L-His-L-LeuのACEによる加水分解の検討

先と同様にN-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu と N-Bz-D-HPG-しHis-L-Leu を 0.1 Mの NaClの存在下に 50 mMホ

ウ酸緩衝液 (pH 8.3) 中でACE と 3TCで保温した。その結果、 N-Bz-L-HPG-L-His-L-LeuがACEによって

加水分解されN-Bz-L-HPGが生じたが、 N-Bz-D-HPG-L-His-L-Leuは加水分解されなかった。

以上の結果より、 N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu をACEの基質にすることにした。 N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu 

は、緩衝液中で非酵素的に分解することのない安定な基質であった。

4. 作用反応条件の最適化

1) ACEによる N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leuの加水分解の作m至適条刊:の検討

ACEによる N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leuの加水分解の作川至適pHを調べた。兎のJJrIî起源のACEを用い、 37

℃で反応を行ない、 HPLCにより N-Bz-L-HPGの生成速度を求めた。 Fig. IV-10 に示すように、 pH 8.0 f 、 J­

近で最大の活性を示し、また、ホウ酸緩他市長の方がリン酸緩衝液よりもれ性が高かいことが明かとなった。

これはアンジオテンシン I に対するACEの至適pHが8.3で、あるのと同じ結果である。

次に、 ACEの活性の発現にはハロゲンイオンが必要なことから、 N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu を )~p( とし

たときのACEの活性発現における最適なj包素イオン波度について調べた。 Fig. IV-11 に示すように、活性

の発現には~索イオンが必要であるが、 O.lMのNaClの添加で、充分で、あることがわっかた。

よって、 N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leuを基質とするときのACEの作用至適条件は、 0.1 MのNaClを合ぬpH

8.3のホウ酸緩衝液であることがわっかた。
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Fig. IV -10. Effect of pH on ACE activity , measured as the rate of hydrolysis of 

N-Bz-L-HPG “ L-His-L-Leu. 

Rabbit lung ACE activity was measured at various pHs using the following buffers adjusted to the each pH in the 

presence of 0.3 M NaCI: sodium phosphate (ー0-ー)， sodium borate (--4トー).
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Fig. IV -11. Effect of NaCl on ACE activity, measured as the rate of hydrolysis of 

N-Bz-L-HPG-L-His ‘ L-Leu. 

2) ACEの N-Bz-lrHPG-しHis-lrLeu'こ対する必n値の測定

0.2 MのNaClを含む50mMホウ酸緩衝液 (pH 8.3) rll 、 3TCで様々な波皮のN-Bz-lrHPG-lrHis-lrLeu

のACEによる加水分解速度を測定して、 ACEのN-Bz-lrHPG-lrHis-lrLeu'こ対する迷度パラメータを求め

た 。 Fig. IV-12 に示すLineweaver-Burkの逆数プロットより必n値は0.072 mM 、 Vmaxlま 0.015

Ilffiol/min/mg protein と求められた。 ACEのアンジオテンシン I に対する必n値が0.07 mMで- あること
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から、 N-Bz-lrHPG-lrHis-lrLeu は、 ACEに対して天然基質(アンジオテンシン 1 )に近い親和性を持っ

た基質であると言える。また、測定法における基質濃度を必nfl直の約 7 併である 0.5 mM'こすることにし

た。
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Fig. IV -12. Effect of substrate concentration on rabbit lung ACE activity , rneasured as the rate 

of hydrolysis of N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu (Lineweaver-Burk plot). 
Reaction mixture containing various concentrations of the sllbstrate, 5μmol of borate buffer (pH 8.3) , 20μmolof 

NaCI , and rabbit lung ACE in a f�al volume of 110μ1 was incllbated at 37 oc. 

5. ピリルピンオキシダーゼによる N-Bz-HPGの脱炭般反応

先に、 ACEによってトリペフチドである lrHPG-lrHis-lrLeuは加水分解されず、 N末をブロックした

N-Bz-lrHPG-lrHis-lrLeu 1J~加水分解されてN-Bz-lrHPGが遊離するという結果を得た。従って、 ACE と

酸化両手素の共役反応を考えるとき、酸イヒ酵素がN-Bz-lrHPG をHBA'こ変換できなければならない。そこで 、

ACEの至適pHが8.3にあることから、酸化酵素として至適pHが8.5で、 ある M. verrucaria由来のビリルビン

オキシダーゼを用いることにし、ビリルビンオキシダーゼがN-Bz-L-HPG を HBAに変換できるか検討を行っ

た。

合成しやすいN-Bz-D-HPGを基質として用いた。 N-Bz-D-HPG を50mMホウ椴緩衝液 (pH 8.3) に 10

mMになるように溶かし、この基質j容液100μlにビリルビンオキシダーゼを8.5X10~単位添加して3TC に

保温した。反応開始後、経H年的にサンプリングを行ないHPLCにより基質と HBAを定量した。 Fig.IV・ 13

にぷすと おり、 N-Bz-D-HPGはビリルピンオキシダーゼによってHBAに変換された。しかし、 120分まで

の分析で、N-Bz-D・HPG と HBAの総モル数が経時的に減少していくことがわかった。これはN-Bz-D-HPG

がHBA以外の物質に変換されることを示している。おそらくピリルピンオキシダーゼによるラジカル付
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加反応によって、 N-Bz-D-HPGの重合産物が生じる為と考えられる。つまり、ピリルビンオキシダーゼに

よる N-Bz-D-HPGの酸化反応は、 HBAが生じる酸化的脱炭酸反応が主であるが、副反応として重合産物

が生じるラジカル付加反応が起きていると考えられる。しかし、重合産物のモル数は120分の反応で初期

のN-Bz-D-HPGのモル数の 2%以下と少なく、実際のACE活性測定法においては、血清 (ACE) を添加し

ない測定値、つまりプランク値を求めて淑む訂直から差しヲ Ipて実努の(直を求めるので問題ないと判断した。
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Fig.IV-13. Measurement ofN-Bz-HPG and HBA during the oxidation ofN-Bz-HPG by 

bilirubin oxidase. 

The reaction rTﾚxture containing 1μmol of N-Bz-HPG , 5μmol of borate buffer (pH 8.3) , and 8.5 x 10-3 units of 

bilirubin oxidase from M_ verrucari疣 a final volume of 105μ1 was incubated at 37 oC_ At regular times , 

N-Bz-HPG and HBA in the reaction rTﾚxture were measuredby HPLC analysis. 

