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もり さわ ひろ かず

森 沢 弘 和

薬 主子主主. 博 士

弟 5 4 2 0 子E玉1 

昭和 56 年 9 月 24 日

学位規則第 5 条第 2 項該当

論文内容の要旨

序 ヨ>ó‘
再開

天然ヌクレオシドのリボース，あるいはデオキシリボース部分がアラピノースまたは2- アミノー2ー

デオキシリボースになったものを“糖部変換ヌクレオシド"と仮称する。これらは幾通りかの利用が

考えられ，一つには抗生物質との関連から生理活性を期待したアナログ合成を含む医薬への応用研究

とかそれらの物理化学的あるいは生物化学的諸性質を，天然ヌクレオシドのそれと対比させ明らかに

する為のアナログを利用した核酸の機能発現に関する研究があろう J)

糖部変換ヌクレオシドの中で，プリンアラピノシド類は，アデニンアラピノシド (Ara-A) をはじ

めとして，抗ウイルス，抗ガン活性を示すものが見い出されている 3， 3) 一方それらの合成法も数多く

報告されているがf) 大量に，かつ簡便に，合成できる方法ではなかった。そこで著者は， Ara-Aの経

済性の高い新製造法開発の為，酵素的トランスグリコシレーション法の有用性を勘案し，以下の研究

を行った。

反応の骨子は次のスキームに示す通り，糖部変換が容易なウリジン (UR) を Cyclo-U経由で、ウラ

シルアラピノシド (Ara- U) とした後に，酵素反応により，プリン塩基類と，反応させ(トランスグ

リコシレーション)プリンアラピノシド類 (Ara-X) を一挙に得ょうというものである。(スキーム

a) 5) アデニンと Ara-U との反応を検討の結果，第 1 表に示す通り，本反応は腸内細菌群により触媒さ

れることを見い出し，特に活性の高pEnterobαctor αerogenes を選択した。

この反応は600C に至適温度があるという特異な条件を有し，その温度領域では，アデニンのヒポキ

サンチン (Hx) への分解が抑えられ， Ara-A製造には好適で、あるという新事実を発見した J)
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UR 宮盛主主

L----------Chemical 
2AU 狩oQIl Y盲目

』ーー--- Enzymat1c -ーーーー~ x可刻 YaoCI

第 1 表 Incubation mixture containing 5 % wct 
cells, 30mM Ara-U , lOmM  adenine and 
25 mM  Kl-hP04 was adjustcd to pH 7 
with 1 N KOH and was incubated at 

6o oc for 15 hours. 

Strnins IAra-A (mgjdl) 

Pscudomonas stuzeri I 11.3 

Flavobacterium gasogencs I 11.0 
Achromobactcr lactium I 8.5 
Salmonclla typhimurium I 11.5 
Citrobacter inlct7nedium I 17.0 

Eshcrichia coli I 48.0 
Enterobactcr aerogcnes 

Aeromonas hydroPhila 

Kluyvera citro�hila 

Scrratia marcescens 

E1Winia herbicola 

Proteus vulgaris 

Xanthomonas cit吋

205.0 

84.5 

75.0 

34.5 

31.5 

13.5 

13.8 
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Tcmpera ture (・C)

Ara-U 30mM, adcnine 10mM, wet cell 5 % 
K-phosphate buffcr 30mM (pH7) 5hr. 

