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緒言

D N A ハ イ プ リグイゼ
ー

シ ョ ン技術及び核酸塩基配列決定技術は ､ 遺伝子診断 ･

分子生物学
･ 組 織科学 の 分野 に お い て 欠く こ との で きな い基本技術 で あ る ｡ D N A ハ イ

プリグイゼ
ー

シ ョ ン技術 には ､ メ ンプ レ ン 上 で の D N A 検出で ある フ ィ ル タ
ー

ハ イ プリ グ

イゼ
ー シ ョ ン法 と染 色体 又 は組織上 で の D N A 検 出で ある血 裏山 ハ イ プリグイゼ

ー シ ョ ン

法 の 2 つ が ある ｡ 前者 の方法 は ､ 特定 D N A 配列 の 検出に使 わ れる サザ ン プロ ッ ト法 ､ 特

定の R N A の 検出に使われ る ノ
ー ザ ン プロ ッ ト法､ 特定 の タンパ ク の検 出に使われ る ウ エ

ス タ ン プロ ッ ト法が知 られて い る ｡ またサ ザン法
･ ノ

ー ザ ン法より定量性の 高 い 方法で

ある ド ッ トプロ ッ ト法も良く用 い られ て い る｡
一

方､ 血 5 血 ハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン法

は ､ ある 遺伝 子 の発現 を ､ 動物発生段階 を追 っ て 調 べ る とい う面 に ､

'

8 0 年代前半 よ

り急速 に多く用 い られ る よう にな っ て きた ｡ ハイ プリグイゼ ー シ ョ ン法や核酸塩基配列

決定法 に おけ る検出系として は､ ､ 従来 ､ 放射性同位元素 (RI) に よる標識
1 )
が行 われ

て きたが ､ 研究者 の 健 康管理 ､ 特別な施設 ･ 設備の 必要性､ 取 り扱 い 管理責任者を置く

必要性 ､ 廃棄物 の処理 ､ RI の 半減期 ､ 年間使用量の 制限 等 の 問題 や ､ 放射性 プロ
ー

ブの

比活性化を上げす ぎる とプロ ー ブの 自己崩壊が促進され るため ､ R I 法 の高活性化は限界

があり原理的に こ れ以 上 の感度 の 向上 は見込まれない と い っ た観点 か ら非RI 法 の 開発 が

重要視されて きた｡

非RI 法 に は ､ 酵 素標識を行 い シ グナ ルを発 生させ る こ とがで きる基質 と反応 させ

る酵素法 と ､ シ グナ ル発 生物質 でD N A を直接標識す る非酵素法 に分 けられ る ｡

非酵 素法 に は､ フ ル オ レセイ ンイ ソチオシ アネ
ー

ト (FI T C )
-

テ トラ メチ ル ロ
ー

ダミ ンイ ソチオ シ ア ネ
ー

ト (T RI T C ) の エ ネルギ
ー

･ ト ラ ンス フ ァ
P を利用 した蛍光法

2 )
が あり ､ さ らに ､ 未反応 の プロ ー ブを除く操作を必要としな い方法として アクリ ジニ

ウム ･ エ ス テル を用 い た化学発光法
3 )
や ル シフ ェ リ ン ･ ルシ フ ェ ラ

ー

ゼ系を利用した生

物発光法
4 )
があ る ｡ しか し､ これ らの 方法 をフ ィ ル タ

ー

ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン法に用

い た場合 ､ い ずれ の 場合 も､ D N A の検 出感度が1 n g 以上 と低 い ため実用的で はな い 0 こ

れは
､ D N A の 固定担体で ある メ ン プ レ ン自身が蛍光を持つ ため ､ 非酵素法で は十分な

- 1 一



S/ N が得 られな い か らで ある ｡ 非酵 素法 にお ける 蛍光 法は ､

' 主 と して 血 扇r u ハイ プリグイ

ゼ ー シ ョ ン に用 い られ て い る
5 ､ 6 ､ 7 )

｡ プロ ー ブを ビ オテ ンで標識し ､ ス トレ プトア ピ

ジ ンに結合 したFI T C の 蛍光 を検出す る蛍光法 は ､ ヒト中期染色体 上 で数k b 以下 の 単
一 一

コ

ピ ー 遺伝子 を検出する ことが で きる
8 )

｡ こ の 方法 は非常 に高感度 で ある が ､ FI T C の 蛍

光 の 退色 が早 い ため検出 に熟練を要しさら に画像処理法が必要 で あり高額な機器が必要

で ある とい う欠 点がある ｡ 最 近 ､ (株) ア イ シ ン ･ コ ス モ ス 研究所 と北海道大学 の 共 同

研究グル ー プによ りFIT C 法 よ り高感度で簡便な酵素を用 い た蛍光検出法が報告された
9 ､

1 0 )
｡ また ､ こ の検出法を用 い て ､ サ ル モ ネラ菌

1 1 )
や0 - 1 5 7

1 2 )
の 食中毒菌の 最 も迅速

高感度な検出に成功した例が報告されて い る ｡

こ の ような こ とか ら ､ フ ィ ル タ
ー

ハ イ プ リグイ ゼ
ー

シ ョ ン 法 で は ､ 現在 ､ 酵 素反

応 により高 い検 出感度が得られ る酵素法が最もよく使われ て きて い る ｡ 酵素法の感度は

酵素と基質の組 み合わせや酵素の 結合後 の 比活性で決まる ｡ 酵素として はアル カリホス

フ ァ タ ー ゼ ( A L P) や ペ ル オ キ シダ ー ゼ (P O D ) が比活性 が高 い た め良く用 い られ て い

る ｡ プロ ー ブD N A に酵素を標識す る 際に は ､ 酵素 の 比活性 を下げない こ とが必要で ある ｡

標識法として ､ 化学的方法で直接プ ロ ー ブD N A に導入す る方法
1 3 )
や U V 照射 に よ りチ

ミ ンダイ マ ー を導入す る方法
1 4 )
が行わ れて い る が感度の 面 で 劣 る ｡ 高感度 な方 法 とし

て ､ ハ ブテ ンで あるディ ゴキ シゲニ ン
1 5 )
や ピオ チ ン

1 6 )
を ニ ッ ク トラ ンス レ

ー シ ョ ン

法や ラ ン ダムプライ マ ー

法 で プロ ー ブD N A に導入 し ､ 抗体 を介 して酵素を結合させ る方

法が良く用 い ら れて い る ｡ ピオチ ン の 場合 ､ 感度 の 面で若干劣るが ス ト レプトア ピジン

を介して酵素を標識す る方法
1 7 )
も知 られ て い る ｡ 基質と して は､ 発色基質 ･

化 学発光

基質が知ら れ て い る ｡ 発 色基質 とし て は ､ A L P の 基質 で あ る 5 -b r o m o -4 - C hl o r o -3 -i n d olyl

p h o s ph at a e / n itr o bl u e t etr a z oliu m ( B C I P / N B T
T M
)
1 8 )
やP O D の 基質で あ る ジ アミ ノ ベ ン

ジ ジ ン ( D A B )
1 9 )
は ､ 血 由r 山＼イ ブリグイゼ ー

シ ョ ン に於 い て 単 一

コ ピ
ー 遺伝 子 の 検

出 に成功した
2 0 ､ 2 1 )

と い う報告例があるが ､ 再現性 がな い ｡ また ､ フ ィ ルタ ー

ハ イ プ

リダイゼ ー シ ョ ンで は ､ R I 法 に比 べ て 感度が低い ｡ 化学発光基質として は ､ P O D の 基質

で あるル ミ ノ ー ル
2 2 ､ 2 3 ､ 2 4 )

､ A L P の 基質で あ るダイオキセ タ ン系の リ ン酸体化合物 で

あ る a d a m a n ty 1
-1

,
2 - di o x et an e P h o s ph ate ( A M P P D

7 M

)
2 5 )

､ D is o di u m -3 -(4 -

m e th o x y s pir o ( 1 ,2 一

一 d i o x et a n e - 3 ,2
T

-(5
T

-

C hl o r o)tric y cl o【3 ,3 , 1 ,1
1 ･7

] d e c a n) - 4 -

yl) ph e nyl p h o s p h at e (C S P D
T M

)
2 6 )

､

一 2 -



C D P
S T ÅR T M 2 7 )

が市販 さ れて い る ｡ 特 にA L P の 基質 で あるダ イオキセ タ ン系 の 基 質 は ､

デイ ゴ キシゲンをハ ブテ ン とする キ ッ ト
2 8 )
及び ア ピ ジ ン ー ビオテ ン 系 の キ ッ ト

2 9 )
の

両方に 用 い られ て おり ､ 現在 ､ ディ ゴキ シ ゲ ニ ン ー

A M P P D 法は非 R I 法 の 中 で も最 も高

感度を達成 して い る
3 0 )

｡ A M P P D 法 は､ 検出感度 にお い てRI 法 の感度 と同等 で ある が ､

検出シ グナルをX 線フ イ ル ム に取り込むた め ､ ダイ ナ ミ ッ ク レン ジが狭 い と い うRI 法 の

欠点をそ の まま 引き継 い で い る と い う問題点があ る ｡ 最近 ､ A M P P D を クロ ロ 化 した

C S P D
3 1 )
が 開発 され たが ､ 酵 素反応 時 間が短縮 され ただけ で ､ 検 出感度 は 向 上 し て い

な い の で ､ 現在の と こ ろ ､ これ らの化学発光法は ､ R I 法の 代替法とな っ て い る ｡ 実施例

と して ､
マ ルチプレ ッ ク ス シ ー ケ ンス と い っ たD N A の 塩基配列決定法に応用 され て い る

3 2 ､ 3 3 )
｡ それ 以外 の 発 光法 として ､ 生物 発光現象 の プロ

ー ブ ヘ の 応用 も試 み られ て い

る ｡ ル シ フ ェ ラ
ー

ゼと エ クオリ ンと い う 2 種類 の 生物 発光酵 素 に つ い て 研究されたが ､

プロ ー ブとして使用したとき の酵素 の失括が起 こ る ため実用化されて い な い ｡

こ の ような状 況下 の 中で ､ 蛍光検出法 は ､ 化学発光物質より非常に安定な物質 で

あり ､ さ らに化 学発光法で は絶対達成 で き な い マ ル チカ ラ ー プロ ー ブ技術 に 応用 で き る

と い う非常 に大 きな利点が ある ｡ 又 ､ 発 色 物質 は､ 蛍光物質 同様 マ ルチ カ ラ
ー プロ ー

ブ

技術に応用 で きるが ､ 発光 量子収量 が蛍光 物質より低 い と い う欠点が ある ｡ 実際 ､ D N A

塩基配 列決定 ･ 血 5 血 ハ イ プリグイ ゼ ー シ ョ ン ･ 通常 の 非 特 異的核 酸検出 で ある エ チ ジ

ウム ブロ マ イ ド染色 ･ P C R 産物 の 検出な ど幅広 い分野 で実用化されて い る ｡ しか し ､ フ ィ

ルタ ー

ハイ プリグイゼ ー シ ョ ン法 にお いて は蛍光検出法は､ ほ とん ど開発 されずに来た ｡

そ の理 由として ､ ナイ ロ ンメ ンプレン フ ィ ル タ ー

が自家蛍光を持ち ､ 既存 の 蛍光色素は

そ の バ ッ クグ ラ ンド蛍光と 同色で ある ため ､ 理論上で ､ 高感度を達成す る こ とが で きな

い と考 えられ た ｡ さら に ､ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン沈着性 の蛍光基質が開発され て い な い こ

と より ､ 発色法 の検出感度を向上させ る際 に蛍光検出法の検討無しに発光法が採用され

る に至 っ た と考え られ る ｡

蛍光物質が持 つ 優れた特性をフ ィ ル タ ー

ハ イ プリダイゼ
ー

シ ョ ン法 に適用 で きれ

ば ､ 高感度検出 ･ 異な っ た塩基配列を持 つ D N A の 同時検出が可能となり ､ 今ま で解明さ

れなか っ た新しい遺伝子 の検出や診断 の確立が期待で き る ｡ メ ン プ レ ン上 の D N A を高感

度 に検出で きる酵素免疫測定法を利用した新し い 蛍光検出法 の 開発 を行 うた めに は ､ 酵
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素 の新 し い 蛍光 基質 の 開発が必要 で ある の で ､ 以下 の 観点か ら新規合成 蛍光基質 の ス ク

リ ー ニ ン グ を行 っ た : 1 ) 4 8 0 n m 以上 の 長波長域 に蛍光を示す ｡ 2 ) 酵素反応後 の

蛍光生成物 がナイ ロ ン メ ン プ レン に対 し高 い 沈着性 を持 つ ｡ 3 ) 相対蛍 光強度が充分 に

高い ｡ 条件 1 ) は ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン の 自家蛍光が ､ 短 波長域 から4 6 0 n m まで の

幅を待 つ ため ､ S / N 比 を向上させるため に は､ よ り長波長 の蛍光が必要｡ 条件 2 ) ･ 3 )

は､ 高感度 を達 成す るた めに必要 で あり ､ 特に条件 2 ) は ､ 解像度 を高めるため に も必

要で ある ｡

第 1 章で は､ 酵素 として最 も活性 が高いア ルカリホ ス フ ァ タ
ー ゼ ( A L P) を用 い ､

酵素可水 分解体 の ナイ ロ ン メ ン プ レ ン ヘ の 沈着性 を向 上さ せ るため に ､ リ ジ ッ トな分子

骨格 を持 つ 新規 なナ フ タ レ ン及 びア ン トラ セ ン誘導体 の 合成 を行 い ､ こ れらの 誘導体 の

蛍光特性を測定した ｡ 次い で ､ これ らの 誘 導体 をリ ン酸エ ス テ ル体 に変換し ､ そ の リ ン

酸エ ス テル体 を用 い て ､
D N A の 検出限界を検討した ｡

第 2 章で は ､
A L P 基質で ､ 第 1 章で 示 した最 もD N A を高感度 に検出 で きる蛍光基

質の 加水分解体 とは違 っ た蛍光色 を持ち ､ そ の 基質 と同等 の 検出感度を有す る新規な蛍

光色素 の 開発 を行 っ た｡ 新規 な蛍光色素と して ､ 非常 に蛍光強度や発光量子収率が高 い ､

フ ル オ レセイ ン に着 目 し ､ そ の誘 導体を合成 し ､ 蛍 光特性 を測 定 し ､ 第 1 章 と 同様な

D N A の検出感度に関す る ス クリ
ー

ニ ングを行 っ た ｡

第 3 章で は ､
さ らに酵素反応時間を短縮 し､ バ ッ クグラ ンド蛍光を完全 になくす

目的で ､ フ ル オ レセイ ン誘導体モ ノ リ ン酸体を合成し､ 同様の 評価を行 っ た ｡ フ ル オ レ

セイ ン誘 導体 モ ノリ ン 酸体 を合 成す る に あた っ て ､
フ ル オ レセ イ ン は フ ェ ノ

ー ル 性 の

O H 基 を 2 個 有す るため片側 の O H 基に の み選択的 にか つ 高収率で 置換基を導入す る こ と

は難し い ｡ 今まで には ､ 非常に低収率で置換基を導入する方法しか報告されて い な い ｡

そ こ で
､ 高収率な フ ル オ レセイ ンモ ノ 置換体 の 合成方法を検討した ｡

第 4 章で は､ 第 1 章と第 3 章で得 た最も優れた蛍光基質を用 い て ､ 2 段階法で の

異な っ た塩基配列を持 つD N A の 同時検出を行 っ た ｡

第 5 章で は ､ 1 段階法 に よる異 な っ た塩基配列を持 つD N A の 同時検出法 の 開発 を

行 っ た ｡ そ の ため には ､
2 種類 の D N A プロ ー

ブ にそれぞれ異な っ た酵素を標識す る必要

がある ｡ 2 種類 の 酵素と して A L P と西洋ワ サ ビ由来の ペ ル オ キ シダ
ー ゼを選択した ｡ そ
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こ で ､
ペ ル オキ シ ダ ー ゼ の 蛍光基質 を とな る種 々 の フ ル オ レセ イ ン 誘導 体及び芳香族 ア

ミ ン誘導体 を合 成 し､
D N A 検出感度評価 した ｡ 次 い で ､

1 段 階法で ､ 異な っ た塩基配

列を持つD N A の 同時検出を行 っ た ｡

第 6 章で は ､ プロ ー ブD N A に酵素 を標識す るた めの 新し い ラ ベ リ ン グ試薬の開発

を行 っ た ｡ 標 識方法 と して d U T P 法 とF a st T ag S y st e m 法 を利用 し ､ そ れ ぞ れ に 用 い る こ と

が出来る ジベ レリ ンA 4 誘導体を合成し､ D N A の検出感度を評価した o

第 7 章で は ､ 本研究を総括す る ｡
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第1 章 新規なナ フ タ レン誘導体又 はア ン トラセ ン誘導体の合成とD N A の 高感度検出

序

D N A ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン技術 を利用 した メ ン プ レ ン上 で の D N A 検 出 で あ

る フ ィ ルタ
ー

ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン法 は､ 特定 の D N A 塩基配列 の 検出に使われ る方

法で ある ｡ 従 来､ こ の 検 出に は､ 放射性同位元素 ( RI) に よる 標識方法が用 い られ て

きたが ､ 近年は ､ 研 究者 の 健康管理 ､ 特別な施設 の必要性などの 問題から非RI 法 に置

き変わりつ つ あ る ｡ 特に最近で は ､ 最 も高感度なD N A 検出方法として ､ 酵素標識法を

利用 した化学発光 法
2 5 ､ 2 6 ､ 2 7 )

が 開発 され た こ とに より ､ 飛躍的に非Ⅲ 法が延 びて き

て い る ｡ しか し ､
こ の化学発光 法 で もRI 法を凌駕す る に至 っ て い ない ｡ そ こ で ､ 酵素

基質 として安定 で ､ 発光量子収率が高く ､ 定量性 に優れた新規な蛍光化合物を合成し ､

それ を用 い て メ ンプ レ ン上 の D N A をさ らに高感度 にで きる新 しい 蛍光検出法 の 開発 を

検討した ｡

ナイ ロ ン メ ンプ レン上 の D N A を高感度に検出す る にあた っ て ､ 酵素として ､ 最 も

高 い活性 を有 す る ア ルカリ ホス フ ァ タ
ー ゼ を選択 し ､ さらに ､ ア ルカ リホス フ ァ タ

ー

ゼ を標識す るた め の ラベ リ ン グ試薬 と して 最 も高感 度 にD N A を検 出す る試薬 と して 知

られて い る ディ ゴキ シゲニ ン
2 8 ､ 3 0 )

を選択 した ｡ 酵素標識法 に よる D N A の 検 出法

の概 念図を図 1
-

1 に示す ｡

ナイ ロ ンメ ンプレン上 に 固定化したタ ー ゲ ッ トD N A に ､ ディ ゴキ シゲニ ン標識し

たプロ ー ブD N A を相補的結合させ る ｡ 次い で ､ ア ルカリ ホス フ ァタ
ー ゼ標識した抗ディ

ゴキ シゲニ ン抗体を結合さ せ ､ 次 い で ､ 基質 を反応させ る ｡ こ の 加水分解体は ､ 水に

対 して不溶性となり ､ 蛍光色素として その 場 所 に沈殿化する必要が あ る ｡ こ の 蛍光色

素が発す る蛍光 シ グナル に よりナイ ロ ン メ ン プ レ ン上 の D N A を検出す る ｡ 検出方法と

して は ､ こ の 蛍 光 シ グナル をカ メ ラ に取り込 み ､ 写真 として保 存す る ｡ これ ら の 基質

の 条件として ､ 酵素反応前は ､ 無蛍光 で水溶性で あるが ､ 酵素反応後 は ､ 高 い 蛍光 を

発す る蛍光色素となり水不溶性となりそ の 場所 に沈着する｡ こ の ような特長を持 つ種々

の ナ フ タ レ ン誘 導体とア ン トラセ ン 誘導体系 の 蛍光基質 の 合成を行 っ た｡
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ナイ ロ ン メ ンプ レン

図 1 - 1

1
-

1 ナフ タ レ ン誘導体 の 蛍光特性 及 びス ポッ トテ ス ト法 に よ るD N A の検出

表 1
-

1 に ､ ナ フ ト ー ル誘導体 の最 大励 起波長 ･ 最大 蛍光波 長 ･ 相 対蛍光強度及

びスポッ･トテ ス ト法 に よるD N A の 検出感度 を示す ｡ ス ポッ トテス ト法とは､ ナイ ロ ン

メ ン プ レンにディ ゴキ シゲ ニ ン標識したD N A をある 希釈倍率で スポッ トし､ 次 い で ､

ア ル カリホス フ ァ タ
ー

ゼ標識した抗ディ ゴ キ シゲニ ン抗体をカ ッ プリ ン グさせ ､ 次 い

で ､ ア ルカリ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ の蛍光基質 で ある ナフ タ レン誘導体リ ン 酸 エ ス テル を反

応させ
､ そ の 蛍光シ グナル よりD N A ス ポ ッ トの 存在量を確認する方法で ある ｡ 蛍光強

度は ､ 商品名がナ フ ト ー

ル A S - M X ( シ グマ 社) で あるN -

( 2
,
4 - ジ メ チル フ ェ ニ

ル) - 3 - ヒ ドロ キ シ
ー 2 -

ナフ タ レ ンカ ル ポキサミ ド
3 4 )
の 蛍光 強度に対す る相対
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値 で 示 した ｡ リ ン 酸化 さ れた N
-

フ ェ ニ ル ー

3
- ヒ ド ロ キ シ ー 2

-

ナ フ タ レ ン カ ル ポ

キサ ミ ド⊥を用 い ると少なく と も 1 0 fg のス ポ ッ トされ たD N A が検 出で きた ｡ しか し ､

そ の ス ポ ッ トか ら加水 分解生成物 の わずか な拡散が観察された ｡ カル ポキサ ミ ド基 に

結 合 して い る フ ェ ニ ル基 の モ ノ置換体 の 中で ､ N
-

( 2
-

ビフ ェ ニ ル)
- 3 - ヒ ド ロ

キシ ナ フ タ レン カル ポキサ ミ ド1
-

1 1 が 5 f宮と い う 最も高 い検 出感度を示した｡ こ

の 誘導体 1 - 1 1 の リ ン酸体をH N P P と略す｡

この ス ポッ トは､ 拡散が全くなくさ らに バ ッ クグラ ン ド蛍光 も全く観察されな か っ

た ｡ N - 2
'

- メチ ル フ ェ ニ ル 置換した誘導体 1 p 2 も 1 - 1 1 ( H N P P) と 同等 の

高 い検 出感度を示したが ､ ス ポッ トの わずかな拡散が観察された｡ そ の フ ェ ニ ル 基 へ

の色々 な置換基に よる効果を評価した｡ 2
'

-

イ ソ プロ ピル ､ 2
'

-

メ トキシ ､ 4
'

-

ク ロ ロ 置換した誘導体ユニ旦 ～ ユニ旦は､ 1 0 f宮と い う高 い検出感度を示した ｡ 4
'

-

シ ア ノ ､ アセ トア ミ ド置換 した誘導体 1 - 6 ､ 1
-

8
､
1

- 9 は
､ 加水分 解体 の メ ン

プ レ ン に 対す る吸着性が非常 に弱 い ため ､
こ の 系 には適して い な い ことが分か っ た ｡

3
'

-

ニ トロ 置換体 7 は無蛍光 で あ っ た ｡ 3
'

-

フ ェ ニ ルや 2
'

-

フ ェ ニ ル
ー 2 -

フ ェ ニ ル 置換した誘導体 1 -

1 0 ､ 1
-

1 2 は検出感度 を悪くした ｡ ジメ チル 誘導体

1
-

1 3 ､ 1
-

1 4 はバ ッ クグラ ン ド蛍光が高 いた め検出感度はモノ メ チル誘導体 1
-

2 より悪か っ た ｡ イ ソプロ ピル置換体1 - 1 5
､
1 - 1 6 もス ポ ッ ト の 拡散が観察さ

れ さら にバ ッ ク グ ラ ン ド蛍光 も観察され たた め モ ノ置換体 より悪 くな っ た｡ ナ フ タ レ

ン環 の 8 位に ブ ロ モ 基や 7 位 に ヒ ドロ キシ ル基が置換して い る誘導体は､ ナ フ タ レ ン

の 3 位に ヒ ドロ キ シ ル基が置換して い る誘導体に 比 べ て ､ 感度 の 向上 は見られなか っ

た ( 1 - 3 1 と 1 - 1 3 ､
1 - 3 2 と 1 - 4 ､ 1

- 4
1

9 と 1
-

1 1 を参照) ｡ 次に ､

フ ェ ニ ル 基とは 違 う置換基を有す る3 - ヒ ドロ キ シ ー 2 -

ナ フ タ レン カル ポキサ ミ ド

誘導体 を評価 した ｡ カルポキサミ ドの 基のN 基 に 置換 したN
-

ナ フ チル 誘導体 1
-

3

3 と 1 - 3 4 は ､ 蛍光強度がより悪 くな っ た ｡ ま た ､ ジベ ンゾフ ラノ基 やア ン トラセ

ニ ル基を有す る 誘導体1 - 3 5 と 1 - 3 6 は ､ バ ッ ク グラ ン ドが非常に高くな っ た ｡

フ ルオ レセイ ン を置換基とする誘導体は1
- 4 6 ～ 1 - 4 8 は

､ 水溶性が増大した の

で ､ 検出感度は極端 に悪 く な っ た｡ アミ ノ ペ リ レン を直接ナ フ トエ酸 に結合さ せ た誘

導体 1 - 3 8 ～ 1
- 4 0 は ､ 誘導体1 - 1 3 に比 べ て 蛍光強度が 2 0 から 1 0 0 倍増
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えたが ､ それ ら の 化合物 は ､ ア ルカリホス フ ァ タ
ー ゼ と の 反応性が非 常 に悪 か っ た 0

こ の 事実は､ ペ リ レ ンが立体的 に非常 に嵩 高 い ため に ､ 立体 障害に よ っ て 基質反応 が

低 下 した と考え られ たの で ､ ア ルキ ル直鎖 や オ レフ ィ ン の ス ペ
ー サ ー を介 して ペ リ レ

ン をナ フ タ レン環 に結 合させた誘導体 1
-

4 1 と 1 - 4 2 を合成 した｡ そ の結果 ､ 誘

導 体 1
- 4 2 は ､ アル カリホス フ ァ タ

ー ゼ に より加水分解す る こ とが で き､ 8 0 f宮の

D N A を検出す る こ とがで きた ｡ しか し､ バ ッ ク グラ ン ドは非常 に高か っ た ｡ より長

い ス ペ
ー

サ
ー を有する誘導体 1

-

4 3 と 1 - 4 4 は､ リ ン 酸体が非特異的 に ナイ ロ ン

メ ンプレン に吸着する ため ､ 非常にバ ッ クグラ ン ドが高くな っ た ｡ 復素環誘導体_主二

5 1 と 1
- 5 2 は ､ 加水分解体の メ ンプ レ ン に対する吸着性が非常に悪 く ､ さ らに ､

リン酸体が非特異的にメ ンプレン に吸着しやすいためバ ッ クグラ ンドが非常に高くな っ

た ｡

以上 をまとめ る と ､ 蛍光強度が高 い こ と が ､ 必ずし も検出感度を向上さ せ る こ と

に は繋 がらない ｡ なぜな らば､ O H 体 の 蛍光 強度 が向上 す る こ と によ っ て 対応す るリ

ン酸体 の 蛍光 も向上 し､ そ の 結果 ､ S / N 比が 低下す る こ とが あ るか らで ある ｡ 実際 に

H N P P は ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン 上の D N A を最 も高感度 に検出で きたが ､ 相対 蛍光強度

は ､ 0 .3 で あ っ た ｡ また ､ O H 体の ナイ ロ ンメ ンプ レ ン に対する吸着性とリ ン酸体の水

溶性は ､ 高い 検 出感度や高い解像度を示す に は ､ 最も重要な要因で あ っ た ｡ なぜな ら

ば
､ リ ン酸体の 水溶性が低い とそ の リ ン酸体が非特異的に ナイ ロ ンメ ンプ レン に吸着

し
､ そ の結果 ､ ナイ ロ ン メ ンプ レ ン上 で の バ ッ クグ ラ ン ドノイ ズ蛍光が向上す るから

で ある ｡
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ナフ タ レ ン誘導体 1
-

図 1
- 2

1 ～ 1
- 5 2 の構 造 を図 1

- 2 に示す ｡

ナ フタ レン誘導体1
- 1 ～ 1 - 5

∝〔;: N
N 0 . 1 -1 - 1 ･ 3 0

O H

C O N H
-

X

N 0 . 1 ･ 3 3 - 1 - 4 0

N 0 . 1 - 4 5

O H

X
- N H C(: S) N H

N 0 . 1 -4 7 , 1 -4 8

位:Ⅹ;二N H _ X

N 0 . 1 ･ 5 1

2 の構造式

N 0 . 1 ･ 3 1
,
1 -3 2

C O N H
- X

-

C O N H

N 0 . 1 ･4 1 - 1 -4 4

C O O H

O H

C O O H

C O N H
-

X

N 0 . 1 ･4 6

o
N o ･ 1 -4 9

, 1
- 5 0

N 0 .
1 ･ 5 2
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表 1 -

1 ナ フ タ レン誘導体 の 蛍光特性及びD N A の検出感度

flu o r ･ P r O P e rti e s i n s oJ uti o n f) u o r ･ P r O P e rti e s o n m e m b r a n e

N 0 . R
d et e cti o n

li m it(f9) r eI ativ e n O n S P e Cific

入e x 入e m fI u o r e s c e n c e
S U b s t a ntivity a d s o rpti o n of a

i nt e n s 旺y
Of a O H fo r m p h o s p h ate

e st e r

1 ･1 n O n e

l . 2 2
-

m eth yI

l -3 2 -i s o p r o p y(

1 4 2 - m eth o x y

l .5 4 - C h1 0 r O

l -6 4 -

Cy a n O

l . 7 3
- nitr o

l ･8 3 -

a C et O a m id e

l ･ 9 4 - a C et O a m id e

l ･ 1 0 3
-

P h e n y1

1 ･ 1 1 2
-

P h e n yJ

l ･ 1 2 2
-

Pりe n yI - 2
'
-

P h e n y1

1 -1 3 2 , 4
- di m eth y]

1 - 1 4 3 ,5 - di m eth yl

1 0 3 4 8 4 9 8 0 .4 1
+

5 4 3 0 4 9 3

2 0 4 0 5 4 8 0

1 0 4 3 7 4 9 4

2 0 4 0 0 5 1 5

5 0 0 0 3 5 6 5 2 2

n o fJ u o r e s c e n c e

0 . 7 4
+

0 .3 9
+

0 . 5 6
+

0 .3
+

1 . 2

+

5 0 0 0 4 3 7 5 1 2 1 . 0

n o n e 3 6 2 4 8 0

2 0 0 4 3 7 4 9 6

5

4 0

4 0

2 0

1 - 1 5 2
-i s o p r o p y[

- 6 -

m e thy1 2 0 0

1 - 1 6 2 ,6
- diis o p r o p y[ 2 0 0

1 - 1 7 2 ･4
- di m et h o x y 2 0

1 ･ 1 8 3 , 5
-di m eth o x y 2 0

1 - 1 9 2
-

m e th y ト4
-

C hlo r o
2 0

1 - 2 0 2 - m eth y ト5
- C hf o r o

l O

2 9 0 5 1 0

3 1 5 5 1 0

4 3 6 4 9 0

3 1 6 5 0 5

4 2 8 4 8 4

3 4 1 3 8 8

4 3 6 4 9 5

3 1 6 5 0 6

3 3 5 5 0 0

2 6 6 5 0 9

10 W

1 0 W

l o w

1 0 W

1 0 W

hig h

hig h

2 . 5
n O n e hig h

1 .3
+

0 . 3
+

1 . 7
+

1 . 0
+

0 . 4
+

0 . 5
+

0 . 2
+

0 . 3
+

0 . 3
+

m o d e r a t e

l o w

m o d e r at e

m o d e r at e

m o d e r a t e

m o d e r a t e

m o d e r at e

l o w

l o w

l o w

l o w

- 1 1 -



fI u o r ･ P r O P e rti e s i n s oJ uti o n f( u o r ･ P r O P e rtie s o n m e m b r a n e

N O . R
d et e cti o n

li m it(fg)
S U b st a n n o n s p e cific

入e x L e m r .f .i . SY㌔H 昌宍S:鎧:
Of a

f o r m e st e r

1 ･ 2 1 2 - m e th y ト4
- b r o m o

l ･ 2 2 2 - b r o m o - 4 -

m eth yI

l -2 3 2 -

m e th o x y
- 5 -

C hLo r o

l -2 4 2 -

P h e ny ト5
- m eth o x y

l -2 5 2
,
6 - dip h e n y】

1 ･ 2 6 2 ,4 ,6
-tri m eth yl

l - 2 7 3
,
4
,
5 -tri m e th o x y

l - 2 8 5 - C h1 0 r O -2
,
4 - di m et h o xy

l - 2 9 4 -

C h[ o ro -2
,
5 -d i m eth o x y

2 0 4 4 1

4 0 4 3 5

4 0 4 0 0

2 0 0 4 2 0

2 0 2 8 5

2 5 0 3 4 4

1 2 5 3 9 8

2 0 0 0 3 3 7

5 0 1 2 . 3

5 0 8 0 .8

5 .1 5 0 .3

4 9 0 1 .8

3 4 7 0 . 7

4 0 5 0 . 7

5 0 8 1 . 1

5 0 6 1 .1

4 0 0 4 2 0 4 9 1 1 . 0

1 -3 0 4 - C hJ o ro -2 - m et h o x y
- 5 - m e t h yI 4 0 0 3 9 5

1 -3 1 2
,
4 - di m et h y1

1 -3 2 2 - m et h o x y

l ･ 3 3 1 -

n a P h t h y)

1 ･ 3 4 2 - n a P ht h y[

1 ･ 3 5 2 - a n t h 叫

1 - 3 6 2 -fl u o r e n e

l ･ 3 7 2 -

(6 - m e t h yIb e n z o thi a z o lyl)

1 - 3 8 2 -

P e ryL e n yI

l -3 9 1 -

P e ryle n yI

l -4 0 3 -

P e ryL e n yJ

4 0 4 4 0

2 0 4 5 0

2 0 0 4 2 8

1 0 0 4 3 6

1 0 3 3 7

1 0 0 0 3 3 0

5 0 0 0 3 8 2

N . D . 4 1 2

N . D . 4 3 8

N . D . 4 1 7

4 9 4 0 .2

5 0 1 0 .4

5 0 8 0 .6

4 9 3 0 . 4

4 9 8 0 .9

4 9 0 0 . 2

4 8 0 0 . 2

5 0 9 1 .4

4 3 6 2 2 . 7

4 7 2 5 2 . 7

4 4 9 1 0 2 .3

+ 1 0 W

+ m o d e r at e

+ m o d e r at e

± m o d e r a t e

+ 10 W

± m o d e r at e

± m o d e r at e

hig h

m o d e r at e

m o d e r at e

+ m o d e r at e

+ 1 0 W

+ m o d e r at e

+ m o d e r at e

+ hig h

十 hig h

hig h

N ･ D ･ hjg h

N ･ D ･ hig h

N ･ D ･ hig h
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f[ u o r ･ P r O P e rti e s i n s oJ uti o n f[ u o r . p r o p e rti e s o n m e m b r a n e

N O . R
d et e ctio n

li m it (fg)
S u b st a n n o n s p e cific

九e x 入e m , .f .i . 慧‰H 諜喜…琵
Of a

f o r m e st e r

†J I c o N H( C H 2) 1 1

1 J 2 ( C H = C H) 2

1 J 3 ( C H = C H) 4

1 J 4 C O N H - P h - C H = C H

1 4 5 c H = C H - C H = C H

l -4 6 ( C H = C H) 2
- C O N H

1 4 7 c H = C H - C O N H - P h

1 0 0 0 4 1 2 4 4 2 4 6 . 5

8 0 4 4 2 4 6 8 7 1 .3

N . D .
4 3 8 4 6 9 3 6 . 1

N . D . 4 3 7 4 6 9 7 1 . 3

4 0 0 3 6 8 4 7 0 0 .0 7

2 0 0 0 3 4 5 4 7 5 0 . 2 5

2 0 0 0 4 8 4 5 1 2 1 . 5

1 - 4 8
( C H = C H )2 C O N H ( C H 2 )5 C O N H

- P h l O
4

4 3 8 5 1 0 2 . 0

ト 伯 2 - bip h e n yI l O
4

2 6 6 4 6 2 0 ･ 4

;1 ･ 卯 3 -

P e ryI e nyl N . D . 3 6 0 5 1 2 0 . 0 4

1 ･ 5 1 3 , 5 - di m eth ylp h e n y[ 5 0 0 0 3 7 0 4 5 0 0 . 0 5

1 ･ 5 2 3 ,5 - di m eth y[p h e n yJ 2 5 0 0 3 3 6 4 7 2 0 .6

± hig h

± m o d e r at e

N ･ D hig h

N ･ D ･ hig h

m o d e r a t e

hig h

hig h

hig h

+ hig h

N ･ D ･ hig h

hig h

hig h
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1
- 2 ア ン トラセ ン誘導体 の 蛍光特性 とそ れ を用 い たス ポ ッ トテ ス ト法に よ る D N A

の 検出

N - アリ
ー ル置換した 3

- ヒ ドロ キ シ
ー 2 - ア ントラセ ン カ ルポキサ ミ ド誘 導体

の 蛍光特性 とそれ を用 い たス ポ ッ トテス ト法 に よるD N A の 検出感度評価結果 を表 1
-

2 に示す ｡ カ ル ポキサ ミ ド基 の N 基 に結 合 して い る フ ェ ニ ル基 の 置換基が ､ ジ 置換体

及びトリ置換体1
-

5 6
- 1 - 6 2 は ､ モ ノ置換体1

- 5 3 - 1 - 5 5 に比 べ て検出

感度は悪 か っ た ｡ こ の結果 は ､ ナ フ タ レン カ ルポキサミ ド誘導体 と同 じ結果 で ある ｡

ナ フ タ レ ンカ ルポキサ ミ ド誘導体とア ン トラセ ンカ ルポキサ ミ ド誘導体の 間 で ､ 置換

基の効果で幾 つ か の 異な っ た結果が観察された ｡ 1
- 5 3 と 1

- 2 ､ 1 - 5 4 と 1
-

4
､
1 - 5 5 と 1 - 1 1 を比較す る と､ ア ン トラセ ン カルポキサミ ド誘導体 の モ ノ置

換体 は ､ ナフ タ レンカ ルポキサ ミ ド誘導体 の モ ノ 置換体 よ り検 出感度が低 い こ とが分

か っ た｡ 2
,

､ 4
'

位 へ の ジメチ ル置換基は ､ 両方 の誘導体

におい て ほ とん ど同じ検出感度を示したが ､

一 方､

( 1
- 5 7 と 1 - 1 3 )

ジ メ トキシ置換体 ( 1 - 5 9 と 1
-

1 7 ) は ､ ナ フ タ レンカ ルポキサ ミ ド誘導体 の方が高い検出感度を示した ｡ 3
'

,
5
'

位 へ の ジ メ トキ シ基の 導入 は ､ 1 - 5 8 と 1 -

1 4 を比較し て分かる よう に ､ ア ン ト

ラセ ン誘導体 の方は ､ 極端 に検出感度が低く な っ た ｡ N
-

フ ェ ニ ル 基 へ の他 の 置換基

の 導入は ､ 全 て ア ン トラ セ ンカルポキサミ

方 が ､ ナ フ タ レ ン カ ルポキサ ミ

ド誘 導体 1
- 6 0 ､

ド誘導体 1
- 2 1 ､

1
- 6 1 ､ 1

- 6 2 の

1
-

1 9 ､ 1 - 2 7 より検 出感度

は悪 く な っ た ｡ 次 にス ト
ー ク ス ･ シ フ トに 関 して評価 した ｡ こ の ス ト

ー

クス
･ シ フ ト

とは ､ G . G . S t ｡ k e s が見出した法則 で ､

一 般に 吸収光 の振動数に 比 べ て 発光 の振動数は

小さくなる と い う法則で ある ｡ 即ち ､ 励起され る ときに吸収した光の エ ネルギ
ー

は ､

放射され る と き の 光の エ ネルギ
ー

とは
一 致 しな い ｡ そ こ で ､ 両基質の ス ト ー

クス ･ シ

フ トを評価した結果 ､ ほとん どの ナ フ タ レ ンカルポキサ ミ ド誘導体の ス ト
ー クス ･ シ

フ トは ､ ア ン ト ラセ ンカ ルポ キサ ミ ド誘導 体 の ス ト
ー

クス ･ シ フ トに 比 べ て 非常 に大

き い こ とが分 か っ た ｡ 例 えば ､ ナフ タ レ ンカ ルポキサ ミ ド誘導体は ､
1 5 0 ～ 2 0 0

m で あ る が ､

一 方の ア ン トラセン カルポキサ ミ ド誘導体は ､ 最大で も 1 1 7 n m で ､

ほ とん どが 3 0 ～ 6 0 n m で あ っ た｡ ほとん どの ア ン トラセ ン誘導体は､ ナ フ タ レン誘

導体 より検出感度が低か っ た ｡ これ は､ ア ン トラセ ン誘導体 の リ ン酸体の ナイ ロ ンメ

ー14 -



ンプ レン へ の 非特異 的吸着 による バ ッ クグ ラン ド蛍光 が高か っ たた めで ある ｡

ア ン トラセ ン誘導体 1
- 5 3 ～ 1 - 6 2 の 構造 を示す

:･ : ≡ :i;:

舶 凄 1
- 2 アン トラ セ ン誘導体 の 蛍光特性及びD N A の検 出感度

fI u o r . p ro p e rtie s i n s o 山ti o n fl u o r . p r o p e rti e s o n m e m b r a n e

N O .
R

d e t e cti o n

Ii m it (fg)
re･ ati v e 芳

一a nt

3器…慧
●

…
入e x 九e m fl u o r e s c e n c e

of a O H O - P f o r m
i nt e n sity f o r m

1 - 5 3 2 - m e th y1

1 -5 4 2 -

m e th o xy

l - 5 5 2 -

P h e n yJ

4 1 5 4 8 0 1 . 1

4 1 7 4 6 2 1 .5

3 1 8 4 0 6 9 .0

1 - 5 6 2 -

P h e n yJ
- 2
l
-

P h e n yI 2 0 0 0 4 3 4 4 7 2 5
･3

1 - 5 7 2
,
4 - di m e th yI 4 0 4 3 5 4 6 5 2 ･ 0

1 - 5 8 3 , 5
- d i m e th yI 2 0 0 0 3 6 0 4 7 7 0 ･ 7 5

1 ･5 9 2
,
4 - d i m eth o xy 8 0 4 3 6 4 6 6 0 ･ 4

1 -6 0 2 -

m e th yト4
- b r o m o n o n e 4 0 9 4 6 7 1 ･ 1

1 -6 1 2 - m e th y[
- 4 -

ChI o r o 4 0 0 4 1 2 4 6 5 1 ･4

1 - 6 2 3 ,4 ,5
-t ri m e th o xy 2 0 0 0 4 3 5 4 6 5 1 ･1

十 1 0 W

+ 1 0 W

+ I o w

hig h

+ m o d e r at e

hig h

± m o d e r at e

N ･ D ･ hig h

m o d e r at e

hig h

- 1 5 -



1
-

3 ナ フ ト
ー

ル誘導体 1
-

1 1 の 蛍光特性

U V ス ペ ク トル で ､ 0 .3 × 1 0
■
M で誘導体 1

- 1 1 のp H 依存性 を調
べ た ｡ P H が 1 0

以下で は､ 溶解 しな い ためそ れ以上 で評価 した ｡ そ の結果 ､ 励起波 長 ･ 蛍光波長 とも

p H によ る影響 はなか っ た｡ ナ フ ト
ー

ル誘導体 1 -

1 1 の 酸解離定数は ､ p K a = 約1 1 ･ 5

で あ っ た ｡ 2
-

ナ フ ト
ー ル 誘 導体 の p K a 値は ､

一 般 的に ､ 8 ～ 1 0 の 間 で ある の で ､

ナ フ ト
ー ル誘導体 1 -

1 1 の 中性 額域 の 値は ､ 分子 内水 素結合が起 きて い るためだ と

考えて い る ｡

図1
- 3 に緩衝液中の 励起ス ペ ク トル と蛍光ス ペ クトル のp H 変化 による影響を示 した ｡

p H が ､ 10 .5
～

1 3 .5 の 間で は ､ 最大励起波長は ､ 4 1 0 n m で ､ 最 大蛍光波長は ､ 5 1 0

m で あっ た ｡

図 1
- 3 a 緩衝液中の ナ フ ト ー ル 誘導体土吐 の励起ス ペ ク トル のp H によ る影響

倉
s

u
①
-

u
膚

l

u

O
O
S

望
○
コ

;

3 0 0

W a V el e n g th( n m )

ー16 -

4 0 0



舛ゝ 図 1
-

3 b 水溶 液中 の ナ フ ト
ー ル 誘導体土吐 の蛍光 ス ペ ク トル の p H に よ る影響

倉
s

u

¢
l

u

二
u

O
O
S

巴
○
コ
一

-

4 0 0

W a V el e n gth( n m )

次 に ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン 上 にお けるナ フ

6 0 0

ト ー ル 誘導体 1
- 1 1 の励起 ス ぺ ク ト

ル と蛍光ス ペ ク トル のp H に よ る影響を測定した ｡ 方 法 と して ､ ジメ チル ホル ム アミ ド

に10 m 釘血 の 濃度で ナ フ ト
ー ル誘導体 1 -

1 1 を溶 解し ､ そ の 溶液 2 山をナイ ロ ンメ

ンプ レン にス ポ ッ トし ､ そ の メ ン プ レン をリ ン 酸水 素 ニ ナ トリ ウム と リ ン 酸 二 水 素ナ

トリウム と水 酸化 ナ トリウム で調製したp H 9 .5 ～ 13 .5 の緩衝 液 に 2 分 間浸 した後 ､ 緩衝

液で 濡れた状態 の そ の ナイ ロ ンメ ンプ レ ン を蛍光分光光度計で 固体測定治具ホルダ
ー

に固定 して ､ 励起ス ペ ク トル及 び蛍光ス ペ ク トル を測定 し た ｡ 図 1
-

4 a に ナイ ロ ン

メンプ レン上 の ナ フ ト
ー

ル誘導体1 -

1 1 の励 起ス ペク

また ､ 図 1 -

4 b に ナイ ロ ンメ

トル のp H に よる影響 を示 した｡

トル のp H によ る影響を示した ｡

ンプ レ ン 上 の ナ フ ト
ー ル誘 導体 1

-

1 1 の 蛍 光ス ペ ク

ー1 7 -



図1
-

4 a ナイ ロ ン メ ン プ レン 上 の ナフ

けるp H の 影響

倉
s
u

①
l

u

こ
u

¢
O
S

巴
○
⊃
一

-

図 1
-

4 b

ト
ー ル誘導体 1

-

1 1 の 励起ス ペ ク トル に お

3 0 0

W a V el e n gt h( n m )

4 0 0

ナイ ロ ン メ ン プ レン上 の ナ フ ト
ー ル誘 導体1 -

お けるp H の影 響

倉
s

u

①
l

u
膚

l

u

①
O
S
①
L

O
コ
一

-

1 1 の蛍 光ス ペ ク トル に

4 0 0

W a V eJ e n gth( n m)

- 18 -
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ナイ ロ ン メ ン プ レ ン上 に お ける ナ フ ト ー ル誘導体 1
-

1 1 は
､ 励起 ス ペ ク トル と

蛍光ス ペ ク トル どち らの 場合 もp H を変え る こ と によ っ て 大きく変化 した ｡ 励起 ス ペ ク

トル の 場合は ､ P H 7 ･5 と8 .5 ､ p H 9 .5 と10 .5 ､ p H l l . 5 と12 .5 がそ れぞれ同 じ励起ス ペ ク ト

ル を示 した｡ また ､ P H 8 .5 からp H 9 . 5 に変わ る と強度が減少し､ さら にp H を上 げて い く

と今度 は ､ 強度 がp H 8 . 5 の 時 より高 く な っ た ｡
一 方 ､ 蛍光ス ペ ク トル に お い て は ､ さ

らに 劇的な変化が見られた ｡ p H 7 .5 ～ 1 0 .5 まで は ､ 最大蛍光波長は 4 1 0 n m で あ っ た

が ､ さら にア ル カリ性 にする と 5 1 0 n m まで長波長 シ フ ト した ｡ さ らに詳細 に観察す

る と ､ P H 7 . 5 か らp H 8 . 5 にする と蛍光強度が非常に高くなり ､ さら にp H を 1 ず つ1 1 .5 ま

で上 げる と順 に蛍光強度は減少して い っ た ｡ p H l l .5 の 時 ､ 最大蛍光波長は 5 1 0 Ⅱm ま

で 長波長 シ フ トした ｡ しか し､ P H l l .5 で は 4 1 0 n m にも ピ
ー

クが観察され る が ､ さ ら

にp H を上 げ1 2 .5 にす る と 5 1 0 n m の ピ
ー

ク の み観察され る ｡ さ らに ア ル カリ性 にす る

と蛍光 強度 は向 上 した ｡ また ､ 1
-

1 1 を固定化 したナイ ロ ン メ ン プ レン をp H 13 .5 の

緩衝液 に浸 しス ペ ク トル を測 定後 ､ そ の メ ン プ レン をす ぐにp H 7 .5 の緩 衝液 に 5 分間

浸した後 ス ペ ク ト ル を測定 す る とp H 7 . 5 の 時 の ス ペ ク トル と 一

致 した｡ 即 ち ､ メ ンブ

レ ン上 の 1 - 1 1 のp H に よる変化 は ､ 可逆的で ある こ とがわか っ た ｡ 以上 の こ とをま

とめ る と､ ナイ ロ ン メ ン プ レン の 表面 は､ 1
-

1 1 の蛍光ス ぺク トル の p H 依存 シ フ ト

にと っ て 絶対必要 な存在とな っ て い る こ とが分かっ た ｡ この 事実は､ ア ニ オン領域で ､

ナイ ロ ン メ ン ブ レ ン と特異的な相互 作用 ､ 例 え ば ､ 分子間水素結合を 示唆して い る と

考 えられ る ｡ 又 ､ ナフ ト
ー

ル 誘導体 1
-

1 1 の リ ン酸 エ ス テ ル ( H N P P ) の ナイ ロ ン

メ ンプ レ ン上 で の 非常 に高 い D N A の 検出感度は､ こ の様なナイ ロ ン メ ンプ レンとの

相 互作用 に起因 して い る か もしれ な い ｡

ー1 9 -



1
- 4 N - ( 2

- ビフ ェ ニ ル) - 3 - ヒ ド ロ キ シ
ー 2 -

ナ フ タ レ ン カルポキ サミ ド

リ ン酸 エ ス テ ル ( H N P P ) を用 い たサザ ン プ ロ ッ トハ イプリ グイゼ
ー

シ ョ ン

法 に よるD N A の 検出

サザ ン プロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン法 と は､ 例 えば入D N A を 肋 d III と い う制

限酵素で 消化したD N A を用 い て ､ そ の D N A を0 . 8 % アガ ロ ー ス ゲル 上で ､ 電気泳導法

に よりサ イズ分離す る ｡ 次 い で ､ ア ル カリ 水溶液 にそ の アガ ロ
ー ス ゲル を浸 す こ とに

ょり､ 2 本鎖D N A を 1 本鎖D N A に変性する ｡ 次 い で ､ その D N A をナイ ロ ンメ ンプレ

ン に転写 し ､ そ の メ ン プ レ ン にU V 光 を照射 す る こ と によ り ､ そ の D N A をナイ ロ ン メ

ン プ レン上 に固定化す る ｡ 次 い で ､ ディ ゴキ シゲ ン標識した入D N A を 肋 d III と い う制

限酵素 で消化したプロ ー ブ D N A をタ
ー ゲッ トD N A と相 補的結合させ る ｡ 次い で ､

T)

ン酸緩衝液 で ､ 非特異的なプロ
ー

ブD N A を洗浄 し除く ､ 次い で ､ ア ル カリホス フ ァ タ
ー

ゼ標識抗ディ ゴキ シゲニ ン抗体複合体をカ ッ プリ ングさ せ ､ 再度 ､ リ ン酸緩衝液 で非

特異的複合体を洗浄し除く ､ 次い で ､ 酵素反応 を行 い 得 られ た シグナル により特異的

なD N A の塩基配列 を検出す る方法で ある ｡

全長 が4 8 5 0 2 塩基対 の入D N A を用 い たスポッ トテス トで ､
5 短の検出感度は､

3 . 1 × 1 0
-2 2
m ol に匹敵す る ｡ そ して ､ ハ ブテ ンで あ るディ ゴキ シゲ ニ ンは ､ 最適標識化

条件で は ､ 3 6 塩基 対 に 1 分子 づつ 導入さ れ る と言 われ て い る
3 5 )

｡ よ っ て ､
入D N A

を用 い た スポッ トテ ス トで ､ 5 f宮の 検出感度は ､ ディ ゴキ シゲニ ンの 検出感 度 と して

約4 .2 × 10
-1 9
m ｡1 に匹敵 す る ｡ ア ルカ リ性ホス フ ァ タ ー ゼ の検出感度として は ､ ディ ゴ

キ シゲニ ンと抗ディ ゴキシゲ ニ ン抗体は､ 1 : 1 で カ ッ プリ ン グし､ 抗ディ ゴキ シゲ

ニ ン抗体 とア ル カリ性ホス フ ァ タ ー

ゼ は､ 1 : 3 の 比率で カ ッ プリ ン グする と言わ れ

て い る
3 6 )
の で ､ 計 算す る と ､ ア ルカ リ性ホス フ ァ タ ー ゼ の 検 出感度は約1 .3 × 10

~1 8

m ol とな る ｡ N -

( 2
- ビフ ェ ニ ル) - 3 - ヒ ドロ キシ

ー 2 -

ナ フ タ レンカ ルポキサ ミ

ドリ ン酸 エ ステ ル ( H N P P ) を用 い たサザン プ ロ ッ トハ イブリダイゼ
ー

シ ョ ン の結果

を ､ 図 1
- 5 に示す ｡

- 2 0 -



入/ H i n d = ( P g )

2 0 4 0 . 8

H N P P

ー

ー

ー

ー

ー

ー

b

b
b
b

b
b

k

k

k
し
h

L

K

し

h

4

6

4

3
0

3
9
6
4

2 .

