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タンパク質は、 その機能に応じて、合成される 監は千差万別で ある。例え

は、生物の情造を作るタンパク質は大量に合成されるのに対して、酵索やホ

ルモ ンなどは、少量しか合成されず、 しかも、組織や、時期によって特異的

に合成される。その合成は、 いわゆる、 セ ン トラルドグマにしたがって、 ま

ず、 遺伝子である DNAから mRNAが転写され、lXに、 mRNAの遺伝情

報 lこ従って、 リボソーム上で翻 訳さ れて合成される(図序ー 1)。このよう

な、遺伝子発現の調節が、 どの様に行われているのかという問題は、非常に

興味ある問題である。 また、思近の遺伝子工学の発展によって、 DNAを自

由に操作できるよ うになり、 合成 DNAや外来 DNAを、プラスミ ド等に組

み込んで、特定のタンパク貨の合成が出来るようになった。 19 7 7年、 板

念ら けによ って、 ソマトスタチンというペプチドホル モ ンの遺伝子が化学合

成され、プラスミ ドに組み込まれ、大腸菌で発現されて以来、 多くの報告が

なされている。ここでも、 目的とするタンパク貨を大賞に生産させるために、

遺伝子発現の調節に関する研究が重要になっている。

遺伝子発現の調節俊備に関しては、 これまで、転写の段階がよく研究され

てきた。大路笛のラクトースオ ベ ロンの分解に 関与する 遺伝子取では、 リプ

レッサー 2'と呼ばれるタ ンパク 質が、 DNAのオベレーターと呼ばれる領域

に結合して、 RNAポリメラーゼが DNAと結合し、 転写を開始するのを妨

げていることが匁lられている ". また、 逆に、 DNAと結合して、 転写を促

進するカタボライト活性化タ ンパ ク質 (CA P)もある‘¥ さらに、 リプレ

ツサーが DNAと結合するのを妨げるインデューサ一等も知られている "。

これら、転写の調節図子は、 f也のオベロ ンでも、続々と見つかっており、か

なり曽退なものであると考えられている.

それに対して、 翻訳におげる調節尊重備に関しては、 まだあまり研究が進ん

でいないのが現状である。翻 訳は、 タ ンパク質合成の湯であるリボソームに、
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mRNAと、 その開始コド ンAUGに対応 する fM et-tRNAが結合し、

タ ンパ ク質合成開始後合体を 形成することから始まる。翻訳における調節機

備に関しては、真核生物において、 三浦らの発見した呉妓生物の mRNAに

共通にみられるキャッ プ情造 5Jとタ ンパク質合成効率の関係引や、 mRNA  

の 5・末端付近の非暗号領域である先導配列とタ ンパク質合成効率との関係、

及び、先導配列と mRNAとリボソームとの傾合体であるタ ンパク質合成悶

始後合体形成効率の関係に付いて報告されている。それによると、 mRNA  

の先導配列中に、 リボソーム中の 18 Sリボソーム RNAの 3' 末織付近と

相補的な塩基配列がより多〈存在する方が、 タンパク質合成開始祖合体形成

効率がよいことがわかった 円。

これは、 1 9 7 4年に、 ShineとDalgarnoが、原篠生物において提唱した、

Shine-Dalgarno配列(S D配列)引 と同じ考え方である。 ShineとDalgarnoは、

原該生物の mRNAの多くに、 5 '先導配列中にプリン、すなわち、 グアノ

シ ンやアデノ シ ンに富んだ配列が存在し、 この配列がリボソーム中の 16 S 

リボソーム RNAの 3・末端付近と相術的な配列であることを見いだした。

そして、翻訳の開始段階において、 mRNAとリボソームがタンパク質合成

閲始俊合体を形成する際に、 この S0配列と 16 Sリボソーム RNAの 3・

末端付近が庖基対を形成すると考えた(図序ー 2) 0 S 0配列は、 mRNA  

によって、 その配タIJやタンパク質合成の閲始コドン AUGからの距般が微妙

に異なっており、翻訳の調節に関係していると考えられている。特に、 原核

細胞では、 一本の mRNAにい〈つかのタンパク質がコードしているポリ シ

ストロニックな構造をしており、 たくさん存在する AUGの中からの本当の

開始コドン AUGの認識や、各タンパ ク質の聞の合成島の調節に、 S 0配列

が関係するといわれている。これらを裏付げる実験が、 いくつかなされてい

る。 Dunnらは、 DNAの S0 配列に相当する部分を人工的に改変して、 S 0 
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自己列を i哀し、 16SrRNAの3・末端付近と相補鎖を形成しなくさせてプ

ラスミドに組み込み、大腸菌を形質転検して、この遺伝子に相当するタンパ

ク質の合成効率を訓べたところ、 そのタ ンパク 質の合成電が下がると報告し

ている 9'0 また、 田中らは、 SO配列の部分がmRNAの二次情造 に埋もれ

て、 オープ ンになりに〈い状態にすると、相当するタ ンパク 質の合成が抑え

られることを銘告している川¥その1也、 いくつか報告されているが、 このよ

うな、 ONA上で S0配列を合む配列を改変し、 タンパク質の合成鼠を比較

するという 実験では、転写と 翻訳の両方の過程が含まれているので、翻訳の

過程での、 タンパク買の合成効率を直接調べていることにならない。 しかし、

原核細胞では、 mfl.N 八の半減i切が 1 5 分 ~30 分と短く 、 非常に不安定で

あるため、 lll-$ltすることが鍛しく、翻訳段階のみを取り出して研究すること

が凶純であった。そのため、 RNA上で SD配列の部分を改変してタ ンパク

質の合 成量を比較し、 翻訳の過程のみを直後見ている実験、はほとんどない。

198 8年、 Calogeroらは、 ファ ージMS2の RNAをモデルにして、 S 0 

tie列を持つ mRNAとS0配列を持たない mRNAを、 !.lLlli工旦転写系によ

り調裂し、 ヲンパク質合成開始惚合体形成効率を調べたところ、 S 0配列を

持つ mRNAの方が効率がよいと報告している S9) c しかし、 この 他にはほと

んど報告がないのが現状である。

本研究では、 S D配列をいろいろ変えた先導配列を化学的に合成し、 リボ

ソームとの結合効率を比較したり、 ヲンパク質合成効率を比較して、 S D配

列とタンパク質合成開始傾合体形成効率との関係を調べると共に、最も効率

よくタ ンパク 質を合成するためには、 どの憾な先纏配列がよいかを調べるこ

とを目的としている。特に、 ヲンパク質合成の開始段階であり、 タンパク質

合成効率に最も深くかかわっていると考えられるタンパク質合成開始後合体

形成に 7主目した。
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そのためには、種 q の mRNA先導配列に相当する RNAフラグメントが

必要となるが、天然の RNAからフラグメン卜を調製する方法では、 その配

列に制限があり、 大量に 11}ることも困鈍である。近年、 Calogeroらも用いて

いた、効率の良いよ.!L...!'.iよζ旦転写系が発達し、 化学合成した{壬窓の配列の DN 

Aを鈎型として、 RN八を得る方法が開発され 111、 RNAを用いた実験が I甘

えつつあるが、本研究ては、特定の配列のフラグメントを必要鼠得るために、

化学的に合成する方法をmいた。 RNAの化学合成は、 また確立されたとい

える方法はない。そこで、 まず、 迅速かつ簡便に RNA オリゴマーを 1~ るた

めに、 RNAの簡便な固相合成法について検討した。

固相合成法は、 Herrifieldl" が、ペプチ ド合成に用いた方法で、反応i8娘

lご不溶 なポリマーを支持体として、末端のアミノ 般を共有結合で結ひ.付け、

これに第二のアミノ般を反応させて長鎖長のペプチドを合成する方法である。

これは、未反応のアミノ自立を、 鴻遇、洗浄と いう簡便な傑作で除去でき、迅

速かつ簡便に、 目的物を合成することができる方法である。 DNA合成では、

Letsingerの開発したリン酸トリエステル法 1引や、 Caruthusによって開発さ

れたリン駁ア ミダイ ト法 1'1なと、 総合収率の高 い合成j去の発途とあいまって、

現在では、 DNA自動合成機にペプチドの闘相合成法が応用され、数十屋体

の DNAオリコマーを迅速に合成できるようになった。 しかし、 RNA合成

では囲網合成法は、 まだ、完全に確立された方法がなく、 リン殴トリエステ

ル法では、 198  2年、 vanBoomらによる 13畳体 1'1の合成が、最長である。

また、 ugi I v i eらによって、 1 9 8 4年、 クロロホスファイ卜法によって 19 

畳体 1川、 1 985年にリン菌室アミダイ卜 i去によって 15鼠体 111が、 さらに、

1 988年には、 7 7 .!it f.本 1引が合成された。 しかし、 まだ、 報告は少ない。

一方、 闘相i去に対して、均一浴線中で縮合反応、を行う j夜相法は、 大量に、

RNAオリゴマーを合成することができ、 1 984年には、 池原、 大啄らに

'
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よって、 大腸菌 tR N A 5・半分子 33頃体が合成 191されるなど、多数、報

告されている。 しかし、液相 jまでは、縮合反応を行う毎に、 カラムクロマト

グラフィ ーなど により、 tl'l製する必要があり、迅速かつ簡便に、長鎖長フラ

グメントを合成することはできない。

本論文では、 リン酸トリエステルJ去を!lIいた固相合成法を改良し.比較的

大量に合成されていると思われるファー ジ f1のコートタンパク貨の mRN

Aの先導配 ylJを合成し、 大腸菌より調製した~/j因子を則いて、 タンパク民合

成開始綬合体形成実験の系を構築し、 SD配列とタンパク質合成開始後合体

形成効率との関係について調べた。
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第 一車

オリゴリボヌクレオチドの困相合成
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1 - 1 保護ヌクレオ シ ド

オリゴリボヌクレオチドの固相合成では、 正し<3・-5・リン自主 ジエス

テル結合を形成させるために、 5・位水If，!基、 2 '位水般基、1M基部分のア

ミノ基に、適当な保護基を導入する必要がある。 5・位水酸基の保護基は、

鎖長を延長する毎に除去 されるため、 比較的容易に除去できなげればならな

い。また、 RNAは、 2・位水酸基を有するために、 アルカリ性条件下で、

容易に鎖の切断が起こる。 そこで、 2・位水面空基は、 自主性あるいは中性の粂

件 下で除去可能で、かつ 5'位水酸基の保護基を除去する条件下では、 安定

でなげればならない。 I畠基部分のアミノ基の保護基は、合成中は安定で、か

つ合成後には、容易 に除去できなければならない。

これまでに、 いろいろな保護基が検討されてきたが、 ここでは、 液相合成

法でよく使われていて、 リボヌクレオ シ ドへの保護基の導入が、 比較的容易

なものとして、 5 '位水酸基の保護基には、 4， 4・ジメ トキ シ トリチル基

(DMTr基) 2引 を、 2・位水駿基の保護基には、 テトラヒドロピラニル基

( T H P基 )211を用いた。 THP基は、脱保護の際、 p H 2の条件で除去す

ることができ、 2 '位、 3' 位!聞のリ ン般の転移が起こらないことが知られ

ており、 有利な点が多い。これらの保護基は、 どちらも自主性条件下で除去さ

れるが、 DMTr基の方が、 THP基よりも、弱い敏性条件下で除去できる。

D.M T r基の選択的除去については後で詳しく述べ る。また、 庖基部分の ア

ミノ基の保護基は、 それぞれ、 アデノシンにはベンゾイル基(B z基) 2引、

シチジンに はアニ ソイル基 (An基)口ヘ グアノシンにはイソアチリル基

( i B u基) 24 1を用いた。これらの保護基は、 アルカリ性条件下で除去でき

る(図 1- 1 )。

リボヌクレオ シ ドへの保護基の導入は、 2 '位水自主基が存在するために、 デ

オキ シ リボヌクレオ シ ドの窃 合に比べ て、複雑である。 2'位水殴基と 3・

-9-



{立水償基の間に、 反応↑主の差異があまりな〈、 2・1立水般経のみに、 選択的

に保護基を収率よく導入することはこれまで困鑓であったが、 197 9年、

Markiewicsらによって、 1，3-ジク ロロー1，1 ， 3 ，3，ーテトライソプロピルジシロ

キサ ン (TIPDSiCI2 )を則いる方法が報告された。これは、 TIPDSiCl2を用い

て、 3 ・位水面賀基と 5・位水西空基を選択的に保護し、 その i去、 2 '位水骨量l;1;

に別の保護基を導入する方法である。 3'，5・-0-(1，1，3，3，ーテトライソプロピ

ルジシロキサンー1，3，ージイル)基(T 1 PDS i基)は、 中性条件下、 フッ化物イ

オンにより、容易に除去で きる。そこで、 この方法をもとに保護ヌクレオシ

ド (l-a， b， C， d)をそれぞれ合成した。(Schemel，2，3，4)。

DMTr官 P
三唱
三。

B= U 〉:!〕
。
《工;;;:

日=F 豆

1-a 1 -b 

B = CA"三 rlOo町
ム..J 立ー一

1
間
、
印

三

」
U

F
U

'
l
 

1-c 

図 1-1 係諸ヌクレオシド
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1 -2 固相担体への保護ヌクレオシドの導入

固相合成法は、倒脂にヌクレオシドを共有結合で担持させ、 樹脂上で、鎖

長を II~ ばして行く方法である。この方法は、試薬や未反応のヌクレオチドを、

海過によって簡単に除くことができ、 簡便に鎖長を伸ばすことができる。

樹脂の種類や、結H旨とヌクレオシドとの結合の仕方等は、 DNA合成にお

いて、詳しく検討されており、研究当初、 ポリスチレン 2引とシ リカゲルε.) 

の 2種類の樹脂がよく用いられていた。 また、樹脂とヌクレオシドとの結合

は樹脂上の側鎖のアミノ基とヌクレオシドの備部分の水政基とをリンカーを

介して、 共有結合させる方法が一自主的である。 この際、 樹脂を 3・位水自主基

と結合させ、鎖長を 3'→ 5・の方向へ伸ばす方法 27) (Scheme5)と、逆に、

!!j胞を 5' 位水酸基と結合させ、鎖長を 5'→ 3・の方向へ(申liす方法 28)の

二種傾考えられる。前者では、反応性の高い 5・水酸基が固相t!!体に結合し
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ているのに対し、 後者では、反応性の低い 3' 水量費基が囲網担体に結合 して

いるので、前者の方が有利である。 また、前者では、 5' 位J水酸基の保護基

である DMTr基を比色定量することにより、各縮合反応、の収率を求めるこ

とができたり、 目的とするオリゴマーの精製が容易になるなど、利点が多く、

ここでは、 Scheme5の様に前者を用いた。また、樹脂は、ポリスチレンとシ

リカゲルの両方を用いた。

Scheme 5 

+ Hよ~一→ JUL 

1 -2 -1 シ リカゲルへのヌクレオチドの導入

回相担体として用いる シ リカゲルはControled Pore Glass ( C P G ) 26' 

と呼ばれる、孔径のよく揃っているフナコシ薬品の CP G Bio-Supportを用

いた。この CPGには既に、 ヌクレオシドと共有結合するためのアミノ基が

導入されているので、 コハク酸をリンカーに用いて、デオキ シ リボヌクレオ

シ ドで用いられた Ilakuraらの方法 2引 をもとに、 CPGにウリジン誘導体及

びグアノシン誘導体を担持させた(Scheme的。
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Scheme 6 
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用いた CPGは、平均孔径 54 7 Aで、縮合の際、立体隙筈が小さ〈なる

僚に、 リンカーの長い、 long-chainと呼ばれるものを用いた。ア ミノ残基は、

倒脂 1gあたりウリ ジ ン誘導体(4 -a )は 11. 2μm  0 1、 グアノ シン

誘導体(4 -d )は 11. 4μm  0 1導入 できた。導入できなか った来反応

のアミノ基は、 フェニルカルハモイル化または、 アセチル化で保護して、 縮

合 反応に関与しない様にした。

1 -2 -2 ポリ スチレ ン倒脂へのヌクレオ シ ドの導入

国相合成に耐える強度を持たせるために、 2 %の ジピニルベン ゼ ンで架橋

した、ペプチド 合成!llのポリ スチレ ン樹脂 をIHいた。 この ホ リス チレ ン樹脂

には、 CPGの僚にはアミノ基が導入さ れておらず、 クロロ メチル基が導入

されている。そこで、 まず、 Merrifieldらの方法 "，を用いて、 クロロメチル

基をアミノ基に変換した (Scheme7)。
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Scheme 7 
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EtOH 寸可日23←
CH2 

6NH2  

i )ポリスチレン樹脂へのウリジン誘導体の導入

以上の様にしてアミノ基を導入したポリスチレン(6 )へのウリジン誘噂

体の導入は、 CPGの場合と同様に行った。

ポリスチレン 1gあたりにクロロメチル基が1. 28mmol導入されて

おり、 そのうちの 30%にあたる 384μm0 1にウリジン誘導体が導入で

きた。

ii)ポリスチレンサポートへのアデノシン誘導体の導入

van Boo阻らの方法 311を用い、 ポリスチレン(6 )にアデノシン誘導体を導

入した。ポリスチレン 1gあたり、 クロロメチル基の 18%にあたる 225

μm  0 1に、 アデノシン誘導体を導入することができた。米反応のアミノ基

はアセチル化により保護した。

以上のように、 CPGとポリスチレンに保護ヌクレオシドを担持したが担

持量は、ポリスチレ ンの方が多かった(表 1- 1 )。
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表 1- 1 回倒l!!f本への保護ヌクレオシドのI!!H量

国相 f旦体

C P G 

CPG 

ポリスチレン

ポリスチレン

保護ヌクレオシド

ウ リジン

グアノシン

ウリジン

アデノシン

tJH寺思 (μmol/g)

1 1. 2 

1 1. 4 

384 

225  

1 - 3 5'位 ジメ トキ シ トリチル基の選択的除去

1 -3 - 1 脱 ジメ トキシトリチル化反応に用いられる般

鎖長を伸ばして行くためには、樹脂に担持した合成オリゴマーの 5・末錨

の DMTr基を除去する必要がある。 5・位DMTr基は酸で除去されるが、

その際に、 2・位水駁基の保護基である THP基も岡崎に脱出Eしてしまう可

能性がある。そこで、 5・位 DMTr基のみを選択的に除去する粂{牛が必要

となってくる。 DNAの固相合成で用いられる酸には、ベンゼ ンス ルホン駁

(BSA)'2>、 p -トルエンスルホン駁 (pTsOH)'引、 トリクロロ酢

厳(T C A) ，刷、 トリフルオロ酢酸(T F A) 351、 ジク ロロ酢厳 (D C A) 

3' 1やルイス酸である臭化亜鉛 (11) (ZnBr， ) 371等が知られている.

