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論 文 内 容 要 旨

はじめに

プリンヌクレオシ ド誘導体は,核 酸の構成成分として重要であるのみな らず,エ ネルギー伝達物質であ

るアデノシン三 リン酸,シ グナル伝達に関わるグアノシン三リン酸やアデノシン環状 リン酸など,種 々の

機能を持つものが多い。 これ ら分子の構造 と機能の関連を理解するには,機 能発現時において,タ ンパク

質など,相 互作用する相手の分子に結合 した状態における構造(相 互作用様式)を 解明することが必須で

ある。

振動分光法は,分 子構造解析を行 うための重要な手法の1つ である。特に,紫 外共鳴ラマン分光法は,

生理的条件下で核酸塩基由来の振動スペク トルを選択的に得ることができるため,ヌ クレオシ ド誘導体の

構造研究に有利であると考えられる。一方,振 動スペク トルは,潜 在的には多くの構造情報を持つが,ス

ペクトルの解釈が単純明快ではないという欠点 も有する。振動スペク トルから分子構造の詳細に関する情

報を得るには,個 々のバン ドが どのような振動モー ドに由来するのかを明らかにし,こ れを踏まえて,バ

ンド波数 ・強度と分子構造との相関を解明する必要がある。プリン塩基の振動スペク トルには多くのバン

ドが現れるものの,大 半はその帰属が確立されておらず,ま た,構 造 との相関についても系統的な議論は

行われていなかった。筆者は,代 表的なプリンヌクレオシ ドであるグアノシンとアデノシン(下 図)を 取

り上げ,そ れらの紫外共鳴ラマンスペク トルか ら,ヌ クレオシ ドのコンフォメーションや塩基の水素結合

状態を判定できる構造マーカーバン ドを見出す ことを目的として研究を行った。
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Schematicstructuresof(left)guanosineand(right)adenosine .

第1章 同位元素置換効果 に基 づいたグア ノシ ン,ア デ ノシ ンの紫外共鳴ラマ ンバ ン ドの帰属

個 々のラマ ンバ ン ドが,ど のよ うな分子 振動に 由来す るか を明 らか にす る最善 の手段 として,同 位元 素

置換 シフ トを用 いる方法が ある。特 定の原子 のみ を同位 元素置換 した分子のスペ ク トル と未置換体 のス ペ

ク トル を比較す る と,波 数変化 の観 測 されたバ ン ドは置換 した原子が変位す る振動で あるこ とが 明確 にわ

か る。筆 者 は,グ ア ノシン につ いて7種 類(2-15N置 換,2-13C置 換,6-180置 換,7-15N置 換,8-13C

置換,9-15N置 換,r-13C置 換),ア デ ノシ ンについて3種 類(1,3-15N,置 換,2-13C置 換,8一'3C置 換)
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の同位元素置換体を合成 し,そ れ らの紫外共鳴ラマンスペク トルを測定 した。また,帰 属の参考とするた

め,9一 イソプロピルグアニン,9一 イソプロピルアデニンについて,非 経験的量子化学的方法(密 度汎関

数:法)に より基準振動計算を行った。

1800-450cm隔1領 域に現れると期待されるプリン環面内振動にほぼ対応して,グ アノシンでは27本,ア

デノシンでは22本 のラマンバン ドを観測することができた。 ラマンバンドの多くは,同 位元素置換により

有意な波数シフ トを示した。 これに基づいて,個 々のラマンバンドについて振動の実験的帰属を行うこと

ができた。本研究で得た実験結果は,今 後より精密な量子化学的計算法を開発する上でも有用な基礎デー

タになると期待される。

第2章C1'位 重 水素化 シ フ トによるプ リンヌク レオ シ ドにお けるプ リン環 と リボ ース環 との振 動カ ッ

プ リングの検証

立体構造が既知の ヌクレオ シ ド関連化合物 の振動 スペク トルを解 析 し,コ ンフォメー シ ョンに依存 して

振動数が変化す るバ ン ド,い わ ゆるコンフォメー シ ョンマ ーカーバ ン ドを検索 す る研 究が行われ,現 在,

い くつかのマーカーバ ン ドが構 造解析 に用 い られて いる。 しか し,コ ンフ ォメーシ ョンマーカー の多 くは,

構造 が変化 する リボース環 由来の振動ではな く,プ リン環 の面 内振動 に由来 している。 プ リン環振動が コ

ンフ ォメーシ ョン変化 に鋭敏であるのは,プ リン環振動 と リボー ス環振動 がカ ップ リング して いるため と

考 え られ る。 しか し,こ の振動カ ップ リングは,実 験的 に直接検証 され てはいない。 プ リン環振動の コン

フ ォメーシ ョン感 受性 が,プ リン環 とリボース環の振動カ ップ リングに由来す るのか否 か を検 討す るた め,

リボースのC1'位 を重水 素化 したプ リンヌク レオシ ドの紫外共鳴 ラマ ンスペ ク トル を測定 した.

