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(57)【要約】
【課題】人工ポリヌクレオチドのより効率的な連結技術を提供すること。
【解決手段】（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドA
と、（B）1種以上の一本鎖ポリヌクレオチドBとを、（C）鋳型ポリヌクレオチドCと（D1
）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノイミダゾールとの
存在下で反応させること。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドAと、
（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとを、
（C）鋳型ポリヌクレオチドCと
（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は
（D2）1－シアノイミダゾールと
の存在下で反応させる工程を含む、ポリヌクレオチドの連結方法。
【請求項２】
前記一本鎖ポリヌクレオチドBにおける一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対象末端が、aT
NA、SNA、DNA、又はRNAである、請求項１に記載の連結方法。
【請求項３】
前記一本鎖ポリヌクレオチドBにおける一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対象末端が、aT
NA又はSNAである、請求項１又は２に記載の連結方法。
【請求項４】
前記鋳型一本鎖ポリヌクレオチドCが、aTNA、SNA、DNA、及びRNAからなる群より選択され
る少なくとも1種を含む、請求項１～３のいずれかに記載の連結方法。
【請求項５】
前記反応が（E）二価金属イオンの存在下で行われる、請求項１～４のいずれかに記載の
連結方法。
【請求項６】
前記二価金属イオンが、亜鉛イオン、及びマンガンイオンからなる群より選択される少な
くとも1種である、請求項５に記載の連結方法。
【請求項７】
前記反応が中性域で行われる、請求項１～６のいずれかに記載の連結方法。
【請求項８】
前記反応が、前記一本鎖ポリヌクレオチドA又はBと前記鋳型ポリヌクレオチドCとの二本
鎖ポリヌクレオチドのTm値よりも5℃以上低温で行われる、請求項１～７のいずれかに記
載の連結方法。
【請求項９】
（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドAと、
（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとを、
（C）鋳型ポリヌクレオチドCと
（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は
（D2）1－シアノイミダゾールと
の存在下で反応させる工程を含む、ポリヌクレオチドの製造方法。
【請求項１０】
（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は
（D2）1－シアノイミダゾール
を含む、
（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドAと、
（B）一本鎖ポリヌクレオチドBと
の連結用試薬。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ポリヌクレオチドの連結方法等に関する。
【背景技術】
【０００２】
　DNAやRNA等のポリヌクレオチドを連結するライゲーション反応は、長鎖ポリヌクレオチ
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ドを調製する方法として必須である。従来のライゲーションは天然のDNAやRNAが主な対象
のため、T4リガーゼ等の酵素が主に活用されてきた。一方で、非特許文献１では、イミダ
ゾールとハロゲン化シアンを用いる化学ライゲーション法も検討されているが、そのライ
ゲーション効率は低いものであった。
【０００３】
　一方、近年、医薬等での利用を促進すべく、aTNA、SNA、LNA、PNA、GNA等の各種人工ポ
リヌクレオチドが開発されている（特許文献１）。しかしながら、これらの人工ポリヌク
レオチドの連結技術については、報告されていない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開2016－130232号公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Biochemistry, 1986, 25(23), pp 7423-7430.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明は、人工ポリヌクレオチドのより効率的な連結技術を提供することを課題とする
。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者は上記課題に鑑みて鋭意研究を進めた結果、（A）少なくとも一方の末端がaTN
A又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドAと、（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとを、（C）
鋳型ポリヌクレオチドCと（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2
