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論文内容の要旨

核酸の分子構造について，物理化学的手法で研究することは，核酸の生物活性との関連性において，

きあめて重要なことである。天然に存在する核酸の分子構造研究だけではなく，合成核酸あるいはそ

の構成成分についての詳細な構造研究もまた，核酸の機能を知る上で重要な知見を与えてくれるもの

と考えられる。

ところで，核酸の分子構造を支配する最も重要な要困の 1 つにグリコシド結合まわりのコンホメー

ションがある。

糖の C (2') 位と，プリン塩基のC(8)位またはピリミジン塩基の C(6)位をイオウ原子あるいは酸素

原子を介して結合し，グリコシド結合まわりのコンホメーションを high-anti領域に固定したシクロ

ヌクレオチドからなる合成核酸は左巻きらせん構造をとりうることが明らかになっているJU また，

グリコシド結合まわりのコンホメーションが syn 領域をとるデオキシグアノシンを含むオリゴマ

d (CGCGCG) 41 あるいは d (CGCG) 5 ， 61 は左巻きらせん構造をとりうることがX線結品構造解析に

より明らかになっており，そのような構造をとる核酸はZ-DNA といわれている。

そこで，筆者は high-anti あるいは syn コンホメーションをとるヌクレオシド，ヌクレオチドの X

線構造解析を行ない，その分子構造を明らかにするとともに，グリコシド結合まわりのコンホメーシ

ョンの違いが核酸の分子構造にどのように影響するかについて検討した。

本 c::.6、

H間

(1) High-anti コンホメーションをとる s- シクロヌクレオシドおよび s- シクロヌクレオチドの X
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線結晶構造解析

(1) X線構造解析法

構造解析を行なった化合物を下に列記する。 PおよびPpA S は池原らの方法 7 )により合成した o
ASp むよび、ASpA S試料は本学薬学部池原教授より提供された。結晶学データを表 1 に示す。
a) 8 , 2'-S-cycloinosine (P) 

b) 8 ， 2 に anhydro-8- mercapto-9-β ー D-arabinofuranosyl-hypoxanthy ly 1 (3' -5') -8, 2'ｭ

anhydro-8-mercapto-9-゚  -D-arabinofuranosy laden ine (PpA S) 

c) 8 ， 2'-anhydro-8-mercapto-9-β ー D-arabinofuranosyl-adenine 3'-monophospha te (A S p) 

d) 8 ， 2に S-cyclo-2に thioadenyly 1 (3に 5 ノ)-8 ， 2に S-cyclo-2に thioadenosine (A spA S ) 

表 1

r5 r5pA5 ASp 

Formu1a C10H10N40"S ・ 2"20 C20"20N909PS2'6H20 C10H12N506PS.2H20 

F.W. 318.36 607.56 395.29 

Crys ta1 sys tem orthorhombic ヒric1inic monoc1inic 

Space group P2
1
2
1
2
1 

P1 P2
1 

a(ﾅ) 6.831(1) 14.324(5) 11.239(1) 

b(A) 10.030(1) 11.130(3) 11.564 (1) 

C(ﾅ) 18.811(2) 5.794(1) 13.058(2) 

α( ・} 90.0 97.40(3) 90.0 

日(・} 90.0 87.42(3) 110.25(1) 

y (・) 90.0 120.05(1) 90.0 

z L t十

Dm (t・19m- 3 ) 1.640(3) 1.630(1) 1.581(3) 

DX{Mqm3} 1. 641 1. 536 1. 585 

μ(cm- 1 ) 25.4(Cu-Kα) 32.6(Cu-Kα) J1.2(Cu-Ka) 

sin8;λ(Â- 1 ) 0.583 0.589 0.599 

R-va1ue 0.066 0.066 0.059 

S__ S 
λPλ 

Formu1a 12(C.."H .，.， N ，，， 0 ，， PS!'C1ー)・ 5H_0I ... ¥....20..22..10....8. ~2 

F.W. I 1303.85 

Crys ヒal sys tem I ヒric1inic

Space group 

a(ﾂ) 

b(A) 

-C(A) 

a( ・ 1

ﾟ (・}

y (・}

z 

Dm (Mqm31 

DXlbtqm31 

¥.1 (cm-1) 

sin8;入 (λ-:-1)

P1 

11.161(4) 

11.824(4) 

12.136(3) 

89.20(3) 

97.92(3) 

116.75(2) 

l 

1.655(4) 

1. 656 

4.4 (Mo-Ka) 

0.595 

0.078 同 1

斗_../X

fc\γu・
¥ , ¥ ! 

