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緒 論

核酸 は、糖と塩基か ら成 るヌク レオシ ドが リン酸 ジェ ステル結合 を介 して重合

した生体高分子 であ る。 リボ核酸(RNA)はD一 リボ フラノース とアデニ ン(A)、

グ アニ ン(G)、 シ トシ ン(C)、 ウラシル(U)お よび他の微量塩基によ り構成 され

てお り、主 として蛋 白質の生合成 に関与 している。デオ キシ リボ核酸(DNA)

は2一デオキシーザ リボフラノー スとアデニ ン、グ アニ ン、 シ トシ ン、チ ミ ン(T)の

4種 類 の塩基を有 してお り、遺伝情報の伝達 をっか さどる。いずれ の場合 も相補

的 な薀基(A-Uま たはT、G-C)間 に特異 的な水素結合(塩 基対)を 形成 す

るが、糖部2'位 の水酸基の有無 によ り化学 的性質や生物学的役割が異 な ってい る。

核酸の断片で あるオ リゴヌ ク レオチ ド(RNAの 断片 はオ リゴ リボ ヌクLオ チ

ド、DNAの 場合 はオ リゴデオキシ リボヌ ク レオチ ド)の 化学合成 に関す る研 究

は1950年 代か ら開始 され、合成が容易なオ リゴデオキシ リボヌク レオチ ドを中心

に研究が進め られ てきた。一般 的には、4種 類のヌ クレオシ ドを原料 と して、塩

基 部の アミノ基や糖部の反応 に関与 しない水酸基 に保護基 を導入 した後 リン酸化

図1核 酸 の構造
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してヌク レオチ ドとし、 リンを活性化 して次のヌ ク レオ シ ドあるいは ヌク レオチ

ドの水 酸基 との間に リン酸 ジエス テル結合 を形成 させ ることによ り合成 され るが
、

リンの活性化 にっいてい くっかの方法が 開発 ・改良 され てきた。

1970年 代前半 まで にKhoranaら は、5'一リン酸モ ノェス テルをジ シクロヘキ シル

カルポ ジイミ ド(DCC)等 の縮合剤 によ り活性化 してヌ ク レオシ ドの3'一水酸基

と反応 させ る 「リン酸 ジェ ステル法 」を確立 し、tRNA遺 伝子 の断片を合成 し

たが1-3、 申間体 である保護 され たオ リゴヌ ク レオチ ドの精製や所要時 間、副反応

な どの問題点が あ るため、この方法 は現在 ではほ とんど用 い られ ていない。

1970年 代 には、ヌク レオチ ドの リン酸残 基 にも保護基 を導入 した3'一リン酸 ジェ

ス テルを、1-(メ シチ レンー2一スルポニル)-3一ニ トロー1,2,4一トリアゾール(MSN

T)aを は じめ とす る弾力な縮合剤 によ り活性化 して5'一水酸基 と反 応 させ 、生成

したリン酸 トリエ ステルを最 後 に脱保護 してジエステル とす る 「リン酸 トリエス

テル法 」が用い られ るようになった5。Itakuraら は、この方法を応用 して合成 し

孝オ リゴデオキシ リボヌク レオチ ドを用い てソマ トスタチ ンや イ ンシ ュ リンの遺

伝子を搆築 し、それを大腸菌 申で発現 させ ることによ り、人工遺伝子 による蛋 白

質の生産 に初め て成功 した6,7。

1980年 代 に入 る と、活性な3'一亜 リン酸誘導体を5'一水酸基 と反 応 させ た後酸化

して リン酸 トリエ ステル とす る 「ホスファイ ト法 」が固相合成 に応 用 された8 。こ

の方法 は短時間の うちに高収 率を得 ることがで きるが 、結合単位 であ るヌク レオ

シ ド3'一 ホスホ ロクロ リダ イ トが非常 に不安定であ るため、安定 なN,N一 ジアルキ

ル ポスボ アミダ イ トをテ トラゾール等で活性化 して反応 させ る 「ホスホ アミダイ

ト法 」が開発 され た94臼 。また最近では 、1950年 代 に用 い られていた 「H一ホスホ

ネー ト法 」の改良法 によるオ リゴヌク レオチ ドの合成 も報告 され てい る11,12。

ペプチ ド合成 か ら導入 され たオ リゴヌ ク レオチ ドの固相合成法 は、種々の改良

が 加 えられ た結果 、1980年 代 に入 って実用化 され るようにな った13-19 。この方法

は、不溶性担体上 に固定 したヌ ク レオ シ ドに対 して鎖長伸長反応を繰 り返 し、目
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図2オ リゴデオキ シ リボヌ ク レオチ ドの化学合成

的 の鎖長 に達 した後担体 か ら切 断 して脱保 護 ・精製を行 うとい うもの であ り、操

作が単純で極め て迅速な合成が行 えるとい う特徴を持 っている。その反 面、従来

の液相法 と比較 して最終 的な精製が問題 とな るが 、高速液体 クロマ トグラ フィー

(HPLC)等 の分離精製技術 の進歩 によ り、今 日で はDNA断 片 をかな り容 易

に得ることがで きるようにな っている。化学合成 され たDNA断 片 は遺伝子の構

築 に用 いられるだけでな く、プローブやプ ライマー として分子生物学 の発展に貢

献 してお り20、 特 に最近では蛋 白質工学 において も重要 な役割を果 た している21。

著者 は、 リン酸 トリェ ステル法 によ りヒ ト成長ホルモ ン人工遺 伝子 の断 片であ

る鎖長13-2&の オ リゴデオキ シ リボヌク レオチ ド数十本 を固相合成 したが22-24、

縮 合単位 としてダイマー ブロ ックを用い た場合、収率や精製の問題か ら26merが

ほぼ限界であることがわかった。そこで、 トリェ ステル法 固相合成 に よりさらに

一3一



長鎖のDNA断 片 を簡便 に合成す るこ とを 目的 と して、縮合単位 とな る保護 され

たオ リゴヌク レオチ ド ブロックの固相合成 法を開発 し、担体上でのブ ロック縮合

を行 った25(第1章)。

一方 、オ リゴ リボ ヌク レオチ ドの化学合成は、2'一水酸基の保護の問題か らデオ

キ シの場合 と比較す るとかな り困難 である。すなわち、 リボヌク レオ チ ドの場合 、

塩基部 アミノ基 、5'一水酸基 、2'一水酸基お よび リンめ少 な くとも4種 類 の保護基

を用 いる必要が あ り、2'一水酸基の保護基 は鎖 の伸長の ための反応や他 の保護基の

除去 の際 に安定でな ければな らない。特 にオ リゴデオキ シ リボ ヌク レオチ ドの固

相合成法を リボ系 に応用 するためには、2'一水酸基の保護基をはず すこ とな く5'一

水酸基の保護基(酸 で容 易に除去で き、発 色によ りヌク レオチ ドの結 合収率を求

め ることがで きる4,4'一ジメ トキシ トリチル基等の トリチル誘導体が 一般 的に用 い

られている)を 選択的に除去 し、2'一水酸基 の保護基は脱 保護の最終段階 で除去す

る必要があ る。

Ogilvieら は、以前か ら2'一水酸基の保護 基 としてフルオ リド イオ ンで除去 され

るtert一ブチルジ メチル シ リル基を用 いたオ リゴ リボヌ ク レオチ ドの化学合成 に関

す る研究を行 ってお り26,27、 ホスフ ァイ ト法28や 固相合成法29を 導 入 し、最近で

は 自動合成機 を用 いて3°-32か な り長鎖のRNA断 片 の合成 を可能 に している33。

Tanakaら はUV照 射 によ り除去 され るo一ニ トロベ ンジル保護を用 い、ホ スホ アミ

ダ イ ト法やH一ボスホネー ト法を応用 してあ る程度の長 さのオ リゴ リボ ヌク レオチ

ドの固相合成 に成功 している3A,35。

酸 により除去 されるテ トラヒ ドロピラニ ル基や メ トキ シテ トラ ヒ ドロピラニル

(4一メ トキシテ トラ ヒ ドロピランー4一イル)基 等のアセタールやケ タール も、2'一

水 酸基の保護基 として用 いられて きたa.sE,-sa。 特 にテ トラ ヒ ドロフラニ ル基39は 、

除去が容 易であるので長鎖オ リゴ リボヌク レオチ ドの合 成 に適 してい ると思 われ

る。 しか し、これ らの保護基を用 いて通常 の固相合成を行 った場合 、5'一水酸基を

保 護する トリチル誘導体を除去する際 に2'位 の保護基 もあ る程度 はず れ て しまう
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ために良好 な結 果は得 られず姻、十数鎖長が合成の限界 である41-44。

そこで著者 は、2'一テ トラ ヒ ドロフラニル保護を用 いた長鎖オ リゴ リボヌク レオ

チ ドの固相合成 法を開発す ることを目的 と して、鎖長伸 長反応 中に酸 処理を全 く

含 まない方法 を検討 した。まず リン酸 トリェステル法の場合 、 リン酸 一P一アニシデ

ー ト保護を利用 して5'→3'方 向 に鎖を伸 長す る方法45を 応用 し、縮合 単位 として

モノマーを用いて ノナマーを 、ダイマー ユ ニヅ トを用 いてオクタデカマーを合成

した46(第2章)。 次 に、5'一水酸基 の保護 基 としてヒ ドラジ ンで除去 され る レブ

リニル基を組み合 わせ、ボスホア ミダイ ト法 により4種 類のデカマー とヘ ンェ イ

コサマーを高収率で合成 したx7,48(第3章)。
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本 論

第1章 オ リゴヌ ク レオチ ド ブ ロ ックの固相合成 とその応用

オ リゴデオキ シ リボヌク レオチ ド鬘を リン酸 トリエ ステル法 によ り化学合成す る

場合 、以前 は液相法が 一般 的であった。液 相法 には、ヌ ク レオチ ドを1個 ずっ縮

合 して段階的 に鎖を伸 ばす方法 と、末端 リン酸 に第2の 保護基を導入 す ることに

よ りある程度の長 さのブ ロック とし、 リン酸の保護基 を選択的 に除去 して縮合を

行 う改良法(ブ ロ ック縮合法)の2通 りが あ る。いずれ の場合 も、縮合反応 後、

シ リカゲルあ るいはアルキル化 され たシ リカゲ ルのカラムクロマ トグ ラ フィーに

よ り精製 を行 う必要が あるが、鎖長が 大 き くなるほど分離が 困難 にな り、 また、

縮 合収率 も低 下す ることか ら、合成で きるオ リゴヌク レオチ ドは20鎖 長以 下のも

の に限定 されていた。

1980年 代 に入 る と、固相合成法が 改良されて実用的な もの にな った。この方法

で は丸目的 とす る鎖長 に達す るまで担体上 で伸長反応が繰 り返 され る。一般 的に、

トリエ ステル法 によ りオ リゴデオキシ リボ ヌク レオチ ドを固相合成 す る場 合 には、

コハ ク酸エ ステルを介 して3'位 で担体(ポ リスチ レンや シ リカゲル)に 結合 した

ヌク レオ シ ド樹脂 に対 して、次の3っ の反応を行 うことによりヌ ク レオチ ドを1

個ず っ(縮 合単位 としてダ イマーを用 いる と2個 ずっ)伸 ばす ことが で きる 。

1)ベ ンゼ ンスルホ ン酸や トリクロロ酢酸 、あるいは臭 化亜鉛 により、5'一水酸基

を保護す るジメ トキシ トリチル基 を除去す る。

2)MSNT等 の縮合剤を用 いて、ヌク レオチ ドを縮合 す る。

3)ア セチル化 等 により、縮合反応の起 こ らなか った5'一水酸基 をふ さ ぐ。

*以 後 、本章 では、特 に断 わ りのない限 り、ヌ ク レオ シ ド、ヌク レオチ ド、

オ リゴヌク レオチ ドはいずれ もデオキシ リボ体 を表 す。
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いずれの反応 も試薬溶液の添加 により開始 され 、濾過 ・洗浄 によ り停止す る。ま

た、伸長途中で精製 を全 く行わない ため、操作が単純 で非常 に迅速な合成が可能

である。さらに、生化学や分子生物学 で使用す るの に適 した量(μmo1ス ケール)

で合成 で きるので、 この方法 は広 く用 い られるようにな った。

一方 、固相合 成法では、縮合反応が起 こ らなか った短 鎖のオ リゴヌ ク レオチ ド

や副反応 の起 こったものが担体上 に蓄積 し、それ らが 目的物 と同時に切断され て

くるので、最終的な精製が 困難 である。特 にリン酸 トリエステル法の 縮合収率 は

90な いし95%で あるため、前述 の反応サイ クルを繰 り返す うち にかな りの量の 「

不純物 」が生 じて しまう。したが って、目的物を確実 に得 るためには、縮合 回数

が10数 回程度の もの 、すなわち、縮合単位 としてモ ノマ ーを用 いた場 合 には10数

鎖長のオ リゴヌク レオチ ドが合成 の限界 とな る。長鎖の オ リゴヌク レオチ ドを合

成 するために、モノマーの代 わ りに保護 され たダイマー ユニ ッ ト(計16種 類)を

あ らか じめ準備 してお き、これを縮合単位 と して用 いる方法が ある。 しか し、そ

の場合で も20～30merが 合成の限界 である。

'著者 は
、担体上 である程度 の長 さのオ リゴヌク レオチ ド ブロ ックを用 いたブロ

ック縮合を行 い、担体上での縮合回数を少な くすれば、さ らに長鎖のオ リゴヌ ク

レオチ ドを合成 す るこ とが可能であ ると考 えた。実際に、著者 らは以前 にテ トラ

マー ブ ロックを用 いた26merの 固相合成を行 ったが 、ダ イマーを用い た同 じ鎖 長

の もの と比較す ると、精製が非常 に容易で あった。 しか し、4種 類の ヌク レオシ

ドを用いた場合、 トリマーで も計64種 類 になるので、全 種類をあ らか じめ準備 し

てお くこ とは不可能であ る。 また、必要に応 じて準備す ると しても、液相法 と同

じくかな りの時間を要す る。そこで著者は、保護 され たオ リゴヌク レオチ ド ブ ロ

ックの固相合成法の開発を行 った。

1972年 にOhtsukaら は 、リン酸 アミデー ト樹脂 を用 いたジェステル法 によるリボ

トリマー ブ ロックの固相合成を報告 してい る43。 当時は リン酸 ジェス テル法が用

い られてお り、固相合成法 も導入された直後で実用的で はなか ったため 、所要 時
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間 、収率 、精製法な ど問題 点が 多 く、それ以後 この方法 は全 く利用 されていなか

った。以下 に述べ る方法 は これの改良法 ともいえるが 、 リン酸 トリェ ステル法 を

応用 し、現在の固相合成 に適合 させ ることを 目的 としている。

著者が本研究を行 っている途 中、Efim。vら は著者 らと同様の考 え方 に基 づ き、

スルポニルエチル基 を応用 したヌク レオチ ド樹脂 によるテ トラマー ブ ロックの固

相 合成 と、それを用 いた長鎖オ リゴデオキシ リボ ヌク レオチ ドの合成 を報告 して

い る500し か し、その ような ヌク レオチ ド樹脂 は結合部が塩基性条件 に対 して不

安 定であ り、メルカプ トェチル基 を応用 した改良法 も報告 されているが51、 一般

的 な実用化 には至っていない。それ らと比較す ると、著 者が用 いた リン酸 ア ミデ

ー トを応用 した方法は
、鎖長 伸長 時に安定 であ り、高選 択的に切断で きるため、

非常 に有用で あると考 えられ る。

第1節 ヌク レオチ ド樹脂 の合成

一般的な固相 合成 に用 いるヌク レオシ ド樹脂 は
、ヌク レオ シ ドの3'位 が コハ ク

酸 エステルを介 して担体 に固定 され ている。 したが って、鎖長伸長反 応を繰 り返

した後加水分解 を行 うと、切断 され たオ リゴヌク レオチ ドの3'末 端 は水酸基 にな

り、 しか もヌク レオシ ド間の リン酸の保護基 も同時 に除去 され るため、 これを縮

合単位 として次 の反応 に用い ることはで きない。保護 され たオ リゴヌ ク レオチ ド

プ ロックを固相合成す るため には、 まず 、ヌク レオ シ ドと担体 との結 合部 に リン

酸 トリエ ステルを入れ、他 の保護基が はずれな い条件で切断 されて3'末 端 に リン

酸 ジェ ステルを生 じるような 「ヌク レオチ ド樹脂 」を考 える必要が あ る。著者は、

亜硝酸 イソアミルで除去 され るリン酸 アミデー ト保 護を応用 したヌク レオチ ド樹

脂(6)を 設計 した。担体 としては ヒ ト成 長ホルモ ン遺伝 子の断片を 合成 した際

に良好な結 果が 得 られた1%架 橋 ポ リスチ レンを用 い、結合部 には切 断の容 易な

リン酸_p.一アニシデー ト誘導体を導入するこ とに した。
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図3ヌ ク レオチ ド樹脂の合成

ヌク レオチ ド樹脂(6)は 、担体上での 副反応 をで きる限 り避 ける ため に、 ま

ず ヌク レオチ ド部分の合成を行 い、これを完全 に精製 した後 、最後 に担体 と結合

させ ることによ り合成 した(図3)。 ヌク レオチ ドと担体 との結合 は、通常のヌ

ク レオシ ド樹脂 の合成 と同様 、担体上のア ミノ基 とヌク レオチ ド側 の活性エステ

ルの反応 によるアミ ドの生成 を利用 した。その ために必要 なカルポキ シル基は、

中性付近で亜鉛 によ り除去 で きる2,2,2一 トリクロロェチ ル基52-54で 保護 した。当

初 は、この保護基 を選択的 に除去 した後、ペ ンタ クロロ フェノール と縮合す るこ

とにより活性エ ステル とす る予定であったが 、 トリクロロエチル ェ ステルもペ ン

タ クロロフェニル ェ ステル等 と同様 に第1級 アミンと反応 してア ミ ドを生成す る

ことが わかったので、完全 に保護 されたヌク レオチ ド(5)を アミノ メチル化 さ

れ た1%架 橋ポ リスチ レンと反応 させ るこ とによ り6を 得 た。

ヌク レオチ ドの担体か らの切断 を確認す るために、チ ミジン リン酸 ア ミデー ト
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図4担 体 か らの 切 断

