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不Ed問

人制は、文明の発達していない日三から病気やけがに IJ'(1Mせざるを仰なか η た「そ してその J九et4';1

f術雨カか、ら角解平放されるために、 i込い必がfiÎ\しいと願ってさたι それは時代や地岐を越えて ~ftにでも

共通する気持ちであることから、人UlJの基本的な願望であるとιえるだろう

fEはiljくには天然資源の"1から経験的に昆つけられ、初製されることなくそのまま )lJ1.、 られ

てきた。 しかし、 17世紀以降に近代科学が確ιしてからは、主のイィ効成分が化学情泣を持つ化

合物として認識されてきた。また!j:.体反応は非常に怯雑であるにもかかわら d、その'_t体が化

学反応式をJHいて説明されるようになったため、公!が|:?;的となる生体物12にどのように作iUす

るかについても洞察できるようになってきた。この人が知lり得る葉f型作HJのメカニズムには'1=，

体I人!の繁雄さのゆえ Lこ去知の部分も多いが、人間はこのメカースムに必づいてさらに新しい長

物をおIJることを目指すようになった また、生体Jx./.~，に|則する理解を深めるために、来物を i災

柴山1としてだけでなくバイオロジカルツールとして川いるようにもなった。北物 l・よる'1:11:fx. 

l必の~ilH却における合理性を追求するメディシナルケミストリーは、近年大きく j住民してきてい

る。実際1970年代になって、掠的蛍白質の活性部付:の也体構造をX線Ui品解析により IYJらかに

し、それに基づいて築物の構造を品適化することでl京:足:1日:をむIJることもできるようになった。

また批近になって、標的蛍 l'lt'lの構造に関する主I1凡とコンヒューターだけをJljし、たdP粁月食的な

}j~去により、活性を持つような梢jli を ûlJ り出すことも日J能となっている lk

しかしながら、これまでに注1.1されてきた薬物の探的は I:に酵素や受存体であった。 ー}j、

近年の分 r生物学の著しい発展に伴い、転写閃 f-のtII~iliや機能が明らかになってきた。すなわ

ち'I=.休かスムースに機能するt:めには、遺伝子DNAの持つ央大な情報から、必!佐なilil' I 't'iが必

~な II.~:に必要な場で発現されなくてはならない 蛍(1ftが発現するためのめ はI:}~はDNAから

RNAを生成する転写反比、であるが、 DNAと結合するなどしてその転写反応を巧みに開始させた

り調節したりする役割jを判う蛍(1ttが転写閃子である 。このような転写同 rの概念の砧;ιは、

裂を印lる立場から見ると新しい際的分子の出現にほかならなし」

転写|羽子の機能を問先することは、その転写閃[-が制節する泣伝子の発JJ!を選択的に抑える

ことにつながる (Figure0-1 ) すなわち転写困 fの機能を1111'，1;:する医薬品があれば、 II't;び I~ 子の



異常だけでなくコード領域に合まれる特定遺伝子の異常に由来する病気など、蛍自貨の発現の

抑制が治療に必iflな病気におt.1ても有効であると考えうれる。 ヒト遺伝子の30億塩基対からな

る全t益法配事IJをがとめる 、ニとを日的としたヒトゲノムプロジぷクトのi並行により、従米から知ら

れていたjr.t(J:病のはかに多くの疾病がj宣伝子!こ起i持することがわかってきた。 これまで人類に

例えば抗炎症薬として古くから使われてきたサリチル般やアスピリン(ドIgu陀 0・2)がある す

なわち転写凶1"NF-KB 後述)はその問答蛍自民h.:Bと私合 して通常は細胞質!こ存在しているが、

転写[羽子として作用する場合にはIKBと解離することで校内に移行してD¥JA.こ作用することが知i

られる。サリチル酸やアスヒリンは、このNF-ICB-hcB怯合体からllcBが解離しないように働くこ

は ~JJ6)OOの J!tü~病が知ら札ている とで、 NF-ICBの転写[kj子としての機能を阻害することが小された九これまでにこれらの抗炎杭

柴はブロスタグランジンの生合成を阻害することにより必珂!作川をぶすと考えられてきたが、

詳細はわかっていなかったのしかしながらこれらの成果により、サリチル般やアスピリンが炎

症に|則わる似り凶l-NF-ICBを阻害することで抗炎札業として作JlJする IIf能性がぷされた。

また、肱線耐の~I:.産物から近年発見され、最近 1:diされた強力な免桜抑制斉IJタクロリムス

Coding 
Region 

ドigure0・1.Inhibition of the 
funcllon of transcription factor. (FK 506. Figure 0・2) も、転:与国チの機能阻害に関わる l医薬品である、 I~ '。 タク口リムスは発見以

米、その柴珂1.作JllのメカニスムについてSchreiber.Crabtrcc. 0・Kedeらによって興味が持たれ、

Rcgulatory 
RcglOn 

RNA仁ごコ
m力的に研究が展開されてきたg その結果、タク口リムスはtkc;1n!-:JrNトATの機能をr;u'gする

ことがfVJらかになってきた。すなわち、 NF-ATもNF-ICBと似て通常は細胞質に存イl:しているが、

転写附子として作附する場合には酵素カルシニューリンの働きで核i人]に移行してDNAに作mす

Protcin仁コ

j宣伝子の機能を1)1[;与する薬物としては、これまでにアンチセンス分子2)やプレオマイシンへ ることがわかっている タクロリムスは蛋白質FKBPと結合し、その政合体がさらにカルシニュー

エスペソミシンAJM、ダイナマイシンA刷などの有機分子のように、 DNAやRNAに直接作用する

ものがよく AIIられる 3 アンチセンス分子は塩基配列特異的にDNAやRNAに作J1Jしてその機能を

附;1JサることがIIJ能 Cあるが、細胞内では酵素分解を受けやすく不安定である。一万、先に述

べたような有機分rは安定ではあるものの、認識するDNA塩必配列の特異性には限界が見られ、

特定のj宣伝子の発JJlのみを抑えることは難しい。すなわち、 DNAの偽造は向一要素の繰り返し

であるためにイf慨分 rは-憾に作用しやすい。従って自然界は転写(~ [-などの日大な蛋白質に

特別な1:夫を施し、厄J~配列特異的な制御を行なっていると考えられる そこでその転写因子

を、有機分子である薬物の保的として利用することで、塩法配列特異的な遺伝チの制御が可能

となると忠われる。

近年になって、徐々にではあるが薬物の標的としての転写閃 rに日が向けられるようになっ

てきた 以前に党比された医薬品の中にも、実は転写悶チの機能の阻害に起因して薬理作用を

示すことがl，i近になってポされたものがある。

リンと結合するためにカルシニューリンの機能が妨げられ、 NF-ATが'伝写凶 j三として機能しな

くなることがノj之された。それによってNF-ATが発JJ!をよ配しているサイトカインであるインター

ロイキン 2が生産されなくなり、免疫抑制作用をJ兵すと J7えられている。
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Figure 0・2.Structures of compounds that inhibit the function of NF-ICB and NF-A T. 
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これらとは異なり、 Ii.t Mから転~I): f:ì~ fの機能を1;11il_~:する化合物の発見を 1I 指して創楽を行な r

た例もある 転勺:f!~ J二Tatはエイズウイルスが持ち、 エイズウイルス遺伝f-の発現に閃わること

が広く M究されていた Rosche十1:はTatを日t;与すれば有効な.:r.イズ薬ーになると・id-え、 まず細胞を

)Il t.、たアッセイ法を破、工したlhb
よれを用いてスクリーニングを行なった結果、精神安定剤を l.l

指してl況に合成されていt-Ro5-1135 (日gure0 J) が、 Tatかf!J;写 [~g f-として閃うするili(.l~ f-発J_k

を間l'L1;寸・るよとがわかった IJ.ぃ 三ら!ニ毒性の少ない額縁仏Ro24・7429(figure 0・3)が介成され

Ihl 、その1;:]党がj止められたのしかし伐念なことに臨床試験 (phaseIl)で期待されたほどの臨床効

*が~L られず、開発がr[1 (卜.となった ，

1ぺ
CI CI 

Iミo5-333'i Ro 24・7429

Figurc 0・3. Structurc¥ of compound、thatinhibit the function of Tal. 

また先に述べたNI'-KBI.i、免疫j;52Fや炎症作川に必須の遺伝チの発現にi地わることが知られて

いる 。 Ii~j止 Signal PharmaccuticalHはNF-KBの慢能を問書する小分千化合物を発見し、ぜんそく

やi山f!?j炎のjfi時薬としての開発を行なっていることを明らかにしている

Ro 24・7429がどのようにしてTatの機能を問主しているかについてはわかっていないようであ

るが、 Tatの、それ杭I~{!，~il\(する RNA (" 対する結合能を阻害するのではないことが示されている 171

またアスピリンやタクロリムスは転写|持Iの核への移行を1;1l';!;:するのであり、転写i持・子に直接

作用しているわけではな L、。転'び附 jにに至るシグナル伝述系を阻害する場・介、そのドiAtにある

別の't1本物質にも影智・する可能性があるため、 4ui写[持寸こに(1
1[1&作用するう築物が阻害斉IJとしては

Iii良であると考えられる。しかしながら、 このような薬物はほとんど知られていなL、E 大部分

の転'lilNJ二は酵素や受存体と異なって基質である有機分rと結合するための部位は持たないこ

とから、転写I!-;Iチに直接作111する薬物をむIJることは阿維を伴うであろう しかし、逆!二、二れは

挑戦的な創薬でもある (なお転写!日千がグルココルザ・コイドやレチノイドの怯I付レ七ブター

としても働くことは知られ、 これら有機化介物の矧総体が!日正l斗j二の機能を制御する例はある

印l来を目指す有にとって、転写因子を標的とした医薬品を合理的にfillることは大きなUt~;で

ある。 しかしながら、 そこにでる道は谷弘ではないだろう 。それでもその _~主として、 で与る

だけ新しく合開的な方法によって転写州f-に直接作IIIするようなドIH1;:剤をおIJりた L、このよう

な化合物の創製が本研究の [:1的である。そのために、 人工化合物を分子設計、 合成し、 そのI;lt

t1;活性を評価した
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第一章

イミダゾール配位子によるHIV-EPIのDNA結合・の阻害

第一節 j予論

j見布、人 ~fl か克服したいと肢も強く願っている的公は工イズ(後天件免校不全症候群)であ

ろう。エイズは免疫システムのql机を破壊し、発起すれば非常に致死守;のふい、京鰐な疾患であ

る。 19811f:にエイズの忠行がH初に見つかって以米、世界各地で患者数は爆発的な附加を続け、

その制圧にInJけての付策はI!I際的な問題になっている。しかしながら、決定的な予防法や治療

法(j:~，とだになし、。それでも、 i世界中の多くの科学者の努力により、エイズの lE体は次第に明ら

かI'なってきた J 初めの突破11 は、 198 3年にMonlagnierらがエイズ前駆症状の忠~-からの レ ト

uウイルスLAV(後にHIV・!と改名された)の分離に成功したことである lW1C 1985年にはその

9193の令極法配列が決定5れて遺伝子地凶が作られ、 gag、pol、env遺伝子やHIV-Iに特有の遺

伝子の位置が示された川。

レト口ウイルスに感染した細胞中では、すでに宿主細胞に組みこまれたウイルス(プロウイ

ルス)の遺伝 fから蛍(1質が発現することにより感染将は潜伏期間を終えて発病に向かうこと

になる レトロウイルス遺伝チ発現の制御はプロウイ jレス両末端 にある LTR (long termina1 

repeal)と呼ばれる300・1300の泡基配列中のプロモーターやエンハンサー上で行なわれるこ とが

既に知られていたが、 19851j'.にHIV-IのLTR上のエンハンサーの位置も決定された211。その結果、

おもしろいことにしTRのエンハンサーには4塩基をはさんで2つのKB配列 (5'・GGGACTπCC-3'，

NF-KB.&.識配列と もいつ)が作化していることがわかった (Figureト1)。

このKB配列は、免疫応答に必須の多様な遺伝子の発現に関わる 、既に発見されて いたm転写

附子NF_KB2
¥lSI 後述 l が特異的に認識することで知られていた塩基配列である すなわち免疫

システムを破壊するこのウイルスは、ウイルス円 身が持つKB配列と、 人間が本来は免疫関連蛋

ドIt'iの発現のために持つNF-K8などの転写因子を 利用して遺伝子発現 を行な うと考えられる 。

-6-

実際HeLa細胞抽出法で処理した、 LTR乙合主 O¥，Aη フットプリンテイングによっても、このJo.:8

配列に転写因子と 15'・えられる長内質が結合する、ニとカ， 'J~ された zp c またLTR '))..:8配タIJに変民

を4入すると、マイトジェンとホルボールエスチルで刺激したJurkat*-1II1抱'11での転写活性がm尖

することがCATアッセイ ?:jjによりわかり、このにB配ダIJの重要性がIljjらかにされた2hc

TAGTAOT -4臼

UJ 
τGGAAGOGCTAATrCACτCCCAACOAAGACAAOATATCCττGATCTGTGGATCTACCACA ~担

CACAAOGCTACTTCCCTOATT~OCAGAACTACACACCAGGGCCAGGAGTCAOATATCCAC .3~ 

TOACCTTTOGATGGTOCTACAAGCTAGTACCAGTTGAGCCAGATAAGGTAGAAGAOGCCA 2~ 

ACAAAGGAGAOAACACCAGCTτGTTACACCCTOTGAOCCTGCATGGGAτG G A T G A C C C G G .21‘ 

AGAGAGAAGTGTTAGAGTGGAGGTτTGACAGCCGCCTAGCATTTCATCACOTGGCCCGAG ・.50<

AGCTGCAτCCGOAGTACTTCAAGAACTGC1GATATCGAGCTTGCTACA~GGOACTτT C CIG -9・
、，sSlte

C T 01GGGACTTTCCIAG~OAGOCOTOOCCTOGGCGGGACTGOGGAGTGGCCACCCCTCAOAT 

IIs Slte 
U3 rτ 

CCTGCATATAAGCACCTCCTTTTTCCCTGTACTドGGTCTCTCTGGITT A G A C C A G " T C T G A 

TAAI当時開

GCCTGGCAGC守 CTCTGGCTAGCTAGGGAACCCACTCCTTAAGCCTCAATAAAGCTτCCCT

R T us 

3‘ 

.26 

.86 

;OAGTGCTTCAAGTAGoC;CτGCC亡GTCTGττGτOTOACτCT ，0 G T A A C T .. C .. G A T C C C T C -"6 

AO..CCCTTT'AGτCAGTG・GOAAAATCTCTAGC .200 

Figure I・1.HIV・1LTR (Iong termlOul repeal) nucleotidc scqucnces. 

K8配列を認識する転写凶 fはNF-KBだけではないと予想されるため、次にいくつかのグルー

フがKB配列に結合する他の転写因子の発見を目指した。 1989年にイ，i-Jj:らは、しTR1-，のKB配ヂIjに

粘合する蛋向質をコートするcDNAを、ヒトB細胞入glllライブラリーから、転写附子の単離にお

いて一般的な方法・であるサウスウエスタン法により単離することに成山した。そのili(l'I'tは

HIV-EPl (HIV・1Enhancer Binding Protein)と命名された:KJI'" HIV-EPIは光に述べたNF-KBと兇な

り、亜鉛フィンヵー蛋白質であることがわかった。また引き続いて、日Ijの 2つのグループが

HIV・EPlと同じ蛍[:1質をlP.離して、 PRDII-BF1刈またはMBP-I川と昨んだ。ここで、この貨t!l1'l

は27 17個のアミノ酸を合み全長は298kD と、それまでに知られる届法配列特異的DNA結合蛍 1~1

質の中で最も大きいことがわかった2針。また、この中には2つの亜鉛フインガーが1630アミノ 酸

7 



そこでこのような部物を削る動に l羽わる宿主細胞山来の蛋1'1 質を標的とするこ とはな義i~\; 、。というそれまでに例のないユニークな他をはさんで2組存在する (各組のUlJで-70%の相、当性)

まずHJV-EP1の機能をl温;i?したいと与えた

一
ー Figurc 1・2.[nhlolllon ()f Ihe 

funCllOnoflllV_1 PI 
HJV-I 
PrO、IruS
DNA 

tXJJn仁コ

ための第・段階として、さらにHIV-EPIの染色体上の位置も明らかにされたり}。 また、jEを持つこともIYJらかになった拘

AGIE-BPI拘もそれぞWf以蛍['1'tl HIV _EP2mおよびHIVEP3Jlが単離さ札たほか、 αA-CRYBP1'J、

ラットから!ji.離された。れマウス、

かイf:{f.しないが、細胞をマイトジ .ェ通常、 JurkatT細胞11'にはわずかな訟のHIV-EPImR'=A 

このことからHIV-EP1はンと;);ルポール.:r_ステルで刺激すると HIV-f:P1mRNAが発現する30泊。

しかしなカTらHJV-EPIの分子立は大tE-.T紺l胞のi81't化に関与す・る転写|刈 fであると推定された。

それでもその日下細な機能はなかなか明らかにされなかった。〈実験しづらいこともあリ、

にBncijlJ~ i郡能fるもう lつの松写l碍子NF-KBとともにHIV-EP1の遺伝子発現の機能Gaynorらは、

の解明にもH(伸的に取り組み、 1992年にHIY-EPI遺伝子のスプライシングによ って生じた

200kD と 70kDの2 つの蛍r'1 吹かHIV-1 遺伝 rを活性化することを報行した.'~.H I。 その後、完全な

ぽさを持つIlIV-EPIの実験に成功し、 Jurkat細胞中でHIV-EPIがHIV-I遺伝子発現を活性化する

また、おもしろいことにHIV-EPJIはLTRのにB配列だけでことやCATI'ッセイ泊、により示した川

分子設計第二節なく、 KB配ダIJと配タIJか似たTARDNA (Figure 1 - 1 ) を。忍識することもフットプリンティングil~ や

ゲルシノト法により IljJらかになった加。TARはHIV-Iの転勺:活't'!，化に関わるHIV・lf41来の蛍ド1't1

Tatが認織するRNAであり川"、 HIV-EP1はTatの機能制御にも関わっているIfJ能門:をノメしている

DNAと*，.Jj介 Jる-群の蛋('1 i'1は、このHIV-EPIは、 C2H2却u亜鉛フィンガー長1'1質である h 刷。

そればかりでなく、 HIV-EP1には離れた位l[l:{こ2組のl匝鉛フィンガードメインが存イ1:するが、 i
ために、亜鉛が2つのシステインと 2つのヒスチジンに結合することで形成した折のようなm

をした亜鉛フインガーを持つJJ.(Figure I・3)。
もう iつがTARDNA{こ粘合して環を形成するという特異な ~ilJ御級つがしTRのKB配ダIJに結合し、

.r¥:を r.;t!Jすることがで主る加。

これより、感染後に発症をエイズは感染してもを症しづらく、潜伏期間が平均10年と長い。
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抑えることも可能であると予想される。もし、感染おから発病を遅らせたり [111止することがで

Leu そこでHIV-lの遺伝子発羽を阻止する薬物は、きれば、健常者と|司じ生活を送ることができる

Figure 1・3.C tcrmtnal zinc finger 
domain ofthe HIV-EP1 protein 

Ttr 

ーー

医薬品としても、 HIV-Jの遺伝子発現制御を解明するためのバイオロジカルツールとしても大き

これまでにエイズの治療薬など抗ウイルス剤の標的として、また、な窓味を持つ (Figure1・2)

阻害剤がウイしかし皮肉なことに、はウイルス111来の蛋白質が最良であると考・えられてきた。

9-

ルス由来の蛍白質に特異的である程、 HIV-Iの逆転写酵素sll害剤に見られるように耐性ウイルス

この点からも、 HIV-EPIのようにウイルスのi5
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が出現する可能咋が高いことがわかってきた。



