
(57)【要約】
本発明は、細胞、組織および動物における代謝活性を分析するために、そしてシトクロム
Ｐ４５０活性に及ぼす試験化合物の作用に関してスクリーニングするために有用な方法、
組成物、基質およびキットを提供する。具体的には、シトクロムＰ４５０基質でありかつ
生物発光酵素、例えばルシフェラーゼの基質前駆体でもある発光原分子、例えばルシフェ
リンまたはセレンテラジンを用いた、一段階および二段階の方法が提供される。Ｐ４５０
反応にルシフェリン誘導体またはその他の発光原分子を添加すると、Ｐ４５０反応におい
てＰ４５０酵素により該発光原分子が代謝されて生物発光酵素の基質、例えばルシフェリ
ンおよび／またはルシフェリン誘導体代謝産物になる。その結果生じる代謝産物（単数ま
たは複数）は、光を生成する二次反応において、生物発光酵素、例えばルシフェラーゼの
基質としての役割を果たす。バックグラウンドシグナルが低く感度が高いシトクロムＰ４
５０発光アッセイが開示され、アイソフォーム選択性が実証される。本発明は、夾雑物と
してルシフェラーゼ反応混合物中に存在する可能性がある、または反応中に生成される可
能性があるルシフェラーゼ阻害剤である無機ピロリン酸塩を除去するためにピロホスファ
ターゼを添加する、ルシフェラーゼ反応を実施するための改良型方法も提供する。本発明
の方法はさらに、可逆的ルシフェラーゼ阻害剤などのルシフェラーゼ安定化剤を用いて、
ルシフェラーゼを用いるアッセイにおける発光シグナルを安定化し、延長するための方法
を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 発 光 原 分 子 を 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 少 な く と も １
つ の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 前 記 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 活 性 を 決 定 す
る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 発 光 原 分 子 、 前 記 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 前 記 生 物 発 光 酵 素 を ほ ぼ 同 時 に 接
触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 発 光 原 分 子 を 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合
物 を 作 製 し た 後 、 前 記 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 細 胞 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 混 合 物 を 作 製 す る
こ と 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 前 記 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す
る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 細 胞 が 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） に お い て 細 胞 を さ ら に 溶 解 試 薬 と 接 触 さ せ る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 細 胞 を 前 記 工 程 （ ｂ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 細 胞 を 前 記 工 程 （ ｃ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 細 胞 を 最 初 に 前 記 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 前 記 生 物
発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2006-508339 A 2006.3.9



　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 動 物 組 織 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 混 合 物 を 作 製
す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 前 記 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 前 記 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 活 性 を
決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 組 織 を 最 初 に 前 記 発 光 原 分 子 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ た 後 、 前 記 生 物 発 光 酵 素 と
接 触 さ せ て 二 次 混 合 物 を 提 供 す る 請 求 項 １ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を 含 む 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 で あ る 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 発 光 原 分 子 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 （ ｄ ） 前 記 生 物 学 的 試 料 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る
こ と 、 お よ び
　 （ ｅ ） 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 前 記 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 で あ る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 反 応 混 合 物 が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 生 物 発 光 酵 素 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
酵 素 の 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 生 物 発 光 酵 素 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 前 記 発 光 原 分 子 を 投
与 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 前 記 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 由 来 の 組 織 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 前 記 動 物 の
シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ と
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を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 生 物 発 光 酵 素 導 入 遺 伝 子 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導 入 遺 伝 子 で あ る 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 に つ い て 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方
法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 化 合 物 、 発 光 原 分 子 、 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 、 お よ び 生 物 発
光 酵 素 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｄ ） 前 記 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 前 記 化 合 物 と 前 記 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５
０ 酵 素 と の 相 互 作 用 に 起 因 す る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 化 合 物 、 前 記 発 光 原 分 子 、 前 記 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 前 記 生 物 発 光 酵 素 を
ほ ぼ 同 時 に 接 触 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 化 合 物 、 前 記 発 光 原 分 子 お よ び 前 記 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 接
触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 前 記 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を
作 製 す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ３ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 工 程 （ ｃ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 化 合 物 を 最 初 に １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混
合 物 を 作 製 し 、 次 に 前 記 一 次 反 応 混 合 物 を 前 記 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を
作 製 し 、 そ し て 次 に 前 記 二 次 反 応 混 合 物 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 三 次 反 応 混 合 物 を 作
製 す る 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 三 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ３ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ３ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以
下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 試 験 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、
前 記 発 光 原 分 子 は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る
こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 前 記 細 胞 か ら の 発 光 を 測 定 し 、 前 記 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 第 ２ の 細 胞 と
比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 試 験 化 合 物 へ の 前 記 細 胞 の 曝 露 に 起 因 す る 前 記 細 胞 の シ ト ク ロ
ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 細 胞 が 前 記 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 細 胞 を 最 初 に 前 記 化 合 物 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 前 記 発 光 原 分
子 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 生 物 発 光 酵 素 を さ ら に 含 む 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 前 記 生 物 発 光 酵 素 が 所 定 時 間 後 に 前 記 二 次 反 応 混 合 物 に 添 加 さ れ る 請 求 項 ４ ３ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 ４ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ４ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 前 記 試 験 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 で
あ っ て 、 前 記 発 光 原 分 子 は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆
体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 前 記 組 織 か ら の 発 光 を 測 定 し 、 前 記 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 対 照 組 織 と 比
較 す る こ と に よ り 、 前 記 試 験 化 合 物 へ の 前 記 組 織 の 曝 露 に 起 因 す る 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 動 物 組 織 が 前 記 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 組 織 を 前 記 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 一 次 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 前 記 発 光 原 分 子 と 接
触 さ せ て 二 次 混 合 物 を 作 製 す る 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 二 次 混 合 物 が 生 物 発 光 酵 素 を さ ら に 含 む 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 生 物 発 光 酵 素 が 所 定 時 間 後 に 前 記 二 次 反 応 混 合 物 に 添 加 さ れ る 請 求 項 ５ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ５ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ５ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 ５ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の ：
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　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 前 記 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｄ ） 前 記 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 （ ｅ ） 前 記 生 物 学 的 試 料 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
　 （ ｆ ） 前 記 生 物 学 的 試 料 か ら の 発 光 を 測 定 し 、 前 記 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 動 物
か ら 採 取 さ れ た 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 と 比 較 す る こ と に よ り 、 前 記 試 験 化 合 物 へ の 前 記 動 物
の 曝 露 後 の 前 記 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 工 程 （ ｃ ） は 前 記 工 程 （ ｂ ） の 後 に 所 定 時 間 が 経 過 し た 後 で 実 施 さ れ る 請 求 項 ５ ９
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 試 験 化 合 物 へ の 曝 露 の 直 前 に 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 が 採 取 さ れ る 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 血 液 、 血 清 、 胆 汁 、 尿 、 糞 便 ま た は 組 織 を 含 む 請 求 項 ５ ９ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５
０ 酵 素 の 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 試 験 化 合 物 を 投 与
す る こ と 、
　 （ ｃ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 組 織 の 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い
な い 別 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 採 取 さ れ た 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 と 比 較 す る こ と に よ
り 、 動 物 を 試 験 化 合 物 に 曝 露 し た 後 の 該 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 決 定 す る こ
と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 工 程 （ ｃ ） は 前 記 工 程 （ ｂ ） の 後 に 所 定 時 間 が 経 過 し た 後 で 実 施 さ れ る 請 求 項 ６ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導 入 遺 伝 子 で あ る 請 求 項 ６ ３ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を
迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下
の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 を （ ｉ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ
生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分 子 ； （ ｉ ｉ ） １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 ； お よ び （ ｉ ｉ ｉ ） １ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 各 々
１ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は
複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活
性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る こ と
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を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 化 合 物 を 最 初 に １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物
を 作 製 し 、 次 に 一 次 反 応 混 合 物 を 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し 、 そ し
て 次 に 二 次 反 応 混 合 物 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 三 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 請 求 項 ６ ６
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 前 記 三 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ６ ７ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ６ ８ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 化 合 物 を 最 初 に １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ
て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 １ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混
合 物 を 作 製 す る 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 前 記 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 で あ る 請 求 項 ７ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 化 合 物 を １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 発 光 原 分 子 と 同 時 に ま た は 同
時 期 に 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 １ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ
せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ７ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化
合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び １ つ ま た は 複 数
の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 発 光 原 分 子
は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ り 、 反 応 混 合 物 は
各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は
複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活
性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 前 記 細 胞 が 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 外 来 の 供 給 源 由 来 の 生 物 発 光 酵 素 が 用 い ら れ る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 工 程 （ ｂ ） お よ び 前 記 工 程 （ ｃ ） の う ち 少 な く と も い ず れ か が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ
ら に 含 む 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 ７ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 生 物 発 光 酵 素 と
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第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 第 ２ の 所 定 時 間 に お い て 界 面 活 性 剤 が 存 在 す る 請 求 項 ８ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光 原 分 子 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触
さ せ 、 そ し て 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ３ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 ８ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 第 ３ の 所 定 時 間 に お い て 界 面 活 性 剤 が 存 在 す る 請 求 項 ８ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 で あ る 請 求 項 ８ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と
第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 細 胞 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に 接 触 さ せ る 請 求 項 ７ ６ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数
の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び １ つ ま た は
複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 発 光 原
分 子 は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ り 、 反 応 混 合 物
は 各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は
複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性
（ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 組 織 が 少 な く と も １ つ の 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 組 織 を 最 初 に 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と
接 触 さ せ る 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 第 １ の 所 定 時 間 の 後 に 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る 請 求 項 ９ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 界 面 活 性 剤 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に 添 加 す る 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 界 面 活 性 剤 を 生 物 発 光 酵 素 の 添 加 の 前 に 添 加 す る 請 求 項 ９ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 組 織 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光 原 分 子 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触
さ せ 、 そ し て 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ３ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 第 ２ の 所 定 時 間 の 後 に 界 面 活 性 剤 を 添 加 す る 請 求 項 ９ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 界 面 活 性 剤 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に 添 加 す る 請 求 項 ９ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
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　 界 面 活 性 剤 を 生 物 発 光 酵 素 の 添 加 の 前 に 添 加 す る 請 求 項 ９ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 組 織 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と
第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 組 織 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に 接 触 さ せ る 請 求 項 ８ ９ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） ま た は 前 記 工 程 （ ｃ ） が （ ｉ ｖ ） ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求
項 ８ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ０ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化
合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 生 き て い る 硬 骨 魚 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生
物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 発 光 原 分 子 は シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ り 、 反 応 混 合 物 は 各 々
１ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 を 含 ま な い 対 照 混 合 物
と 比 較 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る
工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 前 記 硬 骨 魚 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 体 で あ り 、 か つ 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 請 求 項 １ ０ ３
に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 硬 骨 魚 を 最 初 に 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ た 後 、 生 物 発 光 酵 素
と 接 触 さ せ る 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 硬 骨 魚 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光 原 分 子 と 第 ２ の 所 定 時 間 接
触 さ せ 、 そ の 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ３ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 硬 骨 魚 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素
と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 請 求 項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 硬 骨 魚 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に 接 触 さ せ る 請 求 項 １ ０ ３ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
　 前 記 工 程 （ ｂ ） ま た は 前 記 工 程 （ ｃ ） が （ ｉ ｖ ） ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求
項 １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ０ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ０ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ １ 】
　 発 光 原 分 子 が ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 で あ り 、 生 物 発 光 酵 素 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求
項 １ 、 ８ 、 １ ８ 、 ２ ４ 、 ３ １ 、 ４ １ 、 ５ ０ 、 ５ ９ 、 ６ ６ 、 ７ ６ 、 ８ ９ お よ び １ ０ ３ の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ １ ２ 】
　 前 記 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル
コ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ

２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ
シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ
ク ロ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル
ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２

０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、
ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２

０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ ま た は 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し
、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ
シ ド 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ま た は Ｎ Ｒ １ ２ Ｒ １ ３ （ こ こ で 、 Ｒ １ ２ お よ び Ｒ １ ３ は 独 立
し て Ｈ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル を 表 す ） を 表 す ） ま た は － Ｏ Ｍ ＋ （ こ こ で 、 Ｍ ＋ は ア ル
カ リ 金 属 ま た は そ の 製 薬 上 許 容 可 能 な 塩 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ７ は 、 Ｈ 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６ ア
ル コ キ シ ド を 表 す が 、
　 　 た だ し 、 同 時 に Ｒ １ が Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ ２ で あ り 、 Ｒ ７ が Ｈ で あ り 、 Ｒ ６ が Ｃ Ｏ Ｒ １ １

で あ り 、 Ｒ １ １ が Ｏ Ｈ で あ り 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ２ が と も に 炭 素 で あ り 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５

が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ リ ン お よ び ア ミ ノ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な い ）
を 有 す る 請 求 項 １ １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ３ 】
　 発 光 原 分 子 が セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 含 み 、 生 物 発 光 酵 素 が ル シ
フ ェ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 １ 、 ８ 、 １ ８ 、 ２ ４ 、 ３ １ 、 ４ １ 、 ５ ０ 、 ５ ９ 、 ６ ６ 、 ７ ６ 、
８ ９ お よ び １ ０ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ４ 】
　 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル で あ り
、 か つ
　 　 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 独 立 し て 水 素 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ
て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ

１ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２

０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル 、 ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ
キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ
れ る ア リ ー ル で あ る ）
を 有 す る 請 求 項 １ １ ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ５ 】
　 前 記 Ｒ ４ が ア リ ー ル あ る い は Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２

０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で あ る 請 求 項
１ １ ４ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ ６ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 物 質 の 作 用 を 決 定 す る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 以
下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ
る １ つ ま た は 複 数 の 発 光 原 分 子 、 お よ び
　 （ ｂ ） キ ッ ト を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書
を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ ７ 】
　 １ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素 を さ ら に 含 む 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ ８ 】
　 前 記 生 物 発 光 酵 素 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ １ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ ９ 】
　 前 記 生 物 発 光 酵 素 が ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 請
求 項 １ １ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ０ 】
　 Ａ Ｔ Ｐ お よ び マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン を さ ら に 含 む 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ １ 】
　 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ２ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ２ 】
　 前 記 界 面 活 性 剤 が 非 イ オ ン 性 で あ る 請 求 項 １ ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ３ 】
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　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ２ １ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ４ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ２ ３ に 記 載 の キ ッ ト
。
【 請 求 項 １ ２ ５ 】
　 前 記 発 光 原 分 子 が シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質
前 駆 体 で あ る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ６ 】
　 前 記 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル
コ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ

２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ
シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ
ク ロ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル
ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２

０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、
ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ
ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ

３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ ま た は 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ －

２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し 、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ
シ ド 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ま た は Ｎ Ｒ １ ２ Ｒ １ ３ （ こ こ で 、 Ｒ １ ２ お よ び Ｒ １ ３ は 独 立
し て Ｈ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル を 表 す ） を 表 す ） ま た は － Ｏ Ｍ ＋ （ こ こ で 、 Ｍ ＋ は ア ル
カ リ 金 属 ま た は そ の 製 薬 上 許 容 可 能 な 塩 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ７ は 、 Ｈ 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６ ア
ル コ キ シ ド を 表 す が 、
　 　 た だ し 、 同 時 に Ｒ １ が Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ ２ で あ り 、 Ｒ ７ が Ｈ で は あ り 、 Ｒ ６ が Ｃ Ｏ Ｒ １

１ で あ り 、 Ｒ １ １ が Ｏ Ｈ で あ り 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ２ が と も に 炭 素 で あ り 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ

５ が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ リ ン お よ び ア ミ ノ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な い ）
を 有 す る 請 求 項 １ ２ ５ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ７ 】
　 前 記 発 光 原 分 子 が セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 含 む 請 求 項 １ ２ ６ に 記
載 の キ ッ ト 。
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【 請 求 項 １ ２ ８ 】
　 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル で あ り
、 か つ
　 　 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 独 立 し て 水 素 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ
て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ

１ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２

０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル 、 ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ
キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ
れ た ア リ ー ル で あ る ）
を 有 す る 請 求 項 １ ２ ７ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ ９ 】
　 前 記 Ｒ ４ が ア リ ー ル あ る い は Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２

０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で あ る 請 求 項
１ ２ ８ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ ０ 】
　 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 を さ ら に 含 む 請 求 項 １ １ ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ １ 】
　 前 記 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が ２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ
ア ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － ア ミ ノ － ４ ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ）
で あ る 請 求 項 １ ３ ０ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ３ ２ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る Ｄ －
ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ３ ３ 】
　 請 求 項 １ ３ ２ に 記 載 の Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ ４ 】
　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ３ ３ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ３ ５ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ３ ４ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ３ ６ 】
　 次 式 ：
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ
シ を 表 し 、 こ の 場 合 、 ア ル コ キ シ お よ び ア ル ケ ニ ル オ キ シ は ハ ロ ゲ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ア ミ
ノ 、 シ ア ノ 、 ア ジ ド 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は ハ ロ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で 置 換
さ れ て お り 、 あ る い は
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、
Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ
、 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ

３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し 、
こ の 場 合 、 上 記 の 基 は 各 々 任 意 選 択 で 、 ハ ロ ゲ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ア ミ ノ 、 シ ア ノ 、 ア ジ ド
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は ハ ロ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で 置 換 さ れ て お り 、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０

ア ル ケ ニ ル を 表 す ） ま た は － Ｏ Ｍ ＋ （ こ こ で 、 Ｍ ＋ は ア ル カ リ 金 属 ま た は そ の 製 薬 上 許 容
可 能 な 塩 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ７ は 、 水 素 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６

ア ル コ キ シ ド を 表 す が 、
　 　 た だ し 、
　 　 Ｒ １ が ヒ ド ロ キ シ で あ る 場 合 、 Ｒ ７ が 水 素 、 Ｒ １ １ が ヒ ド ロ キ シ 、 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ が
と も に 炭 素 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な く 、
　 　 Ｒ １ が 水 素 で あ る 場 合 、 Ｒ ７ が 水 素 、 Ｒ １ １ が ヒ ド ロ キ シ 、 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ が と も に
炭 素 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ が と も に Ｓ で あ る （ デ ヒ ド ロ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な く
、 そ し て
　 　 Ｒ １ が ヒ ド ロ キ シ で あ る 場 合 、 Ｒ ７ が 水 素 、 Ｒ ６ が Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ が と
も に 炭 素 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ ロ ー ル ） と い う こ と は な い ）
を 有 す る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 。
【 請 求 項 １ ３ ７ 】
　 以 下 の ：
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ク ロ ロ エ チ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、 ま た は
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ３ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル
で あ る 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ３ ８ 】
　 以 下 の ：
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ク ロ ロ エ チ ル エ ー テ ル 、
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　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ フ ェ ニ ル エ チ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ゲ ラ ニ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ プ レ ニ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、 お よ び
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ３ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ３ ９ 】
　 以 下 の ：
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ フ ェ ニ ル エ チ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ゲ ラ ニ ル エ ー テ ル 、 お よ び
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ プ レ ニ ル エ ー テ ル 、
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ３ ８ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ４ ０ 】
　 以 下 の ：
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ク ロ ロ エ チ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、 お よ び
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ３ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 １ ３ ７ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 １ ４ １ 】
　 請 求 項 １ ３ ６ に 記 載 の Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ ２ 】
　 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 請 求 項 １ ４ １ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ ３ 】
　 前 記 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る 請 求 項 １ ４ ２ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 １ ４ ４ 】
　 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ
ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム
Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る
こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ５ 】
　 細 胞 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ
ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り
反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 前 記 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性
を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ６ 】
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　 前 記 工 程 （ ｂ ） の 細 胞 を さ ら に 溶 解 試 薬 と 接 触 さ せ る 請 求 項 １ ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ７ 】
　 前 記 細 胞 を 工 程 （ ｂ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 請 求 項 １ ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ８ 】
　 前 記 細 胞 を 工 程 （ ｃ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 請 求 項 １ ４ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ ９ 】
　 動 物 組 織 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ
ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 お よ び 生 物 発 光 酵 素
と 接 触 さ せ る こ と に よ り 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ
と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ０ 】
　 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ
ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） 前 記 試 料 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 前 記 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を
決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ １ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 に 関 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ
レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 化 合 物 、 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 お よ び シ ト ク ロ ム
Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｄ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 化 合 物 と シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ２ 】
　 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以
下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 、 試 験 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ
る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 細 胞 か ら の 化 学 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 第 ２ の 細 胞 と 比 較
す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 細 胞 の 曝 露 の 結 果 得 ら れ る 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵
素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ３ 】
　 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 試 験 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性
で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 な ら び に
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　 （ ｃ ） 組 織 か ら の 化 学 発 光 を 測 定 し 、 前 記 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 対 照 組 織 と 比
較 す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 組 織 の 曝 露 の 結 果 得 ら れ る 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ４ 】
　 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ
て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ
ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 投 与 す る こ と 、
　 （ ｄ ） 前 記 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び
　 （ ｅ ） 前 記 生 物 学 的 試 料 か ら の 化 学 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 動 物
か ら 採 取 さ れ た 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 と 比 較 す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 動 物 の 曝 露 後
の 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ５ 】
　 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を
迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下
の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 を （ ｉ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か
つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 ； お よ び （ ｉ ｉ ） １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま
た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ６ 】
　 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化
合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質
で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る こ
と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ７ 】
　 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数
の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 有 す る 動 物 組 織 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の
基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ
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る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化
合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ８ 】
　 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化
合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 生 き て い る 硬 骨 魚 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ
４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と
接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま た は
複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 を 含 ま な い 対 照 混
合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定
す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ ９ 】
　 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル で あ り
、 そ し て
　 　 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 独 立 し て 水 素 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ
て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ

１ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２

０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル 、 ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ
キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ
れ た ア リ ー ル で あ る ）
を 有 す る 請 求 項 １ ４ ４ ～ １ ５ ８ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ０ 】
　 Ｒ ４ が ア リ ー ル 、 あ る い は Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０

ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で あ る 請 求 項 １
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５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ １ 】
　 前 記 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 メ ト キ シ セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ ま た は
セ レ ン テ ラ ジ ン で あ る 請 求 項 １ ５ ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ２ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い た 反 応 混 合 物 に よ り 生 じ る 発 光 シ グ ナ ル の 安 定 性 を 増 強 す る 方 法
で あ っ て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 の 非 存 在 下 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ
を 用 い た 同 様 の 反 応 混 合 物 中 で 生 じ る 発 光 シ グ ナ ル に 比 し て 安 定 性 を 増 強 し 、 発 光 シ グ ナ
ル の 寿 命 を 延 長 す る の に 有 効 な 量 の 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 包 含
す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ３ 】
　 前 記 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が 拮 抗 阻 害 剤 で あ る 請 求 項 １ ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ４ 】
　 前 記 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が ２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ
ア ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － ア ミ ノ － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ） を
含 む 請 求 項 １ ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ５ 】
　 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ μ Ｍ ～ 約 １ ｍ Ｍ の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ ６ ２ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ６ 】
　 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ μ Ｍ ～ 約 ５ ０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ ６ ２ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ７ 】
　 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ ０ μ Ｍ ～ 約 ２ ０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 請 求 項 １ ６ ２ に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ ８ 】
　 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ ０ ０ μ Ｍ で あ る 請 求 項 １ ６ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 、 細 胞 、 ま た は 無 細 胞 反 応 系 に お け る 代 謝 活 性 を 分 析 す る た め の 、 そ し
て 代 謝 活 性 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 に 関 し て 同 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 、 方
法 、 基 質 化 合 物 お よ び キ ッ ト に 関 す る 。 具 体 的 に は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 ま た は シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 の 二 重 の 基 質 と し て 、 発 光
原 分 子 （ luminogenic molecule） 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン を 用
い る こ と に よ り 、 代 謝 活 性 を 分 析 す る こ と が で き る 。 発 光 原 分 子 が シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の
基 質 お よ び 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 場 合 、 一 次 反 応 に お い て 発 光 原 分 子 が Ｐ ４ ５
０ に よ り 代 謝 さ れ て 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 が 生 成 さ れ る 。 次 に 生 物 発 光 酵 素 は 、 光 を 発 生 す
る 二 次 反 応 に お い て 該 基 質 に 作 用 す る 。 次 に 、 反 応 混 合 物 の 発 光 を 対 照 の 反 応 混 合 物 と 比
較 し て 測 定 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ の 活 性 が 確 認 さ れ る 。 本 発 明 は 、 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 酵 素 （ ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ ） の よ う な ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 用 い る 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害
剤 で あ る 無 機 ピ ロ リ ン 酸 塩 （ ｉ Ｐ Ｐ ） に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 を 軽 減 す る た め の 方 法
お よ び キ ッ ト に も 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 酵 素 の 存 在 お よ び 活 性 は 、 細 胞 の 健 康 ま た は 代 謝 状 態 を 決 定 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。
あ る 種 の 酵 素 の 出 現 お よ び 活 性 は し ば し ば 特 定 の 細 胞 に 特 徴 的 で あ る た め 、 酵 素 は 細 胞 の
種 類 に 関 す る マ ー カ ー で も あ る 。 例 え ば あ る 種 の 酵 素 の 活 性 は し ば し ば 、 細 菌 、 植 物 ま た
は 動 物 起 源 の 細 胞 を 識 別 す る た め に 、 あ る い は 該 酵 素 を 生 じ る 特 定 の 組 織 を 識 別 す る た め
に 用 い ら れ 得 る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 酵 素 の 存 在 お よ び 活 性 の 検 出 は 、 当 該 酵 素 に よ り 変 換 さ れ て 少 な く と も １ つ の 測 定 可 能
な 特 性 を 有 す る 生 成 物 と な る 基 質 を 用 い れ ば 容 易 に な り 得 る 。 こ れ ら の レ ポ ー タ ー 分 子 と
し て は 、 蛍 光 基 質 お よ び 発 色 基 質 が 挙 げ ら れ る 。 蛍 光 基 質 は 、 多 く の 場 合 、 そ れ ら が 非 常
に 高 い 感 度 を 有 し 、 そ し て 生 き た 単 一 の 細 胞 に お い て 空 間 的 か つ 時 間 的 に 高 い 解 像 度 で の
測 定 を 可 能 に し 得 る た め 、 よ く 用 い ら れ て き た 。 発 色 基 質 は 非 常 に 特 異 的 で あ り 得 る が 、
高 度 の 解 像 度 に は 欠 け る こ と が 多 い 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 き て い る 細 胞 の 活 動 ま た は 細 胞 抽 出 物 中 の 活 性 を 測 定 す る た め に 有 用 な 酵 素 フ ァ ミ リ
ー の １ つ は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ フ ァ ミ リ ー で あ る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０
） は 、 細 胞 の 増 殖 お よ び 発 生 に お け る 内 因 性 の 役 割 の ほ か に 、 親 油 性 の 生 体 異 物 、 例 え ば
治 療 薬 、 発 癌 性 化 学 物 質 お よ び 環 境 毒 素 の 解 毒 お よ び 活 性 化 の た め の 多 数 の 触 媒 を 含 む 、
大 き な ヘ ム 含 有 酵 素 フ ァ ミ リ ー で あ る 。 １ ま た は 複 数 の 代 謝 産 物 が 親 化 合 物 よ り 有 毒 で あ
る 場 合 も あ る 。 し か し な が ら 他 の 場 合 に は 、 治 療 用 化 合 物 の 代 謝 に よ り 同 化 合 物 の 生 物 学
的 利 用 能 が 低 減 さ れ 、 効 力 が 低 下 す る 。 こ の フ ァ ミ リ ー の 遺 伝 子 お よ び フ ァ ミ リ ー 内 の 多
型 は 、 薬 剤 代 謝 、 副 作 用 の 発 生 お よ び 重 症 度 、 な ら び に 治 療 の 失 敗 に お け る 個 体 間 変 動 に
重 要 な 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 細 菌 、 真 菌 、 植 物 お よ び 動 物 な ど の 多 様 な 生 物 に お い て 数 百 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ が 同
定 さ れ て い る （ １ ８ ： 非 特 許 文 献 １ ） 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ は 全 て 、 ヘ ム 補 因 子 を 用 い 、 構 造 上
の 属 性 を 共 有 す る 。 ほ と ん ど の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ は 、 ４ ０ ０ ～ ５ ３ ０ ア ミ ノ 酸 長 で あ る 。 同 酵
素 の 二 次 構 造 は 、 約 ７ ０ ％ の α ‐ ヘ リ ッ ク ス お よ び 約 ２ ２ ％ の β ‐ シ ー ト で あ る 。 同 タ ン
パ ク 質 の Ｃ 末 端 部 分 の ヘ ム 結 合 部 位 周 囲 の 領 域 は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 間 で 保 存 さ れ て い
る 。 こ の ヘ ム 鉄 リ ガ ン ド 領 域 に お け る １ ０ ア ミ ノ 酸 の シ グ ネ チ ャ 配 列 が 同 定 さ れ て お り 、
同 配 列 に は 、 第 五 配 位 部 位 に お け る ヘ ム 鉄 の 結 合 に 関 与 す る 保 存 シ ス テ イ ン 残 基 が 含 ま れ
る 。 真 核 生 物 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ で は 、 一 般 に 約 １ ５ 個 の 疎 水 性 残 基 と そ れ に 続 く 正 に 荷 電 し た
残 基 と か ら な る 、 同 タ ン パ ク 質 の 最 初 の １ ５ ～ ２ ０ ア ミ ノ 酸 の 中 に 、 通 常 は 膜 貫 通 領 域 が
見 出 さ れ る （ １ ８ ： 非 特 許 文 献 １ 、 １ ９ ： 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を コ ー ド す る 遺 伝 子 の い く つ か は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ が 代 謝 す る 化 合 物 に よ り
転 写 レ ベ ル で 誘 導 可 能 で あ る （ １ ： 非 特 許 文 献 ３ 、 ２ ： 非 特 許 文 献 ４ ） 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 に 基 づ い た フ ァ ミ リ ー に 分 け ら れ て い る
（ ３ ： 非 特 許 文 献 ５ ） 。 全 て の 哺 乳 類 は 少 な く と も １ ４ の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ フ ァ ミ リ ー を 共 有
す る が 、 ほ と ん ど の 薬 剤 代 謝 は ３ つ の フ ァ ミ リ ー ： す な わ ち Ｃ Ｙ Ｐ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ お よ び Ｃ
Ｙ Ｐ ３ に よ っ て の み 触 媒 さ れ る 。 ヒ ト に お け る Ｐ ４ ５ ０ が 触 媒 す る 薬 剤 代 謝 の ほ と ん ど が
肝 臓 で 起 こ り 、 約 １ ３ の 酵 素 ： す な わ ち Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ａ ６ 、 Ｃ
Ｙ Ｐ ２ Ｂ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ８ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２
Ｄ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｅ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ５ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ７ に よ る も の と し て
説 明 さ れ る （ ４ ： 非 特 許 文 献 ６ ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 薬 剤 の ク リ ア ラ ン ス 、 毒 性 お よ び 薬 剤 － 薬 剤 間 相 互 作 用 に お い て Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ が 果 た す
中 心 的 役 割 ゆ え に 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ は 、 薬 剤 開 発 プ ロ セ ス に お い て 開 発 を す す め る べ き 化 合
物 の 領 域 を 狭 め る た め の 有 用 な 標 的 を 提 供 す る （ ５ ： 非 特 許 文 献 ７ 、 ８ ： 非 特 許 文 献 ８ ）
。 さ ら に Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ 薬 剤 相 互 作 用 に つ い て の 知 見 は 、 患 者 に お い て 薬 剤 が 示 す 傾 向 を
予 示 し 得 る 。 ハ イ ス ル ー プ ッ ト （ 高 処 理 量 ） 方 式 で 使 用 可 能 な ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ
が 必 要 と さ れ て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ に よ り 酸 化 さ れ る と 容 易 に 検 出 可 能 な 方 法 で 変 化 す る
特 性 を 有 す る 化 合 物 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 作 用 を 検 出 す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ
ト ・ ア ッ セ イ に お け る プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る （ ６ ： 非 特 許 文 献 ９ 、 ７ ： 特 許 文 献 １ ）
。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム に 特 異 的 で あ り 、 か つ 容 易 に 検 出 可 能 な 生 成 物 を 生 じ る 基 質
を 用 い て 、 生 理 学 的 条 件 下 で 細 胞 中 の 代 謝 活 性 を 分 析 す る た め の 方 法 も 必 要 と さ れ て い る
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。 シ グ ナ ル は 、 細 胞 の 無 細 胞 の 細 胞 抽 出 物 中 な ら び に 生 き て い る 細 胞 中 で 検 出 可 能 で あ る
必 要 が あ り 、 か つ ア ッ セ イ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 低 く な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 最 後 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る 無 機 ピ ロ リ ン 酸 塩 か ら ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 保
護 す る こ と が 必 要 で あ る 。 本 発 明 人 等 に は ピ ロ リ ン 酸 塩 の 供 給 源 を 限 定 す る 意 図 は な い が
、 ピ ロ リ ン 酸 塩 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 を 含 め る 緩 衝 液 中 に 用 い ら れ る オ ル ト リ
ン 酸 塩 中 に 夾 雑 物 と し て 存 在 し 得 る し 、 あ る い は Ａ Ｔ Ｐ 、 Ｏ ２ お よ び ル シ フ ェ リ ン と ル シ
フ ェ ラ ー ゼ と の 反 応 の 生 成 物 と し て 生 成 さ れ 得 る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 ６ １ ４ ３ ４ ９ ２ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 グ ラ ハ ム ‐ ロ ー レ ン ス 、 エ ス ． （ Graham-Lorence, S.） お よ び ジ ェ イ ．
エ イ ． ピ ー タ ー ソ ン （ J.A. Peterson ） 、 「 Ｐ ４ ５ ０ ： 構 造 上 の 類 似 性 な ら び に 機 能 上 の
相 違 点 （ P450s: Structural similarities and functional differences ） 」 、 ジ ・ エ フ
エ イ エ ス イ ー ビ ー ・ ジ ャ ー ナ ル 誌 （ FASEB J.） 、 第 １ ０ 巻 、 ｐ ． ２ ０ ６ ‐ ２ １ ４ 、 １ ９ ９
６ 年
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ｐ ｒ ｏ ｓ ｉ ｔ ｅ の Ｐ Ｄ Ｏ Ｃ ０ ０ ０ ８ １ 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ シ ス テ イ ン
ヘ ム 鉄 リ ガ ン ド シ グ ネ チ ャ 、 １ ９ ９ ７ 年 １ １ 月
【 非 特 許 文 献 ３ 】 ブ ラ ッ ク 、 エ ス ． デ ィ ． （ Black, S.D. ） お よ び ク ー ン 、 エ ム ． ジ ェ イ
． （ Coon, M.J.） 、 「 Ｐ ４ ５ ０ シ ト ク ロ ム ： 構 造 と 機 能 （ P450 cytochromes: structure 
and function） 、 ア ド バ ン シ ズ ・ イ ン ・ エ ン ザ イ モ ロ ジ ー ・ ア ン ド ・ リ レ イ テ ッ ド ・ エ リ
ア ズ ・ オ ブ ・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 誌 （ Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 
） 、 第 ６ ０ 巻 、 ｐ ． ３ ５ ‐ ８ ７ 、 １ ９ ８ ７ 年
【 非 特 許 文 献 ４ 】 フ ィ リ ッ プ ス 、 ア イ ． ア ー ル ． （ Phillips, I.R.） お よ び シ ェ フ ァ ー ド
、 イ ー ． エ イ ． （ Shephard, E.A.） 編 、 １ ９ ９ ８ 年 、 「 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の プ ロ ト コ ー
ル （ Cytochrome P450 protocols ） 」 、 第 １ ０ ７ 巻 、 ｐ ． ｖ ‐ ｖ ｉ
【 非 特 許 文 献 ５ 】 ネ ル ソ ン 、 デ ィ ． ア ー ル ． （ Ne lson, D.R.） ら 、 １ ９ ９ ６ 年 、 「 Ｐ ４
５ ０ ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー ： 新 規 配 列 、 遺 伝 子 マ ッ ピ ン グ 、 ア ク セ ス 番 号 お よ び 命 名 の 最 新
版 （ P450 superfamily: update on new sequences, gene mapping, accession numbers a
nd nomenclature ） 」 、 フ ァ ー マ コ ジ ェ ネ テ ィ ク ス 誌 （ Pharmacogenetics） 、 第 ６ 巻 、 ｐ
． １ ‐ ４ ２
【 非 特 許 文 献 ６ 】 ラ イ ト ン 、 エ ス ． エ イ ． （ Wrighton, S.A.） お よ び ス テ ィ ー ブ ン ス 、 ジ
ェ イ ． シ ー ． （ Stevens, J.C. ） 、 １ ９ ９ ２ 年 、 「 薬 剤 代 謝 に 関 与 す る ヒ ト 肝 臓 シ ト ク ロ
ム Ｐ ４ ５ ０ （ The human hepatic cytochromes P450 involved in drug metabolism） 」 、
ク リ テ ィ カ ル ・ レ ビ ュ ー ズ ・ イ ン ・ ト キ シ コ ロ ジ ー 誌 （ Critical Reviews in Toxicology
） 、 第 ２ ２ 巻 第 １ 号 、 ｐ ． １ ‐ ２ １
【 非 特 許 文 献 ７ 】 フ リ ッ キ ン ガ ー 、 ビ ー ． （ Flickinger, B.） 、 ２ ０ ０ １ 年 、 「 開 発 初 期
に お け る 代 謝 デ ー タ の 利 用 （ Using metabolism data in early development） 」 、 ド ラ ッ
グ ・ デ ィ ス カ バ リ ー ・ ア ン ド ・ デ ィ ベ ロ プ メ ン ト 誌 （ Drug Disc. Dev. ） 、 第 ４ 巻 第 ９ 号
、 ｐ ． ５ ３ ‐ ５ ６
【 非 特 許 文 献 ８ 】 ハ ー ド マ ン 、 ジ ェ イ ． ジ ー ． （ Hardman, J.G. ） ら 編 、 「 治 療 の 薬 理 学
的 基 礎 （ The Pharmacological Basis of Therapeutics ） 第 ９ 版 」 ｐ ｐ ． １ ‐ ２ ７ 、 マ グ
ロ ー ヒ ル （ McGraw-Hill ） 、 １ ９ ９ ６ 年
【 非 特 許 文 献 ９ 】 ミ ラ ー 、 ブ イ ． ピ ー ． （ Miller, V.P.） ら 、 ２ ０ ０ ０ 年 、 「 シ ト ク ロ ム
Ｐ ４ ５ ０ 阻 害 剤 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 蛍 光 ス ク リ ー ニ ン グ （ Fluorometric high-throughput
 screening for inhibitors of Cytochrome P450） 」 、 ア ナ ル ズ ・ オ ブ ・ ザ ・ ニ ュ ー ヨ ー
ク ・ ア カ デ ミ ー ・ オ ブ ・ サ イ エ ン シ ズ 誌 （ Ann. NY Acad. Sci.） 、 第 ９ １ ９ 巻 、 ｐ ． ２ ６
‐ ３ ２
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ハ イ ス ル ー プ ッ ト （ 高 処 理 量 ） 方 式 で 使 用 可 能 な ス ク リ ー ニ ン グ ・ ア ッ セ イ が 必 要 と さ
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れ て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム に 特 異 的 で あ り 、 か つ 容 易 に 検 出 可 能 な 生 成 物 を 生
じ る 基 質 を 用 い て 、 生 理 学 的 条 件 下 で 細 胞 中 の 代 謝 活 性 を 分 析 す る た め の 方 法 も 必 要 と さ
れ て い る 。 シ グ ナ ル は 、 細 胞 の 無 細 胞 の 細 胞 抽 出 物 中 な ら び に 生 き て い る 細 胞 中 で 検 出 可
能 で あ る 必 要 が あ り 、 か つ ア ッ セ イ の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル は 低 く な け れ ば な ら な い
。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る 無 機 ピ ロ リ ン 酸 塩 か ら ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 保 護 す る こ
と が 必 要 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ［ 発 明 の 概 要 ］
　 特 異 性 の 高 い 様 式 で シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に 影 響 を 及 ぼ す 化 合 物 、 例 え ば 薬 剤 候 補 を
同 定 し 得 る 方 法 、 基 質 化 合 物 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る こ と に よ り 、 出 願 人 等 は 上 記 の 必 要
を 満 た し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 ま た は Ｐ ４ ５ ０ の 二 重 基 質 お よ び 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体
と し て 有 用 な 発 光 原 分 子 を 提 供 す る 。 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 発 光 原 分 子 は （ ４ Ｓ ） －
４ ， ５ － ジ ヒ ド ロ － ２ － （ ６ － ヒ ド ロ キ シ － ベ ン ゾ チ ア ゾ リ ル ） － ４ － チ ア ゾ ー ル カ ル ボ
ン 酸 （ Ｄ － ル シ フ ェ リ ン ） ま た は ２ － （ ４ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ジ ル ） － ６ － （ ４ － ヒ ド ロ キ
シ フ ェ ニ ル ） － ８ － ベ ン ジ ル － ３ ， ７ － ジ ヒ ド ロ イ ミ ダ ゾ ［ １ ， ２ － ａ ］ ピ ラ ジ ン － ３ －
オ ン （ セ レ ン テ ラ ジ ン ） の 誘 導 体 で あ り 、 同 誘 導 体 は Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り ル シ フ ェ ラ ー ゼ
の 基 質 前 駆 体 で あ る 。 事 前 に Ｐ ４ ５ ０ に よ り 代 謝 さ れ な い 場 合 、 こ れ ら の ル シ フ ェ リ ン 誘
導 体 は 単 独 で は 発 光 反 応 に お い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 相 互 作 用 す る 能 力 に 限 界 が あ る か 、 ま
た は 相 互 作 用 す る 能 力 が な い 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ に よ り 選 択 的 に 変 換 さ れ
て ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の た め の 発 光 性 基 質 と な る こ と に よ り 、 発 光 の 読 取 り を 伴 う ア ッ セ
イ の 基 礎 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 天 然 セ レ ン テ ラ ジ ン お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 （ 包 括 し て セ レ ン テ ラ ジ ン
と 呼 ぶ ） で あ る 発 光 原 分 子 を 用 い る Ｐ ４ ５ ０ 活 性 の 直 接 的 お よ び 間 接 的 決 定 の た め の 方 法
も 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 候 補 薬 剤 （ ま た は 候 補 薬 剤 群 ） が Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 も し く は レ ギ ュ レ
ー タ （ 調 節 因 子 ） ま た は Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 の レ ギ ュ レ ー タ で あ る か 否 か を 決 定 す る た め
の 発 光 原 分 子 の 使 用 方 法 、 な ら び に 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に よ り そ れ ほ ど 効
率 的 に 代 謝 さ れ な い 、 お よ び ／ ま た は 少 な く と も １ つ の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 阻 害 剤 と し て
作 用 し な い か 望 ま し く な い 薬 剤 － 薬 剤 相 互 作 用 を 発 揮 し な い か の う ち 少 な く と も い ず れ か
で あ る 候 補 薬 剤 を 選 択 す る た め の 関 連 方 法 も 提 供 す る 。 本 発 明 の 候 補 薬 剤 （ ま た は 薬 剤 候
補 の ラ イ ブ ラ リ ー ） の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 無 細 胞 の 、 細 胞 を 用 い る 、 組 織 を 用 い る 、
ま た は 動 物 を 用 い る 環 境 中 で の 一 段 階 ま た は 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ 生 物 発 光 酵 素 の 方 法
に よ り 実 施 さ れ て も よ い し 、 あ る い は 薬 剤 候 補 ラ イ ブ ラ リ ー の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー
ニ ン グ ま た は 超 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ の 一 部 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 夾 雑 物 と し て 存 在 す る か 、 あ る い は ル シ フ ェ ラ ー ゼ と Ａ Ｔ Ｐ 、 Ｏ ２ お よ び ル
シ フ ェ リ ン と の 反 応 の 生 成 物 と し て 生 成 さ れ 得 る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る 無 機 ピ ロ リ
ン 酸 塩 （ ｉ Ｐ Ｐ ） に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 を 軽 減 す る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト も 提 供
す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 に お い て 発 光 シ グ ナ ル を 増 強 し ま た は 安 定 化 す
る た め の 、 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 を 用 い る 方 法 お よ び キ ッ ト も 提 供 す る 。
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 の 測 定 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
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子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 発 光 原 分 子 を 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 少 な く と も １ つ の
生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ
ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 発 光 原 分 子 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 生
物 発 光 酵 素 を ほ ぼ 同 時 に 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 発 光 原 分 子 を 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応
混 合 物 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 二 次 反 応 混 合 物 が 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は 非 イ
オ ン 性 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 の 測 定 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製
す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す
る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 細 胞 は 組 換 え 体 で あ り 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） に お い て 細 胞 を さ ら に 溶 解 試 薬 と 接
触 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 工 程 （ ｂ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 工 程 （ ｃ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 最 初 に 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応
混 合 物 を 作 製 し た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。 二 次 反 応 混
合 物 は さ ら に 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 お よ び ／ ま た は ピ ロ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 組 織 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活 性 の 測 定 方
法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 混 合 物 を 作 製
す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ
と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 組 織 を 最 初 に 発 光 原 分 子 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ
せ た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 混 合 物 を 作 製 す る 。 二 次 反 応 混 合 物 は さ ら に 、 界
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面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 お よ び ／ ま た は ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機
ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で
あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 発 光 原 分 子 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） 生 物 学 的 試 料 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と
、 お よ び
　 （ ｅ ） 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 反 応 混 合 物 は さ ら に 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ
ン 性 界 面 活 性 剤 、 お よ び ／ ま た は ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を
含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 発 光 原 分 子 を 投 与
す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 組 織 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 動 物 の シ ト ク ロ
ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導
入 遺 伝 子 で あ る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 に つ い て 化
合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 化 合 物 、 発 光 原 分 子 、 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 、 お よ び 生 物 発
光 酵 素 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 化 合 物 と シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の
相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 、
お よ び 生 物 発 光 酵 素 を ほ ぼ 同 時 に 接 触 さ せ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 少 な く と も １ つ の シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 最 初 に 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と
接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。 二 次 反 応 混 合 物 は さ ら に 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非
イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 お よ び ／ ま た は ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー
ゼ を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ
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４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し 、 次 に 一 次 反 応 混 合 物 を 発 光 原 分 子 と 接
触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し 、 次 に 二 次 反 応 混 合 物 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 三 次
反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。 三 次 反 応 混 合 物 は さ ら に 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活
性 剤 、 お よ び ／ ま た は ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用
を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 試 験 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、
発 光 原 分 子 は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る こ と
を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 細 胞 か ら の 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 第 ２ の 細 胞 と 比 較 す る
こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 細 胞 の 曝 露 の 結 果 得 ら れ る 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活
性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 細 胞 が 組 換 え 体 で あ り 、 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る
。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合
物 を 作 製 し た 後 、 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。 二 次 混 合 物 は さ ら
に 、 生 物 発 光 酵 素 を 含 み 得 る 。 生 物 発 光 酵 素 は 、 所 定 時 間 を 経 た 後 で 二 次 反 応 混 合 物 に 添
加 さ れ て も よ い 。 二 次 反 応 混 合 物 は さ ら に 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、
お よ び ／ ま た は ピ ロ リ ン 酸 塩 、 例 え ば 無 機 ピ ロ リ ン 酸 塩 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） は さ ら に 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例
え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 む 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の
作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 試 験 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ
っ て 、 発 光 原 分 子 は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 組 織 か ら の 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 対 照 組 織 と 比 較 す る こ
と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 組 織 の 曝 露 の 結 果 得 ら れ る 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性
（ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 動 物 組 織 が 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 組 織 を 試 験 化 合 物 と 接 触 さ せ て 一 次 混 合 物 を 作
製 し た 後 、 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 二 次 混 合 物 を 作 製 す る 。 二 次 混 合 物 は 生 物 発 光 酵 素 を
さ ら に 含 む 。 生 物 発 光 酵 素 は 、 所 定 時 間 を 経 た 後 に 二 次 反 応 混 合 物 に 添 加 さ れ て も よ い 。
二 次 反 応 混 合 物 は さ ら に 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） は さ ら に 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例
え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 み 得 る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物
の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
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子 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｄ ） 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、
　 （ ｅ ） 生 物 学 的 試 料 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と 、 お よ び
　 （ ｆ ） 生 物 学 的 試 料 か ら の 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 動 物 か ら 採 取
さ れ た 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 と 比 較 す る こ と に よ り 、 動 物 を 試 験 化 合 物 へ 曝 露 し た 後 の 該 動
物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 工 程 （ ｃ ） は 工 程 （ ｂ ） の 後 に 所 定 時 間 が 経 過 し
た 後 で 実 施 さ れ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 試 験 化 合 物 へ の 曝 露 の 直 前 に 動 物 か ら 生 物 学 的
試 料 が 採 取 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 生 物 学 的 試 料 は 血 液 、 血 清 、 胆 汁 、 尿 、 糞 便 ま
た は 組 織 を 含 む 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て
、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 試 験 化 合 物 を 投 与
す る こ と 、
　 （ ｃ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分
子 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら の 組 織 の 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い
な い 別 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 採 取 さ れ た 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 と 比 較 す る こ と に よ
り 、 動 物 を 試 験 化 合 物 に 曝 露 し た 後 の 該 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 決 定 す る こ
と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 工 程 （ ｃ ） は 工 程 （ ｂ ） の 後 に 所 定 時 間 が 経 過 し
た 後 で 実 施 さ れ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 生 物 発 光 酵 素 の 導 入 遺 伝 子 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導
入 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決
定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ
ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 を （ ｉ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か
つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分 子 ； （ ｉ ｉ ） １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ
４ ５ ０ 酵 素 ； お よ び （ ｉ ｉ ｉ ） １ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 各
々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は
複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活
性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し 、 次 に 一 次 反 応 混 合 物 を 発 光 原 分 子 と 接 触
さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し 、 そ し て 次 に 二 次 反 応 混 合 物 を 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て
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三 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。 三 次 反 応 混 合 物 は 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤
を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ
４ ５ ０ 酵 素 お よ び 発 光 原 分 子 と 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、 １ つ ま た は 複 数
の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。 二 次 反 応 混 合 物 は 界 面 活 性 剤 、
例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 を １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
酵 素 お よ び 発 光 原 分 子 と 同 時 に ま た は 同 時 期 に 接 触 さ せ て 一 次 反 応 混 合 物 を 作 製 し た 後 、
１ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ て 二 次 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機
ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作
用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び １ つ ま た は 複 数
の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 発 光 原 分 子
は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ り 、 反 応 混 合 物 は
各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は
複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 酵 素 活
性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 細 胞 は 組 換 え 体 で あ り 、 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る
。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 外 来 の 供 給 源 由 来 の 生 物 発 光 酵 素 が 用 い ら れ る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） お よ び ／ ま た は 工 程 （ ｃ ） が ピ ロ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 と 第 １ の
所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 第 ２ の 所 定 時 間 に お
い て 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 存 在 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ
、 次 に 発 光 原 分 子 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ し て 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ３ の 所 定 時 間
接 触 さ せ る 。 第 ３ の 所 定 時 間 に お い て 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 混 合
物 中 に 存 在 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 発 光
原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素
を 同 時 に 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物
の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ

10

20

30

40

50

(27) JP 2006-508339 A 2006.3.9



ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び １ つ ま た は
複 数 の 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 発 光 原
分 子 は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ り 、 反 応 混 合
物 は 各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は
複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性
（ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 組 織 が 少 な く と も １ つ の 生 物 発 光 酵 素 を 発 現 す る
。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 組 織 を 最 初 に 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 と 第 １ の
所 定 時 間 接 触 さ せ た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る 。 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面
活 性 剤 を 第 １ の 所 定 時 間 の 後 に 添 加 し て も よ い 。 界 面 活 性 剤 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に
添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 界 面 活 性 剤 が 生 物 発 光 酵 素 の 添 加 の 前 に 添 加 さ
れ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 組 織 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ
、 次 に 発 光 原 分 子 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ３ の 所 定 時 間 接 触 さ
せ る 。 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 第 ２ の 所 定 時 間 の 後 に 添 加 し て も よ い
。 界 面 活 性 剤 お よ び 生 物 発 光 酵 素 を 同 時 に 添 加 し て も よ い 。 界 面 活 性 剤 お よ び 生 物 発 光 酵
素 を 同 時 に 添 加 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 組 織 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ
、 次 に 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 組 織 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素
を 同 時 に 接 触 さ せ る
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） ま た は 工 程 （ ｃ ） が （ ｉ ｖ ） ピ ロ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作
用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 生 き て い る 硬 骨 魚 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生
物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 発 光 原 分 子 は シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ り 、 反 応 混 合 物 は 各 々
１ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 を 含 ま な い 対 照 混 合 物
と 比 較 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る
工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 硬 骨 魚 が ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 体 で あ り 、 か つ 生 物
発 光 酵 素 を 発 現 す る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 硬 骨 魚 を 最 初 に 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 と 第 １
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の 所 定 時 間 接 触 さ せ た 後 、 生 物 発 光 酵 素 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 硬 骨 魚 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ
せ 、 次 に 発 光 原 分 子 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ 、 そ の 次 に 生 物 発 光 酵 素 と 第 ３ の 所 定 時 間
接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 硬 骨 魚 を 最 初 に 化 合 物 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ
せ 、 次 に 発 光 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 硬 骨 魚 、 化 合 物 、 発 光 原 分 子 お よ び 生 物 発 光 酵
素 を 同 時 に 接 触 さ せ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） ま た は 工 程 （ ｃ ） が （ ｉ ｖ ） ピ ロ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 上 記 方 法 の い ず れ か に お い て 、 発 光 原 分 子 が ル シ フ ェ リ ン
誘 導 体 で あ り 、 生 物 発 光 酵 素 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。 好 ま し く は 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体
が 次 式 ：
【 ０ ０ ５ ５ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル
コ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ

２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ
シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ
ク ロ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル
ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２

０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、
ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２

０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ ま た は 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し
、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ
シ ド 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ま た は Ｎ Ｒ １ ２ Ｒ １ ３ （ こ こ で 、 Ｒ １ ２ お よ び Ｒ １ ３ は 独 立
し て Ｈ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル を 表 す ） を 表 す ） ま た は － Ｏ Ｍ ＋ （ こ こ で 、 Ｍ ＋ は ア ル
カ リ 金 属 ま た は 製 薬 上 許 容 可 能 な 塩 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ７ は 、 Ｈ 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６ ア
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ル コ キ シ ド を 表 す が 、
　 　 た だ し 、 同 時 に Ｒ １ が Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ ２ で あ り 、 Ｒ ７ が Ｈ で あ り 、 Ｒ ６ が Ｃ Ｏ Ｒ １ １

で あ り 、 Ｒ １ １ が Ｏ Ｈ で あ り 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ２ が と も に 炭 素 で あ り 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５

が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ リ ン お よ び ア ミ ノ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な い ）
を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 上 記 方 法 の い ず れ か に お い て 、 発 光 原 分 子 が セ レ ン テ ラ ジ
ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 含 み 、 生 物 発 光 酵 素 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ で あ る 。 好 ま し く
は 、 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル で あ り
、 か つ
　 　 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 独 立 し て 水 素 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ
て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ

１ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２

０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル 、 ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ
キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ
れ た ア リ ー ル で あ る ）
を 有 す る 。 好 ま し く は 、 Ｒ ４ が ア リ ー ル あ る い は Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ
ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア リ
ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 物 質 の 作 用 を 決 定 す
る た め の キ ッ ト で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ
る １ つ ま た は 複 数 の 発 光 原 分 子 、 お よ び
　 （ ｂ ） キ ッ ト を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書
を 含 む キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 キ ッ ト は さ ら に 、 １ つ ま た は 複 数 の 生 物 発 光 酵 素
、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 含 む 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 例 と し て は 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま
た は ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
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　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 キ ッ ト は Ａ Ｔ Ｐ お よ び マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン を さ
ら に 含 む 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 界 面 活 性 剤 、 例 え ば 非 イ オ ン 性 界 面
活 性 剤 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ
ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 発 光 原 分 子 が シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で
あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 で あ る 。 好 ま し
く は 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 ０ ０ ６ ４ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル
コ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ

２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 ハ ロ ゲ ン 化 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ
シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ
ク ロ ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル
ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２

０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ
ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、
ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 置 換 ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ
ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ

３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ ま た は 置 換 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ －

２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し 、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ
シ ド 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ま た は Ｎ Ｒ １ ２ Ｒ １ ３ （ こ こ で 、 Ｒ １ ２ お よ び Ｒ １ ３ は 独 立
し て Ｈ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル を 表 す ） を 表 す ） ま た は － Ｏ Ｍ ＋ （ こ こ で 、 Ｍ ＋ は ア ル
カ リ 金 属 ま た は 製 薬 上 許 容 可 能 な 塩 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ７ は 、 Ｈ 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６ ア
ル コ キ シ ド を 表 す が 、
　 　 た だ し 、 同 時 に Ｒ １ が Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｈ ２ で あ り 、 Ｒ ７ が Ｈ で あ り 、 Ｒ ６ が Ｃ Ｏ Ｒ １ １

で あ り 、 Ｒ １ １ が Ｏ Ｈ で あ り 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ２ が と も に 炭 素 で あ り 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５

が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ リ ン お よ び ア ミ ノ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な い ）
を 有 す る 。
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【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 発 光 原 分 子 が セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ
ン 誘 導 体 を 含 む 。 好 ま し く は 、 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル で あ り
、 か つ
　 　 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 独 立 し て 水 素 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ
て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ

１ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２

０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ た ア ラ ル キ ル 、 ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ
キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ
れ た ア リ ー ル で あ る ）
を 有 す る 。 好 ま し く は 、 Ｒ ４ が ア リ ー ル あ る い は ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ
、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ
で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 キ ッ ト は 、 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 を さ ら
に 含 む 。 好 ま し く は 、 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が ２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ －
メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － ア ミ ノ － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル
（ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ） で あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ
酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ
酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 含 む 組 成 物 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 組 成 物 は ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ を さ ら に 含 む 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 次 式 ：
【 ０ ０ ７ ２ 】
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【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ
シ を 表 し 、 こ の 場 合 、 ア ル コ キ シ お よ び ア ル ケ ニ ル オ キ シ は ハ ロ ゲ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ア ミ
ノ 、 シ ア ノ 、 ア ジ ド 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は ハ ロ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で 置 換
さ れ て お り 、 あ る い は
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、
Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ
、 ジ Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ

３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 ジ Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し 、
こ の 場 合 、 上 記 の 基 は 各 々 任 意 選 択 で 、 ハ ロ ゲ ン 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ア ミ ノ 、 シ ア ノ 、 ア ジ ド
、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ま た は ハ ロ ア ル キ ル で 置 換 さ れ た ア リ ー ル で 置 換 さ れ て お り 、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０

ア ル ケ ニ ル ま た は － Ｏ Ｍ ＋ （ こ こ で 、 Ｍ ＋ は ア ル カ リ 金 属 ま た は 製 薬 上 許 容 可 能 な 塩 で あ
る ） を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ７ は 、 水 素 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６

ア ル コ キ シ ド を 表 す が 、
　 　 た だ し 、
　 　 Ｒ １ が ヒ ド ロ キ シ で あ る 場 合 、 Ｒ ７ が 水 素 、 Ｒ １ １ が ヒ ド ロ キ シ 、 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ が
と も に 炭 素 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な く 、
　 　 Ｒ １ が 水 素 で あ る 場 合 、 Ｒ ７ が 水 素 、 Ｒ １ １ が ヒ ド ロ キ シ 、 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ が と も に
炭 素 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ が と も に Ｓ で あ る （ デ ヒ ド ロ ル シ フ ェ リ ン ） と い う こ と は な く
、 そ し て
　 　 Ｒ １ が ヒ ド ロ キ シ で あ る 場 合 、 Ｒ ７ が 水 素 、 Ｒ ６ が Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ 、 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ が と
も に 炭 素 、 か つ Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ が と も に Ｓ で あ る （ ル シ フ ェ ロ ー ル ） と い う こ と は な い ）
を 有 す る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 化 合 物 が 以 下 の ：
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ク ロ ロ エ チ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ２ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル 、 ま た は
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ３ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 が 以 下 の ：
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　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ フ ェ ニ ル エ チ ル エ ー テ ル 、
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ゲ ラ ニ ル エ ー テ ル 、 ま た は
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ プ レ ニ ル エ ー テ ル
か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 含 む 組 成 物 が 提 供 さ
れ る 。 組 成 物 は さ ら に 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 み 得 る
。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ
ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る
こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ
ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応
混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決
定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 工 程 （ ｂ ） の 細 胞 を さ ら に 溶 解 試 薬 と 接 触 さ せ る
。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 工 程 （ ｂ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 細 胞 を 工 程 （ ｃ ） の 前 に 溶 解 さ せ る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 組 織 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法
で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ
ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 接
触 さ せ る こ と に よ り 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｃ ） 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す
る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の 測 定 方 法 で あ
っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ
ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
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　 （ ｃ ） 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） 試 料 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る
こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用 に 関 す る 化
合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は
セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｃ ） 化 合 物 、 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
酵 素 を 接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る こ と 、 お よ び
　 （ ｄ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 化 合 物 と シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の 作 用
を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 、 試 験 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で
あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 細 胞 か ら の 化 学 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 第 ２ の 細 胞 と 比 較
す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 細 胞 の 曝 露 の 結 果 得 ら れ る 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵
素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物 の
作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 試 験 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性
で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 組 織 か ら の 化 学 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 対 照 組 織 と 比 較 す
る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 組 織 の 曝 露 の 結 果 得 ら れ る 組 織 の シ ト ク ロ ム 活 性 （ も し あ
れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 に お け る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 化 合 物
の 作 用 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） 試 験 す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る こ と 、
　 （ ｂ ） 試 験 化 合 物 を 動 物 に 投 与 す る こ と 、
　 （ ｃ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ
ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 投 与 す る こ と 、
　 （ ｄ ） 動 物 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る こ と 、 お よ び
　 （ ｅ ） 生 物 学 的 試 料 か ら の 化 学 発 光 を 測 定 し 、 試 験 化 合 物 に 曝 露 さ れ て い な い 動 物 か ら
採 取 さ れ た 第 ２ の 生 物 学 的 試 料 と 比 較 す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 へ の 動 物 の 曝 露 後 の 動
物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 決 定 す る こ と
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作 用 を 決
定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ス ク リ
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ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 を （ ｉ ） シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か
つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 ； お よ び （ ｉ ｉ ） １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま
た は 複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作
用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 細 胞 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の 基 質
で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る こ
と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物
を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 な ら び に
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 組 織 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物
の 作 用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ
ト の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 有 す る 動 物 組 織 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 動 物 組 織 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ の
基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ
る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま た は 複 数 の 化
合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま
た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定 す る 工 程
を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 複 数 の 化 合 物 の 作
用 を 決 定 す る た め に 複 数 の 化 合 物 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の ハ イ ス ル ー プ ッ ト の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ っ て 、 以 下 の ：
　 （ ａ ） ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 化 合 物 を 提 供 す る 工 程 、
　 （ ｂ ） 生 き て い る 硬 骨 魚 を 、 ス ク リ ー ニ ン グ し よ う と す る 化 合 物 、 お よ び シ ト ク ロ ム Ｐ
４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 と
接 触 さ せ る こ と に よ り 反 応 混 合 物 を 作 製 す る 工 程 で あ っ て 、 反 応 混 合 物 は 各 々 １ つ ま た は
複 数 の 化 合 物 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 工 程 、 お よ び
　 （ ｃ ） 試 験 化 合 物 を 含 む 反 応 混 合 物 の 化 学 発 光 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 を 含 ま な い 対 照 混
合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 と １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 （ も し あ れ ば ） を 決 定
す る 工 程
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を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 で あ り 、 か つ 化 学 発 光 性 で あ る セ
レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 関 与 す る 上 記 方 法 の い ず れ か に お い て 、 好 ま
し く は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 次 式 ：
【 ０ ０ ９ １ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア ル キ
ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ
ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ る Ｃ １ －

２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １

－ ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ る ア ラ ル キ ル で あ り
、 か つ
　 　 Ｒ ２ 、 Ｒ ３ お よ び Ｒ ４ は 、 独 立 し て 水 素 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 Ｃ ３ － ２ ０ シ ク ロ ア
ル キ ル 、 分 枝 鎖 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 ア ラ ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル で あ っ
て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ

１ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ る Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル 、 ア ラ ル キ ル で あ っ て Ｃ １ － ２

