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四本の水素結合を有する新規塩基対モチーフの設計
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学位論文内容の要旨

【序言侖】
  DNA中の核酸塩基部はWatson-Cnck塩基対により厳密にその遺伝情報の保存・伝達
を行っている他、塩基問の水素結合やそれらの重なりによるスタッキング効果、形の相
補性によってDNAの熱的安定性や高次構造を維持している。近年、この塩基部に化学
修飾を施すことによって機能性人工核酸の創製をめざした報告が数多くなされ、アンチ
センス分子としての利用や遺伝暗号の拡張を目的とした人工塩基対の開発などが精力的
に行われている。著者らの研究室でも人工塩基対の開発を目的として、これまでにプリ
ン環の環拡張型ヌク・レオシド誘導体である四本の水素結合能を有した四種の三環性のイ
ミグゾピリドピリミジンヌクレオシド(Im-No、Irri_ON、Irri_NN、Im-00)の設計、合成
を行っている。これらの内、Irri_ONとJm-Noはヌクレオシドレベルで四本の水素結合に
よる塩基対(Im_ON:lm.NO)の形成が確認できたが、DNAオリゴマ‘ーに導入した場合、
DNAニ本鎖の熱的安定性は導入様式に依存することが明らかとなった。これは、三環
性同士から成る塩基対では、四本の水素結合形成やスタッキング効果による安定化効果
とともに、プリン‐プリン型塩基対に類似した塩基対を形成するためその導入によりD NA
二本鎖構造に歪みを生じさせるという負の安定化効果も合わせ持っためであろと考えた。
  そこで著者は、導入様式に依存せずDNA二本鎖構造を安定化できる第2世代塩基対
  (Im.ON:Na_NO、Im_NO:NaON)の開発を目的としてピリミジン環の環拡張型ヌクレオシ
ド誘導体であるニ種のニ環性1，8ーナフチリジンC-ヌクレオシド(Na_ON、Na-No)を設
計した。これら両化合物は三環性ヌクレオシドと四本の水素結合により塩基対を形成で
き、Watson-Crick型プリン‐ピリミジン塩基対に類似した塩基対を形成できるものと考え
た。さらにこの塩基対は芳香環の広がりによるスタッキング効果も期待できる。本研究
では、1．8‐ナフチリジンC-ヌクレオシドの合成とDNAオリゴマー中での塩基対形成能、
さらにこれら塩基対により熱的に安定化されたDNAニ本鎖のデコイ分子としての応用
について検討した。

【結果と考察】
士Z乏塑豊と生墨2ヒ壷2ピQ盒成
’目的とする化合物はC-ヌクレオシドであり、塩基部と糖部をそれぞれ合成した後、Heck
反応を利用して縮合することにした。まず、2，6‐ジアミノピリジンを出発原料としてナ
フチリジン体へと誘導した後、1当量のmSで処理し、アミノ基を保護することでNa．
Noの塩基部に対応した6一ヨード体を得た。また、ナフチリジン体を過剰量のNISで処
理し、アミノ基を保護して3，6ージョード体とした後、パラジウム触媒存在下、水素化ト
リプチルスズによる位置選択的な還元によりNa.ONの塩基部に対応する3－ヨード体を
得ることができた。
  6―ヨード体とグリカール体とをHeck反応により縮合させ、得られたシリルエノール
体の3’位シリル基の除去、。カルボニル基の立体選択的な還元、塩基部の脱保護を経て
目的とするNa-Noを得ることができた。また、3－ヨード体を用い同様に反応を行うこと
で、Na.ONを合成した。得られた両化合物はDNAオリゴマーに導入するため、塩基部
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の ア ミ ノ 基 の 保 護 、 糖 部 5’ 位 水 酸 基 の DMTr化 を 経 て 、 そ れ ぞ れ の ア ミ ダ イ ト ユ ニ ツ
    f  ’
ト ヘ と 誘 導 し た 。

笛2世岱塩基竝を盒むDNA三杢鎖Q愁的安定性
  まず第2世代塩基対の塩基対形成能を評価するため、1，8・ナフチリジンC．ヌクレオシ
ド(Na-No、Na.Or")を三環性ヌクレオシド(Im-No、Im・ Or")の相補的な位置に導入し
そのDNA二本鎖の50%融解温度（L値）を求めた。その結果、三環性同士から成る塩
基対(Im.Or':lm.No)の場合とは異なり、第2世代塩基対(Im.Or":Na_No、Im.No:NaOr")
を一塩基対導入した場合、DNAニ木鎖は天然型のものよりも熱的に安定化された。さ
らに連続または不連続で三塩基対導入した場合でもこれら塩基対は極めて高い安定化効
果を示し、第2世代塩基対はその導入様式に関わらずDNA二本鎖を熟的に安定化する
ことが明らかとなった。

