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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　以下の式（１）で表される複数のヌクレオチド誘導体単位を備えるラベル化剤。

【化７】

（ただし、式（１）中、Ｚは、窒素原子又はＣＨを表し、Ｙは、縮合していない芳香族系

炭化水素基又は縮合多環系炭化水素基（ただし、ピリミジン骨格又はプリン骨格を含む天

然塩基を除く。）を含む蛍光色素を表し、Ｘ
1
は、Ｏ、Ｓ又はＳｅを表し、Ｘ

2
は、ＳＨ（

若しくはＳ
－
）、Ｓ又はＳｅ

－
、炭素数１～４個のアルキル基又はモルホリノ基を表す。

）

【請求項２】

　前記Ｙは、縮合多環系炭化水素基である、請求項１に記載のラベル化剤。

【請求項３】

　前記Ｙは、ナフタレン、フェナントレン、ピレン及びペリレンからなる群から選択され 20
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る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の ラ ベ ル 化 剤 。

【 請 求 項 ４ 】

　 複 数 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 連 続 し て 備 え る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載

の ラ ベ ル 化 剤 。

【 請 求 項 ５ 】

　 複 数 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を リ ン カ ー 単 位 を 介 し て 備 え る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い

ず れ か に 記 載 の ラ ベ ル 化 剤 。

【 請 求 項 ６ 】

　 複 数 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 単 位 は 、 前 記 Ｙ が 互 い に 同 一 又 は 異 な る ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 誘

導 体 単 位 で あ り 、 こ れ ら を 連 続 し て 備 え る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の ラ ベ ル 化 剤

。

【 請 求 項 ７ 】

　 以 下 の 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 ；

【 化 ８ 】

（ た だ し 、 式 （ １ ） 中 、 Ｚ は 、 窒 素 原 子 又 は Ｃ Ｈ を 表 し 、 Ｙ は 、 縮 合 し て い な い 芳 香 族 系

炭 化 水 素 基 又 は 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 （ た だ し 、 ピ リ ミ ジ ン 骨 格 又 は プ リ ン 骨 格 を 含 む 天

然 塩 基 を 除 く 。 ） を 含 む 蛍 光 色 素 を 表 し 、 Ｘ
1
は 、 Ｏ 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ を 表 し 、 Ｘ

2
は 、 Ｓ Ｈ （

若 し く は Ｓ
－

） 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ
－

、 炭 素 数 １ ～ ４ 個 の ア ル キ ル 基 又 は モ ル ホ リ ノ 基 を 表 す 。

）

を 備 え 、 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 が 有 す る 前 記 Ｙ の 配 列 が 互 い に 異 な る ２ 種 以

上 の ラ ベ ル 化 剤 を 含 む 、 ラ ベ ル 化 剤 の セ ッ ト 。

【 請 求 項 ８ 】

　 さ ら に 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る 、 ラ ベ ル 化 剤

を 含 む 、 請 求 項 ７ に 記 載 の ラ ベ ル 化 剤 の セ ッ ト 。

【 請 求 項 ９ 】

　 以 下 の 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る 、 ラ ベ ル 化 さ れ た

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 。

【 化 １ ０ 】

（ た だ し 、 式 （ １ ） 中 、 Ｚ は 、 窒 素 原 子 又 は Ｃ Ｈ を 表 し 、 Ｙ は 、 縮 合 し て い な い 芳 香 族 系

炭 化 水 素 基 又 は 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 （ た だ し 、 ピ リ ミ ジ ン 骨 格 又 は プ リ ン 骨 格 を 含 む 天

然 塩 基 を 除 く 。 ） を 含 む 蛍 光 色 素 を 表 し 、 Ｘ
1
は 、 Ｏ 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ を 表 し 、 Ｘ

2
は 、 Ｓ Ｈ （

若 し く は Ｓ
－

） 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ
－

、 炭 素 数 １ ～ ４ 個 の ア ル キ ル 基 又 は モ ル ホ リ ノ 基 を 表 す 。

）

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 、 そ の ３ ＇ 末 端 側 又 は ５ ＇ 末 端 側 に 備 え る 、 請 求

項 ９ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 。
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【 請 求 項 １ １ 】

　 以 下 の 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 ；

【 化 １ １ 】

（ た だ し 、 式 （ １ ） 中 、 Ｚ は 、 窒 素 原 子 又 は Ｃ Ｈ を 表 し 、 Ｙ は 、 縮 合 し て い な い 芳 香 族 系

炭 化 水 素 基 又 は 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 （ た だ し 、 ピ リ ミ ジ ン 骨 格 又 は プ リ ン 骨 格 を 含 む 天

然 塩 基 を 除 く 。 ） を 含 む 蛍 光 色 素 を 表 し 、 Ｘ
1
は 、 Ｏ 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ を 表 し 、 Ｘ

2
は 、 Ｓ Ｈ （

若 し く は Ｓ
－

） 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ
－

、 炭 素 数 １ ～ ４ 個 の ア ル キ ル 基 又 は モ ル ホ リ ノ 基 を 表 す 。

）

を 備 え 、 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 が 有 す る 前 記 Ｙ の 配 列 が 互 い に 異 な る ２ 種 以

上 の ラ ベ ル 化 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ セ

ッ ト 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 さ ら に 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る 、 ラ ベ ル 化 剤

を 含 む 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ セ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 ラ ベ ル 化 剤 及 び そ の 利 用 に 関 す る 。

（ 関 連 出 願 の ク ロ ス リ フ ァ レ ン ス ）

　 本 出 願 は 、 ２ ０ ０ ８ 年 １ １ 月 １ ４ 日 に 出 願 さ れ た 日 本 国 特 許 出 願 で あ る 特 願 ２ ０ ０ ８ －

２ ９ ２ ８ １ ５ に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ り 、 こ れ ら に 記 載 さ れ る 内 容 を 引 用 に よ

り こ こ に 組 み 込 む も の で あ る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ピ レ ン や ペ リ レ ン の よ う な 蛍 光 色 素 で 塩 基 部 分 に 置 き 換 え た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 知 ら

れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 か か る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 蛍 光 色 素 を ヌ ク レ オ チ ド 骨 格

に 沿 っ て 配 列 さ せ た も の で あ り 、 蛍 光 色 素 の 集 積 体 と い え る 。 同 種 又 は 異 種 の 複 数 の 蛍 光

色 素 か ら な る 配 列 を 有 す る オ リ ゴ マ ー は 、 単 一 の 励 起 波 長 で 励 起 し た と き 、 そ れ を 構 成 す

る モ ノ マ ー よ り も 長 い 波 長 域 の 蛍 光 を 発 し た り 、 蛍 光 色 素 の 配 列 に よ り 蛍 光 波 長 が 変 化 す

る こ と も 知 ら れ て い る 。 こ の た め 、 異 な る 蛍 光 色 素 の 配 列 を 有 す る 複 数 の 集 積 体 を 蛍 光 標

識 と し て 用 い る こ と で 、 単 一 励 起 波 長 で 、 異 な る 検 出 対 象 を 異 な る 蛍 光 発 色 に よ り 検 出 す

る こ と が で き る と 考 え ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Ｋ ｏ ｏ ｌ et al. , Ｊ ． Ａ ． Ｃ ． Ｓ ． １ ２ ９ ， １ ５ ４ ２ ６ （ ２ ０ ０ ７ ）

【 発 明 の 開 示 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し な が ら 、 非 特 許 文 献 １ に 記 載 の 集 積 体 は 、 ヌ ク レ オ チ ド の リ ボ ー ス の 炭 素 原 子 に

ピ レ ン 等 の 蛍 光 色 素 を 結 合 さ せ る も の で あ り 、 効 率 的 に 合 成 す る の が 困 難 で あ っ た 。 ま た

、 蛍 光 波 長 の 長 波 長 化 、 す な わ ち 、 検 出 す る 蛍 光 波 長 の 多 様 化 も 困 難 で あ る こ と が わ か っ

た 。 さ ら に ま た 、 蛍 光 色 素 の 集 積 状 態 が 不 安 定 で あ っ て 、 蛍 光 強 度 の 増 強 も 困 難 で あ る こ

と が わ か っ た 。 し た が っ て 、 現 状 に お い て 、 こ れ ら を 満 た す こ と が で き る 蛍 光 色 素 集 積 体

は 得 ら れ て い な い 。
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【 ０ ０ ０ ５ 】

　 加 え て 、 一 層 、 生 体 内 で 安 定 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 も 求 め ら れ て い る 。 例 え ば 、

耐 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が 一 層 高 め ら れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 も 求 め ら れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 そ こ で 、 本 発 明 は 、 よ り 実 用 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 、 蛍 光 色 素 集 積 体 及 び そ の

利 用 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 者 ら が 既 に 開 発 し た ベ ン ゼ ン － リ ン 酸 骨 格 に 沿 っ て 蛍 光 色 素 を 配

列 す る こ と を 試 み た と こ ろ 、 骨 格 中 の ベ ン ゼ ン 炭 素 原 子 に 対 し て 蛍 光 色 素 を 連 結 す る こ と

で 蛍 光 色 素 が 効 果 的 に 集 積 （ ス タ ッ ク ） し 、 安 定 し た エ キ シ マ ー 及 び ／ 又 は エ キ シ プ レ ッ

ク ス を 形 成 す る こ と が で き る と い う 知 見 を 得 た 。 ま た 、 こ う し た ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位

を 備 え る こ と で 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が 向 上 す る こ と も 見 出 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の

知 見 に 基 づ き 本 発 明 を 完 成 し た 。 本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 以 下 の 手 段 が 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 、 以 下 の 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位

を 備 え る ラ ベ ル 化 剤 が 提 供 さ れ る 。

【 化 １ 】

（ た だ し 、 式 （ １ ） 中 、 Ｚ は 、 窒 素 原 子 又 は Ｃ Ｈ を 表 し 、 Ｙ は 、 縮 合 し て い な い 芳 香 族 系

炭 化 水 素 基 又 は 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 を 表 し 、 Ｘ
1
は 、 Ｏ 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ を 表 し 、 Ｘ

2
は 、 Ｓ

Ｈ （ 若 し く は Ｓ
－

） 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ
－

、 炭 素 数 １ ～ ４ 個 の ア ル キ ル 基 又 は モ ル ホ リ ノ 基 を 表

す 。 ）

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 に お い て は 、 前 記 Ｙ は 、 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 で あ る こ と

が 好 ま し く 、 ま た 、 前 記 Ｙ は 、 ナ フ タ レ ン 、 フ ェ ナ ン ト レ ン 、 ピ レ ン 及 び ペ リ レ ン か ら な

る 群 か ら 選 択 さ れ る こ と が よ り 好 ま し い 。 さ ら に 、 複 数 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を

連 続 し て 備 え て い て も よ い し 、 複 数 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を リ ン カ ー 単 位 を 介 し

て 備 え て い て も よ い 。 ま た 、 複 数 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 単 位 は 、 前 記 Ｙ が 互 い に 同 一 又 は 異

な る ２ つ の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 で あ り 、 こ れ ら を 連 続 し て 備 え て い て も よ い 。

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を

備 え 、 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 が 有 す る 前 記 Ｙ の 配 列 が 互 い に 異 な る ２ 種 以 上

の ラ ベ ル 化 剤 を 含 む 、 ラ ベ ル 化 剤 の セ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ラ ベ ル 化

剤 の セ ッ ト は 、 さ ら に 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る

、 ラ ベ ル 化 剤 を 含 ん で い て も よ い 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備

え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 が 提 供 さ れ る 。 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 、 そ

の ３ ＇ 末 端 側 又 は ５ ＇ 末 端 側 に 備 え る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を

備 え 、 前 記 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 が 有 す る 前 記 Ｙ の 配 列 が 互 い に 異 な る ２ 種 以 上
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の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ を 含 む 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ セ ッ ト が 提 供 さ れ る

。 さ ら に 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る １ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る 、 ラ ベ ル 化 剤

を 含 む こ と も で き る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を

備 え る 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 剤 が 提 供 さ れ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ４ 】

【 図 １ 】 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 の 一 態 様 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ 】 ベ ン ゼ ン ア ナ ロ グ の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ 】 ナ フ タ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 フ ェ ナ ン ト レ ン ア ナ ロ グ の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ６ 】 ベ ン ゼ ン 及 び ナ フ タ レ ン に つ い て フ ル オ ロ シ ド 化 に よ る 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 変 化 を

比 較 す る 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 フ ェ ナ ン ト レ ン 及 び ピ レ ン に つ い て フ ル オ ロ シ ド 化 に よ る 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 変 化

を 比 較 す る 図 で あ る 。

【 図 ８ 】 実 施 例 ７ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 配 列 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ９ 】 実 施 例 ７ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ － Ｔ Ｏ Ｆ ／ Ｍ Ｓ に よ

る 分 子 量 の 測 定 結 果 の 表 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ０ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ を 各 １ つ 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 各 温 度 に お け る 吸

光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ １ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ を 各 ２ つ 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 各 温 度 に お け る 吸

光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ２ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ を 各 ３ つ 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 各 温 度 に お け る 吸

光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ３ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ を 各 １ つ 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 単 鎖 状 態 と 二 重 鎖

状 態 と の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ４ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ を 各 ２ つ 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 単 鎖 状 態 と 二 重 鎖