０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ る ア ラ ル キ ル 、 ア リ ー ル で あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ
キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は ジ Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ
れ る ア リ ー ル で あ る ）
を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 好 ま し く は 、 Ｒ ４ が ア リ ー ル あ る い は ア リ ー ル で
あ っ て Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 ヒ ド ロ キ シ 、 ハ ロ ゲ ン 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は
Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ で 置 換 さ れ る ア リ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、
メ ト キ シ セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン で あ る 。
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い た 反 応 混 合 物 に よ り 生 じ る 発 光 シ グ
ナ ル の 安 定 性 を 増 強 す る 方 法 で あ っ て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 の 非 存
在 下 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い た 同 様 の 反 応 混 合 物 中 で 生 じ る 発 光 シ グ ナ ル に 比 し て
安 定 性 を 増 強 し 、 発 光 シ グ ナ ル の 寿 命 を 延 長 す る の に 有 効 な 量 の 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻
害 剤 と 接 触 さ せ る こ と を 包 含 す る 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 一 態 様 で は 、 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が 拮 抗 阻 害 剤 で あ る
。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 可 逆 的 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が ２ － （ ４ － ア ミ
ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － ア ミ ノ － ６ － メ チ
ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ） を 含 む 。
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【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ μ Ｍ ～ 約 １
ｍ Ｍ の 範 囲 で あ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ μ Ｍ ～ 約 ５
０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ ０ μ Ｍ ～ 約
２ ０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 。
　 本 発 明 の こ の 実 施 形 態 の 別 の 態 様 で は 、 阻 害 剤 の 有 効 量 が 反 応 混 合 物 中 約 １ ０ ０ μ Ｍ で
あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 ［ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ］
　 本 明 細 書 中 で 定 義 す る 場 合 、 「 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 」 ま た は 「 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 」 ま た は 「
Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 」 と い う 用 語 は 、 別 記 し な い 限 り 、 血 中 を 循 環 す る 疎 水 性 薬 剤 、 発 癌 物 質 な
ら び に そ の 他 の 潜 在 的 に 毒 性 を 有 す る 化 合 物 お よ び 代 謝 産 物 の 代 謝 に 関 与 す る 、 ヘ ム を 含
む オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 の フ ァ ミ リ ー を 指 す 。 周 知 の こ と で あ る が 、 肝 臓 は 、 高 レ ベ ル の 最 も
重 要 な Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 混 合 機 能 オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る 、 生 体 異 物 代 謝 の た め の 主 要 器 官 で
あ る 。 こ れ ら の 混 合 機 能 オ キ シ ダ ー ゼ は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ 、 ２ Ａ 、 ２ Ｃ 、 ２ Ｄ 、 ２ Ｅ お よ び ３
Ａ を 含 む サ ブ フ ァ ミ リ ー に 分 け ら れ る 。 こ れ ら の サ ブ フ ァ ミ リ ー 内 に は 、 し ば し ば 「 ア イ
ソ ザ イ ム 」 ま た は 「 ア イ ソ フ ォ ー ム 」 と 呼 ば れ る 多 数 の ヒ ト Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 が 存 在 す る 。 ヒ
ト Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ア イ ソ フ ォ ー ム は 、 薬 剤 代 謝
に お い て 重 要 で あ る こ と が 知 ら れ て い る （ 例 え ば マ レ ー （ Murray, M.） 、 23 Clin. Pharm
acokinetics 132-46  （ 1992） 参 照 ） 。 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ は 、 明 ら か に ヒ ト 肝 臓 お よ び 小 腸 に
お け る 主 要 ア イ ソ フ ォ ー ム で あ り 、 そ れ ら の 組 織 中 の 総 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ
れ ３ ０ ％ お よ び ７ ０ ％ を 構 成 す る 。 主 と し て ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 試 験 に 基 づ い て 、 ヒ ト に 用
い ら れ る 全 薬 剤 の ４ ０ ％ ～ ５ ０ ％ の 代 謝 は Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ が 触 媒 す る 酸 化 に 関 連 す る 、 と 概
算 さ れ て い る （ ス メ ル お よ び ウ ィ ル キ ン ソ ン （ Thummel, K. E. & Wilkinson, G. R. ） ）
、 In Vitro and In Vivo Drug Interactions Involving Human CYP 3A, 38 Ann. Rev. Ph
armacol. Toxicol., 389-430  （ 1998） 参 照 ） 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 「 発 光 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 生 物 発 光 （ す な わ ち 生 き て い る 生 物
に よ り 生 成 さ れ る 光 ） ま た は 化 学 発 光 （ 化 学 反 応 が 進 行 し た 場 合 に 生 成 さ れ る 光 ） を 含 む
。 発 光 に 関 与 す る 酵 素 が 、 生 物 に お い て 光 を 発 生 す る 目 的 で 自 然 淘 汰 に よ り 進 化 し た も の
で あ る 場 合 、 ま た は 関 与 す る 酵 素 が そ の よ う な 酵 素 の 突 然 変 異 に よ る 誘 導 体 で あ る 場 合 、
発 光 反 応 は 「 生 物 発 光 反 応 」 と も 呼 ば れ 、 関 与 す る 酵 素 は 「 生 物 発 光 酵 素 」 と も 呼 ば れ る
。 生 物 発 光 酵 素 の 例 と し て は 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ウ
ミ ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 エ ク オ リ ン 発 光 タ ン パ ク 質 、 オ ベ リ ン 発 光 タ ン パ ク 質 等 が 挙 げ
ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 「 発 光 原 分 子 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 反 応 に
よ り 光 を 生 じ る こ と が で き る 分 子 （ 例 え ば 甲 虫 ル シ フ ェ リ ン （ ま た は Ｄ － ル シ フ ェ リ ン ）
、 セ レ ン テ ラ ジ ン 、 ま た は そ の 機 能 的 類 似 体 ） を 指 す 。 発 光 原 分 子 を 、 Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 、
ま た は Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 ／ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 と す る こ と が で き る 。 一 般 に 、 発 光 原
分 子 は 高 エ ネ ル ギ ー 分 子 種 （ 例 え ば 安 定 化 ジ オ キ セ タ ン ） で あ る か 、 あ る い は 化 学 反 応 に
よ り 高 エ ネ ル ギ ー 分 子 種 に 変 換 さ れ る か の い ず れ か で あ る 。 化 学 反 応 は 通 常 は 、 酸 素 、 ス
ー パ ー オ キ シ ド ま た は ペ ル オ キ シ ド に よ る 酸 化 で あ る 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 発 光 原
分 子 内 の エ ネ ル ギ ー は 、 化 学 反 応 に よ り 放 出 さ れ る 。 こ の エ ネ ル ギ ー の 少 な く と も 一 部 は
光 の 光 子 と し て 放 出 さ れ る が 、 し か し エ ネ ル ギ ー は 他 の 形 態 、 例 え ば 熱 と し て も 放 出 さ れ
得 る 。 光 を 生 じ な い 発 光 原 分 子 は 、 し ば し ば 「 暗 経 路 （ dark pathway） 」 と 呼 ば れ る 代 替
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的 方 式 に よ り そ れ ら の エ ネ ル ギ ー を 分 散 す る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 「 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン の
実 質 的 構 造 を 有 し 、 か つ １ つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 で あ り ル シ フ ェ
ラ ー ゼ の 基 質 前 駆 体 で あ り 得 る 、 あ る 種 の 発 光 原 分 子 ま た は 化 合 物 を 指 す 。 シ ト ク ロ ム Ｐ
４ ５ ０ の 存 在 下 で は 、 該 化 合 物 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 基 質 で あ る ル シ フ ェ リ ン へ と 代 謝 さ れ
る 。 予 め Ｐ ４ ５ ０ に よ る 代 謝 を 受 け な い 場 合 、 一 部 の 化 合 物 （ 単 数 ま た は 複 数 ） は ル シ フ
ェ リ ン に よ る 反 応 を 抑 制 す る 能 力 に よ り 立 証 さ れ る よ う に ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 結 合 し 得 る が
（ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 、 光 生 成 反 応 に お け る 基 質 と し て は 代 謝 回 転 さ れ な い 。 い か
な る 作 用 理 論 に も 縛 ら れ ず に 考 え る と 、 こ れ ら の 化 合 物 は 、 十 中 八 九 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の
拮 抗 阻 害 剤 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 「 セ レ ン テ ラ ジ ン 」 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 天 然 セ レ ン テ ラ ジ ン お よ
び セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 を 指 す 。 セ レ ン テ ラ ジ ン は 、 広 範 な 種 々 の 生 物 発 光 タ ン パ ク 質 、
特 に 海 洋 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 作 用 を 受 け る と 発 光 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 海 洋 性 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ の 例 と し て は 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 エ ク オ リ ン 、 カ イ ア シ ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 、 発 光 エ ビ ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び ウ ミ ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 挙 げ ら れ る 。 有 用 な セ
レ ン テ ラ ジ ン は 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ５ ３ ， ４ ８ ２ 号 （ ２ ０ ０ １ 年 ２ 月 １ １ 日 出 願 ） （
こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ） に 開 示 さ れ て い る が 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い 。 セ レ ン テ ラ ジ ン は 、 プ ロ メ ガ 社 （ Promega Corporation ： 米 国 ウ ィ ス コ ン
シ ン 州 マ デ ィ ソ ン 所 在 ） か ら 、 な ら び に モ レ キ ュ ラ ー ・ プ ロ ー ブ ス ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ
ド （ Molecular Probes, Inc.： 米 国 オ レ ゴ ン 州 ユ ー ジ ー ン 所 在 ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。 セ
レ ン テ ラ ジ ン は ま た 、 例 え ば シ モ ム ラ 他 （ Shimomura et al.） 、 Biochem. J. 261: 913-2
0, 1989 ； イ ノ ウ エ 他 （ Inouye et al. ） Biochem. Biophys. Res. Comm. 233: 349-53, 
1997； お よ び テ ラ ニ シ 他 （ Teranishi et al.） Anal. Biochem. 249: 37-43, 1997 に 記 載
さ れ て い る よ う に し て 合 成 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 「 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 」 と い う 用 語 は 、 別 記 し な い 限 り 、 天 然 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は 突 然 変
異 体 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 指 す 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 天 然 の も の の 場 合 、 生 物 か ら 熟 練 者 に よ
り 容 易 に 得 ら れ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 天 然 の も の で あ る か 、 ま た は 天 然 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の
ル シ フ ェ ラ ー ゼ － ル シ フ ェ リ ン 反 応 に お け る 活 性 を 維 持 し て い る 突 然 変 異 体 で あ る 場 合 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 発 現 す る よ う 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 酵 母 、 哺 乳 類
細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 植 物 細 胞 等 の 培 養 物 か ら 、 あ る い は 同 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー ド す る 核 酸
か ら ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 作 製 す る た め の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 無 細 胞 系 か ら 、 該 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
を 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 、 プ ロ メ ガ 社 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 「 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 」 と い う 用 語 は 、 別 記 し な い 限 り 、 反 応 の 進 行 中 に 生 成 さ れ る か
、 反 応 混 合 物 中 に す で に 存 在 す る か 、 あ る い は 反 応 混 合 物 中 に 導 入 さ れ る ピ ロ リ ン 酸 塩 を
分 解 ま た は 加 水 分 解 す る こ と が で き る 任 意 の 作 用 物 質 、 例 え ば 酵 素 （ 天 然 型 ま た は 突 然 変
異 体 ） を 指 す 。 該 作 用 物 質 は 、 ピ ロ リ ン 酸 塩 の 蓄 積 を 防 止 す る 速 度 で 反 応 混 合 物 中 の ピ ロ
リ ン 酸 塩 の 加 水 分 解 を 触 媒 す る か 、 ま た は 任 意 の そ の 他 の 方 法 で ピ ロ リ ン 酸 塩 の 蓄 積 を 防
止 す る の に 十 分 な 濃 度 で 添 加 さ れ る 必 要 が あ る 。 必 要 と さ れ る 作 用 物 質 の 量 は 、 標 準 的 な
手 法 に よ り 容 易 に 決 定 さ れ る 。 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ヒ ド ロ リ ア ー ゼ ） は 、 本 発 明 を
実 施 す る の に 好 ま し い 作 用 物 質 で あ る が 、 一 方 、 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 用 い ら れ 得 る 多 数
の 酵 素 の 種 類 （ 例 え ば ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 キ ナ ー ゼ お よ び シ ン セ タ ー ゼ ） も 存 在 す る （
例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ， ２ ９ １ ， １ ６ ４ 号 （ こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援
用 さ れ る ） 参 照 ） 。 複 数 の こ の よ う な 酵 素 が 組 換 え 宿 主 中 で ク ロ ー ン 化 さ れ 、 発 現 さ れ て
い る （ 例 え ば ラ ド ー ル 他 （ Ladror, U.S. et al. ） 、 J. Biol. Chem. 266: 16550-16555 
（ 1991） （ ピ ロ リ ン 酸 塩 ： フ ル ク ト ー ス － ６ － ホ ス フ ェ ー ト １ － ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ） ； リ ー 他 （ Leyh T. S. et al. ） 、 J. Biol. Chem. 263: 2409-2416 （ 1988） （ Ａ Ｔ
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Ｐ ： ス ル フ ェ ー ト ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； リ ー 他 （ Leyh, T.S. et al. ） 、 J.
 Biol. Chem. 267: 10405-10410 （ 1992） （ Ａ Ｔ Ｐ ： ス ル フ ェ ー ト ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ
ェ ラ ー ゼ ） ； ウ ェ イ ス ボ ー ン 他 （ Weissborn, A. C., et al.） 、 J. Bacteriology 176: 2
611-2618  （ 1994） （ Ｕ Ｔ Ｐ ： グ ル コ ー ス － １ － リ ン 酸 ウ リ ジ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ）
； ア レ ン 他 （ Allen, T. et al.） 、 Mol. Biochem. Parasitol. 74: 99 （ 1995） （ ア デ ニ
ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ボ ン ス テ イ ン 他 （ Vonstein, V. et al. ） 、 J.
 Babteriol. 177: 4540 （ 1995） （ オ ロ テ ー ト ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； チ
ャ ー ン 他 （ Charng, Y. Y. et al.） 、 Plant Mol. Biol. 20: 37 （ 1992） （ グ ル コ ー ス －
１ － リ ン 酸 ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； キ ム お よ び ス ミ ス （ Kim, D. J. and Smith
, S. M. ） 、 Plant Mol. Biol. 26: 423  （ 1994） （ ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ
シ キ ナ ー ゼ ） ； ジ ャ ン 他 （ Jiang, Y. et al.） 、 Exp. Parasitol. 82: 73  （ 1996） （ ヒ
ポ キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； プ ラ 他 （ Pla, J. et al.
） 、 Gene 165: 115 （ 1995） （ Ａ Ｔ Ｐ ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； フ ェ ル ド マ
ン 他 （ Feldman, R. C. et al. ） 、 Infect. Immun. 60: 166  （ 19 92） （ ウ ラ シ ル ホ ス
ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ヴ ィ ニ ス キ ー （ Vinitsky, A.） 、 J. Bacteriol. 173:
 536  （ 1991） （ ミ コ チ ネ ー ト ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ル デ ィ ン 他 （ Ludi
n, K. M. et al. ） 、 Curr. Genet. 25: 465  （ 1994） （ ア ミ ド ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス
フ ェ ラ ー ゼ ） ； ロ ー ズ 他 （ Rose, A. B. et al.） 、 Plant Physiol. 100: 582 （ 1992） （
ア ン ト ラ ニ レ ー ト ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ヒ ュ ー ジ 他 （ Hughes, K.T. et 
al. ） 、 J. Bacteriol. 175: 479  （ 1993） （ キ ノ レ ー ト ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ
ー ゼ ） ； ジ ャ ガ デ ス ワ ラ ン 他 （ Jagadeeswaran, P. et al.） 、 Gene 31: 309  （ 1984） （
キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ナ ガ カ ワ （ Nakagawa, S.）
、 Biosci. Biotech. Biochem. 59: 694 （ 1995） （ Ｆ Ｍ Ｎ ア デ ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
） ； マ ロ ル ダ お よ び ヴ ァ ル ヴ ァ ー ノ （ Marolda, C. L. and Valvano, M. A. ） 、 J. Bacte
riol. 175: 148  （ 1993） （ マ ン ノ ー ス － １ － ホ ス フ ェ ー ト グ ア ニ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー
ゼ ） ； カ ル マ ー （ Kalmar, G. B. ） 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87: 6029 （ 1990） （
コ リ ン ホ ス フ ェ ー ト シ チ ジ リ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ム ラ ー ロ バ ー 他 （ Muller-Rober, 
B. et al. ） 、 Plant Mol. Biol. 27: 191  （ 1995） （ グ ル コ ー ス － １ － リ ン 酸 ア デ ニ リ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； シ ャ ム ガ ム 他 （ Shanmugam, K. et al.） 、 Plant Mol. Biol. 3
0: 281  （ 1996） （ ｔ Ｒ Ｎ Ａ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； ザ パ タ 他 （ Zapata, 
G. A. et al.） 、 J. Biol. Chem. 264: 14769 （ 1989） （ ア シ ル ノ イ ラ ミ ネ ー ト シ チ ジ リ
ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） ； お よ び ヴ ァ キ レ ン コ 他 （ Vakylenko, S. B. et al. ） 、 Antiob
iot. Khimioter. 38: 25  （ 1993） （ ゲ ン タ マ イ シ ン ２ ’ － ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ ） 参 照 ） 。 こ の よ う な 酵 素 が 用 い ら れ る 場 合 、 そ れ は 、 ピ ロ リ ン 酸 塩 か ら リ ン 酸 基
を 受 け 取 っ て リ ン 酸 化 生 成 物 を 生 じ る か 、 ま た は 酵 素 の 存 在 下 で ピ ロ リ ン 酸 基 を 転 移 さ せ
る こ と が で き る 基 質 を 用 い る こ と も 必 要 か も し れ な い 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 基 質 前 駆 体
で あ る ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 が あ る 種 の Ｃ Ｙ Ｐ
４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム に 曝 露 さ れ る と 、 こ れ ら の ア イ ソ フ ォ ー ム に よ り 該 誘 導 体 が 代 謝 さ
れ て 、 酵 素 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 存 在 下 で 光 放 出 反 応 に お い て 容 易 に 検 出 可 能 な 化 合 物 と な る
。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 非 存 在 下 で は 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 結 合 し 得 る が 、
光 生 成 反 応 に お け る 基 質 と し て 代 謝 回 転 さ れ る こ と は な い 。 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 本
発 明 の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 は 好 ま し く は 、 次 式 ：
【 ０ １ ０ ６ 】
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【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
（ 式 中 、
　 　 Ｒ １ は 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ 、 置 換 Ｃ １ － ２ ０ 置 換
ア ル コ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 Ｃ ２ － ２ ０ 置 換 ア ル ケ ニ ル オ キ シ 、 Ｃ １ － ２

０ ハ ロ ゲ ン 化 ア ル コ キ シ 、 Ｃ １ － ２ ０ 置 換 ハ ロ ゲ ン 化 ア ル コ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル
オ キ シ 、 Ｃ ３ － ２ ０ 置 換 ア ル キ ニ ル オ キ シ 、 シ ク ロ ア ル コ キ シ 、 置 換 シ ク ロ ア ル コ キ シ 、
シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 置 換 シ ク ロ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ １ －

２ ０ 置 換 ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ １ － ２ ０ 置 換 ア ル キ ル ア ミ ノ Ｃ １ － ２ ０ ジ ア ル キ ル ア ミ ノ ま
た は Ｃ １ － ２ ０ 置 換 ジ ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ 置 換 ア
ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ ジ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ２ － ２ ０ 置 換 ジ ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ 、
Ｃ ２ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル ア ル キ ル ア ミ ノ ま た は Ｃ ２ － ２ ０ 置 換 ア ル ケ ニ ル ア ル キ ル ア ミ ノ 、
Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ 置 換 ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ジ ア ル キ ニ
ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ 置 換 ジ ア ル キ ニ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ル キ ル ア ミ ノ 、
Ｃ ３ － ２ ０ 置 換 ア ル キ ニ ル ア ル キ ル ア ミ ノ 、 Ｃ ３ － ２ ０ ア ル キ ニ ル ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ ま た
は Ｃ ３ － ２ ０ 置 換 ア ル キ ニ ル ア ル ケ ニ ル ア ミ ノ を 表 し 、
　 　 Ｒ ２ お よ び Ｒ ３ は 、 独 立 し て Ｃ ま た は Ｎ を 表 し 、
　 　 Ｒ ４ お よ び Ｒ ５ は 、 独 立 し て Ｓ 、 Ｏ 、 Ｎ Ｒ ８ （ こ こ で Ｒ ８ は 水 素 ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル を 表 す ） 、 Ｃ Ｒ ９ Ｒ １ ０ （ こ こ で 、 Ｒ ９ お よ び Ｒ １ ０ は 独 立 し て Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア
ル キ ル ま た は フ ッ 素 を 表 す ） を 表 し 、
　 　 Ｒ ６ は 、 Ｃ Ｏ Ｒ １ １ （ こ こ で 、 Ｒ １ １ は Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル コ キ シ ド 、 Ｃ ２ －

２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 Ｃ Ｈ ２ Ｏ Ｈ ま た は Ｎ Ｒ １ ２ Ｒ １ ３ （ こ こ で 、 Ｒ １ ２ お よ び Ｒ １ ３ は 独 立
し て Ｈ ま た は Ｃ １ － ２ ０ ア ル キ ル を 表 す ） を 表 す ） を 表 し 、 か つ
　 　 Ｒ ７ は 、 Ｈ 、 Ｃ １ － ６ ア ル キ ル 、 Ｃ １ － ２ ０ ア ル ケ ニ ル 、 ハ ロ ゲ ン ま た は Ｃ １ － ６ ア
ル コ キ シ ド を 表 す ）
を 有 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 特 に 好 ま し い ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と し て は 、 ル シ フ ェ リ ン ６
’ メ チ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ ） 、 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ エ チ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ ）
、 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ク ロ ロ エ チ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｅ ） 、 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ベ ン ジ
ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ ） 、 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ３ － ピ コ リ ニ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ
Ｅ ） お よ び ６ ’ デ オ キ シ ル シ フ ェ リ ン （ Ｈ 　 Ｌ ｕ ｃ ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る た め の 方 法 が 提
供 さ れ る 。 Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る 発 光 原 分 子 を 、 １
つ ま た は 複 数 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 生 物 発 光 酵 素 と 、 同 時 に ま た は 段 階 的 に 、
所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 Ｐ ４ ５ ０ の 存 在 下 で は 、 発 光 原 分 子 が 一 次 反 応 で 代 謝 さ れ て 生 物 発
光 酵 素 の た め の 基 質 と な る 。 次 に 、 生 物 発 光 酵 素 が 光 を 生 じ る 二 次 反 応 に お い て 基 質 に 作
用 す る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 は 、 反 応 混 合 物 か ら 生 成 さ れ る 発 光 量 を 測 定 し て 対 照 （
例 え ば Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 含 ま な い も の ） と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 Ｐ ４ ５ ０ 反 応 が
起 き る た め に は 、 Ｐ ４ ５ ０ レ ダ ク タ ー ゼ 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ お よ び Ｍ ｇ ＋ ２ が 一 般 に 反 応 系 に 存
在 す る 。 同 様 に 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 に は Ａ Ｔ Ｐ お よ び Ｍ ｇ ＋ ２ の 存 在 が 一 般 に
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必 要 で あ る が 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 に は 必 要 な い 。 任 意 の 適 切 な 濃 度 の 発
光 原 分 子 を 、 反 応 混 合 物 中 に 用 い れ ば よ い 。 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 発 光 原 分 子 の 濃 度
は 一 般 に 約 １ ０ ｎ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ の 範 囲 に あ り 、 好 ま し く は 特 定 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム に
よ る 基 質 用 量 と 応 答 の 直 線 域 に あ り 、 最 も 好 ま し く は 特 定 の 基 質 ／ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー
ム 反 応 に つ い て Ｋ ｍ 、 ま た は そ の 反 応 に つ い て Ｖ ｍ ａ ｘ と な る 濃 度 で あ る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 天 然 セ レ ン テ ラ ジ ン お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 （ 包 括 的 に セ レ ン テ ラ ジ ン
と 呼 ば れ る ） で あ る 発 光 原 分 子 を 用 い た 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る た め の 方 法 も 提 供 す る
。 Ｐ ４ ５ ０ は 、 ２ つ の う ち 一 方 の 様 式 で こ れ ら の 発 光 原 分 子 に 作 用 す る 。 一 反 応 経 路 で は
、 発 光 原 分 子 は Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 で あ り か つ 生 物 発 光 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る が 、 特 徴 的 な
セ レ ン テ ラ ジ ン の 化 学 発 光 （ 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 非 存
在 下 で の 発 光 ） を 示 さ な い 。 一 次 反 応 に お け る Ｐ ４ ５ ０ に よ る 発 光 原 分 子 の 代 謝 に よ り 、
ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ の た め の 基 質 が 生 成 さ れ る 。 次 に ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー
ゼ が 光 を 発 生 す る 二 次 反 応 に お い て 基 質 に 作 用 す る 。 次 に 、 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 し て
対 照 反 応 混 合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 が 確 認 さ れ る 。 第 ２ の 反 応 経 路 で は
、 セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 は 化 学 発 光 を 示 し 、 か つ ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ の た め の 基 質 で あ る 。 こ の よ う な 発 光 原 分 子 が Ｐ ４ ５ ０ に よ り 代 謝 さ れ る と
、 化 学 発 光 お よ び ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と の 反 応 性 を 損 失 す る 。 い ず れ の タ イ プ
の 反 応 経 路 に お い て も 、 Ｐ ４ ５ ０ の 活 性 を 、 Ｐ ４ ５ ０ 単 独 の 作 用 に よ る 化 学 発 光 の 変 化 に
よ り 直 接 的 に 、 あ る い は ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル シ フ ェ ラ ー ゼ か ら の 生 物 発 光 の 変 化 に よ り 間 接
的 に 検 出 可 能 で あ る 。 有 用 な セ レ ン テ ラ ジ ン は 米 国 特 許 出 願 第 １ ０ ／ ０ ５ ３ ， ４ ８ ２ 号 （
２ ０ ０ １ 年 ２ 月 １ １ 日 出 願 ） （ こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 援 用 さ れ る ）
に 開 示 さ れ て い る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 類 は 、 そ れ ら が ル シ フ ェ ラ ー ゼ － ル シ フ ェ リ ン 反 応 に お い て 活 性 を 有 す
る ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 、 温 度 、 Ａ Ｔ Ｐ 濃 度 、 マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 濃 度 、 ル シ フ ェ リ ン 濃 度 等
の 条 件 の 範 囲 に お い て 多 少 異 な っ て い る 。 同 様 に 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 も 、 そ れ ら が
活 性 を 有 す る ｐ Ｈ 、 イ オ ン 強 度 、 温 度 、 補 因 子 の 要 求 性 、 基 質 濃 度 等 の 条 件 の 範 囲 に お い
て 多 少 異 な っ て い る 。 し か し な が ら 、 任 意 の 特 定 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 任 意 の 特 定 の シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に 関 し て 、 こ の よ う な 範 囲 を 、 そ し て 最 適 範 囲 を さ え 、 当 業 者 が 確
認 す る の は 簡 単 な こ と で あ る 。 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 反 応 混 合 物 中 に 用 い ら れ 得 る ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 量 は 、 一 般 に 約 ０ ． １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ～ 約 ２ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 好 ま し く は
約 ０ ． ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ ～ 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 範 囲 で あ る 。 反 応 混 合 物 中 に 用 い ら れ 得 る Ｐ
４ ５ ０ 酵 素 の 量 は 、 一 般 に 約 ０ ． １ ピ コ モ ル ～ 約 ２ ０ ０ ピ コ モ ル 、 好 ま し く は 約 ０ ． ４ ～
約 ８ ０ ． ０ ピ コ モ ル の 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 同 様 に 当 業 者 に は 知 ら れ た こ と で あ る が 、 例 え ば 酵 素 の 活 性 を 保 持 す る か ま た は 増 大 す
る た め に 、 あ る い は ア ッ セ イ 手 法 を 施 す 試 料 の ア リ コ ー ト を 得 る た め に 用 い る 手 法 の 結 果
と し て 、 具 体 的 に 上 記 し た も の 以 外 の 組 成 物 が 任 意 の ア ッ セ イ 反 応 混 合 物 中 に 存 在 す る こ
と に な る か 、 ま た は 存 在 し て も よ い 。 し た が っ て 典 型 的 に は 、 緩 衝 剤 、 例 え ば ト リ シ ン 、
Ｈ Ｅ Ｐ Ｐ Ｓ 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 、 ト リ ス 、 グ リ シ ル グ リ シ ン 、 リ ン 酸 塩 等 が 、 ｐ Ｈ お
よ び イ オ ン 強 度 を 保 持 す る た め に 存 在 す る で あ ろ う し 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ － ル シ フ ェ リ ン 反
応 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 を 増 強 す る タ ン パ ク 質 様 物 質 、 例 え ば 哺 乳 類 の 血 清 ア ル
ブ ミ ン （ 好 ま し く は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン ） ま た は ラ ク ト ア ル ブ ミ ン ま た は 卵 白 ア ル ブ ミ ン
が 存 在 し て も よ い し 、 ア ッ セ イ し よ う と す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 抽 出 す る 系 （ 例 え ば 細 胞 ）
中 に 存 在 し 得 る 、 そ し て ル シ フ ェ ラ ー ゼ ま た は Ａ Ｔ Ｐ に 悪 影 響 を 及 ぼ し 得 る 金 属 含 有 プ ロ
テ ア ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 活 性 を 抑 制 す る た め に 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ ま た は Ｃ Ｄ Ｔ Ａ （ シ ク
ロ へ キ シ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 塩 ） 等 が 存 在 し て も よ い 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 安 定 化 す る グ リ
セ ロ ー ル ま た は エ チ レ ン グ リ コ ー ル が 存 在 す る こ と も あ り う る 。 同 様 に 、 界 面 活 性 剤 ま た
は 表 面 活 性 剤 、 特 に 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば オ ク ト キ シ ノ ー ル の 界 面 活 性 剤 （ 例 え