6. アンジオテンシン I 変換酵素とビリルビンオキシダーゼの共役反応

これまでの検討結果から、ビリルビンオキシダーゼを共役両手索として凶l泊中のACEの酵素活性を測定す

る為に、以下のような述統両手素反応系を計画した。

第 1 反応、:

第 2 反応、:

第 3 反応、:

ACE 

N-Bz-しHPG-しHis-lrLeu + H20 → N-Bz-しHPG + lrHis-lrLeu 

Biliru bin oxidase 

N-BzーしHPG + 1/2 O2 • HBA + CO2 + N-Bz-NH2 

HBA + 2,4-dinitrophenylhydrazine • quinoide dye 

すなわち、 N-Bz-L-HPG-L-His-しLeuが血清中のACEによって加水分解されN-Bz-L-HPGが遊離する

(第 l 反応)。遊離したN-Bz-L-HPGがビリルピンオキシダーゼによる般化的脱炭酸反応によってHBAに

変換される(第 2 反応)。生じたHBAを酸性条件下で2，4・ジニトロフェニルヒドラジンと紡合させてヒド
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ラゾンに変換し、次いでアルカリ条件下でキノイド椛造体にして発色定量する(第 3 反応)ことによって

ACE の酵素活性を測定する。

そこで、 ACEとビリルビンオキシダーゼの共役系における反応条1'1:の最適化を行なった。 ACEの宅適

pHは8.3で・あり、また、ビリルビンオキシダーゼによる N-Bz-L-HPGの JI弘氏椴反応の至適pHは8.5で・あるこ

とから、共役反応、はホウ酸緩衝液 (pH 8.3) 中で行なうことにした。 N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leu をホウ椴

緩衝液 (pH 8.3) rl1 でピリルピンオキシダーゼと共に3TCに保j品したが、 N-BzーしHPG-L-His-L-Leuはピ

リルピンオキシダーゼによって酸化されなかった。

l血泊中のACE~1索活性は弱いので、従来のACE活性測定法では基質添液に対して 1 -1.5日-Rの ml1，lf が

川いられてきた。そこで、木測定法においても血清量を 100 凶とし、基質浴液を100μ1、ビリルビンオキ

シダーゼの添加容量を5μ!と設定した。この設定条件においてHBAの生成迷皮を測定することによって

ACEの酵素活性、すなわち第 l 反応の反応速度を測定するねには、第 l 反応が作迷にならなければならず、

その確認を行なった。第 1 反応と第 2 反応の注統反応を行ない、それそ守れの反応、の生成物で、ある

N-Bz-HPG と HBAの定量を経時的にHPLCにより行なった。 ACEは正常似を示す原代glfll清を川い、ビリル

ピンオキシダーゼは8.4 U/mlの静素液を用い、 3TCで反応を行なった。結果を Fig. IV-14 に示す。約40分

の応答時間の後にHBAが直線的に生成され、それに伴ってN-Bz-HPGの生成は横遣いになっている。この

ことは、この述統静索反応系において第 1 反応が伴述になっていること、すなわちHBAの生成述皮が第

l 反応速度 (ACE活性)を表わしていることを示している。また、応答時間が約40分であることから、共

役反応時間を 120分にした。
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Fig. IV -14. Measurement of N-Bz-HPG and HBA in the standard reaction mixture. 

A normaI standard control serum was used as ACE. Symbols: 0 , N-Bz-HPG concentration; ・ ， HBA

concentratlOn. 

7. ACE活性測定法の実際

これまでの測定条1'1:の段通化の検討結果より、 Fig. rv-15 に示すようにACEの活性測定法を決めた 。

1mMの N-Bz-l.rHPG-l.rHis-l.rLeu と 0.15 M のNaClを含む0.2 Mホウ般緩衝液 (pH 8.3) を基質的液とし、

M質溶液100μlを3TCで、予備加温しておき、これにビリルビンオキシダーゼ5μ1 (0.042 単位)と試料血消

100μ1を添加し3TCで120分間保温する。反応の停止は1 NJ包般の2， 4-ジニトロフェニルヒドラジン飽和的

液10μlで、行ない、室温で約10分放置後、 5N水酸化ナトリウム 10μ1の、添加で、発色させ475nmの吸光度を

別院する。実際の測定では、試薬盲検として上記の別院で血清の替わりに水を問いた測定も同時に行ない、

これを対照として検体の吸光度の測定を行なった。 ACEの酵素活性は、 1分間に 1 nmolのHBAを生成する

酵素量を 1 単位として表わすことにした。

様々な濃度 (0 -12 Ilg/ml) に希釈した兎の肺起源のACEを ~WJ定試料にして、本ACE活性~f!lJ定法の定市

性の確認を行なった。結果をFig. rv-16 に示すように、 ACE波皮と測定仰との問に高い相関関係(利!関係

数、 0.997) が見られ、本測定法によってACEの活性測定ができることを示している。

次に、標準血汗jおよび正常なヒトの血清を検体にして数回測定を行ない、木測定法の正確さについて検

討し た。 Tabl rv-3 に示すように、本測定法が正確であることを示している。
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Fig. IV -15. Measurement of ACE activity in serum. 
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Fig. IV -16. Relationship between ACE activity and ACE concentration in the standard reaction 

mlxture. 

One unit (U) was defined as the amount that catalyzed the formation of 1 nmoI of HBA per min. Various 

concentrations of rabbit Iung ACE were used as ACE samples. 
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Table IV -4. Precision of this rnethod 

ACE activity (UI1) 
Sample n CV (%) 

Mean SD 

Control serum 8 35.8 4.60 12.8 

Human serum 10 39.2 4.27 10.9 

8. 要約

ビリルビンオキシダーゼを共役酵索とするアンジオテンシン I 変換静索の活性測定法の開発を行い、次

の結果をえた。

( 1 )アンジオテンシン I 変換静素とビリルビンオキシダーゼの共役反応の為の基質の検討を行い、

N-Bz-l.rHPG-l.rHis-l.rLeu を基質にすることにした。

( 2 )アンジオテンシン I 変換静索による N-Bz-l.rHPG-l.rHis-l.rLeuの )J1 1水分解反応、の必nM(は 0.072

mMで、あり、天然基質であるアンジオテンシン I の必n値0.07 とほぼ同じ{直であった。

( 3 )ビリルビンオキシダーゼによってN-Bz-l.rHPG をHBAに変換することができた。

( 4 )設定した測定条件 (Fig. IV-15) でアンジオテンシン I 変換I~~京の醇索活性が測定できることを

証明した。

第 3節考察

L-Leu-L-HPGを基質とし共役酵素としてラッカーゼを灯jいることによって、アリルアミダーゼとロイ

シンアミノペプチダーゼの両方の活性を測定することができた。著者が開発したアミノペプチダーゼの活

性測定法の特長として次の点が挙げられる。 1 )血清 rl'のアリルアミダーゼあるいはロイシンアミノペプ

チダーゼの活性上昇を 1 回の検査で検出できる。従来の測定法に用いられている基質Leu-pNA、Leu-NH2

では、それぞれアリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼに片寄った活性しか測れない。 2) 

しLeu-l.rHPGは水溶液中で、安定で、非酔素的に加水分解されない。これに対しLeu-pNAと Leu-NHz は共に本

訴液の状態で不安定である。

また、本アミノペプチダーゼ活性測定法で、はpH 6.8 で肝素反応を行ったが、共役両手素にM. verrucaria 

111来のビリルビンオキシダーゼを用いることによって、その至適pHが8.0-8.5にあることから pH7.5から

9.0の範囲においてもアミノペプチダーゼの活性測定が可能である。酵素反応をどのpHで、行うかは、耳石態

によって血泊中のアリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼの行-在比が異なるので、目的とする病
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態に応じて実際の臨床に即した検討が更に必要である。