！エ昼ニ士Z乏塑豊とC-墨2ヒ耋2ピQ墨之型主14f効果
  今回合成したNa-No、Na_ONは天然型のピリミジン塩基と比較して芳香環が拡張して
いることから、核酸塩基のスタッキング効果によるDNAニ本鎖の安定化も期待される。
、そこで、ダングリングエンドに両塩基を導入した自己相補的なオリゴヌクレオチドのL｜
値を測定し、スタッキング能を評価した。その結果、両ナフチリジン塩基は天然型のプ
リン、ピリミジン塩基よりも高いL、値を示し、芳香環の拡張による高いスタッキング
能を有していることが明らかとなった。以上の結果から、今回考案した第2世代塩基対
は、その導入様式によらず四本の水素結合と強いスタッキング効果によりDNA二本鎖
構造を著しく熱的に安定化することが明らかとなった。

！．8〓士Z乏リ翌ZQ墨之ヒ耋2ピと玉然型塩基とQ塩基尅形成能
  ナフチリジン塩基は天然型塩基とも塩基対を形成することが可能であるため、その塩
基対形成能をナフチリジン塩基の相補的な位置に天然型塩基を導入したDNA二本鎖を
用いてn値により評価した。その結果、A、G、C、Tを相補塩基としたいずれの場合
もそのL、値は天然型塩基対よりも低く、ナフチリジン塩基は相補的な三環性塩基との
み 熱 的 に 極 め て 安 定 な 塩 基 対 を 形 成 す る こ と tが 明 ら か と な っ た 。

鍍2世岱塩基竝Q乏三五盆壬仝Q応用
  第2世代塩基対はDNAニ本鎖構造を熟的に安定化することから、これら塩基対をデ
コイ分子に導入することにより、熱的に安定なデコイ分子を創製できるものと考えた。
現在、このデコイ分子を利用した遺伝子治療が注目されているが、短鎖DNA二本鎖を
用 い る こ と か ら 、 そ の 熱 的 安 定 性 を 高 め る こ と が 求 め ら れ て い る 。
  本研究ではNF-KBタンパクを標的としたデコイ分子に第2世代塩基対を導入し、熱
的に安定なデコイ分子の創製をめざした。そこで、配列の中央にNF-KB結合配列を有
し、その而末端に第2世代塩基対(Im.ON:Na.NO)を一塩基対ずつ導入したデコイ分子
(2-KB)、ニ塩基対ずつ導入したデコイ分子(4-KB)を合成し、その熱的安定性やNF-KB‘
タンパクとの結合親和性について検討した。また、結合配列中にIm.ON：Na.NO塩基対
を導入したデコイ分子(3-KB)を合成し、NF-KBタンパクとの結合に及ばす影響につい
ても検討した。まず合成したデコイ分子の熱的安定性をfい値により評価したところ、
第2世代塩基対の導入数の増加に伴い熱的安定性は向上し、両末端に二塩基対ずつ導入
したデコイ分子(2-KB)では、DNAニ本鎖は天然型よりも熱的に極めて安定になるこ
とがわかった。次にデコイ分子のNF・KBタンパクとの結合親和性を、評価したところ、
合成した修飾デコイ分子(2-KB、4-KB）は天然型と同程度かそれ以上の結合親和性を示
し、第2世代塩基対を両末端に導入したDNA二本鎖は、有用なデコイ分子に成り得る
ことが示唆された。一方、結合配列中に第2世代塩基対を導入したデコイ分子(3-KB)
は全 く 競合 阻 害 せず 、 NF-KBタ ンパ ク に 認識 さ れな い こ とが わ かっ た。

【結語】
1）四本の水素結合能を有した新規1，8・ナフチリジンDヌクレオシドを設計、合成した。
2）ナフチリジン塩基は相補的な三環性塩基とのみ特異的に塩基対を形成し、その塩基
    対は導入様式によらずDNA二本鎖を熟的に安定化した。
3）第二世代塩基対を導入した修飾デコイ分子は、熱的に安定化され、かつ転写因子と
    高い結合親和性を示した。
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学 位 論 文 題 名

