
.r 
T 

明治誠灸医学第 7 号 87-92 (1 9叩)

コビンアミドリン酸の合成および

31p -NM R によ る分析
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要旨 シアノコパラミンを加水分解してi:}た シアノアクアコピンアミド ((aq)C'I-Cb;Jを大過剰四オ

キシ塩化リン q-， 室視で 3 日 IUI反応させると，油紙m気泳動においてpH2.7ではシアノコパラミン

<C'I-Cbl ) と， pH7.0では CI\ -Cbl モノカルボン階と同位置に移動するシアノアクアコピンアミ ! リ

ン階 ((aq)CN-Cbi-p ) と考えられる新制アナログがが-)50%の収率で得られた このアナロク'は <aq)

CN-Cbi と同じ吸収ス ベク ト Jレを示した リン酸基が存在するかどうか確認するために. こ白アナログ

白 31P-NMR スベクトルをill水中で測定するとピークが観測できなかったが. KCK処理によりジ γ

アノ型に変換して測定すると， +5.24 ppm (85% リン隊法準)に単一 ピークが認められた これは.

リン酸基がコリン環白コバルトに配位していて見かけ上リンのピ ークが認められなかったものと考えら

れる

Synthesis of Cobinamide Phosphate and The 31p_NMR Spectrum 

KOBAYASHI Kazuko 

Deparlmenl 01 Chem日try ， M臼:j i CoLlege 0/ OrientαL Medicine 

Summary: When cyanocobinamidc ((aQ) C:¥'-Cbi) was reacted with a large excess of 

phosphorus oxychloride at room lcmperaturc fOI" 3 days , a 50 % yield cyanocobinamidc 

phosphatc ((aq) CN-Cbi-p) was oblained. This new analog showed the same relalive 

mobility in paper eleclrophoresis as cyanocobalamin CC:¥-Cbl) at pH 2.7 , and cyanocoｭ

balamin monocarboxyJic acid (CN-CbトCOOト1 ) at pH 7.0. The optical specLrum of this 

anaJog showcd absorplion similar 10 that of (aq) CN一Cb i. No peaks of the 31P_NMR 

spectrum of (aq) CJ'¥-Cbi-p could be observcd. !Jowever , one peak asignable 10 CCN) 

CN-Cbi-p was observed 81 +5.24 ppm when KCl¥l was addcd to (aq) CN一Cbi→ p. 'I'his 

obsenation indicates thal the phosphate group of (aq) C::\'-Cbトp coordinates to the Co ・

of corynoid and the peak attributablc 10 CN-Cbi-p seemed to be unobservable because 
the width of the peak was too gr"cat 

Key Words シアノアクアコピンアミドリ〆酸 Cyanoaquacobinam ide phosphatc (( aq)C;.J 

Cbi-p )，合J且 Synthes�. 31 P ー 河Mll スベクトル 3IP_N l'I.'IR spectrum. Co-へのE目立 Coordina

t�n to Co-
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88 コピンアミドリン酸の合成および3I P-N 'vI R による分析

I はじ めに

上方配位子にアデ/γJレ基を持つアデノシ Jレコ

パラミン1 即ちビタミン B"補酵素が補酵素とし

ての機能を発現するためには コ パラミンのどの部

分がどのような役割を果たしているかという構造

と機能との関係について， コリン環周辺部や上方

配位子に関 しては詳細に検討されている け しか

し下方配位子については， 塩基部分の検討はさ

れているが， その本質的な役割lはまだよくわかっ

ていない そこで，下方配位子の役割を調べる第

一段階としてシアノアクアコビンアミド ((aq)

CN-Cbi ) を出発物質として水酸基の部分を化学

的にリン酸化し.シアノアクアコピンアミド リ ン

酸 ((aq) CN-Cbi-p ) を合成し . 3I P-NMR ス

ベクトルや油紙電気泳動などによって同定した

E 実験方法

31 P -N M R スベクト Jレは JEOL-FX90 Q

(観測周波数36.23 MHz) を使用 L. 85% リン酸

を基準 ( 0 ppm) としてスベクトノレ隔2000H zで

測定した.

(]) (aq) Cl\-Cbi-p の合成

(aq) CN-Cbi 約35mg (0.03 mmoI)にオ キ シ

塩化リン (POCi3)羽0μ(3 . 22 mm ol ) を加え?