このようにして， Ara-Aの新製造法を確立した後に，この反応を更に拡張する為，化学反応を組み

合わせることによる広範囲な塩基部アナログ合成の可能性を検討した。

またプリンアラピノシドのみならず，他の糖部変換ヌクレオシドすなわち，プリンー2七アミノー2乙

デオキシリボシド類合成への適用を試み， Ara-U と同様に Cyclo-U から合成できる 2七アミノー2'- デ

オキシウリジン (2 -AU) とヒポキサンチン土の反応により， 2乙アミノー2'ーデオキシイノシン( 2 頁

スキーム b， X=OH, Y =H) が生成することが判った:)

次に容易にかつ大量に得られる Ara-Aの利用として， Ara-Aがデオキシアデノシンの代謝措抗剤

として作用することから，オリゴヌクレオチドレベルでの知見を得る為， Ara-A を含む，デオキシオ

リゴマーの合成を行った。
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第一章 プリンアラピノシド類の合成 8)

BIOLOGICAU.Y AcTIVE PtntIHE AR.u 1問SIDEI 州D A嗣ABINoTI DtS

AAA-A MA・6 似A・Hx.;p'p

AAA・B・s-& Iv>.A・HIP

主主~

プリンアラピノシド類には， Ara-A 9 ) をは

じめ， Ara-G~O) Ara-Hx-Mp~l) Ara-6-Sｭ

G12) Ara-6- 恥W 13 ) の如く，抗ウイルス，抗

ガン活性を有する化合物が知られている。

Ara-A は大量に，かつ容易に得られること

は先に述べたが，そこでAra-A を出発原料に

して，市iJガン j舌↑生の知られている Ara-6-MP

ヘ導き，活性の増強を期待して，新規S- アル

村誘導体 (R= ， CHJ, Et, CH2 ・0
CH2 ・ COOH， CH2 -CO-NH 2 , CN) を合成

した J4)

酵素的トランスグリコシレーション( 2 頁

HO 
ka-A 

スキーム a) 於いては，基質特異性などの制約がある。 Ara-G は，抗ウイルス活性を示すことが知ら

れているが， Ara-A程，その検討がなされていなしミ。その原因は，大量合成法がないことに基因する

と考-え，グアニンの反応を検討したところ，意外にも低収率であった。

そこで化学変換が容易な 2- クロルヒポキサンチン(生成物は， Ara-2-CI-Hx) との反応を検討した

ところ，比較的収率良く反応することが判った。また同時に検討した 2- メチルヒポキサンチン(生成

物は Ara-2-CH3 -Hx) との反応では， 20時間程度の反応率は，ヒポキサンチン(生成物は Ara-Hx)

のそれとさほど変わらないが，非常に速く反応することが見い出され，置換基による差が明らかとな

った。得られた Ara-2-CI-Hx は， Ara-Gへの変換のみならず，プリン核 2 位への置換基導入に有用

であり，下記スキームに示す様に， Ar-6-S-Gの他，新規 N 2_ 置換誘導体合成を行った。15)

また， Ara-2-CH3 -Hy も短時間で調製できること，およびアデノシンの2-位置換体はデアミネー

ションを受けにくいという知見から， 6-位をクロル化した後，種々のアミン類と反応させ， Ara-A 

の新規誘導体を合成した。同時に， Ara-6-MPからは誘導できない。 Ara-2-CH3 -6-MP も合成する

ことができた。

ハ
叫U
Q
d
 

つ
d



皿M

s. 

10 20 23 

T11118 Cour・e of Product1oD of ara-Hx(6) , 
ara・2・CH.-Hx( 7) and ara・2・Cl・H混 (8)

hr. 

Reactlon Condltlon, Incubat10n ",ixtur8 , contaJ.nlng 5% lntact 
En[erobacto!: Aeroge旦!! AJll125 aa wet bas8 ， )0岨H ara-U , 10mH 
pur lne bases (2 , J. 4) and 25血H potaasl岨 ph08ph・ E・ (pK 7.0) 
wa・ 1ncubated at 60 ・ c.

