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研究成果の概要（和文）：核酸の生合成中間体であるカルボニル基がリン酸化されたヌクレオチドや、そのリン
酸部位を修飾した化学修飾体の合成法の開発に取り組み、独自に開発した酸性活性化剤CMMTを応用することで、
スピンラベルや蛍光色素を始めとする種々の官能基を持つリン酸基をイノシンのカルボニル基に導入する手法を
確立した。更に、これらのリン酸エステルの生体内酵素に対する安定性について評価し、速やかに加水分解され
ることが分かったため、酵素耐性に優れたチオリン酸基をイノシンのカルボニル基に導入する手法の開発を試
み、これを確立した。これらの化合物は、核酸の生合成経路を標的とする分子プローブや分子標的薬としての応
用が期待される。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop a novel method for the synthesis of biosynthetic
 intermediates of nucleic acids and their chemically modified analogs. In order to achieve this 
goal, our original non-nucleophilic acidic activator, N-(cyanomethyl)dimethylammonium triflate 
(CMMT) was applied to the phosphitylation of carbonyl oxygen, finally enabling us to synthesize 
inosine 6-phosphate esters bearing various substituents, such as those for spin labeling and 
fluorescent labeling, on their phosphate groups. In addition, the stability of the inosine 
6-phosphate esters toward cellular nucleases was examined to find that they were unstable and 
rapidly hydrolyzed in the presence of these enzymes. To solve this problem, we developed a method 
for the synthesis of inosine 6-thiophosphate esters, which were more stable toward these enzymes. 
The molecules developed in this study will be useful as molecular probes and therapeutic agents 
targeting the biosynthesis of nucleic acids.

研究分野：有機合成化学、生体関連化学
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１．研究開始当初の背景 
 生物が有する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であるイノシ
ン 6, 5′-二リン酸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 1,2。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。この様な酵素反応機構の解明は生
物学的に極めて重要であると同時に、創薬の
観点からも注目されている。カルボニル基が
リン酸化された酵素反応中間体が化学合成に
よって入手できれば、速度論解析や 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。更に、酵素反応中間
体の化学修飾アナログが化学合成できれば、
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 3,4。しかしながら、この様なカルボニル
基がリン酸化された酵素反応中間体は、酵素
の活性部位で生成し瞬時に次の反応に消費さ
れると考えられ、生体からの単離はほぼ不可
能である。また、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
酵素反応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。我々は、
先行研究において、独自に見出した酸性活性
化剤 CMMT5,6 を用いる改良ホスホロアミダ
イト法を開発し、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の合成に成
功している 7。しかしながら、リン酸ジエス
テル基に導入した置換基は単純なアルキル基
やアリール基のみであり、より複雑な官能基
の導入には至っていなかった。また、合成し
たカルボニル基上のリン酸ジエステルの性質
も未解明であった。 
 
２．研究の目的 
 この様な背景の下、本研究では、先行研究
で開発した改良ホスホロアミダイト法によっ
て、アデニロコハク酸の生合成中間体や、リ
ン酸基に様々な官能基を有する生合成中間体
アナログの合成を試みた。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 3,4。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。
最後に、この様な活性リン酸基の生物学的安
定性等のデータが全く報告されていなかった
ため、合成した中間体アナログのカルボニル
基上のリン酸基の酵素安定性について調査す
ることを目的とした。 
 

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、ホスホロア
ミダイト法などの既存の手法では極めて困難
であった。これは、図 1に示すイノシン 1の
リン酸化を例にすると、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、例えば 1H-テトラゾー
ルを活性化剤とする反応、では瞬時に分解し、
出発物に戻るからである。そのため、極めて
穏和な条件で進行する新しいリン酸化反応の
開発が必要であった。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、即ち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
5,6,8。更に、この改良ホスホロアミダイト法を
応用することで、単純な化合物に限られるも
のの、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の合成にも成功してい
る 7。本研究では、我々が独自に見出したこ
の新しいリン酸化反応を応用し、アデニロコ
ハク酸の生合成中間体や、より複雑な官能基
を有する中間体アナログの合成法を確立し、
得られた化合物の安定性についてのデータを
得ることを目指した。 

