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論文内容の要旨

遺伝子の本体である核酸は生体構成成分中最も重要な物質の一つである。その基本構造は Fig (1 J 

に示すように nucleoside が， 3' -5' の phosphodiester を介して結合した linear な polymerで、ある。

deoxyribonucleic acid (DNA) に方今いては R=H， ribonucleic 

acid (RNA) に於ては， R=OHで表わされる。 B は前者に於て

adenine (A) , guanine (G) , cytosine (C) , thymine (T) ，後

者に於ては A， G, C及び、 tiracil (U) が一般的である。現在まで

の処，純有機化学的に合成される oligonucleotide は， deoxyriboｭ

nucleotideで、鎖長lO~20個 1) ribonucleotide系に於ては9 個程度 2)

のものが合成可能となってきている。 deoxy系の化学合成に比べ

ri bonucleotide の化学合成を困難にしている最大の原因の一つに

2'水酸基の保護基の問題がある。すなわち ribo系で、 3' -5' リン酸

結合を特異的に形成させる為には，予め2'位水酸基を，何らかの

保護基で保護しておく必要がある。しかもこの保護基は他の保護

基 (base部アミノ基， 5' 水酸基，リン酸基)との兼ね合いから酸，

アルカリには安定で，中性条件下 phosphodiester 結合を migrate

させることなく mild な条件で除去できる保護基が最も有利と考え

られる口今迄に oligoribonucleotide の出発原料として実用化さ

れているど水酸基を tetrahydropyranyl 又は methoxytetrahy-
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dropyranyl3l 基で保護した nucleoside を得るには無保護nucleoside から 6~7 工程で合成しており

overall yield も 5~15%である。従って rilonucleoside の 2' 位水酸基に安定な保護基を簡単に導入

できればoligoribonucleotide の合成は改善される筈である。

(A);;X3f021 hν 

:::xcx;。 + CO2 

…
凹

hν 

HOOH十 R長CHO
Fig (2) 

そこで著者は，既にペプタイドの分野に於て Fig (2-A) に示す様に光照射で除去できるアミノ基

の保護基として 0- nitrobenzyloxycarboryl 誘導体制が又糖化学に於ても Fig (2-B) に示す反応が

報告 5) されていることから ribonuclcoside の 2' 水酸基に 0- nitrobenzyl 基を導入すれば酸，アルカ

リには安定で， しかも中性条件下光照射により除去できる新しい type の保護基左して oligoribonucle

nucleotide の合成に適用できるのではないかと考え，まず， 4 種の ribonucleoside U, A, C, Gの 2'

位水酸基に選択的に 0- nitrobenyyl 基を導入する方法について検討した。その結果 4 種の ribonucle-

osidesの 2' 位水酸基に選択的に 0- nitrobenzyl 基を 1~2 工程で導入する方法を見出した。一方こ

め保護基(エーテル型結合)は，酸，アルカリには安定で中性条件下，光照射することにより 3'-5' 

.phosphodiester結合の migration を伴なわずにほぼ定量的に除去できることが判った。そこで，この

4 種の保護した nucleosides を用い oligoribonucleotide の合成について検討したので以下順を追っ

て詳述する。

本論

第一章 ヌクレオサイドの2'位選択的0- nitrobenzyl 化反応

i ) 2' -0-(0-nitrobenzyl) uridire6l (2) は Fig (3) に示す様に Wagner 等の方法に従い

( 1 )を合成し，これに 0- nitrobenzyl bromide を作用し，水ーエタノールの系で分別再結するこ

とにより 2' 体( 2 )を24% ， 3' 体 (3 )を 3%の単離収率で得た。

( 2 )の構造は元素分析， uv及び( 2 )を AczO， Py処理で( 4 )に導き， (2 )と (4 )の NMR を

比較することにより同定した。しかし一般に NMRの検出感度から 10%以下の isomerの contamination

の検出は困難と考えられる。そこで先に得た( 2 )が oligoribonucleotide の合成に使用しうる purity

を持つこと及び、0- n i trobenzy 1基を光照射して既保護する際に起こり得る副反応の有無を調べる為に

Fig (4) に示す routeで( 2 )を用い dinucleosidemonophosphate (7) の合成を行なった。
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Fig (4 J 

