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1．　緒 言

　各種の起源の異なるペプチタ㌧ゼの基質特異性を究明

する事及びこれらの酵素の作用機構特にジペプチダーゼ

の場合，金属イオンによる賦活機構の究明のために，酵

素の基質となるジペプチドの合成研究は重要な位置を占

めている。更にペプチド生理外生物質の検索或いは，ア

ミノ酸農薬として注目されつつある，或る種のアシルア

ミノ廻国も，ペプチド合成研究の基礎から出発している。

　本研究においては系統合成を目的とし，大量合成も容

易なMixed　Carboxylic－Carbonic　acid　anhydride法

（M．A．法）1）を適用した結果，二，三のものを除いては，

大部分のロイシルジペプチドを合成する事に成功した。

　いわゆるM．A．法は1951～1952年にかけてVaughan，

Osato2），　Boissonas3），　Wieland，　Bernhard4）等によep　，

各’々独立して研究報告された。本報告ではalkylch玉oro－

carbonateはisobutylchlorocarbonateを専ら用いた。

理由はVaugha簸等2）が，各種のalkylchlorocarbonate

を用いたcarbobenzoxyglycinanilideの合成において

isobutyl或はs－buty1が最：も好結果をもたらすことを報

告しているからである。

　又，本報告の合成結果のうちL－Leu－Gly，　L－Leu－L－

Ala，　L－Leu－L一］Leu等の若干のロイシルジププチドの合

成については，既に報告されているが，本報告ではM．

A．法によりし－Leu－L－Pro及びL－Leu－L－Argの合成を

除いては，全部のμイシルジペプチドを合成する事がで

きたのでその結果を報告する。

2．　実験方法

　（A）原料アミノ酸　18種のアミノ酸はL－isoleucine

を除いては，味素株式会社の精製アミノ酸を用いた。L一

isoleucineはMerk社のものを用いた。特にL－leucine

は，微量のL－isoleucineを含んでいるため，　L－leucin－

naphthalinsulfonateとして精製を行い実験に用いた。

　（B）　各種アミノ酸のmetkyl又はethy玉ester

hydrochlorideの含成　無水メタノール又はエタノ・・一一一ル

申にアミノ酸を懸濁し乾燥B：Clガス飽和法を用い常法に

より合成した。また塩化チオニルを用いる方法もあわせ

て行った。

　（C）Ca「bobenzoxych1orideの合成Benzyl　al－

coholを側圧蒸溜で110～115。C／20　mmHgの溜分を集

めBenzy1　alcoho1（1部）に対し液化phosgen（1．2部）

を一70。C　5時聞，常法により反応させ，　carbobenzoxy－

chlorideを禽成した。

Fig．1．　Preparation　of　leucylpeptides　by　the　mixed

　carbonic－carboxylic　acid　anhydride　procedure
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　（D）　iso－Butylehiorocarbonate　iso－Butyl　alco－

