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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の式Ｉ：
【化１】

（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコ
キシカルボニル基、又は水素であり、
　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７
のアルコキシカルボニル基、又は水素である。）
で表される基と、次の式ＩＩ：
　式ＩＩ　　　Ｒｂ－
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（ただし、Ｒｂは、水素、糖（糖は、リボース、及びデオキシリボースを含む）、多糖類
（多糖類は、核酸のポリリボース鎖、及びポリデオキシリボース鎖を含む）、ポリエーテ
ル、ポリオール、ポリペプチド鎖（ポリペプチド鎖は、ペプチド核酸のポリペプチド鎖を
含む）、又は水溶性合成高分子である。）
で表される基とが結合してなる、次の式Ｖ：
【化２】

で表される化合物からなる、光反応性架橋剤。
【請求項２】
　Ｒｂが、次の式ＩＩＩ又は式ＩＶ：
【化３】

【化４】

で表される基である、請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　請求項２に記載の化合物からなる、光反応性架橋剤。
【請求項４】
　塩基部分が、請求項１に記載の式Ｉ（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、アミド基、
カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコキシカルボニル基、又は水素であり、
　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７
のアルコキシカルボニル基、又は水素である。）で表される基であるヌクレオシド。
【請求項５】
　請求項４に記載のヌクレオシドからなる、光反応性架橋剤。
【請求項６】
　塩基部分が、請求項１に記載の式Ｉ（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、アミド基、
カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコキシカルボニル基、又は水素であり、
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　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７
のアルコキシカルボニル基、又は水素である。）で表される基であるヌクレオチド。
【請求項７】
　請求項６に記載のヌクレオチドからなる、光反応性架橋剤。
【請求項８】
　塩基部分が、請求項１に記載の式Ｉ（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、アミド基、
カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコキシカルボニル基、又は水素であり、
　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７
のアルコキシカルボニル基、又は水素である。）で表される基である核酸類（ただし、核
酸類には、核酸及びペプチド核酸が含まれる）。
【請求項９】
　請求項８に記載の核酸類からなる、光反応性架橋剤。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸類と架橋可能な光反応性の核酸塩基類似構造を有する光反応性架橋剤、
及び該構造を塩基部分として備えた光クロスリンク能を有する光応答性人工ヌクレオチド
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子生物学の分野の基本的な技術に、核酸の連結がある。核酸の連結は、例えば、ハイ
ブリダイゼーションと組みあわせて、遺伝子の導入や、塩基配列の検出のために使用され
る。そのために、核酸の連結は、分子生物学の基礎研究だけではなく、例えば、医療分野
における診断や治療、あるいは治療薬や診断薬等の開発や製造、工業及び農業分野におけ
る酵素や微生物等の開発や製造に使用される極めて重要な技術である。
【０００３】
　核酸の連結は、例えば、ＤＮＡリガーゼ等を使用して従来から行われている。しかし、
このような生体内の酵素反応を取り出した反応は、特別な条件設定を行わなければならず
、さらに、使用される酵素類が比較的高価で、安定性に乏しい等の欠点を有する。このよ
うな欠点を克服するために、酵素類を使用しない核酸の連結の技術が研究されてきた。
【０００４】
　酵素類を使用しない核酸の連結の技術として、核酸と反応性のある有機化合物を使用す
る方法がある。近年、光反応を利用した核酸連結技術が、反応の時間的空間的な制御が自
由であること、一般的な有機化学反応よりも緩和な条件で反応可能であること等の利点か
ら、注目されるようになってきた。
　このような光連結技術として、５－シアノビニルデオキシウリジンを使用した光連結技
術（特許文献１：特許第３７５３９３８号公報、特許文献２：特許第３７５３９４２号公
報）が知られている。
【０００５】
　核酸の連結と近似した重要な技術に、核酸の架橋がある。例えば、ＤＮＡやＲＮＡの架
橋反応は、細胞内の遺伝情報の流れを遮断して、遺伝子発現の阻害に使用される。ＤＮＡ
の架橋剤としては、光反応によって架橋を生じる光架橋剤（光クロスリンク剤）としてソ
ラレンという化合物が古くから用いられている。光架橋剤であるソラレンを医薬品として
服用して光照射を行う治療方法は、皮膚疾患である乾癬の標準的な治療方法の一つとして
普及している。
【０００６】
　しかし、ソラレンの光架橋反応は、核酸二本鎖中の５’－ＴＡ－３’配列に対して優先
的に起こるために、使用できる対象が限定されているという問題がある。また、ソラレン
の光連結波長は３５０　ｎｍで、光開裂波長は２５０　ｎｍであることから、ソラレンを
光架橋剤として使用する場合には、短波長の光源を使用する必要があり、光照射によりＤ
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ＮＡや細胞に損傷を与えやすいという問題がある。
【特許文献１】特許第３７５３９３８号公報
【特許文献２】特許第３７５３９４２号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　以上のような問題があるために、ソラレンでは光架橋できない配列に対して利用可能な
光反応性架橋剤が求められていた。また、ソラレンと比較して、より長波長の光を用いて
光架橋可能な光反応性架橋剤が求められていた。
【０００８】
　したがって、本発明の目的は、ソラレンでは光架橋できない配列に対して架橋可能な光
反応性架橋剤を提供することにある。さらに、本発明の目的は、ソラレンと比較して、よ
り長波長の光を用いて光架橋可能な光反応性架橋剤を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者は、光反応性架橋剤の探索研究を鋭意行ってきた結果、ソラレンでは光架橋で
きない配列に対して架橋可能な新規な光反応性架橋剤化合物を発見し、この光反応性架橋
剤化合物によって上記目的を達成できることを見出した。
【００１０】
　この光反応性架橋剤化合物によれば、ソラレンでは光架橋できない配列に対して光照射
による架橋を形成することができ、この架橋形成反応は、ソラレンと比較して、より長波
長の光を用いて行うことができる。
【００１１】
　本発明に係る化合物は、カルバゾール構造にビニル基が付加された特徴的な構造を有し
ており、比較的に小さなこの構造によって光架橋性を発揮しているために、ソラレンと同
様に様々に修飾して多様な用途で使用することができる。さらに、本発明に係る化合物の
この特徴的な構造は、核酸の塩基に類似した構造を有しているために、人工塩基（人工核
酸塩基）として使用することができる。すなわち、本発明に係る化合物の特徴的な構造を
人工塩基として導入して、人工ヌクレオシド、及び人工ヌクレオチドを製造することがで
き、このような人工ヌクレオチドを配列中に含んだ人工核酸類を製造することができる。
このような人工核酸類が、光反応によって架橋を形成すると、それは、二重らせんの一方
の鎖からもう一方の鎖へと形成された光架橋（光クロスリンク）となるので、光反応性の
核酸類は、所望の配列に特異的に反応可能な二重らせんの光クロスリンク剤として使用す
ることができる。
【００１２】
　したがって、本発明は次の［１］～［９］にある。
［１］　次の式Ｉ：
【化１】

