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(57)【要約】
　本発明は、例えば核酸のような分析物を検出する方法及び試薬に関する。当該新規方法
及び試薬により、複合生物学的試料であっても簡便かつ感度良く検出することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)試料をアルデヒド基、保護されたアルデヒド基、アルデヒド前駆体基、又はアルデ
ヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル
基から選択される少なくとも１つの官能基を含む官能化化合物と、前記化合物が検出され
るべき分析物と結合産物を形成する条件下で接触させるステップ、
　(iii)必要であれば、ハンドル基をアルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデ
ヒド前駆体基を含む反応パートナーと反応させるステップ、
　(iv)必要であれば、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基をアルデヒド基に
変換させるステップ、
　(v)アルデヒド基を有する前記結合産物をマーカー試薬と、マーカー基が前記結合産物
中のアルデヒド基の周囲に形成される条件下で接触させるステップ、及び、
　(vi)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項２】
　定性的検出を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　定量的検出を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　分析物は核酸、ヌクレオシド結合分子、ヌクレオチド結合分子又は核酸結合分子から選
択される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　検出されるべき分析物はDNA及びRNAから選択される核酸である、請求項１～４のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項６】
　試料は生物学的試料である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　試料は農産物試料又は栄養試料である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　試料は臨床試料である、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　検出を増幅なしで直接行う、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　検出を増幅ステップと組み合わせて行う、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　核酸分析物の配列特異的検出を行う、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記結合産物の形成は配列特異的ハイブリダイゼーション反応を含む、請求項１１に記
載の方法。
【請求項１３】
　官能化化合物は、
　(i)脂肪族若しくは脂環式アルデヒド基、保護された脂肪族若しくは脂環式アルデヒド
基又は脂肪族若しくは脂環式アルデヒド前駆体基、
　(ii)芳香族若しくは複素芳香族アルデヒド基、又は芳香族若しくは複素芳香族アルデヒ
ド前駆体基、及び／或いは、
　(iii)アルキンアルデヒド基、保護されたアルキンアルデヒド基若しくはアルキンアル
デヒド前駆体基、
を含む、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項１４】
　保護されたアルデヒド基はアセタール基、例えば糖若しくは糖関連化合物中のヘミアセ
タール基等のヘミアセタール基、チオアセタール基及びジチオアセタール基、イミダゾロ
ン基、並びにベンゾチアゾール基から選択される、請求項１～１３のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１５】
　アルデヒド前駆体基はカルボン酸類、並びにニトリル類及び１級アルコール類のような
カルボン酸誘導体から選択される、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　ハンドル基はアザイド及びアルキン基から選択される、請求項１～１５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記アザイド又はアルキン基はクリック反応を行うことによりアルデヒド基、保護され
たアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を含む反応パートナーと反応する、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
　官能基はヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物の核酸塩基又はそのオリゴマ
ー若しくはポリマーに付けられている、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　核酸塩基は天然並びに非天然のプリン塩基及びピリミジン塩基から選択される、請求項
１８に記載の方法。
【請求項２０】
　官能基はピリミジン核酸塩基の５位及び６位、好ましくは５位、又はプリン核酸塩基の
７位及び８位、好ましくは７位に付けられている、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　官能基は直接的な結合又はスペーサーを介して化合物に付けられている、請求項１～２
０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記スペーサーは、フレキシブルスペーサー又は少なくとも部分的に剛性のスペーサー
である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　スペーサーはアルケン基、アルキン基、環状基、特に芳香族基及び複素芳香族基、並び
にそれらの組み合わせから選択される少なくとも１つの基を含む、請求項２２に記載の方
法。
【請求項２４】
　前記官能化化合物は、
　(i)官能化された核酸若しくは核酸類似体構成単位、及び／又は、
　(ii)官能化された核酸若しくは核酸類似体、
から選択される、請求項１～２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記結合産物の形成は前記官能化された構成単位を核酸又は核酸類似体分子中に取り込
むことを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記官能化されたヌクレオチド又はヌクレオチド類似体は酵素的に核酸分子中に取り込
まれる、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記結合産物の形成は前記官能化された核酸又は核酸類似体を検出すべき分析物に結合
させることを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記結合は核酸分析物へのハイブリダイゼーションを含む、請求項２７に記載の方法。
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【請求項２９】
　プライマー伸長反応を任意で核酸増幅反応と併用して含む、請求項２４～２８のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項３０】
　アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若しくはその相補体とハイブリダイズする少な
くとも１つのプライマー分子を供給するステップ、及び、
　少なくとも１つの官能化されたヌクレオチド又はヌクレオチド類似体が伸長産物中に取
り込まれる、前記プライマーを伸長するステップ、
を含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若しくはその相補体とハイブリダイズする少な
くとも１つの官能化されたプライマー分子を供給するステップ、及び、
　伸長プライマー分子が形成される、前記プライマー分子を伸長するステップ、
を含む、請求項２９又は３０に記載の方法。
【請求項３２】
　ハイブリダイゼーション産物が形成される、アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若
しくはその相補体とハイブリダイズする官能化されたハイブリダイゼーションプローブを
供給するステップを含む、請求項２８～３１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３３】
　アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若しくはその相補体とハイブリダイズする官能
化されたハイブリダイゼーションプローブを供給するステップ、及び、
　ハイブリダイゼーション産物を少なくとも１つのミスマッチを包含するハイブリダイゼ
ーション産物が分解される処理に供するステップ、
を含み、
　ここで、未分解のハイブリダイゼーション産物の存在はハイブリダイゼーションプロー
ブに完全に相補的な配列を有する核酸の存在及び／又は量を示す、
請求項２６～３２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記処理はミスマッチ消化処理を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　ミスマッチ消化処理はハイブリダイゼーション産物をミスマッチグリコシラーゼと接触
させることを含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記処理はディファレンシャルハイブリダイゼーション処理を含む、請求項３３に記載
の方法。
【請求項３７】
　前記マーカー試薬は蛍光基又は酸化還元活性基を含む、請求項１～３６のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項３８】
　前記マーカー試薬は金属基を含む、請求項１～３７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３９】
　前記金属基は前記結合産物中のアルデヒド基の周囲に選択的に沈着させることのできる
、Ag、Au、Bi、Cu、Pd、Ptのような金属原子及び／又はイオンから選択される、請求項１
～３８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４０】
　前記マーカー試薬は銀－アンモニア錯体を含む、請求項３８又は３９に記載の方法。
【請求項４１】
　検出を光学的手段によって行う、請求項１～４０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４２】
　検出を電気的手段によって行う、請求項１～４１のいずれか１項に記載の方法。
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【請求項４３】
　複数の核酸の並行検出を含む、請求項１～４２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４４】
　検出を例えばマイクロアレイチップ等の固体表面上で行う、請求項１～４３のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項４５】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)アルデヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基、又はアルデ
ヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル
基から選択される官能基を含む官能化化合物、
　(b)任意で、アルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基を含むハ
ンドル基用の反応パートナー、
　(c)任意で、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基をアルデヒド基に変換で
きるアルデヒド形成試薬、及び、
　(d)マーカー試薬、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項４６】
　請求項１～４４のいずれか１項に記載の方法での請求項４５に記載の試薬キットの使用
。
【請求項４７】
　次式（I）の化合物：
A-S-N（I）
(式中、Aはアルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基から選択され
る官能基であり、
Sはスペーサー又は結合であり、及び
Nは核酸又はヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物のような核酸類似体構成単
位である)。
【請求項４８】
　保護されたアルデヒド基はアセタール基、ヘミアセタール基、チオアセタール基及びジ
チオアセタール基、イミダゾロン基、並びにベンゾチアゾール基から選択される、請求項
４７に記載の化合物。
【請求項４９】
　アルデヒド前駆体基はカルボン酸類並びにニトリル類及び１級アルコール類のようなカ
ルボン酸誘導体から選択される、請求項４７に記載の化合物。
【請求項５０】
　官能基は核酸塩基に付けられている、請求項４７～４９のいずれか１項に記載の化合物
。
【請求項５１】
　核酸塩基は天然並びに非天然のプリン及びピリミジン塩基から選択される、請求項５０
に記載の化合物。
【請求項５２】
　核酸塩基はアデニン、7-デアザアデニン、グアニン、7-デアザグアニン、シトシン、チ
ミジン、ウラシル、イノシン及びキサンチンから選択される、請求項５０又は５１に記載
の化合物。
【請求項５３】
　官能基はピリミジン核酸塩基の５位及び６位、好ましくは５位、又はプリン核酸塩基の
７位及び８位、好ましくは７位に付けられている、請求項５１又は５２に記載の化合物。
【請求項５４】
　前記スペーサーは少なくとも部分的に剛性のスペーサーである、請求項４７～５３のい
ずれか１項に記載の化合物。
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【請求項５５】
　スペーサーは、アルケン基、アルキン基、環状基、特に芳香族基及び複素芳香族基、並
びにそれらの組み合わせから選択される少なくとも１つの基を含む、請求項５４に記載の
化合物。
【請求項５６】
　核酸若しくは核酸類似体又はそれらの前駆体の化学合成或いは酵素合成用の構成単位で
ある、請求項４７～５５のいずれか１項に記載の化合物。
【請求項５７】
　ヌクレオシド三リン酸、特にリボースヌクレオシド三リン酸、2'-デオキシリボースヌ
クレオシド三リン酸若しくは2',3'-ジデオキシリボースヌクレオシド三リン酸、又はヌク
レオシドホスホロアミダイト、H-ホスホネート若しくはホスホトリエステルである、請求
項４７～５６のいずれか１項に記載の化合物。
【請求項５８】
　ペプチド核酸、モルフォリノ核酸、又はロックド核酸の合成用の構成単位である、請求
項４６～５６のいずれか１項に記載の化合物。
【請求項５９】
　内部に取り込まれた請求項４７～５８のいずれか１項に記載の式(I)の化合物を少なく
とも１つ有する核酸又は核酸類似体分子。
【請求項６０】
　DNA及びRNAから選択される核酸、又はペプチド核酸、モルフォリノ核酸若しくはロック
ド核酸から選択される核酸類似体である、請求項５９に記載の分子。
【請求項６１】
　請求項４７～５８のいずれか１項に記載の化合物(I)を含んでなる少なくとも１つのヌ
クレオチド若しくはヌクレオチド類似体構成単位を、核酸又は核酸類似体分子の内部に取
り込むことを含む核酸又は核酸類似体分子を合成する方法。
【請求項６２】
　化学合成及び／又は酵素合成を含む、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　請求項５９又は６０に記載の核酸又は核酸類似体分子の金属化産物。
【請求項６４】
　分析物と請求項５９若しくは６０に記載の核酸若しくは核酸類似体分子又は請求項６３
に記載の金属化産物との結合産物。
【請求項６５】
　相補的核酸とのハイブリダイゼーション産物である、請求項６４に記載の産物。
【請求項６６】
　試料中の核酸を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)試料をクリック反応用の第１反応パートナーである少なくとも１つの官能基を含む
官能化化合物と、検出されるべき核酸若しくはその相補体と前記化合物とが結合産物を形
成する条件下で接触させるステップ、
　(iii)結合産物をクリック反応用の第２反応パートナーと、クリック反応が第１及び第
２反応パートナー間で生じる条件下にて接触させるステップであって、ここで第２反応パ
ートナーがさらにマーカー基又はマーカー前駆体基を含む、前記ステップ、
　(iv)必要であれば、マーカー前駆体基をマーカー基に変換するステップ、並びに、
　(v)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項６７】
　請求項２～１２及び１８～４４のいずれか１項に記載したような特徴を含む、請求項６
６に記載の方法。
【請求項６８】
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　官能基がアザイド基又はアルキン基から選択される、請求項６６又は６７に記載の方法
。
【請求項６９】
　クリック反応が(3+2)環化付加を含む、請求項６６～６８のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項７０】
　５員複素環がクリック反応によって形成される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　第２反応パートナーが光学的に検出可能なマーカー基、特に蛍光マーカー基、又は酸化
還元活性マーカー基から選択されるマーカー基を含む、請求項６６～６８のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項７２】
　第２反応パートナーがアルデヒド基、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基
から選択されるマーカー前駆体基を含む、請求項６６～７１のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項７３】
　マーカー前駆体基をマーカー基に変換することがアルデヒド基周囲に金属沈着を形成す
ることを含む、請求項７２に記載の方法。
【請求項７４】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)クリック反応の第１反応パートナーである少なくとも１つの官能基を含む官能化化
合物、
　(b)マーカー基又はマーカー前駆体基をさらに含むクリック反応の第２反応パートナー
、及び、
　(c)任意で、マーカー前駆体基をマーカー基に変換することができるマーカー形成試薬
、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項７５】
　請求項６６～７３のいずれか１項に記載の方法での請求項７４に記載の試薬キットの使
用。
【請求項７６】
　次式（II）の化合物：
C-S-N（II）
(式中、Cはクリック反応の第１反応パートナーである官能基であり、
Sはスペーサー又は結合であり、及び
Nは核酸又は例えばヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物のような核酸類似体
構成単位である)。
【請求項７７】
　請求項５０～５８のいずれか１項に記載の特徴を有する請求項７６に記載の化合物。
【請求項７８】
　官能基が１０原子以下の鎖長を有するスペーサーを介して核酸塩基に付けられている、
請求項７６又は７７に記載の化合物。
【請求項７９】
　鎖長は３原子以下である、請求項７８に記載の化合物。
【請求項８０】
　内部に取り込まれた請求項７６～７９のいずれか１項に記載の式(II)の化合物を少なく
とも１つ有する核酸又は核酸類似体分子。
【請求項８１】
　DNA及びRNAから選択される核酸又はペプチド核酸、モルフォリノ核酸若しくはロックド
核酸から選択される核酸類似体分子である、請求項８０に記載の核酸又は核酸類似体分子
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。
【請求項８２】
　請求項７６～７９のいずれか１項に記載の化合物(II)を含んでなるヌクレオチド若しく
はヌクレオチド類似体構成単位を、核酸又は核酸類似体分子の内部に取り込むことを含む
核酸又は核酸類似体分子を合成する方法。
【請求項８３】
　化学合成及び／又は酵素合成を含む、請求項８２に記載の方法。
【請求項８４】
　核酸又は核酸類似体分子を化合物(II)の第２反応パートナーと接触させること、並びに
第１及び第２反応パートナー間でクリック反応を実行することをさらに含む、請求項８２
又は８３に記載の方法。
【請求項８５】
　請求項８０又は８１に記載の核酸又は核酸類似体分子と分析物との結合産物。
【請求項８６】
　相補的核酸とのハイブリダイゼーション産物である、請求項８５に記載の産物。
【請求項８７】
　試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)試料を、感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基から選択される少
