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요 약. "Phosphotriester Method” 에 따라 모형 Oligodeoxyribonucleotide EcoRI 인 식 자리 를

지닌 육량체 GpApApTpTpCp를 화학적으로 합성하면서, 이 과정에 포함되는 반응물의 보호, 축합 

보호기의 제거, 생성물의 정제, 정량 및 확인작업의 전반에 걸쳐 기존 방법에 대한 평가와 개선을 

수행하였다. 소량체합성의 기본 단위는 이 량체로 함이 효율적이며, 축합단계의 수득률은 이 량체〉사 

량체〉육량체의 순으로 감소함을 알았다, UV/IR 분광법 및 hplc/tlc크로마토그래피법을 이용함으 

로쩌 미 량의 시료를 사용하여 Oligonucleotide 를 합성 함에 수반되 는 정 량/확인의 난점 을 해 결하였다. 

또한 5'-OH 가 노줄된 nucleotide 를 합성 하고자 할 때 , 반응물로서 의 phosphodiester nucleotide 와 

5-OH nu시ecMde중 전자를 과량 사용하여 반응시키고 산처리하여 탄산수소나트륨 수용액으로 세척 

하는 것이 양호한 방법 임을 알았다. 아울러 합성에 관련된 nucleoHde 와 그 유도체의 분광학적 및 

크로마토 그래피자료를 수록하였다.

ABSTRACT, Along with synthesizing a model oligodeoxyribonuclotide GpApApTpTpCp which 
had the EcoRI recognition site according to ^Phosphotriester Method”，reported methods for protec­
ting functions, condensation, deprotection, purifying products, quantification and identification 
were evaluated and modified. It was realized that oligomers were efficiently synthesized by 
elongating by dimer unit per step of the condensation and the condensation yields were decreased 
with increased numbers of the residues. The problems of quantification/identification involved in 
the oligonucleotide synthesis using small amount of the reactants were solved by employing UV/ 
IR spectrophotometry and hplc/tlc. It was also proved that a nucleotide having the exposed 5Z-OH 
function was well synthesized by condensing a 5'-OH nucleotide and a phosphodiester nucleotide 
whose molar ratio was intendedly made to be 1 ： 1.2 and then detritylating followed by washing 
with an aqueous solution of sodium bicarbonate. Spectrophotometric and chromatographic data of 
the nucleotides and their derivatives concerned in this synthetic work were prepared.

1- 서 론

Oligonucleotide 의 합성은 1960 년대 초부터 

Khorana 등에 의하여 본격화 되 었던 바七 그들은 

"Phosphodiester Method” 로 Ala £-RNA 와 

Tirosin suppressor *-RNA gene 을 합성 하기 에 

이르렀다.2 1970년대 중반부터 DNA recombina­
tion o] 성하게 됨에 따라 DNA 의 화학적 합성 

이 중요시되기 시작하였다.3 "Diester Method” 
가 개 발된 이 래 Letsinger 등에 의 하여 “Triester 
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Method” 가 개발되었는데,4 이 방법은 Diester 
Method” 보다 합성 중간체들이 유기 용매 에 잘 용 

해되므로정제가쉽고, 축합수득률이 높으며, 축 

합시 약에 의 한 부반응이 적 다. Itakura5, Ohtsu- 
ka6, Narang7 등은 이 방법 의 개선을 시 도하였으 

며, "Phosphotriester" 및 “Phosphite Triester 
Method”에 따라 합성한 Oligomer&9를 기질로 

하여 interferon 등의 gene 이 합성 되 었 다.

Nucleoside 및 nucleotide 가 지니 고 있는 작용 

기의 선택적 보호와 제거는 어느정도 확립“되었 

으나 인산화반응, 축합반응 및 정제과정은 방 

법적 개선이 필요하다. 본 연구자들은 "Pho­
sphotriester Method”중 용액 법 으로 EcoRI 인식 

자리 를 지 닌 hexadeoxynucleotide 를 합성 하였으 

며 , oligonucleotide 합성 을 일 반화하기 위 한 노 

력의 일환으로, 각 합성 단계의 정제과정을 기 

존의 방법 보다 효율적이 고 단순화시킬 수 있도록 

하고, 기존방법에 대한 개선을 모색하며, 생성 

물의 손쉬운 확인방법을 고안함과 아울러 몇가 

지 분광학적 및 크로마토그래피 자료를 마련하 

였다.