次にここで得られた (7a， bJ を pyrex fi 1 ter を用い 2 時間光照射した処， UpU94% , UpA94% の収

率で得られた。又この様にして得た UpU， UpAを RNase Aで水解したところ完全水解されることより

先に得た( 2 J が酵素的にも十分な purity を持つこと(この system を用いれば2%以上の 3' isomer 

の contamination は checkで、きる)及び2'-0 -(0-nitrobenzyl) 基がoligoribonucleotide の保護基

として使用できることが判った。

ii) 2'-0-( 0-nitrobenzyl) adenosine 7) (8 J は adonosine を DMF 中， 1.3 当量の NaH を用い糖

部2' ， 3' 水酸基を優先的に解離させた後， 0-nitrobenzyl bromideで処理することにより 2' 体， 3' 体，

約 5 : 3 の混合物を得，これを EtOH : H2 0 5 : 3 の系で再結することにより 2'体 (8J を37%の収
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率で得た。

ィNコウ
NaH 

3' isorner 
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AcO 0 -NB 

( 9) 

Fig (5) 

(8 )の構造は UV，元素分析及び (8 )を ACzO-Py処理で、糖部のみを acetyl 化した (9 )と (8)

の NMR を比較することにより同定した。

iii) 2'-0-(o-Nitrobenzyl) cytidine7
) (12) は
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Fig (6) 

adenosine と同様に NaH と 0- n itrobenzyl bromideで処理し， 2〆体と 3〆体の混合物を得た。しかし

free の状態で、は分別再結することができなかったが，これを HCl塩にすることによりど体を26%3'

体を 6%の収率で得た。 (12) の構造は(10) を NaN0 2 で処理し deamination を行ない得られた生

成物が先に別途合成した 2'-0-(0-n itrobenzyl) uri dine と physical data が完全に一致することか

ら同定した。

iv) 2'-0-(o-Nitrobenzyl) guanosine8
) (15) 

guanosineの alkylationは中性条件でN7 9 ) 位ヘ，アルカリ条件下では N1 位附に起こることが知ら

れている。又guanosine は，一般に有機溶媒への溶解性が悪く gel になり易いなど 4 種の nucleoside

の中で最も扱いにくい nucleosideで、ある。そこで著者は guanosine の 2 位 amino基に isobutyryl基を

導入することにより有機溶媒への溶解度を増加させること及びアルカリ条件下でN 1 imino proton の

解離を押さえることができるものと考え N2 -i sobutyryl guanosine (13) を合成しこれを用いて選択

O
O
 

F
H
υ
 

ヮ
“



的0- ni trobenzy 1 化反応について検討したO

。

CHt ~ H~l~トN、。
レ己-~~ミミN....u-._N( -

H〆ス~ .....0 、 l'
CHl H 0-1(' -')l 

HO OH 

NaH (2 , 2eq) 

年判 + 3' isomer 
。:CM

G ん
にJ

HO ONB 

(14J 

Fig (7) 

(13) を DMF中 O "Cで2.2当量のNaH を用いて続いて 0- nitrobenzyl bromideで処理すると mono

benzyl 体と思われるものがTLC上60%生成していたO 生成物を水から再結すると NMR的に pure な

(14) が28.6%の収率で得られた。又(14) をメタノール性アンモニアで処理すると(15) が定量的

に得られる。(14) の構造は元素分析， UV , NMR等により確認した。

この反応に於て N 1 位への 0- nitrobenzyl 化が抑えられることは

(13) を 2.2当量の NaHで、処理することにより解離するプロトン

は N 2 プロトンと糖部2' or3'位プロトンであることが判る。このこ

とは Fig (8) に示す様に N 2 にプロトンがヲ l き抜かれて生じたア

ニオンは isobutyryl基の carbonyl anion となり N 1 位プロトンと

hydrogen bond を形成することにより安定化する為，第2 の解離

は N1 プロトンではなく糖部2'-or3'一位水酸基が優先的に解離して

反応が進行したものと考えられる。以上 4 種の ribonuclcosideの

2'位水酸基に光照射で除去できる 0- nitrobenzyl 基を 1-2 工程

で選択的に導入することに成功した。
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第二章 部分的に 0-N i trobenzy 1基で保護した tri nucleotideの合成

