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Nucleosides and nucleotides are one of the most important elements for cells by the fact that they are components of
DNAs and RNAs. In addition, they play important roles in most fundamental cellular metabolic pathways such as
energy donors, second messengers, and cofactors for various enzymes. Therefore, there exists a rich source in drug dis-
covery targeting nucleosides and nucleotides. In order to utilize nucleosides and nucleic acids on the drug development,
it is very important to develop reactions and methods, by which the highly coordinating and labile nucleoside intermedi-
ates can be used. With these in mind, we have been working on synthetic nucleoside and nucleic acid chemistry. First,
branched sugar nucleoside derivatives, which are potential antitumor agents, have been synthesized utilizing samarium
diiodide (SmI2) mediated Reformatsky reaction or aldol reaction. 3′-b-Carbamoylmethylcytidine (CAMC) was found
to exhibit potent cytotoxicity against various human tumor cell lines. Synthetic methodology of the caprazamycins,
which are promising antibacterial nucleoside natural products, was also developed by the strategy including b-selective
ribosylation without using a neighboring group participation. Our synthetic route provided a range of key analogues
with partial structures to deˆne the pharmacophore. Simpliˆcation of the caprazamycins was further pursued to develop
diketopiperazine analogs. Medicinal chemistry of oligodeoxynucleotides has been conducted. Thus, novel triazole-
linked dumbbell oligodeoxynucleotides and modular bent oligodeoxynucleotides were synthesized. They exhibit excel-
lent binding a‹nity to NF-kB or HMGB1 A-box protein, which are important therapeutic targets. Therefore, the results
obtained conclusively demonstrated these oligodeoxynucleotides could be proposed as powerful decoy molecules.

Key words―caprazamycin; decoy strategy; antitumor; samarium diiodide; drug-resistant bacteria; ologodeox-
ynucleotide

はじめに

ヌクレオシドやヌクレオチドは最も重要な生体物

質の 1 つである．これらは遺伝情報の保存・発現を

つかさどる DNA ･ RNA の構成成分であるばかり

でなく，補酵素や細胞内情報伝達物質などとして機

能したり，細胞内代謝やエネルギー供与にも関与

し，多彩かつ重要な役割を担っている．そこで，古

くからヌクレオシドやヌクレオチドは創薬化学研究

を行う上でよいリードとして認識されており，様々

なヌクレオシド系化合物が臨床使用されている．15)

一方，天然には，ヌクレオシドを構造中に含む化合

物が存在する．これは，実に多種多様な生物活性，

特に，抗がん，抗ウイルス，抗菌，抗真菌活性等の

有用な活性を有するものがある．したがって，ヌク

レオシド系天然物も創薬開発のよいリードであ

る．613)一方で，バイオテクノロジーの進歩によ

り，様々な高分子を細胞内に直接導入することがで

きるようになった．これにより，細胞内の遺伝子や

RNA を標的とした数十量体の核酸分子（オリゴヌ

クレオチド）そのものが医薬品として使用されつつ

ある．このように，小分子であるヌクレオシドやヌ

クレオチドから，高分子である核酸まで，創薬リー

ドとしての潜在的な価値は極めて高い．この潜在価

値を創薬研究における成果体として具現化するため

には，物理的・化学的安定性や活性の向上，構造の
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Fig. 1. Structures of Branched-chain Nucleosides Exhibiting
Antitumor Activity
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単純化，新たな機能の付加等の改変が必要とされ

る．この担い手が有機合成化学を基盤とした化学修

飾である．さて，ヌクレオシド誘導体を合成する方

法には，ヌクレオシドを出発原料として化学変換を

行う方法と，修飾糖部及び塩基を別途構築したのち

に両者を結合させる方法の 2 つがあるが，当然前者

の方が効率的な合成法と言える．しかしヌクレオシ

ドを題材とする有機合成には，いくつかの克服すべ

き問題が存在する．例えば含窒素芳香環である核酸

塩基が基質に含まれているため，その高い配位能か

ら使用できる試薬が限定され，また，糖部へ増炭反

応を行う際の原料となるアルデヒド，ケトン体が，

各種反応条件において，不安定であることが挙げら

れる．われわれはヌクレオシド，ヌクレオチド，核

酸を題材として創薬研究を展開する際にこれらの問

題の克服が第一の課題と考えており，有機合成化学

を基盤として，1．生理活性分枝糖ヌクレオシドの

合成研究，2．新規作用機序を有する抗菌ヌクレオ

シド系天然物の合成研究，3．新規な構造・機能を

有する人工オリゴヌクレオチドの合成とその性質に

関する研究をこれまで展開してきた．本総説ではそ

の概略について順に述べる．

1. 生理活性分枝糖ヌクレオシドの合成

1-1. 3′-b-分枝糖リボヌクレオシド類の合成

　抗がん剤である AraC やゲムシュタビン，抗 HIV

薬である AZT，D4T に代表されるように，核酸代

謝拮抗剤は薬として広く臨床使用されている．これ

らの修飾ヌクレオシドは，水酸基の除去・反転ない

しはヘテロ原子による置換等の比較的容易な化学修

飾を受けたものである．われわれの研究室では，糖

部に炭素置換基が導入された分枝糖ヌクレオシドの

生理活性に興味を持ち，その合成研究を行ってき

た．1421)その過程で 2′分枝糖ヌクレオシドである 1-

(2-deoxy-2-methylene-b-D-erythro-pentofuranosyl)

cytosine2226) (DMDC, Fig. 1, 1)，2-C-cyano-2-deoxy-

1-b-D-arabino-pentofuranosylcytosine2732) (CNDAC,

2)，3′分枝糖ヌクレオシドである 1-(3-C-ethynyl-b-

D-ribo-pentofuranosyl)-cytosine3337) (ECyd, 3）が

in vitro，in vivo ともに極めて良好な坑腫瘍活性を

有することを見い出しており，2 と 3 は現在第Ⅰ相

臨床試験が行われている．このように分枝糖ヌクレ

オシドは生理活性物質としての可能性を有している

が，系統的な構造活性相関情報はほとんど得られて

いなかった．その主たる原因は，冒頭でも述べた通

り，合成中間体としてのヌクレオシド誘導体の性質

上，あまりよい合成法がなかったことである．ヌク

レオシドを出発原料として 3 のような 3′位に a 配

置の水酸基と b 配置の炭素置換基を有する 3′-b-分

枝糖リボヌクレオシドを合成する方法としては，ま

ず 3′-ケトヌクレオシドに対する炭素求核剤の付加

反応が考えられる．しかし本反応では，一般に a

面からの求核攻撃が優先し，a-置換生成物が得られ

てしまう．このような背景から， 3 は，3-b-C-

ethynyl-D-ribo-pentofuranose 誘導体を調製してか

ら，グリコシル化反応によりシトシン塩基を導入す

ることで合成されており，その工程は短いとは言い

難い．そのため，3′-b 位の炭素置換体の生物活性に

ついて十分な検討はなされていなかった．そこで，

われわれは Fig. 2 のような 3′-b-分枝糖リボヌクレ

オシドの効率的な合成法を開発すべく，ヨウ化サマ

リウムが持つ特性に着目した．ヨウ化サマリウム

は，強力な一電子還元能と強いルイス酸性を有し，

還元反応はもちろんのこと，カルバニオンや炭素ラ

ジカルを活性種とする多彩な炭素炭素結合形成に

有効である．3846)これらは中性かつ温和な条件で反

応が進行する特徴を有しており，塩基性条件をはじ

めとする各種反応条件において極めて不安定な 3′-

ケトヌクレオシドを基質として用いるには好都合

である．さらに Scheme 1 に示すように，3′-ケトヌ
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Fig. 2. Structures of Target 3′-b-Branched Ribonucleosides

Scheme 1.

Table 1. Intramolecular Reformatsky-type Reaction of 9
Promoted by SmI2

Entry Substrate Temp.
(°C) Products (yield, ％)

1 9b room
temperature 10b(71％)

2 9b －78 10b(85％)

3 a) 9a －78 10a(65％)，16(18％)

4 b) 9a －78 10a(85％)，16(trace)

a) A solution of SmI2 in THF was added to a solution of 9a in THF.
b) A solution of 9a in THF was added to a solution of SmI2 in THF.