F4手。ャ
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ASpむよび、ASpA S は非対称単位中に独立な 2 分子が含まれている。反射強度データは理学電機製自動

四軸型 X線回析計で測定した。構造解析は直接法で行ない 構造の精密化は最小自乗法で行なった。

最終の信頼度因子 R は表 1 に示すようにいずれの化合物についても 0.1以下であった。なお，核酸骨

格を規定するねじれ角は図 1 に示す略号で表すことにする。

(2) 分子構造

a) P 

X線結品構造解析により得られた pの分子構造を凶 2 に示す。グリコシド結合まわりのねじれ角X

は 115.2。である。糖のパッカリングはC (4')-endo , C (4ノ) -C (5') 結合まわりのねじれ角 (y) は

gauche-trans(g , t) である。

lヌ12 . 

15 (5 ') 

AS (3 ・)

iχ13 . 

b) PpAs 

アデニン塩基の N(1)はリン酸基の水素がプロトネーションし分千全体として双極イオン型になってい

る。分子構造を lχ13 に示す。材iのパッ力リングは5' 末端側の Pでは C (4') -endo , 3' 末端側のAS で

は C (3') -endo となっている。リン酸結合まわりのねじれ角 (t ， α) は (ι ， t) である。分 r内では

ヒポキサンチン塩基とアデニン塩基とのスタッキングは兄られなかったが，分子間でイミダプール環

むよび Sーシクロ環同士の間には強いスタッキングがある。

c) ASp 

アデニン塩基のN(1)はリン酸から解離した水素でプ口トネーションしている。分子構造を|ヌ14 に示

す。結品学的に独立な 2 つの分千((1 )と (2)) の構造で大きく J'tl なるのは C (3') ー o (3') 結合まわりの

ねじれ角([ )で，分子(1)は trans (t) であるのに付して分 [-(2)では gauche (g) となっている。納の

パソカリングは両分-f- とも C (4')-endo であり， C(4')-C(5') 結合まわりのねじれ角 (γ) はいず

れも (g ， t) である。
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C(3 ・) C(L. ・)-endo

E 

図 4.

d) A spA S 

表 1 に示すように塩酸塩の形で結晶化してわり，そのため PpA S の場合と異なり 3'末端， 5' 末端のい

ずれのアデニン塩基の N(l) もプロトネーションしている。分子構造を図 5 に示す。結晶学的に独立な 2

つの分子(( 1) と (2)) はほぼ同じコンホメーションをとっている。すなわち，糖のパッカリングは分子U)，

分子(2) ともに， 5'末端側では C (4') -endo , 3'末端側では C (3') -exo となっている口リン酸結合ま

わりのねじれ角 (t ， α) は (g-， t) である。分子内でのアデニン環同士のスタッキングは見られない。

しかし分子聞にはイミダゾール環と Sーシクロ環の聞に PpA S の場合とよく似ているスタ y キングが

みられる。
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(3) 分 f

X線結A訂品i占1構造解析を行なつた 4 つの化合物のねじれ角と疑[1川11川11悼事転止ii{位立相角 p8，の値を表 2(にこ刀示ミす O グリ

コシド結合まわりのコンホメーションは high-anti 領域 (90 0 --:-l30 0 ) に [L'î!定されているが， 8 ， 2'-S

cyc 10-5' _AMp91 も合めてそれぞれのX には最大約31。の差がある。 一方， 糖のパッカリングは，

aｭ
つ
ω



表 2 . 

