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論文内容の要旨

緒論

核酸は塩基，糖よりなる Nucleoside が，リン酸によってフラノースの 3' , 5' 位を結合されること

によって形成される polymer である。

核酸の一次構造については，これまで多くの研究がなされてきたが，その高次構造については，今

後の研究に負うところが大きいと思われる。核酸の高次構造やその変化1) が その機能発現になんら

かの役割をはたしていることは当然期待されているがヘその詳細については不明の部分が多いのが

現状である。

著者は，幾種類かの RNA oligomer を合成し，その物理化学的性質を調べた。特に有機溶媒の添加，

又は塩濃度の上昇により引きおこされる conformation の変化については興味深いものがあったo

第一章 大腸菌ホルミルメチオニン tRNA の 5-10 ， 41-46フラグメントの合成

5 から 10番目のhexamer GGGUGGの合成はリン酸ジエステル法2) により，段階的縮合法で、行った。

(scheme 1) 

41 から 46番目の hexamer CCG AAGも同様にして合成した。 (scheme 2) 

縮合の各段階はイオン交換 chromatography で分離精製したo

表 1 に各段階の縮合条件及び収率を示す。又，各 oligomer の CDspectra を測定した。なお， RN 

aseM3) による酵素水解の結果，それぞれ， Gp :Up=3.98 : 1, Cp :Ap :Gp=2.08: 2.00 : 1. 00 に

完全水解された。
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表 1
CONDENSA TION 

Room Temperature, 7 days. D�ex 50 X 2 Py+ contained. 

Protected T. O. D. Protected Pyridine DCC Product T. O. D. 
Oligomer A2Io m mol monomer m mol ml mmol A2Io 

G 1.26 Gp 0.97 15 9.7 GpG 12， 9∞ 

GpG 22，21∞ 1.0 Up 2.2 10 22 UpGpG 7，3ω 

UpGpG 7,360 0.28 Gp 1.29 3 12 GpUpGpG 3， 4∞ 

GpUpGpG 1,344 0.012 Gp 0.43 3 4.3 GpGpUpGpG 554 

GpOpUpGpG 1,220 Gp 0.14 3 1.4 deblocked 47 
GpGpGpUpGpG 

G 15,300 1.3 Ap 1.5 10 15 ApG 27，∞o 

ApG 27 ，0∞ 0.82 Ap 1.18 10 ApApG 14,940 

ApApG 14,940 0.27 Gp 1.11 5 12 GpApApG 2,256 

GpApApG 2,526 0.038 Cp 2.26 10 11.3 GpGpApApG 650 

CpGpApApG 650 0.0085 Cp 0.184 2 1.84 deblocked 10 
CpCpGpApApG 
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Yield 
mmol % 

0.60 62 

0.28 28 

0.089 32 

0.011 35 

0.0013 12 

0.82 63 

0.27 35 

0.038 14 

0.0085 22 

0.0003 3.9 
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Protected Gpの polymerization第二章

と

polymerization を行った。 (scheme 3) 

次にイオン交換 chromatography で分離

DCC により

5' MeOTr 体;を chain terminater') 

1 : 3 の割合で加え，して，N 
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 精製した。(表 2)

cyclic GpGp の CD測定を行った。(図

2) 
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表 2

T ABLE VII. Identiftcathin of Peaks eluted on TEAE-cellulose (acetate form) Chromatography of 

Protected Oligoguanylates with 5'-0-Monomethoxytrityl Groups. 

Idenntiftcation 
% of 
eluted 

A 2帥
Fractions 
pooled 

Peak 
d 

c[ibG(Bz)p] 10.5 985 60-82 

(MeOTr)ibG(Bz)p 11.9 1115 87ー1002 

Pyrophosphate of (MeOTr)ibG(Bz)p 6.2 582 170-194 3 

Unidentifted 6.0 568 185-200 4 5 

U nidentifted 3.8 357 201-209 5 

c[ibG(Bz)P]2 6.7 632 210-219 6 

U nidentifted 4.7 445 235-255 7 

OTr) (MeOJr)[ibG(Bz)p h 

c[ibG(Bz)]3 

(MeOTr) [ibG(Bz)p]. 

