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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　核酸鎖と核酸鎖とを酵素反応に依らずに結合させる方法であって、
ホスホロチオエート基を有する第一の核酸鎖を、ハロゲンを離脱基とする求電子剤の存在
下で、水酸基又はアミノ基を有する第二の核酸鎖と反応させる手順を含み、ここで、
前記ホスホロチオエート基が核酸鎖の３'末端に存在するとき、前記水酸基又はアミノ基
が核酸鎖の５'末端に存在し、前記ホスホロチオエート基が核酸鎖の５'末端に存在すると
き、前記水酸基又はアミノ基が核酸鎖の３'末端に存在し、
前記求電子剤は、
前記脱離基を脱離させて、当該脱離基が結合していた部位において第一の核酸鎖のホスホ
ロチオエート基の硫黄原子に結合し、さらに、
前記第二の核酸鎖の水酸基の酸素原子又はアミノ基の窒素原子と求核置換し、第一の核酸
鎖のホスホロチオエート基から硫黄原子を、第二の核酸鎖の水酸基又はアミノ基から水素
原子を抜き取って脱離し、これによって、
第一の核酸鎖のリン酸基のリン原子と、第二の核酸鎖の酸素原子又は窒素原子を、硫黄原
子を含まない構造によって結合するものである、
非酵素的核酸鎖結合方法。
【請求項２】
　前記求電子剤が下記式（Ｉ）又は式（ＩＩ）で示される化合物である、請求項１記載の
非酵素的核酸鎖結合方法。
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【化１】

（式中、Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、それぞれ独立してＮＯ2基、ＯＣＯＣＨ3基、ＣＮ基、ＣＦ3

基、ＣＯ2Ｈ基、ＣＯ2ＣＨ3基又はＮＨ2基を示し、
Ｌは、Ｆ及びＣｌから選択される脱離基を示し、
Ｒ4は、ＮＨ2、ＮＨＰｈ、ＮＨＰｈ－ＯＣＨ3を示す。）
【請求項３】
　前記求電子剤が、１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン又はトリニトロクロロベン
ゼンである、請求項２記載の非酵素的核酸鎖結合方法。
【請求項４】
　核酸鎖の塩基配列の決定方法であって、
前記核酸鎖に相補的な塩基配列を有し、５'末端又は３'末端にホスホロチオエート基を有
する相補鎖を、ハロゲンを離脱基とする求電子剤の存在下で、３'位又は５'位に水酸基又
はアミノ基を有し、塩基に応じて異なる標識がされたヌクレオシドの混合物と反応させる
手順、ここで、
前記ホスホロチオエート基が相補鎖の３'末端に存在するとき、前記水酸基又はアミノ基
がヌクレオチシドの５'位に存在し、前記ホスホロチオエート基が相補鎖の５'末端に存在
するとき、前記水酸基又はアミノ基がヌクレオシドの３'位に存在し、
前記求電子剤は、
前記脱離基を脱離させて、当該脱離基が結合していた部位において前記相補鎖のホスホロ
チオエート基の硫黄原子に結合し、さらに、
前記ヌクレオシドの水酸基の酸素原子又はアミノ基の窒素原子と求核置換し、前記相補鎖
のホスホロチオエート基から硫黄原子を、前記ヌクレオシドの水酸基又はアミノ基から水
素原子を抜き取って脱離し、これによって、
前記相補鎖のリン酸基のリン原子と、前記ヌクレオシドの酸素原子又は窒素原子を、硫黄
原子を含まない構造によって結合するものである、と、
前記相補鎖に結合したヌクレオシドの標識からの信号を検出する手順と、
前記信号に基づいて、塩基核酸鎖の塩基配列を決定する手順と、を含む方法。
【請求項５】
　前記ヌクレオチドは、５'位又は３'位のホスホロチオエート基と、該ホスホロチオエー
ト基にジスルフィド結合を介して結合した標識物質とを有し、該標識物質からの信号を検
出した後、前記ジスルフィド結合を還元して前記標識物質を前記相補鎖から遊離させる手
順を含む、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　機能性核酸分子を細胞内に導入する方法であって、
前記機能性核酸分子を構成し得る、ホスホロチオエート基を有する第一の核酸鎖と、前記
機能性核酸分子を構成し得る、水酸基又はアミノ基を有する第二の核酸鎖と、
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ハロゲンを離脱基とする求電子剤と、
を細胞内に導入する導入手順を含み、ここで、
前記ホスホロチオエート基が第一の核酸鎖の３'末端に存在するとき、前記水酸基又はア
ミノ基が第二の核酸鎖の５'末端に存在し、前記ホスホロチオエート基が第一の核酸鎖の
５'末端に存在するとき、前記水酸基又はアミノ基が第二の核酸鎖の３'末端に存在し、
前記求電子剤は、
前記脱離基を脱離させて、当該脱離基が結合していた部位において第一の核酸鎖のホスホ
ロチオエート基の硫黄原子に結合し、さらに、
前記第二の核酸鎖の水酸基の酸素原子又はアミノ基の窒素原子と求核置換し、第一の核酸
鎖のホスホロチオエート基から硫黄原子を、第二の核酸鎖の水酸基又はアミノ基から水素
原子を抜き取って脱離し、これによって、
第一の核酸鎖のリン酸基のリン原子と、第二の核酸鎖の酸素原子又は窒素原子を、硫黄原
子を含まない構造によって結合するものである、
方法。
【請求項７】
　前記ホスホロチオエート基を有する第一の核酸鎖を、前記求電子剤の作用により、前記
水酸基又はアミノ基を有する第二の核酸鎖と結合させて、前記機能性核酸分子を細胞内で
生成させる組立手順を含む、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　機能性核酸分子を細胞内に導入する方法であって、
前記機能性核酸分子を構成し得る、ホスホロチオエート基を有する第一の核酸鎖と、ハロ
ゲンを離脱基とする求電子剤と反応させて、ホスホロチオエート基に求電子剤を結合させ
る活性化手順と、
前記機能性核酸分子を構成し得る、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖を有する第二の核
酸鎖と、前記求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する第一の核酸鎖と、を細胞
内に導入する導入手順と、を含み、ここで、
前記ホスホロチオエート基が第一の核酸鎖の３'末端に存在するとき、前記水酸基又はア
ミノ基が第二の核酸鎖の５'末端に存在し、前記ホスホロチオエート基が第一の核酸鎖の
５'末端に存在するとき、前記水酸基又はアミノ基が第二の核酸鎖の３'末端に存在し、
前記求電子剤は、
前記脱離基を脱離させて、当該脱離基が結合していた部位において第一の核酸鎖のホスホ
ロチオエート基の硫黄原子に結合し、さらに、
前記第二の核酸鎖の水酸基の酸素原子又はアミノ基の窒素原子と求核置換し、第一の核酸
鎖のホスホロチオエート基から硫黄原子を、第二の核酸鎖の水酸基又はアミノ基から水素
原子を抜き取って脱離し、これによって、
第一の核酸鎖のリン酸基のリン原子と、第二の核酸鎖の酸素原子又は窒素原子を、硫黄原
子を含まない構造によって結合するものである、
方法。
【請求項９】
　前記求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する第一の核酸鎖を、該求電子剤の
作用により、前記水酸基又はアミノ基を有する第二の核酸鎖と結合させて、前記機能性核
酸分子を細胞内で生成させる組立手順を含む、請求項８記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、酵素反応に依らず化学反応によって核酸鎖と核酸鎖とを結合する方法、これ
を応用した核酸鎖の塩基配列の決定方法及び機能性核酸分子の細胞内導入方法に関する。
より詳しくは、核酸鎖間の結合を、天然型構造又はこれに類似の構造で形成可能な非酵素
的核酸鎖結合方法等に関する。
【背景技術】



