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文中および図中に用いた略号

AOC=アリルオキシカルボニル(CH2=CHCH20CO)

B汀=ベンズイミダゾリウムトリフラート

Boc=rgrz-プトキシカルボニル(r,C4H90CO)

BOP=ヘキサフルオロリン化(1-ベンズトリアゾリルオキシ)トリス(ジメチルアミノ)ホ

スホニウム

CNE=2-シアノエチル(NCCH2CH2)

CPG=コントロールドポアグラス(Controlied　Pore　Glass)

dA=2'-デオキシアデノシン

DBU=1､8-ジアザビシクロ[5,4,0]-7-ウンデセン

dC=2'-デオキシシチジン

DCC=ジシクロヘキシルカルポジイミド

dG=2'-デオキシグアノシン

DMF=ジメチルホルムアミド

DMTr=ρ,y-ジメトキシトリチル[c6H5(μ-cH3oc6H4)2c]

MMTr=ρ-メトキシトリチル[μ-CH3C6H4(C6H5)2C]

HOBT=1-ヒドロキシベンズトリアゾール

T=チミジン

TBAでF=フッ化テトラプチルアンモニウム[(,z-C4H9)4NF]

TBDMS=抱吋-プチルジメチルシリル[z,C4H9(CH3)2Si]

TBHP=たrr-プチルヒドロペルオキシド(r-C4H900H)

THF=テトラヒドロフラン
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L緒言

　遺伝子の複製､転写､翻訳などの各段階で､遺伝子の特定の領域に相補的な塩基配列を

もつオリゴヌクレオチドあるいはその修飾体､すなわちアンチセンス分子を作用させて遺

伝情報の読み取りを阻害し､その遺伝情報Eh来の機能発現を人工的に抑制する方法をアン

チセンス法1-3と言う｡アンチセンス分子の作用機構の模式図を図1に示す｡

§L--AAAAGCGCGCTTTAG--j3‘

L-TTTTCGCGCGAAATC-J5゛

　　　　　　　　DNA

転写 逆転写

乙-UUUUCGCGCGAAAUC　-J5‘

　　　　　　　　mRNA

翻訳

protein

斜体字:アンチセンス分子

図1.アンチセンス分子の作用機構の模式回

センス分子

　,　rrrrCGCGCG,4j4　4　TC　　,

　トAAAAGCGCGCTTTAG-j3,
　1-　TTTTCGCGCGAAATC--5

　　　　　複製､転写の阻害

センス分子

　　j4,4j44GCGCGC　rTr為G

3レ浪丿山jd6ddddAAAUc-j゛

　　　　　翻訳､逆転写の阻害
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　アンチセンス法は､エイズやガンなどに対する有望な化学療法として現在大きな注目を

浴びているが､有用アンチセンス法開発研究において解決すべき諜題の一つに､アンチセ

ンス分子の創製およびその高効率化学合成法の開発がある｡アンチセンス分子には､塩基

配列選択性､DNA･RNAに対する高い結合能､優れた細胞膜透過性､適度な水溶性､高い

化学的･生物学的安定性､無(低)細胞毒性､適度な代謝性などが要求される｡これまで

にこれらの要求を考盧した様々な修飾オリゴヌクレオチドがアンチセンス分子として開発

されてきたが､なかでも興味深いものに､細胞膜透過能やDNAやRNAに対する結合能

の向上などを目的として創製された､非イオン性有機基をオリゴデオキシリボヌクレオチ

ドの5'一末端あるいは3'一末端に結合させた化合物がある1-5｡とりわけ3'一末端修飾体は､

修飾により､生物学的安定性､すなわち酵素に対する耐性の向上も期待できる注目すべき

化合物である1-3.

　5'一末端あるいは3'一末端を有機官能基で修飾したオリゴデオキシリボヌクレオチドとし

て､これまでにインターカレーター6､疎水性置換基7-9､発色団10-12､ペプチド13-21

結合体など22の合成が報告されている｡これら修飾オリゴヌクレオチドのうち､ペプチ

ド修飾体すなわちヌクレオチドーペプチド共有結合複合体は特に重要と目される化合物

で､オリゴヌクレオチドの負電荷を中和するポリカチオン既のペプチド23-28､ウイルス

由来の細胞膜融解能をもつペプチド13,29,30､生合成されたタンパクが膜を通過するとき

に用いるシグナルペプチド29,31-34などの複合体が合成され35､このなかにはH〕IVなど

に対する高い抗ウイルス活性を示すものもあることが報告されている｡

　ところで､これまでに報告されたデオキシリポヌクレオチドーペプチド共有結合複合体

におけるヌクレオチドとペプチドの結合法には､大きく分けてヌクレオチドの末端水酸基

とペプチドのセリン､スレオニンあるいはチロシン残基の水酸基とが直接リン酸ジエステ

ル結合で結合したものと､ヌクレオチドの末端水酸基とペプチドの末端アミノ基や側鎖の

メルカプト基､アミノ基などを安定なアルキルリンカーで結合したものの2種類がある｡

本論文では､この二つの型の共有結合複合体をそれぞれをA型ヌクレオチドーペプチド

共有結合複合体､B型ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体と呼ぶことにする｡また､

ヌクレオチドの3'一末端で結合したヌクレオチドーペプチド複合体を3'一末端結合ヌクレオ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ー2-



チドーペプチド複合体､ヌクレオチドの51末端で結合したヌクレオチドーペプチド複合

体を5'一末端結合ヌクレオチドーペプチド複合体と呼ぶことにする｡図2にこれまでに報

告されたA型およびB型ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体の構造を示す｡なお､B

型のヌクレオチドとペプチドがアルキルリンカーを介して結合した複合体には､図2に示

したもの以外にも多くの型の誘導体が考えられるが､本論文ではとくに既報のB型化合

物を例にして以下議論する｡報告によると､ヌクレオチドとペプチドとの結合様式はアン

チセンス活性発現の強弱に影響を与えるためその選択は重要であるが､現在の所A､Bど

ちらの結合様式が有効であるか明確な答えは得られていない｡A､B二つの型の複合体の

うち､これまでは､その合成のし易さから主にB型複合体の研究がなされてきた｡しか

し､B型複合体はリンカーとしてアルキル基を用いているので代謝されにくく､また代謝

されたときにアルキルリンカーに由来する非生体有機化合物を産出し､生体に好ましくな

いと考えられる｡これに対してA型複合体は代謝されやすく､代謝産物がヌクレオチ

ド､ヌクレオシド､ペプチド､アミノ酸､リン酸など生体内に存在する物質のみであり徘

性がない点で､B型よりも優れた化合物であると考えられる｡

　また､A型ヌクレオチドーペプチド複合体は､DNA(RNA)複製の際のプライマーとし

て働くなどの機能を有するポリオウイルス36やアデノウイルス37などのゲノムの重要部

分構造としても存在し､アンチセンス法研究のみならず､これらのヌクレオチド関連生体

機能物質の機能解明および同族新機能物質の開発研究において重要な化合物である｡
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肩レレ寸寸･一恒呈号-･M九…ゾcooH

31-末端結合B型ヌクレオチドー

ペプチド共有結合複合体

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　BI　　O　　　　　B"1

　　　　R゛　　　　　で一桓圧号-･士･士･士-一社･日
“之“九…lcooH

51-末端結合B型ヌクレオチドー

ペプチド共有結合複合体

図2.これまでに報告されたA型およびB型ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体の例
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　このような理由から､これまでにもいくつかのグループによってA型ヌクレオチドー

ペプチド共有結合複合体合成研究がなされ､次のような例が報告されている｡

　まず､Grandasらはペプチド鎖､ヌクレオチド鎖を段階的に伸長させる方法により､

Phac-Phe-val-(TCA3'p)Ser-Gly-OHヽPhac-Ser(p5'CATCAT)-Gly-Asp-OH(Phac=フエニルア

セチル)を合成している14,3843｡しかしながら､本合成は核酸塩基部の保護基として､

シトシンにはイソプチリル(iBu)基､アデニンにはベンゾイル(Bz)あるいはジメチルアミ

ノメチレン(Dmf)基を使用し､これらの説保護を濃アンモニア水-ジオキサン1:1混合物

処理(15時間)によって行っているためヽ図3の粗生成物のHPLCチャート図が示すよう

に目的物の相当量の分解を引き起こす欠点をもつ41｡

　　　　　　CsH5　　　　　　　　　　　　　　0H　　　　　　　　　　O2N

･ノヤ牡巻N作N寸･･日之･日,七》¬coNH--一呂回
1ヌクレオチド鎖長伸長

　　T　　　9　　CiBt｣9　　AB2　9

soTo-?-oTo-?-oふo-r)-ocr`Js
　　cNEo　　　　cNEO　　　　　　　I
　　　　　C6H5　　　　　　　　　　　　　0　　　　　　　　　　　02N

･,(ヤ廿右/Tム寸･･日-,七トcoNH--一邑回
1.0.05　M　TBAF/THF

2,　1　:l　conc　NH40H-dioxane

｡]よ払ム午辻｡-し
　　○‾　　　　　　○‾　　　　　　|
　　　　　C6H5　　　　　　　　　　　　　0

･,(ヤ牡J〕〔ムダドcooH
図3.Grandasらによる合成例
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　また､van　Boom　らはオリゴデオキシリボヌクレオチド鎖を固相上で構築させた後､ペ

プチドのホスホロアミダイトとオリゴヌクレオチド鎖の5'一末端の水酸基を縮合させるこ

とによりH-Asp-Ser(p5'AAAGTAAGCC)-Glu-OHを合成してい･る4か51.この合成ではヽ核

酸塩基部の保護基として2-(z-プチルジフェニルシリルオキシメチル)ベンゾイル(SiOMB)

基を用い､TBAFにより除去し､また､ペプチドのN一末端の保護基としてρ一二トロベン

ジル(NBn)基ヽC一末端の保護基として芦-ニトロペンジルオキシカルボニル(NZ)基を用

い､これらをNa2S204-NaHC03で除去している(スキーム4)が､生成物の純度や収率が

報告されておらず､本法が有用なものであるかどうか判断できない｡

CNEO､ ｡N(/-Pr)2　　　　　　　　　　‾''‾'`　ダ''X‥'/こ

NBn-ocoゾレ(coo-NBn　　+　　H｡､y｡早…｡｡､7〕｡几レづ亘芭〕　　Nz一NH　　ON　OM　coo一NBn　　　　　　　　　　　　　ocNE　　　　　　　O

1　1　HI4etraZOle

一玉工斗-…｡j〕｡几レ回亘〕
　!　　　　　　OCNE　　　　　　　O

　
　
N
H几

｡
O
　
　
　
H

一
-

N
　　　　　--‥-

　O　　　　　　COO-NBn

几N几○-NBn
　OH

　　　　H

‾○一P-

　　　1　･　o･25　M　TBAF/pyridine一H20

　　　12･　Na2S204-NaHCO3/H20
けE8゛-o　o千‘…oTos
↓　　　○‾

て
｡

･
2
　
　
　
N
H

回
｡

爪co2H
　CO2HH2N

B*=AdeSiOMB,　CytSiOMB,　GuaSiOMB,　Thy;　B

スキーム4.J｡H｡van　Boom　らによる合成例

J-

゜Ade,　Cyt,　Gua,　Thy



　さらに､畑･関根はリン酸エステル部の保護基としてビス(トリブチルチン)オキシド

で除去できるフエニルチオ基およびμ-メトキシフエニルチオ基を､また､ペプチドのアミ

ノ基､カルボキシル基およぴ核酸塩基部の保護基として亜鉛により中性条件下除去可能な

2,2,2-トリクロローr-プトキシカルボニル(TCBoc)基およびベンゾイルメチル(Pac)基を用い

て､H-Ala-Ser(pTpT)-Phe-OHの液相合成を達成しているがヽ収率が約20%と低い52･53(ス

キーム5)｡

CH30

TCBoc-

　○
　11

-P-OSnBu3

　CH2Ph　　　　　+

人COOPac

　TTCBoc

.よ･-
　　Ph

TPSCI,　/V'methylimidazole

　　　　　　　　　　　TCBQC　　　　　　TCBOC

CH30“‘“〈JTT》“-s-W-○〕TO一万-○]TOTCBoc
　　　　　　　　l　　PhS　　　　　　　　I　　PhS

lc8ocl≒NJスムヱニ)98･
1,昨Bu3Sn)20

2,　Zn-acetylacetone

･仏仏犬二
TPS=2,4,6,トリイソプロピルベンゼンスルホニル

スキーム5､畑･関根らによる合成例
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　このように､これまで報告されたA型ヌクレオチドーペプチド複合体合成法は､いず

れも満足すべき方法とは言い難い｡そこで筆者は､以下に述べるような独自の方法論に基

づ《A型デオキシリポヌクレオチドーペプチド複合体の効率良い合成法の開発を行っ

た｡さらに､ヌクレオチドーペプチド複合体の類縁体で興味深い化合物でありながら､こ

れまでに報告例のないデオキシリポヌクレオチドーアミノ酸A型複合体の合成も検討し

た｡
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2.合成計画

　ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体の合成戦略としては､ペプチド鎖とヌクレオチ

ド鎖を一構築単位ずつ順次伸長させていく段階的合成法(stepwise　strategy)と､ペプチド鎖

とヌクレオチド鎖を別々に合成した後ヽ両者を連結させる集約的合成法(convergent

strategy)の2通りがある.このうちヽ段階的合成法は集約的合成法に比べて一般に合成経

路が長いため､各段階の反応収率が定量的に近いものでなければならないという過酷な条

件が要求されるが､各段階の縮合収率が十分に高ければ､固相上で縮合反応を繰り返すこ

とにより合成できるので操作が簡便であり､大きな化合物の合成も可能であるという利点

をもつ｡一方､集約的合成法では一般に合成経路が短くなるので高収率が望めるが､ペプ

チド鎖とヌクレオチド鎖が大きくなると有機溶媒に対する溶解度が悪《なるため､両セグ

メントの連結が困難になることが予想されるなどの欠点をもつ｡この様に二つの方法には

一長一短があり､研究遂行にどちらの合成戦略がより優れているかを短絡的には決められ

ないが､筆者は目的物の収率を重視し､集約的合成法により合成することにした｡

　二種類のA型複合体のうちヌクレオチドの5'一末端で結合した複合体の合成は､若干の

改良は必要であるものの､前述したvan　Boom　らによる合成と同様の戦略､すなわち､3!

水酸基で固相に結合したヌクレオシドを出発物質として3→5'方向に鎖長仲長をおこなっ

て5'一無置換オリゴデオキシリポヌクレオチドを調製した後､ホスホロアミダイト法に

よって5'一末端水酸基にリン酸エステルを介したペプチド鎖を導入することにより達成で

きると考えられる(スキーム6)ため､この方法に遵ずることとした.
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　　　　BI‘　　　　　　　　　　　3'-45'方向の鎖長伸長
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　一方､A型3'一末端修飾オリゴヌクレオチドの合成法としては､これまで､図8に示し

たように有機基の結合したヌクレオシドy川ン酸エステルを3'-リン酸部でアルキルジス

ルフィド基をリンカーとして固相に担持したものを出発物質として､3≒5'方向に鎖長伸

長を行いオリゴヌクレオチドを合成した後､脱保護､ジスルフィド結合切断により目的物

を切り出す方法(合成法A)6と､図9に示したようにアミノアルキル基やメルカプトアル

キル基などのリン酸エステルが3･一末端に結合したオリゴヌクレオチドを合成した後､液

相で有機官能基をアミノ基やメルカプト基に結合させることにより目的物を得る方法(合

成法B)15の二つが報告されているが､いずれも満足すべき合成法であるとは言い難い｡

たとえぱ合成法Aでは､出発物質としてヌクレオシド3'円ン酸エステルをリン酸エステ

ル部位でジスルフィド結合を介して固相に担持したものを合成しなけれぱならないが､リ

ン酸エステル部の有機基がペプチドのような複雑なものの合成は困難であることが予想さ

れる｡また､その有機基はオリゴヌクレオチドの鎖長伸長の条件､すなわちDMTr基の脱

保護に用いるトリクロロ酢酸､インターヌクレオチド結合部を形成する際の亜リン酸エス

テル部の酸化に用いる酸化剤などに絶えうるものに限定される｡一方､合成法Bでは､

オリゴヌクレオチドと有機官能基を結合させるためのリンカーが必要であり､また合成経

路も固相上で鎖長伸長した後､液相で有機基を連結させるという多段階が必要になる｡そ

こで筆者は､既存の方法に比べて一般性､柔軟性､簡便性において優れた方法になると考

えられる3･一末端結合A型デオキシリボヌクレオチドーペプチド複合体の合成法として､

5'一末端でアルキルアミノリンカーを介して固相に結合したヌクレオシドを出発物質と

し､5'⇒3'方向の鎖長伸長法により3'一末端無置換オリゴデオキシリポヌクレオチドを調

製した後､ホスホロアミダイト法によってペプチドリン酸鎖を導入して合成する方法を企

画した(スキーム7)｡

-11-



　　　　　　　DMTrO　　　　　　B゛

　　　　　　　　　　辞　　　　　　　　　　　　　3≒51方向の鎖長伸長
　　　　　　　　　　　　○､φ○
functional9roup　　(yPこ○`/゛``S'S

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　勺匹〕

HOゾ
　○､φ○

　f=l｡･‰X

　　　○ゾ
　　　　　　　　　　　　　○ヽタ○

functi?n?1　9roup　　　　o'P`○`い`IEドs`≒j回丿回E□

切り出し

脱保護

ゾ
　　　　　　　　　　　　　　○ヽタ○
functiona1　9roup　　(yPミご○‾

図8.これまでに報告されている3'一末端修飾オリゴヌクレオチドの合成法A

HOゾ
昔≪

液相での

置換基との結合

無保護核酸塩基

HO　　　　　　　B

　斗)
?l汐

‾○'