）1－シアノイミダゾールとの存在下で反応させることにより、人工部分を含むポリヌク
レオチドを効率的に連結できることを見出した。この知見に基づいて更に研究を進めた結
果、本発明が完成した。
【０００８】
　即ち、本発明は、下記の態様を包含する。
【０００９】
　項１．　（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドAと
、（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとを、（C）鋳型ポリヌクレオチドCと（D1）イミダゾー
ル及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノイミダゾールとの存在下で反応
させる工程を含む、ポリヌクレオチドの連結方法。
【００１０】
　項２．　前記一本鎖ポリヌクレオチドBにおける一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対象
末端が、aTNA、SNA、DNA、又はRNAである、項１に記載の連結方法。
【００１１】
　項３．　前記一本鎖ポリヌクレオチドBにおける一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対象
末端が、aTNA又はSNAである、項１又は２に記載の連結方法。
【００１２】
　項４．　前記鋳型一本鎖ポリヌクレオチドCが、aTNA、SNA、DNA、及びRNAからなる群よ
り選択される少なくとも1種を含む、項１～３のいずれかに記載の連結方法。
【００１３】
　項５．　前記反応が（E）二価金属イオンの存在下で行われる、項１～４のいずれかに
記載の連結方法。
【００１４】
　項６．　前記二価金属イオンが、亜鉛イオン、及びマンガンイオンからなる群より選択
される少なくとも1種である、項５に記載の連結方法。
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【００１５】
　項７．　前記反応が中性域で行われる、項１～６のいずれかに記載の連結方法。
【００１６】
　項８．　前記反応が、前記一本鎖ポリヌクレオチドA又はBと前記鋳型ポリヌクレオチド
Cとの二本鎖ポリヌクレオチドのTm値よりも5℃以上低温で行われる、項１～７のいずれか
に記載の連結方法。
【００１７】
　項９．　（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドAと
、（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとを、（C）鋳型ポリヌクレオチドCと（D1）イミダゾー
ル及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノイミダゾールと
の存在下で反応させる工程を含む、ポリヌクレオチドの製造方法。
【００１８】
　項１０．　（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノ
イミダゾールを含む、（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレ
オチドAと、（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとの連結用試薬。
【発明の効果】
【００１９】
　本発明によれば、aTNA又はSNAを含む人工一本鎖ポリヌクレオチドと他の一本鎖ポリヌ
クレオチドとを効率的に連結することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】試験例1の連結反応試験の電気泳動結果を示す。各レーンの上方にレーン番号を
示し、各レーンの下に、各一本鎖ポリヌクレオチド及びBrCNの有無（＋／－）を示す。
【図２】試験例2の連結反応試験の電気泳動結果を示す。各レーンの下に、インキュベー
ション温度を示す。
【図３】試験例3の連結反応試験の電気泳動結果を示す。各レーンの下に、反応液中の二
価金属イオンを示す。
【図４】試験例4の連結反応試験の電気泳動結果を示す。各レーンの上方にレーン番号及
び連結対象の一本鎖ポリヌクレオチドを示し、各レーンの下に、鋳型一本鎖ポリヌクレオ
チドを示す。
【図５】本発明の連結方法における、一本鎖ポリヌクレオチドA、一本鎖ポリヌクレオチ
ドB、及び鋳型ポリヌクレオチドCの関係を表す概略図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本明細書中において、「含有」及び「含む」なる表現については、「含有」、「含む」
、「実質的にからなる」及び「のみからなる」という概念を含む。
【００２２】
　1．ポリヌクレオチドの連結方法
　本発明は、（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレオチドA
と、（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとを、（C）鋳型ポリヌクレオチドCと（D1）イミダゾ
ール及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノイミダゾールとの存在下で反
応させる工程を含む、ポリヌクレオチドの連結方法（本明細書において、「本発明の連結
方法」と表記することもある。）に関する。以下にこれについて説明する。
【００２３】
　＜1-1．一本鎖ポリヌクレオチドA＞
　aTNA（acyclic Threoninol Nucleic Acid）及びSNA（Serinol Nucleic Acid）は人工核