また、 5・位水酸基を DMTr基で、 2'位水面童基を TH P ~基で保護したオ

リゴリボ ヌクレオチドの波相合成法では、 5'位 DMTr基の除去に、 2 % 

pTsOHを用い、 0・Cで行うことによって 2・位 THP基の脱継を防いで

いる 3a 1 19)。 しかし、固相合成の渇合には、 0・Cに冷却するのが図書Eである

ために、室温で、 5 '位 DMTr基のみを除去しなければならない。そこで、
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まず、種々の重量性条件下、室温で 2・位 THP基の安定性を調べることにし

た。

1 -3 -2 種 q の酸に対する 2・位テトラヒドロピラニル基の安定住

種 q の酸に対する 2'位 THP基の安定性を調べ るために、 次のような 3

つの実験を行 った。

( i) まず、 2・位 THP基の安定性を調べるために、 保護ヌクレオシド合成

の中間生成物である、 3'，5・-0-(1，1，3，3，ーテ トライソ プロピルジシ ロキサン

ー1，3，-ジイル)ー2'-0-テトラヒドロピ ラニル ウリ ジン (7 )をモデル化合物と

して、酸を一定量加え、 THP基の脱般を一定時!日!毎に TLCによって調べ

た。

( i i) 次に、実際に 5'位の DMTr基を除去出来る条件で、 2 ' f立THP

基の安定住を調べてみる必要があり、 また、実際の囲網合成法では、 3・位

はリン酸基がついているので、 その立体際害を考慮にいれて、 5・-0-ジメ トキ

シ トリチル-3'-0-フェニルカルバモイルー2・-0ーテト ラ ヒドロピラニルウリ ジ

ン(9 )を合成し (Scheme8)、 それを用いて、 i)と同織に TL Cによって、

般に対する 2'位 THP基の安定性を調べた。

Scheme8 

u 

iOTHP ph-N=C=O 
DMTrO、トOH ア

開T「OJoe-i
l-a 
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( i i i ) また、実際は、 ( i)、 (i i )のような均一系でなく、樹脂上での不均一

系において、脱 DMTr化反応は行われるので、 CPGにH!持したウリジン

誘導体 (4-a) を用いて、問機に TLCによって 2'位 THP基の安定住

を調べた。

(i) 3'，5'-0-(1， 1，3，3，ーテトライソプロピルジシロキサンーしにージイル)

-2'-0-テトラヒドロピラニルウリジン(7 )を用いた検討

一定量の(7 )を試験管にとり、 そこへ、図 1-2に示す織な酸を、一定

畳加え、室温で慣はんし、一定時間毎に、一定量分取し、 TLCを用いて、

2・位 THP基が脱脱した生成物(8 )と出発物質(7 )を単組して、 UV  

を用いて、 260 n mの吸光度を測定し、求めたモル吸光係数(7:ε=9610， 

8:10=10240)を用いて定盛した。

図 1-2に示したように、 2' 位 THP基は、 1 %ジクロロ酢酸一塩化メ

チレン溶液中、室温で品も安定であることがわかった。

ト・

00 

PI:回
同 l-S;、。ノらen

7 

.cids -

'u‘t ，・1n.1

oJ:~ 
日

，。

1・J・CHCI2COOHin soivent A 

2・/・ CHCI2COOH in SOlvE'nl A 
1・J・CCIJCOOHin solvent B 
1・j・P-CH3{C6Hl，)S03Hin solvent B 

2・I・CSHSS03Hin solvenl 8 

1・'/0 CF 3COOH i n solvent 目

15 SOlvE'nl A: CH2CI2 

50lvonl 8: CH1Cll-CH30H (8: 1 vlv) 

図 1-2 極却の般に対する 2・位THP基の安定性一 l
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(ii) 5'-0-ジメ トキ シ トリチ ル-3'-0-フェニルカルハモイルー2・-0-テトラヒ

ドロピラニルウリ ジン(9 )を用いた検討

次に、 ( i)で用いた般住条件下での 5'位 DMTr基の選択的除去を調べる

ために、 ( 9 )を用いて検討した。方法は、 ( i)と同僚に行い、 その結果を図

1 -3に示した。 図 1-3でわかる織に、 2%BSA一極化メチレン/メタ

ノール(8/2 v /けでは、 2 ~ 3分で、 5 '位 DMTr基のみならず、 2・

位 THP基も脱政してしまうことがわか っ た(図 1-3， a))。 また、 ジク

ロロ 直下政 (DC A) を用いた煽合には、 ifi娘である庖化メチレンにメタノ ー

ルを加えると、 2 '位 THP基の安定住が増すことがわかり、 溶媒として、

I盆化 メチレンか、 j畠化 メチレンーメタノール (99/1 v/v)を用いた溺合に、

5・DMTr基の除去は 2-3分で完了し、 2' T H P基が段も安定である

ことがわかった(図 1-3， b)， d))。 しかし、 溶媒として、 I皇化メチレ

ンーメタノ ー ル (9/1 v/v)を用いた渇合には、 3 %の DCAでも、 5・位

DMTr基の除去に時間がかかることがわかった(図 1-3， C))。 また、

1M  ZnBr2一泡化メチレ ン/メタノ ー ル (8/2 v/v)溶液の湯合には、

5' D M T r基の除去に時間がかかり、 2 '位 THP基も脱般してしまうこ

とカtわかった。
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図 1-3 種々の般に対する 2'位 THP基の安定住ー 2

-20-

15 



(iii) CPGに担持したウリ ジン誘導体(4 -a )を用いた検討

実際の脱 DMTr化反応は、 樹胞に t!H寺された状態で行われるので CPG

に組持したウリジ ン誘導体(4 -a )を用いて、 2' 位 TIl P基の安定性と

OMTr基の除去を検討した。

日本ゼオン DNAマニュアル合成機を用いて、 CPGにI.!H寺したウ リジン

誘導体の、 5 '位の DMTr基を種々のE貫性条件下で除去したのち、樹脂を

6 0・Cで 7時間、 1mアンモニア水処埋し、 ウリジン誘導体を切り続した後、

( i)、 ( i i )と同じようにして、生成物 (12， 13， l-a)をTLCで

単縦し、その比を求めた(表 1-2 )。 このことから 5'位 DMTr基を

選択的に除去するには、 1 %ジクロロ目下政一極化メチレン浴i夜が般もよいご

とがわかった。 またこの系に、 メタノ ールを加えると、 5 '位 DMTr基が

除去されにくくなることもわかった。 また 1M ZnBr.は5・位 DMTr

基が除去されにくい上に、 2・位 THP基も脱段され易いことがわかった。

以上の結果より、 2・位 THP基を脱線することなく、 5 '位 DMTr基

のみを選択的に除去するためには、 1 %ジクロロ酢政一Ji化メチレン浴滋を

用いるのが、最も良いことがわかった。 しかし、 わずかながら、 THP基の

脱臨も認められるので、今後さらに検討する必要がある。
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2<1-2 CPGに担符したウリ ジン誘導体('1 - a )を

Hlいた 2・位TllP基の安定住の検討

匝主 U-resin(田g)Time(min) C onlent (%) 

1 -a 1 2 1 3 

l%DCA/SolA 

1%DCA/SolB 

50 

30 

7 92 2 

4 4 5 47 6 

1MZnBr./SolC 20 1 0 7 8 3 1 9 

1MZnBr./SolD 30  5 26 54 15 

SolA=Cll.Cl. 

SolB=Cll.Cl. /MeOll (99/1) 

SolC=Cll.Cl. /MeOll (8/2) 

SolD=Cll.Cl./iPrOll (85/15) 
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1 -4 オリゴリボヌ クレオチドの回 相合成の検討

1 -4 - 1 スルオ、ン君主型の縮合mによる副反応

リン酸トリエステルJ去による DNAオリゴマーの囲網合成は、 メシチレン

スルホニルニトロ トリア ゾリド (MSNT)'"等の総合舟lを用いて、縮合反

応を行う方法が一般的である。 しかし、 RNA合成の湯合には、 DNA合成

よりも縮合反応に長時間要するため、 ウリ ジンやグアノ シン の温基の部分に、

例えば、 Sche・e9に示すような副反応が生じることが報告されている川¥
Scheme 9 

Coupling r{>ogent 

(:ゅー。中)
対ー!と〔!こ11 。吋]

N
人

J
i

l
-
-
N
よ
r
nu 

uridine 

この間短を解決するために、 2つの方法が考えられる.一つは、 ウリジン

やグアノシンの泡基のアミド基の部分にも、保護基を導入して、 縮合 ~J によ

る副反応を防ぐ方法である・ 21。もう一つは、 ヌクレオ シ ド類に活性化したり

ン 重量基を導入し、縮合 ~J を用いな いで、総合反応を行う方法である。前者は、

ヌクレオシドへの保護基の導入が緩維になるので、本研究では、後者の方法

を検討した。

1 -4 -2 総合Mを用いないリン般化と縞合反応の検討

保護ヌクレオシド (l-a-l-d)の 3・位水面童基をリン般化する時、

二官能性のリン厳化試薬を用いれば、 ヌクレオチドの 3' 位リン重量基に活性

基を導入することができそのまま、縞合剤を用いないで縮合反応を行うこと

ー幻ー



ができると考えられる(表 1-3 )。

そこで、後政合成やペプチド合成で用いられる種々の活性基を、 二百能性

リン目立化試薬に 導入して、 チミ ジン誘導体のリン般化及び、 1針目旨に祖持した

チミ ジン 誘導体との縮合反応を、 T L Cや DMTr基の発色等から検討した。

縮合反応には、 触娘として 1ーメチルイ ミダゾールを加えた(表 1-3 )。

その結果、活性基として N ーオキソ ベンゾ トリア ゾ リル基 を用いた場合に最

もよ く反応 した。

表 1-3 リン般化試薬と縮合反応の検討

他(1
T T T 
I l-Mpthyl- I I 
I imidazole I n I 
HO、トoーの一一一一→ DMTrO、トOPO、トO~
"l dioxone ""'1 0 '" 

el' 

R=E Cl N
寸
NO，
、皿N -040，-o-N? 

E11

N

 

附
'
・
4

」

リン画主化
。
。 ム

X 

× 

x x 
x x 

。 。
ム総合反応

1 -4 -3 トリ ヌクレオチドの合成

1 -4 -2の結果から、ニ官能性のリン般化試主主である、 2 -クロロフェ

ニルー0-0ーピス (1-"，ンゾトリアゾリ lレ)オ、スフェイト(1 4 )を用いて、

トリチミ ジル酸 (TpTpT)、デオキ シウリ ジ リル (5'-3' )デオキシウリジ

リル(5・-3・)チ ミジン (dUpdUpT)及びウリジリル(5・-3')ウリジリル

(5・-3・)チミジン (UpUpT)を合成した。 Tp T p TとdUpdUpTの
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!此o~[ T r化反応は、 DNA 合成で広〈用いられる 2%BSA-t~ 化メチレ

ン/メタノ ール (8/2 v/v)浴波を用い、 UpUpTの湯合には、 1 -2の

結果より 1%ジクロロ酢酸-i且化メチレン浴j夜を用いた。

保護ヌクレオシドの 3' 位水面責基のリ ン酸化は、 活性基が不安定なため、

合成の直 jjiJに行い、 リン荷主化後、 ii'iちに繍合反応にHIいた。 なお、 紛合反応

の触媒として、 1ーメチルイミダゾールを用いた。

日本ゼオン DNAマニュアル合成機を使い、図 1-4に示す合成サイクル

に従い、表 1-4の操作を繰り返すことにより、 トリマーを合成した。その

結果は表 1-5に示す、縮合収*は、除去した DMTr基を比色定患するこ

とによって求めた。

Jow問 ;8 1 0 

D吋 d8
ペポトx

4キ込… 30'C品川立:;:U-…。。C1

3h「 -fce川

3ι2引b-
人 (1。

①=polyslyrene 

図 1- 4 固相リン殴トリエステルJ去による

トリヌクレオチドの合成サイクル
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表 1-4 合成サイクルの条件
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表 1-5 トリヌクレオチドの合成とその総合収率

Olioomer Couclino reaction O:pro~ectlon Yielu(¥1 
gomer Time(min.' Temperaヒur巴 ("C) of Dl'lTr group average toヒal

TpTpT 1 S 30 2¥ BSA会 99 98 

dUpdUpT 30 40 2¥ BSA 91 日3

1S 30 2¥ BSA 90 82 

UpUpT 30 30 1¥ C1
2
CHCOOH会合 94 89 

• 2も Benzenesulfonicacid;CHoClo-MeOH(8:2 v/vl/30・C/2 min. r-2 
•• 1¥ Dichloroacetic acid/CH

2
C1
2
/30・C/2 min. 

表 1-5のように、それぞれのトリマーを、高収率で{号ることができた。 t大

に、得られた生成物を、混アンモニア水で、 5 5 'Cで 6時間処理し、 また、

UpUpTは、 さらに、 p H 2 の湿~で、室温で 4 2時間処理して、保護基

を除去し、そのまま、逆相の HPLCで分析した{図 1- 5 )。図 1- 5に

示す通り、各 卜リヌヲレオチドが、メインピークとして得られた。 また、

U p U p T の、メインピークを分取締~し、 ヌフレア ーゼ P 1で完全分解し、

各ヌクレオチド、 ヌクレオ シ ドを、逆相の HPLCで分段し、 ピーク面積比
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から、 倹量線を用いて、 tg基組成を求めたところ、 U: pU: pT=1.04: 

1. 02: 1と理論値と 一主主 し、 その他にピークが見られなか った。 また、 各トリ

マーの HPLCによる分析パターン(図 1-5 )が類似していることから、

ウリ ジンの温基部分への副反応、 2 '位 THP基の脱継は少ないものと思わ

れる。 また、 5 ・位 DMTr 基の除去を 2%BSA-~語化メチレン/メタノ

ール (8:2 v/v)溶液を用い、 i也の条件は同様にして、 U p U p Tを合成し、

脱保護した後、逆相の HP L Cで分桁したところ、図 1-6に示す通りピー

クがたくさん現れた。これは、 2%BSAにより 2・位 THP基も脱擁した

ため脱保護で渡アンモニ水ア処壕をしたときに、鎖の切断が起こったためと

考えられる.

これらの結果を比較すると、 1 -3で述べたように、 脱 DMTr化反応に

は、 1 %ジクロロIllli!l-tg化メチレン溶液を用いる方法が、 オリゴリボヌク

レオチドの固相合成に有用であることが縫認された。

また、 UpUpTの脱保護において、濃ア ンモニア水処理の時間を、 6時

間から 12時間に延長しても、 また、 p H 2の境酸処理の時間を 5時間から

4 2時間の聞で変化させても、脱保護{査の HPLCのパターンに変化はなか

ったので、脱保護は、 完全に行われており、 また、 THP基の脱保護の際に、

問題となるリン臣賞の 2' 3'位聞での転移は起ごっていないことがわかった.

このことは、 U p U p Tがヌクレアーゼ P 1で完全に分解されることからも

支持される。
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column: M&S PACK CI8 

mobilil phasiI・ O.lMTEAA-CH、CN
(pH 7.01 J 

卜リヌクレオチドの~相HPLC による分析図 1-5 

(a) TpTpT 

(b) dUpdUpT 

(c) UPUpT 

5・位υMTr基の除去に 2%BSAを飼いて

合成した UpUpTの逆制 HPLCによる分析

図 1- 6 
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1 -4 -4 トリ ウリジル殿、 ベンタウリジル殴及びベンタアデニル重量

の合成

次に、 ウリ ジン 誘導体を抱持したポリ スチレ ン樹脂を用いて、 トリウリ ジ

ル酸 (UpUpU)及び、ベンタウリ ジル酸 (Up ) • Uの合成を行った。 ま

た、 アデニン誘導体を担持したポリスチレン樹脂を用いて、ベン タアデニル

酸 (Ap)  .Aの合成も行った。困相担体としては、 保護ヌクレオシドの担持

量の多かったポリスチレン樹脂を用いることにして、 1 - 2 -2で合成した

ウリジル誘導体及びアデニル酸誘導体を担持したポリスチレン倒脂を用い、

UpUpTと問織にして、合成した。(表 1-6 ) .ベンタウリジル酸及び

ベンタアデニル酸は、将軍誌が容易になるように、 5' 末端の DMTr基を除

去せずに残しておいた。

表 1- 6 トリウリ ジル敏、 ベンタウリジル目立及び

ベンタア デニル酸の合成とその総合収 率

oligomer Coupling yield(%) 

Average Overall 

U p U p U 9 3 8 7 

( U p ) • U 7 8 4 7 

( A p )・ A 6 7 3 0 

(Up).U， (Ap)・Aは、 5・末捕の DM T r基を
除去せずに残してあり、 overallの収率は 4量体までの収率である。
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また、 トリウリ ジル酸は、 U p U p Tと同僚に脱保護し、 逆相の HPLC

で分取締製し、図 1-7に示 すように、 UpUpUが得られた。 また、 ベン

タウリジル酸及びベンタアデニル駿は、 O. 5 Mテトラ メチ ルグアニ ジンー

2ーピリ ジンア ルドキ シム(O. 5M THG-PAO)処理を 37.C、 2 3 ~ 40時間

行い、次に、濃アンモニア水処理を、 5 5.C、 1 0時間を行った後、 逆相の

H P L Cで、 DMTrのついているために最後に溶出されるピークを分取し、

級後に pH 2の寝酸処理を室温で、 2 6時間行った後、 鎖反によって分般で

きる陰イオン交換 HPLCで分析した(図 1-8 )。ベンタアデニル酸は、

ほぽ単一ピークで得られた。 また、ベンタウリジル駁も、若干、短い鎖長の

ピークが見られたが、 5 t量体をメインピークとして得ることができた. この

織に、ベンタウリジル般において、 短い鎖長うのピークが見られるのは、脱

DMTr化の際、 2・位 THP基が脱厳して、 脱保護における濃アンモニア

水処理によって、鎖の切断が起こったためと考えられる。



;lfレli- 1/125~ 

o 5 10 15 0 5 10 15 

Relenlion Time(min.) 

column: M&S PACK C18 

mobile phase: O.IM TEAA(pH7.0) 

図 1- 7 トリウリジル殴の逆相HPLCによる分析

(a) (b) 

図 1- 8 ベンタアデニル自主 (a)、ベンタウリジル政 (b)の

陰イオン交娩HPLCによる分析
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1 - 5 考~

RNAの化学合成では、 5・位水酸基と 2'位水政基の保護基の組合せが

重要である。本論文では、 5・位水酸基には DMTr基を、 2 '位水酸基に

は THP基を用いた。 この組合せは、 これまでは、 2 '位 THP基の酸に対

する不安定住のため、~相合成法ではよ〈用いられてきたが、囲網合成注で

は用いらなかった。 しかし、概々の酸で検討した結果、 5・位 DMTr基の

除去を、 1 %ジクロロ酢酸-t，li化メチレン溶液の条件で行うと、 2-3分間

で除去が完了し、 その問 2・位 THP基は、ほぼ安定であることがわかり、

その後、 この組合せを用いた RNAの固相合成が、 い〈っか報告される僚に

なった 4.)。

また、 リン酸の活性基として、 N ーオキソベンゾトリアゾリドを用いると、

縮合剤による極基部分の副反応を起こすことなく、総合反応を行うことがで

きることがわかった。 この方法は、 van BoolIIらが、 DNAの液相合成")及び

闘相合成 4引、 RNAの液相合成 '9)に用いているが、 RNAの閏相合成には、

用いていなかった。

各種 3量体の HPLCパターンと UpUpTの泡基組成分析より、 ウリジ

ンの邸基部分の副反応はおこっておらず、 5量{本も合成可能なので、 この方

法を用いて、 目的とする f1コートタンパク貿 mRNAの先導配列の合成を

行うことにした。
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第 二重量

f 1コートタンパク質 mRNAの先導配列の合成



2 -1 f 1コートタンパク質 mRNAの先導配列の部分合成

第一章で述べたように、 RNAオ リゴマーの国組合成が可能に なったので、

本研究の目的のために必要な mRNAの先導配列の合成を行った。 mRNA

として、 ファ ージ f1の殺を摘成し、 タンパク質合成が活発に行われている

と思われるコートタンパク質の mRNAを取り上げ、 その開始コドン AUG

を含む先導配列5.)を合成することにした(図 2- 1 )。

ベンタ ウリ ジル霞やベンタアデニル般の縮合反応の収率があまり高く ない

ので、 先導配列を、 いくつかのフラグメントに分けて 合成し、 後で、 RNA  

リガーゼで醇素的に結合して、先導配列を合成することを考えた。この際、

ウリ ジン の 2・位 THP基が敏性条件下で除去され易いので、 フラグメン ト

の末端がウリジンになるようにし、 図 2-2に示すようなフラグメントに分

けた。また、 S D配列 GGAをAAAに変えたフラグメン卜 V 1 1も合成し

た。

5' SO 5叩 me 111J11 
一一 UAAUIGGAIAACU UCCU CIAUGIAAA 

図2-1 f 1コートタンパク質mRNAの先導配列

tiation 
5' SO ~ence ë;;d-;'~-" 