既ドC~H 2~~~!亜鉛フィンガ-iIil!11Ulf268 y DNAの錯件、のX線結品解析が行なわれてお .J、連続

したll!ijaツインカーかD¥;A，こをきっくよう :DNA上の庖基と結合する様子が明らかにされてい

る..z，。前節でも述べたように、 HIV-EPIは、 2 つのタンデムな C:H2型 !~jうフィンガー (Figure

1 ・ 3)~H(l1 を離れた位置に2組持つ2九 各組のC.H~型 IU~鉛フインガーの構造はNMRスペクトルにより

~'ßlかめられ、 Z1f268やこれまてNMR λベクトルで lifJ らかにされたC~H，J~~.il豆~:}フインガーと同様、

辺、l'~ J・0シート台α・ヘリ yクλを持つことがぶされたJj九 なお、 HIV・EPIおいて離凶れた位置に作

(t了J-る2謝lの.IIHiiフインガーは、 それぞれKB配列にほぼ[IiJじ強さで結合することが明らか仁され

ている到。

HIV-EPIがこのようなilT:鉛ツインガー蛍1;1質であることに都目し、阻害斉IJの，22dを行なうこ

とにした。すなわち、 もしも HIV・EPIの!ltf鉛が配位子によって除去されると本米の立体構造を

J杉)J.比することができなくなり、 HIV-FPIのDNA結合が不可能になると与えた(Figureト4)。既に、

'ki呼JAc-ート口、ノ化介物やシ λルフィド化作物 (FigureI・5)が、 HIV-Iの持つヌクレオキャプシ

ド51ir' 1質やX(l g JiiJ ~I~ 蛍1' 1 t1のC ，H型 lll~m フインガーの亜鉛に結合するシステインを酸化すること

で、 III~鉛と結合ができないようにすることが明らかとなった川、 さらにおそらくこれによって、

ヒトリンパ球におけるHIV-Iの感染を阻害することが示唆された山、 (なお、 正常リンパ球細

胞に付しては細胞毒性を持たないこともぷされている )亜鉛フィンガーの亜鉛の除去は、
、，
、ー

の 'II~鉛フィンガーのシ λテインの際化に代わるもう l つの方法である そこで本研究では、亜鉛

を効本的に引き;4.&.く人1.配位子を創ることにした。

幻ocてChelator 

Cつ

DNA 

ゅαx
+ 

-~ 5;:;:::〉
HIV.EP1 

ぬ
ぐっ

Figure 1・4.The removal of zinc from the zinc finger moiety 01' HIV-EP卜
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(~ 
百 r 、NO

。人s-~

乙u

なs-so
Figure 1・5.Structures of 
oxidants to eject ZJnC of 
zinc fmger 

配位{-のぷ計においては、 自然界からヒントを件ょうと考えた。 !I:体内で1m:鉛を選択的に強

く取り込んでいる化合物には也鉛壷ドl質がある。その内、 まず亜鉛防素ドぷ:口した 461。これま

でに明らかにされた亜鉛酵素の亜鉛結合部位には、 ヒスチジンのイミダゾール環が傑/1¥して多

く見られる。}。 2番目にはグルタミン酸のカルボキシル北、 3書討にはアスパラキン酸のカルポ

キシル基とシステインのメルカプト基が多い幻J。例えばカルポニックアンヒドラーゼ481の張鉛に

は3つのイミダゾール環と lつの水分子が、 スーパーオキシドディスムターゼ州の1111鉛には3つの

イミダゾール環と lつのカルポキシル基が、 またカルボキシペプチダーゼ訓"の亜鉛には2つのイ

ミダゾール環と lつのカルボキシル基と 1つの水分rが配位していることがX線肘111111解析により

明らかになっている(Figureト針。そこでイミダゾール環やカルボキシル基を持つ配位了・を創れ

ば亜鉛と強く結合すると考えた。

えもHマ
Carbonic Anhydrase 

HN/、W '・Zn..__ NグへM

γ 会。ミ
Carbox ypeptidase 

O毒F

P2/ 
Superoxidc Dismutase 

Figure 1・6.Zinc binding site of zinc enzymes. 
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最近、大塚、杉irliらは抗措抗生物nブレオマイシンの金属結合部iruを、 71L子供与性のおい置

換}，I~が制配位 j二となるように構築し 1'" して、新 しい機能性化介物1・3を合成した (Figu陀 1-7 )口、

ヒリジン環の介なサにペプチドを持つ1は、銅Sii体としてスーパーオキシドmk活性を有する。

また、ピリジン環のとなりにアミノメチル法を持つ2、3は鉄錯体としてプレオマイシン係酸ぷ

活性化能})を作つ (屯(-供与性の弘山、ジメチルアミノ基を持つ3の力が2より高い酸み活性化

能})をノJ~ した .l )ピリジン環の宅ぷl.isp:混成軌道中に共役に加わらない非共布電子対を持ち、

イ、ダゾール環のキ~，f; と↑'titがj!i:1.、。(:実際にイミダゾール環の代わりにピリジン環を使った

モデル化fr物か多く版行されている c' )このことから1・3は分チ内に31.問のイミダゾール段また

はそのて?価体を持つということができる。

Me、N"Me

H H 

2 3 

Figure 1・7.Structure~ of the synthetic chelatores reconSlructed from the bleomycin metal core. 

そこで1・3を位鉛配11[了・として転則するとともに (1・3は亜鉛酵よと配位数が異なると考えら

れるが)、 3の鈍像休4や、イミダゾール環の配位能力を変化させるためにトリチル基を導入し

た5を合成することにした (Figure1・8) また、亜鉛酵みの亜鉛結合部位 (Figure1・6)と同様に、

ピリジン環とともにカルポキシル基を持つ6も合成しようと考えた (Figulreト8)06は、高い金以

捕捉能}Jを持つために配位.{-として仏く使JIjされているEDTA札納が持つアミノ酢際部伎を;有す

るt.め、強い亜鉛配位効果が期待される。さらに、 3からエステル部位を除いた8、8のイミダゾー

ル環の代わりにカルポキシル基を持つ9、ま た比較対照としてジメチルアミノ法を持つ10も合成

することにした (Figureト8)
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Me、N"Me Me、N"'Me Me N"Me 'y'Q....w'... 

HI 川 I H _ _ _ _ H I I~ I H _ー ー _ H I 川 IH 

み

H 
rrt rrt N""- -N、Trt

4 

Me、N"Me

H 

8 

5 

A 
cfH HヘCO?H

9 

6 

A 
;"" "'¥ 

10 

Figure 1・8.Structures of the designed chelators 10 remove zinc of zinc finger. 

第三節配位子の合成

3 (*SS)とその鏡像体4(*RR)の合成は、既知法に従って行なった (Scheme1・1)S2.S31，すなわち、

まずケリダム酸24を出発原料として中間体である4・(ジメチルアミノ)ピリジン・2，6-ジカルポアル

デヒド31を合成した。なお、 2つのメチルエステル基を持つ28の本点化ホウ為ナトリウムによる

還元反応において、 iつのエステルのみが還元された29を与え、反応時間を延ばしても29はジオー

ル体30に変換されなかった。そこで29を一度単離した後にさらド水素化ホウぷナトリウムと反

応させて30を合成した。またヒスチジンー温酸単一水布l物のそれぞれの異性体32、33からメチ

ルエステル体36、37に導いた後に、それぞれを31と反応させて3と4を得た。なお、 3と4はシリ

カゲルカラムクロマトグラフイー上で分解が見られるため、カラムの操作は速く行なう必要が

ある。
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$cheme I・2!こ示すように、 トリチル誘導体5 ，立、 3 キピ リジ ン{{伝子・ }~ftトリ7.:rニルメチ JJ.，

叫 A C向H

1) PC1S λ aq-NaOH 

H02(プd、F印唱、r、、'
C0

2
H2) MeOH Me02Cノ、人C02Me

24 2S 26 

と処理することにより収率88<ffで得られた 5はシリカゲル分lfX，JIJTLC(ジクロロメタン:メタノ ー

ル =5: 1)により精製することができるが、子成わ'1日体としては租生成物をヘキサンで洗浄寸れ

HNMe2 

Me、/Me

r，::7"、
H02Cノ、t-，(，!l'C02H

27 

SOCI2/MeOH 

Me'N/Me 

M.02C~∞2Me 

ば充分であることがわかった。 さらに5のメチルエステル部位をアルカリ条件ド呪j品で}J[J水分併

すると、カルボキシル体6(づs)のほかにそのジアステレオマー7いRS)を与えた。柿裂前にお

28 

ける6と7の'1:成比は6:7= 60:40であった。(反応'1::成物に硫般Ij巨鉛をり11え、 NMRスペクトルに

おけるそれぞれの布告白鈴体の比~~!を調べた。) この JI~成比は反応時間を制くしたり、温度を<; c 

に下げても変化しなかった。 (また精製した6と7は、それぞれアルカリ条件下で民性化が比ら

れなかった。このことからも、異性化はメチルエステルを持つ5ドおいておこったと与・えられる。)

Me'N/Me 

NaBトi4 〆¥
」ι J.l.. ~OH 

Me02C' ‘N' -....，.-

刷、/Me Me、/Me

A MnO2 ~ 

+ i ~ _" - r 11 
HO、.A... )l..._ .....UH ~， ，~/司、，~
v，ぱ/、~I~~" OHC〆 'N' 、CHO
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SOCI21 MeOH 戸イア州2 MeONa 戸〆"rNH2
ivN C 0 2 M e - - H d h o  

¥グ

5 (88q-) 

32傘S

33 *R 

34 ~5 
3S・R

36 *5 
37 *R 

aq-LiOH 

Me'N.....Me Trf N' l'l 'Trt Trf N- 1'1 Tバ

1) 311 MS3A 

6 (17<ff) 7 (9%) 

2) H21 Pd 1 C 

Scheme 1・2.Synthesis of compound'i S and 6. 

H H 

3 *55 
4 *RR 

6と7の分離をシリカゲル分取JUTLCによ り試みたところ、窓外なこと l・6と7はTLC中の恒鉛

を捕捉して [TLC(Merck 7747)板には蛍光指示薬としてケイ 般恒鉛が合まれているトそれぞれ

の-唖鉛錯体 (6・Zn，7・Zn)が収2キI19o/c(6・Zn)と22%(7・Zn)で生成した。 (それぞれの異性体の主

体構造は、肱光度の測定と亜鉛錯体の対称性を考えることにより決定した。すなわち、 NMRス

Scheme 1・1.Synthesis of compounds 3 and 4. 
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ベクトル i二でピリジン環の211}:と6f、工の側鎖のシグナルが非等価に観測されたものをRS-体7とし

た。) これらが，jl~鉛錯体であることは、応分解能質量分析 [HRMS (FAB). calcd for 

C ，H"O.N，Zn 1003.3638. found: 100.'¥.3685 (6-Zn). 1003.3661 (7-Zn)]と原子発光ス ペクトル

(lnd山 ivelycoupled argon plasma atomlC emlSSlOn spectroscopy)の測定 (計算値の48<fl-)により決

定した。 6 と 7のよの J':.想外の恭助から、その強い 'II~鉛の嫡捉能 )Jが予測された なお、 6・Znは

74勿，eeであ った(HPLC (カラム.CHIRALPAK AD 0.46 x 25 cm:七tOH:n-ヘキサン :Et2NH= 

oO・40:0.1; 保持II.~: IIIJ. SS-%n体.7.4う}， RR-異性休.10.2分)脅用いて決定l。亜鉛フリーの6と7は、

以I，~'.悦合物をシリカゲルカラムク口マトグラフィーで粕裂することによりそれぞれ似事17% 、

I)Ckで得ることができ た。柿製liijに反応混合物のpHを4・こまで下げると6と?の分離は|材難となっ

たことから、カルポキシレートの状態で柿裂することが必要と思われる ι7と亜鉛銑体6-Zn、

7χnlj:'HまたはI'CNMRスペクトルによ っても|瓦別することができるが、金属フリーのTLC板

(Mcrd. 15552 Kle叫 Igel60F川)を使Hlすることにより簡便に確認できた [R，値、 6.0.07: 6-Zn、

したe

/'.._ /NH2 
R' ~ 

Me、トrMe

OHCふCHO

31 

NaBH3CN 
11¥ 

M

l

L

¥
一H

)
N
人
l
V
N

M

…州f
j
 

白日

Scheme 1・3.Synlhesis 01' 
compounds 8 and 10. 

38 R = J=¥..， • HCI 5alt 
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10 R =ーc叫 (42%)
Me 

0.45: 7.0.07. 7・Zn.0.45 (CHzCI2:CH、OH=1:1))。

なお、別粍路による6の合成のために、 36と31の反応と同様にヒスチジン32(出限フ 1)一、無

水)と31の反応を試みたが、 2級アミノ化合物の生成は見られなかった。

8と10の合成は、 3や4と同様にアミン38、39とアルデヒド31の縮合反応によりシ 1フ塩基を

'1成させた後、逃j乙することで行なった (Scheme1・3) ただし、選比剤として水みの代わりに

シアン化水み化ホウ紫ナトリウムをJfjい、還元はinSltuまたは段階的に行なった。その結果8と

10か、それぞれ収E干13%、42o/cで得られた シアン化水主化ホウ紫ナトリウムを片J"、ると、副

'1.1&物として31の巡JT:.により中成した2.6-ジ(ヒドuキシメチル)-4・(ジメチルアミノ)ヒリジンを

Me、N"'Me

dム...... Me、N"'Me

OHC' ~町 、CHO 〆\

SOCI21 MeC 人 A
H02C~川 L MeωC~川 U1-. ， - r.. 'N' .)， 

HCI NaoH3¥';NωJN円門¥02Me

41 (95%) 
11 (66%) 

aq-liOH A 
cfHHN1COH 

Scheme 1-4. Synthesis 
of compound 9. 

生じるが、シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより分離が可能である ν

9の合成は11を粍It1して行なっ t.(Scheme卜4)0s・アラニン40をメチルエステル化して41を収

:ヂ95%で合成した後、 8の合成U;に従って31 と &r.~、させることによ。) 11が収率66%で作られた。

11のメチルエスナル部位をアルカリ条件下で加水分解することにより、 9が得られた 9のシリ

カゲルクロマトグラフイーによる梢製を試みたが分解が見られたため、恒生成物に合まれる9の

;止をNMRスペクトルにより定jitしてそのまま活性試験に用いることにした。

また計画した化合物のほかに、 RS体7やメチルエステルを持つ ~11IIU体11も活性を調べることに

第[7t1節 合成化合物の亜鉛配位能力

まず、合成化合物が設計どおり亜鉛を配位するかどうかについて調べた。6と7がTLC板中の

亜鉛を配位することは、前節で述べたとおりである。まず、 1・3および5・?をメタノールに溶か
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してl吋批の硫酸亜鉛を加えたところ、対応する 1:1の亜鉛錯体を与えた 。1-3、5-7とそれぞれ

の亜鉛鈷体は、 'Hまたは1ミC1¥lMRスペクトルやTLCなどにより明確に区別することができた。な

お、 6の rHf鉛$:~体は溶液中で2純頒の異性体a、 b として存有することがわかった (CO，OD中でa:b

= 83:17、 CO、00・D~O (4 1) '11でa:b= 70:30 。

次l二、これらの化合物の相対的な鋭鉛配位能力を、 3 との競争 J)(Jî:.~により調べた (eq 1-1 )。す

なわち3(-1叫 UIV)と比較するligand(-1 eq山V)をCD、00-D20(4: 1) に浴;かしてZnSO~ ・7H20 (< 1 

equiv)を加え、 3、ligand、3-χn、ligand-Znの4つの化合物の生成比を'HNMRスベクトルにおけ

るイミダゾールとピリンンのプロトンのシグナルの検分比から決定した (阻宍活性の測定は

4'kメタノールを含む水溶液'11で行なう 。 しかしながらここで'CO、00-0:0(4: 1)を用いたのは、

水に刈 4る出桝性の{凡い化合物もあるが、明確なNMRスペクトルが得られる濃度にするためで

ある また、|時間をおいてもスペクトルに変化が凡られないことを確認.した。 )

最初に、ピリジン環のとなりにペプチドを持つ1とアミノメチル基を持つ2について、先に述

べた続下反比‘を行な，た。その結果、加えた唖鉛は全て2と結合した。このように1と比べて2が

11μ志向己付能)Jt持つのは、 lがu昔、Iえで同定されたペプチド結合部分を持つのにふIし、 2ではそれ

ド代わってn1111交の大きい 1級アミノ基を持つことによわ亜鉛と強く結合できるようになった

ためと 454えられる。3とそのほかのligandの税争反応の結果をTableトlに示す ピリシン環にジ

メチルアミノ)，I~ を持つ3の亜鉛配位能}J は2のそれド比べて非常に強まった。これはジメチルア

ミノ);しの1壮f-fJl与効*によるものであろう l また、イミダゾール環にトリチルルを導入した5で

は、 3'-比べて岨鉛配位能力の減少か見られた。これはイミダゾール環の単基性の減少や立体効

~~のためと 454えられる。 しか L ながらメチルエステルをカルボキシル基に変えた6では、配{立能

}Jが101行も強まった4 さら l・6のジアステレオマー7では蚊も強い配位能力をノ兵した。なお、

C口、00'11でも IIiJじ棋な傾向が見られた。

さら， - 7 と、配位子として!t 化学実験.こも広く使用されている EOTAS~ 則的の曹.鉛配位能力を比

べた。すなわち、 7(1 eq山v)と EOTA(1 equiv)をCH，OH・H、0(4:1)に溶かしてZnSO..7H:0(0.9 

eq山v)を加えたところ、 TLC(Merck 15552)とで7・Znの生成は全く見られなかった。これは、

全ての rll~鉛がEDTAに捕捉されたためと考えられる t また、 7-Zn(1 eq山v)をCH¥OH-H20(4: 1) 

に溶かしEDTA(1 equlけを加えたところ、 7・Zn，.:t完全に消失 L亜鉛フリーの7を'}・えることカf

ー18

Table 1・1. CompetitJ¥c .linc btnding cxperiment可of<:ompound、2.3.5，6宅 and7. 

The rallO of zinc complcxes wcrc estimalcd by 111 NMR叩eclrosl'Opy.

ZnS04 
3 + Itgand - -ーーー - --ー園田町欄-田町・. 3-Zn(I1) + ligand-Ln(lI) 

Ligaml 

2 

3 

5 

6 

7 

C010D-020 

(4: 1) 

[Iigand-Zn]I [hgand] 

[3・Zn]I (3] 

。
1.0 

0.3 

10 

16 

(cq. 1・1) 
H H 

1 Y=O 
2 Y=2H 

3 R 
1 = Me， R

2 = H， 'SS 

5 R 1 = Me， R2 = Tは，'SS 

6 R1 = H， R2 = Trt， 'SS 

7 R1=H，R2=Trt，'RS 

TLC (Merck 15552) 上で観測された。 これは、 EOTAが7・Znから ~I~鉛を引き抜いたためと考えら

れるのこのような結果から、 7の亜鉛配位能}JはEOTAには及ばないことがわかった。

このようにして明らかにされた亜鉛の配似能力の順序をまとめると、

1<2<5<3く 6<7 <EDTA 

となる。

これらの合成化合物がどのようにして rJlI 鉛に配位するのかに L~ する xu ~を作るために、

CO，ODおよび/またはCD)OO-DzO(4: 1)中での、4p.鉛フリ ーの化fT物がrWj:f}を配枕した後の C

NMRスベクトルにおけるケミカルシヌトの変化を調べた ℃シグナルのl，iJ定はオフレゾナンス

スベクトルに必つ'いて行なった。)。 結果をTableI ・2!こノjミサ 6のカルポニル炭払 (carbon7)の

ケミカルシフトは、 3 、 5のそれよりも変化が大きい 。 また、 6 、 ?のイミダゾール J;~f付 bえよの

(carbon 9・11)のケミカルシフトは、 3、5のそれよりも変化か小さし、。3・Zn、5・Znにおいては、

iつのピ jジン環の窒込、 2つの2級アミノ、 2つのイミダゾール環が亜鉛に配位していると考え

られる (3と似た2の銅錯体のX線結品解析が行われ、このような5配位であることが/Jミされた

ー19



Table 1・2.Difference in 13C chemical shifts between metal-free and Zrトchelated3， 5， 6， and 7. 