則

〉ー Hq〉 ;1Jiio
J 1'255 'A 附3H

口ぽf・ R=NJ-2 7'r1. 叫飢
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第二章 プリン -2'-アミノー2にデオキシリボシド類の合成 16 ， 17)

X-NHl 51‘ 
- NHCHl14‘ 
・NHE邑 68‘
-NHPr 66‘ 
.NH. CH2-@ 日“
.NH ・ CH2.Q 23‘ 
・附① 82.5‘ 
_N:~~3 

、 CH] 41‘ 
圃NH-NHl 56‘ 
=5叶

最近2- アミノー2ーデオキシリボースを含む，アデニン (2- AA) ，及びグアニン (2-AG) ヌクレオ

シドが抗生物質として，わが国で発見されたf， 19)20) これらは抗ガン，抗菌，および、抗マイコプラズ

マ活性を示すことが報告されている。一方これらのアナログは，数種合成されているにすぎずア)生

理活性の面から興味が持たれる。

2-AA 2-AG 

そこで，酵素的に得られた 2にアミノー2にデオキシイノシンの 6 位をアミネーションし2-AA および

その N-メチル体を合成した (X=NH2 ， NH-CH 3 ) 。尚この反応では， 6 位クロル化及び，脱N- アセ

チル化の収率が低く，クロル化には，アミン添加，アミノ基の保護には， トリフルオロアセチル基が

適当と思われる。

H抑制、川aOMe
ゆ:〉

次に2-AG合成の為，第一章で述べた理由から， 2- クロルヒポキサンチンと 2-AU との反応を検討

し， 2'- ァミノー2七デオキシー2ークロルイノシンを得ることができた。

またアミン類との反応により， 2-AG及びその新規N 2_置換体を得ることができた ;7)

ここに得られた化合物の内， 2'- アミノー2にデオキシー2- ヒドラジノイノシンは in vitro の系で，

Hela cell及び~Commαmonas terigerα の増殖阻止作用が認められた興味ある新規誘導体である。
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副.p. i2JO・C(darkned)
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8.15(H・8).

5.8(H・1 ・ J 1 ! ， 2 ・・8.4 I1 z)
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32% 

(based .on 2~Cl-Hx) 

R-NH2 圃 IP.õ 250・C(darkned) ,rvnri (DM珂)7.8Z(H・8).5.40(H・ 1 ・ J"8.0Hz)

87% UYiλ帥昆(pH1. 5)255珊 275rvn(sh) A刷且 (pH13) Z56・ 268nm(pIa teau) 

NHCH
3 
lII.p. i 1130・C ，l1IIr(DZO pO・ 12.5)7.印刷・8) ， 5.8(H・ 1 ・ J.8.1Hz) ,2.9 

69% ("・CH l ) ， UYiλ刷昆(pHl.5)250 Illll， 2回l1II(sh) ，l.ma且 (pHI3) 258nm 

270rvn(sh) 

昨日~ m.p. i243・C(decomp.) ,l1IIr( D20 pD・ 11);7 .9(H・ 8) ， 5.85(H・ I'J.7.8Hz)

WHa 3.10(H・ CH3 ) ， UYiA岡正 (pH 1. S) 264nm ， 287nm(sh).Ama且 (plll3) 260nm, 
日Z
275rvn(sh) 

NHNH, 冊・ p ・ i220・C(decomp.) ， rvnr(DZO pD・ F ・ 5) i8.05(H・ 8) ,5. 88(H・ 1 ・ J・ 7.8Hz)
, 4. 1( H・E ・)， UYi l.刷且 (pHl.5) 250nm ， 267聞(sh) ).刷lC (pHI3) 号56nm ，
75% 
268nm(sh) 

第三章 プリンアラピノシド類の生理活性 14 ) 

第一章で得られた新規アナログを含むプリンアラビノシド類の in vitro制ガン活性を調べた。方法

は二種のガン細胞を用い，培養細胞中への 3H-dTの取り込み阻害を測定することにより行った。

第 2 表 PRELJHINARV ANTITUMOR EFFE口 OF ARA-6l1P州D Irs ANALOGS 

(INHIBITI0N I OF DNA SVNTHESIS) 

