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緒言

フラピン合有静紫は生体内において広く分布し、呼吸鎖1-3あるいは礎物代尉4・5に

かかわる酵素として非常に重要な役割を果たしている これらフラピン合有惇紫で

は、 FAD (f1avin adenine dinuclcotide)やFMN(f1avin mononucleotide) (Fig. 1・1)に代点さ

れるフフピン楠醇会(イソアロキサジン類)が主にその機能を担っており、 fボタ

ンバク部分は補醇紫であるフラピン類(イソアロキサジン頒)のifiN化あるいは基

質特異十1;などを発現する役割を果たしている。

O 

J.l . N 今 ~ ~CH'l 
HN' ...... γク/一、~~ ... 

。ムNムmλd人cH3NH2

?"2 ANγ/.::::-N 
(?"OH)3oq 、N人〆
CH20ー -p-o-p-o-CH2

0・ 0・

HO OH 

hp:: 
FAD (Flavin adenine dinucleotide) 

FMN (Flavin mononucleotide) 

Fig. 1-1. Structures of Flavin Coe07ymes 



フラヒン頬は大きく分けて般化型、セミキノン問、完全還元型の3撞頻の再変化還元

状態をとり侍ることが知られている6(Scheme 1 I)c酸化型フラピンはフラピン酵素

の反応のなかで、主に脱水素反応を司っている7 また特徴的な可視光部の吸収や蛍

光を持つとともに高い平面性を持つため、その物理的tl:1'lに関して市くから興味が

持たれてきたc セミキノン型フラピンはNADH(1 ，4-dihydromcotine amide dinucleotide) 

のような2電チ酸化遺Jじ剤と金属ホルフィリンのようなi屯チ酸化遺;e剤との間で電

子運搬体として機能している7。そして完全還元明フラピンは分チ状酸素と反応する

ことによって骸去を活tl-:1tし、倍々の基質への酸素添加を行う 8.9

ル?な:::与一ぬ:xx::e + H' 

ーム-
一一了一
e + H' 

Oxidized form Semiquinone radical form 

ル:xx::
Reduced form 

Scheme 1-1. Redox StalcS of Flavin Compounds. 

著者は、単 4 の化合物でありながら、般化還元状態の追いによって多様な反応刊:

を示寸ノラピン額 (イソアロキサンン矧)に興味今持ち、各種機能仲フラピンを設

計、合成し、その反応1'11;の検討によるフラピン機能の解明、あるいはフラピンの多

彩な機能性を利用した析しい反r.i:・の開発を目指して本研究にお手した。
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第1章著者の研究方針

フラピンは酵素に組み込まれた状態と補酵紫だけの状態とではその刊行lが大きく

変化する。酵.!A内において完令還元明ノラピンは分子状の酸素今活性化寸'ることに

よりアミン娘やスルフイド頒の厳素添加反応をhう8.9 一方、フジカル構造を持つ

セミキノン型フラピンは生体内2電子酸化還元斉IJとi電 r-酸化還元高IJとの問の橋渡し

的役割を担っている7 ところが、補酵素のみを取り出した場合、フラピンの完全還

元型およびセミキノン型の安定1"1:が大きく損なわれてしまうため、このような反応

はほとんと起こらなし、。完全還元型およびセミキノン型フラピンの不安定性はフヲ

ピン補酵去の反応刊を化学的に研究する上での人きな妨げとなってきた

従来、フラビンのk応性に関し化学的研究を行う際には、フラピン環のN(5)位を

アルキル化したフラピニウム塩 1を用いて研究が行われてきた10・14(Fig.1・2)。まず

著者はフラピニウム塩1を用いてinviLrOにおける電子伝達系のモデルを構築し、有

機反応へ応用することを試みた。

c:ltE04 
R 

1 

Fig. 1・2.Structure of Flavinium 

フラピニウム塩1 は、フラビン酵素モデルとして多くの研究ド用いられてきたが、

当然、のことながら、両手点内においてフラピンはN(5)位をア Jレキル化することで機能

を発現するわけではなし、。フッビン酵会における機能の発現には、酵素タンパクの

アミノ酸残北-によるフラピン袖酵素への水素結合が重要であると考えられている 15。

フラピニウム迩 1の例から考えてもN(5)位への水素結合はフラビンの反J.i:;.f'I:に大き

な影響を及ぼすと考えられる そこで、若者はノラピンのN(5){I/.， .分チ内水本結合

しうるようなフラピン 10.11を設計・合成し、依能性の変化を調べることによって
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タンパクのアミノ酸残基との水紫結合がフラピンの反応性に及ぼす影響に関して検

dを行った。

y-恒三砂
防NC CH3

flavoenzyme 

o '-1 ~O、('_-:，O

c:中出 R

R 

R = COOH 10 

R=H 11 

Fig. 1・3.Conccpl of Flavin-6・carboxylic Acid Derivatives. 

舷近、故多くの化合物に関し、 DNA切断活性が報告されている。 DNA切断活十|を

持つ化合物は、抗ウイルス剤あるいは抗癌剤としての応用はもとより 16・18、人工制

限解紫として、あるいはフットプリンティング法などの分子生物学的手法への応用

19-23 ーにJ1:く用いられる。 DNA切断活性を持つ化合物は主にiliN.酸素産生により活1"1.

を発現することが知られている24・290フラピン類もまた、フラピン還元体と分子状

酸紫との反応30あるいは光との反応31により活性酸主を坐しる さらにフラピン頬

には抗マラリア剤としての応用が報告されている32.33 従ってフラピンと生体内成

分特ドDNA.RNAとの相圧作用を調べることは医薬化学の観点から必要不可欠であ

ると思われる。そこで若者はフシピンのDNA切断活刊に聞して検討した。

また近1f.DNAやmRNAtこ対しその相補鎖を用いて転写ヤタンパク発現を抑制するア

34-35 
ンチセンスDNA.RNAi去が新しい薬品の形態として脚光を浴びている (Fig.ト4)

その ・述の研究において.アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドに機能性分子を

結合させることにより、相補鎖とのクロスリンク活性や相補鎖切断活性をもたせた

り、核椴I益法と相互作用しれ;るような化合物を用いて、より安定な2本鎖を形成させ

る試みがなされている36.37

- -1 -

DNA 

inhlbition of 
transcription 

RNA 

inhibition of 
translation 

Fig. 1・4.Principle of Anlisense DNA and RNA Melhods. 

ー}j、酸化型フラピンは、 '1::体内の補酵素形態であるFAD(flavin adenine 

protelnes 

dinucleotide)において、アデニン環部分と分子内相互作用を行っていることが知られ

38，39 
ている(Fig.1-5) 。

止。cJ寸 州
12 ) ぞXコ

HO OH 

Fig. 1・5.lntramolecular lnlcraclion of FAD 
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そこで、この軒ItL作用を利用することで、アンチセンスDNAにおける2本鎖安定性の

向上、あるいはフラピンの特徴的な蛍光を利用することによって、これまでのラジ

オアイソトープを使ったプロープより安全かつ安定な蛍光性フロープの開発を目的

として、アンチセンスオリゴデオキシヌクレオチドにフラピン分子を共布結合させ

た化合物を合成し、その物理的性質や機能を検討した。
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第2章 フラビニウム塩を用いた 1電子伝達系の構築

第l節 Na"，S"，Q とフラピニウム塩を用いた屯 r伝達系
2'-'2'"'4 

40 
フラピニウム塩1は還元を受けることにより 1.5-dihydro-5・ethy1flavinとなる

(Scheme 2・lh 1，5・Dihydro-5・ethy1tlavinは、 N(5)位カfアルキJレイヒされていないフラピン

誘導体の還元体よりもはるかに安定であり、分子状酸素の活性化なとフラピン補醇

.10-14 
素の反応十1.の検川に過しているため、これまで数多くの研究がなされてきた 。

また還元剤の種頬によっては5・ethyltlavinradica1を与えるこ とも知られている40

(Scheme 2・1)。

c:点/:b 2e + 2げ

円

Scheme 2・1.Rcduclion of Flavinium 1 

一7 -

C3日b

c:収。

1 l 

cつな:。



これまでの研究においては、ソヲピンの反応1"1:に関する研究はほとんどが2電子酸

化還元の過程を粁るものであった。そこで著者はフラピニウム塩 1の1m:子酸化還元

能に着目した。フラピンの屯子運搬体としての竹町を考慮すると 、1'i[ f酸化還元に

よる電子伝達系の構築は生体内におけるその重要性から考えても興味深い ，

iふDimethylthyminebromohydrin (4)は光あるいは熱によるラジカルメカニズムに

よって、容易に脱bromohydrin化して1，3-dimethylthymine (3)となることが当研究室よ

り報告された41(Scheme 2-2)。著者はこの1電子還元反応を光や熱を用いずに5・

ethylflavin radicalを用いて進行させることを試みた。

0_ 

CH3、Nλ:側 3

0ム'N/刀
OH

CH3 

4 

light or heat 
ムサ 3 

Scheme 2・2.Light or Hcat Induced Debromohydrination of 4. 

フラピニウム抱 1および、1，3-dimethylthymine bromohydrin (4 )、還元剤として

N~S204をCH3CN中、アルゴン雰閲気下、室温暗室トで2日間撹持したところ 、 高
収ヂで1J-dimethylthymine (3 )を得た(Table2-1)0 N~S204のみやN(5)i、tをアルキル化
していないフヲヒン 5では反応は令く進行しなかった。 N(5)位をアルキル化 してい

ないフラピン誘導{本のセミキノンヲシカル体はアボタンパクの非存伝下では不安定

であることが知られており、今回の反応系においても、この不安定性のため反応が

全く進行しなかったのであるか、あるいは今回用いたような無水の条件ではN(5)位

をアルキル化していないフラピンではNa2S204による遺;(;がきわめて進行しに くか

ったものと推定した。

8 -

Table 2・1.The Debromohydrination of 4 by the Na
2
S
2
0
4 

and Flavinium 

1 System. 

a 

Entry 

1 

2 

3 

c:ltib 
CH3だy

叫

c:ホ/:。
CH

3てy叫

Reagentsa Rcaction times Yields (%) Recovcry(%) 

Na
2S204 3 days 。 58.1 

Na2S204 +1 2 days 87.4 。
Na2S204 +5 3 days 。 90.5 

The amounts of reagents were 卜2equivalcnt for 4. 

この反応の活性砲を調べる目的で、 CH~CN中フラピニウム塩をNa".S...O により還3 “2"2""'4 

元したところ良好なESRスペクトルを得た (Fig.2・1)。このESRシグナルのg値は

2.0040であり、以前に報告されたふcthylflavinradicalのg他とほぼー殺した40。

5・Ethylflavinradicalは好気的には分子状の酸素との反応・で徐々にフラピニウム塩へ

反り 、嫌気的には、水酸基の付加とそれに引き続いて分解反応が起こることが報告

されている。今回用いた条件は無水系であり 、このような分解反応は起こらなかっ

たものと推定した。 以上の事実より 1--述した反応においてN~S204がブツピニウム

嵐 1をl電子還冗し、ここに生成するフラピンラシカルから1，3-dimethylthymine

bromohydrin (4)へittチが伝達されることにより、還Jt的脱bromohydnn化か起きたも

のと推定した (Schcme2・3)。
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4・一一... 10G 

Fig.2・1.ESR SignaJ of 5・EthyJnavinRadical. 

N・，5，0.

250， 
Na・φ.

なうと3之 c:ュうなc:ュ〉b
町七y叫

第 2章

第2宣告 NADHモデル化合物とフラピニウム塩による屯{-伝達系の構築

NADH (1，4・dihydronicotinamidedinuclcolidc)あるいはNADPH(1，4・dihydronicolinamide

dinucleotide phosphate)は生体内における還元剤として働いている フラピン酵みは

NADHにより還元を受けることにより、他の基1'(へ電子運搬を行うだけでなく 9、分

子状酸素の活性化
7
も行っている。フラピニウム塩1をフラピン酵素のモデル化合

物と考えるならば、 NADHあるいはNADPHのモデル化合物により還元され、ついで

l電子的に電チを別の基質に渡すことが可能であると思われる。

著者は、 NADHのモデル化合物1，5-dihydroふ deazatlavin2 を用いて、より 1・体類

似の電子伝達系の構築を試みた。1，5・Dihydroふ deazaflavin2はフラピン環のN(5)位の

窒素を炭素に置き換えた化合物であるが、電子状態より考えるとフラピンよりもむ

、λ
F

側

問
州
市

N
I
A
F
C
 

C

陶工与;:'

9 = 2.0040 

しろNADHに近い化合物である42(Fig.2・2)。

レ~.・ Na'

N・OH-I

以
U
N
R

H
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メ

グ

H

Y

H

A

F

 

〉
〈

MMM'PM

M
H

4
〆
H
H
K

O
H
A
M
N
H
 

W
l外

同

o

p
u
 

H 

c:ュ討。
CH

3てy川

4 

、al
d，

H

川
i
許

2 NADH and NADPH 

Fig.2・2.1，5・Dihydro-5-dcazaf1avin 2 as NAD(P)H Mode1. 

1，5・Dihydroふdeazaflavin2 とフラピニウム塩 1の系により、前品した 1.3・

dimethyhhymine bromohydrin (4)の脱bromohydriniヒを式みた(Tablc2・2) 脱bromohydrin

化反応はlふdihydroふ dcaLatlavin2 とフラピニウム塩 1 のみでは全く進計しなかっ

たが(Entry2)、この反応系中にMg++を共存させることにより、反応は円滑に進行し

た(Entry1)0 1ふDimelhyhhyminebromohydrin (4 )は中竹条件下ではl電子還元しか受

けないことより、この反応は1，5-dihydroふ deazaflavin2 がフラヒニウム塩 1 を還元

して5四ethylflavinradicalとなり、ついで 4がl電子還えされたと考えられる。

Scheme 2・3.One-electron Transfer Systcm Consisting of Na2S204 
and Flavinium 1. 

ー 10-
)] -



Table 2・2. Thc Debromohydrination of 4 by the 1，5・Dihydro-5・
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cd:7-c吟:;:3
dcazaf1avin 2 and F1avinium 1 System. 

。
CHsd:cH CH30削 3

ワOH
' CH3 CH3 

4 3 

Reagcntsa Reaction 
Yie1d(%) Recovery(%) Entry 

t 1町le

1 2 + 1 + Mg++ 3 days 88.7 。
2 2 + 1 3 days 。 69.5 

3 2 + Mg++ 3 days 。 72.5 

4 ++ 3 days 。 41.5 Na2S204 + Mg 

5 2 + 1 + Mg++ + 
3 days 。 58.0 

ga1vinoxyl 

a The amount of reagents were 1.2 equivalent for 4. 

H

H
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W

O

 

B
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l
l!

〆

H

O
H
A

一
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V
l件"

 

c
 

V-eφH' 

H20 -1 

04 
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3 

Scheme 2・4.Onc-electron Transfer Syslem Consisting ofl ，5・Dihydro-

5・deazaf1avin 2 and Flavinium 1. 

