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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】除去可能な保護基を有するヌクレオチド、ポリヌクレオチドシークエンシング方
法におけるその使用及び保護基の化学的脱保護のための方法の提供。
【解決手段】プリン又はピリミジン塩基と構造：－Ｏ－Ｚ（式中、Ｚは－Ｃ（Ｒ’）２－
Ｏ－Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｈ）Ｒ’’、－Ｃ
（Ｒ’）２－Ｓ－Ｒ’’及び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｆのいずれかであり、ここで例えばＲ’が
アルキル又は置換アルキル、Ｚがアジドメチル基、Ｒ’’がベンジル又は置換ベンジル基
であり、そこに共有結合した除去可能な３’－ＯＨ遮断基を有するリボース又はデオキシ
リボース糖部分とを含む修飾されたヌクレオチド又はヌクレオシド分子。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　プリン又はピリミジン塩基と
構造：
－Ｏ－Ｚ
（式中、Ｚは－Ｃ（Ｒ’）２－Ｏ－Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２、－Ｃ（Ｒ
’）２－Ｎ（Ｈ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｓ－Ｒ’’及び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｆのいずれ
かであり、
ここで各Ｒ’’は除去可能な保護基であるか又はその一部であり；
各Ｒ’は別個に水素原子、アルキル、置換アルキル、アリールアルキル、アルケニル、ア
ルキニル、アリール、ヘテロアリール、複素環、アシル、シアノ、アルコキシ、アリール
オキシ、ヘテロアリールオキシもしくはアミド基、又は連結基を介して付着した検出可能
な標識；又は（Ｒ’）２は式＝－Ｃ（Ｒ’’’）２のアルキリデン基を表し、ここで各Ｒ
’’’は同一かもしくは異なってよく、そして水素及びハロゲン原子及びアルキル基を含
む群から選択され；そして
ここで前記分子は反応して、各Ｒ’’がＨと交換されるか、又はＺが－Ｃ（Ｒ’）２－Ｆ
の場合、ＦはＯＨ、ＳＨ又はＮＨ２、好ましくはＯＨと交換される中間体を生成してもよ
く、この中間体は水性条件下で解離して遊離の３’ＯＨを有する分子をもたらし；
ただしＺが－Ｃ（Ｒ’）２－Ｓ－Ｒ’’である場合、双方のＲ’基はＨではない）
の基を３’炭素原子が付着しているように、そこに共有結合した除去可能な３’－ＯＨ遮
断基を有するリボース又はデオキシリボース糖部分と
を含む修飾されたヌクレオチド又はヌクレオシド分子。
【請求項２】
　Ｒ’がアルキル又は置換アルキルである、請求項１に記載の分子。
【請求項３】
　－Ｚが式－Ｃ（Ｒ’）－Ｎ３である、請求項１又は２に記載の分子。
【請求項４】
　Ｚがアジドメチル基である、請求項１～３のいずれか一項に記載の分子。
【請求項５】
　Ｒ’’がベンジル又は置換ベンジル基である、請求項１又は２に記載の分子。
【請求項６】
　前記塩基が切断可能なリンカー又は切断不能なリンカーを介して検出可能な標識に連結
されている、先行する請求項のいずれか一項に記載の分子。
【請求項７】
　前記リンカーが切断可能なリンカーである、請求項６に記載の分子。
【請求項８】
　検出可能な標識が切断可能な又は切断不能なリンカーにより遮断基を介して分子に連結
されている、請求項１～５のいずれか一項に記載の分子。
【請求項９】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項６～８のいずれか一項に記載の分
子。
【請求項１０】
　前記リンカーが酸に不安定か、光に不安定か、又はジスルフィド結合を含有する、請求
項６～９のいずれか一項に記載の分子。
【請求項１１】
　１つ以上の３２Ｐ原子をそのリン酸部分に含む、請求項１～１０のいずれか一項に記載
の修飾されたヌクレオチド分子。
【請求項１２】
　式ＰＮ－Ｏ－アリルのヌクレオシド、ヌクレオチド又はポリヌクレオチド分子であって
、ここでＰＮは前記ヌクレオシドもしくはヌクレオチドであるか、又は前記ポリヌクレオ
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チドの３’末端ヌクレオチドであり；そして前記ヌクレオシド又はヌクレオチドはアリル
遮断基に加えて更に切断可能な又は切断不能なリンカーによりその塩基に連結された検出
可能な標識を含む、ヌクレオシド、ヌクレオチド又はポリヌクレオチド分子。
【請求項１３】
　前記リンカーが切断可能である、請求項１２に記載の分子。
【請求項１４】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項１２又は１３に記載の分子。
【請求項１５】
　前記リンカーが酸に不安定か、光に不安定か、又はジスルフィド結合を含有する、請求
項１２～１４のいずれか一項に記載の分子。
【請求項１６】
　式Ｒ－Ｏ－アリル、Ｒ２Ｎ（アリル）、ＲＮＨ（アリル）、ＲＮ（アリル）２又はＲ－
Ｓ－アリルの化合物を、アリル基が除去され、水素で置換される対応する化合物に変換す
る方法であって、式Ｒ－Ｏ－アリル、Ｒ２Ｎ（アリル）、ＲＮＨ（アリル）、ＲＮ（アリ
ル）２又はＲ－Ｓ－アリルの化合物を、遷移金属並びに水溶性ホスフィン及び水溶性窒素
含有ホスフィンリガンドを含む群から選択される１つ以上のリガンドを含む遷移金属と水
溶液中で反応させるステップを含み、ここで、その、又は各Ｒは、水溶性生物学的分子で
ある方法。
【請求項１７】
　前記化合物が式Ｒ－Ｏ－アリルである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記Ｒがヌクレオシド、ヌクレオチド又はポリヌクレオチド分子の一部である、請求項
１６又は１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ヌクレオシド、ヌクレオチド又はポリヌクレオチドが、切断可能な又は切断不能な
リンカーによりその塩基に連結された検出可能な標識を更に含む、請求項１８に記載の方
法。
【請求項２０】
　前記リンカーが切断可能である、請求項１９に記載の分子。
【請求項２１】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項１９又は２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記リンカーが酸に不安定か、光に不安定か、又はジスルフィド結合を含有する、請求
項１９～２１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記アリル基及び前記標識が単一のステップで除去される、請求項１９～２２のいずれ
か一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記遷移金属が白金、パラジウム、ロジウム、ルテニウム、オスミウム及びイリジウム
を含む群から選択される、請求項１６～２３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記遷移金属がパラジウムである、請求項１６～２４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　前記リガンドの群が誘導体化されたトリアリールホスフィンリガンド又は誘導体化され
たトリアルキルホスフィンリガンドを含む、請求項１６～２５のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項２７】
　前記リガンドの群がアミノ、ヒドロキシル、カルボキシル及びスルホナート基を含む群
から選択される１つ以上の官能基で誘導体化されている、請求項１６～２６のいずれか一
項に記載の方法。
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【請求項２８】
　リガンドの群が３，３’、３’’－ホスフィニジントリス（ベンゼンスルホン酸）及び
トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン並びにその塩を含む、請求項１６～２７のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２９】
　合成又はシークエンシング反応において、請求項６～１０のいずれかで定義されるか又
は請求項１２～１５のいずれかで定義され、標的１本鎖ポリヌクレオチドの第２のヌクレ
オチドに相補的なヌクレオチドの取り込みを調節する方法であって、前記ヌクレオチドを
伸長中の相補的なポリヌクレオチドに取り込むことを含み、前記ヌクレオチドの取り込み
は引き続くヌクレオシド又はヌクレオチド分子が前記伸長中の相補的なポリヌクレオチド
へ導入されることを阻止又は遮断する、方法。
【請求項３０】
　前記ヌクレオチドの取り込みがターミナル・トランスフェラーゼ又はポリメラーゼ又は
逆転写酵素により達成される、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　ポリメラーゼがＴｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種である、請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種が９°Ｎ又はその単一変異体もしくは二重変異体である、
請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　二重変異体が－Ｙ４０９Ｖ　Ａ４８５Ｌである、請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法であって、
　相補的ヌクレオチドの逐次的な取り込みをモニターするステップを含み、ここで少なく
とも１つの取り込みは請求項６～１０のいずれかで定義されるか又は請求項１２～１５の
いずれかで定義されるヌクレオチドの取り込みであり、そしてここで取り込まれたヌクレ
オチドの同一性は塩基に連結された標識を検出することにより決定され、そして遮断基及
び前記標識は次の相補的ヌクレオチドの導入の前に除去される、方法。
【請求項３５】
　ヌクレオチドの標識及び遮断基が単一の化学的処理ステップで除去される、請求項３４
に記載の方法。
【請求項３６】
　標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法であって：
（ａ）複数の異なるヌクレオチドを提供するステップであって、前記複数の異なるヌクレ
オチドは請求項６～１０のいずれかで定義されるか又は請求項１２～１５のいずれかで定
義されるいずれかであり、そしてここで各型のヌクレオチドに連結された検出可能な標識
をその他の型のヌクレオチドに用いた検出可能な標識から検出時に区別できるステップと
；
（ｂ）ヌクレオチドを標的１本鎖ポリヌクレオチドの相補体に取り込むステップと；
（ｃ）（ｂ）のヌクレオチドの標識を検出し、それにより取り込まれたヌクレオチドの型
を決定するステップと；
（ｄ）（ｂ）のヌクレオチドの標識及び遮断基を除去するステップと；
（ｅ）場合によっては（ｂ）～（ｄ）のステップを１回以上繰り返すステップと；
を備え、それにより標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する、方法。
【請求項３７】
　前記取り込みステップがＴｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種により達成される、請求項３６に
記載の方法。
【請求項３８】
　Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種が９°Ｎ又はその単一変異体もしくは二重変異体である、
請求項３７に記載の方法。
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【請求項３９】
　二重変異体が－Ｙ４０９Ｖ　Ａ４８５Ｌである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　ヌクレオチドの標識及び遮断基が単一の化学的処理ステップで除去される、請求項３６
～３９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４１】
　各々のヌクレオチドを連続的に標的と接触させ、次のヌクレオチドを添加する前に取り
込まれていないヌクレオチドを除去し、標識及び遮断基の検出及び除去を各ヌクレオチド
の添加後か、又は４つ全てのヌクレオチドの添加後のいずれかに実施する、請求項３６～
４０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４２】
　各々のヌクレオチドを同時に一緒に標的に接触させ、そして標識及び遮断基の検出の前
及び除去に続いて取り込まれていないヌクレオチドを除去する、請求項３６～４０のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項４３】
　第１工程及び第２工程を含み、第１工程では、４つのヌクレオチドのうちの２つを含む
第１の組成物を標的と接触させ、そして標識の検出及び引き続く除去の前に取り込まれて
いないヌクレオチドを除去し、そして第２工程では、第１の組成物に含まれていない２つ
のヌクレオチドを含む第２の組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び
引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして場合によっては第
１工程及び第２工程を１回以上繰り返す、請求項３６～４０のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項４４】
　第１工程及び第２工程を含み、第１工程では、４つのヌクレオチドのうちの１つを含む
組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び引き続く除去の前に取り込ま
れていないヌクレオチドを除去し、そして第２工程では、第１の組成物に含まれていない
３つのヌクレオチドを含む第２の組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出
及び引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして場合によって
は第１工程及び第２工程を１回以上繰り返す、請求項３６～４０のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項４５】
　第１工程及び第２工程を含み、第１工程では、４つのヌクレオチドのうちの３つを含む
第１の組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び引き続く除去の前に取
り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして第２工程では、第１の組成物に含まれて
いないヌクレオチドを含む組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び引
き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして場合によっては第１
工程及び第２工程を１回以上繰り返す、請求項３６～４０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項４６】
　（ａ）請求項６～１０のいずれかで定義されるか又は請求項１２～１５のいずれかで定
義されるヌクレオチドのいずれかである複数の異なるヌクレオチド；及び
　（ｂ）そのための包装材料；
を含むキット。
【請求項４７】
　各ヌクレオチドの検出可能な標識をその他の３つの型のヌクレオチドのいずれかに用い
た検出可能な標識から検出時に区別することができる、請求項４６に記載のキット。
【請求項４８】
　酵素及び酵素の作用に適当なバッファーを更に含む、請求項４６又は４７に記載のキッ
ト。
【請求項４９】
　サンガー又はサンガー型シークエンシング方法における、請求項１～１５のいずれかで
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定義されるヌクレオチドの使用。
【請求項５０】
　サンガー又はサンガー型シークエンシング方法を含む、請求項１に記載のヌクレオチド
を使用する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は修飾されたヌクレオチドに関する。とりわけ本発明は除去可能な保護基を有す
るヌクレオチド、ポリヌクレオチドシークエンシング方法におけるその使用及び保護基の
化学的脱保護のための方法を開示する。
【０００２】
　ひとつには分子又はその生物学的反応を特徴付けるために用いられる技術の改良により
、分子の研究が進歩している。とりわけ、核酸ＤＮＡ及びＲＮＡの研究が配列分析及びハ
イブリダイゼーション事象の研究に用いられる技術の開発の恩恵を受けている。
【０００３】
　核酸の研究を改善している技術の実例は、固定核酸のアレイ作製の進歩である。これら
のアレイは典型的には固体支持材料に固定されたポリヌクレオチドの高密度マトリックス
から成る。例えば、マスキングするが、特定の部分で暴露させて適当に修飾されたヌクレ
オチド・ホスホラミダイトに付着させることにより化学的に増感されたガラス表面を用い
る核酸を会合させる方法について記載しているＦｏｄｏｒら、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈ．１２：１９－２６（１９９４）を参照のこと。アレイ作製を公知のポリヌクレオチ
ドを固体支持体に予め決定された位置で「スポット」する技術により製造することもでき
る（例えばＳｔｉｍｐｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２
：６３７９－６３８３（１９９５））。
【０００４】
　ＤＮＡの合成によるシークエンシングは理想的には、シークエンシングされるオリゴヌ
クレオチドに向かい合う正確な相補的ヌクレオチドの調節された（すなわち１個ずつの）
取り込みを必要とする。これにより各ヌクレオチド残基が１個ずつシークエンシングされ
るので、複数のサイクルでヌクレオチドを付加することにより正確なシークエンシングが
可能になり、したがって調節されない一連の取り込みを生じることが阻止される。そこに
付着された適当な標識を用いて、標識部分の除去及び続く次のラウンドのシークエンシン
グの前に取り込まれたヌクレオチドを読む。単一の取り込みのみが生じていることを確認
するために、単一のヌクレオチドの取り込みを確実にするのにシークエンシングヌクレオ
チドの構造修飾（「遮断基」）が必要であるが、これは次いでいずれか別のヌクレオチド
がポリヌクレオチド鎖に取り込まれるのを阻止する。次いでシークエンシングされるＤＮ
Ａの完全性に干渉しない反応条件下で遮断基は除去されなければならない。次いで、次の
遮断、標識ヌクレオチドの取り込みを伴って、シークエンシングサイクルを続けることが
できる。実用のために、全過程は複数のシークエンシングサイクルを促す高収率の、高度
に特異的な化学的及び酵素的工程から構成されるべきである。
【０００５】
　ＤＮＡシークエンシングに有用であるためには、一度ヌクレオチドの塩基が付加される
と、ヌクレオチドのポリヌクレオチド鎖への取り込みに用いられるポリメラーゼが複製を
続けるのを妨げるように、ヌクレオチド、及びより一般的にはヌクレオチド三リン酸は概
して３’ＯＨ－遮断基を必要とする。分子の遮断基としての適性には多くの制限がある。
これは、更なるヌクレオチド分子がポリヌクレオチド鎖に付加されるのを妨げるが、同時
にポリヌクレオチド鎖に損傷を引き起こさずに糖部分から容易に除去されるようなもので
なければならない。更に、修飾されたヌクレオチドが、それのポリヌクレオチド鎖への取
り込みに用いられるポリメラーゼ又はその他の適当な酵素に耐性がなければならない。し
たがって、理想的な遮断基は長期安定性を呈し、ポリメラーゼ酵素により効率的に取り込
まれ、２次的な又は更なる取り込みの全体的な遮断を引き起こし、そしてポリヌクレオチ
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ド構造に損傷を引き起こさない穏やかな条件下、好ましくは水性条件下で除去される能力
を有する。これらのストリンジェントな要件は、必要な修飾が為されたヌクレオチドの設
計及び合成には厄介な障害である。
【０００６】
　この目的のための可逆的な遮断基は以前に記載されているが、概してポリヌクレオチド
、例えばＤＮＡ適合の化学に関する上記の基準に合致するものはない。
【０００７】
　Ｍｅｔｚｋｅｒら、（Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　２２（２０）
：４２５９－４２６７（１９９４））は８個の３’修飾２－デオキシリボヌクレオシド５
’－三リン酸（３’修飾ｄＮＴＰ）の合成及び使用、並びに取り込み活性に関する２つの
ＤＮＡ鋳型アッセイにおける試験を開示している。３’修飾ｄＮＴＰは３’－アリルデオ
キシリボアデノシン５’－三リン酸（３’－アリルｄＡＴＰ）を含む。しかしながら、３
’－アリル遮断化合物は完全なサイクルの終止、脱保護及びＤＮＡ合成の再開を実証する
ためには用いられなかった。この化合物のＤＮＡ合成を終止する能力を示す試験結果が示
されたのは、各々異なるＤＮＡポリメラーゼを用いて行った８つのこのようなアッセイの
うちの１つの終止アッセイのみであった。
【０００８】
　国際公開公報第０２／２９００３号（ニューヨーク市のコロンビア大学の管財人）はポ
リメラーゼ反応において伸長するＤＮＡ鎖の３’－ＯＨ基をキャップするアリル保護基の
使用を含めることができるシークエンシング方法について記載している。アリル基はＭｅ
ｔｚｋｅｒ（前出）の手順にしたがって導入され、そしてＫａｍａｌら（Ｔａｔ．Ｌｅｔ
．４０：３７１－３７２（１９９９））により報告される方法を用いることにより除去さ
れると記載されている。
【０００９】
　Ｋａｍａｌの脱保護方法は、アセトニトリル溶媒中、その場でヨードトリメチルシラン
を生成するために、ヨウ化ナトリウム及びクロロトリメチルシランを用い、チオ硫酸ナト
リウムでクエンチする。酢酸エチルへの抽出、及び乾燥（硫酸ナトリウム）の後、次いで
減圧下濃縮、及びカラムクロマトグラフィー（溶離液として酢酸エチル：ヘキサン；２：
３）の後、遊離アルコールが９０～９８％の収率で得られた。
【００１０】
　国際公開公報第０２／２９００３号では、Ｋａｍａｌの条件は穏やかで特異的であるの
で、Ｋａｍａｌのアリル脱保護は、修飾せずにＤＮＡシークエンシングに直接適用できる
と示唆されている。
【００１１】
　Ｍｅｔｚｋｅｒは３’アリル遮断ヌクレオチド又はヌクレオシドの調製に関して報告し
ており、そして国際公開公報第０２／２９００３号はシークエンシング中の３’－ＯＨキ
ャップとしてのアリル官能基の使用を示唆しているが、これらの文献のいずれも実際には
、シークエンシングプロトコールの局面における３’－アリル化ヒドロキシル基の脱保護
を教示していない。ヒドロキシル保護基としてのアリル基の使用は周知である（これは導
入が容易であり、そして全ｐＨ範囲にわたって、及び高温に安定である）が、今のところ
、ＤＮＡ適合条件、すなわちＤＮＡの完全性が全体的又は部分的に破壊されない条件下で
３’－アリル基の切断に成功する明確な実施形態はない。換言すれば、３’ＯＨアリル遮
断ヌクレオチドを用いてＤＮＡシークエンシングを行うことはこれまでのところ不可能で
あった。
【００１２】
　ＴＭＳ塩化物は加水分解され、ＴＭＳヨウ化物のその場での生成を妨げるので、Ｋａｍ
ａｌの方法は水性溶媒中で行うのに不適当である。シークエンシングにおいてＫａｍａｌ
の脱保護（アセトニトリル中）を実施する試みは不成功であることが本発明者らの手で判
明している。
【００１３】
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　本発明は多くの可逆性遮断基の驚くべき進歩及びＤＮＡ適合条件下でそれを脱保護する
方法に基づいている。これらの遮断基にはそれ自体が新規であるものもあり；先行技術で
開示されているものもあるが、上記したように、これらの遮断基をＤＮＡシークエンシン
グに利用することが可能であるとは判明されていなかった。
【００１４】
　本発明の１つの特徴は、アリル脱保護の完全に新しい方法の開発に由来する。そしてＫ
ａｍａｌらの方法（これはアセトニトリル中で行う）及び高度に酸素及び水分感受性であ
る、先行技術において一般に知られているその他の方法とは対照的に、本発明者らの手順
は実質的には全てのアリル保護ヒドロキシル官能基の脱保護に広く適用でき、水溶液中で
行うことができる。本発明の更なる特徴は新しいクラスの保護基の開発に由来する。これ
らはアセタール及び関連する保護基に基づくが、先行技術で公知のアセタール脱保護のい
くつかの不利益を被らない。
【００１５】
　アリル脱保護方法は、遷移金属及び少なくとも部分的に水溶性のリガンドから形成され
る水溶性遷移金属触媒を利用する。水溶液中では、これらは少なくとも部分的に水溶性で
ある遷移金属複合体を形成する。本明細書で水溶液とは、少なくとも２０容量％、好まし
くは少なくとも５０％、例えば少なくとも７５容量％、とりわけ少なくとも９５容量％及
び特に９８容量％以上、理想的には１００容量％の水を連続相として含む液体を意味する
。
【００１６】
　当業者には理解されるように、アリル基をヒドロキシル基のみならず、チオール及びア
ミン官能基を保護するためにも使用することができる。更に例えばカルボン酸及びハロゲ
ン化アリルとの間の反応からアリルエステルを形成することができる。当分野で公知の方
法を用いて１級又は２級アミドを保護することもできる。本明細書に記載する新規の脱保
護方法を全てのこれらのアリル化化合物、例えばアリルエステル及びモノもしくはビスア
リル化１級アミンもしくはアリル化アミドの脱保護、又はアリル化２級アミンの脱保護に
用いることができる。この方法はまたアリルエステル及びチオエステルの脱保護にも適し
ている。
【００１７】
　アセタール官能基を含む保護基は、以前に遮断基として用いられている。しかしながら
、このような基及びエーテルの除去はＤＮＡ分子に有害な強い酸性脱保護を必要とする。
しかしながらアセタールの加水分解は、不安定なヘミアセタール中間物質の形成に至り、
これは水性条件下で天然のヒドロキシル基に加水分解される。本発明者はこの概念を利用
し、そしてこれを更に、本発明のこの特徴が水性条件下で通常加水分解される中間分子を
保護するための保護基を含む遮断基の利用に在るように適用している。これらの保護基は
中間物質の構造を安定化する第２の官能基を備えるが、ポリヌクレオチドへの取り込みに
続く後の段階でこれを除去することができる。官能基の特徴的化学は別の反応を干渉する
ので、有機合成反応において保護基は、これを一時的にマスキングするために用いられて
いる。
【００１８】
　したがって、本発明の第１の態様によれば、
プリン又はピリミジン塩基と
構造：
－Ｏ－Ｚ
（式中、Ｚは－Ｃ（Ｒ’）２－Ｏ－Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２、－Ｃ（Ｒ
’）２－Ｎ（Ｈ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｓ－Ｒ’’及び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｆのいずれ
かであり、
ここで各Ｒ’’は除去可能な保護基であるか又はその一部であり；
各Ｒ’は別個に水素原子、アルキル、置換アルキル、アリールアルキル、アルケニル、ア
ルキニル、アリール、ヘテロアリール、複素環、アシル、シアノ、アルコキシ、アリール
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オキシ、ヘテロアリールオキシもしくはアミド基、又は連結基を介して付着した検出可能
な標識；又は（Ｒ’）２は式＝－Ｃ（Ｒ’’’）２のアルキリデン基を表し、ここで各Ｒ
’’’は同一かもしくは異なってよく、そして水素及びハロゲン原子及びアルキル基を含
む群から選択され；そして
ここで前記分子は反応して、各Ｒ’’がＨと交換されるか、又はＺが－Ｃ（Ｒ’）２－Ｆ
の場合、ＦはＯＨ、ＳＨ又はＮＨ２、好ましくはＯＨと交換される中間体を生成してもよ
く、この中間体は水性条件下で解離して遊離の３’ＯＨを有する分子をもたらし；
ただしＺが－Ｃ（Ｒ’）２－Ｓ－Ｒ’’である場合、双方のＲ’基はＨではない）
の基を３’炭素原子が付着しているように、そこに共有結合した除去可能な３’－ＯＨ遮
断基を有するリボース又はデオキシリボース糖部分と
を含む修飾されたヌクレオチド又はヌクレオシド分子が提供される。
【００１９】
　別の態様の観点から、そのヌクレオチド又はヌクレオシドが、好ましくは切断可能なリ
ンカーによりヌクレオチド又はヌクレオシドの塩基に連結された検出可能な標識を含む３
’－Ｏ－アリルヌクレオチド又はヌクレオシドを本発明は提供する。
【００２０】
　更なる態様では、そのヌクレオチド又はヌクレオシドが、好ましくは切断可能なリンカ
ーによりヌクレオシド又はヌクレオチドの塩基に連結された検出可能な標識を含む３’－
Ｏ－アリルヌクレオチド又はヌクレオシドを含むポリヌクレオチドを本発明は提供する。
【００２１】
　更に別の態様の観点から、式Ｒ－Ｏ－アリル、Ｒ２Ｎ（アリル）、ＲＮＨ（アリル）、
ＲＮ（アリル）２又はＲ－Ｓ－アリルの化合物を、アリル基が除去され水素で置換される
対応する化合物に変換する方法を本発明は提供し、該方法は式Ｒ－Ｏ－アリル、Ｒ２Ｎ（
アリル）、ＲＮＨ（アリル）、ＲＮ（アリル）２又はＲ－Ｓ－アリルの化合物を、水溶液
中で遷移金属並びに水溶性ホスフィン及び水溶性窒素含有ホスフィンリガンドを含む群か
ら選択される１つ以上のリガンドを含む遷移金属と反応させるステップを備え、ここでそ
の又は各Ｒは水溶性生物学的分子である。
【００２２】
　更なる態様では、合成又はシークエンシング反応において標的１本鎖ポリヌクレオチド
のヌクレオチドに相補的なヌクレオチド分子の取り込みを調節する方法であって、伸長中
の相補的なポリヌクレオチドに本発明の分子を取り込むステップを備え、該分子の取り込
みは引き続くヌクレオシド又はヌクレオチド分子が該伸長中の相補的なポリヌクレオチド
へ導入されることを阻止又は遮断する方法を本発明は提供する。
【００２３】
　別の態様では、標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法を本発明は提供し、
その方法は、相補的なヌクレオチドの逐次的な取り込みをモニターするステップを含み、
ここで少なくとも１つの取り込み、及び好ましくは全ての取り込みが上記した本発明のヌ
クレオチドの取り込みであり、これは好ましくは切断可能なリンカーによりヌクレオチド
又はヌクレオシドの塩基に連結された検出可能な標識を含み、そしてここで取り込まれた
ヌクレオチドの同一性は標識を検出することにより決定され、該遮断基及び該標識は次の
相補的ヌクレオチドの導入の前に除去される。
【００２４】
　別の態様から、標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法を本発明は提供し、
その方法は
（ａ）本明細書に上記した本発明の複数の異なるヌクレオチドを提供するステップであっ
て、ヌクレオチドは好ましくは切断可能なリンカーにより塩基から検出可能な標識に連結
され、そしてここで各型のヌクレオチドに連結された検出可能な標識をその他の型のヌク
レオチドに用いた検出可能な標識から検出時に区別できるステップと；
（ｂ）ヌクレオチドを標的１本鎖ポリヌクレオチドの相補体に取り込むステップと；
（ｃ）（ｂ）のヌクレオチドの標識を検出し、それにより取り込まれたヌクレオチドの型
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を決定するステップと；
（ｄ）（ｂ）のヌクレオチドの標識及び遮断基を除去するステップと；
（ｅ）場合によっては（ｂ）～（ｄ）のステップを１回以上繰り返すステップと；
を備え、それにより標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する。
【００２５】
　加えて、別の態様で
（ａ）本発明の複数の異なる個々のヌクレオチド；及び
（ｂ）そのための包装材料；
を含むキットを本発明は提供する。
【００２６】
　本発明の方法による、又は本発明の方法に用いられるヌクレオシド又はヌクレオチドは
、プリン又はピリミジン塩基と、好ましくは３’Ｏの位置で共有結合している遮断基を有
するリボース又はデオキシリボース糖部分とを含み、これは、３’－ＯＨ基の遮断に必要
な技術に有用な分子を更なるヌクレオチドの取り込みを妨げさせ、例えばシークエンシン
グ反応、ポリヌクレオチド合成、核酸増幅、核酸ハイブリダイゼーションアッセイ、一塩
基多型研究、及びその他のかかる技術においてである。
【００２７】
　「遮断基」という用語を本発明の局面において本明細書で用いる場合、これはアリル及
び本明細書に記載する「Ｚ」遮断基の双方を包含する。しかしながら、記載し、そして本
明細書にて特許請求する本発明の方法において、ヌクレオチドの混合物を用いる場合、こ
れらは各々同一の型の遮断、すなわちアリル遮断又は「Ｚ」遮断を含むのが非常に好まし
いことは理解されよう。「Ｚ」遮断されたヌクレオチドを用いる場合、検出可能な標識が
「Ｚ」基の一部を形成する場合、すなわち塩基に付着していない場合を除いて、各「Ｚ」
基は概して同一の基である。
【００２８】
　一度遮断基が除去されると、別のヌクレオチドの遊離３’－ＯＨ基への取り込みが可能
になる。
【００２９】
　塩基を介して望ましいリンカーにより分子を検出可能な標識に連結でき、この標識は例
えばフルオロフォアでよい。所望の場合、検出可能な標識を代わりに式「Ｚ」の遮断基に
取り込むことができる。リンカーは酸に不安定、光に不安定であるか、又はジスルフィド
結合を含有することができる。その他の結合、とりわけ、以下で更に詳細に記載するよう
にホスフィン切断可能なアジド含有リンカーを本発明に用いることができる。
【００３０】
　好ましい標識及び結合には、国際公開公報第０３／０４８３８７号に開示されたものが
含まれる。
【００３１】
　ヌクレオチドを取り込む方法では、例えば本発明の合成又はシークエンシング反応にお
いて標的１本鎖ポリヌクレオチドのヌクレオチドに相補的な核酸分子の取り込みを調節す
る方法では、分子の取り込みをターミナル・トランスフェラーゼ、ポリメラーゼ又は逆転
写酵素を介して達成することができる。
【００３２】
　好ましくは、ポリメラーゼ、及びとりわけＴｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種に由来するもの
、例えば９°Ｎ、により分子を取り込む。より一層好ましくは、ポリメラーゼは変異体９
°Ｎ　Ａ４８５Ｌであり、そしてより一層好ましくは、ポリメラーゼは二重変異体Ｙ４０
９Ｖ及びＡ４８５Ｌである。
【００３３】
　本発明の相補的ヌクレオチドの逐次的な取り込みをモニターするステップを含む標的１
本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法では、遮断基及び標識を単一の化学処理工程
で除去できるのが好ましい。したがって、本発明の好ましい実施形態では、遮断基は標識
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と同時に切断される。これは言うまでもなく、検出可能な標識を取り込む式Ｚのこれらの
遮断基に固有の特徴である。
【００３４】
　更に、好ましくは、遮断され標識された、修飾されたヌクレオチド塩基Ａ、Ｔ、Ｃ及び
Ｇのヌクレオチド構築物は同一のポリメラーゼ酵素により基質として認識される。
【００３５】
　本明細書に記載した方法では、各々のヌクレオチドを逐次的に標的と接触させ、次のヌ
クレオチドを添加する前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、ここで標識及び遮
断基の検出及び除去を各ヌクレオチドの添加後か、又は４つ全てのヌクレオチドの添加後
のいずれかに実施する。
【００３６】
　その方法では、全てのヌクレオチドを同時に標的に接触させることができ、すなわち異
なるヌクレオチド全てを含む組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び
引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去する。
【００３７】
　その方法は第１工程及び第２工程を含むことができ、第１工程では、４つの型の修飾さ
れたヌクレオチドのうちの２つを含む第１の組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮
断基の検出及び引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして第
２工程では、第１の組成物に含まれていない２つのヌクレオチドを含む第２の組成物を標
的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び引き続く除去の前に取り込まれていない
ヌクレオチドを除去し、そして場合によっては第１工程及び第２工程を１回以上繰り返す
ことができる。
【００３８】
　本明細書に記載する方法はまた、第１工程及び第２工程を含むことができ、第１工程で
は、４つのヌクレオチドのうちの１つを含む組成物を標的と接触させ、そして標識及び遮
断基の検出及び引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして第
２工程では、第１の組成物に含まれていない３つのヌクレオチドを含む第２の組成物を標
的と接触させ、そして標識及び遮断基の検出及び引き続く除去の前に取り込まれていない
ヌクレオチドを除去し、そして場合によっては第１工程及び第２工程を１回以上繰り返す
ことができる。
【００３９】
　本明細書に記載する方法はまた、第１工程及び第２工程を含むことができ、第１工程で
は、４つのヌクレオチドのうちの３つを含む第１組成物を標的と接触させ、そして標識及
び遮断基の検出及び引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そし
て第２工程では、第１の組成物に含まれていないヌクレオチドを含む組成物を標的と接触
させ、そして標識及び遮断基の検出及び引き続く除去の前に取り込まれていないヌクレオ
チドを除去し、そして場合によっては第１工程及び第２工程を１回以上繰り返すことがで
きる。
【００４０】
　本明細書の上記で定義したようなターミナル・トランスフェラーゼ、ポリメラーゼ又は
逆転写酵素により本発明の方法の取り込みステップを達成することができる。検出可能な
標識及び／又は切断可能なリンカーは、第２のヌクレオチド又はヌクレオシドの核酸分子
への取り込みを阻止するのに十分な大きさのものでよい。
【００４１】
　標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する本明細書に記載する特定の方法では、そ
の１つが標的ポリヌクレオチドの第１の不対塩基に相補的である４つのヌクレオチドの各
々を標的と連続的に接触させることができ、場合によっては次のヌクレオチドの添加の前
に取り込まれていないヌクレオチドを除去してもよい。取り込みの成功の決定を各ヌクレ
オチドの供給後か、又は全てのヌクレオチドの添加後のいずれかに実施することができる
。４つより少ないヌクレオチドの添加の後に、１つが取り込まれたと決定される場合、取
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り込まれたヌクレオチドに相補的なヌクレオチドを検出するために更にヌクレオチドを提
供する必要はない。
【００４２】
　あるいは、全てのヌクレオチドを標的に同時に接触させることができ、すなわち異なる
ヌクレオチド全て（すなわちＡ、Ｔ、Ｃ及びＧ又はＡ、Ｕ、Ｃ及びＧ）を含む組成物を標
的と接触させ、そして標識の検出及び除去の前に取り込まれていないヌクレオチドを除去
する。ヌクレオチドの逐次的な添加を含む方法は、第１下位工程及び場合によっては１つ
以上のそれに続く下位工程を含むことができる。第１下位工程では４つの可能なヌクレオ
チドのうちの１、２又は３つを含む組成物が提供される、すなわち標的と接触させる。そ
の後、取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして検出工程を行ってヌクレオチド
の１つが取り込まれたかどうかを決定することができる。１つが取り込まれている場合、
リンカーの切断を行うことができる。この方法では標的ポリヌクレオチドのヌクレオチド
の同一性を決定することができる。次いで未完成ポリヌクレオチドを伸長させて標的オリ
ゴヌクレオチドにおける次の不対ヌクレオチドの同一性を決定することができる。
【００４３】
　上記の第１下位工程がヌクレオチドの取り込みに至らない場合、又は第１下位工程の直
後には取り込まれたヌクレオチドの存在を追及しないのでこれが不明な場合、第１下位工
程で提供されなかったこれらのヌクレオチドのいくつか又は全てが、適当な場合、同時又
は連続的のいずれかで提供される１つ以上の続く下位工程を行うことができる。その後、
いずれかの取り込まれていないヌクレオチドを除去し、そして検出工程を行って、ヌクレ
オチドのクラスの１つが取り込まれているかどうかを決定することができる。１つが取り
込まれている場合、リンカーの切断を行うことができる。この方法では標的ポリヌクレオ
チドのヌクレオチドの同一性を決定することができる。次いで未完成ポリヌクレオチドを
伸長させて標的オリゴヌクレオチドにおける次の不対ヌクレオチドの同一性を決定するこ
とができる。必要な場合、第３の及び場合によっては第４の下位工程を第２下位工程に類
似の様式で行うことができる。明らかに、一度４つの下位工程を行えば、４つの可能なヌ
クレオチド全てが提供され、そして１つは取り込まれている。
【００４４】
　１、２又は３つのヌクレオチドを含むいずれか特定の組み合わせが提供された後、ヌク
レオチドの１つの型又はクラスが取り込まれているかどうかを決定するのが望ましい。こ
の方法では、その他の（複数の）ヌクレオチドを提供するのに費やされる不必要な経費及
び時間が削減される。しかしながらこれは本発明の必要とされる特徴ではない。
【００４５】
　シークエンシングのための方法が、更なるヌクレオチドが提供される前に取り込まれて
いないヌクレオチドを除去するために１つ以上の下位工程を含むこともまた望ましい。こ
れもまた、本発明の必要とされる特徴ではない。明らかに、取り込まれたヌクレオチドの
検出の前に、少なくともいくつかの、そして好ましくは実施可能なできるだけ多くの、取
り込まれていないヌクレオチドを除去することが必要である。
【００４６】
　本発明のキットは（ａ）切断可能なリンカーを介して検出可能な標識、又は場合によっ
ては切断可能なリンカーを介して式Ｚの遮断基に連結されている検出可能な標識に連結さ
れている塩基を各ヌクレオチドが有する、本明細書に上記した本発明による個々のヌクレ
オチドであって、各ヌクレオチドに連結された検出可能な標識をその他の３つのヌクレオ
チドに用いた検出可能な標識から検出時に区別することができるヌクレオチド；及び（ｂ
）そのための包装材料；を含む。キットは更に遮断基及び検出可能な標識の除去に適当な
化学物質に加えて、ヌクレオチドを相補的なヌクレオチドに取り込むための酵素及び酵素
の作用に適当なバッファーを含むことができ、好ましくはこれを同一の化学処理工程によ
り除去することができる。
【００４７】
　ヌクレオチド／ヌクレオシドはＤＮＡ合成及びＤＮＡシークエンシングプロトコールな
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どの多くの多様なＤＮＡ基盤の方法における使用に適している。
【００４８】
　本発明は、３’－ＯＨ遮断基がそれに可逆的に共有結合することにより修飾されたヌク
レオチド又はヌクレオシド分子に関し、そして遮断されたヌクレオチド又はヌクレオシド
分子を必要とする反応、例えばシークエンシング反応、ポリヌクレオチド合成等において
その分子を使用することができる。
【００４９】
　遮断基がアリル基である場合、例えばＭｅｔｚｋｅｒが用いた標準的な文献記載の手順
（以下参照）を用いてこれを３’位置に導入することができる。
【００５０】
　水溶性ホスフィン及び水溶性混合窒素ホスフィンリガンドを含む群から選択される１つ
以上のリガンドの存在下、式Ｒ－Ｏ－アリル、Ｒ２Ｎ（アリル）、ＲＮＨ（アリル）、Ｒ
Ｎ（アリル）２又はＲ－Ｓ－アリルの化合物（式中、Ｒは水溶性の生物学的分子である）
を水溶液中で金属アリル複合体を形成することができる遷移金属と反応させることにより
アリル基を除去する。
【００５１】
　言うまでもなく、水溶性の生物学的分子がアリル基で保護された１つ以上のヒドロキシ
ル、酸、アミノ、アミド又はチオール官能基を含有すれば、それは特には制限されない。
アリルエステルは式Ｒ－Ｏ－アリルの化合物の実例である。好ましい官能基はヒドロキシ
ル及びアミノである。
【００５２】
　本明細書で用いる生物学的分子なる用語は生物学的役割を果たすいずれかの分子又は分
子のクラスを包含する。このような分子には、例えばＤＮＡ及びＲＮＡなどのポリヌクレ
オチド、オリゴヌクレオチド及び単一のヌクレオチドなどがある。加えて、ペプチド及び
ペプチドミメティクス（ペプチド擬似物質）、例えば酵素及びホルモン等は本発明に包含
される。２級アミド結合を含む化合物、例えばペプチド、又は２級アミン（このような化
合物は２級アミン又はアミドの窒素原子でアリル化される）は、式Ｒ２Ｎ（アリル）の化
合物の実例であり、その双方のＲ基は同一の生物学的分子に属する。しかしながら、とり
わけ好ましい化合物はポリヌクレオチド（オリゴヌクレオチドを含む）並びにヌクレオチ
ド及びヌクレオシド、好ましくは切断可能なリンカーにより検出可能な標識に付着されて
いる１つの塩基を含有するものである。このような化合物は本明細書に記載するオリゴヌ
クレオチドの配列の決定に有用である。
【００５３】
　本発明に有用な遷移金属は、金属アリル複合体を形成できるいずれかのものであり、例
えば白金、パラジウム、ロジウム、ルテニウム、オスミウム及びイリジウムなどがある。
パラジウムが好ましい。
【００５４】
　遷移金属、例えばパラジウムを塩、例えばハロゲン化物として導入するのが便利である
。混合塩、例えばＮａ２ＰｄＣｌ４を用いることもできる。その他の適当な塩及び化合物
は当業者により容易に決定され、そして、例えばＡｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ社か
ら市販されている。
【００５５】
　適当なリガンドは、１つ以上のスルホナート、アミン、ヒドロキシル（好ましくは複数
のヒドロキシル）又はカルボキシラート残基を導入することにより、リガンドがそれに水
溶性を付与するために誘導体化されていることを特徴とする、当業者に公知のいずれかの
ホスフィン又は混合窒素ホスフィンリガンドである。アミン残基が存在する場合、アミン
塩の形成が、リガンドひいては金属アリル複合体の可溶化を補助することができる。適当
なリガンドの実例は、それを水溶性にするために誘導体化されたトリアリールホスフィン
、例えばトリフェニルホスフィンである。トリアルキルホスフィン、例えばトリ－Ｃ１－