昔喘sH
　　牝

B*=保護核酸塩基;B=

‾○´P`O　　S　　　　　functionaS　9roup

　　　　　社

図9.これまでに報告されている3'一末端修飾オリゴヌクレオチドの合成法B

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-12-



　ところで､A型ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体は過酷な塩基性条件下不安定

で､ペプチド鎖のアミノ酸残基のラセミ化､ヌクレオチドーペプチド間のリン酸ジエステ

ル結合のljS説離による切断(スキーム10)などが懸念される｡したがって､その合成にお

いては保護基の選択がきわめて重要である｡たとえば､核酸の化学合成において塩基部に

一般に用いられるアシル保護基は､その除去に過酷な塩基性条件である濃アンモニア水

中､加熱処理を要するため､その使用は好ましくない｡換言すれば､ヌクレオチドの塩基

部､リン酸エステル部､ペプチドのN一末端部およびC一末端部の保護基としては､過酷な

塩基処理を要せず除去できる基の使用が必須である｡

　そこで筆者は､そのような要求に応え得る保護基として､以前当研究室で開発された､

ほぽ中性で穏和な条件下有機パラジウム反応により除去できるアリル保護基54-56を使用

することとした｡具体的には､核酸塩基およびペプチドのN一末端アミノ基にはアリルオ

キシカルポニル基､ヌクレオチドのリン酸エステルおよびペプチドのC一末端カルポキシ

ル基にはアリル基を用いることとした｡

　ごヤ士

--Mレ

　　○
　　日

○-P･ヽ･ヽ~ヽ･ヽ･
　　　1

　　0‾

　　　R

~･ヽN
　　　H

+

スキームlo.塩基性条件下で起こると予想されるp説離によるA型ヌクレオチドーペプ

チド共有結合複合体の分解
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3.アリル保護基を有するホスホロアミダイトの合成

3-1.デオキシリボヌクレオシド3'-および5',ホスホロアミダイトの合成

　3'⇒5'方向の鎖長伸長によるオリゴヌクレオチド合成に必要なヌクレオシド3'-ホスホロ

アミダイト14を､文献既知の方法56-58で調製した｡

　　　　　　　　　　O
　　　　　　　　　　|

cH2=cHCH2(yP`N(/-c3H7)2

1,B=AdeAoc

2,B=CytAoc

3,B=GuaAII゛Aoc

4,B=Thy

　一方､5'43'方向の鎖長伸長を行うために必要なアリル/アリルオキシカルポニル保護

ヌクレオシド5'-ホスホロアミダイト13-16ヽ19は､つぎのように合成した(スキーム

11､12)｡

　文献記載の方法により調製した/V6-アリルオキシカルボニルー2'-デオキシアデノシン

(5)57の5'一水酸基を､塩化陀作ブチルジメチルシリル(O｡90当量)およびイミダゾール(2.0

当量)を用いてシリル化した後ヽDBU(2,0当量)存在下､塩化ρ,於ジメトキシトリチル

(2.0当量)を用いて3'一水酸基をトリチル化した.ついでヽTHF中､TBAF(2.0当量)により

シリル保護基を除去して9を得た｡9の構造は1H　NMR　スペクトルにおいて3.8

(CH30-)､6.8-7.5(芳香族プロトン)ppmにDMTr基に由来するシグナルが観測され､また

TBDMS基に由来するシグナルが消失したことから確認した｡最後に､ジイソプロビルア

-14-



5

6

7

8

ンモニウム1仔-テトラゾリド(O,50当量)を促進剤として､(アリルオキシ)ビス(ジイソプ

ロピルアミノ)ホスフィン(1,8当量)で9をホスホロアミダイト化することにより､目的

とするデオキシアデノシンホスホロアミダイト13を2種類のジアステレオマーの混合物

として得た(5からの収率56%).13の構造はヽ31PNMRスペクトルでi48,6　ppm　にアミ

ダイトに由来するシグナルが観測され､また1H　NMR　スペクトルにおいて3.984.17

(CH2=CHC仔20P-)ヽ5,08および5,12(cis-C坏2=CHCH20P-)､5,20および5.25(trans-

Cj72=CHCH20P-)ヽ5,83および5,92(CH2=G7CH20P-)ppmにホスホロアミダイト部のア

リル基に由来するシグナル､0.99､1.05および1.14[(C7/3)2CHN-]､3.43-3.52

[(CH3)2Cj7N-]にジイソプロピルアミノ基に由来するシグナルが観測されたことから決定

した｡

B

HO

=AdeAoc

6,B=CytAoc

B

B

=GuaAII'Aoc

=Thy

a｡b.c

　　　　　　　RO

9,B=AdeAoc,R=DMTr

10･　B　°　CytAoc,R=DMTr

11,B=GuaA11'Aoc,R=MMTr

12,　B=Thy,R=DMTr

-15-

d
CH2=CHCH20′

13,

14,

15,

り(/-C3H7)2

B=AdeAoc,R=DMTr

B=CytAoc,R=DMTr

B=GuaAII'Aoc,R=MMTr

16,　B=Thy,　R=DMTr

スキーム11.ヌクレオシド5･-ホスホロアミダイト13-16の合成｡

(a)z-C4H9(CH3)2SiCljmidazole,DMF;(b)C6H5(μ-CH30C6H4)2CCloリーCH30C6H4-

(C6H5)2CCI,DBU,pyridine;(c)(zl-C4H9)4NF,THF;(d)CH2=CHCH20P[(i-C3H7)212,

diisopropylammonium　1仔･tetrazolide,　CH3CN･



　デオキシシチジンホスホロアミダイト14も､文献記載の方法に従い調製したが｡アリ

ルオキシカルボニルー2'-デオキシシチジン(6)57より同様に合成した.すなわちヽ6の5'一水

酸基を塩化z心-プチルジメチルシリル(LO当量)およびイミダゾール(2.0当量)を用いて

シリル化した後､3'一水酸基を塩化ρ,芦ジメトキシトリチル(10当量)およびDBU(1.9当

量)によりトリチル化､ついで､TBAF(L7当量)を用いて脱シリル化を行い10とした｡

最後に(アリルオキシ)ピス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(1.8当量)､ジイソプロピ

ルアンモニウムI払テトラゾリド(OjO当量)を用いてホスホロアミダイト化して14を得

た(6からの収率81%).14はヽ31P　NMR　スペクトルで148.5,　148.8　ppm　にホスホロアミダ

イトのジアステレオマーに由来する2本シグナルが観測され､また1H　NMR　スペクトル

において3,964,13(CH2=CHC//20P-)､5.06および5,14(cis-C772=CHCH20P-)､5.17およ

び5.24(trans-Cが2=CHCH20P-)､5.74-5.98(CH2=G7CH20P-)ppmにホスホロアミダイト

部のアリル基に由来するシグナルヽI,01､1.07､口2およびL14[(C仔3)2CHN-1､3.40--3.55

[(CH3)2CZ/N-]ppmにジイソプロピルアミノ基に由来するシグナル､3.78(CH30-)､

6,4-7,5(芳香族プロトン)ppmにDMTr基に由来するシグナルを与えたことからその構造

が支持された｡

　N2位をアリルオキシカルポニル基で保護したデオキシグアノシンホスホロアミダイト

19は､肩｡アリルオキシカルポニル,3',5'-ビス-θ心沁プチルジメチルシリル｡2'｡デオキシグ

アノシン(17)56の､(1)TBAF(2,2当量)を用いた説シリル化､(2)塩化なrr-プチルジメチ

ルシリル(1.0当量)およびイミダゾール(3.1当量)を用いた5'一水酸基のシリル化､(3)塩化

ρ,於ジメトキシトリチル(1.6当量)およびDBU(1,6当量)を用いた3',水酸基のトリチル

化､(4)TBAF(1,2当量)を用いた説シリル化､(5)(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルア

ミノ)ホスフィン(1,7当量)およびジイソプロピルアンモニウム1沁テトラゾリド(0.53当

量)を用いたホスホロアミダイト化により合成した(17からの収率28%)｡　19の構造は､

31PNMRスペクトルで148j　ppm　にホスホロアミダイトに由来するシグナルが観測さ

れヽまたIH　NMR　スペクトルにおいて3.99-4,21(CH2=CHC仔20P-)､5.06および5,13(cis-

C//2=CHCH20P-)ヽ5.19および5,26(trans-C仔2=CHCH20P-)､5.77-5.98(CH2=Cj7CH20P-)

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-16-



ppmにホスホロアミダイト部のアリル基に由来するシグナルヽ1･00ヽ1･08および口4

[(C仔3)2CHフN-]ヽ3･47-3.56[(CH3)2C/7N-l　pp“パこジイソプロピルアミノ基に由来するシグ

ナル､3ご74(CH30づヽ6.7-7･4(芳香族プロトン)ppmにDMTr基に由来するシグナルが観測

されたことから決定した｡

TBDMSO　　　　　　Gu

　評
　TBDMSO

aAOc

18

uaAoc

　d
→

CH2=CHCH20′

?叫C3H7)2
0　　　　　G

　評
DMTro

uaAoc

スキーム12.ヌクレオシド5'-ホスホロアミダイトモノマーユニット19の合成｡

(a)昨C4H9)4NF,THF;(b)r-C4H9(CH3)2SiCI,imidazole,DMF;(c)C6H5(μ-CH30C6H4)2CCI,

DB　U,　pyridine;　(d)CH2=CHCH20P[(j-C3H7)212,diisoPropylammonium　l/7-tetraz�池3,

CH3.CN.

　また､N2位をアリルオキシカルポニル基､06位をアリル基で保護したデオキシグアノ

シンホスホロアミダイト15を､文献記載の方法により合成したが-アリルオキシカルポ

ニルーθ6-アリルー2'-デオキシグアノシン(7)58を出発物質として以下のように合成した｡7

の5'一水酸基を塩化ただ-プチルジメチルシリル(I｡O当量)とイミダゾール(2.0当量)を用い

てTBDMS基で保護した後､塩化ρ-メトキシトリチル(1.4当量)およびDBU(L4当量)に

より3'一水酸基をMMTr基で保護し､さらにTBAF(2.0当量)を用いて5',水酸基のシリル

基を除去して11を得た｡11の構造は､1H　NMR　スペクトルにおいて3.77(CH30-)､6.84

およびフ,2-7.5(芳香族プロトン)PpmにMMTr基に由来するシグナルが観測されたことか

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-17-



ら確認した｡ついで､(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(1,5当量)

とジイソプロピルアンモニウム1払テトラゾリド(Oj2当量)を用いてホスホロアミダイト

化することにより､15を得た(7からの収率47%)｡15の構造は､31PNMRスペクトルで

148.6　ppm　にホスホロアミダイトに由来するシグナルが観測されヽまた1H　NMR　スペクト

ルにおいて3.964,　17　(CH2=CHCj720P-)ヽ5.04-5.12(cis-C/た=CHCH20P-)､5.19および

5,22-5,27(trans-Cμ2=CHCH20P-)ヽ182および5.91(CH2=C刄CH20P-)pPmにホスホロア

ミダイト部のアリル基に由来するシグナル､0.99､L04および1.12[(Cj73)2CHN-】､

3.43-3,57[(CH3)2C/7N-]ppmにジイソプロピルアミノ基に由来するシグナルが観測された

ことから決定した｡なお､15の類縁体である3'一水酸基がDMTr基で保護された化合物22

の合成も､スキーム13に示した経路により検討しが､20の説シリル化反応によって生成

する21が非常に不安定(すみやかに説トリチル化し7に変化)であったため､目的を達す

ることができなかった｡

　チミジンホスホロアミダイト16はヽ3'-θ必於ジメトキシトリチルチミジン(12)の(ア

リルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(1.4当量)とジイソプロピルアンモ

ニウム1　/E/-　テトラゾリド(O｡47当量)を用いるホスホロアミダイト化により､収率92%で

合成した.16の構造はヽ31P　NMR　スペクトルで148.4,　148,6　ppm　にアミダイトのジアス

テレオマーに由来する2本シグナルが観測され､また1H　NMR　スペクトルにおいて

4刑4.14(CH2=CHC1720P-)､5.07および5.10(cis-CZ72=CHCH20P-)､5.17および5,22

(trans-C街=CHCH20P-)､180および5.86(CH2=CM]H20P-)ppmにアリル基に由来する

シグナルヽO,99ヽL08ヽ□3および1.15[(C枕3)2CH-]､3.45-3.56[(CH3)2C払]ppmにジイ

ソプロピルアミノ基に由来するシグナルが観測されたことから決定した｡
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C

7

uaAll'AOC

DMTro

21

a｡b

TBDMSO　　　　　　GuaAII'Aoc

　　戸
　DMTro

　　20

一升-

-19-

CH2=CHCH20′

卵心3H7)2

22

GuaAu.Aoc

uaAII'Aoc

スキーム13.N2位をアリルオキシカルボニル基で､06位をアリル基で保護したデオキシ

グアノシンホスホロアミダイト22合成の試み｡(a)r-C4H9(CH3)2SiCI,imidazole,DMF;(b)

C6H5(ρ-CH30C6H4)2CCI,DBU,pyridine;(c)昨C4H9)4NF,THF｡



3-2.ア
へ

``4

`心W
ノ酸ホスホロアミダイト､ペプチドホスホロアミダイトの合成

　ヌクレオチドーアミノ酸複合体､ヌクレオチドーペプチド複合体の合成に必要な､アミ

ノ基をアリルオキシカルポニル基で､カルボキシル基をアリルエステルとして保護したア

ミノ酸ホスホロアミダイト27､28､32､ペプチドホスホロアミダイト36､37､41の合成

を以下の様におこなった｡

　スキーム14に､セリンホスホロアミダイト27およびスレオニンホスホロアミダイト

28の合成経路を示した｡ノV-アリルオキシカルボニル,レセリン59(23)を､還流トルエン

中､片トルエンスルホン酸(O､10当量)を触媒に用いてアリルアルコール(10当量)と反応

させてアリルエステルとした後､アセトニトリル中､ジイソプロピルアンモニウム1柘テ

トラゾリド(LO当量)存在下に(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン

(L5当量)と反応させ､27を収率59%で得た｡また､スレオニンホスホロアミダイト28

をノV-アリルオキシカルボニル-L-スレオニン59(24)から同様の手順により合成した(24か

らの収率47%)｡

　　　　R　　OH　　　　　a　　　　　　　　R　　OH　　　　　　　　　　　　b

AocNH〕〔cooH　‾‾‾゛゛゛AocNH〕〕〕coocH2cH=cH2　‾‾`‾`

23,R=H

24,R=CH3

25,R=H

26,R=CH3

CH2°CHCH20`rN(かC3H7)2
　　　　　　　　1

　　　　　R　　O

　　AocNH〕TcoocH2cH=cH2

　　　　　27,R=H

　　　　　28,R　゛　CH3

スキーム14.アミノ酸ホスホロアミダイト27,28の合成｡(a)CH2=CHCH20H,ρ-

CH3C6H4S03H･リ20,toluene,　renux;　(b)CH2=CHCH20P[N(i-C3H7)212,

diisopropylammonium　1μ‘tetrazolide･　CH3CN･
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29

　チロシンホスホロアミダイト32の合成はヽスキーム15に従って行った｡まず､しチロ

シンを水酸化ナトリウム(2.0当量)水溶液中､クロロギ酸アリル(1.0当量)と反応させ

て､沁アリルオキシカルボニルーL-チロシン(29)を得た(収率29%)｡この反応の際､副生

成物として/V,θ-ピス(アリルオキシカルボニル)-レチロシン(30)が得られた(収率35%)｡

ついで29を､還流トルエン中､片トルエンスルホン酸(O｡11当量)を触媒に用いてアリル

アルコール(10当量)と反応させてヽアリルエステル31に変換した(収率86%).最後にヽ

31をジイソプロピルアンモニウム1柘テトラゾリドげO当量)を促進剤として(アリルオ

キシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(1,5当量)と反応させてヽチロシンホスホ

ロアミダイト32を収率100%で得た｡

　b
→

　　a
→

AOCNH

AOCNH

29

　　C
→

+

AOCNH COOH

30

C

CH2゛CHCH20`Pぷ匹;3H7)2

AOCNH

32

H=CH2

31

CH2

スキーム15.チロシンホスホロアミダイトアミダイト32の合成｡(a)CH2=CHCH20COCI,

NaOH,H20;(b)CH2=CHCH20H,β-CH3C6H4S03H‘H20,toluene,　renux;　(e)CH2=CHCH20-

P[N(かC3H7)212,diisoproPylammonium　l柘tetrazolide,　CH3CN.
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　アミノ酸ホスホロアミダイト27､28､32の構造は､31PNMRスペクトルで140-150

ppmにホスホロアミダイトに帰属されるシグナルが観測されヽIH　NMR　スペクトルにおい

て4.04.3(CH2=CHC仔20P-)ヽ5,1-5,4(G/2=CHCH20P-)および5.8-6.0(CH2=G7CH20P-)

pPmにホスホロアミダイト部のアリル基に由来するシグナルヽ1.1-L2[(C刄3)2CH-]およ

び3j-3,8[(CH3)2Cj7-]ppmにジイソプロピルアミノ基に由来するシグナルヽ4,54,7

(CH2=CHCZjr20-)､5j-5,4(C万2=CHCH20-)および5.8-6.0(CH2=C/7CH20-)ppmにアリ

ルオキシカルボニル基およびアリルエステル基に由来するシグナルが観測されたこと､ま

たIRスペクトルで1730　cm-1　にウレタンおよびカルボン酸エステルに由来する吸収が観

測されたことから決定した｡

　ジペプチドホスホロアミダイト36,37は以下のように調製した(スキーム16)｡　THF

中ヽトリエチルアミン(1,0当量)存在下ヽDCC(1.9当量)およびHOBT(口当量)を用い

て､グリシンアリルエステルのβ-トルエンスルホン酸塩(33)60(1.0当量)と某アリルオキ

シカルポニルーL-セリン(23)(1.3当量)を縮合させて34とした後､ジイソプロピルアンモ

ニウム1払テトラゾリド(1.0当量)を促進剤として､(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピル

アミノ)ホスフィン(L5当量)と反応させヽジペプチドホスホロアミダイト36を得た(33

からの収率64%).またヽ23の代わりにMアリルオキシカルボニルーレスレオニン(24)を

用いヽ同様の操作を施すことによりヽジペプチドホスホロアミダイト37を得た(通算収率

60%).ジペプチドホスホロアミダイト36ヽ37の構造はヽ31P　NMでRスペクトルで150　Ppm

付近にホスホロアミダイトに由来するシグナルが観測され､IH　NMR　スペクトルにおいて

3,94.3(CH2=CHG/20P-)､5.1-5.4(C坏2=CHCH20P-)および5.8-6.0(CH2=G;ICH20P-)

ppmにホスホロアミダイト部のアリル基に由来するシグナルヽ1.1-1,3[(Cj17ヒ3)2CH-]およ

び3,5-3,7[(CH3)2C万-]ppmにジイソプロピルアミノ基に由来するシグナル､4,6-4,7

(CH2=CHC仔20-)ヽ5,1-5,4(C尽2=CHCH20-)および5,8-6.0(CH2=CHCH20-)ppmにアリ

ルオキシカルポニル基およびアリルエステル基に由来するシグナルが観測されたこと､ま

たIRスペクトルで1730　cm-1　にウレタンおよびカルポン酸エステル､1680および

1530-1510　crrl　にアミドに由来する吸収が観測されたことから決定した｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-22-



R

AOCNH

23,R=

24.R=

　b
→

H

CH3

H

+　　ρ-TsO‾゛H3N/＼COOCH2CH=CH2

　　　　　　　　　　　　　33

CH2sCHCH20`rN(/'C3H7)2

　R　　O

AocNH几NへcoocH2cH=cH2
　　　0

36

37

R=H

R=CH3

　　a

→

R

AOCNH

○

N
H

ヘ
COOCH2CH=CH2

34,R=H

35,R=CH3

スキーム16.ジペプチドホスホロアミダイト36,37の合成｡(a)DCC,HOBT,(C2H5)3N,

CH2C12;(b)CH2=CHCH20P[(f-C3H7)212,diisopropylammonium　l/7-tetrazolide,CH3CN,

　テトラペプチドホスホロアミダイト41は､スキーム17に示した経路によって合成し

た.還流トルエン中､ρ-トルエンスルホン酸(1.1モル当量)を触謀に用いてL-アスパラギ

ン酸にアリルアルコール(10モル当量)を作用させてアスパラギン酸ジアリルエステルと

した後､ジクロロメタン中､DCC(1.8当量)およびHOBT(1.8当量)を用いて7V吻だ,プト

キシカルボニルグリシン(Boc-Gly-OH)(42)(1,2当量)と縮合させることによりジペプチド

Boc-Gly-Asp(OCH2CH=CH2)2(38)を得た(収率63%).38の構造はヽ1H　NMR　スペクトル

において4,6-47(CH2=CHC7720-)ヽ5ふ5.4(C772=CHCH20-)およぴ5,8-5.9

(cH2=cj7CH2o-)ppmにアリルエステル基に由来するシグナルヽ2.89ヽ3.07(a位)および

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-23-



4.91(a位)pPmにブスパラギン酸残基由来のシグナルヽ3.74.0　Ppm　((l位)にグリシン残基

由来のシグナルが観測され､またIRスペクトルで1740　cm-1　にカルボン酸エステルおよ

びウレタンに､1685およぴ1520　cm-1　にアミドに由来する吸収が観測されたことから決

定した｡ついで､38のBoc保護基をジクロロメタン中､トリフルオロ酢酸をO･Cで作用

させることにより除去した後､BOP61(1.8当量)およびトリエチルアミン(4.9当量)を用

いて､/V-zErz-プトキシカルポニルーθ心だ-プチルジメチルシリルーL-セリン62[Boc-

Ser(OTBDMS)-OH](43)(1,2当量)を働かせ､トリペプチド39とした(収率91%)｡39の構

造は､1H　NMR　スペクトルにおいてO,88[(CH3)3CSi-]ヽO.08(CH3Si-)PpmにTBDMS基由

来のシグナル､3.71((z位)､3.994.03および4,　19　ppm　(p位)にセリン残基由来のシグナル

が観測されたことから決定した｡さらに､トリペプチド39のBoc基を除去した後､文献

記載の方法59で合成した/V-アリルオキシカルボニルーL-アラニン(AOC-Ala-OH)(44)と縮

合させ､さらにTBAFと酢酸の1:1混合物処理によってTBDMS基を除去してテトラペプ

チド40を得た(収率51%)｡40の構造は､IH　NMR　スペクトルにおいて4.54.8

(CH2=CHC/たOCO-)､5.2-5.3(Cが2=CHCH20CO-)および5.9り5.0(CH2=C仔CH20CO-)ppm

にアリルオキシカルボニル基由来のシグナルヽL36(CH3)ヽ4,15((z位)ppmにアラニン残

基由来のシグナルが観測されたこと､またTBDMS基由来のシグナルが消失したことから

決定した.最後にヽジイソプロピルアンモニウム1私テトラゾリド(LO当量)を促進剤と

してヽテトラペプチド40をビス(ジイソプロピルアミノ)アリルオキシホスフィン(1.5当

量)と反応させヽテトラペプチドホスホロアミダイト41を得た(収率63%)｡　41の構造

はヽ31P　NMR　スペクトルで149,3.149.6　ppm　にホスホロアミダイトのジアステレオマーに

由来する2本のシグナルが観測され､1H　NMR　スペクトルにおいて3.94.3

(CH2=CHG尨OP-)､5,2-5.4(C秤2=CHCH20P-)および5.8-6.0(CH2=Cjり｢CH20P-)ppmにホ

スホロアミダイト部のアリル基に由来するシグナルヽ12-1,1[(C尽3)2CH-]および3.5-3.6

[(CH3)2C柘-]ppmにジイソプロピルアミノ基に由来するシグナルが観測されたこと､また

IRスペクトルで1750､1710　crrl　にカルポン酸エステルおよびウレタンに､1640,1510

-24-



cm-1にアミドに由来する吸収が観測されたことから決定した｡

　　　　　COOH

H2N工cooH

f

a,b

BocNHハ`TT-N
　　　　　　　　O　H

　COOCH2CH=CH2

王coocH2cH=cH2

　38
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c,d

　　　　　　　OTBDMS　　　　　COOCH2CH=CH2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0H　　　　　　　　COOCH2CH=CH2

BocNHダN汀j〕cooc叫cs°cs/jこ゛AocNH≒Nダa寸j〕cooc吻cs°cs･
　　　　　　　　　　　　　　　39　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40

CH2°CHCH20`PJ(八C3H7)2
　　　　　　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　O　　　　　　　　　COOCH2CH=CH2

AocNH≒N甘M寸j〕coocs･cs°c叫
　　　　　　　　　　　　　　　41

スキーム17,ペプチドホスホロアミダイト41の合成｡(a)CH2=CHCH20H,ρ-

CH3C6H4S03H･H20,toluene,renux;(b)Boe-Gly-OH(42),DCC,HOBT,(C2H5)3N,CH2CI2;

(c)CF3COOH,CH2CI2;(d)Boc-Ser(OTBDMS)-OH(43),BOP,(C2H5)3N,THF;(e)AOC-Ala-

OH(44),BOP,(C2H5)3N,THF;(f)CH2=CHCH20P[(j-C3H7)212,diisopropylammonium　1拓

tetrazolide,　CH3CN.



3-3.ジアリルホスホロアミダイト､アクリジニルホスホロアミダイトの合成

　3≒末端修飾オリゴヌクレオチドの合成に用いるジアリルホスホロアミダイト45を文献

記載の方法63により合成した｡また､アクリジニルポスホロアミダイト46を6-クロロー2-

メトキシー9-(ヒドロキシペンチルアミノ)アクリジン64の､1j7-テトラゾール(0.51当量)､

(アリルオキシ)ピス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(1,0当量)を用いるホスホロアミ

ダイト化により合成した(収率52%)｡アクリジニルホスホロアミダイト46の構造は､31P

NMRスペクトルで146.9　Ppm　にホスホロアミダイトに由来するシグナルが観測され､ま

た1H　NMR　スペクトルにおいて4,214.06(CH2=CHCH20P-)ヽ5.1　1　(cis-

C斤2=CHCH20P-)ヽ5･27(trans-C7/2=CHCH20P-)および5,94(CH2=CM]H20P-)ppmにア

リル基に由来するシグナルヽ1.15　ppmおよび1　.　17　ppm　[(Cj73)2CH2-1にジイソプロピルア

ミノ基に由来するシグナルが観察されたことから決定した｡

?(/-C3H7)2
CH2=CHCH2ぴP`OCH2CH=CH2

45

り(/-C3H7)2
CHCHCHOj'○匹
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4.5'一末端結合デオキシリボヌクレオチドーペプチドおよびデオキシリボヌクレオチドー

アミノ酸複合体の固相合成

　ター末端結合A型デオキシリボヌクレオテドーペプチドおよびデオキシリボヌクレオチ

ドーアミノ酸共有結合複合体を､Applied　Biosystems　社製　392型DNA/RNA合成機を用い

て合成した.その代表例としてヽAla-Ser(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly-Asp(47)の合成

を示す｡まず､3'一水酸基で長鎖アルキルアミノリンカーを介して固相担体(CPG)と結合

したチミジン48を出発物質､ヌクレオシド3'-ホスホロアミダイト14をモノマーユ

ニット､B汀65を促進剤に用い､表Iに示す合成サイクルに従って3'⇒5'方向に鎖長仲長

を行い､固相担持5'一末端無置換オリゴヌクレオチド15量体5'TGTCGACACCCAATT3'

を合成した｡トリチルカチオン定量によるヌクレオチド鎖長仲長の平均縮合収率は

99.2%､通算収率は89%であった｡

DMTro

○

48

)-モ呂
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表|.5≒3'方向の鎖長伸長法によるオリゴデオキシリボ

ヌクレオチド固相合成の反応サイクル

step　operation　reagent

l　washing　　　CH3CN

2　detritylation　3%C13CCOOH/CH2C12

3　washing　　　CH3CN

4　coupling　　O.1　M　phosphoramidite/CH3CN　十

　　　　　　　　　　〇.2　M　benzimidazolium　trinate/CH3CN

5　washing　　　CH3CN

6　capping　　　Ac20-2,6-1utidine-THF(1:|:8)十

　　　　　　　　　　16%yV-methylimidazole/THF

7　washing　　　CH3CN

8　oxidation　　1.0　M　z-C4H900H/toluene

9　washing　　　CH3CN

Ume,

mln

0.4

1.3

0.8

1.0

0.2

0.3

0.2

0.5

0.6

　ついで､BITを促進剤としたペプチドホスホロアミダイト41との反応とTBHP66を用

いる酸化によってヌクレオチドの5'一末端にリン酸エステルで架橋したペプチド鎖を導入

した｡その後､トリス(ジベンジリデンアセトン)ジパラジウムークロロホルム錯体

[Pd2(dba)3･CHC13](2.5当量/アリル)ヽトリフエニルホスフィン(25当量/アリル)および

ギ酸ジエチルアンモニウム(150当量/アリル)の混合物を用いてアリル保護基を除去し

(50　°C､1時間)､最後に濃アンモニア水処理して(室温､1時間)､目的とするヌクレオチ

ドーペプチド共有結合複合体47を固相から切り出した｡　HPLCおよびキャピラリーゲル

竜気泳動(CGE)のチヤート(図18)が示すように､47の粗生成物の純度は非常に高い｡ま

た､スキーム10に示したような47の分解反応によって生成するオリゴヌクレオチド5'-

リン酸モノエステル体p5'TGTCGACACCCAATT3'(保持時間14分)が粗生成物中に観察

されなかったことから､合成中にそのような分解が起こっていないこともわかった｡オリ

ゴヌクレオチド15量体5'TGTCGACACCCAATT3'を標準物質としてHPLCにより求めた

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　≒28-



47の収率は82%であった｡47をHPLCにより単離した後､エレクトロスプレーイオン化

マス(ESI-MS)スペクトルを測定したところヽ2460j(M-2H)2-および1640,3(M-3H)3川こ

分子イオンピークが観察された｡これらは､分子量492223の47に矛盾せず､その構造

を支持した｡セリンおよびチロシンが5'一末端に結合したヌクレオチドーアミノ酸複合

体､およびこれらのアミノ酸残基の水酸基を介してリン酸エステル結合したヌクレオチド

ーペプチド共有結合複合体も､ホスホロアミダイトとして27､32および36を用いること

により､同様に高い収率で合成できた(表2)｡

A

-29-

B

10 20 30面n0 ゛10 20 30　min

図18.　Ala-Ser(P5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly-Asp(47)の粗生成物の(A)HPLCおよび

(B)キャピラリーゲル電気泳動のチャート

　ペプチドのスレオニン残基の水酸基を介してリン酸エステル結合したヌクレオチドーペ

プチド共有結合複合体ヽThr(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly(49)もヽ上記固相担持5'一末

端無置換オリゴヌクレオチド15量体とペプチドホスホロアミダイト37との反応を鍵に同

様の手順によって合成できた｡しかし収率は低く､69%であった｡HPLC(図19)によると

49の粗生成物中にはいくつかの不純物が存在するが､このうち保持時間18分に見られる

ピークに相当する不純物は､標準物質との比較により､3',5'一両末端無置換オリゴヌクレ



オチド5'TGTCGACACCCAATT3'であることがわかった｡このことは､ペプチドホスホ

ロアミダイト37は反応性が低く､固相担持オリゴヌクレオチドと上記の条件下では十分

に反応しなかったことを示唆している｡そこで､縮合収率の向上を目指して縮合時間を長

くするなど様々な試みを行ったが､改良することはできなかった｡なお､HPLC(図19)で

オリゴヌクレオチド5'-リン酸モノエステル体のピークが見られなかったことから､本合

成において49のスキーム10のような分解は起こっていないことがわかった｡スレオニン

がヌクレオチドの5'一末端に結合した複合体も､ホスホロアミダイトとして28を用いるこ

とにより合成できたがヽやはり28の反応性が低いために目的物の収率は低かった(表

2)｡

0 10 20 30　min

図19.　Thr(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly(49)の粗生成物のHPLCチヤート
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　合成したy一末端結合デオキシリボヌクレオチドーペプチドおよびデオキシリボヌクレ

オチドーアミノ酸複合体とHPLC分析によって求めたそれらの収率を表2に示した｡

表2.5',末端結合デオキシリボヌクレオチドーペプチドおよび

デオキシリボヌクレオチドーアミノ酸複合体の合成

conjugate

Ala-Ser(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly“Asp(47)

Ala-Ser(p5'CATCAT3')‘Gly'Asp

Ser(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly

Ser(p5'CATCAT3')-Gly

Ser(P5'TGTCGACACCCんXTT3')

Ser(p5'CATCAT3')

Thf(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly(49)

Th-r(p5'CATCAT3')-Gly

Thr(p5'TTTTT3')

Tyr(p5'TTTTT3')

a　Determined　by　HPLC　analysis
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5勺'一末端結合デオキシリボヌクレオチドーペプチドおよびデオキシリボヌクレオチドー

アミノ酸複合体の合成

5-1.5'べ3'方向の鎖長伸長法による3',末端修飾オリゴデオキシリボヌクレオチドの高効

率合成法の開発

　まず､3'一末端結合ヌクレオチドとペプチドおよびアミノ酸の共有結合複合体合成を達成

する上で必要な､5'⇒3'方向の鎖長伸長による固相担持3'一末端無置換オリゴデオキシリ

ポヌクレオチドの合成法の開発とそれを基盤にした3'一末端修飾オリゴデオキシリボヌク

レオチド合成法の開発を､オリゴデオキシリボヌクレオチド3'-モノリン酸モノエステル

53およびDNAのインターカレーターであるアクリジンを3'一末端に有するオリゴデオキ

シリポヌクレオチド54の合成を例に検討した｡

　5'一水酸基で固相(CPG)に結合したヌクレオシド50を出発物質､ヌクレオシド5'-ホスホ

ロアミダイト13ヽ14ヽ16ヽ19をモノマーユニットヽBITを促進剤に用いヽAPplied

Biosystems社製392型DNA/RNA合成機で5'一末端固相担持オリゴヌクレオチド12量体

5'TCACCATTATGC3'(51)の合成を検討した(スキーム20)｡鎖長伸長反応サイクルを表3

に示した｡まず､step　4　の縮合時間をLO分としてヌクレオチドの鎖長伸長を行ったとこ

ろ､トリチルカチオン定量によって求めた縮合収率は､平均収率90.3%､通算収率33%

であった｡鎖長伸長終了後､THF中､Pd2(dba)3･CHCI3(2.5当量/アリル)､トリフエニ

ルホスフィン(25当量/アリル)ヽおよびギ酸ジエチルアンモニウム(150当量/アリル)の

混合物と50･Cで1時間処理してアリル系保護基を除去した後､濃アンモニア水処理(室

温､1時間)jこよってオリゴヌクレオチド51を固相から切り出した.
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表3づ'⇒3'方向の鎖長伸長法によるオリゴデオキシリボヌクレオ