さらにこの反応がラジカルスキャベンジャーであるgalvinoxylにより完全に組害され

たことも 1電子還元システムによることを支持する (Entry5)。

以上の結果をもとにこの11E子伝達系のメカニズムを (Schemc2・4)の様に推定した。

NADHモデJレ化合物において、 Mg++は電子伝達を円滑に行う際の補助的役割を担っ

ていることがこれまでに報告されている430今回の反応におけるMg++の作用も電子

伝達の橋渡し的役割であると考えられる。 またN~S204を用いる系に比べて、電子

伝達が遅いものとなったことも 1，5-dihydro-5-deazatlavin2からフラピニウム塩 1へ

の電子伝達の段階がこの反応の律速になっていることを示唆している。

今副開発した電子伝達系は、生体系における重要性にかかわらず、これまで見逃

されてきたフラピンを介するi託子伝達系である。生体内に実在する系を、モデル化

合物を用いて構築した点においても興味深いものと考えられる。

一12-
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第 3章 5位に水素結合 し得る新 しいフラ ビン酵素モデル化合物の

合成と性質

第l節 N(5)位に水素結合し得るフラピン蒜導体のデザインと合成。

前述したフラピニウム塩1はフラピン酵来モデルとして優れた化合物である。し

かしながら、尖際の酵素内においてフラピン補酵素のN(5)位のアルキル化が起きて

いるわけではない。またフラピニウム塩1は、それほど安定な化合物ではなく、容

易にN(5)位の脱アルキル化やC(4a)・スピロ体への変換が起こってしまう。フラピン補

酵素が生体内において機能を発持するためにはアボタンパクが必要であることは既

に述べた アボタンパクのフラピン酵素における役割には、以下のようなことが挙

げられる すなわち、①基質取り込みにより、フフピン補酵素と基質を反応しやす

い位置関係に置くこと。②フラヒン補酵素を活十!な状態にして反応竹を高めること、

あるいはフフピン補酵素をその機能発現に最も過した酸化還元状態を保つこと。③

基質を活ゲ1:化することで、基t1の反応性を高めること。④フラピンと基質の反応に

おいて不斉な環境をつくることなと。特に①、②、③はフラピンによる反応に際し

て遷移状態のエネルギーを下げる方向に働く作用である。アボタンパクのいかなる

性質が上記した作用を行っているかという開題は、化学合成したフラピンを用いて

検討することによって明確になると思われる。

フラピン酵索において反応性を高める因子としては数多く考えられるが、著者は

特にフラピン補酵素へのタンパクによる水素結合に着目した。フラピニウム塩1を

考察すると、特にN(5)f立の活'~I 化がフラピンの反応性にとって梅めて重要であると

いえる。 N(5)イ、7に水素結合できるフラピンとしては、新海らの合成したフラピン化

合物 6
46がある。化合物 6・tおいてはフラピンのN(5)位へフェノ ル性水酸基が

水素結合し得る情造を持っている、さらに彼らの合成した 6はN(5)位への水素結合

によりC(4a)位を活性化することでフラピン誘場体によるチオール鋲の般化速度の上

昇をもたらした46。しかしながら、フエノール判本酸基のpKaは約10.0であり、比較

的酸性度が弱い。著者は更に劇的な反応性の変化を期待して、フェノール性水酸基

よりさらに酸性度の高いカルポキシル基をN(5)位へ分子内水素結合させることを考

- 14 -

え、C(6)位にカルホキシル基を持つフラピン誘導体 10， 11をデザインした。C(6)位

のカルボキシjレ基は熱力学的に安定な6貝環を形成することでN(5)位への分 f内水素

結合が可能である(Fig.3・1)。

合成方法は、フラピン・6，8-ジカJレボン酸 10に関しては米国らにより報告された

方法47を応用した。すなわちフラヒン議導体 14を合成後、C(6)，C(8)位のメチル基

を酸化することによって対応するカ 1レボン酸に導くことにした (Scheme3・1)。

r-~砂

bb:: 
flavoenzyme 

o H'O、c""ObjEY3 c抽出R

10 R = COOH 

11 R = H 

Fig. 3・1.Flavio EO.lyme Models. 

フラピン誘導体 14のカルボン酸への酸化剤を検討したところ20%H2S04
中

KMn0
4
酸化が取もi両足のいく結果を与えた。他の条件 (cr0

3
、puゅIcbcn7..cne、アル

カリ性KMn04
、四酢酸鉛)では十分な結果が得られなかった。これは、フラピン誘

導体のアルカリ水溶液中での不安定れや、フラピン環によりメチル庄の電子密度か

低下していることに起因するものと思われる。同様にして、 C(6)位にカルボキシル

- 15-



ム~ ーc:ホムCH

CHβR2 

ー
.. 

基を持たずC(8)位にのみカルボキシル基を持つ、フラピン-8-カルホン酸 12および、

10のN(lO)位の置換基をメチルに変換した15も合成した。合成した 10.12. 1 5は

元素分析、マススペクトル、 IH-NMRスペクトル等で確認した。

米国らの方法ではフラピン環のC(6)位だけにメチル基あるいはカルボキシル基を

導入することは不可能である。そこで、牧らの方法48を用いC(6)位のみにカルポキ

シル基を持つフラピン議導体を合成した。合成経路はScheme3・2に示した。この方法

で低収不ながらも 9を得ることができ、引き続いて上述の酸化方法でC(6)位にのみ

カルボキシJレ基を持つ 11を得た。11は元素分析、マススペクトル、 IH-NMRスペ

クト Jレ等で確認を行った。

NaN02 

CH3COOH 

c:立出CH

Na2S204 

H20 

c:点。CH

R1 = C2Hs R2 = CH3 14 

R1 = C2Hs R2 = H 7 

。

;ホ
ηγ;。

立CHC3tL占
t 

R1 = CH3 R2 = CH3 8 

KMn04 
c:ュ(101

20% H2S04 
R1 

R1 = C2Hs R2 = COOH 10 

R1 = CH3 R2 = COOH 15 

R1 = C2Hs R2 = H 13 

O2 

DMF 

KMn04 

20% H2S04 

c:ュ欠。C3XO 

ーー
C2HsOH， H令 c:1XOc 9 1 1 

Scheme 3-2. Synthesis of Flavin Enzyme Model. 

R2= COOC2Hs 16 

Scheme 3・1.Syntheses of Flavin Enzyme Models. 
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2.50 第 3章

フラピンカルボン酸類のUy-可視光吸収スペク トル第2宣告

2.00 

ω
ω
c
ω
a
』。ωamw

合成した 10，11に関しuv-ロT視光吸収スペクトルにて、 構造に関する詳細な検討

1.50 
フラピンふカルボン酸 15の水溶液および、フラビン 6-カルボン酸 11を4丁った。

中でのuv・可視光吸収スペクトルをFig.3・2およびFig.3-3に不す。いずれの化合物

1.00 
についてもpH7.0で370nm付近に極大吸収を持つフラピンの第2ピークが、pH1.0に

このpH領域においては、通常のフラピン化合物のuv・おいては短波長シフトした。

0.50 
このpH依存的な第2ピークのシフト可視光吸収スベクトルは変化しない。従って、

0.00←ー・
200 

はフラピンカルポン酸類のカルボキシル基部分に同来すると推定できる。Bruiceら

700 600 500 400 300 フラピン誘導体のC(8)位に屯子吸引t'!:のニトリル基を導入した際、置換基の
、

ふ
4

n
y
 

A
『

nm 

Fig.3・2.Plots of Absorbancc vs. Wavelength for Oxidized Flavin 11 

(1.0 X 10-4 M). 
1.00 

無い場合に比べてフラピンのuv・可視光吸収スベクトルの第2ピークが短波長シフト

フラピンのC(6)位おする 'jJ.を報告している。 以上の事実より 、 著~-はpH 1.0の場合、

Plot Ia is at pH 7.0; Ib is at pH 1.0. カルボキよぴC(8)位のカルボキシル基は解離 していない状態であ り、 pH7_0の場合、

シレートの状態であると結論した。すなわち、 C(6)位のカルボキシル基はC(8)位とほ

カルボキシル基の状態であるpH1.0では、ぽ同じ議起効果を持つと考えられるため、

0.75 
カルボキシル基は解離 してカル4 方、 pH7.0では、第2ヒークは短波長シフトする

カルボキシレートアニオンは電子反発のため、誘起効果が小ボキシレートとなる.

ω
υ
z
ω
D』

O
ω
a偲

さくなり、第2ピークのシフトが小さいと推定した。

0.50 ついで、 pHに対してこのピークの吸光度をプロットすることで (Fig.3・4.3-5)、

フラピン-8-カルボン酸 15に関フラピン-6・カルホン酸 11に関しては、 pKa= 2.8、

0.25 
フラピン・6.8-ジカルポン酸 10に関 しては、してはpKa= 3.2と決定した(Fig.3 6)。

2つのカルボキシル基のpKaが極めて近いため (pKaは両方とも約3.0付近)、 各々 の

カルポキシル基について正確なpKaの決定はできなかった。

700 

n町、

Fig. 3・3.Plots of Absorbance vs. Wavelength for Oxidi/ed Flavin 15 

( 2.0 x 10・5M). Plot IIa is at pH 7.0; Ib is at pH 1.0 
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CW70C H 

c:1k:xb + H+ 

c:収。c∞

-H+ 

pKa = 2.8 

+ H+ 

c:1XO 
0.70 

ロロ

ロ

0.60 

0.50 

0.40 

0.30 

E
C
O
h円
円
寄

ω
ω
C史
七
。

ωadH

8.0 6.0 4.0 2.0 
pKa = 3.2 

pH 

for Oxidized Flavin 11 (1.0 x 104M). Fig. 3・4.Plo( of Absorbance vs. pH 

Flg. 3・6.pKa Valucs of Flavincarboxylic Acids. 

0.23 

さらに、有機溶媒中におけるuv-可視光吸収スペクトルを測定し、水溶液中のも

では、カルポキシル恭が全て解離した状態である水溶液中 (pH7.0) 

フラピンカルボン酸類 10， 11. 1 5は全て440nm付近に第lピークの極大吸収を示

のと比較した。

。

ロ

ロ

フラピン-8・カルボン酸 15は445nmであアセトニトリ jレ中においては、4 方、す。

フラピフラピン-6-カルボン酸 10および、り、水溶液中とほとんど同じであるが、

に関しては、約 20nmの長波長シフトが観察された(Fig.3・7)。ン-6.8・ジカルボン酸 11

0.22 

0.21 

フラピンの第lヒークの長波長シフトが見FMNがフラピン酵素に取り込まれた場合、0.20 

E
C
∞
守
m

二
ω
ω
ω
C史
七

Oωad『

フラピン補られることが、再構成実験によって確かめられている50。解素内では、

この犠アミノ酸残基が水素結合やslacking相互作JHをしているため、酵素に対して、
。

0.19 

とフラピン-6-カJレボン酸 11にuv-可視光吸収に変化が起きると考えられている。8.0 6.0 4.0 2.0 

N(5)位へ容易に水素結合

フラピン酵素に類似した大きな長波長シフトが生じたと結論した。
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フラピンー6.8-ジカルポン酸 10は有機溶媒中で解離せず、

可能なため、

pH 

Fig. 3・5.Plo( of Absorbance vs. pH for Oxidited Flavin 15 (2.0 x 10・5M)・

一20-



第3章

N(5)位に水素結合可能なフラピンのセミキノンラジカルの

安定性

第3節

，J
I-
-
jJ
JJ
・-
1
7
1

A 

フラピン酵素の躯めて重要な機能の一つに電子伝達の役割がある。例えばNADH

のようないわゆると主体内2電子酸化還元剤とへム鉄等のようなl電子般化還元剤との

フラピン酵素はセミキノンラジカルとなること問のスイッチ的電子伝達があるが、

フラピン補酵素だけを取り出すとフラでこのような機能を果たし得る。ところが、

フラピン酵素とフラピン補酵素ピンセミキノンラジカ lレはきわめて不安定となる。

IIIa 

一

1
L
I
r-
-「
「
r
fら
ヲ
ア
「
ト

崎
川

w

n

u

自

制

民

Jw
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ω
ω
C伺
a』

O
ω
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0.25 

MOllcrらはフラピとのフラピンセミキノンラジカルの安定性における追いについて、0.00ド

300 
ン酵素においてはN(5)位への水素結合がフラピンセミキノンラジカルの安定化に寄

与するという仮説を提唱した51(Fig.3・8)。

550 

Bonding. 

E 1 N 

ル?な:::

T 。

dnCCH3  

R P 

J
1寸
4
J
I1
1
1
1
1
f
f

480 420 

nm 

360 

0.80 
B 

0.50 

0.00 
300 

0.25 

ω
ω
c
e
a』

O
ω
a
m

Hydrogen of lntermolecular Fig.3・8.Hypothesis 
550 480 420 360 

はこの仮説を化学的

に証明するに適していると考えた。そこで10，11の他に、C(6)位にカルホキシjレ基

著者の今回合成したフラピン.6.カルボン酸類 10および11
nm 

wavelength for flavin carboxylic 

phosphate bu ffer (pH 7.0) (A) and 

Fig. 3・7.Plots of absorbance vs. 

derivatives in 0.1 
を持たないが、屯子的にはC(6)位カルボン酸と同等の効果をもたらし符ると考えら

sodium 

in CH3CN (B). 

Plots 1 : flavin-6・carboxylicacid (11)， II: 

flavin-8・carboxylicacid (15). 

M 

これらのセ ミキノンラジカJレの安定性にれるフラピン-8.カルボン酸 15を加えて、
acid 日avin・6.8・dicarboxylic

5 x 10・5M. 
フノピン 10， 

11， 1 5 (0.01 mmol)をO.IMリン酸緩衝液 (pH6.89) (1 mし)中、 N~S204 (0.01 mmol) 
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ついてESR(Electron Spin Resonance)スベクトルで比較検討を行った

一22-

(10)， 111: 



により還元を行い生成するセミキノンラシカ Jレ顕のESRスペクトルを測定した。

立な:。+立記。

立記。
そcheme3・3.Formation of Flavin Semiquinone Radical by 

しomproportlOnatlon.

通常のフラピン誘導体においてセミキノンラジカルのESRスベクトルを観察する

ためには、あらかじめ調製した完全還元型のフラピンと酸化型のフラピンを当量混

合させ、溶液中での平衡を利用したcomproportionation過程によりフラピンセミキノ

ンラシカルを生じさせる51・53(Scheme 3-3)。しかもESRスペクトルの測定には、蛾

気的条件にするため真空ラインなどの複雑な装置を必要とし、さらに冷凍サンプル

にすることで安定な観察を試みる51・53。今回のフラピン・6カルボン酸類 10およ

び 11の還元に関してはこの梯な操作を全く行わなかったにもかかわらず、室温で

空気中安定なフラピンセミキノンラジカルのESRスベクトルを観察できた (Fig.3・9)。

驚くことにこれらのESRスベクトルはサンプル~J製後、 1 8 後においても同様に安定

であった また、観察されたESRシグナルは 10に関しては16本、 11に関しては17

本の超微細構造を示し、 g11直は 10が 2.0034、11が2.0032であった。これは通常の

フラピンで観察されるg値とほぼ一致する54。

一方、フラピン誘導体 15に関しては微弱なESRスペクトル (Fig，3・10)が観察され

るのみにとどまった。さらにこのESRスペクトルはサンプル調製後、約1時間で完全

に消失した BruiceらはフラピンのC(8)位の電子吸引竹二基はフラピンアニオンラジカ
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(a) 

9 = 2.0032 

(b) 

(c) 

9 = 2.0034 

(d) 

4ト.... 

10G 

4←→P 
10G 

< )10 
10G 

4長一歩ー

10G 

Flg. 3・9.ESR Spectra of Scmiquinone Radicals of Flavin Dcrivativcs 11 

and 10 (1 x 102
M) in H20 Buffcr. (a) obscrvcd spectrum of 

semiquinone radical of 11; (b) simulated完pcctrumof semiquinone 

radical of 11; (c) observed spcctrum of semiquinone radical of 10; 

(d) simulated spectrum of semiquinone radical of 10. 
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ルを若干安定化すると報告しており49、15において微弱なESRスペクトルが観察さ

れたのはC(8)位のカルボキシル基の電子吸引性に起因すると思われる。

フラピンラジカルはプロトン化の程度によって、カチオンラジカル、中性ラジカ

Jレ、アニオンラジカルの3つの形状をとる6(Scheme 3-4)。そこで、今回観察されたフ

点。::二争点以::十点。:::
Cation radical Neutral radical Anion radical 

Scheme 3・4.Flavin Semiquinone Radical Species. 

ラピンセミキノンラジカルの構造についてさらに知見を得るために 10のN(IO)位の

置換基をエチル基よりメチル基に変えたフラピン誘導体 13を合成し(Scheme3・1)、

1 0と同様に還元後、 ESRスペクトルを測定した (Fig.3-10)。スペクトルは 10より

もかなり複雑な超微細構造を持つものであった。この結果は、これらフラピンセミ

キノンラヅカルにおいてN(lO)位に、そのβ水素に由来する超微細結合定数に影響す

るほどの大きな不対電子密度が存在していることを示している。

また、 10 および 11 のフラピンセミキノンラジカルをH~Oの代わりにO~Oのパツ2 

ファ ー中で測定した。 O~O，:換えることドより、 1 0， 11のセミキノンラジカル両万2'""-17'C;"¥.. 
....， "-'--，-

において、超微細構造は本数がそれぞれ2本減少した(Fig.3・11) 020中では比較的

酸性度の高いプロトンがジュウテロンへ交換される。そして、水素の約1/6の磁気モ

ーメントを持つ電水素による慨換は、磁気モーメントに比例する結合定数の値を約

1/6にすることで、事実上スベクトルからの超微細構造の本数を減少させる。 020
中

で観察された超微細構造の本数の減少は、このセミキノンラジカルにおいて不対電

- 26 -

子密度の極めて高い原子へ交換可能なプロトンが結合していることを示唆する。今

同検討しているフラピンの構造はN(3)位がメチル基で置換されているため、 020中

で交換可能なプロトンは中性ラジカルとカチオンラジカルにしか存住しなし、。すな

(a) 

H…w、制f…，wl1#~1(>fi内川#刷州W~州M""州州州

(b) 

司←ベが
10G 

4←ー捧
10G 9 = 2.0034 

Fig. 3・10.ESR Spectra of Semiquinone Radicals of Flavin Dcrivatives 

15 (1 x 10 
2 M) and 13 (1 x 10

2M) in H20 Buffer. (a) semiquinone 

radical of 15; (b) semiquinone radical of 13. 