Ligand 

3 

5 

5 

6a 

6a 

6b 

7 

7 

1 ......... ト〆 1

;〈l;5
内ム*/ん 州ふo〆

JJ;81:Lh; 

Solventa 2/4b 3 5 

B 0.4 ~1.4 -1.1 -1.3 

-0.6 

A 0.5 ::::0.6 ー0.6 -0.5 

B -0.2 ミ1.8 -1.0 c 

A 0.4 さ3.6 0.2 -3.5 

B 0.4 ミ2.0 0.1 -3.2 

A 0.4 ~4.8 -0.3 -1.3 

A 0.5 ~4.7 0.2 -3.7 

0.6 -2.6 

B 0.3 ::::3.1 -0.4 -2.6 

-0.1 c 

aA: CD30D， B: CD30D-D20 (4:1) 

Carbon 

6 

1.8 

2.0 

0.0 

1.2 

0.8 

1.2 

0.2 

0.4 

1.0 

1.4 

3 R 1 = Me， R2 = H，・SS
5 R1 = Me， R2 = Trt，・SS
6 R1 = H， R2 = Tバ，・SS
7 R 1 = H， R2 = Trt，・RS

7 8 9111 b 

-2.6 -3.4 ~2.8 

-2.5 -4.9 3.3 

-2.8 -4.9 ~2.8 

-5.1 -2..1 1.4 

c -2..7 Q.2 

ーc -1.0 ~2.l 

_c -1.3 ~2.4 

c -01.8 ~1. 5 

c -3，.5 ~1.9 

_c -2:.4 ~1.4 

10 

-1.1 

1.2 

1.3 

0.9 

0.8 

0.3 

0.2 

0.9 

0.1 

0.4 

bX/Y: Since signals for the carbons x and y could not be distinguished from each other， 

differences were calculated for all possible conbinations of chemical shift values for x 

and y. Greater one of the values for carbon x and y is shown. 

CNot clear. 
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ヘ これに対してIJCNMRスベクトルの結果は、 6と7ではイミダゾー ル環に代わって2つのカ

ルホ・キシル基が配位に関与していることをノ示していると考えられる 内また、 TLC[Merck 5714 

[CH~Cl~-CH、OH (5・1)]]上で、6・Znや7・ZnのR.11直が5・Znのそれに比べて大きいことも、 6・Znや7-Zn

のカルボキシレートアニオンが亜鉛のカチオンによって中和され概性がドがったためと45-えら

れ、 IJCNMRスペクトルの結果と 一致している (R，・ 6・Zn，0.58; 7・Zn，0.39; 5・Zn，O)。このような

カルボニル基の影響で、先に述べたように6と7が強い亜鉛配位能j)を持つようになったと号え

ている。これらの亜鉛錯体のX線結晶解析を行なうため、現在結晶化を試みている。[なお、 6、

7の銅錯体 (6・Cu，7・Cu)は3、5の銅錯体 (3・CU，5・Cu)と似たESRノTラメーターを示すことがわかっ

た(g.l..:3・Cu，2.082;5・Cu，2.079; 6・Cu，2.078;7・Cu，2.078. g，/ 3・Cu，2.370; 5・Cu.2.366; 6-Cu、

2.371; 7-Cu， 2.369. Av/. 3岨 Cu，153.5; 5・Cu，150.3; 6・Cu，146.3; 7・Cu，143.5.) 0 ] 

第五節 HIV-EPlのDNA結合に対する阻害活性

実際に、ここで合成したイミダゾール環やカルボキシル基を持つ化合物がHIV-EPIとDNAの

結合を阻害するかを検討した。阻害実験には、比較対照としてEDTAを用いる ことにした。また

アッセイ法として、 HIV-EPtと32pでラベルしたDNAの複合体を電気泳動により分離した後に検

出するゲルシフトアッセイを用いた。なお実験には、 HIV・EPIとして、本来の蛋白質のc...fミ端側

の!組の亜鉛フィンガー付近の-340個のアミノ酸を含む部分2仰を使用した。またDNAとしては、

マウス免疫グロプリンK軽鎖のエンハンサーの一部である、 KB配列を含む二本鎖オリゴヌクレオ

チド (5'-AGCTTCAGAGGGGACTITCCGAGAGG-3'and 5'-TCGACCTCTCGGAAAGTCCCCTCTG 

A-3')を用いた。阻害活性の評価は、 HIV-EPIと阻害剤を200Cで30分間インキュベートした後に

ラベルしたDNAを加え、どの程度目V・EPIとDNAが複合体を形成するかどうかをゲルシフトアッ

セイにより調べることにより行なった。なおこのアッセイは、すべてEDTA(1.5 mM)存在下で

行なった。EDTAは、 大腸菌中で発現させたHIV-EPIに含まれる金属の狭雑物を除き、阻害活性

に対する影響を避けるために加えた。

Figure Iθには化合物7についての結果を示す。この写真において、上のバンドはHIV-EPIと

21 



l∞ 下のバンドはフリーのDNAを示す。すなわち上のバンドが阻告:剤を加えていなDNAの複合体、
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Figure 1・9.Effect of ligand.， 7 and EDTA on the DNA binding of HIV・EPI.HIV-EPl was 

tncubated with each sample in the presence of poly(dI-dC) at room temperature for 30 min. A 
radioactive double-.，tranded oligonucleotide containing a KB site from the mouse K light-chain 
enhancer was added. Sample was loaded 0010 a polyacrylamide band shift gel， and the gel 
electrophoresis wa.， run. 

8 7 6 5 4 3 2 

Figure 1・10.Effect of synthetic chelators and EDTA on the DNA binding of 

HIV -EP 1. aQuantitation of radioactivity of the electrophoretic band was conducted 

using an image analyzer. 
合成 した化合物の中でいくつかの化合物は、 EDTAよりも強い阻害活性をぷした (Figure1・10)。

ピリジン環のとなりにペプチドを持つ1はほとんど姐害すなわち300凶4の濃度で比較すると、

ペプチドの代わりにご級アミノ法を持つ3、4は阻12活性を示し、ほとiお性を示さなかったが、

ル環にトリチル基を導入した5では阻害活性が低下した。 5にカルポキシル基を導入した6や7で(なお30μMでの比較において、 3とその鋭像体4の阻害活性には変んと'のパンドが消失した。

また3からエステル部位を除いた8では、 3と同様に阻;ヰi;r;-

阻害活性HIV・EPIとDNAを結合させた後に300凶4の8を加えたところ、

-23 

はさらに阻害活性の低下が見られた。

(なお、性を示した。

ピリジン環の4位にジメチルアミノ基

3のイミダゾーをねたなし、2とジメチルアミノ j去を持つ3の組害活性には変化が見られなかった

-22-

また100μMでの比較において、化がみられなかった。)



Table 1・3.Effect of zinc in the inhibition 01' thc D、¥binding of HI¥・EPlb) 
compound 3. 

ニれに対してイミダゾール環に代わってカルの低ドが見られた。DNA-boundHIV-EPl. 42勿)

およびEDTAはほとんどエステルをt年つ11、ジメチルアミノ基を持つ10、ポキシ 1レjt を!，~つ9 、

r:n従前1'1:を見せなかった。

DNA-bound HIV-EPl (係)aln compound no. ここでIVJらかとなったmt名活性の順序をまとめると、

。3 (0.7 mM) 1.9，10、11，EDTA < 7く 6<5く 2，3，4.8

100 0.7 mMn 3 (0.7 mM) 2 半分近くの結合を阻害また30凶4の3は、"什止の傾rilJはImMの濃度でも見られた。であった。

100 2.1 mMc 3 (0.7 mM) 

3 (1.0 mM) 

3 しt.(DNA-bound .IIY-EPI: 60%)。
。4 

Figurc 1-1 1， Tablc 1・3'こぶすように、 3によって阻;与されたHIY-EP1とDNAの結合は、亜鉛を

99 1.0 mMh 3 (1.0 mM) 5 
また、 3の亜鉛錯体は阻害効果をぶさなかった (Figure1・12)08に/)11えることにより 11111製した。

77 1.0mMC 3 (1.0 mル1)6 
ついてもよれらとIliJ似の効果が見られた。

94 2.0mMC 3 (1.0 mル1)7 

aQuantitation of radioactivity of the e1ectrophoretic band was conducted 

using an image ana1yzer. bZn2+ was added before addition of HIV-EP1. 

cZn2+ was added after the addition of HIV・EPI

Compound 3 
(0.7 mM) 

HIV-EP1 
ω
C
O

一冊。。。』肉体
+ + 

Compound 3 
(0.7 mM) 

HIV-EP1 
「一一一一「Zn2+ (0.7 mM) 

+ + 

考察第六節Zn2+ (2.1 mM) 

この効キ:人[配位子を用いてHIV-EPトDNAを効術的に問l'ji:することができた。このように、

+ 

+ 

4←-Complex 

次のように考えることができる。3や8的な|温存がどのような機構で行なわれるかについては、骨 一Complex

亜鉛錯体が阻害効果をぷによる組会反応の後に亜鉛を加えるとHIV・EPI-DNAが凶復すること、

この配位子がHIV-EPIの亜鉛フィンガーから亜鉛を除去することにより、さないことから、
ー"-Free

咽時ー-Free
HIY・EPIが本来の立体構造を形成できなくなってDNA!こ粘合できなくなったと考えられる

2 
4 3 2 

エチシさらに、強い阻害活性を示した3がDNAと相互作用しないことを碓かめた 3 すなわち、

阻害実験に用いた二本鎖DNAオリゴヌクレオチド (ロpでラベルしていないもウム置換Jf験を、

エチジウムブロマイド (2.1μM)をDNAに結合させた後に3(50 eq山v)の)を用いて行なった。Figure 1・12.Effect of ZnS04 (3 equiv 
of 3， introduced after the addition of HIV-
EP1). 

Figure 1・11.Effect of ZnS04 (1 equiv 
of 3， introduced before the addition of 
HJV-EP1). DNAとエチジウムブロマイドに起悶するill:光スペクトルに変化は見られなかった。

DNAと相互作用することが知られるディスタマイシン A(50 eq山v)を用いて同じ条件で

25 

を加えたが、

なお、
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実験を行なったところ、 i堤l支依仔的に蛍光のi域支が見ちれ、エチジウムブロマイドとの置換が

進行したことが〆Jミされている。またpBR322フ'ラスミト D"AのBllmHI・Sphlフラグメントを用い

たD'ia吋!フ ッ トプリンティング実験も行な ったが、 3(1 mM)を加えても変化は見られなかっ

た。 (['iJじ条件で、 エルサミシン Aによるフ ットプリントは観察されている。) これらより、 3

はDNAと+111川市JIJしないと考えられるの

また~"; :: f;~:で述べるように、 3 (1 mM) はNF-lCBの (p65)_ と DNAの結合を阻害しなし、。 (p65)~

レDNAの紡作はJt~皮肉~Jl;l; いこと灯}から、もし3がDNAr 判lli. WflJ することでHIV-EPI ・DNA を 阻

;ij:寸・るのであれば、 (p6~)，と DNA との結合をも阻害すると忠われる 。 このことも先の結果を支

n:している。

このように 1:l!'i'~の機構が設計どおりの亜鉛の除去によることがぶされたが、必ずしも亜鉛に

向い配位能))を持つ化合物が強い阻害効果を示さなかった。亜鉛の配位能力の順序は1く 2く 5

く 3< 6 < 7 < EDTA {あったが、阻害効果の願序はI，EDTA< 7く 6く 5<: 2，3であった。5、6、7

はトリチル)，~の効果で水に浴けづらいために阻害効果が高まらなかったことは考えられる。し

かし、I::.DTAは2や3に比べて非常・に強い亜鉛の配位能力を示したにもかかわらず、阻害効果は

2，3の}j1J、EDTAよりもかな り強かった。これは、この間宮反応が述度品的支配を受けているた

めと与えている すなわち、阻宮剤が亜鉛に近づいて生じた遷移状態(または不安定中間体、

恒鉛が4配位であるか5配悦であるかは不明である)が、 2、3によって/色じたものの方がEDTA

のそれよりも屯子的効*ゃ \ì~体効果などによって安定であるために、 2 、 3の阻害反応が速く進

行するからであろう。

この2、3の持つイミダゾール環が有効であることは、エステル基を持たない同じ構造の8、9、

10、11rjlの阻お活性の比較においても示されている すなわちイミダゾール環を持つ8は、同じ

骨格においてカルポキシルj妻、ジメチルアミノ基、エステルを持つ9、10、11に比べて阻害活性

が非常に向L、。始めに亜鉛酵素の亜鉛結合部位にイミダゾール環か多く見られることからイミ

ダゾール止を持つ人工配位子を分子設計したが、この若限は間追っていなかったように思われ

る ('m鉛骨子訴の唖鉛は4配{、Zである。この限害反応において重要なのは先に述べたように遷移

状態であると考えられらため、人工配位予カミ4配位でないことは問題にならなかったと思われる。)

これに対して、 EDTAの阻害効果の少ないことや、同じトリチル法を持つ5と比較してカルボ

キシル基を持つ6、7の阻害活性が低いことから、カルポキシJレ).t;!ま効来的でないようである

なお、ピリジン環の4fまにジメチルアミノ基を持たない2 も 3 とほぼ同 じ ~n~J効果を IJミ し たが、

3・ 11のジメチルアミノ悲は分子の水溶性を上げるためにはイi却~~，~.. 'llJを果たしたとJ)・えている

また、 3 と l 当訟の塩化銅から生成した3の剣錯体 (3・Cu) も HIY -FPI ・Dt'\A をド[t~gすることがわ

かった [DNA-boundHIV・EPI:2'k (0.7 mM 3・Cu)，71 % <0.7 mM  CuCI;)]。これは、 3・Cuの鉢iが亜

鉛フインガーの 1亜鉛と in換し、 Cu1・が亜鉛が除去されたツインガ-~ISf立を般化するためである IIf

能性もある t亜鉛フィンガーからの亜鉛の引きJ友きとメルカブトぷの般化をIdJ時に行なうこと

も新しい阻'Xjhlであると考えている。

なお、 トリチル法を持つ5は鉄錯体として3 よりも強い酸索活'~I;化能力を持つことが示された。

また、おそらくこの酸紫活性化能力に起肉して細胞中でアポトーシス誘導能を持つことが悔沢

らにより明らかにされている唱。
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第二章

メルカプト配位子による効率的な阻害

第一節 序論および分子設計

前市においては、亜鉛フインガー蛋白質問V-EPIから亜鉛を引き抜く人工配位子の設計にあ

たって、亜鉛酵Jfの亜鉛結合部位にヒントを得た。酵素でない亜鉛蛋白質には、亜鉛フィンガー

蛍肉質のようにその亜鉛が蛋白質の立体構造を安定化させる役割を担うものがある。そこで本

市では亜鉛フインガー蛋白質の亜鉛結合部位に着目して、 HIV-EPlの阻害剤を再設計すること

にした。酵ぷの亜鉛結合部位は亜鉛と結合するだけでなく、亜鉛に触媒的機能を授けるように

もできていると考えられる 。これに対して亜鉛フィンガー蛋白質の亜鉛結合部位は、亜鉛と強

く結合するだけであるから、このような設計に構造に期待が持たれる。

亜鉛フインガ一長内質には~H2R~! 、 C3H盟、 C4型、 C6担などがあるが (Figure 2・1)41) ，これまで

に知られるすべての亜鉛フインガーはシステインのメルカプト基を持つ。

日ヤ_/'¥

ぐs;守
C2H2 Type 

? 
。?ひ

ら
C4 Type 

トや

0 ・子い

ら
C)H Type 

ぃ号、

_[S ~ .~ 

C6 Type 

Figul'e 2・1.Zinc binding site 
of zinc finger proteins. 

実際にシステインの亜鉛錯体は、ヒスチジンなどその他のアミノ酸の亜鉛錯体に比べて高い

安定度定数を持つ$9.60)。このようなメルカプト基と亜鉛の独特の強い結合は、電子の逆供与が亜
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鉛のdπ軌道から硫黄のdπまたはpπ軌道へ起こり得ることによ り説明される判。そこでメルカフ

ト化合物を合成し、 HJV-EPlの機能の阻害を強めることが可能と与えたへ

まず、第一章で強い阻害効果を示した人工配位子3や8の4・ジメチルアミノピリジン部F(を残

し、イミダゾール環に代わってメルカプト基を持つ化合物12および13を合成することにした

(Figure 2・2)03や8の2級アミノとイミダゾール環が亜鉛に配位すると、 6員環を形成することに

なる (Figure2・3)。しかし、6員環だけでなく 5員環も安定であると考え、 13の他に炭素鎖の斜か

い12も合成することにした (Figure2・3)。さらに比較のためにメチルチオ化合物14、15などのア

ルキルチオ化合物や、ヒドロキシル基(酸素は周期表上で硫黄のすぐ上に位置する)を持つ19

も合成しようと考えた (Figure2-2)。

Me、w-Me Me、w-Me

12 n = 1 

13 n = 2 
14 R = SMe， n = 1 

15 R = SMe， n = 2 
19 R = OH， n = 2 

Figure 2・2.Structures of the designed 
chelators having mercapto and related 
groups. 

Figure 2・3.Zinc-chelating mode 
of the synthetic chelators. 

第二節 配位子の合成

12および13を、第一章における化合物と同様にアミンとアルデヒド31から合成するためには、

メルカプト基に保護基を導入することが必要である。保護基としては、金属を使用せずに高収

率で除去で、きるもの(扱う化合物が配位子であるため金属は取り込まれる可能性があり、また

生成物の精製が困難なことが予想されるため) 、保護基を導入 した中間体も阻害実験の比較対

ー29-



mtとしての窓味を持つものという観点から、 reバ・フ月チル基およびトリチル基を選んだ。合成は 46をそれぞれ19%、46%、62'1-で合成した。(別途のjj法などによる43 、44的、46仙の合成は
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既に報告されている ) 

次にアミン体43とアルデヒド31から、 8と同様に(第一章に口己載}シアン化本来化ホウぷナト

リウムを用いて、 16を収:宇49%で合成した。次の脱保護k応、は2-ニトロフ ェニルジチオ体を粁

Scheme 2・iに従って行なった。

45 46 (62%) 

由して行なうことにした。 16を酢酸申で極化2・ニトロベンゼンスルフェニル (~ps-CI)で処FI~ し

たところ、 2級アミンにも2・ニトロフェニルチオ (Nps)基が入った47か似や77%で得られた。

(rert-ブチル基の代わりにトリチル悲を用いることもできる。すなわち!日j級の方法で44から18

を収率41%で合成した後に、収率70%で47を得ることもできた。) このアミン上の置換基のみ

を3-メチルインドール存イ五下酸性条件ιて除去したところ、目的物のチオール部位がジスルフイ

ド化された22が収tキ!88%で得られた。 22に還元~JNaB凡を加えると、 NpsJ.I;に起 i唱すると思われ

る反応溶液の色の変化(員2色→オレンジ色)が凡られた。引き続きpHをiにして副生成物の2・ニ

42 

CI~NH2.HCI 一 t-BuSH t-BuS'-.._/戸'---/町村 l

NaOH 

u 
ょ江

Me、ト.，....Me
トロフェニルチオール (Nps-H)をジクロロメタンで洗浄して除去した後に、 pHをふ7に合わせて

ジクロロメタンで抗1111¥することにより 12を収:f75'7cで得ることができた。この際、 12が酸化さ

NaBH3CN 

RYH  HN1R 

Nps-CI 

AcOH 
れないように充分な注意が必要である p また、"Jps-Hを除去した後に椴性水浴液を濃縮すること

43.44. or 46 

で、 12の塩酸塩が得られた。12の塩酸塩は12に比ぺて空気酸化を受けにくいが、潮解性を持つ。

16 R = t-Bu， n = 1 (49%) 
17 R =泊u，n=2(39'iも)
18 R =Tパ，n=1(41%)

47 n = 1 (77% from 16。
70% from 18) 

48 n = 2 (61 %) 

aq-HCI A 
J~ 町

Me、N"'Me

また、 46を出発原料にしてfril織の方法で13およびその温酸塩を得ることもできた。

メチルチオ体14、15はそれぞれ、 2・クロロエチルアミン塩酸梅49から合成した50(別途の h

i去による合成は報告されている的)から収ギ19'7c、51 (HCIフリ一体は，fi版)から収辛口%で合

成した (Scheme2・2) 。 また、ヒドロキシル体19 も 10)般にしてアミン52から似'+~ 1 7%で得ることNaBH4orOTI 

ができた (Scheme2・2)3・methyhndole

12と13は空気中で符易にR変化され、ジスルフイト体を与える その iな生成物は、 HRMSか

22n=1(88%) 
23 n = 2 (90%) 

12 n = 1 (75%) 
13 n=2(67%) らそれぞれの環状ジスルフィド20、21と与・えられる (Figure2・4，20: HRMS calcd for CIlH22N~S、:

298.1286. found: 298.1307; 21: HRMS calcd for CI~H:~N~S:: 326.1598. found: 326.1573.) ジスル

Scheme 2・1.Synthesis of compounds 12 and 13. 
フィド20-23は空気中で安定であり、扱いやすし、。 また、 3当量のシチオスレイトール (DTI)を

加えると、すぐに20・23は完全に消失し、対応するメルカプト体12、13か生成する 阻害活性試

験で用いる緩衝溶液'11には1.5mMのDTTが合まれることから、 20・23を12、13の実際仁の等価

体として用い、 insiruで12、13を発生させることにした。

すなわち、まず2・アミノエタンチオール塩酸塩 (42)または3・クロロプロピルアミン塩酸塩

川5)今出発原料とし、{呆i盤J主であるrert-フみチjレチオ法またはトリチル基を持つアミン体43、44、

ー30- 31 



/ヘ_.....NH2・HCI
CI/ ~ 

MeSNa 
50 (19後)

DTTなどのほかのメルカ プト化合物の阻害活性は12 、 13のそれに比べてかなり ~hj ¥，、。 しかし

14・18は300凶4の濃度では阻害活性を示し、この中ではトリチルチオ体18が肢もd郎、時13活性

を示した。また、 12の構造のー部である2・アミノエタンチオールも30凶4でわずかな|温与活性
49 

を示しているようである。

R/、<NH
2

Me、N.....Me

dム...... Me、N"Me

OHC'マV 、CHO

31 

NaBト13CN

Me、トrMe

HIV-EP1 

3 13a 13b 12c 12d 14 18 (30μM) 

50 R = SMe， n = 1， HCI sal! 
51 R = SMe， n = 2， HCI sal! 
52 R = OH， n = 2 

14 R=SMe，n=1 (19%) 
15 R = SMe， n = 2 (139も)
19 R=OH，n=2(17%) 

20 n=1 
21 n=2 

~- Complex 

Scheme 2・2.Synthesis of compounds 14， 15. and 19. 