(4) JP 6703948 B2 2020.6.3

10

20

30

40

50

【０００２】
　ＲＮＡ干渉（ＲＮＡ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ:ＲＮＡｉ）は、標的とする遺伝子の
発現を特異的に抑制するための手法として、分子生物学、薬学及び医学等の分野で重要と
なっている。ＲＮＡｉは、ｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ）
と称される、２０～２３ヌクレオチドの短い２本鎖ＲＮＡを細胞内に導入することによっ
て誘導できる。しかし、ｓｉＲＮＡは、小分子であるものの細胞膜透過性が十分でなく、
また血清中での安定性も不十分であるために、ｓｉＲＮＡによるＲＮＡｉの誘導効率には
改善の余地があった。また、ｓｉＲＮＡは、Ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒなど
のパターン認識受容体を介して自然免疫を活性化してしまうという問題がある。
【０００３】
　本発明者らは、特許文献１において、ｓｉＲＮＡなどの機能性核酸分子を細胞に取り込
み容易な形態にして細胞内に導入し、細胞内で機能性分子を構築する方法を開示している
（非特許文献１も参照）。この方法は、１または２本の核酸鎖からなる機能性核酸分子の
構築法であって、以下の工程１）および２）を含んでいる。
１）化学反応により相互結合する官能基対を対応する末端に付した２以上の断片を細胞内
に導入する導入工程、
２）上記細胞内で上記官能基同士を反応させて断片同士を結合し、１または２本の核酸鎖
からなる機能性核酸分子を生成する生成工程。
【０００４】
　上記の方法は、機能性核酸分子を構成する核酸鎖の少なくとも一部を複数の断片として
細胞に導入し、細胞内で機能性核酸分子を構築させるものである（以下「細胞内ビルトア
ップ法」とも称する）。この方法では、一方の断片の「対応する末端」に求電子基を、他
方の断片の「対応する末端」に求核基を結合させ、これらの化学反応により断片同士を結
合させている。具体的には、求電子基としてヨードアセチル基、ブロモアセチル基又はヨ
ード基を、求核基としてホスホロチオエート基を用い、これらの化学反応によって２つの
断片のリボースを連結させている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２０１３／１２９６６３号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Chem. Commun., 2014, 50, 1284-1287
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　特許文献１に記載される「細胞内ビルトアップ法」によれば、機能性核酸分子をより短
い断片として用いることができるため、機能性核酸分子の細胞への取り込みが向上し、機
能性核酸分子に起因する免疫応答も抑制できる。
【０００８】
　しかし、当該方法では、機能性核酸分子の断片に結合させた求電子基及び求核基に起因
して、天然の核酸鎖には存在しない構造が生じてしまう。すなわち、天然の核酸鎖では、
リボースはホスホジエステル結合によって結合されているが、ヨードアセチル基等とホス
ホロチオエート基との化学反応によって形成されるリボース間結合には、天然の核酸鎖に
は存在しない、硫黄原子を含む構造が生じる。細胞内で構築した機能性核酸分子を十分に
機能させるためには、このような非天然型の構造が導入されないようにすることが好まし
いと考えられる。
【０００９】
　そこで、本発明は、核酸鎖と核酸鎖とを、天然型の構造あるいはこれに類似の構造によ
って結合するための技術を提供することを主な目的とする。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記の課題を解決するために、本発明は、以下の［１］～［１４］を提供する。
［１］核酸鎖と核酸鎖とを酵素反応に依らずに結合させる方法であって、
ホスホロチオエート基を有する核酸鎖を、求電子剤の存在下で、水酸基又はアミノ基を有
する核酸鎖と反応させる手順を含む、非酵素的核酸鎖結合方法。
［２］前記ホスホロチオエート基が核酸鎖の３’末端に、前記水酸基又はアミノ基が核酸
鎖の５’末端に存在する、［１］の非酵素的核酸鎖結合方法。
［３］前記ホスホロチオエート基が核酸鎖の５’末端に、前記水酸基又はアミノ基が核酸
鎖の３’末端に存在する、［１］の非酵素的核酸鎖結合方法。
［４］前記求電子剤が下記式（Ｉ）又は式（ＩＩ）で示される化合物である、［１］～［
３］のいずれかの非酵素的核酸鎖結合方法。
【化１】

（式中、Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、それぞれ独立してＮＯ2基、ＯＣＯＣＨ3基、ＣＮ基、ＣＦ3