（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコ
キシカルボニル基、又は水素であり、
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　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７
のアルコキシカルボニル基、又は水素である。）
で表される基と、次の式ＩＩ：
　式ＩＩ　　　Ｒｂ－
（ただし、Ｒｂは、水素、糖（糖は、リボース、及びデオキシリボースを含む）、多糖類
（多糖類は、核酸のポリリボース鎖、及びポリデオキシリボース鎖を含む）、ポリエーテ
ル、ポリオール、ポリペプチド鎖（ポリペプチド鎖は、ペプチド核酸のポリペプチド鎖を
含む）、又は水溶性合成高分子である。）
で表される基とが結合してなる化合物。
［２］　Ｒｂが、次の式ＩＩＩ又は式ＩＶ：
【化２】

【化３】

で表される基、又は水素である、［１］に記載の化合物。
［３］　［１］～［２］の何れかに記載の化合物からなる、光反応性架橋剤。
［４］　塩基部分として、［１］に記載の式Ｉ（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、ア
ミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコキシカルボニル基、又は水素であり、Ｒ１
及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアル
コキシカルボニル基、又は水素である。）で表される基を有するヌクレオシド。
［５］　［４］に記載のヌクレオシドからなる、光反応性架橋剤。
［６］　塩基部分として、［１］に記載の式Ｉ（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、ア
ミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコキシカルボニル基、又は水素であり、Ｒ１
及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアル
コキシカルボニル基、又は水素である。）で表される基を有するヌクレオチド。
［７］　［６］に記載のヌクレオチドからなる、光反応性架橋剤。
［８］　塩基部分として、［１］に記載の式Ｉ（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、ア
ミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコキシカルボニル基、又は水素であり、Ｒ１
及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアル
コキシカルボニル基、又は水素である。）で表される基を有する核酸類（ただし、核酸類
には、核酸及びペプチド核酸が含まれる）。
［９］　［８］に記載の核酸類からなる、光反応性架橋剤。
【００１３】
　さらに、本発明は、次の［１０］～［１３］にもある。
［１０］　［１］～［２］の何れかに記載の化合物を使用して、ピリミジン環を有する核
酸塩基との間に光架橋を形成する方法。
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［１１］　［４］に記載のヌクレオシドを使用して、ピリミジン環を有する核酸塩基との
間に光架橋を形成する方法。
［１２］　［６］に記載のヌクレオチドを使用してピリミジン環を有する核酸塩基との間
に光架橋を形成する方法。
［１３］　［５］に記載の核酸類と、ピリミジン環を核酸塩基として有する他の核酸類と
を、ハイブリダイズして二重らせんを形成させる工程、
　形成された二重らせんに光照射する工程、
を含む、光架橋の形成方法。
【００１４】
　さらに、本発明は、次の［１４］～［１７］にもある。
［１４］　［１］～［２］の何れかに記載の化合物の、ピリミジン環を有する核酸塩基と
の間に光架橋を形成するための使用。
［１５］　［４］に記載のヌクレオシドの、ピリミジン環を有する核酸塩基との間に光架
橋を形成するための使用。
［１６］　［６］に記載のヌクレオチドの、ピリミジン環を有する核酸塩基との間に光架
橋を形成するための使用。
［１７］　［５］に記載の核酸類の、ハイブリダイズして形成された二重らせんにおいて
ピリミジン環を核酸塩基として有する他の核酸類との間に光架橋を形成するための使用。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明によれば、ソラレンでは光架橋できない配列に対して光照射による架橋を形成す
ることができる。すなわち、本発明では、架橋対象が５’－ＴＡ－３’配列に限定された
ソラレンでは使用できない配列中の塩基に対して、広く架橋を行うことができる。
【００１６】
　さらに、本発明に係る化合物のカルバゾール構造にビニル基が付加された特徴的な構造
は、人工的な核酸塩基として使用することができ、この人工塩基を含んだ特定の配列の核
酸類を、これと相補的な配列の核酸類とハイブリダイズして二重らせんを形成することに
よって、相補的な配列の核酸類の特定の位置の塩基に対して、光架橋（光クロスリンク）
を形成することができる。
【００１７】
　したがって、本発明によれば、ソラレンでは光架橋できない種々の配列中の塩基に対し
て光架橋を形成できるばかりではなく、相補鎖を形成することによってある特定の配列中
のある特定の位置の塩基に対して、光架橋を形成することができる。
【００１８】
　さらに、本発明による架橋形成反応は、ソラレンと比較して、より長波長の光を用いて
行うことができる。そのために、短波長の光源を使用することが回避できるために、光照
射によってＤＮＡや細胞に損傷を与える心配が少ない。
【００１９】
　さらに、本発明による架橋形成反応は、ソラレンと比較して、極めて短時間の光照射で
行うことができる。すなわち、架橋形成が迅速に行われるために、反応の迅速性が要求さ
れる用途にも使用することができ、さらに光照射時間の短さの点からも、光照射によって
ＤＮＡや細胞に損傷を与える心配が少ない。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】図１は3-Iodocarbazole-1’-deoxyriboside のNOESY スペクトルを表す図である
。
【図２】図２はODN(XT) とODN(ACNVK) の光クロスリンク反応実験のＨＰＬＣ分析の結果
を示すクロマトグラムである。
【図３】図３はODN(XC)とODN(GCNVK)の光クロスリンク反応実験のＨＰＬＣ分析の結果を
示すクロマトグラムである。
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比較したグラフである。
【図５】図５はCNVK を含むODNの配列特異性を検討した実験結果を表す図である。
【図６】図６はODN(AOMeVK) とODN(GT) の光クロスリンク反応実験のＨＰＬＣ分析の結果
を示すクロマトグラムである。
【図７】図７はODN(GOMeVK)とODN(GC)の光クロスリンク反応実験のＨＰＬＣ分析の結果を
示すクロマトグラムである。
【図８】図８はODN(AOHVK) とODN(GT)の光クロスリンク反応実験のＨＰＬＣ分析の結果を
示すクロマトグラムである。
【図９】図９はODN(GOHVK)とODN(GC)の光クロスリンク反応実験のＨＰＬＣ分析の結果を
示すクロマトグラムである。
【図１０】図１０はODN(ACNVK) , ODN(AOMeVK), 及びODN(AOHVK)の光クロスリンク反応の
速さを比較したグラフである。
【図１１】図１１はODN (ACNVK-GT)に光照射してＨＰＬＣ分析した結果を示すクロマトグ
ラムである。
【図１２】図１２はODN (GCNVK-GC)に光照射してＨＰＬＣ分析した結果を示すクロマトグ
ラムである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２１】
　本発明を、以下に詳細に説明する。本発明は以下の具体的な実施の形態に限定されるも
のではない。
【００２２】
　本発明は、次の式Ｉ：
【化４】

