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    The neurotoxic acylpolyamine NPTX-594 (1) was isolated from the venom of a Madagascar Joro spider. The 
toxin is comprised of four constituents, i.e., 2,4-dihydroxyphenylacetic acid (Dhpa), asparagine (Asn), 
4,8-diaza-1,12-dodecanediamine (Dada) and lysine (Lys). Although spider toxins are known to be strong and specific 
blocker against the glutamate receptors (GluRs), the interaction between the toxins and the receptors has not been 

clarified yet. In order to confirm visually the complex formation between spider toxins and GluRs, the syntheses of 
several fluorescent labeled analogs of NPTX-594 were carried out. Furthermore, the biological activities of synthetic 
compounds are also described. 
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を 合 成 す る こ と に した(Fig.1).合 成 に あ た り,蛍 光標 識

基 に は一 般 的 に よ く利 用 され,し か も分 子 サ イ ズ が 比 較 的

小 さ い4一 ニ トロベ ン ゾ ー2。オ キ サ ー1,3一ジ ア ゾ ー ル ー7一イ ル

(NBD)基 を用 い る こ と に した.

我 々 は 以 前 に 行 っ たNPTX。594の 構 造 一活 性 相 関 の研

究 で,NPTX-594分 子 を構 成 す る4残 基 の構 成 成 分 の うち,

中 央 に 位 置 す る4,8一 ジ アザ ー1,12一ドデ カ ン ジ ア ミ ン(Dada)

残 基 の1位 ア ミノ基 に 結 合 して い るLys残 基 を,中 性 ア

ミ ノ酸 に 置 換 して も生 物 活 性 が 保 た れ る こ と を 明 らか に

して い る4λ こ の 事 実 を も とに,Lys残 基 の α一ま た は ε一

ア ミノ 基 にNBD基 を導 入 した 蛍 光 標 識 体NPTX・594←

冊D(2)お よ び ㎜ 一594岬D)(3)を デ ザ イ ン し た

(Fig.1).

ま た,フ ォ トア フ ィ ニ テ ィー ラベ ル 化 類 縁 体 の研 究 か ら,

NPTX-594分 子 左 端 の2,4一 ジ ヒ ドロ キ・シ フ ェ ニ ル 酢 酸

(Dhpa)残 基 を他 の 芳 香 族 化 合 物 に置 換 して も,活 性 は 保

持 され る と推 定 され た5乳 そ こで,NPTX-594のDhpa残

基 をNBD基 に 置 換 し た 蛍 光 標 識 体NBD-des・

Dhpa・NPTX・594(4)も デ ザ イ ン した(Fig,1).こ れ らの類

縁 体 を用 い て,コ オ ロ ギ に 対 す る 麻 痺 活 性 試 験 を行 な い,

ク モ 毒 とGluRsと の相 互 作 用 解 明 研 究 に 役 立 て る こ とを

目指 した.

1.序 論

グル タミン酸は,昆 虫の運動や反射などの興奮性神経伝

達物質であ り,哺乳動物の記憶や学習などの神経機能の形

成にも密接に関与する.と ころがその一方,過 剰のグルタ

ミン酸は神経細胞 を破壊 して,脳 や神経疾患を引き起 こす

とい う強い神経興奮性毒性も示す!).こ のようなグルタミ

ン酸による神経伝達が,ア シルポ リアミンを含むクモ毒に

より強力且っ特異的に遮断 されることに,以 前から注 目さ

れてきた筏 しか しながら,そ の機構に関してはいまだに

明らかではなく,クモ毒 とグル タミン酸受容体タンパク質

(GluRs)と の相互作用の解明は,生 命科学における重要な

研究課題の一つ とされている.

そこで本研究では,ク モ毒 とその受容体タンパク質 と

の相互作用を視覚的に確認するために,す でに我々によ

り全合 成が達成 された,マ ダガスカル産 ジ ョロウグ

モ毒NPTX-594(1)3)の 適当な位置に蛍光標識基を導入

するか,構 成成分の一部を蛍光標識基で置換 した類縁体

2.蛍 光標識類縁体2～4の 合成 と活性

平成18年6月25目 受理
*総 合理工学研究科理学専攻

纏 理学科

*牌 星薬科大学

2.1各 類縁体の合成上重要な2種 の構成成分の調製

2、1.1Dada保 護誘導体の調製
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 I : R1=Dhpa, R2=H, R3=H (NPTX-594) 

