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略語表

本論文では以下に示す略語を使用した。
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proton　nuclear　magnetic　resonance　spectroscopy

pyridine

stannic　chloride

triethylammonium　bicarbonate

trifluoroacetic　acid

te’trahydrofuran

thin－layer　chromatography

また保護基には以下の略号を使用した。

Ac

Bz

Ms

TBS

TIPDS

TMS

acetyl

benzoyl

methanesulfonyl

t－butyldimethylsily1

1，　1，　3，　3－tetraisopropyldisiloxan－1，　3－diyl

trimethylsilyl
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序論

　核酸やその構成成分であるヌクレオシドやヌクレオチドがその生理活性を発現す

る場合・これらがまず酵素蛋白質や受容体に結合することから全てが始まる。一方、

制ガン剤や抗ウイルス剤にはヌクレオシド系化合物や核酸塩基の誘導体が数多く知

られているが・これらは基質となるヌクレオシドやそのリン酸エステル体の酵素や

受容体への結合を拮抗的に阻害することによりその活性を発現する場合が少なくな

い。これらの認識過程は一般的に極めて立体特異的であり、その詳細を明らかにす

ることは・新しい阻害剤の分子設計を行う上でも極めて重要である。

C／0ポ、H　‘跡司

　　ブゴ’∋職。ゴ

H．03’
　　　　　　Fig．　1

　ヌクレオシドの立体構造は主に3っのパラメータ

ー、即ちグリコシル結合回りのconformationである

glycosyl　torsion　angle（r）、　糖部フラノース環の

puckering、　exo－cyclicなC4’一C5’間のねじれ角で規

定することができる。中でもグリコシル結合回りの

conformation、いわゆるsyn－anti配座の問題は非常

に重要であり従来最も関心が持たれている（Fig．1，2）。
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　一般にヌクレオシドは溶液中でsyn　t　；：antiの平衡状態にあり、NMR，　CDなどの分光

学的研究からその変換は非常に迅速に起こることが示されている2。特にCDスペク

トルに関する研究では・Milesらによって理論的な計算結果からCDスペクトルの

Cotton効果と91ycosyl　torsion　angleの関係が示されており3、またUlbrichtらによっ

てO一シクロヌクレオシドをモデル化合物として用いた研究からCDのCotton効果と

91ycosyltorsion　angleとの経験則が提唱されている4。

注）91ycosyl　torsion　angle（X）とフラノース環上の塩基部の相対的な位置との関

係をウリジンを例としてFig．3に模式的に示した。一般にヌクレオシドのglycosy1

結合回りのconformationに関して比較的安定な領域として2位カルボニル基がフラ

ノース環の外側にくるanti型，フラノース言上に位置するsyn型の他に、ほぼこの中

間の領域であるhigh－anti型の3つが知られている。　IUPACの定義1により91ycosyl

torsion　aR．gle（z）は04’　一C1’一N1とC1’一N1－C2とのなす2面体角により表現されるので、

これによりanti領域とはxが約一90。～180。の領域であり、同様にxが約0－90。の領域を

syn領域、xが約一50・・一90。の領域をhigh－anti領域とそれぞれ定義される。

Schematic　view　of　glycosyl　torsion　angles
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　このような分光学的研究からプリンヌクレオシドではsyn，　antiのconformerはほ

ぼ等量存在するが・ピリミジンヌクレオシドでは2位カルボニル基の5・位置換基との

立体的反発によりsynよりanti　conformerの方が多く存在する2。また、91ycosyl

torsion　angleは糖部furanose環のpuckeringの影響を受けることも示されている2。

　ヌクレオシドやヌクレオチドが酵素と結合する際、酵素が基質のsyn型またはanti

型のどちらのconfomationを優先して認識するかは酵素の種類に依存し変わって来

る。例えば・ピリミジン特異的なRNA分解酵素であるRNase　Aはanti型の基質を認識

すると言われているのに対して5’6・同じRNA分解酵素でグアニン特異的なRNase　T、

ではスペクトルを用いた研究7より基質であるグアニル酸は活性中心においてanti

型からsyn型に転換を受けた蜜、酵素作用をうけると言われており、このことはRNase

Tiのinhibitorである2’一GMPとのX線結晶構造解析より2’一GMPがsyn型で結合して

いる8との報告などから支持されている。しかし当研究室の松田はanti型に固定し

た8，　5’　一シクログアノシン2’，3㌧環状リン酸がRNase　T、により加水分解を受ける

ことを見出しており9・本当に活性中心部においてanti型からsyn型への変換がある

のかは疑問である。先のX線結晶構造解析の結果はあくまでもインヒビターである

2’　一GMPとの結合であり・必ずしも基質一酵素複合体の構造を反映するものではないか

らである。

　このほかにもadenosine　dea皿inaselo’11，　polynucleotide　phosphorylasei2は

anti型の基質を好むと言われており、また、大腸菌のRNA　polyPteraseでは基質となる

「ibonucleoside　5’一triphosphateはsyn型で酵素に結合し、更にanti型に転換してか

らphosphodiester結合を作るとされている13。

　しかし、このような酵素と基質問の立体化学的相互作用を研究する場合、グリコ

シル結合回りのconformationが固定されていないヌクレオシドを用いて相互作用を

議論することは必ずし継当ではない場合がある．例えば、8－br。Pt。aden。sineは結

晶や溶液中でも主にsyn直配座をとるが14、8－br・皿・aden・sine　diph。sph。rib。seは馬

の1iver　alcoholdehydrogenaseのNAD結合部位に結合し、この共結晶のX線結晶構造

解析より8－br・囮・aden・sine　diph・sph・rib・seはanti型を取っていることが明らかに

されている15・この結果からも明らかなようにヌクレオシド（ヌクレオチド）が酵素

一3一
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LOを塩基で処理しC5噂C6間の2重結合を回復し、更に脱保護を行い5㌧デオキシー6，5㌧

シクロウリジン（Pが合成された。
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に結合する際・強制的にconfomationが変換される可能性があり、conformationが固

定されていないヌクレオシド自身では必ずしも正しい結論に到達できないことが考

えられる。

　そこでグリコシル結合が特定のconformationに固定されたモデル化合物のデザイ

ンと合成が必要となって来る。このような観点から塩基部と糖部を架橋構造により

結合し・グリコシル結合を特定のconformationに固定したシクロヌクレオシドが合

成され・いくつかの酵素に関して相互作用が議論されている。　一例をあげると、

adenosine　deaminaseでは酸素またはイオウ原子を架橋構造に持つ0一シクロヌクレ

オシドあるいはS一シクロヌクレオシドを用いた研究よりHigh－anti型の基質が良い

基質となることが明らかにされている1　o・H。しかし、ヘテロ原子を架橋構造に持つ

シクロヌクレオシドでは塩基部の電子構造に変化を起こし、pKaなどの変化の原因と

なるため必ずしも優れたモデル化合物であるとは言えない（例えばウリジンではN－3

位はプロトンドナーであるが、〇一シクロウリジンではプロトンアクセプターとなっ

てしまう）。

　これに対して炭素架橋によってグリコシル結合を固定したC一シクロヌクレオシド

では塩基部に対する架橋原子の電子的影響を最少限に押えられること、また炭素架

橋の延長により様々なtorsion　angleに固定したシクロヌクレオシドの合成が可能

であるなどの利点を持っている。このような背景から、著者はRNase　Aにおける基質

との立体化学的相互作用に興味をもちグリコシル結合を炭素架橋によって特定の

conformationに固定したシクロピリミジンヌクレオシドを合成し、その分光学的お

よび生化学的性質に関して研究を行うこととした。

　Fig．4に既に合成が行われているC一シクロウリジンを示した。

　これまで一般にC一シクロヌクレオシドの合成は、主に天然ヌクレオシドであるウ

リジンを出発原料として・ラジカル環化反応などによる架橋構造の構築を行ってお

り・Fig・4に示したC一シク・ウリジン類の多くがこの方法によって合成されてL、る。

その最も代表的な例が6・5’一シクロウリジンの合成16である（sche皿e　1）。ウリジン

より得られる5一ク・・一5’一デオキシー5’一y　一ドウリジン体9をAIBN存在下Bu，SnHに

よるラジカル環化反応に付すと・シク・体1Ω頭位体選択的に得られる．シク。体

一4一一
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　しかし・5’位以外の他の位置での炭素架橋を形成しようとすると2’または3・位に

新たに炭素鎖の導入・即ち分枝糖ヌクレオシドの構築が環化に先立って必要となる。

その一例として・scheme　2に周東らによる2’，3’　一ジデオキシー6，3’一メタノウリジン

（2）の合成17の概略を示す。
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　ウリジンより数行程を経て得られるアミノピラノシド坦をセミピナコール転位

体である3’　一ホルミルウリジン辺とし・更に3㌧ヨードメチル体矩へと講し、重の

ラジカル環化反応により2を合成している。しかし、この方法は行程が非常に長く、ま

た、このシクロヌクレオシドは、酵素との相互作用を考える上で重要な3㌧水酸基が

欠落しているなどの問題点が存在する。

　そこで著者は今回C一シクロヌクレオシドの合成を行うにあたり、以下の点に着目

し標的化合物を選択し、合成を行うこととした。

1）酵素との立体化学的相互作用を検討する上で、様々なtorsion　angleに固定したC

『シクロヌクレオシドが望まれる。そこで前述したanti型、syn型そしてhigh－anti型

に固定したC一シクロヌクレオシドを合成することとした。

2）様々なt・rsi・n　angleに固定したC一シク・ヌクレオシドの合成を行うため、短工

一6一
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程かっ大量に目的物を得ることのできる合成ルートの開発を行う。

3）酵素との相互作用の研究に主眼をおいた場合、ウリジン誘導体のみならずシチジ

ン誘導体の合成も必要になってくる。また、タンパク質との相互作用を解析する場

合・UV・CDなどのスペクトルが非常に重要となってくる。しかし、タンパク質のアミ

ノ酸残基にチロシン・トリプトファンなどの残基が多く含まれる場合、ウリジン誘導

体では・スペクトルの吸収領域がオーバーラップしてしまい純粋なヌクレオシドの

みの情報を抽出することは困難である。このような困難を克服するためには、ウリ

ジンとほぼ等価であり・しかもUVの極大吸収がチロシン、トリプトファンのそれより

長波長に存在するモデルが望まれる。著者は、このような条件を満たす化合物とし

て4一チオウリジンァナログを選択した。4一チオウリジンは、4位ケト基の酸素原子が

イオウ原子により置換されたウリジンアナログであり、UVの極大吸収が330m付近に璽

存在することなど先の条件に非常によく合うモデル化合物である。もし、C一シクロ

シチジン及びC一シクロー4一チオウリジンをC一シクロウリジンと同一の合成中間体か

ら合成できれば、一つの中間体よりウリジン、シチジン、4一チオウリジンの3種を合成

できることになり合成上も非常に有用である。

4）これまでanti型に固定したいくつかのC一シクロウリジンが合成され、91ycosyl

torsion　angleとCDスペクトルのCotton効果との相関が認められている。今回この

相関関係を更に明確にするため複数のanti型及びhigh－anti型のC一シクロヌクレオ

シドの合成を行いC一シクロウリジンばかりでなくC一シクロシチジン、C一シクロー4一チ

オウリジンにおいても同様の相関関係が成り立つのかを検討する。

5）4）で述べたようにanti領域にお‘ナるCDスペクトルとglyc・syl　t。rsi。n　angleの

相関に関してはいくっかのデータの蓄積があるが、syn領域に関しては殆ど研究例が

ないことからsyn領域におけるCDスペクトルの変化に関して明らかにする。

　このような観点から今回合成を行ったC一シクロヌクレオシドの構造をFig．5に示

した。
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　これらC一シクロヌクレオシドのうち6，3’一冷害ノウリジン（7）及び5・　一一デオキシー

6，6’一シクロウリジン（6）はanti型に、2’一デオキシー6，2’　一下タノウリジン（3）は

high－anti型に、更に6，　1’　一一プロパノウリジン（8）はsyn型に固定したモデル化合物に

対応する。

　以下著者が今回の研究により得た知見を次の順に述べていくことにする。

　第1章では、6，3’一メタノヌクレオシドの合成について、第2章ではPetersonオレ

フィン化反応を用いた6，6㌧シクロヌクレオシドの合成について述べる。　第3章で

は第2章で述べた方法論の応用による2’一デオキシー6，　2’　一メタノヌクレオシドの合成

について記述する。第4章ではスピロ型構造を有するsyn型に固定したC一シクロヌク

レオシドである6，　1’　一プロパノウリジンをデザインし、その合成に関して述べる。

第5章においてこれまで得られているCDスペクトルの知見と合わせ、今回合成したシ

クロヌクレオシド類のCDスペクトルと91ycosyl　torsion　angleの相関関係に関して

議論する。　第6章では・　今回合成したシクロヌクレオシドのうち、6，6’　一シクロヌ

クレオシドに関して・それぞれ対応する2’，3’一環状リン酸へと導きRNase　Aによる水

解反応の速度論的解析を行った・更にRNase　Aとヌクレオチドとの相互作用をCDスペ

一一@8一
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第1章6，3㌧メタノヌクレオシドの合成18

　序論でも述べたように6・3㌧メタノピリミジンヌクレオシドを合成する場合、天然

のピリミジンヌクレオシドを出発原料とすると分枝糖を構築するため多工程を要し

実用的ではないと考えられた。更に・2’・3’位水酸基が欠落するため酵素との相互作

用を見る上でも適当なモデル化合物であるとは言い難い。従って標的化合物の合成

を考えた場合・これまでとは全く異なるC一シクロヌクレオシドの合成法の開発が必

要となってくる。著者と佐野はこのような条件に合う方法論として分子内グリコシ

ル化反応を応用することを考えた。即ち、6一メチルピリミジン坦をシクロヌクレオ

シドシントンと考え皿より対応する分枝糖を合成した蜜、Hilbert－Johnson法19に

よる分子内グリコシル化反応を行うものである（scheme　3）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OMe

　　　　　gMrte　Ro一一“t　」oL　JNttN　oM．

　　　　　　　N　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　RO
　　　　　　　　　　十　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！o
　　Me’　’N’　bMe

16 HO ・キ18

Scheme　3

o

冊
人
。

　
　
　
N

’
1
＼HO

　　HO　OH

　　　　　執

RO

　この方法ならばシクロヌクレオシド坦を共通中間体とし、C一シクロウリジン体及

びシチジン体の合成が可能となるばかりでなく、4＋メチル体を4一・＋オウリジン誘

導体へ変換する反応を見出すことにより一つの中間体より3種類の。一シク。ピリミ

ジンヌクレオシドの合成が可能となる。

N

一一一
@10　一一一
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D・ @　　　　　　　　　　　　墓　1　襲『 ’躍・‘

C，陶 C”；■



　以上のような合成計画により6，3㌧メタノピリミジンヌクレオシドL9の合成を行

うこととした。　まず塩基部となる6。メチルピリミジン体は市販の6一メチルウラシ

ルを常法により2，　4一ジクロル体鎚に変換した後、このジクロル体をナトリウムメト

キシドと処理して2，4一ジメトキシー6一メチルピリミジン（坦）に変換した（scheme　4）。

　　　H
20 16

Scheme　4

　また糖部ウロフラノース墨はD－xyloseより容易に得られる1，2－0一イソプロピリデ

ン体2ユ20の1級水酸基をTBS化した後、Robinsらの方法21即ちCrO3・ピリジン・Ac20の

複合体により2級水酸基の酸化を行い3一ウロフラノース墨をTBS体22より77％の収

率で得た（sche皿e　5）。

HO

届。

21

　　　　　TBSO

　　TBSC1／Py

　　quant．0
b」r

OH
o
　　　　TBSO

CrO3／py／Ac20

　　77％

22

＼
0

／o

o

Scheme　5

23

＼
0

　次に6一メチルピリミジン雄をTHF中一35。Cでn－BuLiによりリチオ化しピリミジニ

ルメチルリチウム体墨とした後、3一ウロフラノース盤との縮合反応を行い3一ピリ

ミジニルメチルリボース体墨を75％の収率で合成した。この反応ではt．1．c上単一

のスポットのみが認められ、また単離後のP町の測定からも生成物が単一のジアステ

レオマーであることから、この反応では1，2一イソプロピリデン基の立体障害により

求核攻撃はfuranose環のβ面からのみに限定されCra皿付加体であるβ一ピリミジニル

メチル体墨を与えたものと解釈できる。
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　墨は分子内グリコシル化反応を行うために1，　2一ジァセチル体へと変換しなければ

ならない。しかし酸処理により脱イソプロピリデン化を行う際に、5’位シリル基が

脱離することが予想され・糖部フラノース環がピラノース環へ変換を起こし目的と

するフラノシドへの変換が困難となることが予想された。そこで墨をBu4NFにより

脱保護を行った後・ベンゾイル化を行いベンゾイル体墨へと変換した（scheme　6）。

OMe
（．N．‘pN：　L”　．Me

＋㎜

　
　
7
5

　　　　　BzOx　Lox　2｝一ll！！En一一一B　．u，NF　TmsO

scheme　6　Kxm．．（？Nsq　262）BEII％／PY

　　　　　　　HO　Oナ1　　　　HO

／o

OMe

（．tt”　oMe

む

・ナ！25

　ベンゾイル体鎚のイソプロピリデン基を90％トリフルオロ酢酸により脱保護した

後、アセチル化を行い1，　2一ジアセチル体肛を92％の収率で合成した。このジアセチ

ル体辺をアセトニトリル中2当量のSnC14と処理し分子内グリコシル化反応を行っ

たところ・目的とするシク・ヌクレオシド鎚が82％の収率で得られた。鎚はpmrに

おいて1’位プ・トン及び2’位プ・トンカミそれぞれ6．50PP吸び5．11PP皿にsingletと

して翻される・これは分子モデルより盤の塩基部と二部が架橋され糖部puckering

がC3’一endo型に固定され1’位プロトンと2’位プロトンとの二面体角がほぼ90。になっ

たためと考えられる。このことは鎚がβ一ヌクレオシドであること、また3一ウロ＿ス

に対する求核試薬の攻撃がβ面から選択的に起こったことを示している（sche皿e　7）。
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　　　　　OMe
　　　　（．tt”　oMe

　　　／Ox　1）900fo　TFA

　OMe

（．tt”　oMe

　OMe

lNユ。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BzO
　　　　　　　　　　　　　　　　　／Ox　snc14　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　zo
　　　　　　　　。2〕蟹　　　OAC　C総
　　　　H626　bS／　H627　bAc　U“’U　Hoi　2s　5．．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Scheme　7

　シクロヌクレオシド鎚はジオキサン中2N水酸化ナトリウムと処理し、4位メトキ

シ基と底部アシル基の加水分解を行い6，　3’　一一メタノウリジン（ユ）へ53％の収率で誘導

した。また鎚を封管中メタノール性アンモニアと加熱処理すると6，3㌧メタノシチジ

ン（29）が62％の収率で得られた。

　4一チオウリジン誘導体旦の合成については4位メトキシ基がi皿ino　ester等価で

あることに注目し、加硫化水素分解を行うこととした。既に三浦らによりシチジン

の4位アミノ基が容易に加硫化水素分解を受けることが見いだされており22、封管中

液体硫化水素、ピリジンにより鎚の加硫化水素分解を行ったところ4一チオウリジン

誘導体鎚が95％の収率で得られた・罫まuvスペクトルで吸収極大が333n皿と長波長

にシフトしていることなど各種機器データよりその構造を確認した。30は更にナト

リウムメトキシドにより糖部アシル基の脱保護を行い6，　3’　一メタノ＋チオウリジン

⑳を47％の収率で合成した（sche皿e　8）．なお、鎚をDMF・E＃・　Na、Sで処理しても、糖部ア

シル基の脱保護が起きるばかりで目的とす砲や挺は全く得られなかった。
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　以上のように6一メチルピリミジン16をC一シクロヌクレオシド

6，　3’　一メタノピリミジンヌクレオシドを短工程で合成することに成功した。またシ

クロヌクレオシド墾を中間体としC一シクロウリジン、シチジン及び4一チオウリジン

の3種類のシクロヌクレオシドを合成することに成功した。

HO　OH
　　31

　　　シントンとして
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第2章　6，6’一シクロピリミジンヌクレオシドの合成23

　分子内グリコシル化反応を鍵反応とする合成法の応用として、最初に6，6’　一シクロ

ピリミジンヌクレオシドの合成を検討した。

　既に・5’　一デオキシー6・　6’　一シクロウリジン（6）に関しては、当研究室の佐野により、

ウリジンから出発して6位シアノ基に対する5’位ラジカルの付加反応により合成が

達成されている24（sche皿e　9）。しかし・この方法は6一シアノ基に対するラジカル環

化反応の収率が35％と低く・5’　一デオキシ体が副生する。この結果からsyn型を取って

いる6一シアノ体鎚が環化するためには、エネルギー障壁を越えてanti型になること

が必要であると考えられ・このラジカル環化反応がかなりエネルギー的に不利な反

応であることを示している。

　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　む

H・

　　　　　　　　　　　　，o＞く032

／o

o

　　　　
lN人。

一一．一一一一一・一一一
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　　　　　　Scheme　9

　一方・このシク・ウリジン体SのCDスペクトルは、対応するuv極大吸収の位置に

Cotton効果を示さないと報告されており24CDスペクトルと91yc。syl　t。rsi。n　angle

の関係を考察する上で非常に興味深い化合物であると言える。
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　佐野は・合成したこのシクロウリジンの架橋部7員環構造のconformationがendo型

であると報告している24（P・27Fig・7参照）ことから、著者は、本化合物の合成を全く

別途のルートを経た場合・得られたシクロヌクレオシドの架橋部のconfomationは

endo型となるのか？またendo型であるならば、このシクロヌクレオシドのCDスペク

トルは同様に対応するuv領域にCQtton効果を示さないのか？この2点に着目し合成

を行うこととした。

　また、著者が本研究を行っている、ほぼ同時期、Sassonらによって、6，5’一シクロウ

リジンの環拡大反応による6，6㌧シクロウリジン誘導体の合成が報告された25。

（scheme　10）

HO
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　　　　一
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lN幾

HO oH　39 o＞ぐ38

しかし・この方法においても鉦に対するジアゾメタンによる環拡大反応の収率力く低

いなどいくつかの問題点が残されている。
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第1節Petersonオレフィン化反応による5位分枝糖の合成

　分子内グリコシル化反応による・6・　6’　一シクロヌクレオシド合成を考えた場合、そ

の中間体として翌が考えられる（scheme　11）。著者は、翌を合成するため6．3㌧メタ

ノヌクレオシドの合成と全く同様の方法論によりリボース5位での炭素鎖延長を行

いその後に遊離の水酸基を還元的に除去することにした。

　6一メチルピリミジン坦の6位メチル基をブチルリチウムによりTHF中一35。Cでリチ

オ化した後・リボース＋アルデヒド体26亜との反応を行うと65％・a収率で5一ピリミ

ジニルメチルリボース但が得られた・但1まP皿rより約5・1の5位エピマーの混合物で

あると考えられるが・R体・s体のどちらが優先して生成したのかの決定には至ってL、

ない・9はBart・nらの方法27eこ従い・DMFtlrチオカルボニルジイミダゾールと処理し

5’一チオカルボニルイミダゾイル体とした後、単側製することなくただちにBu，SnH

によりラジカル還元を行い・目的とする5一デオキシー5一ピリミジニルメチルリボーny一ス

42を虹から69％の収率で得た。

　　　Me

L．ユ＿

　　　　　　　　　　　　｝10　0　　　0Me
　　　　　　1）Im2CS！DMF

　　　　　　　　　　だ

0×04269％

M．／65％

lNユ＿

o一　PMe

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　dxi　“　Scheme　ll

しかし・この方法では・大量のBu・SnH（5当量）が必要となり、更に嗣の試薬の除去旧く

困難であるなどの問題点があった・そこでこれらの問題点を鰍すべく、次1こ

Pete「sonオレフィン化反応28Gこよる5位炭素学割を検討することにした。

6一メチルピリミジン蛋ブチルリチウムによりリチオ化した後TMSC1を加えTMS

一　17　一一



メチル体墾とした。このTISメチル体4L3を再びLDAによりTHF中一35。Cでリチオ化し、

このリチオ体坐と5一アルデヒド体亜とのPeterson反応を行ったところ、45がE体：

Z体＝約3：2の混合物として29％の収率で得られた（scheme　12）。

　　　む　し　

…」〔λ

　　16

1）　n－BuLi／THF

　　　　　OMe

　　　　ot　PMe

2｝　TMSCI

6xo’　45

　　　　くりゆ　

　　　　　　

