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学 位 論 文 題 名

P3 purinoceptor-like protein  (P3LP)に対する

構造活性相関とりガンドの固相パラレル合成法の開発

学位論文内容の要旨

    アデノシンはRNAの構成成分として遺伝情報の発現 に関与しているだけでなく、

  アデノシン三リン酸(ATP)、ニコチンアミドアデニン ジヌクレオチド(NAD十冫、ふ

  アデ ノシ ルメ チオ ニン 、補 酵素 Aの形 でエ ネルギ一代謝やメチル基転移など に関

  与し、生命活動の維持に 必要不可欠な分子である。さらにこのアデノシンならびに

  その りン 酸誘 導体． (ATP、ADP)は細胞表面に存在するレセプター(purinoceptor)

  を介して様々な生理機能を制御する生理活性物質の役割を担っていることが広く知´

  られている。現在、pLIrinoceptorは基質特異性により2つのサブクラス、すなわち

  アデノシンを始めとする アデニンヌクレオシドを選択的に受容するPt purinoceptor

    (adenosine receptor)とそれらのりン酸誘導体を受容するP2 purinoceptorに大別され

  てい る。 これ らのレ セプターに対するアゴニスト、アンタゴニストは古くは 約70

  年前のアデノシンによる 心血管拡張作用の報告に始まり、最近ではA2Aレセプター

  に対するアンタゴニスト がパーキンソン症状を軽減する活性を有することが見出さ

  れるなど、多くの治療薬開発への応用か期待されている。一方、P3 purnoceptorはPI

  pudnoceptorおよびP2pLIri110ceptor両者の性質を合わせ持つ特異なレセプターであり、

  生理学的、薬理学的、お よび発生学的に極めて魅力的な研究夕ーゲットであるにも

  関わらず、その存在は生 化学的実験結果に基づぃて提唱されているのみであり、生

  理作用や臓器分布などを 始めとするほとんどの情報が得られていない。しかし、ご

  く最近Nakataらはラット の脳膜からMemylcarboxamidoadenosine（NECA）に高い親

  和性を有するタンパク質、P3pLIdnocepto卜likeprotein（BLP）を単離した。このP3LP

  はPl` P2punnoceptorのいずれとも異なる性質を示し 、P3pLtdnocepcorのサブタイ

  プで ある と考 えられ ている。これまでに当研究室ではP3LPに対する選択的リ ガン

  ドである9‐（6，7‐dideoxy．B‐ひnめ‐hept－5‐ynoんranosyl）ademne（HAK270t）を開発して

  いる。本研究ではより〓 称田なPユLPに関する情報を得ることを目的として種々のア

｀デノシン誘導体を合成し 、それらのP、LP結合活性を 指標にした構造活性相関を検

  討した。また、より簡便 に多種類のりガンドを合成することを目的としてアデノシ

  ン誘導鱶の固相パラレル合成法についても検討した。

    まず、NECAをりード化 合物としてアミド窒素上の置換基を変換した種々の5’‐M

  修飾 カル ボキ サミド アデノシンを合成し、P3LP親和性に及ぼす影響を調べた 。そ

  の結果、これらの誘導体 では5’りnアルキル置換基のある程度の炭素数増加はP3LP

  に対する親和性を増加さ せ、炭素数5程度の置換基を 有する化合物、すなわちアル
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キ ル 直 鎖 を 有 す る 化 合 物 群 で は N-n-pentylcarboxamidoadenosine（ NPCA； 爾 ＝ 12nM）

が ， 環 ニ I犬 ア ル キ ル 置 換 基 を 有 す る 化 合 物 詳 で は Mcyclohexylcarboxa血 doadenosine

（ CHCA； 崩 ＝ 18nM） が 最 も 高 い 親 和 性 を 示 す こ と を 見 い 出 し た 。 ま た 、 親 水 l生 の 置

換基 であ るアミノ 基を導入した誘導体 1‐（6‐a而nopum‐9‐yI） ‐1→deoxyーM（2ーaminoethyl）‐

B． D‐ nboruranLIlIonamideで は 親 和 性 の 低 下 （ 崩 ＝ 167nM） が 観 察 さ れ た 。 こ の 結 果 よ り

P3LPに ア デ ノ シ ン ・ 5’ 位 近 傍 の 置 換 基 を 認 識 す る 疎 水 的 な 基 質 認 識 ポ ケ ッ ト が 存 在

す る こ と を 明 ら か に し た 。 そ こ で フ ェ ニ ル 基 等 の 疎 水 l生 の 高 い 置 換 基 を 導 入 す る こ

と で よ り 高 い 親 和 性 が 得 ら れ る の で は な い か と 考 え 、 種 々 の 芳 香 族 置 換 誘 導 体 を 合   、

成 し 、 そ れ ら の 構 造 活 性 相 関 に つ い て さ ら に 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 著 者 の 予 想 通 り