Hurwitz らにより発見された T. RNA ligase 11) を用いることにより最近ribooligomer同士の結合

の反応が行なえるようになった。

(accepter) 

5' 3' * 5' 3' 
A-A-A-Aー C + pU-U-U-U-U 

I (donor) 
IATP十Mg++

IT. RNA }igase 

A-A-A-A-A-C キ u-u--u-u-u
p 

Fig (9) 

しかしこの反応を preparative に用いる為には donor 分子のY 末端は何らかの方法で保護しておかな
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ければならない。又この酵素を精製する際混入する 3' exonuclease 附による oligomer の水解を防ぐ

為にも 2' 水酸基の保護は有用である。と考え先に合成した2'-0-(0-nitrobenzyl) adenosine を用

いて trinucleotide CpCpA (ONB) (19) と CpAp (ONB) A (24) の合成を Fig (10) に示す route

で行なった。尚この二つの trimer は光照射で脱 0- nitrobenzyl ，化すると Ecoli RNA,et 16) の 3' 末

端 sequence に対応する。(19) の合成は diester法により行なった。この場合dimer (18) が18%で

得られるのに対し trimer (19) は20% と収率はあまり満足すべきものではなかった。一般に diester

法でolignucleoti de を合成する場合，鎖長が長くなるにつれてその縮合率は低下していく， 171 これは

分子の大きさ， internucleotide phosphate が関与する pyro体の生成などの副反応及びリン酸基の

charge による repulsion などに基づくものと考えられる。そこで (24) の合成は， Fig (10B) に示

す 2 つの route により合成し dimer (22) (triester) • trimer , dimer (23) (diester) → trimer ヘ
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の縮合収率について検討した。その結果 (21J → (22J が (59%) あるのに対し (23J → (24J は (36%)

であった。従って (22J に示す様なリン酸トリエステル体を収率よく合成することができればroute

( 1 )の方法が有利と考えられる。

又，以上の様にして合成した CpCpA (ONB) (1 9J は T4 RNA ligase 反応に於て acceptorとして働

かないことから donor分子の 3'末端に 2'-0- (0-nitrobenzyl) 基を導入すればdonor分子の s，elf-

cyclization及びselfpolymeri zation を防ぐことが期待出来，又CpA (ONB) pA (16J も acceptor分

子として十分働くことが判ったP

第三章 Phoephotriester 法による oligori bonucleotideの合成

長鎖の oligonucleotiede を純化学的に合成する場合，生成物の分離，精製及び縮合収率の点から

phosphotriester法による合成が有利と考えられる。しかし phosphotriester法を ribo 系に適用する

場合2' 水酸基と internucleotide linkage の phosphate の保護基の選択が問題となる。すなわち，最

終段階で脱保護する際， 2'水酸基の保護基の保護基を除去する前に internucleolide linkage の phos 申

phateの保護基を除去することが必要である。先に CpAp (ONB) A を合成した際 internucleotide

linkage の phosphate を 3-cyanoethy 1 基で保護した。しかしリン酸triesterの保護基としての3-cyano

ethyl 基は安定性に問題があった。そこで著者は， 2' 位水酸基を 0- nitrobenzyl基， internucleolide 

linkage の phosphate を cyanoethyl基より安定な p-chloropheny 1基 20) で保護する方法について検討

した O まずmonomer unit は Fig (l1 J に示す A， B 2 つの route で合成した。 (27J の精製はシリカ

ゲルカラムを用い (28J は抽出法により精製した。

(25) 
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DCC 
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H OL  