F決 P 815 P 388 

t設 5119/220U.l 25119/220111 5119/
220111 25119/220 111 

R.. H 9 23 12 15 

H :み CH1 57 80 件l 75 

H tt 句8 68 71 71 

CHiQ) 58 7与 77 83 

CH 2 ・ COOH 5 -句 12 8 

印2 CONH2 23 、1 38 64 

CH2COOCH~ 29 53 52 71 

CN 99 99 97 一
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Ara-6-MPの s- アルキル誘導体については，第 2 表に示す様に，アルキル基がメチル，エチル，

ベンジル基の時に， Ara-6-MP に比べて著しい活性増大が見られた。カルボキシメチル基のOH基を

アミド，エステルにしたものでは，その親油性が増す程，活性が増大する興味ある傾向が見い出され

た、 CN誘導体は最も高い活性を示した。

これらの化合物は， in vivoの系でL-1210に対する効果を検討したが， CN誘導体は毒性が認めら

れ，他の誘導体についても大きな改善は見い出せなかった。

Ara-2-CH3 -Hx誘導体については，第 3 表に示す通り， 6 位ヘ種々のアミン類を導入したことに

より，活性の増大が認められた。これらは Ara-Aの誘導体と見ることができる為，抗ウイルス活性に

興味が持たれる。 6 位 SH体は， Ara-6-MP の 2-CH3 -誘導体であるがプリン核 2 位へのメチル基導

入は全く効力を失うことが判った。

第 3 表 削州tl代t聞r e併ft旬ec口t 0' A財r白-2-C叫H勺3-"嗣寓剛 1川ts 刷l同09.

I InhJblt 畑、 I or DIIA Svnt同s lS I 

戸ぞ P 815 P 388 

~U曹1220u且 U"，/220u 1

ー "，122・，， 1

z ・ 0 -2 , 7 13 1I 

""2 -1 I 58 31 70 

"HCH] o 1 29 20 ~O 

"HEt 23 56 向5 70 

"HPr 36 611 52 75 

NHCH2-{;) -, 62 19 71 

IIH-@- 411 7_ 61 84 

NHC"".Q 35 “ 51 78 

24 30 24 ー7

II,,"H2 -12 10 21 

$H 10-Acl -t7 .51 t -lg 蝿 1 (101 t2o 01 

次に Ara-G及び種々の誘導体について検討したところ，今までの傾向とは異なり種々の置換基導入

はむしろ，活性の低下をもたらすという知見が得られた(第 4 表)

第四章 Ara-Aを含むデオキ正/オリゴマ一合成

近年遺伝子工学の分野の進歩は著しいものがあり，成長ホルモンや IF合成への応用の他，分子生物

学，あるいは，医学分野への利用もめざましいものがある。この進歩に大きく，貢献したものとして，

制限酵素の発見とその利用がある 32)

これらの酵素は，特定の塩基配列を認識し，特定の部住を選択的に切断するが，塩基部がメチル化

されれば作用しないことが知られている。しかし詳細な研究は，あまり行われてなく，糖部の構造変

化については全く知見がない。

そこでEco-RI認識塩基配列の dA を Ara-A とした時どの様な変化(認識及び切断反応に於いて)が

-403~ 



第 4 表

[来 P 815 p 3網

'.9IJJGu且 15・，，1220u1 5u"n20旬且 25.,122""1 

R HH2 -13 25 15 知

NHCI11 -11 11 g 8 

同HEt 。 。 5 12 

N~~~ 5 。 3 ' 
-岨 色 F l 岨

。 -5 -岨 2 19 

HH Z<I!AC> -13 -11 s 
ー

(SI 

NH2(OAC) 百 16 18 16 

(SI 

同H印1(OAC s 38 2" 52 

NHz (SI 
-11 .9 13 11 

(S) 
HHCHl -1 .6 12 F 

観察されるかを調べることは興味あることと考え， Ara-Aを含むオクターマーを合成したO
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も，