-UU  UAAUEEAACU UCCU CEEAAA AAG-3 
」一一__JL一ー一一一一一一一....JL一一__J1 

1 11 IU IV 

VI V 

AAU IAAAIAACU・ VII

図2-2 化学合成したフラグメント
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( i)各フ ラグ メン トの合成

トリウリ ジル駁と同僚 にヌク レオ シ ドの担符量 の多 いポリ スチレ ン街路を

国相t!i_体として、 各フ ラグメン 卜を合成 した(図 2-3 )。精製が容 易なよ

うに、 5 .末端の DMTr基は除去せず、残しておいた。総合反応の収率の

結果を表 2- 1に示す。

J01伊 80&:;'8ベts
B u ru  J人
止i:江:!こ430CLJd:L。0 ・ LU

な而「一γ戸Ca仰

ycle ti同me60伽m山::;;1砧45$恥;}hiみ正l正二
UVfJl1n 60 

①=polyslyrene 

図2-3 凶.fl]リン政トリエステルJ去による

オリゴリボヌクレオチドの合成サイクル



表 2-l HNAフラグメン卜の合成とその鮒合収率

Coupling yield ('/，) 

Fragment Sequence average overall 

UpApApU 85 71 

11 GpGpApApApCpU 76 25 

111 UpCpCpU 91 75 

IV CpApUpGpApApA 71 18 

V UpCpCpUpCpApUpGpApApA 79 11 

Vl ApApUpGpG pApApApC pU 70 6 

VIl ApApUpApApApApApCpU 72 7 

平均縮合収率が 70 %程度てあると、鎖長が 10 賢体、 1 1喧体と 長くな

った場合に、全収率は 6- 1 I %となり、平問縮合収*をもう少し上げる工

夫をしないとこれ以上長い鎖長の RNAフラグメン トの合成は図灘である。

( i i) 各フラグメン 卜の脱保護及び精製

各フラグメントの脱保護、綿製は、図 2-4の方法で行 った。フラクメン

ト11の場合を例にあげて説明 すると、 まず、 O.5MTMG-PAO処理を、 3 7 'Cで、

2 1 HI Iln行い、 リン目立の保護基を除去し、 樹脂から切り脱し、 さらに 活ア ン

モニア水処理を 55 'Cで、 1 2時間行い、極基部分のアミノ基の保護基を除

去する。 次に、逆相の HPしCで最も返〈溶 出す るoM T r画分(図 2- 5 

( a )の矢~Il部分)を分取した後、 p H 2の庖酸で処 f型し、 2' 位 TH P基

と、 5 '末端の DMTr基を除去する。最後に、逆相 HPLCでメインピー

?を分取締裂する(図 2-5 (b)， (c))。
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フラグメント 11の逆稲HPLCによる精製図2-5 

(a)泌アンモニア水処理後

( b )希出酸 (pH2.0)処思i圭

(c) HPLCによる綿製後
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以上の方法により、約半分量の樹脂 10mgから、 フラグメント 1， 1 1， 

III， IV， Vを、 それぞれ、 6 . 8 A 2.0， 5. 3 A 2.0， 4. 0 A 2阿 ・

3 . 2 A 2.0， O. 3 A 2. .得ることができた。 また、 濃ア ンモニア水処理後、

直銭、逆相 HP L Cで DMTr爾分を分取すると、 UV吸収の大きなオキシ

メートや、鎖長の短いオリゴマーのため、 HPLCパターンがみずらくなる

ので、以後、濃アンモニア水処理後、 簡易型逆相カラムクロマトグラフィー

(Sep pak， Wa ters社製)を用いて前処理をしてから逆相 H P L Cで DMTr

ii!li分を分取して、脱保護精製した.半分量 15mgの樹脂から、 フラグメン

トV 1， V 1 1をそれぞれ 0.3A2.'， 得ることができた。

次に精製した、 フラグメント 1- 1 Vを、 長さで分隊できる陰イオン交換

H P L Cで分析したところ、 それぞれ、 4量体、 7量体の位置に単一ピーク

として確認された。(図 2-6 )。

( i i i) 各フラグメントのヌクレアーゼ P1分解による泡基組成の決定

精製した各フラグメント I-Vは、 ヌクレアーゼ P 1でヌクレオチド、ヌ

クレオシドに完全に分解した{図 2ー 7) • 

0.05 A2.0の各オリゴマーに、 o .2 5μgのヌクレアーゼ P 1を加え、

p H 5 .7で 37・C 2時間反応し、各ヌクレオチド、 ヌクレオシドを、逆相

HPLCで分厳し、各ヌクレオチド、 ヌクレオシドのモル比を、 ピーク面積

比から、別途に作製した検畳線を用いて求めた{図 2-7 )。

求められたモル比は、 その暗証基配列から考えられる値とよ〈 一致しており、

また、他のピークがみられないことから副反応もなく純度よく目的物が得ら

れたことが確認できた。
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UpApApU 

UpCpCpU 

CρApUpGpApApA |!し

しGpGpApApApCpU 

Co lumn: Sh1m-paclo;旬1UC-l (4mml.D.x 5 cm) 

Hoblle PhaSe.O.~~~~~~~~ XH2町 IpH6.81
rlo...， Jlate: 1 mlJl!lin 
0"，・ctor:2S‘=

図2-6 各 RNAフラクメントの陰イオン交役HPLCによる分析
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G 

UpApApU 

11 GpGpApApApCpU 

JLl上-
pC:PU:pG:pA: G = 1.06:0.98:1.10:3.01'1.00 

111 UpCpCpU 

l
J
 

IV CpApUpGpApApA 

pU :pG: C:pA = 1.00: 1.10:1.06:4.02 

V UpCpCpUpCpApUpGpApApA 

pC:pU:pG:U :pA=3 .00 :2.10: 1.1，: 1 .00・J.97

Nuc::le・51! P1 01qest1on 137・C，1-~hl 
Colw別nτSync::hropdkA，X)OO I・ll1V!1t.O.x 25 c::司'
t::;lL:;?1142.剛山PO.lp同 21-CH)四

図 2-7 各 RNAフラグメン卜のヌクレアーセ・P1 

によるI畠基組成分lJf
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T4ーポリヌクレオチドキナーセ・と [y-32PlATPによる 5'末( i v) 

端標議及びポリアクリルアミドゲル電気泳動による分析

精製しT 4ーポリヌクレオチドキナーゼと[y一 日 P1 A T Pを用いて、

15%ポリアクリルアミドーた各フラグメントの 5'末端を " Pで原識し、

各フラグメ ン トは単一バンド7 lvf尿素ゲル電気泳il1IJ;を行った(図 2-8 )。

UCCUと UAAUのバンドの位置がに符製できていることが縫認できた。

( U p ) • Uと(^ p ) ，八の位置もずれていることから I甚基ずオLているカ人

組成のi皇いによるものだと考えた。
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各 RNAフラグメントの 15 %ポリアクリルアミドー

7 M尿索ゲル電気泳動
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2 -2 固相合成法の改良及び、 f 1コートタンパク質 mRNA

先導配列 18量体の合成

以上の様に、 1 1量体までのオリゴマーは合成できるようになったが、縮

合収率があまり良くないので、 これ以上の鎖長のオリゴマーは、合成できな

かった。 3量体や 4量体に比べて、 7量体、 1 0最体、 1 1蜜体の方が平均

縮合収率が悪いのは、鎖長が長くなってくると、オリゴマーの側鎖である塩

基部分と、ポリスチレ ンのベンセ・ンJllが、 スタツキンクを起こして、吸着し

てしまい、縮合反応が起こりに く〈なった ためではないかと 考 えた。そこで、

囲網担体を、 CPGに変えて合成することにして、 まず、縮合反応の溶娘を

検討した。 2-1と同様にして、保護ヌクレオシドの 3・位をリン酸化した

後、溶媒であるジオキサンを減圧留出し、ベンゼン、温化メチレン、アセト

ニトリル、 ジオキサンの各溶媒を加えて、縮合反応を行ったところ、 アセト

ニトリルを用いた場合が、最も収率が高かった。この時、未反応の HOBT

が残っ てい ると、 その酸性のために、 5' 位 DMTr基が脱脱してしまうこ

とがわかったので、 ジオキサンを減圧留出した後、無水ピリジンで一回共沸

し、 HOBTを中和したところ、 DMTr基の脱縦は起こらず、収率も高く

なることがわかった。そこで、 f 1コートタンパク質 mRNA先導配列を、

フラグメントに分げずに、一度に合成することにした.ここで、 なるべく鎖

長を短くするために、先導配列の 3' 側は閲始コドンである AUGまでとし、

図 2-9のような 18量体を合成することにした。この盗基配列を詳しくみ

てみると、開始コドン AUGの他に、 S 0配列と重なるようにもうーケ所、

AUGという配列が存在し、 2ケ所で開始健合体を形成する可能性がある。

また、 2次情造を、 GENETYX(ソフトウエア開発(稼) )で解析し て

みると、ll.G=ー 1.4 0 Kcal/molと、比較的安定な 2次f構造を取ることがわ

かった(図 2-1 0 )。そこで、 5・末端から 2番目のAをCに変え、 2次
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情造をとりにくくした 18量体 (RNAl)を合成することにした。また、

S D iie列中の GGを、 それぞれ、 AA、 CCに変えて 16SrRNAの 3'

末端付近と塩基対を形成しなくした 18量体 (RNA2， RNA3)、及び、

逆に、 16SrRNAの 3'末端付近と、 6l，1i基でl，Ii基対を形成するように

した 18量体 (RNA4)の 4種類合成することにした(図 2- 1 1 )。

initiation 
SO sequence codon 

AAU IGGAIAACU UCCU C匹ヨ

図2-9 f 1コートヲンパク良rnRNAの先導配列 18鼠体

四回一 咽 ul:Q:司 AACUUCCUC区田

A - AAA 
AUG G 

一ーACU AA 
GG A 

:::: c 
UAC C 
G U CUU 

10 

CC C 

GUACU UU 

10 

Free Energy 
Free Energy 

-1.40 Kcal/mol 
ー， 50Kcal/rnol 

図 2- 1 0 f 1コートタンパク質 rnRNAの先導配列 18農体の 2次情造
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SD Sl'qul'nc，? 
inilialion 
codon 

RNA-l ACU [Q司 AACUUCCUC区田
一一-ーーー-一 一 一 一一

RNA-2 

RNA-3 

RNA-4 

ACU AAA AACUUCCUC区QQ]

ACU CCA AACUUCCUC IAuヨ
UAA GGA AACUUCCUC [6Qヨ

3. HoAUUCCU CCACU 

3 terminus of E.coli 16S rRNA 

図2-1 1 合成した先導配列 18屋体及びその改変体

闘相担体として CPGを用い、 絡合反応溶媒を アセトニトリルとし、 それ

に合 わせて、合成サイク ルを表 2- 2の様に 変え て、 それぞれ 4種類の先導

配列 18量{本を 合 成し た。合 成r去を改良したことによ って、 総合反 応時間が

3 0分から 15分に短縮し、合成サイクルの時間も 60分か ら25分に短縮

した (図 2- 1 2 )。 また 平 均縮合収率 も 90%以上の高い収率 で、 各 18 

量{本を合成することが で きた(表 2-3 )。

表2-3 先導配列 18量体の合成とその総合収率

Sequence Coupling yields(%) 
average overnll 

ACUGGAAACUUCCUCAUG 95 46 
ACUAAAAACUUCCUCAUG 97 57 
ACUCCAAACUUCCUCAUG 

94. 38 
Û ĜGAAACUUCCUCAUG 93 30 
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表 2-2 改良した合成サイクルの粂件

s tep Solvent or reagent Time (mln. ) 

1‘C1.CHCOOH/CH.C1.， 30・C 1. 0-1 . 5 r-2 
2 CH
3
CN 0.214 times) 

3 Argon If1ash)/30・C 1.0 

4 0.29H Activated phosphates/ 15 

CH
3
CN 1300 1) and 1-methy1-

imidazo1e 140 1) ，30・c
5 CH

3
CN 0.213 times) 

6 5‘(CH.CO).O - 3.5‘DIぜ、p- 1. 0 3--'2 
5も 2，6-1utidine- TIIF 

7 CH
3
CN 0.213 times) 

tpS芯己 I-~~~l 
j-~~~ ~ dioxa訂で '七'6'8

~ lE'vaporation 
Co-evaηoral iOfl 
dh dry pyridlnl' 
add aCE'lonih¥¥l' ( and DCC) 

HDG:ω:L  J品川心:i:日;::二--"l
uctn-1 コロ~ とjr ) 

七 25m l 刊I:二回
図 2-1 2 改良した合成サイクル
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絡合反応浴燥をアセトニトリルに変えたことによって、 活性化した保護ヌ

クレオシ ド(15)は、 湿気に対して不安定となり、 ウリ ジン を用いたこ量

体の合成では、 調製後 12時間で、 縮合収率の低下がみられた。 ここに脱水

A1Jとしてジシクロヘキシルカルボジイ ミ ド(0 C C )を活性化した保護ヌク

レオチドに対して 5モル当鼠加えることにより、 2 0時IlJ)まで安定住がI哲す

ことがわかった(図 2-1 3 )。 そこで、

加して、 合成を行った。

。~ 。
) 

てヨ
由

〉、

100 

。50
C 

a 
コo 
u 

。
5 

ーー・〈ミ

ーDCC )ョ
1 

10 15 

Time(min) 

湿度の高い時期には、

+DCC 
(5mol eq.) 

0----_-<:> 
γ一ーー-
20 25 

DCCを添

図 2-I 3 DCC の添加による活性化係議ヌクレオチドの安定住のI自大

脱保護・精製は、 2 - 1 (i i) と同僚にして行 ったが、 1 8車体の.tQ合に

は、 逆相の H P L Cでは単一ピー クに見え ても(図 2- 1 4 ) 5・末端を

"Pで僚議して 20 %ポリアクリルアミドー 7M尿素ゲル電気泳動(20% 

P A G E)で分析してみると、 バンドが何本か見られ(図 2- 1 5 (a ) ) 

逆相の HP L Cでは完全に 精製することはできなかった。 これは、 S員長が長

くなってくると、 5・位 DMTr基を除去するための酸処理の、 延べ時間も

長くなるため、 3・末端付近では特に、 2・位 THP基の脱雌が少しずつt首
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鎖長の短 いバン ドが数本見鎖の切断が起こり、脱保護の段階で、えてきて、

政も移動度の小さい20%PAGEで、そこで、られたのだと考えられる。

溶出緩衝液(20m M トリスt!i酸最も鎖長の長いバンドを切り出し、すなわち、

緩衝液 (pH8.0). O.5M J.皐化ナトリウム. 0.1%ドデシル硫酸ナトリウム. 1 mM 

エタノール沈澱または、3 7・C一昼夜娠とうした後、E D T A(pH8.0))中で、

その一部を精製した。陰イオン交換からカラムクロマトグラフィ ー脱泡し、

とり[j.末端を '2P で 4~!位して 20%PAGE で 111 ー バンドにまで精製した

。
)
 
)
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u
 

(
 

(図 2- 1 5. 
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司
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先導I.iGylJ 1 8 1世体HNAlの逆illllPLC図 2-1 4 
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(a) 

' . 
• 

先導目日予1)1 8 fii (，l;の 20%ポリアクリルアミドー 7M尿素ゲル図 2-1 5 

( b ) P A G E tl1 ~ i圭(a) HPLCi去、屯 主\i，H~J

Jg Donis-Keller法と呼ばれる、精製した先持配列 18肢体のj且基配列は、

リボ ヌクレア ーセ'とし基特異的リボヌクレアーゼを用いる方法で決定した。

Aに特異的なリボヌクレアーゼ U2、Gに特異的なリボヌクレアーゼ T，、て、

CとUに特異的な B.CereusリボヌAとUに特異的なリボヌクレアーゼPhyM、

庖基配列を確認したR N A 1と RNA2の、クレアーゼの 4種類を用いて、

でGも切られていB.CereusリボヌクレアーゼRNAlで、(図 2-1 6 )。

塩基配列のわかっている天然の tRNAでもB.Cereusリボヌクレアーるが、

にリボヌクレアB.Cereusリボヌ クレア ーゼゼで Gも切られていることから、

アルカリ加水分解のレー ンにマイナまた、ーゼ T，が混入していると考えた。

分解の中間生成物であるサイクリック モ
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Donis-Kelleri.去による塩基配列の確認

(b) RNA2 
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2 -3 考察

ポリスチレン鮒脂を固相t!i.I本とする合成では、 1 1 :!it体を合成することが

でき、塩基組成分析により、 J;lI基部分の雇11反応が起こっていないことが確認

できた。 また、 CPGを固相t!!f.本とした場合にも、 当研究室で同じ方法で合

成された 19量体について庖基組成を調べた結果、編纂部分の副反応は起こ

っていないことが確かめられた S1) 0 固相担体をポリスチレ ン鮒脂から CPG

に変え、繍合反応溶燥を ジオキサ ンからアセトニトリルに変えることによっ

て、 平均縮合収率が、 90%以上に向上した理由としては、次のように考え

られる。ポリスチレン樹路を用いた湯合には、合成したオリゴリボヌクレオ

チドのt員長が長くなってくると、I.f.i基部分とポリスチレン樹脂のベンゼン環

とが疎水性の相互作用でスタツキングを起こし、 オリゴマーが、樹脂に吸着

して縮合反応が起こりにくくなっている。それに対して、 CPGでは、吸着

が起こりにくい。 また、 CPGを用いた場合には、溶媒を変えるとき、 一度

ピリ ジンで共沸するために、 リン酸の活性があがっている.また、 CPGで、

ヌクレオシドの担符量と縮合収率の関係を調べたところ、 1 0μmol/g 

以上の担持量では、担持量の多い程総合収率が低かったことから、 ポリスチ

レン樹脂のヌクレオチドの担持掻が数百 μmol/gと多すぎることなどが

考えられる。ポリスチレン倒胞は、強度に問題があり、現在では、周相担体

として、 ほとんど CPGが用いられている。

脱保護.lR製は、常J去に従って行ったが、 1 8量体では逆相 HPLCだけ

では、電気泳動で単一バンドに精製できなかった。これは、 1 8量体では、

脱 DMTr化の延べ時間が長くなり、 2・位 THP基も一部脱鈍したため、

i圭の脱保護のj農アンモニア処理の段階で鎖の切断が起こったためと考えられ

る。これ以上の鎖長のオリゴマーを合成するためには、 保aj基の選択を考え

なければならない。 Ogi 1 v ieらは、中性条件で脱保護可能な シ リル基を、 2・
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位の保護基として用いて、 7 7量体の合成に成功している 181 0 また、 大島まら

