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論文内容の要旨

緒 ユó.
n冊

これまで蛙の皮膚から多くの生理活性ペプチドが単離・構造決定されているがJ) そのアミノ酸配列

が晴乳類の血液，脳，消化管中に見い出されたペプチドと同ーもしくは類似しているものがあること

から比較生化学，構造活性相関の観点から興味深い。

これまでの蛙皮膚ペプチド成分の研究の発展をふりかえると ①晴乳類ペプチドと比較して単純な

構造をしていること，②含量が非常に多いこと，③蛙皮膚からの新規ペプチドの発見は晴乳類での同

タイプの生理活性ペプチドの存在を示唆することなどペプチドホルモンの研究にも大きな役割を果し

ている。

著者は活性ペプチド研究の一端として新規生理活性ペプチドの単離を試み， 22種類の蛙皮膚抽出物

について生物活性の検定を行なった。

その結果をもとに新規と予想される活性画分を精製し，末知の活性ペプチドの単離に成功し，その

一次構造解析を行ない，その生理作用についても検討を加えた。

本論

第一章 蛙皮膚中の生理活性ペプチド成分のスクリーニングおよび新規活性成分の単離とその一次構

造の決定

。 蛙皮膚中の活性ペプチドの分画とスクリーニング

一般に消化管ホルモンを始めとする生理活性ペプチドは摘出平滑筋に対し何らかの作用を示すこと

が知られている。そこで蛙皮膚ペプチドのスクリーニングに際して，これまで主に用いられていた方

戸
。



Table 1. Biological Activities of the Eluate from an SP-Sephadex Column Chromatography 

of the Methanol Extract of the Skin of Bombina orientalis 
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Table 11. Biological Activities of the Eluate from a SP-Sephadex Column Chromatography 

of the Methanol Extract of the Skin of Xenopus laevis 

I
N
S
- 1<.1>(' ・叫.

, 4S  6 7 8 ~ 11) 11 I.! 1 、 14 1S 16 17 18 19 20 21 :: ~l l4 .!S 26 27 28 ~9 30 31 1.! 11 34 15 l6 l7 18 l!) -'0 -'1 42 4l H H 46 "司 48 "叫 50 SI 

++++ 
+ 

+++ 
+++++++ 

++++1-

+ 
+ + + 

+++ 
+++ 

++ 
++  

lc~t P何回r・tlon

Bl00J preuure(R) 

Uterus(R) 

11 l'l胴(f.)

r~・ 11 bll1ddcr (r;) 

Aort ic ",...11 (f.) 

St伺・ch slrlp(阻}

Tr・che・ (G)
知事E同・t 1, Julce (R) 
G・Itrlc julce(R) 

一: 1巾Ihil ion ( Melv.allon • I~咽 tenl 川1 I +:5tl刷l.tlon ( Cont r:1I: 11011 • I~rt t"nt lon ) (C) : "， 1帽・1' 11(R) : rat 



法以外に，モルモット気管筋，ラット胃底筋に対する作用 (in vitro) や，ラット勝液分泌作用など

の検定法を加えたものをスクリーニング系として用いた。

22種類の新鮮な蛙皮膚を用い， TCA を含むメタノールで抽出し，抽出物を部分精製するため SP­

Sephadex カラムクロマトグラフィにかけ，粗分画したものについて検定し生理活性マップを作成し，

新規と予想される画分の精製を行なった。

著者が精製を行なった蛙Bombina orientalis (チョウセンスズカエル)と Xenopus laevis (アフ

リカツメガエル)についての検定結果を Table 1 , II に示した。

o Bombina orientalis の皮膚から新規bradykinin関連ペプチドの単離と一次構造の決定

Table 1 の結果から， No.45付近にモルモット気管筋を弛緩させる成分の存在が示唆されたことから

skin of Bomb. orimtalis (5 frogs) 
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! SE-Sephadex (NH.つ column
I size: 7 x 500 mm 

I olut.: ~…dient 0.0ーー0.5~ HCOONH. (pH 6.5) 60-60 ml 
2, 1. 0~ HCOONH. (pH 9.5) 50 ml 