5'" 一-NpGp.紅旦_8pApTp-Tp-CpNーーデ
デ一-NpCp-Tp -TpAPA皿APGpN---5'"

合成法は， リン酸の保護基として， pークロルフェニル基，及び、p- メトキシアニリド基を用いるトリ

エステル法により戸)メシチレンスルホニルテトラゾリド (MSTe) 24) を縮合剤として， 行った。 縮
Nibu Nibu 

合反応のスキームの一部を次頁に示す。スキーム中 7 は fully protected tetramer , DM Tr Gp Gp 
NBz NBz _ー NBz NBz 

Ap Ap-NH-くO>-OCH3~示すO また 11 は， DMTrTp ーコンポーネント， 12は， HOTp Cp COBZ を

示すo 得られた山間縮合により，目的とする fully protected オクタマーを得た o (包し， D町閃M汀印TI

はスキ一ム中R1 を示し ， P は，スキーム中の巳OR2 の略であり ， PNH-(O)ー OCH3 は ， -P-OR3 の
日...; OR2 

略である)

このようにして得られた fu lI y protectedオクタマーは，一部を酸，アルカリ処理により，保護基

を除去した後， H.P.L.C により単離精製した。

その構造は二次元ホモクロマトグラフイーにより確認した35)
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(b,71.G: based on 6) 

4bpibG bzp b叫てて bzC. bzC 

u寸制ジ01付村社州

Preporotlve hlgh-oressure l1Quld chrαnotogrαns 

Of dGG~ATTCC (0) ond dGGAATTCC (b) on 

MEGAPAK SIL C-18 , reversed-ohose columun ( 0.72+ x 250 mm ) 

Fl.CW RM'E: 4 l1Ùβ叫n. ， DET底究明: 260 1'111. 

EUJENl': Gradient 目。→100 durお可 30 min. 

So1vent 1\, 5¥ 01)国幻10.1 M'回出{酬 7.0)

B, 25\01)倒 in 0.1 M TF.M (開 7.0)

(0) 

10 20 

(b) 

10 20 (min.' 

結 壬ふ
再開

1 .酵素的トランスグリコシレーション法による糖部変換ヌクレオシド類の新規合成法を開発した。
2. 有用プリンアラピノシド類，特に Ara-Aの経済的に有利な新製法を確立した。

3 .酵素反応と化学反応を組み合わせることにより，生理活性が期待され，入手困難な新規アナログ
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の合成を行うことができた。

4. 本法を 2にアミノー2'ーデオキシプリンヌクレオシド類の合成へも拡張し，糖部変換ヌクレオシドの

一般的合成法としての可能性を示した。

5. 新規ヌクレオシドを多数合成し，生理活性(制ガン性)に関する知見を得た。

6. Ara-Aを含むEco RI認識配列のデオキシオリゴヌクレオチドをはじめて合成した。
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論文の審査結果の要旨

森沢君は先ずアラビノシルウラシルよりグアニン及びアデニンへのトランスグリコシデーションが

Enterobacter aerogenesの存在下600 の高温下で非常に好収率で進むことを発見し，この方法を用

いて大量に合成したアラピノシルプリンから，種々の6-チオ，及びアルキルチオヒポキサンチン，

2-置換グアニン，チオグアニン及び 2-メチルー6-置換プリン等を合成した。

更に 2'- アミノー2'-デオキシリボフラノースを転位する菌体をも発見し，それを用いて，ヒポキサン

チン，グアニンの2にアミノー2にデオキシヌクレオシド多数を合成した。

これらの多くのヌクレオシド，アナローグの抗癌活性を調べた結果その中の数種に顕著な活性を見

出した。

更に同君は制限酵素Eco RIの認識部位GAATTCの Aをアラピノシル A にかえたデオキシヘキサマ

ーを合成した。

これらの成果は博士号請求に価するものと認める。
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