Figure 2-4. Structures of 

disulfide 20 and 21. 

第三節 HIV-EPlのDNA結合に対する阻害活性および考察
Free 

2 3 4 5 6 7 8  

合成したメルカプト化合物および関連化合物12・19の阻害活性を、ゲルシフトアッセイ (第一

市に記載したH法に従う)により IJ~べた 。 この際、比較として第 ー市で強い阻害活性を示した3

を月jいた。結果をFigure2-5、2・61こ示すの

環状ジスルフィド20、21から発生させた12、13と、 2・ニトロフ ェニ ルジチオ体22、23から発

Figure 2・5.Effect of synthetic chelators (30μM) on the DNA binding of HIV-EPI. 

After HIV-EPl was incubated with each chelator in the presence of poly(dJ-dC) at 

room temperature for 30 min.， a radioactive DNA probe containing a KB site from the 

mouse K light-chain enhancer was added. Sample was loaded onto a polyacrylamlde 

band shift gel， and the gel electrophoresis was run. aOenerated from 21. bOencra!ed 

from 23. cOenerated from 20. dOenerated from 22. 

~l: させた12、 13はそれぞれほぽlú) じ阻得活性を示した。 明らかにメルカプト化合物12、 13の阻

;ヰ活性は、イミダゾール化合物3のそれに比べて高いことがわかった。最も強い阻害活性を示し

た化合物は炭紫鎖の短い12であり、 30凶4でほぼ完全にHIV-EPI・DNAを消失させた (なお、

HIV-EPIとDNAを結合させた後に30凶4の12を加えたところ、阻得活性の低下が凡られた。

DNA-bound HIV-EPI: 51%)それに対して3がほぼ完全にHIV-EPI・DNAを消失させるためには

300μMは必要であった。 なお、 12による阻害には漉度依存性が見られ、そ-のICsoは-4~であっ

た 従って12は3 よりも 10倍以上強い阻害活性を示すといえる 。 また、メチルチオ、 tert・ 7~チル

チオ、 トリチルチオ体14-18、ヒドロキシル体19，2・アミノエタンチオール、グルタチオン、

第一章で述べたように、 3によって阻害されたHIV-EPIとDNAの結合は亜鉛を加えると阿保す

る 。 また、 3の亜鉛錯体は阻惇効果を示さない。 このことから、 3 による I~fl'l;'は恒鉛フインカ ー

からの亜鉛の除去に起因すると考えられた これに対して12や 13によ って|現存されたHIV-EPI

とDNAの結合は、亜鉛を加えても回復しなかった (Figure2・7，Table 2・1)。またD20中3当日の

DTT存在下、 12に1当量の硫酸亜鉛を加えてpHを7に合わせると 'HNMRから亜鉛錯体と推定さ

れる化合物が得られる 。こうして得た12の亜鉛錯体も阻害効果を示さなかった (Figure2・7，

-32-
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ベ』12がHl¥'-EPIから亜鉛をひきぬいた徒、

Table 2・I)。

なお亜鉛を加えても回復しなかった理由として、

らに加えられた3当&の恒鉛が亜鉛フリーのHIV-EPIの}jに結合しないで全f:"12の}jに結合して

12にi吋iJゲルシフトアッ七イにffl¥.、た絞衝i初夜中で、しかし、しまった可能性も考えられる。

さらなる 'll~}fìの強

このことは光のIIJ能性を何〉じする

の硫酸咲かを加えて亜鉛錯体を形成させた{去に2吋位の硫民主I亜鉛を加えても、

い取り込みはIHNMRスペクトル 1..には在llisIJされなかったo

12 (1 mM) 

Zn2+ 

+ 

- 1mM3mM 

HIV-EP1 
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メルカプト化合物12や13は3とは異なる機構でHIV-EPI-DNAをmこれらの予想外の結果は、

メルカブト j主を持ったJ左1'1ffi これ までに亜鉛酵栄を阻害ナる、与している ことをI:Gしている。

阻21斉IJと酵ぷの複合体のX線他iiL解析ウウqrなわれ、この中で、似体がいくつか知られている“m。

12 R = SH， n = 1 

13 R = SH， n = 2 

14 R = SMe， n = 1 

15 R = SMe， n = 2 

16 R = St.Bu， n = 1 

17 R = SI・Bu，n = 2 

18 R = STバ，n= 1 

19 R =OH， n = 2 
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阻害剤のメルカフ ト基が亜鉛酵弘の活性部位の亜鉛に結合していることが怖かめ られているも

化合物12や 13もメルカプト基がt距鉛ブインガ一部

の亜鉛に結合する位(酵みの活性部位 と異なり 、基質 と結介するようにはできてはいないが)

この酵素の悶害剤と同様に、

ことに起閃してHIV-EPl・DNAをドtl害することが推定できる

-3.') 

のもあるI>J.~7) 。Figure 2-6. Effect of synthetic chelator~ and mercapto compounds on the DNA 

btndlOg of HIV-EPl. aQuantttauon of radtoactivit)' of the electrophoretic band 

was conducted using an image analyzer. bGenerated from 22. cGenerated from 

20. dGeneratcd from 23 eGenerated from 21. 
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Table 2・1.Effect of 7lnC in thc inhibition of the D'JA binding of HIV -EP I by 
compounds 12 and 13 

第三章

転写因子阻害における選択性
no. compound Zn DNA-bound HIV-EPI (%)a 

ヲ

12d(30μM) 

12dOOμM) 

120(300μM) 

120(100 JJM) 

12d( 1.0 mM) 

12d
( 1.0 mM) 

12d( 1.0 mM) 

12d
( 1.0 mM) 

13e(1.0mM) 

4 

90μMι 23 第一節序論

3 

4 900μMι 22 

5 。
前章までに、 Hrv・1の遺伝子発現に関わるHIV-EPlの機能を、人 L配位子によって効率的に阻

害することができたことを述べたコ遺伝子発現の制御は、実際には波数の'伝写悶 fによる巧み

で協同的な働きによる。エイズの感染者から発病を遅らせたり silll:するためには、まずHIV-I

の遺伝子発現調節の分子機構の理解が必要である そのため、 HIV-Iの遺伝子発現に関わるk写

因子の機構に関して積樋的に研究が展開されてきた その結果、 HIV・lのプロウイルスのl材木端

にある LTRに、ヒトの街主細胞が持つ転写因子 (AP・1，COup， NF-A T， USF， TCF-Iα， HIV-EPI， 

NF-KB，Spl， TBPなどが推定される )とHIV-lに由来する転写因子Tatが関与して山"遺伝子発現

の制御が行なわれることがわかってきた (Figure3・1)州。さらに、 HIV-lがヒトT細胞J'J血病ウイ

ルス (HTLV・1)、 B型肝炎ウイルス (HBV)、ヒトヘルペスウイルス 6(HHV・6)、アデノウイルス

6 1.0 rnNfb 4 

7 2.0mMC 。
8 3.0 mMc 2 

9 。
nu 

13
C
( 1.0 mM) 3.0 mMc 12 

JQuanlilalion of radioacltvtty of the electrophoretic band was conducted using an image 

analY7er bZn2+ was added before additlOn of HJV-EPI. cZn2+ was added after the 

additlon of HJV-EP1. dGenerated from 20. cGenerated from 21. 

(Ad)、サイトメガロウイルス (CMV)なと他のウイルスと京感染していると、 HIV-IのLTRがそ

このように今度はメルカプト化合物を用いて、 HIV・EP1・DNAに対する阻害活性をより強める

ことができた この阻主の機構ははっきりはしないものの、新しい機構を予j則させるものであっ

た。メルカプト)fEに消1:jしたこともまたII1j違っていなかったと思われる

また、細胞内ではさまざまな生体反比、を制御するために、酸化的雰囲気となったり還元的雰

囲気となったりすることがわかってきたη， 2や3は還元的雰囲気下ではメルカプト体として存

在するが、酸化的雰開気下ではそれぞれジスルフイド体20、21となる。従って、 2、3は泣;t;的

雰開気のみにおいて阻ち斉fJなどとしての機能を発搾する、レドックススイッチを持った化合物

であることが期待される なお、ここで合成したメルカプト化合物は金属錯体としても新しく、

機能性金属錯体として展開し符ると考えている

TRP・185.. ‘ 
p68 ・r¥

I ¥ TAR RNA 

HfV-EP1 UBP・1 CTF 
AP・1COUP NF-AT USFTCF・1αNF-KB Sp1 TBP fNT LBP-1 UBP・2 NFI 
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HTLV-1， HBV， 
HSV， HHV・6

HIV・1Gene 
Expression 

Figure 3・1.HIV・1L TR binding cellular proteins and viruses which could modulate 
HIV -1 gene expression. 
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のウイルスに由来する転写l!-iイ'の影響を受けて活性化することもわかってきた (Figure子 1) 7JI。

すなわち重感染者は、発病までの期間が制くなったりエイズが恵性化したりするのである

のようにHIV-Iの遺伝子発現湖節には多くの転写因子が関与している。

、
'-

もし特定の転写附子のみの選択的な ml~ヰ剤があれば、創薬に加えて、バイオ口ジカルツール

として1IJ"、てこの幣維なj宣伝r発現調節の機構解明に役立てることもできる そこでこのため

の第ー段階として、 iiij章までに創ったHIV-EPIの阻害責lJが、 HIV-Iの遺伝子発現に関わるNF-KB

やアヂノウイルスLIAなとのil'!;1j:r羽子とのf!l1で選択ぞtを示すかどうかを調べることにした。

I 1予論

':. .... 
'JfJ 

-}，咋

.lm HIV-EPlとNF-KBの聞における選択的な阻害

~~ . 1';1でも述べたように、 NF-KBはHIVEPIと同級ド KB配列を必品する転UlMfである

NF-KBは198Ml. : -SenとBalumoreにより、免疫グロプリンκ軽鎖遺伝子に結合する肉子としてB

車1111胞から見つけられため。その後、多くの分子生物学若か下lF・KB ~こ取り組んできた。その結果、

tti-i極的な生命現象を理解する糸口ともなる新規な知見が、 HIV-EPIについてとは比べものにな

らない将多く明らかにされてきた。それは例えば、 NF-KBが異なる遺伝子の産物である2種矧の

サプニLニット p50および、p65から形成していること、 p50は前駆体蛍白質pl05の分解により生じ

ること、 NF-KBは非刺激時には阻害蛋['l質IKBと結合して細胞質に存在しているが、 刺激時に

IKBか不ifi化され(蚊近では、 リン酸化されたIKBがさらに蛋白質分解を受けることにより不治

化されると考えられている~~ I) 放出されt. NF-KBが核に移行して転写を活性化すること (Figure

3・2) などである !"_2~ 判 その機能についても免疫グロプリン、 インターロイキン 2受容体7刷、 イ

ンタ一口イキン 2、インタ -uイキン 6'"， リンホトキシン771、腫務地死因子ーα ヒトインター

フ..r..ロンs7MIなとの、 免疫応答に必須である多様な遺伝子の発現に関与することが明らかとなっ

てきた川 HIV-I 遺伝子の発現に関しては、 NF-KBがinvilroでHIV-Iill伝子の転'与を活性化する

ことがポされた7~.80) また、 HIV・lの増殖に関わることが知られるHIV-INef蛋白質がiNF-KBの市IJ

f却を行なうことも示されている刷1 なお、 NF-KBの関述蛍白質c-relやp49によるHIV-1 j宣伝子の

おー

活性化については報告があるWN」

このように、 NF-KBもHIV-EPlと向様!こHIV-li宣伝子を活性化することが示された。生体内.こ

ある実際の細胞中では、 ホルボールエステルなどによる刺激によってHIV-EPIとNF-KBのrM方が

同一の細胞内に相前後して誘導されると考えられる (Figurl!J -2 ):J_IO.!:l。すなわち、 Wト-KBI.;IKB

との複令体として既に細胞質に存保しているので刺激によりすぐに核に移行するが、 HIV-EPI 

は刺激により転写、翻訳されて4成するためNF-KBよりも遅れて誘導されると予想される。 五与、

こでそれぞれの転写凶 rによる活性化機能をより正確に、また砕細に調べるためには、 2つの転

写因子の選択的な限害剤が必要となる

Extracellular Stimuli 
(TPA. Vlrus. Interfcron s. etc) 。

/ 
lncrease in Level 
of HIV-EPI mRNA & 

Cytopla~m 

"'-⑩ 
Degradalion 

長司

¥ 

断言

/ 「→
HIV-l Gene 
Expression 

Nucleus 
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Figurc 3・2.Inducllon of 
HIV-EPI and NF-KB by 
extracellular stimult 



HIV-EPIやNF-KB以外にもにB配列を認識する転写国子は知られているが、これまでに報告さ

れたものはDNA認識部位として亜鉛フインカードメインを持つHIV-EPl型とRelホモロジードメ

インを持つNトKB別に分類することができる。また最近、 HIV-EPIに頬似した亜鉛フインガー蛋

ドJt'Uclmumが、 2つのグループによってショウショウパエから単離されたM蜘。schnurriは、ショ

ウショウバエの発生に関与するサイトカインdppのシグナル伝達の下流に存在することが示され

た 従ってschllurriは、転写肉子としてdpp応答遺伝子の発現に関干していることが予想される。

また、ショウジ J ウパエの先生に関与する別の転写凶子としては、 NF-KBの額似蛋白質である

dor.\alが ~il られていた川71 (ショウジョウパエの背!肢の軸を決定するのに重要な役割を果たすこ

とが知ら れている)。すなわちショウジョウパエの発生に関うする転写因子としても、

HIV-EPI明とNF-KB砲が存在することが明らかにされてきたのである。この2つの型の転写因チ

による遺伝f-rtilJ御は、もっと広く生物界に存在するのかも知れない。この点からもこの2つのタ

イプの転写附子の選択的な阻害剤はバイオロジカルツールとして広く使える可能性もあり、こ

の印j製は意義深いと考えている

先に述べたようにNF-KBの構成ユニット、細胞中での挙動、機能などに関して多くのことがわ

かってきている。これに対して、 NF-KBおよびその類似蛍白質 (Relホモロジー蛋白質)がどの

ようにDNAを"Zぷしているのかということについては、亜鉛フィンガー蛋白質についてと異な

り、長いIIIJI y~ らかにされて米なかった。 NF-KBのDNA認"故において、 rlE鉛の関与が提唱された

こともある刷。その後、フォトクロスリンキング法により、 NF-KB(p50h (p50のホモダイマー、

ヘナロダイマーと|口1織にDNAのKB配列を認識する)がDNAを認ぷする際のDNAの近くに存在す

る(p50hのアミノ般の位置が決定されたS捌}。

ょうやく 1 995年になって (p50)~ と DNAの錯体のX線結品解析が報告され、 Relホモロジードメ

インの実体が初めて明らかにされた引.921。すなわち、このドメインは免疫グロプリンのそれと似

た2つの0・バレルドメインから成る。 N末端のドメインは塩基配列特異的にDNAを認識し、 C末

端のドメインは-152化や阻害蛋白質IKBの認識を行なう ν どちらのドメインもDNAと接触し、逆

子行日シートを合わせて5つ使ってDNAのメジャーグループを認識する。ホモダイマー全体では

4つのドメインがDNAと結合しており、 DNAを取り聞むようになっている 。そしてそこには亜

鉛の関 t長はないことがわかった。 DNA結合蛋白質には、亜鉛フインガー蛋白質のほかにへリツ

-40-

クス・ターン.ヘリックス、ロイシンジッパー、 bジップなどが知られている叫が、 NF-KBはこれ

らの頬型のどれにも 属さなL、。このように、 HIV-EPIの持つ亜鉛フィンガードメインとNF-KBの

持つRelホモロジードメインは全く異なることがわかった。

2阻害活性

liiJ章までに合成したHIV-EPI-DNAの阻害斉IJは、 NF-KBとDNAの結合を阻害するかどうかを検

Jした。以前、 0・フェナントロリン (2mM)や恒鉛(1.5または2mM)によ って、NF-KBとDNA

の結合が阻害されることがBaeuerleらによってぶされた附10 そこで化合物3、5-7およびその亜鉛

錯体のNF-KB-DNA結合に対する阻害活性を、 0・フエナントロリンや硫酸亜鉛の限害活性ととも

にゲルシフトアッセイにより調べた。なお、先に述べたようにNF-KBは2種類のサプユニット

p50とp65のヘテロダイマーであるが、それぞれのホモダイマー[(p50)2および、(p65)2)もDNAのKB

配列に結合する5九 細胞中でのこれらのホモダイマーの役旬jは明確にされていないが、阻害に関

してより詳細な知見を得るために、まず単純であるそれぞれのホモダイマーを用いてア ッセイ

を行なった。 DNAとしてはHIV-EPIについての実験と同様に、マウスκ経鎖のエンハンサ ーの

KB配列を含む二本鎖オリゴヌクレオチドを用いた。アッ セイ法は第 一市に記載した方法に従い、

HIV-EPIの代わりに(P50)2または(p65)2を用いて行なった。 結果をFigure3・3、3・4に示す、

(p50)2とDNAの結合は、lmMの3、3・Zn、5、5・Zn、0・フ zナントロ リン、統酸亜鉛によ って

は阻害されなかった。これに対して、カルポキシル法を持つ6、6・Zn、7、7-Znには ImMにお

いて阻書が見られた。また(p50)2にDNAを結合させた後に7・Znを加えても、その阻害効果には

ほとんど変化が見られなかった。[なお、 6の鋭像体 (RR体)の亜鉛錯体(RR-6・Zn)も、 6・Znより

少し強い阻害効果を示した [DNA-bound(p50h: 630/c (0.5 mM 6・Zn);48<A (0.5 mM 7-Zn); 28% 

(0.5 mM  RR・6・Zn))o) (p65)2とDNAの結合に対しても、!日jじような阻害効果が見られた。すな

わち、 lmMの3、3-Zn、5、5・Zn、0・フェナントロリン、硫般住鉛によっては阻害されなかった

が、 Im Mのカルポキシル基を持つ6、6-Zn、7、7・Znによって|祖3された。

-41-
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その放射活性52を調べ

と7・Znを室温で40分間インキュベートした後にI1cB・αを

阻害するかどうかを調べた。実験は巧S-メチオニンでラベルしたI1d3-αとセフアロース粒子に同

(p50ビーズまたはp65ビーズ)刊を用いた共沈降法により行なった。すな

のかという点に関して少しでも知見を得るために、 7-ZnがNF-KBとその阻害蛋白質hcBの結合を

に結合しなかったIKB・αは緩衝液で洗浄することにより

KB配列を認識する2つの転写肉'{-HIV石PIとNF-KBの機能をそれぞれ選択的に

このふZn、7・Znおよ び亜鉛フリーのふ 7はどのような機構でNF-KBとDNAの結合を陥害する

7・Zn(1 mM)の阻害効果を同様にゲルシフトアッセイにより調べたところ、確かに阻害が見ら

7・ZnがNF-KB-DNA車内介を

このようにHIV-EPトDNA結合を阻害した亜鉛配位 f3、5はNF-KB-DNA結合を阻害しなかっ

とDNAの結合に対する

Figure 3・7.Discriminative inhibition of 
K8 site binding of HTV-EPI and NF-KB. 