四本の水素結合を有する新規塩基対モチーフの設計

―1，8―ナフチリジンC―ヌクレオシドの合成と

イミダゾピリドピリミジンとの塩基対形成一

  DNA中の核酸塩基部はWatson-Crick塩基対により厳密にその遺伝情報の保存・伝
達を行っている他、塩基間の水素結合やそれらの重なりによるスタッキング効果、
形の相補性によってDNAの熱的安定性や高次構造を維持している。近年、この塩
基部に化学修飾を施すことによって機能性人工核酸の創製をめざした研究が数多く
報告され、人工塩基対の開発などが精力的に行われている。我々の研究室でも人工
塩基対の開発を目的として、これまでにプリン環の環拡張型ヌクレオシド誘導体で
ある四本の水素結合能を有した四種の三環性のイミダゾピリドピリミジンヌクレオ
シド(Im-No、hi_ON、Irri_NN、Im-00)の設計、合成を行ってきた。これらの中で、
相補的なIrri_ONとIm-Noはヌクレオシドレベルで四本の水素結合による塩基対
(Im_ON:lm.NO)の形成が確認できたが、DNAオリゴマーに導入した場合、DNA
二本鎖の熱的安定性は導入様式に依存することが明らかとなった。これは、三環性
塩基対をDNA二本鎖に導入した場合、形成される塩基対はプリン．プリン型塩基対
に類似するため、四本の水素結合やスタッキング効果による安定化効果と同時に形
の相補性が崩れるという負の安定化効果も働いたためであると考えられた。
  疋島貞雄は以上の研究結果を踏まえ、導入様式に依存せずDNA二本鎖構造を熱
的に安定化できる人工塩基対の開発を目的とし、三環性塩基と相補的なピリミジン
環の環拡張型ヌクレオシド誘導体である二種の二環性1。8‐ナフチリジンcIヌクレオ
シド(NaーON、Na-No)を設計した。これら両化合物は三環性ヌクレオシドと四本の
水素結合による相補的な塩基対形成が可能であり、さらにプリン＿ピリミジン塩基対
に類似した塩基対を形成できるものと考えた。

1）1，8－ナフチリジンcIヌクレオシドの合成

  チミジンより容易に誘導できるグリカール体を共通の糖部ユニットとした。また

塩基部ユニットとしてNa-Noたっいては6‐ヨード1，8＿ナフチルジン体を、Na‐（ザに

ついては3―ヨード1，8‐ナフチリジン体を、2－アミノ‐7‐ヒドロキシ‐1．8‐ナフチリジン

を共通の原料として合成した。続いてそれぞれのモノヨード体とグリカール体とを
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  Heck反応により縮合させた後、種々変換することでNa-No、Na.ONを合成した。
  2） 1,8-ナフチリジンc一ヌクレオシドのDNAオリゴマー中での塩基対形成能
    i）まず、三環性塩基とナフチリジン塩基とから成る塩基対（第2世代塩基対）の
  塩基対形成能を評価するため、これらを導入したDNA二本鎖の500h融解温度（L
  値）を求めた。
  その結果、三環性塩基対(lmーON:lm.NO)の場合とは異なり、第2世代塩基対(Im-
    ON:Na.NO、Im_NO:NaON)を一塩基対導入した場合でもDNA二本鎖は天然型のもの
    よりも熱的に安定化された。さらに連続または不連続で三塩基対導入した場合には
    いずれの場合も相加的な安定化効果がみられ、第2世代塩基対はその導入様式に関
    わ ら ず DNA二 本 鎖 を 熱 的 に 安 定 化 す る こ と を 明 ら か に し た 。
    II）次に、スタッキング能を評価するためダングリングェンドにナフチリジン塩基
    を導入した自己相補的なオリゴヌクレオチドのL値を測定した。その結果、両塩基
  ．は天然型のプリン、ピリミジン塩基よりも高いL値を示し、芳香環の拡張による高
    いスタッキング能を有していることを明らかにした。
    iii）ナフチリジン塩基は天然型塩基とも安定な塩基対を形成することが予想された
・  ため、その塩基対形成能をナフチリジン塩基の相補的な位置に天然型塩基を導入し
    たDNA二本鎖を用いてL値により評価した。その結果、A、G、C、Tを相補塩基
    としたいずれの場合もそのL値は天然型塩基対よりも低く、ナフチリジン塩基は相
    補的な三環性塩基とのみ熱的に極めて安定な塩基対を形成することが明らかにし
    た。
    以上の結果から第2世代塩基対は、1）四本の水素結合、2）強いスタッキング
    効果、3）形の相補正の3つの因子によりDNA二本鎖構造を著しく熱的に安定化
    することを明らかにした。

3）第2世代塩基対のデコイ分子への応用
  熱的に安定なNF-kBデコイ分子の創製を目的として、配列の中央にNF-kB結合
配列を有し、その両末端に第2世代塩基対(Im_ON:Na_NO)を導入した新規デコイ
分子を合成し、その熱的安定性やNF-K夕ンパクとの結合親和性について調べた。
その結果、合成したデコイ分子の熱的安定性は第2世代塩基対の導入数の増加に従
い向上し、またNF‐KB夕ンパクとの結合親和性は天然型と同程度かそれ以上の結合
親和性を示した。この結果により第2世代塩基対を両末端に導入したDNA二本鎖
は、有用なデコイ分子に成り得ることを示唆した。

以上の研究成果は、DNA二本鎖の熱的安定性に関わる因子の重要性を明らかにした
ものであり、人工塩基対の創製研究に大いに寄与するものである。また設計した新
規塩基対を利用した修飾デコイ分子の創製を行ったことも大いに評価でき、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。
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