一方、 N-Bz-L-HPG-しHis-L-Leuを基質としビリルビンオキシダーゼを共役酵素とすることによって、

アンジオテンシン I 変換肝索 (ACE) の活性を測定することができた。本ACE活性測定法は従来の測定法

で行われていた溶媒抽出といった煩維な燥作を必要とせず、かつ可視部での測定が可能な測定法である 。

N-Bz-L-HPG-L-His-L-LeuのACEによる加水分解のKmMiは0.072mMであり、天然必質であるアンジオ

テンシン I の0.07mM とほぼ等しかった。また、 ACEの活性化に必要とする NaCl波皮は0.075 Mであった 。

これに対し、 N-Bz-Gly-His-Leuの](m値は4.5-6.3 mMで、あり、活性化には0.4 MのNaClが必要で・ある 73) 。

これらのことから N-Bz-L-HPG-L-His-L-Leuは天然基質により近い基質であると言える。

国I床化学分析において両手索活~t'linlJ定法は、可視領域の党色反応、に結び付けて測定するのが一般的である 。

しかしながら、従来のアミノペプチダーゼ活性測定法、いわゆる iUP活性測定法J に用いられる

Leu-pNAやLeu- ß-ナフチルアミドといった発色官J:M11は、発色性に優れているものの、測定問予ょに対し

て本来の天然J;l; 11r とは異なる加水分解特性を示している。すなわち、これらの発色性基質は ilAP爪-性測

定法」の基質としてf日いられているにもかかわらず、アリルアミダーゼで分解されるもののロイシンアミ

ノペプチダーゼ (LAP) ではあまり分解されないという点で、ある。 一方、 ACE活性測定法 (Cushumann

法など)において用いられる N-Bz-Gly-His-Leuは、本来のM1~であるアンジオテンシン I 以上にACE に

よって分解され易いが、発色反応に結びつけることができない為に測定法が煩維になっている。このよう

に、発色性に優れているが分解性に問題がある基質(前者)、および分解性は良いが発色でない法質(後

者)と比較して、著者が開発したHPGをC末もしくはNぶとするペプチド性の基質は天然基質に近く、か

つ発色定量できるという点で優れた基質である。

本章では、酸化醇索による脱炭酸反応、を用いたアリルアミダーゼとロイシンアミノペプチダーゼの活性

測定法とACE活性測定法の開発について述べたが、この測定原理は他のアミノペフチダーゼおよびカルボ

キシペプチダーゼにも応用可能である。
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合成法

シリカゲル薄層板 (TLC) はKieselgel60 F 254 (メルク社製、 Art5í'15) を用いた。カラムクロマトグラ

フィーは以下の樹脂を用いた。シリカゲル樹脂、Kieselgel60 (メルク社製) ;ゲル鴻過樹脂、 Sephadex

LH・20 (ファルマシア社製) ;ポリスチレン吸着樹脂、ダイアイオンHP-20およびCHP-20P (三菱化学製)

イオン交換樹脂、ダウエックス 50W (ダウケミカル社製)。

lH-NMRスペクトルは、 JNM-GSX400FTNMRシステム (400MHz) (日本電子製)で測定した。質

母スペクトルは、 JMS-SX102A型質量分析計(日本電子製)で測定した。 IRスペクトルは、日立製260-10

分光誌で測定した。分取HPLCは、島津製LC・8Aシステムを用いた。

1. ペニシリンX (PcX) の合成

4・ヒドロキシフェニル酢般 9.74 g (64 mmol)と 4・ヒドロキシこはく酸イミド 7.37g (64 mmol)を

DMF 30 mlに溶かし、そこに20 mlのDMFに溶かしたジシクロヘキシルカルボジイミド (DCC) 13.2 g 

(64 mmo1)を氷冷下慣れさしながら滴下し、 50Cで更に 12時間隙狩した。反応液から DCUreaを減、去し、

鴻液を活性エステルとして問いた。らアミノペニシラン酸 9.68g (4,t8 mmol)をジクロロメタン60mHこ

懸溺し、更にトリエチルアミン 12.5 ml (89.6 mmol)を加え、氷冷下撹枠しながら先の活性エステルを

滴下した。 5 0Cで 6 時間、室潟で 2 時間撹狩した。このカップリング反応液にジクロロメタン 250 mlを

加え、 5%炭酸水素ナトリウム水 200 mlで、 2 田川l山を行ないPcXを水府側に転溶した。水層を減圧下に約

100 mlまで濃縮した後、水で充瓜したCHP-20Pカラム (4 cm 千 X31 cm) に通培した。 500 mlの水で、水

洗後、 30%のメタノール水溶液で、PcXの溶出を行なった。 PcXの溶出画分を集めて濃縮しメタノールを除

き、凍結乾燥を行ないPcXをナトリウム j盆として 7.34 g (19.7 mmol)得た。(通算収率 44%)

IR (KBr) cm-1: 1770, 1660 , 1610; lH-NMR (D20、内部標準 TSP) (): 1.50 (3H , s) , 1.56 (3H , s) , 3.58 (l H, 

d, J = 15.3 Hz), 3.64 (1 H, d, J = 15.3 Hz) , 4.23 (1 H, s) , 5.43 (1 H, d, J = 3.7 Hz) , 5.54 (1 H, d, J = 3.7 Hz) , 6.90 

(2H , d, J= 8.2 Hz), 7.22 (2H , d, J= 8.3 Hz) 

2. ペニシリンXのメチルエステル (PcXOMe) の合成

PcXナトリウム瓜1.2 g (3.2 mmol)をDMF 5 mlに的かし、そこに氷ì1ì下例作しながらトリエチルアミ

-10Cト



ン 530μ1 (3.8 mmol) とヨウ化メチル 540mg (3.8 mmol)を添加し更に室温で 4 時間撹作した。反応液

に氷冷した酢酸エチル 50 ml と 20%食庖水 50 mlの混合液を加え、生成したPcXOMeを有機溶媒府に jl1l 山

した。有機溶媒層を無水硫酸ナトリウムで乾燥後、減圧下に濃縮乾回した。残澄を 2 mlのクロロホルム

に溶かし、クロロホルムで充演したシリカゲルカラム(1.5 ~ X20 cm) に付し、クロロホルムとメタノー

ルの混液 (20 : 1) で展開した。溶出 したPcXOMel函分を合わせ、減圧下に波縮乾問してPcXOMe を 765

mg (2.1 mmol)得た。(通算収率 66%)

IR (KBr) cm・ 1: 1780, 1750 , 1660; 1H-NMR (CDC13 '\ 内部標準 TMS ) 8: 1.44 (3H , s) , 1.47 (3H , s) , 3.56 

(l H, d, 1 = 15.3 Hz), 3.76 (3H , s) , 4.38 (lH, s) , 5.51 (1 H, d, 1 = 4.1 Hz) , 5.65 (1 H，必， 1=4.1 Hz , 1=8.8 Hz) , 

6.11 (1 H, d, ] = 8.8 Hz), 6.81 (2H , d, ] = 8.5 Hz) , 7.12 (2H , d, ] = 8.5 Hz) 

