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新規細胞内Ca2+動員物質サイクリックADP

―リボースの安定等価体および拮抗体の創製

学位論文内容の要旨

  1．はじめに

  細胞内情報伝達系は，生体の恒常性維持において中心的な役割を担う．従って，その研究は

細胞機能を解明するだけでなく，様々な疾患の理解，さらにはその治療法開発にっながる可能

性を秘める．最近，細胞内のCa2゙ 動員を担う新しいセカンドメッセンジャーとしてサイクリッ

クADP-リポース(cADPR，1）が発見され，その構造が決定された．cADPRはイノシトールト

リスリン酸(IP3)と同等もしくはそれ以上の強いCa2゙ 放出活性を示すが，一方で1はN-I‐グル

コシル結合部分で酵素的に速やかに代謝されるぱかりか，中性水溶液中でさえ容易に同じ位置

で加水分解を受ける程不安定なために，その機能は十分解明されていない．著者はcADPRの

安定等価体の創製を目的として設計したりポース環の酸素原子をメチレンに置換した，即ち不

安定なN-l―グルコシド結合を持たない化合物，サイクリックADP-カーボサイクリックリポー

ス(cADPcR，2）及び塩基部分としてヒポキサンチン環を有する同属体cIDPcR (3)の合成に着

手した．また，現在までに様々なcADPR誘導体がアメフラシ由来のADPリボシルシクラーゼ

を用いてNAD゙ 誘導体から合成されており，それらの構造一活性相関研究から，塩基部8位に

置換基をもつ誘導体は，概ねcADPRに対する拮抗活性を持つことが知られている．そこで安

定な拮抗体となることを期待して8-C1―(4)，8-PhS- (5)，8―N3- (6)，8-NH2-cADPcR (7)を目的化

合物として設定し，合成することにした．

  2． cIDPcR (3)の改良合成法の開発

  2-1.合成計画

  前述のように酵素合成法は有用であるが，酵素の基質特異性により，合成可能な誘導体には

限りがある，一方，既に1及びその誘導体の化学合成が試みられているが，この場合に鍵とな

る二個のりン酸基縮合による分子内ピ口リン酸結合の形成が困難であるために，未だcADPR

誘導体の化学合成は達成されていなかった．最近，著者の研究室では，cADPcR関連化合物と

しては初めてイノシン体3の化学合成を達成した．また3の合成研究の際に，塩基部8位に臭

素原子を導入してN-9-グリコシル結合回りの配座を閉環に有利な町．n型に制御した場合にのみ，

望みの2個のりン酸基間の分子内縮合反応が進行することを見いだした，しかしながら，この

合成法では鍵となる分子内ピ口リン酸結合形成反応の収率が23%と低いなどの理由で，生物活

性を検討するのに十分量の3が得られなかった．
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  著 者 は ， 3の 合 成 ル ー ト を 再 検 討 し 改 善 を 図 っ た ， 鍵 と な る 2個 の り ン 酸 基 間 の 分 子 内 縮 合

は ， フ 工 二 ル チ オ リ ン 酸 を ヨ ウ 素 ま た は 銀 イ オ ン で 活 性 化 す る 方 法 が 有 効 で あ る と 考 え た ． ま

たN-1-カーポサイクリッ クイノシン構造の 構築は，（1R，2S，3R，4R)―（2，3―isopropilidenedioxy-4-

hydroxymethyl)cyclopentylamine (8)とN-I-(2，4-dinitrophenyl)-5’-O-

(monomethoxytrityl)-2’ ， 3’ ． 〇 -isopropylideneinosine (9)を 用 い て 達 成 で き ると 考 えた ．

  2-2.   cIDPcR (3)の効率的合成

  イ ノ シ ン 体 9の 塩 基 部 2位 に 対 ず る ア ミ ン 体 8の 求 核 反 応 に よ り ， 5-[[(IR， 2S， 3R，4R)-2， 3―

(isopropyridenedioxy)-4-(hydroxymethyl)cyclopentyl]aminomethyleneamino]-l‐ ［ 5． 〇 ‐