（ただし、式Ｉ中、Ｒａは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７のアルコ
キシカルボニル基、又は水素であり、
　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、Ｃ２～Ｃ７
のアルコキシカルボニル基、又は水素である。）
で表される基と、次の式ＩＩ：
　式ＩＩ　　　Ｒｂ－
（ただし、Ｒｂは、水素、糖（糖は、リボース、及びデオキシリボースを含む）、多糖類
（多糖類は、核酸のポリリボース鎖、及びポリデオキシリボース鎖を含む）、ポリエーテ
ル、ポリオール、ポリペプチド鎖（ポリペプチド鎖は、ペプチド核酸のポリペプチド鎖を
含む）、又は水溶性合成高分子である。）
で表される基とが結合してなる化合物にある。
【００２３】
　すなわち、本発明は、上記式Ｉで表される基及び式ＩＩで表される基を結合させた次の
式Ｖ：
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【化５】

（ただし、式Ｖ中の、Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、Ｒｂは、式Ｉ及び式ＩＩについて上述した通り
である。）
で表される化合物にある。
【００２４】
　本発明に係る上記化合物は、ソラレンでは光架橋できない配列に対して光照射による架
橋を形成することができ、さらに、ソラレンと比較してより長波長の光を用いて光架橋反
応を行うことができる
【００２５】
　Ｒａは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、アルコキシカルボニル基、又は水素で
あり、好ましくは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、アルコキシカルボニル基、又
は水素であり、さらに好ましくは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、又はアルコキ
シカルボニル基である。アルコキシカルボニル基は、好ましくはＣ２～Ｃ７、さらに好ま
しくはＣ２～Ｃ６、さらに好ましくはＣ２～Ｃ５、さらに好ましくはＣ２～Ｃ４、さらに
好ましくはＣ２～Ｃ３、特に好ましくはＣ２のものを使用することができる。
【００２６】
　Ｒ１及びＲ２は、それぞれ独立に、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、アルコキシ
カルボニル基、又は水素であり、好ましくは、シアノ基、アミド基、カルボキシル基、ア
ルコキシカルボニル基、又は水素であり、さらに好ましくは、シアノ基、アミド基、カル
ボキシル基、又はアルコキシカルボニル基である。アルコキシカルボニル基は、好ましく
はＣ２～Ｃ７、さらに好ましくはＣ２～Ｃ６、さらに好ましくはＣ２～Ｃ５、さらに好ま
しくはＣ２～Ｃ４、さらに好ましくはＣ２～Ｃ３、特に好ましくはＣ２のものを使用する
ことができる。
【００２７】
　Ｒｂは、水素、糖（糖は、リボース、及びデオキシリボースを含む）、多糖類（多糖類
は、核酸のポリリボース鎖、及びポリデオキシリボース鎖を含む）、ポリエーテル、ポリ
オール、ポリペプチド鎖（ポリペプチド鎖は、ペプチド核酸のポリペプチド鎖を含む）、
又は水溶性合成高分子である。
【００２８】
　好適な実施の態様において、Ｒｂとして水素を使用することができ、この場合における
本発明に係る化合物は、次の式ＶＩ：
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【化６】

（ただし、式ＶＩ中の、Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、式Ｉについて上述した通りである。）
で表される。
【００２９】
　好適な実施の態様において、Ｒｂとしてリボースを使用することができ、この場合にお
ける本発明に係る化合物の一例は、次の式ＶＩＩ：

【化７】

（ただし、式ＶＩＩ中の、Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、式Ｉについて上述した通りである。）
で表されるヌクレオシド（リボヌクレオシド）である。
【００３０】
　好適な実施の態様において、Ｒｂとしてデオキシリボースを使用することができ、この
場合における本発明に係る化合物の一例は、次の式ＶＩＩＩ：
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【化８】