2.실 험

2.1 시약 및 기기. 축합반응에 사용한 피리딘 

은 /Toluenesulfonyl chloride 를 넣 어 증류한 다 

음 수산화칼륨을 넣고 2시간 환류시켜 재증류하 

고 분자체 4A 에 넣어 질소기체 를 충전하여 두었 

다가 사용하였다.的 축합반응에 사용할 유리기구 

는 질소가 든 데시케이터속에 보관하였고, 서열 

확인에 사용한 유리기구는 규소화시켜 같은 방 

법 으로 보관하였다. '3 Tic 는 실 리 카겔 (Merck 60 
G) 을 흡착제로, 10% 메탄올클로로포름용매 E) 
과 5% 메탄올/클로로포름(용매 F)을 전개용매 

로, 65% 과염 소산 : 에 탄올 (3 : 2, v/v) 을 발색 제 

루 사용하였다.14 Hplc(Waters 730) 에는 Radial- 
Pak ODS column (Waters) 을 사용하였으며 , 254 
와 280nm의 흡광도로 물질을 검 출하였다. 생성 

물의 확인 에 는 UV (Hitachi 350)/IR (Perkin 
Elmer 1320)분광광도계 와 전기 영 등(Korea man­
hattan) 및 화학적인 방법을 이용하였다.

2.2 정 량. Deoxynucleotide 를 클로로포름 1 〜 
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5mZ 에 녹이 고 10以 를 취 하여 2mZ 의 메 탄올에 

다시 녹여 측정한 280nm 의 흡광도, N-blocked 
monodeoxynucleoside la, lb, 1c, id (2, 3.1 참조) 

의 몰흡광계수节 e6000, €20800, €7800, €11900 
및 N, 5'-O-blocked monodeoxynucleoside 2a, 2b, 
2c, 2d (2.3.1 참조)의 몰흡광계수 M e7300, 
€20500, €9200, "1400 로 부터 소량체 (Oligomer) 
합성과정에서의 일반적인 정량을 행하였다. 

Chromic shift 는 고려 하지 아니 하였다.

2.3 합성. 2.3.1. N, 5'-O-Blocked monodeo­
xynucleoside 의 합성,

N-Benzoyl—5' -dimethoxy trityldeoxy adenosine 
(2b), N-benzoyl-57-dimethoxytrityldeoxycytidine 
(2c), N-isobutyryl-S^-dimethoxytrityldeoxy- 
guanosine(2d) 및 5'-dimethoxytritylthymidine 
(2a) 은 해 당하는 N-blocked nucleoside (lb, 1c, 
Id, la) 로 부터 Narang 의 방법 此에 의 하여 합성 

하고 일반적인 처리과정을 거친 다음 농축하여 

50% 염화메틸렌/석유에테르로 재결정하였다.

2.3.2. 모두 보호된 monodeoxynucleotide 의 

합성.

5，-Dimethoxytritylthymidine-3/-(2-chlorophe- 
nyl, 2'-cyanoethyl) phosphate (3a), N-benzoyl- 
S^-dimethoxytrityldeoxyadenosine-S7- (2-chloro- 
phenyl, 2/-cyanoethyl) phosphate (3b), N-ben- 
zoyl-5/-dimethoxytrityldeoxycytidine-3'-(2-chlo- 
rophenyl, 2,-cyanoethyl) phosphate (3c) 와 N- 
isobutyryl-S'-dimethoxytrityldeoxyguanosine-S' 
-(2-chlorophenyl, 2 -cyanoethyl) phosphate (3d) 
는 해 당하는 N, 5'~O-blocked nucleoside (2a, 2b, 
2c, 2d) 로 부터 합성하였다.

300叫 (4.35 mmole) 의 (1H) -1,2,4-triazole 을 

여 과장치 가 부착된 50mZ 플라스크에 넣 고 15mZ 
의 무수디옥산을 격막을 통하여 넣은후 15°C로 

유지시켰다. 346//Z(515mg, 2.10 mmole) 의 o~ 
chlorophenylphosphodichloridate 와 690以 (500 
mg, 4.95mmole)의 무수트리에틸아민을 넣은 

다음 10°C 에서 1시간 저어주었다. 생성된 트리 

에 틸아민염 산염 을 질소압력 으로 여 과하고 동결 

건조로써 ImZ 정 도의 반고상이 되게 하였다. 디 

옥산을 가하여 0.4肱용액(저 장용액)이 되 게한 
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후 一7(y>C 에서 보관하였다. 인산화 반응 : 0.125 
mmole(2a : 750 OD, 2b : 2600 OD, 2c : 975 OD, 
2d : 1488 OD) 의 N, 5'-O-blocked nucleoside 를 

3mZ들이 플라스크에 넣고 0.5mZ의 피리딘으로 

용해시켜서 동결건조 시킨 다음 N2 기체를 넣었 

다. 여기에 L25mZ의 디옥산을 가하고 L25mZ 
(0.4M) 의 저 장용액 을 가한 후 tic 로 반응정 도를 

확인하면서 10°C에서 1시간 30분 저어 주었다. 

72以 (74.6mg, 1.05 mmole) 의 /3-cyanoethanol 
을 가하고 2시간 더 저어준 후 NarangM의 방법 

에 따라 분해, 휘 발, 주줄,. 건조 과정을 거친후 

tic(용매 E) 로 분리하였다.

2.3.3. 모두 보호된 monodeoxynucleotide 및 

dideoxynucleotide 의 ^-cyanoethyl group 제 거. 

