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研究成果の概要（和文）：本研究では、核酸の生合成経路に見られるカルボニル基がリン酸化されたイノシンの化学修
飾アナログの合成法の開発を試み、近年我々が独自に開発した求核性が極めて小さい酸性活性化剤CMMTを応用すること
で、種々の官能基を持つリン酸ジエステルをイノシンのカルボニル酸素原子上に導入する手法の開発に世界で初めて成
功した。更に、この様なイノシン6-リン酸誘導体の水溶液中での安定性について評価したところ、pH 7付近ではほとん
ど加水分解されないことを見出した。この様な酵素反応中間体アナログは、核酸の生合成経路を標的とする生物学的、
創薬化学的研究への応用が期待される。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel method to synthesize chemically modified analo
gs of inosine 6-phosphates, which are observed in the biosynthesis of nucleotides. For this purpose, we ap
plied a non-nucleophilic acidic activator, N-(cyanomethyl)dimethylammonium triflate (CMMT), that we develo
ped recently, to the phosphitylation of carbonyl oxygen by the phosphoramidite method, which enabled us to
 synthesize inosine 6-phosphate diesters bearing various substituents on the phosphate. Furthermore, we ev
aluated the stability of the inosine 6-phosphate diesters to find that they were stable in neutral aqueous
 solutions. These molecules will be useful for biological and pharmaceutical studies of the biosynthesis o
f nucleotides.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 核酸の生合成　カルボニル基のリン酸化　ヌクレオチド　酵素応答性分子　イノシン　蛍光標識化

薬学・創薬化学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 核酸の生合成経路には、カルボニル基がリ
ン酸化によって活性化され、アミノ基などに
変換される反応が複数存在する。例えば、ア
デニロコハク酸合成酵素は、カルボニル基が
リン酸化された化合物 (O6-phosphoryl-IMP) 
を中間体としてイノシン一リン酸（IMP）か
らアデニロコハク酸を合成する。アデニロコ
ハク酸はアデノシン三リン酸（ATP）や DNA、
RNA 等の生合成に欠かせないアデノシン一
リン酸（AMP）の前駆体である。また、シチ
ジン三リン酸（CTP）合成酵素は、ウリジン
三リン酸（UTP）のウラシル 4 位カルボニル
基がリン酸化された O4-phosphoryl-UTP を中
間体として CTP を合成する。CTP は核酸やリ
ン脂質の生合成に必須であり、生物の生存に
は欠かせない。これらの酵素は代謝系の根幹
を担うため、その反応機構の解明は学術的に
極めて重要である。加えて、これらの酵素は
がん細胞における活性が正常細胞と比較して
高いことが知られており、その作用機序の解
明と強力な阻害剤の開発は、新しい抗がん剤
の開発につながると期待されている。また、
出血熱ウイルスや、マラリア原虫、アフリカ
睡眠病を引き起こす寄生虫など、種々の病原
性ウイルスや寄生虫による感染症治療薬の開
発への展開も期待されている 1,2。これらの酵
素反応の活性中間体である核酸塩基のカルボ
ニル基がリン酸化されたヌクレオチドは、酵
素反応機構の解明や阻害剤の開発の鍵を握る
と考えられる。これらの活性中間体が入手で
きれば、酵素反応の速度論解析、酵素－中間
体相互作用の解析、X 線結晶構造解析などに
よる酵素反応機構の解明が可能になると期待
されるためである。加えて、活性中間体の化
学修飾アナログが化学合成によって入手でき
れば、同様に酵素反応機構の解明に役立つだ
けでなく、酵素の阻害剤などとしての応用も
期待される。しかしながら、これらの活性中
間体は、酵素の活性部位で生成し瞬時に次の
反応に用いられるため、生体からの単離はほ
ぼ不可能である。加えて、核酸塩基のカルボ
ニル基のリン酸化反応は確立されておらず、
これらの活性中間体やその化学修飾アナログ
の化学合成による入手も困難であった。 
 
２．研究の目的 
 この様な背景の元、本研究では、まずこれ
まで確立されていなかった核酸塩基カルボニ
ル基のリン酸化反応の開発を行った。更に、
上述の核酸塩基カルボニル基がリン酸化され
た酵素反応中間体やその化学修飾アナログの
合成法の開発を最終目的とし、アデニロコハ
ク酸生合成中間体であるカルボニル基がリン
酸化されたイノシン一リン酸、及びそのリン
酸部位に化学修飾を施したアナログを最初の
合成標的とする検討を行った。アデニロコハ
ク酸の生合成経路は、抗がん剤や抗マラリア
薬開発の標的として特に注目を集めているた
めである。この生合成中間体の活性リン酸部

位に蛍光色素や抗がん剤、抗マラリア薬を化
学的に結合した分子が開発できれば、アデニ
ロコハク酸合成酵素による脱リン酸化に応答
し活性が発現する新しい酵素応答性蛍光プロ
ーブや分子標的薬としての応用が期待される。 
 
３．研究の方法 
 本研究の目的化合物の合成に必要な核酸塩
基のカルボニル基のリン酸化は、既存の手法
では極めて困難であり、現在までに達成され
た例は無い。これは、図 1 に示すイノシン 1
のリン酸化を例にとると、ホスファイト中間
体 4 が求核剤に対して極めて不安定であり、
既存のリン酸化の条件では瞬時に分解するか
らである。このことから、極めて穏和な条件
で進行する新しいリン酸化反応の開発が必要
である。一方、我々は先行研究において、光
学活性なリン酸化試薬の光学純度を全く損な
わずに（＝リン原子に全く求核攻撃せずに）
リン酸化を促進する新しい活性化剤（CMPT, 
3）を開発し、光学的に純粋なリン原子修飾オ
リゴ核酸の合成を達成している 3。本研究で
は、我々が独自に開発したこの新しいリン酸
化反応を核酸塩基カルボニル基のリン酸化に
応用し、イノシンの核酸塩基カルボニル基の
リン酸化反応の確立を目指した。 