2

つ
L

. 5 6 k b -

2 0 4 0 1 8

｡ 瑚 ■
'

←

0 1 1 ｡ ｡

●･

A M P P D

図 1
-

5

そ才1 ぞ宥1 の レ
ー

ン に 注 入 し たD N A 量 は ､ 左側 の レ
ー

ンか らそ れ ぞれ ､
2 0 p g ､ 4

l) g ､ (〕･8 p 呂
で あ る･⊃ 比較 と して ､ 今ま で 知 られ て い る アル カ リ ホス フ ァ タ

ー

ゼ の 基質

の 中で ､ 巌 も高感度 に D N A を検 出 で き る化学 発光基質 で あ るA M P P D
I M
も同 様 に サ ザ

ン プ ロ ッ トハ イ プ り ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ そ れ ぞれ の D N A バ ン ドの 解

像 度は ､ トt N P P の 方 が ､ A M P P D よ り かな り優 れ て い る こ と が判 明し た ｡ 検 出感度 にお

い て は ､ H N P P を 用い た場 合は ､
7 0 fg (2 .5 × 1 0

即
m ol) で あ っ たが ･ A M P P D を 用 い

た 場 合は ､ そ れ よ り悪 か っ た ｡ 検 出感度 7 0 rg は ､ ア ル カ リ ホス フ ァ タ
ー

ゼ の 検 出感

度 と して ､ 5.9
× 1 0
~】H
m ｡1 に匹 敵す る ｡ サ ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プリ グイゼ

ー シ ョ ン 法で の

D N A の 検 出感度が ､ ス ポ ッ トテ ス ト法よ り低い の は､ ナイ ロ ン メ ン プ レン ヘ の タ
ー

ゲ ッ

ト D N A へ の 転 写効率及び 夕
. ゲ ッ トD N A と プ ロ

ー ブD N A との ハ イ プリ グイゼ
ー

シ ョ

ン 効率が 影響 して い る ため で あ る ｡

l) N A 検 出 に 対 して ､ 化学発光法は ､ 有 用で あ る と幾 人か の研 究者が報告し て い

る
二i γ ･■う H-

1 リ
･ ･
= ■ L j

｡ そ の 中で ､ 化学発光法 は ､ 発色法よ り検 出感度が高 い と報告

さ れ て きた が ､ 本研 究 に お い て 開発 した ､ H N P P は . 化学発光法で あ るA M P P D 法よ り

-2 1-



D N A 検出にお い て 優れて い る ことが分か っ た ｡ D N A の 検 出感度及 びメ ン プ レ ン上

の シ グナル バ ン ドの解像度以外 に ､ H N P P を用 い る方法がA M P P D 法 よ り優 れ て い る非

常 に大きい点として は､ H N P P は ､ U V ライ ト下で の蛍光消光がほとんど見られなく ､

ナイ ロ ン メ ンプ レン上 の 蛍光シ グナルは ､ 暗 い 場所に保 存すれ ば少なく とも1 年間は ､

高いS / N 比 を保 つ 事が で き る ｡ ま た ､ H N P P 法は ､ E U - 1 1 5 0II -

Pl u s ( ア イ シ ン
･ コ ス

モ ス 研究所) を用 い て ､
C C D カ メラ で蛍光 シグナル を取 り込 み ､ そ の シ グナル を画像

処理 に よ っ て 定量化を行 っ て い る ため､ R I 法 ･ 化学発光法で用 い られ るイ メ
ー ジング ･

プ レ
ー

ト法 と同 等 の短 い 検 出時間 ･ 高 い 定 量性が得られ る こ と が分 か っ た ｡ ま た ､

H N P P 法は､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン上 の 蛍光 シ グナル を長期間保存す る こ とが で きる た

め ､ 酵素反応後 ､ 直ちに検出操作を行わな い 場合に も対応で き る ｡
一 方､ 化学発光基

質 で あるA M P P D 法 は ､ 反応 開始後 ､ . 3 0 分 か ら数時間以内 に検出しな い とバ ッ ク グ

ラ ン ドが 上 昇して しまい 検出感度が著しく低下し ､ 別 の 化学発光法 で あるE C L 法 の 発

光 は さ ら に
一 過 性 で あり ､ 数 1 0 分以内 に 検 出操作 を行わ な い と感度 が著 し く低下す

る と い う大きな欠点がある ｡ こ の 点で もH N P P 法は化学発光法より優れ て い る 事を見

出した ｡ さら に ､ ク ロ
ー

ニ ング過程で多用 される コ ロ ニ
ー

ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン ､

プラ ー

ク ハイ プリダイゼ
ー シ ョ ンにお い て ､ H N P P 法は､ U V 照射下 で観察 で きる蛍光

シグナル をペ ン でチ ェ ッ ク し ､ 可視光下 で コ ロ ニ
ー

､ プラ ー

ク の 選別 をす る こ とが で

きる｡ こ れは ､ 化学発光法 などで感光操作を必要 とす る技術 で は行う こ とが で きない ｡

こ の点 で もH N P P 法 は優れ て い る事 を見出 した｡
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1
- 5 H N P P を用 い たD N A の 塩基配列 決定

D N A の 塩基 配列 の 決定 ( シ ー ク エ ン ス) 臥 従 来最 もよ く使われ て い る方法 と

して ､ マクサム ･ ギルバ ー

ト法が ある ｡ この 方 法につ い て簡単 に説明をす る｡ D N A は､

核酸塩基 グア ニ ン ( G) ､ ア デニ ン ( A ) ､ シ トシ ン ( C ) 及 び チ ミ ン ( T) を付 けた

細長 い 鎖 で ある ｡ こ の 塩基 にメ チル基が結合す ると鎖が切れやすくな る ｡ M a x am と

G 肋 細 らは この 反応 を巧みに利用 し､ 画期的な シ ー

クエ ンス 法 へ と発展させ た
4 2 ､ 4 3 )

｡

以下 ､ グア ニ ン の 反応を例にとりその方法を説明する ｡ こ の方法は ､ 従来より行われ

て い る 放射性同位元素を用 い た方法 で あ る ｡

制限酵素で 切り 出したD N A の 断片の 一 方 の 末端を放射性
3Z

p で標識す る ｡ こ れ に

ジメチル硫酸を加え る とグア ニ ン にメ チ ル基が結合する ｡ さ らに アル カリで処理す る

とグア ニ ン骨格が解裂し核酸をつ なく簡 の切 断が起こ る ｡ メチ ル化は､ 反応条件に よ っ

て ど の位置 に存在して い て も全て のグア ニ ンに特異的に起 こ る ｡ その結果 ､ 一 端は ､

翌
p で 標識 した制限酵素 で ある の で ､ 分 子的 に そ ろ っ て い るが ､ 他 の 端 は ､ グ ア ニ ン の

手前で 切れ た色 々 な長さ の 断片が得られ る ｡ これ らは ､ 電気泳導で鎖 の 短 い順 に分 け

ミミ られ ､ 次 い で ､ オ
ー

ト ラジ オ グラ フ イ
ー

で3 2 P を持 つ 断片 だ けがX 線フ イ ル ム 上 に バ

ンドと して現れ る ｡ こ の 塩基特異的な修飾部分分解反応 は ､ さら に グア ニ ン 十 ア デニ

ン
､ シ トシン ､ シ トシ ン + アデニ ン な どで 見 出 され た ｡ 従 っ て ､ これ らの 反応 を個別

に行 い ､ そ し て 同時 に電気泳導で 分離す る と移動度 の 大 き い 傾か ら塩 基配列 を決定 し

て い く ｡ そ こ で ､ こ の マ クサ ム ･ ギ ルバ ー

ト法 を用 い て ､

芝
p の 代わり に制限酵素で 切

り出した末端 に ピオテ ン を標識し ､ ビオテ ン ー ス トレ プトア ピジ ン結 合を利 用して ア

ル カリ ホス フ ァ タ
ー

ゼ を標識し ､ H N P P に よ っ て シ p ク エ ンス を行 っ た ｡ 図 1 - 6 に

そ の 方法の模式図を示す ｡
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m e m b r a n e

A L P : ア ル カリホス フ ァ タ
ー

ゼ ､
B I O : ビオ チ ン ､ S A : ス トレ プトア ピジン

図 1
- 6

こ の 方法 は ､ シ
ー ク エ ン シ ン グプ ライ マ ー D N A か ら伸張 したD N A を電気泳動

し ､ それ をメ ン プ レ ン に転写す る ｡ 次 い で ､ こ の シ
ー

ク エ ン シ ングプライ マ ー D N A

と相補的な配列 を持 つ ピオ チ ン標識したプ ロ
ー ブ D N A を結合さ せ る ｡ 次い で ､ ス ト

レ プトア ピジ ン を結合さ せ ､ 次 い で ､ ア ル カリホス フ ァ タ
ー

ゼ標識ピオチ ン をさ らに

カ ッ プリ ングさせ る ｡ そ して ､ H N P P を反応 させ ､ アル カリホス フ ァ タ
ー ゼ に よ っ て

加水分解され ､ メ ン ブ レン に沈着したH N P の 蛍光 を検出する こ と により塩基配列を決

定 して い く ｡ そ こ で ､ M 1 3 の ベ クタ
ー

D N A を用 い て ､ 上 記 の方 法 によりシ ー ク エ ンス

を行 っ た ｡ 図 1
-

7 にそ の 結果 を示す ｡
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H N P P A M P P D

図 1
-

7 M 1 3 ベ ク タ
ー

D N A の シ
ー ク エ ン ス の 写真

左側 の 写 真が ､
H N P P を用 い て 行 っ た 結果で あ る o 全体像は､

こ の 様に非 常 に鮮

明な青色蛍光の バ ン ド となる 0 こ の 写真 は ､
C C D カメ ラ で掘像 した 写真で ある ｡

一

方 ､ A M P P D を用 い た場合 ､ シ グナ ル を X 線 フ イ ルム に感光さ せ るため ､ 露光し過 ぎ

る と こ の よ う に バ ン ドが つ なが っ て しまう
こ とがあり ､

また露光 し直 さ なけれ ばなら

な い ｡ しか し ､ H N P P を使 っ た場合 は ､ そ の よ う な こ とが なく ､ 操作 が非常 に簡単で

ぁる ｡ H N P P の ナ イ ロ ンメ ン プ レ ン に対 す る吸着 性が非
常 に が強く ､

バ ン ドの 解像度

が高 い ため ､
バ ン ドが つ なが っ て しまう こ とはない か らで ある ｡

また 青色蛍光を発す

るた め ､ 酵素反応 の 進行度 をが 容 易に観察で き る と
い う メ リ ッ ト もあ る｡
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1
- 6 ま と め

本 章で は ､ 酵素法を用 い て ､ メ ン プレ ン 上 の D N A を高感度に検出する ための ア ル

カリ ホス フ ァ タ
ー ゼ の 基質 となる新し い蛍 光基質 の 開発 を目的として ､ 新規 な種 々 の

ナ フ タ レ ン誘導体や ア ントラセ ン誘導体 を合成 し ､ 溶 液中や ナイ ロ ン メ ンプ レ ン上 の

蛍光特性及びスポ ッ トテス ト法やサザンプ ロ ッ ト法 を用 い てD N A の検出感度を評価し

た｡

そ の結果 ､ リ ン酸化したN
-

( 2
- ビフ ェ ニ ル) - 3 - ヒ ドロ キ シ

ー 2 -

ナ フ タ

レンカ ルポキサ ミ ド ( H N P P) が ､ D N A を最も高感度 に検出で きる基質で あ る こ とが

判明 した ｡ さ ら に ､ サザン プロ ッ トハイ プリグイゼ
p シ ョ ン法 を行うと､ H N P P は ､

化学発光基質で あ るA M P P D よ り検出感度 や解像度が高い こ とが分 か っ た ｡ さ らに ､

解像度の 比較として ､ M 1 3 の ベ クタ
ー D N A の 塩基 配列決定をH N P P とA M P P D を用

い て 行 っ たと ころ ､
H N P P は全て の D N A を識別で きた が ､ A M P P D 法は ､ 重な っ て し

まうバ ン ドが数多く観察された｡

H N P P の加 水分解体で ある N
-

( 2
- ビ フ ェ ニ ル) - 3

- ヒ ドロ キ シ
ー 2 - ナ

フ タ レ ンカ ル ポキサ ミ ド ( H N P ) は､ 緩衝液 中 で は ､ P H の影 響はな い が ､ ナイ ロ ン

メ ン プ レ ン 上 で は ､ p H に非常 に影響を受け ､ 強 ア ル カリ域で は ､ 長波長 シ フ ト した 0

又 ､
こ の 影響 は ､ 可逆的 で ある こ とが分か っ た ｡

- 2 6 -



第 2 章 新規 な フ ル オ レセ イ ン誘導体 の ジリ ン 酸 エ ス テ ル の 合成 とD N A の 高感度検 出

最近 ､ メ ン プ レン や組織 ･ 染色体の ような担体上で正確なD N A 診断を行 う には ､

異な っ た塩基配列を持つ D N A を同 一 担体上で ､ 同時 に検出で きる方 法の 開発が 必要不

可欠で ある こ と が分 か っ て きた ｡ そ の方 法 の 確立 に は､ 異な っ た酵素 の 基質 と酵 素に

よ る加水分解体は異な っ た蛍光色を持つ こ とが必要 で ある ｡ まず始め に ､ 酵素が 同じ

で ､ そ の 加水分解体が異な っ た蛍光色を発す る蛍光基質を2 種類開発 する こ と を考え

た ｡ 第 1 章で記 載したリ ン酸化 されたナ フ タ レ ン カル ポキサ ミ ド誘導体 1 -

1 1

( H N P P ) が ア ル カ リホ ス フ ァ タ
ー

ゼ によ っ て 加 水分解され る と ､ そ の 加水 分解体

( H N P) は ､ 青 色蛍光 を発 す る ｡ そ こ で ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ
ー

ゼ の 基質 とな り ､

H N P とは異な っ た蛍光色 を発する化合物 として フ ル オ レセイ ン誘導体 に着 目 した ｡ フ

ル オ レセイ ン そ の も の は､ 水溶液中で非常 に強 い 蛍光を発し､ 発光量子収 量が ､ 0 . 9 と

非常 に 高 い こ とが知 られて い る
4 4 )

｡ フ ル オ レセイ ン 誘導体 を用 い た応用例 と して ､

例 えば､ フ ル オ レセイ ンイ ソチオ シ アネ ー ト (FI T C) は ､ 主 として 蛍光抗体法などの

組織化学の分野 で 用 い られ て い る ｡ 反応特異性に つ い て ､
B r o rn e r らに よ っ て イ ンシ ュ

リ ン を 用 い て 調 べ ら れた
4 5 )

｡ P H 9 .1 ､ 室 温 で ､ イ ン シ ュ リ ン 当 た り 1 モ ル か ら 4 モ

ル のFI T C を加 えた と き､
2 つ の α - ア ミ ノ基と は速やか に反応す るが ､ e

- ア ミ ノ 基と

はかな りゆ っ く りと反応 す る ｡ こ れ は､ £
-

ア ミ ノ基が プロ トン 化 して い る ため と解

釈された｡ B r o m e r らは ､
こ の 反応性の違い を利用して ､ モ ル 当たり 1 モ ル の FI T C ラ ベ

ル を行 っ たイ ン シ ュ リ ンはかなり の 生理活性を保持して い る こ とを示 し ､ 組織化学上

の 有用性 を示した ｡ 又 ､
エ ス テ ラ

ー ゼ の 基質とな る フ ル オ レセ イ ンジ ア セ テ ー ト

(F D A ) を用 い た細胞内流動性
4 6 ､

4 7 )
やp H の 測定

4 8 )
の 報 告が あ る ｡ F D A は細 胞に

取り込 まれ ､ 細 胞内 の エ ス テ ラ ー ゼに よ っ て 加水分解を受け フ ル オ レセイ ン を生成す

る｡ こ の フ ル オ レセイ ンの 偏光度から細胞質の 流動性を求めて診断に利用したり
4 7 )

､

励 起ス ペ ク トル の 変化 か ら代謝 に伴う細胞内p H 変化が測定で きる
4 8 )

｡ こ の よう に フ

ルオレセイ ンは ､ 加 西 V O で の 検 出で は､ 非常に有効で あ るが ､ 加 ル血 Ⅶの 検 出で あ る担
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体上で の 検 出で は､ 水溶 性の ため ､ 担体 に 沈着せず用 い る こ と はで き なか っ た｡ そ こ

で ､
こ の 非常 に 高 い蛍光 強度及び発光量子収率を保持したまま ､ 水 に 対す る不溶性を

向上 させ る事 を考 え ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン フ ィ ルタ
ー に対する吸着性が高 い新しい フ

ルオ レセイ ン誘導体 の 合成 を行 っ た ｡ そ し て こ れ らの 誘導体 の 蛍光特 性及びナイ ロ ン

メ ンプ レ ン上 の D N A の 検出感度を検討した ｡

2 - 1 新規な フ ルオ レセイ ン誘導体の 合成

フ ル オ レセイ ン の 4 位に置換基を有する誘導体の合成を行 っ た ｡ そ の 反応式を式

2 - 1 に示す ｡ 合 成方 法 と して は ､ フ ル オ レセイ ンイ ソテ オ シ アナ
ー

ト ( 2
-

1 ) に

種 々 の ア ミ ノ 化 合物 を反応 させ ると ､
フ ル オ レセイ ン

･ チオ ウ レア誘 導体が 7 0 ～ 9

5 % の 収率で 得 られ た｡ また ､ 4 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 2 - 2 ) を ､ 種 々 の 芳香

族酸塩化物と反応さ せ ､ フ ル オ レセイ ン ･ カルポキサ ミ ド誘導体を7 8 ～ 9 8 % の 収

率で得 た ｡ 得 られた フ ル オ レセイ ン誘導体 は ､ 表 2
-

1 にそ の 蛍光特性と共 に示す ｡

X = - N = C = S , N H 2

2 ･ 1
,
2 -2

a o r b

Y = - N H C(: S) N H - R
- N H C O - A r

a : X = - N = C = S ; Y ≠
- N H C(:S) N H - R : R N H 2 , e th a n oI , r .t .

, ,
2 h

b : X = - N H 2 , Y
= ･ N H C O - A r : A rC O C [ , a C et O n e , r ･t ･ , 0 ･ 5 h

式 2 - 1

ー 2 8 -



2 - 2 N -

置換 フ ル オ レセイ ン誘導体 の 蛍光強度 のp H 依存性

フル オ レセイ ン と新規に合成 した ル 什 プチ ル
ー

5
-

チオ ウ レイ ドフ ル オ レセ イ ン
_≧二

註を用 い て ､ 蛍光強度の p H 依存性を調 べ た ( 図 2
- 1 ) ｡

倉
2
0
1

u
一

〇

2
①
O
S

①
｣

○
⊃

正

6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3

P H

図 2
-

1

フ ルオ レセイ ン の 蛍光 強度は ､ 謝定溶液 の p H に依存す る こ と は知 られ てお り
4 9 ､

5 0 )
､ 測 定溶液 と して ､ 1 0 % エ タ ノ ー ル を含んだ 3 × 1 0-

7
M の リ ン 酸緩衝液 を用 い

た時 の 結果 が報告されて い る ｡ 0 .5 % D M F を含んだ3 × 10
マ
M の リ ン酸緩衝液中 で測

定したと こ ろ ､ これ まで に報告されて い る 1 0 % エ タノ ー ル を含んだ 3 × 10
7
M の リ

ン 酸緩衝液とは異な る結 果が得 られた ｡ D M F を選択 した理 由と して ､ D M F は種 々 の

化合物の溶解性が非常 に高 い ため ､ 緩衝液中の有機溶媒の 存在量 を最 少限にす る こ と

がで き るため で ある ｡ フ ル オ レセイ ンを用 い て 行 っ た結果 ､ 1 0 % エ タノ
ー ル を含ん

だ 3 × 10~
7
M の リ ン 酸緩衝液 を用 い た場合 ､ P H 8 . 0 の 蛍光強度 は ､ P H 5 .0 の 蛍光強度の

2 O 倍で あ っ た の に対 し､ 0 .5 % D M F を含 んだ3 × 1 0
7
M の リ ン酸緩衝液を用 い た場

- 29 -



合は 5 0 倍 と な っ た ｡ また こ の場合 は ､ p = 5 ･0 ～ 8 ･ 0 の 範 囲 で 蛍光強度 が増大 し ､ p H

8 ･0 で 最大蛍光強度 となり ､
それ 以上 高 いp = 額域で は ､ 最大 値 と ほぼ 同

じ値 を示 した 0

こ の 様 に ､ 蛍光 強度の 増感は ､ 0 .5 % D M F を含 んだ3 × 1 0
]
M の リ ン酸緩衝液を用 い

た場合 の 方 が 1 0 % エ タノ
ー ル を含んだ 3 × 1 0~

7
M の リ ン酸緩衝液を用 い た場合 より

高く な る こ とが 分か っ た｡ こ の差は ､ 有機溶媒が多く含まれ る こ とに よ っ て起 こ る フ

ルオ レセイ ン の蛍光消光が原因で あろ う｡ 次 い で ､ ル n - プチル
ー 5

-

チオ ウ レイ ドフ

ル オ レ セイ ン2
- 3 を用 い て ､ 0 . 5 % D M F を含 んだ3 × 1 0

マ
M の リ ン酸緩衝液中で ､

蛍光強度 のp = 依存性を調
べ た 0 蛍光強度は､ フル オ レセイ ンと同様 にp H 5 ･ 0 ～ 1 0 の 範

囲で蛍光強度の 増感し ､ P H lO で 最大蛍光強度となり ､ そ れ以上高い p H 額域で は､ 最

大値とほぼ同じ値を示した ｡ また ､ P H l O で の蛍光強度は ､ p H 5 .0 で の蛍光強度の 6 0

倍 とな っ た｡ p H 5 .0
～ 1 3 の 範 囲で 蛍光強度 を調 べ た結果 ､ ル 什 プチ ル

ー

5
-

チ オウ レ

イ ドフ ル オ レセイ ン2
- 3 は､ フ ル オ レセイ ン より最適p H 値 で の 蛍光強度は高い こと

が分か っ た｡ 新規に合 成 した種 々 の フ ルオ レセイ ン誘導体も同様 のp H 依存性を検討 し

た ｡ そ して ､ 最適p H 値 で の 蛍光 強度 をFI T C の そ れ と比較した ｡ 全て の N
- 置換 フ ル オ

レセイ ン 誘導体 を0 . 5 % D M F を含 んだ3 × 1 0
.7
M の リ ン 酸緩衝液中で ､ 蛍光 強度 の p H

依存性を調 べ た結果 ､ 図 2
- 1 と同様 の 結果 が得 られた ｡

次 い で ､ P H
= 1 1 の 時 の蛍 光強度をFIT C の蛍 光強度 と相 対比較した ｡ そ の 結果 を表

2 - 1 に 示す｡ 表 2 - 1 に示した誘導体 2 - 3 ～ 2 -

1 8 の 構造式を図2 - 2 に示す ｡

図 2
- 2 フ ル オ レセイ ン誘導体 2 - 3 ～ 2 - 1 8 の構造式
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表2 - 1 フ ル オ レセイ ン誘導体 の リ ン酸緩衝液中で の蛍光特性

C O m P O u n d Y

r eL ativ e

fI u o r e s c e n c e

i nt e n sity
a

2 - 3 N H C (:S) N H b utyl

2 - 4 N H C (:S) N H cy c[ o h e x y[

2 -5 N H C(: S) N H l
- a d a m a ntyl

2 - 6 N H C(: S) N H
-4 - C hI o r o p h e n yl

2 -7 N H C(: S) N H
-2 - m e th ylp h e n y[

2 ･8 N H C(:S) N H
-4 -

m eth yIp h e n y(I

2 - 9 N H C(: S) N H
-4 -

m eth o x p h e n yl

2 - 1 0 N H C(:S) N H -2 -bip h e n yl

【= i

0 . 6 7

0 .5 1

0 . 0 2 5

1 .1

0 . 9 2

1 .1

1 .1

2 ･ 1 1 N H C(:S) N H -3 ･ 5 - di m e th yLp h e n y1 1 . 2

2 ･ 1 2 N H C(:S) N H
-2 ･ 4 - di m e th o x y p h e ny] 1 .2

2 ･ 1 3
N H C (:S ) N

2 - 1 4 N H C (:S ) N

2 - 1 5

2 ･1 6 N H C O -2 - bi p h e nyl

2 ･ 1 7 N H C O -4 - bip h e n yl

2 - 1 8
N H C O

-1 -

n a P ht h yl

0 .7 3

1 .2

0 . 0 9

F =i

1 .2

0 .7 9

-3 ト



全て の 誘導体 の 最大励起波長 は ､ 4 9 2 n m で ､ 最大蛍光波長は ､
5 1 2 n m で あ っ

た ｡ N
- ビ レ ン置換チ オウ レイ

換 チオ ウ レイ

ドフ ルオ レセ イ ン 誘導体 2
-

1

ドフ ル オ レセイ ン誘導体 2
- 1

3 及 びN
-

ク マ リ ン置

4 は､ ビ レ ン 又 はク マ リ ン蛍 光 団 の 最大

励起波長 ､ それぞれ 3 3 9 n m
5 1 ~ 5 4 )

･ 3 9 6 n m
5 5 ~ 6 0 )

で 照 射 した と きで も ､ 両誘

導体と も最大蛍光波長は､
5 1 2 n m に現 れた ｡ 4 9 2 n m で 照 射したと きの 蛍光 強度

は ､ FI T C と同等 で あ っ た の に対 して ､ それぞれ 3 3 9 r rm
･ 3 9 6 r m で 照 射 した とき

の 蛍光 強度 は ､ FI T C の 1 / 1 0 で あっ た ｡ N
- 4

-

ク ロ ロ フ ェ ニ ル置換チオウ レイ ド

フ ル オ レセイ ン誘導体 2
- 6 とN -

フ ル オ レセイ ン置換チオウレイ ドフ ルオ レセイ ン

誘導体2
- 1 5 は､ 蛍 光強度がFIT C より非常 に低か っ た｡ そ れ以外のN

- 置換チ オウ

レイ ドフ ル オ レセイ ン 誘導体 の 蛍光強度 は､
F I T C の 蛍光強度とほ ぼ 同等 で あ っ た ｡ ま

た､
N

-

( ビフ ェ ニ ル カル ポニ ル)
ー 5 -

アミ ノ フ ル オ レセイ ン誘導体2
-

1 6 と 2 二

1 7 は､ FI T C の 蛍光強度とほぼ同等で あ っ た ｡

2 - 3 N -

置換 フ ルオ レセイ ン誘導体 の 蛍光特性

N
- ( 4 - ビフ ェ ニ ルカ ル ポ ニ ル)

ー 5 -

アミ ノ フ ル オ レセイ ン2
-

1 6 と そ の

ジリ ン 酸 エ ス テ ル の 励起ス ペ ク トルと蛍光 ス ペ ク トル を ､ P H = 1 1 の 0 . 5 % D M F を含ん

だ3 × 1 0
~ 7
M の リ ン 酸緩衝液中で 測定した ｡ そ の 結果 を図 2

- 3 a と 3 b に示す ｡
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励起 ス ペ ク トル

3 5 0

波長 ( n m )

図 2 - 3 a

4 5 0

誘導体2 - 1 6 は ､ 励起波長 の ピ ー

クとして 4 9 2 n m と 2 9 5 n m が観察されが ､

最大励起波長 は ､
4 9 2 n m で あ っ た ｡

蛍光ス ペ クトル

0

0

0

4

3

2

嘩
潔
米
恕

50 0

波長 ( n m )

図 2
-

3 b

- 3 3 -



どちらの 励起波長 で 照射 し て も最大蛍光 波長 は 5 1 2 n m で あ っ た｡
一 方 ､ 誘導体

2
-

1 6 か ら変換 した ジ リ ン 酸 エ ス テ ル は ､ ほ とん ど蛍光を示さなか っ た ｡ 表 2
- 1

に示 した全て の フ ル オ レセイ ン誘導体とそ れぞれ に対応する ジリ ン酸 エ ス テ ル で ､ ほ

ぼ同じ特性が得られた ｡ フ ルオ レセイン誘導体 とア ルカリホス フ ァ タ
ー ゼ を用 い れ ば ､

ジリ ン酸エ ス テ ルで 示さ なか っ た蛍光が ､ アルカリホス フ ァ タ
ー ゼ に よ っ て 加水分解

さ れ る と強 い 蛍 光 を発 す る こ と に なり ､ D N A の 高感度検出 に必 要な 蛍光 の O N
-

O F F に適し た化合物とい える ｡ そ こ で ､ 酵素免疫測定法を利用 した ､ N
-

置換 フ ル オ

レセイ ン誘導体 の ジリ ン酸 エ ス テル を用 い たナイ ロ ンメ ンプ レ ン上 の D N A の 蛍光検出

方法 に つ い て ､ 次 に検 討 した ｡

図 2
- 4 に 酵素免疫測定法 を利用し ､ N

-

置換 フ ル オ レセイ ン 誘導体 の ジ リ ン酸

エ ス テ ル を用 い たナイ ロ ン メ ンプ レ ン上 の D N A の 蛍光検出方法 の シス テ ム 図 を示す｡

fI u o r o g e ni c s u b str at e

O

0 P ( O H) 2

m e m b r a n e

図 2
- 4

- 3 4 -



ナイ ロ ン メ ン プ レ ン上 に固定したタ ー ゲ ッ トD N A に ､ ディ ゴキ シゲ ニ ン標識した

プロ ー ブ D N A を相 補的 に 結 合 させ る ｡ 緩 衝液 を用 い て 結合 しな か っ た 非特 異的D N A

を洗浄 し､ 次 い で ､ ア ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ標識 した抗ディ ゴキ シ ゲ ニ ン抗体 の 複合

体をカ ッ プリ ン グさせ る｡ 緩衝液 を用 い て 結合 しなか っ た非特異的複合体を洗浄し､

次い で ､ そ の 蛍光基質 で あ る水溶性のN
-

置換 フ ル オ レセ イ ン誘導体 の ジリ ン 酸 エ ス

テ ル を反応さ せ る ｡ 酵素 に よ っ て 加水分解された フ ルオ レセイ ン誘導体 は ､ 水不溶性

となりナイ ロ ン メ ン プ レン上の その 場所 に沈着し､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン に吸着する ｡

次 い で ､ こ の 蛍 光色素に励起光を照射し ､ 発 せられ る蛍光をデジ タル カメ ラ に取り込

み ビデオプリ ンタ ー で 画像化する ｡

2 - 4 N -

置換 フ ル オ レセ イ ン誘導体 の ジリ ン酸 エ ス テ ル を用 い たスポ ッ トテ ス

ト法に よるD N A の検出

N -

置換 フ ル オ レセイ ン誘導体の ジ リ ン酸 エ ス テル を用い て ､ 第 1 章 1 -

1 に示

したスポッ トテ ス ト法によりナイ ロ ンメ ンプ レ ン上 の D N A の 検出感度を測定 した結果

を表 2
- 2 に示 す ｡ 水溶液 中で の 蛍光特性 の 測定 で ､ 強 ア ルカリ側で 蛍光強度 が増感

す る こ とが分か っ た の で ､ 酵素反応後ナイ ロ ンメ ンプ レ ン を､ P H
= 1 1 の 0 .5 % D M F を

含んだ3 × 1 0
イ
M の リ ン 較緩衝液 に 3 分間 浸 した後 ､ 蛍光検出を行 っ た ｡ そ の 結果 ､

誘導体 2
-

7 ､ 2
- 8

､
2 - 9

､
2 -

1 1 ､ 2
-

1 6 ､
2 -

1 7 から変換 した ジリ ン

酸 エ ス テ ル を用 い た と きは ､
2 倍の検出感度 の向上が観察された ｡ N - ( 2 - メチ ル

フ ェ ニ ル)
-

5 - チオウ レイ ドフ ルオ レセイ ン旦ニュとN
-

( 4
- メ トキシ フ ェ ニ ル)

-

5
-

チオウ レイ ドフ ルオ レセイ ン2
- 9 は ､ 蛍光 強度 がFIT C よ り高 く ､ 検出感度は8

0 短を示 した ｡ しか し ､ ス ポ ッ ト上 で は ､ 加 水分解体 の拡散とバ ッ クグラ ン ド蛍光が

観察 され た｡ こ の バ ッ クグラ ン ド蛍光 は ､

一

方 の リ ン酸基が酵素 に よ っ て 加水 分解さ

れた蛍光性の モ ノリ ン酸 エ ス テ ルが ､ ナイ ロ ン メ ンプ レン に沈着した こ とに よる と考

えて い る ｡
一 方 ､ 誘導体 2

-

7 と 2
- 9 と同様 にFI T C より蛍光強度 の 高か っ た誘導体

2 - 3 ､ 2 -

1 0 ､ 2 -

1 2 ､ 2 -

1 4 の ジリ ン 酸 エ ス テ ル を用 い た場合 ､ 検 出感度

は ､ 4 0 0 ～ 8 0 0 f宮と悪か っ た ｡ こ れは ､ 加 水分解体の低い沈着性 とな らび に非特

-3 5 -



異的吸着体 によ る高 い バ ック グラ ン ド蛍光 の存在 に よりS / N 比が下がっ たためで あ る ｡

又 ､ 誘導体 2
- 8 は ､ 蛍 光強度 はFIT C より低 い が検 出感度は8 0 短で あ っ た ｡ こ の よ

うに ､ 蛍光強度 が高 い フ ル オ レセイ ン誘導体が ､ 常 に高い検出感度を示すわけで はな

い
｡ 高い 検出感度に は ､ 高い蛍光強度だけで なく加水分解俸の高い沈着性とならびに

基質 の 低 い 非特異的 吸着性 が必要 で ある ｡ N
- ( 3

,
5 -

ジ メ チ ル フ エ ニ ル)
-

5
-

チ

オ ウ レイ ドフ ルオ レセイ ン 2
- 1 1 ､ N -

( 2
-

ビフ ェ ニ 搾カルポ ニ ル)
- 5 - ア ミ

ノ フ ル オ レセイ ン 2
- 1 6 ､ N -

( 4
-

ビフ ェ ニ ル カルポ ニ ル) - 5
-

アミ ノ フ ル オ

レセイ ン 2
- 1 7 ､ それぞれ か ら変換したジリ ン酸 エ ス テルを 用 い たと き ､ 最 も高 い

2 0 短の D N A 検 出感度 を達成で き た｡ 誘導体2
-

1 1 か昏変換したジリ ン 酸 エ ス テ

ル を用 い た場合 は ､ わずかなスポ ッ トの 拡散とバ ッ クグラ ン ド蛍光が観察されたが ､

誘導体 2
-

1 6 ､ 2 - 1 7 か ら変換した ジリ ン酸 エ ステ ル を用い た場合は ､ ほ とん ど

ス ポッ トの拡散 は観察されなか っ た ｡ こ の ナイ ロ ンメ ン プ レン上 の ス.ポッ トは ､ 黄緑

色蛍光体 であ っ た ｡ しか し ､ わずかなバ ッ ク グラン ド蛍光は観察されたままで あ っ た ｡

こ れ は､ 全 て の ジ リ ン酸 エ ス テ ル体 に共通 す る こ とで あるが ､

一

方 の リ ン酸基 の み が

加水分解された モ ノ リ ン酸 エ ス テルがメ ン プ レン にわずか に吸着したためで ある と考

え られ る ｡ 図 2 - 5 に表 2
-

2

造 式を示す ｡

に 示 した フ ル オ レセイ ン誘導体 2 - 3 ～ 2 -

1 8 の 構

図2 - 5 フ ルオ レセイ ン誘導体 2
- 3 ～

ー 36 -

2 - 1 8 の構造式



表2
-

2 フ ル オ レセ イ ン 誘導体 ジリ ン酸 エ ス テ ル の D N A 検 出感度

C O m P O U n d Y

D N A

d et e cti o n

f[ u o r e s c e nt p r o p e rtie s

O n m e m b r a n e

Ii m it (fg)
s u b st a nti vity :3;…欝声

2 - 3 N H C(: S) N H b utyJ

2 ･ 4 N H C(: S)N H cy c1 0 h e xyl

2 -5 N H C (: S) N H l - a d a m a ntyl

2 -6 N H C (:S) N H
-4 - C hJo r op h e nyl

2 - 7 N H C (: S) N H - 2 - m et h ylp h e n yl

2 -8 N H C(: S) N H
- 4 -

m et h ylp h e ny[J

2 - 9 N H C(: S) N H
- 4 -

m et h o x p h e n y[

2 - 1 0 N H C(:S) N H
- 2 - bip h e ny[

4 0 0

4 0 0

4 0 0

4 0 0

8 0

8 0

8 0

4 0 0

2 -1 1 N H C(: S) N H
- 3 ふ di m et hylp h e nyI 2 0

2 -1 2 N H C (: S) N H - 2 ･ 4 - di m eth o x yp h e n y1 4 0 0

2 -1 3
N H C (:S ) N

2 ･ 1 4 N H C (: S) N

2 - 1 5

2 _ 1 6
N H C O -2 - bip h e n yl

2 -1 7 N H C O - 4 - bip h e n yJ

2 - 1 8 N H C O - 1 - n a P hth y[

8 0 0

8 0 0

8 0 0

2 0

2 0

±
C

m ｡ d e r at e

± l o w

± 10 W

+ l o w

+ m o d e r at e

+ m o d e r at e

+ m o d e r at e

+ hig h

+ + m o d e r at e

+ hig h

± hig h

± hig h

± hig h

+ + l o w

+ + l o w

± hig h

b B a c kg r o u n d sig n al s
C
( + +) , hig h s u b st a n ti vity ‥( +) , m O d e r a te s u b st a nti vity ‥(±) ,

I o w s u b st a ntivity .

- 3 7 -



次 い で ､ 化学発光基質 の 中で も最 も 高感度 に メ ン プ レ ン上 の D N A を検 出で き
る と

報告さ れ て い る C S P D
<i l l

Li : )
を 用い て ス ポ ッ トテ ス ト を行 い ､

N
p ( 4

- ビ フ ェ ニ ル

カ ル ポ ニ ル)
一

5
- ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン 2

-

1 7 か ら変換 し たジ リ ン酸 エ ス テ ル を

用 い て 行 っ た ス ポ ッ トテ ス トの 検 出結 果 と 比較検 討 した 0 得ら れ た写 真を 図 2
- 6 に

示 す ｡

2 0fg 8 0fg 3 2 0fg l ,
2 p g 2 14 p g

2 -1 7

C S P D

O P (: 0)( O H) 2

図 2
-

6

そ の 結果 ､ どちらの 基質を用 い て も2 0 rg の D N A が検出で きた ｡ しか し ､ 誘導

体 2
p

1 7 を用 い た 場合の 方が ､ C S P D の 場 合よ りス ポ ッ トが鮮 明 で あ っ た ｡

-3 8



2
~

5 N
岬 ( 4 ~ ビ フ ェ ニ ル カ ル ポ ニ ル) -

5
-

ア ミ ノ フ ル オ レセ イ ン旦 二 上

ヱジ
1｣ ン 酸 エ ス テ ルを用 い たサ ザ ン プロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ

ー

シ ョ ン 法

に よ るD N A 検 出

次 い で ､ 入D N A をF h d [II と い う 制限 酵素 で 消化 したD N A を用 い て 第 1 章 1
-

4

に 示 した サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プリ グイ ゼ
ー

シ ョ ン 法 を用 い て ､ 誘導体 2
-

1 7 の ジ リ

ン酸 エ ス テ ル と 化学発光基 質 で あるC S P D を用 い て D N A 検 出感度 の 比較 を行 っ た ｡ そ

の 結果を 図 2 -

7 に示す ｡

入D N A / F[i n dIl) (p g)

4 0 8 1 .6

図 2 - 7

フ ル オ レセイ ン 誘導体 2
-

1 7 の ジリ

4 0 8 1
.6

ン酸 エ ス テ ル とC S P D を用 い た場合 ､ 両方

法と も ､ 0
.
1 p g (3 .6 × 1 0

~2 O
m ol) の D N A が 検出で きた ｡ D N A バ ン ドの 解像度は ､ C S P D

より フ ルオ レ セイ ン誘導体2 -

1 7 の ジリ ン 酸 エ ス テ ルを用 い た方が ､ ス ポ ッ トテ ス

卜の 場 合と同様高い こ と が 示 さ れ た｡

一3 9-



メ ン プレ ン 上 の D N A を検出す る方法 にお い て ､ 化学発光法 は ､ 非放射性 同位 元素

プロ ー ブ 法の 中で は ､ 最 も古くか ら用 い られ て い る発色法より検出感度が高く
6 3 )

､

放 射性 同位 元素 を使 っ た方法 と同等の 高 い 検 出 感度 を示す
6 4 )
こ とが 知 られ て い る ｡

N
-

( 4
- ビフ ェ ニ ルカ ル ポ ニ ル)

- 5 -

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン 2
- 1 7 の ジ リ ン酸

エ ス テ ル を用 い た方法は､ 化学発光法と同等 の検出感度を示し ､ 化学発光 法より高 い

解像度を与え る方法で あ る ｡ よ っ て ､ こ の 蛍光検出法は ､ 発色法よりD N A 検出感度が

高く ､ 放射性同位元素法 と同等 の 非常に優 れた方法 で ある と い える ｡

さ ら に ､
こ の 蛍光検出方法は､ メ ンプ レ ン上 の 蛍光シグナ ル を安価な落射式蛍光

検出装置を用 い て 簡便 に画像化で き､ 又 ､ 酵 素反応 の 進行度 も簡便 に 観察す る こ とが

で き る ｡
一 方､ 化学発光法 は､ シ グナル をX 線 フ イ ル ム に感光 しな けれ ばな らな い ｡

X 線 フ イ ル ム は ､ ダイ ナミ ッ ク レ ン ジが狭 い ため ､ 強い シ グナ ル と弱 い シグナ ル を同

時に感光で きな い ため ､ 複数回 の感光が必要となり非常にわずらわし い方法で あ る ｡

最近 で は ､ 化学発光 シグナルを検出できる装置がバイ オ ･ ラ ッ ト社より発売され たが ､

数千万 円以上す る 非常 に高額な装置で あり ､ 汎用性 は低い ｡ こ の 誘導体 2
-

1 7 の ジ

リ ン 酸 エ ス テ ル を用 い る蛍光法 の 優位点 は ､ D N A ハ イ プリグイゼ
ー

シ ョ ン 技術 と の 連

携に よ っ て 新 しく簡便なD N A 検出が確立 で きる こと にある ｡ こ の 方法 を用 い る こ と に

より ､ ウエ ス タ ン プロ ッ トハイ プリグイゼ ー シ ョ ンやノ
ー ザ ンプ ロ ッ トハイ プリ グイ

ゼ
ー シ ョ ン法 で ､ 蛋白質やR N A を高感度に検出す る こ とが で き る と思われ る ｡ こ の 方

法が高 い検出感度を示すの は ､ ジリ ン酸エ ス テルが ほとんど蛍光を発しな い こ と ､ 加

水分解体が水不溶性 になり ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン との 吸着性が高 い こ と ､ 加水 分解体

の蛍光強度が高い こ とに起因する ｡

2 - 6 まとめ

本章で は ､ 第 1 章に示 した ､
H N P P と は違 っ た蛍光色を持ち ､ さ らに ､ サザ ン

プロ ッ トハイ プリグイ ゼ ー シ ョ ン法 にお い て ､ H N P P と同等 の D N A 検出感度を示す

新し い蛍光基質 の 開発を目的 として ､ 新規 な フ ルオ レセイ ン誘導体を合成し ､ 溶液中

やナイ ロ ンメ ン プ レ ン上の 蛍光特性及びス ポッ トテ ス ト法やサザ ンプ ロ ッ ト法を用 い

- 4 0 -



てD N A 検出感度 を評価 した｡

そ の 結果 ､ 新 規に合成 した フ ルオ レセイ ン誘導体 とフ ル オ レセイ ン を用 い て ､ そ

れぞれ の 誘導体 の 蛍光強度 に対す るp H 依存性 を評価 した と こ ろ ､ 0 ･5 % D M F を含んだ3

× 10
7
M の リ ン酸緩衝液を用 いて測定する と､ p H 5 .0 ～ 8 .0 の範囲で 蛍光強度が増感し ､

p H 8 . 0 で 最大蛍 光強度 とな り ､ そ れ以上 高 い p H 額域 で は ､ 最大値 とほ ぼ同 じ強 度値 を

示 した ｡ p H 8 . 0 で の 蛍光 強度は ､ p H 5 .0 で の 蛍光 強度よ り 5 0 倍高くな る こ とが分か っ

た｡ こ の増感率 は､ 従来の フル オ レセイ ン の 蛍光強度 の測定方法で ある 1 0 % エ タノ
ー

ル を含んだ3 × 10
~ 7
M の リ ン酸緩衝液 を用 い る方法より約2 .5 倍高い こ とが分か っ た ｡

次 に ､ D N A の検出感度を評価した結果 ､
H N P P と同様 に ､ サザンプ ロ ッ ト法に

お い て0 .1 pg の D N A が検出で きるN
-

( 4
- ビフ ェ ニ ルカ ル ポニ ル) - 5 -

ア ミ ノ フ

ルオ レセ イ ン 2
-

1 7 から変換 した ジリ ン酸 エ ス テ ル が開発 で きた ｡ さ ら に ､ H N P

P の 加水分解体は ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン上 に沈着し ､ 青色蛍光を発す るが ､ 誘導体旦二

⊥ヱ の ジリ ン 酸エ ス テ ル の 加水分解体は ､ ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン上 に沈着し ､ 黄緑色蛍

光 を発す る こ とが分 か っ た ｡ 又 ､ 解像度は ､ H N P P と 同様 に化学発光基質 で あるC S P D

よ り高 い ことが分か っ た｡
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第 3 章 新規 な フ ル オ レセイ ン誘 導遺体モ ノ リ ン酸 エ ステ ル の 合成とD N A の 高感度検

出

序

前章で述 べ た フ ル オ レセ イ ン誘導体は ､
ジ リ ン酸 エ ス テ ルで あっ た ため ､ ア ル カ

リホス フ ァ タ
ー ゼ によ っ て

一

方 の リ ン酸基が加水分解されたモ ノリ ン酸エ ス テ ルが存

在する ｡ こ の モ ノ リ ン酸 エ ス テ ルが ､ ナイ ロ ン メ ンプ レン に非特異的 に沈着 し､ モ ノ

リ ン酸 エ ス テ ル が持 っ て い る蛍光がバ ッ ク グラ ン ドとなり検出感度を悪くして い たと

考 えられ た ｡ そ の ため ､ 最高検出感度が 2 0 f宮を越え る こ とはな か っ た 0 そ こ で ､ こ

の 非特異 的吸着 体 をなくす た めに ､
フ ェ ノ

ー ル性 の水酸基の
一 方に エ

ー

テ ル結合 を介

して種 々 の ア ラル キル基 の 導入 を行 っ た ｡

3 -

1 新規 フ ル オ レセイ ン誘導体モ ノ エ
ー

テ ル体 の 合成

3
,

- 0 - アル キル フ ル オ レセイ ン誘導体を合成する ために は ､ キサ ン ト ン骨格

に存荏す る 2 つ の フ ェ ノ
ー

ル性の O H の 内の
一 方 の O H 基の み を選択的にア ル キル化し

なければならな い ｡ フ ルオ レセイ ン が H . G h at a k ら
6 5 )
に よ っ て 1 9 2 9 年 に 初め て

合成され て か らの 長 い 研究 の 歴史の中で ､ 3
'

- 0
- アル キル フ ルオ レセイ ン誘導体

の合成は ､ C . D . H u ,d ら
6 6 )
に よ っ て 報告 さ れ た以外 ほ とんど研究 されて い なか っ た o

そ して ､ ごく最近 ､
G . A . K r afft ら

6 7 )
とJ . E . T . C o r ri e ら

6 8 )
によ っ て 新しい 合成方法が

報告された ｡ しか し これ ら の 方法 は､ 過酷な条件下で ､
フ ル オ レセイ ンの 0

-

ア ル キ

ル化 を行 うた め ､ 0
-

ア ル キ ル体だけで なく ､ ラク トン環の開裂 によ っ て エ ス テル体

も 同時 に 生成されて し まう ｡ こ の ため ､ 彼ら の 方法で は､ 目的化合物で ある0
-

ア ル

キル体 を高収率で得 る こ とはで きな い ｡

そ こ で ､ 塩基や溶媒を色々変えて ､ フ ル オ レセ イ ン誘導体の効率的ア ル キル化 を

試みた｡ 5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ルカ ル ポキサ ミ ド) フ ル オ レセイ ン をジ メチル ホル ム ア

ミ ド ( D M F) 中炭酸 カリウム存在下で､ 塩化 ( 1 - ナ フ テル) メチル と反応させ ると ､

9 9 % の 収率で 5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ルカル ポキサ ミ ド) - 3

'
-

0
-

( 1
- ナ フ チ ル)

-4 2 -



メ チル フ ル オ レセ イ ン を得 る こ とに成功した ( 式 3
-

1 ) ｡

3 -1

1) 1 . 1 e q R
- X

K
2 C O 3
D M F , r . t . , 3 h

2) diJ . H CL , r ･ t ･
,
1 0 m i n

O

3 - 2 : R l =
- C ミ

~

＼ヽ
~~＼

P H 3

0 - R 2

9 9 %

b ‥ R
2
:

- C H 感 ㌫3 8 6 %

c ‥ R
2
=

- C Hホヨ
H

8 7 %

d : R
2
=

~ C H

頂≡ 9｡ %

e : R 2
= - C H { C H

R
2
=

- C H 2

式 3 - 1

閣 9 ｡ %
H

%99憮

他の条件下 ､ 例 え ば ､ 炭酸ナ トリウム/ D M F ､ 炭酸水素ナ トリウ ム / D M F ､

ピリ ジ ン ､ 炭酸 カリウム/ ア セ トン ､ 炭酸カリ ウム / メタ ノ ー ル ､ 炭 酸カリウム / ア

セ トニ トリ ル ､ 炭酸カリ ウム / ジメチ ル ス ルホキ シ ド､ 炭酸カー｣ ウム / ヘ キサ メチル

ホス ホル アミ ドなどを用 い て試した結果 ､ 目的の 0 - ア ル キ ル体 を高収率で 得 る こ と

はで きなか っ た ｡ 炭酸カ リウム/ D M F と い うシ ン プル な方法は ､ 種 々 の ハ ロ ゲン化

ァ ラル キル と の 反応 に適用す る こ とが で きた ｡ フ ル オ レセイ ン誘 導体 と種々 の ハ ロ ゲ

ー4 3 -



ン化ア ラ ル キル と の 全て の 反応 にお い て ､ 非常 に高収 率で 目 的 とす る0
-

モ ノ ア ラル

キル誘導 体を合 成す る こ とがで きた ｡ こ の 場合 ､ ジ ア ラル キル体や ラ ク トン環 が開裂

した事 による エ ス テル体は ､ 全く生成しなか っ た ｡

次 い で ､ 得 られ た フ ル オ レセイ ン誘導体3
- 2 a ～ 3 - 2 e と 3

ー 3 の ビリ ジ ン溶

液中に ､ 0 0 C で オキ シ塩化 リ ンを加 え ､ そ の まま 4 時 間撹拝す る こ とに より対応す る

モ ノリ ン酸エ ス テ ル 3 -

3 ･ 2 a - e
,
3 -3

4 a ～ e ､ 3 - 5 を 6 0 ～ 7 0 % の 収率で得た ｡ ( 式 3
- 2 )

1) P O C暮3
P y ridi n e , O

O C
,
2 h

2) H 2 0

0
- R
2

式 3 - 2

3 ･4 a セ, 3 ･5

yi etd 6 0
- 7 0 %

3 - 2 3
'

-

0
-

ア ラ ル キル フ ルオ レセ イ ン誘導体の 蛍光特性

○ - R 2

5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド) - 3

'
- 0

-

( 3 ,
4 - ジ メチル フ ェ ニ ル)

メチル フ ル オ レセ イ ン 3
- 2 b とそ の リ ン酸 エ ス テル 3

ー 4 b の励起ス ペ ク トル と蛍光

ス ペ ク トル を ､ 0 .5 % D M F を含んだリン酸緩衝液 (p H = 7 ･4 ) 中で 測定した ｡ ( 図 3
-

1 a
,
b)

-4 4 -



図 3
-

1 a フ ル オ レセイ ン 誘導体3 - 2 b と リ ン 酸 エ ス テ ル3 -4 b の 励起ス ペ ク トル

励起ス ペ ク トル

0

0

0

4

3

2

凰
常
聾
轟

35 0

波長 ( n m )

4 5 0

図 3 -

1 b フ ルオ レセ イ ン誘導体3 -2 b とリ ン 酸 エ ス テ ル3 - 4 b の 蛍光 ス ペ ク トル

蛍光ス ペ クトル

0

0

0

4

3

2

塑
華
米
癖

5 0 0

波長 ( n m )

- 4 5 -



化合物 3
-

2 b は ､ 2 9 5 n m と 4 9 2 n m に励起波長 の ピ ー クが あり ､ 4 9 2 n m が

最大励 起波長 で あっ た ｡ そ して ､
4 9 2 n m で 照 射す る と ､ 5 1 2 n m に非 常 に強 い 蛍

光 を示 した ｡ こ の 波長は ､ フ ルオ レセイ ン とほ ぼ同 じ波長で あ っ た
の で ､ フ ル オ レセ

イ ン の 5 位 にア ミ ド基の導入や 3
'

- ヒ ド ロ キ シ ル基 へ の 種々 の 置換基の導入は ､ 励

起ス ペ ク トルや 蛍光ス ペク トル には影響しな い こ とが分か る ｡
一 方､
5 - ( 4 - ビフ ェ

ニ ル カ ルポキサ ミ ド) - 3
'

- 0 - ( 3
,
4

- ジ メチ ル フ ェ ニ ル) メチル フ ルオ レセイ

ン 3 - 2 b か ら変換 したモ ノ リ ン酸エ ス テル 3
- 4 b は､ 全く蛍光を示さなか っ た ｡ 式

3 -

1 に示 した 全て の 3
'

-

0
-

ア ラ ル キル フ ル オ レセイ ン誘導体とそれぞれ に対応

す る モ ノ リ ン酸 エ ス テル は､ 3 - 2 b ､ 3 - 4 b と ほ ぼ同じ蛍光特性が観察された ｡

3
- 3 3

'

- 0
-

アラ ル キル フ ルオ レセイ ン誘導体の モ ノリ ン酸 エ ス テ ル を用 い

たスポ ッ トテ ス ト法によるD N A の 検出

3
,

-

0
- ア ラ ル キル フ ル オ レセ イ ン 誘導体 の モ ノ リ ン 酸 エ ス テ ル を用 い て ､ 第

1 章 1 -

1 に示 したスポッ トテ ス ト法 に よりナイ ロ ンメ ン プ レン上 の D N A の 検出感度

の 比較を行 っ た ｡ アル カリホス フ ァ タ ー ゼ の 基質として ､ 表 3 -

1 に京した化合 物旦 二

1 ～ 3 -

1 6 をビリ ジ ン中 ､ オキシ塩化リ ン と反 応さ せ る こと に より合成したモ ノ リ

ン酸エ ス テル を用 い て ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン上 の D N A の 検出感度の測定を行 っ た ｡ 表

3 -

1 に
､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン上 にスポッ トした入D N A の 検出 限界 と 同時 に ア ル カ

リ ホス フ ァ タ
ー ゼ の加水分解体で ある フ ル オ レセイ ン誘導体の沈着性 と非特異的 にナ

イ ロ ン メ ンプ レ ン に吸着す る モ ノリ ン酸エ ス テ ル に よるバ ッ ク グラ ン ドの 程度を示し

た｡ 又 ､ 化 合物 3
一

- 1 3 - 1 6 のFI T C に対す る相対蛍光強度の 値 も示 した｡ 表 3
-

1 に示 した誘導体 3
- 1 - 3 -

1 6 の 構造式を下図に示す｡

○
- X

- 46 -



表 3
-

1 フ ル オ レセイ ン誘導体の モ ノ リ ン酸 エ ス テ ル の D N A 検出感度

f( u o r e s c e nt p r o p e ni e s i n s oI uti o n D N A

C O m P O u n d X
r eJ ativ e

九e x 入e m 言霊…欝ご
Ce

d et e cti o n

Ii m it

fl u o r e s c e nt p r o p e rti e s o n

m e m b ra n e

s u b s t a nti vity :呂;吉宗慧

3 -1 m eti 岬

3 -2 a C eth yI

3 .3 t O rifu r u o r o a c et hyJ

3 _ 4 P h e nylb e n zyl

3 , 5
2 -

P h e n yIb e n z y

3 -6
4 -

P h e n ylb e n z yl

3 - 7
4 - m eth yI b e n z yJ

4 9 2 5 1 2 0 ･7 1
5

4 9 2 5 1 4 0 ･5 8 0

4 9 2 5 1 2 0 ･5 8 1 0

4 9 2 5 1 3 0 ･ 7 2 5

4 9 2 5 1 3 0 ･8 3 5

4 9 2 5 1 3 0 ･ 8 3 5

4 9 2 5 1 2 0 ･ 9 5 5

3 - 8 2
,
5 - di m et h yIb e n z yI 4 9 2 5 1 4 1 ･1

5

3 - 9
2
,
4 - di m e t h y暮b e n z y1 4 9 2 5 1 3 1 ･1 5

3 - 1 0
3
,
4 - di m eth ylb e n z y1 4 9 2 5 1 3 1 ･2 5

3 - 1 1
2
,
4
,6

-tri m e th yJb e n z yI 4 9 2 5 1 4 0 ･ 3 1 ~
5

3 -1 2
3
,
5 -di m e th o x y b e n z y( 4 9 2 5 1 2 1

･ 2 1 0

3 - 1 3
1 - n a P ht h yl m e t h y1 4 9 2 5 1 3 1 ･ 2 5

3 ･ 1 4 2
- bip h e n y1 4 9 2 5 1 4 1 ･1 5

3 - 1 5 3
-i n d olyleth yI 4 9 2 5 1 3 1

･ 2 8 0

3 -1 6 6
-

U r a Cil m e t h y1 4 9 2 5 1 3 1 ･1
4 0

+ l｡ ㌦

± hig h

+ m o d e r at e

+ m o d e r at e

+ m o d e r a t e

+ m ｡ d e r at e

+ m ｡ d e r at e

+ m o d e r at e

+ m o d e r at e

+ + l｡ W

+ m ｡ d e r a t e

+ m o d e r a t e

+ + l｡ W

+ m o d e r at e

± hig h

± m ｡ d e r at e

a M e a s u re d f o r 5 X l O
-

6 M N a =
2
P O
4
/ N a O = (P H l l ･ 0) c o nt ai ni n g O ･5 % D M F ･

b B a c kg ro u n d s ig n al

C
( + +) , hig h s u b s t a nti vity : ( +) , m O d e r at e s u b st a nti vity : (g ,

1 0 W S U b st a nti vity .

