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研究成果の概要：３—ニトロベンゾアントロンの究極活性体である O-アセチルー３—ヒドロキ
シアミノベンゾアントロンと核酸の一つであるデオキシアデノシンー５—リン酸との解析を行
った。核酸付加体に相当する，HPLC ピークの分取を繰り返し，NMR による解析を行った。
その結果デオキシアデノシンのアミノ基にアントロン骨格の２位が結合した通常の DNA 付加
体の他に，リン酸部位にベンゾアントロンが結合したリン酸付加体の生成が明らかとなった。

構造はリン酸部位の酸素とアントロンの２位が結合したものであり，同様の付加体はチミンや

シチジンの５‘—リン酸体との反応でも得られる事がわかった。いずれも収率は約０.2％であ
った。得られるリン酸付加体は酵素的な安定性についても検討した。フォスフォジエステラー

ゼや，アルカリフォスプァテースなどのいずれの酵素にも耐性があり，リン酸とベンゾアント

ロン部位または核酸部位の結合の酵素的加水分解はほとんど進行しなかった。そのためこの付

加体は，細胞内で生成すると，酵素的には不活性であり，耐性があるものと推定された。今後，

DNAとの反応で，リン酸付加体の生成の確認や細胞内での存在を詳細に検討する必要がある 
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１．研究開始当初の背景 
環境中には様々な発がん性物質が存在する
が，その中で 3-nitrobenzanthrone（図１）
は大気中に存在する発がん性物質として，わ
が国で初めて見いだされた化合物である。こ
れまでにこの化合物はDNAに付加体を生成す

ることにより，発がんへと惹起される事が明
らかとなっている。実際に，ラットに経気導
入したばあい，3-NBA 由来の DNA 付加体が数
種類発見されている。3-NBA 由来の DNA 付加
体はこれまでに試験管内の反応で４種類同
定されている（図２）。 



   

とその究極活性体の化学構造 

般にニトロ基を有する化合物は生体内に

aminob ABA)
3-

aminob A)
A

amino A)
ABA

付加 

2- （ 2’- sin-N6-yl ）
minobnznnthrone(dA-N6-ABA)の４種類 

図２
 

．研究の目的 
体内で未同定の付加体の構造を明らかと

内での反応を行い，構造決

基

加体

の方法 
-NBA 由来の究極活性体を合成し，それと

e 5’-phosphateと反応させ，

基質の合成を行った。推定構造は

図１ 3-NBA
 
一
入ると代謝活性化されDNA付加体を生成する。
このときニトロ基はヒドロキシアミンに一
旦還元された後，アセチル転移酵素により，
O-アセチル化され，O-アセチルヒドロキシア
ミン誘導体（究極活性体とよぶ）が生成する
（図１）。アセチル化されたヒドロキシアミ
ンのN-O結合は非常に切れやすく，自発的に
開列しナイトレニウムイオンを生成する，こ
のイオンは活性が高く，求電子的に反応をひ
きおこす。そのためDNAも攻撃対象となり，
DNAに対する付加反応を引き起こす。これま
でに，3-NBA由来のDNA付加体で構造の明らか
になったものはdeoxyguanosineの８位に
3-aminobennzanthrone (3-ABA:3-NBAのニト
ロ基が還元している)のアミノ基を介して結
合 し て い る も の N-
（ 2’-deoxyguanosin-8-yl ）
-3- nznnthrone  (dG-C8- ，
deoxyguanosinの８位に ABAの２位の炭素
を 介 し て 結 合 し て い る も の 2-
（ 2’-deoxyguanosin-8-yl ）
-3- nznnthrone (dG-C8-C2-AB ，
deoxyguanosineの環外のアミノ基に 3-AB の
2 位の炭素を介して結合しているもの 2-
（ 2’-deoxyguanosin-N2-yl ）
-3- bnznnthrone (dG-N2-AB ，
deoxyadenosineの環外のアミノ基に 3- の
2 位の炭素を介して結合しているもの 
図２ これまで明らかになっているDNA

体の構造 
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である（ ）。このうち生体内で見いださ
れ る 付 加 体 は dG-C8-ABA, dG-N2-ABA,
dA-N6-ABA であり，生体内で見いだされる４
種類の付加体のうち１種類がいまだに未同
定である。 
 
 
 
２
生
するには，試験管
定をし，その化合物が生体内にあるかを明ら
かにする事が，必須の手段である，これまで
に，試験管内の反応では，一般的に核酸成分
と し て ， 2’-deoxyguanosine や
2’-deoxyadenosine を用いて反応が行われて
きた。一方，これらの核酸成分をリン酸 も
つけた状態，すなわち 2’-deoxyguanosine 
5’-phosphate や 2’-deoxyadenosine 
5’-phosphate を用いて試験管内の反応を行
うと，リン酸部位に付 を形成したと考え
られるHPLCピークが観察される。このリン
酸付加体はこれまで報告例がほとんどなく，
その生体に対する影響は未知である。そのた
め，このリン酸付加体の構造を明らかにし，
その生体影響を調べる事が，本研究の目的で
ある。 
 