樹 脂(6,B=T)を ピ リジ ン ー酢 酸(1:1,v/v)混 液 中 、亜 硝 酸 イ ソ ア ミル で 処 理

す る と、生 成 物 はTLCお よ び'H-NMRで5'-0-dimethoxytritylthymidine

3'一(o-chlorophenyl)phosphateと 一 致 した 。 ま た、 同樹 脂IOmg(ヌ ク レオ チ ド

3・9,umol)に ピ リジ ン ー酢 酸(1:1,v/v)1.Om1と 亜 硝 酸 イ ソア ミル0:13m1(1

mmol)を 加 え て0.5な い し6時 間 振 と う し、担 体 上 に残 っ た ヌ ク レオ チ ドを ジ メ ト

キ シ トリチ ル 基 の 発色 に よ り定 量 す る と、 回収率 は図4の よ うにな っ た 。以 上 の

結 果 よ り、 ヌ ク レオ チ ド樹 脂(6)は 約3時 間 の亜 硝 酸 イ ソ ア ミル 処 理 に よ りヌ

ク レオ チ ドが ほ ぼ定 量 的 に切 断 され 、 目的 とす る3'一 リン酸 ジェ ス テ ル を与 え る こ

とが 明 か とな っ た 。

リン酸 一廼 ア ニ シデ ー トは液 相法 に よ るオ リゴ ヌ ク レオ チ ドの 合成55.56に お い

て 良好 な結 果 が 得 られ てお り、 鎖長 伸長 の ための3っ の 反 応 の うち 、脱 トリチル

と縮 合反 応 に っ い て は問 題 が な い こ とが わ か っ て い る 。 しか し、 アセ チ ル化 に よ

る未反 応5'一 水 酸 基 の キ ャ ッピ ング は固 相 合 成 に特 有 で あ るの で 、 この反 応 に対 す

る安定 性 に っ い て は全 く調 べ られ て い な い 。 そ こで 、5'-0-dimethoxytrityl-

thymidine3'一(o-chlorophenyl)phosphoro†anisidate(7)を ピ リジ ンに溶 解

し、4一ジ メチ ル ア ミ ノ ピ リジ ン(DMAP)と 無 水 酢 酸 を 加 え てキ ャ ッ ピ ング反
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癒 と同 じ条件 にす る と、7は 完 全 に保 護 さ れ て い る に もか か わ らず 何 らか の反 応

が 起 こっ た 。続 い てベ ンゼ ン スル ホ ン酸 に よる脱 トリチ ル を行 い 、後 処 理 後放 置

す る と2種 類 の生 成 物 が 得 られ た 。TLICで の挙 動 か ら、 これ らの 化 合 物 は

thymidine3'一(0-chlorophenyl)phosphate(9)とN-acetyl-p-anisidine(10)

図5キ ヤ ツピ ング に よ る副反 応

図6ア セチ ル化 条 件 の検 討
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で}まないか と考 え、別途合成 したもの と比較 すると、TLCお よび1H-NMRで

完全 に一致 した(図5)。 すな わち、 リン酸一p一アニ シデー トはキャッ ピング の条

件で アセチル化 され、P-N結 合が著 しく不安定 にな ることがわか った。 ただ し、 こ

の副反応 はDMAPを 用 いな ければ起 こ らなかったので、 ピ リジ ンー無水酢酸 だ

けの アセチル化 によるキ ャッピングを検討 した。一般的なオ リゴヌ ク レオチ ドの

固相合成 に用 いるヌク レオシ ド樹脂20mg(ヌ ク レオシ ド2.5,umo1)を 脱 トリチ

ル後、ピ リジン と無水酢酸を加 えて一定時 間振 とう し、アセチル化 されず に残 っ

て いる5'一水酸基 を、モノヌク レオチ ドの縮合 とそれ に続 く脱 トリチル によ り定量

した(図6)。 その結果、ヌ ク レオチ ド樹脂(6)を 用 い たオ リゴヌ ク レオチ ド

ブ ロックの固相合成では、キ ャッ ピングの 際にピ リジ ンー無水酢酸(3:2,v/v)

を使用 し、反応時間は1時 間 とすることに した(表1)。

第2節 ヘプタマーおよび ノナ マー ブ ロックの固相合成

前節で合成 したヌク レオチ ド樹脂を用 いて、合成 ヒ ト神経成長 因子 遺伝子57の

N末 端迦RI断 片 にHind皿 リンカーをつ けたd35mer(dAGCTTCCTCCTCTCACCCGATCTT

CCACCGTGGCG)を 合成す るための縮 合単位 とな る、保護 され たオ リゴ ヌク レオチ ド

ブ ロックの固相合成 を行 った。このd35merを ブロッ クに分割 する場合 に、準 備 し

な ければな らな いヌ ク レオチ ド樹脂の種類を少な くするこ とと、各ブ ロックをで

きるだけ同 じ長 さにするこ とを考慮 し、3'末 端をdCに 揃 えたヘプタマ ー とノナマ

ー(dAGCTTCC ,dTCCTCTCAC,dCCGATCTTC,dCACCGTGGC)の4っ とした(d35merの

3'末 端のdGは 最終 的な固相合成の際 に担体 に結合 している)。 この うち、最 も3'

側の ノナマー(dCACCGTGGC)は 縮合収率をブロ ック縮合 と比較 するため にダ イマ

ー あるいはモノマーを用 いて段階的 に伸ばす ことに したので(図9)
、固相 合成

したブロックは3種 類のヘプ タマー とノナマーである(表2)。

合成の概要 は図7に 示 した とお りであ る。ガ ラスフ ィル ター と2方 コックのっ
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図7ノ ナマー ブロ ックの固相合 成

図8逆 相 カラムクロマ トグラ フィーに よるノナマー ブ ロヅク(16)の 精製一
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表1オ リゴヌクレオチ ド ブロックの固相合成のための鎖長伸長操作

ス テ ッ プ 溶 媒 ・試 薬 量 反 応 時 間 回 数

1CH2C12-CHaOH(7:3,v/v)6mlO.1分3回

221ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/6ml1分1回

GH2C12‐CHsOH(7:3,vjv)

3CH2C12-CHsOH(7:3,v/v)6mlO.1分1回

42%ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/6ml1分1回

CH2Clz‐CHsOH(7:3,v/v)

5CH2C12-CHaOH(7:3,v/v)6mlO.1分 .'1回

62qベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/6ml1分1回

CHzClz‐CHsOH(7:3,v/v)

7CH2C12-CH30H(7:3,VJV)6mlO,1分2回

8ピ リ ジ ン6mlO.1分3回

9ピ リ ジ ン1ml共 沸1回

10ダ イ マ ー ユ ニ ッ ト/ピ リジ ン0.29/1.5ml共 沸1回

11MSNT/ピ リ ジ ン0.29/1.5m120分(40℃)1回

12ピ リ ジ ン6mlO.1分2回

13ピ リ ジ ン6ml60分1回

無 水 酢 酸4m1

14ピ リ ジ ン6mlO.1分3回
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表2固 相合成 したオ リゴヌク レオチ ド ブ ロックの塩基配列 と収率

塩基配列 平均 縮合収率 収量(収 率)

dAGCTTCC90%68mg(40%)

dTCCTCTCAC85%73mg(31%}

dCCGATCTTCgd%79mg(33%)

い た容 量40m1の 反 応 容 器 を用 い 、 デ オキ シ シチ ジ ン リン酸 ア ミデ ー ト樹 脂(6,

B=bzC)0.3g(50,umol)に 対 して 表1の 操 作 を 繰 り返 した 。この 伸 長 操 作 は通 常

の オ リゴ デ オ キ シ リボ ヌ ク レオ チ ドの 固 相 合 成 で 良好 な 結 果 が 得 られ た もの を 応

用 してお り、縮 合 単 位 と してダ イ マ ー ユ ニ ッ トを用 い た24。 ヘ プ タ マ ー の場 合 は

3サ イ クル 、 ノ ナ マ ー は4サ イ クル繰 り返 した後 、 ピ リジ ン ー酢 酸(1:1,v/の

混 液 中で 亜 硝酸 イ ソア ミル 処 理 を3陦 問 行 い 、後 処 理後 、C18シ リカ ゲ ル を用 い

た逆 相 カ ラム クロ マ トグ ラ フ ィー によ り精 製 した(図8、 カ ラ ム:C18シ リカゲ

ル(内 径1.7cmx15cm)、 溶 離 液A:5魄CH:3CN,O.1MTEAB(200m1)、 溶 離 液B:

80%CH3CN,0.1MTEAB(2◎Om1))。 溶 出液 の溶 媒 を 留去 し た後 、ヘ キ サ ン ーエ ー

テ ル(1:1,v/v)を 用 い た粉 末 化 を行 い 、 ヌ ク レオ チ ド樹 脂 か らの 通 算収 率31～

40%で ヘプ タマ ー お よび ノ ナマ ー ブ ロ ッ クを 得 た(表2、 平 均 縮 合 収 率 は ジ メ ト

キ シ トリチル カ チ オ ンの定 量 に よ り求 め た)。

第3節 担 体上 で の ブ ロ ッ ク縮 合

担 体 上 で のブ ロ ッ ク縮 合 に よ りd35merを 合 成 す るため に 、 まず 、ヘ キ サ マ ー ブ

ロ ッ ク(dACTACC)を 用 い て縮 合 条 件 の検 討 を 行 った(表3)。 ポ リス チ レンを担
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表3縮 合反応の条件と収率

1

担 体 配 列 反 応 時 間(分)温 度(℃)収 率(%)

ポ リ ス チ レ ンdTC-G一 ⑪204095

d度C埋註藍寢一 〔Y-(§)304040

dξ篝登肇ξ簧藍藍一TCTCTC〔x一 ㊥304024

CPGd醗 丁欝 ¢一窃一⑰304058

dAC-TCTCTCG-(P>304055

d蔦蜃Ψ涯藍〔}-ATATATG-(P)604068

d査〔萋聖窪¢鏖一TCTCTCG一 ㊥902864

体 とす るデオキ シグアノシ ン樹脂 につ いて、脱 トリチル後ダ イマー ユ ニッ トを縮

合 し、再び脱 トリチル して縮合収率を求め ると95%で あ ったが 、同 じ条件でヘキ

.サマー ブ ロックを縮合 した場合 には、反応 時間を延ば しても収率 は非常 に低か っ

た。また、ダ イマー ユニ ッ トを用いて鎖を伸 ば した後ヘキサマー ブ ロ ックの縮

合 を行 ったが 、収率は さらに低 下 した。次 に、担体 としてCPG(c。ntroUed

poreglass)58を 用いたもの にっ いて同様 の実験 を行 うと、ポ リスチ レンの場合

と比較 して収率の向上がみ られ た。

そ こで、CPG担 体を用 いてd35merの 合 成を行 った。容量2mlの 反応容器 中で 、

デオキシグアノシ ンの結合 したCPG24mg(1.5iumol)に っいて、表4の 操 作に

よ り、 まずダ イマー ユニ ヅ トを4回 とモ ノマーを1回 縮合 し、続 いて前節で合成

したノナマーお よびヘプ タマー ブ ロックを縮合 した(図9)。 伸長操作終 了後 、

オ キシム処理 によ りCPGか らの切断 とリン酸 を保護す るo一クロロフ ェニル基の

除去 を行 い、続 いてア ンモニア水 により塩 基部 アミノ基 を脱保護 して、C18シ リ
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表4d35merの 固相合成の ための鎖長伸 長操作

ス テ ッ プ 溶 媒 ・試 薬 量 反 応 時 間 回 数

1CH2Clz‐CHsQH(7:3,v/v)2mlO。1分3回

22%ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/2ml1分1回

CH2el皇 一CH3艫(7:3,v/v)

3CH2C12‐CHaOH(7:3,v/v)2mlO.1分1回

42!ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/2ml1分1回

CH2C12‐CHaOH(7:3,vJv)

5CH2C12‐CHsOH(7:3,v/v)2mlO.1分'2回

6ピ リジ ン2mlO.1分3回

7ピ リ ジ ン0.3m1共 沸1回

8縮 合 ユ ニ ッ ト/ピ リ ジ ン8eq/0.3m1共 沸1回

9MSNT/ピ リ ジ ン20mgノ ◎.2ml1回

(モノマー、ダ イマー)20分(40°C)

(ヘプ タマー、ノナマー)120分(室 温)

10ピ リ ジ ン2mlO.1分2回

11DMAP/ピ リ ジ ン1.$ml3分1回

無 水 酉乍霄菱0.2m1

12ピ リ ジ ン2mlO.1分3回
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図9d35鵬rの 合 成

図10逆 相 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

に よ るDMTr-d35merの 精 製

カ ラ ム:C18シ リ カ ゲ ル

(内 径0.7cmx10cm)

溶 離 液A:5%CHsCN,50mMTEAR

B:35%CHsCN,50mMTEAR

各100m1

図11逆 相 且PLCに よ る

脱 保 護 さ れ たd35merの 分 析

カ ラ ム:TSKgelODS-120A

(内 径4.6mmx25cm)

溶 離 液A:5%CHsCN,0.1MTEAR

B:25%CHaCN,O.1NTEAR

グ ラ ジェ ン トB:30→70q(20分)

流 速:1.Oml/分
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カゲルを用 いた逆相カラムクロマ トグ ラフィー により精製 した(図10)。 この時 、

目的 とするd35merは5'末 端 にジ メ トキシ トリチル基 を有 しているため、 その疎水

性 によって短鎖のオ リゴヌク レオチ ドよ り遅れて溶 出され る。この ピークの 中の

1フ ラクシ ョンにっいて、脱 トリチル後、逆相HPLCに より分析す ると、図11

の ように不純物が含 まれてお り、分取 によ り精製 した。HPLCで 分離 され た不

純物 は、各 サイクルでの縮合 反応を通常室温な らば40分 間程度行 うと ころ、ブ ロ

ック縮合では収率が低 くなるので長 時間(各2時 間)行 ったため 、縮合剤 による

塩基部の修飾反応59等 の副反 応が起 こったもの と考 えられ る。HPLCで 単一 ピ

ー クに精製 したd35merは 、Maxam-Gilbert法 聞 により塩基 配列を確認 した。

この結果 より、縮合収率の上で は、ダ イマー とモノマーを5回 繰 り返 した通算

が54%で 、ノナマー ブロックを用 いた場合が54%と70%で あるので、ブロ ック縮

合が有利であ るとはいえない。 しか し、d35田erが 容易に精製で きたこ とか ら、長

鎖 オ リゴヌク レオチ ドの合成 にはこの方法が有用である と考 えられ る。

縮合単位の鎖長 と収率の関係 を詳細に調べ るため に、種 々の長 さの オ リゴチミ

ジル酸 ブ ロックを用 いて担体 上での縮合を行 った(図12)。 まず、デオキシグア

ノシ ンの結合 したCPG33mg(0.9u匝of)に っいて、脱 トリチル とピ リジン共沸

を行 った後 、ピ リジ ン150,u1申 オ リゴチ ミジル酸10,umo1とMSNT15mg(50

図12縮 合単位 の鎖長 による収率の変化

担体 と してCPG(○)と1°1,架 橋

ポ リスチ レン(×)を 用 いた。
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,umo1)を 加 えて40℃ で20分 間反応 させ、再度 脱 トリチル して縮合収率を求め る と、

ブ ロックの鎖長が大 きくな るほど縮合収率が徐 々に低 下す ることが明 か とな った。

担体 と して1%架 橋ポ リスチ レンを用 いた場合 には、ペ ンタマー以上 で縮合 収率

が著 しく低下 した。ノナマー ブ ロックについて、反応時 間を延ば した り、大孔径

(1400A、 これ までの実験 に用 いたものは500A)のCPGや 長鎖アルキル アミン

リンカーのっい たCPGを 用 いて縮合を行 っtが 、収率 の向上 はみ られなか った。

第4節3'一 。一クロロ フェニル リン酸を有 する

オ リゴデオキシ リボヌク レオチ ドの 固相合成

16の よ うなオ リゴヌク レオチ ド ブ ロックの脱保護 を行 うと、3'末 端 の リン酸 は

すでにジエ ステル にな ってい るためにこのo一クロロフェニル基だ けが 除去 されず、

3'-0一クロロフェニル リン酸 を有 するオ リゴヌク レオチ ド45,51を 得 るこ とがで き

る。その よ うなオ リゴヌ ク レオチ ドを鋳型DNAに 結合 させ ると、DNAポ リメ

ラーゼ1のKlenowfragmentに よるプ ライマーか らの鎖の 伸長 を停止 させ るこ とが

で き、自らはプ ライマー活性 を持 たな いため 、プライマー と組 み合 わせ て用 いる

こ とによってあ る一定領域 だけの2本 鎖DNAを 取 り出す ことが可能 で ある(こ

のオ リゴヌ ク レオチ ドをプライマーに対す る 「ス トヅパ ー 」と呼ぶ)。 著者 は、

本章第1節 のヌ ク レオチ ド樹脂(6)を 用 いて、B型 肝 炎 ウイルス表 面抗原 遺伝

子を分割す るためのス トッパ['>1と な る、3'-0一 クロロフェニル リン酸を有 す る

dl6mer(dATGGAGAACACAACATp)の 固相合成 を行 った 。

チ ミジ ン リン酸 アミデー ト樹脂(6,BニT)52mg(7,umo1)に 対 して、表5の

操作 によりダ イマーを7回 とモ ノマーを1回 縮合 し(平 均縮合収率:89%)、 亜

硝酸イ ソアミル処理 によ り担体か ら切断 したヘキサ デカマー ブ ロックを逆相カラ

ム クロマ トグラ フィーによ り精製 した(図13)。 続 いて、オキシム処 理 により3'

末端以外のo一クロロ フェニル基 、ア ンモニア水 によ り塩基部の アシル 基、酢酸 に
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表53'-o一 ク ロ ロ フ ェ ニ ル リ ン酸 を 有 す るdl6merの 合 成 の た め の 鎖 長 伸 長 操 作

ス テ ッ プ 溶 媒 ・試 薬 量 反 応 時 間 回 数

1CHaC12-CHsOH(7:3,v/v)2m1◎.1分3回

22qベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/2m11分1回

CH2C12-CHaDH(7:3,v/v)

3CH2Cl2-CH30x(7:3,v/v)2mlO.1分1回

42%ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン酸/2ml1分1回

CH2Cl2-CH30H(7:3,v/v)

5CH2C12-CHsOH(?:3,v/v)2mlO.1分2回

6ピ リジ ン2mlO.1分3回

7ピ リジ ン0.3ml共 沸1回

8ダ イ マ ー ユ ニ ツ ト/ピ リジ ン30mgJD.3ml共 沸1回

(ま た は モ ノ マ ー/ピ リジ ン)(20mg/0.3ml)

9MSNT/ピ リ ジ ン30mg/0.3m120分(40℃)1回

10ピ リ ジ ン2mlO.1分2回

11ピ リ ジ ン1.2ml60分1回

無 水 酢 酸0.8ml

l2ピ リ ジ ン2mlO.1分3回

一21一



図13ヘ キ サ デ カ マ ー ブ ロ ッ クの 精 製

カ ラム:C18シ リカゲ ル(内 径0.7cmxllcm)