- 4 7 -



化合物 3

3 -

1 1 ､

ー

1 ､
3 -

4 ､ 3
-

5 ､ 3
- 6 ､ 3

-

7 ､ 3
- 8

､
3 - 9 ､ 3 - 1 0 ､

3 - 1 3
､
3 -

1 4 か ら変換 した モ ノリ ン 酸 エ ス テ ル を用 い る と 5 短 の D

N A を検 出す る こ と に成功 した｡

3 - 8 ､

化合物 3
-

1 ､ 3 - 4
､
3 - 5 ､ 3 - 6 ､ 3 - 7

､

3
- 9 ､ 3

- 1 1 ､
3 - 1 4 か ら誘導 したモ ノ リン酸 エ ステル を用い た場合 ､

加水分解体の蛍光スポッ トからわずかな拡散が観察された｡ しかし､ 化合物3
-

1 0
､

3 -

1 3 か ら誘導 した モ ノ リ ン酸 エ ス テ ル を用 い た場合は ､ ス ポ ッ ト の 拡散は全く観

察されず､ 又 非特異的吸着体 に よるバ ッ ク グラ ン ド蛍光も非常 に低か っ た 0 蛍光強度

が ､ D N A の検出感度に常に 関わ っ て い ると は限らな い ｡ 例えば ､

4 ､ 3 - 5 ､
3 - 6 ､ 3 - 7

､

化合物 3
- 1

､
3 丁

3 -

1 1 はF IT C よ り 蛍光強度 が低い が ､ そ の モ ノ リ

ン酸 エ ステ ル を用 い る と 5 fg とい う非常 に高 い 検出感度でD N A を検 出で き る ｡ それ

に対 して化合物3
- 1 5 は ､ 蛍光強度は ､ FIT C より 高い が ､ その モ ノ リ ン酸エ ス テ

ル を用 い た時 の 検出感度は ､ 8 0 f宮と低い ｡ こ の検出感度低下は ､ 加水 分解体
の ナイ

ロ ン メ ン プレ ン に対す る沈着性が低 い こ と と非特 異的吸着体 に よ る バ ッ ク グラ ン ド蛍

光が高 い こ と に よる ｡ こ の よ うに ､ ナイ ロ ン メ ン プレ ン上 の D N A の 検出感度 にお い て

高 い 検 出感度 は ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ
ー ゼ に よ っ て 加水分解され る こ と によ っ て 生成

す る フ ルオ レセ イ ン誘導体の 蛍光強度が高 い こ とだけで はなく ､ その フ ル オ レセイ ン

誘導体の ナイ ロ ンメ ンプ レ ン に対す る吸着性が高くか つ モ ノ リ ン酸 エ ス テ ル の バ ッ ク

グラ ンド蛍光が低 い こ とが必要 で ある ｡ こ の こ と は､ 第2 章で 示した ジリ ン酸エ ス テ

ル と比較して も 明らか で ある ｡ 即 ち ､ ジリ ン酸 エ ス テ ル を用 い た場合 ､ 最高検出感度

は ､
2 0 f宮で あ っ た 0 しか し ､ そ の 場合で も ､

バ ッ ク グラ ン ド蛍光 は モ ノ リ ン酸エ ス

テ ル に比 べ て 高く ､ またス ポッ トの拡散もかなり観察された ｡

1 6 種類 の フ ル オ レセイ ン誘 導体の モ ノ リ ン酸エ ス テ ル を評価した結果 ､ 検出感

度 が 5 f宮と最 も高 く ､ 沈着性が非常 に高く ､
バ ッ ク グラ ン ド蛍 光が最 も低くな っ た蛍

光基質は ､ 5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ル カル ポキサ ミ ド)

-

3
'

- 0 -

( 1
-

ナ フ チ ル メ チ

ル) フ ル オ レセイ ン 3
-

1 3 の モ ノリ ン酸 エ ス テルで あ っ た ｡ この 基質を略し て

B N F P と呼ぶ こ と とす る ｡

ー4 8 -



全長が 4 8 5 0 2 塩基対 の入D N A を用 い たス ポ ッ トテ ス トで ､
5 fg の 検出感度

は ､ 3 . 1 × 1 0
◆2 2
m ol に 匹敵す る ｡ そ して ､ ディ ゴキ シ ゲ ニ ン は ､ 最適標識化条件 で は ､

3 6 塩基対 に 1 分子づ つ 導 入され る と 報告され て い る
3 5 )

｡ よ っ て ､ 入D N A が 5 短

検 出された時 は､ 4 .2 × 1 0
~1 9
m ol の ディ ゴキ シゲ ニ ン が ､ 検 出され た こ と にな る ｡ 又 ､

ディ ゴキ シゲニ ンとア ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ標識した抗デイ ゴキ シゲニ ン抗体 は ､ 1 :

3 の 比率 で カ ッ プリ ン グす る
3 6 )
の で ､

1 . 3 × 灯
1 8
m ol の アル カリ ホス フ ァ タ

ー ゼが検

出され た こ とに なる ｡

3 - 4 フ ル オ レセイ ン誘導体モ ノ リ ン酸エ ス テル ( B N F P) と ジリ ン酸 エ ス テル

の アル カリホ ス フ ァ タ
ー

ゼ の 反応性とナイ ロ ンメ ン プ レ ン上 の D N A の 定

量性 の 比較

フ ル オ レセイ ン誘 導体 モ ノ リ ン 酸 エ ス テ ル ( B N F P ) と フ ルオ レセイ ン 誘 導体 ジ

リ ン酸 エ ス テ ル で ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ
ー ゼ に よる加水分解速度 の 違 い に つ い て検討

した｡ 蛍光基質として ､ フ ル オ レセイ ン モ ノリ ン酸 エ ス テル体としてB N F P を用 い ､

フ ルオ レセ イ ンジ リ ン酸 エ ス テ ル と して 第 2 章 の 表 2
- 2 に示した誘導体 2 -

1 7 の

ジリ ン 酸 エ ス テ ル を用 い た ｡ 方法 は ､ こ れ ら両基質を､ p H 9 .5 の トリ ス 緩衝液 中で ア

ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ と室温で反応 させ た ｡ 蛍光強 度 の 検 出は ､ 蛍光 分光光度 計を用

い て行 っ た ｡ そ れぞれ の蛍光基質 の ア ル カ リホス フ ァ タ ー ゼ に よる加 水分解反応速度

経過を図3
- 2 に示す ｡

-4 9 -



図3
- 2 モ ノ リ ン酸 エ ス テ ル と ジリ ン 酸 エ ス テ ル の 酵素反応速度 の 比較
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u
-

0
0
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由
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由
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コ
ー
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そ の結果 ､ B N F P は ､ ジリ ン酸 エ ス テ ル よ り 3 倍以上 の 早 さ で アル カリ ホス フ ァ

タ
ー ゼ の 加水分解反応が完了す る ことが分 か っ た ｡

次 に ､ こ の両基質 を用 い て ナイ ロ ンメ ンプ レ ン上 の D N A の 定量性を比較した ｡ そ

の 結果 を図3 - 3 に 示す ｡ ディ ゴキ シゲニ ン標識した九D N A を
一

定希釈倍率 で希釈

し ､ そ の D N A 溶液 を順 に ナイ ロ ン メ ンプ レン上 に1 匹1 づ つ ス ポッ トした ｡ 次 い で ､

アル か｣ ホス フ ァ タ
ー

ゼ標識した抗ディ ゴキ シゲニ ン抗体をカ ッ プリ ングさせ ､ 最後

に B N F P と ジリ ン酸 エ ス テ ル をそ れぞ れ 反応 さ せ ､ そ れ ぞれ の ス ポッ トの ナイ ロ ン メ

ン プ レン上 の 蛍光強度 を落射式蛍光検出装置 (E pi -1ig ht
- U V : (株) アイ シ ン ･ コ ス

モ ス 研究所) で測定 した ｡ そ の 結果 ､ B N F P を用 い た場合 ､ D N A 量 の 少ない ス ポッ ト

か ら多 い ス ポ ッ トまで 正 確な直線を示した ｡ こ れは ､ 非特異的吸着体 で ある モ ノ リ ン

酸エ ス テ ル が ほ とん ど存在しな い ため ､ バ ッ クグラン ド蛍光が観察されなくS/N 比 が

非常に高い こ とに起因す る ｡ こ の 結果 より､ B N F P は ､ 非常 に定量性が良い 基質で あ

る こ と を示 し て い る ｡ 一

方 ､ ジリ ン酸 エ ス テ ル の 場合 ､ D N A 量 が 1 p g 以 上 と多 くな

るとD N A 量 に従 っ た蛍光 強度の増感が観察されなか っ た｡ ジリ ン酸 エ ス テル の 場合 ､

-5 0 -



非特異的吸着体 に よ るバ ッ ク グラ ン ド蛍光 が ､ D N A 量が増加す る に従 っ て 増 え るため

S / N 比 が向上 せ ず定 量性 が悪 い と考 えられ る ｡

図 3 - 3 モ ノ リ ン酸 エ ステ ル とジ リ ン酸 エ ス テ ル の ナイ ロ ン メ ン プ レン上 の 定量

性の 比較
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3 - 5 B N F P を用 い たサ ザ ンプ ロ ッ トハイ プリ グイ ゼ
ー

シ ョ ン法 にお ける D N A の

検出

〃血d II と い う 制限酵素で 消化した九D N A を用 い てサザ ン プ ロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン を B N F P と化学発光 基質で あ るC S P D を 用 い て行 っ た ｡ そ の 結果を図3
-

4 に

示す ｡ そ れぞれ の レ
ー ン に注入 した入D N A の 量は ､ 左側の レ

ー

ン か らそ れぞ れ4 0 p g ､

8 p g ､ 1 ･6 pg で ある ｡

九D N A/ Hi n d 川(P g)

4 0 8 1 .6 p g

2 3
,
1 3 0 b p

＼
9
.
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.
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B N F P を用 い た場合 ､ 酵 素反応 は ､
3 7 O C , 1 時間行 い ､ C S P D は ､ 3 7 0 C

,
3 0

分 間反応 させ た後 ､ さ らに反応温度 を2 5 ℃ にして 3 0 分行 っ た ｡ 蛍光 シ グナル は ､

落射型蛍光検出装置で検出 し､ 化学発光シグ ナル は､ X 一

線 フ イ ルム に よ っ て検出し

た ｡ 両基質とも ､ 0 .1 p g (4 .2 × 10L
1 9
m ol ) 以 上 の D N A を検出す る こ とに成功した ｡ D

N A バ ン ドの 解像度 は ､ C S P D よりB N F P を用 い た方 が優れ て い る こ とが分か っ た ｡

メ ン プ レン上 の D N A を検出する方法におい て ､ 化学発光法は ､ 発 色法 より検出

感度が高く
6 3 )

､ 放射性同位元素を使 っ た方法と同等の高い検出感度を示す
6 4 )
こ と

が報告されて い る ｡ B N F P を用 い た方法は ､ 化学発光法と同等の検出感度を示 し､ 化

学発光法や第 2 章に示 した フ ル オ レセイ ン誘導体ジリ ン酸 エ ス テルよ り高い解像度を

与え る方法で ある ｡ こ のB N F P 法が ジリ ン酸 エ ス テル より高い検出感度を示す の は ､

ジリ ン 酸 エ ス テ ル の よ うに酵 素反応後 ､ モ ノリ ン酸 エ ス テ ル が全 く存 在 せず ､ 完全 に

加水分解されたキ ノ ン構造を有す る フ ルオ レセイ ン 誘導体 の みが存荏す るた め ､ 加水

分解体の ナイ ロ ン メ ン プ レン に対す る 吸着性が非常 に高 くな りD N A バ ンドやスポ ッ ト

の拡散が全 く観察されな い こ とに起因す る ｡ さ らに ､ 未反応 の モ ノ リ ン酸 エ ス テ ルが

ほ とん ど蛍光を発しな い こ と ､ 加水分解体 で ある キノ ン構造とな る フ ル オ レセイ ン誘

導体 の 蛍光強度が高い こ とに起因す る ｡

3 - 6 まとめ

本章で は､ 第 2 章で 記述 したジリ ン酸 エ ス テル より酵素反応時間を短く し､
バ ッ

ク グラ ン ド蛍光をなくす目的で フルオ レセイ ン誘導体モ ノ リ ン酸エ ス テル を合成 し､

溶液 中や ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン 上 の 蛍光特性及 びス ポ ッ トテ ス ト法 や サ ザ ン プ ロ ッ ト法

を用 い てD N A 検出感度 を評価した ｡

そ の 結果 ､ 従来､ 低 収率で しか合 成で きなか っ た 3
'

- 0 - ア ラルキ ル フル オ

レセイ ン誘導体を ､ 非常 に簡便 ･ 高収率で 合成で きる方法を見出 した ｡ こ の 炭酸カリ

ウム存 在下D M F 中で の 反応 は ､ 種々 の 3
'

-

0 - ア ラル キル フ ルオ レセイ ン誘導体を

9 0 % 以上 の 高収率 で合成 で きる こ とが分か っ た ｡

- 53 -



こ れ ら の フ ル オ レセイ ン誘導体 は ､ p H 7 .5 の リ ン酸緩衝液中 で は ､ フ ル オ レセ

イ ン と同 じ最大励起波長
･ 最大蛍光波長 を示す こ とが分か っ た ｡

フ ル オ レセイ ン誘導体モ ノリ ン酸 エ ステ ル は ､
フ ル オ レセイ ン ジリ ン酸 エ ス テ ル

よ り ア ルカリ ホス フ ァ タ
ー ゼ に よる加水分解時間が 3 倍早 く ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン上

の D N A の 測定に対する定量性も非常に優れて い る こ とが分 か っ た ｡

5
-

( 4
-

ビフ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド)
- 3

'
- 0 -

( 1
- ナ フ チル メチ ル) フ

ルオ レセイ ン の モ ノ リ ン酸 エ ス テ ル体 ( B N F P ) を用 い る と ､ サザ ン プロ ッ トハ イ プ

リ グイゼ ー シ ョ ン 法に お い て0 . 1 p g の D N A が 検 出で きる こ とが わか っ た 0 また ､

B N F P は ､
フ ル オ レセイ ン誘導体ジリ ン酸エ ス テ ル の 時 より非常 にバ ッ クグラン ド蛍

光が低くく ､
さ らに ､ 化学 発光基質 で あ るC S P D と は､ 同等 の 検 出感度 で あ るが ､

C S P D より非常 に解像度が優れて い る こ とが分か っ た ｡

- 5 4 -



第 4 章 異 な っ た塩基配列を有する 2 種類 の D N A の 2 段階法 に よる 同時検 出

異 な っ た塩基配列を持 つD N A を同 一

担体上 で 同時 に検出す る技術 は ､ 染 色体 上 の

D N A を検 出す る方法 ､ 即ち ､ i n sjt u h y b ri d
i z ati o n (IS H) にお い て 最 も必要 とされ る ｡ IS H

で は､ 従来 ､ 放 射性同位元素で標識したプ ロ ー ブ を用 い る方法が主で あ っ たが ､ 最近で

は蛍光標識によ るfl u o r e s c e n t in sit u hy b ri diz a d o n (FIS H) 法
6 9 )
や酵素標識法

7 0 ､ 7 1 )
が良く

用い られ る ようにな っ た ｡ FI S H 法に よる ハ イ プリグイゼ ー

シ ョ ンシ グナル の検出 には ､

蛍光物質が直接ラ ベ ルされたヌ ク レオチ ド (FI T C - 12 - d U T P な ど) で D N A プ ロ
ー ブを標

識す る方法 ( 直接法) とディ ゴキ シゲニ ン ( DI C ) ､ あ る い は ビオ チ ンを結合さ せ た

d U T P で D N A を標識し ､ ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン後 に適 当な蛍光 物質 を抱合さ せた抗

D I G 抗体 や ア ピジ ン を反応さ せ て シ グナル を検出す る方法 ( 間接法) が ある ｡ 直接法で

はプ ロ
ー ブ に標識された蛍光 の み で シ グナ ル を検出す る ため ､

ユ ニ ー

ク 配列 プロ
ー ブの

ハ イ プリ グイ ゼ
ー シ ョ ン シ グナ ル を通常 の 落射式蛍光顕微鏡 で 捉 え る こ とは難 し い ｡

一

方 ､ 間接法 で は ､ 抗原抗体反応やア ピジン ー ピオチ ン結合に より ､
シ グ ナル を物理的 に

増幅で きる こ とか ら ､
入フ ァ

ー ジや コ ス ミ ドベ クタ
ー

で ク ロ
ー

ン化され た 1 0 ～ 4 0 k b

と比較的サイズの 大 きい プロ ー ブの シグナ ル は ､ 通常 の落射式蛍光顕微鏡で容易に検出

す る こ とがで きる ｡ こ の ため ､ 間接法でFIS H を行 うの が標 準 的で あ る ｡ FIS H 法 の 標準

化 に より ､ 大量の ク ロ
ー

ン化D N A 断片の マ ッ ピン グが可能となり ､ こ の 数年間で幾つ か

の ヒト染色体 で 高精度 ､ 高密度 の 細胞遺伝 学的地図が作成されて きて い る ｡ こ れ らの 地

図 を基盤に染色体転座切断点や遺伝性疾患原因遺伝子座 のポジ シ ョ ナル ･ ク ロ
ー ニ ン グ

を進め る場合 ､ 同
一 領域 に既 に マ ッ ピングされて い る数多くの ク ロ ー ンの 配列を決 定し ､

そ の 中か ら目的遺伝子座 に最 も近い ク ロ
ー

ンを選択す る こ とが重要な作業にな る ｡ こ の

ク ロ ー ン の オ ー ダリ ン グに ､ 多色FIS H (T w o -

C Ol o r F IS H
,
T h r e e - C Ol o r FIS H ) が使 われ て い

る ｡

FI S H 法に お い て 間接法は､ 直接法 に 比 べ て 蛍 光物質 ( 最 も 一 般 的に使 わ れて い

る の が フ ル オ レセイ ンイ ソテオ シア ネ
ー

トで ある) の 増幅は起 こ る が ､ 結合さ せう る蛍

-5 5 -



光物質 の分 子数 に限 りが ある ため ､ 1 0 k b 以下 の 小さ い サイズ の プロ ー ブを検出す る こ

とは で きな い ｡
一 方 ､ 酵素標識法 に い て は ､ 酵素反応 によ り シ グナル の 増幅 が で き る と

い う特徴 を有す るが ､ 通常使われ て い る ア ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ ( A L P) や 西洋わ さび

ペ ル オキ シダ ー ゼ ( H R P) の 基質 は ､ 発色性物 質で ある ため検出感度が低い ｡ 近年 ､ サ

ザ ン プ ロ ッ ト ハ イ プ リグイ ゼ
ー

シ ョ ン な どで は ､ A L P の 基 質 と し て 化学発光物質

( A M P P D
,
C S P D

,
C D P st a r) な どが最 も 高感度 と言 わ れて い る が ､

IS H にお い て は解像

度が著しく悪く利用 で きな い ｡ 又 ､ 最近 ､ ア ルカ リホス フ ァ タ
ー

ゼ の 基質として 用 い る

こと の で き る蛍光物質
7 2 ､ 7 3 ､

7 4 )
が市販されたが ､ シ ングル コ ピ ー 遺伝子 を染め出すほ

ど解像度が高い も の で はな い ｡

既に ､ 第 1 章か ら第3 章まで に述 べ たよう に ナイ ロ ンメ ンプレン上 の D N A を高感

度 に検 出で き ､ さ らに 酵素 に よる加水分解後 ､ それぞれ異な っ た蛍光色を発す る新規 な

蛍光基質を見出 した の で ､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン上で の 異な っ た塩基配列を持つ D N A の 2

段階法に よる検出を試みた ｡

4
- 1 同

一

メ ン プ レ ン上 で の 2 種類の 異な っ たタ
ー ゲッ トD N A の検出

まず ､ サザ ン プ ロ ッ トハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン 法で の マ ル チカ ラ
ー D N A 検 出を確

立す るた め に ､ 既 に第1 章 で述 べ たA L P の 蛍光基質で ある H N P P (bl u e fl u o r e s c e n c e) と第

3 章で 述べ たA L P の基質で あるB N F P & ell o w ish
-

g r e e n fl u o r e s c e n c e) を用 い て ､ 同
一

メ ン プ

レン上 で の 2 種類 の 異な っ た塩基配列 を持つ タ ー ゲ ッ トD N A の 検出 を行 っ た ｡ そ の 検

出方 法 の概念図を図 4 - 1 に 示す｡
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( H N P P )

加熱 に よりA L P を不活性化す る

( B N F P )

図 4
-

1

-5 7 -



一

つ の タ ー ゲ ッ トD N A に対 して 相補 的配 列 を持つ プロ
ー ブ D N A に は ビオテ ンを

標識す る ｡ さ ら に ､ も う
一

つ の タ
ー

ゲ ッ トD N A に 対 し て 相補的配列 を持つ プ ロ
ー ブ

D N A に は ､ D I G を標識 す る ｡ 次 い で ､
2 種類 の 異な っ た塩基配列を持 つ D N A を混ぜ合

ゎせ て ､ ゲル電気泳導 を行 う ｡ 次 い で ､ ナ イ ロ ン メ ン プ レン に転写 し､ そ れ ぞれ の プロ
ー

ブ D N A を相 補 的結合 させ る ｡ さ ら に ､ 最初 の タ
ー ゲ ッ ト D N A の 検 出 の た め に ､ A L P 標

識抗 ビオチ ン抗体 を カ ッ プ
.) ングさせ ､ = N P P を反応 させ る 0 加水 分解体 のH N P は ､ 青

色蛍 光を発 し ､ そ の 場所 に 沈着 する ｡ 次 い で ､ 加熱 に よ り ビオチ ン に結合 したA L P を 失

括 さ せ る ｡ 次 い で ､
2 番目の タ

ー ゲ ッ トD N A を検 出す る ため に ､ A L P 標 識抗D I G 抗体 を

カ ッ プリ ングさせ ､ B N F P を反応 させ る ｡ 加水分解体の B N F は ､ そ の 場所 に沈着し ､ 黄

緑色蛍光 を発す る ｡ こ の 方法に よ り 2 色検出を行 っ た結果 を図4
- 2 に 示す 0

B l u e b a n d s

( H N P P m et h o d)

入D N A / 亡C O Rl

b

b

b

b

b

b

k

k
し
h

.

k

k
.
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図 4
- 2
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最初 の タ ー ゲ ッ トD N A は ､ 2 1k b
,
7 . 4 kb

,
5 .8/5 .6 k b

, 4 .9 k b , 3 . 5 k b の 5 本 の 青色 蛍光 の

バ ン ド として 現 れた ｡ 5 . 8 k b と5 .6 k b の バ ン ドは ､
バ ン ドサ イ ズに ほ とん ど差がない た め

に ､ 写 真はく っ つ い て い るよ う に見 える が ､ 目視で は ､ は っ きり と した バ ン ドとして 認

識で きた ｡ 2 番 目の タ
ー

ゲ ッ トD N A は､
6 . 6k b と4 .4 k b の 2 つ の黄緑色蛍光 の バ ン ドが現

れ た ｡ こ の よ うに 2 種類 の 異 な っ たD N A を､ H N P P と B N F P の 2 色の 蛍光 色素を用

い て
､
2 段階法 によ っ て 同時検出す る こ とが出来た ｡ しか し､ こ の H N P P とB N F P の 両基

質 を用 い て 2 色FIS H を行 っ たが ､ 染色体に 対す る沈着性が不十分の た め ､ 検 出で きな

か っ た ｡

ー5 9 -



第 5 章 ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ用新規蛍光基質 の 合 成 とD N A の 高感度検 出及 び異 な っ た塩

基配列を有す るD N A の 同時検出

前章で は ､ ビオチ ン とデイ ゴキシゲ ニ ン と い う 2 種類の ハ ブテ ンを 用 い て アル カ

リホス フ ァ タ
ー

ゼ ( A L P ) に対する 2 種類の 蛍光基質 H N P P と B N F P を 2 段階で 反

応させ る検出法 に つ い て 述 べ た｡ こ の 方 法で は ､ 第
一

段階 の 蛍光色 素沈着 の 後 ､ A L P の

失括操作が必要 となる ｡ 本章では ､ 2 種類 の 酵素を用 い た 2 色検出法に つ い て検討 した ｡

2 種類の 酵素と して A L P と西洋わさ び由来の ペ ル オキ シダ
p ゼ ( H R P) を用 い て検討 を

行 っ た｡ H R P は ､ 抗体 に標識で きる酵素 の 中で ､ 最 も分子量が小さ い 酵素 で ある ため ､

組織化学 の 分野 の酵素を用 い た核酸の検出 にお い て ､ こ れ まで よく使われて きた酵素の

一 つ で ある ｡ 図 5
p

l にA L P とH R P を用 い た 2 色検出法の 概 念図 を示す ｡

図 5
- 1
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一

つ の タ ー

ゲ ッ トD N A に対 して相 補 的配列 を持 つ プ ロ
ー ブD N A に例 え ば､ ビオ

チ ンを標識す る ｡ さ らに もう 一

つ の タ
ー ゲッ トD N A に対 して 相補的配列を持 つ プロ ー ブ

D N A には ､ ディ ゴキ シ ゲ ニ ン を標識す る ｡ 次 い で ､
2 種類 の 異な っ た塩基 配列 を持 つ

D N A を混 ぜ合わせ て ゲ ル電気泳導を行う ｡ 次 い で ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン フ ィ ル タ ー に転

写 し ､ そ れぞれ の ハ ブテ ン が標識された相補的なプロ ー

ブD N A を結 合 させ る ｡ 次 い で ､

同時 に ､ A L P 標識され た抗ビオチ ン抗体と西洋わさび由来 の ペ ル オキ シダ
ー

ゼ ( H R P)

標識された抗ディ ゴキ シゲ ニ ン抗体をカ ッ プリ ングさせ る ｡ 次い で ､ 同時 に ､ A L P の 蛍

光基質と西洋わさび由来 の ペ ル オキ シダ ー ゼ ( H R P) の 蛍光基質を反応させ ､ ナイ ロ ン

メ ンブ レ ン上 の タ
ー

ゲ ッ トD N A の そ の 場 所 に沈着した加水分解体 に励起光 を照射 し ､ 発

す る蛍光 をC C D カ メ ラに取 り込み 画像化す る ｡

5 -

1 ペ ル オキ シダ ー

ゼ用 の 新規蛍光基質 の 合成

ペ ル オキシ ダ ー

ゼ の 活性 を調 べ る こ と の で きる基 質は ､
2
'

,
7
'

-

ジ ク ロ ロ フ ル

オ レセイ ン
7 5 )
が最 もよ く用 い られ て い る ｡ また メ ンプ レ ン上の 核酸 を検出す る場合に

今 まで に よく使われて い る ペ ル オキ シダ ー ゼ の 基質 として は ､ 発色基質 で ある 3 , 3
,

-

ジアミ ノ ベ ンジ ジ ン
7 6 )
及びそ の類似体

7 7 )
､ 化学発光基質で ある ルミ ノ ー ル

7 8 ､ 7 9
､
8 0

､

8 1 )
があ る ｡ しか し ､ メ ン プ レン上 で核酸を検出す る には こ れ ら の 基質 には問 題点があ

る ｡ まず こ の フ ル オ レセイ ン 誘導体は､ 水 溶性で ある ためメ ンプ レ ンに 沈着せず用 い る

こ とがで きな い ｡ また発色や化学発光基質 にお いて は ､ 感度が 低い とい う問題点 がある ｡

そ こ で ､ メンプ レ ンに沈着す る新 し い蛍光基質 の 開発 に取り組 んだ｡ 新 しい 基質 として ､

まず､ フ ル オ レセイ ン を不溶性に しメ ンプ レン へ の 沈着性を高めるため ､
5 位 の 位置 に

芳香族置換基を導入し､ さら に 3
'

位 の フ ェ ノ ー

ル 性の ヒ ドロ キ シル基 に種々 の アラル

キル基を導入す る こ と を試みた ｡ 合成 は ､ 第 3 章に示した方法を用 い て行 っ た ｡ 5 - ア

ミ ノ フ ル オ レセ イ ン を出発原料 とし ､ それ に ､ 4
- ビフ ェ ニ ル カル ポ ニ ル ク ロ ライ ドを

反応 させ ､ 精製後､ 炭酸 カリ ウム存荏下 ジ メ チル ホルム アミ ド中種 々 の ハ ロ ゲ ン化 ア ラ

ルキル化合物 と反応さ せ ､ 5 位 に ビフ ェ ニ ルカ ル ポキサミ ド基を有する フ ル オ レセイ ン

モノ エ
ー

テル体 を収率 8 6 ～ 9 9 % で得た ｡ また ､ フ ル オ レセイ ンイ ソ チオ シ ア ネ
ー ト

ー6 ト



を出発原料 と し ､ そ れ に 3
,
5 - ジメ チ ル ア ニ リ ン を反応 さ せ ､ 精製後 ､ 先 と 同様 の 反応

を行 い ､ こ の フ ル オ レセ イ ン モ ノ エ ー

テ ル 体 を収率 9 1 ～ 9 9 % で 得た ｡ 次 に新 し い 蛍

光 を持 っ た ア ニ リ ン 誘導体 の 合成 を試 み た｡ 2
,
5

- ジ メ チ ル ー

1
,
4

-

フ ェ ニ レ ン ジ ア

ミ ン を出発原料と し ､ それ に種々 の 置換基を有する塩化 ベ ンゾイ ル を反 応させ ､
ベ ン ズ

ア ミ ド基を有す る フ ェ ニ レ ン ジ アミ ン誘導体 を合成 した ｡

5 - 2 新規な フ ル オ レセイ ン誘導体及び芳香族ア ミ ノ化合物を用 い た ペ ルオキ シダ ー

ゼ の検出

ペル オキ シダ ー ゼ の検出は次の ように行 っ た｡ ペ ルオキ シダ ー

ゼ を､ p H 7 .5 の バ ッ

フ ァ
ー で 1 帽 から0 ･ 01 掴 まで1/1 0 希釈 し､ そ の 溶液 を 叫 ずつ ニ トロ セ ル ロ

ー

ス メ ン プ

レン 及び ナイ ロ ン メ ン プ レン に順 にス ポッ トす る ｡ 次 い でそ の メ ンプ レ ン を風乾さ せ ､

ペ ル オキ シダ ー ゼ を固定す る ｡ 過酸化水素水を含んだp H 7 . 2 の リ ン酸緩衝液中で基質を

室温 で反応 させ た後､ フ ル オ レセ イ ン 誘導体 を用 い て ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ の検 出を行 っ た ｡

そ の 結果 を表 5 - 1 に示す｡

そ の 結果 ､ ナイ ロ ン メ ン プレ ンを用 い た場合は ､ どの 基質の 場合も検出限界が 1

帽 で ､ 検出時間が 1 時 間 とい う悪 い 結果 とな っ た ｡ こ れ は､ 基質が ペ ル オキ シダ ー ゼ と

過酸化水 素水と の 反応す る こ と によ っ て 得 られ る酸化 された化合物 とナ イ ロ ン メ ン プ レ

ン との 親和性が低 い ため ､ ス ポ ッ トが拡散 して しま い ､
バ ッ ク グラ ン ド蛍光 が高く な っ

た こ とに よる と考えて い る ｡ 一 方､
ニ トロ セル ロ ー

ス メ ンプ レ ンを用 い た場合 ､
5 -

ア

ミ ノ フ ル オ レセ イ ン 5
-

1 と N
-

オ レセイ ン 5
- 2 が ､

( 3
,
5 - ジ メ チ ル フ ェ ニ ル)

- 5 -

チオ ウ レイ ドフ ル

0 .0 1 匹g とい う最も高い検出限界で ペ ルオキ シダ
ー

ゼ を検出す る こ

とが で きた ｡ 中で も ､ 5
-

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン は ､ 3 0 分で0 .0 叫 g まで検出で きた ｡

- 62 -



表 5 -

1 フ ル オ レセイ ン 誘導体 5
-

1 ～ 5
-

5 を用 い た ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ の検 出

N o ･

酵 素基質 芸造詣妄
ダ ~ ゼ

(反応時間)

5 -1

5 - 2

5 -3

5 - 4

5 - 5

N c : 0 . 0 1 p g ( 0 . 5 h)

(暮o w b a c k)

N y : 1 p g (1 7 h)

( hig h b a ck)

N c : 0 .0 1 p g ( 0 . 5 h)

(暮o w b a c k)

N y : 1 匹g (1 7 h)

( hig h b a c k)

N c : 0 . 1 帽 ( 1 7 h)
(lo w b a c k)

N y : 1 一喝 (1 7 h)

(hjg h b a ck)

N c : 0 . 1 ドg (1 7 h)

(l o w b a c k)

N y : 1 p g ( 1 7 h)
( hig h b a c k)

N c : 0 . 1 p g ( 1 7 h)

(lo w b a ck)

N y : 1 p g (1 7 h)

(hig h b a c k)

N c : ニ ト ロ セル ロ ー ス メ ン プ レン ､ N y : ナイ ロ ンメ ンプ レン

ー6 3 -



次 に種 々 の 芳香族 ア ミ ノ化合物 を用 い て フ ル オ レセイ ン 誘導体 と同様 に メ ン プ レ

ン 上 の ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ の 検 出を行 っ た ｡ ペ ル オ キシダ

ー ゼと の 反応方 法 と して ､ 種 々

の 芳香族 ア ミ ノ 化合物が 反応 して ア ゾダイ マ
ー を生成す る方法

7 6 )
と芳 香族 アミ ノ 化合

物とナ フ ト
ー ル 化合物 を用 い たイ ン ドフ ェ ノ

ー ル チ トク ロ
ー

ム 酸化反応
8 2 ･ 8 3 ､ 8 4 )

が知

られて い る ｡ そ こ で ､ 種 々 の 芳香族 アミ ノ 化 合物 の み を ペ ル オキ シ ダ
ー ゼ と反応さ せた

場合と種々 の 芳香族ア ミ ノ 化合物とナ フ ト
ー ル誘導体を混ぜ合わせた後､

ペ ルオキ シダ
ー

ゼ との 反応 を行 う と い う 2 種類 の 反応 を行 っ た ｡ そ の 結果 を表 5
-

2 に示 す ｡

芳香族 ア ミ ノ 誘 導体は､ 酵素反応後 ､ 色 とな る基質が多 い の で ､ 蛍光 の存在 の確

認も行 っ た ｡ まず始め に ､
ニ トロ セル ロ ー ス メ ンプ レン上 での 評価を行 っ た ｡ そ の結果 ､

0 . 0 1 鵬 と い う高い 検出感度を示した の は ､ 誘導体 5
- 6

､
5 -

7 ､

5 - 1 1 ､ 5 -

1 4 ､ 5 - 1 5 ､
5 - 1 7

､
5 - 1 8 ､

5 - 2 2 ､ 5 - 2 3 ､ 5 - 2 4 ､ 5 - 2 5 ､ 5
- 2 6 ､

5 - 3 8 ､ 5 -

4 1 ､

5 - 9 ､ 5
-

1 0
､

5 - 1 9 ､
5 - 2 0 ､ 5 - 2 1 ､

5 - 2 7 ､ 5 - 2 8 ､ 5 - 3 7 ､

5 - 4 7
､
5 -

4 8
､
5 - 5 1 ､ 5 - 5 7 ､ 5

- 5 8 で あ っ た｡

そ の 中で もニ トロ セ ル ロ
ー ス メ ンプ レ ンに対 して高い沈着性を示した基質は､

5 - 9 ､

5 - 2 5 ､ 5 - 2 6 で あ っ た｡ こ の 3 種類の 基質 は ､ 検出感度及び沈着性とも非常に優

れて い た ｡
一 方 ､ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン上で の 評価を行 っ た ｡ 0 . 0 1 鵬 とい う高 い 検 出感

度を示したの は ､ 誘導体 5
- 6 ､ 5

-

1 1
､
5 -

1 7
､
5 - 1 8 ､ 5

-

2 1 ､
5 - 2 7

､

5 - 2 8 ､ 5 - 3 7 ､ 5 -

4 7 で あ っ た｡ そ の 中で ナイ ロ ン メ ンプ レ ンに 対 して わずか

な拡散は見られたが ､ 高 い 沈着性を示した基質は 5 -

1 1 ､ 5 - 1 7
､ 5

-

1 8
､
5 -

旦1 で あ っ た ｡ しか し､
ニ ト ロ セ ル ロ

ー

ス メ ン プ レ ン に対す る ように全く拡散が観察さ

れない基質はなか っ た ｡ こ の こ とより ア ニ リ ン誘導体及びア ゾ基を有す る ア ニ リ ン誘導

体は ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン よりニ トロ セル ロ
ー ス メ ンプ レ ン の 方が高い 沈着性を示す こ

とが分か っ た ｡ また ､ 酵素反応後 ､ 蛍光を発する基質はなか っ た ｡

-6 4 -



表 5
-

2 芳香族 ア ミ ノ化 合物 5
-

6 ～ 5
- 6 6 を用 い た ペ ル オキ シ ダ

ー

ゼ の検 出

N c ･ m e m b r a n e N y m e m b r a n e

N o . N H
2

-× C O1 0 r /

d et e cti o n s u b st a nti vity d et e ctjo n s u b st a nti vit y fI u o r e s c e n c e
li m it ri m it

5 J N H r & N H 2

5 ･ 7 N H Tベラ
ー N(C H 3)2

5 - 1 2
N H 2る ｡.

5 -1 3 N H 2ぺ} N = N 電

5 - 1 4
N H 2る N = Nる

5 -1 5 N H 2 や N = N 一

局
N H 2

0 ■0 1 トLg O .0 1 什g

0 ･0 1 叫g O .1 ドg

N D N D

0 ■0 1 けg
+

1 叫g
+

0 . 0 1 叫g

0 .0 1 ドg

+

+

1 一喝

0 .0 1 けg

+

+

0 ･1 汁g
+ 1 咽

十

0 ･1 囲
+

1 囲
十

0 . 0 1 叫g

0 .0 1 匹g

+

+

1 けg

1 匹g

+

5 - 1 6 N H 2ベラ
ー

N : N

や
o H l 購 1 購

C O O M e

b r o w n / n o n e

P U rPJ e / n o n e

N D

b ｢ O W n / n o n e

b r o w n / n o n e

b r o w n / n o n e

b r o w n / n o n e

b ro w n / n o n e

b r o w n / n o n e

b r o w n / n o n e

b r o w n / n o n e

N c ･ : nit r o c eIJ u[ o s e m e m b r a n e
,
N y ･: n yI o n m e m b r a n e , + : hig h , ± : m O d e r a te ,

-

: J o w

- 6 5 -



N o .
N H
2

-× +

N c . m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C O1 0 r /

d e te ctj o n s u b s t a nti vity d et
e cti o n s u b s t a nti vity

･

仙 o r e s c e n c e

Ji m it Ii m it

5 -1 7 N H 2ぺ} N H 2

5 ･1 8 N Hベラ
ー

N( C H 3)2

5 ･1 9 N H r ⑦

5 -2 ｡ N H為
5 -2 1 N H 2る
5 -2 2 N H r 訪｡.

5 - 2 3 N Hベラー N = N 電

5 ･ 2 4 N H 為 N = Nる
5 -2 5 N H r q N = N

一

局

5 - 2 6 N H F % N = N
一

年
o H

C 0 0 M e

0 . 0 丹g ± 0 .0 1 購 ±

0 . 0 丹g ± 0 .0 1 囲 ±

0 .0 1 けg ± 1 けg ±

0 .0 1 トg ± 1 卜g ±

0 .0 1 購 ± 0 . 0 1 購 ±

0 ･0 1 掴 ± 1 掴 +

0 ･ 0 1 購 ± 1 咽 +

0 .0 1 購 ± 1 購 ±

0 ･0 1 トg + 1 一喝 +

0 ･ 0 1 けg 十 りLg +

P u rPI e / n o n e

bl u e / n o n e

P U rPl e / n o n e

P U 画 e / n o n e

P u rPle / n o n e

P u rPle / n o n e

P U 咄e / n o n e

P u rPJ e / n o n e

P u rPle / n o n e

P u rPl e / n o n e

N c . : nitr o c e H uI o s e m e m b r a n e
,
N y .: n y1 0 n m e m b r a n e , + : hig h , ± : m O d e r at e ,

- : 1 0 W

ー 6 6 -



N o ･ N = 2
- × +

N c ･ m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C O1 0 r /

d e t e cti o n s u b st a nti vjty d et e ctio n s u b st a ntivity fJ u o r e s c e n c e
li m it li m it

5 - 2 7 N Hべヨ
ー N H 2

5 ･2 8 N H 2ベラー N( C H 3) 2

5 ･ 3 2 N H

5 - 3 3 N Hベラ
ー N = N 電

5 - 3 4 N H

5 - 3 5 N H r 句
- N : Nべ∋

5 - 3 6 N H 2ぺ} N = N
一

句
-

O H

C 0 0 M e

0 . 0 丹g ± 0 . 0 り唱 ±

0 .0 1 ドg ± 0 . 0 1 けg ±

･0 .1 叫g ±

0 .1 けg ±

1 掴 ±

1 トtg ±

0 . 1 けg ± 1 掴 ±

0 .1 囲 ±

0 .1 ドg ±

0 .1 叫g ±

0 .1 トLg ±

1 トg ±

1 囲 ±

1 囲 ±

1 掴 ±

0 .
1 ドg ± 1 購 ±

bJ u e / n o n e

b 山e / n o n e

P u rPI e / n o n e

P U rPle / n o n e

P U rPl e / n o n e

P U rPle / n o n e

P U 咄e / n o n e

P U rPJ e / n o n e

P u rPl e / n o n e

P U rPl e / n o n e

N c ･ = njt r o c ell uJo s e m e m b r a n e
,
N y ･‥ n yl o n m e m b r a n e , + ‥hig h , ±‥ m Od e r a t e ,

- : J o w

- 6 7 -



N o , N H 2
- X +

N c . m e m b r a n e N y m e m b ra n e

C O10 r /

d e t e c ti o n s u b s t a n ti vity d e te cti o n s u b s t a nti vjty f[ u o r e s c e n c e

li m it [i m it

5 ･ 3 7 町
-くヨ

ー

N H 2

5 - 3 8 N Hべヨー

N( C H 3) 2

5 - 3 9 N H ど 電

5 ･ 4 0 N H

5 -4 2 N H

5 - 4 3 N H べヨー N = N - ⑦

5 - 4 4 N H

5 -4 5 N H r 句
-

N = N
一

局
N H 2

0 .0 1 p g ± 0 . O I p g ± bl u e / n o n e

0 .0 1 p g ± 0 .0 1 p g ± bI u e / n o n e

0 ･l Llg ± 1 p g ± p u rpJ e / n o n e

0 ･1 pg ± 1 p g ± p u rp[ e / n o n e

0 ･0 1 Ll g ± 0 .1 p g ± p u rp[ e / n o n e

0 ･1 p g ± 1 p g ± p u rp) e / n o n e

0 ･1 p g ± 0 .1 p g ± p u rpl e / n o n e

0 ･1 p g ± 1 p g ± p u rp暮e / n o n e

0 ･l p g ± 1 p g ± p u rpI e / n o n e

5 - 4 6 N H T % N = N
一

命 o H O ･l p g 士 1 p g ± p u rp･ e ′ n o n e

C 0 0 M e

N c ･ : nitr o c eJI uI o s e m e m b r a n e
,
N y ･: n y1 0 n m e m b r a n e , + : hig h , ± : m O d e r at e ,

- : I o w

-6 8 -



N o . N H 2
- X +

N c . m e m b ra n e N y m e m b ra n e

O C H 3 1i m it li m it

C O暮o r /

d e t e cti o n s u b st a nti vity d et e cti o n s u b st a nti vit y
ff u o r e s c e n c e

5 -4 7 N Hべヨ
ーんH 2

5 - 4 8 N H F
-

& N( C H 3)2

5 ･4 9 N Hべ∋

5 - 5 0 N H為

ふ5 2 N H 2 る ｡.