なくとも１つの官能基を含む官能化化合物と、前記化合物が検出されるべき分析物と結合
産物を形成する条件下で接触させるステップ、
　(iii)必要であれば、ハンドル基を感光物質基を含む反応パートナーと反応させるステ
ップ、
　(iv)感光媒体と接触した前記結合産物に、前記感光媒体において前記結合産物中に感光
物質基の存在する場合にマーカー基が形成される条件下で、照射するステップ、及び、
　(v)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項８８】
　請求項２～１２及び１６～４４のいずれか１項に記載されたような特徴を含む、請求項
８７に記載の方法。
【請求項８９】
　感光物質基は蛍光色素基から選択される、請求項８７又は８８に記載の方法。
【請求項９０】
　感光物質基はシアニンベースのインドリン基及びキノリン基から選択される、請求項８
９に記載の方法。
【請求項９１】
　感光媒体は金属核を形成できる金属原子又はイオンを含む、請求項８７～９０のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項９２】
　金属はAgである、請求項９１に記載の方法。
【請求項９３】
　感光媒体は印画紙のような感光紙又は支持物質上の感光乳液若しくはゲルである、請求
項８７～９２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９４】
　照射ステップ(iv)を長波長可視光及び／又は赤外光で行う、請求項８７～９３のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項９５】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基から選択される少なくとも
１つの官能基を含む官能化化合物、
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　(b)任意で、感光物質基を含むハンドル基用の反応パートナー、及び、
　(c)感光物質基の存在下での照射時にマーカー基を形成する感光媒体、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項９６】
　請求項８７～９４のいずれか１項に記載の方法での請求項９５に記載の試薬キットの使
用。
【請求項９７】
　農業応用のための請求項１～４４、６６～７３若しくは８７～９４のいずれか１項に記
載の方法又は請求項４５、７４若しくは９５に記載の試薬キットの使用。
【請求項９８】
　植物、植物病原体又は昆虫のような植物有害生物由来の核酸を検出するための請求項９
７に記載の使用。
【請求項９９】
　植物、植物病原体又は植物有害生物においてSNPs等の遺伝的多様性を検出するための請
求項９７又は９８に記載の使用。
【請求項１００】
　菌類、昆虫若しくは植物における殺虫剤の抵抗性、耐性又は不耐性等の、除草剤、殺菌
剤若しくは殺虫剤の抵抗性、耐性又は不耐性を検出又はモニターするための請求項９７～
９９のいずれか１項の使用。
【請求項１０１】
　菌類、昆虫又は植物の種若しくは株の検出及び／又は識別等における遺伝子型決定のた
めの、請求項９７～１００のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０２】
　菌類、昆虫又は植物の生物体若しくは株等の遺伝学的に改変された生物体若しくは株を
検出し及び／又は識別するための請求項９７～１０１のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０３】
　医学的、診断的及び法医学的応用のための請求項１～４４、６６～７３若しくは８７～
９４のいずれか１項に記載の方法又は請求項４５、７４若しくは９５に記載の試薬キット
の使用。
【請求項１０４】
　ヒト又は獣医学における請求項１０３に記載の方法の使用。
【請求項１０５】
　ヒト病原体等の病原体由来の核酸を検出するための請求項１０４に記載の使用。
【請求項１０６】
　ヒトにおけるSNPs等の遺伝的多様性を検出するための請求項１０３～１０５のいずれか
１項に記載の使用。
【請求項１０７】
　薬剤抵抗性、耐性若しくは不耐性又はアレルギーを検出するための請求項１０３～１０
６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０８】
　遺伝子型決定のための請求項１０３～１０７のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０９】
　細菌の生物体若しくは株又はウイルス等の遺伝学的に改変された生物体若しくは株を検
出するための請求項１０３～１０８のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１１０】
　遺伝病、アレルギー疾患、自己免疫疾患又は感染症等の疾患を診断するための請求項１
０３～１０９のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１１１】
　遺伝子の機能及び／又は発現を検出するための請求項１～４４、６６～７３若しくは８
７～９４のいずれか１項に記載の方法又は請求項４５、７４若しくは９５に記載の試薬キ
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ットの使用。
【請求項１１２】
　ブランド保護のための請求項１～４４、６６～７３若しくは８７～９４のいずれか１項
に記載の方法又は請求項４５、７４若しくは９５に記載の試薬キットの使用。
【請求項１１３】
　製品中にコード化された特殊情報を検出するための請求項１１２に記載の使用。
【請求項１１４】
　特に食品分野における栄養的応用のための請求項１～４４、６６～７３若しくは８７～
９４のいずれか１項に記載の方法又は請求項４５、７４若しくは９５に記載の試薬キット
の使用。
【請求項１１５】
　エピジェネティック解析のための請求項１～４４、６６～７３若しくは８７～９４のい
ずれか１項に記載の方法又は請求項４５、７４若しくは９５に記載の試薬キットの使用。
【請求項１１６】
　DNAメチル化パターンの解析のための請求項１１５に記載の使用。
【請求項１１７】
　試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基及びクエンチャー基を含む
レポーター分子を供給するステップであって、感光物質基は検出されるべき分析物がない
場合は消光される当該ステップ、
　(iii)試料をレポーター分子と、感光物質基の消光を分析物の存在下で少なくとも部分
的に低減するか若しくは終了する条件下にて接触させるステップ、
　(iv)必要であれば、ハンドル基を、感光物質基を含む反応パートナーと反応させるステ
ップ、
　(v)感光媒体と接触した前記レポーター分子に対して、前記レポーター分子中に非消光
感光物質基が存在する場合、マーカー基が前記感光媒体中で形成される条件下にて照射す
るステップ、及び、
　(vi)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項１１８】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)検出されるべき分析物がない場合は消光される感光物質基又は感光物質基を導入す
るためのハンドル基及びクエンチャー基を含むレポーター分子、
　(b)任意で、感光物質基を含むハンドル基用の反応パートナー、並びに、
　(c)非消光感光物質基の照射時にマーカー基を形成する感光媒体、
を含んでなる前記試薬キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、核酸等の分析物を検出するための方法及び試薬に関する。本新規方法及び試
薬は、複合生物学的試料でさえ簡便かつ感度良く検出することが可能である。
【背景技術】
【０００２】
　特定の標的配列（例えば、１塩基多型の存在、耐性遺伝子等のいくつかの遺伝子の存在
又はｍRNAの存在）についての遺伝物質の迅速な解析には、使い易く、効率的でかつ信頼
性のある新たなツールが必要とされる。最大の問題は、患者の血液又は植物のような少量
の生物学的試料中から目的のDNA若しくはRNAを直接検出する必要があるということである
。これらの試料からは微量の分析物しか得られない。必要な感度に至るためには、通常、
増幅ステップが必要とされる。このステップでは、核酸分析物が解析前に増幅されるか、
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又はDNA/RNA分析物から直接得られる僅かな検出シグナルを増幅する検出方法が用いられ
る。
【０００３】
　核酸分析物の増幅方法は、PCR法及び他の核酸増幅プロトコルを含む。PCR増幅は、生物
学的試料から得られた異なるDNA鎖のプールの中で、目的のDNA配列のみを増幅できるとい
う大きな利点がある。この方法は、複合生物学的試料における単一遺伝子の信頼性できる
解析の基礎となる。しかし、PCR増幅は、いくつかのケースで非常に不便、かつ高価であ
る複雑な工程段階を必要とする。検出シグナルの増幅は、所与の基質を継続的に着色産物
に変換する西洋ワサビペルオキシダーゼ等の酵素を分析物に結合することで達成すること
ができる。
【０００４】
　DNAの金属化は、検出シグナルを増幅するもう１つの方法である。DNA/RNAに付着した単
一金属粒子(核)は、一層多くの金属の沈着を触媒する。その金属粒子は、さらに金属沈着
を触媒する（参考文献１～９）。金属沈着により生じたシグナルは、その結果、指数関数
的に増大する。金属沈着は、分析物が電極間に配置されている場合は電気的に、又は沈着
した金属は、例えば紙上、ゲル中若しくは試験管内に黒点を生じさせるので光学的に（例
えば目で）検出することができる。原理上は、反応の開始には小さな金属クラスター（核
）で十分であることから、金属沈着が最も感度の高い検出方法である。しかし、実際には
本方法の感度は、（例えば、分析物を保持している電極上、ゲル内又は紙上等の空間内で
分析物と極めて近接している不純物を介した）非特異的な金属核形成によって制限される
。実際、非特異的な金属沈着は、DNAの銀染色がオリゴヌクレオチド解析において日常的
に使用されない主な理由となっている。銀染色は、さらにDNAが自身で開始核を構築でき
ないという事実により複雑になっている。この方法は、事前の修飾を必要とする。今日最
適な方法は、核酸塩基上の１級アミン基に配列非特異的な結合によってDNAと共有結合し
たグルタルアルデヒドを有するDNAの反応である。（参考文献７）。本付加化合物は、銀
塩で処理されたならば、塩のAg+を、銀原子に還元する。銀原子は、DNAに結合すると同時
に必要な核として機能する。核形成されたDNAの銀塩によるさらなる処理及び試薬の還元
は、指数関数的金属沈着を開始する。もう１つの可能性は、Ag+によりDNA鎖上の対イオン
を交換することである。これは、その後、Ag0核形成部位の発生を減少させる。最大の欠
点は、グルタルアルデヒドが分析物に近接した不純物又は他の化学種とも反応することで
ある。これは、非特異的銀沈着を再び増大させてしまう。
【０００５】
　また、DNAに付着するAu、Pd粒子のような金属クラスター又はPt錯体は、導線の構築に
至るまでさらなる金属沈着の核形成部位として機能する（参考文献１～９）。ここで、前
記クラスターは、DNAと共有結合を形成する反応基、又はDNA/RNAにインターカレートする
若しくは他の方法で結合するユニットに付着している。これらの全ての方法は、生物学的
試料中の全DNAを標識化するため、配列特異的な印付けをすることができず、それ故、複
合生物学的試料における単一遺伝子のような標的DNAの配列特異的解析もできない。
【０００６】
　参考文献８には、プライマー開始された修飾テロメアリピート中へのテロメラーゼを介
したアミン修飾されたヌクレオシド三リン酸の取り込みによる標識化DNAドメインの調製
が記載されている。アミンを含有するテロメアは、活性化された金ナノ粒子N-スクシンイ
ミジルエステル類（N-succinimidyl esters）で官能化され、金ナノ粒子DNA鎖を生じる。
DNAに沿ったさらなる金属沈着によるこれらのナノ粒子部位の増大は、実際、DNAを鋳型と
する分子ナノワイヤの構築に至るまで金属クラスターの急速な成長をもたらす。しかし、
アミン修飾された三リン酸の伸長中のテロメア末端中への取り込み効率は低く、核形成部
位の分配をもたらす三リン酸ドーピングを必要とする。このように、本方法は、配列特異
的な標識化ができない。
【０００７】
　最近、DNAの部位特異的標識化も、複雑なリソグラフ法によって試みられた（参考文献
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４）。この方法によれば、DNA分子の部分的保護がRecAの結合によってもたらされる。そ
の後、保護されていないDNA配列は、金属化のために配列をマーキングするグルタルアル
デヒドで処理される。DNAに結合したアルデヒド機能による銀イオンの部位特異的還元は
、結果的にこれらの領域に沿ったワイヤ形成をもたらす。しかしながら、複合生物学的試
料中の核酸分子を配列特異的に標識することはできない。
【０００８】
　これらの文献は、DNAの新規標識方法という点において関心がもたれるが、マーキング
を行う際の複雑な工程ゆえに、これらのシステムは実際の応用に利用されていない。特に
、これらの方法は、クルードな生物学的試料の中で目的のDNA若しくはRNA配列を直接、選
択的に標識できない。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　よって、分析物、特に複合生物学的試料中の核酸の分析物の簡便で、効率的なかつ特異
的な検出を可能にする新規方法及び試薬を提供することが本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明の第１の態様は、分析物（例えば試料中の核酸等の分析物）を検出するための方
法及び試薬キットに関する。本方法及び試薬キットでは、検出されるべき分析物の新規の
アルデヒド官能化化合物との結合産物が形成される。本結合産物は、マーカー基（例えば
、前記結合産物中のアルデヒド基周囲の金属沈着）を形成することによって配列特異的検
出を可能としている。
【００１１】
　より具体的には、本態様の実施形態は、試料中の分析物を検出するための方法であって
、以下のステップ：
（i）試料を供給するステップ、
（ii）試料をアルデヒド基、保護されたアルデヒド基、アルデヒド前駆体基、又はアルデ
ヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル
基から選択される少なくとも１つの官能基を含む官能化化合物と、前記化合物が検出され
るべき分析物と結合産物を形成する条件下で接触させるステップ、
（iii）必要であれば、ハンドル基をアルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデ
ヒド前駆体基を含む反応パートナーと反応させるステップ、
（iv）必要であれば、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基をアルデヒド基に
変換させるステップ、
（v）アルデヒド基を有する前記結合産物をマーカー試薬と、マーカー基が前記結合産物
中のアルデヒド基の周囲に形成される条件下で接触させるステップ、及び、
（vi）前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法に関する。
【００１２】
　本第１の態様のさらなる実施形態は、試料中の分析物を検出するための試薬キットであ
って、
(a)アルデヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基、又はアルデヒ
ド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル基
から選択される官能基を含む官能化化合物、
(b)任意で、アルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基を含むハン
ドル基用の反応パートナー、
(c)任意で、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基をアルデヒド基に変換でき
るアルデヒド形成試薬、及び、
(d)マーカー試薬、
を含んでなる前記試薬キットに関する。
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【００１３】
　さらに、本第１の態様のさらなる実施形態は、次式（I）の化合物に関する：
A-S-N（I）
(式中、Aはアルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基から選択され
る官能基であり、
Sはスペーサー又は結合、好ましくは共有結合であり、及び
Nは核酸又はヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物のような核酸類似体構成単
位である)。
【００１４】
　第２の態様において、本発明は、検出されるべき分析物と結合産物を形成するクリック
官能化化合物の使用を伴う、分析物（例えば、試料中の核酸）を検出するための方法及び
試薬キットに関する。マーカー基の配列特異的導入は、クリック官能化化合物をマーカー
基又はマーカー前駆体基を包含する適当な反応パートナーと反応させることによって達成
される。
【００１５】
　本第２の態様の一実施形態は、試料中の分析物を検出するための方法であって、以下の
ステップ：
（i）試料を供給するステップ、
（ii）試料をクリック反応用の第１反応パートナーである少なくとも１つの官能基を含む
官能化化合物と、検出されるべき分析物と前記化合物とが結合産物を形成する条件下で接
触させるステップ、
（iii）結合産物をクリック反応用の第２反応パートナーと、クリック反応が第１及び第
２反応パートナー間で生じる条件下にて接触させるステップであって、ここで第２反応パ
ートナーがさらにマーカー基又はマーカー前駆体基を含む、当該ステップ、
（iv）必要であれば、マーカー前駆体基をマーカー基に変換するステップ、並びに、
（v）前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法に関する。
【００１６】
　本第２の態様のさらなる実施形態は、試料中の分析物を検出するための試薬キットであ
って、
(a)クリック反応の第１反応パートナーである少なくとも１つの官能基を含む官能化化合
物、
(b)マーカー基又はマーカー前駆体基をさらに含むクリック反応の第２反応パートナー、
及び、
(c)任意で、マーカー前駆体基をマーカー基に変換することができるマーカー形成試薬、
を含んでなる前記試薬キットに関する。
【００１７】
　さらに、本第２の態様のさらなる実施形態は、次式（II）の化合物に関する：
C-S-N（II）
(式中、Cはクリック反応の第１反応パートナーである官能基であり、
Sはスペーサー又は結合、好ましくは共有結合であり、及び
Nは核酸又は例えばヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物のような核酸類似体
構成単位である)。
【００１８】
　第３の態様において、本発明は、検出されるべき分析物と結合産物を形成する感光性化
合物の使用を伴う、分析物（例えば、試料中の核酸）を検出するための方法及び試薬キッ
トに関する。感光物質基は、核酸中に配列特異的に導入されることが好ましい。感光物質
基の存在は、感光媒体と接触させて、標識された結合産物に照射することで検出される。
ここで、感光物質基の存在は、マーカー媒質中でマーカー基の部位特異的形成を選択的に
もたらす。
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【００１９】
　この第３の態様の一実施形態は、分析物と感光物質基を含む官能化化合物との結合残物
を形成し、エネルギー移動、特に感光物質基から感光媒体への放射エネルギーの移動を生
じさせることによって試料中の分析物を検出するための方法に関する。このエネルギー移
動が感光媒体中でマーカー基の選択的形成を引き起こす。
【００２０】
　本第３の態様のさらなる実施形態は、試料中の分析物を検出するための方法であって、
以下のステップ：
（i）試料を供給するステップ、
（ii）試料を、感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基から選択される少
なくとも１つの官能基を含む官能化化合物と、前記化合物が検出されるべき分析物と結合
産物を形成する条件下で接触させるステップ、
（iii）必要であれば、ハンドル基を感光物質基を含む反応パートナーと反応させるステ
ップ、
（iv）感光媒体と接触した前記結合産物に、前記感光媒体において前記結合産物中に感光
物質基の存在する場合にマーカー基が形成される条件下で、照射するステップ、及び、
（v）前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法に関する。
【００２１】
　さらに、本第３の態様のさらなる実施形態は、試料中の分析物を検出するための試薬キ
ットであって、
（a）感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基から選択される少なくとも
１つの官能基を含む官能化化合物、
（b）任意で、感光物質基を含むハンドル基用の反応パートナー、及び、
（c）感光物質基の存在下での照射時にマーカー基を形成する感光媒体、
を含んでなる前記試薬キットに関する。
【００２２】
　本発明は、生物学的試料（例えば、臨床試料、環境試料又は農産物試料）中の分析物（
