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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、
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　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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
【化２】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ
２とは独立に、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選択さ
れた基を表す）
で表される１価基を表し、
　Ｒ４は、Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、
　Ｑ1は、水素原子、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、又はＱ1に結
合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を
介して連結されるヌクレオチド又は核酸を表し、
　Ｑ2は、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、又はＱ2に結
合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を
介して連結されるヌクレオチド又は核酸を表す
（ただし、Ｑ1及びＱ2は、少なくともいずれか一方が次を表す：Ｑ1が、Ｑ1に結合するＯ
と一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介して連
結される核酸を表すか、又は、Ｑ2が、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸
基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介して連結される核酸を表す））
によって表される、光反応性架橋剤。
【請求項２】
　次の式ＩＩ：
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【化３】

（ただし、式ＩＩ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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
【化４】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ
２とは独立に、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選択さ
れた基を表す）
で表される１価基を表し、
　Ｒ５は、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　Ｑ1は、水素原子、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、又はＱ1に結
合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を
介して連結されるヌクレオチド又は核酸を表し、
　Ｑ2は、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、又はＱ2に結
合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を
介して連結されるヌクレオチド又は核酸を表す
（ただし、Ｑ1及びＱ2は、少なくともいずれか一方が次を表す：Ｑ1が、Ｑ1に結合するＯ
と一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介して連
結される核酸を表すか、又は、Ｑ2が、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸
基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介して連結される核酸を表す））
によって表される、請求項１に記載の光反応性架橋剤。
【請求項３】
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　Ｒ３が、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、トリフルオロメチル基、フェニル基、２－ナフチル基
、２－インドリル基、ベンゾイミダゾール－２－イル基、又はベンゾチオフェン－２－イ
ル基である、請求項１～２のいずれかに記載の光反応性架橋剤。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれかに記載の光反応性架橋剤を使用して、該光反応性架橋剤と、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。
【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、及びデオキシリボース代
替構造を有する光反応性架橋剤、及び該核酸塩基類似構造を塩基部分として備えて該デオ
キシリボース代替構造をデオキシリボース部分として備えた、光クロスリンク（光架橋）
能を有する光応答性ヌクレオチド類似化合物（光応答性ヌクレオチドアナログ）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、核酸の連結及び核酸の架橋がある。核酸の連結や
架橋は、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、あるいは、例えば、遺伝子発現の阻害に使用される。そのために
、核酸の連結及び架橋の技術は、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】
　このような核酸の連結あるいは架橋の技術として、酵素類を使用しない、光反応を利用
した技術が、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。
【０００４】
　このような核酸の光反応技術として、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、特許文献２：特許第３７５３９４２号
）、３－ビニルカルバゾール構造を塩基部位に持つ修飾ヌクレオシドを使用した光架橋技
術（特許文献３：特許第４８１４９０４号、特許文献４：特許第４９４０３１１号）があ
る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】日本国特許第３７５３９３８号公報
【特許文献２】日本国特許第３７５３９４２号公報
【特許文献３】日本国特許第４８１４９０４号公報
【特許文献４】日本国特許第４９４０３１１号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　核酸の光反応技術の重要性から、核酸の光反応技術に使用可能な新しい化合物が、さら
に求められている。本発明の目的は、核酸の光反応技術に使用可能な新しい光反応性化合
物、及び該光反応性化合物を使用した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】
【０００７】
　本発明者は、核酸の光反応技術に使用可能な光反応性架橋剤となる光反応性化合物を鋭
意探索してきたところ、核酸塩基の塩基部分に代えてビニルカルバゾール骨格構造を備え
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化合物が、このような核酸の光反応技術に使用可能な光反応性架橋剤となることを見いだ
して、本発明に到達した。
【０００８】
　本発明に係る化合物は、後述の式Ｉで表される骨格構造を備えており、天然のヌクレオ
シド及びヌクレオチドが備えているべきリボースあるいはデオキシリボースによる糖構造
を備えていない。さらに、本発明に係る化合物は、天然のヌクレオシド及びヌクレオチド
が備えているべきプリン塩基あるいはピリミジン塩基による塩基構造を備えていない。つ
まり、本発明に係る化合物は、天然のヌクレオシド及びヌクレオチドとは、構造的に全く
類似するように思われない化学構造となっている。それにもかかわらず、本発明に係る化
合物は、１本鎖の核酸として形成されると、これと相補的な１本鎖の核酸と二重らせんを
形成することができ、ビニルカルバゾール部分が光反応によって架橋を形成すると、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
、本発明に係る光反応性の化合物は、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（光架橋剤）として使用することができる。
【０００９】
　したがって、本発明は、次の（１）～　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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
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【化２】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ
２とは独立に、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選択さ
れた基を表す）
で表される１価基を表し、

　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、

　Ｑ1は、水素原子、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ1に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、又はＤＭＴｒ基を表し、
　Ｑ2は、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ2に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、次の式：

【化３】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：

【化４】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、を表す）
によって表される、光反応性の化合物。
（２）
　次の式ＩＩ：
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【化５】