5 馴 Hべ} N = Nぺ∋

5 -5 4 N H 為 N = Nる
5 -5 5 N H ㌻ や N = Nべ∋

5 ･ 5 6 N H
rく} N = N 一

句
- O H

C O O M e

0 ■0 1 叶g ± 0 .0 1 一喝 ±

0 ･0 1 トg ± 0 .1 囲 ±

0 ･1 叶g ± 1 ドg ±

0 ･
1 掴 ± 1 卜g ±

0 ･ 0 1 ドg ± 0 .1 掴 ±

0 ･1 囲 ± 1 購 ±

0 ･1 囲 + 1 囲 ±

0 ･1 卜g ± 1 購 ±

0 ･1 掴 ± 1 囲 ±

0 ･1 囲 ± 1 囲 ±

bI u e / n o n e

b 山e / n o n e

P U 咄e / n o n e

P U rPI e / n o n e

P U rPJe / n o n e

P u rPJ e / n o n e

P u rPl e / n o n e

P u rPle / n o n e

P u rPJ e / n o n e

P U 咄 e / n o n e

N c . : nit r o c eIJ u10 S e m e m b r a n e
,
N y ,: n yI o n m e m b r a n e , + : hig h , ± : m O d e r at e ,

- ‥1 0 W
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N o . N H 2
- × +

N c . m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C Ol o r /

d et e ctio n s u b s t a nti vity d et e cti o n s u b st a ntivity fI u o r e s c e n c e

li m it Ii m it

5 ･5 7 N Hベラー N H 2

5 ･5 8 N H ど
-く芳一 N( C H 3) 2

5 -5 9 N H r 局

5 - 6 0 N H

5 -6 2 N H

5 刷 H どベラー N = Nべ∋

5 -6 4 N H

5 -6 5 N H r 句
- N = Nべ∋

5 剛 r ∈㌻N = N
一

命
o H

C 0 0 M e

0 . 0 丹 g ± 0 .1 購 ±

0 .0 1 囲 ± 0 .1 叶g ±

1 掴 ± 1 購 ±

1 ドg ± 1 購 ±

0 .1 囲 ± 1 掴 ±

1 叫g ± 1 ドg ±

1 掴 + 1 掴 ±

1 購 ± 1 姻 ±

丹g ± 1 囲 ±

丹 g ± 1 掴 ±

b 山e / n o n e

bL u e / n o n e

P u rPl e / n o n e

P u rPl e / n o n e

P U rPJ e / n o n e

P U rPl e / n o n e

P u rPI e / n o n e

P U rPI e / n o n e

P u rPJ e / n o n e

P U rP) e / n o n e

N c , : nitr o c e = u1 0 S e m e m b r a n e
,
N y .: n y1 0 n m e m b ra n e , + : hig h , ± : m O d e r a t e ,

-

: I o w

- 7 0 -



次 に 4 -

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ベ ンズア ミ ド誘導体 5
- 6 7 ～ 5 - 8 1

キ シ ダ
ー ゼの 検 出感度 を検討 した｡ そ の 結果 を表 5

-

3 に示す ｡

を用 い て ペ ル オ

表 5 - 3 4 -

ア ミ ノ フ ユ ニ ル ベ ンズ ア ミ ド誘導体 5
- 6 7 ～ 5 - 8 1 を用 い た ベ ル

オキ シダ ー ゼ の 検出感度

N o . N H
2

-×
N c ･ m e m b ra n e N y m e m b r a n e

C O1 0 r /

d e t e cti o n s u b st a nti vity d et e ctio n s u b st a nti vity fI u o r e s c e n c e

li m it li m it

5 ･6 7 N H濁N H C ｡ -

a ･0 1 p g 十

5 - 6 8 N H苺N H C ｡ 電 0 ･ 0 1 "
･

5 - 6 9 N H渇N H C O冶 0 ･0 1 購･
→十

C H 3

5 ･7 0 N H 2

0 . り唱 + + p = pl e / n o n e

0 ･1 LLg + p u rpl e / n o n e

0 ■ 0 1 p g
+ +

y eJJ o w / 仙 O r e S C e n C e

N H C ｡ 電 0 ･0 1 p g
+

0 ･ 1 p g 十 y e ‖o w ′f･ u o re s c e n c e

5 ･ 7 1 N H苺N H C O葛 0 ･0 1 囲
+

C H 3 0 C H 3

0 ･1 p g
+ y e[■o w / fJ u o r e s c e n c e

N c ･ : nit r o c e " u1 0 S e m e m b r a n e
,
N y . : n yJ o n m e m b ra n e ,

+ + : V e ry hig h s u b s t a nti vity , + : hig h s u b s t a nti vity , ± : m O d e ra t e s u b st a n ti vity ,
- : 1 0 W S u b st a nti vity

ー 7 1 -



N o t N H
2

- X +

N c . m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C OI o r /

d e t e cti o n s u b s t a nti vity d et e ctio n s u b st a nti vity fl u o r e s c e n c e

li m it li m it

w 2 N H r& N H C O く∋ 0 ･0 1 p g ･ 0 ･ 1 囲 ± p ｡ P . e / ｡ ｡ ｡ e

5 ･ 7 3 N H渇 N H C Oく∋ 0 ･0 1 " ･ 0 ･ 1 購 ± p u rp･ e / n o n e

O C H 3

N o . N H 2
- X +

N c . m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C O10 r /

d et e cti o n s u b st a nti vity d et e c ti o n s u b s t a nti vity fJ u o r e s c e n c e

li m it li m it

5 -7 4 N H 2るN H C ｡ 一 局 ∴g ± 0 ･1 p g ± p u ,P.e , ｡ ｡ ｡ e

5 -7 5 N H三番NH C O 岱 0 ･l p g ± 0 ･ l " ± p u p ･e / n o n e

O C H 3

N o . N H 2
- × +

N c . m e m b r a n e N y m e m b ra n e

C O10 ｢ /
d et e ctj o n s u b st a nti vity d et e cti o n s u b st a nti vity fJ u o r e s c e n c e
li m it li m it

5 -7 6 N H渇N H C ｡
-

⑦ 0 ･0 1 " ± 1 掴 ± p ｡ rP. e ′n ｡ n e

5 ･カ N H
2るN H C O 岱 0 ･ 0 1 p g ± 0 ･ l p g ± p u rp･e / n o n e

O C H
3

N c ･ ‥ nit r o c elI uJo s e m e m b r a n e
,
N y ･ : n yJ o n m e m b r a n e ,

+ + : V e ry hig h s u b st a nti vit y , + ‥ hig h s u b st a ntivjty , ± : m O d e r at e s u b st a ntivjty ,
, ‥10 W S U b st a nti vity

- 7 2 -



N o . N H
2

- X +

N c . m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C O 10 r /

d et e cti o n s u b st a ntj vity d et e cti o
n s u b s t a nti vit y fJ u o r e s c e n c e

li m it li m it

5 - 7 8 N H苺N H C ｡ 岱 0 ･
1 p g ± 1 掴 ± p u rp･e / n o n e

5 -7 9 N H渇N H C O 電 0 ･ l p g ± 0 ･ 1 掴 ± p u rp･ e ′n o n e

O C H 3

N o . N H
2

- X +

N c . m e m b r a n e N y m e m b r a n e

C Ot O r /

d et e cti o n s u b st a nti vit y d et e c ti o n s u b s t a nti vity fJ u o r e s c e n c e

li m it li m it

5 - 8 0 N H苺N H C ｡ 電 l " ± 1 掴 ± p u rp･e / n o n e

5 - 8 1 N H渇N H C ｡ 電 0 ･ 1 p g ± 0 ･ 1 u g ± p u rp･ e / n o n e

O C H 3

+ + ‥ V e ry hig h s u b st a nti vity , + ‥ hig h s u b st a n ti vity , ±‥ m Od e r at e s u b st a n ti vity ,
-

‥J o w s u b st a n ti vity

N c ･ : nit r o c e[) u( o s e m e m b r a n e
,
N y : n y10 n m e m b r a n e

まず始 め に ､
ニ トロ セ ル ロ ー ス メ ン プ レン上 で の 評価 を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ 0 .0 1

鵬 とい う高い検 出感度を示した の は ､ 誘導体5 - 6 7
､ 5 - 6 8 ､ 5 - 6 9

､
5 - 7

0
､ 5

-

7 1 ､ 5 -

7 2 ､ 5 -

7 3
､
5 -

7 6 ､ 5 -

7 7 ､ で あ っ た｡ そ の 中で もニ ト

ロ セ ル ロ ー

ス メ ン プ レ ン に対 して 非常 に高 い沈着性を示した基質は ､ 5 - 6 7 ､ 5 - 6

9 で あ っ た ｡ また ､ わずか な拡散は見られた基質 は ､ 5 -

7 2
､
5 -

7 3
､
5 -

7 6
､

5 -

7 7 で あ っ た ｡ 次 い で ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン 上 で の 評 価 を行 っ た ｡ 0 . 0 1 鵬 とい う

高 い 検出感度を示 した の は ､ 誘導体 5
- 6 9 だけで あ っ た ｡ こ の 基質 は､ ナイ ロ ンメ ン

プ レン に対 して非 常 に高 い 沈着性を示す こ とが分 か っ た ｡ 誘導体5 - 6 9 ･ 5 - 7 0 ･

-7 3 -



5
- 7 1 は ､ 非常 に興 味深 い こ と に べ ル オキ シ ダ

ー ゼ との 反応後 ､ 強 い黄 色蛍光 を発す

るこ とが分 か っ た ｡ ペ ルオキ シダ ー ゼとの反応後 ､ 蛍光 を発する基質 と して 唯
一

2
'

,
7
'

-

ジク ロ ロ フ ル オ レセ イ ンが知 ら れ て い た ｡ 今年 にな っ て ､ 同仁化学 よ り ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼの 新 し い 基質と して 4 - アセトア ミ ドフ ェ ノ
ー ル が報告 された

8 5 )
｡ こ の 蛍光基質 は ､

水溶液中の検出系で ､
ペ ル オキ シ ダ ー

ゼ活性を測定す る基質 で ある ｡ 誘導体 5
- 6 9 ､

5
-

7 0 ､ 5 -

7 1 の よ うなナ イ ロ ン メ ン プ レ ン に沈 着 し ､ そ の 場所 で ､ 蛍光 を発す る

とい う特長を持 っ た基質は初めて の報告例で ある｡ もとより､ 5
- 6 9

､
5 - 7 0

､
5 -

ヱ上白身は蛍光を示さない ｡ ペルオキ シダ
ー

ゼ との反応後に蛍光を発する物質に変わ る ｡

そ こ で ､
ペ ルオキ シダ ー ゼ との 反応 生成物 を確認す るため に ､ 誘導体 5

- 6 9 と ペ ル オ

キ シダ ー ゼ と の 反応 を行 っ た ｡ 9 6 m g (0 .3 7 5 m ol) の 誘導体 5 - 6 9 をD M F 2 mi に 溶

解し ､ P H 7 .2 の1/ 15 M の リ ン酸緩衝液を加え ､ 不 容物を0 .4 5 p m の セル ロ
ー ス アセテ

ー ト

フ ィ ル タ
ー に通 して 除く ｡ 次 い で ､ 3 0 % 過 酸化 水素 水を2 0恒加 え ､ 次 い で ､ 10 m g/ 血

の 濃 度の ペ ル オキ シダ ー

ゼ を1 0 0 担加え ､ 室温 で 5 分 間反応さ せ る ｡ 反応後 ､ 凍結 乾燥

器 にて ､ 水 を除き ､ 残 っ た沈殿体をカ ラム ク ロ マ トグラフ ィ ー に より精製した ｡ 得 られ

た化 合物 は ､ 驚 く べ き こ とに ､ 式 5
-

1 に示 す ア ゾ ニ 量体 5
- 6 9 a z o で あ っ た｡ こ の

化合物 の ス ペ ク トルデ ー

タ
ー

を表5 -

4 に 示す ｡ ア ニ リ ン誘導体が ､
ペ ル オキシダ ー ゼ

と反応 し て ア ゾニ 量体 を与 え る こ とは知 られ て い るが
7 6 )

､ 通常 ア ゾ化合物 は ､ 色を示

し蛍光 は示さな い ｡ 本結果で 得 られ た蛍光 を示す ア ゾ化合物は ､ 極めて 珍しい ｡ ア ゾニ

量体5 - 6 9 a z oiま､ D M F 中で は､ 最 大励起波長は3 1 2 n m で ､ 最大蛍光波長 は4 4 0 n m で あ っ

た｡

ー7 4-



式 5
-

1 誘導体 5 - 6 9

H 2苺H C ｡ 一 局

5 ･6 9

と ペ ル オキ シダ ー

ゼ と の 反応

1 m g / 1 0 0 ド[ h o r s e r a dis h p e r o xid a s e

3 0 % H 2 0 2

1 /1 5 M p h o p s h at e b uffe r ( P H 7 .2)
r . t .

,
1 5 m i n

C H I C し ノで＼ J
N H C O

∴
二

三
二二

C H 3

5 ･ 6 9 a z o

表 5 - 4 5 - 6 9 a z o の解析デ ー タ ー

1 H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O -d 6) 8 ( P P m ) , J ( H z)

2 ･ 2 4 ( S , 6 H , A r - C H 3) , 3 ･7 2 ( S , 6 H , A r - O C H 3) , 7 .5 1 - 7 . 8 9 ( m , 1 4 H)

旧 ( K B ｢)

1 6 5 0 ( - N H C O -) , 1 3 0 0 -1 2 5 0 ( - N = N -

,
t ra n S f o r m )

M S ( S I M S)

5 0 9 ( M + 1)
+

,
4 9 5

,
3 3 6

,
2 8 8

, 2 5 8 , 2 3 5 , 2 2 4

+ ≡三-

5 - 3 新規な フ ル オ レセイ ン誘導体及び 4 -

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ベ ンズア ミ ド誘導体を

用 い た メ ン プ レ ン上の D N A の 検出

フ ルオ レセイ ン誘 導体 と 4
-

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ベ ン ズ アミ ド誘導体を用 い て ､ ス ポ ッ

トテ ス ト法に より ､ ナイ ロ ン メン プレ ン上 の D N A の 検 出を試 み た ｡ 検出方 法と して は､

第 1 章 1 -

1 に記載と 同様 の 方法 を用 いて ､ ナイ ロ ンメ ンプレ ン にある希釈倍率で ､ デイ

ー7 5 -



ゴキ シゲ ニ ン標識 したD N A を 1 け1 づつ ス ポ ッ ト し ､ 次 い で ､ ペ ルオキ シ ダ
ー

ゼ 標識 し

た抗ディ ゴキ シゲ ニ ン 抗体 をカ ッ プリ ン グさ せ ､ 次 い で ､ 0 . 0 0 3 % 過 酸化水 素水 を加 え ､

酵 素反応 を行 っ た ｡

そ の 結果 ､ 表 5 -

1 に示 した全て の フ ル オ レセイ ン誘導体 は ､ D N A に抗 体 を介

して 結 合した ペ ル オキ シ ダ
ー ゼと の 反応性が非常 に低 い ためよ い 結果が得 られなか っ た ｡

表 5
- 5 に幾つ か の 4

-

ア ミ ノ フ ェ ニ ル ベ ンズア ミ ド誘導体のD N A 検出結果を示す ｡ 検

討した 4 -

アミ ノ フ ェ ニ ルベ ンズアミ ド誘導体の 内､ 誘導体 5 - 6 7 と 5
- 6 9 により

D N A を検 出で き る こ とが分 か っ た ｡ そ れ以外 の 基質 は 全くD N A を検 出 で きなか っ た ｡

特に N
-

( 4
- ア ミノ ー 5 - メトキ シ

ー 2 - メ チル フ ェ ニ ル) ベ ンズア ミ ド5
- 6 9 は ､

4 0 0 f g とい う高 い 検出感度で メ ンプ レ ン上 の D N A を検出で きた ｡ また ､ 5 - 6 9

は ､ バ ッ ク グラ ン ドは非常に低く ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン に非常 に高 い 沈着性を持つ こ と

が分 か っ た ｡ 誘導体 5 - 6 9 を略 してA M M B とす る ｡ 誘 導体 5 - 6 7 は
､ 検 出感度が

5 0 p g と低く ､ 沈着性も低か っ た ｡

A M M B をナイ ロ ン メ ン プ レ ン にス ポッ トしたD N A に抗体 を介 して 結合 して い る

ペ ル オ キシダ ー ゼ と反応 させ ､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン上 の 蛍光を測定した ｡ そ の 結果 ､ 最

大励起波長 が 4 1 8 n m で ､ 最大蛍光波長 が 5 3 0 n m で あっ た ｡ こ の A M M B は ､ ナイ ロ

ン メ ン プ レ ン 上 の 蛍光は ､ D M F 中の 蛍光波 長 よ り9 0 n m 長波長 シ フ トして い る こ とが

分か っ た ｡ 又最大励起波長は ､ 約 1 0 0 n rn 長波長 シ フ トして い た ｡ A M M B は ､ 2 9 8

皿 の励 起波長 で も ､ 最大励起波 長 ( 4 1 8 n m ) とほぼ同じ強度示し ､
2 9 8 n m で 照射

して も最大蛍光波長は ､
5 3 0 n m で ある こ とが分か っ たの で ､ 通常 の U V ラ ン プで検出

する こ とがで きた ｡

ー7 6 -



表 5
- 5 4 - アミ ノ フ ェ ニ ル ベ ンズ ア ミ ド誘導体 の 5 - 6 7 ～ 5 -

7 1 の D N A 検 出

N o ･
N H
2

- X 漂
Cti o n

s u b sta nti vity b a ck g r o u n d

5 ･6 7 N H 2苺N H C ｡
一

局

5 6 8 N H苺N H C ｡
N

Q

5 -6 9 N H r訪N H C O 岱

5 - 7 0 N H苺N H C O 岱
C H 3

5 ･7 1 N H 2苺H C ｡苺c H 3

5 0 p g +

N D

0 . 4

N D

N D

N D

+ +

N D

N D

1 0 W

N D

1 0 W

N D

N D

+ + : hig h s u b st a nti vity , + : m O d e r a te s ub sta nti vity , ± : J o w s u b st a nti vity

一 7 7 -



5
-

4 A M M B を用 い た サザ ン プ ロ ッ トハ イ プ リ ダイゼ ー シ ョ ン

サ ザ ン プロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン は ､ 第 2 章 2 - 5 記載の 方 法 で行 っ た｡

即ち ､ 九D N A を 用 〃d H l で 消化 し ､ ゲル 電気泳動す る ｡ 次 い で ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン に

転写 し ､ ディ ゴキ シゲ ニ ン 標識 されたf 血 d n I で 消 化 した九D N A を ハイ プリ ダ イ ズさせ

る ｡ 次 い で ､
ペ ル オキ シ ダ

ー

ゼ標識した抗ディ ゴ キ シゲ ニ ン抗体をカ ッ プリ ングさせ ､

A M M B 反 応 させ る ｡ サ ザ ン プ ロ ッ トの 結果 の 写 真 を 図 5
-

2 示す ｡

入D N A / H i n d l" (P g)

.

･

j ■ h

■ 一 ~■■｢ ■ ■ ■ ■ ■ - ･ ■
~
■

図 5 - 2

▼■ヨ■
U 『 ■■F

■十 ヒ

図 5
-

2 で 分か る よ う に ､
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ とA M M B の 組 み 合わ せ によ り0 ･7 p g

の D N A を検出 す る こ とが出来 る こ とが分 か っ た ｡ こ の検 出感度 は ､ 従 来用 い ら れ て い

る発 色基質や 化学発光基質 の 約 1 0 倍の 検 出感度 で ある ｡ こ の こ と によ り ､ メ ン プ レ ン

上 の 異な っ た塩 基配列 を持 つ D N A を､ 同 一 メ ン プ レ ン上 で 同時 に検出 で き る新 し い 多

色 ブロ
ー プ シ ステ ム の 構築 の 可能性が 示 され た の で ､ 次 に検 討 した ｡

-7 8-



5 -

5 同
一 メ ン プ レン 上 で の 2 種類 の異 な っ た タ ー ゲ ッ トD N A の 1 段階検 出法

サザ ンプロ ッ トハ イ プリグイ ゼ ー シ ョ ン 法 で の マ ル チ カラ
ー

D N A 検出を確立す る

た め に
､ 既 に第 1 章 で 報告 したA L P の 蛍光基質 で あるH N P P (青色蛍光) とA M M B ( 橙色

蛍光) を用 い て ､ 同
一

メ ン プ レ ン 上 で の 2 種 類 の 異な っ た塩基配列 を持 つ タ ー

ゲ ッ ト

D N A の 1 段階検出 を行 っ た｡ その 検出方法の概念図を図 5 -

3 に示す｡

図 5 - 3 1 段階法によ る 2 色検出法

- 7 9 -



そ の 方法 を 具体的 に述 べ る と ､ ま ず始め に ､ E c o R I で 消化 した入D N A とE c o R I で

消化 したC oI EI D N A と E c o Rl で 消化した p B R 3 2 2 D N A の 混合した も の をゲル 電気泳 導 し ､

次 い で ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン に転写す る ｡ 次 い で ､ デ ィ ゴキ シ ゲ ニ ン 標識した丘c ロ R I で

消化 し た九D N A プ ロ
ー ブ と ピオ チ ン 標識 したC oI E I D N A プ ロ

ー ブと E c o RI で 消化 した

p B R 3 2 2 D N A プロ
ー ブを相補的結 合 させ る 0 次 い で ､ = R P 標識 した抗ディ ゴキ シ ゲ ニ ン

抗体 と A L P 標識抗 ビオ チ ン 抗体 をそ れ ぞ れ の ハ ブテ ン に 同時 にカ ッ プリ ン グ させ ､ 次 い

で ､ A M M B とH N P P を反応 させ る ｡ 加水分解体 の H N P は ､ 青色蛍光 を発 し ､
A M M B の 酵

素反応後 の ア ゾ ニ 量体は ､ オ レ ンジ蛍光 を発 し ､ 両化 合物と もそ の 場所 に沈着す る 0 次

い で ､ こ の 蛍光 シ グ ナ ル をC C D カ メ ラ に取 り込 み画像化 した ｡ そ の 結果 を 図 5
-

4 に 示

す｡

O r a n g e b a n d s

( A M M B m eth o d)

九D N A / E c o R l

b

b

b

b

b

b

し
h

k

k
.

K

k
.

K

4

8

6

9

5

1

7

5

5

4

3

2

図 5
-

4
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B lu e b a n d s

( H N P P m et h o d)

C oI E I D N A / E c o R 1

6
,
6 k b

P B R 3 2 2 / E e o R I

4
,
4 k b



E c o R I で 消化 した九D N A は ､ A M M B で 発色 し ､ 2 1 k b
,
7 . 4 k b

,
5 . 8/5 . 6k b

,
4 .9 k b

,
3 .5 k b

の 5 本 の オ レ ン ジ蛍光 の D N A バ ン ド と して現 れた ｡ 5 . 8k b と5 . 6 k b の D N A バ ン ドは ､

D N A の 長さ に ほ とん ど差 がない ために ､ 写真 はく っ つ い て い る よう に 見え る が ､ 目視

で は ､ は っ きり と した 2 本 の D N A バ ン ド とし て 認識で きた ｡ E c o R I で 消化 したC oI E I

D N A とE c o R I で 消化 したp B R 3 2 2 D N A は ､ H N P P で発 色し ､ 6 .6 k b と4 .4 k b の 2 つ の 青色蛍

光 の バ ン ドが現 れた ｡ こ の ように 2 種類 の 異な っ た D N A の 1 段階法に よる 同時検出で あ

る 2 色検 出検出に成功した ｡

5 - 6 まとめ

本 章 で は ､ 異 な っ た 塩基配列 を持 つ D N A の 同時検出 を行 う 目的 で ､
2 種類 の酵 素

を用 い た 1 段階法に よ る2 色検出に つ い て 検討 した ｡ 2 種類の酵素とし て ､ ア ル カリホ

ス フ ァ タ ー ゼ と西洋わさび由来の ペ ルオキ シダ ー ゼ を用 い て検討 した ｡ そ こ で ､
ペル オ

キ シダ ー ゼの 新規蛍光色素として種々 の フ ル オ レセ イ ン誘導体
･ 芳香族 ア ミ ノ誘導体 ･

4 -

ア ミ ノフ ェ ニ ル ベ ンズア ミ ド誘導体を合成し ト 溶液中とナイ ロ ンメ ンプ レ ン上 の 蛍

光特性及びスポッ トテ ス ト法やサザ ンプ ロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン法に よるD N A の

検 出感度 の 評価 を行 っ た ｡

そ の 結果 ､ N
-

( 4
-

アミ ノ
ー 5 -

メ トキ シ
ー 2 -

メチ ル フ ェ ニ ル) ベ ン ズ アミ

ド ( A M M B ) を用 い る と サザ ン プ ロ ッ トハ イ プリ ダイゼ
ー シ ョ ン法 に お い て0 .7 p g の

D N A が検出で きる こ とが分か っ た ｡ A M M B は ､ 従来か ら用 い られて い る ペ ル オキ シダ
ー

ゼ の 蛍光基質や発色基質よりサザ ンプ ロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン法 にお い て 1 0 倍

高 い検出感度を持 つ こ とが分か っ た｡ また ､ A M M B は ､
ペ ルオキ シ ダ

ー ゼとの 反応後 ､

D M F 中で は､ 最大励起波長は3 1 2 n m で ､ 最 大蛍光波長は ､ 4 40 n m で あ るが ､ ナイ ロ ンメ

ン ブ レ ン上で は､ 最大 励起波長が ､ 2 98 n m と4 18 n m で ､ 最 大蛍光波長は ､ 53 0 n m ま で長

波長シ フ トす る こ とが分 か っ た｡ また ､ A M M B は ､
ペ ル オキ シダ ー ゼとの 反応後 アゾ2

量体 にな る こ と が分か っ た ｡ さ らに ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ
ー

ゼと H N P P の 組 み合わせ

及 びペ ルオキ シダ
p

ゼ とA M M B の 組み合わせを用 い て ､ 異な っ た塩基配列 を持つD N A

の 1 段階法 によ る 同時 2 色検 出を行う こ とが 出来た ｡

- 8 1 -



第 6 章 酵 素標識用新規 ラ ベ リ ン グ試薬 の 開発

序

D N A 検出技術 は ､ 分子 生物学 ､ 組織化学 ､ D N A 診断分野等 で ､ 最 も有効手段 と

して広く用 い られて い る｡ 従来より D N A の 検出は ､ 非常に高感度な方法として R I プロ ー

ブ法が 用 い られて きたが ､ 最 近で は､ 蛍光色素､ 化学発光化合物を用 い た非 RI プロ ー

ブ法 に 置き換わり つ つ あ る ｡ 非 Ⅲ プロ ー ブ法の 中で ､ 現荏 最も高感度で ある の は ､ 酵

素反応 に よる増幅を利用する ､ 酵 素標識法( 酵素法) で ある ｡ 酵素法に は､ 様 々 な方式

があ るが ､ ハ ブテ ン をニ ッ ク トラ ンス レ
ー シ ョ ン

8 6 )
や ､ ラ ン ダムプライ マ ー 伸長 法

8 7 ､

8 8 )
で D N A プロ ー ブに導入 し ､ 抗体を介して酵素 を結合させ る方式､ また は､ 同様 に ビ

オテ ン をD N A プロ ー ブに導入 し､ ス ト レプトア ピジ ンを介して酵素を結合させ る方式が

最 も感度 が高 い もの と し て知 られ て い る ｡ 酵素 と して は ､ 仔 ウ シ 小腸 ア ル カリホス フ ァ

タ ー ゼ ､ 西洋わ さび 由来 の ペ ル オキシダ ー ゼ､ そ して β
- ガ ラク トシダ ー ゼ の 三種 類が

よく使われ て い る が ､ 中で もア ルカリホス フ ァ タ
ー

ゼ を用 い る方法が ､ 最 も高感度で あ

る ｡ ハ ブテ ン と して は
､ 古 く から ピオチ ン が用 い られて い るが ､ 最近 で は ､ ディ ゴキ シ

ゲ ニ ンを用 い る方法 も C . K e s sl e r 等 により報告され て い る ｡ しか し､ こ の 方法で も RI プ

ロ
ー

ブ法 を凌駕す る に至 っ て い な い ｡ ア ル カリホ ス フ ァ タ ー ゼ標識法をさらに高感度 に

す るた め に ､ 新規な ラ ベ リ ン グ試薬の 開 発が重要 で あ る ｡ ジ ベ レ リ ンは ､ 19 26 年黒沢

栄
一

氏 に より G ib b e r ell a 叫ik u r oi ( S a w ) W olle n w e b e r ( 稲馬鹿苗菌) か ら発見 され
8 9 )

､

19 3 9 年薮田貞治郎 に より初めて 化学的に単離された
9 0 )
植物中の 成長促進作用 の ある ホ

ル モ ン の 一 種で ､ ジ ベ レリ ン骨格を持つ誘導体は ､ 現在まで に 7 9 種類が知 られて い る
9

1 )
0 こ の 中で ､ 一 部の も の は ､ 特異的な認識を示し ､ モ ノク ロ ナ

ー ル抗体とし て使用で

きる こ とが知 られ て い る
9 2 )

｡ 1 9 9 0 年 ､ M i ch a el H .B e al e は､ タ ン パ ク用 の ハ プテ ン と し

て ､ そ の 1 7 位 の炭 素 をキルボ メトキ シ ル化 した ジベ レリ ンA 4 ( G A ｡) の誘導体を合成し､

種々 の ジベ レリ ン誘導体の抗体化を評価した結果 ､ 最も抗体化が高い誘導体はジ ベ レリ

ンA 4 で あ ると報告され て い る
9 3)

｡ 図 6
-

1 にジ ベ レリ ンA 4 の 構造式を示す｡

一8 2 -



図6
-

1 ジ ベ レリ ンA 4 の 構造 式

そ こ で ､ ジ ベ レリ ンA 4 をD N A 検出用 の ハ ブテ ンと して 利用するた めに種々 の ジ

ベ レリ ンA 4 誘導体 の 合成を行 い ､ それ らを用 い て D N A 検出感度を検討した｡

6
p

I G A 4 標識d U T P を用い たプロ
p ブ D N A

本研究 で は ､ よ り高感度 な酵素標識用新規 ラ ベ リ ン グ試薬 を開発す る こ とを目的

とし ､ リ ンカ
ー

の 長 さ の 異 なる数種類 の ジ ベ レリ ン A 4 ( G A 4) 標識 ハ ブテ ン を合成す

る こ と に し た｡ G A . の 1 6 位 に d U T P (d e o x y rib o u ri zi n e tr ip h o sp h at e ) と の 接合部を持 つ

G A
4 標識 d U T P ( G A 4

-[ X ] - d U T P ) をデザ イ ン した( 図 6
-

2 ) 0

図 6
- 2 G A

4
標識 d U T P ( G A . -[ X トd U T P ) の 構造式

0 0 0

II ll lI
E O - I L O - P - 0 - P -

I I 1

0 H O H O H

ー 8 3 -



先ず G A .
- 1 6 - カル ポメ トキシ ム を用 い て C . K e s sl e r 等 と同 様 にカ ルポキ シ基 を

ジシ ク ロ へ キ シ ル カ ル ポジイ ミ ド と N
- ヒ ドロ キ シ ス ク シ ンイ ミ ド によ り活 性化 さ せ ､

次 い で ア ミ ノ酸 を反応させ る方 法で ､ G A
4

一 標識 d U T P の 合成 を試 み たが ､ 効率 よく反

応 は進行 しなか っ た ｡ それ は､ G A
4

- 16 - カル ポ メ トキ シム に は､
1 6 位 の 末端 に加え ､

7 位 に もカ ルポキ シ ル基があるためだ と考 えられ る ｡ そ こ でリ ンカ
ー 部分 を先 に 合成 し ､

最後に G A ｡
- 1 7 - ノ ル ケ トンとカ ッ プリ ン グさ せ る方法で合成 を試み た 0

そ の 合成法 の 概 略 を次に述 べ る( 式 6
-

1 ) ｡ 先ず始 めに G A 4 の 16 位 を四 酸化 オ

ス ミ ウ ム と過 ヨ ウ 素酸ナトリウム で酸 化 し､ G A
4

- 1 7 - ノ ル ケト ンに す る 次 に ､ G A .
-

1 7 _ ノ ル ケ トン と市販 ､ 若しく は別 に合成 した アミ ノ酸 の 塩 をビリ ジ ン中で カ ッ プリ ン

グさせ ､ G A 4
- 1 7 - ノ ル アル コ キ シム にす る ｡ 次 い で ､ d U T P の アリル ア ミ ン体とカ ッ

プリ ン グさ せ ､
ハ ブテ ン 標識 された d U T P を合 成す る ｡ こ う して 合成 した数種類 の G A 4

- [ X ト d U T P を用 い て ､ ラ ン ダムプライ マ ー 伸長 法( こ の 方法に つ い て は､ 6 - 2 で 詳

しく述べ る) に より プロ
ー ブ D N A を合成 し ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ

ー

ゼ を用 い る 酵素法

に より ､
D N A の 検出感度 を調 べ た｡ 次節で は､ G A 4 -[ X] - d U T P に つ い て 詳述す る ｡

- 8 4 -



式6
-

1 G A 4 -【X トd U T P の 合成方法 の 概略 図

H B r･ N H 2 0 -【y]
- C O O H

D C C
,
D M S O

H 2 N
/ ＼ 〆 ＼ d U T P

b u什e r

O s O 4 , N a I 0 4

T H F/ H 2 0 = 1 :1

G A 4 -1 7 -

n O r k e t o n e

N O -【y] - C O O H

G A 4 -1 7 - n O r aIk o xi m e

N O -【y]
- N H C H 2 C H = C

C H 3
C O O H

- 85 -

0 0 0
11 11 1l

H O -

F
- 0 -

P
- ○十 C

O H O H O H

G A 4 -[X] - d U T P

一子ニー

ニ



6 - 2 G A
. 標識d U T P 及 びG A 4 標識プ ロ

ー ブD N A の 合成

四 酸化オ ス ミ ウム / 過 ヨウ素酸 ナ トリ ウム で 酸化す る こ と によ り ､ G A
4
か ら G A 4

- 1 7 一 ノ ルケ トン を合成 した ｡ こ の 反応 は､ 古くか ら ジ ベ レリ ン誘 導体 の 化学 的合成 に

よく用 い られて い る
9 1)

｡

G A
4
を T H F / H

2
0 ( 1 / 1 ) 混合溶 媒 に溶か し ､ 氷浴 で O

O

c に 冷却 し､ 触媒 量 の 四

酸化 オス ミ ウム を加え る ｡ こ の とき､ 溶液 の 色が､ 無色透明か ら徐 々 に黄色 っ ぼく なり ､

時間 と伴に濃くなり茶褐色にな る ｡ 続 い て ､ 2 当量 の 過 ヨ ウ素酸ナトリウム を30 分か け

て 加え ､ 氷浴か ら 出 し､ そ の まま室温 で 一

晩撹拝す る ｡ 溶液 の 色 は ､ 薄 い黄 色 になり ､

白色沈殿 が析出 して く る ｡ T L C ( 展 開溶媒 ; 酢酸 エ チル/ ク ロ ロ ホ ルム / 酢 酸 =

2 0 / 1 2 /

1 ) で R f 値 0 ･5 2 の 青紫色( 発色液; 氷酢酸/ 濃硫酸/ p
- ア ニ ス ア ルデヒ ド = 1 0 / 0

.
2 / 0 .

1 ) の G A 4 の ス ポ ッ トが消失 した こ とを確 認 し ､ 不溶解物 を漆別 し ､ 濾液 の p H を 6 N

の 濃硫酸で 1 .5 に調整し ､ 酢酸 エ チ ルで抽出を行う｡ 硫酸ナ トリ ウム で脱水後 ､ 溶媒 を

留去し ､ シ リカゲル カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー に より単離す る ｡ 収率6 2 % で 目 的物で

あるG A
｡

- 1 7 - ノ ル ケト ン を得 た( 式6
- 2 ) ｡

O s 0 4 C a t .

N a1 0 4 2 e q

T H F / H 2 0 = 1 :1

0
O

C → r ･t ･
,
O V e r njg ht

式 6 - 2

⊥

H - N M R で ジ ベ レリ ン に観測さ れ る 1 7 位 の メ チ リ デ ン プロ ト ン ∂4 .8 5 (

1 H
,
b r s

,

= C H
2) お よび∂4 ･9 6 ( 1 H ,

b r s
,

= C H
2) の 消失 ､ そし て融点 1 2 5 ～ 1 4 3 .5

O

c ( 1 2 2 ～

1 3 5
O

c
9 3)

､ 1 2 0 ～ 1 4 0
O

c
9 5)
) に より ､ 生成物 を G A 4 - 1 7 - ノル ケトン と決定 した ｡

リ ンカ
ー

の 合成 は ､ カ ルポキ シ メ トキ シ ル アミ ン の アミ ノ基 の 保護 か ら始めた ｡

アミ ノ保護基は ､ ト ブ トキ シカルポニ ル( B o c) ､
ベ ン ジル オキシ カルポニ ル( C b z) ､ 9
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ーフ ル オ レ ニ ル メチ ル オキ シカル ポ ニ ル ( F m o c ) な ど ､ 数多 く 知 られて い るが ､ 下記 に

示 した構 造 の化 合物 にお い て ､ 脱保護反応が最も効 率 よ く進 む こ と を考 えた結果 ､ C b z

を用 い る こ とに した( 式 6
- 3 ) ｡

こ- -

0

C H 2 0 C
- C I + 1/2 H C l . H 2 N O C H 2 C O O H

S a t . N a H C 0 3 汀 H F

= 1 :1 , r .t . , 1 h

式 6
- 3

C H 2 0 C O N H
- O C H 2 C O O H

6 -3

こ の 反応 は ､ 飽和炭酸水素ナトリウム/ テ トラヒ ドロ フ ラ ン( T H F ) ( 1 / 1) 混合

液 に ､ ア ミ ノ キ シ酢酸 1 / 2 塩酸塩を溶か し ､
1 0 分間撹 拝後 ､

ベ ン ジ ルオキ シカ ル ポ ニ

ル ク ロ ライ ドを 3 0 分 か けて ､ 3 回 に分 けて加 え､ そ の 後 ､ 1 時間撹拝す ると い う方法で

行 っ た ｡ 反応後､ T H F を留去し､ 0 .1 N H C l を加え酸性 に し ､ 塩化メチ レ ン で抽出を行

う ｡ 無 水硫酸ナ トリ ウム で脱 水 後溶媒を留去 し ､ 真 空乾 燥す る こ と に よ り ､ N - ベ ン ジ

ル オキ シ カル ポ ニ ル ア ミ ノ キ シ酢酸 6
-

3 を収率 95 % で得 た｡ 生成 物 の確認 は､

1
H -

N M R に よ り行 っ た ｡

続 い て こ の 6
- 3 に 3 種類の 異なる ア ミ ノ酸 ( グリ シ ン ､ ア ミ ノ ブタ ン 酸 ､ ア

ミ ノカ ブ ロ ン酸) を反応 させ ､ ア ミ ノ基の 保護されたリ ンカ ー

を合成 した(

1
,
6 - 5 ; n = 3 ,

6 - 6

6 -3

; n = 5 ) ( 式6
-

4 ) ｡

1) N H S , D C C , C H 3 C N ,
r .t .

,
O V e rr nig ht

2) H 2 N ( C H 2) n C 0 0 H
M e O H / b uff e r

(P H 9 . 0) , r .t . , 1 h

6 - 4 : n =

C H
2 0 C O N H

- O C H 2 C O N H( C H 2) n C 0 0 H

6 ･4 n = 1

6 - 5 ∩ = 3

6 ･ 6 ∩ = 5

式 6 -

4

-8 7 -



反応器 に N - ベ ン ジル オキ シ カル ポ ニ ル ア ミ ノキ シ酢酸 6
- 3 を入れ ､ 容器 内 の

空気をア ル ゴン ガス で 置換す る ｡ ア セ トニ トリ ル を加 え溶解し ､ そ こ に N
- ヒ ド ロ キ シ

ス ク シ ンイミ ド の ア セ トニ トリ ル溶 液 ､ そ して ､ ジシク ロ へ キ シ ル カル ポ ジイ ミ ド の

アセ トニ トリル 溶液 をそ れぞれ加 える ｡ こ の 時 ､ 直ち に白色沈殿が 析出 す る ｡ こ の まま

室温で
一

晩撹拝 し ､ カル ポキシ ル基を十分 に活性化させ る ｡ 続 い て ､ そ こ に ､ メ タノ
ー

ル と p H 9 の 緩衝 液 の 混合 溶液 に溶かした ア ミ ノ酸を加え ､ 室 温 で 1 時 間撹拝す る o

T L C で原料 の消失を確認後 ､ D C C か ら生 じた尿素体を濾別し ､ 塩化メ チ レンで 抽出す

る ｡ 無水硫酸 ナ トリウム で 脱水後 ､ 溶媒を留去 し､ シ リ カゲル カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

により単離する ｡ 生成物の 確認 は､

1

H - N M R で N 一 ベ ンジ ル オキ シカ ルポニ ル ア ミ ノ キ

シ 酢酸 6
-

3 の ベ ン ジ ル プロ トンの ピ ー

クを基準に し ､ 反 応 させ た ア ミ ノ酸 の メチ レ

ン鎖 の プロ トン の 積分比 により行 う｡

さ らに長 い リ ンカ
ー

を合成す る ために ､ ア ミ ノ デカ ン酸を用 い て 上記の 反応を試

みた ｡ しか し､ ア ミ ノ デカ ン酸が ､ アセ ト ニ トリ ル ､ メタノ
ー ル な どの 有機溶媒 ､ そ し

て ､ 水や バ ッ フ ァ
ー に も全 く溶けな い た め､ 反応 は進行 しなか っ た｡ そ こ で ､

6 - 6

を用 い て 活性化 ､ 続 く カ ッ プリ ン グ反応 を繰り返す こ とで ､ も う 一

段 階長 い リ ンカ
ー

6 -

7 を合成した ( 式6
- 5 ) ｡

∈} C H 2 0 C O N H - O C H 2 C O N H ( C H 2)5 C O O H

,
D C C

,
C H 3 C N , r .t . , O V e r nig ht

2) H 2 N( C H 2)3 C O O H
M e O H / b uffe r (P H 9 .0) , r .t . , 1 h

ニ ー C H 2 0 C O N H
- O C H 2 C O N H( C H 2)5 C O N H( C H 2)3 C O O ト

6 ⊥7

式6 - 5

- 8 8 -



次 に ベ ン ジル オキ シ カ ルポ ニ ル基 の 脱保護反応 を行 っ た ｡ まず､ メタノ ー ル 中 ､

1 0 % P d - C 存荏 下 ､ 水 素 ガス で 圧 力 をか ける 方法 を試 し た｡ 生 成 物 の
1
H - N M R を見 て

み る と､ フ ェ ニ ル
､ 及 び ､

ベ ン ジル プロ ト ンの ピ ー ク はなくな っ てお り ､ メテ レン 鎖の

プロ ト ンの ピ ー

ク は4 . 3 p p
m に鋭い シ ン グ レ ッ トとして表れ積分比も

ー

致 して い た ｡ そ こ

で､ こ の リ ンカ ｢ を用 い て G A ｡
一 17 - ノ ル ケト ンとの カッ プリ ング反応を行 っ て み たが ､

全く反応は進行 しなか っ た ｡ こ の 条件で は ､ 脱保護と同時に末端 の アミ ノ基とカルポキ

シ ル 基 が分子 内 で環化 して しまう の で ､ 続 くカ ッ プリ ン グ反応 が進 行 しない と考 え ､

脱保護 と同時 に ア ミ ノ キ シ酢酸 塩酸塩 の ような塩酸塩にする ような条件を検討した(

式6 - 6 ) ｡

二 十

H C I g a s

C H 2 0 C O N H
- O C H 2 C O N H( C H 2) n C O O 1 1

■ H C r･ H 2 N O C H 2 C O N H( C H 2) n C 0 0 H

6 -4 ∩ = 1

6 ･5 ∩ = 3

6 -6 ∩ = 5

式 6 - 6

6 - 8 ∩ = 1

6 - 9 n = 3

6 -1 0 n = 5

保護したリ ンカ ー をジオキサ ン に溶解し ､ 容器内の 空気をアル ゴンガス で 置換し

て 撹拝 しながら塩酸ガス を吹 き込む こ とで 脱保護 を し ､ 同時 に塩酸塩 にす る方法 を試し

た ｡ 反応 開始 1 0 分後 に T L C で 目的物 である 塩酸塩 の ス ポ ッ トは現れ て い た が ､ そ の 後 ､

3 日 間撹拝 して も原料 の ス ポ ッ トは完全 に は 消失 しなか っ た ｡ 反応 をそ こ で止 め ､ 後処

理後 G A ｡
- 1 7 - ノ ル ケ トン と の カ ッ プリ ング 反応を行 っ て み た と こ ろ ､ 目的物で ある

G A 4
- 1 7 一 ノル アル コ キ シ ム を 1 0 % の 収率で得 る こ とがで きた 0 しか し ､ こ の 条件で は

反応時間が長 い こと ､ 収率が低い こ と ､ そ して ､ 再現性がな い こ となど問題点がある の

で ､ さ らに条件の検討を行う こ とに した｡ 先ず始めに溶媒の検討を行 っ た ｡ ジオキサ ン

に換え ジ エ チ ル エ
ー テ ル ､ ク ロ ロ ホ ルム を用 い ､ 同じ条件で 反応 を行 っ た ｡ しか し ､ 全

く 同様な結果 で 問題点 の 解決 に は至 らなか っ た ｡ 次に ､ 脱保護 に用 い る 酸を トリ フ ル オ

ロ 酢酸 ､ 臭化水 素酸に変えて 行 っ た ｡ トリ フ ル オ ロ 酢酸 を用 い る方法で は､ 溶媒に 乾燥

塩化 メテ レ ンを用 い ､ ア ル ゴン 雰囲気化 ､ 0
0

c で トリ フ ル オ ロ 酢酸 を加え室 温 に 自然昇

温し ､ そ の まま 3 日間室 温で 撹拝した ｡ しか し､ 反応 は全く進行 しなか っ た｡ 臭化水 素

一89 -



酸を用 い る方法 で は溶媒 と して 酢酸 を用 い 室温 で
一

晩撹拝 したと こ ろ ､ T L C 上 で は､ 原

料 の ス ポッ トは完全に 消失 して お り ､ 原点 に で る 目的物で ある塩 の ス ポ ッ トの み にな っ

て い た｡ 確 認の ため ､ 後処理後 G A
｡

一 1 7 一 ノ ル ケ ト ン との カ ッ プリ ン グ反応 を行 っ て み

た と こ ろ ､ 目的物 で ある G A ｡
- 1 7 - ノ ル ア ル コ キ シム を 8 0 % の 収率 で得 る こ と がで き

た ｡ こ の 結果よ り ､ 本研究に お ける脱保護 の方法は ､ 臭化水素酸を用 い る方法が適 して

い る と考 えられ る の で ､ 反応時間 ､ 試薬の 当量数など ､ より細か い 条件の検討をお こな っ

た ｡ そ の結果 ､ 最適な条件 を以 下 に記す( 式6
- 7 ) ｡

ニ ー

C H 2 0 C O N H O C H 2 C O N H ( C H 2) n C O O H

6 -4 ∩ = 1

6 - 5 ∩ = 3

6 ･6 ∩ = 5

H B r(1 . 5 e q)

A c O H
,
r .t .

,

0 V e ｢ nig ht

H B r ● H 2 N O C H 2 C O N H( C H 2) n C 0 0 H

6 ･1 1 ∩ = 1

6 -1 2 ∩ = 3

6 -1 3 ∩ = 5

､ニ ー C H 2 0 C O N H O C H 2 C O N H( C H 2) 5 C O N H( C H 2) 3 C O O ト

6 - 7

H B r(1 .5) , A c O H ,
r .t .

,
O V e r nig ht

H B r ･ H 2 N O C H 2 C O N H(C H 2)5 C O N H( C H 2)3 C O O H

6 ･1 4

式 6 - 7

- 9 0 -



反応容器 に N - C b z 保 護 し たリ ン カ
ー を とり酢酸を加 え ､ 溶解 させ る ｡ こ の 時 の

濃度 は 0 .3 m oljl ｡ そ こ に ､ 1 .5 当量 の 臭化水素酸 を加 え室温 で
一

晩撹拝す る ｡ T L C ( 展

開溶媒 ; 酢酸/ 酢酸 エ チル / ク ロ ロ ホル ム
= 1 / 2 0 / 1 2 ) で原料 の 消失を確認 し ､

エ バ ボ

レ
ー

タ
一 にて溶媒 を除 去す る ｡ 原料が まだ残 っ て い る場合 は 5 0

0

c ま で 加熱 し ､ 完全 に

反応が進 むまで撹拝す る ｡ こ の 操作 に よりリ ンカ
ー

の 臭化 水素酸塩 6
-

1 1 ～ 6
-

1

生を得 る ｡ これ らの 塩 は非常 に吸湿性が高い ため ､ こ の まま直ち に G A ｡ - 1 7 - ノ ル ケ ト

ン との カ ッ プリ ング反応 に用 い た ｡

ー9 1 -



合成 した G A ｡
- 1 7 一 ノ ル ケト ン とリ ン カ ー の 臭化水素酸塩 6

-

1 1 ～ 6 -

1 4 を

反応さ せ る こ と に より ､ G A ｡
- 1 7 - ノ ル

ー

1 6 -

ア ル コ キ シム の 合成 を行 っ た ｡ 両 者 を

ピリ ジ ン中 ､ 5 0 ～ 6 0
0

c で 4 時間撹拝 し､ T L C で G A 4 -

1 7
-

ノ ルケ トン の 消 失 を確認

後反応液を0 .5 % H C l aq に注 ぎ､ 濃塩酸 を加 えp H 3 .5 に調製す る ｡ 酢酸エ チル で抽 出後 ､

無水硫酸ナ トリ ウム で脱水 し ､

- 溶媒を留去 した ｡ そ して ､ シリカゲル カ ラム ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

で精製を行 っ た ｡ こ の段階で はまだ R f 値が 同 じで ある不純物が少量含まれて

い て 粘性 の 高 い 液体 の 状態 で ある ｡ こ の方法 は ､ 共 同研究を行 っ て い る(株) 豊 田 中央研

究 所 で 以前 ､ G A 4
- 1 6 - カル ポ メ トキ シム を ､ ア主ノ キ シ酢酸 1 / 2 塩酸塩 と G A 4 - 1 7 -

ノ ル ケ トンか ら 合成 した方法で ある が ､ 本研究で は ､ こ の 粘性 の 高い液 体 を少量 の ア セ

ト ン に加 熱 しなが ら溶解 し ､
ヘ キサ ン を加 え結 晶を析 出させ ､ よ り 高純度 の G A ｡

- 1 7 -

ノ ル
ー

1 6 -

ア ル コ キ シ ム 6
- 1 5 ～ 6

- 1 8 の 白色結晶 を得た ｡ 構造 の 確認 は ､

1
H - N M R で 行 っ た ｡ ジ ベ レリ ン骨格の プロ トン に加えリ ンカ ー

の メチ レン プロ ト ンの 存

荏を確 認 し ､ G A
｡

- 1 7 - ノル ー

1

8 ) ｡

6 - 2

G A 4 - 1 7 - n O rk et o n e

6 ア ル コ キ シム 6 -

1 5 ～ 6 -

1 8 と決定 した (式 6
-

H

H B r ● H 2 N
-

[y]
- C 0 0 H

P y ridi n e , 5 0
O

C ,4 h

承 ｡ C H C O N H ( C H ) C ｡ ｡ H

6 -1 5 n = 1

6 -1 6 n = 3

6 -1 7 ∩ = 5

廊蔽o c H C O N H ( C H ) C ｡ N H ( C H ) C O ｡ H

6 -1 8

G A 4 -1 7 -

n O r
- 1 6 -

alk o xi m e

式 6 - 8

d U T P の アリ ル ア ミ ン体 の 中間体で ある H g - d U T P を以下 に示 す手順で合成した ｡

0 . 1 M ホウ酸緩衝液( p H 6 ) に d U T P を溶解し ､ そ こ に ､ 酢酸水銀の 0 .1 M ホウ酸緩衝

液( p H 6 ) 溶液 を加え ､ 4 0
0

c で 5 時 間撹拝した( 式 6
- 9 ) ｡

- 9 2-



0 0 0
11 1 1 11

E O
-

P
-

0
-

P
-

0
-

サ
ー

l l 1

0 H O H O H

0

I
覇

dU T P

H g 2( C H 3 C O 2) 2 (3 ･1 eq)

b u ff t r(p H 6) , 4 0
0 C

,
5 h

H C > 芦_

｡
_旨. 0 _fL

l l 1

0 H O H O H

式6 - 9

0

予
言

E g
- d ロT P

そ の 後 ､ 氷冷 しながら塩化 リチ ウム を加え酢酸エ チル で洗浄後濃縮し ､ 冷エ タノ ー

ル を加え ､

一 2 0
0

c で 1 時 間放置 した ｡ 析 出して く る白色沈殿 を遠心分離器 で分離し エ タ

ノ
ー

ル で 洗浄した｡ 乾 燥後 ､ 得 られた結晶 を0 .1 M ホウ酸緩衝液( p H 6) に溶解し､
こ

れ を H g
- d U T P 溶液 とした ｡

H g
- d U T P 溶液 に 0 .1 M ホウ酸緩衝液 ( p H 5) を加 え､ 20 m M 溶液 とし､ 2 M ア

リ ル アミ ン / 3 .5 M 酢酸 溶液 ､ P ott a s i u m t et r a chl o r o p al 1a d ata (II) 水溶液 を加え 室温 で 2 1 時

間撹拝した( 式 6
-

1 0 ) ｡

E

輔g:

一三…三 一

二

〕

O H

H g
- d U T P

0 0
n ll

Ⅲ 0
- P - 0

-

P
-

1 l

O F O H

H 2 灯
♂ (1 2 e q) , K P d C 14

b u 脆 r(p H 5) , n , 2 1 h

式6 - 1 0

- 9 3 -

H 2 N C H 2 C H = C

E O
-

P
-

0
･ I L O

- F -

0

吋:

d U T P の アリ ル ア ミ ン体



1 5 分 間遠 心 しそ の 上澄み 液 に ､ 0 . 1 M トリ エ チル ア ミ ン ー 酢 酸緩 衝液 ( p H 8 ) を

加えた ｡ これ を ､
0 .1 M トリ エ チ ルア ミ ン ー 酢酸綬衝液( p H 8) で調整したE D T A 一 セ フ ァ

セ ル( 2 .5 × 1 5 c m ) に加え ､ 0 .1 m M トリ エ チ ル ア ミ ン ー 酢酸緩衝液( p H 8) で洗浄後 ､

0 .1 M ～ 0 . 6 M の 直線濃度勾配 の トリ エ チル ア ミ ン ー 酢酸緩衝 液( p H 8) で 溶 出 し ､ そ

の溶出液 を分取 した ｡ 分取 した溶 出液 を陰イオ ン交換ク ロ マ トグラ フ ィ
ー に か け､ 2 8 0

r m の 吸光度 によりモ ニ タ ー した ｡ フ ラ ク シ ョ ン5 0 付近 の ピ p ク が原料 の H g
- d U T P ､

フ ラク シ ョ ン 8 0 付近 の メイ ンピ
ー クが 目的物で ある d U T P の アリル ア ミ ン体 ､ そ して ､

フ ラク シ ョ ン 12 0 以 降の ブロ ー ドピ ー

クが d U T P で ある と考えた ｡ フ ラク シ ョ ン 7 1 ～

11 1 まで を回収 して エ バ ボ レ
ー

タ
ー

で トリ エ チ ル ア ミ ン ､ 酢酸 を留去す る と同時 に濃 縮

し､
エ タ ノ

ー ル ､
ヘ キサ ン を加え 1 5 分間遠心 し ､ そ の 結 晶を水 に溶解 した｡ 冷 エ タノ

ー

ルを加え - 8 0
0

c で 1 時間放置し 1 5 分 間遠心後 の 沈殿 を 1 0 m M リ ン酸ナ トリ ウム緩衝液

( p H 7 ) に 溶解 した ｡ こ れを d U T P の ア リル ア ミ ン 体粗精製溶液 と した ｡

10 倍希釈の d U T P の アリ ル アミ ン体粗精製溶液 1 5 0 mi に ､ 0 .
1 M N a

2
B
4
0
7
/ 0 . 1 M

N a O H 2 5 0 mi ､ 0 .1 1 M トリ ニ ト ロ ベ ンゼ ンス ル ホ ン 酸1 0 0 mi を加 え 5 分間室温 で撹拝

し､ 1 .5 m M N a
2
S O
4
/ 9 8 .5 m M N a H 2P O 4 1 mi を加 え 4 2 0 n m の 吸光度を測定した ｡ 結果

を 表6 - 1 に示す ｡

表 6 -

1 . ア ミ ノ 基 の 定量 1

l
川

塩基濃度

(m 叫

ア ミ ノ基濃度

( m 叫貞

u
胆

d U T P の ア リル ア ミ ン体粗精製溶液 2 . 8 7 0 , 5 4 6

定量 に より得られたア ミ ノ基の濃度と 2 60 n m の吸光度より算出した塩基濃度と の比は ､

1 : 5 ( 理論値 1 : 1 ) で あ っ た｡ 従っ て ､ さ らに精製が必要で あ るた め ､ 次に H P L C によ

る精製を行 っ た｡

d U T P の アリ ル アミ ン体 粗精製溶液を T S K g el D E A E
- 2 S W ( 東 ソ

ー

､ 4 .6 エ 2 5 0

r n m ) を接続した H P L C で 測 定した ｡ 溶出 の 初期条件は 0 .1 M N aC l / 1 0 m M リ ン酸 ナ ト

ー94 -



リ ウム 緩衝液( p H 7) と し ､ そ の後 ､ N a Cl の 直線濃度 勾配( 0 .1 M ～ 0 .2 M ) に よ り流

速 0 . 8 mi / mi n にて 行 っ た ｡ 流出挙動 は 26 0 n m の 吸光度 で モ ニ タ
ー し､ そ こ に現 れ た 2

本 の ピ
ー

クをそ れぞれ分取 した｡ 分取 したピ
ー

クを含む フ ラク シ ョ ンをそ れ ぞれ集 め ､

先程 と同様な操作 で ア ミ ノ基の定量を行 っ た( 表6
- 2 ) ｡

表 6 - 2 ア ミ ノ 基の定量2

塩基濃度 ア ミ ノ基濃度
‡

由1 M) 州

H P L C ピ ー

ク1 0 . 0 5 6 0 . 0 7 1

H P L C ピ ー

ク2 0 . 0 8 5 0 . 15 9

ピ ー

ク 1 ､ ピ
ー

ク 2 とも に ､ ア ミ ノ基濃度 ､ 塩基濃度がほぼ 一

致 して おり ､ 精製され

た様 で あ る が ､ どちら が目的物 で ある か これ だけで は判別が つ か な い の で ､ U V ス ペ ク

トル を測定 し ､ 判 断す る こ とに した ｡ 二 つ の H P L C 画分 と ､ d U T P の アリ ル ア ミ ン体 の

2 0 0 n m
～ 3 0 0 n m 吸光度 を ､

D U - 6 8 ( ペ ッ ク マ ン) 分光光度計 を用 い て測定 を行 っ た ｡

そ の 結果 ､ こ の 3 つ の ス ペ ク トル を比較す ると ､ ピ ー

ク 2 の ス ペ ク トル と
一 致して い る

こ とが分か っ た ｡ 従 っ て ､ ピ ー ク 2 を目的物で ある d U T P の ア 7) ル アミ ン体 と判断 し ､

次 の 反応 に用 い る こと に した ｡

合成した G A 4
- 1 7 - ノ ル ア ル コ キ シ ム と d U T P の アリ ル アミ ン体を次 に カ ッ プリ

ン グさ せ る こ とに よ り ､ G A
4
標識 d U T P の 合成 を行 っ た ｡ G A 4

- 1 7 - ノ ル ア ル コ キ シム

6 -

1 5 ～ 6 -

1 8 を ､ ジ メチル ス ルホキ シ ド( D M S O ) 2 5 mi に溶 かし ､ N
- ヒ ドロ

キ シス ク シ ンイ ミ ド の D M S O 溶液 ､
ジシク ロ へ キ シル カルポジイ ミ ドの D M S O 溶液 を

それ ぞれ加え ､ 室温で 4 時間撹拝した( 式6
- 1 1 ) ｡

- 9 5 -



N O ･ C H 2 C O N H ( C H 2) n C O O H

6 -1 5 ∩ = 1

6 ･1 6 n = 3
G A 4 -1 7 - n O r -1 6 -

alk o xi m e 6 -1 7 n = 5

1)
8 叫臣,

D C C
,
D M S O . r L 4 h

2) 軋Ⅳ
ヽ ケ d tJ T R O.