除去した。結合したIKB・αの量をSDS-PAGEにより分離した後に検出し、

p50とp65のヘテロダイマー)

意タ十なことにHIV-EPl・DNA結合を阻宍しなかった6・Zn、

7-Zn 

45 

れた (Figure3・6、DNAbound NF-KB: 47%)。

願9

/ー

次にJurkatT細胞の核抽出物中のNF-KB

NF-KB 

わち、 p50ビーズ(またはp65ビーズ)

(またはp65ビーズ)

阻害することができた (Figure3-7)。

KB Site 

た。結果をFigure3・8に示す。

定したp50またはp65

¥ 

ゐ~
HIV-EPl 

p50ビーズ

限在した。結局、

亡二二今

.}j、

3考察

加え、

3 

た。

IC~'1は3ii品、 30分間のインキユベーションによっては寸∞~\1であったが、 37 Cで8時間インキユ

また、 7・Zn による (p50)~-DNAの阻害においては濃度依存性が見られた (Figu陀 3 ・ 5)0 7・Znの

Figure 3・6.Effect of 7・Znon the DNA binding 
of NF-KB. After NF-KB was incubated with 7・Zn
in the p陀 senceof po1y(dI・dC)， a radioactive DNA 
probe containing a KB site from the mouse K 1ight-
chain enhancer was added. Samp1e was loaded 
onto a po1yacry加nideband shi仇ge1，釦 d出ege1
electrophoresis was run. 

Figure 3・5.Dose dcpendence of the inhibition of 

DNA binding of (p50)z by 7・Zn.Quantitation of 

radioactivity of the electrophoretic band was 

conducted by use of an image analyzer. Condition 

of incubation: room tempera加re，0.5 h (・)， 37・C，

8 h (固).

ベートしたところIC¥<，(ま10凶4以下に下がった (Figure3-5) 
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ためと考えられる 。 7・Znは(p50)~や(p65h と DNAの結合を附叫するがHIV-EPI と DNAの結合を

阻害しない。また、 (p50)"は(p65):よりも DNAに対して 10倍程度強く結合し町、結合様式の追い

を予想させるが、これらの蛋由貿はRelホモロジー領域を共通に持つ2印刷。これらから、詳細な

(A) (
E
E
的

.0)

c
N，
』
戸

(8) 

樹博ははっきりしないものの、 7・ZnはNF-KBのRelオ、モロジー領域に作用している可能性が高い。

これまでに、 HIV・EPtが阻害剤の標的として清uされたのは前車までの研究においてが初め

てであるが、 NF-KBの機能を阻害する化合物はいくつか小されてきた。刺激された細胞巾での

-4 一一 IK8-α NF-KBの治，~þ.イヒを阻害するものとしては、 1) ;T-酸側、ビタミン E~秀作体州、メルカプト化合物川相
-圃圃圃・ ←一一一 hcB-α

などの抗酸化剤、キサンチン誘導体帆l州、プロテインキンキナーゼC問符刑1刷、サリチル酸やア

スピリン(緒ぬで記載) 7tなどがある また、 NF-KBp65のアンチセンス化合物川}も知られてい

る

1 2 1 2 3 NF-KB(こ直接作用してそのDNA結合能を阻害すると考えられるものには、先に述べた0・フェ

I'igure 3・8.b..ffect of 7・Znon IKB・αbtndingof p50 beadちorp65 beads. After 
inLubatlon of p50・beadsor p65-beads wtth 7・Zn，lhe radioacllve IKB-αprobe was 
addcd and further tncubated. The bead... were wa九hedwith btndtng buffer， and 
SDS PAGf=. was run. (A) Inhibition of IK8-αbtndtng 01' p50 beads by 7-Zn. 
(8) Inhlbition of lK8-αbinding 01' p65 beads by 7・Zn.

ナントロリンがある~~， 。 すなわち精製した NF-KB p50とp65のヘテロダイマー) とDNAの結合

が2m Mの0・フェナントロリンによって阻害され、亜鉛を加えると例復することがポされた。 こ

れは、 NF-KBとDNAの結合に亜鉛が関与しており、その rfi(鉛が0・フェナントロリンによって除

去されたためと考えられた総1。しかしその後、前述したように、 X線結品解析によりNF-KBの持

これより、明らかに7・Znはp50またはp65と、 IKB-αの結合を阻害することがわかった つRelホモ口ジードメインとDNAの結合に亜鉛が関与・していないことがぶされた川討。このかフ _1.

[IK8-α-bound p50: 33% (0.5 mルt7・Zn)，IKB-α-bound p65: 31 % (0.5 mお17・Zn)，IKB-α-bound 

p65: 16% (1.0 mM  7・Zn)]。なお、これらの結合の、 1.0mMの3、3・Zn、5、5・Zn、硫酸亜鉛に

よるIYJ時なIllrgは見られなかった。また、 p50ビーズとDNAの結合も7・Zn(こよって阻害され、 3、

3・Zn、5、5・Zn(こよっては阻害されないことをこのような共沈法を用いて確認した [DNA-bound

p50・20q.(3.0 mM  7・Zn)，9% (4.0 mM 7・Zn)]。 このことから7-ZnはNF-KBの方に何らかの作用

を及ぼして、そのDNAとの結合を臨書すると推定できる。

また、先に述べたように(p50)"と7-ZnをインキユベートしてからDNAを加えても、また(p50h

'-ONAを結合させた後ι7・Znを加えても阻害効果に変化が見られなかったことから、 7-Znは

(p50)~のONA結 合ドメインに作用しているのではないと F測できる。(前章までに述べたよう

にHIV・EPI-DNA粘合の阻害においては、 HIV-EPlにDNAを結合させた後に阻害剤を加えると間

百効果が!}1)まった。これは、阻害剤がDNA結合ドメインである亜鉛フインガ一部位に作用する

ナントロリンによる阻害は、 p50 と p65のヘテロダイマー鮎介に II~.鉛が閲 t長してそれが除去され

ることによる可能性があるが、詳細は明らかでないない。

またこれも|別得の機構は不明であるが、精製したNF-KBとDNAの結合が、1.5m Mの亜鉛によ っ

てもmH与されることがBaeuerleらによりぷされている附J。なお、1.0mMの金属 (ZnS04，CuCI~・

MnCI2， FeCl" CoClz， NiClz， CdClz)がNF-KB(p50).とDNAの結合を持111fするかどうかについて、先

に述べたJiiEでゲルシフトア・ノセイを行ない調べた。その私-来、これらの金属の中でCuCIと

FeCI、が明らかな陥害効果を持つことがわかった [DNAbound (p50).: 0% (CuCI1); 24% (FeCI，))。

この阻i1~:は、これらの金属の酸化作用によると考えられる すなわち、 NF-KBとDNAが結合す

るためにはNF-KBが還元型になることが必要であることかボされているがH山、 CuClzやFeCI，tこよっ

て(p50)2の還元型が保たれなくなるためにDNAと結介できなくなったと推定している J さらに

7・Cu(7の剣銘体)や7・Zn，Cu[7にZnCI2とCuCI_をl吋此ずつJJIlえてできた 7・Znや7・Cuとも異
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なるTLC1の民舶を持ち、 7・Cuと異なるUV、E5Rスペクトルをぷした。これらや高分解能質量

分析 [HRM5(FAB). calcd for C~yHμOJ机CuZn. 1165.2855 found: 1165.2867.]から二核錯体と推

定できる lも問答効果を示した [DNA-bound(p50).: 48'k (0.5 mM 7・Zn);44% (0.5 mM 7-Cu); 

28% (0.5 mM 7-Zn.Cu)]。

そのほかにNF-KBにi町接作用する阻害剤はほとんど知られておらず、 7・ZnはNF-KBの新しい阻

73剤であるといえる。

HIV-IのLTRにイIイ1:するKB配列を認識する転写附 j乙として故も良く研究されてきたものが

NF-KBであるt.め、 NF-KBの阻害剤がHIV・1遺伝子発現を|但書するかどうかについてもいくつか

検付されてきた 先に述べたNF-KBの機能を阻害する化合物の中で、 HIV・!のLTRからの遺伝チ

発現を IIlL'H したり 1.~I>.V7 .判 11剛\感染細胞におけるHIVの抜製を r~.fl .~する州側ことが示されたものが

ある NF-KBのよ うな宿主細胞が持つ転写因子を標的とする阻害剤をエイズの治療薬として考

えたよ持介、耐件.ウ イルスの出現がないという点では布史である反面、毒性が問題となるであろ

う。しかし、 NF-KBの機能を阻害するキサンチン誘導体であるべントキシフリン (PTX)をTatの

mrl~~JRo 24・7429(緒品でd載)と共に使用すれば、若手性の見られない少量のPTXでHIV-lの

LTRからの遺伝子発現の阻害効果が挙がることも示されている剛}。さらに、サリチル酸やアス

ピリンについては、ぷ細なデータは不明なものの実際に忠在に投 t壬して効果が見られたとの報

符もある附3。これらのことからも、 7・ZnのようなNF-KBの阻害剤はエイズの治療薬へと発展で

きる 0]'能性を光分に持っているであろう。

第三節 目V-EPlとEIAの聞における選択的な阻害

l序論

先にも述べたように、ある遺伝子が発現するためには、多くの転写肉子の巧みで協同的な働

きが必要である。この転写制御機構について研究が最も進んでいるのは、 DNAウイルスに関し

てである。すなわち、ウイルス遺伝子が実験的に扱いやすいこと、アデノウイルスなどのDNA

ウイルスについては全塩基配列や遺伝子産物が詳細に解明されていることなどから、 DNAウイ
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ルスの転写制御機構がモデルとなることで、広く細胞遺伝子に関しても理解された。そのDNA

ウイルスの中でもアデノウイルスについては非常に良く研究され、転写制御の機構についても

多くのことカf明らかにされてきている判。

アデノウイルス感染後に、最初に宿主細胞内で発見されるウイルス由来の蛋白質はEIAであ

る剛州。この蛍向質の存在は古く 1970年代から知られており、その後に転写肉子としての働き

が次々とわかってきた。 EIAには、 RNAスプライシングにより生じた、それぞれ243アミノ酸、

289アミノ離をコードし介2種類の12S!'13Sがある刷。 EIAは宿主細胞内で発現後、ほかのウイ

ルス遺伝了・の転写を活性化する l附。 EIAは、 DNAに対する結合刀は弱く l刷、 HIV-EPIやNF-KB

とは異なって多種類の蛋白質を認識することで転写関子として働く。 EIAの関わる転写活代化

機構は複雑で、これまでに3つの機構が明らかにされてきた。すなわち、(1)宿主細胞が持つ級

数の転写肉子と問時に結合してアダプターとして働くことで転写を活性化する場合、 (2)転写閃

子を活性化する酵素を活性化する場合、 (3)転写閃子と抑制閃子が按合体を形成して非活性型に

なっているところに、抑制因子と結合して取り除くことで転写を活性化する場合である2制。機構

(3)の例として、 E1Aは転写因子E2Fの抑制因チRbと結合するために、 E2Fが活性型となりその

支配ドにある遺伝子群が発現されることが挙げられる t刷。このことが原因のlつとなって、 E1A

は細胞を抱化すると考えられている。

EIAが関わるHIV-I遺伝子の発現に関しては、機構(1 )と与えられる転写活性化が知られる

(Figure 3・9)。すなわち、 HIV-lとアデノウイルスが直感染すると、アデノウイルスの影響で

HIV-I i宣伝千発現が活性化する。これには、アデノウイルスの転写関子の中で、 EIA125は関与・

しないもののEIA135が関与することがCATアッセイ法により示された111。その後125にはなく

13Sに存住する46アミノ酸領域 (CR3，Figure 3・10)は、宿主細胞に存花する転写基本因チTFI1D

のlつの構成成分であるTATA結合蛋白質 (TBP)と結合することがわかった 112.113(Figure 3・9)

(転写基本因子とは多くの遺伝子の発現に共通の因子をいう 。これに対してHIV-EPI、NF-KB、

EIAのようにそれぞれの遺伝子の発現に特異的に作用する肉チを転写調節因子という。) ー万

HIV-1のLTRにはTATA配列 (5'・TATA-3')が存在し、 EIAが関わる HIV-I遺伝子の発現には

TATA配列が必要であることが明らかにされた37・11叫。またさらに、 TATA配列にはTBPが結合し

1!S.1171、TBPがHIV-l遺伝子の発現に必要であることもわかった3η。すなわちアデノウイルスEIA
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はCR3に存在するドメインを用い、 TATA配列を認識するTBPと結合することでHIV-l遺伝子発

現を活性化すると考えられる。この際、おそらく EIAの別のドメインが、別の転写調節因子Xと

結合してEIAがアダプターとして働くと考えられる (Figure3・9)。なお、おもしろいことにEIA

12SはHJV-I遺伝子発現を抑制する逆の効果を持つことが示されている 11旬。

と考えられている II~.I山。

2阻害活性

R N T G 0 
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H 0 
y I 

H M 
157 C C 171 

s "  / s 
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R 1 て Carboxyl Reglonフ
140 n M " 183・188 ./ 
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、、、 ι Finger Region 

司、、 147・177

Figure 3・10.TBP binding domain 
of EIA. 

前章までに合成したHIV-EPI-DNA結合の阻害剤は、 iH~鉛を引き依いてEIA と TBPの結合をも

間害する可能性が考えられた。そこでEIA-TBP結合の間持活性を、 TBPビーズを用いる共沈降

法により調べることにした。 EIA(EIA 13S)としては刊S-メチオーンでラベルしたもの (ill¥'itro 

転写および翻訳により合成する)を用いることもできたが、比較のために、これまでに使川し

てきたHIV-EPIやNF-KBと同様に大腸菌を用いて発現させt.ものを刷いることにした。

大腸簡を用いて発現させたEIAとTBPビーズを用いた共沈降実験の例は知られていない。また

EIAはセフアロース自身に吸着しやすい性質を持つため、 TBPビーズに結合しセフアロースには

吸おしないようにまず緩衝溶液などの条件を検討した結果、次のようなアッセイ手順を確立し

た。すなわちEIAと阻害剤を室温で30分間インキユベー卜した後に、 TBPビーズを加え5Cで1

時間インキユベートする。 TBPビーズに結合しなかったEIAは、緩衝溶液で洗浄することにより

除去する 結合したEIAをSDS-PAGEを行なって分離した後に、ウエスタンプロットにより検w

し、そのバンドの濃さをデンシトメーターにより捌べる。なおこの実験を行なう際には、':;~.に

TBPビーズの代わりにグルタチオンセフアロースを)1Jいたコントロール実験を行ない、 EIAかセ

フアロースに吸清しないことを確かめる。これによりhなった実験結果をFigure3・11，Table 3-1 
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Figure 3・9.Activation of HIV・1gene 
expression by E 1 A. 
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CR3 
日 289R(13S) 

日 243R(12S) に示す。

どの化合物も EIAとTBPの結合を阻害するためには、非常なffJj濃度を必要とした。すなわち、

10 mMの3によっては下分程度の結合が阻害され、 100m Mの3を月JI"、るこ とでほとんどの結合

カ事H害された。阻害活性を50m Mで比較すると、エステルを持たなL、8よりも3のJjが少しIDiく、

さらにヒドロキシル基を持つ19の方が少し高かった。また、 EDTAは50m Mで問書活性をぷさ

なかった。なお、メルカプト化合物12や13はこのレベルの濃度・では水に溶けないため、ド.11.;占:活

性を測定することはできなかった。また50m Mのシメチルア ミノ化合物10が存在すると、 EIA

がセフアロース自身に吸着するため、阻害活性を測定できないこともわかったの

次に、 ~n-g.されたEJA と TBPの結合が、亜鉛を加えることにより [nl復するかどうかを凋べた 。

EIA 13SのCR3に存在するτ'BP認識ドメインについては、当初はカルポン酸領域 (Fi別 re3・10)

とも予想.されていた 112)。しかし、その後CR3領域を含む49個のアミノ酸のそれぞれに変異を導

入し、そのTBP結合能が免疫沈降法により詳細に調べられたIへその結果、既にCR3における存

在が知られていた叩)C.型亜鉛フィンガー (Figure3・10)内における7つのアミノ酸に変異を導入し

た場合に、 invivoにおける活性化能121)とともにTBP結合能が顕著に減少した。これに対してカル

ポン酸領域に変異を導入した場合には、 TBP結合能の減少がほとんど見られなかった。このこ

とからτ'BP認識ドメインは亜鉛フィンガーであり、またこの認識によって活性化が行なわれる

ことが明らかとなった。なおTBP側の結合部位は、塩基性アミノ 酸に富むC末端51アミノ酸残基
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Compound 3 

10mM 

~EIA 

2 

Compound 3 

- 50mM 

3 4 

~EIA 

Figure 3-11. Effect of 3 on TB P binding of E I A. After incubation of E I A 
with 3， TBP-beads was added and further incubated. The beads were washed 
with buffer， and SDS-PAGE was run. 

Table 3・1.Effect of syntheuc chelators and EDT A on the TBP 
binding of E 1 A. 

no. compound TBP-bound EIA (%)3 

3 (10 rnM) 43 

2 3 (50 m M) 30 

3 3 (100 rnM) 12 

4 8 (50 rnM) 41 

5 19 (50 m M) 25 

6 EDTA (50 m M) 100 

aQuantitation of radioactivity of the electrophoretic band was 

conducted using a densitometer. 
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3 R
1 = C02Me， R

2 = H，・5S

8 R1 = H， R2 = H 
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まず、先に確立した手順でEIAと阻害剤のインキュベーション、さらにTBPビーズとのインキユ

ペーションを行なった後に亜鉛を加えた。その結果、重鉛が存在すると EIAがセフアロース 1:1

身に吸着するため、 TBPに結合したEIAのiAを測定することができないことがわかった。そこで

EIAと阻害剤を室温で30分間インキユベートしてから亜鉛を加え、さらに案溢で5分間インキュ

ペートした後にショートカラムをかけることにした。カラムによって亜鉛や阻害剤なとツj、分子

化合物が除かれて得られたEIAと、 TBPビーズを5.Cで1時間インキ斗ペートし、その後TBP{-

結合したEIAのなを先に述べた手順に従って測定した。実験結果をTable3・2に示す。

Table 3・2.Effect of zinc in the inhibition of the TBP binding of 
EIA by compounds 3 and 19. 

no. compound Zn2+ TBP-bound EIA (%)3 

2 

3 (50 rnM) 

3 (50 rnM) 

19 (50 mM) 

19 (50 mM) 

22 

+ (10 rnM) 100 

3 66 

+ (10 mM) 42 4 

3Quantitation of radioactivity of the electrophoretic band was 

conducted using a densitometer. 

