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(57)【要約】
本発明は，蛍光性色素全般に関する。本発明は，広範な蛍光性色素及び同物を含むキット
を提供し，多様な生体分子，細胞及び微生物を標識するのに適用しうる。また，本発明は
，研究開発，法医学的同定，環境研究，疾病状態の診断，予後及び／又は治療において，
上記蛍光性色素を使用する多様な方法も提供する。１つの実施形態において，本発明の蛍
光性化合物を使用して調製した標識生体分子は，ダイマー形成を有意に低減することを示
す。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式Ｉの化合物であって，
【化１７４】

　Fは，フルオロフォアであり，
　Tは，１以上の化学結合で形成された結合部位であり，３以上の別個の部位と結合して
おり，前記結合部位が約１～１００原子を含み，
　m及びnは，独立に０～２０の範囲の整数であり，
　R1，R2及びR3は，各々独立に(R)p-(L)q-であって，
　　R1，R2及びR3のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部位であり，約
１～１００原子を含み，
　　R1，R2及びR3のpは，各々１～２０の範囲の整数であり，
　　R1，R2及びR3のqは，各々０～２０の範囲の整数であり，
　　R1，R2及びR3のRは，各々独立に，
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン
酸基，ホスホン酸基又はスルホンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであって，少なくともR1，R2及びR3のR一つが反応基であり，少なくともR1，
R2及びR3のR他の一つが水溶性高分子基である，式Ｉの化合物。
【請求項２】
　前記フルオロフォアが，キサンテン色素，クマリン色素，ピレン色素又はシアニン色素
である請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　前記フルオロフォアが，クマリン色素である請求項１に記載の化合物。
【請求項４】
　前記フルオロフォアが，ピレン色素である請求項１に記載の化合物。
【請求項５】
　前記フルオロフォアが，ローダミン色素である請求項１に記載の化合物。
【請求項６】
　前記水溶性高分子が，ポリアルキレンオキシドである請求項１に記載の化合物。
【請求項７】
　前記水溶性高分子が，ポリエチレンオキシドである請求項１に記載の化合物。
【請求項８】
　前記水溶性高分子が，炭化水素である請求項１に記載の化合物。
【請求項９】
　前記水溶性高分子が，ポリペプチドである請求項１に記載の化合物。
【請求項１０】
　前記水溶性高分子が，約300Daより大きい分子量を有する請求項１に記載の化合物。
【請求項１１】
　前記水溶性高分子が，約800Daより大きい分子量を有する請求項１に記載の化合物。
【請求項１２】
　前記水溶性高分子が，約800Da～約3000Daの範囲の分子量を有する請求項１に記載の化
合物。
【請求項１３】
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　前記反応基が，アミノ，スルフヒドリル又はヒドロキシ求核剤と共有結合を形成する請
求項１に記載の化合物。
【請求項１４】
　前記反応基が，イソチオシアネート，イソシアネート，モノクロロトリアジン，ジクロ
ロトリアジン，ハロゲン置換ピリジン，ハロゲン置換ジアジン，ホスホラミダイト，マレ
イミド，アジリジン，スルホニルハライド，酸ハロゲン化物，ヒドロキシスクシンイミジ
ルエステル，ヒドロキシスルホスクシンイミジルエステル，テトラフルオロフェノールエ
ステル，イミドエステル，ヒドラジン，アジドニトロフェニル，アジド，アルキン，3-(2
-ピリジルジチオ)-プロピオンアミド，グリオキサール又はアルデヒドである請求項１に
記載の化合物。
【請求項１５】
　前記化合物の最大蛍光励起波長が，約350～約1200nmの範囲である請求項１に記載の化
合物。
【請求項１６】
　前記化合物の最大蛍光発光波長が，約360～約1250nmの範囲である請求項１に記載の化
合物。
【請求項１７】
　前記フルオロフォアが，下記式のクマリンであって，
【化１７５】

　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfが，フルオロフォアと-(L)m-部位又は下記式の部位に結合
している結合であって，
【化１７６】

　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfの残った部位が，各々独立に式(R)p-(L)q-であって，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのRが，各々独立に，
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン
酸基，ホスホン酸基又はスルホンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであり，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのLが各々１以上の化学結合で形成された連結部位であり
，約１～１００原子を含み，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのpが各々独立に１～２０の範囲の整数であり，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのqが各々独立に０～２０の範囲の整数である，
請求項１に記載の化合物。
【請求項１８】
　下記式が，

【化１７７】

下記式を有する請求項１７に記載の化合物。
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【化１７８】

【請求項１９】
　前記フルオロフォアが，１以上のスルホン酸基で置換されている請求項１７に記載の化
合物。
【請求項２０】
　前記フルオロフォアが下記式の化合物であって，

【化１７９】

　　下記式がフルオロフォアと
【化１８０】

　　-(L)m-部位又は下記式の部位に結合し，
【化１８１】

　　R4，R5及びR6が，各々独立に(R)p-(L)q-であって，
　　R4，R5及びR6のRが，各々独立に，
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン
酸基，ホスホン酸基又はスルホンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであり，
　　R4，R5及びR6のLが，各々１以上の化学結合で形成された連結部位であり，約１～１
００原子を含み，
　　R4，R5及びR6のpが，各々独立に１～２０の範囲の整数であり，
　　R4，R5及びR6のqが，各々独立に０～２０の範囲の整数であり，
　　a，b，及びcが，各々独立に０，１，２又は３である，請求項１に記載の化合物。
【請求項２１】
　ｍが０であり，下記式が，
【化１８２】

下記式を有する請求項２０に記載の化合物。
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【化１８３】

【請求項２２】
　R1が，水溶性高分子基を含み，R2が，反応基を含む請求項２１に記載の化合物。
【請求項２３】
　R1が，ポリエチレングリコールを含む請求項２２に記載の化合物。
【請求項２４】
　R2が，N-ヒドロキシこはく酸イミド基を含む請求項２２に記載の化合物。
【請求項２５】
　最大蛍光励起波長を有する化合物であって，前記化合物が，式IIの構造を有し，
【化１８４】

　　Fは，下記式の構造を有する部位であり，
【化１８５】

　　Z-は，対イオンであり，
　　Yは，F及びΨ間で電子消失しうる架橋単位であり，
　　Ψは，下記構造の１つを有する部位であって，
【化１８６】

　　X1及びX4は，独立に下記であり，

【化１８７】

　　X2及びX3は，独立に下記であり，
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【化１８８】

　　a及びbは，独立に０，１，２又は３であり，
　　b'は，０，１又は２であり，
　Ψが式1であり，前記化合物の最大蛍光励起波長が660nmより小さい場合，R5及びR6は，
各々独立に(R)p-(L)q-で，R5及びR6は，置換環を形成するように結合せず，
　　R1，R2，R3，R4，R5及びR6は，各々独立に(R)p-(L)q-であり，
　　前記化合物の各(R)p-(L)q-のRは，各々独立に
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，アリール基，アルキルアミノ基，ジアルキルアミノ基，アルコキ
シ基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン酸基又はスルホン
アミド基，
　　　iv)-H，
　　前記化合物の各(R)p-(L)q-のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部
位であり，約１～１００原子を含み，
　　各(R)p-(L)q-のpは，各々独立に約１～約２０の範囲の整数であり，
　　R1又はR2の各(R)p-(L)q-のqは，各々独立に０～約２０の範囲の整数であり，
　　R3，R4，R5，R6又はR7の各(R)p-(L)q-のqは，各々独立に１～約２０の範囲の整数で
あり，
　　cは０又は１であり，
　　dは０又は１であり，
　　前記化合物の各(R)p-(L)q-のRの少なくとも１つは，反応性部位であり，
　　前記化合物の各(R)p-(L)q-のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である，化合物。
【請求項２６】
　少なくとも二つの隣接するR1及び／又は二つの隣接するR2が存在する場合，前記二つの
隣接するR1及び／又は二つの隣接するR2は，１以上の(R)p-(L)q-により置換されない又は
置換された六員環を形成するように結合している請求項２５に記載の化合物。
【請求項２７】
　前記二つの隣接するR1及び／又は二つの隣接するR2は，六員環を形成するように結合し
ている場合、形成された環が芳香族である請求項２６に記載の化合物。
【請求項２８】
　Ψが式1であり，前記化合物の最大蛍光励起波長が660nm以上である，又はΨが式1以外
である場合，R5及びR6は，各々独立に(R)p-(L)q-，又はR5及びR6は，１以上の(R)p-(L)q-
により置換されない又は置換された環状部位を形成するように結合している請求項２５に
記載の化合物。
【請求項２９】
　Yが下記であって，
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【化１８９】

　　Cが存在する場合，Cは，五員環基又は六員環基であり，
　　R7は，(R)p-(L)q-であり，
　　各(R)p-(L)q-のRは，各々独立に
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，アリール基，アルキルアミノ基，ジアルキルアミノ基，アルコキ
シ基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン酸基又はスルホン
アミド基，
　　　iv)-H，
　　前記化合物の各(R)p-(L)q-のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部
位であり，約１～１００原子を含み，
　　pは，各々独立に約１～約２０の範囲の整数であり，
　　qは，各々独立に１～約２０の範囲の整数である，請求項２５に記載の化合物。
【請求項３０】
　R1及びR2のRの少なくとも１つは，荷電部位である請求項２５に記載の化合物。
【請求項３１】
　R1及びR2のRの少なくとも１つが，スルホン酸基又はホスホン酸基を含む請求項２５に
記載の化合物。
【請求項３２】
　R1及びR2の各Rが，スルホン酸基又はホスホン酸基を含む請求項２５に記載の化合物。
【請求項３３】
　X2及びX3が，独立に下記である請求項２５に記載の化合物。
【化１９０】

【請求項３４】
　X2及びX3が，独立に下記である請求項２５に記載の化合物。
【化１９１】

【請求項３５】
　前記水溶性高分子が，ポリアルキレンオキシドである請求項２５に記載の化合物。
【請求項３６】
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　前記水溶性高分子が，ポリエチレンオキシドである請求項２５に記載の化合物。
【請求項３７】
　前記水溶性高分子が，約300より大きい分子量を有する請求項２５に記載の化合物。
【請求項３８】
　前記水溶性高分子が，約800より大きい分子量を有する請求項２５に記載の化合物。
【請求項３９】
　前記水溶性高分子が，約800～約3000の範囲の分子量を有する請求項２５に記載の化合
物。
【請求項４０】
　二つの隣接する(R1)a及び結合している環A中の原子が，炭素環を形成するように結合し
ている請求項２６に記載の化合物。
【請求項４１】
　前記炭素環が，芳香族である請求項４０に記載の化合物。
【請求項４２】
　二つの隣接する(R2)b及び結合している環B中の原子が，炭素環を形成するように結合し
ている請求項２６に記載の化合物。
【請求項４３】
　前記炭素環が，芳香族である請求項４２に記載の化合物。
【請求項４４】
　前記化合物が，下記式を有する請求項２５に記載の化合物。
【化１９２】

【請求項４５】
　前記化合物が，下記式を有する化合物であって，

【化１９３】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基
，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基である，請求項２５に記載の化合
物。
【請求項４６】
　前記化合物が，下記式を有する化合物であって，
【化１９４】

　　Cが１であり，dが１であり，
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　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反
応基，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である，請求項２５に記載の化
合物。
【請求項４７】
　前記化合物が，下記式を有する化合物であって，
【化１９５】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基
，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基である，請求項２５に記載の化合
物。
【請求項４８】
　前記化合物が，下記式を有する化合物であって，
【化１９６】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反
応基，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である，請求項２５に記載の化
合物。
【請求項４９】
　前記化合物が，下記式を有する化合物であって，
【化１９７】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反
応基，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である，請求項２５に記載の化
合物。
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【請求項５０】
　前記化合物の最大蛍光励起波長が，約350～約1200nmの範囲である請求項２５に記載の
化合物。
【請求項５１】
　前記化合物の最大蛍光発光波長が，約360～約1250nmの範囲である請求項２５に記載の
化合物。
【請求項５２】
　前記水溶性高分子が，ポリアルキレンオキシドである請求項２５に記載の化合物。
【請求項５３】
　前記水溶性高分子が，ポリエチレンオキシドである請求項２５に記載の化合物。
【請求項５４】
　前記水溶性高分子が，炭化水素である請求項２５に記載の化合物。
【請求項５５】
　前記水溶性高分子が，ポリペプチドである請求項２５に記載の化合物。
【請求項５６】
　前記水溶性高分子が，約300より大きい分子量を有する請求項２５に記載の化合物。
【請求項５７】
　前記水溶性高分子が，約800より大きい分子量を有する請求項２５に記載の化合物。
【請求項５８】
　前記化合物が，下記である請求項２５に記載の化合物。
【化１９８】
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【化１９９】

【請求項５９】
　シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分
子基を含む置換シアニン色素。
【請求項６０】
　シアニン色素の最大吸収波長が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基
を含む置換シアニン色素。
【請求項６１】
　前記色素が，非スピロ部位によって置換されている請求項５９又は６０に記載の置換シ
アニン色素。
【請求項６２】
　結合剤が標的ポリペプチドに選択的に結合して錯体を形成し，該錯体の形成によって蛍
光の信号雑音比が少なくとも100となる請求項５９又は６０の置換シアニン色素で標識さ
れた結合剤。
【請求項６３】
　前記置換シアニン色素が，非スピロ置換基によって置換されている請求項６２に記載の
結合剤。
【請求項６４】
　前記結合剤が，ポリペプチドである請求項６２に記載の結合剤。
【請求項６５】
　前記ポリペプチドが，抗体である請求項６３に記載の結合剤。
【請求項６６】
　式IIIの化合物であって，
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【化２００】

　　Zが，-H，アルキル，-CF3，-CN又は下記式のラジカルであり，
【化２０１】

　　X1が，=O，=NH2
+又は=NR6R7

+であり，
　　X2が，-OH，-NH2又は-NR8R9であり，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9は，各々独立に(R)p-(L)q-であり，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のRは，各々独立に
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホン酸基又はスルホ
ンアミド基，
　　　iv)-H，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成
された連結部位であり，約１～１００原子を含み，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のpは，各々独立に１～２０の範囲の整数で
あり，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のqは，各々独立に０～２０の範囲の整数で
あり，
　　a，b，c，d及びeは，各々独立に０，１，２，３又は４であり，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のRの少なくとも１つは，反応性部位であり
，
　　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基で
ある，化合物。
【請求項６７】
　R6，R7，R8及びR9の少なくとも１つが，１以上の(R)p-(L)q-により置換されない又は置
換された5員環又は6員環を形成するように，隣接するR1又はR2及び隣接するR1又はR2が結
合しているいずれかの環中の介在原子と結合可能である請求項６６に記載の化合物。
【請求項６８】
　前記R6，R7，R8及びR9の少なくとも１つ及び隣接するR1又はR2が，5員環又は6員環を形
成するように，結合可能である場合，前記環が不飽和である請求項６７に記載の化合物。
【請求項６９】
　前記R6，R7，R8及びR9の少なくとも１つ及び隣接するR1又はR2が，5員環又は6員環を形
成するように，結合可能である場合，前記環が飽和である請求項６７に記載の化合物。
【請求項７０】
　X1が，=NH2

+である請求項６６に記載の化合物。
【請求項７１】
　X1が，=Oである請求項６６に記載の化合物。
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【請求項７２】
　X2が，-OHである請求項６６に記載の化合物。
【請求項７３】
　X2が，-NH2である請求項６６に記載の化合物。
【請求項７４】
　前記化合物の最大蛍光励起波長が，約450～約750nmの範囲である請求項６６に記載の化
合物。
【請求項７５】
　前記化合物の最大蛍光発光波長が，約470～約800nmの範囲である請求項６６に記載の化
合物。
【請求項７６】
　式Vの化合物であって，
【化２０２】

　　R1，R2，R3及びR4は，各々独立に(R)p-(L)q-であり，
　　R1，R2，R3及びR4のRは，各々独立に
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，ホスホン酸基，スルホン
酸基又はスルホンアミド基，
　　　iv)-H，
　　R1，R2，R3及びR4のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部位であり
，約１～１００原子を含み，
　　R1，R2，R3及びR4のpは，各々独立に１～２０の範囲の整数であり，
　　R1，R2，R3及びR4のqは，各々独立に０～２０の範囲の整数であり，
　　a，b，c及びdは，各々独立に０，１，２又は３であり，
　　R1，R2，R3及びR4のRの少なくとも１つは，反応性部位であり，
　　R1，R2，R3及びR4のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基である，化合物。
【請求項７７】
　i)請求項１，２５，５９，６０，６６又は７６に記載の化合物，ii)緩衝剤，iii)接合
生成物を精製する材料又は装置，iv)前記化合物の使用を説明する使用説明書，を含むキ
ット。
【請求項７８】
　請求項１，２５，５９，６０，６６又は７６に記載した式の構造を有する標識を含む生
体分子であって，前記式の前記少なくとも１つの反応性部位が，前記標識を前記生体分子
に結合する反応を起こした生体分子。
【請求項７９】
　前記生体分子が，ポリヌクレオチドを含む請求項７８に記載した標識を含む生体分子。
【請求項８０】
　前記生体分子が，ポリペプチドを含む請求項７８に記載した標識を含む生体分子。
【請求項８１】
　前記ポリペプチドが，更に抗原結合部位を含む請求項８０に記載の生体分子。
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【請求項８２】
　前記ポリペプチドが，完全免疫グロブリンである請求項８０に記載の生体分子。
【請求項８３】
　前記ポリペプチドが，Fabフラグメントである請求項８０に記載の生体分子。
【請求項８４】
　請求項１，２５，５９，６０，６６又は７６に記載した式の構造を有する標識を含む免
疫グロビンであって，前記式の前記少なくとも１つの反応性部位が，前記標識を前記免疫
グロビンに結合する反応を起こし，前記免疫グロビンが，がん細胞上の抗原と特異的に結
合する抗体である免疫グロビン。
【請求項８５】
　前記抗体が，erb2と結合する請求項８４に記載の免疫グロビン。
【請求項８６】
　請求項１，２５，５９，６０，６６又は７６に記載の化合物と基質生体分子とを，前記
化合物と前記基質生体分子間を架橋するのに十分な条件で，反応させる工程を備える標識
生体分子の調製方法。
【請求項８７】
　前記基質生体分子が，ポリペプチド，ポリヌクレオチド，炭化水素，脂質又はこれらの
組合せである請求項８６に記載の方法。
【請求項８８】
　前記基質生体分子が，ポリヌクレオチドである請求項８７に記載の方法。
【請求項８９】
　集団内で隣接細胞に関連した細胞を特異的に標識する，集団内の細胞を標識する方法で
あって，前記方法は，前記生体分子が細胞を表示する結合相手と結合する標的部位を含み
，前記部位によって集団内の隣接細胞に関連した細胞を特異的に標識する，細胞を請求項
７８に記載の生体分子と接触させる工程を備える方法。
【請求項９０】
　さらに細胞をイメージングする工程を供える方法であって，
　前記イメージング工程が，
　　i)細胞へ励起波長を当てる工程と，
　　ii)細胞から発光された蛍光を検出する工程と，
を備える請求項８９に記載の方法。
【請求項９１】
　インビトロで標識が起こる請求項８９に記載の方法。
【請求項９２】
　インビボで標識が起こる請求項８９に記載の方法。
【請求項９３】
　ポリアルキレンオキシド及び最大吸収波長が685nm以上であるフルオロフォアを含む蛍
光性化合物によって標識された免疫グロブリン。
【請求項９４】
　ポリアルキレンオキシド及び最大吸収波長が750nm以上であるフルオロフォアを含む蛍
光性化合物によって標識された免疫グロブリン。
【請求項９５】
　前記免疫グロビンが，前記蛍光性化合物との接合における標的への結合特異性を保持す
る請求項９３又は９４に記載の免疫グロビン。
【請求項９６】
　前記免疫グロビンが，がん細胞上の抗原と特異的に結合する抗体である請求項９５に記
載の免疫グロビン。
【請求項９７】
　前記抗体が，erb2と結合する請求項９６に記載の免疫グロビン。
【請求項９８】
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　前記蛍光性化合物が，請求項１，２５，５９，６０又は６６に記載の化合物である請求
項９３又は９４に記載の免疫グロビン。
【請求項９９】
　蛍光性化合物によって標識されたポリペプチドであって，請求項１，２５，５９，６０
，６６又７６に記載の化合物である蛍光性化合物を欠く対応するポリペプチドの半減期よ
りも短くない血清半減期を示すポリペプチド。
【請求項１００】
　前記ポリペプチド及び結合剤を含む錯体の形成工程を備えるポリペプチドの標識方法で
あって，前記結合剤が，請求項１，２５，５９，６０，６６又は７６に記載した式の構造
を有する蛍光標識を含み，前記式の前記少なくとも１つの反応性部位が，前記標識を前記
結合剤に結合する反応を起こしたポリペプチドの標識方法。
【請求項１０１】
　前記結合剤が抗体である請求項１００に記載の方法。
【請求項１０２】
　前記錯体が，(a)　前記ポリペプチドと結合する一次抗体，及び，(b)二次抗体に対する
結合能力を示して二次抗体として機能する結合剤を含む請求項１０１に記載の方法。
【請求項１０３】
　標識が，固体基質上で起こる請求項１０２に記載の方法。
【請求項１０４】
　ポリペプチドを細胞内で標識する請求項１０２に記載の方法。
【請求項１０５】
　前記錯体が，約100より大きい信号雑音比を生成する方法であって，前記信号雑音比が
，下記式によって算出される請求項１０２に記載の方法。
(順次結合剤と結合する一次抗体によって結合したポリペプチドを含む錯体からの蛍光信
号)/(ポリペプチド，アイソタイプ対照一次抗体及び結合剤の混合物からの蛍光信号)
【請求項１０６】
　前記錯体が，約250より大きい信号雑音比を生成する方法であって，前記信号雑音比が
，下記式によって算出される請求項１０２に記載の方法。
(順次結合剤と結合する一次抗体によって結合したポリペプチドを含む錯体からの蛍光信
号)/(ポリペプチド，アイソタイプ対照一次抗体及び結合剤の混合物からの蛍光信号)
【請求項１０７】
　前記錯体が，約270より大きい信号雑音比を生成する方法であって，前記信号雑音比が
，下記式によって算出される請求項１０２に記載の方法。
(順次結合剤と結合する一次抗体によって結合したポリペプチドを含む錯体からの蛍光信
号)/(ポリペプチド，アイソタイプ対照一次抗体及び結合剤の混合物からの蛍光信号)
【請求項１０８】
　前記錯体が，標識度がDyLight　680(登録商標)色素に匹敵する，同一の一次抗体及び同
一の二次抗体により形成された錯体によって生成した全蛍光信号より少なくとも5%より大
きい全蛍光信号を生成する請求項１０２に記載の方法。
【請求項１０９】
　前記錯体が，標識度がCy5.5(登録商標)色素に匹敵する，同一の一次抗体及び同一の二
次抗体により形成された錯体によって生成した全蛍光信号より少なくとも5%より大きい全
蛍光信号を生成する請求項１０２に記載の方法。
【請求項１１０】
　前記錯体が，標識度がAlexa　Fluor　680(登録商標)色素に匹敵する，同一の一次抗体
及び同一の二次抗体により形成された錯体によって生成した全蛍光信号より少なくとも5%
より大きい全蛍光信号を生成する請求項１０２に記載の方法。
【請求項１１１】
　請求項２５に記載した式の構造を有する前記標識が，下記構造を有する化合物である請
求項１０８，１０９，１１０のいずれか一項に記載の方法。
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【化２０３】