酸として知られているものであり、特に制限されない。aTNAには、互いに異性体の関係に
ある2種、L-aTNAとD-aTNAが含まれる。これらの中でも、好ましくはL-aTNA、SNAが挙げら
れ、より好ましくはL-aTNAが挙げられる。
【００２４】
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　L-aTNA、D-aTNA、及びSNAの典型的な構成単位（ヌクレオチドに対応する構成単位）の
具体例を以下に示す。
【００２５】
【化１】

【００２６】
　L-aTNA、D-aTNA、及びSNAの典型的な構成単位（ヌクレオシドに対応する構成単位）の
具体例を以下に示す。
【００２７】

【化２】

【００２８】
　上記具体例中、Baseは核酸を構成する塩基を示す。該塩基として、例えば、アデニン、
グアニン、シトシン、ウラシル、チミン等が挙げられる。より具体的には、Baseとしては
、以下に示す基が挙げられる。
【００２９】

【化３】

【００３０】
　また、上記以外にも、人工核酸、例えば2,6-ジアミノプリン、G-Clamp等も挙げられる
。
【００３１】
　一本鎖ポリヌクレオチドAにおいては、2つの末端の内、少なくとも一方の末端がaTNA又
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はSNAである、より具体的には、少なくとも一方の末端における構成単位がaTNA又はSNAで
ある。本発明の連結方法においては、aTNA又はSNAである末端が、後述に説明する一本鎖
ポリヌクレオチドBとの連結対象末端となる。
【００３２】
　限定的な解釈を望むものではないが、本発明の連結方法においては、（D1）イミダゾー
ル及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノイミダゾールを用いた反応にお
いて、末端のaTNA又はSNAが環状構造を含まない鎖状構造であることに起因する構造の柔
軟性が、連結効率の向上に寄与していると考えられる。
【００３３】
　なお、aTNA又はSNAである「末端」の構成単位の数（塩基数）は、特に制限されず、例
えば1～2、1～3、1～5、1～8である。本明細書において、最も末端の構成単位のこと、す
なわちaTNA又はSNAである「末端」の構成単位の数（塩基数）が1である場合の当該構成単
位のことを、「最末端」の構成単位と示す。
【００３４】
　aTNA又はSNAである末端の構成単位の数（塩基数）が一本鎖ポリヌクレオチドAの構成単
位の数（塩基数）に占める割合は、例えば5％以下、10％以下、30％以下である。
【００３５】
　aTNA又はSNAである末端において、構成単位は同一であることが好ましい。すなわち、
該末端を構成する構成単位が、全てL-aTNAであること、全てD-aTNAであること、又は全て
SNAであることが好ましい。
【００３６】
　一本鎖ポリヌクレオチドAにおいて、aTNA又はSNAである末端以外の構成単位は、特に制
限されず、天然核酸、aTNA及びSNAを含む各種人工核酸の構成単位を採用することができ
る。採用し得る核酸として、具体的には、DNA、RNA等の他にも、次に例示するように、公
知の化学修飾が施されたものであってもよい。ヌクレアーゼなどの加水分解酵素による分
解を防ぐために、各ヌクレオチドのリン酸残基（ホスフェート）を、例えば、ホスホロチ
オエート（PS）、メチルホスホネート、ホスホロジチオネート等の化学修飾リン酸残基に
置換することができる。また、各リボヌクレオチドの糖（リボース）の2位の水酸基を、-
OR（Rは、例えばCH3（2´-O-Me）、CH2CH2OCH3（2´-O-MOE）、CH2CH2NHC(NH)NH2、CH2CO
NHCH3、CH2CH2CN等を示す）に置換してもよい。さらに、塩基部分（ピリミジン、プリン
）に化学修飾を施してもよく、例えば、ピリミジン塩基の5位へのメチル基やカチオン性
官能基の導入、あるいは2位のカルボニル基のチオカルボニルへの置換などが挙げられる
。さらには、リン酸部分やヒドロキシル部分が、例えば、ビオチン、アミノ基、低級アル
キルアミン基、アセチル基等で修飾されたものなどを挙げることができるが、これに限定
されない。また、ヌクレオチドの糖部の2´酸素と4´炭素を架橋することにより、糖部の
コンフォーメーションをN型に固定したものであるBNA（LNA）等もまた、好ましく用いら
れ得る。
【００３７】
　一本鎖ポリヌクレオチドAにおいて、aTNA又はSNAである末端以外の構成単位は、1種単
独であってもよいし、2種以上の組み合わせであってもよい。
【００３８】
　一本鎖ポリヌクレオチドAにおいて、aTNA又はSNAである末端以外の構成単位も、全てaT
NA又はSNAであることが好ましい。すなわち、一本鎖ポリヌクレオチドAの構成単位は、全
てaTNA又はSNAであることが好ましい。この場合も、末端の場合と同様に、構成単位は同
一であることが好ましい。すなわち、一本鎖ポリヌクレオチドAを構成する構成単位が、
全てL-aTNAであること、全てD-aTNAであること、又は全てSNAであることが好ましい。
【００３９】
　一本鎖ポリヌクレオチドAにおける、一本鎖ポリヌクレオチドBとの連結対象である最末
端、又は後述の一本鎖ポリヌクレオチドBにおける、一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対
象である最末端は、リン酸基である。好ましくは、両者のいずれか一方のみがリン酸基で
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ある。一方のみがリン酸基である場合、そのリン酸基である側は、両末端のいずれの側で