状 態 と の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ５ 】 ピ レ ン ア ナ ロ グ を 各 ３ つ 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 単 鎖 状 態 と 二 重 鎖

状 態 と の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ６ 】 各 二 重 鎖 状 態 の お け る 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 比 較 す る 図 で あ る 。

【 図 １ ７ 】 各 二 重 鎖 の 融 解 温 度 の グ ラ フ 及 び 表 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ８ 】 実 施 例 ９ で 合 成 し た ペ リ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成 ス キ ー ム を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ９ 】 実 施 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 配 列 及 び 構 造 を 示 す 図 で あ

る 。

【 図 ２ ０ 】 実 施 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 吸 光 ス ペ ク ト ル と 蛍 光 ス ペ

ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ １ 】 実 施 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 吸 光 ス ペ ク ト ル と 蛍 光 ス ペ

ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ２ 】 実 施 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 吸 光 ス ペ ク ト ル と 蛍 光 ス ペ

ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ３ 】 実 施 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 吸 光 ス ペ ク ト ル と 蛍 光 ス ペ

ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ４ 】 実 施 例 １ １ の 結 果 と 非 特 許 文 献 １ の 結 果 と 対 比 す る 図 で あ る 。

【 図 ２ ５ 】 実 験 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 水 溶 液 を 、 ３ ６ ５ ｎ ｍ の 波

長 の 光 を 照 射 し た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ６ 】 モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン 型 プ ロ ー ブ の 消 光 － 発 光 状 態 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ７ 】 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 耐 ヌ ク レ ア ー ゼ 性 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ２ ８ 】 ベ ン ゼ ン ／ ピ リ ジ ン ー リ ン 酸 誘 導 体 単 位 を 例 示 す る 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ５ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 は 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 有 す る ラ

ベ ル 化 剤 及 び そ の 利 用 に 関 す る 。 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 の 一 態 様 を 図 １ に 示 す 。 　

【 ０ ０ １ ６ 】

　 本 明 細 書 の 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 に よ れ ば 。 蛍 光 色 素 が 効 果 的 に ス タ ッ ク で き る た め 、 蛍 光

発 色 の 安 定 性 及 び 蛍 光 強 度 増 強 効 果 及 び 蛍 光 波 長 の 長 波 長 側 へ の シ フ ト が 容 易 に 実 現 さ れ

る よ う に な る 。 ま た 、 本 明 細 書 の 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 で オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 等 を ラ ベ ル 化 す

る こ と に よ り 、 上 記 の 効 果 を 奏 す る こ と の で き る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 、 Ｒ Ｎ Ａ ハ

イ ブ リ ダ イ ズ 試 薬 、 Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 剤 が 提 供 さ れ る 。 さ ら に 、 こ う し た 試 薬 等 を 用 い た オ リ ゴ

ヌ ク レ オ チ ド 等 の 検 出 方 法 も 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 で あ る ラ ベ ル 化 剤 及 び そ の セ ッ ト 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導

体 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ 及 び そ の セ ッ ト 、 Ｒ Ｎ Ａ ハ イ ブ リ ダ イ ズ 試 薬 及 び Ｒ Ｎ Ａ

干 渉 剤 並 び に こ れ ら の 用 途 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。 な お 、 本 発 明 に 関 す る 当 業 者 の 技 術

の 範 囲 内 で あ る 分 子 生 物 学 お よ び 核 酸 化 学 の 従 来 の 技 術 は 、 文 献 中 で 説 明 さ れ て い る 。 例

え ば 、 Sambrookら 、 Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring HarborLabo

ratory, Cold SPring Harbor, New York, 1989年 ； Gait, M.J. , OligonucleotideSynthes

is,編 集 （ 1984年 ） ； Hames, B.D.お よ び Higgins, S.J.、 Nucleic Acid Hybridization,

編 集 （ 1984年 ） ； お よ び 一 連 の Methods in Enzymology, Academic Press, Inc.を 参 照 す

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

（ ラ ベ ル 化 剤 及 び そ の セ ッ ト ）

　 本 発 明 の ラ ベ ル 化 剤 は 、 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 に お い て 、

Ｚ は 、 炭 素 原 子 （ Ｃ Ｈ ） 又 は 窒 素 原 子 を 表 し て い る 。 ま た 、 式 （ １ ） に お い て Ｚ を 含 む 環

の 水 素 原 子 は 置 換 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 Ｙ は 、 縮 合 し て い な い 芳 香 族 系 炭 化 水 素 基 又 は 縮 合 多 環 炭 化 水 素 基 を 表 す 。 縮 合 し て い

な い 芳 香 族 系 炭 化 水 素 基 と し て は 、 芳 香 族 性 を 有 す る 単 環 の 不 飽 和 有 機 置 換 基 が 挙 げ ら れ

る 。 例 え ば 、 芳 香 族 炭 化 水 素 基 が 挙 げ ら れ 、 典 型 的 に は ベ ン ゼ ン を 含 む 置 換 基 が 挙 げ ら れ

る 。 ま た 、 単 環 の 複 素 環 置 換 基 で あ っ て も よ い 。 な お 、 こ う し た 単 環 の 不 飽 和 有 機 置 換 基

の 芳 香 族 性 の 単 環 上 の い ず れ か の 炭 素 原 子 が 、 式 （ １ ） に お け る ベ ン ゼ ン 環 上 の 炭 素 原 子

に 連 結 さ れ る 。 ま た 、 こ う し た 置 換 基 の 単 環 上 の 水 素 原 子 は 、 置 換 さ れ て い て も よ い 。 置

換 基 と し て は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 ス タ ッ ク の 安 定 性 を 低 下 さ せ た り 蛍 光 強 度 を 低 下 さ

せ な い も の で あ る こ と が 好 ま し い 。 　

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ま た 、 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 に お け る 環 状 化 合 物 は 、 芳 香 族 化 合 物 で あ っ て も よ い し 非

芳 香 族 で あ っ て も よ い が 、 好 ま し く は 芳 香 族 化 合 物 で あ る 。 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 と し て

は 、 ナ フ タ レ ン 、 ア ズ レ ン 、 へ プ ラ イ マ ー タ レ ン 、 ビ フ ェ ニ レ ン 、 フ ェ ナ ン ト レ ン 、 ア ン

ト ラ セ ン 、 ト リ フ ェ ニ レ ン 、 ピ レ ン 、 ク リ セ ン 、 テ ト ラ セ ン 、 ピ セ ン 、 ペ リ レ ン 、 ペ ン タ

フ ェ ン 、 ペ ン タ セ ン 等 が 挙 げ ら れ る 。 な か で も 、 ナ フ タ レ ン 、 フ ェ ナ ン ト レ ン 、 ピ レ ン 及

び ペ リ レ ン か ら 選 択 さ れ る 縮 合 芳 香 族 化 合 物 の 置 換 基 を 備 え る こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら は

入 手 容 易 で あ る と と も に 、 安 定 し た ス タ ッ ク を 形 成 す る の に 都 合 が よ い か ら で あ る 。 縮 合

多 環 系 炭 化 水 素 基 に お け る 水 素 原 子 は 、 置 換 さ れ て い て も よ い 。 縮 合 多 環 系 炭 化 水 素 基 は

そ の 縮 合 し た 縮 合 環 の い ず れ か の 炭 素 原 子 が 式 （ １ ） で 表 さ れ る ベ ン ゼ ン 環 上 の 炭 素 原 子

に 連 結 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 な お 、 こ の よ う な 縮 合 し て な い 芳 香 族 系 炭 化 水 素 基 及 び 縮 合 多 環 炭 化 水 素 基 は 、 い ず れ
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も 、 公 知 の 蛍 光 色 素 を 包 含 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン 系 色 素 、 ロ ー ダ ミ

ン 系 色 素 、 ア レ ク サ （ Ａ ｌ ｅ ｘ ａ ） 系 色 素 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 式 （ １ ） に お い て 、 Ｘ
1
は 、 Ｏ 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ を 表 し 、 Ｘ

2
は 、 Ｓ Ｈ （ 若 し く は Ｓ

－
） 、 Ｓ

又 は Ｓ ｅ
－

、 炭 素 数 １ ～ ４ 個 の ア ル キ ル 基 又 は モ ル ホ リ ノ 基 を 表 す 。 こ の よ う な ホ ス ホ ジ

エ ス テ ル 基 と し て は 、 以 下 の 式 （ ２ ） に 記 載 の 各 種 基 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

【 化 ２ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 発 明 の ラ ベ ル 化 剤 に お い て は 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 は 、 複 数 個 備 え ら れ る 。

本 発 明 の ラ ベ ル 化 剤 に 備 え ら れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の 個 数 、 含 ま れ る 置 換 着 Ｙ の 種

類 、 置 換 基 Ｙ の 配 列 は 、 得 よ う と す る 蛍 光 波 長 、 用 い る 励 起 波 長 等 に よ っ て 決 定 さ れ る 。

例 え ば 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の 個 数 が 増 え る ほ ど 蛍 光 波 長 が 長 波 長 側 に シ フ ト す

る 傾 向 が あ り 、 励 起 波 長 は 、 複 数 個 の 置 換 基 Ｐ の 少 な く と も 一 つ を 励 起 す る 波 長 を 用 い る

こ と が 好 ま し い こ と な ど が 考 慮 さ れ る 。 ラ ベ ル 化 剤 に 備 え ら れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位

の 数 は 、 そ の 組 み 合 わ せ に も よ る が 、 ２ 個 以 上 か ら １ ０ 個 以 下 の 範 囲 で 組 み 合 わ せ す る こ

と が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は ２ 個 以 上 ５ 個 以 下 の 範 囲 で あ る 。
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　 蛍 光 波 長 は 、 隣 り 合 っ て ス タ ッ ク さ れ る 置 換 基 Ｙ の 距 離 に よ っ て も 異 な る 。 距 離 が 長 す

ぎ る と ス タ ッ ク の 形 成 が 困 難 に な り 蛍 光 強 度 も 増 強 さ れ ず 、 蛍 光 波 長 の 長 波 長 側 へ の シ フ

ト も 抑 制 さ れ る 。 一 定 範 囲 あ る い は 網 羅 的 に 各 種 の 蛍 光 色 素 の 配 列 を 設 計 し 合 成 し て 、 単

一 の 励 起 波 長 光 を 照 射 す る こ と で 、 各 合 成 ラ ベ ル 化 剤 の 蛍 光 波 長 を 知 る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 は 、 式 （ １ ） で 表 さ れ る 骨 格 に 沿 っ て 連 続 し て 備 え る

こ と が で き る 。 連 続 し て 備 え る こ と で 、 置 換 基 Ｙ の 距 離 を 短 く す る こ と が で き て 、 置 換 基

Ｙ を 効 果 的 に ス タ ッ ク で き 、 蛍 光 強 度 の 増 強 及 び 長 波 長 側 へ の シ フ ト を 促 進 で き る 。 ま た

、 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 は 、 リ ン カ ー 単 位 を 介 し て 備 え る こ と も で き る 。 リ ン

カ ー 単 位 を 介 し て 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を 備 え る こ と で 、 置 換 基 Ｙ の ス タ ッ ク 距 離

を 調 整 で き る と と も に 、 リ ン 酸 基 等 に よ り 負 電 荷 を 供 給 す る こ と が で き 、 蛍 光 波 長 の シ フ

ト 程 度 や 蛍 光 強 度 の 増 強 程 度 を 調 節 で き 、 多 様 な 蛍 光 発 色 を 生 じ さ せ る こ と が で き る よ う

に な る 。 リ ン カ ー 単 位 は 、 少 な く と も 、 上 記 式 （ １ ） 中 の ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 結 合 可 能 で あ

っ て 、 か つ 、 置 換 基 Ｙ 及 び こ れ に 替 わ る 核 酸 塩 基 等 を 備 え て い な い 単 位 で あ る こ と が 好 ま

し い 。 典 型 的 に は 、 以 下 の 式 （ ３ ） で 表 さ れ る 単 位 が 挙 げ ら れ る 。 式 （ ３ ） 中 、 Ｘ
３

は 、

Ｏ 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ を 表 し 、 Ｘ
４

は 、 Ｓ Ｈ （ 若 し く は Ｓ
－

） 、 Ｓ 又 は Ｓ ｅ
－

、 炭 素 数 １ ～ ４ 個

の ア ル キ ル 基 又 は モ ル ホ リ ノ 基 を 表 し て い る 。 ま た 、 Ｒ は 、 炭 素 数 が ２ 以 上 ５ 以 下 程 度 の

ア ル キ レ ン 鎖 を 表 し 、 よ り 好 ま し く は 炭 素 数 が ３ 以 上 ４ 以 下 の ア ル キ レ ン 鎖 を 表 す 。 ア ル

キ レ ン 鎖 は 、 置 換 基 Ｙ の ス タ ッ ク 効 果 を 低 下 さ せ な い 範 囲 で 炭 素 数 １ ～ ５ 程 度 の 低 級 ア ル

キ ル 基 、 水 酸 基 及 び ハ ロ ゲ ン 原 子 等 で 置 換 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

【 化 ３ 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 少 な く と も 1個 の リ ン カ ー 単 位 を 介 し て 備 え る と き 、

ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 単 位 間 に 介 在 さ れ る リ ン カ ー 単 位 は 、 ４ 個 以 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。

５ 個 以 上 で あ る と 、 ス タ ッ ク 効 果 を 得 る こ と が 困 難 に な る か ら で あ る 。 よ り 好 ま し く は ３

個 以 下 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 は 、 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の 置 換 基 Ｙ が 同 一

で あ っ て も よ い し 異 種 で あ っ て も よ い 。 同 一 の 場 合 に は 、 ス タ ッ ク に よ り エ キ シ マ ー を 形

成 し 、 異 種 の 場 合 に は 、 エ キ シ コ ン プ レ ッ ク ス を 形 成 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 リ ン カ ー 単 位 は 、 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 、 ラ ベ ル を す る 対 象 で あ る 被 ラ ベ ル 化 合 物

に 連 結 す る た め の 連 結 部 位 と し て 備 え る こ と も で き る 。 上 記 式 （ ３ ） で 表 さ れ る リ ン カ ー

単 位 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 連 結 す る の に 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 ラ ベ ル

化 剤 は 、 被 ラ ベ ル 化 合 物 の 種 類 に 応 じ て 、 必 要 な 連 結 基 を 備 え る こ と が で き る 。 例 え ば 、

タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る 場 合 に は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 、 カ ル ボ キ シ ル 基 及 び Ｓ Ｈ 基 等

と 共 有 結 合 可 能 な 連 結 基 を 備 え る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 に よ れ ば 、 ベ ン ゼ ン 環 － リ ン 酸 を 骨 格 と し 、 ベ ン ゼ ン 環 に

直 接 Ｙ が 結 合 し て い る こ と か ら 、 置 換 基 Ｙ を 効 果 的 に ス タ ッ ク で き る 。 す な わ ち 、 従 来 の

ご と く リ ボ ー ス 環 に 対 し て 置 換 基 Ｙ を 結 合 し た 場 合 に 比 べ て 強 固 な ス タ ッ ク 状 態 を 容 易 に

得 る こ と が で き る 。 こ の た め 、 非 特 許 文 献 １ に 記 載 の 蛍 光 色 素 集 積 体 に 比 較 し て よ り 長 波
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長 側 へ 蛍 光 波 長 を シ フ ト で き 、 ま た 蛍 光 強 度 が よ り 増 強 さ れ る 。 さ ら に 、 上 記 ヌ ク レ オ チ

ド 誘 導 体 単 位 間 に リ ン カ ー 単 位 を 含 め て も な お ス タ ッ ク 効 果 に よ る 長 波 長 シ フ ト 及 び 蛍 光

強 度 の 増 強 効 果 を 得 る こ と が で き て 、 蛍 光 波 長 の 多 様 性 及 び 検 出 容 易 性 を 向 上 さ せ る こ と

が で き る 。 以 上 の こ と か ら 、 同 一 の 励 起 波 長 に よ り 複 数 の 検 出 対 象 を 検 出 す る た め の ラ ベ

ル 化 剤 と し て 、 よ り 利 用 性 に 優 れ た ラ ベ ル 化 剤 で あ る と い え る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 ラ ベ ル 化 剤 は 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 含 む も の で あ る と 、 そ れ 自 体 で ス タ ッ

ク 効 果 を 発 現 し 、 蛍 光 波 長 の 長 波 長 側 へ の シ フ ト 、 蛍 光 強 度 の 増 強 、 多 様 な 蛍 光 波 長 の デ

ザ イ ン 等 の 効 果 を 得 る こ と が で き る が 、 単 一 の 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 含 む も の で

あ っ て も 、 蛍 光 波 長 の 長 波 長 側 へ の シ フ ト や 蛍 光 強 度 の 増 強 を 部 分 的 に 得 る こ と が で き る

。 ま た 、 こ の よ う な ラ ベ ル 化 剤 を 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 含 む ラ ベ ル 化 剤 と 組

み 合 わ せ て セ ッ ト と し て 用 い る こ と で ラ ベ ル 化 剤 の 蛍 光 波 長 の 多 様 性 を さ ら に 向 上 さ せ る

こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 の セ ッ ト は 、 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 が 有 す る 複 数

の 置 換 基 Ｙ の 配 列 が 互 い に 異 な る ２ 種 以 上 の ラ ベ ル 化 剤 を 含 む こ と が で き る 。 こ こ で 配 列

が 異 な る と は 、 異 な る 順 序 又 は 異 な る 種 類 の 置 換 基 Ｙ で 配 列 が 構 成 さ れ て い る ほ か 、 配 列

に 含 ま れ る リ ン カ ー 単 位 の 位 置 、 数 、 リ ン カ ー 単 位 の 種 類 が 相 違 す る 場 合 も 配 列 が 異 な る

も の と す る 。 リ ン カ ー 単 位 の 態 様 が 異 な れ ば 、 蛍 光 波 長 等 が 相 違 す る か ら で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 上 述 の よ う に 、 ラ ベ ル 化 剤 の セ ッ ト は 、 複 数 の 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 含 む ラ ベ

ル 化 剤 の ほ か 、 単 一 の 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 含 む ラ ベ ル 化 剤 を 含 ん で い て も よ い

。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 ラ ベ ル 化 剤 に 適 用 さ れ る 励 起 波 長 は 、 ラ ベ ル 化 剤 を 構 成 す る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の

置 換 基 Ｙ の 種 類 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 例 え ば 、 ピ レ ン （ 単 独 で の 励 起 波 長 ： ３ ４ ２ ｎ ｍ ）

及 び ペ リ レ ン （ 単 独 で の 励 起 波 長 ： 約 ４ ５ ０ ｎ ｍ ） の ２ 種 類 を 置 換 Ｙ と し て 用 い る 場 合 に

は 、 こ れ ら の い ず れ か 一 方 を 励 起 す る 波 長 光 を 照 射 す れ ば よ い 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 ラ ベ ル 化 剤 は 、 例 え ば 、 以 下 の ス キ ー ム に 示 す よ う に 、 水 酸 基 を 保 護 し た ベ ン ゼ ン 骨 格

の ボ ロ ン 酸 誘 導 体 を 準 備 し 、 置 換 基 Ｙ の ハ ロ ゲ ン 化 誘 導 体 を パ ラ ジ ウ ム 触 媒 の 存 在 で 縮 合

す る こ と に よ り 、 容 易 に そ の 基 本 骨 格 を 合 成 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 こ の 縮 合 体 の 水

酸 基 保 護 基 を 除 去 し た の ち 、 Ｄ Ｍ Ｔ ｒ Ｃ ｌ で 処 理 し て Ｄ Ｍ Ｔ ｒ Ｃ ｌ 化 し て 、 さ ら に 、 Ｎ －

エ チ ル ジ イ ソ プ ロ ピ ル ア ミ ン を 加 え 、 さ ら に ア ミ ダ イ ト 試 薬 を 用 い て 、 固 相 合 成 に 用 い う

る 化 合 物 （ ア ミ ダ イ ト 体 ） を 得 る こ と が で き る 。 こ う し た 化 合 物 を 用 い た オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド の 固 相 合 成 は 当 業 者 に お い て 周 知 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】
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【 化 ４ 】

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 な お 、 非 特 許 文 献 １ に 記 載 の 方 法 で は 、 デ オ キ シ リ ボ ー ス の グ リ コ シ ル ハ ラ イ ド 体 と 蛍

光 色 素 の カ ド ミ ウ ム 誘 導 体 と を 縮 合 し て 、 ２ 種 類 の 異 性 体 を 取 得 し 、 こ れ を さ ら に 処 理 し

て 得 る こ と が で き る も の で あ り 、 異 性 化 を 避 け る こ と が で き な い た め 、 非 効 率 的 な 合 成 法

と な っ て い た 。 　

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ラ ベ ル 化 剤 は 、 固 相 合 成 用 等 に 好 適 で あ る よ う に 、 以 下 の 式 （ ４ ） で 表 さ れ る 化 合 物 で

あ っ て も よ い 。 な お 、 式 （ ４ ） に お け る Ｚ 及 び Ｙ 等 の 定 義 は 、 式 （ １ ） に お け る の と 同 義

で あ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

【 化 ５ 】

【 ０ ０ ４ １ 】

　 式 （ ４ ） に お い て 、 Ｗ １ は 水 素 原 子 又 は 水 酸 基 保 護 基 を 表 す こ と が で き る 。 水 酸 基 保 護

基 と し て は 、 水 酸 基 を 意 図 し な い 反 応 か ら 保 護 す る 基 で あ れ ば よ い 。 こ う し た 水 酸 基 保 護

基 と し て は 、 特 に 限 定 し な い で 従 来 公 知 の 各 種 の 水 酸 基 保 護 基 を 用 い る こ と が で き る 。 本

発 明 の 好 ま し い 保 護 基 は 、 フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 基 （ Ｆ Ｍ Ｏ Ｃ 基 ） 、 ジ メ ト キ

シ ト リ チ ル 基 （ Ｄ Ｍ Ｔ 基 ） 、 四 級 ブ チ ル ジ メ チ ル シ リ ル 基 （ Ｔ Ｂ Ｄ Ｍ Ｓ 基 ） 、 モ ノ メ ト キ

シ ト リ チ ル 基 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 基 、 レ ブ リ ニ ル 基 、 ま た は シ リ ル 基 で あ る 。 好 ま し

い 保 護 基 は 、 ト リ チ ル 基 で あ り 、 例 え ば 、 ジ メ ト キ シ ト リ チ ル （ Ｄ Ｍ Ｔ ） 及 び 四 級 ブ チ ル

ジ メ チ ル シ リ ル 基 （ Ｔ Ｂ Ｄ Ｍ Ｓ 基 ） か ら 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 ま た 、 Ｗ ２ は 、 水 酸 基 保 護 基 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 基 又 は 固 相 担 体 に 結 合 さ れ る 若 し く
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は 結 合 さ れ た 連 結 基 を 表 す 。 Ｗ ２ が ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 基 で あ る 化 合 物 （ ア ミ ダ イ ト 化 合

物 ） は 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 法 に よ る ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ ト 試 薬 と し て 用 い て 、 オ リ ゴ ヌ ク

レ オ チ ド を 合 成 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 に お い て 、 ホ ス ホ ル ア ミ ダ イ

ト 基 は 、 以 下 の 式 （ ５ ） で 表 す こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

【 化 ６ 】

（ 式 （ ５ ） 中 、 各 Ｑ
１

は 独 立 し て 、 同 一 で あ っ て も 異 な っ て い て も よ く 、 分 枝 状 又 は 直 鎖

状 の 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の ア ル キ ル 基 を 表 し 、 Ｑ
２

は 、 分 枝 状 又 は 直 鎖 状 の 炭 素 数 １ ～ ５ 個 の

ア ル キ ル 基 又 は 置 換 さ れ て い て も よ い ア ル コ キ シ ル 基 を 表 す 。 ）

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 上 記 式 （ ５ ） に お い て 、 Ｑ
１

は 、 特 に 限 定 し な い が イ ソ プ ロ ピ ル 基 が 好 ま し い も の と し

て 挙 げ ら れ 、 ま た 、 Ｑ
２

と し て は 、 － Ｏ Ｃ Ｈ ３ 、 － Ｏ Ｅ ｔ Ｃ Ｎ 、 － Ｏ Ｃ Ｈ ２ Ｃ Ｈ Ｃ Ｈ ２ 等

が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 ま た 、 式 （ ４ ） に お い て Ｗ ２ が 固 相 担 体 に 結 合 さ れ る 連 結 基 で あ る 化 合 物 は 、 当 該 連 結

基 と ア ミ ノ 基 な ど 固 相 担 体 上 の 所 定 の 官 能 基 と を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 固 相 担 体 に 保 持

さ れ る 。 そ し て 、 式 （ ４ ） に お い て 、 Ｗ ２ が 固 相 担 体 に 結 合 さ れ た 連 結 基 で あ る 化 合 物 は

、 連 結 基 を 介 し て 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 が 固 相 担 体 に 結 合 さ れ て い る た め 、 各 種 の

核 酸 固 相 合 成 法 の 出 発 材 料 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ の 出 発 材 料 を 用 い る こ と で 、 式

（ １ ） で 表 さ れ る ユ ニ ッ ト を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 こ こ で 、 固 相 担 体 と は 、 一 般 に 高 分 子 担 体 が 用 い ら れ 、 例 え ば 、 Ｃ Ｐ Ｇ （ controlled p

ored glass） や Ｈ Ｃ Ｐ （ highly cross-linked polystyrene） 、 あ る 種 の ゲ ル な ど が 挙 げ

ら れ る 。 ま た 、 固 相 担 体 に は 適 切 な ス ペ ー サ ー を 有 し て い て も よ い 。 連 結 基 は 、 固 相 担 体

と 本 化 合 物 と を 連 結 す る リ ン カ ー で あ る 。 こ う し た 連 結 基 と し て は 、 公 知 の コ ハ ク 酸 エ ス

テ ル リ ン カ ー 、 シ ュ ウ 酸 エ ス テ ル リ ン カ ー 、 シ ラ ン ジ イ ル リ ン カ ー 、 シ リ ル リ ン カ ー な ど

を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 以 上 説 明 し た ラ ベ ル 化 剤 は 、 任 意 の 被 ラ ベ ル 化 合 物 に 連 結 さ れ て 、 被 ラ ベ ル 化 合 物 と 他