0.10 mmol 의 모두 보호된 mononucleotide 3a,
3b, 3d(730OD, 2050 OD, 1140 OD) 및 dinucleo­
tide 6ba, 6<比(2.3.5참조) (2650 01), 3320 OD) 
를 2mZ의 피리딘으로 제습(강압휘발) 시키고, 

2mZ의 20% 트리에틸아민/아세토니트릴을 넣은 

후 실온에서 1시 간 저어 주었다(tic의 Rf 감소). 

진공펌프로 아크릴로니 트릴, 과량의 트리 에 틸아 

민과 용매를 휘발시킨 다음 2X2mZ(희수X부 

피)의 50% n-핵산/에틸에테르로 불순물을 용출 

제거하였다. 생성된 phosphodiester triethylam­
monium salt 4a, 4b, 4d, 7,10 (2.3.5, 2.3.6, 2.3 
.7 참조)을 감압건조시키고 바로 다음 반응에 

사용하였다.

2.3.4. 모두 보호된 monodeoxynucleotide 및 

oligodeoxynucleotide 의 dimethoxytrityl 
group(DMTr) 제거.

모두 보호된 deoxynucleotide 3a (438 OD= 
0.06 mmol), 3b (1230 OD=0.06mmol), 3c (522OD 
=0.06mmol),6ac(2.3.5참조) (453OD=0.03m 
mol), 사량체 (806 OD=0.02 mmol), 육량체 (1456 
OD=0.02mmol) 를 건조시킨 다음 0.01 mmol 
의 nucleotide 에 대하여 8mZ 의 2% 벤젠술폰산 

(BSA)/메탄올: 클로로포름 (3：7,v/v) 용액을 

사용하여 반응시키고 일반적인 방법 a으로 처 

리과정을 거친 다음, 2XlmZ의 50% n-핵산 

/에틸에테르 용액으로 DMTr 유도체를제거하 

였다.

2.3.5. 모두 보호된 dideoxynucleotide 의 합성.

5'-O-DMTr~P- (2-Chlorophenyl) thymidinylyl 
(3'—>5') deoxycytidine-3,-O- (2-chlorophenyl, 2'- 
cyanoethyl) Phosphate (6ac) 의 합성 : Cyanoe- 
thyl 만 제거한 365 OD(0.05mmol)의 thymidine 
Phosphate (4a) 와 DMTr 만 제 거 한 327 OD (0.042 
mmol) 의 deoxycytidine phosphate (5 c) 를 건조 

시킨 플라스크에 넣고 2mZ의 피리딘을 넣은 후 

감압 휘발시켰다. 미리 준비한 lmZ(0.2M) 의 

mesitylenesulfonyl nitrotriazole (MSNT) /피리 딘 

용액을 질소기류 속에서 가하고 tic 로 반응정도 

를 확인하면서 실온에서 2시간 저어주었다. 100 
区의 물을*가하여 MSNT 를 분해시킨 다음 감 

압농축시켰다. 7mZ 의 4°C 로 냉각시킨 클로로 

포름으로 녹여분액깔때기에 옮기고 5mZ의 5% 
탄산수소나트륨 수용액 과 5 mZ 의 물로 차례 로 씻 

어주었다. 황산나트륨으로 탈수하고 용액의 1/ 
10은 농축 후 tic (용매 E) 로 분리 하여 UV-정 량 

을 시행 (57 OD, 3.78//mole, 수득률 90%) 하였 

으며, 나머지는 별도의 정제과정을 거치지 않고 

DMTr 제거 반응 후 정 량 (431OD, 0.031 mmol, 
DMTr 제거에 따른 수득률 92%)을 시행하였다.

5Z -O-DMTr-P- (2-chlorophenyl) deoxyadeny­
lyl (3'-»5‘) thymidine-3'-O- (2-chlorophenyl, 2'- 
cyanoethyl) phosphate (6ba) 의 합성 : Cyanoethyl 
만 제거한 1025OD(0.05mmol)의 deoxyadeno­
sine phosphate(4b)와 DMTr만 제거한 300OD 
(0.05 mmol)의 thymidine phosphate (5a) 를 사 

용하여 이량체 6ac 와 같은 방법 으로 합성 하였 

다. 일반적인 처리후 tic(용매 E)로 분리하고 

UV-정 량을 시 행(1060 OD, 0.04 mmol, 수득률 

80 %) 하였다.