もよい。本発明の好ましい一態様においては、L-aTNAであれば3´側、D-aTNAであれば1´
側、SNAであれば（S）側、DNAであれば5´側、RNAであれば5´側が好ましく、その他の核
酸の場合は、これらに対応する側が好ましい。最末端のリン酸基を含む構造として、例え
ば、連結対象である最末端の構成単位がL-aTNAであり、且つ該最末端が3´側である場合
の構造を以下に示す。
【００４０】
【化４】

【００４１】
　一本鎖ポリヌクレオチドAは、他の分子が連結されたものであってもよい。他の分子と
しては、特に制限されず、例えば蛍光標識物、ビオチン、アジド、エチニル基等が挙げら
れる。蛍光標識物としては、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド、テトラメチ
ルローダミン、カルボキシローダミン、フィコエリスリン、６-FAM（商標）、Cy（登録商
標）3、Cy（登録商標）5、Alexa Fluor（登録商標）のシリーズ等が挙げられる。
【００４２】
　一本鎖ポリヌクレオチドAの塩基数は、特に制限されない。該塩基数の下限は、例えば3
、好ましくは5、より好ましくは6、さらに好ましくは8である。該塩基数の上限は、例え
ば10000、5000、3000、1500、1000、500、300、150、100、50、30である。該塩基数の範
囲は、例えば3～10000、好ましくは3～1000、より好ましくは5～500、さらに好ましくは5
～100である。
【００４３】
　一本鎖ポリヌクレオチドAは、公知の遺伝子工学的手法、人工核酸の製造手法等に従っ
て容易に作製することができる。例えば、PCR、制限酵素切断、核酸連結技術、in vitro
転写・翻訳技術等を利用して作製することができる。
【００４４】
　＜1-2．一本鎖ポリヌクレオチドB＞
　一本鎖ポリヌクレオチドBは、一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対象となるポリヌクレ
オチドである。一本鎖ポリヌクレオチドBにおける、一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対
象末端は、一本鎖ポリヌクレオチドAの連結対象末端であるaTNA又はSNAの、もう一方の末
端に対応する側となる。例えば、一本鎖ポリヌクレオチドAにおける該末端が3´側L-aTNA
であり、且つ一本鎖ポリヌクレオチドBにおける該連結対象末端がL-aTNAである場合、該
連結対象末端は1´側である。また、一本鎖ポリヌクレオチドAにおける該末端が1´側L-a
TNAであり、且つ一本鎖ポリヌクレオチドにおける該連結対象末端がDNAである場合、該連
結対象末端は5´側である。
【００４５】
　一本鎖ポリヌクレオチドBにおいて、構成単位は、特に制限されず、天然核酸、aTNA及
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びSNAを含む各種人工核酸の構成単位を採用することができる。採用し得る核酸として、
具体的には、aTNA、SNA、DNA、RNA等の他にも、次に例示するように、公知の化学修飾が
施されたものであってもよい。ヌクレアーゼなどの加水分解酵素による分解を防ぐために
、各ヌクレオチドのリン酸残基（ホスフェート）を、例えば、ホスホロチオエート（PS）
、メチルホスホネート、ホスホロジチオネート等の化学修飾リン酸残基に置換することが
できる。また、各リボヌクレオチドの糖（リボース）の2位の水酸基を、-OR（Rは、例え
ばCH3（2´-O-Me）、CH2CH2OCH3（2´-O-MOE）、CH2CH2NHC(NH)NH2、CH2CONHCH3、CH2CH2
CN等を示す）に置換してもよい。さらに、塩基部分（ピリミジン、プリン）に化学修飾を
施してもよく、例えば、ピリミジン塩基の5位へのメチル基やカチオン性官能基の導入、
あるいは2位のカルボニル基のチオカルボニルへの置換などが挙げられる。さらには、リ
ン酸部分やヒドロキシル部分が、例えば、ビオチン、アミノ基、低級アルキルアミン基、
アセチル基等で修飾されたものなどを挙げることができるが、これに限定されない。また
、ヌクレオチドの糖部の2´酸素と4´炭素を架橋することにより、糖部のコンフォーメー
ションをN型に固定したものであるBNA（LNA）等もまた、好ましく用いられ得る。
【００４６】
　一本鎖ポリヌクレオチドBにおいて、構成単位は、1種単独であってもよいし、2種以上
の組み合わせであってもよい。本発明の好ましい一態様においては、一本鎖ポリヌクレオ
チドBを構成する構成単位は全て同一の構成単位であること、すなわち一本鎖ポリヌクレ
オチドBはaTNA、SNA、DNA、RNA等の構成単位の内の1種のみで構成されていることが好ま
しい。
【００４７】
　一本鎖ポリヌクレオチドBにおける、一本鎖ポリヌクレオチドAとの連結対象末端は、好
ましくはaTNA、SNA、DNA、又はRNAである、より具体的には、一本鎖ポリヌクレオチドAと
の連結対象末端における構成単位がaTNA、SNA、DNA、又はRNAである。これらの中でも、
好ましくはaTNA、SNA、RNAが挙げられ、より好ましくはaTNA、SNAが挙げられ、さらに好
ましくはL-aTNA、SNAが挙げられ、よりさらに好ましくはL-aTNAが挙げられる。
【００４８】
　上記連結対象末端の構成単位の数（塩基数）は、特に制限されず、例えば1～2、1～3、
1～5、1～8である。
【００４９】
　上記連結対象末端の構成単位の数（塩基数）が一本鎖ポリヌクレオチドBの構成単位の
数（塩基数）に占める割合は、例えば5％以下、10％以下、30％以下である。
