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画問

天然に存在する nucleoside 及び、nucleotide のコンホメーションについては， x線回析， NMR , CD 

等の手段によって広範に解明されており，それ等に共通するところは， sugar部に対する base の向き

は，多くは anti型で、あり，そのポリマーは，右巻き helix構造をとることである。又， s 或は O-an­

hydro結合を介してプリン base の 8 位と， sugar部が連結され， torsion angle が固定された dinu­

cleoside monophosphate についても，上杉等によりそのコンホメーションが広く明らかにされてお

り左巻きに stackする (x =1200 )・ことが，報告されている F ところが， 8 位に bulky な置換基を持

つため， anti 構造をとることがエネルギー的に困難と思われるか置換プリン誘導体 (torsion angle 

が固定されていない dinucleoside monophosphate) のコンホメーションについては，現在迄のとこ

ろ殆んど明らかにされておらず，わずかにbr8 Apbr8 A,ll) br 8Gpbr 8 Gについて，そのコンホメーショ

ンが論じられているのみである。又，これら化合物の置換基が高い電気陰性度を持つ bromineである

ところから， base の電子状態の perturbation も論議の対象となるところである。

そこで筆者等は， 8 位に bromine とほぼ同程度の大きさを持つ置換基，即ちメチル基を持つ， 8-

メチルアデノシン (m 8 A) 及び，これ等の誘導体を合成すればこれ等のコンホメーションを推定でき

る可能性があることを想定し，以下の研究を行った。ちなみにメチル基は塩基部の perturbationが殆

んどなく又，メチル基自身がコンホメーション解析のプロープとなることが期待される。

最初に筆者等はAlCA Riboside を出発原料としてかメチルアデノシンの合成を試み，収率よく得る

ことに成功した 3) 又，この m 8A及び、その燐酸化体の立体構造を u. V. , CD. , NMR及びX線結晶解析
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によって解明した。次に， 8- メチルアデノシンとアデノシンから成る 6 種の homo-及び、heterodimer

即ち (3' → 5') m 8Apm 8A, (2ノ→ 5') m8Apm 8A, (3' • 5') Apm 8A, (2' • 5') Apm 8A, (3' • 5' ) 

m 8 ApA, (2' → 5')m 8ApA をすべて合成し，これ等のCD及びNMR によるコンホメーションの解析を

行い新たな知見を得た 1) 又， 8-メチルアデノシングー二燐酸は他の 8 置換アデノシン誘導体とは異な

り， polynucleotide phosphory lase により，高収率でpoly (8寸nethyladenylic acid) を生成するこ

とを見い出し，得られた polymer についてもその物性を調べ若干の知見を得たP

本論

第一章 8-methyladenosineの合成

1) 8-m ethylinosine (咽)を経由するかmethyladenosine の合成

8- メチルアデノシンの生成についての報告は，すでに川添等によってなされている 1) が原料のアデ

ノシンを含む 4 種の reaction mixture から，これを単離するには至っていない。筆者は， FigI に示

す方法による 8-methy ladenosineの合成を先ず検討した。 starting materia:lとして用いた(n ) は
( 1 )より容易に合成できることが山崎等によって示されている 3)
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Fig 1 

( n )を川添等の方法に従って硫酸第一鉄存在下， t-butylhydro-peroxide でメチル化することによ
り， m. p. 234-236

0

C の(皿)を， 46%の収率で得た。(皿)の同定は， UV, NMR. 元素分析により行

った。次いで(皿)を Raney nickelで、脱硫することにより， m. p. 235。ー240
0

C の(町)を 87.5%の収

率で得た。このものの同定も， UV , NMR，元素分析により行った。さらに (V) を CHC1 3 中 SOC1 2

-DMFでクロル化し， T.L.C. 上 single spotで、得られた(日)を単離同定することなく，ただちに

liquid ammonia中でアミノ化することにより， (哩)を25%の収率で得た。(咽)は m. p. 234-2360 の白

色プリズム晶でUV， NMR，元素分析値の各データー共にこの構造を支持する。さらに(咽)を90%
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目的とするかmethyladenosine (咽)を68%の収率で得た。CF3 COOH で、 deprotect することにより，