【請求項１１２】
　各錯体が，635nm又は633nmで励起される請求項１１１に記載の方法。
【請求項１１３】
　各錯体が，同一タンパク質濃度で存在する請求項１１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００７年１２月１４日に出願された米国仮特許出願第６１／０１３，９５
６号の優先権を主張し、参照することによって全体をここに組み込む。
【背景技術】
【０００２】
　蛍光性色素は，生物学的研究及び医学的診断において広く使用されている。蛍光性色素
は，従来の放射性物質より優れており，なぜなら，蛍光性色素は，典型的には検出するの
に十分な感度があり，高価でなく，より低毒性だからである。特に，識別可能な色範囲を
持つフルオロフォアの多様性により，多重生体標的を並行して検出することが可能な多重
アッセイを実施でき，より実践的である。多重標的を並行して視覚化する能力が，インビ
トロ及びインビボでの異なった生体標的間の空間的及び時間的な関係の描写においてしば
しば要求される。加えて，広範囲の蛍光性色素の生成は，高処理，自動化アッセイの実施
に新たな道を開き，それゆえ，アッセイの単価を劇的に引き下げる。更に，蛍光性色素の
低毒性は，インビトロでの取り扱いを容易にし，また，インビボでの生命活動のイメージ
ングをより安全にする。
【０００３】
　蛍光性色素は多様な利点があるにも関わらず，従来の色素には深刻な制限がある。例え
ば，従来の蛍光性色素は，典型的には有効な色素の輝度を現象させる現象として知られる
色素間消光をする傾向がある。標識目標，例えば，タンパク質又はDNAのような生体分子
の輝度を最大化するため，多重色素分子と与えられた標的を結合することは通常の実践で
ある。従来の蛍光性色素の多くでは，標識目標の蛍光強度は，しばしば結合色素分子数と
直接比例せず，例えば，標的に結合した多重色素間の消光によって，予測強度よりかなり
低い。かかる消光の効果は，部分的には，非蛍光性色素ダイマーの形に結びつく，結合色
素分子間の物理的な相互作用に起因する。ダイマー形成は疎水性相互作用によって推進さ
れる。なぜなら，多くの旧来の蛍光性色素，様々なローダミン色素及びシアニン色素など
は高度に疎水性の芳香族化合物であり，これら常用の色素はとりわけ標識生体分子上にダ
イマーを形成する傾向がある。スルホン酸基を色素に付加すると，ダイマー形成の低減が
見られる。例えば，特許文献１，特許文献２及び特許文献３並びに非特許文献１を参照。
しかしながら,スルホン化はダイマー形成を低減するが，また，生体分子内に負電荷を導
入し，標的生体分子の生命活動を乱すリスクを増大させる。その上，インビボで被験者に
使用する場合，スルホン酸のみで置換した色素はより短い血清での半減期を示すであろう
。
【０００４】
　従来の蛍光性色素におけるもう１つの制限要因は，個々の蛍光性基に内因する低蛍光輝
度である。かかる特性は，一般に蛍光性基の蛍光量子収率によって決まる。低い蛍光量子
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及び回転状態へのエネルギー移動による。蛍光性基の蛍光量子収率を改善する一手法は，
色素構造を剛直化して，色素の振動及び回転モードを制限することである。例えば，二個
のベンズアゾリウムの窒素原子窒素原子を連結する二本の炭素鎖によって剛直化したモノ
メチンシアニン色素に関して記載がある特許文献４及び特許文献５参照。同様に，特許文
献６では，三つの融合環システムへの架橋部位の組込みによって，トリメチンシアニン色
素が剛直化された。剛直化シアニン色素は，すべて，非剛直化の対照色素と比較して，量
子収率が有意に改善した。しかしながら，他の望ましい特性が犠牲になって量子収率は改
善した。例えば，相対的に複雑な構造のために，かかる剛直化色素は，典型的には通常の
シアニン色素より数段多い合成段数をとり，しばしば低収率である。高度に剛直化した色
素は，タンパク質上に凝集するより高度に傾向するも見られうる。例えば，剛直化シアニ
ン色素は，非剛直化シアニンよりもずっと低い標識度で使用した場合であっても　タンパ
ク質上でダイマーを形成することが示された(非特許文献２)。更に，剛直化トリメチンシ
アニン色素は，通常の非剛直化トリメチンシアニン色素と比べて，光安定性が有意に低下
することが示された(例えば，特許文献６参照)。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許第5,268,486号明細書
【特許文献２】米国特許第6,977,305号明細書
【特許文献３】米国特許第6,130,101号明細書
【特許文献４】米国特許第5,981,747号明細書
【特許文献５】米国特許第5,986,093号明細書
【特許文献６】米国特許第6,133,445号明細書
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Panchuk-Voloshinaら　J　Histochem.　Cytochem.　47(9),　1179　(19
99)
【非特許文献２】Cooperら　Journal　of　Fluorescenece　14,　145(2004)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　そこで，多様な用途において広範囲の分子へ簡易で効果的な標識しうる改善された組成
物及び方法に対する相当の要望が存続している。本発明は，かかる課題に取り組み，さら
なる利点を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　従って，本発明は，以下の特性のいずれか又は全てを有する蛍光性化合物を提供する。
１つの実施形態において，本発明の蛍光性化合物を使用して調製した標識生体分子は，ダ
イマー形成を有意に低減することを示す。他の実施形態において，本発明の化合物及び標
識生体分子は，高い水溶性，改善した蛍光量子収率，改善した光安定性，比較的簡単な合
成，標識結合剤の改善した特異性，及び／又は，改善したインビボでの半減期等の他の望
ましい特性を示す。
【０００９】
　本発明は，式Iの化合物を提供する。
【００１０】
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【化１】

　Ｆは，フルオロフォアであり，
　Ｔは，１以上の化学結合で形成された結合部位であり，３以上の別個の部位と結合して
おり，前記結合部位が約1～１００原子を含み，
　ｍ及びｎは，独立に０～２０の範囲の整数であり，
　R1，R2及びR3は，各々独立に(R)p-(L)q-であって，
　R1，R2及びR3のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部位であり，安定
な部位であるような基から選択された約1～１００原子を含み，
　R1，R2及びR3のpは，各々１～２０の範囲の整数であり，
　R1，R2及びR3のqは，各々０～２０の範囲の整数であり，
　R1，R2及びR3のRは，各々独立に，
　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　ii)水溶性高分子基，
　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン酸
基，ホスホン酸基又はスルホンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであって，少なくともR1，R2及びR3のR一つが反応基であり，少なくともR1，
R2及びR3のR他の一つが水溶性高分子基である。
【００１１】
　いくつかの実施形態において，前記フルオロフォアが，キサンテン色素，クマリン色素
，ピレン色素又はシアニン色素である。前記水溶性高分子が，例えば，ポリエチレンオキ
シドのようなポリアルキレンオキシドであってもよい。あるいは,前記水溶性高分子基が
，炭化水素又はポリペプチドであってもよい。前記水溶性高分子基が，約300Daより大き
い分子量，あるいは，約800Daより大きい分子量又は約800Da～約3000Daの範囲の分子量を
有してもよい。前記反応基が，アミノ，スルフヒドリル又はヒドロキシ求核剤と共有結合
を形成してもよい。例えば，前記反応基が，イソチオシアネート，イソシアネート，モノ
クロロトリアジン，ジクロロトリアジン，ハロゲン置換ピリジン，ハロゲン置換ジアジン
，ホスホラミダイト，マレイミド，アジリジン，スルホニルハライド，酸ハロゲン化物，
ヒドロキシスクシンイミジルエステル，ヒドロキシスルホスクシンイミジルエステル，テ
トラフルオロフェノールエステル，イミドエステル，ヒドラジン，アジドニトロフェニル
，アジド，アルキン，3-(2-ピリジルジチオ)-プロピオンアミド，グリオキサール又はア
ルデヒドであってもよい。
【００１２】
　本発明の化合物の蛍光励起波長が，約350～約1200nmの範囲であってもよく，一方，前
記化合物の蛍光発光波長が，約360～約1250nmの範囲であってもよい。
【００１３】
　一つの実施形態において，式Iの化合物が，下記式のクマリンであるフルオロフォアを
含み，
【００１４】
【化２】

　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfが，フルオロフォアと-(L)m-部位又は下記式の部位に結合
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している結合であって，
【００１５】
【化３】

　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfの残った部位が，各々独立に式(R)p-(L)q-であって，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのRが，各々独立に，
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子のラジカル，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン
酸基，ホスホン酸基又はスルホンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであり，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのLが各々１以上の化学結合で形成された連結部位であり
，安定な部位であるような基から選択された約1～１００の原子を含み，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのpが各々独立に１～２０の範囲の整数であり，
　　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのqが各々独立に０～２０の範囲の整数である。
【００１６】
　他の実施形態において，式Iの化合物が，下記式のローダミンであるフルオロフォアを
含み，
【００１７】

【化４】

　　下記式が前記フルオロフォアと
【００１８】
【化５】

　　前記-(L)m-部位又は下記式の部位に結合し，
【００１９】
【化６】

　　R4，R5及びR6が，各々独立に(R)p-(L)q-であって，
　　R4，R5及びR6のRが，各々独立に，
　　　i)反応性対と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホン酸基又はスルホ
ンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであり，
　　R4，R5及びR6のLが，各々１以上の化学結合で形成された連結部位であり，約1～１０
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　　R4，R5及びR6のpが，各々独立に１～２０の範囲の整数であり，
　　R4，R5及びR6のqが，各々独立に０～２０の範囲の整数であり，
　　a，b，及びcが，各々独立に０，１，２又は３である。
【００２０】
　関連する実施形態において，下記は，
【００２１】
【化７】

下記式を有する。
【００２２】

【化８】

　一部の実施形態において，R1が，水溶性高分子基を含み，R2が，反応基を含む。例えば
，R1は，ポリエチレングリコールを含む。他の実施形態において，R2が，N-ヒドロキシこ
はく酸イミド基を含む。
【００２３】
　また，他の実施形態において，前記フルオロフォアが，１以上のスルホン酸基で置換さ
れている。
【００２４】
　他の実施形態において，本発明は，最大蛍光励起波長を有する化合物であって，前記化
合物が，式IIの構造を有する化合物を提供する。
【００２５】

【化９】

　Fは，下記式の構造を有する部位である。
【００２６】
【化１０】

　Z-は，対イオンであり，Yは，F及びΨ間で電子消失しうる架橋単位である。
【００２７】
　Ψは，下記構造の１つを有する部位である。
【００２８】
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【化１１】

　X1及びX4は，独立に下記である。
【００２９】
【化１２】

　X2及びX3は，独立に下記である。
【００３０】
【化１３】

　a及びbは，独立に０，１，２又は３である。
【００３１】
　b'は，０，１又は２である。
【００３２】
　Ψが式Iであり，前記化合物の最大蛍光励起波長が660nmより小さい場合，R5及びR6は，
各々独立に(R)p-(L)q-で，R5及びR6は，置換環を形成するように結合しない。
【００３３】
　R1，R2，R3，R4，R5及びR6は，各々独立に(R)p-(L)q-である。
【００３４】
　前記化合物の各(R)p-(L)q-のRは，各々独立に
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，アリール基，アルキルアミノ基，ジアルキルアミノ基，アルコキ
シ基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン酸基又はスルホン
アミド基，
　　　iv)-H，である。
【００３５】
　前記化合物の各(R)p-(L)q-のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部位
であり，約1～１００原子を含む。
【００３６】
　各(R)p-(L)q-のpは，各々独立に約1～約２０の範囲の整数である。



(22) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

【００３７】
　R1又はR2の各(R)p-(L)q-のqは，各々独立に０～約２０の範囲の整数である。
【００３８】
　R3，R4，R5，R6又はR7の各(R)p-(L)q-のqは，各々独立に１～約２０の範囲の整数であ
る。
【００３９】
　cは０又は１であり，dは０又は１である。
【００４０】
　前記化合物の各(R)p-(L)q-のRの少なくとも１つは，反応性部位である。
【００４１】
　前記化合物の各(R)p-(L)q-のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である。
【００４２】
　一部の実施形態において，本発明は，少なくとも二つの隣接するR1及び／又は二つの隣
接するR2が存在する場合，前記二つの隣接するR1及び／又は二つの隣接するR2は，１以上
の(R)p-(L)q-により置換されない又は置換された六員環を形成するように結合している式
IIの化合物を提供する。一部の実施形態において，本発明は，前記二つの隣接するR1及び
／又は二つの隣接するR2は，六員環を形成するように結合している場合、形成された環が
芳香族である式IIの化合物を提供する。
【００４３】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，Ψが式1であり，前記化合物の最大蛍
光励起波長が660nm以上である，又はΨが式1以外である場合，R5及びR6は，各々独立に(R
)p-(L)q-，又はR5及びR6は，１以上の(R)p-(L)q-により置換されない又は置換された環状
部位を形成するように結合している。
【００４４】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，Yが下記であって，
【００４５】
【化１４】

　　Cが存在する場合，Cは，五員環基又は六員環基であり，
　　R7は，(R)p-(L)q-であり，
　　各(R)p-(L)q-のRは，各々独立に
　　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，アリール基，アルキルアミノ基，ジアルキルアミノ基，アルコキ
シ基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン酸基又はスルホン
アミド基，
　　　iv)-H，
　　前記化合物の各(R)p-(L)q-のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部
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　　pは，各々独立に約1～約２０の範囲の整数であり，
　　qは，各々独立に１～約２０の範囲の整数である。
【００４６】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，R1及びR2のRの少なくとも１つは，荷
電部位である。他の実施態様において，R1及びR2のRの少なくとも１つが，スルホン酸基
又はホスホン酸基を含む。更に他の実施態様において，R1及びR2の各Rが，スルホン酸基
又はホスホン酸基を含む。
【００４７】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，X2及びX3が，独立に下記である。
【００４８】
【化１５】

　一部の実施形態における式IIの化合物において，X2及びX3が，独立に下記である。
【００４９】
【化１６】

　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記水溶性高分子が，ポリアルキレン
オキシドである。他の実施形態において，前記水溶性高分子が，ポリエチレンオキシドで
ある。一部の実施形態において，前記水溶性高分子が，約300より大きい分子量を有する
。他の実施形態において，前記水溶性高分子が，約800より大きい分子量を有する。他の
実施形態において，前記水溶性高分子が，約800～約3000の範囲の分子量を有する。
【００５０】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，二つの隣接する(R1)a及び結合してい
る環A中の原子が，炭素環を形成するように結合している。一部の実施形態において，前
記炭素環が，芳香族である。他の実施形態において，二つの隣接する(R2)b及び結合して
いる環B中の原子が，炭素環を形成するように結合している。一部の実施形態において，
前記炭素環が，芳香族である。
【００５１】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記式を有する。
【００５２】
【化１７】

　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記式を有する化合物
であって，
【００５３】
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　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基
，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基である。
【００５４】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記式を有する化合物
であって，
【００５５】
【化１９】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反
応基，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である。
【００５６】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記式を有する化合物
であって，
【００５７】
【化２０】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基
，
　　R3及びR4のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基である。
【００５８】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記式を有する化合物
であって，
【００５９】
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【化２１】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反
応基，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である。
【００６０】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記式を有する化合物
であって，
【００６１】
【化２２】

　　Cが１であり，dが１であり，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反
応基，
　　R3，R4及びR5のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である。
【００６２】
　一部の実施形態において，前記化合物の最大蛍光励起波長が，約350～約1200nmの範囲
である。他の実施形態において，前記化合物の最大蛍光発光波長が，約360～約1250nmの
範囲である。
【００６３】
　一部の実施形態において，前記水溶性高分子が，ポリアルキレンオキシドである。他の
実施形態において，前記水溶性高分子が，ポリエチレンオキシドである。更に他の実施形
態において，前記水溶性高分子が，炭化水素である。他の実施形態において，前記水溶性
高分子が，ポリペプチドである。一部の実施形態において，前記水溶性高分子が，約300
より大きい分子量を有する。他の実施形態において，前記水溶性高分子が，約800より大
きい分子量を有する。
【００６４】
　一部の実施形態における式IIの化合物において，前記化合物が，下記である。
【００６５】
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【化２３】

【００６６】
【化２４】

　他の実施形態において，シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基
及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素。一部の実施形態において，請求項
の置換シアニン色素，すなわち，前記色素は，非スピロ部位によって置換されている。
【００６７】
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　更なる実施形態において，シアニン色素の最大吸収波長が660nm以上である，反応基及
び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素。一部の実施形態において，請求項の
置換シアニン色素，すなわち前記色素が，非スピロ部位によって置換されている。
【００６８】
　更に他の実施形態において，本発明は，結合剤が標的ポリペプチドに選択的に結合して
錯体を形成し，該錯体の形成によって蛍光の信号雑音比が少なくとも100となる本発明の
置換シアニン色素で標識された結合剤を提供する。一部の実施形態において，前記置換シ
アニン色素が，非スピロ置換基によって置換されている。一部の実施形態において，前記
結合剤が，ポリペプチドである。他の実施形態において，前記ポリペプチドが，抗体であ
る。
【００６９】
　他の実施形態において，本発明は式IIIの化合物を提供する。
【００７０】
【化２５】

　　Zが，-H，アルキル，-CF3，-CN又は下記式のラジカルである。
【００７１】
【化２６】

　X1が，=O，=NH2
+又は=NR6R7

+である。
【００７２】
　X2が，-OH，-NH2又は-NR8R9である。
【００７３】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9は，各々独立に(R)p-(L)q-である。
【００７４】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のRは，各々独立に
　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　ii)水溶性高分子基，
　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホン酸基又はスルホン
アミド基，
　　iv)-Hである。
【００７５】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成さ
れた連結部位であり，約1～１００原子を含む。
【００７６】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のpは，各々独立に１～２０の範囲の整数であ
り，R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のqは，各々独立に０～２０の範囲の整数で
ある。
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【００７７】
　a，b，c，d及びeは，各々独立に０，１，２，３又は４である。
【００７８】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のRの少なくとも１つは，反応性部位である。
【００７９】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基であ
る。
【００８０】
　式IIIの化合物の一部の実施形態において，R6，R7，R8及びR9の少なくとも１つが，１
以上の(R)p-(L)q-により置換されない又は置換された5員環又は6員環を形成するように，
隣接するR1又はR2及び隣接するR1又はR2が結合しているいずれかの環中の介在原子と結合
可能である。一部の実施形態において，前記R6，R7，R8及びR9の少なくとも１つ及び隣接
するR1又はR2が，5員環又は6員環を形成するように，結合可能である場合，前記環が不飽
和である。他の実施形態において，前記R6，R7，R8及びR9の少なくとも１つ及び隣接する
R1又はR2が，5員環又は6員環を形成するように，結合可能である場合，前記環が飽和であ
る。
【００８１】
　式IIIの化合物の一部の実施形態において，X1が，=NH2

+である。他の実施形態において
，X1が，=Oである。更に他の実施形態において，X2が，-OHである。一部の実施形態にお
いて，X2が，-NH2である。
【００８２】
　一部の実施形態において，前記化合物の最大蛍光励起波長が，約450～約750nmの範囲で
ある。他の実施形態において，前記化合物の最大蛍光発光波長が，約470～約800nmの範囲
である。
【００８３】
　他の実施形態において，本発明は，式Vの化合物を提供する。
【００８４】
【化２７】

　R1，R2，R3及びR4は，各々独立に(R)p-(L)q-である。
【００８５】
　R1，R2，R3及びR4のRは，各々独立に
　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　ii)水溶性高分子基，
　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，ホスホン酸基，スルホン酸
基又はスルホンアミド基，
　　iv)-Hである。
【００８６】
　R1，R2，R3及びR4のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部位であり，
約1～１００原子を含む。
【００８７】
　R1，R2，R3及びR4のpは，各々独立に１～２０の範囲の整数である。
【００８８】