1 M b o r a ta b u 触 r ∴n･
, 20 m i n

N O ･ C H 2 C O N t I( C H 2) n C N H C H 2 C H = C

G A 4 -

[1 1】
- d U T P ( n = 1 )

G A 4 -

[1 3]
- d U T P ( n = 3 )

G A 4 -

【1 5]
- d U T P ( n = 5 )

N O ･ C H 2 C O N H ( C H 2)5
･ C O N H ( C H 2)3 C O O H

G A 4 -1 7 - n O r - 1 6 - alk o xi m e 6 -1 8

1) H O -儲. D C C ､ D M S O ､ rt . . 4h

2) F L Ⅳ
ヽ グ d U T Pl O･

1 M b o r a( a b uffe L rl ･ , 2 0 mi n

N O - C H 2 C O N H ( C H 2) 5 C O N H ( C H 2)3 C N H C H 2 C H = C

9 9 q
8 0 - P ･ 0 - P - 0 ヤ ー

1 1 1

0 H O H O H

G A 4 -[2 0] - d U T P

式6 -

1 1

ー 9 6 -

､
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遠心分離 した上澄 み にD M S O を加 え ､ 0 .1 M ホウ酸緩衝液 と共 に分取 した d U T P

の ア リル ア ミ ン体溶液 に加える ｡ 2 0 分間室温 で撹拝し ､ 反応液 を遠心分離し ､ そ の 上澄

み を とり ､ H P L C に より精製を行 っ た ｡ カ ラム は､ T S K g el D E A E
- 2 S W ( 東 ソ

ー

､ 4 . 6

× 25 0 rr m ) を使用 し､ 溶出 の初期条件は 0 .1 M N a C l / 1 0 m M リ ン酸 ナトリ ウム緩衝液

( p H 7) と し ､ そ の N a Cl の 直線 濃度勾配( 0 .1 M ～ 0 . 3 M ) に よ り流速 0 ･ 8 mi / m 血 に

て 行 っ た ｡ 溶 出挙 動 は､ 2 6 0 n 皿 の 吸光度で モ ニ タ
ー

し ､ 順次溶出され る2 6 0 n m の ピ
ー

ク ごと に分画 を行 っ た ｡ 主なピ
ー

ク は原料 の d U T P の ア リル アミ ン体 の も の ( R T = 1 2 .

0 2 5 ) を含 め4 本で あ っ た｡ こ の うちメイ､
ンピ ー クで あ る ピ ー ク 2 ( R T = 1 4 .1 0 0 ) を分

取 して G A 4 標識 d U T P とした ｡

こ の 事順 により合成した G A . 標識 d U T P ( G A .
- [ 15 ] - d U T P ) と ､ G A .

- 16 - カ ル

ポメ トキム を d U T P に標 識した G A . - [ 8 ] - d U T P を用 い ､ ラ ン ダム プ ライ マ
ー

伸 長法 に

よ り ､ ハ ブテ ン標識されたプロ
ー

ブを合成 した ｡

ラン ダム プ ライ マ
ー

伸長法とは ､ 熱変性した 1 本鎖D N A に ､ ラン ダムな プ ライ マ ー

を相 補的 に ラ ンダム に 結合させ ､ D N A ポリ メラ ー ゼ ( K le n o w フ ラ グ メ ン ト) を加 え

て ハ ブ テ ン標識 ヌ ク レオ チ ド存在 下 で 合成 さ せ る 方法で あ る ｡ こ の 方 法は ､

c o m ple m e n t al1y D N A や 2 本鎖 D N A の 標識に 適 して い る ｡ 従来 は ､
6 m e r の プライ マ

ー を

用い て ､ P H 6 .6 の条件下で反応を行 っ て い たが､ 最 近 にな っ て ､ 14 m e r の プライ マ ー で ､

p = 7 ･6 の 条件 下 で 行う方 法が開発され た 0 こ の方法 で 行 う と ､ こ れ まで 反応時間 が 3 時

間だ っ た とこ ろが ､
3 0 ～ 6 0 分間 で 済み ､ 1 0

9
d p m / u g 以上 の D N A を得 る こ とが 出来

る よ う にな っ た ｡ そ こ で ､
こ の 新規な方法を用 い てG A 4 標識プロ

ー ブD N A の 合成 を行 っ

た( 図 6
- 3 ) ｡

ー9 7 -
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王
〉
ゝ

3
′

∩
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3
ノ

∩
5
′

a n n e al i n g o f r a n d o m p r l m e r

3
′
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′

u l｣
5
′

3
′

5
′

3
′

く
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仙
0 0 0

J十｢て

Ⅲ e n o w e n z y m e , d N T P

G A 4
･1 a b el e d d U T P ( ヱ)

3 7
0

C , 2 2 h

拙
‥王 せ出

･三

図6 - 3 ラ ン ダム プライ マ
ー

伸長法 に よるG A 4 標 識プ ロ ー ブD N A の 合成
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合成方法 の詳細を示す い 無菌の エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブに D N A テ ン プレ ー

ト

( D N A テ ン プ レ
ー

トは ､ 使 用直前 に ､ 熱 水 中で 1 0 分間熱 変性 し ､ ド ライ アイ ス / エ タ

ノ ー ルで 3 0 分 間急冷 し た も の を用 い る ｡ ) 5 0 0 n g ､ 混合 ヘ キ サ ヌ ク レオチド 2 m l ､

d N T P (d e o x y n u cl e o si d e t ri ph o s p h at e ) ､
ハ ブテ ン 標識 d U T P 混 合液2 mi ､ 水 1 9 mi ､ そ し

て
､
K le n ｡ W 酵素 1 mi をとり ､ 3 7

0

c で 6 0 分間イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ンす る ｡ 2 mi の E D T A

(e dlyle n e di am in et etr a a c e ti c a cid ) を加 え反応を止 め ､ 4 M L iC 1 2 mi と､ 5 0 ～ 6 0 m l の 冷エ

タノ
ー ル を加 え ､

一7 0
C

c で 3 0 分間撹拝し ､ 標識された D N A を析出させ る ｡ そ の後 ､ 4
O

c

で 1 5 分間遠心分離 し ､
上澄 み液を取 り除き､ 7 0 % の 冷エ タノ ー ル 1 00 m l 加 え ､ もう

一

度 4
0

c で 5 分間で 遠心分離 す る ｡ 上澄 み 液 を取 り除き､ 乾燥 させ た ペ レッ トを5 0 m l の

T E バ ッ フ ァ
ー

( 1 0 m M T ri s
- H C l / 1 m M E D T A 混合 液 ､ p H 8 ) に再度懸 濁さ せ ､ ハ プテ

ン 標識 D N A 溶液 とす る ｡

一9 9 -



6 - 3 D N A 検出感度 の 比較

合 成 し た G A 4 -【8トd U T P ､ G A 4 -【1 1トd U T P ､ G A 4 -【1 3] - d U T P ､ G A 4 -【1 5] - d U T P ､

G A 4 -[2 0トd U T P を用 い て ラン ダムプライ マ ー 伸張 法 により合成 した プロ ー ブD N A を 用 い

て ､ ス ポ ッ トテ ス ト法 に よ りD N A の 検 出感度 を評価 した と こ ろ ､ G A 4 -

[1 1トd U T P ､

G A 4 一[ 1 3] - d U T P ､ G A 4 一【20トd U T P は､ 全くD N A ス ポ ッ トが現 れず検出で きなか っ た ｡ し

かし ､ G A 4 -【8トd U T P ､ G A 4 -【1 5] - d U T P は ､ D N A ス ポッ トが現れ たため ､ G A 4 -[8トd U T P ､

G A 4一[1 5トd U T P と従来法のBi oti n -[16トd U T P ､ D I G -【1 1] - d U T P を用 い て ス ポッ トテ ス ト法

によりD N A の検 出感度 の比較を行 っ た ｡ 図 6 - 4 -

1 にG A 4 -[8トd U T P ､ G A 4 -[1 5トd U T P ､

図 6
-

4
-

2 にB i oti n -【1 6] - d U T P ､ D I G -【1 1] - d U T P それぞれ の構造 式 を示す ｡

図 6
-

4
- 1 G A 4 -【8] - d U T P とG A 4 -[1 5トd U T P の 構造 式

N O C H 2 C O N H C H 2 C H = C

0
‖

P

-
0

-OH

⊆A 4 ･【劃 一 d U T P

N O C H 2 C O N H ( C H 2) 5 C O N H C H 2 C H = C

【1 5】

●

H

O
〓

P
-

0

+

0

‖

L
O H

O
●

H

O

‖

P
-

0

+

OH

良基4 ･r1 51 ･ d U T P

- 1 0 0 -



図 6
- 4 - 2 B i oti n ,[16トd U T P ､ D I G -【1 1] - d U T P の 構造式

肯
O C O ( C H 2) 2 C O N H ( C H 2) 3 C O N H ( C H 2) 5 C O N H C H 2 C I‡

= C

H 軋
〉
N H

O

【1占】

9 曾 ?
恥

て
~

ひ
7

~

0
~

T
~

O H O H O H

Bi o ti n e - n 6l ･ d U T P

O H

O C O ( C H 2) 2 C O N H ( C H 2) 5 C O N H C H 2 C I f
= C

【11】

0 0
1 1 暮I

H O
-

P
-

0
-

p _

l 1

p i 空 -r l l l ･d tJT P

0
‖

P

-
0

+0

G A 4 -[1 5] - d U T P ､ G A 4 -[ 8] - d U T P ､ B i oti n -[1 6トd U T P ､ D I G -[ 1 1] - d U T P か ら 6 - 2 記

載 の ラ ン ダム プライ マ ー 伸長法 に よりそれぞれ の ハ ブテ ン 標識D N A を合成 した ｡ まず始

め に ､ G A
4

- [ 1 5 ] - d U T P ( a
～

c) ､ G A .
- 【8 ] - d U T P ( d ～ f) ､ B i ot in - [ 1 6 ] - d U T P ( g )

で 標識したプロ ー

ブ D N A を用 い ､ ス ポッ トテ ス トでD N A 検出感度 の 比較を行 っ た｡ こ

の ス ポッ トテ ス トに用 い たサ ンプル は ､ 表 6
-

3 に示す 組成で 調整 した｡

- 1 0 ト



S a m pl e

a b C d e f g

人 H i n d III (5 0 5 n g / LL l) 口 口 口 口 口 口
‖

口

d A ,d C ,d G (0 .5 m M ) 3 3 3 3 3 3

d N T P m 奴(B i otin ) 口

G A
.

-[1 5] - d U T P(1 m M ) 6 2 4

G A √【8]
- d U T P(1 m M ) 4 4 8

h e x an u Cl e o tid e m k 2 2 2 2 2 2 2

H
2
0 13 1 2 1 0 10 1 0 6 1 6

表 6
- 3

第 1 章 1 - 1 に記載した スポッ トテス ト法 によるD N A 検出感度 の 結果 を 表6
-

4 に示す ｡ に示す ｡ 検出は ､ 第 1 章に示 したH N P P を用い て行 っ た ｡

D N A 検出感度(短)
H

B i o -[1 6] 一d U T P 5

G A
4

-[8] - d U T P 1 .2 ～ 1 0

G A
.

-【15] - d U T P 0 . 6 - 2 . 5

表 6 - 4

そ の 結果 ､
B i oti n p

[1 6 ト
ー

d U T P よりもG A 4 標識d U T P を用 い た方が約5 か ら1 0 倍

検出感度が高か っ た ｡

次 に ､ G A
4 - [ 1 5 ト d U T P ( A

～ D ) ､ G A ｡ - [ 8 ]
- d U T P ( E ～ G) ､ D i g

- [ 1 1 ] -

d U T P ( H ､ I ) で標 識したプ ロ
ー ブ D N A を用 い ､ 同様 に ス ポッ トテ ス ト法で ､ D N A 検

出感度の測定を行 っ た ｡ こ の ス ポッ トテ ス トに用 い たサ ンプル は ､ 表 6 - 5 に示す組成

- 1 0 2 -



で 調整 した｡

S a m ple

A B C D E F G H

人 H i n d III (5 0 5 n g / LLl) 口 口 口 口 口 口 口 口

d A ,d C , d G (0 . 5 m M ) 3 3 3 3 3 3 3

d N T P m ix (D ig ) 2

G A
.

-[1 5] - d U T P(1 m M ) 口

G A
4

-[1 5] - d U T P(4 m M ) 4 2 口
l

G A
.

-[8] - d U T P( l m M )
山

4 2 6

h e x an u Cl e o tid e m i x 2 2 2
l
2 2 2 2 2

H
2
0 1 2 9 四 12 9 四 1 2 1 4

表 6
- 5

ス ポ ッ トテ ス ト法 に よ る D N A 検 出感度 の 結果 を 表 6
- 6 に示す ｡ 検 出 は第 1 章 に示

したH N P P を用 い て行 っ た ｡

D N A 検 出感度(短)

Dig
-

[1 1]
- d U T P 1 0 - 2 0

G A
.

-[8]
- d U T P 2 0

G A
4

-[ 15] 一 d U T P

n

5 - 1 0

表 6 - 6

そ の 結果 ､ G A 4 標識d U T P はD ig 標識 d U T P と比 べ て 2
～ 4 倍高い D N A 検出感度

を示 した ｡ しか し ､
ス ポッ トテ ス トとい う方法は ､ 最も簡単の 測定法の 一

つ で あるが ､

同時 に測定したサ ンプル の検出感度を比較する場合 に の み用 い られ ､ D N A の 検出限界

を判断す る方法 で は な い ｡ そ こ で ､ 正 確 に これ らの ハ ブテ ン を用 い た時 の D N A 量 の 検 出

限界 を測定で き るサザ ン プ ロ ッ トハイ プリ グイゼ ー シ ョ ン を行 っ た ｡ サ ザ ンブロ ツ トハ

ー1 03 -



イ ブリグイゼ ー シ ョ ン は ､ 第 1 章 1 -

4 記 載 の方 法 に より行 っ た ｡ 検出 限界 の 測定 と し

て
､
ス ポ ッ トテ ス トで最 も高 い 検出感度を示 したG A .

- [1 5 ト d U T P と従来使用されて い

る ハ ブテ ン の 中で 最 も高感度 で あるD i g
-[11] - d U T P を用い て サザ ン プ ロ ッ ト法 で の 比較

を行 っ た ｡

サザ ンプ ロ ッ ト法で の テ ス トに用 い たサ ン プル は ､ 表 6
-

7 に示す組成 で調製 し

た ｡

S a m ple

A B C ‡D
円

E F G H

入 H 血d III (5 0 5 n g / 〟1) 口 口 口
H
口 口 口 口 口

d A
,
d C

,
d G (0 . 5 m M ) 3 3 3

H

3 3 3 3 3
】

T r P 口 3 4 口 3 4

G A
.

-[1 5] - d U T P(0 二1 m M ) 5 4 2 口

D ig
-[1 1] - d U T P( 0 .1 血M ) 5 4 2 口

h e x an u Cl e o tid e mi x 2 2 2 2
山

2 2 2 2

H
2
0 8 8

u

8 8 8 8 8 8

表6 -

7

ー 10 4 -



サ ザ ン プ ロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン の 検 出は ､ 第 1 章に 示 した H N P P と化 学

発光基質 で あ るC S P D の 両基 質を用 い た ｡ そ の 結果の の 写真を 図6
p 5 -

1
､
2 に示 す ｡

図 6 - 5
p

I H N P P を用 い た C A
｡
- [15 ト d U T P とD ig -rl 】] A d U T P の 比較

4 0 8 1 .6 p g

G A 4イ1 5】- d U T P

4 0 8 1 . 6 p g

D ig
-【1 1】- d U T P

H N P P

ー1 0 5-



図6
p

5
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2 C S P D を用 い た G A
.
-【15] L d U T P と D ig -【l l] - d U T P の 比較
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そ の 結果 ､ 検 出感 度 はH N P P 法 とC S P D 法 どち ら の 場合
,

E も両ハ ブテ ン は ､ 0 .1

p g で あ っ た｡ しか し ､ 化学発光基質で あ るC S P D 法 の 時 の み C A
. .
:
L
[1 5] - d U T P の 方 がD ig

p‖= - d U T P よ り非常 に高 い 解像度 を 示 した ｡ C S P D 法 の 検 出 メカ ニ ズム を図6
d 6 に示

す ｡

-1 0 6 一



C S P D

A L P

- -･ ･ き - 府
3 /

＼
C S D a ni o n

u n $ t a b( e i n t e r m e di at e

図 6
-

6

夢
O

a d a m a n t a n o n e

0

環
exit e d m e th y]

m et h a o x y b e n z o at e

a n 】O n

†
Ljg ht

4 7 7 n m

J
E x p o $ u r e O n

X - r a y fiJ m

サザ ンプロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ンで のC S P D 法は ､ C S P D が ア ルカリホス フ ァ

タ
ー

ゼ に よ っ て 加水分解体され る と瞬時 に ､ 4 7 7 n m の 光を発 し､ それ をⅩ線 フ イ ル ム

に感光す る こ と によりD N A バ ン トとして 確認す る方法 で ある ｡ 即ち ､ 本論文 で記載 した

蛍光基質 とは違 っ て ､ C S P D の 加水分解体は ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン に沈 着す るわ けで な

く ､ 反応緩衝液 中 に浮 遊 し て い る ｡ そ こ で ､ C S P D 法 に お い て ､ G A
4 - [15] - d U T P の 方

がD i g
-[1 1] - d U T P よ り 非常 に 高 い 解像度を示 した理 由 とし て ､ G A 4 を介 して プロ ー ブ

D N A に標識され たア ル カリホ ス フ ァ タ
ー ゼ の 立体構造が ､ C S P D の 加水 分解反応 に対し

-1 0 7
-



よ り適 した 構造 にな っ た た め に 加水分解 反応 が促 進 さ れ ､ Ⅹ 線 フ イ ル ム へ の感光 時間 を

非常 に短縮する こ とが 出来たため で はな い か と考 え て い る ｡ また ､ D N A 検 出感 度が

G A 4
- [1 5 ト d U T P とD i g

-[1 1] - d U T P で 同等で あ っ た こ とよ り ､ G A
4

- [1 5] - d U T P の D N A

へ の 標識化効率 は ､ デイ ゴキ シゲ ン と同様に 3 6 塩基対 に 1 分子 づ つ 導 入されて い る と

考 えて い る ｡

- 1 0 8 -



6 -

4 F a s t T ag S y st e m 用G A 4 マ レイミ ド体 の 合成

6
-

1 ～ 6 p 3 で 示 したG A 4 標 識d U T P 法 は ､ 従来 か ら用 い ら れ て き た酵 素 を用

い て D N A に ハ ブテ ン を標識する方法 で ある ｡ こ の 標識方法だ と酵 素を用 い る ため ､ 標識

時 間が長 い ､ 酵 素の 失括 に よ っ て 最適な長 さ の プロ
ー ブが合成 で きない な ど の 問題がで

る危険性がある ｡ 最近 ､
V e ct o r 社 より光反応 を利用 した新しい ハ プテ ン標識方法が報告

された
9 6 )

0 こ の 方 法は ､

"

F a st T a g S y st e m
"

と 呼ばれ て い る ､ そ の 方法 を簡単 に 説 明

す る と ､ まず､

"

F a s t T a g
"

と い うジス ル フ ィ ドを含む試薬を ､ ハ ロ ゲ ン ラ ン プに よ っ

て プロ ー ブ D N A の塩基 に結合させ る ｡ こ の 場合 ､ 熱 に よ る方法 で も良い とされ て い る ｡

次 に ､ そ の ジス ル フ ィ ドを遊離なチオ ー ル に還元 し､ ハ ブテ ン で標識された マ レイ ミ ド

誘導体を反応さ せ ､ 次 い で ､ 酵素標識抗ハ ブテ ン抗体を反応させ る ｡ 最 後 に基質 を反応

させて ､ それ に よ っ て 発せ られ る シグナル によりD N A を検出する方法で あ る ｡ 図 6
-

7 にそ の 模式図を示す ｡

図 6
-

7 F a st T a g S y st e m の 模式図

- 1 09 -



そ こ で ､ F a st T a g S y s t e m に G A 4 誘導体 を用 い た ハ ブ テ ン を利用す るため ､ G A
4
の

1 6 位末端 に マ レイ ミ ドを導 入 した G A
｡

-

【z ト マ レイ ミ ド体( 図 6
-

8 ) を合成 した ｡

N O -【z】･む
図6

- 8

一 種類目 の G A 4
- 【Z] - マ レイ ミ ド体 と し て ､ G A

4
- 1 7 - ノ ル ア ル コ キ シ ム を乾

燥ア セ ト ニ トリ ル に溶解し ､ H O - S c ､ D C C に よ り活性化さ せ ､ メ タノ
ー

ル / 緩衝液 (

p H 9) 混合液 に溶 か した4 ( 4 - N - マ レイ ミ ドフ ェ ニ ル) ブタノ ヒ ドラ ジ ド
･

1 / 2 ジオキ

サ ン ( M B P H ) を反応さ せ る こ と により G A 4 - マ レイ ミ ド体を合成した( 式 6
-

1 2 ) ｡

N O ･【y】- C O O H

G A 4
･1 7 ･ n O r al k o xi m e

1) H Oや,
D C C , C H 3 C H , rt . , O V e r n i gh t

2'

咤N ⑤ (C H 2) 3 C O N H N H 2 ● H C ) ● 1/2 C 4 H 8 0
C H
3 0 ⅠⅠ, b Ⅶf托r(p H 9) , れ . , 2 . 5 b

0 ･[y】･ C O N ⅡN ⅢC O ( C Ⅲ2)3
一 三 一 ㌧‡

【Z】

式6 - 1 2 G A ｡
- 【Z ト マ レイ ミ ド 体

- 1 1 0 -



合成 した化 合物 の 詳細 を示す ｡ G A ｡
一 1 7 - ノ ル ア ル コ キシ ム を ､ 乾燥 ア セ トニ ト

リ ル 中で D C C ､ N
- ヒ ドロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド に よ り カ ル ポキ シ ル基を活性化さ せ ､

メ タノ
ー ル / 緩衝液 ( p H 9 ) 混合液 に 溶 か した M B P H を加 え 目的物 のG A 4 マ レイ ミ ド体

を収率5 6 % で合成 した( 式 6
-

1 3 ) ｡

N O - C H 2 C O N H ( C H 2)5
- C O O H

G A 4 - 1 7 - n O r -1 6 - aJk o xi m e 6 -1 7

1) H ｡や,
D C C

,
C H 3 C N , r .t . , O V e r nig ht

2'

路⑤
○

(C H 2)3 C O N H N H 2 ･ H Cl ･ 1 /2 C 4 H 8 0 2

C H 3 0 H , b uffe r( P H 9 ) , rt . , 2 .5 h

N O - C H 2 C O N H( C H 2)5
- C ｡ N H N H C ｡ ( C H 2 ゆも

0

6 -1 9

式 6 -

1 3

生成物の 確認は ､

I
H - N M R によ り行 っ た｡ G A

4
- 1 7 - ノ ル ケトン の ピ

ー

クに加 え ､

M B P H の P h プロ トン ､ オ レ フ ィ ンの プロ トンの存荏 に より ､
マ レイミ ド体 と決定 した ｡

次 い で ､ 上記G A 4 マ レイ ミ ド体 の マ レイ ミ ド基の定量を行 っ た｡

D M S O に より10 倍希釈した G A . マ レイ ミ ド体を､ 0 . 1 M リ ン酸緩衝液( p H 6) で

1 0 0 n m ol / m l に調製 す る ｡ こ の 溶液 を 0 〝1 ､ 1 0 〃1 ､ 2 0 ∠上1 の 3 通 り調製 し ､ そ れ ぞれ に

5 0 n m ol / mi メル カ プトエ チ ル アミ ン と0 ･1 M リ ン酸 緩 衝液( p H 6 ) とで 混 合 し ト
ー

タル

2 0 0 〃1 と し､ 3 0
0

c で 2 0 分間撹拝 した ｡ こ れらを マ レイ ミ ドO n m ol / 血 ､ 2 5 n m ol / 血 ､

5 0 n rn 01/ mi 溶液と し ､ 5 m M 4
,
4
一

- ジチオ ジビリ ジ ン を加 え 3 0
0

c で 1 0 分 間撹拝し ､ 32 4

- 1 1 1 一



m の 吸光度 を測 定 した ｡ そ の ときの 吸光度 の 結果 を表 6
- 8 に示す ｡

表 6
- 8

濃度 吸光度

O n 伽 1 / ml 0 . 0 4 7

2 5 n m ol / m l 0 . 0 8 1

l

i
5 0 n m ol / 血

副

0 . 1 0 0

こ の デ ー タを基 に検量線( 図6
-

9 ) を作成 した ｡

世
業
昏

95

5

0

0

0

0

2 5

n m ol / m l

図 6
- 9

- 1 1 2 -



サ ン プル 中の マ レイ ミ ド基 は ､ 次 に 示す 式に よ り算出 した ｡

マ レイ ミ ド基( n m ol/ 血) = ( 50 一 測定値) / 希釈率

こ の測定 に よ り得 られ た結果は吸光度 0 .5 9 ､ 検量線 よ り測定値 8 . 5 を得 ､ こ の偉

か ら計算したマ レイ ミ ド基の濃度は83 I m Ol / m l と理論 値 1 0 0 n m ol / 血 とほぼ 一 致した｡

こ の 結果 と
1
H - N M R の 解析結果か ら ､ こ れ をG A 4 マ レイ ミ ド体 と判断 した ｡

二 種 類目の G A 4
- 【Z ト マ レイ ミ ド体 と し て ､ C A

4

-

1 7
-

ノ ル
ー

1 6
-

ア ル コ

キ シム を乾燥ア セ ト ニ トリル に溶解し ､ N
- ヒ ド ロ キ シス ク シ ンイ ミ ド､ D C C により

活性化 させ ､ メタ ノ
ー ル / 緩衝液 ( p H 9) 混合液 に溶 かした ピベ ラジ ニ ル エチ ル マ レイ

ミ ド( P E M ) を反応 さ せ る こと により G A .
- マ レイ ミ ド体 を収率 8 0 % で 合 成 した( 式

6 -

1 4 ) ｡

N O C H 2 C 0 0 H

G A 4 - 1 7 - n O r - 1 6 - aIk o xi m e 6 ･ 2 0

1) H Oや,
D C C

,
C H
3
C N

,
r .t .

,
O V e r nig ht

2) N
｣ ゾ

~( C H 2) ど
~

C H 3 0 H , b u ff e r(P H 9) , r .t リ 2 .5 h

N O C H 2 C O
- Nこ) -( C H 2)2

- N

6 -2 1

式6 -

1 4

- 1 1 3 -



6 -

5 D N A 検 出感度 の 比較

合成 した 2 種類 の G A ｡
一 マ レイミ ド誘導体 6

-

1 9 と 6 - 2 1 を用 い て

S y st e m 法 で の D N A 検出感度 を検 討 した ｡

F a st T ag

まず ､ G A 4
-

マ レイ ミ ド誘導体 6
-

1 9 の 最

適濃 度 を決定す るた めに ､ スポ ッ トテ ス ト法 を用 い て検討 した｡ マ レイ ミ ドの 濃度 と し

て1 m M
,
0 .5 m M

,
0 . 1 m M

,
0 . 0 5 m M

,
0 .0 1 m M を調 べ た ｡ そ の 結果 を 表6

-

8 に まとめ た ｡

G A 4
- マ レイ ミ ド体 標識された入D N A のス ポッ

6 -

1 9 の 反 応時 の

濃度( m M)

トテ ス ト で の 検出感度

口 2p g

‡

0 . 5
用

2 p g

-

0 . 1 0 ･4 p g ぎ
0 . 0 5 0 . 4 p g

0 ･ 0 1 ! 10 p g

表 6
-

8 G A
｡

ー マ レイ ミ ド誘導体 6 -

1 9 の 標識反応 の 最適濃度 の検討

F a st T ag S y s t e m で 用 い られて い る フ ル オ レ セイ ン ー マ レイ ミ ドの 場合 は､
人 D N A

の ス ポッ トテ ス トで の検 出感度は 0 .4 pg で あ っ た ｡ 表 6
- 8 の 結果 と比較して み る と ､

G A 4 ーマ レイ ミ ド誘導体6
-

1 9 の濃度が 0 . 1 m M ､ 及 び 0 .0 5 m M の 時と同等の 感度で

ある ｡ しか し､
0 . 1 m M の 時 の 方が ､ 0 .0 5 m M の 時 と比 べ ､

バ ッ ク グ ラ ン ドが低 い 事が分

か っ たの で
､ G A 4

- マ レイ ミ ド誘導体旦= ｣ 9 を用 い たとき の標識反応 の 最適濃度は 0 . 1

m M とした ｡

次 い で ､ G A 4 - マ レイ ミ ド誘導体6 -

2 1 の 最適濃度を決定す るために ､ 同様に

ス ポ ッ トテ ス ト法 を用 い て検討した｡ マ レイ ミ ドの 濃度とし て1 m M
,
0 .5 m M

, 0 .
1 m M

,

0 . 0 5 m M
,
0 .0 1 m M を調 べ た ｡ そ の 結果 を 表 6

-

9 に まと めた ｡

ー1 14 -



G A
｡

- マ レイ ミ ド体 標識された人D N A の ス ポッ

6 - 2 1 の 反応時 の

濃度( m M )

トテ ス トで の検 出感度

口 0 ･4 p g

0 . 5 0 ･4 p g

0 . 1 0 ･ 4 p g

0 . 0 5 0 ･4 p g

0 .0 1 1 0 pg

表 6 - 9 G A
｡

ー マ レイ ミ ド誘導体 6
- 2 1 の標識反応の 最適濃度 の検討

F a st T ag S y st e m で用 い られて い る フ ル オ レ セイ ン
ー マ レイ ミ ドの場 合 は ､

人 D N A

のス ポ ッ トテ ス トでの 検出感度は0 .4 p g で ある の で ､ 表 6 - 9 の 結果 と比較してみ ると ､

G A ｡ - マ レイ ミ ド誘導体 6
-

2 1 の 場合 ､ 濃度 が 1 m M ,
0 .5 m M

,
0 . 1 m M

,
0 . 05 m M の 時 が

同等 の 感度で あ っ た ｡ しかし ､ 1 m M と0 . 5 m M の 時の 方が0 . 1 m M や0 .0 5 m M の 時 と比 べ ､

バ ッ ク グ ラ ン ドが低 い事 が分か っ たの で ､ G A
｡

- マ レイミ

きの 標識反応 の 最適濃度 は ､
1 m M

,
0 .5 m M と し た｡

ド誘導体 6 - 2 1 を用 い た と

ス ポッ トテ ス ト法 は､ 相対 比較で あり ､
D N A の検 出感度ととして は ､ 正 確 で は な

い の で ､ 正確 なD N A 検出感度を測定で きるサザ ン プロ ッ トハ イプリグイゼ
ー

シ ョ ン法を

用 い て ､ 両 G A 4
- マ レイ ミ ド誘導体6 -

1 9 と 6 - 2 1 の D N A 検出感度を測定 した ｡ 比

較として ､ F a st T a g S y ste m に用 い られて い る フ ル オ レセイ ン マ レイ ミ ドと 6
- 3 で 示し

たG A 4 -【1 5トd U T P 法も同時にサザン プロ ッ トハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ｡ サザ ン

プ ロ ッ トハイ プ リグイゼ ー シ ョ ン の写真を 図6 - 9 に示 し ､ そ して そ の 結果 を表6 -

1

0 に まとめ た｡

ー1 15 -



2 0 0 4 0 8 p g

G A 4 一 マ レイ ミ ド6
-

1 9

4 0 8 1 . 6 p g

フ ル オ レセイ ンマ レイ ミ ド

図 6
- 9

-1 1 6
-

4 0 8 1 . 6 p g

C A
｡
- マ レイ ミ ド6

- 2 1

4 0 8 1 .6 p g

C A
.

-

【1 5 卜
~

d U T P



標識物質
サザン プロ ッ ト ハ イプ

リ ダイゼ
ー

シ ョ ンにお

ける D N A 検出感度

G A 4 - マ レイ ミ ド6 -1 9 0 . 1 m M
0 ･7 p g

G A 4 - マ レイ ミ ド6 -2 1

1 m M 0 ･ 1 p g

0 . 5 m M 0 ･3 p g

フルオ レセイ ン マ レイミ ド 0 .1 p g

G A 4 -[15トd U T P
0 ･ 1 p g

表 6
-

1 1 サザ ン プ ロ ッ トで の D N A 検 出感度

G A ｡
- マ レイ ミ ド6

- 1 9 は ､ D N A の 検出感度が0 . 7 p g と悪か っ た ｡ こ れは ､

G A 4 と塩基の 間 の リ ンカ ー

内 に フ ェ ニ ル基が存在して い るた め ､ 不溶性が増して しまう

ため ､ ハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ンに悪 い 影響 を与えて い る ため と考え て い る ｡ なぜならば ､

ス ポッ トテス ト法では ､ それ以外 と同等の 高 い検出感度を示して い たからで ある ｡ 一 方 ､

G A 4
-

マ レイ ミ ド6
- 2 1 は ､ フ ルオ レセイ ン ー マ レイ ミ ド及びG A 4 -【15] - d U T P と同等

の 0 .1 p g とい う非常 に高 い 検出感度を示した ｡ これ は､ リ ンカ
ー 部分の フ ェ ニ ル基をなく

し ､ 水溶性を増 したため ､ ハ イ プリダイゼ ー

シ ョ ン ヘ の 影響が無く な っ たためと考 えて

い る ｡ ま た ､ G A 4 -

マ レイ ミ ド 6
- 2 1 と F as t T ag S y st e m の 組 み 合 わ せ と

G A 4 -【1 5トd U T P 法 で は ､ 検出感度 は 同 じで あ るが ､ 前者 の 方がバ ッ ク グラ ン ドが 低か っ

た ｡

- 1 1 7 -



6 - 6 まとめ

本章 で は､ 植物 中の ホル モ ン で あ る ジ ベ レリ ン誘導体 ､ そ の 中で もジ ベ レリ ン A 4

が最 も抗体価が高い こ とが分か っ て い た の で ､ そ の ジ ベ レリ ンA 4 を用 い て ､ 新規な酵素

標識用 ラ ベリ ン グ試薬 の 合成 とそ の 評価 を行 っ た｡ まず ､ d U T P に結 合 させ て D N A に

標識す る方法 と して ､ ジ ベ レ リ ンA 4 一[ 8トd U T P ､ ジ ベ レリ ンA 4 -【1 1トd U T P ､ ジ ベ レリ ン

A 4 -【1 3] - d U T P ､ ジ ベ レリ ンA 4 -[15] - d U T P ､ ジベ レリ ンA 4 -【2 0] -d U T P を合成し､ ラ ンダム

プライ マ ー 伸張法 に より これ ら の ジ ベ レリ ン標識d U T P を組み込 んだプロ
ー

ブD N A を合

成 し ､ ス ポッ トテス ト法及びサザ ンプ ロ ッ トハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン法によりD N A の検

出感度を評価した ｡ さら に ､
F a st T a g S y st e m 法 を用 い て D N A に標識す る 方法として ､ ジ

ベ レリ ン A 4 マ レイ ミ ド誘導体 6
-

1 9 ､ 6 - 2 1 を合成 し､ F a s t T ag S y st e m 法 を用 い て

プロ ー

ブD N A に標識 した遊離 の チオ ー ル基 に こ れ らの ジ ベ レリ ン A 4 マ レイミ ド誘導体

6 -

1 9 ､ 6 -

2 1 を反応さ せ ジ ベ レリ ン標識プロ ー

ブD N A を合成 し ､ ス ポッ トテ ス ト

法及 びサ ザ ンプ ロ ッ トハ イ プリグイゼ ー

シ ョ ン法 によりD N A の 検出感度 を評価した ｡

まず､ d U T P 法 を利用す る方法 で は ､ ジ ベ レ リ ンA 4 -【15] - d U T P が ､ サザ ンプ ロ ッ

トハ イ プリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン法 にお い て ､ 蛍 光基質で あ る第 1 章 に 示 したH N P P を用 い て

検出 した と こ ろ ､ 従来使 われ て い る ハ ブテ ン の 中で 最 も高感度に D N A を検出で きるディ

ゴキ シゲニ ン( D ig - [ 1 1 ] - d U T P ) と同等の0 .1 p g と い う非常に高い検出感度を示す こ と

を見 出 し た ｡ また ､ 化 学 発光基質 を用 い たと き は ､ ジ ベ レリ ン A 4 -【1 5トd U T P 法 は ､

D ig
-【1 1トd U T P 法 より解像度が非常に 良く なる こ とが分 か っ た｡

一 方 ､ F a st T ag S y st e m を利用する方法では ､ ジベ レリ ンA 4
- マ レイ ミ ド誘導体旦二

旦_1 が ､ サザ ン プ ロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー

シ ョ ン 法 にお い て ､ ジ ベ レリ ン A 4 -【1 5] - d U T P

や D ig
一 [ 1 1 ト d U T P と同等の0 .1 p g と い う非常 に高い検出感度を示す こ とが分か っ た ｡

また ､ F a s t T ag S y s t e m とC A 4
- マ レイ ミ ド誘導体 6

- 2 1 の 組 み合わ せ は､ ジ べ

レリ ン A 4 -[1 5] - d U T P やD ig
-【1 1 ト d U T P 法 より バ ッ ク グラ ン ドが低くな る ことが 分か っ

た｡
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第 7 章 総括

本論文は ､ 新規 蛍光 化合物 の 合成 とそ の応 用研究 に関 して 述 べ た も の で ある ｡

第 1 章で は ､ 酵素として最 も活性 が高 い ア ル カリホス フ ァ タ ー ゼ ( A L P) の 基質

として 種 々 の ナ フ タ レン 誘導体及 びア ン トラセ ン 誘導体 を合成 し ､ D N A 検 出感度 を評価

した ｡ その 結果 ､ 〃 舶 ⅠⅠⅠで消化した九D N A を用 いたサザン プ ロ ッ トハ イプリグイゼ ー シ ョ

ンにお い て ､ 0 .0 7 p g (2 .5 × 10
2 0
m ol) と い う高い 検出感度 を示すN -

( 2 - ビフ ェ ニ ル) -

3 - ヒ ドロ キ シ
ー

2 p ナフ タ レ ンカル ポキサ ミ ドリン酸 エ ス テ ル (H N P P) を見 出した ｡

H N P P は
､ 検出感度 が化学発 光基質で あるA M P P D よ り高く ､ ま たメ ンプ レン上 の 解像

度が優 れ て い る こ とが分か っ た ｡ また ､ 解 像度 が 非常 に高 い こ とに より ､
D N A の 塩基

配列決定法 に適用す る こ とが出来た ｡ H N P P の 加水分解体は ､ 青色蛍光を発す る ｡

第 2 章で は ､ A L P の 基質で ､ H N P P の 加 水分解体とは異な っ た蛍光色を発す る新

規な蛍光基質を開発す るため ､ 黄緑色蛍光を発す る種々 の フ ル オ レセイ ン誘導体を合成

し､ さ らに ジリ ン酸 エ ス テ ル に変換し､ D N A 検出感度 を評 価 した ｡ その 結 果 ､ 肋 d III

で 消化 した九D N A を用 い たサザ ンプ ロ ッ トハ イ プリ グイゼ ー

シ ョ ン 法 にお い て 高 い 検出

感度を示す 5 -

( 4
-

ビ フ ェ ニ ル カル ポキ サミ ド) フ ル オ レセイ ン ジリ ン酸 エ ス テ ル を

見 出 した ｡

第 3 章で は ､ 第 2 章で 見出 した フ ル オ レ セイ ン誘導体を基に ､ さら に酵素反応時

間 を短縮 し､ ナ イ ロ ン メ ン プレ ン へ の沈着 性 を高 め る こ と の で き る種 々 の 新 しい フ ルオ

レ セイ ン誘導体 を合成し ､ D N A 検 出感度 を評価した ｡ そ の 結果 ､ 肋 d III で 消化 した

入D N A を用 い たサザン プロ ッ ト ハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン法にお い て ､ 化学発光法で ある

C S P D と同等 の 0 . 1 p g (3 .6 × 1 0
~2 0
m ol) とい う高 い検 出感度を示す 5

-

( 4
-

ビフ ェ ニ ル カ

ル ポキサ ミ ド) -

3
'

-

0
-

( 1 -

ナ フ チル) メ チル フ ル オ レセイ ンリ ン酸 エ ス テ ル

(B N F P) を見 出した ｡ さ らに ､ B N F P は ､ C S P D 法より メ ンプ レ ン 上の 解像度が非常に

優れ て い る こ とが分か っ た ｡

第 4 章 で は ､ 第 1 章及び第 3 章で創製した異な る蛍光色 を有す る2 種類の 蛍光基

質H N P P とB N F P を用 い て 異な っ た 2 種 類の 塩基配列を持つ D N A を同 -

メ ン プ レ ン 上 で

検出す る技術 2 段 階で の 2 色検出法 を検討 した ｡ そ の 結果 ､ 鮮明な青色 と黄緑色 の 2 種

- 11 9 -



類 の 蛍光色 で ､ 異な っ た 2 種 類 の塩基配列を持 つ D N A の検出 に成功 した ｡

第 5 章で は ､ 酵素 と して A L P と西洋 ワ サ ビ由来 の ペ ル オキ シダ
ー ゼ を用 い る 2 色

検出法 に つ い て 検討 した ｡ 種 々 の 化合物 を合成 して 評価した結果 ､
ペ ル オキ シダ ー ゼ の

新規な蛍光基質として ､ 肋 d III で消化 した九D N A を用 い たサザ ンプ ロ ッ トハ イ プリグイ

ゼ ー シ ョ ン法 に お い て 橙 色 の 蛍光 バ ン ドを示 し ､ 0 て p g (2 .5 × 1 0
~1 9
m ol ) と い う高 い 検出

限 界を 示 すN
-

( 4
-

ア ミ ノ
ー 5 -

メ トキ シ
ー

2
- メ チ ル フ ェ ニ ル) ベ ン ズ アミ ド

( A M M B ) を 見出し た ｡ A M M B は無 蛍光 で あ るが ､
ペ ル オ キ シダ ー ゼ と反応 す る と強

い 蛍光を発する アゾニ量体とな る こ とを明らか に した ｡ H N P P と A M M B ､ A L P とペ ルオ

キ シ ダ
ー ゼ を用 い ､ D N A の 2 色検 出 を行 っ た結果 ､ 鮮明な橙色 と青色 の 2 種 類 の 蛍光 色

で ､ 異な っ た2 種類 の 塩基配列を持 つD N A の 同時検出に成功した ｡

第 6 章で は ､
ジベ レリ ンをハ プテン とするプロ

ー

ブD N A に酵素を標識す るため の

新 しい 標識試薬 の 合成とD N A 検出感度の検討を行 っ た ｡ そ の 結果 ､ D N A 検出感度は ジ

ベ レリ ン A 4 とd U T P と の リ ン カ
ー

の 長 さ に影響され ､
ジ ベ レリ ン A 4 -[1 5トd U T P は従来用

い ら れ て い る 標 識試薬 の 中 で 最 も 高感度 にD N A を検 出 で き るデ ィ ゴ キ シ ゲ ニ ン

ー[11トd U T P と同等 の 非常 に高 い D N A 検出感度 を有 す る こ とが分 か っ た ｡ マ レイ ミ ド基を

有す る ジ ベ レリ ン A 4 も優 れ た酵素標識試薬 とな る こ とが分 か っ た ｡

以上 の よう に ､ 本論文 で は､ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン上 の D N A を高感度 に検出で きる

ア ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ や ペ ル オキ シダ ー ゼ の 新 しい 蛍光基質を見出した ｡ こ れ らの 蛍

光化合物は ､ 酵 素反応前 は無蛍光で あり ､ 反応後 メ ン プ レン上で 強 い 蛍光を発す ると い

う特性を有 して お り ､
こ の 特長 によ りD N A の 高感度検出を実現す る こ とが出来 た ｡ さ ら

に ､ これ らの 蛍光基質を組 み 合わせ る こ とに よ っ て ､
R I 法や 化学 発光法 で は実現され て

い ない 新しい 多色プロ ー

ブ法 も見出した｡ また ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン上 のD N A を高感度

に検出で きる新規な酵素標識用試薬を見出し ､ 酵素法によるD N A 高感度検出 の新規な シ

ス テム の 構築に成功した ｡
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実験の部

融点 は 柳本 微量 融 点測 定装 置Y A N A K O M P - 5 0 5 4 5 に よ っ て 測 定 した ｡ 赤 外吸 収

(IR) ス ペ ク トルは 日本分光J A S C O F T / I R -2 0 0 分光光度計を用 い て 測定した｡ 核磁気

共鳴 ( N M R) ス ペ ク トル はV a ri a n G e m i n i - 2 00 分光光度 計を 用 い て 測 定 した ｡
I

H N M R ス

ペ ク トル はテ トラ メチル シ ラ ン ( T M S) を内部標準物質としてp p m 単位 で 示 した ｡ 質量

ス ペ ク トル ( M S) は ､ 日立M - 2 0 0 0 (7 0 e V) を用 い て 測定 し た ｡ 元 素分 析 はP erki n
- E l m e r

2 40 B を用 い て測 定した ｡

す べ て の 反応 は ､ 特記 しな い 限 りアル ゴ ン気流下 で行 っ た｡ 反応 溶 液 に用 い たキ

シ レ ンは ､ 五 酸化 ニ リ ン に より減圧蒸留し､ モ レキ ュ ラ
ー シ ー プス ( M erk O .4 n m ) 上 で

保存 したもの を用 い た ｡ ジ メチル ホル ム ア ミ ドは ､ 五酸化 ニ リ ンで
一

夜 脱水した後 ､ モ

レキ ュ ラ
ー シ ー プス により減圧蒸留し､ モ レキ ュ ラ

ー シ ー プス 上で 保存 したもの を用 い

た ｡ アセ トニ トリル は ､ 水素化カ ル シ ウム により蒸留し ､
モ レキ ュ ラ ー シ

ー

プス 上 で 保

存 したもの を用 い た ｡

フ ル オ レセイ ンイ ソチオ シア ナ
ー

トはア ル ドリ ッ チ社 ､
5 - ア ミ ノ フ ルオ レセイ

ン は東京化成 ､ ジ ベ レリ ン A 4 は協和醗酵社か ら購入 し ､ そ れ 以外 の試 薬 は ､ す べ て ア ル

ドリ ッ チ社及びナカ ライ ･ テ ス ク社か ら購入した ｡

第 1 章 新規なナ フ タ レ ン 誘導体又 はア ン トラセ ン誘 導体 の 合成とD N A の 高感 度

N
-

置換
- 3

- ヒ

検出

ドロ キ シ
ー 2 -

ナ フ タ レンカ ル ポキ サミ ド
3 4 )
の 合成

3 - ヒ ドロ キ シ
ー 2 -

ナ フ トエ 酸 (0 .0 5 3 m ol) の キ シ レ ン溶液 に ､ ア ニ ー｣ ン誘導

体 (0 .0 0 4 8 m ol) を加 え ､ 8 0
｡ C で 1 0 分間撹拝した｡ そ の 溶液 に ､ 三塩化リ ン (0 ･0 1 8

m ｡1) を加 え ､ 2 時 間加熱環流した ｡ 反応溶液 を室温 まで冷却 した後 ､
4
0

C で
一

夜放置

す る と目的物の 結 晶が析出して きた ｡ 結晶 を濾過して 取り だし ､ 熱水で 3 回洗浄 した ｡

減圧乾燥後､ ジ メ チル ホル ム アミ ド : メタノ
ー ル = 1 : 1 の溶 媒に より再結晶精製した 0

-1 2 1 -



N
- 置換

- 3 - ヒ ド ロ キ シ
ー 2 - ナ フ タ レ ン カル ポキサミ ドのリ ン 酸 エ ス テ ル体

の 合成

N
-

置換
- 3 - ヒ ドロ キシ ー

2
-

ナフ タ レンカ ルポキサミ ド (3 g) の ジ オキサ ン

溶液 (1 2 0 m l) に 5 モ ル等量 の 五塩化リ ンを加 え ､ 5 0
0

C で 1 時間撹拝 す る ｡ 反 応溶液

を3 0 0 m l の 冷水 に注 ぎ ､ 5 分間撹拝 した ｡ 得 ら れた結晶 を濾過 して取 り 出 し ､ 減圧乾

燥 した ｡ そ の 結晶 を4 m l の ジ メチル ホ ルム ア ミ ドで溶解し ､ そ の 溶液 を ､ 0 . 1 N の炭 酸ナ

トリ ウム 水溶液 ( 30 0 血) に注ぎ､ 0 0 C で 2 時間撹拝 した｡ 出て きた沈殿を0 .2 匹m の ナ

イ ロ ンメ ン プレ ン フ ィ ル タ
ー

を通 して取 り除き ､ そ の 濾液 に 3 0 % 塩酸水溶液 を加 える

と目的物 の リ ン 酸 エ ス テ ル体 の 結晶 を得た ｡ そ の 結晶 を濾過して取 り出 し ､ 希塩酸水溶

液 で洗浄 し ､ 減 圧乾燥す る と白色沈殿体で ある リ ン酸 エ ス テ ル体 を収率 6 0 ～ 7 0 % で

得た ｡

3 - ヒ ドロ キシ
ー N - 2

'
-

ビフ ェ ニ ル ー 2 - ナ フ タ レ ンカルポキサミ ド ( 1 -

1 1 ) の 合成

3 - ヒ ド ロ キシ ー 2 - ナフ トエ 酸 (5 g , 2 6 . 6 m ol) の キシ レ ン溶液 (3 0 m l) に 2
-

アミ ノ ビフ ェ ニ ル (4 .0 5 g , 2 3 .9 n 皿 01) を加え ､ 8 0
0

C で 1 0 分間撹拝した｡ そ の溶液 に ､

三 塩化 リ ン (8 9 0 叶 8 .9 Ⅲ 皿 0 1) を加 え ､
2 時間加熱 環流 した｡ 反 応溶液 を室温 ま で 冷却

した後 ､ 4
0

C で 一

夜放置す ると目的物の 3 - ヒ ド ロ キ シ
ー N - 2

'
- ビフ ェ ニ ル ー 2 -

ナ フ タ レ ンカルポキサ ミ ド ( 1 -

1 1 ) の 結 晶が析出して きた ｡ 結 晶 を濾過して 取 りだ

し ､ 熱水で 3 回洗浄 した ｡ 減圧乾燥後 ､
ジ メチ ル ホル ム アミ ド : メ タノ ー ル = 1 : 1 の

溶媒に より再結晶精製し､ 収率7 8 % で 得た ｡

I R ( K B r) 3 0 2 0 , 1 6 4 0 , 15 2 0 , 1 4 5 0 , 13 6 0 , 1 3 0 0 , 1 2 20 , 12 0 0 , 1 15 0 , 10 50 , 8 5 0 , 75 0 , 7 0 0

-1
m

3 -

ヒ ドロ キ シ ー N - 2
'

- ビフ ェ ニ ル ー 2 -

ナ フ タ レ ンカルポキサミ ド ( 1 -

1 1 ) の リ ン酸 エ ス テ ル体合成

3 - ヒドロ キ シ
ー N - 2

'
- ビフ ェ ニ ル

ー 2 -

ナ フ タ レ ンカルポキサ ミ ド ( 1 -

( 3 g) の ジ オキサ ン 溶液 (1 2 0 m l) に 5 モ ル 等量 の 五 塩化リ ン を加 え ､ 5 0
0

C で

- 1 2 2 -



1 時間撹 拝する ｡ 反応溶液 を 3 0 0 m l の 冷 水 に注ぎ ､
5 分 間撹拝 した｡ 得 られた結晶 を

濾過 し て 取 り出 し､ 減圧 乾燥 した ｡ そ の 結 晶を 4 血 の ジメ チ ル ホル ム ア ミ ドで 溶解 し ､

そ の溶液 を､ 0 , 1 N の 炭酸 ナ トリウム 水 溶液 (3 0 0 m l) に注 ぎ ､ 0
0

C で 2 時 間撹拝 した ｡

出て きた沈 殿を0 .2 ドm の ナイ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー

を通 して 取 り除き ､ そ の濾液 に

3 0 % 塩酸水溶液を加える と目的物 の リ ン酸 エ ス テ ル体 の 結晶を得 た｡ そ の 結 晶を濾過

して取 り出し ､ 希塩酸水溶液 で洗浄し ､ 減 圧乾燥す る と白色沈殿体で あ る 3
- ヒ ドロ キ

シ ー N - を収率6 0 % で得た ｡

2
'

- ビフ ェ ニ ル
ー 2 -

ナ フ タ レ ンカ ルポキサ ミ ド ( 1
- 1 1 ) リ ン酸 エ ス テル

体 を用 い たスポッ トテス ト法 による九D N A の 検出

滅 菌 した エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブ に ､ デ ィ ゴ キ シゲ ニ ン

ー

【1 1] - d U T P (1rr m ol ,

1 ul) , d A T P (0 .5 m M
,
1LLl) d G T P (0 .5 m M ,

1 p l) , d C T P (0 ･ 5 m M
,
1 pl) , 滅菌 蒸留水 ( 1 1 pl) ､

9 5
｡

C で 1 0 分間熱変性 し氷水 中 で 5 分間冷却 し1 本鎖に した入D N A ( 5 0 0 n g/ pl ､ 2

恒) を加 え ､
1 分間ボル テ ッ クス を用 い て 強く撹拝した｡ 反応液 にK l e n o w 酵素 を 叫1 加

え ､
3 7 ｡ C で 1 時間反応さ せ た｡ 次 い で ､ 0 . 2 M の E D T A を 2 pl加え ､ 反応を停 止 した ｡

次い で ､ 反 応液 に6 0 直の エ タ ノ
ー

ル / 酢 酸ナ トリ ウム 混合液を加 え ､

- 80
0 C で 1 5 分

間放置した ｡ そ の溶液 を､ 1 5 0 0 0 回転で 4 0 C で 1 5 分間遠心した ｡ 上清をピペ ッ ト

で 吸い 取り ､ 7 0 % エ タノ
ー

ルで 洗浄した後乾燥させた ｡ こ の ディ ゴキ シゲニ ン標識し

た入D N A を1 0 n g/pl の 濃度 で ､
ニ シ ン 精子D N A を加 えたT E 緩衝 液 (p H 8 ･0) に溶 か した ｡

得られたディ ゴキシゲニ ン標識した入D N A を ニ シ ン精子D N A を加えたTE 緩衝液 (p H 8 . 0)