3. ペニシリンXのピパロイルオキシメチルエステル (PcXPOM) の合成

PcXナトリウム瓜 2.5g (6.72 mmol)をDMF40 mHこ溶かし、ヒ。パ リン般瓜化メチルエステル 10.1 2 g 

(67.2 mol) を添加して宝氾で 3 時間撹作した。その後、反応液に氷冷した昨般エチル300 ml と 20%食侃

水 300mlを加えて浴媒:htl出を行なった。有機溶媒層を飽和食温水 300 mlで、洗浄後、 1n~水硫酸ナトリウム

で乾燥した後、減圧下に濃縮乾回した。残澄を少量のクロロホルムに溶かし、クロロホルムで充瓜したシ

リカゲルカラム (3 ~ X45 cm) に付し、クロロホルムとアセトンの混液 (10 : 1) で展開した。 PcXPOM

の浴出フラクションを集め減圧下に泌縮乾回してPcXPOM を 2.72g (5.85 mmol)得た。(通算収率 87%)

IR (KBr) cm-1: 1780, 1760, 1750, 1150; 1H_N恥1R (CDCI3、内部標準 TMS) 8: 1.21 (9H , s) , 1.46 (9H , s) , 

3.56 (2H , s) , 4.39 (1 H, s) , 5.50 (lH , d, ] = 4.0 Hz), 5.65 (1 H，必， ] = 4.4 Hz, 1 = 9.2 Hz) , 5.76 (lH , d, 1 = 5.5 Hz) , 

5.84 (1 H, d, J = 5.5 Hz) , 6.15 (1 H, d, J = 9.2 Hz) , 6.80 (2H , d, J = 8.4 Hz) , 7.11 (2H , d, J = 8.4 Hz), 7.27 (1 H, br) 

4. 7-(4-ヒドロキシアセトアミド)セファロスポラン酸 (CepX) の合成

CepXの合成は、ペニシリンXと同様にDCCを用いた活性エステル法で行なった。

4-ヒドロキシフェニル酢椴 952 mg (6.9 mmol)と N- ヒドロイシこはく酸イミド 794 mg (6.9 mmol) 

をDMF 5 mHこ溶かし、氷冷下舵作しながらDMF 1 mUこ溶かしたDCC 1.566 g (7.59 mmol)を治下した 。

氷冷下で 1 H-y問、更に 5 0Cで 3 時間撹作した。反応液から DCUreaを減去し、更に精製せずに活性エステ

ルとして用いた。 7・アミノセファロスポラン酸 1 g (3.68 mmol)をジクロロメタン 10mHこ懸泌し、!1!に
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トリエチルアミン1.04 ml (7.36 mmol)を加え、氷冷下撹作しながら先の活性エステルを滴下した。 5
0

C

で 5 時間、更に室温で 5 時間脱狩した。このカップリング反応液にジクロロメタン50mlを加え、 2.5%炭

酸水素ナトリウム水溶液 50mlで、 2 回iUlili を行な L 、 CepXを水槽に転溶した。水糟を減圧下に活;;紡してジク

ロロメタンを除いた後、水で充j:J~ した CHP-20Pカラム (5.5 cm ~ X 10 cm) に通倍した 。 1 リッターの水

で水洗後、 0%から 40%のメタノール水溶液のグラジエント溶出( 1 リッター)によってCepXの浴山を

行なった。 CepXの溶出向分を集めて濃縮し、凍結乾燥を行な L 、 CepXをナトリウム j盆として410 mg (0.96 

mmol) 得た。(通算収率 26%) 

lH_N恥1R (D20、内部標準TSP) 8: 1.97 (3H, s) , 3.23 (l H, d, J= 17.6 Hz), 3.49 (1 H, d, J= 17.6 Hz), 3.44 

(1 H, d, J= 15.0 Hz), 3.50 (l H, d, J= 14.7 Hz), 4.58 (1 H, d, J= 12.5 Hz) , 4.74 (1 H, d, J= 12.5 Hz), 4.95 (lH , d, 

1=4.8 Hz), 5.50 (l H, d, J=4.8 Hz), 6.76 (2H, d, J= 8.4 Hz) , 7.10 (2H , d, J= 8.4 Hz) 

5. L-Leu-L-HPGの合成

D・2-(4- ヒドロキシフェニル)グリシン (D-HPG) 5 g (30 mmol)と然水昨酸 300ml を混介し、 80
0

C で

5 r時間慣れ:した。反応泌を減過後、減圧下に波紡花田し粗N-アセチル-D-HPG を 8.55 g得た。このN・アセ

チル-D-HPGに 1 NJ但酸 300 mlを加え、 1000Cで 71時間舵作してアセチルの加水分解を行なった。何られ

た反応混合物を、ダウエックス 50Wで和製し (3Nアンモニア漆山)、更に水で結品化を行ないDL-2・ (4

・ヒドロキシフェニル)グリシン (DL-HPG) の結品を1.53 g (9.2 mmol)得た。(収率 31 %) 

lH_N恥1R(D、0 ，内部標準 TSP) 8: 4.74 (l H, s) , 6.96 (2H , d, J = 8.0 Hz), 7.33 (2H , d, J = 8.8 Hz) 

DL-HPG 1.53 g (9.2 mmol)を水・ジオキサン (1 : 1) 40 mHこ溶かし、 トリエチルアミン 2.2 ml (15.7 

mmol)、ジ+ブチル・ジカルボナート 2.74g (13.8 mmol)を加え、室泊で 3 時間償持した。反応終了後、

水と昨駿エチルを加え、冷却]舵狩しながら lN庖酸を添加して水層のpH を 2 に調坐した。酢酸エチル尼t

を水洗後、責任水硫般ナトリウムで乾燥した後、減圧下に泌縮乾回しN-Boc-DL-HPGを 2.1 0g (7.9 mmol) 

得た。(収率 85 %) 

N-Boc・DL-HPG 2.10 g (7.9 mmol)をDMF 25 mHこ溶かし、 トリエチルアミン 3.3 ml (23.7 mmol)、

史化べンジルを1.7 ml (14.3 mmol)加え 14 時間悦作した。反応、液に、水と門下酸エチルを加えが~~Jlt[11 ili を

行ない、同f:酸エチル層を飽和炭酸水素ナトリウム水で洗浄した後、無水耐ft円安ナトリウムで乾燥し、減圧下

に波新1花岡して、 2.4 gの反応混合物を得た。この反応混合物をシリカゲルカラムクロマトグラフィーによ

り粕製を行ない(トルエン:酢酸エチル /10 : 1溶山)、 N-Boc-D L-HPG-Q Bzl を1.80g (5.0mmol) のた 。
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(収率 63 %) 

lH-NMR (CDCI)，内部標準 TMS) 0: 1.43 (9H , s) , 5.15 (2H , s) , 5.28 (l H, d, J = 6.6 Hz), 5.53 (1 H, brs. ), 6.73 

(2H , CL J= 8.8 Hz), 7.17 (2H , d, J= 8.8 Hz) , 7.19-7.21 , 7 . 29・7.30 (5H , m) 

得られたN-Boc-D L-HPG-OBzl 1.80 g (5.0 mmol)をジクロロメタン 30 ml に溶かし、 トリフルオロ酢

酸を 10ml加え、宅沼で 2 時間隙件、した。反応液を減圧下に濃縮乾回した後、飽和炭陵水素ナトリウム本

100 mlと昨陵エチル200 ml を加え、 j界!a抽出し、同f:酸エチル層を無水疏般ナトリウムで乾燥してから、減

圧下に濃縮乾同しDL-HPG-OBzl を1.20 g (4.7 mmol)得た 。

lH-N肘IR (CDCI3，内部標準 TMS) 0: 4.58 (1 H, s) , 5.10 (1 H, CL J = 12.5 Hz) , 5.17 (1 H, CL J = 12.5 Hz) , 6.70 