(29) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

　R1，R2，R3及びR4のqは，各々独立に０～２０の範囲の整数である。
【００８９】
　a，b，c及びdは，各々独立に０，１，２又は３である。
【００９０】
　R1，R2，R3及びR4のRの少なくとも１つは，反応性部位である。
【００９１】
　R1，R2，R3及びR4のRの少なくとも１つは，水溶性高分子基である。
【００９２】
　更なる実施形態において，本発明は，i)請求項１，２５，５９，６０，６６又は７６に
記載の化合物，ii)緩衝剤，iii)接合生成物を精製する材料又は装置，iv)前記化合物の使
用を説明する使用説明書，を含むキットを提供する。
【００９３】
　他の実施形態において，本発明は，式I，II，III，IV，Vに記載した式の構造を有する
標識を含む生体分子，シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基及び
１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素，又はシアニン色素の最大吸収波長が66
0nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素であって，
前記式の前記少なくとも１つの反応性部位が，前記標識を前記生体分子に結合する反応を
起こした生体分子を提供する。一部の実施形態において，前記生体分子が，ポリヌクレオ
チドを含む。一部の実施形態において，前記生体分子が，ポリペプチドを含む。一部の実
施形態において，前記ポリペプチドが，更に抗原結合部位を含む。一部の実施形態におい
て，前記ポリペプチドが，完全免疫グロブリンである。一部の実施形態において，前記ポ
リペプチドが，Fabフラグメントである。
【００９４】
　他の実施形態において，本発明は，式I，II，III，IV，Vに記載した式の構造を有する
標識を含む免疫グロビン，シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基
及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素，又はシアニン色素の最大吸収波長
が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素であっ
て，前記式の前記少なくとも１つの反応性部位が，前記標識を前記免疫グロビンに結合す
る反応を起こし，前記免疫グロビンが，ガン細胞上の抗原と特異的に結合する抗体である
免疫グロビンを提供する。一部の実施形態において，前記抗体が，erb2と結合する。
【００９５】
　他の実施形態において，本発明は，式I，II，III，IV，Vに記載の化合物，シアニン色
素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置
換シアニン色素，又はシアニン色素の最大吸収波長が660nm以上である，反応基及び１以
上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素であって，基質生体分子とを，前記化合物と
前記基質生体分子間を架橋するのに十分な条件で，反応させる工程を備える標識生体分子
の調製方法を提供する。一部の実施形態において，前記基質生体分子が，ポリペプチド，
ポリヌクレオチド，炭化水素，脂質又はこれらの組合せである。他の実施形態において，
前記基質生体分子が，ポリヌクレオチドである。
【００９６】
　更に他の実施形態において，本発明は，集団内で隣接細胞に関連した細胞を特異的に標
識する，集団内の細胞を標識する方法であって，前記方法は，前記生体分子が細胞を表示
する結合相手と結合する標的部位を含み，前記部位によって集団内の隣接細胞に関連した
細胞を特異的に標識する，細胞を本発明に係る方法で標識した生体分子と接触させる工程
を備える方法を提供する。一部の実施形態において，さらに細胞をイメージングする工程
を供える方法であって，前記イメージング工程が，i)細胞へ励起波長を当てる工程と，ii
)細胞から発光された蛍光を検出する工程と，を備える。一部の実施形態において，イン
ビトロで標識が起こる。他の実施形態において，インビボで標識が起こる。
【００９７】
　他の実施形態において，本発明は，ポリアルキレンオキシド及び最大吸収波長が685nm
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以上であるフルオロフォアを含む蛍光性化合物によって標識された免疫グロブリンを提供
する。一部の実施形態において，前記免疫グロビンが，前記蛍光性化合物との接合におけ
る標的への結合特異性を保持する。一部の実施形態において，前記免疫グロビンが，ガン
細胞上の抗原と特異的に結合する抗体である。一部の実施形態において，前記抗体が，er
b2と結合する。一部の実施形態において，前記蛍光性化合物が，本発明は，式I，II，III
に記載の化合物，シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基及び１以
上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素又はシアニン色素の最大吸収波長が660nm以
上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素である。
【００９８】
　他の実施形態において，本発明は，ポリアルキレンオキシド及び最大吸収波長が750nm
以上であるフルオロフォアを含む蛍光性化合物によって標識された免疫グロブリンを提供
する。一部の実施形態において，前記免疫グロビンが，前記蛍光性化合物との接合におけ
る標的への結合特異性を保持する。一部の実施形態において，前記免疫グロビンが，ガン
細胞上の抗原と特異的に結合する抗体である。一部の実施形態において，前記抗体が，er
b2と結合する。一部の実施形態において，前記蛍光性化合物が，本発明は，式I，II，III
，Vに記載の化合物，シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応基及び１
以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素又はシアニン色素の最大吸収波長が660nm
以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素である。
【００９９】
　更なる実施形態において，本発明は，蛍光性化合物によって標識されたポリペプチドで
あって，式I，II，III，Vに記載の化合物である蛍光性化合物を欠く対応するポリペプチ
ドの半減期よりも短くない血清半減期を示すポリペプチド，シアニン色素の最大蛍光励起
波長が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素又
はシアニン色素の最大吸収波長が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基
を含む置換シアニン色素を提供する。
【０１００】
　他の実施形態において，本発明は，前記ポリペプチド及び結合剤を含む錯体の形成工程
を備えるポリペプチドの標識方法であって，前記結合剤が，式I，II，III，Vに記載した
式の構造を有する蛍光標識，シアニン色素の最大蛍光励起波長が660nm以上である，反応
基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素又はシアニン色素の最大吸収波長
が660nm以上である，反応基及び１以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素を含み
，前記式の前記少なくとも１つの反応性部位が，前記標識を前記結合剤に結合する反応を
起こしたポリペプチドの標識方法を提供する。一部の実施形態において，前記結合剤が抗
体である。一部の実施形態において，前記錯体が，(a)　前記ポリペプチドと結合する一
次抗体，及び，(b)二次抗体に対する結合能力を示して二次抗体として機能する結合剤を
含む。一部の実施形態において，標識が，固体基質上で起こる。一部の実施形態において
，ポリペプチドを細胞内で標識する。一部の実施形態において，前記錯体が，約100より
大きい信号雑音比を生成する方法であって，前記信号雑音比が，下記式によって算出され
る(順次結合剤と結合する一次抗体によって結合したポリペプチドを含む錯体からの蛍光
信号)/(ポリペプチド，アイソタイプ対照一次抗体及び結合剤の混合物からの蛍光信号)。
他の実施形態において，前記錯体が，約250より大きい信号雑音比を生成する方法であっ
て，前記信号雑音比が，下記式によって算出される　(順次結合剤と結合する一次抗体に
よって結合したポリペプチドを含む錯体からの蛍光信号)/(ポリペプチド，アイソタイプ
対照一次抗体及び結合剤の混合物からの蛍光信号)。更に他の実施形態において，前記錯
体が，約270より大きい信号雑音比を生成する方法であって，前記信号雑音比が，下記式
によって算出される(順次結合剤と結合する一次抗体によって結合したポリペプチドを含
む錯体からの蛍光信号)/(ポリペプチド，アイソタイプ対照一次抗体及び結合剤の混合物
からの蛍光信号)。
【０１０１】
　一部の実施形態において，前記錯体が，標識度がDyLight　680(登録商標)色素に匹敵す
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る，同一の一次抗体及び同一の二次抗体により形成された錯体によって生成した全蛍光信
号より少なくとも5%より大きい全蛍光信号を生成する。他の実施形態において，前記錯体
が，標識度がCy5.5(登録商標)色素に匹敵する，同一の一次抗体及び同一の二次抗体によ
り形成された錯体によって生成した全蛍光信号より少なくとも5%より大きい全蛍光信号を
生成する。更に他の実施形態において，前記錯体が，標識度がAlexa　Fluor　680(登録商
標)色素に匹敵する，同一の一次抗体及び同一の二次抗体により形成された錯体によって
生成した全蛍光信号より少なくとも5%より大きい全蛍光信号を生成する。一部の実施形態
において，式IIの構造を有する前記標識が，下記構造を有する化合物である。
【０１０２】
【化２８】

　一部の実施形態において，各錯体が，635nm又は633nmで励起される。一部の実施形態に
おいて，各錯体が，同一のタンパク質濃度で存在する。
（参照による組み込み）
　本明細書中で記載したすべての刊行物及び特許出願は，個々の刊行物及び特許出願それ
ぞれを特に個別に指摘して参照することによって本明細書に組み込むのと同一の範囲まで
参照することによって本明細書に組み込む。
【図面の簡単な説明】
【０１０３】
　本発明の新規な特徴は，特に添付の請求項中に規定した。本発明の原理を用いた，図解
の実施形態を記載する以下の添付した詳細な図面を参照することで，本発明の特徴及び利
点をよりよく理解できる。
【図１】各々，緩衝剤水溶液中，同様の標識度(すなわち，～4)で，ヤギ抗マウスIgGに接
合したCy5(登録商標)色素及び化合物No.41(例41)の吸収スペクトルを示す代表図である。
Cy5(登録商標)色素のスペクトルは，色素凝集に特徴的な二重ピークを示し，一方，化合
物No.41のスペクトルは，主に単一ピークを示し，色素凝集が実質的にないことを表わし
ている。
【図２】同様の標識度(すなわち，～5)及び等価タンパク質濃度で，ヤギ抗マウスIgGに接
合したCy5(登録商標)色素及び化合物No.41(例41)の630nmで励起した蛍光発光スペクトル
を示す代表図である。本発明の蛍光性基が，Cy5(登録商標)色素よりも有意義に蛍光がよ
り多いことをデータは示している。
【図３】化合物No.41(例41)及びCy5(登録商標)色素が，緩衝剤水溶液中，同一タンパク質
濃度で接合したヤギ抗ウサギIgGにおける630nmで励起した全蛍光対標識度(DOL)のプロッ
ト図である。本発明の蛍光性基が，Cy5(登録商標)色素よりも蛍光消光がより少ないこと
をデータは示している(例97参照)。
【図４】化合物No.5(例5)，Cy3(登録商標)色素及びAlexa　Fluor　555(登録商標)色素を
緩衝剤水溶液中，同一タンパク質濃度で接合したストレプトアビジンの530nmで励起した
全蛍光対標識度(DOL)のプロット図である。本発明の蛍光性基のより高い勾配は，本発明
の蛍光性基が内因的にCy3(登録商標)色素又はAlexa　Fluor　555(登録商標)色素のいずれ
よりも蛍光性が高いことを示す(例97参照)。
【図５】化合物No.5(例5)，Cy3(登録商標)色素及びAlexa　Fluor　555(登録商標)色素を
緩衝剤水溶液中，同一タンパク質濃度で接合したヤギ抗マウスの530nmで励起した全蛍光
対標識度(DOL)のプロット図である。三種類の蛍光性基はすべて同様の吸収及び発光極大
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点を有するが，Cy3(登録商標)色素及びAlexa　Fluor　555(登録商標)色素は水溶性高分子
基を有しない。本発明の蛍光性基は，広範囲の標識度においてAlexa　Fluor　555(登録商
標)色素と同程度の輝度であるが，Cy3(登録商標)色素の蛍光は，高標識度において実質的
に消光していることをデータは示している(例97参照)。
【図６】化合物No.67(例67)，及び分光的に類似の蛍光性基を持ち水溶性高分子基を有さ
ないAlexa　Fluor　660(登録商標)色素を緩衝剤水溶液中，同一タンパク質濃度で接合し
たヤギ抗マウスIgGの640nmで励起した全蛍光対標識度(DOL)のプロット図である。Alexa　
Fluor　660(登録商標)色素と比べて，本発明の蛍光性基は，広範囲の標識度においてより
高い蛍光量子収率であり，高標識度の抗体に関して蛍光消光がより少ないことをデータは
示している(例97参照)。
【図７】化合物No.92(例92)，及び分光的に類似の蛍光性基を持ち水溶性高分子基を有さ
ないAMCAを緩衝剤水溶液中，同一タンパク質濃度で接合したヤギ抗マウスIgGの350nmで励
起した全蛍光対標識度(DOL)のプロット図である。AMCAと比べて，本発明の蛍光性基は，
広範囲の標識度においてより高い蛍光量子収率であり，高標識度の抗体に関して蛍光消光
がより少ないことをデータは示している(例97参照)。
【図８】化合物No.96(例96)，及び分光的に類似の蛍光性基を持ち水溶性高分子基を有さ
ない5(6)-カルボキシローダミン110(CR110)を緩衝剤水溶液中，同一タンパク質濃度で接
合したヤギ抗マウスIgGの488nmで励起した全蛍光対標識度(DOL)のプロット図である。CR1
10と比べて，本発明の蛍光性基は，広範囲の標識度においてより高い蛍光量子収率であり
，高標識度の抗体に関して蛍光消光がより少ないことをデータは示している(例97参照)。
【図９】流動細胞計測により計測した多様な蛍光標識した抗体で染色したジャーカット細
胞の相対蛍光レベルを示す代表図である。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，
その後，標識度2.7，3.9及び5.8の化合物No.41で各々標識したヤギ抗マウスIgG又はCy5(
登録商標)色素で標識した市販のヤギ抗マウスIgGで染色した(暗色コラム)。標識した各二
次抗体からの背景蛍光を計測するため，細胞を一次抗体なしに蛍光二次抗体で各々直接的
に染色した(無色コラム)。本発明の接合抗体で染色した細胞は，市販の接合抗体で染色し
た細胞より25-60%　高輝度であり優れた信号雑音比であることを結果は示している(例104
参照)。
【図１０】蛍光強度の関数としての免疫蛍光染色された細胞の頻度分布を示す流動細胞計
測のヒストグラム図である。ジャーカット細胞を固定し，透過処理し，マウス抗ヒトCD3
抗体と共に培養した。CD3抗体は引き続きAlexa　Fluor　647(登録商標)色素(DOL　3.1)で
（灰色線ピーク）又は化合物No.41(DOL　3.9)で（暗色線ピーク）標識したヤギ抗マウスI
gGと共に培養した。Alexa　Fluor　647(登録商標)色素で標識した抗体は，本発明の蛍光
性基で標識した抗体よりも細胞の染色度がより低く，蛍光染色がより散乱していることを
図は示している(例105参照)。
【図１１】本発明の蛍光性基の経時的光安定性をフルオレセイン及びAlexa　Fluor　488(
登録商標)色素と比較した比較図である。アクチン線維を化合物No.96，Alexa　Fluor　48
8(登録商標)色素又はフルオレセインで標識したファロイジンで染色し，各試料の相対蛍
光を時間に対してプロットした。化合物96を用いて標識した生体分子の光安定性は，フル
オレセインだけでなくAlexa　Fluor　488(登録商標)色素に対しても優れていることを図
１１は示す(例107参照)。
【図１２Ａ】図１２Ａ，Ｂ，及びＣは，異なる標識度(DOL)での三種類の近赤外色素で調
製して接合したヤギ抗マウスIgGの吸収スペクトルを示す代表図である。図１２Ａは，4種
の異なるDOL(抗体当たり1.2～3.4色素分子)でのCy7(登録商標)色素で標識したヤギ抗マウ
スIgGから形成された接合の吸収スペクトルを示す。
【図１２Ｂ】四種の異なるDOL(抗体当たり2.2～5.9色素分子)でのAlexa　Fluor　750(登
録商標)(AF750(登録商標))色素で標識したヤギ抗マウスIgGから形成された接合の吸収ス
ペクトルを示す。
【図１２Ｃ】六種の異なるDOL(抗体当たり1.1～7.4色素分子)での色素No.29(表3)で標識
したヤギ抗マウスIgGから形成された接合の吸収スペクトルを示す。全スペクトルはPBS7.
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4緩衝剤中室温で測定した。Cy7(登録商標)色素及びAF750(登録商標)色素で標識した接合
物(A及びB)のスペクトルは共に色素凝集に特徴的な二重ピークを示し，一方，化合物No.2
9で標識した接合物(C)のスペクトルは，主に単一ピークを示し，色素凝集が実質的にない
ことを表わしている。
【図１３】近赤外色素である本発明の色素No.29(表3)，及び分光的に類似の近赤外蛍光性
基を持ち水溶性高分子基を有さないAlexa　Fluor　750(登録商標)(AF750(登録商標))色素
及びCy7(登録商標)色素をPBS緩衝剤pH7.4中で，同一タンパク質濃度で接合したヤギ抗マ
ウスIgGの735nmで励起した全蛍光対標識度(DOL)の代表図である。AF750(登録商標)色素及
びCy7(登録商標)色素と比べて，色素29の蛍光性基は，広範囲の標識度においてより高い
蛍光量子収率であり，高標識度の抗体に関して蛍光消光がより少ないことをデータは示し
ている。
【図１４】流動細胞計測により計測した近赤外色素，本発明の色素No.29(表3)，Alexa　F
luor　750(登録商標)色素及びCy7(登録商標)色素の各々で蛍光標識した抗体で染色したジ
ャーカット細胞の相対蛍光レベルを示す代表図である。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗
体で標識し，その後，すべて同様の標識度で標識された三種類の二次抗体の一つで染色し
た。標識した各二次抗体からの背景蛍光を計測するため，細胞をアイソタイプ対照一次抗
体及び各蛍光二次抗体でも染色した(暗色コラム)。本発明の接合抗体で染色した細胞は，
市販の接合抗体で染色した細胞より高輝度であり優れた信号雑音比であることを結果は示
している。
【図１５】表3の化合物No.29，Alexa　Fluor750(登録商標)(AF750(登録商標))色素及びCy
7(登録商標)色素の三種類の近赤外色素の光安定性と比較した比較図である。5μM色素濃
度での三種類の色素の溶液を1/2時間，太陽光に曝露した。溶液の吸収スペクトルを光分
解の前後で記録した。本発明の近赤外色素は，AF750(登録商標)色素及びCy7(登録商標)色
素の両者よりも有意義に安定であることを結果は示す。
【図１６Ａ】図１６Ａ及びＢは，Alexa　Fluor　750(登録商標)(AF750(登録商標))色素又
は色素29(表3)で標識した抗体で細胞内にて標識した抗体で染色したジャーカット細胞の
相対蛍光レベルを示す代表図である。図１６Ａは，流動細胞計測により計測した，表示量
の化合物No.29(DOL=3.5)で標識したヤギ抗マウスIgG又はAPC-AF750(登録商標)直列色素で
標識した市販のヤギ抗マウスIgG(invitrogen社製)のいずれかで染色したジャーカット細
胞の相対蛍光レベルを示す代表図である。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，
その後，すべて同様の標識度で標識された二種類の二次抗体の一つで染色した。標識した
各二次抗体からの背景蛍光を計測するため，細胞をアイソタイプ対照一次抗体及び各蛍光
二次抗体でも染色した(暗色コラム)。
【図１６Ｂ】図１６Ａからの染色の信号雑音比を示す代表図である。流動細胞計測実験は
，633nmレーザー及び780/60nm　PMT検出器を備えたBD　LSR　II上で実施した。色素No.29
は極僅かな背景を有する高い蛍光信号を発し，一方，APC-AF750(登録商標)直列色素は有
意に非特異的な染色であることを結果は示した。色素No.29は633nmでの吸収が極僅かであ
り，一方，直列色素はドナー色素であるAPCによって該レーザー波長において最大吸収に
近いことを結果は示した。本明細書中で開示した色素No.29などの近赤外色素は波長633nm
以下の励起光源を用いる流動細胞計測分析に特に有利である。
【図１７】色素No.31(表3)，Thermo　Fisher社からのDylight(登録商標)800色素及びLi-C
or　Biosciences社からのIRDye　800(登録商標)CW色素という三種類の近赤外色素を接合
したヤギ抗マウスIgGの同様な波長での全蛍光対標識度(DOL)の代表図である。色素No.31
は，他の二種類の色素より広範囲のDOLにわたって有意に高輝度であることをデータは示
す。
【図１８】流動細胞計測により計測した色素No.31(表3)，Thermo　Fisher社からのDyligh
t(登録商標)800色素及びLi-Cor　Biosciences社からのIRDye　800(登録商標)CW色素の各
々で標識したヤギ抗マウスIgG，抗体で染色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルを示
す代表図である。三種類の近赤外色素の蛍光消光を評価するため，表示された異なる標識
度(DOL)で各色素によって抗体を標識した。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，
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その後，標識された二次抗体の一つで染色した。標識した各二次抗体からの背景蛍光を計
測するため，細胞をアイソタイプ対照一次抗体及び各蛍光二次抗体でも染色した(アイソ
タイプ，暗色コラム)。色素No.31は，Dylight(登録商標)800色素及びIRDye　800(登録商
標)CW色素の両方より広範囲のDOLにわたって有意に高輝度であり，色素No.31は他の二種
類の色素よりもはるかに良好な信号雑音比であることを結果は示す。
【図１９】近赤外色素である本発明の色素No.32(表3)，及び三種類の分光的に類似の近赤
外蛍光性基を持つGE　Healthcare社からのCy5.5(登録商標)色素，invitrogen社からのAle
xa　Fluor　680(登録商標)(AF680)色素及びThermo　Fisher社からのDylight(登録商標)68
0色素の各々で接合したヤギ抗マウスIgGの全蛍光対標識度(DOL)のプロット図である。蛍
光測定はPBS7.4緩衝剤中室温で660nm励起を用いて実施した。Cy5.5(登録商標)，Alexa　F
luor　680(登録商標)及びDylight(登録商標)680と比べて，本発明の蛍光性基は，広範囲
の標識度においてより高い蛍光量子収率であることをデータは示している。
【図２０Ａ】図２０Ａ及びＢは，個々の四種類の異なる近赤外色素で標識したヤギ抗マウ
スIgG，抗体で染色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルに関するデータの代表図であ
る。図２０Ａは，流動細胞計測により計測した色素No.32(表3)，GE　Healthcare社からの
Cy5.5(登録商標)色素，Thermo　Fisher社からのDylight(登録商標)680色素又はinvitroge
n社からのAlexa　Fluor　680(登録商標)(AF680)色素で標識した抗体で染色したジャーカ
ット細胞の相対蛍光レベルを示す代表図である。四種類の近赤外色素の蛍光消光を評価す
るため，１色素当たり表示された異なる１種又は２種の標識度(DOL)で各分量のヤギ抗マ
ウスIgG，抗体を標識し，八系統の抗体を形成した。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で
標識し，その後，標識された二次抗体の一つで染色した。標識した各二次抗体からの背景
蛍光を計測するため，細胞をアイソタイプ対照一次抗体及び各蛍光二次抗体でも染色した
(アイソタイプ，暗色コラム)。
【図２０Ｂ】図２０Ａでの染色の信号雑音比(S/N)に関するプロット図である。色素No.32
は，他の三種類の市販近赤外色素から調製した接合物よりもはるかに高輝度であり，該接
合物よりも染色においてより特異的であることをデータは示す。
【発明を実施するための形態】
【０１０４】
　本発明の好適な実施形態が示され本明細書中に記載されているが，かかる実施形態は単
なる例示として提供したに過ぎないことは当業者に明らかである
当業者にとって，本発明から離れることなく多数の変形、変更、及び置換を実施すること
が可能である。本明細書に記載の本発明の実施形態に対する多数の代替を本発明の実施に
おいて採用しうることが理解できる。下記の請求項が本発明の範囲を定義し，これら請求
項の範囲内の方法及び構造並びにその均等物が本発明の範囲に及ぶ意図である。
【０１０５】
　本発明は，少なくとも一つの反応基及び少なくとも一つの水溶性高分子を含む蛍光性化
合物を開示する。かかる化合物は，制限された分子内移動度，増大した蛍光量子収率，低
減した凝集，増大した溶解性，低減した消光及び増大したインビボ及びインビトロでの安
定性などの望ましい特性を備えてもよい。化合物をポリペプチド及びポリヌクレオチドな
どの分子及び生体分子の標識に使用してもよく，診断及びイメージングシステムを含む幅
広い用途において好適である。
【０１０６】
　本発明の蛍光性化合物及び標識分子は，蛍光消光に寄与する主要因としてしばしば参照
される低減した色素凝集を示してもよい。本発明での凝集抑制は，過剰な和の負電荷スル
ホン酸基を用いることなく達成しうる。このことは，今度は，タンパク質などの生体分子
の標識において助けになりうる。なぜなら，標識タンパク質は，基質タンパク質の等電点
に匹敵する等電点を有しうるため，その生物学的特異性をよりよく保持しうるからである
。本発明の水溶性高分子の使用は，水溶性高分子が連結するフルオロフォアの偽装又は遮
蔽において助けになりうる。例えば，かかる水溶性高分子は，ポリエチレングリコールな
どの相対的に大きな基であってもよい。フルオロフォアがポリペプチドなどの生体分子に
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連結している場合，特に望ましい。従って，他の蛍光標識タンパク質と比較して，本発明
の化合物で標識したタンパク質は，プロテアーゼ触媒作用による分解に対してより抵抗性
がありうる。従って，本発明の標識抗体などの標識タンパク質は，哺乳動物の身体などの
動物の身体に適応する場合，環境においてより長い半減期を示しうり，それゆえ，インビ
ボでのイメージングに好適であってもよい。また，標識生体分子は，インビトロシステム
，例えば，血清又は他の生物学的抽出物を用いたアッセイにおいて，より長い半減期を示
しうる。
【０１０７】
　水溶性高分子は，水溶性高分子が結合するフルオロフォアの振動及び回転などの分子内
移動度を抑制又は低減しうる。このため，蛍光性基の蛍光量子収率が増大しうる。蛍光増
進効果は，比較的柔軟なコア構造を有する蛍光性基に対して特に効果的でありうる。
加えて，本発明の標識分子は，対応する基質生体分子よりもインビボにおいてより低い免
疫原性及びより低い抗原性であってもよい。更に，本発明の化合物及び標識分子は，より
よい光安定性及び蛍光性基の曝露抵抗を示してもよい。
【０１０８】
　（定義）
　本発明の化合物は，不斉中心，キラル軸及びキラル面(E　L　Eliel及びS　H　Wilen,「
炭素化合物の立体化学」John　Wiley　&　Sons,　New　York,　1994,1119　1190頁中に記
載のように)を有してもよく，ラセミ体，ラセミ混合物及び個々のジアステレオマーとし
て生成してもよく，光学異性体を含むすべての可能な異性体及びその混合物は，本発明に
含まれる。加えて，本明細書で開示した化合物は，互変異性体として存在してもよく，一
互変異性体構造のみが描述されていたとしても，両互変異性体形態はともに本発明の範囲
に含まれる意図である。
【０１０９】
　いかなる変異(例えば，R，L，(R1)a，(L)q)がいかなる置換において一回以上発生した
場合，各発生での定義は他の発生のすべてで独立している。置換及び変異の組合せは，か
かる組合せが安定な化合物になった場合のみ許容される。
置換基から環システム中に描いた線は，いずれか好適な環の炭素原子と結合しうることを
示す。環システムが多環式であった場合，近位の環上のいずれか好適な炭素原子のみと結
合することを意図する。置換基による環の置換は，一般に，置換基が環に融合する環状構
造であることを許容する。
【０１１０】
　本発明の化合物における置換基及び置換パターンは，化学的に安定で，直ちに入手可能
な出発物質から下記に記載したかかる方法でも，当業者に既知の技術でも直ちに合成可能
である化合物を提供する周知技術の一つから選択できることが理解される。置換基自体が
１以上の基と置換されるならば，安定構造が得られる限り，かかる多重の基は，同じ炭素
上又は異なる炭素上であってもよいことが理解される。「一以上の置換基で任意に置換さ
れた」との表現は「少なくとも一つの置換基任意に置換された」との表現と等価であり，
かかる場合，好適な実施形態は０から３置換基である。
【０１１１】
　本明細書中において，「アルキル」は分岐，直鎖及び環状脂肪族飽和炭化水素基を共に
含む意図である。アルキル基として特にメチル，エチル，プロピル，ブチル，ペンチル，
ヘキシル，ヘプチル，オクチル，ノニル，デシル等，また，シクロプロピル，シクロブチ
ル，シクロペンチル，シクロヘキシル，テトラヒドロナフタレン，メチレンシクロヘキシ
ル等のようなシクロアルキルなども挙げられる。「アルコキシ」とは酸素の架橋を介して
結合するアルキル基を言う。
【０１１２】
　「アルケニル」の用語は直鎖，分岐又は環状の，少なくとも一つの炭素炭素二重結合を
含んでいる非芳香族炭化水素基を言う。アルケニル基としては，限定されないが，エテニ
ル，プロペニル，ブテニル及びシクロヘキセニルが挙げられる。アルケニル基の直鎖，分
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岐又は環状部分は，二重結合を含んでよく，置換アルケニル基が示された場合，置換され
てもよい。
【０１１３】
　「アルキニル」の用語は直鎖，分岐又は環状の，少なくとも一つの炭素炭素三重結合を
含んでいる非芳香族炭化水素基を言う。アルキニル基としては，限定されないが，エチニ
ル，プロピニル及びブチニルが挙げられる。アルキニル基の直鎖，分岐又は環状部分は，
三重結合を含んでよく，置換アルキニル基が示された場合，置換されてもよい。
【０１１４】
　本明細書中において，「アリール」は，いかなる安定な各環あたり7原子までの単環又
は少なくとも一つの環が芳香族である多環炭素環を意味する意図である。かかるアリール
要素の例示としては，フェニル，ナフチル，テトラヒドロナフチル，インダニル，ビフェ
ニル，フェナントリル，アントリル又はアセナフチルが挙げられる。アリール置換基が二
環式で一環が非芳香族である場合，結合が芳香族環を介していることが理解される。
【０１１５】
　「複素アリール」の用語は，本明細書中において，少なくとも一つの環が芳香族であり
，O，N及びSからなる群から選択された1～4個のヘテロ原子を含む安定な各環あたり7原子
までの単環又は二環を表わす。本定義の範囲内の複素アリール基は，限定されないが，ア
クリジニル，シンノリニル，キノキサリニル，ピラゾニル，インドリニル，ベンゾトリア
ゾリル，フラニル，チエニル，ベンゾチエニル，ベンゾフラニル，キノリニル，イソキノ
リニル，オキサゾリル，イソオキサゾリル、ピラジニル、ピリダジニル，ピリジニル，ピ
リミジル，ピロリル，テトラヒドロキノリン，キサンチニル及びクマニルが挙げられる。
複素アリール置換基が二環式で一環が非芳香族又はヘテロ原子を含まない場合，結合がそ
れぞれ芳香族環又はヘテロ原子含有環を介していることが理解される。
【０１１６】
　「複素環」又は「複素環の」の用語は，本明細書中において，少なくとも一つのへ照り
原子がO，N及びS　である5～10員の芳香族又は非芳香族複素環を意味する意図である。本
定義は，二環基を含む。そこで，「複素環」は，上記複素アリールとそのジヒドロ及びテ
トラヒドロ類縁体をも含む。更に「複素環」の例示としては，限定されないが，以下の，
ベンゾイミダゾリル，ベンゾフラニル，ベンゾフラザニル，ベンゾピラゾリル，ベンゾト
リアゾリル，ベンゾチオフェニル，ベンゾオキサゾリル，カルバゾリル，カルボリニル，
シンノリニル，フラニル，イミダゾリル，インドリニル，インドリル，インドラジニル，
インザゾリル，イソベンゾフラニル，イソインドリル，イソキノリル，イソチアゾリル，
イソオキサゾリル，ナフトピリジニル，オキサジザゾリル，オキサゾリル，オキサゾリン
，イソオキサゾリン，オキセタニル，ピラニル，ピラジニル，ピラゾリル，ピリダジニル
，ピリドピリジニル，ピリダジニル，ピリジル，ピリミジル，ピロリル，キナゾリニル，
キノリル，キノキサリニル，テトラヒドロピラニル，テトラゾリル，テトラゾロピリジル
，チアジザゾリル，チアゾリル，チエニル，トリアゾリル，アゼチジニル，アジリジニル
，1,4-ジオキサニル，ヘキサヒドロアゼピニル，ピペラジニル，ピペリジニル，ピロリジ
ニル，モルフォリニル，チオモルフォリニル，ジヒドロベンゾイミダゾリル，ジヒドロベ
ンゾフラニル，ジヒドロベンゾチオフェニル，ジヒドロベンゾオキサゾリル，ジヒドロフ
ラニル，ジヒドロイミダゾリル，ジヒドロインドリニル，ジヒドロイソオキサゾリル，ジ
ヒドロイソチアゾリル，ジヒドロオキサジザゾリル，ジヒドロオキサゾリル，ジヒドロピ
ラジニル，ジヒドロピラゾリル，ジヒドロピリジニル，ジヒドロピリミジニル，ジヒドロ
ピロリル，ジヒドロキノリニル，ジヒドロテトラゾリル，ジヒドロチアジザゾリル，ジヒ
ドロチアゾリル，ジヒドロチエニル，ジヒドロトリアゾリル，ジヒドロアゼチジニル，メ
チレンジオキシベンゾイル，テトラヒドロフラニル及びテトラヒドロチエニルが挙げられ
る。
【０１１７】
　アルキル，アルケニル，アルキニル，シクロアルキル，アリール，複素アリール及び複
素環置換基は，特に定義がない場合，置換されてもよく，置換されなくてもよい。例えば
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，アルキル基は，モルフォリニル又はピペリジニルなどのOH，オキソ，ハロ，アルコキシ
，ジアルキルアミノ又は複素環から選択された一以上の置換基で置換されてもよい。
【０１１８】
　「ハロ」又は「ハロゲン」の用語は，クロロ，フルオロ，ブロモ，及びイオド基を含む
意図である。
【０１１９】
　「芳香族」の用語は，常識的感覚で用いられ，環の周囲など，複数の結合にわたって基
本的に非局在化している不飽和物を含む。
【０１２０】
　「置換基」の用語は，置換される化学基，ラジカル，分子，部位又は化合物中の水素を
置き換える原子，ラジカル又は化学基を言う。
【０１２１】
　本明細書中において，「スピロ」は，環状部位の環原子の一つが，該他の基であるよう
な他の基と結合している環状部位を言う。非スピロ置換基は，非スピロ部位の元素と該他
の基の間で，結合関係を介して該他の基と直接結合している環状又は非環状の部位である
。スピロ部位の例示としては，例えば，シクロヘキサノン環A上の置換基環Bである。
【０１２２】
【化２９】

