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研究成果の概要（和文）：本研究で提案した新しい人工塩基Wをもつ新規デオキシヌクレオシドdWの合成を検討した。
まず、塩基W部位の合成について、2-アミノマロン酸ジエチルエステルとアンモニアを反応させたところ、対応するジ
アミドが得られた。この生成物に、トリエチルオルソトホルメートとギ酸の存在下イソプロパノールと加熱還流したと
ころdW合成の鍵中間体である４ーカルバモイルー５ーヒドロキシイミダゾールを高収率で得ることができた。最終目的
物であるdWを合成するため、このヒドロキシル基がトリイソプロピルシリルで保護されたもと3’,5’-位が保護された
デオキシリボース誘導体の光延反応を現在検討している。

研究成果の概要（英文）：In this study, the synthesis of dW, which was proposed as a new deoxynucleoside 
having a new synthetic nucleobase, was carried out. The reaction of diethyl 2-aminomalonate with ammonia 
gave the corresponding diamide for the synthesis of the nucleobase W. When the product was treated with 
triethyl orthoformate in isopropanol in the presence of formic acid, the key intermediate of 
4-carbamoyl-5-hydroxyimidazole could be obtained in a high yield. For the synthesis of the final desired 
product, the Mitsunobu reaction using the O-triisopropylsilylated species of the imidazole derivative and 
3’,5’-O-protected deoxyribose derivative is now studied.

研究分野： 核酸有機化学
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１．研究開始当初の背景 
 人工塩基対の開発は、1990 年に当時
Florida 大の S. Benner が A-T と G−C に対し
て新しい塩基対 Z-P を発表した(Nature 1990, 
343, 33−37)。これは構造的に A-T と G−C と
良く似ているが、DNA ポリメラーゼによる取
り込み効率が思ったよりも高くなく、今日に
至るまで実用化まで達していない。米国
Scripps 研の F. Romesberg や Stanford 大の
E. Kool らは、シェイプフィッティングと呼
ばれる形状認識に基づく新しいタイプの塩
基対を数多く報告してきた。しかし、そのい
ずれもが基礎研究にとどまり優れたものが
ない。一方、我が国では、理研の平尾一郎研
究グループが通常の水素結合とシェイプフ
ィッティングの両方を利用した新しい塩基
対 x-y と s−y を開発している（Nat. Method 
2006, 3, 729）。現時点では、平尾グループ
が一歩リードしている。 
 我々の研究グループでは、水素結合からな
る人工塩基対について、1990 年に S. Benner
によって発表されたZ-P以外全く報告がなく、
もっと優れたものは本当にないのか疑問を
抱き、あらゆる可能性について量子化学的手
法により徹底的に調べることにした。その結
果、人工塩基対として Z−W（W の構造はイミ
ダゾールの４位と５位にーC(O)-N=C(NH2)-O-
が環状構造として連結したもの）極めて有望
であることに気がついた。この人工塩基対は、
世界中の研究者が見逃していたものであり、
本研究では、この人工塩基対の開発を実施す
るものである。 
 本研究は、提案する人工塩基対がこれまで
シェイプフィッティングを含めた分子設計
に依存せざるを得なかった状況に対して、研
究の方向性をより自然な水素結合のみによ
る分子設計に回帰させたところが、いわば
“温故知新”的なところがある。その意味で
は、人工塩基対の原理も方法論も大変昔から
存在していたものであるが、最も正統な研究
戦略に舵をきり直したといえる。また、W の
ような人工塩基を含むDNAはその構造上アン
モニア処理で分解が予想されるため、通常の
DNA 合成法では合成が難しい。しかし、我々
が極く最近開発した塩基部無保護法と呼ば
れる新合成手法を用いれば、全合成過程でア
ンモニア処理が必要でないため、この問題を
解決できることに気がついた。逆論すると、
W 塩基を含む DNA オリゴマーは我々の合成手
法を活用しないかぎり達成できないもので
あり、世界にさきがけてこの合成ができる優
位な立場にある。 
 