基、ＣＯ2Ｈ基、ＣＯ2ＣＨ3基又はＮＨ2基を示し、
Ｌは、Ｆ、Ｃｌ、ＳＯ3Ｈ及びＳＯ2ＮＲ4から選択される脱離基を示し、
Ｒ4は、ＮＨ2、ＮＨＰｈ、ＮＨＰｈ－ＯＣＨ3を示す。）
［５］前記求電子剤が、１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン又はトリニトロクロロ
ベンゼンである、［４］の非酵素的核酸鎖結合方法。
［６］核酸鎖の塩基配列の決定方法であって、
前記核酸鎖に相補的な塩基配列を有し、５’末端又は３’末端にホスホロチオエート基を
有する相補鎖を、求電子剤の存在下で、３’位又は５’位に水酸基又はアミノ基を有し、
塩基に応じて異なる標識がされたヌクレオシドの混合物と反応させる手順と、
前記相補鎖に結合したヌクレオシドの標識からの信号を検出する手順と、
前記信号に基づいて、塩基核酸鎖の塩基配列を決定する手順と、を含む方法。
［７］前記ヌクレオチドは、５’位又は３’位のホスホロチオエート基と、該ホスホロチ
オエート基にジスルフィド結合を介して結合した標識物質とを有し、
該標識物質からの信号を検出した後、前記ジスルフィド結合を還元して前記標識物質を前
記相補鎖から遊離させる手順を含む、［６］の方法。
［８］機能性核酸分子を細胞内に導入する方法であって、
前記機能性核酸分子を構成し得る、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、前記機能性
核酸分子を構成し得る、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖を有する核酸鎖と、
求電子剤と、
を細胞内に導入する導入手順を含む方法。
［９］前記ホスホロチオエート基を有する核酸鎖を、前記求電子剤の作用により、前記水
酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と結合させて、前記機能性核酸分子を細胞内で生成させ
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る組立手順を含む、［８］記載の方法。
［１０］機能性核酸分子を細胞内に導入する方法であって、
前記機能性核酸分子を構成し得る、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、求電子剤と
反応させて、ホスホロチオエート基に求電子剤を結合させる活性化手順と、
前記機能性核酸分子を構成し得る、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖を有する核酸鎖と
、前記求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、を細胞内に導入する
導入手順と、を含む方法。
［１１］前記求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する核酸鎖を、該求電子剤の
作用により、前記水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と結合させて、前記機能性核酸分子
を細胞内で生成させる組立手順を含む、［１０］の方法。　
【００１１】
［１２］核酸鎖の非酵素的結合のためのキットであって、
核酸鎖をチオリン酸化するための試薬と、
求電子剤と、
５’位又は３’位にアミノ基を有するヌクレオシドと、を含むキット。
［１３］核酸鎖の非酵素的結合のためのキットであって、
ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、
求電子剤と、
水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と、を含んでなるキット。
［１４］ホスホロチオエート基と、該ホスホロチオエート基に結合された求電子基とを有
する核酸鎖。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明により、核酸鎖と核酸鎖とを、天然型の構造あるいはこれに類似の構造によって
結合するための非酵素的結合技術及び核酸鎖の塩基配列の決定方法が提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】本発明に係る核酸鎖結合方法における核酸鎖の結合反応を説明する図である。
【図２】本発明及び従来技術に係る核酸鎖結合方法により形成される結合部位の構造を説
明する図である。（Ａ）はリガーゼを用いた従来の酵素的結合、（Ｂ）は従来の非酵素的
結合、（Ｃ）及び（Ｄ）は本発明に係る結合により生じる構造を示す。
【図３】本発明に係る核酸鎖の塩基配列の決定方法の手順を説明する図である。
【図４】３’末端ホスホロチオエート基の１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼンによ
る活性化反応を説明する図である（実施例１）。
【図５】３’末端ホスホロチオエート基の１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼンによ
る活性化反応の反応生成物の解析結果を説明する図である（実施例１）。
【図６】３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と５’末端にアミノ基を有す
るＤＮＡ鎖との結合反応を説明する図である（実施例１）。
【図７】３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と５’末端にアミノ基を有す
るＤＮＡ鎖との結合反応の反応生成物の解析結果を説明する図である（実施例１）。
【図８】３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と５’末端に水酸基を有する
ＤＮＡ鎖との結合反応を説明する図である（実施例２）。
【図９】３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と５’末端に水酸基を有する
ＤＮＡ鎖との結合反応効率の解析結果を説明する図である（実施例２）。
【図１０】５’末端にホスホロチオエート基を有するＲＮＡ鎖と３’末端にアミノ基を有
するＲＮＡ鎖との結合反応を説明する図である（実施例３）。
【図１１】５’末端にホスホロチオエート基を有するＲＮＡ鎖と３’末端にアミノ基を有
するＲＮＡ鎖との結合反応効率の解析結果を説明する図である（実施例３）。
【図１２】本発明に係る核酸鎖結合方法により作成したｓｉＲＮＡによるルシフェラーゼ
遺伝子発現抑制試験の結果を説明する図である（実施例４）。
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【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明を実施するための好適な形態について図面を参照しながら説明する。なお
、以下に説明する実施形態は、本発明の代表的な実施形態の一例を示したものであり、こ
れにより本発明の範囲が狭く解釈されることはない。
【００１５】
１．核酸鎖の結合方法
　本発明に係る核酸鎖結合方法は、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖（以下「核酸鎖
１」と称する）を、求電子剤の存在下で、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖（以下「核
酸鎖２」と称する）と反応させる手順を含む。図１に、本発明に係る核酸鎖結合方法にお
ける核酸鎖の結合反応を示す。図では、核酸鎖１と核酸鎖２とを、両核酸鎖に相補的な塩
基配列を有する核酸鎖との２本鎖形成（ハイブリダイズ）状態で行う場合を示している。
【００１６】
　本発明に係る核酸鎖結合方法では、まず、核酸鎖１として、５’末端又は３’末端にホ
スホロチオエート基を有する核酸鎖を用いる。核酸鎖１の５’末端又は３’末端へのホス
ホロチオエート基の導入は、従来公知の手法によって行うことができる（Nucleic Acids 
Symposium Series, 2007, No. 51, p.353-354, Bioconjugate Chem, 2008, Vol.19, p.32
7-333,　非特許文献１等参照）。
【００１７】
　ここで、本発明において、「核酸鎖」には、天然型の核酸（ＤＮＡ及びＲＮＡ）からな
るものに限られず、天然型核酸の塩基、糖、リン酸ジエステル部に化学修飾を加えること
で水素結合様式や高次構造さらには極性などの物性を変化させた人工核酸（ＬＮＡ及びＢ
ＮＡなど）からなるものも含まれるものとする。本明細書で天然型核酸鎖に関して用いる
「５’位」、「３’位」、「５’末端」、「３’末端」及び「リボース」等の用語は、非
天然型核酸鎖についてはその化学修飾の態様に応じて適宜同一の意味の用語に読み替えら
れ得るものである。また、本発明に係る核酸鎖の結合方法において、結合対象とする核酸
鎖の長さは特に限定されず、結合する２つの核酸鎖の長さは異なっていてもよい。
【００１８】
　本発明に係る核酸鎖結合方法に用いられる求電子剤は、ホスホロチオエート基を活性化
して水酸基又はアミノ基との結合反応を可能とする化合物であれば特に限定されない。求
電子剤は、水酸基の酸素原子又はアミノ基の窒素原子と求核置換可能な、脱離基を有する
化合物であればよい。求電子剤には、例えば、以下の化合物を用いることができる。
【００１９】
【化２】