わち中性フラピンラジカル構造においてはN(5)位のプロトンが、カチオンラジカル

においてはN(I)位およびN(5)位のプロトンが020中で交換可能であり、 0
2
0パッフア
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一中では上記した様な、超微細構造の本数の減少が予想される。一般に、カチオン

ラジカルは強酸性中でのみしか存在しないことを考え合わせると、今回観察された

セミキノンラジカルは中性ラジカルであると推定した。また興味深いことに、 0
2
0

パ〆ファー中のスベクトルの線幅はH
2
0パァファー中のそれに比べて減少した。フ

ラピン酵素において、フラピンセミキノンの中性ラジカルは0
2
0置換で線幅が減少

し、フラピンセミキノンアニオンラジカルにおいてはこの様な影響はないことがこ

れまでに知られているお。以上の事実も 10， 11のフラピンセミキノラジカルがフラ

ヒン環に関して考えたときに、中性ラジカル構造をとっていることを示唆する。

さらに、 ESRスペクト jレのpH依存性について検討したところ、 pH11.0までESRス

ペクトルの強度および超微細構造の本数は全く変化しなかった(Fig.3・12)。この結果

は、フフピンセミキノンラジカルの交換可能なN(5)位のプロトンはきわめて低い酸

性度を持つことを示唆している。 通常の中性フラピンセミキノンフジカルではN(5)

位のpKaは約 8.5であり、フラピン・6・カルボン酸類のセミキノンラジカルではN(5)位

のプロトンのpKaがかなり高くなっていると結論した。
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第3章

第4節 フラピン-6・カルボン酸 10，11のセミキノンラジカルのESR

スペクトルの解析

溶液状態で観察される超微細構造は電子スピンと核とのフェルミ接触相互作用に

56-57 
起因するものであり、これは原子核上に存在する不対電子密度に比例する

子化学的計算により不対電子密度を明らかにすることで、 10， 11のフラピンセミキ

ノンラジカルの超微細構造をシュミレートでき、それにより、構造に関して明砿な

仏血l
il...Jl...2..1 

(a) 

。

仏凶阜

(b) 

Flg. 3-13. Spin Oensities of Flavin Semiquinone Radlcalち Calculated

with Simple H MO Mcthod: (a) spin densities of 1 1， (b)ちplndenslIlc雪

of 10. 

-3] -



決定ができると考えた。量子化学的計算はMN∞ 、EHMO、単純剛 O法などを式み

たe 全ての方法において、同様な傾向を示したが、むしろ最も基礎的計算法である

単純HMO法58がこの趨微細結合定数の説明に最も過していた (Fig.3・13)0

Fig.3・13より明らかなように、フラピン・6・カ Jレボン酸 10，11 の両方において

N(5)位の不対電子密度が故も高い。また、前節における 10，13のセミキノンラジカ

ルのESRシグナルの比較から予想されたように、 N(IO)位の置換基の不対電子密度も

比較的大きい。通常のフヲビンと違う点は、フラビンのベンゼン環部分の不対電子

管度が若干高いことであって、これは 10，11が持つカルボキシル基の誘起効果に起

因すると考えられる。

この結果に基づいて、越微細結合定数の値を Table3・lの様に推定した。ここでは、

屯チ密度の大きいN(5)位および、 N(5)位に結合したプロトン、そしてN(IO)位とそれ

に結合したメチレン鎖上の本素、さらにフラピンの持つベンゼン環中で比較的電子

密度の高い 10におけるC(9)位、 11におけるC(7)位とC(9)位に結合した水ぷによる

超微細結合を考慮した (Table3・1)。

Table 3・la.Calculated Spin Densities and Proposed Coupling Constants 

for Semiquinone of 1 0 in H20 Buffer. 

Position Spin denisities 
Proposed hyperfine 

coupling constants 

N(5) 0.162 8.00 

N( 1 0) 0.155 5.20 

C(7)-H 0.044 not observed 
一
C(8)-H 0.035 not observed 

C(9)-H 0.131 2.10 
一 ー一一 一十一

N(5)-H 5.60 

N(10)-CH
2 2.10 
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Table 3・lb. Calculated Spin Oensities and Proposed Coupling Constantc; 

for Semiquinone of 11 in H20 Buffer. 

Position Spin densities 
Proposed hyperfine 

coupling constants 

N(5) 0.188 8.00 

N(IO) 0.148 5.4G 

C(7)-H 0.075 2.3G 

C(8)-H 0.044 not observed 
一ι 一一

C(9)-H 0.091 2.30 

N(5)-H 6.00 

N(lO)・CH2 2.30 

この値と、スピン量子数lを持つ14Nによる3本の分裂とスピン量子数1(2.のHによる

2本の分裂を考慮にいれ、 ESRスペクトルのシュミレーションをおこなったところ

(Fig.3・旬、 シュミ レートしたスベクトルは実測のスペクトルと非常によい一致を示

した。さらに0
2
0置換により N(5)位のプロトンをジュウテロン置換 した場合のESRス

ペク トルのシュミ レーションにおいても、実測のスペクト Jレとよく一致 した(Fig.3・

11 )。このように0
2
0での置換による超微細構造の2本の減少はN(5)位に結合したプロ

トンのジュウテロンへの置換であることを完全に確認した また以上の結果より観

測されたフラピン-6・カルボン酸額 10， 11のセミキノンラジカルのESRシグナルは

中件ラジカルのシグナルであることが明らかとなった。
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0.40 第3章

A 

0.30 

ωω
c
e
a』

Oωamw

フラピン-6-カルボン酸類のセミキノンラジカルの

uv-可視光吸収スペクト lレ。

第5節

第3節で観察したフラピンー6・カルポン酸類 10、11の安定なセミキノンラジカルの

構造をさらに明確にするためにそのuv-可視光吸収スペクトルを測定した。液性に

アニオンラジカルの3つのラジカよって変化するカチオンラジカル、中性ラジカJレ、

0.10 
スペクトルの測定はル状態は各々特徴的なuv-可視光吸収スペクトルを持つため6、

ラジカル構造の推定に非常に有用である。

0.00 
320 

フラピン-6-カルボン酸 10およびフラピン-6，ふジカルボン酸 11(0.∞5 mmol)を0.1
600 540 480 

nn、420 360 
アルゴンガスと超音波により脱気後、M リン酸緩衝液(1∞mL)中に溶解し、

0.60 
N~S204 (0.005 mmol)にて還元を行った後、反応液を一部とってuv・可視光吸収スペ

B 
フラピン-6，8-フラピン-6-カルポン酸で408nm、クトルを測定した。スペクトルは、

0.50 ジカルボン酸で416nmに極大吸収を示した(Fig.3-14)。中性フラピンラジカルは約

IIa 
6∞ m に極大吸収を持つことが知られているえまた、 8rui何らによって電子吸引性

ωωcmwD』

O
ω
a
m

基を持つフラピンのアニオンラジカルは402nmに極大吸収を持つことが報告されて

0.25 
おり49、今回のフラピンふカルボン酸 10、およびフラピン・6，8・ジカルボン酸 11の

還元で得られたそれぞれのuv-可視光吸収スペクトルはアニオンラジカルのスペク

トルであると考えられる。

uv-可視光吸収スペクトルで得られた結果はESRスペクトルより得られた結果と異

0.00ぃ・

340 

なった。すなわち、 ESRスペクトルでは、 D"，O置換実験とシュミレーション実験より
2 

600 540 480 420 そのセミキノン体が中性ラジカ Jレであると結論したが(前節参照)、 uv-可視光吸

n町、収スペクトルの結果は明らかにアニオンラジカルを推定させるものであった。

Fig. 3・14.Plots of the Absorbance vs. Wavelength for lhe Oxidized 著者はこの異なる2つの結果を説明するものとして、 Scheme3・5に示したメカニズ

(Ia， IIa) and Semiquinone (Ib， IIb) Forms of Flavin Compounds 

11 (A) and 10 (B). 

Flavin-6-carboxyl ic 

ムを提案したい。中性領域においてカルボキシレートとなっているフラピンは、還

元を受けることでアニオンラジカルへ変換され、それと同時にプロトンあるいはジ

reduced 

phosphate 

were 10 and 11 (5.0 x 10・5M) 

by sodium dithionite (5 x 10・5M) in 0.1 M sodium 

buffer (pH 6.89). 

RJV 。J

acids カルボキシレートとアニオンラジカル

このプロトンは、カルボキシレートとアニ

a
“. 
q
J
 

ュウテロンを緩衝液中より捕獲することで、

の聞にプロトンを介在した構造をとる。



オンラジカルの2つのアニオンの相互作用により、椋めて酸性度が低いと考えられ、

ESRスベクトルのpH依存性はこの推定をよく説明できる(Fig.3・12)。さらにこのラジ

カルは、フラピン環に関してアーオンラジカルと中性ラジカルの間の平衡が仔在し

ている。この平衡がアニオンラシカル側に傾いているため、 uv-可視光吸収スペク

トルではアニオンラシカルのスペクトルが符られるのであろう 。さらに、このプロ

トン化により、フラピン-6-カルボン酸類 10，11のセミキノンラジカルは通常のフラ

ピンセミキノンラジカルに比べて、極めて安定になると推定した。

以上のように、フラピン-6・カルボン酸類 10，11のC(6)位に存在するカルボキシ

ル基は、分子内水素結合によりフラピンラジカルのN(5)位へのプロトン化を容易に

し、この相互作用によりフラビンセミキノンラジカ Jレがきわめて安定となったと考

えられる。このようにして著者は、フラピン酵素においてフラピン環のN(5)位への

水素結合かフラピンセミキノンラジカルを安定化するという仮説を、化学的手法で

初めて証明した。

c:ュなめR

e-+ H+ 

~ .. c:崎氏

/ク

c:ュ災以

anion radical speicies 

R2 = H ; 408 nm 

R2 = COOH ; 416 nm 

Scheme 3・5.Proposed Structure of Semiquinone Radical of Flavin-
6・carboxylic Acid Dcrivatives. 
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第3章

第6節 N(5)位に分子内水素結合可能なフラピンによる過酸化水素の

活性化。

肝ミクロゾームのフラピンモノオキシゲナーゼは完全還元型フラピンが分子状の

酸素を活性化することにより、アミン頬あるいはスルフイド類に酸素添加を行う酵

素である。これらの反応に関わる活字1:種は4a-hydroperoxyflavin1 7であるという説

が一般的に受け入れられている九しかしながら、アボタンパクを持たないフラピン

補酵素においては、完全還元理フラピンとO
2
との反応により4a-hydroperoxyflavin1 7 

ー奇 30 
は生成せず、容易に過酸化水素と酸化型フフヒンが生成する (Schme 3・6)

O2 

dNXXc: ーー一一ーーーーー咽F

Reduced form 17 

ヘ
In the presence of apoprotein 

ル似::+ H202 

In the absence of apoprotein 

Scheme 3・6.Reactivities of Rcduced Form of Flavin Derivatives 

with O2・
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4a-Hydroperoxyflavin 1 7の反応性を調べるためには、前述してきたフラピニウム

塩 1がこれまで用いられてきた。フラピニウム塩1は容易に過酸化水素と反応して

5-aJkyl-4a-hydroperoxyflavin 1 8となり 、18はアミン類やスルフィド類に酸素添加を

59-63 おこない得る (Schemc 3・7)。そのためフラピニウム塩1はフラピン酵素による

Flavoenzyme 

R1 

17 

Flavinium 

日以
t

。

χ
lR

W
N
l
φ
 H202 

c:ポ:xx::

酸素添加反応の化学的解明のために用いられてきたが、 1の不安定性によりこれら

の反応系は複雑になる。

著者がデザイン、合成したフラピンー6-カルボン酸類 10，11はカルボキシル基が

Table 3・2. Oxidation of Thioanisole 1 9 with Flavin Compounds and 

H2 ~ in CH3 CN at 250C 

州人

υ!馴

OCH'2 

o 
I
SCH3 

0 

19 20 

Flavin derivatives Isolated yields of sulfoxide (%) 

29.1 

60.6 

10.3 

9.0 

4.5 

+ S-ーo+ H20 
11 

10 

H( 

c:点。::
15合

14 

16 

none 7.4 

Flavin derivatives = 0.162 mmol， thioanisole = 0.324 

0.324 mmol， CH3 CN = 5 mL， *5 = 0.324 mmol. 

mmol， H2~ = 

18 

moh 
otN 
W
A
 moh 

otN 
W
t
ム C:ル/:。coOH

C2Hs + S-ー。 1 5 

S = amines or sulfides 

“m
m

6

 ∞。
O
H
A

M

N

 

)
N

ム"。 C:1ttbCH 
C2Hs 14 

Scheme 3・7.Enzymaticand Model Reaction of Monooxygenation. 

- 38 - - 39 -



新海らは 6(p. 15)に関して、チオーJレ類のジスルフイドへの酸化の反応速度の増

大を報告している46。これはN(5)位への水素結合を介してC(4a)fV:が活性化するため

であると彼 らは結論した460著者が今回合成 したフラピン 10，11もN(5)位への分子

内水点結合が存在し、C(4a)位が泊十|イヒされている可能1"'1.が械めて高い。 以上のこと

を考峨 して反応のメ カニズムを Scheme3・8のように推定した。 N(5)位への分子内水

素結合により活性化されたC(4a)に対して、過酸化水素が求核攻撃を行うことによっ

Thioanisoles 

¥う古:OR2

解離していない条件では、 N(5)件への分子内水率結合によりフラピニウム趨1と似

た反応を行い得る可能性がある t そこで、水主結合が起きている条件と考えられる

CH
3
CN中(第i節参照)において、フラピン 10，11により過酸化水素の活性化を

よみた。

その結果、基質であるp-mcthoxythioanisole(1 9)は対応するスルホキシド 20へ酸化

された (Table3・2)。カルホキシル基を持たない 14や、C(8)位にのみカルボキシル基

を持つ 15および、 10のC(6)位、 C(8)位のカルボキシル基をエステル化した 16は

フラピンが全く存在しないときと収率はほぼ同じであった(Table3-2)。

さらに、活性種についての知見を得るために、基Tiであるチオアニソール頒のp置

換基効果を調べたところ、 p位置換基のHammet他(σ)が増加するに従い、対応するス

jレホキシドの収不は低下した (Table3・3)。この結果は活性種に よるチオアニソール類

への求電子反応を介するメカニズムを示唆している。 c:ltEJ 
Table 3・3. Oxidation of p-Substituted Thioanisoles with 1 0 and H2~ 

R

〈
〉
ぉ

。
R 

Isolated yields of 
Yield (%)C Hammet value 

sulfoxide (%) 

α::H3 53.2 -0.28 106.4 

a3 33.2 -0.14 66.4 

H 19.0 0.00 38.0 

CN 5.5 0.70 11.0 

一、戸SCH

υ\_~ --

21 

Translent Intermedlate 

Scheme 3・8.Proposed Mechanism of Oxygcnation of Thioanisoles 

by Flavin-6・carboxylicAcids and H202・p-Substituted thioanisolcs = 0.324 mmol， 10= 0.162 mmol， H2~ = 

0.324 mmol， CH
3 
CN = 5 mL・ Inthe dark under Ar for 24 hours at 250C 

b Deduced blank yiclds. U No sulfoxide was observed in the abscnce of 

10. c On the basis of 10. 

て、4a-hydroperoxyflavin2 1が生成し、21は分子内水み粘合の効果で安定化 してい

る。次いで、チオアニソール類による 21への求核攻撃により 、チオアニソール頒
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はスルホキシド類へと変換されると考えられる。フラピン-6・カルボン酸に比べてフ

ラピン-6.8-ジカルホン酸11において収率が高いのは、 10の方は2つのカルボキシ

ル基による電子吸引れによりC(4a)位がより活字i化されているためと恩われる。

この酸化反応では、反応性の高いチオアニソール類では、フラピンに対してl∞%

以上の収Zがとなり、フラピンがリサイクルしている点においても非常に興味深い。

また今回の反応はN(5)位をアルキル化していないフラピンによる過酸化水素の活件.