(2H , CL J = 8.8 Hz), 7.17 (2H , d, J = 8.8 Hz) , 7 .20-7.24 , 7.27・7.33 (5H , m) 

得られたDL-HPG-OBzlを酢酸エチル100 mHこ溶かし、 N-Cbz-L-Leu を1.34 g (5.1 mmol) 、 DCC を

1.17 g (5.7 mmol) JXI え、 宅;潟品でで‘ 1 11 

J川1I山I1山出を行ない、昨円安エチル貯をO.lNJ包般、水で洗、冷した後、 1H~水硫酸ナトリウムで乾燥し、減圧下に波新i'j

Gï'l岡して反応、混合物を2.84g得た。得られた反応混合物を、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより

精製を行な L 巾~-Cbz-L-Leu-DL-HPG-OBzl を 2.34 g (4.5 mmol) 得た。(収率 44%) 

得られたN-Cbz-L-Leu-DL-HPG-OBzl 2.34 g (4.5 mmo1)をメタノール80 ml'こ溶かし、 10%パラ ジウ

ム炭素を240 mg1Jflえ、室温で 1 時rJHrlW して接触還元により Cbz基とべンジルエステル基を除去した。反

応液を減圧下に波縮乾回し、L-Leu・DL-HPG を1.22g (4.12 mmol)得た。(収率 92%) 

IR (KBr) cm-1 : 3333 、 2932、 2853 、 1674 、 1628 、 1576 、 1514 、 1451 、 1385 、 1246 、 1175 、 1088 、 1005 、

893 、 837 、 754 、 708 、 640、 521 、 476 、 415 、 1 H-N恥1Rの20 + NaOH ，内部原準 TSP) 8: 7.05 (2H , d, J=8.9 

Hz) , 6.55 (2H , CL J = 8.4 Hz), 5.02 (l H, s) , 3.39 (l H, t , J = 7.0 , 7.3 Hz) , 1.49 (1 H , m) , 1.40 (2H , m) , 0.82 (6H , q) 

先に合成したジアステレオマーの混合物であるL-Leu・D L-HPGから、L-Leu-L-HPGを分離料製するため

に、L-Leu-DL-HPG 1. 2gをメタノール/20mM リン般緩衝液 (pH 6.8) (2: 8) 50mHこ浴かし、 5 mlず、

つ 10回に分けて述続して、分取HPLC (カラム: YMC-Pack ODS S-343・15 (2X25 cm) 、移動相: MeOH 

/20mM リン般緩衝液 (pH6.8) (2/8) 、流速: 7.0ml/min、検出: UV280nm) にかけ、保t5時間

15.5分のピークを分取した。なお、L-Leu・D-HPGは保持時間26.3分に涜出してきた。分取した

L-Leu-L-HPGï函分の脱取は、移動層を水とする他は上記の分取HPLCと同じ条件で行ない、 11見血されて出

出してきたL-Leu-しHPGのピークを分取し、凍結乾燥してしLeu心!日PGをナトリウム腐として560 mgf~j 

た。

1 H-N肘IR (D
2
0 ，内部際準 TSP) 0: 7.31 (2H , CL J= 8.1 Hz) , 6.95 (2H" d, J= 8.0 Hz) , 5.24 (1 H, s) , 4.11 (lH , t , 
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J = 8.1, 7.3 Hz), l.74 (2H , m), l.56 (1 H, m) , 0.93 (6H , q) 

6. D l.rHPG-l.rHis-l.rLeuの合成

l.rLeu-OEt . HCl 0.98 g (5.0 mmol)をジクロロメタン 20ml'こ溶かし、これにトリエチルアミン 0.77ml

(5.5 mmol)を添加し、ジクロロメタン5mlに浴かしたしBoc-Hisσos) 2.05g (5.0 mmol)を加えた。こ

れに氷冷下mw しながら DCC 1.13g (5.5 mmol)のジクロロメタン液液18 mlを消下した。 trlrp しながら

氷冷下で5U年間、更に宝沿で11時間撹作した。反応終了後、不溶物を i庖jaで除き減圧下に沼Iß:を fHょした 。

何られた残浴を酢酸エチルに溶かし、 O.lN HCl、水、飽和食j包水で洗浄後、無水硫酸ナトリウムで乾燥し

減圧下に濃縮乾回して反応混合物 2.98gを得た。これをシリカゲルカラムクロマトグラフィー(トルエン、

アセトン混液 (2 : 1) で溶出)に付し、l.rBoc-Hisσos)ーしLeu-OEtを 2.36g (4.3 mmol)得た。(収率、

86%) 

l.rBoc-Hぬぐros)-LrLeu-OEt 2.0g (3.64 mmol)をジクロロメタン 20ml に涜かし、氷冷下r>Ï YI~ しながら

トリプルオロ酢酸10ml を1Jr1 え、氷冷下 1 時間、更に室泊で1.51LÏ悶撹作した。反応終了後、減圧下に前媒

を留去し、得られた残澄を門下酸エチルに溶かし、氷冷した飽和炭酸カリウム水溶液、飽和食侃水でj順次洗

浄し、実!~水硫酸ナトリウムで乾燥した後、減圧下に波紛l;宅凶してLrHis(Tos)-LrLeu-OEtを1.31 g (2.9 

mmol)得た。(収率、 80%)

l.rHぬぐros)-LrLeu・OEt 0.93 g (2.06 mmol)をジクロロメタン9mUこ溶かし、これに先の 5 ( 

l.rLeu-LrHPGの合成)と同じ方法で合成したN-Boc・DLrHPG 0.5 g (1.87 mmol)のジクロロメタン溶液6

mlを加え、氷冷下に撹枠しながら DCC 0.43 g (2.06 mmol)のジクロロメタン浴液 5 mlを滴下し、氷冷

下13時間、更に室温で 211寺間続持した。反応終了後、不溶物を鴻過で除き減圧下に溶媒を留去した。符ら

れた残澄を門下般エチルに溶かし、 5%クエン酸水浴減、水、飽和食店水で!順次洗浄後、 1!~水硫般ナトリウ

ムで乾燥し減圧下に濃縮松田してN-Boc・DLr HPG-Lr His (Tos) -Lr Leu-O Et を 0.458 g (0.64 mmol)得た。

(収率、 34%)

N-Boc・DLrHPG-LrHisσos)-LrLeu-OEt 0.458 g (0.64 mmol) にテトラヒドロフラン 3 mlを加えて約か

し、氷冷下慣れE しながら水 0.5ml 、 1N NaOH 2.5 mlを加え、氷冷下 2 U胡司、更に室温でで、 2 11 

反応応、終了後、水を加えて希釈し、減圧下にテトラヒドロフランを留去した後、 n-ブタノールを加え、氷冷

下1N HCl で、水府のpH を 3.0にしてn-ブタノール抽出を行なった。 n-ブタノール層は飽和食瓜水で洗浄後、

無水硫酸ナトリウムで乾燥し減圧下に濃縮乾回して反応混合物 0.67 gをのた 。 得られた反応混作物を
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Sephadex LH・20カラムクロマトグラフィーにより粕製してN-Boc・D L-HPG-L-His-L-Leu を 0.311 g (0.60 

mmo1) 得た。(収率 94%)