（式中、Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、それぞれ独立してＮＯ2基、ＯＣＯＣＨ3基、ＣＮ基、ＣＦ3

基、ＣＯ2Ｈ基、ＣＯ2ＣＨ3基又はＮＨ2基を示し、
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Ｒ4は、ＮＨ2、ＮＨＰｈ、ＮＨＰｈ－ＯＣＨ3を示す。）
　なお、Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は、上記に例示した具体的な置換基又は脱離基に限定され
ず、本発明の効果を奏する限りにおいて他の基を採用することもできる。
【００２０】
　これらのうち、核酸鎖２が水酸基を有する場合には、より反応性が高い式（Ｉ）の化合
物を用いることが好ましい。式（Ｉ）及び式（ＩＩ）の化合物として、具体的には以下の
化合物が例示される。ここで、Ｒ’2は、上記のＲ4と同じである。
【００２１】
【化３】

【００２２】
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【００２３】
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【００２４】
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【化６】

【００２５】
　これらのうち、１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン又はトリニトロクロロベンゼ
ンが好適な化合物として例示される（実施例参照）。また、求電子剤として以下の化合物
も挙げられる。
【００２６】

【化７】

【００２７】
　さらに、求電子剤としては、例えば特開２００１－１９４７６２号公報、特開２００１
－０３５５５０号公報、特開２０００－１００４８７号公報、特開平１０－３３７１９５
号公報などに記載の化合物も使用できる場合がある。
【００２８】
　図１に示すように、求電子剤は、脱離基（図ではフッ素原子）を脱離させて、当該脱離
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基が結合していた部位において核酸鎖１のホスホロチオエート基の硫黄原子に結合する。
これにより、ホスホロチオエート基と、該ホスホロチオエート基に結合された求電子基と
を有する核酸鎖１が中間体として生成する。
【００２９】
　さらに、求電子剤は、核酸鎖２の水酸基の酸素原子又はアミノ基の窒素原子と求核置換
し、核酸鎖１のホスホロチオエート基から硫黄原子を、核酸鎖２の水酸基又はアミノ基か
ら水素原子を抜き取って脱離する。これによって、核酸鎖１のリン酸基のリン原子と、核
酸鎖２の酸素原子又は窒素原子との間で、核酸鎖１と核酸鎖２が結合される。
【００３０】
　核酸鎖１のホスホロチオエート基の求電子剤による活性化と、求電子剤の核酸鎖２の酸
素原子又は窒素原子に対する求核置換は、適当な緩衝液中で行えばよく、反応温度及び反
応時間等についても特に制限はない。この点、ＤＮＡ／ＲＮＡリガーゼを用いた従来の酵
素的結合では、酵素の活性を維持するために反応液の組成やｐＨ，反応温度を最適化して
おく必要があった。
【００３１】
　また、核酸鎖１のホスホロチオエート基の求電子剤による活性化と、求電子剤の核酸鎖
２の酸素原子又は窒素原子に対する求核置換は、２段階の反応に分けて行ってもよく、１
段階の反応で行ってもよい。
【００３２】
　核酸鎖２が水酸基を有する場合の結合部位の構造を図２（Ｃ）に、核酸鎖２がアミノ基
を有する場合の結合部位の構造を図２（Ｄ）に示す。図２（Ａ）は、ＤＮＡ／ＲＮＡリガ
ーゼを用いた従来の酵素的結合、（Ｂ）は従来の非酵素的結合（Nucleic Acids Symposiu
m Series, 2007, No. 51, p.353-354, Bioconjugate Chem, 2008, Vol.19, p.327-333,　
非特許文献１等参照）によって生じる構造を示す。
【００３３】
　従来の酵素的結合では、結合部位の構造は、天然型核酸と同様のホスホジエステル結合
となる（（Ａ）参照）。一方、ホスホロチオエート基とヨードアセチル基を用いる従来の
非酵素的結合では、結合部位に、天然の核酸鎖には存在しない、硫黄原子を含む構造（（
Ｂ）中、点線丸印参照）が生じる。このような硫黄原子を含む非天然型の構造は、天然型
のリン酸ジエステル結合とは原子間の距離や電荷などの性質が異なり、結合後の核酸鎖に
所望の生物活性を発現させるためには好ましくない場合がある。
【００３４】
　これに対して、本発明に係る方法では、核酸鎖２が水酸基を有する場合には、結合部位
の構造は、天然型核酸と同様のホスホジエステル結合とできる（（Ｃ）参照）。また、核
酸鎖２がアミノ基を有する場合には、結合部位は、窒素原子が一置換した構造となる（（
Ｄ）参照）。この窒素原子を含む構造は非天然型であるものの、天然型のリン酸ジエステ
ル結合との性質（原子間の距離や電荷など）の相違が硫黄原子を含む構造に比べて小さい
ので、結合後の核酸鎖の生物活性に与える影響は少ないと考えられる。事実、実施例にお
いて後述するように、この窒素原子を含む結合構造は、ｓｉＲＮＡの遺伝子抑制効果活性
に影響を与えないことが確認されている。
【００３５】
　図２では、ホスホロチオエート基が核酸鎖１の３’末端に、水酸基又はアミノ基が核酸
鎖２の５’末端に存在する例を示した。本発明に係る核酸鎖結合方法においては、ホスホ
ロチオエート基が核酸鎖１の５’末端に、水酸基又はアミノ基が核酸鎖の３’末端に存在
していてもよい。この点、従来の酵素的結合では、５’位がリン酸基で３’位が水酸基で
あることが必要であった。
【００３６】
２．キット
　本発明は、上述した核酸鎖の結合方法の実施に供されるキットをも提供する。本発明に
係る核酸鎖の非酵素的結合のためのキットは、
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（Ａ）ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、
（Ｂ）求電子剤と、
（Ｃ）水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と、を含む。
　あるいは、本発明に係る核酸鎖の非酵素的結合のためのキットは、
（ａ）核酸鎖をチオリン酸化するための試薬と、
（Ｂ）求電子剤と、
（ｃ）５’位又は３’位にアミノ基を有するヌクレオシドと、を含んでなるものであって
もよい。
【００３７】
　構成（Ａ）のホスホロチオエート基を有する核酸鎖は、上述した核酸鎖１である。構成
（ａ）のチオリン酸化試薬は、ユーザが結合対象とする核酸鎖を予め用意し、当該核酸鎖
のリン酸基に硫黄原子を導入してホスホロチオエート基を有する核酸鎖（核酸鎖１）を調
製するために用いられる。
