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論文内容の要旨

緒 = 1=1 

adenine は ATPや cyclic AMP などの構成成分として生体系における重要な反応に関与し，更に，

補酵素 FAD， NAD , CoAの構成成分で、あることから， adenine関連物質の構造化学的研究はきわめ

て興味ある課題である。

核酸の塩基と糖とのコンホメーションを決めるグリコシド結合まわりの回転角X(purine nucleoside 

では C(8)-N(9)ー C(γ)-0 (1〆)， pyrimidine nucleosideで、は C(6)-N(I)ー C (1')ー 0 (1ノ)のなす角)

は，主に X線解析の結果から purine nucleosideでは Anti (X キ 0-600 ) High anti (X キ 1200 ) , 

Syn (X キ2100 -2600 ) の 3 つの領域に限定されることが明らかにされている J) 池原らは溶液学的実

験により，この Xのとる領域が， polynucleotideのらせん構造特にそのらせんのねじれの方向と深い

関係をもつことを明らかにしているP， 4) そこで著者は，この Xが種々の領域をとる時の分子構造への

影響について X線解析法によって検討を加えた J， 6，又，その X線解析結果をもとに，溶液学的研究に

よって興味ある構造をとっていることが明らかにされている polynucleotide について，エネルギ一計

算によるコンホメーション解析を行なった JJ)

上原らは adenine存在下で1ま riboflavin感受性脱水素酵素などの光化学的失活が増進すること，およ

びその機構として adenine riboflavin complex の形成が重要で、あることを報告している 3) 又 adenine

と riboflavin は補酵素FADの構成成分であり， FADの作用機序を解明する上で adenine 環と iso-

alloxazine環との特異的相互作用についての考察は興味ある所である。著者は， adenine riboflavin 

(1 : 1) complex の結晶構造を X線解析法によって明らかにし， adenine と isoalloxazine との相互
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作用についても検討を加えたJOJ1) 更にこの結晶構造解析結果に基づいた FAD分子のコンホメーショ

ン解析を行ない溶液学的知見と比較し，妥当な FADのモデルを得たJ2)

第 1 部核酸関連物質の X線結晶構造解析

第 1 章 8-Br-2~3' -0-isopropylideneadenosine (8-Br-2', 3'-0-IPD-ado) の 2 型の結晶樺鑓 5)

a) 結晶化は n- butanol飽和水溶液より行なった。 crystat 1 は斜方晶系で a=10.05 ， b=18.55 , 

c= 8.20A ，空間群はP2 1 2 1 2 1 である。 crystal n は単斜晶系で、 a=19.526， b=9.212, c= 9.012A 

β=99.37。空間群はC2である。強度データはともに全自動 4 軸型回折計により測定したO 解析は重原

子法である。

b )分子構造を次に示す。(プリン平面への投影図で点線は分子内水素結合である。)

c )得られた分子の conformation を下表に示す。

crystal 1 crystal n 

x I 2520 I 239。

ribocering I planar I C(2')-endo 
4 I gauche-trans I gauche-gauche 

d) crystal n でみられた sugar conformation は Syn型をとる nucleoside に多くみられる共通構

造である。本化合物の NMR の結果から crystal 1 でみられたconformati on が溶液中では多いことが

類推された。

e) crystal n の crystal structure において 2 種類の塩基対様式が認められたことより， Br原子

がプリン 8 位についても塩基対型水素結合能には影響していないことが確かめられた。
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第 2 章，第 3 章 8, 2'-anhydro-8-mercapto...9-β ー D-arabinofuranosyladenine-3~ シー cyclic

monophosphate (8 , 2'- SCA) の結晶構造， 6， 2'-anhydro-6-oxy-1-β ー D-arabinofuranosyl 

cytosine (6 ， 2に OCC) の結晶構造 6)

a) 8, 2'- SCAは水より再結晶した D 結晶は単斜晶系で， a=12.68 , b=11.44 , c=5.70A， β= 

92.4; 空間群はP2 1 である口強度データは写真法より，解析は重原子法で行なった。

6， 2'-OCCの結晶は a=10.491 ， b=7.255, c=6， 858Å ， β=103.55。の単斜晶系に属し，空間群は

P2 t である。強度データは回折計より解析は最小値関数で決定した。

b) それぞれの分子構造を下に示す。

分子構造

8, 2'- S-cycloadenosine-

3',5' -cyclicmonophosphate 

c )それぞれのconformation を下表に示す。
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d) 塩基と糖2'位との間の新しい共有結合のため糖の conformation は C(4')-exo と C (4' )-endo 