で 希釈して ､ O fg/ pl , 5 fg/ pl , 1 0 f 如1 , 2 0 fg/ pl , 40 fg/ pl , 8 0 fd pl , 1 6 0 f衰小1 , 3 2 0 fg/p l ･ 1 p 如1

の 濃度 の ディ ゴキシゲニ ン 標識した入D N A を調整した ｡ こ れらの ディ ゴキ シゲ ニ ン標識

した入D N A 溶液 を1 恒づ つ ナ イ ロ ン メ ン プ レン に スポ ッ トし た ｡ ナイ ロ ンメ ン プ レン上

のデイ ゴキ シゲニ ン標識した入D N A を固定化 す るために ､ ナイ ロ ンメ ンプ レン を真空オ
ー

ブ ン 中 で ､ 8 0
｡

C で 3 0 分間加熱した ｡ ナイ ロ ン メ ン プレ ンを0 .1 % カゼイ ン溶液 に 3 0

分 間浸 した ｡ ナイ ロ ン メ ン プ レン に ､ ア ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ標識した抗ディ ゴキ シゲ

ニ ン抗体 を含む緩衝液を の せ ､
パ ラ フ イ ル ム を被せ ､ 3 0 分間静置 した ｡ 次 い で ､ ナイ

ロ ンメ ンプ レ ンを0 .1 5 M 塩化ナ トリウム を含んだトリス緩衝液 ( p H 7 . 5) で ､
1 0 分間

- 1 2 3 -



づ つ 3 回洗 浄 して ､ 未結 合の 抗デ ィ ゴキ シ ゲ ニ ン 抗体 を 除去 した ｡ 1 0 m M 塩化 ナ トリ ウ

ム と5 0 m M 塩 化 マ グネ シ ウム を含んだ1 0 0 m M の ト リ ス 緩衝液 (p H 8 .0 ) で 調 整 し た

1 0 0 帽 の 2
'

-

ビフ ェ ニ ル
ー 2 -

ナ フ タ レ ンカ ルポキサミ ド ( 1 1 ) リ ン酸 エ ス テ ル 体

溶液 を､ ナイ ロ ンメ ンプ レン の全表面が覆うように滴下し ､ パ ラ フ イ ルム を被せ ､ 3 7
0

C で 1 時 間暗室 で放置した ｡ パ ラフ イ ルム を取り除き ､ ナイ ロ ンメ ンプ レン に ､ 0 .5 N 水

酸化 ナ トリ ウム溶液を滴下し反応を終了した ｡ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン に紫外光 (3 0革n m ,

2 m W /c m
2
) を照射 して ､ アルカリ ホス フ ァ タ

ー

ゼ に よる加水分解体を励起させ ､ 発す る

蛍 光 をC C D カ メ ラ ( ソ ニ
ー

､ X C - 5 7 ) に 取 り 込 み ､ ビ デオ プリ ン タ ー

( 精 工 舎 ､

V P - 1 5 0 0) で プt｣ ン トア ウ トし た ｡ 目視で見える スポッ ト を検出可能とする と ､
5 f岳の

入D N A を検出した ｡ 十

2
'

- ビフ ェ ニ ル ー

2
-

ナ フ タ レン カル ポキサ ミ ド ( 1
-

1 1 ) リ ン酸 エ ス テ ル

体 を用 い たサ ザ ン プロ ッ トハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン法 によ る 肋 d III で 消化させ た九D N A

の 検出

( 1 ) ディ ゴキ シゲニ ン標識した 肋 d III で消化 させ た九プロ ー ブD N A の作製

滅菌した エ ツ ベ ン ド ル フ チ ュ ー ブ に ､ デ ィ ゴキ シゲ ニ ン ー

[1 1トd U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P (0 .5 m M
,
1山) d G T P (0 .5 m M

,
1 pl) , d C T P (0 . 5 m M

,
1 pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 匹1) ､

9 5
0

C で 1 0 分間 熱変性し氷水中で 5 分 間冷却し 1 本鎖 に し た 肋 d III で 消化 さ せ た

九D N A ( 5 0 0 n g/ pl ､ 2 pl) を加 え ､ 1 分間 ボル テ ッ クス を用 い て 強 く撹拝した ｡ 反応

液 にKl e n o w 酵素を 1 pl加え ､ 3 7
0

C で 1 時間 反応 させ た ｡ 次い で ､ 0 . 2 M の E D T A を 2 LLl

加 え､ 反応 を停止 した ｡ 次い で ､ 反応液 に 6 0 直の エ タ ノ
ー

ル / 酢 酸ナ トリウム 混合液

を加 え､

- 8 0
0

C で 1 5 分 間放置 した｡ その 溶液を､ 1 5 0 0 0 回転で 4
0

C で 1 5 分間遠

心した ｡ 上清を ピ ペ ッ トで 吸い 取り ､ 7 0 % エ タ ノ ー

ル で洗浄した後乾燥させた ｡ こ の

ディ ゴキ シゲニ ン標識したm n d III で 消化させ た入プロ ー ブD N A を10 n g/ pl の濃度 で ､
ニ シ

ン精子D N A を加 え たT E 緩衝液 (p H 8 .0) に溶 か した ｡

( 2 ) ディ ゴキ シゲニ ン標識した飽 n d III で 消化させ た九プロ ー ブD N A の 変性

こ の ディ ゴ キ シゲニ ン標識 した m n d III で消化 させ た入プロ ー ブD N A を9 5
O

C で 1

- 1 2 4 -



0 分間熱変性 し ､ 即座 に氷冷 し ､
5 分間放置 した ｡ 次 い で ､

ハイ プリグイ ブリグイゼ
ー

シ ョ ン溶 液 を加えた ｡

( 3 ) サザ ンプロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン

5 m サイ ド の端 に0 . 5 × 0 .1 × 0 .5 ロn サイ ズ の 穴 を3 カ所開けた 5 × 6 × 0 .6 0 m の サ

イ ズ の0 .8 % アガ ロ
ー

ス ゲル を作製した ｡ そ の アガ ロ
ー

ス ゲル をトリ ス
ー

アセテ
ー

ト緩衝

液が 入 っ た 電気泳導槽 に 置き ､ ア ガ ロ
ー ス ゲル の 3 カ 所 の穴 に ､ 月 加 ⅠⅠⅠで消化させた

入D N A を 2 0 恒 ､ 4 叫1 ､ 0 伽1 づつ そ れぞれ の 穴 に注入 した｡ 電気泳導を行
い

､ を サイ ズ

分離した ｡ 次い で ､ そ の ア ガ ロ
ー

ス ゲル を0 .2 5 N 塩酸 水溶液 に浸 し1 0 分間 ゆ っ く り振

とうし ( 核酸の プリ ン環 を開裂さ せ ､ 短 い 断片 に し､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン に転写しやす

くす る ため の操作) ､ 蒸 留水 で ､ ア ガ ロ
ー ス ゲル を洗 っ た｡ 次 い で ､

0 . 5 N 水酸化 ナトリ

ウム / 1 . 5 M 塩化ナ トリ ウム溶液 に ア ガ ロ
ー ス ゲル を浸し ､

1 5 分 間ゆ っ くり振 とうした

( タ
ー ゲ ッ トの 肋 d III で消化さ せた入D N A を 1 本鎖 に する操作) ｡ 次い で ､ ア ガロ ー ス

ゲ ル に ナイ ロ ン メ ン プ レ ン を密着 さ せ ､ 吸引させ なが らア ガ ロ
ー

ス ゲル 上 の 比刀d III で 消

化さ せた入D N A をナイ ロ ンメ ン プ レ ン に転写した ｡ そ の ナイ ロ ン メ ン プ レン に紫外光を

照射 し､ D N A を固 定 した ｡ 次 い で ､ 5 % 脱脂粉 乳 と0 .1 % ラ ウ ロ イ ル N
- メチ ル グリ

シ ン ナ トリ ウ ム 塩 と0 . 02 % ドデ シ ル 硫酸ナ トリウ ム と5 0 % ホ ル ム ア ミ ド を含んだ

1 5 0 m M 塩化 ナトリ ウム と15 0 m M ク エ ン酸ナ トリウム で調整 した緩衝液 (p H 7 .0) に ナイ

ロ ン メ ン プ レン を浸 した ｡ 次 い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で調整したディ ゴキ シゲニ ン標識し

た m n d III で消化させ た入プロ ー ブD N A を加 え ､
4 2 O C で 1 6 時間 反応した ( プロ

ー ブ

D N A とタ ー ゲッ トD N A を相補的結合させた) ｡ 次 い で ､ 室温で ､
0 .0 5 % ドデシ ル硫酸ナ

トリウム を含ん だ1 5 0 m M 塩化 ナ トリ ウム と1 5 0 m M ク エ ン酸ナ トリウ ム で調 整 した緩衝

液 (p = 7 ･ 0) に ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン を浸 し ､ 5 分間振 とう した 0 こ の操作 を2 回行 っ

た ｡ 次い で ､ 5 5
｡

C で 同様 の 処理 を行 っ た｡ 次 い で ､ ア ルカリホス フ ァ タ
ー ゼ標識した

抗ディ ゴキ シゲ ニ ン 抗体のF ab フ ラ グメ ン トとの カ ッ プリ ン グ反応 を行 っ た ｡ 次 い で ､

0 .0 5 % ドデシル硫酸 ナ トリウム を含んだ1 5 0 m M 塩化 ナトリ ウム と1 5 0 m M ク エ ン 酸ナ トリ

ウム で 調整した緩衝液 (p H 8 .5 ) で 10 叫威血 に調整 した2
'

-

ビフ ェ ニ ル
ー 2 - ナ フ タ

レ ンカルポキサミ ド ( 1
-

1 1 ) リ ン酸エ ス テ ル体溶液をそ の ナイ ロ ンメ ン プ レン上 に

- 1 2 5 一



の せ
､
パ ラ フ イ ル ム で 被 い ､ 室温で 2 時間反応 した ｡ 蒸留水 に ナイ ロ ン メ ンプ レ ン を 1

0 分間浸 し振 と う し ､ 酵素 反 応 を終 了 し た ｡ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン に 紫 外光 ( 3 02 I m ,

2 m W / 皿
2
) を照射 して ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ

ー ゼ に よる加水 分解体を励起 させ ､ 発す る

蛍光 をC C D カ メ ラ ( ソ ニ
ー

､ X C - 5 7 ) に 取 り 込 み ､ ビデ オ プリ ン タ
ー

( 精 工 舎 ､

V P - 15 0 0) で プリ ン ト ア ウトした｡ 目視で見 え るス ポッ トを検出可能とする と ､ 0 .1 p g
の

一

入D N A を検 出した ｡

第 2 章 新規 な フ ル オ レセイ ン誘導体ジリ ン酸 エ ス テ ル体 の 合成 とD N A の 高感度

N
-

n
- プチ ル ー

5
- チ オウ レイ ドフ ル オ レセ イ ン ( 2

- 3 ) の 合成

検出

フ ルオ レセイ ンイ ソチオ シ アナ ー ト (4 5 m g , 0 .1 1 6 m m ol) の エ タノ
ー ル ( 1 m l) 溶

液 に n
- プチ ル ア ミ ン ( 12 . 叫1 , 0 .1 2 7 n Ⅱn Ol) を加 え ､ 室 温で 3 時 間反応した｡ 溶媒 を留

去した後 ､ カ ラム クロ マ トグラフ ィ
ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タノ
ー ル = 9 5 :

5 ) に よ り精 製して ､ ( 2 - 3 ) を 3 8 m g (収率 7 1 % ) で得 た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 0 .9 3 (3 H ,

t
, J = 5 .9) , 1 . 3 3 - 1 .3 7 (4 H ,

m) , 1 . 5 3 (2 H ,
t
,

J = 6 .9) , 6 .5-6 . 7 (6 H , m) , 7 .0 5 (1 H , d , J = 5 .0) , 7 . 1 5 (1 H ,
d
, J = 7 . 9) , 8 .2 1 (2 H ,

d
,

j = 1 . 1)

m .p . 3 00
0

C 以上

N -

シク ロ へ キ シル
ー

5
-

チオウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2
- 4 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソチオ シ ア ナ
ー

ト ( 1 00 m g , 0 ,2 6 m ol) の エ タ ノ ー ル (1 血) 溶

液 に シ ク ロ へ キ シル ア ミ ン (3 2 .3 叶 0 .2 8 m ol) を加 え､ 室温 で 1 2 時間反応 した ｡ 溶媒

を留去した後 ､ カラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タノ
ー

ル =

9 5 ‥ 5 ) に より精製して ､ (
_⊇二 旦) を 1 0 4 m g ( 収率 8 3 % ) で得た｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 1 .0 - 2 .0 (1 1 H ,

m) , 6 .5 -6 .7 (6 H , m) , 7 . 14 ( 1 H ,
d
,

J = 8 .9) , 7 .7 4 (1 H ,
d
,J = 8 .9) , 8 .3 1 (1 H ,

d
,J = 1 . 1) , 9 .7 3 (1 H , b r) , 10 . 18 (1 H ,

b r)

m .p . 3 0 0
0

C 以上

- 1 2 6 -



N - 1 - ア ダマ ン チル ー

5
- チオウ レイ ドフ ル オ レセ イ ン ( 2

-

5 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソチオ シ アナ
ー

ト (1 0 0 m g , 0 .2 6 汀 皿 01) の エ タノ
ー ル ( 1 血) 溶

液 に 1 - ア ミ ノ ア ダマ ン チ ル (4 2 ･7 m g , 0 ･ 2 8 m ol) を加 え ､ 室温 で 1 2 時間 反応した0

溶媒を留去 した 後 ､
カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ

ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホ ル ム : エ タノ
ー

ル = 9 5 : 5 ) に より精製して ､ ( 2 - 5 ) を 9 7 m g (収率7 0 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 1 . 15 -2 . 0 (16 H , m) , 6 . 5 -6 ■ 7 (6 H ,

m) , 7 ･1 4 (1 H , d ,

J = 8 .9) , 7 . 74 (l H , d ,J = 8 . 9) , 8 . 3 1 (1 H , d ,J = 1 .1) , 9 . 7 3 (1 H , b r) , 1 0 ･1 8 (1 H ,
bf)

m . p . 3 00
0

C 以上

N
-

4
-

ク ロ ロ フ ェ ニ ル
ー 5 - チオウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2

- 6 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソチオシ ア ナ
ー ト (2 2 .4 m g , 0 .0 6 m ol) の エ タ ノ

ー

ル (1 血) 溶

液 に 4
- ク ロ ロ ア ニ リ ン (2 3 m g , 0 ･ 1 8 n Ⅱn Ol) を加 え ､ 室温 で 1 2 時間 反応 した 0 溶媒を

留去 した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タノ

ー

ル = 9

5 : 5 ) により精製して ､ ( 2 - 6 ) を 2 9 m g ( 収率 9 5 % ) で 得た｡

l
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 6 .5 - 6 .7 (6 H ,

m) , 7 .2 - 7 .3 6 (4 H , m ) , 7 ･ 4 9 ( 1 H ,
d
,

J = 12 . 0) , 7 .8 0 (1 H , d ,J = 9 .9) , 8 .1 8 (1 H ,
d
,J = 0 . 9) , 1 0 .1 (1 H ,

S) , 1 0 ･ 2 (1 H , S)

m .p . 30 0
0

C 以上

N - 2 - メチ ル フ ェ ニ ル
ー 5 - チオウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2

- 7 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソ チオシ ア ネ
ー ト (5 4 .5 m g , 0 . 14 m m ol) の エ タ ノ

ー ル ( 1 m l) 溶

液 に0
- トル イ ジ ン ( 1 5 .旬1 , 0 . 15 m ol) を加 え ､ 室温 で 1 2 時 間反応 した ｡ 溶媒 を留去

した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラフ ィ
ー

( シ リ カゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エタ ノ
ー

ル = 9 5 :

5 ) に より精製して ､ ( 2
- 7 ) を6 4 . 6 m g (収率9 3 % ) で得た ｡

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d6) 8 2 .2 7 (3 H , S) , 6 .

5 6 - 6 ･ 6 7 (6 H , m) , 7 ･ 16 -7 ･2 7 (5 H , m) ,

7 . 8 0 ( 1 H , d , J = 1 2 .5) , 8 . 1 8 (1 H , d , J = 1 .1) , 9 .6 5 (1 H ,
S) , 1 0 ･0 7 (1 H ,

S) , 1 0 ･1 2

(1 H , S)

m .p . 3 0 0
0 C 以上

一1 2 7 -



N - 4 - メ チル フ ェ ニ ル
ー

5 - チオ ウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2
- 8 ) の 合成

フ ル オ レセ イ ンイ ソ チオ シ アナ
ー ト (5 4 .5 m g , 0 . 1 4 m ol) の エ タ ノ

ー ル ( 1 血) 溶

液 にタ
ー トル イ ジ ン ( 1 5 . 7恒,

0 .1 5 n m ol) を加 え ､ 室温 で 1 2 時 間反応 し た ｡ 溶媒を留去

した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( シリ カゲル ､ ク ロ ロ ホ ルム : エ タ ノ
ー ル = 9 5 :

5 ) によ り精製して ､ ( 2
- 8 ) を6 1 m g (収率 8 8 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d 6) 8 2 .3 (3 H ,

S) , 6 .5 - 6 .7 (6 H , m) , 7 .1 6 (2 H , d ,J = 7 .5) , 7 . 1 7

(1 H , d , J = 8 .0) , 7 . 3 6 (1 H ,
d
, J = 8 . 0) , 7 . 8 2 (1 H , d , J = 1 0 . 0) , 8 .1 8 (2 H , d , J = 1 . 5) ,

1 0 . 05 (3 H ,
b r)

m .p . 3 0 0
0 C 以上

N
-

4
- メ トキ シ フ ェ ニ ル ー 5 - チオ ウ レイ ドフ ル オ レセ イ ン ( 2

- 9 ) の 合成

フ ルオ レセイ ンイ ソチオシ アナ
ー ト (2 0 m g , 0 . 05 n 皿 01) の エ タ ノ ー ル (1 m l) 溶液

にア ー ア ニ シ ジ ン ( 19 m g , 0 . 15 m ol) を加 え ､ 室温 で 1 5 時 間反応 した ｡ 溶媒を留去し

た後 ､ カ ラム ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホルム : エ タノ ー ル = 9 5 : 5 )

に より精製して ､ ( 2 - 9 ) を2 0 .5 m g (収率7 8 % ) で得た｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 3 .7 5 (3 H , S) , 6 .5 -6 . 7 (6 H ,

m) , 6 .9 5 (2 H ,
d
,J = 7 .9) , 7 .1 8

(1 H ,
d
,J = 8 .0) , 7 .3 (2 H , d ,J = 7 .9) , 7 . 9 (2 H ,

d
,J = 8 .0) , 8 . 1 8 (1 H , d ,J = 1 . 1) , 10 .0 1

(1 H ,
S) , 1 0 .0 5 (2 H ,

S)

m . p . 3 0 0
0 C 以 上

N - 2
-

ビフ ェ ニ ル ー 5 - チオウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2
- 1 0 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソチ オシアナ
ー

ト (2 0 6 m g , 0 .5 3 m m ol) の エ タ ノ
ー

ル (1 mi ) 溶

液 に 0
-

ア ミ ノ ビフ ェ ニ ル (9 8 .5 m g , 0 .58 m m ol) を加 え ､ 室温 で 1 5 時間反応した ｡ 溶媒

を留去 した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( シ l｣ カゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タノ
ー ル =

9 5 : 5 ) により精製して ､ ( 2 -

1 0 ) を 2 7 5 m g (収率9 3 % ) で得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 6 . 5 7 - 6 .6 8 ( 6 H ,

m) , 7 .1 2 (1 H , d , J = 12 .5) , 7 . 3 8 - 7 . 4 7

- 1 28 -



(9 H , m) , 7 .6 0 (l H , d ,J = 1 0 . 5) , 8 . 04 (1 H , d ,J = 0 . 9) , 9 .5 8 (1 H , S) , 9 . 9 0 (2 H , S)

m .p . 3 0 0
0

C 以 上

N - 3 ､ 5 - ジメ チル フ ェ ニ ル
ー

5
-

チオウ レイ ド フ ルオ レセイ ン

の 合成

( 2
- 1 1 )

フ ルオ レセイ ンイ ソチオ シア ナ
ー

ト (1 0 0 m g , 0 .2 6 m ol) の エ タノ
ー ル (1 m l) 溶

液 に 3 ､ 5 - キ シリ ジ ン ( 3 2 . 3 叶 0 .2 6 n m ol) を加え ､ 室温 で 1 5 時 間反応 し た ｡ 溶媒を

留去 した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( シ リカゲル ､ ク ロ ロ ホルム : エ タノ

ー ル = 9

5 : 5 ) に より精製 して ､ ( 2
-

1 1 )

の 合成

を1 1 9 .2 m g ( 収率 9 1 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d 6) 8 2 .2 5 (6 H ,

S) , 6 .5 8 -6 . 6 7 (6 H , m) , 6 ･8 1 (1 H , S) , 7 ･0 4

(2 H , S) , 7 .1 7 (1 H , d , J = 1 0 .5) , 7 .7 9 (1 H , d , J = 1 2 .5) , 8 . 12 (1 H ,
d
, J = 1 ･1) , 9 ･ 99

(1 H , S) , 10 .1 1 (2 H , S)

m .p . 3 0 0
0

C 以 上

N
- 2 ､ 4

- ジ メ トキ シ フ ェ ニ ル ー 5 - チオウレイ ドフル オ レセイ ン ( 2
- 1 2 )

フ ルオ レセ イ ンイ ソ チ オシ アナ
ー ト (2 0 m g , 0 . 05 m ol) の エ タノ

ー

ル (1 m l) 溶液

に 2 ､
4 -

ジメ トキ シ ア ニ リ ン ( 23 .6 m g , 0 . 15 m ol) を加 え ､ 室温 で 1 5 時間反応した0

溶媒を留去 した 後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー ( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホ ル ム : エ タノ
ー

ル = 9 5 : 5 ) により精製して ､ ( 2
- 1 2 ) を 2 0 m g ( 収率7 3 % ) で得 た ｡

1
H - N M R (2qO M H z , D M S O

- d 6) 8 3 ･8 (6 H , S) , 6 ･5 -6 ･7 (6 H , m) , 6 ･8 5 (1 H , S) , 7 ･ 18 (1 H ,
d
,

J = 7 .8) , 7 .2 5 (2 H , d ,J = 8 . 0) , 7 . 9 (2 H ,
d
,J = 7 . 8) , 8 . 2 0 (1 H , d ,J = 1 .1) , 9 . 9 5 (1 H , S) ,

1 0 .0 2 (2 H ,
S)

m .p . 3 0 0
0

C 以上

N -

1
- ピレ ニ ル ー 5 -

チオウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2
- 1 3 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソチオシ ア ナ
ー ト (2 0 m g , 0 ･ 05 m m ol) の エ タノ

ー

ル ( 1 mi ) 溶液

に 1 - ア ミ ノ ピ レ ン (2 6 m g , 0 ･15 m ol) を加 え ､ 室温 で 1 5 時間反応 した 0 溶媒 を留去

- 1 2 9 -



した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( シリ カゲ ル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タ ノ
ー ル = 9 5 :

5 ) に よ り精製 して ､ ( 2 - 1 3 ) を3 4 .6 m g (収率 7 4 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 6 .5 - 6 . 7 (6 H , m) , 7 .1 8 (1 H , d , J = 1 2 ･ 0) , 7 ･8 8 (l H , d ,

J = 9 .9) , 8 .1 2 ( 1 H , d ,J = 9 .9) , 8 . 22 (9 H , m) , 1 0 .0 9 (2 H , S) , 1 0 ･2 0 (1 H , S)

m . p . 3 0 0
0 C 以上

N - 7 - ( 4
-

メ チ ル)
ー

ク マ リ ニ ル
ー 5 - チ オウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2

-

1 4 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソ チオ シア ナ
ー ト (2 0 m g , 0 .0 5 m rn 01) の エ タ ノ

ー ル (1 mi ) 溶 液

に 7 - ア ミ ノ
ー

4
-

メ チルク マ リ ン (9 .3 m g , 0 .0 5 m ol) を加え ､ 室温で 1 5 時 間反応 し

た ｡ 溶媒 を留去 した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タ

ノ
ー

ル = 9 5 : 5 ) に より精製して ､ ( 2
-

1 4 ) を 1 9 m g ( 収率 7 3 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 2 .2 2 (3 H , S) , 6 .3 1 ( 1 H , d ,J = 1 ･ 1) , 6 ･5 -6 ･7 (6 H , m) , 7 ･2 2

(1 H ,
d
,J = 8 .4) , 7 .5 (1 H , d d ,J = 2 .1) , 7 .7 2 (1 H ,

d
,J = 1 ･ 1) , 7 ･7 7 (1 H ,

S) , 7 ■ 8 5 (1 H ,

d d
,J = 4 .2) , 8 . 2 0 (1 H , d , J = 1 .9) , 1 0 . 1 (2 H , S) , 10 .46 (1 H , S)

m .p . 3 0 0
0

C 以 上

N - 5 -

フ ル オ レセ ニ ル
ー 5 -

チオウ レイ ドフ ル オ レセイ ン ( 2
-

1 5 ) の 合成

フ ル オ レセイ ンイ ソチオ シ ア ナ
ー ト (3 1 m g , 0 .0 8 n m ol) の エ タノ

ー

ル ( 1 m l) 溶液

に 5 -

ア ミ ノ フ ル オ レセ イ ン (3 0 .4 m g , 0 . 09 m ol) を加 え ､ 室温 で 1 5 時間反応した 0

溶媒を留去した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラフ ィ ー

( シリ カゲル ､ クロ ロ ホ ル ム : エ タ ノ
ー

ル = 9 5 : 5 ) に より精製して ､ ( 2
- 1 5 ) を 4 5 m g (収率7 7 % ) で得 た｡

1

汁 N M R (2 0 0 M H z , D M S O
- d 6) 8 6 .5 - 6 .7 (1 2 H , m ) , 7 .2 0 (2 H , d , J = 8 ･1) , 7 ･ 8 0 (2 H ,

d
,

J = 7 . 9) , 8 .2 2 (2 H ,
S) , 7 .7 7 (1 H ,

S) , 1 0 .0 2 (3 H , b r)

m .p . 3 00
0

C 以上

ー1 3 0 -



N
- 2 -

ビフ ェ ニ ル
ー

5
- ア ミ ノ フ ル オ レセ イ ン ( 2

-

1 6 ) の 合成

5
-

カル ポキシ フ ル オ レセイ ンス ク シ ンイ ミ ジ ル エ ス テ ル (5 0 m g , 0 .1 m ol) の ジ

メチル ス ル ホキ シ ド (1 m l) 溶液 に 0
- ビ フ ェ ニ ル ア ミ ン ( 1 7 . 8 m g , 0

･1 n 皿 01) の ジ メ チル

ス ル ホキ シ ド溶液 ( 0 . 1 m l) を加 え ､ 次 い で ､
N

､
N -

ジ シク ロ へ キ シ ルカル ポジイ ミ ド

(2 1 .8 m g ,0 .1 m m ol) を加 え室 温 で 1 5 時 間反 応 した ｡ 逆相 カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

( コ ス モ シ
ー ル 7 5 C 1 8

-

P R E P ､ 蒸留水 : メタノ
ー

ル = 3 0 : 7 0 ) に より精製し

て ､ ( 2
- 1 6 ) を 4 7 m g (収率7 8 % ) で 得た ｡

1
H - N M R ( 20 0 M H z , D M S O - d6) 8 6 .5 7 - 6 .6 9 (6 H , m) , 7 .4 2 - 7 .5 3 (3 H , m) , 7 ･ 7 6 -7 ･9 1 (4 H ,

m) , 7 .2 7 ( 1 H ,
d
,J = 1 2 . 5) , 8 .0 9 -8 .1 9 (3 H , m) , 8 .5 3 (1 H ,

d
, J = 0 .9) , 10 ･0 5 (1 H ,

S) ,

10 .7 5 (1 H ,
S)

m .p . 2 2 ト2 2 2
0

C

N - 4 - ビフ ェ ニ ル ー 5 - ア ミ ノ フ ルオ レセイ ン ( 2
- 1 7 ) の 合成

P
- ビ フ ェ ニ ル カ ル ポ ニ ル ク ロ リ ド ( 2 62 .4 m g , 1 .2 1 m m ol) の ア セ ト ニ トリ ル

(2 .5 mi ) 溶液 に 5
-

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (4 2 0 .5 m g , 1 .2 1 m m ol) を加 え室温 で 1 5 時 間

反応 した｡ 逆相 カラム クロ マ トグラ フ ィ
ー

( コ ス モ シ
ー ル 7 5 C 1 8

- P R E P
､ 蒸留水 :

メタ ノ
ー ル = 3 0 : 7 0 ) に より精製して ､ ( 2

-

1 7 )

得 た ｡

を62 0 . 3 m g ( 収率 9 8 % ) で

1

H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d 6) 8 6 .5 7 - 6 .6 9 (6 H ,
m) , 7 .4 2 - 7 .5 3 (3 H ,

m) , 7 . 7 6 - 7 ･ 9 1 ( 4 H ,

m ) , 7 .2 7 ( 1 H , d ,J = 1 2 . 5) , 8 .0 9 - 8
.1 9 (3 H ,

m) , 8 .5 3 (1 H ,
d
,J = 0 . 9) , 1 0 . 0 5 (1 H ,

S) ,

1 0 て5 ( 1 H ,
S)

m .p . 2 26 - 2 2 7
0

C

N - 1 -

ナ フ チル
ー 5

-

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 2
- 1 8 ) の合成

2 -

ナ フ トエ 酸 (1 0 0 m g , 0 . 5 8 m ol) の ジ ク ロ ロ エ タ ン 溶 液 (1 血) に 塩化 ベ ン ジ

ル トリ エチ ル ア ン モ ニ ウム を (0 .2 m g , 0 .0 00 8 4 2 m ol) 加 え ､ 1 0 分間撹拝した ｡ 反応溶

液 に ､ 塩化 チオ ニ ル (4 叫1 , 0 .6 39 ロ 皿 01) を加 え､ 1 0 0
0

C で 3 時 間加熱還流し ､ 溶媒 を

減圧留去 した｡ 2
-

ナ フ タ レ ンカ ル ポ ニ ル
ー

ク ロ ライ ド (1 0 m g , 0 .0 5 2 Ⅲ m Ol) の ア セ ト ン

ー13 1 -



溶液 (0 .4 m l) に 5
- ア ミ ノ フ ルオ レセイ ン (9 m g , 0 .0 2 6 打 皿 01) を加 え室温 で ､ 1 時 間撹

拝した ｡ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム : エ タ ノ

ー ル = 9 5 :

5 ) に よ り精製 して ､ ( 2
-

1 8 ) を8 .8 m g (収 率 7 8 % ) で 得 た 0

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O

- d 6) 8 6 .5 - 6 . 7 (6 H ,
m) , 7 ･2 8 (1 H , d ,J = 1 2 ･1) , 7 ･ 6 - 7 ･ 7 (2 H ･ m) ,

8 .0 - 8 . 1 (4 H , m) , 8 .1 5 (1 H ,
S) , 8 .2 0 (1 H , d ,J = 2 .1) , 8 .5 7 (l H ,

d ,J = 1 ･6) , 8 ･ 5 8 (1 H ,

d
,J = 1 . 1)

m . p . 2 4 1 - 2 4 2
0 C

N -

置換 - 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ジリ ン酸体の 合成

N
-

置換 - 5
-

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (0 . 1 8 m m ol) の ビリ ジ ン溶液 (2 0 叫ユ) に ､

オキシ塩化 リ ン (0 .3 7 m ol) を 0
0

C で加 え､ そ の ま ま1 時 間撹拝 した ｡ 反応液 を

冷水 (2 血) に 注 ぎ反応 を終了さ せ ､ 逆相 シリカ ゲル カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

( コ スモ シ
ー ル 7 5 C

1 8

- P R E P ､ 蒸留水 ‥ メタ ノ
ー

ル = 3 0 : 7 0 ) に より

精製 して ､ N
- 置換 - 5

-

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ジリ ン 酸体 を収率 4 3
～ 5 6 %

で得 た｡

N - 4 - ビフ ェ ニ ル ー 5 - アミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 2
- 1 7 ) ジリ ン酸 エ ス テ ル

体を用 い た スポッ トテス ト法 に よる入D N A の 検世

滅菌した エ ッ ベ ン ド ル フ チ ュ ー ブに ､ デ ィ ゴキ シゲ ニ ン ー

【1 1トd U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P ( 0 .5 m M
,
l ul) d G T P (0 .5 m M

,
1 pl) , d C T P (0 ･5 m M , 1 pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 pl) ､

9 5
｡

C で 1 0 分間熱変性 し氷水中で 5 分間冷却し 1 本鎖 に した入D N A ( 5 0 0 n g/LLl ､

2 pl) を加え ､
1 分 間 ボルテ ッ クス を用い て 強く撹拝した o 反応液 にKle n o w 酵素 を1

pl加 え ､ 3 7
0

C で 1 時 間反応さ せ た 0 次 い で ､ 0 ･2 M の E D T A を 2 匹1加 え ､ 反応 を停止

した｡ 次い で ､ 反応液 に 6 0 ド1 の エ タノ
ー ル / 酢酸ナ トリウム 混合液を加え ､

- 80
0

C

で 1 5 分 間放置 した ｡ そ の 溶液 を､
1 5 0 0 0 回転で 4

0

C で 1 5 分間遠心 した ｡ 上 清

をピペ ッ トで 吸 い 取 り ､ 7 0 % エ タノ
ー

ル で 洗浄した後乾燥さ せ た ｡ こ の ディ ゴキ シ

ゲニ ン標識した九D N A を1 0 n g/ pl の 濃度で ､
ニ シン精子D N A を加えたT E 緩衝液 b H 8 ･0 )

に溶かした｡ 得 られ たディ ゴキ シゲニ ン標識した九D N A を ニ シ ン精子D N A を加 えたT E

- 13 2 一



緩衝液 ( p H 8 .0 ) で 希釈 して ､ O fg/p l , 5 fg/p l , 1 0 fg/ pl , 2 0 fgL11 , 4 0 fg/ pl , 8 0 fg L11 , 1 60

軌 1 , 3 2 0 fg/LLl , 1 p g 小1 の 濃度 の ディ ゴキ シゲ ニ ン標識した九D N A を調整し た o これ ら

の ディ ゴキシゲニ ン標識した九D N A 溶液 を 丹1 づ つ ナイ ロ ン メ ン プレ ン に ス ポ ッ トし

た｡ ナイ ロ ン メ ン プレ ン上 の ディ ゴキシゲニ ン標識した入D N A を固定化 す るた めに ､

ナイ ロ ン メ ン プ レン を真空オ
ー ブ ン 中で ､

8 0
0 C で 3 0 分間加熱 し た ｡ ナイ ロ ン メ ン

プ レ ンを0 . 1 % カゼイ ン溶液 に 3 0 分 間浸 した ｡ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン に ､ ア ルカリホス

フ ァ タ
ー

ゼ標識 した抗ディ ゴキ シゲ ニ ン抗体 を含む緩衝液を の せ ､ パ ラ フ イ ルム を被

せ ､ 3 0 分間静置 した ｡ 次 い で ､ ナイ ロ ンメ ンプ レン を0 . 1 5 M 塩化 ナトリ ウム を含ん

だトリス 綬衝液 (p = 7 ･5) で ､ 1 0 分間づ つ 3 回洗浄 して ､ 未結 合 の 抗ディ ゴキ シゲ

ニ ン抗体を除去した ｡ 10 m M 塩化 ナ トリウ ム と50 m M 塩化 マ グネ シ ウム を含 んだ10 0

m M の トリ ス 緩衝液 (p H 8 .0) で調 整した1 0 0 p g の N
-

4
- ビフ ェ ニ ル

ー 5 - アミ ノ フ

ルオ レセイ ン ( 2
-

1 7 ) ジリ ン酸 エ ス テ ル体溶液を ､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン の 全表面

が覆うように滴下し､
パラ フ イ ルム を被せ ､ 3 7

0

C で 1 時間暗室で放置した ｡ パ ラ フ イ

ルム を取り除き､ ナイ ロ ン メ ンプ レ ンに ､ 0 . 5 N 水酸化ナ トリ ウム溶液を滴下 し反応を

終了した｡ ナイ ロ ンメ ン プ レン に紫外光 (30 2 n m , 2 rh W c m
2
) を 照射 して ､ アル カリ

ホ ス フ ァ タ
ー ゼ によ る加水 分解体 を励 起 さ せ ､ 発す る蛍 光 をC C D カメ ラ ( ソ ニ

ー

､

x c _ 5 7) に取り込 み ､ ビデオプリ ンタ ー

(精工舎､ V P - 1 5 0 0) で プリ ントア ウ トした ｡

目視で見 えるスポッ トを検出可能とする と ､ 2 0 短の九D N A を検出した｡

N
- 4 - ビフ ェ ニ ル ー 5 -

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 2
-

1 7 ) ジリ ン 酸エ ス テル

トハ イ プリグイゼ ー シ ョ ン法に よる月血d III で 消化させ た体を用 い たサザ ンブ ロ ツ

入D N A の検出

( 1 ) ディ ゴキ シゲ ニ ン標識した 地 d III で 消化させ た九プロ
ー ブD N A の 作 製

滅 菌し た エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブ に

､ デイ ゴキ シゲ ニ ン
ー

【1 1]-d U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P (0 ･5 m M
,
1 p l) d G T P (0 ･5 m M

,
1 pl) , d C T P (0 ･5 m M

,
1 pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 pl) ､

9 5 0 C で 1 0 分 間熱変性し氷水中で 5 分間冷却し1 本鎖 に した 肋 d III で 消化 させ た

入D N A ( 5 0 0 n g/pl ､ 2 ul) を加 え ､
1 分間ボル テ ッ ク ス を用 い て 強く鱒拝した 0 反

応液 にKle n o w 酵 素を 1 p l加 え ､
3 7 0 C で 1 時 間反応 さ せ た o 次 い で ､ 0 ･2 M の E D T A を

- 13 3 -



2 ド1加 え ､ 反応 を停止 した ｡ 次 い で ､ 反応液 に 6 0 け1 の エ タ ノ
ー ル / 酢酸ナ トリ ウム

混合液 を加え ､ - 8 0
0

C で 1 5 分間放置 した｡ そ の 溶液 を､ 1 5 0 0 0 回転で 4
0

C で 1

5 分間遠心した ｡ 上清を ピペ ッ トで吸い 取 り ､
7 0 % エ タノ

ー

ル で 洗浄した後乾燥さ

せ た ｡ こ の ディ ゴキ シゲ ニ ン標識した m n d III で消化 させ た入プロ ー ブD N A を1 0 n g/pl の

濃度で ､
ニ シ ン精子D N A を加 えたT E 緩衝液 ( p H 8 . 0) に溶 か した ｡

( 2 ) ディ ゴキ シゲ ニ ン 標識 した月血d III で 消化 さ せた入プロ ー ブD N A の 変性

こ の ディ ゴキ シゲニ ン 標識した 肋 d III で 消化させ た入プロ
ー

ブD N A を 9 5
0

C で

1 0 分間熱変性し､ 即座 に氷冷し ､ 5 分 間放置 した ｡ 次い で ､ ハ イ プ リダイブリグイ

ゼ
ー シ ョ ン溶液 を加え た ｡

( 3 ) サザ ンプ ロ ッ トハ イ プリダイゼ ー シ ョ ン

5 00 1 サイ ドの 端 に0 .5 × 0 .1 × 0 .5 c m サイ ズ の 穴 を3 カ所開 けた 5 × 6 × 0 . 6 c m の

サイ ズの 0 .8 % ア ガ ロ
ー

ス ゲ ル を作製 した ｡ そ の アガ ロ
ー

ス ゲル を トリス
ー ア セテ

ー ト

緩衝液が入 っ た電気泳導槽 に置 き､ ア ガロ ー

ス ゲル の 3 カ所 の 穴 に ､ 肋 d III で 消化さ

せた入D N A を 2 0 恒､ 4 恒､ 0 .8山づつ それ ぞれ の 穴に注 入した ｡ 電 気泳導を行 い ､ を

サイ ズ分離した ｡ 次い で ､ そ の アガ ロ ー

スゲル を0 .2 5 N 塩酸水溶液に浸し 1 0 分間ゆ っ

く り振 とう し ( 核 酸 の プリ ン環 を開裂 さ せ ､ 短 い 断片 に し ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン に転

写しやす くする ため の 操作) ､ 蒸留水で ､ ア ガ ロ ー

ス ゲル を洗 っ た ｡ 次い で ､ 0 . 5 N 水

酸化ナ トリウム/ 1 .5 M 塩化 ナトリ ウム溶液 に アガ ロ ー スゲル を浸 し ､
1 5 分間 ゆ っ く

り振とうした ( タ ー ゲッ トの 地 d III で 消化 させ た入D N A を 1 本鎮 にす る 操作) ｡ 次い

で ､ アガ ロ
ー

ス ゲル に ナイ ロ ンメ ンプ レ ン を密着さ せ ､ 吸 引させ なが らアガロ
ー ス ゲ

ル上 の 比乃d III で 消化させ た入D N A をナイ ロ ンメ ン プ レン に転写した ｡ そ の ナイ ロ ン メ

ンプ レン に紫外光を照射し ､ D N A を固定した ｡ 次 い で ､ 5 % 脱脂 粉乳と0 . 1 % ラ ウ ロ

イル N
- メ チル グリ シ ン ナ トリ ウム塩と0 .02 % ドデシ ル硫酸ナトリウ ム と50 % ホ

ルム ア ミ ドを含んだ150 m M 塩化 ナトリ ウム と1 50 m M ク エ ン酸 ナ トリ ウムで 調整した

緩衝液 (p H 7 .0 ) にナ イ ロ ンメ ンプ レン を浸 した ｡ 次い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で調整 し

たディ ゴキ シゲ ニ ン 標識 した m n d III で 消化 さ せ た入プロ ー ブD N A を加 え ､ 4 2
O

C で 1

-1 3 4 -



6 時間 反応 した ( プ ロ
ー ブ D N A とタ ー ゲ ッ ト D N A を相 補 的結合 させ た) ｡ 次 い で ､

室温 で ､ 0 . 05 % ドデシ ル 硫酸 ナトリ ウム を含ん だ1 5 0 m M 塩化 ナ トリウム と1 5 0 m M ク エ

ン酸ナ トリ ウム で 調整 した緩衝液 (p = 7 ･0) に ､ ナイ ロ ン メ ン プレ ンを浸 し ､
5 分間

振とう した ｡ こ の操作 を2 回行 っ た｡ 次い で ､
5 5 0 C で 同様 の処 理 を行 っ た｡ 次 い で ､

アル カリホス フ ァ タ
ー ゼ標識した抗ディ ゴキシゲ ニ ン 抗体 のF ab フ ラグメ ン トと の カ ッ

プリ ン グ反応 を行 っ た ｡ 次 い で ､ 0 .0 5 % ドデシ ル硫酸 ナト リウム を含んだ1 5 0 m M 塩 化

ナトリウム と1 50 m M ク エ ン 酸ナトリ ウム で調整した緩衝液 (p H 8 .5) で10 0 p 如山こ調

整したN - 4
-

ビフ ェ ニ ル
ー 5 - ア ミ ノ フ ルオ レセイ ン ( 2

-

1 7 ) ジ リ ン 酸 エ ス テ

ル体溶液 をそ の ナイ ロ ン メ ン プ レ ン上 に の せ ､
パ ラ フ イ ル ム で 被い ､ 室温 で 2 時間反

応した ｡ 蒸留水にナイ ロ ン メ ン プ レ ンを 1 0 分間浸 し振 とう し ､ 酵素反応 を終了した ｡

ナイ ロ ン メ ン プ レン に紫外光 (3 0 2 n m ,
2 m W / c m

2
) を照射して ､ アル カリ ホス フ ァ タ

ー

ゼによ る加 水分解体を励起さ せ ､ 発す る蛍光 をC C D カ メ ラ ( ソ ニ
p

､ X C - 5 7) に 取り

込み ､ ビデオプリ ン タ ー

(精 工舎 ､ V P - 15 0 0) で プリ ントア ウ トした ｡ 目視 で 見え る

スポッ トを検出可能とする と ､ 0 .1 p g
の入D N A を検出した｡

第 3 章 新規な フ ル オ レセイ ン誘導体モ ノリ ン酸 エ ス テル体の 合成 とD N A の 高

感度検出

5
- ( 4 - ビ フ ェ ニ ルカ ル ポキ サ ミ ド)

ー 3
'

- 0 - メチ ル フ ル オ レ セイ ン

( 3
- 1 ) の 合成

N p 4
- ビフ ェ ニ ル ー 5 p ア ミ ノ フ ル オ レセ イ ン (1 0 0 m g , 0 .1 9 m m ol) の アセ ト

ン 溶液 (1 m l) に無水炭酸カリウム (2 6 . 4 m g , 0
. 19 m ol) を加 え ､ さ らに ヨ

ー ドメ タ ン

(1 1 .叫1 , 0 .1 9 m m ol) を加 え加熱還流 6 時 間行 っ た｡ 溶媒 を減圧 留去後 ､ カ ラム ク ロ マ

卜 ( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホ ル ム : メタ ノ
ー ル = 9 5 : 5 ) 精製し ､ ( 3 -

1 ) を 9 9

m g (収率8 8 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 3 .3 5 (3 H , S) , 6 ･5 4 - 6 ･7 0 (6 H , m) , 7 ･2 8 (1 H ,

d
,

J = 1 2 .5) , 7 .4 2 - 7 .5 8 (3 H ,
m ) , 7 . 7 5 - 7 .

9 1 (4 H , m) , 8 .0 9-8 .1 8 (3 H , m) , 8 ･5 2 (1 H ,

d
,J = 0 .5) , 1 0 . 7 5 (1 H , S)

- 1 3 5 -



m .p . 3 0 0
0

C 以上

5
-

( 4
-

ビフ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド)
- 3

'
-

0
-

ア セ チ ル フ ル オ レ セ イ ン

( 3
- 2 ) の 合成

N - 4 -

ビフ ェ ニ ル
ー

5
-

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (70 m g , 0 . 13 mm Ol) の ア セ ト

ン溶液 ( 0 .3 m l) に ､
0 0 C で ､ 無 水酢酸 ( 1 2 . 5 叫 0 . 13 m ol) と 硫酸 1 滴 を加え そ の ま

ま2 時 間撹拝した｡ 溶媒を減圧留去後､ カラム クロ マ ト (シ リカゲル ､ ク ロ ロ ホ ルム :

メタ ノ
ー ル = 9 5 : 5 ) 精製し ､ ( 3 - 2 ) を68 .2 m g (収率9 0 % ) で得た｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 3 . 35 (3 H , S) , 6 .5 8 - 6 . 69 (6 H , m) , 7 .2 7 (1 H , d ,

J = 1 2 . 5) , 7 .4 3 - 7 ,5 6 (3 H , m) , 7 . 7 5 - 7 . 9 0 (4 H , m) , 8 .0 9 - 8 . 1 6 (3 H ,
m) , 8 .5 3 (1 H ,

d
,J = 2 .5) , 1 0 .7 5 ( 1 H ,

S)

m . p . 3 0 0
0

C 以上

5 - ( 4 - ビフ ェ ニ ル カ ル ポキサミ ド) - 3
'

-

0 - トリ フ ル オ ロ ア セ チ ル フ

ルオ レセイ ン ( 3
- 3 ) の 合 成

N -

4
- ビフ ェ ニ ル ー 5 -

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 1 0 0 m g , 0 . 1 9 m o l) の ア セ ト

ン 溶液 ( 0 .5 m l) に ､ 0 0 C で ､ 無水 トリ フ ルオ ロ 酢酸 (2 6 .7 叶 0 .19 m ol) と 硫酸 1 滴

を加 えそ の まま 2 時 間撹拝した ｡ 溶媒を減 圧留去後 ､ カ ラム ク ロ マ ト ( シリカゲ ル ､

クロ ロ ホルム : メ タノ ー ル = 9 5 : 5 ) 精製し ､ (旦二旦) を1 05 . 5 m g (収 率8 9 % )

で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 6 .5 8 -6 .6 9 (6 H , m) , 7 .2 7 (1 H ,

d
, J = 1 2 .5) , 7 . 43 -7 .5 6

(3 H ,
m) , 7 .7 5 - 7 .9 0 (4 H , m) , 8 .0 9 -8 . 16 (3 H ,

m) , 8 .5 3 ( 1 H ,
d
, J = 2 .5) , 10 .7 5

(1 H ,
S)

m .p . 3 0 0
0

C 以 上

5 -

( 4
- ビ フ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド) ー 3

'

- 0 - ベ ン ジ ル フ ル オ レセイ ン

( 3
- 4 ) の 合成

N p 4 - ビフ ェ ニ ル
ー

5
p

アミ ノ フ ル オ レセイ ン (70 m g , 0 .13 m m ol) の ジメチ

ル ホル ム アミ ド溶液 (0 ･2 5 m l) に ､ 無水炭酸 カリウム (1 8 . 4 m g , 0 .1 3 m ol) と塩化 ベ ン

ー1 3 6 -



ジ ル (1 5 .3 叶 0 . 13 m m ol) を加 え ､ 室 温で 5 時間反応 した ｡ 6 N 塩酸 (1 0 血) に 反応 溶

液 を加え ､ 室 温 で ､
1 0 分撹拝 した ｡ 得 ら れ た結 晶 を吸引ろ 過 で 取 り 出 し､ 減 圧乾燥

し､ ( 3 - 4 ) を7 1 . 4 m g (収率 8 7 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 5 .5 3 (2 H , S) , 6 .5 3 - 6 ･6 8 (6 H ,

m) , 7 ･2 6 (1 H , d ,

J = 1 2 .5) , 7 .4 7 - 7 .5 3 (5 H , m) , 7 .7 6 - 7 .9 0 (5 H , m) , 8 .0 9 - 8 ･1 8 (4 H ,
m) , 8 ･5 2 (1 H ,

d
, J = 0 .5) , 1 0 . 70 (1 H , S)

M S m /z (r el in te n s ity) 6 17 ( M
+

,
6 6) , 5 2 6 (1 0 0) , 33 8 (38)

H R M S C al c d f b r C
40
H
27
N O
6
‥ M 6 17 ･1 8 3 8

F o u n d : m /z 6 1 7 . 12 2 1

m .p . 3 0 0
0

C 以上

5 -

( 4
-

ビフ ェ ニ ル カ ルポキサ ミ ド)
ー

3
'

-

0
- 2 - フ ェ ニ ル ベ ン ジル フ

ル オ レセ イ ン ( 3
- 5 ) の 合成

N - 4
- ビ フ ェ ニ ル ー 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセ イ ン (7 3 . 6 m g , 0 .1 4 n 皿 01) の ジ メ

チ ル ホ ル ム ア ミ ド溶 液 (0 .2 5 血) に ､
2 -

( ブ ロ モ メ チ ル) ビフ ェ ニ ル ( 2 6 .0 叶

0 . 14 m ｡1) を加え ､ 室 温で 6 時間反応 した｡ 逆相カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( コ ス モ

シ ー ル 7 5 C
1 8

-

P R E P ､ 蒸留水 : メタ ノ
ー ル = 3 0 ‥ 7 0 ) に より精製し､ (旦二

旦) を4 3 .7 m g (収 率4 5 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 5 .5 3 (2 H ,

S) , 6 ･5 3 - 6 ･ 6 8 (6 H , m) , 7 ･2 6 ( 1 H ,
d
,

J = 12 .5) , 7 .4 7 - 7 .53 (4 H ,
m) , 7 .7 6 -7 .9 0 (5 H ,

m) , 8 .0 9 -8 . 18 (4 H , m) , 8 ･5 2 (1 H ,

d ,J = 0 . 5) , 1 0 .0 5 (l H ,
S) , 1 0 . 75 (1 H ,

S)

m .p . 3 0 0
0

C 以 上

5 - ( 4 - ビフ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド)
ー 3

'
- 0 -

4
-

フ ェ ニ ル ベ ン ジル フ

ル オ レセイ ン ( 3
- 6 ) の 合成

N - 4 -

ビ フ ェ ニ ル
ー 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (63 .6 m g , 0 .1 2 m ol) の ジメ

チ ル ホル ム ア ミ ド溶 液 (0 . 25 血) に ､ 4 -

( ク ロ ロ メ チ ル) ビフ ェ ニ ル ( 2 9 .3 m g ,

0 .1 4 m ｡1) を加え ､ 室 温 で 6 時 間反応した ｡ 逆相カラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( コ ス モ

ー1 3 7 -



シ
p ル 7 5 C 1 8

- P R E P ､ 蒸留水 : メ タノ
ー ル = 3 0 : 7 0 ) に よ り精製 し､ (旦 二

旦) を5 8 .7 m g ( 収率 7 0 % ) で得 た｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 5 .5 3 (2 H ,

S) , 6 .5 3 - 6 . 6 8 (6 H , n T) , 7 . 2 6 (1 H ,
d
,

J = 1 2 .5) , 7 . 4 7 -7 .5 3 (4 H , m) , 7 . 76 - 7 .9 0 (5 H , m) , 8 .0 9 - 8 . 1 8 (4 H , m) , 8 . 5 2 ( 1 H ,

d
,J = 0 .5) , 1 0 .0 5 ( 1 H ,

S) , 10 .7 5 (1 H ,
S)

m .p . 3 0 0
0

C 以上

5 - ( 4
- ビフ ェ ニ ル カ ル ポキサ ミ ド)

ー 3
'