６－アルキルホスフィン、例えばトリエチルホスフィンもまた好ましく；このようなトリ
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ト含有及びカルボキシラート含有ホスフィンはとりわけ好ましく；前者の実例である３，
３’，３’’－ホスフィニジントリス（ベンゼンスルホン酸）であり、Ａｌｄｒｉｃｈ　
Ｃｈｅｍｉｃａｌ社より三ナトリウム塩として市販されており；後者の好ましい実例はト
リス（２－カルボキシエチル）ホスフィンであり、これはＡｌｄｒｉｃｈより塩酸塩とし
て市販されている。
【００５６】
　本明細書で記載する誘導体化された水溶性ホスフィン及び窒素含有ホスフィンをその塩
として（例えば塩酸塩又はナトリウム塩として）、又は、例えば、本明細書で記載するス
ルホン酸及びカルボン酸含有ホスフィンの場合、遊離の酸として用いることができる。３
，３’，３’’－ホスフィニジントリス（ベンゼンスルホン酸）及びトリス（２－カルボ
キシエチル）ホスフィンを三酸又は三ナトリウム塩のいずれかとして導入することができ
る。その他の適当な塩は当業者に明白である。ホスフィンが水溶液に可溶であれば、塩形
態の存在は特には重要でない。
【００５７】
　用いることができるその他のリガンドには以下のものなどがある：
【化１】
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【化２】

【００５８】
　水溶性複合体の遷移金属にキレートされる原子が単価又は多価リガンドの一部でよいこ
とは、当業者には認識されよう。このような多価リガンドのいくつかを上に示す。単価リ
ガンドが好ましいが、このように本発明は水溶性二、三、四、五及び六価水溶性ホスフィ
ン及び水溶性窒素含有ホスフィンリガンド用いる方法をも包含する。
【００５９】
　アリル遮断基に関連する本発明の種々の態様は、とりわけ３’－ＯＨがアリル化されて
いるポリヌクレオチドのシークエンシングにとりわけ有用である。しかしながら、存在す
る場合、２’－ＯＨはアリル化、及び必要な場合本発明の方法による脱保護に同等に反応
し易い。実際に、いずれのアリル化されたアルコールも本発明の方法にしたがって脱保護
できる。しかしながら、好ましいアリル化アルコールは、１級及び２級アルコールから誘
導されたものである。とりわけ好ましいのは、本明細書に記載するアリル化されたヌクレ
オシド及びヌクレオチドである。３級アリル化アルコールを脱保護することが可能であり
、その反応は単純で緩徐である（しかしながらこのような、及び本発明のその他の脱保護
では、必要な場合、溶液を例えば４０℃、好ましくは５０℃又はそれより高温、例えばお
よそ６０℃又は８０℃までも加熱することにより脱保護を加速させることができる）。
【００６０】
　アリル化された１級又は２級アミン及びアリル化チオールを脱保護することも可能であ
る。
【００６１】
　上記のように、アリル脱保護を行う水溶液は１００％（連続相として）である必要はな
い。しかしながら、実質的に純粋な水（例えば少なくとも９８容量％、好ましくは約１０
０容量％）が好ましい。コソルベントは一般的に必要ではないが、脱アリル化のためのア
リル化基質の可溶化を補助することができる。通常、生体分子は水（例えば純粋な水）に
容易に溶解し、本明細書に記載する脱保護をその水中で行うことができる。所望の場合、
１つ以上の水混和性コソルベントを用いることができる。適当な溶媒にはアセトニトリル
又はジメチルスルホキシド、メタノール、エタノール及びアセトンなどがあり、メタノー
ルが好ましい。あまり好ましくない溶媒にはテトラヒドロフラン（ＴＨＦ）及びジオキサ
ンなどがある。
【００６２】
　本発明によるアリル脱保護の方法では、遷移金属及び１つ以上の水溶性ホスフィン及び
水溶性窒素含有ホスフィンリガンドを含む可溶性金属複合体が形成される。脱アリル化反
応において１つ以上の型の水溶性ホスフィン／窒素含有ホスフィンリガンドを用いること
ができるが、概してこれらのクラスのリガンドのただ１つの型を規定の反応で用いる。本
発明者らは、脱アリル化反応は触媒性であると考えている。したがって、遷移金属、例え
ばパラジウムの量は１モル％未満でよい（脱保護されるアリル保護化合物に相対して算出
）。触媒の量は１モル％より更に少ない、例えば＜０．５０モル％、好ましくは＜０．１
０モル％、とりわけ＜０．０５モル％であるのが有利である。更に低量の金属を用いるこ
とでき、例えば＜０．０３又は＜０．０１モル％でよい。しかしながら、当業者には認識
されるように、触媒の量が低減されれば、反応の速度も低減される。当業者はいずれの場



(16) JP 2014-11999 A 2014.1.23

10

20

30

40

50

合でも、いずれかの特定の脱アリル化反応に最も適した遷移金属及び、したがって触媒の
正確な量を判断することができよう。
【００６３】
　活性触媒を形成するのに必要とされる金属の量と対照的に、用いる水溶性リン含有リガ
ンドの量は１モル当量以上でなければならない（これもまた脱保護されるアリル保護化合
物に相対して算出）。好ましくは４よりも多く、例えば６よりも多く、例えば８～１２モ
ル当量のリガンドを用いることができる。所望の場合、例えば＞２０モル当量の更に高量
のリガンドを用いることができる。
【００６４】
　当業者はいずれかの個々の反応に最も適したリガンドの量を決定することができる。
【００６５】
　遮断基が、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｏ－Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２、－Ｃ（Ｒ
’）２－Ｎ（Ｈ）Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｓ－Ｒ’’及び－Ｃ（Ｒ’）２－Ｆのいずれ
か、すなわち式Ｚである場合、各Ｒ’は別個にＨ又はアルキルでよい。
【００６６】
　生成された中間体は水性条件下で自然に解離して、別のヌクレオチドの更なる取り込み
を可能にする天然の３’ヒドロキシ構造に戻るのが有利である。本明細書で論じるように
、いずれかの適当な保護基を用いることができる。好ましくは、Ｚは式－Ｃ（Ｒ’）２－
Ｏ－Ｒ’’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｈ）Ｒ’’及び－
Ｃ（Ｒ’）２－ＳＲ’’である。とりわけ好ましくは、Ｚは式－Ｃ（Ｒ’）２－Ｏ－Ｒ’
’、－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２、及び－Ｃ（Ｒ’）２－ＳＲ’’である。Ｒ’’は
ベンジル基又は置換されたベンジル基でよい。
【００６７】
　Ｚが－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ（Ｒ’’）２である構造－Ｏ－Ｚの基の一例は、－Ｎ（Ｒ’’
）２がアジド（－Ｎ３）のものである。このような好ましい実例の１つは、各Ｒ’がＨで
あるアジドメチルである。あるいは、式－Ｃ（Ｒ’）２－Ｎ３のＺ基及びその他のＺ基の
Ｒ’は本明細書で論じるその他の基のいずれかでよい。
【００６８】
　典型的なＲ’基の実例には、Ｃ１－６アルキル、とりわけメチル及びエチル、並びに以
下のもの（その各構造はＲ’部分を、Ｚ基のそれが付着する炭素原子に連結する結合を示
す；アスタリスク（＊）は付着の点を示す）などがある：
【化３】