は、 5・位の保護基として、 ヒドラジンで除去可能なリプロイル基を用い、

2・位の保護基として、 THP基よりも弱い自主性条件で脱係議可能な THF

基を用いて 21量体の合成を行っている口



第三章

タンパク質合成関始後合体形成



3 -1 *者言

序論でも述べたように、翻訳は、 タンパク質合成開始傾合体 (initiation

co岬 lex)を形成することから始まる。開始傾合体は、 リボソーム、ホルミル

メチオニル転移 RNA(fMet-tRNA) とmRNAの伺I合体で、 その

形成には、 3積の開始因子(1 F -1、 2、 3 )が必要である。形成機備の

詳細はまだ切らかになっていないが、現在の ところ、 次のように考えられて

いる。まず、 70S リボソームが、 3 0 Sサブユニットと 50Sサプユニッ

トに解厳し、 3 0 Sサブユニットに 2種類の 1F - 1、 3が結合する。次に、

mRNAが開始コドン AUGの付近で結合し、さらに、 fMet-tRNA  

と 1F -2とGTPの 3者線合体が結合し、 1 F -3が島幸政して、 3 0 S開

始後合体を形成する。次に、 50Sサプユニットが結合し、 GTPが加水分

解するとともに、 1 F -1、 2が解継して、 70S開始彼合体力{形成される

(図 3-1 )。そこで、 閲始後合体に必要なこれら諸因子を、大腸菌より調

製し、 開始綾合体形成の実験系の確立を行 った。



30， 50 ， 
run olf/free/s1nqle 

70 S flbOSQme 

;yj j→;ア

Enerqr rl'qulfed:_ 

…ettr山→'T - 'R"A"~'+A…

IMel-IRtlA'MfI 

70s Inll，Ollon comple. 
fMel-IRNA'M削 InP Slle， 
voconl A slle 

IFI.1FZ+GOPφp， 

¥ 

AA 

lh-ef30sm11mhon eonwh 

70 s prelnlllollon carn例e民

図3-1 J.京、後細胞のタンパク質合成開始総合体形成機問
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3 -2 リボゾーム及ひ、組問始因子のi)g製

i)日始健合体形成実験を行うにあたって、 最も問題となるのは mRNAの安

定住である。

大腸菌の mRNAは、 invivoでは、 その半減期が 15分位であるといわれ

ているように、不安定で、 タンパク合成を終えると、速やかに、 リボヌクレ

アーゼによって分解されてしまう。 そのため、開始鎖合 体形成の反応系中の

リボヌクレアーセ・をなるべく排除する必裂がある。 そこて、 70Sリボソー

ム、 3 0 Sサフユニ ッ ト及び、組開始因子は、 リポヌ ク レアーゼが少ない大

腸菌 Q 1 3採 (RNasel，po[ynucleotide phosphorylase (PNPase) 欠損保)よ

り文献日目 U を参考に、若干の改良を加えて図 3-2に示すような手順にし

たがって調製した。

E.coli Q13 (RNase 1-， PNPase-) 

↓ 

glind with alumina 

中100.000g18h 
crude 70S ribosome 

wash with 1M NH4Ct .6 

e

b
 

m
旬

。

ト

河

川

唱

凶

m

k

1

1
 

1

1

!
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l
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v
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只
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F
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内‘ー》

sup 
↓ 
Phospho-cellulose 
column chromatography 
4 
crude 1 F 

0.3、q._9M.Sucrosedensity 
gradienl cenlrifug占tion

L 
305 subunil 

図3-2 大腸菌Q 1 31車よ り70Sリボソーム、 30Sサブユニッ ト

及び粗 11日 始因子の副!I ~
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リボヌクレア ーゼの混入を品小限に抑えるために、 いろいろ試みた結果、

705 リボゾーム の調裂では、 1 M tIl化アンモニウムを含む緩衝液での洗浄

を 4回繰り返し、 その際、ガラス劉バンドホ モジナイザーを用いて丁寧に 懸

濁するのが掻も良いことがわかった。 しかし、 これ以上洗浄すると、 リボソ

ーム活性が低下してしまうことがわかった。また、 ショ 精密度勾 配i童心法に

より 305サプユニットに分継し精製すると、 リボヌ クレア ーゼは完全 に除

けることがわか った。 しかし、 m開始凶 Fからは、 リボ ヌクレア ーゼを 完全

に除くことはできなかった。

また、 fMet-tRNAは、 当研究室の堀弘幸氏より供与された大腸菌

A 1 9稼(RNaseI欠損稼)の tRNA円.tを、大腸菌 Q1 3綜より調製した

5 -1 0 0画分を用いて、太田らの方法 53Iに従って、 ホル ミルメ チオニル化

した。メチオニンは[355 ]で得、識されたものを用い、 fMet-tRNA 

を[35 5 ]で僚識した。調製した[355] fMe t-tRNAは、液体シン

チレーショ ンカウ ンターで定量した。 また、 ホルミル基のドナーである葉重量

誘導体 lこよりホル ミ ル化した fMet-tRNA と 、 M~ 誘導体を加えずホ

ルミル化していないMet-lRNAを、 III基位条件下(p H 9 )で脱アミ

ノ化し、 [
35S]Metを対象にして、 アビセルセルロース薄層クロマトグ

ラフィー(展開溶娘 nBuOH:AcOH:H20=4:1:1)した後、 オート ラジ オグラフィ

ーし、 デンシトメー ターで、 f M e tとM e tのスポットの浪さを調べ たと

ころ、メチオニル化された tRNAのうち、約 50-7 0 %がホルミル化さ

れていた(図 3-3 ) 0 
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Mel 
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fMet-tHNAのホルミル化率図 3-3

開始筏合体形成の反応粂件の検討3 -3 

t夜相 j去により別途に合成した 3鼠体 AUG3 - 2で銅製した 各国子及び、

Il日始後 合体形成ニトロセルロースフィルターアッセイ法により、を用いて、

リボ ソニトロセル ロー スフ ィルターア ッセイ法は、の反応条件を検討した。

ニトロセルロー スフィルタ ー に吸着する 性質 を利JlJした方法 である。

日 NAオ リゴ マ一、開始因子、リボソーム、
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[円S] f ~I e t -1. 11 N A、 GTPを加lえ、緩衝液中で、所定温度、所定

時間、保温して、開始後合体を形成させた後、緩衝液で希釈して反応を停止

し、ニ トロ セル ロー スフィルターで滅過し、開始傾合体を形成し、 リボソー

ムに結合した ["'S]fMet.-1.RNAのみをフィルター上に残し、 リボ

ソームに結合していない ["S] fMc L-LHN八は J先冷した i去、 フィル

ター上に結合した [ド S]fMet.-tRNAを液体シンチレ ー シヨンカウ

(図 3-4 )。

ン?ーで定鐙することによって、 IliJ始>>1合体の形成鼠を測定する方法である

凡
V

70S cr 305 20pmol 
["5J fMet-tRNA 56224cDm 
IF， GTP 50nmol 
RNA oligcmer 

50mM TrisHCI(pH7.4) 
30・C I lmM_DTT 
1ωO"';in l NH凡14CαI.Mg(ωOAc)2 total 5切Oμ凶l l … 巴凶阿叩叩山H町叩川叫Cα山川I(巾(句p
fぺ小(ト50…λよρCα l lOmM Mg lOAc)2 900μl 

filtration with nitrocellulose filter 

l……e山2ml x 3 。filterdryness 
Counting ["5JfMet-tRNA bound ribosome 

図 3-4 ニトロセルロースフ ィルタ一法による開始償合体形成鼠の測定
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Gassenらの条件§引 をもとに、反応温度及び AUG量、 マグネシウム イオン

湯度、 アンモニウムイオン濃度の最適条件を、次のようにして決定した。

70Sリホ'ゾ ームまたは 30 Sサブユニッ ト各 20 p m 0 J、 ftl開始因子

(O.38A28日/mlJ 12μ1、 1mMGTP、 50mMトリ スI島駁緩衝液

(p117 . 4)、 1 m Mジチオトレイトール、 ["5] fMet-Lfl.NA  5.6 

p m 0 1 (56000cp田)及び、 AUG、 塩化アンモニウム、 目下政マグネシウムを

含む反応液 50μlを各反応温度で 10分間保温し、緩衝液で希釈し 反応を

停止した後、ニトロセルロースフィルタ←アッセイ i去により反応温度及び、

AUG量は、図 3 - 5に示すとおり、 3 7.Cよりも 3 O.CのI3が、 開始綾合

ft形成量が大き く、 また、 AUG鼠は 25 0 p m 0 1付近で、 形成量の飽和

がみら れた。 またア ンモニウム イオ ン涜度 は、 100  m M以上で は結合量は

ほぼ一定であった(図 3- 6 J。マグネシウムイオン濃度は、 705リボソ

ームと 305サブユニッ トでは段通滋度が異なり、 705 リボ ソームでは、

5mMが忌iMで、 305サブユニッ トで は、 15m  Mが沿iMであった(図 3

-7 )。いず れのI羽合も、 組開始因 子に 依存したリポソームへの fM e t -

t R N Aの結合がみられた。
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3 -4 f 1コートヲンパク釘 mli.NAの先導i'iejilJ 1 8母体を!llいた

開始傾合体形成

3 -3の結果より、 次のような反応条件で、合成した f 1コートタンパク

質 mRNAの先導配列 18車体をmいて、開始後合体形成効宅の経時変化を

lr.Jベた。 70Sリボゾームを川いる均合には. 反応 1夜全Iii~ 1 0 0μ1 '1'に、

50mMトリス 1畠鮫緩衝液(p H 7. 4)、 lOOmMI.ti化ア ンモニウム、

lmMジチオトレイトール、 5mM俳般マクネシウム、 70Sリボソーム

2 0 p m 0 1、組開始因子 tO.3-13A2../ml) 24μ1、 GTPI00 

n m 0 1、 ["S]fMet-tRNA 車~ 2 0 p m 0 1 (14 1770 c prn)、 RNA

オリゴマ -250pmol をそれぞれ合み、 組問自白凶干ーを 1mえない(ー 1F) 

場合は、組開始因子の代わりに t日開始因子の保存緩衝液である-10%グリセ

ロール緩衝液を同量加 えて、 3 0・Cで保温し、所定時間に、 1 6μlずつ分

取し洗浄液で希釈した後、 1m始彼合体形成量を測定した(図 3-8 )。 また、

3 0 Sサプユニットの溺合には、 酢酸マグネ シウム混度を 15mM、 3 0 S 

サブユニ ッ トを 20pmo] し、 1也は 70Sリボソームの湯合と同僚にして、

開始組合体形成費を測定した(図 3-9 )。先導配列ののモル数は、同僚の

l!l袋円LjilJをもっ IJNAオリゴマーのl1ypochromicityを参巧にして、 1 8 11!: f:本

のhypochromicilyを.'35 %として計算して求めた。その結果、 70Sリボソ

ームの場合 にも、 3 0 Sサフユニットの場合にも、 S D oe列を待つ先導配列

RNAlと、 S D配列を持たない先導配列 RNA2のl剖に、開始飽合体形成

効率の差は見られなかった。 また、 70Sリボソームの場合には‘先導配列

1 8 _Iil: f本のどちらも、 AUGに比べて開始綾合体形成効率は低か った。 3-

2で述べたように、 70Sリボソームや、開始因子中には、 除げなかったリ

ボヌクレアーゼが存在しており、 この結集が、開始組合体形成反必中に先導

配列が分解してしまうためではないかと考え、先導配 jilJの安定性を調べた。
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3 -5 閲始傾合体形成反応中の RNAオリゴマーの安定性

各 RNAオリゴマーの、 5・末S告を 32Pで僚識し、 20%PAGEにより

精製 した。この 5・末端を 32Pで棟識した RNAオリゴマー 1p m 0 1を、

RNAオリゴマー 25 0 p m 0 1の代わりに加えて、 3 -2で述べた反応条

件に従い、反応液の全毘を 25μ1として、各反応時間に、 5μ1ずつ分取

し、 色素混合液 3μ1を加えて、 20%PAGEによって、 RNAオリコマ

ーの安定性を調べた。その結巣、 70Sリボゾーム、 3 0 Sサプユニットの

湯合、 どちらも、 AUGは分解していないのに対して、 先導配列 18量体は、

S D配列の有無にかかわらず、反応閲始後 10分で、一部が分解しているこ

とがわかった(図 3- 1 0 )。 また、 この系に、僚識していない RNAオリ

ゴマー 250p m 0 1を加えても、分解の仕方は変わらなかった。分解の仕

方は、 70Sリボソームの方が 30 Sサフユニットよりも若干滋しく、 開始

祖合体形成実験の結果は、先導配列 18量体が、反応中に分解していること

が原因のーっとして考えられる。この分解は、 リボ ソームや開始因子に混入

する、 ヌクレアーゼによるものと思われるので、 どのような同級のヌクレア

ーゼによるものか調べた。先導配列 18量体の 3・末端を、 RNAリガーセ'

を用いて、 " pCpで栂識し、 20%PAGEで精製したオリゴマ一、 ある

いは、 AppliedBiosystems社の DNA自動合成機で合成した先導配列 18量

体RNAl， 2と問機の庖基配列をもっ DNAオリコマー 18量体の 5・禾

織を 32Pで標識したオ リゴマ ーを用いて、同様にして開始俊合体形成反応 中

のオリゴマーの安定住を調べた(図 3- 1 1 )。
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その結果、 3'末端を '2P C Pで僚議した 18昼休は、 反応開始後 10分

で、モノマーの位置にバンドがみられ、 分解途中のバンドが見ら れず、 5 ' 

末捕を標識した 18量体では、 分解が途中で止まっていることから、 この分

解は、 3' 側からのエクソヌクレターゼによるものと思われる。 また、 5 ' 

側を 口 Pでラベルした DN八オリゴマー I8用体は、 3・末端が 2- 3 J童基

削られているだけだった。組開始因子からは、 リボヌ ヲレアーゼを除く こと

はできなかったので、 リボヌクレアーゼインヒビターを、開始組合体形成の

反応系に加えることを試みた。

3 -6 リボヌクレアーゼインヒピターの効果

市販されている 3種類のリボヌクレアーゼインヒピタ一、 ヒト胎盤リボヌ

クレアーゼインヒピター(宝酒畝)、 RNasin(Pro田ega)、 リボヌクレオ シ ドー

パナジルコンプレックス (BioLabs)を用いて、閲始短合体形成反応中のリボヌ

クレアーゼ活性を抑えられないか調べた。

反応液金量 50μ1中に、 70Sリボ ソーム 20 p m 0 1、 組開始因子

(0.59A2，./ml) 4μl、領識していない fMet-LRNA 約 10 

P m 0 1、 5xUindingbuffer(70S) 10μl、 5・A、織を [12 P 1で

標識した RNAl lpmolを含みヒト胎盤由来のリボヌクレアーゼイ ン

ヒピター 119unitを加えて、 3 7・Cで 15分間保温した後、 一部取り出し、

2 0 % P A G Eで調べたところ、 ヒト胎盤由来のリボヌ クレア ーゼイ ンヒビ

ターは効果がなかった(図 3 - 1 2 )。

また、同様に、反応液全盛 10μ1中に、 70Sリボソーム 10 p m 0 1、

組開始因子 (0.59A"./ml) 2μ し 5 X Binding buffer ( 70S) 2 

μ1、 5・未舗を[32 P 1で摂織した RN A 1 1 p m 0 1を合み .RNasin 

2 0 un i tまたは、 リボヌクレオ シ ドーハナジルコンプレ ックス 10mMを加
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えて、 3 7 "Cで、 J 5分間保iaした後、 一部取り出し、 20%PAGEで調

べ たところ、 RNasinは効果がなかったが、 リボヌクレ オ シ ドーバ ナジルコ ン

プ レックスは 効果がみら れ、 開始 惚合 体形成反応中 に、 R N A 1の分 解が見

られなくな った。(図 3- J 2 ) 0 RNasin も起源はヒト目白悠の リボヌクレア

ーセ'イ ンヒピター であ り、 リボ ヌク レアーゼ八 に対して作川するものであり、

開始綬合体反応系に浪人 してい る リボ ヌク レアーゼは、 リボヌク レアーゼ A

ではないと考えられる。それに対して、 リボ ヌク レオ シ ドーハ ナ ジルコ ンプ

レックスは、 阻害効果がみられたが、 10m  Mでは、 閲始彼合体形成反応、も

阻害されることがわかった。そこで、 リボヌクレオ シ ドーパナ ジルコ ンプレ

ックスの沼度を変えて、 開始鈎合体形成反応系中のリボヌクレアーゼに対す

る阻害と、 開始組合体形成に対する彰響を調べた(図 3- 1 3 )。その結果、

開始惚合体形成反応系中のリオ:ヌクレアーゼに対する阻害は、 4mM以上の

濃度が必要であるのに対して、開始俊合体形成反応は、 1 m Mで強 く阻害さ

れ、 リボヌ ク レオ シ ドーパナ ジルコ ンプ レックスも、使用 で きない結果とな

った。
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3 -7 考察

70Sリボソ ームへのリボヌクレアーゼの混入は、 I MI盆化アンモニウム

入り緩衝液による洗浄をガラス製ハンドホモジナイ ザー を用いて繰り返すこ

とにより、 ある程度解消 でき、 また、 3 0 Sサフユニッ トへの混入は、 ショ

精密度勾配遠心法によりのぞ くこ とができたが、 組開始因子への浪人は、 リ

ン俊セルロースカラムだけでは、のぞくことはできなか った。さらに、 綿製

を繰り返し、 開始図子 1、 2、 3に分ける必要がある。

開始傾合体形成反応 を行った結果、 70Sリボソームの 系では、 AUGに

比べて先準配 ~IJ R N A 1. R N A 2のほうが、形成効率が悪 <S D配列に関

係がな〈、 また、 3 0 Sサプユニットの系では、先導配列のほ うが、形成効

率は 良くなったが、 S D配列による差は見られなかった。そこで、 開始傾合

体形成反応中の、先導 di!~IJ 1 8量体の安定性を調べてみると、反応開始後、

1 0分で、一 部が分解していることがわかった。開始組合体形成反応の結果

が、 RNAオリゴマーが、開始傾合体形成反応中に分解されたためのみとは

忠われないが、 少なくとも、 HNAオ リゴマーが 分解され る系で は、 S D配

列と開始償合体形成効 率との 関係を、正縫に 議論できないので、 RNAオリ

ゴマーが分解されないようにする必要があると考えた。 リボ ヌクレアーゼイ

ンヒビヲーは、 どれも使用にi直さないし、 形成反応の温度を下げる方法は、

0・C、 1 0・C、 2 0・Cで行っ てみたが、 0・C、 1 0 'Cでは、 RNAオリゴマ

ーは分解されなくな ったが、 開始矧合体もほとんど形成されな くなった。 ま

た、 2 0 'Cでは、 RNAオリゴマーの分解は、 3 0・Cの場合と大差がなかっ

た。 また、 反応系に加えた [35S ] f M e t - t R N Aに対してリボソーム

に結合した量は、約 10%であ った。こ れは、 開始因 子の精製度が悪〈閲始

因子が飽和宣加えられていないこと、 fMet-tRNA中にホルミル化が

されていないものが 30%程度合 まれていることなどが、原因として考えら
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れる。