2 : R1=Dhpa, R2=NBD, R3=H (NPTX 594E--NBD) 
3 : R1=Dhpa, R2=H, R3=NBD (NPTX-594(NBD)) 
4 : R1=NBD, R2=H, R3=H (NBD-des-Dhpa-NPTX-594) 

NPTX-594 (1) and its fluorescent labeled analogs 2 — 4 designed at first for present study.Fig. I

/V.1 

ZHN''

1) Ph3P, H20 / THF 
2) 1M HCI  

s 3) NsCI, Et3N / CH2C12 
      93.2%

  7, K2CO3 

  DMFA 

87.8%

Synthesis of Dada residue with suitable protecting groups.Scheme 1

物11に1,3一 ジブロモプロパンを反応 させ12に 導いた7).

得 られた12を 前述の保護ジア ミノプロパン誘導体7と

反応 させ,3種 の異なる保護基を有するDada誘 導体13

を調製 す るこ とが できた.

2.1.2Dhpa保 護誘導体の調製

最終脱保護の際に,接 触還元を用いるとNBD基 のニ ト

ロ基も同時に還元されるため,Dhpaの 水酸基を酸性条件

で除去できる,メ トキシメチル(MOM)基 で保護 した誘

導体を調製す ることにした.し かしなが ら,従 来法により

Dhpa誘 導体の調製を行なうと,ニ トリル化反応で用いる

塩化チオニルから生 じるHC1に よりMOM基 が脱離す

る.そ こで,一 旦水酸基をベンジル(Bz1)基 で保護 した

Dhpa誘 導体を調製 した後に,Bz豆 基をMOM基 で置き換

えることにした.

松下らの報告に従い8),2,4・ジヒドロキシ安息香酸(14)

のヒ ドロキシル基 とカルボキシル基をBz1基 で保護 した.

得られた15の エステル基をLiAIH4で 還元し,生 じた ヒ

ドロキシル基をシアノ基に変換 した.こ のシアノ基をアル

カ リ加水分解後,得 られたDhpa誘 導体18の 遊離のカ

ルボキシル基をメチルエステルで保護 した.続 いて,こ の

メチルエステル体19のBzl基 を接触還元により除去 した

後,遊 離 となったヒ ドロキシル基を今度はMOM基 で保護

し,目 的とするDhpa誘 導体20と した.得 られた20の

蛍光標識NPD(・594類 縁体の合成にあた り,ま ず全て

の類縁体に共通な中心骨格 となる,3種 の異なった保護基

を有するDada誘 導体の調製 を行なった.Da(㎏ 部位 を調

製する際には,4種 のア ミノ基の保護に工夫が必要となる.

すなわち,Dada残 基の1位 と12位 のア ミノ基にLys残

基 とAsn残 基 をそれぞれ段階的に導入 しなければなら

ないので,こ れ らのアミノ基 と残 りの4お よび8位 のア

ザ部分のアミノ基には,そ れぞれ異なる保護基を利用 しな

ければならない.

以上の方針に基づいたDada保 護誘導体の合成経路を

Scheme1に 示す.ま ず,1,3・ジアミノプロパン(5)の 一

方のア ミノ基を選択 的に2一ニ トロベンゼ ンスルホニル

(Ns)基 で保護 した.一 般にジア ミンの選択的モノアシル

化反応は困難である.し かし,こ の反応では一方のアミノ

基がNs化 された後,も う一方のア ミノ基が反応で生 じ

るHCIと 塩を形成 して析出するために,二 置換体の生成

が妨げられる6).こ のようにして得 られた6の 遊離アミ

ノ基をBoc基 で保護 し,Dada残 基中の1か ら4位 部

分に相当する7へ と導いた.