（ここで、各Ｒは置換されていてもよいＣ１－１０アルキル基、置換されていてもよいア
ルコキシ基、ハロゲン原子又は官能基、例えばヒドロキシル、アミノ、シアノ、ニトロ、
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カルボキシル等である）そして「Ｈｅｔ」は複素環である（これは例えばヘテロアリール
基でよい）。上記のこれらのＲ’基は、その他のＲ’基が最初と同一であるか、又は水素
である場合に好ましい。好ましいＺ基は式－Ｃ（Ｒ’）２Ｎ３（ここでＲ’基は上記した
構造及び水素から選択されるか；又はここで（Ｒ’）２は式＝Ｃ（Ｒ’’’）２のアルキ
リデン基、例えば＝Ｃ（Ｍｅ）２を表す）のものである。
【００６９】
　分子が式－Ｃ（Ｒ’）２Ｎ３のＺ基を含有する場合、アリル基を、式ＰＮ－Ｏ－アリル
、式Ｒ－Ｏ－アリル、Ｒ２Ｎ（アリル）、ＲＮＨ（アリル）、ＲＮ（アリル）２又はＲ－
Ｓ－アリルの化合物からアリル基を切断するために提供される遷移金属複合体に関連して
詳記したホスフィン又は窒素含有ホスフィンリガンドとこのような分子を接触させること
により、アジド基をアミノに変換することができる。しかしながらアジドをアミノに変換
する場合、遷移金属は必要ではない。あるいは、このような分子をチオール、とりわけ水
溶性チオール、例えばジチオスレイトール（ＤＴＴ）と接触させることにより、式Ｃ（Ｒ
’）２Ｎ３のＺ基のアジドをアミノに変換することができる。
【００７０】
　Ｒ’基が連結基により付着された検出可能な標識を表す場合、その他のＲ’基又は「Ｚ
」のいずれかその他の部分は概して検出可能な標識を含有せず、ヌクレオシド又はヌクレ
オチドの塩基もまた検出可能な標識を含有しない。検出可能な標識を３’遮断基に連結す
るための適当な連結基は当業者に公知であり、そしてこのような基の実例を本明細書の後
記で更に詳記する。
【００７１】
　検出可能な標識を含有するＲ’基の連結の実例は１つ以上のアミド結合を含有するもの
である。このようなリンカーはまた鎖にアリーレン、例えばフェニレン基（すなわち連結
部分－Ａｒ－（ここでフェニル環はその１，４－配置の炭素原子によるリンカーの一部で
ある））を含有する。フェニル環はその非結合位置で１つ以上の置換基、例えばアルキル
、ヒドロキシル、アルキルオキシ、ハロゲン化物、ニトロ、カルボキシル、又はシアノ等
、とりわけ電子求引基で置換されていてよく、この電子求引基は誘起又は共鳴のいずれか
による。Ｒ’基の連結はまた－Ｏ－、－Ｓ（Ｏ）ｑ（ｑは０、１又は２）、ＮＨもしくは
Ｎアルキルのごとき部分を含むこともできる。このようなＺ基の実例は以下のとおりであ
る：
【化４】
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（ここで、ＥＷＧは電子求引基を意味し；ｎは１～５０の整数、好ましくは２～２０の整
数、例えば３～１０の整数であり；そしてｆｌｕｏｒはフルオロフォアを示す）。共鳴に
よる電子求引基の実例はニトロであり；誘起により作用する基はフルオロである。その他
の適当な電子求引基は当業者には認識されよう。加えて、フルオロフォアは検出可能な標
識が存在するとして示されているが、本明細書の後記で更に詳細に論じるその他の検出可
能な標識を代わりに含むことができることは理解されよう。
【００７２】
　検出可能な標識が３’遮断位置でヌクレオチドに付着している場合、反応の次の工程の
前に標識を「読み」そして除去することを必要とする、本明細書で記載するこれらの反応
、例えばＤＮＡシークエンシングにおいて有用であるためにリンカーは切断可能である必
要はない。これは、標識が３’遮断基に付着している場合、本明細書に記載する中間化合
物が「Ｚ」基を水素原子と置換するために崩壊するときにヌクレオチドから分離するため
である。上記したように、各Ｒ’’は除去可能な保護基であるか又はその一部である。Ｒ
’’はベンジル基、又は置換されたベンジル基でよく、これは代替の実施形態である。
【００７３】
　検出可能な標識をＲ’’基に取り込むことができる場合、本発明はこの可能性を包含す
ることは理解されよう。したがって、Ｒ’’がベンジル基である場合、フェニル環はフル
オロフォア又はその他の検出可能な基を付着するリンカー基を担持することができる。こ
のような基の導入はこのようなＲ’’を除去する能力を妨げず、そしてこれは式Ｚの遮断
基の脱保護の間の望ましい不安定な中間体の生成を妨げない。
【００７４】
　当分野で公知であるように、「ヌクレオチド」は窒素含有塩基、糖、及び１つ以上のリ
ン酸基から成る。これは核酸配列の単量体単位である。ＲＮＡでは糖はリボースであり、
そしてＤＮＡではデオキシリボース、すなわちリボースに存在するヒドロキシル基を欠い
ている糖である。窒素含有塩基はプリン又はピリミジンの誘導体である。プリンはアデニ
ン（Ａ）及びグアニン（Ｇ）であり、そしてピリミジンはシトシン（Ｃ）及びチミン（Ｔ
）（又はＲＮＡではウラシル（Ｕ））である。デオキシリボースのＣ－１原子はピリミジ
ンのＮ－１又はプリンのＮ－９に結合する。ヌクレオチドはまた糖のＣ－５に付着してい
るヒドロキシル基で生じるエステル化を伴うヌクレオシドのリン酸エステルである。ヌク
レオチドは通常一、二又は三リン酸エステルである。
【００７５】
　「ヌクレオシド」は構造的にヌクレオチドに類似するが、リン酸部分を欠如している。
ヌクレオシドアナログの実例は、標識が塩基に連結されており、そして糖分子に付着する
リン酸基がないものである。
【００７６】
　塩基は通常プリン又はピリミジンと称されるが、ヌクレオチド又はヌクレオシドのワト
ソン・クリック塩基対合を行う能力が変わらない誘導体及びアナログを利用できることは
当業者には理解されよう。「誘導体」又は「アナログ」とはそのコア構造が親化合物と同
一であるか又はそれに非常に類似しているが、化学的又は物理的修飾、例えば異なる又は
更なる側鎖、又は誘導体化されたヌクレオチド又はヌクレオシドが別の分子に連結するこ
とを可能にする２’及び、もしくは３’遮断基を有している化合物又は分子を意味する。
例えば、塩基はデアザプリンでよい。誘導体はワトソン・クリック塩基対合を行うことが
できるべきである。「誘導体」及び「アナログ」はまた修飾された塩基部分及び／又は修
飾された糖部分を有する合成ヌクレオチド又はヌクレオシド誘導体を意味する。このよう
な誘導体及びアナログは例えばＳｃｈｅｉｔ、Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ａｎａｌｏｇｓ（
Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎ（１９８０））及びＵｈｌｍａｎら、Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　９０：５４３－５８４（１９９０）にて論じられている。ヌクレオ
チドアナログはまたホスホロチオアート、ホスホロジチオアート、アルキルホスホナート
、ホスホロアニリダート及びホスホロアミダート結合などの修飾されたホスホジエステル
結合を含むこともできる。アナログはワトソン・クリック塩基対合を行うことができるべ
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きである。本明細書で用いる「誘導体」、「アナログ」及び「修飾された」を互換的に用
いることができ、そして本明細書で定義する「ヌクレオチド」及び「ヌクレオシド」なる
用語を包含する。
【００７７】
　本発明の局面では、「取り込む」なる用語は核酸（例えばＤＮＡ）分子又はオリゴヌク
レオチド又はプライマーの一部になることを意味する。オリゴヌクレオチドは、１つのヌ
クレオチドの五炭糖の３’位置と隣接するヌクレオチドの五炭糖の５’位置との間のホス
ホジエステル又は修飾されたホスホジエステル結合により形成されるヌクレオチドの共有
結合した配列を含む合成又は天然分子を意味する。
【００７８】
　「アルキル」なる用語は直鎖、分岐鎖及びシクロアルキル基を意味する。その局面がそ
れ以外を示すのでなければ、「アルキル」なる用語は１～１０個の炭素原子、例えば１～
８個の炭素原子、及び典型的には１～６個の炭素原子、例えば１～４個の炭素原子を有す
る基を意味する。アルキル基の実例には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ｎ
－ブチル、イソブチル、ｔ－ブチル、ｎ－ペンチル、２－ペンチル、３－ペンチル、２－
メチルブチル、３－メチルブチル及びｎ－ヘキシル、並びにその異性体などがある。
【００７９】
　シクロアルキルの実例には、３～１０個の環状原子を有するもの、とりわけシクロプロ
パン、シクロブタン、シクロペンタン、シクロヘキサン及びシクロヘプタン、ビシクロヘ
プタン及びデカリンから誘導されたものなどの実例がある。
【００８０】
　アルキル（シクロアルキルを含む）基が置換されている場合、とりわけこれらが本発明
の分子の双方のＲ’基のいずれかを形成する場合、適当な置換基の実例にはハロゲン置換
基又は官能基、例えばヒドロキシル、アミノ、シアノ、ニトロ、カルボキシル等などがあ
る。このような基はまた適当な場合、本発明の分子の別のＲ’基の置換基でもよい。
【００８１】
　アミノなる用語はＮＲ＊Ｒ＊＊の型の基を意味し、ここでＲ＊及びＲ＊＊は別個に、水
素、Ｃ１－６アルキル基から選択される（Ｃ１－６アルキルアミノ又はジ－Ｃ１－６アル
キルアミノとも称される）。
【００８２】
　本明細書で用いる「ハロゲン」なる用語にはフッ素、塩素、臭素及びヨウ素が含まれる
。
【００８３】
　本発明のヌクレオチド分子は、ヌクレオチドの検出を必要とする多様な方法で使用する
のに適している。
【００８４】
　そのヌクレオチドを用いてＤＮＡシークエンシング方法、例えば米国特許第５，３０２
，５０９号で概要が示されている方法を実施することができる。
【００８５】
　本発明は、従来の検出可能な標識を利用することができる。蛍光分光法などのいずれか
の適当な方法により、又はその他の光学的な手段により検出を行うことができる。好まし
い標識は、エネルギーを吸収した後、規定の波長で放射するフルオロフォアである。多く
の適当な蛍光標識が公知である。例えば、Ｗｅｌｃｈら（Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．５（３
）：９５１－９６０（１９９９））は、本発明で用いることができるダンシルの官能性を
持たせた蛍光部分を開示している。Ｚｈｕら（Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　２８：２０６－２１
１（１９９７））は、本発明で用いることができる蛍光標識Ｃｙ３及びＣｙ５の使用につ
いて記載している。使用に適した標識はまたＰｒｏｂｅｒら（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３８：
３３６－３４１（１９８７））；Ｃｏｎｎｅｌｌら（ＢｉｏＴｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　５（
４）：３４２－３８４（１９８７））、Ａｎｓｏｒｇｅら（Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ　Ｒｅ
ｓ．１５（１１）：４５９３－４６０２（１９８７））及びＳｍｉｔｈら（Ｎａｔｕｒｅ
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　３２１：６７４（１９８６））にも開示されている。その他の市販されている蛍光標識
には、フルオレセイン、ローダミン（ＴＭＲ、テキサスレッド及びＲｏｘなどを含む）、
アレクサ、ボディピー（ｂｏｄｉｐｙ）、アクリジン、クマリン、ピレン、ベンズアント
ラセン及びシアニンなどがあるが、これらに限定されない。
【００８６】
　本発明において複数の標識を用いることもできる。例えばビ・フルオロフォアＦＲＥＴ
カセット（Ｔｅｔ．Ｌｅｔ．４６：８８６７－８８７１（２０００））は当分野で公知で
あり、そして本発明で利用することができる。マルチ・フルオロ・デンドリマー系（Ｊ．
Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２３：８１０１－８１０８（２００１））を用いること
もできる。
【００８７】
　蛍光標識が好ましいが、その他の形態の検出可能な標識も有用であるのは当業者に明ら
かであろう。例えば量子ドット（Ｅｍｐｏｄｏｃｌｅｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３９９：１２
６－１３０（１９９９））、金ナノ粒子（Ｒｅｉｃｈｅｒｔら、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．７
２：６０２５－６０２９（２０００））及びマイクロビーズ（Ｌａｃｏｓｔｅら、Ｐｒｏ
ｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９７（１７）：９４６１－９４６６（２００
０））などの微粒子を全て使用することができる。
【００８８】
　本発明において多成分標識を用いることもできる。多成分標識は検出する別の化合物と
の相互作用に依存する標識である。生物学で用いられる最も一般的な多成分標識はビオチ
ン・ストレプトアビジン系である。ビオチンをヌクレオチド塩基に付着された標識として
用いる。次いでストレプトアビジンを別個に加えて検出を行うのを可能にする。その他の
多成分系も利用可能である。例えばジニトロフェノールは、検出に用いることができる、
市販されている蛍光抗体である。
【００８９】
　本発明はヌクレオチドに関して記載されており、そして更に記載される。しかしながら
、特記しない場合、ヌクレオチドに対する言及はまたヌクレオシドにも適用できることを
意図している。本発明は更にＤＮＡに関しても記載されるが、特記しない場合、その記載
はＲＮＡ、ＰＮＡ及びその他の核酸にも適用できる。
【００９０】
　本発明の修飾されたヌクレオチドは標識をヌクレオチドに付着させるために切断可能な
リンカーを使用することができる。切断可能なリンカーの使用により、必要な場合、検出
後に標識を除去できることを確実にし、いずれかの続いて取り込まれた標識ヌクレオチド
との干渉シグナルを避けることができる。
【００９１】
　一般的に、とりわけ本明細書に上記した本発明の方法において、検出可能な標識が「Ｚ
」基の一部を形成することによりヌクレオチドに付着している場合を除けば、切断可能な
リンカーの使用が好ましい。
【００９２】
　特定の型のヌクレオチドで無作為化された鎖終止に頼るいわゆるサンガー・シークエン
シング法及び関連するプロトコール（サンガー型）におけるジデオキシヌクレオシド三リ
ン酸の利用は当業者には認識されよう。サンガー型シークエンシングプロトコールの実例
はＭｅｔｚｋｅｒに記載されるＢＡＳＳ法である（後記）。その他のサンガー型シークエ
ンシング法は当業者に公知であろう。
【００９３】
　サンガー及びサンガー型方法は概して、８つの型のヌクレオチドを提供し、そのうちの
４つは３’ＯＨ基を含有し；４つにはＯＨがなく、そしてこれが互いに異なって標識され
ている実験を行なうことにより機能する。用いた３’ＯＨがないヌクレオチド、すなわち
ジデオキシヌクレオチドを従来どおりにｄｄＮＴＰと略する。当業者には公知であるよう
に、ｄｄＮＴＰは異なって標識されるので、取り込まれた末端ヌクレオチドの位置を決定
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し、そしてこの情報を合わせることにより標的オリゴヌクレオチドの配列を決定すること
ができる。
【００９４】
　認識されるように、本明細書に記載する新規３’－ＯＨ遮断基を用いることにより、ｄ
ｄＮＴＰを用いることにより達成された効果と同一の効果を達成することができる（双方
共に続くヌクレオチドの取り込みを防御する）ので、本発明のヌクレオチドはサンガー法
及び関連するプロトコールで有用である。
【００９５】
　サンガー及びサンガー型シークエンシング法における本発明によるヌクレオチドの使用
においては、検出可能な標識をヌクレオチドに連結するリンカーが切断可能でも切断でき
なくてもよく、これを更に本発明の別の態様を成す。この態様の観点から、本発明はサン
ガー及びサンガー型シークエンシング法におけるこのようなヌクレオチドの使用を提供す
る。
【００９６】
　本発明による３’－ＯＨ　Ｚ遮断ヌクレオチドを用いる場合、本発明に標識ヌクレオチ
ドが取り込まれる各例で、続いてヌクレオチドが取り込まれる必要はなく、そして標識を
ヌクレオチドから除去する必要はないので、ヌクレオチドに付着された検出可能な標識は
切断可能なリンカーを介して連結される必要がないことは理解されよう。
【００９７】
　更に３’ＯＨ遮断されたヌクレオチドの取り込みのモニターを、付着されるリン酸基に
おける放射活性３２Ｐの使用により決定できることは理解されよう。これらはｄｄＮＴＰ
自体か又は伸長に使用するプライマーのいずれかに存在できる。遮断基が式「Ｚ」の基で
ある場合、これは本発明の更なる態様を示す。
【００９８】
　この態様の観点から、本発明はサンガー及びサンガー型シークエンシング法における、
「Ｚ」基で遮断された３’ＯＨ基を有するヌクレオチドの使用を提供する。この実施形態
では、３２Ｐ検出可能な標識は用いたｄｄＮＴＰ又は伸長に用いたプライマーのいずれか
に存在し得る。
【００９９】
　切断可能なリンカーは当分野で公知であり、そしてリンカーをヌクレオチド塩基及び標
識に付着させるために従来の化学を適用することができる。酸、塩基、求核試薬、求電子
試薬、ラジカル、金属、還元又は酸化剤、光、温度、酵素等への暴露などのいずれかの適
当な方法によりリンカーを切断することができる。本明細書にて論じるリンカーを３’Ｏ
－遮断基結合を切断するのに用いる触媒と同一の触媒を用いて切断することもできる。適
当なリンカーを、Ｇｒｅｅｎｅ及びＷｕｔｓ、Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　Ｇｒｏｕｐｓ　ｉ
ｎ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓで開示
されるような標準的な化学遮断基から適用することができる。固相合成で用いられる更に
適当な切断可能なリンカーはＧｕｉｌｌｉｅｒら（Ｃｈｅｍ．Ｒｅｖ．１００：２０９２
－２１５７（２０００））に開示されている。
【０１００】
　「切断可能なリンカー」なる用語の使用は、リンカー全体が例えばヌクレオチド塩基か
ら除去されることを必要とすることを含意することを意味するものではない。検出可能な
標識が塩基に付着されている場合、切断後にリンカーの一部がヌクレオチドに付着された
ままであることを確実にするリンカーの位置にヌクレオシド切断部位を定めることができ
る。
【０１０１】
　検出可能な標識が塩基に付着されている場合、ワトソン・クリック塩基対合を依然行う
ことができるならば、ヌクレオチド塩基のいずれかの位置でリンカーを付着させることが
できる。プリン塩基の局面では、リンカーがプリン又は好ましいデアザプリンアナログの
７位を介して、８－修飾プリンを介して、Ｎ－６修飾アデノシン又はＮ－２修飾グアニン
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を介して付着されれば好ましい。ピリミジンに関しては、付着はシトシン、チミジン又は
ウラシルの５位、及びシトシンのＮ－４位置を介するのが好ましい。適当なヌクレオチド
構造を図１に示す。図１の各構造に関して、ＸはＨ、リン酸、二リン酸又は三リン酸でよ
い。Ｒ１及びＲ２は同一か又は異なっていてよく、そしてＨ、ＯＨ、Ｏ－アリルもしくは
本明細書で記載する式Ｚ、又はＲ１及びＲ２の少なくとも１つがＯ－アリルもしくは本明
細書で記載する式Ｚであれば、ＯＨに変換できるいずれかその他の基、非限定例としては
カルボニル、などから選択される。Ｒ１及びＲ２に適当ないくつかの官能基には図３及び
４に示す構造などがある。
【０１０２】
　適当なリンカーを図３に示し、ジスルフィドリンカー（１）、酸に不安定なリンカー（
２、３、４及び５；ジアルコキシベンジルリンカー（例えば２）、シーバー（Ｓｉｅｂｅ
ｒ）リンカー（例えば３）、インドールリンカー（例えば４）、ｔ－ブチル・シーバー（
Ｓｉｅｂｅｒ）リンカー（例えば５））、求電子的に切断可能なリンカー、求核的に切断
可能なリンカー、光切断可能なリンカー、還元条件下、酸化条件下での切断、セーフティ
・キャッチ・リンカーの使用による切断、及び排除メカニズムによる切断などがあるが、
これらに限定されない。
【０１０３】
　Ａ．求電子的に切断可能なリンカー
　求電子的に切断可能なリンカーは典型的にはプロトンにより切断され、そして酸に感受
性のある切断を含む。適当なリンカーには修飾されたベンジル系、例えばトリチル、ｐ－
アルコキシベンジルエステル及びｐ－アルコキシベンジルアミドなどがある。その他の適
当なリンカーにはｔ－ブチルオキシカルボニル（Ｂｏｃ）基及びアセタール系などがある
。
【０１０４】
　チオアセタール又はその他のイオウ含有保護基の切断におけるチオフィリック金属、例
えばニッケル、銀又は水銀の使用を適当なリンカー分子の調製のために考慮することもで
きる。
【０１０５】
　Ｂ．求核的に切断可能なリンカー
　求核的切断もまたリンカー分子の調製においてよく知られた方法である。基例えば水中
で不安定なエステル（すなわち単純に塩基性ｐＨで切断され得る）及び非水性求核試薬に
不安定な基を使用することができる。フッ素イオンを用いて基例えばトリイソプロピルシ
ラン（ＴＩＰＳ）又はｔ－ブチルジメチルシラン（ＴＢＤＭＳ）のシリコン－酸素結合を
切断することができる。
【０１０６】
　Ｃ．光切断可能なリンカー
　光切断可能なリンカーは糖質化学において広く用いられている。切断を活性化するのに
必要な光は、修飾されたヌクレオチドのその他の成分に影響しないのが好ましい。例えば
、フルオロフォアを標識として用いる場合、これがリンカー分子を切断するのに必要な波
長とは異なる波長の光を吸収すれば好ましい。適当なリンカーにはＯ－ニトロベンジル化
合物及びニトロベラトリル化合物に基づくものなどがある。ベンゾイン化学に基づくリン
カーを用いることもできる（Ｌｅｅら、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６４：３４５４－３４６
０（１９９９））。
【０１０７】
　Ｄ．還元条件下での切断
　還元性の切断の影響を受けやすいことが知られている多くのリンカーがある。パラジウ
ム系の触媒を用いる接触水素化を用いてベンジル及びベンジルオキシカルボニル基の切断
が行われている。ジスルフィド結合還元もまた当分野で公知である。
【０１０８】
　Ｅ．酸化条件下での切断
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　酸化系の方法は当分野で公知である。これにはｐ－アルコキシベンジル基の酸化並びに
イオウ及びセレニウムリンカーの酸化などがある。ジスルフィド及びその他のイオウ又は
セレニウム系のリンカーを切断するための水性ヨウ素の使用もまた本発明の範囲内である
。
【０１０９】
　Ｆ．セーフティ・キャッチ・リンカー
　セーフティ・キャッチ・リンカーは２つの工程で切断するリンカーである。好ましい系
では、第１工程は反応性求核中心の作製であり、その後に切断に至る分子内環化に関与す
る第２工程が続く。例えばレブリン酸エステル結合をヒドラジン又は光化学で処理して活
性アミンを放出させ、次いでこれを環化して分子の他の場所のエステルを切断することが
できる（Ｂｕｒｇｅｓｓら、Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６２：５１６５－５１６８（１９９
７））。
【０１１０】
　Ｇ．排除メカニズムによる切断
　排除反応を用いることもできる。例えば、例えばＦｍｏｃ及びシアノエチルなどの基の
塩基で触媒される排除、並びにアリル系のパラジウムで触媒される還元性排除を用いるこ
とができる。
【０１１１】
　切断部位と同様に、リンカーはスペーサーユニットを含むことができる。スペーサーは
例えばヌクレオチド塩基を切断部位又は標識から遠ざける。ヌクレオチドと酵素との間の
相互作用に何ら干渉されないために、標識がヌクレオチドから十分な距離を維持するので
あれば、リンカーの長さは重要ではない。
【０１１２】
　好ましい実施形態では、リンカーは遮断基と同一の官能基から構成され得る。これは標
識及び遮断基の双方を除去するのに必要なのは単一の処理のみであるので、脱保護及び脱
遮断方法が更に効率的になる。
【０１１３】
　とりわけ好ましいリンカーはホスフィン切断可能なアジド含有リンカーである。
【０１１４】
　標的ポリヌクレオチドを別個に異なるヌクレオチドに接触させて標的ポリヌクレオチド
の配列に対する相補体を形成し、そしてヌクレオチドの取り込みを検出することにより、
標的ポリヌクレオチドの配列を決定するための方法を実施することができる。このような
方法は、標的のヌクレオチドに相補的な正確なヌクレオチドを取り込むことによりポリメ
ラーゼ酵素が相補鎖を伸長する重合を利用する。重合反応はまた重合を開始するための特
異的プライマーを必要とする。
【０１１５】
　各サイクルで、修飾されたヌクレオチドの取り込みをポリメラーゼ酵素により実施し、
そして次に取り込み事象を決定する。多様なポリメラーゼ酵素が存在し、そしてどれが最
も使用に適しているかは当業者に明らかであろう。好ましい酵素には、ＤＮＡポリメラー
ゼＩ、クレノウフラグメント、ＤＮＡポリメラーゼＩＩＩ、Ｔ４又はＴ７ＤＮＡポリメラ
ーゼ、Ｔａｑポリメラーゼ又はＶｅｎｔポリメラーゼなどがある。特別な特性を有するよ
うに操作されたポリメラーゼを用いることもできる。上記したように、分子はポリメラー
ゼ、そしてとりわけＴｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種に由来するもの、例えば９°Ｎにより取
り込まれるのが好ましい。なお更に好ましくは、ポリメラーゼは変異体９°Ｎ　Ａ４８５
Ｌであり、そしてなお更に好ましくは、二重変異体Ｙ４０９Ｖ及びＡ４８５Ｌである。こ
のような好ましい酵素の一例は、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓから入手可能
なＴｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種９°Ｎ　ｅｘｏ　Ｙ４０９Ｖ　Ａ４８５Ｌである。このよ
うな適当なポリメラーゼの実例はＰｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３
：５２８１－５２８５（１９９６）、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
２７：２４５４－２５５３（１９９９）及びＡｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３０：６０
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５－６１３（２００２）に開示されている。
【０１１６】
　シークエンシング方法は固体支持体に配列された標的ポリヌクレオチドを用いて実施す
るのが好ましい。複数の標的ポリヌクレオチドをリンカー分子により固体支持体に固定す
ることができるか、又は固体支持体材料にも付着できる粒子、例えばマイクロスフェアに
付着させることができる。ビオチン・アビジン相互作用の使用などの多くの手段によりポ
リヌクレオチドを固体支持体に付着させることができる。ポリヌクレオチドを固体支持体
に固定する方法は当分野で公知であり、そしてリソグラフィック技術及び固体支持体上の
規定の位置での個々のポリヌクレオチドの「スポッティング」などが含まれる。適当な固
体支持体は当分野で公知であり、そしてガラススライド及びビーズ、セラミック及びシリ
コン表面並びにプラスチック材料が含まれる。支持体は通常平板な表面であるが、微視的
なビーズ（マイクロスフェア）を用いることもでき、そして公知の手段により今度は別の
固体支持体に付着させることができる。マイクロスフェアはいずれかの適当な大きさでよ
く、典型的には直径１０ｎｍから１００ｎｍの範囲でよい。好ましい実施形態では、ポリ
ヌクレオチドを直接平板な表面、好ましくは平板なガラス表面上に直接付着させる。共有
結合による付着が好ましい。好ましくは、例えば国際出願の国際公開公報第００／０６７
７０号に開示されるような、使用されるアレイが明確に光学的に分離できる部分のポリヌ
クレオチドを含む単一分子アレイである。
【０１１７】
　単一のポリヌクレオチド分子及び多ポリヌクレオチド分子アレイ、すなわち明確な個々
のポリヌクレオチド分子のアレイ及び１つの個々のポリヌクレオチド分子の複数のコピー
を含む明確な領域のアレイの双方でシークエンシング方法を実施することができる。単一
の分子アレイにより各々の個々のポリヌクレオチドが別個に分離されることが可能になる
。単一の分子アレイの使用が好ましい。単一分子アレイの非破壊的シークエンシングによ
り空間的に位置指定が可能なアレイを形成することが可能になる。
【０１１８】
　方法は重合反応を利用して標的の相補的配列を作製する。重合反応に適合する条件は当
業者に明らかであろう。
【０１１９】
　ポリメラーゼ反応を行うために、通常最初にプライマー配列を標的ポリヌクレオチドに
アニーリングさせる必要があり、プライマー配列はポリメラーゼ酵素により認識され、そ
して相補鎖の続く伸長の開始部位として作用する。プライマー配列を標的ポリヌクレオチ
ドに関して別個の成分として添加することができる。あるいは、プライマー及び標的ポリ
ヌクレオチドは各々１つの１本鎖分子の一部でよく、プライマー部分は標的の一部と分子
内２本鎖、すなわちヘアピンループ構造を形成する。この構造を分子のいずれかの点で固
体支持体に固定することができる。ポリメラーゼ反応を実施するのに必要なその他の条件
には温度、ｐＨ、バッファー組成などがあり、これは当業者に明らかであろう。
【０１２０】
　次に本発明の修飾されたヌクレオチドを標的ポリヌクレオチドに接触させて、重合を生
じさせる。ヌクレオチドを逐次的に加える、すなわち各ヌクレオチド型（Ａ、Ｔ、Ｇ又は
Ｃ）の添加を別々に行うか、又は一緒に加える。これらを一緒に加える場合、各ヌクレオ
チド型に関して異なる標識を用いて標識するのが好ましい。
【０１２１】
　この重合工程はヌクレオチドの取り込みを可能にするのに十分な時間で進行させる。
【０１２２】
　次いで取り込まれなかったヌクレオチドを、例えばアレイを洗浄工程に供することによ
り除去し、そして次に取り込まれた標識の検出を行うことができる。
【０１２３】
　検出は慣用される手段でよく、例えば標識が蛍光部分である場合、走査型共焦点顕微鏡
を用いてアレイの表面をレーザーで走査し、フルオロフォアの取り込まれた塩基に対する
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直接的な結合を撮像することにより取り込まれた塩基の検出を行うことができる。あるい
は、感受性のある２－Ｄ検出器、例えば電荷結合検出器（ＣＣＤ）を用いて生じた個々の
シグナルを可視化することができる。しかしながらその他の技術、例えば近接場光学顕微
鏡（ＳＮＯＭ）が利用可能であり、そしてこれを高密度なアレイを撮像する場合に用いる
ことができる。例えばＳＮＯＭを用いて、１００ｎｍ未満、例えば１０ｎｍから１０μｍ
の距離で離れている場合に、個々のポリヌクレオチドを区別することができる。近接場光
学顕微鏡の記載に関しては、Ｍｏｙｅｒら、Ｌａｓｅｒ　Ｆｏｃｕｓ　Ｗｏｒｌｄ　２９
：１０（１９９３）を参照のこと。ポリヌクレオチドアレイの撮像に用いるのに適当な装
置は公知であり、技術的なセットアップは当業者に明らかであろう。
【０１２４】
　検出の後、リンカー及び３’ＯＨ遮断基を切断して本発明の更なる修飾ヌクレオチドの
取り込みを可能にする適当な条件を用いて標識を除去することができる。適当な条件はア
リル基に関して、及び「Ｚ」基脱保護に関して本明細書に記載した条件でよい。これらの
条件をリンカー（切断可能な場合）及び遮断基の双方の脱保護のために提供することがで
きる。あるいは、当分野で公知のリンカーを切断し（これはＯ－遮断基結合を切断しない
）、続いて脱保護する方法を用いることによりリンカーを別個にアリル基から脱保護する
ことができる。
【０１２５】
　本発明の範囲を限定するためではなく、本発明を説明するために提供される以下の実施
例を参照して、本発明を更に理解することができる。
【０１２６】
　ヘミアミナールの保護形態としてアジドメチル基で３’ＯＨ保護した：
【化５】

【０１２７】
　３’位置でこの遮断基を担持するヌクレオチドを合成し、ＤＮＡポリメラーゼによりう
まく取り込まれ、効率的に遮断することが示され、そして続いて中性の水性条件下で水溶
性ホスフィン又はチオールを用いて除去され更なる伸長が可能になる。
【０１２８】

【化６】

　５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’
－デオキシウリジン（１）
　乾燥ＤＭＦ（２１ｍｌ）中５－ヨード－２’－デオキシウリジン（１．０５ｇ，２．９
６ミリモル）及びＣｕＩ（１１４ｍｇ，０．６０ミリモル）の溶液にトリエチルアミン（
０．９ｍｌ）を加えた。５分間攪拌した後、トリフルオロ－Ｎ－プロパ－２－イニル－ア
セトアミド（１．３５ｇ，９．０ミリモル）及びＰｄ（ＰＰｈ３）４（３３０ｍｇ，０．
２９ミリモル）を混合物に加え、そして反応物を室温にて暗中で１６時間攪拌した。メタ
ノール（ＭｅＯＨ）（４０ｍｌ）及び重炭酸ｄｏｗｅｘを反応混合物に加え、そして４５
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分間攪拌した。混合物を濾過し、そして濾過物をＭｅＯＨで洗浄し、そして溶媒を真空下
除去した。粗製混合物をシリカのクロマトグラフィーにより精製し（酢酸エチル（ＥｔＯ
Ａｃ）からＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９５：５））、わずかに黄色の結晶が得られた（７９
４ｍｇ，７１％）。1H NMR (d6 ジメチルスルホキシド (DMSO) ) δ 2.13-2.17 (m, 2H, 
H-2'),3.57-3.65 (m, 2H, H-5'), 3.81-3.84 (m, 1H, H-4'), 4.23-4.27 (m, 3H, H-3', 
CH2N),5.13 (t, J = 5.0 Hz, 1H, OH), 5.20 (d, J = 4.3 Hz, 1H, OH), 6.13(t, J = 6.
7 Hz, 1H, H-1'), 8.23 (s, 1H, H-6), 10.11 (t, J = 5.6 Hz,1H, NH), 11.70 (br s, 1
H, NH). Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１４Ｈ１４Ｆ３Ｎ３Ｏ６に関して計算値
３７７．０８，測定値３７６。
【０１２９】
【化７】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－５－［３－（２，２，２－トリフルオロア
セトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシウリジン（２）
　乾燥ＤＭＦ（１５ｍｌ）中（１）の溶液（６５６ｍｇ，１．７４ミリモル）に塩化ｔ－
ブチルジメチルシリル（２８８ｍｇ，１．９１ミリモル）を少しずつ、続いてイミダゾー
ル（１３０ｍｇ，１．９１ミリモル）を加えた。ＴＬＣにより反応を追跡し、室温で８時
間攪拌した後、反応が完了した。飽和ＮａＣｌ水溶液で反応をクエンチした。ＥｔＯＡｃ
（２５ｍｌ）を反応混合物に加え、そして水層をＥｔＯＡｃで３回抽出した。合わせた有
機層を乾燥（ＭｇＳＯ４）した後、溶媒を真空下除去した。シリカでのクロマトグラフィ
ーによる精製（ＥｔＯＡｃ：石油エーテル　８：２）でわずかに黄色の結晶として（２）
（６７６ｍｇ，８３％）が得られた。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.00 (s, 6H, CH3), 0.79 (s
, 9H, tBu), 1.93 -2.00 (m, 1H,H-2'), 2.06-2.11 (m, 1H, H-2'), 3.63-3.75 (m, 2H, 
H-5'), 3.79-3.80 (m, 1H, H-4'),4.12-4.14 (m, 3H, H-3', CH2N), 5.22 (d, J = 4.1 H
z, 1H, OH), 6.03(t, J = 6.9 Hz, 1H, H-1'), 7.86 (s, 1H, H-6), 9.95 (t, J = 5.4 H
z, 1H, NH),11.61 (br s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ２０Ｈ２８Ｆ

３Ｎ３Ｏ６Ｓｉに関して計算値４９１．１７，測定値４９０．
【０１３０】

【化８】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－３’－Ｏ－メチルチオメチル－５－［３－
（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシウ
リジン（３）
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　乾燥ＤＭＦ（７ｍｌ）中（２）の溶液（１．８４ｇ，３．７ミリモル）に酢酸（３．２
ｍｌ）及び無水酢酸（１０．２ｍｌ）を加えた。次いで混合物を室温で２日間攪拌した後
、飽和ＮａＨＣＯ３水溶液で反応をクエンチした。ＥｔＯＡｃ（５０ｍｌ）を加え、そし
て水層を酢酸エチルで３回抽出した。合わせた有機層を飽和ＮａＨＣＯ３水溶液で洗浄し
、そして乾燥（ＭｇＳＯ４）した。減圧下で溶媒を除去した後、生成物（３）をシリカで
のクロマトグラフィーにより精製（ＥｔＯＡｃ：石油エーテル　８：２）し、透明な粘着
性の油状物（１．８３ｇ，８９％）が得られた。1H NMR (d6 DMSO) : δ0.00 (s, 6H, CH