10

20

30

40

50

(42) JP 2006-508339 A 2006.3.9



ば ロ ム ・ ア ン ド ・ ハ ー ズ （ Rohm & Haas ） の 「 ト リ ト ン Ｘ 」 の 商 標 で 販 売 さ れ て い る も の
、 例 え ば ト リ ト ン Ｘ － １ ０ ０ ） が 、 一 般 に 、 ア ッ セ イ の た め に ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 抽 出 す る
細 胞 を 溶 解 す る た め に 用 い る 溶 液 の 残 留 物 と し て 、 本 発 明 の ア ッ セ イ に 用 い ら れ る 溶 液 中
に 持 ち 込 ま れ て 、 含 ま れ る こ と が あ り う る 。 マ グ ネ シ ウ ム に 対 す る 対 イ オ ン が 、 も ち ろ ん
存 在 す る 。 熟 練 者 が 理 解 す る よ う に 、 こ れ ら の 対 イ オ ン の 化 学 的 同 一 性 お よ び 濃 度 は 、 マ
グ ネ シ ウ ム イ オ ン を 提 供 す る た め に 用 い ら れ る マ グ ネ シ ウ ム 塩 、 用 い ら れ る 緩 衝 剤 、 溶 液
の ｐ Ｈ 、 ｐ Ｈ を 調 整 す る た め に 用 い ら れ る 物 質 （ 酸 ま た は 塩 基 ） 、 な ら び に マ グ ネ シ ウ ム
塩 、 緩 衝 剤 お よ び ｐ Ｈ を 調 整 す る た め に 用 い ら れ る 酸 ま た は 塩 基 以 外 の 供 給 源 か ら 溶 液 中
に 存 在 す る 陰 イ オ ン に よ っ て 、 広 範 に 変 わ り 得 る 。 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 、 Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ ま
た は Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ は 、 マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン の 好 ま し い 供 給 源 で あ る 。 一 手 法 で は 、 マ グ ネ シ
ウ ム イ オ ン は 、 所 望 の マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 濃 度 を 提 供 す る た め に 、 用 い よ う と す る 緩 衝 剤
（ 例 え ば ト リ シ ン ） を 有 す る 溶 液 中 に 炭 酸 塩 と し て 供 給 さ れ 、 次 に 、 強 酸 、 例 え ば 硫 酸 の
添 加 に よ り 緩 衝 溶 液 の ｐ Ｈ を 調 整 す る こ と が で き る が 、 硫 酸 の 添 加 に よ り 炭 酸 塩 （ お よ び
重 炭 酸 塩 ） の ほ と ん ど が 二 酸 化 炭 素 と し て 失 わ れ 、 か つ こ れ ら の 陰 イ オ ン は 、 硫 酸 塩 、 硫
酸 水 素 塩 、 ト リ シ ン 陰 イ オ ン そ し て お そ ら く は さ ら に ま た 別 の 種 類 の 陰 イ オ ン （ 陰 イ オ ン
を 提 供 し 、 そ し て 溶 液 中 に 存 在 し 得 る そ の 他 の 物 質 （ 例 え ば リ ン 酸 塩 ） に よ っ て 決 ま る ）
に よ っ て 置 換 さ れ る 。 空 気 中 か ら ア ッ セ イ 法 が 実 行 さ れ る 溶 液 中 へ の 酸 素 の 拡 散 に よ り 、
Ｐ ４ ５ ０ お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ － ル シ フ ェ リ ン 反 応 に 必 要 と さ れ る 分 子 酸 素 が 十 分 提 供 さ
れ る 。 い ず れ の 場 合 に お い て も 、 Ｐ ４ ５ ０ 反 応 に お け る Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 活 性 お よ び ル シ フ
ェ ラ ー ゼ － ル シ フ ェ リ ン 反 応 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 活 性 の た め に 有 効 で あ る ア ッ セ イ
反 応 混 合 物 中 の 種 々 の 構 成 成 分 、 例 え ば 本 方 法 の 説 明 に お い て 具 体 的 に 上 記 さ れ た 構 成 成
分 の 濃 度 を 容 易 に 確 認 す る こ と は 、 十 分 に 当 業 者 の 技 術 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 ル シ フ ェ リ ン － ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の 発 光 は 、 市 販 の ル ミ ノ メ ー タ ー 、 シ ン チ レ ー シ ョ
ン 計 数 器 、 光 電 子 倍 増 管 光 度 計 ま た は 感 光 乳 剤 フ ィ ル ム を 用 い て 測 定 さ れ 得 る 。 本 発 明 の
一 態 様 で は 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 測 定 す る た め の 一 段 階 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 一 段 階 の 方 法 で は 、 発 光 原 分 子 を シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 生 物 発 光 酵 素 の 両 方 と
、 同 時 に ま た は 同 時 期 に 接 触 さ せ 、 そ し て 混 合 物 を 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 シ ト ク
ロ ム Ｐ ４ ５ ０ は 、 発 光 原 分 子 を 一 次 反 応 に お け る 生 物 発 光 酵 素 の た め の 基 質 へ と 代 謝 す る
。 生 物 発 光 酵 素 は 次 に 、 光 を 生 じ る 二 次 反 応 に お い て 該 基 質 に 作 用 す る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４
５ ０ 活 性 は 、 ア ッ セ イ 混 合 物 か ら 生 成 さ れ る 発 光 量 を 測 定 し て 対 照 混 合 物 と 比 較 す る こ と
に よ り 間 接 的 に 決 定 さ れ る 。 対 照 に は 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 水 ま た は Ｐ ４ ５ ０ 緩 衝 剤 に 置 き 換
え た も の 、 組 換 え Ｐ ４ ５ ０ 膜 調 製 物 を Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 欠 く 同 様 の 調 製 物 に よ り 置 き 換 え た
も の 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ を 排 除 し た も の 、 あ る い は ル シ フ ェ リ ン 基 質 添 加 前 に Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 熱
変 性 さ せ た も の な ど が 挙 げ ら れ る 。 発 光 は 、 所 定 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 後 に 、 あ る い
は 反 応 が 開 始 さ れ た 時 点 か ら 継 続 的 に 測 定 さ れ 得 る 。 例 え ば 図 ６ お よ び ７ に 示 さ れ た ア ッ
セ イ 結 果 は 、 反 応 が 開 始 さ れ た 時 間 か ら 継 続 的 に 読 取 っ た も の で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 好 ま し い 態 様 で は 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 測 定 す る た め の 二 段 階 の 方 法 が 提 供 さ
れ る 。 こ の 二 段 階 の 方 法 で は 、 発 光 原 分 子 を 最 初 に シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と と も に 第 １
の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に よ り 発 光 原 分 子 が 代 謝 さ れ て 生 物 発 光 酵
素 の 基 質 へ と 変 換 さ れ る 。 そ の 後 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 基 質 を 含 有 す る 反 応 混 合 物 を 、 生
物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 生 物 発 光 酵 素 は 、
光 を 発 生 す る 二 次 反 応 に お い て 基 質 に 作 用 す る 。 次 に 、 反 応 混 合 物 か ら 生 成 さ れ る 発 光 の
量 を 測 定 し て 対 照 （ 例 え ば 活 性 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 含 ま な い も の ） と 比 較 す る こ と に よ り 、 シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 間 接 的 に 決 定 す る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 実 施 に 際 し て 、 界 面 活 性 剤 、 好 ま し く は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 、
二 段 階 の 反 応 系 の 第 二 段 階 に お い て 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 と 接 触 さ せ
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る 直 前 ま た は 接 触 さ せ る の と 同 時 に 、 Ｐ ４ ５ ０ ／ 発 光 原 分 子 混 合 物 に 添 加 す る こ と が 好 ま
し い 。 界 面 活 性 剤 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 を 妨 げ る こ と な く Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 抑 制 す る の で
、 分 析 者 は 、 活 性 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に よ り 反 応 混 合 物 中 に ル シ フ ェ リ ン が 連 続 的 に 添 加 さ れ る
と い う 複 雑 さ を 伴 わ ず 、 反 応 の 停 止 時 点 で ル シ フ ェ リ ン （ ま た は ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 代 謝
産 物 （ 単 数 ま た は 複 数 ） ） 濃 度 依 存 性 の 発 光 を 測 定 す る こ と が で き る 。 さ ら に 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 刺 激 す る の で 、 多 少 明 る い 反 応 を 生 じ る 。 試 験 化 合 物 、 例
え ば 薬 剤 が ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 で あ る 場 合 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ に
及 ぼ す 抑 制 作 用 を 減 少 さ せ る の で 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 の み に 関 心 を
有 す る 分 析 者 に と っ て 有 益 で あ る 。 適 切 な 界 面 活 性 剤 と し て は 、 Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ （ 登 録
商 標 ） （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｂ ｒ ｉ ｊ （ 登 録 商 標 ） ３ ５ （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｂ ｒ ｉ ｊ ５ ８ （ 非 イ
オ ン 性 ） ； ポ リ ミ キ シ ン （ Ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｉ ｘ ｉ ｎ ） Ｂ ； Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ （ 登 録 商 標 ） Ｘ － １ ０
０ （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － ３ ０ ５ （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ 　 Ｎ １ ０ １ （
非 イ オ ン 性 ） ； Ｃ ｈ ａ ｐ ｓ （ 両 イ オ ン 性 ） ； Ｃ ｈ ａ ｐ ｓ ｏ （ 両 イ オ ン 性 ） ； Ｂ ｉ ｇ ｃ ｈ ａ
ｐ （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｔ ｈ ｅ ｓ ｉ ｔ （ 登 録 商 標 ） （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｐ ｌ ｕ ｒ ｏ ｎ ｉ ｃ （ 登 録
商 標 ） Ｌ ６ ４ （ 非 イ オ ン 性 ） ； Ｒ ｈ ｏ ｄ ａ ｓ ｕ ｒ ｆ （ 登 録 商 標 ） ８ ７ ０ ； Ｃ ｈ ｅ ｍ ａ ｌ 　
Ｌ Ａ － ９ ； ス ル ホ ニ ル （ Ｓ ｕ ｌ ｆ ｏ ｎ ｙ ｌ ） ４ ６ ５ ； デ オ キ シ コ ー ル 酸 （ 陰 イ オ ン 性 ） ；
お よ び Ｃ Ｔ Ａ Ｂ （ 陽 イ オ ン 性 ） が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 実 施 に
際 し て は 、 Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ 型 の Ｎ Ｐ － ９ 、 ポ リ グ リ コ ー ル エ ー テ ル 非 イ オ ン 性 界 面 活 性
剤 が 好 ま し い 。 ア ッ セ イ 混 合 物 中 に 存 在 す る 界 面 活 性 剤 の 量 は 、 一 般 に 約 ０ ． ０ ３ ％ ～ 約
２ ． ０ ％ 、 好 ま し く は 約 ０ ． １ ％ ～ 約 １ ． ０ ％ の 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 一 段 階 の 系 な ら び に 二 段 階 の 反 応 系 の 第 一 段 階 に 関 し て は 、 反 応 混 合 物 に 一 般 に 以 下 の
構 成 成 分 、 す な わ ち Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に 関 し て は ｐ Ｈ ７ ． ４ の ２ ５ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １
Ａ ２ に 関 し て は ｐ Ｈ ７ ． ４ の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｋ Ｐ Ｏ ４ 等 を 含 め た 。 そ の 他 の 構 成 成 分 は 、 １
． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ０ ． ４ ユ ニ ッ ト ／ ｍ Ｌ の
グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ３ ． ７ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ で あ っ た 。 一 段 階 の
系 に 関 し て は 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ も 用 い ら れ る 。 二 段 階 の 系 の 第 二 段 階 （ ル シ フ ェ ラ ー
ゼ 反 応 ） に 関 し て は 、 ５ ｍ Ｍ ～ ２ ０ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン 緩 衝 液 、 好 ま し く は ２ ０ ｍ Ｍ ～ ２ ０
０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン 緩 衝 液 が 用 い ら れ る が 、 し か し Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 Ｈ Ｅ Ｐ Ｐ Ｓ 、 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 、 リ
ン 酸 塩 お よ び Ｂ ｉ ｃ ｉ ｎ ｅ の 緩 衝 液 も 有 用 で あ る 。 そ の 他 の 構 成 成 分 と し て は 、 ０ ． ７ ｍ
Ｍ ～ ７ ． １ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ （ ま た は Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ ） お よ び ０ ． １ μ Ｍ ～ １ ｍ Ｍ 、 好 ま し く
は １ ０ μ Ｍ ～ ２ ５ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ が 挙 げ ら れ る 。 一 段 階 の 系 お よ び 二 段 階 の 反 応 系 の 第 一
段 階 に 関 し て は 、 反 応 は 一 般 に 約 ２ ０ ℃ ～ ４ ２ ℃ 、 好 ま し く は 約 ２ ２ ℃ ～ ３ ７ ℃ で 実 行 さ
れ る 。 二 段 階 の 反 応 系 の 第 二 段 階 に 関 し て は 、 反 応 は 一 般 に 約 ４ ℃ ～ ６ ０ ℃ 、 好 ま し く は
約 ２ ０ ℃ ～ ４ ２ ℃ の 温 度 で 実 行 さ れ る 。 任 意 の 適 切 な 所 定 時 間 が 一 段 階 ま た は 二 段 階 の 反
応 系 の た め に 用 い ら れ 得 る が 、 一 方 、 一 段 階 の 反 応 系 お よ び 二 段 階 の 反 応 系 の 第 一 段 階 に
関 す る 所 定 時 間 は 、 一 般 に 約 １ 分 間 ～ 約 １ ８ 時 間 で あ り 、 通 常 は 約 １ 分 間 ～ 約 ４ 時 間 （ 一
段 階 の 反 応 系 に 関 し て ） 、 あ る い は 約 １ ０ 分 間 ～ 約 １ 時 間 （ 二 段 階 の 反 応 系 の 第 一 段 階 に
関 し て ） の 範 囲 で あ る 。 二 段 階 の 反 応 系 の 第 二 段 階 に 関 し て は 、 発 光 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
反 応 の 開 始 直 後 ～ 約 １ ８ 時 間 後 、 好 ま し く は 直 後 ～ 約 ３ 時 間 後 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 発 光 に 基 づ く 反 応 を 安 定 化 す る た め の 試 薬 、 方 法 お よ び キ ッ ト
が 提 供 さ れ る 。 あ る 種 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 安 定 化 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 可 逆 的 阻 害
剤 の 使 用 は ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 に つ い て 周 知 の 自 己 触 媒 性 自 己 分 解 に 対 す る 保 護 作 用 を 提
供 し 、 し た が っ て 発 光 シ グ ナ ル を 延 長 し 、 反 応 混 合 物 の バ ッ チ 処 理 を 容 易 に す る 、 と い う
こ と が 発 見 さ れ て い る 。 本 明 細 書 中 で 定 義 さ れ る よ う に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 安 定 化 剤 は 、 生
物 発 光 反 応 を 遅 く す る こ と に よ り ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 自 己 触 媒 性 自 己 分 解 に 対 し て ル シ フ ェ
ラ ー ゼ を 実 質 的 に 安 定 化 す る 任 意 の 分 子 ま た は 分 子 群 で あ る 。 安 定 化 剤 を 用 い な い 場 合 、
発 光 シ グ ナ ル 半 減 期 は 数 分 、 例 え ば 約 ３ 分 と い う 低 い 値 で あ り 得 る 。 安 定 化 剤 が 用 い ら れ
る 場 合 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 の シ グ ナ ル 半 減 期 は 、 選 択 さ れ る 安 定 化 剤 お よ び
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用 い ら れ る 濃 度 に よ っ て 、 ２ 時 間 ま た は そ れ 以 上 、 例 え ば 一 晩 と い う 長 さ で 延 長 さ れ 得 る
。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 安 定 化 分 子 の 例 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 可 逆 的 阻 害 剤 が 挙 げ ら れ る
が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 生 物 発 光 シ グ ナ ル は 、 特 に ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ が 用 い ら れ
る 場 合 、 急 速 に 減 衰 し 得 る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 発 光 原 反 応 速 度 と 正 の 相 関 を 示 す 速 度 で 不
活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 急 速 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 速 度 の 結 果 得 ら れ る 明 る い シ
グ ナ ル は 望 ま し い が 、 高 速 で の 急 速 な 不 活 性 化 は ア ッ セ イ に 実 際 的 制 限 を 課 す る 。 安 定 な
発 光 シ グ ナ ル は 、 試 料 間 の 有 意 な 時 間 依 存 的 減 衰 を 伴 わ ず に 、 多 数 の 試 料 を 次 々 に 読 取 る
の を 容 易 に す る 。 安 定 な 発 光 シ グ ナ ル を 達 成 す る た め に 、 反 応 速 度 を 遅 く す る こ と に よ り
シ グ ナ ル 減 衰 速 度 を 低 下 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 速 度 を 遅 く す る た
め の 一 方 法 は 、 ル シ フ ェ リ ン と 競 合 的 な ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 を 含 め る こ と で あ る 。 本 発
明 に お い て 、 と も に ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 拮 抗 阻 害 剤 で あ る ２ － ア ミ ノ － ６ － メ チ ル ベ
ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア
ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） が 、 安 定 な 発 光 シ グ ナ ル を 達 成 す る の に 特 に 有 用 で あ る こ と が 判 明
し た 。 一 般 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 安 定 化 剤 は Ｐ ４ ５ ０ 反 応 の 完 了 後 に 導 入 さ れ 、 そ し て 二 段 階
の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ の 第 二 段 階 の 前 ま た は 開 始 時 に 導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 実 施 に 際 し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 混 合 物 中 で ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 阻 害 剤 の 非 存 在 下 で 生 成 さ れ る 発 光 シ グ ナ ル と 比 較 し て 、 発 光 シ グ ナ ル の 安 定 性 を
増 強 し 、 シ グ ナ ル の 半 減 期 を 延 長 す る の に 有 効 な 任 意 の 適 量 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 が 用
い ら れ 得 る 。 好 ま し く は 阻 害 剤 の 量 は 、 試 料 の バ ッ チ 処 理 を 可 能 に す る た め に シ グ ナ ル 半
減 期 が 少 な く と も 約 ２ 時 間 ま た は そ れ 以 上 と な る よ う に す る べ き で あ る 。 一 般 に 阻 害 量 の
量 は 、 反 応 混 合 物 中 に 約 １ μ Ｍ ～ 約 １ ｍ Ｍ 、 好 ま し く は 反 応 混 合 物 中 に 約 １ μ Ｍ ～ 約 ５ ０
０ μ Ｍ 、 さ ら に 好 ま し く は 反 応 混 合 物 中 に 約 １ ０ μ Ｍ ～ 約 ２ ０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で あ り 、 最 も
好 ま し く は 反 応 混 合 物 中 に 約 １ ０ ０ μ Ｍ で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 、 例 え ば 候 補 薬 剤 は 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば 本 発
明 の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い る こ と に よ り 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 と し て 、 あ
る い は 同 酵 素 の 阻 害 剤 ま た は 活 性 化 剤 の い ず れ か で あ る 調 節 物 質 と し て の 活 性 に 関 し て ス
ク リ ー ニ ン グ お よ び 評 価 さ れ 得 る 。 候 補 薬 剤 は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 候 補 薬 剤 と を
そ れ ら の 間 の 相 互 作 用 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 阻 害 剤 ま た
は 基 質 の 非 存 在 下 で 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と の 相 互 作 用 に 適 し た 条 件 下 で 少 な く と も
１ つ の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 提 供 し 、 そ し て ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 存 在 下 で ル シ フ ェ リ ン お よ
び ／ ま た は ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の 代 謝 産 物 の 発 光 シ グ ナ ル の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 、
シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 調 節 物 質 で あ る か 基 質 で あ る か が 決 定 さ れ 得 る が 、 こ の 場 合 、
ル シ フ ェ リ ン お よ び ／ ま た は ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の 代 謝 産 物 は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素
の 阻 害 剤 の 非 存 在 下 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と の 間 の 反 応 の
生 成 物 と い う こ と に な ろ う 。 こ の よ う な 有 効 な Ｐ ４ ５ ０ 基 質 お よ び 調 節 物 質 は 、 当 業 者 に
よ り 適 切 で あ る と み な さ れ る よ う に 、 候 補 薬 剤 に 関 す る 残 り の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て こ
の よ う な 有 効 な シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 基 質 お よ び 調 節 物 質 が 所 望 さ れ な い 場 合 、 ス ク リ ー ニ
ン グ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 除 去 す れ ば よ い 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 基 質 と 阻 害 剤 と を 区 別 す る 方 法 が 提 供
さ れ る 。 典 型 的 に は 候 補 化 合 物 は 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を シ ト ク ロ ム
Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 阻 害 剤 ま た は 基 質 の 非 存 在 下 で 同 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５
０ 酵 素 と の 相 互 作 用 に 適 し た 条 件 下 で 提 供 す る 前 に 候 補 化 合 物 の 代 謝 を 可 能 に す る 条 件 下
で 、 少 な く と も １ つ の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 ル シ フ ェ
リ ン 誘 導 体 の Ｐ ４ ５ ０ 代 謝 に よ り 生 成 さ れ る 任 意 の ル シ フ ェ リ ン は 次 に 、 光 を 発 生 す る 二
次 反 応 に お い て ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 相 互 作 用 す る 。 そ の 結 果 生 じ る 光 放 出 反 応 は 、 シ ト ク ロ
ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 お よ び 候 補 薬 剤 を そ れ ら の 間 の 相 互 作 用 に 適 し た 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 シ ト
ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の 阻 害 剤 の 非 存 在 下 で の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵
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素 と の 相 互 作 用 に 適 し た 条 件 下 で 少 な く と も １ つ の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 提 供 す る こ と に
よ り 得 ら れ た 光 放 出 反 応 と 比 較 さ れ る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に よ り 候 補 薬 剤 が 代 謝 さ
れ る と 、 候 補 薬 剤 が 当 該 酵 素 に 対 す る 基 質 で あ る こ と を 示 す 化 合 物 の 代 謝 を 伴 わ な い 条 件
と 比 較 し て 、 ア ッ セ イ 媒 体 中 の 候 補 薬 剤 濃 度 が 低 下 し 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 抑 制 活 性 の 見
掛 け の 損 失 を も た ら し 得 る 。 代 謝 さ れ な か っ た 抑 制 化 合 物 は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の
光 学 的 基 質 の 添 加 時 間 に 関 係 な く 、 等 し い 効 能 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 薬 剤 候 補 を 最 初 に Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る こ
と が 好 ま し い 。 そ の 後 、 混 合 物 を 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 、 な ら び に 生 物
発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 、 同 時 に ま た は 同 時 期 に 接 触 さ せ 、 そ し て 混 合 物 を 第
２ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 は 、 反 応 混 合 物 か ら 生 成 さ れ
る 発 光 の 量 を 測 定 し て 対 照 （ 例 え ば Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 含 ま な い も の ） と 比 較 す る こ と に よ り
決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の （ そ し て 好 ま し い ） 態 様 で は 、 薬 剤 候 補 を 最 初 に Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 第
１ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 一 次 混 合 物 を 作 製 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の 後 、 一 次 混
合 物 を 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ て 二 次 混 合 物 を 作 製 し 、 二 次
混 合 物 を 第 ２ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 二 次 混 合 物 を 、 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば
ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ て 三 次 混 合 物 を 作 製 し 、 三 次 混 合 物 を 第 ３ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 第 ３ の 所 定 時 間 後 に 発 光 を 測 定 し て 対 照 （ 例 え ば 薬 剤 を 含 ま な い ）
反 応 と 比 較 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 薬 剤 候 補 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る Ｐ ４ ５
０ 活 性 を 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ の た め の 任 意 の 適 切 な 濃 度 範 囲 を 用 い
る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し て は 、 用 い ら れ る 試 験 化 合 物
の 濃 度 は 、 一 般 に 約 １ ～ 約 １ ０ ０ μ Ｍ の 範 囲 で あ り 、 通 常 は 約 １ ０ μ Ｍ で あ る 。 一 次 ス ク
リ ー ニ ン グ で ヒ ッ ト し た 試 験 化 合 物 の 二 次 お よ び そ れ 以 上 の ス ク リ ー ニ ン グ に は 一 般 に 、
応 答 の 用 量 依 存 性 を 確 立 す る た め に よ り 広 い 範 囲 が 用 い ら れ 、 そ し て 一 部 は 試 験 化 合 物 の
効 力 に よ っ て 決 ま る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 実 施 に 際 し て は 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 変 性 ま た は 非 活 性 化 す る た め に 、
ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 添 加 前 に 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 二 次 混 合 物 に 添 加 す る こ と が 好 ま し い
。 適 切 な 界 面 活 性 剤 お よ び 量 は 、 上 記 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 複 数 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０
活 性 に 及 ぼ す そ れ ら の 作 用 を 決 定 す る た め に 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト の ア ッ セ イ 方 法 が 提 供 さ
れ る 。 試 験 化 合 物 を 、 １ つ ま た は 複 数 の 種 類 の Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ
ェ リ ン 誘 導 体 、 な ら び に 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 、 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。
そ の 後 、 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 化 合 物 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る
Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る こ と が
好 ま し い 。 そ の 後 、 混 合 物 を 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 、 お よ び 生 物 発 光 酵
素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 、 同 時 に ま た は 同 時 期 に 接 触 さ せ 、 そ し て 混 合 物 を 第 ２ の 所
定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 は 、 第 ２ の 所 定 時 間 後 に 生 成 さ れ る
発 光 の 量 を 測 定 し て 対 照 （ 例 え ば Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 含 ま な い ） 反 応 と 比 較 す る こ と に よ り 決
定 さ れ る 。 本 発 明 の さ ら に 別 の （ そ し て 好 ま し い ） 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に Ｐ ４ ５ ０ 酵
素 と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ て 一 次 混 合 物 を 作 製 す る こ と が 好 ま し い 。 そ の 後 、 一 次 混 合
物 を ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ て 二 次 混 合 物 を 作 製 し 、 二 次 混 合 物 を 第 ２ の 所 定 時 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 二 次 混 合 物 を ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ て 三 次 混 合 物 を 作 製 し
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、 三 次 混 合 物 を 第 ３ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 し
て 対 照 （ 例 え ば Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 含 ま な い ） 反 応 混 合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵
素 と 試 験 化 合 物 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る Ｐ ４ ５ ０ 活 性 が 決 定 さ れ る 。 本 発 明 の こ の 態
様 の 実 施 に 際 し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 添 加 前 に 、 二 次 混 合 物 に 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を
添 加 す る こ と が 好 ま し い 。 適 切 な 界 面 活 性 剤 お よ び 量 は 、 上 記 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し て は 、 Ｐ ４ ５ ０ を 最 初 に 試 験 化 合 物 と 所 定 時 間 接 触 さ せ て
か ら 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 添 加 す る 。 別 の 方 法 に は 、 Ｐ ４ ５ ０ を 薬
剤 お よ び ル シ フ ェ リ ン と 同 時 に 接 触 さ せ る こ と が 包 含 さ れ る 。 さ ら に 別 の 方 法 に は 、 Ｐ ４
５ ０ を 最 初 に ル シ フ ェ リ ン と 第 １ の 所 定 時 間 接 触 さ せ た 後 、 試 験 化 合 物 を 添 加 す る こ と が
包 含 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５
０ 活 性 に 及 ぼ す そ の 作 用 を 決 定 す る た め に 、 細 胞 を 用 い る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 試 験 化 合 物
を 、 細 胞 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 、 お よ び 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ
ェ ラ ー ゼ と 、 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 そ の 後 、 反 応 混 合 物 の 発 光 を 測 定 し て 対 照 （ 試 験 化 合
物 を 含 ま な い ） 反 応 混 合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 細 胞 と 化 合 物 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら
れ る Ｐ ４ ５ ０ 活 性 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に 細 胞 と 所 定 時 間 接 触 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 そ の
後 、 細 胞 を ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 、 同 時 に ま た は 同 時 期 に 接 触 さ せ
、 そ し て 細 胞 を ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ と と も に 第 ２ の 所 定 時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 は 、 反 応 混 合 物 か ら 生 成 さ れ る 発 光 の 量 を
測 定 し て 対 照 反 応 混 合 物 （ 例 え ば 試 験 化 合 物 を 含 ま な い も の ） と 比 較 す る こ と に よ り 決 定
さ れ る 。 本 発 明 の 別 の （ そ し て 好 ま し い ） 態 様 で は 、 試 験 化 合 物 を 最 初 に 細 胞 と 所 定 時 間
接 触 さ せ る こ と が 好 ま し い 。 そ の 後 、 曝 露 し た 該 細 胞 を 次 に ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と 接 触 さ
せ て 、 第 ２ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次 に 細 胞 を ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ て 三 次
混 合 物 を 作 製 し 、 三 次 混 合 物 を 第 ３ の 所 定 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 反 応 混 合 物
の 発 光 を 測 定 し て 対 照 反 応 混 合 物 （ 例 え ば 試 験 化 合 物 を 含 ま な い も の ） と 比 較 す る こ と に
よ り 、 細 胞 と 試 験 化 合 物 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る 細 胞 の Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る 。 本
発 明 の こ の 態 様 の 実 施 に 際 し て は 、 ル シ フ ェ リ ン ま た は ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の 代 謝 産 物 （
単 数 ま た は 複 数 ） を よ り 完 全 に 放 出 さ せ て よ り 強 力 な シ グ ナ ル お よ び よ り 高 感 度 の ア ッ セ
イ と す る た め に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 添 加 前 ま た は 添 加 と 同 時 に 、 二 次 混 合 物 に 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 を 添 加 す る こ と が 好 ま し い 。 界 面 活 性 剤 は 細 胞 を 破 裂 さ せ 、 ル シ フ ェ リ ン を 放
出 さ せ る 。 し か し な が ら 界 面 活 性 剤 の 非 存 在 下 で は 、 ル シ フ ェ リ ン ま た は ル シ フ ェ リ ン 誘
導 体 の 代 謝 産 物 （ 単 数 ま た は 複 数 ） は 、 そ の 細 胞 透 過 性 に よ っ て 細 胞 か ら 漏 出 し 、 そ し て
こ の こ と が 媒 体 中 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び Ａ Ｔ Ｐ を 有 す る リ ア ル タ イ ム の 生 細 胞 ア ッ セ イ
の た め の 基 礎 を 形 成 す る 。 適 切 な 界 面 活 性 剤 お よ び 量 は 、 上 記 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の 実 施 に 際 し て は 、 適 切 な 細 胞 と し て は 、 １ つ ま た は 複 数 の Ｐ ４ ５ ０
酵 素 お よ び 同 酵 素 に 必 要 な 補 因 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 利 用 す る Ｐ ４ ５ ０ レ ダ ク
タ ー ゼ 、 を 発 現 す る 任 意 の 細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 細 胞 を 用 い て 、 試 験 化 合 物 が 適
用 さ れ る 時 点 で 細 胞 中 に 存 在 す る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 を 検 査
し 得 る 。 こ の 細 胞 を 用 い て 、 内 在 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 調 節 配 列 を 備 え た Ｃ
Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を コ ー ド す る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 を 調 べ る こ と も で き
る 。 こ の 場 合 、 試 験 化 合 物 に よ り 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 発 現 の 変 化 を 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 の レ
ベ ル の 変 化 を 測 定 す る こ と に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 代 表 例 と し て は 、 （ ａ ） ヒ ト ま
た は 動 物 の 供 給 源 由 来 の 初 代 肝 細 胞 （ い く つ か の 供 給 元 か ら 市 販 さ れ て い る ： ゲ ン テ ス ト
（ GenTest ） 、 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ウ ォ バ ー ン 所 在 ； ク ロ ー ン テ ィ ッ ク ス ・ イ ン コ ー
ポ レ イ テ ッ ド （ Clonetics, Inc. ） 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ 所 在 ； ゼ ノ テ ッ
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ク ・ エ ル エ ル シ ー （ Xenotech, LLC ） 、 米 国 カ ン ザ ス 州 レ ネ ク サ （ Lenexa） 所 在 ； （ ｂ ）
肝 細 胞 株 ： Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 、 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ Ｃ ３ Ａ （ ア ン フ ィ オ ク サ ス ・ セ ル ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ・
イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Amphioxus Cell Technologies Inc.） （ 米 国 テ キ サ ス 州 ヒ ュ ー ス
ト ン 所 在 ） お よ び ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American Type Cult
ure Collection） （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ ） か ら 市 販 ） 、 Ｔ Ｈ Ｌ Ｅ － ３ （ Ａ Ｔ Ｃ Ｃ か ら 市 販 ） 、 Ｈ ｅ ｐ
Ｌ ｉ ｕ ブ タ 肝 細 胞 株 （ マ ル チ セ ル ・ テ ク ノ ロ ジ ー ズ （ MultiCell Technologies） （ 米 国 ロ
ー ド ア イ ラ ン ド 州 ウ ォ ー ビ ッ ク （ Warwick ） 所 在 ） か ら 市 販 ） 、 な ら び に Ｂ Ｃ ２ ヒ ト 肝 細
胞 腫 細 胞 株 （ ゴ メ ズ レ コ ン 他 （ Gomez-Lechon, M.J. et al. ） （ 2001） 「 高 度 に 分 化 し た
ヒ ト 肝 細 胞 種 細 胞 株 Ｂ Ｃ ２ に よ る 巨 大 な 一 群 の 薬 剤 代 謝 酵 素 の 発 現 と 誘 導 （ Expression a
nd induction of a large set of drug-metabolizing enzymes by the highly different
iated human hepatoma cell line BC2） 」 、 Eur. J. Biochem. 268, 1448-1459 ） ； （ ｃ
） 組 換 え Ｐ ４ ５ ０ を 発 現 す る 細 胞 、 例 え ば ： Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ （ ヨ シ ト ミ 他 （ Yoshitomi, S. et
 al ） （ 2001） 「 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ に お い て ヒ ト シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ サ ブ タ イ プ を 発 現 す る 形 質
転 換 体 の 確 立 、 な ら び に 薬 剤 代 謝 お よ び 毒 性 研 究 へ の 応 用 （ Establishment of the trans
formants expressing human cytochrome P450 subtypes in HepG2, and their applicati
ons on drug metabolism and toxicology ） 」 Toxicol. In Vitro 15  （ 3 ） , 245-256 
） 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 （ ガ ベ ロ バ 他 （ Gabelova, A. et al） （
2002） 「 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ を 安 定 に 発 現 す る 、 遺 伝 子 操 作 し た チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー
Ｖ ７ ９ 細 胞 株 に お け る 、 ７ Ｈ ‐ ジ ベ ン ゾ （ ｃ ， ｇ ） カ ル バ ゾ ー ル の 変 異 原 性 と 組 織 特 異 的
派 生 物 （ Mutagenicity of 7H-dibenzo（ c,g ） carbazole and its tissue specific deri
vatives in genetically engineered Chinese hamster V79 cell lines stably expressi
ng cytochrome p450） 」 、 Mutation Research, 517  （ 1-2 ） , 135-145 ） 、 Ｂ Ｅ Ａ Ｓ －
２ Ｂ 、 Ｓ Ｖ ４ ０ で 不 死 化 し た ヒ ト 気 管 支 上 皮 細 胞 （ コ ロ ン ベ 他 （ Coulombe, R.A. et al）
（ 2002） 「 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ を 発 現 す る ヒ ト 肺 細 胞 に お け る ア フ ラ ト キ シ ン Ｂ １ の 代 謝
と 毒 性 （ Metabolism and cytotoxicity of aflatoxin B1 in cytochrome P450-expressin
g human lung cells） 」 J. Toxicol. Env. Health Part A, 65  （ 12） , 853-867 ） 、 Ｍ
Ｃ Ｌ － ５ Ｂ リ ン パ 芽 球 腫 細 胞 株 （ マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ウ ォ バ ー ン 所 在 の ゲ ン テ ス ト （ Ge n
Test ） か ら 市 販 ） ； な ら び に （ ｄ ） Ｐ ４ ５ ０ （ 単 数 ま た は 複 数 ） を 自 然 に 発 現 す る 、 あ
る い は 発 現 可 能 な Ｐ ４ ５ ０ ｃ Ｄ Ｎ Ａ （ 単 数 ま た は 複 数 ） お よ び Ｐ ４ ５ ０ レ ダ ク タ ー ゼ で 形
質 転 換 さ れ た 非 哺 乳 類 細 胞 、 例 え ば 酵 母 、 細 菌 、 植 物 、 真 菌 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 細 胞 を 用 い る 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し て は 、 試 験 化 合 物 の 効 力 お よ び 毒 性 に 応 じ て
、 任 意 で 適 量 の 試 験 化 合 物 を 用 い れ ば よ い 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ に 関 し て
は 、 用 い る 試 験 化 合 物 の 濃 度 は 、 典 型 的 に は 約 １ ～ 約 １ ０ ０ ０ μ Ｍ 、 通 常 は 約 １ ０ ～ １ ０
０ μ Ｍ の 範 囲 で あ る 。 任 意 で 適 切 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 を 用 い れ ば よ い 。 一 般 に 細 胞
と と も に 試 験 化 合 物 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る た め の 時 間 は 、 典 型 的 に は 約 １ 分 間 ～ 約 ９ ６ 時
間 、 通 常 は 約 ２ ４ 時 間 ～ 約 ７ ２ 時 間 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 細 胞 を 用 い る 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ 、 例 え ば 細 胞 を 用 い る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ
ン グ の た め に 、 任 意 の 適 切 な 数 の 細 胞 を 用 い れ ば よ い 。 一 個 の 細 胞 は 、 範 囲 全 体 の 中 で 最
も 少 な い が 、 一 方 、 接 着 細 胞 の 入 っ た 細 胞 培 養 用 容 器 の 表 面 に 関 し て は 、 細 胞 が 集 密 （ コ
ン フ ル エ ン ト ） な 状 態 ま た は 過 密 な 状 態 は 、 接 着 細 胞 に 関 す る 範 囲 全 体 の 中 で 最 も 多 い と
考 え ら れ よ う 。 懸 濁 培 養 に 関 し て は 、 細 胞 が 飽 和 状 態 に な っ た 懸 濁 物 が 範 囲 全 体 の 中 で 最
も 多 い と 考 え ら れ る で あ ろ う 。 本 発 明 の 実 施 に 際 し て 、 好 ま し い 細 胞 数 は 、 範 囲 全 体 に 関
し て 上 記 し た 最 大 数 の 細 胞 に よ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り 上 で シ グ ナ ル を 検 出 可 能 な 、 最 小
限 の 細 胞 数 で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 に 関 し て は 、 適 切 な 温 度 お よ び ｐ Ｈ 範 囲 は 、
細 胞 の 要 件 に よ っ て 変 わ る こ と に な る 。 一 般 に ほ と ん ど の 細 胞 は ｐ Ｈ ７ ． ４ か つ ３ ７ ℃ で
培 養 さ れ る が 、 ほ と ん ど の 細 胞 は 、 少 な く と も 一 時 的 に は 、 ４ ～ ４ ２ ℃ の 温 度 範 囲 お よ び
約 ６ ～ ９ の ｐ Ｈ 範 囲 を 超 え て も 生 存 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
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　 細 胞 を 用 い る 発 光 検 出 ア ッ セ イ は 、 複 数 の 異 な る 方 法 で 実 施 可 能 で あ る 。 例 え ば 一 実 施
形 態 で は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び Ａ Ｔ Ｐ を 細 胞 培 地 に 添 加 す れ ば よ く 、 細 胞 か ら ル シ フ ェ
リ ン が 漏 出 す る の に つ れ て 発 光 を 直 接 的 に 検 出 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 、 温 度 、 ｐ Ｈ 、 塩 濃
度 お よ び そ の 他 の 増 殖 要 件 は 、 細 胞 の 要 件 に よ っ て 変 わ る で あ ろ う 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ は 一
般 に 、 細 胞 培 養 に お い て 通 常 用 い ら れ る 生 理 学 的 な 塩 、 ｐ Ｈ お よ び 温 度 条 件 で 活 性 で あ る
。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 細 胞 を 用 い る 発 光 検 出 ア ッ セ イ の 別 の 実 施 形 態 で は 、 培 地 を 培 養 物 か ら 取 り 出 し て 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に 添 加 す る 。 こ の た め の 条 件 は 、 上 記 の 二 段 階 の 反 応 ア ッ セ イ の 第 二 段
階 に 関 し て す で に 述 べ ら れ た も の と 本 質 的 に 同 様 で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 細 胞 を 用 い る ア ッ セ イ の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ａ Ｔ Ｐ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と
と も に 確 実 に 溶 解 す る た め の 界 面 活 性 剤 （ 単 数 ま た は 複 数 ） を 含 有 す る 適 切 な 溶 解 緩 衝 液
中 で 細 胞 を 溶 解 す れ ば よ く 、 次 い で 直 ち に 発 光 を 読 取 る 。 動 物 細 胞 に 関 し て は 、 ０ ． １ ～
１ ． ０ ％ の 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ （ 登 録 商 標 ） Ｘ １ ０ ０ ま た は Ｔ ｅ
ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ （ 登 録 商 標 ） を 有 す る 緩 衝 液 で 通 常 は 十 分 で あ る 。 細 菌 、 植 物 、 真 菌 ま た は
酵 母 細 胞 は 一 般 に 溶 解 す る の が よ り 難 し い 。 界 面 活 性 剤 、 凍 結 ／ 解 凍 の 反 復 、 低 張 緩 衝 液
、 超 音 波 処 理 、 空 洞 形 成 ま た は こ れ ら の 方 法 の 組 合 せ が 用 い ら れ 得 る 。 溶 解 の 方 法 は 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 損 な わ な い 溶 解 物 を 生 じ る 方 法 で な け れ ば な ら な い 。 界 面 活 性 剤 が 用
い ら れ る 場 合 、 該 界 面 活 性 剤 は 活 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 損 な わ な い も の で あ る 。 発 光 は 、 Ｐ
４ ５ ０ 反 応 に よ り 生 成 さ れ た 後 細 胞 か ら 放 出 さ れ る ル シ フ ェ リ ン ま た は ル シ フ ェ リ ン 誘 導
体 の 代 謝 産 物 （ 単 数 ま た は 複 数 ） に 比 例 す る で あ ろ う 。 細 胞 を 用 い る 発 光 検 出 の 代 表 例 で
は 、 あ る 容 積 の 溶 解 緩 衝 液 が 等 容 積 の 細 胞 培 養 後 の 培 地 に 添 加 さ れ る 。 本 発 明 の こ の 実 施
形 態 の 変 法 で は 、 細 胞 溶 解 物 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び Ａ Ｔ Ｐ を 含 有 し な い 溶 解 緩 衝 液 を
用 い て 調 製 さ れ 、 次 に 該 溶 解 物 の ア リ コ ー ト が 、 上 記 の よ う な 一 段 階 ま た は 二 段 階 の ル シ
フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る ア ッ セ イ に 添 加 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 細 胞 を 用 い る 発 光 検 出 ア ッ セ イ の さ ら に 別 の 実 施 形 態 で は 、 組 換 え 生 物 発 光 酵
素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 一 過 性 に ま た は 安 定 的 に 発 現 す る 細 胞 が 用 い ら れ 得 る 。 一 過
性 ま た は 安 定 的 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 を 作 製 す る た め の 任 意 の 慣 用 的 方 法 が
用 い ら れ 得 る 。 細 胞 に 導 入 さ れ た 発 現 可 能 な ｃ Ｄ Ｎ Ａ ベ ク タ ー が 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を コ ー
ド す る 。 次 に 、 細 胞 中 に も 存 在 す る Ｐ ４ ５ ０ （ 単 数 ま た は 複 数 ） が 培 地 中 に 供 給 さ れ た ル
シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 代 謝 す る と 、 発 光 が 現 れ る 。 そ の ま ま の 状 態 で 直 接 的 に 、 ま た は 溶 解
後 に 、 所 定 時 間 後 に 発 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 が 決 定 さ れ 得 る 。 一 過 性 ま
た は 安 定 的 な ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 該 細 胞 を 作 製 す る た め の ベ ク タ ー は 、 プ ロ メ ガ
（ Promega ） （ 米 国 ウ ィ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン 所 在 ） 、 ク ロ ン テ ッ ク （ Clontech） （ 米
国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 パ ロ ア ル ト 所 在 ） お よ び ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） （ 米 国 カ リ フ
ォ ル ニ ア 州 ラ ・ ホ ー ヤ 所 在 ） か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 ま た は 化 合 物 の ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ
し て 、 細 胞 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す そ れ ら の 作 用 を 決 定 す る た め の 組 織 を 用 い
る 方 法 が 提 供 さ れ る 。 試 験 化 合 物 を 、 組 織 、 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 、 お
よ び 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 そ の 後 、 反 応 混 合 物 の
発 光 を 測 定 し て 対 照 （ 試 験 化 合 物 を 含 ま な い ） 反 応 混 合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 組 織 と
化 合 物 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る 。 組 織 の 代 表 例 と し て は 、 肝
臓 、 小 腸 お よ び 肺 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 組 織 は 、 細 か く 刻 ん だ も の ま
た は 薄 片 、 例 え ば 肝 臓 薄 片 の 形 態 で 用 い ら れ 得 る 。 一 般 に 細 胞 を 用 い る ア ッ セ イ に 関 し て
上 記 し た の と 同 一 の 考 え 方 が 適 用 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 試 験 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ し て 、 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４
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５ ０ 活 性 に 及 ぼ す そ の 作 用 を 決 定 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 試 験 化 合 物 お よ び 発 光 原
分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 動 物 に 投 与 す る 。 所 定 時 間 後 、 生 物 学 的 検 体 を 動 物 か
ら 取 り 出 す 。 代 表 的 な 生 物 学 的 検 体 と し て は 、 血 液 お よ び 血 清 、 尿 、 糞 便 、 胆 汁 、 脳 脊 髄
液 、 リ ン パ 、 唾 液 、 涙 液 お よ び 粘 液 （ 基 本 的 に は Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 代 謝 産 物 が 見 出 さ れ 得 る 任
意 の 体 液 ） が 挙 げ ら れ る 。 血 液 ／ 血 清 、 尿 、 糞 便 お よ び 胆 汁 は 、 好 ま し い 生 物 学 的 検 体 で
あ る 。 血 液 お よ び 糞 便 は 、 処 理 す る 必 要 が あ る と 思 わ れ る 。 例 え ば 血 液 検 体 は 、 血 球 を 除
去 し て 、 血 清 を 生 成 す る よ う 処 理 す れ ば よ い 。 糞 便 検 体 は 、 抽 出 物 を 生 成 す る よ う 処 理 す
れ ば よ い 。 そ の 他 の 流 体 は ほ と ん ど が 、 理 想 的 に は ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 直 接 添 加 さ
れ て も よ い し 、 あ る い は 任 意 選 択 で 希 釈 し て か ら ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 添 加 さ れ て も
よ い 。 検 体 を 次 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 Ａ Ｔ Ｐ お よ び Ｍ ｇ ２ ＋ と 接 触 さ せ る 。 所 定 時 間 後 、
発 光 を 測 定 し て 対 照 と 比 較 す る こ と に よ り 、 動 物 と 化 合 物 と の 相 互 作 用 の 結 果 得 ら れ る Ｐ
４ ５ ０ 活 性 を 決 定 す る 。 対 照 の 一 型 と し て は 、 試 験 化 合 物 の 投 与 前 に 動 物 か ら 採 取 し た 検
体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 型 の 対 照 に は 、 薬 剤 へ の 曝 露 を 伴 わ ず に ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 投 与
す る こ と が 含 ま れ 、 試 料 お よ び 測 定 値 を 所 定 の 時 間 に 得 る 。 後 に 、 ル シ フ ェ リ ン が そ の 系
か ら 取 り 除 か れ た 後 、 試 験 用 の 実 験 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 ＋ 薬 剤 へ の 曝 露 を 、 同 一 の 方 法
で 同 一 の 動 物 に 関 し て 実 施 す る 。 こ の 対 照 は 、 試 験 お よ び 対 照 用 に 同 一 の 動 物 を 用 い る と
い う 利 点 を 有 す る 。 こ の 原 理 は 、 細 胞 を 用 い る ア ッ セ イ お よ び 組 織 切 片 の ア ッ セ イ に も 適
用 さ れ 得 る 。 代 替 的 手 法 は 、 別 個 の 試 験 動 物 お よ び 対 照 動 物 を 用 い る こ と で あ る 。 試 験 動
物 に は ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 お よ び 薬 剤 を 摂 取 さ せ 、 対 照 動 物 に は ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の み
を 摂 取 さ せ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 化 合 物 お よ び ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 、 好 ま し く は 動 物 に 同 時 に ま
た は 同 時 期 に 投 与 す る 。 第 １ の 所 定 時 間 後 、 生 物 学 的 検 体 を 動 物 か ら 採 取 す る 。 生 物 学 的
検 体 を 次 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活
性 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 を 、 反 応 混 合 物 か ら 生 成 さ れ る 発 光 を 測 定 し て 対 照 反 応 混 合
物 （ 例 え ば 上 記 の よ う な 対 照 動 物 か ら 採 取 し た 検 体 ） と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 す る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に 動 物 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 第 １ の 所 定 時
間 後 、 次 に ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 動 物 に 投 与 す る 。 第 ２ の 所 定 時 間 後 、 生 物 学 的 検 体 を 動
物 か ら 採 取 す る 。 生 物 学 的 検 体 を 次 に 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 動 物 の シ
ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 か ら 生 成
さ れ る 発 光 の 量 を 測 定 し て 対 照 （ 例 え ば 上 記 の よ う な 対 照 動 物 か ら 採 取 し た 検 体 に 基 づ く
も の ） と 比 較 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 試 験 化 合 物 お よ び 発 光 原 分 子 、 例 え ば ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 は 、 任 意 の 適 切 な 手 段 に よ り
処 方 可 能 で あ り 、 そ し て 経 口 投 与 の た め の 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 ま た は エ リ キ シ ル 剤 ； 直 腸 投
与 の た め の 座 剤 ； 注 射 投 与 の た め の 滅 菌 溶 液 、 懸 濁 液 等 と し て 用 い ら れ 得 る 。 注 射 用 医 薬
品 は 、 液 状 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 、 注 射 前 に 液 状 の 溶 液 ま た は 懸 濁 液 と す る の に 適 し た 固 体
形 態 、 あ る い は 乳 濁 液 と し て 、 慣 用 的 形 態 に 調 製 さ れ 得 る 。 適 切 な 賦 形 剤 は 、 例 え ば 水 、
生 理 食 塩 水 、 デ キ ス ト ロ ー ス 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス 、 レ シ チ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 グ ル
タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 酸 シ ス テ イ ン 等 で あ る 。 さ ら に 、 所 望 に よ り 、 注 射 用 の 薬 学 的 組
成 物 に 、 少 量 の 非 毒 性 の 補 助 物 質 、 例 え ば 湿 潤 剤 、 ｐ Ｈ 緩 衝 剤 等 を 含 め て も よ い 。 所 望 に
よ り 、 吸 収 を 増 強 す る 調 製 物 （ 例 え ば リ ポ ソ ー ム ） を 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 用 量 と し て 必 要 と さ れ る 試 験 組 成 物 の 量 、 な ら び に 用 い ら れ る ル シ フ ェ
リ ン 誘 導 体 の 量 は 、 投 与 経 路 、 治 療 さ れ る 動 物 の 種 類 、 お よ び 対 象 と す る 特 定 の 動 物 の 身
体 的 特 質 に よ っ て 決 ま る 。 用 量 は 所 望 の 効 果 を 達 成 す る よ う 調 整 可 能 で あ る が 、 体 重 、 食
事 、 併 用 医 薬 品 な ど の 要 因 、 な ら び に 医 学 界 の 当 業 者 が 認 識 す る そ の 他 の 要 因 に よ っ て 決
ま る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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　 ヒ ト 以 外 の 動 物 実 験 で は 、 潜 在 的 薬 剤 候 補 の 適 用 を 高 い 投 薬 量 レ ベ ル で 開 始 し 、 所 望 の
作 用 が も は や 達 成 さ れ な い か ま た は 副 作 用 が 消 失 す る ま で 投 薬 量 を 低 減 さ せ る 。 投 薬 量 は
、 所 望 の 作 用 お よ び 治 療 指 標 に 応 じ て 広 範 囲 に 及 ぶ 。 典 型 的 に は 投 薬 量 は 、 体 重 に 対 し て
約 １ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ 、 好 ま し く は 約 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ～ １ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ
で あ り 得 る 。 投 与 は 、 好 ま し く は 経 口 で あ る 。 経 口 投 与 が 好 ま し い が 、 し か し 皮 膚 ま た は
粘 膜 、 静 脈 内 、 皮 下 ま た は 腹 腔 内 注 入 経 路 に よ る 吸 収 を 用 い て も よ い 。 投 薬 量 の 制 御 は 場
合 に よ っ て は 問 題 が あ る が 、 経 口 投 与 に よ り 、 化 合 物 が 吸 収 さ れ る 腸 を 裏 打 ち し て い る 細
胞 中 の ｐ ４ ５ ０ に よ り 大 い に 影 響 を 受 け る 初 回 通 過 代 謝 を 分 析 者 が 検 査 す る の が 可 能 と な
る 。 注 入 に よ る 投 与 は 、 動 物 に お け る 用 量 を 制 御 す る た め に は よ り 良 好 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 動 物 を 用 い た ハ イ ス
ル ー プ ッ ト の ア ッ セ イ が 提 供 さ れ る 。 実 験 動 物 は 、 薬 剤 活 性 の メ カ ニ ズ ム を 明 確 に し 、 治
療 計 画 を 検 討 す る た め に 有 用 で あ る 。 さ ら に 近 年 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ お よ び そ の 他 の 硬 骨
魚 が 、 動 物 全 体 を 用 い る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ の ハ イ ス ル ー プ ッ ト 化 合 物 ス ク リ ー ニ ン グ の た め
に 特 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し た 。 本 明 細 書 中 で 定 義 す る 場 合 、 「 硬 骨 魚 」 と い う 用 語 は
、 体 幹 骨 お よ び 放 射 状 の 鰭 を 有 す る 多 数 の 魚 か ら な る 群 で あ る 真 骨 類 ま た は 真 口 類 を 意 味
す る 、 ま た は 属 す る こ と を 意 味 す る 。 硬 骨 魚 と し て は 、 例 え ば ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ 、 メ ダ カ
、 ジ ャ イ ア ン ト ダ ニ オ （ Giant rerio ） お よ び フ グ が 挙 げ ら れ る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 ６ ，
２ ９ ９ ， ８ ５ ８ 号 （ 譲 受 人 ： フ ィ ロ ニ ッ ク ス ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Phylonix, Inc.）
（ こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ る ） を 参 照 さ れ た い 。 例 え ば 試
験 化 合 物 お よ び ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 、 マ ル チ ウ エ ル プ レ ー ト 中 に 入 っ た 生 き て い る 硬 骨
魚 胚 に 投 与 す れ ば よ い 。 硬 骨 魚 を 、 適 切 な 媒 体 、 例 え ば 水 中 に 保 持 す る 。 次 に 、 １ つ ま た
は 複 数 の 所 定 時 間 後 、 媒 体 を ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 第 ２ の 所 定 時 間 接 触 さ せ る 。 混 合 物 か ら 生
成 さ れ る 発 光 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 を 含 ま な い 対 照 反 応 混 合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 動
物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 試 験 化 合 物 の 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 化 合 物 を 最 初 に 硬 骨 魚 に 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 第 １ の 所 定
時 間 の 後 、 動 物 を ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と 接 触 さ せ る 。 第 ２ の 所 定 時 間 の 後 、 媒 体 を 次 に ル
シ フ ェ ラ ー ゼ と 接 触 さ せ る 。 混 合 物 か ら 生 成 さ れ る 発 光 を 測 定 し て 試 験 化 合 物 を 含 ま な い
対 照 反 応 混 合 物 と 比 較 す る こ と に よ り 、 動 物 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 試 験 化 合
物 の 作 用 を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導 入 遺 伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 も 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 確 認 す
る た め の 、 そ し て １ つ ま た は 複 数 の 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め の 動 物 を 用 い る ア ッ
セ イ に 有 用 で あ る 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導 入 遺 伝 子 は 、 主 と し て マ ウ ス に お い て 、 肝 臓 中 で 効
率 的 に 発 現 さ れ て い る 。 キ セ ノ ゲ ン ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Xenogen, Inc. ） お よ び そ
の 他 の 会 社 に よ り 、 肝 臓 の よ う な 標 的 組 織 中 で 発 現 す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 導 入 遺 伝 子 を 有 す
る マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 開 発 さ れ て い る （ 例 え ば 米 国 特
許 第 ５ ， ６ ５ ０ ， １ ３ ５ 号 お よ び 第 ６ ， ２ １ ７ ， ８ ４ ７ 号 参 照 ） （ こ れ ら の 記 載 内 容 全 体
は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ る ） 。 一 般 に こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に
ル シ フ ェ リ ン を 注 入 し 、 次 に 画 像 処 理 技 術 （ ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ バ イ オ フ ォ ト ニ ッ ク イ メ ー ジ
ン グ ） を 用 い て 、 生 き て い る 動 物 全 体 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 発 現 部 位 で の 発 光 を 測 定
す る 。 し た が っ て 本 発 明 の 別 の 態 様 で は 、 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 導 入 遺
伝 子 を 有 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 、 適 切 な Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 が 発 現 し て い る 組 織 中 で 生
物 発 光 酵 素 に 対 す る 基 質 へ と 変 換 さ れ る 発 光 原 基 質 を 投 与 す れ ば よ い 。 生 物 発 光 酵 素 、 例
え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 導 入 遺 伝 子 も そ の 組 織 中 で 発 現 し て い る 場 合 は 、 光 が 生 成 さ れ 、 こ
の よ う な 光 を 任 意 の 適 切 な 手 段 に よ り 検 出 す れ ば よ い 。 上 記 の よ う に 、 動 物 を 用 い る ア ッ
セ イ に お い て 、 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に お け る Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に 関 し て 、 １
つ ま た は 複 数 の 薬 剤 を 試 験 す る こ と が で き る 。 あ る い は こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動
物 由 来 の 組 織 を 、 組 織 を 用 い る ア ッ セ イ に 用 い る こ と も で き る 。 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性 を 抑 制
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す る 薬 剤 は シ グ ナ ル を 減 少 さ せ 、 Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 発 現 を 誘 導 す る 薬 剤 は シ グ ナ ル を 増 強 す
る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る 無 機 ピ ロ リ ン 酸 塩 （ ｉ Ｐ Ｐ ） に
よ る ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 を 軽 減 す る た め の 方 法 お よ び キ ッ ト を 提 供 す る 。 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 に お け る ｉ Ｐ Ｐ の 存 在 は 、 ｉ Ｐ Ｐ が 反 応 の 再 現 性 に 影 響 を 及 ぼ し 得
る の で 、 望 ま し く な い 。 ピ ロ リ ン 酸 塩 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に よ る Ａ Ｔ Ｐ 、 Ｏ ２ お よ び ル シ
フ ェ リ ン と の 反 応 の 産 物 で あ る 。 あ る 条 件 下 で は 、 ｉ Ｐ Ｐ が 阻 害 作 用 を 有 す る レ ベ ル に 蓄
積 し 得 る 。 さ ら に ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 の 構 成 成 分 は 、 ｉ Ｐ Ｐ が 阻 害 作 用 を 有 す る
量 と な る の に 寄 与 し 得 る 。 例 え ば 反 応 を 緩 衝 す る た め に 用 い ら れ る オ ル ト リ ン 酸 塩 は 、 夾
雑 物 と し て ｉ Ｐ Ｐ を 含 有 し 得 る 。 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 の 使 用 を 回 避 す る こ と に よ り ｉ Ｐ Ｐ の 問
題 を 解 決 し 得 る が 、 こ の こ と は 、 特 に リ ン 酸 緩 衝 液 が 一 般 に 用 い ら れ る Ｐ ４ ５ ０ 反 応 に お
い て は 、 不 便 で あ る か ま た は 実 際 的 で な い こ と が 多 い 。 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 中 に
、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 （ ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ ） を 含 め る こ
と に よ り 、 ア ッ セ イ 混 合 物 中 に す で に 存 在 し て い る 可 能 性 の あ る ｉ Ｐ Ｐ 、 あ る い は ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 反 応 の 経 過 中 に 生 成 さ れ る 可 能 性 の あ る ｉ Ｐ Ｐ に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 が 低 減
ま た は 防 止 さ れ る 、 と い う こ と が 発 見 さ れ た 。 こ の 発 見 は 一 般 に 、 ｉ Ｐ Ｐ に よ る ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 阻 害 の 可 能 性 が 問 題 と な り 得 る 全 て の ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 に 適 用 可 能 で あ
る が 、 し か し シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ （ Ｐ ４ ５ ０ ） の 発 光 ア ッ セ イ に ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例
え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 含 め る こ と が 特 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し て い る 。 い か な る 理 論 に も
縛 ら れ ず に 考 え る と 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ は ｉ Ｐ Ｐ の 増 加 を 防 止 す
る と と も に ｉ Ｐ Ｐ を オ ル ト リ ン 酸 塩 へ と 加 水 分 解 し て 溶 液 か ら ｉ Ｐ Ｐ を 除 去 す る よ う に 作
用 す る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 、 ル シ フ ェ ラ ー
ゼ を 添 加 す る 前 、 添 加 と 同 時 、 ま た は 直 後 に 添 加 す れ ば よ い 。 好 ま し く は ピ ロ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 添 加 と 同 時 に ア ッ セ イ 混 合 物 に 添 加 し て
、 混 合 物 中 に す で に 存 在 す る ｉ Ｐ Ｐ お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 中 に 生 成 さ れ る ｉ Ｐ Ｐ を 全
て 分 解 す る 。 反 応 に 用 い ら れ る ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ の 量 は 、 す で に
存 在 す る か ま た は そ の 後 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の 経 過 中 に 生 成 さ れ 得 る 全 て の ｉ Ｐ Ｐ を 除 去
ま た は 排 除 す る の に 十 分 な 量 で あ る 。 一 般 に 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ
の 存 在 下 で は 、 反 応 混 合 物 中 の ｉ Ｐ Ｐ の レ ベ ル は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に お い て ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 活 性 に 有 意 な 作 用 を ほ と ん ど ま た は 全 く 及 ぼ さ な い 量 ま で 排 除 ま た は 低 減 さ れ る 。
す な わ ち ｉ Ｐ Ｐ の レ ベ ル は 十 分 低 く 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 は 有 意 で は な い レ ベ ル に 低 減 さ
れ る 。 ｉ Ｐ Ｐ は 、 種 々 の 供 給 源 に 由 来 し う る 。 供 給 源 の 例 と し て は 、 例 え ば 酵 母 、 原 核 生
物 お よ び 哺 乳 類 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の 実 施 に 際 し て は 、 出 芽
酵 母 （ Saccharomyces cerevisiae） 由 来 の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ が 好 ま し い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 、 無 細 胞 ま た は
細 胞 を 用 い る 発 光 Ｐ ４ ５ ０ ア ッ セ イ に 含 め る こ と が で き る 。 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 は 、 ホ タ ル ル シ
フ ェ ラ ー ゼ の 基 質 前 駆 体 で あ る ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を ル シ フ ェ リ ン 基 質 に 変 換 し 、 ル シ フ
ェ リ ン 基 質 は 次 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ と 反 応 し て 、 光 を 生 じ る 。 例 え ば 、 上 記 の 二 段 階 の 方 法
の 第 一 段 階 で は 、 Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 適 切 な ア ッ セ イ 反 応 条 件 下 で ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と と も
に イ ン キ ュ ベ ー ト す れ ば よ い 。 第 二 段 階 で は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び Ａ Ｔ Ｐ が 第 一 段 階 の
混 合 物 に 添 加 さ れ る と 、 第 一 段 階 で 生 成 さ れ た ル シ フ ェ リ ン 基 質 が 発 光 的 に 検 出 さ れ る 。
一 般 に 、 ｐ Ｈ を 緩 衝 す る た め に 第 一 段 階 に お い て Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 液 を 使 用 し 、 そ の 濃 度 を 変
え る こ と に よ り 特 定 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム に 関 す る 最 適 な 塩 濃 度 を 提 供 す る の が 便 利
で あ る 。 し か し な が ら Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 液 の 中 に は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 阻 害 し 、 し た が っ て ル
シ フ ェ リ ン の 検 出 を 妨 害 し 得 る 十 分 量 の ｉ Ｐ Ｐ 夾 雑 物 を 含 む も の が あ る 。 反 応 混 合 物 に ｉ
Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 添 加 す る こ と に よ り 、 あ ら ゆ る ｉ Ｐ Ｐ 夾 雑 物 の 存 在 に よ る 阻 害 を 低 減 ま た は
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防 止 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 、 任 意 の ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 反 応 、 例 え ば 無 細 胞 ま た は 細 胞 を 用 い る ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に 含 め 得 る 。
反 応 構 成 成 分 と し て ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 添 加 す る こ と に よ り 、 ル
シ フ ェ ラ ー ゼ の ｉ Ｐ Ｐ に よ る 阻 害 に 関 す る 問 題 を 伴 わ ず に 従 来 の リ ン 酸 緩 衝 液 中 で こ れ ら
の ア ッ セ イ が 実 施 可 能 と な る 。 そ の 他 の 用 途 と し て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に よ り 生 成 さ
れ る ｉ Ｐ Ｐ が 阻 害 作 用 を 有 す る レ ベ ル に 蓄 積 す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ に お け る ｉ Ｐ Ｐ
ア ー ゼ の 使 用 が 挙 げ ら れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 実 施 形 態 で は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 活 性 、 ま た は シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 活 性
に 及 ぼ す 物 質 （ 例 え ば 薬 剤 候 補 ） の 作 用 を 決 定 す る た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 こ の よ う
な キ ッ ト は 、 １ つ ま た は 複 数 の 容 器 中 に 、 通 常 は ア ッ セ イ に お け る 使 用 を 容 易 に す る た め
に 便 利 に 包 装 さ れ た 状 態 で 、 本 発 明 に 従 っ て ア ッ セ イ お よ び 方 法 を 実 行 す る の に 不 可 欠 な
多 量 の 種 々 の 組 成 物 を 含 ん で い る 。 し た が っ て キ ッ ト は 、 １ つ ま た は 複 数 の 種 類 の シ ト ク
ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 ； １ つ ま た は 複 数 の 種 類 の シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 の た め の 基 質 で あ り
か つ 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 の 基 質 前 駆 体 で あ る １ つ ま た は 複 数 の 発 光
原 分 子 、 例 え ば Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 ； 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ 酵 素 ； な
ら び に キ ッ ト を 使 用 す る た め の 使 用 説 明 書 を 含 み 得 る 。 任 意 選 択 で 、 キ ッ ト は 、 Ａ Ｔ Ｐ 、
Ｍ ｇ イ オ ン の 供 給 源 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 例 え ば ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ
、 お よ び ／ ま た は 緩 衝 剤 も し く は 適 切 な ｐ Ｈ お よ び イ オ ン 強 度 の 溶 液 を 提 供 す る た め の 任
意 の そ の 他 の 反 応 構 成 成 分 を 含 む 。 上 述 し た よ う に 、 種 々 の 構 成 成 分 を 合 わ せ て 、 例 え ば
溶 液 ま た は 凍 結 乾 燥 し た 混 合 物 と し て 単 一 の 容 器 に 入 れ て も よ い し 、 あ る い は 種 々 の 組 合
せ と し て （ １ つ １ つ 別 個 に す る 場 合 も 含 む ） 複 数 の 容 器 中 に 入 れ て も よ い 。 好 ま し い キ ッ
ト は 、 Ｐ ４ ５ ０ 基 質 （ 例 え ば Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 ） の 入 っ た バ イ ア ル （ 単 数 ま た は 複
数 ） 、 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 任 意 の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ （ 好 ま し く は 出 芽
酵 母 由 来 ） の 混 合 物 （ 好 ま し く は 凍 結 乾 燥 調 製 物 ） の 入 っ た バ イ ア ル （ 単 数 ま た は 複 数 ）
； な ら び に 生 物 発 光 酵 素 、 例 え ば ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 希 釈 す る た め の Ａ Ｔ Ｐ を 含 有 す る 希 釈
用 緩 衝 液 （ 凍 結 乾 燥 し た ル シ フ ェ ラ ー ゼ ／ Ａ Ｔ Ｐ 調 製 物 の 場 合 、 こ の 緩 衝 液 は 「 再 構 成 緩
衝 液 」 で あ る ） の 入 っ た バ イ ア ル を 含 む 。 希 釈 緩 衝 液 ま た は 再 構 成 緩 衝 液 は 、 界 面 活 性 剤
も 含 有 す る こ と に な る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 キ ッ ト に は 、 当 業 者 に は 周 知 の よ う に 、 キ ッ ト を 用 い て 実 行 す る ア ッ セ イ の 信 頼 性 お よ
び 精 度 を 保 証 す る た め に 、 種 々 の 対 照 物 お よ び 標 準 物 、 例 え ば Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 を 含 ま な い も
の （ 陰 性 対 照 ） も 含 ま れ う る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ５ ４ 】
　 （ 材 料 ） 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 で 発 現 さ せ た Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 調 製 物 （ Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｏ ｍ ｅ ｓ （ 登 録
商 標 ） ） 、 プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム お よ び Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ 生 成 系 （ Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 グ ル コ
ー ス － ６ － リ ン 酸 お よ び グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） を 、 ゲ ン テ ス ト （ Ge
nTest 、 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ウ ォ バ ー ン 所 在 ） か ら 購 入 し た 。 基 質 で あ る ル シ フ ェ リ
ン ６ ’ メ チ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ ） 、 エ チ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ ） 、 ク ロ ロ エ チ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ
Ｅ ） お よ び ベ ン ジ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ ） エ ー テ ル お よ び デ ヒ ド ロ キ シ ル シ フ ェ リ ン （ Ｈ － Ｌ
ｕ ｃ ） は 、 プ ロ メ ガ バ イ オ サ イ エ ン シ ズ （ Promega Biosciences 、 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州
サ ン ル イ ス オ ビ ス ポ 所 在 ） に よ り 製 造 さ れ た 。 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ は 、 シ グ
マ ア ル ド リ ッ チ （ Sigma-Aldrich 、 米 国 セ ン ト ル イ ス 所 在 ） か ら も 購 入 し た 。 ホ タ ル （ Ph
oturis pennsylvanica） 由 来 の ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 組 換 え 突 然 変 異 体 は 、 プ ロ メ ガ （
Promega ） か ら 入 手 し た （ １ ７ ） 。 本 明 細 書 中 で 言 及 し た 化 学 試 薬 お よ び 溶 媒 は 全 て 、 多
数 の 商 業 的 供 給 元 、 例 え ば ア ル ド リ ッ チ ケ ミ カ ル 社 （ Aldrich Chemical Co.） ま た は フ ィ
ッ シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク （ Fischer Scientific） か ら 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 日 立
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６ ０ Ｍ Ｈ ｚ 　 Ｒ － １ ２ ０ ０ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 光 計 ま た は バ リ ア ン （ Varian） Ｖ Ｘ － ３ ０ ０ 　 Ｎ Ｍ
Ｒ 分 光 計 で 、 Ｎ Ｍ Ｒ ス ペ ク ト ル 分 析 を 実 施 し た 。 ミ ダ ッ ク （ Midac ） Ｍ シ リ ー ズ Ｆ Ｔ － Ｉ
Ｒ 計 器 を 用 い て Ｉ Ｒ ス ペ ク ト ル を 得 た 。 フ ィ ネ ガ ン （ Finnegan） Ｍ Ａ Ｔ ９ ０ 質 量 分 析 計 を
用 い て 質 量 ス ペ ク ト ル デ ー タ を 得 た 。 融 点 は 全 て 補 正 さ れ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 （ 実 施 例 １ ： ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の 合 成 ）
　 　 （ ａ ） ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 誘 導 体 の 調 製
　 　 ル シ フ ェ ロ ー ル ： 　 Ｔ Ｈ Ｆ （ １ ５ ｍ Ｌ ） 中 の Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 遊 離 酸 （ ０ ． ４ ３ ｇ 、
１ ． ５ ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 懸 濁 液 を － ２ ０ ℃ 浴 （ ド ラ イ ア イ ス － イ ソ プ ロ パ ノ ー ル ） 中 で 冷 却
し た 。 懸 濁 液 に 、 ボ ラ ン － Ｔ Ｈ Ｆ の 溶 液 （ Ｔ Ｈ Ｆ 中 の １ Ｍ 溶 液 を １ ． ８ ｍ Ｌ 。 １ ． ８ ｍ ｍ
ｏ ｌ ） を シ リ ン ジ で 滴 下 し た 。 淡 黄 色 溶 液 を 、 窒 素 下 で 一 晩 （ 約 １ ５ ｈ ） 放 置 し て 周 囲 温
度 に 暖 め た 。 追 加 の ボ ラ ン － Ｔ Ｈ Ｆ （ Ｔ Ｈ Ｆ 中 の １ Ｍ 溶 液 を ２ ． ５ ｍ Ｌ 。 ２ ． ５ ｍ ｍ ｏ ｌ
） を 添 加 し 、 反 応 を さ ら に ２ ４ ｈ 進 行 さ せ た 。 １ ０ ％ 酢 酸 水 溶 液 の 添 加 に よ り 過 剰 な ボ ラ
ン － Ｔ Ｈ Ｆ を ク エ ン チ し て 、 そ の 結 果 生 じ た 二 層 を 酢 酸 エ チ ル （ ３ × ７ ５ ｍ Ｌ ） で 抽 出 し
た 。 抽 出 物 を 合 わ せ て 乾 燥 、 蒸 発 さ せ 、 橙 色 固 体 を 得 て 、 同 固 体 を 、 ４ ： １ の ジ ク ロ ロ メ
タ ン － メ タ ノ ー ル を 用 い て シ リ カ ゲ ル （ ７ ０ ｇ ） に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し た 。
こ の 精 製 操 作 に よ り 、 残 存 し て い る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 遊 離 酸 が 極 性 の 低 い 混 合 生 成 物 か ら
分 離 さ れ た 。 こ の 極 性 の 低 い 混 合 生 成 物 を 、 メ タ ノ ー ル － 水 勾 配 を 用 い た ２ ． ５ ４ ｃ ｍ （
１ イ ン チ ） の シ ナ ジ ー （ Synergi ） ４ μ 　 Ｍ Ａ Ｘ － Ｒ Ｐ 　 ８ ０ Ａ カ ラ ム （ １ ０ ０ × ２ １ ．
２ ０ ｍ ｍ ） 上 で の 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 離 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 １
０ ｍ ｇ （ 収 率 ３ ％ ） の 所 望 の 物 質 を 淡 黄 色 固 体 と し て 得 た 。 こ の 生 成 物 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析
に よ る と 純 度 ９ ５ ． ４ ％ で あ っ た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ － ） ： ｍ ／ ｚ ２ ６ ４ ． ４ （ Ｍ － Ｈ ） － ；
計 算 値 ： ２ ６ ５ ． ０ １ 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 　 ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 還 流 冷 却 器 、 加 熱 マ ン ト ル お よ び 内 部 温 度 探 針 を 装
備 し た １ Ｌ の 三 首 フ ラ ス コ に 、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 １ ０ ０ ｍ Ｌ ） 中 の シ ア
ン 化 カ リ ウ ム （ １ ． ５ ０ ｇ 、 ２ ３ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 ２ － ク ロ ロ ベ ン ゾ
チ ア ゾ ー ル （ ２ ． ６ ｇ 、 ２ ． ０ ｍ Ｌ 、 １ ５ ． ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を ピ ペ ッ ト で 反 応 フ ラ ス コ に 添
加 し 、 反 応 物 を ８ ０ ℃ （ 内 部 温 度 ） で 加 熱 し た 。 Ｔ Ｌ Ｃ （ ９ ： １ 　 ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル
） に よ り 、 反 応 を 定 期 的 に モ ニ タ リ ン グ し た 。 ５ 時 間 後 、 反 応 は 約 ５ ０ ％ 完 了 し た よ う に
見 え た 。 １ ７ 時 間 後 、 Ｔ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 反 応 は 完 了 と 判 定 さ れ た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で
冷 却 さ せ て 、 次 に エ ー テ ル （ ５ × １ ０ ０ ｍ Ｌ ） で 抽 出 し た 。 抽 出 物 を 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 脱
水 し 、 濃 縮 し て 、 黄 色 － 橙 色 の 固 体 を 得 た 。 こ の 粗 製 固 体 を 、 ９ ： １ 　 ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ
チ ル を 用 い て シ リ カ ゲ ル （ １ ０ ０ ｇ ） 上 で 精 製 し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、
濃 縮 し て 、 １ ． ４ ｇ （ ５ ７ ％ ） の 所 望 の 物 質 を 黄 色 － 橙 色 の 固 体 と し て 得 た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ －
ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、 構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 　 ６ － （ ２ － ク ロ ロ エ ト キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 還 流 冷 却 器 を 装 備 し
た ５ ０ ｍ Ｌ の 二 首 丸 底 フ ラ ス コ 中 に 、 ア セ ト ン （ ５ ｍ Ｌ ） 中 の ２ － シ ア ノ － ６ － ヒ ド ロ キ
シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ０ ｇ 、 ５ ． ６ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 無 水 炭 酸 カ リ
ウ ム （ １ ． ５ ７ ｇ 、 １ １ ． ３ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る と 、 懸 濁 液 は 黄 色 溶 液 に
変 わ っ た 。 次 に １ － ブ ロ モ － ２ － ク ロ ロ エ タ ン （ １ ． ０ ６ ｇ 、 ０ ． ５ ６ ｍ Ｌ 、 ７ ． ３ ８ ｍ
ｍ ｏ ｌ ） を シ リ ン ジ で 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を 加 熱 撹 拌 プ レ ー ト お よ び 油 浴 を 用 い て 還 流 で
加 熱 し た 。 Ｒ Ｐ 　 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 定 期 的 に 反 応 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 ５ 時 間 後 、 反 応 は 約
３ ０ ％ 完 了 し た よ う に 見 え た 。 さ ら に １ － ブ ロ モ － ２ － ク ロ ロ エ タ ン （ ２ ． ８ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ
、 ０ ． ２ １ ｍ Ｌ ） を 添 加 し 、 反 応 物 を 一 晩 還 流 し た 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 は 、 反 応 が 約 ５ ０ ％ 完
了 し て い る こ と を 示 し た 。 さ ら に １ － ブ ロ モ － ２ － ク ロ ロ エ タ ン （ ２ ． ８ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ 、 ０
． ２ １ ｍ Ｌ ） お よ び 炭 酸 カ リ ウ ム （ ０ ． ６ ０ ｇ 、 ４ ． ３ ７ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し 、 反 応 物 を
そ の 日 の 残 り の 時 間 （ 約 ７ 時 間 ） 還 流 し た 。 反 応 は 約 ６ ４ ％ 完 了 し 、 反 応 物 を 一 晩 還 流 し
た 。 翌 朝 、 反 応 は 約 ８ ４ ％ 完 了 し た こ と が 判 明 し た 。 さ ら に １ － ブ ロ モ － ２ － ク ロ ロ エ タ
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ン （ ２ ． ８ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ 、 ０ ． ２ １ ｍ Ｌ ） お よ び 炭 酸 カ リ ウ ム （ ０ ． ６ ０ ｇ 、 ４ ． ３ ７ ｍ ｍ
ｏ ｌ ） を 添 加 し 、 反 応 物 を そ の 日 の 残 り の 時 間 （ 約 ７ 時 間 ） 還 流 し た 。 こ の 時 点 で 反 応 は
約 ９ ２ ％ 完 了 で あ っ た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 さ せ て 、 次 に ガ ラ ス 繊 維 紙 を 通 し て 濾
過 し 、 ア セ ト ン で す す い だ 。 濾 液 を 濃 縮 し て 、 黄 色 － 褐 色 の 固 体 を 得 た 。 こ の 粗 製 固 体 （