1405No. 10

クレオシドの糖部 b 面に存在する 5′水酸基に炭素

ユニットを導入後，分子内 Reformatsky 型環化反

応を行うことで 3′-b 位選択的に炭素炭素結合を形

成し，得られたラクトン体の開環による 3′-b-分枝

糖リボヌクレオシド類の合成を計画した（Scheme

2）．分子内 Reformatsky 型反応の基質である 5′-ブ

ロモアセチル -3′-ケトウリジン 9a 及びそのウラシ

ル塩基部 3 位のベンジルオキシメチル（BOM）保

護体 9b は，ウリジンを出発原料としてそれぞれ 4，

5 工程で調製した．まず，9b を THF 中，室温にお

いて 2 当量のヨウ化サマリウムで処理したところ，

ラクトン体 10b が収率 71％で得られた（Table 1,

entry 1）．同反応を－78°C で行ったところ 10b の収

率は 85％まで向上した（entry 2）．なお，通常の亜

鉛を用いた条件でも検討したが，10b は全く得られ

ず，還元体である 5′-アセチル体（16）を与えるの

みであった．このようにヨウ化サマリウムの適用

は，極めて不安定な 3′-ケトヌクレオシドを基質の

使用や核酸塩基の配位の影響もあまり受けないこと

が分かり，ヌクレオシド糖部への増炭反応に有効で

あることを見い出した．われわれの知る限り，本反

応は，ヨウ化サマリウムをヌクレオシド化学に適用

した初めての例である．47)次に 3 位に酸性プロトン

を持つ基質 9a に対しても分子内 Reformatsky 型反

応を検討した．化合物 9a の THF 溶液に－78°C に

おいて 2 当量のヨウ化サマリウムを滴下したところ

ラクトン体 10a とともに 16 が副生した（entry 3）．

なお，ヨウ化サマリウムの THF 溶液に 9a を滴下

することで 16 の副生を抑えることができ，ウラシ

ル塩基部 3 位を保護することなく合成できることが

分かった（entry 4）．ラクトン体 10a は 3′-b-分枝糖

リボヌクレオシド類の有用な合成中間体であり，ア

ンモニアによる開環と TBS 基の除去により 11 を経

て 3′-b-カルバモイルメチルウリジン（4）へ変換し

た．また，11 の 5′位水酸基を TBS 保護した後に，

カルバモイル基をシアノ基に変換し，脱保護により

3′-b-シアノメチルウリジン（5）を得た．さらに塩

基部分のシトシンへの変換も行い，3′-b-カルバモ

イルメチルシチジン（CAMC，6）と 3′-b-シアノメ

チルシチジン（7）を得た．

合成した 4 種の 3′-b-分枝糖リボヌクレオシド類

のマウス白血病 L1210 細胞とヒト鼻咽喉がん由来

KB 細胞に対する in vitro 細胞増殖抑制効果を検討

したところ，CAMC（6）は双方のがん細胞に対し

て増殖抑制活性を示すことが分かった（Table 2）．

さらに CAMC は，各種ヒト固形がん由来細胞に対

しても，増殖抑制活性を示した．一般にヌクレオシ

ド系代謝拮抗剤は，細胞に取り込まれたのちに，ヌ

クレオシドキナーゼをはじめとするリン酸化酵素に

よる代謝活性化（5′位リン酸化）を経て，代謝生物

活性を発現する．したがって，ヌクレオシド誘導体
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Scheme 2a).
a) Reagents and conditions: (a) BrCH2COBr, CH2Cl2-78°C (70％); (b) see table 1; (c) NH3/MeOH, －70°C (98％); (d) TBSCl, imidazole, DMF, room tem-

perature (99％); (e) TsCl, pyridine, re‰ux (81％); (f) TPSCl, DMAP, Et3N, room temperature, then NH4OH (76％ for 14, 99％ for 15); (g) NH4F, MeOH (99％
for 4, 99％ for 5, 79％ for 6, 99％ for 7).

Table 2a). Growth Inhibitory EŠects of 3′-b-Branched
Nucleosides against L1210 and KB cells

IC50(mM)

L1210 KB

4 ＞100 ＞100
5 ＞100 ＞100

6(CAMC) 0.33 5.61

7 74 ＞100

14 43 ＞100

a) IC50(mM) was given as a concentration of 50％ inhibiton of cell
growth.
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が代謝拮抗剤として機能する場合，その活性はヌク

レオシドキナーゼによるリン酸化効率に大きく依存

することになる．しかしながら，CAMC の細胞増

殖抑制活性は，高濃度のいずれの天然ヌクレオシド

の添加によっても減弱しなかったことから，その活

性発現にはヌクレオシドキナーゼによるリン酸化は

関与せず，従来のヌクレオシド系代謝拮抗剤とは全

く異なる作用機序を有することが示唆された．5′位

に TBS 基を有する化合物 14 にも弱いながら細胞増

殖抑制活性がみられることは，この結果を支持す

る．このような特徴を持つ抗腫瘍活性ヌクレオシド

誘導体は非常に珍しく，新しい創薬開発アプローチ
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Scheme 3.

Fig. 3. Structure of Herbicidins

Fig. 4. Structure of Tunicamycins

1407No. 10

となり得ると考えている．48)

1-2. 1′-a-分枝糖ヌクレオシド類の合成 本研

究過程で，われわれはヨウ化サマリウムによる還元

的アルドール反応を開発した．49)すなわち aフェ

ニルチオケトン 17 をヨウ化サマリウムにより二電

子還元することで，カルバニオンの形成と引き続く

b 脱離によりサマリウムエノラート 18 を生成させ

る．このエノラートを求核剤としてアクセプターと

なるカルボニル化合物との間でアルドール反応を行

うものである（Scheme 3）．本反応は，温和な条件

で反応が進行すること，エノラート源となる aフ

ェニルチオケトンは安定かつ調製が簡便であるこ

と，位置及び立体選択的にアルドール反応が進行す

ることを特徴とする．本反応により 3′ケトヌクレ

オシドよりさらに取扱い困難な 5′アルデヒド体を

広くアクセプターとすることが可能になり，ヌクレ

オシド系天然物 herbicidine B（Fig. 3，20）の初の

全合成50)や tunicamycins（Fig. 4，21）のコア構造

である tunicaminyluracil の効率的合成51,52)を達成

した（筆者らの以前の総説53)を参照されたい）．さ

て，サマリウムエノラートをヌクレオシド糖部 1′

位に生成させてアルドール反応を行えば，1′-a-分

枝糖ヌクレオシド類が合成できるはずである

（Scheme 4）．ウラシル塩基部 3 位が無保護の 1′フ

ェニルセレネニル-2′-ケトウリジン誘導体 22 を，

THF 中，－78°C で 2 当量のヨウ化サマリウムで処

理してサマリウムエノラートを発生させたのち後，

ベンズアルデヒドと処理したところアルドール成績

体 24 と 26 が収率 89％で得られた．しかし，1′位

における立体選択性は全く見られなかった．次に，

BOM 基を有する誘導体 23 を用いて反応させたと

ころ，目的とする 1′-a 体 25（76％），そのジアステ

レオマーである 1′-b 体 27（10％）で得られ，a 選

択性が観察された（Table 3，entry 1）．この選択性

はアルデヒドを替えた場合にも，同じ傾向がみられ

た（entries 2，3，5）．対照的に，リチウムエノラー

ト 28（Fig. 5）や 2′-O-シリルケテンアセタール 29

を用いた一般的なアルドール反応は全く進行せず，

化合物 30 を始めとするいくつかの分解物を与え

た．このことからも，ヌクレオシド糖部に対する増

炭反応において，ヨウ化サマリウムが極めて有効で

あることが分かった．54)

以上のように，中性かつ温和な条件で進行するヨ

ウ化サマリウムを用いた反応の特徴を十分に活用す

ることで，合成中間体としてのヌクレオシドアルデ

ヒド・ケトン体の汎用性を拡張できた．

2. 新規作用機序を有する抗菌ヌクレオシド系天

然物の合成研究

Fleming によるペニシリンの発見以降多くの抗生
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Scheme 4.

Table 3. SmI2-Promoted Aldol Reaction between 23 and Aldehydes

Entry Electrophile Temp. (°C) Products (yield, ％) a/b

1 phCHO －78 25(76％) 27(10％) 7.6：1

2 MeCHO －78 25(29％) b only

3 i-PrCHO －78 25(48％) b only

4 t-BuCHO －78→rt ― ―

5 (CHO)n －78→0 25(57％) 27(12％) 4.8：1

Fig. 5.