Cr位 の重 水 素 置換 に伴 い,多 くのプ リン環 面 内振 動 に波 数 変 化 が 見 られ た。 一 般 的 に,1450-

1150cm-1領 域のバ ン ドは高波数 シフ トし,1150cm-1以 下 あ領域 のバ ン ドは低波数 シフ トした。 この波数

変 化 は,1430cm-1付 近 にあ る リボ ー ス環ClLH変 角 振 動(α(CH)と 記す)と1050cm-1付 近 の α

(CD)と の振動 カ ップ リングで説明できる。すなわ ち,1450-1150cm-1領 域 のバ ン ドは,α(CH)と の

カ ップ リングによ、り本来 の波 数よ り押 し下げ られて いた ものが,1㌧D化 によ り,こ の押 し下げ効果 がな

くな り高波 数 シフ トす る。1150cm-1以 下 の領域 のバ ≧ ドは,α(CD)と よ り強 くカ ップル して波数 が押

し下げ られ るため,r-D化 によ り低波数 シフ トす る。1450cm『1以 上の領 域のバ ン ドは,α(CH)と カ ッ

プ リング しない振動 モー ドで ある。有意 なC1'位 重水素化 シ フ トを示すバ ン ドは,コ ンフ ォメー シ ョン

マーカーバ ン ドとして確立 きれて いるものか,ま たは,こ れ まで に指摘 はなされて いないが,コ ンフォメー

ション依存性 を示す可能性が ある。す なわち,い くつかのプ リン環面内振動は リボース環振動 と強 くカ ッ

プ リング してお り,プ リン環振動 のコンフォメー シ ョン感 受性 は,こ の振動カ ップ リング に由来す る こと

が明 らか とな った。

第3章 溶媒効果を利用 したグアノシン,ア デノシンの水素結合状態マーカーバン ドの検索

核酸塩基の水素結合状態は,ヌ クレオシ ド誘導体や核酸の構造 と機能を理解するために重要である。 し
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か し1振 動スペク トル と水素結合状態 の関係 にっ いて は,N-H伸 縮振 動やC=O伸 縮振動 を除 くと,ほ

とん ど調 べ られ ていない。 スペク トル と水素結合状態 との相関 を系統的 に調べ るた めに,プ リンヌク レオ

シ ドモデル化合物 として,種 々の溶媒 に溶解す るように リ:ボース水酸基 を保護 した誘導体,2'一deoxy-3冒,

5'一bis(triisopropylsilyl)guanosineお よび2',3',5'一tri-0-acetyladenosineを 用 い,こ れ らを水素結 合

能 の異な るい くつかの溶媒(非 水 素結合性 溶媒,水 素受容性溶媒,水 素受容/供 与性溶媒)に 溶 か して紫

外共鳴 ラマンス ペク トル を測定 した。溶 媒の水素結合能が同 じであれば,溶 媒 の他 の性質(分 極率 な ど)