（ただし、式ＩＩ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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
【化６】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ
２とは独立に、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選択さ
れた基を表す）
で表される１価基を表し、
　Ｒ５は、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、

　Ｑ1は、水素原子、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ1に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、又はＤＭＴｒ基を表し、
　Ｑ2は、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ2に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、次の式：
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【化７】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：
【化８】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、を表す）
によって表される、（１）に記載の化合物。
（３）
　次の式ＩＩＩ：

【化９】

（ただし、式ＩＩＩ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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、

　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
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【化１０】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ
２とは独立に、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選択さ
れた基を表す）
で表される１価基を表し、
　Ｒ７は、水素原子、又はメチル基を表し、

　Ｑ1は、水素原子、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ1に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、又はＤＭＴｒ基を表し、
　Ｑ2は、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ2に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、次の式：

【化１１】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：

【化１２】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、を表す）
によって表される、（１）に記載の化合物。
（４）
　上記式ＩＩによって表される（２）に記載の化合物であって、式ＩＩ中の次の式ＩＩａ
： 

【化１３】

で表される骨格構造が、
次の式：
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【化１４】

で表されるＤ－トレオニノール構造、
次の式：
【化１５】

で表されるＬ－トレオニノール構造、
又は、次の式：

【化１６】

で表されるセリノール構造である、化合物。
（５）
　上記式ＩＩＩによって表される（３）に記載の化合物であって、式ＩＩＩ中の次の式Ｉ
ＩＩａ：
【化１７】

で表される骨格構造が、
次の式：
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【化１８】

で表される（Ｒ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオール構造、
又は、次の式：
【化１９】

で表される（Ｓ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオール構造である、化合物。
（６）
　Ｒ３が、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、トリフルオロメチル基、フェニル基、２－ナフチル基
、２－インドリル基、ベンゾイミダゾール－２－イル基、又はベンゾチオフェン－２－イ
ル基である、（１）～（５）のいずれかに記載の化合物。
（７）
　（１）～（６）のいずれかに記載の化合物であって、
　Ｑ1が、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸
ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸であり、
　Ｑ2が、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸
ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸である、化合物。
（８）
　（１）～（６）のいずれかに記載の化合物であって、
　Ｑ1が、水素原子であり、Ｑ2が、水素原子である、化合物。
（９）
　（１）～（６）のいずれかに記載の化合物であって、
　Ｑ1が、ＤＭＴｒ基であり、
　Ｑ2が、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、次の式：

【化２０】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：
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【化２１】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基である、化合物。
（１０）
　（１）～（９）のいずれかに記載の化合物からなる、光反応性架橋剤。
【００１０】
　さらに、本発明は、次の（１１）～　にもある。
（１１）
　（１）～（９）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。
（１２）
　（７）に記載の化合物と、ピリミジン環を核酸塩基として有する核酸を、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。
（１３）
　（１）～（９）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（ｕｓｅ）。
（１４）
　（７）に記載の化合物の、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。
【００１１】
　さらに、本発明は、次の（２１）～　にもある。
（２１）
　次の式ＩＶ：

【化２２】

（ただし、式ＩＶ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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
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ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
【化２３】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式ＩＶについて上述したＲａ、Ｒ１及び
Ｒ２とは独立に、式ＩＶについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選
択された基を表す）
で表される１価基を表わす）

で表される化合物を、次の式Ｖ：

【化２４】

（ただし、式Ｖ中、
　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、
　Ｑ1は、水素原子を表し、Ｑ2は、水素原子を表す）
で表される化合物と脱水縮合反応させることによって、次の式ＶＩ：
【化２５】

（ただし、式ＶＩ中、
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　Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４、Ｒ５、Ｒ６は、上記式ＩＶ及び式Ｖについて、上述し
た通りの基を表す）
で表される化合物を製造する方法。
（２２）
　次の式ＶＩ：
【化２６】

（ただし、式ＶＩ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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
【化２７】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式ＶＩについて上述したＲａ、Ｒ１及び
Ｒ２とは独立に、式ＶＩについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選
択された基を表す）
で表される１価基を表わし、

　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、
　Ｑ1は、水素原子を表し、Ｑ2は、水素原子を表す）
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で表される化合物を、ヌクレオシド分子の代替分子として使用して、次の式ＶＩＩ：
【化２８】

（ただし、式ＶＩＩ中、
　Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３は、上記式ＶＩにおいて、上述した基を表し、
　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、

　Ｑ1は、ＤＭＴｒ基を表し、
　Ｑ2は、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、次の式：

【化２９】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：
【化３０】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、を表す）
によって表される、核酸合成用の化合物を製造する方法。
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　次の式ＶＩＩ：
【化３１】

（ただし、式ＶＩＩ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
、ホスホノ基、スルホ基、又は水素原子を表し、
　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、又は水素原子を表し、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：

【化３２】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式ＶＩＩについて上述したＲａ、Ｒ１及
びＲ２とは独立に、式ＶＩＩについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基か
ら選択された基を表す）
で表される１価基を表わし、