に限定される。この cyclo体形成の影響は，主にねじれ角に見られる。更に， NMR などの溶液学的知

見との比較を行なうによい model である。

第 4 章 Adenine-Riboflavin (1 : 1) Complexの結晶構造 12)
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a) 結晶は水ーDMSOの蒸気平衡法により得た。結晶は単斜晶系で a=8.53 ， b=7.88 , c=37.82 

A ，戸 =97.830 ，空間群はP2 1 である。強度データは回折計により集めた (sin 8/λ 三0.40)。解析は

ベクトル法を中心とした Patterson関数の解釈によって行なった。

b) 非対称単位に 2 つの 1 : 1 complexが存在するので，それぞれの riboflavin分子を RF1 ， RF2 , 

adenine分子を A1 ， A2 と区別している。 adenine と riboflavin の相互作用としては reverse Hoog-

steen型の塩基対形成と塩基の重なり(stacking) がみられた。前頁にこの相互作用の様子を示す。

2 つの riboflavin 分子の conformation について興味ある知見が得られた(下表参照) 0 RF1分子の

F1 RF2 

S Xf I R 

τ lf I t 

'2f I g 

'3f I t 

+ g 

回転角の名称は第 2 部第 2

章一a の図を参照のこと。

R, S: わが+90。を R，

-90。を S とする。

t , gt g-: 各回転角が
trans, pl us gauche, 
mi nus gauche. 

もつ R-t-g --t の conformation と RF2分子のもつ S-t-g+ー t の confor-

mation は共に安定構造であることが，他の riboflavinの結晶構造との比

較，及びコンホメーション解析によって判明した。

第 2 部 コンホメーション解析

第 1 章核酸のコンホメーション解析 7 ， 8)

a) 解析法

Scheraga と Scott が蛋白質について行なった Semi-empirical po・

tential energy function を核酸のらせん構造に適用した J3) コンホメー

ーション解析のプログラムは次の要領で作製した。

(1) 化合物の各結合の結合距離，結合角は固定し，その値は X線解析の

結果を用いた。

(2) コンホメーションは各結合まわりの回転角によって表現し，用いる変数・回転角の名称、は次に図

示する。 polynucleotideの回転角
(3) potential energyは次式より求めた。

E=-L L(αιj rfj -bij ri;2 ) 
E くJ

+L L332.0 qi い Ttj+zfk(山os38k) 
i<j 

回転角。 kの変化によって原子間距離 (1・ tj) が

変化するすべての原子対について potential

energy を計算する。(この式の第 1 項はLen

nard-Jonesの関係式で第 2 項は Coulomb

potential , 第 3 工頁は to r s i 0 n a 1 b a r r i e r 

poten tia 1 である。各定数は文献値およびCNDO

/2法を用いた値を使用した。)誘電率ε は水溶

液中での conformation を求める意味で4.0 とし

た o 最適化は Powell のアルゴリズムを用いた J4)

各変数の初期値としては X線解析結果などから
。
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得られた知見に基づいた値を採用した。

b) 解析結果

(1) poly (rA) , poly (dA) , poly (U) のらせん構造

(イ) poly (rA) では X が anti 領域の 2 つの安定な一本鎖右まきらせん構造が得られた。(下図)し

かし X がHigh anti , Syn領域で、は安定ならせん構造を与えない。

(ロ) poly (d，A)では安定な一本鎖らせん構造は得られなかった。

件 poly (U) では安定な一本鎖らせん構造を与えないが， poly (rA) と二本鎖・三本鎖の右まき

らせん構造を形成する可能性が示唆された。

。

poly (r A) 9-gg : C (3' )-endo 

x 争'ω'ω 中 φ

2r 199" 29ア æ8" 178" 65
0 

poly (rA) 8-gt : C (2' )-endo 

xφω'ω ゆ ψ
470 1820 2530 1850 181

0 

160。

(2) ASpA s , poly(AS) , poly (UO
) 