Fig. (l1J 

次に 3'末端リン酸基をもっ完全保護した dimer block を Fig (12J に示す様に縮合剤として mesityl-
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enesulfonyl triazolide (MST) 21) を用いて縮合したところ高収率でY末端リン酸基をもっ完全保

護した dimer hlock を得ることができた。なお，生成物の分離，精製は，全てシリカゲルカラムを用

いて行なった。
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Fig (12) 

次に (31a) を80%AcOH で、脱 MeOTr{ヒすることにより (33) としこれと (28a) を MSTで縮合し

た処， trimer (34) を 61%の収率で得た。一方 (32) を N (Et) 3 処理で定量的に (35) としこれと

(31h) を脱MeOTr化した (36) とを MSTで縮合することにより tetramer (37) を 68%の高収率で得

た。 MST 
(28a)+HOU (NB)pCBz(NB)p(DA)一一7'MeOTrA BZ (NB)pU (NB)pCBZ (NB)p(DA) 

の b b 
己l 己 l 己 l

O 

MeOTrG州NB)pA(NB)-LoH
φφ 

CI CI 

(35) 

+ HOABZ(NB) PABz(NB) p (DA) 

Jφ CI 
MST (36) 

MeOTrGIBU(NB)pABZ (NB)pABZ(NB)pABZ(NB) p(NHφ) 2 

P? 中
CI CI CI 

Fig (13) (37) 
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以上今迄合成困難で、あった 3'末端にリン酸基を持つ完全保護した trimer block , tetramer block を

収率よく large scale (trimer [34J 946mg , tetramer [37J 637mg) で合成することに成功した。こ

の保護した block は酸処理することにより 5'方向ヘ又 isoamylnitrite 処理することにより 3' 方向ヘ更

に鎖長を延すことができ，この保護した trimer block [34J と tetramer block [37J を用い pro

caryote tRNA~et TψC loop に対応する Eiucaryote tRNA~et の sequence A-U-C-G-A-A 

-Ap の合成を行なった。

第四章 Polynucleotide phosphorylase を用いる oligoribonucleotideの合成

任意の塩基配列を持つ oligori bonucleotideの酵素的合成法の一つに polynucleotide phosphorylase 

( PNPase と以下略称)を用いる方法がある。この酵素は rilonucleoside 5'-diphophate を基質とし

て random な polynucleotide を生成する酵素であるがGilham等 22) により 2'(3')-0- (α ー Methory

ethyl) nucleoside 5' -diphosphate [38J を基質に用いると primer の 3' 末端に one nucleotide unit 

が付加した段階で反応が止まることが見い出された。

o 0 N 

HOT-07-o「/O\|
。 。ー ト\上一一_VI

。 。

H, Hp-OMe 

Me 

[38J 

ppUME 
p-A-A-A pA-A-A-U-ME 

附…e (40) r+ 
H+ppA-ME 

p-A-A-A-U-A←←一- pA-A-A-U 

PNPase 

Fig [14J 

これにより [40J のY末端保護基を除いた後，この反応を繰り返せば原理的には任意の塩基配列を

primer の 3' 方向に延長していくことが可能となった口しかし Bennett 23) 等により，この反応の真の

基質が2'位水酸基が保護された nucleoside5' -diphosphateであることが，明らかにされたにもかか

わらず，糖部2' ， 3' 水酸基の選択的保護の困難さから今迄この反応に用いられてきた保護基 (α-

methoxy ethyl ,22) isovaleryl ,24) dihydrocinnamoy125) 基)は全て 2' 体と 3' 体の混合物であったO そ

こで著者は2'-0- (0-nitrobenzyl) 基が水溶液中安定であり光照射により mild な条件で除去できる

ことに着目し，第一章で合成した 4 種のど -0- (0-nitrobenzyl) nucl eosides をその 5'-diphosphate

体に導き PNPase を用いる 01igori bonucleotideの酵泰的合成法について検討した。まず、5'-diphos-

phate体の合成は Fig [15J に示す様に行なった。
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(42) は水溶液で凍結させて暗所に保存すれば少くとも一年は安定である o 次に primer として C

-A を用い 4 種の (42) を primerの 3' 末端に single addition させる反応について検討した 36)