　　　　　1〕U）A／THF！・35。C

　　　　　〕・35。C一・75。C

　　h　．， 　　　o〕盃o

Scheme　12

この反応において収率が29％と低い理由としてTMSアニオン44の塩基性とこのもの

の薬歴性の低さが考えられる・このためアノレデヒド体些がエノール化を起こし、収

率が低下したものと予想される。

そこで著者は・これらの問題点を克服するため、有機セリウム試薬の本反応への応

用を試みることとした・有機セリウム試薬は今本らによって開発され、非常にエノ

ール化しやすいケトンあるいはアノレデヒドに対するアルドール反応29、有機リチウ

ム試薬による求核反応30やグリニヤール反応3tなどに非常に有効であり、通常の方

法では目的物が得られないような場合でも高い収率で付加体が得られると報告され

ている・また既に・J・hns・Rら1こよって有機セリウム試薬のPeters。n反応の応用が

検討されておりその有効性が確認されている32。

瀦は・今本らの方法29・30に従し・先と同様の方法により調製したリチオ体を一7。・

Cに冷却し・これに鰍セリウムク・リドを加えトランスメタル化を行い有機セリウ

ム反応剤璽調製した・この有機セリウム試薬蝉5一アルデヒド噸と縮合し

一一@18一
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たところ・目的とするオレフィン体坐の他に、syn脱離を起こさずアルデヒドに対す

る求核付加のみを起こしたビシナルシラノール翌との混合物が得られた。

（scheme　14）

　このようなシラノールが得られた理由としては今本らによっても指摘されている

ようにセリウムの高い酸素親和性が考えられる。即ちアルデヒドに対する求心付加

反応によって得られる付加体がセリウム原子を介したキレート構造により安定な錯

体を形成し・次のsyn脱離が進行しないものと考えられる。　このシラノール体47は

クロマトによる亜との分離が困難であったため、混合物を更に水素化カリウム（43に

対して0・4当量）と処理しオレフィン体墾への収束を試みた。その結果、t．1．c上シ

ラノールの消失とともにオレフィン体も消失し、極性の高いほぼ単一の蛍光性スポッ

トとして収束した。このものはシリカゲルカラムクロマトグラフィーにより精製し

た後・各種機器分析を行ったところ・uvスペクトルにおいて極大吸収が313　mと長波

長にシフトしていること・また元素分析よりその組成式がC13H、6N205と推定された。

更にマススペクトルにおいて280に分子イオンピークがみとめられること、及びpmr

スペクトルよりイソプロピリデン基の消失と7．32ppmと6．82PP皿にオレフィン由来の

ダブレットが認められ・4・69PP皿に遊離水酸基との結合を示すピークがあるなどの結

果から・この化合物の構造を墾であると推定した。3位の立体に関しては、mrスペク

トルより2・3位閤のカップリングコンスタントが2．9Hzであることから、2．3尭rans、

即ちβ一置換体であると決定した（sche皿e　13）。

　このような化合物の生成のメカニズムに関しては次のように考えている。即ち、水

素化カリウムによりシラノール体9は目的とするオレフィン体矩へと変換される

が・このオレフィン体の4位プ・トンが過剰の水素化カリウムにより更に引き抜かれ

イソプロピリデン基が脱離し共役ジエンA　hく生成する．ここで、ムのピリミジンの窒

素原子上の非共有電子対が3位で分子内マイケノレ反応を起こせば超が生成するもの

と考えられる・また△のジエン構造はピリミジン二上の疋電子と共役し共役トリエン

とみなすことができる・従ってこの共役トリエン上での電子環状反応が起こったと

考えても・先と全く同じように墾の生成が説明できる。

本反応で単一の立体配置をもつ墾のみが生成していること、また分子内マイケル
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反応とみなした場合エノールエーテルと等価な構造をもつ3位に対し求核攻撃を起

こすことは非常に考えにくいことから・著者は本反応のメカニズムを共役トリエン

における逆旋的電子環状反応ではないかと推定している（sche皿e　l4）。
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以上の結果より・腿によるシラノールのオレフィンへの変換が困難であると考

え・次にanti脱離によるオレフィンへの変換を検討することとした。

先のオレフィンとシラノールを混合物のままシラノールの水酸基をアセチルクロ

リドによりアセチル化した後、Bu・NFによりT聰を除去しながらanti脱離を行った
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ところ目的とするオレフィン体へと収束し、クロマト上分離できない少量の6一メチ

ルピリミジン璽含む混合物として雄よりの通算収率74％で蝶得ることができた。

45はE体・Z体の混合物であり・その生成比はP町スペクトルよりE：Z＝2．2：1であった

（scheme　15）e
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　亜は・酢酸エチル中10％パラジウム炭素存在下常圧接触還元により容易に5一デオキ

シー5一ピリミジニルメチルリボース翌へと変換され、その各種機器データは先に

Barton還元にタり合成したものと完全に一致した（sche皿e　16）。
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第2節6，6㌧シクロヌクレオシドの合成

第1節で述べたように5一デオキシ＋ピリミジニルメチルリボース翌の合成に成

功したので・次に分子内グリコシル化反応を検討し目的とするシク・ヌクレオシド

の合成を行った。即ち±2自身では・1位メトキシ基の脱離能が低く分子内グリコシル

化反応の基質には適当ではない。著者はこれまでの方法論に従い1位をアセトキシ

基に変換し・分子内グリコシル化反応を行うことにした。

　42は・70％トリフルオロ酢酸により三部保護基を加水分解した後、アセトニトリル

中無水酢酸によりアセチル化しトリアセチル体盤へ72％で変説した。このトリアセ

チル体蛋アセトニトリル中1・2当量のSnC1・と処理し分子内列コシル化反応を

行ったところ・目的とする6・6’一シク・ヌクレオシド鎚が66％・di収率で得られた。

（scheme　17）

　　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　lNユ。M。、）．7。，x，．TFA　lλ一　1λ

　　　　・　OMe　2〕Ac・O／E“・N／CH・CN　・　OA・S・C1・／・H・CN　。

　　　　　　　　　　　72％　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　66％
0×
犯

0
AcO　OAc
　　49
Scheme　17

AcO　OAc
50

　このシクロ体皿は先に述べたとおり、その架橋部7員環構造として6’　一高チレン部

分がリボース環上に存在するend・体とリボース環の外側に位置するex。体の2通りの

confo「mationをとりうると考えられる。鎚のP皿rスペクトルでは、5・a，　bプロトンと

4’プロトンとの結合定数はともに3・7Hzであり分子モデルの考察によりend。体をとっ

ていると考えられた・更に・著者は構造を確認するためにN・Eの測定を行った．その

結果3’位プ・トンを照射した際・この5’位及び6・位メチレンとの間にそれぞれ2．7％，

3・6％のNOEが翻され・先の推測どおりこのものの架橋部分の髄はend。型であると

決定した（Fig．6）。
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ラジカル環化により合成し鵬合も分子内グリコシル化反応の場合も同じend。体

のみを与えたと言うことは・このend・体がex・体に比べ熱力学的に安定であることを

示唆している・これは一つにはex・体で1ま6’位メチレンとラクトール酸素原子の

10ne　pairとの静電的な反発があること、またend・体の場合4・一5・閤の立体が

gauche－gaucheとなるのに対し・ex・体ではeclipsedになりex・体の方が熱力学的に不

利になることが最も大き腰因であると思われる（Fig．7）。

以上のようにして合成し姻をジオキサン中アルカリ加水分解を行い目的とする

賜オキシー・　6・　6’・一シク・ウリジン⑥へと引した．今回合成したsは先に佐野カミ

ラジカル環化により合成したもの24と各搬器データが完全に徴した．鎌封管

中メタノール性アンモニアと100．C22時間処理し5・一デオキシー6，　6・一シク。シチジン

⑳を94％の収率で得た・更にゆ加硫化水素分解22を行い、4一チオウリジン誘導体

髪を78％の収率で得た・画人に・Et・N－Me・H混合溶液により脱アセチルイヒを行い目

的とする5’　一デオキシー6・　6’一シク・＋チオウリジン⑬を77％の収率で得た

（scheme　18）．
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以上・Peters・nオレフィン化反応を用い5’位分灘を合成し、更に分子内グリコシ

ル化反応によって6・　6’　一シク・ピリミジンヌクレオシドの合成に成功した．今回合

成した6・6’『シク・ヌクレオシドのCDスペクトルについては、第5章で他のシク。ヌ

クレオシドとともに議論する。
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第3章2’一デオキシー6・2’一メタノピリミジンヌクレオシドの合成33

第1節合成計画

第2章で述べたようにTMSメチルピリミジン幽Peters・nオレフィン化反応を用

いた6・　6’　一シクロヌクレオシドの合成1こ成功した・このTMSメチルピリミジン墾が他

のシクロヌクレオシド合成の場合も有用なシントンとなるのではないかと考え2’　一

デオキシー6・　2’一メタノピリミジンヌクレオシドの合成への応用を検討することにし

た。

目的化合物の一つである2’一デオキシー6・　2’　一メタノウリジン③は既に佐野1こよっ

て2’　一エトキシカルボニルメチリデン体塗還元することによ鵬られる2・一分枝

糖ヌクレオシド卿分子内マイケル反応こよる合成が報告されている・・。

（scheme　19）
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しかしこの方法では⑳脱炭酸の収率が32％と低し・という問題点が残されている．

またこの方法ではシチジン誘導体あるいは4一チオウリジン剛体を合成する場合、
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最終鍼物であるウリジン講体3より変換しな1ナればならず先に述べた4一メトキ

シ体を樋中間体として変換するほうが郁1であると考えられた。

sche皿e　20に合成計画を示すがTMSメチルピリミジン墾と2一ウ・一スとのPeter－

sonオレフィン化反応により2－ex・メチリデン体を得・この2－ex・メチリデン体を立体

選択的に還元し2ザオキシピリミジニルメチルアラビノース体を合成し分子内グリ

コシル化反応で目的とする。一シク・ヌクレオシドが得られるものと考えた．
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Scheme　20

当初合成が容易である1一メチル体鑑用し・合成を検討した．しかし、鎚には艦

困難な少量のa　一一メチル体が含まれており混合物として処理しなければならないこと、

またゆ翫反応の際メチル基の立体的かさ高さが＋分でないため、水素付加が立

体選択的に起こらず蠣のジアステレオマh一．一．の混合物となってしまい、目的とする

アラビノメチノレフラノース鎌選択的に得ることができなかった．更に鎚は、分子

内グリコシル化反応の基質となる坐への変換のため1位の脱保護を検討したが1位メ

トキシ基は加水分解に対し抵抗性を示し・選択的脱保護を行うことはできなかった．

以上の理由から・瀦は立体的に充分かさ高くしかも容易に脱保護可能な1位置換

基としてイソプ・ピル基を選択し合成を行うこととした．第2節でその合成に関し

て述べることにする。
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第2節2’一デオキシー6・　2’　一メタノピリミジンヌクレオシドの合成

Pete「sonオレフィン化反応の基質となる2一ウ・フラノー遡はD一リボースより

合成することとした・薇のD一リボースを1難存在下イソプ・パノール中室温で

2時間処理しβ一イソプロピルリボシドとし・引き続きTIPDS保護を行い3，　5－TIPDS＋

イソプロピルリボフラノシ随を58％の収率で得た．この際少量副生するa一リボフ

ラノシドはカラムクロマトにより容易に分離除去可能であった適をCr。、．ピリジ

ン●Ac・0で2位水脚の酸化21を行し・目的とする2一ウ・フラノース婁合成した

（scheme　21）．

　　　　　　　　　　　　　　　　65
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　59
　　　　　　　　　　　　　　　Scheme　21

TMSメチルピリミジン墨をTHF中プチノレリチウムによりリチオ化し2一ウ。フラノ

ー遡とのPeters・nオレフィン化反応を行ったところ、2℃x。一ピリミジニノレメチリ

デン髄が76％の収率で得られた・P皿rよりこのアルキリデン体が単一磯何剛

体であり・オレフィンプ・トンと3位プ・トンとの間に3．9％、また1位プ。トンとピリ

ミソン環5位プロトンとの間に3・4％とそれぞれN・Eが認められたことから壁は（Z）一体

であると決定した（scheme　22）。

（z）｝体のみが選択的に得られてきたことに関してはつぎのように考えている．

即ちこのPeters・nオレフィン化反応1こおいて考えられる中間体は全部で4通り存在

する・このうちカルボニル平面に関しては・求核攻撃が1位のイソプ。ピル基の立体

障害により¢側からの攻撃が優先すると考えられるためFig．　8に示す2っの輔体を

経由して反応が進行するものと思われる．これら2つの中間体を比較した場合、

th「eo体ではフラノース環上の3位置換基とピリミジン環との間で立体反発が考えら

れe「ythr・体の方が有利であると考えられる．従ってerythr。体からSyn脱離により

得られる（z）一体のみが優先して生成したものと推定される．
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い2｝ピリミジニルメチル噸へ82％の収率で講した．この反応は当初鵬したと

おり水素付加は1位イソプ・ピル基の立体障害によりa側から優先的に起こりアラビ

ノ体とリボ体の生成比は約9・1であり・目的とするアラビノ体を主生成物として得る

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＼。　＼　クYN・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（z）一61　H’　XN＝〈of’M．

eXO一アルキリデン髄は・醸エチノ坤パラジウム炭素存在下常圧接触翫を行
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ことができた・なお2位不斉炭素の絶対配置の決定は嚇の最終生成物であるシク

ロウリジン3へ誘導した9t　3のX線結晶構造解析により行った。

邸1位加水分解の際糖部シリル基1ま容易に脱離し、フラ・　一一ス体からピラノース

体への変換が予想されるため・まず齢保護基の変換を行った．鑑Bu、NFと処理し

シリル基を除去した後・アセトニトリル中トリエチルアミン存在下鰍安息香酸1こ

よりベンゾイル化を行い3・5一ジベンゾイル体鉦へと誘導した（scheme　23）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　む　　　　　　　　　　　　　　　　　くひ　　

　　＼。＼ク＼NH・・Pd／cア・＼o”h・）Bu、NFBzo・＼・ih　　・

　　　　　　HN鷲M。構tTIP聖　2〕畿0

　　　　61　　　　　066　　　B・・67
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Scheme　23

ジベンゾイル髄の1位イソプ・ピル基を70％トリフルオ・畑中室温3日間処理

して加水分解した後・アセチル化を行い1一アセチル体68をα，βの混舗として57％の

収率で合成した・1一アセチル体鰻アセトニトリル中1当量のSnC1、と処理し分子

内グリコシル化反応によ媚的とするシク・ヌクレオシ随を78％の収率で得た．

盤はuvスペクトルにおいて極大吸収が274n皿と鎚に比べ長醸にシフトしているこ

と・P皿「スペクトルで1’位プ・トンと2’位プ・トンとの船趨が6．2Hzと観測され

たことなどよりβ一ヌクレオシドであると確認した（scheme　24）。
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シクロヌクレオシド隈ジオキサン中水酸化ナトリウムと処理し、齢ベンゾイ

ル基と4位メトキシ基の加水分縦行い81％の収率で2・一デオキシー6，2・　一メタノウリ

ジン③を得た・このシク・ウリジン3は先に佐野が合成したもの34と各難器デ

ータが完全に一致した（sche皿e　25）。

BzO
ox

OMe

　＼ミN

lN人。

　　　　　　　　HO　　2N　NaOH
　　　dioxane
　　　81％

o

　
　
　
0

一
人

　
　
　
N

「
i
＼
」
ox

　　　　　　　　　BzO
　　　　　　　　　　　6g　HO　3
　　　　　　　　　　　　　　Scheme　25

またaのX雛晶離解析を行い3が知こ鎚のP皿rスペクトルの結合定数より推定し

たとおりβ“一ヌクレオシドであることを親した．Fig．9にX雛晶構趨析の線を

示す。

Fig・9・S㎞・t町・、・伽・・xy－6，牙蝋hm。剛山e

aの糖部pucker’ngは・C3’一ex・一C4’一end・雛を取ってお樋常のヌクレオシドで

はあまりみられない艘な。・nf・r皿ati・nである．また5・一ヒド。キシノレメチル基は

ga”che－gaucheであり通常のヌクレオシドの場合とよく一致している．更1こ91yc。syl

to「s’on@angleωは111・03．でありこのシク・ヌクレオシドはグリコシル結合回り

のconf・rmati・nがhigh－anti領域に固定されたモデル化合物である．
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　シクロヌクレオシド壁を封管中メタノール性アンモニアと処理し2㌧デオキシー

6，2’一メタノシチジン（皿）を70％の収率で合成した（scheme　26）。

　　　　　　　　　　　　　OMe　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NH2

　　　　　　　　　　　　1Nユ．　1ス．

　　　　　　　BzO　　　　　　　　　　　O＼　阻HO　　O＼
　　　　　　　　　　　　　　　d櫨ne

　　　　　　　　BzO　　　　　　　　　　　6g　HO　70
　　　　　　　　　　　　　　Scheme　26

　シクロヌクレオシド鎚を胃管中硫化水素一ピリジンと60。C3日闇処理し4位メトキ

シ基の加硫化水素分解22を行い4一チオウリジン誘導体旦を90％の収率で得た。71の

構造はuvスペクトルにおいて極大吸収が331nmにシフトしていることなど各種機器

分析により確認した。旦の糖部ベンゾイル基をナトリウムメトキシドにより脱保護

し・目的とする2’　一デオキシー6・　2’　一メタノー4一チオウリジン皿を78％の収率で合成した

（scheme　27）．

　　　　　　　　OMe
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　＼N
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　　　　90％
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　　　　NaOMe　HO
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一ox

　　　BzO　　　　　　　　　　　　　　　　　BzO　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HO　　　　　　69　　　　　　　　　　　　　　　　　　　71　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　72
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Scheme　27

以上TMSメチルピリミジン±3をシク・ヌクレオシドシントンとし、Peters。nオレ

フィン化反応・引き続く還元反応による2’ザオキシー6，・2’　一メタノピリミジンヌクレ

オシドの立体選択的合成に成功した。
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第4章Sn型に固定した6・1’一プロパノピリミジンヌクレオシドの合成

第1節分子内グリコシル化反応による5員環スピロ型

C一シクロヌクレオシドの合成

　著者はsyn型に固定したC一シクロヌクレオシドを合成するにあたりこれまでの経

緯から分子内グリコシル化反応を用いた合成法を検討することとした。今回選択し

た標的化合物をFig・10に示した。今回デザインした5員環スピロ構造を有する6，1・一

　　　　　　　　　　〇　　　　　エタノウリジン（Z3）は架橋構造としてtWO　car－

　　　　　　　H］N　　　　　　bon　unitを含んでいるため6一メチルピリミジンを
　　　　　　。沃1　シントンとして用いることはできない．そのため

　　　　　　　　　　
　Ho　　　　　　　　　　　ピリミジンの6位にtwo　carbon　unitを有し、かっ
　　　　　　0
　　　　　　　　　　　　　　　　末端にcarbanionを発生できる官能基を有するシ

　　　　　　　　　　　　　　　　ントンの開発が必要となってくる。著者はこのよ
　　　HO　　　　OH：
　　　　　73　　　　　　　　うな条件を満たすシントンとして6。エチニルピリ

　　　　　：Fig．10　　　　　　　ミジン罠を選択し合成を行った（scheme　28）。
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、　　文献既知の6一ヨードピリミジン35距をパラジウム触媒存在下TMSアセチレンとの

　　クロスカップリング36を行い・更にTMS基を除去し2，4一ジメトキシー6一エチニルピリ

　　ミジン（Z4）を90％の収率で合成した。6一エチニル体艮をTHF中。70。CでLDAと処理し

　　リチオ化を行った後・5－TBS一リボノラクトン37胆と縮合しラクトール体77を57％の

　　収率で合成した。このとき1’位の立体に関しては単一のジアステレオマーのみであ

　　ることがP皿rスペクトルより判明した。おそらく2，3一イソプロピリデン基の立体障

　　害によりβ体であると推定されるが・立体配置の決定には至っていない。ラクト＿ル

　　体亘の3重結合部分を接触還元により還元し、更にアセチル化をへて1。アセチル体

　Z8へと誘導した。しかし・アセチル体胆の種々のルイス酸による分子内グリコシル

　化反応を検討したが目的物を得ることはできなかった。これはおそらく2位メトキ

　　シ基がかさ高く・5㌧ハイドロキシメチル基と立体反発し分子内グリコシル化反応が

　進行しないものと考えられ、この方法による合成は断念した。

第2節　6，1’　一一プロパノウリジンの合成

　第1節で述べたように分子内グリコシル化反応による5員環スピロ型C一シクロヌク

レオシドの合成を行うことはできなかった。そこで標的化合物を6員環スピロ型C一

シクロヌクレオシドである6，　1’　一プロパノウリジン⑧に変更し、これまでの例に習

いラジカル環化反応による合成を検討することにした。　今回の合成計画を

retro－synthesisでschene　29に示した。

　6，　1’　一プロパノウリジン⑧の合成を行う場合以下に示す問題点が存在する。

1）架橋構造となるスピロ環の構築

2）1’　一アルキルリボフラノース環の構築

3）アノメリック位4級炭素の立体選択的合成

瀦はこれらの問題点を次のように轍することとした．即ち、スピ。環の構築
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については最後にラジカル環化により行い・糖部1’　一アルキル置換リボフラノ＿ス体

はD－fructoseより誘導し・合成の途中で2’位水酸基の立体の反転、壁の1級水酸基の

酸化・Wittig反応による炭素鎖の導入により構築することとした。また最後のアノ

メリック位4級炭素の立体選択的構築であるが・これは既にHolyによって3－deoxy－

psicofuranosyluraci1の合成の中で解決されており38、更に立岡らはこの方法を応

用し鉱の合成を報告している39。以上の計画に従い著者は6，1㌧プロパノウリジン

（8）の合成を行うことにした。
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D－Fructose

ぐ＝。
　　TiplDs

xg

　　ラ

　　　80

0

81

OH

CO2Et

　まず原料となる里の合成はHolyの報告38に従い市販のD－fructoseをcyana皿ideと

処理し3位水酸基の立体を利用しアミノオキサゾリン体鎌立体選択的に合成し、

鎚は単離することなく更にEthyl　pr・pi・1ateによる丁子、ベンゾイノレ化を経てO一シ

クロ体墨に導いた・・一シク・体鎚はナトリウムハキシドによりベンゾイル基を

脱保護した後・立岡らの方法39に従いDMF中一30・Cにおいてi皿idaz。1e存在下1，3－

d’ch1・r・『1・　1・　3・　3－tetrais・pr・pyldisi1・xaneと処理し4・，6・一TIPDS体壁54％の収

率で合成した・しかしこのシリル化反応は残念なカミら収率に関しては再現性の乏し

いものであった（scheme　30）。
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注）これらヌクレオシドのnumberingは里、墨に関しては慣例に従い左下記の通りと

し・炭素鎖導入以降はシクロヌクレオシドの例に従い右下記の通りとした。なお塩基

部のnumberingに関してはピリミジンヌクレオシドの例と同じである。
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　O一アンヒドロ体里をMoffatt酸化39・40に付し1’位水酸基を酸化した後Ethoxy－

carbonylmethyltriphenylphosphoraneとのWittig反応により炭素鎖の導入を行いオ

レフィン体墨をE・Zの混合物として85％の収率で得た。このオレフィン体を次の加

水分解反応のたあ無水安息香酸存在下Bu4NFと処理しシリル基をベンゾイル基に変

換し＆5を合成した。鍾をDMF中2N塩酸と処理し0一アンヒドロ結合の加水分解41を行

い引き続きアセチル化し・アラビノヌクレオシド＆6を72％の収率で得た。

　このアラビノヌクレオシドの側鎖2重結合の還元を検討したところ、通常の接触還

元あるいはNaBH4などによる還元では目的物を得ることはできなかった。　そこで

Wilkinson触媒によるHydrosilylation42を検討したところ目的とする還元体80が

40％の収率で得られた。このHydrosilylationではWilkinson触媒が最も効率が良く、

例えばパラジウム触媒などではグリコシル結合の開裂が主反応となり全く目的物を

得ることはできなかった。更に収率の改善を目指し種々条件の検討を行ったところ

p。1ymethylhydro－siloxane（PMHS）を水素源としてパラジウム炭素による水素転移接

触還元43により鎚が容易に還元されることを見いだした。即ち、EtOH中パラジウム

炭素触媒存在下PMHSと60。Cで処理し還元体鎚に92％の収率で変換することに成功し

た。この場合水素源としてはPHHSが最も効率が良く、cyclohexeneを用いた場合はグ

リコシル結合の開頭が副反応として起こり著しく目的物の収率を低下させた。

（scheme　31）

　鎚は次に2’位の立体の反転を行うため、アシル基をナトリウムメトキシドにより

脱保護した後再びTIPDS保護を行い、3’，5’一TIPDS体鉦へ変換した．しかし、87は2・

位における立体障害が大きく・光延反応等のSN2的な反転を行うことはできなカ、つた。

そこでこの2級水酸基を一旦CrO3により酸化21した後NaBH4により還元を行ったとこ

ろ目的とするリボ体鎚が約5・1のジァステレオ比で得られた．通常2’・一ケトヌクレ

オシドをNaBH・で還元した場合は1’位塩基部の立体障害によりhydrideはa側力、ら攻

撃しアラビノ体が主生成物となる・1のに対して、ケト体鋤場合1’・一アルキル基と

3’位置醜の立体轄が塩基部の立体障害より大きくトattackが主とな媚的とす

るリボ体鎚が主生成物になったものと考えられる。

鋤次の翫反応のため2’位への保護基の導入が必要である．瀦はTBS基で保護
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することを試みたが・TBSC1・　diisopropylethylamineあるいはTBSOTf，　collidineなど