1408 Vol. 128 (2008)

物質が誕生し，それらは細菌による感染症から人々

を救ってきた．しかしながら，これらの抗生物質を

用いる薬物治療には常に薬剤耐性菌の出現が伴い，

現代の医療における新たな脅威となっている．5557)

実際にわが国の医療現場でも，メチシリン耐性黄色

ブドウ球菌（MRSA）やバンコマイシン耐性腸球

菌（VRE）による院内感染が大きな問題となって

いる．また，世界 3 大感染症の 1 つである結核は，

世界人口の約 1/3 が感染しており，年間死亡者数は

200 万人以上に上る．この結核も例外にもれず，既

存の薬が全く効かない「超薬剤耐性菌の出現」が近

年問題となっており，WHO が最も注意すべき結核

菌として喚起を促している．58)このような状況であ

ることは，広く認知されているにも係わらず，製薬

会社における抗菌剤開発はひところに比べて停滞し

ており，開発中の感染症治療薬，特に新規な作用機

序を有する薬物系統の数は著しく少ない．こと抗結

核薬に関しては，1965 年に開発されたリファンピ

シンを最後に，臨床使用にまで到達した新規抗結核

薬は全くないのが現状である．感染症に対する治療

の第一選択は言うまでもなく化学療法であり，他の

疾病と比べて新規薬剤の開発の必要性は大きく，か

つ継続されなければならない．

2-1. 抗菌剤開発の新たな標的MraY とその阻

害剤 ペプチドグリカンは細胞壁の主要構成成分

であり，細菌細胞膜の外側を取り囲んで細胞外から

の異物の侵入や，細胞内浸透圧による溶菌を防いで

いる．N-アセチルグルコサミンと N-アセチルムラ

ミルペンタペプチドが 1,4-b-グリコシド結合により

重合し，ペプチド部で架橋することで網目状の頑丈

な細胞壁が構築される．細胞内で合成された UDP-

N-アセチルムラミルペンタペプチドは細胞内膜酵

素トランスロカーゼ I（MraY）の触媒反応により，

細胞膜内のリン脂質（ウンデカプレニルリン酸）に
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Fig. 6. Formation of Lipid I Catalyzed by MraY (Translocase I)
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縫い付けられ，ウンデカプレノール二リン酸 N-ア

セチルムラミルペンタペプチド（リピドⅠ）を生成

する（Fig. 6）．リピドⅠはさらに糖転移酵素 MurG

によってペプチドグリカン前駆体であるリピドⅡに

変換される．リピドⅡは細胞膜外に転移されたの

ち，トランスグリコシダーゼやトランスペプチダー

ゼ等により重合されて成熟したペプチドグリカンと

なる．MraY はペプチドグリカンの生合成に必須な

酵素であり，ペプチドグリカン生合成に係わる酵素

の中で近年抗菌剤開発の新たな標的として注目され

ている酵素の 1 つである．5961)現在臨床で広く利用

されているグリコペプチド系（バンコマイシン，テ

イコプラニン）や bラクタム系抗生物質の標的よ

りも生合成経路において上流に位置するため，

MraY 阻害剤は，MRSA や VRE と言った薬剤耐性

菌を含む細菌に対して広く有効な薬剤の創製につな

がることが期待される．

1985 年に磯野らによって放線菌 Streptomyces

griseoporeus の培養液から単離されたリポシドマイ

シン類6269)（LPM，Fig. 7，31）は MraY を強力に

阻害し（IC50＝0.03 mg/ml for MraY of E. coli），中

でも LPM-B は in vitro 活性試験において抗酸菌を

はじめとする病原菌に抗菌活性を示す（MIC＝1.6

mg/ml, for Mycobacterium. phlei IFO 3158）．また，

財微生物研究会の五十嵐らは，2003 年に放線菌

Streptomyces sp. の一種からヌクレオシド系天然物

カプラザマイシン類（CPZs，32）を分離した．7073)

CPZ B は多剤耐性株を含む結核菌（Mycobacteri-

um tuberculosis）と非結核性抗酸菌（Mycobacteri-

um. avium-intracellulare complex; MAC）に対して

特異的な抗菌活性（MIC＝3.1312.5 mg/ml）を示

し，抗酸菌症の治療薬として理想的な狭域の抗菌ス

ペクトルを持つ化合物である．さらに，マウス肺結

核感染モデルにおいて用量依存的な治療効果を示

し，細胞毒性等の副作用も認められなかったため，

新規化学構造を有する抗結核薬の候補化合物として

注目されている．その化学構造は，特徴的な 3 つの

不斉中心を有する 7 員環ジアゼパノン，脂溶性長鎖

アシル側鎖，5アミノリボースそしてウリジンが複

雑に縮合したものである．

FR-900493（Fig. 8，33）は 1989 年に藤沢薬品工

業株によって木枯菌（Bacillus cereus）から単離さ

れた広い抗菌スペクトル（MIC＝6.25 mg/ml for S.

aureus, MIC＝12.5 mg/ml for E. coli）を示すヌクレ
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Fig. 7. Structures of Nucleoside Antibiotics Possessing the
6′-N-Alkyl-5′-O-aminoribosyl-C-glycyluridine Fig. 8. Structures of FR-900493 and Muraymycins
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オシド系天然物である．74,75)またムライマイシン類

（MRY，34）は 2002 年に米国の Wyeth 社によって

単離された天然物であり，強力な MraY 阻害活性

（IC50＝0.027 mg/ml for MraY of E. coli）と黄色ブ

ドウ球菌感染マウスを用いた in vivo 活性試験で優

れた治療効果を示した．また in vivo 実験において

毒性等の副作用は報告されておらず，新規抗菌剤開

発のリードとして期待されている．76)

2-2. 隣接基関与を用いない b 選択的なリボシル

化反応の開発とカプラゾールの全合成 われわれ

は新規ヌクレオシド系天然物の化学構造，並びにそ

の生理活性に興味を持ち，その合成過程を通して医

薬化学的展開を行うことにした．Figures 7 and 8 に

示した類縁天然物の合成研究は数多く報告されてい

るが，その全合成に到達したものはない．7795)そこ

で，われわれは天然物 3133 の Mra Y 阻害活性発

現に必須な共通構造 37 を基軸とする合成研究を展

開した（Scheme 5）．まず，最近 X 線結晶構造解析

により全立体配置が決定されたカプラゾール（40）

の全合成を行った．96,97)

2′,3′-O-イソプロピリデンウリジン 41 の 5′位水酸

基を o-iodoxybenzoic acid（IBX）酸化して得られ

るアルデヒド体を Wittig 反応によりメトキシメチ

リデン化し，ウラシル塩基部 3 位を BOM 基で保護

して化合物 42 を調製した．次に 42 に対して，

［DHQD]2AQN をリガンドとする Sharpless らによ

るアミノヒドロキシル化98)を行うと，86：14 の比

で望む 5′S,6′S 配置を有する化合物 43 が優先して

得られた（Scheme 6）．

次に化合物 43 の 5′位水酸基へのアミノリボース
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Scheme 5.

Scheme 6a).
a) Reagents and conditions: (a) IBX, MeCN, 80°C; (b) Ph3P＝CHCO2Me, CH2Cl2, －30°C; (c) BOMCl, Na2CO3, Bu4Nl, CH2Cl2-H2O, room temperature

(70％, 3 steps); (d) CbzNH2, K2OsO2(OH)4, (DHQD)2AQN, NaOH, t-BuOCl, n-PrOH-H2O, 5°C-room temperature (52％ for 43, 9％ for 44).
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の導入を検討した（Scheme 7）．グリコシル化反応

により bグリコシドを構築するためには，アシル

基の隣接基関与を用いるのが一般である．しかしな

がら，LPM 類の構造決定研究において，塩基処理

によりジアゼパノン部，bアシロキシカルボン酸

部が容易に b脱離を起こすことが報告されている

ために，アシル基による隣接基関与を利用した b

リボースの導入は，アシル基の脱保護の際に問題を

生じる可能性が高い．したがって，塩基性条件を用

いずに脱保護可能で，かつ b 選択的なリボシル化

を行う必要が生じた．われわれはアセタール保護し

たリボース誘導体の a 面に存在する保護基をかさ

高くすれば b 面選択的に求核剤が反応し bリボシ

ドを与えると予想した．まず糖供与体として，イソ

プロピリデン保護した 5アジドリボシルフルオリ

ド 45a を用いたリボシル化反応を検討した．まず，

43 を BF3 ･ Et2O99)や過塩素酸銀などトリフルオロ

メタンスルホニウムイオンを含まない活性化剤処理
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Scheme 7.

Table 4. Ribosylation Reactions of 5′-C-Glycyluridine 43

Entry Donor Activator (eq.) Temp. (°C) Yield (％) Ratio (46/47)

1 45a BF3 ･ OEt2 (1.5) 0 72 2.8/1

2 45a BF3 ･ OEt2 (1.2) －30 78 2.7/1

3 45a TMSOTf (1.0) 0 trace ―

4 45a AgOTf (1.5)/Cp2HfCl2 (1.5) －40 quant. 1.2/1
5 45a AgOTf (1.5)/SnCl2 (1.5) 0 60 2.0/1

6 45a AgClO4 (1.5)/SnCl2 (1.5) 0 40 2.6/1

7 45b BF3 ･ OEt2 (1.5) 0 80 24.0/1
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したところ，b-リボシド体 46 が優先して得られた