Pp.N (ONB) 
CpApA ..:::~ ,----/ CpApApN (ONB) ーーっ CpApApN

PNPase 
(43) (44) 

CpApA 0.7mM 

ppN (ONB) 6.3mM 

MnC12 2 mM 

Tris-HCl (pH8. 5) 100mM 

E. coli PNPase 0.3unit 

total 75μl 

Yi eld of Tetramers 

C-A-A-A 70% 

C-A-A-U 63% 

C-A-A-C 54% 

C-A-A-G 78% 

Fig (16) 

Fig (16) に示す条件で37
0

C ， 30min i ncubate して tetramer の生成を調べたところいずれの場合も

高収率で tetramer (44) を得ることができた。次にこの反応の一般性を調べる為に C-A-A を primer

に用い， self-complementary sepuenceである hexamerC-A-A-U-U-Gの合成を Fig (1 7) に示す

方法で行なった。

ppU (ONBよ
C-A-A~:~': '---;C-A-A-U (1α沼)

PNPase . -
(45) ~..~--- (46) 

hν 
C-A-A-U (60%) 

↓ μ7) 
ppU (ONB) 

PNPase 

C-A-A-U-U (ONB) 

(48) (64%) 

一一一一一ア

C-A-A-U-U く hν
(49) I (59%) 

I ppG (ONB) 
• PNPase 

hν. 

C-A-A-U-U-Gι:='__C-A-A-U-U-G (ONB) 

(51) (50%) (50) (47%) 

Fig (17) 

各段階の生成物の精製は DEAE- cellulose 又は， DEAE-Sephadex のイオン交換カラムクロマトグ

ラフィーを用いて行なった。以上今回新たに合成した 4 種の NDP (ONB) は従来の基質に比べ水溶

液中安定な基質として PNPase を用いる oligori bonucleotide の酵素的合成に有用であることが判っ

た。尚この PNPase を用いる酵素的 olignucleotideの合成法は chemical な方法に比べ少量の oligomer

を短期間に合成する方法としてすぐれた方法といえる。

結論

1) 4 種のリボヌクレオサイド (U， A, C , G) の 2'位水酸基に 1-2 工程で光照射により除去できる。

0-nitrobenzyl 基を選択的に導入する方法を見い出した。

2) T4 RNA ligase 反応の基質として有用な部分的に 2'-0-(0-n i trobenzy 1 )基で保護した trimer

CpCpA (ONB) , CpA (ONB)pA を合成した。

3 )従来比較的合成困難であったゲ末端リン酸基を有する完全保護した trimer ， tetramer を phospho-

泊
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triester 法を用い収率よく large rcaleで合成することに成功した。又，この保護した block を用い

procaryote t RNA~et の TψC loop に対応する eucaryote t RNA~et の sequence A-U-C-G-Aｭ

A-Apの合成を行なった。

4) 2' -0-(0-Nitrobenzyl) nucleoside 5' -diphosphate を合成しこれがPNPase を用いる酵素的

01 i gori bonucleotide 合成に於て優れた基質となることを見い出した。
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論文の審査結果の要旨

田中君は，リボヌクレオシド 4 種の 2'-水酸基に光照射により脱離し得る 0- ニトロベンジル基の導

入に成功しこれを用いて，各種のリボオリゴヌクレオチドの合成に適する様， 3'位に』燐酸を持ったモ

ノヌクレオチド 4 種を合成した。

オリゴヌクレオチドとして CpCpA (ONB) , CpA (ONB) pA を合成し，これらが， RNA リガーゼ

反応に於て有用であることを示した。次にトリエステル法に応用し， 3'-p-chlorophenyl 燐酸を

用いて，各種のトリー及びテトラヌクレオチドを大量に合成する方法を開発した口これを用いて，

procaryote t RNA~et の T ゆ Cループに相当する eucaryoteの AUCGAAAp を合成した O 又， o-NB 

-NDP を用いて polynucleotice phosphorylaseの制限付加反応を行った。

これらの業績は博士号請求に値するものと認める。
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