3), 0.79 (s, 9H, tBu), 1.96-2.06 (m,1H, H-2'), 1.99 (s, 3H, SCH3), 2.20-2.26 (m,
 1H, H-2'), 3.63-3.74(m, 2H, H-5'), 3.92-3.95 (m, 1H, H-4'), 4.11-4.13 (m, 2H, C
H2),4.28-4.30 (m, 1H, H-3'), 4.59 (br s, 2H, CH2), 5.97 (t, J = 6.9 Hz,1H, H-1')
, 7.85 (s, 1H, H-6), 9.95 (t, J = 5.3 Hz, 1H, NH), 11.64 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖ
ｅエレクトロスプレー）Ｃ２２Ｈ３２Ｆ３Ｎ３Ｏ６ＳＳｉに関して計算値５５１．１７，
測定値５５０．
【０１３１】

【化９】

　３’－Ｏ－アジドメチル－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プ
ロパ－１－イニル］－２’－デオキシウリジン（４）
　乾燥ＣＨ２Ｃｌ２（５ｍｌ）中（３）（３４８ｍｇ，０．６３ミリモル）及びシクロヘ
キセン（０．３２ｍｌ，３．２ミリモル）の溶液に４℃で塩化スルフリル（ＣＨ２Ｃｌ２

中１Ｍ，０．７６ｍｌ，０．７６ミリモル）をＮ２下で滴下した。１０分後、ＴＬＣによ
りヌクレオシド（３）の完全な消費が示された。溶媒を蒸発させて、残渣を高真空に２０
分間供した。次いでこれを乾燥ＤＭＦ（３ｍｌ）に再溶解し、そしてＮａＮ３（２０５ｍ
ｇ，３．１５ミリモル）で処理した。得られた懸濁液を室温で２時間攪拌した。ＣＨ２Ｃ
ｌ２で反応をクエンチし、そして有機層を飽和ＮａＣｌ水溶液で洗浄した。溶媒を除去し
た後、得られた黄色ゴム状物質をＴＨＦ（２ｍｌ）に再溶解し、そして室温で３０分間Ｔ
ＢＡＦ（ＴＨＦ中１Ｍ、０．５ｍｌ）で処理した。溶媒を除去し、そしてＣＨ２Ｃｌ２及
び飽和ＮａＨＣＯ３水溶液で反応液を処理した。水層をＣＨ２Ｃｌ２で３回抽出した。シ
リカのクロマトグラフィーによる精製（ＥｔＯＡｃ：石油エーテル　１：１からＥｔＯＡ
ｃ）で淡黄色の泡状物として（４）（１００ｍｇ，３７％）が得られた。1H NMR (d6 DMS
O) δ 2.15-2.26 (m, 2H, H-2'), 3.47-3.57 (m, 2H, H-5'), 3.88-3.90 (m, 1H,H-4'), 
4.14 (d, J = 4.7 Hz, 2H, CH2NH), 4.24-4.27 (m, 1H, H-3'),4.75 (s, 2H, CH2N3), 5.
14 (t, J = 5.2 Hz, 1H, OH),5.96-6.00 (m, 1H, H-1'), 8.10 (s, 1H, H-6), 10.00 (s,
 1H, NHCOCF3)),11.26 (s, 1H, NH)．
【０１３２】
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【化１０】

　ビス（トリ－ｎ－ブチルアンモニウム）ピロリン酸の調製（ＤＭＦ中０．５Ｍ）
　四ナトリウム二リン酸十水和物（１．５ｇ，３．４ミリモル）を水（３４ｍｌ）に溶解
し、そして溶液をＨ＋の形態のｄｏｗｅｘのカラムに適用した。カラムを水で溶出した。
溶出液を冷却し（氷浴）そして攪拌したＥｔＯＨ（１４ｍｌ）中トリ－ｎ－ブチルアミン
（１．６ｍｌ，６．８ミリモル）溶液に直接滴下した。溶出液のｐＨが６に上昇するまで
カラムを洗浄した。エタノール水溶液を蒸発乾固し、そして次にエタノールで２回及び無
水ＤＭＦで２回同時蒸発させた。残渣をＤＭＦ（６．７ｍｌ）に溶解した。淡黄色溶液を
４Åモレキュラーシーブ上で保存した。
【０１３３】
　３’－Ｏ－アジドメチル－５－（３－アミノ－プロパ－１－イニル）－２’－デオキシ
ウリジン　５’－Ｏ－ヌクレオシド三リン酸（５）
　ヌクレオシド（４）及びプロトンスポンジを真空下Ｐ２Ｏ５で一晩乾燥した。リン酸ト
リメチル（０．５ｍｌ）中（４）の溶液（９２ｍｇ，０．２１ミリモル）及びプロトンス
ポンジ（９０ｍｇ，０．４２ミリモル）を４Åモレキュラーシーブを用いて１時間攪拌し
た。新たに蒸留したＰＯＣｌ３（２４μｌ，０．２６ミリモル）を加え、溶液を４℃で２
時間攪拌した。混合物をゆっくり室温まで加温し、そしてビス（トリ－ｎ－ブチルアンモ
ニウム）ピロリン酸（１．７ｍｌ，０．８５ミリモル）及び無水トリ－ｎ－ブチルアミン
（０．４ｍｌ，１．７ミリモル）を加えた。３分後、０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（重炭酸トリエ
チルアンモニウム）バッファー（１５ｍｌ）でクエンチし、そして３時間攪拌した。減圧
下、水を除去し、そして得られた残渣を濃アンモニア（ρ０．８８，１５ｍｌ）に溶解し
、そして室温で１６時間攪拌した。次いで反応混合物を蒸発乾固した。残渣を水に溶解し
、そして溶液をＤＥＡＥ－セファデックス　Ａ－２５カラムに適用した。ＴＥＡＢの直線
グラジエントを用いてＭＰＬＣを行った。０．７Ｍと０．８Ｍバッファーの間で三リン酸
塩が溶出した。生成物を含有する画分を合わせて蒸発乾固した。残渣を水に溶解し、そし
てＨＰＬＣで更に精製した。ＨＰＬＣ：ｔｒ（５）：１８．８分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８
調製用カラム、グラジエント：３０分で５％～３５％Ｂ、バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥ
ＡＢ、バッファーＢ　ＭｅＣＮ）。生成物を白色泡状物として単離した（７６　Ｏ．Ｄ．
７．６マイクロモル、３．８％、ε２８０＝１００００）。1H NMR (D2O) δ 1.79 (s, C
H2), 2.23-2.30; 2.44-2.50 (2 x m, 2H, H-2'),3.85 (m, CH2NH), 4.10-4.18 (m, 2H, H
-5'), 4.27 (br s, H-4'),4.48-4.50 (m, H-3'), 4.70-4.77 (m, CH2N3), 6.21 (t, J =6
.6 Hz, H-1'), 8.32 (s, 1H, H-6). 31P NMR (D2O) δ -6.6 (m, 1P, Pγ), -10.3 (d, J
 =18.4 Hz, 1P, Pα), -21.1(m, 1P, Pβ)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１３

Ｈ１９Ｎ６Ｏ１４Ｐ３に関して計算値５７６．０２，測定値５７５．
【０１３４】
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　Ｃｙ－３ジスルフィドリンカー
　ＤＭＦ（３００μｌ）に出発ジスルフィド（４．０ｍｇ，１３．１　マイクロモル）を
溶解し、そしてジイソプロピルエチルアミン（４μＬ）をゆっくりと加えた。混合物を室
温で攪拌し、そしてＤＭＦ（３００μｌ）中Ｃｙ－３色素（５ｍｇ，６．５３マイクロモ
ル）を１０分間かけて加えた。３．５時間後、反応完了時に、減圧下、揮発物質を蒸発さ
せ、そして粗製残渣をＺｏｒｂａｘ分析カラムＳＢ－Ｃ１８で、流速１ｍｌ／分の０．１
Ｍ重炭酸トリエチルアンモニウムバッファー（バッファーＡ）及びＣＨ３ＣＮ（バッファ
ーＢ）を用いて、以下のグラジエントを用いてＨＰＬＣ精製した：５分　２％Ｂ；３１分
　５５％Ｂ；３３分　９５％Ｂ；３７分　９５％；３９分　２％Ｂ；４４分　２％Ｂ。予
測されるＣｙ－３ジスルフィドリンカーを吸湿性の固体としてｔｒ：２１．８分で収率７
０％（ＵＶ測定に基づく；Ｈ２Ｏ中ε５５０　１５０，０００ｃｍ－１Ｍ－１）で溶出し
た。1H NMR (D2O) δ 1.31-1.20 (m + t, J = 7.2 Hz, 5H, CH2 + CH3),1.56-1.47 (m, 2
H, CH2), 1.67 (s, 12H, 4 CH3), 1.79-1.74(m, 2H, CH2), 2.11 (t, J = 6.9 Hz, 2H, C
H2), 2.37 (t, J =6.9 Hz, 2H, CH2), 2.60 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH2), 2.67 (t,J = 6.
9 Hz, 2H, CH2), 3.27 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH2),4.10-4.00 (m, 4H, 2CH2), 6.29 (dd,
 J = 13.1, 8.1 Hz, 2H, 2 = CH),7.29 (dd, 2H, J = 8.4, 6.1 Hz, 2 = CH), 7.75-7.71
 (m, 2H, 2 = CH), 7.78 (s, 2H,= CH), 8.42 (t, J = 12.8 Hz, 1H, = CH)．Mass（－ｖ
ｅエレクトロスプレー）Ｃ３６Ｈ４７Ｎ３Ｏ９Ｓ４に関して計算値７９３．２２，測定値
７９２（Ｍ－Ｈ），３９６［Ｍ／２］．
【０１３５】
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【化１２】

　Ｃｙ－３ジスルフィドリンカー（２．５マイクロモル）、炭酸ジサクシンイミジル（０
．９６ｍｇ，３．７５マイクロモル）及びＤＭＡＰ（０．４６ｍｇ，３．７５マイクロモ
ル）を乾燥ＤＭＦ（０．５ｍｌ）に溶解し、室温で１０分間攪拌した。ＴＬＣ（ＭｅＯＨ
：ＣＨ２Ｃｌ２　３：７）により全ての色素リンカーが消費されるまで反応をモニターし
た。次いでＤＭＦ（０．２ｍｌ）中（５）（７．５マイクロモル）及びｎ－Ｂｕ３Ｎ（３
０μｌ，１２５マイクロモル）の溶液を反応混合物に加え、そして室温で１時間攪拌した
。ＴＬＣ（ＭｅＯＨ：ＣＨ２Ｃｌ２　４：６）により、活性化されたエステルの完全な消
費が示され、そして暗赤色のスポットがベースラインに現れた。反応をＴＥＡＢバッファ
ー（０．１Ｍ，１０ｍｌ）でクエンチし、そしてＤＥＡＥ　セファデックス　カラム（２
×５ｃｍ）に負荷した。カラムを最初に０．１Ｍ　ＴＥＡＢ　バッファー（１００ｍｌ）
で溶出して有機残渣を洗い流し、そして次に１Ｍ　ＴＥＡＢ　バッファー（１００ｍｌ）
で溶出した。望ましい三リン酸アナログ（６）を１Ｍ　ＴＥＡＢ　バッファーで溶出した
。生成物を含有する画分を合わせ、蒸発させ、そしてＨＰＬＣにより精製した。ＨＰＬＣ
条件：ｔｒ（６）：１６．１分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８　調製用カラム、グラジエント：
３０分で２％～５５％Ｂ，バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢ　ＭｅＣＮ
）。生成物を暗赤色固体として単離した（１．３５マイクロモル、５４％，ε５５０＝１
５００００）．1H NMR (D2O) δ 1.17-1.28 (m, 6H 3 x CH2), 1.41-1.48 (m, 3 H, CH3)
,1.64 (s, 12H, 4 x CH3), 1.68-1.71 (m, 2H, CH2), 2.07-2.10(m, 3H, H-2', CH2), 2.
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31-2.35 (m, 1H, H-2'), 2.50-2.54 (m, 2H, CH2),2.65 (t, J = 5.9 Hz, 2H, CH2), 2.7
6 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH2),3.26-3.31 (m, 2H, CH2), 3.88-3.91 (m, 2H CH2), 3.94-4
.06(m, 3H, CH2N, H-5'), 4.16 (br s, 1H, H-4'), 4.42-4.43 (m, 1H, H-3'),4.72-4.78
 (m, 2H, CH2N3), 6.24 (dd, J = 5.8, 8.2 Hz, H-1'),6.25 (dd, J = 3.5, 8.5 Hz, 2H,
 HAr), 7.24, 7.25 (2d, J = 14.8 Hz, 2 x= CH), 7.69-7.86 (m, 4H, HAr, H-6), 8.42 
(t, J = 13.4 Hz, = CH)．31P NMR (D2O) δ -4.85 (m, 1P, Pγ), -9.86 (m, 1P, Pα),
 -20.40 (m, 1P, Pβ)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ４９Ｈ６４Ｎ９Ｏ２２Ｐ３

Ｓ４に関して計算値１３５１．２３，測定値１３７２（Ｍ－２Ｈ＋Ｎａ），１２７０［Ｍ
－８０］，１１９０［Ｍ－１６０］．
【０１３６】
【化１３】

　５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’
－デオキシシチジン（７）
　遮光丸底フラスコでアルゴン雰囲気下、ＤＭＦ（２００ｍｌ）中５－ヨード－２’－デ
オキシシチジン（１０ｇ，２８．３２ミリモル）の溶液にＣｕＩ（１．０８ｇ，５．６７
ミリモル）、トリエチルアミン（７．８０ｍｌ，５５．６０ミリモル）、２，２，２－ト
リフルオロ－Ｎ－プロパ－２－イニル－アセトアミド（１２．８ｇ，８４．７６ミリモル
）及び最後にＰｄ（ＰＰｈ３）４（３．２７ｇ，２．８３ミリモル）を加えた。室温で１
８時間の後、重炭酸ｄｏｗｅｘ（２０ｍｇ）を加え、そして混合物を更に１時間攪拌した
。濾過し、そして減圧下、揮発性物質を蒸発させて残渣を得て、これをシリカゲルのフラ
ッシュクロマトグラフィーにより精製した（ＣＨ２Ｃｌ２，ＣＨ２Ｃｌ２：ＥｔＯＡｃ　
１：１，ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９：１）。予測される生成物（７）が定量的な収率でベ
ージュ色固体として得られた。1H NMR (D2O) δ 2.24-2.17 (m, 1H, H-2'), 2.41-2.37 (
m, 1H, H-2'), 3.68 (dd, J =12.5, 5.0 Hz, 1H, H-5'), 3.77 (dd, J = 12.5, 3.2 Hz, 
1H, H-5'), 3.99 (m, 1H,H-4'), 4.27 (s, 2H, CH2N), 4.34 (m, 1H, H-3'), 6.11 (t, J
 = 6.3 Hz,1H, H-1'), 8.1 (br s, 1H, NH); MS (ES) :m/z (%) (M-H) 375 (100)．
【０１３７】

【化１４】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－５－［３－（２，２，２－トリフルオロア
セトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシシチジン（８）
　ＤＭＦ（３．０ｍｌ）中（７）出発原料（１．０ｇ，２．６６ミリモル）及びイミダゾ
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ＭＳＣｌ（４４２ｍｇ，２．９３ミリモル）を４回に分けて加えた。２時間後、減圧下、
揮発物質を蒸発させ、そして残渣をシリカゲルに吸収させ、そしてフラッシュクロマトグ
ラフィーにより精製した（ＥｔＯＡｃ，ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９．５：０．５）。予測
される生成物（８）を結晶性固体として単離した（８２６ｍｇ，６４％）。1H NMR (d6 D
MSO) δ 0.00 (s, 1H, CH3); 0.01 (s, 1H, CH3), 0.79 (s,9 H, tBu), 1.87-1.80 (m, 1
H, H-2'), 2.12 (ddd, J = 13.0, 5.8 and 3.0 Hz, 1H,H-2'), 3.65 (dd, J = 11.5, 2.9
 Hz, 1H, H-5'), 3.74 (dd, J = 11.5, 2.5 Hz, 1H,H-5'), 3.81-3.80 (m, 1H, H-4'), 4
.10-4.09 (m, 1H, H-3'), 4.17 (d, 2H, J = 5.1Hz, NCH2), 5.19 (d, 1H, J = 4.0 Hz, 
3’-OH),6.04 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H-1'), 6.83 (br s, 1H, NHH), 7.78 (br s, 1H, NH
H),7.90 (s, 1H, H-6), 9.86 (t, J = 5.1 Hz, 1H, -H2CNH); MS (ES) :m/z(%) (MH)

+ 49
1 (40%)．
【０１３８】
【化１５】

　４－Ｎ－アセチル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－３’－Ｏ－（メチルチ
オメチル）－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニ
ル］－２’－デオキシシチジン（９）
　ＤＭＳＯ（６．３ｍｌ）中、及びＮ２雰囲気下、出発原料（８）（８２５ｍｇ，１．６
８ミリモル）の溶液に酢酸（ＡｃＯＨ）（１．３ｍｌ，２３．６０ミリモル）続いて無水
酢酸（Ａｃ２Ｏ）（４．８ｍｌ，５０．５０ミリモル）をゆっくりと加えた。溶液を室温
で１８時間攪拌し、そして０℃で飽和ＮａＨＣＯ３（２０ｍｌ）を添加することによりク
エンチした。生成物をＥｔＯＡに抽出し（３×３０ｍｌ）、有機抽出物を合わせ、乾燥（
ＭｇＳＯ４）し、濾過し、そして揮発物質を蒸発させた。粗製残渣をシリカゲルのフラッ
シュクロマトグラフィーにより精製し（ＥｔＯＡｃ：石油エーテル　１：１）、無色油状
物（９）として予測される生成物が得られた（５７３ｍｇ，６２％）。1H NMR (d6 DMSO)
 δ 0.00 (s, 6H, 2 x CH3), 0.78 (s, 9H, tBu), 2.01 (s, 3H,SCH3), 2.19-1.97 (m, 2
H, 2 x H2'), 2.25 (s, 3H, COCH3),3.67 (dd, 1H, J = 11.5 Hz, H-5'), 3.78 (dd, 1H,
 J = 11.5, 3.3 Hz, H-5'),4.06-4.05 (m, 1H, H-4'), 4.17 (d, 2H, J = 5.1 Hz, N-CH2
), 4.30-4.28(m, 1H, H-3'), 4.63 (s, 2H, CH2-S), 5.94 (t, 1H, J = 6.5 Hz, H-1'),8
.17 (s, 1H, H-6), 9.32 (s, 1H, NHCO), 9.91 (t, 1H, J = 5.4 Hz, NHCH2);MS (ES) :m
/z (%) (MH)+ 593.
【０１３９】
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【化１６】

　４－Ｎ－アセチル－３’－Ｏ－（アジドメチル）－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシ
リル）－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］
－２’－デオキシシチジン（１０）
　Ｎ２雰囲気下、０℃まで冷却した、ジクロロメタン（ＤＣＭ）（８ｍｌ）中出発原料（
９）（４７０ｍｇ，０．８５ミリモル）の溶液にシクロヘキセン（４３０μｌ，４．２７
ミリモル）続いてＳＯ２Ｃｌ２（ＤＣＭ中１Ｍ，１．０ｍｌ，１．０２ミリモル）を加え
た。溶液を０℃で３０分間攪拌し、そして揮発性物質を蒸発させた。残渣をＤＭＦ（８ｍ
ｌ）に即座に溶解し、Ｎ２下で攪拌し、そしてアジ化ナトリウム（２７５ｍｇ，４．２７
ミリモル）をゆっくりと加えた。１８時間後、粗製生成物を蒸発乾固し、ＥｔＯＡｃ（３
０ｍｌ）に溶解し、そしてＮａ２ＣＯ３（３×５ｍｌ）で洗浄した。合わせた有機層を別
に維持した。生成物の水層からの第２の抽出をＤＣＭ（３×１０ｍｌ）で行った。全ての
合わせた有機層を乾燥（ＭｇＳＯ４）し、濾過し、そして減圧下、揮発性物質を蒸発させ
て予測される生成物（１０）と同定される油状物が得られた（４７１ｍｇ，収率９４％）
。これを更に精製することなく使用した。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.11 (s, 3H, CH3), 0.1
1 (s, 3H, CH3), 0.88 (s,9H, 

tBu), 2.16-2.25 (m, 1H, H-2'), 2.35 (s, 3H, COCH3),2
.47-2.58 (m, 1H, H-2'), 3.79 (dd, J = 11.6, 3.2 Hz, 1H, H-5'), 3.90 (dd, J =11.6
, 3.0 Hz, 1H, H-5'), 4.17-4.19 (m, 1H, H-4'), 4.28 (s, 2H, NCH2),4.32-4.35 (m, 1
H, H-3'), 4.89 (dd, J = 14.4, 6.0 Hz, 2H, CH2-N3),6.05 (t, J = 6.4 Hz, 1H, H-1')
, 8.25 (s, 1H, H-6), 9.46 (br s, 1H, NHH), 10.01(br s, 1H, NHH)．
【０１４０】

【化１７】

　４－Ｎ－アセチル－３’－Ｏ－（アジドメチル）－５－［３－（２，２，２－トリフル
オロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシシチジン及び３’－Ｏ－（
アジドメチル）－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－
イニル］－２’－デオキシシチジン（１１）
　０℃、Ｎ２雰囲気下、ＴＨＦ（２０ｍｌ）中出発原料（１１）（４４０ｍｇ，０．７５
ミリモル）の溶液にＴＨＦ中１．０Ｍ　ＴＢＡＦ（０．８２ｍｌ，０．８２ミリモル）を
加えた。１．５時間後、減圧下、揮発性物質を蒸発させ、そして残渣をシリカゲルのフラ
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ＯＡｃ１００％からＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　８：２）。２つの化合物を単離し、そして前
記のように同定した。最初に４－Ｎ－アセチル（１１）（５３ｍｇ，１５％）を溶出し、
そして２番目に４－ＮＨ２（１２）（２７１ｍｇ，８４％）を溶出した。
４－Ｎ－アセチル化合物（１１）：1H NMR (d6 DMSO) δ 1.98 (s, 3H, CH3CO), 2.14-2.
20 (m, 2H, HH-2'), 3.48-3.55(m, 1H, H-5'), 3.57-3.63 (m, 1H, H-5'), 3.96-4.00 (m
, 1H, H-4'), 4.19 (d, J =5.3 Hz, 2H, CH2-NH), 4.23-4.28 (m, 1H, H-3'), 4.77 (s, 
2H, CH2-N3),5.2 (t, 1H, J = 5.1 Hz, 5’-OH), 5.95 (t, J = 6.2 Hz,1H, H-1'), 8.43
 (s, 1H, H-6), 9.34 (s, 1H, CONH), 9.95 (t, J = 5.3 Hz, 1H, NHCH2)．
４－ＮＨ２化合物（１２）：1H NMR (d6 DMSO) δ 1.98-2.07 (2H, CHH-2'), 3.50-3.63 
(m, 2H, CHH-5'), 3.96-4.00 (m, 1H,H-4'), 4.09 (d, J = 5.3 Hz, 2H, CH2-NH), 4.24-
4.28 (m, 1H, H-3'),4.76 (s, 2H, CH2-N3), 5.13 (t, J = 5.3 Hz, 1H, 5’-OH), 5.91 
(br s, 1H, NHH), 6.11 (t, J = 6.4 Hz, 1H, H-1'), 8.20 (t,J = 5.3 Hz, 1H, NCH2), 
8.45 (s, 1H, H-6), 11.04 (br s, 1H, NHH)．
【０１４１】
【化１８】

　４－Ｎ－ベンゾイル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－５－［３－（２，２
，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシシチジン（
１３）
　出発原料（８）（１０ｇ，２０．４３ミリモル）を乾燥ピリジン（２×１００ｍｌ）中
で共沸し、次いでＮ２雰囲気下、乾燥ピリジン（１６０ｍｌ）に溶解した。クロロトリメ
チルシラン（１０ｍｌ，７９．０７ミリモル）を溶液に滴下し、そして室温で２時間攪拌
した。次いで塩化ベンゾイル（２．６ｍｌ，２２．４０ミリモル）を溶液に加え、そして
更に１時間攪拌した。反応混合物を０℃まで冷却し、蒸留水（５０ｍｌ）を溶液にゆっく
りと加え、そして３０分間攪拌した。高真空下、ピリジン及び水を混合物から蒸発させて
、褐色のゲルを生じ、これを飽和ＮａＨＣＯ３水溶液１００ｍｌとＤＣＭ溶液（１００ｍ
ｌ）間で分配した。有機層を分離し、そして水層を更にＤＣＭ（２×１００ｍｌ）で抽出
した。有機層を合わせ、乾燥（ＭｇＳＯ４）し、濾過し、そして減圧下、揮発性物質を蒸
発させた。得られた褐色の油状物をシリカゲルのフラッシュクロマトグラフィーにより精
製し（ＤＣＭ：ＭｅＯＨ　９９：１～９５：５）、淡黄色の結晶性固体を生じた（１３）
（８．９２ｇ，７４％）。1H NMR (d6 DMSO) : δ0.00 (s, 6H, CH3), 0.78 (s, 9H, tBu
), 1.94 (m, 1H,H-2'), 2.27 (m, 1H, H-2'), 3.64 (d, 1H, J = 11.6 Hz, H-5'), 3.75 
(d, 1H, J = 11.6Hz, H-5'), 3.91 (m, 1H, H-4'), 4.09 (br m, 3H, CH2NH, H-3'), 5.2
4(s, 1H, 3’-OH), 6.00 (m, 1H, H-1'), 7.39 (m, 2H, Ph),7.52 (m, 2H, Ph), 7.86 (m
, 1H, Ph), 8.0 (s, 1H, H-6), 9.79 (t, 1H, J = 5.4 Hz,NHCH2), 12.67 (br s, 1H, NH
)．Mass（＋ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ２７Ｈ３３Ｆ３Ｎ４Ｏ６Ｓｉ　に関して計算
値５９４．６７，測定値５９５．
【０１４２】
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【化１９】

　４－Ｎ－ベンゾイル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－３’－Ｏ－メチルチ
オメチル－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル
］－２’－デオキシシチジン（１４）
　Ｎ２雰囲気下、出発原料（１３）（２．８５ｇ，４．７９ミリモル）を乾燥ＤＭＳＯ（
４０ｍｌ）に溶解した。酢酸（２．７ｍｌ，４７．９ミリモル）及び無水酢酸（１４．４
ｍｌ，１４３．７ミリモル）を順にゆっくりと出発原料に加え、次いでこれを室温で１８
時間攪拌した。飽和ＮａＨＣＯ３（１５０ｍｌ）溶液を反応混合物に注意深く加えた。水
層をＥｔＯＡｃ（３×１５０ｍｌ）で抽出した。有機層を合わせ、乾燥（ＭｇＳＯ４）し
、濾過し、そして蒸発させて橙色の液体を得て、これを続いて原料が固化するまでトルエ
ン（４×１５０ｍｌ）と共沸した。粗製残渣をシリカゲルで精製し（石油エーテル：Ｅｔ
ＯＡｃ　３：１～２：１）、黄色の結晶性固体（１４）（１．５８ｇ，５０％）を生じた
。1H NMR (d6 DMSO) : δ0.00 (s, 6H, CH3), 0.78 (s, 9H, tBu), 1.99 (s, 3H,CH3), 2
.09 (m, 1H, H-2'), 2.28 (m, 1H, H-2'), 3.66 (d, 1H, J = 11.5,2.9 Hz, H-5'), 3.74
 (dd, 1H, J = 11.3, 2.9 Hz, H-5'), 3.99 (m, 1H, H-4'), 4.09(m, 1H, CH2NH), 4.29 
(m, 1H, H-3'), 4.61 (s, 2H, CH2S),6.00 (m, 1H, H-1'), 7.37 (m, 2H, Ph), 7.50 (m,
 2H, Ph), 7.80 (d, 1H, J = 7.55Hz, HAr), 7.97 (s, 1H, H-6), 9.79 (br t, 1H, NHCH

2),12.64 (br s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ２９Ｈ３７Ｆ３Ｎ４

Ｏ６ＳＳｉに関して計算値６５４．７９，測定値６５３．２．
【０１４３】

【化２０】

　４－Ｎ－ベンゾイル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－３’－Ｏ－アジドメ
チル－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－
２’－デオキシシチジン（１５）
　出発原料（１４）１．６５ｇ，２．９９ミリモル）をＤＣＭ（１８ｍｌ）に溶解し、そ
して０℃まで冷却した。シクロヘキセン（１．５ｍｌ，１４．９５ミリモル）及びＳＯ２