N-Boc・DL-HPG-L-His-L-Leu 0.31 g (0.60 mmol)にジクロロメタン 3 m1を加えて懸濁し、氷冷下J覚作

しながら、 TFA 1m1を加え、室温で 2 時間償作した。反応終了後、反応、減を減圧下にTFAを問去した後、

濃縮乾同してDL-HPG-L-His-L-Leu を 0.227 g (0.55 mmo1)得た。(収率 91%) 

FAB-MS m/z : 418 (M+H)¥ 1 H-N恥1R (CD30D，内部標準 TMS) 8: 01.84 (3 1-1, d, J = 6.2 Hz) , 0.91 (3 1-1, d, J = 

6.2 Hz) , 0.92 (3H , d, 1 = 6.2 Hz) , 0.97 (3H , d, 1 = 6.2 Hz) , 1.50・l. 80 (3H x 2 , m) , 3.02-3.28 (2H X 2 , m) , 4.27 

(l H ， ω， J = 10.6,3.7 Hz), 4.33 (1 H，必， J= 10.6 ,3.7 Hz) , 4.72 (l H, t , 1= 5.9 Hz) , 4.75 (1 H, t , 1=5.9 Hz) , 4.96 

(lH x 2 , s) , 6.58 (1 H, br s) , 7.23 (l H, br s) , 6.81 (2H , d, J = 8.4 Hz) , 6.86 (2H , d, J = 8.4 Hz) , 7.29 (21-1, d, J = 8.4 

Hz), 7.30 (2H , d, J = 8.4 Hz), 8.30 (1 H, br s) , 8.37 (1 H, br s) 

7. N-Bz・DL-HPG-L-His-L-Leuの合成

DL-HPG-L-His-L-Leu 0.26g (0.62mmol)を水15ml'こ溶かし、氷冷下舵作しながら庖化べンゾイル86

μ1 (0.74mmol) と炭酸ナトリウム水 (lmmol) をそれぞれ 4 阿に分けて20寺問かけて添加し、史に 2 11年

間舵作した。反応終了後、エーテルで洗j争してから、水層を5 mlず、つ3阿に分けて述統して、分取HPLC

(カラム: YMC-Pack ODS 5-343・15 (2X25cm) 、移動相: MeOH/20mM リン酸緩衝液 (pH6.8) (45/ 

55) 、流速: 7.0mllmin、検出: UV280nm) に付- し、保持時間18.4分に溶出して来た

Bz-L-HPG-L-His-L-Leuのピークを分取した。なお、 Bz-D-HPG-L-His-L-Leuは保持時間20.9分に溶出して

きた。分取したBz-L-HPG-L-His-L-Leu画分の脱J-Rは、移動層を水とする他は上記の分取高速液体クロマ

トグラフィーと同じ条件で行ない、脱J1~ されて溶出してきたBz-L-HPG-L-His-L-Leuのピークを分取し、

凍結乾燥してBz-L-HPG-L-His-L-Leuをナトリウム取として103mg (0.19 mmol)得た。

FAB-MS m/z : 522 (M+H)+, 544 (M+Naf, 520 (M-Hr、 1 H-NMR (CD30D，内部標準 TMS) 8: 0.90 (3H , d, 1 = 

4.0 Hz) , 0.91 (3H , d, J = 4.0 Hz), 1.61 ・ 1.70 (3H, m) , 3.08 (2H , d, J = 5.5 Hz) , 4.32 (1 H，必， J = 9.9 , 4.0 Hz) , 4.70 

(旧， t , J = 5.5 Hz) , 5.60 (1 H,s) , 6.47 (11-1, s) , 6.78 (2H，必， J = 6.6 , 1.8 Hz) , 7.25 (2H，似 J= 6.6 , 1.8 Hz) , 

7.43-7.55 (4H , m) , 7.85 (2H，侃 J= 8.6 , 1.3 Hz) 
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8. N-Bz-D-HPGの合成

4・ヒドロキシフェニルグリシン (HPG) 0.84 g (5 mmol)を水6mlに浴かし、氷冷下に撹作しながら、

塩化ベンゾイル0.69 ml (6 mmol)と炭酸ナトリウム水溶液 (1.28 g 、 8 mmol) 8.5 m1を各々 5 分の l 盆

ずつ30分おきに加えた。更に室温で 2 時間反応させた後、過剰の塩化ベンゾイルを除くために反応液をエ

チルエーテルで洗浄した。水層を同収して水で約100mHこメスアップした後、 5NJ盆酸で、pH2.0'こし酢酸エ

チル100 m1で、 2 同Il lJ ili を行なった。酢酸エチル層を合わせて減圧下に波縮乾回した。この乾同物をクロロ

ホルム、メタノール、酢酸の混合液 (10 : 1 : 0.1) 7 mHこ溶かし、クロロホルムで充瓜したシリカゲルカラ

ム (2.5 cm 千 X47 cm) に付-し、クロロホルム、メタノール、酢酸の混合液 (10: 2: 0.1) で展開した。

N-Bz-HPGの溶出フラクションを集め、減圧下に濃縮して溶媒を除いた後、少量の水を加えてぬ.紡乾燥を

行な L 、 N-Bz-HPG を 449 mg (1.66 mmol)得た。(収率 33%) 

FAB-MS m/z : 272 (M+H)+, 270 (M-Hf., 1 H-N恥1R (CD30D，内部原準 TMS) 8: 1.98 (1 H, s) , 5.50 (l H, s) , 

6.77 (2H , d, ] = 8.4 Hz) , 7.32 (2H , d, ] = 8.4 Hz) , 7.44 (2H , m) , 7.52 (l H , m) , 7.84 (2H , m) 
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総括と展望

物質生産を与えるときその手段として酵素法、発酔法、化学合成法が挙げられる 。 これらの方法を化学

以応という観J1から考えると、発両手法および化学合成法による物質の生産では炭素-炭素結合反応が上た

る反応である 。 それに対し、両手業法では様々な反応が行なわれている生体内の反応を取り山して単純化し

た万法であるにもかかわらず、酸化還元反応や加水分解反応が主で炭素・炭素結合反応はあまりJlH 】られ

ていない。 その上、炭紫・炭素結合併索に関する研究、特に合成的展開を口的としたものはまだ少なし、7-4 )。

しかし、発両手法が天然物しか生花できないのに対して、酵素法は非天然物をも生産することができ、化学

合成法が位置特異性、立体選択性に問題があるのに対して、静禁法ではこれらの選択性を有している 。 こ

のように現状での両手素法は化学反応としての適用範囲に限界があるものの、発両手法、化学合成法にはない

特徴を有している。

本研究の目的は天然物の生合成におけるkey reactionの l つであり、また、炭素・炭素結合反応を引き起

こす反応でもあるフェノール酸化反応に着目し、酸化両手索によるブエノール般化反応を両手素介成および併

ぷ変換に不IJmすると共に、酸化解案の潜在機能を明らかにし新たな酵素機能を開発することにある。その

内容は、 1 )ラッカーゼによるフェノール化合物の 2 虫体の酔素合成(第 I 阜)、 2 )ラッカーゼによる

フェノール化合物の静索変換(第 II 草)、 3 )酸化静索による酸化的脱炭酸反応の発見(第 III ì;n 、 4 ) 