溶 離液A:40qCHaCN,50mMTEAB(200m1)

B:70qCHsCN,50mMTEAB(200m1)

図143'-o一 ク ロ ロ フェニ ル リン酸 を

有 す るdl6merの 精 製

カ ラ ム:Nucleosil5C18

(内 径4.6mmx30cm)

溶 禹隹液A:5%CH3CN,◎.1MTEAA

B325箔CHaCN,0.1MTEAR

グ ラ ジェ ン トB:50→701,(20分)

流 速;1.Oml/分

よ り5'末 端 の ジ メ トキ シ トリチ ル 基 を 順 に除 去 し、最 後 に逆相HPLC(図14)

で 分 取 す る こ と に よ り、 目的 とす るd16merを 得 た 。生 成 物 の塩 基 配列 は 、5'末 端

を32Pで ラベ ル して ヌ ク レアー ゼP1で 限 定 分解 した後 、2次 元 ホモ ク ロマ トグ

ラ フ ィー62に よ り調べ た(図15)。 ま た、 蛇 毒 ホ ス ポ ジ ェ ス テ ラ ーゼ に よ る分 解
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図153'-o一 クロ ロ フ ェニ ル リ ン酸 を

有 す るdl6merの 配列 分 析

の程度が小 さか ったことと、図15の 上か ら15番 目と16番 目のスポッ トの間に負電

荷2個 分の移動度 の違 いがあ るこ とか ら、3'末 端 にo一クロロフェニル リン酸が残

っていることが確認 され た。

ヌク レオチ ド樹脂(6)を 用 いて鎖長伸 長を行 い、まず担体上でo一クロロフェ

ニル基を除去 し、続 いて亜硝 酸イソアミル処理 によ り切断 した後脱保 護すれば 、

完全 に脱保護された3'一リン酸を有す るオ リゴヌク レオチ ドを合成する ことも可能

である5㌔
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第2章 リン酸 アミデー トを用 いたオ リゴ リボヌク レオチ ドの固相合成

2'一水酸基の保 護基 としてtert一ブチルジ メチルシ リル基29-33や 旦一ニ トロベ ンジ

ル基34,35を 用 いてオ リゴ リボヌ ク レオチ ドを固相合成 す る場合 には
、オ リゴデオ

キ シ リボ ヌク レオチ ドの固相合成法をその まま応用 する ことがで きる
。それ に対

して、酸 に不安定 なアセ タールやケタール を用 いた場合 には
、5'一トリチル誘導体

を除去す る際に2'位 の保護基 の一部がはずれて しまうao 。特 に担体 に近 いヌ ク レ

オ シ ドの保護基 は、鎖長伸長 のための反応 サイクルを繰 り返す うちにほ とんどは

ず れるこ とにな る。2'一水酸基 が保護 され ていないオ リゴヌク レオチ ドを用 いる と
、

この水酸基 にヌ ク レオチ ドが縮合 されて2'-3'結 合を有す る側鎖が生 じる可能性が

あ り、縮合反応が起 こらなか った場合 には、脱保護時 に2' ,3'一環状 リン酸を経由

して鎖の切断が起 こる63。 そのため に、2'一水酸基の保護基 としてアセ タールやケ

タールを用 いたオ リゴ リボ ヌク レオチ ドの固相合成はほ とん ど行 われ ていなかっ

た。

著者 は、2'一水酸基の保護基 としてテ トラ ヒ ドロフラニル基を用 いたオ リゴ リボ

ヌ ク レオチ ドの固相合成 法の開発 を行 った。この保護基 は水酸基の保 護 に一般 的

に用 いられるテ トラヒ ドロピラニル基 より容 易に除去で きる64た め
、特 に長鎖オ

リゴ リボヌク レオチ ドの合成 に有用である と考 えられ、液柑法 ではr33merの 合成

に応用 されてい る39。 これを固相合成 に用 いるため には、鎖長伸長反応 の中に酸

処理 を全 く含 まない方法を考 える必要が ある。一っの手段 として、臭 化亜鉛 によ

る5'一ジメ トキシ トリチル基の除去65・66を 応用 したオ リゴ リボ ヌク レオチ ドの固

相合成が報告 され てい るがai,a2、 収率が低 く、長鎖 のものは得 られ ていな い
。そ

の原 因 として、水分の混 入によ り酸性 にな ったことや、担体上 のオ リゴヌ ク レオ

チ ドに結合 した亜鉛が除去で きなか ったこ とな どが考 え られ る。そこで著者 は、

5'一ジメ トキシ トリチル保護を用 いな いことを前提 とし
、 まず 、 リン酸 アミデー ト

を用 いた5'→3'方 向の固相合成法45を 応用 した トリェ ステル法 によるオ リゴ リボ
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ヌ ク レオ チ ドの 固相 合成 を 行 っ た 。この 方 法 は 、5'位 で 担体 に結 合 し たヌ ク レオ

シ ド3㌧ リ ン酸 † ア ニ シ デー トに対 して 、 亜 硝酸 イ ソ ア ミル 処 理 に よ る リ ンの脱

保 護 とそ れ に続 くヌ ク レオ チ ドの5'一 水酸 基 との縮 合 を繰 り返 す こ と に よ り、5'→

3'方 向 に鎖 を 伸 長 す る もの で あ る 。 リ ン酸 一p一ア ニ シ デ ー トは液 相 法 にお い て酸 に

不 安 定 な ジ メ トキ シ トリチ ル 基 や テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル 基 と組 み 合 わ せ て用 い ら

れ て お り39・55・56、 亜 硝酸 イ ソ ア ミル に よ り他 の 保 護 基 を損 な うこ とな く選 択 的

に脱 保 護 す る こ とが 可 能 で あ る 。

第1節 ノ ナ マー の 合 成

5'→3'方 向 に鎖 を伸 ば す ため に は、5'一 水 酸 基 を保 護 して いな い4種 類 の モ ノ ヌ

ク レオチ ド ユ ニ ッ ト(N-acyl-2'一 ◎-tetrahydrofuranylnucleoside3'一(0-

chlorophenyl)phosphoro-p-anisidate,21)を 準 備 す る必要 が あ る 。 そ の た め に 、

まず 塩 基 部 ア ミ ノ基 を保 護 した ヌ ク レオ シ ドの5'お よび3'一 水 酸 基 を1,1,3,3一 テ ト

ラ イ ソプ ロ ピル ジ シ ロキ サ ンー1,3一ジ イル(TIPDS)基67で 保 護 した後 、2'一

水 酸 基 を テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル 化 し、5',3'一 水 酸 基 を 脱 保護 した 。2'一 テ トラ ヒ ド

ロ フ ラニ ル ヌ ク レオ シ ド(19)は 、 この 保 護 基 が不 斉 炭 素 を有 す る ため2種 類 の

異 性 体 を生 じるが 、 シ リカゲ ル カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィー によ り分 離 して 、各異

性 体 を個 別 に使 用 し た。次 に 、19に っ い て5'一 ジ メ トキ シ トリチ ル 化 と3'一 リ ン酸

化 を 行 い 、最後 に臭化 亜 鉛 に よ りジ メ トキ シ トリチ ル 基 を 除 去 す る こ と に よ り21

を 得 た(図16)。 さ ら に、21を5'一 コハ ク酸 エ ス テル と して ア ミ ノ メチ ル 化 され た

1%架 橋 ポ リス チ レン に結 合 させ る こ とに よ り、 ヌ ク レオチ ド樹 脂(23)と した 。

これ らを用 い て 、mRNAの ス プ ライ シ ング の研 究68・69に 用 い る た めの5'一 ス

プ ラ イ ス部 位7臼 に関 連 した塩 基 配列 を 含 む2本 のrgmer(GUAAGUAUC,GUUGGUAUC)

の 固 相合 成 を 行 っ た(図17)。 グ ア ニ ン ヌ ク レオチ ド樹 脂(23,B=ibG)24mg(

5,umo1)に っ い て 、容 量2虚 の反 応 容 器 中 で 、表6の 操 作 を8回 繰 り返 した 。亜
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図16モ ノマー ユニ ツ トの合成

図17rgmerの 固相合成R=V

硝酸 イソアミル処理 は2.5時 間 と し、その後 の洗浄操作は臭化亜鉛 による脱 トリチ

ル で用い られているもの15を 応用 した。また、3'→5'方 向 に伸長す る場 合の5'一ア

セチル化の代 わ りに、メタノール と縮合 す ることによ り未反応 リン酸 ジエステル

のキ ャッピングを行 った。最後の縮合 には2',3'一 水酸基をエ トキ シメチ レンで保

護 したヌク レオシ ド(26)A,71を 用い、伸長操作終 了後、オキ シム処 理 によ り担
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表6オ リゴ リボヌ ク レオチ ドの5'→3'方 向の固相合成 の ための鎖長伸長操作

i

ス テ ツプ 溶 媒 ・試 薬 量 反 応 蒔 間 回数

1ピ リジ ン ー酢 酸(1:1,v/V)2mlO.1分2回

2亜 硝酸 イ ソ ア ミル0.3ml150分1回

ピ リジ ン ー酢 酸(1:1,V/v)1.5姐

3ピ リジ ン2mlO.1分3回

40◆5MTEAR/DMF2mlO.1分3回

5ジ ク ロロ メ タ ン2mlO.1分'3回

6エ ー テル2mlO.1分3回

7テ トラ ヒ ドロ フラ ン2mlO.1分3回

8ピ リジ ン2mlO.1分3回

9ピ リジ ン0.3m1共 沸1回

10縮 合 ユ ニ ッ ト/ピ リジ ン4eq/0.3m1共 沸1回

11MSNT/ピ リジ ン22mg/0.3ml30分(40℃)1回

12MSNT/メ タ ノ ー ル ー22mg/0.3ml10分1回

ピ リジ ン(1:9,v/v)

13ピ リジ ン2mlO.1分3回
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図18イ オ ン 交 換HPLCに よ る

r9匝er(GUAAGUAUC)の 精 製

カ ラ ム:TSKgelDEAE-2SW

(内 径2.8mmX30cm)

溶 離 液A:20%CHsCN

B:1MHCOONHa,2d%CHaCN

グ ラ ジェ ン トBl40→7魄(20分)

流 速:2.Om1/分

図19逆 相HPLCに よ る精 製 さ れ た

rgmer(GUAAGUAUC)の 分 析

カ ラ ム:TSKge10DS-80Tr1

(内 径4.6mmx25cm)

溶 離 液A:5%CHsCN,0.1MTEAA

B:25%CHsCN,O.1MTEAR

グ ラ ジ ェ ン トB:10→50%(20分)

流 速31.Oml/分
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体 か らの切断 と リン酸 を保護す るo一クロロフェニル基 の除去を行 い、続いてアン

モニア水 によ り塩基 部アミノ基を脱保護 して、塩酸(pH2.0、3時 間)に よりエ ト

キシメチ レンとテ トラ ヒ ドロフラニル基を除去 した。

この方法 によ り合 成 したオ リゴ リボヌク レオチ ドには前章 で用 いたジメ トキシ

トリチル基の疎水性 を利用 した精製法 を応用す ることが で きず 、逆相HPLCで

は 目的物 のピー クを判別す ることが困難 となる場合が あ るので、陰イ オ ン交換H

PLCに よる精製 を行った。完全 に脱保護 した混合物 をSephadexG-25の カラムを

用 いたゲル ろ過 により脱塩 した後、イオン交換HPI.Cに より分析す る と、図18

の よ うに、目的物 と考 え られ るピー クが短鎖のオ リゴヌ ク レオチ ドか ら分離 され

た。この部分を分取 し、再度ゲル ろ過 によ り脱塩 して、逆相HPLCで 単一 ピー

クのrgmerが 得 られた(図19)。2本 のrgmerの 各々にっ いていずれ も全量の3/10

を分取 し、約4AssOユ ニ ッ トの純粋な ものを得 た。ヌク レオチ ド樹脂(23)か

らの通算収率は約3%で あった。生成物の塩基配列 は、5'末 端を32Pで ラベル し

て蛇毒ホ スポジェ ステラーゼで限定分解 した後、2次 元 ホモ クロマ トグラフィー

によ り確認 した(図20)。

図20rgmerの 配 列 分 析

_29_



第2節 オ ク タ デ カ マー の 合成

この 合成 法 に よ り長 鎖 の オ リゴ リボ ヌ ク レオチ ドを 合 成 す る ため に 、 縮 合単 位

と してダ イ マー ユ ニ ッ トを 用 い る こ とに した 。保 護 さ れ たヌ ク レオ シ ド3㌧ リン

・ 酸 ジェ ステ ル(28)を5'お よび3'一 水 酸 基 を 保 護 して い な い ヌ ク レオ シ ド(19)と

縮 合 し、 リ ン酸 化後 脱 トリチ ル す る こ とに よ り5種 類 の ダ イ マ ー ゴ ニ ッ ト(鍍,

CU,UU,UC,CC,AG)を 得 た 。 ま た、3'一 リン酸 ジエ ス テ ル と したダ イマ ー(31)を

2',3'一 エ トキ シ メ チ レン ヌ ク レオ シ ド(26)と 縮 合 して脱 トリチ ル す る こ と に よ

り、3'末 端 トリマ ー(鉱,陥 の と した(図21)。

これ らの縮 合 単 位 を 用 い て 、3'一 スプ ラ イ ス部位tに 関 連 した塩 基 配 列 を 含 む

rl8mer(UCUUUCUUCUUCCAGGAU)の 固相 合 成 を行 っ た 。表6の 操 作 に よ りダ イ マ ー

図21ダ イマ ー ユ ニ ッ トの 合成
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ユ ニッ トを7回 と3'末 端 トリマー ユニッ トを縮合 した後 、前節のrgmerの 場合 と

同様 の脱保護 ・精襲を行 った。テ トラヒ ドロフラニル基 を除去するための酸処理

にっいて、5時 間行 ったもの と10時 聞のものを比較 したが、HPLCに よる分析

では全 く変化が なか ったため、5時 間以内 に完全 に除去 され たと考 え られ る。イ

オ ン交換HPLCに よる精製(図22)で は不純物が多 く分離が不 十分 であ ったた

図22イ オ ン交HPLCに よ る

rl8merの 精 製

カ ラ ム;TSKgelDEAE-2S冨

(内 径7.8mmx30cm)

溶 離 液A:24%CHsCN

B:1MHCOO}田4,20qCH3CN

グ ラ ジェ ン トB:50→8魄(20分)

流 速:2.Oml/分

図23逆 相HPLCに よ る

rl8merの 精 製

カ ラ ム:YMCA-324

(内 径IOmmx30cm)

溶 離 液A:51,CHaCN,0.1MTEAR

B:25%CHsCN,O.1MTEAR

グ ラ ジ ェ ン トB:20→40%(20分)

流 速:2.Om1/分
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図24逆 相HPLCに よ る

精 製 さ れ たr18merの 分 析

カ ラ ム:TSKgelODS-80TH

(内 径4.6mmx25cm)

溶 離 液Al5yCHaCN,0.1MTEAR

B:25%CHaCN,O.1MTEAR

グ ラ ジ ェ ン トB・10→50q(20分)

流 速:1.0血1/分

図25rl8merの 配 列 分 析

め 、分 取 ・脱 塩 後 、 さ らに逆 相HPLCに よ り精製 して(図23)、 単 一 ピー クの

r18merを 得 た(図24)。 この 場 合 には全 量 の1/5を 精 製 す る こ と に よ り2 .5A2se

ユ ニ ッ トを得 た の で 、通 算収 率 は1.4%で あ っ た 。塩 基 配 列 もrgmerと 同様 の 方 法

に よ り分 析 したが(図25)、3'末 端 の2っ の スポ ッ トの分 離 が 不 十 分 で あ っ たの

で 、 さ ら に限定 分 解 物 の20%ポ リア ク リル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳動 を行 う こ とに よ り

鎖 長 を 確認 した 。
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以上の結果よ り、 リン酸 ア ミデー トを用 いた5'→3'方 向の固相 合成 によって9

ヌ ク レオチ ド程度 の鎖長を有 す るオ リゴ リボヌク レオチ ドは容易 に合成 で き、x

PLCで1回 分取 するだけで純粋な ものが 得 られ ることがわか った。通算収率 は

約3%と あ まり高 くなかったが 、その原 因 として、 リン酸 トリエス テル法 を用 い

て いるこ とと、担体上で リン酸 ジェ ステルの活性化を行 わなければな らないこ と

による縮合収率の低下が挙げ られ る。また、一般的 にリボヌク レオチ ドの縮合収

率がデオキシ リボ体ほ ど高 くないため、同様の方法 によるオ リゴデオ キシ リボヌ

ク レオチ ドの合成45と 比較 しても低収率で あった。rl8merの 合成で は、長鎖であ

る上 に不純物が多 く、イオ ン交HPLCに よ り目的物 のピー クが分 離 されなか

ったため 、この方法を用いて さらに長鎖のオ リゴ リボヌク レオチ ドを合成す るこ

とは困難である と考 え られ る。
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第3章5'-Lブ リニ ル お よび2'一 テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル 保 護 を 用 い た

ボ ス ボ ア ミダ イ ト法 に よ るオ リゴ リボ ヌ ク レオ チ ドの 合 成

2°一テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル保 護 を用 い て さ らに長 鎖 の オ リゴ リボ ヌ ク レオ チ ドを

固 相 合成 す る た め には 、縮 合 収 率 を高 くす る必 要 が あ る 。 しか し、前 章 の よ うな

リン酸 トリェ ス テル 法 で は、 最近 報 告 され て い る い くっ か の 改 良法72-7Aを 用 い て

も あ る程 度 限界 が あ る ため 、 高収 率 を期 待 で きるボ ス フ ァイ ト法 や 長 鎖 オ リゴデ

オ キ シ リボ ヌ ク レオ チ ドの合 成 に成 功 して い るH一ホ ス ホ ネ ー ト法 の 応 用 を検 討 し

た 。

これ らの 方 法 を5'→3'方 向 の固 相 合 成 に応 用 す る場 合 に は 、結 合 串ユ ニ ヅ トにあ

らか じめ ホ ス フ ァイ トやH一ボ スホ ネ ー トを 入 れ て お くこ とは で きな い(こ れ らの

リ ンは保 護 され てい な い ので 活 性 化 され る)た め 、3'一水 酸 基 の選 択 的脱 保 護 、担

体 上 で の ホ ス フ ァイ ト化 あ る い はH一ホ ス ホ ネ ー ト化 、お よび3'一 水 酸 基 を保 護 した

ヌ ク レオ シ ドの結 合 を行 わな けれ ば な らな い 。著 者 は 、3'一水 酸 基 の保 護基 と して

ヒ ドラ ジ ンに よ り除 去 で きる レブ リニ ル基75を 用 い た5'→3'方 向 の 固 相 合 成 を試

み た(図26)。 レブ リニ ル 基 は ヌ ク レオ シ ドの3'一 水酸 基27や5'一 水 酸 基37の 保 護

に用 い られ てお り、2'一 テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル 保 護 と組 み合 わせ る こ とが 可 能 で あ