例えば、核酸又は核酸結合タンパク質）の高感度検出を可能にする。好ましい用途は、限
定はしないが、遺伝的多様性（例えば、１塩基多型(SNPs)）、殺虫剤若しくは薬剤抵抗性
、耐性若しくは非耐性、遺伝子型決定（例えば、生物体の種若しくは株の検出、遺伝的に
改変された生物体若しくは株の検出、又は病原体若しくは害虫の検出）、及び、疾患の診
断（例えば、遺伝病、アレルギー疾患、自己免疫疾患若しくは感染症）が含まれる。さら
なる好ましい用途としては、ブランド保護のための試料中の核酸の検出である。この検出
において、農産物、食品若しくは価値のある商品のような産物／製品、及び／又はこれら
の産物／製品の包装が、産物／製品固有の情報（例えば、限定はしないが、生産／製造地
、生産／製造日、販売業者等）でコードされており、また本情報は上記方法で検出される
。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２３】
　本発明は、マーカー基（例えば、反応性アルデヒド基）を用いて、複合試料中の分析物
の特異的な標識を可能にする方法及び試薬を提供する。好ましい実施形態において、金属
沈着（例えば、銀沈着）は、検出されるべき核酸と結合したアルデヒド基上に特異的に生
じることができる。さらに好ましい実施形態で、金属沈着（例えば、銀沈着）は、感光物
質基から感光媒体（例えば、印画紙）中へのエネルギー移動によって特異的生じることが
できる。本特異的標識方法により、バックグラウンドは著しく減少し、また高い感度と信
頼性が得られる。
【００２４】
　本発明は、分析物の検出を含む。本検出は、定性的検出、例えば分析物（例えば、解析
されるべき試料中に存在する特定の核酸配列）の有無の測定であってもよい。一方、本発
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明は、分析物（例えば、解析されるべき試料中に存在する核酸配列）の定量的検出も可能
である。定性的及び／又は定量的検出は、当業者に公知の方法による標識基の測定を含む
ことができる。
【００２５】
　検出されるべき分析物は、核酸、及びヌクレオシド結合分子、ヌクレオチド結合分子若
しくは核酸結合分子（例えば、ヌクレオシド結合タンパク質、ヌクレオチド結合タンパク
質若しくは核酸結合タンパク質）から選択されることが好ましい。分析物は、核酸、例え
ば公知の技術、特にハイブリダイゼーション技術によって検出することのできるいずれか
のタイプの核酸であることがより好ましい。例えば、核酸分析物は、DNA（例えば、二本
鎖若しくは一本鎖DNA）、RNA又はDNA－RNAハイブリッドから選択してもよい。核酸分析物
の特定例は、ゲノムDNA、ｍRNA、又はそれらに由来する産物（例えば、cDNA）である。
【００２６】
　本発明の方法は、試料中の分析物の検出、特に核酸分析物の検出に適切な公知のいずれ
のテストフォーマットによって実行することもできる。例えば、本方法はメンブレン（例
えば、サザン若しくはノザンブロットにおけるメンブレン）、チップ、アレイ又はビーズ
等の粒子のような固相表面上に固定された分析物の検出を含むことができる。さらに、本
検出は、ゲル内で（例えば、アガロースゲル又はポリアクリルアミドゲル等のゲル内で試
料を電気泳動により分離した後に）行うことも可能である。本方法は、（例えば、チップ
若しくはマイクロアレイフォーマットでの）単一の分析物の検出又は複数の分析物の並行
検出を含むことができる。
【００２７】
　一の好ましい実施形態で、本検出は、分析物の指標となる結合産物を含む試料の存在下
で感光媒体を照射することに関連する。ここで、結合産物は、媒質中でマーカー基を形成
する感光媒体にエネルギー移動を生じさせることができる感光物質基を含む。
【００２８】
　試料は、検出されるべき分析物を含み得るいかなる試料であってもよい。例えば、試料
は、農産物試料のような生物学的試料であってもよい。例えば、植物物質及び／又は植物
が成長する場所、植物物質が保存され又は加工される場所に関連する物質を含む試料が該
当する。他方、試料は、組織試料又は体液試料（血液、血清、血漿等）のような臨床試料
（特に、ヒト起源の試料）であってもよい。試料のさらなる種類として、限定はしないが
、環境試料、土壌試料、食品試料、法医学試料、又はブランド保護のために検査される金
銭的価値のある物に由来する試料が含まれる。
【００２９】
　その高い感度ゆえに、本発明の方法は、増幅なしに直接分析物を検出するのに適してい
る。本発明によれば、微量な分析物でさえ、例えば0.1ng以下、好ましくは0.01ng以下、
より好ましくは1pg以下、さらに好ましくは0.1pg以下、より一層好ましくは0.01pg以下、
そして最も好ましくは0.001pg以下の核酸分析物でさえ、増幅なしで測定することができ
る。複数の修飾されたヌクレオチドを核酸分子内に取り込むことにより、保護されていな
いアルデヒド基を用いることにより、及び／又は最適化された染色技術を用いることによ
り、著しく高い感度を得ることができる。例えば、生物学的試料中の遺伝子等の分析物の
検出は、サザンブロッティングと本発明の方法とを組み合わせて行うことができる。一方
、本発明の方法は、増幅ステップと組み合わせた核酸の検出も可能であることに留意すべ
きである。増幅ステップは、PCR若しくはそれを改変したもの（非対称PCR、リアルタイム
PCR、逆転写(RT)PCR等）のような公知のプロトコル、又はLCRのような他の増幅プロトコ
ルにより実行され得る。
【００３０】
　本発明の好ましい実施形態で、分析物の配列特異的検出は、例えば、特定の配列を有す
る核酸を試料中の他の核酸配列から区別する、又は特定の核酸配列に結合できるポリペプ
チドを試料中の他のポリペプチドから区別することで実行される。このような配列特異的
検出は、検出されるべき核酸配列がマーカー基若しくはマーカー前駆体基を持った化合物
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と結合する配列特異的ハイブリダイゼーション反応を含むことが好ましい。一方、本発明
は、核酸の配列非特異的検出（例えば、試料中に存在するあらゆる核酸の検出）も可能で
あることに留意すべきである。
【００３１】
　検出されるべき分析物を同定するために、試料は、アルデヒド官能化化合物、クリック
官能化化合物又は感光物質官能化化合物と、核酸等の分析物との結合産物が形成される条
件下で接触させることができる。アルデヒド官能化化合物は官能基を含む。本官能基は、
アルデヒド基、保護されたアルデヒド基、検出方法で著しく有害な影響を及ぼすことなく
アルデヒド基に変換され得る基であるアルデヒド前駆体基、又はアルデヒド基、保護され
たアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル基であってもよい
。
【００３２】
　官能化化合物は、単一の官能基又は複数の官能基を含むことができる。例えば、官能化
化合物は、複数（例えば、２、３、４、５、６、７、８又はそれ以上の上記官能基）を含
む樹状部分と結合することができる。樹状部分は、公知の技術で合成することができる。
樹状部分は、クリック反応（例えば、実施例５で説明したような）を介して合成されるこ
とが好ましい。
【００３３】
　官能基は、分析物と結合産物を形成することのできる化合物に付けられる。本化合物は
、ヌクレオシド化合物又はヌクレオチド化合物（例えば、ヌクレオシド若しくはヌクレオ
シド類似体又はヌクレオチド若しくはヌクレオチド類似体）、又は少なくとも１つの官能
化化合物（例えば、核酸又は核酸類似体）を含むオリゴマー若しくはポリマーであっても
よい。ヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物とは、核酸又は核酸類似体中に、
例えば化学方法若しくは酵素方法によって、取り込み可能なヌクレオシド若しくはヌクレ
オシド類似体又はヌクレオチド若しくはヌクレオチド類似体をいう。結果的に生じる核酸
又は核酸類似体は、分析物との結合産物（例えば、核酸ハイブリッド）を形成することが
可能なはずである。化合物は、塩基部分（例えば核酸塩基）若しくは核酸塩基と塩基対を
形成できる他の複素環塩基部分、及びヌクレオシド若しくはヌクレオチドのバックボーン
部分（例えば、糖部分及び任意でリン酸部分を含む）又はヌクレオシド類似体若しくはヌ
クレオチド類似体の異なるバックボーン部分を含むことが好ましい。
【００３４】
　核酸塩基が7-dN-G、C、7-dN-A又はTであり、かつRが官能基である機能的なヌクレオシ
ド化合物の好ましい例が、図1に示されている。
【００３５】
　官能基は、塩基部分（例えば、核酸塩基）に付けることが好ましい。一方で、官能基を
バックボーン部分（例えば、糖部分、リン酸基若しくはヌクレオシド類似体、又はヌクレ
オチド類似体の場合であれば、改変された糖部分、改変されたリン酸基に、あるいはペプ
チドバックボーン部分等）に付けることもできる。官能基は、直接的な結合又はスペーサ
ーを介して化合物に共有結合的に付いていることが好ましい。付着がスペーサーを介して
生じているのであれば、官能基は脂肪族基若しくは脂環式基、芳香族基若しくは複素芳香
族基、アルケン基及び／又はアルキン基と連結することができる。官能基は、芳香族基若
しくは複素芳香族基、又はアルキン基に連結することが最も好ましい。アルデヒド基は、
ベンズアルデヒドのような芳香族及び脂肪族アルデヒド基、又は三炭糖、四炭糖、五炭糖
若しくはグルコースやマンノースのような六炭糖等のアルドース中のアルデヒド基を含む
ことが特に好ましい。
【００３６】
　官能基は、フリーのアルデヒド基にすることができる。官能基は、保護されたアルデヒ
ド基、すなわちアッセイ条件下でアルデヒド基に変換することのできる基にしてもよい。
好ましい保護されたアルデヒド基は、有機酸若しくは無機酸等の酸による処理で、フリー
のアルデヒド基に変換できるアセタール基又はヘミアセタール基である。アセタール基又
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はヘミアセタール基の好ましい例は、プロパンジオール又はエチレングリコールのような
多価アルコールで形成されたアセタール基、あるいは、グルコース若しくはガラクトース
等のアルドース糖のような糖又は糖関連化合物中のヘミアセタール基である。保護された
アルデヒド基のさらなる例として、酸で処理した際にアルデヒド基を生じるイミノ基(例
えば、＝NH基)、水銀塩で処理した際にアルデヒド基を生じるチオアセタール基又はジチ
オアセタール基(例えば、C(SR)2基：式中、Rはアルキルラジカルであってもよい)、酸で
処理した際にアルデヒド基を生じるオキシム基（例えば、=NOH基）、酸で処理した際にア
ルデヒド基を生じるヒドラゾン基（例えば、＝N-NHR基：式中、Rはアルキルラジカルであ
ってもよい）、並びに加水分解（例えば、酸で）でアルデヒドを生じるイミダゾロン基若
しくはイミダゾリジン基又はベンゾチアゾール基若しくはジヒドロベンゾチアゾール基が
ある。フリーの又は保護されたアルデヒド基を含む官能化化合物、及びそのような化合物
を調製するための方法の具体例を、図２、３ａ、３ｃ、７、８、９ｄ及び９ｅに示す。
【００３７】
　官能基は、アルデヒド前駆体基、すなわち核酸検出方法で著しく有害な効果なしにアル
デヒド基に変換することができる基であってもよい。好ましいアルデヒド前駆体基は、還
元でアルデヒドを生じるニトリルを含むカルボン酸及びカルボン酸誘導体、並びに酸化で
アルデヒドを生じる１級アルコールから選択することができる。
【００３８】
　別の実施形態で、官能基は、感光物質基、すなわち感光媒体、つまり印画紙のような写
真媒体へのエネルギー移動（例えば、光エネルギーの移動）を生じさせることができる基
であってもよい。感光物質基は、公知の蛍光及び／又はシアニンベースのインドリン基、
キノリン基のような色素標識基から選択することができる。例えばCy5又はCy5.5のような
市販の蛍光基等が挙げられる。感光物質基の具体例を、図２２に示す。
【００３９】
　官能基は、ハンドル基であってもよい。ハンドル基とは、適当な反応パートナー、つま
り以下の基の１つを含む化合物との反応によって、アルデヒド基、保護されたアルデヒド
基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するための基、又は感光物質基を導入するための基
である。好ましい実施形態で、ハンドル基は、クリック官能化された基、すなわち付加環
化反応において適当な反応パートナーと反応できる基から選択される。ここで、クリック
官能基と反応パートナーとの間で環式（例えば、複素環式）連結が形成され、また反応パ
ートナーはアルデヒド若しくは保護されたアルデヒド基又は感光物質基を含んでいる。こ
のようなクリック反応の特に好ましい例は、アザイド基とアルキン基間の(3+2)付加環化
であり、これにより1,2,3-トリアゾール環の形成を生じる。したがって、アルデヒド基は
、アザイド若しくはアルキンハンドル基、及び対応する反応パートナーとのクリック反応
を行うことで生成することができる。ここで、反応パートナーは、相補的なアルキン若し
くはアザイド基、さらにアルデヒド、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体
を含む。一方、本発明のさらなる実施形態で、クリック官能化の反応パートナーは、蛍光
マーカー基又は感光物質基のような異なるマーカー基又はマーカー前駆体基を含んでいて
もよい。
【００４０】
　クリック反応の特に好ましい実施形態は、アザイド基とアルキン基間で銅触媒された(3
+2)付加環化を含む。アザイド／アルキン付加環化の結果である1,2,3－トリアゾールの不
可逆的な形成は直交している。必要な化学基は、小さく（生体分子の環境破壊を最小限に
留めた取り込み）、自然界で見られるアザイド及びアルキンを欠落しているため選択的で
ある。
【００４１】
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(式中、R1及びR2は有機ラジカルである)。
【００４２】
　クリック官能化化合物とそのような化合物を調製するための方法の具体例を、図３、図
９a～c、及び図１０に示す。クリック官能化合物の反応パートナーの具体例を、図１１及
び１２に示す。
【００４３】
　官能基（例えば、アルデヒドで官能化された基又はクリックで官能化された基又は感光
物質で官能化された基）は、天然及び非天然のプリン並びにピリミジン塩基から選択する
ことのできる核酸塩基に付けることが好ましい。核酸塩基は、シチジン、ウラシル、チミ
ジン、アデニン、グアニン、7－デアザアデニン、7－デアザグアニン、イノシン及びキサ
ンチンから選択されることが好ましい。官能基は、特に核酸中への酵素的取り込みを希望
するのであれば、ピリミジン核酸塩基の５位若しくは６位の位置、より好ましくは５位の
位置に、又はプリン核酸塩基の７位若しくは８位の位置、より好ましくは７位の位置に付
けることが好ましい。
【００４４】
　官能基は、例えば直接的な結合若しくはスペーサー（例えば、最大２０原子の鎖長を有
するスペーサー）を介して、共有結合的に化合物に付けることができる。スペーサーは、
フレキシブルスペーサーであってもよい。例えば、アルキレンベースのスペーサーであっ
て、任意でO、S、及び／又はNのようなヘテロ原子、あるいは少なくとも部分的に剛性の
スペーサー（例えば、アルケン基、アルキン基、環状基、部分的芳香族又は複素芳香族基
、さらには脂環式基及びそれらの組み合わせから選択される少なくとも１つの剛性な基を
含むスペーサー）とすることができる。もしも、官能化化合物がクリック反応の第１反応
パートナーであり、その後クリック反応の第２反応パートナーと反応するクリック官能化
基を含むのならば、直接的結合、フレキシブルスペーサー又は部分的剛性スペーサーを介
した官能基の付着が好ましい。ここで、フレキシブルスペーサーは、好ましくは、例えば
最大６原子、より好ましくは最大４原子の鎖長である。また、ここで、部分的剛性スペー
サーは、最大２０原子（例えば、最大１０原子）の鎖長を有し、かつ少なくとも一の上記
で定義した剛性基及び少なくとも１つのフレキシブル基（例えば、アルキレン基）からな
る。他方、官能基がアルデヒド基又は保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基で
あるのならば、上記で定義したような部分的剛性スペーサー、又は２～１０原子の鎖長を
有する少なくとも部分的に剛性のスペーサーを介した付着が好ましい。剛性基含有スペー
サー（例えば、部分的剛体スペーサー）の構造は、剛性基が直接核酸に付着するようなも
のが好ましい。部分的剛体スペーサーの好ましい例を図１５a及びｂに示す。
【００４５】
　官能化化合物は、検出されるべき分析物と結合産物を形成することができる。一方、官
能化化合物は、核酸、又は核酸類似体中に取り込むことのできる化合物、すなわち核酸若
しくは核酸類似体構成単位から選択することができる。そのような化合物の好ましい例は
、ヌクレオチド若しくはヌクレオチド類似体（例えば、アルデヒド官能化ヌクレオチド若
しくはそのヌクレオチド類似体）、クリック官能化ヌクレオチド若しくはそのヌクレオチ
ド類似体、又は感光物質官能化ヌクレオチド若しくはそのヌクレオチド類似体である。一
方、官能化化合物は、核酸若しくは核酸類似体（例えばアルデヒド官能化核酸若しくはそ
の核酸類似体）、クリック官能化核酸若しくはその核酸類似体、又は感光物質官能化核酸
若しくはその核酸類似体から選択することができる。
【００４６】
　本発明で「ヌクレオチド」は、特に、リボヌクレオチド、2'-デオキシリボヌクレオチ
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ド又は2',3'-ジデオキシリボヌクレオチドに関する。ヌクレオチド類似体は、糖修飾又は
バックボーン修飾されたヌクレオチド（特に、核酸中に酵素的に取り込むことができるヌ
クレオチド類似体の該修飾されたヌクレオチド）から選択することができる。好ましい糖
修飾ヌクレオチドでは、リボース糖の2'-OH基又はH-基がOR、R、halo、SH、SR、NH2、NHR
、NR2又はCNから選択される基で置き換えられている。ここで、RはC1-C6アルキル、アル
ケニル又はアルキニルであり、またhaloはF、Cl、Br又はIである。リボース自身をシクロ
ペンタン基若しくはシクロヘキセン基のような他の炭素環式又は複素環式の5員基若しく
は6員基で置き換えることもできる。好ましいバックボーン修飾ヌクレオチドでは、リン
酸（トリ）エステル基を修飾基（例えば、ホスホロチオエート基又はH-ホスホネート基）
で置き換えることができる。さらに好ましいヌクレオチド類似体は、モルフォリノ核酸（
morpholino nucleic acids）、ペプチド核酸（peptide nucleic acids）、又はロックド
核酸（locked nucleic acids）のようなヌクレオチド類似体合成用の構成単位を含む。
【００４７】
　アルデヒド官能化、クリック官能化又は感光物質官能化核酸は、オリゴヌクレオチド（
例えば、最大３０ヌクレオチド（若しくはヌクレオチド類似体）構成単位の長さを有する
核酸）、又は３０以上のヌクレオチド（若しくはヌクレオチド類似体）構成単位の長さを
有するポリヌクレオチドであってもよい。核酸及び核酸類似体は、分析物（例えば、アッ
セイ条件下で核酸分析物とハイブリダイゼーションすることのできる分析物）に特異的に
結合することができることが好ましい。最小の長さは、好ましくは１２、より好ましくは
１４ヌクレオチド（若しくはヌクレオチド類似体）構成単位である。
【００４８】
　官能化された核酸又は核酸類似体構成単位を、化学合成の標準的な技術によって及び／
又は酵素的取り込みによって核酸中に取り込むことができる。例えば、化学合成は、標準
的なホスホロアミダイトケミストリーにより、標準的な合成プロトコルの構成単位として
修飾ヌクレオシドホスホロアミダイトを用いて行うことができる。化学合成の他の好まし
い構成単位のタイプは、H-ホスホネート修飾ヌクレオシド又はホスホロトリエステル修飾
ヌクレオシドを含む。
【００４９】
　一方、修飾ヌクレオチドは、酵素的方法によって核酸中に取り込むことができる。驚く
べきことに、アルデヒド官能化ヌクレオシド三リン酸若しくはクリック官能化ヌクレオシ
ド三リン酸は、DNAポリメラーゼ、RNAポリメラーゼ、逆転写酵素、又はテロメラーゼのよ
うな核酸合成酵素の酵素基質となることが判明した。例えば、修飾ヌクレオシド三リン酸
は、プライマー伸長法や増幅プロトコルに一般的に用いられるDNAポリメラーゼ（例えば
、実施例７で説明したようなTaqポリメラーゼ、Ventポリメラーゼ、Pfxポリメラーゼ、Pw
oポリメラーゼ、若しくはTherminatorポリメラーゼのような熱耐性DNAポリメラーゼ）に
受け入れられる。酵素は、修飾された三リン酸を、フィデリティー（正確性）を失うこと
なく受け入れ、またDNA及びRNAのような核酸内に鋳型に基づいて取り込ませることができ
る。
【００５０】
　本発明の方法は、分析物検出の様々な実施形態を提供する。例えば、官能化された核酸
構成単位（例えば、ヌクレオチド又はヌクレオチド類似体）を、適当な酵素と共に提供す
ることができる。このような構成単位は、分析物と結合産物を形成する核酸分子の中に酵
素的に取り込まれる。本発明では、単一タイプの官能化ヌクレオチド又は複数の異なるタ
イプの官能化ヌクレオチドを使用することができる。あるいは又はさらには、官能化核酸
若しくは官能化核酸類似体は、（例えば、化学若しくは酵素合成によって）市販されてい
る、及び（例えば、検出されるべき分析物へのハイブリダイゼーションにより）特異的に
結合する、既存のものであってもよい。
【００５１】
　好ましい実施形態で、本方法は、プライマー伸長反応を、任意でそれに続くPCR等の核
酸増幅ステップと組み合わせて含む。例えば、アッセイ条件下で検出されるべき核酸分析