アミノペプチダーゼおよびアンジオテンシン I 変換静索の活性測定法の開発(第 W章)の 4 J，~ について

の実験結果である。その結果を要約すると次の通りである。

1 )ラッカーゼによるフェノール化合物の 2 量体の酵素合成(第 I 章)

2 母体の酵素合成のモデル化合物として側鎖にフェノール部分を有する，9 ・ラクタム系抗生物質のペニ

シリンXを選んだ。ペニシリンXをラッカーゼで反応させると綴々な生成物が生じ、その中に騒々の抗的

物質が存在したが 2 量体を得ることができなかった。そこで、メチルエステル体にして酵素水溶液と行機

熔l点との 2 相系あるいは図形物で反応させる懸濁系によって、効率的に 2 量体を合成することができた 。

匂えした 21主体の榊造は、いずれもラジカル付加反応によって説明できる椛造であり、オルトーオルトカッ

プリング生成体、オルト・メタカップリング生成体、 c-oカップリング生成体の 3 タイプに分航された。

2 )ラッカーゼによるフェノール化合物の酵素変換(第 II 章)

ilW鎖にフェノール部分を有する，9 -ラクタム系抗生物質であるセファロスポリンXおよびラタモキセフを

ラッカーゼのU~にして両手素変換を試みた。セファロスポリンXはスピロ・エポキシド構造体に、ラタモキ
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セフはfI見炭酸反応生成物に変換された。これらの両手索反応はいずれも水系で行われた為に変換反応に水の

関ワ-が示唆され、また、 2 量体は得られなかった。

3 )般化両手亥による酸化的脱炭酸反応の発見(第 III 章)

先の変換反応のうち、豆合産物があまり生じなかった脱炭酸反応に若口し、カルボキシル基を有する科々

のフェノール化合物を基質にして単一の生成物が生じる反応の探索を行った。その結果、 2・ (4- ヒドロキシ

フェニル)グリシンと 4・ヒドロキシマンデル酸が、単一の生成物として4ヒドロキシペンズアルデヒドに変

換される酸化的脱炭酸反応を発見した。他の酸化酵素についても同綴の検討を行った結果、ピリルビンオ

キシダーゼとセルロプラスミンについても同様の脱炭酸反応を見いだした。これらの脱炭般反応は、これ

らの肝ぷ-の通常の触l点反応、であるフェノール性の水酸基からの水素の引き抜きによって引き 1包こされると

与えられ、酸化両手素の新たな潜在的機能を明らかにすることがでた。

ラッカーゼおよびビリルビンオキシダーゼのこれまでの活性測定法は、単一の生成物が生じる反応が比

L 、だされていなかったために、静索活性を生成物の生成述皮zで、表わすことができなつかた。しかし、 4・ヒ

ドロキシマンデル般の際化両手索による脱炭酸反応をmいることによってそれが可能になった。生じた4・ヒ

ドロキシペンズアルデヒドは2，4-ジニトロフェニルヒドラジンと紡合させることによって発色定ばするこ

とができた。

4 )アミノペプチダーゼおよびアンジオテンシン I 変換肝索の活性~WJ定法の開発(第 IVi;r:) 

2・ (4・ヒドロキシフェニル)グリシン (HPG) は rアミノ般であることから、酸化醇素の脱炭般反応によ

る 4・ヒドロキシべンズアルデヒドへの変換とその発色定豆を川いて血消'11のぺプチダーゼのriT; '~UI[iJ定法の

開発を行った。

アミノペプチダーゼとしてはアリルアミダーゼとロイシンアミノペフチダーゼの活性測定法を開発した。

L-Leu-~HPGを基質とし、アミノペプチダーゼによる加水分解によって生じた2・ (4- ヒドロキシフェニル)

グリシンをラッカーゼによって4ヒドロキシベンズアルデヒドに変換し、 4・ヒドロキシペンズアルデヒド

を 2， 4-ジニトロフェニルヒドラジンと紡合させて発色定呈することによりアミノペプチダーゼのが~1t~l[IJ定

を行うことができた。本活性測定法では、従来の測定法ではできなつかたアリルアミダーゼとロイシンア

ミノペプチダーゼの総活性を測定することができた。

カルボキシペプチダーゼとしてはアンジオテンシン I 変換酵素 (ACE) の活性測定法を開発した。

N-Bz-~HPG-~His-~Leu を基質とし、 ACEによる加水分解によって生じたN-Bz-~HPGをピリルピンオ

キシダーゼによって4・ヒドロキシベンズアルデヒドに変換し、 4-ヒドロキシペンズアルデヒドを先と flÍJ械

に発色定なすることによってACEの活性を測定することができた。従来のACEの活性測定法では、 ACEに
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よる lJ1'tの加水分解物質を溶煤抽出して定量したが、本活性測定法では'1:1点物 (4- ヒドロキシベンズアル

デヒド)をそれに特異的な発色法によって発色定量するので抽出する必~がなくより簡便な測定法である。

両手来反応、の特徴として、 jl1t、立体、位置の 3 大特異性が広く知られている。後の 2 つは有機合成にと っ

て魅力的であるが、基質特異性は一般性の欠如という点、から欠点、と見なされている。しかし、チトクロム

P450系の両手ぷaやesterase 、 phosphataseなどのなかには基質特異性の広い両手家も多く存在し、また、実際に

~f~反応を;iJtみてみると基質特異性が想像以上に柔軟である酵素もある。本研究に伺いたラッカーゼにつ

いてもこのことが言える。ラッカーゼは、アルキル基で置換されたフェノール、言い換えれば、 一部にフ ェ

ノールをイJする化合物を広く酸化する。この酸化反応はペルオキシダーゼが過酸化水素を電子受符体とす

るのに対し、般索を電子受容体とする為より温和な条件で進行する。本研究において、 PcXと CepXrlIJ お

よひ下cXOMe と PcXPOM nJJ において同じフェノール酸化反応が起きることを明らかにした。このように

般化防来によるフェノール酸化反応は基質特異性が広く、 一般性のある方法になりえる反応である 。

~1京反応、は、高分子である両手索の必ずしも構造のわかっていない活性部位(触媒部位および結合部位)

