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研究成果の概要（和文）：本研究の最終目的は、細菌（マイコプラズマやシアノバクテリア）の数百万塩基対以上のゲ
ノムDNAをハイスループットで効率よく「完全化学合成」する手法の確立である。本研究課題では、「鎖伸長効率の向
上」と「精製作業の簡略化」および、「長鎖DNA合成フローシステムの構築」の基礎検討をおこなった。具体的には、
活性化剤内包型固相担体を用いた縮合反応と、亜リン酸ジフェニルを用いたキャップ化反応を利用し、30量体程度のDN
Aオリゴマーの合成をおこない本手法の有用性を確認した。また、DNA合成フローシステムのためのフィルター型ポーラ
スガラス担体を合成し、この担体上での反応性を詳細に調べた。

研究成果の概要（英文）：The final goal of this study is development of a high-throughput method for 
chemical synthesis of the genomic DNAs of mycoplasma and cyanobacteria. In this research, ‘improvement 
of chain elongation efficiency’, ‘simplification of purification of oligonucleotides’, and 
‘development of a flow-system for synthesis of long oligonucleotides’ was carried out. Specifically, l 
the 30-mer DNA oligomers was synthesized by using the condensation reaction on the activator-contained 
solid phase carrier and a capping reaction with diphenylphosphonate. We also prepared a filter-type 
porous glass carrier for the flow system of DNA synthesis and examined the reactivity on the support in 
detail.

研究分野：生体機能関連化学
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１． 研究開始当初の背景 
 現在汎用されている DNA 合成技術は、
1980年代にM. H. Caruthersらによって開発
されたホスホロアミダイト法を基盤技術に
している。この合成では、P-N 結合をもつ
三価のリン化合物をモノマーユニットとし
て、弱酸性の活性剤を用いて活性化して固
相上の水酸基と反応させることで一塩基ず
つ鎖伸長させていく。この時、モノマーユ
ニットの核酸塩基部アミノ基には副反応を
さけるために、ベンゾイル基やアセチル基
といったアシル型の保護基を使用している。
通常の鎖伸長条件でこの保護基を使わずに
反応をおこなうと、シトシン塩基やアデニ
ン塩基のアミノ基にもリン酸化が起こって
しまい、目的としない分岐した DNA が生
成してしまう。 
 しかし、アシル型保護基を導入したプリ
ン塩基は、鎖伸長過程で繰り返し使用され
る酸性条件でグリコシド結合が切れやすく
なってしまう。（デプリネーション）長鎖の
DNA合成においては、このデプリネーショ
ンのリスクは非常に高まっている。また、
この保護基の除去操作では、鎖伸長後に
DNA を濃アンモニア水で１２時間程度反
応させ、脱アシル化をおこなわなければな
らない。もし、すべての塩基でこの保護基
を除去できなければ、塩基対様式が変化し
てしまい、細胞内での複製または転写の過
程で DNA/RNAポリメラーゼの取り込みミ
スを誘発してしまう。 
 一方、問題となるデプリネーションは、
塩基部に保護基を使用しない無保護の状態
であれば、大幅に抑制できることが過去の
研究から明らかになっている（酸による安
定性が 60倍以上向上する）。また、保護基
を用いなければ、脱保護時間も短縮できる
上、脱保護が不完全になる心配もない。そ
こで、我々は保護基を使用していない塩基
部無保護のホスホロアミダイトユニットを
用いても核酸塩基部位に副反応を起こさな
い、新たな鎖伸長反応の開発に取り組んで
きた。その結果、鎖伸長反応に用いている
1H-テトラゾールのようなアゾール系の活
性化剤の代わりに、に示すように 1-ヒドロ
キシベンゾトリアゾール（HOBt）誘導体を
用いることで、核酸塩基部に保護基を用い
なくても水酸基選択的なリン酸化反応（塩
基部無保護法）をおこなえることを見いだ
した。この水酸基選択性は、HOBt 誘導体
でホスホロアミダイトユニットを活性化し
た時に生成するホスファイト中間体の反応
選択性に起因することが分かっている。 
 これまでに、この塩基部無保護法をもち
いて 20〜30量体の DNAまたは RNAを効
率よく合成できるだけでなく、任意の位置
に今まで導入できなかった修飾塩基を含ん
だ修飾オリゴヌクレオチド（塩基性条件下
不安定な核酸や酸化損傷核酸）を簡便に合
成することができている。[J. Am. Chem. 