次に、先導配列の方を、 リボヌクレアーゼによって、分解しないように工

夫することを試みた。



第四章

開始償合体形成反応中に安定な先導配列の合成



4 -1 3 ・末端に卜リデオキシヌクレオ シ ドの結合した先導配 ~IJ 2 1量{事

の合成

3 - 5の結果より、Ilil始組合体形成反応中の RNAオリゴマーの分解は、

3' 側のエクソヌクレアーゼによるものと考えられること、 また、 DNAオ

リゴマーは 3 ・末端が、 2 ~ 3 庖基しか分解されてないことから、先導配 ~IJ

1 8量 体の 3' !j聞に、 さらに トリ デオキシヌクレオチドのついた、 2 1量体

( RNA I -D~RNA4 - D) を合成することにした. トリヌ ク レオチド

のlA¥基配列は、 2次情造をとりにくいことなどを考慮して、 d (AAC) と

した。 本学助手平尾-sJi t専土より供与された、デ オキ シシ チ ジンを狙符した

C P G (担持量 23. 8μmol/g) 50mgを用いて、第二章で述べた

先導配列 18量1事の合成と同様にして、 2 1 量体 (RNAI-D ~RNA 4

- D)及び r (AUG) d (AAC)  (AUG-D)の 6量体を、表 4- 1 

に示すように、平均総合収率 90 %以上で、合成した。脱保護、精製も同様

にして行い、 20%PAGEで単一バンドにまで締製した。各オリゴマーの

5・末端を '2Pで相、識し、 3 - 5と同僚にして、開始組合体形成反応中の各

オリゴマーの安定住を 30 Sサプユニットの系で調べた〔図 4- 1 )。その

結果. 3 ・末端にトリデオキシヌクレオチドのついていない先導 ri~JIJ 1 8鼠

{本に比べて、分解されにく〈なっていたが、 まだ少し分解していた。そこ で、

さらにオリゴマーが分解されにくくなるよう工夫した。

表 4 - 1 3' 末端に d (A  A C )の結 合 した先持lJe~IJ 

21liif本の縮合収率

Sequence Coupllng ylelds( もl
avecaqe overall 

RNAI-O rlACUGGAAACUUCCUCAUG)d(AAC) 

RNA2-0 rlACuAAAAACUUCCUCAUGJdlAACJ 

RNA3-0 rlACuCCAAACUUCCUCAUGJdlAACJ 

RNA4-D rlUAAGGAAACUUCCUCAUGJd(AACI 

EO

吋

J

、J

、J

9

9

9

9

 

司

4

r

3

r

o

、J

A
M
-

『
，
‘
、
，
晶
司
'ι

-73-



「
h
v
Fー
ペ

3
h
u「臼
b
F
f
tゐ

b
S
3
f

縄

問
ぺ

jeubFーJ
a
・3
ん

「
U 

J L 
U 
「
【，
a 
マu a 
b 
【J
ゐ
.":> 
b 

f u 
b a 
b 
F 
q 
L 

" 

5 

/ 

c 
!! 
百

仁3
a 
σ a 
b 
b a 
a 
u 

f 
に3
臼a 
b 
'て

」予

~ 

「

-uv-Jus-q、
*
q』」、i山守

0・1日・30・60・0・10・30・60・0' 10・30・60・0' 10・3日'60・0・10・30・60・

• xc 

t 

BPB 

3'末端にトリデオキシヌクレオチドをもっ

先ì!.目~~Il 2 1 毘I，j;の n日始組 合体 JI~I必j瓦必中の安定性

ー74-

図 4-1 



4 - 2 (j事索を用いた 3'末端へのチオ ホスフェ イトの導入

Steinらは、 DNAオリゴ マーの両末端にチオホスフェイトを導入すると、

ヌクレアーゼ P1に対する t底抗性がI哲大することを報 告 している 56)0 そこで、

4 - 1で合成した 3・末端に卜リデオキ シヌクレオチドをもっ 21量体と、

[a-"Sl dCTPとをター ミナルデオキ シヌクレオチ ジルトランスフエ

ラーゼ(T d T )を悶いて反応させ、 3' 末端にさらにチオホスフェイ卜を

導入した。 20%PAGEで精製した後、 3 - 5と同様にして、 3 0 S開始

複合体形成反応中の安定住を調べた(図 4- 2 )。その結果、チオホスフェ

イトを導入するこ とによって、分解はかなり抑えられることがわかった。バ

ン ドが 2本見 られるのは、チオホスフェイトを導入した後、 20%PAGE  

で精製する際、分自Eが悪く、チオオ、スフェイトが Iつ導入されたものと、 2 

つ導入されたものが両方含まれたためと思われる。 ターミナルデオシヌクレ

オチジルトランスフエラーゼを用いる方法は、反応効率が小さいうえに、導

入されるチオホスフェイトの数が、制御できないので、化学的に、チオホス

フェイ卜を海入することを考えた。
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4 -3 化学合成による 3' 末端へのチオホスフェイトの導入

第二:uて述べた RNAオリゴマーの固相合成法で、 チオホスフエイ卜を導

入するためには、 リン西空化試薬に硫貨を導 入 してお く必要がある が、試薬の

合成が困鎚である。そこで、 Sleinらが DNAオリゴマー へチ オホ スフエ イト

を導入した方法 5引を朋いることにした。この方法は、 DNA自動 合成機で用

いられるリ ン目立アミダイト法(図 4-;; )のヨウ紫酸化の代わりに、 5%tl! 

!q / ピリ ジン ・二統化炭素・トリエチルア ミン(9. 53: 9. 5:1: 1)溶液を JHい

て、硫化し、 チオホスフエイトを導入するものである(図 4-4 ) 0 この方

法を刷いて、 チオホスフエイ卜を lつ導入された d (AAsC)及び 2つ導

入された d (ASASC )を合成した。チオホスフエイトが完全に導入でき

たか調べるために、 d (AAsC) の 一 部を i~ アンモニア水で脱保護し、 逆

伺の HPLCにかけたところ、 ジアステレオマ ーと思われる 2本のメインピ

ークが得られた (図 4-5 )。それぞれを分取し、}jIJi主に合成したチオホス

フェイ卜を合まない d (A A C) と"P-NMRで比較した(図 4-6 )。

その結果、外~、準 物質であるリ ン般のピーク( P i )の、す ぐ高磁局側に、

d (A A C )は 2つのリン般に 相 当する 2本のピ ー ク (P0)が見られるの

に対して、 d (AAsC) はどちらも、 2本のピークのうち、チ オホ スフェ

イ卜に由来すると思われる低磁場側のピークが完全に消失し、 大きく低総局

側へ シフ トした(P S )。この結果は、 Sleinらの報告と 一放しており、チオ

ホスフェイトはほぼ完全に導入されていると思われる。
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31p-NMR 
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PS Pi PO 

」一一L~
山川し

B =thlophosphate 

d l1¥ASC) ，-1 

川川…[
d (JV¥C) 
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・

• • • 
・・

• • • 
‘
 ppm 

図4-6 d (AAsC)の3¥P-NMHチ ャー卜

そこで、 d (As^sC)の但持した CPGを国相担体として、 その 5' 

側に AUGのついた 6!i]:体 r(AUG) d (AsAsC) (AUG-DS) 

及び f 1コートタ ンパク 質 mRNAの先樽配列のついた 21量体 (HN A 1 

一DS及ひ'RNA2-DS)を、 第二重量と同様にして、 それぞれ 90%以上

の平均総合収率て合成することができた(表-1-2 )。これまでと同隙にし

て税保護、綿製した。

合成した RNAI-DSの 5・末端を 32Pで穣識し、 3 -5と同僚にして、

RNA-l及び、 HNA-IDと共に、 Il日始綾合体形成反応中のオリゴマー
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の安定性を羽べた。その結果、 チオホスフエイ卜を導入したことによって、

RNAI-DSは、若干、安定性がI曽すことがわか った。 しかし、 R N A 1 

や RNAI-Dをとれまでの結果と比べてみると、分解の仕方が激しかった。

これは、 組IJ，J始因子を銅製した、大腸菌 Q 1 3綜に雑菌が混入したために、
雑菌由来のリボヌクレアーゼが大量に混入したためと思われる.ここで、 RN

aseI.RNaseIlの両方が欠領した大防菌 S2 9 6係が手に入 ったの で、 これよ

り組IJ目始因子を調製した。 S2 9 6係由来の組開始因子を用いて、 次の僚な

条件で、開始被合体形成反応中の先導配列の安定性を同僚にして調べた。会

量 15μ1中に 70Sリボゾーム (Q13) 10pmol、 flllJ日始因子(S 

296、 O.70A"，/ml) 3μI、 [ 12 P Jで僚識し た各オリゴマー l

p m 0 1、 fMet-tRNA 約 8p m 0 1を含み他は 3-5と同じ条件

で、各反応時間毎に 3μ1ずつ分取し、 色素混合 j液2μ1を加えて、 20% 

PAGEを行った (図 4-7 )。

表'1 - 2 3 ・末端に CI (^  s八 sC )の総合し たうu耳目UIJ

2 l.'ii ({iの縮 合収率

Sequence 

RNAI-OS r(ACUGGAAACUUCCUCAUG)d(AsAsC) 

RNA2-0S r (ACUAAAAACUUCCUCAUG) d (AsAsC) 

CouplJng yieldsl%) 
a veraqe overall 

93 

92 

31 

24 
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その結巣、 チオホ スフ ェイト を樽入 していない RNAI-IJ&び、 RNA 

2 -Dでは、 3' 末端付近が自1/られているのに対して、 チオホスフェイ卜を

導入した RNAI-DSおよび RNA2-DSでは、 それに比べ てあまり分

解が起こっていなかった。分解の仕方が、図 4- 1と少し異な っているのは、

組開始因子を Q 1 3稼 l拘来のものから S 2 9 6抹由来のものに変えたためで

あると忠われる。 S2 9 6係の 15が、 関体内のリポヌクレ アーゼの量が少な

いのであろう。開始複合体形成反応 .jJに先海自己91/が安 定な実験系が出来たの

で、 S D IlG列と開始健合体形成効率の関係を調べることにした。

4 -4 考察

綾合体形成反応中に分解されないように 3・末端に d( A A C )をつけた

先導IJe91/ 2 1量{本の合成を行ったが、本研究で使閉しているオリゴリボヌク

レオチドの図相合成法は、 このように、 RNAとDNAの分了内キ メラ分子

の 合成にも過した方法である。この方法では、 末端だけではな く、オリゴマ

ーの中央に DNA分子を噂入することもできる。 3・*織に d ( A A C) を

つけたことにより、 若干はオリゴマーの分解が抑えられたが、 完全に抑える

ことはできなかった，

チオホス フ ェイトを導入することによるヌクレアーゼに対する』底抗性の地

大は、 DN Aでいくつか報告がある。前述したように、 Sleinらは、 チオホス

フェイトを DNAの両末端に導入することにより、 ヌクレアーゼ P 1に対す

る抵抗性がI也すことを報告している。 また、 D N A中のチオホスフェイトが

存在する部位ては、 ある種の制限醇索による tJJI断が抑制されることがわかっ

ている。 RNAオリゴマーの 3・末端にチオホスフェイトを導入 する方法と

しては、 ター ミナルデオキ シヌクレオチ ジルトラ ンスフエラーゼを問いる方

法は、 大星にオリゴマーを得るには、効率が悪いので、化学的に導入する方
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t去をと った。 vanBoomら壬 71は、 チオホスフエイトの導入されたリン駁化試薬

をJllいて合成に成功しているが、 そのリ ン 般化試薬の;JlJ~が容易でないので、

5 l e i nらの方法を用いた。

大腸菌 Q 1 3 t末を何回か植えついでいるうちに雑菌が混入した形跡がみら

れリボヌクレアーゼの浪人が多くなったので、別の種~の大閥的 S 2 9 6係

をもちいて IJD始因子を調書1することにした。大腸菌 S 2 9 6隊は、 リボヌク

レアーゼ 1，11の両 }j均、欠!J1している係である。 RN A 1 - 1)， H N A 2 -D 

及び HNA1-DS， HNA2-DSの形成反応中の安定性を調べてみると、

R N A 1 -D， R N A 2 -Dでは、 d (A A C)の部分が削られているのに

対して、 RNAI-DS， RNA2ー DSでは、 あまり分解されていない。

Q 1 3椋由来の閲始尉子を用いた喝合と分解のされかたが巡っているのは、

S 2 9 6綜のほうがリボヌクレアーゼの蛍が Q 1 3係より少なく、逆に、デ

オキシリボヌクレアーゼの量が多いためだと思われる。



第五章

反応中に安定な f1コートタ ンパク質 rnRNAの

先理事配列を用いた開始彼合体形成

ー邸ー



5 - I 3' 末端にチオホスフェイトを導入した先導配列を用いた

1)日始綾合体形成

以上のようにして、 開始後合体形成反応中に先導配列が安定であ る実験系

が確立したので、 S D配列の違いによる、 開始傾合体形成効率の差異を調べ

た。第三設では、 AUG， RNA1， RNA2のモル数をほぼ同じにして、

経時変化を調べたが、 R N A 1及び R N A 2のモ ル数は、 hypochromisityを

3 5 %と仮定して求めたもので、 i丘陵ではなかった。そこで、今 凶は、 オリ

ゴマーのモル数を償制にとって、開始似合体の形成尽が飽和1する条件で比較

することにした。反応条件は、反応j夜全量 20μl中に、 70Sリボソーム

( Q 1 3 )または 30 Sサプユニ ッ ト (Q13) lOpmol、組閲始悶 子

( S 2 9 6、 O.70A2，./ml)3μl、 [35S]fMet-tRNA 約

1 0 p m 0 1 (60700cpm)、 5 X sinding Buffer ( 70S) または(3 0 S) 

4μl、 オリゴマー各モル数を含み、 3 0・Cで 15分間保温したのち、 洗浄

用緩衝波 800μ1を加え希釈して反応を停止したのち、 ニトロセルロース

フィルヲーアッセイ決によって、 n目始抱合体形成買を測定した。 HN A 1 -

DS， RNA2-DSのモル数は、 hypochromicityを 35%として計算した.

まず、チオホスフェイトを導入したことによる、 開始 tJl合体形成反応への彫

響を調べるために、 AUG、 AUG-D、 AUG-DSの 3極類に対して、

開始綾合体形成量を比較したところ、 AUGの 3' 側にトリデオキシヌクレ

オチドがついたり、チオホスフェイ トがついても、 日H始傾 合体形成には、 あ

まり影響がないことがわか った(図 5- 1 )。そこで、 70S開始傾合体形

成島を AUG-DS、 H N A 1 -D S、 RNA2-DSについて、 比較して

みた結果、先導配列の聞で比較すると、 S D配列をもっ、 RNAI-DSの

方が、 S D配列をもたない RNA2-DSよりも開始後合体形成効率がよ〈、

S D配列の効果が見られた。 また、図 3- 8と問機に、 AUG-DSの場合

-86-



3 0 S開始複合また、〔図 5-2 )。が肢も1m始惚合体形成鼠は多かった。

3 0 S開始組合体の渇合には、同僚に調べてみると、体形成量についても、

S D配列を持AUG-DSとSD t'iG ~ II をもたない RNA2-DS に対して、

S D配列の効果がみら開始総 合体形成慣は多く、つI1NAI-DSの方が、

れた(図 5-3 )。
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5 -2 考察

3 .末消にチオホス フェイ 卜を導入した先導lJeJiIJをiHいることによって、

S D配列の有無による、 開始彼合体形成効 率の差がみら れ、 70S、 3 0 S 

開始後合体のどちらも SD 配列を持つ先導配列の }jが、開始惚合体形成効率

は良かった。 しかし、 70S開始怯合体ては、 AUG-DSにJtべると、 先

導配列はどちらも、 Jm ~I;組合体形成隔は小さかった。 まず、 3 0 S J1U始惚合

体が形成された後、 70S  JlrJ始償合体が形成されることと、 3 0 Sては、先

導配列のほ うが若干大きかったことから、 70Sリボゾームの 30 Sサフユ

ニットへの解離が少なく、小さい分子である AUG-DSのほうが、 70S  

リボ ソームへ直後結合し易 いためではないかと思われる。また、 Gassenらは、

AUGをHJいて開始後合体形成を調べた際、 3 0 Sサフユニットを用いたと

きは、 fMet-tRNAのみが、 3 0 Sサフユニ ッ トに結 合するのに対し

て、 70Sリボソームを悶いたときには、 fMet-tRNAハカリデナク、

ホルミル化されていない!-[e t - t R N八も、 70Sリボゾームに結合する

と報告している区 引。これは、 3 0 Sサフユニットは、 lliJ始傾 向体のみしか形

成できないのに対して、 70Sリボソームは、閲始綾合体のみならず、 タン

パク質合成の延長段階である、 ホルミル化されていない Mel-tRNAと

70Sリボ ソームとの総合が観測さ れるためではないかと思われ る。 しかし、

この原因は、 さらに実験を行って、確認する必要がある。
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目園冊

本研究により、縮合邦lを用いないで、 ニ 官能性のリン般化試策を用いた、

リン酸卜リエステル一回相合成法により、 f 1コートヲン パ クrlmRNAの

先導配列 18 !Ii体を合成することができた。

合成した先導配列を用いて、 タンパク質合成関総領合体形成を行ったとこ

ろ、 RNAオリゴマーが分解していることがわかった。

先導配 91Jの 3'末端に、チオホスフェイトを持つトリデオキシヌクレオチ

ドを導入し、 リボヌクレアーゼの少ない大腸菌 S2 9 6 t素より、 組開始因 子

を調製することによって、先導配列が閲始総合体形成反応中に安定に存在さ

せることができ、 S 0配列とタン パ ク質合成開始傾合体形成効率との関係を

抑べる実験系を確立した。

この系をJIlいて、 S 0西日予IJと開始後合体形成効率との関係をiJlJべたところ、

S 0配列が存在する先導配列のほうが、 タンパク質合成開始矧合体形成効率

が良い結果が得られた。
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試~鎖

iJ'!..z色_i:;l之ン

市販の もの(特級)に、 p ートルエンスルホニルクロリドを加え、半口、

加熱還流した後蒸留し、 さらに、水紫化カルシウムを加え、 半目、 加然

還流した{去、再び蒸留し、 モレキュラー シーブをいれて保存した。

忽J4ジメチルホルムアミド(無水oM F ) 

j夜クロH1(半井)に、 モレキユラー シーブをいれて保存した。

無水L二仕上ニー土~

1夜クロ用(半井)に、水素化カルシウムを加え、 半日、加熱還流した後、

蒸留し、 モレキユラー シーブを いれて保存した。

無7Kジオキサ ン

液ク ロ周(半井)に、 リチウムアル ミニ ウムハイドライドを加え、 半日、

IJII熱還流した後蒸留し、モレキユラー シーブをいれて保存した。

トリエチルアミン

特級(半井)を、 ピリ ジン と同様にして蒸留した。

2 ークロロフ王」己k主ス主よL乏~_'l_工二上

同仁化学製を、減圧蒸留した。

上ニ.L7:....&....:f一三之ヱ;ニ Jレ

東京化成工業製(特級)を、減圧蒸留した。

三_z__g_旦監政よ旦♀ム」

半井製{特級)を、 減圧蒸留した。

国相単体、ヌクレオ シ ド、 ヌクレオチド鎖

ポリスチレ ン樹脂

クロルメチル基 1.28mmoljg含有、

組径 200-4110 mesh 

制光純薬

C o n t l' 0 1 e d P 0 r e G_1 a S 5 (C P G ) 

CPG-Bio-Supporl Long-chain-Amino-CPG 

アミノ基 126μm 0 1 j g含有、

粒径 20-80 mesh 
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5'ージメ トキ シ トリ チルチミ ジン

東林茂雄 氏 よ り供与さ れ た。

N eーベンゾ イルー 5'ージメ トキ シ トリチルデオキ シアデノ シン

栗林茂雄氏より供 与さ れ た。

N eーベン ゾイルー 5'ー ジメ トキ シ トリチルデオキ シー之乏え之丞

t!!且上ι立♀旦」三

本学助手平尾 一郎1噂土より供与された。

AUG 

本学助手平尾 -P.I¥憎士より供与された。

DNA自動合成機に用いた試薬 Applied Biosyslems 

ウ リジン、 アデノ シン、シ チ ジン、グア ノシン ヤマ サ醤i山

ウ リジン 5・ー リン目立(5 ' U M P ) ヤ マ サ醤油

アデノ シン 5' ー リン俊(5' A M P ) ヤマ サ醤油

シチ ジン 5・ー リン酸(5・Clvl P ) ヤマ サ醤油

グアノシン 5・ー リン目立(5・GM P ) ヤマ サ醤 71H

アデノシン;) 三 リン般(A T P ) ヤ マ サ醤 71s

グアノ シン 5'三 リン目立 (GT P) Boehrinner Hannhcim 

シチ ジン 3'ー リン自主(3・CM P ) Boehringer Hannheim 

1むの試薬は、 市販のも のを. そのまま使用した。

標 識化合物

アデノ シン 5' [ y_ 32 P ] 三 リ ン ð~ ( [ y _32 P] A T P ) 

>5000 Ci/mmol， 10mCi/皿l Amersham 

デオキシ シチジン 5' [日-3s S ]三 リン酸( [a -3弓S]dCTP) 

650 Ci/mmol. 10mCi/ml 

L- ["S]メチオニ ン ([3SS]Me t)

1065 Ci/mmol， 15mCi/ml 

-94-

Amersham 

Amersha田



~索矧

T4-;f.リヌクレオチドキナーゼ

RNAリガーゼ

ターミナルデオキ シ ヌク レオチ ジル

トラ ンスフエラ ーセ， ( T d T ) 

ヒト胎盤リボヌ ク レアーゼイ ンヒ ピター

RNasin  

Boeringer 

Pharmacia 

宝酒造

Amersham 

Promega 

リボヌクレオ シ ドーパナ ジル コ ンフ・レックス B ioJabs 

リボヌ クレア ーセ・T 1、 U 2、 PhyM  

D，cereusllリボヌクレアーセ.