【００３８】
　また、構成（Ｃ）の水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖は、上述した核酸鎖２である。
構成（ｃ）のヌクレオシドは、ユーザが結合対象とする核酸鎖を予め用意し、当該核酸鎖
の５’位又は３’位にアミノ基を導入して水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖（核酸鎖２
）を調製するために用いられる。ユーザは、予め用意する核酸鎖を、核酸鎖２よりも１ヌ
クレオシドだけ短いものとして調製し、当該核酸鎖の５’位又は３’位に、アミノ基を有
するアデニン、グアニン、チミン（ウラシル）、シトシンなどの天然型あるいはその他の
人工型のヌクレオシドを結合させることによって、核酸鎖２を得ることができる。
【００３９】
　本発明に係るキットは、上述した構成に加えて、核酸鎖１のホスホロチオエート基の求
電子剤による活性化反応、あるいは求電子剤の核酸鎖２の酸素原子又は窒素原子に対する
求核置換反応に用いられる反応液及び緩衝液などを含んでいてもよい。さらに、本発明に
係るキットは、次に説明する核酸鎖の塩基配列の読み取りに用いられる場合、後述する標
識物質（蛍光物質）やプライマー、還元剤（ＤＴＴ）などを含んでいてもよい。
【００４０】
３．核酸鎖の塩基配列の決定方法
　本発明に係る核酸鎖の結合方法は、核酸鎖の塩基配列の読み取り（シークエンス）に応
用が可能である。
【００４１】
　すなわち、本発明に係る核酸鎖の塩基配列の決定方法は、以下の手順を含む。
（１）前記核酸鎖に相補的な塩基配列を有し、５’末端又は３’末端にホスホロチオエー
ト基を有する相補鎖を、求電子剤の存在下で、３’位又は５’位に水酸基又はアミノ基を
有し、塩基に応じて異なる標識がされたヌクレオシドの混合物と反応させる手順（ここで
、前記ヌクレオチドは、５’位又は３’位のホスホロチオエート基と、該ホスホロチオエ
ート基にジスルフィド結合を介して結合した標識物質とを有する）。
（２）前記相補鎖に結合したヌクレオシドの標識からの信号を検出する手順。
（３）前記ジスルフィド結合を還元して前記標識物質を前記相補鎖から遊離させる手順。
（４）前記信号に基づいて、塩基核酸鎖の塩基配列を決定する手順。
【００４２】
　従来、シークエンスは、ＰＣＲ増幅産物をテンプレートとして行われていた。具体的に
は、テンプレート、プライマー、ＤＮＡポリメラーゼ、ｄＮＴＰ（４種類のデオキシリボ
ヌクレオチド三リン酸の混合物）、ｄｄＮＴＰ（蛍光標識され、ＤＮＡの伸長反応を止め
るｄＮＴＰ）を含む反応液を調製し、テンプレートに特異的にアニーリングしたプライマ
ーの３’末端から伸長反応を開始する。伸長反応は、テンプレートと相補的な塩基を含む
ｄＮＴＰをシークエンス反応産物に結合させながら進行するが、ｄｄＮＴＰがランダムに
シークエンス反応産物に取り込まれると反応が停止する。それぞれのシークエンス反応産
物はサイズが異なり、各産物の３’末端には蛍光標識されたｄｄＮＴＰが取り込まれてい
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る。シークエンス反応産物をキャピラリーアレイでサイズ分離し、各シークエンス反応産
物からの蛍光を読み取ることで、テンプレートに相補的な塩基配列が明らかとなり、これ
によってテンプレートの塩基配列を決定することができる。
【００４３】
　これに対して、本発明に係る核酸鎖の結合方法を応用したシークエンスでは、原理的に
は、読み取り対象核酸をＰＣＲにより増幅することなく、一分子の核酸をテンプレートし
て行うことが可能である。図３を参照して、本発明に係る核酸鎖の塩基配列の決定方法の
手順を説明する。
【００４４】
手順（１）
　まず、読み取り対象核酸鎖（ターゲット鎖）に相補的な塩基配列を有する相補鎖（プラ
イマー）を用意する。このプライマーは、従来のシークエンス法と同様にして設計すれば
よい。プライマーの３’末端には、ホスホロチオエート基が導入されている。
【００４５】
　次に、５’位にアミノ基（又は水酸基）を有し、３’位にホスホロチオエート基を有す
るヌクレオシド混合物を用意する。ヌクレオシド混合物中の各ヌクレオシドは、３’位の
ホスホロチオエート基にジスルフィド結合を介して結合した標識物質を有している。この
ヌクレオシド混合物は、アデニン、グアニン、シトシン及びチミンのいずれかの塩基が１
’位に結合したヌクレオシドの混合物であり、それぞれ結合する塩基に応じて異なる特性
を示す標識物質が修飾されている。標識物質は、従来のシークエンス法と同様の蛍光物質
であってよい。
【００４６】
　本手順では、プライマーを、求電子剤の存在下で、ヌクレオシド混合物と反応させる。
当該反応では、プライマーの３’末端のホスホロチオエート基の求電子剤による活性化と
、ヌクレオシドの窒素原子（又は酸素原子）による求電子剤の求核置換反応によってプラ
イマーとヌクレオシドが結合され、プライマーが伸長する。
【００４７】
手順（２）
　本手順では、プライマーに結合したヌクレオシドの蛍光物質からの蛍光を検出する。蛍
光の検出は、従来のシークエンス法と同様にして行えばよい。
【００４８】
手順（３）
　本手順では、ヌクレオシドにジスルフィド結合を介して結合した蛍光物質を遊離させる
。これにより、伸長したプライマーの３’末端は、再度、ホスホロチオエート基が導入さ
れた状態となる。ジスルフィド結合の切断は、ジチオスレイトール（ＤＴＴ）などの汎用
の還元剤を用いて行えばよい。
【００４９】
手順（４）
　上記の手順（１）～（３）を繰り返すことで、テンプレートと相補的な塩基を含むヌク
レオシドを１つずつ結合させながらプライマーを伸長させる。この際、一塩基分を伸長さ
せる毎に、蛍光物質からの蛍光の検出を行うことで、該蛍光に基づいて、ターゲット鎖に
相補的な塩基配列を決定し、これによってターゲット鎖の塩基配列を決定することができ
る。
【００５０】
　ここでは、プライマーの３’末端のホスホロチオエート基、ヌクレオシドの５’位のア
ミノ基（又は水酸基）との結合によってプライマーの伸長反応を行う例を説明した。本発
明に係る核酸鎖結合方法においては、上述の通り、ホスホロチオエート基が核酸鎖１の５
’末端に、水酸基又はアミノ基が核酸鎖の３’末端に存在していてもよい。このため、本
発明に係る核酸鎖の結合方法においても、プライマーの３’末端の水酸基又はアミノ基と
、ヌクレオシドの５’位のホスホロチオエート基との結合によってプライマーの伸長反応
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を行うことが可能である。
【００５１】
４．機能性核酸分子の細胞内導入方法
　本発明に係る核酸鎖の結合方法は、前述した「細胞内ビルトアップ法」にも応用が可能
である。
【００５２】
　すなわち、本発明に係る機能性核酸分子の細胞内導入方法は、以下の手順を含む。