(20) JP 2008-539703 A 2008.11.20

10

20

30

40

50

物又はその相補体とハイブリダイズする少なくとも１つのプライマー分子を提供すること
ができる。その後、結合プライマーは伸長される。ここで、検出されるべき核酸分析物の
存在及び／又は量を示す検出可能な伸長産物が得られる。本実施形態によれば、伸長産物
内への取り込みのために、官能化されたプライマー及び／又は官能化されたヌクレオチド
若しくはヌクレオチド類似体が使用されてもよい。
【００５２】
　あるいは又はさらには、本発明の方法は、アッセイ条件下で検出されるべき核酸分析物
又はその相補体とハイブリダイズする官能化されたハイブリダイゼーションプローブの使
用を含むことができる。この方法で、ハイブリダイゼーション産物の形成が検出されるべ
き核酸分析物の存在及び／又は量を示す。
【００５３】
　本発明の検出方法は、固体支持体の使用等を含む、いずれかの周知の核酸検出プロトコ
ルによって行うことができる。例えば、チップ若しくはアレイ又はビーズのような粒子状
物質等の固体支持体を提供することができる。固体支持体に結合された捕捉プローブは、
検出されるべき分析物にハイブリダイゼーションすることができる。固相に結合した核酸
分析物は、捕捉プローブとは異なる配列部分で核酸分析物とハイブリダイズする官能化さ
れたハイブリダイゼーションプローブを使用して検出することができる。その後、結合し
たハイブリダイゼーションプローブの検出を、例えば金属化試薬を用いて行う。本方法は
、特に農業及び臨床分野における診断的利用（例えば、遺伝的に改変された植物等の植物
由来のDNA及び／又はmRNA、病原体若しくは植物有害生物等に由来するDNAの検出）に適す
る。
【００５４】
　特定の実施形態において、検出は、分析物と感光物質基を含む官能化化合物との結合産
物を、感光媒体と接触させること（例えば、試料又は分割試料を、結合産物が感光媒体上
に存在し得るように、スポッティングやピペッティング等で移すことによって）を伴い得
る。照射時に、感光物質基から感光媒体へのエネルギー移行が、銀等の金属核のようなマ
ーカー基が感光媒体中で感光物質基の存在下では形成されるが非存在下では形成されない
ように生じる。必要であればマーカー基は、現像方法、例えば写真技術による化学的又は
光化学的現像方法に供することができる。感光媒体は、マーカー基（例えば、金属核）を
形成できるどんな固体支持体又はどんな支持物質であってもよい。感光媒体は、感光紙又
は支持物質上の感光乳剤若しくはゲルのような光感受性媒体であることが好ましい。感光
媒体は、印画紙のような写真媒体であることが、より好ましい。照射は、例えば選択的な
マーカー基の形成が感光物質基の存在下で生じるような照射光の波長及び／又は強度の条
件下で行われる。照射は、媒体の感度によって赤外光で及び／又は長波可視光で行われる
のが好ましい。照射波長は、例えば、500nm以上、520nm以上、540nm以上、560nm以上若し
くは580nm以上の可視光、又は700nm～10μmの赤外光とすることができる。
【００５５】
　本発明の重要な態様は、遺伝的多様性（例えば、１塩基多型(SNPs)）の検出である。例
えば、ヒトのゲノムは0.1％以下の平均頻度でヌクレオチド配列変異を含んでいる。した
がって、これらの多様性は、複雑な疾患罹患性の原因となる遺伝的要因の同定において優
れたマーカーとなる（参考文献１６，１７）。SNPsの検出に利用できる技術は広範囲に及
ぶが、それらの方法のほとんどは、遅く、多数の器具及びPCR増幅を必要とする（参考文
献１８）。一方、本方法は、高速性、高感度性及び高効率性を必要とする低、中、及び高
スループットスクリーニングに適応するのに十分に安価かつ柔軟性がある。SNPs検出のた
めに本発明の方法を用いることで完全マッチの鎖、又はミスマッチした鎖のみを選択的に
標識することが可能となる。
【００５６】
　例えば、SNPs等における核酸のマッチ又はミスマッチ検出は、アッセイ条件下で検出さ
れるべき核酸分析物又はその相補体とハイブリダイズする官能化されたハイブリダイゼー
ションプローブの使用を含み得る。その後、ハイブリダイゼーション産物を、少なくとも
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１つのミスマッチを含んだハイブリダイゼーション産物を分解し、ハイブリダイゼーショ
ンプローブに完全に相補する配列（すなわち、ミスマッチのない配列）をもつ分解されな
かったハイブリダイゼーション産物の存在を核酸の存在及び／又は量で示す処理方法で処
理する。
【００５７】
　ミスマッチを含むハイブリダイゼーション産物の分解処理は、ミスマッチ消化処理、す
なわち、ミスマッチの存在に依存してハイブリダイゼーション産物を切断するミスマッチ
検出酵素の使用を含んでいてもよい。このようなミスマッチ消化処理に適した酵素には、
ミスマッチグリコシラーゼが含まれる。例えば、hMSH2及びhMLH1並びにMut S、Mut L及び
Mut Hのような遺伝子にコードされた該酵素が挙げられる。さらなるタンパク質として、M
utY及びMig.Mth1がある。Mig.Mth1は、TGミスマッチからTを切り出し、MutYはAGミスマッ
チのAを切り出し、また酵素TDGはTGミスマッチのTを切り出す。
【００５８】
　あるいは又はさらには、ミスマッチを含むハイブリダイゼーション産物をハイブリダイ
ゼーション条件の調整（例えば、温度、塩濃度及び／又はジメチル塩化アンモニウムでの
洗浄を考慮した調整）に関連するディファレンシャルハイブリダイゼーション処理で分解
してもよい。この処理で、ミスマッチを含むハイブリダイゼーション産物は分解され、完
全に相補的なハイブリダイゼーション産物が安定して残る。
【００５９】
　さらなる実施形態で、ミスマッチ、例えばSNPsは、酵素の触媒による選択的なプライマ
ー伸長により測定されてもよい。この目的のために、3'末端が鋳型分析物のミスマッチ可
能性部位の上流に直接配置されるプライマーが提供される。プライマー伸長は、鋳型上の
次の塩基に相補的なヌクレオチドが存在する場合のみ可能となる。官能化ヌクレオチドの
一タイプを選択すること、及びそれがプライマーの内部に取り込まれているか否かを測定
することによって、ミスマッチ可能性部位の塩基を決定することができる。
【００６０】
　本発明の方法は、分析物と官能化化合物との結合産物の中に取り込まれたマーカー基の
検出を含む。マーカー基は、金属沈着形成基（例えば、アルデヒト官能化された基）から
、蛍光性又は蛍光形成基から、又は酸化還元活性基から選択されることが好ましい。
【００６１】
　金属沈着の形成には、アルデヒド基を金属化試薬（例えば、アルデヒド基の周囲に還元
等により選択的に沈着することのできるAg、Au、Bi、Cu、Pd若しくはPtから選択される金
属原子及び／又はイオンを含む試薬）で処理する必要がある。金属化試薬は銀－アンモニ
ウム錯体のようなAg＋塩を含むもの、すなわちトレンス試薬が好ましい。金属化試薬のさ
らに好ましい例は、Cu(NO3)/I2、[Pt(terpy)Cl]Clのようなプラチナ－テルピリジン錯体
、Pd(OAc)2又はKAuCl4である。
【００６２】
　さらに、官能化された基は、他のマーカー基、例えば蛍光マーカー基等を付着するため
のハンドル（取り掛かり）として機能することもできる。例えば、アミノ基を持ったマー
カー化合物は、シアノ水素化ホウ素ナトリウムのような還元剤存在下で還元的アミノ化に
よってアルデヒド基に結合することができる。あるいは、ヒドラゾン形成又はオキシム形
成を使用してマーカー基を提供することができる。
【００６３】
　マーカー基の検出は、公知の方法に従って行うことができる。例えば、金属沈着を、視
覚的方法及び／又は電気的方法により定性的に及び／又は定量的に測定することができる
。好ましい実施形態で、固体表面上の金属沈着は、電気的パラメータ（例えば、伝導率）
を測定することにより決定することができる。蛍光マーカー基を公知の蛍光測定方法（例
えば、レーザーの等の適切な光源による励起と放出される蛍光の検出）によって定性的に
及び／又は定量的に測定することができる。
【００６４】
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　さらなる実施形態で、本発明は、分析物と官能化化合物との結合産物中の感光物質基の
存在下で、感光媒体中において部位特異的に形成されるマーカー基の検出を含む。感光物
質基は、蛍光基又は発光基から選択されることが好ましい。感光物質基は、直接、又はハ
ンドルを介して（例えば、上記で詳述したクリック反応を介して）結合産物中に取り込ま
れ得る。感光媒体は、感光物質基の存在下で照射したときに、標準的な写真技術にしたが
って（例えば、化学又は光化学的現像技術によって）現像することのできる金属核のよう
な検出可能なマーカー基を形成する基を含む。
【００６５】
　また、本発明は、分析物検出用の試薬キットに関する。例えば、分析物は、少なくとも
１つの上記の官能基を付けた官能化化合物を含む試料中の核酸分析物である。一般に、キ
ットは式(III)の化合物を含んでいてもよい。  
F-S-N(III)
(式中、Fは上記官能基、例えば式(I)で定義したA基、式(II)で定義したC基及び／又は感
光物質基であり、
Sはスペーサー又は結合、好ましくは共有結合であり、及び
Nは核酸又は例えばヌクレオシド化合物又はヌクレオチド化合物のような核酸類似体構成
単位である)。
【００６６】
　試薬キットは、任意でアルデヒド形成試薬若しくはクリック反応用の第２パートナー、
及びマーカー若しくはマーカー形成試薬又は感光媒体を含んでいてもよい。本キットは、
上記方法で使用されることが好ましい。
【００６７】
　さらに、本発明は、前述の式(Ｉ)のアルデヒド官能化化合物又は式(II)のクリック官能
化化合物に関する。官能化化合物は、核酸若しくは核酸類似体又はそれらの前駆体の化学
合成あるいは酵素合成用の構成単位であってもよい。好ましい化合物は、酵素的に核酸中
に取り込むことのできるヌクレオシド三リン酸、特にリボースヌクレオシド三リン酸、2'
-デオキシリボースヌクレオシド三リン酸若しくは2'-,3'-ジデオキシリボースヌクレオシ
ド三リン酸、又はそれらの類似体である。
【００６８】
　さらに、化合物は、核酸、又はペプチド核酸、モルフォリノ核酸若しくはロックド核酸
のような核酸類似体の化学合成用の構成単位であってもよい。この末端には、ヌクレオシ
ドホスホロアミダイト、H-ホスホネート、ホスホトリエステル、又はFmoc及び／若しくは
Bocで保護された核酸塩基アミノ酸が適している。
【００６９】
　本発明はまた、式(Ｉ)及び／又は式(II)の少なくとも一の化合物をその内部に取り込ん
だ核酸又は核酸類似体分子に関する。分子は、DNA及びRNA、又は核酸類似体（例えば、上
記で詳述したペプチド核酸、モルフォリノ核酸若しくはロックド核酸から選択される該類
似体）から選択することができる。
【００７０】
　さらに、本発明は、化合物(Ｉ)及び／又は(II)を含む少なくとも一のヌクレオチド又は
ヌクレオチド類似体の構成単位を核酸又は核酸類似体分子内に取り込むことを含む、核酸
又は核酸類似体分子の合成方法に関する。本方法は、化学合成及び／又は酵素合成を含ん
でいてもよい。
【００７１】
　さらに、本発明は、核酸を含むアルデヒド官能化化合物を上記で詳述したような金属化
試薬で処理することによって得られる上述の核酸又は核酸分子の金属化産物に関する。
【００７２】
　さらに、本発明は、上記分析物と上述の核酸又は核酸類似体分子との結合産物に関する
。結合産物は、相補的核酸とのハイブリダイゼーション産物であることが好ましい。
【００７３】
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　好ましい実施形態では、本発明の方法及び試薬キットは農業的用途に使用される。例え
ば、本発明は、植物、植物病原体、又はウイルス、細菌、菌類若しくは昆虫のような植物
有害生物に由来する核酸の検出に適している。さらに、本発明は、植物若しくは植物の一
部、植物病原体、又は昆虫のような植物有害生物におけるSNPs等の遺伝的多様性を検出す
るのに適している。
【００７４】
　さらなる用途は、除草剤、殺菌剤若しくは殺虫剤に対する抵抗性、耐性又は不耐性（例
えば、生物体又は生物集団中の菌類、昆虫若しくは植物の抵抗性、耐性又は不耐性）を検
出すること、あるいはモニタリングすることである。本発明は、迅速な遺伝子型決定（例
えば、菌類、昆虫若しくは植物の種又は株の検出及び／又は区別）にも適している。さら
に、遺伝学的に改変された生物体若しくは株（例えば、菌類、昆虫若しくは植物の生物体
又は株）の検出及び／又は区別が可能である。
【００７５】
　本発明の高い感度により、病原体の早期診断が可能である。すなわち、病原体の存在を
示す初期症状前の診断で明らかとなる。これはダイズさび病(Phakospora pachyrizi)や他
の病原体（例えば、うどん粉病菌(Blumeria graminis)、葉枯病菌(Septoria tritici)若
しくは卵菌(Oomycetes)又はその存在を視覚的に認識できる前に検出されたならば、その
抑制だけは可能な他の病原体）の診断に特に重要である。
【００７６】
　さらに、本発明は、ヒト若しくは動物の医薬等における、例えばヒト病原体又は家畜若
しくは愛玩動物の病原体等の病原体からの核酸の検出のための、医学的な、診断上の、及
び法医学的な応用に適している。
【００７７】
　さらに好ましい用途は、SNPs等のヒトの遺伝的多様性の検出、あるいは薬剤抵抗性、耐
性若しくは非耐性又はアレルギーの検出を包含する。さらに、本発明は、遺伝子型決定、
特に疾患、アレルギー及び不耐性の素因又はリスク強度に関連する変異を測定するための
ヒトの遺伝子型決定に適している。また、本発明は、遺伝学的に改変された生物体若しく
は株、細菌の生物体若しくは株、又はウイルスで、さらには遺伝学的に改変された家畜等
の検出に使用することもできる。本発明は、特に疾患（例えば、遺伝病、アレルギー疾患
、自己免疫疾患又は感染症）の迅速な診断に適している。
【００７８】
　さらに、本発明は、遺伝子の機能及び／又は発現を、例えば研究目的で、検出するのに
適している。
【００７９】
　さらに、さらなる実施形態として、ブランド保護、例えば、金銭的価値の高い物のよう
な製品中にコードされた特定の情報を検出するための方法の利用がある。そのような金銭
的価値の高い物には、植物保護製品、医薬品、化粧品及びファインケミカル（例えば、ビ
タミンやアミノ酸）、並びに飲料製品、燃料製品（例えば、ガソリンやディーゼル等）、
消費家電製品などが挙げられる。さらに、前記製品及びその他の製品の包装に標章を付す
ことができる。情報は、製品中に及び／又は製品の包装中に取り込まれた核酸又は核酸類
似体によってコードされている。情報は、製造業者の身元、製造場所、製造日及び／又は
販売業者に関していてもよい。本発明を用いて、製品特有のデータの迅速な検出を行うこ
とが可能となる。試料を製品の分割試料から調製し、その後、試料内の核酸にコードされ
た情報の存在を検出可能な、一又はいくつかの配列特異的官能化ハイブリダイゼーション
プローブと接触させることができる。
【００８０】
　本発明は、栄養分野にも適している。例えば、食料地域において、動物の栄養となる食
物（例えば、トウモロコシ）には、プロピオン酸のような防腐剤が多量に添加されている
。本発明の方法を適用することで、防腐剤の添加を減らすことができる。さらに、本発明
の方法を用いたゲノム解析によって個体の能力を予測して特定の栄養物を利用すること（
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栄養遺伝学）が可能となる。
【００８１】
　さらに、さらなる好ましい実施形態は、エピジェネティクスの分野について言及する。
本実施形態は、特にDNAの分析、例えばシトシン塩基のメチル化に関するゲノムDNAに言及
する。本実施形態では、DNAをシトシン特異的な試薬（例えば、ヒドラジン及び／又はヒ
ドロキシルアミン）で処理することができる。本処理により、シトシン残基又はメチルシ
トシン残基のいずれかの選択的反応が起こる。例えば、ヒドロキシルアミンでの処理は、
シトシン残基の選択的修飾をもたらす。試薬は、（例えば、シトシン残基の）部分的修飾
をするために半化学量論的量で加えられることが好ましい。その後、処理されたDNAは、
上述のような少なくとも一の修飾核酸構成単位（例えば、dU及び／又はdC塩基）を用いて
、例えばプライマー伸長反応によって解析される。クリック修飾された塩基（例えば、ア
ルキン修飾された塩基）を用いることが好ましい。プライマー伸長反応は、修飾されたdC
又は5-メチル-dC塩基での反応の停止に起因した特徴的な配列ラダーを生じる（図２６参
照）。
【００８２】
　さらに好ましい実施形態は、感光媒体（例えば、印画紙）又は他の光感受性媒体に対す
るレポーター核酸分子の使用に言及する。レポーター分子は、感光物質基及びクエンチャ
ー基を有していることが好ましい。分析物のない場合には、感光物質基は消光されている
。例えば、レポーター分子は、感光物質基及びそれに空間的に接近した関係で当該分子の
末端若しくはその近傍にクエンチャー基をもつヘアピン構造を有していてもよい。レポー
ター分子がヘアピン構造として存在しているとき場合には、（公知の分子ビーコン技術に
よれば）感光物質基は消光される。したがって、完全なヘアピン構造をもつレポーター分
子は、感光媒体に光を照射したときに感作を引き起こすことができない。分析物の存在下
では、ヘアピン構造は壊れる。分析物は、ヘアピン構造を開裂する相補的な核酸鎖若しく
は酵素、又はヘアピン構造に結合してその構造を破壊するタンパク質であってもよい。感
光物質基はクエンチャー基から離れ、それによって光感作が可能となる。この場合、光の
照射により感光媒体の感作がもたらされ、分析物の検出につながる（図２７参照）。
【００８３】
　本実施形態で、本発明は試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステッ
プ：
（i）試料を供給するステップ、
（ii）感光物質基又は感光物質基を誘導するためのハンドル基及びクエンチャー基を含む
レポーター分子を供給するステップであって、感光物質基は検出されるべき分析物がない
場合は消光される当該ステップ、
（iii）試料をレポーター分子と、分析物の存在下で感光物質基の消光を少なくとも部分
的に低減するか若しくは終了する条件下で接触させるステップ、
（iv）必要であれば、ハンドル基を感光物質基を含む反応パートナーと反応させるステッ
プ、
（v）感光媒体と接触した前記レポーター分子に対して、該レポーター分子に非消光感光
物質基が存在する前記感光媒体中でマーカー基が形成される条件下において照射するステ
ップ、及び、
（vi）前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法に関する。
【００８４】
　さらに、本実施形態は、試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
a)感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基、及びクエンチャー基を含むレ
ポーター分子(ここで、感光物質基は検出されるべき分析物がない場合は消光される)、
b)任意で、感光物質基を含むハンドル基用の反応パートナー、並びに、
c)非消光感光物質基の照射でマーカー基を形成する感光媒体、
を含んでなる前記試薬キットに関する。



(25) JP 2008-539703 A 2008.11.20

10

20

30

40

【００８５】
　本方法及び試薬キットの好ましい態様、並びに好ましい適用については、上記で説明し
ている。
【００８６】
　本発明は、さらに以下の図面及び実施例により説明される。
【実施例１】
【００８７】
アルデヒド修飾されたヌクレオシド及びヌクレオチドの合成
　アルデヒド修飾された核酸塩基をもつヌクレオシド及びヌクレオシド三リン酸が、適当
に修飾されたヌクレオシドから合成された。このヌクレオシドは、１のような脱離基を、
好ましくは図１で示すピリミジン塩基（例えば、T、U及びC）の５位又はプリン塩基（例
えば7-desaza G、7-desaza A、G及びA）の７位のいずれかの位置に有する。これらの位置
の修飾は全て、DNAの主溝から突き出ている。
【００８８】
　アルデヒド修飾されるT(U)ヌクレオシドホスホロアミダイトの合成は、図２で示したよ
うに、まず薗頭反応を介したアルキニル化を経由し（参考文献２０）、その後適当な官能
基との反応が行われた。アルデヒド官能基はアセタール基として保護されている。アセタ
ール保護基は、酸による処理で取り除くことができる。修飾ヌクレオシドホスホロアミダ
イトは、化学合成によって核酸中に取り込むことができる。
【００８９】
　アセタールで修飾されるヌクレオシド三リン酸の合成を、図３aで示したように行った
。さらに、アルキン（クリック反応用）、アセタール及びヘミアセタールで修飾されるヌ
クレオシド三リン酸を図３ｂに示す。修飾されたヌクレオシド三リン酸は、酵素合成によ
って核酸中に取り込むことができる。
【００９０】
　薗頭/鈴木（参考文献２０）のようなPd触媒C-C形成反応の使用は、異なる修飾核酸塩基
と共に異なるアルデヒド基を用いたアルデヒド修飾されたヌクレオシド及びヌクレオチド
の合成のための一般的な合成法を提供する。さらに、異なる立体的、電子的及び機能的特
徴をもつアルデヒド基を合成することができる。
【実施例２】
【００９１】
アルデヒド修飾されたヌクレオシド及びヌクレオチドのオリゴヌクレオチド内への取り込
み
2.1 化学合成による取り込み　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 
　アセタール／アルデヒド修飾されたヌクレオシドホスホロアミダイトの取り込みは、従
来の固相合成法（参考文献２１）で行われた。一又は複数のアセタール／アルデヒド修飾
された核酸塩基を含むいくつかのDNAオリゴヌクレオチドを表１で示したように調製した
。アセタール基の脱保護により、アルデヒド修飾されたDNAオリゴヌクレオチドが利用可
能となった。
【００９２】
　二本鎖DNA分子を得るために、オリゴヌクレオチドが相補的DNA鎖と塩基対を形成する能
力についてテストされた。アルデヒド基の存在は、二本鎖の安定性にさほど大きな影響を
与えないことが明らかとなった。二本鎖の融点は、１修飾あたりほんの2℃程下がるだけ
である。しかし、この程度の不安定量は、意図する用途の完全な許容範囲である。
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【表１】

【００９３】
2.2 酵素方法による取り込み
　アセタール修飾された三リン酸モノマーは図３に従って調製された。三リン酸合成の最
も選りすぐりの方法は、以下のLudwig ＆ Eckstein（参考文献１１、１２）の方法である
。この方法は弱酸性なので、アルデヒド及びアセタール-TTPの混合物が得られる。この混
合物は、所望であればHPLCで分離可能である（参考文献１３）。
【００９４】
　実験は、アセタール及びアルデヒド三リン酸の両方、並びに様々な異なるDNAポリメラ
ーゼを用いて行われた。全ポリメラーゼが修飾された三リン酸を基質とすることができる
こと、及びそれらが選択的に修飾塩基を取り込むことが明らかとなった。また、複数の取
り込みも問題にはならないことが判明した。以下のポリメラーゼがプライマー伸長法及び
PCRでテストされた。実験は、アセタール保護されたチミジン、また、脱保護されたアル
デヒド官能化チミジンで行われた。
【００９５】
プライマー伸長法　　　　　　PCR
Therminator (NEB)　　　　　 Pfx (A)
Vent　　　　　　　　　　　　Taq (A)
Vent (exo-)　　　　　　　　 Vent (B)
Taq
【００９６】
　本願発明者らはまた、合成三リン酸（アセタール及びアルデヒド）で置換されたTPPでP
CR実験を行った。PCR実験により、修飾塩基を2400塩基対長の完全な遺伝子内に取り込め
ることがわかった。これにより、本願発明者らは、数百に及ぶアルデヒド由来の核形成部
位で特異的に標識された遺伝子を作製することのできる手法を確立した。
【実施例３】
【００９７】
標識されたオリゴヌクレオチド及び遺伝子の検出
　アルデヒド上に金属沈着させる好ましい方法は、トレンステスト（参考文献１４）に基
づく。
【００９８】
R-CHO + 2 Ag[NH3]OH　→　R-COO-NH4