が，その立体選択性は約 3：1 と満足できるもので

はなかった（Table 4, entries 16）．他の糖供与体と

して，対応するスルホキシド体，トリクロロアセト

イミデート体を用いたリボシル化反応も検討したが，

b 選択性は全く認められなかった．そこで，2,3 位

水酸基にさらにかさ高い 3-ペンチリデン基を有す

るリボース糖供与体 45b のリボシル化反応を検討

した．すなわち，45b を BF3 ･ Et2O を活性化剤と

して反応させたところ，立体選択性は，飛躍的に向

上し，b/a 比 24/1 で望む b-リボシド 46b を得るこ

とができた（entry 7）．次に糖供与体の 5 位の置換

基の種類が立体選択性に与える影響を調べるため

に，それぞれアセトキシ，ベンジルオキシ及びメト

キシ基を導入したペンチリデン保護糖供与体 48，

49 及び 50 を用いて L-スレオニン誘導体 51 のリボ

シル化反応を行った（Scheme 8, Table 5）．5 位の

置換基をアジド基からベンジル基あるいはメトキシ

基に変換しても b 選択性は b/a＝96/4 と変わらず，

5 位置換基の嵩高さはそれほど立体選択性に影響を

与えないことが分かった（entries 13）．一方，ア

セトキシ基を導入した場合は，アルコキシ基に比べ

てわずかに b 選択性の低下が観察された（entry 4，

b/a＝91/9）．恐らく，5 位のアセトキシ基からの隣

接基関与が働き，b 選択性が低下したと考えられる．

リボシル化反応において生じるオキソカルベニウ

ムイオン中間体は，1 位炭素原子とフラノース酸素

原子間の結合が二重結合性を帯びているため，3 位

炭素原子が b 面側に上がった 3E コンホマー 54 と a

面側に下がった E3 コンホマー 55 との平衡状態にあ

ると考えられる（Fig. 9）．そこで立体選択性の発

現機構を詳細に考察するために，密度汎関数

法100102)（DFT 法）による構造最適化計算を行い，

オキソカルベニウムイオン中間体のそれぞれのコン

ホマーにおける最安定構造及び全電子エネルギーを

算出した．その結果，最安定構造は E3 コンホマー

55 であり，3E コンホマー 54 に比べて 10 kcal/mol

以上安定であることが示唆された．フラノース誘導

体を糖供与体とする C-グリコシル化反応における

立体選択性発現に関して，Woerpel らは立体選択性

を次のように説明している（Fig. 10）．103)フラノー

ス誘導体から生じるオキソカルベニウムイオン中間

体は，3 位炭素原子を頂点とする E3 コンホマーと

3E コンホマーとの平衡状態にあるが，立体電子効
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Scheme 8.

Table 5. EŠect of a Substituent at the 5-Position on the
Stereoselectivity

Entry Donor R Yield (％) Ratio (52/53)

1 45b N3 95 97/3
2 48 OMe 99 96/4

3 49 OBn 94 96/4

4 50 OAc 96 91/9

Fig. 9. Optimized Geometries (B3LYP/6-31G) of the E3

Conformers of the Oxocarbenium Ions 2,3-O-3-Pentylidene-
5-methyl-D-ribofuranose

Fig. 10. Schematic Representation of the Streoselectivity of
the Nucleophilic Attack to Oxocarbenium Ions of C-3-
Alkoxyfuranosides
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果により，E3 コンホマーがよりエネルギー的に安

定なコンホマーとして存在している．この E3 コン

ホマーに対して求核付加反応は，すべての置換基の

配座が staggered である生成物を与えるように 3 位

炭素原子側（inside attack）から主に進行する．逆

側の outside attack が進行した場合は，置換基が

eclipsed 配座となるものがあるため遷移状態は不安

定化される．その結果，生成物としては a 体 56 を

選択的に与える．これらを考慮すると，3ペンチリ

デン保護糖供与体を用いるリボシル化反応は，生じ

るオキソカルベニウムイオン中間体の E3 コンホ

マーが 3E コンホマーより 10 kcal/mol 以上安定化

されているものの，a 面に存在する 3ペンチリデ

ン基の立体障害により inside attack が抑制される

ため，通常みられない outside attack が進行して，

b 選択性を発現したと考えることができる（Fig. 11）．

隣接基関与を必要としない b 選択的なリボシル

化反応を開発することができたので，次に CPZ 類

の特徴的構造であるジアゼパノンの構築を行った

（Scheme 9）．まず，b リボシド 46b をカルボン酸

61 へと導き，3-(diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-ben-

zotriazin-4(3H )-one (DEPBT)104)を用いて Dセリ

ンから調製したアミン誘導体 62 と脱水縮合して化

合物 63 を得た．さらに末端オレフィン部をアルデ

ヒドへと変換して環化前駆体である化合物 64 へ導

いた．ここで 64 の接触還元による Cbz 基の脱保護
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Fig. 11. Schematic Representation of the b-Streoselectivity of the Nucleophilic Attack to Oxocarbenium Ions of 3-Pentylidene Pro-
tected Ribofuranoside

Scheme 9a).
a) Reagents and conditions: (a) Ph3P, H2O, benzene-THF, 50°C; (b) (Boc)2O (95％, 2 steps); (c) Ba(OH)2, THF-H2O, room temperature (50％) (d) 62,

DEPBT, NaHCO3, THF, 0°C-room temperature (81％); (e) OsO4, NMO, t-BuOH, acetone-H2O, room temperature; (f) NalO4, acetone-H2O, room temperature
(61％, 2 steps); (g) H2, Pd black, i-PrOH, room temperature; (h) NaBH(OAc)3, AcOH, AcOEt, room temperature (34％ for 65, 24％ for 66); (i) (CH2O)n,
NaBH(OAc)3, AcOH, AcOEt, room temperature (65％); (j)NH4F, MeOH, room temperature (60％); (k) Dess-Martin periodinane, CH2Cl2, room temperature;
(l) NaClO, NaH2PO4, t-BuOH-H2O (56％, 2 steps); (m) HF-H2O (50％).
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Scheme 10a).
a) Reagents and conditions: (a) Ba(OH)2･ 8H2O, aq. THF; (b) tBuOC(NH)CCl3, BF3・Et2O, CH2Cl2, (46％, 2 steps); (c) H2, Pd/C, MeOH; (d) TrocCl,

Et3N, CH2Cl2, (79％, 2 steps); (e) H2, Pd(OH)2/C, TCA, MeOH (92％); (f) activated Zn powder, NH4Cl, MeOH (95％); (g) BocHNCH2CH2CHO, NaBH
(OAc)3, AcOH, CH2Cl2, (80％); (h) (CH2O)n, NaBH(OAc)3, AcOH, AcOEt (70％); (i) aq. 80％ TFA (quant.).
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に続く，環化によるシッフ塩基形成とイミンの還元

を一挙に行うことを試みた．化合物 64 を水素雰囲

気下でメタノール中，パラジウム黒を触媒として反

応させると，ジアゼパノン環は構築できたものの，

ウラシル塩基部 5,6位の二重結合が還元された化

合物が低収率で得られるのみであった．本反応を詳

細に検討したところ，シッフ塩基形成による環化と

シッフ塩基の還元が 5,6位二重結合の還元に比べ

て遅いことが分かった．そこで，Cbz 基の除去に続

く反応にヒドリド還元を用いることとした．種々条

件を検討したところ，第一段階目の接触還元による

Cbz 基の除去をイソプロパノール中で行い，続いて

NaBH(OAc)3処理すると，目的とするジアゼパノ

ン体 65 が得られることが分かった．次のステップ

はジアゼパノン上の 2 級アミンのメチル化である

が，興味深いことに本変換で既にメチル化が進行し

た化合物 66 が得られた．なお，メチル化の炭素源

は，BOM 基の除去の際に生じたホルムアルデヒド

であると考えられる．引き続き，ジゼパノン体 66

の TBDPS 基を選択的に除去したのち，第一級水酸

基をカルボン酸へ酸化して化合物 68 を得た．最後

にフッ化水素酸ですべての保護基を脱保護すること

で(＋)-caprazol（40）の初の全合成を達成した．96,97)

合成品は，旋光度をはじめとする各種機器データが

標品のそれと一致した．71)

2-3. FR-900493 の全合成 FR-900493（ 33 )

は，平面構造は明らかとなっているものの，相対・

絶対立体配置は未決定であった．そこで，われわれ

は，33 も 40 と同様の立体配置を有すると予想し

て，天然物の推定構造の合成を行った（Scheme

10）．まず化合物 60 の保護基を適切に変換して，化

合物 69 を得た．69 の亜鉛処理により Troc 基を除

去して得られるアミン体 70 に対して，段階的に還

元的アルキル化反応を行い 6′-N,N-ジアルキル体 72

を得た．最後に含水 80％トリフルオロ酢酸ですべ

ての保護基を除去した．得られた合成品の比旋光度

を含む各種機器データは標品と完全に一致した．こ

こにわれわれは FR-900493（33）の初の全合成を達

成するとともに，その立体化学が一連の MraY 阻

害天然物と同じ 1′R, 2′R, 3′R, 4′S, 5′S, 6′S, 1″S,

2″R, 3″R, 4″R であることを明らかにした．105)本合

成経路を利用すればさらに強力な MraY 阻害活性

を有する MRY 類の合成も可能であると考えている．

2-4. カプラザマイシン類の構造・活性相関研究
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Scheme 11a).
a) Reagents and conditions: (a) IBX, MeCN 80°C; (b) Ph3P＝CHCO2Me, CH2Cl2, －30°C (90％, 2 steps); (c) CbzNH2, K2OsO2(OH)4, (DHQD)2AQN,