Ｃｌ２（０．７２ｍｌ，８．９７ミリモル）を加え、そして氷浴中１時間攪拌した。ＴＬ
Ｃが、出発原料が依然存在することを示したときは、ＳＯ２Ｃｌ２（０．２４ｍｌ）の更
なるアリコートを加え、そして混合物を０℃で１時間攪拌した。蒸発させて揮発物質を除
去し、淡褐色固体を生じ、これをＮ２下、乾燥ＤＭＦ（１８ｍｌ）１８ｍｌに再溶解した
。次いでアジ化ナトリウム（０．９７ｇ，１４．９５ミリモル）を溶液に加え、そして室
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温で２．５時間攪拌した。反応混合物をシリカのパッドに通し、そしてＥｔＯＡｃで溶出
し、そして高真空蒸発により揮発性物質を除去した。得られた褐色のゲルをフラッシュク
ロマトグラフィーにより精製し（石油エーテル：ＥｔＯＡｃ　４：１～２：１）、白色の
結晶性固体として所望の生成物を生じた（１５）（０．９ｇ，５５％）。1H NMR (d6 DMS
O) : δ0.00 (s, 6H, CH3), 0.78 (s, 9H, tBu), 2.16 (m, 1H,H-2'), 2.22 (m, 1H, H-2
'), 3.70 (d, 1H, J = 11.5 Hz, H-5'), 3.75 (d, 1H, J =11.3 Hz, H-5'), 4.01 (m, 1H
, H-4'), 4.10 (m, 1H, CH2NH), 4.23 (m,1H, H-3'), 4.76 (s, 2H, CH2S), 5.99 (m, 1H
, H-1'), 7.37 (m, 2H, Ph),7.50 (m, 2H, Ph), 7.81 (d, 1H, J = 7.4 Hz, Ph), 7.95 (
s, 1H, H-6), 9.78 (br s,1H, NHCH2), 12.64 (br s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅ　エレクト
ロスプレー）Ｃ２８Ｈ３４Ｆ３Ｎ７Ｏ６Ｓｉに関して計算値６４９．７１，測定値６４８
．２
【０１４４】
【化２１】

　４－Ｎ－ベンゾイル－３’－Ｏ－アジドメチル－５－［３－（２，２，２－トリフルオ
ロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシシチジン（１６）
　出発原料（１５）（１４０ｍｇ，０．２２ミリモル）をＴＨＦ（７．５ｍｌ）に溶解し
た。ＴＢＡＦ（ＴＨＦ中１Ｍ　溶液，０．２５ｍｌ）をゆっくりと加え、そして室温で２
時間攪拌した。減圧下、揮発性材料を除去し、そして褐色のゲルを生じ、これをフラッシ
ュクロマトグラフィーにより精製し（ＥｔＯＡｃ：ＤＣＭ　７：３）、薄く着色した結晶
性固体として所望の生成物（１６）を生じた（０．９ｇ，７６％）。1H NMR (d6 DMSO) :
 δ2.16 (m, 1H, H-2'), 2.22 (m, 1H, H-2'), 3.70 (d, 1H, J = 11.5Hz, H-5'), 3.75 
(d, 1H, J = 11.3 Hz, H-5'), 4.01 (m, 1H, H-4'), 4.10 (m, 1H, CH2NH),4.23 (m, 1H,
 H-3'), 4.76 (s, 2H, CH2S), 5.32 (s, 1H, 5’ OH), 5.99 (m, 1H, H-1'), 7.37 (m, 2
H, Ph), 7.50 (m, 2H, Ph), 7.81(d, 1H, J = 7.35 Hz, Ph), 7.95 (s, 1H, H-6), 9.78 
(br s, 1H, NHCH2),12.64 (br s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ２２Ｈ

２０Ｆ３Ｎ７Ｏ６に関して計算値５３５．４４，測定値５３４．
【０１４５】
【化２２】

　５－（３－アミノ－プロパ－１－イニル）－３’－Ｏ－アジドメチル－２’－デオキシ
シチジン　５’－Ｏ－ヌクレオシド三リン酸（１７）
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　ＰＯ（ＯＭｅ）３（６００μｌ）中（１１）及び（１２）（２９０ｍｇ，０．６７ミリ
モル）並びにプロトンスポンジ（１７５ｍｇ，０．８２ミリモル）（双方共に予めＰ２Ｏ

５下、少なくとも２４時間乾燥した）の溶液に０℃でアルゴン雰囲気下、ＰＯＣｌ３（新
たに蒸留した）（８２μｌ，０．８８ミリモル）をゆっくりと加えた。溶液を０℃で３時
間、激しく攪拌し、そして次にＤＭＦ中二リン酸テトラ・トリブチルアンモニウム（０．
５Ｍ）（５．２ｍｌ，２．６０ミリモル）、続いてｎＢｕ３Ｎ（１．２３ｍｌ，５．２０
ミリモル）及び０．１Ｍ　重炭酸トリエチルアンモニウム（ＴＥＡＢ）（２０ｍｌ）の添
加によりクエンチした。室温で１時間の後、アンモニア水溶液（ρ０．８８，２０ｍｌ）
を混合物に加えた。溶液を室温で１５分間攪拌し、減圧下、揮発性物質を蒸発させ、そし
て残渣をＭＰＬＣにより、０．０５Ｍから０．７Ｍ　ＴＥＡＢのグラジエントで精製した
。予測される三リン酸塩をおよそ０．６０Ｍ　ＴＥＡＢでカラムから溶出した。Ｚｏｒｂ
ａｘ　ＳＢ－Ｃ１８カラム（内径２１．２ｍｍ×２５ｃｍ）のＨＰＬＣで２回目の精製を
行い、以下のグラジエント：０～５分　５％Ｂ，Φ．２ｍｌ；５～２５分　８０％Ｂ，Φ
．８ｍｌ；２５～２７分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２７～３０分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ
；３０－３２分　５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；３２～３５分　９５％Ｂ，Φ．２ｍｌ、を用いて
０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（ポンプＡ）及び０．１Ｍ　ＴＥＡＢ中３０％ＣＨ３ＣＮ（ポンプＢ
）で溶出しｒｔ（１７）：２０．８（１４．５マイクロモル，収率　２．５％）の前記の
生成物が得られた；31P NMR (D2O, 162MHz) δ-5.59 (d, J = 20.1 Hz, Pc), -10.25 (d,
 J =19.3 Hz, 1P, Pα),-20.96 (t, J = 19.5 Hz, 1P, Pβ); 1HNMR (D2O) δ 2.47-2.54
 (m, 1H, H-2'),2.20-2.27 (m, 1H, H-2'), 3.88 (s, 2H, CH2N), 4.04-4.12 (m, 1H, HH
-5'),4.16-4.22 (m, 1H, HH-5'), 4.24-4.30 (m, 1H, H-4'), 4.44-4.48 (m, 1H, H-3'),
6.13 (t, J = 6.3 Hz, 1H, H-1'), 8.35 (s, 1H, H-6); MS (ES) :m/z (%) (M-H) 574(73
%), 494 (100%)．
【０１４６】
【化２３】

　Ａｌｅｘａ４８８ジスルフィドリンカー
　市販されているＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８－ＮＨＳ（３５ｍｇ，５４マイクロモ
ル）をＤＭＦ（７００μｌ）に溶解し、そして完全な活性化を確実にし、４－ＤＭＡＰ（
７ｍｇ，５９マイクロモル）及び炭酸Ｎ，Ｎ’－ジサクシンイミジル（１５ｍｇ，５９マ
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イクロモル）を順に加えた。１５分後、完全に活性化したときに、ジイソプロピルエチル
アミン（４μｌ）含有ＤＭＦ（３００μｌ）中、出発ジスルフィド（３２．０ｍｇ，１０
８マイクロモル）を活性化した色素溶液上に加えた。最終混合物にジイソプロピルエチル
アミン（２０μｌ）を更に添加し、５分間超音波処理し、そして暗中室温で１８時間反応
させた。減圧下、揮発性物質を蒸発させ、そして粗製残渣を短いイオン交換樹脂セファデ
ックス－ＤＥＡＥ　Ａ－２５（４０－１２０μ）カラムを通すことにより最初に精製し、
最初に０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（２５ｍｌ）、次に１．０Ｍ　ＴＥＡＢ（７５ｍｌ）で溶出し
た。２つの最終化合物を含有する最終混合物を濃縮し、そして残渣をＺｏｒｂａｘ　ＳＢ
－Ｃ１８　カラム（内径２１．２ｍｍ×２５ｃｍ）で、０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（ポンプＡ）
及びＣＨ３ＣＮ（ポンプＢ）で以下のグラジエント：０～２分　２％Ｂ，Φ．２ｍｌ；２
～４分　２％Ｂ，Φ．８ｍｌ；４～１５分　２３％Ｂ，Φ．８ｍｌ；１５～２４分　２３
％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２４～２６分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２６～２８分　９５％Ｂ，Φ
．８ｍｌ、２８～３０分　２％Ｂ，Φ．８ｍｌ，３０～３３分　２％Ｂ，Φ．２ｍｌを用
いて溶出してＨＰＬＣ精製し、ｔｒ：１９．０（左の位置異性体）及びｔｒ：１９．５（
右の位置異性体）の前記で詳記した双方の化合物が得られた。双方の位置異性体の各々を
ｄｏｗｅｘイオン交換樹脂カラムに通し、各々１６．２マイクロモル及び１０．０マイク
ロモル、全収率６２％が得られた（純度７６％の市販されているＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　４８８－ＮＨＳに基づく）。；Ｈ２Ｏ中ε４９３＝７１，０００ｃｍ－１Ｍ－１。1H N
MR (D2O) (左の位置異性体) δ 2.51 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2),2.66 (t, J = 6.8 Hz, 
2H, CH2), 2.71 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH2),3.43 (t, J = 5.8 Hz, 2H, CH2), 6.64 (d, 
J = 9.2 Hz, 2H, HAr),6.77 (d, J = 9.2 Hz, 2H, HAr), 7.46 (s, 1H, HAr), 7.90(dd, 
J = 8.1 and 1.5 Hz, 1H, HAr), 8.20 (d, J = 8.1 Hz, 1H, HAr)．

1H NMR (D2O) (右の
位置異性体) δ 2.67 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2),2.82 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH2), 2.93
 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH2),3.68 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH2), 6.72 (d, J = 9.3 Hz, 2H
, HAr),6.90 (d, J = 9.3 Hz, 2H, HAr), 7.32 (d, J = 7.9 Hz, 1H, HAr),8.03 (dd, J 
= 7.9, 1.7 Hz, 1H, HAr), 8.50 (d, J = 1.8 Hz, 1H, HAr).Mass　（－ｖｅエレクトロ
スプレー）　Ｃ２６Ｈ２３Ｎ３Ｏ１２Ｓ４　６９７．０２，測定値６９２　（Ｍ－Ｈ），
３４７［Ｍ／２］．
【０１４７】
【化２４】
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　ＤＭＦ（２００μｌ）中Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８ジスルフィドリンカー（３．
４マイクロモル，２．３７ｍｇ）の溶液に４－ＤＭＡＰ（０．７５ｍｇ，５．１マイクロ
モル）及び炭酸Ｎ，Ｎ’－ジサクシンイミジル（１．７０ｍｇ，５．１マイクロモル）を
加えた。酸が完全に活性化するまで混合物を１５分攪拌し、次いでこれを０℃でｎＢｕ３

Ｎ（４０μｌ）含有ＤＭＦ（０．３ｍｌ）中ヌクレオチド（１７）（３．４５ｍｇ，６．
０マイクロモル）の溶液に加えた。混合物を３分間超音波処理し、次いで遮光して連続的
に１６時間攪拌した。減圧下、揮発性物質を蒸発させ、そして残渣を最初に短いイオン交
換樹脂セファデックス－ＤＥＡＥ　Ａ－２５カラムを通す濾過により、最初に０．１Ｍ　
ＴＥＡＢ（５０ｍｌ）で溶出して精製して未反応の色素－リンカーを除去し、次いで１．
０Ｍ　ＴＥＡＢ（１００ｍｌ）で溶出して予測される生成物（１８）を回収した。濃縮後
、残渣をＺｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ｃ１８カラム（内径２１．２ｍｍ×２５ｃｍ）で０．１Ｍ
　ＴＥＡＢ（ポンプＡ）及びＣＨ３ＣＮ（ポンプＢ）で以下のグラジエント：０～２分　
２％Ｂ，Φ．２ｍｌ；２～４分　２％Ｂ，Φ．８ｍｌ；４～１５分　２３％Ｂ，Φ．８ｍ
ｌ；１５～２４分　２３％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２４～２６分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２６
～２８分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ、２８～３０分　２％Ｂ，Φ．８ｍｌ，３０～３３分　
２％Ｂ，Φ．２ｍｌを用いて溶出してＨＰＬＣ精製し、ｒｔ（１８）１９．８（０．２６
マイクロモル，ＵＶ測定に基づいて収率　１２％）の前記で詳記した生成物が得られた；
λｍａｘ＝４９３ｎｍ，ε７１，０００ｃｍ－１Ｍ－１　Ｈ２Ｏ中）；31P NMR (D2O, 16
2MHz) δ-5.06 (d, J = 20.6 Hz, 1P, Pc), -10.25 (d, J =19.3 Hz, 1P, Pα),-21.21 (
t, J = 19.5 Hz, 1P, Pβ); 1HNMR (D2O) δ 2.09-2.17 (m, 1H, HH-2'),2.43-2.50 (m, 
1H, HH-2'), 2.61 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H2C-S), 2.83 (2H,S-CH2), 3.68 (t, J = 6.0 H
z, 2H, ArCONCH2), 4.06 (s, 2H,CH2N), 4.08-4.17 (m, 4H, HH-5'), 4.25-4.29 (m, 1H,
 H-4'), 4.46-4.50(m, 1H, H-3'), 6.09 (t, J = 6.4 Hz, 1H, H-1'), 6.88 (d, J = 9.1
 Hz, 1H, HAr),6.89 (d, J = 9.3 Hz, 1H, HAr), 7.15 (d, J = 9.3 Hz, 1H, HAr),7.17 
(d, J = 9.1 Hz, 1H, HAr), 7.64 (br s, 1H, HAr),8.00-7.94 (m, 2H, HAr), 8.04 (s, 
1H, H-6); MS (ES) :m/z (%) (M-H)1253 (46%), (M-H+ Na)- 1275 (100%)．
【０１４８】
【化２５】

　７－デアザ－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル
］－２’－デオキシグアノシン（１９）
　Ｎ２下、ＤＭＦ（４０ｍｌ）中７－デアザ－７－ヨード－グアノシン（２ｇ，２．７５
ミリモル）、Ｐｄ（ＰＰｈ３）４（５８２ｍｇ，０．５５ミリモル）、ＣｕＩ（２１０ｍ
ｇ，１．１ミリモル）、Ｅｔ３Ｎ（１．５２ｍｌ，１１ミリモル）及びプロパギルアミン
（２．５ｇ，１６．５ミリモル）の懸濁液をＮ２下室温で攪拌した。アルミ箔で遮光した
。ＴＬＣが出発原料の完全な消費を示した後、反応混合物を濃縮した。残渣をＭｅＯＨ（
２０ｍｌ）で希釈し、そしてｄｏｗｅｘ－ＨＣＯ３

－で処理した。混合物を３０分間攪拌
し、そして濾過した。溶液を濃縮し、そしてシリカゲルクロマトグラフィーで精製し（石
油エーテル：ＥｔＯＡｃ　５０：５０から石油エーテル：ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　４０：
４０：２０）、黄色粉末として（１９）が得られた（２．１ｇ，９２％）。1H NMR (d6 D
MSO) δ 2.07-2.11 (m, 1H, H-2'), 2.31-2.33 (m, 1H, H-2'), 3.49-3.53 (m, 2H,H-5')
, 3.77 (br s, 1H, H-4'), 4.25 (d, J = 4.3 Hz, 2H, ≡CCH2), 4.30 (br s, 1H, H-3')
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, 4.95 (t, J = 5.2 Hz, 1H, 5’-OH), 5.25 (d, J = 3.4 Hz, 1H, 3’-OH),6.27-6.31 (
m, 1H, H-1'), 6.37 (s, 2H, NH2), 7.31 (s, 1H, H-8), 10.10(br s, 1H, NHCOCF3), 10
.55 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ１６Ｈ１６Ｆ３Ｎ５Ｏ５に関し
て計算値４１５，測定値４１４．
【０１４９】
【化２６】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジフェニル）－７－デアザ－７－［３－（２，２，２－トリフ
ルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシグアノシン（２０）
　ピリジン（５０ｍｌ）中（１９）（２．４ｇ，５．８ミリモル）の溶液に０℃で塩化ｔ
－ブチルジフェニルシリル（ＴＢＤＰＳＣｌ）（１．６５ｍｌ，６．３ミリモル）を滴下
した。次いで反応混合物を室温まで加温した。４時間後、別のＴＢＤＰＳＣｌ（２６０μ
Ｌ，１ミリモル）を加えた。出発原料が完全に消費されるまでＴＬＣにより反応をモニタ
ーした。ＭｅＯＨ（～５ｍｌ）で反応をクエンチし、そして蒸発乾固した。残渣をＤＣＭ
に溶解し、そしてＮａＨＣＯ３飽和水溶液を加えた。水層をＤＣＭで３回抽出した。合わ
せた有機抽出物を乾燥（ＭｇＳＯ４）し、そして真空下濃縮した。シリカゲルのクロマト
グラフィーによる精製（ＥｔＯＡｃからＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　８５：１５）で黄色泡状
物（２０）が得られた（３．１ｇ，８２％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 1.07 (s, 9H, CH3),
 2.19-2.23 (m, 1H, H-2'), 2.38-2.43 (m,1H, H-2'), 3.73-3.93 (m, 2H, H-5'), 4.29 
(d, J = 5.0 Hz, 2H, CH2N),4.42-4.43 (m, 1H, H-3'), 5.41 (br s, 1H, OH), 6.37 (t,
 J = 6.5 Hz, H-1'), 6.45(br s, 2H, NH2), 7.24-7.71 (m, 11H, H-8, HAr), 10.12 (t,
J = 3.6 Hz, 1H, NH), 10.62 (s, 1H, H-3)．Mass（＋ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ３２

Ｈ３４Ｆ３Ｎ５Ｏ５Ｓｉに関して計算値６５３，測定値６５４．
【０１５０】
【化２７】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジフェニル）－７－デアザ－３’－Ｏ－メチルチオールメチル
－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’
－デオキシグアノシン（２１）
　ＤＭＳＯ（１５ｍｌ）中（２０）の溶液（１．９７ｇ，３．０ミリモル）をＡｃ２Ｏ（
８．５ｍｌ，９０ミリモル）及びＡｃＯＨ（２．４ｍｌ，４２ミリモル）と処理し、そし
て室温で１５時間、次いで４０℃で２時間攪拌した。反応混合物をＥｔＯＡｃ（２００ｍ
ｌ）で希釈し、そして飽和ＮａＨＣＯ３　水溶液（２００ｍｌ）と共に１時間攪拌した。
水層をＥｔＯＡｃで２回洗浄した。有機層を合わせ、乾燥（ＭｇＳＯ４）し、そして真空
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下濃縮した。シリカのクロマトグラフィーによる精製（ＥｔＯＡｃ：ヘキサン　１：１か
らＥｔＯＡｃ：ヘキサン：ＭｅＯＨ　１０：１０：１）により黄色泡状物として（２１）
が得られた（１．３ｇ，６０％）。1H NMR (CDCl3) δ 1.04 (s, 9H, CH3), 2.08 (s, 3H
, SCH3),2.19-2.35 (m, 2H, H-2), 3.67-3.71 (m, 2H, H-5'), 3.97-3.99 (m, 2H, H-4',
 H-3'),4.23 (br s, 2H, CH2N), 4.58 (s, 2H, CH2S), 6.31 (dd, J =5.7, 7.9 Hz, H-1'
), 7.19-7.62 (m, 11H, H8, HAr)．Mass（＋ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ３４Ｈ３８Ｆ

３Ｎ５Ｏ５ＳＳｉに関して計算値７１３，測定値：７１４．
【０１５１】
【化２８】

　３’－Ｏ－アジドメチル－７－デアザ－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセト
アミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシグアノシン（２２）
　ＣＨ２Ｃｌ２（１０ｍｌ）中（２１）（１．３ｍｇ，１．８ミリモル）、シクロヘキセ
ン（０．９１ｍｌ，９ミリモル）の溶液に４℃でＮ２下、塩化スルフリル（ＣＨ２Ｃｌ２

中１Ｍ）（１．１ｍｌ，１．１ミリモル）を滴下した。３０分後、ＴＬＣによりヌクレオ
シド（２２）の完全な消費が示された。蒸発させて溶媒を除去した後、次に残渣を高真空
に２０分間供し、そして次にＮａＮ３（５８５ミリモル，９ミリモル）及びＤＭＦ（１０
ｍｌ）で処理した。得られた懸濁液を室温で２時間攪拌した。ＣＨ２Ｃｌ２／ＮａＣｌ（
１０％）で抽出し、黄色ガム状物質を得て、これを室温で２０分間、ＴＨＦ（１Ｍ，３ｍ
ｌ）中ＴＢＡＦ及びＴＨＦ（３ｍｌ）で処理した。蒸発させて溶媒を除去し、ＥｔＯＡｃ
／飽和ＮａＨＣＯ３で抽出し、続いてシリカのクロマトグラフィーにより精製し（ＥｔＯ
ＡｃからＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９：１）、黄色泡状物が得られた（４２０ｍｇ，５０％
）。1H NMR (d6 DMSO) : δ2.36-2.42 (m, 1H, H-2'), 2.49-2.55 (m, 1H, H-2'), 3.57-
3.59(m, 2H, H-5'), 3.97-4.00 (m, 1H, H-4'), 4.29 (m, 2H, CH2N),4.46-4.48 (m, 1H,
 H-3'), 4.92-4.96 (m, 2H, CH2N3), 5.14(t, J = 5.4 Hz, 1H, 5’-OH), 5.96-6.00 (dd
, J = 5.7, 8.7Hz, 1H, H-1'), 6.46 (br s, 2H, NH2), 7.39 (s, 1H, H-6), 10.14 (s,1
H, NH), 10.63 (s, 1H, H-3)．
【０１５２】

【化２９】

　３’－Ｏ－アジドメチル－７－デアザ－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセト
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三リン酸（２３）
　四ナトリウム二リン酸十水和物（１．５ｇ，３．４ミリモル）を水（３４ｍｌ）に溶解
し、そしてその溶液をＨ＋形態のｄｏｗｅｘ　５０カラムに適用した。カラムを水で洗浄
した。溶出液を冷却し（氷浴）そして攪拌した、ＥｔＯＨ（１４ｍｌ）中トリ－ｎ－ブチ
ルアミン（１．６ｍｌ，６．８ミリモル）溶液に直接滴下した。溶出液のｐＨが６まで上
昇するまでカラムを洗浄した。エタノール水溶液を蒸発乾固し、そして次にエタノールで
２回、そして無水ＤＭＦで２回同時蒸発させた。残渣をＤＭＦ（６．７ｍｌ）に溶解した
。淡黄色溶液を４Åモレキュラーシーブ上に保存した。ヌクレオシド（２２）及びプロト
ンスポンジを真空下で一晩Ｐ２Ｏ５上で乾燥した。リン酸トリメチル（０．４ｍｌ）中（
２２）（１０４ｍｇ，０．２２ミリモル）及びプロトンスポンジ（７１ｍｇ，０．３３ミ
リモル）の溶液を４Åモレキュラーシーブで１時間攪拌した。新たに蒸留したＰＯＣｌ３

（２５μｌ，０．２６ミリモル）を加え、そして溶液を４℃で２時間攪拌した。混合物を
ゆっくりと室温まで加温し、そしてビス（トリ－ｎ－ブチルアンモニウム）ピロリン酸（
１．７６ｍｌ，０．８８ミリモル）及び無水トリ－ｎ－ブチルアミン（０．４２ｍｌ，１
．７６ミリモル）を加えた。５分後、０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（重炭酸トリエチルアンモニウ
ム）バッファー（１５ｍｌ）で反応をクエンチし、そして３時間攪拌した。減圧下、水を
除去し、そして得られた残渣を濃アンモニア（ρ０．８８，１０ｍｌ）に溶解し、そして
室温で１６時間攪拌した。次いで反応混合物を蒸発乾固した。残渣を水に溶解し、そして
溶液をＤＥＡＥ－セファデックス　Ａ－２５　カラムに適用した。０．０５Ｍ及び１Ｍ　
ＴＥＡＢ　各２Ｌの直線グラジエントを用いてＭＰＬＣを行った。０．７Ｍと０．８Ｍ　
バッファーの間で三リン酸塩を溶出した。生成物を含有する画分を合わせ、そして蒸発乾
固した。残渣を水に溶解し、そしてＨＰＬＣにより更に精製した。ｔｒ（２３）＝　２０
．５分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８調製用カラム，グラジエント：３０分で５％～３５％Ｂ，
バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢ　ＭｅＣＮ）。白色泡状物として生成
物を単離した（２２５　Ｏ．Ｄ．，２９．６　マイクロモル，１３．４％，ε２６０＝７
，６００）。1H NMR (D2O) δ 2.43-2.5 (m, 2H, H-2'), 3.85 (m, 2H, CH2N), 3.97-4.0
7 (m,2H, H-5'), 4.25 (br s, 1H, H-4'), 4.57 (br s, 1H, H-3'), 4.74-4.78 (m, 2H, 
CH2N3),6.26-6.29 (m, 1H, H-1'), 7.41 (s, 1H, H-8)．

31P-NMR (D2O) δ -8.6 (m, 1P,
 Pγ), -10.1 (d, J = 19.4 Hz, 1P, Pα), -21.8 (t, J = 19.4 Hz, 1P, Pβ)．Mass（
－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１５Ｈ２１Ｎ８Ｏ１３Ｐ３　に関して計算値６１４，測
定値６１３．
【０１５３】
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【化３０】

　ＤＭＦ（０．９ｍｌ）中ジスルフィドリンカーＣｙ３（２．５マイクロモル）、１－（
３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）（０．９５
ｍｇ，５マイクロモル）、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）（０．６８ｍ
ｇ，５マイクロモル）及びＮ－メチルモルホリン（０．５５μＬ，５マイクロモル）の混
合物を室温で１時間攪拌した。水０．１ｍｌ中（２３）の溶液（４４　Ｏ．Ｄ．，３．７
５マイクロモル）を４℃で反応混合物に加え、そして室温で３時間放置した。ＴＥＡＢバ
ッファー（０．１Ｍ，１０ｍｌ）で反応をクエンチし、ＤＥＡＥ　セファデックスカラム
（２×５ｃｍ）に負荷した。最初に０．１Ｍ　ＴＥＡＢバッファー（１００ｍｌ）で、そ
して次に１Ｍ　ＴＥＡＢバッファー（１００ｍｌ）で溶出した。所望の三リン酸生成物を
１Ｍ　ＴＥＡＢバッファーで溶出した。生成物を含有する画分を濃縮し、そしてＨＰＬＣ
に適用した。ｔｒ（２４）＝２３．８分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８調製用カラム，グラジエ
ント：３０分で５％～５５％Ｂ，バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢＭｅ
ＣＮ）。生成物を赤色泡状物として単離した（０．５マイクロモル，２０％，εｍａｘ＝
１５０，０００）。1H NMR (D2O) δ 1.17-1.71 (m, 20H, 4 x CH2, 4 x CH3),2.07-2.15
 (m, 1H, H-2'), 2.21-2.30 (m, 1H, H-2'), 2.52-2.58 (m, 2H, CH2),2.66-2.68 (m, 2H
, CH2), 2.72-2.76 (m, 2H, CH2), 3.08-3.19(m, 2H, CH2), 3.81-3.93 (m, 6H, CH2, H-
5'), 4.08-4.16 (m,1H, H-4'), 4.45-4.47 (m, 1H, H-3'), 4.70-4.79 (m, 2H, CH2N3),6
.05-6.08 (m, 2H, HAr), 6.15-6.18 (m, 1H, H-1'), 7.11 (s, 1H, H-8),7.09-7.18 (m, 
2H, CH), 7.63-7.72 (m, 4H, HAr), 8.27-8.29 (m, 1H, CH)．

31P NMR (D2O) δ -4.7 (m
, 1P, Pγ), -9.8 (m, 1P, Pα), -19.7 (m, 1P, Pβ)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレ
ー）Ｃ５１Ｈ６６Ｎ１１Ｏ２１Ｐ３Ｓ４に関して計算値１３８９．２５，測定値１３８８
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（Ｍ－Ｈ），６９４［Ｍ－２Ｈ］，４６２［Ｍ－３Ｈ］．
【０１５４】
【化３１】