化の初めての例である。
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第 4章 フラビン誘導体による DNA光切断反応

第l節 DNA切断活性を持つフラピン誘導体のデザインと合成《

フラピンの酸化型は、極めて高い平面性を持ち、日J視光を含む1よい波長の光を吸

収する6。また、還元型フラピンは、アボタンパクの非存在下ではきわめて容易に分

子状酸素と反応し、スーパーオキシドや過酸化水素などのいわゆる活性酸素磁を生

成する30。さらにフラピンは光増肢反応ドより、 10...(一重項酸素)を生じたり31、
~・~.... ./， '"'2 

光励起によって、極めて高い酸化活1"1.を示すことが知られている6。著者はこの様に

非常に高い反応性を有する酸化型フラピンを用いてDNA切断活竹を検討した。

DNA切断化合物は、抗癌剤としての有用性はいうまでもなく 16・18、DNA構造解析

のための化学プロープ22.23あるいはタンパクと結合させることにより、タンパク-

DNA相互作用を調べるアフィニティー切断法21においても非常に重要である。これ

までに、 DNA切断活性を持つ化合物としては、 Fe++ -EDT A 26-29、Cu++-

phen釦伽ひline25.65、b1eomycin16-18、Ru++錯体23、金属ポルフイリン等66の金属含

有化合物が非常に多い。それに対して金属を含有しない化合物としては、エンジイ

ン系の抗生物質など構造的に特殊な化合物が多い。フラピンのような構造的に単純

で合成しやすい化合物によるDNA切断は、金属添加の不要な系でもあり 、プロ プ

としてあるいは抗癌抗ウイルス剤としての多様件.を大きく広げ得ると思われる。

フラピン誘導体のDNA切断活性を調べるためにフラピンカルボン酸 12をデザイ

ンした。 12はC(8)位にカルボキシル基を持つため、中性領域の緩衝液中に対して

よい溶解性を持つと思われる。また、 FAD、FMN、ribotlavinと異なり、 巾ose部分の

反応性を除外して検討が可能である。さらに、溶解した際には、l:P~天然フラピン

補酵素類と同線にアニオン電荷をもっr また、C(8)位のカルボキシル基を利用する

ことによって、化学プロープなどとしてのさらなるd導体化が可能である。

合成は、米田らの方法47に準じ、前章と同様なJJi去を用いた(Scheme4・1)。得られ
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た 12は予想通り、 IOmM リン酸緩衝液(pH7.0)、および5臼nMTris-HCI緩衝液 (pH

7.0)にきわめて高い溶解れを示 した。

第4章

第2節 フラ ピンg誘導体によるDNA光切断の検討

11 a 
心。

b 

040-m 
ot 
州
l

〆
ーー

フラピン誘導体によるDNA切断反応の検討はplasmidDNAを朋い、0.9%agarose gel 

electrophoresis (Ethidium bromide containing)によりおこなった。般々の条件を検討した

ところ、光照射下において、フラピン議導体によるDNA切断反応を見いだした。

Fig.4・lに示すように、フラピン濃度の上昇とともに、 ccc(covalently c10sed circular) 

DNA (form 1)に切断が入ることでOC(open circular) DNA (form 11 ) となり(同施 3)、 さ ら~

高捜度である 10mMのフラピン 12存在下では、 linearDNA (form 111)を検出できた

(Ianc 6)。反応がフラピンの濃度に依存しており 、この結果より 、フラピンがDNA切

断に関うしていることが明らかとなった。

H 

c 

d づ欠。COOH

2 3 4 5 6 

出。CH
3

form 口、、.... 

form III-'-

formI -.-

ー圃・ ・圃司 E 

・ .. 
. --回・

1 2 

(a) N-methyl-m-toluidine， 150oC. (b) NaN02， CH3COOH. 
(c) Na2S204， H20. (d) KMn04， 20% H2S04・

Flg. 4-1. Agarose Gel Elcctrophoresis Pattern of Plasmid DNA (pIBISV) 

aftcr the Treatment of Photoirradiation in the Prcsence of 12. 

Lane 1， untreated DNA; lane 2-6， 0， 0.01， 0.1， 1， 10 mM  12. 

Reaction mixtures were irradiated with high pressure Hg lump 

in 10 mM  sodium phosphate buffer (pH 7.0) at 20 co for 1 hour. 

Scheme 4・1.Synthesis of the Flavin Derivative 12. 
また、光照射時間依存性を調べたのがFig.4・2である。光照射時間が長 くなるにつ

れてDNA切断が進行している。反応は光照射時間2時間においても、飽和はみられ

なかった。以上の結果より、フラピンによるDNA切断が光照射下において起きると

結論した。これまでにフラピン頒によるDNA切断反応は例がなく、今回の結果はフ

ラピンによるDNA光切断の最初の例である。
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form 11 

form 11 
form 1 

1 2 3 4 5 6 7 

Flg. 4-2. Irradtation Time-dependency of DN A Cleaving with 12 (0.1 mM). 

lane I 6， O. 5. 10， 30， 60， 120 min; lane 7， untreated DNA. Rcaction 

mixtures were irradiated with high pressure Hg lump in 10 mM sodium 
phosphate buffer (pH 7.0) at 20 C。
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第4章

第3節 フラピンによるDNA光切断の塩基特異性の検討

DNA切断化合物のうち、特にDNA切断活性を持つ抗生物質には、切断に塩基配列

特異性を持つものが多い16.24。著者は、フラピン 12によるDNA切断の塩基特異性

について検討した。塩基特異性の検Aは、フラピンをDNA切断分子としてDNA高次

構造のプロープ、あるいはaffinityc1eavingに応用する上で重要となる。また、この反

応の機構や活性種についてもいくらかの知見が得られると恩われる。

常法により、 3・末端を32pにより標識したDNAfragmentを調製後、フラピン 12存

在下、 1時間光照射を行い、 10%denaturing polyacrylamide gel電気泳動を用いて

M凱 am-Gilbert法67による切断と比較することにより解析した (Fig.4・3}0Lanes 1，2は

各々 M似釧・Gilbe代法のpyrimidineおよびpurine特異的反応であり、 l加りはフラピン 12 

の存在下での光照射、 lane4はフラピン 12非存在下での光照射、 lane5はフラピン

12存在下暗所で反応させたものである。その結果、際だった塩基特異性はみられな

いが、 guanine残基において若干高い反応性を示した。

Guanine残基での若干の高い反応性の理南として、フラピン 12とgu加ineとの相互

作用の可能性が考えられる。フラピン 12とDNAとの相E作用を調べる目的でフラ

ピン 12に対してcalfthymus DNAの添加実験を行った。以前の報告において、フラ

ピンと核酸温基類との相互作用の存在が、フラピンのuv-可視光吸収スペクトルに

- ... .....::;:::..)( ~ -7"'，-， 7.. 38，68 おける小さなhypochromicityと若干のredshifd:より不されている 。さらに

riboflavinとDNAの相互作用が、 uvスペクトルにおけるDNAの添加実験によ っても確

かめられている69。しかしながら、 12に対してcalfthymus DNAを添加しでも (molar

ratio: flavin 1 2/塩基対=1/10)、12に由来するuv・可視光吸収スペクトルに全く変化

が起きなかった。フラピン 12の持つカlレボキシル基のアニオン電荷とDNAのリン

酸のアニオン電荷の聞の静電的な反発のために12と核酸塩基はDNAが2本鎖の状態

においては相互作用を持たないか、存保しても極めて小さいと考えられる。従って、

guanine残基における小さな高い反応性は、フラピンのDNAへの親和竹によるもので

はなく、活性種の反応牲によるものであろう。従来、 guanine残基に高い反応刊を示
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102はguanine残基に対して反応するこ とで、 8・すものとして102が挙げられる70。
control 

i 
flavin 

φ 

light light 
3 4 

G
A
?
A

2
 

F
』

A

V

T

，

hydroxyguanosineを生成し、続いて起こる脱プリン反応、糖部分の分解によりDNA切

70 断が起きる

flavin 
5 

今回検討したフフピンによるDNA切断においても、 gu加 i同地基におけるJxl.l:，.f.I:は

102の阻害剤であるアジ化ナトリウム{NaN3)7lを反そこで、102の関与を示唆する

フラピンの反応件はNaN
3
か1mM応溶液中に共存させて反応を行った。その結果、

この

102が関与結果より 102が関与する&JI)経路が一部存在する ことは明らかであるが、

4・-Form 11 

4・-Form 1 

10mMのNaN
3
では反応は半分程度悶23された(Fig.4・4)。では阻害されないが、

5 4 

しない経路が存有すると推察した。

3 2 1 

----'''' --帽圃圃圃，-・・圃・・

・・圃'，-

咽園面ー

咽.圃.
咽田島

¥

一

¥
mM  NaN3 

Lane 5: 10 m M  NaN3 

wcrc irradialed 

pho句phalC

Lanc 2: no NaN3 

Lane 3: 0.1 

Fig. 4・4.Inhibition of Flavin 

Sodium Azide. 

Flavin (12) (1 mM)， plasmid DNA (pIBISV) and NaN3 
with high pressure Hg lump for 1 hour in 0.1 M sodium 

buffer. 
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Mediated DNA Scission by 

Lane 4: 1 1: intacl DNA 

mM  NaN3 

Lanc 

Polyacrylamidc Gel Flg.4・3.AUloradiogram of 10% 

Electrophorcs is. 

lane 1， Maxam-Gilbert C+ T reaction; lanc 2， Maxam・Gilbcrl

G+A reaction; lane 3， photocleaving paltern with 12 (1 mM); 

lane 4， pholoirradiation in the absence of 12; lane 5， without 

photoirradiation. 

- 48 -

Denaturing 



通常、 102の反応はguanine~1G基にかなり高い特異社を持っており、今回のフラピン

によるDNA光切断反応における低いgu加 ine残基特異性からも 102以外の活性種の存

在が裏付けられる。光照射を受けて励起されたフラピンは102を発生するだけでなく、

吋加navinにおいては自らのribose部分の水素原子をラジカル的'=51き抜くことが報侍

されている72.73(Scheme 4-2)。この種の反応、がDNAのribose部分と励起されたフラピ

立にひ::light 
江主:xx::

rlboflavin 

Scheme 4・2. Intramolecular Photoreaction of Ribof1avin. 

ン化合物とにより分子間的に進行すると、フラピンによ るDNA光切断が起きると与

えられる。今回の反応においても、励起フラピンによ る直接的なDNAの酸化反応が

DNA切断に関わっていると思われる。
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第5章 フラビン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの合成と性質

第1節 フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの合成

酸化型フラピンはきわめて高い平面料.を持っており、そのため興味深い物理的性

質を示す。例えば、可視光部分での特徴的な吸収および蛍光や、補酵素FADにおけ

るフラピン環とアデニン環の分子内相互作用などが挙げられる。さらに、前章で述

べたように酸化型フラピンは光照射により DNA切断活れを持つ。著者は、このよう

なフラピンの性質をアンチセンス法あるいは非放射れプロープに応用することを試

みた。

アンチセンス法は、 Fig.ト4に示したように、特定遺伝子のDNAやmRNAに対して

相補的な配列を持つオリゴデオキシヌクレオチドにより、遺伝子の転写や翻況を抑

制する方法である34・360アンチセンス法において分子技d上改善すべき点としては、

1)安定な2本鎖の形成2)細胞内エンドヌクレアーゼに対する抵抗性3)細胞膜透過性な

ど34が挙げられる これらの問題点の解決として、リン酸骨格部分を変換した多く

の修飾オリゴデオキシヌクレオチドが合成されている34・36。

一方で、 機能十L分子をオリゴデオキシヌクレオチドに共有結合させることによっ

て、付加的な相互作用による2本鎖安定性の向上や、相補鎖切断あるいは、クロスリ

ンクさせることでより効果的なアンチセンス分子を開発する試みがなされている

34，36。例えぱ、 2本鎖の安定性の向上を目指したものでは、インタ ーカレーターで

あるアクリジン誘導体37ゃフエナンス 1)ジウムハライド73を共有結合させたり (Fig.

5-1)、相補鎖切断能を付加するために、 Fe++-EDTA 74ゃCu++ -phenanlhrorine 75を共有

結合させたもの(Fig.5・1)、またはクロスリンクさせて不可逆的な2本鎖形成を目指し

たpsoraJene結合オリゴデオキシヌクレオチド76.77が苧げられる(Fig.5・1)。

機能性分子を共有結合させたオリゴデオキシヌクレオチドはアンチセンス分子と

して用いられるだけでなく、相補鎖切断活性オリゴデオキシヌクレオチトでは

affinity cteavingや高次構造プロープとして用いられたり、多環性の化合物の蛍光を利
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Fluorescein 
Pyrene 

用して、放射料化合物を用いない、蛍光ttプロープ78，79として利用できる(Fig.5・1)) 

FADにおけるフラヒン環とアデニン部分との分子内相 f].作用は、フラビンを共布

結合させたオリゴデオキシヌクレオチトに付加的な2本鎖安定れをもたらす可能性を

示唆する。また、前章で示したノラピンによるDNA切断能は、相補鎖切断を持つア

ンチセンス分子、あるいは塩基配列にきわめて特異的な相補鎖切断にも応用できる

さらγ、フラピンの蛍光や酸化還元能は、フラピンで修飾したオリゴデオキシヌク

レオチドを蛍光性プロ ープあるいは酸化還元プロ プとして利用できる可能刊を示

す。以上の考察より若者は、フフピンを共有結合させたオリゴデオキシヌクレオチ

ドの合成に清手した。

フラピンはアルカリヤ1.条件下比較的不安定であり6、フラピンを通常のDNA合成の

段階に直接組み込むことはきわめて難しいと考えられる そこでリンカ ーを結合さ

せたオリゴデオキシヌクレオチドを固相上で合成し、ついで液相中においてフラピ

ンを結合させる方法を則いた. リンカーを持つオリゴデオキシヌクレオチド部分の

合成は閏相H-phosphonate法80，81を用いて、 thymidineの 9merを合成後、同じく国相

上にてthymidinehydrogen phosphonateを反応させ、ジアミン存在下においてCCI
4
酸化

を行った82(Scheme 5・1)・ついで担体より離脱後、 HPLCにて5'-インターヌクレオチ

ド問にphosphoroamidateによりジアミンを共有結合したthymidine10 mcr 27，31，32 

を逆相HPLCにて精製した(retention time 21.5 min for 2 7) 

フラピン部分はカルボキシル基を用いて、フラピンを末端アミノ基リンカ ーにア

ミド結合で共有結合させることにした カルボキシJレ基は反応1tの高い活制エステ

ル体とすることで、効中よくアミドを形成させることが可能である。そこで、

Schcme 5-2， Scheme 5-3 (こ不したように、フラピン環のN(3)位、 C(7)位、 C(8)位にカル

ボキシル基を持つ3種類のフラビンカルボン酸 21，22， 2 3 ~ト合成後、 DCC

(dicyclohexylcarbodiimidc)を縮合斉IJとして、 N-hydoxysuccimidcを反応させることによ

り、フラピン活性エステル体 24，25，26とした 合成したフラピンの活字l.:rステル

体を 10%出ethy1arnine存先下、 50%DMF/H20中でジアミン修飾山ymidine10 merと反

応させ(Scheme5・4)、これをさらにHPしCにて分離精製した 反応後のHPLCchartの

一例をFig.5・2に示す オリゴデオキシヌクレオヲドに特徴的な260nmの吸収とフラ

NHR 
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Flg. 5・1.Structures of the Functional Moleculesしinkingto 
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-52 - -53 -



ロ- pTpTpTpTpTpTpTpT ~ 

DMTrOビJT

0 
8 

H-P=O 
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Et3N H 0・

Thymidine hydrogen 
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+ 
pivaloyl chlorlde 

じ叩

oh↑
1) CCI4， H2N(CH2)nNH2 
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Scheme 5・1.Syntheses of Oiamine Modified Thymidine 10 mers. 
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Scheme 5・2.Synthesis of Flavin Activated Ester. 
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ピンに特徴的な450nm付近の吸収の両方を持つピークを分取した (矢印)。 リンカ

ー結合位置の追う3種類のフラピン修飾thymidine10 mer 28， 29， 30の逆相HPLCに

おける陀民nlIonlimeをTab1e5・iにまとめた。リンカーの導入に加えて、脂溶性の高い

O 

R = CH3、N~N、/、= -N、...:-" ~、

HO寸 oT _~u~u)l~ 
レu、~ O'l、N 、N'....... グ、CO-

‘"  恥...6 C2Hs 
0 

0=b-NH(CH2)4NH R 

O-TpTpTpTpTpTpTpTpT-OH 

Table 5・1.Retention Times of Flavin Modified Thymidine 10 mcrs in 

Reverse Phase HPLC. 

Compound Retenlion time 

Native thymidine 10mer 19.5 min 

27 21.5 min 
一
28 24.2 min 

29 25.7 min 

30 25.6 min 

30 

フラピン分子の導入により、 relentiontimeは天然型のチミジン IOmerにくらべ、遅く

260 nm / 450 nm なっている。

「

以上の万法でフラピンの結合位置の違う 3種のフラピン修飾lhymidine10 mers 2 8， 

29，30およびリンカ ーの長さを換えたフラピン修飾thymidine10 mers 3 3， 3 4を合成

した。リンカーの炭素鎖の長さが0=5、6である33および34に関しては

phosphoroamidale部分に由来するジアステレオマーが良好な分離を示 したため各々を

区別して分取した。

↑

R
P1
1
 

Gradient condition; 

CH3CN/0.1 M TEAA buffer (pH 7.0) 

5/95 
--

50/50 (Iinear gradient) 

45 min 

Flow rate; 1.0 ml/min 

Flg.5・2.Reverse Phase HPLC Profile of Thymidine 1 0 mer 30. 
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Lane 5は天然唱のLane 2-4は各々 28，29，30であり、カーとしてのxylenecy加 01、第5章

リンカーをphosphoroamidate結合により5'.インターヌクレオthymidine 10 merである第2節フラヒン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの構造係認

チド聞に導入したため、電荷が減少したこと、そしてフラピンとリンカーのかさ高

さのため、分子の見かけの大きさが増大したことにより、天然型のthymldll1c10 mer 

に比べ移動度の減少が観察された。
第1ilnで合成したフラビン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの構造についてぷ綿な

全てのフラピン検討を行った。 UV.IlT視光吸収スペクト Jレの一例をFig.S・3に示す

天然増の修飾オリゴデオキシヌクレオチドに関して全て同様な結果が得られたa

5 4 3 2 
ノラピンに特徴的なthymidinc 10 mcrと同様な267nmにおける大きな吸収とともに、

吸収である360nm付近と440nm付近の吸収が観察できた。

30 

ペル:。co-
W 

t1 
1: Xylene Cyanol Lane 267 nm 

modified thymidine decamer 28 Flavin 2: Lane 

decamer 29 thymidine modified Flavin 3: Lane 

thymidine decamer 30 modified Flavin 4: Lane 

1.00 
ωωC句
a』

Oω
ad『

10 mcr Lane 5: Native 443 n円、
0.50 

Decamers Modified Thymidine of Flavin Electrophorcsis Flg.5・4.Gel 

つぎに、 snakevenom phosphodiesteraseとaJk必inephosphataseによる酵素分解を行った
700 400 300 

0.00 
190 

後のHPLCチャートの一例をFig.S・5に示す。 Snakevenom phosphodiesteraseは3・H向よ
600 500 

nm 

=.. L I 83 りリン酸ジエステル結合を加水分解してモノエスァルとし 、a1kalinephosphataseは

クリン酸モノエステルを加水分解する840Retentionm e約 10.5min に出現したピ
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10 mer 30. 