•• 
Bo-I Bo-m 

• 
Bo-1 

• 
Bo-I-1 

I droplet counter current 
jmovMhm:Mlayer 
of BuOH:AcOH:H20 (4: 1:5) 

active fraction 
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• (pH 6.5) 700 ml 

acti¥'e frnction 

I~時pha州問♂)∞lumn
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: (pH 6.5) 
v 

bom~in 

SE-Sephadex (NH.+) ∞lumn 
size: 9 x 700 mm 
elut.: 1, O.lM HCOONH. (pH 6.5) 550 ml 

2, 0.3~ HCOONH. (pH 6.5) 350 ml 

• 
Bo-I-2 

1:ωp附x (小h悶官司昨.+ω+
l size: 7 x 500 mm 
I elut.: 0.3M HCOONH. 
1 (PH 6.5) 2∞ ml 

active f ロction

I Sephadex G-25 ∞lumn 
isize: 似 7∞ mm
elut.: O.lM pyridine (adjust 

• pH 7.0 with AcOH) 1∞ ml 

bradykinin 

I droplet counter current 
imovMhas山W山er
of BuOH:AcOH:H20 (.1: 1:5) 

active fraction 
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1 size: 7 x 375 mm 
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Chart 1 Separation and Purification of Active Peptides 
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新規ペプチドの存在を予想し，この蛙の抽出物の精製を行なった。精製法の概要は Chart 1 に示し

た。最初のSE- Sephadex カラムクロマトグラフィによって子宮筋収縮活性画分は三ケ所に認められ

(Bo-1 , -n, -m )，この内Bo- n, -m についてさらに精製を行ない Bo-n はさらに二つに活性が
分かれ (Bo-n -1 ，ー2) それぞれの一次構造解析を行なった。

• Bo-n-l 
アミノ酸分析の結果 (Glu 3' Argl' Leu2' G1Y2' ASPl' Alal, Val 1 , His 1 , Met1 ) の組成値が計

算された。各種酵素に対する作用態度と DNS法などの結果から Erspamer らがすでに単離した bom­

besin 2) と同一物質であることが判明した。構造は下記の通りである。

Ryr-G lu-G ln-Arg-Leu-G ly-Asn-G ln-Trp-Ala-Val-G ly-His-Leu-Met-NH2 

• Bo-n-2 
アミノ酸分析の結果 (Arg2， Pro 3, G lYl' Phe2' Serl) が確認され，‘この組成から bradykinin が

予想された。 DNS体のTLC による Rf値が標品 bradykinin と一致し，また chymotrypsin で失活する

がtrypsinでは失活しないことから bradykinin (Ar・g-Pro-Pro-G ly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) と同

定した。

• Bo-m 

アミノ酸分析の結果 (LYSl' His l, Arg2' Ser l, Pr03' G lY2' Phe3) が確認された。 trypsin 分

解により bradykinin が生成することが確認され，他方の fragment は Edman dansy 1 法， carboxyｭ

peptidase A 処理， DNS法による N未端アミノ酸分析などの結果，構造を下記の如く推定し，合成に

より間違いのないことが確認された 3)

Ar・g-Pro-Pro-G ly-Phe-Ser-Pro-Phe-Ar・ g-Gly-Lys-Phe-His 

これまで多くのbradykinin 関連ペプチドが単離されているが，これは全く新規な関連ペプチドで

ある。

o Xenopus laevis (アフリカツメガエル)皮膚より新規ペプチドの単離と一次構造の決定

Table n の結果より No.20付近の活性画分がアミン系，キニン系と異なることから新規ペプチドと予

想し精製を行なった。

30匹分の新鮮皮膚を原料として用い，ラット胃底筋収縮活性を指標にして精製を行なった。最初の

SP-Sephadex カラムクロマトグラフィによって活性は三ケ所に認められ (XE- 1 , -n, -m )，まず，
pronase により失活した XE-I の精製を行なった。精製の概要は Chart 2 に示す如く，最終的に0.8

mg単離した。

・ 一次構造解析

XE-l はアミノ酸分析の結果 (LYSl ， Argl , Glul , Prol , G1Yl , Ilel , Leul , Trpl) の組成が確認

された。 trypsin ， chymotrypsin などによる酵素分解， DNS法， Birch還元などによって Fig.l の構

造を推定し，合成 4) によって間違いのないことが確認された。

この構造はこれまで蛙の皮膚を始め，日甫乳類などから発見された活性ペプチドに見られない新しい

-265-
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Chart 2 Separation and Purification of Xenopsin 