　記載がなければ，「ラジカル」の用語は，いかなる分子又は化合物に適応されるとき，
「フリーラジカル」よりも，部分，断片又は分子又は化合物の基を言うのに用いられる。
ラジカルは，共有結合を介して他の部位と連結してもよい。
【０１２３】
　「ポリヌクレオチド」，「核酸」，「ヌクレオチド」，「プローブ」及び「オリゴヌク
レオチド」の用語は互換的に使用される。いかなる長さのヌクレオチド，デオキシリボヌ
クレオチド又はリボヌクレオチド若しくはその類縁物のいずれかの重合体形態を言う。ポ
リヌクレオチドは，いかなる三次元構造を取りうり，既知又は未知のいかなる機能を発揮
しうる。以下は，制限されないポリヌクレオチドの例示である。遺伝子又は遺伝子断片の
翻訳又は非翻訳領域，連鎖解析から規定された単数又は複数の遺伝子座，エクソン，イン
トロン，メッセンジャーRNA(mRNA)，トランスファーRNA，リボゾームRNA，リボザイム，c
DNA，組換え型のポリヌクレオチド，分岐ポリヌクレオチド，プラスミド，ベクター，い
かなる配列での単離DNA，いかなる配列での単離RNA，核酸プローブ及びプライマーが挙げ
られる。ポリヌクレオチドは，メチル化ヌクレオチド及びヌクレオチド類縁体などの修飾
ヌクレオチドを含む。修飾をするならば，ヌクレオチド構造への修飾を重合体の構築の前
又は後で付与してもよいヌクレオチドの配列は，非ヌクレオチド成分によって中断してい
てもよい。ポリヌクレオチドは，標識成分との接合によるなどで，重合後，更に修飾され
てもよい。「ポリヌクレオチド」は，ペプチド核酸(PNA)，固定核酸(LNA)，トレオフラノ
シル核酸(TNA)及び他の非天然核酸又は核酸類縁体を言うのにも使用しうる。例えば，De
　Mesmaekerら(1997)　Pure　&　Appl　Chem,　69,　3,　pp437-440参照の当業者に既知
の他のベース及び骨格修飾は本定義の範囲に入る。
【０１２４】
　「ポリペプチド」，「ペプチド」及び「タンパク質」の用語は，本明細書中であらゆる
長さのアミノ酸重合体を言い，互換的に使用される。重合体は，直鎖，環状又は分岐であ
ってもよく，修飾アミノ酸を含んでもよく，非アミノ酸によって中断してもよい。また，
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該用語は、例えば，via　スルホン化，糖鎖修飾，脂質付加，アセチル化，リン酸化，ヨ
ウ素化，メチル化，酸化，たんぱく質分解処理，リン酸エステル化，プレニル化，ラセミ
化，セレノイル化，アルギニル化，ユビキチン化又は，標識成分での接合などの，他のい
かなる操作などの，トランスファーRNAを媒介とするタンパク質へのアミノ酸付加を介し
て修飾されたアミノ酸重合体にも及ぶ。本明細書中において，「アミノ酸」の用語は，グ
リシン及びD又はL光学異性体の両方，並びにアミノ酸類縁体及びペプチド類縁体を含む天
然及び／又は非天然若しくは合成アミノ酸のいずれかを言う。
【０１２５】
　「抗体」の用語は本明細書中において，免疫グロブリン分子及び免疫グロブリン分子，
すなわち，抗原と特異的に結合する(「免疫反応する」)抗原結合位置を含む分子の免疫学
的に活性な部分を言う。構造的には，最も単純な自然発生抗体(例えば，IgG)は，二本の
重鎖(H鎖)及び二本の軽鎖(L鎖)がジスルフィド結合で結びついた四つのポリペプチド鎖を
備える。免疫グロブリンは，IgD，IgG，IgA，IgM及びIgEなどの，数形式の分子を含む，
多数の系統の分子を表わす。「免疫グロブリン分子」の用語は，例えば，複合抗体又は改
変抗体及びそれらの断片を含む。抗体の抗原結合機能は，自然発生抗体の断片によって行
われることが示された。これらの断片を総称して「抗原結合単位」と呼ぶ。抗原結合単位
は、その分子構造に基づき，「単鎖」(「Sc」)及び「非単鎖」(「Nsc」)型に広く分離で
きる。
【０１２６】
　また，「抗体」の用語の中には，無脊椎動物及び脊椎動物を含む種起源の多様な免疫グ
ロブリン分子にも及ぶ。「ヒト」の用語は，抗体又は抗原結合単位に適応する場合，ヒト
遺伝子またはその断片によって発現した免疫グロブリン分子を言う。
「ヒト化」の用語は，非ヒト(例えば，げっ歯類又は霊長類)に適用する場合，抗体は，非
ヒト免疫グロブリンから由来する最小限の配列を含む複合免疫グロブリン，免疫グロブリ
ン鎖又はその断片である。
大部分，ヒト化抗体は，レシピエントの相補性決定領域(CDR)からの残基が，所望する特
異性，親和性及び容量を有するマウス，ラット，ウサギ又は霊長類などの非ヒト種(ドナ
ー抗体)のCDRからの残基によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)であ
る。一部の例では，ヒト免疫グロブリンのFvフレームワーク領域(FR)残基が対応する非ヒ
ト残基によって置換される。更に，ヒト化抗体は，レシピエント抗体と導入されたCDR又
はフレームワーク配列のいずれもが見られない残基を含んでもよい。これらの修飾により
，さらに洗練された最適の抗体性能を作り，人体に導入する場合，免疫原性を最小化する
。一般的に，ヒト化抗体は，全て又は実質的に全てのCDR領域が非ヒト免疫グロブリンに
一致し，全て又は実質的に全てのFR領域　がヒト免疫グロブリン配列である，実質的に全
ての少なくとも一つの，典型的には二つの可変ドメインを含んでもよい。また，ヒト化抗
体は，少なくとも免疫グロブリン固定領域(Fc)の一部分，典型的にはヒト免疫グロブリン
の固定領域の一部分を含んでもよい。
【０１２７】
　「安定性」の用語は，目的の用途での使用に有用な純度で反応混合物から分離するよう
に残存して，充分な化学的安定性を有する組成物及び化合物を言う。
【０１２８】
　「蛍光性基」，「フルオロフォア」，「色素」又は「蛍光性基」の用語は互換的に蛍光
性の分子，基又はラジカルを言う。
「蛍光性」の用語は，化合物の分子に適応する場合、エネルギー吸収(紫外線、可視光線
又は赤外線輻射)及び再発光，少なくとも経時的な光としてのエネルギーの画分について
の化合物の特性を言うのに用いる。蛍光性基，化合物又はフルオロフォアは，限定されな
いが，個々の化合物，分子，タンパク質及び高分子錯体を含む。また，フルオロフォアは
，有機配位子増感剤とのランタニドイオン及びランタニド錯体のような長寿命の蛍光減衰
を示す化合物を含む。
【０１２９】
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　「被験者」は，本明細書中において，発現した遺伝的物質を含む生物学的独立体を言う
。生物学的独立体は多様な実施態様であり，脊椎動物である。一部の実施形態において，
生物学的独立体は哺乳動物である。他の実施形態において，被験者はヒトを含む生物学的
独立体である。
【０１３０】
　「対照」は，比較目的で実験において用いる代替的被験者又は試料である。対照は「ポ
ジティブ」又は「ネガティブ」であってもよい。例えば，実験目的が，対象とする疾病が
細胞又は組織内に引き起こす特異に的発現した転写物又はポリペプチドを検出することに
ある場合，ポジティブ対照(かかる疾病に特徴的な特異的発現及び症状を呈するような被
験者又は被験者からの試料)，及びネガティブ対照(かかる疾病の特異的発現及び臨床的症
状を欠く被験者又は被験者からの試料)を用いることが一般に好適である。
【０１３１】
　「FRET」の用語は，フェルスター共鳴エネルギー移動を言う。
本発明では，FRETは，少なくとも二つの蛍光性化合物間，蛍光性化合物及び非蛍光性化合
物間又は蛍光性成分と非蛍光性成分間で発生するエネルギー移動過程を言う。
【０１３２】
　「結合剤」は，結合する結合対又は標的分子に対して選択的な結合を示す分子である。
結合剤は，ポリペプチド，抗体又はタンパク質，ポリペプチドベースの毒素，アミノ酸ベ
ースの毒素，ヌクレオチド，DNA及びRNAを含むポリヌクレオチド，脂質及び炭化水素若し
くはそれらの組み合わせなどの生体分子であってもよい。また，結合剤は，金属キレート
，微粒子，合成又は天然重合体，細胞，細菌又は本発明に係る色素分子を含む他の蛍光性
分子などのハプテン，薬剤，イオン性錯化剤であってもよい。
【０１３３】
　「標的部位」は，結合対と結合する結合剤の部分である。標的部位は，限定されないが
，他のポリヌクレオチド又はポリペプチドに選択的に結合するポリヌクレオチド内のヌク
レオチド配列であってもよい。標的部位の他の限定されない例は，ポリヌクレオチド配列
又は第二ポリペプチド配列に選択的に結合する巨大ポリペプチド配列内のポリペプチド配
列であってもよい。標的部位は，限定されないが，たんぱく質受容体，他の小分子モチー
フ又は錯化剤に結合する小分子又は構造的モチーフであってもよい。選択的結合は特定の
結合現象であってもよい。
【０１３４】
　「結合対」は，標的部位において結合する分子又は粒子である。細胞，細菌，細胞断片
，抗体，抗体断片，ペプチド，タンパク質，ポリヌクレオチド，抗原，小さい分子又はそ
の組合せであってもよい。結合剤によって選択的又は特異的に結合してもよい。
【０１３５】
　蛍光の「信号雑音比」の用語は，本明細書中，ポリペプチド-抗体錯体の文脈である場
合，(順次結合剤と結合する一次抗体によって結合したポリペプチドを含む錯体からの蛍
光信号)/(ポリペプチド，アイソタイプ対照一次抗体及び結合剤の混合物からの蛍光信号)
の比率である。
【０１３６】
　「標識度」又は「DOL」は，本明細書中において，標的分子当たりの結合色素分子数(限
定されない，ポリペプチド　及びポリヌクレオチドを含む)を言う。例えば，抗体などの
ポリペプチド当たり一つの色素分子であれば1.0標識度(DOL)を表わす。もし平均して１以
上の色素分子が抗体などのポリペプチドと反応し架橋すると，標識度は1より大きくなり
，更に整数以外の数値となってもよい。DOLの数値が大きいほど，標識の度合いが大きく
なる。
【０１３７】
　「細胞内」は，本明細書中において細胞内に所与の分子が存在することを言う。細胞内
分子は，細胞質内に，細胞膜に結合して，細胞小器官の表面上に又は細胞の細胞小器官内
に存在しうる。
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【０１３８】
　「基質」又は「固体基質」は，反応性表面の文脈では，特定の相互作用を検定する物質
を言う。例えば，本文脈では，基質はアレイの表面又はマイクロウェルの表面であっても
よい。また，特定の形状を形成しないが，表面上に結合点を有する重合体などの固体であ
ってもよい。
【０１３９】
　「最大励起波長」及び「最大蛍光励起波長」の用語は，本明細書中で互換的に使用され
る。これらの用語は，色素が最大蛍光で発光する光エネルギーを蛍光性化合物が吸収する
最大波長を言う。「最大吸収波長」の用語は，色素に適応する場合，色素が最も効率的に
蛍光の励起エネルギーを吸収する光エネルギーの波長を言う。蛍光性色素は，「最大蛍光
発光波長」を有し，色素が最も強く蛍光する波長である。単一の波長がいずれの色素につ
いても言及される場合，用語の文脈に従って，励起，吸収又は発光の最大波長を言い，例
えば，吸収波長は，色素が最大吸収する波長を言い，発光波長は，色素が最も強く蛍光す
る波長を言う。
【０１４０】
　本発明の化合物
　本発明は式1の化合物を提供する。
【０１４１】
【化３０】

　ここで，Fは，フルオロフォア又は蛍光性基を表わす。一般的に，本発明の化合物に好
適なフルオロフォア(式I中「f」)は，-(L)m-又はT基へ結合しうる置換位置を有する蛍光
性化合物から誘導される。サブカテゴリーも含めて多数の蛍光性基の核となる構造は，フ
ルオロフォアに適していてもよい。フルオロフォアは，一般に蛍光性基の一分類に属する
蛍光性基を形成するのに必要な最小限の原子数を含む構造を含んでもよい。例として，ク
マリン蛍光性基は，下記式Aに示した核となる構造を含む。
【０１４２】
【化３１】

　他の例として，フルオレセイン蛍光性基は，下記式Bに示した核となる構造を含む。
【０１４３】

【化３２】

　更に他の例として，ローダミン蛍光性基は，下記式Cに示した核となる構造を含む。
【０１４４】
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【化３３】

　更なる他の例として，シアニン蛍光性基は，下記式Dに示した核となる構造を含む。
【０１４５】
【化３４】

　蛍光性基の分類の核となる構造は，上記原理を用いて当業での通常の技術の一つにより
直ちに決定できる。蛍光性基の分類が任意であってもよいため，蛍光性基の核となる構造
を決定する技術の一つがいくらか任意であってもよい。
蛍光性基の分類は，例えば，蛍光性基の下位分類が，特定の蛍光性基の下位分類に特有の
一つ以上の置換基を含む異なる下位分類に分類してもよい。それゆえ，各蛍光性基の下位
分類の核となる構造があってもよい。例えば，下記式Eとして示した7-アミノクマリンは
，それ自体が，より一般的なクマリン蛍光性基に属する式Aの核となる構造を有する蛍光
性基の下位分類であり，すべての7-アミノクマリン誘導体に対して核となる構造である。
【０１４６】
【化３５】