【００５０】
　上記連結対象末端において、構成単位は同一であることが好ましい。すなわち、該末端
を構成する構成単位が、全てL-aTNAであること、全てD-aTNAであること、全てSNA、全てD
NAであること、又は全てRNAであることが好ましい。
【００５１】
　一本鎖ポリヌクレオチドBにおいて、上記連結対象末端以外の構成単位も、全てaTNA、S
NA、DNA、又はRNAであることが好ましい。すなわち、一本鎖ポリヌクレオチドBの構成単
位は、全てaTNA、SNA、DNA、又はRNAであることが好ましい。この場合も、末端の場合と
同様に、構成単位は同一であることが好ましい。すなわち、一本鎖ポリヌクレオチドBを
構成する構成単位が、全てL-aTNAであること、全てD-aTNAであること、全てSNA、全てDNA
であること、又は全てRNAであることが好ましい。
【００５２】
　一本鎖ポリヌクレオチドBは、他の分子が連結されたものであってもよい。他の分子と
しては、特に制限されず、例えば蛍光標識物、ビオチン、アジド、エチニル基等が挙げら
れる。蛍光標識物としては、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド、テトラメチ
ルローダミン、カルボキシローダミン、フィコエリスリン、６-FAM（商標）、Cy（登録商
標）3、Cy（登録商標）5、Alexa Fluor（登録商標）のシリーズ等が挙げられる。
【００５３】
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　一本鎖ポリヌクレオチドBの塩基数は、特に制限されない。該塩基数の下限は、例えば3
、好ましくは5、より好ましくは6、さらに好ましくは8である。該塩基数の上限は、例え
ば10000、5000、3000、1500、1000、500、300、150、100、50、30である。該塩基数の範
囲は、例えば3～10000、好ましくは3～1000、より好ましくは5～500、さらに好ましくは5
～100である。
【００５４】
　一本鎖ポリヌクレオチドBは、公知の遺伝子工学的手法、人工核酸の製造手法等に従っ
て容易に作製することができる。例えば、PCR、制限酵素切断、核酸連結技術、in vitro
転写・翻訳技術等を利用して作製することができる。
【００５５】
　＜1-3．鋳型ポリヌクレオチドC＞
　鋳型ポリヌクレオチドCは、本発明の連結方法の反応において、一本鎖ポリヌクレオチ
ドA及び一本鎖ポリヌクレオチドBの鋳型（相補鎖）となる限りにおいて特に制限されない
。具体的には、鋳型ポリヌクレオチドCは、一本鎖ポリヌクレオチドAと一本鎖ポリヌクレ
オチドBとがその連結対象末端同士で隣り合って配置された場合に、連結部（一本鎖ポリ
ヌクレオチドAと一本鎖ポリヌクレオチドBとの境目）の両側を含む一定領域の塩基配列に
対して、相補的な塩基配列を含む（図５）。
【００５６】
　「相補的」とは、塩基の完全な相補関係（完全相補的：例えばAとT又はU、及びGとC）
のみならず、ストリンジェントな条件でハイブリダイズすることができる程度の相補関係
も包含される。ストリンジェントな条件は、Berger and Kimmel (1987, Guide to Molecu
lar Cloning Techniques Methods in Enzymology, Vol. 152, Academic Press, San Dieg
o CA) に教示されるように、核酸の融解温度(Tm)に基づいて決定することができる。例え
ばハイブリダイズ後の洗浄条件として、通常「1×SSC、0.1%SDS、37℃」程度の条件を挙
げることができる。かかる条件で洗浄してもハイブリダイズ状態を維持するものであるこ
とが好ましい。特に制限されないが、より厳しいハイブリダイズ条件として「0.5×SSC、
0.1%SDS、42℃」程度、さらに厳しいハイブリダイズ条件として「0.1×SSC、0.1%SDS、65
℃」程度の洗浄条件を挙げることができる。
【００５７】
　具体的には、鋳型ポリヌクレオチドCの塩基配列は、連結部の両側を含む一定領域の塩
基配列（図５）の完全相補的な塩基配列に対して、例えば85％以上の同一性、好ましくは
90％以上の同一性、より好ましくは95％以上の同一性、さらに好ましくは98％以上の同一
性、よりさらに好ましくは99％以上の同一性、特に好ましくは100％の同一性を有する塩
基配列である。
【００５８】
　鋳型ポリヌクレオチドCにおいて、連結部から一本鎖ポリヌクレオチドA側の領域に対応
する領域（図５：領域A）の塩基数は、特に制限されない。該塩基数の下限は、例えば3、
好ましくは5、より好ましくは6、さらに好ましくは8である。該塩基数の上限は、例えば1
0000、5000、3000、1500、1000、500、300、150、100、50、30である。該塩基数の範囲は
、例えば3～10000、好ましくは3～1000、より好ましくは5～500、さらに好ましくは5～10
0である。領域Aの塩基数は、一本鎖ポリヌクレオチドAの全塩基数100％に対して、例えば
10％以上、好ましくは30％以上、好ましくは60％以上、より好ましくは80％以上、さらに
好ましくは90％以上、よりさらに好ましくは95％以上、特に好ましくは100％である。
【００５９】
　鋳型ポリヌクレオチドCにおいて、連結部から一本鎖ポリヌクレオチドB側の領域に対応
する領域（図５：領域B）の塩基数は、特に制限されない。該塩基数の下限は、例えば3、
好ましくは5、より好ましくは6、さらに好ましくは8である。該塩基数の上限は、例えば1
0000、5000、3000、1500、1000、500、300、150、100、50、30である。該塩基数の範囲は