次に,4。アミノー1・ブタノール(8)の ア ミノ基をベンジ

ルオキシカルボニル(Z)基 で保護 し,遊 離のヒドロキシ

ル基をメシル(Ms)化 した後にアジ化 した.得 られた1①

のアジ ド基を トリフェニルボスフィンによ りア ミノ基に

変換 し,生 じたア ミノ基をNs基 で保護 した.こ の生成
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Preparation of Dhpa derivative.Scheme 2
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Syntheses of the fluorescent labeled analogs 2 and 3.Scheme 3
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いてAsn残 基のZ基 を25aの 場合は加圧下に,ま た25b

は常圧による接触還元でそれぞれ除去 した.遊 離 となった

Asn残 基のア ミノ基に,2.1.2で 調製 したDhpa活 性エス

テル誘導体22を 反応させた.得 られた26aお よび26b

のPhth基 をヒ ドラジンー水和物により除去 し,遊 離 とな

ったア ミノ基にNBD・C蓋 を反応させ,目 的化合物の完全保

護体27aお よび27bに 導いた.最 後にTFAに より全て

の保護基を除去 し,粗 生成物を逆相高速液体クロマ トグラ

フィー(RP-HPLC)で 精製 して,NPTX-594←NBD(2)お

よびNPTX-594(NBD)(3)を それぞれ得 ることができた

(Scheme3).

メチルエステルをケン化後,次 の縮合に用いるコハク酸イ

ミドエステル誘導体22へ と導いた(Scheme2).

2.3蛍 光標識類縁体4の 合成

蛍光標識類縁体4は,類 縁体2お よび3と 基本的に

は類似の経路で合成することができる.す なわち,Dada残

基の1位 アミノ基にBoc・Lys(Boc)残 基を結合させ,Dhpa

残基を導入する段階でNBD基 を導入 し,最 後にすべての

保 護 基 を 除 去 す る こ とに よ り,NBD-des・Dhpa-

NPTX・594(4)を 合成できた(Scheme4).

2.3蛍 光 標 識 類 縁 体2-4の コ オ ロギ に対 す る 麻 痺 活 性

試 験

合 成 した 蛍 光 標 識NPTX-594類 縁 体NPTX・594←NBD

(2),NPTX-594(NBD)(3),お よびNBD・des。Dhpa・NPTX・594

(4)に つ い て コオ ロ ギ(Gr∫ 伽3伽 鷹 ぬ 嬬)に 対 す る麻 痺

活 性 試 験3)を 行 った.測 定 方 法 は,コ オ ロ ギ の2番 目 と

2.2蛍 光標識類縁体2お よび3の 合成

Dada保 護誘導体の1位 アミノ基を保護 しているBoc基

を トリフルオロ酢酸(TFA)で 除去 し,遊 離 となったアミ

ノ基にBoc。Lys(Phth)・OHあ るいはPhth-Lys(Boc)・OH誘

導体9)を 結合 させた.得 られた合成中間体23aお よび

23bのNs基 は,そ の後に行 うZ基 を除去するための接

触還元に不安定であるため,こ の時点でBoc基 と置き換

えることにした.

そこで,Ns基 をチオフェノール と炭酸セシウムを用い

て除去 した後 鋤,Boc20と 反応させ,新 たな合成中間体

24aお よび24bと した.続 いて,こ れ らの分子末端に位

置するz基 の除去を試みたところ,Lys残 基の α一ア ミノ

基をフタ ロイル基(Phth)で 保護 した誘導体24aの 還元

は,常 圧ではほ とん ど進行 しなかった.こ の理由として,

24aで は分子右端のLys残 基の 研 一Phth基 と分子左端

のDada残 基の辞 一Z基が静電的相互作用で互いに重なり

合い,そ のために触媒がZ基 に近づきにくくなっている

もの と推定された。種々条件検討の結果,3気 圧に加圧

することにより還元は円滑に進行 した.一 方,24bの 場

合は常圧で還元が進行 し,保 護基の位置により分子構造

が大きく異なることが示唆された,

上記のようにしてDada残 基上のZ基 を除去 した後,

Z-Asn。ONplo)を 反応させ25aお よび25bに 導いた.続



3.新 規蛍光標識類縁体の合成とコオロギに

対する麻痺活性試験

上 記 の 結 果 よ り,ま ずLys残 基 を 中性 ア ミ ノ酸 残 基 に

す る こ とに よ り,活 性 が失 わ れ る場 合 も あ る こ とが 示 唆 さ

れ た.た だ し,Lys残 基 の修 飾 にNBD基 が 不 適 当で あ っ

た こ とも考 え られ,こ れ らの 点 に 関 して は 今 後 の 検 討 が 必

要 で あ る.一 方,類 縁 体4に つ い て は,NBDの 構 造 そ の

も の に 問 題 が あ る と も考 え られ る の で,構 造 的 に よ り

Dhpaに 近 い蛍 光 標 識 基7一 ヒ ドロ キ シ クマ リンー3・カ ル ボ ン

酸(HCC)で 置 換 し た 類 縁 体HCC-des。Dhpa・

NPTx-594(32)(Fig.3)を 新 た にデ ザ イ ン し,そ の 合 成 を行

った.