１ ． ３ ｇ ） を 、 ４ ： １ 　 ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル を 用 い て シ リ カ ゲ ル （ １ ０ ０ ｇ ） 上 で 精 製
し た 。 生 成 物 を 含 有 す る 画 分 を プ ー ル し 、 濃 縮 し て 、 １ ． ０ ｇ （ ７ ４ ％ ） の 所 望 の 物 質 を
オ フ ホ ワ イ ト 色 の 固 体 と し て 得 た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、 構 造
を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 　 ６ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　
還 流 冷 却 器 を 装 備 し た １ ０ ０ ｍ Ｌ の 二 首 丸 底 フ ラ ス コ 中 に 、 ア セ ト ン （ ５ ｍ Ｌ ） 中 の ２ －
シ ア ノ － ６ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ０ ｇ 、 ５ ． ６ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 懸 濁 液 を 調
製 し た 。 無 水 炭 酸 カ リ ウ ム （ ０ ． ９ ４ ｇ 、 ６ ． ８ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る と
、 懸 濁 液 は 黄 色 の 溶 液 に 変 わ っ た 。 次 に 臭 化 ４ － （ ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ） ベ ン ジ ル （ １ ．
４ ９ ｇ 、 ６ ． ２ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し 、 加 熱 撹 拌 プ レ ー ト お よ び 油 浴 を 用 い て １ ５ 時 間 還
流 し て 反 応 混 合 物 を 加 熱 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 さ せ て 、 次 に 濾 過 し て 無 機 塩 を
除 去 し た 。 濾 液 を 回 転 蒸 発 に よ り 濃 縮 し て 、 １ ． ７ ｇ （ 収 率 ８ ９ ％ ） の オ フ ホ ワ イ ト 色 の
固 体 を 得 て 、 こ れ を 精 製 せ ず に 用 い た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、
構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 　 ６ － （ ベ ン ジ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 還 流 冷 却 器 を 装 備 し た １
０ ０ ｍ Ｌ の 二 首 丸 底 フ ラ ス コ 中 に 、 ア セ ト ン （ ３ ５ ｍ Ｌ ） 中 の ２ － シ ア ノ － ６ － ヒ ド ロ キ
シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ０ ． ３ ５ ｇ 、 ２ ． ０ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 無 水 炭 酸 カ
リ ウ ム （ ０ ． ３ ３ ｇ 、 ２ ． ４ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る と 、 懸 濁 液 は 黄 色 の 溶
液 に 変 わ っ た 。 次 に 臭 化 ベ ン ジ ル （ ０ ． ４ １ ｇ 、 ０ ． ２ ９ ｍ Ｌ 、 ２ ． ４ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添
加 し 、 反 応 混 合 物 を 加 熱 撹 拌 プ レ ー ト お よ び 油 浴 を 用 い て １ ５ 時 間 還 流 し て 加 熱 し た 。 反
応 混 合 物 を 室 温 に 冷 却 さ せ て 、 次 に 濾 過 し て 無 機 塩 を 除 去 し た 。 濾 液 を 回 転 蒸 発 に よ り 濃
縮 し て 、 ０ ． ５ １ ｇ の 淡 黄 色 固 体 を 得 た 。 こ の 粗 製 物 質 を 、 ４ ： １ 　 ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ
ル の 混 合 物 か ら 成 る 移 動 相 を 用 い た シ リ カ ゲ ル （ ２ ４ ｇ ） 上 の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 精 製 し て 、 ４ １ ０ ｍ ｇ （ 収 率 ７ ７ ％ ） の 所 望 の 物 質 を 白 色 発 泡 体 と し て 得 た 。
Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、 構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 　 ６ － （ ２ － フ ェ ニ ル エ ト キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 還 流 冷 却 器 を 装 備
し た １ ０ ０ ｍ Ｌ の 二 首 丸 底 フ ラ ス コ 中 に 、 ア セ ト ン （ ５ ｍ Ｌ ） 中 の ２ － シ ア ノ － ６ － ヒ ド
ロ キ シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ０ ０ ｇ 、 ５ ． ６ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 懸 濁 液 を 調 製 し た 。 無 水 炭
酸 カ リ ウ ム （ １ ． １ ８ ｇ 、 ８ ． ５ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 反 応 混 合 物 に 添 加 す る と 、 懸 濁 液 は 黄 色
の 溶 液 に 変 わ っ た 。 次 に （ ２ － ブ ロ モ エ チ ル ） ベ ン ゼ ン （ １ ． ３ ７ ｇ 、 ０ ． ８ ８ ｍ Ｌ 、 ７
． ３ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を 加 熱 撹 拌 プ レ ー ト お よ び 油 浴 を 用 い て 還 流 し て
加 熱 し た 。 反 応 物 の ア リ コ ー ト の Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 、 反 応 の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ し た 。
１ ５ 時 間 の 還 流 後 、 反 応 は 約 ４ ０ ％ 完 了 し た 。 さ ら に （ ２ － ブ ロ モ エ チ ル ） ベ ン ゼ ン （ ０
． ５ 当 量 、 ２ ． ８ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び 炭 酸 カ リ ウ ム （ ０ ． ５ 当 量 、 ２ ． ８ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を
、 出 発 物 質 が 消 費 さ れ る ま で ２ 日 間 の 経 過 中 、 定 期 的 に 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 周 囲 温 度
ま で 冷 却 さ せ て 、 次 に 濾 過 し て 無 機 塩 を 除 去 し た 。 回 転 蒸 発 に よ り 濾 液 を 濃 縮 し て 、 ２ ．
２ ｇ の 粗 製 油 を 得 た 。 こ の 粗 生 成 物 を 、 ９ ： １ 　 ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル の 混 合 物 か ら 成 る
初 期 移 動 相 を 用 い た シ リ カ ゲ ル 上 の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 移 動
相 を ５ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル の 混 合 物 に 調 整 し 、 次 に ７ ： ３ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ
ル の 混 合 物 に 調 整 し て 、 ８ ０ ０ ｍ ｇ （ 収 率 ５ ０ ％ ） の 所 望 の 物 質 を オ フ ホ ワ イ ト 色 の 発 泡
体 と し て 得 た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、 構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 　 ６ － （ ゲ ラ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 ア セ ト ン （ ５ ｍ Ｌ ） 、 無
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水 炭 酸 カ リ ウ ム （ １ ． ２ ｇ 、 ８ ． ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び 臭 化 ゲ ラ ニ ル （ １ ． ５ ｍ Ｌ 、 ７ ． ３
ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 含 有 す る 乾 燥 し た ２ ５ ｍ ｌ 丸 底 フ ラ ス コ に 、 ６ － ヒ ド ロ キ シ － ２ － シ ア ノ ベ
ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ｇ 、 ５ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 混 合 物 を 撹 拌 し な が ら ア ル ゴ ン 下
で 還 流 し た 。 ２ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル で 展 開 す る Ｔ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 、 反 応 の 進 行 を
モ ニ タ リ ン グ し た 。 ２ ０ 時 間 後 、 冷 却 し た 反 応 混 合 物 か ら 炭 酸 カ リ ウ ム を 濾 過 し た 。 溶 液
を 真 空 濃 縮 し て 、 ２ ． １ ｇ の 固 体 を 得 た 。 こ の 固 体 を 、 ９ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル の
混 合 物 を 用 い た フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー
ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 ０ ． ８ ４ ｇ の 固 体 を 得 た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に
よ り 構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 　 ６ － （ プ レ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 ア セ ト ン （ ５ ｍ Ｌ ） 、 無
水 炭 酸 カ リ ウ ム （ １ ． ２ ｇ 、 ８ ． ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び 臭 化 プ レ ニ ル （ ８ ３ ９ μ Ｌ 、 ７ ． ３
ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 含 有 す る 乾 燥 し た ２ ５ ｍ ｌ 丸 底 フ ラ ス コ に 、 ６ － ヒ ド ロ キ シ － ２ － シ ア ノ ベ
ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ０ ｇ 、 ５ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 混 合 物 を 撹 拌 し な が ら ア ル ゴ
ン 下 で 還 流 し た 。 ２ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル で 展 開 す る Ｔ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 、 反 応 の 進
行 を モ ニ タ リ ン グ し た 。 ２ ８ 時 間 後 、 冷 却 し た 反 応 混 合 物 か ら 炭 酸 カ リ ウ ム を 濾 過 し た 。
溶 液 を 真 空 濃 縮 し て 、 １ ． ７ ｇ の 固 体 を 得 た 。 こ の 固 体 を 、 ９ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ
ル を 用 い て 徐 々 に ４ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル ま で 段 階 的 に 変 化 さ せ る フ ラ ッ シ ュ ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り さ ら に 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 ０ ． ８ ｇ の
固 体 を 得 た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、 構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 　 ６ － （ ２ － ピ コ リ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 臭 化 水 素 酸 （ ブ ロ
モ メ チ ル ） ピ リ ジ ン （ １ ． ８ ７ ｇ 、 ７ ． ３ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び ２ － シ ア ノ － ６ － ヒ ド ロ キ
シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ０ ０ ｇ 、 ５ ． ６ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を ア セ ト ン （ ５ ０ ｍ Ｌ ） 中 に 懸 濁
し た 。 炭 酸 カ リ ウ ム （ １ ． ９ ６ ｇ 、 １ ４ ． ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 導 入 後 、 懸 濁 液 を 窒 素 下 で ７ ２
時 間 還 流 し た 。 混 合 物 を 冷 却 し 、 固 体 を 濾 過 し た 後 、 濾 液 を 濃 縮 し 、 ヘ プ タ ン 中 の ５ ０ ％
～ ７ ５ ％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い た シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た 。 帯 黄
色 の 固 体 を 収 率 ７ ２ ％ で 得 た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ 　 ２ ６ ７ ． ９ ０ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ；
計 算 値 ： ２ ６ ８ ． ０ ５ 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 　 ６ － （ ３ － ピ コ リ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 ア セ ト ン （ ５ ０ ｍ
Ｌ ） 中 の ２ － シ ア ノ － ６ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ０ ． ３ ９ ｇ 、 ２ ． ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ）
の 溶 液 に 、 ３ － 臭 化 水 素 酸 （ ブ ロ モ メ チ ル ） ピ リ ジ ン （ ０ ． ７ ｇ 、 ２ ． ７ ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） 、
炭 酸 セ シ ウ ム （ ２ ． １ ５ ｇ 、 ６ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び 触 媒 量 の ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 し
た 。 ３ Ａ の モ レ キ ュ ラ ー シ ー ブ を 添 加 し 、 黄 色 の 懸 濁 液 を 窒 素 下 で ４ ０ 時 間 還 流 し た 。 混
合 物 を 冷 却 し 、 固 体 を 濾 過 し た 後 、 濾 液 を 濃 縮 し 、 ヘ プ タ ン 中 の ５ ０ ％ ～ １ ０ ０ ％ 酢 酸 エ
チ ル を 用 い た シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た 。 帯 黄 色 の 固 体 を 収 率
６ １ ％ で 得 た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ 　 ２ ６ ７ ． ６ ４ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ２ ６ ８
． ０ ５ 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 　 ６ － （ ４ － ピ コ リ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル ： 　 ア セ ト ン （ ５ ０ ｍ
Ｌ ） 中 の ２ － シ ア ノ － ６ － ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． １ ８ ｇ 、 ６ ． ７ １ ｍ ｍ ｏ ｌ
） の 溶 液 に 、 ３ Ａ の モ レ キ ュ ラ ー シ ー ブ お よ び 炭 酸 セ シ ウ ム （ ３ ． ９ ８ ｇ 、 １ ２ ． ２ ｍ ｍ
ｏ ｌ ） を 添 加 し た 。 そ の 結 果 生 じ た 懸 濁 液 を 室 温 で ２ 時 間 撹 拌 し た 。 次 に 別 途 等 量 の 炭 酸
セ シ ウ ム （ １ ． ９ ９ ｇ 、 ６ ． １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 導 入 し 、 そ の 後 、 臭 化 水 素 酸 ４ － （ ブ ロ モ メ
チ ル ） ピ リ ジ ン （ １ ． ０ ｇ 、 ６ ． １ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び 触 媒 量 の ヨ ウ 化 セ シ ウ ム を 添 加 し た
。 そ の 結 果 生 じ た 黄 色 の 懸 濁 液 を 窒 素 下 で ４ ８ 時 間 還 流 し た 。 混 合 物 を 冷 却 し 、 固 体 を 濾
過 し た 後 、 濾 液 を 濃 縮 し 、 ヘ プ タ ン 中 の ３ ０ ％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い た シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し て 、 出 発 物 質 を 除 去 し 、 次 に 酢 酸 エ チ ル 中 の ２ ５ ％ メ タ ノ ー
ル を 除 去 し た 。 帯 黄 色 の 固 体 を 収 率 ７ ０ ％ で 得 た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ 　 ２ ６ ７ ．
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７ ４ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ２ ６ ８ ． ０ ５ 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 　 （ ｂ ） ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 誘 導 体 を Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 へ 変 換 さ せ る た
め の 一 般 的 手 法
　 塩 酸 シ ス テ イ ン 一 水 和 物 の ０ ． ３ ９ Ｍ 水 溶 液 （ ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 誘 導 体 の 量
に 基 づ い て 、 １ ． ３ 当 量 ） を 、 等 容 積 の ０ ． ３ ９ Ｍ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶 液 中 に 滴 下 し 、 こ の と
き ６ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ の 添 加 に よ り ｐ Ｈ を ６ ～ ７ に 保 持 し た 。 別 個 の 反 応 フ ラ ス コ 中 で 、 ０ ． １
Ｍ 溶 液 を 調 製 す る の に 十 分 な メ タ ノ ー ル 中 に ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 誘 導 体 を 溶 解 し
た 。 こ の 溶 液 を 窒 素 で パ ー ジ し て 、 酸 素 を 除 去 し た 。 上 記 の シ ス テ イ ン ／ 炭 酸 カ リ ウ ム 溶
液 を 、 ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル 誘 導 体 が 入 っ て い る 反 応 フ ラ ス コ に 滴 下 し 、 こ の と き
６ Ｍ 　 Ｈ Ｃ ｌ の 添 加 に よ り ｐ Ｈ を ６ ～ ７ に 保 持 し た 。 Ｔ Ｌ Ｃ に よ り 反 応 を モ ニ タ リ ン グ し
、 完 了 時 に 、 反 応 混 合 物 を 、 冷 水 浴 （ ＜ ３ ０ ℃ ） を 用 い て 回 転 蒸 発 に よ り 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 　 ６ ’ － デ オ キ シ ル シ フ ェ リ ン （ Ｈ － Ｌ ｕ ｃ ） ： 　 一 般 的 手 法 に 従 っ て 、 ２ － シ ア ノ ベ
ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 ０ ． ６ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た 。 ９ ： １ の ジ ク ロ ロ メ タ
ン － メ タ ノ ー ル を 用 い た シ リ カ ゲ ル （ ２ ０ ｇ ） 上 で の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 固 体 の 粗 生 成 物 を 精 製 し 、 １ ６ ３ ｍ ｇ （ ９ ９ ％ ） の 所 望 の 物 質 を 淡 黄 色 の 固 体 と し て 得
た 。 こ の 物 質 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 純 度 ９ ６ ％ で あ っ た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ － ） ： ｍ ／ ｚ 　
２ ６ ３ ． ４ ０ （ Ｍ － Ｈ ） － ； 計 算 値 ： ２ ６ ２ ． ９ ９ 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － （ ２ － ク ロ ロ エ チ ル ） エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手
法 に 従 っ て 、 ６ － （ ２ － ク ロ ロ エ ト キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ０ ｇ 、 ４
． １ ９ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た 。 こ の よ う に し て 得 ら れ た 固 体 生 成 物 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に
よ る 純 度 が ９ ９ ． ５ ％ で あ り 、 さ ら な る 精 製 が 必 要 で あ る と は 思 わ れ な か っ た 。 こ の 生 成
物 の 収 量 は 、 １ ． ３ ６ ｇ （ 収 率 ９ ５ ％ ） で あ っ た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ 　 ３ ４ ２ ．
９ ４ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ３ ４ ３ ． ０ ０ 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － ベ ン ジ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法 に 従 っ て 、 ６
－ （ ベ ン ジ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ０ ． ４ １ ｇ 、 １ ． ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か
ら 調 製 し た 。 固 体 の 粗 生 成 物 を 、 最 初 に １ ０ ０ ％ ジ ク ロ ロ メ タ ン を 用 い て 、 徐 々 に ８ ： ２
の ジ ク ロ ロ メ タ ン － メ タ ノ ー ル ま で 段 階 的 に 変 化 さ せ る シ リ カ ゲ ル （ ９ ０ ｇ ） 上 の フ ラ ッ
シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し て 、 所 望 の 生 成 物 １ ９ ０ ｍ ｇ （ 収 率 ３ ４ ％ ） を 得 た
。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ － ） ： ｍ ／ ｚ 　 ３ ６ ８ ． ６ ７ （ Ｍ － Ｈ ） － ； 計 算 値 ： ３ ６ ９ ． ０ ４ 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ） ベ ン ジ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｔ Ｆ Ｍ
Ｂ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法 に 従 っ て 、 ６ － （ ４ － ト リ フ ル オ ロ メ チ ル ベ ン ジ ル オ キ シ ） － ２ －
シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ １ ． ７ ｇ 、 ５ ． ０ ８ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た 。 そ の 結 果 生 じ た
固 体 を 、 最 初 に ９ ９ ： １ の ジ ク ロ ロ メ タ ン － メ タ ノ ー ル を 用 い て 、 徐 々 に ９ ： １ の ジ ク ロ
ロ メ タ ン － メ タ ノ ー ル ま で 段 階 的 に 変 化 さ せ る シ リ カ ゲ ル 上 の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 所 望 の 生 成 物 ７ ０ ０ ｍ ｇ （ ３
１ ％ ） を 固 体 と し て 得 た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － （ ２ － フ ェ ニ ル エ チ ル ） エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ Ｅ ） ： 　 一 般 的
手 法 に 従 っ て 、 ６ － （ ２ － ク ロ ロ エ ト キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ０ ． ８ ０ ｇ
、 ２ ． ８ ５ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た 。 そ の 結 果 生 じ た 固 体 を 、 最 初 に ６ ： ３ ： １ の ヘ プ タ
ン － 酢 酸 エ チ ル － メ タ ノ ー ル の 混 合 物 、 次 に ５ ： ３ ： ２ の メ タ ノ ー ル － ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ
チ ル の 混 合 物 を 用 い る シ リ カ ゲ ル 上 で の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。
適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 所 望 の 生 成 物 １ ４ ５ ｍ ｇ （ １ ４ ％ ） を 固 体 と し て 得
た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ 　 ３ ８ ４ ． ５ ２ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ３ ８ ５ ． ０ ７ 。
【 ０ １ ７ ２ 】
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　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － ゲ ラ ニ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｇ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法 に 従 っ て 、 ６
－ ゲ ラ ニ ル オ キ シ － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ０ ． ８ ｇ ） か ら 調 製 し た 。 そ の 結 果 生
じ た 固 体 を 、 ９ ： １ の ジ ク ロ ロ メ タ ン － メ タ ノ ー ル を 用 い て 、 シ リ カ ゲ ル 上 の フ ラ ッ シ ュ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 １ ０ １ ｍ ｇ の
固 体 を 得 た 。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 、 構 造 を 確 認 し た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － プ レ ニ ル エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法 に 従 っ て 、 ６
－ プ レ ニ ル オ キ シ － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ０ ． ８ ｇ ） か ら 調 製 し た 。 そ の 結 果 生
じ た 固 体 を 、 最 初 に 、 ９ ： １ の ジ ク ロ ロ メ タ ン － メ タ ノ ー ル を 徐 々 に ８ ： ２ の ジ ク ロ ロ メ
タ ン ： メ タ ノ ー ル ま で 段 階 的 に 変 化 さ せ る フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た
。 次 に 該 固 体 を ２ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル を 用 い る フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
よ り 再 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 ３ ３ ９ ｍ ｇ の 帯 黄 色 の 固 体 を 得 た
。 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ － ｄ ６ 中 で の １ Ｈ 　 Ｎ Ｍ Ｒ 分 析 に よ り 構 造 を 確 認 し た 。 蛍 光 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ
り バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の ル シ フ ェ リ ン が 示 さ れ た の で 、 分 離 用 逆 相 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 固 体 を さ
ら に 精 製 し た 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － （ ２ － ピ コ リ ニ ル ） エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 ２ Ｐ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法
に 従 っ て 、 ６ － （ ２ － ピ コ リ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ２ ５ ０ ｍ ｇ 、
０ ． ９ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た 。 こ の よ う に し て 得 た 固 体 生 成 物 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 結 果
純 度 ９ ２ ． ０ ％ で あ り 、 こ の 生 成 物 の 収 率 は ８ ０ ％ で あ っ た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ
　 ３ ７ １ ． ５ ５ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ３ ７ ２ ． ０ ４ 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － （ ３ － ピ コ リ ニ ル ） エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法
に 従 っ て 、 ６ － （ ３ － ピ コ リ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ２ ５ ０ ｍ ｇ 、
０ ． ９ ４ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た 。 こ の よ う に し て 得 た 固 体 生 成 物 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 結 果
純 度 ９ ９ ． ８ ％ で あ り 、 さ ら な る 精 製 は 不 要 と 思 わ れ た 。 こ の 生 成 物 の 収 率 は ６ ０ ％ で あ
っ た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／ ｚ 　 ３ ７ １ ． ６ ４ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ３ ７ ２ ． ０ ４ 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 　 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ － （ ４ － ピ コ リ ニ ル ） エ ー テ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 ４ Ｐ Ｅ ） ： 　 一 般 的 手 法
に 従 っ て 、 ６ － （ ４ － ピ コ リ ニ ル オ キ シ ） － ２ － シ ア ノ ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ ２ ６ ７ ｍ ｇ 、
１ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） か ら 調 製 し た （ た だ し 、 ５ ｍ Ｌ の Ｄ Ｍ Ｆ を 使 用 し て 出 発 物 質 を 溶 解 し た
） 。 こ の よ う に し て 得 た 固 体 生 成 物 は Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 結 果 純 度 ９ ６ ． ０ ％ で あ り 、 さ ら な
る 精 製 は 不 要 と 思 わ れ た 。 こ の 生 成 物 の 収 率 は ２ ０ ％ で あ っ た 。 Ｍ Ｓ （ Ｅ Ｓ Ｉ ＋ ） ： ｍ ／
ｚ 　 ３ ７ １ ． ６ １ （ Ｍ ＋ Ｈ ） ＋ ； 計 算 値 ： ３ ７ ２ ． ０ ４ 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 （ 実 施 例 ２ ： 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 お よ び ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の
評 価 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ の た め の 手 法 を 提 供
す る 。 こ の 手 法 を 用 い て 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｐ ４ ５ ０ 基 質 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 基 質
前 駆 体 と し て 評 価 し た 。 所 与 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム に 最 適 な Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 剤 の 量
（ Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｂ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｄ ６ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｅ １ に 関 し
て は １ ０ ０ ｍ Ｍ ； Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ に 関 し て は ５ ０ ｍ Ｍ ； ２ Ｃ ９ な ら び
に プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム に 関 し て は ２ ５ ｍ Ｍ ； Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ に 関 し て は ２ ０ ０ ｍ
Ｍ ） で 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 物 ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル を ｐ Ｈ ７ ． ４ で 調 製 し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ａ
６ に 関 し て は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ ス （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） を Ｋ Ｐ Ｏ ４ の 代 わ り に 用 い た 。 反 応 混 合
物 に は 、 １ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ０ ． ４ Ｕ ／ ｍ
ｌ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ お よ び ル シ フ ェ
リ ン 誘 導 体 ／ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 も 含 め た 。 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 で Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ レ ダ
ク タ ー ゼ と 同 時 発 現 さ せ た ０ ． ４ ｐ ｍ ｏ ｌ の 組 換 え ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ま た は ４ マ イ ク ロ グ
ラ ム の プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム を 添 加 し 、 ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て 反 応 を
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開 始 し た 。 ３ ７ ℃ で の 初 期 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 期 間 後 、 ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｃ Ｙ Ｐ ４
５ ０ 反 応 物 を ８ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 混 合 し た 。 ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 反 応 混 合 物 に は 、 ２ ５ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ 、 ５ ～ ２ ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ホ タ ル （ Photuris pen
nsylvanica） 由 来 の 熱 安 定 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 国 際 公 報 第 ９ ９ １ ４ ３ ３ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト
（ １ ９ ９ ９ 年 ３ 月 ２ ５ 日 公 開 、 こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ る
） に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た ） 、 ２ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン （ ｐ Ｈ ７ ． ８ ） 、 ０ ． １ ｍ Ｍ
の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ８ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ６ ｍ Ｍ の 補 酵 素 Ａ お よ び ３ ３ ｍ Ｍ の Ｄ Ｔ Ｔ を 含 め
た 。 同 様 に 、 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ お よ び （ 例 え ば 図 ３ Ｂ 、 表 ３ の ） ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 反 応 容 積 を 用 い て ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 発 生 し た 光 を 、 タ ー ナ ー 社 （ Turner）
の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） 、 タ ー ナ ー の ２ ０ ／ ２ ０ ま た は ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン （ Bert
hold Orion） の ル ミ ノ メ ー タ ー で 直 ち に 測 定 し た 。 異 な る 製 造 業 者 の 計 器 の 較 正 は 様 々 で
あ る た め 、 発 生 し た 光 の 定 量 は 計 器 特 異 的 で あ り 、 そ し て 計 器 間 で 直 接 比 較 す る こ と は で
き な い 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｏ － 脱 ア ル キ ル 化 お よ び ヒ ド ロ キ シ ル 化 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ が 触 媒 す る 一 般 的 な 生 体 異 物
の 変 換 で あ る （ ９ ） 。 組 換 え ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ミ ク ロ ソ ー ム 調 製 物 パ ネ ル を 、 ル シ フ ェ リ
ン ６ ’ メ チ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ ） 、 エ チ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ ） 、 ク ロ ロ エ チ ル （ Ｌ ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ
Ｅ Ｅ ） 、 ベ ン ジ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ ） 、 ｐ － Ｃ Ｆ ３ ベ ン ジ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｔ Ｆ Ｍ Ｂ Ｅ ） 、 フ ェ
ニ ル エ チ ル （ Ｌ ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ Ｅ ） 、 ゲ ラ ニ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｇ Ｅ ） 、 ２ 、 ３ 、 ４ ピ コ リ ニ ル （
Ｌ ｕ ｃ 　 ２ Ｐ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 ４ Ｐ Ｅ ） お よ び プ レ ニ ル （ Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ
） エ ー テ ル に 対 す る Ｏ － 脱 ア ル キ ル 化 酵 素 活 性 に 関 し て 、 な ら び に デ ヒ ド ロ ル シ フ ェ リ ン
（ Ｈ － Ｌ ｕ ｃ ） に 対 す る ヒ ド ロ キ シ ル 化 酵 素 活 性 に 関 し て 試 験 し た （ 図 ２ ） 。 こ れ ら の 化
合 物 は 、 光 を 生 成 す る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に お い て 、 不 活 性 で あ る か 、 ま た は 真 正 ル シ フ
ェ リ ン と 比 較 す る と あ ま り 活 性 が な い 。 試 験 し た Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 は 、 Ｎ Ａ Ｄ Ｐ Ｈ 　 Ｃ Ｙ
Ｐ ４ ５ ０ レ ダ ク タ ー ゼ と の 組 合 せ で 一 種 類 の 組 換 え ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム を 過
剰 発 現 す る 昆 虫 細 胞 に 由 来 す る ミ ク ロ ソ ー ム 画 分 中 に 含 ま れ て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ が ル シ
フ ェ リ ン 誘 導 体 の ６ ’ 位 を 脱 ア ル キ ル 化 ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 化 す る と 、 図 １ の 式 で 説 明 さ
れ る よ う に 、 光 を 生 成 す る ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 に お い て 酵 素 的 に 検 出 可 能 な 真 正 ル
シ フ ェ リ ン が 生 成 さ れ る と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ 、 Ｌ ｕ ｃ 　
Ｔ Ｆ Ｍ Ｂ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｇ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 ２ Ｐ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ Ｅ お よ び Ｌ
ｕ ｃ 　 ４ Ｐ Ｅ な ら び に Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ を 二 段 階 の ア ッ セ イ に 供 し た が 、 同 ア ッ セ イ に お い て
は 、 前 記 化 合 物 を 最 初 に 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ が 活 性 を 示 す こ と が 既 知 で あ る 条 件 下 で 、 Ｃ Ｙ Ｐ
４ ５ ０ に 富 む ミ ク ロ ソ ー ム の パ ネ ル ま た は 対 照 ミ ク ロ ソ ー ム （ 検 出 可 能 な Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活
性 を 示 さ な い ） と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 パ ネ ル に は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２
、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ａ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｂ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ １ ９ 、 Ｃ Ｙ Ｐ
２ Ｄ ６ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｅ １ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ を 含 め た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 用 い た 初 期 イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 同 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 必 要 な 補 因 子 を 添 加 し 、 発 生 し
た 光 を モ ニ タ リ ン グ し た （ 図 ３ Ａ ～ Ｉ お よ び 図 ９ ） 。 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ
Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ
３ Ａ ４ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９
、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｌ
ｕ ｃ 　 Ｔ Ｆ Ｍ Ｂ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ 、 Ｌ
ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｇ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 な ら び に Ｌ ｕ ｃ 　 Ｐ Ｅ と Ｃ
Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ に お い て 、 発 生 し た 光 は 対 照 を 上 回 っ て 有 意 に 増 大 し た （ 図 ３ Ａ ～ Ｉ ） 。 Ｌ ｕ
ｃ 　 ２ Ｐ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 ４ Ｐ Ｅ に 関 し て は 、 発 生 す る 光 の 最 も 明 ら か
な 増 大 は Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ を 用 い た 場 合 で あ っ て 、 作 用 は い ず れ の ア イ ソ
フ ォ ー ム に つ い て も Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ Ｅ の 場 合 が 最 も 顕 著 で あ っ た （ 図 ９ ） 。 こ れ ら の ア イ ソ
フ ォ ー ム は 、 ル シ フ ェ リ ン ６ ’ ア ル キ ル エ ー テ ル お よ び ６ ’ 置 換 ア ル キ ル エ ー テ ル を 脱 ア
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ル キ ル 化 し て ル シ フ ェ リ ン を 生 成 し た よ う に 思 わ れ る が 、 試 験 し た 他 の ア イ ソ フ ォ ー ム は
脱 ア ル キ ル 化 し な か っ た 。 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ を 基 質 と し て 用 い た 場 合 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ お よ び Ｃ Ｙ
Ｐ ２ Ｃ ９ は 、 対 照 を 上 回 る 光 を 発 生 し た 。 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ が ヒ ド ロ キ シ ル 化 さ れ て ル シ フ ェ リ
ン を 生 成 し た と 考 え ら れ 、 試 験 し た パ ネ ル 内 で は 、 こ の 反 応 は Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ ア イ ソ フ ォ ー
ム を 用 い た 場 合 に 最 も 顕 著 で あ っ た 。 示 さ れ て い な い ア イ ソ フ ォ ー ム ／ 基 質 の 組 合 せ に 関
す る 値 は 、 対 照 の Ｓ ｆ ９ 細 胞 膜 と 同 様 で あ っ た 。 各 パ ネ ル ス ク リ ー ニ ン グ に つ い て 、 バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド の 発 光 は 、 少 な く と も 一 部 は 、 未 反 応 の ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 調 製 物 中 に
混 入 し て い る Ｄ － ル シ フ ェ リ ン の 存 在 を 反 映 し て い る 。 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ
Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ の 発 光 反 応 は 、 基 質 に 関 し て 用 量 依 存 的 で
あ っ た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 （ 実 施 例 ３ ： 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 発 光 反 応 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ 基 質 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時 間 依 存 性 ）
　 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ と Ｃ Ｙ Ｐ
２ Ｃ ９ 、 そ し て Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に つ い て 、 経 時 変 化 を
調 べ た （ 図 ４ ） 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 添 加 し て １ ２ 分
以 内 に 測 定 し た 発 光 量 は 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ ま た は Ｈ － Ｌ ｕ ｃ と Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に 関 し て 、 な ら
び に Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ と Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ に 関 し て は ６ ０ 分 ま で の 間 、 直 線 的 に 増 大 し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ
１ Ａ ２ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ に 関 し て は 、 時 間 依 存 的 な 増 大 は 認 め ら れ た が 、 増 大 率 は 低 下
し 、 ６ ０ 分 近 く で は Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ に 関 し て は 控 え め に 増 大 し た だ け で 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ に 関
し て は 全 く 増 大 し な か っ た 。 こ れ ら の 経 時 変 化 は 、 そ れ ぞ れ の 通 常 の 基 質 で あ る フ ェ ナ セ
チ ン 、 パ ク リ タ キ セ ル 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ク お よ び テ ス ト ス テ ロ ン を 用 い た Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ
Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ の 活 性 を 反 映 し て い る （ １ ０ 、 １ １ 、 １ ２
） 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 （ 実 施 例 ４ ： 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 発 光 反 応 か ら の 光 入 力 の 経 時 変 化 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 の 構 成 成 分 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 物 と 組 合 せ た 後 に
発 光 シ グ ナ ル を 生 成 さ せ 、 該 発 光 を 長 時 間 に 亘 っ て モ ニ タ リ ン グ し た （ 図 ５ ） 。 ３ ７ ℃ で
６ ０ 分 間 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後
、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 － Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 対 照 で は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ
９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を Ｈ ２ Ｏ に 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て ３ 分 後 に 開 始 し て 、 図 示 し
た よ う に 間 を お い て 次 々 と ２ ８ ４ 分 間 、 タ ー ナ ー の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） ル ミ ノ メ ー
タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。 試 験 し た Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ お よ び 基 質 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル は 非 常 に
安 定 し て お り 、 ５ 時 間 よ り 長 い 半 減 期 で 減 衰 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 （ 実 施 例 ５ ： 室 温 に お け る 一 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 一 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ ル シ フ ェ ラ ー ゼ ア ッ セ イ の た め の 手 法 を 提 供
す る 。 こ の 手 法 を 用 い て 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｐ ４ ５ ０ の 基 質 お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ の
基 質 前 駆 体 と し て 評 価 し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム に 最 適 な Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 剤 の 量 （
二 段 階 の 反 応 の 方 法 を 参 照 の こ と ） で 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 物 １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル を ｐ
Ｈ ７ ． ４ で 調 製 し た 。 反 応 混 合 物 に は 、 １ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ ー
ス － ６ － リ ン 酸 、 ０ ． ４ Ｕ ／ ｍ ｌ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ３ ． ７ ｍ
Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． ６ ｍ Ｍ の 補 酵 素 Ａ 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 ／ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 、 ２ ５
０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ お よ び ２ １ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の ホ タ ル （ Photuris pennsylvanica） 由 来 の 熱 安 定
性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 国 際 公 開 第 ９ ９ １ ４ ３ ３ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト （ １ ９ ９ ９ 年 ３ 月 ２ ５ 日 公
開 ） （ こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ る ） ） に 記 載 さ れ て い る よ
う に 調 製 し た も の ） も 含 め た 。 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム 膜 （ 例 え ば ゲ ン テ ス ト （ GenTest 
） の Ｓ ｕ ｐ ｅ ｒ ｓ ｏ ｍ ｅ ｓ （ 商 標 ） ） 中 で Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ レ ダ ク タ ー ゼ と 同 時 発 現 さ せ た ２
． ０ ｐ ｍ ｏ ｌ の 組 換 え ヒ ト Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 添 加 し 、 室 温 ま た は ３ ７ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン し て 反 応 を 開 始 し た 。 発 生 し た 光 を 、 タ ー ナ ー の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ ま た は ベ ル ソ ル ド ・
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オ リ オ ン の ル ミ ノ メ ー タ ー で 、 直 ち に か つ 継 続 的 に 測 定 し た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ ミ ク ロ ソ ー ム 調 製 物 と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し た Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ と 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ お よ び 同 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に 必 要 な 補 因 子 と を 用
い て 、 室 温 （ ～ ２ ２ ℃ ） で 一 段 階 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 初 期 ベ ー ス ラ イ ン の 発 光 を 測 定 し
、 次 に Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 添 加 に よ り 反 応 が 開 始 さ れ た 時 点 か ら 長 時 間 に 亘 っ て 発 生 し た 光 を
モ ニ タ リ ン グ し た （ 図 ６ ） 。 各 反 応 に 関 し て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ が 反 応 混 合 物 中 に 含 ま れ る
場 合 、 発 生 す る 光 の 時 間 依 存 的 増 大 が 観 察 さ れ た 。 室 温 で の 最 も 頑 健 な 応 答 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ １
Ａ ２ を 用 い た 場 合 に 観 察 さ れ た 。 発 光 は 約 ４ ０ 分 後 に 最 大 レ ベ ル に 増 大 し 、 約 ３ 時 間 安 定
を 保 持 し 、 そ の 後 、 ア ッ セ イ の 残 り 時 間 に 亘 っ て 漸 次 減 少 し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ
Ｐ ２ Ｃ ９ の 室 温 に お け る 反 応 か ら の 発 光 は 、 約 ３ 時 間 漸 次 増 大 し 、 約 １ 時 間 安 定 を 保 持 し
、 そ の 後 、 ア ッ セ イ の 残 り 時 間 に 亘 っ て 漸 次 減 少 し た 。 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ を
用 い て 、 な ら び に Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ を 用 い て 、 同 様 の 一 段 階 ア ッ セ イ を 実
施 し た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 （ 実 施 例 ６ ： ３ ７ ℃ に お け る 一 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 ）
　 本 実 施 例 で は 、 実 施 例 ５ の 一 段 階 ア ッ セ イ を ３ ７ ℃ で 実 施 し 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 添 加 に よ
り 反 応 が 開 始 さ れ た 時 点 か ら 長 時 間 に 亘 っ て 光 を モ ニ タ リ ン グ し た （ 図 ７ ） 。 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ
２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ を Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ に 対 し て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ を Ｈ － Ｌ ｕ
ｃ に 対 し て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ を Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ に 対 し て ア ッ セ イ し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ お よ び Ｃ
Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ は 同 様 に 、 約 ３ ０ 分 ま で に 発 光 の ピ ー ク ま で 増 大 し 、 そ の 後 、 減 少 し た 。 Ｃ Ｙ
Ｐ ２ Ｃ ８ の 反 応 で は 、 発 生 し た 光 は － Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 対 照 の 発 光 を 超 え た が 、 し か し 試 験 条
件 お よ び 対 照 条 件 の い ず れ に お い て も 、 反 応 が 経 過 す る と 初 期 値 か ら 減 少 し た 。 Ｈ － Ｌ ｕ
ｃ と Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に つ い て は 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ と 同 様 に 、 約 ３ ０ 分 ま で に 最 大 ま で 増 大 し 、
そ の 後 減 少 し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ と － Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 対 照 と の 間 の 発 光 の
差 は 、 あ ま り 大 き く な か っ た 。 各 々 の 場 合 の － Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 対 照 物 か ら の 発 光 は 、 未 反 応
の Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 調 製 物 中 に ル シ フ ェ リ ン が 混 入 し て い る 結 果 で あ る と 思 わ れ た
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 （ 実 施 例 ７ ： 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 発 光 反 応 に お け る プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム
）
　 基 質 と し て Ｈ － Ｌ ｕ ｃ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ （ 図 ８ ） を 用
い る 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 発 光 ア ッ セ イ に お い て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 の 混 合 物 を 含 有 す
る プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム 調 製 物 を 用 い た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 示 さ な い Ｓ ｆ ９ 細
胞 膜 と 比 較 し て 、 有 意 量 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 が 、 各 基 質 を 用 い た 発 光 方 法 に よ り 検 出 さ れ
た 。 発 光 全 体 に 対 す る 個 々 の ア イ ソ フ ォ ー ム の 寄 与 は 、 ス ル フ ァ フ ェ ナ ゾ ー ル （ Ｃ Ｙ Ｐ ２
Ｃ ９ 阻 害 剤 ） 、 α － ナ フ ト フ ラ ボ ン （ Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 阻 害 剤 ） お よ び ケ ト コ ナ ゾ ー ル （ Ｃ Ｙ
Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ 阻 害 剤 ） を 用 い た 阻 害 に よ り 示 唆 さ れ た （ １ ３ ） 。 特 に 注 目
す べ き は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ の 選 択 的 阻 害 剤 ス ル フ ァ フ ェ ナ ゾ ー ル に よ り 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ を 用 い
た 発 光 が ほ ぼ 完 全 に 阻 害 さ れ た こ と で あ る 。 １ ０ ０ μ Ｍ の ケ ト コ ナ ゾ ー ル に よ る Ｈ － Ｌ ｕ
ｃ の 反 応 の 部 分 的 阻 害 も 、 同 阻 害 剤 が Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ の 活 性 に 有 効 で あ る こ と と 一 致 す る 。
こ の こ と と 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ が Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に 対 し て 選 択 的 で あ る と い う 実 証 （ 図 ３ Ａ ～ Ｉ ）
と を 合 わ せ る と 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ に 対 す る ミ ク ロ ソ ー ム 活 性 が 主 と し て Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ で あ る 、
と い う こ と が 示 唆 さ れ る 。 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 Ｅ Ｅ の 活 性 に 及 ぼ す ス ル フ ァ フ ェ
ナ ゾ ー ル お よ び ケ ト コ ナ ゾ ー ル の 作 用 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 活 性 が 存 在 す る こ と と 一 致 す る 。
と い う の も 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ は こ れ ら の 基 質 の 両 方 に 対 し て 活 性 を 有 し 、 か つ い ず れ の 阻 害
剤 に よ っ て も 阻 害 さ れ る か ら で あ る 。 ケ ト コ ナ ゾ ー ル に よ る Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ 活 性 の 阻 害 は 、
Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ お よ び ／ ま た は Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ が 存 在 す る こ と と 一 致 す る 。 と い う の も 、 い ず
れ の ア イ ソ フ ォ ー ム も Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ に 対 し て 活 性 を 有 し 、 か つ い ず れ も ケ ト コ ナ ゾ ー ル に
よ り 抑 制 さ れ る か ら で あ る 。 α － ナ フ ト フ ラ ボ ン に よ る 阻 害 が な い と い う こ と は 、 ミ ク ロ
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ソ ー ム 調 製 物 中 に Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 活 性 が ほ と ん ど ま た は 全 く 存 在 し な い 、 と い う こ と を 示 す
。 α － ナ フ ト フ ラ ボ ン に よ り Ｌ ｕ ｃ 　 Ｂ Ｅ に 対 す る 活 性 が わ ず か に 刺 激 さ れ る と い う こ と
は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ 活 性 の 存 在 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ る 。 と い う の も 、 こ の ア イ ソ フ ォ
ー ム は α － ナ フ ト フ ラ ボ ン に よ り 刺 激 さ れ る か ら で あ る （ １ ６ ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 （ 実 施 例 ８ ： 既 知 の Ｐ ４ ５ ０ 阻 害 剤 に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 阻 害 の 検 出 ）
　 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 発 光 ア ッ セ イ の 基 質 と し て の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 は 、 薬 剤 ま た は そ の 他
の 生 体 異 物 に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 阻 害 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ る は ず で
あ る 。 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め に 、 既 知 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 阻 害 剤 お よ び あ る 種 の ル シ フ ェ ラ
ー ゼ 誘 導 体 を 反 応 物 に 添 加 し 、 Ｉ Ｃ ５ ０ を 決 定 し た 。 試 験 し た 阻 害 剤 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に
関 し て は ス ル フ ァ フ ェ ナ ゾ ー ル 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ に 関 し て は α － ナ フ ト フ ラ ボ ン 、 な ら び に
Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ お よ び ３ Ａ ４ に 関 し て は ケ ト コ ナ ゾ ー ル で あ っ た 。 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う
に 、 二 段 階 の ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 こ れ ら の 薬 剤 は 、 用 量 依 存 的 に 反 応 を 抑 制 し た （ 表 １
） 。 多 く の 場 合 、 Ｉ Ｃ ５ ０ は 、 他 の 基 質 を 用 い た ア ッ セ イ に 関 し て 報 告 さ れ た Ｉ Ｃ ５ ０ （
１ ３ ） に 匹 敵 し た 。 阻 害 剤 は Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ に 作 用 し て い た 。 基 質 と し て ル シ フ ェ リ ン を 用
い た 対 照 ア ッ セ イ に お い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ は 示 さ れ
て い な い ） 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 表 １ は 、 通 常 の 基 質 お よ び Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 反 応 に 対 す る 、
ケ ト コ ナ ゾ ー ル 、 α － ナ フ ト フ ラ ボ ン お よ び ス ル フ ァ フ ェ ナ ゾ ー ル に よ る 阻 害 を 総 括 し た
も の で あ る 。 実 施 例 ２ に 記 載 し た の と 基 本 的 に 同 じ よ う に 二 段 階 で 、 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体
を 用 い て Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 こ の 場 合 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 約 ４ ０ ｎ Ｍ ～ １ ０
μ Ｍ の 濃 度 範 囲 の 阻 害 剤 に １ ０ 分 間 曝 露 し た 後 、 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 に 曝 露 し た 。 グ
ラ フ パ ッ ド ・ プ リ ズ ム （ GraphPad Prism、 商 標 ） ソ フ ト ウ エ ア を 用 い た 非 線 型 回 帰 分 析 に
よ り 、 Ｉ Ｃ ５ ０ を 算 出 し た 。 ＊ 印 を 付 け た 記 載 事 項 は 参 照 文 献 １ ３ か ら 得 た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ８ ９ 】
　 （ 実 施 例 ９ ： Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ に よ り 触 媒 さ れ る ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の ル シ フ ェ リ ン へ の 変
換 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 酵 素 に よ る Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ 、 Ｌ ｕ ｃ 　
Ｃ Ｅ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ Ｅ の ル シ フ ェ リ ン へ の 変 換 を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 確 証 し た （
図 １ ０ ） 。 １ ０ ０ μ Ｍ の Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ 、 Ｈ － Ｌ ｕ ｃ 、 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｅ お よ び Ｌ ｕ ｃ 　 ３ Ｐ
Ｅ を 、 １ ５ ０ μ ｌ の 反 応 容 積 中 、 ３ ７ ℃ で 、 そ れ ぞ れ Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ 、 Ｃ Ｙ
Ｐ １ Ａ １ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 種 々 の 時 間 間 隔 で 、 Ｔ ｅ ｒ ｇ
ｉ ｔ ｏ ｌ （ 登 録 商 標 ） を 添 加 し て ０ ． １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） と し て 反 応 を 停 止 さ せ 、 液 体 窒 素 中
で 瞬 間 凍 結 し た 。 各 反 応 混 合 物 の ９ ５ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ア リ コ ー ト を 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り
分 画 し た 。 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 法 ： 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 、 多 波 長 吸 収 （ Ｈ Ｐ １ ０ ５ ０ 　 Ｍ
Ｗ Ｄ ） お よ び 蛍 光 検 出 器 （ Ｈ Ｐ 　 １ ０ ４ ６ Ａ ） を 装 備 し た Ｈ Ｐ １ ０ ５ ０ Ｌ Ｃ シ ス テ ム で 実
施 し た 。 ０ ． ０ ５ Ｍ の Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ ／ ｐ Ｈ ６ （ 溶 媒 Ａ ） と ８ ０ ： ２ ０ の ア セ ト ニ ト リ ル ／
水 （ 溶 媒 Ｂ ） と の 溶 媒 勾 配 を 用 い て 、 ５ μ ｍ の Ａ ｄ ｓ ｏ ｒ ｂ ｏ ｓ ｐ ｈ ｅ ｒ ｅ （ 登 録 商 標 ）
　 Ｈ Ｓ 　 Ｃ １ ８ カ ラ ム （ オ ー ル テ ッ ク ・ ア ソ シ エ イ ツ （ Alltech Associates） ） で 分 離 を
達 成 し た 。 用 い た 勾 配 条 件 は 、 １ ５ ％ Ｂ → ９ ５ ％ Ｂ （ １ ０ 分 間 ） で あ っ た 。 ２ ６ ２ ま た は
３ ３ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 に よ り 基 質 を 検 出 し 、 励 起 波 長 ３ ３ ０ ｎ ｍ に お け る ５ ２ ０ ｎ ｍ
（ 発 光 波 長 ） の 蛍 光 に よ り ル シ フ ェ リ ン を 検 出 し た 。 ゼ ロ 時 点 は 、 酵 素 を 含 ま な い 対 照 の
デ オ キ シ ル シ フ ェ リ ン ま た は ル シ フ ェ リ ン ６ ’ メ チ ル エ ー テ ル に 含 ま れ る ル シ フ ェ リ ン 含
量 を 表 す 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 （ 実 施 例 １ ０ ： 既 知 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 阻 害 の 検 出 ）
　 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ の 基 質 と し て の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 は 、 他 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基
質 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 有 用 で あ ろ う 。 同 一 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ フ ォ ー ム に
対 す る ２ つ の 別 個 の 基 質 は 活 性 部 位 に 関 し て 競 合 す る と 思 わ れ る た め 、 既 知 の 基 質 や 新 規
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の 基 質 が ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 と の 発 光 反 応 を 阻 害 す る 能 力 を 観 察 す る こ と に よ り 、 既 知 の
基 質 の 特 性 を 解 析 し 、 新 規 の 基 質 を 同 定 す る こ と が で き る 。 こ の 仮 説 を 試 験 す る た め に 、
既 知 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 を 反 応 に 添 加 し た （ タ ッ サ ニ ー ヤ ク ル 他 （ Tassaneeyakul, W. et
 al ） （ 1993）   「 ヒ ト シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 　 １ Ａ １ お よ び １ Ａ ２ の 基 質 と 阻 害 剤 プ ロ ー
ブ の 特 異 性 （ S pecificity of substrate and inhibitor probes for human cytochromes
 P450 1A1 and 1A2） 」 , J. Pharmacol. Exp. Ther., 265, 401-407; マ ン シ ー 他 （ Mancy
, A. et al ） 「 ヒ ト シ ト ク ロ ム Ｐ ４ ５ ０ 活 性 部 位 の 研 究 に お け る ツ ー ル と し て の ジ ク ロ
フ ェ ナ ク お よ び そ の 誘 導 体 ： Ｐ ４ ５ ０ 　 ２ Ｃ の 個 別 の 有 効 性 お よ び 部 位 選 択 性 （ Diclofen
ac and its derivatives as tools for studying human cytochromes p450 active sites
: particular efficiency and regioselectivity of p450 2Cs） 」 , Biochemistry, 38, 
14264-14270 ） 。 試 験 し た 基 質 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に つ い て は ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ
１ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ に つ い て は フ ェ ナ セ チ ン で あ っ た 。 こ れ ら の 薬 剤 は 用 量 依 存 的 に 反
応 を 阻 害 し 、 し た が っ て Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 が こ れ ら の 発 光 ア ッ セ イ に よ り 検 出 さ れ 得 る と
い う 予 測 を 立 証 す る （ 以 下 の 表 参 照 ） 。 グ ラ フ パ ッ ド （ GraphPad） Ｐ Ｒ Ｉ Ｓ Ｍ （ 商 標 ） （
米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） プ ロ グ ラ ム を 用 い た 非 線 型 回 帰 分 析 に よ り 、 Ｉ Ｃ ５
０ を 算 出 し た 。 実 施 例 ２ に 記 載 し た よ う に 反 応 を 実 施 し た が 、 但 し 、 第 一 段 階 （ Ｃ Ｙ Ｐ ４
５ ０ 反 応 ） は 、 １ ピ コ モ ル の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 有 す る 反 応 容 積 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル で 実 施
し た 。 第 二 段 階 で は 、 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 物 を 添 加 し て 、 最 終 濃
度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の プ ロ メ ガ （ Promega ） の ホ タ ル （ Photuris pennsylvanica） 由 来 ホ タ
ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 組 換 え 突 然 変 異 体 （ １ ７ ） 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． １ ％ の ｔ ｅ ｒ ｇ
ｉ ｔ ｏ ｌ （ ｖ ／ ｖ ） 、 ４ ． ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ お よ び １ ０ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン （ ｐ Ｈ ８ ． ４
） と し た 。 図 １ １ （ ａ ） ～ （ ｃ ） は 、 実 際 の 阻 害 曲 線 を 示 す 。
【 ０ １ ９ １ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ９ ２ 】
　 （ 実 施 例 １ １ ： Ｃ ｙ ｐ ４ ５ ０ ／ ウ ミ シ イ タ ケ の 二 段 階 の 反 応 お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導
体 の 評 価 ）
　 こ の 実 施 例 で は 、 二 段 階 の 反 応 系 で 、 セ レ ン テ ラ ジ ン お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 、 メ
ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を 用 い て 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 決 定 し
た 。 こ れ ら の ア ッ セ イ で は 、 Ｐ ４ ５ ０ は ２ つ の 方 式 の う ち の 一 方 式 で 、 セ レ ン テ ラ ジ ン ま
た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 に 作 用 す る 。 第 一 の 方 式 の 反 応 で は 、 ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル シ フ ェ
ラ ー ゼ の 基 質 で は な く セ レ ン テ ラ ジ ン の 特 徴 的 化 学 発 光 （ ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 非 存 在 下 で の
発 光 ） も 示 さ な い セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 が 、 Ｐ ４ ５ ０ に よ り 変 化 し て ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ の 基 質 と な り 、 化 学 発 光 を 示 す 。 こ の 種 類 の セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 の 一 例 は 、
メ ト キ シ セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ で あ る 。 第 二 の 方 式 の 反 応 で は 、 化 学 発 光 を 示 し 、 ウ ミ シ イ
タ ケ 型 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 拮 抗 基 質 で あ る セ レ ン テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ が 、 Ｐ
４ ５ ０ に よ り 変 化 し て ウ ミ シ イ タ ケ 型 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に よ る 化 学 発 光 お よ び 活 性 を 失 う 。
い ず れ の 方 式 の ア ッ セ イ に お い て も 、 化 学 発 光 の 変 化 に よ り 直 接 的 に 、 ま た は ウ ミ シ イ タ
ケ 型 ル シ フ ェ ラ ー ゼ に よ る 生 物 発 光 の 変 化 に よ り 間 接 的 に 、 Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 検 出 す る こ と
が で き る 。
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【 ０ １ ９ ３ 】
　 　 （ Ｉ ） セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 の 合 成
　 　 ２ － オ キ ソ － ３ － フ ェ ニ ル － プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド ： 　 フ ェ ニ ル ピ ル ビ ン 酸 （ ２ ５ ．
０ ｇ 、 １ ５ ２ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 、 乾 燥 ピ リ ジ ン と と も に ２ 回 蒸 発 さ せ 、 次 に 乾 燥 ピ リ ジ ン
（ ２ ５ ０ ｍ Ｌ ） 中 に 再 溶 解 さ せ た 。 こ の 溶 液 に 、 無 水 酢 酸 （ １ ７ ０ ｍ Ｌ 、 １ ． ８ ｍ ｏ ｌ ）
を 添 加 し 、 溶 液 を 周 囲 温 度 で １ ５ ｈ 撹 拌 し た 。 Ｔ Ｌ Ｃ に よ り 反 応 の 進 行 を モ ニ タ リ ン グ し
た 。 反 応 が 完 了 し た ら 、 溶 液 を 蒸 発 さ せ て 粘 性 を 有 す る シ ロ ッ プ と し た 。 こ の シ ロ ッ プ を
ジ ク ロ ロ メ タ ン （ ７ ０ ０ ｍ Ｌ ） 中 に 溶 解 し 、 次 に ０ ． １ Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ 水 溶 液 で ３ 回 洗 浄 し た
（ ３ × ２ ０ ０ ｍ Ｌ ） 。 有 機 相 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 脱 水 し 、 濾 過 し て 、 蒸 発 さ せ て 、 琥
珀 色 の シ ロ ッ プ と し た 。 こ の 生 成 物 を 、 移 動 相 と し て ジ ク ロ ロ メ タ ン を 用 い て シ リ カ ゲ ル
（ ２ ５ ０ ｇ ） 上 の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し
、 蒸 発 さ せ て 、 ２ ４ ｇ の 乾 燥 固 体 を 得 た 。 こ の 物 質 を Ｔ Ｈ Ｆ （ １ ５ ０ ｍ Ｌ ） 中 に 溶 解 し 、
溶 液 を 氷 水 浴 中 で 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 、 塩 化 オ キ サ リ ル （ ５ １ ｍ Ｌ ， ５ ８ ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ）
を 滴 下 し た 。 １ ０ 分 後 、 Ｄ Ｍ Ｆ （ ７ ． ５ ｍ Ｌ ） を 反 応 混 合 物 に 添 加 し 、 反 応 物 を ０ ℃ で ４
時 間 撹 拌 し た 。 ト ル エ ン （ １ ０ ０ ｍ Ｌ ） を 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を 蒸 発 さ せ て 、 濃 厚 な 油 状
物 を 得 た 。 こ の 物 質 を ト ル エ ン と と も に ２ 回 蒸 発 さ せ て 、 粗 生 成 物 を 真 空 下 で ５ 時 間 乾 燥
さ せ た 。 乾 燥 物 質 を Ｔ Ｈ Ｆ － ジ ク ロ ロ メ タ ン の １ ： １ 混 合 物 （ ２ ０ ０ ｍ Ｌ ） 中 に 溶 解 し 、
溶 液 を ア ル ゴ ン 下 で － ７ ８ ℃ に 冷 却 し た （ ド ラ イ ア イ ス － イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 浴 ） 。 次 に 水
素 化 ト リ － ｔ ｅ ｒ ｔ － ブ ト キ シ ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム （ Ｔ Ｈ Ｆ 中 の １ ． ０ Ｍ 溶 液 を １ ５ ２
ｍ Ｌ 、 １ ５ ２ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 、 反 応 物 の 内 部 温 度 が － ６ ０ ℃ よ り 低 い 状 態 で あ る よ う な 速 度
で 添 加 し た 。 添 加 完 了 後 、 反 応 物 を － ６ ０ ℃ よ り 低 い 温 度 で １ ０ 時 間 撹 拌 し た 。 ２ Ｍ の Ｈ
Ｃ ｌ 水 溶 液 （ １ ０ ０ ｍ Ｌ ） を 徐 々 に 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を ク エ ン チ し 、 混 合 物 を 周 囲
温 度 ま で 加 温 さ せ た 。 反 応 混 合 物 を ジ ク ロ ロ メ タ ン （ ５ ０ ０ ｍ Ｌ ） で 希 釈 し 、 次 に ０ ． １
Ｍ の Ｈ Ｃ ｌ 水 溶 液 で ２ 回 洗 浄 し た （ ２ × １ ０ ０ ｍ Ｌ ） 。 有 機 相 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 脱
水 し 、 濾 過 し て 、 蒸 発 さ せ て 、 琥 珀 色 の シ ロ ッ プ を 得 た 。 こ の 物 質 を 、 移 動 相 と し て ９ ５
： ５ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル で 出 発 し て 、 次 に ９ ： １ の ヘ プ タ ン － 酢 酸 エ チ ル を 用 い て 、
シ リ カ ゲ ル （ ２ ５ ０ ｇ ） 上 の フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 適 切 な 画 分
を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 １ ３ ． ５ ｇ （ ８ ０ ％ ） の 所 望 の 化 合 物 を 得 た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 　 ２ ， ８ － ジ ベ ン ジ ル － ６ － フ ェ ニ ル － ７ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ［ １ ， ２ － ａ ］ ピ ラ ジ ン － ３ －
オ ン （ セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ ） ： 　 エ タ ノ ー ル （ １ ２ ５ ｍ Ｌ ） 中 の ２ － ア ミ ノ － ３ － ベ ン ジ
ル － ５ － フ ェ ニ ル ピ ラ ジ ン ２ ０ （ ２ ． ０ ｇ 、 ８ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） お よ び ２ － オ キ ソ － ３ － フ
ェ ニ ル － プ ロ ピ オ ン ア ル デ ヒ ド （ ３ ． ０ ｇ 、 １ ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 溶 液 を 、 ア ル ゴ ン ガ ス で ２
０ 分 間 、 脱 酸 素 化 し た 。 こ の 溶 液 に 濃 塩 酸 （ ４ ． ０ ｍ Ｌ ） を 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を １ ８ 時
間 還 流 加 熱 し た 。 反 応 物 を 周 囲 温 度 ま で 冷 却 し 、 次 に 蒸 発 さ せ て 、 褐 色 固 体 と し た 。 こ の
粗 生 成 物 を エ タ ノ ー ル （ ４ ０ ｍ Ｌ ） と と も に 粉 砕 し て 、 そ の 結 果 生 じ た 固 体 物 質 を 遠 心 分
離 で 収 集 し 、 次 に 真 空 炉 中 で 乾 燥 さ せ て 、 １ ． ２ ８ ｇ （ ４ １ ％ ） の 所 望 の 化 合 物 を 得 た 。
こ の 物 質 は 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 分 析 の 結 果 純 度 ８ ０ ％ で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 　 ２ ， ８ － ジ ベ ン ジ ル － ３ － メ ト キ シ － ６ － フ ェ ニ ル － イ ミ ダ ゾ ［ １ ， ２ － ａ ］ ピ ラ ジ
ン （ セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ メ チ ル エ ー テ ル ） ： 　 ア ル ゴ ン 下 で 周 囲 温 度 の 乾 燥 Ｄ Ｍ Ｆ （ １ ０
ｍ Ｌ ） 中 の ２ ， ８ － ジ ベ ン ジ ル － ６ － フ ェ ニ ル － ７ Ｈ － イ ミ ダ ゾ ［ １ ， ２ － ａ ］ ピ ラ ジ ン
－ ３ － オ ン （ ０ ． ２ ５ ｇ 、 ０ ． ６ ｍ ｍ ｏ ｌ ） の 撹 拌 溶 液 に 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン
（ １ ． １ ｍ Ｌ 、 ６ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 全 て 一 度 に 添 加 し 、 そ の 後 ヨ ウ 化 メ チ ル （ ０ ． ４ ｍ Ｌ
、 ６ ． ０ ｍ ｍ ｏ ｌ ） を 滴 下 し た 。 １ 時 間 撹 拌 し た 後 、 Ｔ Ｌ Ｃ 分 析 に よ り 反 応 が 完 了 し た 。
反 応 混 合 物 を ジ ク ロ ロ メ タ ン （ ７ ５ ｍ Ｌ ） で 希 釈 し 、 水 で ２ 回 洗 浄 し た 。 有 機 抽 出 物 を 無
水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 脱 水 し 、 濾 過 し て 、 蒸 発 さ せ て 、 褐 色 の 油 状 物 を 得 た 。 こ の 粗 製 油 を
、 移 動 相 と し て ジ ク ロ ロ メ タ ン を 用 い て 、 シ リ カ ゲ ル （ ３ ０ ｇ ） 上 で フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 適 切 な 画 分 を プ ー ル し 、 蒸 発 さ せ て 、 ２ ０ ０ ｍ ｇ （ ７ ７ ％ ）
の 所 望 の 化 合 物 を 得 た 。
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【 ０ １ ９ ６ 】
　 　 （ Ｉ Ｉ ） Ｐ ４ ５ ０ ア ッ セ イ
　 ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Ｃ Ｙ Ｐ ３ Ａ ４ に 関 し て ） ま た は １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ
Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 、 １ Ａ ２ 、 ２ Ｂ ６ 、 ２ Ｄ ６ 、 ２ Ｅ １ に 関 し て ） ま た は ５
０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ８ 、 ２ Ｃ １ ９ に 関 し て ） ま た は ２ ５ ｍ Ｍ の Ｋ
Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ に 関 し て ） ま た は １ ０ ０ ｍ Ｍ の ト リ ス 、 ｐ Ｈ ７ ． ５ （
Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ａ ６ に 関 し て ） を 含 有 す る Ｐ ４ ５ ０ 反 応 物 （ ２ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） ； バ キ ュ ロ
ウ イ ル ス で 発 現 さ せ た Ｐ ４ ５ ０ （ １ ｐ ｍ ｏ ｌ ） お よ び Ｐ ４ ５ ０ レ ダ ク タ ー ゼ を 含 有 す る 昆
虫 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム 、 あ る い は Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 反 応 物 用 の 、 野 生 型 バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス を 感 染 さ せ た 昆 虫 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム ； １ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ ； ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ
ー ス － ６ － リ ン 酸 ； ３ ． ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ； ０ ． ４ ユ ニ ッ ト ／ ｍ ｌ の グ ル コ ー ス － ６ － リ
ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ； な ら び に 基 質 （ ３ μ Ｍ の セ レ ン テ ラ ジ ン 、 ３ μ Ｍ の セ レ ン テ ラ ジ
ン Ｈ Ｈ お よ び １ ０ μ Ｍ の メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ ） を 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 ８ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ３ ７ ． ５ ｍ Ｍ の Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ； ６ ２ ５ ｍ Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ
； ０ ． １ ２ ５ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 ｐ Ｈ ８ ． ０ ； ０ ． ２ ５ ％ の Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ （ 登 録 商 標 ） Ｘ －
１ ０ ０ ； ０ ． １ ２ ５ ％ の Ｍ ａ ｚ ｕ （ 登 録 商 標 ） ； １ ． ２ ５ ％ グ リ セ ロ ー ル ； ０ ． ２ ５ ｍ ｇ
／ ｍ Ｌ ゼ ラ チ ン を Ｐ ４ ５ ０ 反 応 物 へ 添 加 し た 直 後 に 、 Ｐ ４ ５ ０ に よ り 変 化 し た セ レ ン テ ラ
ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 の 化 学 発 光 を 決 定 し た 。 Ｐ ４ ５ ０ に よ り 変 化 し た セ レ ン
テ ラ ジ ン ま た は セ レ ン テ ラ ジ ン 誘 導 体 の 生 物 発 光 の 検 出 の た め に 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ
ラ ー ゼ （ １ ． ２ ｎ ｇ ／ ｍ Ｌ ） （ ケ ミ コ ン （ Chemicon） か ら 購 入 ） を 添 加 し た 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 図 １ ２ Ａ ～ Ｌ に 示 し た よ う に 、 メ チ ル － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ と と も に イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 化 学 発 光 （ パ ネ ル Ｃ お よ び Ｄ ） お よ び 生 物 発 光 （ 図 １ ２ Ａ お よ
び 図 １ ２ Ｂ ） の い ず れ に お い て も 大 き な 増 大 が 認 め ら れ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ 、 ２ Ｂ ６ お よ び
２ Ｃ １ ９ に 関 し て は 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の わ ず か な 増 大 が 認 め ら れ た （ ２ ～ ５ × ） 。
セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ お よ び ２ Ｅ １ と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 化
学 発 光 （ パ ネ ル Ｇ お よ び Ｈ ） お よ び 生 物 発 光 （ 図 １ ２ Ｅ お よ び 図 １ ２ Ｆ ） の 両 方 に お い て
大 き な 低 減 が 認 め ら れ た 。 最 後 に 、 ２ Ｃ ９ お よ び ２ Ａ ６ 以 外 の 試 験 し た 全 て の Ｐ ４ ５ ０ ア
イ ソ ザ イ ム と と も に セ レ ン テ ラ ジ ン を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 化 学 発 光 （ 図 １ ２ Ｋ お
よ び 図 １ ２ Ｌ ） お よ び 生 物 発 光 （ 図 １ ２ Ｉ お よ び 図 １ ２ Ｊ ） の 両 い ず れ に お い て も 非 常 に
大 き い 低 減 が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 （ 実 施 例 １ ２ ： 酵 母 ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ の 添 加 に よ る 、 阻 害 作 用 を 有 す る 緩 衝 剤 か ら の ル シ フ
ェ ラ ー ゼ の 保 護 ）
　 本 実 施 例 は 、 阻 害 作 用 を 有 す る 緩 衝 剤 の 存 在 下 に お け る 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る Ｐ ４
５ ０ 反 応 の 阻 害 を ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ に よ り 解 除 す る こ と に つ い て 例 示 す る 。 本 明 細 書 中 で 定 義
す る 場 合 、 「 阻 害 作 用 を 有 す る 」 と は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 を 阻 害 す る の に 十 分 な 量 の ｉ
Ｐ Ｐ を 含 む 試 薬 （ 例 え ば 緩 衝 剤 ） を 指 す 。 「 阻 害 作 用 の な い 試 薬 」 と は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ
反 応 に 及 ぼ す ｉ Ｐ Ｐ の 作 用 に よ っ て 測 定 し た 場 合 、 ｉ Ｐ Ｐ を 実 質 的 に 含 ま な い 試 薬 で あ る
。 ｉ Ｐ Ｐ 含 量 は 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ が ｉ Ｐ Ｐ に よ り 阻 害 さ れ 、 阻 害 が ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ の
添 加 に よ り 軽 減 さ れ 、 そ し て 阻 害 が Ｐ Ｐ ｉ の 添 加 に よ り 回 復 可 能 で あ る と い う 知 見 に よ り
実 験 的 に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 Ｐ ４ ５ ０ 反 応 物 （ ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） に は 、 １ ｐ ｍ ｏ ｌ の Ｃ Ｙ Ｐ 1 Ａ ２ （ 対 照 反 応
物 に は Ｓ Ｆ ９ 膜 ） 、 １ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ０
． ２ Ｕ ／ ｍ ｌ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０
． ０ １ ｍ Ｍ の Ｌ ｕ ｃ － Ｍ Ｅ 、 な ら び に １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ 阻 害 作 用 を 有
す る 緩 衝 剤 ） ま た は １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ 阻 害 作 用 の な い 緩 衝 剤 ） を 含 め
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た 。 反 応 物 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 国 際 公 開 第 ９ ９ １ ４ ３ ３ ６ 号 パ ン フ レ
ッ ト （ １ ９ ９ ９ 年 ３ 月 ２ ５ 日 公 開 ） （ こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用
さ れ る ） に 記 載 さ れ て い る よ う に 調 製 し た ホ タ ル （ Photuris pennsylvanica） 由 来 の 熱 安
定 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） ； ４ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ４ ％ の Ｐ ｒ ｉ ｏ ｎ
ｅ ｘ （ 登 録 商 標 ） 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン （ ｐ Ｈ ７ ． ８ ） 、 ８ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． ２ ％
の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ （ 登 録 商 標 ） を 含 有 す る 等 容 積 の 試 薬 を 添 加 す る こ と に よ り 、 Ｐ ４ ５
０ 反 応 に よ り 生 成 さ れ た ル シ フ ェ リ ン の 検 出 を 実 行 し た 。 ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ （ シ グ マ 社 （ Sigm
a Company ） 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｉ １ ８ ９ １ ） を 一 部 の 反 応 物 に 添 加 し た 。 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ
オ ン の マ イ ク ロ プ レ ー ト ル ミ ノ メ ー タ ー を 用 い て 、 発 光 を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 図 １ ３ お よ び 図 １ ５ に 示 し た よ う に 、 酵 母 の 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 阻 害 作 用 を 有
す る 緩 衝 剤 が 用 い ら れ る 場 合 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の ｉ Ｐ Ｐ に よ る 阻 害 を 解 除 す る の に 有 効 で
あ っ た 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
　 （ 実 施 例 １ ３ ： 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 混 入 か ら ル シ フ ェ ラ ー
ゼ を 保 護 す る ）
　 本 実 施 例 で は 、 ３ つ の 供 給 元 か ら の 慣 用 的 方 法 に よ り 単 離 さ れ た 熱 安 定 性 無 機 ピ ロ ホ ス
フ ァ タ ー ゼ 、 す な わ ち ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ ブ ス ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ New 
England Biolabs, Inc. 、 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー 所 在 、 カ タ ロ グ 番 号 Ｍ ０ ２ ９
６ ） の 熱 安 定 性 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 シ グ マ （ Sigma ） か ら の 市 販 の 酵 母 無 機 ピ ロ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ （ カ タ ロ グ 番 号 Ｉ １ ８ ９ １ ） 、 な ら び に 高 度 好 熱 菌 （ Ｔ ｔ ｈ ） か ら 単 離 さ れ
た ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ に つ い て 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い た Ｐ ４ ５ ０ 反 応 に お け る ｉ Ｐ Ｐ 混
入 緩 衝 剤 の 作 用 を 解 除 す る 際 の 効 率 に 関 し て 評 価 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 こ の 実 験 に お い て 、 Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 （ ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） を 調 製 し た 。 反 応 物
に は 、 １ ｐ ｍ ｏ ｌ の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ （ 対 照 反 応 物 で は Ｓ ｆ ９ 膜 ） 、 １ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋

、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ０ ． ２ Ｕ ／ ｍ ｌ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ １ ｍ Ｍ の Ｌ ｕ ｃ － Ｍ Ｅ 、 な ら び に １ ０ ０
ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ （ 阻 害 作 用 を 有 す る 緩 衝 剤 ） ま た は １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、
ｐ Ｈ ７ ． ４ （ 阻 害 作 用 の な い 緩 衝 剤 ） を 含 め た 。 反 応 物 を ３ ７ ℃ で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 国 際 公 開 第 ９ ９ １ ４ ３ ３ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト （ １ ９ ９ ９ 年 ３ 月 ２ ５ 日 公 開 、 こ の 記 載
内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ た よ う に 調 製 し た ホ タ ル （
Photuris pennsylvanica） 由 来 の 熱 安 定 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ １ ０ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ
の Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ６ ％ の Ｐ ｒ ｉ ｏ ｎ ｅ ｘ （ 登 録 商 標 ） 、 ４ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン （ ｐ Ｈ ７ ． ８ ）
、 ８ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． ２ ％ の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ （ 登 録 商 標 ） 、 ０ ． ０ ２ ％ の Ｍ ａ ｚ
ｕ （ 登 録 商 標 ） を 含 有 す る 等 容 積 の 試 薬 の 添 加 に よ り 、 Ｐ ４ ５ ０ 反 応 に よ り 生 成 さ れ た ル
シ フ ェ リ ン の 検 出 を 実 行 し た 。 慣 用 的 方 法 で 単 離 さ れ た 、 ニ ュ ー イ ン グ ラ ン ド ・ バ イ オ ラ
ブ ス ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ （ 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ビ バ リ ー 所 在 、 カ
タ ロ グ 番 号 Ｍ ０ ２ ９ ６ ） 、 シ グ マ の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ （ カ タ ロ グ 番 号 Ｉ １ ８ ９ １ ） 、 ま た は 高
度 好 熱 菌 （ Ｔ ｔ ｈ ） の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 、 一 部 の 反 応 物 に 添 加 し た 。 室 温 で ３ ０ 分 間 イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン の マ イ ク ロ プ レ ー ト ル ミ ノ メ ー タ ー を 用 い て
、 発 光 を 検 出 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 図 １ ４ に 示 し た よ う に 、 様 々 な 供 給 源 か ら の 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 阻 害 作 用 を 有
す る Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 剤 が Ｐ ４ ５ ０ 反 応 に 用 い ら れ る と き の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 を 解 除 し た
。 反 応 条 件 、 温 度 お よ び 酵 素 濃 度 は 、 種 々 の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ 酵 素 が ｉ Ｐ Ｐ 阻 害 を 解 除 す る 際
の 効 率 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が 判 明 し た （ デ ー タ は 示 さ れ て い な い ） 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 （ 実 施 例 １ ４ ： 酵 母 ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 用 い た 添 加 ｉ Ｐ Ｐ か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 保 護 ）
　 本 実 施 例 は 、 添 加 さ れ た ｉ Ｐ Ｐ の 存 在 下 に お け る ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 阻 害 の ｉ Ｐ Ｐ ア ー
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ゼ に よ る 解 除 を 例 示 し 、 阻 害 作 用 の な い ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 剤 に ３ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｐ Ｐ
ｉ を 含 め た 場 合 の 阻 害 能 が 、 阻 害 作 用 を 有 す る ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 剤 の 阻 害 能 と 同
様 で あ り 、 か つ ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ が 添 加 さ れ た Ｎ ａ Ｐ Ｐ ｉ の 作 用 を 解 除 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 反 応 物 に は 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン （ ｐ Ｈ ８ ． ４ ） 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ０ ． １ ％
の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ （ 登 録 商 標 ） 、 ０ ． ０ １ ％ の Ｍ ａ ｚ ｕ （ 登 録 商 標 ） 、 ５ ０ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ
の 熱 安 定 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ 国 際 公 開 第 ９ ９ １ ４ ３ ３ ６ 号 パ ン フ レ ッ ト （ １ ９ ９ ９ 年 ３ 月
２ ５ 日 公 開 、 こ の 記 載 内 容 全 体 は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 中 で 援 用 さ れ る ） に 記 載 さ れ た よ
う に 調 製 し た ホ タ ル （ Photuris pennsylvanica） 由 来 ） 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ２ ％
の Ｐ ｒ ｉ ｏ ｎ ｅ ｘ （ 登 録 商 標 ） 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ の ル シ フ ェ リ ン を 含 め た 。 全 て の 反 応 物 に 、
阻 害 作 用 の な い ２ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ ま た は 阻 害 作 用 を 有 す る ２ ０ ０ ｍ Ｍ の
Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 ｐ Ｈ ７ ． ４ の い ず れ か を 含 め た 。 ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ （ シ グ マ （ Sigma ） 、 Ｉ １ ８ ９
１ ） を 一 部 の 反 応 物 に 添 加 し て 最 終 濃 度 を ２ ユ ニ ッ ト ／ ｍ Ｌ と し た 。 ピ ロ リ ン 酸 ナ ト リ ウ
ム （ Ｎ ａ Ｐ Ｐ ｉ ） を 一 部 の 反 応 物 に 添 加 し て 、 最 終 濃 度 を ３ ｍ Ｍ と し た 。 反 応 は 室 温 で 実
施 し た 。 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン の マ イ ク ロ プ レ ー ト ル ミ ノ メ ー タ ー を 用 い て 、 発 光 を 検 出
し た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 図 １ ５ に 示 し た よ う に 、 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 阻 害 作 用 を 有 す る Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 剤
が 用 い ら れ る 場 合 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 を 解 除 す る の に 有 効 で あ っ た 。 メ カ ニ ズ ム と 結
び つ け な く と も 、 ｉ Ｐ Ｐ を 添 加 し な け れ ば 有 効 な 緩 衝 剤 に ｉ Ｐ Ｐ を 添 加 す る と 阻 害 作 用 を
有 す る 緩 衝 剤 を 再 生 し 得 る こ と 、 そ し て そ の 阻 害 は ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ の 添 加 に よ り 解 除 可 能 で
あ る こ と を 、 本 発 明 人 等 は 観 察 し た 。 こ れ ら の 知 見 は 、 阻 害 剤 が ｉ Ｐ Ｐ で あ る こ と を 意 味
し て い る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 （ 実 施 例 １ ５ ： 細 胞 を 用 い る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ ）
　 本 実 施 例 で は 、 細 胞 を 用 い る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ に つ い て 説 明 す る 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５
０ 遺 伝 子 発 現 の 誘 導 物 質 を 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 に 及 ぼ す 該 誘 導 物 質 の 作 用 に 関 し て 評 価 し
た 。 性 的 に 成 熟 し た 雄 の ス プ レ ー グ ・ ド ー リ ー （ Sprague Dawley） ラ ッ ト 由 来 の 初 代 肝 細
胞 を 、 ゼ ノ テ ッ ク ・ エ ル エ ル シ ー （ Xenotech, LLC 、 米 国 カ ン ザ ス 州 カ ン ザ ス シ テ ィ 所 在
） か ら 凍 結 保 存 状 態 で 入 手 し た 。 １ 日 目 に 、 細 胞 を 供 給 元 が 推 奨 す る と お り に 解 凍 し て 、
ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 法 に よ り 、 生 細 胞 の 割 合 （ ％ ） を 概 算 し た 。 約 １ ． ５ × １ ０ ５ 個 ／ ｃ
ｍ ２ の 細 胞 を 、 コ ラ ー ゲ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ た ２ ４ ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 播 種 し た
。 ２ ｍ Ｍ の Ｌ － グ ル タ ミ ン お よ び １ × ペ ニ シ リ ン － ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ ラ イ フ ・ テ ク ノ
ロ ジ ー ズ ・ イ ン コ ー ポ レ イ テ ッ ド （ Life Technologies, Inc. ） 、 米 国 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ
ッ ク ビ ル 所 在 ） を 補 充 し た ０ ． ３ ｍ Ｌ ／ ウ エ ル の Ｈ ｅ ｐ ａ ｔ ｏ Ｚ ｙ ｍ ｅ ‐ Ｓ Ｆ Ｍ （ 製 品 名
） 培 地 中 で 、 ３ ７ ℃ 、 相 対 湿 度 ９ ５ ％ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ ２ で 細 胞 を 培 養 し た 。 最 初 に 細 胞 を プ レ
ー ト に ６ 時 間 付 着 さ せ て か ら 、 培 地 を 、 Ｍ ａ ｔ ｒ ｉ ｇ ｅ ｌ （ 商 標 ） （ ビ ー デ ィ ー ・ バ イ オ
サ イ エ ン シ ー ズ （ BD Biosciences） 、 米 国 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 ベ ッ ド フ ォ ー ド 所 在 ） を ０
． ２ ５ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ と な る よ う に 添 加 し た 新 鮮 な 培 地 と 交 換 し た 。 培 地 は 毎 日 交 換 し た 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 細 胞 の 播 種 後 ３ 日 目 に 、 培 地 を 除 去 し 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 の 誘 導 物 質 ま た は 誘 導 物 質
の ビ ヒ ク ル 対 照 を 含 有 す る 培 地 ０ ． ３ ｍ ｌ に 交 換 し た 。 ４ 日 目 に 培 地 を 除 去 し 、 新 鮮 な 誘
導 物 質 含 有 培 地 ま た は ビ ヒ ク ル 対 照 培 地 に 交 換 し 、 細 胞 が ２ 日 間 曝 露 さ れ る よ う に し た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 ５ 日 目 に 、 誘 導 物 質 含 有 培 地 お よ び ビ ヒ ク ル 対 照 培 地 を 、 発 光 原 と な る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基
質 を 含 有 す る 新 鮮 な 培 地 に 交 換 し た 。 発 光 原 基 質 と と も に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 期 間 の
終 了 時 に 、 ２ 種 類 の 発 光 ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 発 光 原 基 質 は 、 お そ ら く 受 動 的 拡 散 に よ り
細 胞 に 進 入 す る の で 、 い ず れ の ア ッ セ イ 方 式 も 可 能 で あ っ た 。 第 一 の 種 類 の ア ッ セ イ は 、
お そ ら く こ れ も ま た 受 動 的 拡 散 に よ り Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 の ル シ フ ェ リ ン 産 物 が 細 胞 か ら 出
る の で 、 可 能 で あ る 。 第 一 の 種 類 の ア ッ セ イ に 関 し て は 、 培 地 の 試 料 を 取 り 出 し て 、 等 容
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積 の ル シ フ ェ リ ン 検 出 試 薬 （ ２ ０ ０ ｍ Ｍ ト リ シ ン 、 ｐ Ｈ ８ ． ４ 、 ホ タ ル （ Photuris penns
ylvanica） 由 来 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 熱 安 定 性 突 然 変 異 体 １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ （ Ultra Glow
（ 商 標 ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 プ ロ メ ガ 社 （ Promega, Corp.） か ら 入 手 可 能 ） 、 ４ ０ ０ μ Ｍ の
Ａ Ｔ Ｐ 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ お よ び ２ ％ の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ ） と 合 わ せ て 発 光 反 応 を 開
始 す る 。 第 一 の 種 類 の ア ッ セ イ に つ い て ブ ラ ン ク を 決 定 す る た め に 、 一 部 の ウ エ ル に は 発
光 原 基 質 を 入 れ ず 、 ル シ フ ェ リ ン 検 出 試 薬 と ま ず 合 わ せ て か ら 培 地 の ア リ コ ー ト と 合 わ せ
た 。 第 二 の 種 類 の ア ッ セ イ に 関 し て は 、 等 容 積 の ル シ フ ェ リ ン 検 出 試 薬 を 細 胞 培 地 に 直 接
添 加 し て 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 活 性 を 停 止 さ せ 、 細 胞 溶 解 物 を 生 成 し て 、 発 光 反 応 を 開 始 し た 。
第 二 の 種 類 の 反 応 に つ い て ブ ラ ン ク を 決 定 す る た め に 、 一 部 の ウ エ ル に は 発 光 原 基 質 を 入
れ ず 、 ル シ フ ェ リ ン 検 出 試 薬 を ま ず 添 加 し て か ら 、 こ れ ら の ウ エ ル に 発 光 原 基 質 を 添 加 し
た 。 い ず れ の 種 類 の 反 応 物 の ア リ コ ー ト も 、 白 色 不 透 明 の ９ ６ ウ エ ル プ レ ー ト に 移 し て 、
フ ル オ ス タ ー オ プ テ ィ マ （ Fluostar Optima 、 製 品 名 ） ル ミ ノ メ ー タ ー （ ビ ー エ ム ジ ー 社
（ BMG, Inc. ） ） で 発 光 を 読 取 っ た 。 ブ ラ ン ク ウ エ ル の 発 光 値 を 対 応 す る ウ エ ル の 値 か ら
差 し 引 い た 。 結 果 を 図 １ ６ に 示 す 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 （ 実 施 例 １ ６ ： ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 を 用 い た 発 光 シ グ ナ ル の 安 定 化 ）
　 本 実 施 例 で は 、 ２ つ の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 競 合 阻 害 剤 、 ２ － ア ミ ノ － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア
ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （
Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） を 評 価 し て 、 発 光 シ グ ナ ル の 安 定 化 に 及 ぼ す 作 用 を 決 定 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 反 応 物 （ ０ ． ５ ｐ ｍ ｏ ｌ の 組 換 え Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 酵
素 、 ３ ０ μ Ｍ の ル シ フ ェ リ ン ク ロ ロ エ チ ル エ ー テ ル 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ． ３ ｍ Ｍ
の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０
２ ユ ニ ッ ト の グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） を 、 ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ル シ フ ェ リ ン 検 出 試 薬 （ １
０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 熱 安 定 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ ホ タ ル （ Photuris pennsylvanica） 由 来 ） 、
４ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ６ ％ の Ｐ ｒ ｉ ｏ ｎ ｅ ｘ 、 ２ ユ ニ ッ ト ／ ｍ Ｌ の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ 、 ２
０ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ ン （ ｐ Ｈ ８ ． ４ ） 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ２ ％ の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ ）
を 、 １ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ も し く は １ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｍ Ｂ Ｔ を 含 め る か 、 あ る い は 阻 害 剤
を 含 め ず に 、 各 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 反 応 物 に 添 加 し た 。 直 後 お よ び そ の 後 ５ 分 間 隔 で １ 時 間 、 発
光 を 読 取 っ た 。 結 果 を 図 １ ７ に 示 す 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 図 １ ７ に 示 し た よ う に 、 阻 害 剤 、 例 え ば ２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン
ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － ア ミ ノ － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ
） に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 に よ り 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ に お け る 発 光 シ グ ナ ル
を 安 定 化 す る 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 本 発 明 を こ こ に 説 明 し 、 い く つ か の 具 体 例 を 用 い て 例 示 し て き た が 、 当 業 者 に は 、 本 発
明 の 精 神 を 逸 脱 す る こ と な く 、 種 々 の 修 正 、 例 え ば 変 更 、 追 加 お よ び 省 略 を 本 明 細 書 中 に
開 示 さ れ た も の に つ い て な し 得 る こ と が 理 解 で き よ う 。 し た が っ て こ れ ら の 修 正 も 本 発 明
に 含 ま れ る こ と 、 そ し て 本 発 明 の 範 囲 は 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 と 合 法 的 に 一 致 し 得 る 最 も
広 い 解 釈 に よ っ て の み 限 定 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ６ 】
【 図 １ 】 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 発 光 反 応 ス キ ー ム を 示 す 図 。
【 図 ２ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン （ （ ４ Ｓ ） － ４ ， ５ － ジ ヒ ド ロ － ２ － （ ６ － ヒ ド ロ キ シ － ベ ン
ゾ チ ア ゾ リ ル ） － ４ － チ ア ゾ ー ル カ ル ボ ン 酸 ） お よ び Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の 構 造 を 示
す 図 。
【 図 ３ Ａ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て
１ ２ 分 以 内 に 、 タ ー ナ ー 社 （ Turner） の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｂ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 タ ー ナ ー 社 （ Turner） の Ｒ ｅ ｐ
ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｃ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 タ ー ナ ー 社 （ Turner） の Ｒ ｅ ｐ
ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｄ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
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。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン （ Bertho
ld Orion） の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｅ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 タ ー ナ ー 社 （ Turner） の Ｒ ｅ ｐ
ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｆ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 ま た は Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ
オ ン （ Berthold Orion） の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｇ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 ま た は Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ
オ ン （ Berthold Orion） の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｈ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 ま た は Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ
オ ン （ Berthold Orion） の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ３ Ｉ 】 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 用 い た 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 を 示 す グ ラ フ
。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に お い
て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い ） Ｓ ｆ
９ 細 胞 膜 ま た は Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 タ ー ナ ー 社 （ Turn
er） の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ 商 標 ） ま た は ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン （ Berthold Orion） の ル ミ
ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 ４ 】 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 に お け る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ ／ 基 質 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
時 間 依 存 性 を 示 す グ ラ フ 。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を ３ ７ ℃ で Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物
中 で グ ラ フ に 示 し た 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。
Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に 関 し て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を Ｈ ２