5，-O-DMTr-P- (2-chlorophenyl) deoxyguanyl- 
yl (3'-»5‘)deoxyadenosine-3z-O- (2-chlorophenyl, 
2'-cyanoethyl) phosphate (6db) 의 합성 : Cyanoe- 
thyl만 제거한 570 OD(0.05mmol)의 deoxygu- 
anosinephosphate(4d)와 DMTr만 제거한 1040 
OD(0.05 mmol) 의 deoxyadenosine phosphate (5 
b) 를 사용하여 이 량체 6ba 합성 과 같은 방법 으로 

반응, 처리, 분리 및 정량을 시행하였다. (1256 
OD, 0.039 mmol, 수득률 78%).
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2.3.6. 모두 보호된 tetradeoxynucleotide (DMTr- 
dbzApTpTpbzCp) 의 합성

Cyanoethyl 만 제 거 한 530 OD (0. 02 mmol) 의 

DMTrdbzApTp와 DMTr 만 제거한 235 OD 
(0.017 mmol) 의 TpbzCp를 건조시 킨 플라스크에 

넣고 ImZ의 피 리딘을 가한 후 감압 건조시켰다. 

별도로 준비한 0.5mZ의 0.2Af MSNT/피 리 딘을 

질소기 체중에 서 가하고 tic 로 반응정 도를 확인하 

면서, 실온에서 2시간 저어 주었다. 이량체 합 

성에서와 같이 MSNT 분해 , 농축, 추출, 건조 

과정 을 거친 후 용액의 1/10은 농축 후 tic(용매 

E) 로 분리 하고 UV-정 량을 시 행 (50 OD, 1.24/z 
mol, 수득률 73%)하였으며, 나머지는 별도의 정 

제과정 을 거치지 않고 DMTr 제거 반응 후 정 량 

(408OD, 0.01 mmol, DMTr 제거 에 따른 수득 

률 90%)을 시행하였다.

2.3. 7. 모두 보호된 hexadeoxynucleotide (DMTr- 
dibuGpbzApbzApTpTpbzCp) 의 합성.

Cyanoethyl 만 제 거한 386 OD(0. 012 mmol)의 

DMTrdibuGpbzAp와 DMTr만 제거한 406OD 
(0.010 mmol)의 dbzApTpTpbzCp를 건조시 킨 

플라스크에 넣고 ImZ 의 피 리딘을 가한 후 감압 

건조시켰다. 벌도로 준비한 0.4mZ 의 0.2M 
MSNT/피 리딘 용액 을 질 소기 체 중에 서 가하고 

tic 로 반응정 도를 확인하면서 실온에 서 2시 간 저 

어 주었다. 이 하 정 제 과정 은 사량체 합성 의 경 우 

와 동일하게 시행하였다. 건조시킨 클로로포름 

용액의 1/10은 tic(용매 E) 로 분리 하여 UV-정 량 

을 시행 (47. 3 OD, 0.65 /zmol, 수득률 65%) 하였 

으며, 나머지는 별도의 정제과정을 거치지 않고 

DMTr 제 거반응 후 정 량 (382OD, 5.2/zmol, 
DMTr 이탈에 따른 수득률 89%)을 시행하였다.

2.3.8. Hexadeoxynucleotide(ll) 의 보호기 제 거

DMTr 만 제 거한 367 OD(5 "mol)의 hexanu- 
cleotide(ll)를 10mZ들이 플라스크에 넣고 L5mZ 
의 30% 암모니 아수 : 피리 딘 (9 ： 1, v/v)을 가한 

다음 마게 를 단단히 한 후 50°C 에 서 6시 간 저 어 

주었다(tic： 용매 E, Rf 0.00). 진공펌프로 용 

매를 휘발시키고 2mZ의 에틸에테르로 용출시 

키는 과정을 두 번 거친 다음 5시간 동견 건조 

하였다.
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2.4. 조성 확인. Fritz 등의 방법 29에 따라 N- 
글리코시드결합을 가수 분해하여 염기를 정 량함 

으로써 합성한 육량체의 조성을 확인하였다. 보 

호기가 제거된 육량체의 반을 10以의 물에 녹여 

3mZ 들이 시 험관에 넣고, 200以 의 88% 포름산 

을 넣은 후 마개를 단단히 하였다. 시험관을 

170°C 의 중탕에 30분 방치하였다가 실온이 되 

게 한 후 영하 70도에서 얼린 다음 동결 건조하 

였다. 이 것을 200fil 의 0.1M 아세 트산암모늄: 아 

세트산(3： 1, v/v)에 녹이 고 hplc 를 시행하였다 

(3.5항 참고). 이와는 별도로 2OD의 합성한 육 

량체를 7M 요소를 포함한 20% acrylamide-tris 
borate 로써 전기영 동I，31한 다음 겔을 신속히 드 

라이 아이스로 얼리고 1mm 두께로 절단하여 260 
nm 에 서 그 흡광도를 측정 하였다(Fig. 6).