（１－１）前記機能性核酸分子を構成し得る、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、
前記機能性核酸分子を構成し得る、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖を有する核酸鎖と
、
求電子剤と、
を細胞内に導入する導入手順。
（２－１）前記ホスホロチオエート基を有する核酸鎖を、前記求電子剤の作用により、前
記水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と結合させて、前記機能性核酸分子を細胞内で生成
させる組立手順。
【００５３】
　あるいは、本発明に係る機能性核酸分子の細胞内導入方法は、以下の手順を含むもので
あってもよい。
（１－２）前記機能性核酸分子を構成し得る、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、
求電子剤と反応させて、ホスホロチオエート基に求電子剤を結合させる活性化手順と、
前記機能性核酸分子を構成し得る、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖を有する核酸鎖と
、前記求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、を細胞内に導入する
導入手順。
（２－２）前記求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する核酸鎖を、該求電子剤
の作用により、前記水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と結合させて、前記機能性核酸分
子を細胞内で生成させる組立手順。
【００５４】
　本発明に係る機能性核酸分子の細胞内導入方法は、特許文献１に開示される「細胞内ビ
ルトアップ法」において、本発明に係る核酸結合方法を適用することによって実施できる
。以下に手順の概要を説明する。
【００５５】
手順（１－１）
　本手順では、機能性核酸分子を２以上の核酸鎖（断片）とし、一方の核酸鎖にホスホロ
チオエート基を導入し、水酸基又はアミノ基を有する他方の核酸鎖及び求電子剤とともに
細胞内に導入する。
【００５６】
　ここで、「機能性核酸分子」とは、複数個の核酸が鎖状に連結してなり（すなわち、オ
リゴまたはポリヌクレオチド）、発生・分化等の生命現象に対して所定の機能を発揮する
核酸分子を指す。
【００５７】
　機能性核酸分子は、ＤＮＡ分子、ＲＮＡ分子、またはＤＮＡ・ＲＮＡハイブリッド分子
であってよい。機能性核酸分子は、１本の核酸鎖から構成されるものであっても、２本の
核酸鎖から構成されるものであってもよい。また、機能性核酸分子は、その一部に非天然
型核酸を含んでいてもよい。
【００５８】
　上記ＤＮＡ分子には、例えば、ＤＮＡアプタマー；ＣｐＧモチーフ；ＤＮＡザイム；等
が含まれる。なお、本明細書において、ベースがＤＮＡ鎖であり、一部にＲＮＡおよび／
または非天然型核酸が導入されているものは、ＤＮＡ分子に分類する。上記ＲＮＡ分子に
は、例えば、ＲＮＡアプタマー；ｓｈＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、およびｍｉｃｒｏＲＮＡ等の
ＲＮＡ干渉作用を示すＲＮＡ分子（ＲＮＡｉ用核酸分子）；アンチセンスＲＮＡ分子；Ｒ
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ＮＡリボザイム；等が含まれる。なお、本明細書において、ベースがＲＮＡ鎖であり、一
部にＤＮＡおよび／または非天然型核酸が導入されているものは、ＲＮＡ分子に分類する
。ＤＮＡ・ＲＮＡハイブリッド分子としては、例えば、ＤＮＡ・ＲＮＡハイブリッドアプ
タマー；等が挙げられる。
【００５９】
　機能性核酸分子は、その機能を発揮するために、核酸分子内でハイブリダイズするか、
または異なる核酸分子間でハイブリダイズするハイブリダイズ領域を形成するものである
。機能性核酸分子は、より好ましくは、核酸分子内または異なる核酸分子間でハイブリダ
イズしてなるハイブリダイズ領域を持つＲＮＡｉ用核酸分子であり、さらに好ましくは２
本の核酸鎖からなるＲＮＡｉ用核酸分子である。２本鎖の核酸鎖からなるＲＮＡｉ用核酸
分子の長さ（ｍｅｒ）は、例えば、１５～４０ｍｅｒであり、好ましくは１５～３５ｍｅ
ｒであり、より好ましくは２０～３５ｍｅｒである。ここで、ＲＮＡｉ用核酸分子を構成
する２本の核酸鎖（センス鎖、アンチセンス鎖）の長さは異なっていてもよく、通常、セ
ンス鎖は１３ｍｅｒ以上、アンチセンス鎖は１９ｍｅｒ以上とされる。
【００６０】
　また、「機能性核酸分子を構成し得る核酸鎖」とは、機能性核酸分子を２以上に分割し
た核酸断片に相当する。そして、一つの機能性核酸分子に由来する全ての核酸鎖を適切な
順序で連結すると機能性核酸分子が構築される。上記のＲＮＡｉ用核酸分子において、セ
ンス鎖が２０ｍｅｒである場合、「機能性核酸分子を構成し得る核酸鎖」とは、センス鎖
を例えば１０ｍｅｒずつに分割した２つの核酸断片である。また、同様に、アンチセンス
鎖（例えば２４ｍｅｒ）についても、これを例えば６ｍｅｒずつの４本の核酸鎖に分割す
ることができる。センス鎖の核酸断片（１０ｍｅｒ×２）とアンチセンス鎖の核酸断片（
６ｍｅｒ×４）を適切な順序で連結することにより、一つのＲＮＡｉ用核酸分子を構築で
きる。ただし、「機能性核酸分子を構成し得る核酸鎖」とは、機能性核酸分子を一度構築
した後にこれを分断して当該核酸鎖を生成することを意図するものではない。また、一つ
の機能性核酸分子に由来する複数の核酸鎖の長さもそれぞれ特に限定されるものではなく
、互いに異なっていてもよい。
【００６１】
　核酸鎖の調製は、ホスホロアミダイト法及びＨ－ホスホネート法等の化学合成方法、ｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ　ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ合成方法、プラスミドもしくはウイルスベ
クターを用いる方法、またはＰＣＲカセットによる方法等によって行うことができる。
【００６２】
　核酸鎖及び求電子剤の細胞内への導入は、従来公知の手法により細胞膜の物質透過性を
亢進させる処理を行った上で、核酸鎖及び求電子剤を細胞の培養中に添加する、あるいは
細胞表面に接触させることにより行うことができる。また、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける導
入方法としては、例えば、エレクトロポレーション法、マイクロインジェクション法、リ
ポフェクション法、およびリン酸カルシウム法等も適用できる。さらに、ｉｎ　ｖｉｖｏ
における導入方法としては、例えば、局所投与、静脈内投与、および遺伝子銃を用いる方