　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、
　Ｑ1は、ＤＭＴｒ基を表し、
　Ｑ2は、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、次の式：
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【化３３】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：
【化３４】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、を表す）
によって表される、核酸合成用の化合物を使用して、次の式Ｉ：
【化３５】

（ただし、式Ｉ中、
　Ｒａ、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３は、上記式ＶＩＩにおいて、上述した基を表し、
　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、

　Ｑ1は、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸
ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸を表し、
　Ｑ2は、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸
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ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸を表す）
によって表される、光反応性の化合物を製造する方法。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明は、核酸の光反応技術に使用可能な、新規な光反応性架橋剤を提供する。これは
、天然の糖構造も塩基構造も備えていない、新規な化学構造によるものである。本発明に
よれば、従来よりも簡便で高収率の合成によって、短時間で高い転化率を示す光反応性架
橋剤を得ることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は光架橋による光二量体の形成実験の手順と結果を示す図である。
【図２】図２は合成ステップ数と総収率を説明する図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　具体的な実施の形態をあげて、以下に本発明を詳細に説明する。本発明は、以下にあげ
る具体的な実施他の形態に限定されるものではない。
【００１５】
［化合物の構造］
　本発明は、次の式Ｉ：
【化３６】

によって表される、光反応性の化合物、にある。
【００１６】
　上記式Ｉにおいて、
　Ｒａは、シアノ基、アミド基（－ＣＯ－ＮＨ2）、カルボキシル基、アルコキシカルボ
ニル基、ホスホノ基（－ＰＯ（ＯＨ）2）、スルホ基（－ＳＯ2（ＯＨ））、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。
【００１７】
　上記式Ｉにおいて、
　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
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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。
【００１８】
　上記式Ｉにおいて、
　Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルフ
ァニル基、ニトロ基、フッ素原子、フッ化メチル基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の
芳香族化合物の１価基、Ｃ６～Ｃ１２の単環式又は二環式の複素環系芳香族化合物の１価
基、又は、次の式：
【化３７】

　（ただし、上記式中、Ｒａ、Ｒ１及びＲ２は、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ
２とは独立に、式Ｉについて上述したＲａ、Ｒ１及びＲ２として挙げられた基から選択さ
れた基を表す）
で表される１価基である。
【００１９】
　好適な実施の態様において、Ｒ３は、水素原子、水酸基、Ｃ１～Ｃ３のアルコキシ基、
Ｃ１～Ｃ３のアルキルスルファニル基、ニトロ基、フッ素原子、トリフルオロメチル基、
フェニル基、２－ナフチル基、２－インドリル基、ベンゾイミダゾール－２－イル基、又
はベンゾチオフェン－２－イル基とすることができる。
【００２０】
　好適な実施の態様において、例えば、Ｒ３として、次に挙げる基を使用することができ
る。（ただし、波線は遊離原子価の位置を示している。）
【００２１】

【化３８】

【００２２】
　上記式Ｉにおいて、
　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表わ
す。
【００２３】
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　上記Ｑ1は、水素原子、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ1に結
合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を
介して連結されるヌクレオチド又は核酸、又はＤＭＴｒ基を表し、
　Ｑ2は、水素原子、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ2に結合す
るＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介し
て連結されるヌクレオチド又は核酸、次の式：
【化３９】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：
【化４０】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、を表す。
【００２４】
　好適な実施の態様において、上記式ＩのＲ４をＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基、Ｒ５を水素原子、
メチル基又はエチル基、Ｒ６を－Ｏ－Ｑ2基とすることができる。この場合に、上記式Ｉ
で表される化合物は、次の式ＩＩ：

【化４１】

で表される化合物である。
【００２５】
　上記式ＩＩ中の部分構造である次の式ＩＩａ：
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で表される骨格構造は、好ましくは、
次の式：
【化４３】

で表されるＤ－トレオニノール構造、
次の式：
【化４４】

で表されるＬ－トレオニノール構造、
又は、次の式：
【化４５】

で表されるセリノール構造とすることができる。
【００２６】
　好適な実施の態様において、上記式ＩのＲ４を水素原子、Ｒ５を－Ｏ－Ｑ1基、Ｒ６を
－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基（すなわち、Ｒ６を－ＣＨ（Ｒ７）
－Ｏ－Ｑ2基、ただしＲ７は水素原子又はメチル基）とすることができる。この場合に、
上記式Ｉで表される化合物は、次の式ＩＩＩ：
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【化４６】