の条件においても2’一シリル体を得ることはできなかった（sche皿e　32）。
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　このため鎚は一旦Bu4NF．により脱保護した後、酸触媒存在下アセトンと処理しシス

ジオー．ル部をイソプロピリデン化し・更にDMF中diisopropylethylamine，　TBSC1に

より残った1級水酸基をTBS化し・5’一TBS体鎚を59％の収率で合成した。5・一TBS体91

のエステル基をLiBH4により還元した後・メシル化を行い里とし酢酸中NCSと処理す

ることにより5一クロル体豊へと変換し・里より83％の収率で得た（scheme　33）。
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5一クロル趨は2－butan・ne中ヨウ化リチウムと処理しヨード麹へ79％の収率で

変換した・ヨード体輿高麟釈下（0．004皿M）、AIBNをradical　initiat。rとしBu，SnH

によるラジカル環化’6を行いシク・体鍾とした．鍍はt．1．c上複数のジァステレオ

マ”の混合物であったためカラムク・マトによる精製後、直ちにDBUによる脱離反応

に付u　44目的とするシク・ヌクレオシド逃をヨード体より74％の収率で合成した。

鐙はpmrスペクトルにおいて5位プ・トンが5．45PPmにsingletで翻されること、ま

たuvスペクトルで264nmに吸収極大を持つウリジンとほぼ同じスペクトルを示した

ことなどによりその構造を確認した（sche皿e　34）。
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　シクロ体部を1N　HC1－THF溶液により脱保護し、目的とする6，1’一プロパノウリジン

⑧を66％の収率で合成した。また・後のCDスペクトルの比較のためシクロ体96を

Bu4NFと処理し2’，3㌧イソプロピリデン皆野を92％の収率で得た。　（sche皿e　35）
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以上これまで用いた分子内グリコシル化反応による6，1’・一子タノピリミジンヌク

レオシドの合成は行えなかったが、D－fruct・seを出発原料としラジカル環化反応を

用いる方法によって6，　1’　一f・パノウリジンの合成に成功した。
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第5章　C一シクロピリミジンヌクレオシドのCDスペクトル45

　光学不活性な発色団が不斉環境中に固定された場合、発色団は摂動を受け円偏光

二色性ゆ）を示す・従ってウリジンのようなヌクレオシドは発色団である塩基が糖

と91yc・sy1結合により結ばれてV・るためCDスペクトルの測定が可能である．この場

合発色団である塩基部の遷移モーメントベクトルと不急源である隣接する糖部の遷

移モーメントベクトルの相互作用の結果CDを示すことになり、糖部1・位の心血が反

映されることになる（例えばβ一ヌクレオシドとトヌクレオシドではCDスペクトルの

サインが逆転する46）。

　通常ウリジンのCDスペクトルは260m付近に分子楕円率（θ）で約9000のpositiveの

Cotton効果を示す（Fig．11）。

CD　spectrum　of　uridine
10000

［
Φ
］

o

’1000ﾇ10

T　Eiua　T　Biu ／1‘　B2u

230　250　270
　wave　length　（nm）

290

Fig．　1　1

このCott・n効果はuv吸収帯でいうB・・吸収帯に由来するものであり、この他1こ240n皿

及び220nm付近にそれぞれnegativeのC・tt・n効果を示すが、これ1まそれぞれB、。吸収

帯及びElr・吸収帯に由来するものである．各吸収帯における遷移モーメントの方向

は異なっているため・全ての吸収帯において同じように識することはできなし、47．

以下のCDスペクトルに関して灘を働る場合、ウリジンに関しては全てB，．吸収帯
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由来のCotton効果に関するものとする。

ウリジンは発色団である塩基がglyc・sy1結合によって齢と結合しているが、

91yc・sy1結合回りの。・nf。rmati。nである91yc・syl　t・rsi・n　angleに関しては舳回

転が2位カルボニル基と糖部5’置換基との立体障害によりある程度制限を受け、ウリ

ジンは溶液中でanti型をとっていると言われている2．しかし、スペクトル1こ関して

は91yc・sy1結合回りのある程度の自由回転の結果、平均化されたスペクトルカ・’　P。si－

tiveのCotton効果を示すと解釈されている。

　これに対してglycosy1結合を炭素架橋によって固定したC一シクロヌクレオシドで

は・その91yc・syl結合回りの。・nf・rmati・nに関しては特定の。・nf・rmati。nしか取り

得ず特徴的なCDスペクトルを示す・Fig・12に今回合成したC一シク・ウリジン類と

5㌧デオキシー6・5’一シク・ウリジン（⊥）及び2’　一デオキシー一・6，　2・　一エタノウリジン（5）

のCDスペクトルを・またFig．13に各々の構造を示した。

　　　CD　spectra　of　C－cyclouridines
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5

これらのCDスペクトルより5㌧デオキシー6，　5’　一シクロ体1、5’　一デオキシー6，　6’　一シク

ロ体昼・6・2’一エタノ体量・6・3’一丁タノ体ヱそして6，2㌧メタノ体3の順にCotton効

果の強度が減少しPOSitiveからnegatiVeへと変化していく事が解る。

Glycosidic　torsion　ang1es　of　C－cyclonueleosides

6，5’cyclo，ユ

（X＝一150’）

6，6’tyclo，　fi

（X＝一117’）

6，3’一methano，エ

　（X＝一95’）

2’一deoxy－6，2’一methano，　a

　　　（X＝一74’）

。／／へ

o

Fig．14

0
ゆ

　　Fig．14にこれらC一シクロウ

　リジンのX線結晶構造解析の

　結果より得られたglycosy1

・torsion　angleの相対的な位

　置関係を模式的に示した。

　これらの結果を併せて考える

　とglycosyl　torsion　angle

　（X）が増大するにつれCDの

Cotton効果がpositiveから

negativeへと変化していると言い換えることができる。このことはCDのCotton効果

とglyc・syl　t・rsi・n　angleとの間に明らかな相関関係が認められることを示してし、

る。
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　序論でも述べたように・ヌクレオシドの。・nf・r皿ati・nを表現する場合、91yc。syl

t・rsi・n　angleω・furan・se環のpuckering・C4’一5’間のねじれ角が用いられる。

CDスペクトルの変化とヌクレオシドのconformationを議論する場合、他の2っの

fact・rのうち特にfuran・se環のpuckeringに関してどのような影響があるのか考え

る必要がある。

　周東らによって合成された2’一デオキシー6・2’一門タノウリジン・4⑤は261n皿に

θ＝一20000のC・tt・n効果を示し・またX雛晶構造解析の結果・8よりz一一91・、糖部puck－

eringはC4’ex・一〇1’　end・構造を取っている・これに対して6，　3・　一メタノウリジン（7）

は260mにθ＝一19600と旦とほぼ同じCotton効果を示し、またヱのアナログである5・．0一

アセチルー2’・3’　一ジデオキシー6・　3’一年タノウリジンのX線結晶離解析49より、7の構

造はx＝一950・糖部puckeringはC2’・ex・を取っていると推定される．これらの結果より

獺puckeringが大きく異なる場合でも・91yc・syl　t・rsi・n　angleがほぼ同じであれ

ばC・tt・n効果のサインの方向と醸1まほぼ同程度であり、CDスペクトルのC。tt。n効

果に対するヌクレオシドの。・nf・rtuati・nの影響は主に91yc。syl結合回りの。。nf。r一

皿ationに依存していると言える。

更に興味深いことに5’　一デオキシー6・6’・一シク・ウリジン⑥は対応するuvの極大

吸収領域に働て強度の小さなC・tt・n効果しか示さないことからX＝一117・付近にCD

のCotton効果がP・sitiveカ・らnegativeへと変化する境界領域カミ存在することが示唆

された。

Fig・15及び17にC一シク・シチジン類とC一シク・一4一チオウリジン類のCDスペクト

ルを示した・C一シク・シチジンの場AeまC一シク・ウリジンと同様のC。tt。n効果と

91ycosyl　t・rsi・n　angleの欄が認められ、C・tt・n効果の強度1ま5・．一デオキシー6，　5・．一

シクロ趣＞5’一デオキシー6・　6’一シク・体量＞6，3・一堂タノ麹＞2・一デオキシー

6・　2’一メタノ噸の順になりC一シク・ウリジン類の場合同様に5・．一デオキシー6，　6・、一

シクロシチジン⑳の持つ91yc・syl　t・rsi・nangle付近でサインがP。sitiveから

negatiVeへと変化する角度が存在する。

これに対してC一シク・＋チオウリジンの場合、前述の2つの例と若干の相違が認

められる・即ち330n皿付近におけるCDのC・tt・n効果の蝦変化は5・．一デオキシー6，　5・．一
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シクロ体9L9＞5㌧デオキシ『6・　6’　一シクロ体墨＞2’一デオキシー6，　2・　一メタノ体72＞

6・3㌧メタノ体鉦の順となっており・先の2っの例でみられた相関がくずれている。

　　　　　　　　CD　spectra　of　C－cyclocytidines
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しかし・6・6’一シク・体はC一シク・ウリジンの場合同様、ほぼ境界領域に位置してし、

る・c一シク・＋チオウリジンの場合の差異に関しては発色団の違いからくるもの

と推定される・発色団が異なる場合、当然それに伴い遷移モー一、Xントの方向も変わっ

てくるため・不斉環境から受ける鵬も等しくない．C一シク。一4一チオウリジンのCD

スペクトルではこれらの影響が現れたものと考えられる。
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syn型に固定したC一シク・ヌクレオシドのCDスペ外ルについてはFig．19に示し

た・6・1’一プ・パノウリジン⑧及びその2’，3・・一イソプ・ピリデン体里ではnega－

tiveのC・tt・n効果を示すのに対して・完全に保護し姻では対応するuv極大吸収領

域に幽て弱い（θ＝＋9・・）C・tt・n効果を示すにすぎない．このこeeまsyn領域にもanti

領域同様C・tt・n効果がnegativeからP・sitiveへ変化する境界領域が存在し96がほぼ

境界領域に位置することを意味している。
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CD　spectra　of　Syn－fixed　C－cyclonucleosides　（MeOH）
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　旦，豊，鐙のp町スペクトルからこれら化合物の2’　，　3’間の結合定数はそれぞれ8，7．1

Hz；豊，7．3Hz；鎚，6．8Hzであり、また3’　，　4’間の結合定数は旦，6．6Hz；97，4．9Hz；96，5．1

Hz（実験の部参照）で軽・このことは保護基の導入により。・nf・rmati。nにわずかな

変化が起こっていることをしめしており、これらの変化が91yc。syl　t。rsi。n　angle

に影響を及ぼしCDスペクトルに変化が現れたものと考えられる。

　このような保護基の導入によるわずかな構造の変化によってCDスペクトルに大き

な変化が見られることは非常に興味深い．このような現象は著者の例だけでなく、

Otterらによって合成され＃シク・ヌクレオシド迦及びそのイソプ。ピリデン体

迦のCDスペクトルにおいても認められている・・．（Fig．21，22）

一　46　一

ぜ

，譲・



’，鴛1　瀞臨’瓢ノ懸墓1獅麟蹴⊇‘懸り“1’」¶教『
　　t　噺　　　　　　t　　　　閉　　　　　tn　　尾t．s　　　　、　　　　　　　　　　　　　u　　　e　　帰

kl　　P　iL一翼締’　廷序鞭

CD　spectra　of　100　and　101

［
O
」

20000

10000

o

一1　OOOO

φ駒馬 A　　　　　　　嗣の’一圃剛隔軸軸顎鴨q陶
’　　　　　　　　　　　　　　　　　軸賢■」

　’　’
　t　’t
t
’

21　5

wave　length　（nm）

　　　　　100
髄日一一一ロー一葡 @　101

F卑9．21

o

HO

o

o

lN薫。

o

HO

o

o

L．1寒。

　　　　　　　　HO　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oxo

　　　　　　　　　　　100　101
　　　　　　　　　　　　　　　Fig．22

シクロヌクレオシド迦は比較的大きなpositiveのCotton効果を示すのに対してそ

のイソプロピリデン体坦ではほとんどCotton効果を示さない。これらの結果は最

初にも述べたようにイソプロピリデン基によってfuranose環が固定されその結果

91ycosyl　torsion　angleにわずかな変化が起こり、これらシクロ体がCDのCotton効

果が大きく変化する境界領域に位置するため、大きなCDスペクトルの変化となって

現れたと解釈することができる。

　Fig・23に分子モデルより予想される6，1’一プロパノウリジン（8）の91ycosyl　tor－

slon　angleを模式的に示した。これより著者はsyn領域における境界領域の位置と
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しか

してx＝63。・即ち6，　6’　一シクロウリジンの存

在するほぼ180。対極に位置するものと推

すと考えられる。　　し・syn型に固定したシクロピリミジンヌクレオシ

大きなpositiveなCotton効果を示す化合

Fig・24 �P無配e茎霧註略1器。艦謙
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－40000

・50000

定した。つまり、x＝63。及び一117。を結ぶ直

線の上部にピリミジン環の6位がくる場合

CDスペクトルはpositiveを、また下部に来

る場合にはCDスペクトルはnegativeを示

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ドで、まだ

物は合成されておらず、今後の課題である。
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　Fig・24にこれまで得られたCDスペクトルの分子楕円率（θ）と91ycosyl　torsion

angle（X）との関係をグラフにまとめた。なおグラフ中に近年Otterによって合成さ

れたシクロヌクレオシド逗50（Fig・25）のデータも加えてある。またFig．26に

Milesらによって報告された3計算結果より得られた分子楕円率と91ycosyl　torsion

angleの関係を示した。

　ぬ1esらは糖部のpuckeringがCDスペクトルに影響するとしてC2・一endo及びC3㌧

endoそれぞれの場合に関して相関を示している3。しかし先に述べた理由から必ずし

もこのような条件づけは必要ではないと考えられる。今回得られたC一シクロウリジ

ンの相関関係はMilesらのウリジンC3’一endo体の予想される相関曲線とかなり良い

一致をみている。このようにC一シクロヌクレオシドを用いたCDスペクトルと91yco＿

syl　torsion　angleとの相関でこれまでの報告との良い一致は非常に興味深く、C一シ

クロヌ7レオシドのモデル化合物としての有用性を示すものである。またFig．23に

示した境界領域の位置に関してはUlbrichtらによって提唱された経験則4と若干の

ずれが認められる。これはUlbrichtらの経験則が発色団の異なる0一シクロヌクレオ

シドを用いて導いたものであり・必ずしもウリジンの相関を正確に反映していない

ためと考えられる。

最後にこれらの結果を併せてウリジンのCDスペクトルに平して考えると、ウリジ

ンは溶液中で境界領域より上部のanti領域に存在し、そのためウリジンのCDスペク

トルは平均化されてもpositiveのCotton効果を示すと説明できる。
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第6章C一シクロヌクレオシドとRNase　Aの相互作用

　ウシすい臓由来RNase　A（EC・3・1・27・5）は124個のアミノ酸残基からなるピリミジ

ン特異的なRNA加水分解酵素であり・X線結晶構造解析を含め酵素学的に最も研究の

進んでいる酵素の一つである51。RNase　AはRNAを2’，3’一環状リン酸を経由し3㌧リ

ン酸に加水分解する。その際12－His・119－Hisと41－Lysがin－1ine機構で加水分解を

触媒することが知られている51・52。またRNase　Aは溶液中でsyn型をとると考えら

れている6一メチルウリジン2’・3’　一環状リン酸を殆ど加水分解しないこと5、インヒビ

ターである2’一CMPとの共結晶のX線結晶構造解析の結果2’一CMPがanti型で結合して

いること53’54などから・RNase　Aはanti型の基質を認識すると考えられている。著

者はこのようなRNase　Aと基質との立体化学的相互作用に興味を持ち91ycosy1結合

を特定のconformationに固定したC一シクロヌクレオシドをモデル化合物として研究

を行うことにした。

第1節6・6㌧シクロヌクレオシド2’，3’　一一環状リン酸の合成

　当研究室の松田は5㌧デオキシー8・　5’　一シクログアノシン2・，3’　一環状リン酸を合成

し、グアニン特異的なRNA分解酵素であるRNase　T1による加水分解反応を検討し、5㌧

デオキシー8・5’一シクログアノシン2’，3’一環状リン酸がRNase　T1により非常にゆっ

くりではあるが加水分解されることを見出している9。RNase　T、と3’　一guanylic

acidとの差CDスペクトルを用いた研究より3’　一guany　li　c　acidは酵素活性中心におい

てanti型からsyn型に転換した後酵素水解を受ける7とされていたのに対して、更に

松田は5’・一デオキシ・8・5’一シク・グアノシン3・一リン酸とRNase　T1との差CDスペク

トルが先のguanilic　acidとの差CDスペクトルと同様なスペクトルを示したこと・カ、

b・スペクトルの解釈を含めこれまでの結果に対して疑問を投げかけている。

このように。一シク・ヌクレオシドは酵素との相互作用を探るうえで有用なモデル

化合物である・瀦は今回合成した℃一ピリミジンシク。ヌクレオシドのうち5・一デ

一　50　一h

蕾

鎧，灘1騰灘灘購



贈爵・レll

オキシー6・　6’　一シク・ヌクレオシドを対応する2’，3・一環状リン酸へと講し、ピリミ

ジン特異的なRNA分鰭素であるウシすい臓由来RNase　Aによる加水分解反応の速度

論的解析及び立体化学的相互作用の解析を行うことにした。

5’一デオキシー6・　6’　一シク・ピリミジンヌクレオシドをDMF中ポリリン酸と処理し16

得られた2’・3㌧蹴りン酸体をイオン交換カラムク・マトグラフィーにより精製し、

5’　一デオキシ．6・6’一シク・ウリジン2’，3’　一環状リン酸（103）を66％、5・一デオキシー

6・　6’　一シクロシチジン2’・3’一環状リン酸（104）を76％、更に5・一デオキシー6，　6・．一シク

ロー4一チオウリジン2’・3’　一環状リン酸（105）を27％の収率でそれぞれ得た．なおこ

こで4一チオ誘導体で収率が低いのはこの反応条件で4位チ三三ルボニル基の加水分

解がおこりウラシル誘導体が副生するためである（scheme　36）。

　　　　　　　　　R　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　R

　　　　　　　　（．XNN．　，g［1（　，）AliN”．

o PPA／D　］M［F

reflux

o

HO OH

Yield

6　R＝OH
51　R＝NH2
53　R＝SH

島×9．

103：　660／0
104：　760／o
ib5’：　一2i　b70　Scheme　36

第2節RNase　Aによる加水分解反応の速度論的解析

第1節で合成した2’・3’　一環状リン酸体を酢酸緩鰍中（pH＝5．　6）RNase　Aと処理し、

その加水分解率をHPLCにより定量し水解瀬を求めLineweaver－Burkプ。ットによ

りKm値を算出した・Fig・27に5’一デオキシー6・6’一シク・シチジン2・，3・一環状リン酸

（104）の加水分解のHPLCパターンを・またFig．28に迦のRNase　Aによる加水分解反応

のL’neweave「一Burkプ・ットの結果を・そしてFig．29に得られた避、迦、廼それぞ

れのkinetic　para皿eterを示した。
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Determined　kinetie　value

Km：　O．23　mM O．29　mM

忠》く

O．11　mM

　c＞P

O．14miV［

rel．　Vmax：　O．05　o．1　一
F’齢29

Km　values　were　obtained

この結果からこれらC一シク・ヌクレオチドは対照としたシチジン2’，3’、一環状リ

ン酸（C＞P　Km－O・　14mH）　・しほぼ同じK皿値を持つことが明らかとなり、RNase　Aが基質と

なるヌクレオチドと船する際anti型の基質を優先して認識するというこれまでの

事実56とよく一致している・これに対してVmax値はシチジン2・，3・．一環状ワン酸の
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1000分の1であった・これはシク・ヌクレオチドが炭素架橋によって固定されてし、

るためRNase　Aによる加水分解の前後で1まとんど。・nf・rmati・n変化がないため、加水

分解後シクロヌクレオチドは灘中心から速やかに羅せず結合しており、このよ

うな小さなV皿ax値を与えたものと考えられる・このことは後に述べる纈からも支

持される。

近年How1’nらによって2’一CMPとRNase　AのX雛晶髄噺の結果が報告・・され、

この結果より瀦たちは2’　一CMPはRNase　Aにanti型で船しており、そのglyc。sl

torsion　angle（x）は一115。であると報告している（Fig．30）。

PHOSPH　ATE

　　204
　　　しYS7

GしN11

｝ix1

Fig．30

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9　（i987）
第5章のシク・ヌクレオシドのCDスペクトノレのところで述べたようにこの6，6・一シ

クロヌクレオシドはその91yc・syl　t・rsi・n　angleが一117・でありRNase　Aに船した

2’　一CMPのそれと非常に近い値を取っている．このことからこのシク。ヌクレオチド

はRNase　Aと非常に結合しやすし・c・nf・rmati・nをとっていると考えられ、先に述べた

k’net’c　pa「a皿eterを非常1こ良く説明できる・このように考えるとこのシク。ヌク

レオシド2’・3’　一環状リン酸の酵素癬物である3・一リン酸はRNase　Aの強加イン

ヒビターとなることが予想される・そこで次に5・　一デオキシー6，　6・　一シク。＋チオウ

リジン2’・3’　一環状リン酸（105）を対応する3’　一リン酸体へと導き、階実験を行う

ことにした。

　　　　　　　　　　　　　　　　霧乎

Ae．！lve．．slt．e　一st｛ueture　of　RNase　A－2’一CMP　complex

B．Howlin，G．W．Harrls，D．S．Moss　and　R．A．Palmer：　iiiiol．Biol．，　lgtS6，　15
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鱒 慧1・1》鷲三茎鑑

　EO5を酢酸Buffer中RNase　T2と2日間37。Cで保温し加水分解を行いイオン交換カラ

ムクロマトグラフィーにより精製し3’一リン酸誘導体106を66％の収率で合成した。

この3’　一リン酸106をインヒビターとし・シチジン2’，3’・一環状リン酸のRNase　A水解

反応をuv差スペクトル法により解析し・各種インヒビター濃度での見かけ上のKm値

を算出し・こ：の結果よりKi値の決定を行った。　Fig．31に各種インヒビタ＿濃度にお

けるLineweaver－Burkプ・ットの結果を示した・これらの結果よりこの3・一リン酸

遇はシチジン2’・3’一環状リン酸に対して競合的に阻害しKi値は2．5x10－7Kであり、

遇は当初予想したとおりRNase　A6D3P常に強いインヒビターとなり先の推論を支持

する結果となった。

Fig．3　1　：　Ki　Determination　of　6，6’一cycle－4－thio－3’一b　M　P
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Ki　was　determined　by　Lineweaver－Burk　plot　of　enzymatic
hydrolysis　rate　of　cytidine－2’，3’一cyclic　phosphate　with

various　inhibitor　concentratien．
Cendition　：　Eo＝O．22ptvl　，10　mM　Acetate　Buffer（pH＝5．6）

s
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lN犬。

o

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　106
　　　　　　　　　　　　　　　　2’03PO　　　　OH

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　も
　　　　　　　　　　　　Ki　value：　　　　　　0．25μM

F’　