（ただし、式ＶＩＩＩ中の、Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、式Ｉについて上述した通りである。）
で表されるヌクレオシド（デオキシリボヌクレオシド）である。
【００３１】
　本発明に係る化合物は、カルバゾール構造にビニル基が付加された特徴的な構造を光反
応性の人工核酸塩基として有する核酸類（光架橋性核酸類）として使用することによって
、その核酸類と相補的な塩基配列を有する配列とハイブリダイズさせて二重らせんを形成
させることができ、形成した二重らせんに光照射を行うと、光架橋性核酸類の相補鎖のな
かで本発明に係る光反応性の人工核酸塩基と対応して塩基対となるべき塩基から１塩基分
だけ３’末端側にある塩基と光架橋を形成する。
【００３２】
　本発明に係る光反応性の人工核酸塩基が光架橋を形成可能である相手方の塩基は、ピリ
ミジン環を有する塩基である。一方で、本発明に係る光反応性の人工核酸塩基は、プリン
環を有する塩基とは光架橋を形成しない。すなわち、本発明に係る光架橋性の化合物は、
天然の核酸塩基としては、シトシン、ウラシル、及びチミンに対して光架橋を形成し、一
方で、グアニン及びアデニンに対しては光架橋を形成しないという、強い特異性を有して
いる。
【００３３】
　本発明に係る光架橋剤化合物は、光反応性の人工核酸塩基として有する核酸類（光架橋
性核酸類）として使用することによって、その核酸類と相補的な塩基配列を有する配列と
ハイブリダイズさせて二重らせんを形成させることができるために、目的とする特定の配
列に対してのみ光クロスリンク反応を行わせることができる。すなわち、本発明に係る光
架橋剤化合物は、ソラレンなどの従来の光架橋剤では不可能であった、非常に高い配列選
択性を、所望に応じて配列設計して、付与することができる。
【００３４】
　さらに、本発明による光架橋剤化合物は、光反応性の人工核酸塩基として有する核酸類
（光架橋性核酸類）として使用して、その核酸類と相補的な塩基配列を有する配列とハイ
ブリダイズさせて二重らせんを形成させる場合に、光架橋性核酸類の相補鎖のなかで本発
明に係る光反応性の人工核酸塩基と塩基対となるべき塩基については、特段の制約がなく
自由に選択できる。
【００３５】
　本発明における核酸類とは、核酸及びペプチド核酸（ＰＮＡ）を含み、さらにモノヌク
レオチドを含む。核酸としては、天然の核酸であるＤＮＡ及びＲＮＡが含まれ、さらに、
非天然（人工）の核酸であるＬＮＡ（ＢＮＡ）等の修飾核酸が含まれる。
【００３６】
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　光架橋のために照射される光は、一般に３５０～３８０ｎｍの範囲、好ましくは３６０
～３７０ｎｍの範囲、さらに好ましくは３６６ｎｍの波長を含む光が好ましく、特に好ま
しくは、３６６ｎｍの単波長のレーザー光である。
【００３７】
　本発明に係る光架橋剤化合物は、他の核酸（核酸類）と光照射によって光架橋した後に
、さらに光照射によって光開裂をすることができる。すなわち、本発明に係る光架橋剤化
合物は、可逆的な光架橋を可能とするものであり、可逆的な光架橋剤として使用すること
ができる。
【００３８】
　光開裂のために照射される光は、一般に３３０～３７０ｎｍの範囲、好ましくは３３０
～３６０ｎｍの波長を含む光を使用することができる。また、好適な実施の態様において
、３６６ｎｍの波長を含む光、特に好ましくは、３６６ｎｍの単波長のレーザー光を使用
することができる。
【００３９】
　好適な実施の態様において、本発明による光架橋及び光開裂の光反応は、３５０～３７
０ｎｍの範囲の波長を含む光の照射によって行うことができ、好ましくは３６６ｎｍの単
波長のレーザー光を使用して行うことができる。この範囲の波長の光を使用すれば、同一
の光源によって光架橋及び光開裂の光反応のいずれをも行うことができ、２種の光源を用
意する必要がない点で有利である。この範囲の波長の光を使用する場合には、温度条件に
よって、光架橋、及び光開裂のいずれの光反応が進行するかを制御することができる。光
架橋反応を進行させるためには、一般に０～５０℃、好ましくは０～４０℃、さらに好ま
しくは０～３０℃、さらに好ましくは０～２０℃、さらに好ましくは０～１０℃、さらに
好ましくは０～５℃の範囲の温度、特に好ましくは０℃で光照射を行う。光開裂反応を進
行させるためには、一般に６０～１００℃、好ましくは６０～９０℃、さらに好ましくは
７０～９０℃の範囲の温度で光照射を行う。
【００４０】
　本発明による光架橋及び光開裂は、光反応を利用しているために、ｐＨ、温度、塩濃度
などに特段の制約がなく、核酸類等の生体高分子が安定に存在可能なｐＨ、温度、塩濃度
とした溶液中で、光照射によって行うことができる。
【００４１】
　本発明による光架橋及び光開裂は、極めて迅速に進行し、例えば、ソラレンであれば数
時間を要する条件（３５０ｎｍ光照射）において、わずか１秒間（３６６ｎｍ光照射）で
光反応が進行する。すなわち、本発明に係る光架橋剤を使用すれば、数秒間、例えば、１
～９秒間、１～７秒間、１～５秒間、又は１～３秒間の時間の光照射によって、光反応を
進行させて光架橋を形成されることができる。
【実施例】
【００４２】
　本発明を、実施例を挙げて以下に説明する。本発明は、以下の実施例に限定されるもの
ではない。
【００４３】
［1.　ビニルカルバゾールを塩基部位に持つODN の合成］
　次のScheme 1 に従い合成を進めた。以下の説明において、化合物に付した番号で化合
物を表す場合がある。
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【化９】

