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Koolら は核酸塩基部分を蛍光性の化合物に置き換えたヌクレオシ ド (以下フルオロシ ドと呼

ぶ)を合成 し、その性質について研究している。。これまでの結果から、同種あるいは異種の

フルオロシ ドのオリゴマー (オ リゴヌクレオチ ド)はそれを構成するモノマーとは違つた物理

化学的性質を持つことが示されている。例えば同じ波長で励起 した場合、いくつかのオ リゴマ

ーはそれを構成するモノマーより長い波長の蛍光を発することが分かつている。また、モノマ

ーの配列を変えると蛍光波長も変化する。これらの性質は従来の蛍光色素にない利点がある。

たとえば、細胞を複数の色素で染色する場合、従来法では各色素に対 して異なった励起波長を

使 う必要があるが、フルオロシ ドオリゴマーを用いれば、一つの励起波長で多数の蛍光を発す

る一連の化合物を用いることが可能となる。

この興味深い現象の原因は、接近 した蛍光団の相互作用 (エネルギー移動、エキシプレック

ス形成など)によるものと考えられるが、その機構の詳細は分かつていない。そこで、有用な

蛍光特性を持つオリゴマーの配列を見い出すためには、コンビナ トリアルな方法が有効となる。

これまでの検討から、Terphenylを有するフルオロシ ドのオリゴマーは大きなス トークスシフ ト

を持ち、蛍光の量子収率もよいなどの利点があることが分かつた。本研究では、この類縁物質

として、それ自体が蛍光を持つナフタレンを有する BinaphthyIお よび Temaphthyi nucleosideを

合成 し、それらの性質を検討することを目的とした。

Fig。 1に Binaphthyl nucleoside lお よび Temaphthyl nucleoside 2の 合成経路を示す。文献 のに従

い 3,5位を保護 したラク トン 4を合成 し、これと6-Bromonaphthyllithiumを 反応させ、引き続き

還元することでシリル保護 した BrOmonaphthyl nucleoside 5を 得た。5はα,βアノマーの混合物と

して得られたが、カラムクロマ トグラフィーによって分離精製することができた。NOEの測定

により、主生成物はβアノマーであることが分かり、これを次の反応に用いた。テ トラブチル

アンモニウムフルオ リドを用い脱保護 し 6を得た後、Suzuki coupling反応により目的とする

Binaphthyl nucleoside lお よび Temaphthyl nucleoside 2を 得た。

<Fig。 1> (横幅 14 cm)



DNA合成機を用いたオリゴマー合成のためのユニットとして、1および 2のホスホロアミダ

イ トの合成について検討 した。常法により 1および 2の 5'―DMT誘導体の合成を試みたが、原

料の各種溶媒への溶解度の低 さか ら、 目的物の収率は低 く実用的ではなかつた。そこで

Bromonaphthメ nudeOSide 6を 原料とした合成を行つた (Fig.2)。 まず 6の 5'―Dヽぽ 誘導体 7を

合成 し、SuzuH coupling反 応により蛍光団を構築した後、ホスホロアミダイ ト9a,9bを合成 し

た。

<Fig。 2>(横幅 14 cm)

得られたホスホロアミダイ トを用いてオリゴヌクレオチ ドの合成を行つた。DNA合成機によ

る固相合成でホスホロアミダイ ト9a,9bが オリゴヌクレオチ ドに効率良く取り込まれるかを確

かめるために、三量体 TXT(X=1,2)の合成を行つた。収率は良好で、いずれの化合物もマスス

ペクトルで分子イオンピークを与えた。また TXT(X=1)の粗精製物の NMRスペク トルからも、

その構造を確認 した。以上の結果から、ホスホロアミダイ ト9a,9bは DNA合成機を用いた固

相合成により、効率良くオリゴヌクレオチ ドに取り込まれることが分かった。

フルオロシ ドオリゴマーの性質を調べるために、1および 2の二量体と二量体の合成を行っ

た。 目的物の溶解度向上のため、各種 spacer nudeosideを 用い合成と HPLCに よる単離を試み

た。Binaphthyl nucleoside lの 場合 XnS3n(n=2,3)の 合成 0単離に成功 し、得られた精製物はマス

スペク トルで分子イオンピークを与えた。ここで、x=1,S3=_P(=0)(OH)OCH2CH2CH20で ある。

2についても種々検討を行い、XnS32n(n〓 2,3)の合成・単離を行つたが、マススペク トルによる

構造の確認には至っていない。

Table lに Binaphthyl nucleoside lお よび Temaphthyl nucleoside 2の 吸収スペク トルと蛍光スペ

ク トルのデータを示す。1お よび 2は糖を含まないナフタレン誘導体とほぼ同じ性質を示 した。

また、TaЫe 2に 1およびその二量体 (X2S32)ヽ 三量体 (X3S33)の吸収スペク トル、蛍光スペ

ク トル、量子収率のデータを示す。二量体 (X2S32)ヽ 三量体 (X3S33)ではヽ1に比べ 30～囀 nm

ほど長波長側にシフ トしていることが分かった。これは同数の Terphenyl nucleosideのオ リゴマ

ーのシフ ト (3,1l nm)に比べても大きく、1が本研究の目的を満たす化合物であることが示さ

れた。量子収率はユニットの数が増えるに従い低下したが、その低下の割合は大きなものでは

なく、実用性に耐えうるものと考えられる。

<TaЫe l>(横幅 14 cm)

<Table 2>(横幅 14 cm)