更に、 20%変tl:ポリアクリルアミドゲル電気泳動をFig.S・4に示す， Lane Iはマー
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t1 R= コ日。CO-

30 

はthymidineと一致し、陀tentionlime約 41.9minに出現したピークは対応するフラピン

修飾thymidinedimerとretentiontimeが完全に一致した。フラピンと共有結合している

リンカーがphosphoroamid締結合であるため、 snakevenom phosphodiesteraseによる分

解が起きなかったものと思われる。

さらに、 phosphoroamidate結合の存在を確認するために31p・NMRを測定した(Fig.5-

6)。ケミカルシフトは85%H
3
P0

4
を外部標準として決定した。リン酸ジエステル由

0=?- NH(CH2)4NHR 

o

t] 
0-pTpTpTpTpTpTpTpTー OH

Enzyme; 

1) snake venom phosphodiesterase 

Reverse phase HPLC condition 

Gradient condition; 

CH3CN/0.l M TEAA buffer (pH 7.0) 

5/95一一一ー 50/50 (linear gradient) 

45 min 

0=?-NH(CH2)4NHR 

o

t] 
0-pTpTpTpTpTpTpTpTーOH

RうなDeo-
30 

2) alkaline phosphatase t1 

Flow rate; 0.5 ml/min 

u t1 -0.577 ppm 。
〆 /

~ 10.98 ppm 

，/ 

. 
2C 11: 16 14 12 10 。a・4

-孟-.
，----r-.-.-
・6 ・ε

'
N国
.
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'N円
九

円

Fig.5・6.
31 
P-NMR Spectrum of Flavin Modi fied Thymidine 

10 mer 30. 

Fig.5・5.Enzymatic Digestion of Flavin Modified Thymidine 10 mer 30. 
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来の約 Oppm付近の大きなピークに加えて、 phosphoroamidate結合同来の約 11ppm付

近のピークが観察できたお また、 phosphoroamidatc結合に尚米すると思われるピー

クは、ジアステレオマーに由来する24:のピークとして見られた。

以上のようにして、フノピン修飾thymidine10 mcrが正しく合成できたことを確認し

守、

'-0 
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第5章

第3節 フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの分光学的性質

著者の合成したフラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドをアンチセンス分子あ

るいは、プロープとして応用するためには、これらの物理的性質を明らかにする必

要がある。そこでまず、フラピン修飾thymidine10 merとpolydAとの2本鎖形成能を明

らかにする白的で、化合物 28，29， 30に関しCDスペクトルを測定し、天然型の

thymidine 10 merのものと比較した(Fig.5-7)。一般にDNAは一本鎖のみにもCDスペク

トルが観察できるが、 2本鎖を形成することで核酸塩基聞のstackingにより、特徴的

なコットン効果を生ずる。天然型thymidine10 merは、温度依存性を持つ(言い持え

れば2本鎖形成に由来する)265 nmにおける正のコットン効果、および245nmにお

ける負のコットン効果を持つ(Fig.5・8)。典型的なB型のDNAに比べて正のコットン効

果が若干小さい。これはthymine塩基に関してふたまた水素結合を持つ連続したdA-

dT塩基配列に由来するものと思われる。リンカー結合位置の異なる3種類のフラピン

修飾thymidineIOmer28， 29， 30は全て天然型のthymidine10 merとほぼ同様の挙動

を示した(Fig.5-8，5・9)。しかし、コットン効果が若下小さく 、ヘリックス部分に小

さな崩壊が起きていると恩われる。特にフラピンのC(7)位に結合させたものに関し

てはその崩れが比較的大きいため、ヘリックス部分は他の2つに比べより崩れたもの

となっていると推定される。

続いて、著者が合成したフラピン修飾thymidine10 mer 2 8， 29， 30のフラピン部分

と相補鎖の猛基との相互作用について検dを行うためにUV・可視光吸収スペクトル

を用いたpo1ydAの添加実験を行った。 Fig.5-10に結果の一例を示す。 3種のフラビン

修飾thymidine10 mer 28， 29， 30はすべて同様の挙動を示した。フラピン修飾

thymidine 10 medこpo1ydAを添加するにつれて、フラピン部分の糾Onm付近の吸収に

hypochromicityと小さなredshiftが観察できた。この変化は温度を上げてヘリックスを

融解させるにつれて消失した(Fig.5・11)。以上のことは、フラピン修飾thymidine10 

rnerがpo1ydAとヘリックスを形成した際に、フラピン環部分と相補鎖のアデニン環と

の問に相互作用が生じることを示唆する。

続いて蛍光スペクトルを測定した。励起波長には溢度変化により UVスペクト Jレの

強度が殆ど変化しない365nmの吸収を用いた。 Fig.5-12に示すようにフラピン化合
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ここではその一例を示す物に特徴的な530nm付近の蛍光スベクトルが観察できた。0.15 

が、他の化合物においても同様の結果を得た。ヘリックスを形成する IOOCではpoly

dAの存在下と非存在下でフラピンに由来する蛍光スペクトルの強度が異なった。す

このようなヘリックス形成の際に蛍光スペクトルの強度が増大している。

150C + polydA ~ 

なわち、
0.10 

ωωcmwa』
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Flg.5・12.Fluorescence Spectra of Flavin 

10 mer 30 with Poly dA. 
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Modified Thymidine Decamer 30 Fig. 5-10. Titration of Flavin 

with Poly dA. 
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ω
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ヘリックスを形成しない600Cにおいては見ら

れない。以上の結果はフラピン修飾lhymidine10 merがpolydAとヘリックスを形成し、

poly dA添加による蛍光強度の明大は、

0.05 

フラピン部分が相補鎖のアデニン泡基と相互作用することによって蛍光強度が増大

フラピン類と核酸塩基類との相瓦作用の際には蛍光すること示唆している。通常、

今回のフラピン修飾thymidtne陥nedこおいてはUV・強度の減少が報告されており6、
0.00 -

360 フフピン化合物と核酸塩基間とで観察された既知の挙動

蛍光十1・化合物を共有結43文したが、蛍光スペクトルにおいては逆の結果を符た

可視光吸収スペクトルは、

と

550 

nm 

Flg. 5・11.Tempcrature Dependent Changc of Absorption Spectra 

of Flavin Modificd Thymidine Decamer 30 in the Presencc of 

Poly dA. 

500 450 400 

合させたオリゴデオキシヌクレオチドの場合、その多くは核酸塩基との相互作用に

しかしダンシル基においては蛍光強度の増大が報
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ともなって蛍光強度が減少する。
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告されており79、これはヘリックス形成にともない疎水性環境に蛍光性化合物が置

かれるためと説明されている。身者の合成したフラピン修飾thymidine10 merにおい

ても同様の説明が出来るかも知れない。いずれにしても、蛍光判:プロープとして用

いる場合にはヘリックス形成にともなう蛍光の増大は都合がよく、フラピン修飾オ

リゴデオキシヌクレオチドの蛍光プロープとしての応用の可能件を示す結果である。

一70-

第5章

第4節 フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドと相補鎖による

ヘリックスの熱的安定性とその構造

フラピン修飾thymidine10 merがpo1ydAと形成するヘリックスの熱的安定刊をuv吸収ス

ペクトルを用いた熱変性実験により決定した。 Fig.5・13には、フラピンにおけるリンカー

の結合位置を換えた3種類のフラピン修飾thymidine10 mer 2 8， 29， 30とpolydAによるヘ

リγクスの融解曲線を示した。融解温度はC(8)位に結合させた30では若干上昇したが、

他のフラピン修飾thymidine10 mer 2 8， 2 9では若干減少した。また、 hypochromicityの程度

が天然型のthymidine10 merに比べて小さく 、これはCDスペク トルで予想されたへリック

スの部分的崩壊を裏付ける結果である。更にリンカーの結合位置を換えただけでオリゴデ

オキシヌクレオチドの融解温度に変化がみられることより、フラピン部分がヘリックスの

熱的安定性に影響を及ぼしていると思われる。

続いて 、 リンカーの長さがヘリックスの熱的安定'~I:に与える影響について検討したと

ころ、 Fig.5-14に見られるようにリンカーの長さ を長くするにつれて、融解温度は減少し、

より不安定なヘリックスとなった。この結果より、リンカ一部分による立体障害がヘリッ

クスの安定性に影響を与えることは明らかである。

また n= 5，6の場合においてHPLCにて分離し精製したオリゴデオキシヌクレオチドに関

しリンカーを結合した部分のphosphoroamidateに同来するジアステレオマ一間におけるヘ

リックスの安定性の追いを検討したのがFig.5・15a，bである リン酸部分にchiralityを持つ

オリゴデオキシヌクレオチドでは、ジアステレオマ一間でヘリックスの熱的安定併.に大き

な差が見られる9l，920 この違いはヘリックス形成の際に、一方のジアステレオマーはヘ

リックスの外の方向に、もう一方は内側の方向に突き出すために生ずると考えられている

91。今回合成したフラピン修飾 thymidine10 merではジアステレオマー問で融解温度に大

きな追いがなかった。さらに、ジアステレオマー聞の追いはリンカーの炭素鎖が5伺のも

のより6伺のものの方が小さかった。

以上の結果をふまえて、ヘリァクスの推定構造をFig.5・16に示した。フヲピン修飾

th戸nidine10 mer はヘリ Jクス形成を行うか、フラピンを共有結合しているリンカ一部分に

賢いてヘリックスが崩壊していると思われる。フラピン部分は塩基と相互作用しており、

それは、ヘリックス全体の安定性に影響を及ぼしているのであろう。このモデルはリンカ

- 71 -



1:1 

lt 

w 
lt 

30 
338， b 
348， b 

"=4 
"=5 
"=6 c:bpco-c:点。co-一OCな討。R= 

1.1 

30 "= 4: 28 

c:1tpco-
"= 4: 

竃内
箇
M

内

H

a
 

au 
命"。

園
宝

nw・同pe
o
 --

-
ZM
V
 

四
国

'
a

，・曲
目・
R'

a

・H0・司
自
・

"'e・圃v.
，
 

E

・R

・
-
n
 

E

・・
0・E

V
-図
。
.. 。
-a
。-M合.目。

ロ.. 。ae
 -

---AV
・
-AV
・
国-
-，. 

g

・
回
胃

-e
 

n=4 
n=5 
n=6 • •• •• •• 

・
圃

•• •• 
.
 
，
 

a

・
園
田

阿
国

・

•• 
開
園
周

圃・圃
層
岡田・・

開
室
園
掴

固

-aa--g--
m
M
Z

・
図

-aa--固・・---a圃•• 
・・向

M

・・圃・・
0

掴

・

0・・

ロ
・・

圃
・・ロ--
B
 

・・
悶・
8e' 

B-
-1.0 

0.9 

0.8 

g
w
a
s
J
E
J
 

29 

s

・a
・

"= 4: 

native 

29 
30 

28 

1.1 

10 

0.9 

。∞副司
S
N
d
主
唱
同
〈 0.7 

0 
。

100 80 60 40 20 
目

。
0 

IPOロロロロ

0.8 

temperature 

Fig. 5・14.Effect of Linker Length of Linker Arm on Melting 

Temperature. 

100 80 60 40 20 

0.7 

0 

ー73-

Modified 

temperature 

Fig. 5・13.Tempcrature Melting Profiles of Flavin 

Thymidine Dccamers 28， 29 and 30 with Poly dA. 

一72ー
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場合、 adenineと水素結合を生じる可能性がある。そこで、

thymidine 10 mer に共有結合させt'35
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第5章

フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドによる塩基配列特異的第5宣告

定十1:を部jべた(Fig.5-18)。合成は第l宣告にて述べたのと同様にして行った。

TpTTTTTTTTT 

NH(CH2)6NHR DNA切断

しかしながら、切断にはフラピン議導体はDNA切断能を持つν前章で述べたように、

これは、 2本鎖DNA比較的高濃度のフラヒンを必要とし、塩基配列特異性も極めて低い。

フラピン修飾オリゴデオとフラピン誘導体との親和刊:の低さに起因するものと恩われる。
c:1XOleo :bpco R= 

キシヌクレオチドは相補鎖に対して、親和性、特異性が極めて高いため、塩基配列特異的

なDNA切断が可能であると考えた。
34 35 

フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドを用いたl本鎖DNA切断実験の'五験手順を

アイソト ープラベルしたDNAフラグメントを熱変料により 1Scheme 5・5に示した。まず、町1Cr.10 Thymidine Modified Flavin Fig. 5-18. N(3)-Unsubstituted 

アイソト ープラベルしたDNAに対して相補的な配列を持つフこの抹作を、本鎖とする。

ヘリックスを再形成させた時、ラピン修飾オ 1)ゴデオキシヌクレオチドの存在下に行うと、融解曲線をFig.5・19に示す。N(3)位にメチル基を持つ 34に比べて、融解温度は上昇し

アイソトープラベルしたDNAと2本鎖を形

フラピン分子のきわめて近くで相補鎖のDNAは切断

フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドは、ヘリ yクスフラビンのN(3)位とadenineとの水素結合が付加的に生じた結果、

の熱的安定tl:が憎したものと推定した。

これは、た

ここで、光照射を行うと、

されるであろう。

成する。

これの(+)ストランド基質のDNAとしてはpBR322のBamHI-EcoRVフラグメントを用い、
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35 

。
.. 