+ + 2 Ag(s) + H2O + NH3
　上記反応では、銀－アンモニア錯体がアルデヒドによって減少する。アルデヒド濃度が
高い場合には、反応管内部に固体銀薄膜が観察できる。
【００９９】
　ヌクレオシドを含むアルデヒド、及び化学的に合成されたアルデヒド修飾された核酸の
いずれも、アルデヒド官能基を示す銀染色テストで検出することができた（図４）。一方
、非標識のDNA鎖は、同一条件で明らかに陰性の結果を示した。この結果は、特定のDNA配
列中に選択的に導入されたアルデヒドにより、これらの修飾された配列の選択的な検出が
可能となることを示している。
【０１００】
　銀染色によるアルデヒド修飾された核酸の検出は、ゲルでも行われた。DNA上のアルデ
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ヒド基は、ゲル中の銀イオンを十分に減少させた。DNAでのプロセスによって形成される
シード（種）は、沈着した銀から形成される明瞭な黒いバンドがゲル上で認識できるまで
生じることができる。
【０１０１】
　これは、プライマー伸長反応由来及びPCR由来のアルデヒド修飾された核酸（それぞれ
、図５(I)及び(II)）を染色することによって立証された。
【０１０２】
　図５で示したように、修飾されたヌクレオシドを含むDNAのみが銀染色され、非修飾DNA
は染色されないままである。これは、伸長プライマーとPCR産物のいずれにもあてはまる
。染色方法はSilverXPressキット(Invitrogen)に基づくが、より強いトレンス溶液を用い
ている。他の方法に従った染色も可能である。
【実施例４】
【０１０３】
感度の測定
　検出方法の感度を測定するために、希釈実験法を行った（図６）。標準的な銀染色キッ
トを用いたアルデヒド官能化DNAの染色は、エチジウムブロマイドによる染色(50bp長のDN
Aあたり約0.5ng)よりも少なくとも５倍以上の感度があることがわかった。
【０１０４】
　この非常に優れた感度は、大雑把な視覚的検出であっても得られる。
【実施例５】
【０１０５】
アザイド及びアルキン修飾されたヌクレオシド並びにヌクレオチドの合成
　アザイド修飾及びアルキン修飾された塩基を有するヌクレオシド及びヌクレオシド三リ
ン酸を、実質的に実施例１に記載したように合成した。
【０１０６】
5.1 アルキン修飾されたヌクレオチドの合成
　アルキン修飾されたヌクレオシド三リン酸の合成に関する詳細な反応スキームを、図１
０に示す。
【０１０７】
　ヌクレオシド（1）及びそれに対応する三リン酸（2）の調製を、以前のように行った（
参考文献２３、２４）。
【０１０８】
　完全に脱気した化合物３（1.00g、1.72mmol.）（参考文献３）、Pd(PPh3)4（0.198g、0
.172mmol.）及びCuI（0.065g、0.344mmol.）を含むDMF（3mL）溶液に、脱気したN,N-ジイ
ソプロピルエチルアミン（1.5mL、8.59mmol.）を加え、反応混合物を室温で10分間攪拌し
た。脱気した4-ペンチン-1-オール（320μl、3.44mmol.）を含むDMF (1 mL)溶液を、１滴
ずつ１時間にわたって反応混合物に加えた。全てを加えた後に、反応混合物を室温で一晩
攪拌した。真空中で濃縮後、クルードな混合物を酢酸エチル（200mL）で希釈し、有機層
を塩水（3回×50mL）と、続いて水（50mL）で洗浄した。有機層を（MgSO4で）乾燥させ、
濾過後、真空中で濃縮した。酢酸エチル：イソヘキサン（1：1）の勾配と、その後、酢酸
エチル：イソヘキサン(2：1)の勾配で溶出するFlashカラムクロマトグラフィー(SiO2)に
より、淡黄色の泡状物質として化合物４(0.790g、86 %)が得られた。1H NMR (CDCl3, 300
 MHz)：δ0.01 (s, 3 H, OSiCH3), 0.00(s, 3 H, OSiCH3), 0.05 (s, 3 H, OSiCH3), 0.0
7 (s, 3 H, OSiCH3), 0.81 (s, 6 H, OSi(CH3)3), 0.85 (s, 6 H, OSi(CH3)3), 1.74 (m,
 2 H, CH2-CH2CH2-OH), 1.95 (m, 1H, H-2β), 2.20 (m, 1H, H-2α), 2.42 (t, 2 H, J 
= 6.0 Hz, C≡C-CH2CH2-), 3.67 (dd, 1H, J = 11.4, 2.1 (CDCl3, 75.5 MHz): δ5.4 (S
iCH3), -5.3 (SiCH3), -4.8 (SiCH3), -4.6 (SiCH3), 16.7 (C≡C-CH2CH2), 18.0 (SiC(C
H3)3), 18.5 (SiC(CH3)3), 26.1 (SiC(CH3)3), 26.4 (SiC(CH3)3), 31.5 (CH2-CH2-CH2-O
H), 42.3 (C-2’), 61.9 (CH2-CH2CH2-OH), 63.3 (C-5’), 72.4 (C≡C), 72.7 (C-3’),
 86.0 (C-1’), 88.7 (C-4’), 95.0(C≡C), 100.9(C-5), 101.0(C≡C), 141.9(C-6), 14
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9.6(C-2), 162.4(C-4)。C26H46N2NaO6Si2 561.2792 [M+Na]
+について計算したHRMS (ESI,

 +ve)によれば、561.2803であった。
【０１０９】
　化合物４(0.300g、0.56mmol.)を含むジクロロメタン（5mL）の攪拌溶液に、デス・マー
チン・ペルヨージナン（Dess-Martin periodinane）(0.378g,0.89mmol.)を含むジクロロ
メタン（5mL）溶液を１滴ずつ５分間にわたって、室温で窒素雰囲気下にて加えた。反応
混合物を２時間攪拌した後、飽和チオ硫酸ナトリウム溶液(10mL)で反応を和らげた。その
後、クルードな混合物をジクロロメタン(200mL)で希釈し、有機層を塩水（2回×30mL）と
水（2回×30mL）で洗浄した。その後、有機層を（MgSO4で）乾燥させて、濾過後、真空中
で濃縮した。35%酢酸エチルのイソヘキサン溶液で溶出するカラムクロマトグラフィー(フ
ラッシュシリカ(flash silica))で淡黄色の泡状物質として化合物5（0.193 g, 65 %）が
得られた。1H NMR (CDCl3, 600 MHz): δ0,07 (s, 3 H, OSiCH3), 0.00 (s, 3 H, OSiCH3
), 0.05 (s, 3 H, OSiCH3), 0.06 (s, 3 H, OSiCH3), 0.81 (s, 6 H, OSi(CH3)3), 0.85 
(s, 6 H, OSi(CH3)3), 1.95 (m, 1H, H-2β), 2.21 (m, 1H, H-2α), 2.61 (t, 2 H, J =
 7.2 Hz, -CH2CH2-), 2.67 (t, 2 H, J = 7.2 Hz, -CH2CH2-), 3.68 d(d, 1 H, J = 11.4
, 2.4 Hz, H-5’), 3.81 (dd, 1 H, J = 11.4, 2.4 Hz, H-5’), 3.89 (m, 1 H, H-4’),
 4.32 (m, 1 H, H-3’), 6.20 (dd, 1 H, J = 7.2, 6 Hz, H-1’), 7.84 (s, 1 H, H-6),
 8.99 (bs, 1 H, N-H), 9.72 (s, 1 H, CHO). 13C NMR (CDCl3, 150.8 MHz): δ3.8 (SiC
H3), -3.7 (SiCH3), -3.1 (SiCH3), -2.9 (SiCH3), 14.4 (C≡C-CH2CH2), 19.7 (SiC(CH3
)3), 20.1 (SiC(CH3)3), 27.4 (SiC(CH3)3), 27.7 (SiC(CH3)3), 43.7 (C-2’), 44.1 (C
H2-CH2-CHO), 64.6 (C-5’), 74.0 (C-3’ and C≡C), 87.5 (C-1’), 90.0 (C-4’), 94
.3 (C≡C), 101.9 (C-5), 143.8 (C-6), 150.9 (C-2), 163.7 (C-4), 201.6 (CHO)。C26H

44N2NaO6Si2 559.2635 [M+Na]
+について計算したHRMS (ESI, +ve)によれば、559.2634で

あった。
【０１１０】
　化合物5（0.530g、1.00mmol.）及びK2CO3（0.269g、1.98mmol.）を含む無水メタノール
(20mL)溶液に、1-ジアゾ-2-オキソ-プロピル-ホスホン酸ジメチルエステル(0.261g、1.19
mmol.)を含む無水メタノール(5mL)溶液を、室温で、窒素雰囲気下にて加えた。反応混合
物を室温で一晩攪拌し、濾過後、真空中で濃縮した。クルードな混合物を酢酸エチル(200
mL)に溶かし、有機層を塩水（2回×30mL）と水（2回×30mL）で洗浄した。その後、（MgS
O4で）乾燥させて、真空中で濃縮した。20%酢酸エチルのイソヘキサン溶液で溶出するカ
ラムクロマトグラフィー(フラッシュシリカ)により無色の泡状物質として化合物6（0.290
g、55%）が得られた。1H NMR (CDCl3, 600 Mhz): δ 0.00 (s, 3 H, OSiCH3), 0.01 (s, 
3 H, OSiCH3), 0.06 (s, 3 H, OSiCH3), 0.07 (s, 3 H, OSiCH3), 0.82 (s, 6 H, OSi(CH

3)3), 0.86 (s, 6 H, OSi(CH3)3), 1.93 (m, 1H, H-2β), 1.95 (s, 1 H, C≡C-H), 2.22
 (m, 1H, H-2α), 2.39 (dt, 2 H, J = 8.4, 2.4 Hz, -CH2CH2-), 2.55 (t, 2 H, J = 8.
4 Hz, -CH2CH2-), 3.68 (dd, 1 H, J = 11.4, 2.4 Hz, H-5’), 3.81 (d, 1 H, J = 11.4
, 2.4 Hz, H-5’), 3.89 (m, 1 H, H-4’), 4.33 (m, 1 H, H-3’), 6.20 (dd, 1 H, J =
 7.8, 6 Hz, H-1’), 7.85 (s, 1 H, H-6), 8.33 (bs, 1 H, N-H). 13C NMR (CDCl3, 150
.8 MHz): δ7.0 (SiCH3), -6.9 (SiCH3), -6.4 (SiCH3), -6.2 (SiCH3), 16.5 (C≡C-CH2
CH2), 16.9 (C≡C-CH2CH2), 17.0 (SiC(CH3)3), 18.2(SiC(CH3)3), 24.2 (SiC(CH3)3), 2
4.5 (SiC(CH3)3), 40.4 (C-2’), 61.4 (C-5’), 67.9 (C≡C-H), 70.8(C-3’), 70.9 (C
≡C), 80.9 (C≡C), 84.1 (C-1’), 86.8 (C-4’), 91.2 (C≡C), 98.7 (C-5), 140.6 (C
-6), 147.5 (C-2), 159.9 (C-4)。C27H43N2O5Si2 + H 533.28670 [M+H]

+について計算し
たHRMS (FAB,+ve)によれば、533.26009であった。
【０１１１】
　化合物６(0.270、0.51 mmol.)を含むTHF(5mL)の冷却溶液(0℃)に、TBAF (1.0M、1.52mL
、 1.52mmol.)を窒素雰囲気下で加えた。反応混合物を３時間攪拌し、氷酢酸(1.0mL)で反
応を和らげ、真空中で濃縮した。10%メタノールの酢酸エチルにて溶出するカラムクロマ
トグラフィー(フラッシュシリカ)により無色油として化合物７(0.127 g、82 %)が得られ
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た。1H NMR (d6-DMSO, 400 MHz): δ1.88 (s, 1 H, C≡C-H), 2.07 (m, 2 H, H-2’), 2.
36 (dt, 2 H, J = 7.2, 2.4 Hz, -CH2CH2-), 2.54 (t, 2 H, J = 6.8 Hz, -CH2CH2-), 3.
53 (dd, 1 H, J = 12.0, 4.0 Hz, H-5’), 3.58 (dd, 1 H, J = 12.0, 4.0 Hz, H-5’), 
3.76 (m, 1 H, H-4’), 4.19 (m, 1 H, H-3’), 5.07 (bs, 1 H, O-H), 5.23 (bs, 1 H, 
O-H), 6.08 (t, 1 H, J = 6.4 Hz, H-1’), 8.11 (s, 1 H, H-6), 11.55 (bs, 1 H, N-H)
.13C NMR (CDCl3, 150.8 MHz): δ 17.6 (C≡C-CH2CH2), 18.9 (C≡C-CH2CH2), 39.5 (C-
2’), 60.7 (C-5’), 70.0 (C-3’), 73.7 (C≡C-H), 75.1 (C≡C), 84.6 (C-1’), 87.3
 (C-4’), 89.1 (C≡C), 93.0 (C≡C), 100.2 (C-5), 144.7 (C-6), 151.0 (C-2), 163.2
 (C-4)。C15H16N2O5 + Na [M+Na]

+ 327.28771について計算したHRMS (FAB, +ve)によれば
、327.09635であった。C15H16N2O5 + AcO

- [M+AcO-]- 363,1198について計算したHRMS (F
T-ICR MS -)によれば、363,1221であった。C15H15N2O5

- [M-] 303,1について計算したMS-
MSによれば、303,1であった。
【０１１２】
　化合物7（0.060g、0.197mmol.）及び1,8-ビス(ジメチルアミノ)ナフタレン（プロトン
スポンジ、0.068 g、0.316mmol.)を含むリン酸トリメチル(2mL)の冷却溶液(0℃)に、オキ
シ塩化リン（22μL、0.237mmol.)を1滴ずつ５分間にわたって窒素雰囲気下で加えた。反
応混合物を３時間、0℃で攪拌した。トリブチルアンモニウムピロリン酸(0.080g、0.237m
mol.)を含む無水DMF溶液(2.0 mL)を混合物に加え、1分間攪拌した後、重炭酸トリエチル
アンモニウム(1.0M、20mL、pH=8.5)で反応を和らげた。反応混合物を２時間攪拌し、一晩
凍結乾燥した。RP-HPLC精製(0～50% 0.1M酢酸トリエチルアンモニウム→20：80 H2O：MeC
N (流速 5 mL/min.で45分間にわたる0.1 M酢酸トリエチルアンモニウム勾配をもつ))によ
りトリエチルアンモニウム塩として化合物8 (17.7 min.)が得られた。31P NMR (D2O, 81 
MHz)： δ 22.4 (t, 1 P, J = 19.8 Hz, P-β), -10.5 (d, 1 P, J = 20.3 Hz, P-α), -
9.7 (d, 1 P, J = 19.8 Hz, P-γ). MALDI-TOF (ATT matrix, negative mode): 271 [M +
 2 H]2－, 542 [M + 2 H]－。
【０１１３】
5.2 樹状アザイド官能化クリック反応パートナーの合成
　複数のヘミアセタール基（保護されたアルデヒド基）を含むアザイド官能化デンドリマ
ーの合成に関する詳細な反応スキームを図11に示す。
【０１１４】
Cu(I)触媒トリアゾールライゲーション反応の一般的方法
　化合物９（7.31g、0.0256mol.)及び化合物10 (3.00g、0.0128mol.)を含むTHF：水(3：
１、40mL)の溶液にCuSO4(0.103 g、0.641mmol.)を含むH2O(3mL)溶液を加え、続いて、固
体状のアスコルビン酸ナトリウム(0.253 g、1.28mmol.)を加えた。反応混合物を室温で一
晩攪拌した。懸濁液をH2O(50mL)で希釈し、0℃に冷却した後、濃縮したNH4OH(5mL)で10分
間処理した。反応混合物をジクロロメタン(500mL)で希釈し、有機層を塩水(2 回×50mL)
で洗浄した後、H2O(2回×50mL)で洗浄した。有機層を放置し、(MgSO4で)乾燥した後、真
空中で濃縮した。1：1の酢酸エチル：ペトロリウム・スピリットで溶出するカラムクロマ
トグラフィー(フラッシュシリカ)により無色の泡状産物として化合物９(2.76g)、モノク
リック産物(化合物11、3.94g)を、続いて化合物12 (4.92 g、48%)が得られた。その後、
モノ・クリック産物(11)を同等量の化合物９と反応させて、定量的に検査した後、それ以
上の精製を行わずに化合物12を得た。
【０１１５】
　1H NMR (CDCl3, 600 MHz): δ1.29 (s, 6 H, C-CH3), 1.35 (s, 6 H, C-CH3), 1.38 (s
, 6 H, C-CH3), 1.49 (s, 6 H, C-CH3), 4.19 (m, 4 H, H4’/H5’), 4.32 (dd, 2 H, J 
= 4.8, 2.4 Hz, H 2’), 4.46 (dd, 2 H, J = 14.4, 8.4 Hz, H6’’), 4.50 (s, 2 H, -
CH2-), 4.62 (m, 2 H, H 3’), 4.64 (m, 2 H, H 6’), 5.18 (s, 4 H, -CH2-), 5.51 (d
, 2 H, J = 4.8 Hz, H 1’), 6.59 (t, 1 H, J= 1.8 Hz, Ar-H), 6.64 (d, 2 H, J = 1.8
 Hz, Ar-H), 7.79 (s, 2 H, C=CH-).13C NMR (CDCl3, 150.8 Mhz):δ 24.4 (C-CH3), 24.
7 (C-CH3), 25.9 (C-CH3), 26.0 (C-CH3), 46.1 (CH2-), 50.6 (-CH6’/H6’’), 62.2 (
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Ar-CH2-), 67.0 (CH4’), 70.1 (CH2’), 70.5 (CH3’), 70.9 (CH5’), 96.0 (CH1’), 
102.0 (Ar-CH), 107.9, 109.1, 110.0, 124.0 (C=CH), 139.6, 143.4, 160.0. ESI-MS m/
z 806 [M + H]+。
【０１１６】
　CuSO4 (0.008 g, 0.047 mmol.)及びアスコルビン酸ナトリウム（0.019 g, 0.094 mmol.
)の存在下で化合物13 (1.53 g, 1.88 mmol.)及び化合物10 (0.220 g, 0.94 mmol.)の反応
により、カラムクロマトグラフィー(フラッシュSiO2；酢酸エチル：メタノール＝9：1)後
、無色の泡状物質として化合物14 (1.65 g, 95%)が得られた。
【０１１７】
　1H NMR (CDCl3, 600 MHz)： δ1.26 (s, 12 H, C-CH3), 1.27 (s, 6 H, C-CH3), 1.34 
(s, 12 H, C-CH3), 1.35 (s, 12 H, C-CH3), 1.48 (s, 6 H, C-CH3), 4.19 (m, 8 H, H4
’/H5’), 4.32 (m, 4 H, H 2’), 4.46 (m, 4 H, H6’’), 4.47 (s, 2 H, -CH2-), 4.6
2 (m, 4 H, H 3’), 4.64 (m, 4 H, H 6’), 5.12 (s, 8 H, -CH2-), 5.15 (s, 4 H, -CH