で表される化合物である。
【００２７】
　上記式ＩＩＩ中の部分構造である次の式ＩＩＩａ：
【化４７】

で表される骨格構造は、好ましくは、
次の式：
【化４８】

で表される（Ｒ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオール構造、
又は、次の式：
【化４９】
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で表される（Ｓ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオール構造とすることができる。
【００２８】
［修飾核酸類］
　好適な実施の態様において、Ｑ1を、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸
基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸と
して、Ｑ2を、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成されるリ
ン酸ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸とすることができる。すな
わち、上記式Ｉで表される化合物は、特徴的な構造を備えた光応答性人工ヌクレオチドア
ナログが配列中に取り込まれた核酸又はオリゴヌクレオチド（本発明に係る修飾核酸又は
修飾オリゴヌクレオチド、本発明に係る修飾核酸類ということがある）とすることができ
る。また、本発明に係る修飾核酸類において、特徴的な構造を備えた光応答性人工ヌクレ
オチドアナログが配列中の末端に位置していてもよく、この場合にはＱ1又はＱ2のいずれ
かの側のみがＱ1又はＱ2に結合するＯと一体となって形成されるリン酸基によって形成さ
れるリン酸ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は核酸となる。
【００２９】
［ヌクレオシドアナログ］
　好適な実施の態様において、Ｑ1及びＱ2を、水素原子とすることができる。すなわち、
上記式Ｉで表される化合物は、特徴的な構造を備えた光応答性人工ヌクレオシドアナログ
分子（本発明に係るヌクレオシドアナログということがある）とすることができる。
【００３０】
［ヌクレオチドアナログ］
　好適な実施の態様において、Ｑ1を、Ｑ1に結合するＯと一体となって形成されるリン酸
基とすることができ、Ｑ2を、水素原子とすることができる。すなわち、上記式Ｉで表さ
れる化合物は、特徴的な構造を備えた光応答性人工ヌクレオチドアナログ分子（本発明に
係るヌクレオチドアナログということがある）とすることができる。
【００３１】
［修飾核酸合成モノマー］
　好適な実施の態様において、Ｑ1を、ＤＭＴｒ基とすることができ、Ｑ2を、Ｑ2に結合
するＯと一体となって形成されるリン酸基、Ｑ2に結合するＯと一体となって形成される
リン酸基によって形成されるリン酸ジエステル結合を介して連結されるヌクレオチド又は
核酸、次の式：
【化５０】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、又は次の式：
【化５１】

　　（ただし、上記式は、Ｐに遊離原子価を有する１価の基を表す）
によって表される基、
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とすることができる。すなわち、上記式Ｉで表される化合物は、特徴的な構造を備えた光
応答性修飾核酸合成用のモノマー（本発明に係る修飾核酸合成モノマーということがある
）とすることができる。よく知られているように、このような構造のモノマーは、ホスホ
ロアミダイト法、及びＨ－ホスホネート法によって使用可能な核酸合成試薬となる。
【００３２】
　このような修飾核酸合成モノマーとして、次のようなモノマーを例示することができる
。
【００３３】
【化５２】

【００３４】
［光架橋の形成］
　本発明に係る修飾核酸類は、これを１本鎖核酸として使用すると、これと相補的な１本
鎖核酸とハイブリダイズして二重らせんを形成することができる。二重らせんの形成にあ
たって、ビニルカルバゾール構造部分に対して、相補鎖中において塩基対を形成すべき位
置にある核酸塩基については、特段の制約がなく、自由に選択できる。形成された二重ら
せんに光照射を行うと、二重らせんを形成する核酸鎖の間に、光反応によって架橋を形成
することができる。この光架橋は、配列中でビニルカルバゾール構造部分が核酸塩基とし
て位置する位置から配列中で１塩基分だけ５’末端側に位置する核酸塩基に対して、相補
鎖中において塩基対を形成する位置にある核酸塩基と、ビニルカルバゾール構造との間に
形成される。言い換えれば、この光架橋は、ビニルカルバゾール構造部分に対して、相補
鎖中において塩基対を形成すべき位置にある核酸塩基から、配列中で１塩基分だけ３’末
端側に位置する核酸塩基と、ビニルカルバゾール構造との間に形成される。
【００３５】
　本発明に係る光反応性の化合物のビニルカルバゾール構造が光架橋を形成可能である相
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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。
【００３６】
　本発明に係る光反応性の化合物は、光反応性の修飾核酸類（光架橋性修飾核酸類）とし
て使用することによって、その修飾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（光架橋反応）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、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。
【００３７】
　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。
【００３８】
　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
に係る光反応性の化合物は、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。
【００３９】
　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。
【００４０】
　好適な実施の態様において、これらの光架橋及び光開裂の光反応は、３５０～３７０ｎ
ｍ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。
【００４１】
　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。
【００４２】
　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、光反応性の化合物と
して知られる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せることができる。
【００４３】
［糖構造を備えた従来型の光応答性人工ヌクレオチドとの対比］
　本発明者は、光応答性人工ヌクレオチドとして、リボース又はデオキシリボースの構造
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を備えた人工ヌクレオチド構造を、長年にわたって研究してきた（特許文献１～４参照）
。ところが、上述のように、本発明に係る化合物は、リボース及びデオキシリボースの構
造を備えていないにもかかわらず、光応答性人工ヌクレオチドと同様に使用して、光架橋
反応を進行させることができるものであった。つまり、本発明者による特許文献４（日本
国特許第４９４０３１１号）で開示した優れた特性を、リボース及びデオキシリボースの
構造を備えていないにもかかわらず、同様に発揮することができるものとなっていた。そ
れどころか、本発明による化合物は、同一のビニルカルバゾール構造を備えた場合であっ
ても、デオキシリボースの構造を備えた従来型の光応答性人工ヌクレオチド（光架橋剤）
と比較して、より短い光照射時間で、より高い転化率（すなわち、光架橋の形成の割合）
を示すという、優れた効果を奏するものとなっていた。
【００４４】
［光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子の合成］
　本発明に係る光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子は、後述するスキーム１（Ｓｃｈ
ｅｍｅ　１）に示す合成経路に沿って、合成することができる。
　このスキーム１の合成経路は、次の式ＶＩＩＩ：
【化５３】