チド固相合成の反応サイクル

step　operation　reagent

1　washing　　　CH3CN

2　detritylation　3%C13CCOOH/CH2C12

3　washing

4　　coupling

5　washing

6　capping

フ

8

washing

oxidation

9　washing

CH3CN

Oj　M　phosphoramidite/CH3CN　十

〇,2　M　benzimjdazolium　trinate/CH3CN

CH3CN

Ac20-2,6-lutidine-THF(1:1:8)十

16%yV-methylimjdazole/THF

CH3CN

I.0　M　r-C4H900H/toluene

CH3CN

tlme,

mln

　　O｡4

　　1.3

　　0.8

1.0　0r　2.0

O｡2

03

O｡2

0.5

0.6

　しかしながら､粗生成物のHPLC(図21A)により､本合成では目的物51がほとんど生

成していないことがわかった｡そこで､表3の合成サイクルにおけるstep　4　の縮合時間を

2.0分にして再度合成を試みたところ､縮合収率が平均収率97.9%､通算収率79%と向上

し､粗生成物のHPLCチャート(図21B)では､51と思われる主生成物[ピーク(a)](純度

68%)と約25%の副生成物[ピーク(b)】の混在が認められた｡粗生成物を蛇毒ホスホジエ

ステラーゼおよびバクテリアアルカリ性ホスファターゼで加水分解し､その生成物を

HPLC分析(図22)に供したところ､上記の合成オリゴヌクレオチドにおける四塩基の比

はdA:dC:dG:T=3j2:4.00:0.74:4.14であり､計算値dA:dC:dG:T=3:4:1:4に比ベデオキシグ

アノシンの含有量が少ないことがわかった｡また保持時間17分に構造不明の化合物のピ

ークが見られた｡このものを純粋な形で単離することはできなかったのでその詳細な構造

は不明であるが､その保持時間は､一般に核酸塩基部が何らかの修飾を受けた化合物が検

出される領域である｡したがって､筆者は副生成物はデオキシグアノシン残基の06位に

何らかの副反応が起こったことにより生じた化合物であると推測した｡

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-34-



A

10

(a)

20 30　min0 10 20 30　min　o

図21.オリゴヌクレオチド51の粗生成物のHPLCチャート｡A:縮合時間l｡O分､B:縮合

時間2.0分｡

dC

0 10 20　mjn

図22.オリゴヌクレオチド12量体d5'TCACCATTATGC31合成における生成物の酵素によ

る加水分解生成物のHPLCチャート｡
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　この推測を基に､デオキシグアノシンの構築単位として核酸塩基部のN2位のみでなく

06位もアリル基で保護した15を用いるオリゴヌクレオチド12量体51の固相合成を再趨

試みた｡その結果､トリチルカチオン定量によって求めた平均縮合収率99.9%､通算収率

99%で合成を達成することができた｡図23Aに示した粗生成物のHPLCチャートによる

と､目的物51の純度は85%であり､副生成物のピークは観察されなかった｡同様に､15

をデオキシグアノシンモノマーユニットに用いてオリゴヌクレオチド15量体

5'TGTCGACACCCAATT3'(52)を､トリチル発色により求めた平均縮合収率99.9%､通算

収率99%､HPLCにより求めた純度80%で合成した(図23B)｡

B

0 10 20 30　min　o 10

図23.オリゴヌクレオチドの粗生成物のHPLCチャート｡A:　51､B:　52｡

20 30　mi

　このように､デオキシグアノシンモノマーユニットとしてN2位､06位をアリルオキ

シカルボニル/アリル保護した15を用いる5→3'方向の鎖長伸長法により､5'一末端固相

担持3',末端無置換オリゴデオキシリボヌクレオチドの高収率･高純度合成を実現した｡

-36--



　上記のように5'⇒3'方向の鎖長伸長法により調製した固相担持3'一末端無置換オリゴヌ

クレオチドに､ホスホロアミダイト45をBITを促進剤として縮合させ､ついで､TBHP

による酸化､有機パラジウム触媒を用いるアリル保護基の除去､濃アンモニア水を用いる

固相からの切り出しを行いオリゴヌクレオチド孔リン酸53を合成した｡また､54をアク

リジニルホスホロアミダイト46を用いて､同様の手順により合成した｡粗生成物の

HPLCチャート(図25)が示すように､53および54は非常に高い純度で得られ､収率はそ

れぞれ80%､70%であった｡
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図24.5≒3'方向の鎖長伸長法による3'末端修飾オリゴヌクレオチドの合成
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5TGTCGACACCCAATT3-○-

53.R=H cH3q

54,R=CH2(CH2)4NH

B
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図25.3'一末端修飾オリゴヌクレオチドの粗生成物のHPLCチャート｡　A:　53､B:　54.

40　mi



5-2バ3'一末端結合デオキシリボヌクレオチドーペブチドおよびデオキシリボヌクレオチド

ーアミノ酸複合体の固相合成

　3'一末端結合A型ヌクレオチドーペプチドおよびヌクレオチドーアミノ酸複合体合成の

代表例として､(5'TGTCGACACCCAATT3'p)Ser-Gly(55)の合成を示す.5'一末端で固相担

体(CPG)に長鎖アルキルアミノリンカ‾を介して結合したヌクレオシド50を出発物質と

し､ヌクレオシド5'-ホスホロアミダイト13-16をモノマーユニット､B汀を反応促進剤

に用いる表3の反応サイクルに従った5'ヨ3'方向の鎖長伸長を行い､固相担持3',末端無

置換オリゴヌクレオチドを得た｡その後､ペプチドホスホロアミダイト36を用いたペプ

チド鎖の導入､パラジウム触謀を用いるアリル保護基の除去および濃アンモニア水処理に

よる固相担体からの切り出しを行い､目的とする3'一末端結合デオキシリポヌクレオチド

ーペプチド複合体55を得た｡HPLCのチャート(図26)が示すように､55の粗生成物の純

度は非常に高い｡また､スキーム10に示すような55の分解によるオリゴヌクレオチド

3'-モノリン酸モノエステル体5'TGTCGACACCCAATT3'pの生成は見られなかった｡チロ

シン､セリンおよびテトラペプチド(Ala-Ser-Gly-Asp)が3'一末端に結合したA型ヌクレオ

チドーアミノ酸､ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体も同様に､ホスホロアミダイト

27､32および41を用いることにより､高い収率で合成することができた｡

　しかしヽスレオニン残基で結合した複合体(5'TTTTT3'p)Thr(56)の合成では､粗生成物

のHPLC(図27)において､固相担持3'一末端無置換オリゴヌクレオチドとスレオニンホス

ホロアミダイト28との縮合反応が起こらなかった結果の成績体5'TTTTT3'[ピーク(a)]と

構造未確認の副反応生成物に由来するピークが観測されたのみで､目的物の生成は確認で

きなかった｡
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0 10 20 30　min

図26づ5'TGTCGACACCCAATT3'p)Ser-Gly(55)の粗生成物のHPLCチャート

0 10 20

図27.(5'TTTTT3'p)Thr(56)の粗生成物のHPLCチャート
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　合成した3'一末端結合A型デオキシリボヌクレオチドーペプチドおよびデオキシリボヌ

クレオチドーアミノ酸複合体とHPLC分析により求めたそれらの収率を表4に示した｡

表4,.3'一末端結合デオキシリボヌクレオチドーペプチドおよび

デオキシリボヌクレオチドーアミノ酸共有結合複合体の合成

conJugate

Ala-(5'CATCAT3'p)Ser-G】y-Asp

(5'TGTCGACACCCAATT3'p)Ser-Gly(55)

(5'CATCAT3'p)Ser-Gly

(5'TGTCGACACCCAATT3'P)Ser

(5'CATCAT3'p)Ser

(5'TTTTT3'p)Tyr

a　Detemlined　by　HPLC　analysis
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6.リン酸ジエステル架橋デオキシリポヌクレオチドーペプチド複合体の塩基に対する安

定性

　前述のように､A型ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体は化学的に､とくに塩基に

対して不安定であることが予想される｡そこで､ヌクレオチドの5'一末端でジペプチドと

結合したA型複合体Ser(P5'CATCAT3')-Glyを例として､種々の条件下その塩基に対する

安定性を調べた｡まず､生成物の固相担体からの切り出し条件､すなわち室温で濃アンモ

ニア水と1時間処理したところ､複合体の分解は全く観測されなかった｡また､この条件

下でアミノ酸残基のラセミ化は全く観察されなかった｡したがって､この程度の条件の塩

基処理は合成上全く問題がないことがわかった｡これに対し､核酸塩基部のアシル保護基

の説保護条件である､濃アンモニア水､55･C､12時間処理によっては､粗生成物の

HPLC(図28)からわかるようにヽSer(p5'CATCAT3')-Gly[ピーク(a)]がスキーム10に示し

たような分解を起こした結果の化合物であるp5'CATCAT3'[ピーク(b)]の生成(約30%)

が確認された｡このことにより､A型ヌクレオチドーペプチド共有結合複合体の合成にア

シル保護基を用いると､その説保護の際に相当量の分解が起こり､高効率合成を達成する

ことが困難であることが示唆された｡一方､今回著者の開発したアリル保護基を用いる合

成法における､ギ酸ジエチルアンモニウム存往下パラジウム錯体を用いる説保護条件(50

°C､1時間)では､アミノ酸残基のラセミ化や複合体の分解は全く起こらなかった｡

0 10 20 30　mjn

図28.　Ser(p5'CATCAT3')-Glyの強塩基処理による粗生成物のHPLCチヤート
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フ｡結論

　筆者は､アリル系保護基を用いるホスホロアミダイト法を基盤にしてヽアンチセンス分

子として期待されているヽオ刀ゴデオキシリボヌクレオチドの5'-あるいは3'一末端水酸基

とペプチドのセリン､スレオニン､チロシン残基の水酸基とが直接リン酸ジエステル結合

で結合した､化学的に不安定なヌクレオチドーペプチド､ヌクレオチドーアミノ酸共有結

合複合体の高効率的合成法を開発した｡本法は､塩基部をアリルオキシカルボニル基､ホ

スホロアミダイト部をアリル基で保護したヌクレオシドホスホロアミダイトをモノマーユ

ニットに用いて､3'ヨ･5'方向の鎖長伸長法で3'一末端で固相担体に結合した5'-O一無置換オ

リゴデオキシリボヌクレオチドを､あるいは5'43'方向の鎖長伸長法で5',末端で固相担

体に結合した3'-O一無置換オリゴデオキシリポヌクレオチドを合成した後､これらに対

し､アミノ基をアリルオキシカルポニル基､カルボキシル基をアリル基で保護したペプチ

ドホスホロアミダイトあるいはアミノ酸ホスホロアミダイトを縮合させ､ついで酸化､有

機パラジウム反応によるアリル系保護基の脱保護､室温での濃アンモニア処理による固相

からの切り出しを行い､標的化合物を得るもので､得られる目的物の収率､純度は､脱保

護に過酷な塩基性条件を必要とする既存のアシル保護基を用いる方法のそれに比べて格段

に高い｡この優位性は､アリル保護法では穏和なほぽ中性条件に保護基が除去できるた

め､上記ヌクレオチドーペプチド複合体の､塩基に対して不安定なヌクレオチドーペプチ

ド間のリン酸ジエステル結合の開裂が起こらないことに起因する｡

　さらに著者は､標的複合体合成の過程で､これまで優れた方法がなかった5'93'方向

の鎖長伸長法によるオリゴデオキシリボヌクレオチドの新規高効率合成法を開発した｡本

法実現の鍵は､従来法に従いデオキシグアノシンモノマーユニットとしてN2位のみを保

護したホスホロアミダイトを用いると､06位に副反応が起こることを見い出し､それを

基にN2位のほか06位をアリル基で保護したデオキシグアノシンホスホロアミダイトを

モノマーユニットに用いたことにある｡
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　また､この5'93'方向のオリゴデオキシリボヌクレオチド鎖長伸長法を基盤に､これ

までに報告されている合成法よりも一般性および柔軟性の高い3'一末端修飾オリゴデオキ

シリポヌクレオチドの高効率合成法も開拓した｡
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8､｡実験の部

一般事項

　可視紫外線吸収(UV)スペクトルは､メタノール溶液中､日本分光社製Ubset-55型分光

光度計により測定した｡赤外吸収(IR)スペクトルは､KBr法あるいは液膜法により日本

分光社製FT/IR-5300赤外分光光度計で測定した.IH,13C,31P核磁気共鳴(NMR)スペク

トルは､日本電子社製EX-270型NMR装置あるいはa400型NMR装置を用い､記載が

ない限り重クロロホルム溶液で測定した｡化学シフトは､テトラメチルシランを内部標準

として6値としてppm単位で示した｡スピンースピン結合による分裂様式は､一重線は

s､二重線はd､三重線はt､四重線はq､多重線あるいは複雑に重なったシグナルはmと

し､また幅の広いピークはbrと略した｡　31P　NMR　スペクトルは､85%リン酸水溶液を外

部標準として測定し､化学シフトは6値で示した｡旋光度([(z]D)は､日本分光社製DiP,

140型装置を用い､記載がない限りクロロホルム溶液で測定した｡エレクトロスプレーイ

オン化質量分析(ESI-MS)は､名古屋大学化学測定機センターで測定した｡高速液体クロ

マトグラフィー(HPLC)は､日本分光社製UV-970型検出器付きPU-980クロマトグラム

装置を用いて行った.カラムはナカライテスク社製COSMOSIL(ODS-5μm､4.叫×250

mm)を使用した｡溶離液としては､合成したオリゴヌクレオテドの分析には5413%アセ

トニトリルーO,I　M　酢酸アンモニウム水溶液(V/V)(直線勾配､30分)を用い､酵素分解反

応生成物の分析には10%メタノール水溶液を用いた｡分析シリカゲル薄層クロマトグラ

フィー(TLC)は､Merck社製Kieselge1　60　F254　(厚さO.25　mm)を用いて行った.スポツト

はヽUV(254　nm)､およびリンモリプデン酸の5%ヱタノール溶液噴霧後､熱板上で発色

させ検出した｡カラムクロマトグラフィーは､フジシリシア社製シリカゲルBW-300･Sを

用いた｡キャピラリー電気泳動は､大塚電子社製CA]PI-3200型装置を用い､ゲル充填キャ

ピラリーp-GF5(5%T)により測定した｡元素分析は､名古屋大学農学部元素分析室に依頼

した.無水条件下の反応は､すべて減圧下(1-3　mmHg)で加熱乾燥した容器を用いヽアル

ゴン雰囲気下､無水溶謀を用いて行った｡反応は､特記しない限り室温にて行った｡溶媒

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-45-



抽出後の乾燥には､無水硫酸マグネシウムを用いた｡溶媒の濃縮は減圧下､ロータリーエ

パポレーターを用いて行った.固相合成はヽApplied　Bjosystems　社製392型DNA/RNA合

成機で行った｡合成したオリゴヌクレオチドの酵素による加水分解反応は､既存の方法に

したがって行った｡

溶媒およぴ使用した物質

　2'-デオキシヌクレオシド(ヤマサ)､アミノ酸(ナカライ)､y々が-ブトキシカルボニルグ

リシン(42)(ナカライ)は､市販品を使用した.洒-アリルオキシカルボニルー5'-θTp,y-ジメ

トキシトリチルー2'-デオキシアデノシン3'-(アリル尽y'-ジイソプロピルホスホロアミダイ

ト)(1)56･57､が-アリルオキシカルポニルー5'-0?,μ'-ジメトキシトリチルー2'-デオキシシチ

ジン3'-(アリルAW'-ジイソプロピルホスホロアミダイト)(2)56,57､θ6-アリルーが,アリル

オキシカルポニルー5'-o-ρ,y-ジメトキシトリチルー2'-デオキシグアノシン3'-(アリルy7v'-

ジイソプロピルホスホロアミダイト)(3)58ヽ5'一礁μ,y-ジメトキシトリチルチミジン3'-(ア

リルyyv'-ジイソプロピルホスホロアミダイト)(4)56､ノv6-アリルオキシカルボニルー2･-デ

オキシアデノシン(5)57､Λ(アリルオキシカルポニルー2'-デオキシシチジン(6)57､06.ア

リルW2-アリルオキシカルボニルー2'-デオキシグアノシン(7)58､が2-アリルオキシカルボ

ニルー3',5'-ビスー0-rm-ブチルジメチルシリルー2'-デオキシグアノシン(17)56､y-アリルオ

キシカルポニルーL-セリン(23)59､y-アリルオキシカルポニルーしスレオニン(24)59､グリ

シンアリルエステルβ-トルエンスルホン酸塩(33)60ヽ仙なrr-プトキシカルボニルー0心灯-プ

チルジメチルシリル-L-セリン(43)62､ビス(アリルオキシ)ジイソプロピルアミノホスフ

ィン(45)63､6-クロロー2-メトキシー9-(ヒドロキシペンチルアミノ)アクリジン64､ベンズイ

ミダゾリウムトリフラート65は文献記載の方法により調製した｡アセトニトリルおよび

ジクロロメタンは､水素化カルシウムから蒸留して用いた｡THFは､ナトリウムおよび

ベンゾフェノンから蒸留して用いた｡特記しない限り市販の物質は精製せずにそのまま使

用した｡ホスホロアミダイト(O｡IM)およびベンズイミダゾリウムトリフラート(0.2M)