法等が挙げられる。ｉｎ　ｖｉｖｏに適用する場合、必要に応じて、薬学的に許容可能な
担体と組み合わせて薬学的組成物（例えば、リポソーム製剤等）を製造してもよい。
【００６３】
　また、核酸鎖及び求電子剤は、全てを混合して組成物として一度の操作で細胞内に導入
してもよいし、別々に細胞内に導入してもよい。また、機能性核酸分子を構築するための
２以上の核酸鎖を、一度の操作で細胞内に導入してもよいし、それぞれを別々に細胞内に
導入してもよい。
【００６４】
　対象となる細胞は、特に限定されず、原核細胞及び真核細胞の何れでもよい。真核細胞
としては、菌類、植物及び動物等に由来する細胞が挙げられる。動物細胞としては、昆虫
細胞等の非哺乳類細胞及び哺乳類細胞が挙げられる。哺乳類細胞としては、マウス、ラッ
ト、モルモット等のげっ歯類、ウサギ、イヌ、およびネコ等の非ヒト動物の細胞又はヒト
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の細胞が挙げられる。また、細胞は、培養細胞でもよいし、生体細胞（生体内にある単離
されていない細胞）でもよい。細胞の好ましい一例は、ヒト及び各種動物の培養幹細胞（
ＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞、間葉系幹細胞などの万能分化能あるいは多分化能を有する細胞を
含む）である。
【００６５】
　本手順（１－１）は、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と水酸基又はアミノ基を有
する核酸鎖を有する核酸鎖を求電子剤とともに細胞内に導入した後、細胞内において、求
電子剤によりホスホロチオエート基を活性化して水酸基又はアミノ基との結合反応を誘起
するものである。求電子剤によるホスホロチオエート基の活性化は、細胞内への導入前に
行われてもよい。すなわち、手順（１－１）にかえて、上記手順（１－２）を採用するこ
ともできる。手順（１－２）では、まず、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、求電
子剤と反応させて、ホスホロチオエート基に求電子剤を結合させて、ホスホロチオエート
基を活性化する（活性化手順）。その後に、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖を有する
核酸鎖と、求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、を細胞内に導入
する（導入手順）。
【００６６】
手順（２－１）
　本手順では、細胞内において、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖を、求電子剤の作
用により、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と結合させて、機能性核酸分子を生成させ
る。この際、機能性核酸分子内または異なる核酸分子間でハイブリダイゼーションのよう
な相互作用を生じて、機能性核酸分子が生成される場合もある。
【００６７】
　手順（１－２）により、予め、ホスホロチオエート基を有する核酸鎖と、求電子剤と反
応させて、ホスホロチオエート基に求電子剤を結合させた後に、水酸基又はアミノ基を有
する核酸鎖を有する核酸鎖と、求電子剤が結合したホスホロチオエート基を有する核酸鎖
と、を細胞内に導入する場合においても、求電子剤の作用によって、ホスホロチオエート
基を有する核酸鎖を、水酸基又はアミノ基を有する核酸鎖と結合させて、機能性核酸分子
を細胞内で生成させることが可能である（手順（２－２））。
【００６８】
　本発明に係る機能性核酸分子の細胞内導入方法によれば、機能性核酸分子を構成する核
酸鎖の少なくとも一部を複数の断片として細胞に導入し、細胞内で機能性核酸分子を構築
させることができる。従って、機能性核酸分子の細胞への取り込みが向上する。また、核
酸鎖の少なくとも一部をより短い断片として用いるために、機能性核酸分子に対する免疫
応答を抑制できる。
【実施例】
【００６９】
＜実施例１：３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と５’末端にアミノ基を
有するＤＮＡ鎖との結合＞
（１）　３’末端ホスホロチオエート基の１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼンによ
る活性化
　３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ（３’ＰＳ　ＤＮＡ）と１－フルオロ
－２，４－ジニトロベンゼン（ＤＮＦＢ）を混合し、ホスホロチオエート基の硫黄原子に
ＤＮＦＢの２，４－ジニトロベンゼンを結合させたＤＮＡ（３’ＤＮＰ－ＰＳ　ＤＮＡ）
を合成した（図４参照）。
【００７０】
　ＤＮＡ及びＲＮＡは、ホスホロアミダイト法に基づきＤＮＡ合成機（GeneWorld H8-SE
）により合成した。アミダイト試薬としては、５’末端又は３’末端のリン酸化には、そ
れぞれ3'-Phosphate CPG (Glen Research)とphosphorylation reagent (Glen reserch)を
用いた。チオ化はSulfurizing Reagent (Glen Research)を用いて行った。末端のアミノ
基の導入には、合成した5'-Amino dT Phosphoroamidite、3'-Amino dT Phosphoroamidite
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又は3'-Amino rC CPGを使用した。フルオレセイン（ＦＡＭ）の導入は5'-Fluorescein Ph
osphoramidite (Glen Research)及び6-Fluorescein Phosphoramidite (Glen Research)を
使用した。
【００７１】
　ＤＮＡ及びＲＮＡの脱保護は定法に従って行った。ホスホロチオエート基ＤＮＡは、粗
精製のまま次の反応に用いた。５’アミノ基ＤＮＡ及び５’水酸基ＤＮＡは、カートリッ
ジ精製を行った。また、ＤＮＡ及びＲＮＡについては、適宜、ＨＰＬＣやＰＡＧＥによる
精製を行った。
【００７２】
　３’ＰＳ　ＤＮＡのホスホロチオエート基の活性化は、下記の組成で調製した混合液を
２５℃で１時間インキュベートすることにより行った。
　3'PS DNA　　　　　　　　　　　　　　　　200 μM
　DNFB (200 mM in DMSO)　　　　　　　　　 20 mM
　Sodium borate buffer (100 mM, pH 8.5)　 20 mM
　水で最終容量を100 μLに調整
【００７３】
　生成物をＨＰＬＣにより解析した結果を図５に示す。ＨＰＬＣの条件は、以下の通りで