の 化 合 物 と の 相 互 作 用 （ タ ン パ ク 質 － タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 － オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ

リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 間 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド － タ ン パ ク 質 等 に お け る 相 互 作 用 ） の 検 出 、 分

析 、 各 種 生 体 分 子 や 人 工 構 築 物 の Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 等 の 機 能 解 析 、 そ れ ら の 細 胞 や 組 織 等 に お け

る 局 在 の 解 析 に 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 ラ ベ ル 化 剤 は 、 被 ラ ベ ル 化 合 物 の い ず れ か の 箇 所 に 何 ら か の 作 用 に よ り 結 合 さ れ る も の

で あ れ ば よ く 、 被 ラ ベ ル 化 合 物 に よ る 検 出 を 妨 げ な い 限 り い ず れ の 箇 所 に 結 合 さ れ る よ う

に 構 成 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 被 ラ ベ ル 化 合 物 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 等 と す る こ と が で き

る 。 被 ラ ベ ル 化 合 物 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 場 合 、 ラ ベ ル 化 剤 で ラ ベ ル 化 し た 化 合 物 は 、

特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ズ を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に お け る プ ラ イ マ ー 、 ア ン

チ セ ン ス 試 薬 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 試 薬 （ Ｒ Ｎ Ａ 干 渉 剤 ） ほ か 、 各 種 マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ 試 薬 等 が 挙 げ
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ら れ る 。 ま た 、 予 め プ ロ ー ブ が 固 定 さ れ た ア レ イ な ど に 対 し て 、 試 料 中 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド を 標 識 す る の に 用 い る ラ ベ ル 化 剤 と し て も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 ま た 、 プ ロ ー ブ は 、 モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン の 形 態 を 採 っ て も よ い 。 こ の 場 合 、 モ レ キ ュ

ラ ー ビ ー コ ン の ス テ ム の 片 側 （ ３ ＇ 側 又 は ５ ＇ 側 ） に ラ ベ ル 化 剤 の 複 数 個 の ヌ ク レ オ チ ド

誘 導 体 単 位 を 備 え る よ う に し 、 別 の 片 側 に Ｂ Ｈ Ｑ や Ｄ ａ ｂ な ど の ク エ ン チ ャ ー を 備 え る よ

う に す る こ と が 好 ま し い 。 こ う し た 形 態 に よ れ ば 、 モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン が タ ー ゲ ッ ト 配

列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い と き は 、 ク エ ン チ ャ ー に よ り 蛍 光 を 発 し な い が 、 モ レ キ ュ ラ ー

ビ ー コ ン が タ ー ゲ ッ ト 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て ス テ ム が 開 い た と き に は 、 ヌ ク レ オ チ ド

誘 導 体 単 位 に 基 づ く 蛍 光 を 観 察 す る こ と が で き る 。 ま た 、 モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン の ３ ＇ 末

端 及 び ５ ＇ 末 端 の 双 方 に 備 え る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 明 細 書 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と は 、 ヌ ク レ オ チ ド を

モ ノ マ ー 単 位 と し て 該 モ ノ マ ー 単 位 を 複 数 有 す る ポ リ マ ー を 意 味 す る も の と し 、 オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド は 、 通 常 数 個 以 上 １ ０ ０ 個 以 下 程 度 ま で の ヌ ク レ オ チ ド の ポ リ マ ー を 含 む も の

と す る 。 な お 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 有 す る モ ノ マ ー 単 位 は 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド

で あ っ て も よ い し 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ っ て も よ い 。 ま た 、 そ の 両 者 の キ メ ラ で あ っ て

も よ い 。 ま た 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 通 常 単 鎖 を 意 味 す る が 、 相 補 鎖 と の 二 重 鎖 の 形 態

も 包 含 し て い る 。 二 重 鎖 は 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ の ほ か 、 Ｄ Ｎ Ａ ／ Ｒ Ｎ Ａ の

ハ イ ブ リ ッ ド で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 の 塩 基 や リ ボ ー ス 以 外 の 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド を 備 え て い

て も よ い 。 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド と は 、 ヌ ク レ オ チ ド の 各 種 部 分 、 す な わ ち 、 塩 基 、 糖

部 分 及 び リ ン 酸 エ ス テ ル 部 分 に お い て 何 ら か の 化 学 修 飾 が 施 さ れ て い る こ と を い う も の と

す る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 被 ラ ベ ル 化 合 物 と し て の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 用 途 に 応 じ た 長 さ と す る こ と が で き る

が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 を 考 慮 す る と 、 １ ０ 以 上 ３ ５ 以 下 と す る こ と が 好 ま し い 。

上 記 プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー は 、 典 型 的 に は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を モ ノ マ ー 単 位 と す

る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 被 ラ ベ ル 化 合 物 で あ る 。 ま た 、 ア ン チ セ ン ス 試 薬 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 試

薬 等 は 、 典 型 的 に は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を モ ノ マ ー 単 位 と す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 被 ラ ベ

ル 化 合 物 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 被 ラ ベ ル 化 合 物 が ペ プ チ ド 又 は た ん ぱ く 質 の 場 合 、 例 え ば 、 ラ ベ ル 化 化 合 物 は 、 標 識 抗

体 や 標 識 二 次 抗 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 は 、 細

胞 表 層 に 結 合 さ れ 又 は 現 れ た 適 当 な 介 在 物 質 を 介 し て 細 胞 等 を ラ ベ ル 対 象 と し て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 又 は そ の セ ッ ト は 、 ア レ イ な ど 適 当 な デ バ イ ス を 含 む 分 析

、 診 断 の た め の キ ッ ト と し て 提 供 さ れ て い て も よ い 。 こ の 場 合 、 ラ ベ ル に 必 要 な １ 種 又 は

２ 種 以 上 の 試 薬 （ 例 え ば 、 ラ ベ ル 化 剤 と 被 ラ ベ ル 化 合 物 と を 結 合 さ せ る た め の 試 薬 等 ） を

含 む こ と が で き る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

（ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 ）

　 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 上 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 複 数 の ヌ ク レ

オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 で あ る 。 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド 誘 導 体 に お け る 上 記 式 （ １ ） 中 の 各 種 表 示 は 、 ラ ベ ル 化 剤 に て 定 義 し 各 種 態 様

を 例 示 し た も の と 同 一 の 意 義 を 有 す る も の と す る 。 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

誘 導 体 は 、 典 型 的 に は 、 本 明 細 書 に 開 示 の ラ ベ ル 化 剤 で 非 ラ ベ ル 化 合 物 と し て の オ リ ゴ ヌ

ク レ オ チ ド を ラ ベ ル し た も の で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ７ 】

　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 に お け る 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の 位 置 も 特 に 限 定 さ れ

な い 。 ５ ＇ 末 端 を 含 ん で い て も よ い ５ '末 端 側 、 ３ ＇ 末 端 を 含 ん で い て も よ い ３ ＇ 末 端 側

及 び そ れ 以 外 部 分 の い ず れ に も 備 え る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

誘 導 体 に お い て ５ ＇ 末 端 に は 水 酸 基 が 結 合 さ れ て い て も よ い し 、 リ ン 酸 基 （ Ｐ Ｏ 4 ） が 結

合 さ れ て い て も よ い 。 ま た 、 同 様 に 、 本 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ３ ＇ 末 端 に は 、 水 酸 基 が 結

合 さ れ て い て も よ い し 、 リ ン 酸 基 （ Ｐ Ｏ 4 ） が 結 合 さ れ て い て も よ い 。 そ の 他 ５ ＇ 末 端 及

び ３ ＇ 末 端 は そ れ ぞ れ 必 要 に 応 じ て 適 切 な 構 造 を 採 る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に 開

示 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 分 解 酵 素 （ Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ ） 耐 性 が 良 好 で あ る 。 し た

が っ て 、 当 該 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 、 Ｒ Ｎ ａ ｓ ｅ の 標 的 部 位 に 備 え る こ と に よ り Ｒ Ｎ

ａ ｓ ｅ 耐 性 が 向 上 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 (オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 )を 得 る

こ と が で き る 。 特 に 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ や マ イ ク ロ Ｒ Ｎ Ａ な ど の 末 端 に こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ

チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 例 え ば 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の パ ッ セ ン ジ ャ ー ス ト ラ ン ド の ５ ＇ 末 端 に は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ

る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を １ 個 又 は ２ 個 以 上 備 え る こ と が 好 ま し い 。 そ し て 、 よ り 好 ま

し く は 、 こ の パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖 に 対 合 す る ガ イ ド 鎖 の 対 合 部 位 （ ガ イ ド 鎖 の ３ ＇ 末 端 側 ）

に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 １ 個 又 は ２ 個 以 上 備 え る こ と が 好 ま

し い 。 こ う す る こ と で 、 パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖 と ガ イ ド 鎖 と が 対 合 し た 状 態 に お い て 、 本 明 細

書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 同 士 が ス タ ッ ク 構 造 を 形 成 す る こ と に よ り ヌ ク レ

オ チ ド 誘 導 体 を 導 入 し た 領 域 が 熱 的 、 熱 力 学 的 に 安 定 化 さ れ 、 そ の 結 果 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ の 活

性 が 向 上 す る と 共 に 、 ガ イ ド 鎖 の ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 が 向 上 さ れ る 。 パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖 の ５

＇ 末 端 と ガ イ ド 鎖 の ３ ＇ 末 端 側 で 対 合 す る 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位

は 、 少 な く と も １ 対 あ れ ば よ い 。 す な わ ち 、 パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖 及 び ガ イ ド 鎖 の そ れ ぞ れ に

少 な く と も 一 つ の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 有 し て い れ ば よ い 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 ガ イ ド 鎖 の ３ ＇ 末 端 の 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の さ ら に ３ ＇ 末 端 側 に は 、 例 え ば 、

図 ２ ７ に 示 す よ う な 単 位 、 す な わ ち 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 に お

い て の ベ ン ゼ ン あ る い は ピ リ ジ ン 骨 格 に お い て 置 換 基 － Ｙ を 含 ま な い 単 位 （ 以 下 、 ベ ン ゼ

ン ／ ピ リ ジ ン － リ ン 酸 誘 導 体 単 位 と い う 。 ） （ 本 発 明 者 ら に よ り W O2007/094135に 開 示 さ

れ て い る 。 具 体 的 に は 図 ２ ８ 参 照 ） を １ 又 は ２ 以 上 備 え て い る こ と が 好 ま し い 。 こ う す る

こ と で 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 を 効 果 的 に 向 上 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖

の ３ ＇ 末 端 は 、 １ 又 は ２ 以 上 の 、 好 ま し く は ２ 以 上 の ベ ン ゼ ン － リ ン 酸 誘 導 体 単 位 を 備 え

る こ と が で き る 。 こ う す る こ と で 、 パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖 の ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 を 高 め る こ と が

で き る 。 な お 、 ベ ン ゼ ン ／ ピ リ ジ ン － リ ン 酸 誘 導 体 単 位 は 図 ２ ８ の 上 段 に 示 す よ う に 、 リ

ン 酸 エ ス テ ル 基 を 介 し て 、 隣 接 す る ヌ ク レ オ チ ド 単 位 等 と 接 続 さ れ る Ａ （ 図 ２ ８ の 2a～ ２

g） を 含 む ユ ニ ッ ト が 例 示 さ れ る 。 な お 、 2aに お い て Ｚ は 、 Ｃ 又 は Ｎ で あ る 。 好 ま し く は

、 Ａ は 、 2a、 2bで あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 2aで あ る 。 Ａ を 含 む ユ ニ ッ ト は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド 誘 導 体 の 末 端 に お い て も 両 側 の ヌ ク レ オ チ ド 単 位 と リ ン 酸 エ ス テ ル を 介 し て 連 結 さ

れ る 。 な お 、 ３ ＇ 末 端 及 び ５ ＇ 末 端 に お い て 、 Ｒ 1及 び Ｒ 2は 水 素 原 子 又 は ヒ ド ロ キ シ ル 保

護 基 等 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 な お 、 こ う し た 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 及 び ベ ン ゼ ン － リ ン 酸 誘

導 体 単 位 の ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 等 に お け る 配 置 は 、 想 定 さ れ る ヌ ク レ ア ー ゼ に 応 じ て 設 定 さ れ る 。

例 え ば 、 上 記 し た 態 様 は 、 ３ ＇ 末 端 を 主 と し て 攻 撃 対 象 と す る ヌ ク レ ア ー ゼ に 対 す る 耐 性

を 高 め る も の で あ る 。 し た が っ て 、 ５ ＇ 末 端 を 攻 撃 す る エ キ ソ ヌ ク レ ア ー ゼ や エ ン ド ヌ ク

レ ア ー ゼ に 対 し て は 、 当 該 部 位 に 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の 対 合 を

少 な く と も 一 対 備 え る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 以 外 に リ ボ ヌ
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ク レ オ チ ド 単 位 及 び ／ 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 単 位 を 備 え る こ と が で き る 。 本 発 明