　　　　　　C・nditi・n・【昨0・22μM，10　mM　Acetate　B㎡琵・〔p脹5．6⊃
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第3節RNase　Aと5’一デオキシー6・　6’　一シク・＋チオウリジン3・一リン酸

の相互作用のCDスペクトルによる解析

更に瀦はこの3’一リン酸遇とRNase　Aとの相互作用を分光学的手法を用いて解

析するたあ・3’　一リン酸とRNase　Aとの混合物のCDスペクトルの測定を行った。

Fig・33に示したように5’一デオキシー6・　6’一シク・＋チオウリジンー3・一リン酸106

はヌクレオシドの場合同様・対応するuvの極大吸収領域にほとんどC。tt。n効果を示

さない・またRNase　Aは275　nmlkt近に約30000のnegativeのC。tt。n効果を示す。

これに対しRNase　Aと逃を約1・1に混合し。・mplexを形成させた場合は、興味深いこ

とに340n耐近に非常に大きなnegativeのC・tt・n効果を示し、このCDスペクトルと

3’一リン酸体とRNase　Aとの和スペクトルとの差CDスペクトルも非常に大きなnega．

tiveのCotton効果を示している。

　　　　　　　Fig．33　：　CD　spectra　of　6，6’一cyclo－4－thieU－3’一MP－RNase　A　complex
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3Lphosphate　A
RNase　A　：B

complex　：c

Dif．　spectrum　：D

（D＝Cd・［A＋B］｝

　　　　　　　　　　Wave　length　（nm）

　　　　　　N1　s“pe－c．tra　w．ere　mesured　in　“10　mM　acetate　buffer　（pH＝5．6）

　　　　　　［E］＝2・74xlo’5M，　ls］＝3．slxlo’5M　；　These　concentratioNin’g　iiLVie

　　　　　　determined　by　UV　spectrum．

Whiteらは4『チオウリジンを含むダイマーAp・・UpとRNase　AとのCDスペクトルを測定

し・330　nmに大きなnegativeのCDスペクトルが現れることを報告55しており、この中

で瀦たちはこのCDスペクトルの変化力くanti型からsyn型への転換の結果だと主張

している・しかし・Fig・34に示したようにこのようなCDスペクトルの変イヒは6，5・一シ

l
e

》
一
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　　Fig．35

クロー4一チオウリジン3’一リン回避（Fig．35）56とのcom－

Plexの間でも認められることから、酵素の活性中心におい

てCDスペクトルにおいてこれほど差がでるようなconfor＿

皿ation変化があったとは考えらない。また3’一リン酸体が

酵素活性中心に結合することにより疎水的環境におかれた

ため・あるいは酵素によるプ・トネーションなどによって

CDスペクトルに変化が現れたことも考えられる。そこで

工q7のCDスペクトルを各種溶媒中（6N　HC1，90％CH，CN－H20な

ど）で測定したが溶媒によるCDスペクトノレの変化は認められなかった。

したがってこのようなCDスペクトルの変イヒは酵素活性中心におけるインヒビター

のsyn－ant’の変化ではなく・ヌクレオチドの発色団と酵素の発色団との何らカ、の光

学的相互作用の結果生じたと考えられる．先のH・wlinらのX雛晶離噺の結果54

より・瀦たちは120翻のphenylalanineとシトシン塩基の部分がかなり接近して

おり・その蹴は6・4Aであると報告している．瀦はこのX雛晶髄締の結果よ

りこのCDスペクトルの変化がこのphenylalanineとの相互作用の結果であると推定

した・これまで述べて来たC一シク・ヌクレオシドのCDスペクトルは光学不活性な発

色団が炭素架橋によって不斉環境中に固定されるため円二色性を示すと解釈される．
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　これに対し・近接した2つの発色団が不斉環境中に固定されるとお互いが励起子相

互作用とよばれる相互作用により分裂型円二色性を示すことが知られている57。

したがって・3’一リン酸遇とRNase　Aのco叩1exでは、発色団であるヌクレオチドの

base部分がタンパク質との水素結合などにより固定され、これがもう一つの発色団

である近接する120番目のphenylalanineのベンゼン環と励起子相互作用をおこし特

徴的な分裂パターンを生じたものと考えられる。

著者はこのCDスペクトルの変化替ll用し、この3’一リン酸遇の解離定数の決定を

行った。Fig・36に示したグラフは・一定濃度の3㌧リン酸1堕存在下様々な濃度の

RNase　AとのCDスペクトルの測定を行い、その差スペクトルの分子楕円率をRNase　A

の濃度に対してプロットしたものである。沢田らが差uvスペクトル法を利用し

RNase　Aとヌクレオチドの解離定数を決定する際用いた手法58を差CDスペクトル法

に応用した。即ち・このグラフより極限値であるモル分子楕円率差（△θ）を算出し、得

られたモル分子楕円率をChart　1に示した式（6）に代入し解離定数を決定した。この

解離定数を式（7）に代入することにより得られた理論曲線をグラフ中に実線で示し

た。得られた解離定数は7．2x10－7Mであり、実験結果は理論曲線と良い一致を見てお

Fig．36　：　Dissoeiation　constant　determination　using　cD　spectra

［e］　（xloS　lo

o

一1　O

　一20

　　0．O　1．0　2．0　3．0　410
　　　　　RNase　concentration　（xlo’5M）

A11　spectr・w・・e　m…・d哨th　3・伽・ph・t・〔【・。】暑3．2x、。・5・in

IO　mM　acetate　buffer一（pH＝5．6）．　Dissociatien　c6nstant　K　dias

determined　as　7．2xlo’7M．
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E＋1；＝き EI
　　　IE］　III

K＝

　　　［El＝IEol’［El］　’一””一’（2）

　　　IEII＝AC　・一一一一一一一・・一（4）　：．Ac．

From　these　equations

　　　　　　（IEol－100Ae／Ale］）（Ilol－100Ae／A［el）

　　K＝

IEII

　II］＝［lo］一［EI］

．．．一．一．．．．　（1）

　　　　　　一一一一一一一一（3）

　looAe
A［e］ 一一一一一一

i5）

　　　　Alel
：．　Ae＝

100△θノムle］
一一一一一一一一一一一

@（6）

　200
ptolstotal　eoncentration　of　RNase　A

EIIscncentration　of　complex

Aesdiffernee　of　e　at　340　nm

り、また、先に阻害実験より得られたKi値2．5x10

Table　1に当研究室の碓井がfrontal

オシド3’　一リン酸の解離定数の結果5を示した。

　　　　　　　　Table．1　P．isinLs．ociagion　Constants（K）of　RNase　A－Nucleoside

　　　　　　　　　　　　　　　　3’一Phosphate　Complexes

　　　　　　　　　　　　　　　Nucleotides
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　K　（pM）

｛（IEol＋Ilol＋K）一V（（［Eol＋［lo］＋K）2－4［Eo］Ilo］｝　・一一一一一（7）

　　　　　　　　　　　　　　　　。：論曇難四壁鰐）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Chart　1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－7Hともよく一致している。　また、

　　　　　　　　　　chro皿atography法により決定した各種ヌクレ

Up

6，5’一cycloUp

6，6’一cycloUp

6－Methyl－Up

s4up

6，5’一cyclo－s4up

2．6

2．5

0．9

34．0

1．O

O．6
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この結果を比較すると5’　一デオキシー6，6㌧シクロウリジン3’一リン酸と106はほぼお

なじ解離定数を示しており・実験結果の良い一致をみている。またこの値は天然ヌ

クレオチドであるウリジン3’一リン酸のそれよりone　order小さい値であり、第2

節で推論したように6，6㌧シクロヌクレシドはRNase　Aと非常に親和性の高いcon－

formationを取っていることが示唆される。

　以上の結果よりRNase　Aはanti型に固定した5㌧デオキシー6，6’　一シクロヌクレオチ

ドを基質として認識し、このことは、従来言われていたRNase　Aがanti型の基質を認

識すると言う考えを支持するものである。今回用いたC一シクロヌクレオシドは優れ

たモデル化合物であり、今後様ざまなtorsion　angleに固定したC一シクロヌクレオシ

ドを用いることにより・ヌクレオシドあるいはヌクレオチドを基質とする酵素と基

質との立体化学的相互作用に関して多くの情報が得られることが期待できる。
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結語

1）6一メチルピリミジンとD－xyl・seを出発原料とし立体選択的に3位分枝糖を合成し引き続

　く分子内グリコシル化反応により6・3’一メタノピリミジンヌクレオシドを短工程で合成

　することに成功した。

2）Peterson’Iレフィン化反応と分子内グリコシル化反応を用い、6，　6’一シクロピリミジン

　ヌクレオシドの合成に成功した。またこのPetersonオレフィン化反応により2位分枝

　糖を合成し、この分枝糖の立体選択的還元続く分子内グリコシル化反応によって2’　一デ

　オキシー6，　2’　一メタノピリミジンヌクレオシドの合成に成功した。

3）Syn型に固定したスピロ型C一シクロヌクレオシドをデザインし、D－fmctoseを出発原料

　とし1’位での炭素鎖の延長、更にラジカル環化反応によりスピロ環の構築を行い6，1’　一

　プロパノウリジンの合成を達成した。

4）これらシクロヌクレオシドのCDスペクトルでは、glycosyl　torsion　angle　xが大きくな

　るにつれCotton効果がpositiveからnegativeへと変化していくこと、また、6，6’一シクロ

　ピリミジンヌクレオシド及び6，　1’　一プロパノウリジンがその境界領域に位置することを

　見いだした。

5）6・6’一シク・ピリミジンヌクレオシドを対応する2・，3・一環状リン酸へ誘導し、これらシ

　クロヌクレオチドのRNase　Aによる加水分解反応の速度論的解析を行い、これらシクロ

　ヌクレオチドが天然ヌクレオチドとほぼ同じKm値を持つことを見いだした。この結果

　はRNase　Aがanti型の基質を優先的に認識するという事実を支持するものである。

　また6，6’　一シクロー4一チオウリジン2’，3’一環状リン酸を対応する3’一リン酸に導き、

　RNase　Aとの複合体のCDスペクトルの測定を行い、その結果phenylalanineとの相互作用

　の可能性が示唆され、これを利用し解離定数の決定を行った。
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本研究を行うにあたり、著者の講座配属以来終始御指導下さいました北海道大

学薬学部故上田亨教授に心より感謝申し上げるとともに御冥福をお祈り申

し上げます。

終始御指導頂きました北海道大学薬学部松田彰助教授に厚く御礼申し上

げます。

研究上常に討論に加わり有益な御助言を下さいました薬化学教室の皆様に感

謝致します。

N】【Rスペクトル・Massスペクトル、元素分析の測定をして下さいました北海道

大学機器分析センターの皆様に感謝致します。

X線結晶構造解析を行って頂きました吉富製薬株式会社製剤研究所

丸林信洋博士に深謝致します。

1991年1月　吉村祐一

一一@61　一

騨

聯　



§実験の部§

測定機器は以下のものを使用した。

NMRスペクトルは日本電子JNM－FX　100型（100MHz）、日本電子JNM－GX　270型

（270MHz）及び日本電子JNHX　400型スペクトロメーター（400MHz）を用いて

測定した。

（内部標準としてテトラメチルシランを用い、δ値をp叩で示し結合定数は

J値（Hz）で示した。）

MASSスペクトルは、日本電子D－300型、日本電子JMS－HXIIO型及び

日本電子JMS－DX303型スペクトロメ一等ーを用い測定した。

UV吸収スペクトルは島津UV－260型及び島津UV－2100S型自記分光光度計を

用いて測定した。

CDスペクトルは日本分光J－300A型スペクトロメーターを用いて測定した。

HPLCはポンプ（LC－6A）・システムコント・一ラー（SCL－6B）、UVモニター（SPD－6A）

及びレコーダー（C－R6A・全て島津社製）から構成されるシステムを用いて行っ

た。

融点は、柳本KP－3型微量融点測定器を用いて測定した。

（融点は、すべて未補正）

反応溶媒として使用したTHFは、使用直前にナトリウムベンゾフェノンケチルよ

り蒸留したものを・塩化メチレンは五醐ピリンより蒸留したものをDMSOは水素

化カルシウムより蒸留したものを用いた。

カラムクロマトグラフィーは皿C－GEL　SIL60－230／70を用いて行い、分取薄層ク

ロマトグラフィー（pt・1・c・と略す）はMerck　Kieselge160F254，厚さ0．25m及び

2m（20c皿x20c皿）のプレートを使用した。

RNase　AはSIGMA社より購入したものを使用した。
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第1章の実験

2・4－Di皿ethoxy－6一皿ethylpyrimidine（16）

6“一皿ethyluraci15・009（39・6m・1）をオキシ塩化リン18m1に懸濁し、3．5時間

還流した。過剰のオキシ：塩化リンを留去した後、残留を氷水にあけ、エーテル

で抽出した・甲州は・CaC12で乾燥した後溶媒を留去、残心をMeOH　30m1に溶

解し2N　NaOMe　35　m1を加え10分間還流した。冷却後溶媒を山面し、残査をエー

テルに溶かし有機層を水、30％NaOH，更に水で洗浄後、　Na，SO、乾燥した。減圧

下濃縮乾固し、残査をn－hexaneより結晶化し2．78g（46％）の16を得た。

皿P　63－65　。　C

uv：Am．x　（MeOH）　266nm

pmr：6ppm　（CDC13）；6．21（s，　IH，　H’5），　3．97，3．94（s，　each　3H，　OMe），　2．35（s，3H，

6’Me）．

AnaL　Calcd．　for　C7HioN202：C，54．53；H，6．54；N18．17．　Found：C，54．34；H，6．49

；N，　18．　06．

5＋t’Butyldi皿ethylsilyl－1，2＋is・pr・pylidenexy1。se（22）

化合拠20199（10m・1）をピリジン200皿1に溶解し、t－bntyldi皿ethylchl。r。一

silane18．1g（12mo1）を加え室温で1．5時間撹嘉した。減圧下溶媒を留去し、残

査を酢酸エチルに解し水で2回分配した後、磯層をNa2S・、で乾燥した．ろ

過後溶媒を留去し残査をシリカゲルカラムク・マトグラフィー（¢7．　5xllc皿，　O－

2～3～5％MeOH　in　CHC・3で溶出）により精製し、30．59（100％）の盟がsyrupとして

得られた。

ms：　m／z　304（M’），289（M’一Me）

pmr：i垂垂香@（CDC13）；5．92（d，　IH，　H’1，　Ji，2＝3．7Hz），　4．46（d，　IH，　H－2），　4．08（bs，3H，

H’4，5），　1．45，1．28（s，each　3H，　ipr），　O．86（s，9H，　tBu），　O．07（s，6H，　Me）．

5－〇＋Butyldi皿ethylsily1－1・2－0－is・pr・pylidene†D－erythr。一pent。furan－

gs，g：g：e　3一一ulose（23）

あらかじめ混合しておいた3当量のCr・3　c・mplex（Cr・3／pyridine／Ac2。ニ15。59

／26m1／15・5ml　in　CH2C12　250ml）にCH2C1250皿1に溶解した15．749（51．8皿皿。1）の

化合槻を加え室温で1・5時間撹絆した．反応液をle・di酢酸エチルに徐々に滴
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下し・沈殿を吸引ろ過により除いた後溶媒を留去、残査をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー（φ6・6x17・5cm　5％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）により精

製し12．1gの墨（77％，　n－hexaneより結晶化）を白色の結晶として得た。

mp　40一一430　C

皿s：皿／z　287（M＋一Me），245（M＋一tBu）

pmr：6ppm　（CDC13）；6．13（d，　IH，　H’1’，Ji，2＝4．4Hz），　4．37（m，　IH，　H－4），　4．28（dd，

1H・H柵2・J2・4＝1・1Hz）・　3・85（皿・2旺，　H－5），　1．45（s，6H，　ipr），　0．86（s，9H，　tBu），

O．　06，　O．　03（s，　ech　3H，　Me）．

Anal．　Calcd．　for　C　i　4　H260sSi：C，55．59；H，8．67．　Found：C，55．55；H，8．69．

3一（R）一5－O－t－Butyldi皿ethylsily1－1，2－0－isopropylidene一（2，4－di皿ethoxy

gty　11，！4i1！II｝：S：yLP＝lgelr　i　m　i　d　i　n　6　y　1）　m　e　t－hylribose（25）

　化合物堕3．08g（20mo1）をTHF　100皿1にサスペンドし，一70。　Cに保ち1当量の

rBuLiをゆっくりと滴下した。滴下後温度を一35。　Cに上げ、1時間撹搾した。

墨をTHF20皿1に溶かし、この溶液を先のQの懸濁液に30分以上かけ滴下し、更に

1時間一35。Cで撹拝した。酢酸を加え中和したのち室温にまでもどし、溶媒を

留去残査を酢酸エチルに溶かし2回水洗した。有機層をNa2SO、により乾燥した

後濃縮乾固し・残査を少量のシリカゲルに吸着させ、シリカゲルカラムクロマ

トグラフィー（φ7．4x15c皿，10－20％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）により精製

し、6．87gの墨（75％）を得た。また、分析用試料はn－hexaneより結晶化すること

により得た。

mp　79t－810　C

皿s：皿／z　456（M＋），441（M＋一Me），399（M＋一tBu）

p皿r：δpp皿　（CDC13）；6．33（s，1H，　H一一5），　5．79（d，1H，　H－1’，J　i・，2’ニ3．9Hz），　4．79（s．1H，

3’一〇H），　4．28（d，IH，　H－2’），　4．06－3．84（m，3H，　H－4’，5’），　3．97（s，6H，　OHe），

2．　99（d，　IH，　H－6’　a，　J6’，　a，　b＝14．　7Hz），　2．　62（d，　IH，　H－6’　b），　1．　58，　1．　49（s，　each　3H，

ipr），　O．90（s，9H，　tBu），　O．09（s，6H，　Me）．

Anal．　Calcd．　for　C2　i　H36N207Si：C，55．24；H，7．95；N，6．14．　Follnd：　C，55．24；H，

7．　95，　N，　6．　14．
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3一（R）一5－O－Benz・y1－1・　2－O－is・pr・pylidene一（2，　4－di皿eth・xypyri皿idin－6－y1）一

methylribose（26）

　化合物墨　6．　25g（13．9mo1）をTHF　50m1に溶解し、14m1の1N　Bu、NFを加え10

分間撹拝した。溶媒を留去し残査をピリジン70皿1に溶かし、氷冷下ベンゾイル

クロリド4皿1（excess）を加え一晩撹拝した。減圧下濃縮乾固し、更にトルエン

により3回共沸を行った後前さをクロロホルムに溶解し水で1回、飽和炭酸水素

ナトリウム溶液で3回洗い、有機層をNa　2　SO　4により乾燥した。溶媒を留去し残

査を少量のシリカゲルに吸着させシリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ7．7

x16．　5c皿，20～40％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）により精製し、5．67g（91％）の

墨を得た。分析用試料はiPrOHから結晶化することにより得た。

皿p134。　C

皿s：1n／z　446（M＋），431（M＋一】le），388（M＋一58）

P皿r：δPP皿　（CDCI3）；8・1－8．0（皿，2H，　oBz），　7．6－7．3（皿，3H，　Bz），　6．36（s，1H，　H－5），5．

84（d・1H・H－1’・J1・・2・＝3．9Hz），5．18（s，1H，3’一一　OH），　4．72－4．42（皿，2H，　H－5・），　4．39

（皿・1H・H－4’）・　4．30（d，1H，　H－2’），　3．98（s，6旺，0】Ie），　3．01（d，1H，　H－6・a，　Jga，　b＝

14．　4Hz），　2．　68（d，　IH，　H－6’　b），　1．　62，　1．　32（s，　each　3H，　ipr）．

Anal．　Calcd．　for　C22H26N20s：C，59．18；H，5．87；N，6．28．　Found：C，58．93；

H，　5．　89；N，　6．　35．

　　　　　　　　t

3一（R）一1・2－Di－0－acetyl－5－0－benzoy1一（2，4－di皿ethoxypyri皿idin－6－y1）皿ethy1－

ribose（27）

　化合物墨5．67g（12．7mo1）を90％トリフルオロ酢酸50皿1月溶解し室温で1．5

時間撹面した。溶媒を留幽し更に、イソプロパノールで3回共沸した後残査を

60m1のCH2C12／Et，N＝5／1の混合溶媒に溶解しAc205皿1を加え2時間撹目した。

MeOHを加え反応をとめた後クロロホルムを加え、水、飽和炭酸水素ナトリウム

溶液で3回分配し、有機層をNa　2　SO　4により乾燥した。溶媒を留去し残査を少量

のシリカゲルに吸着し・シリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ5．3x24c皿，

40％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）により精製し、壁5．71g（92％）をfoa皿とし

て得た。

ms：m／z　490（M’），447（M’一一Ac），431（M’一AcO）

pmr：δPPm　（CDC13）；8・15一一8・01（皿，2H，　oBz），　7．53－7．30（皿，3H，　Bz），　6．43（d，0．3H，

H－1’・J爵2r＝5・OHz）・　6・27－6．19（皿，1．7H，　H－1’　and　H－5），　5．22，5．04（d，1H，　H．＿2・，

セ
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J1’・ガニ1・7Hz）・4・65－4・08（皿・3冊4’，5’），3．97，3．96（s，6H，　OMe），3．09，2．99（b

s，2H，　H－6’），　2．13，2．09，2．05，2．04（s，6旺，　OAc）．

21一：Qt：z！32e！y　！：5L：9：bggggyLl，：11：Q：g！11IL11：S，一3：一：g1ethggA　c　e　t　y　l　5　O　benzoyl　4　0　methyl－6，3　一methanp．　u　r　i　d　i　n　e　（28）

　化合物皿900皿g（1．84mo1）をアセトニトリル15皿1に溶解し氷冷下SnCl、

0．45皿1（3．69皿mo1）を含むアセトニトリル溶液5皿1を加え室温で3時間撹絆した。

減圧下濃縮乾固し・残査をクロロホルムに溶かしこれに飽和炭酸水素ナトリウ

ム溶液を加えしばらく撹叙した後、沈殿をセライトろ過した。水層は更にクロ

ロホルムで3回抽出し、有機層を合わせてNa2SO4乾燥した。溶媒を留去し残査

をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ2．3x23cm，　1％MeOH　in　CHC13により

溶出）により精製し、墾630mg（82％）をアワとして得た。

ms：m／z　416（M’），373（K’一Ac）

uv：λmaX　（MeOH）　　281n皿

P皿r：δPP皿　（CDC13）；8・OO－7．90（皿，2H，　oBz），　7．64－7．28（皿，3H，　Bz），　6．50（s，1H，

H－1’），　5．72（s，IH，　H－5），　5．11（s，　IH，　H’p2’），　4．30－4．69（m，3，　H－4’　and　H－5’），

3．88（s，3H，　OMe），　3．36（dd，2H，　H－6’），　3．65（s，　IH，3’一〇H），　2．21（s，3H，　OAc）　．

6z，一3L：！！pt3　Met．hanouridine（1）

　化合物2旦2．Og（4．80mo1）をジオキサン20皿1に溶解しこれに2N　NaOH　20皿1を

加え100。Cに20分間保った。室温に戻した後Dowex　50WX8（H’form）により中和し、

樹脂をろ去し、卵生した安息香酸を除くためろ液をエーテルで抽出した。水層を

減圧下濃縮し、残査を水から結晶化し660皿g（53％）の1を得た。

皿p＞300。C

uv：lmax　（H20）　266nm（E＝10900）

CD（H20）　［e］　（nm）：一19600（260）

ms：m／z　256（M’），238

pmr：ippm　（DMSO－d6）；11．22（bs，　IH，　N－3），　5．82（s，　IH，　H－1’），　5．48（s，　IH，　H－5），

3．　97（dd，　IH，　H－4’，J4’，　s’＝2．　7，　7．　IHz），　3．　83（IH，　s，　H－2’　），　3．　63（dd，　IH，　H－5’　a，