【００４４】
［3-Iodocarbazole (1) ］
　carbazole (2.50 g, 15.0 mmol)のエタノール溶液(500 mL)にNaIO4 (0.80 g, 3.75 mmo
l)とI2 (1.89 g, 7.45 mmol)を順に加えた後、H2SO4 (1.60 mL, 30.0 mmol)のエタノール
溶液(100 mL)を加えて、反応溶液を65 °C で1 時間環流した。TLC (HexH : AcOEt = 4 :
 1) で原料の消失を確認し、NaOH (1.4 g) のエタノール溶液(100 mL)を加えて中和した
。エタノールを除去した後、反応溶液をクロロホルムで2 回抽出し、水で2 回洗浄した。
有機相をNa2SO4 で乾燥し、溶媒を除去した。カラムクロマトグラフィー(HexH : AcOEt =
 4 : 1) で精製し、白色粉末として1 (3.06 g, 70%)を得て、白色粉末として3,6-diiodoc
arbazole (0.47 g, 7.5%)を得た。
1: 1H NMR (DMSO-d6) δ 11.4 (s, 1H), 8.49 (d, 1H, J = 1.7 Hz), 8.14 (d, 1H, J = 
8.0 Hz), 7.62 (dd, 1H, J = 8.4, 1.7 Hz), 7.48 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.40 (m, 1H),
 7.33 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.16 (m, 1H).
3,6-Diiodocarbazole: 1H NMR (DMSO-d6) δ 11.5 (s, 1H), 8.56 (d, 2H, J = 1.7 Hz),
 7.65 (dd, 2H, J = 8.5, 1.7 Hz), 7.34 (d, 2H, J = 8.5 Hz). 
【００４５】
［3-Cyanovinylcarbazole (2) ］
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　Triphenylphosphine (139 mg, 0.53 μmol)のジオキサン溶液(10 mL)にPalladium acet
ate (40.0 mg, 0.18 μmol)とTriethylamine (0.59 μL, 4.23 mmol)を順に加えて、75°
C で5 分間撹拌した。1 (1.03 g, 3.52 mmol)のジオキサン溶液(15 mL)とAcrylonitrile 
(0.46 μL, 7.04 mmol)を加えて、反応溶液を11.5 時間環流した。TLC (HexH : AcOEt = 
4 : 1) で生成物を確認した後、綿ろ過でPalladium 粉末を取り除いた。カラムクロマト
グラフィー(HexH : AcOEt = 4 : 1) で精製し、白色粉末として2 (0.14 g, 18%, trans :
 cis = 97 : 3) を得て、白色粉末として1 (0.37 g, 回収率37%) を回収した。
2: 1H NMR (DMSO-d6) δ 11.6 (s, 1H), 8.44 (s, 1H), 8.11 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.7
5 (d, 1H, J = 16.7 Hz), 7.69-7.72 (m, 1H), 7.40-7.52 (m, 3H), 7.19-7.24 (m, 1H),
 6.36 (d, 1H, J = 16.7 Hz). 
【００４６】
［3-Cyanovinylcarbazole-1’-β-deoxyriboside-3’,5’-di-(p-toluoyl)ester (3) ］
　KOH (0.22 g, 3.87 mmol)とTDA-1 (11 mg, 34 μmol)のアセトニトリル溶液(20 mL)に
室温で2 (0.26 g, 1.20 mmol)を加えて20 分間撹拌した。反応溶液にChlorosugar (0.53 
g, 1.24 mmol)を加えて室温で20 分間撹拌し、TLC (HexH : AcOEt = 4 : 1)で原料の消失
を確認した。沈殿物を除去した後、カラムクロマトグラフィー(CHCl3)で精製し、黄色オ
イルとして3 (0.23 g, 33%)を得た。
3: 1H NMR (CDCl3) δ 8.09 (s, 1H), 8.02 (d, 2H, J = 8.4 Hz), 7.98 (d, 2H, J = 8.
4 Hz),　7.62-7.65 (m, 1H), 7.62 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.49 (d, 1H, J = 16.5 Hz), 
7.25-7.31 (m, 7H), 7.17-7.20 (m, 1H), 6.68 (dd, 1H, J = 9.3, 5.8 Hz), 5.78 (m, 1
H), 5.76 (d, 1H, J = 16.5 Hz), 4.91 (dd, 1H, J = 12.4, 2.7 Hz), 4.78 (dd, 1H, J 
= 12.4, 3.3 Hz), 4.55-4.57 (m, 1H), 3.09-3.20 (m, 1H), 2.45-2.52 (m, 1H), 2.45 (
s, 3H), 2.44 (s, 3H), HRMS (MALDI): calcd. for C36H30N2O5Na [(M+ Na)

+] 593.2053,
 found 593.2018. 
【００４７】
［3-Cyanovinylcarbazole-1’-β-deoxyriboside (4) ］
　3 (0.22 g, 0.39 mmol)のメタノール溶液(20 mL)に0.5 M methanolic NaOMe (2.3 mL, 
1.2 mmol)とクロロホルム(5.0 mL)を加えて、反応溶液を室温で3.5 時間撹拌した。TLC (
CHCl3 : MeOH = 9 : 1) で原料の消失を確認した。溶媒を除去した後、カラムクロマトグ
ラフィー(CHCl3 : MeOH = 9 : 1) で精製し、白色粉末として4 (0.11 g, 81%)を得た。
4: 1H NMR (CDCl3) δ 8.12 (d, 1H, J = 1.7 Hz), 8.06 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.59 (d
, 1H, J = 9.1 Hz), 7.43-7.57 (m, 4H), 7.26-7.31 (m, 1H), 6.64 (dd, 1H, J = 8.2, 
6.9 Hz), 5.87 (d, 1H, J = 16.5 Hz), 4.77-4.82 (m, 1H), 3.95-4.06 (m, 3H), 2.95 (
dt, 1H, J = 14.0, 8.2 Hz), 2.30 (ddd, 1H, J = 14.0, 6.9, 3.3 Hz), HRMS (MALDI): 
calcd. for C20H18N2O3Na [(M+ Na)

+] 357.1215, found 357.1265. 
【００４８】
［5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3-Cyanovinylcarbazole-1’-β-deoxyriboside (5) 
］
　ピリジン(1.0 mL × 2)で共沸した4 (97 mg, 0.29 mmol)にピリジン(0.5 mL)を加えた
。反応溶液に4,4’-dimethoxytritylchloride (118 mg, 0.35 mmol) と4-(dimethylamino
)pyridine (7.0 mg, 58 μmol)のピリジン溶液(1.0 mL)を加えて、反応溶液を室温で18 
時間撹拌した。TLC (CHCl3 : MeOH = 95 : 5) で生成物を確認した後、ピリジンを除去し
た。カラムクロマトグラフィー(CHCl3 : MeOH = 98 : 2) で精製し、黄色粉末として5 (1
13 mg, 61%)を得た。
5: 1H NMR (CDCl3) δ 8.07 (d, 1H, J = 1.7 Hz, 8.02-8.05 (m, 1H), 7.71 (d, 1H, J 
= 8.5 Hz), 7.62-7.65 (m, 1H), 7.45-7.52 (m, 3H), 7.33-7.37 (m, 4H), 7.25-7.28 (m
, 4H), 7.12 (dd, 1H, J = 8.8, 1.7 Hz), 6.81 (dd, 4H, J = 8.8, 1.7 Hz), 6.61 (dd,
 1H, J = 8.2, 6.3 Hz), 5.77 (d, 1H, J = 16.7 Hz), 4.80-4.82 (m, 1H), 4.05-4.07 (
m, 1H), 3.77 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.56-3.58 (m, 2H), 2.89 (dt, 1H, J = 13.8, 8
.2 Hz), 2.23 (ddd, 1H, J = 13.8, 6.3, 2.7 Hz), 1.98 (d, 1H, J = 3.6 Hz), HRMS (M



(14) JP 4940311 B2 2012.5.30

10

20

30

ALDI): calcd. for C41H36N2O5Na [(M+ Na)
+] 659.2522, found 659.2485. 