の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 含 ん で い れ ば 、 既 に 説 明

し た 各 種 の 形 態 を 採 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 既 に 説 明 し た リ ン カ ー 単 位 も 必 要 に 応 じ

て 備 え る こ と が で き る 。 な お 、 本 発 明 に よ れ ば 当 然 に 、 本 発 明 の ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位

を 備 え る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド も 提 供 さ れ る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 既 に 説 明 し た よ う な 方 法 で 合 成 ア ミ ダ

イ ト を 用 い て 合 成 で き る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 上 記 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え て

い る た め 、 蛍 光 波 長 が よ り 長 波 長 側 に シ フ ト さ れ ま た 蛍 光 強 度 も 増 強 さ れ た も の と な っ て

い る 。 そ し て 、 異 な る 置 換 基 Ｙ の 配 列 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 を 備 え る 単 位 を 備

え る ２ 種 類 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と で 、 一 つ の 励 起 波

長 で 多 様 な 色 を 発 色 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 プ ロ ー ブ 及 び プ ラ イ マ ー と し て 用 い る こ と が で

き る 。 特 に 、 こ う し た 複 数 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を プ ロ ー ブ セ ッ ト 又 は プ ラ イ マ ー

セ ッ ト と し て 用 い た と き 、 複 数 の 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 対 象 を 一 つ の 励 起 波 長 で 容 易 に 検

出 で き る 。 こ う し た 検 出 方 法 は 、 Ｄ Ｎ Ａ や Ｒ Ｎ Ａ の 機 能 解 析 、 各 種 分 析 、 診 断 に 極 め て 有

用 で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を チ ッ プ や ビ ー ズ 等 の 固 相 担 体 等 に

保 持 し た も の は 、 検 査 装 置 や 診 断 装 置 又 は こ れ ら の 一 部 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 プ ロ ー ブ は 、 設 計 ま た は 選 択 に よ り 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 に 特 異 的 に 規 定 さ れ た 塩 基 配 列 を

有 し て お り 、 所 定 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 下 で 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ

う に す る に 取 得 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 典 型 的 に は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド

を 単 位 と し て い る 。 上 記 し た こ と か ら 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ は 、 特 に 、

細 胞 内 の Ｒ Ｎ Ａ 検 出 、 特 に リ ア ル タ イ ム 検 出 用 に 好 ま し く 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 プ

ラ イ マ ー は 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 に よ り 増 幅 し よ う と す る タ ー ゲ ッ ト 核 酸 の 一 部 に 特 異 的 に 規 定 さ れ

た 塩 基 配 列 を 有 し て お り 、 所 定 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー （ Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 条 件 ） の 下 で 、 タ ー ゲ

ッ ト 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う に す る に 取 得 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る 。 典 型

的 に は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 単 位 と し て い る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー は 、 典 型 的 に は 、 検 査 試 薬 や 診 断 試 薬 等 と し て も ち い る こ と が で き

る 。 さ ら に 、 こ れ ら オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を チ ッ プ や ビ ー ズ 等 の 固 相 担 体 等 に 保 持 し

た も の は 、 検 査 装 置 や 診 断 装 置 又 は こ れ ら の 一 部 と し て 利 用 す る こ と が で き る 。 さ ら に は

、 こ う し た 検 査 試 薬 や 診 断 薬 は 、 他 の 試 薬 薬 や 診 断 薬 あ る い は 装 置 等 と 組 み 合 わ せ た 検 査

用 又 は 診 断 用 キ ッ ト と し て も 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 各 種 の 遺 伝 子 発 現 制 御 剤 の 形 態 を 採 る

こ と が で き る 。 す な わ ち 、 ア ン チ ジ ー ン 、 ア ン チ セ ン ス 、 ア プ タ マ ー 、 ｍ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 及 び リ

ボ ザ イ ム に 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｓ

ｈ Ｒ Ｎ Ａ 、 ア ン チ セ ン ス 、 リ ボ ザ イ ム 及 び ア プ タ マ ー に 用 い る こ と も で き る 。 か か る オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 典 型 的 に は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド を 単 位 と し て い る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

本 明 細 書 の 開 示 に よ れ ば 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を プ ロ ー ブ と し て 用 い た 、 Ｓ Ｎ

Ｐ や 変 異 な ど の タ ー ゲ ッ ト 核 酸 の 検 出 方 法 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ

や ア ン チ セ ン ス 等 と し て 機 能 す る 遺 伝 子 発 現 抑 制 剤 と し て 用 い た 、 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 方 法
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、 遺 伝 子 の 機 能 解 析 方 法 も 提 供 さ れ る 。

　 以 下 、 本 発 明 を 、 実 施 例 を 挙 げ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 こ れ ら の 実 施 例 は 本 発 明 を 限 定

す る も の で は な い 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ７ ０ 】

（ 実 験 例 １ ） ベ ン ゼ ン ア ナ ロ グ の 合 成

　 図 ２ に 示 す ス キ ー ム に 従 い 、 ホ ウ 酸 誘 導 体 を 出 発 原 料 と し て 、 パ ラ ジ ウ ム 存 在 下 で ヨ ー

ド ベ ン ゼ ン と カ ッ プ リ ン グ し 化 合 物 （ 1） を 合 成 し た 。 続 い て 脱 シ リ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 2

） を 2step収 率 88％ で 合 成 し た 。 ト リ チ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 3） を 収 率 38％ で 合 成 し 、 さ ら

に ア ミ ダ イ ト 化 す る こ と で 目 的 化 合 物 （ 4） を 定 量 的 に 合 成 し た 。 具 体 的 に は 以 下 の よ う

に し た 。

【 ０ ０ ７ １ 】

6-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylphenyl)-benzene(1)の 合 成

　 lodobenzene0.498g（ 2.44m mol） に THF/H2O 12mlを 加 え た も の に 、 暗 室 に お い て Pdcl2(d

ppf) 0.122g（ 5mol%） を 加 え た 。 3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethyl phenylbor

onic acid 1g（ 2.44m mol） を THF/H2O 12mlに 溶 解 し た も の を 加 え 、 2N NaO Haq 3.66ml（ 3e

q） を 投 入 し て 遮 光 下 の 65℃ オ イ ル バ ス で 反 応 を 開 始 し 、 6日 間 撹 拌 し た 。 TLC（ Hexの み ）

で は 目 的 物 と 原 料 の lodobenzeneが 重 な っ て し ま う た め 反 応 の 終 了 を 確 認 で き な か っ た 。 E

tO Acで 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aq と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾

燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ Hex:EtO A

c=5:1） で 目 的 物 と lodobenzeneの 混 合 物 1.1651gを 得 た 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

3-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylPhenyl)-benzene(2)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 混 合 物 (1)1.1651gに THF7.92mlを 加 え て 、 1M TBAF7.92ml（ 7.92m mol、 3eq）

を 滴 下 し た 。 Ar雰 囲 気 下 で 72時 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル =50:1） で 化 合 物 (2)0.4596g（ 2.15m mol、 2step8

8%） を 単 離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (CDCl 3 ) δ : 7.60 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.53 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 )

, 7.45 (3H, s, H-2.3.4 ), 7.37 (2H, s, H-1.5 ), 4.78 (4H, s, CH 2 ), 1.80 (2H, s,

O H).

元 素 分 析 : H=6.46%, C=78.29%　 　 calculated, H=6.59%, C=78.48

Mass : C 1 4 H 1 4 O 2 = 241.09998　 　 　 calculated, 214.09938

【 ０ ０ ７ ３ 】

1-(3-hydroxymethyl-5-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methylphenyl)-benzene(3)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 化 合 物 (2)0.4596gに Pyrizine10.7mlを 加 え て 溶 解 し 、 D M TrCl0.9547g（ 2.8

0m mol、 1.3eq） を 加 え た 。 Ar雰 囲 気 下 で 96時 間 撹 拌 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を

H2O、 satNaHCO 3 aq と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶

媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル =100:

1） で 化 合 物 (3)0.4231g（ 0.82m mol、 38%） を 単 離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (CDCl 3 ) δ : 7.60 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.53 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 )

, 7.45 (3H, s, H-2.3.4 ), 6.85 (2H, s, H-1.5 ), 7.26 (13H, m, D M Tr), 4.77 (2H, s

, CH 2 ), 4.25 (2H, s, CH 2 ), 3.79 (6H, s, OCH 3 ) 1.69 (1H, s, O H).

【 ０ ０ ７ ４ 】

1-(3-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methyl-5-O-{(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)}-Pho

sphoamidicmethylphenyl)-benzene(4)の 合 成

　 化 合 物 (4)0.42g(0.82m mol)を 実 験 器 具 と と も に 十 分 乾 燥 し 、 Ar置 換 し た グ ロ ー ブ バ ッ ク

を 用 い て 、 THF8.2mlを ア ル ゴ ン 下 に お い て 加 え 、 さ ら に HunigBase0.53ml(4.10m mol、 5.0e

q)存 在 下 、 亜 リ ン 酸 化 試 薬 0.39 ml(1.64m mol、 2.0eq)を 加 え 室 温 で 30分 間 撹 拌 し た 。 ク ロ

ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aqと satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え

乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ EtO Ac

10

20

30

40

50



(16) JP  4815015  B2  2011.11.16

の み ） で 混 合 物 (4)0.678gを 定 量 的 に 得 た 。
3 1
PN M R (400M Hz, CDCl 3 )δ [ppm]: 149.89 ppm.

148.97 ppm

【 ０ ０ ７ ５ 】

（ 実 験 例 ２ ） ナ フ タ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成

　 図 ３ に 示 す ス キ ー ム に 従 い 、 ホ ウ 酸 誘 導 体 を 出 発 原 料 と し て 、 パ ラ ジ ウ ム 存 在 下 で ヨ ー

ド ナ フ タ レ ン と カ ッ プ リ ン グ し 化 合 物 （ 5） 合 成 し た 。 続 い て 脱 シ リ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 6

） を 2step収 率 84％ で 合 成 し た 。 ト リ チ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 7） を 収 率 37％ で 合 成 し 、 さ ら

に ア ミ ダ イ ト 化 す る こ と で 目 的 化 合 物 （ 8） を 収 率 85％ で 合 成 し た 。 具 体 的 に は 以 下 の よ

う に し た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

6-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylPhenyl)- naphthalene (5)の 合 成

　 lodonaphthalene0.6199g（ 2.44m mol） に THF/H2O 12mlを 加 え た も の に 、 暗 室 に お い て Pd

cl2(dppf) 0.122g（ 5mol%） を 加 え た 。 3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethyl Phen

ylboronic acid 1g（ 2.44m mol） を THF/H2O 12mlに 溶 解 し た も の を 加 え 、 2N NaO Haq 3.66m

l（ 3eq） を 投 入 し て 遮 光 下 の 65℃ オ イ ル バ ス で 反 応 を 開 始 し 、 24時 間 撹 拌 し た 。 TLC（ Hex

の み ） で は 目 的 物 と 原 料 の lodonaphthaleneが 重 な っ て し ま う た め 反 応 の 終 了 を 確 認 で き

な か っ た 。 ま た 肉 眼 で 蛍 光 を 確 認 し た 。 EtO Acで 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aq と satN

aClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 目 的

物 と lodonaphthaleneの 混 合 物 1.6530gを 得 た 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

3-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylPhenyl)- naphthalene (6)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 混 合 物 (5)1.653gに THF7.32mlを 加 え て 、 1M TBAF7.32ml（ 7.32m mol、 3eq）

を 滴 下 し た 。 Ar雰 囲 気 下 で 72時 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル =50:1） で 化 合 物 (6)0.5448g（ 2.06m mol、 2step8

4%） を 単 離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (CDCl 3 ) δ : 7.90 (4H, s, H-6,7,8,9), 7.53 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ),

 7.51 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.42 (1H, s, H-3 ), 7.41 (2H, s, H-2,4 ), 4.79 (4H, s

, CH 2 ), 1.35 (2H, s, O H).

元 素 分 析 : H=6.13%, C=80.96%　 　 calculated, H=6.10%, C=81.79%

Mass : C 1 8 H 1 6 O 2 = 264.11455　 　 　 calculated,264.11503

【 ０ ０ ７ ８ 】

1-(3-hydroxymethyl-5-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methylphenyl)- naphthalene (7)の

合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 化 合 物 (6)0.5448gに Pyrizine10.3mlを 加 え て 溶 解 し 、 D M TrCl0.909g（ 2.68

m mol、 1.3eq） を 加 え た 。 Ar雰 囲 気 下 で 18時 間 撹 拌 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H

2O、 satNaHCO 3 aq と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒

を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム の み → ク ロ ロ ホ ル ム

:メ タ ノ ー ル =15:1） で 化 合 物 (7)0.4293g（ 0.75m mol、 37%） を 単 離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (CDCl 3 ) δ : 7.92 (4H, s, H-6,7,8,9), 7.53 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ),

 7.51 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.42 (1H, s, H-3 ), 7.41 (2H, s, H-2,4 ), 7.41 (13H,

m, D M Tr), 6.83 (6H, s, OCH 3 ), 4.80 (2H, s, CH 2 ), 4.27 (2H, s, CH 2 ), 1.60 (1H, s,

 O H).