4.6 

8.6 

426 

808 

284-304 

312-360 
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第三章 GGCUpの合成と精製

phosphotriester 法制で stepwise に縮合し，大量合成を行った。 (scheme 4) 各段階で silica gel 

column chromatography を行い，分離精製した。
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isoamylnitrite, CNH，水， 80% AcOH, UV 照射により各保護を脱保護の後， DEAE cellulose 及

び RPCーデにより精製した。(図 3 ) 

又 RNaseTzZ) により Gp :Cp :Vp=2. 0: 1.. 0: 0.92 に完全水解された。

DEAEcellulose (c.c.) � 2.6X28cm=150me 
(HC03-) 

0.1MTEAB-酔0.7MTEAB
2l 2l 

Azω 
10 

8 

50 100 

GGCUp 
2, 200A 

150 

M 

RPC-5 世 2.6X20c回 =100me

0.2MKCl 1 1 • 0.45MKCl 1 1 
10mM TrisHCl pH 7.5 

Au。

8 

40 80 120 1ω 

図 3

第四章 rGGCUp の結晶化と Data Collection 

CRYSTALLIZATION No. 3 主に tRNA 及びダイマーの結晶化条件を

を参考にして， 4t の cold room で，行っGGCUp Na+ 

15.0 mM Sodium Cacodylate B (pH 6.0, 6.3) 

7.5 mM MgCt, 

5.0 mM Spermine 4HCI 

0.15-0.19 % MPD 

GGCUp 2.3 mM •••• 

l.7 mM “ 

l.2 mM • 

one drop 40μl 

reservoir 45 % MPD 100 ml 

4-60

C 

1-3 Days 
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た。

表 3 の条件で良好な結晶が得られたので

Data collection を行った。(表 5 ) 

又，表 4 に Crystal Data を示すo

rGGCUp は，末端に wobble base 

pair ') である G:U対を形成し Selfcom・

plementary な duplex を形成する可能性

カfある。 A-RNA， A' -RNAの unit cell カミ

各々 a=b=39.7Ã である聞が， GGCUp の

unit cell a=b=39.565Ã は，よい一致を

示しできるごとから duplex を形成してい



Crystal Data 

Crystal system 

Space group 

Unit-cell constants 

Volume 

Crystal dimensions 

Crystal formula 

Fo口nula weight 

z 

Data collection 

表 4

tetragonal 

P42.2 

a=b=39.565 (6) ﾃ 

c=32.746 (5) ﾃ 

51259.44 ﾃ] 

0.20 mm X 0.20 mm x 1.50 mm 

C3IH 

2411.67 

8 

表 5

Rigaku automatic four-circular ditTractmeter 

X-ray generator (ωmA， 40kV) 

Ljquid Nitrogen (4-60

C) 

N umber of reflection = 9703 

Fob-zero = 4446 

non zero = 5257 

Index miniinum HKL = 0 0 0 

Index maximum HKL = 35 25 27 

Sintheta/lamda = 0.455 

Max theta = 44.49 

Resolution (A) = 1,100 

Cuka radiation (1.54173 ﾃ) 

る可能性は高いと思われる。

第五章 fibe r pa ttern 

結晶を n-BuOH "こひたすとその表面が白濁した。 x線によるプレセッション写真(図 4) には，

白濁表面由来の fiber pattern がまざっている。

n-BuOH が，結晶内部まで侵入する ξfiber patternのみが得られるようになる。 A-RNAの fiber

pattern に類似している日)0 pitch は 25.8Å であることより， crystal の C軸方向が， 0.78倍に短縮さ

れたことになる。なお. A-RNA と A'-RNAの pitch の比は 0.83 である oJf1m0

第六章 GGCUp の溶液中の物性

3 "C及び31t においケ CD Spectra を測定した。 Spermine を加えると amplitude の減少及び長波

長 shift がみられた。(図 5) 又，図 6 の B において， solid curve を A . RNA, dotted curve を A'

