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研究成果の概要（和文）：チミジンホスホリラーゼは，チミジンを過リン酸分解する酵素であるが，修飾ウラシルを共
存させると塩基部位交換反応が実施できることを明らかにしてきた．本反応を活用して，細胞内ＲＮＡのプローブと成
り得る蛍光色素修飾ヌクレオシドの合成を，パラジウム触媒と連動させることで実施を可能とした．チミジンホルホリ
ラーゼの反応には，リン酸緩衝液にDMSOを加えると，疎水性基質であっても反応が進行することが分かった．ドッキン
グシミュレーションより，酵素の活性部位に固定化されたウラシルの５位が外を向いていることがわかり，リンカーを
用いてポケット外部であれば大きな官能基である蛍光色素などでも合成できる事を示した．

研究成果の概要（英文）：Thymidine phosphorylase (TP) is a unique metabolic control enzyme, TP can be used 
to change the nucleobase moiety of thymidine to a modified uracil substituted at the C5 position. The 
cross-coupling reaction by palladium catalyst such as Sonogashira coupling is convenient tool for 
introducing a fluorescent group at C5 position of uracil. We reasoned that TP and Pd catalyzed 
cross-coupling reaction could be used to easily obtain many different nucleosides containing a 
fluorescent group. We attempted to perform the base-exchange reaction by a hydrophobic modified uracil in 
buffer containing a polar organic solvent such as DMSO with TP. The reaction conversion was drastically 
enhanced as the concentration of DMSO increased up to 40 % (57 % conversion for U4C compound). Docking 
simulations using MF myPresto showed that uracil moiety of the substrate bound to the active site of TP, 
the fluorescent moiety linked to the C5 position of the uracil located outside the surface of the enzyme.

研究分野： 核酸化学
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１．研究開始当初の背景 
	 細胞内の RNA は，DNA からタンパク質へ
遺伝情報を伝達する機能のみならず，タンパ
ク質発現の制御まで行っていることが分か
ってきた．細胞内の RNA は，時間とともに
量も存在場所も変化するため，RNA の働き
を調べるためには，生きた細胞内の RNA を
直接観察する手法が必要となる． 
	 細胞内 RNA を直接観察する手法として，
RNA と結合するタンパク質を用いる手法や，
目的とした RNA と二重鎖形成する DNA や
RNA を標識して追跡する手法がある．現在
最もよく行われている手法は，後者の手法で
あり，RNA に蛍光色素を共有結合して観察
している．様々な蛍光色素を導入できるメリ
ットがあるものの，合成にはコストがかかり，
配列内導入も非常に高価である．安価で短時
間に蛍光色素を有した RNA を合成できれば，
遺伝子診断や細胞イメージングに幅広く利
用されて行くであろう． 

	 これまで当研究室では，核酸代謝酵素を用
いて様々な非天然ヌクレオシド合成を効率
良く行えることを報告してきた．核酸代謝酵
素であるチミジンホスホリラーゼは，リン酸
緩衝液中でチミジンを基質として，デオキシ
リボース-1-リン酸と塩基部位を過リン酸分
解する反応を触媒する．本反応時に疑似塩基
を共存させておくと，塩基部位の交換反応が
発生し，疑似塩基を塩基部位に持った非天然
ヌクレオシドを２時間程度で合成できるこ
とがわかった．そこで，著者らは，蛍光色素

を結合させた疑似塩基を用意すれば，チミジ
ンホスホリラーゼを用いて蛍光色素を有し
た非天然ヌクレオシドに変換することがで
き，RNA/DNA 配列内に導入可能になると考
えた． 
 
２．研究の目的 
	 本研究では，核酸イメージングや遺伝子診
断に必要な核酸プローブ分子（蛍光色素導入
ヌクレオシド）を，パラジウム触媒と酵素触
媒（チミジンホスホリラーゼ）を組み合わせ
ることで，多品種を効率よく合成する手法を
提案する．本手法では，ヌクレオシドのリボ
ース部位を無保護のまま，立体選択的にラベ
ル化塩基とリボースをカップリングするこ
とを可能とする（図３）． 

 
① 蛍光色素標識化ウラシルの合成：薗頭反応
による蛍光標識分子とヨウ化ウラシルの
カップリング 

② 蛍光色素標識化ウラシルのリボースへの
導入：核酸代謝酵素によるヌクレオシドへ
の立体選択的導入 

 
３．研究の方法 
3-1	 パラジウム触媒によるウラシルの５位
への蛍光色素導入	 
	 ウラシルの５位に蛍光色素であるクマリ
ン，ピレンを導入することを試みた．パラジ
ウム触媒を用いた薗頭カップリングにより，
ヨードウラシルと蛍光色素を結合させたア
ルキンをカップリングした．ウラシルと蛍光
色素の距離効果を検討するために，アルキル
スペーサーの長さをｎ=２，４，６	 と異なる
化合物を合成して基質とした．	 
	 
3-2	 蛍光色素修飾ウラシルを用いたチミジ
ンホスホリラーゼによるヌクレオシドへの
導入反応	 
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図１ 細胞内 RNA と二重鎖形成する蛍光
標識核酸プローブによるイメージング 
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図２ チミジンホスホリラーゼを用いた非
天然ヌクレオシドの効率的合成 
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図３ 本研究の概念図．2つの触媒を連続
利用することで，低コストで RNAイメー
ジング薬を作製する． 



	 
	 酵素合成は，バイアル瓶に蛍光色素修飾ウ
ラシル５mM，チミジン５０mM，チミジンホス
ホリラーゼを１０ユニット，１mM リン酸緩衝
液 pH	 6.8 を加え，３７℃で実施した．反応
追跡は，逆相カラムを有した高速液体クロマ
トグラフィーにて行った．	 
	 