(monomethoxytrityl)-2， 3 -O-(isopropylidene)-pD－ri bofu ranosyl]i midazole-4- (N-2， 4‐

dinitrophenyl)carboxamide (10)へ と 誘 導 し た ． 次 に ， 塩 基 部 開環 体IOを 適切 に再 閉 環し て8． プ

口 モ ． 及 び 8． 無置 換-NI-（カ ーボ サ イク リッ ク リポ シル ） イノ シン 構 造を 効率 的 に構 築す る こと が

で きた ，数行程を経 て8－ブロ モ及び8‐無置換型N-I-[(IR,2S，3R，4R)-2， 3-(isopropylidenedioxy)-4-

【[(phosphoryl)oxy]methyl]cyclopentyl]-5’‐〇-[(phenylthio)phosphoryl]-2’，3’-O-isopropylideneinosine (11，

12)を 高 収 率 で 得 た ． 化 合 物 11の 2個 の り ン 酸 基 間 で の 分 子 内 縮 合 反 応 条 件 を 種 々 検 討 し た 結

果 ， モ レ キ ュ ラ ー シ ー ブ ス 3A存 在 下 ， 溶 媒 と し て ピ リ ジ ン ， 活 性 化 剤 と し て ヨ ウ 素 を 用 い て

本 反 応 を 行 な っ た と き に 最 も 良 い 結 果 を 与 え ， 目 的 と す る 分 子 内 閉 環 反 応 が 定 量 的 に進 行 した ．

ま た ， 本 反 応 は 塩 基 部 8‐ 位 に 臭 素 原 子 の な い 基 質 12を 用 い た 場 合 で も ， 即 ち N-9-グ リ コ シ ル

結 合 回 り の 配 座 を syn型 に 制 御 し な く て も ， 81％ と い う 高 収 率 で 分 子 内 ピ 口 リ ン 酸 結 合 が 形 成

で き る こ と が 分 か っ た ． 更 に 数 行 程 を 経 て ， 目 的 化 合 物 で あ る cIDPcR (3)へ と 誘 導 す る こ と が

できた．

  3． cADPcR (2)およびcADPRの安定拮抗体(5-7)の合成

  上 述 の よ う に ， 著 者 は 極 め て 効 率 的 な 分 子 内 ピ ロ リ ン 酸 結 合 形 成 反 応 を 開 発 す る こ と に 成 功

し た ． 次 に 上 記 の 方 法 を ア デ ニ ン 型 の cADPcR (2)の 合 成 に 適 用 し た (Scheme 3).目 的 化 合 物

で あ る 2を 合 成 す る た め に は ， 効 率 的 に N-l‐ カ ー ボ サ イ ク リ ッ ク リ ポ シ ル ア デ ニ ン 構 造 を 構 築

す る 必 要 が あ る ． AICAリ ポ シ ド か ら 誘 導 し た 5-(methoxymethyleneamino)- l-[5-O-(tert-

butyldimethylsilyl)-2，3‐〇―(isopropylidene)-pD‐ribofu ranosyl]i midazole・4-nitrile (13)とアミン体8を

用 い て 構 築 条 件 を 検 討 し た 結 果 ， メ タ ノ ー ル 中 K2C03存 在 下 両 者 を 縮 合 す る こ と で ， 目 的 構 造

を 効率 良 く構 築す る こと がで き た． 数行 程 を経 て閉 環 反応 の基 質 であ るN-l-[(IR， 2S,3R， 4R)-2，3‐

(isopropylide nedioxy)-4 -(phosphonoxy methyl)cyclopentyl]-5’-O-[(phenytthio)phosphoryl]-2’，3’‐〇‐

isopropylideneadenosine (14)へ と 導き ，上 記 の縮 合反 応 条件 ，即 ち ピリ ジン 中 モレ キュ ラ ーシ ー

ブ ス 3A存 在 下 硝 酸 銀 で 処 理 す る と ， 分 子 内 閉 環 体 cADPcR diacetonide (15)が 収 率 93%で 得 ら

れ た ， 最 後 に 2個 の イ ソ プ ロ ピ ル デ ン 基 を ギ 酸 水 溶 液 で 除 去 し て 目 的 物 cADPcR (2)の 合 成 を

達成した，化合物5-7も同様の方法で合成した．

  以 上 の よ う に ， 著 者 の 開 発 し た 分 子 内 ピ 口 リ ン 酸 結 合 形 成 反 応 は ， 様 々 な cADPcR類 縁 体 の

合成に適用可能である，

  ア デ ニ ン 型 の 2は ， 天 然 の cADPRと 比 べ て 化 学 的 に も 生 物 学 的 に も 極 め て 安 定 で あ り ， 且
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っウニ卵細胞内で強カなCa2゙ 放出活性を持つことが明らかとなった．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