ヌクレアーセ'P1 

緩衝液

5x  k i n a t i 0 n b u f f e r 

0， 5 M トリ ス極限緩衝液(p H 7. 6) 

O. 1 M 沼化マグネ シ ウム

50mM ジチオ トレイトール

1 m M スペ ル ミジン

lmM EDTA(pH8. 0) 

5x  1 i g a t i 0 n b u f f e r 

Pharmacia 

Pharmacia 

ヤマサ醤油

250mM  トリ ス塩殴緩衝液 (p H 7. 4) 

75mM 庖化マグネシウム

17.5mM ジチオトレイトール

5 0μg/ml  牛血清アルブミン

5x  T d T b u f f巴 r

7 0 0 m M カコジル般ナトリウム (p H 7. 2) 

150mM トリ ス庖殴緩衝液 (p H 7. 4) 

5 m M 1，lj化コ バ ルト

O. 5 m M ジチオトレイトール
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5:>ULi_n d i n日 ~ u f f e r ( 7 0丘よ

250mM  トリス極殿級衝液(p H 7. 4) 

500mM  塩化ア ンモニウム

25m  M af.~~マ グネシ ウム

5 m M ジチ オトレイトール

5mM  GTP  

5 x b i n d i n g b u f f e r (3 0 S ) 

250mM  卜リス j憩駁緩衝液(p H 7. 4) 

500mM  J且化アンモニウム

75mM  酢政マグネシウム

5mM  ジチオトレイトール

5mM  GTP  

l o X T P E 

O. 8 M 卜リスーリ ン政緩衝液(p H 7. 8) 

20mM  EDTA(pH8. 0) 

色丞i昆企ilf

10m  1 ホルムアミド

10m  g キシレ ンシ アノール(X C ) 

10m  g ブロムフェノールブルー(B P B) 

O. 2ml  O. 5M  EDTA(pH8. 0) 

機器類

DNAマニュアル合成機

日本ゼオン社 Z e 0 n g e n e t 

DNA  SYNTHESIZER  

DNA自動合成機

A p p 1 i e d B i 0 s y s t e m s li 3 8 1 A 

超遠心繍

Beckman社 L5-50B
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主!li虫心ローター

Beckman社 50 T i、 SW40Ti

液体シンチレー シ ョンカウンター

LKB社 12 1 6 R A C K B E T A m 0 d巴 143

pHメーター

F. 8E HOI1JBA 

凍結乾燥軽量

FTS systemsti FLEXI-DRY 

分光光度計

島津デジタルダブルビーム分光光度計 UV-150ー o2型

H 1 T A C H 1 U -3 2 1 0 s p e c t r 0 p h 0 t 0 m e t e r 

クロマトグラフィー

高速液体クロマトグラフィー

GILSON 

m 0 d e 1 302 (p u m p ) 

model 811 (dynamic mixer) 

m 0 d e 1 802 (m a n 0 m e r i c m 0 d u 1 e ) 

m 0 d e 1 1 1 1 B (U V d e t e c t巴 r)

m 0 d e] 201 (f r a c t i 0 n c 0 1 1 e c t e r ) 

m 0 d e 1 2 0 1 -' 2 0 2 (c 0 n t r 0 1 1 e r ) 

S h i m a d z u L C -6 A 

SPD-6A (UV spectrophotometric 

d e t e c t e r ) 

SCL-6A (system controller) 

C-R3A chromatopak 

H P L C用逆相カラム

エムエス機器(綜)f.土

M&S PACK C18 4.6mmIDx150園田
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R a i n i n 1 n 5 t r u m e n l社

Microsorb  C 18  4.6mmlOxl50mm 

IIPLC用陰イオ ン交換カラム

.(.'， iU製作所

W^X-I  4.lImmlOx5Umm 

IIPLCHlia 良県

S 0 ]. v e n l 

5%アセトニトリル / 0. 1M  TEAA  (pH7. 0) 

So].vent 11 

25%アセ卜ニトリル /0. 1M  TEAA(pH7. 0) 

So].vent. 111 

50%アセトニトリル /0. 1M  TEAA(pH7. 0) 

Solvent  IV 

20%アセ卜ニトリル / lOmM KH2PO・(p H 6. 8) 

S 0 ]. v e n t v 

20%アセ卜ニトリル / lOrnM KH2PO.(pII6. 8) 

TF.AA=卜リエチルアンモニウムアセテー卜

簡易型逆相クロマトグラフィ ー

Waters社 SE P -P A K C 1 8 

シリカゲル薄層ク ロマ 卜グ ラフィー(T L C ) 

M e r c k社製 60F". 

展開溶媒

S 0 ]. v巴 nt A j畠{七メチレ ンーメタ ノール (9:1v/v)

S 0 ]. v e n t B 塩化メチレ ンーメタノール(19: 1 v/v) 

S 0 1 v e n t C 塩化メチレ ン メヲノール (J9:lv/v)

シ リカゲルカラムクロ マ トグラフ ィー

Wakogel  C-300( ~u 光)
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第 一 市

係諸ヌクレオ シ ドの 合l皐

リボ ヌクレオシドへの保設基の導入は、既知の方法をもとに、一部改良して

行った。詳細は、 修士論文 5"で述べた。

C PG へのウ リ ジン U~i}l佐企主ム

立-'L2_乙i責点ili...L..=_~~乙之_';;_ J"_iじ

( 1 _ a) 1.26g(2.0mmol) と 4， 4ージメ チルアミノピリ ジン (DM A P) 

O.36g(J.Ommol)を無水ピリ ジン で 3回共沸した後、無水コハク殿 O.30g(3.0

mmol)、無水ピリジン 8田lを加え、室温で 26時間半焼伴した。溶媒を減圧下

留去し、泡化メチレン 20皿lを加え、 0.2M N a H 2 P 0 • a qで 3回、蒸留水

で 2回世ti争し、 疏目立マグネ シウムで乾燥後、 ili過し、 泌濯を減圧下沼紛乾固

し、 トルエンを加えて、 ピリジ ン臭がなくなるまで、浴伐を減圧下、共沸留

去した。得られた残 1査を、 ピリ ジン処埋 シ リカゲルカラムクロマトグラフイ

ーにより精製して、 ( 2 )を 82l(I.20g)の収率で得た。

ウリ ジン 誘滋休(2 )の活必~スu斗u主

( 2 ) 1. 20g( 1. 64mmol)とベンタク ロロ フェノ ール 0.862g(3.27mmol)を無

水ピリ ジンで 2回、無水ジメチルホルムアミド(無水 oM F )で 1回共沸後、

ジシク ロヘキ シルカルボ ジイミド (DC C ) 0.677g(3.28mmol)、 無水 DMF

13. 5m 1を加え、室温で、 20時間 j党枠した. $過し、 海液を減圧下濃縮乾固し、

残漬をベンゼ ン 2m! に浴島幸し、 nーヘキサ ンより再沈澱し、 ( 3 )を 100%

(1.61g)の収率で得た。

乾燥した CP G 1 gに、 (3) 0.783g(0.8mmol)、 無水 DM F 6m!、 無水ト

リエチルア ミン 121.1μ1(0.88mmol)を加え、 室温で 23時間1J1l下した。泌i直後、

樹脂 を DMF及びピリジンで洗浄し、真空デシケ ータ中、五酸化リン上で半

日乾燥した。次に、 この樹脂に、 無水ピリ ジン 2.6~! 、 フェニルイソ シアネ
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一卜 0.285mlを加え、 室温で 3時IUlm作した。話量過 i量、 lIiJ U~ をピリ ジン 及び

il~ クロ JIlメ?ノールで洗浄し、真空デシケーヲ中、五齢化リン上て半日乾燥

し、('1 -a )を j~t た。

旦ムL工L_t!.s.2JE量

( -1 -a ) 10mg '1'の 5・i立D~ I T r J正を、 2 %ベンゼンスルホン的ー沼化

メチレンー メタ ノール浴液 (8:2v/v)で除去し、除去した液を集め、 Jk¥化メチ

レンで 50mlにメスア ップ し、 IJ• J m 1を試験管に分法し、 73燥を減!上官1)ょし

た銭j宣に、 60%過ヨウ素酸 ーエ-$1ノール (3:2v/v)を 3ml 加1;之、 500nmのl吸

光度 (Aも..)を測定した。 下記の式により、 CPGに抱持したウリジン i主将体

のモル数 nを計算した。 A，..=0.017であった。
A"， =正 ".'c.l=e.oo.n白 I/V
n = A.. 回 目V/ε...'I ε5，， =71，700 

c =モル濃度 (mol/l)

1 =セルの長さ (cm)

Tl =O.017x3/0.3x5日x10-'/71， 700x 1 = 1.19x 10.7 mol/ 10mg .rcs in 

= 11.2μmol/g'resin 

C P G 1 g当たりに但持したウ リジン誘噂体 は 11.2μm 0 1で、 CPGのア

ミノ基の 9.4 %に担持された。

ポ リスチ レンへの保認ヌクレオシドの哩ム

主})_三乏_k_之~..Lえ乙益企主ム

乾燥し たポリスチレ ン樹脂(5 ) 5 g (1. 28mmol.Cl/g)に、 フヲルイミド カ

リウ ム 5.55g(30mmol)、 DMF  100ml を加 え、 1200Cで 6時間撹排する。 泌

過後、 樹脂をhotDM F、 DMFー蒸留水(1: 1 v /v)、 蒸留水、 蒸留水ージオ

キサ ン(1:1 v/v)、 ジオキ サ ン、 エ タノ ール、メタノ ー ルで洗浄し、 n空デシ

ケー タ中で乾燥した。 この樹 脂に、 ヒドラ ジン 4.53ml(136mmol)、 エタノー

ル 113 . 2m 1を加 え、 3時間加熱還流した。 ili過 後、エタノール、 DMF、以

下同 僚 に洗浄し、真空デ シケ--$1中て乾煉し、 ( 6 )を fHた。
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(6 )へのウ 1)ーぷ」乙2JJ.JEQよ巣ム

( 6 ) 1. 5gに、 (3) 1.74g(1.21回目。1)、 無水 DM F 9ml、 無水卜リエチ

ルア ミン 181.8μi を加 え、室温 で22時間悦狩した。以後、 CPGと同様に

後処E里し、 ポリ スチレ ン倒脂 にウ リジン 誘導体を導入 した。

樹ijij 30mg から DM T r基の定畳を行 ったところ、 A刊。=1.654となり、

ポリ スチレ ン 1g当たりのウリジ ン誘導体の担持費;は、 384μmol であ った。

これは、 ポリ スチレ ン樹脂の クロロ メチル基の 30% にあたる。

アデ ノシン 誘導体 (1 -b )の スクシニル化

( 1 -b ) O. 758g(1 .Ommol)と DM A P 60mg(O.5mmol)と無水ピリ ジン で 3

回共沸後、 無水ピリ ジン 2田l、無水コハク酸80mg(0.8mmol)を加え、 室渇で、

12時間l党排した。溶媒を減圧下留去し、 トルエンを加え、 ピリ ジン臭がしな

くなるまで、 j寄娘を共沸留去した。残t宣を題化メチレン 7皿lに溶解し、 10% 

クエ ン貫主水溶液で 2回、 蒸留水で 2回沈浄し、 疏目立マグネシウムで乾燥後、

海過し、 鴻液を減圧下濃縮乾固し、残澄を塩化メチレン 3m 1に溶解し、 n -

ヘキサ ン 80m1 で再沈澱することにより、 ( 2 -b )を得た。

主_Ij_三乏之之Ji~ ß~ へ のアデ 乙之之益準~__( 2 -b )の准ム

( 2 -b) 0.429g(0.5111田口1)を無水ピリ ジ ンで 2図、 無水 ジオキサンで I回

共沸した後、 D C C 0.155g(0.75mmol)及び無水ジオキサン 5m1を加え、室

温で!lU宇し、 1 -ヒドロキシベンゾトリアゾール (HOBT)101.3mg(0.75 

mmo 1)を無水ピリジンで 2回、無水 ジオキサンで 1回共沸後、 i¥ii記の反応液に

加え、室温で 5時間鋭狩させた。一方ポリスチレン樹脂(6 ) 1 gを無水ピ

リジンで 2回、無水 ジオキサ ンで l回共沸後、 前記の反応液をアルゴ ン雰囲

気下、泌過した鴻液を加え、室温で 19時間協持した。話量過後、 樹脂を ジオキ

サ ン、アセ ト ニトリル、 メ タノール、 塩化メチレンで洗浄し、 n~デシケー

タ中で乾燥した。次に、 この樹脂に無水酢酸 1.5ml、 2.6ールチ ジン 1.5刷、

1ーメチルイミダゾール 0.5al、 ジオキサン 6.5回lをくわえ、室温で 3時間

i覚持した。泌過後、樹脂を ジオキサン、メタノール、 息化メチレ ンで洗浄し、

真空デシケータ中で乾燥した。
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樹脂 20mgから、 D M T r基の定昼を行うと、 A50.=0.646となり、ポ リ

スチレン 1g 当たりのアデノシン誘単体の担符盟は 225μ mo1であ ったa こ

れは、ポ リスチ レン樹脂のク ロロ メチ ル基の 18% にあたる。

立ム」立ぷぷ トキ シ トリチル廷の混血凶J守よ

健之21J読に対する 2・的 T!i..E.1主企宏之j土

よ'L.L乏盟止と主箆_M

( 7 )は、 ( 1 -a )の合成の途中の段階で、 シ リカゲルカ ラムク ロマト

クラフィーにより精製したものを用いた。

精製した(7 ) 13.3mgを試験管に取り、般を 1m1加え、室温でi覚衿し、

般を加えてから、 1、 2、 3、 4、 5、 7、 10、 15分後に、 それぞれ 10μl

ずつ、 8 cm x 3 c田の TLCの下端から 15mmの位置に、 直径 8m回程度のスポ

ットになる械にうち、 So)ventCで 3問、 または、 So)ventBで 1回展開し、

( 7 )及び(8 )に相 当するスポットを UVランプで確認し、 それぞれ、エ

ツベンドルフチュープにかきとり、 SolventAを 1m 1 加え、 ボルテックスで

5秒l覚持し、 6000rpm て数秒間違心し、上澄みの 260nmの眼光度を測定した。

別に求めたモル吸光係数 ε260( 7:ε= 10240、 8:e=9610)から、 各時間にお

ける、 ( 7 )のモル分 率を求めた。(図 1-2 ) 

用いた西空は、 図 1-2に示す JlIiりである。

5・-0-ジメトキ シ トリモ_&_ニシー0-7T ニルカルパモイルー2'-0-子トラヒドロ

ヒ・ラニルウリ ジン LfLLe2_企盛

( 1 -a)  0.315g(0.5mmol) を無水ピリジンで 3回共沸後、 無水ピリジン

20ml、 フェニルイソシアネー ト 2田](18.4mmol) を加え、室温で 3時間l覚狩

した。氷水を加え、室温で 30分l覚排した i去、 I量化メチレンー水を加え、 j亘化

メチレン 10ml で 2回抽出し、水で 3回逆洗した。ブェニルカルバミン酸と

思われる白い沈澱物が見られたので泌過して除き、 話ii夜を疏西空マグネ シウム
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で乾燥し、鴻過後、 鴻l夜を減圧下濃縮乾図すると、フェニルカルパミン阪と

思われる白 い針状物質が見られたので、 もう 一度、Jg化メチレ ンに溶 解し、

1.2% Na2CO，-0.65% NaHCOき混合水浴液で 3図、蒸留水で 2図洗浄

し、 硫酸マクネシウムで乾燥し、渇過i圭、 海液を減圧下濃縮乾回した。 残澄

を塩化メチ レン 2ml に浴解し、 nーヘキサ ン 80ml で再沈書道して、 ( 9 )を

59%(0. 222g) f~ た。

(9  )亭悶いた検討

(9) 18.3mg を試験管にとり、 般を lml加えて 室温または 30・Cで悦狩し、

以後、 ( 7 )を用いた検討と問機にして、 (9)， (10)， (11)に相

当するスポットをかきとり、 SolventA 1回lで抽出し、 260nmの吸光度より、

(9)， (10)， (11)の各時間における含有率を求のた。

用いた厳は、図 1-3に示す通りである。

(4  - a )客用いた積討

( 4 -a) 50mg を DNAマニュアル合成機のセル中に入れ、泡化メチレ

ンーメタノール (8:2v/v)で 10分間膨潤した後、 1 %ジ クロロ酢酸一極化メ

チレ ン洛液を用い、 30・Cで 5秒ずつ 7固に分け、全体で 1分間、樹胞を処理

し、 塩化メチレ ン ーメタノ ール(8:2v/けで樹脂を 3回洗浄し、 アルゴン気

流下、 30・Cで 10分間乾燥した。 I!l絡をナ スフラ スコに移し、 濃ア ンモニア水

を 2田l加 え、 60'Cで 7時間依置した。泌過後、樹脂を題化 メチレ ンーメ?ノ

ール (1:lv/v) で洗浄し、泌液と洗浄 J伎を減圧下、 J恩給乾回し、 I畠化 メチレ

ンーメタノール (1:1 v/v) 0.5mJ を加え、 残j宣を溶解し、 20μl を、 8 c皿X

3 crnの TLCに載せ、庖化メチレンーメタノ ール (27:3 v/v)で 2回展開して、

(l-a)， (12)， (13) に相当するスポットの部分をかきとり、 以

下前項と問機にして、 (l-a)， (12)， (13)の存在比を求めた。

1也の酸に ついても同 様にして求めた。
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生斗__;::[i_ff_，_乏之上えたヒ企[託銀企盛