 
図 1. 活性化剤 CMPT (3) を用いる核酸塩基
のカルボニル基のリン酸化 
 
４．研究成果 
 まず始めに、水酸基を保護したイノシン 1
に対し、CMPT 3 の存在下 bis(2-cyanoethyl) 
N,N-diisopropylphosphoramidite を反応させた
（図 2）。生じたホスファイト中間体 7 を系中
で CSO4 によって酸化してホスフェート中間
体 8 とした後、DBU と MeNO2によって処理
したところ、イノシンのカルボニル基がリン
酸ジエステル化された化合物 9 が良好な収率
で得られた。これは、核酸塩基のカルボニル
基がリン酸ジエステル化された化合物の初め
ての単離例である。なお、MeNO2は系中で生
じるアクリロニトリルの捕捉剤として必要で
あり、添加しない場合アクリロニトリルのヒ
ポキサンチンへの付加が見られた。また、こ
の 反 応 で 活 性 化 剤 と し て 求 核 性 の



1H-tetrazole を用いたところ、化合物 9 の単離
収率は 35%に低下した。このことから、当初
の仮説通り、求核性が小さい活性化剤が核酸
塩基カルボニル基のリン酸化の鍵であること
が分かる。更に、酸化剤も求核性が小さい
CSO を用いる必要があり、求核性の t-BuOOH
を用いると化合物 7 が完全に分解して最終生
成物 9 は得られなかった。 

 
図 2. 活性化剤 CMPT (3) を用いる核酸塩基
のカルボニル基のリン酸化 
 
 以上の検討によって、イノシンの核酸塩基
カルボニル基を効率良くリン酸ジエステル化
する反応条件を見出したため、次にリン酸ジ
エステル部位に様々な置換基を導入する手法
の開発を試みた。置換基として第一級アルキ
ル基（Bn）、第二級アルキル基（i-Pr）、アリ
ール基（Ph）をモデルとして選択し、表 1 に
示すホスホロアミダイト 10a–d を合成した。
まず、ホスホロアミダイト 10a を活性化剤
CMPT 3 を用いてイノシン 1 と反応させ、酸
化、脱保護を経て目的化合物 11a を合成した
ところ、リン酸部位に Bn 基ではなく
2-cyanoethyl 基が残った化合物 9 との混合物
が得られた（entry 1）。これは、反応の進行に
従ってホスホロアミダイトから脱離した
i-Pr2NH による脱アルキル化であると考えら
れたため、活性化剤として CMPT より酸性度
が少し高い CMMT5 を用い、反応系中におけ
る i-Pr2NH の求核性を弱めることによって、
この脱アルキル化が抑制されないかと考えた。
実際に、CMMT を用いて同様の反応を行った
ところ、副生成物 9 の生成は 1%にまで抑制
された（entry 2）。また、CMMT はより活性
が高いことから反応の加速も見られた。更に、
2-cyanoethyl 基 よ り 迅 速 に 除 去 さ れ る
1,1-dimethyl-2-cyanoethyl基 6を用いたところ、
副生成物 9 の生成は完全に抑制され、目的化
合物11aが良好な収率で単離された（entry 3）。
同様の CMMT と 1,1-dimethyl-2-cyanoethyl 基
を用いる手法によって、リン酸部位に i-Pr 基
を持つ化合物 11b も良好な収率で合成できた
（entry 4）。なお、リン酸部位に Ph 基を持つ
化合物 11c は、前述の脱アルキル化の心配が
無いため、2-cyanoethyl 基を保護基とすること

が可能であった（entry 5）。加えて、リン酸部
位にエチニル基やTokyoGreen蛍光色素 7を持
つ化合物 11d,e（図 3）の合成にも成功した。
化合物 11d のエチニル基は、Huisgen 環化付
加による様々な誘導化への応用が期待される。
また、化合物 11e は、アデニロコハク酸合成
酵素に応答する蛍光プローブへの応用が期待
される。 
  
表 1. イノシン 6-リン酸誘導体 11a–c の合成 

 
entry 10 activator time for step 1 product(s) 

1 10a CMPT 1 h 
11a, 45% 
9, 18% 

2 10a CMMT 15 min 
11a, 72% 

9, 1% 
3 10b CMMT 15 min 11a, 87% 
4 10c CMMT 15 min 11b, 82% 
5 10d CMMT 15 min 11c, 88% 

 

 
図 3. イノシン 6-リン酸誘導体 11d–e. TG = 
TokyoGreen fluorescent probe 
 
 最後に、水酸基の脱保護によるイノシン 6-
リン酸 12a–c の合成を試みた（図 4）。化合物
11a–c を TBAF 処理し、逆相 HPLC によって
精製したところ、中程度の収率ながら目的化
合物 12a–c の単離に成功した。更に、これら
の化合物の水溶液中での安定性を評価すべく、
化合物 12c をモデルとした実験を行った。即
ち、pH 4.4、6.8、8.7 の水溶液中、37 °C でイ
ンキュベーションしたところ、pH 4.4 では
徐々に加水分解され、3 時間で 28%がイノシ
ンへと変化したが、pH 6.8、8.7 では 3 時間後
もまったく加水分解は観察されなかった。こ
のことから、カルボニル基がリン酸ジエステ
ル化されたイノシンは中性に近い pH の水溶
液中では比較的安定であり、酵素反応機構に
関する解析や酵素阻害剤の開発に向けた研究
への応用が可能であると言える 8。 



 
図 4. イノシン 6-リン酸 11a–c の脱保護 
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