その結果、 3によって阻害されたEIAのTBPとの結合は亜鉛を加えると川復したのに対して、

19によって限害されたEIAのTBPとの結合は亜鉛を加えても回復しなかった

3考察

前章までに述べたように、 HIV-EPIとDNAの結合のほとんどは、 300μMのイミダゾール配悦

子3や8によって阻害された。またヒドロキシル化合物19は10m Mで、結合の多くを問答した

(DNA bound HIV-EPl: 29%)vこれに比べてEIAとTBPの結合を臨書するためには高濃度のIltl乞

剤を必要とし、 300μMの3によってはほとんど阻害されなかった。EIA-TBP結合の臨害されに

くさカ~lAやTBPの蛋白質に含まれる不純物などの影響による可能性もあるため、 E IAおよび

内
‘

u
F
3
 



TBPの存在下で3によるHTV-EPl・DNA結合の阻害を試みた。その結果、 EIAおよびTBPが存在し

てもしなくても、 HIV-EPI-DNA結合の限害効果に変化が見られなかった。 このことから、

EIA-TBP結合の阻害されにくさは不純物の影響ではなく、本質的なものであると考えられる 。

従って、 2つの亜鉛フィンガー蛋白質問V-EPJとEIAの聞においても、 HIV-EPlの機能を選択的

に阻害することができたといえる。

この高濃度の臨害剤によるEIA-TBP結合の阻害の機構については次のように考えられる。イ

ミダゾール配位 {-3による阻害反応の後に亜鉛を加えると、引A-TBP結合の向復が見られた。従っ

てHIV-EPI-DNAの阻害と向械に、この阻害は3がE1Aの亜鉛フインガーから亜鉛を除去したこ

とによると与えられる。また、 E1Aと限害剤をインキュベー卜した後にカラムをかけなかった

場合の阻害効果 (TBP-boundE1A: 30%)が、カラムをかけることで弱まることはなかった

(TBP-bound E1A: 22%)。この事実は、阻害が亜鉛の除去に起因することと 一致している

司+3一て日 + 3-Zn 思+19て(ヲ)

司+(守)
~~にColumn 

思+に
Minor M勾or

-19 

Figure 3・12.Differences 00 the effect of Nick column between the inhibition by 3 aod by 19. 

|百jじ亜鉛フィンガー蛋白質の間で、 HIV-EPIよりもEIAの方が3による阻害を受けにくかった

結合よりもEIA-TBP結合を強く阻害する化合物ができることが期待できる。

また先にも述べたように、 EIAは複数の認識ドメインを用いた多様な機能を持つ。HIV・l遺伝

子発現の制御に関しても、亜鉛フインガーを持つEIA13Sが活性化に関与し、 E1A12Sが抑制に

関与することが示されている1ヘ従って、 E1A13Sの亜鉛フインガードメインのみを阻害する

化合物を創ることができれば、 EJAの複雑な遺伝子制御機構を明らかにするためのバイオロジ

カルツールとしても有用であると考えている。

(Figure 3・ 12)。

ことの要閃として、 HIV・EPI が~H2型亜鉛フインガーを持つのに対して、 E IAは亜鉛が4つのシ

ステインに結合したC4型亜鉛フインガー (Figure3・10)を持つことが考えられる。おそらく、 C

型亜鉛フインガーの亜鉛は、 ~H2型のそれよりも強くフインガー内に取り込まれているのであ

ろう 。
第四節考察

これに対して、ヒドロキシル化合物19による阻害反応の後に亜鉛を加えても、 E1A-TBP結合

は刷復しなかった。これは、メルカプト化合物12、13によるHIV-EPl・DNAの阻害と同様に、 19

のヒドロキシル基がEIAの亜鉛フインガ一部位の亜鉛に結合したためとも考えられる。実際、
このように第一輩、第二章においては、亜鉛フィンガ一部位の亜鉛を標的とした分 f設計ーに

よって、 HIV・1遺伝子発現に関わる転写因子HIV-EPlを阻害する人工配位子を創った。そして、

その問害の効率を向上させることができた。さらに本章においては、そのHIV-EP1のlifl'&斉IJが

HIV・1遺伝子発現に関わる別の転写因子NF-KBやEIAとの問で選択性を持つことも示すことがで

E1Aと阻害剤をインキュベートした後にカラムをかけなかった場合の阻害効果 (TBP・.bound

EIA: 25%)はカラムをかけることで弱まった (TBP-boundE1 A: 66%)。これは、カラムをかけた

後にEIAに結合した19(E1A・19)から19が脱離したことと一致している (Figure3-12)。このよう

に、 19による阻害の機構ははっきりしないものの、亜鉛の除去とは異なる機構が示されている。

第一章でも述べたように、 HIV-EP1・DNA結合に対しては19よりも3の方がかなり強い阻害効

果を示した。これとは異なり、 EIA-TBP結合に対しては高濃度においてではあるが、 3よりも19

の}jがやや強い阻害効果を示した。このヒドロキシル化合物19をもとにすれば、 HIV-EPl・DNA

きた (Figure3・J3)。

なお、 HIV-l遺伝子発現に関わり、 HIV-EPl と同紙に~H2型亜鉛フィンガー を持つ転写困 rに

SpJがある (Figure3・1)371
0

HIV-EP1の阻害剤がSplとの問で選択性を持つかどうかについて、現

在検討している。まず、前章までに合成した化合物によるSplとDNAの結合の閉さ効果を、ゲ
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このような薬物の開発においては、細胞内に多く存在する金属蛍肉質の'11で標的となる亜鉛

フインガー蛋白質のみに作用するかという点が、おそらく問題となるであろう。しかし、亜鉛

フインガー蛋白質問で選択性を示したことからも、この問題は解決し何ると与えている Q また、

このような人工配佐子に標的蛋白質へのターゲッティングの工夫を施すことも可能であろう 。

本研究の成果が、遺伝子発現の制御を目指す次世代の創薬の礎になることが期待される。
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Figure 3・13.Selective inhibition of HIV・EP1 by synthetic chelator. 

ルシフトアッセイをJ1Jいて，調べた。その結果、 HIV-EPl・DNAを300μMの濃度で限害した

(Figure 2・6)脂溶性の尚いアルキルチオ体14、15、16、17、18が、 SplとDNAの結合に対して

は!日!濃度で限害効果を小さないことがわかった [DNA-boundSp 1: 71 % (14)，96% (15)
‘
90% (16)、

ゆ0%(17)， 100% (18)) また、 HIV・EPI・DNAに対してはカルポキシル体6や7よりも極性の低い

メチルエステル体5の)jが強い阻害効果を示したが (Figure1・10)、Spl-DNAに対しては300凶4

の濃度で6、7よりも5の}jが弱い阻害効果を示した [DNA-boundSpl: 29% (5)，2% (6)， 1%(7))。

これらの結果から、 HIV・EPIの脂溶性の高い阻主剤はSplの機能を阻害しづらい傾向があ り、

HIV-EPIに対する選択性をボしたといえる。第一章で述べたように、この阻害反応においては

~n'g剤が亜鉛に近づいてJトじた遷移状態(または不安定中間体)の安定性が重要であると考え

られる。すなわち、 rùJ じ~H2型亜鉛フィンガーを持つHIV-EPl と Spl の間で、その亜鉛フィンガ一

部位の環境の違いに起|材 して遷移状態(または不安定中間体)の安定性に差異が出て選択性が

生じたと推定している

ただし、この阻害剤はこのまますぐにエイズの発症を抑える医薬品や、 invivoで使用すること

のできるバイオロジカルツールとなるわけではない‘ しかしながら、転写因子の亜鉛フイ ンガ一

部位を標的とした薬物が可能であるという、tt1J薬における新 しい視点を示すことができた と考

えている。
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第四章

総括

第二章 メルカプト配位子による効率的な阻害I~S，

すべての亜鉛フィンガー蛋白質が亜鉛結合部位に持つメルカプト;基は金属から電子の逆供与

を受けることができるため、亜鉛と強く結合することが知られている l そこでイミダゾール基

に代わってメルカプト基を導入した化合物12、13およびその頼縁体14，15、19を合成した。ゲル

シフト実験を行なったところ、予想通り 12と13は3よりも強く HIV-EPlとDNAの結合を阻告す

ることがわかった。特に12のICso'ま約4凶4で、 3の10倍と政も強いlitl~I~:効果を示した これに対

して 14， 15， 19の阻害活性は弱く、メルカプト基がlíll~g に '，r(~であることが確かめられた。 12 に

よって阻害さ れたHIV-EP1とDNAの結合は亜鉛を加えてもいIf反しなかッた。これは阻害がl色鉛

の除去に起肉するのではなく 、亜鉛酵素の阻害剤に凡られるようにメルカプト基の亜鉛との粘

合に起因するためと推測される。

近年の分子生物学の発展に伴い、遺伝子の発現調節を犯う転写因子などの蛋白質の構造や機

能がIVJらかになってきた。特定の転写悶チの機能を阻;!?することができれば、その転写因子が

IJ，~íí↑i する粁えの遺伝{-の発現が選択的に抑えられると考えられる。このアプローチは、 医薬品

の開発やj削ム r発邸機桝の解明に寄うすると期待されるョ泣伝子の機能を限害する化合物 とし

てDNA'-f1;川する尺然物や合成化合物はこれまでに多く報告されているが、特定の転写因子を

際的としたドII~，!，: .i1IJはほとんど知られていない。本研究では、 IIP.鉛フィンガー蛋白 質を始めとす

る転Ul刈子の機能制御を日的とした人工化合物の分子設計、合成、活性評価を行ない、以下の

ような縫っかの興味深い知見が得られた

HIV-EP1はエイズのプロウイルスのDNAに結合する転写悶イ・で、 DNA認識部位として2つの

第三軍 転写悶子阻害における選択性山

HIV・EP1はDNAのKB配列 (5'・GGGACmCC-3')に特異的に結合するが、免疫系の遺伝チの発

現に関与する転写因子NF-KBもKB配列に結合することが知られている NF-KB はRelホモロジー

蛋白質であり、亜鉛フインガーを持たない。ホルポールエステルなどで細胞を刺激すると

HIV-EP1とNF-KBの両方が同時に誘導されるため、各々の恥1.':!).;I子の役割l解明の見地から、これ

までに合成 したHIV-EPI阻害剤のNF-KBに対する;括管を検J、Iした。ゲルシフト実験の結果、 3は

NF-KBとDNAの結合を阻害しなかったが、意外なことに、 6，7とその脱鉛錯体がNF-KBとDNAの

第一車 イミダゾール配位子によるHIV-EPl のDNA粘合の !1fi.~J;: I2W41 

C、H，~~~ IH~ f:(}フインガーを持っている。亜鉛を強間にとりこむ配位子を設dすることができれば、

HIV-EP1から主体椛造を構築している亜鉛を除去し、その機能を|呪さできると考えた。そこで

瓶鉛併みの'jtjft*ll合部位に見られるイミダゾール基やカルボキシル基を持った複素環配位千3，

5・8およびそのジメチルアミノ誘導体10を合成した。これらの化合物が亜鉛配位能力 を持つこと

はNMRスペクトルを用いて確かめられた。次にゲルシフト実験を行なった結果、 3，5・8はEDTA

より強く HIV-I:.P1とDNAの結合を組害した その中でも3や8は特に強い阻害効果を示した。こ

れに対して10の阻害活性は弱く、イミダゾール基の布効性が確かめられた。さらに3や8によっ

てドIl'it~: された HIV-EP1 と DNAの結合は亜鉛を加えると回彼することから、この阻害は予想通り

唖鉛フインガーからの亜鉛の除去ι起因することが示唆された。しかし、必ずしも亜鉛に高い

配位能力を持つ化合物が強い阻害効果を示さなかった これは、配位子による電子的効果や立

体障告などがm:g反応に寄与しているためと考えられる。
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3 R I :;C02CH3， R2:;H (" 5S) 

5. Rl:;C02CH3' R2=Trt ("5S) 

6' Rl:;C02H， R2=T同 (・55)

7' R1=C02H， R2"，T同 (・R5)

8: Rl=H， R2=H 

12. n 1 
13 n 2 

10 R=N(CH3)2， n=2 

14 R=SCH3. n=l 

15. R=SCH3・n:;2

19: R=OH. n=2 
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結合を阻害することがわかった。6，7の亜鉛錯体はHIV-f-"PIとDNAの結合を阻害しないことから、

NF-KBの機能を選択的に阻害することがぷされた。

)j、C4型事1鉛ノインガーを持つアデノウイルスEIAはTATA結合蛍白質(TBP)と結合し、転

写附子佐合体を形成ずる EIAとTBPとの結合に対する3の阻害効果をTBPビーズを用いて調べ

た。その結果、 rc聞は約100mMもの高い怖であり、 HJV・EPlとDNAの結合がほとんど消失する

300μMの3によっては阻害が全く見られなかった。

このように、 [(I}時に誘導されにB配列，-競合的仁結合する2つの転写因子HIV-EPIとNF-1CBを、

化合物を使い分けることによって区別して阻害することができた また、亜鉛フインガー蛋白

質問においてもH1V-EPIのみを阻害することができた。

本研究成果は、従米、未開拓であった亜鉛フインガー蛋白質の機能を阻害する新規化合物の

開発に価値ある仙報を提供するばかりでなく、遺伝子発現の制御を目指す次世代の創薬の礎に

もなり得ると考えられる。
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実験の部

融点 (mp) は全て柳本微詰融点測定機で測定し、Hlll定 j昆度よ~11ì 1Eで示した。旋光度([αr町。)

はJASCODIP-IOOOで測定した。溶媒はスペクトル用のものをJlJI;、た門 NMRスペクトルはVarian

VXR-200で測定、または京都大学化学研究所NMR主に依頼し、 JEOLJNM-OX 400装附で測定し

た 化学シフト値はテトラメチルシランを内部標準物質としてppmで表ノドした IRスペクトル

は京都大学化学研究所IR主に依頼し、 HITACHI260・50で測定した。 FAB(，~j分解能質 j比分析

[HRMS(FAB)]スペクトルは日本電千株式会社分析機器技術本部に依頼し、 JEOLJMS-SX I 02A 

で測定した。その他の質詰分析[HRMSor MS(FA8)]スペクトルは京都大午化学研究所質id分析

室に依頼し、 JEOLJMS-DX300で測定した。元来分析(Anal)は京都大学化学研究所元み分析室

に依頼し、 YanacoCORDER MT・5で行なった。HPLCはTOSOH8011シリーズを用い、 254nmで、

検出した。カラムクロマトグラフイー用シリカゲルには、 Cica-MERCK77 34・58を用いた。

HIV-EPIプラスミド、 EIA、TBPプラスミドは、理研ライフサイエンスつくば研究センタ一石

井俊輔博士より供給されたものを用いた。 NF-KB(p50)2、 (p65)z、p50ビーズ州、 p65ビーズ刊

は、グルタチオンs-トランスフエラーゼ(OST)との融合蛋白質として発現させ、グルタチオン

アガロースで精製したものまたはグルタチオンセフアロースに結合させたものを、東応大学医

科学研究所井上純一郎助教授より供給された。ヒトJurkatT細胞から得たNF-KB(核州IH物)お

よび35S_メチオニンでラベルしたIKB-aも、井上純ー郎助教授より供与された また、水は蒸留

水をさらにSYBRONNANOpure 11超純水製造装慌によって精製したものをJ1Jいた。イメージア

ナライザーはFUJIX8ASS 2000を用いた。
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第一章に関する実験

4・(Olmcthylamino)・2.6・bis[[[(5)・1-(methoxycarbonyl)-2-[(tnphenylmethyl)imidazol-4・yl]ethyl]・

amino)mcthyl]pyridinc (5) 

ジクt:Juメタン (16ml)に溶かした3(943mg.0.195mmoly23F}に5Cにて臭化トリフェニル

メチル (0.146g. 0451 mmol)を加え、引き続き5.Cにてピリジン (47μ1.0.58mmol)を加えた。

~:UMにて 1911.):/111撹作した後、水 (1ml)を加え、飽和炭椴水本ナトリウム水溶液によって中和し

た イl機l刊を分離した後、硫酸マグネシウムで乾燥し、減}I:濃縮した。残さをヘキサン (15

ml)で5[ill洗浄し、 5(0.166 g，88%)を淡黄色同体として得た。

mp 94・96"c 

iα113n2.6。(c=1.0、CHCI，)
民030(Mcrck 15696 developed with CH，OH). 
H NMR (CD‘00) 0 2 91 (d. J = 6.0 Hz、4H).2.98 (s. 6H). 3.0・3.5(m. 2H)， 3.4・3.6(m、2H).

1.57 (s， 6H)， 3 70 (d. J = 14.0 Hz， 2H)， 6.58 (5. 2H). 6.68 (5. 2H)， 7.0・7.5(m，32H). 

'c NMR (CO，OO) 833.5.40.2，53.1，54.7，63.0.77.6.105.5，122.1， 130.05， 130.14. 131.7， 

138.5， 1401， 144.3. 158.2. 160.2. 176.5. 

IR (KBr) 1420， 1730. 1640. 1490、1440.1160， 1130. 1000.750.700 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for C~IH610.N8: 969.4816. Found: 969.4824. 

4・(Dirnethy1amino)・2，6-bis[[[(5)・l-carboxy-2-[(triphenyl methy I)i midazol・4・y1]ethyl]amino]-

rncthyl]pyridine (6) and 4・(Oimethylamino)-2・[[[(5)・I-carboxy・2・[(triphenylmethyl)imidazol-4・yl]-

ethyl]amino ]mcthylj・6・([[(R)-I-carbox y-2-[(tripheny1methyl)irnidazol-4・yl]ethy l]amino] methyl]-

pyridine (7) 

メタノール (2.5ml)に溶かした5(19.5 mg. 0.0201 mmoりに室温にて0.155M水酸化リチウム

水溶液 (1.3ml， 0 20 mrnol)を加え、室温にて16時間撹作した.反応i&をIN塩酸水溶液によって

tl1fnした後、 j成(E濃縮した。残さを五酸化三リンで乾燥した後、シリカゲルカラムクロマトグ

ラフィー(メタノール)によって精製し、 6(3.2 mg， 17%)と7(1.7 mg， 9%)をそれぞれ淡黄色

閉体として得た。

6 

rnp211・2150C

[α]~ClO +2.2 (c = 1.0， CHCI，) 

RJ 0.58 [Merck 5714 developed with CH2CI2・CH、OH(5 : 1 )]， 0.47 (Merck 15696 developed with 

CH、OH).
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H NMR (CO，OO) 02.6-3.5 (m、6H).2.83 (s， 6H). 3.49 (ABq， s¥'AB = 38.0 Hz， J = 28.0 Hz‘4H)， 

6.15 (5， 2H)， 6.65 (s、2H).6.8-7.5 (m、30H).7.31 (.，.2H). 

'c NMR (CO、00)832.7，40.1. 56.9. 66.2. 77.7. 105 O. 121.8‘130.0. 130.1. 131.8. 139.4‘ 1410， 

144.6， 160.2， 162.2. 182.8. 

IR (KBr) 3380， 1600， 1490. 1440. 1390， 1130. 750. 700 cm 1 

HRMS (FAB). Calcd for C5yHロO.N~: 941.4503 round: 941 4504. 

7 

mp 192・194"c 

民0.39[Merck 5714 developed with CH~CI~・CH 、OH (5 : 1) 1. 0.47 (Mcrck 15696 developed with 

CH、OH).
'H NMR (CO)OO) 82.6-3.5 (m， 8H). 3.01 (s. 6H)， 1.78 (d、J= 36.0 Hz. 2H)， 6.39 (5. 2H)， 6.77 

(5， 2H)， 7.0・7.5(m.32H). 

nC NMR (CO，OO) 832.3.40.1.55.5.66.4.77.4， 104.9. 121.8. 129.9‘111.5.139.9、140.7.

144.3. 160.4‘ 162.1. 182.4. 

IR (KBr) 3390， 1600. 1490， 1440、1390.1130， 750. 700 cm I 

HRMS (FAB). Calcd for c.9H5-0.N~: 941.4503. Found. 9414505. 

4・(Dimethylamino)・2.6・bi5[[[2-(imidazol-4・yl)ethy1]amino]mcthy1]pyndine(8) 

16の合成法(，第二章に関する実験"にぷ載j に従って、ヒスタミン以般単 (38)から合成した。

シリカゲルカラムクロマトグラフイーによって粕製した後、メタノールに溶かし、室温にて2、li

なのナトリウムメトキシドを加えた。室温にて 10分11日批判:した後、 i成!五濃縮し、残さにジク u

ロメタンを加えた。不溶物をろ過後、ろi夜を濃縮して8(収3ド13%)をi炎政色|古l体として件た。

IH NMR (COC1)) 8 2.78 (t， J = 6.0 Hz. 4H). 2.90 (t， J = 6.0 Hz. 4H). 2 96 (日、 6H)，3.78 (s.4H)， 

6.33 (s. 2H)， 6.74 (5， 2H)， 7.46 ($， 2H). 

IR (KBr) 3400， 2920、1600，1430， 1380. 1210. 1 100， 980. 820. 620 c rn・I

HRMS. Calcd for ClyH2SNs: 368.2436. Found: 368.2407. 