のアセトニトリル溶液は､調製後直ちに使用した｡無水酢酸-2､6-ルチジンーTHF(1:1:8)
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および刄メチルイ ミダゾールの16弥THF溶液は､使用直前に新たに調製した｡

X‘kアリルオキシカルボニルー3'-θ必於ジメトキシトリチル･2'･デオキシアデノシン(9):

　洒フリルオキシカルボニルー2i-デオキシアデノシン(5)(7,24　9,　21,6　mmol)およびイミダ

ゾール(2.95　9,43,.3　mmol)のDMF(22　mL)溶液に､O°Cで塩化z,ブチルジメチルシリル

(2,92　g､　19,4mmol)を3回に分けて加えヽ室温で6時間かくはんした.反応溶液に水(50

mL)を加え､酢酸エチル(100　mLX4回)で抽出した｡有機層を合わせて飽和塩化ナトリウ

ム水溶液(50mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー[200　g､　メタノールー酢酸エチルーヘキサン(1:100:100)ヨ･(I:iO:10)]

で精製し､5'-θ-シリル体(7.53　9,　78%)を得た｡　5'-θ-シリル体(8.88　g､　19.8　mmol)のピリ

ジン(45　mL)溶液に､1,8-ジアザビシクロ[5.4.0]ネウンデセン(6.01　9,　190　mL,　39.5　mmol)

および塩化ρ,於ジメトキシトリチル(13.4　g,　39.5　mmol)をO°Cで加えヽ室温に昇温して

24時間かくはんした｡反応溶液を減圧濃縮した後､残液を酢酸エチル(500　mL)に溶解し

た｡この溶液を水(100　mL)および飽和塩化ナトリウム水溶液(100　mL)で順次洗浄し､乾

燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[100　9,

酢酸エチルーヘキサン(1:2)ヨ･(1:1)]で精製し､3'-θ-ジメトキシトリチル体(11.09,74%)を

得た.3'-θ-ジメトキシトリチル体(11.09,14.6　mmol)のテトラヒドロフラン(THF)(40

mL)溶液に､フッ化テトラブチルアンモニウム(TBAF)の1.0　M　THF　溶液(30.0　mL,　30.0

mmol)を加え､L5時間かくはんした｡反応溶液に飽和塩化アンモニウム水溶液(50　mL)を

加えた後､水層を酢酸エチル(100　mL　X3回)で抽出した｡有機層を合わせて飽和塩化ナト

リウム水溶液(50mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー[100　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:1)⇒(1:O)]に供し､/φ-アリル

オキシカルボニルー3'-θ必於ジメトキシトリチルー2'-デオキシアデノシン(9)(9,33　9,　100%)

を得た｡

UV:λmax268nm(ε21500),237　nm　(ε25400).
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IR(KB･r):1755､1610､1585,1510､1465,1250､1220　cm-1　,

IH　NMR:　6　1.75(dd,J=5,4,13コHz,IH)ユフO(ddd,j=5,4､10,2,13,7Hz,IH),3.31(b｢

dd,｣=1　1　,2,　12.7　Hz,　IH),3.72(brdゴ=12.7Hz,IH),3.78(s,3H),3,79(s,3H),4.06(s,1

H),4,63(d,j=5.4　Hz,　IH),4.75(d,j=5,9　Hz,　2H),5,28(dd,j=1.5,10,2　Hz,　IH),5.40

(dd,7=L5,17j　Hz,　1H)､5,64(br　d,　j=1　1　.2　Hz､　IH),5.98(tdd,j=5,9,10.2,17.1　Hz,　IH),

6,32(dd,j=5.4,10.2　Hz,　IH),6.84(d,j=8.8　Hz,　2H),6,85(d,j=8,8　Hz,2H),7.23(t,j=

フ,3　Hz,　1H),フ｡31(dd,j=7.3,7.3　Hz,　2H),7.36(d,j=8.8　Hz,　4H),フ,47(d,j=フ｡3　Hz,2

H),フ.99(s,IH),8.45(s,IH),8.65(s,IH)｡

C35H35N507としての計算値:C,65.92;　H,　5.53;　N,　10.98.

分析値:C,65.96;　H,　5.56;　N,　10.79.

7V4-アリルオキシカルボニル.3'-θ弘峠ジメトキシトリチルー2'-デオキシシチジン(10):

　/Vもアリルオキシカルボニルー2'-デオキシシチジン(6)(1L8　9,　37.9　mmol)およびイミダゾ

ール(5.　18　9,　76,　1　mmo】)のDMF(38mL)溶液にヽ塩化r-ブチルジメチルシリル(5.73　g､　38,0

mmol)を3回に分けてO゜Cにて加え､室温で12時間かくはんした｡反応溶液をO･Cに冷

却し､水(50mL)を加えた後､酢酸エチル(100　mLX4回)で抽出した｡有機層を合わせて

飽和塩化ナトリウム水溶液(50mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物

をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[200　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:1)ヨ･(5:I)]に供

し､5'-0-シリル体(14.9　9,92%)を得た｡　5'-ひシリル体(10.79,25.1　mmol)のピリジン

(100　mL)溶液に､DBU(7j3　9,　7,00　mL,　46,8　mmol)および塩化ρ,於ジメトキシトリチル

(16,8　9,49,6　mmol)をO゜Cで加えヽ室温で24時間かくはんした.反応溶液を減圧濃縮し､

水(500　mL)を加えた後､酢酸エチル(500　mL　X2回)で抽出した｡有機層を合わせて0.1M

硫酸銅水溶液(200　mL　X2回)､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(200　mL　X3回)､飽和塩化

ナトリウム水溶液(200　mL　X2回)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成

物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[320　g､　酢酸エチルーヘキサン(I:3)9(1:1)]に供

し､3'-θ-トリチル体(18.2　g,　99%)を得た.3'-0-トリチル体(7,57g,　10,4　mmol)のTHF(50
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mL)溶液にTBAFのLOMTHF溶液(18.0　mL,　18.0　mmol)を加え､2日間かくはんした｡

反応溶液を酢酸エチル(200　mL)で希釈し､水(150　mLX2回)､飽和塩化アンモニウム水溶

液(150　mL　X2回)ヽ飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(150　mL　X2回)ヽ飽和塩化ナトリウム

水溶液(1　50　mL　X2回)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリ力

ゲルカラムクロマトグラフィー[200　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:I)ら(5:i)]に供し､が-ア

リルオキシカルボニルー3'-∂夕,於ジメト牛シトリチルー2･-デオキシシチジン(10)(6､00　9,

89%)を得た｡

UV:λmax　284　nm　(E　9300)､238　nm　(c　35000)｡

IR(KBr):1750,1655,1560,1510､1250,1200　cm-1.

1H　NMR:　6　1,96　(m,IH),2,18(m,IH)､2.97(br　s,　IH),3,23(dd,j=2,4,1□Hz､IH),3,62

(d,j=1L7　Hz,　IH),3,76(s,6H),3.90(d,j=2.4　Hz,　IH),435(d,j=6.4　Hz,　IH),4.64(d､

j=5,9　Hz､　2H),5.27(d,j=10.7　Hz,　IH),5.33(d,j=17j　Hz,　IH),191(tdd,j=5,9,10,7,

17,1　Hz,　1H),6.22(dd,j=6.4,7.8　Hz,　IH),6.81(d,j=8.3　Hz,4H),7,20(t,j=6.8　Hz,　1

H),7j8-7.22(m,IH),7,27(dd､j=6.8,7,3　Hz,2H),7.34(d,j=8.3　Hz,4H),7,44(d,j=

フ,3　Hz,　2H),8.06(d,j=フ.3　Hz,　1H)｡

C34H35N308としての計算値:C,66.55;　H｡　5.75;　N｡　6.85.

分析値:C,66.48;　H,　5.98;　N,　6.6L

θ1アリルーフV2-アリルオキシカルボニル･3'-θやメトキシトリチルー2'-デオキグアノシン

(11):

　∂6-アリルー肩-アリルオキシカルボニルー2'-デオキグアノシン(7)(3.30　9,　8.43　mmo1)およ

びイミダゾール(1.16　9,　17.0　mmol)のDMF(10　mL)溶液に､塩化r,プチルジメチルシリル

(L27　9,　8,43　mmol)を4回に分けてO°Cで加えヽ室温で12時間かくはんした.反応溶液に

水(50　mL)を加え､酢酸エチル(50mLX3回)で抽出した｡有機層を合わせて飽和塩化ナ

トリウム水溶液(20　mL)で洗浄した後､乾燥し､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリ
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カゲルカラムクロマトグラフィー[50　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:1)≒(5:I)]に供し､5'-θ-

シリル体(3,75　g､89%)を得た.5'-ひシリル体(3,75　g,　7,42　mmol)のピリジン(40　mL)溶液

に､DBU(1,58　9,　L55　mL,　10,4　mmol)および塩化ρ-メトキシトリチル(3,21　gjO,4　mmol)

を2回に分けてO゜Cで加え､室温で24時間かくはんした｡反応溶液を減圧濃縮した後､

酢酸エチル(400　mL)に溶解した｡この溶液を､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(50　mL)お

よび飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた

粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[100　9,　酢酸エチルーヘキサン

(1:5)⇒(2:1)]に供しヽ3'-θ-モノメトキシトリチル体(4,10　9,　71%)を得た.3'-θ-メトキシト

リチル体(4.10　9,　5.27mmol)のTHF(15　mL)溶液に､TBAFのI｡OM　THF　溶液(10.5　mL,

10.5　mmol)を加えヽ1.5時間かくはんした.反応溶液に飽和塩化アンモニウム水溶液(50

mL)を加えた後､水層を酢酸エチル(50　mL　X3回)で抽出した｡有機層を合わせて飽和塩

化ナトリウム水溶液(20　mL)で洗浄した後､乾燥し､減圧濃縮した｡得られた粗生成物を

シリカゲルカラムクロマトグラフィー[100　9,　メタノールー酢酸エチルーヘキサン

(1:20:20)⇒(1:5:5)]に供しヽθ6-アリルー肩-アリルオキシカルボニルー3'-θやメトキシトリチ

ルー2'-デオキグアノシン(11)(3.5o　g,　loo%)を得た｡

iR(KBr):1755,1720,1610,1510,1245,1195　cm-1.

1H　NMR:　6　06(dd､j=5.4,13.2　Hz､　IH),2.69(ddd,j=5.4､9.8,13.2　Hz,　IH),3.29(br　dd､

j=9.8､13.2　Hz､　IH)､3,68(br　d､　j=13,2　Hz,　IH),3,77(s,3H),4,00(s,1H),4,65(d,j=5.9

Hz､2H)､4,624,66(m,1H),4,88(br　d,　､/=9.8　Hz,　1H),5,06(d,j=5.9　Hz,　2H),5.22(dd,J

=L0,10､7　Hz,　IH),5,26(dd,7=LO､10.2　Hz,　IH),5.32(dd,j=1.0,17.1　Hz,　1H),5,44

(dd､j=1,0,17j　Hz,　1H),5.92(tdd,j=5,9,10.7,17.1　Hz,　IH),6.1i(tdd,J=5.9,10.2,17.1

Hz,1H),6.24(dd､j=5.4,9,8　Hz,　IH),6.84(d,j=8.8　Hz,　2H),7,23(t,J=73　Hz,　2H),

7,30(dd,j=7,3,ユ3　Hz,4H),7,36(d,j=8.8　Hz,2H),7.41(s,1H),7.48(d,J=7.3　Hz,　4

H)､7,82(s,IH),

C37H37N507としての計算値:C,　66,96;　H,　5.62;　N,　10.55

分析値:C,66､96;　H,　5.69;　N,　10.51
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y6-アリルオキシカルボニルー3'-θfy-ジメトキシトリチルー2･-デオキシアデノシン5'･(アリ

ルフv,y-ジイソプロピルポスホロアミダイト)(13):

　9(1,13　g,　1.78　mmol)のアセトニトリル(10　mL)溶液にジイソプロピルアミン(90.3　mg､

125μL,　0,892　mmol)ヽ1払テトラゾール(62.2　mg,　0,887mmol)ヽおよび(アリルオキシ)ビス

(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(940　mg,　3.26　mmol)を順次加え､室温で3時間かくは

んした｡反応溶液を酢酸エチル(200　mL)で希釈し､飽和塩化ナトリウム水溶液(70mLX2

回)で洗浄した｡有機層を乾燥した後､減圧濃縮した｡残液をジクロロメタン(8mL)に溶

かして-78･Cに冷却したペンタン(300　mL)中に滴下した｡生じた沈殿をろ過して集め､

加-アリルオキシカルボニルー31-θf,於ジメトキシトリチルー2`デオキシアデノシン5'-(ア

リルy/v-ジイソプロピルホスホロアミダイト)(13)(1.42　9,　97%)を得た｡

UV:λmax　268　nm　(E　21800),238　nm　(£24900),212　nm　(E　42500)｡

IR(KBr):1760,1730,1610,1585,1510,1460　cm-1.

1H　NMR:　6　0.99(d,j=6.8　Hz,　3H),1.05(d,j=6,8　Hz,　3H),1.14(d,j=6.8　Hz,6H),

2,07-2.1　1　(m,IH),2.23(ddd,j=5,4,8.3,13ブ7　Hz,　0,5　H),230(ddd,j=5,4､9.3,13.7　Hz,

0,5　H),3,29(ddd,j=2,9,6,3,11,2　Hz,　0.5　H),3,39(ddd,j=2.4､7.3,11,7Hz,0.5H),

3,43-3.52(m,2H),3.55(ddd,j=2.4,4.9,1L7　Hz,0,5　H),3,66昨Mい/=2,4,5.9,11,2　Hz,

0,5　H),3,78(s,6H),3.984.17(m,3H),4.46(d,j=5,4　Hz,0.5　H)､4.49(d,j=5.4　Hz,　0,5

Hz),4j76(d,J=5.9　Hz,　2H),5.08(br　d,　j=10.3　Hz,0.5　H),5,12(brdコ=10.3　Hz,0.5　H),

5.20(dd,j=2.0,17.1　Hz,　0.5　H),5.25(dd,J=2.0,17.1　Hz,0,5　H),5.28(d,j=10.3　Hz,　IH),

5,40(d,j=17.1　Hz,　IH),5.83(tdd,､/=4.9,10,3,17.1　Hz,0,5　H),5.92(tdd､,j=4,9､10,3､

17,1　Hz,0.5H),5.99(tdd,j=4,9,10.3,17,1　Hz,　1H),6,6　1　(dd,7=5,9,8.3　Hz,0.5　H),6.62

(dd,j=5.9,9j　Hz,0.5H),6.84(d,j=8.8　Hz,4H)コ.32-7.21(m,3H),7.36(dコ=8.8　Hz,　2

H),737(d,j=8.8　Hz,　2H),7.46-フ.49(m,2H),8,35(s,0,5　H),8.37(s,0.5H),8,76(s,IH),

31P　NMR:　6　148.6.

C44H53N608Pとしての計算値:C,　64.07;H,　6,48;　N,　10.19.
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分析値:C,64.03;　H,　6jO;　N,　10.09.

yv4･アリルオキシカルポニルー3'-θf,ρ'-ジメトキシトリチル.2'-デオキシシチジン5'-(アリル

尽Mジイソプロピルホスホロアミダイト)(14):

　10(5.60　9,　9,　13　mmol)のアセトニトリル(50　mL)溶液にジイソプロピルアミン(462　mg,

640μ,L､4,57　mmol)､1柘テトラゾール(318　mg,4.54　mmol)､および(アリルオキシ)ビス

(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(3,37　9,　1□mmo1)を順次加え､室温にて1時間かく

はんした｡反応溶液を酢酸エチル(400　mL)で希釈し､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(50

mL)および飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得

られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[100　9,　酢酸エチルーヘキサンー

トリエチルアミン(1:5:trace)ら(2:I:trace)]に供しヽが-アリルオキシカルボニルー3'-Oj),於ジ

メトキシトリチルー2'-デオキシシチジン5･-(アリル況7V-ジイソプロピルホスホロアミダイ

ト)(14)(フ,35　9,　100%)を得た.