る と考 え られ る 。 まず 、CPGに 結 合 した4-N-benz◎yl-3'-0-levulinyl-2'-0-

tetrahydrofuranylcytidine(33,B=bzC)を ピ リジ ン ー酢 酸(3:2 ,v/v)中0.5M

ヒ ドラ ジ ン1水 和 物 で10分 間処 理 した後 、methylphosphoroditetrazolidite76

(methylphosphorodichloriditeを 用 いて も同 じ結果 が 得 られ た)に よ りホ ス フ

ァイ ト化 、あ るい はphosphorustritriazolideと の反 応 と加 水 分 解 に よ りH一ホ ス

*リ ン酸 トリエ ス テル 法 で は 縮 合(condensation)と 呼 ぶ が 、 ホ ス フ ァ イ ト

法 お よびH一ボ スホ ネ ー ト法 で は酸 化 を 要 す る ため結 合(coupling)と い う

表 現 を用 い る 。
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図265'→3'方 向のホス フ ァイ ト法 お よびH一ホスホネー ト法 に よる

オ リゴ リボヌク レオチ ドの固相合成の検討

ホネー ト化11し た。次 に、3'一ボス ファイ トは加水分解 してH一ホスホネー トと した

後、両方1ζっいてCPGか らの切断 と脱保 護を行 い、逆相HPLCに よ り分析す

る と、3'一水酸基 に リンが入って いないシチ ジ ンが10%以 上残っていた。また、ボ

スフ ァイ ト法 を用 い た場合 には、副生成物 と考 え られ るピー クもい くっか検 出さ

れ た。後述の ように ヒ ドラジ ン処理を10分 間行 うとレブ リニル基はほ とん ど完全

に除去 され るので、 このような方法で は、3'一水酸基 を完全 にホスファイ ト化あ る

いはH一ホスホネー ト化 することがで きず、 したが って、高収率で鎖 を伸ばすこ と

は不可能であ ることが 明か とな った。Caruthersら は、担 体上での3'一水酸基 のホ

スホ アミダイ ト化 と、5'お よび3'一 保護 ヌク レオシ ドの結 合 ・酸化を繰 り返す こ

とによ りrl5merの 合成 を行 っているが7r、 良い結果は得 られていない ようである。

そこで著者は、 レブ リニル基を5'一水酸基 の保護 に用 いて、ホスボア ミダイ ト法

による3'→5'方 向への固相合成を行 った。5'一レブ リニル保護 を用 い、 リン酸 トリ

エ ステル法 によ り トリマー(AAG)を4回 縮 合 してrl3mer(AAGAAGAAGAAGA)の 合

成が行 われ てい るが78、 それ以外 にこの保 護基を用 いた固相合成は報 告 されてい

な い。その ため、担体上での レブ リニル基の除去の ための反応条件や 、その際の

副反応 にっ いても検討を行 った。
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第1節 保 護 され た ヌ ク レオ シ ドとそ の3'一 ホ ス ホ ア ミダ イ トの 合成

原 料 とな る保 護 され た ヌ ク レオ シ ド(N-acyl-5'-o-levulinyl-2'-0-tetra-

hydr◎furanylnucleoside,38)は 、2'一 テ トラ ヒ ドロ フラ ニ ル ヌ ク レオ シ ド(19)

,を2-chloro-1-methylpyridiniumiodideを 用 い て レブ リ ン酸 と反 応 さ せ る こ とに

よ り合成 し た37。 この反 応 は5'一水 酸 基 に選 択 的で あ る と報 告 され て い るが 、3'一

水 酸 基 にも レブ リニ ル化 が 起 こ っ た 。5',3㌧ ジ レブ リニ ル体 は シ リカ ゲ ル カ ラ ム

クロ マ トグ ラ フ ィー に よ り除 去 で きたが 、3㌔ レブ リニ ル 体 は分離 が 困 難 で あ った

の で 、5'一 水 酸 基 を ジ メ トキ シ トリチ ル化 した後 、逆 相 カ ラ ム クロ マ トグ ラ フ ィー

に よ り精 製 して38を 得 た 。

ホ ス ホ ア ミダ イ ト法 に よ りオ リゴデ オ キ シ リボ ヌ ク レオ チ ドを 合 成 す る場 合 、

N,N一ジ イ ソプ ロ ピル ア ミダ イ トを用 い る こ と に よ り最 も 良好 な 結 果 が 得 られ て い

る1°。 また 、 リンの保 護 基 と して メチ ル基3-10と β一シ ア ノェ チ ル基79の いず れ か

が 用 い られ て い るが 、 メチ ル 保 護 体 の 安定 性 の 問題 樋 や 脱 保 護 時 の 副 反 応81に っ

いて 報 告が あ るほ か 、 シ ア ノェ チ ル 基 は ア ンモ ニ ア水 に よ り担 体 か ら の 切 断 と同

図27ボ スボ ア ミダ イ ト法 に よ るオ リゴ リボ ヌ ク レオ チ ドの合 成
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時 に 除 去 さ れ る と い う 簡 便 性 を 考 慮 し て こ の

保 護 基 を 選 び 、38を β 一cyanoethylN,N-di-

i、。P,。pyl、hl。rogh。sph。ra,idit,(39)と 反

蠶製戴纛
れ たダ イマ ー(44)を 合 成 した 。 これ を ピ リ

ジ ン ー酢 酸(3:2,v/v)中0.5Mヒ ドラ ジ ン

1水 和 物 で1～5時 間処 理 す る と 、シ ア ノ ェ チル 基 は は ず れ なか っ たが 、TLC

で 完全 保 護 ダ イ マ ー とRf値 の異 な るスポ ッ トが 出現 した 。 そ こで 、保 護 され た ヌ

ク レオ シ ド(N-acyl-5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-tetrahydrofuranylnucleoside

20)4種 類 にっ い て ヒ ドラ ジ ン処 理 を 行 う と、塩 基 部 の ベ ンゾ イル 基 の うち アデ 嬬

ニ ンの場 合 に は約3時 間 、 シ トシ ンで は 約5時 間で 半 分 が 除去 され る こ とが わか1

っ た 。 ただ し、 グ アニ ンを保 護 す る イ ソブ チ リル基 は6時 間処 理 して も全 くはず

れ な か っ た 。 したが って 、長 時間 ヒ ドラジ ン処 理 を 行 う と(あ る いは 短 時 問の ヒ

ドラ ジ ン処 理 を 何 度 も繰 り返 す と)、 塩 基 部 の脱 ベ ンゾ イル に伴 う副 反 応(塩 基

部 へ の ヌ ク レオ チ ドの 結合 な ど)が 起 こ る可 能性 が あ る こ とが 明 か と な った 。

第2節2㌧ テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル ヌ ク レオ シ ド3'一 ホ ス ボ ア ミダ イ トの

担 体上 で の カ ップ リ ング

2'一テ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル ヌ ク レオ シ ド3'一 ボ スホ ア ミダ イ トの カ ッ プ リング反

応 の条 件 を 調 べ る ため に 、CPGに 結 合 し た5'一ジ メ トキ シ トリチル チ ミジ ンを

脱 トリチ ル した後 、テ トラゾ ー ル を 活性 化 剤 と して5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-

tetrahydrofuranyluridine3'一,6-cyanoethylN,N-diisopropylphosphoramidite
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(45)を 反応 させ、酸化律再度脱 トリチル す ること

蔑譱欝蠶飜 撚 龍隻鷄讐
用 い 、 ヌ ク レオ シ ド3㌧ ホ ス ボ ア ミダ イ ト(45)は

.134.螂 ・な るよ うにアセ トニ トリルに溝 議
。

こ の濃 度 は オ リゴ デオ キ シ リボ ヌ ク レオ チ ドの 合成

で 高 収 率(図28中 に+で 示 す)が 得 られ て い る5'-0-dimethoxytritylthymidine

s-,a-cyanoethylN,N-diisopropylphosphoramiditeの 溶 液 の 濃 度 に一 致 させ た も

の で あ るが 、使 用 した合成 機 の プ ログ ラム で はア ミダ イ ト試 薬 とテ トラ ゾ ール の

溶 液 が 同 時 に5秒 間 流 れ た後 、 テ トラゾ ー ル 溶 液 だ けが3秒 間 流 れ る とい う行 程

を3回 繰 り返 す ため 、反 応 時 の 実 際の45の 濃 度 は42.OmMと な る 。 この 場合 、デ オ

キ シ体(+)で は40秒 間以 内 に99%の 結 合 収 率が 得 られ るの に対 し、 リボ体(○)

図28反 応 時 間 に よ る結 合 収率 の変 化

3'一ボ ス ホ ア ミダ イ トの 濃 度 は42.OmM(O)お よ び67 .2mM(●)

十は5'-o-dimethoxytritylthymidine3'-phosphoramiditeの 収 率 。
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で は反 応 時 聞を 延 ば して も低 収 率 で あ っ た 。 そ こで 、 テ トラゾ ー ル溶 液 のみ を流

す ス テ ップ を 除去 す る こ と に よ り45の 濃 度 を67.2mM(O)と す る と収 率 はか な り

向上 したが 、 デ オ キ シ体 に匹 敵 す る高 収 率 を得 る ため に は反 応 時 間 を2◎分 間 とす

る必 要 が あ るこ とが わか っ た 。シ ア ノェ チ ル 基 で 保護 さ れ たホ ス ホ ア ミダ イ トは

メチ ル保 護 の もの よ りも反 応 速 度 が遅 い こ とが 報 告 され て い る82が 、 デ オキ シ体

と比 較 して大 きな差 が 生 じる原 因 と して 、2'位 の 保護 基 に よる立体 障 害 や 糖 部 の

コ ンポ メー シ ョ ンの相 違 な どが 考 え られ る 。

以 上 の 結 果 に基 づ い て 、5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydr。furanyluridine3'-

a-cyanoethylN,N-diisopropylphosphoramidite(40 .,B=U)を 用 い る こ とに よ り

表7ボ スホ ア ミダ イ ト法 に よ るオ リゴ リボ ヌ ク レオ チ ドの 合成 の た め の

鎖 長 伸長 反 応
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ス テ ップ 試 薬 反 応 時間

10.5Mヒ ドラ ジ ン1水 和 物/ユ0分

ピ リジ ン ー酢 酸(3:2,v/v)

270mM40お よび0.25Mテ トラゾ ール/20分

ア セ トニ トリル

30.53M無 水 酢 酸 お よび0.5分

0.27M4一 ジ メチ ルア ミノ ピ リジ ン/

2,6一ル チ ジ ン ーテ トラ ヒ ドロ フラ ン

(1:18,v/v}

40.1MI2/2,6一 ル チ ジ ン ー1分

テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン ー水(10:40:1,v/V/v)



uUUUUUUUUU(U,o)を 合 成 した(図27)。 保 護 され た ウ リジ ンの 結 合 したCPG

(41)33mg(1μmo1)を 用 い て 、前 述 の合 成 機 によ り表7(こ の場 合 の み 、 ヒ ド

ラ ジ ン処 理 を5分 間 と した)の 反 応 サ イ クル を 繰 り返 し た後 、 ア ンモ ニ ア水 に よ

りCPGか らの切 断 と5'末 端 レブ リニル 基 お よび シア ノ ェ チ ル基 の 除 去 を行 い 、

一 続 い て酸 処 理(pH2 .0、3時 聞)に よ りテ トラ ヒ ドロ フ ラニ ル 基 を 除去 した 。中和

後 、逆 相HPLCに よ り生成 物 を分 析 す る と、Uloと 考 え られ る メ イ ン ピー クの

前 に短 鎖 の もの が 含 まれ て い た(図29a)。 遅 れ て溶 出 され た ピー クは 、 ア ンモ ニ

図29逆 相HPL、Cに よ るUl臼 の 分 析

(alホ スホ ア ミダ イ ト法 、b:H一 ボ ス ホ ネー ト法)

カ ラ ム:,uBONDASPHERE5μC18-300A(内 径3.9mmx15cm)

溶 離 液A;5%CH3CN,0。1MTEAR、B;25JCH3CN,0.1MTEAA

グ ラ ジェ ン トB:0-30%(20分)

流 速:1.Oml/分
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ア水の溶液 での加熱を行わなか ったため、あるいは酸処 理が短 時間で あ ったため

に保護基が はず れ残 ったもので あると考 え られ る。 ・

収率を比較 す るため に、カ ヅプ リング反応 にH一ホ スホネー ト法 を用 いてU1臼 を

合成 し、同様 の脱保護 と分析 を行 った(図29b)。 デオキシ リボ体を用 いた予備実

験 で、H一ホスホネー ト法では カップ リング反応 と活性化剤のpivaloylchl。rideに

よる5'一アシル化が競合 し、その結果 として結合収率が97%を 越 えない ことがわか

ったが 、Uieの 合成 において も短鎖のものがかな り含 まれてお り、反 応時閭を延

ば しても収率 の向上 は全 く見 られなかった。 したが って、カ ップ リングの反応速

度が遅 い リボ体 では、H一ボスホネー ト法 による鎖長伸長 は非常 に不利 であ るこ と

が 明か とな った。

第3節 ヒ ドラジ ン処理の検討

本章第1節 で ヒ ドラジン処理 によ り塩基 部アミノ基を保護す るベ ンゾイル基 の

一部が脱離す ることが わかっ たが 、そのオ リゴヌク レオチ ド合成へ の影響を調べ

るためにCCCCCCCCCU(CgU)とAAAAAAAAAU(AgU)の 合成を行 った。

まず 、U田 と同様 にCgUを 合成 したが 、 レブ リニル基 が完全 に除去 され ている

こ とを確認 し、同時 に脱ベ ンゾイルの影響 を比較す るために、各サイ クルでの ヒ

ドラジ ン処理を5分 間ずっ行 うもの と10分 間のもの の2種 類 と した。合成機 によ

る鎖長伸長反応 の後、ア ンモ ニア水 によりCPGか らの切断 と5'末 端 レブ リニル

基 お よびシアノェチル基の除去 を行 い、ア ンモニア水の溶液の まま加 熱す ること

に よりベ ンゾ イル基を、続 いて酸処理(pH2.0、5時 間)に よりテ トラ ヒ ドロフラ

ニル基 を除去 した。生成物を逆相HPLCで 分析す る と、 ヒ ドラジ ン処理を10分

問行 って も副生成物の ピークは出現せず 、逆 に5分 問で は レブ リニル基の不完全

な除去が原 因 と考えられ る短 鎖のオ リゴヌク レオチ ドが 多量 に含 まれ ていた(図

30},

-41一



図3◎ 逆 相HPLCに よるCCUの 分析

(ヒ ドラ ジ ン処 理a:5分 間 、b:10分 聞)

カ ラ ム:,uBONDASPHERE5μC18-300A(内 径3.9mmX15cm)

溶 離 液A:0.1MTEAR、B:25%CHsCN,0.1MTEAR

グ ラ ジェ ン トBlO→soy(20分)

流 速;1.Om1/分

そ こで 、AgUに っ い て は ヒ ドラ ジ ン処 理 を 各 サ イ クル に っ き10分 間 と して合 成

し、 その う ちの 半分 にっ いてCgUと 同 様 の脱 保 護 を行 っ た後 分 析 す る と、 目的 物

と考 え られ る ピ ー ク よ り遅 れ て比 較 的 大 きな 不 純 物 の ピー クが 溶 出 さ れ た(図31

a)。 残 りの 半分 にっ い て テ トラ ヒ ドロ フラ ニ ル基 を除 去 す る ため の 酸 処 理 を15時

間 に延 ば す と、 この 不 純 物 の ピー ク は小 さ くな り、 目的物 と考 え られ る ピー クが

大 き くな っ た(図31b)。 これ は 、 ヒ ドラ ジ ン に よる脱 ベ ンゾ イル の 結 果 塩 基 部 の

ア ミ ノ基 に カ ップ リングが 起 こっ たが 、生 じた リン酸 ア ミデ ー トが 酸 加 水 分 解83
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図31逆 相HPLCに よ るA3Uの 分 析

(酸 処 理a35時 間 、b:15時 間)

カ ラ ム:、uBONDASPHEEE5μC18-300A(内 径3.9mmX15cm)

溶 離 液A:硯CHaCN,0.1MTE船 、B:2硯CHsCN,a.1MTEAR

グ ラ ジェ ン トB:0→30%(20分)

流 速:1.0岨/分

に よ り除 去 され た と説 明 す る こ とが で き る 。す な わ ち、 この 方法 を 用 い て アデ ノ

シンを含む配列を合成する場合には、螺量を増加させるために酸処理の反応時間

を 延 ば す 必 要 が あ るこ とが わ か っ た 。

第4節 デ カマ ー の精 製

残 りのrlOmerで あ るGGGGGGGGGU(GgU)も 同様 に合成(ヒ ドラジ ン処理 は10分
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図32逆 相HPL、Cに よ るGgUの 分 析

カ ラ ム:μBONDASPHERE5μC18-300A

(内 径3.9mmX15cm)

カ ラ ム 温 度:80℃

溶 離 液A:0.1MTE酷

B:25%CHaCN,O.1MTEnA

グ ラ ジ エ ン トB:0→30累(20分)

流 速:1.0囮1/分

表8r10鵬rの 収量 と通算収率

*1全 量 の1/60を 逆相HPLCに よ り分取 した。

*2CPG上 の ウリジ ン(1,umol)か らの通算収率 。

*3ヒ ドラジ ン処 理は各サ イクル5分 間ずっ行 った。

II

配 列 収 量 ・1収 率 ≫2

AAAAAAAAAU(AgU)0.65A26。 ユ ニ ッ ト(33%)

GGGGGGGGGU(GgU)◎.45A26。 ユ ニ ッ ト(27%)

CCCCCCCCCU(CgU)0.32A26日 ユ ニ1ヅ ト(27%)

UUUUUUUUUU(Use):.0.30A26巳 ユ ニ ッ ト(19%)