Soc. (2004), Org. Lett. (2008), Nucleic Asids 
Res. (2008), J. Org. Chem. (2009)] 
 本研究では、この塩基部無保護法を基盤
技術として、まだ達成できていない「縮合
効率の向上」と「精製作業の簡略化」をお
こない世界最高峰のゲノム DNA 合成技術
の確立のための基礎検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目的は、細菌（マイコプラ
ズマやシアノバクテリア）の数百万塩基対
以上のゲノム DNA をハイスループットで
効率よく「完全化学合成」する手法の確立
である。我が国は核酸合成技術の開発で常
に米国に遅れをとってきたが、有機化学的
視点にたった DNA 合成の本質的な見直し
をおこなうことで世界最高峰のゲノム
DNA 合成技術を創成する。そのために、
我々がこれまで世界に先駆けて開発してき
た「核酸塩基部位に保護基を使用しない革
新的な DNA合成法（塩基部無保護法）」を
駆使し、従来のゲノム DNA 合成が抱えて
いた問題点の克服を目指す。本研究課題で
は、「鎖伸長効率の向上」と「精製作業の簡
略化」を目指して、合成担体の改良および
新規キャップ化反応（鎖伸長しなかった水
酸基をふさぐ反応）の開発をおこない、今
まで合成が困難とされてきた 300〜500 量
体程度の DNA オリゴマーをパラレルに化
学合成できるシステムを構築する。 
 
３．研究の方法 
「長鎖DNA合成技術の確立」のために、「鎖
伸長効率の向上」と「精製作業の簡略化」
をおこない、DNA鎖を高効率合成の検討を
行った。また、得られた技術を集積させて
複数の DNA 鎖をパラレルに合成できる
「DNAフロー合成システムを構築」を行っ
た。 
 
４．研究成果 
 本研究課題では、「1. 鎖伸長効率の向上」
と「2. 精製作業の簡略化」および、「3. 長
鎖 DNA 合成フローシステムの構築」の基
礎検討をおこなった。 
「1. 鎖伸長効率の向上」を目指した取組み
としては、細孔径 2000Åに精密調整したポ
ーラスガラス担体に反応の起点となるヌク
レオシドを 30-50 µmol/g の割合で導入す
るほか、ホスホロアミダイト化合物を活性
化することのできるHOBt誘導体を導入し
た。この活性化剤内包型固相担体は、図１
のように、反応中間体を補足しながら鎖伸
長を行う事ができるため、十分高い鎖伸長
効率で30量体程度のDNAオリゴマーを合
成する事ができた。また、ホスファイト中
間体は水酸基選択的に亜リン酸化を行う事
ができるため、核酸塩基部の保護基がない
状態でも、純度よく目的の DNA オリゴマ
ーを合成できる事が確認できた。 



 「2. 精製作業の簡略化」では、亜リン酸
ジフェニルを用いたキャップ化反応を利用
し、30量体程度の DNAオリゴマーの合成
をおこない、核酸塩基部の保護基がなくて
も、鎖伸長不十分な反応点を効率よくふさ
げる事を確認できた。このキャップ化反応
で得られる H-ホスホネート残基（図２）は、
続く酸化条件で安定なリン酸ジエステル結
合へと変換される。したがって、これらの
鎖伸長不十分な DNA は次におこなう連結
反応時にLigaseの基質とはならない。一方、
目的の鎖長をもつ DNA はアミダイト型リ
ン酸化試薬を用いて 5'末端をリン酸化する
ことで、Ligasaseの基質となる。このため、
完全長のDNAと鎖長不十分のDNAは化学
合成後に精製作業をおこなわなくても、続
く連結反応で反応性の差がつくため、連結
反応後の精製作業で容易に分けることがで
きる。 

「3. 長鎖 DNA 合成フローシステムの構
築」では、フィルター型に成形したホウケ
イ酸ガラスを高温で分相させ、酸性および
塩基性水溶液で処理する事でフィルター型
ポーラスガラス担体を合成した。この担体
上での反応性を詳細に調べ、フィルター型
ポーラスガラス担体が核酸合成に適してい
る事を確認する事ができた。 
 現在では、このフィルター型ポーラスガ
ラス担体使用し、100 量体をこえる長鎖
DNAオリゴマーの合成検討を行っている。 
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