、例えば3～10000、好ましくは3～1000、より好ましくは5～500、さらに好ましくは5～10
0である。領域Bの塩基数は、一本鎖ポリヌクレオチドBの全塩基数100％に対して、例えば
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10％以上、好ましくは30％以上、好ましくは60％以上、より好ましくは80％以上、さらに
好ましくは90％以上、よりさらに好ましくは95％以上、特に好ましくは100％である。
【００６０】
　鋳型ポリヌクレオチドCの塩基数は、特に制限されない。該塩基数の下限は、例えば6、
好ましくは10、より好ましくは12、さらに好ましくは16である。該塩基数の上限は、例え
ば20000、10000、6000、3000、2000、1000、600、300、200、100、60である。該塩基数の
範囲は、例えば6～20000、好ましくは6～2000、より好ましくは10～1000、さらに好まし
くは10～200である。鋳型ポリヌクレオチドCの塩基数は、一本鎖ポリヌクレオチドAの全
塩基数と一本鎖ポリヌクレオチドBの全塩基数の合計数100％に対して、例えば10％以上、
好ましくは30％以上、好ましくは60％以上、より好ましくは80％以上、さらに好ましくは
90％以上、よりさらに好ましくは95％以上、特に好ましくは100％以上である。該割合の
上限は、例えば10000％、5000％、2000％、1000％、500％、200％、150％である。
【００６１】
　鋳型ポリヌクレオチドCにおいて、構成単位は、特に制限されず、天然核酸、aTNA及びS
NAを含む各種人工核酸の構成単位を採用することができる。採用し得る核酸として、具体
的には、aTNA、SNA、DNA、RNA等の他にも、次に例示するように、公知の化学修飾が施さ
れたものであってもよい。ヌクレアーゼなどの加水分解酵素による分解を防ぐために、各
ヌクレオチドのリン酸残基（ホスフェート）を、例えば、ホスホロチオエート（PS）、メ
チルホスホネート、ホスホロジチオネート等の化学修飾リン酸残基に置換することができ
る。また、各リボヌクレオチドの糖（リボース）の2位の水酸基を、-OR（Rは、例えばCH3
（2´-O-Me）、CH2CH2OCH3（2´-O-MOE）、CH2CH2NHC(NH)NH2、CH2CONHCH3、CH2CH2CN等
を示す）に置換してもよい。さらに、塩基部分（ピリミジン、プリン）に化学修飾を施し
てもよく、例えば、ピリミジン塩基の5位へのメチル基やカチオン性官能基の導入、ある
いは2位のカルボニル基のチオカルボニルへの置換などが挙げられる。さらには、リン酸
部分やヒドロキシル部分が、例えば、ビオチン、アミノ基、低級アルキルアミン基、アセ
チル基等で修飾されたものなどを挙げることができるが、これに限定されない。また、ヌ
クレオチドの糖部の2´酸素と4´炭素を架橋することにより、糖部のコンフォーメーショ
ンをN型に固定したものであるBNA（LNA）等もまた、好ましく用いられ得る。
【００６２】
　鋳型ポリヌクレオチドCにおいて、構成単位は、1種単独であってもよいし、2種以上の
組み合わせであってもよい。鋳型ポリヌクレオチドCを構成する構成単位は全て同一の構
成単位であること、すなわち鋳型ポリヌクレオチドCはaTNA、SNA、DNA、RNA等の構成単位
の内の1種のみで構成されていることが好ましい。
【００６３】
　鋳型ポリヌクレオチドCの構成単位として、好ましくはaTNA、SNA、DNA、RNAが挙げられ
、より好ましくはaTNA、SNA、RNAが挙げられ、さらに好ましくはaTNA、SNAが挙げられ、
よりさらに好ましくはaTNAが挙げられる。
【００６４】
　鋳型ポリヌクレオチドCは、他の分子が連結されたものであってもよい。他の分子とし
ては、特に制限されず、例えば蛍光標識物、ビオチン、アジド、エチニル基等が挙げられ
る。蛍光標識物としては、フルオレセイン、ローダミン、テキサスレッド、テトラメチル
ローダミン、カルボキシローダミン、フィコエリスリン、６-FAM（商標）、Cy（登録商標
）3、Cy（登録商標）5、Alexa Fluor（登録商標）のシリーズ等が挙げられる。
【００６５】
　鋳型ポリヌクレオチドCは、公知の遺伝子工学的手法、人工核酸の製造手法等に従って
容易に作製することができる。例えば、PCR、制限酵素切断、核酸連結技術、in vitro転
写・翻訳技術等を利用して作製することができる。
【００６６】
　＜1-4．反応＞
　本発明の連結方法においては、一本鎖ポリヌクレオチドAと、一本鎖ポリヌクレオチドB
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とを、鋳型ポリヌクレオチドCと、（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／
又は（D2）1－シアノイミダゾールとの存在下で反応させる。
【００６７】
　反応は、通常、溶媒中で行われる。溶媒としては、一本鎖ポリヌクレオチドA、一本鎖
ポリヌクレオチドB、及び鋳型ポリヌクレオチドCを溶解可能な溶媒である限り特に制限さ
れず、代表的には水が用いられる。
【００６８】
　反応液中の一本鎖ポリヌクレオチドA、一本鎖ポリヌクレオチドB、及び鋳型ポリヌクレ
オチドCそれぞれの濃度は、特に制限されないが、例えば0.01～1000μM、好ましくは0.1
～100μM、より好ましくは0.2～30μM、さらに好ましくは0.5～15μMである。
【００６９】
　ハロゲン化シアンとしては、特に制限されず、例えばフッ化シアン、塩化シアン、臭化