室温 (200C) で 3 日間撹枠した.この反応溶液に

蒸腎水 3 mPを冷却しながら小量ずつ加え.加水分

解した. 20分後にフエノール精製を行い，得られ

た赤色の水両手液を約 5 mfに濃縮した後. DEAE 

セルロース カ ラムクロマ ト グラ 7 イー (acetate

form . アニオン交換.径4 .0 cm. 長25.0cm) に

負荷し，蒸留水で展開した 赤色のほぼ等畳の 2

居が分離して流出してきた.先に流出してきた溶

液はCbi (電荷+ 1) .後から流出してきた溶

液はCbi-p (酸性でリン酸モノエステ Jレの第一解

艇のみおこっている場合は電荷 O. 中性付近で

第一，第二解離ともおこっている場合は電荷

1 )と考えられる 後から流出した溶液を濃縮乾

固し(約15 mg). 重水0.3mfを加えて NMR管

(径 5 mm) に移 L . 3IP- N M R スペク卜 Jレを測

定 し た ピークは観測lできなかった.このNMR

試料に 100mM イ ミダゾー Jレ緩衝液 (pH 70) を

30μ 加え。 IOm Mイミダゾ- /レ緩衝液 ( p I1 7.0)

に調整した後. 31 P -NM  R スベク ト ルを測定し

たがーピークは観測できなかった 上記の イ ミダ

ゾ- /レを含む CN-Cb i -p と考えられる N MR試料

に蒸留水 2 mf と K，HPO，を 2 mg !mえた後. K C 

N を微量加えると.すくに紫色に変化した.フエ

ノーノレ抗11山した後.槌縮乾回し， 重水O.2 meを加

えてNMR管に移し . 31 P-NMR スペクト Jレを

illll:<Ëした.また ， 新たに合成し た (aqlCN-Cb i-p

の NMR スペク 卜 Jレを重水 1 1 1で iJlリ定 した後(ピー

ク は観iJlllされなかった) • K， I-I PO， を1mえな いで

KCNを NMR管に微量加えて NMR スベクト Jレ

を測定した いずれの場合も +5 . 24 ppmに '11-の

ピークが認められた これにより. リン酸誌の汗

在が確認できた また. (aq) CN-Cbi-p (0.2μ 

mol)の1.4mf水溶液に Ce(N03)3 ・ 6 H ， O を 5

mgと 1 N NaOH 12.8μ を加え句 K C N 1 mgを

加えた後95'Cで l 時間加熱し た Ce(OlI h の比

澱が生成した t澄み裕液を採取しフエノー Jレれ11

出を行い，濃縮乾固後，蒸留水を小量1mえ1 総紙

電気泳動 (0.5M 酢酸，自OOV. 1.5 1時間) を行っ

た 11日水分解後の生成物りスポットは (aq )C'.J 

Cbi と 同じ位置であ った

(2) (aq) CN-Cbi の生成

シアノコパラミン (C'.J-Cbl)の加水分解によっ

て得た。

200mfフラスコにCN-Cbl をs∞mg採り，蒸留水

を72melJ日え. Ce(N03)3 ・ 6 H20 水浴1直 0.21 g 

/50mn を38 .4ml (5.54 g) 加えたーH'H宇しなが

ら 1 M NaOH を 25.6mf加えた この混合的ー波に

KCNを55.2mg個体のまま 1mえ，北f.l~p しながら

950Cで 111寺問加熱し た 冷却l後アンモニ7水で

pH8.5に調整した ーI免冷却l保存し，泌過して

CC(OH)3 の沈澱を除去した この泌液をフヱノー

ル抽出し.濃縮した後，コパラミンの側鎖が切断

したカルポン酸等のアニオン性の副生成物を除く

ために. DEAE セルロ ー スカラム (アニオン交

換)に負荷し。蒸留水で展開した 流出液を濃縮
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してI 粗 (CN )CI\.Cb i とリパゾー ルとを分離す

るために， 民~水fJ の X A 0- 2 カラムに負荷した

1 0%エ タ/ - )レで JBi聞 していくと. (C'{) C:¥.Cbi 

が徐々 に ( aq ) CN.Cbi に変わって流山してきた .

T L Cで訓べるとリパゾーノレはt片tl l\していないの

で. (aq ) C\.Cbi を 31 1 r:nim l l'，さ せた 銭 った小

量の (CN) CN.Cb i とリバゾ- )レは 50% エタノ ー

ノレで流出させた X A D -2 カ ラムから流山した

中且(aq) CI\.Cb i裕被を ð:~桁il . P ー セ jレ (カチオ

ン交換) に負荷 l . 未反応の CN.Cbl を水で流出

させた後. 0.05M NaC1 i谷被で純粋な(aq)CN.Cbi

を涜leさせた

III 結果と考案

コピンアミド(図 1 ) のリン酸化についてはジ

γ クロヘキ シルカルボジイミド ( 0 C C ) 存在下

で β ー シアノエチル リン般化し， その後加水分解

して得る方法があるが. 反応j品院が 2 ステ y フーで

あり ， 収率な どのTlj現空| にも 川組があっ たので，

よ り 簡単なオキ シJ]K化 リ ン に よる l ス テッ プのリ

ン酸化法を試み た (図 2) . 立体隙筈の大 き い

OH基を持つ シ アノアクアコピンアミド ( (aq) 