(珊)は m. p. 130-133
0

C の白色針状品でUV， NMR，元素分析値により同定した。

2) 2-methylthio-8-m ethyladenosine (XI) を経由するかメチルアデノシンの合成

1 )で述べた 8-methy ladenosine の合成法は，アミノ化の段階の収率が悪く必ずしも満足すべき結

したがってこの欠点を克服すべく Fig n の経路による合成法を検討した。
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(田)を acetyl化することにより TLC上single spot を示すカラメルをほぼ定量的に得た。このもの

spot のDMF-SOC1 2 でクロル化し，

(X) を得た。 (X) は単離同定することなく直ちに methanolic ammonia 中， 80
0

C ， 24hrs 反応させる

とは異なる Rf値を示す single(IX ) TLC上，を CHC1 3 中，

このもの

(四)は (VI )を Raney nickel処理することにより

より， 41. 7%の収率で得た。なお，m. p. 214-217
0

C の樺色プリズム品を(皿)

の構造は， UV, NMR，元素分析により同定した

78%の収率で得ることができる D

ことにより，

8-m ethyladenosine及びその 3'- phosphateの立体構造第二章

1) 8-methy ladenos i ne の立体構造

8-methy ladenosine は FigV に示すような CD spectra を与え 264nm付近に positive band を持つ

1.0 

8-bromoadenos ine とは明らかに異なる pattern

を示す。

。

噌1
0
H
X
〔
も
〕

又， 13C-NMRにおいて C-2' を除く sugar部の

-1.0 全シグナルが高磁場シフトするのに対して C-2'

300 280 260 

-2.0 
これはbase の N 3 の景3のみがf丘百議士~シフトする。

240 

Fig. V 

220 響を受ける syn type の nucleoside に観察される

現象である。

このものの 8 1:立のメチル

グリコシド結合の回りの完全な自由回転は抑えられているが， near-anti conformation 

m 8 A がアデノシンと同様の pattern を示すのは，

基によって，

をとることが許されるためであると解釈される。

CD spectrum において，

( 8J 値は-4000 ぐちなみに Miles等は adenosine が X=-140。の conformation をとるなら B2Uの
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らいであることを報告しており，これはm 8Aの-3800と良い一致を示す。

2) 8-methyladenosine-3'-phosphate の X線解析

8-m ethyladenosine-3'-phosphate について X線解析を Fig A及び、Fig.B に示す。 Fig.A は結合距

離， Fig Bは結合角をあらわしているが，それぞれ妥当な値となっている。

又， 5' 水酸基と adenine ring の 3 位の窒素とが水素結合を形成しており， torsion angle X は217.2。

で syn conformation をとっている。

なお，この 8-methyladenosine-3'-phosphate の X線解析は syn型の nucleotide の解析としては始

めての例である。

bond lengths 
Fig.A 

bond angles 
Fig. B 

第三章 8-methy ladenosine と adenosine を構成要素とする dinucleoside monophosphate の合成

1) dinucleotide monophosphate合成のための monomer unit の合成

Fig 皿に示す方法で (X町)を合成した。 (VJI )をオキシ塩化:;ンで，燐酸化し，適当に後処理する

ことによって XII を98%の収率で得た。 (XII )を90%CF 3 C0 2 H で、 deprotect することにより， 69%の収

率で得られた。 (X皿)を，ピリジン中 benzoyl chloride で、 benzoyl 化し (X町)を98%の収率で得た o

XNは炉紙電気泳動によって single spot を示し， uv吸収の極大値は225， 280nmで、 tetrabenzoyl体で

あることカ河童認された。

次に Fig 町に示す方法で( XIX) 及び (XXJ の合成を行った。(四)をピリジン中 benzoyl chloride 

で、 benzoyl 化し XVを得， これを90%CF3 C0 2 H で、 deprotect し， (沼町)を得た。 (XVI) は， (XV) の N-

つ
山

内i



品
d
v

A
1
0
7
 

?とゆCH.