NaOH, t-BuOCl, n-PrOH-H2O, 5°C-room temperature (96％); (d) 45b, BF3 ･ OEt2, MS4A, CH2Cl2, －30°C (71％); (e) Ph3P, H2O, benzene-THF, 50°C; (f)
(Boc)2O (90％, 2 steps); (g) Ba(OH)2, THF-H2O, room temperature (73％); (h) 77, DEPBT, NaHCO3, THF, 0°C-room temperature (66％); (i) TBAF, THF
(78％); (j) palmitic acid, EDCl, DMAP, CH2Cl2; (k) OsO4, NMO, t-BuOH, acetone-H2O, room temperature; (l) NalO4, acetone-H2O, room temperature (83％,
3 steps) ; (m) H2, Pd black, i-PrOH, room temperature ; (n) NaBH(OAc)3, AcOH, AcOEt, room temperature (96％, 2 steps); (o) (CH2O)n, NaBH(OAc)3,
AcOH, AcOEt, room temperature (65％); (o) aq. TFA (quant.).
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　創薬展開の第一歩としてカプラザマイシンの構造

活性相関研究及びファーマコフォアの探索を行うこ

ととした．まず CPZ 類が有する複雑な脂肪酸側鎖

構造をパルミトイル側鎖で置き換えたパルミトイル

カプラゾール（85）を設計し，脂肪酸側鎖の単純化

を図った．ジアゼパノン環構築後のパルミトイル基

導入も考えられるが，導入時の b-脱離等の副反応

を避けるため，ジアゼパノン環化前に行うことと

し，前述の(＋)-カプラゾールの全合成経路を利用

して 85 を合成した（Scheme 11）．

85 とそのデスメチル体 84 の抗菌活性を，MIC

（最小発育阻害濃度）を求めることにより評価した

（Table 6）．その結果，85 と 84 はいずれもグラム

陽性菌に対して特異的に抗菌活性を示すことが分か

った．この活性は，より複雑な脂肪酸側鎖を有する

天然物 CPZ D と同等であった．興味深いことに，
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Table 6. Antibacterial Activity of 84 and 85

Test organisms
MIC (mg/ml)

85 84

M. smegmatis ATCC607 6.25 25

S. aureus FDA 209P 1.56 1.56

S. aureus MS9610 (MDR) 3.13 3.13
S. aureus MRSA No. 5 (MRSA) 6.25 6.25

S. aureus MRSA No. 17 (MRSA) 6.25 6.25

S. aureus MS16526 (MRSA) 6.25 6.25

S. aureus TY04282 (MRSA) 6.25 12.5

E. faecalis NCTC 12201 (VRE) 12.5 12.5

Fig. 12. Structures of Truncated Analogs of CPZs

Table 7. Antibacterial Activity of CPZ Analogs against
Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Test prganism
MIC50 (mg/ml)

40 85 86 87 88

Mycobacterium
tuberculosis H37Rv ＞100 2.50 ＞100 ＞100 6.25
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ジアゼパノン上の N-メチル基の欠損は，結核菌が

属する抗酸菌属のスメグマティスに対する抗菌活性

を大きく低下させたが，その他の細菌に対する抗菌

活性には影響を与えなかった．抗酸菌属は他のグラ

ム陽性細菌とは異なる性質の細胞壁を有しており，

この細胞壁の構造の違いが活性に影響を及ぼしてい

ると思われる．以上の結果から，CPZ 類の複雑な

脂肪酸側鎖構造を単純なパルミトイル側鎖で置き換

えることが可能であることが分かった．また

MRSA や VRE などの薬剤耐性菌に対しても抗菌活

性を示したことから，MraY を標的とした CPZ 類

をリードとする新規抗菌剤の開発研究の妥当性を示

すことができた．106)

次に，CPZ 類の有するウリジン，アミノリボー

ス，ジアゼパノン，長鎖脂肪酸の各部分構造が活性

発現に必要かどうかを調べるために，これらを欠如

させた各種アミノリボース欠如誘導体 86，ウリジ

ン欠如誘導体 87，ジアゼパノン環が開裂した誘導

体 88 をそれぞれ合成し（Fig. 12），長鎖脂肪酸欠

如誘導体とみなせるカプラゾール（40），パルミト

イルカプラゾールと併せて抗結核菌活性を評価した

（Table 7）．107)その結果，カプラゾール（40），86，

及び 87 の活性は完全に消失した．一方，ジアゼパ

ノン環が開裂した誘導体 88 は，抗菌活性は減弱す

るものの活性を保持していることが分かった．した
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Scheme 12a).
a) Reagents and conditions: (a) H2, Pd(OH2/C), MeOH; (b) CbzCl, NaHCO3; aq. THF (79％, 2 steps); (c) L-Ser(OBn)･ HCl, EDCl, HOBt, DMF; (d)

palmitic acid, EDCl, DMAP, CH2Cl2 (89％); (e) 4-phenylbenzoic acid, EDCl, DMAP, CH2Cl2(87％); (f) EDCl, HOBt, CH2Cl2; (g) 80％ aq. TFA (3 steps, 70％
for 95, 84％ for 96).
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がって，ウリジン，アミノリボース，長鎖脂肪酸は

活性発現に必須であり，ジアゼパノン部はこれらの

脂溶性側鎖とリボシルウリジン部を，適切な 3 次元

配置に配置させる役割を担っていると考えられる．

つまり，CPZ 類の構造単純化を行う上で，このジ

アゼパノン部位は改変可能であることを示す．そこ

でジアゼパノン部をさらに単純なジケトピペラジン

に変換し，脂肪酸側鎖として，パルミトイル基とフ

ェニルベンゾイル基を有する誘導体 95 と 96 を新た

に設計した（Scheme 12）．これらの化合物は，カ

ルボン酸 89 とセリン誘導体を用いて，簡便に合成

することができた．これらの抗菌活性を評価したと

ころ，パルミトイル基を有する 95 が各種菌体に対

して中程度の活性を示すことが分かった（Table

8）．108)活性を向上すべく今後さらなる構造最適化

が必要であるが，一連の研究を通じて，複雑な構造

を有する親化合物 CPZ の単純化を行うことができ

た．

3. 新規な構造・機能を有する人工オリゴヌクレ

オチドの合成とその性質

これまでは主にヌクレオシドやヌクレオシド系天

然物という小分子化合物の合成を通じた創薬化学研

究について述べてきた．最近では，数十量体の核酸

分子（オリゴヌクレオチド）そのものを医薬品とし
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Table 8. Antibacterial Activity of Diketopiperazine Analogs

Test organisms
MIC (mg/ml)

95 96

S. aureus Smith 25 ＞100

S. aureus MS9610 (MDR) 100 ＞100

S. aureus MRSA No. 5 (MRSA) 100 ＞100
Micrococcus Iuteus FDA16 25 ＞100

Micrococcus Iuteus PCI 1001 50 ＞100

Bacillus subtilis NRRL B-558 25 ＞100

Corynebacterium bovis 1810 50 ＞100

Fig. 13. Schematic Representation of Transcription Decoy
Strategy
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て開発する研究が広範に行われている．例えば，セ