　７－デアザ－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イ
ニル］－２’－デオキシアデノシン（２５）
　乾燥ＤＭＦ（２０ｍｌ）中７－デアザ－７－ヨード－２’－デオキシアデノシン（１ｇ
，２．６５ミリモル）及びＣｕＩ（１００ｍｇ，０．５３ミリモル）の懸濁液にトリエチ
ルアミン（７４０μｌ，５．３ミリモル）を加えた。５分間攪拌した後、トリフルオロ－
Ｎ－プロパ－２－イニル－アセトアミド（１．２ｇ，７．９５ミリモル）及びＰｄ（ＰＰ
ｈ３）４（３０８ｍｇ，０．２６ミリモル）を混合物に加え、そして反応物を室温で暗中
、１６時間攪拌した。ＭｅＯＨ（４０ｍｌ）及び重炭酸ｄｏｗｅｘを反応混合物に加え、
そして４５分間攪拌した。混合物を濾過した。濾液をＭｅＯＨで洗浄し、そして溶媒を真
空下除去した。粗製混合物をシリカのクロマトグラフィーにより精製し（ＥｔＯＡｃから
ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９５：２０）、わずかに黄色の粉末が得られた（２５）（１．０
ｇ，９５％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 2.11-2.19 (m, 1H, H-2'), 2.40-2.46 (m, 1H, H-2
'), 3.44-3.58 (m, 2H,H-5'), 3.80 (m, 1H, H-4'), 4.29 (m, 3H, H-3', CH2N), 5.07 (
t, J =5.5 Hz, 1H, OH), 5.26 (d, J = 4.0 Hz, 1H, OH), 6.45 (dd, J = 6.1, 8.1 Hz, 
1H,H-1'), 7.74 (s, 1H, H-8), 8.09 (s, 1H, H-2), 10.09 (t, J = 5.3 Hz, 1H, NH)．
【０１５５】

【化３２】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジフェニルシリル）－７－デアザ－７－［３－（２，２，２－
トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシアデノシン（２６
）
　ヌクレオシド（２５）（１．１３ｇ，２．８２ミリモル）を乾燥ピリミジン（２×１０
ｍｌ）中で２回同時蒸発させ、そして乾燥ピリジン（１８ｍｌ）に溶解した。この溶液に
塩化ｔ－ブチルジフェニルシリル（７４８μｌ，２．８７ミリモル）を０℃で少しずつ加
えた。反応混合物を室温まで加温し、そして一晩攪拌した。飽和ＮａＣｌ水溶液で反応を
クエンチした。ＥｔＯＡｃ（２５ｍｌ）を反応混合物に加え、そして水層をＥｔＯＡｃで
３回抽出した。合わせた有機抽出物を乾燥（ＭｇＳＯ４）した後、真空下、溶媒を除去し
た。シリカのクロマトグラフィーによる精製（ＤＣＭ、次いでＥｔＯＡｃからＥｔＯＡｃ
：ＭｅＯＨ　８５：１５）によりわずかに黄色の粉末として（２６）が得られた（１．７
６ｇ，９７％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 1.03 (s, 9H, tBu), 2.25-2.32 (m, 1H, H-2'), 



(45) JP 2014-11999 A 2014.1.23

10

20

30

40

50

2.06-2.47 (m, 1H, H-2'),3.71-3.90 (m, 2H, H-5'), 3.90-3.96 (m, 1H, H-4'), 4.32 (
m, 2H, CH2N),4.46 (m, 1H, H-3'), 5.42 (br s, 1H, OH), 6.53 (t, J = 6.7 Hz, 1H, H
-1'),7.38-7.64 (m, 11H, H-8 and HAr), 8.16 (s, 1H, H-2), 10.12 (t, J =5.3 Hz, 1H
, NH)．
【０１５６】
【化３３】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジフェニルシリル）－７－デアザ－４－Ｎ，Ｎ－ジメチルホル
マジン－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］
－２’－デオキシアデノシン（２７）
　ヌクレオシド（２６）の溶液（８３１ｍｇ，１．３０ミリモル）をＭｅＯＨ：Ｎ，Ｎ－
ジメチルアセタール（３０ｍｌ：３ｍｌ）に溶解し、そして４０℃で攪拌した。反応をＴ
ＬＣによりモニターし、１時間後に反応は完了した。真空下溶媒を除去した。シリカのク
ロマトグラフィーによる精製により．（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９５：５）わずかに褐色
の粉末として（２７）が得られた（７７７ｍｇ，８６％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.99 (
s, 9H, tBu), 2.22-2.29 (m, 1H, H-2'), 2.50-2.59 (m, 1H, H-2'),3.13 (s.3H, CH3), 
3.18 (s.3H, CH3), 3.68-3.87 (m, 2H,H-5'), 3.88-3.92 (m, 1H, H-4'), 4.25 (m, 2H, 
CH2N), 4.43 (m, 1H,H-3'), 6.56 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H-1'), 7.36-7.65 (m, 10H, HAr
), 7.71(s, 1H, H-8), 8.33 (s, 1H, CH), 8.8 (s, 1H, H-2), 10.12 (t, J = 5.3 Hz, 1
H, NH)．
【０１５７】
【化３４】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジフェニルシリル）－７－デアザ－４－Ｎ，Ｎ－ジメチルホル
マジン－３’－Ｏ－メチルチオメトキシ－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセト
アミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシアデノシン（２８）
　乾燥ＤＭＳＯ（８ｍｌ）中（２７）の溶液（６２３ｍｇ，０．８９ミリモル）に酢酸（
７７５μｌ，１３．３５ミリモル）及び無水酢酸（２．５４ｍｌ，２６．７ミリモル）を
加えた。混合物を室温で一晩攪拌した。次いで反応物をＥｔＯＡｃ及び飽和ＮａＨＣＯ３

（１：１）溶液に注ぎ、そして激しく攪拌した。有機層を飽和ＮａＨＣＯ３水溶液で１回
以上洗浄し、そしてＭｇＳＯ４上で乾燥した。減圧下、溶媒を除去した後、シリカのクロ
マトグラフィーにより生成物（２８）を精製し（ＥｔＯＡｃ：石油エーテル　１：２、次
いでＥｔＯＡｃ）（２８）を生じた（３５０ｍｇ，５２％）。1H NMR (d6 DMSO) : δ, 1
.0 (s, 9H, tBu), 2.09 (s, 3H, SCH3), 2.41-2.48(m, 1H, H-2'), 2.64-2.72 (m, 1H, H
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-2'), 3.12 (s, 3H, CH3), 3.17 (s,3H, CH3), 3.66-3.89 (m, 2H, H-5'), 4.04 (m, 1H,
 H-4'), 4.26 (m, J =5.6 Hz, 2H, CH2), 4.67 (m, 1H, H-3'), 4.74 (br s, 2H, CH2),6
.49 (t, J = 6.1, 8.1 Hz, 1H, H-1'), 7.37-7.48 (m, 5H, HAr),7.58-7.67 (m, 5H, HAr
), 7.76 (s, 1H, H-8), 8.30 (s, 1H, CH), 8.79(s, 1H, H-2), 10.05 (t, J = 5.6 Hz, 
1H, NH)．
【０１５８】
【化３５】

　３’－Ｏ－アジドメチル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジフェニルシリル）－７－デアザ－
４－Ｎ，Ｎ－ジメチルホルマジン－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド
）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシアデノシン（２９）
　乾燥ＣＨ２Ｃｌ２（５ｍｌ）中（２８）（２００ｍｇ，０．２６ミリモル）及びシクロ
ヘキセン（０．１３５ｍｌ，１．３ミリモル）の溶液にＮ２下、０℃で塩化スルフリル（
３２μｌ，０．３９ミリモル）を加えた。１０分後、ＴＬＣによりヌクレオシド（２８）
の完全な消費が示された。溶媒を蒸発させ、そして残渣を２０分間高真空に供した。次い
でこれを乾燥ＤＭＦ（３ｍｌ）に溶解し、０℃まで冷却し、そしてＮａＮ３（８６ｍｇ，
１．３ミリモル）で処理した。得られた懸濁液を室温で３時間攪拌した。反応物をＥｔＯ
Ａｃ及び水で分配した。水層をＥｔＯＡｃで抽出した。合わせた有機層の抽出物を合わせ
、そして乾燥（ＭｇＳＯ４）した。減圧下、溶媒を除去した後、混合物をシリカのクロマ
トグラフィーにより精製し（ＥｔＯＡｃ）、油状物（２９）が得られた（１５５ｍｇ，８
０％）。1H NMR (d6 DMSO) : δ0.99 (s, 9H, tBu), 2.45-2.50 (m, 1H, H-2'), 2.69-2.
78 (m, 1H,H-2'), 3.12 (s, 3H, CH3), 3.17 (s, 3H, CH3), 3.67-3.88(m, 2H, H-5'), 4
.06 (m, 1H, H-4'), 4.25 (m, 2H, CH2), 4.61 (m, 1H,H-3'), 4.84-4.97 (m, 2H, CH2),
 6.58 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H-1'),7.35-7.47 (m, 5H, HAr), 7.58-7.65 (m, 5H, HAr), 
7.77 (s,1H, H-8), 8.30 (s, 1H, CH), 8.79 (s, 1H, H-2), 10.05 (br s, 1H, NH)．
【０１５９】
【化３６】

　３’－Ｏ－アジドメチル－７－デアザ－４－Ｎ，Ｎ－ジメチルホルマジン－７－［３－
（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル］－２’－デオキシア
デノシン（３０）
　テトラヒドロフラン（ＴＨＦ）（３ｍｌ）中（２９）の溶液（１５５ｍｇ，０．２０７
ミリモル）を０℃でＴＢＡＦ（ＴＨＦ中１Ｍ，２２８μｌ）で処理した。次いで氷浴をは
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な消費が示された。溶媒を除去した。シリカのクロマトグラフィーによる精製により（Ｅ
ｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９５：５）、淡褐色油状物として（３０）（８６ｍｇ，８２％）が
得られた。1H NMR (d6 DMSO) δ 2.40-2.48 (dd, J = 8.1 , 13.6 Hz, 1H, H-2'), 2.59-
2.68 (dd, J = 8.3,14 Hz, 1H, H-2'), 3.12 (s, 3H, CH3), 3.17 (s, 3H, CH3),3.52-3.
62 (m, 2H, H-5'), 4.02 (m, 1H, H-4'), 4.28 (d, J = 5.6 Hz, 2H, CH2NH),4.47 (m, 1
H, H-3'), 4.89 (s, 2H, CH2N3), 5.19 (t, J = 5.6Hz, 1H, OH), 6.49 (dd, J = 8.1, 8
.7 Hz, 1H, H-1'), 7.88 (s, 1H, H-8), 8.34 (s,1H, CH), 8.80 (s, 1H, H-2), 10.08 (
s, 1H, NH)．
【０１６０】
【化３７】

　７－（３－アミノプロパ－１－イニル）－３’－Ｏ－アジドメチル－７－デアザ－２’
－デオキシアデノシン　５’－Ｏ－ヌクレオシド三リン酸（３１）
　ヌクレオシド（３０）及びプロトンスポンジを真空下で一晩、Ｐ２Ｏ５上で乾燥した。
リン酸トリメチル（９８０μｌ）中（３０）（１５０ｍｇ，０．２９４ミリモル）及びプ
ロトンスポンジ（１２６ｍｇ，０．５８８ミリモル）の溶液を４Åモレキュラーシーブで
１時間攪拌した。新たに蒸留したＰＯＣｌ３（３６μｌ，０．３８８ミリモル）を加え、
そして溶液を４℃で２時間攪拌した。混合物をゆっくりと室温まで加温し、そしてＤＭＦ
中０．５Ｍビス（トリ－ｎ－ブチルアンモニウム）ピロリン酸溶液（２．３５ｍｌ，１．
１７ミリモル）及び無水トリ－ｎ－ブチルアミン（５６０μｌ，２．３５ミリモル）を加
えた。５分後、０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（重炭酸トリエチルアンモニウム）バッファー（１５
ｍｌ）で反応をクエンチし、そして３時間攪拌した。減圧下、水を除去し、そして得られ
た残渣を濃アンモニア（ρ０．８８，１５ｍｌ）に溶解し、室温で１６時間攪拌した。次
いで反応混合物を蒸発乾固した。残渣を水に溶解し、そして溶液をＤＥＡＥ－セファデッ
クス　Ａ－２５カラムに適用した。０．０５Ｍ　から１Ｍ　ＴＥＡＢの直線グラジエント
でＭＰＬＣを行った。生成物を含有する画分を合わせ、そして蒸発乾固した。残渣を水に
溶解し、そしてＨＰＬＣで更に精製した。ＨＰＬＣ：ｔｒ（３１）：１９．９４分（Ｚｏ
ｒｂａｘ　Ｃ１８調製用カラム，グラジエント：２０分で５％～３５％Ｂ，バッファーＡ
　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢ　ＭｅＣＮ）。生成物（３１）を白色泡状物として
単離した（１７．５　マイクロモル，５．９％，ε２８０＝１５０００）。1H NMR (D2O)
 δ 2.67-2.84 (2m, 2H, H-2'), 4.14 (m, 2H, CH2NH), 4.17-4.36(m, 2H, H-5'), 4.52 
(br s, H-4'), 6.73 (t, J = 6.6 Hz, H-1'), 8.06 (s, 1H,H-8), 8.19 (s, 1H, H-2)． 
31P NMR (D2O) δ -5.07 (d, J = 21.8Hz, 1P, Pγ), -10.19 (d, J = 19.8 Hz, 1P, Pα
), -21.32 (t, J = 19.8 Hz, 1P,Pβ)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１５Ｈ２

１Ｎ８Ｏ１２Ｐ３　に関して計算値５９８．０５，測定値５９６．
【０１６１】
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【化３８】

　ＤＭＦ（４５０μｌ）中Ｃｙ３ジスルフィドリンカー（１．３　マイクロモル）の溶液
中にＤＭＦ中１－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩、
１－ヒドロキシベンゾトリアゾール水和物及びＮ－メチルモルホリン（各２６μＭ）の混
合物５０μｌを０℃で加えた。反応混合物を室温で１時間攪拌した。全ての色素リンカー
が消費されるまでＴＬＣ（ＭｅＯＨ：ＣＨ２Ｃｌ２　３：７）により反応をモニターした
。次いでＤＭＦ（４００μｌ）を０℃で加え、続いてヌクレオチド（３１）（１．２　マ
イクロモル）を水溶液（１００μｌ）で加え、そして反応混合物を室温で一晩攪拌した。
ＴＬＣ（ＭｅＯＨ：ＣＨ２Ｃｌ２　４：６）により活性化されたエステルの完全な消費が
示され、そしてベースラインに暗赤色スポットが現れた。ＴＥＡＢバッファー（０．１Ｍ
，１０ｍｌ）により反応をクエンチし、そしてＤＥＡＥ　セファデックスカラム（２×５
ｃｍ）に負荷した。カラムを最初に０．１Ｍ　ＴＥＡＢバッファー（１００ｍｌ）で溶出
し、そして有機残渣を洗い流し、そして次に１Ｍ　ＴＥＡＢバッファー（１００ｍｌ）で
溶出した。所望の三リン酸塩（３２）が１Ｍ　ＴＥＡＢバッファーで溶出された。生成物
を含有する画分を合わせ、蒸発させ、そしてＨＰＬＣにより精製した。ＨＰＬＣ条件：ｔ

ｒ（２４）：２２．４４分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８調製用カラム，グラジエント：２０分
で　５％～３５％Ｂ，バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢＭｅＣＮ）。生
成物を暗桃色固体として単離した（０．１５　マイクロモル，１２．５％，ε５５０＝１
５００００）。1H NMR (D2O) δ 2.03 (t, 2H, CH2), 2.25 (m, 1H, H-2'), 2.43 (m, 1H
, H-2'),2.50 (m, 2H, CH2), 2.66 (m, 2H, CH2), 3.79 (m, 2H CH2),3.99 (m, 4H, CH2N
, H-5'), 4.18 (br s, 1H, H-4'), 6.02, 6.17 (2d, J =13.64 Hz, 2H, HAr), 6.30 (dd,
 J = 6.06, 8.58 Hz, H-1'), 7.08, 7.22(2d, 2H, 2 x = CH), 7.58-7.82 (m, 5H, HAr, 
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H-2, H-8), 8.29 (m, = CH)．31P NMR (D2O) δ -4.83 (m, 1P, Pγ), -10.06 (m, 1P,P

α), -20.72 (m, 1P,Pβ)．
【０１６２】
　３’－アジドメチル　ｄＮＴＰの酵素取り込み
　５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、０．０１％　Ｔｗｅｅｎ－２０及び４ｍ
Ｍ　ＭｇＳＯ４中１００ｎＭ　ＤＮＡプライマー／鋳型（予めＰ３２及びＴ４ポリヌクレ
オチドキナーゼで標識したプライマー）に、２μＭ　化合物６及び１００ｎＭ　ポリメラ
ーゼ（Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種　９°Ｎ　ｅｘｏ　－Ｙ４０９Ｖ　Ａ４８５Ｌ、Ｎｅ
ｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓより入手）を加えた。遮断の影響を示すため、鋳型
は１０個のアデニン塩基の並びから成る。反応液を６５℃で１０分間加熱する。完全な遮
断を示すために、４つの元来の遮断されていないヌクレオシド三リン酸で追跡を行う。単
一のアジドメチル遮断されたｄＴＴＰの定量的な取り込みを観察することができ、そして
アジドメチル基が更なる取り込みに対する有効な遮断として作用することを示すことがで
きる。
【０１６３】
　ヘアピンＤＮＡ（共有結合した自己相補的プライマー／鋳型）をストレプトアビジンビ
ーズに付着させることにより、図５及び６で示すように、反応を複数のサイクルで実施す
ることができる。
【０１６４】
　ストレプトアビジンビーズの調製
　保存バッファーを除去し、そしてビーズをＴＥバッファー（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣ
ｌ（ｐＨ８）及び１ｍＭ　ＥＤＴＡ）で３回洗浄する。Ｂ＆Ｗバッファー（１０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）、１ｍＭ　ＥＤＴＡ及び２．０Ｍ　ＮａＣｌ）に再懸濁し
、そして適当な突出鋳型配列を有するビオチン化３２Ｐ標識ヘアピンＤＮＡを加える。室
温で１５分間放置する。バッファーを除去し、そしてビーズをバッファーで３回洗浄する
。
【０１６５】
　完全に機能化されたヌクレオシド三リン酸（ＦＦＮ）の取り込み
　５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、０．０１％　Ｔｗｅｅｎ－２０、４ｍＭ
　ＭｇＳＯ４、０．４ｍＭ　ＭｎＣｌ２、（サイクル１（０．２ｍＭ）を除く）の溶液に
２μＭ　ＦＦＮ及び１００ｎＭ　ポリメラーゼを加える。次いでこの溶液をビーズに加え
、そして十分に混合し、そして６５℃で１０～１５分間インキュベートする。反応混合物
を除去し、そしてビーズをＴＥバッファーで３回洗浄する。
【０１６６】
　脱遮断工程
　トリス－（２－カルボキシエチル）ホスフィン三ナトリウム塩（ＴＣＥＰ）（０．１Ｍ
）をビーズに加え、そして十分に混合する。次いで混合物を６５℃で１５分間インキュベ
ートした。脱遮断溶液を除去し、そしてビーズをＴＥバッファーで３回洗浄する。
【０１６７】
　キャッピング工程
　０．１ｍＭ　リン酸塩（ｐＨ６．５）中ヨードアセトアミド（４３１ｍＭ）をビーズに
加え、そして十分に混合し、次いでこれを室温で５分間放置する。キャッピング溶液を除
去し、そしてビーズをＴＥバッファーで３回洗浄する。
【０１６８】
　必要に応じて反復
【０１６９】
　ビーズ溶液を標準的な１２％ポリアクリルアミド　ＤＮＡシークエンシングゲルのウェ
ルの４０％ホルムアミド負荷バッファー中に配置することにより反応生成物を分析するこ
とができる。変性条件下でゲルを作動させ、ＤＮＡをビーズからゲル上に放出させる。Ｄ
ＮＡバンドシフトは色素の存在及び余分なヌクレオチドの添加の双方により影響を受け、
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そして、ホスフィンによる色素（及び遮断基）の切断によりゲル上での移動度のシフトが
引き起こされる。
【０１７０】
　化合物１８（Ｃ）、２４（Ｇ）及び３２（Ａ）の取り込みの２サイクル並びに化合物６
での６サイクルを図５及び図６で示す。
【０１７１】
　アリル基での３’－ＯＨ保護：
【化３９】

　３’位置でこの遮断基を担持するヌクレオチドが合成され、ＤＮＡポリメラーゼによる
取り込みの成功、有効な遮断が示され、そして続いて水溶性ホスフィン又はチオールを用
いて中性の水性条件下で除去することができ、更なる伸長が可能になる。
【０１７２】

【化４０】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－５－ヨード－２’－デオキシウリジン（３
３）
　乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）７０ｍｌ中５－ヨード－２’－デオキシ
ウリジン（５．０ｇ，１４ミリモル）の溶液にイミダゾール（１．０９ｇ，１６ミリモル
）、続いてＴＢＤＭＳＣｌ（２．４１ｇ，１６ミリモル）を０℃で加えた。混合物を氷浴
中に置き、そして一晩攪拌した。反応物を飽和ＮａＣｌ水溶液でクエンチし、そしてＥｔ
ＯＡｃで抽出した。乾燥（ＭｇＳＯ４）後、溶媒を除去し、そして粗製混合物をシリカの
クロマトグラフィーにより精製した（ＥｔＯＡｃ：石油エーテル　３：７）。無色固体と
して生成物（３３）（５．９ｇ，９０％）が得られた。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.00 (s, 3
H, CH3), 0.79 (s, 9H, tBu), 1.88-1.97 (m, 1H,H-2'), 2.00-2.05 (m, 1H, H-2'), 3.5
9-3.71 (m, 2H, H-5'), 3.75 (br s, 1H, H-4'),4.06 (br s, 1H, H-3'), 5.18 (d, J = 
4.0 Hz, 1H, OH), 5.98 (t, J = 5.9 Hz, 1H,H-1'), 7.89 (s, 1H, H-6), 11.62 (s, 1H,
 NH)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１５Ｈ２５ＩＮ２Ｏ５Ｓｉに関して計算値
４６８．０６　測定値４６７．
【化４１】

【０１７３】
　３’－Ｏ－アリル－５’－Ｏ－ｔ－ブチルジメチルシリル－５－ヨード－２’－デオキ
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シウリジン（３４）
　乾燥ＴＨＦ（２０ｍｌ）中ＮａＨの懸濁液（４９７ｍｇ，１２．４ミリモル，鉱物油中
６０％）に乾燥ＴＨＦ（５０ｍｌ）中５’－ＴＢＤＭＳ保護した５－ヨード－２’－デオ
キシウリジン（２．８ｇ，５．９ミリモル）の溶液を滴下した。気体発生が停止した後、
混合物を更に１０分間攪拌し、そして次に臭化アリル（５６１μｌ，６．５ミリモル）を
滴下した。添加が完了した後、乳白色の反応混合物を室温で１６時間攪拌した。飽和Ｎａ
Ｃｌ水溶液（３０ｍｌ）の添加により反応をクエンチし、ＥｔＯＡｃを用いて水層を３回
抽出し、そして飽和ＮａＣｌ水溶液で洗浄した後、有機層を乾燥（ＭｇＳＯ４）した。溶
媒を除去した後、粗製生成物をクロマトグラフィーにより精製した（ＥｔＯＡｃ：石油エ
ーテル　１：１）。無色泡状物としてアリル化生成物（２．３９ｇ，８０％）が得られた
。1H NMR (d6 DMSO) δ -0.01 (s, 3H, CH3), 0.78 (s, 9H, tBu), 1.94-2.01 (m, 1H,H-
2'), 2.16-2.21 (m, 1H, H-2'), 3.61-3.71 (m, 2H, H-5'), 3.87-3.94 (m, 4H, H-3',H-
4', OCH2), 5.04 (dd, J = 1.6, 10.4 Hz, 1H, = CH2), 5.15(dd, J = 1.8, 17.3 Hz, 1H
, = CH2), 5.72-5.81 (m, 1H, CH = ), 5.92(t, J = 5.7 Hz, 1H, H-1'), 7.88 (s, 1H, 
6-H), 11.6 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ１８Ｈ２９ＩＮ２Ｏ５Ｓ
ｉに関して計算値５０８．０９，測定値５０７．
【０１７４】
【化４２】

　３’－Ｏ－アリル－５－ヨード－２’－デオキシウリジン（３５）
　乾燥ＴＨＦ中（３４）の溶液（２．３４ｇ，４．７１ミリモル）にＴＢＡＦ（５．２ｍ
ｌ，５．２ミリモル，ＴＨＦ中　１Ｍ　溶液）を０℃で加えた。反応混合物を室温まで加
温し、そして次に１６時間攪拌した。飽和ＮａＣｌ溶液（２０ｍｌ）の添加により反応を
クエンチし、そしてＥｔＯＡｃで３回抽出した。有機層を合わせてＭｇＳＯ４で乾燥した
。粗製混合物をシリカのクロマトグラフィーにより精製した（ＥｔＯＡｃ：石油　７：３
）。生成物（３５）（１．４ｇ，７５％）を無色固体として単離した。1H NMR (d6 DMSO)
 δ 2.02-2.39 (m, 2H, H-2'), 3.42-3.52 (m, 2H, H-5'), 3.84-3.88 (m, 3H,H-4', CH2
], 3.97-4.00 (m, 1H, H-3'), 5.02-5.09 (m, 2H, OH, = CH2),(dd, J = 1.9, 17.3 Hz, 
1H, = CH2), 5.73-5.82 (m, 1H, CH = ), 5.94(t, J = 6.8 Hz, 1H, H-1'), 8.24 (s, 1H
, H-6), 11.56 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ１２Ｈ１６ＩＮ２Ｏ

５に関して計算値３９４．０　測定値３９３．
【０１７５】

【化４３】
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　３’－Ｏ－アリル－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－
１－イニル］－２’－デオキシウリジン（３６）
　乾燥ＤＭＦ（１０ｍｌ）中（３５）（４００ｍｇ，１．０ミリモル）の溶液にＣｕＩ（
３８ｍｇ，２０マイクロモル）及びトリエチルアミン（３００μｌ，２．０ミリモル）を
加えた。プロパルギルトリフルオロアセトアミド（４５３ｍｇ，３．０ミリモル）を滴下
し、続いてＰｄ（ＰＰｈ３）４（１１０ｍｇ，９．５マイクロモル）を加えた。反応物を
暗中で１６時間攪拌した。ＭｅＯＨ（１０ｍｌ）、ＤＣＭ（１０ｍｌ）及び重炭酸ｄｏｗ
ｅｘを添加して反応をクエンチした。混合物を３０分間攪拌し、そして次に濾過した。真
空下溶媒を除去し、そしてシリカのクロマトグラフィーにより粗製生成物を精製した（Ｅ
ｔＯＡｃ：石油　３：７～７：３）。生成物をわずかに黄色の結晶として単離した（３９
８ｍｇ，９５％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 2.25-2.43 (m, 2H, H-2'), 3.65-3.76 (m, 2H,
 H-5'), 4.07-4.17 (m, 3H,H-4', CH2), 4.21-4.23 (m, 1H, H-3'), 4.34 (d, J = 5.5 H
z, 2H, CH2N),5.25-5.27 (m, 2H, = CH2, OH), 5.38 (dd, J = 1.83, 17.3 Hz, 1H, = CH

2),5.96-6.06 (m, 1H, = CH), 6.17 (t, J = 6.9 Hz, 1H, H-1'), 8.29 (s, 1H, H-6),10
.17 (t, J = 5.5 Hz, 1H, NHTFA), 11.78 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプ
レー）Ｃ１７Ｈ１８Ｆ３Ｎ３Ｏ６　に関して計算値４１７．１１，測定値４１６．
【０１７６】
【化４４】

　３’－Ｏ－アリル－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－
１－イニル］－２’－デオキシウリジン　５’－Ｏ－ヌクレオシド三リン酸（３７）
　窒素下で、双方共に真空下Ｐ２Ｏ５上で２４時間乾燥した（３６）（１００ｍｇ，０．
２４ミリモル）及びプロトンスポンジ（６１．５ｍｇ，０．２８ミリモル）をＯＰ（ＯＭ
ｅ）３（２２５μｌ）に溶解した。０℃で新たに蒸留したＰＯＣｌ３を滴下し、そして混
合物を１．５時間攪拌した。次いでピロリン酸塩（１．４４ｍｌ，０．７２マイクロモル
，ＤＭＦ中０．５Ｍ）及びｎＢｕ３Ｎ（０．３６ｍｌ，１．５ミリモル）を加え、そして
得られた混合物を更に１．５時間攪拌した。重炭酸トリエチルアンモニウム溶液（４．５
ｍｌ，０．１Ｍ溶液，ＴＥＡＢ）を加え、そして反応混合物を２時間攪拌した。次いでＮ
Ｈ３水溶液（４．５ｍｌ）を加え、そして混合物を１６時間攪拌した。溶媒を除去して乾
燥した後、残渣を水に再溶解し、濾過し、そしてＭＰＬＣで精製し、続いてＨＰＬＣ精製
した。無色泡状物として望ましい三リン酸塩（３７）（１０．２マイクロモル，４％，ε