【 ０ ０ ７ ９ 】

1-(3-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methyl-5-O-{(2-cyanoethyl)-(N,N-diisoropyl)}-phos

phoamidicmethylphenyl)-naphthalene(8)の 合 成

　 化 合 物 (7)0.43g(0.75m mol)を 実 験 器 具 と と も に 十 分 乾 燥 し 、 Ar置 換 し た グ ロ ー ブ バ ッ ク

を 用 い て 、 THF7.5mlを ア ル ゴ ン 下 に お い て 加 え 、 さ ら に HunigBase0.48ml(3.75m mol、 5.0e

q)存 在 下 、 亜 リ ン 酸 化 試 薬 0.35ml(1.50m mol、 2.0eq)を 加 え 室 温 で 30分 間 撹 拌 し た 。 ク ロ

ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aqと satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え
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乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ EtO Ac

の み ） で 化 合 物 (8)0.513g（ 0.64m mol、 85%） を 得 た 。
3 1
PN M R (400M Hz, CDCl 3 )δ [ppm]: 149.00 PPm.

【 ０ ０ ８ ０ 】

(実 験 例 ３ )フ ェ ナ ン ト レ ン ア ナ ロ グ の 合 成

　 図 ４ に 示 す ス キ ー ム に 従 い 、 ホ ウ 酸 誘 導 体 を 出 発 原 料 と し て 、 パ ラ ジ ウ ム 存 在 下 で ヨ ー

ド フ ェ ナ ン ト レ ン と カ ッ プ リ ン グ し 化 合 物 （ 9） 合 成 し た 。 続 い て 脱 シ リ ル 化 に よ り 化 合

物 （ 10） で 合 成 し た 。 ト リ チ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 11） を 3step収 率 23％ で 合 成 し 、 さ ら に

ア ミ ダ イ ト 化 す る こ と で 目 的 化 合 物 （ 12） を 収 率 70％ で 合 成 し た 。 具 体 的 に は 以 下 の よ う

に し た 。

【 ０ ０ ８ １ 】

6-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylphenyl)-phenanthrene (9)の 合 成

　 暗 室 に お い て lodophenanthrene0.742g（ 2.44m mol） に Pdcl2(dppf) 0.122g（ 5mol%） を

加 え 、 THF/H2O 12mlで 溶 解 し た 。 3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethyl Phenylbor

onic acid 0.90g（ 2.19m mol） を THF/H2O 12mlに 溶 解 し た も の を 加 え 、 2N NaO Haq 3.66ml

（ 3eq） を 投 入 し て 遮 光 下 の 65℃ オ イ ル バ ス で 反 応 を 開 始 し 、 24時 間 撹 拌 し た 。 TLC（ Hex

： EtO Ac＝ 1： 1） で は 目 的 物 と 原 料 の lodophenanthreneが 重 な っ て し ま う た め 反 応 の 終 了

を 確 認 で き な か っ た 。 ま た 肉 眼 で 蛍 光 を 確 認 し た 。 EtO Acで 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO

3 aq と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で

飛 ば し 目 的 物 と lodophenanthreneの 混 合 物 1.2749gを 得 た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

3-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylphenyl)- phenanthrene (10)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 混 合 物 (9)1.2749gに THF6.57mlを 加 え て 、 1M TBAF6.57ml（ 6.57m mol、 3eq）

を 滴 下 し た 。 Ar雰 囲 気 下 で 2日 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ

ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル =50:1） で 化 合 物 (10)0.9324gを TBAF残 留 で 分 離

し た 。
１

H N M R (400M Hz) (D MSO) δ : 8.90 (4H, d, H-4,5,6,7) 7.90 (4H, d, H-10,11,12,13)

, 7.39 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.33 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 5.26 (2H, s, O H), 4.60 (4H

, s, CH 2 ).

元 素 分 析 : H=5.86%, C=83.14%　 　 calculated, H=5.77%, C=84.05%

Mass : C 2 2 H 1 8 O 2 = 314.13148　 　 　 calculated,314.13068

【 ０ ０ ８ ３ 】

1-(3-hydroxymethyl-5-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methylphenyl)-phenanthrene (11)の

合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 化 合 物 (10)0.932gに pyrizine14.5mlを 加 え て 溶 解 し 、 D M TrCl1.27g（ 3.77m

mol、 1.3eq） を 加 え た 。 Ar雰 囲 気 下 で 27時 間 撹 拌 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H2

O、 satNaHCO 3 aq と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒

を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム の み → ク ロ ロ ホ ル ム

:メ タ ノ ー ル =100： 1） で 化 合 物 (11)0.3473g（ 0.56m mol、 3step 23%） を 単 離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (D MSO) δ : 8.90 (4H, d, H-4,5,6,7) 7.90 (4H, d, H-10,11,12,13)

, 7.39 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.33 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.25 (13H, m, D M Tr), ??? (

1H, s , O H  ), 4.78 (2H, d, J=5.6, CH 2 ), 4.27 (2H, s, CH 2 ), 3.78 (6H, s, OCH 3 ).

【 ０ ０ ８ ４ 】

1-(3-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methyl-5-O-{(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)}-pho

sphoamidicmethylphenyl)- Phenanthrene (12)の 合 成

　 化 合 物 (11)0.35g(0.56m mol)を 実 験 器 具 と と も に 十 分 乾 燥 し 、 Ar置 換 し た グ ロ ー ブ バ ッ

ク を 用 い て 、 THF5.6mlを ア ル ゴ ン 下 に お い て 加 え 、 さ ら に HunigBase0.36ml(2.80m mol、 5.

0eq)存 在 下 、 亜 リ ン 酸 化 試 薬 0.26ml(1.12m mol、 2.0eq)を 加 え 室 温 で 30分 間 撹 拌 し た 。 ク

ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aqと satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加

え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ EtO A
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cの み ） で 化 合 物 (12)0.335g（ 0.39m mol、 70%） を 得 た 。
3 1
P N M R (400M Hz, CDCl 3 )δ [ppm]: 148.97 ppm.

【 ０ ０ ８ ５ 】

（ 実 験 例 ４ ） ピ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成

　 図 ５ に 示 す ス キ ー ム に 従 い 、 ホ ウ 酸 誘 導 体 を 出 発 原 料 と し 、 パ ラ ジ ウ ム 存 在 下 で ブ ロ モ

ピ レ ン と カ ッ プ リ ン グ し 化 合 物 （ 13） 合 成 し た 。 続 い て 脱 シ リ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 14） を

合 成 し た 。 ト リ チ ル 化 に よ り 化 合 物 （ 15） を 3steP収 率 30％ で 合 成 し 、 さ ら に ア ミ ダ イ ト

化 す る こ と で 目 的 化 合 物 （ 16） を 定 量 的 に 合 成 し た 。 具 体 的 に は 以 下 の よ う に し た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

6-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylphenyl)-pyrene (13)の 合 成

　 暗 室 に お い て 1-Bromopyrene0.686g（ 2.44m mol） に Pdcl2(dppf) 0.122g（ 5mol%） を 加 え

、 THF/H2O 12mlで 溶 解 し た 。 3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethyl Phenylboronic

 acid 1.0g（ 2.19m mol） を THF/H2O 12mlに 溶 解 し た も の を 加 え 、 2N NaO Haq 3.66ml（ 3eq

） を 投 入 し て 遮 光 下 の 65℃ オ イ ル バ ス で 反 応 を 開 始 し 、 24時 間 撹 拌 し た 。 TLC（ Hex： EtO A

c＝ 5： 1） に よ り 肉 眼 で 強 い 蛍 光 を 確 認 し た 。 EtO Acで 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aq

と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば

し 目 的 物 と 加 水 分 解 物 の 混 合 物 1.5203gを 得 た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

3-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylphenyl)- pyrene (14)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 混 合 物 (13)1.5203gに THF7.32mlを 加 え て 、 1M TBAF7.32ml（ 7.32m mol、 3eq

） を 滴 下 し た 。 Ar雰 囲 気 下 で 2日 間 撹 拌 し た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ

マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル =50:1） で 化 合 物 (14)0.9324gを TBAF残 留 で 分

離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (D MSO) δ : 8.32 (5H, d, H-6,8,9,10,12) 8.22 (2H, d, H-5,13), 8

.14 (2H, d, H-2,3), 8.09 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 8.00 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 5.30 (2H

, s, O H), 4.63 (4H, s, CH 2 ).

元 素 分 析 : H=5.37%, C=84.21%　 　 calculated, H=5.36%, C=85.18%

Mass : C 2 4 H 1 8 O 2 = 338.13123　 　 　 calculated,338.13068

【 ０ ０ ８ ８ 】

1-(3-hydroxymethyl-5-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methylphenyl)- pyrene (15)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 化 合 物 (14)0.932gに pyrizine14.5mlを 加 え て 溶 解 し 、 D M TrCl1.27g（ 3.77m

mol、 1.3eq） を 加 え た 。 Ar雰 囲 気 下 で 27時 間 撹 拌 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H2

O、 satNaHCO 3 aq と satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒

を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム の み → ク ロ ロ ホ ル ム

:メ タ ノ ー ル =100： 1） で 化 合 物 (15)0.4632g（ 0.72m mol、 3step30%） を 単 離 し た 。
１

H N M R (400M Hz) (D MSO) δ : 8.56 (5H, d, H-6,8,9,10,12) 8.22 (2H, d, H-5,13), 8

.18 (2H, d, H-2,3), 8.09 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 8.02 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.25 (13

H, m, D M Tr), 5.32 (1H, s , O H  ), 4.65 (2H, d, J=5.6, CH 2 ), 4.23 (2H, s, CH 2 ), 3.

16 (6H, s, OCH 3 ).

【 ０ ０ ８ ９ 】

1-(3-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methyl-5-O-{(2-cyanoethyl)-(N,N-diisoproPyl)}-pho

sphoamidicmethylphenyl)- pyrene(16)の 合 成

　 化 合 物 (15)0.46g(0.72m mol)を 実 験 器 具 と と も に 十 分 乾 燥 し 、 Ar置 換 し た グ ロ ー ブ バ ッ

ク を 用 い て 、 THF7.2mlを ア ル ゴ ン 下 に お い て 加 え 、 さ ら に HunigBase0.46ml(3.60m mol、 5.

0eq)存 在 下 、 亜 リ ン 酸 化 試 薬 0.34ml(1.44m mol、 2.0eq)を 加 え 室 温 で 30分 間 撹 拌 し た 。 ク

ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 有 機 層 を H2O、 satNaHCO 3 aqと satNaClaqで 洗 浄 し た 後 、 無 水 NaSO 4 を 加

え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ EtO A

cの み ） で 混 合 物 (16)0.7091gを 定 量 的 に 得 た 。
3 1
PN M R (400M Hz, CDCl 3 )δ [ppm]: 149.01 ppm.

【 ０ ０ ９ ０ 】
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（ 実 験 例 ５ ） 吸 光 度 測 定

　 そ れ ぞ れ の 原 料 と 合 成 し た ベ ン ゼ ン タ イ プ -フ ル オ ロ シ ド の ノ ル マ ル 体 と の 吸 光 度 と 蛍

光 強 度 を 解 析 し 、 比 較 検 討 し た 。 す な わ ち 、 そ れ ぞ れ の 試 料 （ 2） （ 6） （ 10） （ 14） と そ

れ ぞ れ の 原 料 を 5mg取 り 、 1mlの MeO Hに 溶 解 す る 。 そ れ を 元 に 2stepで 0.03μ mol/mlに 調 製

し た 。 吸 光 度 計 で ピ ー ク 時 の 値 が 1以 下 で あ る こ と を 確 認 し 、 蛍 光 測 定 を お こ な っ た 。 結

果 を 図 ６ 及 び 図 ７ に 示 す 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 図 ６ に 示 す よ う に 、 ベ ン ゼ ン ・ ナ フ タ レ ン の 比 較 結 果 か ら 原 料 よ り ベ ン ゼ ン ・ ナ フ タ レ

ン ア ナ ロ グ の フ ル オ ロ シ ド が 格 段 に 高 い 蛍 光 強 度 を 示 し た 。 ま た 、 図 ７ に 示 す よ う に 、 そ

れ ぞ れ フ ェ ナ ン ト レ ン ・ ピ レ ン の 比 較 結 果 か ら 、 同 様 に 原 料 よ り フ ェ ナ ン ト レ ン ・ ピ レ ン

ア ナ ロ グ の フ ル オ ロ シ ド が 格 段 に 高 い 蛍 光 強 度 を 示 し た 。 こ れ に よ り ベ ン ゼ ン タ イ プ -フ

ル オ ロ シ ド に よ る フ ル オ ロ シ ド オ リ ゴ マ ー を 合 成 し た 場 合 に 、 よ り 高 い 蛍 光 強 度 が 得 ら れ

る こ と が わ か っ た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 π 電 子 密 充 填 型 で あ る ベ ン ゼ ン ‐ リ ン 酸 骨 格 に 蛍 光 性 の 化 合 物 を 導 入

し た フ ル オ ロ シ ド を 開 発 す る こ と に よ り 、 そ の π 電 子 密 充 填 型 が 光 誘 起 電 子 移 動 に よ り 電

子 密 度 が 下 が り 、 励 起 ・ 蛍 光 波 長 の 変 化 と さ ら な る 蛍 光 強 度 の 強 化 等 の 蛍 光 特 性 の 変 化 が

得 ら れ る こ と が わ か っ た 。 な お 、 ベ ン ゼ ン － リ ン 酸 骨 格 は 、 ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 を 向 上 さ せ