工s 
r9pAS ASp A

5
pA

S 

工 5 p pλs A
S
p(1) A5p(2) ASp(1) pAs(1) A sp (2) pA S (2) 

X 115.2 126.1 127.1 110.9 109.7 117.2 96.3 117.0 101.1 

α ー ー 181.1 ー ー ー 171. 9 ー 173.8 

自 ー ー 185.7 ー ー ー 165.6 ー 163.4 

Y 177.3 69.2 61. 3 175.6 172.3 57.1 177.4 57.1 180.7 

6 155.5 133.0 80.6 155.5 156.9 139.6 150.3 141. 0 147.0 

ε ー 211. 9 ー 191. 9 255.4 209.0 ー 209.8 ー

ζ ー 90.7 ー ー ー 301.1 ー 303.9 ー

P 227.8 248.2 32.7 220.6 218.8 247.7 202.6 249.2 187.6 
」ー一--'---ー 」ー』 l-

5 ~S ~ ~ • • ~5 ~ ~ ~ ~ ~5 _5 E.S.O. (Iw:0.4-0.5 ， I~pA~:0.7-1.1 ， A~p:0.7-0.9 ， A~pA~:1.4-1.9) 

E 工~"""l l fl"¥') I!.; p::OS I ど C5' .L C4' ーC3 ・ =02 ・!z p

C(2') -endo型に近い C(4 ノ) -endo型をとるものがほとんどである。この C (4') -endo型は糖の 2'位

とピリミジン塩基の 2 位あるいは 6 位を酸素原子またはイオウ原子で結合した 2ノーシクロピリミジンヌ

クレオシドでも最もよくみられることが明らかになっている JO) このことは，糖の 2' f立と塩基との聞

に，イオウ原子あるいは酸素原子を介して 5 員環が形成された 2'ーシクロヌクレオシドでは，糖のパ

ッカリングがC (4')-endo をとることが一般的であることをしめしている。しかし， PpAs の 5'末端

側の A S では C (3') -endo型となっている口なおこの C (3') -endo型のコンホメーションは， 8 , 2'

s- シクロアデノシン関連物質の NMR研究で溶液中ではかなり存在していることが推察されている j)

結晶においても C (3') -endo が見出されたことは興味深い o X がhigh-ant i領域にあるシクロヌクレ

オシドで、のX値と糖のパッカリングとを比較検討した結果，閃 6 に示すように X と糖の C (1')ー C(2') 

結合まわりのねじれ角に相関があることが明らかになった。

糖リン酸骨格の特徴としてねじれ角 α ， β はいずれも transであり，ねじれ角 ε も trans (� =210
0

) 

に近い値をとることが明らかになった。

PpA S あるいは ASpA S の得られた分子構造は溶液中での研究およびエネルギ一計算で引左京されてい

る左巻きらせん構造をとっていなかった。しかし ， PpA S の分 r構造はエネルギ一計算で、みられた安

定な構造の 1 つに近 Po 本研究にむいて，左巻らせん構造が得られなかった理由として， PpA s , 

ASpA S のいずれも，得られた結品はリン酸部分がfree ac idの状態で品出されたものであること，む

よびリン酸基から解離した水素がアデニン塩基の N(l)にプロトネーションしていることが考えられる。

そのため，結晶化にむいて， pH，塩の種類を変えることにより， リン酸基が解離していない結品を得

ることに努めているがいまのところ X線結品解析ができる結品は得られていない。

( n) Syn コンホメーションをとる 8- メチルグアノシンむよびその誘導体の X線結品解析

(1) X線構造解析法

X線結品構造解析に用いた化合物は次の通りである。

a) 8-methylguanosine (m8G) 

b) 8-methylguanylyl- (2'-5') -cytidine (m8G2' p5'C) 
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m 8 Gは川添 111 らの方法で、合成し， m 8 G2'p5'C はホスホジエステル法 121 で合成した。結品学的データ

を表 3(こ示す。反射強度データは理学電機製臼動四軸型 X線[IJI折 1汁で、測定し，構造解析は直接法で行

ない，得られた構造は最小白乗法で精街化した。

表 3.