前 述 の4の 合 成 で用 い た 中間 体30のZ基 を接 触 還 元

に よ り除 去 し,別 に調 製 したHCC・OSu誘 導 体10)と 縮 合

させ 完 全 保 護 体33を 得 た.全 て の保 護 基 をTFAで 除去

後,RP-HPLCに よ り精 製 し新 規 蛍 光 標 識 体32を 得 る こ

とが 出 来 た(Scheme5).得 られ た32の コオ ロギ に対 す る

麻 痺 活 性 試 験 を 行 っ た,そ の結 果,ED50値 は5.20±19.4

nmoVgで あ っ た.天 然 物 のNPTX・594(1)と 比 較 す る と

10分 の1程 度 で は あ るが,十 分 な活 性 を示 す こ とが わ か

っ た.さ らに,そ の 蛍 光 ス ペ ク トル を測 定 した とこ ろ,447

nmの 蛍 光 波 長 を 示 した.し た が っ て,HCC-des-Dhpa・

3番 目の 足 の 間 に5種 類 の濃 度 の類 縁 体 をPBS(一)溶 液 と

して,2μLず つ 注 射 した(Fig.2).コ オ ロギ は,1種 の濃 度 に

つ き5匹3グ ル ー プ を用 い,投 与5分 後 に仰 向 け に した

状 態 か ら起 き上 が れ な い場 合 を麻 痺 して い ると判 定 した.活

性 の 評 価 は,プ ロビット法 に よりコオ ロギ が半 数 麻 痺 す る投 与

量(ED50)を 求 め,そ れ ぞれ のEDso値 を比 較 した.そ の 結

果,NPTX・594←NBD(2)で は>37.2nmo1/g,NPTX-

594(NBD)(3)で は>40.4nmol/g,NBD-des-Dhpa-NPTX・

594(4)で は>48.8㎜011gで あった.比 較 対 象 となる 天 然

物NPD(-594のED50値 は0.64±0.50㎜ol/g3)で あり,合

成 した 類 縁 体 は い ず れもほとん ど活 性 を示 さないことが わか っ

た.

投与位置

 Injection part  of toxin solution.Fig. 2
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Acids_ Vol_ 2_ John Wiley & Sons_ N_ Y (19641 n R91! hl

目本化学会編 第4版 実験化学講座22有 機合成IV

丸善株式会社(1992}p.263.

本研究では,ク モ毒ペプチ ドと受容体タンパク質との相

互作用を視覚的に確認するためにNBD基 を導入 した蛍

光標識NPTX-594類 縁体NPTX-594←NBD(2),NPTX・

594(NBD)(3),お よびNBDdes-Dhpa.NPTX-594(4)を 合

成 した.し か し,こ れ ら類縁体のコオロギに対する麻痺活

性試験を行った結果,い ずれも十分な活性を示 さなかった.

この結果,Lys残 基の修飾にNBD基 は不適当であること

がわかった.ま た,類 縁体4に 関 しては,NBD基 がDhpa

基 に代わ りうる芳香族化合物 とはならないこともわかっ

た.一 方,Dhpa基 をHCC基 で置換 した類縁体HCC-des-

Dhpa-NPTX-594(32)が,NPTX。594に は劣 るものの十分

な活性 を有す ることから,HCC基 はDhpa基 に代わりうる

芳香族化合物であることが明らか となった.こ の結果は,

今後の新たな蛍光標識化合物の開発に重要な知見 とな り

うるものである.以 上のように,本 研究によりクモ毒 と

GluRsと の相互作用を解明す るために用いる蛍光標識化

合物の開発に成功 した.今 後,32あ るいは新たな蛍光標

識化合物 を用いて,ク モ毒 とGluRsと の相互作用の解明,

さらにはグル タミン酸による神経情報伝達機構の解明研

究を推進 したいと考えている.

11)a)M。Zhou,1.Ghosh,αg.五 ε'二,6(2004)3561;b)F.

Fringuelli,0.Pie㎜a賦i,F.Pizzo,亀 励 ε3∫3,15(2003)

2331.
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