で表される修飾ビニルカルバゾール分子（ＶＩＩＩ）から、次の式ＩＶ：
【化５４】

で表されるカルボン酸を合成して、これを、次の式Ｖ：
【化５５】

（ただし、式Ｖ中、
　Ｒ４は、水素原子、又は　Ｑ1－Ｏ－ＣＨ2－基を表し、
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　Ｒ５は、－Ｏ－Ｑ1基、水素原子、メチル基、又はエチル基を表し、
　（ただし、Ｒ４が水素原子である場合には、Ｒ５は－Ｏ－Ｑ1基を表し、
　　Ｒ４がＱ1－Ｏ－ＣＨ2－基である場合には、Ｒ５は水素原子、メチル基、又はエチル
基を表す）
　Ｒ６は、－Ｏ－Ｑ2基、－ＣＨ2－Ｏ－Ｑ2基、又は－ＣＨ（ＣＨ3）－Ｏ－Ｑ2基を表し
、
　Ｑ1は、水素原子を表し、Ｑ2は、水素原子を表す）
で表されるアミンと脱水縮合反応させることによって、次の式ＶＩ：
【化５６】

（ただし、式ＶＩ中、Ｒ４、Ｒ５、Ｒ６は、上記式Ｖについて上述した通りの基を表す）
で表される光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子を得るというものである。
【００４５】
　上記の合成経路においては、得られる光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子（ＶＩ）
のなかの糖構造に対応するべき部分の骨格構造は、使用されるアミン（Ｖ）の構造をその
まま反映したものとなる。
【００４６】
　そこで、光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子（ＶＩ）のなかの糖構造に対応するべ
き部分の骨格構造を、例えば、Ｄ－トレオニノール構造としたい場合には、アミン（Ｖ）
として、Ｄ－トレオニノールを用いればよく、例えば、Ｌ－トレオニノール構造としたい
場合には、アミン（Ｖ）として、Ｌ－トレオニノールを用いればよく、例えば、セリノー
ル構造としたい場合には、アミン（Ｖ）として、セリノールを用いればよく、例えば、（
Ｒ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオール構造としたい場合には、アミン（Ｖ）とし
て、（Ｒ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオールを用いればよく、例えば、（Ｓ）－
３－アミノ－１，２－プロパンジオール構造としたい場合には、アミン（Ｖ）として、（
Ｓ）－３－アミノ－１，２－プロパンジオールを用いればよい。
【００４７】
　上記の合成経路によれば、修飾ビニルカルバゾール分子（ＶＩＩＩ）から光応答性人工
ヌクレオシドアナログ分子（ＶＩ）を得るまでのステップは少なく、簡便であり、総収率
を非常に高く維持できるという点で、優れたものとなっている。さらに、合成経路中には
、塩化水素による活性化のステップなど、操作に注意と熟練を要するステップを含んでい
ないという点で、有利なものとなっている。これに対して、従来型の光反応性の修飾ヌク
レオシド分子の合成においては、その構造中にデオキシリボースまたはリボースを備えて
いるために、上記本発明の合成経路と比較すると、合成経路中のステップは多く、複雑で
あり、総収率は、上記本発明の合成経路による総収率の数分の一程度であり、低い。また
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ボースまたはリボースを備えているために、糖の水酸基の保護と活性化のために、塩化水
素による活性化のステップなど、操作に注意と熟練を要するステップを含むものとなって
いる。したがって、本発明に係る化合物は、上記合成の簡便さと総収率の高さの点でも、
優れたものである。また、本発明は、上記の優れた合成方法（製造方法）にもある。
【００４８】
［修飾核酸合成モノマー及び修飾核酸類の合成］
　上記の合成経路によって得られる光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子（ＶＩ）を用
いて、後述するスキーム１に記載の手法、あるいは当業者に公知の手法を使用して、本発
明に係る修飾核酸合成モノマーを得ることができる。本発明に係る修飾核酸合成モノマー
の構造は上述した通りであり、これを、ホスホロアミダイト法、及びＨ－ホスホネート法
等の公知の手法によって核酸合成試薬として使用すれば、光応答性人工ヌクレオシドアナ
ログ分子（ＶＩ）が配列中に取り込まれた核酸又はオリゴヌクレオチド（本発明に係る修
飾核酸類）を得ることができる。このように、本発明に係る修飾核酸合成モノマーは、ホ
スホロアミダイト法、及びＨ－ホスホネート法等の公知の手法において核酸合成試薬とし
て使用できる点で、優れたものである。
【実施例】
【００４９】
　以下に実施例をあげて、本発明を詳細に説明する。本発明は、以下に例示する実施例に
限定されるものではない。
【００５０】
［製造例１］
［ヌクレオシドアナログ（光反応性素子）の合成］
　次のスキーム１に示す合成経路に沿って、光応答性人工ヌクレオシドアナログ分子（ヌ
クレオシドアナログ、あるいは光反応性素子ということがある）、さらに修飾核酸合成モ
ノマーの合成を行った。
【００５１】
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【化５７】