　以下の表は，多数のフルオロフォア及び核となる構造の共通する分類に対する典型的励
起波長及び発光波長を示す。
【０１４７】
【表１】

　いくつかの実施形態において,Ｆは，シアニン蛍光性基，Cy蛍光性基，キサンテン蛍光
性基，Alexa　Fluor蛍光性基，クマリン蛍光性基，ピレン蛍光性基，Bodipy蛍光性基，AT
TO蛍光性基又はDY蛍光性基から誘導されてもよい。当業者には周知のように，シアニン蛍
光性基は，多様なシアニン蛍光性基の下位分類を含んでもよく，限定されないが，インド
カルボシアニン蛍光性基，オキサカルボシアニン蛍光性基，チアカルボシアニン蛍光性基
，アザカルボシアニン蛍光性基(アザシアニン蛍光性基)，スチリルシアニン基及びメロシ
アニン蛍光性基を単なる例示として挙げられる。同様に，例えば，キサンテン蛍光性基は
，限定されないが，フルオレセイン及びその誘導体並びに多様なローダミン蛍光性基を含
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む。
【０１４８】
　フルオロフォアとして用いる本発明の蛍光性化合物の他の限定されない例示としては，
アクリジンオレンジ，アクリジンイエロー，Alexa　Fluor蛍光性基，ATTO　蛍光性基，Bo
dipy蛍光性基，オーラミンO，ベンズアントロン、9,10-ビス(フェニルエチニル)アントラ
セン，5,12-ビス(フェニルエチニル)ナフタセン，カルボキシフルオレセインジアセテー
ト，カルセイン，カルボキシフルオレセイン，1-クロロ-9,10-ビス(フェニルエチニル)ア
ントラセン，2-クロロ-9,10-ビス(フェニルエチニル)アントラセン，クマリン，シアニン
，Cy2，Cy3，Cy3.5，Cy5，Cy5.5，Cy7，DyLight　Fluor蛍光性基，フルオレセイン，2',7
'-ジクロロジヒドロフルオレセイン，Hilyte　Fluor蛍光性基，LDS　751，オレゴングリ
ーン，ペリレン，フィコビリン，フィコエリトリン，フィコエリトロビリン，ピレン，ロ
ーダミン及びルテニウム(II)トリス(バソフェナントロリンジスルホン酸)が挙げられる。
かかる化合物及び誘導体又はかかる化合物のラジカルを本発明のフルオロフォアとして用
いてもよい。
【０１４９】
　本発明で用いうる他の蛍光性基の例示としては，限定されないが，4-アセトアミド-4'-
イソチオシアナトスチルベン-2,2'ジスルホン酸，アクリジン及びアクリジンイソチオシ
アネートなどのアクリジン及び誘導体，5-(2'-アミノエチル)アミノナフタレン-1-スルホ
ン酸(EDANS)，4-アミノ-N-[3-ビニルスルホニル)フェニル]ナフタルイミド-3,5ジスルホ
ネート(ルシファーイエローVS)，N-(4-アミノ-1-ナフチル)マレイミド，アントラニルア
ミド，BODEPY(登録商標)その誘導体及び類縁体，ブリリアントイエロー，Cy3及びCy5及び
他の誘導体などのシアニン蛍光性基，クマリン，7-アミノ-4-メチルクマリン(AMC，クマ
リン120)，7-アミノ-4-トリフルオロメチルコルアリン(クマラン151)などのクマリン及び
誘導体，7-ジエチルアミノ-3-(4'-イソチオシアナトフェニル)-4-メチルクマリン，5-[ジ
メチルアミノ]ナフタレン-1-スルホニルクロライド(DNS，ダンシルクロライド)，5-カル
ボキシフルオレセイン(FAM)，5-(4,6-ジクロトリアジン-2-イル)アミノフルオレセイン(D
TAF)などのフルオレセイン及び誘導，2'7'-ジメトキシ-4'5'-ジクロ-6-カルボキシフルオ
レセイン(JOE)，フルオレセイン，フルオレセインイソチオシアネート(FITC)及びQFITC(X
RITC)，フルオレサミン，4-メチルウンベリフェロン，ナイルブルー及び他の類縁体など
のオキサジン蛍光性基，ピレン，ピレンブチラート，サクシニミジル1-ピレンブチラート
などのピレン及び誘導体，ローザミン蛍光性基，テトラメチルローザミン及び他の類縁体
，6-カルボキシ-X-ローダミン(ROX)，6-カルボキシローダミン(R6G)，リサミンローダミ
ンBスルホニルクロライド，ローダミン(Rhod)，ローダミンB，ローダミン123，ローダミ
ンXイソチオシアネート，スルホローダミンB，スルホローダミン101及びスルホローダミ
ン101(テキサスレッド)のスルホニルクロライド誘導体，N,N,N',N'-テトラメチル-6-カル
ボキシローダミン(TAMRA)，テトラメチルローダミン，テトラメチルローダミンイソチオ
シアネート(トリTC)などのローダミン及び誘導体及びメチレンブルー及びその類縁体など
のチアジン蛍光性基が挙げられる。本特許で用いうる更なるフルオロフォアは，米国特許
出願第2003/0165942，2003/0045717及び2004/0260093号及び米国特許第5,866,366号及び
国際特許公開パンフレット第WO　01/16375号に開示されており，その両者を参照しここに
組み込む。更なる例示は，米国特許第6,399,335号，米国特許出願第2003/0124576号公報
及びハンドブック「蛍光プローブ及び標識技術の手引き,第10版」(2005)(invitrogen社/
分子プローブから入手)に開示されており，その全てを参照しここに組み込む。
【０１５０】
　また，本発明の蛍光性基は，蛍光性タンパク質を含んでもよい。かかる当業者に既知の
蛍光性タンパク質は，例えば，米国特許第5,625,048，5,777,079，6,066,475，6,319,669
，6,046,925，6,124,128及び6,077,707号中に記載されたGFT及びその多様な誘導体を含む
。更なる蛍光性タンパク質は，Y66F，Y66H，EBFP，GFPuv，ECFP，AmCyan1，Y66W，S65A，
S65C，S65L，S65T，EGFP，ZsGreen1，EYFP，Zsyellow1，DsRed，DsRed2，AsRed2，mRFP1
及びHcRed1である。
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【０１５１】
　かかる蛍光性基の多くは，市販され，本発明の化合物の合成において使用してもよい。
反応性蛍光性基の市販元は，invitrogen(Molecular　Probes)，AnaSpec，Amersham　(AP
　Biotech)，Atto-Tec，Dyomics，Clontech及びSigma-Aldnch社が挙げられる。
【０１５２】
　フルオロフォアは，連結部位-(L)m-を介して結合部位Tに結合してもよい。一般的に，
連結部位(一般的に「L」で表す)は，フルオロフォア，水溶性高分子及び反応基など，二
つの部位を互いに又は本発明の化合物を含む他の基とつなぐあらゆる基である。合成容易
性及び簡便性が一般に各連結部位の性質に影響する。いくつかの実施形態において，連結
部位は，約1-100原子を含む基であり，安定な部位であるような基から選択された一以上
の化学結合で形成される。他の実施形態において，連結部位は，一以上の炭素-水素，炭
素-窒素，炭素-酸素，炭素-硫黄，炭素-リン，窒素-水素，硫黄-水素，リン-水素，硫黄-
酸素，硫黄-窒素，硫黄-リン，リン-酸素，リン-窒素及び酸素-窒素結合で形成され，か
かる結合は，連結部位が安定であるよう選択された，単，二重，三重，芳香族及び複素環
式芳香族結合であってもよい。連結部位は，例えば，二価アルキルラジカルであってもよ
い。あるいは，連結部位は，付加的なエーテル，アミン，アミド，エステル，スルホニル
，チオエーテル，カルボキシアミド，スルホンアミド，ヒドラジド又はモルフォリノ，ア
リール及び複素アリール基を含むアルキル基であってもよい。
【０１５３】
　連結部位は，一般に，約1-100原子で形成される。いくつかの実施形態において，連結
部位は，付加的な水素原子ならびに1-５0原子で形成される。かかる原子は，例えば，C，
N，O，P又はSであってもよい。他の実施形態において，二基をつなぐ連結部位は，基の間
の1～50の連続した結合を含む。一部の連結する部位は，1～40，1～30，1～20，1～10，1
～5，5～25又は5～20のかかる連続した結合を有してもよい。
【０１５４】
　限定されない連結部位の例示を以下に示す。
【０１５５】
【化３６】

　上記画像中，nは望ましい連結長を提供するためなどにより変わりうる，繰返しメチレ
ン単位数を表わす。典型的には，nは1～約50の範囲である。一部の連結体は1～40，1～30
，1～20，1～10，1～5，5～30，5～20又は5～15のnを取る。
【０１５６】
　同様に，結合部位(一般に「T」で表わす)は，フルオロフォア，水溶性高分子及び反応
基などの三以上の個々の部位を互いに又は連結部位などの本発明の化合物を含む他の基と
結合するあらゆる基である。合成容易性及び簡便性が一般に各連結部位の性質に影響する
。いくつかの実施形態において，連結部位は，約1-100原子を含む基であり，安定な部位
であるような基から選択された一以上の化学結合で形成される。結合は安定な部位である
ような基から選択されてもよい。他の実施形態において，結合部位は，一以上の炭素-水
素，炭素-窒素，炭素-酸素，炭素-硫黄，炭素-リン，窒素-水素，硫黄-水素，リン-水素
，硫黄-酸素，硫黄-窒素，硫黄-リン，リン-酸素，リン-窒素及び酸素-窒素結合で形成さ
れ，かかる結合は，安定な部位であるような基から選択された，単，二重，三重，芳香族
及び複素環式芳香族結合であってもよい。いくつかの実施形態において，Tは，1～50原子
あるいは，1～40，1～30，1～20又は1～10の原子を含む。TはN又はCなどの単一原子であ
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ってもよい。また，Tは，炭素環，複素環又は芳香族基などの小環状基である。限定され
ない例として，置換フェニル，ナフチル，テトラヒドロナフチル，インダニル，ビフェニ
ル，フェナントリル，アントリル，アセナフチル，ベンゾイミダゾリル，ベンゾフラニル
，ベンゾフラザニル，ベンゾピラゾリル，ベンゾトリアゾリル，ベンゾチオフェニル，ベ
ンゾオキサゾリル，カルバゾリル，カルボリニル，シンノリニル，フラニル，イミダゾリ
ル，インドリニル，インドリニル，インドラジニル，インザゾリル，イソベンゾフラニル
，イソインドリニル，イソキノリル，イソチアゾリル，イソオキサゾリル，ナフトピリジ
ニル，オキサジザゾリル，オキサゾリル，オキサゾリン，イソオキサゾリン，オキセタニ
ル，ピラニル，ピラジニル，ピラゾリル，ピリダジニル，ピリドピリジニル，ピリダジニ
ル，ピリジル，ピリミジル，ピロリル，キナゾリニル，キノリル，キノキサリニル，テト
ラヒドロピラニル，テトラゾリル，テトラゾロピリジル，チアジザゾリル，チアゾリル，
チエニル，チアゾリル，アゼチジニル，アジリジニル，1,4-ジオキサニル，ヘキサヒドロ
アゼピニル，ピペラジニル，ピペリジニル，ピロリジニル，モルフォリニル，チオモルフ
ォリニル，ジヒドロベンゾイミダゾリル，ジヒドロベンゾフラニル，ジヒドロベンゾチオ
フェニル，ジヒドロベンゾオキサゾリル，ジヒドロフラニル，ジヒドロイミダゾリル，ジ
ヒドロインドリニル，ジヒドロイソオキサゾリル，ジヒドロイソチアゾリル，ジヒドロオ
キサジザゾリル，ジヒドロオキサゾリル，ジヒドロピラジニル，ジヒドロピラゾリル，ジ
ヒドロピリジニル，ジヒドロピリミジニル，ジヒドロピロリル，ジヒドロキノリニル，ジ
ヒドロテトラゾリル，ジヒドロチアジザゾリル，ジヒドロチアゾリル，ジヒドロチエニル
，ジヒドロトリアゾリル，ジヒドロアゼチジニル，メチレンジオキシベンゾイル，テトラ
ヒドロフラニル及びテトラヒドロチエニルが挙げられる。結合部位は，例えば，三価，四
価，五価又は六価であってもよい。結合部位の例示を下記に示した。
【０１５７】
【化３７】

　式Iの記号m及びnは，存在する連結する部位水を示し，独立に０～２０の範囲の整数で
ある。mが0の場合，連結する部位が存在しないと理解され，二つの部位がかかる連結する
部位と結合していると示された場合，結合を介してつながると理解される。nが0の場合，
「n」で表される置換基が存在しないと理解される。
【０１５８】
　式IのR1，R2及びR3で表示された基は，式(R)p-(L)q-の基である。
複数の(R)p-(L)q-基が化合物中にある場合，各R，L，p又はqは，同一化合物中に存在する
他のR，L，p又はq基のいずれとも独立である。一般に，pは，各々１～２０の範囲の整数
である。いくつかの実施形態において，pは1である。他の実施形態において，pは，1～2
，3，4，5，10又は15の範囲を取りうる。一般に，qは，各々０～２０の範囲の整数であり
，pが0の実施形態において，Lは存在せず，Lに結合するよう示されたあらゆるR基は結合
を介して直接つながると理解される。あるいはpが1であってもよい。他の態様において，
qは，1～2，3，4，5，10又は15の範囲を取りうる。
【０１５９】
　「R」は，本発明の化合物に所望の機能的特性を付与してもよい。より特によいR基の実
施形態を以下に詳述する。
【０１６０】
　本発明の化合物は，反応基である少なくとも一つのRを含む。反応基は，基質又は基質
分子上の反応対と共有結合を形成するよう反応可能な化学的な部位である。本発明の化合
物は，好適な反応対を備える又は好適な反応対を備えるように誘導化される広範な分子又
は基質を標識するのに使用できる。「反応基」及び「反応対」は，本発明の化合物上の基
又は標識する分子上の基を言う。本明細書では，簡便のため，限定されないが，化合物上
の化合物上の結合形成基　は一般に反応基と言い，基質分子上の結合形成基は一般に反応
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対と言う。本明細書において「反応性基質」，「基質」及び「反応対」は互換的に使用さ
れる。
【０１６１】
　反応基及びその反応対は，各々，結合剤又は触媒で又はなしで共有結合を形成可能な求
電子剤及び求核剤であってもよい。
一実施形態によると，反応基は，紫外線光活性化又は光分解により，炭化水素分子と反応
可能な光活性化されうる基である。他の実施形態によると，反応基は，ディールズ・アル
ダー反応を介して共役ジエンと反応可能な求ジエン体である。更に他の実施形態によると
，反応基は，求ジエン体と反応可能な1,3-ジエンである。更に他の実施形態によると，
反応基は，1,2,3-トリアゾール連結を形成するアジド官能基と反応可能なアルキンである
。更に他の実施形態によると，反応基は，いわゆるシュタウディンガー反応を介してアミ
ド連結を形成するアジド官能基と反応可能な2-(ジフェニルホスフィノ)安息香酸メチルエ
ステルである。単なる例示として，本発明に係る有用な反応基，官能基及び対応する連結
を，Table　1中に一覧した。
【０１６２】
【表２】

【０１６３】
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【表３】

　　＊：活性化エステルは，一般に，式COΩを有すると，当業者において理解されている
。式中，Ωは，敏感に離脱する基であり，例えば，サクシニミジルオキシ(-OC4H4O3)，ス
ルホサクシニミジルオキシ(-OC4H3O3-SO3H)，又は，-1-オキシベンゾトリアゾリル(-OC6H

4N3)，又は，ニトロ，フルオロ，クロロ，シアノ，トリフルオロメチル又はそれらの組合
せなどのアリールオキシ基，又は，例えば，電子吸引性置換基(s)で一回以上置換したア
リールオキシ基，又は無水物又は混合無水物を形成するため用いた，カルボジイミドで活
性化した活性化アリールエステル又はカルボン酸-OCORa又は-℃NRaNHRb，ここでRa及びRb

は，同一でも異なってもよく，独立にC1-C6アルキル，C1-C6ペルフロロアルキル又はC1-C

6アルコキシである，又はシクロヘキシル，3-ジメチルアミノプロピル，又は，N-モルフ
ォリノエチルなどである
　　＊＊：また，アクリルアジドは，イソシアネートに再配列しうる。
【０１６４】
　反応基は、アミン，チオール，ヒドロキシル又はアルデヒドと反応する一基であっても
よい。反応基は，例えばスクシンイミドエステル(SE)などのアミン-反応基又は，例えば
マレイミド，ハロアセトアミド又はチオスルホン化メタン(MTS)などのチオール-反応基，
又は，例えばアミン，アミノオキシ又はヒドラジドなどのアルデヒド-反応基であっても
よい。
【０１６５】
　また，本発明の化合物は，少なくとも一つの水溶性高分子基であるRを含む。本発明に
係る水溶性高分子基は，蛍光性基の核となる構造の分子内移動度を有意に低減しうり，そ
れゆえ蛍光性基の蛍光量子収率を改善しうる。また，かかる基は，結合する化合物に，蛍
光性基の光安定性向上，生体分子標識での蛍光性基凝集の低減，標識生体分子(抗体など)
の染色特異性の増大並びにインビボでの標識生体分子(抗体など)の免疫原性及び抗原性の
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低減などの他の特性を付与してもよい。
【０１６６】
　各水溶性高分子基は，一般に実質的に非反応性であり，水溶性部位が，化合物の蛍光特
性を向上するのに充分な大きさである。本文脈で用いる「重合体」の用語は，厳密な繰返
し単位を要しない。繰返し単位を有しない充分な分子サイズ及び溶解性の分子が本発明の
目的の「水溶性高分子基」と想定する。
【０１６７】
　水溶性高分子基としては，限定されないが，ポリペプチド及び炭化水素有機重合体及び
生体分子を含む。水溶性高分子としては，エーテル基，ヒドロキシル基，三級アミン基，
四級アミン基，及び／又は，グアニジン基を含む。各水溶性高分子は，直鎖，分岐，環状
若しくはそれらの組合せであってもよい。本発明の水溶性高分子は，単鎖又は一，二，三
，四又はそれより多い連鎖を含んでもよい。一，二，三，四又はそれより多い分岐の水溶
性高分子を使用してもよい。本発明の化合物は，多数の水溶性高分子基のいずれを含んで
もよい。一般に，本発明の化合物は，少なくとも1水溶性高分子基から約8水溶性高分子基
を含む。一つの実施形態において，化合物は，少なくとも2水溶性高分子基から約8水溶性
高分子基を含む。他の実施形態において，化合物は，少なくとも3水溶性高分子基から約8
水溶性基を含む。一化合物の各水溶性高分子基又は全水溶性高分子基の好適な分子量は，
約100，200，300，400，500，600，700，800，900，1000，1500，2000，2500，3000，350
0，4000，4500，5000，10000，15000，20000Da又はそれ以上でであってもよい。一つの実
施形態において，本発明の水溶性高分子基は，450～5000Daの分子量を有する。他の実施
形態において，本発明の水溶性高分子基は，約800～約3000Daの分子量を有する。更に他
の実施形態において，一化合物の全水溶性高分子基の総分子量は，約450～約5000Daであ
る。更なる他の実施形態において，一化合物の全水溶性高分子基の総分子量は，約1,000
～約3,000Daである。
【０１６８】
　一つの実施形態において，本発明の水溶性高分子はポリアルキレンオキシドである。好
適なポリアルキレンオキシドとしては，ポリエチレングリコール(PEG)，ポリプロピレン
グリコール(PPG)，ポリエチレングリコール-ポリプロピレングリコール(PEG-PPG)共重合
体及びN-置換メタクリルアミド含有重合体及び共重合体が挙げられる。本発明に適する多
様なポリアルキレンオキシドとその製法及び使用は，以下を参照，米国特許第5,637,749;
　5,650,388;　5,298,643;　5,605,976;5,567,422;　5,681,567;　5,321,095;　5,349,00
1;　5,405,877;　5,234,903;　5,478,805;　5,324,844;　5,612,460;　5,756,593;　5,68
6,110;　5,880,131;　6,824,782;　5,808,096;　6,013,283;　6,251,382号中に記載され
ている。ポリアルキレンオキシド試薬の市販元としては，Sigma-Aldrich,　Nanocs,　Cre
ative　Biochem,　Pierce,　Enzon,　Nektar及び日本油脂社が挙げられる。ポリアルキレ
ンオキシド基の例として下記を示す。
【０１６９】
【化３８】

　ポリアルキレンオキシドは，重合体に他の望ましい特性を付与するのに必要な置換基を
追加的に置換してもよい。かかる修飾は，例えば，重合体の半減期の化学的又は生物学的
安定性の調整をしうる重合体の化学的安定性を増大又は低減する化学的連結を含んでもよ
い。一部の場合，ポリアルキレンオキシド分子は，多様な基で末端処理または「端末処理
」されてもよい。かかる基の例示として，ヒドロキシ，アルキルエーテル(例えば，メチ
ル，エチル，プロピルエーテル)，カルボキシメチルエーテル，カルボキシエチルエーテ



(48) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

ル，ベンジルエーテル,　ジベンジルメチレンエーテル又はジメチルアミンが挙げられる
。ポリアルキレンオキシドは，多数の用いうる末端の一を有してもよく，限定されないが
，ヒドロキシル，メチルエーテル，エチルエーテル，カルボキシメチルエーテル及びカル
ボキシエチルエーテルが挙げられる。一実施形態において，メチルエーテル末端のポリア
ルキレンオキシドはポリエチレングリコールポリマーである。かかる基はmPEGと呼んでも
よい。mPEG一般に式-(CH2CH2O)nCH3であって，ここで，nはエチレングリコール単位数で
あり，該mPEGの大きさによって決まる。
【０１７０】
　他の好適な重合体は，ポリ(2-ヒドロキシエチル　methacrylate)，ポリヒドロキシプロ
ピルメタクリルアミド，ポリ(スチレンスルホン酸)，ポリ(ビニルアルコール)又はポリ(2
-ビニルN-メチルピリジウムヨーダイド)の誘導体及び接合体
　他の実施形態において，本発明の水溶性高分子は炭化水素である。かかる炭化水素は，
単糖類又は多糖類を含み，例えば，可溶性スターチ，グリコーゲン，デキストラン，ペク
チン、マンナン，ガラクタン，ヒドロキシメチルセルロース，ヒドロキシエチルセルロー
ス他のセルロース誘導体が挙げられる。水溶性高分子が炭化水素である場合，炭化水素中
に存在するヒドロキシル基の少なくとも30%が，メチルエーテル，スルホナートアルキル
エーテル及び／又はアセテートエステルでマスクされてもよい。
【０１７１】
　更に他の実施形態において，本発明の水溶性高分子はポリペプチドである。好適なポリ
ペプチドは，例えば、セリン、アルギニン，イプシロンアミノ基で修飾したポリリジン又
はシステイン酸を含む。かかるポリペプチドの他の例示は，例えば，国際特許出願パンフ
レット第WO　2006/081249号中に開示されている。かかるポリペプチドは本発明の水溶性
高分子として使用してもよいと予期しうる。
【０１７２】
　また，本発明の水溶性高分子は，上記異なる分類の組合せも含む。例えば，かかる水溶
性高分子は，ポリアルキレンオキシド部位に連結したポリペプチドである。
【０１７３】
　水溶性高分子は，一般に本発明の化合物中に含まれる単数又は複数の基反応基の化学性
において互換性のない単数又は複数の基を含まない。例えば，水溶性高分子は，反応基が
求電子剤である場合，強求核剤を含まない。より特定した例では，水溶性高分子は，反応
基がN-ヒドロキシスクシンイミジルエステルの場合，一級又は二級アミンを含まない。他
の特定の例では，反応基がマレイミドの場合，水溶性高分子はチオールを含まない。
同様に，水溶性高分子は一般に反応基が求核剤である場合，強求電子剤を含まない。しか
しながら，水溶性物は，反応基の化学性が有意に影響しない又は本発明の化合物の安定性
が貯蔵及び取り扱い中に影響されないなどの最小限数の弱求核剤又は最小限数の弱求電子
剤を含みうる。弱求核剤の例としては，炭化水素分子中に通常存在するヒドロキシル基が
ある。そこで，いくつかの実施形態において，水溶性高分子が炭化水素である場合，好適
には炭化水素中に存在するヒドロキシル基の少なくとも30%が，メチルエーテルなどのエ
ーテル及び／又はアセテートエステルなどのエステルとしてマスクされてもよい。他の実
施形態において，全ヒドロキシル基がエーテル及び／又はエステルとしてマスクされても
よい。
【０１７４】
　一般に，本発明の化合物の付加的置換基(「R」)は，一部の場合，スルホン酸(-SO3

-)，
ホスホン酸(-PO3

2-)及びアンモニウム基などの基であってもよい。本明細書において，ア
ンモニウムの用語は，NH4

+，トリアルキルアンモニウム又はテトラアルキルアンモニウム
を意味する。当業者ならば，電荷均衡のためイオン性基には対イオンが必要だと理解でき
る。例えば，負電荷の-SO3

-又は-PO3
2-は，各々負電荷を均衡化するため一又は二のカチ

オンを必要としてもよい。同様に，正電荷のアンモニウムは，中性を維持するためアニオ
ンを必要としてもよい。一般に，対イオンが該蛍光性基の安定性を低下させない限り，対
イオンの性質は重要な意味を持たない。いくつかの実施形態において，置換基が-SO3

-又
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2-である場合，対イオンは，H+，Na+，K+及びアンモニウムである。他の実施形態

において，置換基がアンモニウムである場合，対イオンは，塩化物，フッ化物，臭化物，
硫酸塩，リン酸塩，酢酸等が好適である。一部の蛍光性基は，内因的に正電荷又は負電荷
を有してもよい。かかる場合，内因的電荷は，中性を維持するため，対イオンとして挙動
するか，対イオンを必要としてもよい。内因的電荷に対する対イオンの選択規則は上述し
た。本発明のいくつかの実施形態において，少なくとも一つのスルホン酸基(-SO3