ある。
　カラム：Hydrosphere C18（YMC), S-5 μm, 12 nm, 250×4.6 mmI.D.
　バッファー濃度：5 - 50 % (0 - 15 min)
　溶液Ａ：5 ％アセトニトリル、50 mM TEAA添加水溶液
　溶液Ｂ：100 % アセトニトリル
【００７４】
（２）　５’末端アミノ基との結合
　３’ＤＮＰ－ＰＳ　ＤＮＡと５’末端にアミノ基を有するＤＮＡ（５’ＮＨ2　ＤＮＡ
）を混合し、両者を結合させた（図６参照）。
【００７５】
　結合反応は、下記の組成で調製した混合液を２５℃でインキュベートすることにより行
った。
　3'DNP-PS DNA　　　　　　　　　　　　　　　　 2 μM
　5'NH2 DNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　4 μM
　Phosphate buffer (100 mM, pH 8.0, 7.0, 6.0) 　20 mM
　MgCl2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10 mM
　水で最終容量を25 μLに調整
【００７６】
　１０、３０、６０、１２０分後にサンプリングを行った生成物に80% formamide, 10 mM
 EDTA を加えて、15 %ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (5.6 M urea, 25% formamide, 1
×TBE)により解析、定量した(ChemiDocTMXRS+ system (Bio-Rad))。結果を図７に示す。
核酸鎖の結合反応の効率は、ｐＨ８の条件下で８０％以上であった。
【００７７】
＜実施例２：３’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と５’末端に水酸基を有
するＤＮＡ鎖との結合＞
（１）　３’末端ホスホロチオエート基のトリニトロクロロベンゼンによる活性化
　求電子剤をＤＮＦＢからトリニトロクロロベンゼン（ＴＮＣＢ）に変更した以外は、実
施例１の手順（１）と同様にして、核酸鎖の３’末端ホスホロチオエート基を活性化した
（図８参照）。
【００７８】
（２）　５’末端水酸基との結合
　得られた３’末端活性化核酸鎖と、５’末端に水酸基を有するＤＮＡ（５’ＯＨ　ＤＮ
Ａ）とを混合し、両者を結合させた（図８参照）。
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【００７９】
　結合反応は、下記の組成で調製した混合液を２５℃でインキュベートすることにより行
った。
　3'-TNP-PS DNA　　　　　　　　　　　　　　  2 μM
　5'OH DNA　　　　　　　　　　　　　　　　　 4 μM
　Trinitrochlorobenzene (100 mM in DMSO)　　 10 mM
　Sodium phospahte buffer (100 mM, pH 7.0)　 20 mM
　MgCl2　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10 mM
　水で最終容量を25 μLに調整
【００８０】
　１、４、８、１２時間後にサンプリングを行った生成物を電気泳動し、バンド定量によ
り核酸鎖の結合反応の効率を算出した結果を図９に示す。反応効率は、１０％以上であっ
た。
【００８１】
＜実施例３：５’末端にホスホロチオエート基を有するＲＮＡ鎖と３’末端にアミノ基を
有するＲＮＡ鎖との結合＞
（１）　５’末端ホスホロチオエート基の１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼンによ
る活性化
　５’末端にホスホロチオエート基を有するＲＮＡ（５’ＰＳ　ＲＮＡ）とＤＮＦＢを混
合し、ホスホロチオエート基の硫黄原子にＤＮＦＢの２，４－ジニトロベンゼンを結合さ
せたＲＮＡ（５’ＤＮＰ－ＰＳ　ＲＮＡ）を合成した（図１０参照）。反応条件は、実施
例１と同様である。
【００８２】
（２）　３’末端アミノ基との結合
　ＤＮＰ－ＰＳ　ＲＮＡと３’末端にアミノ基を有するＲＮＡ（３’ＮＨ2　ＲＮＡ）を
混合し、両者を結合させた（図１０参照）。反応条件は、実施例１と同様である。
【００８３】
　生成物を電気泳動し、バンド定量により核酸鎖の結合反応の効率を算出した結果を図１
１に示す。核酸鎖の結合反応の効率は、ｐＨ８の条件下で８０％以上であった。
【００８４】
　５’末端にホスホロチオエート基を有するＤＮＡ鎖と３’末端にアミノ基を有するＤＮ
Ａ鎖についても、本実施例と同様にして結合させることが可能であった。
【００８５】
＜実施例４：ｓｉＲＮＡによる遺伝子発現抑制＞
　実施例３に記載の方法に従ってＲＮＡ鎖を結合して作成され、鎖中にホルホルアミデー
ト結合を有するｓｉＲＮＡを用いて、遺伝子の発現抑制試験を行った。
【００８６】
　ルシフェラーゼを遺伝子導入した細胞（HeLa-Luc）を10% FBSを含むDMEM (Wako)培地中
で37℃, 5% CO2下培養し、96穴プレートに100 μL ずつ、4.0×103 cell/ウェルとなるよ
う播種した。さらに37℃, 5% CO2下で24時間培養し、約60%コンフルエントの状態で、siR
NAをトランスフェクション試薬Lipofectamine 2000 (invitrogen)を用い、試薬添付のプ
ロトコールに従ってコトランスフェクションした。
【００８７】
　トランスフェクション後、37℃, 5% CO2下6時間インキュベートし、培地を10% FBSを含
むDMEM培地に交換した。37℃でさらに18 時間インキュベート後、Luciferase Assay Syst
em (プロメガ)を用い、添付のプロトコールに従いルシフェラーゼ発現量を定量した。
【００８８】
　結果を図１２に示す。図中、「scramble RNA」はネガティブコントロール、「siRNA」
はポジティブコントロールの結果を示す。なお、スクランブルｓｉＲＮＡとは、標的遺伝
子を抑制するためのｓｉＲＮＡと同じヌクレオチドの構成比を有し、どの遺伝子とも異な
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る配列から成るＲＮＡをいう。つまり、スクランブルｓｉＲＮＡは、細胞の遺伝子の発現
に影響しない外来ＲＮＡである。
【００８９】
　本発明に係る結合方法により作成されたｓｉＲＮＡ（図中「Phosphoroamideate型ligat
ed siRNA」）は、通常のｓｉＲＮＡと同等以上の遺伝子抑制効果を示した。この結果から
、本発明に係る結合方法により、生理活性を維持した機能性核酸分子を作成できることが
示された。

【図１】 【図２】
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