hol（b．　P．107～108。C）1に対しCOC121・3の割’合で

一70。C，3．5時間反応させて合成した。

　（E）Ca「bobenzoxy－L－leucineの合成　L－Leucine

13王9（1　mol）を4N－NaOH　250　m1と水200　mlとに溶

解し一5。C附近に冷却する。　carbobenzoxychloride

2409（1．　2　mo1）と4N－NaOH　250　mlを7等分し冷却し

ながら交互に加え且つ，充分撹伴振iとうを繰り返す。反

応液をetherで3回抽出洗賦する。6N－HC王でpB：2に

調整し，e£herで3回抽出する（約2，5◎O　ml）ether層を

10％NaHCO3で3回再抽出を行なう。再び6N－HCIで

pH　2に調整する。次いで約2，50◎mlのetherで抽出を

繰り返し，e℃her層を水で洗1條し，無水MgSO4で乾繰

（一夜放置）し，etherを完全に除去した油状物質が

Cbz－L－ieucineである。収率は84％であった。

　（F）　混合酸無水物法によるペプチドの含成　一般的

にalkyl－chlorocarb◎nateを用いた混合酸無水物法の

反応様式はFig．1に示した通りである。

　H2NCHR3COOR4はユ8種のアミノ酸のメチルエステ

ル又はエチルエステルを示した。

　本報では0．・1・mol反応を主として実施したので，代表

的例としてcarbobenzoxy－L－1eucy1－L－isoleucine　me一

．thylesterの・合成について詳記する。

　CarbobeBzoxy－L－1eucine　26．　5　9（0．1moDにCHCI3

100　mlを加えて溶解し，一5℃でtriethylamine　10・19

（13．9m1）を加える。一方isobuty王chlorocarbonate　14・5

9を加え一10℃で30分聞撹窪し更に，tolueneを100

mlを加える。　L－isoleucine　methylester　hydrochloride

18．29をCB：C13に溶解し一5。Cでtriethylamine　10・1

9（13．9m♂）を加えたものを，約20分かかって前記の混

合液中にゆっくり加えて反応させ，冷蔵庫内に，一夜放

置して反応を完結させた。

　反応液を水，稀HCI，水，稀：NaHCO3溶液，水で洗1條

し，無水MgSO．iを加えて一夜脱水する。脱水後CHCI3，

tolueneを減圧濃縮により除き，石油ベンジンを加え，

結晶を析出させた。本報告における実験は，特記せざる

眼りこの方法により合成した。

　Carbobenzoxy－L－leucyl－L－isolettcine　methylester　V’3

E．L．　Smlth等5）により合成が試みられ，遂に結晶化で

きなかった化合物で著者により初めて結晶化した化合物

である。

　（G）Sa夢。蔽憩ea樋。烈試料0．01　molを50　mlの

メタノール叉はアセトンに溶解し，1N－NaOH　10　mgを

加えて，室温でマグネティヅクスターーラーで撹照しなが

ら60～120分で反応を完了する。反応後稀HCIで酸性

とし，談論濃縮により，有機溶媒を除去し，酢酸エチル

で抽出する。5％NaHCO3に転溶し，稀HCIで酸性と

し，さらに，酷酸エチルで抽出を行ない，一度水洗して，

Table　1．　Carbobenzoxy（Z）Peptide　Esters　Prepared

Analysis

．Compottnd
Recrystallization

　　Solvent
Formu工a o／o　Calcd．

C K N

Z－Leu－Gly－OEt

Z－Leu－Ala－OMe

Z－Leu－Val－OMe

Z－Leu－Len－OMe

Z－Leu－lleuDMe
Z－1．eu－Asp　（OEt）2

Z－Lett－Glu（OEの2

Z－Leu－Ser－OMe

Z－Lett－Thr－OMe

z－L－Met－oEt

臣臨撒。＿∴畿1蹴
　　　　　　　　　　　I　　　　　l
EtoAc－pet．benzine　1　c2iHMb20sNg．　1

o／o　Found

c N N

Z－Leu－CyS（Bz）一〇Me　I

Z－Leu－Phe－OMe

Z－Leu－Tyr－OMe

Z－Leu－TyyDMe・

Z－Leu－Lys（Z）一〇Me

Z－Leu－His－OMe　i

　　　　1！

　　　　11

　　　　1／

Heat　EtOAc

EtOAC－pet．benzine

　　　　ノノ

MeOH－ff20

　　1／

EtOAC－pet．　benzine

MeOK－H20
EtOH－H藁0

　　1／

　C24K3eOsN2

　C26Hi310sN3

1　C2gH3gN703

1　C21H？sNsOG

　C21H320sN？，
　　　　　　　l
l　C22H32e7N2　l

I　c23ff3407N2

　ClsK2606N2

　C2gH2sO6N2　I

　C21H320sN2　1i

　C2sH3g．OsN2S
i　C2sH132N20，r　1

1　　　　　　　　　　　　　　　」

　　　　　　　十

61．70　Z47　7．99　1

61．70　7．49　7．99

64．26　8．22

64．26　8．22

60．53　7．39

61．31　7．61

59．00　7．15

59．98　Z42

59．41　7．60

63．54一　6．83

6Z　58　7．09

65．14　68．3

67．09　6．71

64．30　7．26

60．56　6．78

7．　14

7．　14

6．　42

6．　．？．2

7．　65

7．　36

6．　60

5．　94

6．　57

6．　33

9．　e3

7．　76

13．　45

61．61　7．40　7．94

61．64　7．41　7．92

64．41　8．15

64．60　8．18

60．47　7．42

61．13　7．55

58．98　Z19

60．20　7．40

59．56　7．57

63．54　6．80

6Z　51　7．e5

65．21　6．86

67．04　6．73

64．54　7．29

60．68　6．84

6．　89

6．　96

6．　50

6．　32

7．　48

7．　33

6．　58

5．　80

6．　53

6．　e3

9．　08

7．　54

12．　72
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無水MgSO4を加えて一夜乾燥する。　MgSO4を濟去し，