3. 결과 및 고찰

3.1. 모두 보호된 monodeoxynucleotide 2| 
합성. Nucleoside 의 5'-0 를 DMTr 로써 보호하 

였다 (F/g.l). Narang 등은 시 료를 대 량 사용하 

였으나, 본 연구자들은 그의 1/10,000정도를 사 

용하여 분광학적으로 정 량함과 50%염화메 틸렌/ 

석 유에 테 르로 재 결정 함으로써 합성 을 수월 하게 

수행 할 수 있었다. 본 연구자들은 또한 보호생성 

물 ⑵의 생 성 을 DMTr 에 의 한 234nm 의 흡수띠 

생성 , 출발물질(1)의 보고된 흡광도*와의 비교, 

크로마토그램에 나타난 극성감소현상 및 IR-스 

펙트럼에 나타난 DMTr 흡수띠 1503, 1179cm-1 
의 생성으로써 확인할수 있었다. 다른 연구자들 

은 대개 원소분석과 A280/A260의 비로써 확인 

하고 있다. 2b, 2c, 2d 가 2a 에 비 하여 수득률 

이 낮은 것 (Table 1) 은 출발물질 lb, lc, id 의 

아미 노기 가 benzoyl 이 나 isobutyryl 로 보호되 어 

있었기 때문일 것이다.

3'-。를 인산화하는 과정은 많는 방법이 보고 

되어 있으나 %&心,:m 잘 체계화되어 있고 입수 

용이한 시약을 사용하며 별도의 축합시 약이 필 

요없는 Narang 의 방법 16 즉 o-chlorophenyl pho- 
sphorodi (1, 2,4-triazolide) /디 옥산 용액 에 N, 5' 
-O 가 보호된 nucleoside 와 /3-cyanoethanol 을 차. 

레로 반응시키는 방법을 수정하여 행하였다.
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{Fig. 1).
본 연구에서는 여과장치가 부착된 반응플라스 

크를 사용하여 밀폐된 상태에서 부생성물인 트 

리에 틸아민염산염을 여과 제거함과 o-chloro- 
phenylphosphorodi (1, 2,4-triazolide) 합성 과정 에 

서 생성되는 HC1 의 완전제거와 반응속도를 

증가시키기 위하여 이론치보다 10% 과량의 트 

리에틸아민을 사용함 및 g-Cyanoethanol을 치 

환될 수 있 는 triazole 에 대 하여 1.2배 몰 과량 (문 

헌에서는 이론치보다 부족한 0.93배몰임)을 사 

용함으로써 Narang의 방법 을개선할 수있었다.

인 산화생 성물 (3) 의 확인도 3-산소에 인 산기 가 

모두 보호됨에 따른 극성 감소 즉, tic 의 Rf 
증가나 hplc 의 Rt 증가와 IR 의 1027cm-1 P- 
O-C 신축진동홉수띠 변화등으로 행할수 있었다. 

생성물의 수득률, 분광학적 특성 및 크로마토그 

래피적 특성을 Table 1 에 나타내었다.

Fig. 1. Synthesis of activated monodeoxynucleotides. 
B，is thymine (T), N-benzoyladenine (bzA), N~be- 
nzoylcytosine (bzC), or N-isobutyrylguanine (ibuG), 
T, A, C and G derivatives are represented by a, b, c, 
and d respectively in this paper. DMTr, EtgN and 
BSA are abbreviations for di-/>-methoxytrityl. triethy­
lamine and benzenesulfonic acid respectively.

B'

* I7 . 10 B

Fig. 2. Synthesis of protected dideoxynucleotides. R 
and MSNT represent o-chlorophenyl group and me- 
sitylenesulfonyl nitrotriazole respectively

3.2. 모두 보호된 deoxynucleotide 가 지닌
0-cyanoethyl 의 제거. 인산기를 보호하는데 

많이 이용되고 있는 6-cyanoethyl 은 약한 염기 

에 의 하여 bp 가 낮은 acrylonitrile 로 되기 때문 

에 쉽게 제거된다.”，18. Sinhas등은 트리에틸아 

민으로 이 기를 제거할 때 아미노기의 보호기인 

benzoyl 의 이탈이 수반된다고 하였고, Hsiung20 
등은 반응속도가 빠르고 bp 가 낮은 부틸아민

이 효과적이라고 하였다. 본 연구자들은 Na- 
rangM의 방법 에 따라 nucleotide 를 트리 에 틸아 

민-피 리딘 용액 으로 반응시 켜 서 tic 로 조사한 결 

과 4시간 정도에서 반응은 완결되었으나 부반응 

인 4〜7%의 DMTr 이탈이 일어났다. 그러나 

20% 트리에틸아민-아세토니트릴 용액을 사용하 

여 1시간 반응시킨 결과 정량적으로 반응이 일 

어 났으며 부반응도 수반되 지 않았다. Phosphoes­
ter 결합과 관련된 755(감소 또는 소멸)와 900 
cmT(생성)의 흡수띠 변화 등으로 확인하였다. 

이 단계의 수율은 90%내외로서 상당히 높았다. 

(Table 1,2).