HotoICi 

( XIV) 

Fig III 

benzoyl 保護基が一つはずれたものと， 2 っとも残っているものの mixtureであることがTLC及びuv

吸収によって示されたが，これを分離精製することなく， 1. 5当量の cyanoethylphosphate と DCC に

よって縮合し， deprotect した後， Dowex 1 X 2 column に附すことによって， 2'-m8AMP (XVH) 

と 3'-m 8AMP (X珊)を分離した。(咽)からの 2'ーm 8 AMPの収率は， 11.1% , 3'-m 8AMPの収率は

9.6%である。 (XVH) ， (X珊)は， tetraethylammonium buffer 中， benzoic anhydride で、 benzoyl 化し，

相当する tribenzoyl体(班)， (双)を合成した。

NH2 NHBz 
....-::少， __...N 、

.~"T)l1'.lì CH3 
ミN/---N.

陥 7…D …U I.. I HO附肝O引ル1ν_...........U ，.... J 

CH3 l 1I rv口3 HO  0 BzO 0 
H+ 

(祖)つルoJ-Hoyoyi CNtripい U.VIl! C)H (XIX) 

NHBz 

0>くo HU VH 一、人NT し竺ー→ N外γNに
/...... (別) 'N' l� Bz20 .6....__ JL~， ?-ICH3 
(XV) 口ハ _ n I "'"'N~月

BzO 寸 ......0 ， I 

o OH 九一一一./1

HO-P=O 0 OBz 

ふ (珊) HOートo (沼)
0_ 

Fig 町

2) 8-m ethy ladeny lyト( 3' → 5')-8四 methy ladenosine の合成

(XX) と(四)をピリジン中， DCCで縮合した後， 90%CF3 C0 2 Hで，脱イソプロピリデン化し，

次いで、 methanolic ammoniaで、脱べ、ンゾイル化した後， DEAE cellulose columnで、分離し，目的物

を (XX) より計算して34%の収率で得た。このものの同定は RNase Mで完全に水解され， nuc leos ide 

と nucleotide の比が 1 : 1 の混合物を与えること，及び後述する (2〆→ 5') isomer とのペーパークロ

マト上の対比等によって同定した。

3) 8-methyladenyly ト (2ノ→グ)-8-methy ladenosineの合成

(XIX) と(咽)とをピリジン中 DCC を縮合剤として縮合し， 2) の場合と同様の後処理によって

単離した。このものが，目的とする dimer であることは， RNase M による水解には完全に抵抗する

丹
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こと，及び~VPDase により完全に水解され nucleoside と nucleotide の比が 1 : 1 の mixture を与え

ること，又， 2) とのペーパークロマトグラフィー上での Rf値の対比，その他の方法によって同定し

た。

4) adenylyl-(3'-5')-8-methyladenosineの合成

N6, 2' , 5'-tribenzoyl-adenosine-3'-phosphate と咽とを，ピリジン中， DCC と縮合し，脱保護し

た後， DEAE及びD owex 1 X 2 column chlomatography により精製した。同定は 2 )と同様に行

った。

5) adenylyl-(2'-5') ーかmethyladenosine の合成

N6 ， 3' ， 5'-tribenzoyl-adenosine-2'-phosphate と(咽)とをピリジン中DCCで縮合し， 4) に示

したのと，同様の方法で，単離同定した。

6) 8-methyladenylyl-(3'-5')-adenosine の合成

(XX )と， 2' ， 3'-0-ethoxymethylidene adenosine とをピリジン中 DCCで縮合し， deprotect した

後， 2) と同様の方法で縮合した。

7) 8-methy ladeny ly 1-(2' -5') ー adenosine の合成

(X町)と (XVI) をピリジン中 DCCで縮合し， deprotect した後DEAE cellulose , Dowex 1 X 2 の

両 column によって精製した。生成物の同定は， RNase M による水解に抵抗すること，及び~VPDase

により完全に水解され， monomer の 1 : 1 混合物を与えること，その他の方法により行った。なおこ

の方法では当然 (3' → 5') isomer も生成することが予想されるが，この isomer は detect できず (3'