２８０＝１００００）を単離した。ＭＰＬＣ条件：ＤＥＡＥ　セファデックスカラムで０
．０５Ｍ　ＴＥＡＢから０．７Ｍ　ＴＥＡＢ、各々２ｌを用いてグラジエントを実行した
。生成物を含有する画分は～０．４Ｍ　ＴＥＡＢで溶出される。溶媒を除去した後、生成
物をＨＰＬＣ精製した。ＨＰＬＣ条件：ｔｒ（三リン酸）：２１．９分（Ｚｏｒｂａｘ　
Ｃ－１８調製用カラム、バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ、バッファーＢ　０．１Ｍ　
ＴＥＡＢ＋３０％アセトニトリル、グラジエント　３５分で５－３５％バッファーＢ）。
1H NMR (D2O) δ 2.17-2.23 (m, 1H, H-2'), 2.40-2.45 (m, 1H, H-2'), 3.67 (s, 2H, C
H2N),3.99 (d, J = 5.9 Hz, 2H, OCH2), 4.02-4.17 (m, 2H, H-5'), 4.25 (br s,1H, H-4
'), 4.32-4.33 (m, 1H, H-3'), 5.13 (d, J = 10.3 Hz, 1H, = CH2),5.23 (d, J = 17.2 
Hz, 1H, = CH2), 5.78-5.88 (m.1H, = CH), 6.16 (t, J= 6.7 Hz, 1H, H-1'), 8.33 (s, 
1H, H-6)．31P NMR (161.9MHz, D2O) δ -21.3 (t,J = 19.5 Hz, 1P, Pγ), -10.3 (d, J
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 = 19 Hz,1P, Pα), -7.1 (d, J= 15.5 Hz, 1P, Pβ)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレ
ー）Ｃ１５Ｈ２２Ｎ３Ｏ１４Ｐ３　に関して計算値５６１．０３，測定値５６０，４８０
［Ｍ－リン酸］，４０１［Ｍ－２ｘリン酸］．
【０１７７】
【化４５】

　ＤＭＦ（０．２ｍｌ）中Ｃｙ３ジスルフィドリンカー（２．５マイクロモル）の溶液に
０℃で炭酸ジサクシンイミジル（０．９６ｍｇ　３．７５マイクロモル）及び４－（ジメ
チルアミノ）ピリジン（ＤＭＡＰ）（０．４６ｍｇ　３．７５マイクロモル）を加えた。
反応混合物を１０分間攪拌し、そして次にＴＬＣ（ＭｅＯＨ：ＤＣＭ　３：７）で検査し
た（活性化エステル　ｒｆ＝０．５）。別のフラスコで３’－Ｏ－アリルチミジン三リン
酸（３７）（５３２μｌ，水中１４．１ｍＭ，７．５マイクロモル）をＢｕ３Ｎ（１４３
μｌ）と混合し、そして蒸発乾固した。その後、三リン酸塩（３７）を乾燥ＤＭＦ（０．
２ｍｌ）に溶解した。三リン酸塩（３７）溶液に０℃で活性色素を加え、そして反応混合
物を室温まで加温し、そして次に１６時間攪拌した。溶媒を除去し、そして残渣を水に溶
解した。反応混合物を０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（１００ｍｌ）を用いて小型のＤＥＡＥセファ
デックスカラム（２ｘ５ｃｍ）に通してカップリング試薬及び未反応リンカー除去した。
１Ｍ　ＴＥＡＢ（１００ｍｌ）で三リン酸塩（３８）を溶出した。次いで混合物をＨＰＬ
Ｃにより分離した。収量：暗赤色固体の生成物１．４１マイクロモル（５６％，ε５５０

＝１５００００）を単離した。ＨＰＬＣ条件ｔｒ（３８）：１９．６分（Ｚｏｒｂａｘ　
Ｃ－１８調製用カラム、バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ、バッファーＢ　アセトニト
リル、グラジエント　２９分で２－５８％バッファーＢ）。1H (d6 DMSO) δ 0.75-0.79 
(m, 3H, CH3), 1.17-1.28 (m, 2H, CH2),1.48-1.55 (m, 2H, CH2), 1.64 (s, 12H, 4 x C
H3),1.70-1.77(m, 2H, CH2), 1.96-2.02 (m, 1H, H-2'), 2.07-2.11 (m, 2H, CH2),2.25-
2.30 (m, 1H, H-2'), 2.51-2.55 (m, 2H, CH2), 2.64-2.68 (m, 2H, CH2),2.75-2.81 (m,
 2H, CH2), 3.27-3.31 (m, 2H, CH2),3.91-4.05(m, 9H, H-5', OCH2, NCH2, 2 x NCH2-dy
e), 4.13(s, 1H, H-4'), 4.22-4.24 (m, 1H, H-3'), 5.06 (d, J = 10.5 Hz, 1H, = CH2)
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 1H, H-1'), 6.20-6.29 (m, 2H, αH), 7.23- 7.31 (m, 2H,HAr), 7.63-7.79 (m, 5H, H-
6,4x HAr), 8.31-8.45 (m, 1H, βH)． 31P(161.9 MHz, d6 DMSO) δ -20.2 (m, 1P, Pβ
), -10.0 (d, J 18.5 Hz, 1P, Pα), -4.8 (d, J 19.5 Hz, 1P, Pγ)．Mass（－ｖｅエレ
クトロスプレー）Ｃ５１Ｈ６７Ｓ４Ｎ６Ｏ２２Ｐ３に関して計算値１３３６．２４，測定
値１３３５．１，６８８．１［切断されたジスルフィド（色素），６４７．９［切断され
たジスルフィド（ヌクレオチド）］．
【０１７８】
　化合物３８の酵素取り込み
　５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）、０．０１％　Ｔｗｅｅｎ－２０及び４ｍ
Ｍ　ＭｇＳＯ４中１００ｎＭ　ＤＮＡ　プライマー／鋳型（予めＰ３２及びＴ４ポリヌク
レオチドキナーゼで標識したプライマー）に２μＭ　化合物３８及び１００ｎＭ　ポリメ
ラーゼ（Ｔｈｅｒｍｏｃｏｃｃｕｓ種　９°Ｎ　ｅｘｏ　－Ｙ４０９Ｖ　Ａ４８５Ｌ、Ｎ
ｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓより入手）を加えた。遮断の影響を示すため、鋳
型は１０個のアデノシン塩基の並びから成る。反応物を６５℃で１０分間加熱する。完全
な遮断を示すために、４つの元来の遮断されていないヌクレオシド三リン酸で追跡を行う
。アリル遮断の定量的な取り込みを観察することができ（図７）、そしてこれが更なる取
り込みに対する有効な遮断として作用することを示すことができる。
【０１７９】
【化４６】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－５－ヨード－２’－デオキシシチジン（３
９）
　ＤＭＦ（１３０ｍｌ）中５－ヨード－２’－デオキシシチジン（２．２ｇ，６．２３ミ
リモル）の溶液にイミダゾール（４６７ｍｇ，６．８５ミリモル）を加えた。混合物を０
℃で冷却し、そして、塩化ｔ－ブチルジメチルシリル（ＴＢＤＭＳＣｌ）（１．３３ｇ，
６．８５ミリモル）を５分間かけて加えた。室温で１８時間の後、減圧下揮発性物質を蒸
発させ、そして残渣をシリカゲルのフラッシュクロマトグラフィーによりＥｔＯＡｃ：Ｍ
ｅＯＨ（９５：５～９０：１０）で精製して、予測される生成物（３９）（２．１０ｇ，
７２％）が未反応出発原料（４９０ｍｇ）と共に得られた。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.11 (
s, 3H, CH3), 0.12 (s, 3H, CH3), 0.89 (s,9H, 3CH3), 1.90 (ddd, J = 13.2, 7.7 and 
5.7 Hz, 1H, HH-2'), 2.18(ddd, J = 13.2, 5.7 and 2.3 Hz, 1H, HH-2'), 3.72 (dd, J 
= 11.5, 3.6 Hz, 1H,HH-5'), 3.80 (dd, J = 11.5, 2.8 Hz, 1H, HH-5'), 3.86-3.89 (m,
 1H, H-4'),4.14-4.18 (m, 1H, H-3'), 5.22 (1H, d, J = 4.1 Hz, OH), 6.09 (1H, dd, 
J = 7.8,5.8 Hz, H-1'), 6.60 (br s, 1H, NHH), 7.81 (br s, 1H, NHH), 7.94 (s, 1H, 
H-6);MS (ES) :m/z (%) (M + H) 468 (90%)．
【０１８０】
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【化４７】

　３’－Ｏ－アリル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－５－ヨード－２’－デ
オキシシチジン（４０）
　Ｎ２雰囲気下、ＴＨＦ（２６ｍｌ）中ＮａＨの溶液（６０％，１１３ｍｇ，２．８４ミ
リモル）にＴＨＦ（６ｍｌ）中出発ヌクレオシド（３９）（６６９ｍｇ，１．４３ミリモ
ル）の溶液をゆっくりと加えた。混合物を室温で４５分間攪拌し、０℃で冷却し、そして
臭化アリル（１３４μＬ，１．５８ミリモル）をゆっくりと加えた。室温で１５分後、溶
液を０℃まで冷却し、Ｈ２Ｏ（５ｍｌ）の添加により反応をクエンチした。減圧下、ＴＨ
Ｆを蒸発させ、そして生成物をＥｔＯＡｃ（３×２５ｍｌ）に抽出した。有機抽出物を合
わせ、乾燥（ＭｇＳＯ４）し、濾過し、そして減圧下揮発性物質を蒸発させて、残渣が得
られ、これをシリカゲルのフラッシュクロマトグラフィーにより精製して無色油状の予測
される３’－Ｏ－アリル生成物（４０）（３２３ｍｇ，４４％）がいくつかの未反応出発
原料（１７０ｍｇ）と共に得られた；1H NMR (d6 DMSO) δ 0.00 (s, 3H, CH3), 0.01 (s
, 3H, CH3), 0.79 (s,9H, 3CH3), 1.84 (ddd, J = 13.3, 8.2 and 5.5 Hz, 1H, H-2'), 2
.20-2.25(m, 1H, H-2'), 3.62-3.72 (m, 2H, H-5'), 3.88-3.93 (m, 4H, H-3', 4', HHC-
CH = ),5.1 (dd, J = 8.5, 1.7 Hz, 1H, CH = CHH), 5.16 (dd, J = 17.2, 1.7 Hz, 1H, 
CH =CHH), 5.75-5.83 (m, 1H, CH = CHH), 5.94 (dd, J = 8.4, 5.6 Hz, 1H, H-1'), 6.5
3(br s, 1H, NHH), 7.74 (br s, 1H, NHH), 7.83 (s, 1H, H-6); MS (ES) :m/z (%)(M-H)
 506 (100%)．
【０１８１】

【化４８】

　３’－Ｏ－アリル－５－ヨード－２’－デオキシシチジン（４１）
　Ｎ２保護雰囲気下、ＴＨＦ（１５ｍｌ）中出発ヌクレオシド（４０）（３２３ｍｇ，０
．６４ミリモル）の溶液に室温でＴＨＦ中１Ｍ　フッ化テトラブチルアンモニウム（ＴＢ
ＡＦ）（０．７ｍｌ，０．７ミリモル）を加えた。混合物を１時間攪拌し、そして次にＨ

２Ｏ（５ｍｌ）の添加により反応をクエンチした。ＴＨＦを蒸発させ、そして水性残渣を
ＥｔＯＡｃ（３×２５ｍｌ）に抽出した。有機層を合わせて乾燥（ＭｇＳＯ４）し、濾過
し、そして減圧下揮発性物質を蒸発させて粗製物質が得られ、これをプレパック式シリカ
カラムのフラッシュクロマトグラフィーにより、ＥｔＯＡｃで溶出して精製した。生成物
（４１）が白色固体として得られた（２３３ｍｇ，９３％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 1.96
-2.05 (m, 1H, H-2') 2.24 (ddd, J = 13.5, 5.8 and 2.8 Hz, 1H,H-2'), 3.50-3.62 (m,
 2H, H5'), 3.91-3.97 (m, 2H, H3', H4'), 4.03-4.07 (m, 2H,HHC-CH = ), 5.11-5.16 (
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m, 2H, OH, CH = CHH), 5.24 (dd, J = 17.2, 1.6 Hz, 1H, CH= CHH), 5.82-5.91 (m, 1H
, CH = CHH), 6.02 (dd, J = 7.6, 6.0 Hz, 1H, H-1'), 6.60(s, 1H, NHH), 7.79 (s, 1H
, NHH), 8.21 (s, 1H, H-6)．MS(ES) :m/z (%) (M-H) 392 (100%)．
【０１８２】
【化４９】

　３’－Ｏ－アリル－５－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－
１－イニル］－２’－デオキシシチジン（４２）
　乾燥ＤＭＦ（８．５ｍｌ）中出発ヌクレオシド（４１）（２００ｍｇ，０．５１ミリモ
ル）の溶液に室温及びアルゴン雰囲気下でＣｕＩ（１９ｍｇ，０．１０ミリモル）、ＮＥ
ｔ３（１４８μｌ，１．０２ミリモル），２，２，２－トリフルオロ－Ｎ－プロパ－２－
イニル－アセトアミド（２３０ｍｇ，１．５３ミリモル）及びＰｄ（ＰＰｈ３）４（５８
ｍｇ，０．０５ミリモル）をゆっくりと加えた。混合物を室温で攪拌し、そして４時間遮
光し、重炭酸ｄｏｗｅｘを添加して反応をクエンチし、そして１時間攪拌し、次いで濾過
し、そして減圧下揮発性物質を蒸発させた。残渣をを更にＭｅＯＨ（１５ｍｌ）から蒸発
させ、そして次にシリカゲルのクロマトグラフィーにより精製した（ＣＨ２Ｃｌ２、ＣＨ

２Ｃｌ２：ＥｔＯＡｃ　１：１、ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９７．５：２．５）。予測され
る生成物（４２）がベージュ色の固体として得られた（１８０ｍｇ，８５％）。1H NMR (
d6 DMSO) δ 1.90 (ddd, J = 13.6, 7.7 and 6.0 Hz, 1H, H-2'), 2.16 (ddd, J = 13.6,
5.7 and 2.4 Hz, 1H, H-2'), 3.42-3.50 (m, 2H, H-5'), 3.84-3.87 (m, 3H, H-4',OHHC-
CH = ), 3.94-3.96 (m, 1H, H-3'), 4.16 (d, J = 5.1 Hz, 2H, H2C-N),4.98-5.05 (m, 2
H, OH, CH = CHH), 5.14 (dd, J = 17.3, 1.7 Hz, 1H, CH = CHH),5.72-5.82 (m, 1H, CH
 = CHH), 5.95 (dd, J = 7.7, 5.8 Hz, 1H, H-1'), 6.74 (br s,1H, NHH), 7.72 (br s, 
1H, NHH), 8.01 (1H, s, H-6), 9.82 (br t, 1H, HN-CH2)．MS (ES) :m/z (%) (M-H) 415
 (100%)．
【０１８３】

【化５０】

　３’－Ｏ－アリル－５－（３－アミノ－プロパ－１－イニル）－５’－Ｏ－三リン酸－
２’－デオキシシチジン（４３）
　アルゴン雰囲気下で、ＰＯ（ＯＭｅ）３（３６０μｌ）中ヌクレオシド（２４）（１７
０ｍｇ，０．４１ミリモル）及びプロトンスポンジ（１０５ｍｇ，０．５０ミリモル）（
双方共に予めＰ２Ｏ５上で少なくとも２４時間乾燥した）の溶液に０℃でＰＯＣｌ３（新
たに蒸留した）（５０μｌ，０．５４ミリモル）をゆっくりと加えた。溶液を０℃で３時
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間激しく攪拌し、そして次にＤＭＦ中０．５Ｍ　テトラトリブチルアンモニウム　二リン
酸（３．２０ｍｌ，１．６０ミリモル）、続いてｎＢｕ３Ｎ（０．７５ｍｌ，３．２ミリ
モル）及び０．１Ｍ　重炭酸トリエチルアンモニウム（ＴＥＡＢ）（１２ｍｌ）の添加に
よりクエンチした。混合物を室温で３時間攪拌し、そして次にアンモニア水溶液（ρ０．
８８　１．０ｍｌ）（１２ｍｌ）を加えた。溶液を室温で１５時間攪拌し、減圧下揮発性
物質を蒸発させ、そして残渣をＭＰＬＣにより、０．０５Ｍから０．７Ｍ　ＴＥＡＢのグ
ラジエントで精製した。予測される三リン酸塩（４３）をおよそ０．５１Ｍ　ＴＥＡＢで
カラムから溶出した。Ｚｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ｃ１８調製用カラム（内径２１．２ｍｍ×２
５ｃｍ）のＨＰＬＣにより、以下のグラジエント：０～５分　５％Ｂ，Φ．２ｍｌ；５～
２５分　８０％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２５～２７分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２７～３０分　
９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；３０～３２分　５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；３２～３５分　９５％Ｂ，
Φ．２ｍｌを用いて０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（ポンプＡ）及び０．１Ｍ　ＴＥＡＢ中３０％Ｃ
Ｈ３ＣＮ（ポンプＢ）で溶出して第２の精製を行い、ｔｒ（４３）：２０．５（２０マイ
クロモル，収率　５％）の前記で詳記した生成物（４３）が得られた；31P NMR (D2O) δ
 -6.01 (d, J = 19.9 Hz, 1P, Pγ),-10.24 (d, J = 19.3 Hz, 1P, Pα), -21.00 (t, J 
= 19.6 Hz, 1P, Pβ);1H NMR (D2O) δ 2.19-2.26 (m, 1H,H-2'), 2.51 (1H, ddd, J = 1
4.2, 6.1 and 3.2 Hz, H-2'), 3.96-4.07 (m, 4H, NCH2,OHHC-CH = ), 4.09-4.14 (m, 1H
, H-5') 4.22-4.26 (m, 1H, H-5'), 4.30-4.37 (m, 2H,H-3', 4'), 5.20 (d, J = 10.4 H
z, 1H, CH = CHH), 5.30 (1H, dd, J = 17.3, 1.5 Hz,CH = CHH), 5.85-5.95 (m, 1H, CH
 = CHH), 6.18 (t, J = 6.5 Hz, 1H, H-1'), 8.40(s, 1H, H-6); MS (ES) :m/z (%) (M-H
) 559 (100%)．
【０１８４】
【化５１】

　ＤＭＦ（５００μｌ）中Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８ジスルフィドリンカー（２．
３７ｍｇ，３．４マイクロモル）の溶液に炭酸Ｎ，Ｎ－ジサクシンイミジル（１．３ｍｇ
，５．１マイクロモル）及び４－ＤＭＡＰ（０．６ｍｇ，５．１マイクロモル）を加えた
。混合物を１０分間攪拌し、次いでこれをｎＢｕ３Ｎ（３０μｌ）含有ＤＭＦ（１００μ
ｌ）中ヌクレオチド（４３）の溶液（３．２３ｍｇ，５．８マイクロモル）に加えた。混
合物を室温で連続的に１６時間攪拌した。減圧下、揮発性物質を蒸発させ、そして残渣を
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ムを通し、最初に０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（７０ｍｌ）次いで１．０Ｍ　ＴＥＡＢ（１００ｍ
ｌ）で溶出して精製した。予測される生成物（４４）を含有する最終画分を濃縮し、そし
て残渣をＺｏｒｂａｘ　ＳＢ－Ｃ１８カラム（内径２１．２ｍｍ×２５ｃｍ）で０．１Ｍ
　ＴＥＡＢ（ポンプＡ）及びＣＨ３ＣＮ（ポンプＢ）で以下のグラジエント：０～２分　
２％Ｂ，Φ．２ｍｌ；２～４分　２％Ｂ，Φ．８ｍｌ；４～１５分　２３％Ｂ，Φ．８ｍ
ｌ；１５～２４分　２３％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２４～２６分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ；２６
～２８分　９５％Ｂ，Φ．８ｍｌ、２８～３０分　２％Ｂ，Φ．８ｍｌ，３０～３３分　
２％Ｂ，Φ．２ｍｌを用いて溶出してＨＰＬＣ精製し、ｒｔ（４４）：１９．９（０．５
６　マイクロモル，ＵＶ測定に基づいた収率１７％；Ｈ２Ｏ　中λｍａｘ＝４９３ｎｍ，
ε　７１，０００ｃｍ－１Ｍ－１）の前記で詳記した生成物が得られた；31P NMR (D2O) 
δ -5.07 (d, J = 22.2 Hz, 1P, Pc), -10.26 (d, J =19.4 Hz, 1P, Pα),-21.09 (t, J 
= 19.7 Hz, 1P, Pβ); 1HNMR (D2O) δ 2.44-2.26 (m, 2H, HH-2'), 2.50(t, J = 6.7 Hz
, 2H, CH2), 2.83 (4H, CH2, CH2),3.58 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2), 4.07-3.91 (m, 6H,
 HH-5', NCH2,OHHC-CH = ), 4.16-4.12 (m, 1H, H-4'), 4.23-4.17 (m, 1H, H-3'), 5.24
-5.09 (m,2H, CH = CHH, CH = CHH), 5.84-5.74 (m, 1H, CH = CHH), 5.98 (t, J = 8.1 
Hz, 1H,H-1'), 6.79 (d, J = 9.1 Hz, 1H, HAr), 6.80 (d, J = 9.3 Hz, 1H, HAr),7.06 
(t, J = 8.8 Hz, 2H, HAr), 7.55 (br s, 1H, HAr),7.90-7.85 (m, 2H, HAr), 7.94 (s, 
1H, H-6); MS (ES) :m/z (%) (M-H)-　1239 (27%)．
【０１８５】
【化５２】

　５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－７－デアザ－７－ヨード－２’－デオキシ
グアノシン（４５）
　ＤＭＦ（１０ｍｌ）中（４４）の溶液（０．５５ｇ，１．４ミリモル）をイミダゾール
（１９０ｍｇ，２．８ミリモル）及びＴＢＤＭＳＣｌ（２７４ｍｇ，１．８２ミリモル）
と室温で１５分間処理した。反応をＭｅＯＨ（～５ｍｌ）でクエンチした。混合物を蒸発
乾固した。水（～３００ｍｌ）を残渣に加え、そして少なくとも１時間攪拌してイミダゾ
ールを完全に溶解した。濾過により褐色の固体が得られ、これを乾燥し、シリカゲルクロ
マトグラフィーにより精製し（ＤＣＭからＤＣＭ：ＭｅＯＨ　９０：１０）、淡黄色粉末
として（４５）が得られた（３９４ｍｇ，５６％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.00, 0.01 (
2s, 6H, CH3), 0.82 (s, 9H, CH3),1.99-2.05, 2.16-2.22 (2m, 2H, H-2'), 3.58-3.66 (
m, 2H, H-5'), 3.72-3.74 (m, 1H,H-4'), 4.18-4.19 (m, 1H, H-3'), 5.16 (d, J = 3.0 
Hz, 1H, OH), 6.20 (dd, J =6.0, 8.0 Hz, 1H, H-1'), 6.25 (br s, 2H, NH2), 7.58 (s,
 1H, H-8),10.37 (s, 1H, HN)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１７Ｈ２７ＩＮ

４Ｏ４Ｓｉに関して計算値５０６，測定値５０５．
【０１８６】
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【化５３】

　３’－Ｏ－アリル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－７－デアザ－７－ヨー
ド－２’－デオキシグアノシン（４６）
　ＴＨＦ（２５ｍｌ）中（４５）の溶液（３５４ｍｇ，０．７ミリモル）をＮａＨ（４２
ｍｇ，１．７５ミリモル）と室温で１時間反応させた。臭化アリルを加え、懸濁液を室温
で２日間攪拌した。～６０％出発原料（４５）を生成物（４６）に変換した。飽和ＮａＣ
ｌ水溶液で反応をクエンチし、そしてＤＣＭで３回抽出した。有機層を合わせ、乾燥（Ｍ
ｇＳＯ４）し、そして真空下濃縮した。残渣をＴＨＦ（１ｍｌ）中ＴＢＡＦ及びＴＨＦ（
１ｍｌ）と３０分間処理した。ＴＨＦを蒸発させて除去した。残渣をＤＣＭに溶解し、そ
してＮａＨＣＯ３（飽和）水溶液を加えた。水層をＤＣＭで３回抽出した。有機層を合わ
せ、ＭｇＳＯ４上で乾燥し、そして真空下濃縮した。シリカのクロマトグラフィーによる
精製（ＥｔＯＡｃからＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　８５：１５）で黄色泡状の（４６）が得ら
れた（１０１ｍｇ，３５％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 2.15-2.31 (m, 2H, H-2'), 3.41-3.
45 (m, 2H, H-5'), 3.82-3.85 (m, 1H,H-4'), 3.93 (d, J = 2.6 Hz, 2H, OCH2), 4.04-4
.06 (m, 1H, H-3'), 4.99(t, J = 5.4 Hz, OH), 5.08-5.24 (m, 2H, = CH2), 5.79-5.89 
(m, 1H, CH= ), 6.15 (dd, J = 5.9, 9.1 Hz, 1H, H-1'), 6.27 (br s, 2H, NH2),7.07 (
s, H-8), 10.39 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅ　ｅエレクトロスプレー）Ｃ１４Ｈ１７ＩＮ

４Ｏ４に関して計算値４３２，測定値４３１．
【０１８７】
【化５４】

　３’－Ｏ－アリル－５’－Ｏ－（ｔ－ブチルジメチルシリル）－７－デアザ－７－［３
－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド）－プロパ－１－イニル）－２’－デオキシ
グアノシン（４７）
　Ｎ２下、ＤＭＦ（２ｍｌ）中（４６）（１０４ｍｇ，０．２４ミリモル）、Ｐｄ（ＰＰ
ｈ３）４（２４ｍｇ，０．０２４ミリモル）、ＣｕＩ（９．１ｍｇ，０．０４８ミリモル
）、Ｅｔ３Ｎ（６６μｌ，０．４８ミリモル）及びＣＨ≡ＣＣＨ２ＮＨＣＯＣＦ３（８９
μＬ，０．７２ミリモル）の懸濁液を室温で１５時間攪拌した。アルミ箔で反応物を遮光
した。ＴＬＣが出発物質の完全な消費を示した後、反応混合物を濃縮した。残渣をＭｅＯ
Ｈ（２０ｍｌ）で希釈し、そしてｄｏｗｅｘ－ＨＣＯ３

－で処理した。混合物を３０分間
攪拌し、そして濾過した。溶液を濃縮し、シリカゲルのクロマトグラフィー（石油エーテ
ル：ＥｔＯＡｃ　５０：５０から石油エーテル：ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　４０：４０：２
０）により精製し、黄色粉末として（４７）が得られた（７４ｍｇ，７０％）。1H NMR (
d6 DMSO) δ 2.15-2.39 (m, 2H, H-2'), 3.42-3.44 (m, 2H, H-5'), 3.83-3.87 (m, 1H,H
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-4'), 3.93-3.95 (m, 2H, OCH2), 4.0-4.07 (m, 1H, H-3'), 4.15 (d, J =5.3 Hz, 2H, 
≡CCH2), 4.91 (t, J = 5.4 Hz,OH), 5.08-5.24 (m, 2H, = CH2), 5.80-5.89 (m, 1H, CH
 = ), 6.15 (dd, J= 5.6, 8.9 Hz, 1H, H-1'), 6.28 (br s, 2H, NH2), 7.24 (s, H-8), 
9.98(t, J = 5.3 Hz, 1H, NH), 10.44 (s, 1H, NH)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー
）Ｃ１９Ｈ２０Ｆ３Ｎ５Ｏ５　に関して計算値４５５，測定値４５４．
【０１８８】
【化５５】