-)が存
在し，いずれかの必要な対イオンがH+，Na+，K+及びアンモニウムから選択される。簡潔
にするという理由のため，明細書中に記載した大部分の蛍光性基構造のいかなる解離可能
な単数又は複数の対イオンを示さなかった。
【０１７５】
　かかる置換基は，化合物の水溶性及び／又はその蛍光量子収率を増大させてもよい。
しかしながら，比較的多数の荷電基は一般に望ましくない。なぜなら，高度に荷電したフ
ルオロフォアを得ることとなり，タンパク質と接合する上で，例えば，タンパク質の等電
点を有意に荷電し，それゆえ，標識タンパク質の生物学的特性におそらく影響しするから
である。例えば，高度に荷電したフルオロフォア分子で標識した抗体は，染色で大きなバ
ックグラウンドを示す。いくつかの実施形態において，かかる荷電水溶性R基の数は，0～
4又は0～3である。本発明の蛍光性基が少なくとも一つの水溶性高分子基を有するため，
また，蛍光性基の水溶性及び／又はその蛍光量子収率を増大させることが可能であるため
，スルホン酸基などの荷電R基の数は，最小限に維持でき，このため，標識タンパク質の
生物学的特異性の消失を最小限にとどめた。
【０１７６】
　各置換基Rは，同一でも異なってもよく，ハロゲン，-OH，-NH2，-SO2NH2及び1～15個の
炭素原子及び任意に一つのヘテロ原子を含むいずれかの炭素含有置換基から選択されても
よい。存在する場合，少なくとも一つのヘテロ原子は，ハロゲン，N，O，S，P及びSiから
なる基から選択されるのが好適である。
一部の場合，Rは，例えば，ジエチルアミン又はジメチルアミンなどのジアルキルアミン
置換基であってもよい。Rが炭素含有置換基である場合，例えば，アルキル，シクロアル
キル，アルケニル又はアルキニルを含むいかなる構造又は立体配置を想定してもよい。
【０１７７】
　本発明の化合物は多様な立体配置を取りうる。特定の立体配置の立体配置の例示を下記
table　2中に示した。
【０１７８】
【表４】

【０１７９】
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【表５】

【０１８０】
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【表６】

【０１８１】
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【表７】

【０１８２】
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【表８】

【０１８３】
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【表９】

【０１８４】
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【表１０】

【０１８５】
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【表１１】

　一つの実施形態において，式Iの化合物が，下記式のキサンテン蛍光性基，クマリン蛍
光性基，ピレン蛍光性基又はシアニン蛍光性基であるフルオロフォアを含む。かかるフル
オロフォアは下記式を有してもよい。
【０１８６】
【化３９】

　　式I中に示されたように，Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfが，フルオロフォアと-(L)m-部
位又は下記式の部位に結合している結合である。
【０１８７】

【化４０】

　Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfの残った部位が，式(R)p-(L)q-であって，R，L，p及びqが上
記定義のようである。例えば，Ra，Rb，Rc，Rd，Re及びRfのいかなる隣接対が，結合して
，付加的なR置換基だけでなく，環中に付加的なヘテロ原子を任意に含む飽和又は不飽和
の5員環又は6員環を形成してもよい。一部の実施形態において，かかるR置換基は，SO3

-

，スルホンアミド，ハロ，ヒドロキシ，アミノ又はアルキル基である。
【０１８８】
　他の実施形態において，フルオロフォアが，下記式である。
【０１８９】
【化４１】

　下記式が上記フルオロフォアと
【０１９０】

【化４２】

　　上記-(L)m-部位又は下記式の部位に結合し，
【０１９１】
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【化４３】

　　R4，R5及びR6が，各々独立に(R)p-(L)q-であって，
　　R4，R5及びR6のRが，各々独立に，
　　　i)反応性対と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　　ii)水溶性高分子基，
　　　iii)アルキル基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホン酸基又はスルホ
ンアミド基，若しくは，
　　　iv)-Hであり，
　　R4，R5及びR6のLが，各々１以上の化学結合で形成された連結部位であり，約1～１０
０原子を含み，
　　R4，R5及びR6のpが，各々独立に１～２０の範囲の整数であり，
　　R4，R5及びR6のqが，各々独立に０～２０の範囲の整数であり，
　　a，b，及びcが，各々独立に０，１，２又は３である。
【０１９２】
　一つの実施形態において，Tは下記式のような一つの炭素原子を含む三価の部位であり
，
【０１９３】
【化４４】

あるいは，Tは三価の窒素原子であってもよい。例えば，下記式I中，
【０１９４】
【化４５】

下記式を有してもよい。
【０１９５】
【化４６】

　R1が水溶性高分子である場合，上記水溶性高分子は，約300Daより大きい分子であって
もよい。あるいは，約800Daより大きい分子量又は約300Daより大きい分子量，あるいは，
約800Da～約3000Daの範囲の分子量を有してもよい。R1は，例えば，ポリエチレングリコ
ール基などの水溶性基を含んでもよい。いくつかの実施形態において，ポリエチレングリ
コール基の分子量は，450～5000Daである。
【０１９６】
　R2が反応基である場合，反応基は，例えば，アミノ，スルフヒドリル又はヒドロキシ求
核剤と共有結合を形成してもよい。いくつかの実施例において，反応基は，イソチオシア
ネート，イソシアネート，モノクロロトリアジン，ジクロロトリアジン，ハロゲン置換ピ
リジン，ハロゲン置換ジアジン，ホスホラミダイト，マレイミド，アジリジン，スルホニ
ルハライド，酸ハロゲン化物，ヒドロキシスクシンイミジルエステル，ヒドロキシスルホ
スクシンイミジルエステル，テトラフルオロフェノールエステル，イミドエステル，ヒド
ラジン，アジドニトロフェニル，アジド，アルキン，3-(2-ピリジルジチオ)-プロピオン
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N-ヒドロキシこはく酸イミドエステルである。
【０１９７】
　本発明の他の実施形態において，最大蛍光励起波長を有する，式IIの構造を有する化合
物が提供される。
【０１９８】
【化４７】

　Fは，下記式の構造を有する部位である。
【０１９９】
【化４８】

　Z-は，対イオンである。
【０２００】
　Yは，F及びΨ間で電子消失しうる架橋単位である。シアニン蛍光性基の文脈において、
好適な部位は当業者に周知である。一般に，Y基は，上記二つの構造環で電子消失しうる
。
例えば，Yは，メチン単位であってもよく，あるいは，任意に一つ以上の4員環，5員環又
は6員環を組み込んでいるポリメチン単位(トリ-，ペンタ-又はヘプタメチン)あってもよ
い。また，本発明のR基への付加的置換も想定される。例えば，Yは，上記に定義した水溶
性高分子，反応基又は付加的な置換基であるR基を含んでもよい。例えば，アルキル，SO3
-及びハロゲンはみなが，Y基の一部として存在するありうる置換基である。
【０２０１】
　一部の実施形態において，Ψは，下記構造の１つを有する部位である。
【０２０２】

【化４９】

　X1及びX4は，独立に下記である。
【０２０３】
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【化５０】

X1及びX4は，付加的に置換されてもよく，また置換されなくてもよい。
【０２０４】
　X2及びX3は，独立に下記である。
【０２０５】

【化５１】

　要素a及びbは，独立に０，１，２又は３である。
【０２０６】
　要素b'は，０，１又は２である。
【０２０７】
　いくつかの実施形態において，Ψが式1であり，化合物の最大蛍光励起波長が660nmより
小さい場合，R5及びR6は，各々独立に(R)p-(L)q-で，R5及びR6は，置換環を形成するよう
に結合しない。本発明の他の実施形態において，Ψが式1であり，前記化合物の最大蛍光
励起波長が660nm以上である，又はΨが式1以外である場合，R5及びR6は，各々独立に(R)p
-(L)q-，又はR5及びR6は，１以上の(R)p-(L)q-により置換されない又は置換された環状部
位を形成するように結合している。形成された環状部位は，炭素環又は複素環を有する5
員環，6員環又は7員環であり，いくつかの実施形態において，一つ以上の反応基及び／又
は一つ以上の水溶性高分子により置換される。
【０２０８】
　更に他の実施態様において，Ψが式1であり，化合物の最大蛍光励起波長が655nmより小
さい場合，R5及びR6は，独立に(R)p-(L)q-で，R5及びR6は，置換環を形成するように結合
しない。本発明の他の実施形態において，Ψが式1であり，化合物の最大蛍光励起波長が6
55nm以上である，又はΨが式1以外である場合，R5及びR6は，独立に(R)p-(L)q-，又はR5
及びR6は，１以上の(R)p-(L)q-により置換されない又は置換された環状部位を形成するよ
うに結合している。
【０２０９】
　多様な実施形態において，Yは下記である。
【０２１０】
【化５２】

Cが存在する場合，Cは，五員環基又は六員環基である。



(60) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

【０２１１】
　R1，R2，R3，R4，R5，R6及びR7は，各々独立に(R)p-(L)q-である。
【０２１２】
　化合物の各(R)p-(L)q-のRは，各々独立に
　　i)反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基，
　　ii)水溶性高分子基，
　　iii)アルキル基，アリール基，アルキルアミノ基，ジアルキルアミノ基，アルコキシ
基，トリフルオロアルキル基，ハロゲン基，スルホニル基，スルホン酸基又はスルホンア
ミド基，
　　iv)-Hである。
【０２１３】
　化合物の各(R)p-(L)q-のLは，各々独立に１以上の化学結合で形成された連結部位であ
り，約1～１００原子を含む。
【０２１４】
　(R)p-(L)q-のpは，各々独立に約1～約２０の範囲の整数であり，
　(R)p-(L)q-のqは，各々独立に0～約２０の範囲の整数である。
【０２１５】
　R3，R4，R5，R6及びR7の各(R)p-(L)q-のqは，各々独立に1～約２０の範囲の整数である
。
【０２１６】
　要素cは0又は1である。
【０２１７】
　要素dは0又は1である。
【０２１８】
　化合物の各(R)p-(L)q-のRの少なくとも１つは，反応性部位であり，化合物の各(R)p-(L
)q-のRの少なくとも１つは，水溶性高分子である。
【０２１９】
　一部の実施形態において，本発明は，少なくとも二つの隣接するR1及び／又は二つの隣
接するR2が存在する場合，二つの隣接するR1及び／又は二つの隣接するR2は，１以上の(R
)p-(L)q-により置換されない又は置換された6員環を形成するように結合する。
一部の実施形態において，二つの隣接するR1及び／又は二つの隣接するR2は，6員環を形
成するように結合している場合、形成された環が芳香族である。一部の実施形態において
，二つの隣接する(R2)b及び結合している環B中の原子が，炭素環を形成するように結合し
，更に蛍光性基の溶解性を増大させうる基と任意に付加的に置換される。一部の実施形態
において，二つの隣接する(R2)b及び結合している環B中の原子が，芳香族である炭素環を
形成するように結合し，更に蛍光性基の溶解性を増大させうる基と任意に付加的に置換さ
れる。一部の実施形態において，二つの隣接する(R1)a及び結合している環A中の原子が，
炭素環を形成するように結合し，更に蛍光性基の溶解性を増大させうる基と任意に付加的
に置換される。一部の実施形態において，二つの隣接する(R1)a及び結合している環A中の
原子が，芳香族である炭素環を形成するように結合し，更に蛍光性基の溶解性を増大させ
うる基と任意に付加的に置換される。
【０２２０】
　要素cは0又は1でもよい。Cが1である場合，R3が結合する窒素原子は，正に帯電する。
同様に，要素dは0又は1でもよい。
【０２２１】
　多様な実施形態における式IIの化合物において，R1及びR2のRの少なくとも１つは，荷
電部位である。一部の実施態様において，R1及びR2のRの少なくとも１つが，スルホン酸
基又はホスホン酸基を含む。更に他の実施態様において，R1及びR2の各Rが，スルホン酸
基又はホスホン酸基を含む。
【０２２２】
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　本発明の多様な実施形態において，X2及びX3が，独立に下記である。
【０２２３】
【化５３】

　関連する実施形態において，X2及びX3は，メチル又はエチルなどのアルキル基である。
一部の実施形態において，X2及びX3が，独立に下記である。
【０２２４】

【化５４】

一部の実施形態において，X2及びX3が，独立に下記であり，X5が，反応基又は水溶性高分
子含む。
【０２２５】

【化５５】

　式IIの化合物は，少なくとも一つの反応基及び水溶性高分子を含む。かかる基は，式II
中に示されるいかなる位置で結合してもよい。例えば，反応基又は水溶性高分子は，環A
又は環Bに結合してもよい。あるいは，反応基又は水溶性高分子は，式II中に示された窒
素原子を置換してもよく，例えば，R3が反応基及びR4が水溶性高分子であって，L連結部
位を通じて任意に結合してもよい。また，更に，反応基及び／又は水溶性高分子は，式II
中のX2及び／又はX3位置に結合してもよく，又は連結部構造Yの一部であってもよい。
【０２２６】
　一部の場合，式IIの化合物の溶解性を増大するように，環A上で又は環B，D，E，F及びG
の一上で又は環A上で及び環B，D，E，F及びGの一上での荷電部位である，少なくとも一つ
のR置換基を含むことが望ましくてもよい。かかる部位は，スルホン酸基又は上記他のい
ずれかの基であってもよい。同様の置換は，例えば，スルホン酸，ホスホン酸又は他の荷
電基で置換された連結する部位と結合することで，基R3，R4，X2及びX3の一部として起こ
ってもよい。
【０２２７】
　本発明の多様な実施形態において，水溶性高分子はポリアルキレンオキシドである。他
の実施形態において，水溶性高分子はポリエチレンオキシドである。更に他の実施態様に
おいて，水溶性高分子は炭化水素である。一部の実施態様において，水溶性高分子はポリ
ペプチドである。本発明の多様な実施形態において，水溶性高分子は，約800～約3000の
範囲の分子量を有する。いくつかの実施形態において，水溶性高分子は，300より大きい
分子量を有する。他の実施形態において，水溶性高分子は，800より大きい分子量を有す
る。
【０２２８】
　いくつかの実施形態において，式IIの化合物は，少なくとも一つの反応基及び少なくと
も二つの水溶性高分子を含む。
【０２２９】
　いくつかの実施形態において，式IIの化合物は下記式である。
【０２３０】
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【化５６】

　いくつかの実施形態において，式IIの化合物は下記式である。
【０２３１】

【化５７】

　cが1であり，dが1であり，少なくともR3及びR4のRの一つが反応性基質と反応し共有結
合を形成可能な反応基反応基であり，少なくともR3及びR4のRの一つが水溶性高分子基で
ある。
【０２３２】
　他の実施形態において，化合物は下記式である。
【０２３３】

【化５８】

　cが1であり，dが1であり，少なくともR3，R4及びR5のRの一つが反応性基質と反応し共
有結合を形成可能な反応基反応基であり，少なくともR3，R4及びR5のRの一つが水溶性高
分子のラジカルである。他の実施形態において，cが1であり，dが1であり，少なくともR3
，R4及びR5のRの一つが反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基反応基であり，
少なくともR3，R4及びR5のRの二つが水溶性高分子のラジカルである。一つの実施形態に
おいて，最大吸収波長が，約550nm，約650nm又は約750nmであるようにYを選択する。
【０２３４】
　さらに他の実施形態において，化合物は下記式である。
【０２３５】
【化５９】

　cが1であり，dが1である。
【０２３６】
　R3及びR4のRの一つが反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基反応基であり，R

3及びR4のRの一つが水溶性高分子基である。
【０２３７】
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【０２３８】
【化６０】

　cが1であり，dが1である。
【０２３９】
　少なくともR3，R4及びR5のRの一つが反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基
反応基であり，少なくともR3，R4及びR5のRの二つが水溶性高分子のラジカルである。
【０２４０】
　他の実施形態において，化合物は下記構造である。
【０２４１】
【化６１】

　cが1であり，dが1である。
【０２４２】
　少なくともR3，R4及びR5のRの一つが反応性基質と反応し共有結合を形成可能な反応基
反応基であり，少なくともR3，R4及びR5のRの二つが水溶性高分子のラジカルである。他
の実施形態において，
　他の実施形態において，化合物は下記構造である。
【０２４３】
【化６２】

　cが1であり，dが1であり，R3，R4及びR5のRの一つが反応基であり，少なくともR3，R4
及びR5のRの二つが水溶性高分子のラジカルである。一つの実施形態において，最大吸収
波長が，約580nm，約680nm又は約790nmであるようにYを選択する。
【０２４４】
　更に他の実施形態において，化合物は下記構造である。
【０２４５】
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【化６３】

　Cが１であり，dが１であり，R3，R4及びR5のRの少なくとも一つは，反応基でああり，R

3，R4及びR5のRの少なくとも２つは、互いに二つの水溶性高分子のラジカルである。一つ
の実施形態において，最大吸収波長が，560nm近辺，660nm近辺又は770nm近辺であるよう
にYを選択する。
【０２４６】
　式IIの化合物において，式Fの部位の特定の実施形態と組み合わせ，部位Yの特定の実施
形態と組み合わせ及び化合物の最大蛍光励起波長が約350～約1200nmの範囲となるように
特定の置換基と組み合わせて，架橋単位Yを選択することは当業者に周知である。最大吸
収波長及び最大蛍光発光波長を確認するため，色素の吸収及び発光スペクトルを得るのに
用いる標準的な分析法は，当業者に周知である。上記基のいずれかの組合せを，約550nm
，約560nm，約570nm，約580nm，約590nm，約600nm，約610nm，約620nm，約615nm，約620n
m，約625nm，約630nm，約635nm，約640nm，約650nm，約655nm，約660nm，約665nm，約670
nm，約675nm，約680nm，約685nm，約690nm，約695nm，約700nm，約705nm，約710nm，約71
5nm，約720nm，約725nm，約730nm，約735nm，約740nm，約745nm，約750nm，約755nm，約7
60nm，約765nm，約770nm，約775nm，約780nm，約790nm，約800nm，約810nm，約820nm，約
830nm，約840nm，約850nm，約860nm，約870nm，約880nm，約890nm，約900nm，約910nm，
約920nm，約930nm，約940nm，約950nm，約960nm，約970nm，約980nm，約990nm，約1000nm
，約1020nm，約1040nm，約1060nm，約1080nm，約1100nm，約1120nm，約1140nm，約1160nm
，約1180nm又は約1200nmの最大蛍光励起波長を有する本発明の化合物を形成するの用いて
もよい。上記部位は，いかなる組合せで用いてもよい。色素の最大蛍光励起波長は，典型
的には，色素を励起して発光させる，色素が最大吸収又は最大光学密度を有する波長であ
る。いくつかの実施形態において，式IIの化合物は，>670nmの最大吸収波長を有する。一
つの実施形態において，最大吸収波長は，>700nmである。他の実施形態において，最大吸
収波長は，>800nmである。
【０２４７】
　また，当業者は，式Fの部位の特定の実施形態と組み合わせ，部位Yの特定の実施形態と
組み合わせ及び特定の置換基と組み合わせて，約550nm，約560nm，約570nm，約580nm，約
590nm，約600nm，約610nm，約620nm，約615nm，約620nm，約625nm，約630nm，約635nm，
約640nm，約650nm，約655nm，約660nm，約665nm，約670nm，約675nm，約680nm，約685nm
，約690nm，約695nm，約700nm，約705nm，約710nm，約715nm，約720nm，約725nm，約730n
m，約735nm，約740nm，約745nm，約750nm，約755nm，約760nm，約765nm，約770nm，約775
nm，約780nm，約790nm，約800nm，約810nm，約820nm，約830nm，約840nm，約850nm，約86
0nm，約870nm，約880nm，約890nm，約900nm，約910nm，約920nm，約930nm，約940nm，約9
50nm，約960nm，約970nm，約980nm，約990nm，約1000nm，約1020nm，約1040nm，約1060nm
，約1080nm，約1100nm，約1120nm，約1140nm，約1160nm，約1180nm，約1200nm，約1220nm
，約1240nm又は約1250nmの最大蛍光発光波長を有する式IIの化合物を得るように，架橋単
位Yを選択することができる。上記部位は，いかなる組合せで用いてもよい。
【０２４８】
　一実施形態によると，式IIの化合物の最大吸収波長は，少なくとも655nmより大きい。
【０２４９】
　一実施形態によると，式IIの化合物の最大吸収波長は，少なくとも670nmより大きい。
更なる他の実施形態において，式IIの化合物の最大吸収波長は，少なくとも670nmより大



(65) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

きい。更に他の実施形態において，式IIの化合物の最大吸収波長は，少なくとも700nmよ
り大きい。
【０２５０】
　本発明の他の実施形態において，シアニン色素が約660nm以上の最大蛍光励起波長を有
する，一つ以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素が提供される。いくつかの実施
形態において，置換シアニン色素は，少なくとも一つの反応基を含む。いくつかの実施形
態において，置換シアニン色素は，非スピロ部位で置換されている。
【０２５１】
　本発明の更なる実施形態において，シアニン色素が約660nm以上の最大吸収波長を有す
る，一つ以上の水溶性高分子基を含む置換シアニン色素が提供される。いくつかの実施形
態において，置換シアニン色素は，少なくとも一つの反応基を含む。いくつかの実施形態
において，置換シアニン色素は，非スピロ部位で置換されている。式IIの化合物の構造の
例示を下記Table　3中に示した。
【０２５２】
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【０２５３】
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【表１３】

【０２５４】
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【０２５５】
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【表１５】

【０２５６】
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【表１６】

【０２５７】
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【表１７】

【０２５８】
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【表１８】

　式IIの色素化合物は，優良な溶解性並びに優れた蛍光輝度及び光安定性を有する。特に
，典型的には近赤外色素をいう約655nmより大きい最大吸収波長である式IIの化合物は，
同様の波長での従来の色素に対し重大な利点を示す。
水溶性高分子の置換基は，本発明の近赤外色素の特性を徹底的に改善させ，先例のない蛍
光輝度(図を参照)を得た。水溶性高分子の置換基は，近赤外色素の特性を徹底的に改善さ
せた(図を参照)。
近赤外色素の安定性は問題点であり，貯蔵及び取り扱い上，極度の注意が必要であり，そ
れゆえ，色素の使用に制限があった。
【０２５９】
　また，本発明は，下記式IIIの化合物を提供する。
【０２６０】

【化６４】

　Zは，-H，アルキル又は，-CF3又は-CNなどの或いは下記の置換基であってもよい。　
【０２６１】
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【化６５】

　式IIIの化合物は，一般に，キサンテン蛍光性基の分類に属する。X1，X2及びZの選択が
，化合物が更にどの分類，つまり，フルオレセイン蛍光性基(X1が=O，X2が-OH，Zが置換
フェニルである)又はローダミン蛍光性基(X1が=NH2

+又は=NR6R7
+，X2が-NH2又は-NR8R9，

Zが置換フェニルである)又はrhodol基　(X1が=O，X2が=NH2
+又は=NR6R7

+である)，に属す
るかを決める。R1，R2，R3，R4，R5，R6，R7，R8及びR9は，各々独立に(R)p-(L)q-であり
，L，p及びqは，一般に本明細書中の他の箇所で前述定義したとおり決定され，加えてま
た，Rが,水溶性高分子及び反応基の両者を有する，例えば，結合部位によって結合した部
位を含む。変数c，d及びeは，基Z中のフェニル環上のR3，R4及びR5置換基の数を示し，c
，d及びeの合計が5以下であるように0，1，2又は3であってもよい。
【０２６２】
　式IIIの各化合物は，水溶性高分子だけでなく，反応部位を含む。それゆえに，R1，R2
，R3，R4，R5，R6及びR7のRの少なくとも一つが反応部位であり，一方，R1，R2，R3，R4
，R5，R6及びR7のRの少なくとも一つが水溶性高分子基である。
【０２６３】
　いくつかの実施形態において，式IIIの化合物は，フルオレセイン蛍光性基の分類に属
し，X1及びX2がそれぞれ=O及び-OHであり，一方，Zは，式(R)p-(L)q-少なくとも一つの部
位で置換されたフェニル基である。関連する実施形態において，Zは，水溶性高分子であ
る少なくとも一つのR及び反応基である少なくとも一つのRを含む。
【０２６４】
　他の実施形態において，式IIIの化合物がローダミン蛍光性基の分類に属し，X1が=NH2