【００５２】
（１）化合物２の合成
　1 Lの３つ口フラスコ中でCarbazole（化合物１、4.0 g、23.6 mmol）をエタノール（80
0 mL）に溶解しヨウ素（3.0 g）、NaIO4 （1.28 g）をフラスコに加え、濃硫酸エタノー
ル溶液（2.5 mL/100 mL）添加後、60℃で2時間撹拌した。TLC（ヘキサン：酢酸エチル、4
:1）で反応の終了を確認後、水酸化ナトリウムのエタノール溶液で中和し、溶媒を除去し
た。残渣をクロロホルムに溶解し水・飽和炭酸水素ナトリウム溶液・飽和食塩水で洗浄後
、エバポレータにより溶媒を除去した。残渣をエタノールに溶解し、再結晶により化合物
２を得た。（収量：3.4 g、収率：49%）
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 11.40 (s, 1H, NH), 8.51 (d, 1H, J=1.7 Hz, H-4), 8.
14 (d, 1H, J=7.8 Hz, H-5), 7.62 (dd, 1H, J=8.5, 1.7 Hz, H-2), 7.51 (d, 1H, J=8.1
 Hz, H-8), 7.40 (m, 1H, H-7), 7.36 (d, 1H, J=8.5 Hz, H-1), 7.19 (m,1H, H-6)
【００５３】
（２）化合物３の合成
　化合物２（3.4 g、12  mmol）のDMF溶液（6 mL）に酢酸パラジウム（269 mg、1.2 mmol
）、アクリロニトリル（2.0 mL、31 mmol）、トリブチルアミン（2.9 mL、12 mmol）を加
え、マイクロウェーブ照射下（60 W）、160°で10分撹拌した。TLC（ヘキサン：酢酸エチ
ル、4:1）で反応の終了を確認後、クロロホルムに溶解し水・飽和炭酸水素ナトリウム溶
液・飽和食塩水で洗浄後、エバポレータにより溶媒を除去した。硫酸ナトリウムで乾燥後
、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（クロロホルム）にて精製を行い、化合物３を得
た。（収量：2.2 g、収率：83%）
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 11.60 (s, 1H, NH), 8.44 (s, 1H, H-4), 8.12 (d, 1H,
 J=7.6 Hz, H-5), 7.77 (d, 1H, J=16.6 Hz, vinyl), 7.69 (dd, 1H, J=14.3, 1.7 Hz, H
-8), 7.53 (m, 1H, H-1), 7.51 (d, 1H, J=3.5 Hz, H-2), 7.45 (m,1H, H-7), 7.24 (m, 
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1H, H-6), 6.38 (d, 1H, J=16.6 Hz, vinyl)
【００５４】
（３）化合物４の合成
　化合物３（0.6 g、2.8 mmol）、KOH（0.46 g、8.3 mmol）、テトラブチルアンモニウム
ブロマイド（28 mg、0.09 mmol）をアセトン（15 mL）に溶解し、85℃で30 分間撹拌した
。Ethyl bromoacetate (0.8 mL、3.3 mmol)を反応溶液に滴下した後、12時間還流した。T
LC（クロロホルム：メタノール、9:1）で原料の消失を確認した後、溶媒を除去、クロロ
ホルムに再溶解後、水で洗浄した。有機層をエバポレータにより濃縮しシリカゲルカラム
クロマトグラフィー（クロロホルム）により精製を行った。（収量：0.72 g、2.4 mmol、
収率：85 %）
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.03-7.03 (m, 8H, ArH, ArCH), 5.87 (d, 0.85H, trans-
CNCH), 5.35 (d, 1H, 0.15H, cis-CNCH), 5.00 (s, 2H, CH2CO), 4.22 (q, 2H, CH3CH2),
 1.24 (t, 3H, CH3). MALDI-TOF-MS: calcd.; 305.12 ([(M+H)