2-), 5.40 (s, 4 H, -CH2-), 5.49 (bd, 4 H, J = 4.8 Hz, H 1’), 6.50 (m, 4 H, Ar-H
), 6.55 (m, 2 H, Ar-H), 6.58 (m, 1 H, Ar-H), 6.61 (m, 2 H, Ar-H), 7.59 (s, 2 H, 
C=CH-), 7.78 (s, 4 H, C=CH-). 13C NMR (CDCl3, 150.8 MHz): δ24.4 (C-CH3), 24.9 (
C-CH3), 25.9 (C-CH3), 26.0 (C-CH3), 45.9 (CH2-), 50.4 (-CH6’/H6’’), 53.9 (Ar-
CH2-), 61.8 (Ar-CH2-), 61.9 (Ar-CH2-), 67.0 (CH4’), 70.1 (CH2’), 70.5 (CH3’),
 71.1 (CH5’), 96.1 (CH1’), 101.6, 101.7, 107.2, 108.0, 109.0, 109.9, 122.9, 12
4.2, 136.7, 140.0, 143.2, 144.1, 159.5, 160.0. MALDI-TOF (ATT, positive mode): m
/z 1859 [M + H]+。
【０１１８】
樹状塩化物をアザイドに変換する一般的方法
　化合物12(4.84g、6.01mmol.)を含むアセトン：水(4：1、100mL)の溶液に、NaN3（0.586
g、9.01mmol.）を加え、窒素雰囲気下で３時間、加熱還流した。反応混合物を酢酸エチル
(600mL)で希釈し、有機層を塩水（2回×50mL）と、続いて水（2回×50mL）で洗浄した。
有機層をそのまま保持して(MgSO4)で乾燥した。真空中で濃縮し、白い不定形固体として
化合物13 (4.72g、97%)を得た。
【０１１９】
　1H NMR (d6-アセトン, 400 MHz): δ 1.28 (s, 6 H, C-CH3), 1.35 (s, 6 H, C-CH3), 
1.36 (s, 6 H, C-CH3), 1.44 (s, 6 H, C-CH3), 4.30 (dd, 2 H, J = 3.6, 2.0 Hz, H 6
’/6’’), 4.32 (dd, 2 H, J = 3.2, 1.6 Hz, H 5’), 4.36 (dd, 2 H, J = 7.6, 1.6 H
z, H 4’), 4.39 (dd, 2 H, J = 4.8, 2.4 Hz, H 2’), 4.61 (d, 2 H, J = 3.6 Hz, H 6
’/6’’), 4.64 (s, 2 H, -CH2), 4.70 (dd, 2 H, J = 7.6, 2.4 Hz, H 3’), 5.20 (s,
 4 H, -CH2-), 5.47 (d, 2 H, J = 4.8 Hz, H 1 ’), 6.73 (m, 3 H, Ar-H), 8.07 (s, 2
 H, C=C-H).13C NMR (d6-アセトン, 150.8 MHz): δ 25.7 (C-CH3), 26.1 (C-CH3), 27.2
 (C-CH3), 27.4 (C-CH3), 47.6 (CH2-), 52.0 (-CH6’/H6’’), 63.4 (Ar-CH2-), 68.8 
(CH4’), 72.0 (CH2’), 72.5 (CH3’), 72.9 (CH5’), 98.2 (CH1’), 103.3 (Ar-CH), 
109.9 (Ar-CH), 110.4, 111.2, 126.3 (C=CH), 141.9, 144.8, 161.8。C37H49N9O12Na 83
4.3398 [M+Na]+について計算したHRMS (ESI, +ve)によれば834.3404であった。
【０１２０】
　化合物14（1.51g、0.81mmol)及びNaN3（0.079g、1.22mmol）の反応は、白色の無定形固
体として化合物15（1.45 g、96%）を生じた。1H NMR (CDCl3, 600 MHz)：δ1.27 (s, 12 
H, C-CH3), 1.34 (s, 12 H, C-CH3), 1.37 (s, 12 H, C-CH3), 1.48 (s, 12 H, C-CH3), 
4.19 (m, 8 H, H4’/H5’), 4.24 (s, 2 H, -CH2-), 4.32 (m, 4 H, H 2’), 4.46 (dd, 
4 H, J = 13.8, 8.4 Hz, H6’’), 4.62 (m, 4 H, H 3’), 4.64 (m, 4 H, H 6’), 5.12
 (s, 4 H, -CH2-), 5.18 (s, 8 H, -CH2-), 5.43 (s, 4 H, -CH2-), 5.49 (bd, 4 H, J =
 4.8 Hz, H 1’), 6.50 (m, 2 H, Ar-H), 6.55 (m, 4 H, Ar-H), 6.58 (m, 1 H, Ar-H), 
6.60 (m, 2 H, Ar-H), 7.78 (s, 2 H, C=CH-), 7.79 (s, 4 H, C=CH-).13C NMR (CDCl3, 
150.8 MHz): δ24.4 (C-CH3), 24.8 (C-CH3), 25.8(C-CH3), 25.9 (C-CH3), 45.9 (CH2-)
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, 50.4 (-CH6’/H6’’), 54.6 (Ar-CH2-), 62.0 (Ar-CH2-), 62.1 (Ar-CH2-), 67.1 (CH
4’), 70.3 (CH2’), 70.7 (CH3’), 71.1 (CH5’), 96.2 (CH1’), 101.7, 101.8, 107.
4, 107.7, 109.0, 109.9, 124.0, 124.2, 137.8, 143.1, 143.4, 144.1, 159.7, 159.9。
C87H110N21O26Na 1886.7829 [M+Na+H]

+について計算したHRMS (ESI, +ve)によれば1887.7
862であった。
【０１２１】
樹状イソプロピリデン脱保護の一般的方法
　TFA：水(1：1；10mL)の混合物に化合物13（0.020 g、24.7μmol)を窒素雰囲気下で添加
した。反応混合物を50℃で4時間加熱し、続いて真空中で濃縮した。水（20ml）を混合物
に加え、水層をDCMで数回洗浄（3回×20mL）した。そのまま放置した後、一晩凍結乾燥を
行い、淡黄色の泡状物質として化合物16 (0.015g、63 %)を得た。MALDI-TOF (ATT, posit
ive mode): m/z 652 [M +H]+。
【０１２２】
　TFA：水（1：1；20mL)と化合物15（1.40g、0.75mmol)の反応は、淡黄色の無定形固体と
して化合物17 (1.05g、90 %)を生じた。MALDI-TOF (ATT, positive mode)：m/z 1545［M 
+ H］+。
【実施例６】
【０１２３】
アザイド修飾及びアルキン修飾されたヌクレオシド並びにヌクレオチドの核酸中への取り
込み
　アザイド修飾及びアルキン修飾されたヌクレオシド並びにヌクレオチドは、実質的に実
施例２で説明したように、化学合成又は酵素合成によって核酸中に効率的に取り込まれる
。その結果得られる修飾核酸は、所望の用途に従って、例えば、蛍光標識化や金属沈着に
より特異的に標識化することができる。
【０１２４】
　本標識方法は、PCR増幅を必要とすることのない核酸、核酸配列及び遺伝子検出の高速
、かつ極めて感度の高い方法である。
【０１２５】
　最初の実験で、DNA構造物内でのクリック反応の性能を調べるために、ヌクレオシド１
及び２（図９a及びｂ）を調製し、標準的な固相合成プロトコルによってオリゴヌクレオ
チド中に取り込ませた。クリック反応の効果を、ベンジルアザイド、CuSO4、還元剤（ア
スコルベート又はTCEP）、及び銅（I）安定化リガンドを用いて検証した。これらの結果
を、表２にまとめている。剛性塩基の化合物１を含むオリゴヌクレオチドは、フレキシブ
ルなアルキンを含む化合物２と比較すると、一貫してクリック産物の収率が低かった。温
度（10～40℃）はクリック反応の収率には影響しなかった。
【０１２６】
　その後、検出に適した性質を示すアザイドタイプの機能について、クリック反応の効果
を解析した（図１２）。フルオレセインアザイドは、非常に高感度な蛍光マーカー（ほぼ
単一の蛍光量子収率）であるのに対し、クマリンアザイドは、トリアゾール形成で蛍光が
スイッチオンされたときにクリックマーカーの証拠を示した（参考文献１９）。



(32) JP 2008-539703 A 2008.11.20

10

20

30

40

【表２】

【０１２７】
　ベンジルアザイドの使用に関連した実験と一致して、剛性アルキンを含むオリゴデオキ
シヌクレオチドでは、クリック変換収率が低かった。対照的にフレキシブルなアルキンを
含むオリコヌクレオチドでは、HPLC及びMALDI-TOFによれば、ほぼ量的な変換が見られた
。DNAの標識は、再度ゲル上で直接行うことができた。修飾された核酸塩基を含むDNAをゲ
ル電気泳動によって他のDNA鎖から分離し、その後そのゲルをフルオレセインアザイドとC
u(I)で処理し、クリック反応を実行した。ゲルの洗浄により、ゲル中で染色されたDNAの
背後に残った過剰なフルオレセインを除いた（図１３）。
【０１２８】
　これらの実験からアルキン修飾された塩基を含むDNAをフルオレセインで選択的に標識
できることを明確に推定できる。CYBR greenは、DNAを非特異的に染色する。それ故、A2
のレーン1及びB2のレーン３（図１３）のようにクリック反応前に非修飾のDNAもマーキン
グされる。
【０１２９】
　フルオレセインは、モノマーでも、またDNAにクリッキングした後でも、いずれも強い
蛍光を発する分子である。したがって、フルオレセインを用いたクリック反応後に、染色
されたDNAの背後に残った過剰なフルオレセインを除くためにゲルを洗浄しなければなら
ない。
【０１３０】
　クマリンは、もう１つの蛍光分子であるが、モノマーでは蛍光を発しない。この分子は
、クリック反応後、アザイドがトリアゾールに変換されたときにのみ蛍光を発し始める。
クマリンの蛍光は、下記実験の反応チューブ内で見られるように、クリック後に効率的に
オンに切り替わる(図１４)。同様の実験をゲル上で行うこともできる。
【０１３１】
　さらなる実験において、クリック反応の効率を、ヌクレオシド２（図１５）を取り込ん
だオリゴデオキシヌクレオチド（ODN）で検証した。このヌクレオシドは、対応するホス
ホロアミダイト1（図１５）を用い、標準的な固相合成プロトコルを介してオリゴヌクレ
オチド中に取り込まれた。単一又は複数のアルキンレポーター基を含むオリゴヌクレオチ
ドを表3に示す。
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【表３】

【０１３２】
　クリック方法は、アザイド３（図１５）（DMSO溶液、10mM, 50当量)、CuSO4／リガンド
(参考文献２９)複合体（DMSO溶液、0.05M、20当量)及びTCEP(水溶液、0.1M、40当量)溶液
の、対応するODNの0.2mM溶液への連続的な添加を伴った。反応混合物を室温で一晩振盪し
た。その後試料をメンブレンで脱塩し、その質量をMALDI-TOF (HPA matrix)で測定した。
【実施例７】
【０１３３】
修飾されたdNTPを用いたDNA鋳型のPCR増幅
7.1 酵母由来のポリメラーゼ(pol)ηのPCR増幅
PCR実験に使用した鋳型及びプライマー：
　フォワード・プライマー：5'-GATTTGGGCCGGATTTGTTTC
　リバース・プライマー：3'-TTTTATGCTATCTCTGATACCCTTG
　鋳型：酵母の318bpの配列（Rad30の483～800番目のヌクレオチド）：

【０１３４】
　前記318bpの鋳型は、59.75%［A+T］及び40.25%［C+G］を含む。
【０１３５】
　一連の市販の耐熱性ポリメラーゼを、PCR反応を用いて修飾されたデオキシウリジン三
リン酸2及び8(図１０)を取り込む能力について検証した。使用したDNAポリメラーゼは、
以下の通りであった。  
・Pwo及びTaq(exo-)DNAポリメラーゼ(Roche社)、
・Vent、Vent(exo-)、therminatorポリメラーゼ(New England Biolabs社製)、並びに
・Taq(promega社)
【０１３６】
　代表的なPCR反応は、サッカロミセス・セレビシアエ(S. cerevisiae)YPH499株のゲノム
0.05μg又は鋳型DNA (pDest17-Poleta 酵母[1-1889])0.5μg、フォワード及びリバースプ
ライマー各0.3mM、ポリメラーゼ1.25U、マグネシウム含有10×ポリメラーゼバッファー、
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並びに各非修飾dNTP (dATP、dCTP 及びdGTP；NEB社)200μM及び修飾dUTP 200μMを含んだ
。コントロール用に、天然の三リン酸(dATP、dCTP、dGTP及びdTTP)を使用した。総容量50
μLで反応を行った。PCR実験は、Eppendorf社 Mastercycler Personalで行われた。
【０１３７】
　増幅にはホットスタート（94℃2分）を用い、続いて10サイクルの増幅（94℃15秒、53
℃30秒、72℃45秒)、25サイクルの増幅（94℃15秒、56℃30秒、72℃45秒）、最後に72℃
で2分間のインキュベーションを行った。PCR産物は、エチジウムブロマイド染色により2
％アガロースゲルで解析された（図１６）。PCR産物をQIAquick PCR purification kit (
Qiagen社)で精製し、銀染色、配列決定又は消化に用いた。PCR反応の産物を、エチジウム
ブロマイドを含有した2％アガロースゲル電気泳動で分離した。産物をUltra-Violet Prod
ucts CCDカメラで記録した。
【０１３８】
7.2 ヒト由来のポリメラーゼ(pol)ΗのPCR増幅
　代表的なPCR反応は、DNA鋳型(pDest17-plH ヒト[1-2142])0.5μg、フォワード及びリバ
ースプライマー各0.3mM、Pwoポリメラーゼ1.25U、及びマグネシウム含有10×ポリメラー
ゼバッファー、並びに各非修飾dNTP(dATP、dCTP 及びdGTP；NEB社)200μM及び修飾dUTP 2
00μMを含んだ。コントロール用に天然の三リン酸(dATP、dCTP、dGTP及びdTTP)を使用し
た。反応は総容量50μLで行われた。PCR実験は、Eppendorf社 Mastercycler Personalで
行われた。
【０１３９】
　増幅にはホットスタート（94℃2分）を用い、続いて10サイクルの増幅（94℃15秒、53
℃30秒、72℃210秒)、30サイクルの増幅（94℃15秒、56℃30秒、72℃210秒）、最後に72
℃で7分間のインキュベーションを行った。PCR産物を1％アガロースゲルでエチジウムブ
ロマイド染色によって解析した。PCR産物をQIAquick PCR purification kit (Qiagen社)
で精製し、消化又は配列決定に用いた。
【０１４０】
　PCR反応産物をエチジウムブロマイドを含有した1％アガロースゲル電気泳動で分離した
。その産物をUltra-Violet Products CCDカメラで記録した。結果を図１７に示す。
【０１４１】
　検査用に、0.1MのHClを6μL加え、プローブを遠心分離した(6000 rpm、5分間)。消化物
をHPLC（interchim社 Interchrom Uptisphere 3 HDO カラム(150×2.1mm)、バッファーA
：2mM TEA/HOAc水溶液；バッファーB：2mM TEA/HOAc水溶液：MeCN＝1：4；0→30分；0%→
30% B；30→32分；30%→100% B；32→36分；100 % B； 36→38分；100%→0% B；38→60分
；0% B；流速0.2 mL/分)で解析した（図１８）。異なるピークを、同一条件を用いて、共
導入、UV、及びFT-ICR-HPLC-MS-MSにより割り当てた。
【０１４２】
7.3 アルキン介在ヌクレオチドを取り込んだPCR断片(318mer)の酵素消化
　酵素消化のために、修飾されたヌクレオチド8（図１０）を含む318bpのDNA鋳型（100μ
Lの水に約10μg）を、10μLのバッファーA（300mM酢酸アンモニウム、100mM CaCl2、1mM 
ZnSO4、pH5.7）、22ユニットのヌクレアーゼP1(Penicilinum citrium)、及び0.05ユニッ
トの子牛脾臓ホスホジエステラーゼIIの中でインキュベートした。その試料を37℃で３時
間振とうした。12μLのバッファーB(500mM Tris-HCl、1mM EDTA)、10ユニットのアルカリ
ホスファターゼ(CIP)及び0.1ユニットの蛇毒ホスホジエステラーゼI（Crotalus adamante
us（ヒガシダイヤガラガラヘビ）毒）の添加により消化を完了した。試料を37℃で３時間
再度振とうした。
【０１４３】
7.4 糖アザイドと修飾された二本鎖DNAとのポリアクリルアミドゲルにおけるCu(I)触媒ト
リアゾール連結反応の一般的方法
　全クリック実験は、化合物2又は8（図１０）のいずれかを含む318bpのPCR断片で、dTTP
の存在下にて行われた。修飾されたPCR断片を5％ポリアクリルアミドゲルで分離した後、