ントラルドグマの流れ（転写又は翻訳）において，

二本鎖 DNA を標的としその機能を阻害することで

DNA の複製や DNA から mRNA への転写を抑制

するアンチジーン法，109) mRNA を標的とし mRNA

を分解することでタンパク質の発現を抑制する方法

であるアンチセンス法110)や RNAi（RNA 干渉）

法111)などがあり，これらの方法は臨床応用を指向

して精力的に研究がなされている．さらに，DNA

から mRNA への転写を活性化させるタンパク質で

ある転写因子（ TF ）を標的とするデコイ法

や，112114)核酸抗体と称されるアプタマー医薬の開

発研究も行われている．115117)アプタマーは，タン

パク質をはじめとする標的分子に特異的に結合する

核酸分子で，SELEX（systematic evolution of li-

gands by exponential enrichment）と呼ばれるスク

リーニング法を用いて獲得される．これまで培って

きたヌクレオシド合成化学をオリゴヌクレオチドの

化学に展開することで，核酸に新たな構造・機能を

付与し，核酸医薬品開発に貢献できないかと考え，

以下に述べる 2 つの研究に着手した．

3-1. NF-kB 結合能を有する新規ダンベル DNA

の合成 転写因子は DNA から mRNA への転写

が行われる際，上流の DNA に作用するタンパク質

である．この転写因子が配列特異的に DNA 上の転

写因子結合配列（シスエレメント）に結合し下流に

シグナルが伝わることで，RNA ポリメラーゼによ

る mRNA への転写が活性化される［Fig. 13(a)］．

デコイ法は，シスエレメントを持つ数十量体の二本

鎖 DNA を“おとり（デコイ）”として加えること

でこの転写因子を捕捉し，それにより本来の DNA

上のシスエレメントに転写因子が結合することを阻

害する方法であり，結果としてタンパク質の発現を

抑制できる［Fig. 13(b)］．112114)転写因子は数多く

の種類，機能またそのシスエレメントが知られてお

り，デコイ分子の配列を，標的とする転写因子のシ

スエレメントに対応させることで様々な転写因子に

対してその機能のみを選択的に抑制することができ

る．しかしデコイ法は通常短鎖二本鎖核酸を用いる

ために，本来の長い DNA 鎖に比べ二本鎖構造を維

持するために必要な熱的安定性が低く，また生体内

核酸加水分解酵素であるヌクレアーゼに対する抵抗

性が低いため，未修飾 DNA を用いたデコイ DNA

は in vivo でその機能が十分に発揮できないことが

知られている．これらの問題点を克服するために，

これまで様々な試みがなされているが，最もよく用

いられのはダンベル型の 2 次構造を有するデコイ

DNA118120)である．環状体とすることで，DNA の

熱的安定性とエキソヌクレアーゼ耐性を同時に獲得

できる．しかし，その調製には酵素を用いるためコ

ストがかかる上に，スケールアップが困難で大量供

給が難しい．化学修飾法も報告されているが，簡便

さ・安定性に問題点を有している．われわれは，

Fig. 14 に示すように，トリアゾール架橋形成によ

るダンベル型 DNA 合成法を考案した．すなわち，

2 本鎖 DNA の両末端にアジド基，エチニル基を導
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Fig. 14. Formation of Triazole Cross-linked Dumbbell-like ODNs (tzODN and tz2ODN) by the Cupper Catalyzed Alkyne-azide Cy-
cloaddition
(a) Cross-linking of hairpin ODN (hpODN) at a single site. (b) Cross-linking of double-stranded ODNs (dsODN) at both termini.

Fig. 15. Sequences of the ODNs
P＝N-3-Propargylthymidine residue, Z＝N-3-Azidoethylthymidine

residue, T＝N-3-Substituted thymidine residue. NF-kB recognition regions
are marked with a gray box.
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入し，DNA 上で銅触媒によるクロスカップリン

グ121125)（cupper-catalyzed azide acetylene coupling,

CuAAC）を行うことで，新規ダンベル型 DNA が

得られるはずである．

まず CuAAC を用いた DNA 鎖末端部の架橋法を

確立するために，モデル実験として反応点が 1 つで

ある短鎖ヘアピン型オリゴデオキシヌクレオチド

（Fig. 15，hpODN 1）を合成することとした．架橋

部位を形成する 3′末端ユニットとして固相担持さ

れた N-3-プロパルギルチミジンを，5′末端ユニット

としては，アジド体の前駆体として N-3-ヨードエ

チルチミジンのホスホロアミダイトユニットを合成

した（Scheme 13）．これらを用いて，DNA 自動合

成機によりオリゴデオキシヌクレオチド 106 を合成

した．固相担体上で，アジド基への変換を行い，目

的とするダンベル型 DNA の前駆体となるオリゴヌ

クレオチド hpODN 1 を調製した．次に CuAAC 反

応条件の最適化を検討した結果，50 mM の濃度に調

製した hpODN 1 をバッファー（ 100 mM MOPS

buŠer, pH 7.0, 1 M NaCl）中でアニーリングしたの

ち， 500 mM 硫酸銅tris(benzyltriazolyl) amine126)

(TBTA)，5 mM アスコルビン酸ナトリウムで処理

する条件が最適な結果を与え，tzODN 1 がほぼ単

一生成物（92％）として得られ，効率的に反応が進

行することが分かった［Fig. 16(a), (b)］．生成物

を酵素加水分解し，ヌクレオシド組成を分析した結

果，構成塩基である dC，dG，dT，dA のほかに標

品である[1,4]環化付加体 T-tz(1,4)-T のピークが

観察されたこと，構成塩基のピーク面積比が理論値

と一致したことからその構造を確認した［Fig. 17

(c)］．

次に 2 本鎖 DNA の両末端での CuAAC によるダ

ンベル型オリゴデオキシヌクレオチド tz2ODN 1

（Fig. 15）の合成を検討した．シスエレメントには

NF-kB 結合配列を選択した．NF-kB はアレルギー

などの自己免疫疾患や細胞増殖，さらにはがんに関

与するとされ，現在創薬標的として注目を浴びてい

る転写因子である．127131)架橋部導入によって末端

部の構造の自由度を少なくすると DNA のタンパク

質との結合能が下がることも懸念されたために，末
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Scheme 13a).
a) Reagents and conditions: (a) allyl bromide, K2CO3, DMF, 91％; (b)

TBSCl, imidazole, DMF, 90％ in 2 steps; (c) OsO4, NMO, aq. acetone,
NalO4; (d) NaBH4, MeOH, 71％ in 2 steps; (e) TBAF, THF, 87％; (f) I2,
PPh3, pyridine, toluene, 85％; (g) NCCH2CH2OPClNi-Pr2, i-Pr2NET, CH2

Cl2 82％; (h) propargyl bromide, K2CO3, DMF, 93％; (i) succinic anhy-
dride, DMAP, Et3N, MeCN, quant.; (j) EDCl, amino-CPG, DMF, 34.2
mmol/g; (k) oligonucleotide synthesis; (l) NaN3, DMF; (m) NH4OH.

Fig. 16. Denaturing Reverse-phase HPLC Chromatograms
(UV absorbance vs time) of the Cross-linking Reaction of
hpODN 1, dsODNs 1, 2, and 3
(a) hpODN 1 in the absence of Cu[I] catalysis, (b) after the CuAAC of

hpODN 1, (c) dsODN 1 in the absence of Cu[I] catalysis, (d) after the Cu-
AAC of dsODN 1, (e) dsODN 2 in the absence of Cu[I] catalysis, (f) after
the CuAAC of dsODN 2, (g) dsODN 3 in the absence of Cu[I] catalysis,
(h) after the CuAAC of dsODN 3. All the reactions were performed with a
50 mM ODN in 100 mM MOPS-NaOH (pH 7, 1 M NaCl-tBuOH) in the
presence of 500 mM CuSO4-TBTA complex and 5 mM sodium ascorbate for 6
h to aŠord tzODN 1 tz2ODN 1, 2, and 3 (indicated as arrows), respectively.
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端部に不対塩基対を導入することで自由度を大きく

した末端部架橋型デコイ DNA である tz2ODN 2，3

も同時に合成することにした．dsODN 13 を先と

同様にして合成し，hpODN 1 を用いて最適化した

条件下でそれぞれ反応を行った．その結果，反応前

には C18 逆相 HPLC チャート上で 2 本のピークと

して検出される dsODN 13 は，反応後 1 本のピー

クに収束し，tz2ODN 13 のいずれもほぼ単一生成

物として得られた［Fig. 16(d), (f), (h)］．この結

果から，トリアゾール架橋形成反応は，オリゴデオ

キシヌクレオチドの両末端で効率よく進行する上

に，末端部での不対塩基対の導入に影響されないこ

とが分かった．CD スペクトル測定による構造解析

の結果，合成したダンベル型 tz2ODN 13 は，天然

の DNA が一般に有する B 型構造を保持している

ことも分かった．

次にダンベル型 tz2ODN 13 の熱的安定性ついて

検討すべく，50％融解温度（Tm）を測定した．そ

の結果，tz2ODN 13 はいずれも 80°C 以上の Tm 値

を示し，架橋形成前の dsODN 13 に比べて 3537

°C の Tm 値の上昇がみられ，熱的安定性が大幅に向
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Fig. 17. HPLC Proˆles (UV absorbance vs‚ time) of En-
zymatic Digestio of ODNs and Their Nucleoside Composi-
tions
(a) A mixture of authentic nucleosides, (b) hpODN 1, (c) tzODN 1,

(d) tz2ODN 1, (e) tz2ODN 2, (f) tz2ODN 3.

Table 9. Thermal Stability of the Triazole Cross-linked Dum-
bbell ODNs

Tm (°C)a) DTm (°C)b)

contODN 55.7 ―

dsODN 1 52.7 －3.0

dsODN 2 50.3 －5.4

dsODN 3 47.0 －8.7

tz 2ODN 1 89.8 ＋34.1
tz 2ODN 2 85.2 ＋29.5

tz 2ODN 3 81.7 ＋26.0

a) Conditions, 3 mM each ODN, 1 mM sodium cacodylate-HCI (pH
7.0), 1 mM NaCl. Avarage of three measurements. b) Tm (modiˆed)-Tm

(control).