→シ)体は，反応中 (2〆→ 5') へ migrate するものと思われる。

第四章 8-methy ladenos ine と adenosine を構成要素とする dinucleoside monophosphate の

conformation 

Fig. VI に homodimer ， Fig VJ[に heterodimer の

CD spectra を示す。 (2' →シ )m 8 ApA及び (2' →
3 

2 

ー(3'+5ノ )m 8 Apm 8A

-ー(2'+5')m 8Apm 8A
グ)Apm8 Aは， hypochromicity も，それぞれ17% ， i 1 

cコ

14.5% と大きく，良く匂spμ凶li比t し ApA(にこ似たCD s叩pe“削ct廿ra ヌ . 
を示すO このことか川ら， これ等 2 種の d出II紅叩I

anti , right-handed stack構造をとっているものと -3 

推測される。これをさらに確かめるため， (2ノ→ 5') 

Apm 8A について lH NMRの測定を行った。 Table

I に NMR測定を行った dimer の dimerization shift 

値を示す。この dimerization shift 値と stackの様

220 240 260 280 300 

wavelength (nm) 

Fig VI 

式との相関関係についての考察はApA において Nelson 等が行っており，これがstackの方向を決める

パラメーターとして利用できることが示されている~) Fig 珊には bese の anti ， synの関係と stack の

様式を示した。 (2'→ 5')Apm 8 A においては， 5'-nucleotidy 1 unit の 8 位の methyl基の L1 ô が0.26 と

比較的大きな値を示すことよりこのメチル基は，かなりの隣接塩基の環電流shift を受けていると推定

刈
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Table 1 

Dimerization Shift 

Molecule iJJ.�= � (monomer)-� (dimer) 

H8 
g-CH3 H2 3H8 

(3'• 5') . Ap- 0.16 0.11 0.25 

Apm8 A -pm8 A 一 0.13 0.23 

(2〆→5') Ap- 0.17 0.29 0.08 

Apm8A -pm8A 0.26 0.15 0.30 

(3' • 5') • m・Ap- 0.07 0.03 0.31 

m8Apm8A -pm8 A 0.06 0.13 0.13 

(2' • 5') m8Ap 0.08 -0.13 -0.05 

m8 Apm8 A • -pm8 A 0.06 0.18 0.15 

3

2

1

 

一一(2'→グ)m 8ApA
-ー( 2' • 5')Apm 8A 
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一一( 3' →グ)Apm 8A
........... (3〆→ 5')m 8ApA

220 240 260 280 300 

wavelength (nm) 

Fig VJI 

される。このような ring current によるシフト

が考えられるのは， Fig 珊より明らかなように，

3'-anti ， 5'-anti，又は3に syn ， 5' -anti，即ち，

5' -nucleotidyl unit が anti の場合のみであ

る。この 2 つの可能性のうち，後者の様式で

8位はprotonの場合とーCH3 基の場合がある

H2 

R 

3'-anti , 5'anti 

Hs 

R 

3'-anti , 5'-syn 

H2" ....... \ー
ヱ1 \トH2
rf 、、 /一一

LHUR 
R ¥Hs 

3'-syn, 5'-anti 

H2.... ..."向、、/〆

γ!\， l 
H2 チ‘;ごf
d

、

H s R 

3' -syn , 5' -syn 

H8 

実線は 5'-nucleotidyl unit，点線は，

3七 nucleotidyl unitを示す。

Fig 珊

stack したとすれば， H2 proton の大きな.ðô は説明できない。一方，前者の様式で、stack したとすれ

ば3に nucleotidyl unit の H 2 は ， ring currentの影響を受ける筈であり，良く説明がつく。故にこの

両 dimer は anti-anti ， right-handed stack構造をと，っているものと結論づけられる。これに比し他の

4 種の dimer は明らかに異った CD pattern を示す。 (2' →シ)m8 Apms A, (3' →グ )m 8 Apm 8 A ， (3' • 