２．研究の目的 
 DNA は A-T および G-C 塩基対から成る二本
鎖高分子体である。この２種類の塩基対は、
すべての生命体で普遍的なものである。近年、
第三番目となる人工塩基対の開発が国内外

で活発におこなわれている。新しい塩基対が
開発されると、アミノ酸をコードするトリヌ
クレオチドの数が 63(= 216)に大幅に拡張さ
れる。そのため、非天然アミノ酸を、人工塩
基を含むトリヌクレオチドにコードさせる
ことによって、多種多様な新規タンパク質を
創りだすことができる。しかし、現在世界の
研究者が凌ぎを削って競争しているが、まだ
理想的なものはない。そこで、本研究では、
合理的設計に基づき,DNA 複製反応で正確に
機能する“究極の人工塩基対”を開発するこ
とを目的とするものである。 
 本研究は、従来誰も気がつかなかった人工
塩基対を開発するものであり、基本的には
A-T と G−C と同じように完全に水素結合のみ
を用いるものであり、また片方の人工塩基に
はDNAポリメラーゼ反応に必須のカルボニル
基が天然型塩基と全く同じ形式で存在して
いる。シェイプフィッティング利用する場合
には、形状認識だけであるため、塩基対形成
のための安定化エネルギーに乏しく、酵素反
応で天然型ほどの読み取りの精度を得るこ
とはできないが、我々の新規人工塩基対はこ
の問題を本質的に改善することができると
期待される。すなわち、Z-W 塩基対は電子的
な構造が G-C に良く似ているため、DNA 複製
反応で、相補的な人工塩基同士がお互い選択
的に塩基対を形成できるようになると予測
している。このような正確な鎖伸張反応が可
能になれば、この研究分野は一挙に注目を浴
び、計り知れない波及効果が期待される。 
 
３．研究の方法 
 提案する新規人工塩基対 Z-W は、片側の Z
は S. Benner がすでに合成法を報告している。
人工塩基Wを導入したデオキシヌクレオシド
(dW)については、様々な有機化学的アプロー
チを駆使してその合成を達成する。人工塩基
を導入した DNA オリゴマーを作るためには、
dW の 3′-ホスホロアミダイト誘導体を合成
する。最後に、このホスホロアミダイト誘導
体の合成を行い、これらを用いて DNA 自動合
成機で、人工塩基 Wを含む DNA オリゴマーを
我々が独自で開発した塩基部無保護法によ
って合成することを目指すものである。一方、
人工塩基 W を含むデオキシヌクレオシドの
5′-トリホスフェート体も同時に合成する。
これらの合成法は、極く一般的な合成法を用
いることで容易に達成できる。人工塩基を含
む DNA オリゴマーが合成できたら、相補的な
人工塩基をもつデオキシヌクレオシドの
5′-トリホスフェートがDNAポリメラーゼに
よって正確に認識され相補鎖が伸長できる
最適条件を見いだすため徹底的に検討する。 
 