　ヌクレオシド（４７）及びプロトンスポンジをＰ２Ｏ５上で２４時間乾燥した。リン酸
トリメチル（０．５ｍｌ）、（４７）（７３ｍｇ，０．１６ミリモル）及びプロトンスポ
ンジ（６９ｍｇ，０．３２ミリモル）を４Åモレキュラーシーブで１時間攪拌した。新た
に蒸留したＰＯＣｌ３（１８μｌ，０．１９ミリモル）を加え、そして溶液を４℃で２時
間攪拌した。混合物をゆっくりと室温まで加温し、そしてビス（トリ－ｎ－ブチルアンモ
ニウム）ピロリン酸（１．３ｍｌ，０．８８ミリモル）及び無水トリ－ｎ－ブチルアミン
（０．３ｍｌ，１．２８ミリモル）を加えた。５分後、０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（重炭酸トリ
エチルアンモニウム）バッファー（１０ｍｌ）で反応をクエンチし、そして３時間攪拌し
た。減圧下、水を除去し、そして得られた残渣を濃アンモニア（ρ０．８８，１０ｍｌ）
に溶解し、そして室温で１６時間攪拌した。次いで反応混合物を蒸発乾固した。残渣を水
に溶解し、そして溶液をＤＥＡＥ－セファデックスＡ－２５　カラムに適用した。０．０
５Ｍ及び１Ｍ　ＴＥＡＢ、各２ｌの直線グラジエントでＭＰＬＣを実施した。三リン酸塩
を０．７Ｍと０．８Ｍ　バッファーの間で溶出した。生成物を含有する画分を合わせ、そ
して蒸発乾固した。残渣を水に溶解し、更にＨＰＬＣで精製した。ｔｒ（４８）：２０．
３分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ－１８調製用カラム、グラジエント　３０分で５－３５％Ｂ、バ
ッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ、バッファーＢＭｅＣＮ）。生成物（４８）を白色泡状
物として単離した（１４７　Ｏ．Ｄ．，１９．３　マイクロモル，１２％，ε２６０＝７
，６００）。1H NMR (D2O) δ 2.38-2.46 (m, 2H, H-2'), 3.91 (m, 2H, ≡CCH2),3.98-4
.07 (m, 4H, H-5', 2H, OCH2), 4.25 (br s, 1H, H-4'), 4.40 (brs, 1H, H-3'), 5.16-5
.30 (m, 1H, = CH2), 5.83-5.91 (m, 1H, = CH),6.23-6.27 (m, 1H, H-1'), 7.44 (s, 1H
, H-8)．31P NMR δ -7.1 (d, J = 16.5 Hz, 1P, Pγ), -10.1 (d, J = 19.9 Hz, 1P, P

α), -21.5 (t, J = 18.0 Hz, 1P, Pβ)．Mass（－ｖｅ　エレクトロスプレー）Ｃ１７Ｈ

２４Ｎ５Ｏ１３Ｐ３に関して計算値５９９，測定値５９８．
【０１８９】
【化５６】

　７－デアザ－５’－Ｏ－ジフェニルシリル－７－ヨード－２’－デオキシアデノシン（
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４９）
　ＴＢＤＰＳＣｌ（０．８７ｇ，２．７８ミリモル）を乾燥ピリジン（１９ｍｌ）中７－
デアザ－７－ヨード－２’－デオキシアデノシン（１．０５ｇ，２．７８ミリモル）の攪
拌溶液にＮ２下５℃で加えた。１０分後、溶液を室温まで上昇させ、そして１８時間攪拌
した。溶液を減圧下蒸発させ、そして残渣をシリカのフラッシュクロマトグラフィーによ
り精製した（ＤＣＭからＤＣＭ：ＭｅＯＨ　１９：１）。これにより所望の生成物（４９
）が得られた（１．６ｇ，８３％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 1.07 (s, 9H), 2.31-2.36 (m
, 1H), 3.76-3.80 (dd, 1H, J = 11.1, 4.7Hz), 3.88-3.92 (dd, 1H, J = 11.2, 3.9 Hz)
, 3.97-4.00 (m, 1H), 4.49-4.50 (m,1H), 5.83 (s, 1H), 6.58-6.61 (t, 1H, J = 6.7 H
z), 7.44-7.55 (m, 6H), 7.68-7.70(m, 5H), 8.28 (s, 1H)．Mass（エレクトロスプレー
）Ｃ２７Ｈ３１ＩＮ４Ｏ３Ｓｉに関して計算値６１４．１２，測定値６１３．
【０１９０】
【化５７】

　７－デアザ－６－Ｎ，Ｎ－ジメチルホルマジン－５’－Ｏ－ジフェニルシリル－７－ヨ
ード－２’－デオキシアデノシン（５０）
　ジメチルホルムアミドジメチルアセタール（６．３ｇ，５３ミリモル）含有ＭｅＯＨ（
７０ｍｌ）中（４９）の溶液（１．６ｇ，２．６１ミリモル）を４５℃で１８時間加熱し
た。溶液を冷却し、減圧下蒸発させ、そしてシリカゲルのフラッシュクロマトグラフィー
により精製した（ＥｔＯＡｃからＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９８：２）。これにより望まし
い生成物（５０）１．５２ｇ（８７％）が得られた。1H NMR (d6 DMSO) δ 0.85 (s, 9H)
, 2.05-2.11 (m, 1H), 3.03 (s, 3H), 3.06 (s, 3H),3.53-3.57 (dd, 1H, J = 11.1, 4.8
 Hz), 3.65-3.69 (dd, 1H, J = 11.1, 4 Hz),3.73-3.76 (q, 1H, J = 4 Hz), 4.26-4.28 
(m, 1H), 5.21-5.22 (d, 1H, J = 4.3 Hz),6.39-6.42 (t, 1H, J = 6.8 Hz), 7.21-7.32 
(m, 6H), 7.46 (s, 1H), 7.45-7.48 (m,4H), 8.15 (s, 1H), 8.68 (s, 1H)．Mass（＋ｖ
ｅエレクトロスプレー）Ｃ３０Ｈ３６ＩＮ５Ｏ３Ｓｉに関して計算値６６９．１６，測定
値６７０．
【０１９１】
【化５８】

　３’－Ｏ－アリル－７－デアザ－６－Ｎ，Ｎ－ジメチルホルマジン－５’－Ｏ－ジフェ
ニルシリル－７－ヨード－２’－デオキシアデノシン（５１）
　乾燥ＴＨＦ（５ｍｌ）中（５０）の溶液（１．５２ｇ，２．２８ミリモル）を乾燥ＴＨ
Ｆ（３５ｍｌ）中水素化ナトリウムの攪拌懸濁液（６０％，１０９ｍｇ，２．７３ミリモ
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ル）に室温で滴下した。４５分後、黄色の溶液を５℃まで冷却し、そして臭化アリル（０
．４１３ｇ，３．４１ミリモル）を加えた。溶液を室温まで上昇させ、そして１８時間攪
拌した。イソプロパノール（１０滴）を加えた後、溶液を水（５ｍｌ）及びＥｔＯＡｃ（
５０ｍｌ）間で分配した。有機層を分離し、そして水溶液を更にＥｔＯＡｃ（２ｘ５０ｍ
ｌ）で抽出した。合わせた有機溶液を乾燥（ＭｇＳＯ４）し、そして減圧下蒸発させた。
残渣をシリカのフラッシュクロマトグラフィーにより精製し（石油エーテル：ＥｔＯＡｃ
　１：３からＥｔＯＡｃ）、ゴム状の所望の生成物（５１）１．２ｇ（７４％）が得られ
た。1H NMR (d6 DMSO) δ 1.03 (s, 9H), 2.39-2.45 (m, 1H), 2.60-2.67 (m, 1H), 3.2 
(s, 3H),3.23 (s, 3H), 3.70-3.74 (dd, 1H, J = 11.2, 4.6 Hz), 3.83-3.87 (dd, 1H, J
 = 11,5.4 Hz), 4.03-4.08 (m, 3H), 4.30-4.31 (m, 1H), 5.18-5.21 (m, 1H), 5.28-5.3
3 (m,1H), 5.89-5.98 (m, 1H), 6.49-6.53 (dd, 1H, J = 8.4, 5.8 Hz), 7.41-7.51 (m, 
6H),7.62-7.66 (m, 5H), 8.31 (s, 1H), 8.85 (s, 1H)．Mass（＋ｖｅエレクトロスプレ
ー）Ｃ３３Ｈ４０ＩＮ５Ｏ３Ｓｉに関して計算値７０９．１９，測定値７１０．
【０１９２】

【化５９】

　３’－Ｏ－アリル－７－デアザ－６－Ｎ，Ｎ－ジメチルホルマジン－７－ヨード－２’
－デオキシアデノシン（５２）
　ＴＨＦ中１Ｍ　ＴＢＡＦ溶液（４．４ｍｌ，４．４ミリモル）をＴＨＦ（１００ｍｌ）
中（５１）の溶液（１．２ｇ，１．６９ミリモル）にＮ２下、５℃で加えた。溶液を室温
まで上昇させ、そして２日間攪拌した。溶液を減圧下蒸発させ、そしてシリカのフラッシ
ュクロマトグラフィーにより精製した（ＥｔＯＡｃからＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ　９７：３
）．これにより所望の生成物（５２）５９３ｍｇ（７７％）が得られた。1H NMR (d6 DMS
O) δ 2.54 (m, 2H), 3.40 (s, 3H), 3.44 (s, 3H), 3.72-3.8 (m, 2H),4.18-4.21 (m, 1
H), 4.23-4.27 (m, 3H), 4.4-4.42 (d, 1H, J = 5.7 Hz), 5.35-5.41(m, 2H), 5.49-5.5 
(q, 1H, J = 1.7 Hz), 5.53-5.55 (q, 1H, J = 1.7 Hz), 6.1-6.2(m, 1H), 6.67-6.70 (d
d, 1H, J = 8.8, 5.5 Hz), 7.96 (s, 1H), 8.53 (s, 1H), 9.06(s, 1H)．Mass（＋ｖｅエ
レクトロスプレー）Ｃ１７Ｈ２２ＩＮ５Ｏ３に関して計算値４７１．０８，測定値４７２
．
【０１９３】
【化６０】

　３’－Ｏ－アリル－７－デアザ－７－ヨード－２’－デオキシアデノシン（５３）
　３５％アンモニア水（２０ｍｌ）含有ＭｅＯＨ（２０ｍｌ）中（５２）の溶液（５９３
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ｍｇ，１．３ミリモル）を５０℃で２日間加熱した。冷却後、溶液を減圧下蒸発させ、そ
して次にトルエン（３×１０ｍｌ）で共沸した。これにより固体の所望の生成物（５３）
５３０ｍｇ（９８％）が得られた。1H NMR (d6 DMSO) δ 2.39 (m, 1H), 3.56-3.65 (m, 
2H), 4.03-4.05 (m, 1H), 4.09-4.11 (m,2H), 5.23-5.25 (d, 1H, J = 10.6 Hz), 5.35-5
.4 (d, 1H, J = 15.4 Hz), 5.95-6.05(m, 1H), 6.48-6.51 (dd, 1H, J = 8.9, 5.5 Hz), 
6.6-6.95 (s, 1H), 7.75 (s, 1H),8.16 (s, 1H)．Mass（＋ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ

１４Ｈ１７ＩＮ４Ｏ３に関して計算値４１６．０３，測定値４１７．
【０１９４】
【化６１】

　３’－Ｏ－アリル－７－デアザ－７－［３－（２，２，２－トリフルオロアセトアミド
）］－２’－デオキシアデノシン（５４）
　乾燥ＤＭＦ（１７ｍｌ）中（５３）の溶液（４９４ｍｇ，１．１９ミリモル）にヨウ化
銅（I）（４５．１ｍｇ，０．２４ミリモル）、Ｎ－２，２，２－トリフルオロ－Ｎ－プ
ロパ－２－イニルアセトアミド（５３８ｍｇ，３．５６ミリモル）、Ｅｔ３Ｎ（２４０ｍ
ｇ，２．３８ミリモル）及びＰｄ（Ｐｈ３Ｐ）４（１３７ｍｇ，０．１２ミリモル）を室
温で順に加えた。フラスコをホイルで包んで遮光し、そしてＮ２下１８時間攪拌した。Ｍ
ｅＯＨ（１０ｍｌ）及び小スパーテル１杯の重炭酸ｄｏｗｅｘ　Ｈ＋形態を加え、そして
混合物を３０分間攪拌した。混合物を濾過し、減圧下蒸発させ、そして残渣をＭｅＯＨで
粉砕してパラジウム塩を除去した。濾液を減圧下蒸発させ、そしてシリカのフラッシュク
ロマトグラフィー（ＤＣＭからＤＣＭ：ＭｅＯＨ　９７：３）により精製した。所望の生
成物（５４）が褐色固体として得られた（４９０ｍｇ，９４％）。1H NMR (d6 DMSO) δ 
2.25-2.31 (m, 1H), 2.98-3.04 (m, 1H), 3.41-3.49 (m, 2H), 3.88-3.95(m, 3H), 4.10-
4.12 (d, 1H, J = 5.2 Hz), 4.22-4.23 (d, 2H, J = 5.3 Hz),5.07-5.12 (m, 2H), 5.19-
5.24 (dd, 1H, J = 17.3, 1.9 Hz), 5.79-5.89 (m, 1H),6.31-6.35 (dd, 1H, J = 8.6, 5
.6 Hz), 7.69 (s, 1H), 8.02 (S, 1H)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）Ｃ１９Ｈ２０

Ｆ３Ｎ５Ｏ４に関して計算値４３９．１５，測定値４３８．
【０１９５】

【化６２】

　３’－Ｏ－アリル－７－［３－アミノプロパ－１－イニル］－７－デアザ－２’－デオ
キシアデノシン　５’－Ｏ－ヌクレオシド三リン酸（５５）
　ヌクレオシド（５４）及びプロトンスポンジをＰ２Ｏ５上で真空下で一晩乾燥した。リ
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ン酸トリメチル（６００μｌ）中（５４）の溶液（８４ｍｇ，０．１９１ミリモル）及び
プロトンスポンジ（４９ｍｇ，０．３８２ミリモル）の溶液を４Åモレキュラーシーブで
１時間攪拌した。新たに蒸留したＰＯＣｌ３（３６μｌ，０．３８８ミリモル）を加え、
そして溶液を４℃で２時間攪拌した。混合物を室温までゆっくりと加温し、そしてＤＭＦ
中０．５Ｍ　ビス（トリ－ｎ－ブチルアンモニウム）ピロリン酸の溶液（１．５２ｍｌ，
０．７６４ミリモル）及び無水トリ－ｎ－ブチルアミン（３６４μｌ，１．５２ミリモル
）を加えた。５分後、０．１Ｍ　ＴＥＡＢ（重炭酸トリエチルアンモニウム）バッファー
（５ｍｌ）で反応をクエンチし、そして３時間攪拌した。減圧下水を除去し、そして得ら
れた残渣を濃アンモニア（ρ０．８８，５ｍｌ）に溶解し、そして室温で１６時間攪拌し
た。次いで反応混合物を蒸発乾固した。残渣を水に溶解し、そして溶液をＤＥＡＥ－セフ
ァデックス　Ａ－２５カラムに適用した。０．０５Ｍ　から１Ｍ　ＴＥＡＢの直線グラジ
エントでＭＰＬＣを実施した。生成物を含有する画分を合わせ、そして蒸発乾固した。残
渣を水に溶解し、そしてＨＰＬＣで更に精製した。ＨＰＬＣ：ｔｒ（５５）＝：２２．６
０分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８　調製用カラム，グラジエント：２０分で５％～３５％Ｂ，
バッファーＡ　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢＭｅＣＮ）生成物を白色泡状物として
単離した（１７．５マイクロモル，５．９％，ε２８０＝１５０００）。1H NMR (D2O) 
δ 2.67-2.84 (2m, 2H, H-2'), 4.14 (br s, 2H, CH2NH), 4.17-4.36 (m, 2H, H-5'), 4.
52 (br s, 1H, H-4'), 6.73 (t, J = 6.6 Hz, 1H, H-1'), 8.06 (s, 1H, H-8), 8.19 (s,
 1H, H-2)．31P NMR (D2O) δ-5.07 (d, J = 21.8 Hz, 1P, Pγ), -10.19 (d, J = 19.8 
Hz, 1P, Pα),-21.32 (t, J = 19.8 Hz, 1P, Pβ)．Mass（－ｖｅエレクトロスプレー）
Ｃ１５Ｈ２１Ｎ８Ｏ１２Ｐ３に関して計算値５９８．０５，測定値５９６
【０１９６】
【化６３】

　ＤＭＦ（４５０μｌ）中Ｃｙ３ジスルフィドリンカー（２．６マイクロモル）の溶液に
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ＤＭＦ中１－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩、１－
ヒドロキシベンゾトリアゾール水和物及びＮ－メチルモルホリン（各２６μＭ）の混合物
１００μｌを０℃で加える。反応混合物を室温で１時間攪拌した。全ての色素リンカーが
消費されるまでＴＬＣ（ＭｅＯＨ：ＣＨ２Ｃｌ２　４：６）により反応をモニターした。
次いでＤＭＦ（４００μｌ）を０℃で加え、続いてヌクレオチド（５５）（３．９　マイ
クロモル）を水溶液（１００μｌ）で加え、そして反応混合物を室温で一晩攪拌した。Ｔ
ＬＣ（ＭｅＯＨ：ＣＨ２Ｃｌ２　４：６）により活性化されたエステルの完全な消費が示
され、そしてベースラインに暗赤色スポットが現れた。ＴＥＡＢバッファー（０．１Ｍ，
１０ｍｌ）により反応をクエンチし、そしてＤＥＡＥセファデックスカラム（２×５ｃｍ
）に負荷した。カラムを最初に０．１Ｍ　ＴＥＡＢバッファー（１００ｍｌ）で溶出し、
そして有機残渣を洗い流し、そして次に１Ｍ　ＴＥＡＢバッファー（１００ｍｌ）で溶出
した。望ましい三リン酸塩（５６）が１Ｍ　ＴＥＡＢバッファーで溶出された。生成物を
含有する画分を合わせ、蒸発させ、そしてＨＰＬＣにより精製した。ＨＰＬＣ条件：ｔｒ

（５６）：２１．３８分（Ｚｏｒｂａｘ　Ｃ１８調製用カラム，グラジエント：１分で５
％～１５％Ｂ、次いで４分で１５％Ｂ、次いで１５分で１５％～３５％Ｂ，バッファーＡ
　０．１Ｍ　ＴＥＡＢ，バッファーＢＭｅＣＮ）。生成物を暗桃色固体として単離した（
０．１５　マイクロモル，１２．５％，ε５５０＝１５０００）．1H NMR (D2O) δ 2.03
 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH2), 2.21-2.33 (m, 1H, H-2'), 2.37-2.49 (m, 1H, H-2'), 2.5
0 (t, J = 6.3 Hz, 2H, CH2),2.66 (t, J = 5.4 Hz, 2H, CH2), 3.79 (t, J = 6.4 Hz, 2
H CH2),3.99 (m, 4H, CH2N, H-5'), 4.18 (br s, 1H, H-4'), 6.02, 6.17 (2d, J = 13.6
 Hz, 2H, Har), 6.30 (dd, J =6.1, 8.6 Hz, H-1'), 7.08, 7.22(2d, J = 7.8, 8.6 Hz, 
2H, 2 x = CH), 7.58-7.82 (m, 6H, 2HAr, H-2, H-8), 8.29 (t, J = 13.6Hz, , = CH)．
31P NMR(D2O) δ -4.83 (m, 1P, Pγ), -10.06 (m, 1P, Pα), -20.72 (m, 1P, Pβ)．
【０１９７】
　水性条件での３’－アリル基の切断
　以下は３’遮断されたヌクレオチドのための典型的な遮断手順を示し、ここでＮａ２Ｐ
ｄＣｌ４およそ０．５当量及び水溶性ホスフィンリガンドＬ　４当量を水中、５０℃で用
いた。Ｔｆａはトリフルオロアセチルを意味する：

【化６４】

【０１９８】
　エッペンドルフバイアル内で、脱気した水（２２５μｌ）中リガンドＬ（７．８ｍｇ，
１３．７マイクロモル）の溶液に脱気した水（２５μｌ）中Ｎａ２ＰｄＣｌ４（０．５ｍ
ｇ，１．６マイクロモル）の溶液を加えた。２つの溶液を十分に混合し、そして５分後、
Ｈ２Ｏ（２５０μｌ）中Ｂの溶液（１ｍｇ，２．３マイクロモル）を加えた。次いで反応
混合物を５０℃の加熱ブロックに置いた。反応をＨＰＬＣで追跡できた。反応混合物から
５０μｌのアリコートを取り、エッペンドルフフィルターバイアル（多孔性　０．２μｍ
）を通して濾過し；溶液２２μｌをＨＰＬＣに注入して反応をモニターした。ＨＰＬＣに
より反応物を精製した。典型的な実験では、切断は終了した（すなわち３０分後に＞９８
％の切断が生じた）。
【０１９９】
　ヘミアセタールの保護形態としての３，４ジメトキシベンジルオキシメチル基での３’
－ＯＨ保護：
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【化６５】

【０２００】
　この遮断基を担持するヌクレオチドはアリルの実例に類似する特性を有するが、取り込
みはあまり迅速ではない。硝酸セリウムアンモニウム水溶性緩衝液又はＤＤＱの使用によ
り脱遮断を有効に達成することができ、双方の条件は更なる伸長の前に必要とされる（２
）に分解されるヘミアセタール（１）を最初に遊離させることである：

【化６６】

【０２０１】
　３’－ＯＨをフェニル基が置換されていないベンジル基、例えばベンジルオキシメチル
で保護することができ、またフェニル基が電子供与置換基を担持するベンジル基で保護す
ることもできる；このような電子豊富なベンジル保護基の実例は３，４－ジメトキシベン
ジルオキシメチルである。
【０２０２】
　対照的に、電子欠乏性ベンジル保護基、例えばフェニル環が１つ又はそれ以上のニトロ
基で置換されているものは、式－Ｃ（Ｒ’）２－ＯＨ、－Ｃ（Ｒ’）２－ＮＨ２及び－Ｃ
（Ｒ’）２－ＳＨの中間基を形成するのに必要な条件が十分に厳しく、ポリヌクレオチド
の取り込みがこのような電子欠乏性ベンジル保護基を脱保護するのに必要な条件により影
響され得るので、あまり好ましくない。
【０２０３】
　ヘミアセタールの保護形態としてのフルオロメチルオキシメチル基での３’－ＯＨ保護
：
－Ｏ－ＣＨ２－Ｆ
【０２０４】
　この遮断基を担持するヌクレオチドを当業者に公知の触媒反応、例えば重金属イオン、
例えば銀の使用により中間ヘミアセタールに変換することができる。
【図面の簡単な説明】
【０２０５】
【図１】本発明に有用な例示的なヌクレオチド構造を示す。各構造に関してＸはＨ、リン
酸、二リン酸又は三リン酸でよい。Ｒ１及びＲ２は同一か又は異なっていてよく、そして
Ｈ、ＯＨ又はＯＨに転換できるいずれかの基、カルボニルが含まれるがこれに限定されな
い、から選択することができる。Ｒ１及びＲ２に適当ないくつかの官能基には図３及び図
４に示す構造などがある。
【図２】本発明の特定の態様に有用なリンカーの構造を示し、（１）ジスルフィドリンカ
ー及び酸に不安定なリンカー、（２）ジアルコキシベンジルリンカー、（３）シーバー（
Ｓｉｅｂｅｒ）リンカー、（４）インドールリンカー、並びに（５）ｔ－ブチルシーバー
（Ｓｉｅｂｅｒ）リンカーなどがある。
【図３】いくつかの切断可能なリンカー及びいくつかの適当なヒドロキシ保護基などの本
発明に有用ないくつかの機能的分子を示す。これらの構造では、Ｒ１及びＲ２は同一か又
は異なっていてよく、そしてＨ、ＯＨ又はカルボニルなどのＯＨに転換できるいずれかの
基でよい。Ｒ３はアルキル、アルコキシル、アミノ又はハロゲン基から別個に選択される
１つ又はそれ以上の置換基を表す。Ｒ４及びＲ５はＨ又はアルキルでよく、そしてＲ６は
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アルキル、シクロアルキル、アルケニル、シクロアルケニル又はベンジルでよい。ＸはＨ
、リン酸、二リン酸又は三リン酸でよい。
【図４】本発明にしたがって用いることができるいくつかのＺ遮断基の略図である。
【図５】各々標識され、そして遮断されたＤＧＴＰ、ＤＣＴＰ及びｄＡＴＰ（化合物１８
、２４及び３２）の取り込みの２サイクルを示す。
【図６】標識され、そして遮断されたＤＴＴＰ（化合物６）の取り込みの６サイクルを示
す。
【図７】化合物３８（本発明の３’－Ｏアリルヌクレオチド）による有効な遮断を示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】

【手続補正書】
【提出日】平成25年7月22日(2013.7.22)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法であって、
　相補的ヌクレオチドの逐次的な取り込みをモニターするステップを含み、ここで少なく
とも１つの取り込みは式ＰＮ－Ｏ－アリルのヌクレオチド分子の取り込みであり、ここで
ＰＮは前記ヌクレオチドであり；そして前記ヌクレオチドはアリル遮断基に加えて更に切
断可能なリンカーによりその塩基に連結された検出可能な標識を含み、そして、
　ここで取り込まれたヌクレオチドの同一性は塩基に連結された標識を検出することによ
り決定され、そして遮断基及び前記標識は次の相補的ヌクレオチドの導入の前に除去され
、ヌクレオチドの標識及び遮断基が単一の化学的処理ステップで除去される、方法。
【請求項２】
　前記切断可能なリンカーが３’遮断に用いる不安定な官能基を含む、請求項１に記載の
方法。
【請求項３】
　前記切断可能なリンカーがＯ－アリルを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項１～３のいずれか一項に記載の方
法。
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【請求項５】
　前記単一の化学的処理ステップが、前記遮断基及び前記標識を、水溶液中で遷移金属並
びに水溶性ホスフィン及び水溶性窒素含有ホスフィンリガンドからなる群から選択される
１つ以上のリガンドを含む遷移金属と反応させるステップを備える、請求項１～４のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項６】
　前記遷移金属が、白金、パラジウム、ロジウム、ルテニウム、オスミウム及びイリジウ
ムからなる群から選ばれる、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記遷移金属が、パラジウムである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記リガンドが、誘導体化されたトリアリールホスフィンリガンド及び誘導体化された
トリアルキルホスフィンリガンドからなる群から選ばれる、請求項５～７のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項９】
　前記リガンドが、アミノ基、ヒドロキシル基、カルボキシル基及びスルホナート基から
なる群から選ばれる１つ以上の官能基によって誘導体化されている、請求項５～８のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記リガンドが、３，３’，３’’－ホスフィニジントリス（ベンゼンスルホン酸）及
びトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン、並びに、これらの塩からなる群から選ば
れる、請求項５～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する方法であって：
（ａ）複数の異なるヌクレオチドを提供するステップであって、前記複数の異なるヌクレ
オチドは式ＰＮ－Ｏ－アリルの分子であり、ここでＰＮは前記ヌクレオチドであり；そし
て前記ヌクレオチドはアリル遮断基に加えて更に切断可能なリンカーによりその塩基に連
結された検出可能な標識を含み、そしてここで各型のヌクレオチドに連結された検出可能
な標識をその他の型のヌクレオチドに用いた検出可能な標識から検出時に区別できるステ
ップと；
（ｂ）ヌクレオチドを標的１本鎖ポリヌクレオチドの相補体に取り込むステップと；
（ｃ）（ｂ）のヌクレオチドの標識を検出し、それにより取り込まれたヌクレオチドの型
を決定するステップと；
（ｄ）（ｂ）のヌクレオチドの標識及び遮断基を単一の化学的処理ステップで除去するス
テップと；
（ｅ）場合によっては（ｂ）～（ｄ）のステップを１回以上繰り返すステップと；
を備え、それにより標的１本鎖ポリヌクレオチドの配列を決定する、方法。
【請求項１２】
　前記切断可能なリンカーが３’遮断に用いる不安定な官能基を含む、請求項１１に記載
の方法。
【請求項１３】
　前記切断可能なリンカーがＯ－アリルを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記検出可能な標識がフルオロフォアである、請求項１１～１３のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１５】
　前記単一の化学的処理ステップが、前記遮断基及び前記標識を、水溶液中で遷移金属並
びに水溶性ホスフィン及び水溶性窒素含有ホスフィンリガンドからなる群から選択される
１つ以上のリガンドを含む遷移金属と反応させるステップを備える、請求項１１～１４の
いずれか一項に記載の方法。
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【請求項１６】
　前記遷移金属が、白金、パラジウム、ロジウム、ルテニウム、オスミウム及びイリジウ
ムからなる群から選ばれる、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記遷移金属が、パラジウムである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記リガンドが、誘導体化されたトリアリールホスフィンリガンド及び誘導体化された
トリアルキルホスフィンリガンドからなる群から選ばれる、請求項１５～１７のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１９】
　前記リガンドが、アミノ基、ヒドロキシル基、カルボキシル基及びスルホナート基から
なる群から選ばれる１つ以上の官能基によって誘導体化されている、請求項１５～１８の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　前記リガンドが、３，３’，３’’－ホスフィニジントリス（ベンゼンスルホン酸）及
びトリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン、並びに、これらの塩からなる群から選ば
れる、請求項１５～１９のいずれか一項に記載の方法。
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