-324-
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をspermme 

RNA と同定している問。

又， Tm は ， 11.5t であったが，

加えると 10t 以下に低下した。

Aε 
5 

Aε 10 

以上より， 1 MNaCI 中で，

GGCUp が， spermine を加えることにより A' 型

A型を取っていた

5 

方向にまきもどされたと考えられる。

又，結晶化溶媒の蒸発により，結晶のmelting

が起ったo そこで，結晶化条件(図7， a) その 2

倍濃度 (b) ， 2.5倍漉度( c) において， CD Spectｭ

ra を測定した。

a) より結晶構造が右巻きラセンであることは

確実で、ある問。

又， b) , c) に台いて， Amplitude の増加及び，

Tm の上昇がみられることから，塩濃度の上昇に

Fig.l0. Conflicting effects of cations ρn the CD 
spectrum of DNA in 78 % ethanol (A) and 
the CD of tRNA in water(B) , (A): 百四
solid curve is for 2.0 X10"""" M NaCl, the 
dotted curve is for 5 X 10-4 M NaCI. (B): 
The solid curve is for 0.05-0.5M NaCI. 
the dotted curve is for _10-4 M NaCl 
and in the absence of divalentions. 

V. 1. Ivanov, L. E. Minchenkova , A. K. 
Schyolkina & A. 1. Poletayev (1973) 
Biopolymers 12, 89 

-5 

-10 

A型へ conformation 変化12)がA'型から，より，

これによって，結晶が melting したと思われる。おこり，
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第七章 lH NMR Spectra 

重水中で90MHz proton NMR Spectra (3-9ppm. pD 7.5) を測定し，各 peak を同定した。(図

8) 

又，軽水中で360M Hz proton NMR spectra を測定し， bose pair に関与している 3 本の imino

proton14) の signal を確認した。これより rGGCUp が self complementary な duplex を形成し，又，

G:U対が形成されていることは確実である。(図 9)

I H, NMR Spectra of GGCUp 

HDD 

8 

Chemical shift(ppm)from DSS 

図 8

14 13 12 11 10 

百le 360-MHz proton nmr spectra (9-15ppm) of 44mM (strand 

concentration) rGGCUp in 0.1 M NaCI , 0.01 M Phosphate 

Buffer(pH 7.0) , 1 mM EDTA, H20 , at 3 "C, 6 "C, and 10"C. 

図 9
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結語

1 )大腸菌ホルミルメチオニン tRNA の 5-10及び41-46の 2 コの hexamer を phosphodiester 法で，
stepwise に合成した。

2 )保護 Gp(3' )の DCC による polymerization を行った。

3) phosphotriester 法で rGGCUp の合成を行った。

4) rGGCUp の結晶化を行い，これの Xray による Data collection を行なったo ribotetramer で
は始めてである。

5) rGGCUp において，有機溶媒又は，塩濃度変化により起る conformation の変化を主に CD.

Spectra により観察した。

6) 90MHz lHNMR Spectra を測定し，その peak を同定した。又，軽水中で， 360-MHz lH N MR  

Spectra を測定し， base pair に関与している 3 本の imino proton，特に G:U対の imino proton 

を確認した。
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齢文の審査結果の要旨

本人は先ず，燐酸ヂエステル法によって大腸菌ホルミルメチオニン tRNA の 5 -10, 41-46番目の

両ヘキサマーを合成した。次にグアノシン 3'-燐酸の重合により直鎖及び環状オリゴマーを得， 後者

に於て CD上に異常なバンドを示すことを見出した。次に上記tRNAの 31-34に相当する GGCUp を

燐酸トリエステル法により合成した。このものは Na Cacody late バッファー中 MgC1 2 及びスペルミ

ンの存在下で結晶化した。これはリボヌクレオチドでは最初の例である。この結晶の X-ray diffracｭ

tion をとったところ，二重鎖状の相補的塩基対による結晶が，溶媒の浸透によりファイパー状に変化

することがわかった。前者より GGCUp の asymmetric unit を算出した。又， G-U なる wobble 対

の形成が判明したム更に再結晶状態でのCD測定により， A-RNA から A' -RNAへと変化することが

判り，文， 360mHz NMR により GU対の signal を見出した。

以上の研究成果は博士号に該当するものと信ずる。
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