Js’a，　b＝12．　OHz），　3．36（dd，　IH，　H’5’b），　3．06（d，　IH・H－6’a・J6’a・b＝18．6Hz）・　2．83

（d，　IH，　H－6’　b）．

Anal．　Calcd．　for　C　i　o　H　t　2　N206：C，46．87；H，4．72；N．10．94．　Found：C，46．82；

一一
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H，　4．　74；N，　10．　73．

6L・31一：！pt！lapg12mp3　Methanocytidine（29）

化合遡3・019（7・23mm・1）をメタノール性アンモニア30mlに解し封寒中

1000Cに20時間保った・室温に冷却し析出した結晶をろ聾し1．149（62％）の29を得

た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

皿p310。C

uv：2max　（H20）　275nm（E＝9700），　Amax　（O．　IN　HCI）　282nm（e＝13600）

CD（H20）［θ］（n皿）：一20000（275），（O．　IN　HC1）［e］（nm）：一25000（280）

皿s：皿／z　255（M＋）

pmG：6ppm　（DMSO－d6）；7．07（bs，2H，　NH2），　5．95（s，　IH，　H－1’），　5．80（d，　IH，2’一〇H，

Jニ3・4Hz）・5・50（s・　IH・・H－5）・5・45（s・凪3’一〇H），4．74（t凪5・一・H，．Jニ5．4Hz），

3・95（dd・　IH・　H“一4’）・3・75（s・　IH・　H－2’），3．55（m，凪H－5・a），3．20（m，　IH，　H－5・　b），

2．　97（d，　IH，　H－6’　a，　J＝17．　8Hz），　2．　85（d，　IH，　H－6’　b）．

Ana1・Calcd・f・r　C1・H13N3・5・H2・：C・　43．95；H，　5．53；凡15．38．　F。und：C，　43．　92；

H，　5．　56；N，　15．　65．

2：一：Qt：！1！2ety1：li［一：Q：！2gggyL1：S．3L：g1g111g1！g：4：thlgg1Acety1　5　O　bezoy1　6，3　一methano－4－thiouridine（30）

化合遡60・mg（1・44mm・1）をピリジン4皿1に解しこの溶液を液体硫イヒ水素

（13皿1）一ピリジン（5皿1）の溶液1こ加え帳台中6・・Cに3日間保った．N2鱒入し硫化

水素ガスを追い出した後溶媒を留去、残査を少量のク・・ホルムに溶かしシリ

カゲルを加え濃縮した・得られたゲルをシリカゲルカラムク。マトグラフィー

（φ2・4x7cm）にアプライし5・％Ac・Et　in　n－hexaneにより瀦精製し574mg（95％）

卿を得た・分析用試料はn－hexane－Ac・Etより結晶化することにより得た．

mp　171．　5－172．　30c

uv：AmaX　（MeOH）　333n皿

皿s：皿／z　418（K＋），358，299

P皿「：δPPm（CDCI3）；12・69（bs・凪N3）・7．94－7．91（鳳凪・一Bz），7．69－7．49（m，　3H，

Bz）・6・36（s・1冊5）・6・27（bs・IH・　3’・一・H），6．05（s，凪H－1・），5．22（s，凪

4r21）・．4・　60－4・　54（m・　IH・　H－4’　）・　4．　3s－4．　27（m，　2H，　H－s’　），　3．　2s（d，　IH，　ii26Ji　J－

18．　7Hz），　3．　17（d，　IH，　H－6’　b），　2．　16（s，3H，　Ac）．
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esi，　一．．t　．．．．，　．＝一．．H　．t　一t一．．一，　．　．．．一

Anal．　Calcd．　for　CtgHisN207S：C，54．57；H，4．34；N，6．70；S，7．67．

Found：C・　54．　44；H・　4．　29；N・　6．　61；S・　7．　73

6，，N3：一：1！et！1gug：！1：thlg3　Methano　4　thiouridine（31）

　化合物鎚500皿g（1．19mo1）をMeOH　22皿1に溶解しこれに1N　NaOMe　1．5皿1を加

え室温で一晩撹搾した。酢酸で中和した後溶媒を留去しi残査をEtOH一水より結晶

化し155mg（47％）の31を得た。

mp　＞2650C（decomp．）

uv：2max　（H20）　334nm（e＝22100）

CD（H20）　［e］　（nm）　：一17000（334），　一一2500（274）

pmr：6ppm　（DMSO’d6）；12．54（bs，　IH，　N3），　6．22（s，　IH，　H－5），　5．93（bs，　IH，2’一〇H，

J－3．6Hz），　5．80（s，　IH，　H－1’），　5．61（s，　IK　3’一〇H），　4．80（t，　IH，5’一〇H，　J－5．5Hz），

3・97（bd・1H・H－4’）・3・89（d，　IH，　H－2’），3．64－3．59（皿，1旺，　H－5・a），3．44－3．32

（m，IH，　E｛一5’b），　3．05（d，　IH，　H－6’a，　J＝18．7Hz），　2．84（d，　IH，　H－6’a）．

AnaL　Calcd．　for　CioHi2N20sS：C，44．11；H，4．44；N，10．29；S，11．77．

Found：C，　43．　92；H，　4．　43；N，　10．　12；S，　11．　76．

一一
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第2章の実験

5『（R・S）一（2・4－Di皿eth・xypyrimidin＋y1）methyl－2，　3－O－is。pr。pylidene－1一

　　　　ユ　　　　　く　　

化合郷2・489（16・1m・・）をaRhydr・us　THF　100皿1に溶解し、アルゴン気流下、

『48．Cに冷却し・n－BuLi　11・5皿1（as　1・54　M，　17．7mm・1，1．1eq）をゆっくりと滴下、

一430Cに昇温した後・30分間撹搾した・30分後、2，3＋ls・pr。pylidene－1－methyl－

ribose－5－aldehyde（塑）3．26g（16．1mo1）をTHF　20m1に溶解し、これを先のりチ

二二の溶液にシリンジによりゅっくりと滴下し、一43・Cで2時間撹搾した．酢酸で中

和した後・室温に戻し・溶媒を留去・小事を酢酸エチルに溶解し、水で2回分配後、

Na　2　SO4で乾燥した。Na　2　SO4を濾過し、溶媒を留去、鴬町をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー（φ6・　6x12cm・　eluate；10－20－40％AcOEt　in　n－hexane）により精製し、

3．71g（65％）の坐をsyrupとして得た。

uv：λ　9t　a　X　（MeOH）　260　n皿

皿s：　皿／z　356（M＋），341，325，183，154

pm「：δPP皿（CDC13）；6・29（s・　IH・　H－5）・4。97（皿，　2H，　H－1’and　H－2・），4．59（d，1H，

H－3’・Jz・　9＝6・2Hz）・4・11（d・　IH・　H－4’，J4・，　s・＝6．6Hz），4．05－3．97（皿，1H，　H－5・），

3・97・3・96（s・each　3H・2　and　4－OMe）・3．29（s，1H，1’・一〇Me），2．94（dd，1H，　H－6・a，

」6’・・6’・ニ14・7Hz・　J5～　6・aニ3・7Hz）・2・77（dd，　IH，　H一一6’　b，　Js～　6・bニ7．7Hz），1．48，1．33（s，

each　3H，　ipr）．

5－De・xy－5一（2・・4－dimeth・xypyri皿idin＋y1）Paethyl－2，　3－O－is。pr。pylidene－1一

皿ethylribose（42）

Method　A）化合物翌700皿g（1．97mo1）をDMF　5皿1に溶解し、これに、thiocarbo－

nyldii皿idazole　1．17g（5．90　mol，3eq）を加え、室温で2日撹喧した。溶媒を留抄

し・残査を酢酸エチルに解し・水で5回以上分配した後、Na2S・、乾燥した．溶媒を

留去・乾固させた後・残査をトルエン15皿leこ溶解し、これにBu3SnH　2．65皿1（9．85

皿皿ol，　5eq）、AIBN　10mg（触媒量）を加え、アルゴン気流下、100。Cで1時閤撹搾した。

溶媒を留去後・残心をシリカゲルカラムク・マトグラフィー（φ2．　3x21c皿，　eluate；

5～10～20％AcOEt　in　n－hexane）により精製し、464皿9の翌をsyrupとして得た。

Meth・d　B）化合麺（E・　Z　mixture）2．509（7．40m・1）を酢酸エチル40皿1に溶解

し・10％Pd／C　300皿9を加え・水素気流下・一晩撹拝した．Pd／Cをセライト1こよりろ去

し・ろ液を濃縮乾固・残査をシリカゲルカラムク・マトグラフィー（φ2．8x16cm，

蹴elllll熱論n－hexane）により精製し・少量混在してし・雌胤・

uv：Amax　（MeOH）　258　nm
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ms：　m／z　340（M’），325，　25L　193，　154

P皿「：δPP皿（CDC13）；6・23（s・1冊5）・4．97（s，1H，　H－1・），4．62（d，1冊2・，

ll：1謝膿1藍ll：H；％1・（1：話1∫濫41編と脇課：1，iニ

1：器品：31’191翻：1；1；堅J5～6㌔ニ6・6Hz・　J6’a・・㌔ニ13・5Hz）・1・96咄一5・）・

eytxEl！11El，｛1gpy！：1gg2！g！agg－s11gpalr　1　m　i　dopyridoxo　l　a　n　e　d　e　r　i　va　t　i　ve（48）

化合樋770皿9（5・00m皿・1）をTHF　40皿1に解し、アルゴン気流下、一35・Cにおし、

一8¢Cで1時間難した・溶液に1N　NH・C1　50皿1を加え、室温にまで昇温した後、工

化合物墾（as　5・OOmm・・）をTHF　10皿1に溶解し、この溶液を35・Ceこおいて、常法1こ

ロマトグラフィー（φ3・7x14　c皿・eluate；5－10％Ac・Et　in　n－hexane）1こより精製し

lll；llle鴉蕪器慧流と欝観lmg（51％曝得た・分析用試料は・

mp　124．　0－124．　50C

uv：Amax　（MeOH）　313　nm，　Rmax　（H’）　330　nm

皿s：　皿／z　280（M＋），　262，　220，　191

P皿「：δPP皿（CDC13）；7・32（d・　IH・　H－5’・J5；　・・＝15．4Hz），6．82（d，1H，　H－6・），6．29

一一
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s・而ｲ寸　甲 　　tバ誤一う噺vaK　x　s　“7c『“IL　．tLt　ifi　L．　C　t“1：’一iL　LsL

SSk，IH．’［1一．5A）’A5：12．（d’　IH・　H’3’・J2；　3＝2・　9Hz）・　5・　26　（d・　IH，　H－1’　），　4．　69　（bs，　IH，

ilfi12’　）：81i9．2’3’　97　（S・　each　3H・2　and　4－oMe），　3．　ss　（s，　3H，　1；．bM，i　Vi．　sN3UUk6dUi

g．na7sl：　Calcd・　for　Ci3Hi6N20s：C，　55．　71；H，　5．　75；N，　10．　Oo．　Follnd：c，　ss．　sl；H，　s．　g7；

5：S（Ei：Q：ll；！11eg2！pt22il：dll，！！！g1！1s12！ypyzl：1，g4g，！1｝：S：yz！ILI1！g11y！！｛1ggg：2，一3：E　Z）　5　Deoxy　（2，4　dimethoxypyrimidin－6－yl）methylidene　23一一〇一isopro－

pyt：lj，｛1ggg：」！：g1g！！ly：ll　i　dene　1　methy1－ribose（45）

　Method　A）先と同様の方法により調製した墨（2．00皿皿01）を同様に一35。Cにおい

てアルゴン気流下、LDA（20皿10f　THF，　2．00皿mol）によりリチオ化し、この溶液に40

404皿g（2．　00mmo1）を10m1のTHFに溶解したものをゆっくりと滴下しアルゴン気流一

下一35．Cにおいて・1時間撹搾した．1時間後、反応液を3時閻かけ室温にまで戻した

後・水を加え・約5分間激しく妬した・水層をエーテルにより3回抽出し、Na2S。4乾

燥後・溶媒を留去・残査をシリカゲルカラムク・マトグラフィー（φ1．7x12．5c皿）に

より精製した。5％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出したところ1ess　polar　product

亡羅1懸盤濫lola「pr・ductとして77皿9の曝それぞれsyrupと

Method　B）同様の方法により調製した墨（as　10mo1）をTHF　7皿1に溶解し、アルゴ

ン気流下・一35．CにおいてLDA－THF溶液（10皿皿・1　in　50皿I　THF）1ごゆっくりと滴下し

一350Cで40分間撹re・リチオ化した・一70．Cまで冷却した後、無水CeC13（as　CeCI3．

7H20・3・　919・10・5m・1）をTHF　20m1にサスペンドした溶液を一気1こ加え、その後、

｝70．Cで30分間撹遅し・トランス七転ノレ化を行った迎2．199（10。8皿皿。1）をTIIF　10

皿1に溶解し、これを、一700Cにおいてゆっくりと混合物へと滴下し、滴下後、更に2．5

時間濡した・2時間かけ・ゆっくりと室温1こまで戻した後、飽和炭酸水素ナトリウ

ム溶液を加え・激しく撹搾・沈殿をセライトろ去した後、ろ液をエーテル／水で分配、

水層を3回エーテル抽出し・合わせた有灘をNa2S・4乾燥した．瀧後、減圧下溶媒

を留去し、残品を塩化メチレン80皿1に溶解、氷手下、Diisopropylethyla皿ine　2皿1

（11m・1）・アセチルク・ライド0．71　m1（10m・1）を加えた後、室温で＿晶晶搾し

た・飽和炭酸水素ナトリウム溶液を加え、更1こ、ク叩ホルムを加え、分配．水層を

3回ク・・ホルムで抽出し・合わせた有瀬をNa2S・4乾燥した．溶媒を留去し、得ら

れた残査をTHF　50皿1に溶解し・1H　Bu4NF　T騰液7皿・（7m・1）を加え、室温で20分

マトグラフィー（φ4・9x13・5c皿・eluate；10－20％AcOEt　in曲exane）により精製

し・2・509（74％・E／Z＝2・2／1）唖及び分離できない少量の壁含む混合物を得た．

一71一

聴

灘1箋St



1騨欝環・遍羅等饗馨鰹。糟lj，護・艶一艶容’町1へ1’●L『亀蛾

Z－4旦

uv：A．ax　（MeOH）　285nm

皿s：　1皿／z　338（M＋），323，210，195

Exact　皿s＝Calcd．　for　C　16H22N206：338．14786．　Found　338．14837

pmr：6ppm　（CDC13）；6．　29　（s，　IH，　H－5），　6．22　（dd，　IH，　H－6’，Js’，　6’＝11．　7Hz，　J　3’，　g＝1．　1

Hz）・6・13（d・1冊4’）・6．04（dd，　IH，　H－5’，J4・，　s・＝8．1Hz），5。04（s，1H，　H－1・），

4．68　（d，IH，　H－3’，J2’，3e5．9Hz），　4．63　（d，　IH，　H－2’），　4．06，3．96　（s，　each　3H，

2　and　4－OKe），　3．41　（s，3H，　1’“OMe），　1．48，　1．29　（s，　each　3H，　ipr）．

E一亜

uv：λmaX　（MeOH）　286　n皿

ms：　m／z　338（M’），323，　220，　195，　179

Exact　ms：Calcd．　for　Ci6H22N206：338．14786．　Found　338．14286

pmri　6ppm　（CDC13）；6．98　（dd，　IH，　H－5’，Js’，　6’＝15．　6Hz，　J　4，　s＝7．　7Hz），　6．　46　（dd，　IH，

H’6’，J3’，6’＝1．　IHz），　6．24　（s，　IH，　H－5），　5．05　（s，　IH，　H－1’），　4．83　（d，　IH，　R4’），

4．73　（dd，　IH，　H－3’，J2’，　3’＝5．9Hz），　4．66　（d，　IH，　H－2’），　4．00，3．96　（s，　each　3H，

2　and　4－OMe），　3．38　（s，3H，1’一〇Me），　1．52．　1．33　（s，　each　3H，　ipr）

5『Deoxy－5一（2・4－di皿ethox：ypyri皿idin－6－y1）皿ethy1－1，2，3－tri－O－acetylribose

（49）

化合物421。28g（3．76mo1）を70％トリフルオロ酢酸溶液10皿1に溶解し、室温で

4時画廊搾した。減圧下溶媒を留幸した後、トルエンで3回共沸し琴平をアセトニト

リル42皿1に溶解し、この溶液に、氷一下、トリエチルアミン12皿1（excess）、無水

酢酸3m1（excess）を加えた後、室温で一晩撹搾した。減圧下濃縮し、残査を、酢酸

エチルに溶解し、水で1回、飽和炭酸水素ナトリウム溶液で3回、水、飽和食塩水で1

回ずつそれぞれ分液した後、有機層をNa　2　SO4乾燥した。ろ液を濃縮し、残査をシリ

カゲルカラムクロマトグラフィー（φ2．8x16cm，　eluate；20～30％AcOEt　in　n－hexane）

により精製し、1．11g（72％）の盤をsyrupとして得た。

皿s：　皿／z　412（M＋），293，251，233，154

1？mr：6ppm　（CDC13）；6．22　（s，　IH，　H－5），　6．14　（d，　IH，　H－1’，Ji’，　2’＝1．　OHz），　5．34

〈dd，　IH，　H’2’，J2・，　3’＝4．　6Hz），　5．　22　（dd，　IH，　H－h3’，J3‘，　4－11．　2Hz），　4．　29L4．　6i

（皿・1冊4’）・3・97・3・95（s・each　3H，2，　and　4－OMe），2．82－2．63（m，、2H，、H，5・），

2．　29ny1．　86；2．　11，　2．　10．　2．　04　（m，　H－6’　；s，　OAc，　total　5H）．

ZI一！，一3：ny：Ql：Q：ggg！yL1：S，一6：一：gy］？！g：IX！nyS：＝！ijdgg2！pt：一glEQ：a」13　Di　O　acetyl　6，6　cyclo　5，6　一dideoxy－1一（B－D一一allofuranosyl）一4－O一

！！g，uly，lt　hy1－uraci1（50）

化合物坐11．11g（2．69mmo　1）をアセトニトリル10皿1に溶解し、この溶液をSnC1、

一一
@72　一一
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’　　ノ＝1・　F’▼■　“。os　　鳶ムむ・’　L；ご㌃1く麿潭’　・亡　．一粛コ労びこv’■“）　　s　学　「

0・38皿1（3・23moL　1・2eq）をアセトニトリル30皿1に溶解した溶液に、氷冷下、．一気

に加えた後・室温で2・5時閤撹搾した・溶媒を留去し、残査をク叩ホルムに溶力、し、

これに飽和炭酸水素ナトリウム溶液を加え、約5分間激しく撹搾した。沈殿をセラ

イトろ過により除いた後・有機層を分離、水層をクロロホルムで5回抽出した後、水

層を2NHC1で中和し・減圧下濃縮乾固し、残査をクロロホルムで抽出し、合わせた

有機層をNa　2　SO4乾燥した。ろ液を濃縮し、残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー（φ2．4x15cm，　eluate；CHC130．5％EtOH　in　CHC13）により精製し、600皿g（66％）の50

を白色のfoa皿として得た。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　『

uv：Amax　（MeOH）　280　nm

ms：　m／z　338（M“），279，　166，　140

Exact　ms：Calcd．　for　C　i　sHisN207；338．11144．　Found　338．1127

pmr：6ppm　（CDC13）；7．04　（d，　IH，　H－1’，Ji・，　z－1．8Hz），　5．77　（s，　IH，　H－5），　5．49　（dd，

IJH・　H’2’・」2‘・　3’＝6．2Hz），　5．　36　（d，　IH，　H一一3’），　4．56　（t，　IH，　H－4’，J4’，　st－3．　7Hz），

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3．　94
〈s，　3H，　OMe），　2．　89　（ddd，　IH，　H－6’　a，　J　6’a，　6b＝16．　IHz，　J　s，　6’．＝4．　0，　4．　8Hz），　2．　69

（ddd・　IH・　H－6’・b・J5～・・bニ4・8・11．4Hz），2．17－2．01；2．14，2．13（皿，　H－5・；s，　OAc，

total　8H）．

Q1，．6：一：！2y121g：IX．QL：d116　Cyclo　5　，6　dideoxy　1　（B－D－allofuranosyl）uracil（6）

化合物鎚300皿g（0．888mo1）をジオキサン4m1に溶解し、これに2N　NaOH　4皿1を

加え、温浴上、20分間100。Cで還流した。室温にまで冷却した後、Dowex　50W－X8

（H＋form）で中和し、樹脂を濾過により除去、ろ液を濃縛した。残査をエタノールで

3回共沸し、残焔をメタノールに溶解、少量のシリカゲルを加え、溶媒を留隣した。

残ったゲルをシリカゲルカラムクロマトグラフィーにアプライ、精製し、（φ2．4x8

c皿，　eluate；30％EtOH　in　CHCI3）140皿g（66％）の6を得た。

CD　in　H　20　［e］（nm）：　O（270），一10900（240）

P皿r；δPP皿（DMSO－d・）；11・29（bs，　IH，　N3－H），6．33（d，1H』一1・，J，’，　，・＝1．7Hz），

5．　S？　（bs，　IH，　H－5），　5．　37　（d，　IH，　2’　一〇H，　J－7．　2Hz），　5．　15　（d，　IH，　3’　一〇H，　J－4．　9ilz），

4・52－4・48　（m・1H・H－2’J2・・3’ニ6．　OHz），　4．31　（bs，1H，　H－4’），　4．14－4．10　（皿，1H，

H一3’）・　2・75－2．53　（皿，2H，　H－6’），　1．91－1．70　（皿，2H，　H－5・）．

S！，，Sl，：1yg1，g：5：一，一6：一：111dgg2！y　！：一gl！pa！g1i！11：aggs）！1）一gy：6　Cyclo　5，6　dideoxy　1（S　D－allofuranosyl）cytosine（51）

化合物壁300皿g（0．888mo1）をメタノール10皿1に溶解し、これにメタノール

性アンモニア20皿1を加え、封管中22時間100。Cに保った。開封後、溶媒を留去し、

残査を水に溶かし・イオン交換カラムクロマトグラフィー（Dowex　sOW－X8，φ1．7x

11．5c皿）に吸着し水400皿1で洗った後、1N　NH，OHで溶出した。溶媒を減圧下、留回し、

残査をエタノールで3回共沸した後、200皿g（94％）の51を得た。

分析用試料は少量を1NHC1に溶解し、溶媒を留去、直筆をエタノールで3回共沸し
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鱒難・糧’響』騰　夢諦。．讐脚1野’拶・町囎：’

た後・エタノールー水又はメタノールより結晶化することにより塩酸塩として得た。

mp　（HCl　salt）　210。　C（decco皿P．）

uv：λmax　（且20）　276　nm（εニ9700），λ，aax　（0．1N　HC1）　283　n皿（εニ14000）

CD　in　H20　［θ］（n皿）：0（275），　一29000（218）；　in　O．1　N　HCl　［θ］（nm）：　3000（275）

ms：　皿／z　239（M’），210，125

p皿r；δppπ1　（DHSO－d6）：7．03　（bd，2H，4－NH2），　6．51　（d，1H，　H－1’，J1ち2‘ニ1．5Hz），

5．59　（s，1H，　H－5），　5．27　（bs，2H，2’一　and　3’一〇H），　4．40　（dd，1H，　H－2’，J2，3＝・5．9Hz）

4．27　（t，1H，　H－4’，J4’，…ゴ＝2．6Hz），　4。09　（d，1H，　H一一3’），　2．61－2．56　（皿，2H，　H－6’），

1．87－1．64　（皿，2且，H－5’）．

Ana1．　Calcd．　for　C　l　o　H　14N304C1：C，43．57；H，5．12；N，15．24；C1，12．86．　Found：

C，43．49；H，5．16；N，15．16；C1，12．73．

2’・3’一Di－0－acety1－6，6’一cyclo－5’，6’一dideoxy－1一（β一D・一allofuranosy1）一4－thio一

uraci1（52）

化合物堕160皿g（0．473mo1）をピリジン4皿1に溶解し、これに1iq．　H2S　13皿1とピ

リジン5皿1を加え、封管中、3日闇60。Cに保った。開封後、窒素を通じ、H2Sを追い出

し・溶媒を留去、トルエンで2回帰沸した。残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

一（φ1．7x7cm，　eluate；30～60％AcOEt　in　rhexane）により精製し、126mg（78％）の52

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一�ｾた。分析用試料は、エタノールより結晶化することにより得た。