3' 

helix axi s 

poly (rA) 9-gg 

: C (3' )-endo 

(イ) A S pA S 及び、 poly (A S) はほぼ同様な conformation となり，次に示す様に安定な一本鎖の左ま

きらせん(左まきの塩基の重なり)構造が得られた。

(ロ) poly (U O ) では安定な一本鎖らせん構造を与えないが， poly (A S) と二本鎖・三本鎖の左ま
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きらせん構造を形成する可能性が示唆された。

(3) poly (8-BrA) のらせん構造

安定な一本鎖らせん構造を与えない。

。

po 1 y (A s) 8 -gt : C (ど )-exo

x が ω'ω や φ

1260 1810 2790 168 ・ 188 ・ 152 。

poly (A S)9-gg C (4' )-exo 

xφ'ω'ωφ ø 

1260 1790 2810 2780 1730 

59。

第 2 章 Flavin-adenine dinucleotide (F A D )のコンホメーション解析 12)

(a) 解析方法

(1) 第 2 部第 1 章一(a)に準じて行なった。

(2) 変数として取扱う回転角の名称を次頁に示す。又，併せて甲斐荘と京極らのNMR の知見もま

とめている J5)

(3) riboflavinの ribitol 部分の conformation としては， riboflavin , FMN( flavin mononucleotide) 

についてコンホメーション解析を行ない， 25組の初期角度の組合せ構造に限定した。 一方 ade-

nosine部分のXaは anti ， ribose ring は C(3')-endo ， ψaは gauche- gauche ，ゆ a は trans

の構造とした。 pyrophosphate部分の 4 つの P-O 結合まわりの回転角度として:f:300 ，土90 0，士

1500 の 6 通りを考えた。その結果32400組の初期モデルが考えられるが， folded form を形成し，
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l�2a 
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φ。

や a

Xa 

? 

trans 

(gaucheｭ
gauche 守

trans 

25 sets 

gauche 
( trang) 

trans 

? ::t 300, :f: 900, :f: 150・

士 30~ 土 90~ ::t15W 

士30
0

，士 90
0

， :f: 150・

:f: 300, :f: 900, ::t 1500 

180。

600 

" " 
? 

trans 

gauche.gauche 

anti 30。

25 x 6 x 6 x 6 x 6 x 1 =32, 400 sets 

sh ort contact が少ないモデルを選びだしたところ64組が残り，試行錯誤法より得た10組ととも

に最適化を行なった口

(b) 解析結果

もっとも安定な構造を次頁に示す。これらは NMRの結果と矛盾せず，特に甲斐荘と京極が提唱し

たモデルとよく似ており，水溶液中での妥当な構造であると考えられる J5)

結論

1. 著者は adenine関連物質の構造化学的研究を X線解析とコンホメーション解析を用いて行なった。

2. X線解析には重原子法・最小値関数法・ベクトル法など種々の方法を適用した。

3. 8-Br-2', 3' -IPD-ado, 8, 2'- SCA, 6, 2'-OCC の分子構造を X線解析法によって決定し，分子

の conformation について多くの新しい知見を得たO また adenine . riboflavin 1 : 1 complex の

結晶構造より adenine と riboflavin との相互作用について興味ある知見を得た。

4. コンホメーション解析は，従来とは違った新しいプログラムを作製し，有用な結果を導くことが

出来た。

5. 核酸においてグリコシド結合まわりの回転 x と分子構造及びらせん構造との関係について新しい
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知見を得た。又，溶液状態での知見と矛盾しない妥当な構造モデルを得た。更に， FAD分子の

NMRの結果と矛盾しない妥当なモデルを得た。
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論文の審査結果の要旨

本研究は生体高分子として重要な役割をもっ核酸の構成成分の中，特にアデニン関連物質をとりあ

げ，その分子構造を X線結晶構造解析法で決定するとともに，得られた構造化学的知見をもとに半経

験的ポテンシャルエネルギ一関数によって種々の合成核酸および補酵素FADのコンホメーション解

析を行なったもので，特に FADの構造モデル， Poly (rA) の安定な一本鎖右まきラセン構造モデ

ル，および~Poly (8 , 2'-cyclo A) の安定な 1 本鎖左まきラセン構造モデルはいづれも溶液実験から

得られた結果をよく説明できる妥当なものであった。

以上の知見は構造化学，分子生物学に寄与するところ大で学位論文に値するものと認める。
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