る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

（ 実 験 例 ６ ） ピ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成

6-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylPhenyl)-pyrene(1)の 合 成

　 図 ５ に 示 す ス キ ー ム に 従 い 、 暗 室 に お い て 1-Bromopyrene ( 0.686g, 2.44m mol )に Pdcl

2(dppf)( 0.122g, 5mol% )を 加 え 、 THF/H2O ( 12ml)で 溶 解 し た 。 3,5-bis-tert-butyldim

ethylsilyloxymethyl phenylboronic acid ( 1.0g, 2.19m mol )を THF/H2O ( 24ml )に 溶

解 し た も の を 加 え 、 2N NaO Haq ( 3.66ml, 3eq） を 投 入 し て 遮 光 下 の 65℃ オ イ ル バ ス で 反

応 を 開 始 し 、 2日 間 撹 拌 し た 。 TLC（ Hex： EtO Ac＝ 5： 1） に よ り 肉 眼 で 強 い 蛍 光 を 確 認 し た

。 反 応 を 確 認 後 、 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し 、 有 機 層 を 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ

ム を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 し 目 的 物 を mixture と し て ( 1.28 g) 得 た

。

【 ０ ０ ９ ４ 】

3-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylphenyl)- pyrene (2)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 混 合 物 (1) (1.29 g)に THF (22.7 ml),CH 2 Cl 2  (22.7ml)を 加 え て 、 TBAF (1

.14ml, 1.14 m mol, 0.5eq)を 滴 下 し た 。 Ar雰 囲 気 下 で 45分 間 撹 拌 し た 。 TLC (ク ロ ロ ホ ル

ム ： メ タ ノ ー ル ＝ 10： 1)に よ り 反 応 を 確 認 し た 。 反 応 を 確 認 後 、 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し 、 有

機 層 を 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 減 圧 除 去 し 、

シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム :メ タ ノ ー ル =15:1～ 10:1） で 化 合 物 (2) (0

.416 g, 1.23 m mol, 54.2% 2steps)を 得 た 。
１

H N M R (400M Hz) (D MSO) δ : 8.32 (5H, d

, H-6,8,9,10,12) 8.22 (2H, d, H-5,13), 8.14 (2H, d, H-2,3), 8.09 (1H, s, ベ ン ゼ

ン 環 ), 8.00 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 5.30 (2H, s, O H), 4.63 (4H, s, CH 2 ).

【 ０ ０ ９ ５ 】

1-(3-hydroxymethyl-5-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methylPhenyl)- Pyrene (3)の 合 成

　 Ar雰 囲 気 下 で 化 合 物 (2) (0.41 g, 1.21 m mol)に ピ リ ジ ン ( 9.06ml)を 加 え て 溶 解 し 、 D M

TrCl ( 0.46 g, 1.36 m mol, 1.1eq)を 加 え た 。 Ar雰 囲 気 下 で 4時 間 撹 拌 し 、 反 応 を TLC (

ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル ＝ 10： 1)で 確 認 し た 。 反 応 を 確 認 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、

有 機 層 を 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 減 圧 除 去 し

、 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ク ロ ロ ホ ル ム ： メ タ ノ ー ル =50： 1～ 10： 1） で 化 合 物 (

3)(0.4478 g, 0.699 m mol, 57.8%)、 原 料 ( 0.113 g, 0.334 m mol, 27.7%)を 得 た 。
１

H N M R (400M Hz) (D MSO) δ : 8.56 (5H, d, H-6,8,9,10,12) 8.22 (2H, d, H-5,13), 8

.18 (2H, d, H-2,3), 8.09 (1H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 8.02 (2H, s, ベ ン ゼ ン 環 ), 7.25 (13
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H, m, D M Tr), 5.32 (1H, s , O H  ), 4.65 (2H, d, J=5.6, CH 2 ), 4.23 (2H, s, CH 2 ), 3.

16 (6H, s, OCH 3 )

【 ０ ０ ９ ６ 】

1-(3-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methyl-5-O-{(2-cyanoethyl)-(N,N-diisopropyl)}-pho

sphoamidicmethylphenyl)- pyrene(4)の 合 成

　 グ ロ ー ブ バ ッ ク 中 (ア ル ゴ ン 下 、 完 全 無 水 )、 RN A条 件 下 で 反 応 さ せ た 。

化 合 物 (3)(0.44 g, 0.688 m mol)を THF (3.43 ml)に 溶 解 さ せ Hunig＇ s Base ( N-Ethyl di

isopropylamine )（ 0.565 ml, 3.44 m mol, 5eq） を 加 え 、 更 に ア ミ ダ イ ト 試 薬 (0.307 ml,

 1.38 m mol, 2eq)を 撹 拌 し な が ら ゆ っ く り 加 え た 。 グ ロ ー ブ バ ッ ク か ら 取 り 出 し 30分 撹 拌

し た 後 、 ク ロ ロ ホ ル ム に 溶 解 し 、 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 と 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し 、

有 機 層 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去 し シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ

ィ ー （ 酢 酸 エ チ ル ： ア セ ト ン ＝ 2： 1） で 単 離 精 製 し 化 合 物 (4)(0.539 g, 0.615 m mol, 89.

3％ )を 得 た 。
3 1
PN M R (400M Hz, CDCl 3 )δ [ppm]: 149.25 ppm

【 ０ ０ ９ ７ 】

（ 実 験 例 ７ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成

　 常 法 に 従 い 、 図 ８ に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 塩 基 に 対 応 す る ア ミ ダ イ ト 体 を 準 備 し 、

以 下 の 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 を 固 相 合 成 法 に よ り 合 成 し た 。 な お 、 Ｍ Ａ Ｌ Ｄ Ｉ

－ Ｔ Ｏ Ｆ ／ Ｍ Ｓ （ 図 ９ ） に て 分 子 量 を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

（ 実 験 例 ８ ） 吸 光 ス ペ ク ト ル 、 蛍 光 ス ペ ク ト ル 及 び 融 解 温 度 の 測 定

　 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ き 、 Bufferと し て 10 m M Tris-HCl ( ｐ H=7.2) , 100

m M NaClを 使 用 し て 図 １ ０ ～ 図 １ ２ に 示 す 各 温 度 で 吸 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 ま た 、 室

温 に て 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 さ ら に 、 融 解 温 度 及 び ／ 又 は 単 鎖 の 状 態 で そ れ ぞ れ 測

定 し た 。 励 起 波 長 は 、 ３ ４ ２ ｎ ｍ と し た 。 結 果 を 図 １ ０ ～ 図 １ ７ に 示 す 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 図 １ ０ ～ 図 １ ２ に 示 す よ う に 、 ３ ４ ０ ｎ ｍ が ピ レ ン 固 有 の 吸 収 で あ る が 、 こ れ ら の ス ペ

ク ト ル か ら 、 低 温 で は ピ レ ン 同 士 が ス タ ッ ク し 、 温 度 が 上 昇 し て 二 重 鎖 が 解 離 す る と と も

に 、 Ｕ Ｖ 吸 収 が 増 大 す る 傾 向 が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 図 １ ３ ～ 図 １ ６ に 示 す よ う に 、 励 起 波

長 光 を 照 射 す る と 、 二 重 鎖 の 状 態 で は 最 も 強 く 特 有 の エ キ シ マ ー 由 来 の 蛍 光 が 観 察 さ れ る

こ と が わ か っ た 。 ま た 、 単 鎖 で あ っ て も ス タ ッ ク 効 果 に よ り エ キ シ マ ー 由 来 の 蛍 光 が 観 察

さ れ た 。 ま た 、 こ れ ら の 図 に よ れ ば 、 少 な く と も ２ つ 以 上 の ピ レ ン ア ナ ロ グ が ス タ ッ ク さ

れ る こ と に よ り ア ナ ロ グ モ ノ マ ー に 由 来 す る と 考 え ら れ る 蛍 光 （ ３ ９ ０ ｎ ｍ ） が 観 察 さ れ

な く な る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 ま た 、 図 １ ７ に 示 す よ う に 、 天 然 の 二 重 鎖 の Ｔ ｍ が 約 ６ ４ ℃ で あ る の に 対 し 、 Ｄ １ で は

７ ３ ℃ 、 Ｄ ２ で は ７ ７ ℃ 、 Ｄ ３ で は 、 ７ ６ ℃ で あ っ た 。 二 重 鎖 の 安 定 性 に 寄 与 す る 水 素 結

合 の 数 が ピ レ ン ア ナ ロ グ の 導 入 に よ っ て 減 少 す る に も 関 わ ら ず 、 熱 安 定 性 が 向 上 し て い る

こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 以 上 の 結 果 に よ れ ば 、 こ れ ら の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お け る ピ レ ン ア ナ ロ グ の ス タ ッ ク

が 効 率 的 に 形 成 さ れ 、 か つ 、 安 定 で あ る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ ０ ２ 】

（ 実 施 例 ９ ） ペ リ レ ン ア ナ ロ グ の 合 成

3-Bromoperylene (1) の 合 成

　 図 １ ８ に 示 す ス キ ー ム に 従 い 、 Perylene(252mg ,1m mol)を D MF(45ml)に 溶 解 し 、 そ こ へ

、 NBS(178mg) を D MF(10ml)に よ り 溶 解 さ せ た 溶 液 を ゆ っ く り 加 え た 。 24時 間 室 温 で 撹 拌 し

た 。 H 2 O(200ml)を 加 え 、 生 成 物 を 沈 殿 さ せ 吸 引 ろ 過 し た 。 生 成 物 を ヘ キ サ ン に よ り 再 結 晶

し た 。 黄 褐 色 化 合 物 (1)(187mg, (mixture))を 得 た 。

【 ０ １ ０ ３ 】
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3-(3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethylPhenyl)Perylene(2) の 合 成

暗 室 に お い て 3-BromoPerylene(0.150g, 0.453m mol, 1.3eq.） に PdCl 2 (dPPf) (17.4mg, 5m

ol%） を 加 え た 。 そ こ に 3,5-bis-tert-butyldimethylsilyloxymethyl Phenylboronic acid

 (0.143g, 0.348m mol, 1eq.） を THF/H2O (5:1)(3.6ml)に 溶 解 し た も の を 加 え 、 2N NaO Haq

. 3.66ml（ 3eq） を 投 入 し て 遮 光 下 の 65℃ オ イ ル バ ス で 反 応 を 開 始 し 、 30時 間 撹 拌 し た 。 T

LC（ Hex： EtO Ac＝ 5： 1） に よ り 反 応 を 確 認 し た 。 N H 4 Cl aq.で 中 和 し 、 セ ラ イ ト ろ 過 を 行

っ た 。 EtO Acで 抽 出 し 有 機 層 を H 2 O、 sat.NaHCO 3 aq. と sat.NaCl aq.で 洗 浄 し た 後 、 無 水 N

a 2 SO 4 を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 で 飛 ば し 目 的 物 を 3-BromoPeryleneと の

混 合 物 (0.192g)で 得 た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

3- (3-hydroxymethyl-5-tert-butyldimethylsilyloxymethylPhenyl) Perylene(3) の 合 成

予 め 真 空 乾 燥 さ せ て お い た 化 合 物 (1)、 (2)、 (3)の 混 合 物 (2.37 g)を THF(38.5 ml)、 ジ ク

ロ ロ メ タ ン ( 38.5 ml)に 溶 解 さ せ 、 TBAF(2 ml, 2 m mol,)を 滴 下 し た 。 TLC（ ク ロ ロ ホ ル ム

:メ タ ノ ー ル ＝ 1:1） に て 反 応 の 進 行 状 況 を 分 刻 み で 細 か く 観 察 し な が ら 、 3時 間 半 後 に 反

応 を 停 止 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し 、 有 機 層 を 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ

ム を 加 え 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 減 圧 除 去 し 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ

ン :酢 酸 エ チ ル ＝ 10:1～ 1:1） で 精 製 し 、 化 合 物 (3) (0.447g, 0.889 m mol, 11%)を 赤 色 個

体 と し て 得 た 。
１

H N M R (400M Hz) (CDCl 3 ) δ : 8.09-7.12 (14H, m, aromatic Protons), 4.72-4.66 (4

H, m, CH 2 ), 0.81 (9H, s, t-butyl ), 0.0079 (6H, s, TBD MS).

【 ０ １ ０ ５ 】

3- (3-hydroxymethyl-5-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methylPhenyl) Perylene(4)の 合 成

　 化 合 物 (3)(0.411 g, 0.818 m mol)に ピ リ ジ ン (8.2 ml)を 加 え 溶 解 さ せ 、 そ こ に ア ル ゴ ン

雰 囲 気 下 で D M TrCl(0.556 g, 1.64 m mol, 2 eq)を 加 え 室 温 で 18時 間 撹 拌 し た 。 TLCに て 、

原 料 の 消 失 を 確 認 し 、 ク ロ ロ ホ ル ム と 水 で 分 液 し た 。 有 機 層 を 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水

溶 液 と 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 有 機 層 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ た 。 溶 媒 を 減 圧 留 去

し 、 ト ル エ ン 洪 沸 に よ り ピ リ ジ ン を 除 去 し て そ の ま ま 次 の 反 応 へ 進 ん だ 。 濃 縮 物 を THF(8.