【００４９】
［5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3-Cyanovinylcarbazole-1’-β-deoxyriboside-3’-O
-(cyano ethoxy-N,N-diisopropylamino)phosphoramidite (6) ］
　アセトニトリル(1.5 mL)で共沸した5 (0.11 g, 0.17 mol)にアセトニトリル(1.5 mL)を
加えた。反応溶液に2-cyanoethyl-N,N,N’,N’-tetraisopropylphosphorodiamidite (52 
μL, 0.17 mol)と0.45 M tetrazole のアセトニトリル溶液(0.37 mL, 0.17 mol) を加え
て、反応溶液を室温で1.0 時間撹拌した。反応溶液を脱酢酸処理した酢酸エチルで2 回抽
出し、Sat. NaHCO3 aq. とH2O で洗浄した。有機相をMgSO4 で乾燥し、溶媒を除去した。
黄色オイルの粗生成物である6 (0.12 g) をゴムシールボトルにアセトニトリルで移し3 
回共沸した後、さらなる精製をせずにDNA 合成に使用した。
【００５０】
［３－シアノビニルカルバゾール－１‘－β－デオキシリボシド (CNVK)を含有するＯＤ
Ｎの合成］（Synthesis of ODN containing 3-cyanovinylcarbazole-1’-β-deoxyribosi
de (CNVK)）
　下記に示すCNVK を含むODN を合成した。
　　ODN(ACNVK): 5’-TGCACNVKCCGT-3’ 
　　ODN(GCNVK): 5’-TGCGCNVKCCGT-3’ 
　　ODN(CCNVK): 5’-TGCCCNVKCCGT-3’ 
　　ODN(TCNVK): 5’-TGCTCNVKCCGT-3’ 
【化１０】