- 0 -

4
- メ チル ベ ン ジ ル フ ル

オ レセイ ン ( 3
-

7 ) の 合成

N - 4 - ビフ ェ ニ ル ー 5 - ア ミノ フ ルオ レセイ ン (10 0 m g , 0 .1 9 m m ol) の ジメチ

ル ホ ルム ア ミ ド溶液 ( 0 .3 血) に ､ α
- ブ ロ モ

ー

p
-

キ シ レン (3 5 .1 m g , 0 .1 9 m ol) を加

え ､ 室温で 5 時 間反応 した ｡ 逆相カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー

( コ ス モ シ
ー ル 7 5 C 1 8

- P R E P ､ 蒸留水 : メタノ ー ル = 3 0 : 7 0 ) に より精製し ､ ( 3
- 7 ) を4 4 .9 m g

(収率 3 8 % ) で得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 2 .0 8 (2 H ,

S) , 3 . 16 (3 H , S) , 6 .5 3 - 6 .6 8 (6 H , m) , 7 . 26

(1 H , d , J = 1 2 .5) , 7 . 47 -7 .5 3 (4 H , m) , 7 .7 6 - 7 .9 0 (5 H , m) , 8 .0 9 -8 .18 ( 4 H , m) ,

8 .5 2 (1 H , d ,J = 0 .5)

m .p . 3 0 0
0 C 以上

5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ルカ ルポキサミ ド) - 3

'
- 0 - 2 ､ 5

-

ジメチ ル ベ ン ジ

ル フ ル オ レセイ ン ( 3
- 8 ) の 合成

N - 4 - ビフ ェ ニ ル ー 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 100 m g , 0 .1 9 m m ol) の ジ メチ

ルホル ム ア ミ ド溶液 ( 0 .3 m l) に ､ 塩化 2 ､ 5 - ジメ チル ベ ン ジル (2 7 . 叫1 , 0 .19 n m ol)

を加え ､ 室温 で 6 時間反応した ｡ 逆相カラ ム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー ( コ ス モ シ ー

ル 7 5

C 1 8
-

P R E P ､ 蒸留水 : メタ ノ
p ル = 3 0 ‥ 7 0 ) によ り精製 し ､

5 5 .1 m g ( 収率 4 5 % ) で 得た ｡

( 3
-

8 ) を

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 2 ,3 1 (3 H ,

S) , 2 .3 5 (3 H , S) , 5 .6 2 (2 H ,
S) , 6 .5 2 -6 .6 9

(6 H ,
m) , 7 .1 3 - 7 .29 (4 H , m) , 7 .4 7 - 7 .5 3 (3 H ,

m) , 7 .7 6 - 7 .9 0 (4 H , m) , 8 .0 9 - 8 . 1 7

- 1 3 8 -



(3 H , m) , 8 .5 2 (1 H , d ,J = 0 .8) , 1 0 .6 8 (1 H , S)

m .p . 3 0 0
0

C 以上

5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド) - 3

'
- 0 - 2 ､ 4 - ジ メ チル ベ ンジ

ル フ ルオ レセイ ン ( 3
- 9 ) の 合成

N - 4 -

ビフ ェ ニ ル
ー 5 -

ア ミ ノ フ ルオ レセイ ン (59 m g , 0 .1 1 m ol) の ジ メチ

ル ホル ム ア ミ ド溶液 (0 . 5 m l) に ､ 塩化 2 ､
4

-

ジメ チ ル ベ ン ジ ル (2 11止 0 . 1 4 m ol)

を加え ､ 室温 で 2 時間反応 した ｡ 逆相 カ ラ ム ク ロ マ トグラフ ィ
ー

( コ ス モ シ
ー ル 7 5

C
1 8

- P R E P
､ 蒸留水 : メ タ ノ ー ル = 3 0 : 7 0 ) により精製し ､

3 8 .3 m g ( 収率 5 3 % ) で 得た ｡

( 3
- 9 ) を

1

H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d 6) 8 2 .3 1 (3 H ,
S) , 2 .3 5 (3 H ,

S) , 5 .6 2 (2 H ,
S) , 6 ･5 2 - 6 ･6 9

(6 H ,
m) , 7 .1 3 - 7 .2 9 (4 H , m) , 7 . 4 7 - 7 .5 3 (3 H ,

m) , 7 .7 6 - 7 . 9 0 (4 H ,
m) , 8 ･0 9 -8 ･1 7

(3 H , m) , 8 .5 2 ( 1 H , d , J = 0 .8) , 1 0 . 6 8 (1 H ,
S)

m .p . 3 0 0
0 C 以上

5
-

( 4
- ビ フ ェ ニ ル カ ルポキサミ ド)

- 3
'

- 0 - 3 ､
4 - ジ メチ ル ベ ン ジ

ル フ ル オ レセイ ン ( 3
-

1 0 ) の 合成

N - 4 -

ビフ ェ ニ ル
ー 5 -

アミ ノ フ ルオ レセイ ン ( 20 0 m g , 0 .38 m ol) の ジメチ

ル ホル ム ア ミ ド溶液 ( 1 .4 血) に ､ 無水炭酸 カリ ウム (5 2 .4 m g , 0 . 38 m ol) と塩化 3 ､

4 - ジ メチ ル ベ ンジル (88 . 叫1 , 0 . 46 n 皿 01) を加 え ､ 室温で 4 時間反応した ｡ 6 N 塩 酸

(1 0 m l) に反応溶液 を加 え ､ 室温 で ､ 1 0 分 撹拝 した｡ 得 られた結晶を 吸引 ろ過で取

り出し ､ 減圧乾燥し ､ ( 3
-

1 0 ) を 2 1 O m g ( 収率8 6 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (20 0 M H z , D M S O - d 6) 8 2 .3 1 (3 H ,

S) , 2 .3 5 (3 H ,
S) , 5 . 62 (2 H ,

S) , 6 .5 2 -6 .6 9

(6 H ,
m) , 7 .1 3 -7 .2 9 (4 H , m) , 7 . 4 7 - 7 .5 3 (3 H , m) , 7 .7 6 - 7 .9 0 (4 H ,

m) , 8 .0 9 - 8 ･1 7

(3 H ,
m) , 8 .5 2 (1 H ,

d
, J = 0 .8) , 10 .6 8 (1 H ,

S)

M S m / z ( rel i n t e n si ty) 6 4 5 ( M
+

5 1)' , 52 7 (1 0 0) , 5 1 1 (1 1) , 3 7 4 (7)

H R M S C al c d fb r C
4 2
H
31
N O
6
‥ M 64 5 ･2 1 5 1

F o u n d : m / z 6 4 5 . 8 6 1

- 13 9 -



m .p . 3 0 0
0

C 以上

5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ル カ ル ポキサ ミ ド)

- 3
'

- 0
- 2

､
4 ､ 6 -

トリ メ チ ル

ベ ン ジ ル フ ル オ レセイ ン ( 3 - 1 1 ) の 合成

N - 4 - ビ フ ェ ニ ル
ー

5 -

ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (63 . 8 m g , 0 . 12 m ol) の ジメ

チル ホ ルム ア ミ ド溶液 (0 .4 m l) に ､ α
2

- ク ロ ロ イ ソデ ュ レ ン ( 2 0 .4 m g , 0 .1 2 汀 皿 01) を

加 え ､ 室 温で 6 時間反応 した ｡ 逆相カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ ー ( コ ス モ シ
ー

ル 7 5 C

1 8

- P R E P
､ 蒸留水 ‥ メ タノ ー

ル = 3 0 ‥ 7 0 ) により精製し ､

4 8 . 8 m g ( 収率 6 3 % ) で 得た ｡

( 3
- 1 1 ) を

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d 6) 8 2 .4 8 (9 H , d ,J = 0 .3) , 3 .1 6 (2 H ,

S) , 6 .5 2 - 6 .6 8 (6 H , m) ,

7 .28 (1 H , d , J = 12 .5) , 7 . 4 2 - 7 . 58 (3 H , m) , 7 . 7 8 -7 . 9 0 (4 H , m) , 8 . 09 - 8 .1 7 (3 H ,

m) , 8 .5 3 (1 H , d ,J = 0 .5) , 1 0 . 1 (1 H ,
S) , 1 0 . 7 8 (1 H , S)

m . p . 3 00
0

C 以上

5
-

( 4
- ビフ ェ ニ ルカ ルポキサミ ド)

- 3
'

- 0 - 3 ､ 5 - ジメ トキ シ ベ ン

ジ ル フ ル オ レセイ ン ( 3
-

1 2 ) の 合成

N
-

4
-

ビフ ェ ニ ル
ー 5 -

ア ミ ノ フ ルオ レセイ ン (5 9 m g , 0 ･1 1 m m ol) の ジメ チ

ルホ ル ム ア ミ ド溶液 (0 .5 m l) に ､ 塩化 3 ､ 5 - ジ メ トキシ ベ ン ジル (2 1再,
0 . 1 血 皿 01)

を加 え ､ 室温 で 2 時間反応 した ｡ 逆相 カ ラ ム ク ロ マ トグ ラフ ィ ー ( コ ス モ シ
ー ル 7 5

C
1 8

-

P R E P ､ 蒸留水 : メ タノ ー ル = 3 0 : 7 0 ) に より精 製 し ､

4 4 .7 m g (収率 6 0 % ) で得 た ｡

( 3
-

1 2 ) を

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 3 .7 3 (6 H ,

S) , 5 .6 2 (2 H , S) , 6 .5 2 -6 .6 9 (6 H ,
m) ,

7 .1 3 - 7 . 2 9 (4 H , m) , 7 .
4 7 - 7 .5 3 ( 3 H ,

m) , 7 . 76 - 7 . 9 0 (4 H , m) , 8 . 0 9 - 8 .1 7 (3 H ,
m ) ,

8 .5 2 (1 H , d , J = 0 .8) , 10 .6 8 (1 H ,
S)

m . p . 3 0 0
0

C 以上

5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ル カ ル ポキサミ ド) - 3

'
-

0
-

( 1
-

ナ フ チル メ チル)

フ ルオ レセイ ン ( 3
- 1 3 ) の 合成

N
-

4
- ビ フ ェ ニ ル ー 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (5 0 0 m g , 0 .95 m ol) の ジ メ チ

ー1 40 -



ルホル ム ア ミ ド溶液 (3 m l) に ､ 無水炭酸カリウム (1 3 1 m g , 0 .95 m m ol) と 1 p ( ク ロ

ロ メチ ル) ナ フ タ レン ( 1 7 0 叶 1 . 14 m m ol) を 加え ､ 室 温 で 2 時 間反応 し た ｡ 6 N 塩 酸

( 10 血) に反応溶液 を加え､ 室温 で ､ 1 0 分撹拝 した｡ 得 られ た結 晶を 吸引ろ過 で取

り出し ､ 減圧乾燥し､ ( 3 - 1 3 ) を 6 8 7 m g (収率9 9 % ) で得た｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 5 .26 (2 H , S) , 6 .5 3 -6 . 6 9 (6 H , m) , 7 ･ 29 (1 H ,

d
,

J = 1 2 .5) , 7 .4 3 -7 .6 8 (7 H ,
m) , 7 .7 6 - 8 . 0 (6 H , m) , 8 . 1 0 - 8 ･ 2 (4 H ,

m ) , 8 ･5 2 (1 H ,
d
,

J = 0 .9) , 1 0 . 12 ( 1 H , S)

M S m / z (r el int e n si ty) 6 6 7 ( M
'

5 1) , 5 2 7 (1 0 0) , 5 1 1 (1 1) , 3 7 4 (7)

H R M S C al c d fb r C 4 4 H 2 9 N O 6 ‥M 66 7 ･ 19 9 5

F o u n d : m / z 66 7 .1 3 2 7

m .p . 3 0 0
0

C 以上

5 -

( 4
- ビ フ ェ ニ ル カ ル ポキサミ ド)

ー 3
'

-

0
- ( 2

- ビ フ ェ ニ ル) フ ル

オ レセ イ ン ( 3
- 1 4 ) の 合成

N - 4 - ビフ ェ ニ ル
ー 5 -

ア ミ ノ フ ルオ レセイ ン (50 0 m g , 0 . 95 m ol) の ジメチ

ルホ ルム ア ミ ド溶液 (1 .5 m l) に ､
2 - ブ ロ モ ビフ ェ ニ ル (16 3 .4 叶 0 .9 5 ロ 皿 01) と トリ

エ チル ア ミ ン 4 滴を加 え ､ 室温 で 1 2 時間 反応した ｡ 逆相カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

( コ ス モ シ
ー ル 7 5 C

1 8

- P R E P ､ 蒸留水 : メタノ ー ル = 3 0 : 7 0 ) に より精製

し
､

■

( 3
-

1 4 ) を4 9 0 . 2 m g (収率 7 6 % ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 6 .5 3 -6 .6 8 (6 H , m) , 7 ･2 7 (1 H ,

d
, J = 1 3 ･5) , 7 ･3 6 - 7 ･ 5 3

(9 H , m) , 7 . 7 2 -7 . 9 1 (5 H , m) , 8 .0 9 - 8 .16 (3 H , m) , 8 ･53 (1 H , d , J = 0 ･6) , 1 0 ･
1 8

(2 H , S) , 1 0 . 78 (1 H , S)

m . p . 3 0 0
0

C 以上

5 -

( 4
- ビフ ェ ニ ルカルポキサ ミ ド)

ー 3
'
⊥ 0

-

( 3 - イ ン ドリ ル エ チル)

フ ル オ レセイ ン ( 3
-

1 5 ) の 合成

N - 4 - ビフ ェ ニ ル ー 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (2 0 0 m g , 0 .3 8 m m ol) の ジメチ

ルホル ム アミ ド溶液 (1 .4 m l) に ､ 無水炭酸カリウム (52 .4 m g , 0 .3 8 n m ol) と 3
-

( 2
-

一 1 4 1 -



ブロ モ エ チル) イ ン ド
ー

ル (1 0 2 m g , 0 .4 6 m ol) を加え ､ 室温 で 4 時 間反応 した 0 6 N

塩酸 (1 0 血) に反応溶液 を加 え､ 室温で ､
1 0 分撹 拝 した ｡ 得 られた結 晶を吸 引ろ過

で取 り出 し､ 減圧乾燥 し ､ ( 3
-

1 5 ) を2 2 8 . 1 m g (収 率 9 0 % ) で得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 3 .3 4 ( 2 H , t ,J = 1 4 . 5) , 3 .3 8 (2 H ,

t
,J = 1 4 ･ 5) , 6 ･5 3 - 6 ･ 6 8

(6 H .
m) , 7 .0 0 , 7 .2 3 (3 H , m) , 7 .4 7 - 7 .58 (4 H , m) , 7 ･ 76 -7 ･9 3 (3 H ,

m) , 8 ･09 - 8 ･ 16

(2 H ,
m ) , 8 .5 3 (1 H ,

d
,J = 0 .5) , 10 .6 8 (1 H , S)

M S m / z (rel int e n s ity) 6 7 1 ( M
'

11) , 5 2 7 (1 0 0) , 3 7 4 (1 1)

H R M S C al cd fb r C 4 3 H 2 9 N 2 0 6 ‥M 6 7 1 ･2 0 2 6

F o u n d : m / z 67 0 . 9 86 4

m .p . 3 0 0
0

C 以上

5 - ( 4
- ビフ ェ ニ ル カ ル ポキサ ミ ド)

ー 3
'

- 0 -

( 6
- ウ ラシル メ チ ル)

フ ルオ レセイ ン ( 3
-

1 6 ) の合成

N - 4 - ビフ ェ ニ ル
ー

5
-

ア ミ ノ フル オ レセイ ン (20 0 m g , 0 .3 8 n Ⅱれ01) の ジメ チ

ル ホル ム ア ミ ド溶液 ( 1 .4 m l) に ､ 無水炭酸カ リ ウム (5 2 . 4 m g , 0 . 3 8 n 皿 01) と 6
- ク ロ

ロ メ チ ル ウラ シ ル ( 7 5 ･5 m g , 0 ･4 7 m ol) を加 え ､ 室 温 で3 時 間反 応 した 0 6 N 塩酸

( 10 m l) に反応溶液 を加え ､ 室温 で ､
1 0 分 撹拝 した ｡ 得 られ た結晶を吸引 ろ過 で取

り出 し､ 減圧乾燥し ､ ( 3
-

1 6 ) を2 23 .9 m g ( 収率 9 0 % ) で得 た ｡

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d6) 8 4 . 47 (2 H ,

S) , 5 . 35 (2 H , S) , 5 .6 6 (1 H , S) , 6 ･5 3 -6 ･6 8

(6 H , m) , 7 .2 4 (1 H , d , J = 1 3 .0) , 7 .4 3 -7 .5 3 (4 H , m) , 7 ･5 9 - 7 ･7 6 (4 H , m) ,

8 .0 9 - 8 .1 6 (2 H , m) , 8 .56 (1 H , d ,J = 0 . 6) , 1 0 . 75 (1 H , S) , 1 1 ･ 1 0 (1 H ,
S)

M S m/ z (r el in t e n si ty) 6 5 1 ( M
+

2 5) , 5 2 7 (1 0 0) , 3 7 4 (1 1)'

H R M S C al c d f o r C 3 8 H 2 5 N 3 0 8 ‥M 6 5 1 ･ 1 6 4 1

F o u n d : m / z 6 50 .0 9 4 4

m .p . 3 0 0
0

C 以上

一1 42 -



… 0 一

軍換｢ フ ル オ レセ イ ンモ

ノリ ン酸 エ ス テ ル の 合成

5 -

( 4
- ビ フ ェ ニ ル カル ポキ サミ ド)

-

3
'

- 0 - 置換 -

フ ル オ レセ イ ン

( 0 .1 8 m m ol) の ピリ ジン 溶液 (20 0 p l) に ､ オキ シ塩化リ ン (0 ･3 7 r n m ol) を 0
0

C で 加

え､ その まま 1 時間撹拝した ｡ 反応液 を冷水 (2 血) に注ぎ反応 を終了さ せ ､ 逆相 シ

リカゲ ルカ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
P

( コ ス モ シ
ー ル 7 5 C

1 8

-

P R E P ､ 蒸 留水 : メ

タノ
ー ル = 3 0 : 7 0 ) に より精製して ､

5 -

( 4
- ビ フ ェ ニ ル カル ポキサ ミ ド)

-

3
,

- 0 -

置換
-

フ ル オ レセイ ンモ ノ リ ン酸体 を収率 4 3 ～ 5 6 % で得た ｡

5 -

( 4
- ビ フ ェ ニ ル カルポキサ ミ ド) ー 3

'
- ( 1

-

ナ フチ ル メチ ル) フ ル

オ レセ イ ン ( 3
- 1 3 ) モ ノリ ン 酸 エ ス テ ル体を用 い たス ポ ッ トテ ス ト法に よ る

入D N A の検出

滅 菌 し た エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブ に ､ ディ ゴ キ シ ゲ ニ ン ー

[ 1 1トd U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P (0 .5 m M
,
l pl) d G T P (0 .5 m M

,
1 pl) , d C T P (0 ･ 5 rn M ,

1 pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 pl) ､

9 5
｡

C で 1 0 分間熱変性し氷水中 で 5 分 間冷却 し 1 本鎖に した入D N A ( 5 0 0 n g/ pl ､

2 ド1) を加 え ､
1 分間ボル テ ッ クス を用 い て 強く撹拝した 0 反応液 にⅢ e n o w 酵素 を1

pl加 え ､ 3 7
｡

C で 1 時 間反応 さ せた 0 次 い で ､ 0 ･ 2 M の E D T A を 2 pl加え ､ 反 応 を 停止

した ｡ 次い で ､ 反応 液 に 6 0 ド1 の エ タ ノ
ー ル / 酢酸ナ トリウム 混合液を加え ､

-8 0
0

C

で 1 5 分 間放置 した ｡ そ の 溶液 を､ 1 5 0 0 0 回転で 4
0

C で 1 5 分間遠 心した ｡ 上清

をピペ ッ トで 吸 い 取り ､ 7 0 % エ タノ
ー ル で 洗浄 した後乾燥さ せた ｡ こ の ディ ゴキ シ

ゲニ ン標識した入D N A を10 n g小1の濃度で ､
ニ シン 精子D N A を加 えたT E 緩衝液 b H 8 ･0)

に溶か した ｡ 得 られたディ ゴキ シゲニ ン標識した入D N A をニ シ ン精子D N A を加 えたTモ

緩衝液 ( p H 8 . 0) で 希 釈 して ､ O fg/p l , 5 fg/ pl , 1 0 短小1 , 2 0 fg/pl , 4 0 fy p l , 8 0 f衰小1 , 1 6 0

fg/ pl , 3 2 0 fg/ pl , 1 p 如1 の 濃度 の ディ ゴキ シゲ ニ ン標 識した入D N A を調整 した o これ ら

の ディ ゴキ シゲニ ン 標識した入D N A 溶液 を 1 再づ つ ナイ ロ ン メ ン プレ ンにス ポ ッ トし

た ｡ ナイ ロ ン メ ン プ レン上 の ディ ゴキ シゲ ニ ン標識した入D N A を固定化す る た めに ､

ナイ ロ ンメ ン プ レン を真空オ
ー ブ ン中で ､ 8 0

0

C で 3 0 分間加熱 し た｡ ナイ ロ ン メ ン

プ レン を0 . 1 % カゼイ ン溶 液 に 3 0 分間浸 した ｡ ナイ ロ ン メ ン プ レン に ､ ア ル カリホス

ー1 4 3 -



フ ァ タ
ー ゼ標識 した抗ディ ゴキ シゲ ニ ン 抗体 を含 む緩衝液 をの せ ､

パ ラ フ イ ル ム を被

せ ､ 3 0 分間静置 した ｡ 次 い で ､ ナイ ロ ンメ ン プ レ ンを0 .1 5 M 塩化ナ トリウム を含ん

だトリ ス 緩衝液 (p H 7 ･5) で ､ 1 0 分間づ つ 3 回洗浄 して ､ 未結合 の抗デイ ゴ キ シゲ

ニ ン 抗体を除去した ｡ 1 0 m M 塩化 ナ トリウ ム と5 0 m M 塩化 マ グネ シ ウム を含んだ1 0 0

m M の トリ ス 緩衝液 (p H 8 . 0) で調整 した100 帽 の 5
-

( 4
- ビフ ェ ニ ル カル ポキサミ

ド) - 3
,

- ( 1 - ナ フ チ ル メ チル) フ ル オ レセイ ン ( 1 3 ) モ ノ リ ン酸 エ ス テ ル 体

溶液を ､ ナイ ロ ン メ ンプ レ ン の全表面が覆うよう に滴下し ､
パ ラフ イ ルム を被せ ､

3

7 ｡ C で 1 時間暗室で放置した ｡ パ ラ フ イ ル ム を取り除き ､ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン に ､

0 .5 N 水酸化ナトリウム 溶液を滴下し反応を終了した ｡ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン に紫外光

(30 2 n m ,
2 m W /c m

2
) を照射して ､ アルカ リホス フ ァ タ

ー ゼ に よる 加水分解体を励起

させ ､ 発す る 蛍光をC C D カメ ラ ( ソ ニ ー

､ X C - 5 7) に取 り込 み ､ ビデオ プリ ン タ ー

( 精 工 舎 ､ V ト1 5 0 0) で プリ ン トアウ トした ｡ 目視 で見え るス ポ ッ ト を検 出可 能 とす

ると ､ 5 fg の九D N A を検 出した ｡

5 - ( 4
-

ビ フ ェ ニ ル カル ポキサ ミ ド)
ー 3

'

- ( 1
-

ナ フ テル メ チル) フ ル

オ レセイ ン ( 3
-

1 3 ) モ ノ リ ン 酸エ ス テル体 を用 い たサザ ンブ ロ ッ トハ イ プリグイ

ゼ
ー シ ョ ン法に よる 相月d III で 消化させ た入D N A の 検出

( 1 ) ディ ゴ キ シゲ ニ ン標識した 肋 d III で 消化させ た九プロ
ー ブD N A の作 製

滅菌 した エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ ー ブ に ､ ディ ゴキ シゲ ニ ン
ー

【1 1トd U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P (0 .5 m M
,
l ul) d G T P (0 .5 m M ,

1 pl) , d C T P (0 ･5 m M
,
1 ul) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 pl) ､

9 5 ｡ C で 1 0 分間熱変性し氷水中で 5 分間冷却し 1 本鎖 に した班乃d III で 消化さ せ た

入D N A ( 5 0 0 n 如1 ､ 2 匹1) を加 え ､ 1 分間 ボルテ ッ ク ス を用 い て 強く撹拝した 0 反

応液 に K l e n o w 酵素 を 1 pl加 え ､ 3 7
0

C で 1 時 間反応 さ せ た｡ 次 い で ､ 0 . 2 M の E D T A を

2 匹1加 え ､ 反応 を停止 した ｡ 次 い で ､ 反応液 に 6 0 ド1の エ タ ノ
ー ル / 酢酸ナ トリ ウム

混合液 を加え ､
-8 0

0

C で 1 5 分 間放置 した ｡ そ の溶液 を ､ 1 5 0 0 0 回転で 4 0 C で 1

5 分 間遠心した ｡ 上清 をピペ ッ トで吸 い 取 り ､
7 0 % エ タ ノ

ー

ル で洗浄 した後乾燥さ

せ た｡ こ の ディ ゴキ シゲ ニ ン 標識した m n d III で 消化 させた九プロ
ー ブD N A を1 0 n g/ pl の

濃度 で ､
ニ シ ン精子D N A を加 えたT E 緩衝液 (p H 8 . 0) に溶か した ｡

- 1 4 4 -



( 2 ) ディ ゴ キ シゲ ニ ン標識 した 肋 d III で 消化さ せた九プ ロ ー ブD N A の 変性

こ の ディ ゴキ シゲニ ン標識したm n d III で 消化させた九プロ
ー

ブD N A を 9 5
O

C で

1 0 分 間熱変性 し ､ 即座 に 氷冷 し､ 5 分間 放置 した ｡ 次 い で ､ ハ イ プ リグイ ブリ グイ

ゼ
ー シ ョ ン溶液 を加 えた｡

( 3 ) サザン プ ロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン

5 m lサイ ド の 端 に0 . 5 × 0 . 1 × 0 . 5 皿 サイ ズ の 穴を 3 カ所 開 けた 5 × 6 × 0 .6 q m の

サイ ズ の 0 .8 % ア ガ ロ ー

ス ゲ ル を作製した ｡ そ の ア ガ ロ
ー

ス ゲル をトリス
ー

ア セテ
ー ト

緩衝液が入 っ た電気泳導槽に置 き､ ア ガ ロ
ー

ス ゲル の 3 カ所 の穴 に ､ 月血d III で 消化 さ

せ た入D N A を 2 0 叫 4 け1 ､ Oj叫1づ つ それぞれ の 穴 に注 入 した ｡ 電気泳 導 を行 い ､ を

サイ ズ分離した ｡ 次 い で ､ その ア ガ ロ ー スゲル を0 . 2 5 N 塩酸水溶液 に浸 し1 0 分間ゆ っ

く り振 とうし ( 核酸 の プリ ン環 を開裂 させ ､ 短 い 断片 に し ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン に転

写しやすくす る ため の 操作) ､ 蒸留水で ､ アガロ ー

ス ゲル を洗 っ た｡ 次い で ､ 0 .5 N 水

酸化 ナ トリウム/ 1 .5 M 塩化ナ トリ ウム溶液 にア ガ ロ ー

ス ゲル を浸 し ､
1 5 分 間ゆ っ く

り振 とうした ( タ
ー

ゲ ッ トの 相月d III で消化 さ せた入D N A を 1 本鎖にす る 操作) ｡ 次 い

で ､ ア ガ ロ ー ス ゲル にナイ ロ ンメ ンプ レ ン を密着させ ､ 吸引さ せなが らアガ ロ
ー ス ゲ

ル上 の 〃由d III で 消化 させ た九D N A をナイ ロ ン メ ン プ レン に転写 した ｡ そ の ナイ ロ ン メ

ン プ レ ンに紫 外光 を照 射 し､ D N A を固定 した ｡ 次 い で ､
5 % 脱脂粉 乳 と 0 . 1 % ラ ウ ロ

イ ル N
-

メ チ ル グリ シ ン ナ トリ ウム 塩と0 .0 2 % ドデ シ ル硫酸ナトリウ ム と5 0 % ホ

ルム ア ミ ドを含ん だ1 5 0 m M 塩化 ナトリウム と1 5 0 m M ク エ ン 酸 ナ トリ ウム で 調整 した

緩衝液 (p = 7 ･ 0) に ナイ ロ ンメ ンプ レ ンを浸 した ｡ 次い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で 調整 し

たディ ゴキ シゲニ ン標識したm n d III で消化させ た入プロ
ー ブD N A を加 え､

4 2 0 C で 1

6 時間 反応 した ( プ ロ ー ブD N A とタ
ー

ゲ ッ トD N A を相 補的結合させ た) ｡ 次い で ､

室温で ､ 0 .0 5 % ドデシ ル 硫酸ナトリウム を含んだ1 5 0 m M 塩化ナ トリ ウム と1 5 0 m M ク エ

ン酸ナ トリウム で 調整した緩衝液 (p H 7 .0 ) に ､ ナイ ロ ンメ ン プ レン を浸 し ､ 5 分 間

振とう した ｡ こ の操作 を2 回行 っ た ｡ 次い で ､
5 5 0 C で 同様 の処理 を行 っ た ｡ 次 い で ､

アル カ t｣ ホス フ ァ タ
ー ゼ標識した抗ディ ゴキ シゲ ニ ン抗体 のF ab フ ラグメ ン トと の カ ッ

プリ ン グ反応を行 っ た ｡ 次 い で ､ 0 .0 5 % ドデシ ル硫酸ナトリウム を含んだ1 5 0 m M 塩化

-1 4 5
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ナトリウム と 15 0 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウム で 調 整 した緩 衝液 (p H 8 .5) で1 0 0 p g h nl に 調

整 した 5
- ( 4

- ビフ ェ ニ ル カル ポキサ ミ ド) - 3
'

- ( 1 - ナ フ チ ル メ チル) フ ル

オ レセ イ ン ( 3
-

1 3 ) モ ノ リ ン 酸 エ ス テ ル体 溶液 をそ の ナイ ロ ン メ ンプ レ ン上 に の

せ ､
パ ラ フ イ ル ム で被 い ､ 室温 で 2 時間反 応 した ｡ 蒸留水 に ナイ ロ ン メ ンプ レ ンを 1

0 分 間浸 し振 とう し ､ 酵 素反応 を終了 した ｡ ナイ ロ ンメ ン プ レ ン に紫外 光 (3 0 2 n m ,

2 m W / m
2
) を照射 して ､ ア ル カ リホス フ ァ タ

ー ゼ による加水分解体を励起さ せ ､ 発す

る蛍 光 をC C D カ メ ラ ( ソ ニ
ー

､ X C - 5 7) に 取 り込 み ､
ビデオ プリ ンタ ー ( 精工 舎 ､

V P - 1 5 0 0) で プリ ン ト ア ウト した｡ 目視で見 え る スポ ッ トを検出可能 とす ると ､ 0 . 1 p g

の入D N A を検 出 した｡

第 4 章 異な っ た塩基配列を有す る 2 種類のD N A の 2 段階法 に よる 同時検出

九D N A / E c( R I とC oI E I D N A / E c 〔沢I , B R 3 2 2 / E c( 求I の混合物のH N P P とB N F P 法

によ る 2 色検 出

( 1 ) ディ ゴキ シゲ ニ ン標識したE c o RI で 消化 させた入プ ロ
ー ブD N A と ビオチ

ン標識したE c o R I で 消化さ せ たC oI E l とp B R 3 2 2 の混合プロ
ー ブD N A の 作製

滅菌 し た エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブ に

､ ディ ゴキ シゲ ニ ン
ー

[ 1 1] - d U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P (0 .5 m M
,
1 ul) d G T P (0 .5 m M ,

1 pl) , d C T P (0 ･5 m M
,
l pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 pl) ､

9 5 0 C で 1 0 分 間熱変性し氷水中で 5 分間冷却し 1 本鎖 に した丘c o R I で 消 化さ せ た

入D N A ( 5 0 0 ng/ pl ､ 2 pl) を加 え､
1 分 間 ボ ル テ ッ ク ス を用 い て 強く撹拝した ｡ 反

応液 にK le n o w 酵素を1 pl加 え ､ 3 7
0

C で 1 時間反応さ せ た ｡ 次い で ､
0 ･2 M の E D T A を

2 け1加え ､ 反応を停止 した ｡ 次い で ､ 反応液 に 6 0 け1 の エ タ ノ
ー ル / 酢酸ナ トリ ウム

混合液を加え ､

一80
0

C で 1 5 分間放置 した｡ そ の 溶液 を､ 1 5 0 0 0 回転で 4
0

C で 1

5 分間遠心した ｡ 上清をピペ ッ トで 吸い 取 り ､ 7 0 % エ タノ
ー ル で洗浄した後乾燥さ

せ た ｡ こ の ディ ゴキ シゲニ ン標識したE c o R I で 消化 させ た入プロ ー ブD N A を1 0 n g/p l の

濃度で ､
ニ シ ン精子D N A を加 えたT E 緩衝液 (p H 8 .0) に溶か した ｡ 次 い で ､ 滅 菌した

エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー

ブ に ､
ピオテ ン

ー

【16] -d U T P ( 1 m m ol , 1 ul) , d A T P (0 .5 m M
,
l p l)

d G T P (0 .5 m M
,
1 pl) , d C T P (0 .5 m M ,

1 pl) , 滅菌蒸留 水 ( 1 1 p l) ､ 9 5
0

C で 1 0 分間熱
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変性 し氷水 中 で 5 分 間冷却 し 1 本鎖 に したE c o R I で 消化さ せ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混 合

D N A ( 5 0 0 n g/ ul ､ 2 pl) を加 え ､ 1 分 間ボルテ ッ ク ス を用 い て 強く 撹拝した ｡ 反応

液 にKle n o w 酵素を 1 p l加え ､ 3 7
0

C で 1 時 間反応さ せ た ｡ 次い で ､ 0 ･ 2 M のE D T A を 2

ド1加 え､ 反 応を停止 した｡ 次い で ､ 反応 液 に 6 0 直の エ タ ノ
ー ル / 酢 酸 ナトリ ウム 混

合液 を加え ､
-8 0 0 C で 1 5 分 間放置 した ｡ そ の 溶液 を ､ 1 5 0 0 0 回転で 4 0 C で 1 5

分間遠心した ｡ 上清をピペ ッ トで吸い 取り ､ 7 0 % エ タノ
ー

ル で 洗浄した後乾燥させ

た ｡ こ の ビオ チ ン標識したE c o R I で 消化 さ せ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混 合プロ
ー ブD N A

を10 n g/pl の 濃度で ､
ニ シ ン精子D N A を加 えたT E 緩衝液 (p H 8 ･0) に溶か した 0

( 2 ) ディ ゴキ シゲニ ン標識したE c o R I で 消化 させた九プロ
ー ブ D N A と ビオチ

ン標識 した E c o R I で 消化 させ たC oI E l とp B R 32 2 の混 合プ ロ
ー ブD N A の 変性

ディ ゴ キシゲニ ン標識したE c o R I で消化 させ た入プロ
ー

ブD N A と ピオチ ン標識

したE c o R I で消化 さ せ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混合プロ
ー ブ D N A を 9 5

0

C で 1 0 分 間熱

変性 し ､ 即座に氷冷し ､
5 分間放置 した ｡ 次い で ､

ハ イ プリダイ ブリグイゼ ー シ ョ ン

溶 液 を加えた ｡

( 3 ) サザ ン プロ ッ トハイ プリグイ ゼ
ー シ ョ ン に よ る 2 色検 出

5 m サイ ド の 端 に0 .5 × 0 .1 × 0 . 5 m サイ ズの 穴 を 1 カ所 開けた5 × 6 × 0 . 6 α1 の

サイ ズの 0 . 8 % ア ガ ロ ー

ス ゲル を作製 した｡ そ の アガ ロ
ー

ス ゲ ル をトリ ス
ー

ア セテ
ー ト

緩衝液 が入 っ た電気泳導槽に置 き ､ ア ガロ ー

ス ゲル の 1 カ所 の 穴 に ､
5 0 0 pg の 且c o

R I で消化さ せた入D N A と 1 0 0 p g の E c o R I で 消化させ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混合D N A を

混ぜ合わせ た も の を穴 に注入 した ｡ 電気泳 導 を行 い ､ サイ ズ分離 した ｡ 次 い で ､ そ の

ア ガロ
ー ス ゲ ル を0 . 2 5 N 塩酸水溶液 に 浸し 1 0 分 間ゆ っ くり振 とう し ( 核酸 の プリ ン

環 を開裂させ ､ 短 い断片 に し､ ナイ ロ ンメ ン プレンに転写しやすくするための操作) ､

蒸留水 で ､ ア ガ ロ
ー

ス ゲル を洗 っ た ｡ 次 い で ､ 0 . 5 N 水酸化 ナ トリウム / 1 . 5 M 塩化 ナ ト

リ ウ ム溶液 に ア ガ ロ ー

ス ゲル を浸 し ､
1 5 分 間ゆ っ くり 振 とう した ( タ

ー ゲッ トの

f 血 d III で消化させ た入D N A を 1 本鎖にする操作) ｡ 次い で ､ ア ガロ ー ス ゲル にナイ ロ

ン メ ン プ レ ンを密 着 させ ､ 吸引さ せな が らア ガロ
ー

ス ゲル 上 の 肋 d III で 消化 さ せた
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入D N A をナイ ロ ン メ ン プ レ ン に転写 した｡ そ の ナイロ ン メ ン プレ ン に紫外光 を照射 し ､

D N A を固 定 した ｡ 次 い で ､ 5 % 脱脂粉 乳 と0 .1 % ラ ウ ロ イ ル N
-

メチ ル グリ シ ン

ナ トリ ウム塩 と0 .0 2 % ドデシ ル硫酸ナトリ ウム と5 0 % ホルム ア ミ ドを含んだ1 5 0 m M 塩

化ナトリウム と1 50 m M ク エ ン酸ナ トリ ウム で調整した緩衝液 ( p H 7 .0) に ナイ ロ ンメ

ン プ レン を浸 した ｡ 次 い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で調 整したデイ ゴキ シ ゲ ニ ン標識 した

Et o RI で 消 化さ せ た入プロ
ー

ブ D N A と ビオ チ ン 標識したE c o RI で 消 化さ せたC oI E l と

p B R 3 2 2 の混合プロ
ー ブD N A を加え ､ 4 2

O

C で 1 6 時間反応した ( プロ ー ブD N A とタ ー

ゲ ッ トD N A を相補 的結合さ せた) ｡ 次い で ､ 室温 で ､ 0 . 0 5 % ドデ シ ル硫酸 ナ トリ ウム

を含んだ1 50 m M 塩化 ナ トリ ウム と150 m M ク エ ン 酸ナトリ ウムで 調整した緩衝液 ( p H

7 .0) に ､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン を浸 し ､ 5 分間振 とう した ｡ こ の 操作 を2 回行 っ た ｡ 次

い で ､ 5 5
0

C で 同様の 処 理 を行 っ た ｡ 次い で ､ ディ ゴキシゲニ ン標識した且c o R I で 消

化させ た入プロ ー ブD N A に対 して ア ル カリ ホス フ ァ タ
ー ゼ標識した抗ディ ゴキ シゲニ

ン抗体 のF a b フ ラ グメ ン ト との カ ッ プリ ン グ反応 を行 っ た｡ 未反応 の ア ル カリホス フ ァ

タ ー ゼ 標識した抗ディ ゴキ シゲニ ン抗体のF ab フ ラ グメ ン トを洗 浄 し取 り除い た後 ､

0 . 0 5 % ドデシ ル硫酸 ナ トリ ウム を含んだ1 5 0 m M 塩化ナ トリウム と1 5 0 m M ク エ ン 酸ナ ト

リウ ム で 調整 した緩衝液 ( p H 8 .5) で10 叫釘血 に 調整したN
-

( 2
-

ビフ ェ ニ ル)
-

3 - ヒ ドロ キ シ
ー 2 -

ナ フ タ レ ンカル ポキサ ミ ドの リ ン酸 エ ス テル ( H N P P ) 溶 液 を

その ナイ ロ ンメ ンプレン上 に のせ ､ パ ラ フ イ ル ム で被い ､ 室温 で 3 0 分間反応した ｡

次 い で ､ ア ル カリ ホス フ ァ タ
p ゼ を失活 さ せ る ため 0 . 05 M E D T A 溶液 中 で ､ 8 5

0

C で

1 0 分間加熱した｡ 次 い で ､ ビオチ ン標識したE c o R I で 消化させ たC oI E l とp B R 3 2 2 の

混合プロ ー ブD N A に対 して ､ ア ル カリホス フ ァ タ
ー ゼ標識抗ビオチ ン抗体のF ab

T

7 ラ

グメ ン トと の カ ッ プリ ング反応 を行 っ た｡ 未反応 の アル カリホス フ ァ タ ー ゼ標識した

抗ビオテ ン抗体 のF ab フ ラグメ ン トを洗浄 し取 り除い た後 ､ 0 . 0 5 % ドデシル 硫酸ナトリ

ウム を含んだ1 5 0 m M 塩化 ナトリ ウム と15 0 m M ク エ ン酸ナ トリ ウム で 調整した緩衝液

(p H 8 . 5) で1 0 叫針山 に調整 した 5
-

( 4 - ビフ ェ ニ ルカ ルポキサ ミ ド) - 3
'

- 0 -

( 1 - ナフ チ ル) メ チル フ ル オ レセイ ンモ ノ リ ン酸エ ス テ ル (B N F P) 溶 液 をそ の ナ

イ ロ ン メ ン プ レ ン上 に の せ ､ パ ラ フ イ ル ム で 被い ､ 室温で 3 0 分 間反 応 した ｡ 蒸留水

にナイ ロ ンメ ン プ レン を 1 0 分間浸 し振 と うし ､ 酵素反応 を終 了した ｡ ナイ ロ ン メ ン

ー14 8 -



プ レ ン に紫外 光 (3 02 n m ,
2 m W / c m

2
) を 照射 して ､ アル カ リホ ス フ ァ タ

ー ゼ によ る加

水分解体 を励起さ せ ､ 発す る蛍光 をC C D カメ ラ ( ソ ニ
ー

､ X C -5 7) に取 り込 み ､ ビデ

オ プリ ン タ
ー

( 精 工 舎 ､ V P - 1 5 0 0) で プリ ン トア ウトした ｡ 青色 と黄 緑色 の 2 色の 蛍

光バ ン ドを画像化した ｡

第 5 章 ペ ルオキ シ ダ
ー ゼ用新規蛍光基質 の 合成 とD N A の 高感度検出および異

な っ た塩基配列を有す るD N A の 同時検出

N - 3
､
5

- ジ メ チ ル フ ェ ニ ル ー 5
-

チオ ウレイ

の 合成

ド フ ル オ レセ イ ン ( 5
-

2 )

フ ル オ レセイ ンイ ソチオ シ アナ
ー ト (1 0 0 m g , 0 .2 6 m ol) の エ タ ノ

ー

ル ( 1 m l)

溶液 に 3 ､ 5
-

キ シ リ ジ ン (3 2 J叫1 , 0 . 2 餌 皿 01) を加 え ､ 室温 で 1 5 時間反応した｡ 溶

媒 を留去 した後 ､ カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( シリカゲ ル ､ ク ロ ロ ホ ルム : エ タ ノ
ー

ル = 9 5 : 5 ) に より精製 して ､ ( 5
- 2 ) を1 1 9 . 2 m g (収 率 9 1 % ) で 得た 0

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 2 . 25 (6 H , S) , 6 .5 8 -6 .6 7 (6 H ,

m) , 6 ･ 8 1 (1 H , S) , 7 ･0 4

(2 H ,
S) , 7 .1 7 (1 H ,

d
, J = 1 0 .5) , 7 .7 9 (1 H , d ,J = 12 .5) , 8 ･1 2 (1 H ,

d
,J = 1 ･1) , 9 ･9 9

(1 H ,
S) , 10 .1 1 (2 H ,

S)

m . p . 3 00
0

C 以上

N
-

4
- ビ フ ェ ニ ル ー

5
- ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン ( 5

- 3 ) の 合成

ク
ー ビフ ェ ニ ル カ ル ポ ニ ル ク ロ ー｣ ド (2 6 2 .4 m g ,

1 . 2 1 汀 皿 01) の ア セ ト ニ トリ ル

(2 .5 mi ) 溶液 に 5
- ア ミ ノ フ ル オ レセ イ ン (4 2 0 .5 m g ,

1 . 2 l m m ol) を加 え室温 で 1 5 時

間反応 した ｡ 逆相カ ラム ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

( コ ス モ シ
ー ル 7 5 C

I S

- P R E P ､ 蒸

留水 : メタノ ー ル = 3 0 : 7 0 ) に より精製して ､ ( 5
- 3 ) を6 2 0 .3 m g ( 収率 9 8

% ) で 得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 6 .5 7 - 6 .6 9 (6 H , m) , 7 ･4 2 - 7 ･5 3 (3 H , m) , 7 ･7 6 - 7 ■9 1

(4 H ,
m) , 7 .2 7 (1 H ,

d
,J = 1 2 .5) , 8 .0 9 - 8 .1 9 (3 H , m) , 8 .5 3 (1 H , d ,J = 0 ･9) , 1 0 ･0 5

(1 H ,
S) , 1 0 .7 5 (1 H ,

S)

- 14 9 -



m ･ p ･ 2 2 6 - 2 2 7
0 C

3
'

-

0
- ( 3 - イ ン ドリ ル) エ チル

ー

5
- ( N

■
- ( 3 . 5 - ジ メ チ ル フ エ ニ ル)

チオウ レイ ド) フ ル オ レセ イ ン ( 5
- 4 ) の 合成

N - ( 3
,
5 - ジメチ ル フ ェ ニ ル)

- 5 -

チオ ウレイ ドフ ルオ レセイ ン ( 2 0 0 m g ,

0 . 3 29 m m ｡1) の ジ メ チ ル ホ ルム ア ミ ド溶液 ( 1 mi ) に ､ 無水炭 酸 カ リ ウ ム ( 5 4 ･ 1 m g

o . 3 2 9 m m ｡1) と 3
-

( 2
- ブ ロ モ エ チ ル) イ ン ド

ー ル ( 10 5 .3 m g , 0 .47 m m ol) の ジ メチ

ル ホルム アミ ド溶液 (0 .
2 m l) を加え ､ 室温 で 3 時間撹拝した ｡ 6 N 塩酸 (10 血) に反

応溶液 を加え ､ 室温 で ､
1 0 分撹拝 した｡ 得 られた結晶を吸引 ろ過 で 取 り出 し ､ 減圧

乾燥 し ､ ( 5
- 4 ) を 2 7 5 m g ( 収率9 9 % ) で 得た 0

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O

- d6) 8 2 .4 2 (6 H ,
S) , 3 ･3 4 (2 H ,

t
, J = 1 4 ･5) , 3 ･ 8 3 (2 H ,

t
,

J = 1 4 .5) , 6 .6 5 - 6 . 82 (6 H ,
m) , 6 .9 4 - 6 .9 9 (3 H ,

m) , 7 ･0 0 - 7 ･2 1 (6 H , m) , 7 ･4 1 - 7 ･ 5 2

(2 H ,
m) , 7 .8 2 - 8 . 0 (2 H ,

n T) , 1 0 . 7 (1 H ,
S)

M S m / z (r el in t e n si ty) 6 5 3 ( M
十

3 5) , 5 1 0 (6 5) , 3 8 9 (1 0 0)

H R M S C al c d fbr C 3 9 H 3 1 N 30 5S ‥M 6 5 3 ･ 1 9 8 5

F o u n d : m / z 6 5 2 . 9 95 9

m . p . 3 0 0
0 C 以上

5 - ( 4
-

ビ フ ェ ニ ルカルポキサミ ド)
ー 3

'
-

( 1
- ナ フ チ ル メ チル) フル

オ レセ イ ン ( 5
- 5 ) の 合成

N p

4
- ビフ ェ ニ ル

ー 5 - ア ミ ノ フ ル オ レセイ ン (5 0 0 m g , 0 .9 5 m m ol) の ジメチ

ルホル ム アミ ド溶液 (3 血) に ､ 無水炭酸カリウム ( 13 1 m g , 0 .9 5 m m ol) と 1
-

( ク ロ

ロ メチ ル) ナ フ タ レ ン (1 7 0 叶 1 ･ 14 m m ol) を加え ､ 室 温で 2 時 間反応した0 6 N 塩酸

( 1 0 m l) に反応溶液 を加え ､ 室温で ､
1 0 分 撹拝 した｡ 得 られた結 晶を吸引ろ 過 で取

り 出し､ 減圧乾燥し ､ ( 5
- 5 ) を 6 8 7 m g ( 収率 9 9 % ) で得た ｡

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O

- d 6) 8 5 .2 6 (2 H , S) , 6 ･5 3 - 6 ･6 9 (6 H , m) , 7 ･2 9 (1 H , d ,

J = 12 .5) , 7 . 4 3 - 7 .6 8 (7 H , m) , 7 . 7 6 - 8 .0 (6 H , m) , 8 . 1 0 - 8 .2 (4 H , m) , 8 ･5 2 (1 H , d ,

J = 0 .9) , 10 . 1 2 (1 け s)

- 15 0 -



M S m /z ( rel i nt e n s i ty) 6 6 7 ( M
'

5 1) , 5 2 7 (1 0 0) , 5 1 1 (1 1) , 3 7 4 (7)

H R M S C al cd fb r C
4 .
H 2 9 N 0 6 ‥ M 6 6 7 ･ 1 99 5

F o u n d : m / z 6 6 7 .1 3 2 7

m .p . 3 0 0
0

C 以上

入D N A / E c〔沢I とC oI E I D N A / E c (R I , B R 3 2 2 / E cc R I の 混合 物 の A M M B とH N P P

堕による 2 色検出

( 1 ) ディ ゴキ シゲニ ン標識したE c o RI で消化さ せ た九プロ
ー ブ D N A とピオチ

ン標識したE c o R I で 消化させ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混合プロ
ー

ブD N A の 作製

滅菌した エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブに ､ ディ ゴキ シゲ ニ ン ー

【1 1] - d U T P (1 m m ol ,

1 pl) , d A T P (0 .5 m M
,
1 pl) d G T P (0 .5 m M

,
1 pl) , d C T P (0 ･5 m M ,

1 pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 p l) ､

9 5 ｡ C で 1 0 分 間熱変性 し氷水中で 5 分 間冷却し 1 本鎖に したg c o RI で 消 化さ せ た

九D N A ( 5 0 0 n g/p l ､ 2 p l) を加 え ､ 1 分間 ボルテ ッ ク ス を用 い て 強く撹拝した 0 反

応液 にKle n o w 酵素を1 p l加 え ､ 3 7
0

C で 1 時間反応さ せ た ｡ 次い で ､ 0 ･2 M のE D T A を

2 ド1加 え､ 反応を停 止 した 0 次い で ､ 反応液 に 6 0 直の エ タ ノ
ー ル / 酢酸ナ トリウム

混合液 を加え ､

- 8 0
｡ C で 1 5 分間放置 した｡ そ の 溶液 を､ 1 5 0 0 0 回転 で 4

0

C で 1

5 分間遠心 した ｡ 上 清 を ピ ペ ッ トで吸 い 取 り ､ 7 0 % エ タノ ー ルで 洗 浄 した後乾燥 さ

せ た ｡ こ の ディ ゴ キ シゲ ニ ン標識したE c o R I で 消化 さ せ た入プロ
ー ブD N A を1 0 n g/ pl の

濃度で ､
ニ シ ン精子D N A を加 えたT E 緩衝液 (p H 8 .0) に溶かした ｡ 次 い で ､ 滅菌 した

エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
p ブ に ､ ビオ テ ン

ー

【16トd U T P (1 n 皿 01 , 1 p l) , d A T P (0 . 5 m M
,
1 pl)

d G T P (0 .5 m M
,
1 pl) , d C T P (0 .5 m M

,
1 pl) , 滅菌蒸留水 ( 1 1 p l) ､ 9 5

0

C で 1 0 分間熱

変性し氷水中で 5 分 間冷却し1 本鎖に したE c o R I で消化さ せ たC oI E l とp B R 3 22 の 混合

D N A ( 5 0 0 n g/ pl ､ 2 pl) を加 え､
1 分間ボル テ ッ ク ス を用 い て 強く撹拝した 0 反応

液 に K l e n o w 酵素 を 1 p l加 え ､ 3 7
0

C で 1 時間反応さ せ た｡ 次 い で ､ 0 ･2 M の E D T A を 2

再加 え ､ 反 応 を停止 した ｡ 次 い で ､ 反応 液に 6 0 匹1 の エ タ ノ
ー ル / 酢 酸 ナトリ ウム 混

合液 を加 え ､

- 8 0
0

C で 1 5 分間放置した ｡ そ の 溶液 を ､
1 5 0 0 0 回転で 4

0

C で 1 5

分間遠心した｡ 上清を ピペ ッ トで 吸い取 り ､ 7 0 % エ タ ノ
ー ル で洗浄した後乾燥させ

た｡ こ の ビオ チ ン 標識 した E c o R I で 消 化さ せ たC oI E l とp B R 3 2 2 の混 合 プロ
ー ブD N A

- 1 5 1 -



を1 0 n g/ pl の 濃度 で ､
ニ シ ン 精子D N A を加 えたT E 緩衝液 (p H 8 .0) に溶か した ｡

( 2 ) ディ ゴキ シゲ ニ ン標識したE c o RI で 消化 させ た入プロ
ー

ブD N A と ピ オチ

ン標識したE c o RI で消化さ せ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混合 プロ
ー

ブD N A の変性

ディ ゴキ シゲニ ン標識した g c o
.
Ⅲ で 消化 させ た入プロ ー ブD N A と ビ オチ ン標識

したE c o R I で 消化 させ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混合 プロ
ー ブD N A を 9 5

0

C で 1 0 分 間熱

変性し ､ 即座に氷冷し ､ 5 分間放置した ｡ 次い で ､ ハ イ プリグイブリグイゼ ー シ ョ ン

溶液 を加 えた｡

( 3 ) サザン プロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー

シ ョ ンに よる 2 色検出

5 α1サイ ド の端 に0 . 5 × 0 .1 × 0 . 5 m サイ ズの 穴 を1 カ所開 けた 5 × 6 × 0 . 6 c m の

サイ ズ の0 .8 % ア ガ ロ ー

ス ゲル を作製した ｡ そ の アガ ロ ー

ス ゲル をト リス ー

ア セテ
ー

ト

緩衝液 が入 っ た 電気泳導槽に置 き ､ ア ガ ロ
ー

ス ゲル の 1 カ所 の 穴 に ､ 5 0 0 p g の どc o

RI で 消化させ た入D N A と 1 0 0 p g の E c o R I で消化 させ たC oI E l とp B R 3 2 2 の 混合 D N A を