間ず っ)と 脱保護(酸 処理は5時 間)を 行 い、生成物を逆相HPLCに より分析

す ると、短鎖の ものや 副生成物はほ とんど含 まれていな か った(図32)。 ホ スボ

ア ミダ イ ト法 においてもグアニ ン塩基への副反応が報告 されているSA,85が 、この

場 合 にはヨウ素 による リンの酸化の前 にアセチル化 によ るキャッピングを行 って

い るため 、塩基 の修飾が除去 され たもの と考 えられるss。

4種 類のrlOmer(AgU,G4U,CgU,U田)は 、いずれ も全量 の1/60を 用 い

て逆相HPI.Cに よりメイン ピークを分取 し、CPG上 の ウ リジ ン(1,umol)

か らの通算収率 を求 めた(表8、 モル吸光係数は文献3iに 従 って算出 した)。

U・0に っ いては各サイクルでの ヒ ドラジン処理を5分 間ず っ しか行っ てお らず、

脱 保護 も不十分であったため にやや収率が 低か ったが 、その他 にっい てはHPL

Cに よる分析か ら予想 され たとお りかな り高収率であった。精製 され た各r10mer

図33精 製 さ れ た オ リゴ リボ ヌ ク レオ チ ドの ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 分 析

lanelAsU,lane2GsU,lane3CsU,lane4U,O,

lane5:r21mer
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は、T4ポ リヌ ク レオチ ド キナーゼ と[γ 一32P]ATPに よ り5'末 端をラベル

した後、1◎%ポ リアクリルアミ ド ゲル電 気泳動を行 って鎖長 と純度を確認 した(

図33)。

第5節 ヘ ンエイ コサマーの合成

5'一レブ リニル お よび2'一テ トラ ヒ ドロフラニル保護を用 いたホスホ アミダイ ト

法 により、4種 類 のrlOmerは 高収率で合成す ることがで きたので、4種 類の塩 基

を含む長鎖オ リゴ リボヌ ク レオチ ドの合成 を行 った。合成の対象 としたの は、 自

己切断反応を起 こすイモ リのサテライ トDNA転 写物の 一部88・89の 塩基 配列を有

す るr21mer(GCC'AGC'GA'GAAGGGUGAU)で あ る。r1◎merの 場合 と同様 、保護 され た

ウ リジンの結合 したCPG(41)33mg(1,umol)を 用 いて合成機 によ る表7の 鎖

長伸長反応を繰 り返 し、CPGか らの切断 とアンモニ ア水 による脱保護 の後、酸

処理 を24時 間行 って、生成物を逆相HPLCに より分析 した。イオ ン交換HPL

Cで もほぼ同様の分離が得 られ たが、脱塩 の容易 さを考慮 して逆相HPLCに よ

り分取 した(図34)0こ の よ うに して得 られたr21merは 、イオ ン交換HPLCに

よる分析 では単一 ピー ク(図35)で あったが 、ポ リアク リル アミ ド ゲ ル電 気泳動

を行 うと少量で はあ るが1～4ヌ ク レオチ ド短 いものが含 まれ てい たので、泳動

後 ゲル片を切 り取 って抽出す るこ とにより精製 した。精製 には全量の1/30を 用 い、

0.55A26臼 ユニ ッ トの純粋なrZlmerが 得 られた。ウリジ ンーCPGか らの通算収

率 は約8%で あった。精製 されたr21merは5'末 端を32Pで ラベル した後 、ヌク レ

アーゼP1で 完全分解 して電 気泳動を行 うこ とにより5'末 端のグ アノシ ンを、蛇

毒ボ スホジェ ステラーゼで限定分解 して2次 元ホモ クロマ トグラフィー により塩

基配列を確認 した(図36、3'側 の3っ のスポッ トは分離 されていな い)。 また、

RNaseT2で 分 解 した後 、5'-32Pラ ベル とヌク レアーゼP1処 理 を して2次 元

TLCを 行 うと、4種 類のヌ ク レオシ ド5'一 モノ リン酸(pA,pG,pC,pU)に 相
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図34逆 相HPLCに よ る

r21merの 精 製

カ ラ ム:YMCA-303

(内 径4.6mmX25c田)

溶 離 液A;5%CHsCN,0.1MTEAR

B;25毘CH3CN,0.1MTEAR

グ ラ ジ ェ ン トB:10→40°1,(20分)

流 速:1.Oml/分

図35イ ォ ン交 換HPLCに よ る

精製 され たr21田erの 分 析

カ ラム:TSKgelDEAE-2SW

(内 径4.6mmx25cm)

溶 離液A:20%CH3CN

B:2MHCOONH4,201CHsCN

グ ラ ジエ ン トB:30→5魄(2◎ 分)

流 速31.Oml/分

当する4っ のスポ ッ トのみが検出 され9㊨(図37)、 このr21merが 修飾 塩基や2'-

5'リ ン酸 ジェス テル結合を含 んでいないこ とが証明 され た。

以上の結果、本章 の方法を用い るこ とによ り、鎖長21ま でのオ リゴ リボ ヌク レ

オチ ドを簡便かっ高収率で合成す るこ とがで きた。r21merの 合成 にお いて、不純

物が比較的少なか った(図34)こ とと、8%と いう高収率 で単離 され たことか ら
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図36r21merの 配 列分 析 図37r21merの 組 成 分析

考 え る と、 この 方 法 を 用 いて さ らに長 鎖 のRNA断 片 を 合 成 す る こ と も可 能 で あ

る と思 わ れ る 。 ただ し、長 鎖 の も ので はHPLCの 分 離 に 限界 が あ るが 、 その 場

合 にはゲ ル 電 気 泳 動 に よる精 製 が 有 効 で あ る こ とが わか っ た 。

Reeseら は最 近 、2'一 ケ ター ル 保 護 を 用 い る ため に 、pH2～3の 範 囲 で のみ 除 去

さ れ5'一 トリチ ル 誘 導 体 と組 み 合 わ せ るこ との で きる1-[(2-chloro-4-methyl)-

phenyl]-4-methoxypiperidin-4-y1(Ctmp)基 の 開発 とそ の応 用 を 報 告 して い

るが91,9、 テ トラ ヒ ドロ ピラ ニ ル基 や メ トキ シ テ トラ ヒ ドロ ピラニ ル 基 等 の 他 の

アセ ター ルや ケ ター ル保 護 を 用 い た場合 で も 、本 研 究 を 応 用 す る こ とが 可 能 で あ

る 。

.・



結 論

1)リ ン酸 アミデー トを応用 したヌク レオ チ ド樹脂を用 いて、保護 され たオ リゴ

デオキシ リボ ヌク レオチ ド ブロ ヅクを固相合成す ることに成功 した。このブ

ロックを用 いて、 ヒ ト神 経成長因子遺伝子の一部 であ るd35merと 、3'末 端 に

o一クロロフェニル リン酸 を有す る 「ス トッパー 」dl6merを 合成 した。

2)2'一 テ トラ ヒ ドロフラニル保護を用 いてオ リゴ リボヌ ク レオチ ドを 固相合成 す

るために、 リン酸† アニ シデー トを用 いた5'→3'方 向の合成法を 開発 した 。

この方法 に より、5'一および3'一スプ ライス部位 に関連 しtrgmerとrl8merを 合

成 した。

3)2'一 テ トラ ヒ ドロフラニル保護を用いて長鎖 のオ リゴ リボ ヌク レオ チ ドを合成

す るために、5'一レブ リニ ル保護 とボスホア ミダイ ト法を応用 し、4種 類の

rlOmerと 自己切 断反応を起 こす配列の 一部であるr21merを 高収率 で合成 した 。
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実 験 の 部

一般 的 手法

縮 合 反 応 には核 酸合 成 用 ピ リジ ン(同 仁 化学 研 究 所)を 用 い 、他 の ピ リジ ン は 、

水 酸化 カ リウム で 乾燥 した もの に過 マ ンガ ン酸 カ リウム を 加 えて加 熱 還 流後 、蒸

留 した 。反 応 に用 い たジ クロ ロ メタ ンは 、 五酸 化 リンで 乾 燥 した も の を 蒸留 後 、

水 素化 カル シ ウム を加 え て加 熱 還 流 し、再 度蒸 留 した 。 ジオ キ サ ンは 、 ナ トリウ

ム とベ ンゾ フ ェ ノ ンを加 えて 加 熱 還 流後 、 蒸 留 した 。以 上 の溶 媒 に は 、 保存 の た

め にモ レキ ュ ラー シーブ ス4Aを 加 え た 。 自動 合 成 機 の アセ トニ トリル の うち 、

結 合反 応 に は核 酸 合 成用 アセ トニ トリル(同 仁 化 学 研 究 所)、 洗 浄 に は 液体 ク ロ

マ トグ ラ フ用 アセ トニ トリル を用 い た 。

TLCはDC-FertigplattenKieselgel60F254(MEECK)を 用 い 、溶 媒 を 指定 し

て いな い場 合 に は 、 クロ ロホ ル ム ーメタ ノ ー ル(10:1,v/v)に よ り展 開 した 。逆

相TLCに はDC-FertigplattenKieselgel60F254silanisiert(MERCK)を 用 い 、

アセ トン ー20mM酢 酸 トリエ チ ル ア ンモ ニ ウム(TEAA、pH7.0)で 展 開 した 。

ヌ ク レオ シ ドあ る い は ヌ ク レオ チ ドの ス ポ ッ トは 、紫 外 線 ラ ンプ(254nm)に よ り

検 出 した後 、2N硫 酸 を 噴霧 、加 熱 し、糖 お よび ジ メ トキ シ トリチル 基 の有 無 を 確

認 した 。

カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー にはWakogelC-300(和 光 純 薬 工 業)を 用 い 、 ク ロロ

ホ ル ム 中 メタ ノ ー ル の濃 度 を 段階 的 に増 加 させ る こ とに よ り溶 出 した。 逆 相 カ ラ

ム にはPREPARATIVEC18(WatersAssociates)を 用 い 、 ア セ トンーo.1%ピ リジ ン

水 によ り溶 出 した 。 ・

1H-NMRは
、JEOLJNM-FX100(100MHz)を 用 い て測 定Lた 。31P-NMRは 、

リ ン酸 トリメチ ル を 内 部標 準 と して 、JEOLJNM-FX90Q卩(36.25MHz)に よ り測 定 し

た 。
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紫 外 お よ び可 視 吸 収 ス ペ ク トル は 、ShimadzuUV-240を 用 い て測 定 した 。

オ リゴ ヌ ク レオ チ ド ブ ロ ッ クお よび 脱 保 護 したオ リゴ ヌ ク レオチ ドの 精 製 は 、

PREPARATIVEC18を 内径0.7cmx15cmのEcono-Column(BIO-RAD)に 詰 め 、ポ ンプ

(EldexMODELE)、UVモ ニ タ ー(GILSON111B)、 レコー ダ ー(Linearl200)

お よび フラ ク シ ョン コ レクタ ー(GILSONFC-80K)に よ り構 成 され る シ ス テム を 用

い て分 画 した 。

HPLCは 、ShimadzuLC-3A、LC-6A型 ま たはGILSON生 体 高 分 子 用 シ ス テ ム(い

ず れ も高 圧 グ ラ ジェ ン ト方 式)を 用 い 、カ ラ ム と溶 出条 件 は本 論 の 図 中 に記 し た

とお りで あ る 。溶 媒 は すべ て メ ンブ ラ ン フ ィル タ ー(ADVANTECTOYQAO45AO47Aま

たはGelmanSciencesNylafto、 いず れ も孔 径0.45,um、 直径47田 田)'を 通 し、 サ ン

プ ル の 前処 理 にはMILLIPORESJHVL◎4NSま た はGelmanSciencesEKICRODISK13を

用 い た 。

デ オ キ シ ヌ ク レオ シ ドのN一 アシ ル ー5'-0一ジ メ トキ シ トリチル 体 は、 文 献93に 従

って合 成 した 。 リボ ヌ ク レオ シ ドのN一ア シ ル化 も 同様 に行 い 、3'一 お よび5'一 水 酸

基 を1,1,3,3一 テ トラ イ ソプQピ ル ジ シロ キ サ ンー1,3一ジイ ル 基94で 保 護 した後 、

2'一水 酸 基 を テ トラ ヒ ドロ フラ ニル 化 したQ」。 テ トラ ヒ ドロ フラ ニ ル基 の不 斉 炭 素

に よ り生 じる2っ の 異 性 体 は シ リカ ゲ ル カ ラ ム に よ り分 離 し、個別 に使 用 した 。

保 護 され た ヌ ク レオ チ ドにっ いて 、 リ ンの 不 斉 に よ り生 じる異 性 体 は 分 離 せ ず に

使 用 した 。保 護 され た ヌ ク レオ シ ドお よび ヌ ク レオ チ ドは 、 カ ラム ク ロマ トグ ラ

フ ィー に よ り精 製 後 、TLCで 純 度 を 、'H-NMRで 構 造 を確 認 した 。 これ らの

化 合 物 は 、結 晶 化 が 困 難 で あ るの で粉 末 状 あ る い は泡 状 と して得 られ たが 、吸 湿

性 の もの や 不 安 定 な ものが 多 く、元 素 分 析 は行 っ て いな い 。

3'一コハ ク酸 エ ス テ ル を介 して結 合 した通 常 の ヌ ク レオ シ ド樹 脂 は 、文 献Bに 従

って 合 成 し た 。担 体 上 で の縮 合 収 率 は 、脱 トリチ ル の ス テ ップ で のベ ンゼ ンス ル

ホ ン酸 反応 溶 液 と洗 液 を集 め 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン崇 加 えて20m1と した 中 の0.2m1(5
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μ田。1スケ ー ル で の 合成 の場 合)に っ いて溶 媒 を留 去 した後 、過 塩 素酸(60%)一

エ タノ ー ル(3:2,v/v)3mlを 加 え て500nmに お け る吸 光 度 を測 定 す る こ とに よ り

求 め た 。

合成 した オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの塩 基 配列 は以 下 の よ うに分 析 した 。

オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの5'末 端 標 識

オ リゴ ヌ ク レオチ ド0.2nmo1を 滅 菌水2μ1に 溶 解 し、 緩 衝液(0.25MTris-

HCI(pH9.6),50mM}藍gC12,IOmMspermine,50mMdithiothreitol ,0.5MKCI)1

μ1、10◎ μ冠ATPO.Sul、[y_app]ATP1μ1(1,uCi)、 お よびT4

polynucleotidekinase(宝 酒 造 よ り購 入 、 オ リゴ リボ ヌ ク レオ チ ドの 場 合 には 大

腸 菌A19株 よ り生 産 した もの)o.Sul(1unit)を 加 え て 、37℃ で1時 間 反応 さ

せ た 。反 応 混 合 物 をDEAE一 セ ル ロー ス プ レー ト(MACHEREY-NASELPOLYGRAM

CEL300麗 配/HB-2」15)に ス ポ ッ トし、HOIDO-IDIXyzを 用 い て展 開 した 。 プ レー トを

乾 燥 させ てオ ー トラジ オ グ ラ フ ィー(-80℃ 、30分 間)を 行 っ た後 、検 出 され たス

ポ ッ トに相 当す る部 分 を 削 り取 っ て 、エ タ ノ ー ルで 洗 浄 、1M重 炭 酸 トリェ チ ル ア

ンモ ニ ウム(TEAB)で 溶 出 した 。溶 出 液 を濃 縮 後 、 水 と共沸 す る こ と によ り

TEABを 除 き、 滅 菌水50μ1に 溶解 した ものを 以 下 の 実 験 に用 い た 。

蛇 毒 ホ ス ホ ジェ ス テラ ーゼ に よ る限 定 分解

32Pで 標 識 したオ リゴ ヌ ク レオ チ ドの溶 液?μ1に
、 緩 衝 液(0.25MTris-HCl

(pH8.0),50mMMgC7z)1、 μ1とvenomphosphodiesterase(BoehringerMannheim)

2μ1(2μg)を 加 えて37℃ の水 浴 に入 れ 、2、5、10、20、30分 後 に2ulず っを 採

取 して 、5mMethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)5μ1中 に加 え た後 、

沸 騰水 浴 中 に2分 間 入 れ る こ と に よ り反 応 を 停 止 した 。そ の うち1,u1に っ い て ホ モ

クロ マ トグ ラ フ ィー を 行 い 、 オー トラジ オ グ ラ フ ィー(-80℃ 、一 晩)に よ り分 解

を 確認 した 。
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ヌ ク レアーゼP1に よ る限定 分解

nucleaseP1(ヤ マ サ醤 油)20ngを 用 い て 、0.2M酢 酸 ア ンモ ニ ウム 緩衝 液

(pH5.0)中25℃ で 、蛇 毒 ホ ス ポ ジェ ス テ ラ ーゼ の場 合 と同 様 の 操 作 を 行 った 。

2次 元 ホ モ クロ マ トグ ラ フ ィ ー に よ る塩 基 配 列 の分 析

限 定 分解 後 の 溶液2μ1を7M尿 素 を含 む酢 酸 ピ リジニ ウ ム緩 衝 液(pH3,5)で

湿 らせ た酢 酸 セ ルQ一 ス膜(2.5cmX44cm)に ス ポ ッ トし、電 気 泳 動(5,000V、

15分 間)を 行 っ た 。 これをDEAE一 セ ル ロー ス プ レー ト上 に置 き、 水 で湿 らせ

た 濾 紙(Whatman3MM)を 重 ね て30分 間加 圧 した後 、Homo-ID].Xを 用 い て 展 開 し、 オ

ー トラジ オグ ラ フ ィー(-80℃ 、 一 晩)を 行 った 。

5'末 端 ヌ ク レオ チ ドの分 析 、

32Pで 標 識 した オ リゴ ヌ ク レオ チ ドの溶 液2ulに 滅 菌 水5μ1
、0.2M酢 酸 ア

ンモ ニ ウム緩 衝 液(pH5.0)2u1お よびnucleasePl1μ1(1μ9)を 加 え 、3T℃

で1時 間 反応 させ た後 、沸騰 水 浴 中 に2分 間 入 れ て反 応 を 停 止 した 。 こ の混 合 物 の

うちSulを 濾 紙(ADVANTECTOYO51且)に ス ポ ッ トし、0.2M酢 酸 モ ル ホ リニ ウ ム

緩 衝液(pH3.5)中 で4種 類 の ヌ ク レオ シ ド5'一 モ ノ リン酸 と共 に電 気 泳動(700

v、2時 間)後 、 オー トラ ジオ グ ラ フ ィー(-80℃ 、一 晩)を 行 っ た。

第1章 の 実 験

(4-Acetoaminophenoxy)aceticacid(2)

文献96に 従 い 、p-acetamidophenol(25.Og,165mmo1)、chloroaceticacid

(15.6g,165mmo1)、50%NaOH水 溶 液(26.5g,330mmol)お よび 水(250m1)の 混

合 物 を加 熱 し、約 半量 にな っ た後 、chloroaceticacid(7.8g,83mmol)、50Z

NaOH水 溶 液(13.2g,165mmo1)お よび水(125m1)を 追加 して 、再 度 加 熱 した 。

TLCで 原 料 の 消 失 を 確 認 した後 、冷 却 して析 出 した結 晶 を 濾 取 し、希 塩 酸 お よ

び 水 で洗 浄 した 。収 量(1水 和物):36.Og(158mmol,96%)。

-54一



Rf(nBuOH:AcOH:H20=4:1:1):O.64,mpl>3◎0℃.'H-NMR(DMSO-de/

TMS)δ[pp頂1:1.98(s,3H,CHsCO‐),4.10(s,2HヂOCH2CO-),6.76(d,2H,arom),

7.39(d,2H,arom).