タイプのペプチドであり Xenopsin と命名した。

・ インドール化合物の同定

XE-3 

アフリカツメガエル抽出物中にラット胃底筋収縮活性はXE-I の Xenopsin の他に XE-Il， -III の二

ケ所に認められた。それぞれアルミナカラムクロマトグラフィによって精製を行ない， XE-III はさら

に活性が二つに分かれ，どの活性画分も紫外部吸収波形やエーリッヒ試薬などの発色試薬に陽性であ

ったことからインドール系化合物と予想され，ペーパークロマトグラフィにより，それそやれN-methyl-

serotonin , buffotenidine , serotonin であることを同定した。

第二章 Bradykiny l-G ly-Lys-Phe-H is そ生理作用

bradykiny l-G ly-Lys-Phe-His の作用をラット子宮筋収縮作用，モルモット回腸収縮作用，ラット

十二指腸弛緩作用，ラット血圧降下作用について bradykinin と比較した。さらに C未端部tetrapeptide

Gly-Lys-Phe-His についても作用の有無を調べた。

その結果，この関連ペプチドは bradykinin と同じ生理作用を示したが，効力はすべて bradykinin

より弱く，モル比で子宮収縮活性は始，回腸収縮活性は治，十二指腸弛緩活性はYs，降圧作用は%で

あった。また tetrapeptide G ly-Lys-Phe-His は何ら活性を示さなかった。

一266-



i゚rch l'cduction 

DFS • 
pyrGlu -Gly -Lys -Arg-Pro -Tl'p-Ilc -Leu -OII 

ーー ー-- 司唾ァ一一一ー ー咽Fーーーーーーーーーーー

Fig.l Summary of Approaches used in Establishing the Amino Acid 

Sequence of Xenopsin 

P: papain, T: trypsin，~一一一: carboxypeptidase A, 一---------- . 