３．研究
3
2’-deoxyadenosin
リン酸付加体に由来する HPLC を分趣し，
NMR測定を用いて構造決定をする。一方で，
このリン酸付加体の別途合成法を開発し，オ
リゴ DNA 合成へ展開する方法の構築を行っ
た。3-NBAの究極活性体は，まず，原料であ
る３－NBA を０℃で Pd/C の存在下，ヒドラ
ジンを処理する事により，ヒドロキシアミノ
体を得る事が出来た。ヒドロキシアミノ体の
選択的な O-アセチル化はさらにピルボニト
リルと TBD-methyl-polystyreneを用いる事
により，THF溶媒を用いる事により生成でき
た。得られた究極活性体は非常に不安定なた
め，すぐに基質である 2’—deoxyadenosine 
5’-phosphateと反応させた。このとき，炭酸
ナトリウム水溶液で pHを６～７となるよう
に調整した。反応は，数分のうちに完結した。
脂溶性の成分をクロロホルムで除去後，水溶
液の画分を HPLCに供与した。反応の指標と
なる dA-N6-ABA 5’-phosphate と未知の HPLC
ピークを確認した。その未知ピークを NMR 測
定に必要な量となるまで反応，分取を繰り返
した。 
推定されるリン酸付加体を合成するために
必要な，



3-ABA の２位にリン酸基が結合したものであ
る た め ， 別 途 合 成 に は
2-hydroxy-3-nitrobenzanthrone(2-OH-3-NB
A)が必要となる。2-OH-3-ABA はこれまでに合
成方法が示されていない。そこで，
2-bromo-3-nitrobenzanthrone から合成す
る 方 法 を 開 発 し た 。
2-bromo-3-nitrobenzanthroneはDMSO溶媒中
水酸化カリウム水溶液を処理する事により，
得る事が出来る事がわかったが，収率は２０
～３０％と低い。そこで，Pd(0)を共存させ
る事により，９０％近くまで収率が向上する
事がわかった。得られた 2-OH-3-NBA は，次
のリン酸化の反応に用いた。 
HPLC 分取で得られたリン酸付加体はその生
体影響をしる手がかりとして，種々の加水分

性体，
-acetyl-3-hydroxyaminobenzanthrone を常

それと，

液を用い

酸体が存

解酵素により，その抵抗性を調べた。 
 
４．研究成果 
 
3-NBA の究極活
O
法にしたがい合成し，
2’-deoxyadenosine 5’-phosphateと反応させ
た。反応溶液は THF:水 = 1 :1の溶
た。リン酸付加体は溶液の pH6~8が至適で
あり，これ以上酸性にすると生成しない。 
反応後，クロロホルムで脂溶性成分を取り除
き，水分画を HPLC により精製した。このと
き，水溶性画分には，リン酸付加体の他，反
応しなかった 2’-deoxyadenosine 
5’-phosphateおよび，その N6位に 3-ABA
が付加した dA-N6-ABAの 5’-リン
在した（図３）。 
 

 
図 ３  3-NBA の 究 極 活 性 体 と

2’-deoxyadenosin-5’-phosphate の反応生

付加体の収率はおおむね０．５％程度
あった。HPLCによる精製を繰り返し，

）。同様の，リン酸付

 
この反応精製物の別途 成方法を構築する
めに，種々の方法を試した。一般にリン酸

，
oramiditeとイミ

ォスフ

，この反応も進行しなか

れらの加水分解反応について
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成物の LC-MS クロマトグラム、ピーク A
は構造未知のリン酸付加体、Bは図 1中の
dA-N6-ABAの 5’リン酸体(いずれもm/z = 
575) 
 
ン酸リ

で
NMRを用いて構造解析を行った。その結果，
リン酸位に 3-ABAの２位の炭素が結合した
2-(2’-deoxyadenosine 
5’-phosphatyl)-3-aminobenzanthroneであ
る事がわかった（図４
加体は thymidine 5’-phosphateを用いても

同様の収率である事が出来た。そのためリン
酸付加体はの生成には基質特異性はないと
考えられる。 

図４ リン酸付加体の化学構造 
 

合
た
と水酸基の反応はDCCを用いるカップリン
グ反応が簡便である。そのため，3-ABAの２
位にリン酸を結合させ，更に，それを核酸の
リボース部位の水酸基と反応させる事を試
みた。3-ABAのリン酸化は
2-hydoroxy-3-nitrobenzanthroneを合成し
そこにbis-t- buthyl-phosph
ダゾールを用いて行った。アミダイトは過酸
化水素を用いて酸化して，さらに得られた
3-nitrobenznathrone 2-phosphateをDCCを
用いてトリチル保護した核酸と反応させた
が反応は進行しなかった。同様の反応はナフ
チルリン酸や，ニトロフェニルリン酸を用い
た場合，スムーズに進行したため，この反応
の基質として 3-nitrobenznathrone 
2-phosphateは適していない事が推察される，
また別のリン酸方法として，核酸のフ
ォルアミダイトを
2-hydroxy-3-nitrobenzanthroneと反応させ
る事が考えられるが
った。またPCl3やPOCl3を用いたカップリン
グ反応も同様に試みたが，いずれも成功しな
かった。今後は更に別の反応経路を模索する
必要がある。 
単離して得られたリン酸付加体の特徴を調
べるために，こ
検討した。Phosphodiesterase やアルカリフ
ォスプァターゼ，各種ヌクレアーゼを用いて
加水分解反応を試みたが，いずれも抵抗性を
しめし，リン酸部位からの切り出しは出来な
かった。そのため，生体内で生成した場合こ
れらの付加体は，NERに関連した除去修復
により取り除かれる事がなければ，容易には
除去されない事がわかった。今後詳しい検討
が必要である。 
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