　次のScheme 2 に従い合成を進めた。
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【化１１】

【００５１】
［3-Methoxycarbonylvinylcarbazole (7) ］
　Palladium acetate (38.0 mg, 0.17 μmol)のDMF 溶液(0.25 mL)に1 (0.50 g, 1.71 mm
ol)とTributylamine (0.41 μL, 1.71 mmol) とMethyl acrylate (0.38　L, 4.27 mmol)
とH2O(1.0 mL)を順に加えて、マイクロウェーブを用いて反応溶液を160 °C で10 分間反
応してTLC で反応追跡したところ、1 の消失を確認した。桐山ろ過でPalladium 粉末を取
り除いた後、カラムクロマトグラフィー(HexH : AcOEt = 3 : 1) で精製し、白色粉末と
して7 (0.26 g, 62%)を得た。
7: 1H NMR (CDCl3) δ 8.26 (s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.07 (d, 1H, J = 8.0 Hz), 7.89 
(d, 1H, J = 15.9 Hz), 7.61 (dd, 1H, J = 1.7, 8.5 Hz), 7.39-7.44 (m, 3H), 7.23-7.
29 (m, 1H), 6.47 (d, 1H, J = 15.9 Hz), 3.81 (s, 3H). 
【００５２】
［3-Methoxycarbonylcarbazole-1’-β-deoxyriboside-3’,5’-di-(p-toluoyl)ester (8
) ］
　7 (0.55 g, 2.22 mmol)のアセトニトリル溶液(49 mL)に室温でNaH (92.0 mg, 2.31 mmo
l)を加えて10 分間撹拌した。反応溶液にChlorosugar (1.14 g, 2.66 mmol) を加えて室
温で60 分間撹拌し、TLC (HexH : AcOEt = 4 : 1) で原料の消失を確認した。沈殿物を除
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去した後、カラムクロマトグラフィー(HexH : AcOEt = 4 : 1) で精製し、白色粉末とし
て8 (0.98 g, 71%)を得た。
【００５３】
［3-Methoxycarbonylcarbazole-1’-β-deoxyriboside (9) ］
　8 (0.96 g, 1.59 mmol)のメタノール溶液(46 mL)に0.5 M methanolic NaOMe (9.6 mL, 
4.8 mmol)とジクロロメタン(12 mL)を加えて、反応溶液を室温で1 時間撹拌した。TLC (C
HCl3 : MeOH = 9 : 1) で原料の消失を確認した。溶媒を除去した後、カラムクロマトグ
ラフィー(CHCl3 : MeOH = 9 : 1) で精製し、白色粉末として9 (0.28 g, 48%)を得た。
9: 1H NMR (CDCl3) δ 8.20 (s, 1H), 8.06 (d, 1H, J = 7.7 Hz), 7.86 (d, 1H, J = 15
.9 Hz), 7.53-7.61 (m, 3H), 7.44 (t, 1H, J = 7.1 Hz), 7.24-7.27 (m, 1H), 6.63 (dd
, 1H, J = 8.2, 7.0 Hz), 6.46 (d, 1H, J = 15.9 Hz), 4.75-4.80 (m, 1H), 3.95-4.04 
(m, 3H), 3.81 (s, 1H), 2.95 (dt, 1H, J = 14.0, 8.2 Hz), 2.28 (ddd, 1H, J = 14.0,
 7.0, 3.6 Hz). 
【００５４】
［5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3-methoxycarbonylvinylcarbazole-1’-β-deoxyribo
side (10) ］
　ピリジン(1.0 mL × 2)で共沸した9 (0.23 g, 0.63 mmol)にピリジン(0.5 mL)を加えた
。反応溶液に4,4’-dimethoxytritylchloride (0.26 g, 0.75 mmol) と4-(dimethylamino
)pyridine (15.0 mg, 0.13 μmol)のピリジン溶液(2.2 mL)を加えて、反応溶液を室温で1
6 時間撹拌した。TLC (CHCl3 : MeOH = 95 : 5)で生成物を確認した後、ピリジンを除去
した。カラムクロマトグラフィー(CHCl3 : MeOH = 99 : 1) で精製し、黄色粉末として10
 (0.21 g, 51%)を得た。
10: 1H NMR (CDCl3) δ 8.17 (s, 1H), 8.02-8.05 (m, 1H), 7.83 (d, 1H, J = 15.9 Hz)
, 7.62-7.66 (m, 3H), 7.46-7.49 (m, 2H), 7.34-7.38 (m, 4H), 7.25-7.28 (m, 4H), 7.
15 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 6.81 (dd, 4H, J = 8.8, 1.4 Hz), 6.61 (dd, 1H, J = 8.5, 6
.3 Hz), 6.40 (d, 1H, J = 15.9 Hz), 4.76-4.80 (m, 1H), 4.05-4.09 (m, 1H), 3.80 (s
, 3H), 3.77 (s, 3H), 3.76 (s, 3H), 3.56-3.57 (m, 2H), 2.89 (dt, 1H, J = 14.0, 8.
5 Hz), 2.18 (m, 1H), 2.17 (d, 1H, J = 3.8 Hz). 
【００５５】
［5’-O-(4,4’-dimethoxytrityl)-3-methoxycarbonylvinylcarbazole-1’-β-deoxyribo
side-3 ’-O-(cyanoethoxy-N,N-diisopropylamino)phosphoramidite (11) ］
　アセトニトリル(1.0 mL)で共沸した10 (0.20 g, 0.29 μmol)にアセトニトリル(1.3 mL
)を加えた。反応溶液に2-cyanoethyl-N,N,N’,N’-tetraisopropylphosphorodiamidite (
92 μL, 0.29 μmol)と0.45 M tetrazole のアセトニトリル溶液(0.65 mL, 0.29 μmol) 
を加えて、反応溶液を室温で2 時間撹拌した。反応溶液を脱酢酸処理した酢酸エチルで2 
回抽出し、Sat. NaHCO3 aq. とH2O で洗浄した。有機相をMgSO4 で乾燥し、溶媒を除去し
た。黄色オイルの粗生成物である11 (0.25 g) をゴムシールボトルにアセトニトリルで移
し3 回共沸した後、さらなる精製をせずにDNA 合成に使用した。
【００５６】
［修飾したＯＤＮの合成］（Synthesis of modified ODN ）
　ODN(AX) (5’-TGCAXCCGT-3’, X = 9)とODN(GX) (5’-TGCGXCCGT-3’, X = 9) はABI 3
400 DNA 合成機を用いて合成した。それぞれ得られた反応混合物のCPG を二つに分けて、
ひとつの反応混合物は0.4 M NaOH in H2O : CH3OH = 1 : 4 を用いて37 °C で17 時間イ
ンキュベートして脱保護し、2 M TEAA で中和した後凍結乾燥した。もうひとつの反応混
合物は0.05 M K2CO3 in CH3OH を用いて室温で17 時間インキュベートして脱保護し、2 M
 TEAA で中和した後凍結乾燥した。ODN(AOHVK), ODN(GOHVK), ODN(AOMeVK), ODN(GOMeVK)
のDNA を逆相HPLC によって精製した。それぞれのDNA を酵素分解した。単離収率はそれ
ぞれ5, 10, 11, 13%であった。分子量をMALDI-TOF-MS で測定した。
calcd. for ODN(AOHVK), 5’-TGCAOHVKCCGT-3’: [(M+H)+] 2801.93, found 2802.12. 
calcd. for ODN(GOHVK), 5’-TGCGOHVKCCGT-3’: [(M+H) +] 2817.93, found 2818.08. 
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calcd. for ODN(AOMeVK), 5’-TGCAOMeVKCCGT-3’: [(M+H) +] 2815.95, found 2816.07.
 
calcd. for ODN(GOMeVK), 5’-TGCGOMeVKCCGT-3’: [(M+H) +] 2831.95, found 2831.98.
 
【００５７】
　下記に示すNH2VK を含むODN を合成した。
ODN(ANH2VK): 5’-TGCANH2VKCCGT-3’ 
ODN(GNH2VK): 5’-TGCGNH2VKCCGT-3’ 
【化１２】

【００５８】
［2. ビニルカルバゾール塩基部位に持つヌクレオシドのNOESY スペクトル測定］
　3-Iodocarbazole-1’-deoxyriboside のNOESY スペクトルを測定した。そのNOESY スペ
クトルでは、H1’ とH4’ の間にクロスピークが見られた(図１) 。3-iodocarbazole-1’
-deoxyriboside は、β体であると考えられる。
【００５９】
［3. CNVK を含むODN を用いた光クロスリンク反応］
　CNVK を含むODN を用いて光クロスリンク反応を行った(次のScheme 3参照) 。ODN(ACNV

K) (20 μM)とODN(XT) (20 μM, X = A, G, C, T)の光クロスリンク反応を行った(sodium
 cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, total volume: 30 μL)。UV-LED を用いて366 nm 光
を0 °C で、1 秒間照射した。その光反応物のHPLC の分析結果を図２ に示す(elution w
ith a solvent mixture of 50 mM ammonium formate, pH 7.0, linear gradient over 30
 min from 3% to 20% acetonitrile)。ODN(XT) の存在下でODN(ACNVK) に光照射を行い、
図２の（ａ）は照射前、（ｂ）は３６６ｎｍで１秒間の照射後のＨＰＬＣ分析を表す。

【化１３】

【００６０】
　同様にして、C が光クロスリンク部位となるCNVK を含むODN を用いて光クロスリンク
反応を行った(次のScheme 4参照) 。ODN(GCNVK) (20 μM)とODN(XC) (20 μM, X = A, G,
 C, T)の光クロスリンク反応を行った(sodium cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, total v
olume: 30 μL)。UV-LED を用いて366 nm 光を0 °C で、25 秒間照射した。その光反応
物のHPLC の分析結果を図３ に示す。ODN(XC)の存在下でODN(GCNVK)に光照射を行い、図
３の（ａ）は照射前、（ｂ）は３６６ｎｍで２５秒間の照射後のＨＰＬＣ分析を表す。
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【化１４】