ホスホリル化試薬の検孟立

2ークロロフヱニルー0-0-ビス(1ーベンゾトリアゾリル}

主三ヱ~( 1 4 )の合成

1 -ヒドロキシベンズトリアゾール (HOBT) 135.lmg(lmmol) を無水ピ

リジン で 3回共沸した後、 無水ジオキサ ン 2.5ml、 無水ピリ ジン 80.9μ1( I 

回目。1)、 2ークロロフェニルホスホロ ジ クロリデート 82.3μ1(0.5皿mol) を加

え、 室温でl党j宇i量、 1 時間紋但した。 この上沼み液をホスホリル化試議とし

てそのまま用いた。

表 1-3 に示す{也のホスホリル化試重量も同僚に合成した。

5'-0ージメトキ シ トリチルチミジンの 3' ホスホリル化反応

5'-0-ジメトキ シ トリチルチミ ジン 114.Jmg(0.2Immol)を無水ピリ ジ ンで

3回共沸後、 ホスホリル化試薬 1m 1を加え、 室温で 1時間反応させ、 T L C 

(SolventB)で、 反応の進行状況を調べた。

チミ ジングイマ一合成による鍛合反応の検討

チミ ジン 誘導体を担持した市販のポリスチレ ン倒脂(吉富製薬)を 日本

ゼオン DNAマニュアル合成機のセル中に入れ、 J，g化メチレ ンーメタノール

(8: 2 v/v)で 10分間!!l;潤した後、 5・位 DMTr基を 2%ベンゼ ンスルホン

臣室(B S A) -J語化メチレ ンーメタノール(日:2 v/v)溶液で除去し、 庖化メチ

レンーメヲノール (8・2v /v)、 無水ピリ ジン で洗浄し、 アルゴ ン気涜下40・Cで

10分間乾燥した後、 iiii項で調製したチミ ジル目立誘導体 700μl、 1ーメチルイ

ミダゾール 70μ lを加え、 30・Cで 15分間、 時々 j党排した。 反応液を泌過し、

樹脂を無水ピリ ジ ン、 l且化メチレン ーメタノール (8:2 v/v)でi先浄し、 再び

2%BSA-J，li;化メチレン ーメタノール(8:2v/v)溶液で 5・位 DMTr基を

除去し、 以後の洗浄を繰り返した。 l回目と 2回目の DMTr基の発色によ

って、 縮合反 応の収率を調べた。
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上~-レi乏主企β盛

立旦1u工企企llt

( 1 -a) 132.3mg(0.21mmol)を無水ピリ ジン で 3凹共沸した後、;r，J'担した

2ークロロフェニルー0-0-ピス(lーベンゾト リアゾリル)ホ スフェイト(1 4) 

1.Oml(0.2mmol) を加え、室温で 40分間以誼した。 一方、 日本ゼオ ンDNAマ

ニュアル合成機にセルをセットし、チミジン誘導体を担持したポリスチレン

2日田g をセル中に入れ、 1M化メチレンーメタノール (8:2 v/v) で 10分間膨潤し

た後、 1 %ジク ロロ酢殴で 5・位 DMTr基を除去し、 この除去した液によ

り DMTr基の定量を行った。樹脂は沼化メチレンーメタノール (8:2 v/v) 

で 3回、無水ピリジンで 3回洗浄後、 アルゴン気流下40・Cで 10分間乾燥した

後、 ホスホリル化したチ ミジン を 500μl、 トメチルイ ミダゾール 50μl を

加え、 30"Cで30分 !日l、時々悦排した。泌過後、 ピリジンで 3回洗浄し、キャ

ッピング試薬 (DMAP 0.3旬、 無水目下酸 3ml、 ピリジン 27m1)を適量加え、

3分間、来反応の 5.水目立基をマスクした。再ひ'ピ リジンで 3回、 t，¥l化 メチレ

ン ーメ?ノール (8:2 v/v) で 3回洗浄した。以上を lサイクルとして、 もう

一度以上の操作を繰り返し、最後に 5.位 DMTr基を除去し、 極化メチレ

ンーメタノ ール (8:2 v/v) で 3回洗浄し、乾燥した。

.!L~工位脱皮謹

u p U p Tを合成した樹脂 10mgを首長フラスコにとり、濃アンモニア水

2m 1を加え、密住をし、針金で住が飛ばないようにし、 60"Cで 6時間紋慣し

た。 冷凍庫で冷却した後、パスツールに石英綿をつめて泌過し、樹脂をピリ

ジンー水(1:1 v/v)で充分洗浄し、話基1夜と i先液をまとめ、 減圧下濃縮乾回し

た。残I査に pH2のt，¥l自立を 3m I加え、室温で、 5時間l紋置した。希アンモニア

水で中和し、 減圧下i&媒を箇去し、 滅菌水 5ml を加え、酢自主エチルで 5回洗

浄し、減圧下濃縮乾固させ、 滅菌水で溶解して、逆相の HPLCで精製した。
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H P L C装置は Gil50n modelをmいた。

カラム は M&S pack C18 (4.6mm 1.0.x 15cm) 

グラディエ ン ト

lime(田in)

50lvenl 1 (z) 100 

15 17 18 20 

o 100 10日

501vent 11 (Z) 0 100 100 

TpTpT、 dU pd U p Tも、基本的には同様に合成し、 脱保護を行った。異

なる 点は表 1- 5に載せた。

U pU pTのヌヲレア -t"P 1分解

逆相 HP L Cにより精製した UpUpT 68μ1(0.68 A26.)に、 1 M Il~酸ナ

トリウム (pH5.7)4μl、 ヌクレア ーゼ P 1 (10mg/5m 1) 20μl を加え、 J7・c

で24時間飲置した。

U pUpTのI話基組成分析

UpUpTのヌクレアーゼ P 1完全分 解物を、逆栂の HP L Cで各ヌクレオ

シド、 ヌクレオチドに分厳した。

I1PLC装置は Shi皿azuLC-6Aを用いた。

カラム MICROSORB CI8 (4.6m田I.D.x15c皿)

グラデ ィエ ン 卜

time(min) 5 15 25 26 

O.日5MNH.H2PO.(pH5.7)(%) 100 100 50 50 100 

25%CHJじN-0.05MNH.H2PO.(pH5.7)(%) o 50 50 

市販の Authenticな各ヌクレオシド、 ヌクレオチドの保持時間を下に示す.

5' CMP  2.4田1n シチジン 5. 7咽ln

5・UMP 2.6min ウリジン 8.7min 

5'GMP 4.0皿1n グアノシン 14 . 7田ln

5'AMP 10.1min アデノ シン 17.7min 
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上記の Aulhenlic と比較して、 UpUpTの分解物のピー クを同定した。

また、 ピーク面積比を求め、 Authenlic を開いて、 作製した検鼠線よりモ

ルJtに換nして、 l..ll; ~事組成を求めた。

U pUDTのh_y_p_o _c ILr旦m___i__cJ_よL22_純手

M製し た UpU pT (O.J4A2..)J4μl に減蘭水 l日μl、 1 ~!目下両立 ナ トリ ウム

(pIi5.7)2μl を加え、 そこから 40μl をと り出し、滅菌水 1m 1を加え、同

濃度のIlHi~ナトリウム溶液を対象として、 260nm の吸光度 A 2.日(1 )を求め

た。 また、 UpUpTのヌクレアーゼ P 1分解物 40μl をとり、滅菌水 1m 1 

を加え、 同濃度の目下目立ナトリウムーヌクレアーゼ P1溶液を対象として、

260nm の吸光度 A2..(2)を求めた。 UpUpTの hypochromic i ty を次式に

より求められた。

hypochromicity(UpUpT)= (A2..(2)-A2.0(1)) /A..o(2) 

UpUpTの hypochromicily は、 9.1%であった。

また、 UpUpTの 260nmのモル吸光係数 ε2.0は、 25.700 となった.

U pU pUの合成

ウリジンを但符したポリスチレン樹脂 J0 m gを用いて、 UpUpTと同僚に

して合成し、脱保護lま涜ア ンモニア水処理を 60・Cで 6時間、 pH2の泡厳処理

を室温で 5時間行い、 以後 UpUpTと同僚に問製した。

U pU pUのill'pochrom i c i lYの測孟

精製した UpU pU (40.1A 2../皿1)25μl に、 1 M Il~臣賞ナトリウム (p H 5.7)

20μl、 滅菌水 955μl を加え、同濃度の酢酸ナトリウム浴漉を対象として、

260nm の吸光度 A2.0(1)を求め、 ここから、 975μl をとり、 ヌクレアーゼ

P 1 25μl を加え、 37"Cで 3時間1放置した。同波度の目下酸ナトリウムーヌク

レアーゼ P 1溶液を対象として、 ヌクレアーゼ P 1分解物の 260nmの吸光度

を測定し、 UpUpTと問機にして、 hypochroaicily を求めた。

hypochromicity(UpUpU)= 3.3% 

(UpUpU) e2..= 28.760 

ー107-



第 二f.t

f l コート タンパヲ 問 m一旦且 A (J) え3Jl~_n企金氏
起iL3:.l1t

!l____j員..11.JJ;ムム脳重ヌクレオチドの合成

総合一回当たり 108・Imgの HOBTを、 無水ピリ ジン で 2回共沸し、 無

水ピリ ジン 64・8μl、 無水 ジオキサ ン 1ml. 2ークロロフエ ニルホ スホロ ジ

クロリデート 65.8μ1 'a: )JIIえ、鋭州、室温で 1時間附した。ピリ ジンの

趨自主1誼が沈澱した上清を、 あらかじめ無水ピリ ジ ンで 3凹共沸しておいた保

護ヌクレオシド 0・II回国01 に 500μl 加え、 室温で 1時間、 ときどき続伸し

た。

l il 台liX:サイクル

7)ヌクレオ シ ドを担持したポリスチレ ン樹脂 20皿Eを日本ゼオン DNA

マニュアル合成機のセル中に入れ、 IIJ.化メチレンーメタノール (8:2

v/v) でl日分間膨潤させた。

イ)1 %ジクロロ!'il'~2- 沼化メチレン溶液で、 30 0C、 2~ 3 分間、 5・位

DMTr基を除去した。除去した液は試験管にとり、 DMTr基の定

量を行った。

ウ)塩化メチレンーメタノール (8:2v/v)で、 3回洗浄した。

工)無水ピリジンで 3回洗浄した。

オ)アルゴン気流下400Cで10分間乾燥した。

力)i)で合成した、活性ヌクレオチド 500μl、 1ーメチルイ ミダゾール

'50μl を加え、 30
0

Cで30分間、 ときどき l覚枠した。

キ)無水ピリ ジ ンで 3図洗浄した。

ク)キヤツピ ング試薬(DMAP 0・3旬、無水rJl'磁 3m!、 ピリ ジン 27m1 )を

適量加lえ、室温で 3分間、 未反応の5・水酸基をアセチル化した。

n無水ピリジ ンで 3回洗浄した。

ヨ)極化メチレンーメタノール (8:2vlv)で、 3回洗浄した。
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イ)-コ)を繰り返して、鎖長を伸ばしていった。

mし、 殺i圭のサイフルだけは、 ?)、nを行わないで、ヨ)を 行った後、 ア
ルゴ ン気流下、 30"Cで 10分間乾燥した。

1 ii)各フラ グメン トぬlli/._箆lL:.__Dt型

n i i)で合成した フラグメン トを姐持したポリスチレ ン樹脂の約半分 明に、
0.5 Mテトラメチルグアニ ジン ー 2ーピリ ジンア ルドキ シム/ピ リジン

ー水(9:1 v/v) 溶液 20日μlを加 え、 37"C、 24時11111覚作 した。

イ)滅菌したパスツールの底に、石英綿をつめ、 nを猪過し、 樹脂をピリ

ジンー滅菌水 (1:1 v/v) で数回洗浄し、 括主波と洗j夜を首長フラスコに

集め、減圧下、濃縮乾回した。

ウ)イ)に 混ア ンモニア水 2m 1を加え、 密往をし、 針金で住が飛ばない僚に、

しっかりと留め、 55"Cで 12時間紋置した。

工)ウ)を減圧下、濃縮乾回し、 フラグメ ン 卜I-Vは、 そのまま、 りの傑

作を行 った。 フラグメント W、 vnは、 簡易型逆稲クロマトグラフィー

(SEP-PAK)を行った。

5EP-PAK Iif'相クロマトクラフィー

a)90 %アセ トニ ・トリルー 50IRHTE A B (p116.0)を 10m 1 if，(した。

b)50mMT E A B (判18.0)を 5m1 i!o:した。

c)ウ)と濃縮乾回した残I査を 50mMTE A B (pH6. 0) 5mlに溶かした溶

液を流した。

d)50mMT E A B (pH6.0) を 5ml 流した。

e) 15 %アセトニトリルー 50田HTE A B (p1l6.0)を 20m1 i.荒した。

f)35 %アセ トニトリルー 50皿HTE A B (pH6.0)を 10田l流した。

g)50 %アセトニトリルー 50mHTEA  B(pH6.0)を JOm I流し た。

h)90 %アセトニトリルー 5日間HTE八日 (p1l8.0)を 10m1 ifAした。

T E A B =トリエチルア ンモニウムカーボネー卜

f)は 1mIずつ、 1也は 2-3m Iずつ 分取し、各画分の 260nmの吸光度

を測定し、f)の吸光度の大きい画分をmめ、 減圧下、濃縮乾回した.
n妓漬を 5%アセトニトリルー O.IHTE A A (pH7 .0) 500μl に浴解し、
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逆11111 PしC(Gilson)でoM T "lilJi分を分取し、凍結乾煉した。

1l P L C (Gilson) 

カラム M&S pack C18 (4.6mm 1.0. X 15cm) 

グラディ エ ン卜

time(min) 0 15 17 18 20 

so)vent [(%) 100 日 100 100 

solvent III (%) 0 100 100 

カ)オ)に pH2のJg西空 3m1を加え、室温で 24時間紋慣した。

キ)力)にがJ2.8 %アンモニア水 40μ lを 加え、 中和し、 pH試験紙で pH7を

確認した i去、減JE下、 濃縮乾1mした。

7)キ)に滅菌水約 10m1を加え、 酢菌室エチルで 5回洗浄し、 減圧下、 il縮

乾聞し た。

1)ヲ)に滅菌水 500μl を加え、逆相 HP L C (Gilson)でメインピークを

分取し、精製した。

H P L C(Gilson) 

カラム M&Spack CI8 ('1.6mm 1.0. X 15cm) 

グラディエント

t i m e (冊in) 0 15 17 18 20 

solvent 1 (%) 100 o 100 100 

solvent 11 (X) 0 100 100 

コ)ケ)を凍結乾燥し、 -20.Cで保存した。

各フラ グメン トの除イオ ン金煙 HPLC分l1i:

フラグメント 1 ~ 1Vについて、陰イオン交役 H P L Cで分析した。

陰イオ ン交 {負 HP L C 

カ ラム ŴX-I (4.0mm 1.0.x 5日岡田)

グラディエント

Time(冊in) 15 16 20 

Solvent lVo.) 100 0 100 100 

So)vent V (X) 0 100 
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盆之2.__Lとよ 卜_O)_J3'y...1二二セ'巳よ分」怒

フラグメント I~V を各 O.05A 2 刊、 1 M目下西空ナトリウム (pH5.7)2μl、 ヌ

クレアーゼ P 1 (IOmg/5ml) 1μ lに滅菌水を加え、全 盛を 40μl にし、 37'C

で、 1時間イ ンキュベー 卜し た。

各フラグメン卜ー金広釦¥Il..1i.Ut.J1i

UpUpTの塩基組成分析と同僚にして、分解物を逆相 HP L C (Shimazu) 

で分灘し、 ピーク面積比から、 Authentic を用いて作製した検鼠線を使 って、

各ヌクレオチド、 ヌクレオシドのモル比を求め、 I益基組成をn出した。

色ユユ"1.;J. :ン___t_企立ι丞鎧の r32 P 1煩識
逆伺 H P L C で将軍司したフラグメント J ~V の各洛液 I…13.6A2../ml、

日… lO.5A200/ml、 lJI…8.OA"./刷、 N…6.5A2'O/田l、 V…J.5A"o/ml

を各 1μl、 5 x kination buffer 2μl、 T4 polynucleotide kinase (8unit 

/μ1) O. lμ1. [y_32PJATP 0.2μ1 (2μCi)、滅菌水 6.7μl を加 え、

37'Cで 1時間イ ンキュベー卜した。

上主_l:6_~_L之'l__!ιzょーとニ.1. lyf_lIL~金二1レ豆急i-f:J動

40%アクリルアミド溶液 30ml に 10xTPE溶液 8ml、尿素 33.旬、

N， N， N' ，N'ーテ卜ラメチルエチレンジアミン (TEMED 40μl を加え、 滅菌

水で 80ml にし、 10%過硫酸ア ンモニウム浴滋 800μl を加えて、 2枚のガ

ラス板の聞に流しこみ 15%ポリアクリルアミドー 7M尿素ゲルを作製し

た。 TP E 7&液を 用いて、 一晩 500Vでプ レラ ンを 行った。

前1貝で羽生lした各 フラグメン 卜の kination浴液 1~ 3μl に、 等毘の色素

混合液を 加え、 ゲルのレーンに鍛せ、 1200 Vで 2時間半泳動した。

片側のガラス板をはがし、 ゲルをラップでおおい、 X線フィルムを重ねて、

オート ラジ オグラフ ィーを行ったあと、 X線フィルムを現像した。
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1i:_，導LiiUU_.B_I土佐_22:_金」戎

はよ出土iとLJ;j皐盆J._2ーレーま之J三位企盛

無水ピリ ジンで 3 国共沸した保護ヌクレオシド (l-a~d) 0.066mmol 

に、 jjijifの }jil:;でjJll移した(1 4 ) 30UμI(O.06mmol) をJJUえ、宅温で 30 ~j 

反応させた後、溶媒を減圧下留去し、無水ピリジンで 一国共沸し、 無水アセ

トニトリル 250μ lにi8解して、縮合反応一回分の活性化 した保護ヌ クレオ

シドとした。 (I 4 )は、 縮合反応を 9回繰り返した後、新しく調製し直し

た。

斗Li主盛立4之ll::

7)ヌクレオシドをtf.I.符した CP G 50mg あるいは 60mgを日本ゼオン DNA

マニュアル合成機のセルに入れ、 アセトニトリルで 1回洗浄した。

イ)Applied Blosystems社のキャツピング試裂を過般加え、 30"Gて 3分!日11見

件し、 フリーの5・位水償援をアセチル化した。

ウ)無水アセ 卜ニトリルで 3回洗浄した。

エ)1 %ジクロロ百十政一泡化メチレ ン溶液て、 30"Gで、 1 ~ 2分!日l、 5・位

DMTr基を除去した。除去した j伎は試験管にとり、 D M T r基の定量

を行い、総合収率を求めた。

オ)無水アセトニトリルで 4凹洗浄した。

h) i)で調製した活性 ヌクレ オチド 300μl及び 1ーメチルイミダソール 30

μl を加え、 30"Cで30分間、 ときどき悦伴した。

キ)無水アセトニトリルで 3[ill洗浄した。

イ)~キ)を 繰り返して、 Mi 長を (Iþ ばした。

但し履i圭のサイク ルは、ウ)まで行った後、 5・{立 DMTr基を除去しない

で.脱保護した。

盆主JiU!L上Ji旦i主立LJI良医護ムJι製

前述のフラ グメン 卜と同僚にして、逆相 HP L Gを行った後、 5 .末治を

摂識しないて、 そのまま 1A 2叶 分を、 20%ポリアクリルアミドー 7M尿紫
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ゲル電気泳動 (20%PAGE)を行った。 ゲル板をはがし、 u v 照射して、