3.3. 모두 보호된 deoxynucleotide 가 지닌 

DMTr 의 제거. 5'-0의 보호는 약한 산으로써 

선택적으로 제거시킬 수 있는 trityl (triphenyl) 
이 초기에 사용되었으나 현재는 이 탈이 용이한 

mono-0-methoxytrityl (MMTr) 과 DMTr 이 사용 

되 고 있다. 고체 지 지 체 (solid support) 를 이 용한 

“Triester Method”에 서 는 DMTr 을 제 거 함에 브 

롬화아연 /니 트로메 탄용액 이 효과적 이 나21용액 에 

의한 합성에서는 반응성이 크기 때문에 일어나 

는 부반응 때문에 그것이 이 용되지 않고 있다. 지11 

본 연구에서는 2% BSA/메탄을 : 클로로포름 

(3：7,v/v)에서 단량체들은 10분, 이량체 및 소 

량체는 15분 반응시킨 결과 정 량적으로 DMTr 이 

제거되었음을 tic반점의 이동 및 DMTr검출 반 

응으로 알 수 있었다. 이 단계의 생성물들은 반 

응물에 비하여 극성이 증가한 탓으로 Rf 치가 

0.1~0.2정 도 감소하며, DMTr 검 출시 약인 염 소 

산으로써 적황색으로 발색되지 아니하였다. 이 

반응은 정량적으로 일어남(Ta"el)과 수율은 

온도에 크게 의존함을 알 수 있었다. 또한 이 

탈된 DMTr 유도체 는 다른 연구자들이 흔히 이
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Table 1. Spectral and Chromatographic properties of protected mononucleosides and mononucleotides

Compound3
ICHjOH 人maK 
(nm)

jcm3oh 人mi a 
(nm)

£280/
€260

Hplc4 
Rt (min)

Tib 
(Rf)

Isolated 
yield (%)

ABC E F
dT(la) 266 233 6. 67 4.15 0.14 0.01
dbzA(lb) 279 247 2. 44 6. 61 0. 25 0. 04
dbzC(lc) 259, 303 283, 229 0. 38 7. 81 0. 26 0.05
dibuG(ld) 278, 259 225, 771 0. 74 5. 82 0.06 0. 00
DMTrdT(2a) 269, 234 255, 226 0. 84 7. 35 0.46 0-17 88
DMTrdbA(2b) 280, 234 257, 223 1,61 8. 79 0.53 0.19 71
DMTrdbzC(2c) 260, 234, 307 290, 251, 223 0. 45 13,99 0- 57 0.20 68
DMTrdibuG(2d) 274,236, 280sh 270, 224 0. 78 7. 60 0. 31 0.03 63
DMTrdT+CE(3a) 266,234 254 0. 70 10- 42 0.75 0.28 62
DMTrdbzA 干 CE(3b) 278, 234 255 1.55 12.40 0- 82 0- 35 58
DMTrdbzCTCE(3c) 260, 236, 304 250, 290 0. 52 20. 21 0- 85 0.33 55
DMTrdibuG 干 CE(3d) 273, 236, 260sh 270, 224 0. 76 11.01 0.56 0-15 47

0. 61
DMTrdT-CP(4a) 267, 233sh 252 0. 66 0.00 0.00 97
DMTrdbzA-CP(4b) 277, 232 256, 229 1. 55 0. 00 0.00 95
DMTrdibuG-CP(4d) 275, 236, 260sh 270, 226 0. 75 0.00 0.00 85
dTTCE(5a) 264 233 0. 53 4. 20 0- 42 98
dbzA 干 CE(5b) 280 247 1.61 4. 63 0.44 97
dbzC+CE (5c) 257,302 284, 231 0- 37 4. 75 0.47 98

a Abbreviations are as suggested by IUPAC -IBU. phosphodiester linkage, + : phosphotriester linkage, CP : 
chlorophenyl group, CE : ^-cyanoethyl group, DMTr : di-/>-methoxytrityl group. b Hplc was carried out using 
Radial PAK-ODS(Waters) and eluent A(50% H2O/CH2OH), B(20% H2O/CH3OH) C(CH3OH) with a flow 
rate o£ ImZ/min. The eluate was detected with a UV-detector at 280nm. c The solvent and absorbent 
used for tie were E(10% CH3OH/CHCI3) or F(5% CH3OH/CHCI3) and Silica-gel 60G respectively. The yields 
shown are those for individual steps.

용하는 관크로마토그래피를 이용하지 않고 50% 
헥산/에틸에테르 용액으로 용출시켜 제거함으 

로써 생성물을 효율적으로 정제하였다. 생성물 

은 280nm 의 UV-검 출기 를 사용한 hplc 로써 순 

도를 측정하고, UV-스펙트럼의 DMTr 흡수띠 

(230〜235nm)의 소멸과 IR-스펙 트럼 (FSg. 5)의 

DMTr관련 흡수띠 (1500, U75cmT)의 소멸로 

써 확인함이 합리 적 이었다.