シアン、ヨウ化シアン等が挙げられる。これらの中でも、好ましくは臭化シアンが挙げら
れる。
【００７０】
　反応液がイミダゾール及びハロゲン化シアンを含有する場合、イミダゾールの濃度は、
特に制限されないが、例えば0.2～2000mM、好ましくは2～200mM、より好ましくは4～100m
M、さらに好ましくは10～30mMである。また、この場合、ハロゲン化シアンの濃度は、特
に制限されないが、例えば0.4～4000mM、好ましくは4～400mM、より好ましくは8～200mM
、さらに好ましくは15～60mMである。
【００７１】
　反応液が1－シアノイミダゾールを含有する場合、1－シアノイミダゾールの濃度は、特
に制限されないが、例えば0.2～2000mM、好ましくは2～200mM、より好ましくは4～100mM
、さらに好ましくは10～30mMである。
【００７２】
　反応は、（E）二価金属イオンの存在下で行われることが好ましい。二価金属イオンと
しては、例えば亜鉛イオン、マンガンイオン等が挙げられ、好ましくは亜鉛イオンが挙げ
られる。
【００７３】
　反応液が二価金属イオンを含有する場合、二価金属イオンの濃度は、例えば0.2～2000m
M、好ましくは2～200mM、より好ましくは4～100mM、さらに好ましくは10～30mMである。
【００７４】
　反応は、（F）塩化ナトリウム等の塩の存在下で行われることが好ましい。塩としては
、ポリヌクレオチドを安定化させる性質を有するものであれば特に制限されず、代表的に
は塩化ナトリウムが用いられる。
【００７５】
　反応液が塩化ナトリウム等の塩を含有する場合、該塩の濃度は、特に制限されないが、
例えば1～10000mM、好ましくは10～1000mM、より好ましくは20～500mM、さらに好ましく
は50～150mMである。
【００７６】
　反応液には、一本鎖ポリヌクレオチドA、一本鎖ポリヌクレオチドB、及び鋳型ポリヌク
レオチドC以外の他のポリヌクレオチドが含まれていてもよい。このようなポリヌクレオ
チドとしては、一本鎖ポリヌクレオチドA及び／又は一本鎖ポリヌクレオチドBとの連結対
象末端を有する一本鎖ポリヌクレオチドD、該一本鎖ポリヌクレオチドDに直接、又は他の
1つ以上の一本鎖ポリヌクレオチドを介して間接的に連結可能な連結対象末端を有する一
本鎖ポリヌクレオチドE、一本鎖ポリヌクレオチドA、B、D、Eの任意の2つの一本鎖ポリヌ
クレオチドの鋳型となる鋳型ポリヌクレオチドF等が挙げられる。一本鎖ポリヌクレオチ
ドD、Eが含まれる場合、鋳型ポリヌクレオチドCは、一本鎖ポリヌクレオチドA及び一本鎖
ポリヌクレオチドBのみの鋳型であってもよいし、これらの鋳型であると同時に、一本鎖
ポリヌクレオチドD、Eの全部または一部の鋳型であってもよい。一本鎖ポリヌクレオチド
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D、E、鋳型ポリヌクレオチドFについては、一本鎖ポリヌクレオチドA、B、鋳型ポリヌク
レオチドCと同様である。一本鎖ポリヌクレオチドD、E、必要に応じて鋳型ポリヌクレオ
チドFを用いることにより、3つ、4つ、5つ、6つ、7つ、8つ、9つ、又はそれ以上の複数の
一本鎖ポリヌクレオチドを、本発明の連結反応によって連結して、より長鎖のポリヌクレ
オチドを得ることができる。
【００７７】
　反応液には、連結反応を著しく阻害しない限りにおいて、他の成分が含まれていてもよ
い。他の成分としては、特に制限されないが、例えば緩衝剤が挙げられる。反応がイミダ
ゾールの存在下で行われる場合は、該イミダゾールが緩衝剤の機能を果たし得る。
【００７８】
　反応は、中性域で行われることが好ましい。具体的には、反応液のpHは、好ましくは6.
5～8.0、より好ましくは6.7～7.7、さらに好ましくは6.8～7.5、よりさらに好ましくは6.
9～7.2、特に好ましくは6.9～7.1である。これらのpHを採用することにより、より効率的
に連結反応を行うことができる。
【００７９】
　反応の温度は、特に制限されないが、通常、一本鎖ポリヌクレオチドA又はBと前記鋳型
ポリヌクレオチドCとの二本鎖ポリヌクレオチドのTm値よりも低温である。該温度は、連
結効率の観点から、該Tm値よりも、例えば5℃以上、好ましくは10℃以上、より好ましく
は15℃以上低温であることが好ましい。該温度は、例えば0～60℃、好ましくは10～50℃
、より好ましくは20～40℃である。
【００８０】
　反応の時間は、特に制限されないが、例えば1～72時間、好ましくは2～48時間、より好
ましくは4～24時間、さらに好ましくは8～16時間である。
【００８１】
　反応終了後は、必要に応じて、生成物であるポリヌクレオチドを、クロマトグラフィー
法等の通常の方法で単離精製することができる。また、生成物の構造は、元素分析、MS（
FD-MS）分析、IR分析、1H-NMR、13C-NMR等により同定することができる。
【００８２】
　本発明の連結方法により、一本鎖ポリヌクレオチドAと一本鎖ポリヌクレオチドBとが連
結してなるポリヌクレオチドを含むポリヌクレオチドを得ること、すなわち該ポリヌクレ
オチドを製造することができる。
【００８３】
　得られたポリヌクレオチドは、各種分野において、例えば医薬、試薬等として利用する
ことができる。
【００８４】
　2．ポリヌクレオチドの連結用試薬
　本発明は、（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－シアノ
イミダゾールを含む、（A）少なくとも一方の末端がaTNA又はSNAである一本鎖ポリヌクレ
オチドAと、（B）一本鎖ポリヌクレオチドBとの連結用試薬（本明細書において、「本発