肢も移動度の小さいメイ ンハンドを 切り出し、エッ ベン ドルフチューフに入

れ、 ~(j出 4車種i 液( 20m M T r i 5 . 11 C 1 (p 118. 0)、 0.5M NaCl、 lmH EDTA、 O.I%SDSl 

400μl を加えて、 37'Cで 14時1関係とうし、遠心してゲルを沈殿させて、 上清

を)JrJのエッ ベン ドルフチュー フに移し、冷エタノールを 1m 1加え、 l党持した

後、 -80"Cで、 3 a!i 11I1放 :fiした。 15000rpm 15分間通心して上 ir'を除き、 95%

エヲノールで 2囚洗浄した後、 減圧下、 乾燥し、 滅菌水を加え、 260nmのl吸

光度を測定した。

Donis-Keller 法によるは反主主ií~左

t.1製した先導配列 18量体の 5' 末端を[32 P 1で僚識し、 20%PAGE 

で、 バン ドを切り出し f再生lし、 液体シンチレーションカウ ンヲ ーでカウ ン ト

を測Jζ した。

Rl!a 5 e T 1、 RNase Uム_!l~e Phy M ζよ-ゑ血友盆..3-1

5・末端を[口 p1て係識した 18鼠体 lμ1(10000印刷)に緩衝液(20mM 

クエン酸ナトリウム緩衝液 (pI15.0)、 7M尿索、 1 mM E D T A、 0.25mg 大鴎箇

tRNA、 0.025% キ シ レンシアノール(X C l、 0.025%フ'ロムフェノール

ブルー(B P B) ) 19μl を加え、 50'Cで 5分間加熱後、 氷水中で急冷する。

これに、 各RNase(lllnit/μ1) 1μl ずつ加え、 50'Cで反応を行った後、 冷水

中で反応、を停止した。

B. cerells RNaseによる民之え盤

5' 末端を[32 P 1で標識した 18慢体 lμl(IOOOOcpm) に緩衝液(2日mM

クエン鮫ナトリウム緩衝液 (pH5.0)、 lmM E D T A、 0.25mg大崎菌 tRNA、

0.025% X C、 B P B l 9μl を加え、 50'Cで 5分間加熱後、 氷水中で急冷す

る。 これに B.cereusRNase(lunit/μ1 )を lμl加え、 50'Cで保温し、 20分、

40分、 60分後に、 それぞれ 3.3μl ずつ取り出し、 等量の色素混合液を加lえ、

冷水中で反応を停止する。

アルカリによムjE.1主塁却明五分盤

5 '末端を[" P 1で標識した 18賓体 lμl(IOOOOcpm) に緩衝液(50mM 

炭酸ナトリウム (pH9.0)‘ ImM E D T A. 0.25mg大腸菌 tR N A lを加え、
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50μl のキャピラリー 2本に分けて封管し. 90.Cで、 それぞれ、 14分間、 2日

分 IlII11I1烈し、氷冷した後、エッベンドルフチューフに移し、 等!Il:の色紫混合

液を加える。

各反応 j夜を‘ 20%PAGEし、オートラジオグラフィーを行った。



第三-Q

よMl箇」必らの 70Sリボソーム__iLP_Qサブユニ ‘ソ 卜、 組邸U自民主企illL~

f:!:L凱盤民主企j)lJJ良

大腸菌をし B培地中、 37・Cで増殖させた。崎地は 11につ きバクトトリプ

トン l旬、際母エキス 19、 NaCl5gを水に溶解し、高圧滅菌した後、 別に高

圧滅菌した 50%グルコースを崎地 11につき 4田l加え、 あらかじめ一晩溶養

しておいた大腸菌 5田lを加えて、 370Cで約 3時間振とうし、 中lm対数地殖期

( A 5S . =0.4~0.6) まで培養し、 集菌後、緩衝液 A ( 10mH トリス単位緩衝

液(pI17.6)、 60mM j語化ア ンモニウム、 10mH目下目立マグネ シウム、 6mH 2ーメル

カプ トエヲノール)で洗冷した。この i量の操作はすべて 4 0Cで行った。湿閣

体重量の 21古屋のアルミ ナを加え、約 10分間磨砕する。菌体の 21(1容の緩衝

滋 Aで懸渇し た後、 トミー絢工 No.4ローターで、 10000rpm、 15分間違心しア

ルミナを除き、上清をさらに、ベツクマン 50Tiローターで、 21000r問、 30分

間違心する。この上消を ベックマン 50Tiローターで、 33000r問、 18時間違心

し、 リボソームを沈澱させる。上清を除き、 沈澱を 1M塩化アンモニウムを

含む緩衝液 Aで慾濁し、ベックマン 50Tiローターで、 33000r問、 18時間違心

すると、開始困子 は上消に、 リボゾームは沈澱に回収できる。上清は、緩衝

液 B(2 OmM トリス i畠酸緩衝液 (pH7.4)、 1m Mジチオトレイ卜ール)で 10倍に

希釈し、 リン酸セルロースカラム (0.ficm x 10cm)に吸着させ、 100mM 題化ア ン

モニウムを含む緩衝液 Bを100田l流した後、 O.日H泡化アンモニウムを含む緩

衝液 Bで溶出し、 100mM t盆化アンモニウムを含む緩衝液 Bに対して透析した

後、 280刊の吸光度を測定し、 80%グリセロールを等量加1え、 組開始因子と

してー 20・Cで保存した。この状態で、約 6カ月安定である。

7o sリボソームのi1ll1

リボソームの沈綴に、 1 M j，¥j;化ア ンモニウムを含む緩衝液A を加え.ガラ

ス製ハン ドホモ ジナ イザーで丁寧に懸濁した後、ベック マ ン50Tiローターで、

33000r問、 18時間違心した。この録作を 4回繰り返した後、緩衝 j夜Aに懸i司

し、 260n田の吸光度を測定し、 70Sリボゾームとして-800Cで保存した.
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この状態で、 約 6カ月 安定である。

3o sサブユニ ‘ソ トのiJll.!，1

前項で調製した 70Sリボ ソームを、 H!衝液 C (20mM トリス I畠西空緩衝液

(pli7.6)、 0.5MJ盆化ア ンモニウム、 0.5mM酢政マグネシウ ム、 5mM 2ーメル

カプトエタノール)に懸濁し、 級衝液 D (20mM トリス泡目立緩衝液 (pH7.6)、

O. 1 H .t!ii化アンモニウム、 l田H直下殴マグネ シウム、 5mM 2ーメルカ プ トエタノ

ール )に対して、 6時間透析し、 70Sリボソームを完全に解舵させた後、

250-300A，.目Imlになるように緩衝液 Dで希釈した。 SW 40T i用のニト ロセ
ルロ← ス製遠心管(目立工儀社製)中に、 0.3-0.9Mシ ョ糖密度勾配を作り、

i宝心管 l本あたり、 300μl ずつ解脱させた 70Sリボソームをのせ、 ベック

マン SW4日ロータ ーで 22500r問、 15時間遠心した後、遠心管の底部よりサイ

フォンで、 400μi ずつ分以し、 260nmの吸光度を測定し、 3 0 Sサプユニッ

トに相当する厨分を集めて、ベックマン 50Tiローターで、 45000r問、 15時間

遠心し、 沈静iを40%グリセロール入り緩衝液 Aに懸濁し、 260nmの吸光度を

測定し、 3 0 Sサブユニットとして-80'Cで保存した。この状態で、 約 1カ

月安定である

I35 S] f M e t -t R N ~ 

調弘幸氏より供与された大腸菌 A19稼の tRNA，"・ t 18nmol に、 j容滋 A

( 500mH トリス I畠酸緩衝液 (pH7.4)、 100佃H目下酸マグネ シウム、 100mH J盆化カ

リウム、 100mH 2 -メルカプトエタノール、 20mH A T P) 150μl、 溶液 B

( 100m Hクレアチ ン リン的、 0.5mg/ml クレアチンキナーゼ)75μl、N5ーホル

ミルテ卜ラヒドロ葉酸 225nmol、 [3S S Jメチオニン (10Ci/mmol) 22.5n個01

大腸菌 Q13稼より劉思した S-100踊分 (9.6A260/ml)90μl を加lえ、滅菌水

で全量を1.5 m 1にし、 37・C、 10分間保温し、 ホルミルメチオ ニル化した。氷

冷した滅菌水 3.5ml、 2M酢酸カリウム (p115.0)を加え反応 を停止した後、氷

冷した水飽和フェノール 5.5ml を加え、 4・Cで、 20分間ときどき j党狩した。

トミ-t商工 No.4ローターで、 4・C、 5000r問、 10分間途心した後、 上層を分取

し、下層にさらに O.1 H酢酸カリウム (pH5.0)4園lを加え、 20分間、 ときどき

Ifi持した後、 5000r問、 10分間違心し、上層を合わせた。エーテル 8園iを加
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え、!見作した後、 5000r問、 10分!日l遠心し、エーテ ル腐を除いて、 水層に冷エ

タノ ール 16ml を加lえ、 よく j覚作した i麦、 -20・Cで一晩政慣し た。 10000rpm

で 10分間違心し、沈澱を冷エタノールで 1回洗浄した後、緩衝液(5m M Ilt般

カリウム (pIl5.0)、 I~M EDTA、 1 mM 2ーメルカプ トエタノール)500μl 

に溶解し、同じ緩衝液に対して、 2回透析した後、 日IJの級徳;i夜(1 mH酢駿カ

リウム (pI15.0)、 ImM 2ーメ ルカ プ トエ タノール )に対して 1回透析し、酢般

マグネシウムを 10mH になるように 加 え、 30"c、 5分保温した後、 -20.Cで

保存した。

10μl、 20μ lを分取し、 4%過I且察官費水 it:l液を 900μ1 IJUえた後、 ワッ ト

マングラスフ ィル ター Fで泌過し、 フ ィルターを日.4% 過程 素般水溶液 2ml

で 3回、エタノ ールで 2回洗浄した後、乾燥 し、 フ ィルターをトルエ ンシン

チレ一世- 5ml 中に浸して、液体 シン チレーションカウンターで ["S]の

紋射活性を測定し、 0.3mH[35S]メチオニ ンを 僚準物質として、 モル数を 計

算した。

また、 [" S] fMet-tRNA  10μl に 1Mグリシ ンー水般化ナトリ

ウム級衝液 (pHl日.0) Iμl を加え、 37.Cで 1時間保温した後、ア ピセルロー

ス薄府クロマトグラフィー(展開溶媒 n-プチルアルコール:俳自主:蒸留水

(4:1:1 v/v))で展開した後、 オートラ ジオグラフィーし、デンシ トメータ ー

で、 ホル ミルメチオニンとメチオニンの比を求めた。

4Fンパク質合成開始情合体形成実験

ニトロセルロースフィルヲー副えよゑι 且主主立企益五盛宣企劃乏

エッベンドル フチュ ープに、 Binding su ffer、 リボ ソーム及び組問飴因子

を反応条件に従って加え、最後に [35S] fM et-tRNAを、 所定量加

えて、 30・Cに保温し、 反応を開始した。所定時間反応した後、氷冷 した緩衝

液 I (10園H トリ スI盆殴緩衝液 (pH7.4)、 100田H~量化ア ン モ ニウム、 10・H酢駁
マグネシウム)を 900μl 加え、 反応を停止 した後、 ただちに、ニ トロセル

ロー スフ ィル ヲー(ミリポア 社創 0.45μm)で海過し、 フィル ターを緩衝滋 I
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2皿lで 5回洗浄した， フ ィルターを乾煉i量、 トルエンシンチレータ- 5ml に

1呈し、 液体 シンチレ ー シヨンカウンタ ーで、 フィルターの [円 8]の紋射活

性 を測定した。

ラ長遵西日列 18情{本森岡いた開始組合体形成反応

次のような反応条件で、 合成した f1コートタン パク 貿 mRNAの先場配

予IJ1 8量体を用いて、 開始傾合体形成効率の経時変化を調べた。 7 0 8リボ

ソームを用いる I易合には、 反応液全鼠 100μl 中に、 5 xBinding suffer 

( 7 0 8 ) 20μl、 708  リボソーム 20pm 01、 組開始因子 (0.343A2'./田1) 

24μ l、 [
358] fMet-tRNA約 20p圃01(14177 OCP!l)、 RNAオリゴマ

250pmolをそれぞれ含み、 組関始因子を加えない(-1 F )場合は、 組関

始因子の代わりに粗開始因子の保存緩衝液である 40%グリセロール緩衝液

を同量加えて、 30・Cで保温し、 所定時間に、 16μl ずつ分取し、 洗浄液で希

釈した後、 開始憤合体形成虫をニトロセルロー スフ ィルターアッセイ法によ

り、 測定した。 また、 308サブユニ ッ トの場合には、 5 x Binding Buffer 

( 3 0 8 )を用いて、 308サブユニットを 20p掴01 とし、 他は 708リボ

ソームの場合と同僚にして、 開始後合体形成監を測定 した。 各 RNAオリゴ

マーのモル数は、 同様のJg基配列をもっ DNAオリゴマーのHypochro・ic j ly 
を参考にして、 1 8量体のhypochromicilyを 35 %として計算して求めた。

間給w合体形成匝広中のオリゴマ g)_室主立

ニ トロセルロースフィルタ一法と同じ僚にエッベ ン ドルフ チュ ープに各国

子を加え、 最後に、 5・末端を[32 P ]で標識したオリゴ マーを 1 pm 0 1 IJDえ

て30"Cで保温して反応を開始した。 所定時間に一定量を分取し、 色素混合液

を加えて、 90・Cで 2分間加勲したあと、 氷水中で急冷したあと、 20%PA  

G Eを行い、 オートラ ジオグラフィーにより、 オリゴマーのバ ン ドを検出し

た。
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R N A 1の 3・ ["PlpC口径益

シチ ジン 3'ーリン酸 200pmol に 5X Kination buffer 1μl、 [r -"Pl 

A T P (19. 2Ci/mmol) 200p皿01、 ポリヌクレオチドキナーゼ 2.5unit加え

5μl 中、 37・Cで 1時間保温した後、 90・Cで 2分間加熱し、 キナーゼを失活さ

せた。氷中で急冷した i去、 RNAl1nmol、 A T P 2nmol、 5 X Ligation 

buffer 3μl、 RNAリガーゼ 9.5unit を加え、 会最 15μ! として、 4.C 

で15時間反応した。色素混合液 10μl 加え、 90・Cで 2分間JJIl熱した後、 急J脅

し、 20%PAGEした後、 先噂配列 18 f証1本を問機にしてバ ン ドを切り出

し、 精製した。

先導配列 18賢体と同じ I且某西日列存持つ DNA18母体の合成

Applied Biosystems社の DNA自動合成後381Aを用いて、 0.2μ101 のス

ケールで、常法通り合成し、 脱保護・精製した。



第四章

A UG-D‘ RNAI-D、 RN A 2ーD、 RNA3-D、 RNA4-D

金金盛

保護したデオキ シアデノシン (N'_ベンゾ イルー5・ージメ トキ シ トリチルデ

オキ シアデノ シン )O. 132mmol を無水ピリ ジンで 3国共滅した後、 2 -クロ

ロフェニルー0-0-ビス(1ーベ ンゾ トリアゾリル)ホスフェイ卜 (14)0.12m

mo 1 (日00μ1)加え、室温で30分間以上反応した後、洛娘を減j王下留去し、無水

ピリジンで l回共沸し、無水アセトニトリル 500μl に浴解した。 また、活

性化した 4種類の保護リボヌクレオチドを同様にして銅製し、デ オキ シシ チ

ヂンを t!!持した CP G 50叫と、先導配 Y!J1 8量体の合成法と同様にして、

順次縮 合反応を繰 り返し、 6量{本 AU G-Dおよび 21量体IlNAI-RNA

4-Dを合成した。 また、脱保護 ・精製も先導配列 18量体と同僚に行った。

ターミナルデオキシヌクレオチジル トラ ンスフ ヱラーゼによる

乏尤_，r-、スフ ェ土上Z 噂ム

前項で精製した AUG-D、 R N A 1 -D、 RNA2-D、 RNA3-D、

RNA4-D、各 50pmo! に、 5X T d T bu f f er 1. 2μ]、 [α-35 S 1 

d C T P (650Ci/皿mol) 50pmo!、 RNasin32unit、 ターミナルデオキシヌクレ

オチ ジルトラ ンスフ エラーゼ 4.2unitを加え、 滅菌水で全量 6μl とし、

37"Cで 10分間保温し、 色素混合液 4μl を加え、 20%PAGEして、 オー

トラ ジオグラフィーし、ハン ドを切り出し、溶出後、 D E 5 2セルロー スカ

ラムクロマトグラフィーで脱t，!i;i量、 500μl の滅菌水に溶解した。そのうち

5μl をニトロセルロースフィル ターに吸着させ、 トルエ ンシンチ レーヲー中、

液体シンチレー シ ョンカウ ンタ ーにより放射活性を測定し、 [ a一 日 s1 

dCTPを標準物質として、定量した。

d(AAsC). d(AsAsC)の合成

Applied Biosyste回S社の DNA自動合成機により、 10μmo!スケ ールのデオ

キシ シチジン を担持した CPG (ABI社製)を用い、 10μmo 1スケ ールの合

-120-



成サイクル(A B 1 )に従って、 合成を行った。 チオホスフェイトを導入す

るH寺には、 合成サイクル中のヨ ウ索隊 化の前のステップで合成を中止し、 間

相t!!1本のカ ラムを合成機よりはず し、 二硫化炭素ーピリ ジン (1:1v/v) 10ml 

でJ先浄した i圭、 5 %硫黄/二硫化炭素ーピリジンー卜リエチルアミン (7I .5: 

71.5:7.5 v/v)2ml で、 CPGをt呈し、 室温で 15分間的但し、 二硫化炭素 ーピ

リジン(I : I v /v)でj先1干した i量、 カラムを自動合成機に 戻 し、 ヨウ索骨量化の次

のステッフ.から、 合成を続けた。 また、 5・末世帯の DMTr基は除去しない

で残した。

d(AAsC)の目見保譜・精製

d(AAsCJを合成した CPG 100田g の 5・位 DMTr基を 1%ジクロロ

酢目立-Jtl化メチレン溶液で除去した後、 常法に従って脱保護し、 RNAフラ

グメントの脱保設・精製のりと向後にして逆相の HPLCでメインピーク 2

本をそれぞれ分取し、 凍結乾燥した。

d(A AsC)の31P-NMRの測定

Appl ied Biosyste田S社の DNA自動合成後で合成したd( A A C)も同様に

脱保護・精製し、 それぞれ、 20%PAGEで単一バンドである事を確認し

た{圭、 本学薬学部助教授西村善文 I曹土に 31P-NMRを測定して戴いた。

AUG-DS. R NAI-DSおよ rfR N A 2 -D Sの 合o;

Applied Biosyst巴回sUの DN A自動合成機で合成したd(八 5A sC )の姐持

した CPGを回相t!l.1本として、 先導配列 18量体と同様にして、 チオホスフ

エイトの導入された AUG-DS及ひ¥ 2 1量体 RNAI-DS及び RNA

2 -D Sを合成した。 脱保護 ・精製も、 先導配列 18量体と問機に行った.
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第五fJ

A UG-DS_ RNAl-DS、 R !'LA 2 ニ旦_Q_玄且~， t= 

阻幼虫丘j主_ili_成瓦g;，

次の 織な反応粂 (牛で、 開始綾合体形成反応を行った。反応液全量20μl中に、

70S リボ ゾーム(Q 1 3 )または、 3 0 Sサブユニ ッ ト(Q 1 3 ) 1 0 pm 01、

組開始因子(S 2 9 6、 0.70A28日/皿!) 3μl、 ["SlfMet-tRNA 

車':J 10pmo! (6日70()cpm)、 5 X Binding Buffer ( 70S) または(3 0 S ) 4 

μl、オリゴ マー各モル数を含み、 30・Cで 15分間保温したのち、洗浄用緩衝液

800μlを加え希釈して 反応を停止したのち、 ニトロセルロー スフ ィルターア

ツセイ法によって、 開始後合体形成量を測定した。
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