４．研究成果	 
4-1	 薗頭カップリングによるアルキン導入
ウラシルの合成	 
	 まず末端アルキンを有した様々な化合物
を用いて，ヨウ化ウラシルとの薗頭カップリ
ングを試みた．ダンシル基を有した化合物や
ピレンを有した化合物ではカップリング収
率は悪かった．スペーサー鎖長４で蛍光色素
としてクマリンが結合した化合物では，74％
の収率でカップリングを行う事ができた．ヨ
ウ化ウラシルと蛍光色素を持ったアルキン
のカップリングは低収率の場合が多く，上記
はまれな例であった．	 

4-2	 チミジンホスホリラーゼによる蛍光色
素標識ウラシルのヌクレオシドへの導入	 
	 これまでの研究で，チミジンホスホリラー
ゼを用いると，リン酸緩衝液中，チミジンの
塩基部位を，共存させた 5 位修飾ウラシルと
交換させることができることを明らかにし
ている．チミジンホスホリラーゼの基質特異
性として，ウラシルの 5 位の長さの効果を検
討した．結果を表２に示した．	 5 位にメチル
基，エチル基と疎水性官能基になるにつれて
反応効率が低下した．次に，薗頭カップリン
グによりヒドロキシアルケンを導入し，アル
キル基の長さは２，４，６の３つの化合物で
塩基部位交換反応を検討した．その結果，ア
ルキル基が最も短い	 n	 =	 ２	 の化合物が最も
反応転換率が高く74％となり，n	 =	 ４,	 ６	 で
は 50％前後となった．	 
	 次に，蛍光色素としてクマリンを用い，ア
ルキルスペーサーの距離を	 n	 =	 ２,	 ４,	 ６	 
としたウラシルを合成し（図４），チミジン

ホスホリラーゼの塩基部位交換反応の効果
を検討した．蛍光色素としてより大きな化合
物であるピレンを用い，アルキルスペーサー
４の化合物も合成して酵素実験を行った．こ
れらの結果を図５に示した．	 
	 リン酸緩衝液中で反応させた場合，C4U で
わずかに反応が進行することが分かった．反
応は懸濁系であり，疎水化された修飾ウラシ
ルが溶媒に溶けていないため，酵素と基質の
接触頻度が低下して反応効率も低下したと

表１ 薗頭カップリングによる修飾ア
ルキンのカップリング収率 
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表２ チミジンホスホリラーゼを用いた
チミジンと 5 位修飾ウラシルの塩基部位
交換反応 
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図４ 蛍光色素標識ウラシルの化学構造 

 
図５ チミジンホスホリラーゼを用いた
蛍光色素修飾ウラシルのヌクレオシドへ
の導入に及ぼす DMSO 濃度の効果．
C6U:Yellow, C4U: Red, C2U: Blue 
P4U: Green. 



考えられた．そこで，有機溶媒として水に溶
解しやすいジメチルスルホキシド（DMSO）を
添加し，反応を検討した．図５の横軸は	 DMSO	 
の濃度であり，どの化合物でも 40％で極大を
示し，有機溶媒を添加することで反応転換率
が向上することが分かった（最大 57％）．DMSO	 
を 40％まで添加してもチミジンホスホリラ
ーゼは失活せず，脂溶性の基質である蛍光色
素修飾ウラシルをヌクレオシドへ導入する
ことに成功した．これらの反応をさらに拡張
できれば，蛍光色素や機能性官能基導入デオ
キシウリジンが一段階，立体選択的に可能と
なり，遺伝子診断等に利用できるプローブ分
子の調整が容易になると期待した．	 
	 次に有機溶媒の種類による効果を検討し
た．結果を図６に示した．水と混和する極性
溶媒であり，酵素の失活が少ないとの報告が
あるものを選択した．テトラヒドロフラン
（THF）とメタノールではほとんど反応しな
いことが分かった．DMSO が最も反応効率が高
く，DMF がそれに続いた．反応効率が最も高
いのは DMSO 濃度が 40%であり，50％以上の有
機溶媒濃度では，酵素の失活が観察された．	 	 
	 チミジンホスホリラーゼのＸ線結晶構造
解析図をもとに，今回合成した蛍光色素修飾
ウラシルのドッキングシミュレーションを
行い，アルキル鎖長による基質との適合性を
検 討 し た ． Simulated	 Tempering	 

/Force-biased	 McMD	 法による自動収束によ
るタンパク質と基質のドッキング手法であ
る MyPresto	 にて実験を行った．結果を図７
に示した．黄色は C2U であり，アルキルリン
カーが短い基質，緑は C4U であり，アルキル
リンカーが 4 であり，もっとも反応効率が高
かった基質の検討結果である．C2U では，ク
マリン部分がより酵素内部である活性部位
に接近しているため，立体障害が発生してい
ると考えられた．	 
	 以上，本研究では，蛍光色素修飾ヌクレオ
シドを短時間で効率良く合成する手法を検
討した．パラジウム触媒とチミジンホスホリ
ラーゼを組み合わせることで，蛍光色素をヌ
クレオシドに簡単迅速に導入できることが
分かった．	 
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図６ チミジンホスホリラーゼを用いた塩
基部位交換反応における有機溶媒の種類に
よる反応転換率に及ぼす影響． 
 

  
図 ７  チ ミ ジ ン ホ ス ホ リ ラ ー ゼ と
U2C(Yellow), U4C (Green) とのドッキン
グシミュレーション．見えやすくするため
に，チミジンホスホリラーゼの前面にある２
つのアミノ酸を除去してある． 
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