４．研究成果 
 dW をもつ新規デオキシヌクレオシドの合
成: まず、Z と W の人工塩基をもつデオキシ



ヌクレオシド（dZ と dW）の合成を検討した。
dZ は、S.Benner らの合成法によって合成す
る予定であるので、この研究の目的を達成す
るため、まず dW の合成について詳細に検討
した。類似の化合物の合成が記載されている
文献（S. K Ihmaid et el., Eur. J. Med. Chem. 
2012, 57, 85-101）を参照して市販されてい
るイミダゾール誘導体から出発する５段階
の工程による合成法に基づいて当初合成を
検討した。しかし、環状化反応にいろいろ問
題が生じたので、以下の改良法について順次
検討を重ねることにした。 
 すなわち、本研究で提案した新しい人工塩
基 W部位の合成について、まず、より構造が
簡単な環外のアミノ基がないものを合成す
ることにした。この人工塩基も dW と比べて
新規な人工塩基対を組めると思われたため
先にこの誘導体の合成を検討した。そこで、
2-アミノマロン酸ジエチルエステルとアン
モニアを反応させたところ、対応するジアミ
ドが５５％の収率で得られた。この生成物に、
トリエチルオルソトホルメートとギ酸の存
在下イソプロパノールと加熱還流したとこ
ろ dW のでアミノ体合成の重要鍵中間体であ
る４ーカルバモイルー５ーヒドロキシイミ
ダゾールを９３％という高収率で得ること
ができた。 
 しかし、この化合物は塩酸塩として得られ
たため、次の反応の際、溶媒に対して溶解度
が著しく低く、なかなか反応を円滑に行うこ
とが困難であることが判明した。そこで、こ
の塩酸塩を遊離の化合物に変換することを
検討した。その結果、この塩酸塩を一旦 DMSO
に加熱して溶解したのち、ピリジンを加える
ことで、遊離の化合物が析出してくることを
見いだした。 
 次に、アミノ基がない Wの合成のため、得
られた遊離の化合物に対して、４位と５位の
官能基間の環化反応を検討したが、結局環化
体は得ることができなかった。その代わりに、
アミド基が N-ホルミル化されたものが主に
得られた。この化合物をさらに環化させるこ
とも種々検討したが目的物は得られなかっ
た。 
 そこで、方針を変更して、棟部位にあらか
じめ人工塩基を先に導入する新しい戦略を
練った。すなわち、そのグリコシド化に必要
な原料として４ーカルバモイルー５ーヒド
ロキシイミダゾールの５位の水酸基を一旦
保護したものと、適切に保護された１位が遊
離のデオキシリボース誘導体との脱水縮合
反応を検討した。 
 そこで、当初の目的物である環外アミノ基
がない dW 誘導体を合成するため、このヒド
ロキシル基をはじめ t-ブチルジメチルシリ
ル基で保護した誘導体の合成を検討した。そ

の結果、O-TBDMS 体は得られたがシリカゲル
カラムクロマトグラフィーで分離の最中に
かなり分解してしまうことがわかり、このシ
リル基の代わりにより安定なトリイソプロ
ピルシリル基で保護することにした。その結
果、トリイソプロピルシリル化されたものが
良好な収率で得ることができた。 
 この生成物と3’,5’-位がtBDMS基で保護
されたデオキシリボース誘導体の光延反応
を現在検討している。この反応の基礎となる
モデル反応についてもかなりデータを蓄積
できた。 
 現在は、この段階まで研究を進展させるこ
とができたが、今後は、提案する新規人工塩
基がDNAポリメラーゼの基質として正確に認
識されるか、この研究に必要な新規人工塩基
を導入したDNAオリゴマーと新規人工塩基を
含むデオキシヌクレオシドの 5′-トリリン
酸を合成する。前者は、我々が独自に開発し
た塩基部無保護法（J. Am. Chem. Soc.1997, 
119, 12710-12721）でおこなうことにしてい
る。 後者は、新規塩基を導入したデオキシ
ヌクレオシドを合成し、その５′-リン酸化
反応を用いて合成をする。W 塩基を導入した
デオキシヌクレオシド誘導体は、新規な構造
であるので、特に合成上工夫を凝らして、最
も効率よい合成法を検討する。さらに、２種
類の人工塩基がお互いに DNA に組み込まれ
たとき DNA ポリメラーゼの基質として認識
されるか検討する。 
 これらの検討の前に、DNA ポリメラーゼ
の読み取りの予備的なモデル反応として、2-
チオウリジンの 5’-トリホスフェートや 2’-O-
（N-メチルカルバモイル）ウリジンの 5’-ト
リホスフェートを用いて、この基質認識解析
のための反応システムを確立することがで
きたので、今後はここで得られた知見を最大
限活用して、新たな人工塩基 W の酵素認識
について詳細に検討を行っていく予定であ
る。 
 以上述べた環外にアミノ基がないものと
あるものを含め、これらの人工塩基を DNA
や RNA に導入するため、当初の計画に従っ
て、我々の開発した塩基部無保護法により実
施する予定でもある。 
 さらに、来年度以降は、この研究は理研の
平尾一郎研究室と共同研究として、より一層
研究を進展する方針である。 
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