における店質との相互作用によって反応が起こるため、その反応機椛が必ずしも明らかになっていない。

そのため、静京反応は有機合成反応と比l佼して生成物の予測(特にその収体化学)が論理的でなく多分に

経験的な側副を持っており、この反応の予測性に乏しいこともその利川を時路させる原凶になっている 。

特にフェノール般化静素は、その触媒するラジカル反応によって多くの生成物が生じるために炭素・炭ぷ

結合が生じるにもかかわらず、ほとんど合成反応に利用されなかった。本研究によって明らかにしたよう

に、水と行機溶媒の 2 相系で行ったラッカーゼによる 2 量体の合成反応はいずれもラジカル反応によって

l切りjできる反応であった。その反面、 CepXやラタモキセフの水溶液 '1' での両手素反応では水と反応体の反

応によって予期しない生成物が生じた。このことは、反応条件を選ぶことにより、酸化酔紫によるフェノ

ール般化反応が生成物が予測可能な反応になりえることを示している。

フェノール般化両手索により触媒される反応は、フェノール性水酸基からの水素の引き抜きによる不対屯

fの生成であるために、その後の非両手素的な反応、の展開が多彩である。適当な基質を選ぶことによってラ

ジカルf，j・ )111反応のみならず、本研究において発見した脱炭酸反応というような新たな醇素機能を開発する

ことができる。

以後に、将来の反虫について言及したい。ラッカーゼは芳香族化合物の水酸基あるいはアミノ広から水

ぷ以子を引き抜く酸化反応を触媒すると考えられてきた。しかし、最近になって、ラッカーゼによる般化

反応の概念が変わりつつある。マンガンペルオキシダーゼがMn(Il)を般化してMn (II I)を生成しMn(III) 
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が j占 1'( を酸化するように、ラッカーゼも酸化反応によって活性化されたABTS (2 ,2'-azinobis 

(3・ethylbenzthiazoline-6-sulphonate))のようなフェノール性の基質75， 76)や活性化された酸ぷ問Tl)、

Mn (I II)キレート苅，乃)の存在によって、それ自身ラッカーゼの基質でない非フェノール性の化合物を間後

的にR変化する可能性が示唆されている。さらに、ラッカーゼが1 ，2 ，4，~トte廿ame出0勾rbenzeneのような非フェ

ノール性の化合物を酸化してカチオンラジカルが生じることがわっかている刷。こういったことから、今

後、ラッカーゼを合めたフェノール酸化両手業による酸化反応は、基質の多総性と化合物と銭円虫しなくても

般化できるという点からますます幅広い応用が可能になっていくであろう。

そこで、ラッカーゼやビリルビンオキシダーゼの有機溶媒中での酵素反応の開発が望まれる 34.81剖)。円安

化反応においてその供給が作速になる酸素の溶解度は水よりも有機溶媒の方が高く (クロロホルムで約10

1庁、ベンゼンで約36的)、また、有機溶媒中ならば脂泊予性化合物も Ul'tにできるし、反応系への水のl~~ $IJ~

を防げるといったメリットがある。さらに、非水系で反応を行なうことが多い有機合成化学と紡び付くこ

とによって、より広範囲な物質の生産が可能となるであろう。

ラッカーゼは19 山紀の終わりから研究されている数少ない醇素の一つであるが、その生体における役;l nJ

については今円に至ってもまだ良くわかっていない85) 。リグニンペルオキシダーゼ、マンガンペルオキ

シダーゼと共にリグニンの分解に重要な役割j を果たしていることが指摘されてきたが側、品近、純物の本

質組織におけるリグニンの生合成に関与しているのではないかという説も出されている 87) 。

ラッカーゼの構造は活性中心に 4 つの銅があることがスペクトル的な解析からわかっているが、その配

位については布tis-1化が成功していないのでまだ明らかになっていない。しかし、同じグループに属するア

スコルビン酸般化酔索は結品化され、 X線解析により高い分解能で解析されていることから風間、

Neurospora crassaのラッカーゼの 3 次元構造が近いタンパク質にもとずく分子モデリングによって打f:~Hリ

されている則。今後、 X線結品解析によって銅中心の立体配置が更に明らかになり、タンパク賀工学的な

子法により新たな機能を持った銅酸化酵素の創造が可能になり、般化両手索によるフェノール酸化反応が物

質の合成、変換において汎用される方法になっていくことを期待したい。
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略 記一覧

ACE アンジオテンシン I 変換防索

(angiotensin I-converting enzyme) 

Ar 芳香族環

(aromatic ring) 

Boc 第三ブチルオキシカルボニ jレ 11~

( (CH3)3COCO-) 

BOD ピリルビンオキシダーゼ

(bilirubin oxidase) 

Bz べンゾイル)J

(C6HsCO-) 

Cbz カルボベンゾキシ広

(C6H sCH20CO・)

CepX セファロスポリンX

(cephalosporin X) 

CV 変動係数

(coefficient of variation) 

DCC ジシクロヘキシルカルボジイミド

(dicyclohexylcarbodiimide) 

DCUrea ジシクロヘキシル尿素

(dicyclohex yl urea) 

DMF ジメチルホルムアミド

(N ,N-dimethylhormamide) 

2.4-DNP 2，4-ジニトロフェニノレヒドラジン

(2,4-dinitrophenylhidrazine) 

DO j界存椴素

(dissolved oxygen) 
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DSS 

FAB-MS 

HBA 

HMA 

HMBC 

HMQC 

HPG 

HPLC 

IR 

LAP 

MIC 

NMR 

NOE 

OBzl 

ODS 

4， 4・ジメチル・4-シラペンタンスルホン椴ナトリウム

((CHJ3Si (CH2)3S 03N a) 

高速原子街幣J'[1Jl分析法

(fast atom bombardment mass spectrometry) 

4- ヒドロキシベンズアルデヒド

(4-hydroxybenzaldehyde) 

4- ヒドロキシマンデル酸

(4・hydroxymandelic acid) 

lH-detected mllltiple-bond heteronllclear mllltiple qllantllm coherence 

spectroscopy 

lH-detected mllltiple qllantillm coherence spec汀oscopy

2・ (4- ヒドロキシフェニル)グリシン

(2-(4-hydroxyphenyl)glycine) 

llb速液体クロマトグラフィー

(high performance liqllid chromatography) 

亦外分光法

(in仕ared spectroscopy) 

ロイシンアミノペプチダーゼ

(lellcine aminopeptidase) 

最小党fflíllJ I : 泌}Jf

(minimllm growth-inhibitory concentration) 

校磁気共鳴

(nllclear magnetic resonance) 

校オーバーハウザー効果

(nllclear Overhallser e仔ect)

べンジルエステル

(-OCH2C6Hs) 

オクタデシル芯(オクタデシル以結合シリカゲル)

(octadesil group) 
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OEt エチルエステル

(-OC2Hs) 

ペニシリンXPcX 

PcXOMe 

(penicillin X) 

ペニシリンXのメチルエステル

PcXPOM 

(methyl ester of penicilhn X) 

ペニシリンXのピパロイルオキシメチルエステル

(pivaloyloxymethyl ester of penicillin X) 

ノてラーニトロアニリドpNA 

R 

(p-nitroanilide) 

アルキル基

(alkyl group) 

原涼偏差SD 

(standar寸 deviation)

SI-MS 二次イオン目立分析法;

TFA 

(secondary ion mass spectrometry) 

トリプルオロ昨般

TLC 

(trifluoroacetic acid) 

汚層クロマトグラフィー

TMS 

(thin layer chromatography) 

テトラメチノレシラン

Tos 

(tetramethylsiJane) 

トシルjよ

(tosyl group) 

[2, 2, 3, 3-2H4J 3-(トリメチルシリル)プロピオン酸ナトリウム

((CH3hSi (CD2)2COONa) 

両手素Jìí.{¥L 

TSP 

U 

、
、
，
，
，

ゐ
冒
E‘n
 

nu 

，
，
.
‘
、
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