UV:λmax　284　nm　(£8800),238　nm　(£31900)､212　nm　(E　38900),

IR(KBr):1745,1670,1630､1555,1505,1250,1200　cm-1　,

IH　NMR:　6　1.01(d,j=73　Hz,3H),L07(d,j=7.3　Hz,　3H),1.12(d,J=7.3　Hz,　3H),1.14

(d,j=73　Hz,3H),L68(dddゴ=6,4,7.8,14,2　Hz,0.5　H),1.75(ddd,j=5.9,8.8,14.2　Hz,

0.5　H)､2.28-2.48(m,IH),3.14-3j8(m,0.5H),3.25(ddd,j=2,9,7.8,10.7　Hz,0.5H),

3,55-3,40(m､2,5　H),3.60(m,0.5H),3,78(s,6H)､3,86(m,0.5H),3.89(m,0jH),

3,964,13(m,2H),431(d､j=6,4　Hz,　0.5H),4.34(d,j=5.9　Hz｡　O｡5H),4.66(d,j=5.9　Hz,

2H),5.06(d,j=10.2　Hz,0.5H),5j4(d,j=10,2　Hz,0.5　H),5,17(d,､/=17.1　Hz,0,5　H),

5.24(d,j=17.1　Hz,0.5H)､5.27(d,､/=10.2　Hz､　1H),5.35(dコ=17.1　Hz,　IH),5.74-5,98

(m,2H),6.44(dd,j=7,3,7,8　Hz,　0.5　H),6.45(dd,j=7.3,8.8　Hz,0.5H),6,82(d,j=8.8

Hz,4H)､7,12(br　s,　1H),7｣9-7.30(m,3H),7.34(d,j=8.8　Hz,　2H),7.34(d,j=8,8　Hz,　2

H),フ,45(d､j=7.8　Hz,　2H)､8.18(br　s,　0jH),8.20(br　s,　0.5　H).

31P　NMR:　5　148.8,148.5.
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C43H53N409Pとしての計算値:C,　64.49;　H,　6,67;　N,　7,00

分析値:C,64.49;　H,　&70;　N,　6.89.

び-アリルーy2-アリルオキシカルボニルー3'･θやメトキシトリチルー2'-デオキグアノシン5'-

(アリルXMジイソプロピルホスホロアミダイト)(15):

　11(1,10　g,　1.66　mmol)のアセトニトリル(16mL)溶液にジイソプロピルアミン(86.6　mg,

120μ,L,0.86　mmol)ヽ1刄-テトラゾール(602　mg,　0.859　mmo1)､および(アリルオキシ)ビス

(ジイソブロピルアミノ)ホスフィン(717　mg､　2.49　mmol)を順次加え､室温で2時間かくは

んした｡反応溶液を酢酸エチル(100　mL)で希釈し､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(20

mL)および飽和塩化ナトリウム水溶液(20　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得

られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[30　9,　酢酸エチルーヘキサンート

リエチルアミン(3:1:trace)ら(2:1:trace)]に供し､θ6,アいレ肩｡アリルオキシカルポニルー3',

ひρ-メトキシトリチル-2'-デオキグアノシン5'-(アリル尽N-ジイソプロピルホスホロアミ

ダイト)(15)(1.05　9,　74%)を得た｡

IR(KBr):1755,1605,1510,1460,1410,1240,1185　cm-1.

1H　NMR:　6　0.99(d,j=6,8　Hz､3H),1,04(d,j=6.8　Hz,　3H),L12(d､j=6.8　Hz,　6H),

2,05-1.99(m,IH),2,19-2.31(m,IH),3.29(ddd,j=2,9,6,3､II.2　Hz,0.5　H),3.38(ddd,j=

2.9,7.3,11.2　Hz,　0.5H),3.43-3.57(m,2.5H),3.63(ddd,j=2.4,5.9,11.2　Hz,　0.5H),3.78

(s,3H),4.17-3.96(m,3H),4.44-4,51(m,1H),4.71(d,j=5.9　Hz,　2H),5.08(d,j=5.9　Hz､

2H),5.04-5.12(m,IH),5.19(d,j=17.1　Hz,0j}{),5.22-5J阿mjy5H),5.27(d,j=10.7

Hz,2H),5.40(d,j=17j　Hz,　IH),5,44(dコ=17.1　Hz,　IH),5,82(tdd,j=4.9,10.2,17｣

Hz,0.5H)､5.91(tdd,j=4,9,10.2,17.1　Hz,0.5　H),5.99(tdd,j=5.9,10,7,17,1　Hz,　IH),

6,14(tdd,j=5,9,10.7,17.1　Hz,　1H),6,49(dd,j=5.9,8,8　Hz,　1H),6.84(d,j=8.8　Hz,　2H),

7.21J7.25(m,2H),7.28-7.32(m,4H),7.36(d,j=8,8　Hz,　IH),フ,37(d,j=8.8　Hz,　IH),

7.48-7.50(m,5H),8.12(s,0.5H),8,14(s,0.5H)｡

31P　NMR:　6　148五
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C46H55N608Pとしての計算値:C,64.93;　H,　6.51;　N,　9.88

分析値:C,65.00;　H,　6.62;　N,　9.78.

3'･ひ･周ヮ`ジメトキジトリチルチミジン5'･(アリル尽柘ジイソプロピルホスホロアミダイ

ト)(16):

　3'-θf,y-ジメトキシトリチルチミジン(12)(1　.2　1　g,　2.22　mmol)のアセトニトリル(10

mL)溶液に､ジイソプロピルアミン(86,6　mg,　120μ,L,0,856　mmol)ヽ1柘テトラゾール

(72.9　mg,　1　.04　mmol)ヽおよび(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン

(894　mg,　3.10　mmol)を順次加えヽ室温で3時間かくはんした.反応溶液を酢酸エチル(200

mL)で希釈し､飽和塩化ナトリウム水溶液(100　mL　X2回)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮し

た.残涜をベンゼン(8mL)に溶かして-78･Cに冷却したペンタン(300　mL)中に滴下し

た.生じた沈殿をろ過して集め､3'-θ夕,芦ジメトキシトリチルチミジン5'-(アリル尽県ジ

イソプロピルホスホロアミダイト)(16)(I,50　9,　92%)を得た｡

UV:λmax　268　nm　(E　11300),236　nm　(ε21300),210　nm　(£34000).

IR(KBr):1695,1610,1510､1465,1250　cm-1.

1H　NMR:　6　0,99　(d,j=6,8　Hz,　3H),L08(d,j=6.8　Hz,3H),LI3(d,j=6.8　Hz,　3H),1,15

(d,j=6.8　Hz,　3H),1.72(ddd,,/=5.9,9.3,13.7　Hz,　IH),I｡86(s,3H),1.86-I｡92(m､1H)｡

3,22-3,30(m､IH),3,45-3,56(m,2.5　H),3,64(m,0.5H),3.79(s､6H),4.014.14(m､2H)､

4.33(d,.j=5.9　Hz,　0.5H),4,35(d,､/=5.9　Hz,　0.5H),5.07(d,j=10.3　Hz､0.5H),5.10(d,j

=10,3　Hz,0.5　H)､5,17(dd,j=2,0,17,1　Hz,0.5　H),5.22(dd,j=2.0,17.1　Hz,0.5H)､5.80

(tdd､j=5.4,10.3､17.1　Hz,0.5　H),5.86(tdd,j=5,4,10.3,17.1　Hz,0.5　H),6.41(dd､j=5.4､

9.3　Hz,0,5　H),6.46(dd,j=5.4,9.3　Hz,15H),6.82(d,j=8,8　Hz､　2H),6.83(d､,/=8.8　Hz､

2H),7､21-フ｡35(m,5H),7,33(d,j=8.8　Hz,　2H),734(d,j=8.8　Hz,2H)､7,43･J7.46(m,2

H),7j2(s､0.5H),7.65(s,0,5　H),8.17(br　s,　IH)｡

31P　NMR:　6　148.6､148.4.

C40H50N308Pとしての計算値:C,　65,65;　H,　6,89;　N,　5,74　,
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分析値:C,65.61;　H,　6.78;　N｡　5.69.

y2-アリルオキシカルボニルー3'･θi9心ジメトキシトリチルー2'-デオキシグアノシン(18):

　が-アリルオキシカルボニルー3',5'-0-ビスー0圭プチルジメチルシリル,2',デオキシグアノ

シン(17)(10.39,17.8　mmol)のTHF(120　mL)溶液に､TBAFの1.0　M　THF　溶液(40.0　mL,

40.0　mmol)を加え､室温で24時間かくはんした｡反応溶液にピリジンーメタノールー水

(3:3:1)(50　mL)およびDowex　50×8(30　mL)を加えて30分間かくはんした後､Dowex　50×8

をろ取し､ろ液を減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー[300　9,　メタノールージクロロメタン(1:20)]に供しヽ糾-アリルオキシカルボニルー2'-デ

オキシグアノシン(6.10　9,　98%)を得た.このもののDMF溶液にヽイミダゾール(3,69　9,

54,2　mmol)および塩化r-プチルジメチルシリル(2.66　9,　17.6　mmol)をO゜Cで加え､室温に

昇温して24時間かくはんした｡反応溶液を酢酸エチルーヘキサン(1:1)(600　mL)で希釈

し､水(300　mL)､飽和塩化アンモニウム水溶液(200　mL)､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液

(200　mL)､飽和塩化ナトリウム水溶液(200　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得

られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[300　9,　メタノールージクロロメ

タン(1:30)]に供し､5'-θ-シリル体(3.36　9,　42%)を得た｡　5'-θ-シリル体(2.35　9,　104

mmol)のピリジン(30　mL)溶液に､DBU(2.40　mL,　8.04　mmol)および塩化ρ,於ジメトキシ

トリチル(5.30　9,　15.7　mmol)を加えヽ室温で24時間かくはんした.反応溶液を減圧濃縮

した後､水(600　mL)を加え､ジクロロメタン(400　mL,　150　mL　X2回)で抽出した｡有機層

を合わせて､O｡IM硫酸銅水溶液(200　mL)､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(200　mL)､飽

和塩化ナトリウム水溶液(200　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生

成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[200　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:2)9(5:1)]に

供し､3'-θ-ジメトキシトリチル体(3.30　9,　85%)を得た｡3'-θ-ジメトキシトリチル体(3.90

9,5.08　mmol)のTHF(40　mL)溶液に､TBAFの1.0　M　THF　溶液(6,00　mL,　6,00　mmol)　を加

え､室温で22時間かくはんした｡反応溶液を酢酸エチル(400　mL)で希釈し､飽和塩化ア

ンモニウム水溶液(200　mL)､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(200　mL)､飽和塩化ナトリウ
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ム水溶液(200　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をジクロロ

メタンから再結晶しヽ･/V2-アリルオキシカルボニルー3'-θ夕,片ジメトキシトリチル-2!デオ

キシグアノシン(18)(2,66　9,　80%)を得た.

UV:λmax　237　nm　(ε24200)､

IR(KBr):1695,1　6　10,　1510,1385,　1250,　1　175　cm-1.

1H　NMR:　8　L72　(dd､j=5.4,13.7　Hz,　IH),2.42(ddd,j=5.9,9,8,13,7　Hz,　IH),3.24(dd｡j=

10j7,11.7　Hz,　IH),3.68(d,j=11,7　Hz,　IH),319(s､6H),4.06(s,IH),4.50(d,j=5.9　Hz,

IH),4.71(d,j=5,9　Hz,2H),4.87(d,､/=10,7　Hz,　1H),132(d,j=10.7　Hz,　IH),5,38(d,j

=17.2　Hz,　IH),5.90(tdd,j=5,9､10,7､17,2　Hz,　IH),6,16(dd,j=5.4,9,8　Hz,　1H),6.84

(dd,y=I,5,8.8　Hz,4H),7,15-7.46(m,10H),7,65(s,IH),1　1,28　(s､IH).

C35H35N508としての計算値:C,　64.3　1　;　H,　5.40;　N,　i　O.7　1　,

分析値:C,64.45;　H,　5.22;　N,　10.60.

yV2-アリルオキシカルボニルー3'-θ-jV`ジメトキシトリチルー2'-デオキシグアノシン5'-(アリ

ルX県ジイソプロピルホスホロアミダイト)(19):

　/V2-アリルオキシカルボニル-31-θタ,ダージメトキシトリチルー2'-デオキシグアノシン(18)

(1,23　9,　L88　mmol)のアセトニトリル(15mL)懸濁液にヽジイソプロピルアミン(101　mg,

140μL,　0,989　mmol)ヽ177-テトラゾール(66.3　mg,0.947　mmol)および(アリルオキシ)ピス

(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(940　mg､　3.26　mmol)を順次加え､室温で3時間かくは

んした｡反応溶液を酢酸エチル(100　mL)で希釈し､飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL　X2

回)で洗浄した後､乾燥し､減圧濃縮した｡残液をジクロロメタン(6mL)に溶かして-78

゜Cに冷却したペンタン(300　mL)中に滴下した｡生じた沈殿をろ過して集めた後､シリカ

めレカラムクロマトグラフィー[5o　g,　酢酸エチルーヘキサンージイソプロピルアミン

(1:1:trace)ら(5:1:trace)]に供し､が-アリルオキシカルボニルー3'-Of,於ジメトキシトリチル,

2゛-デオキシグアノシン5･-(アリルノV,刄ジイソプロピルホスホロアミダイト)(19)(I｡59　9,
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100%)を得た.

UV:λmax　239　nm　(ε29200)､211　nm(£40700)｡

IR(KBr):1　700,　1　6　1　0,　1　5　1　0,　1　465　,　1　250　cm-1　,

IH　NMR:　6　L00　(d､j=6.8　Hz､　3H),L08(d,y=6.8　Hz,3H),L14(d,y=6.8　Hz､　6H),

2.02-2.08(m,IH),2.32-2.40(m､IH),3.27(ddd､j=2.4,6.3､IL2　Hz､　OjH),3.36(ddd,j=

2.9,7,8,1　1　,2　Hz,　0.5　H),3.47-3.56(m,2.5H),3.61(ddd,j=2.0､4.9,11.2　Hz､O｡5H),3,74

(s,6H),3.8　1　(m,0.5　H)､3,84(m,0.5　H),3.994.21(m,2H),4.43(d､j=9,8　Hz,0,5　H),4.45

(dゴ=9,8　Hz,　0,5　H),4.67(m,2H),5,06(d,j=10,3　Hz,0､5H)､113(d,j=10.3　Hz,0,5　H),

5.19(dd,j=2,0､17.1　Hz,0,5　H),5.26(dd､j=2.0,17.1　Hz,0,5H),5,30(d,j=103　Hz,　IH),

5.35(d,j=17.6　Hz,　1H),5.77-5,98(m,2H),6.56(dd,j=5,9,8.3･　Hz､　IH),6ブフ3(dd,j=

2.0,8､8　Hz,　2H),6,75(d,j=8,8　Hz,2H),7.17-722(m,3H),7,27-7.33(m,4H),7.38-7.44

(m,2H),8.10(s,1H).

31P　NMR:　6　148.5.

C44H53N609Pとしての計算値:C,62.83;　H,　6.37;N,10.0住

分析値:C,62.76;　H,　6.56　;　N,　9.93.

系アリルオキシカルボニルーL-セリンアリルエステル(25):

　7V-アリルオキシカルボニルーL-セリン(23)(4.64　9,　24.5　mmol)のトルエン(150　mL)溶液

にヽアリルアルコール(14.5　9,　17.0　mL,　250　mmol)および片トルエンスルホン酸一水和物

(476　mg,　2.50　mmol)を加えヽDeam-Stark装置を用いて水を除きながら2.5時間還流した.

放冷した後､酢酸エチル(100　mL)で希釈し､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(30　mL)およ

び飽和塩化ナトリウム水溶液(30　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗

生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[30　9,　酢酸エチルーヘキサン(4:1)⇒(1:I)]

に供しヽ払アリルオキシカルボニルーL-セリンアリルエステル(25)(4,25　g,　76%)を得た.

[a]29D　-19,2゜　(c　l　.04,　CHCI3),
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JR(neat):3340,1725,1670,1530,1200　cnr1.

　1HNMR:63.65(br　s､　1H)､3,72(dd,j=4.9､10,7　Hz,　1H),4.04(dd,j=3,4､1L2　Hz,　1H),

　4.054.10(m,2H),4.33(br　s,　1H),4,58(d,j=5.4　Hz,　2H),4.64(d,j=5,9　Hz,　2H)｡5.22

　(d､j=10.3　Hz,　IH),5,27(d､J=10コHz､IH),5.31(d,j=19.0　Hz,　IH),5,34(d,j=17.1

　Hz,1H)､5,85-5,95(m､2H),6,07(br　d,　j=63　Hz,　IH),731(s､IH),

　13C　NMR:　6　41.3,55.8,62,9,66j,66.2,1　18.0,119.1,13　L3,　132.3,156.4､169.7,17L4.

　C12H18N206としての計算値:C,5035;　H,　6.34;　N,　9.79.

　分析値:C,5035;　H,　6.51;　N､　9.7L

MアリルオキシカルポニルーL-スレオニンアリルエステル(26):

　Mアリルオキシカルポニルーしスレオニン(24)(1.43　9,　7.04　mmol)のトルエン(50　mL)溶

液にヽアリルアルコール(4.10　9,　4,80　mL,　70.6　mmol)､片トルエンスルホン酸一水和物

(135　mg,0,7iO　mmol)を加え､Dean-Stark装置を用いて水を除きながら3時間還流した｡放

冷後､反応溶液にO｡02M炭酸水素ナトリウム水溶液(50　mL)を加え､水層を酢酸エチル

(50　mL　X3回)で抽出し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラム

クロマトグラフィー[50　9,　ヘキサンー酢酸エチル(1:3)ら(1:2)]に供しヽy-アリルオキシ力

ルボニルーレスレオニンアリルエステル(26)(942　mg､　55%)を無色油状物として得た｡

匝]29D-17.7゜(c　l.09,CHCI3),

IR(neat):3420､1730,1650､1525,1455,1380･,1275　cm-1.