(4-Aminophenoxy)aceticacid(3)

文 献96に 従 い こ(4-acetoaminophenoxy)aceticacid(2)monohydrate(22.79

100mmol)に1NHCI(25am1)を 加 え て 浴 温120°Cで6時 間 加 熱 し た 。TLC

(nBuOH:AcOH:HzO=4:1:1)で 原 料 の 消 失 を 確 認 し た 後 、NaHCOsで 中 和 し 、 析 出 し

た 結 晶 を 濾 取 し て 水 お よ び エ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 収 量:12.2g(73mmol,73%)

2f(nBuOH:AcOH:H20ニ4:1:1):0.34.亙lp:220°C(dec.).1H-NMR(DMSO

-ds/THS)S[ppm]:4 .47(s,2H,-OCHzCO-),6.55(d,2H,arom),6.61(d,2H,arom).

4-[(2,2,2-Trichloroethoxy)carbonylmethoxy]aniliniumtosylate(4)

(4-aminophenoxy}aceticacid(3)(8.36g,50mmol}2,2,2-trichloro-

ethanol(38.4m1,400mmol)p-toluenesulfonicacidmonohydrate(19.Og,

140mmol)お よ びtoluene(250m1)の 混 合 物 を 、Dean-Starktrapで 還 流 下 、22時

間 加 熱 し た 。 室 温 に 戻 し た 後 、 エ ー テ ル を 加 え て 析 出 し た 沈 澱 を 濾 取 し て エ ー テ

ル で 洗 浄 し 、 エ タ ノ ー ル(2aoml)か ら 再 結 晶 し て 針 状 晶 を 得 た 。 収 量:19.1g

(41mmol,81%)o

Ar(CHCIa:MeOH=10:1)0.55.mg:165-167°C.'H‐NMR(DMSO‐d6jTMS}

δ[ppml:2.30(s,3H,CHa-),4.99(s,2H,-CH2-),5.05(s,2H,-CH2-),7.16(d,2H

arom),7.19(d,2H,arom),7.20(d,2H,arom),7.50(d,2H,arom).Anal.Calcd

forC17HlaNOsSCIa3C,43.3?;H,3.85;N,2.98;S,6.81;C1,22.59.Found:

C,42.93;H,3.90;N,2.94;5,6.80;C1,22.01.
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5'-O-Dimethoxytritylthymidine3'一(o-chlorophenyl)phosphoro-p-[(2,2,2-

trichloroethoxv)carbonvlmethoxvlanilidate(5,B=T)

4(4.71g,IOmm。1)を エ ー テ ル(40m1)に 懸 濁 し 、 氷 冷 下 、triethylamine

(2.5ml,18mmo1)を 加 え て5分 間 撹 拝 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 の 上 清 をo‐chloro-

phenylphosphorodichloridate(1.3ml,8mmol)の エ ー テ ル 溶 液(5ml)に 加 え て

1時 間 撹 拝 し た 後 、 沈 澱 を 濾 別 し 、エ ー テ ル で 洗 浄 し た 。 濾 液 と洗 液 を 合 わ せ て 溶

媒 を 留 去 し、 ピ リ ジ ン共 沸 後 、5°-0-dimethoxytritylthymidine(1.63g,3mmol)

を 加 え て 再 度 ピ リ ジ ン共 沸 を 行 っ た 。 こ の 残 渣 を ジ オ キ サ ン(12m1)に 溶 解 し 、

1一鵬thyユi靆 鍼azele(1.0組,12嬲31)を 加 え て2時 間 撹 拝 し た 。TLCで ヌ ク レオ

シ ドの 消 失 を 確 認 し た後 、 溶 媒 を 留 去 し 、 残 渣 を ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し て 飽 和 重

曹 水 お よ び 水 で 洗 浄 し、NaaSOaで 乾 燥 した 。 ク ロ ロ ホ ル ム 留 去 後 、 残 渣 を シ リ カ

ゲ ル(100g)の カ ラ ム(内 径6.5cmX8cm)に よ り精 製 し 、3～4%メ タ ノ ー ル で 溶

出 さ れ た画 分 を 濃 縮 して ヘ キ サ ン 中 に滴 下 す る こ と に よ り粉 末 と し た 。 収 量:

1.868(1.84mmo1,61%)

Bf(CHCIa:McOH=}.0:1)0.51,0.56.'H‐NMR(CDClajTMS)cS[gglD]

1.41(s,3H,‐CHa),2.3-2.7(m,2H,H-2'),3.3-3.5(m,2H,H-5'),3.26(s,6H,CHsO‐

x2),4.2-4.3(m,1H,H-4'),4.70(s,2H,-CH2-),4.80(s,2H,-CH2-),5.2-5.5(m,

1H,H-3'),6.13(t,1H,H-1'),6.6-7.5(m,22H,H-6,arom}.

Thymidinephosphoramidateresin(6,B=T)

aminomethylatedpolystyrene(1%divinylbenzene,100-200mesh,NH2:0.21

mmol/g)(◎.95g,0.2mmol)をN,N-dimethylfor田amide(DMF)(5ml)に 懸 濁

し、5(B=T)(1.029,lmmol)とtriethylamine(0。03ml,0.22mmol)を 加 え て 、

30℃ で42時 間 振 と う し た 。 反 応 液 を 濾 過 し 、 樹 脂 をDMFお よ び ピ リ ジ ンで 洗 浄

し た 後 、 ピ リ ジ ン(6m1)と 無 水 酢 酸(4m1)を 加 え て1時 間 振 と う し 、 再 度 濾 過 し

て ピ リ ジ ン 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 、 エ ー テ ル で 順 次 洗 浄 し た 。 ヌ ク レオ チ ド含 量:
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97,umoljgo

deoxycytidinephosphoramidateresin(6,BニbzC)も 同 様 に合 成 し た 。

Dimerunit(13,dAA)

1,2,4-triazole(6.389,92.4mmol)を ピ リジ ン共 沸 し て ジ オ キ サ ン(84m1)に

溶 解 し、o-chlorophenylphosphorodichloridate(4.61m1,28mmol)を 加 え た後 、

氷 冷 撹 拝 下 、triethylamine(8.20m1,58.8mmol)を 滴 下 し た 。室 温 に 戻 し て1時

間 撹 拝 を 続 け た 後 、 不 溶 物 を 濾 別 す る こ と に よ り、o-chlorophenylphosphoro-

ditriazolideの ジ オ キ サ ン溶 液(加m1/3ml)を 得 た 。

6-N-benzoyl-5'-0-di鵬thoxytrityldeoxyadenosine(9.87g,15mmol)を ピ リジ

ン 共 沸 し た後 、o-chlorophenylphosphoroditriazolideの ジ オ キ サ ン 溶 液(63m1

21mmol)を 加 え て30分 間 撹 拝 した 。TLCで 原 料 の 消 失 を 確 認 した 後 、ethylene

cyanohydrin(2.6ml,37.5mmo1)と1-methylimidazole(3.6皿1,45mmol)を 加 え

て1時 間 撹 拝 し 、30%ピ リ ジ ン 水(50m1)を 加 え た 。 約1/3量 に 濃 縮 し て ク ロ ロ ホ

ル ム で 抽 出 し 、 有 機 層 を0.5MKH2PO4(pH5.0)お よ び 水 で 洗 浄 した 後 、 溶 媒 を 留

去 し た 。残 渣 を トル エ ン共 沸 後 ク ロ ロ ホ ル ム(278m1)に 溶 解 し 、 氷 冷 撹 拝 下 、

benzenesulfonicacidmonohydrate(25g/375m1メ タ ノ ー ル)(119mla45mmol)

を 加 え た 。10分 後 、 飽 和 重 曹 水(100m1)を 加 え て ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、有 機 層

を 飽 和 重 曹 水 お よ び 水 で 洗 浄 した 後 、Ra2SO4で 乾 燥 し て 溶 媒 を 留 去 し た 。残 渣 を

シ リカ ゲ ル(100g)の カ ラ ム(内 径4.5cmx12cm)に よ り精 製 し(3～5%メ タ ノ

ー ル に よ り溶 出 さ れ た)
、 ヘ キ サ ン ーエ ー テ ル(1:1,V/v)中 に 滴 下 して 粉 末 の

6-N-benzoyldeoxyadenosine3'一[(o-chlorophenyl)一(R-cyanoethyl)]phosphate

を 得 た 。 収 量:5.87g(9.80mmo1,65%)。

6-N-benzoyl-5'-0-dimethoxytrityldeoxyadenosine(6.58g,IOmmol)を ピ リジ

ン 共 沸 し た後 、0-chlorophenylphosphoroditriazolideの ジ オ キ サ ン 溶 液(42鵬1

14mmo1)を 加 え て30分 間 撹 拝 した 。30%ピ リ ジ ン水(IOml)を 加 え て 濃 縮 後 、 ク
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ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、有 機 層 を0.1MTEABで 洗 浄 し て 溶 媒 を 留 去 し た 。 残 渣 を

ピ リ ジ ン 共 沸 後 ク ロ ロ ホ ル ム(50皿1)に 溶 解 し 、 甥triethylamineを 含 む ヘ キ サ

ン ーエ ー テ ル(1:1,v/v)(1000m1)中 に 滴 下 して 粉 末 状 の6-N-benzoyl-5'-0-

dimethoxytrityldeoxyadenosine3'一(旦 一chlorophenyl)phosphateを 得 た 。 収 量:

8,28g{8.72mmo1,87%),

6士benzoy1-5'-0-dimethoxytrityl _deoxyadenosine3'一(o-ch1。r。ohenYl)-

phosphate(1.90g,2.Ommo?)と6一 狸benzGyldeo茎yadenos1!1e3'一[(g-chloro-

phenyl)一(β 一cyanoethyl)]ph。sphate(0.96g,1.6mmol)を ピ リ ジ ン 共 沸 後 ピ リ ジ

ン(舳1)に 溶 解 し 、1-(mesiiylene-2-suifonyi)-3-nitro-1,2,硅 一iriazolE(MS

NT)(1.19g,4.伽ol)を 加 え て20分 間 撹 拝 し た 。TLCで 一 方 の 原 料 の 消 失

を 確 認 し た 後 溶 媒 を 留 去 し、 残 渣 を ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し て 水 洗 し た 。 聾a2SO4で

乾 燥 後 、 溶 媒 を 留 去 し て 、 残 渣 を シ リカ ゲ ル(5◎g)の カ ラ ム ・(内 径4.5c皿x6ca)

に よ り精 製 し(3～4%メ タ ノ ー ル に よ り溶 出 さ れ た)、 ヘ キ サ ン 中 に 滴 下 し て 完

全 に 保 護 さ れ た ダ イ マ ー(dAA)を 得 た 。 収 量:1.94g(1,3伽ol,$5%)。

他 の 配 列 を 有 す る ダ イ マ ー も 同 様 に合 成 し た 。

完 全 に 保 護 さ れ た ダ ィ マ ー(1g)をpyridine-triethylanine(3:1,u/v)(8

岨)に 溶 解 して 水(2ml)を 加 え 、5分 後 濃 縮 し て ピ リジ ン 共 沸 を3回 行 っ た 。 残 渣

を ク ロ ロ ホ ル ム(5ml)に 溶 解 し 、 翼triethylamineを 含 む ヘ キ サ ン ー エ ー テ ル

(1.1,v/V)(100m1)中 に 滴 下 す る こ と に よ り粉 末 状 の ダ イ マ ー ユ ニ ヅ ト(13)

を 得 た 。

担 体 か ら の 切 断 条 件 の 検 討

thymidinephosphoramidateresin(6,BニT)(IOmg)を ピ リ ジ ン ー 酢 酸(1:

1,Y/v)で3回 洗 浄 し 、 ピ リジ ン ー 酢 酸(1:1,Y/v)(lml)とisoamylnitrite

(Q.13m1,lnmol)を 加 え て0.5な い し6時 問 振 と う し た 。 濾 過 後 、 樹 脂 を ピ リ ジ ン

で3回 洗 浄 し 、 表4ス テ ッ プ1～5の 操 作 に よ り担 体 上 に 残 っ た ヌ ク レ オ チ ドを 定
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量 した(図4)。

キ ャ ッ ピ ング に よ る 副 反 応 の 醒 析

5'-0-dimethoxytritylthymidine3'一(o-chlorophenyl)phosphoro-p-anisidate

(7)(G.849,lmmol)に ◎.1M4-dimethylaminopyridineピ リ ジ ン溶 液(9m1)と

aceticanhydride(lml)を 加 え て 、10分 間 撹 拝 し た 。溶 媒 を 留 去 し 、 トル ェ ン共

沸 を2回 行 っ た 後 、 残 渣 を ク ロ ロ ホ ル ム(37m1)に 溶 解 し 、 氷 冷 下 、benzene-

sulfonicacidmonohydrate(25g/375m1メ タ ノ ー ル)(15.9田1,6mmo1)を 加 え

て10分 闘 撹r.し た 。triethyla虚neに よ り 中 和 し て溶 媒 を 留 去 し た 後 、 残 渣 を ク ロ

ロ ホ ル ム に 溶 解 し、 水 洗 し た 。 有 機 層 をNaaSO4で 乾 燥 後 溶 媒 を 留 去 し 、 シ リカ ゲ

ル(30g)の カ ラ ム(内 径ACIDxACID)に よ りdimethoxytritylalcoholを 除 去 した 。

溶 出 液 に 水 を 加 え て 分 液 し 、 有 機 層 お よび 水 層 に っ い て 溶 媒 を 留 去 し た 。水 層 の

残 渣 はthymidine3'一(o-chl。rophenyl)phosphate(9)、 有 機 層 の 残 渣 はX-

acetyl-p-anisidine(10)とTLCお よ び1H二 聾MRで 一 致 す る こ と を 確 認 し た 。

thymidine3'一(0-ch1。rophenyl)phosphate(9)は 、dimerunitの 合 成 申 問 体

で あ る5'-0-dimethoxytritylthymidine3'一(o-chlorophenyl)phosphate(ll)

(0.25g,0.3mmol)に80%酢 酸(5ml)を 加 え て20分 後 酢 酸 を 留 去 し、0.1MTE

ABに 溶 解 し て 酢 酸 エ チ ル で 洗 浄 す る こ と に よ り得 た 。

N‐acetyl‐p-anisidine(10)は 、p-anisidine(12)(0・12g,lmm・1)に0・1M

4-dimethylaminopyridineピ リ ジ ン 溶 液(2.7ml)とaceticanhydride(◎.3m1)を

加 え 、10分 後 溶 媒 を 留 去 し て 水 か ら再 結 晶 し た 。

ア セ チ ル 化 条 件 の 検 討

deoxyguanosineの 結 合 した ポ リ ス チ レ ン(20mg,2,umo1)に 対 し て 、 表4ス テ

ヅ プ1伸5の 操 作 に よ り脱 ト リチ ル し た後 、 樹 脂 を ピ リ ジ ンで3回 洗 浄 し て 、 ピ リ

ジ ン ー 無 水 酢 酸(3:2ま た は9:1,v/v)(1m1)を 加 え 、5分 間 な い し2時 間 振 と う
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した 。樹 脂 を ピ リジ ンで3回 洗 浄 し、表4ス テ ップ7～10の 操 作 に よ り5'-o-di-

methoxytrityl-2-N-isobutyryldeoxyguanosine3'一(o-chlorophenyl)phosphate

を 縮 合 した後 、再 度 脱 トリチ ル す る こ とに よ りアセ チ ル 化 され な か っ た5'一水 酸 基

を 定 量 した(図6)。

オ リゴ ヌ ク レオ チ ド ブ ロ ッ ク の 固相 合 成

deoxycytidinephosphoramidateresin(風,B=bzC)(0.3g,50,umol)に 対 し

て表1の 操 作 を 繰 り返 した後 、 樹脂 を ピ リジ ンー酢 酸(1:1,v/v)で3回 洗 浄 し、

ピ リジ ンー酢 酸(1:1,v/v)(6m1)とisoamylnitrite(◎.67m1,5mmo1)を 加 え

て30℃ で 振 と う した 。3時 間 後 、梅 脂 を 濾 別 して ピ リジ ンで洗 浄 し、濾 液 と洗 液 を

合 わせ て約IOmlに 濃 縮 した 。 この溶 液 を ヘ キ サ ン ーエ ー テ ル(1:1,V/v)(200

ml)中 に滴 下 し、沈 澱 を クロ ロホ ル ム に溶 解 して0.1MTEABで 洗 浄 した後 、 溶

媒 を 留 去 した 。残 渣 を 図8の よ うに逆 相 カ ラ ム クロ マ トグ ラ フ ィー に よ り精 製 し、

目 的物 を 含 む 画 分 にっ い て 、 溶媒 留 去 とピ リジ ン共 沸 を 行 った後 、 ク ロ ロホ ル ム

(0.5m1)に 溶 解 して 罵triethylamineを 含 む ヘ キサ ン ーエ ー テル(1:1,V/v)

(IOml)中 に滴 下 した 。塩 基 配列 と収 量 は表2に 示 し た 。

d35merの 固相 合 成

deoxyguanosine-CPG(AppliedBiosystemsInc.)(55mg,1.5,umol)に 対 して

表4の 操 作 を 繰 り返 した後 、1M1,1,3,3-tetramethylguanidinium2-pyridine-

aldoximate(TMG-PAO)ジ オキ サ ン溶 液(0.5m1)、 ジオ キ サ ン(◎.4m1)、

お よ び水(0.1ml)を 加 え て30℃ で振 と う し た 。15時 間後 、CPGを 濾 別 して50%

ピ リジ ン水 で 洗 浄 し、濾液 と洗 液 を合 わせ て溶 媒 を 留去 した 。残 渣 を ピ リジ ン

(lml)に 溶 解 し、 ア ンモ ニ ア水(IOml)を 加 えて60℃ に加 熱 した 。5時 間 後 、 ア

ンモ ニ ア水 を 留 去 し、残渣 を 図10の よ う に逆 相 カ ラ ム ク ロマ トグ ラ フ ィー に よ り

精 製 した 。 目的 物 を 含 む1画 分 にっ い て 、溶 媒 を留 去 し て水 と共 沸 し た後 、80%
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酢 酸(1m1)を 加 えて20分 間放 置 した 。酢 酸 を留 去 した後 、残 渣 に水 と酢 酸 エ チ ル

