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研究要旨 

PhIPのデオキシグアノシン(dG)-C8付加体を得るため、簡便な方法論の構築を行った。付

加体合成の原料となる臭素化dG誘導体は、シリル保護dGを酢酸溶媒中ブロモスクシンイミ

ドを加える事で効率よく生成物が得られることが明らかとなった。また得られた化合物はO

6位にベンジル基(Bn)の保護基， N２位にジメトキシトリチル基(DMTr)を入れることで，付

加体の化学合成にふさわしい保護8-Br-dGとした。PhIPとの反応は,Pd触媒， Xantphos，

炭酸セシウムを用い,さらにDMSOを溶媒として150 °Cで反応させ、保護基のついたdG-C8-

PhIPの付加体を４０～６０％の収率で得ることができた。得られた化合物はさらに，ジク

ロロメタン溶媒中５％トリクロロ酢酸を処理して，DMTr基を脱保護し，さらに，Pd blac

kを用いて水素添加によりベンジル基を脱保護した。環外のアミノ基はさらにDMF-DMAで

アミジン保護を行った。得られた化合物はさらに，triethylamine-trihydrogenfluorideで処

理し，シリル基を外した。得られた化合物は，デオキシリボースの5’位の水酸基にジメトキ

シトリチル基を導入するが，それには2,6ルチジン／DMF混合溶媒中，DIPEA存在下でトリ

チルクロライドを60℃に加温処理することで得られた。最終的にアミダイト体はN,N-tetrai

sopropyl phosphorodiamidateをジイソプロピルアミノテトラゾリト存在下、ジクロロメタ

ン中で行った。得られたアミダイトとはオリゴ合成に供与したが、残存するphosphorodia

midateの影響のため現時点では合成品を得ることはできなかった。 

 

Ａ．研究目的 

    食品中の変異原物質はDNAを損傷し、変異

を誘発することが知られているが、変異誘発機

構については、十分に理解されている状態では

ない。変異誘発機構の解明には、損傷塩基を含

んだ短鎖オリゴヌクレオチドである、部位特異

的修飾オリゴヌクレオチドを用いたin vitro の

系による損傷乗り越え修復（TLS）の研究がな

されてきており、多くの知見が蓄積されている。

一方で、in vivo TLSの例としてはバクテリアを

用いる系やヒト細胞株を用いる系など様々であ

るが，系によっては,異なるTLSの結果を与える

ことがわかっている。そのため，いくつのかのv

ivoの系を組み合わせることにより，得られる情

報を相互に比較し，動物個体に変異原物質を投

与した際の変異データから得られる知見を担保

することが重要である。
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ヒトが暴露する可能性のある変異・発がん

性物質は様々であるが，上述のように既存

の動物個体データを活用できるものは多く

ない。焼肉などの加熱食品中に含まれるが

ん原性ヘテロサイクリックアミンの一つで

ある2-Amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4,

5-b]pyridine（PhIP 図１）は，Ames試験

などバクテリアを用いる変異原性試験では，

比較的低い変異原性を示すが，ラットに対

し大腸がんや乳がんを誘発することが知ら

れている。またAPC遺伝子に変異を誘発す

ることが明らかとなっている。PhIPのTLS

試験ではAPC遺伝子に部位特異的にPhIP

修飾を施したものを用いたin vitroの系が

知られているが，in vivo TLSのデータは存

在しない。そこで，in vivo TLSに向けたP

hIP修飾オリゴヌクレオチドの合成を試み

た。 

 

 

Ｂ．研究方法 

 PhIPの部位特異的修飾オリゴヌクレオチ

ドを合成する目的で，まず，対象となるPh

IP付加体について検討した。PhIPの付加体

については，２種類の存在が知られている

が，その化学構造が明らかになっているの

は一般的なデオキシグアノシン(dG)の８位

の修飾体（dG-C8付加体）のみである。そ

こで，PhIPのdG-C8の付加体を有するオリ

ゴヌクレオチドの合成を行うこととした。

合成には図３のスキームに従い，合成を進

めた。      

（倫理面への配慮） 

   ヒトおよび動物を用いない実験である

ため、必要な倫理審査はない。廃液などの

観点から、不必要な量の溶媒の使用をしな

いなど、環境に影響を与える部分で注意を

しながら実験を行った。 

 