Fig. 18. Susceptibility to Snake Venom Phosphodiesterase
Degradation of Triazole Cross-linked Dumbbell ODNs

5′-32P-labeled control contODN and tz2ODNs 13 were incubated for
diŠerent lengths of time, as indicated, with 64 mU snake venom phos-
phodiesterase in 40 mM Tris-HCl buŠer (pH 7.5) at 37°C and then submitted
to electrophoretic separation on 20％ denatured polyacrylamide gels. (a)
contODN, (b) tz2ODN 1, (c) tz2ODN 2, (d) tz2ODN 3.
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上していることが分かった（Table 9）．

ヒト血清中で DNA は主に，3′末端より加水分解

する酵素である 3′-エキソヌクレアーゼによって分

解されることが知られている．そこで，tz2ODN 1

3 の 3′-エキソヌクレアーゼである蛇毒ホスホジエ

ステラーゼ（SVPD）に対する耐性を検討した．コ

ントロールの天然型オリゴデオキシヌクレオチドが

半減期 10 分で分解される条件下において，tz2ODN

13 はいずれも実験開始後 8 時間を経過しても全く

ODNs の切断断片は観察されず，24 時間経過後も

90％以上が残存し，3′-エキソヌクレアーゼに対す

る抵抗性も大幅に上昇することが明らかとなった

（Fig. 18）．

合成した tz2ODN 13 がデコイ分子として機能す

るかを確かめるべく，NF-kB（p50 ホモダイマー）

との結合能について検討することとした．32P-ラベ

ルした tz2ODN 13（2 nM）存在下，NF-kB の濃度

を変化させて NF-kB/tz2ODN 13 複合体に相当す

るバンドと解離状態の tz2ODN 13 に相当するバン

ドの割合の変化を electrophoretic mobility shift as-

say（EMSA）法により測定し，tz2ODN 13 の NF-

kB に対する親和性を評価した．その結果，合成し

た tz2ODN 13 は，天然型 2 本鎖オリゴデオキシヌ

クレオチドと同様に，濃度依存的に NF-kB と結合

することが分かった（Fig. 19）．天然型並びに各 tz2

ODN 13 の Kd 値は，それぞれ 12 nM，18 nM，14

nM，9 nM であり，不対塩基対数の増加に伴う Kd

値の低下，すなわち NF-kB に対する親和性の向上

がみられた．両末端部に架橋部位を導入したことに

よりデコイ DNA の構造が固定されてしまい，その

ため NF-kB と DNA との複合体状態が取り難くな

り，tz2ODN 1 は NF-kB との親和性が最も低くな

る．しかしながら末端不対塩基対の導入により，

DNA の構造の自由度が上がり，tz2ODN 2，3 のよ

うに NF-kB との親和性が回復したと考えられる．

これは末端不対塩基対を調節することで，内部の

DNA2 本鎖の微妙な構造変化を制御し得ることを

示している．

以上のように，DNA 上での CuAAC によるトリ
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Fig. 19. EŠects of the Triazole Cross-linked Dumbbell ODNs
on the Interaction with the NF-kB p50 Homodimer and the
Electromobility Shift Assay with NF-kB

40 fmol of 32P-radiolabelled triazole cross-linked dumbbell ODNs were
incubated at 0°C for 30 min in 10 mM HEPES buŠer (pH 7.5) in the presence
of the indicated concentration of NF-kB p50 homodimer. (a) contODN, (b)
tz2ODN 1, (c) tz2ODN 2, (d) tz2ODN 3. Protein-ODN complexes are
marked with an arrow.

Fig. 20. Structure of 1,2-d(GPt
pG) Cross-link and Designed Alkylene Cross-linked Cyclic 2′-Deoxyuridylate Dimers

Fig. 21 X-Ray Crystal Structure of 1,2-d(GPt
pG) Cross-

linked DNA and HMGB1 A-box Complex
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アゾール形成反応を利用することにより新規ダンベ

ル型 DNA の効率的な合成法を開発した．新規ダン

ベル型オリゴデオキシヌクレオチドは，熱的安定性，

3′エキソヌクレアーゼ耐性とタンパク結合能を有

しており，デコイ分子への応用が期待される．132)

3-2. HMGB1 A-box 結合能を有する新規ベント

DNA の合成 転写・複製・修復などの細胞の基

本機能の発現には，転写因子などのタンパク質が

DNA に結合することに端を発する．そのため，核

酸タンパク質の相互作用を理解することは極めて

重要である．133)核酸タンパク質の相互作用は，核

酸の塩基配列に依存的なものと，134136)非依存的な

もの137,138)とに大別することができる．後者は

DNA の特殊な 3 次構造を認識要因とするものであ

り，例えば 2 重らせん折れ曲がり（bent）や巻き戻

し（unwinding）などが含まれる．よく知られてい

る例として，シスプラチン架橋 DNA とクロマチン

タンパク質の 1 つである high mobility group B1

（HMGB1）の相互作用がある．139)シスプラチン

（cis-DDP）は睾丸がん，卵巣がん，膀胱がんを適

応症として広く用いられている．その抗腫瘍活性

は，シスプラチンが DNA 鎖内の隣接グアニン塩基

部 7 位間を架橋することにより DNA が折れ曲がり

（Fig. 20，GPt
pG，Fig. 21），この構造変化が転写，

翻訳の過程を阻害すると考えられている．140142)

Box タンパク質と呼ばれる 2 つの DNA 結合モチー

フを持つ HMGB1 は，この折れ曲がり構造や，他

に，four-way junction（4WJ; Holliday junction），

プラスミドスーパーコイルなど構造異常を来した

DNA に配列非依存的に親和性を有する．しかし，

このような配列非依存的な核酸タンパク質の相互

作用に関する詳細な研究は，配列依存的なそれと比

べて，あまりなされていない．われわれは，このよ

うな特殊な 3 次構造を有する DNA のうち，折れ曲

がり構造を有する新規人工 DNA を合成すること
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Scheme 14a).
a) Reagents and conditions: (a) LDA, THF, －60°C; (b) mCPBA, CH2Cl2, 0°C; (c) HF, aq. THF, －10°C; (d) Ac2O, Et3N, DMAP, MeCN, room tempera-

ture; (e) HCO2NH4, Pd/C, EtOH, room temperature; (f)H2, Pd(OH)2/C, EtOH, room temperature (26％ over 4 steps); (g) TFA, aq. THF, room temperature;
(h)DMTrCl, pyridine, room temperature (83％ over 2 steps); (i) 2-chlorophenyl dichlorophosphate, 1H,2,4-triazole, Et3N, THF, pyridine, room temperature; (j)
NH3/MeOH, CHCl3, room temperature; (k) MSNT, pyridine, room temperature (36％ over 3 steps); (l) 2-cyanoethyl chlorodiisopropylaminophosphoramidite,
DIPEA, CH2Cl2 room temperature (68％).
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で，配列非依存的な核酸タンパク質の相互作用の

理解の一助とすることを計画した．新規折れ曲がり

人工 DNA を合成すべく，シスプラチン架橋構造

GPt
pG を模倣し，隣接ウリジンの塩基部 5 位をメチ

レン，エチレン，プロピレン架橋した，環状ウリジ

ル酸 2 量体 UMe
pU，UEt

pU，UPr
pU（Fig. 20）を折

れ曲がり素子として設計し，これらを組み込んだ

DNA を系統的に合成してその諸性質を検討するこ

ととした．143)

オリゴデオキシヌクレオチド化学合成に必要な各

種環状ウリジル酸 2 量体のアミダイトブロックの合

成は，架橋部の効率的な構築が鍵段階となる．

UMe
pU のアミダイトブロックの合成を Scheme 14

に示した．フェニルセレネニルウリジン誘導体 108

より調製したエノラートと 2′-デオキシ-5-ホルミル

ウリジン誘導体 109 との間でのアルキル化反応を行

ったのち，セレノキシドへの酸化と syn-脱離により

化合物 110 を得た．官能基及び保護基を適切に調整

して 113 を得たのちに，3′位水酸基をクロロフェニ

ルホスホリル化して環化前駆体 114 を得た．1-(me-

sytylene-2-sulfonyl)-3-nitro-1,2,4-triazole（MSNT）

を用いたリン酸ジエステル形成による環化反応を行

ったのちに，常法に従い，目的とするアミダイトブ

ロック 116 を得た．対応する UEt
pU，UPr

pU のアミ



1425

Table 10. Fluorescence Resonance Energy Transfer (FRET)
Experiments
5′-6FAM-d(

3′-d(
T
A

C
G

T
A

C
G

C
G

T
A

T
A

C
G

A
T

X
Y

X
Y

A
T

C
G

T
A

T
A

C
G

C
G

T
A

C
G

T
A
)-3′
)-Cy3-5′

ODN XX YY
Energy
transfer
(F a)

e )

Absolute
distance b)

(Å)

Bending
angle c)

(°)

TT TT AA 0.272 65.0 n.d. d)

Pt GPt
p G CC 0.477 56.9 58

C1 UMe
p U AA 0.794 44.7 94

C2 UEt
p U AA 0.714 48.1 86

C3 UPr
p U AA 0.688 49.1 84

C2′ UEtU AA 0.436 58.5 52

a) Fe＝FRET e‹ciencies. Fe were determined by measuring the intensity
of the sensitized emission of the donor (Fda) normalized to the ‰uores-
cence of the donor alone (Fd) and the acceptor alone (Fa), b) The dis-
tances were calculated from the energy transfer e‹ciencies with a Forester
distance R0 of 56A, c) The engles were calculated by the way a ODN was
deemed to a cylinder molecule, d) not determined.