1H　NMR:　6　1.27　(d､j=6.3　Hz､3H),2,15(brs､IH)､4,304.40(m､2H),4.60(ddd,j=1.5,

L5,5,4　Hz,　2H),4,68(ddd,J=1.5､1,5,5,9　Hz,2H),5.23(dd,J=1.0,10.2　Hz,　IH),5.27

(ddコ=1,0,10.2　Hz,　IH),533(d,J=17,1　Hz､　IH),5.35(dd｡j=1.5,17.6　Hz,　1H),5.60(br

d,j=8.3　Hz,　IH),5,87-5,98(m,2H),

13C　NMR:　6　19.9.59､1,66.0,66.2,68.0,117.9､118.9,131､4,132.5,156.6,170.9.

C1IHIフN05としての計算値:C,5431;　H､　7.04;　N,　5.76.
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分析値:C,54.19;　H,　7.27;　N,　5.83.

/V.アリルオキシカルボニルーL-セリンアリルエステルθ-アリルX県ジイソプロピルホス

ホロアミダイト(27):

　X-アリルオキシカルボニルーレセリンアリルエステル(25)(1.04　9,4,54　mmo1)のアセトニ

トリル(10　mL)溶液に､ジイソプロピルアミン(462　mg,　640μL,4j7　mmo1)､1払テトラゾ

ール(318　mg,4,54　mmol)ヽおよび(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィ

ン(I.96　9,　6.80　mmol)を順次加えヽ室温で2時間かくはんした.反応溶液を酢酸エチル

(200　mL)で希釈し､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(50　mL)および飽和塩化ナトリウム水

溶液(50　mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した.得られた粗生成物をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー[50　9,　酢酸エチルーヘキサンートリエチルアミン(1:20:traee)]に供しヽ

/V,アリルオキシカルボニルーL-セリンアリルエステルひアリル況仙ジイソプロピルホスホ

ロアミダイト(27)(L80　9,　95%)を得た｡

IR(neat):1730,1510,1200　cm-I　,

IH　NMR:　6　1.13-1.18(m,12H),3.52-3,63(m,2H),3.84-3,94(m,IH),4,054,22(m,3H),

4.484,52(m,IH),4j9(d,J=5.4　Hz､　2H),4.644.66(m,2H),5,12-136(m,5.5H),5.61

(br　d,　j=8.8　Hz,　0.5H)､6.00-5.85(m,3H).

31P　NMR:　6　149,1,　149.3.

C19H33N206Pとしての計算値:C,54.80;　H,　7.99;　N,　6.73.

分析値:C,54.70;　H,　8.22;　N,　6ブフ5.

Λ･･アリルオキシカルボニル･L-スレオニンアリルエステルθ.アリル尽7V.ジイソプロピル

ホスホロアミダイト(28):

　旅アリルオキシカルボニルーL-スレオニンアリルエステル(26)(135　mg,0.555　mmo1)の･ア

セトニトリル(3,0　mL)溶液に､1j7,テトラゾール(39.0　mg｡　O｡557　mmol)､ジイソプロピル
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アミン(56,3　mg,　78,0μL,0.557　mmol)ヽ(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホス

フィン(240　mg,　0,832mmol)を順次加えヽ室温で2時間撹件した.反応溶液を酢酸エチル

(50m]L)で希釈し､飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL　X2回)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮

した.得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[10　9,　酢酸エチルーヘキ

サンートリエチルアミン(1:4:trace)Hこ供し､y-アリルオキシカルボニルーL-スレオニンアリ

ルエステルθ-アリルyΛにジイソプロピルホスホロアミダイト(28)(204　mg,　85%)を無色油

状物として得た｡

IR(neat):1730,1510,1200,1　180　cm-1.

1H　NMR:　6　i,13-L25　(m,12H),1.30(d,j=6.3　Hz,　1.5　H),1,34(d,J=6,3　Hz,　1.5　H),

4,004,20(m､2H),3.5　1-3.61(m,2H)､4.32(dd,j=2.4,9.3　Hz,0.5H),4.34(dd,j=2,4,9,3

Hz､O.5　H)､4.484.68(m,5H),5,　1　1-5,37　(m,6H)､5.47(br　d,　j=9.3　Hz,0.5H)､5.55(br　d,　j

=93　Hz,0jH),5.98-5,86(m,3H),

31P　NMR:　5　147.6,148,4,

C20H35N206Pとしての計算値:C,5180;　H,　8,19;　N,　6.5L

分析値:C､55.82;　H､　8.28;　N,　6.61.

MアリルオキシカルボニルーL･チロシン(29):

　L-チロシン(1.80　9,　10,0　mmol)を2,0　M　水酸化ナトリウム水溶液(10　mL,　20,0　mmol)に

溶解し､クロロギ酸アリル(□O　mL,　10.0　mmol)を加えて､室温で1時間撹絆した｡この

溶液に濃塩酸をpHが約1になるまで加えヽさらに塩化ナトリウムを飽和になるまで加え

た後､ジエチルエ¬テル(50　mL　X5回)で抽出した｡有機層をあわせてIM塩酸の飽和塩

化ナトリウム水溶液(50　mL)､飽和塩化ナトリウム水溶液(50mL)で順次洗浄し､乾燥

後､減圧濃縮した.得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[50　9,　ジク

ロロメタンーメタノールー酢酸(20:1:1)]に供し､Ⅳ-アリルオキシカルポニルーL-チロシン

(29)(776　mg｡　29%)を得た.なおヽ副生成物として脱θ-ビス(アリルオキシカルボニル)-L-

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　-60-



チロシン(3=0)(L2　9,35%)が得られた｡

[(z]27D十12-1゜(c　l.01,　CH30H)･

rR(neat):3330,　1700,　1515,　1230　cm‾I,

1H　NMR:　6　2.84(dd,j=8.8､13,7　Hz,　1H),3.08(dd,j=5.4､13.7　Hz,　IH),435(dd,j=5.4

8.8　Hz,　IH),4,46(d,j=4,9　Hz,　1H),5.12(dd,j=L5,103　Hz,　IH),5,22(dコ=17,1　Hz,　1

H),5,86(m,1H),6.71(d､J=83　Hz,　2H)､フ,04(d,j=8.3　Hz､　2H),

13C　NMR　:　6　37.8,57.0,66.6,116.2,117.4,129.2,131.3､1343,157.3,158.2､1753.

C13H15N05としての計算値:C,　58.86;　H,　5.70;　N,　5,28.

分析値:C,58.90;　H､　5.84;　N､　5.21.

yθ-ビス(アリルオキシカルポニル)･L-チロシン(30):

mp:　104-105　゜C　(dec.)(Hex-EtOAc).

[(z]26D十51.5°(c　1.00,CHCI3),

IR(KBr):1755,1695､1540,1510,1265　cm-1　,

IH　NMR:　6　3.09(dd､j=6.2　Hz､　IH),3.20(dd,J=5.1　Hz,　IH),4,55(d,j=5.3　Hz,　2H)､

4,65(m,1H),4.73(ddd,j=1.3,1,3,5,8　Hz,2H),5.21(dd,j=1.2,10,4　Hz,　IH),5.28(m,1

H),5.33(tdd,j=1,3,1,3,10,4　Hz,　1H),5.42(tddコ=1,3,1.3,17,2　Hz,　1H),5.89(m,IH)､

5.99(tdd,j=5.8,10.4,17.2　Hz,　IH),7.H(d,j=8.6　Hz,　2H),7,19(d,j=8.6　Hz,　2H),

13C　NMR:　8　37.1,54.5,66.1,69.2,118.0,1　1　9,4,　121.1,130,3,131.0,1　32,3,　133,4,150.1､

153.3,155ブ7,175.2.

C17H19N07としての計算値:C,　58.45;　H,　5.48;　N,　4,01.

分析値:C,58.49;　H,　5.59;　N,　4.05.

私アリルオキシカルボニルーL-チロシンアリルエステル(31):

　Ⅳ-アリルオキシカルポニルーしチロシン(29)(753　mg,　2,84　mmol)のトルエン(20　mL)溶液

に､アリルアルコール(2.00　mL,　29.4　mmol)および片トルエンスルホン酸一水和物(57.0
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mg,0,300mmol)を加えヽDean-Stark装置を用いて水を除きながら5時間還流した.放冷

後､反応溶液に水(50　mL)を加え､水層を酢酸エチル(50　mL　X4回)で抽出し､乾燥後､

減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[20　9,　酢酸エチ

ルーヘキサン(1:3)ら(1:2)]に供し､刄アリルオキシカルボニル,レチロシンアリルエステル

(31)(744　mg,　86%)を無色油状物として得た.

[a]30D+27.8゜(c　1,02,CHC13).

IR(neat):3350､1700,1650,1615,1595,1515,1445,1340,1220　cm-1　･

IH　NMR:　6　3.01(dd,j=5.9,14,2　Hz,　IH),3,07(dd,j=5.4,14,2　Hz,　1H),4,55(d,j=5.4

Hz,2H)､4.61(d､j=5.9　Hz､　2H),4.614､65(m,1H),5.19-5,34(m,4H),5.83-5.93(m,2

H)､6jO(br　s､　1H)､6.72(d,j=83　Hz,2H),6.97(d,j=8.3　Hz,　2H),

13C　NMR:　8　14j,　37.4,54.9､66よH5.5,117.9,119.1,127j､130.4､131.3,132.4,155.2､

155.7,171.5.

CI6HI9N05としての計算値:C,62,94;　H,　6,27;　N,　4.59.

分析値:C,62.93;　H,　6.40;　N,　4.66.

y-アリルオキシカルボニルーL･チロシンアリルエステルθ-アリル尽jV.ジイソプロピルホス

ホロアミダイト(32):

　ノV-アリルオキシカルボニルーL-チロシンアリルエステル(31)(244　mg｡　O｡799　mmol)､1私テ

トラゾール(56.0　mg,　0.799　mmol)､ジイソプロピルアミン(86.6　mg,　120　mL､　O｡856　mmol)

のアセトニトリル(4.0mL)溶液に､(アリルオキシ)ピス(ジイソプロピルアミノ)ホスフ

ィン(350　mg､　1　.21　mmol)を加えヽ室温で2時間撹枠した.反応溶液を酢酸エチル(50　mL)

で希釈し､飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL　X2回)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡

得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[10　9,　酢酸エチルーヘキサン

(1:4)]に供し､仙アリルオキシカルポニル,L-チロシンアリルエステルθ-アリル況某ジイ

ソプロピルホスホロアミダイト(32)(418　mg,　100%)を無色油状物として得た.
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限(neat):1730,　15　10,　1　230,　1　200　cm‾1,

1H　NMR:　6　L17　(d,j=6.8　Hz,6H)､L22(d,j=6.8　Hz､　6H)､3.00-3jO(m､2H),3,68-3刀

(m,2H),4,　184.31(m,2H),4.55(d,j=5.9　Hz,2H),4.59(d,j=5.9　Hz,　2H)､4.594.65(m､

IH)､5,14-5,33(m,6H)､5,81-6,02(m,3H),6,97(d,j=7.8　Hz,　2H),7,02(d,j=7.8　Hz,2

H),

31P　NMR:　6　141.3.

C25H37N206Pとしての計算値:C,　60,96;　H,　フj7;　N,　5.6吼

分析値:C,60.81;　H,　7.66;　N,　5.74.

ジペプチドAOC･Ser-Gly-OCH2CH=CH2(34):

　グリシンアリルエステルの片トルエンスルホン酸塩(33)(3.70　g,　12.9　mmoi)のTHF(27

mL)溶液に､トリエチルアミン(L38　9,　1　.90　mL,　13,6　mmol)､1-ヒドロキシベンズトリア

ゾール(HOBT)(2,20　9,　16.3　mmol)ヽおよび仙アリルオキシカルボニルーしセリン(23)(3.06

9,16,2　mmol)のTH]F(13.5　mL)溶液を加えた後ヽO゜Cでジシクロヘキシルカルポジイミド

(DCC)(5.01　9,243　mmo1)のTHF(13.5　mL)溶液を加えヽ室温に昇温して12時開かくはん

した｡不溶物をろ別し､ろ液を減圧濃縮した後､酢酸エチル(800　mL)の溶解した｡この

溶液を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(100　mL)､10%クエン酸水溶液(100　mL)､飽和炭酸

水素ナトリウム水溶液(100　mL)､および飽和塩化ナトリウム水溶液(100　mL)で順次洗浄

し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー

[50　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:1)ら(5:1)]に供しヽジペプチド34(3.63　g,　98%)を得た.

[(z]29D　-19,2o　(c　1.04,CHC13),

IR(neat):3340,1725,1670,1530,1200　cm-I　,

1H　NMR:　6　3.65(br　s,　IH),3,72(dd,j=4.9,10.7　Hz,　IH),4,04(dd,j=3,4,11.2　Hz,　I　H),

4.054.10(m,2H),4,33(br　s,　1H),4.58(d,J=5,4　Hz,　2H),4.64(d,j=5,9　Hz,　2H),5,22
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(dコ=10.3　Hz,　IH),5.27(dコ=10.7　Hz､　IH)､5.31(d､j=19.0　Hz､　1H)､5.34(d､j=17.1

Hz,1H),5.85-5.95(m､2H)､6,07(br　d､　j=63　Hz｡　1H)､731(s,IH),

13C　NMR:　6　41.3,55.8,62,9,66.1,66.2,1　18.0,　119.1,131,3,1323,156,4,169.7,171.4,

C12H18N206としての計算値:C,　50,35;　H,　634;　N,　9j79,

分析値:C,50.35;　H,　6.51;　N,　9.71.

ジペプチドAOC.Thr･Gly-OCH2CH=CH2(35):

　グリシンアリルエステルρ-トルエンスルホン酸塩(33)(4.30　g､　15.0　mmol)のTHF(30

mL)溶液にトリエチルアミン(L52　9,　2.10　mL,　15.1　mmol)､yv-アリルオキシカルボニルス

レオニン(24)(3.65　9,　18.0　mmol)のTHF(15mL)溶液ヽ1七ドロキシベンゾトリアゾール

(2,43　g､　18,0　mmol)を加えた後ヽDCC(5,569,26.9　mmo1)のTHF(15　mL)溶液をO゜Cで加

え､室温に昇温して12時間撹捗した｡不溶物を濾別し､濾液を減圧濃縮した後､酢酸工

チル(800　mL)に溶解した｡この溶液を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(100　mL)､10%ク

エン酸水溶液(100　mL)､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(100　mL)､および飽和塩化ナトリ

ウム水溶液(100　mL)で順次洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリ力

ゲルカラムクロマトグラフィーロ00　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:1)≒(1:3)]に供し､ジペプ

チド35(3.02　9,　67%)を無色油状物として得た.

[(x]26D-32,8o(c　l,01,　CHC13),

IR(neat):3340,1726,1665､1530,1200　cm-I　,

IH　NMR:　8　L20(d,j=6,4　Hz,　3H),3,82(br　s,　1H),4,06(dコ=5,4　Hz,　2H),4.25(d,j=

6,3､1H),4,34(m,1H)､4.58(d,j=5,4　Hz,　2H),4.63(dゴ=5.9　Hz,　2H),126(dd,j=10.2,

LO　Hz,　IH)､5.3　1　(d,j=17,i　Hz､　IH)､5.33(ddコ=17.6､1.5　Hz,　IH),5.85-5.96(m,2H),

6.06(d,y=83　Hz,　1H).

1　3C　NMR:　6　1　8.　1,4　1　.2,　59.0,66.0,66.0,67.1,1　17.8,　1　18,9,　13　1,3,　132.3,156,6,169.5,171.3.

C13H20N206としての計算値:C､51,99;　H,　6､71;　N,　9､33,
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分析値:C､52.05;　H｡　6.86;　N,　9.08.

ジペプチドホスホロアミダイト36:

　ジペブチドAOC-Ser-Gly-OCH2CH=CH2(34)(978　mg､　3.42　mmo1)のアセトニトリル(10

mL)溶液に､ジイソプロピルアンモニウム1/7-テトラゾリド(580　mg,　339　mmol)および

(アリルオキシ)ピス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(1,50　g,　5,20　mmol)を順次加えヽ

2時間かくはんした｡反応溶液を酢酸エチル(200　mL)で希釈し､飽和炭酸水素ナトリウム

水溶液(50mL)および飽和塩化ナトリウム水溶液(50mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮し

た｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[50　9,　酢酸エチルーヘキサ

ンートリエチルアミン(1:1:trace)≒(5:1:trace)]に供し､ジペプチドホスホロアミダイト36

(口Og,68%)を得た.

IR(neat):1730,1680,1530,1185　cm-1,

1H　NMR:　5　1.14-1.18　(m,12H),3.52-3,67(m,2H),3.68-3.83(m,IH),3,974,25(m,5H)､

4364.43(m､IH),4.60(d,J=5.3　Hz,2H),4.65(d,j=5.8　Hz,2H),5.13-5.36(m,6H),

5.70(br　s,　0.5　H),5.8斗-石.03(m,3,5　H),6刃3(br　s,　0.5　H)､7.01(br　s,　0.5　H),

3　1　P　NMR:　6　149.0,149.9.

C21H36N307Pとしての計算値:C,53,27;　H,　7.66;　N,　8,87.