Ｃ．研究結果      

一般的なdGのC8の付加体合成では dG

の8位のブロモ体(8-Br-dG)が必要である。

これまでに8位のブロモ体の合成は，dGを

臭素またはN-ブロモスクシンイミド（NBS）

で合成するものが一般的だった。しかしな

N N

N
NH2

 

図１ PhIPの化学構造 

 
図２ dG-C8-PhIPの化学構造  

 

図３ dG-C8-PhIPの合成スキーム 
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がら，これらの方法は水を反応溶媒として

用いるため，反応の進行に伴い生成する酸

の影響で，脱プリンをする副反応が起こる

可能性があり，反応の制御には困難が伴う。

そこで，まずdGの水酸基を一般的なシリル

基であるTBDMS基で保護した後，臭素化す

ることを試みた。その結果、シリル保護dG

の臭素化は酢酸溶媒中、等量のNBSを加え

る事で，効率よく生成物が得られることが

明らかとなった。生成物の精製は酢酸エチ

ルによる溶媒抽出，および炭酸ナトリウム

による中和の処理で，脱プリン体を得るこ

となく反応物を得ることが可能となった。 

得られた化合物はO6位にベンジル基(Bn)の

保護器，さらに，N２位にジメトキシトリチ

ル基(DMTr)を入れることで，付加体の化学

合成にふさわしい，保護8-Br-dGとなる。先

行研究により，他のdG-C8付加体ではO6位

のベンジル保護は必要なく，ジオキサン溶

媒で150 °Cの反応温度で進行することが知

られている。そのため，同様の系を本PhIP

のdG-C8付加体の合成に用いてみた。しか

しながら， PhIPの溶媒に対する低い溶解性

により，反応はほとんど進行しないことが

わかった。そのため，過去文献と同様に，d

G-C８付加体の合成をすすめることとした。

O6位をベンジルアルコールでミツノブ反応

を用いて保護し，さらにN２位のアミノ基を

4,4’-dimethoxytrityl基で保護した後，PhIP

との反応は,Pd触媒存在下，フォスフィンリ

ガンドをとしてXantphosを用い，炭酸セシ

ウムを塩基とし,さらにDMSOを溶媒として

150 °Cで反応させた。原料の消失を確認後，

目的とする保護基のついたdG-C8-PhIPの

付加体を４０～６０％の収率で得ることが

できた。得られた化合物はさらに，ジクロ

ロメタン溶媒中５％トリクロロ酢酸を処理

して，DMTr基を脱保護し，さらに，Pd bl

ackを用いて水素添加によりベンジル基を

脱保護した。得られた化合物はオリゴヌク

レオチド合成にふさわしいようにアミダイ

ト化する必要が有るため，環外のアミノ基

はDMF-DMAでアミジン保護を行った。既

報ではDMF中で処理することにより，沈殿

が得られるためそれをろ過することで目的

物を得ているが，DMF溶媒を完全に留去す

ることにより，より高い収率で目的物が得

られることがわかった。得られた化合物は

さらに，triethylamine-trihydrogenfluorid

e (TEA 3HF)で処理し，シリル基を外した。

得られた化合物は，デオキシリボースの5’

位の水酸基にジメトキシトリチル基を導入

するが，それには2,6ルチジン／DMF混合溶

媒中，DIPEA存在下でトリチルクロライド

を60℃に加温処理することで得られた。最

終的にアミダイト体はN,N-tetraisopropyl 

phosphorodiamidateをジイソプロピルア

ミノテトラゾリト存在下、ジクロロメタン

中で行った。得られたアミダイトとはオリ

ゴ合成に供与したが、残存するphosphorodi

amidateの影響のため合成品を得ることは

できなかった。 

 

 Ｄ．考察 

    既報の方法に改良を加える事で，より

簡便に目的化合物を合成することを試みた。

原料となるｄG修飾体はシリル保護をした

dGを臭素化する新たな方法論を見出した。

しかしながら，他は既報通りの方法論が現

時点では最適であった。無保護の核酸塩基

をダイレクトに修飾することが可能となれ

ば，より効率的な合成が可能となるが，こ
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れについては引き続き検討する。いっぽう

得られたアミダイトは一定量の原料の混入

が確認されており，これはオリゴ合成の妨

害成分となりうる，より，効率的な精製法

の確立が必要である。 
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