+

又は=NR6R7
+であり，X2が-NH2

+又は-NR8R9
+であり，Zがフェニル部位少なくとも一つの(R

)p-(L)q-部位(c，d又はeの少なくとも一つは0でない)で置換されている。例示として，X2
はアミノ基であって任意にアルキルなどの一つ又は二つの基で置換されてもよい。かかる
場合，X2は，例えば，ジメチルアミノ，ジエチルアミノ、メチルアミノ又はエチルアミノ
置換基であってもよい。R1又はX2のいずれもが水溶性高分子基又は反応基を含まない場合
，基Zは，少なくとも一つの反応基及び少なくとも一つの水溶性高分子で置換されてもよ
い。
【０２６５】
　他の場合，R1及びX2を一緒に取って，炭素又は複素環から，式III中の環Aに融合する。
関連する実施態様において，R2及びX1を一緒に取って，炭素又は複素環から，式III中の
環Bに融合する。かかる融合環は，付加的なR基，例えば，SO3

-，アルキル若しくは水溶性
高分子基又は反応基で付加的に置換されてもよい。R6，R7，R8及びR9の一つと近隣のR1及
び／又はR2とを組み合わせて形成された環は，不飽和又は飽和であり，一つ以上の(R)p-(
L)q-で置換されていなくてもよく，置換されていてもよい。
【０２６６】
　基Zが-H，-CN又は-CF3である場合，R1，X1，R2又はX2のRの一つが水溶性高分子基を含
み，一方，R1，X1，R2又はX2のRもう一方は反応基を含む。
【０２６７】
　いくつかの実施形態において，水溶性基は，連結する部位又は結合する部位を介して，
式IIIの核となる構造と結合するポリアルキレンオキシドを含む。R3，R4又は，R5のいず
れかが，水溶性高分子及び反応基が，共に独立した連結部位を介してつながる結合する部
位であることが可能である。
【０２６８】
　式IIIの化合物の例示をtable　4中に示した。　
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【表１９】

【０２７０】
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【０２７１】



(76) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

【表２１】

【０２７２】
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【表２２】

　本発明の一つの実施形態において，化合物は，下記式IVを有するクマリン蛍光性基であ
る。
【０２７３】

【化６６】

　R1，R2，R3，R4，R5及びR6は，上記に定義したように，(R)p-(L)q-であって，R1，R2，
R3，R4，R5及びR6のRの少なくとも一つが，水溶性高分子を含み，R1，R2，R3，R4，R5及
びR6のRの少なくとも他の一つが反応基を含む。
【０２７４】
　一実施形態によると，R5が-OH又は-NR7R8であり，ここで，R7及びR8が独立に，H，アル
キル基であって，任意に少なくとも一つのヘテロ原子，反応基，水溶性高分子基又はスル
ホン酸基を含む。あるいは，R7がR8と君合わさって，任意に少なくとも一つのヘテロ原子
を含む置換されない又は置換された5員環又は6員環を形成する。本発明の他の態様におい
て，R7がR4と組み合わさって，及び／又は，R8がR4と組み合わさって置換されない又は置
換された5員環又は6員環を形成する,及び／又は，任意に付加的なR基で置換された他の5
員複素環と融合してもよい。
【０２７５】
　他の実施形態によると，R3及びR6は各々Hであり，R2及びR1は，独立に上記で定義したR
基を含む。R1は，アリールであるR基を付加的に含んでもよく，アリールは，ハロゲン，N
，P，O，S及びSiから選択した，少なくとも一つのヘテロ原子を任意に含み，一つ以上の
付加的R置換基を任意に含む
　本発明に従い，選択したクマリン式を，table　5中に一覧する。
【０２７６】
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【表２３】

　また，本発明は，下記式Vの化合物を提供する。
【０２７７】
【化６７】

　式Vにおいて，R1，R2，R3及びR4は，互いに独立に(R)p-(L)q-であって，R1，R2，R3及
びR4のRの少なくとも一つが，水溶性高分子を含み，R1，R2，R3及びR4のRの少なくとも他
の一つが反応基を含む。変数a，b，c及びdは，独立に0，1，2又は3である。
一般に，a，b，c及びdの合計は，2，3又は4である。一つの実施形態において，a，b，c及
びdの合計は，4である。例えば，R1，R2及びR3は，各々(R)p-(L)q-基が独立に式-SO2NH(C
H2CH2O)nCH3でnが約3～約30又は約7～約24であるものを含みうるような水溶性高分子基を
含んでもよい。本実施態様によれば、R4は，活性化カルボン酸のエステルなどの反応基で
あるRを含む。
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【０２７８】
　他の実施形態において，Lは，各スルホンアミドがピレン炭素にS-C結合を介して共有結
合的に連結し，各アルキル部分が任意に少なくとも一つのOを含むように，反応基又は水
溶性高分子基のいずれかが式Vのピレン部位と連結する，C1-C8　N-アルキルスルホンアミ
ド又はC2-C10　N,N-ジアルキルスルホンアミド基を含んでもよい。
【０２７９】
　他の実施形態において，R1，R2及びR3は，スルホン酸基などの置換基を含み，R4は，水
溶性高分子及び反応基の両者が独立した連結部位を介してつながる結合する部位である。
【０２８０】
　式Vの化合物の例示をtable　6中に一覧する。
【０２８１】
【表２４】

　本発明は，本発明の化合物の調製方法を提供し，該方法は，1)アミン-反応基と下記の
構造式を有するアミノ化合物とを連結したフルオロフォアを含む化合物を反応させる工程
と，
【０２８２】