皿p　200。C　（sub1：L皿ed）

uv：λ。。X（夏eOH）332　m

皿s：　皿／z　340（M’），298，209，167，142

P皿r：δPP皿　（CDC13）；9．24　（bs，1H，　N3－H），　6．73　（d，1H，　H－1’，Jl・，2’ニ1．8Hz），　6．35

（s，1H，　H－5），　5．51　（dd，1H，　H－2’，J2～3・＝6．2Hz），　5．37　（d，1H，　H－3’），　4．61　（皿，1H，

H－4’），　2．80－2．58　（皿，2H，　H－6’），　2．14　（s，6H，　OAc），　2．14－2．05　（皿，2H，　H：一5’）．

AnaL　　Calcd．　for　C　l　4　H　16N206S：C，49．41；H，4．74；N，8．23；S，9．42．　Found：C，49．53；

H，4．67；N，8．07；S，9．32．

6・6’一Cyclo－5’，6’一dideoxy－1一（β一D－allofuranosyl）一4－thiouraci1（53）

化合物里102皿g（0。300皿皿ol）をメタノール10m1に懸濁し、これにトリエチルァ

ミン0．5皿1を加え室温で18時間撹淫した。溶媒を減圧下留寓し、残査をシリカゲ

ルカラムクロマトグラフィー（φ1．7x5．5c皿，　eluate；4～8％猛eOH　in　rhexane）によ

り精製し、59皿g（77％）の里を得た。分析用試料はエタノールー水より結晶化するこ

ﾆにより得た。
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mp　185．0－1860C

uv：λmax　（H20）　335n皿（ε＝23700）

CD　in　H20　［θ］（n皿）：一1600（330）

皿s：　皿／z　266（M＋），167，142，124

pmr：6ppm　（DMSO－d6）；12．65　（bs，　IH，　N3－H），　6．38　（s，　IH，　H－5），　6．30　（d，　IH，　H－1’，

J，・，　，・＝1．　IHz），　5．　41　（d，　IH，　2’　一〇H，　J＝7．　7Hz），　5．　20　（d，　IH，　3’　一〇H，　J＝4．　4Hz），

4．58－4．54　（m，IH，　H－2’，J2’，　3’＝6．　OHz），　4．34　（bs，　IH，　H－4’），　4．15－4．11　（m，　IH，

H－3’），　2．76－2．53　（皿，2H，　H一・6’），　1．92－1．68　（m，2H，　H－5’）．

Anal．　Calcd．　for　C　i　o　H　i　2　N204S：C，46．87；H4．72；N，10．93；S，12．51．　Found

C，　46．　92；H，　4．　76；N，　10．　95；S，　12．　48．
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第3章の実験

Ist｝gp！：gpyL1．一32ny12：！11：Q：一gl，：一1L3！一3：±g！！Qlsgpl：gpz！g，IEI一！glag：：！！一3）opropyl　3，5　di　O　（1，　1，　3，3　tetraisopropyldisiloxan－1　3－diyl）一B－D一

1EtL！2g：peg11；gCbo　pentof－u　ranos　i　d　e　（65）

D－ribose　5．　O　g（33．3mol）を1％HC1／isoPrOHにサスペンドし、室温で、2．5時間

かくはんした。トリエチルアミンを加え中和した後、溶媒を減圧下留高し、更に、

ベンゼンで2回、共沸した。残査をピリジン100皿1に溶解し、1，3－Dichloro－1，1，3，

3－tetraisopropyldisiloxane　10．5皿1（33．3mo1，1eq）を加え、室温で一晩撹搾

した。溶媒を留去し、トルエンで2回共沸したのち、残査をAcOEtに溶解し、水で2回

洗った。Na　2　SO4乾燥後・濃縮乾固し、i残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィ＿

（φ6．4x20　c皿，10－20％Et20　in　n－hexanにより溶出）により精製した。溶媒を留訳し、

鍾を8．49g（58％）の白色の結晶として得た。

mp：43．　5－45℃

ms：　m／z　391（M’一iPr）

pmr：　6　pptu（CDC13）；5．　03（s，　IH，　H’1），　4．　53（bt，　IH，　H’3，　J＝5．　1，　5．　5Hz），

4．　05－3．　79（m，　5H，　H－2，　H－3，　H－4　and　（CH3）2CgO　），　2．　98（bd，　IH，　2－OH，　J－O．　7Hz），

1．15－0．99（皿，34H，　iPr，（CH3）2CHO　）．

Anal．　Calcd．　for　C20H4606Si2：C，55．26；H，9．74．　Found：C，55．14；H，9．74．

Istgp1py　L31．5：112：Q：一g！！m！L31一3：pt1｛｝isgp！：gpy　1！1isl！g21gl｝：1，loprpy1　3，5　d　i　O　（1，　1，　3，3　t　e　t　raisopropyldisiloxan一一1　3－diy1）一B－D一

g1t：y　1！！！zg：peq！g11111：apgsld：ythro　pentofuranos　id　3－ulose（59）

化合物壁8，26g（19．　Omo1）をRobinsらの方法21に従い調製したCrO，／Pyridine

c・皿Plex［CrO35・79（57皿皿・1）・Pyridine　9．5m1（117m・1），Ac205．7皿1（60皿皿。1）］の

CH2C12（130皿1）溶液に加え、室温で3時間撹拝した。更に同量の試薬を加え、1時間

撹面した。混合　　　　　　　　　物をn－hexane／AcOEtニ1／1，1．51の溶液に滴下し、沈殿をセライトろ

過により除去し・ろ液を減圧下濃縮した。得られた残査をシリカゲルカラムクロマ

トグラフィー（φ7．7xllc皿20％Et20　in　n－hexaneにより溶出）により精製し、6．36g

（77％）の墾をcolorless　oi1として得た。

皿s：m／z　389（M＋一ipr），347，273

pmrl・　6一　ppm〈CDC13）；4．　83（d　IH，　H－1，　J－O．　7Hz），　4．　58（dd，　IH，　H－3，　J3，　4－8．　4Hz），

il・　！5A；4・一〇3（m・．2H・　H－5），　3．　98（q，　IH，　（CH3），CgO　，　J－6．　2Hz），　3．　89－g．　g3（．，”IHi　i－4），

1・22（dd・6H，（CH3）2CHO），　1．19－O．96（皿，28H，　iPr）．

Is・pr・pyl（Z）一2－de・xy－2C一［（2・4－di皿eth・xypyrimidin－6－y1）methylene］一3，5－

dlt；9：：S！4！一31一3：！g11g，lsgg1：ggyLld，ls！1，gg1ag：！，一3：dlllii！ilil［liilEiliO　（1，　1，　3，　3　t　e　t　raisopropyidisiioxan’1　3一’tt　yi）一　B－D－erythro－pentofuran－

oside（61）
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㌦1『’　4一 C’の・｝ P尾鷲」・1’し「ご，｛ド演、1帽」謄、弩：∫野覧lx1・」1・督漏壁踊L“、’乱片亭一才　　’

化合物坦2・269（14・7mo　1）より調製した墾をTHF　100皿1に溶かし、アルゴン気流

下・一40℃でn－BuLi　9・5皿1（1．55M，14．7mo1）を加え、一40℃で30分間撹搾し、リチオ

化を行った。一60℃にまで冷却した後、墾6．36g（14．7mol）をTHF　20皿1に溶した溶

液をゆっくりと滴下したのち、一60℃で1時間撹搾した。1．5時閤かけて室温にまで

戻し、水を加えしばらく撹搾した後、Et20で3回抽出し，Na　2　SO乾燥した。溶媒を留回

し・細査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ5．3x18c皿，5－10％Et20　in　n－

hexaneにより溶出）により精製し、6．35g（76％）の壁をsyrupとして得た。

uv：λ皿ax（MeOH）　284n皿，242nm（sh），λ皿ax（H＋）　311n皿（sh），299n皿，290n皿（sh）

ms：m／z　568（M’），525（M’一43）

Exact　ms：Calcd．　for　C27H4　sO7N2Si2；568．3001．　Found　568．2994

P皿r：δPP皿（CDCI3）；6．42（s，1H，　H－5），　6．38（d，1H，　viny1CH，　Jニ1。5Hz），6．23（s，1H，

H－1’），　5．06（dd，1H，　H－3’J　3・，4’ニ6．6Hz），　4．12－3．93（皿，3H，　H－5’，OCH（CH3）2），

4．　00，　3．　97（s，　each　3H，　OMe），　3．　80－3．　74（m，　IH，　H’4’　），　1．　23（d，　6H，　OCH（CH3）2，

Jニ6．2Hz），　1．10－1．06（皿，28H，　iPr）．

ILstgg1ggy　LZ：！11gg21y：2！；＝［！g2！一4：dElg！g！！ls22g！pyz1II4Eld，lg：S：yL1）一！！！e1　ljJopropy1　2　d　e　oxy　2　C　［（2，　4　d　i　m　e　t　hoxypyrimidin－6－y1）methy．T　l］一3，　5－di－0一（1，　1，

3L，　3：±g！！i：alsgp！：gpyL！dlsl！g2！gg：！t－3：d！y　L）EE一：P：g！：g！；11！｝g：pggtsg3　t　e　t　ra　i　s　opropy　l　d　i　s　i　l　oxan　1，3　d　i　y　l）　B　D－arabmo－pentpfura’ 獅i16gltlii5一i665de　66

化合物壁6．12g（10．8mmol）をAcOEt　150　m1に溶解し、これに10％Pd－C　3gを加え、

一晩常圧接触還元を行った。セライトろ過により、Pd－Cを除いた後、溶媒を留去し、

残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ6．3x13。5cm，　10％Et20　in　n－hex－

aneにより溶出）により精製し、5．04g（82％）の鍾をcolorless　oi1として得た。

uv：　λmax（KeOH）　256　n皿

皿s：m／z　570（M＋），543（M＋一iPr）

Exact　ms：　Calcd．　for　C27Hs　o　N207Si2；570．3158．　Found；570．3140

pmr：6ppm（CDC13）；6．24（s，　IH，　H－5），　4．90（d，　IH，　H－1’，J＝3．3Hz），　4．32（dd，　IH，

H’3’，J＝5．　1，　8．　IHz），　4．　02－3．　77（m，　3H，　H－4’，5’　），　3．　98，　3．　94（s，　each　3H，　OMe），

3．72（dq，1H，0⊆塾（CH3）2，Jニ6．2Hz），　2．87－2．79（m，3H，　H－2’，6’），　1．12一一1．10（皿，31H，

iPr，　OC　H1！1tll！1s－11一zH　3）2），　O．　91（d，　3　H，　OCH（CH　3）2）．

Isopropy1　2－deoxy－3・5－di－0－benzoyl－2C一［（2，4－di皿ethoxypyrimidin－6－y1）＿

！4gt　11！ut．L：」ij一：P：agelbll｝g：pggtt　hyl］　B　D　arabino　pentofuranos　i　de（67）

化合物壁5．04g（8．83mo1）をTHF　50皿1に溶解し、これにテトラブチルアンモニ

ウムフロライド17。h1（17．7mmo1，　2eq）を加え、室温で10分間撹拝した。減圧下

溶媒を留去し、残査をアセトニトリル50皿1に溶かし、この溶液に無水安息香酸

5．99g（26．5moL　3eq），トリエチルアミン3．7m1（26．5mmol，　3eq），DHAP　25mg（触媒

量）を加え、室温で一晩撹絆した。減圧下濃縮したのち、残査をAcOEtに溶解し、水、
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・叢・罎脳　　「無露顕　　！　・1一”9雌㌦研照野ド騨一細細　　聾”一∫謎

sat　NaHCO3　x　2，　sat　NaC1で洗ったのち、有機層をNa2SO4乾燥した。

溶媒を留去し・残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ6．4x9．5c皿，10－20％

AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）により精製し、4．19gの67（88％）を得た。

ms：m／z　536（M），493（M－iPr）

Exact　皿s：　Calcd．　for　C2gH32N208；536．2159．　Found；536．2147

pmr：　6　ppm（CDC13）；8．　04－7．　89（m，　4H，　o’Bz），　7．　58－7．　33（m，　6H，　Bz），　6．　22（s，　IH，

H－5），　5．58（dd，　IH，　H－3’，J＝5．5，9．2Hz），　5．21（d，　IH，　H－1’，J＝5．　IHz），　4．66（dd，　IH，

H－5’　a，　Js’a，　b＝11．　4HZ，　J4’，　s’a＝4．　8HZ），　4．　54（dd，　IH，　C’5’　b・　J4’，　s’b＝7．　3Hz），

4．43－4．36（m，IH，　H－4’），　3．93－3．81（皿，1H，0⊆璽（CH3）2），3．93，3．81（s，　each　3H，　OMe），

3．25’3．　16（m・　IH，　H’2’　）・　2．　99（dd，　IH・　H’6’　a・　J6’a，　b－14．　3Hz，　J2’・　6’a＝8．　4HZ），　2．　87

（dd，　IH，　H－6’　b，　J　2’，　6‘b＝6．　6Hz），　1．　18，　1．　00（d，　each　3H，　OCHgCH　3）2，　J＝6．　2Hz）．

1－0－Acetyl－2－deoxy一一3・5－di－O－benzoyl－2C一［（2，4－dimethoxypyri皿idin－6－yl）一

g！gt111y2．L：一g一！ny11t：！Lglza1；tlgg：pg4thyl］　a，B　D　arabino　pen－t．ofuranose（68）

化合物壁4．07g（7．58mo1）を70％トリフルオロ酢酸溶液に溶解し、この溶液を

室温で65時間撹搾した。減圧下、溶媒を留白したのち、トルエンで3回共沸し、残査

をCHC13に溶かしsat　NaHCO3で洗い、更に有機層をCHC13で3回抽出した。合わせた

有機層を、Na2SO4乾燥し、溶媒を留去、残査をピリジン80皿1に溶解し、これに無水

酢酸1．45皿1（15．4m皿01）、DMAP　20皿g（触媒量）を加え室温で2時間撹搾した。EtOHを

加え、quenchしたのち、減圧下濃縮し、加冠にトルエンを加え2回共沸し、残査を

AcOEtに溶かし水で2回分配し、Na2SO4乾燥した。溶媒を留辛し、得られた残査をシ

リカゲルカラムクロマトグラフィー（φ6．4x7　c皿，20～40％AcOEt　in　n－hexaneによ

り溶出）により精製し・2・309（57％）の墾をα、βアノマーの混合物として得た。

ms：m／z　536（M’），493（M”一iPr），477，　154

Exact　ms：　Calcd．　for　C2sH2sb120g；536．1795．　Found；536．1781

pmr一：　6　ppm（CDC13）；8．　09－7．　87（m，　4ff，　o－Bz），　7．　63－7．　35（m，　6H，　Bz），　6．　46（d，　O．　4H，

H－1’@B，J＝4．　8　Hz），　6．　32（s，　O．　6　H，　H－1’　a），　6．　19（s，　O．　6　H，　H－5　a），　6．　17（s，　O．　4H，

H－5B），　5．　68（dd，　O．　4H，　H－3’　B，J＝6．　2，　9．5Hz），　5．　35’5．　33（m，　O．　6H，　H－3’　a），

4。75－4・45（皿・3H・H－4’・5’）・　3．91，3．90，3．89，3．80（s，　tota1　6H，　OMe），　3．39＿3．36

〈m，　O．　4H，　H－2’　B），　3．　13－3．　02（m，　O．　6H，　H－2’　a），　2．　97－2．　90（m，　2H，　H－6’　），　2．　ib

（s，　1．　8H，　OAc一　a　），　1．　99（s，　1．　2H，　OAc一　B）．

21，；tSg11y　g：一1一E｝L：111，：Q：bg1｝zgyz1：11：Qpt1yz1：fi，一2月頃！！g1Lbggseoxy　3，5　di　O　benzoyl　40一一methyl－6，2－methano．uridine（69）

ス二三ッククロライド0．5m1（4．27皿皿ol）のアセトニトリル溶液（50皿1）に滴下し、

この混合物を室温で3時間撹絆した。減圧下溶媒を留去したのち、残査をCHC1，に溶

化合物墾2．30g（4．29皿皿01）をアセトニトリル30皿1に溶解し、この溶液を凶冷下、
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かし、これにsat　NaHCO3を加え激しくかくはんした。沈殿をセライトろ過し、水層

をCHC13で4回抽出し、Na　2　SO4乾燥した。溶媒を留去し、残査をシリカゲルカラムク

ロマトグラフィー（φ2．8x27c皿，　CHC13（ca　O．5％EtOHを安定剤として含む状態）によ

り溶出）により精製し、1．559（78％）の69をpale　orange　foa皿として得た。

uv＝λ皿ax（MeOH）　272n皿，228n皿

ms：m／z　462（M’），357，　340

Exact　皿s：　Calcd．　for　C25H2207N2；462．1427．　Found；462．1410

P皿r：δPPm（CDC13）；8．03－7．92（皿，4H，　o－Bz），　7．64－7．36（皿，6H：，　Bz），　6．47（d，1H：，

H－1’，J＝6．2Hz），　5．74（s，　IH，　H－5），　5．29（dd，　IH，　H－3’，J＝2．4，4．2Hz），　4．73－4．67

（皿，IH，　H－4’），　4．51（d，2H，　H－5’，J・＝5．1Hz），　3．95（s，3H，　OMe），　3．43－3．39（皿，2H，

H－6’），　3．33－3．25　（皿，1H，　H－2’）．

2’　一Deoxy－6，　2’　一methanouridine（3）

化合物69100皿g（0．216皿皿01）をジオキサン2皿1に溶解し、これに2N　NaOH　2皿1を加

え、40分間100℃に保った。室温までさました後、Dowex　50W－X8（H　fom）で中和し

た。樹脂をろ去し、樹脂をMeOHでよく洗ったのち、合わせたろ液を減圧下濃縮し、大

部分のMeOHを留弱した。これに水を加え、etherで2回洗った後、水層を濃縮乾固し、

残量をEtOHで3回共沸し、得られた残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー
（φ1．7x4．5cm，　4－6－8％MeOH　in　CHC13により溶出）により精製し42皿g（81％）の塾を得

た。分析用試料はMeOH－H20より結晶化することにより得た。

mp　195一一1980c

皿s：皿／z240（M“）；

CD　in　H20　［e］（nm）：一26000（261）

pmr：6ppm（DMSO－d6）；11．02（bs，　IH，　N－3），　6．01（d，　IH，　H－1’，J＝6．　IHz），　5．40

（s，，IH，　H一一5），　5．38（bd，　IH，3’一〇H），　4．86（bt，　IH，5’一〇H），　3．96（bs，　IH，　H－3’），

3．　89－3．　85（m，　IH，　H－4’　），　3．　36（bd，　2H，　H－5’，J＝4．　4Hz），　3．　20－3．　05（m，　IH，　H－6’　a），

2．　97（m，　2H，　H’6’　b，　H－2’　）．

Anal．　Calcd．　for　C　i　o　H　i　2　N20s：C，50．00；H，5．04；N，11．66．　Found：C，49．85；H，5．09

；N，　11．　63．

2’　一Deoxy－6，　2’　一methanocytidine（70）

化合物69320皿g（0．692mmo1）をMeOH　10皿1に溶解し、これにメタノール性アンモニ

ア20皿1を加え、封病中、100℃に22時間保った。溶媒を留漏した後、残生をエタノー

ルより結晶化し、84mgの70を、また、母液を濃縮し、32皿9（tota170％）の70を得た。

また、分析用試料は少量の70を、EtOH－H，Oより再結晶することにより得た。
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劉緩目贈「㌧1蕉羅糟冒1雛灘轡 帰1繍5びぞ’2浅曇

皿P　＞250。C（dec）

uv：λ皿ax（H20）　267　n皿（ε＝9640），λnlax（0．1N　HC1）　276　n皿（ε＝13300）

CD　in　H20　［e］（nm）：一25700　（267），in　O．　IN　HCI［e］（nm）：一23400（275）

FAB－ms：m／z　957（4M’1），718（3M’1），479（2M’1），240（M’1）；

pmr：6ppm（DMSO－d6）；6．99（bd，2H，4－NH　2），　5．98（d，　IH，　H’1’，J＝6．2Hz），　5．49

（s，　IH，　H－5），　5．　32（d，　IH，　3’　一〇H，　J－4．　8Hz），　4．　81（t，　IH，　5’　一〇H，　J＝5．　5，　5．　9Hz），

3．　94－3．　91（m，　IH，　H－3’　），　3．　84－3．　79（m，　IH，　H’4’　），　3．　30’3．　25（m，　2H，　H－5’　），　3．　14

（dd，1H，　H－6’a，　Jニ9．5，17．6Hz），　2．93－2．77（皿，2H，　H－6’b，一2’）．

Anal．　calcd．　for　C　i　oHi3N304’H20：C，46．69；H，5．88；N，16．34．　Found：C，46．63；

H・　5・　94；N・　16・　22e

Z’一rP－epxyr3’，　5’　’di’O－benzoyl－6，　2’　一methano－4－thiouridine（71）

化合物盤500皿g（1．08mo1）をピリジン4皿1に溶解し、これに、ピリジン5皿1，

1iq．　H2S　13皿1の混合物を加え、封管中、3日間、60℃に保った。減圧下溶媒を留去し、

更に、トルエンで3回共沸し、残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（φ2．3x

8．5c皿，25～30～50％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）により精製し、450mg（90％）の71

を得た。また、分析用試料はCHCI3－MeOHより結晶化することにより得た。

mp　115．　5－117．　30C

uv：λ皿ax（MeOH）　331　n皿

ms：m／z　464（M’）

pmr：　6　ppm（CDC13）；9．　27（bs，　IH，　N3），　8．　04－7．　94（m，　4H，　o－Bz），　7．　65－Z　41（m，　6H，

Bz），　6．36－6．34（m，　IH，　H－1’），　6．28（s，　IH，　H－5），　5．31（d，　IH，　H－3’，J＝3．7Hz），

4．72（q，IH，　H－4’，J＝4．4Hz），　4．57（d，2H，　H－5’，J＝4．8Hz），　3．35－3．25（m，3H，

H－2’　，　H－6’　）．

Anal．　Calcd．　for　C24H20N206S’H20：C，59．74；H，4．60；N，5．81；S，6．64．　Found：

C，　59．　99；H，　4．　79；N，　5．　90；S，　6．　61．

21＝lt）｛eoxy－6，　3’　一methano－4－thiouridine（72）

化合物旦350皿g（0．754mo1）をMeOH　10皿1にサスペンドし、これにNaOMe　1皿1を加

え室温で13時間遠拝した。得られた溶液を酢酸で中和し、析出した固体を吸引ろ取

し、83皿9のZ2を得た。また、ろ液を濃縮し、残査をシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ー（φ1．7x7．5c皿，4－8％MeOH　in　CHC13により溶出）により精製し、68皿g（tota178％）

のZ2を得た。また分析用試料はMeOHより結晶化することにより得た。

mp　＞2250C（decomp．）

uv：amax（H20）　330　nm（E＝23000）

CD　in　H20［e］（nm）：一12600（333），一7700（266），＋4900（235）
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皿s：皿／z　256（M＋）

P皿「：δPPm（DMSO『d・）；12・40（bs・1H・3－NH），6．20（s，1冊5），6．06（d，1H，　H－r，

1：1：麟：ll総1；1愚21舗讃lll謂齢三llllll晶，
3．　00－2．　91（m，　2H，　H－6’　b　and　H　一2’　）．

4nal．　Calcd．　for　C　i　o　Hi2N204S：C，46．87；H，4．72；N，10．93；S，12．51．　Found：

C，　46．　87；H，　4．　77；N，　10．　79；S，　12．　42．
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第4章の実験

6－Ethynyl－2，　4－dimethoxypyrimidine（74）

　6一ヨードピリミジン35エ旦7．409（27．8m皿01）をアセトニトリル150皿1に溶解し

この溶液にPdC12（PPh3）2975皿g（1．39mo1，5mo1％），Et3N　5．81m1（41。7mo1，1．5eq）

ヨウ化銅795皿g（4．17mo1），TMSアセチレン5．9m1（41．7mmol，1．5eq）を加え室温で

1．5時間撹題した。硫化水素を通じ析出した沈殿をセライトろ過し、ろ液を濃縮し

た。残査を少量のクロロホルムに溶解しシリカゲルを加え溶媒を留去し得られた

ゲルをシリカゲルカラム（φ7．7x6．5c皿）にアプライし40％AcOEt　in　n－hexaneによ

り溶出した。得られたフラクションを濃縮し残査をMeOH　200皿1に溶解しこの溶液

にシリカゲル30gを加え室温で2時間撹搾した。溶媒を留去し残ったゲルをシリカ

ゲルカラム（φ6．3x14c皿）にアプライし20－40－60％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精