+]), found; 304.68.
【００５５】
（４）化合物５の合成
　化合物４（0.12 g, 0.41 mmol）をクロロホルム（6 mL）に溶解し、メタノール（7 mL
）、水（3 mL）を加え撹拌した。さらに水酸化ナトリウム（0.39 g、1 mmol）を加え、室
温で4時間撹拌を行った。TLCで原料の消失を確認した後、反応混合物に塩酸のメタノール
溶液を加え、pHを2に調整した。濃縮後、酢酸エチルに溶解させ、水で洗浄、硫酸マグネ
シウムで乾燥させた後、シリカゲルカラムクロマトグラフィー（クロロホルム：メタノー
ル、7:3）により精製した。（収量：0.1 g、0.34 mmol、収率：92%）
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.4 (s, 1H, OH), 8.08-7.26 (m, 8H, Ar-H, ArCH), 6.
4 (d, 0.92H, trans-CNCH), 5.7 (d, 0.08H, cis-CNCH), 4.8 (s, 2H, CH2CO).
【００５６】
（５）化合物６の合成
　化合物５（0.75 g、2.7 mmol）、WSC（0.5 g、2.7 mmol）、HOBt（0.35 g、2.7 mmol）
のDMF溶液（20 mL）にD-トレオニノール（0.27 g、2.7 mmol）を加え、室温で24時間攪拌
した。TLC（クロロホルム：メタノール、9:1）で原料の消失を確認した後、反応液をクロ
ロホルムで希釈した。この溶液を水および飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で洗浄し、シリ
カゲルカラムクロマトグラフィー（クロロホルム：メタノール、9:1）により精製した。
（収量：0.92 g、2.6 mmol、収率：94%）
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ 8.5 (s, 1H, NHCO), 8.0-7.2 (m, 8H, Ar-H, ArCH), 6.
4 (d, 0.78H, trans-CNCH), 5.7 (d, 0.21H, cis-CNCH), 5.1 (t, 2H, CH2CO), 4.7 (m, 
2H, CH2OH), 3.9 (m, 1H, NCH), 3.6 (q, 1H, CH2OH), 3.5 (m, 1H, CHOH), 3.4 (m, 1H,
 CHOH), 1.0 (d, 3H, CH3). MALDI-TOF-MS: calcd.; 363.15 [(M+H)

+], found; 364.71.
【００５７】
（６）化合物７の合成
　100 mL二口ナスフラスコに化合物６（0.95 g, 2.4 mmol）を加え窒素置換した後、DMTr
Cl (0.90 g, 2.7 mmol)、DMAP (60 mg, 0.49 mmol)のピリジン溶液（20 mL）を滴下し室
温で一晩撹拌した。反応溶液にメタノールを加えた後、炭酸水素ナトリウム水溶液を加え
溶液をクロロホルムで抽出後、有機層をエバポレートし濃縮した。シリカゲルカラムクロ
マトグラフィー（0.2% trietylamine, 1% MeOH in CHCl3）により目的物を精製した。（
収量：0.86 g、1.3 mmol、収率：54%）
1H-NMR (400 MHz, CDCl3): δ 8.1 (s, 1H, NHCO), 7.5-6.3 (m, 21H, Ar-H, ArCH), 5.8
 (d, 0.9H, trans-CNCH), 5.3 (d, 0.1H, cis-CNCH), 4.9 (t, 2H, CH2CO), 3.9 (m, 1H,
 CHOH), 3.8 (m, 1H, NCH), 3.74 (s, 6H, OCH3), 3.1-3.2 (m, 2H, CH2O), 2.7 (m, 1H,
 CHOH), 0.9 (d, 3H, CH3).
【００５８】
（７）化合物８の合成
　ゴムシールボトル（25 mL）に化合物７（0.37 g, 0.55 mmol）の無水アセトニトリル溶
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液を加え、密栓後、2回共沸させた。その後容器内を窒素置換し、無水アセトニトリル(5.
0 mL)、2-cyanoethyl-N,N,N’,N’-tetraisopropylphosphordiamidite (0.17 g, 0.55 mm
ol)、0.25 M BTT in MeCN（2.2 mL, 0.55 mmol）を添加し、室温で１時間撹拌した。TLC
により原料の消失を確認後、反応混合物を脱酢酸処理した酢酸エチルで希釈し、炭酸水素
ナトリウム水溶液と塩化ナトリウム水溶液で洗浄した。有機層を無水硫酸マグネシウムで
乾燥後、濾過、溶媒の除去を行い、化合物８を得た。（収量：0.48 g、0.52 mmol、収率
：94 %）
【００５９】
［製造例２］
［光反応性素子を含むオリゴDNAの合成］
　一般的なシアノエチルホスホロアミダイト法に従い、DNA自動合成機により光反応性素
子（核酸光反応性素子ということがある）を含むオリゴDNAを合成した。化合物８の固相
縮合反応のみ反応時間を999秒に設定した。トリチリルモニターによる化合物８のカップ
リング収率は97%以上であった。28%アンモニア水溶液による固相からの切出し・脱保護を
行った後、逆相HPLCによる精製を行い目的の核酸光反応性素子を含むオリゴDNA（5’-TGC
AXCCGT-3’、Xは核酸光反応性素子）を得た。オリゴDNAの同定はMALDI-TOF-MS解析により
行った。（[(M+H)+]; Calcd. 2809.55, Found 2809.35）
【００６０】
［製造例３］
［従来型の光反応性修飾ヌクレオシドを含むオリゴＤＮＡの合成］
　対照実験のために、核酸塩基の塩基部分に代えてビニルカルバゾール骨格構造を備えて
、デオキシリボース部分にはデオキシリボースを備えた、従来型の光反応性修飾ヌクレオ
シドとして、次式：
【化５８】