Fig。 3に 1およびその二量体 (X2S32)ヽ 三量体 (為S33)の励起スペク トルと蛍光スペク トル

を示す。励起スペク トルはそれぞれの化合物の吸収スペク トルとほぼ同じで、また、どの化合

物もほぼ同じ形をしていた。これは、基低状態では全ての化合物の蛍光団の電子状態が同じで



あることを示 している。一方、蛍光スペク トルにおいて三量体、三量体は 1に比べ長波長側に

発光極大を持ち、またスペク トルの構造も失われている。これは、二量体と三量体は励起状態

においてエキシプレックスを形成 していることを示唆 している。有機溶媒中でスペク トルの測

定を行 うとスペク トルの大きな変化は見られないことから、エキシプレックスは水中でのみ形

成されることが分かつた。2についても HPLCで精製を行つた化合物についてスペク トルの測

定を行い、1と 類似 した長波長シフ トを観測 したが、合成・単離の方法や構造決定をさらに検

討する必要がある。

<Fig。 3>(横幅 14 cm)

フルオロシ ドの相互作用による蛍光特性の変化を調べるために、DNA合成機を用いて四量体

オ リゴヌクレオチ ドライブラリーの作成を行つた。単体にはモノマーとして、今回合成 した 1

と 2、 これまでに合成されている 8種のフルオロシ ド、Spacer nucleosideの 11個を用い、Split and

pool法によリコンビナ トリアル合成を行つた。フルオロシ ドの酉己列は Still tagに よつてコー ド

化 し、GCMSを用いてその配列を読み取つた。このライブラリーは 114(=14“ 1)個の四量体を

含んでいる。このライブラリーは紫、青、緑、黄、橙色と多彩な蛍光を有することが分かった。

この中には、モノマーユニットの中で最長の蛍光波長を持つ Oxoperylene(Lm=470 nm)よ りも長

い波長の蛍光を発するものが多数含まれていた。それぞれの色を持つビーズを蛍光顕微鏡下で

採取し、それぞれの配列を調べた。長波長の蛍光を発する配列の多くは Pyreneや Peryleneな ど

を多く含んでおり、エキシプレックス形成が重要であるように思われる。

フルオロシ ドの配列に依存 して生ずる相互作用によつて各種の色が得られることから、同じ

配列でも分子間相互作用による摂動によつて色の変化が引き起こされる可能性があると考えら

れる。このことはフルオロシ ドオ リゴマーが共存する小分子を認識 して、色彩や蛍光強度の変

化によつて応答するセンサーとして働 く可能性を示唆している。これについて検討するために、

ビーズ上に作成 したライブラリーを小分子を含む緩衝液に浸 し、その前後の蛍光の変化につい

て調べた。小分子として、芳香族間の相互作用が期待され、生体分子 として重要な芳香族アミ

ノ酸とその誘導体を選んだ。ビーズをペ トリ皿上に貼付けた両面テープ上に固定し、種々の濃

度の小分子の溶液に浸した後顕微鏡で蛍光像を撮影 し、これ らを比較することによってその蛍

光の変化を調べた。変化 としては主に蛍光強度の減少が観測され、それはビーズ (=配列)に

よつて異なっていた。センサーとしての機能が期待されたが、液相での確認実験等から蛍光強

度の減少の主な原因は光退色であることが分かつた。センサーとしての機能は、現在のシステ

ムでは評価するのが難 しいと思われる。

フルオロシ ドオリゴマーの配列によって光退色の速度が大きく異なることは興味深い。今後、

光退色速度の異なる配列を調べ、それぞれのモノマーのオリゴマー中における役割を検討する



とともに、市販の蛍光色素より光退色 しにくいオ リゴマーを見い出す ことなどが課題 となる。
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Tablel.Photophysical data of new fluorosides l and 2.

l戸�/vis Emisslon

鳩
“
(nm)C(M・Cm4) Solvent 札m(nm) Solvent

Binaphthyl

nucleoside(1)

77,000

17,000

methanol５

６

５

０

２

３

355,373     methanol

(ex 306 nm)
Temaphthy1  267(264・p  88,OXICl DMF
Nucleoside(2) 332(325)  39,OCICl  (methanOl)

371,388    methanol

(ex 325 nm)
PyКne 34 47,000    methanol 375,394    methanol
nucleosidel)                                       (ex 323 nm)

Naphthlene2,3)    221      133,000    ethano1        330,343   cyclohexane

276      9,300 (ex 295 nm)
Binaphthy134)

Temaphth

98,000

17,000

107,000

43,000

ethanol

dioxane

benzene

254
306

266
330

342,362   cyclohexane

lx 320 nm)

fリ エ A“ . Cみι″. Sοθ. 24D412, 12イ, 11590-11591.,  2)SpectrOmetric identi「lcation of organic compounds, Fourth Edition,
Silverstein,John Wileyそ %Sons,Inc.1981.,  3)A″αJ.Chι滋.1960,32,143(,1442.,  4)Chι

“
.B`た 1957,9θ,2888-2893.

型 し21_P,ot9phySiCal pЮ pe■ies of binaphthyl nucleoside l and XnSn・
compounds     binaphthyl

nucleoside(1)

X2S2 X3S3 binaphthyll)

鳩丞(nm) 255,306 254,308 253,308 254,306*

札x(nm) 256,306

(em 373 nm)

256,309 256,309

(em 409 nm)  (em 414 nm)
礼 m(nm) 355,375

(ex 310 nm)

405

(ex 310 nm)

412

(ex 310 nm)

342,362#

(ex 320 nllll)

Φ 0.57 0.37 0.21 0.53*ネ

ethanol

solvent methanol water water ″cyclohexane
**Inethanol

1)ス″α′.C力θ
“
.1960,32,1∠66-lZ物2.,C力

`“
.Bιた1957,9Q2888-2893.,JC,Fα rι〃¢yτた協s.2,1989,85,65-74.
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Fig。 3.  Excitation and enlission spectra of a binaphthyi nucleoside l,dilner X2S2,and trilner】 〔3S3・