製し4．10g（90％）の74を得た。

mp　189．　5－190．　OeC

uv：k．．x　（MeOH）　291nm

ms：m／z　164（M’），107

P皿r：δPP皿　（CDC13）；6．05（s，1H，　H－6），　3．68（s，1H，　CH），　3．54，3．34（s，　each　3H，　OMe）．

Anal．　Calcd．　for　CsHsN202：C，58．53；H，4．91；N，17．07．　Found：C，58．38；4．86；

N，　16．　88．

5－0－t－Butyldi皿ethylsilyl－2，3－O－isopropylidene－1一（2一（2，4－dimethoxy一

pyrimidin－6－yl）ethynyl）一D－ribofuranose（77）

　化合物Z4821皿g（5．00皿皿01）をTHF　5皿1に溶解しこの溶液をアルゴン気流下一80。　C

でLDA溶液（5皿mo1，　THF　10皿1）にゆっくりと滴下し、滴下後一70。　Cで30分間撹搾した。

この溶液にリボノラクトン体37Z61．51g（5．00皿皿01）のTHF溶液（5皿1）をゆっくり

と滴下し、滴下後一50。Cに昇温し2時間撹搾した。1N　NH4Clを加えquenchした後、酢

酸エチルを加え抽出を行い有機層をNa2SO4乾燥した。濾過後溶媒を留去し残査を

少量のクロロホルムに溶解しシリカゲルを加え濃縮し得られたゲルをシリカゲル

カラム（φ5x9。5c皿）にアプライし40－60％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精製し

1．32g（57％）の五を得た。分析用試料はn－hexane－AcOEtより結晶化することにより

得た。

mp　153．　0－154．　00　C

ms：m／z　467（M’），451，　409

uv：λmax　（MeOH）　294n皿

pmr：6ppm　（CDC13）；6．　06（s，　IH，　H’6），　5．　78（bs，　IH，　1’　一〇H），　4．　82（d，　IH，　H－2’，J＝

5．7Hz），　4．62（d，　IH，　H－3’），　4．45（bs，　IH，　H－4’），　3．82－3．79（m，2H，　H－5’），

3．　57，　3．　34（s，　each　3H，　OMe），　1．　53，　1．　37（s，　each　3H，　ipr），　O．　94（s，　9H，　t－Bu），
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O．　17，　O．　16（s，　total　6H，　Me2Si）．

AnaL　Calcd．　for　C22H34N207Si：C，　56．63；H，　7．　34；N，　6．　00．　Found：C，　56．　50；

H，　7．　40；N，　5．　86．

2，，一3：9：Ag！13　O　Anhydro　1　（1，　4，　6　tri　O　benzoyl　B　D　f；一uctofuranosyl）uraci1（83）

D－fructose　309（167皿mo1），　cyana皿ide　189（428皿皿01）をメタノール120皿1に

懸濁し、これに濃アンモニア水20皿1を加え室温で、一晩配船した。得られた溶液を

減圧下濃縮し、残語をエーテル300皿1で2回洗浄した。エーテルを減圧下船囲し、残

査をエタノール160皿1に溶解した。この溶液にEthyl　propiolate　35皿1を加え、7時

間還流を行った。室温に戻した後、溶媒を留去、残査をメタノールに溶解し、シリカ

ゲルca　1009を加え、減圧下濃縮した。残ったゲルをシリカゲルカラム（φ6．4x19

（30）c皿）にアプライし、20－30％EtOH　in　CHC13により溶出し、22．8gのcrude　82を得

た。

この里22．8g（as　88．9皿皿01）をアセトニトリル300皿1にサスペンドし、氷冷下、無

水安息香酸80．5g（356皿皿01，4eq），トリエチルアミン50皿1（356皿mo1，　4eq）を加え、

氷冷下1時間、室温で2時間撹面した。氷水を加え反応をクエンチした後、減圧下濃

縮し、残査をクロロホルムに溶解し、水、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で2回、更

に飽和食塩水で洗った後、有機層をNa　2　SO4乾燥した。濾過後、溶媒を留去し、残査を

シリカゲルカラムグラフィー（φ7．7x10．5c皿，　O－2％EtOH　in　CHCI3により溶出）によ

り精製し、更に、エタノールより結晶化し、19。79（21％fro皿D－fructose）の83を

white　powderとして得た。

皿P　228．0－228．5。C（1it．224。C）

皿s：皿／z　568（K÷），463，447

pmr：6ppm　（CDC13）；8．　06’7．　88（m，　IH，　o－Bz），　7．　68－7．　37（m，　6H，　Bz），　Z　37（d，　IH，

H－6，Js，6＝7．　7Hz），　6．　07（d，　IH，　H－5），　5．　84（dd，　IH，　H－4’，J3’，　4’＝1．　IHz，　J4’，　s’＝2．6Hz），

5．57（d，1H，　H－3’），　4．93（d，1H，　H－1’a，　J　1’、a，　bニ12．5Hz），　4．91－4．86（皿，1H，　H－5’），

4．　78（d，　IH，　H－1’　b），　4．　51（d，　2H，　H－6’，J＝5．　IHz）．

Anal．　Calcd．　for　C3　i　H24N20g：C，　65．　49；H，　4．　25；N，　4．　92．　Found：C，　65．　40；H，　4．　13；

N，　5．　08．

22，ny3：Q：A1｝！！1］1po：！：gS［4．S：9：1，一！．3，一3：！g！！：c1！sgprppyzld，！si3　O　Anhydro　1　（（4．6　0　1，　1，　3，3　t　e　t　raisopropyldisiloxan一一1，　3－diyl）一B－D一

gu．ructofuranosyl）uracil（81）

　化合物墨4．25g（7．46皿皿01）を0．1N　NaOMe　60皿1に溶解し室温で一晩撹賀した。

Dowex　50W－X8（H＋fom）を加え中和した後、樹脂をろ如し更に樹脂を血ot　MeOHで洗

浄した後、合わせたろ液を減圧下濃縮乾固し、細査をEtOH，　benzene，　DMFで共沸した。

残査にi皿idazole　1．12g（16．4皿01，2．2eq）を加え、DMF　40皿1に溶解し、アルゴン気

流下一30。Cに冷却した。この溶液にTIPDSC122．39皿1（7．46皿mol，1eq）をゆっくりと

一　83　一一
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滴下し、一30。C一一20。Cで2時間撹搾し、更に室温で一晩撹拝した。溶媒を留去した後、

トルエンで3回共沸を行い、残査を少量のMeOHに溶解しシリカゲルを加え濃縮した。

得られたゲルをシリカゲルカラム（φ5．1x15（20．5）c皿）にアプライし、2－4－6％MeOH

in　CHC13により溶出精製し、2．019（54％）の81を得た。また分析用試料はrhexane－

AcOEtより結晶化することにより得た。

mp　195．　5－197．　00C

ms：　m／z　498（M’），455，329

pmr：6ppm　（CDC13）；7．32（d，　IH，　H－6，　Js，6＝7．3Hz），　5．93（d，　IH，　H－5），　5．71（bt，　IH，

1’一〇H），　5．40（d，IH，　H－3’，J，’，　，i＝4．9Hz），　4．48（dd，　IH，　H－4’，J，・，　，・＝7．8Hz），　4．16

（dd，　IH，　H－1’　a，　J　i’，　oH＝5．　411z，　Ji’a，　b＝13．　2Hz），　3．　98’3．　85（m，　4H，　H’5’，6’　and　1’　b），

1．　12－O．　96（m，　28H，　ipr）．

Anal．　Calcd．　for　C22H3sN207Si2：C，52．98；H7．68；N，5．62．　Found：C，52．94；

H，　7．　79；N5．　53．

21，一Zl一：！！g！11］11：g：2Ll一：一112：s：l　tbsug！s2a！：11rg114yLl，y！i！2　Anhydro　1　（2　ethoxycarbonylvipy．1）一3’，5’一〇一（tetraisopropyldisilox一

an－1，　3－diyl）uridine（84）

　benzene　35皿1中にDCC　6．55g（31．75mo1），　pyridine　O．78皿1（9．62皿皿01），トリフ

ルオロ酢酸0．37皿1（4．81mo1），　DMSO　12皿1をアルゴン気流下混合し、氷下下この溶

液に化合物壁4．8g（9．62mo1）を加え、室温で17時間撹搾した。飽和炭酸水素ナト

リウム水溶液200m1を加えquenchした後酢酸エチルで抽出（200皿1x1，100皿1x3）し、

有機層をNa　2　SO4乾燥した。濾過後溶媒を留干し残査を塩化メチレン100皿1に溶解

し、Ethoxycarbony1皿ethyltriphenylphosphorane　5．02g（14．43皿皿01，1．5eq）を加え

室温で1時間撹平した。減圧下溶媒を留等し残査をシリカゲルカラムクロマトグラ

フィー（φ6．3x18c皿，0～1％EtOH　in　CHC13により溶出）により精製し4．66gの84を

a皿orphous　solidとして得た。

ms：m／z　566（M’），523

Exact　皿s：　Calc（1．　for　C26H42N208Si2：566．2480．　Found：566．2478．

PMr：6PPM　（CDC13）；7・　20（d・　O・　35H・　H’6Z，　J　s，　6＝7・　8HZ），　7e　12（d・　Oe　65H・　H－6E・　J　s，　6＝

7．8Hz），　6．84（d，　O．65H，　H－1”E，　J　t“，　2’一一15．6Hz），　6．42（d，　O．65H，　H－2E”），　6．30（d，

O．　35H，　H－1”Z，　12．　2Hz），　6．　25（d，　O．　35H，　H－2Z”），　6．　09（d，　O．　65H，　H一一5E），　6．　02（d，

O．　35H，　H－5Z），　5．　23（d，　O．　35H，　H－2’　Z，　J，t，　，・一3．　4Hz），　5．　11（d，　O．　65H，　H－2’　E，　J，・，　，・一

3．　9Hz），　4．　59（dd，　O．　65H，　H－3’　E，　J　si，　，・一7．　3Hz），　4．　56（dd，　O．　35H，　H－3’　Z，　J，・，　4－7．　8Hz），

4．28（q，1．3H，　OC旦2CH　3－E，　Jニ7．1Hz），　4．23－4．14（皿，0．7H，　OCH　2　CH，一Z），　4．13－3．87

（皿，3H，　H－4’，5’），　1．34（t，1．95H，　OCH2C旦3－E），　1．26（t，1．05H，　OCH2CH3－Z），

1．09－0．96（皿，28H，　ipr）．
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Z！，hZI－AI“ygggz3：d！一EXh：gLQ：bgg1gyUl一：一gZ：g！！112syga，！zbggyL1yzll｝yL1）一1g2　Anhydro　3，5　di　O　benzoyl　1　（2　ethoxycarbonylvinyl）ur．idine（85）

　化合物墨4・569（8・04m皿ol）をTHF　70m1に溶解し無水安息香酸5．469（24．1mo1，

3eq）・1H　Bu4NF　16・1m1（16・lmmo1，　2eq）を加え室温で一晩撹搾した。溶媒を留去後、

残査を酢酸エチル（300皿1）に溶解し水（200皿1x1）、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液

（200皿1x2）、飽和食塩水（200皿1x1）でそれぞれ分配した後有機層をNa，SO、乾燥した。

濾過後、溶媒を留去し残査をシリカゲルカラム（φ5．1x20．5cm，0－1～2％EtOH　in

CHCI3により溶出）により精製し、4．09g（96％）の鍾をwhite　foamとして得た。

皿s：皿／z　532（M＋），503，459

Exact　ms：calcd．　for　C2sH24N20g：532．1482．　Found：532．1480．

pl皿r：δPP皿　（CDC13）；8・16－7・97（皿，4H：，　o－Bz），　7．66－7．44（皿，6H，　Bz），　7．17（d，0．35H，

H－6Z，　Js，　，＝7．　3Hz），　7．　16（d，　O．　65H，　H－6E，　J，，　，一7．　3Hz），　6．　95（d，　O．　65H，　H－1”E，

J，，，＝15．IHz），　6．58（d，　O．65H，　H－2”E），　6．49（d，　O．35H，　H－！”Z，　J，，，一12．2Hz），

6．　28（d，　O．　35H，　H－2”Z），　6．　10（d，　O．　65H，　H－5E），　6．　04（d，　O．　35H，　H－5Z），　5．　83－5．　81

（皿・1H・H－3’）・　5。54（bs・0．35H，　H－2’Z），　5．33（bs，0．65H，　H－2’E），　4．90－4、85（皿，1H，

H－4’@），　4．　54（dd　O．　65H・　H－5’　a’E・　Jsa・　b＝12・　2HZ・　J4・sa＝6．　3回目）・　4．　48（dd・　O．　35H・

H－5’@a－Z，　Jsa，　b＝12．　2E｛Z，　J4v　sa＝6．　8HZ），　4．　47（dd，　O．　65H，　H－5’　b－E，　J4，　sb＝5．　4Hz），

4．　37（dd，　O．　35H，　H－5’　b－Z，　J4，　s　b＝5．　9Hz），　4．　28（q，　1．　3H，　OC1！2CH3－E，　J－7．　IHz），

4．18－4．09（皿，0．7旺，OCH2C旦3－Z），　1．33（t，1．95H，　OCH：2C旦3－E），　1．23（t，1。05H，

OCH2CH，一Z，　J＝Z　IHz）．

1，：一g（Z：Q：！！s2ety！：Q，一5：s11　9：1！B！pzgyL！：：L：一1IZ：g！！ls！2　O　Acetyl　3，5　di　O　benzoyl　1　（2　ethoxycarbonylvinyl）一fi－D－arabino一

t－u．　ranosyl）　uraci1（86）

　化合物墨4．09g（7．68m皿ol）をDMF　200皿1に溶解しこの溶液に2N　HC180m1を加え

室温で2日間撹拝した・2N　NaOH溶液により中和した後減圧下濃縮し、残査を酢酸エ

チル350皿1、水200mlを加え分配し有機層を更に水（150皿1x2）、飽和食塩水（150皿1）

で分配した後Na2SO4乾燥した。濾過後濃縮乾固し、残査をピリジン80皿1に溶解し

この溶液に無水酢酸1．6皿1（excess），　DMAP　20皿g（触媒量）を加え室温で5時間撹拝

した。氷水を加え反応をquenchした後溶媒を留去、トルエンにより共沸（2回）した

後立査を酢酸エチル（350ml）に溶かし水、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、水、飽和

食塩水（各200皿1）でそれぞれ分配し、有機層をNa　2　SO、乾燥した。濾過後ろ液を約50

皿1まで濃縮し・少量のシリカゲルを加え溶媒を留温し得られたゲルをシリカゲル

カラム（i14・　9x14・5（18・5）cm）にアプライし50％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精製

し、3．31g（72％）の鎚をwhite　foamとして得た。

uv：A．．x　（MeOH）　263nm，231nm

ms：m／z　592（M’），547

Exact　ms：　Calcd．　for　C30H2　sN20ii：592．1693．　Found　592．1692．

P皿r：δPPm　（CDC13）；9・23（bs・1H，　N3），　8．08－7．96（m，4旺，　o－Bz），　7．85（d，1H，　H＿6，
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Js，6＝8．3Hz），　7．62－7．39（m，7H，　Bz　and　H－1”），　6．34（d，　IH，　H－2”，JiJ；　2’＝15．6Hz），

6．04（s，IH，　H－2’），　5．74（bd，　IH，　H’5），　5．39（d，　IH，　H－3’，J＝2．2Hz），　4．85（dd，　IH，

H一一5’　a，　J4’，　s’a＝4．　2HZ・　J　s’a・b＝12．　OHZ），　4．　69（dd，　IH・　H－5’　b・　J　4’・　s’b＝5．　6Hz），　4．　61’

4・57（皿・1H・H－4’），　4．25－4．17（皿，2H，　OC旦2CH3），　1．81（s，3H，　OAc），　1．27（t，3H，

OCH2CH，，　J＝7．　IHz）．

ua（2　O　Acetyl　3，5　di　O　benzoyl　1　（2　ethoxyca－r－bonylethyl）一B－D－arabino一

furanosyl）uraci1（80）

Method　A）化合物鎚516皿g（0．871mo1）をアセトニトリル10皿1に溶解しこの溶
液にEt3SiH　417μ1（2．61mmo1），RhC1（PPh3）381皿g（0．0871m皿01，10皿01％）を加え、ガ

ラス封管中アルゴン気流下1時間100。Cに保った。沈殿をセライトろ過した後、ろ液

を濃縮し残査を少量のクロロホルムに溶解しこれに少量のシリカゲルを加え溶媒

を留去し得られたゲルをシリカゲルカラム（φ2．4x9（13）cm）にアプライし、20－40％

AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精製し206皿g（40％）の80を得た。

Method　B）化合物＆63．82g（6．45mo1）をEtOH　80皿1に溶解しこの溶液に10％Pd／C

800mg，　PKHS　2．6皿1を加えアルゴン気流下60。Cに2．5時間保った。触媒をセライトろ

過により除去しろ液を減圧下濃縮し、残査を少量のクロロホルムに溶解しこれに

少量のシリカゲルを加え溶媒を留去し得られたゲルをシリカゲルカラム（φ4。9x

19．5（26．5）cm）にアプライし33－50％AcOEt　in　rhexaneにより溶出精製し3．　54g

（92％）の鎚を曲ite　foa皿として得た。

皿s：皿／z　549，483

pmr：6ppm　（CDC13）’；9．15（bs，　IH，　N3），　8．10－8．01（m，4H，　o－Bz），　7．81（d，　IH，　H－6，

J5・6ニ8・3Hz）・　7．65－7．42（皿，6H，　Bz），　5．83（s，1H，　H－2’），　5．70（dd，1H，　H－5，　J　5，　N　3＝・

2．0旺z），　5．35（d，1H，　H－3’　，　J　3，，4’＝2．9Hz），　4。86（dd，1H，　H－5’a，　J　4・，5・aニ3．4Hz，　J　5’a，　bニ

12．2Hz），　4．67（dd，　IH，　H’一5’b，　J4；s’b＝4．4Hz），　4．51（ddd，　IH，　H－4’），　4．07（q，2H，

OCg2CH　3，　J＝7．　IHz），　2．　99（ddd，　IH，　H－2”a，　J－6．　8，　8．　3，　14．　9Hz），　2．　56（ddd，　IH，

H－2”b，J＝6．8，7．8，14．9Hz），　2．40’2．26（m，2H，　H－1”），　1．72（s，3H，　OAc），　1．20

（t，　3H，　OCH2CH3）．

AnaL　Calcd．　for　C30H30N20it：C，60．06；H，5．09；N，4．71．　Found：C，59．83；H，4．97

；N，　4．　61．

！：一g（1，：一g2：1g111g21yz｛｝g！：1；1　（2　Methoxycarbonylethyl）　3，5　O’（1，　1，3，3－tetraisopropyldisiloxan一

！！，一3：dlyL1，1！：a：Pzg1　ajzi3　diyl）　B　D　arabilnofuranosyl）urac　i　l（87）

　化合物鎚3．54g（5．95m皿01）をMeOH　80皿1に溶解しこの溶液に1N　NaOMe　25m1を加

え室温で一晩撹拝した。Dowex50WX8（H＋fom）で中和し、樹脂をろ去しろ液を減圧下

濃縮乾固し更にEtOH，　benzene（x2），ピリジンで共沸した。残査をDMF一ピリジン＝1：1

一　86　一
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の混合溶液に溶解しこれにTIPDSC122．81m1（8。93mmo1，1．5eq）を加え室温で一晩

撹拝した。減圧下溶媒を留去し残査を酢酸エチル（350皿1）に溶かし水（x3）、飽和食

塩水（各150皿1）で分配し有；機層をNa2SO4乾燥した。濾過後溶媒を留去し残査を少量

のクロロホルムに溶解しこれに少量のシリカゲルを加え溶媒を留去し得られたゲ
ルをシリカゲルカラム（φ5．1x16（19）c皿）にアプライし50％AcOEt　in　n－hexaneによ

り溶出精製し2．65こ口78％）の87をwhite　foamとして得た。

皿s：皿／z　529（M＋一ipr），417

pmr：6ppm　（CDC13）；9．37（bs，　IH，　N3），　7．92（d，　IH，　H－6，　Js，6＝8．3Hz），　5．71（dd，　IH，

H－5，　Js，　N　3＝2．　OHz），　4．　45（dd，　IH，　H’2’，J2’，　3’＝5．　9Hz，　J2’，　o　H＝4．　4Hz），　4．　14（dd，　IH，

H－3’，J3’，　4’＝7．3Hz），　4．04－3．96（m，3H，　H－5’　and　2’一〇H），　3．78（ddd，　IH，　H－4’，J＝

3．4，3．9，7．3Hz），　3．64（s，3H，　OKe），　3．16－3．09（m，　IH，　H－2”a），　2．38－2．19（m，3H，

H－1”　and　H’2”b），　1．10－O．98（m，28H，　ipr）．

Anal．　Ca1cd．　for　C2sH44N20gSi2：C，52．42；H，7．74；N，4．89．　Found：　C，52．91；

H，　7．　86；N，　4．　71．

1．：一g（1，：Lg2：1（e！1　（2　Met－h．Qxy－cma．　rbonylethy1）’3，　5－O一（1，　1，　3，　3－tetraisopropyldisiloxan一

1，　3－diyl）一B－D－ribofuranosyl）　uracil（89）

　CrO31．73g（17．3mmo1），粉末化した4Aモレキュラーシーブス2．5gを塩化メチ

レン50皿1にサスペンドし、夕冷下ピリジン2．8皿1（34．6mo1）を加えアルゴン気流

下0。Cで30分間撹搾した。無水酢酸1．63皿1（17．3mmol）を加え0。　Cで30分間撹温した

後化合物鉦　2．48g（4．33mo　1）を少量の塩化メチレンに溶解したものを混合物中

に加えアルゴン気流下室温で30分間撹拝した。30分後溶液を酢酸エチル600皿1に

あけ、沈殿をシリカゲルろ過しろ液を減圧下濃縮した。二二をトルエン共沸した後

酢酸エチル（300皿Dに溶解し飽和炭酸水素ナトリウム溶液（150皿1x3）で分配し、有

機層をNa2SO4乾燥した。濾過後溶媒を留思し一回をMeOH　50皿1に溶解しこの溶液に

氷乳下NaBH4820皿g（21．7mo1）を少量ずつ加え、0。Cで30分間訴訟した。酢酸で中和

した後溶媒を丁丁し残査を酢酸エチル（300皿1）に溶かし、水、飽和炭酸水素ナトリ

ウム溶液、飽和食塩水（各150皿1）で分配し有機層をNa2SO4乾燥した。濾過後減圧下

濃縮し二二を少量のクロロホルムに溶解し少量のシリカゲルを加え溶媒を留去、

得られたゲルをシリカゲルカラム（φ5．2x10（13）c皿）にアプライし33－50％AcOEt　in

n－hexaneにより溶出精製し2．159（87％）の89をwhite　foa皿として得た。

皿s：皿／z　529（M＋一ipr），497，417

pmr：6ppm　（CDC13）；9．　49（bs，　O．　18H，　N－3B），　9．　24（bs，　O．　82H，　N－3a），　7．　97（d，　O．　82H，

H・6a，　J　s，6＝8．3Hz），　7．91（d，　O．18H，　H－6B，　J　s，6＝8．3Hz），　5．71（bdd，　H－5B），　5．68

（bdd，　total　IH，　H－5a，　J　s，　N　3＝2．　OHz），　4．　66（dd，　O．　82H，　H’2’　a，　J2’，　3’＝4．　4Hz，　J　th　o　H＝

1．　7Hz），　4．　46（dd，　O．　18H，　H－2’　B，　J2’，　3＝5．　9Hz，　Jz，　o　H＝3．　9Hz），　4．　20－4．　11（m，　2．　64H，

H’3’　a，　H－4’　a，　H－5’　aa　and　H－3’　B），　4．　01－3．　99（m，　O．　36H，　H－5’　B），　3．　95（dd，　O．　82H，

一　87　一一



H－5’　ba，　J－2．　4，　13．　2Hz），　3．　89（bd，　O．　18H，　2’　一〇HB），　3．　80－3．　77（m，　O．　18H，　H－4’　B），

3．64（s，O．54H，　OMeB），　3．63（s，2．46H，　OMea），　3．32（bd，　O．82H，2’一〇Ha），　3．！3－3．11

（m，　O．　18H，　H－2”aS），　2．　89（ddd，　O．　82H，　H－2”aa，　J＝6．　8，　8．　3，　15．　9Hz），　2．　54（　ddd，

O．　82H，　H－2”ba，　J＝6．　4，　8．　8，　14．　9Hz），　2．　35（ddd，　H－1”aa，　J＝6．　4，　8．　3，　15．　9Hz），