Ｏ と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 タ ー ナ ー の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ （ パ ネ ル
Ａ お よ び Ｃ ） ま た は ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン （ パ ネ ル Ｂ ） の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ
た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
【 図 ５ 】 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 か ら 発 生 す る 光 の 時 間 経 過 を 示 す グ ラ フ 。 　 Ｌ ｕ
ｃ 　 Ｍ Ｅ を 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合 わ せ た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 対 照 に つ い て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ
９ 細 胞 ミ ク ロ ソ ー ム を Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 タ ー ナ ー の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ ル ミ ノ メ ー タ ー
で 、 反 応 物 を 合 わ せ た 後 ３ 分 で 発 光 の 読 取 り を 開 始 し 、 ２ ８ ４ 分 間 、 グ ラ フ に 示 し た よ う
に 間 を お い て 次 々 と 読 取 り を 実 施 し た 。
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【 図 ６ 】 室 温 で の 一 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ を 示 す グ ラ フ 。 　 Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ を 、
Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 合 わ せ た 中 で 室 温 （ ～ ２ ２ ℃ ） で イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に 関 し て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ ク
ロ ソ ー ム を Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 同 時 に
Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 に 添 加 し 、 発 生 し た 光 を 直 ち に 読 取 っ た （ 時 間 ＝ ０ ） 。 次 に タ ー
ナ ー の Ｒ ｅ ｐ ｏ ｒ ｔ ｅ ｒ ル ミ ノ メ ー タ ー で １ ５ ． ５ 時 間 、 ４ ． ２ ５ 分 毎 に 読 み 取 り を 実 行
し た 。
【 図 ７ 】 ３ ７ ℃ で の 一 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ を 示 す グ ラ フ 。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ
ン 誘 導 体 を 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 合 わ せ た 中 で ３ ７ ℃ で イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な い 対 照 に 関 し て は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｓ ｆ ９ 細 胞 ミ
ク ロ ソ ー ム を Ｈ ２ Ｏ と 置 き 換 え た 。 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ お よ び ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 を 同 時
に Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 に 添 加 し 、 発 生 し た 光 を 直 ち に 読 取 っ た （ 時 間 ＝ ０ ） 。 次 に タ
ー ナ ー の ２ ０ ／ ２ ０ ル ミ ノ メ ー タ ー で ３ 時 間 、 １ ０ 分 毎 に 読 み 取 り を 実 行 し た 。
【 図 ８ 】 二 段 階 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 反 応 に お け る プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム に つ い て
示 す グ ラ フ 。 　 Ｄ － ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分 間 、 プ ー ル 化 ヒ ト 肝 臓 ミ ク ロ
ソ ー ム と と も に Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応
混 合 物 と 合 わ せ た 。 対 照 に 関 し て は 、 肝 臓 ミ ク ロ ソ ー ム を 対 照 の （ Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 ま な
い ） Ｓ ｆ ９ 細 胞 膜 と 置 き 換 え た 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 ベ ル ソ ル ド ・ オ リ オ ン
の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。 ス ル フ ァ フ ェ ナ ゾ ー ル 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル お よ び α －
ナ フ ト フ ラ ボ ン の ビ ヒ ク ル は 、 Ｈ ２ Ｏ 中 の １ ％ ア セ ト ニ ト リ ル お よ び １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン と し た 。 「 ｎ ｔ 」 の 値 は 、 ビ ヒ ク ル 対 照 で あ る 。 反 応 物 中 の ス ル フ ァ フ ェ ナ
ゾ ー ル 、 ケ ト コ ナ ゾ ー ル お よ び α － ナ フ ト フ ラ ボ ン の 濃 度 は 、 そ れ ぞ れ １ ０ ０ μ Ｍ 、 １ ０
０ μ Ｍ お よ び １ ０ μ Ｍ で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
【 図 ９ 】 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ デ ピ コ リ ニ ラ ー ゼ 活 性 の 二 段 階 の 検 出 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 　 Ｄ －
ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 ｌ ｕ ｃ ２ Ｐ Ｅ 、 ｌ ｕ ｃ ３ Ｐ Ｅ お よ び ｌ ｕ ｃ ４ Ｐ Ｅ を 、 ３ ７ ℃ で ６ ０ 分
間 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 混 合 物 と 合
わ せ た 。 こ の 図 に お い て 、 「 Ｓ ｆ ９ 」 と 表 示 さ れ た バ ー は 、 対 照 で あ る 。 こ れ ら は Ｃ Ｙ Ｐ
４ ５ ０ 発 現 を 伴 わ な い Ｓ ｆ ９ 細 胞 膜 で あ る 。 反 応 物 を 合 わ せ て １ ２ 分 以 内 に 、 ベ ル ソ ル ド
・ オ リ オ ン の ル ミ ノ メ ー タ ー で 発 光 を 読 取 っ た 。
【 図 １ ０ 】 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ に よ り 触 媒 さ れ る ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 の ル シ フ ェ リ ン へ の 変 換 に
つ い て 示 す グ ラ フ 。 　 ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 （ １ ０ ０ μ Ｍ ） を 、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 反 応 混 合 物 中
で グ ラ フ に 示 し た 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 各 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 終 了 時 に 、 反 応
混 合 物 を 終 濃 度 ０ ． １ ％ （ ｖ ／ ｖ ） の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ で ク エ ン チ し て 、 次 に 液 体 窒 素 中
で 凍 結 さ せ た 。 反 応 混 合 物 の ９ ５ μ ｌ ア リ コ ー ト を Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ に よ り 分 析 し 、 ３ ３ ０ ｎ ｍ で
の 励 起 お よ び ５ ２ ０ ｎ ｍ で の 放 出 を 示 す 蛍 光 に よ り ル シ フ ェ リ ン を 検 出 し た 。 ゼ ロ 時 間 は
、 対 照 （ 酵 素 を 含 ま な い ） に つ い て の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 中 の ル シ フ ェ リ ン 含 量 を 表 す 。
【 図 １ １ 】 既 知 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 阻 害 の 検 出 に つ い て 示 す グ ラ フ 。
　 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ の 基 質 と し て の ル シ フ ェ リ ン 誘 導 体 を 、 他 の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基
質 を 検 出 す る た め の プ ロ ー ブ と し て 評 価 し た 。 試 験 し た Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 基 質 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ
９ に つ い て は ジ ク ロ フ ェ ナ ク 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ お よ び Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ に つ い て は フ ェ ナ セ チ ン
で あ っ た 。 反 応 は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ て い る よ う に 実 施 し た が 、 但 し 、 第 一 段 階 （ Ｃ Ｙ Ｐ
４ ５ ０ 反 応 ） は 、 １ ピ コ モ ル の Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 反 応 容 積
中 で 実 施 し た 。 第 二 段 階 で は 、 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 反 応 物 を 添 加 し て
、 最 終 濃 度 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の Ｕ ｌ ｔ ｒ ａ 　 Ｇ ｌ ｏ （ 商 標 ） ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の
Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． １ ％ の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ （ ｖ ／ ｖ ） 、 ４ ． ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ お よ び １ ０ ０
ｍ Ｍ の ト リ シ ン 、 ｐ Ｈ ８ ． ４ と し た 。 パ ネ ル Ａ は 、 基 質 と し て Ｌ ｕ ｃ 　 Ｍ Ｅ を 用 い た フ ェ
ナ セ チ ン に よ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ ２ の 阻 害 を 示 す 。 パ ネ ル Ｂ は 、 基 質 と し て Ｌ ｕ ｃ 　 Ｃ Ｅ Ｅ を 用
い た フ ェ ナ セ チ ン に よ る Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ の 阻 害 を 示 す 。 パ ネ ル Ｃ は 、 基 質 と し て Ｈ Ｌ ｕ ｃ を
用 い た ジ ク ロ フ ェ ナ ク に よ る Ｃ Ｙ Ｐ ２ Ｃ ９ の 阻 害 を 示 す 。
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【 図 １ ２ Ａ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 種
々 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム と と も に （ ＋ ） ま た は Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム を 含 め ず に （ － ）
、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ
ラ ー ゼ 含 有 反 応 物 中 に 生 成 さ れ る メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ か ら の 生 物 発 光 （ 相 対 光
単 位 ： Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｂ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 メ
ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る 反 応 物 に お け る 生 物 発 光 の 増 加 倍
率 （ ＋ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ／ － Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｃ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 種
々 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム と と も に （ ＋ ） ま た は Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム を 含 め ず に （ － ）
、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 生 成 さ れ る メ ト キ シ － セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ か ら の 化 学 発 光 （ Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｄ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 メ
ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る 反 応 物 に お け る 化 学 発 光 の 増 加 倍
率 （ ＋ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ／ － Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｅ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 種
々 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム と と も に （ ＋ ） ま た は Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム を 含 め ず に （ － ）
、 セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 含 有
反 応 物 中 に 生 成 さ れ る セ レ ン テ ラ ジ ン － Ｈ Ｈ か ら の 生 物 発 光 （ Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｆ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る 反 応 物 に お け る 生 物 発 光 の 減 少 倍 率 （ ＋ Ｐ ４
５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ／ － Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｇ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 種
々 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム と と も に （ ＋ ） ま た は Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム を 含 め ず に （ － ）
、 セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 生 成 さ れ る セ レ ン テ ラ ジ ン － Ｈ Ｈ か
ら の 化 学 発 光 （ Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｈ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る 反 応 物 に お け る 化 学 発 光 の 減 少 （ ＋ Ｐ ４ ５ ０
　 Ｒ Ｌ Ｕ ／ － Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｉ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 種
々 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム と と も に （ ＋ ） ま た は Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム を 含 め ず に （ － ）
、 セ レ ン テ ラ ジ ン を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 の 、 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 含 有 反 応
物 中 に 生 成 さ れ る セ レ ン テ ラ ジ ン か ら の 生 物 発 光 （ Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｊ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 セ
レ ン テ ラ ジ ン お よ び Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る 反 応 物 に お け る 生 物 発 光 の 減 少 （ ＋ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ
Ｌ Ｕ ／ － Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｋ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 種
々 の Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム と と も に （ ＋ ） ま た は Ｐ ４ ５ ０ ア イ ソ ザ イ ム を 含 め ず に （ － ）
、 セ レ ン テ ラ ジ ン を イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 に 生 成 さ れ る セ レ ン テ ラ ジ ン か ら の 化 学 発
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光 （ Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ２ Ｌ 】 化 学 発 光 お よ び 生 物 発 光 の 検 出 に よ る 、 メ ト キ シ － セ レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ 、 セ
レ ン テ ラ ジ ン Ｈ Ｈ お よ び セ レ ン テ ラ ジ ン に 及 ぼ す Ｐ ４ ５ ０ の 作 用 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 セ
レ ン テ ラ ジ ン お よ び Ｐ ４ ５ ０ を 含 有 す る 反 応 物 に お け る 化 学 発 光 の 減 少 （ ＋ Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ
Ｌ Ｕ ／ － Ｐ ４ ５ ０ 　 Ｒ Ｌ Ｕ ） を 示 す 。
【 図 １ ３ 】 酵 母 ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 用 い た 、 阻 害 作 用 を 有 す る 緩 衝 液 か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の
保 護 に つ い て 示 す グ ラ フ 。 　 酵 母 の 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 阻 害 作 用 を 有 す る Ｋ Ｐ Ｏ

