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論文内容の要旨

本研究はヒトの下痢患者に由来する毒素原性大腸菌の産生する耐熱性エンテトロキシン(構造は以下

に示す如くで8Th と略す)について 1 )提案された8Th の一次構造を合成によって確認する。 2 ) 8Th 

の構造と活性及び，構造と抗原性との関係を解明するため，各種のアナローグを合成する。 3)NMRスベ

クト Jレを用いて8Thの溶液中での立体構造を解明する，の諸点を目的として行った。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

STh : Asn-Ser-Ser-Asn-Tyr-Cys-CYS-Glu-Leu-Cys-Cys-Asn-

13 14 15- 16 17 18 19 

Pro-Ala-Cys-Thr-Gly-Cys-Tyr 
合成は8Thを N末端から 1 --5 , 6 --9 , 10--14, 15--19の 4 つの部分に分け，各々の部分に相当す

る保護ペプチドフラグメントを合成したのち， c末端側より順次縮合して目的の保護ペフoチドフラグメ

ン卜を得た。そして得られた保護ペプチドを無水フッ化水素中で、処理してすべての保護基を除去したの

ち，高稀釈下で空気酸化を行った。次いでイオン交換クロマトグラフィー 高速液体クロマトグラフ

ィー (HPLC) によって精製し，合成8Thを得た。他のアナローグ (8Th の 2 -19, 3 -19, 4 -19, 5 

-19, 6 -19, 6 -18の各位の配列を持つ)についても基本的には同様に合成した。

合成8Th は，最少毒素活性発現量，耐熱性，抗8Th抗血清による毒素活性の中和，の諸点において，

天然物と同等の性状を示し，またHPLCの溶出位置及び 5001\柾1Z の lH-NMR スペクトルにおいても両

者は完全に一致した。従って，先に示した8Thの一次構造が正しい乙とが確認された。
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さらに合成8Th と同様の方法で得られたアナローグの諸性質を検討した結果， 8Th はその N末端側 5 残

基及びC末端残基を欠いても，毒素活性に変化はないこと，抗血清によっても天然物と同様にその毒素

活性が中和されることが明らかとなり， 8Thの活性中心と抗原決定部位が共に N末端より 6 番目から 18

番目までの残基の聞にあることが明らかになった。一方8Th (6 -19J のNMRスペクト lレにおいて，

各シグナ lレの温度依存性，アミドプロトンのH-D交換過程，各フ。ロトン内の Overhauser効果を詳細に

測定した結果， 8Th のジメチノレスノレホキシド中での立体構造，即ち8Th は Cys(6) -Cys (11) , Cys(7) -Cys 

(18) , CysUQl 一 Cys(15)の間で、ジスルフィド結合を形成し，また， Asn (12)のカノレボニル基と Cys (1日のアミドと

の間で分子内水素結合しているーを推定することができた。

論文の審査結果の要旨

毒素原性大腸菌は幼児や家畜に急性下痢を引き起す原因となる易熱性で高分子量の毒素 (L T) と，

耐熱性で低分子量の毒素 (S T) を産生する，これらの毒素のうち人下痢患者由来毒素原性大腸菌8K

1 株より単離された S T (8Th と記す)は 19ケのアミノ酸残基から構成され，また 3 ケのジスルフィド

結合によって分子内架橋されている口

池郁治夫君は8Th の構造と活性相闘を明らかにするために， 8Thを収率よく得る化学合成法を確立す

るとともに， 8Th アナローグ数種の化学合成を行ない，それらの生物活性，核磁気共鳴スペクトルの詳細

な研究から8Thの活性中心とその立体構造の解明に成功した口

すなわち， STは菌培養液からの分離が困難なために，その生物学的諸性質の解明が遅れていたが，

純粋な8Thを多量得る化学合成法の確立によって，本毒素の研究を推進する道を開いた。そして8Thの

アナローグの毒性及び8Th に対する抗8Th抗血清との反応から， 8Thの 3 ケのジスルフィド結合によっ

て形成される構造が抗原決定基として，また活性発現に重要な役割を果している乙とを明らかにした。

次いで， 8Th 及び8Th アナローグの 500 1\但z におけるプロトンNMR スペクトルのNuclear Overhauser 

Effect (NOE) を詳細に測定し，プロトン間の相互の距離，主鎖上に隣接して存在するプロトン聞の二

面角から， 8Thの溶液中での立体構造を推定し，特に分子内に存在する 3 ケのジスルフィド結合の位置

を解明した。

同君は極めて特異な構造を有するベプチトの化学に寄与するとともに，生物毒素研究に極めて重要な

成果を挙げたもので，本論文は理学博士の学位論文として充分なものと認める。
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