図 1. 活性化剤 CMMT (3) を用いるイノシン

のカルボニル基のリン酸化 
 
４．研究成果 
 まず、図 2に示す様に、適切に保護された
IMP 7 とホスホロアミダイト 8 を合成し、
CMMT 3を活性化剤とするカルボニル基のリ
ン酸ジエステル化を行い、化合物 10を得た。
次に、5′位のリン酸基の脱保護を行うことで、
目的化合物であるイノシン 6, 5′-二リン酸の
活性リン酸部位にフェニル基を有する酵素反
応中間体アナログ 11の合成に成功した。これ
までの研究で行ったイノシンのカルボニル基
のリン酸化 7は、全て保護されたイノシンに
対するものであり、IMP誘導体に対するカル
ボニル基のリン酸化によるアデニロコハク酸
の生合成中間体イノシン 6, 5′-二リン酸アナ



ログの合成はこれが初めての例となる。 
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図 2. イノシン 5′-モノリン酸誘導体のカルボ

ニル基のリン酸化 

 
 次に、p-ニトロフェニル基をリン酸部位に
有するイノシン 6-リン酸誘導体 12 を同様の
手法によって合成し、これを TBAFを反応さ
せたところ、水酸基の脱保護と同時にリン原
子上で求核置換反応が起こり、イノシン 6-フ
ルオロリン酸 13 が生成することを見出した
（図 3）。この様な化合物は、19F NMRによっ
てアデニロコハク酸合成酵素の触媒機構を解
析するプローブになることが期待される。ま
た、フッ素原子は酸素原子と近いサイズであ
るため、IMPに対して同様のフルオロリン酸
化を行うことで、アデニロコハク酸の生合成
中間体に極めて類似したアナログ分子が得ら
れることも期待される。 

図 3. フルオロリン酸基の導入 

 
 上述の通り、我々は、先行研究においてイ
ノシンのカルボニル基がリン酸ジエステル化
された化合物の合成に成功しているが、リン
酸ジエステル基に導入した置換基は単純なア
ルキル基やアリール基のみであり、より複雑

な官能基の導入には至っていなかった 7。そ
こで、水酸基を保護したイノシン 1に対し、
スピンラベルとして用いられる TEMPOや蛍
光ラベルとして用いられるクマリンなどを置
換基とするホスホロアミダイト 2を反応させ
ることで、これらの置換基を活性リン酸部位
に有するイノシン 6-リン酸ジエステルの合成
に成功した（表 1）。 
 

表 1. 種々のリン酸ジエステル基の導入 

 

entry R 6 yield (%) 

1 1-Ad a 60 

2 TEMPO-4-yl b 65 

3 p-ClC6H4 c 52 

4 p-MeOC6H4 d 24 

5 coumarin-7-yl e 35 

 

 これまでに合成したカルボニル基上のリン
酸ジエステルの性質に関するデータは、我々
が先行研究において行った水溶液中における
pH依存的な安定性に関するもの 7のみであり、
ほとんど未解明と言ってよい。この様な分子
を生体内で機能する分子プローブや医薬とし
て用いるためには、生物学的安定性、特にリ
ン酸ジエステル加水分解酵素に対する安定性
の調査が必須である。そこで、化合物 14に対
し、代表的なリン酸ジエステル加水分解酵素
であるホスホジエステラーゼ I とヌクレアー
ゼ P1 を作用させたところ、数分以内に迅速
かつ完全に加水分解されることが分かった
（図 4）。即ち、更なる化学修飾によってリン
酸ジエステル加水分解酵素への安定性を確保
することが重要であると判明した。 



図 4. 酵素安定性の調査 

 
 上述の酵素安定性に関するデータを踏まえ、
リン酸ジエステル加水分解酵素に対する安定
性がより高いことが知られているチオリン酸
基 9の導入を試みた。保護イノシン 1に対し、
CMMT 3の存在下クマリン由来のホスホロア
ミダイト 15を反応させ、リン原子の硫化、脱
保護を行うことで目的化合物 18 の合成に成
功した（図 5）。本反応では、硫化剤の選択が
極めて重要であり、Beaucage reagent10では目
的化合物 18は全く得られないのに対し、より
反応性が高いEDITH11を用いると収率良く18
が得られることを見出した。 

図 5. イノシンのカルボニル基のチオリン酸化 
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