3.4. 축합반응. "Triester Method” 가 소개 된 

이 래 이 를 보완하고자 하는 연구가 많이 이루어 

지 고 있다. Stawinsky23등은 arylsulfonyl triazole 
고｝■ tetrazole 유도체 축합시약이 종전에 이용되던 

arylsulfonyl chloride 유도체 보다 반응속도와 부 

반응 정 도면 에 서 유리 하다 하였 으며，Reese24등 

의 3-nitro-1,2,4너:riazole 과 Efimov^ 등의 N- 

methyl imidazole 유도체의 연구도 축합반응에 

기 여 하였다. arylsulfonyl azolide 를 이 용한 이 들 

의 연구와는 달리 Chankhmakhcheva26등은 ary­
lsulfonyl chloride 와 azolide 를 혼합하여 사용할 

때 반응속도가 증가한다고 하였다. 이 들 방법의 

공통점은 반응시킬 nucleotide 들의 몰비를 거의 

동량으로 하고 규산 관크로마트그래피 를 포함한 

복잡한 정제 과정을 거치는 것이다.

본 연구에서는 축합시 약 MSNT 를 사용하여 

활성 화된 단량체 (4.5) 를 축합하여 이량체 를 만 

들고, 이량체에 이량체를, 이어서 사량체에 이 

량체 를 축합결 합시 킴 으로써 육 량체 (11) 를 합성 하 

였다 (风岛 3) . 이 축합반응은 5'-0가 DMTr 로 

보호되고 3'-인산기가 일부 노출된 nucleotide와 

5'-OH 가 노출되 고 3'-인 산기 가 보호된 nucleo-
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Table 2. Spectral and chromatographic properties of oligonucleotides

Compound3 e0H 
(nm)

®0H
(nm)

€280/ Hpld
6260 Rt(min)

Tic。isolated

C E
DMT rdibuG+bzA 干 CE (6db) 278, 234, 260 266, 226 1.15(1. 22) 7. 30 0.45 78

DMTrdbzA 干 T干CE(6ba) 274, 232 255, 227 1. 22(1. 22) 4. 21
0. 57
0.57 80

DMTrdT+bzC+CE (6ac) 262, 234, 304 248, 291 0.47(0. 51) 4. 36 0.56 90
DMTrdbzA干 T 干 T干 bzC干 CE 262, 282sh, 273sh, 310sh 248 0. 73(0.78) 4. 35 0.47 73
DMTrdibuG 于 bzA 干 bz A 干 T 干 T 干 bzC+CE (0. 98) 0.31 65

0. 33
dT+bzC+CE(8) 262, 302 234, 293 0.47(0. 46) 4. 02 0.34 92
dbzA 干 T 干 T 二F bzC 干 CE (9) 263, 273sh, 282sh, 310sh 232 0. 72(0. 80) 4.12 0.27 90
dibuG 二다)zA 于 bzA干T 于 T干 bzC 二FCE(ll) 261, 272 234, 268 0. 92(0.93) 4.56 0.15 89

0. 09
DMTrdbzA 干 T-CP(7) 275,234 248 1. 20(1. 22) 2. 48 0.03 95
DMTrdibuG 干 bzA-CP (10) 278, 236, 262 267, 250, 229 1.10(1. 22) 3. 82 0.02 90
Superscripts tt>b and c were explained in Table 1. The values in parenthesis are calculated ones.

Fig. 3. Condensation between a 5'-OH nucleotide and 
a S'-unprotected-phosphate nucleotide. MSNT and 
BSA are abbreviated from mesitylenesulfonyl nitrot- 
riaz이e and benzenesulfonic acid respe아ively. Protected 
bases are expreased in primed letters.

tide 사이에 일 어 나는 것 이 다.

어떤 단계의 축합이 다음 단계 축합에 쓸 3'- 
인산기가 노출된 nucleotide (7.10) 를 합성하고자 

하는 것이라면 그 단계에서는 같은 몰수의 두 

반응물을 반응시 켜 모두 보호된 이량체 (6ba, 
6db) 를 얻 고 용매 E 를 사용한 tic 로 분리 해 내 

어 트리 에 틸 아민 으로 cyanoethyl 을 떨 어 뜨렸 다. 

그러나 어떤 단계의 축합이 다음 단계 축합에 

쓸 5'-OH 가 노출된 nucleotide (8, 9) 를 합성 하 

고자하는 것이 라면 반응물의 처리과정을 줄이고 

처리과정에 수반되는 손실을 감소시키기 위하여 

DMTr nucleotide (7등) 를 5'-OH nucleotide (8-§-) 
보다 0.2배몰 더 사용함으로써 축합생성물에 

5'-OH nucleotide 가 포함되 지 않게 반응시 켰 다. 

이 어서 과량의 DMTr nucleotide 를 다른 연구자 

들이 행하는 규산관크로마토그래프］ (생성 물의 부 

분적 분해 초래) 로써 분리 하지 않고 죽합생 성 물 

그대로 DMTr 제거반응을 행하여 과량 사용한 

nucleotide 의 5'-OH 도 노출되 게한 다음 5% 탄 

산수소나트륨으로 선택 적으로 이 를 추출제거 하 

였 다. 탄산수소나트륨수용액 으로 그것 이 추출제 

거될 수 있는 원인은 3'-인산기와 5'-OH의 노 

출애 따른 극성증가 때문이다. 완전한 분리가 

행 하여 졌음은 hplc, UV-정 량 및 tic 로 확인하 

였다.