酷酸エチルを滅圧で除去し結晶化する。

　（K）Rydrogenolysis言エし料0．01　molをmethano1

100　mlに溶解し，水5～10　mlを加える。　PdC12活性炭

Table　U．　Carbobenzoxy（Z）Peptide　Esters　Prepared

Compound

Z－Leu一一Gly－OEt

Z－Leu－Ala－OMe

Z－Leu－Val－OMe

Z－Leu－Leu－OMe

Z－Leu－lleuDMe
Z－Leu－Asp　（OEt）2

Z－Leu－Glu　（OEt）2

Z－Leu－Ser－OMe

Z－Leu－Thr－OMe

Z－Leu－Met－OMe

Z－Leu－Cys（Bz）DMe

Z－Leu－Phe－OMe

Z｛eu／ry卜OMe
Z－Leu－Try－OMe

Z－Leu－Lys（Z）一〇Me

Z－Leu－Kis－OMe

Yield　o／o

7
2
4
1
4
9
7
4
0
9
7
9
4
6
4
6

8
8
7
8
5
6
5
7
7
6
8
7
2
7
8
5

M．P．　oc

　102
93rv　93

　　0i1

99nvleO

73rv　74

107NIO8

75N76
121t－v122

99rvlOO

82N83
103rv　150

91rv　92

1e2rvlO5

115A－116

85rv　86

147tv　148

（a）D

一26

一　48．　5

－41．2

一　29．　2

一　26．　4

－29．　4

－20．2

－21．9

－35．7

－51．4

－25．2

一　16．　6

－15．2

－2e．5

－23．3

t

25

Q0

c
2
3
2
1
1
8
〃
〃
〃
2
1
2
◎
1
8
2
0
1
8
2
1
2
0

c

』
』
【
。
0
』
3
ほ
』
2
3
2
。
2
瀞
』
’
0
’
0

5
1
　
5
1
2
3
3
3
2
4
3
2
2
3
3

Solvent

EtOH
MeOH

MeOH
　11

　11

　11

　11

　tl

　／1

　ノノ

　11

　11

　11

　11

　1／

Table　III．　Carbobenzoxy（Z）　Peptide　Esters　Prepared

Compound

Z－Leu－Gly－OH

Z－LeuAla－eK

Z－Leu－ValDH

Z－Leu－Leu－OH

Z－Leu－lleu－OE｛

z－Leu－Asp〈811

　　　　　　　　0H
Z－Leu－Glu　〈
　　　　　　　　OH

Z－Leu－Ser－O｝I

Z－Leu－ThrOH

．Z－Leu－Met－OH

Z－Leu－CyS（Bz）一〇H

Z－Leu－Phe－OH

Z－Leu－Tyr－Off

Z－Leu－Try－OH

Z－Leu－Lys（Z）一〇K

Z－Leu－Elis－OH

Yield　o／o

6
8
り
◎
0
0
膚
圭

8
8
4
9
9
7

M．P．　oc

113tv　114

152rvi53

111rv　112

　118

101tvlO2

（a）p

一29．1

－28．3

－19．4

一　30．　7

一　15．　3

t　oc

　150tv　152

　　56rv　59

　　76rv　77

135．5rv　136．5

158．　5rv　159．　5

123．5rtv　124

　　75tv　8e

　168N168．5

　　　105

　　　115

一9．6

一　24．　3

－48．5

一　10．　0

－L9

－6．6

－8．6

十　11．　3

◎
ゾ
4
7
∩
6
1

1
晶
2
壌
よ
1
2

1
1
2
2
8
8
1
1

2
2
2
2
1
1
2
2

2．　0

3．　0

2．　4

3．　0

3．　2

2．　8

2．　8

2．　3

2．　7

3．　6

3．　0

2．　8

3．　1

Solvent

MeOH
11

11

1／

11

MeOH
11

1f

fs

Er

tl

tf

！ノ
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約19を加え，酷酸4～5滴を加えてから，水素ガスを通