ランドの71・90b.p.までの配列を選んで、先に述べたものと同様な)j法によってフラビン

修飾 20mer 36を合成した。

1.0 

前記のScheme5・5によ って実験を行った結果をFig.5-20に示す。 以前 lは光のみを照射

したもの、 lane2はフラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチ ド36の存在ド暗下に置いた0.9 

もの、 lanc3はフラピン修飾オ 1)ゴデオキシヌクレオチド 36存在下光照射を行ったもの、

。∞
百
SJ
E
J lane 4はフラピンを付けていないオリゴデオキシヌクレオチド 37の布イ上下光照射したも。

08 

のである。Lanes5.6はそれぞれMaxam-Gilbenl法によるpurineおよびpyrimidine特異的反応で
目

。
白

e白白回目。
‘・、・eあり、 加le7はDNAプランクである。Lane3にのみ移動度の速いバンドか現れており、

れはフラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドのフラピン部分か結合した箇所にちょうど
100 80 60 40 20 

07 

0 
ここで用いたオリゴデ相補的なアデニン塩基とそのすぐ3・下流のグアニン塩基であった。

オキシヌクレオチトの濃度は5flMでありフラピン単独ではDNA切断が観察されない漉度

フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドは相補鎖に対して、親和官1:、特異性が
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である。
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Fig. 5・19.Effect of the Substitutent at N(3) Position of Flavin 

on Thcrmal Stability. 
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持~めて高いため、このような低濃度でDNA切断反応が起きたと思われる。

これまでに報告されているDNA切断分子を付けたオリゴデオキシヌクレオチドは距離

的に最も近い相補鎖部分である、上下流3・4塩基対付近か広範囲にわたって切断される

74，75 
。著名・の用いたフラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドはフラピンの結合部分に

対して相補的な塩基部分を切断した このような特異な位置選択1"は、フラピン修飾オリ

ゴデオキシヌクレオチドのフラピン部分が相補鎖の塩基部分とキn[l~作用するために生じた

と思われる この相互作用のため他のDNA切断能を持つオリゴデオキシヌクレオチドに

比較して、きわめて高い特異れを持つ切断に成功したものと推定した。

-80 -

第6章結語および要約

以上、本研究において得られた知見を要約すると以下のようになる、

1) 5・Ethylt1avinradicalを用いたl電子伝達系を構築し、これをlふdimethylthymine

bromohydrinの脱bromohydrin化反応に応用することによって、緩和な条件での反応に

成功した。

2) N(5)位に分子内水素結合可能な新しいフラピン補酵素モデルとしてフラピンふ

カルボン酸類を合成した。これらの化合物を用いることによ って、従来アボタンパ

クなしでは不安定であったフラピンセミキノンラジカル類の安定化に成功し、同時

にその構造を明らかにした。この結果はフラピンのN(5)位への水素結合がフフピン

ラジカJレを安定化するという従来の仮説を化学的に初めてぷ明したものである。

3) N(5)位に分子内水素結合可能なフラピンを用いることにより、フラピン含有モ

ノオキシゲナーゼ反応のモデル反応に成功した。これはN(5)位が置換されていない

フラピン誘導体による過酸化水点活性化の初めての例である。

4)フラピンによるDNA切断反応が光照射下において起こることを見いだした。こ

の反応は部分的に一重項酸素が関与しており、 guanine残基に対して、やや高い反応

性が観察された。

5)新しいアンチセンスオリゴデオキシヌクレオチド、あるいは非放射性プロープ

の開発を目的として、フラピンをオリゴデオキシヌクレオチドに共布結合させた一

群の化合物を合成した。これらの化合物はヘリックスを形成することによりフラピ

ン部分が相檎鎖の塩基部分と相正作用することが明らかとなった。フラピンに由来

する蛍光の強度はヘリックス形成にともない上昇し、フラピン修飾オリゴデオキシ

ヌクレオチドの蛍光'rl:プロープとしての応用の可能性を示唆した。

6)フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドを用いて、塩基配列特異的DNA光切

断反応に成功した。すなわち、フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドによる

DNA切断はフラピン単独によるDNA切断に比べ低濃度で起こるだけでなく、高い塩

基配列特異性を示した。また他のDNA切断分子を共有結合させたオリゴデオキシヌ

クレオチド類による切断に比較して、異なった位置選択刊を示した。
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実験の部



IH_核磁気共鳴(NMR)スベクトルはJEOしFX-2∞を使用、テトラメチjレシラン(TMS)

を内部標準とし測定した。赤外吸収(IR)スペクトルは島津 IR・400を使用し、 i容蝶は

CHCI
3を用いた‘ESR(Elec汀onSpin Resonace)スペクトルはJEOLFE2XGを使用した。

Preparative t.l.c.はsilicagel PF254とGF254(E. M. Merck)より製したプレー ト(2Ocmx20cm.

厚さ0.25m m)を使用した。UVスベクトルはShimazuUV・21∞を用い、セルはShimazu

S-260 SPR・8により温度制御を行うとともにセル内溶液の温度をTAKARAD・611によ

り測定した CD(Circular Dichroism)スペクトルはJASCOJ・720を用いて測定し、セル

はTAITEC MENDER Jr・1∞ により温度制御を行い、セル内温度をTAKARA D-611によ

り測定した。蛍光スペクト lレはShimazuRF-5α犯を用いて測定した。

HPLC (High Peformance Liquid Chromatography)はWaters6∞SEを用い、カラムは

Capcell pack C・18(SHISEIDO Co. Ltd.)を用いた。検出はWaters484により 260nmある

いは45伽mで行った。溶出は1M TEAA (triethyammonium a∞tate) buffcr中、 CH
3
CN濃度

... .j-~ _.j-. 31 
5%から40%への直線グラジエントを35分間あ」なった。 P-NMR(Nuclear Magnetic 

Resonance)はBruckerAC・3∞を用い、室温にて測定し、 85%H
3
P0

4
を外部保権とした。

融点はYANAGIMOTO微量融点測定装置を用いて測定した。融点の補正は行っていな

い。カラムクロマトグラフィーはWakogelC・2∞を用いた。
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第2章に関する実験

CH...CNはp"o続いてK"COで奉留して用いt::.oCF...COOHは蒸留して用いた。10・3'-"1'0.' 2v51'}r.." '-''"2''"''''''3.... ;:r;t:t:t v '" nJ" '-0 '-13 

(2・5・Dimcthy1phenyl)3 methylisoalloxazine (8)は米田らの方法47にしたがって合成し

た。 10・(2'，6'・Dimcthylphcnyl)・5-ethyl-3-methylisoalloxazineperch10ratc (1 )は以前に報告

された万法14で合成した。 100E山yl・3・me山ylふd伺 zatlavinは米田ら93の変法で合成し

た。すなわち、 6叫 hy1amino-3・methy1uracilと2-tluorobenza1dehyde(1.2 cq.)とをDMF中加

熱して合成した。 1，5・Dihydro-10-ethy1ふ methylふ deazatlavin(2)は以前に報告された

94 
方法 に従い合成した。 1，3・Dimethy1thymine(3)および 1ふdimethythyminc

bromohydrin (4)は以前に報告された方法95，96に従い合成した。

第2章第1節に関する実験

Na
2
S
2
0
4
とflaviniumperchlorate (1 )の系による1，3・dimethylthyminebromohydrin 

(6)の還元反応

1.3-Dimethylthymine bromohydrin (4) (2伽19，0.080mmo1e)，tlavinium perchlorate (1 ) 

(44.1mg， 0.096mmo1e). N~S204 (16.7mg， 0.096mmole)を2頚フラスコに入れ、アルゴ

ン置換した後、 CH
3
CN5mL:を加え、室温暗室下で、3日間撹持した。反応終了後、

反応液を 、 CHCl3で希釈後、 H20で分液した。続いて、 CHCI3~ をN~S04で乾燥後

減圧下留去し、成さをpreparativet.l.c (silica gel; 30/0CH
3
0H/CHCI

3
)で分離 した。生成

物は標品とのNMR ， I Rの比較検~~により同定した。

第2章第2節に関する実験

1，5・Dihydro-5-deazaflavin(2)とt1aviniumperchlorate (1 )の系による1，3・

-84-

dimethylthymine bromohydrin(6)の還元反応

lふDimethylthymincbromohydrin (4) (2αng. 0.080mmole)， tlavinium pcrch10ratc (1 ) 

(44.1mg， 0.096mmo1e). 10-ethyl-I.5・dihydroふ deazatlavin(2) (0.096 mmol). MgC104 

(21.4mg， 0.096mmole)を2頭フラスコに入れ、アルゴン置換した後、 CH3CN5mしを加

え、室温暗室下で、 3日間投排した。反応終了後、反応液を、 CHC1
3
で希釈後、 H20

で分液した。続いて、 CHCI
3
'面を Na2S04

で乾燥後、減圧下留去し、残さを

preparative t.l.c (si1ica ge1; 3%CH
3
0H/ CHCI

3
)で分離 した。生成物は操品とのNMR，

IRの比較検討により同定した。
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N-Acetyl-3，5・xylidineの合成

第3章に関する実験

第3章第1節に関する実験

3.5・Xyltdine97.2g (0.802 mole)をピリジン 8∞mしに加えて、氷上でかくはんしなが

ら阜化アセチル 75.7g(0.964 mole)を滴下。j商下終了後、室温で一晩かくはん。反応、

液を、減圧下留去し、成さを塩化メチレン3しに溶かす。塩化メチレン層は、 5%塩酸

で2凶洗浄し、炭酸水点ナトリウム飽和溶液で2回洗浄後、硫酸ナトリウムで乾燥し、

減圧下にて留去した。残さをベンゼンより再結晶し、結品をろ取後、さらにベンゼ

ンにて再々結品後、日的物を得た。

収量 111.1 g (85%)白色板状品、 m.p.144・145'C.1 H-NMR(CDCI
3
): d 2.14 (s. 3H)‘ 

2.28 (s. 6H)， 6.74 (s. IH)， 7.12 (s， 2H)， 7.26(s，IH) 

IR (CHCI
3
) 3420. 1680， 1615， 1540， 84Ocm-l 

N-Ethyl-3，5・xyldineの合成

N-Acelyl-3，5・xylidlOe50 g (0.307 mole)をテトラヒドロフラン ILに溶解させ、氷上

でかくはんし、冷却する。水素化アルミニウムリチウム 50.2g (1.53 mole)を少量ず

つ加えた後、反応液を室温に戻し、 2日聞かくはんした。過剰な水素化アルミニウム

リチウムを、酢酸エチル、続いて水で分解した後、テトラヒドロフラン層を取り、

減圧下留去。残さは茶色い液体状物質。精製はおこなわずに次の反応に使用した。

粗収世 44.9 g (98.2%) 茶色い油状物質。

6・(N-Ethyl-3， 5-xylidi no)-3・methyluracilの合成。

6・Chloro-3・melhyluracil24 g (0.15 mole)と粗N引 hyl・3，5-xylidine44.8 g (0.3 mole)を混

合わし、約150度に加熱し溶融する。6・Chloroふ melhyluracilが完全に溶けき った後、

室温まで冷却すると、緑がかったガム状物質を得た。これにエタノ ールとエーテル

を加えて結品化させた。結晶をろ取してエタノールより再結晶した。

収量7.78g (43.3%) 白色粉末 m.p. 180-182'C 

-86-

1 H-NMR (e -DMSO); d 1.06 (1， J = 6.90Hz、3H)，2.28 (s， 6H)， 3.04 (s， 3H)， 3.67 (q， J = 

6.90Hz)， 4.34 (s， IH)， 6.87 (s， 2H)， 6.87 (s， IH)， 10.40 (s， IH) 

High resolulion EI-MS: calcd.for CI5HI9N302 273.1466， found 273.1477 

10・Ethyl-3，6，8・trimethylisoalloxazine-5・oxideの合成。

6・(N-Elhyl-3.5・xy1idino)・3・melhyluraci117 g (62.3 mmo1)を酢椴 150mUこ溶解し、氷

上でかくはんしながら、唖硝骸ナトリウム 12.9 g (186.9 mmo1)を徐々に加え、主温

にてi時聞かくはん。反応液中に析出した結晶を浦、取後、エタノールで洗浄した。渡

取した結品はエタノ ールより再結品。

収量 10.86 g (58.3%)。 償色針状品 decomp. 295
0

C 

l H-NMR(CDC13):S l48(1.J=7.08Hz，3H).254(s，3H)，2.94(s，3H).3.430.3H)， 

4.71 (q，J = 7.08Hム2H)，7.10(s， IH)， 7.29 (s， IH) 

IR(CHCI
3
)ν:30∞.171 0.1645，I545cm-l 

High reso1ulIon EJ-MS: Calcd.forCl5Hl6N403 300.1222， found 3∞.1225 

Anal. CaJcd forC，cH'LNAO'1 C， 59.99; H， 5.37; N， 18.74. Found C， 60.∞;札 5.27;N， 
15"16"4"'3 

18.66 

10・Ethyl-3，6，8・trimethylisoalloxazine(1 4)の合成。

10・Ethyl-3ム8・trimethy1isoalloxazineふ oxide10.9 g(33.6 mmol)に水2∞mLを加え、

懸濁させる。懸濁液を撹はんしながら、室温にてハイドロサルファイトナトリウム

11.7 g (6.72 mmol)を加え、 2.5時間撹はん。析出した結晶を鴻取後、これを溢化メチ

レンに溶解し、水で洗浄。次いで、硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減J1:下にて留

去。残さをエタノ ールより再結晶。

収量 9.88 g (95.7%)。黄色針状品。decomp.295 'c 

1 H-NMR(CDCI
3
):δ 1.47 (1， J = 7.2Hz， 3H)， 2.60 (s， 3H)， 2.83 (s， 3H)， 3.52 (s， 3H). 4.79 

(q， 2H， J = 7.2Hι)，7.27 (s， lH)， 7.31(s， IH) 
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IR(CHCI
3
): 30∞， 1700， 1650. 1555cm・1

High 陀 solulionEI-MS: caJcd.for C 15H 16N402 284.1273， found 284.1273 

10・Ethyl-3・methylisoalloxazine-6，8・dicarboxylicacid (1 0)の合成。

10 Ethyl-3ム8-trimethylisoalloxaline(1 4) 9.∞g (34.8 mmol)およびKMn0
4

16.5g(115

mmol)を20%H
2
S0

4 
3∞mしに加えて、室温にて2日間撹はん後、エタノール10mしを

加え、続いて炭酸水素ナトリウムを加えて中和した。セライトにより渡過後、鴻液

をi成H:下留去して液置を 1/5にした。ついで、濃縮液に濃塩酸を加えることで結品を

析n~ させた。 結品を鴻取して水より再結晶。

収51・3.06g (28.1 %)。樫色針状品。 decomp.265"c 

1 H NMR(d6-0MSO):δ 1.35 (l， J = 7.IHz， 3H)， 3.29 (s， 3H)， 4.71 (q， J = 7.IHz， 2H)， 8.17 

(s， 1 H). 8.39 (s， 1 H)， 4-5 (broad， 2H) 

MS m/z 344 (M+)・Anal.Calcd.for CI5HI2N406・H
2
0 C， 3.89: H， 49.7とN，15.46.

Found C， 3.79; H， 49.64; N， 15.50 

10・Ethyl-3・methylisoalloxazine-6，8・dicarboxylicacid diethylester(1 6)の合成。

10・Ethyl-3・methyhsoallxalinc-6，8-dicarboxylicacid (1 0) 1.5 g (4.36 mmol)をエタノ ー

ル20mしに溶かし、濃硫酸 2mLを加えて、加熱還流する 3時間後、反応液を冷却し

た炭酸水素ナトリウム飽和水溶液中に注ぐ。ついで温化メチレンで抽出し、硫酸ナ

トリウムで乾燥後、減圧下留去した。残さをエタノ ールから再結品して目的物を符

た。

収量 963 mg (55.2%)。 黄色$1状品 m.p.197・199"C.

1 H-NMR(CDCI
3
);δ 1.48 (l， J = 7.IHz. 3H). 1.50 (t， J = 7.IHz， 3H)， 1.52 (t， J = 7.3HI， 

3H). 3.50 (s、3H)，4.51 (q， J = 7.1 H7. 2H)， 4.56 (q， J = 7.1 Hム2H)，4.83 (q， J = 7.3Hム

2H). 8.36 (d， J = I.7Hz‘1 H)， 8.40 (d， J = 1.7Hz， I H) 

lR(CHCI
3
):2990， 1715， 1660， 1565. 125Ocm-

1 
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Anal. Calcd.for Cl(，H..，(¥N"O"， C， 5.03: H， 57.00; N， 13.99. Found C， 4.88: H、56.84:N. 
19"20"4'"'6 

13.88 

N-Acetyl-N-methyl-3，5・xylidineの合成。

N-Acelyl-3，5・xylidine30 g (0.18 molc)を蒸留したジメチルスルホキシド 50mしに溶

かし、水酸化カリウム 20.2g (0.36 molc)を加え、室温にて2時間撹はん後、ヨー ドメ

タン 24mLを加え引続き 10min撹はんした。反応液を塩化メチレンと水で抽出 し、

堪化メチレン層を硫酸ナトリウムで乾燥後、減圧下留去した 政さをエタノールか

ら再結晶した。

収iii: 22.64 g (69.5%)無色板状品。 m.p.69・72"C

l H-NMR(CDC13);81.87(s，3H).123(s.3H)，6.96(s，2H).728(s，l H) 

N-Methyl-3，5・xylidineの合成。

N-Methyl-N-acetyl-3ふxyhdlneにジオキサン20mLと5N水般化ナトリウム水溶液40

mLを加え、 120"Cで5日間加熱撹はんした。反応液はエーテルで抽出し、硫酸ナトリ

ウムでエーテル層を乾燥後、減11・ド留去した。残さは褐色の液体であり、精製せず

に次の反応に用いた。

6・(N-Methyト3，5・xylidino)-3・methyluracilの合成。

6・Chloro-3-methyluracil2.08 g (13.0 mmol)とN-methyl3，5・xylidine3.5 g (25.9 mmol)を

混ぜ合わせ、約180・190
0

Cに加熱したの6・Chloro・3・methyluracilが溶けきってから加熱

をやめて宅温に戻した。続いて、エタノールとエーテルを加えることで結晶化させ

た。結品を鴻取した後エタノ ールから再結晶した。収量1.11g(32.9%)無色板状品

m.p.195・197"C

1 H-NMR(d6-OMSO); O 2.28 (s. 6H). 3.06 (s， 3H)， 3.22 (s， 3H)， 4.24 (!>， 1 H)， 6.86 (s， 2H)， 

6.96 (s， 1 H)， 10.44 (s， 2H) 

High resolution EI-MS: Ca1cd.for C 14H 17N302 259.1321， found 259.1319 
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3，6，8，10・Tetramethylisoalloxazine-5・oxideの合成。

6-(札 Methyl3.5 xylldino)ふ methyluracilI g (3.66 mmol)を酢酸 10mしに溶解し、亜硝

酸ナトリウム 50Smg (7.32 mmol)を徐々に加えて、室温で撹はん した 5分後析出し

た綿状物質を雄取 し、エタノ ールより再結晶した。収量 780 mg (74.3%). 控色粉

末。decomp.270 278'C 

1 H-NMR(CDCI
3
);δ2.53 (ち.3H)， 2.94 (s、3H)，3.43 (s， 3H)， 7.11 (s， 1 H). 7.29 (s. 1 H) 

IR(CHCI
3
): 3伐臥 1690.1650.1545cm-1

Anal. Calcd.for CI4HI4N403 C， 4.93; H， 58.72; N， 19.57. Found C， 4.80; H， 58.98; N， 

19.60. 