4・(D1methylamlOo)・2.6-bi5[[[3-(dimethylamino)propyl)amino )methyl]pyndine (10) 

メタノール (5.4ml)にi容か したN，N-ジメチル・1，3・フロノfンシアミン (39、56.0mg. 0.548 

mmoりに、粉砕後強いバーナーの炎で 1時間加熱したモレキュラーシーブス3A(0.55 g)を加え、

引き統き宝溢にて4・(ジメチルアミノ)ピリジン・2，6・ジカルポアルデヒト (48.8rng， 0.274 mmol) 

を加えた。室温にて16時間撹排した後、同温度にてシアン化水会化ホウ紫ナトリウム (95%、

59.5 mg.0.900 mmol)を加えた。室温にて7時間撹作した後、ろ過し、ろ液を IN塩酸水溶液に
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よってpH2とした。室温にて1時間撹持した後、飽和炭厳水紫ナトリウム水溶液によって中和し、

減圧濃縮した。残さを五酸化二リンで乾燥した後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー ジ

ク口口メタン:メタノール=10:1から1:5まで段階的に変化)によ って柿製し、 10(39.9 mg，42%) 

を油状物質として得t.

'H NMR (CDCI，) O 2 16 (quint， J = 6.0 Hz. 4H). 2.41 (~. 12H). 2.72 (l， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.00 (s， 

6H)， 3.12 (l. J = 6.0 Hz， 4H)， 4.05 (s， 4H)， 4.64 (br， 2H)， 6.44 (s.2H). 

"C NMR (CD，OD) O 25.3，40.4.45.3.48.3. 53.5， 58.7， 106.5， 155.0， 158.6. 

IR (KBr) 3180，2920.2680. 1600. 1540， 1460， 1390. 1210. 1150，980，830 cm・I

HRMS. Calcd for CI9H1KNゐ:350.3157. Found: 350.3146. 

[2・(Mclhoxycarbonyl)elhyl]amine(41) 

メタノ ル (455mりに溶か したβアラニン (40，10.1 g， 0.113 mol)に5・Cにて塩化チオニル

(33.2 ml.0.455 moりを滴下し、室温にて4日間撹持した 反応液を減圧漉縮した後、残さにメタ

ノール (50ml)を加え、引き続きエーテル (900ml)を加えた 5 Cで1.5日間放置後、析出した

結『ilzをろ過し、五酸化二リンで乾燥して41.HCI(14.9 g，95%)を白色結品として得た。

mp 104・105・c

'H NMR (CD，OD) 82.73 (t， J = 6.0 Hz， 2H)， 3.19 (t， J = 6.0 Hz. 2H)， 3.71 (s，3H). 

4・(Dimelhy1amino)・2，6・bis[[[2・(methoxycarbony1)ethy1]amino]methyl]pyridine (11) 

16の合成法("第:章に関する実験"に記載)に従って、 41.HCIから合成した。11は固体とし

て符られた(収3事66%)。

'H NMR (CD)OD) 8 2.71 (t， J = 6.5 Hz， 4H)， 3.03 (t， J = 6.5 Hz， 4H)， 3.10 (s， 6H)， 3.70 (s，6H)， 

4.00 (S， 4H)， 6.71 (s，2H). 

1、CNMR (CD)OD) 833.9，40.5， 45.7， 53.5， 53.6， 106.1， 155.5， 158.8， 175.5. 

IR (KBr) 3390， 2920， 1730， 1610， 1440， 1390， 1210， 1080， 1000，830 cm 1. 

HRMS. Calcd for C17H2SN，04: 352.21 ]0. Found: 352.2093. 

4・(Dimelhy1amino)・2，6・bis[[(2・carboxyethyl)amino]methyl]pyridine(9) 

メタノール (5.6m1)に溶かした11(14.3 mg，0.0406 mmo1)に室温にて0.155M水酸化リチウム

水溶液 (2.6m1，0.403 mmoりを加え、室温にて12時間撹排した。反応液を 1N塩酸水溶液によっ

てpH7とした後、減圧濃縮した。残さを五酸化二リンで乾燥して9を粗生成物として得た。トル
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エンを内部標準としてNMRで定量し、ゲルシフト実験!こJHI.、た《

'H NMR (CD)OD) o 2.53 (t. J = 6.0 Hz. 4H). 3.05 (s. 6H). 3.16 (l. J = 6.0 Hz. 4H). 4.17 (s.4H)， 

6.67 (s，2H). 

MS (FAB) mlz 325(M+H)三

1の亜鉛錯体 (1・Zn)

3-Znの合成法(後述)に従って1から合成した 】

'H NMR (CDPD-D20(4: 1)) O 3.3・3.5(m， 4H)， 3.79 (s， 6H). 6.86 (s， 2H)， 8.04 (s， 2H). 8.22 (m、

3H). 

nC NMR (CDJOD-D20(4: 1)) 827.2， 54.5， 54.5. 125.7， 127.2， 132.1， 139.2. 141.7， 149.8， 166.7， 

173.7. 

2の亜鉛錯体 (2・Zn)

3・Znの合成法(後述)に従って2から合成した

'H NMR (CDJOD-D20(4:1)) 82.72 (d， J = 15.6 Hz. 2H)， 3.1・5.0(m， 8H)， 3.68 (s， 6H)， 7.16 (s， 

2H)， 7.54 (s， 1 H)， 7.58 (s， 1 H)， 7.8・8.5(m，3H). 

3の亜鉛錯体 (3・Zn)

車メタノール・垂水 (4:1，0.5 ml)に溶かした3(24.0 mg， 0.0495 mmol)に室温にて硫酸亜鉛七水

利物 (15.7mg，O.0546 mmol)を加え、 3-Znの溶液を得た。

'HN恥lR(CDJOD) 82.7・3.5(m， 6H)， 3.1 1 (s， 3H)， 3.13 (s， 3H)， 3.71 (s， 6H)， 4. J 6 (ABq， dvAB = 
86.0Hz， J = J 8.0 Hz， 4H)， 6.68 (s， 2H)， 7.15 (s， 2H)， 8.45 (s，2H). 

nC NMR (CD30D-D
2
0 (4:1)) 827.9，39.8，52.0，53.4， 63.6，103.8， 104.3， 117.0， 136.2， 139.2， 

155.9， 158.4， 158.6， 173.7. 

IR (KBr) 3120， 2910， 1730， 1620， 1540， 1440， 1390， 1110， 1030，840，610 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for ~3H3ρ4NgZn: 547.1760. Found: 547.1794. 

5の亜鉛錯体 (5・Zn)

3・Znの合成法に従って5から合成した。

IH NMR (CD)OD) 82.68 (d， J = 8.0 Hz， 4H)， 3.14 (s， 6H)， 2.9・3.4(m， 2H)， 3.33 (s， 6H)， 4.21 

(ABq， d
vA8 

= 212.0 Hz， J = 20.0 Hz， 4H)， 6.72 (s， 2H)， 6.93 (s， 2H)， 6.9・7.6(m， 30H)， 8.68 (s， 

2H). 

13C NMR (CD)OD) 828.6， 40.7，53.1，54.2，65.0，79.1，104.9，123.3，130.4，130.5， 13l.6， 137.6， 

143.4，157.7，159.6， 174.0. 
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IR (KBr) 3410. 1730. 1620， 1490‘1440， 1120. 1030， 750句 700cm・I

HRMS (FAB). Calcd for Ct ;H~~O~l'丸Zn. 1031.3951. I-ound: 1031.3949. 

6の!甑鉛鈴体 (6・乙n)および7の亜鉛錯体(7・Zn)

メタノール (5.9ml)に溶かした5(42.6 mg， 0.0440 mmol)に室温にて0.155M 水酸化リチウム

水溶液(2.8ml，0.43 mmol)を加え、室温にて 8時間撹作した c &Jî:.~i夜を 1N 塩酸水溶液によっ

てpH4とした後、減圧濃縮したc 残さを五酸化Jリンで乾燥した後、シリカゲル分取用TLC

(Mcrck 7747，シク uuメタン:メタノール=5: 1) によって和製し、ふZn(8.5 mg， 19%; complex 

A:complcx B = 81: 17)と7・Zn(9.7 mg，22%)をそれぞれ淡貨色同体として得た。

6-Zn 

IH NMR (CO‘00) O 271 (d. J = 4.4 Hz. 4H). 3.10 (s， 6H)， 3.28 (1， J = 4.4 Hz， 2H)， 3.92 (ABq， 

syAS= 1616 H7.J= 16.9 Hz，4H)， 6.61 (s.2H)， 6.92 (s，2H). 7.1・7.4(m， 30H)， 8.40 (s， 2H) 

(complex A). 

'c NMR (CO‘00) O 10.6.405，53.4.67.4.792. 1052. 122.7， 130.3. 130.4， 131.6， 139.5. 142.4、

1437， 1566. 1598. 177.7 (complex A). 

'c NMR (CO.OO) o 31.7、40.5‘55.6.67.4， 78.2，104.7， 122.1. 130.1， 130.2， 131.6. 138.9. 141.2. 

1442. 155.4. 1598 (complex B). 

IR (KBr) 3410. 2920. 1620， 1490， 1450， ]390. 1260， 1090， 1040，800，750、700cm.l. 

HRMS (FAB). Calcd for CS9HH04NgZn: 1003.3638. Found: 1003.3685. 

7-Zn 

IH NMR (CD‘00) O 2.7・3.4(m， 6H)， 3.09 (s， 6H)， 3.6・3.8(br， 1 H)， 3.98 (ABq， .D.vA8 = 208.0 Hz， 

J = 20.0 Ilz， 2H). 4.2・4.4(br、1H). 6，55 (s， 1 H)， 6.59 (s， 1 H)， 6.80 (s， 1 H)， 6.95 (s， 1 H)， 7.0-7.5 

(m. 31 H). 8.49 (s， 1 H). 

IIC NMR (CD、00)o 31.0. 31.5、40.6.51.8.52.9.66.6，66.8，77.8，79.1，105.1， 105.5， 122.0， 

122.7. 130.1， 130.2， 130.3. 130.4. 131.6、131.7.139.2. 139.9， 140.6， 142.3， 143.6， 144.5， 155.7. 

156.6. 159.8. 

IR (KBr) 3410‘2920. 1620. 1490. 1450， 1390， 1260， 1090、1030，800，750，700cm.l. 

HRMS (FAB). Calcd for CWH5~0~N，Zn: 1003.3638. Found: 1003.3661. 

オリコ・ヌクレオチドの7・末端標識

二本鎖ONAオリゴヌクレオチドとしては、マウス免疫グロプリンκ軽鎖のエンハンサーの一部

である、 KBriè~JJ を frむ:本鎖オリゴヌクレオチド

5・-AGCT・rCAGAGGGGACTTTCCGAGAGG-30

3
0
-AGTCTCCCCTGAAAGGCTCTCCAGCT・50

66-

を用いた 7・末端標識はT4ポリヌクレオチドキナーゼ (Takaraから購入)および [y-¥:P]ATP

(AmershamまたはOupontから購入)を用いて行なった。原散後、 G・50セファデ 1クススピンカ

ラムにより-梢製した。

HIV・EPIONA結合ドメインの調整

発現したs-gal-HIV-EPlを保持する菌体[BL21(0E3)1を述心操作にて集前後、 1mg/mlのリゾチー

ムを合む、緩衝液A[50 mM  Tris-HCI， pH 7.8. 0.5 mMビDTA. 0.4 M NaCl， 5 mM MgCI~. 5% (vol/vol) 

グリセリン，0.1mM PMSF， 0.1 mMジチオトレイトールlを初波及が5%となるように懸濁した。

氷中に30分間放置し、液体窒素による凍結と融解を21il1行なった。EOTAとNP-40をそれぞれ終

濃度がImMと0.5%(vol/vol)になるように加え、組.11' i，皮破砕処理 (10sec x 5)を施し、遠心分離

(5.000叩m、10分間)を行なった。不溶性画分を緩循iil主B[10 mM Tns・HC1.pH 7.8. 1 mM EOTA、

0.4 M NaC1.0.5% (vol/vo1) NP・40，5% (vol/voりグリセリン.0.1mM PMSF.O.I mMジチオトレイ

トール]で洗浄し、 Urea緩衝液 [50mM  Tris-HCI. pH 8.0. 1 %トリトンx-ωO.6 M Urea. 5'7c 

(vol/vol)グリセリン.0.1mM  PMSF. 0.1 mMジチオトレイトール]に溶解させたc 氷中にl時間

放tnした後、遠心分離 (42，000叩m，IO分間)し、 I:W'をTOE緩衝id.( 10 mM Tris-HCI守 pH8.0. 1 

mMジチオトレイトール.1mM  EOTA)で透析した。グリセリンをj農伎が20%(vol/vol)になるよ

うに加え、保存は-80.Cで行なった。

ゲルシフト実験

HIV-EPI (約500ng)、合成化合物、 Binding緩衝液 (15mM Tns-HCI. pH 7.0、75mM NaCI. 1.5 

mM EOTA， 1.5 m Mジチオトレイトール，7.5%グリセリン.0Yf NP-40. 1 J.lg/μI BSA)、4'kメタノー

ル、 poly(dI-dC)(2.4μg)を含む反応溶液を20Cで30分fHl放慨した 50_~端標識オリゴヌクレオ

チト (30.000 cpm)を加え、 20.Cで15分間放置した。反応溶液(全iii:24μ1 )を4'kポリアクリルア

ミドゲルを用いて、 0.25x TBE緩衝液中150CV で 1江気泳動した 。 f~W.';:活性のó'f価は、ハンドの

枚射活性をイメージアナライザーにより定長することで行なった。

エチジウム置換実験
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75 mM NaCI、20mM Tris・HCI(pH 7.0)水溶液中に溶かしたエチジウムブロマイド (2.1μM)

にオリゴヌクレオチド (ゲルシフト実験に用いたもの、ただしl:pでラベルしていないもの、 l

equiv)を加え、蛍光を測定した (励起波長:505 nm、590nmlこ最大波長を持つ蛍光スペクトル

を測定、 HITACHIF・3010を使用)。 さらに、 3(50 equiv)を加え、スベクトルの変化を調べた。

DNase rフットプリンティング実験

r.4LtJMRぷDNA断Jl(約2000cpm)、1mM  3、22mM Tris-HCI， pH 7.0、1mM  MgCI2、83mM  

NaCI、4%メタノール、超背波処理した子牛胸腺DNA(1μg)を含む反応溶液(全量18μ1)を20

Cで211.~ IlIJ政問した 0.0014 unitのDNase1を加え、 20・Cでl分間インキュベートした。 500mM  

EDTA 2μ!と3M附般ナトリウム溶液 (pH5.0) 2μlを加え、エタノール沈殿を行ないDNAを回収

した 3μlの涼動m緩衝液 (95%ホルムアミド.10mM EDTA， 0.01 %プロモフェノールブルー)

を加え、 7M以来を合んだ10%ポリアクリルアミドゲルを用いて、 TBE緩衝液 (89mMトリス

.ホウ般，pH8，2 mM EDTA)中2000CVで電気泳動した。

制錯体のESRスペクトルの測定

既知法幻1~こ従って行なった。

一伺ー

第二章に関する実験

[2・(ten-Butylthio)ethyl]amlOe(43)6~ 

2N 塩酸水溶液(16ml)に溶かした2-アミノエタンチオール出酸塩 (42.3.97g司 34.9mmol)に

室溢にてten・フ・チルアルコール (4.3ml.46 mmol)を加え、 11時間加熱環流した。反応液を減圧

濃縮した後、残さを五酸化二リンで乾燥した。粉昨後、アセトン (20ml)で4回洗浄した 何ら

れた国体を4N塩酸水溶液から再結品することにより、 43・HC1.1I3H20(1.19 g， 19%)を白色結品

として得た。

mp 190・193.C 

IH NMR (CD~OD) O 1.32 (s， 9H)， 2.79 (t， J = 7.0 Hz， 2H)， 3.07 (t， J = 7.0 Hz，2H). 
IR (KBr) 2950， 1600， 1450， 1360， 1250， 1160， 1130， 1070，930，910，730 cm 1. 

MS (FAB) mJz 134 (M+Hf. 

Anal. Calcd for C6H1sNS.HCI.I13H20: C， 41.01; H，9.56; N，7.97. Found: C，41.32; H，9.47; N. 

8.21. 

4・(Dimethylamino)・2，6・bis[[[2-(ten-butylthio)ethyl]amino]methyl]pyridine (16) 

メタノール (3.0ml)に溶かした4・(ジメチルア ミノ)ピリジン・2，6-ジカルポアルデヒド (31，102 

mg， 0.572 mmol)と43・HCI.l/3HP(195 mg， 1.1 1 mmol)に室j品にてシアン化水素化ホウ点ナトリ

ウム (95%，91.0 mg， 1.38 mmol)を加え、 室温にて36時間撹作した。反応液に室温にて水(2mり

を加え、 ra]温度にて5時間撹排した後、 i威圧濃縮した。残さを丘酸化:リンで乾燥した後、シリ

カゲルカラムクロマトグラフィー(ジクロロメタン:メタノール=30:1から5:1まで段階的に変化)

によって精製し、 16(113mg，49%)を無色油状物質として得た《

IH NMR (CDCI
J
) O 1.30 (s， 18H)， 2.76 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 2.90 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.19 (s，6H)， 

4.01 (s， 4H)， 5.92 (brs. 2H). 6.65 (s.2H). 

IlC NMR (CD
3
0D) O 28.7.32.2，40.6，44.1.50.5，53.3， 106.3， 155.6. 158.9. 

IR (KBr) 2960. 2320. 1610， 1550， 1460. 1390， 1360. 1160， 1120 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for ~IH4INふ:413.2773. Found: 413.2740. 

4・(Dimethy1amino)・2.6-bis[[N-[(2・nitrophenyl)thio]-N-[2・[(2・nitrophenyりdithio]ethyl]amino)-

methyl]pyridine (47) 

酢酸 (0.9mりに溶かした16(10.5 mg， 0.0254 mmol)に室温にて塩化2・ニトロベンゼンスルフ エ
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ニル (580 mg， 0.106 mmo1)を加え、室温にて16時間撹持した。反応i夜を減圧j農縮した後、残さ

にジクロロメタン (10ml)と水 (5rnl)を加え、飽和炭酸水紫ナトリウム水溶液によって中和し

た。府機府を分離した後、減圧i農縮したc 残さをシリカゲルクロマトグラフィー(ヘキサン:酢

酸エチル =10:1、次し、で酢酸エチル、最後にシクロロメタン:メタノール=10: 1)によって精製

し、 47(17.8 mg，77%)を貨色間体として得た。伺係な方法で18からも47を収宰70%で得た。

mp 88・91 C 

'H NMR (COCI.) 02.93 (1， J = 6.0 Hz、4H)，3.03 (s， 6H)， 3.51 (br， 4H)， 4.34 (br， 4H)， 6.50 (s， 

2H)，7 19-7.39 (m， 4H)， 7.53・7.76(m， 4H)， 8.01-8.33 (m，8H). 

"C NMR (COCl.) 036.7， 39.3， 55.6，63.6，104.6，124.8，125.1，125.9，126.0，126.1， 127.1， 133.9， 

134.1，1372，142.1，145.1，145.3，155.6，156.4. 

IR (KBr) 1420， 1590， 1510， 1330， 1300，730 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for C.，H1，Ollt、1~S6: 913.1059. Found: 913.1068. 

4・(DImeth) lamino)・2，6-bis[[N-[2-[(2・nitropheny1)dithio]ethyl]amino ]methy1]pyridine (22) 

ジク UDメタン・メタノール (2:3，2.5 ml)に溶かした47(17.8 mg， 0.0195 mmol)に室jEにて3

・メチルインドール (17.9mg， 0.136 mmol)を加え、引き続き5Cにて0.5N塩酸水溶液 (0.6ml， 

0.3 mmoりを加えた。室温にて9時間撹持した後、飽和炭酸水ぷナトリウム水溶液によって中和

し、 i成T.E濃縮した。残さにジクロロメタン (30ml)と水(5mりを加え、振とう後、有機層を分

離し、減f1:濃縮した。伐さをシリカゲルカラムクロマトグラフィー(酢酸エチル、次いでジク

ロロメタン:メタノール=10: 1)によって精製し、 22(10.4 mg，88%)を貨色同体として得た。

'H NMR (CDCI3) 02.90 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.92 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 3.06 (s， 6H)， 3.57 (brs，2H)， 

3.84 (s， 4H)， 6.46 (5， 2H)， 7.26-7.42 (m， 2H)， 7.62・7.75(m、2H)，8.20・8.39(m， 4H). 