が異な っていて も,非 常 に良 く似 た ラマ ンスペク トル を与える。そのため,ラ マ ンバ ン ドの波数,相 対強

度 は,主 に水素結合状態 に依存す る ことがわかった。

非水素結合性溶媒(1,2一 ジクロロエ タンな ど)中 では,ヌ ク レオ シ ドは水素結合 して いな い。水素受

容性溶媒(テ トラヒ ドロフランな ど)中 では,塩 基 の水素供与部位(グ アニン環N1-H,C2-NH2位,

アデニ ン環C6-NH:2位)が 溶媒 と水 素結合 する。 水素受容/供 与性溶媒(メ タ ノニルな ど)中 で は,全

ての水素結合可能な部位が溶媒 と水 素結合す る。 したがって,非 水 素結合性 溶媒中 と水素受容性溶媒 中の

スペ ク トル を比較す る ことによ り,プ リン塩基 の水 素供 与部位 の状態 を反映する ラマ ンバ ン ドを,ま た,

水素受容性溶媒 中と水素受容/供 与性溶媒 中 とのスペク トル の比較 よ り,塩 基の水 素受容部位(グ アニ ン

環N3,C6=0,N7位,ア デニ ン環N1,N3,N7位)の 状態に依 存する ラマ ンバ ン ドを特定 した。

さ らに,同 位元 素置換 シフ トを基 にした振動 の帰属 な らびに非水 素結合性溶 媒中でのグアニ ンーシ トシン,

アデ ニ ンーウ ラシル塩基対形成 を利用 して,特 定の部位(例 えば アデニ ン環N1位)の 水 素結合状態のみ

に依存 して波 数変化 を示す水素結合状態マーカーバ ン ドを見 いだ した。

結 論

グアノシン,ア デ ノシンの紫外共鳴ラマンバンドについて,同 位元素置換シフ トに基づく振動の帰属 を

行い,そ れを踏まえて,ヌ クレオシ ドのコンフォメーションや塩基部位の水素結合状態に依存 して波数の

変化を起 こす構造マーカーバンドの検索を行った。これまでの研究では,コ ンフォメーションマーカーと

水素結合マーカーは個別に取り扱われてお り,コ ンフォメーションマーカーバン ドに対する水素結合状態

の影響や,水 素結合状態マーカーに対するコンフォメーションの影響については,ほ とんど議論されてい

なかった。本研究では,リ ボース環振動とのカップリングの有無と,水 素結合状態に依存 した波数変化の

双方を調査 した。1450cm-1以 上の領域に現れるバンドはコンフォメーション感受性がないため,こ の領

域にある溶媒効果の大きなバンドは良い水素結合状態マーカーとな り,C1'位 重水素化シフ トが大きく溶

媒効果の小さなバン ドは,良 いコンフォメーションマーカーになる。すなわち,本 研究の結果より,紫 外

共鳴ラマンスペク トルか ら,よ り正確に,コ ンフォメーシ ョンと塩基の水素結合状態を解析できるように

なった。本解析方法は,タ ンパク質に結合したプリンヌクレオチ ドの構造や,薬 物結合に伴 うDNAの 構

造変化の研究などにも適用可能であ り,プ リンヌクレオシド誘導体 について,構 造 と機能 との関連および

タンパク質や薬物との相互作用機構をラマン分光法を用いて解析するための基礎を確立することができ

た。
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審 査 結 果 の 要 旨

プ リンヌクレオシ ド誘導体 は,核 酸 の構成成分 として重要で あるのみな らず,エ ネルギ ー伝達 物質で あ

るアデ ノシン三 リン酸,シ グナル伝達 に関わ るグ アノシ ン三 リン酸や アデ ノシ ン環状 リン酸 な ど,種 々の

機能 を持つ ものが多 い。プ リンヌク レオ シ ド誘導体 の構造 と機能 の関連 を理解す るには,タ ンパ ク質な ど

に結合 し,機 能 を発現 して いる状態で の相互作用様式 を解 明す る ことが必須 である。本論 文では,ア デ ニ

ン環およびグアニ ン環 の振動 につ いて,振 動モー ドお よび コンフ ォメー シ ョンや水 素結合 状態 とスペク ト

ル との相 関関係 の解明 を行 い,紫 外共 鳴 ラマ ン分光 法 によ る相互作 用様式 の解析 を行 う上で 必須な基礎

データ を確立 した。

先ず,グ ア ノシンにつ いて7種 類(2-15N置 換,2-13C置 換,6-180置 換,,7-15N置 換,8-13C置 換,

9一'5N置 換,r-13C置 換),ア デ ノシンについて3種 類(1,3一'5N,置 換,2一'3C置 換,8一'3C置 換)の 同

位元 素置換体 を合成 し,そ れ らの紫外共 鳴ラマ ンスペク トル を測定する ことによ り,グ ア ノシ ンでは27本,

アデ ノシ ンでは22本 の ラマ ンバ ン ドをプ リン環面 内振動 に帰属す る ことに成功 した。 また,同 位元 素置 換

に伴 う波数シ フ トを基 に,個 々の ラマ ンバ ン ドにつ いて振動 の実験的帰属 を行 った。

次 に,コ ンフ ォメー ションに依存 して振動数が変化す るバ ン ドの起源 と新 たなコンフォメーシ ョンマー

カーの検索 を行 うため,リ ボー スのC1置 位 を重水素化 した化合物 を合成 し,紫 外共鳴 ラマ ンスペク トル を

測定 し,詳 しく解 析 した。 その結果,プ リンヌク レオ シ ドでは,プ リン環 と リボース環 の振動が強 くカ ッ

プ リング してお り,コ ンフォメーシ ョンの変化 に伴 うカ ップ リング の強 さの変化が,ラ マ ンバ ン ドの波 数

シフ トとして現れ る ことを,初 めて実験 的 に検 証 した。 また,こ のような検証 を行 う ことによ り,新 たな

コンフォメー シ ョンマーカーを2個 見 出 した。

さ らに,プ リン環 の水 素結合状 態を紫 外共 鳴 ラマ ンスペ ク トルか ら決定す るため の基礎デー タを得 るた

め,プ リンヌク レオシ ドのモデル化合物 を水素結合能の異な るいくつか の溶媒 に溶解 して紫外共 鳴 ラマ ン

スペ ク トル を測定 した。 系統 的なスペク トル解 析の結果,ア デニ ン環およびグ アニ ン環 の個 々の水 素結 合

部位で の水素結合状態 を鋭敏 に反 映す るラマ ンバ ン ドを特定 した。

以上 の研究結果 に基 づき,プ リンヌク レオチ ドのコ ンフォメー シ ョンと水素結合状態 を紫外共 鳴 ラマ ン

分光法 を用 いて,詳 細 かつ正確 に解析す るための方法 を確立す ることに成功 した。 この解析法 はタ ンパ ク

質 に結合 したプ リンヌク レオチ ドの構造解析や薬物結合 に伴 うDNAの 構造変化 の解析 な どに適用可能 で

あ り,新 規 医薬 品の分子設 計のための基 礎デ ータ を得る手法 として有用で ある.よ って,博 士(薬 学)の

学位論文 として合格 と認 める。
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