alkal i -treatment, 一一一一: tritium labeling reaction, 

C: chymotrypsin 

第三章 Xenopsin の生理作用

0 構造と活性相関

合成された種々のフラグメントのラット胃底筋収縮活性を測定した結果を Table 皿に示した。

Table m Contractile Activities of Xenopsin Analogs on Rat Stomach Strip 

Compounds Activity 

Xenopsin: pyrGlu-Gly-Lys-Ar・g-Pro-Trp-Ile-Leu-OH 100 

H-Pro-Trp-Ile-Leu-OH 。

H-Ar・g-Pro-Trp-Ile-Leu-OH 0.5 

pyrGlu-Gly-Lys-Ar・g-Pro-Trp-Ile-OH 0.002 

pyrGlu-Lys-Gly-Ar・g-Pro-Trp-Ile-Leu-OH 70 

pyrG lu-Lys-Pro-Ar・g-Gly-Trp-Ile-Leu-OH 0.02 

pyrGlu-Gly-Lys-Ar・g-Pro-Trp-Ile-Leu-NH2 20 

pyrG lu-G ly-Lys-Ar・g-Pro-Trp-Ile-NH2 。

C 末端 leucine のない desleucyl-xenopsin は極端な活性の低下がみられ， C末端ーCOOHをアミド

にすることによっても活性の低下が認められた。 N端部の lysine と glycine の交換では活性の低下は

あまりみられなかった。 C末端部 tetrapeptide Pro-Trp- Ile-Leuでは活性は認められず， penta-

peptide Ar・g-Pro-Trp-Ile-Leuで始めて活性が認められたことから，活性発現の最小単位は Ar・ g­

Pro-Trp- Ile-Leu であると考えられる。

また菊川の方法5) に従い pyridine borane によって tryptophan のインドール核を特異的に還元する

と活性が極端に低下 (1/200) したことから tryptophan のインドール核も活性発現に重要な役割を果

すものと推定された。
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o Xenopsin の生理作用

Xenopsin の胃底筋収縮作用は Fig.2 に示す知く， serotonin , acetylcholine より低用量で収縮さ

せたが，最大収縮高さは acetylcholine の約%であった。

Xenopsin の発見後 Car・raway ら 6) によりウシ視床下部より単離された neurotensin (pyrG lu-Leuｭ

Tyr-G lu-Asn-Lys-Pro-Ar・g-Ar・g-Pro-Tyr-Ile-Leu )の構造が発表された o xenopsin と比較す

ると C末端部アミノ酸配列が類似しており，その作用も類似していることから両者の生理作用の比較

をかね諸生理作用について実験した。

各生理作用について xenopsin と neurotensin の効力比はTable Nに示すごとく，両者とも全く同じ

作用を示し，相反する作用はなく， neurotens in の方が一般に強かった。

Xenopsin のラット胃底筋収縮作用は atropine ， diphenhydramine , dibenzyline で影響を受けず，

モルモット心耳収縮作用も α-blocker ， β-blocker ， diphenhydramine の影響を受けなかったことか

ら筋肉に直接作用するものと予想される。

Xenopsinのラット血圧降下作用は非常に強いタキフィラキシィが認められこのタキフィラキシィに

ついては neurotensin についても同じ結果が報告 7) されている。これらのことから両ペプチドは同じ

作用形態を示すことが推察され，蛙皮膚ペプチドと晴乳類ペプチドに新しい関係を加えたものである。

tJFF O 

100 

80 

ー>ミロo -eh J ・ 60 
u ロo 

40 

20 

。
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Fig.2 Dose Response Curves of Xenopsin, Serotonin and Acetylcholine on Rat Stomach Strip 

Each point represents the average of three estimates. 
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Table N Relative Potency of Xenopsin and Neurotensin 

Xenopsin neurotensin 

rat stomach strip (contraction) 1 2 

guinea pig ileum (contraction) 1 2 

rat duodenum (relaxation) 1 1 

guinea pig atrium (contraction) 1 6 

hyperglycemic activity (rat) l 5 

rat vascular permeability (stimulation) l 0.5 

結論

o Bombina orientalis から新しい bradykinin関連ペプチド bradykinyl-G ly-Lys-Phe-His を単

離・一次構造解析した。その生理作用はbradykinin と同じであったが効力はbradykinin より弱かっ

た。また C未端部 tetrapeptide Gly-Lys-Phe-His には作用は認められなかった。

o Xenopus iaevis からは新しいタイプのペプチドを単離・一次構造解析し， xenopsin と命名した。

その他にインドール化合物として serotonin ， buffotenidine , N-methyl-serotonin を同定した。

o Xenopsin の活性中心はC末端部pentapeptide Arg-Pro-Trp- Ile-Leu であり，活性発現にC 末

端 leucine ， tryptophan のインドール核が重要な役割を果すことを確認した。

o Xenopsin の生理作用はラット胃底筋，モルモット回腸・心耳に対し収縮作用，ラット十二指腸

に対し弛緩作用，ラット血糖上昇作用， タキフィラキシィを伴うラット血圧降下作用，ラット毛細血

管透過性元進作用を有する。 Xenopsin と構造の類似する視床下部ペプチド neurotensin も同じ作用

を有していた。
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論文の審査結果の要旨

Bombina orientalis の皮膚から新しい bradykinin 関連ペプチドを単離，一次構造を決定しその生

理作用を bradykinin と種々比較考察した。また Xenopus laevis の皮膚から新物質を単離し Xenopsin

と命名しその構造を決定し，その生理作用としてラット胃底筋，モルモット回腸収縮作用，ラット血

糖上昇作用，毛細血管透過性充進作用などを有することを認めた。よって薬学博士に値する論文であ

ることを3忍めた。
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