を 加 えて分 液 し、 水 層 を濃 縮 してHPLCに よ り分 析 した(図11)。

担 体上 で のオ リゴ チ ミジル 酸 ブ ロッ クの 縮 合

deoxyguanosineの 結合 したCPG(33mg,0.9μmo1)ま たは ポ リス チ レ ン(la

mg,2,umol)に 対 して 、表4ス テ ップ1～10の 操 作 に よ り脱 トリチ ル と縮 合 を行

っ た 。縮 合 反 応 は、 オ リゴ チ ミ ジル酸 ブ ロ ッ ク10,umol、MSNT15mg(50,u

mol)お よ び ピ リジ ン150,u1を 用 い て 、40℃ で20分 問 行 っ た。縮 合 後 、再 度 脱 ト

リチ ル し、収 率 を 求 め た(図12)。

3'末 端 にo一ク ロ ロ フ ェニ ル リ'ン酸 を有 す るdl6merの 固 相 合 成

thymidinephosphoramidateresin(6,BニT)(52mg,5,umo1)に 対 して表5

の 操 作 を繰 り返 した後 、樹 脂 を ピ リジ ン ー酢 酸(1:1,v/v)で3回 洗 浄 し、 ピ リジ

ン ー酢 酸(1:1,v/V)(1m1)とisoamylnitrite(0.13m1,lmmol)を 加 えて30℃

で 振 と う した 。3時 間 後 、樹 脂 を 濾 劉 して ピ リジ ンで 洗 浄 し、濾 液 と洗 液 を合 わせ

て 約3mlに 濃縮 し た 。 この溶 液 を ヘ キ サ ン ーエ ー テル(1:1,v/v)(50m1)中 に滴

下 し、沈 澱 を ク ロ ロホ ル ム に溶 解 して0.1MTEABで 洗 浄 した後 、溶 媒 を留 去 し

た 。残 渣 を 図13の よ う に逆相 カ ラ ム クロ マ トグ ラ フ ィー に よ り精 製 し、 目的 物 を

含 む画 分 にっ い て 、溶 媒 を 留 去 して水 と共 沸 した後 、1MTMG一 亘AOジ オキ サ

ン溶 液(lml)と 水(lml)を 加 えて 、30℃ で 撹 拝 した。12時 間 後 、溶 媒 を留 去 し

て残 渣 を ピ リジ ン(lml)に 溶 解 し、ア ンモ ニ ア水(10狙1)を 加 えて60℃ に加 熱 し

た 。5時 間 後 、ア ンモ ニ ア水 を 留 去 し、SephadexG-25の カ ラ ム(内 径1.5cmx38

cm)に よ り脱塩 して溶 媒 を 留 去 した 。残渣 を 水 と共沸 し、80%酢 酸(2ml)を 加 え

て20分 間 放 置 した後 、酢 酸 を 留 去 し、水 と酢 酸 エ チ ル を 加 えて分 液 した 。水 層 を

lmlに 濃 縮 し、そ の うち120,u1に つ い て図14の よ うに逆 相HPLCに よ り分 取 して 、

1.66・..ユ ニ ッ トのd16merを 得 た 。
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第2章 の 実 験

N-Acyl-2'-0-tetrahydrofuranylnucleoside3'一(o-chlorophenyl)phosphoro-p-

anisidate(21)

N-acyl-5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-tetrahydrofuranylnucleoside(20)(1

mmol)を ピ リ ジ ン共 沸 後 ジ ク 　 メ タ ン(5ml)に 溶 解 し 、1-methylimidazole

(0.16m1,2mmol)を 加 え た 。 氷 冷 撹 拝 下 、o-chlorophenylph。sphoro-p-anisi-

dochloridate(0.22g,0.67mmo1)を30分 お き に3回 加 え 、 添 加 後 さ ら に1時 間 撹 拝

を 続 け た 。TLCで 原 料 の 消 失 を 確 認 し た 後 、 ジ ク 百 ロ メ タ ン を 加 え て 飽 和 重 曹

水 お よ び 水 で 洗 浄 し た 。Na2SOaで 乾 燥 し て 溶 媒 を 留 去 し た後 、 残 渣 を シ リカ ゲ ル

(20g)の カ ラ ム(内 径4cmx3cm)で 精 製 し た(1%メ タ ノ ー ル で 溶 出 さ れ た)。

溶 出 液 を 濃 縮 し て トル ェ ン共 沸 を2回 行 っ た 後 、 残 渣 に1Mzincbromideジ ク ロ ロ

メ タ ン ーイ ソ プ ロ パ ノ ー ル(85:15,V/u)溶 液(40m1)を 加 え て1時 間 撹 拝 し た 。

TLCで 原 料 の 消 失 を 確 認 し た 後 、 ジ ク 　 メ タ ン を 加 え て1M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム

水 溶 液 、飽 和 重 曹 水 お よ び 水 で 洗 浄 し 、Na2SO4で 乾 燥 後 、 溶 媒 を 留 去 し た 。 残 渣

を シ リ カゲ ル(20g)の カ ラ ム(内 径4cmx3cm)で 精 製 し(2～3%メ タ ノ ー ル で

溶 出 さ れ た)、 溶 出 液 を 濃 縮 後 ヘ キ サ ン 中 に滴 下 す る こ と に よ り粉 末 と した 。 収

量(B=U)30.367g(0.60mmol,60%)。

6-N-Benzoyl-2'-0-tetrahydrofuranyladenosine3'一(o-chlorophenyl)phospho-

ro-p-anisidate(21,B=bzA)

Rr(CHCla:MeOH=10:1}0.47.'H‐NMR(CDCIa/TMS)S[ppm]1 .6‐

1.9(m,4H,Thf),3.6-4.0(m,4H,H-5',Thf),3.77(s,3H,-OCHa),4.59(br,1H,Thf)

4.8-5.5(m,3H,H-2',3',4'),6.00(d,1H,H-1'),fi.27(d,1H,5'-OH),fi.7-8.2(m,

14H,arom,H-2},8.78(s,1H,H-8),9.24(br,1H,-NH-).
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2-N-Isobutyryl-2'-0-tetrahydrofuranylguanosine3'齒 一(o-chlorophenyl)phos‐

phoro-p-anisidate(21,B・ibの

Re(CHCIa:MeOH=10:1)0.39..1H‐NMR(CDCIa/TMS)S[ppm]1.21

(d,6H,ib),1.6-2.0(m,4H,Thf),2.6-2.9(m,1H,ib),3.6-4.0(m,4H,H-5',Thf},

3.76(s,3H,-OCHa),4.41(br,IH,Thf),4.9-5.9(m,4H,H-1',2',3',4'),6.51(d,

1H,5'-OH),6.6-7.8(m,9H,arom,H-8),10.16(br,1H,-NH-),12.23(br,1H,-NH-).

4-N-Benzoyl-2'-0-tetrahydrofuranylcytidine3'一 くo-chlorophenyl)phosphoro-

p-anisidate(21,B=bzC)

建f(r.rrn-1,ttt,13:琶eO冠=10:1)3◎..n4L.:H-NMR(OD己13/TES)δIPFml:工.6-

1.9(m,4H,Thf),3.6-3.9(m,7H,H-5',Thf,-OCHs},4.29(br,1H,Thf),4.7-5.5(m,

3H,H-2',3',4'),5.87(d,1H,H-1'),6.43(d,1H,5'-OH),6.6-8.0(m,14H,arom,

H-6},8.10(d,IH,H-5),9.4(br,1H,-NH-).

2'-O-Tetrahydrofuranyluridine3'一(o-chlorophenyl)phosphoro-p-anisidate

(21,B=U)

Rf(CHCIa:McOH=10:1):0.40,0.44.1H-・NMR(CDCIa/TMS)δ てp圃l

I.6-2.2(m,4H,Thf},3.7-4.0{m,4H,H-5',Thf),3.76(s,3H,-OCHa},4.32(br,1H,

Thf),4.4-5.5(m,3H,H-2',3',4'),5.6-5.9(m,2H,H-1',H-5),6.54(d,IH,5'-OH)

6.7-7.5(m,8H,arom),7.97(t,1H,H-6),9.41(br,1H,-NH-).

Guanosineresin(23,B=ibG) 酬
2-N-isobutyryl-2'-0-tetrahydrofuranylguanosine3'一(o-chlorophenyl)-

phosphoro-p-anisidate(21,BニibG)(0.36g,0.5mmol)を ピ リ ジ ン 共 沸 して ジ

ク ロ ロ メ タ ン(2ml)に 溶 解 し、4-dimethylaminogyridine(0.0928,0.75mma1)と

succinic『anhydride(0.075g,0,75mmol)を 加 え て2時 間 撹 拝 し た 。TLCで 原 料

の 消 失 を 確 認 し た 後 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン を 加 え 、0.5MKHzPOa水 溶 液(pH5.0)お よ

び 水 で 洗 浄 し た 。Na2SOaで 乾 燥 して 溶 媒 を 留 去 し た 後 、 残 渣 を シ リ カ ゲ ル(5g)
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の カ ラ ム(内 径1.6cmx5cm)で 精 製 し た(1～2%メ タ ノ ー ル に よ り溶 出 さ れ た)。

溶 出 液 を 濃 縮 後 、 ヘ キ サ ン ー エ ー テ ル(1:1,v/v)中 に 滴 下 す る こ と に よ り粉 末

状 の5'-succinyl体(o.395g,o.44mmo1)を 得 た 。

こ れ をDMF(3田1)に 溶 解 し 、pentachlorophenol(0.139,0.48mmo1)と

1,3-dicyclohexylcarbodiimide(0.14g,0.66mm。1)を 加 え て20時 間 撹 拝 し た 。T

LCで 原 料 の 消 失 を 確 認 し た 後 、 不 溶 物 を 濾 別 し て 溶 媒 を 留 去 し 、 残 渣 に ベ ン ゼ

ン を 加 え て析 出 し た不 溶 物 を 濾 別 し て ベ ン ゼ ンを 留 去 し た 。残 渣 を ク ロ ロ ホ ル ム

に 溶 解 し 、 ヘ キ サ ン 中 に滴 下 して 粉 末 状 の 活 性 エ ス テ ル 体(22)(0.585g)を 得

た 。

鯊(0.585g)をDMF(4ml)に 溶 解 し 、aminomethylatedpolystyrene(罵

divinylbenzene,100-200mesh,NH2:0.23mmo1/g)(O.fi5g,◎.15mmol)とtri-

ethylamine(0.0?ml,0.5mmo1)を 加 え て 、16時 問 振 と う し た 。 反 応 液 を 濾 過 し 、

樹 脂 を ピ リジ ン で 洗 浄 し た 後 、 ピ リ ジ ン(6ml)と 無 水 酢 酸(4ml)を 加 え て1時 間

振 と う し、 再 度 濾 過 し て ピ リ ジ ン 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 、 メ タ ノ ー ル で 順 次 洗Lた 。

ヌ ク レオ チ ド含 量:◎.21mmo1/g。

uridineresin(23,B=U)も 同 様 に 合 成 し た 。

Dimerunit(30,UC}

5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-tetrahydrofuranyluridine(◎.49g,0.8mmol)を

ピ リ ジ ン共 沸 し た 後 、o-chlorophenylphosphoroditriazolideの ジ オ キ サ ン溶 液

(3.36m1,1.12mmo1)を 加 え て30分 間 撹 拝 し た 。30%ピ リ ジ ン 水(2m1)と ク ロ ロ

ホ ル ム を 加 え 、0.1MTEABで 洗 浄 し た 後 、 溶 媒 を 留 去 して ピ リ ジ ン 共 沸 を2回

彳テつ たo残 孛査`こ4-N-benzoyl-2'一 ⊆1・-tetrahydrofuranylcytidine(0.429,lmmol)

を 加 え て 再 度 ピ リ ジ ン 共 沸 を 行 い 、 残 渣 を ビ リ ジ ン(2m1)に 溶 解 し てMSNT

(0.47g,1.6mmo1)を 加 え た 。40分 間 撹 拝 し てTLCで 一 方 の 原 料 の 消 失 を 確 認

し た 後 、30%ピ リ ジ ン水(2m1)と ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 水 洗 し た 。 溶 媒 留 去 後 、
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残 渣 を 逆 相 カ ラ ム(内 径4cmx4cm)で 精 製 し(ア セ トン:0.1%ピ リジ ン水=

65:35で 溶 出 され た)、 溶媒 を 留去 して ピ リジ ン共 沸 を3回 行 っ た 。残 渣 を ジ ク ロ

ロ メ タ ン(5m1)に 溶 解 して1-methylimidazole(0.IOml,1.2mmo1)を 加 え、氷 冷

撹 拝 下 、o-chlorophenylphosphor。-p-anisidochloridate(0。13g,0.4mm◎1)を

30分 お ぎ に3回 加 え た 。添 加 後 さ ら に1.5時 間 撹 拝を続 け 、逆 相TLCで 原 料 の消

失 を 確 認 し た後 、 ジ ク ロ ロメ タ ンを加 えて 飽 和 重 曹水 お よび 水 で洗 浄 した 。溶媒

留 去 後 、残渣 を逆 相 カ ラ ム(内 径4cmx4cm)で 精 製 し(ア セ トン:o.i%ピ リジ

ン水=65:35な い し70:30で 溶 出 され た)、 溶 媒 を留 去 して ピ リジ ン共 沸 を 行 っ

た 。残 渣 を トル ェ ン共 沸 し、1Mzincbromideジ クロ ロ メ タ ン ーイ ソ プ ロパ ノー ル

(85:15,v/v)溶 液(same)を 加 えて1時 間 撹 拝 した 。TLCで 原 料 の 消 失 を確 認

した後 、 ジ クロ ロ メタ ンを加 えて1M酢 酸 ア ンモ ニ ウ ム水 溶 液 、飽 和 重 曹 水 お よび

水 で 洗 浄 し、Na2SO4で 乾燥 後 、 溶媒 を 留 去 した 。残 渣 を シ リカゲ ル(15g)の カ ラ

ム(内 径2cmxgcm)で 精 製 し(2.5～3%メ タ ノ ール に よ り溶 出 され た)、 溶 出液

を 濃 縮 後 ヘ キ サ ン中 に滴 下 す る こ とに よ り粉 末 と した。収 量:0.40g(0.33mmol

42%),

他 の 配 列 を有 す るダ イマ ー ユ ニ ッ トも同 様 に合 成 した 。

rgmerの 固 相 合 成

guanosineresin(23,BニibG)(24mg,5,umol)に 対 して表6の 操 作 を 繰 り返

した後 、1MTMG-PAOジ オ キサ ン溶 液(0.5ml)、 ジオ キ サ ン(0.4m1)お よ

び 水(0.lml)を 加 え て30℃ で16時 問 振 と う した 。樹 脂 を 濾 別 して50%ピ リジ ン水

で 洗 浄 し、濾液 と洗 液 を合 わ せ て濃 縮 した後 、Dowex50x2(ピ リジ ニ ウ ム型)の

カ ラ ム(内 径0.7cmx4cm)に 通 して30%ピ リジ ン水(20m1)で 溶 出 した 。溶媒 留

去 後 、残 渣 を ピ リジ ン(lml)に 溶 解 し、 ア ンモ ニ ア水(IOml)を 加 え て55℃ に加

熱 した 。5時 間 後 ア ンモニ ア水 を留 去 し、残 渣 を水 に溶 解 して酢酸 エ チ ル で 洗 浄 し

た後 、溶 媒 を 留 去 した 。残 渣 に0.01N塩 酸(10ml)を 加 え 、0.1N塩 酸 でpH2.0に
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して室 温 で3時 間 撹 拝 した後 、0.1Mア ンモ ニ ア水 で 申和 した 。溶 液 を 濃 縮 した後 、

SephadexG-25の カ ラ ム(内 径1.4cmx40cm)に 通 し(0.1MTEABで 溶 出) 、

素 通 り画 分 を 集 め て 濃縮 した 。水 と共 沸 してTEABを 除 い た後 、残 渣 を水1.4

m1に 溶 解 し、 その う ち400μ1に っ い て 、図18の よ う にイ オ ン交 換HPLCで 分 取

してSephadexG-25の カ ラ ム(内 径1.4cmx40cm)に よ り脱 塩 した 。収 量;3.86

A266ユ ニ ッ ト(全 量 を分 取 す る と、13.5A260ユ ニ ッ ト(約0.15,umol),担 体

上 の グ ア ノシ ンか ら約3%)。

rl8merの 固相 合 成

uridineresin(23,B=U)(24mg,5μmol)に 対 して 表6の 操 作 を 繰 り返 した

後 、1MTMG-PAOジ オ キ サ ン溶液(0.5ml)、 ジ オ キ サ ン(0.4ml)お よび水

(0.lml)を 加 え て30℃ で16時 間 振 と う した 。樹 脂 を 濾 別 して50%ピ リ ジ ン水 で洗

浄 し、濾液 と洗 液 を 合 わせ て濃 縮 した後 、Dowex50x2(ピ リジニ ウム 型)の カ ラ

ム(内 径0.7cmx4cm)に 通 して30%ピ リジ ン水(2◎ml)で 溶 出 した。 溶 媒 留 去後 、

残 渣 を ピ リジ ン(lml)に 溶解 し、ア ンモニ ア水(IOml)を 加 えて55℃ に加熱 した 。

5時 問 後 ア ンモ ニ ア水 を 留 去 して 残 渣 に0.01N塩 酸(IOml)を 加 え、0.1N塩 酸 で

pH2.0に して 室 温 で5時 間撹 拝 した後 、0.1Mア ンモニ ア水 で 中和 した。 溶 液 を濃 縮

ト

後 、SephadexG-25の カ ラム(内 径1.4cmX40cm)に 通 し、素 通 り画 分 を 集 め て濃

縮 した 。水 と共 沸 してTEABを 除 い た後 、 残渣 を水1.5m1に 溶 解 し、 その うち

300μ1に つ い て 、 図22の よ う に イオ ン交 換HPLCで 分 取 してSephadexG-25の カ

ラ ム(内 径1.4cmx40cm)に よ り脱 塩 した 。 水 と共 沸 してTEABを 除 い た後 、

図23の よ う に逆 相HPLCで 再 分 取 した。 溶 出液 を濃 縮 後 、水 と共 沸 す るこ とに

よ り脱 塩 した 。収 量12.51Azsoユ ニ ッ ト(全 量 を分 取 す る と、12.6AzsOユ

ニ ッ ト(約0.07,umol),担 体 上 の ウ リジ ンか ら約1.4%)。

..