分析値:C,53.31;　H,　7.90;　N,　9.02.

ジペプチドホスホロアミダイト37:

　ジペプチドAOC-Thr-Gly-OCH2CH=CH2(35)(248　mg,0.826　mmol)のアセトニトリル(3.2

mL)溶液に､ジイソプロピルアミン(86.6　mg,　120　mL,　0.856　mmo1)､1払テトラゾール

(58.0　mg,　0.828　mmol)､および(アリルオキシ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン

(360　mg,　1　.25　mmol)を順次加えヽ室温で1時間かくはんした.反応溶液を酢酸エチル(50

mL)で希釈し､飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL　X2回)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮し
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た｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[10　9,　酢酸エチルーヘキサ

ンートリエチルアミン(1:3:trace)]に供レジペプチドホスホロアミダイト37(360　mg,

89%)を無色油状物として得た｡

IR(neat):1760(sh),1730,1680,1510,1185　cm-1.

1H　NMR:　6　1.17-1.29(m,i5H),3,48-311(m,2H),3.94-4.37(m,5H),4,454.51(m,IH),

4.59(d,j=5.4　Hz,　2H),4.65(d,j=5,7　Hz,　2H),5j　l-5.37(m,6H),5.77-6.02(m､4H),

109(br　s,　0.5H),7.21(br　s,　0.5H).

31P　NMR:　5　147.5,150.0.

C22H38N307Pとしての計算値:C,54.20;　H,　7.86;　N,　8.62,

分析値:C､54.25;　H､　7.92;　N､　817.

ジペプチドBoe･Gly･Asp(OCH2CH=CH2)2(38):

　レアスパラギン酸(1.33　9,　10.0　mmol)のトルエン(80mL)けん濁液に､アリルアルコー

ル(5,81　g,　6.80　mL,　100　mmol)および片トルエンスルホン酸一水和物(2.10　g､　11,0　mmol)を

加え､Dean-Stark装置を用いて水を除きながら3時間還流した｡放冷後､反応溶液を減圧

浪縮しヽレアスパラギン酸ジアリルエステルのρ-トルエンスルホン酸塩(4.43　g)を得た.

このもののジクロロメタン(10　mL)溶液に､トリエチルアミン(1.02　9,　1.40　mL,　10.0

mmo1)､が々冷ブトキシカルボニルグリシン(42)(2.11　9,　12.0　mmol)､1-ヒドロキシベンゾ

トリアゾール(2,43　9,　18.0　mmol)を加えた後ヽDCC(3,719,18.0　mmol)のジクロロメタン

(10mL)溶液をO･Cで加え､室温に昇温して19時間かくはんした｡不溶物をろ別し､ろ

液を減圧濃縮した○　ヽ､'得られた油状物を酢酸エチル(300　mL)で希釈し､10%クエン酸水溶

液(50　mL)､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(50　mL)､および水(50　mL)で順次洗浄し､乾

燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー[50　9,　酢

酸エチルーヘキサン(1:2)4(1:1)]に供し､ジペプチド38(2.35　g｡63%)を無色油状物として

得た｡
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[(z]30D十32が(c　l･01,　cHc13y

IR(neat):3340,　1740,　1685,　1520,　1370,　1170　cm-I,

IH　NMR:　6　1.45　(s,9H)､2.89(dd,j=4.6,72　Hz,　1　H),3.07(dd,J=4.6,7.2　Hz､　1H),

3ブフO-3,95(m,3H)､4,574.66(m､4H),4剖(td､7=4.6,83　Hz,　1H),5,20-5,40(m,5H),

181-5.91(m,2H)､720(br　d,　j=8.3　Hz､　IH),

13C　NMR:　6　28.3,36.2,44よ48j,65ブ7,66.4,80.2,1　18.6,1181,13　L2,　13　L4,　i517,169.4

169.9,170.2.

C17H26N207としての計算値:C,　55j　3;　H,　7,07;　N,　7j6,

分析値:C,54.14;,H,フ｡22;　N,　7.60.

トリペプチドBoc･Ser(OTBDMS)-Gly･Asp(OCH2CH=CH2)2(39):

　ジペプチドBoc-Gly-Asp(OCH2CH=CH2)2(38)(380　mg,　L03　mmol)のジクロロメタン

(3.0mL)溶液に､O･Cでトリフルオロ酢酸(3.0mL)を加え1.5時間撹絆した｡反応溶液を

減圧濃縮した後､得られた油状物をTHF(5.0mL戸こ溶解した.この溶液にΛ吋心-プトキ

シカルボニルー0-泗7-プチルジメチルシリルーL-セリン(43)(383　mg,　L20　mmol)およびトリ

エチルアミン(508　mg,0.70　mL,　5,02　mmol)を加えた後ヽBOP(810　mg,　L83　mmol)をO°C

で加え､室温に昇温して3時間撹絆した｡反応溶液を減圧濃縮した後､酢酸エチル(80

mL)に溶解した｡この溶液を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(20　mL)および飽和塩化ナト

リウム水溶液(20　mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲル

カラムクロマトグラフィー[30　9,　酢酸エチルーヘキサン(1:4)-4(1:1)]に供しヽトリペプチ

ド39(533　mg,91%)を無色固体として得た.

[(z]29D十2.81(c　L01,CHC13),

IR(neat):1750,｣710,1645,1540,1510,1210,1175　cm-1,

1H　NMR:　6　0.08(s､9H),0.88(s,9H),1,46(s,9H),2,89(dd,j=4,9,17j　Hz,　IH),3,05(dd,
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j=4,4,17.1　Hz,　1H),3ブ71(ddコ=6.3,9,8　Hz､　IH),3,99ぺ.03(m,1H),4.00(d,J=5,4　Hz,

2H),4.19(m,1H),4.58(d,j=5.4　Hz,　2H),4,64(d,j=5,4　Hz,　2H),4.89(ddd､j=4,4,4,9,

8.3　Hz,　1H),5,25(d,j=10.3　HzコH),531(ddコ=L0,1TI　Hz,　2H),5.39(br　s,　IH),

5.83-･94(m,2H),7.09(br　d､　j=8,3　Hz､　IH)コ,14(br　t,　j=5.4　Hz,　1H).

C26H45N309Siとしての計算値:C,　54,62;　H,　フ,93;　Nユ35,

分析値:C,54.64;　H､　フ｡93;　N,　フ｡29.

テトラペプチドAOC･Ala-Ser-Gly-Asp(OCH2CH=CH2)2(40):

　トリペプチドBoc-Ser(OTBDMS)-Gly-AsP(OCH2CH=CH2)2(39)(605　mg,　1.06　mmol)のジ

クロロメタン(3.0mL)溶液に､O･Cでトリフルオロ酢酸(3.0mL)を加え0.5時間かくはん

した｡反応溶液を減圧濃縮した後､得られた油状物をTHF(5.0mL)に溶かした｡この溶

液に刄アリルオキシカルボニルーL-アラニン(44)(225　mg,　1.30　mmol)およびトリエチルア

ミン(537　mg,0.74　mL,　5.31　mmo1)を加えた後ヽBOP(853　mg,　1,93　mmol)をO°Cで加えヽ

室温に昇温して3時間撹件した｡反応溶液を減圧濃縮した後､酢酸エチル(80　mL)に溶解

した｡この溶液を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(20　mL)および飽和塩化ナトリウム水溶

液(20　mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロ

マトグラフィー[30　g､　メタノールー酢酸エチルーヘキサン(1:40:40)≒(1:10:10)]に供し､無

色固体(722mg)を得た.このものを17`HF(8.0mLμこ溶かしヽ酢酸(120　mg,　114　mL,　1.99

mmol)およびフッ化テトラブチルアンモニウムのI｡O　M　THF　溶液(2.00　mL,　2.00　mmol)を

順次加えて､室温にて2時間かくはんした｡反応溶液に飽和塩化アンモニウム水溶液(50

mL)を加え､酢酸エチル(50　mL　X3回)で抽出した｡有機層を合わせて飽和塩化ナトリウ

ム水溶液(20　mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した.得られた粗生成物をシリカゲルカラ

ムクロマトグラフィー[30　g｡　アセトンートルエン(1:2)ら(2:1)]に供し､テトラペプチド40

(368mg,74%)を得た.

μ129D　-2.36　(c　1,03,CH30H).
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限(KBr):1740,　1710,　1675,　1635,　1　525j　220,　1　185　cm‾1,

1H　NMフR(CD30D):6　L36(d､j=73　Hz,3H),2,87(dd,j=6j,17.1　Hz,　1H),2.93(dd､J=

5.9､17.1　Hz､　IH),3,78(dd､J=4.9､11.2　Hzj　H)ユ87(ddゴ=14,1L2　Hz,　IH),3.89(d,j

=17j　Hz,　1H),3,94(d,j=17j　Hz,　IH),4j5(q､j=フ,3　Hz､　IH),4.36(ddコ=4.9,5.4　Hz､

IH),4,54-4.83(m､6H),4,86(dd,j=5,8,63　Hz､　IH)､5.16-5.23(m,3H),5.28-534(m,3

H),5,87-5.98(m,3Hy

C22H32N4010としての計算値:C,　5L56;　H,　6,29;　N,　10.93,

分析値:C,51.55;　H,　630;N,10.9L

テトラペプチドホスホロアミダイト41:

　テトラペプチドAla-Ser-Gly-Asp(OCH2CH=CH2)2(40)(284　mg,　672　mmol)のアセトニト

リル(6.0mL)溶液に､1月'-テトラゾール(23.6　mg,　337　mmo1)､ジイソプロピルアミン(34.0

mg,47,0　mL,　340　mmol)､および(アリルオキシ)ピス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン

(254　mg,　881　mmol)を加え､室温で2時間撹枠した｡反応溶液を酢酸エチル(80　mL)で希

釈し､飽和炭酸水素ナトリウム水溶液(10mL)および飽和塩化ナトリウム水溶液(10　mL)

で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー[20　9,　酢酸エチルーヘキサンートリエチルアミン(1:4:trace)]に供し､テトラペプチド

ホスホロアミダイト41(266　mg,　63%)を得た.

IR(KBr):1750､1710,1640,1510,1240,1225,1185　cm-1.

1H　NMR:　6　1.14-1.18　(m,12H)､1,41(d､j=6.8　Hz,　1.5　H)､1,43(d,J=6,8　Hz､　L5H),2.90

(dd,j=4.9,17.1　Hz,0.5H),2.91(dd,j=4,9,17j　Hz,0,5　H),3.00(dd,j=4.9,17.1　Hz,0.5

H),3.02(dd｡j=4.9,17,1　Hz,0,5　H),3,5　1-3.63　(m,2H),3,77-3.84(m,1.5　H),3,944,29(m,

5,5　H),4.444.64(m,7H),4,894,94(m,IH)､5｣5-5,35(m｡8H),5,39(br　s,　1H),5,83-6.02

(m,4H),7,13(br　s,　0.5　H),7.15(br　s,　0,5　H),7.22(br　s,　IH),7.47(br　s,　0.5　H),7.48(br　s,　0.5

H)｡

31P　NMR:　8　149.3, 149五
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C31H50N5011Pとしての計算値:C,5321;　H,　フ｡20;NjO｡OL

分析値:C,53.33;　H,　7.25;　N､　10.2L

刄アリルオキシカルボニルーL-アラニン(44):

　L-アラニン(1,78　9,　20,0　mmol)をLOM水酸化ナトリウム水溶液(20　mL,　20　mmol)に溶

かし､クロロギ酸アリル(2jO　mL,　23.6　mmol)を加え､室温でかくはんした｡この溶液に

2.0M水酸化ナトリウム水溶液(10　mL､　20　mmol)を4回に分けて加えながら､室温で3時

間かくはんした.反応溶液にヽ濃塩酸をpHが約1になるまで加えヽさらに塩化ナトリウ

ムを飽和になるまで加えた後､ジエチルエーテル(150　mL　X5回)で抽出した｡有機層を合

わせて飽和塩化ナトリウム水溶液(100　mL)で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮することによ

りヽyv-アリルオキシカルポニルーL-アラニン(44)(3.45　g､　100%)を得た.

[a]27D　-2,49　(c　L09,CH30H),

IR(neat):3325,1715,1535,1455,1410､1240　cm-1　,

IH　NMR　(CD30D):6　1.38(d,j=7,3　Hz,　3　H),4.17(qゴ=7,3　Hz,　1　H),4.53(d,j=5,4　Hz,　2

H),5.17(dd,j=1.5,10,2　Hz,　IH),5,30(dd,j=1,5,17.1　Hz,　IH),5.92(ddd,j=5.4,10.2,

17.1　Hz,　1H),

CフHHN04としての計算値:C,48,55;　H,　6.40;　N,　8,09,

分析値:C,48.61;　H,　6.55;　N,　8.14.

アクリジニルアルキルホスホロアミダイト46:

　6-クロロ-2-メトキシー9-(ヒドロキシペンチルアミノ)アクリジン(1,00　g,　2.90　mmol)のア

セトニトリル(15　mL)溶液に､1万-テトラゾール(104　mg,　1　.48　mmo】)および(アリルオキ

シ)ビス(ジイソプロピルアミノ)ホスフィン(856　mg,　2.97　mmol)を順次加え､室温で1時

間かくはんした｡反応溶液に飽和炭酸水をナトリウム水溶液(50　mL)を加え､ジクロロメ

タン(100　mL　X4回)で抽出した｡有機層を合わせて､飽和塩化ナトリウム水溶液(50　mL)
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で洗浄し､乾燥後､減圧濃縮した｡得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィー[30　9,　メタノールー酢酸エチルーヘキサンートリエチルアミン(1:100:100:10)]に供

し､アクリジニルアルキルホスホロアミダイト46(809　mg,　52%)を得た｡

IR(neat):3325,1　630,　1560,　1465,　1235　cm‾1,

1H　NMR:　6　1,15　(d,j=6,8　Hz,　6H),1,17(d,j=6.8　Hz,　6H),L51-L59(m､2H)､L63-ロ0

(m,2H),1,76-1,83(m,2H)､3.54-3,73(m,6H),3.96(s,3H),4.064.21(m,2H),4.67(br　s,

IH)､5.1　1　(d,j=10.2　Hz,　IH),127(dd,J=I｡5,17.1　Hz,　iH),5.94(tddコ=14,10.2､17j

Hz,1H),7.21(d,j=2.4　Hz､　IH),7.31(dd,j=9.3,2,0　Hz,　1H),7.42(dd,j=9,3,2.4　Hz,　1

H),7,99(d,j=9.3　Hz,　IH),8,02(dコ=93　Hz,　1H),8,07(d,J=2､O　Hz,　IH),

31P　NMR:　d　146.9.

C28H39CIN303Pとしての計算値:C,　63,2　1　;　H,　7,39;　N,　7,90,

分析値:C,63.27;　H,　7.50;　N,　7.79.

固相合成したオリゴヌクレオチドおよびヌクレオチドーアミノ酸､-ペプチド共有結合複

合体のアリル保護基の脱保護および固相からの切り出し:

　まず､Pd2[(C6H5CH=CH)2C013･CHC13(20.7mg,20,0μmol)､トリフェニルホスフィン

(52.5　mg,　200μmol)､ジエチルアミン(87.7　mg,　124　mL,　1.20　mmo1)､およびギ酸(553　mg,

453　mL､　1.20　mmol)とTHF(2.0mL)の混合物を､透明な檀色になるまで加熱することに

より､パラジウム触謀のTHF溶液を調製した｡固相担体(CPG)に結合した保護ヌクレオ

チドーペプチド共有結合複合体(0.2μmol)をアセトニトリル(lmLX3回)で洗浄した後､

減圧下で乾燥させた｡この固相担体に､新たに調製した上記パラジウム触媒(アリル基お

よびアリルオキシカルボニル基に対して2.5当量)を加え､時々かくはんしながら50･Cに

加温した｡口寺間後､上澄み液を除き､文献記載の方法55,56により固相担体を洗浄し

た｡洗浄した固相担体を濃アンモニア水(Oj　mLX4回)で1時間処理することにより､目

的とするヌクレオチドーペプチド共有結合複合体を得た｡収率は､5'-,3･一両末端無保護オ

リゴヌクレオチド5'TGTCGACACCCAATT3'を内部標準として加えてHPLCを測定し､そ
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れぞれのピークの面積比より算出した｡

代表的なヌクレオチドーペプチド共有結合複合体の分子量および分子イオンピーク

nucleotide‘pePtide　conjugate

Ser(p5'CATCAT3')-Gly

Ser(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly

Ala-Ser(p5'CATCAT3')-Gly-Asp

Ala-Ser(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly-Asp(47)

Thr(p5'CATCAT3')-Gly

Thr(p5'TGTCGACACCCAATT3')-Gly(49)

(5'CATCAT3'p)Ser-Gly

(5'TGTCGACACCCAATT3'p)Ser-Gly(55)

Ala-(5'CATCAT3'p)Ser-Gly-Asp

molecular　weight　　molecular　iona

1975.31

4736.07

216L47

4922.23

1989.33

4750.09

1975.31

4736.07

2　1　6　1　.47

1974.4(M-H)-1

4734,3(M-H)-1

2160.8(M-H)-1

2460.7(M-2H)-2

1988.2(M-H)-1

4748,8(M-H)-1

1974.5(M-H卜1

4734.3(M-H卜1

2161.7(M-H)-1

a　Obtained　by　ESI“MS　analysis
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