5’ ・ 位 窒 素 原 子 上 に 芳 香 環 を 有 す る 置 換 基 を 導 入 し た 化 合 物 で は こ れ ま で の い ず れ の

化合物よりも高い親和性が得られた。また芳香環上の置換基もBLPに対する親和

性 に 影 響 を 及 ほ す こ と が 明 ら か と な り 、 極 め て 高 い 親 和 性 （ 触 ： 0． 056nM） を 示 す

1．（6‐aminopunn‐9‐yl）‐1．deoxy‐AI（4‐′2‐propylphenyl）－BーD－nbofuranuronamideアPPCA）を合

成することができた。

さ ら に こ の PPPCAは NECAや 他 の り ガ ン ド が P｜ pL工 moceptorサ ブ タ イ プ （ At丶 An、

A、 ） に 対 し て も 親 和 性 を 有 す る の に 対 し て P3LPの み に 極 め て 高 い 親 和 性 を 示 す 優

れたりガンドであることが明らかになった。

  ま た 、 リ ガ ン ド の 町 們 ／ “ n轟 配 向 と P． 1LP結 合 親 和 性 と の 相 関 関 係 を X線 結 晶 構 造

解 析 、 NOE実 験 で 調 べ た 結 果 、 P、 LPに 対 し て 高 い 親 和 性 を 示 し た 化 合 物 は 結 晶 中 、

ま た 溶 液 状 態 の い ず れ に お い て も 5’ ‐ 位 の 比 較 的 酸 性 度 の 高 い プ ロ ト ン と ァ デ ニ ン

環 N3位 で 分 子 内 水 素 結 合 を 形 成 す る こ と で ア デ ニ ン 環 の 配 向 を め 帆 コ ン ホ メ ー シ

ヨ ン に 優 先 さ せ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ の こ と か ら 、 P3LPの 基 質 認 識 部

位 は 基 質 ア デ ニ ン 塩 基 の n鮒 、 づ ′ 1配 向 を 厳 密 に 認 識 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。

以 上 得 ら れ た 構 造 活 性 相 関 の 情 報 を も と に Pユ LPの り ガ ン ド 結 合 サ イ ト に お け る 推

定モデルを構築した。

´ さ ら に 、 Pユ LPの り ガ ン ド 認 識 に 関 す る 詳 細 な 情 報 を 得 る た め に は さ ら な る 構 造

活 性 相 関 を 検 討 す る 必 要 が あ る と 考 え た 。 そ こ で 著 者 は 固 相 樹 H旨 の 利 用 に 着 目 し 、

修 飾 ア デ ノ シ ン 誘 導 体 の 固 相 パ ラ レ ル 合 成 法 の 開 発 を 検 討 し た 。 そ の 結 果 、 1． f6→

anlinopLIIn‐ 9→yl） －I‐ deoxy‐B‐D‐dbofL｜ranuronicNーphenylhydraZideア ミン存在下酢酸銅

（ n） で 処 理 す る こ と に よ り 効 率 よ く 5’ ‐ M修 飾 カ ル ボ キ ザ ミ ド ア デ ノ シ ン を 合 成

す る 方 法 を 開 発 で き た 。 そ し て こ の 反 応 を 固 相 合 成 に 適 用 し た 。 す な わ ち 、 1‐ f6‐

aminopLIdn－9ーyD→1‐deoxy‐B‐ D－dbofLlramuronic″・phenyIhydraにideを2‐，3’‐位水酸基を介

し て 固 相 上 に 担 持 し 、 続 い て 各 種 ア ミ ン 存 在 下 酢 酸 銅 （ n） で 処 理 し た 。 こ の 際 、

フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 部 位 は べ ン ゼ ン と 気 体 窒 素 と し て 脱 離 す る 。 最 後 に 酸 処 理 す る