第3章 の 実 験

N-Acyl-5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranylnucleoside(38}

N-acyl-2'-0-tetrahydrofuranylnucleoside(19)(3mmol)を ジ オ キ サ ン(24

ml)に 溶 解 し、2-chloro-1-methylpyridiniumiodide(1.53g,6mmo1)の ア セ ト

ニ トリル 懸 濁 液(6孤1)中 に 滴 下 し た 。 こ の 懸 濁 液 にlevulinicacid(1.23m1,

12mmol)と1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane(1.628,14.4mm。1)の ジ オ キ サ ン溶

液(12m1)を 滴 下 して 、30分 間 撹 拝 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム と2%重 曹 水 を 加 え て 分 液

し 、 水 層 を ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 後 、 有 機 層 を 合 わ せ てNa2SOaで 乾 燥 し た 。溶

媒 を 留 去 し て ピ リ ジ ン共 沸 を 行 っ た 後 、 残 渣 を ピ リ ジ ン(5ml)に 溶 解 し 、4,4'-

dimethoxytritylchloride(0.51g,1.5mmol)を 加 え て1時 間 撹 拝 し た 。 メ タ ノ ー

ル(lml)と ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え て水 洗 し 、 溶 媒 留 去 後 、 残 渣 を 逆 相 カ ラ ム(内 径

3cmX6c田)で 精 製 し た(ア セ トン:0.1%ピ リ ジ ン水=25375で 溶 出 さ れ た)。

溶 出 液 を 濃 縮 後 、 ピ リジ ン お よ び トル ェ ン と共 沸 し 、 残 渣 を シ リカ ゲ ル(20g)の

カ ラ ム(内 径3cmx5.5cm)で 精 製 し た(1%メ タ ノ ー ル に よ り溶 出 さ れ た)。

5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranyluridine(38,B=U)は 溶 媒 を 留 去 す る こ

と に よ り泡 状 と し 、 他 の3種 類 は ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し て ヘ キ サ ン ー エ ー テ ル

(1:1,v/v)中 に 滴 下 す る こ と に よ り粉 末 と し た 。

6-N-Benzoyl-5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranyladenosine(38,B=bzA)

収 量:0.61g(1.13mma1,38%)

Rr(CHCls:MeOH=10:1)0.45.'H‐NMR(CDCIa/TMS)S[ppm]:1.9-2.1

(m,4H,Thf),2.19(s,3H,Lev),2.5-2.9(m,4H,Lev),3.43(d,1H,3'-OH),3.8-4.1

(m,2H,Thf),4.3-4.5(m,4H,H-3',4',5'),4.92(t,1H,H-2'),5.34(br,1H,Thf),

6.15(d,1H,H-1'),7.5-8.1(m,5H,arom),8.29(s,1H,H-2),8.80(s,1H,H-8),

9.06(s,1H,-NH-).
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2-N-lsobutyryl-5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranylguanosine(38,B=ibG)

収 量:0.98g(1.fi!l!id,63幻

Rr{CHCIa:MeOH=10:1)0.41.'H‐NMR(CDCls;jTMS)8[ppm]:1.27(d
,

6H,ib),1.8-2.1(m,4H,Thf),2.16(s,3H,Lev),2.5-2.9(m,5H,Lev,ib),3.34(d,

1H,3'-OH),3.8-4.1(m,2H,Thf),4.3-4.6(m,4H,H-3',4',5'),4.77(t,1H,H-2')
,

5.19(br,1H,Thf),5.85(d,1H,H-1'},7.82(s,1H,H-8),9.34(s,1H ,-NH-).

4-N-Benzoyl-5'-0-levulinyl-2,-D-tetrahydrofuranylcytidine(38
,BニbzC)

収 量:0。45g(0.87mmo1,29駕)

Rr(CHCls:MeOH=10:1}0.51.1H‐NMR{CDCIs/TMS)cS[ppm]:1.9-2.2

(m,4H,Thf),2.22(s,3H,Lev),2.5-2.9(m,4H,Lev),3.62(d,1H,3'-OH),3.8-4.6

(m,7H,H-2',3',4',5',Thf),5.58(br,1H,Thf),5.91(d,1H,H-1'),7.4-8.0(m,6H

arom,H-6),8.26(d,1H,H-5),8.75(br,1H,-NH-).

5'-O-Levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranyluridine(38,B=U) 靹
収 量10.40g(0.97mmol,32幻

kr(CHCls:MeOH=10:1)0.41.'H‐NMR(CDClsjTMS)8(ppm]:1.9-2.1

(m,4H,Thf),2.20(s,3H,Lev},2.5-2.9(m,4H,Lev),3.36(d,1H,3'-OH),3.8-4.5

(m,7H,H-2',3',4',5',Thf),5.41(br,1H,Thf),5.80(d,1H,H-5),5.94(d,1H,H-

1'),7.68(d,1H,H-6),8.99(br,1H,-NH-).

N-Acyl-5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranylnucleoside3'一((3-cyano-

ethyl)-N,N-diisopropylphosphoramidite(40)

N-acyl-5'-0-levulinyl-2'-D-tetrahydrofuranylnucleoside(38 _){0.5mmo1)

を テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン(5ml)に 溶 解 し てN,N-diisopropylethylamine(0.35m1,

2mmo1)を 加 え 、(2-cyanoethyl)-N,N-diisopropylchlorophosphoramidite(0.24

ml,lmm。1)を 滴 下 し て1時 間 撹 拝 し た 。 酢 酸 エ チ ル を 加 え て 飽 和 重 曹 水 で 洗 浄 し
、

飛a2SO4で 乾 燥 後 、 溶 媒 を 留 去 し た 。 残 渣 を シ リ カ ゲ ル(10g)の カ ラ ム(内 径3cm
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x3cm)で 精 製 し(0.1%ピ リ ジ ンを 含 む1%メ タ ノ ー ル に よ り溶 出 し た)、 溶 出 液

を 濃 縮 し てn一 ペ ン タ ン(50ml)中 に 滴 下 し 、 沈 澱 を ク ロ ロ ホ ル ム に溶 解 し て 溶 媒

を 留 去 す る こ と に よ り泡 状 と し た 。 収 量:BニbzA,0.29g(0.39mmol,7罵);B

ニibG,0.29g(0 .41mmol,81鋸);B=bzC,0.25g(0.35mm◎1,70完);B=U,0.28g

(0●45狃 阻01,90累)。

kr{CHCls:MeOH=10:1}B=bzA,0.55;B=ibG,0.48;B=bzC,0.57;B=U,

04631P‐NMR{CDCIs/trimethylphosphate)8[ppm]B=bzA,147.74,

148.62;B=ibG,148.01,148.62;B=bzC,147.47,148.15;B=U,147.74,

148.01.

Uridine-CPG(41)

22 、と 同 様 に合 成 しrpentachlorophenyl(5'-0-levulinyl-2'一 旦一tetrahydrb-

furanyluridine-3'一)succinate(0.12mmol)をDMF(1.5ml)に 溶 解 し 、

aminopropyl-CPG-550AO120-200mesh,NH2:114umoljg,Fluka)(0.448,50

,umo1)とtriethylamine(17,u1,0.12mmo1)を 加 え て 、9時 間 振 と う し た 。反 応

液 を 濾 過 し 、CPGをDMFお よ び ピ リジ ン で 洗 浄 した 後 、0.1M4-dimethyl-

aminopyridineピ リ ジ ン溶 液(4.5m1)とaceticanhydride(◎.5m1)を 加 え て10分

問 振 と う し 、 再 度 濾 過 し て ピ リ ジ ン お よ び ジ ク ロ ロ メ タ ン で 洗 浄 し た 。 ヌ ク レオ

シ ド含 量:30,umol/g。

保 護 さ れ たダ イ マ ー(44)

40と 同 様 に 合 成 し た5'-q-dimethoxytritylthymidine3'一(,(3-cyan。ethy1)-N,

N-diisopropylph。sphoramidite(0.37g,0.5mm。1)を ア セ トニ トリ ル(4ml)に 溶

解 し、4-N,3'-0-dibenzoyldeoxycytidine(0.26g,0.6mmo1)と0.5Mtetrazoleア

セ トニ ト リル 溶 液(4ml)を 加 え て10分 間 撹 拝 し た 。 氷 冷 下 、 水(lml)と ク ロ ロ

ホ ル ム を 加 え 、 飽 和 重 曹 水 お よ び 水 で 洗 浄 し てNa2SO4で 乾 燥 後 、溶 媒 を 留 去 した 。
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残 渣 に0.1Miodineル チ ジ ン ーテ トラ ヒ ドロ フ ラ ン ー水(10:40:1,v/v/v)溶 液

(IOml)を 加 え、40分 間 撹 拝 した後 、氷 冷 して0.2Msodiumthiosulfate水 溶 液

(40m1)を 加 え た 。 クロ ロホ ル ムで 抽 出 して溶 媒 を留 去 した後 、残 渣 を 逆相 カ ラ

ム(内 径3cmX3cm)で 精 製 し(ア セ トン:0.1%ピ リジ ン水=65:35で 溶 出 され

た)、 溶 出液 を 濃 縮 して ピ リジ ン共 沸 を 行 っ た 。残 渣 を クロ ロ ホル ム に溶解 し、

ヘ キ サ ン中 に滴 下 す る こ とに よ り粉 末 と した 。収量;0.33g(0.3Dmmol,so%)。

Rf(CHC13:McOHニ10:1):0.38.31P-NMR(CDCIa/trimethylphosphate)

δ[ppm】:-4.76,-4.83.

カ ップ リ ング条 件 の検 討

5'-0-dimethoxytrityl-2'-0-tetrahydrofuranyluridine3'一((3-cyanoethyl)一

逼,N-diisopropylphosphoramidite(45)を40と 同様 に合 成 し、 自動 合 成 機

(AppliedBiosystems381A)に よ り、thy頭dine-CP肋 ラ ム(1,umol)に 対 して

次 の よ うに送 液 を行 っ た 。

①3%trichlor。aceticacidジ ク ロ ロ メ タ ン溶 液(100秒)

② アセ トニ トリル で 洗 浄

③45の アセ トニ トリル溶 液(134.4mM)+0.5Mtetrazoleア セ トニ トリル 溶 液

(15秒)

または 、 上 記 混 液(5秒)とtetraz。1e溶 液 の み(3秒)を3回 繰 り返 す

④ 送 液 停止(60な い し1200秒)

⑤ アセ トニ トリル で 洗浄

⑥0.1Miodineル チ ジ ンー テ トラ ヒ ドロ フ ラ ン ー水(10:40:1,v/v/v)溶 液

(60秒)

⑦ ア セ トニ トリル で洗 浄

⑧3qtrichloroaceticacidジ クロ ロ メタ ン溶 液(100秒)

⑨ アセ トニ ト リル で洗 浄
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① と⑧ の ト リチ ル 発 色 を 比 較 す る こ と に よ り結 合 収 率 を 求 め た(図28)。

5'-O-Levulinyl-2'-D-tetrahydrofuranyluridine3'-hydrogenphosphonate

phosphorustrichloride(0.26m1,3mmo1)とN--methylmorpholine(3.30m1,

3◎moral)を ジ ク ロ ロ メ タ ン(25m1)に 溶 解 し 、1,2,4‐triazole(0.69g,IOmmol)

を 加 え て30分 聞 撹 拝 し た 。 氷 冷 下 、5'-0-levulinyl-2'-0-tetrahydrofuranyl-

uridine(0.279,0.65mmol)の 瑤N-methylmorpholineを 含 む ジ ク ロ ロ メ タ ン溶 液

(12m1)を 滴 下 し、 室 温 に 戻 し て20分 間 撹 拝 し た 。TLCで 原 料 の 消 失 を 確 認 し

た後 、lTEAB(1G応1)を 加 え て 濃 縮 し 、 逆 相 カ ラ ム(内 径3c駆3c皿)で 精

製 し た(0.1%ピ リ ジ ン水 で 溶 出 し た)。 溶 出 液 を 濃 縮 し、 ピ リ ジ ン お よ び トル ェ

ン と共 沸 し た 後 、5qtriethylamineを 含 む ク ロ ロ ホ ル ム(2ml)に 溶 解 し て ヘ キ サ

ン ーエ ー テ ル(1:1,VjY)(50ml)中 に 滴 下 し た 。 沈 澱 を ク ロ ロ ホ ル ム に溶 解 し 、

溶 媒 を 留 去 す る こ と に よ り泡 状 と し た 、 収 量:0.27g(⑪.47mmol,72%)。

31P‐NMR(CDCIs/trimethylphosphate)S[ppm]‐1
.19.

H一ホ ス ホ ネ ー ト法 に よ るUseの 合 成

uridine-CPG(41)(33m9,1,umol)の カ ラ ム を 合 成 機(AppliedBiosystems

381A)に 取 り付 け 、 ⑪.5Mhydrazinemonohydrateピ リ ジ ン ー酢 酸(3:2,v/v)溶

液 を30◎ 秒 間 流 し て ア セ トニ ト リ ル で 洗 浄 し た後 、0.1M5'-0-1evulinyl-2'-0-

tetrahydrofuranyluridine3'-hydrogenphosphonateア セ トニ トリル ー ピ リ ジ ン

(1:1,v/v)溶 液 と0.5Mpivaloylchlorideア セ トニ ト リ ル ー ピ リ ジ ン(1:1,

v/v)溶 液 を15秒 間 流 して90秒 間 止 め る と い う送 液 を9回 繰 り返 し た 。 ア セ トニ ト

リル お よ び98%ピ リ ジ ン水 で 洗 浄 し た後 、0.1Mi◎dineピ リ ジ ン ー水(98:2,v/v)'

溶 液 を900秒 間 流 し 、98%ピ リ ジ ン水 お よ び ア セ トニ ト リ ル で 洗 浄 し た 。 カ ラ ム に

ア ンモ ニ ア 水(2ml)を1時 間 か け て 通 し 、 溶 出 液 の ア ン モ ニ ア 水 を 留 去 し た 後 、

残 渣 に0.OIN塩 酸 を 加 え た 。O.1N塩 酸 でpH2.0に し て3時 間 撹 拝 した 後 、0.1Mア
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ン モニ ア水 で 中 和 して逆 相HPLCに よ り分 析 した(図29b)。

rlOmerの 固相 合 成

uridine-CPG(41)(33mg,1μm◎1)の カ ラ ムを 合 成 機(AppliedBiosYstems

381A)に 取 り付 けて表7の 反 応 を繰 り返 し た後 、 カ ラ ム に ア ンモ ニ ア 水(2ml)を

1時 間 か けて通 し、 溶 出液 を55CCに5時 間加 熱 した(U1② の 場 合 の み 、 加 熱 を 行 わ

な か った)。 ア ンモ ニ ア水 を 留 去 した後 、残 渣 に0.01N塩 酸 を 加 え、0.1N塩 酸 で

pH2.0に して3な い し15時 間撹 拝 した 。AgUとCgUの 場 合 の み 溶液 を エ ー テル で

洗 浄 した後 、0.1Mア ンモ ニ ア水 で 申 和 して 図29～32の よ うに逆 相HPLCで 分 析

し た。溶 液 の う ち100μ1に っ い て逆 相HPLCで 分 取 し、 濃縮 後 、水 と共 沸 し た

(収 量 は表8)。 そ の 一部 に っ い て 、5'末 端 を32Pで 標 識 した後 、10%ポ リア ク

リル ア ミ ドゲ ル 電 気泳 動 を行 っ た(図33)。

r21merの 固相 合 成

rlOmerの 場 合 と同様 に合 成 とCPGか らの 切 断 を行 い 、溶 出渡 を55°Cに5時 間 加

熱 した後 、 ア ンモ ニ ア水 を 留 去 した 。残 渣 に0.QIN塩 酸 を加 え 、0.1N塩 酸 でpR

2.0に して24時 間 撹 拝 した後 、0.1Mア ンモ ニ ア水 で 中和 した 。溶 液 の うち200 ,E1

にっ い て 、図34の よ うに逆 相HPLCで 分 取 し、溶 出液 を 濃 縮 後 、水 と共 沸 す る

こ と によ り脱 塩 した 。残 渣 を10%ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 で 精 製 し、切

り取 ったゲ ル 片 に水 を 加 えて 攝 と うす る こ とに よ り溶 出 した 。SephadexG-25の カ

ラ ム(内 径1.7cmx40cm}で 脱 塩 後 、溶 出液 を 濃 縮 して 水 と共 沸 した 。収 量:

0・55..ユ ニ ツ ト(全 量 を 分 取 す る と、16.4A26旧 ユ ニ ッ ト(約0.08μmo1),

CPG上 の ウ リジ ンか ら約8%)。

kNaseT2に よ る分解

r21mer(0.025AzsOユ ニ ッ ト)にRNaseTzの50mM酢 酸 ア ンモ ニ ウ ム(pH4 .5)
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溶 液(2μ1,1unit)を 加 え て37℃ で2時 間 反 応 させ た。 沸騰 水 浴 中 に2分 間 入れ

た後濃 縮 し、 残 渣 を滅 菌 水(5.5μ1)に 溶 解 して 、kinati。n用 緩 衝 液(2μ1)、

100,uMATP(lul)、[γ 一32P]ATP(lul,○.16,uCi)お よびT4

polynucleotidekinase(0.5μ1,2.5units)を 加 え た 。37℃ で1時 間 反 応 させ た

後 、沸 騰 水 浴 中 に2分 聞 入れ 、 溶 液 の うちlulを 濃縮 して 滅菌 水(3,u1)、0.2M

酢 酸 ア ンモ ニ ウ ム緩 衝 液(pH5.◎)(1,u1)お よびnucleasePl(lul,1μg)を

加 えた 。37℃ で1.5時 問反 応 させ た後 、沸 騰 水 浴 中 に2分 間入 れ 、IOcmx10cmの セ

ル ロー ス プ レー ト(ア ビセ ルSF,フ ナ コ シ薬 品)に ス ポ ッ トして 、 まず イ ソ酪

酸 一ア ンモ ニ ア水 一水(66:1:33,v/v/v)、 続 い てO.1Mリ ン酸 ナ トリウ ム水 溶 液

(pH6.8)一 硫 酸 ア ンモ ニ ウ ム ーn一プ ロパ ノ ール(10◎:60:2,v/財v)で 展 開 して

オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー(-80℃ 、一 晩)を 行 っ た(図37)。
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