3，6，8，10・Tetramethylisoalloxazine (8)の合成。

3ム8，10Tetramelhylisoalloxazineふ oxide750 mg ( 2.86 mmol)を水 20mしに懸濁させ、

ハイドロサルファイトナトリウム 750mg (4.31mmol)を加えて、室温で6時間撹はん

した。析出した結品を議取してエタノールより再結品した。

収量 527mg (71.5%) 黄色針状品。 m.p.3oo'C以上。

1 H-NMR(CDCI
3
); O 2.59 (s、3H)，2.83 (s， 3H)， 3.51 (s， 3H)， 4.11 (s， 3H)， 7.27 (s. 1 H). 

7.31 (s， IH)・IR(CHCI
3
):3αm，1700，1655.1560cm-l 

Anal. Calcd.forC14H14N402 C. 5.22; H， 62.21; N， 20.73. found C. 5.12; H， 62.01; N. 

20.80 

3，10・Dimethylisoalloxazine-6，8-dicarboxylicacid (1 5)の合成。

3ム8，10・Tctramethylisoalloxazine(8) 5∞ mg (1.85 mmol)を20%硫酸 15mしに溶かし、

次いで過マンガン酸カリウム 2.2g (13.9 mmol)を加えて窒温で2日間撹はん。反応液

にエタノール10mしを加えた後、炭酸水素ナトリウムを加え中和する。これをセライ

ト海過して、捜液を約lβlこ捜縮後、濃塩酸を加えて析出した結晶を油取E 水から再

結晶

収iu:225mg (41.1%)桓色針状品内 decomp.259'C 
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IH-NMR(d6・DMSO);O 3.28 (s. 3H). 4.05 (s， 3H)， 8.16 (s， IH)， 8.39 (完.IH)， 4・5(broad. 

2H) 

Anal. calcd.for C..H ."N.O ・2/3H..，0 C. 3.34; H. 49.13; N. 16.37. Found C. 3.23: H， 14' '10"4'-'6 "'_" '2 

49.14; N. 16.48 

5・Bromo・6・N-ethylamino-3・methyluracilの合成。

6・N-Ethylamino-3・mcthyluracil6 g (38.7 mmol)をCH
3
0H20mLにけん濁させ、Br22

mLを徐々に加える 宰温でl時間撹梓後、反応液をろ過して、うすい黄色の結品を

得た。これを、 CH
3
0Hより再結晶することで、 5・bromoふN-ethylamino-3・methy1uracil

を得た。収量 5.90 g (61.5%)無色針状品。 m.p.208・210'C

1H-NMR(d6・DMSO);O 1.08 (t， 3H，J = 7.1 Hz)， 3.13 (s， 3H)， 3.35 (m， 2H， J = 7.1 Hz)， 

6.71 (t， IH) 

Anal. Calcd. for C..H"N"O...Br C， 34.07; H， 3.94; N， 17.13; Br， 32.03 Found C.33.89; 
7"9"3"'2 

H， 4.06; N， 16.94; Br. 32.21 

6・N-Ethylamino-5・N-(o・toluidyl)-3・methyluracilの合成。

5・Bromo・6・N-ethyl創羽ino・3・me山yluracil3.97 g (16 mmol)をジメチルスルホキシド 65

mしに溶解し、脱気する。o-Toluidineを加えてアルゴン雰囲気下、 7日間室温にて撹枠。

反応液を0.05NHCHこ沌ぎ、析出した結晶をろ過。結晶は目的物とデヒドロ体の混合

物であり、分離せずにそのまま次の反応に用いた。 収量 1.5g 

3.6・Dimethyl-10・ethylisoalloxazine(9)の合成。

粗6・N-e山ylaminoふ N-(o・tolyl)ふ melhyuracil1.50 gをDMF50mしに溶解し、酸紫気流

下 l∞℃で加熱してー・晩撹伴 反応液を室温で放置後析出した結品を浦、取。結晶は

C
2
H
5
0H/CHCI

3
より再結品。i慮液は濃縮後、 C

2
H
5
0Hを加えて結品を析出させる

これを再びC"HcOHICHCI'1より再結晶。2' '5""" .... .....3 

収量 571 mg (38.8%)黄色針状品 m.p.>300'C 
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1 H-NMR(CDCl
3
);δ1.50 (1・3H.J = 7.1 Hz)， 2.89 (s. 3H). 3.53 (s・3H).4.80 (q. 2H、J=

7.1 Hz)， 7.47 (1 H， d. J = 5 6HI.). 7.79 (1 H. dd， J = 5.6Hz， 4.2Hz). IR(CHCI
3
): 30∞， 1705. 

1650.1610.1560.1475. 1350. 1270.118Ocm-1 

Anal. Calcd.for C..H..N.O" C. 62.11; H. 5.22; N. 20.73. Found C. 61.94; H. 5.20; N， 
14"14"4'"'2 

20.61. 

10・Ethylふ methylisoalloxazine-6・carboxylicacid (11)の合成。

3，6・Dimcthylisoalloxazinc(9) 250 mg (0.926 mmol)を4mしの 20%H
2
S0

4
に溶解する。

反応液にKMnO4 439 mg (2.78 mmol)を加え、アルゴン雰閲気ドにて211間撹作 反応

液にNaHC0
3
を加えてけ'和した後セライトろ過する。セライトは水で卜分洗浄する。

漉液と洗液を合わせ、 i威圧下約10mしまで濃縮後、 j農塩酸を加えて中和する。析出し

た粉末を漣取する‘収量154mg(55.4%)。

1 H .NMR(d6-DMSO); O 1.39(t. 3H. J = 8.2Hz)， 3.33 (s. 3H)， 4.76 (q， 2H)， 7.7・8.2(m， 4H) 

Anal. Calcd. for C 14H 12N404・I/2H20.C， 54.37; H， 4.24; N， 18.12. Found C， 54.57; 

H， 4.36; N. 18.07. 

6-(N-Ethyl-3・toluidino)-3・methyluracilの合成。

6・Chloro-3methyluracil 3g (8.75mmol)とN-ethyl-m-toluidine6.34g (46.9mmol)を混合し、

150'Cに加熱。均咽・系になったところで加熱をやめ、室温まで冷却する。生じた茶色

のカム状物質にC
2
H
5
0Hとdiethyletherを加えて結品化させる。生じた結品を減取して

H
2
0に懸濁後再び浦取してC

2
H
5
0Hより再結晶。

収:;干 2.43g(50.0%)白色板状品 m.p.142-145'C 

IH‘NMR(d6-DMSO);δ 1.07 (1， 3H. J = 7.0Hz). 2.33 (s， 3H)， 3.05(s. 3H)， 3.28 (q， 2H， J = 

7.0Hz).4.34い.1H). 7.04 (d， IH. J = 8.8Hz). 7.18 (t， IH)， 7.31 (s， IH). 7.37 (d， IH， J = 

8.8Hz). 10.46 (s. 1 H) 

Anal. Calcd.for C..H ....N...O.... C. 64.85; H. 6.61; N. 16.20. Found C， 64.74; H， 6.59; N， 
14"17"3'"'2 
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16.16. 

3，8・Dimethyl-10・ethylisoalloxazine-5・oxideの合成。

6・(N-Ethyl-m-to1uidino)・3・melhyluracil1.29 g (4.98 mmol)に CH
3
COOH10mしを加え

て溶解後、 NaN0
2
687 mg(9.96 mmol)を徐々に加え、ついで室温にて20mm撹作する。

生じたオレンジ色の粉ぷを油、取する。C
2
H 50H/CHCI3より再結品。

収量 936mg (65.7%)。 極色板状品 decomp.214-215'C

l H-NMR(CDC13);8150(1.3H，J=72HZ)，2.62(s，3H)，3.44(s.3H).413(q.2H，J= 

7.2Hz)， 7.35 (d， lH， J = 8.9Hz)， 7.43 (s， IH)， 8.40 (d， lH， J = 8.9Hz) 

IR(CHCI
3
); 3∞0， 1695， 1650， 1600， 1540， 15∞， 1495， 1405， 1275， 1250， 1190， 1150， 

1120， IIIOcm-
1 

Ana1. Calcd.forC'AH'AN.O.， C， 58.73; H， 4.93; N， 19.57. Found C， 58.80; H， 4.81; N， 
14"14"4'"'3 

19.56. 

3，8・Dimethyl-10・ethylisoalloxazine(7)の合成。

10・Ethyl-3，8-dimclhylisoalloxazine-5-oxide850 mg (2.97 mmol)をH20lOmしに懸濁させ

N~S204 776 mg (4.46 mmol)を加える。室温にて30min撹枠後、析出した結晶を減取

し、 C"，H cOH/CHCI'lより再結晶する。2& 15'"'& &，..._. .........3 

収量 8∞ mg (定量的)栂色針状品 decomp.258'C

l H-NMR(CDCl3);8 153(1.3H，J=72HZ).2.66(3H，0.353(s，3HL479(q，2H，J= 

7.2Hz)， 7.44 (s， IH). 7.46 (d， IH， J = 7.1Hz)， 8.22 (d， IH， J = 7.IHz) 

IR(CHCI
3
); 3∞O. 1705， 1655， 1580， 1550， 15∞， 1460，は40，1390，1360，1315，1290，

1275， 1240， 1190，1155， 1130，ゆ40.980，820cm-
1 

High resolution EI-MS; calcd.for C 14 H 17N302 270.1171， found 270.1121 

Ana1. Calcd.for C..H ....N..，O.... C， 62.21; H、5.22;N， 20.73. Found C、62.13;H， 5.26; N. 
14"17"3'"'2 
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20.71. 

10・Ethyl-3・methylisoalloxazine-8・carboxylicacid (1 3)の合成。

3，8・Dimelhyl-IO-cthylisoalloxazlOc (7) 7∞mg (2.6 mmol)を10mしの 20%H
2
S0

4
に溶解

し、KMnO4 1.64 g (10.4 mmol)を加え、アルゴン雰囲気下、室温にて }晩撹枠。

NaHC0
3
を加えて中和後、セライトろ過。H

2
0にてト分洗浄後、減液を約 50mLまで

濃縮するn これに漉塩酸を加えて析出した結晶を雄取し酢酸から再結品。

収託601mg (77.2%)。黄色粉末 decomp.280・288'C.

IH-NMR(d6・DMSO);8 1.40 (t， 3H， J = 7.3Hz)， 3.33 (s， 3H)， 4.74 (q， 2H， J = 7.3Hz)， 8.11 

(dd， 1 H， J = 9.3， 1.0Hz)， 8.24 (s， 1 H)， 8.34 (d， 1 H， J = 1.0Hz). 

Anal. Calcd. for C. .H. ~N.O ・ H"O C， 52.83; H， 4.43; N， 17.60. Found C， 52.83; H. 
14"12"4'-'4 "2 

4.44; N，17.41. 

第3章第2節に関する実験。

フラピンカルポン酸類のuv-可視光畷収スペクトル。

フラピンカルボン酸類 (0.01mmol)を 1mLの0.1Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に溶解し、

ストック溶液と した 各々の pHを持つ緩衝液により、 ゆOあるいは 200倍に希釈し

て、 uv-可視光吸収スペクトルを測定した。

または、フラピンカルポン酸類 (0.01mmol)を2∞mしのCH
3
CNに溶解後、溶液の一

部をとってuv・可視光吸収スペクトルを測定した。

第3章第3節に関する実験。

フラビンカルボン酸類のセミキノンラジカルのESRスペクトルの測定

フラピン議導体 (0.01mmol)をO.IMリン酸緩衝液(1mL)に溶解し、 N~S204 (0.01 

mmol)を加え、フラピン溶液の一部をキャピラリ ーに封入後、 ESR(clcclron spin 

resonance)を測定した。測定は、主温で行った。
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あるいはフラピン誘導体(0.01mmol)を各々のpHを持つ緩衝液(1mL)中に溶解し、

Na2S204 (0.01 mmol)で還元後、同様にしてESRスペクトルを測定した。

第3章第4節に関する実験。

フラビンカルボン酸類のセミキノンラジカルのuv・可視光吸収スペクトルの測定。

フラピン誘導体(0.01mmol)をO.IMリン酸緩衝液(pH7.0) (1 mL)に溶解後、アルゴ

ンを吹き込みながら超音波にて l時間脱気した。 溶液にN~S204(0.01 mmol)を加え

て、セル内に封入後、 uv-可視光吸収スペクトルを測定した。測定は20'cにて行っ

た。

第3章第5節に関する実験。

Thioanisole類のフラビンと過酸化水素による酸化反応

フラピン誘導体(10，刊 、14. 1 6 = 0.162 mmol， 1 5 = 0.342 mmol)とtluoanisole類

(0.342 mmol)をアセトニトリル 5mUこ溶かし、 30%H
2
0
2
水溶液を73/11 (0.342 mmol) 

加えて遮光し、アルゴン雰囲気下、 25'Cで24時間反応をおこなった。反応終了後、

反応液を塩化メチレン l∞mLで希釈し、これを炭酸水素ナトリウム飽和水溶液で洗

浄した。有機層を慌酸ナトリウムで乾燥させた後、滅序下にて塩化メチレンを留去

した。次いで残さを、シリカゲルプレート (展開溶媒;① 3%CH
3
0H/CHCI

3
， (2". c向 r)

で分離することでスルホキシド類を単離した。得られたスルホキシド額はNMRおよ

びIRにおいて標品と完全に一致した
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第4章に関する実験。

第4章第1節に関する実験

Anal. Calcd. forC，，，H，̂N.O ・CH..，COOHC， 55.63; H， 4.67; N， 18.53. Found C， 55.62; 12" 10"4'-'2 ""'''3 

H，4.63; N. 18.47. 

6-(N-Methyl-m-toluidino )uracilの合成。

6・Chlorouracil2g (13.7 mmol)とN-methyl-m・toludine3.3 g (27.3 mmo1)を混合し、約190

℃まで加熱して均一系とする。室温まで冷却後、エタノールとエーテルを加えて結

晶化。水 とエタノ ールで洗浄後、エタノ ールから再結晶。収量2.02g (63.9%)。白色

粉末。m.p.269-270 'C. 

1H-NMR (d6・DMSO);d 2.32 (s. 3H)， 3.23 (s， 3H)， 4.26 (s. 1 H)， 7.05 (d， J = 8.2Hz， 1日)，

7.07 (s， 1H)， 7.13 (d. J = 7.6Hz， IH)， 7.33 (dd， J = 8.2Hz， 7.6Hz， 1H)， 10.17 (s， 1H)， 

10.38 (s， 1 H). 

Anal. Calcd. forC，，，H，...N...O.... C. 62.33; H， 5.67; N，18.17. Found C， 62.38; H， 5.62; N， 
12"13"3'-'2 

18.21. 

10-Methylisoalloxazine-8-carboxylic acid (1 2)の合成。

8，10・Dimethylisoalloxazine9∞ mg (3.95 mmol)を20%H
2
S04 (10 mし)に落解し、

KMnO 4 1.56 g (9.86 mmol)を徐々に加える。アルゴン雰囲気下、室温で2日間撹枠。

反応液にC...HrOHついでNaHCOを加えて中和後、セライトろ過。水で十分洗浄した2" &5"''' J - " '- 1 "1"& .1'-"""'3 

のち、漉液と洗液を合わせて約 20mLまで濃縮。これに濃塩酸を加えて析出した結

品を漉取。水より再結晶。収量446mg (43.6%)。栂色粉末 m.p.>3∞℃。

IH_Nル限(d6・DMSO);O 3.97 (s， 3H)， 8.08 (d， J = 10.0Hz， 1 H)， 8.30 (s， 1 H)， 11.49 (s， 1 H)・

Anal. Calcd. for C，，，H，，N.O ・2H....0C. 46.76; H， 3.92; N， 18.18. Found C， 46.50; H， 12"8"4'-"4 .....2 

3.94; N，17.88. 

第4章第2節に関する実験
8，10・Dimethylisoalloxazine-5-oxideの合成。

6・(N-Methyl-3-toluidino)uraci11.5 g (6.49 mmol)を酢酸(20mL)に懸濁し、トlaN021.02

g (14.78 mmol)を徐々に加える。室温にて一晩撹枠。生じたオレンジ色の粉末を漉取

する。粉末は酢酸とメタノ ールにより洗浄。結晶は8，10・dimethylisoa11oxazi neをわずか

に含むため、これ以上精製せずに次の反応に供した。

1 H-Nf¥ほ(d6心MSO);O 2.55 (s， 3H)， 3.90 (s， 3H)， 7.42 (dd， J = 9.1 Hz， 1 H)， 8.30 (d， J = 

1.0Hz， 1 H)， 8.20 (d， J = 9.1 Hz， 1 H)， 11.06 (s， 1 H). 