こ と で 固 相 担 体 か ら の 切 り 出 し を 行 い 、 出 発 原 料 ア デ ノ シ ン か ら シ リ カ ゲ ル カ ラ ム

を 用 い た 精 製 を 行 う こ と な く 目 的 と す る 5’ ー 〃 ー 修 飾 カ ル ボ キ サ ミ ド ア デ ノ シ ン を

岨 ） LC純 度 80％ 以 上 で 得 る こ と が で き た 。 こ の 反 応 を 用 い る こ と で 6， 5’ ― 位 ニ 置 換 ア

デ ノ シ ン 誘 導 体 も 同 様 に 高 純 度 で 合 成 す る こ と が で き た 。 以 上 の よ う に し て 著 者 は

多 種 類 の 誘 導 体 を 簡 便 に 高 純 度 で 得 る こ と が で き る 固 相 パ ラ レ ル 合 成 法 の 開 発 に 成

功した。
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学 位 論 文 題 名

P3 purinoceptor-like protein  (P3LP)に対する

構造活性相関とりガンドの固相パラレル合成法の開発

  アデノシ ンならびに そのりン酸 誘導体(ATP、ADP)は細胞表面に存在す

るレセプター(purnoceptor冫を介して様々な生理機能を制御する生理活性物

質の役割を担っていることが広く知られている。これまでpurlnoceptorはPl

purinOCeptor（adenOSinereCeptor）とP2purinOCeptorのニつのサブクラスに大別

されていた。しかしごく最近、PエpurinoceptorおよびP2purinoceptor‘両者の性

質を合わせ持つ特異なレセプター、P3purinoceptorの存在が提唱されはじめ

た。しかしこのレセプターについては生理作用や臓器分布などを始めとし

て、詳細な情報がほとんど得られていないのが現状である。海野貴志は、こ

のP3purinoceptorのサプタイプであると考えられているP3purinoceptorIlike

protein（P3LP）をターゲットとし、以下に述べるように、選択的リガンドの設

計 な ら び に 構 造 活 性 相 関 を 検 討 す る こ とを 目 的に 研 究を 展 開し た 。

  1）5’-N-修飾カルボキサミドアデノシンの合成と構造活性相関（脂肪族アル

  キル置換基が親和性に及ぼす影響）

    八′－ethylcarboxamidoadenosine (NECA)をりード化合物としてアミド窒素上の

  置換基を変換した種々の5’-Mアルキルカルボキサミドアデノシンを合成し、

  PユLP親和性に及ぼす影響を調べた。その結果、これらの誘導体では5’りnア

、、ルキル置換基のある程度の炭素数増加はPユLPに対する親和性を増加させ、

  炭素数5程度の置換基を有する化合物、すなわちアルキル直鎖を有する化合

  物群では〃―凡‐pentylcarboxarnidoadenosine（NPCA；爾〓12nM）が，環状アルキル

  置換基を有する化合物群では〃―cyclohexylcarboxarnidoadenosine（CHCA；鰯＝

  18nM）が最も高い親和性を示すことを見い出した。この結果よりP3LPにア

  デノシン―5’位近傍の置換基を認識する疎水的な基質認識ポケットが存在する

  ことを明らかにした。
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2）5’-N-修飾カルボキサミドアデノシンの合成と構造活性相関（芳香族アル

キル置換基が親和性に及ぼす影響）

  上記の知見を基に、さらに種々の芳香族置換誘導体を合成した。その結果、

極めて高い親和性(Ki：0.056 nM)を示すl-(6-aminopurin-9―vD-l-deoxv-N-(4-

n-propylphenyl)-B-D-ribofuranuronamide (PPPCA)を得ることに成功した。

  さらにこのPPPCAはNECAや他のりガンドがPi purinoceptorサブタイプ

(A,丶A2A丶A3)に対しても親和性を有するのに対してP3LPのみに極めて高

い 親 和 性 を 示 す 選 択 的 リ ガ ン ド で あ る こ と が明 ら か に な っ た 。

3）P3LPリガンド結合サイトの推定モデルの構築

  リガンドのsynlanti配向とP3LP結合親和性との相関関係をX線結晶構造解

析ならびにNOE実験により解析し、P3LPの基質認識部位はsyn配向を優先
する基質と強く結合することを明らかにした。さらに構造活性相関の情報を

も とにP3LPのりガンド結合サイトにおける推定モデルを構築した。

4）二置換アデノシンの固相パラレル合成法の開発

  P3LPのりガンド認識のさらなる構造活性相関を目的とし、修飾アデノシン

誘導体の固相パラレル合成法の開発を検討した。その結果、l-(6-aminopurin-

9-yl)-l-deoxy-B-D-ribofuranuronic″-phenylhydrazideアミン存在下酢酸銅（n）

で処理することにより効率よく5’-N修飾カルボキサミドアデノシンを合成す

る方法を開発し、多種類の誘導体を簡便に高純度で得ることができる固相パ

ラレル合成法の開発に成功した。

  以上の研究成果は、これまで未知であったpurnoceptorの第三のサブクラ
ス´Pユpurinoceptorの性質を明らかにしたものであり、固相合成法の開発とと
もに今後の医薬化学的研究に大いに寄与するものである。従って薬学博士の

学位を授与するに十分値するものと判断した。