rn
8
G rn

8
G2'p5'C 

Forrnu1a C11 J-J 1SN505 ・ 3H 20 C20H27N0012 ・ 2H 2 0
F.W. 351.32 638.48|  

Crysta1 systern orthorhombic orthorhombic 

Space group C222
1 

P2
1
2
1
2
1 

a(λ} 8.464(1) 8.702(1) 

b(ﾅ) 30.848(4) 16.240(2) 

c(ﾂ) 12.233(1) 18.873(3) 

z B 4 

Drn(M切n- 3 ) 1.459(3) 1.588(5) 
-3 

1. 462 1. 591 Drn (Mgrn -) 
-1 

10.3 (Cu-Ka) 16.7 (Cu-Ka) 1..1 (crn -) 

sin8;入 (λ1) 0.583 0.583 

R-va1ue 0.053 0.049 

(2) 分千構造

a) m8G 

X線結品構造解析により得られた分子構造を l刈 7 に示す。グリコシド結合まわりのねじれ角X は

233.2。であり， syn コンホメーションをとっている。加えのノ f ッカリングは C (2 ノ )-endo で、ある。 C(4 ノ)

-C (5 ノ)結合まわりのコンホメーションは (g ， g) であり， 0 (5') はグア二ン塩基の N(3) と分 [-01/j，'

素私lif? をしている口

b) m 8 G 2 ' p5 ' C 

ρ
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LX] 7 . 

m 8 G(5 ・)

図 8.

シトシン塩基の N(3lはリン酸基から解離した水素でプロトネーションしている。分子構造を図 8 に

示す。糖のパッカリングは5'末端側の mSGでは C (2') -endoであり， 3'末端側の C( シチジン)では

C (3') -endo である。 C (4') ー C (5') 結合まわりのコンホメーションはグアノシン，シトシンいづれ

も (g ， g) である。リン酸結合まわりのコンホメーションは (t ， α)=(g-， g一)となっている。分千内

では塩基聞のスタッキングはみられなかったが，分子間では， グアノシン塩基とシトシン塩基の問に

スタッキングがある口

(3) 分子構造 f-.の特徴

X線結t'd， fi育造解析した 2 つの化合物のねじれ角と疑川転位村l角 P を表 4(こ示す。グリコシド結合ま

わりのコンホメーションは mBG むよびm B G2' p5'C の 8- メチルグアノシン ;'il~ 位ではいづれも子恕通り

syn(x=233.2。むよび227.1つであるが， シチジン白15位で、は anti(X=18.2
0

) となっている口精のパ

ソカリングは 8- メチルグアノシン ;'Hj位ではいずれも和汚のパッ

カリングは C (2') -endo となっている。 C (4') -C (5') まわ

りのコンホメーションはいづれも (g ， g) であり， 0 (5') が

グアニン塩基の N(3) と分子内本素結合している。このような

構造は 8-Br- アデノシン 13 ，のようにプリン塩基の 8 位ヘ

bulky な置換基を導入したヌクレオシドによくみられる。

しかしプリン塩基の 8 位ヘ bulky な置険基炉、半人して， グリ

コシド結合[111 りのねじれ角X が280。近くをとると精は C (3') 

-endo になることがlり!らかになった。

(皿)ねじれ角 X がhigh-anti あるいは syn コンホメーション

E ・ S ・ D ・ (m 8 G:0.4-0.5 ， m 8 2 ・ Gp5'C: をとるときのボリヌクレオチドの分 r構造
0.4-0.9) P~05'~C5'YC4' ポリヌクレオチドの分子構造を規定する卜.で， リン酸結fT