13C NMR (CO、OD)039.3， 40.3， 48.8，55.5，105.9，127.9，128.5，129.3， 136.2，138.8，147.8， 

1582， 159.7. 

IR (KBr) 3420.2920， 1600， 1510， 1340， 1300，730 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for C:~l七1 0.N6S.: 607.1290. Found: 607.1264. 

4・(Dlmethylammo)・2，6-bis[[(2・mercaptoethy1)amino]meth} I]pyridine (12) 

メタノール (11mりに溶かした22(43.6 mg， 0.0718 mmol)に笠j品にて水会化ホウ素ナトリウム

(40.9 mg， 1.08 mmol)を加え、室温にてl時間撹持した。反応液を減[と濃縮した後、水 (14ml) 

を加え、 INJ証酸水溶液により pH1とした。ジクロロメタン (45ml)で4阿洗浄し、水溶液を飽
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和炭酸水点ナトリウム水溶液によりpH6・?とした。ジクロロメタン (45011)で5回抽出した後、

抽出液を減圧濃縮し、 12(16.3 mg‘7SC7c)を無色油状物質と して得た。12の塩酸塩淡黄色固体、

吸i，~性) は、 七の反応液をpH1としジクロロメタン洗浄した{走1-水?t:t液を濃縮して得た。

12 

'H NMR (CDCI3) 02.65 (1， J = 6.5 Hz‘4H)，2 89 (1， J = 65Hz， 4H)， 3.01 (s. 6H)， 3.84 (s，4H)， 

6.34 (s，2H). 

1JC NMR (CO、00)025.4， 40.3，53.6， 55.1. 105.9、1584，1号9.2.

HRMS. Calcd for CIJH2~N~S2: 300.1442. Found: 300.1432 

HCI salt of 12 

'H NMR (CO，¥OD) 02.93 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 3.30 (包，6H)， 3.39 (1， J = 7.0 Hz， 4H)， 4.48 (s，4H)， 

7.29 (s，2H). 

"c NMR (CD30D) 021.8，41.7，49.5， 52.7， 110.6， 145.9，.159.9 

IR (KBr) 3390， 2920， 2740、1640，1570， 1410 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for C1JH~5N~S~: 301.1521. Found: 301 1528 

20の物性

i炎貨色国体

'H NMR (CDC1.) 02.87 (t， J = 6.5 Hz， 4H)， 2.99 (t， J = 6.5 HL， 4H)， 303 (s. 6H)， 3.84 (s.4H)， 

6.48 (5，2H). 

LlC NMR (CO.OD) 039.6， 40.4， 49.2， 55.5， 105.9， 158.4， 159.4. 

HRMS. Calcd for CI1H22N.S2: 298.1286. Found: 298.1307. 

[2・[(Triphenylmethyl)thio]ethyl]amine (44)仙

1f17酸 (37ml)に溶かした2・アミノエタンチオール泡般塩 (42，4.05g，35.7 mmol)に60.Cにてト

リチルアルコール (9.29g，35.7 mmol)を加え、引きあtき60Cにて fフ J化ホウ素エテルエーテ

ル(5.2ml，41 mmol)を一度に加えた。 80.Cにて30分間撹作した後、主温に戻した 45分後にエ

タノール (54mりと水 (18mりを加えた後、室温にて酢敵ナトリウム (11g)を加え、引き続き水

(140 ml)を加えた 5.Cにて一晩放置後、析出した結品をろ過し、水 (50ml)で2回、次にアセ

トン (5mりで l回、最後にエーテル (50ml)で2同洗浄した。 托酸化二リンで乾燥して、

44・HCI'I/2H20(6.05 g，46%)を白色結品として得た

mp 88・91.C 

'H NMR (CD)OO) 02.47 (t， J = 6.0 Hz， 2H)， 2.50 (t， J = 6.0 Hz， 2H)， 7.2-7.5 (m， 15H). 

IR (KBr) 3450， 2920， 1590， 1490， 1440， 1380， 1180， 1080， 1010，740，690 cm '. 
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MS (FAB) mlz 338 (M+H、O+H)'. IR (KBr) 2950，23]0， 1610、1540，1460. 1390‘1360. 1160. 1110 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for ~3H~5N~S:: 441.3086. Found: 441.3081. 

4・(Dimethylamino)・2.6・bis[[[2-[ (tnphenylmethyl)thio ]ethyl ]amino ]methyl]pyridine (18) 

16の合成法に従って44.HCI.1/2H:Oから合成したc 18は白色結品として得られた(収率 41o/cL

mp 6567 C 

'H NMR (CDCI，) 02.35 (t. J = 7.5 Hz， 4H)， 2.38 (t， J = 7.5 Hz， 4H)， 3.14 (s， 6H)， 3.70 (s，4H)， 

4. 72 (br~ ， 2H)， 6.57 (s， 2H)， 7.0・7.5(m，30H). 

"C NMR (CD，OD) 033.3， 40.8， 49.5，52.4， 68.8，106.0，128.7，129.8，131.5， 146.9， ]55.2， 159.4. 

JR (KBr) 3430， 1630， 1600， 1440， 1120， 1030，740，700，450 cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for CSIHHN4S2: 785.3712. Found: 785.3712. 

4・(Dimethylamino)-2，6・bis[[N-[(2・nitrophenyI)thio 1-N・[1-[(2・nitropheny 1 )di th io )propy]] ami no 1-

methyl]pyndine (48) 

[3・(lert-ButyIthio)propyl]amine (46)65) 

47の合成法に従って、 17から合成した 48は黄色間体として伴られた(収呼~ 61 %)。

mp 51・54.C

'H NMR (CDCI3) 0 1.99 (quint， J = 6.5 Hz， 4H)， 2.72 (t， J = 6.5 Hム4H)，2.97 (s， 6H)， 3.32 (br， 

4H)， 4.27 (br， 4H)， 6.42 (s， 2H)， 7.17・7.35(m， 4H)， 7.52-7.67 (m， 4H)， 7.93-8.04 (m，2H)， 

8.13・8.32(m， 6H). 

IlC NMR (CDCI3) 028.1， 35.8， 39.3， 55.7， 64.2，104.4， 124.7，125.1，126.0，126.1，127.2，133.7、

134.0， 137.6， 142.2，145.5，145.9，155.5，157.4. 

IR(KBr) 3410，1590，1510，1330，1300，730 cm l
• 

HRMS (FAB). Ca]cd for CWH~8S608: 941.1372. Found: 941.1368. 
メタノ ール (1001りと水(10011)に溶かした子クロロプロビルアミン塩酸塩 (45，1.08 g， 8.31 

O1mol)に5CI-てtert・フPタンチオール (9.3m1，82 mmoりを加え、引き続き5.Cにてメタノール (5

ml)と水(10ml)に溶かした水酸化ナトリウム (5.7g， 143 mmol)を加えた。室温にて!日撹祥し

た後、減1.1:ドでメタノールを留去した。反応液をIN塩酸水溶液により pH8とした後、ジクロロ

メタン (200ml)で2101抽出した。抽出液を硫酸マグネシウムで乾燥した後、 I.OM塩化水素ジエ

チルエーテル溶液 (20ml)を加え、 i威圧濃縮して46・HCI.1/3H20(0.984 g，62%)を白色固体とし

て得た。

mp 142・143.C 

'H NMR (CD，OD) 0 1.33 (s，9H)， 1.91 (quint， J = 7.0 Hz， 2H)， 2.63 (t， J = 7.0 Hz， 2H)， 3.02 (t， J 

= 7.0 Hz，2H). 

IR (KBr) 2960， 1600， 1490， 1440， 1360， 1] 70， 1010， 960， 840 cm 1. 

MS (FAB) mlz 148 (M+Hr. 

Anal. Calad for C，H1，NS'HCI'1/3H10: C，44.31; H，9.92; N，7.38. Found: C，44.60; H， 9.81; N， 

7.07. 

4・(Dimethylamino)-2，6・bis[[N・[3-[(2・nitrophenyl)dithio]propyl]amino]methyl1pyridine(23) 

22の合成法に従って、 48から合成した。23は黄色同体として得られた(収t事90%)。

'H NMR (CDC1
J
) 0 1.90 (quint， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.74 (1、J= 7.0 Hz， 4H)， 2.82 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 

2.91 (brs， 2H)， 3.00 (s， 6H)， 3.76 (s， 4H)， 6.39 (s， 2H)， 7.27・7.42(m， 2H)， 7.62・7.76(m，2H)， 

8.21-8.34 (m，4H). 

IlC NMR (CD)OD) 030.5， 37.5，40.3，48.9，55.6，105.9，127.9，128.5，129.3， 136.2， 138.8， 147.8， 

158.3， 159.2. 

IR (KBr) 3430， 2920， 1600， 1510， 1330， 1300，730 cm '. 

HRMS (FAB). Calcd for ~7H3504N6S4: 635.1602. Found: 635.1594. 

4-(Dimethylamino)・2，6・bis[[(3-mercaptopropyl)amino]melhyl]pyridine (13) 

4・(Dimethylamino)・2，6・bi5[[[3-(tert-butylthio)propyl]amino )methyl]pyridine (17) 

12の合成法に従って(ただし、水素化ホウ素ナトリウムに代わって2.3当祉のジチオトレイトー

ルを使用した)、 23から合成した。13は無色油状物質として得られた(収率 67%)013の場酸出

は吸湿性のある淡黄色国体として得られた。

13 

'H NMR (CDCI
1
) 0 1.85 (quinl， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.63 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.76 (t， J = 7.0 Hz， 

4H)， 3.00 (s， 6H)， 3.75 (5， 4H)， 6.42 (s，2H). 

IlC NMR (CD)OD) 023.5，35.0，40.3，49.1，55.5， 106.0， 158.3， 158.8. 

HRMS. Calad for C'5H2SNふ:328.1755. Found: 328.1743. 

16の合成法に従って、 46.HCI.1/3H20から合成した。17は薄い紫色の油状物質として得られた

(収率 39%)。

'H NMR (CDCI)) 0 1.29 (s， 18H)， 1.95 (q山nt，J = 7.0 Hz， 4H)， 2.62 (t， J = 7.0 Hz， 4H)， 2.95 (t， J 

= 7.0 Hz， 4H)， 3.12 (s， 6H)， 4.03 (s， 4H)， 6.54 (5， 2H)， 6.69 (brs，2H). 

J3C NMR (CDPD) 027.1， 29.5， 32.2， 40.4， 43.9， 49.3， 53.6， 106.7， 154.6， 158.4. 
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HCI 5alt of 13 

H NMR (CO 00) 02.11 (quint， J = 6.5 Hz. 4H). 2.67 (t‘J = 6.5 Hz. 4H)， 3.3-3.4 (m‘4H)，3.33 

(s. 6H)， 447 (s， 4H). 7.34 (s. 2H). 

C NMR (CO 00) 022.7， 32.1. 41 8.48.9.49.6. 110.7. 145.7. 160.1. 

IR (KBr) 3390. 2920， 2760. 1640， 1570， 1420 cm 1. 

HRMS (トAB)Calcd for C'IH.~N~S~: 329.1834. Found: 329.1840. 

21の物性

i炎此色1M休

'H NMR (CDCI，) 0 1.93 (quint， J = 6.5 Hz， 4H)， 2.6-2.9 (m， 8H)， 3.01 ($， 6H)， 3.79 (5， 4H)， 6.43 

(s，2H). 

I'C NMR (CD、00)030.3， 37.8， 40.4， 49.2，55.6，106.1，158.4， 158.8. 

HRMS. Calcd for CI~H2~N4S~: 326.1598. Found: 326.1573. 

[2・(Mclhylthlo)elhyl]amlOe(50)制

2・クロロエチルアミン海般塩 (49，2.20g， 18.9 mmol)に室温にてメチルメルカプタンナトリウ

ム溶液 (ca.15Ck， 88 ml， ca. 190 mmol)を加え、室温にて30時間撹作した。IN塩酸水溶液によ り

pH 1とした後、減圧下でメチルメルカプタンを留去した。飽和炭酸水本ナトリウム水溶液によ

りpH7とした後、ジクロロメタン (200mりで3回抽出した。1.0M塩化水ぷジエチルエーテル溶

液 (40ml)を加え、 i成!上濃縮して50・HC1(0.459 g， 19%)を淡貨色結IR1として得た。

mp 137-140・c
IH NMR (CD，OO) 02.11 (s， 3H)， 2.74 (t， J = 6.0 Hz， 2H)， 3.12 (t， J = 6.0 Hz，2H). 

4・(Oimethy1amino)・2，6-bis[[[2・(methylthio)ethy1]amino]melhy1]pyridine(14) 

16の合成ilに従って、 50・HCIから合成した"14は薄い桃色の油状物質として得られた(収率

19%)内

'H NMR (CDCI，) 02.12 (s， 6H). 2.75 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 2.97 (t， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.21 (s，6H). 

4.07 Cs， 4H)， 5.13 (brs， 2H)， 6.66 (s，2H). 

'c NMR (CO‘00) 0 15.9， 34.2， 40.5， 48.8， 53.4， 106.3， 155.9， 158.9. 

IR (KBr) 2910，2320， 1610、1540，1430， 1390、1120cm 1. 

HRMS (FAB). Calcd for C，~H29N4S!: 329.1834. Found: 329.1821. 

4・(Oimethylamino)-2，6・bis[[[3・(methylthio)propy1]amino ]methyl]pyridine (15) 

74-

16の合成法に従って、 [3・(メチルチオ)プロ ビルlアミン塩般弘 (51)から合成した。 15は薄い

背色の油状物質として得られた(収率 13~そ)。

H NMR (CDCIJ) 02.03 (quint， J = 6.0 Hz. 4H). 2.10 (s. 6H). 2.61 (t. J = 6.0 Hz.4町、 3.02(t， 

J = 6.0 Hz， 4H)， 3.10 (5， 6H)， 4.09 (s， 4H)， 5.94 (brs. 2H)， 6ラ3(s，2H) 

もC N恥fR(CO、00)016.0、28.3，32.8，40.4.50.2.53.6，1066.1547. 158.5. 

IR (KBr) 2910，2310， 1610， 1540， 1430. 1390、1110cm 

HRMS. Calcd for CI7H32N4SZ: 356.2068. Found: 356.2050. 

4・(Oimethylamino)・2，6・bis[[(3・hydroxypropyl)amino]methyl]pyridine (19) 

10の合成法("第一章に関する実験"に記載)に従って、 3・アミノ・1・プロパノール (52)から合

成した。 19は淡貨色固体として得られた(収不 17%)。

'H NMR (CD，OO) 0 1.98 (q山nt，J = 6.0 Hz， 4H)， 3.05 (s， 6H)， 3.18 (1， J = 6.0 Hz， 4H)， 3.72 (t， J 

= 6.0 Hz， 4H)， 4.20 (5， 4H)， 6.69 (5，2H). 

l、CNMR(CO、00)030.7，40.3，48.2‘53.1. 61.5，106.7， 153.6， 158.4. 

IR (KBr) 3360， 2920. 1610， 1550， 1440， 1400， 1220， 1070， 840 cm . 

HRMS. Calcd for CI~H2SN~0~: 296.2211. Found: 296.221 1 

ゲルシフト実験

"第一-FRに関する実験"に記載した方法で行なった。
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第三章に関する実験
TBPビーズの調整

(p50)2、(p65)2、またはNF-1CBのゲルシフト実験

発現したTBP-GSTを保持する菌体を遠心操作にて集菌後、 PBS(30 ml)を加え、超音波破砕処

理(30sec.X 5)を施した。液体窒素による凍結と融解を行なった後、さらに超音波破砕処理

(30sec. X 5)、次いで液体窒素による凍結と融解を行な った。 10%Triton X-1 00を終濃度が10/(に

なるように加え、遠心分離 (10，000中m，10分間)を2回行なった。上清に グルタチオンセフ アロー

ス4B(市販品500μiをPBS10 mlで、2回洗浄したもの)を加え、室温で30分間ゆっくり振とうし

た。遠心分離 (10，000中m，2分間)を行ない、不溶性画分をPBS(20 ml)で3回洗浄した。これを

全量が1.5mlになるようにPBSに懸濁し、保存は4.Cで行なった。

-・第一章にi渇する実験"に記載した方法で行なった。

I1CB-αとp50ビーズ(またはp65ビーズ)附の共沈降実験

p50ビーズ(またはp65ビーズ)、合成化合物、Bindin緩衝液 (20mM Tris-HCI， pH 7.5， 150 

mM NaCI， 0.2% Triton X・100)、4% メタノールを含む反応液を、室温で40分間振とうした。3SS

.メチオニンでラベルした11CB-α (invitro転写、翻訳反応により合成)を加え (全量200μ1)、

EIAとTBPビーズを用いた共沈降実験

さらに室温で30分間振とうした。ビーズをBinding緩衝液 (反応に用いたもの、 800μ) で4回洗

浄した。p50ビーズ (またはp65ビーズ)に結合した11CB-αを、 10%ポリアクリルアミドSDSゲル

を用いて電気泳動した。阻害活性の評価は、バンドの放射活性をイメージアナライザーにより

DNAオリ ゴヌクレオチドとp50ビーズ93)の共沈降実験

E1A、合成化合物、 Binding緩衝液 (50mM HEPES， pH 7.2，250 mM NaC1， 1.5 mM EDTA， 1.5 

mMジチオトレイトール 0.3%NP・40.0.1 % Triton X・100，0.1 mM PMSF)、4% メタノールを合

む反応液を、室温で30分間放置した。 TBPビーズを加え(全量230μ1)、氷ヒでl時開放問し た

( 15分間おきにtappingを行なった)。ビーズをBinding緩衝液 (反応に用いた溶液からEDTAを

除いたもの、 500μ1)で5回洗浄した。TBPビーズに結合したE1Aを、 12% ポリアクリルアミド

SDSゲルを用いて電気泳動した。バ ンドをウエスタンプロットにより検出し[-次抗体:

Adenovirus-2 E1A (13S-5) rabbit polyclonal IgG; Santa Cruz Biotechnology，二次抗体:HRP-Goat 

Anti-Rabbit IgG (H+L) DS Grd; 2YMED]によ り検出し、阻害活性の評価はレーザーデンシトメー

ター (LKBModel 2222 U1tro-Scan XL)を用いて行なった。

定量することで行なった。

p50ビーズ、合成化合物、 Binding緩衝液(15mM Tris・HCI，pH 7.0，75 mM r、laCI，1.5 mM 

EDTA， 1.5 mMジチオトレイトール，7.5%グリセリン，0.3%NP-40， 11lg!μ1 BSA)、4% メタノール、

po1y(dI-dC) (5.0μg)を含む反応液を、室温で40分間振とうした。 5'-末端標識オリ ゴヌクレオチ

ド(ゲルシフト実験に用いたもの)を加え(全量300μ1)、さらに室温で20分間振とうした。

p50ビーズをBinding緩衝液 (反応に用いたもの、 650μ1)で3回洗浄した。問害活性の評価は、

p50ビーズに結合したオリゴヌクレオチドの量をシンチレーションカウンターを用いて定量する

亜鉛の効果を調べるための、 E1AとTBPビーズを用いた共沈降実験

ことで行なった。

EIA、合成化合物、 Binding緩衝液 (上の実験で用いたもの)、 4% メタノールを含む反応液

を、室温で30分間放置した。硫酸亜鉛を加え、さらに室温で5分間放置した。Nickカラム (反応

に用いたBinding緩衝液で流出) によって高分子化合物を分離し、 TBPビーズを加えた (全量

n
h
v
 

弓
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410μ1)。氷上での放置、ビーズの洗浄、 SDS-PAGE、バンドの定量は上の実験と同様に行なっ

た。

Sp1のゲルシフト実験

Splは、大腸薗から発現させたものを用いた。二本鎖DNAオリゴヌクレオチドとしては、 GC

.ボックスを含む二本鎖オリゴヌクレオチド

5'-CTAGTGGGGCGGGGCCT-3' 

3'-ACCCCGCCCCGGAGATC-5・

を用いたo 5'・点端標識は、 T4ポリヌクレオチドキナーゼ (Takaraから購入)および[y_J2p]ATP

(Du pontから購入)を用いて行なった。ゲルシフト実験は"第一章に関する実験"に記載した方法

で行なった。(ただし、ジチオトレイトールは入れない。)
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