明の試薬」と表記することもある。）に関する。以下にこれについて説明する。
【００８５】
　本発明の試薬は、（D1）イミダゾール及びハロゲン化シアン、並びに／又は（D2）1－
シアノイミダゾールを含有する限りにおいて特に制限されず、必要に応じてさらに他の成
分を含んでいてもよい。他の成分としては、薬学的に許容される成分であれば特に限定さ
れるものではないが、例えば基剤、担体、溶剤、分散剤、乳化剤、緩衝剤、安定剤、賦形
剤、結合剤、崩壊剤、滑沢剤、増粘剤、保湿剤、着色料、香料、キレート剤等が挙げられ
る。
【００８６】
　本発明の試薬は、キットの形態であってもよい。キットの場合は、1つの容器に各種成
分が含まれたものであっても、2つ以上の容器に各種成分が含まれたものであってもよい
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。キットの場合、必要に応じて、本発明の連結方法の実施に必要な他の試薬、器具等を適
宜含んでいてもよい。
【実施例】
【００８７】
　以下に、実施例に基づいて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例によっ
て限定されるものではない。
【００８８】
　試験例1．連結反応試験1
　表１に示される一本鎖ポリヌクレオチドを用いて連結反応を行った。表１中、pはリン
酸基を示し、Cy3及びFAMは標識を示し、「Temp」は鋳型一本鎖ポリヌクレオチドを示す。
【００８９】
【表１】

【００９０】
　反応水溶液（20mM imidazole、20mM HCl、100mM NaCl、20mM ZnCl2、40mM BrCN、一本
鎖ポリヌクレオチド（各1μM）、水、pH=7.0、反応液量30μL）を調製して、反応を行っ
た。具体的には、BrCN以外の成分を混合した後、BrCNを添加して、25℃で終夜インキュベ
ーションした。なお、インキュベーションは温度設定したサーマルサイクラーで行った。
インキュベーション終了後、反応液を20% AA 変性PAGEにより電気泳動し、aTNA 8A中のCy
3由来の蛍光、又はDNA 12A中のFAM由来の蛍光を検出することにより、バンドを検出した
。
【００９１】
　結果を図１に示す。lane 2において、新しいバンドがaTNA 8Aのバンドの上に観察され
た。これは、aTNA 8AとaTNA 8Bが結合したライゲーション生成物に由来するものであると
考えられる。また、lane 2とlane 5を比較すると、DNAよりもaTNAのライゲーション反応
は高効率で進んでいると思われる。テンプレートを加えていないlane 3ではライゲーショ
ン生成物のバンドは確認できなかったが、aTNA 8Aの下に新しいバンドが出現した。なお
、ライゲーション生成物の収率（＝ライゲーション生成物を示すバンド濃度値／全バンド
濃度値の合計値）は、lane 2において96.4％であり、lane 5において32.5％であった。
【００９２】
　試験例2．連結反応試験2
　一本鎖ポリヌクレオチドとしてaTNA 8A、aTNA 8B、及びaTNA 8Tempを用いて、インキュ
ベーション温度を30℃、40℃、又は50℃とする以外は、試験例1と同様にして連結反応を
行った。
【００９３】
　結果を図２に示す。原料のバンドは40℃で反応させたときにもっとも薄くなり、50℃の
温度で反応させると副生成物のバンドが出現した。なお、ライゲーション生成物の収率（
＝ライゲーション生成物を示すバンド濃度値／全バンド濃度値の合計値）は、左のレーン
から、81.5％、92.2％、70.4％であった。
【００９４】
　試験例3．連結反応試験3
　一本鎖ポリヌクレオチドとしてaTNA 8A、aTNA 8B、及びaTNA 8Tempを用いて、亜鉛イオ
ンに代えて他の二価金属イオンを用いる以外は、試験例1と同様にして連結反応を行った
。
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　結果を図３に示す。亜鉛イオンに代えて他の二価金属イオンを用いても、高効率で連結
反応が進むことが分かった。ライゲーション生成物の収率（＝ライゲーション生成物を示
すバンド濃度値／全バンド濃度値の合計値）は、左のレーンから、97.5％、98.2％であっ
た。
【００９６】
　試験例4．連結反応試験4
　表２に示される一本鎖ポリヌクレオチドを用いて、試験例1と同様にして連結反応を行
った。表２中、pはリン酸基を示し、Cy3及びFAMは標識を示す。
【００９７】
【表２】

【００９８】
　結果を図４に示す。DNA, RNAをテンプレートとしてaTNA8AとaTNA8Bのライゲーションが
確認された。L4はL2と同じ位置にバンドが現れたが、L3では低い位置にバンドが現れた。
これはライゲーション生成物がL2とL4ではaTNA/RNAと二重鎖を形成して流れており、L3で
はaTNA/DNAの安定性が低いため一本鎖で流れているからであると考えている。また、RNA
テンプレート上で、aTNA 8AとDNA 8Bのライゲーションが示された。なお、ライゲーショ
ン生成物の収率（＝ライゲーション生成物を示すバンド濃度値／全バンド濃度値の合計値
）は、L2から右へ、97.0％、95.2％、88.3％、79.2％であった。
【００９９】
　参考試験例1．Tm値解析
　反応水溶液（20mM imidazole、100mM NaCl2、一本鎖ポリヌクレオチド（各2μM）、水
、pH=7.0）を調製して、降温条件下におけるTm値及び昇温条件下におけるTm値を測定した
。結果を表３に示す。
【０１００】

【表３】
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