(35) JP 2008-539703 A 2008.11.20

10

20

30

40

50

各ゲルを1：1のMeOH：H2O溶液（25ｍL）を含む槽に浸した。糖アザイド(0.1M、3mL)溶液
を槽に添加し、続いてCuSO4溶液（0.1M、600μL）及び、最後にTCEP（0.1M、1.2mL）を加
えた。これらの溶液を室温にて一晩穏やかに振盪した。
【０１４４】
7.5 二本鎖DNAに連結された糖アザイドの銀染色の一般的方法
　クリック溶液を注ぎ、各ゲルを1：1のMeOH：H2Oで洗浄し（3回×50 mL、各洗浄あたり1
0分間）、続いて、H2O（3×50mL、各洗浄あたり10分間）で洗浄した。その後、各ゲルを
トレンス試薬(40mL)と共に３０分間インキュベートした（トレンス試薬の調製：80ｍLの
水にAgNO3(0.5M,5mL)、続いてNaOH(3.0M,1.0mL)、最後にNH4OH(NH4OH:H2O=1:1の濃度, 2.
2mL)を加えた）。続いてH2Oで洗浄（3×50mL、各洗浄あたり10分間）した後、ゲルを100m
Lの水、クエン酸（1%、250μL)及びホルムアルデヒド（35%、80～200μL）を含む現像液
で現像した。ホルムアルデヒド濃度により現像処理を2分間から20分間まで変えることが
できる。
【０１４５】
結論
　提供する本発明は、修飾された三リン酸の効率的取り込みを介することによる核酸の部
位特異的標識の新しいモジュール方法に関連する。これらの修飾された三リン酸は、ユー
ザーの必要に応じてさらに官能化、マーキング、又は染色の可能な基を含む。RNA標識は
、これらの方法と、さらにRNAポリメラーゼ及び逆転写酵素のそれぞれを同様に使用する
ことで達成できると予測できる。したがって、宿主内のウイルスゲノムの早期かつ効率的
検出を達成できる。報告した新規核酸標識プロトコルは、簡単、効率的、高感度、かつ高
度に選択的である。
【実施例８】
【０１４６】
写真処理を用いた核酸の検出
　白黒写真処理は、公知の最も高感度な化学方法の１つである。印画紙上に捕捉された光
子により、小さな銀の核形成が開始される。この核は、その後、現像処理の期間内でさら
なる銀沈着を触媒する（参考文献２２）。これにより、Ag+の105の化学的還元とAg+の101
1の光化学的還元間のシグナル増幅因子を生じる。これは、PCRを用いて得られるそれと類
似する。
【０１４７】
　本願発明者らは、核酸に繋げられた感光色素を利用した高感度方法を開発した。本方法
は、フェムトモル以下の感度で特定の遺伝子の検出を可能にする（図２１）。この新規方
法は、簡単（従来の写真材料を使用できる）で、早く（数分で検出）、効率的で（生体分
子あたり、感光分子を１個だけを必要とする）、及び高感度（現在の非最適化感度レベル
は約10－14～10－15molである）。本方法と、プライマー伸長法及びPCR技術のような遺伝
子特異的生化学的ツールとの組み合わせは、核酸や他の分析物の検出のための新規かつ強
力な方法を提供する。
【０１４８】
　写真処理で感光物質として機能する能力について、多数の蛍光シアニンインドリン（化
合物１及び２）及びキノリン色素誘導体（化合物３）を検証した（図２２）。化合物１～
３の可視吸収最大値は、それぞれ546nm、646nm、及び607nmである。
【０１４９】
　インドリン色素（化合物１）は、3×10－14mol.(30fmol)に至るまで容易に検出するこ
とができるが、化合物２の検出限界は、約１～３fmol(図22a及び22b)であった。キノリン
シアニン色素（化合物３）の検出は、インドリン色素よりも、より高感度である（検出限
界：約0.3fmol）ことがわかった（図２２ｃ）。強い光で照射した際にバックグラウンド
のモヤが生じるかもしれないが、感度は幾分低くなるものの、モヤ自体は低強度の赤外線
光源を使用することで抑制することができる（図22ｄ～ｆ）。
【０１５０】
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　非修飾オリゴデオキシリボヌクレオチド（ODN-1、ODN-2、ODN-3）を用いたコントロー
ル実験（図２３）は、50nmol（つまり、３桁異なる）のレベルで高エネルギー照射した際
に、小さなバックグラウンドのネガティブな写真反応が生じた。照射を赤外線ランプで５
分間行った場合には、ネガティブバックグラウンドのレベルを完全に抑制することができ
る（図２３ｂ）。要するに、非修飾DNAは染色には関係しない。
【０１５１】
　ODNに繋げられた市販の色素Cy5（λmax=646nm, ODN-4）、及びCy5.5 (λmax＝646nm、O
DN-5)の希釈系列を続いてテストした（図１６）。ODN-4の検出限界は、100fmolであるこ
とがわかった。一方、Cy5.5 ODN-5の検出感度は１０倍高かった（検出限界10fmol）。し
たがって、非連結のコントロールと比較すると、感度の僅かな減少がシアニン色素を結合
したODNで見られるものの、本結果は、感光物質の連結したODN等の生体分子の写真を、高
感度分析ツールに使用できることをはっきりと示している。
【０１５２】
　感光色素、例えば化合物４又は５は、クリックケミストリー（図２５）を通して核酸中
に導入することも可能である。
【０１５３】
結論
　写真方法を光増感色素－核酸と併せることで、分析物（例えば、核酸）検出用の素早く
、簡単で効率的かつ高感度な方法を開発できる。
【０１５４】
　感光物質基の適当な例は、図２２で示したキノリンベースのシアニン色素（例えば、化
合物３）又はインドリン色素（例えば、化合物1若しくは２）である。これらは、少なく
とも10fmol（化合物１)、1fmol（化合物２）又は0.1fmol（化合物３）の感度を示す。
【０１５５】
　オリゴデオキシリボヌクレオチドに繋げられたCy5及びCy5.5のようなインドリンベース
の色素は、それぞれ100fmol及び10fmolのレベルであっても検出することができる。
【０１５６】
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【図面の簡単な説明】
【０１５７】
【図１】図１は、オリゴヌクレオチド内へのマーカー基の酵素的取り込みのための異なる
核酸塩基7-dN-G、C、7-dN-A及びTにおける官能基（Ｒ）（例えば、アルデヒド官能化基）
の好ましい付着部位を示す。
【図２】図２は、核酸の固相合成のためのアルデヒド官能化ヌクレオシド構成単位の合成
の概略図である。
【図３ａ】図３ａは、核酸の酵素合成のためのアセタール（保護されたアルデヒド）官能
化ヌクレオシド三リン酸の合成の概略図である。図３で示された化合物は、PCRによるDNA
中への効率的取り込みに適する。
【図３ｂ】図３ｂは、DNAにおける効率的なクリックケミストリーのためのアルキン官能
化ヌクレオシド三リン酸の一例を示す。式中、nは０～４であることが好ましい。図３で
示された化合物は、PCRによるDNA中への効率的取り込みに適する。
【図３ｃ】図３ｃは、保護されたアルデヒド官能化三リン酸の一例を示す。図３で示され
た化合物は、PCRによるDNA中への効率的取り込みに適する。
【図４】図４は、トレンス試薬をアルデヒド修飾塩基と接触させることによる金属化反応
の結果を示す。（１）参照用糖溶液、（２）アルデヒド修飾基を１つ有するDNA、（３）
アルデヒド基を２つ有するDNA、及び（４）非修飾DNA。
【図５】図５は、（I）銀で染色したプライマー伸長産物（a）又は標準的な蛍光色素を用
いたプライマー伸長産物（b）、及び（II）蛍光色素（a）又は銀（b）で染色した2142bp
のPCR産物を示す。I.1a：プライマー伸長におけるアルデヒド修飾したTTP、I.1b：プライ
マー伸長におけるアセタール修飾したTTP、I.3a：非修飾DNA。銀染色はレーン１及び２で
のみ陽性。I.1b～3b：非特異的に蛍光色素で染色した同一のゲル。II2a：PCRにおけるア
セタール修飾したTTP、M：マーカー、II1b：PCRにおけるアルデヒド修飾したTTP、２：PC
Rにおけるアセタール修飾したTTP、II3b：非修飾DNA。
【図６】図６は、単一のアルデヒド官能基を含む合成DNA分子を用いた希釈系列の結果を
示す(銀染色により検出)。
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【図７】図７は、アセタール（保護されたアルデヒド）官能基を有する異なる核酸塩基を
持つヌクレオシドの例を示す。これらは、核酸の化学合成のための対応するホスホロアミ
ダイト、H-ホスホネート又はトリエステルに変換することができ、或いは核酸の酵素的取
り込みのための5'-三リン酸に変換することができる。
【図８】図８は、還元的アミノ化を介した金属化に代わる手段としての蛍光タグをもつア
ルデヒド修飾されたDNA又はPNAの誘導体化を示す。
【図９】図９は、アルキン修飾された（ａ，ｂ）、アザイド修飾された（ｃ）、並びに保
護されたアルデヒドで修飾された（ｄ，ｅ）ヌクレオシド及びヌクレオチドモノマーを示
す。式中、nは０～４であることが好ましい。
【図１０】図１０は、アルキン官能化ヌクレオシド及びヌクレオシド三リン酸の合成の概
略図である。
【図１１】図１１は、保護されたアルデヒド基を含むアザイド官能化デンドリマーの合成
の概略図である。
【図１２】図１２は、アルキン修飾若しくはアザイド修飾されたヌクレオチド又は核酸を
用いるクリック反応用のマーカー又はマーカー前駆体基を有するアザイド誘導体並びにア
ルキンアザイド誘導体の例を示す。
【図１３】図１３は、上部において、修飾塩基２（図９ｂ）及びクリックパートナーとし
てのフルオレセインアザイド(m: 495)を含むオリゴヌクレオチドを用いたクリック反応物
のMALDI-TOF解析、及び下部において、化合物２のモノマー及びフルオレセインアザイド
で修飾したDNAのクリック反応物のゲル電気泳動を示す。A1：蛍光イメージ；レーン１：
クリック反応前の出発物質、２,３：未加工の反応混合物、４：クリック条件下のアザイ
ド。A2：SYBR Greenで染色した同一ゲル。B1：レーン１,２：未加工の反応混合物、３：
出発物質。B2：SYBR Greenで染色した同一ゲル。
【図１４】図１４は、DNA中にクマリンアザイドを導入するクリック反応が蛍光産物を生
じることを示す（右反応チューブ）。
【図１５】図１５は、（a）アルキン修飾されたホスホロアミダイト、（b）アルキン修飾
されたヌクレオシド、及び（c）アザイド修飾されたガラクトースを示す。
【図１６】図１６は、化合物８、dATP、dCTP及びdGTPを200μM、サッカロミセス・セレビ
シアエ(S. cerevisiae)499由来のゲノムDNAを0.05μg、マグネシウム添加した10×ポリメ
ラーゼバッファー、各プライマーを0.3 mM、並びにポリメラーゼを1.25U用いたPCRアッセ
イを示す。レーン１）Ventポリメラーゼ、２）Vent(exo-)ポリメラーゼ、３）Pwoポリメ
ラーゼ、４）Taq (exo-)ポリメラーゼ（Roche製）、５）Therminatorポリメラーゼ、６）
Taqポリメラーゼ（Promega製）、及び７）マーカー。
【図１７】図１７は、修飾された三リン酸化合物１又は８(図１０)でdTTPを置換した2142
bpのDNAのPCR増幅を示す。アガロースゲル(2%)を使用し、エチジウムブロマイドで染色し
た。PCRを総計３５サイクル行い、各インキュベーション時間は４５秒とした。レーン１
）NEB社2-log DNAラダー(0.1～10.0kb)、レーン２）ネガティブコントロール（－dTTP）
、レーン３）基質(１)でdTTPを置換した、レーン４）基質(８)でdTTPを置換した、及びレ
ーン５）ポジティブコントロール（dTTPを用いた）。
【図１８】図１８は、HPLCクロマトグラムを示す：（a）図１０の三リン酸化合物８を取
り込んだPCR断片（318mer）の酵素消化物；（b）dTTPを取り込んだPCR断片の酵素消化物
；（c）図１０のヌクレオシド７。
【図１９】図１９は、三リン酸化合物１及び２を取り込んだ318bpのPCR断片の希釈系列と
、それに続く「ゲル上」クリッキングと銀染色を示す。（a）化合物１を取り込んだPCR断
片の希釈系列（レーン１：7.0ng、レーン２：3.5ng、レーン３：1.3ng、レーン４：0.7ng
）及び化合物２を取り込んだPCR断片の希釈系列（レーン５：7.0ng、レーン６：3.5ng、
レーン７：1.3ng、レーン８：0.7ng）をTBE-ウレアPAAGゲルで泳動した。ゲルをアザイド
３を用いた「ゲル上」クリッキングに供し、その後、銀染色に供した。（b）化合物２を
取り込んだPCR断片の希釈系列の比較検出：（i）選択的銀染色法による((a)に従って)、
及び（ii）SYBR green IIによる（レーン１：7ng、レーン２：3.5 ng、レーン３：1.3 ng
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、レーン４：0.9 ng、レーン５：0.5 ng、レーン６：0.3 ng）。（c）化合物２を取り込
んだPCR断片の希釈系列（レーン１：7ng、レーン２：3.5 ng、レーン３：1.3 ng、レーン
４：0.9 ng、レーン５：0.5 ng、レーン６：0.3 ng）及び化合物２を取り込んだPCR断片
の希釈系列（レーン１：7.0ng、レーン２：3.5ng、レーン３：1.3ng、レーン４：0.7ng）
をTBE-ウレアPAAGゲルで泳動した。その後、ゲルをアルデヒド修飾されたアザイド４を用
いた「ゲル上」クリッキングに供し、その後、銀染色に供した。（d）化合物２を取り込
んだPCR断片の希釈系列（レーン１：7ng、レーン２：3.5 ng、レーン３：1.3 ng、レーン
４：0.9 ng、レーン５：0.5 ng、レーン６：0.3 ng）をTBE-ウレアPAAGゲルで泳動した。
その後、ゲルをアルデヒド修飾されたアザイド５を用いた「ゲル上」クリッキングに供し
、その後、銀染色に供した。
【図２０－１】図２０は、AFM像：銀染色条件に曝露後の天然DNA（a）及びアルデヒド修
飾されたDNA（b）、並びに銀染色後、現像なし（c）、２分間の現像（d）及び２分間の現
像を２回（e）行った後のアルデヒド修飾されたDNAを示す。
【図２０－２】図２０－１の続きである。
【図２０－３】図２０－２の続きである。
【図２１】図２１は、白黒写真の原理を利用した分析物(例えばDNA分析物)の検出方法の
概念図である。配列選択的プライマーの存在下でのDNA分析物の最初の複製により、増感
体（S）でタグ化された標的配列が生じる。照射後、それに続く写真現像により、例えば
印画紙のような感光媒体上で分析物を検出することができる。
【図２２】図２２は、シアニン色素(１)～(３)を示す。（a）シアニン色素１；（b）シア
ニン色素２；及び（c）シアニン色素３を用い、520nmのカットオフフィルターを装備した
オーバーヘッドプロジェクターの光源で１０秒間照射したシアニン色素の希釈系列、又は
（d）シアニン色素１；（e）シアニン色素２；及び（f）シアニン色素３を用い、赤外線
ランプで５分間照射したシアニン色素の希釈系列。スポット実験は、以下の希釈に対応す
る。スポット１：1×10－11mol、 スポット２：1×10－12mol、スポット３：3×10－13mo
l、スポット４：1×10－13mol、スポット５：3×10－14mol、スポット６：1×10－14mol
、スポット７：3×10－15mol、スポット８：1×10－15mol、スポット９：3×10－16mol、
スポット１０：1×10－16mol。
【図２３】図２３は、オリゴデオキシリボヌクレオチドODN-1（5'-GCG ATT CGT TCG TCG 
C-3')、ODN-2（5'-CGC GAA TGA ACA GCG C-3')及びODN-3（5'-GCG ACC GAT TCG C-3')の
スポットテストを示す。いずれも50nmolで、（a）高エネルギー照射とカットオフフィル
ター(520nm)；及び（b）赤外線ランプを用いた長期曝露（５分間）による低エネルギー照
射を用いて行った。
【図２４】図２４は、シアニン色素Cy5及びCy5.5を示す。ODNに連結したシアニン色素の
希釈系列について、（a）ODN-4（5'-Cy5-GCG CTG TTC ATT CGC G-3')；（b）ODN-5（5'-C
y5.5-GCG CTG TTC ATT CGC G-3')を520nmカットオフフィルターを装備したオーバーヘッ
ドプロジェクターランプを用いた１０秒間の照射に、又は（c）ODN-4；（d）ODN-5を赤外
線ランプによる５分間の照射に供した。スポット実験は、以下の希釈に対応する。スポッ
ト１：1×10－11 mol、スポット２：3×10－12 mol、スポット３：1×10－12 mol、スポ
ット４：3×10－13 mol、スポット５：1×10－13 mol、スポット６：3×10-14 mol、スポ
ット７：1×10－14 mol、スポット８：3×10－15 mol。
【図２５】図２５は、「クリック及び撮影（Click and photograph）」法の工程の概念図
である。目的の配列(例えば遺伝子)を具体的に選択し、アルキン修飾された三リン酸（dU
*TP）及び遺伝子選択的プライマーを用いたPCRを介して増幅する。これらのアルキン官能
基を、光増感DNAハイブリッドを産生する適当な感光物質（S）を用いたクリックケミスト
リーを介してタグ化することができる。印画紙上の試料への照射、及びそれに続く現像に
より、超高感度かつ遺伝子特異的検出のための新規の方法が提供される。
【図２６】図２６は、シトシン特異的化学修飾によるDNAのメチル化パターンを同定する
ための方法の概略図である。DNA分析物を、シトシン（又はメチルシトシン）特異的修飾
剤(例えばヒドロキシルアミン)と、好ましくは部分的に修飾されたシトシン残基（C*）を
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提供するために準化学量論的量で、反応させる。アルキン修飾された塩基を用いたプライ
マー伸長反応を行う。この反応は、修飾されたシトシン残基で終わる。その結果、特有の
長さをもった伸長産物の「ラダー」が生じる。プライマー伸長産物を、例えばゲル上で分
離した後、アザイド修飾されたマーカー基(例えば修飾された糖)を用いたクリック反応、
及びその後のマーカー基の検出（例えば、銀染色を介して）を行う。DNA試料のメチル化
パターンを、メチル化されたDNA試料由来の伸長産物と、同一処理に供したメチル化され
ていないDNA試料由来の伸長産物とを比較することによって測定することができる。
【図２７】図２７は、感光媒体における分子ビーコン検出法の概略図である。蛍光基（F
）及び消光基（Q）を有するレポーター分子を示す。分析物がない状態では、レポーター
分子はヘアピン構造をとり、蛍光は消光されている。分析物が存在する場合、消光基は蛍
光基から引き離され、その結果、蛍光基は非消光状態（F*）となる。試料を、印画紙又は
他の感光性物質等の写真媒質の存在下で照射し、現像する。

【図１】

【図２】

【図３ａ】

【図３ｂ】

【図３ｃ】
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【図６】

【図７】

【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１３】
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【図１５】

【図１６】

【図１７】

【図１８】
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【図２０－２】 【図２０－３】

【図２１】
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【図２２】
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【図２４】