しながら1～2時間マグネティックスタ・…ラー一で概卜す

る。反応終了後，反応液をセライトで濟過し，熱水で洗

灘後，濟液を濃縮し，アルコールかアセトンを加えて結

晶化する。

　なお，脱carbobenz◎xy法として，主としてPdC12活

性炭を用いたがcarbobenzoxy－L－leucyl－s－benzylcys．

teineの場合は，　HBr－acetic　acidを用いた。

3．　実験結果

実験結果は第1表～第IV表に示した。

（1）第亙表および第H表について

　第1表および第∬表の結果から明らかなように16種

のcarbobenzoxy　peptide　esterの合成にほぼ満足すべ

き好結果を得た。しかしながら，carbobenzoxy－Leu－

Arg－OMeおよびCarbobenzoxy－Leu－Pro－OMeの合成

はM．A．法では成功しなかった。　carbobenzoxy－Leu－

Val－OMeは結晶化せず油状物質として収量を求めた。

この物質はケン化してcarbobenzoxy－Leu－Va1－OHと

して簡単に結晶化できるのでこの段階で元素分析を行っ

た。ClgH2sOsN2（分子式）計算：値はC，62．62，　H，7．74，

N，7．6gに対し実験値はC，62．75，　H，7．　81，　N，7．49で

あった。

　Carbobenzoxy　Leu－lleu－OMeはE．　L．　Smith等5）に

より結晶化ができないと報告されているが収率は54％

で余りよくないがM。A．法で結晶化に成功した。

　酸性アミノ酸エステルとの反応の場合ethy1　esterの

場合のみ好結＝果を得た。同様な結果はcarbobenzoxy－

Leu－Tyr－OMeの場合にもみられ，　methylesterとの反

応では収率24％と極めて低い値を示したがethylester

との反応では82％の好収率で得られた。

　Carbobenzoxy一：Leu－Tyr－OEtはM．　P．114～115。Cで

元素分析の結果は分子式C2sH3206：N2，計算値C，65．77，

H，7．G7，　N，6．14で実験値C，65．68，　H，7．20，　N，6．25

であった。

　Vaugha簸等2）は本法によりcarbobenzoxy－Leu－Leu－

OMe（71％），　carbobenzoxy－Leu－Tyr－OEt（63％）等を

合成した報告があり，またG．W．　Anderson等6）はcar一

Table　］V．　Peptides　Prepared

Compound

E［一Leu－Gly－OEI

H－Leu－AIA－OH

H－Leu－Val－OU

H－Leu－Leu－OH

H－Leu－lleu－OH

ff－Leu－Asp〈8K

　　　　　　OHE｛一Leu－Glu　〈
　　　　　　OH
H－Leu－Ser－O｝I

H－Leu－Thr－OR

H－eu－Met－OH

H－Leu－CyS（Bz）一〇H

H－Leu－Phe－OEI

Yield　e／o

76

79

（ct）D

H－Leu－Tyr－OH

H－Leu－TryOH

H－Leu－Lys－OH

H－Leu－His－O｝［［

一
1

77

85

7e

33

20

50

6e

20

84

76

6e

68

se

60

十　37．　3

－4．2

十　12．　3

－12．　7

十　24．　0

十11．4

十7．7

十　31．　〇

十18．2

一　15．　2

十　12．　4

十　19．　7

十2．6

十31

t　oc

21

23

23

21

2e

20

20

24

21

20

22

21

20

22

c

1．　5

3．　1

1．　e

1．　1

3．　0

2．　8

Solvent

3．　0

2．　0

2．　2

3．　1

1．　e

LO
1．　7

4．　0

N　HCI

N　HCI

N　HCI

N　NaO｝｛

N　ffC1

11

1／

H20

rf

N　HCI

H20

ノノ

N　HCI

H20
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bobenzoxy－Leu－Gly－OEt（80％）を合成した報告があ

る。

　第頁聾表について

　第皿表の結果は2．《G）によりNaOHでケン化を行

い，結晶化し，収量，M．P．〔α〕Dを求めた結果である。

　この結果ほぼ満足すべき結果を得た。

　第W表について

　第IV表の結果は2．一（H）の方法によりdipeptideを合

成し収率，M．P，〔α〕Dを求めた結果である。

　　　　　E｛一Leu－Asp〈811，　ll－Leu－Met－oH

の収率の悪い結果を除いてはほぼ満足すべき結果を得

た。

　本研究に遂行するに当り御指導を載きました赤堀四郎
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s聡磁膿鍍y

　　　in　order　to　investigate　further　specificity　and　mechanism　of　the　metal　activation　of

the　enzyme，　Aspergillus　dipeptidase，　a　large　number　of　L－leucyipeptides　were　required．

　　　In　the　synthetic　study，　sixteen　L－leucyl－L－amino　acids　except　L－leucyl－L－arginine　and

L－leucyl－L－proline　were　synthesized　by　the　mixed　carboxylic－carbonic　acid　anhydride

rwethod．

　　　The　preparation　and　properties　of　sixteeR　dipeptides　and　dipeptide　derivatives　were

・described．
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