5') Apm8 A については CD 及び、dimerization shift 値よりの考察から anti ， syn , (3' →グ) m 8ApA は

CD spectrumで、同様の pattern を示すことから，類似した stack様式をとっているものと推察される。
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第五章 Poly (8-methyladenylic-acid) について

従来， 8 置換アデノシン誘導体は， syn conformation をとるため， polynucleotlde phosphorylase 

による重合は進行しないとされてきた'!} Todd M iles 等は~)， 9) oligo A, oligo 1 等の primerを用い

ることによって， polynucleotide phosphorylase による重合を行った後， RNase T 1 で、 primer のみ

を選択的に除去することによって，この点を克服し， poly(8四bromoadenylic acid) を得，広範にこ

の polymer の性状を究明し， N 1 と N 6 の水素結合によって self-associate した右巻きの二重ラセン構

造をとることを提唱している。又，最近， Forayan 等によって 8-oxyadenosine diphosphate が，ア

ルブミン存在下，長時間反応を行うことによって， 9% という低収率ながら， poly (8由 oxyadenyli cｭ

acid) を生産し，このものがpoly (U) と 1 : 2 complex を形成するという報告がなされている F

筆者等は， 8-m ethy ladenosine が前述したように必ずしも rigid な syn conformation をとらないと

いう推察をふまえて 8-methyladenosine diphosphate (m8 ADP) の上記酵素による重合を試み，こ

のものが通常の条件下， 39%の高収率でpoly (8-methyladenylic-acid) (poly (m8 A) と略す〕を

生成することを見い出した。

poly (m8 A) は， poly (brU) , poly (U) の何れとも hybridize せず、 pH 4.9でみかけのpKaを持ち，

この polymer に特徴的な CD spectra を示す。又，この CD spectra は，温度， pHの変化に応じて大き

く変化し，温度62
0

C での CD spectrum と， pH 4. 9での CD spectrum は，その形状， (8) 値共によく

一致する。これ等のことより，この polymer は poly (br 8 A) にみられるような self associate した

complex を形成せず\エネルギー的に安定な highly ordered single strand構造をとっているもの

と思われる。

結
ラふ

再開

1) AICAR を原料とする 2 つのルートによる 8-methy ladenos i ne の合成を検討し始めてこのものの

単離同定に成功した。

2) 8寸nethy ladenosine の UV， CD , NMR (lH及び13C) 及びその 3'-燐酸の X線回析よりその立体

構造を解明した。

3) 8-methyladenosine と adenosine を構成要素とする 6 種の dinucleoside monophosphate を合成

し，これらの stackの様式を推察した。

4) 8-methyladenosine diphosphate が， polynucleotide phosphorylase による重合を容易に受け，

poly (m 8 A) を生成するごとを見い出し，このものの物性について調べた。
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論文の審査結果の要旨

当研究者は， 8- メチルアデノシンの合成法を確立し，初めてその立体構造を明らかにした。更に8-

メチルアデノシンとアデノシンを含むヂヌクレオシドモノフォスフェート 6 種を合成し，その立体構

造を， CD , UV , NMR等によって明らかにし， 8- メチルアデノシンがsyn型のみで、なく， anti型構造と

しても存在し得ることを見出した。

更に研究者はかメチルアデノシンを 5'-二燐酸に導き，ポリヌクレオチドフォスフォリラーゼによ

り重合し，ポリ (8- メチルアデニル酸)を合成し，このものの性質を UV， CD，融点測定等により明
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らかにした。

この研究はかメチルアデノシン及びその誘導体の性質を明かにしたものであり，博士号請求に値い

するものと考える。
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