2 ml)に 溶 解 さ せ 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で TBAF(1.64 ml, 1.64 m mol, 2 eq)を 加 え 室 温 で 5時

間 撹 拌 し 、 TLCに て 反 応 の 終 了 を 確 認 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム と 水 で 分 液 し 、 有 機 層 を 飽 和 NaH

CO 3 水 溶 液 と 飽 和 食 塩 水 で 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 さ せ 、 溶 媒 を 減

圧 留 去 し シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝ 5:1～ 1： 1） で T

BAF残 留 の 化 合 物 (4)を 得 た 。 そ の 混 合 物 を 再 結 晶 （ ク ロ ロ ホ ル ム と n-ヘ キ サ ン ） に よ り 黄

色 固 体 の 化 合 物 (4)(0.410g, 0.593m mol, 72%(2 steps))を 得 た 。
１

H N M R (400M Hz) (CDCl 3 ) δ : 8.25-6.83 (27H, m, aromatic protons), 4.80 (2H, d,

 J=6.1 Hz,CH 2 ), 4.29(2H, s, CH 2 O-D M Tr), 3.78 (6H, s, OCH 3 ), 1.72(1H, t, J=6.0Hz,

O H).

【 ０ １ ０ ６ 】

3-3-(4,4＇ -dimethoxytrityloxy)methyl-5-O-{(2-cyanoethyl)-(N,N-diisoPropyl)}-Phos

PhoamidicmethylPhenyl) Perylene(5)の 合 成

　 化 合 物 (4)(0.406g, 0.588 m mol)を 実 験 器 具 と と も に 十 分 乾 燥 し 、 Ar置 換 し た グ ロ ー ブ

バ ッ ク を 用 い て 、 THF (3 ml)を ア ル ゴ ン 下 に お い て 加 え 、 さ ら に Hunig＇ s base (0.514 m

l, 2.94 m mol, 5.0 eq)存 在 下 、 亜 リ ン 酸 化 試 薬 (0.263 ml, 1.18 m mol, 2.0 eq)を 加 え 室

温 で 1時 間 撹 拌 し た 。 反 応 を TLC（ 酢 酸 エ チ ル :ア セ ト ン ＝ 20:1） に て 確 認 し 、 飽 和 NaHCO 3

水 溶 液 を 少 量 加 え 反 応 を 停 止 し 、 そ の ま ま ク ロ ロ ホ ル ム で 分 液 し た 。 有 機 層 を 飽 和 食 塩 水

で 洗 浄 し 、 溶 媒 を 減 圧 留 去 し た 後 、 中 性 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (ク ロ ロ ホ

ル ム :ア セ ト ン ＝ 30:1)に て 分 離 精 製 し 、 黄 色 泡 状 化 合 物 (5)(0.348 g, 0.391 m mol, 66％ )

を 得 た 。
 3 1

PN M Rに よ り 、 亜 リ ン 酸 基 の 導 入 を 確 認 し た 。
3 1
P N M R (400M Hz, CDCl 3 )δ [ppm]: 149.09

【 ０ １ ０ ７ 】

（ 実 験 例 １ ０ ） オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 合 成
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　 実 施 例 ６ に お い て 既 に 合 成 し た ピ レ ン ア ナ ロ グ の ア ミ ダ イ ト 体 及 び 実 施 例 ９ で 合 成 し た

ペ リ レ ン ア ナ ロ グ の ア ミ ダ イ ト 体 を 用 い 、 さ ら に 、 図 １ ９ に 示 す リ ン カ ー （ Ｓ ） を 準 備 し

て 、 同 じ く 図 １ ９ に 示 す 配 列 の ラ ベ ル 化 剤 を ポ リ Ｔ （ チ ミ ジ ン デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド

１ ０ 個 ） の ５ ＇ 側 に 備 え る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 合 成 し た 。 な お 、 リ ン カ ー の ア ミ ダ イ ト

体 は 、 ブ タ ン ジ オ ー ル の 一 つ の 水 酸 基 を D M Tr化 、 続 い て も う 一 方 の 水 酸 基 を 亜 リ ン 酸 化 す

る こ と に よ り 合 成 し た 。 な お 、 本 実 験 例 で 得 ら れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 本 明 細

書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 に 相 当 す る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

（ 実 験 例 １ １ ）

　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ い て の 吸 光 ス ペ ク ト ル 及 び 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 測 定

　 実 験 例 １ ０ で 合 成 し た 合 計 １ １ 種 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に つ き 、 吸 光 ス ペ ク ト ル 及 び 蛍

光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た 。 結 果 を 図 ２ ０ ～ 図 ２ ３ に 示 す 。 な お 、 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 す

る の に あ た り 、 ピ レ ン の 励 起 波 長 で あ る ３ ５ ０ ｎ ｍ 付 近 と ペ リ レ ン の 励 起 波 長 で あ る ４ ５

５ ｎ ｍ 付 近 の そ れ ぞ れ を 用 い た 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 図 ２ ０ ～ 図 ２ ３ に 示 す よ う に 、 ピ レ ン ア ナ ロ グ 及 び ／ 又 は ペ リ レ ン ア ナ ロ グ を 含 む オ リ

ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の ス タ ッ ク 効 果 は 、 明 ら か で あ っ た 。 ま た 、 図 ２ ４ に 示 す よ う に 、

非 特 許 文 献 １ の 結 果 と 対 比 す る と 、 本 明 細 書 に 開 示 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 は 、 蛍 光

波 長 が よ り 大 き く 長 波 長 側 へ シ フ ト さ れ て い る と と も に 、 ス タ ッ ク 時 に お け る モ ノ マ ー 由

来 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 出 現 が 抑 制 さ れ て い る こ と が わ か っ た 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 実 験 例 １ ０ で 合 成 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 の 水 溶 液 を 、 ３ ６ ５ ｎ ｍ の 波 長 の 光 を

照 射 し た 結 果 を 図 ２ ５ に 示 す 。 図 ２ ５ に 示 す よ う に 、 図 中 左 か ら 右 に 向 か っ て 紫 、 青 、 緑

、 黄 、 赤 に わ た っ て 全 １ １ 色 を 発 色 さ せ る こ と が で き た 。

【 ０ １ １ １ 】

（ 実 施 例 １ ２ ）

　 本 実 施 例 で は 、 ３ ＇ 末 端 に ク エ ン チ ャ ー と し て Ｂ Ｈ Ｑ 又 は Ｄ ａ ｂ を 有 し 、 置 換 基 Ｙ と し

て ピ レ ン ア ナ ロ グ と ペ リ レ ン ア ナ ロ グ と 有 す る 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 単

位 を リ ン カ ー （ 図 ２ ６ 参 照 ） を 介 し て ５ ＇ 末 端 に 有 す る 所 定 配 列 の モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン

を 以 上 の 実 施 例 に 準 じ て 作 製 し た （ 図 ２ ６ 参 照 ） 。 こ れ ら の モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン に つ い

て 、 １ 塩 基 の み が ミ ス マ ッ チ で あ る タ ー ゲ ッ ト Ｒ Ｎ Ａ で あ る Ｒ Ｎ Ａ １ と 完 全 マ ッ チ 配 列 の

タ ー ゲ ッ ト Ｒ Ｎ Ａ で あ る Ｒ Ｎ Ａ ２ と ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ て 消 光 － 発 光 を 観 察 し

た 。 モ レ キ ュ ラ ー ビ ー コ ン の 濃 度 は 、 ３ μ Ｍ （ Na-リ ン 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ ． ０ 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ

Ｎ ａ Ｃ ｌ ） と し 、 Ｕ Ｖ （ 波 長 ３ ６ ５ ｎ ｍ ） で 励 起 し て 観 察 し た 。 結 果 を 図 ２ ６ に 示 す 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 図 ２ ６ に 示 す よ う に 、 ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 の 数 が 増 え る ご と に 蛍 光 が 長 波 長 側 に シ

フ ト す る 傾 向 を 観 察 し た 。 ま た 、 ミ ス マ ッ チ よ り も 完 全 マ ッ チ 配 列 の Ｒ Ｎ Ａ と の ハ イ ブ リ

ダ イ ズ 時 に お い て よ り 強 い 蛍 光 を 観 察 し た 。 以 上 の こ と か ら 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク

レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 は 、 ク エ ン チ ャ ー で 有 効 に 消 光 さ れ る と と も に 、 タ ー ゲ ッ ト 核 酸 と ハ

イ ブ リ ダ イ ズ 時 に は 、 確 実 に 蛍 光 を 発 す る こ と が で き る こ と を 確 認 で き た 。

【 ０ １ １ ３ 】

（ 実 施 例 １ ３ ）

　 本 実 施 例 で は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド 誘 導 体 単 位 （ Ｙ は ナ フ タ レ ン ） を 末

端 に 備 え る 各 種 ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ を 合 成 し （ 図 ２ ７ 参 照 ） 、 タ ン パ ク 質 発 現 抑 制 効 果 を 確 認 し た

。 す な わ ち 、 本 実 施 例 で は 、 合 成 し た 3＇ 末 端 化 学 修 飾 Renilla siRN Aの タ ン パ ク 発 現 抑 制

効 果 を 評 価 す る た め に 0.1,0.5,1,5,10nMの 濃 度 で Luc Assay（ Dual Luciferase Assayに よ

る 3＇ 末 端 化 学 修 飾 siRN Aの タ ン パ ク 発 現 抑 制 効 果 の 評 価 ） を 行 な っ た 。 操 作 は 以 下 の よ う

に し て 行 っ た 。

【 ０ １ １ ４ 】

（ Luc Assay）
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　 HeLa細 胞 を 4000 cell / mLに な る よ う に 調 整 し 、 96 well plateの 各 wellに

100μ Lず つ 入 れ 24時 間 培 養 し た 。 合 成 し た siRN Aの そ れ ぞ れ の 鎖 を TE buffer （ 100m M NaC

l） に 溶 解 し 、 95℃ で 3分 間 過 熱 後 、 1時 間 放 置 し 常 温 に 戻 し た 。 こ の siRN A各 量 、 培 地 （ O

PTI-M E M)各 量 、 0.2μ g/μ L psi-CHECK(Fire fly、 Renilla各 々 の seqenceを 持 つ ベ ク タ ー

） 1μ L、 transfast （ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 試 薬 ） 3μ Lを 総 量 350μ Lに な る よ う に 混 合

し 、 培 地 を 吸 い 出 し た 96 well plateの 各 wellに 35μ Lず つ 入 れ 、 1時 間 後 培 地 を 100μ L加

え て 24時 間 培 養 し た 。 lysis bufferを 各 wellに 100μ Lず つ 加 え 振 と う し た 。 発 光 測 定 用 の

96 well plateに サ ン プ ル 24μ Lを 移 し 、 Dual glo substrate （ Fire flyの 基 質 ） 24μ L

を 加 え 10分 放 置 後 、 Fire fly luciferaseを 測 定 し た 。 そ の 後 、 Stop and glo substrate

24μ Lを 加 え 10分 放 置 後 、 Renilla luciferaseを 測 定 し た 。 Renilla luciferaseの 値 を Fir

e fly luciferaseの 値 で 割 り 、 ％ of controlを 用 い て 比 較 し た 。 な お 、 luciferase測 定

に は 、 Luminescenser JNRIIを 使 用 し た 。 な お 、 siRN Aを ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し て い な い

状 態 を コ ン ト ロ ー ル と し 100％ と し た 。 結 果 を 図 ２ ７ に 示 す 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 図 ２ ７ に 示 す よ う に 、 Dual Luciferase Assayの 結 果 、 今 回 合 成 し た siRN Aは い ず れ も 低

濃 度 で normal typeの siRN A（ 図 ２ ７ に お け る ｄ Ｔ ｄ Ｔ ） よ り も 活 性 を 示 す こ と が 分 か っ た

。 な か で も 、 Ｂ Ｎ タ イ プ （ ガ イ ド 鎖 の ３ ＇ 末 端 に 単 位 Ｂ 及 び 単 位 Ｎ を そ れ ぞ れ １ 個 を 有 し

、 パ ッ セ ン ジ ャ ー 鎖 の ５ ＇ 末 端 に 単 位 Ｎ １ 個 、 ３ ＇ 末 端 に 単 位 Ｂ を ２ 個 備 え る ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ

） が 極 め て 良 好 な ｓ ｉ Ｒ Ｎ Ａ 効 果 を 示 し た 。 こ の こ と は 、 Ｂ Ｎ タ イ プ 及 び Ｎ Ｎ タ イ プ の ｓ

ｉ Ｒ Ｎ Ａ の ヌ ク レ ア ー ゼ 耐 性 を 意 味 し て い る も の と 考 え ら れ た 。

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ９ 】

【 図 １ ８ 】

【 図 １ ９ 】

【 図 ２ ８ 】
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【 図 １ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】



(31) JP  4815015  B2  2011.11.16

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】
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【 図 １ ７ 】



(33) JP  4815015  B2  2011.11.16

【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】
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【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】
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