육량체 합성의 기 본 단위 인 3종의 이 량체 6db, 
6ba, 6ac) 의 축합수득률은 80~90% 로 상당히 높 

았으며 , 이 들의 e280/e260 비 의 실측치는 해 당하 

는 mononucleoside 의 비로부터 계산한 값과 거 

의 일치 하였고, 구아닌 을 포함한 이 량체 (6db) 의 

tic 반점은 Burgers??의 보고에서와 .같이 2개로
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나타났다 （T况海 1,2 참조）. 사량체 （DMTrdbz- 
ApTpTpbzCp） 축합 수득률은 73%, 육량체 

（DMTrdibuGpbzApTpTpbzCp） 는 65 % 로 nucleo­
tide 단위의 갯수가 증가함에 따라 수득률이 감 

소하였다. 이 량체 를 기 본 단위 로하여 수행 한 축 

합반응의 생성물이 별도로 단량체씩 축합결합시 

켜 얻은 생성물보다 전 과정의 수율이 높았으 

며, 이들의 크로마토그램과 스펙트럼이 서로 

일치 하였으므로 이 량체 를 기 본 단위 로한 축합생 

성물이 바르게 합성된 것임을 확인하였다. 

DMTr nucleotide 는 메탄올에 녹였을 때 실온에 

서 1시 간이 지 나면 그 DMTr 이 이 탈됨 을 관찰 

할 수 있었다. 축합생성물의 IR-스펙트럼을 

Fig. 5에 일괄하여 수록하였다.

3.5. 육량체 보호기의 완전제거와 조성분석 

소량체의 보호기를 모두 제거하는 두 가지 방법 

이 보고되어 있다. 산（아세트산, BSA） 으로 

DMTr 을 먼저 제 거 하고 염 기（수산화나트륨, 

수산화암모늄）로 나머지 보호기를 제거하는 방 

법16과, 염기를 먼저 사용하고 산을 나중에 사응 

하는 방법 28이 있다. 본 연구자들은 육 량체합성 

을 위 하여 과량으로 사용한 인 산기노출반응물

L■丄锚k • 4 3=/丄况FbfJ '面C，'血'1板血'5户

Fig. 4. Reversed phase hplc for formic acid hydr히y- 
sate of the hexadeoxynucleotide dGAATTCp. Radial 
Pak C-18(Waters), 0.1M ammonium acetate/pH 
4.1, containing 1. 5% acetonitrile. At a flow rate of 
ImZ/min, and .&的 UV-detector were used.

Vol. 30, No. 1, 1986

Fig. 5. Infrared spectra of the deoxyribonucleotides 
involve in this synthetic work. The spectra were 
obtained using KBr-pellet method. Refer to Table 1 
and 2 for the numbering.
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（10） 을 축합직 후 산처 리 （DMTr 제 거）하고 추출 

에 의하여 정제하여야 하므로 전자의 방법을 택 

하였다.

이 렇게 하여 얻은 육량체 （GpApApTpTpCp） 
의 염기와 데옥시리보오스간의 N-글리코시드결 

합을 산가수분해 （88% 포름산으로써 179°C에서 

30분）하여 얻은 4종의 염기 를 hplc 로 분리하였 

다（刊g.4）. 280nm 에서의 염기들의 상대적인 흡 

광도가 C : G ： T : A = 0.692 : 0.783 : 3.280 : 3. 
880이며, 문헌29이 제시된 같은 몰 수의 흡광도 

비 가 0.692 : 0. 767 : 1.645 : 1.947이 므로 합성 한 

육량체의 염기의 몰비는 C ： G ： T: A = 1 ： 1 : 2 
： 2 이다. 이 와같은 조성 분석 결과 및 3.4에 기 

술한 이 량체 단위 축합 생성물과 단량체 단위 축 

합생성물과의 비교 결과로 부터 최종 생성물인 

육량체가 의도한 서열을 지니고 있음이 확실시 

되었으며, 20% denaturing polyacryamide-tris 
borate 로써 전기 영동한 결과 JYg. 6 과 같이 

marker 인 xylene cyanol 과 bromophenol blue 사 

이에 육량체의 피이크가 있으며 미확인된 약간 

의 불순물이 함유되어 있음을 알 수 있었다. 별 

도의 서열확인28,如은 실시하지 아니하였다.

Fig. 6 A polyacrylamide electrophoretogram of the 
synthesized hexamer, dGpApApTpTpCp. 20% polya­
crylamide-tris borate containing 7M urea was used 
and 1mm Slices of the gel were quantified spectro- 
photometrically at 260nm. X, B, H, and I represent 
xylene cyanol, bromophenol blue, hexamer, and 
^unknown impurity respectively.
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