2．　36－2．　22（m，　H－2”bB　and　H’1”B），　2．　20（ddd，　total　3H，，H－1”ba，　J－6．　8，　8．　8，

15．6Hz），　1．09－O．98（m，28H，　ipr）．

Anal．　Calcd．　for　C2sH44N20gSi2：C，52．42；H，7．74；N，4．89．　Found：　C，52．17；

H，　7．　89；N，　4．　88．

1，：S（5：9：！：1｝g1yLLdlglg！！u！sl，1，yz1：Z！一一a：Q：lsgg1ggyt．111s211si｝：！：CZ：g1e：t5　O　t　Butyldimethylsily1　2，3　O　isopropylidene－1’（2－met－hoxycarbony1一

g1tL！1yLU：ltiLpt1　ptiuhy1）　B　D　r　i　bofu．r．　anosy1）uraci1（91）

　化合物鎚2．03g（3．54皿mo1）をTHF　30皿1に溶解しこれにIM　Bu4NF　7．8皿1（7．8皿厘oL

2．2eq）を加え室温で10分閤撹搾した。減圧下濃縮乾固した後自評をアセトン60ml

に溶解し、，2，　2－d血ethoxypropane　1．5ml，70％HC1040．9mlを加え室温で2時間引

搾した。無水炭酸カリウムで中和し過剰の炭酸カリウムをろ旧した後、減圧下3分

の1程度まで濃縮しシリカゲルを加え溶媒を留漉した。得られたゲルをシリカゲル

カラム（φ5．1x11（14．5）c皿）にアプライし4－8％EtOH　in　CHC13により溶出した。目的

物のフラクションを濃縮乾固し残査をDKF　25皿1に溶解しこれにt－butyld血ethy1－

silylchloride　800mg（5．31皿皿01），　diisopropylethyla皿ine　925μ1（5．31mmo1）を加

えアルゴン気流下室温で一晩撹搾した。溶媒を留去後残心を酢酸エチル（200m1）に

溶かし水（150皿lx3），飽和食塩水（150皿lx1）で分配し、有機層をNa，SO、乾燥した。濾

過後濃縮し残査を少量のクロロホルムに溶かし更に少量のシリカゲルを加え溶媒
を留饗した。得られたゲルをシリカゲルカラム（φ5．1x7（9）c皿）にアプライし33－50％

AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精製し1．01g（59％）の91をamorphous　solidとして

得た。

皿s：皿／z　469（M＋一Me），395，315

pmr：6ppm　（CDC13）；8．00（bs，　IH，　N3），　7．75（d，　IH，　H－6，　J　s，6＝8．3Hz），　5．61（dd，　IH，

H－5，　Js，　．，＝2．　5Hz），　5．　06（d，　IH，　H－2’，J，・，　，・＝6．　IHz），　4．　67（dd，　IH，　H－3’，J，・，　，i＝1．　5Hz），

4．44（b皿，1H，　H－4’），　3．77（dd，1H，　H－5’a，　J　4㌔5・a＝2．4Hz，　J　s・a，　bニ11．7Hz），　3．67（dd，1H，

H－5’b，J4’，　s’b＝3．9Hz），　3．62（s，3H，　OMe），　2．78－2．69（m，　IH，　H－2”a），　2．42－2．34（m，

IH，　H－2”b），　2．25－2．13（m，2H，　H－1”），　1．61，1．37（s，　each　3H，　ipr），　O．84（s，9H，

t－Bu），　O．　03，　O．　Ol（s，　each　3H，　Me）．

AnaL　Calcd．　for　C22H36N20sSi：C，54．52；H，7．49；N，5．78．　Found：　C，54．28；

H，　7．　51；N，　5．　86．

，
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1，：g（5：9：ti5　O　t　Butyldimethylsilyl　2，3　O　isopropylidene－1一（3一一methanesulfonyl一一

g2tgypl：gpyz12Lptlptu！gypropy1）ribo　f　uraposy1）uraci1（92）

　化合物里342mg（0．706mo1）をTHF　10皿1に溶解しLiBH479皿g（3．53皿皿01，20eq）を

加えアルゴン気流下一晩還流した。室温にまで冷却した後1NHC1で中和しこの溶
液に飽和食塩水を加え、酢酸エチル（15mlx4）で抽出した。有機層をNa，SO4乾燥し、

濾過後ろ液を濃縮し得られた残査をピリジン10m1に溶解した。この溶液に氷下下

MsCl　82μ1（1．06mo1）を加え室温で2時闇闇卸した。溶媒を留期し、トルエン共沸後

納査を酢酸エチル（50皿1）に溶かし水（30皿lx1），飽和食塩水（30皿1x1）で分配し、有；機

層をNa　2　SO4乾燥した。濾過後溶媒を留去し、残査を少量のクロロホルムに溶解しシ

リカゲルを加え更に溶媒を留去した。得られたゲルをシリカゲルカラム（φ2．3x6．5

（10）cm）にアプライし50％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精製し253皿g（67％）の92を

白色固体として得た。分析用試料はn－hexane－AcOEtより結晶化することにより得
た。

mp　128．　5－129．　70　c

皿s：m／z　519（K＋一Me），423，365

P皿r：δPP皿　（CDC13）；7．99（bs，1H，　N3），　7．78（d，1H，　H－6，　J　5，6＝8．3Hz），　5．63（dd，1H，

H－5，　J，，　，，一2．　4Hz），　5．　05（d，　IH，　H－2’，J，・，　，i＝6．　2Hz），　4．　67（dd，　IH，　H－3’，J，・，　，・＝1．　5Hz），

4．47（bm，1H，　H－4’），　4．23－4．16（皿，2H，　H－3”），　3．79（dd，1H，　H－5’a，　J　4・，5’、＝・2．4Hz，

Js’a，　b＝11．　7Hz），　3．　68（dd，　IH，　H－5’　b，　J　4’，　s’b＝3．　911z），　2．　99（s，　3H，　MeSO2），　2．　57－2．　49

（m，　IH，　H－2”a），　1．　92－1．　80（m，　2H，　H’2”b　and　H－1”a），　1．　59，　L　37（s，　each　3H，　ipr），

1．　54－1．　41（m，　IH，　H－1”b），　O．　84（s，　9H，　t－Bu），　O．　03，　O．　02（s，　each　3H，，Me2Si）．

Anal．　Calcd．　for　C22H3sN20gSiS：C，　49．　42；H，　7．　16；N，　5．　24；S，　6．　00．

Found：C，　49．　62；H，　7．　17；N，　5．　40；S，　5．　92．

5－Chloro－1一（5－O－t－butyldi皿ethylsily1－2，3－0－isopropylidene一一1一（3－methane一

sltlul　f　Qnyloxypropyl）uraci1（93）

　化合物g2220皿g（0．411m皿01）を酢酸10m1に溶解しこれにNCS　165皿g（1．23mo1，

3eq）を加えアルゴン気流下50。Cに6時間保った。溶媒を留去し、トルエン共沸（2回）

した後i残査を酢酸エチル（50m1）に溶かし飽和炭酸水素ナトリウム溶液、飽和食塩

水（各50m1）で分配し有機層をNa　2　SO　4乾燥した。濾過後溶媒を留去し残査を少量の

クロロホルムに溶かしシリカゲルを加え濃縮乾固した。得られたゲルをシリカゲ

ルカラム（φ1．7x11（14．5）cm）にアプライし33～50％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出

精製し194皿g（83％）の鐙をwhite　foa皿として得た。

uv：Zmax　（MeOH）　279nm

FAB－ms：m／z　569（M’）

Exact　皿s：　Calcd．　for　C22H37N20gSiSCI：569．1756．　Found　569．1779

pmr：6ppm　（CDC13）；8．　43（bs，　IH，　N3），　7．　95（s，　IH，　H－6），　5．　02（d，　IH，　H－2’，J2’，　3＝
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6．IHz），　4．69（dd，　IH，　H－3’，J3’，4cl．5Hz），　4．52（bs，　IH，　H－4’），　4．24－4．18（m，2H，

H－3”）・　3．　85（dd・　IH・　H－5’　a・　J4’，　s‘a＝2．　OHZ・　J　s’a・b＝11．　7HZ）・　3．　72（dd，　IH，　Hny5’　b，

J4’，　s’b＝3．4Hz），　3．00（s，3H，　MeSO2），　2．55－2．47（m，　IH，　H－1”a），　1．92－1．82（m，2H，

H－1”b　and　H－2”a），　1．59，1．37（s，　each　3H，　ipr），　1．49－L　42（m，　IH，　H－2”b），　O．84

（s，　9H，　t－Bu），　O．　05，　O．　02（s，　each　3H，　Ke2Si）．

50ttg；ll，1s！tl：g：1，：一gli　：Q：！：b1！t1！1IEIg1g1blz1sl！y！：！：一！［Q：！lgds；s11！！gpy！lh　l　o　r　o　1　（5　O　t　b　u　t　y　l　d　i　m　e　t　hylsilyl　1　（3　i　odopropyl）＝一2，3一一〇一isopropyl一

11d1egg！ene　r．ibofuranosyl）uracil（94）

　化合物鐙405皿g（0．712mo1）を2－butanone　15皿1に溶解しこれにLil　238mg

（1．79mo1）を加えアルゴン気流下2時間還流した。室温にまで冷却した後溶媒を留

漏し一面を酢酸エチル（70ml）に溶かし水（50皿1）、飽和食塩水（50皿1）で分塗し有機

層をNa2SO4乾燥した。濾過後溶媒を留主し残光を少量のクロロホルムに溶かしシ

リカゲルを加え濃縮乾固し得られたゲルをシリカゲルカラム（φ2．1x24（31）cm）に

アプライし20－33％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出精製し、337皿g（79％）の94をsyrup

として得た。

皿s：皿／z　585（M＋一Me），487（M＋一一TBS＋1），455

Exact　皿s：　Calcd．　for　C　15H21N2061Cl：487．0133．　Found　487．0162

P皿r：δPP皿　（CDC13）；8．08（bs，1H，　N3），　7．93（s，1H，　H－6），　5，01（d，1H，　H－2’，J2・，3’ニ

5．9Hz），　4．69（dd，　IH，　H’3’，J3’，　4＝1．5Hz），　4．52（bs・IH，　H－4’），　3．84（dd，　IH，　H－5’a，

J4’，　s‘a＝2・　OHZ，　J　s’a，　b＝11・　7HZ），　3．　71（dd，　IH，　H’5’　b，　J4’，　s’b＝3．　2Hz），　3．　22－3．　09（m，

2H・H－3”）・　2．50－2．44（皿，1H，　H－1”a），　2．04－1．88（皿，2H，　H－1”　b　and　H－2”a），　1．62，

1．38（s，each　3H，　ipr），　1．66－1．50（m，　IH，　H－2”b），　O．84（s，9H，　t－Bu），　0．05，0．02

（s，　each　3H，　Me　2　Si）．

51一：9t：！：11u！yz1dl，！11g11u！sl，1yt：Zl一，．一3：一：Q：lsgp！：gpy　1，111e！；1e：6，一t　Butyldimethylsily1　2　，3　O一一isopropylidene－6，　1：　一propanouridine（96）

　化合物里320皿g（0．532皿皿01）をbenzene　120皿1に溶解しアルゴン気流下還流し、

この溶液にBu3SnH　150μ1（0．559mo1，1．05eq），　AIBN　20皿gのbenzene溶液（15m1）を

1．5時間かけゆっくり滴下し、滴下後75分間還流を続けた。室温にまで冷却した後

濃縮乾固し暗面を少量の酢酸エチルに溶解しシリカゲルを加え溶媒を留明した。

得られたゲルをシリカゲルカラム（φ1．7x16。5（19）c皿）にアプライし、10－20－33％

AcOEt　in　r虹exaneにより溶出した。得られたフラクションを濃縮し95をジアステ

レオマー一の混合物として得た。鍾はジオキサン15皿1に溶解しこれにDBU　398μ1

（2．66皿皿01）を加えアルゴン気流下60。Cに8時間保った。室温に戻した後IN　NH4C1

（10皿1）を加え更に酢酸を加え完全に中和し、酢酸エチル（25皿1x4）で抽出を行い有

機層をNa　2　SO　4乾燥した。濾過後ろ液を濃縮し残査を少量の酢酸エチルに溶かしシ

リカゲルを加え溶媒を留去した。得られたゲルをシリカゲルカラム（φ1．7x12（16．5）

c皿）にアプライし、20－33～50％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出し1ess　polar　pro一

一90一
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duct（33％AcOEt　in　n－hexaneにより溶出）として80mgの鍾を回収した。またpolar

productとして鎚を147皿9（63％）をsyrupとして得た。回収した鍾は同様の操作によ

り25皿gの鎚を与えた（total　yield　74％）。

uv：lm．x　（MeOH）　264nm

ms：m／z　439（M’＋1），　423，　381，　323

Exact　皿s：　Calcd．　for　C21H34N206Si：438．2186．　Found　438．2190．

pmr：6ppm　（CDC13）；8．22（bs，　IH，　N3），　5．45（bs，　IH，　H’5），　5．30（d，　IH，　H’2’，J2’，　3’＝

6．　8Hz）・　4．　86（dd　IH，　H－3’，J3’，　4’＝5．　IHz），　3．　98（ddd，　IH，　H’4’，J＝4．　9，　5．　4，　6．　8H2），

3．　85（dd，　IH，　H－5’　a，　J＝5．　4，　10．　5Hz），　3．　81（dd，　IH，　H－5’　b，　J－4．　9，　10．　7Hz），　2．　80－

2．　73（m，　IH，　H’3”a），　2．　60（dq，　IH，　H－3”b，　J＝1．　5，　5．　9，　11．　7，　17．　IHz），　2．　20－2．　15

（皿・IH・・H－1”a）・2・10（ddd・1H』一！”　b，　Jニ3．4，11．7，14．7Hz），1．92－1．74（皿，2H，　H－2・），

1．　52，　1．　33（s，　each　3H，　ipr），　O．　88（s，　9H，　t’Bu），　O．　05，　O．　Ol（s，　each　3H，　Me2Si）．

ZL！，一3L：9：！sgg1gpptld3　e　lsopropy11dene　6，1　一propanouridine（97）

　化合物鎚25mg（0．0570mo1）をTHF　3皿1に溶解しこれに1N　Bu、NF　60μ1

（0．060mo1）を加え室温で1時間撹絆した。更に1N　Bu4日置　100μ1（0．100mo1）を加え

室温で一晩撹拝した。溶媒を留嚇し残査をpt．1．　cにより精製（CHC1，：EtOH＝15：1に

より展開）し、17皿g（92％）の里を得た。分析用試料はCDC13より結晶化することによ

り得た。

mp　＞2000C（sublimed）

】皿s：皿／z　325（M＋＋1），309，235，199

pmr：ippm　（CDC13）；9．25（bs，　IH，　N3），　5．49（bs，　IH，　H－5）．，　5．36（d，　IH，　H－2’，J2’，　3’＝

7．3Hz），　5．17（dd，　IH，　H－3’，J，t，　，・一4．9Hz），　4．06一一4．03（m，　IH，　H－4’），　3．90（bdd，　IH，

H’5’　a，　J4；　s’a＝2．　7Hz・　J　s’a，　b＝12．　OHZ），　3．　83（bdd，　IH・　H－5’　b，　J4；　s’b＝3．　7Hz），　3．　08

（bs，　IH，　5’　一〇H），　2．　81－2．　74（bm，　IH，　H－3”a），　2．　63（dq，　IH，　H－3”b，　J＝1．　5，　5．　4，　10．　3

17．　IHz），　2．　22（ddd，　IH，　H－1”a，　J＝3．　7，　10．　9，　14．　7Hz），　2．　12－2．　06（m，　IH，　H－1”b），

1．　90’1．　76（m，　IH，　H－2”），　1．　54，　1．　35（s，　each　3H，　ipr）．

AnaL　Calcd．　for　C　t　s　H20N206：C，55．55；H，6．22；N，8．64．　Found：C，55．51；H，6．23；

N，　8．　56．

6！，：11＝p！zgl　prgpanouridine（8）

　化合物鍾（0．310mmo1）を1N　HC1：THF＝3：110皿1に溶解し室温で3日間撹直した。

濃アンモニア水により中和した後溶媒を留針し、残査をEtOH（x2）により共沸した。

残査を少量のMeOHに溶解し、シリカゲルを加え濃縮乾固した。得られたゲルをシリ

カゲルカラム（φ1．　7xlO．　5（15．5）c皿）にアプライし4～8％MeOH　in　CHC13により溶出

し、less　polar　productとして26mg（26％）の里を、またpolar　productとして

一　91　一一
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58阻9（66％）の8を得た。分析用試料はEtOH一水より結晶化することにより得た。

mp　175．　5－177．　00　C

uv：Amax　（H20）　267nm（E＝11400）

CD　in　H20　［e］（nm）：一一6100（226），O（251），＋4500（239）

ms：m／z　284（M＋），266

pmr：6pptu　（DMSO－d6）；11．10（bs，　IH，　N3），　5．39（bs，　IH，　H－5），　5．03（d，　IH，2’一〇H，

Jニ6．1Hz），　4．92（d，1H，3’一〇H，　J＝6．4Hz），　4．71（dd，1H，　H－2’　，　J　2，，3に7．！Hz），　4．53

（dd，1H，　H－3’，J＝6．6，6．8Hz），　3．63－3．55（皿，2H，　H－5’a，　H－4’），　3．51－3．45（m，1H，

H－5’　b），　2．　75－2．　71（bm，　IH，　H－3”a），　2．　60（ddd，　IH，　H－3”b，　J＝6．　6，　9．　9，　17．　5Hz），

2．　15（ddd，　IH，　H－1”a，　J＝3．　7，　11．　0，　14．　6Hz），　1．　92－1．　87（m，　IH，　H－1”b），　1．　67－1．　61

（皿，2H，　H－2”）．

Anal．　Calcd．　for　C　i　2Hi6N206：C，50．70；H，5．67；N，9．86．　Found：C，50．43；H，5．66；

N，　10．　00．
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第6章の実験

5’　一Deoxy－6，　6’　一cyclouridine　2’，3’　’cyclic　phosphate（103）

　化合物630mg（0．125mmol）をポリリン酸（0．625mol　as　H3PO，），Bu3N（0．25皿皿01）

とDMF　13皿1中混合し1時間還流した。室温に冷却した後溶媒を留去し残査を1Nア

ンモニア水に（15皿1）溶解しエーテル（15皿lx2）で分配した後水層を減圧下濃縮した。

残査を水50皿1にに溶解しDEAE－celluloseカラム（φ2．9x19．5c皿）にアプライし、水

150皿1で洗浄した後、O－O．1N　TEAB　bufferの1inear　gradient（each　500皿1　H20　and

O．1N　TEAB　buffer）により溶出し、16皿1ごとにフラクションを分取した。フラクショ

ン16－29を集め溶媒を留侵し18570D　units（66％）の103を得た。

Migration　on　paper　electrophoresis（O．　05N　TEAB　buffer，　700V，　lhr）：103　＋9cm；

UMP　＋13．　5cm；6，　5’　一cycleU＞P　＋10．　8cm；6　＋4．　8cm．

5’　一Deoxy－6，　6’　一cyclocytidine　2’，3’　’cyclic　phosphate（104）

化合物5160皿g（0．25皿皿01）を用いポリリン酸（1．25mol　as　H3PO4）と処理し103

と同様の方法により104を76％の収率で得た

5’　一Deoxy－6，　6’　一cyclo－4－thiouridine　2’，3’　一cyclic　phosphate（105）

　化合物5334皿g（0．134mol）を用いポリリン酸（0．664皿皿ol　as　H3PO4）と処理し

103と同様の方法により105を27％の収率で得た。

2’，3’　一環状リン酸のRNase　Aによる加水分解反応の速度論的解析

　2’，3’一環状リン酸（0．1－1mMのうち任意の4濃度となるように調製した。）を

Acetate　buffer中、酵素を加え37。Cでインキュヴェートした（全量を1皿1とした）。

酵素添加後、10，　20，30，40，50分後に反応液の一部をとりHPLCにインジェクトし、ピ

ークの面積比より水解率を求めた。それぞれの時間における水解率より初速度を

算出し、2’，3’　一環状リン酸の濃度と初速度のLineweaver－BurkプロットによりKm値、

V皿ax値を求めた。

　酵素反応は以下に示すbuffer中で行った。また用いた酵素濃度、HPLCの条件は以

下に示す通りである。

RNase　A　concentration：2．92uM　for　103；4．39”M　for　104　and　105

Buffer：　10mM　Na　Acetate　buffer（pH＝5．　8）

HPLC　condition：column　YMC－Pack　IES－AX　（anion　exchange）

　　　　　　　elution　O．2M　Na　phosphate　buffer　（pH＝6．8）

　　　　　　　　flow　lml／min

一一@93　一
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5’　一Deoxy－6，　6’　一cyclo－4’thiouridine　3’　一phosphate（106）

　化合物廼4220D　unitsを10皿H　Na　acetate　buffer（pH＝5．8）4m1に溶解しこ

れにRNase　T225　unitsを加え2日間37。Cでインキュベートした。水で希釈し全量

を50皿1としDEAE　toyopa1（bicarbonate　fom，φ1．2x4．　5c皿）にアプライし水50皿1で

洗浄した後O－O．16N　TEAB　buffer（each　200皿1　H20　and　O．16N　TEAB　buffer）、続い

て0．16－0．20N　TEAB　buffer（each　100皿10．16N　and　O．20N　TEAB　buffer）の1inear

gradientにより溶出し、7皿1ごとにフラクションを分取した。フラクション49－75を

集め濃縮し2770D　units（66％）の106を得た。

Migration　on　paper　electrophoresis（O．　05N　TEAB　buffer，　700V，　lhr）：

106　＋15．5c皿；6，6’一cyclo4sU＞P　＋14c皿；2’（3’）一4sU｝【P　＋15c皿

シクロヌクレオシド3’一リン酸のRNase　Aに対するKi値の測定

　シチジン2’，3’一環状リン酸（0．03－0．2mMのうち任意の4濃度となるように調製

した。）をuvセル中、Acetate　bufferに溶解し更にFig．31に示す濃度となるよう106

と酵素を加え37。Cでインキュベートした（全量をlm1とした）。285n皿における吸光

度変化をUV－2100（島津社製）を用い測定し、KINETICS　2100を用いて反応速度を求

めた。20－300秒の速度を初速度としLineweaver－BurkプロットよりKi値を求めた。

　用いたbuffer及び酵素濃度は以下に示す通りである。

buffer：　10mM　Na　acetate　buffer（pH＝5．　8）

enzyme　concentration：　O．22uM

5’一Deoxy－6，6’一cyclo－4。thiouridine　3’　一phosphateとRNase　Aとのcomplexの

CDスペクトル

　以下に示す組成の溶液を調製し、うち3m1をとりCDスペクトルの測定を行った。

また得られたデータを用いdata　processorにより和スペクトル及び差スペクトル

を算出した。

1）　6，　6’　一cyclo－4－thio－3’　一WP

6，6’一cyclo－4－thio－3’一UMP　（70．8　OD　units）　in

10mM　Na　acetate　buffer　（pH＝5．8）

　　　　　H，0

20mM　Na　acetate　buffer　（pH＝5．8）

　16”1

2492u1

2494”1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　total　5000”l
uvスペクトルより［1］ニ3．81x10’5Mと決定した。（ε＝23700として計算）

一94一



2）RNase　A

RNase　A　（10mg／ml）　in

10mM　Na　acetate　buffer　（pH＝5．　8）

　　　　　H，0
20mM　Na　acetate　buffer　（pH＝一5．．8．．）

226”1

1887”1

1887”1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　total　4000”1
uvスペクトルより［E］ニ2．74x10－sKと決定した。（ε277＝1020058）

3）　complex

6，6’一cyclo－4－thio’3’一UMP　（70．8　OD　units）　in

！0mM　Na　acetate　buffer　（pH＝5．　8）

RNase　A　（10mg／ml）　in

10mM　Na　acetate　buffer　（pH＝5．　8）

　　　　　H，0
10mM　Na　acetate　buffer　（pH＝5．；8L）

12”1

228”1

1881”1

1881”1

total　4000v1

差CDスペクトルによる解離定数の決定
　一定濃度（3．2x10’5M）の！06の存在下RNase　A（0－5xlO“5Mのうち任意の6種類の濃

度となるように調整した。）を混合し前述したCDスペクトルの測定条件によりCDス

ペクトルの測定を行った。また同時に遇非存在下でのCDスペクトルの測定を行い、

これを用い差スペクトルを測定し、差スペクトルのθ値と濃度をプロットしChart

1に示した式を用い解離定数の決定を行った。
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