フラビンー8・カルボン酸 12によるDNA切断のアガロースゲル電気泳動を用いた解析。

lOmMリン酸緩衝液中 (to凶 volume10μ 1)にフラピンー8・カルボン酸 12を各濃度お

よびプラスミド pIBISV(100 p g)を含む反応液を 3∞W-photoretlectorランプを用いて、

20'C、各時間、光照射を行った。反応液に泳動用緩衝液 (30%glycerol/0.25% xylene 

cyano1/0.25% bromopheno1 blue)を加え、エチジウムブロマイド含有アガロースゲJレに

て泳動した (100V，2時間)。

8，10・Dimethyisoalloxazineの合成。

3，10・Dimethylisoalloxazineふ oxide1.3 g (5.04 mmol)をH20(30mL)に懸濁させ、

第4章第3節に関する実験

N~S204 1.14 g (6.65 mmol)を加え、室温で20分間撹持。生じた固体を鴻取後、エタ

ノールで洗浄。収量1.04g(83.2%)。酢酸から再結晶。糧色板状品。m.p.>3∞℃。

1H-NMR(dふDMSO);δ2.59(s， 3H)， 3.97 (s， 3H)， 7.49 (d， J = 8.2Hz， 1 H)， 7.78 (s，1 H)， 

8.0 I (d， J = 8.2Hz， 1 H)， 11.33 (s， 1 H). 

アイソトープラベルしたDNAフラグメントの調製。

プラスミド pIBISVのSal1フラグメントを、 DNApolymerase 1と [α_32pJdITP 

(3{削 Ci/mL)でアイソト ープラベルし、 PvuIIで再度酵素分解し131塩基対を持つフラ
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グメントを得た。

フラヒンによるDNA切断の塩基配列特異性の検討。

3・.末端をアイソトープラベルした 131塩基対を持つDNAフラグメント(5α)()cpm)、

およびフラビン・8・カルポン酸 12(1 mM)を含む10mMリン酸緩衝液 (pH7.0)を3∞w-
photorenectorランプで光照射した。反応液からエタノール沈澱法によりフラビンを除

き、泳動用緩衝液 (0.05mM NaOH/5M urea/0.05% bromophenol blue/0.05% xylene cyanol) 

に再溶解、ついでi分間 90'Cで加熱後、 10%polyacrylamidenM ureaスラフゲル屯気泳

動を行った(18∞V，2時間)。切断箇所はMaxam-Gilbe同法による塩恭特異的DNA切断

反応による分解物と、電気泳動で比較することに より行った。
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第5章に関する実験。

フラピン修飾 thymidineIOmerの蛍光スペクトルの測定は、 2x 10・5Mでおこない、

polydA存在下の蛍光スベクトルは、 polydA2x 10・5Mを用いた COスベクトルはフ

ラピン修飾 山戸nidine10merおよび、 polydAを各々5x 10・5Mずつ用いた 1.00.0.は

サンプルを 1mしのH
2
0に溶解させ、 Icm光路のセルで測定した際、 260nmの吸光度

が 1.0となる置である。

第5章第1節に関する実験。

3・Carboxymethy-10・methylisoalloxazine-N-hydroxysuccimideester (24)の合成。

3・Carboxymethyl-10・methylisoalloxazine(21) 174 mg (0.699 mmol)をCH
3
CN(5 mし)に

溶かし、 dicyclohexylcarbodiimide150 mg (0.839 mmo1)とN-hydroxysuccimide70 mg 

(0.699 mmo1)を加え、アルゴン雰囲気下、室温にて一晩撹持した 反応液をCĤC12......2 

で希釈ついでH20で洗浄し、 CH2CJ2層をN~S04にて乾燥後、 減圧下で留去し、残さ

をエタノーJレより再結晶したe 収量 124mg (53.2%)0 m.p. >3∞℃ 黄色針状品。

IH-NMR(d6・DMSO):δ2.82(s， 4H)， 4.06 (s， 3H)， 5.07 (s， 2H)， 7.72 (m，1 H)， 8.02 (m， 

2H)， 8.22 (d， 1 H). 

High resolution EI-MS; calcd. for C 17H 1 3N 506 383.0865， found 383.0864. 

6・(N-Ethyl-4・toluidino)-3・methyluracilの合成。

6・Ch10ro・3・methyluracil2g (12.5 mmol)にN-ethy1-p-toluidine2.54g (18.75 m01ol)をJJDえ、

約 180'cで均・系になるまで加熱。室温へ冷却後、生じたガム状物1J(にEtOH/etherを

加え結晶化。生じた粉本をろ取後、水で洗浄し、 EtOHより再結品。無色針状品 収

量1.78g (54.1%)， m.p.187・189C.

1H-NMR(d6・OMSO):δ 1.06(t， J = 7.0Hz， 3H)， 2.34 (s， 3H)， 3.05 (5， 3H)，3.68 (q， J = 7.0， 

2H)， 4.30 (s， IH)， 7.12 (d， J = 8.2Hz， 2H)， 7.27 (d， 2H、8.2Hz)，10.40 (s， 1 H). 
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Anal. Calcd. for C. AH ..，N..，O..， C， 64.85; H， 6.61; N， 16.20. Found C， 64.83; H， 6.68; N， 
14"17"3'"'2 

16.24. 

3，7・Dimethyl-10・ethylisoallixazine-S・oxideの合成。

6・("J-Elhyl-4-loluidino)-3・mClhyluracil1.70 g (6.85 mmol)をCH
3
COOH7mしに懸濁さ

せ、 NaN0
2
711 mg (10.3 mmol)を徐々に加えた後、室温にて30min撹作。生じた授色

の間体を鴻取し、 CHC1
3
とC

2
H
5
0Hより再結晶。極色針状品 収部 980mg (48.8%)。

m.p.>300'C. 

1H-NMR(CDC13):S l.490.J=7.1Hz，3H)，255(s，3H)，3.45(s，3M).473(q，2H，J= 

7.IH!.)， 7.57 (d， J = 8.8Hz.， IH)、7.74(d， J = 8.8Hz， 1 H)， 8.32 (s， 1 H). IR(CHCI
3
); 3∞0， 

1695， 1650， 1590，1540， 1440， 1280， 1 180cm・1

AnaJ. Calcd. forC..H..N.O..， C， 58.73; H， 4.93; N， 19.57. Found C， 58.73; H， 4.68; N， 
14"14"4""3 

19.42. 

3，7・Dimethyl-10・ethylisoalloxazineの合成。

3，7・Dlmclhyl-10引 hy1isoalloxalineふoxide980 mg (3.43 mmol)をH
2
0に懸濁させ、

N~S204 703 mg (4.11 mmo1)を加えて、室温にて、 2時間撹祥。黄色の間体をi慮取し、

CHC1
3
とC

2
H
5
0Hより再結品。収遺 732mg (79.1 %)。黄色針状品。m.p.>3∞'C. 

l H-NMR(CDC13);8 151(1.J=7.l Hz，3H)，256(s，3H)，353(s，3H).479(q，J=7.l Hz， 

2H)， 7.58 (d， J = 9.0Hz， 1 H)， 7.52 (dd， J = 9.0， 1.9Hz， 1 H)， 8.13 (d， J = 1.9Hz， 1 H). 

IR(CHCI
3
); 3∞0， 1705， 1650、1590，1550， 1420， 1350， 1185， 1 150， 91 Ocm・1

High reso1ulion EI-MS: Calcd. forCI4H14N402 270.1250， found 270.1121. 

10・Ethyl-3・methylisoalloxazine不 carboxylicacid (2 2)の合成。

3，7・Dlmc山yl・10引 hyhsoalloxa7lOe5∞mg (1.85 mmol)を20%H
2
S0

4 
(4mし)に溶かし、
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KMn0
4 
1.17 gを徐々に加える 反応液を、アルゴン雰囲気下、室温で21HlO撹作後、

NaHC0
3
を加えてアルカリ性と し、セライトろ過するo H"，Oで卜分洗浄後、油、液と洗2 

液を合わせて、滅l喜子、約10mしまで濃縮する。これにi農塩酸を加えて、析出した黄

色粉末を靖取し、 H
2
0より再結晶c収量210mg (37.8%)0 decomp.282・288C.IH_ 

NMR (d6・DMSO);δ 1.30(1， J = 6.8Hz..3H)， 3.32 (s， 3H)、4.74(q， J = 6.8Hl， 2H)， 7.79 (d. 

1 H)， 8.4・8.7(m， 2H). 

AnaJ. Calcd. for C. .H."，N.O. C， 56.00; H， 4.03; N， 18.66. Found C， 55.45; H， 4.13; N， 14..12..4"'4 

18.36. 

10・Ethyl-3・methylisoalloxazine-7・carboxylicacid N-hydroxysuccimide ester (25)の

合成。

5 IO-Et山hyりlト.ふmet山h】ザyhsωoal州110似xazine-ヴ7-ca釘rb加ox勾yり凶1icにca配仰ci凶d(但22釘)10∞Omg(ゆ0.333mmolり)をCα十H
3
CN(5 

mLυ)に溶解し、 dicydohexylcar凶diimide82.5 mg (0.40 mmo1)とN-hydroxysuccimide46.0 

mg (0.40 mmol)を加え、アルゴン雰囲気下、室温で一晩撹枠。反応液にCH
2
C1

2
を加

え、 NaHC0
3
飽和溶液で洗浄し、 Nâ SOで乾燥後 CĤ C1を減圧下留去する。残さ2"''''4 、 2""2

をエタノ Jレより再結品。収:J:66 mg (50.0 %)0 m.p. >3∞'C. 

1H-NMR (d6・DMSO);O 1.36 (t， J = 6.9Hz， 3H)， 2.93 (s， 4H)， 3.30 (s， 3H)， 4.68 (q， J = 

6.9Hz， 2H)， 8.20 (d， 9.3Hz，1 H)， 8.47 (dd， J = 9.3Hz， 2.0Hz， 1 H)， 8.74 (d， J == 2.0Hz， 1 H). 

High reso1ution EI-MS: calcd. for C
I8
H 15N506 397.1022 found 397.1027. 

10・Methylisoalloxazine-8・carboxylicacid N-hydroxysuccimide ester (2 3)の合成。

100MethylisoaJloxazineふcarboxy1icacid (1 2) 3∞mg (1.10 mmo1)をCH3CN~- 懸濁させ、

dicyclohexylcar加diimide272 mg ( 1.32 mmol)およびN-hydroxysuCClmide152 mg (1.32 

mmo1)を加え、アルゴン雰囲気下、室温にて、 一晩撹持。CH
3
CNを械仕 Fで部去し、

エタノ ールから再結品c収;'207mg(50.9%)。器色粉末。m.p.>3∞℃ 

1H-NMR(d6・DMSO);O 2.95 (ぉ，4H)，4.04 (s， 3H)， 8.16 (d. J = 8.5Hム 1H)， 8.33 (d. J = 
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8.5Hz， 1 H)， 8.44 (s， 1 H)， 11.56 (s， 1 H).High resolution EI-MS: Calcd. for C lOH 11 N 506 

369.0715， found 369.0717. 

10・Ethyl-3・methylisoalloxazine-8-carboxylicAcid N-Hydroxysuccimide Ester (26) 

の合成。

10-Elhyl-3-methylisoalloxazine-8・carboxylicacid (1 3) (200 mg， 0.667 mmol)を CH
3
CN5 

mLに溶解し、 dicyclohexylcarbodiimide165 mg (0.8∞mmol)とN-hydroxysuccimide76.8 

mg (0.667 mmol)を加え、アルゴン雰囲気下、室温にて、 一晩撹枠。 反応液をCH~C1
2~'2 

で希釈し、 H20にて洗浄後、 N~S04で乾燥。 CH2CI2を減圧下留去した後、残さを

C
2
H
5
0Hより再結品。収量 103mg (38.9 %).黄色粉末。m.p.288-2890C 

1H-NMR(d6・OMSO);8 1.36 (l， 3H， J = 6.5 Hz)， 2.94 (s， 4H)， 3.31 (s， 3H)， 4. 73 (q， 2H， J 

== 6.5 Hz)， 8.21 (d， 1 H， J == 8.5 Hz)， 8.47 (s， 1 H). 

High 陀 SolulionEI-MS; calcd. for C
18
H 15N506 397.1022， found 397.1025. 

Thymidine 10 merおよびジアミン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの合成。

Thymidine 10 merは通常の固相Hydrogenphosphonale法を用い(1.5μmo1sc必e)、シリ

ンジ内にて合成した。ジアミン修飾thymidine10 merは、国相上にて9merをhydrogen

phosphonate法で合成後(1.5μmolsca1e)、同じく固相上でthymidinehydrogen 

phosphonateを反応させ、引き続いてジアミン存在下CCI酸化(diamine/CCIA/CH.，CN= 4 FÎ . I I...t¥ UJu.a1 11'lvl '-'''-14' '-.1 1.3 

10/45/45)を行うことで、グーインターヌクレオチド聞をphosphoroamidateとした。次い

で固相より、 conc.NH
4
0H (室温、 2時間)で離脱後、逆相HPLCにて分取精製した。

ジアミン修飾 20mer も同様~こ国相hydrogen phosphonate法にて 19merを合成後、ジ

アミン存在下CCI
4
酸化で合成した。国相からの離脱および、塩基部分の脱保護は

conc. NH
4
0H (50oC， 6時間)でおこなった。
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フラビン活性エステルとジアミン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの反応。

ジアミン修飾thymidine10 merをH
2
0 (約300.0./300pりに溶かし、 triethy lami neを

10% yol.加えて、氷上で冷却した。フラピン活性エステル (2mg)を3∞μlのOMF

(dimethylformamide)に溶解後、この液を上記したジアミン修飾オリゴデオキシヌクレ

オチド溶液に等yolume加えて、 4l:にて30min反応させた。反応液より、逆相HPLC

にて精製する事で、フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチドを得た。

第5章第2節に関する実験。

フラビン修飾オリゴデオキシヌクレオチドのポリアクリルアミドゲル電気泳動。

フラピン修飾オリゴデオキシヌクレオチド(0.30.0.)を30%グリセロール水溶液に

溶解し、 7M尿素含有ポリアクリルアミドゲル電気泳動をおこなった(4∞V，2時間)。

マーカーとしてxylenecy加 01を用い、バンドの検出はUVshadow法によりおこなった。

フラビン修飾オリゴデオキシヌクレオチドの酵素分解。

蛇毒ホスホジエステラーゼ (lunil)および、アルカリホスファターゼ(lunit)を含む

i∞m M  Hepes-NaOH緩衝液 (pH7.5)にフラピン修飾オリゴヌクレオチド(1.00.0.)を

溶解し、 370Cにてl時間、 incubateした後、反応液をHPLCにて解析した。

第5章第3節に関する実験。

フラビン修飾 thymidine10merへのpolydAへの滴下実験。

フラピン修飾 lhymidine1 Omer ( 1.88 x 10・4mmournl)にpolydAを5x 10-
5 
mmol/μ1)ず

つ150Cにて加え、 350nmから550nmまでの可視光吸収スペクトルを測定した。i向下

終了後、セル内の温度を 50Cずつ上昇させ各温度でのスペクトルを測定した。
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第5章第4節に関する実験。

オリ ゴデオキシヌクレオチドの熱変性実験。

熱変t'l:融解曲線は、 UVスペクトルにより 、260nmで記録した。セJレ内温度は、

1040tまでlt(2min、40・80tはlt/lminので増加させた。測定は、 l∞mMNaCl合

有10mMTris-HCI (pH 7.0)で行い、各々の抑制dは5x 10・5MJlI¥，、た。

第5章第5節に関する実験。

アイソトープラベルしたDNAフラグメントの調整。

32 
ノツスミトpBR322のBamBIフラグメントをT4polynucleolide kinaseと[)'-_''''P) A TP 

(3(粉 Ci/mL)でアイソト ープラベル後、 EcoRVで再度分解し、 5%PAGE

(polyacrylamide gel eleclrophoresls)で分離することで、175単基対を持つフラグメント

を待た。

フラビン修飾オリゴデオキシヌクレオチド 36による埠基配列特異的DNA切断。

5・末端をアイソト ープラベルしたフラグメント(7氏ゆcpm)および、フラピン修飾

オリ ゴデオキシヌクレオチド (5μM)を溶解させたSOmMNaC1含有 50mM Tris HC1 

(pH 7.0)溶液を、 200Cにて 1時間光照射した。反応液をエタノール沈積させて、 反

応を終了後、泳動用緩衝液 (0.05mM NaOH/5M urea/0.05% bromopheno1 blue/O.OS% 

xy1cne cyanoりに再溶解、 ついでl分間90tで加熱後、10%po1yacrylamide/7M urcaスラ

プゲル電気泳動を行った(18∞V，2時間)。切断箇所はMaxam・Gi1bert法による塩基特異

的DNA切断反応による分解物と、電気泳動で比較することにより行った。
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