の３－シアノビニルカルバゾール－１’－β－デオキシリボシド (CNVK)を合成した。こ
の化合物から、次式：
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【化５９】

の核酸合成試薬を合成した。これらの合成は、特許文献４（日本国特許第４９４０３１１
号）の実施例のスキーム１の手順に沿って行った。その後、上記と同様に、一般的なシア
ノエチルホスホロアミダイト法に従い、DNA自動合成機により、従来型の光反応性修飾ヌ
クレオシドを含むオリゴＤＮＡ（5’-TGCAXCCGT-3’、XはCNVK）を合成した。
【００６１】
［光反応性の評価］
　製造例２で得られた光反応性素子を含むオリゴDNAと、相補的オリゴDNA（5’-ACGGGTGC
A-3’）の等量混合液（5 μM in 50 mM Na-Cacodylate buffer (pH 7.4), 100 mM NaCl）
に内部標準としてデオキシウリジン（25 μM）を添加し、0℃にて光照射（366 nm、1,600
 mW/cm2）を行った。この溶液をUPLC（溶離液：アセトニトリル／50 mMギ酸アンモニウム
、1～20% アセトニトリル／10 min、流速：0.2 mL/min）により分析することで、光反応
性を評価した。
【００６２】
　図１の（ａ）は、この操作の内容を示す説明図である。図中の修飾ＯＤＮには、配列中
のＸの位置に、本発明に係るヌクレオシドアナログ（光反応性素子）が、改良型光反応性
素子として導入されている（製造例２）。また、比較対象実験として、製造例３で得られ
た、従来型の光反応性修飾ヌクレオシドを含むオリゴＤＮＡを使用した。この場合には、
配列中のＸの位置に、CNVKが導入されている。
【００６３】
　図１の（ｂ）は、製造例２のオリゴＤＮＡと相補的オリゴＤＮＡを使用して、光照射し
た後に、ＵＰＬＣによって分析した結果を示す図である。縦軸方向に並べられたチャート
はそれぞれ光照射時間（０．０秒、０．２秒、０．５秒、１．０秒、３．０秒、５．０秒
）に対応しており、横軸は保持時間（分）を示す。光照射前（０．０秒）の時点で存在し
ていた２種類の１本鎖ＯＤＮ（単量体）が、光照射によって減少し、同時に１本鎖ＯＤＮ
の光２量体が形成されて、光照射によって増大している。図１の（ｃ）は、この変化をグ
ラフにしたものである。図１の（ｃ）の横軸は光照射時間（秒）、縦軸は転化率（％）で
ある。白抜きのマル（○）は従来型を表し、黒塗りの四角（■）は改良型を表す。この転
化率、すなわち単量体から二量体へと変化した割合は、完全に二量体と変化した場合を転
化率１００％とした。本発明に係るヌクレオシドアナログ、すなわち改良型光反応性素子
は、０．２秒後に約５７％、０．５秒後に約８３％、１．０秒後に９６％という、高い転
化率を示した。一方、比較例である従来型の光反応性修飾ヌクレオシドでは、０．２秒後
に約３５％、０．５秒後に約７１％、１．０秒後に９０％という、転化率を示した。この
従来型による転化率であっても、光化学反応であることを反映して十分に高い転化率が短
時間で達成されているが、改良型による転化率は、従来型と比較して、例えば０．２秒で
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約１．６倍という、高い転化率を示すものとなっていた。
【００６４】
［合成収率の比較］
　本発明に係るヌクレオシドアナログ（改良型）は、上述したスキーム１で示した通りの
経路で合成可能であり、これは入手容易な出発材料から、５ステップでの合成となり、総
収率は３０％であった。一方、従来型の光反応性修飾ヌクレオシドは、上述した通りの経
路で合成可能であり、これは入手容易な出発材料から、７ステップでの合成となり、総収
率は１７％であった。図２は、これらの合成のステップと総収率を対比させた説明図であ
る。このように、本発明に係るヌクレオシドアナログの合成は、糖構造を保持した従来型
の光反応性修飾ヌクレオシドの合成と比較して、少ない合成ステップ数でよく、約２．３
倍という高い総収率を達成できるものであった。さらに、本発明に係るヌクレオシドアナ
ログの合成は、糖構造を保持した従来型の光反応性修飾ヌクレオシドの合成において必要
となる、塩化水素による活性化のステップなど、操作に注意と熟練を要するステップを合
成経路中に含んでいないという点で、有利なものとなっていた。
【産業上の利用可能性】
【００６５】
　本発明は、核酸の光反応技術に使用可能な、新規な光反応性架橋剤を提供する。本発明
は産業上有用な発明である。

【図１】 【図２】
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