C\.Cbi ) を大過剰のオキシ悔化 リン 中， 室品1で

3 日間反応させ1 分間tすると . OH越がリン酸化

されたと考えられる生成物が50%の収率で得られ

た こ の生成物が. (aq) CN.Cb i .p で あ るか どう

か確認する ため . 1] 1 ーに精製後， 同定実験を行っ

た

池紙電気泳動をp I 12. 7( 0.5M~酸) の条例で行

うと (図 3 ) . 斗イJ主物はシアノコ パラミン ( CN

Cb1 ) と |百l じく ， bJl点にとどまり. p1-17.0 (0.01 

M リ ン酸カリウム緩衝液) の条件では。 シアノコ

パ ラミ ンモノカ ルポン酸 (CN.Cb 1 -COOH ) と同

じ位置に移動 した 生成物に リン酸基があれば，

リン酸の pKa ， は 2. 1 2 . pKa ， は 7. 2 であるから ，

pH2.7では，第一解慌のみが起こ っていると考 え

られるのでω tii気的に l十時| の CN一Cb 1 と同じ位置

に く るはずである pl-17 . 0では リ ン酸基は第二解

離も起こっ ていると考え られるので， 電気的には

負市有:i 1 i聞を持っ た C\.Cbl.COO I-1 (pKa=4.2) 

と 同じ位世に くる と考え られる.この電気泳切jの

結果はTí(tか に リン酸誌が導入さ れたことを示 して

L Cobalamin Cobinamide 

CN CN-Cbl (CN , aq )-Cbi 

HZO aq-Cbl (aq)Z-Cbi 

CH
3 MeCbl MeCbi 

Ado AdoCbl AdoCbi 

付f
Ado= 

1 4判
1>Oi, 

図 1 コパラミン及びコ ビンアミ ド白情造と略記法
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図 2 シアノ 7 '.1ア コ ピンア ミドリン酸の告成

いる

リ ン酸)，，，"J当リ ン酸エ ス テ Jレの形で入っているか

どうか確認するために. リ ン殻エ ス テ Jレを切断す

る反応として知られている水酸化セ リ ウムで95"(; .

111与 1mで処m! L. 'Iô成物を1J[J水分解すると ， リン

醗!，(が切断されで もと の C aq ) CN・Cb i が j~) ら れ

た (図 3 ) 従って生成物の リ ン限1\は コピンア

ミ ドの水酸J占に結合したリ ン酸エ ステルのJf3で存

在していると Jfえられる

生成物の リ ン酸)，1;の存在を体認。するために31 p _

NMR ス ペク ト Jレを測定した Caq) CN-Cb i ・p と

考えられる 'I ' úx物を竜水中で測定すると 。 ピー ク

がfIl.! ìJliJ されなか っ たが (似1 4) . KC N を 111 1える

と立ちに十 5.2'1 ppm に γ ャ プな Ij\ ー吸収が

認められ， リ ン酸必が確認でき た こ れと比較す

るため. C\-Cbl と 2 級炭素に結合したリ ン敵J占

pH 2.7 pH 7.0 

(+) 。 {ー} (+) 。 (-) 

CN-Cbl 。 CN-Cbl 。

(aq)CN-Cbi 。 {aQ)CN-Cbi o 

CN - Cb l ・ COOH 。 CN-Cbl-COOH 。

Product 。 Product ζ〉

After Hydrolysis (7.6 川1 CeWH)3' 95.C, 1 hr) 

pH 2.7 
(+) 

o-
O
 

( ー )

CN-Cbl 

(aq)CN-Cbi 。

Product o 
Product after 
hydrolysis 

。

図 3 (aq) CN-Cbi-p ( prod ucu' ) 及び加水分解後由治紙電気，永動結果
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川ρ.. 問
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-20 ・\0 -10ω 

ó1，四}

図 4 (aq) CN-Cbi- p 及び (CN) CN-Cbi-p 白31p

NMR スベウトル

を持つ 3 ' ー 7デノシンモノリン酸 ( 3 ' - AMP )

のスベクト jレ も重水中で測定すると (図1) , + 
1 ， 15ppm と+ 1.84ppmに各々巾の吸収が認めら

れた。また. 10mMイミダゾーノレ緩衝液 ' 1] (pH 

70 ) でも.3I P-NMR スペク卜ノレを品llj定' したが，

化学シフトはほとんど変わらなかった 通常T リ

ン酸モノエステ Jレの化学ゾフトはジエステ Jレより

低磁場に観測されるので， リン酸ジエステ Jレであ

るC:\-Cbl より (C:\) CN-Cbi-p の方が低磁場で吸

収が観測さ れる結果は妥当であると考えられる

(aq)CN-Cbi にはリン酸化を受ける水酸誌は l 個

しかないので生成物は (aq ) CN一Cbi-p であると

考えられる.