Table 11. Thermal Stability of the Double Standards ODNs
Incorporating Cross-linked 2′-Deoxyuridylate Dimers a)

5′-d(
3′-d(

T
A

C
G

T
A

C
G

C
G

T
A

T
A

C
G

A
T

X
Y

X
Y

A
T

C
G

T
A

T
A

C
G

C
G

T
A

C
G

T
A
)-3′
)-5′

XX YY Tm (°C)a) DTm (°C)

GG CC 59.1 ―

GPt
p G (ODN Pt) CC 56.2 －2.9b)

TT AA 56.4 ―

UMe
p U (ODN C1) AA 46.4 －12.0c)

UMe
p U CA 42.2 －14.2

UMe
p U AC 43.7 －12.7

UMe
p U CC 39.7 －16.7

UEt
p U (ODN C2) AA 50.4 －6.0c)

UEt
p U CA 46.2 －10.2

UEt
p U AC 46.2 －10.2

UEt
p U CC 41.5 －14.9

UPr
p U (ODN C3) AA 53.4 －3.0c)

UPr
p U CA 47.5 －8.9

UPr
p U AC 47.2 －9.3

UPr
p U CC 40.5 －15.9

a) 1 mM each ODN, 10 mM sodium cacodylate-HCl (ph 7.0), 100 mM

NaCl. b) Average of three times measurements. c) Tm (modiˆed)-Tm

(GG/CC). d) Tm (modiˆed)-Tm (TT/AA).
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ダイトブロックも同様にして調製し（省略），これ

らを用いて各種オリゴデオキシヌクレオチドを合成

した．

まず合成した DNA の折れ曲がり度合を FRET

（‰uorescence resonance energy transfer）実験により

測定すべく，中央部に各折れ曲がり素子 UMe
pU，

UEt
pU，UPr

pU を，両末端にそれぞれ蛍光発色団で

ある 6FAM，Cy3 を有する 2 本鎖オリゴデオキシ

ヌクレオチド ODN C1C3 を合成した．144145)ド

ナー分子である 6FAM からアクセプター分子であ

る Cy3 への FRET 効率から両発色団の距離を算出

し，2 本鎖オリゴデオキシヌクレオチドを円柱状の

分子とみなして，オリゴデオキシヌクレオチドの折

れ曲がり角度を算出した．その結果，各 ODN C1

C3 の折れ曲がり角度はそれぞれ 94，86，84°と算

出され，ほぼ直角に折れ曲がっていることが示唆さ

れた（Table 10）．また折れ曲がり角度は，アルキ

レン架橋子長に逆相関し，アルキレン架橋子長が短

くなるにつれて，折れ曲がり角度は深くなることが

分かった．この結果は，局所の微細な化学修飾によ

り，系統的に DNA の折れ曲がり角度を調節できる

ことを示している．これらの折れ曲がりオリゴデオ

キシヌクレオチドの局所における構造に関する情報

を得るために，ODN C1C3 の熱的安定性を Tm 値

を指標として評価した．ODN C1C3 の Tm 値はそ

れぞれ，46.4，50.4，53.4 °C であり，コントロール

であるオリゴヌクレオチドと比較すると熱的安定性

の減少が観察された（Table 11）．Tm 値の減少度は

アルキレン架橋子長によく相関し，メチレン架橋子

を有する ODN C1 は最も熱的に不安定であった．

環状ウリジル酸 2 量体の相補配列にミスマッチ配列

を有するオリゴヌクレオチドは，オリゴヌクレオチ

ドの Tm 値の減少を引き起こし，ミスマッチ配列を

2 つ含むものではさらなる Tm 値の減少がみられ

た．これらの結果から，UMe
pU，UEt

pU，UPr
pU の 2

つのウラシル塩基は，アルキレン架橋により通常の

DNA と比べて大きくその相対配置が変化している

ものの，水素結合もしくはスタッキング相互作用に

より相補塩基との塩基対形成を維持していることを

示している．

次にこれらの HMGB1 A-box タンパクとの結合

能について検討した．32P ラベルした ODN C1C3

と各種濃度の HMGB1 A-box を 4°C で 30 分間イン

キュベートしたのちに，EMSA 法により Kd 値を算

出することでタンパク結合能を評価した．その結果，

ODN C1 と C2 に関しては，タンパク濃度依存的に

タンパクオリゴヌクレオチド複合体の形成が観察

され，Kd 値はそれぞれ 1.9 nM，2.2 nM であり，シ

スプラチン架橋オリゴヌクレオチド ODN Pt の親

和性（3.1 nM）を上回った［Fig. 22(a)，(b)，(c)]．
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Fig. 22. Electromobility Shift Assay (EMSA) of Oligodeoxynucleotide (ODN) with High Mobility Group Protein A-box (HMGB1
A-box)
(a) ODN Pt, (b) ODN C1, (c) ODN C2, and (d) ODN C3.
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さらに HMGB1 A-box と 32P ラベルしたシスプラチ

ン架橋オリゴヌクレオチドの複合体形成が，ODN

C1 と C2 の添加により同じく濃度依存的に阻害さ

れたことから，シスプラチン架橋オリゴヌクレオチ

ドと同様な様式で，ODN C1 と C2 が HMGB1 A-

box に認識されていることも確認した．一方，プロ

ピレン架橋子を有する ODN C3 は，0.1 mM の高濃

度でもタンパク複合体の形成が全く認められなかっ

た［Fig. 22(d)]．ODN C1C3 間でのこのような

HMGB1 A-box 結合能の違いは，微細な局所化学

構造の違い，若しくはそれによって引き起こされる

DNA の全体構造のゆがみによるものであることが

示唆される．事実，ODN C1，C2 の CD スペクト

ルと ODN C3 の CD スペクトルには明らかな相違

が認められる．今後，詳細な構造解析が必要とされ

る．

われわれは折れ曲がり素子にウラシル塩基を選択

したが，これらを含む ODN C1 と C2 が，グアニ

ン塩基を有するシスプラチン架橋オリゴヌクレオチ

ドを凌駕する結合能を示したことは興味深い．と言

うのも，HMGB1 は光損傷により生じた cis-syn-シ

クロブタンチミン 2 量体を含む DNA とも結合能を

有することが知られているが，その結合能は 1.2 mM

とはるかに低い．146) HMGB1 A-box とシスプラチ

ン架橋オリゴヌクレオチド複合体の X 線結晶構造

解析がなされている．シスプラチン架橋された 2 つ

のグアニン塩基は L 字型を取り，ここに HMGB1

A-box の Phe137 側鎖が，一方のグアニン塩基と

p-p 相互作用を，もう一方のグアニン塩基とは CH-

p 相互作用している．142)一方，cis-syn-シクロブタ

ンチミン 2 量体は，塩基部の芳香族性が失われてい

るため，スタッキング能は大きく減少しており，

HMGB1 A-box の Phe137 側鎖との相互作用が消失

していると考えることができる．cis-syn-シクロブ

タンチミン 2 量体の構造は，われわれが設計したア

ルキレン架橋環状ウリジル酸 2 量体と類似はしてい

るものの，塩基部の芳香族性の有無に相違がある．

実に 3 オーダーにも及ぶ HMGB1 A-box 結合能の

違いは，この芳香族性によるスタッキング相互作用

によるものであり，われわれの設計した新規折れ曲

がりオリゴヌクレオチドは，シスプラチン架橋オリ

ゴヌクレオチドをよく模倣していると言える．近

年，血中に遊離した HMGB1 は敗血症を誘発する

ことが知られており，HMGB1 が傷害を受けた組織

で能動的又は受動的に細胞外に放出され，サイトカ

イン様の炎症因子として機能することが明らかにな

ってきている．147149)本研究で合成した新規折れ曲

がり人工 DNA が HMGB1 のデコイ分子として機

能し，敗血症等の炎症に対する核酸医薬品として応

用できると期待される．

4. 結語

創薬研究を行う際に，あるリードとなる分子に対

して，物理的・化学的安定性や活性の向上，構造の

単純化，新たな機能の付加等の改変が必要となる．

これは広義の化学修飾であり，想像したものを自在

に創るための有機合成化学が非常に重要である．わ

れわれは，生理活性分枝糖ヌクレオシド，抗菌ヌク

レオシド系天然物，新規な構造・機能を有する人工

オリゴヌクレオチドの合成研究を通じて，創薬化学

研究を行ってきた．小分子であるヌクレオシドやヌ

クレオチドから，複雑な構造を有するヌクレオシド

系天然物，高分子である核酸まで，創薬リードとし

ての潜在的な価値は極めて高い．本研究が新規な薬

の開発につながることを期待しながら，現在その研
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究をさらに展開している．
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