新規細胞内Ca2+動員物質サイクリックADP

―リボースの安定等価体および拮抗体の創製

  細胞内情報伝達系は生体の恒常性維持において中心的な役割を担う．従って，その

研究は細胞機能を解明するだけでなく，様々な疾患の理解，さらにはその治療法開発

にっながる可能性を秘める．最近，細胞内のCa2゙ 動員を担う新しいセカンドメッセン

ジャーとしてサイクリックADPーリボース(cADPR)が発見された．cADPRは強いCa2゙

放出活性を示すが，一方で酵素的に速やかに代謝されるばかりか，中性水溶液中でさ

え容易に加水分解を受ける程不安定である．福岡正哲はcADPRの安定等価体の創製

を目的として設計した不安定なN-1‐グリコシド結合を持たない化合物，サイクリック

ADP-カーボサイクリックリボース(cADPcR)及びその同属体の合成及その生物活性

に関する以下のような研究を行った．

  I． cIDPcR (3)の改良合成法の開発

  cADPR及びその誘導体の化学合成が試みられているが，鍵となる二個のりン酸基

縮合による分子内ピロリン酸結合の形成が困難である．最近，cADPcR関連化合物と

しては初めてイ丿シン体同族体cIDPcRの化学合成が達成されたが，この合成法では

鍵となる分子内ピロリン酸結合形成反応の収率が23%と低いなどの理由で，生物活性

の検討に至っていをい．

  福岡は，鍵となるりン酸基間の分子内縮合は，フェニルチオリン酸をヨウ素または

銀イオンで活性化する方法が有効であると考え，効率的なcIDPcRの合成法の開発を

検討した．先ず，イノシンを原料として基本骨格であるN-1‐カーボサイクリックイノ
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シ ン構 造の 新規 構築 法を 開発 した．さらに懸案のりン酸基間での分子内 縮合反応が，

モ レキ ュラ ーシ ーブ ス3A存在 下， 溶媒 とし てピ リジ ン， 活 性化 剤と して ヨウ 素を 用

い ると 定量 的に 進行 する こと を見 い出 し， cIDPcRを 極め て 効率 的に 合成 する こと に

成功した．

  IL  cADPcRおよびcADPRの安定拮抗体の合成

  次 に 上 記 の 方 法 を ア デ ニ ン 型 の cADPcRの 合 成 に 適 用 した ．目 的化 合物 を合 成す

るためには，効率的に N-1― カーボサイクリックリボシルアデニン構造を構築する必要

が ある ，AICAリ ボシ ドか ら誘 導し た5-(methoxymethyleneamino)-l -［ 5 - O-(tert-

butyldimethylsilyl)-2，3-0－(isopropylidene)ー3-D-ribofuranosyl]imidazole-4-nitrileと既知の

カ ーボ サイ クリ ック アミ ン体 を縮合することで，目的構造を効率良く構 築することが

で きた ．数 行程 を経 て分 子内 閉環反応の基質へと導き，上記の縮合反応 条件で処理す

る と ， 分 子 内 閉 環 体 cADPcR diacetonideが収 率930/0で 得ら れ， 脱保 護し て目 的物

cADPcRの合成を達成した・

  さら に， この 方法 を応 用し て生物活性が期待される数種の誘導体を合 成した．従つ

て ， 本 法 は 様 々 な cADPcR類 縁 体 の 合 成 に 適 用 可 能 で あ るこ とが 明ら かと なっ た．

  In.  cADPcRの生物活性

    cADPcRは 安 定 性 を 検 討 した とこ ろ， 当初 の推 論通 り ，化 学的 にも また cADPR分

解 酵素 対し ても 安定 であ るこ とが 分か った ．ま た， ウニ 卵 細胞 内で cADPcRよ りも 強

カ なCa2゙ 放出 活性 を持 っこ と が明 らか とな った ．従 って ，cADPR機 能解 明を はじ め

とする種々の生物化学実験への有効利用が期待される．

  以上の成果は，cADPR関連の医薬化学に大いに寄与するもので，薬学博士の学位

を授与するに値するものと判断した．
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