(aq) CN-Cbi-p の 31P_NMR スペクト Jレが観測

されなかった理由としては， リン俊エステノレに多

額績のjfjがあって各々の]巨の濃度が低〈観測で

きない場合， また，かなり速い平衡が存配して

NMRのタ イムス ケー Jレとの l耳l係で見かけヒ~J，lD{l1

できない場合. も考えられるが，この考え方では，

KCN を加えて下方配位子を H 20 から CN に変

えるとすぐに (CN ) CN-Cb i -p に帰属される単一

の鋭い吸収が観測される事実を説明することが閑

郊である 従って，この場合は，コパJレト (Coつ

のような'品磁性の金属イオンが存証すると. リン

原子聞が Cげに配位して3I P - NMR スベクトル

の吸収の線幅が広がることが知られているので，

(aq) C\一Cbi-p は水治液\:1 'では， コリン磁の Co '

に配t立力の弱いH ，Oの代わりに v 下方配位子の

そノエステ Jレ塑のリン酸誌が記位しており，吸収

の線幅が広がったため見かけ |ニ ピークが観測され

なか っ たと考えることが，最も妥当であろう (図

5 ) 分子模型を組んでも十分可能である白コパ

ラミ ンの F方配位子である塩芯の 5 ， 6 ジメチ
Jレベンズイミダゾー Jレの Co への配位を 31 p_ 

NMR スペクトルで考察した報告2.3. 4 ) はあるが。

コビンアミドリン殴のリンの Coへの配位は報告

されていない

なお。 (aq)CN-Cbi-p及び'，ii~法5)により変換した

。

一、
NH 

CH
2 

CN 

OH
2 

CN 

0 

0=ヘ ー01=0
NH 0 

CH司一 CH 0 

CH2 一円
CH

3 
j I 11 

。 -1-0

0 

a b 

図 5 (a) (aq) CN一Cbi-p (下方配位干が H ， O の場

合)の構造

(b) 31 P -N M R から考えられるリ ン酸基
がCo'へ配位した場合の構造
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表 1 コビンアミドリン酷誘導体白TLC . 膚紙電気泳動.吸収スベヴトル
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RfinTLC* Relative mobility in PEP 合世

Corr;noid 
Solvent A Solveot 日 pH 2.7 pH 7.0 

(aq)CN ー Cbi-@ 0.05 0.03 。

(aq)CN-Cbi 0.1 1, 0.06 0 .05 , 0.02 (三+1 ) (三+ 1 ) 

(aq)柚Cbi-@ 0.04 0.05 +0.64 -0.74 

(aq)AdoCbi 0.07 0.03 +0.47 

Ctト Cb l 0.12 (0) (日 )

*501 vent A: H
2
0-sa t. 2-BuOH/ AcOH (99: 1 ); So 1 ven t B : H

2
0-sat. 2-BuOH/ (28%) NH40H (99: 1 ) 

** 凶 2.7: 0.5 M AcOH; pH 7.0: 0.01 M Potassium phosphate buffer 

Absorption Spectra of Cobinamide Phosphate Derivat;ves 

corr; 110; d m̂ax (口10-3)m water 

一 1 -1 nm (I~- I cm-I) 

(aq)CN-Cbi切 275( 1 0 . 0) ， 320(10.1) ， 355(27. 7)， 405(4.44) ， 495(8.20) , 525(7.88) 

(aq)CN-Cbi 275.5(1 1. 72) , 322( 11. 84) , 355(27 .3) , 404(5.37), 496 (8.67), 528(8.13) 

(aq ) Ad oC b i切 265( 46.9). 3阿部日 )， 380(8 .69) , 460(8.98) 

(aq)AdoCbi 262 . 5(38.2) , 304 (23 . 7), 380(8.51) , 457 .6(9 . 22) 

アデノシ Jレ コビンアミドリン酸 ( ( aq) AdoCbi-p)

の部居ク ロマトグラフイ ( T L C). 雄紙屯主\Pì<

勤における挙!ElJ. 吸収スペクトルの結果を表 l に

示す 百気泳ill!Jの結果は シアノ 型，アデノシ Jレ型

ともに予想される移動度を示 L，吸収スベクト Jレ

も予ìJllli匝り相当するコピ ンアミ ド と同じスペク 卜

Jレを示した.

今後これらの補防索機能や阻害作用など酪素系

における挙動について検討する予定である
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