2C3' 2é2 ・ f0 2' !;p まわりのコンホメーションすなわち (t ， α) が重要であると

表4

m
8
G2'p5'C 

m
8
G 

8 
pC m-Gp 

X 233.2 227.1 18.2 

α 288.7 

B 183.6 

Y 49.4 52.0 54.8 

6 263.9 265.0 196.1 

ﾔ I 203.6 284 , '8 

E 269.2 

ζ 299.4 

P 159.5 161.4 17.6 

円i



いわれているグ) PpA sのリン酸結合まわりのねじれ角 (t ， α) は (g: t) であるが， ASpA S では

(g~ t) である。そのため， PpA s は図 3 のように folded型構造をとり， A spA S の構造は図 5 のよ

うにbend構造となり通常の (t ， α) = (g-, g-) はとり得ない。このように通常のらせん構造をと

り得ない (t ， α) の値をもっコンホメーションが核酸の高次構造を保持する際には重要になって

くる。すなわち ASpA S でみられた (t ， α) ニ (g--; t) のコンホメーションは事実 tRNAPhe 151 の D-

Loop 部分にある m 2 G10 と G18 ， anti codon Loopの Gm34およびTWC Loopの C56にみられる。

さらに特殊な左巻きらせん構造をとる Z lI -DNAは CpGでは (t ， α) =( g+, g+) , GpCでは (t ，

α) =(g +, t) の組合せからできており ;61 GpC フラグメントのリン酸結合凶りのねじれ角 (t ，

α) は PpASの (g+， t) と同じである。

PpAS, ASpA S のいづれも得られた分子構造はらせん構造をとっていなかったが，それらの

得られた糖リン酸骨格のねじれ角を少し変える (α =2600 ， β=142 0 ， γ= 790 , ﾒ = 81 0 ， ε= 

211 0 , t=2680 ) ことにより， らせん l 回転当り 10残基，らせん半径 8.1A，らせん 1 残基当

りのピッチ角 -36.1。の左巻らせん構造をとりうることが明らかとなった。

m8 G2' p5' Cの分子構造はすでに X線解析がなされた A2' p5 ノ U 17 ) と同様に塩基面はほぼ平行

であり O(2')-P結合方向は塩基面にほぼ垂直になっている。 このようなコンホメーションは

2', 5' リン酸結合した核酸の特徴と考えられるが，果して， このコンホメーションでらせん構

造がとれるかどうか検討した結果，通常のらせん構造はとれないことが明らかとなった。

結論

1) high-anti コンホメーションをとる 4 種類の S- シクロヌクレオシドおよびSーシクロヌクレ

オチドの X線結晶構造解析を行ない分子構造を明らかにした。

2) high-anti ゴンホーメーションをとる S- シクロヌクレオシドおよびS- シクロヌクレオチド

の構造の特徴を明らかにし，ことに，グリコシド結合[llJ りのねじれ角と糖のパッカリングに

は相関があることを明らかにした。

3) syn コンホメーションをとりうる 2 種類のヌクレオシドおよびヌクレオチドを合成し， x 

線結品構造解析を行ない分千構造を明らかにした。

4) syn コンホメーションをとるヌクレオシドおよびヌクレオチドの構造の特徴を明らかにし

た。

5) high-anti あるいは syn コンホメーションをもっ場合の可能なポリヌクレオチドの分子構

造について考察を加えた。
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論文の審査結果の要旨

核般の -\'n材l育造を規定する安|大i の 1 つには，塩基i'ilj と納 i'H) とを結びつけているグリコシド結

合まわりのねじれ角があり，このねじれ角は anti ， high-anti むよび syn紅U，戒に分類され，この

ねじれ角の変化が核円安の生物活性発明にも大きな l~f~ ~þ~~.~ をもっと考えられる。

浜HLHは化'下(l~J にプリン塩基の 8 f立と断 ì'ilj の 2' f立とをイオウ I>;~-r を介して結合した数桶のヌ

クレオチドむよびジヌクレオチドを合成し，その X線車fhill柿造解析を行い， グリコシド結合ま

わりのねじれ角がhigh-anti 領域に b'îj定されたヌクレオチドの分 f十8f造について多くの新しい

知見を i号た。また [tUiはグリコシドキ古合まわりのねじれ角がsyn何日或にある数種のヌクレオシ

ド， ヌクレオチドの X線結 t111構造解析を 1T ~)分 f十再造 r:の多くの特徴を lり j らかにした口これら

の業績は核酸の構造化学や分子生物学に寄りーするところ大で，薬宇博士の"?f立 E論文として卜分

価1配あるものと認める。
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