４ 緩 衝 液 が 用 い ら れ る 場 合 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の ｉ Ｐ Ｐ に よ る 阻 害 を 解 除 す る の に 有 効 で あ
る こ と が 判 明 し た 。
【 図 １ ４ 】 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 混 入 か ら ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 保
護 す る こ と に つ い て 示 す グ ラ フ 。 　 種 々 の 供 給 源 由 来 の 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 、 阻 害
作 用 を 有 す る Ｋ Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 液 が 用 い ら れ る 場 合 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ の ｉ Ｐ Ｐ に よ る 阻 害 を 解
除 す る こ と が 判 明 し た 。
【 図 １ ５ 】 ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ を 用 い た 、 添 加 ｉ Ｐ Ｐ か ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 保 護 に つ い て 示 す
グ ラ フ 。 　 無 機 ピ ロ ホ ス フ ァ タ ー ゼ は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 用 い る 反 応 に ｉ Ｐ Ｐ が 添 加 さ れ
る 場 合 、 該 反 応 の ｉ Ｐ Ｐ に よ る 阻 害 を 解 除 す る の に 有 効 で あ る こ と が 判 明 し た 。
【 図 １ ６ 】 細 胞 を 用 い る Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ を 示 す グ ラ フ 。 　 初 代 ラ ッ ト 肝 細 胞 を
、 Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ 遺 伝 子 発 現 の 誘 導 物 質 ： ５ μ Ｍ の ３ － メ チ ル コ ラ ン ト レ ン （ Ｍ Ｃ ） 、 ５ ０
μ Ｍ の デ キ サ メ タ ゾ ン （ Ｄ ｅ ｘ ） ま た は ５ ０ μ Ｍ の リ フ ァ ン ピ シ ン （ Ｒ ｉ ｆ ） お よ び そ れ
ら の ビ ヒ ク ル 対 照 と し て そ れ ぞ れ ０ ． ０ ５ 、 ０ ． １ お よ び ０ ． １ ％ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ （ 誘 導 さ れ
な い ） ； な ら び に Ｃ Ｙ Ｐ ４ ５ ０ の 阻 害 剤 ： １ ０ ０ μ Ｍ の ト ロ レ ア ン ド マ イ シ ン （ Ｔ ｒ ｏ ）
で ２ 日 間 処 理 し た 。 こ の 誘 導 培 地 を 、 次 に 、 肝 細 胞 培 地 中 に 溶 解 し た １ ０ ０ μ Ｍ の ル シ フ
ェ リ ン － Ｃ Ｅ Ｅ （ パ ネ ル Ａ お よ び Ｂ ） 、 ２ ０ ０ μ Ｍ の ル シ フ ェ リ ン － Ｂ Ｅ 、 ま た は ２ ０ ０
μ Ｍ の ル シ フ ェ リ ン － Ｂ Ｅ ＋ Ｔ ｒ ｏ 各 ３ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル に 置 き 換 え て 、 ４ 時 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト さ せ た 。 次 に １ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 培 地 を ウ エ ル か ら 取 り 出 し て ル シ フ ェ
リ ン 検 出 試 薬 と 合 わ せ （ 実 施 例 １ ５ 参 照 ） 、 か つ ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ル シ フ ェ リ ン
検 出 試 薬 を 細 胞 上 の 残 り の 培 地 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル に 添 加 し た 。 ２ ０ ０ マ イ ク ロ リ ッ
ト ル の 培 地 反 応 物 （ パ ネ ル Ａ ＆ Ｃ ） お よ び 細 胞 溶 解 物 反 応 物 （ パ ネ ル Ｂ ＆ Ｄ ） か ら の 発 光
を 定 量 し た 。
【 図 １ ７ 】 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 を 用 い た 発 光 シ グ ナ ル の 安 定 化 を 示 す グ ラ フ 。 　 阻 害 剤
２ － （ ４ － ア ミ ノ フ ェ ニ ル ） － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｐ Ｍ Ｂ Ｔ ） ま た は ２ － ア
ミ ノ － ６ － メ チ ル ベ ン ゾ チ ア ゾ ー ル （ Ａ Ｍ Ｂ Ｔ ） に よ る ル シ フ ェ ラ ー ゼ の 阻 害 は 、 Ｃ Ｙ Ｐ
４ ５ ０ 発 光 ア ッ セ イ に お け る 発 光 シ グ ナ ル を 安 定 化 す る 。 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の Ｃ Ｙ Ｐ
１ Ａ １ 反 応 物 （ ０ ． ５ ｐ ｍ ｏ ｌ の 組 換 え Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 酵 素 、 ３ ０ μ Ｍ の ル シ フ ェ リ ン ク ロ
ロ エ チ ル エ ー テ ル 、 １ ０ ０ ｍ Ｍ の Ｋ Ｐ Ｏ ４ 、 １ ． ３ ｍ Ｍ の Ｎ Ａ Ｄ Ｐ ＋ 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の グ ル
コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ３ ． ３ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ０ ． ０ ２ ユ ニ ッ ト の グ ル コ ー ス － ６ － リ
ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ ） を 、 ３ ７ ℃ で ２ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
後 、 ５ ０ マ イ ク ロ リ ッ ト ル の ル シ フ ェ リ ン 検 出 試 薬 （ １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ の 熱 安 定 性 ル シ フ
ェ ラ ー ゼ （ ホ タ ル 類 （ photuris pennsylvanica） 由 来 ） 、 ４ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｔ Ｐ 、 ０ ． ６ ％
の Ｐ ｒ ｉ ｏ ｎ ｅ ｘ （ 登 録 商 標 ） 、 ２ ユ ニ ッ ト ／ ｍ Ｌ の ｉ Ｐ Ｐ ア ー ゼ 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ の ト リ シ
ン 、 ｐ Ｈ ８ ． ４ 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｍ ｇ Ｓ Ｏ ４ 、 ２ ％ の Ｔ ｅ ｒ ｇ ｉ ｔ ｏ ｌ ） に １ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｐ
Ｍ Ｂ Ｔ 、 １ ０ ０ μ Ｍ の Ａ Ｍ Ｂ Ｔ を 含 め て 、 ま た は 阻 害 剤 を 含 め ず に 、 Ｃ Ｙ Ｐ １ Ａ １ 反 応 物
の 各 ア リ コ ー ト に 添 加 し た 。 直 ち に 、 そ し て そ の 後 ５ 分 間 隔 で １ 時 間 、 発 光 を 読 取 っ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ Ａ 】

【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ３ Ｄ 】
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【 図 ３ Ｅ 】

【 図 ３ Ｆ 】

【 図 ３ Ｇ 】

【 図 ３ Ｈ 】

【 図 ３ Ｉ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ Ａ 】

【 図 １ ２ Ｂ 】

【 図 １ ２ Ｃ 】
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【 図 １ ２ Ｄ 】

【 図 １ ２ Ｅ 】

【 図 １ ２ Ｆ 】

【 図 １ ２ Ｇ 】

【 図 １ ２ Ｈ 】

【 図 １ ２ Ｉ 】

【 図 １ ２ Ｊ 】

【 図 １ ２ Ｋ 】

【 図 １ ２ Ｌ 】
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【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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