混 ぜ合わせ た も の を穴に注 入 した ｡ 電気泳導を行い ､ サイズ分離した ｡ 次い で ､ そ の

ア ガ ロ ー スゲル を0 .2 5 N 塩酸水溶液 に 浸 し1 0 分間 ゆ っ くり振とうし ( 核酸 の プリ ン

環を開裂 させ ､ 短 い 断片 に し､ ナイ ロ ン メ ン プ レンに転写しやす くす る ため の操 作) ､

蒸留水 で ､ アガ ロ ー ス ゲル を洗 っ た ｡ 次 い で ､ 0 .5 N 水酸化 ナ トリウム / 1 .5 M 塩化 ナ ト

リ ウム溶液 にア ガ ロ ー

ス ゲ ル を浸 し ､ 1 5 分 間ゆ っ く り振 とう した ( タ ー ゲ ッ トの

肋 d III で 消化 させ た入D N A を 1 本鎖 にす る操作) ｡ 次い で ､ アガ ロ ー

ス ゲル にナイ ロ

ンメ ン プレ ンを密着させ ､ 吸引 させな が らア ガ ロ ー ス ゲル 上 の 月加d III で 消化さ せた

九D N A をナイ ロ ンメ ンプ レンに転写した｡ そ の ナイロ ン メ ンプレ ン に紫外光を照射し､

D N A を固定 した ｡ 次 い で ､ 5 % 脱脂 粉乳 と0 .1 % ラ ウ ロ イ ル N
-

メチ ル グリ シ ン

ナ トリ ウム塩 と0 . 02 % ドデシ ル硫酸ナトリ ウム と5 0 % ホルム ア ミ ドを含ん だ1 5 0 m M 塩

化ナ トリウム と150 m M ク エ ン酸ナ トリウム で調整した緩衝液 ( p H 7 .0 ) にナ イ ロ ンメ

ンプ レ ン を浸した ｡ 次 い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で調 整したディ ゴキ シ ゲニ ン標識した

E c o R I で 消化さ せ た入プロ ー ブ D N A と ピオ チ ン標識したE c o R I で 消化さ せ たC oI E l と

p B R 3 2 2 の混合 プロ
ー ブD N A を加え ､ 4 2 0 C で 1 6 時間反応 した ( プロ ー ブD N A とタ ー

ー1 5 2 一



ゲ ッ トD N A を相補的結合 させ た) ｡ 次 い で ､ 室温 で ､ 0 .0 5 % ドデシ ル硫酸 ナ トリ ウム

を含ん だ15 0 m M 塩化 ナ トリウ ム と15 0 m M ク エ ン酸 ナトリ ウム で調 整 した緩 衝液 ( p H

7 .0) に ､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン を浸 し､ 5 分間振とうした ｡ こ の 操作 を2 回行 っ た｡ 次

い で ､
5 5 0 C で 同様 の処 理 を行 っ た ｡ 次い で ､ ディ ゴキ シゲ ニ ン標識したg c o R I で 消

化させ た入プロ ー ブD N A に対 して ペ ルオキシダ
ー

ゼ標識した抗ディ ゴキ シゲ ニ ン 抗体

のF a b
T

7 ラグメ ン トとの カ ッ プリ ング反応と ピオテ ン標識したE c o R I で 消化さ せたC oI

E l とp B R 3 2 2 の混合 プロ
ー ブD N A に対 して アル カリホス フ ァ タ

ー ゼ標識抗ピオチ ン抗

体の F ab フ ラグメ ン トとの カ ッ プリン グ反応 を 同時 に行 っ た ｡ 未反応の ペ ル オキ シ ダ
ー

ゼ標識 した抗ディ ゴキシゲ ニ ン抗体 のF a b フ ラグ メ ン トと ア ル カリホ ス フ ァ タ
ー

ゼ標

識抗ビオテ ン抗体のF a b フ ラグメ ントを洗浄し取り除い た後 ､ 0 .0 5 % ドデシ ル硫酸ナト

リウム を含ん だ1 5 0 m M 塩化 ナ トリ ウム と1 50 m M ク エ ン酸 ナ トリ ウム で調整 した緩衝

液 (p H 8 .5) で 1 0 叫か山 にそ れぞ れ調整 したN
-

( 4
- ア ミ ノ ー 5 - メ トキ シ

ー 2 -

メ チル フ ェ ニ ル) ベ ンズ ア ミ ド ( A M M B ) とN
-

( 2
- ビフ ェ ニ ル) - 3

- ヒ ドロ キ

シ ー

2
- ナフ タ レ ン カル ポキ サミ ドの リ ン酸 エ ス テ ル体 ( H N P P) の 混合溶液 をそ の

ナイ ロ ン メ ン プ レン上 に の せ ､
パ ラ フ イ ル ムで 被 い ､ 室温 で 2 時間反 応 した ｡ 次 い で

蒸留水 に ナイ ロ ン メ ン プレ ン を1 0 分間浸 し振 とう し､ 酵素反応 を終了した ｡ ナイ ロ

ンメ ンプレ ン に紫外光 (30 2 n m ,
2 m W c m

2

) を照射 して ､ アルカ リ ホス フ ァ タ
ー ゼ に

よる加水分解体を励起させ ､ 発する蛍光をC C D カメラ ( ソ ニ
ー

､ X C -5 7) に取 り込 み ､

ビデオ プリ ン タ
ー ( 精 工 舎 ､

V P - 1 5 0 0) で プリ ン ト アウ ト し た ｡ 橙色 と青色 の 2 色 の

蛍光バ ン ドを画像化 した ｡

第 6 章 酵素標識用新規 ラ ベ リ ング試薬の 開発

G A ｡ - 1 7 - ノ ル ケト ン ( 6
- 2 ) の合成

2 0 0 m l ナス フ ラス コ に ､ ジ ベ レリ ン A 4( G A ｡) を5 0 4 m g ( 1 .5 2 rT m Ol) 入 れ ､ T H F /

H 2 0 (1 / 1) 混合溶液 5 0 m l を加 え溶解した 0 氷浴を用 い て 0
0

c に冷却し ､ 触媒量 の 四

酸化オ ス ミ ウム を加 え ､ 10 分 間撹拝 し た｡ その 後 ､
2 当量 の過 ヨ ウ素酸ナトリウム を

3 0 分か けて 加 え､ 氷浴か ら出し､ 室温 まで自然昇温し ､ そ の まま
一 晩撹拝した ｡ T L C

- 15 3 -



( 展開溶媒 ; 酢酸 エ チ ル : ク ロ ロ ホ ルム : 酢酸
= 2 0 : 1 2 : 1) で 原料 の 消失を確認後 ､

不溶解物 を濾別 し ､ エ バ ボ レ
ー

タ ー で T H F を留 去 した ｡ 6 N H 2S O . を加 え ､ P H を 5

に調整 し ､ 酢酸 エ チル( 5 0 m l x 3 ) で抽出 した ｡ 得 られた抽出液を無水硫酸ナ トリウ

ム で脱水後 ､ 溶媒 を留去 し ､ カ ラム クル マ トグ ラ フ イ
ー

( シリ カゲル ､ ク ロ ロ ホル ム

/ 酢酸 エ チル) に より精製し ､
6 - 2 を白色固体として31 4 m g 得た ｡ ( 収率6 1 ･8 % )

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 1 .1 8 ( 3 H , S) , 1 .2 0 - 2 .2 0 ( 1 3 H ,

r D) ,
2 ･5 7 - 2 ･ 6 8 (2 H ･

m) , 3 . 1 5 (1 H , d ,J = 12) , 3 .7 5 (1 H ,
S) , 4 ･0 5 (1 H , b rs )

m ･p ･ 12 5 ･b - 43 ･5
O

C (1it ･ 12 2 - 13 5 ｡ C
9 2)

,
12 0 - 1 40 o C

u )
)

リ ンカ サ 保覆)

1 0 m l ナス フ ラス コ に ､ カル ポメ トキシ ル ア ミ ン へ ミ ハ イ ドロ ク ロ ライ ドを6 00

m g ( 3 ･ 15 rT m Ol) 入 れ ､ 飽和炭酸 水素 ナ トリウム / T H F ( 2 / 1) 混合溶 液 9 mi を加 え溶

解させ ､ 1 0 分間撹拝した ｡ そ の 後 ､ 1 . 2 当量 の ベ ンジル オキ シ カルポニ ル ク ロ ライ ド

を3 回 に分 けて ､ 30 分か けて 加 え､ そ の 後 ､ 1 時間撹拝した ｡ エ バ ボ レ ー タ
ー

で T H F

を留去 し､ 0 .1 N H C l を加 え酸性に し､ 塩化 メ チ レ ン ( 1 0 mi × 3 ) で抽出し た ｡ 得 られ

た抽出液を無水硫酸ナトリウム で脱水後 ､ 溶媒 を留去し､ 真空乾燥｡ 粘性 の 高 い 無色

透明 の 液体( 6
- 3 ) 80 8 m g を得た ｡ ( 収率 9 5 % )

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d6) 8 4 . 48 (2 H ,

S) , 5 .2 0 (2 H , S) , 7 ･2 5 - 7 ･ 5 0 (5 H ,
m ) ,

8 .3 7 - 8 .4 5 ( 1 H ,
b r s) , 1 0 . 17 - 10 .3 0 (1 H ,

b r s)

リ ンカ
ー 6 -

4 の 合成

C b z 保護した カルポメ トキ シ ル ア ミ ン(旦二 旦) 6 75 m g の ア セ トニ トリル 溶液

(2 m l) に､ N
- ヒ ドロ キ シ ス クシ ンイ ミ ドの ア セ ト ニ トリ ル溶液( 3 4 6 m g / mi ) 1 mi ､

D C C の アセ トニ トリ ル溶液( 4 1 3 m g / mi ) 1 . 5 mi をそ れぞれ加 え ､ 室 温 で
一 晩撹拝し

た ｡ そ こ に ､ メタノ
ー

ル / バ ッ フ ァ
ー

( p H 9 ) 混合溶液 に溶か したグリ シ ン 22 6 m g を

加 え､ さ らに 2 時間室 温で撹拝した｡ D C C ウ レ ア を濾別 し､ エ バ ボレ
ー タ

ー で 濃縮

する ｡ 析出して きた結晶を塩化メチ レ ン( 2 0 m l x 3 ) で抽出 し ､ 得 ら れた抽出液を無

水硫酸ナトリウム で脱水後､ 溶媒を留去し ､ カ ラム ク ル マ トグラ フ イ
ー

( シリカゲル ､

- 1 5 4 -



ク ロ ロ ホルム/ メタ ノ
ー ル) に よ り精製 し ､

6 -

4 を無 色透 明の 粘性 の 高 い 液体 と し

て2 8 5 m g 得た ｡ ( 収 率 3 4 % )

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 3 . 9 5 (2 H . d , J = 4 .8) , 4 .3 5 (2 H , S) , 5 ･0 9 (2 H ,

S) ,

7 .0 0 - 7 .2 1 ( 1 H , b r s) , 7 .2 5 - 7 . 3 5 (5 H , m) , 7 .9 5 - 8 . 14 ( 1 H ,
b r) , 8 ･9 5 (1 H ,

S)

リ ンカ
ー 6

-

5 の 合成

C b z 保護 した カル ポ メ トキ シ ル アミ ン( 6
- 3 ) 19 4 m g ア セ ト ニ トリル 溶液 (

2 mi ) に ､
H O - S c の 乾燥ア セ トニ トリル溶液( 140 m g / mi ) 0 .5 m L D C C の乾燥アセ ト

ニ トリ ル溶液( 2 5 2 m g / 血) 0 .5 血 をそ れぞれ加 え ､ 室温 で
一 晩撹拝 した ｡ そ こ に ､ メ

タノ
ー ル / バ ッ フ ァ

ー

( p H 9 ) 混 合溶液に溶かした 4
- ア ミ ノ ー

n
- ブタ ン酸6 2 m g を加

え ､ さ らに 1 時間室温 で撹拝した ｡ D C C ウ レ アを濾別 し ､ エ バ ボレ
ー

タ
ー で濃縮す

る｡ 析 出して きた結 晶 を塩化 メチ レ ン( 2 0 血 × 3 ) で抽 出し､ カ ラムクル マ トグ ラフ イ ｢

に よ り ( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム/ メタノ
ー ル) により精製 し ､

6 - 5 を無色透明

の 粘性 の 高 い 液体 と して 1 6 8 m g 得た ｡ ( 収率 95 % )

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 1 .2 3 - 1 .7 5 (2 H ,

m) , 3 ･2 2 - 3 ･3 2 (2 H ,
m) , 3 ･3 4 (2 H , t ,

J = 7 . 3 4) , 4 .3 3 (2 H ,
S) , 5 . 1 8 (2 H ,

S) , 7 .3 0-7 .4 5 (5 H , m) , 7 ･76 - 7 ･9 8 (1 H ,
b r s) ,

8 .1 8 - 8 .2 7 ( 1 H ,
b r)

リ ンカ
ー 6

- 6 の 合成

C b z 保 護 した カル ポメ トキ シル ア ミ ン( 6
- 3 ) 2 .5 9 6 g の ア セ トニ トリル 溶液

( 12 mi ) に ､ H O - S c の乾燥ア セ ト ニ トリル溶 液( 1 16 m g / mi ) 8 m l ､ D C C の 乾燥 アセ

トニ トリル溶液( 22 7 m g / 血) 8 m l をそ れぞれ加え ､ 室温 で
一 晩撹拝した0 そ こ に ､ メ

タ ノ
ー ル/ バ ッ フ ァ

ー

( p H 9 ) 混 合溶液 に溶か した 6
- ア ミ ノ カブロ ン酸1 ･0 5 g を加 え ､

さ らに 1 時間室温 で撹拝した ｡ D C C ウ レ ア を濾別し ､
エ バ ボ レ

ー

タ
ー で濃縮す る ｡

析出して きた結晶 を塩化メチ レ ン( 10 0 m l x 3 ) で抽出し ､ カ ラム クル マ トグラフ イ ー

に よ り ( シ リカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム/ メタノ
ー

ル) により精 製し ､

粘性 の 高 い液体 と して 2 .4 2 5 g 得た ｡ ( 収率 6 9 % )

6 - 6 を無色透 明の

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 1 .1 8 - 1 .6 8 (6 H ,

m) , 2 .3 0 (2 H , t ,J = 7 .2) , 3 ･2 2 (2 H , q ,

- 1 5 5 -



J = 6 .0) , 4 . 3 (2 H , S) , 5 . 15 (2 H , S) , 7 .2 5 - 7 .4 2 (5 H ,
m) , 7 ･9 0 - 8 .1 2 (1 H ,

b r s) ,

8 . 65 - 8 .9 5 (1 H , b r) , 9 .5 0 - 1 0 . 0 0 (1 H , b r s)

リ ンカ
ー 6 - 7 の 合成

6
- 6 ) 7 92 g の ア セ ト ニ トリ ル 溶液 (1 0 mi ) に ､ H O - S c の 乾 燥 ア

セ ト ニ ト リル溶液 ( 5 0 m g / 1 mi ) 5 mi ､ D C C の 乾燥 アセ ト ニ トリ ル溶液 ( 5 0 m g / mi ) 9

血 をそれ ぞ れ加 え ､ 室温 で
一 晩撹拝した ｡ そ こ に ､ メ タノ

ー

ル/ バ ッ フ ァ
ー

( p H 9 )

混合溶液 に溶かした 4 - ア ミ ノ ー

n
t ブタ ン酸 22 2 .7 g を加 え､ さ らに 1 時間室温 で撹拝

した ｡ D C C ウ レ ア を濾別 し ､ エ バボ レ ー タ
ー

で 濃縮す る ｡ 析出して き た結晶を塩化

メ チ レン ( 50 m l x 3 ) で抽出 し ､ カ ラ ム ク ル マ トグラ フ イ
ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホ

ル ム / メタ ノ
ー ル) に よ り精 製 し､ 6

- 7 を無 色透 明 の 粘性 の 高 い 液体 と して 4 6 6 g

得 た ｡ ( 収率 5 1 % )

1

H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 0 . 9 8 -2 .0 1 (1 2 H ,
m) , 2 .6 0 (2 H , t , J = 7 .2) , 3 ･ 1 3 -3 ･3 5

(2 H ,
m) , 4 . 33 (2 H ,

S) , 5 .1 9 (2 H ,
S) , 7 .3 5 - 7 .4 3 (5 H , m) , 7 .6 3 - 7 . 7 9 (1 H , b rs) ,

8 .0 9 (1 H , S)

脱保護 反応

反応容器 に N - C b z - 保護したリ ン カ
ー

を入れ ､ 酢酸 をリ ン カ
ー

の 濃度が 0 .3 m ol

/ 1 とな る ように加 えた ｡ そ こ に ､ リ ンカ
ー に 対 して 1 . 5 当量 の 臭化水素酸を加え ､ 室

温 で
一 晩撹拝した｡ T L C ( 展開溶媒 ; 酢酸 エ チル : ク ロ ロ ホ ルム : 酢酸

= 20 : 1 2 : 1 )

で 原料の 消失を確認し ､ エ バボ レ
ー

タ
一 に より溶媒を留去する ｡ 原料がまだ残 っ て い

る場合 は､ 5 0
0

c まで 加熱 し ､ 完全 に反応 が進行 す る まで 撹拝した ｡ こ う して得 られ

たリ ンカ
ー

の 臭化水 素酸塩 ( 6 - 1 1 ､ 6 - 1 2
､
6 - 1 3 ､ 6 - 1 4 ) を こ の まま

- 15 6 -
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ー 1 7 - ノ ル オキ シム 6 - 1 5 の 合成

リン カ ー の臭化水 素酸塩( 6 - 1 1 ) 0 .5 5 m ol の ビリ ジ ン 溶液 ( 3 0 0 ⊥↓1) に ､

G A
4

- 1 7 ノ ル ケ トン 90 m g を加 え ､ 5 0
0

c ～ 6 0
0

c で4 時間撹拝した0 反応液 を0 ･5 %

H C l a q に注ぎ､ 濃塩酸で p H 3 ,5 に調整し ､ 酢酸 エ チル( 1 5 mi × 3 回) で抽出し ､ カラ

ム ク ル マ トグ ラ フ イ
ー ( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム/ メ タノ ー ル) に よ り精製 し ､ 無

色透明 の粘性に の 高 い 液体が得 らた ｡ これ を少量 の アセ トンに溶かし ､ 湯浴 で加熱 し

なが ら､
ヘ キサ ンを白色沈殿がで なくな る まで 加えた｡ こ の 時 ､ 不純 物は､ 液状の ま

ま容器 に付 い て い る の で ､ 懸濁液 をピ ペ ッ トで 吸 い 出 し､ 別 の 容器 に 移す ｡ これか ら

溶媒 を留去 し､ 真空乾燥 させ る こ と で 目的物 で ある G A ｡
- 1 7 - ノル オ キ シム (

旦) を白色結晶 と して6 1 m g 得た ｡ ( 収 率 5 0 % )

6 -

1

1
H - N M R (2 00 M H z , D M S O - d 6) 8 1 .1 8 (3 H , S) , 1 .2 0 -2 .2 0 (1 3 H ,

m) , 2 .5 7 - 2 ･6 8 (2 H ,

m) , 3 .1 5 (1 H , d , J = 12) , 3 .6 0 - 3 . 8 0 (4 H , m) , 4 .0 5 (1 H , b r s) , 4 .5 0 (2 H ,
S) , 7 ･10

(1 H , t ,J = 5 .0)

- 1 7 - ノ ル オキ シ ム 6
-

1 6 の 合成

リンカ
ー

の 臭化水素酸塩( 6
-

1 2 ) 0 .4 2 m ol の ビリジ ン ( 3 0 0 山) 溶液 に ､

G A
4

- 1 7 - ) ル ケ トン 90 m g を加 え ､ 5 0
O

c ～ 6 0
C

c で4 時間 撹拝した o 反 応溶液 を0 ･5

% H C l aq に注ぎ､ 濃塩酸で p H 3 .5 に調整した ｡ 酢酸エチ ル( 1 5 mi × 3 回) で抽出 し､

カラム ク ル マ トグラ フ イ
ー

( シリカゲ ル ､ ク ロ ロ ホルム / メ タノ
ー ル) に よ り 精製 し､

無色透 明 の 粘性 に の 高 い 液体が得た ｡ これ を少量の アセ ト ンに溶かし ､ 湯浴 で加熱し

ながら ､
ヘ キサ ン を白色沈殿がで なくな る まで加 えた ｡ こ の 時､ 不純 物は､ 液状の ま

ま容器 に付い て い る の で ､ 懸濁液 をピペ ッ トで 吸い 出し､ 別 の 容器 に移した ｡ これか

ら溶媒を留去し ､ 真空乾燥させ る こ とで 目的物 で ある G A ｡ - 17 - ノ ル オキ シム 廷 二⊥

旦) を白色結晶として 6 0 m g 得た ｡ ( 収率30 % )

1

H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O
- d 6) 8 1 .1 8 (3 H , S) , 1 .2 0 -2 .2 0 (1 3 H ,

m) , 1 .5 5 (2 H , t ,

J = 8 . 0) , 2 . 3 2 (2 H , t , J = 8) , 2 .5 7 - 2 . 6 8 (2 H ,
m) ,
3 . 10 (1 H , d , J = 1 2) , 3 ･5 0 - 3 ･7 0

(1 H , b r) , 3 .2 5 -3 .4 0 (2 H , m) , 3 . 75 (1 H ,
S) , 4 .50 (2 H ,

S) , 6 .9 5 (1 H , t ,J = 5 ･0)

一1 5 7 一



ー 1 7 - ノ ル オキシ ム 6
- 1 7 の 合成

リン カ
ー

の 臭化水 素酸塩( 6
-

1 3 ) 0 . 4 2 IT 皿 01 の ビリ ジ ン ( 3 0 0 α1) 溶液 に ､

G A 4
- 1 7 - ノ ル ケト ン 6 6 m g を加 え､ 5 0

0

c ～ 6 0
C

c で4 時 間撹拝 した o 反 応溶液を0 ･5

% H C l a q に注ぎ ､ 濃塩酸で p = 3 ･5 に調整した ｡ 酢酸 エ チル( 1 5 mi × 3 回) で抽 出 しカ

ラム クル マ トグラ フ イ
ー

( シ リカゲル ､ ク ロ ロ ホ ルム / メ タ ノ
ー ル) に よ り 精 製 し ､

無色透明の粘性 に の 高い 液体が得た ｡ こ れ を少量 の アセ ト ンに溶かし ､ 湯 浴で加熱し

ながら ､
ヘ キサ ン を白色沈殿がで なくなる まで加えた ｡ こ の時 ､ 不純物は ､ 液状 の ま

ま容器 に付い て い る の で ､ 懸濁液をピペ ッ トで吸い 出し､ 別 の 容器 に移した ｡ こ れか

ら溶媒を留去 し ､ 真空乾燥 させ る こ と で 目的物 で あ る G A ｡
- 1 7 - ノ ル オ キシ ム ( 旦二

⊥1 ) を白色結 晶 と して 84 m g 得た ｡ ( 収率 8 0 % )

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d 6) 8 1 .1 8 (3 H ,

S) , 1 . 3 0 - 1 ･ 7 0 (6 H , m) , 1 ･2 0 - 2 ･2 0 (1 3 H ,

m) , 2 .3 2 (2 H ,
t
, J = 6) , 2 .5 7 - 2 . 6 8 (2 H ,

m) , 3 ･ 1 0 (1 H , d , J = 12) , 3 ･ 30 (2 H , q ,

J = 6) , 3 .7 5 (1 H ,
S) , 3 .8 5 - 4 .2 0 (1 H , b rs) , 4 .5 0 ( 2 H , S) , 6 ･ 3 0 (l H , t ,J = 5 ･0)

G A
｡

一 1 7 - ノ ル オキ シム( 6
- 1 8 ) の 合 成

リ ン カ
ー

の 臭化 水素酸塩( 6
-

1 4 ) 1 . 0 2 m ol の ビリ ジ ン ( 5 0 0 山) 溶液 に ､

G A 4
- 1 7 - ノ ル ケ トン 1 0 0 m g を加え ､ 5 0

0

c ～ 6 0
O

c で4 時間撹拝した o 反応溶液 を0 ･5

% H C l aq に注 ぎ､ 濃塩酸で p = 3 ･5 に調整 した ｡ 酢 酸 エ チル ( 1 5 mi × 3 回) で抽出し

カラムク ル マ トグラ フ イ
ー

( シリカゲル ､ ク ロ ロ ホルム/ メ タノ
ー ル) に より 精製し､

無色透明 の粘性 に の 高い 液体が得た ｡ これ を少量の ア セ ト ンに溶かし ､ 湯浴 で加熱し

ながら ､
ヘ キサ ン を白色沈殿がで なく なる まで加えた ｡ こ の 時 ､ 不純物 は ､ 液状 の ま

ま容器 に付 い て い る の で ､ 懸濁液 をピ ペ ッ トで 吸 い 出し ､ 別 の 容器 に 移 した｡ こ れか

ら溶媒 を留去し ､ 真空乾燥させ る こ と で 目的物 で あ る G A ｡ - 1 7 一 ノ ル オ キ シム ( 卓二

⊥旦) を 白色結晶と して3 4 5 m g 得 た 0 ( 収率 7 4 % )

1

H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 1 .1 8 (3 H ,
S) , 1 .2 5 - 2 ･4 0 (13 H , m) , 1 ･5 - 1 ･7 0 (6 H ,

m) ,

2 .5 9 -2 .7 5 (2 H ,
m) , 3 .1 5 (1 H , m) , 3 .3 5

～ 3 ･4 1 ( 4 H ,
m

,

- N H - C H
2

-

,
1 5 - H ) 6 3 ･7 5

( 2 H ,
S
,
1 3 - H

,

- O H ) 6 4 .4 8 ( 2 H ,
S
,

- 0 - C H
2

- C O - ) 6 6 ･47 ～ 6 ･58 (

1 H
,
b r

,

- N H - C H
2 ,
1 5 - H )

- 1 5 8 一



H 旦ニヰ 卵 デオキシウリジン∴ 5
'

一 三 リ ン酸) の全盛

0 ･1 M ホ ウ酸緩衝液( p H 6 ) 1 mi に溶解 した d U T P 5 3 ･5 m g ( 0 .1 0 9 m m ol) に ､ 0 .1

M ホウ酸緩衝液( p H 6 ) 1 mi に溶解し た酢酸水銀1 7 2 .7 m g を加 え ､ 4 0
0

c で 5 時 間撹拝

後 ､ 氷冷しながら塩化 リチウム 1 .5 m g を加 えた｡ 酢酸 エ チル( 2 血 × 6 回) で 洗浄後 ､

水 層を1 0 0 〃.1 ま で溶 媒を留去 し､ 冷 エ タノ
ー ル 3 0 0 ′上1 を加 え ､

- 2 0
0

c で 1 時間放置

す る ｡ 1 5
,
0 0 0 叩 m で 1 5 分 間遠心後 の 沈 殿 を ､

エ タ ノ
ー

ル 1 血 で 洗 浄 し ､ さ ら に

15
,
0 0 0 叩 m で 15 分間 遠心 し ､ 沈殿 を乾燥さ せ ､ 白色結晶 5 5 m g を得た ｡ ( 収 率 7 3 %

) こ の 白色結晶 を0 .1 M ホウ酸緩衝液( p H ■5 ) 2 .5 mi に溶解し､ H g
- d U T P 溶液 とした ｡

d U T P の ア リル ア ミ ン体の 合成

H g
- d U T P 溶液 2 .5 mi に ､ 0 .1 M ホ ウ酸緩衝液( p H 5 ) を1 .5 mi 加 え､ 2 0 m M 溶液

と し た 後 ､ 2 M ア リ ル ア ミ ン / 3 . 5 M 酢 酸 0 .4 8 m l ( 0 .9 6 m m ol ) ､ P ot a s s i u m

te tr a c hl o r o p al lad at e ( II) 水溶液 2 6 m g / 0 . 6 mi を加 え ､ 室温 で 2 1 時間 撹拝した ｡ 1 5 ,0 00

rp m で 1 5 分間遠心後 ､ 上澄 み に0 .1 M トリ エ チル アミ ン ー酢酸緩衝液( p H 8 ) 15 mi を加

えた ｡ これ を 0 . 1 M トリ エ チル ア ミ ン ー 酢酸緩衝液( p H 8) で 調 整 した D E A E
- セ フ ァ

セル( 2 .5 × 1 5 c m ) を通 し､ 0 .1 M トリ エ チルア ミ ン 酢酸緩衝液( p H 8 ) 5 mi で洗浄後 ､

トリ エ チル ア ミ ン酢酸緩衝 液( p H 8) の 濃度 0 .1 M ～

0 . 6 M の直線濃度勾配 で 溶 出し ､

溶出液を6 m l / チ ュ ー

ブで 分取した ｡ フ ラク シ ョ ン N o . 7 7 ～

1 1 1 を回収 し､ エバ ボ レ ー

タ
ー

で 濃 縮及び ､ トリ エ チ ル アミ ン ､ 酢酸 を留去 した ｡ エ タ ノ
ー ル 5 0 m l と ヘ キサ ン

10 0 m l を加 え､ 15
,
0 00 叩 m で 1 5 分間遠心後､ 沈殿 を水1 0 0 エエ1 に溶解する ｡ 冷エタ ノ

ー

ル 4 0 0 〃1 を加 え ､

-8 0
0

c で 1 時 間放置 し ､ 1 5
,
0 0 0 叩 m で 15 分間遠心後 ､ 結 晶 に1 0

m M リ ン酸ナ トリ ウム緩衝液( p H 7 ) 0 .5 mi を加え溶解し ､ d U T P の ア リル ア ミ ン体粗

精製溶液とす る ｡ こ の d U T P の アリ ル ア ミ ン体粗精製溶液 を､ T S K g el D E A E T 2 S W

( 東ソ
ー

､ 4 .6 × 2 5 0 rr m ) を接続した H P L C で分取す る こ とで精製を行 っ た ｡

標識 d U T P の 合成

G A
4-1 7

- ノ ルオキ シム 5 m g をジ メチル ス ル ホキ シ ド( D M S O ) 2 5 LLl に 溶解 し､

H O - S c ( 5 m g/ 2 5 LL l ) 及び､ D C C ( 6 .5 m g / 2 5 LL l ) と混 合 し､ 室温で 4 時間撹拝した 0

- 1 59 -



遠心分離 した上澄み に ､ D M S O l . 4 mi を加 え､ G A 4
- 1 7 - ノ ル オキ シ ム N H S 溶液 と し ､

そ の 1 0 0 LL l を0 .1 M ホウ酸緩衝液( p H 8 .5 ) 0 . 1 mi ､ D M S O O ･4 mi と共 に ､ d U T P の ア

リ ル ア ミ ン体 の H P L C 画分 の ピ
ー

ク 2 0 .
2 mi に加 えた ｡ 室温 で 2 0 時間撹拝後 ､ 1 5

,
0 0 0

rp m で 15 分間遠心 し ､ そ の 上澄 み を､ T S K g el D E A E
-2 S W ( 東ソ

ー

､ 4 ･6 × 2 5 0 rr m )

を接続 した H P L C で G A 4 標識 d U T P を分取 した ｡

ジベ レリ ンA 4 -
- d U T P とH N P P を用 い たサザン ブロ ツ トハ イ プリグイゼ

ー シ ョ

之堕⊆去る 丑刀d III で 消化さ_せ た九D N A
の検出

( 1 ) ジ ベ レリ ンA 4 標識したm n d III で 消化させ た九プロ
ー ブD N A の 作製

滅菌 し た エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブ に ､ ジ ベ レリ ン A 4

-

【15トd U T P (1 m m ol , 1 p l) ,

d A T P (0 . 5 m M
,
1 pl) d G T P (0 .5 m M

,
1 pl) , d C T P (0 .5 m M

,
1 pl) , 滅 菌蒸留水 ( 1 1 pl) ､ 9

5
｡

C で 1 0 分 間熱変性し氷水中 で 5 分間冷却し 1 本鎖 に し た 昂βd III で 消化 さ せ た

入D N A ( 5 0 0 ng 小1 ､ 2 卜1) を加 え､ 1 分間 ボル テ ッ ク ス を用 い て 強く撹拝したo 反

応液 にKl e n o w 酵素を1 p l加 え ､ 3 7
0

C で 1 時間 反応さ せ た ｡ 次 い で ､ 0 ･ 2 M の E D T A を

2 匹1加 え ､ 反応を停止した ｡ 次い で ､ 反応液 に 6 叫1 の エ タ ノ
ー ル / 酢酸ナ トリ ウム

混合液 を加え ､
- 8 0

0

C で 1 5 分 間放置 した｡ そ の 溶液 を､
1 5 0 0 0 回転 で 4

0

C で 1

5 分 間遠心 した ｡ 上清を ピペ ッ トで吸い 取 り∴ 7 0 % エ タノ
ー

ル で 洗浄した後乾燥さ

せ た｡ こ の ジベ レリ ン A 4 標 識した 肋 d III で 消化 させ た入プロ
ー

ブD N A を10 n g/ ul の 濃

度で ､
ニ シ ン精子D N A を加 えたTE 緩衝液 (p H 8 ,0) に溶か した ｡

( 2 ) ジ ベ レリ ンA 4 標識した m n d III で 消化さ せ た入プロ
p ブD N A の 変性

こ の ジ ベ レリ ンA 4 標識 した 肋 d III で 消 化 さ せ た入プ ロ
ー ブD N A を 9 5

0

C で 1

0 分間熱変性し､ 即座 に氷冷し ､ 5 分間放置 した｡ 次 い で ､
ハ イ プリグイ ブリグイゼ

ー

シ ョ ン溶液 を加えた ｡

( 3 ) サザン プロ ッ トハ イ プリグイゼ
ー シ ョ ン

5 ロn サイ ド の 端 に0 .5 × 0 . 1 × 0 . 5 m l サイ ズの 穴 を3 カ所 開 けた 5 × 6 × 0 . 6 0 m の

サイ ズ の0 .8 % アガ ロ ー

ス ゲル を作製した｡ そ の ア ガ ロ ー スゲ ル をトリス
ー ア セテ

ー ト

ー1 6 0 -



緩衝液が入 っ た電気泳導槽 に置 き ､ ア ガ ロ
ー

ス ゲル の 3 カ所 の 穴 に ､ f 血1 d III で 消化 さ

せ た入D N A を 2 0 恒､
4 山､ 0 ｣叫1づ つ そ れぞれ の 穴 に注 入 した ｡ 電気泳導を行い ､ を

サイ ズ分離した ｡ 次 い で ､ その ア ガ ロ ー

ス ゲル を0 . 2 5 N 塩 酸水溶液 に浸 し 1 0 分 間ゆ っ

く り振 とうし ( 核酸の プリ ン環 を開裂さ せ ､ 短 い 断片 に し ､ ナイ ロ ン メ ンプ レ ン に転

写 しやすくす るため の操作) ､ 蒸留水 で ､ ア ガロ
ー

ス ゲル を洗 っ た ｡ 次 い で ､ 0 . 5 N 水

酸化 ナトリウム / 1 .5 M 塩化 ナトリウム溶液 に アガ ロ
ー ス ゲ ル を浸 し ､ 1 5 分 間ゆ っ く

り振 とう した ( タ
ー ゲッ ト の 肋 d III で 消化 させ た入D N A を 1 本鎖 にす る操作) ｡ 次 い

で ､ アガ ロ ー

ス ゲ ル に ナイ ロ ン メ ン プ レ ン を密着させ ､ 吸 引さ せ なが らアガ ロ
ー

ス ゲ

ル上 の 用刀d III で消化さ せ た入D N A をナイ ロ ン メ ンプ レ ン に転写した｡ そ の ナイ ロ ン メ

ン プ レ ン に紫外光を照射し ､ D N A を固 定した ｡ 次 い で ､
5 % 脱脂粉 乳 と0 . 1 % ラ ウロ

イル N
-

メ チ ル グリ シ ン ナ トリ ウム塩 と0 .0 2 % ドデ シ ル硫酸ナトリウ ム と5 0 % ホ

ル ム ア ミ ドを含んだ1 5 0 m M 塩化 ナトリウ ム と1 50 m M ク エ ン酸 ナトリ ウム で 調整した

緩衝液 (p H 7 .0 ) にナ イ ロ ン メ ン プ レ ンを浸 した ｡ 次い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で 調整し

たジ ベ レリ ンA 4 標識 した m n d III で 消化 させ た入プロ
ー ブ D N A を加え ､

4 2 O C で 1 6

時間反応 した ( プロ ー ブD N A とタ
ー

ゲ ッ トD N A を相 補的結合 させ た) ｡ 次 い で ､ 室

温 で ､ 0 .0 5 % ドデシル 硫酸ナトリウム を含んだ1 50 m M 塩化 ナ トリウム と1 5 0 m M ク エ ン

酸ナトリ ウム で 調整 した 緩衝液 (p H 7 . 0) に ､ ナイ ロ ン メ ン プ レン を浸 し ､
5 分間振

とう した｡ こ の 操作 を2 回行 っ た ｡ 次い で ､ 5 5
0

C で 同様 の処理を行 っ た ｡ 次 い で ､

ア ル カリ ホス フ ァ タ
ー ゼ標識した抗 ジ ベ レリ ンA 4 抗体の F ab

,

7 ラ グメ ント との カ ッ プ

リ ング反応を行 っ た ｡ 次 い で ､ 0 .0 5 % ドデシ ル硫酸ナトリウム を含んだ1 5 0 m M 塩化 ナ

トリ ウム と1 5 0 m M ク エ ン 酸ナ トリウム で 調整 した緩衝液 (p H 8 .5 ) で1 0 0LLgh Td に 調整

したH N P P 溶液 をそ の ナイ ロ ンメ ンプ レン上 に の せ ､
パ ラ フ イ ル ム で 被い ､ 室 温で 2

時 間反応 した ｡ 蒸留水 に ナイ ロ ンメ ン プ レ ン を1 0 分間浸 し振 とう し ､ 酵 素反応 を終

了した ｡ ナイ ロ ンメ ンプ レ ンに紫外光 ( 30 2 n m ,
2 m W / c m

2

) を 照射して ､ ア ルカ t｣ ホ

ス フ ァ タ
ー ゼ に よ る加 水 分解体 を励 起さ せ ､ 発 す る 蛍光 をC C D カ メ ラ ( ソ ニ

ー

､

x c _ 5 7) に取 り込 み ､
ビデオプリ ンタ ー (精工 舎､

V P - 1 5 0 0) で プリ ン トア ウトした 0

目視で見える スポ ッ トを検出可能とす ると ､ 0 .1 p g の入D N A を検出したo

- 1 6 ト



ー マ レイ ミ ド体 ( 6 -

1 9 ) の 合成

G A ｡
-

1 7
- ノ ル ー

1 6 - オキ シ ム ( 6
-

1 り 2 0 m g ( 0 ･ 0 3 8 4 n 皿 01) の アヤト

ニ トリル ( 1 0 0 LL l) 溶液 に ､ H O - S c の 乾燥 ア セ トニ トリル 溶液( 4 4 m g / mi ) 10 0 LL l ､

D C C の乾 燥アセ トニ トリル溶液 ( 4 0 m g / mi ) 2 0 0 〟l をそれぞれ加 え ､ 室温で
一 晩撹

拝 した ｡ そ こ に ､ メタノ
ー ル / バ ッ フ ァ

ー

( p H 9 ) 混 合溶液 に溶 か した M P B H 1 2 m g (

0 .0 3 84 m ol) を加 え ､ さ らに 2 .5 時間室温 で 撹拝した｡ D C C ウ レ ア を濾別し ､
エ バ

ボ レ ー タ ー で濃縮す る ｡ 析 出して きた結晶を酢酸 エチ ル( 1 m l x 3) で抽出し､ 得 られ

た抽出液を無水硫酸ナトリウム で脱水後 ､ 溶媒 を留去し､ アセ トンで 洗浄し､ 不純物

を洗 い 流 し ､ 真空乾燥し ､ G A 4

(収率 5 7 % ) を得 た｡

- マ レイ ミ ド体 ( 6
-

1 9 ) を白 色沈殿 と して17 m g

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6) 8 1 . 1 9 (3 H ,

S) , 1 .3 - 1 . 7 (6 H , m) , 1 .2 - 2 .2 (1 3 H ,
m) ,

2 .1 8 (2 H ,
m) , 2 . 21 -2 . 3 8 (2 H ,

m) , 3 .1 5 - 3 .3 5 (2 H , m) , 3 .8 (1 H ,
S) , 4 .1 - 4 .2 (2 H ,

m) , 4 .5 - 4 .6 8 (2 H , m) , 4 .8 5 - 4 .9 2 (1 H , m) , 6 .8 8 (2 H , S) , 7 .1 9 -7 .3 8 (4 H , m) ,

8 .7 0 - 8 .7 4 ( 1 H , b r)

ー 1 7 - ノ ル ー 1 6 - ア ル コ キ シ ム ( 6
- 2 0 ) の 合成

G A
4

- 1 7 - ノ ル ケ ト ン ( 旦二旦) 33 m g の ピリ ジン溶液 ( 10 0 [L l) に ､ アミ ノ

キシ 酢酸 1 / 2 塩酸塩 の ビリ ジ ン溶液( 1 7 m g / 30 0 LL l) を加 えた ｡ 5 0
O

c ～ 60
O

c で2

時 間撹 拝 した｡ 反応液 を0 . 5 % H C l aq に注 ぎ ､ 濃 塩酸で p H 3 .5 に調整 し､ 酢酸 エ チル

( 15 m l x 3 回) で 抽 出 し ､ カ ラ ムク ル マ トグラ フ イ
ー ( シ リカゲル ､ ク ロ ロ ホル ム/ メ

タノ
ー ル) に より精製す る と ､ 無色透明 の 粘性 に の 高い液体が得 られた ｡ こ の 液体 を

少量 の ア セ トン に溶か し､ 湯浴で 加熱しながら ､
ヘ キサ ンを白色沈殿 がで なく なる ま

で 加 えた ｡ こ の 時 ､ 不純物 は ､ 液状 の ま ま容器 に付 い て い る の で ､ 懸 濁液 をピ ペ ッ ト

で 吸い 出し､ 別 の 容器に移た ｡ これから溶媒を留去し ､ 真空乾燥さ せ る こ とで 目的物

で あ る G A ｡
-

-

1 7 - ノ ル ー

1 6 - ア ル コ キ シム

m g 得た ｡ ( 収率 9 6 % )

( 6 - 2 0 ) を 白色結 晶 と して 3 9

1
H - N M R (20 0 M H z , D M S O - d6) 8 1 .1 8 (3 H , S) , 1 .2 0 -2 .3 0 (1 3 H , m) , 2 .5 0 - 2 . 70 (2 H ,

m) , 3 .1 5 (1 H ,
d
,J = 12) , 3 . 7 0 - 3 .9 0 (2 H ,

m) , 4 .5 0 (2 H ,
S)

- 1 6 2 -



_ マ レイ ミ ド体 ( 6
- 2 1 ) の 合成

G A
4

- 1 7
- ノ ル ー

1 6 - ア ル コ キシム ( 旦 瑚 8 4 m g ( 0 ･20 6 rr m ol) の ア セ

トニ トリル (5 mi ) 溶 液 に ､ H O
-S c の ア セ トニ トリ ル 溶液( 2 3 m g / 1 0 0 L1 1 ) ､

D C C

の ア セ トニ トリル溶液 ( 50 m g / 2 0 0 山) をそれぞれ加え ､ 室温 で 一 晩撹拝した ｡ 次 い

で ､ テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン に溶 か し た ピ ベ ラ ジ ニ ル エ チ ル マ レ イ ミ ド ( 5 5 m g , 0 ･2 0

rr m ol) 溶液 に ､ トリ エチ ル ア ミ ン (5 叫1 , 0 .4 m m ol) を加 え､ こ の 反応溶 液 に ､ G A
.

-

1 7
- ノ ル ー

1 6 - ア ル コ キ シ ム( 2 4 ) ス ク シ ンイ ミ ジル エ ス テ ル体 の ア セトニ ト

リル溶 液 を加え ､ 室温 で
一 晩撹拝した ｡ D C C ウ レア を濾別し､

エ バ ボ レ ー

タ
ー で 濃

縮した｡ 析 出して きた結 晶を塩化 メ チ レ ンで 溶解し ､ そ の 溶液 に ゆ っ くり ヘ キサ ンを

加 えた｡ フ ラス コ の 底 に粘性 の 茶色 の液体 が現れた ｡ 上清を傾斜法に より除き ､ 真空

乾燥す る とG A ｡

得 た｡

- マ レイ ミ ド体 ( 6
-

2 1 ) を茶色 の結 晶 と して5 5 m g ( 収率 8 0 % )

1
H - N M R (2 0 0 M H z , D M S O - d6)

●

8 1 .2 3 ( 3 H , S) , 1 .50 -2 .20 ( 1 3 H , m) ,
2 ･4 5 - 2 ･8 5 (1 4 H ,

m) , 3 .4 0 - 3 . 80 (2 H , b r s) , 4 . 6 6 (2 H ,
S ) , 6 .6 9 (2 H ,

S)

F a st T a b t と ジ ベ レ リ ン A 4
- マ レイ ミ ドとH N P P を用 い たサ ザ ン ブ ロ ツ ト ハ イ

ブリ ダイ ゼ
ー シ ョ ン法 に よるf 血 d III で消化させ た入D N A の検出

( 1 ) ジス ル フ ィ ド体標識した 肋 d III で 消化させ た入プロ
ー

ブD N A の 作製

H i n d III で 消化 させ た入D N A (5 0 5 n g/pl) の 緩衝 液 か ら8 p l ､ 蒸留 水1 2 pl ､ F a st T a g

2 叫 をエ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー

ブ 内で 混ぜ合わせ ､ 9 5
｡

C で 1 0 分間反応 させ ､ す ぐに

氷水で急冷した ｡ 反応溶液 に ､ 蒸留水4 叫1 と0 .1 M トリ ス 一 塩酸緩衝液 (p H 9 ･5) を加

え ､ さらに ､
2

- ブ タノ
ー ル (1 6 叫1) を 加え ､ 強 く撹拝 し た ｡ 遠心 した後 ､ 上 層 の

2 -

ブタノ
ー ル を捨て て ､ さら に同 じ操作を繰り返した｡ 反応液 を､ 6 5

0

C で 1 0 分

間反応 させ ､ 反応液 を新し い エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー ブに移 し ､ 蒸留 水 ( 12 叫1) を加

え ､ ジ ス ル フ ィ ド標識したm n d III で 消化させ た入D N A を8 n g/3 20 pl の 濃度で 得た 0 同 じ

操作を2 回行 い 2 本作製した｡
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( 2 ) ジベ レリ ンA 4 標識したm n d III で 消化 させ た入プロ
ー ブD N A の 作製

( 1 ) で 合成 した 2 本 の ジ スル フ ィ ド体標識 した 相月d III で 消化 させ た入プ ロ
ー

ブD N A ( 1 n g/4 0 pl) に そ れ ぞれ 還元緩衝液 (5 p l) を加 え ､
さ らに ､ 還元 剤 (5 pl) を

加 え､ 室温で 1 0 分間反応 した｡ 1 本日 の 反応溶液 (5 0担) に ､ ジ ベ レリ ンA 4
- マ レ

イ ミ ド体 ( 2 3 ) の5 m M ジ メ チルス ル ホ キシ ド溶液 ( 10 山) と蒸留水 (3 0 血) と 反応

緩衝液 ( 10 m l) を加え､ 6 5
0

C で 1 0 分間反応させ た ｡ 2 本日の反応溶液 (5 叫1) に ､

ジベ レリ ン A 4
- マ レイ ミ ド体 ( 2 5 ) の5 m M ジメチル ス ルホキ シ ド溶液 (1 叫1) と蒸

留水 (3 0 血) と反応緩衝液 (1 0 血) を加 え ､
6 5

0

C で 1 0 分間反応さ せ た｡ そ れぞれ

の 反応溶液 ( 1 0 叫1) に ､ 1 0 M 酢 酸ア ン モ ニ ウム (5 叫1) ､ 1 M 塩化 マ グ ネシ ウム ､

20 m 如血 グリ コ
ー ゲン ( 叫) ､ 10 0 % エ タノ

ー

ル (6 2 5け1) を加え ､

- 7 8
0

C で 1 5 分

間反応 させ た ｡ 次 い で ､ 1 2 0 0 0 回転 で 2 0 分 間遠 心 した ｡ エ ツ ベ ン ドル フ チ ュ
ー

ブ の底 にD N A が沈殿 し､ 上清の 溶液を捨て た ｡ 8 0 % エ タノ ー ル を加え ､ 撹拝後 ､ 1 2

0 0 0 回転で ､
1 0 分間遠心 し､ エ タノ ー ル を捨て た後 ､

3 分間真空乾燥した ｡ 1 ち緩

衝液 (1 0 叫1) を加 え ､
1 0 分間撹拝す る と0 ･5 m M ジ ベ レリ ン A 4 標 識 した 地 】d III で 消

化 さ せ た入プロ
ー

ブD N A を得た ｡

( 3 ) ジ ベ レリ ン A 4 標識したm n d III で 消化 させ た九プロ
ー ブD N A の 変性

こ の ジ ベ レリ ンA 4 標識 したm n d III で 消 化 さ せ た九プロ
ー ブD N A を 9 5

O

C で 1

0 分間熱変性し ､ 即座 に氷冷し､
5 分間放置した｡ 次 い で ､ ハイ プリグイブリグイゼ

ー

シ ョ ン溶液 を加えた ｡

( 4 ) サザ ン プ ロ ッ トハイ プリダイ ゼ
ー シ ョ ン

5 αn サイ ド の端 に0 .5 × 0 . 1 × 0 .5 m l サイ ズ の 穴を 3 カ所開けた 5 × 6 × 0 . 6 m l の

サイ ズ の0 .8 % アガ ロ
ー ス ゲル を作製した｡ そ の ア ガロ

ー ス ゲル をトリ ス ー

アセ テ
ー ト

緩衝液 が入 っ た電気泳導槽に置 き､ ア ガ ロ ー ス ゲル の 3 カ所の 穴 に ､ 用 8 d III で 消化 さ

せ た入D N A を 2 0 恒､
4 匹1 ､ 0 郎1づつ それぞれ の 穴 に注 入 した ｡ 電気泳 導 を行 い ､ を

サイ ズ分離した ｡ 次 い で ､ その アガロ ー

スゲル を0 .2 5 N 塩酸水溶液 に浸し1 0 分 間ゆ っ

く り振 とう し ( 核 酸 の プリ ン 環 を開裂さ せ ､ 短 い 断片 に し ､ ナイ ロ ン メ ン プ レ ン に転
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写 しや す くす る た め の 操作) ､ 蒸留水 で ､ アガ ロ
ー

ス ゲル を洗 っ た ｡ 次 い で ､ 0 .5 N 水

酸化 ナ トリウム / 1 .5 M 塩化ナ トリウム 溶液 に アガ ロ
ー

ス ゲル を浸 し ､
1 5 分 間ゆ っ く

り振 とうした ( タ
ー ゲッ トの 肋 d III で 消化 させ た入D N A を 1 本鎖にす る 操作) ｡ 次 い

で ､ ア ガ ロ ー ス ゲル にナイ ロ ンメ ンプ レ ン を密着さ せ ､ 吸引させなが らアガ ロ
ー スゲ

ル 上 のf 血】d III で 消化さ せ た九D N A をナイ ロ ンメ ンプ レン に転写した ｡ そ の ナイ ロ ンメ

ン プ レン に紫外光を照射し ､ D N A を固定した ｡ 次い で ､ 5 % 脱脂粉乳と0 . 1 % ラ ウロ

イ ル N
-

メ チル グリ シ ン ナ トリ ウム 塩と0 .0 2 % ドデ シ ル硫酸ナトリウム と5 0 % ホ

ル ム ア ミ ドを含 ん だ1 5 0 m M 塩化 ナ トリ ウ ム と15 0 m M ク エ ン 酸 ナ トリ ウム で 調整 した

緩衝液 (p H 7 .0) にナ イ ロ ンメ ンプ レ ンを浸 した ｡ 次 い で ､ ( 1 ) ～ ( 2 ) で 調整し

た ジベ レリ ンA 4 標識 した m n d III で 消化 さ せた入プロ
ー

ブD N A を加 え ､
4 2

0

C で 1 6

時 間反 応 した ( プ ロ ー ブD N A とタ ー ゲ ッ トD N A を相 補的結合 させ た) ｡ 次 い で ､ 室

温 で ､ 0 .0 5 % ドデシル 硫酸ナ トリウム を含んだ1 5 0 m M 塩化 ナ トリウム と1 50 m M ク エ ン

酸ナ トリ ウムで 調整した緩衝液 (p H 7 .0) に ､ ナイ ロ ンメ ンプ レ ン を浸し ､
5 分間振

とう した ｡ こ の 操作 を2 回行 っ た｡ 次 い で ､ 5 5
0

C で 同様 の 処理 を行 っ た｡ 次い で ､

ア ル カリ ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ標識した抗ジ ベ レリ ンA 4 抗体 の F ab フ ラグメ ントと の カ ッ プ

リ ング反 応 を行 っ た ｡ 次 い で ､ 0 . 0 5 % ドデシ ル硫酸 ナト リウム を含ん だ1 5 0 m M 塩 化 ナ

トリ ウム と15 0 m M ク エ ン 酸ナ トリ ウム で調整 した緩衝液 (p H 8 . 5) で10 0 pg h d に 調整

したH N P P 溶液 をそ の ナイ ロ ン メ ン プ レ ン上 に の せ ､
パ ラ フ イ ル ム で 被 い ､ 室 温で 2

時間反応 した｡ 蒸留水 にナイ ロ ンメ ン プ レ ンを 1 0 分間浸 し振 とうし ､ 酵素反応 を終

了 し た ｡ ナイ ロ ンメ ンプ レ ンに紫外 光 ( 30 2 n m ,
2 m W / c m

2

) を照射 して ､ ア ルカ リホ

ス フ ァ タ
ー ゼ に よ る加 水 分解体を励起さ せ ､ 発 す る 蛍光をC C D カ メ ラ ( ソ ニ

ー

､

X C - 5 7) に取り込 み ､ ビデオプリ ンタ
ー

(精工舎､
V P - 1 5 0 0) で プリ ン トア ウトした ｡

目視で 見え るスポ ッ トを検出可能とす る と ､ 0 . 1 p g の九D N A を検出 した 0
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