【図２５】

【図２６】 【図２７】
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【配列表】
2008539703000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成19年3月1日(2007.3.1)
【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】
　試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)試料をアルデヒド基、保護されたアルデヒド基、アルデヒド前駆体基、又はアルデ
ヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル
基から選択される少なくとも１つの官能基を含む官能化化合物と、前記化合物が検出され
るべき分析物と結合産物を形成する条件下で接触させるステップ、
　(iii)必要であれば、ハンドル基をアルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデ
ヒド前駆体基を含む反応パートナーと反応させるステップ、
　(iv)必要であれば、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基をアルデヒド基に
変換させるステップ、
　(v)アルデヒド基を有する前記結合産物をマーカー試薬と、マーカー基が前記結合産物
中のアルデヒド基の周囲に形成される条件下で接触させるステップであって、前記マーカ
ー試薬は金属基を含む、前記ステップ、及び、
　(vi)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項２】
　定性的検出を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　定量的検出を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　分析物は核酸、ヌクレオシド結合分子、ヌクレオチド結合分子又は核酸結合分子から選
択される、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　検出されるべき分析物はDNA及びRNAから選択される核酸である、請求項１～４のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項６】
　試料は生物学的試料である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　試料は農産物試料又は栄養試料である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　試料は臨床試料である、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　検出を増幅なしで直接行う、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　検出を増幅ステップと組み合わせて行う、請求項１～８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１１】
　核酸分析物の配列特異的検出を行う、請求項１～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記結合産物の形成は配列特異的ハイブリダイゼーション反応を含む、請求項１１に記
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載の方法。
【請求項１３】
　官能化化合物は、
　(i)脂肪族若しくは脂環式アルデヒド基、保護された脂肪族若しくは脂環式アルデヒド
基又は脂肪族若しくは脂環式アルデヒド前駆体基、
　(ii)芳香族若しくは複素芳香族アルデヒド基、又は芳香族若しくは複素芳香族アルデヒ
ド前駆体基、及び／或いは、
　(iii)アルキンアルデヒド基、保護されたアルキンアルデヒド基若しくはアルキンアル
デヒド前駆体基、
を含む、請求項１～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
　保護されたアルデヒド基はアセタール基、例えば糖若しくは糖関連化合物中のヘミアセ
タール基等のヘミアセタール基、チオアセタール基及びジチオアセタール基、イミダゾロ
ン基、並びにベンゾチアゾール基から選択される、請求項１～１３のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１５】
　アルデヒド前駆体基はカルボン酸類、並びにニトリル類及び１級アルコール類のような
カルボン酸誘導体から選択される、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　ハンドル基はアザイド及びアルキン基から選択される、請求項１～１５のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記アザイド又はアルキン基はクリック反応を行うことによりアルデヒド基、保護され
たアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を含む反応パートナーと反応する、請求項１
６に記載の方法。
【請求項１８】
　官能基はヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物の核酸塩基又はそのオリゴマ
ー若しくはポリマーに付けられている、請求項１～１７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
　核酸塩基は天然並びに非天然のプリン塩基及びピリミジン塩基から選択される、請求項
１８に記載の方法。
【請求項２０】
　官能基はピリミジン核酸塩基の５位及び６位、好ましくは５位、又はプリン核酸塩基の
７位及び８位、好ましくは７位に付けられている、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　官能基は直接的な結合又はスペーサーを介して化合物に付けられている、請求項１～２
０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２２】
　前記スペーサーは、フレキシブルスペーサー又は少なくとも部分的に剛性のスペーサー
である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　スペーサーはアルケン基、アルキン基、環状基、特に芳香族基及び複素芳香族基、並び
にそれらの組み合わせから選択される少なくとも１つの基を含む、請求項２２に記載の方
法。
【請求項２４】
　前記官能化化合物は、
　(i)官能化された核酸若しくは核酸類似体構成単位、及び／又は、
　(ii)官能化された核酸若しくは核酸類似体、
から選択される、請求項１～２３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
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　前記結合産物の形成は前記官能化された構成単位を核酸又は核酸類似体分子中に取り込
むことを含む、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記官能化されたヌクレオチド又はヌクレオチド類似体は酵素的に核酸分子中に取り込
まれる、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記結合産物の形成は前記官能化された核酸又は核酸類似体を検出すべき分析物に結合
させることを含む、請求項２５に記載の方法。
【請求項２８】
　前記結合は核酸分析物へのハイブリダイゼーションを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　プライマー伸長反応を任意で核酸増幅反応と併用して含む、請求項２４～２８のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項３０】
　アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若しくはその相補体とハイブリダイズする少な
くとも１つのプライマー分子を供給するステップ、及び、
　少なくとも１つの官能化されたヌクレオチド又はヌクレオチド類似体が伸長産物中に取
り込まれる、前記プライマーを伸長するステップ、
を含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若しくはその相補体とハイブリダイズする少な
くとも１つの官能化されたプライマー分子を供給するステップ、及び、
　伸長プライマー分子が形成される、前記プライマー分子を伸長するステップ、
を含む、請求項２９又は３０に記載の方法。
【請求項３２】
　ハイブリダイゼーション産物が形成される、アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若
しくはその相補体とハイブリダイズする官能化されたハイブリダイゼーションプローブを
供給するステップを含む、請求項２８～３１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３３】
　アッセイ条件下で検出すべき核酸分析物若しくはその相補体とハイブリダイズする官能
化されたハイブリダイゼーションプローブを供給するステップ、及び、
　ハイブリダイゼーション産物を少なくとも１つのミスマッチを包含するハイブリダイゼ
ーション産物が分解される処理に供するステップ、
を含み、
　ここで、未分解のハイブリダイゼーション産物の存在はハイブリダイゼーションプロー
ブに完全に相補的な配列を有する核酸の存在及び／又は量を示す、
請求項２６～３２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３４】
　前記処理はミスマッチ消化処理を含む、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　ミスマッチ消化処理はハイブリダイゼーション産物をミスマッチグリコシラーゼと接触
させることを含む、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記処理はディファレンシャルハイブリダイゼーション処理を含む、請求項３３に記載
の方法。
【請求項３７】
　前記金属基は前記結合産物中のアルデヒド基の周囲に選択的に沈着させることのできる
、Ag、Au、Bi、Cu、Pd、Ptのような金属原子及び／又はイオンから選択される、請求項１
～３６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３８】
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　前記マーカー試薬は銀－アンモニア錯体を含む、請求項１～３７のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３９】
　検出を光学的手段によって行う、請求項１～３８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４０】
　検出を電気的手段によって行う、請求項１～３９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４１】
　複数の核酸の並行検出を含む、請求項１～４０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４２】
　検出を例えばマイクロアレイチップ等の固体表面上で行う、請求項１～４１のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項４３】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)アルデヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基、又はアルデ
ヒド基、保護されたアルデヒド基若しくはアルデヒド前駆体基を導入するためのハンドル
基から選択される官能基を含む官能化化合物、
　(b)任意で、アルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基を含むハ
ンドル基用の反応パートナー、
　(c)任意で、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基をアルデヒド基に変換で
きるアルデヒド形成試薬、及び、
　(d)金属基を含むマーカー試薬、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項４４】
　請求項１～４２のいずれか１項に記載の方法での請求項４３に記載の試薬キットの使用
。
【請求項４５】
　試料中の分析物を検出するための方法における、次式（I）の化合物：
A-S-N（I）
(式中、Aはアルデヒド基、保護されたアルデヒド基又はアルデヒド前駆体基から選択され
る官能基であり、
Sはスペーサーであり、及び
Nは核酸又はヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物のような核酸類似体構成単
位であり、
前記官能基は核酸塩基に付けられている)
の使用。
【請求項４６】
　保護されたアルデヒド基はアセタール基、ヘミアセタール基、チオアセタール基及びジ
チオアセタール基、イミダゾロン基、並びにベンゾチアゾール基から選択される、請求項
４５に記載の使用。
【請求項４７】
　アルデヒド前駆体基はカルボン酸類並びにニトリル類及び１級アルコール類のようなカ
ルボン酸誘導体から選択される、請求項４５に記載の化合物。
【請求項４８】
　核酸塩基は天然並びに非天然のプリン及びピリミジン塩基から選択される、請求項４５
に記載の使用。
【請求項４９】
　核酸塩基はアデニン、7-デアザアデニン、グアニン、7-デアザグアニン、シトシン、チ
ミジン、ウラシル、イノシン及びキサンチンから選択される、請求項４８に記載の使用。
【請求項５０】
　官能基はピリミジン核酸塩基の５位及び６位、好ましくは５位、又はプリン核酸塩基の
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７位及び８位、好ましくは７位に付けられている、請求項４８又は４９に記載の使用。
【請求項５１】
　前記スペーサーは少なくとも部分的に剛性のスペーサーである、請求項４５～５０のい
ずれか１項に記載の使用。
【請求項５２】
　スペーサーは、アルケン基、アルキン基、環状基、特に芳香族基及び複素芳香族基、並
びにそれらの組み合わせから選択される少なくとも１つの基を含む、請求項５１に記載の
使用。
【請求項５３】
　前記化合物は、核酸若しくは核酸類似体又はそれらの前駆体の化学合成或いは酵素合成
用の構成単位である、請求項４５～５２のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５４】
　前記化合物は、ヌクレオシド三リン酸、特にリボースヌクレオシド三リン酸、2'-デオ
キシリボースヌクレオシド三リン酸若しくは2',3'-ジデオキシリボースヌクレオシド三リ
ン酸、又はヌクレオシドホスホロアミダイト、H-ホスホネート若しくはホスホトリエステ
ルである、請求項４５～５３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５５】
　前記化合物は、ペプチド核酸、モルフォリノ核酸、又はロックド核酸の合成用の構成単
位である、請求項４５～５４のいずれか１項に記載の使用。
【請求項５６】
　内部に取り込まれた請求項４５～５４のいずれか１項に記載の式(I)の化合物を少なく
とも１つ有する核酸又は核酸類似体分子。
【請求項５７】
　DNA及びRNAから選択される核酸、又はペプチド核酸、モルフォリノ核酸若しくはロック
ド核酸から選択される核酸類似体である、請求項５６に記載の分子。
【請求項５８】
　請求項４５～５５のいずれか１項に記載の化合物(I)を含んでなる少なくとも１つのヌ
クレオチド若しくはヌクレオチド類似体構成単位を、核酸又は核酸類似体分子の内部に取
り込むことを含む核酸又は核酸類似体分子を合成する方法。
【請求項５９】
　化学合成及び／又は酵素合成を含む、請求項５８に記載の方法。
【請求項６０】
　請求項５６又は５７に記載の核酸又は核酸類似体分子の金属化産物。
【請求項６１】
　分析物と請求項５６若しくは５７に記載の核酸若しくは核酸類似体分子又は請求項６０
に記載の金属化産物との結合産物。
【請求項６２】
　相補的核酸とのハイブリダイゼーション産物である、請求項６１に記載の産物。
【請求項６３】
　試料中の核酸を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)試料をクリック反応用の第１反応パートナーである少なくとも１つの官能基を含む
官能化化合物と、検出されるべき核酸若しくはその相補体と前記化合物とが結合産物を形
成する条件下で接触させるステップ、
　(iii)結合産物をクリック反応用の第２反応パートナーと、クリック反応が第１及び第
２反応パートナー間で生じる条件下にて接触させるステップであって、ここで第２反応パ
ートナーがさらにマーカー基又はマーカー前駆体基を含む、前記ステップ、
　(iv)必要であれば、マーカー前駆体基をマーカー基に変換するステップ、並びに、
　(v)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
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【請求項６４】
　請求項２～１２及び１８～４２のいずれか１項に記載したような特徴を含む、請求項６
３に記載の方法。
【請求項６５】
　官能基がアザイド基又はアルキン基から選択される、請求項６３又は６４に記載の方法
。
【請求項６６】
　クリック反応が(3+2)環化付加を含む、請求項６３～６５のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項６７】
　５員複素環がクリック反応によって形成される、請求項６６に記載の方法。
【請求項６８】
　第２反応パートナーが光学的に検出可能なマーカー基、特に蛍光マーカー基、又は酸化
還元活性マーカー基から選択されるマーカー基を含む、請求項６３～６７のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項６９】
　第２反応パートナーがアルデヒド基、保護されたアルデヒド基及びアルデヒド前駆体基
から選択されるマーカー前駆体基を含む、請求項６３～６８のいずれか１項に記載の方法
。
【請求項７０】
　マーカー前駆体基をマーカー基に変換することがアルデヒド基周囲に金属沈着を形成す
ることを含む、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)クリック反応の第１反応パートナーである少なくとも１つの官能基を含む官能化化
合物、
　(b)マーカー基又はマーカー前駆体基をさらに含むクリック反応の第２反応パートナー
、及び、
　(c)任意で、マーカー前駆体基をマーカー基に変換することができるマーカー形成試薬
、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項７２】
　請求項６３～７０のいずれか１項に記載の方法での請求項７１に記載の試薬キットの使
用。
【請求項７３】
　試料中の分析物を検出するための方法における、次式（II）の化合物：
C-S-N（II）
(式中、Cはクリック反応の第１反応パートナーである官能基であり、
Sはスペーサーであり、及び
Nは核酸又は例えばヌクレオシド化合物若しくはヌクレオチド化合物のような核酸類似体
構成単位であり、
前記官能基は核酸塩基に付けられている)
の使用。
【請求項７４】
　請求項４８～５５のいずれか１項に記載の特徴を有する請求項７３に記載の使用。
【請求項７５】
　官能基が１０原子以下の鎖長を有するスペーサーを介して核酸塩基に付けられている、
請求項７３又は７４に記載の使用。
【請求項７６】
　鎖長は３原子以下である、請求項７５に記載の使用。
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【請求項７７】
　内部に取り込まれた請求項７３～７６のいずれか１項に記載の式(II)の化合物を少なく
とも１つ有する核酸又は核酸類似体分子。
【請求項７８】
　DNA及びRNAから選択される核酸又はペプチド核酸、モルフォリノ核酸若しくはロックド
核酸から選択される核酸類似体分子である、請求項７７に記載の核酸又は核酸類似体分子
。
【請求項７９】
　請求項７３～７６のいずれか１項に記載の化合物(II)を含んでなるヌクレオチド若しく
はヌクレオチド類似体構成単位を、核酸又は核酸類似体分子の内部に取り込むことを含む
核酸又は核酸類似体分子を合成する方法。
【請求項８０】
　化学合成及び／又は酵素合成を含む、請求項７９に記載の方法。
【請求項８１】
　核酸又は核酸類似体分子を化合物(II)の第２反応パートナーと接触させること、並びに
第１及び第２反応パートナー間でクリック反応を実行することをさらに含む、請求項７９
又は８０に記載の方法。
【請求項８２】
　請求項７７又は７８に記載の核酸又は核酸類似体分子と分析物との結合産物。
【請求項８３】
　相補的核酸とのハイブリダイゼーション産物である、請求項８２に記載の産物。
【請求項８４】
　試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)試料を、感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基から選択される少
なくとも１つの官能基を含む官能化化合物と、前記化合物が検出されるべき分析物と結合
産物を形成する条件下で接触させるステップ、
　(iii)必要であれば、ハンドル基を感光物質基を含む反応パートナーと反応させるステ
ップ、
　(iv)感光媒体と接触した前記結合産物に、前記感光媒体において前記結合産物中に感光
物質基の存在する場合にマーカー基が形成される条件下で照射するステップであって、前
記感光媒体は印画紙のような感光紙又は支持物質上の感光乳液若しくはゲルである、前記
ステップ、及び、
　(v)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項８５】
　請求項２～１２及び１６～４２のいずれか１項に記載されたような特徴を含む、請求項
８４に記載の方法。
【請求項８６】
　感光物質基は蛍光色素基から選択される、請求項８４又は８５に記載の方法。
【請求項８７】
　感光物質基はシアニンベースのインドリン基及びキノリン基から選択される、請求項８
６に記載の方法。
【請求項８８】
　感光媒体は金属核を形成できる金属原子又はイオンを含む、請求項８４～８７のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項８９】
　金属はAgである、請求項８８に記載の方法。
【請求項９０】
　照射ステップ(iv)を長波長可視光及び／又は赤外光で行う、請求項８４～８９のいずれ
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か１項に記載の方法。
【請求項９１】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基から選択される少なくとも
１つの官能基を含む官能化化合物、
　(b)任意で、感光物質基を含むハンドル基用の反応パートナー、及び、
　(c)感光物質基の存在下での照射時にマーカー基を形成する感光媒体であって、印画紙
のような感光紙又は支持物質上の感光乳液若しくはゲルである、前記感光媒体、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項９２】
　請求項８４～９０のいずれか１項に記載の方法での請求項９１に記載の試薬キットの使
用。
【請求項９３】
　農業応用のための請求項１～４２、６３～７０若しくは８４～９０のいずれか１項に記
載の方法又は請求項４３、７１若しくは９１に記載の試薬キットの使用。
【請求項９４】
　植物、植物病原体又は昆虫のような植物有害生物由来の核酸を検出するための請求項９
３に記載の使用。
【請求項９５】
　植物、植物病原体又は植物有害生物においてSNPs等の遺伝的多様性を検出するための請
求項９３又は９４に記載の使用。
【請求項９６】
　菌類、昆虫若しくは植物における殺虫剤の抵抗性、耐性又は不耐性等の、除草剤、殺菌
剤若しくは殺虫剤の抵抗性、耐性又は不耐性を検出又はモニターするための請求項９３～
９５のいずれか１項の使用。
【請求項９７】
　菌類、昆虫又は植物の種若しくは株の検出及び／又は識別等における遺伝子型決定のた
めの、請求項９３～９６のいずれか１項に記載の使用。
【請求項９８】
　菌類、昆虫又は植物の生物体若しくは株等の遺伝学的に改変された生物体若しくは株を
検出し及び／又は識別するための請求項９３～９７のいずれか１項に記載の使用。
【請求項９９】
　医学的、診断的及び法医学的応用のための請求項１～４２、６３～７０若しくは８４～
９０のいずれか１項に記載の方法又は請求項４３、７１若しくは９１に記載の試薬キット
の使用。
【請求項１００】
　ヒト又は獣医学における請求項９９に記載の方法の使用。
【請求項１０１】
　ヒト病原体等の病原体由来の核酸を検出するための請求項１００に記載の使用。
【請求項１０２】
　ヒトにおけるSNPs等の遺伝的多様性を検出するための請求項９９～１０１のいずれか１
項に記載の使用。
【請求項１０３】
　薬剤抵抗性、耐性若しくは不耐性又はアレルギーを検出するための請求項９９～１０２
のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０４】
　遺伝子型決定のための請求項９９～１０３のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０５】
　細菌の生物体若しくは株又はウイルス等の遺伝学的に改変された生物体若しくは株を検
出するための請求項９９～１０４のいずれか１項に記載の使用。
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【請求項１０６】
　遺伝病、アレルギー疾患、自己免疫疾患又は感染症等の疾患を診断するための請求項９
９～１０５のいずれか１項に記載の使用。
【請求項１０７】
　遺伝子の機能及び／又は発現を検出するための請求項１～４２、６３～７０若しくは８
４～９０のいずれか１項に記載の方法又は請求項４３、７１若しくは９１に記載の試薬キ
ットの使用。
【請求項１０８】
　ブランド保護のための請求項１～４２、６３～７０若しくは８４～９０のいずれか１項
に記載の方法又は請求項４３、７１若しくは９１に記載の試薬キットの使用。
【請求項１０９】
　製品中にコード化された特殊情報を検出するための請求項１０８に記載の使用。
【請求項１１０】
　特に食品分野における栄養的応用のための請求項１～４２、６３～７０若しくは８４～
９０のいずれか１項に記載の方法又は請求項４３、７１若しくは９１に記載の試薬キット
の使用。
【請求項１１１】
　エピジェネティック解析のための請求項１～４２、６３～７０若しくは８４～９０のい
ずれか１項に記載の方法又は請求項４３、７１若しくは９１に記載の試薬キットの使用。
【請求項１１２】
　DNAメチル化パターンの解析のための請求項１１１に記載の使用。
【請求項１１３】
　試料中の分析物を検出するための方法であって、以下のステップ：
　(i)試料を供給するステップ、
　(ii)感光物質基又は感光物質基を導入するためのハンドル基及びクエンチャー基を含む
レポーター分子を供給するステップであって、感光物質基は検出されるべき分析物がない
場合は消光される当該ステップ、
　(iii)試料をレポーター分子と、感光物質基の消光を分析物の存在下で少なくとも部分
的に低減するか若しくは終了する条件下にて接触させるステップ、
　(iv)必要であれば、ハンドル基を、感光物質基を含む反応パートナーと反応させるステ
ップ、
　(v)感光媒体と接触した前記レポーター分子に対して、前記レポーター分子中に非消光
感光物質基が存在する場合、マーカー基が前記感光媒体中で形成される条件下にて照射す
るステップであって、前記感光媒体は印画紙のような感光紙又は支持物質上の感光乳液若
しくはゲルである、前記ステップ、及び、
　(vi)前記マーカー基を検出するステップ、
を含む前記方法。
【請求項１１４】
　試料中の分析物を検出するための試薬キットであって、
　(a)検出されるべき分析物がない場合は消光される感光物質基又は感光物質基を導入す
るためのハンドル基及びクエンチャー基を含むレポーター分子、
　(b)任意で、感光物質基を含むハンドル基用の反応パートナー、並びに、
　(c)非消光感光物質基の照射時にマーカー基を形成する感光媒体であって、印画紙のよ
うな感光紙又は支持物質上の感光乳液若しくはゲルである、前記感光媒体、
を含んでなる前記試薬キット。
【請求項１１５】
　蛍光マーカー基又は感光物質基及びアザイド基を含む化合物。
【請求項１１６】
　前記蛍光マーカー基又は感光物質基がシアニンベースのインドリン基及びキノリン基か
ら選択される、請求項１１５に記載の化合物。
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【請求項１１７】
　前記蛍光マーカー基又は感光物質基がCy5及びCy5.5から選択される、請求項１１５に記
載の化合物。
【請求項１１８】
　試料中の核酸分析物を検出するための方法における、請求項１１５～１１７のいずれか
１項に記載の化合物の使用。
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