【００６１】
　CNVK を含むODN を用いて光クロスリンク反応では、光クロスリンク部位がT あるいはC
 のいずれの場合にも十分に光クロスリンク反応が進行した(図４)。図４は、ODN(ACNVK) 
(塗りつぶした丸) とODN(GCNVK) (白抜きの丸). との光架橋（光クロスリンク）反応の速
さの比較をしたグラフである。
【００６２】
［4. CNVK を含むODN を用いた16 種類の光クロスリンク反応］
　CNVK を含むODN を用いて16 種類の光クロスリンク反応を行った。ODN(ACNVK), ODN(GC
NVK), ODN(CCNVK), ODN(TCNVK) (10 μM) とODN(XT), ODN(XC), ODN(XG), ODN(XA) (X = 
A, G, C, T, 10 μM)の光クロスリンク反応を行った(sodium cacodylate 50 mM, NaCl 10
0 mM, total volume: 200 μL)。UV-LED を用いて366 nm 光を0 °C で、1 秒間照射して
UPLC を用いて分析した(elution with a solvent mixture of 50 mM ammonium formate, 
pH 7.0, linear gradient over 3.4 min from 2% to 15% acetonitrile, column tempera
ture 30 °C)。その結果を図５に示す。
【００６３】
　16 種類の光クロスリンク反応を行った結果、以下のことが見いだされた。
　光クロスリンク反応はクロスリンク相手がT とC である時に効率よく進行する。とくに
T である時に1 s で定量的に反応が進行する。一方、A やG である時には反応が進行しな
かった。
【００６４】
［5. OMeVK またはOHVK を含むODN を用いた光クロスリンク反応］
　OMeVK を含むODN を用いて光クロスリンク反応を行った。ODN(AOMeVK) (20 μM)とODN(
GT) (20 μM)の光クロスリンク反応を行った(sodium cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, t
otal volume: 105 μL)。UV-LED を用いて366 nm 光を0 °C で、0.5, 1, 2, 3, 5, 10, 
20 秒間照射した(次のScheme 5参照) 。その光反応物のHPLC の分析結果を図６に示す(el
ution with a solvent mixture of 50 mM ammonium formate, pH 7.0, linear gradient 
over 30 min from 3% to 20% acetonitrile)。
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【化１５】

【００６５】
　同様にして、C が光クロスリンク部位となるOMeVK を含むODN を用いて光クロスリンク
反応を行った。ODN(GOMeVK) (20 μM)とODN(GC) (20 μM)の光クロスリンク反応を行った
(sodium cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, total volume: 30 μL)。UV-LED を用いて366
 nm 光を0 °C で、180 秒間照射した(Scheme 6) 。その光反応物のHPLC の分析結果を図
７に示す。

【化１６】

【００６６】
　OHVK を含むODN を用いて光クロスリンク反応を行った。ODN(AOHVK) (20 μM) とODN(G
T) (20 μM)の光クロスリンク反応を行った(sodium cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, to
tal volume: 30 μL)。UV-LED を用いて366 nm 光を0 °C で、1, 10, 25, 40, 60, 120,
 180 秒間照射した(次のScheme 7参照)。その光反応物のHPLC の分析結果を図８に示す。
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【化１７】

【００６７】
　同様にして、C が光クロスリンク部位となるOHVK を含むODN を用いて光クロスリンク
反応を行った。ODN(GOHVK) (20 μM)とODN(GC) (20 μM)の光クロスリンク反応を行った(
sodium cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, total volume: 30 μL)。UV-LED を用いて366 
nm 光を0 °C で、180 秒間照射した(Scheme 8) 。その光反応物のHPLC の分析結果を図
９に示す。

【化１８】

【００６８】
　OMeVK を含むODN を用いて光クロスリンク反応では、光クロスリンク部位がT の場合に
は10 秒間で光クロスリンク反応が終了した。C の場合には180 秒間で光クロスリンク反
応が終了した。一方、OHVK を含むODN を用いて光クロスリンク反応では、光クロスリン
ク部位がT の場合には180 秒間で光クロスリンク反応の収率は75%であった。C の場合に
は180 秒間で光クロスリンク反応が終了した。CNVK とOMeVK の経時変化を比較すると顕
著な差が見られた(図１０) 。図１０は、ODN(ACNVK) (塗りつぶした丸), ODN(AOMeVK) (
白抜きの丸), 及びODN(AOHVK) (塗りつぶした四角)の光クロスリンク反応の速さを比較し
たグラフである。
【００６９】
［6. 光クロスリンク体の光開裂反応］
　T またはC が光クロスリンク部位である光クロスリンク体ODN(ACNVK-GT)あるいはODN(G
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CNVK-GC)を光反応によって調製してHPLC で分取した。そして、ODN(ACNVK-GT) (20 μM)
の光クロスリンク反応を行った(sodium cacodylate 50 mM, NaCl 100 mM, total volume:
 30 μL)。トランスイルミネーターを用いて366 nm 光を70 °C で、5 分間照射した(次
のScheme 9参照) 。その光反応物のHPLC の分析結果を図１１に示す。図１１は、ODN (AC
NVK-GT)に０℃で光照射してＨＰＬＣで分析した結果を示しており、（ａ）は照射前、（
ｂ）は３６６ｎｍで５分間の照射後である。
【化１９】

【００７０】
　同様にして、ODN(GCNVK-GC) の光クロスリンク反応を行った(sodium cacodylate 50 mM
, NaCl 100 mM, total volume: 30 μL)。トランスイルミネーターを用いて366 nm 光を7
0 °C で、5 分間照射した(次のScheme 10参照) 。その光反応物のHPLC の分析結果を図
１２に示す。光開裂反応では、光クロスリンク部位がT あるいはC の場合においてそれぞ
れ収率は29, 28% で進行した。CNVK を含むODN を用いた光クロスリンク反応では、反応
温度を変えることによって光可逆的な反応性を示した。図１２は、ODN (GCNVK-GC)に７０
℃で光照射してＨＰＬＣで分析した結果を示しており、（ａ）は照射前、（ｂ）は３６６
ｎｍで５分間の照射後である。

【化２０】
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