【化６８】

　ここで，nは，約3～約30から選択された整数であってもよく，hは，約1～約5から選択
された整数であってもよく，Rpは，保護剤又は保護反応基であり，2)得られた化合物中の
保護剤又は保護反応基Rpを反応基へ転換する。
【０２８３】
　上記アミノ化合物は，例えば，mPEGトシレート又は塩化mPEGなどの適切なアルキル化mP
EG化合物を，適切なRp基を含む適切なアミノアルキル化合物と反応させることで，直ちに
調製できる。適切なRp基としては，カルボン酸基，カルボン酸基のメチルエステル，カル
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ボン酸基のt-ブチルエステル基，t-BOC-保護アミン基及びベンジルオキシカルボニル-保
護基が，単なる例示として，挙げられる。Rp基が，遊離カルボン酸基などの潜在的反応基
であれば，当業者に周知の方法を用いて，直接的に反応基に転換してもよい。Rp基が，保
護基であれば，脱保護を施し，その後，既知の方法を用いて，反応基に転換してもよい。
【０２８４】
　(1)対象化合物の使用
　目的化合物には多様な異なる用途での使用が見出せる。関心のある一つの用途は，目的
化合物の特定の対象化合物に対し蛍光特性を付与することが可能な標識剤としての使用で
ある。本発明の化合物は、限定されないが，ポリペプチド，ポリペプチドベース毒素，ア
ミノ酸，ヌクレオチド，DNA及びRNAを含むポリヌクレオチド，脂質及び炭化水素並びにそ
れらいずれかの組合せなどの生体分子を含む広範囲の分子のいずれかと反応するのに使用
できる。加えて，本発明の化合物は，ハプテン，医薬，金属キレートなどのイオン錯化剤
，微粒子，合成又は天然重合体，細胞，ビールス，本発明にかかる色素分子を含む他の蛍
光性分子又は表面と反応するのに使用できる。基質分子は，典型的には，目的化合物の反
応基と反応して，共有結合又は非共有結合の連結を形成する一つ以上の官能基を含む。一
つの形態において，本発明の化合物の反応基は，エステル(スクシンイミドエステル又はS
Eなど)，マレイミド，ヒドラジド又はアミノオキシ基である。従って，一部の実施形態に
おいて，基質分子(又は反応基質)からの官能基はアミン，チオール，アルデヒド又はケト
ンである。得られた蛍光標識された基質分子は，接合体又は標識された基質分子と言って
もよい。当業者の実践するいかなる蛍光性基-基質接合体の調製方法(例えば，Brinkley,
　Bioconjugate　Chem.　3,　2(1992)を参照しここに組み込む。)も，本発明の実施に適
応しうる。
【０２８５】
　生体分子及び本発明の化合物の接合体は，通常，高い蛍光収率を有し，一方，典型的に
は，溶解性，受容体又は核酸への選択的結合，特定の酵素の活性化又は抑制，或いは生物
膜内に組み込まれる能力などの非標識生体分子のクリティカルパラメータを保つ。しかし
ながら，最高度の標識度を有する接合体は，まだ沈降や非特異的に結合しうる。必要な場
合，機能や結合特異性を保存するために，最大よりも低い標識度が容認されてもよい。本
発明の接合体の調製は，特性の最適化実験を伴ってもよい。接合に引き続き，非接合標識
剤を、ゲルろ過，透析，接合体沈殿及び再溶解，HPLC又はこれらの技術の組合せによるな
どの当業者に既知の技術で除去してもよい。遊離色素の存在は、特に化学的反応性が残存
する場合，生体接合での引き続きの実験を理解しがたいものにしうる。
【０２８６】
　核酸
　他の実施形態において，目的化合物は，ヌクレオシド，ヌクレオチド又はポリヌクレオ
チドと接合するのに使用でき，かかる分子のいずれも天然又は合成，修飾又は非修飾であ
ってもよい。標識に用いる本発明の化合物は，ホスホラミダイト，活性化エステル(スク
シンイミドエステル)，アルキル化基又は反応性白金錯体である反応基を含んでもよい。
かかる分子は，本発明の化合物上の反応基に対する一つ以上の反応対を含むか含むように
誘導されてもよい。本発明の化合物の反応基は，共有結合の連結を形成するよう該分子上
の適切な反応対と反応してもよい。例えば，ホスホラミダイト基は，脱保護後にヒドロキ
シル基と反応して，リン酸連結を形成してもよく，スクシンイミドエステルなどは，アミ
ン基と反応してアミド連結を形成してもよく，反応性白金錯体は，グアノシン塩基と反応
して白金錯体連結を形成してもよい。
一つの実施形態において，活性化エステルを含む本発明の反応性化合物は，アミノアルキ
ニル基，アミノアリル基又はアミノアルキル基を含む塩基を含んでいるヌクレオチド三リ
ン酸と，蛍光標識されたヌクレオチド三リン酸を形成するため反応する。
かかる標識ヌクレオチド三リン酸は，しばしば酵素的取込みを介して，蛍光標識された核
酸重合体の調製に使用される。
【０２８７】
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　いくつかの実施形態において，本発明の蛍光性化合物は，アンダイン又はシチジン残基
のC-5位へ結合する基又はリンカーと反応する。かかる位置は，ワトソン・クリック塩基
対形成に関与せず，相補的配列へのハイブリッド形成にほどんど干渉しない。
アミノアルキニル連結部は，酵素又は標的結合位置とのフルオロフォア相互作用を低減す
るため，蛍光部位とヌクレオチド間に導入されてもよい。かかる四原子の架橋に加えて，
7～10原子のスペーサーを，塩基からフルオロフォアを更に分離するために，導入しても
よい。より長いスペーサーの使用により，より高輝度な接合体が得られ，二次検出剤のハ
プテン容易性を増大してもよい。
【０２８８】
　あるいは，2-アミノエトキシエチル(OBEA)リンカーを用いて，シトシンのN-4位を修飾
したデオキシシチジン三リン酸は，調製される。蛍光性フルオロフォアの存在により発生
しうる立体的干渉は，付加的スペーサーの使用により低減しうる。
【０２８９】
　蛍光標識DNAは，PCR反応，末端転移酵素-触媒付加又はmck翻訳により，蛍光標識ヌクレ
オチド三リン酸から調製してもよい。多様なポリメラーゼを，かかる反応中で用いてもよ
い。かかるポリメラーゼとしては，Taqポリメラーゼ(例えば，ポリメラーゼ連鎖反応(PCR
)アッセイにおいて有用である)，DNAポリメラーゼI(例えば，ニックトランスレーション
及びプライマー伸長法アッセイにおいて有用である)，クレノウポリメラーゼ(例えば，ラ
ンダム-プライマー標識において有用である)，末端デオキシヌクレオチドトランスフェラ
ーゼ(TdT)(例えば，3'-末端標識において有用である)，逆転写酵素(例えばRNAテンプレー
トからのDNA合成用)又はインビトロでの転写用のSP6　RNAポリメラーゼ，T3　RNAポリメ
ラーゼ及びT7　RNAポリメラーゼなどの他のポリメラーゼが挙げられる。
【０２９０】
　あるいは，蛍光標識核酸重合体は，最初にアミン-標識ヌクレオチドを核酸重合体へ酵
素的に組み込んでアミン-標識核酸重合体を得，続いて上記アミン-標識重合体を本発明の
化合物で標識して調製してもよい。蛍光標識ヌクレオチド三リン酸の調製及び使用に関す
るより詳しい情報は，米国特許第　4,711,955号及び5,047,519号中に見出せる。更にある
いは，DNAなどの核酸重合体は，反応性白金錯体を反応基として含み，米国特許第　5,714
,327号中に記載のように白金錯体が，グアノシン塩基の窒素原子と配位結合を形成する本
発明の化合物で直接標識してもよい。
【０２９１】
　アミノ酸及びポリペプチド
　他の実施形態において，目的の化合物は，アミノ酸，アミノ酸類縁体又はポリペプチド
と接合するのに使用できる。標識アミノ酸，アミノ酸類縁体及びポリペプチドは，本発明
の化合物と，上記化合物上の反応基に対する反応対を含むアミノ酸，アミノ酸類縁体及び
ポリペプチドとを反応させて，標識される。かかる反応対は，前記ポリペプチド中に存在
する天然又は非天然の基であってもよい。例示として，反応対は，天然リシン残基の一部
であるアミノ基，天然システイン基の一部であるチオール基などの天然残基であってもよ
い。
【０２９２】
　可能な限り最大の蛍光を達成するため，標識によりタンパク質の生命活動が最小限しか
影響されない程度において，タンパク質を標識可能な限り多数の同一蛍光性基の分子で標
識してもよい。他の形態において，複数の蛍光性基分子が，タンパク質上で互いに相互作
用することによる蛍光消光を回避することが望ましい。色素-色素相互作用は，色素凝集
など物理的，又は，FRETに基づくエネルギー移動など分光学的であってもよく，両者の組
合せでもよい。いずれの型の相互作用も，標識度の増大につれて，標識タンパク質の総蛍
光が緩やかに立ち上がりその後急激に低下することに特徴づけられる蛍光消光に導かれう
る。図1-9は，本発明の蛍光性基が，水溶性高分子基を有さない同一の蛍光性基の従来技
術品よりも，抗体又はストレプトアビジン上での蛍光消光がより起こりづらい又は実質的
により起こりづらいことを示す。タンパク質上の蛍光性基標識の蛍光消光の主要な理由は
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，色素ダイマーなどの色素凝集の形成によるものと信じられている。色素ダイマー形成が
発生した場合，蛍光性基-タンパク質接合体の吸収スペクトルは，典型的には，二重ピー
クを示す。図1に示したように，本発明の蛍光性基は，従来技術の同一の蛍光性基よりも
ダイマー形成をずっと受けにくい。その結果，本発明の蛍光性基は，タンパク質上でより
高輝度である(図2)。本発明の蛍光性基がタンパク質上で，比較的凝集する傾向が低いた
め，多数回タンパク質を標識でき(すなわち標識度(DOL)がより高い)，より大きな蛍光強
度(図3-8)が得られた。その結果，本発明の蛍光性基で標識した抗体は，従来技術の蛍光
性基で標識した抗体よりも，標的を検出する感度に優れている(図9)。本発明の蛍光性基
で標識した抗体の他の利点は，蛍光標識抗体に関する改善した染色特異性であり(図10)，
本発明の蛍光性基で標識した抗体は，従来の蛍光性色素で同一の標識度で標識した同一の
抗体よりも，抗原との結合での特異性をより高く維持する。本発明の蛍光性基の更なる利
点は，凝集低下及び結合特異性増大の結果であり，結合対と結合した本発明の標識生体分
子は，本発明の化合物ではない従来の蛍光性基で標識した同一結合対及び同一生体分子で
形成した錯体よりも，より高い信号雑音比を有する蛍光信号を提供する。
【０２９３】
　いくつかの実施形態において，本発明の方法の錯体は，約70，約80，約90，約100，約1
10，約120，約130，約140，約150，約160，約170，約180，約190，約200，約210，約220
，約230，約240，約250，約255，約260，約265，約270，約275，約280，約285，約290，
約295，約300，約305，約310，約315，約320，約330，約340，約350，約360，約370，約3
80，約390又は約400以上の信号雑音比を有する。本発明の方法の錯体いくつかの実施形態
において，信号雑音比は，約100，約110，約120，約130，約140，約150，約160，約170，
約180，約190，約200，約210，約220，約230，約240，約250，約255，約260，約265，約2
70，約275，約280，約285，約290，約295，約300，約305，約310，約315，約320，約330
，約340，約350，約360，約370，約380，約390又は約400以上である。
【０２９４】
　いくつかの実施形態において，結合対と結合して本発明の標識を含む標識生体分子の錯
体は，約3%，約4%，約5%，約6%，約7%，約8%，約9%，約10%，約15%，約20%，約25%，約30
%，約35%，約40%，約45%，約50%，約55%，約60%，約65%，約70%，約80%，約90%，約100%
，約125%，約150%，約175%，約200%，約300%，約400%，約500%，約600%，約700%，約800%
，約900%又は約1000%という同一標識度で標識した従来の蛍光性基で同一結合対及び同一
生体分子で形成された錯体よりもより大きな蛍光信号を提供する。
【０２９５】
　蛍光性基の更に他の利点は，その高い光安定性であり，特に蛍光顕微鏡での研究におい
て重要である(図11)。加えて，本発明の蛍光性化合物で標識したポリペプチドは，蛍光標
識を有さない対応ポリペプチドよりも，短くない血清半減期を有しうる。
【０２９６】
　(2)本発明の標識生体分子の使用
　目的の化合物は，広範で多様な用途での生体分子を標識するための効果的な手段を提供
する。標識は，タンパク質，糖タンパク質，核酸及び脂質などの生体分子，無機化学品だ
けでなく及びそれらの組合せに生じる相互作用を識別できるようにする。相互作用は，核
酸分子間，核酸とタンパク質間，タンパク質と小分子間であってもよい。相互作用は，組
織又は器官若しくは被験者内である細胞内での活動まで範囲が及ぶ，無細胞の生物学的系
内で，細胞系内で(細胞内及び細胞外系を含む)又はインビボ内で，識別されてもよい。多
様な相互作用を描写することは，科学研究及び開発，医薬品設計，スクリーニング及び最
適化，系統学的分類，個人，親子の遺伝子型解析及び法医学的同定，環境研究，疾病状態
の診断，予後及び／又は治療において，しばしば有意義な手段である。
【０２９７】
　本発明の方法に従い標識した生体分子は，上述のように，結合対，生物学的な相互作用
の標的を検出する結合剤として用いてもよい。例えば，タンパク質は、本発明の色素で標
識でき，細胞表面受容体に結合するよう使用できる。本発明のいくつかの実施形態におい
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て，最大蛍光励起波長が660nm以上であり，水溶性高分子基及び色素と結合剤を効果的に
架橋する条件下の反応基を有する，置換シアニン色素で，結合剤を標識する。いくつかの
実施形態において，置換シアニン色素は，非スピロ置換基によって置換される。標識され
た結合剤は，結合対と接触し，蛍光標識が検出される。他の実施形態において，結合剤は
，式I，II，III，IV又はVの構造の化合物と，化合物と結合剤を効果的に架橋する条件下
で反応する。
【０２９８】
　本発明の標識分子は，FRET対の一部として，ドナー又はアクセプター分子のいずれかと
して，多様な生物学的アッセイ及び方法中で使用されてもよい。当業者は，特定の用途に
基づいて，適切なFRET対を選択することを知りうる。かかる用途としては，限定されない
が，分子ビーコンを伴うアッセイ，FRETプロテアーゼアッセイ，流動細胞計測法，核酸ハ
イブリッド形成及び二以上の部位の相対空間局在化がプローブされねばならない他のいか
なる用途が挙げられる。FRETは，一般に10～100Åの規模で有用である。一実施形態にお
いて，FRET対のドナー及びアクセプターが，共に本発明の標識分子である。他の実施形態
において，FRET対の他方で標識した相補的オリゴヌクレオチドに対してアニーリングによ
りエネルギー移動効率を増大が導かれるようなアニーリングが可能であるFRET対の一方は
，本発明の標識オリゴヌクレオチドである。かかる例において，FRET対の他方は，本発明
のフルオロフォアであってもよく，又は異なるフルオロフォアであってもよい。
【０２９９】
　一部の用途において、本発明の標識分子を消光するのが望ましい。当業者に既知の多様
な消光剤を用いてもよい。限定されない例示としては，Black　Hole　Quencher(登録商標
)部位，DABCYL，リアクティブレッド4(チバクロンブリリアントレッド3B-A)，マラカイト
グリーン，4-ジメチルアミノフェニルアゾフェニル-4'-イソチオシアネート(DABITC)及び
4,4'-ジイソチオシアナイトジヒドロ-スチルベン-2,2'-ジスルホン酸が挙げられる。例示
として，分子ビーコンは本発明の化合物とだけでなく，適切な消光剤とも標識してもよい
。ビーコンの閉じた立体配置において，フルオロフォアは消光する。認識又は結合現象の
結果としてビーコンが開いた場合，フルオロフォアの蛍光は有意に増大する。
【０３００】
　更なる他の実施形態において，本発明は，第一ドナー蛍光性基及び第二アクセプター蛍
光性基を含むエネルギー移動蛍光性基を提供し，ここで，ドナー蛍光性基及びアクセプタ
ー蛍光性基が共有結合的に連結して，FRET対を形成し，ドナー蛍光性基及びアクセプター
蛍光性基の少なくとも一つが，本発明の蛍光性基であり，エネルギー移動蛍光性基が任意
に反応基を含む。エネルギー移動蛍光性基の調整方法及びその使用については上述した。
米国特許第6,479,303号及び国際特許パンフレットWO　00/13026号参照。
【０３０１】
　一つの実施形態において，本発明の蛍光性基は，いわゆる直列色素を形成して，蛍光性
タンパク質を標識するのに使用される。ここで，本発明の蛍光性基及び蛍光性タンパク質
のフルオロフォアは，エネルギー移動対(すなわち，FRET対)を形成する。FRET対が，ドナ
ー蛍光性基の最大吸収で又は近傍で励起されることができ，アクセプター蛍光性基の最大
発光で又は近傍で蛍光が集光され，大きなストークスシフトが得られるように，本発明の
蛍光性基である，かかるFRET対は，ドナー蛍光性基又はアクセプター蛍光性基のいずれか
であり，同様に，タンパク質のフルオロフォアは，ドナー蛍光性基又はアクセプター蛍光
性基のいずれかである。直列色素の調製に適する蛍光性タンパク質としては，限定されな
いが，アロフィコシアニンB，アロフィコシアニン(APC)，C-フィコシアニン，R-フィコシ
アニン，フィコエリトロシアニン，C-フィコエリトリン，b-フィコエリトリン，B-フィコ
エリトリン，R-フィコエリトリン(R-PE)等などの多様なフィコビリンタンパク質が挙げら
れる。フィコビリンタンパク質及びプロステーシスの基としてビリンを含むタンパク質は
,タンパク質のフルオロフォアでもある。好適には，フィコビリンタンパク質はR-PE又はA
PCである。適切なFRET効率を達成するため，ドナー蛍光性基の発光とアクセプター蛍光性
基の吸収が充分な分光学的重なりを有するように，適切な波長の蛍光性基を選択するのが
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よい。蛍光性基の選択及び直列色素の調製の詳細な方法は，米国特許第4,520,110号及び5
,714,386号中に開示されている。その大きなストークスシフトゆえに，本発明の直列色素
は，限定された数の励起光源のみが使用可能な多色検出に有用でありうる。特に，本発明
の直列色素は，蛍光標示式細胞分取器(FACS)又は流動細胞計測法の研究に有用であっても
よい。市販流動細胞計測は，典型的には，1～3の励起光源，通常は1～2励起光源をを備え
る。例えば，市販流動細胞計測装置の一部は，488nmアルゴンレーザー及び633nm　He-Ne
レーザー又は635nm赤色ダイオードレーザーを備え，大多数の流動細胞計測装置は，488nm
アルゴンレーザーのみを有する。それゆえ，複数の標的を検出するためには，各標的は，
異なる発光及びすべて通常の励起光源によって効果的に励起される必要がある異なる蛍光
性基を有する異なる蛍光性基で染色してもよい。本発明の直列色素がかかる必要を，直ち
に調製できる同一の最大励起だが異なる最大発光である異なった直列色素として満たすこ
とができる。例えば，R-PEは，各々，Table　3の色素No.10及びTable　3の化合物No.18で
標識してもよく，第一直列色素は488nmで励起して665nmで発光し，第二直列色素は488nm
で励起して775nmで発光する二つの直列色素が得られる。
【０３０２】
　一実施形態において，本発明の化合物を，上記ポリペプチドの共有結合での標識を促進
する条件下，複数のポリペプチド及び任意に他の生物学的分子を含む生物学的試料に適応
する。いくつかの実施形態において，化合物の反応基は，活性化エステル，マレイミド，
ヨードアセトアミド，ブロモアセトアミド、ヒドラジド，アミン又はアミノオキシ基であ
る。生物学的試料は，細胞可溶化液又は組織可溶化液であってもよい。得られた標識ポリ
ペプチド又は細胞成分は，限定されないが，タンパク質マイクロアッセイ，クロマトグラ
フィー及びゲル電気泳動を含む多様な既知の手段又は技術のいずれかによって，分析し及
び／又は精製してもよい。
【０３０３】
　また，本発明は，上述した選択として多様なアッセイ用に，本発明の化合物及び／又は
本発明の蛍光性基-基質接合体を含むキットを提供する。本発明のキットは，一つ以上の
本発明の化合物及び前記化合物の使用を教える指示書類を含んでもよい。例えば，キット
は，基質の標識のための一つ以上の本発明の化合物，標識反応及び製品精製のための一つ
以上の緩衝剤，得られた蛍光性基-基質接合体を精製するためのクロマトグラフィーカラ
ム，手順を実施するための手順書，任意に他の付加的試薬及び任意に参照標準を含んでも
よい。他の実施形態において，キットは，一つ以上の本発明の蛍光性基-基質接合体，一
つ以上の緩衝剤，上記単数又は複数の接合体の使用のための手順書，アッセイのための任
意に他の試薬，任意にいかなる単数又は複数の校正標準を含む。キットは，接合体生成物
の精製において使用する他の物質や装置を更に含んでもよい。
【０３０４】
　本発明の蛍光性基によって生成した信号は，多様な方法で検出されてもよい。一般に，
信号強度の変化は，当業者に既知のいずれの方法によっても検出でき，一般に使用する蛍
光性基の選択に基づく。光学系の支援によって実施できる。かかるシステムは，典型的に
は，少なくとも二つの要素，つまり，励起源及び光検出装置を備える。かかる要素の多数
の例を当業者は利用しうる。励起源の例は，変更レーザーなどのレーザーである。レーザ
ー光の選択は，プローブに結合する蛍光性基に基づく。大部分の蛍光性基に関して，要求
される励起光は，約300nm～約1200nmの範囲内又はそれ以上，一般的には約350nm～約900n
mである。あるいは，本発明の化合物は，単なる例示として，約300～約350nm，350～400n
m，400～450nm，450～500nm，500～550nm，550～600nm，600～650nm，650～700nm，750nm
～800nm又は800nm～850nmの励起波長を用いて励起してもよい。当業者は直ちに通例の実
験によって，所与のフルオロフォアを励起する適切な励起波長を確認できる(例えば，ハ
ンドブック「蛍光プローブ及び標識技術の手引き,第10版」(2005)(invitrogen社/分子プ
ローブから入手)前記にて参照して組み込んだ)。所望の場合，他の光学系も採用できる。
かかる光学系としては，光学式読み取り装置，高効率光検出系，光電子増倍管，ゲートセ
ンシティブFET，ナノチューブFET，光ダイオー(例えば，アバランシェフォトダイオード(
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APD))，カメラ，電荷結合素子(CCD)，電子増倍電荷結合素子(EMCCD)，増強電荷結合素子(
ICCD)及び共焦点顕微鏡などの要素が挙げられる。また，これらの光学系としては，光フ
ァイバー，光スイッチ，ミラー，レンズ(マイクロレンズ及びナノレンズを含む)，コリメ
ーターなどの光伝送要素が挙げられる。他の例としては，光減衰器，偏光フィルター（例
えば，ダイクロイックフィルター)，光波長フィルター（ローパス，バンドパス，ハイパ
ス），波長板，遅延ラインなどが挙げられる。いくつかの実施形態において，光伝送要素
は，光通信の光閉じ込めアレーでのプレーナ導波路であってもよい。例えば，米国特許第
7,292,742，7,181,122，7,013,054，6,917,726，7,267,673及び7,170,050号参照。識別可
能な信号の検出に影響する様々な方法で，当業者に既知のこれら及び他の光学コンポーネ
ントを組合せ，組立てることができる。
【０３０５】
　本発明の蛍光標識ポリヌクレオチドは多様な用途での使用を見出す。かかる用途は，核
酸間の相互作用，例えば，DNA及びDNA，DNA及びRNA，RNA及びRNA又はいずれかの他の非天
然由来核酸PNA，LNA及び／又はTNA間の相互作用に関与することができる。また，多様な
用途は，核酸及びタンパク質，脂質又はそれらの組合せ間の相互作用に関与することがで
きる。特定の核酸アッセイの限定されない例示としては，核酸増幅，定量又はエンドポイ
ント増幅の両方，溶液中又は基質上でのハイブリッド形成(例えば，アレイハイブリッド
形成)，ゲルシフト及び核酸シーケンシングが挙げられる。蛍光標識ポリヌクレオチドは
液相にて又は基質上に固定して使用できる。
【０３０６】
　一実施形態において，標識ポリヌクレオチドをハイブリッド形成プローブとして使用す
る。ハイブリッド形成プローブの一つの用途は，蛍光その場ハイブリッド形成(FISH)であ
る。本技術において，関心のある配列と相補的な標識ポリヌクレオチドをアニールして，
染色体標品を固定し，関心のある配列の存在だけでなく，染色体上の位置も顕微鏡で検出
する。FISHは，関心のある核酸を，限定されないが，ガラス，シリコン又は繊維を含む基
質上に固定することにより，実行できる。また，FISHは，テロメアなどの反復配列の存在
及び長さを検出するのに定量的にも使用してよい(Q-FISH)。これは，顕微鏡で測定された
発光した蛍光の強度を定量化することで実行されてもよい。目的の蛍光性化合物を用いる
FISHアッセイは，DNA分子又は染色体の特定のセグメントを検出が実行できる。このよう
な特徴を遺伝学カウンセリング(例えば，出生前スクリーニング)，医学及び種同定に持ち
いることができる。
【０３０７】
　いくつかの実施形態において，標識ポリヌクレオチドをPCRなどの増幅反応においてプ
ライマーとして使用できる。更に他の実施形態において，本発明の化合物を，ポリヌクレ
オチドを標識するのに使用してもよく，その後，ハイブリッド形成プローブ又はリアルタ
イムPCRプローブであってもよいプローブとして実質的に使用してもよい。かかるプロー
ブは，本発明の一次蛍光性基でFRET対を形成し，二次蛍光性基で標識してもよい。PCRプ
ローブの調製及び使用方法は，当業者に周知である。
【０３０８】
　本発明の一実施形態において，以下の工程を備える標的核酸の検出又は定量方法を提供
する。a)本発明の標識ポリヌクレオチド(「プローブ」)を提供する工程とb)核酸標的とプ
ローブとのハイブリッド形成を行えるように，上記標識ポリヌクレオチドと核酸標的を接
触する工程と，c)核酸標的とハイブリッド形成した核酸プローブにおけるプローブの蛍光
の変化を測定することで，核酸標的を検出又は定量する工程である。
【０３０９】
　本明細書中において，プローブが核酸標的と錯体を形成するときにハイブリッド形成は
起こる。一般に，錯体は，少なくとも部分的には，ヌクレオチド残基の塩基間の水素結合
を介して，安定化する。水素結合は，ワトソン・クリック塩基対，Hoogstein結合によっ
て又はその他の配列特有の方法で生成してもよい。
ハイブリッド形成は，PCR反応の開始やリボザイムによるポリヌクレオチドの酵素的分割
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などの拡張的な工程を構成してもよい。
【０３１０】
　プローブ及び標的間のハイブリッド形成後，プローブの蛍光強度の変化を測定しうる。
かかるハイブリッド形成前後の変化は，検出された信号強度の増大又は減少として得られ
る。運転中の特定のハイブリッド形成アッセイに基づいて，ハイブリッド形成後の一つ以
上の現象が，信号強度の変化生成に寄与してもよい。例えば，レポーター信号の増大は，
空間的な拡張又は両者がまだプローブと結合している消光剤基からのレポーター蛍光性基
の分離により生じてもよい。加えて，プローブのレポーター又は消光剤のいずれかは，検
出されるレポーター信号を生成する，酵素(例えば，5'-3'エキソヌクレアーゼを有するポ
リメラーゼ)を介した分割の手段によって分離してもよい。上述のように，レポーター及
び消光剤の両者は，これらの基が，供出を通じて同一で，相互に関連し，ハイブリッド形
成反応中で使用される場合，異なる機能であるように，官能末端で規定される。例えば，
プローブに結合する基は，消光剤であり，なぜなら，プローブが標的核酸(典型的には，
プローブがランダムな場合を想定している)とハイブリッド形成している場合，光学信号
の発光を減少するからである。同様の基は，標的核酸とのハイブリッド形成後の酵素によ
る分割によって，アッセイの間，蛍光性基の信号が検出されるレポーター蛍光性基になり
うる。
【０３１１】
　前述の信号検出方法を，標的核酸がコピー数で増大する核酸増幅に適応できる。かかる
増加は線形的又は指数的に生成してもよい。増幅は，Taqポリメラーゼ，Pfuポリメラーゼ
，T7　DNAポリメラーゼ，E　coll　DNAポリメラーゼのクレノウ断片，Tma　DNAポリメラ
ーゼ，exo-Tli　DNAポリメラーゼ，exo-KOD　DNAポリメラーゼ，exo-JDF-3　DNAポリメラ
ーゼ，exo-PGB-D　DNAポリメラーゼ，U1Tma(N-切端)　Thermatoga　martima　DNAポリメ
ラーゼ，シークエナーゼなどの天然又は組換え型のDNAポリメラーゼ及び／又はRNAポリメ
ラーゼなどの逆転写酵素によって，もたらされてもよい。
【０３１２】
　好適な増幅方法は，ポリメラーゼ連鎖反応(PCR)である。一般的なPCR手順は，米国特許
第4,683195号(Mullis)及び4,683,202号(Mullisら)中に教示されている。簡潔には，PCRに
よる核酸の増幅は，繰返しサイクルで行う。DNAの熱変性し，二つのプライマーをアニー
リングして増幅される標的核酸セグメントの側面を延伸してシーケンスし，ポリメラーゼ
でアニールしたプライマーを伸長する。プライマーは，標的核酸の反対側のストランドを
ハイブリッド形成し，プライマー間でポリメラーゼによる合成が，標的セグメントの量を
効果的に倍化させながら，セグメントにおいて進行する。更に，伸長生成物は，プライマ
ーと相補的で結合能があるため，各連続したサイクルは，前回のサイクルで合成された標
的核酸の量を実質的に倍化させる。この結果，およそ2nの比率で，ここでnはサイクル数
，特定の標的核酸の指数的な蓄積する。
【０３１３】
　典型的な従来のPCR熱サイクリングプロトコールは，(a)9O℃～95℃の範囲で0.5～1分間
，変性し，(b)50℃～65℃の温度範囲で1～2分間アニーリングし，及び(c)68℃～75℃で少
なくとも1分間伸長するの30サイクルを備える。他のプロトコールとしては，限定されな
いが，ユニバーサルプロトコールだけでなく，急速サイクリングプロトコールも目的のプ
ローブを実施できる。
【０３１４】
　従来のPCRの一変形は，「Hot　Start　PCR」と呼ばれる反応である。Hot　Start　PCR
技術は，反応修復期間でのポリメラーゼ活性の阻害に焦点を当てている。PCRサイクリン
グに先立ち，ポリメラーゼ活性を制限することで，非特異的な増幅を低減して標的の収量
を増大させる。Hot　Start　PCRの普通の方法としては，ポリメラーゼに対する化学修飾(
例えば，米国特許第　5,773,258号参照)，ポリメラーゼ-特異抗体によるポリメラーゼの
阻害(例えば,米国特許第5,338,671号を参照)及び熱サイクリング実行前に，ポリメラーゼ
を隔離するため反応場中への物理的バリアー導入(例えば，ワックスバリアー法)が挙げら
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れる。Hot　Start　PCRを実行するのに必要な試薬は，キットとして簡便包装され，市販
されている(例えばSigma社製JumpStart　Kit参照)。
【０３１５】
　目的のプローブで実施可能な，従来のPCRのもう一つの変形は，ネスティッドプライマ
ーを用いる「ネスティッドPCR」である。本方法は，例えば，古文書，法医学の試料を用
いる場合，試料中の標的核酸の量が極端に制限されている場合に好適である。ネストPCR
を実行する上で，核酸を最初に，標的核酸の大きなセグメントを側部延伸する配列へハイ
ブリッド形成可能な外側セットのプライマーで増幅する。本増幅反応は，大きなセグメン
ト内の標的配列へハイブリッド形成する内側セットのプライマーを用いる増幅サイクルの
第二ラウンドに引き継がれる。
【０３１６】
　目的のプローブは，逆転写PCR反応(RT-PCR)に採用できる。最初に逆転写酵素が，RNA分
子を二重鎖cDNA分子に変換し，二重鎖cDNA分子はその後ポリメラーゼ連鎖反応での次の増
幅のテンプレートとして採用される。RT-PCRの実施において，逆転写酵素は，一般に，標
的核酸を熱変性した後に，反応試料へ添加される。反応は，その後，増幅が起こる予定サ
イクル前に，cDNAテンプレートを生成するのに適切な温度(例えば，30℃～45℃)に充分な
時間(例えば，5～60分間)保持される。かかる反応は，RNA分子中に遺伝情報が蓄積される
生物学的実体の検出に特に有用である。生物学的実体の本カテゴリーの限定されない例示
としては，HIVなどのRNAウイルス及び肝炎ウイルスが挙げられる。本発明により具体化さ
れたRT-PCRの他の重要な用途は，試験試料中で検出されるmRNAレベルに基づく，生物学的
実体の同時定量である。
【０３１７】
　また，目的のプローブは，リガーゼ連鎖ポリメラーゼ連鎖反応(LCR-PCR)を実施するの
に採用できる。本方法は，標的核酸と，各々標的に特異的な位置及び標的配列に関連しな
い短アンカー配列を有する一セットのプライマー対との連結を備える。アンカー配列を含
む第二セットのプライマーは，その後，第一セットのプライマーに連結した標的配列を増
幅するのに使用する。LCR-PCRを実施する天然ゴム中は当業者に周知であり，そこで本明
細書中では詳述しなかった(例えば，米国特許第5,494,810号参照)。
【０３１８】
　目的のプローブは，特に均質アッセイ中での使用に適する。かかるアッセイ中，アッセ
イの結果を記録するアッセイ後処理を要さずに，標的核酸が検出され及び／又は定量され
る。例えば，均質PCR反応は，密閉試料ホルダー(例えば，チューブ，試料キャピラリー又
は加熱チップ)内で実施でき，一旦アッセイが開始すれば，記録のために更に試薬を添加
又は除去する必要がない。均質アッセイは，リアルタイムで，アッセイの結果をできる。
所望の場合，目的方法の実施において，アッセイの結果は，アッセイの進捗につれ経時的
に連続的して記録でき，又は，アッセイ期間中又はアッセイ完了の一つ以上の時点で断続
的に記録できる。
【０３１９】
　所望の場合，均質アッセイは多重処理でき，すなわち，一以上の標的核酸を一つのアッ
セイで検出できる。多重アッセイにおいて，共有結合している蛍光性基の性質が異なる二
以上の特定の核酸プローブがアッセイされる混合物へ添加される。蛍光性基は，特定の核
酸プローブ各々から識別可能な蛍光信号が発せられるように選択される。核酸プローブの
異なる蛍光性基の組合せでの信号は，検出及び／又は対応する標的核酸の定量と同時に記
録できる。多重処理は，分析コストを大幅に低減し，大容積設定において処理量を格段に
増大できる。
【０３２０】
　目的のプローブ単一の突然変異を検出するのに使用できる。従って，本発明のプローブ
を使用して，プローブ配列及び標的配列間のわずかな単一不一致を検出する方法を提供す
る。PCRによる核酸検出におけるかかる特異性は，診療所での診断及び遺伝子研究におい
て高度に価値がある。例えば，多くの疾病が，ヒト遺伝子内の異なる位置での単一の突然
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変異に関連している。しかしながら，単一ヌクレオチド遺伝子多型又はSNPとも呼ばれる
この型の遺伝子変異は，理論上，シーケンス処理によって検出しうるが，かかるシーケン
ス処理は，高コストと低効率のため，大規模では実用的とは考えられない。増幅反応によ
るSNPの検出は，目的のプローブの使用により実行可能である。
【０３２１】
　また，目的のプローブは，核酸増幅反応の監視に特に適する。関連する実施形態におい
て，本発明は，上記標的の増幅中の標的核酸における増加の監視方法を提供する。
該方法は，典型的には，(a)上記標的核酸，標的核酸とハイブリッド形成される少なくと
も一のプライマー，増幅中の標的核酸の増加に比例する強度の検出可能な信号を発する本
発明の標識オリゴヌクレオチドプローブを含む増幅反応混合物を提供し，(b)　標的核酸
を増幅する条件下で，上記混合物を処理し，(c)上記処理工程(b)中，上記混合物により発
せられた上記信号の量を測定する工程を備える。所望の場合，信号量は，増幅反応中ずっ
と連続的に測定され，又は，増幅反応中断続的に測定される。増幅は，プライマー対の使
用で指数的又は対の一方のプライマーの使用で線形的でありうる。
【０３２２】
　増幅反応中の信号強度の増加は，標的核酸に対するプローブのハイブリッド形成工程及
び増幅反応で使用したポリメラーゼの作用を介した分割工程によってもよい。
【０３２３】
　１つの実施形態において，目的の方法は，PCRとの接合において使用される場合，ポリ
メラーゼの5'-3'ヌクレアーゼ活性を活用する。目的のプローブは，PCR開始時にプライマ
ーと同時に添加され，プローブの単数又は複数の標識ヌクレオチドの加水分解から生成す
る信号は，増幅中、標的配列の検出手段を提供する。多数のポリメラーゼが，プライマー
を触媒すること及びテンプレート-依存核酸合成に適しており，5'-3'ヌクレアーゼ活性を
有する限定されない例示としては，E.　coli　DNA　ポリメラーゼI，Thermus　thermophi
lus　(Tth)DNA　ポリメラーゼ，Bacillus　stearothermophilus　DNAポリメラーゼ，Ther
mococcus　littoralis　DNA　ポリメラーゼ及びThermus　aquaticus　(Taq)DNAポリメラ
ーゼなどのDNAポリメラーゼが挙げられる。所望の場合，温度安定ポリメラーゼを核酸増
幅反応に採用できる。例えば，Thermus　aquaticusから単離した代表的な熱的に安定な酵
素を開示する米国特許第4,889,818号を参照。更なる代表的な温度安定ポリメラーゼとし
ては，限定されないが，例えば，耐熱性細菌　Thermus　flavus，Thermus　ruber，Therm
us　thermophilus，Bacillus　stearothermophilus(一覧した他よりもいくらか低温が最
適である)，Thermus　lacteus，Thermus　rubens，Thermotoga　maritima，Thermococcus
　littoralis及びMethanothermus　fervidusから抽出したポリメラーゼが挙げられる。
【０３２４】
　他の実施形態において，核酸増幅は，ストランド置換活性(ローリングサークル重合と
しても知られる)を呈するポリメラーゼで実行できる。ストランド置換により，環状DNAテ
ンプレートの直列的複写物の合成が得られ，等温PCR反応において特に有用である。ロー
リングサークルポリメラーゼの本発明に好適な限定されない例示としては，限定されない
が，T5　DNAポリメラーゼ(Chatterjeeら，Gene　97:13-19　(1991))及びT4　DNA　ポリメ
ラーゼホロ酵素(Kaboord及びBenkovic,　Curr.　Biol.　5:149-157　(1995))，ファージ
　M2　DNAポリメラーゼ(Matsumotoら，Gene　84:247　(1989))，ファージPRDl　DNAポリ
メラーゼ(Jungら，Proc.　Natl.　Aced.　Sci.　USA　84:8287　(1987)，Zhu及びIto,　B
iochim.　Biophys.　Acta.　1219:267-276　(1994))，DNAポリメラーゼIのクレノウ断片
　(Jacobsen　ら，Eur.　J.　Biochem.　45:623-627　(1974))が挙げられる。
【０３２５】
　好適な分類のローリングサークルポリメラーゼは，複製開始の方法として，タンパク質
初回刺激を用いる。本分類の規範的なポリメラーゼは，ファージΦ29，PRD1，Cp-1，Cp-5
，Cp-7，Φ15，Φ1，Φ21，Φ25，BS32　L17，PZE，PZA，Nf，M2Y(又はM2)，PR4，PR5，P
R722，B103，SF5，GA-1及びPodoviridea系統の関連する成員から選択又は由来する修飾及
び非修飾DNAポリメラーゼである。特定に，野生型バクテリオファージΦ29ゲノムは，各5
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'末端に共有結合で連結した頂生タンパク質(TP)を有する，19,285塩基対の直線状二重鎖D
NA(dsDNA)からなる。複製開始するため，ヒストン様ウイルスタンパク質は，おそらくDNA
両末端で，二重らせんの巻戻しに貢献する複製源とヌクレオタンパク質錯体を形成する(S
erranoらThe　EMBO　Journal　16(9):　2519-2527　(1997))。DNAポリメラーゼは，当初
のdAMPの添加物を，TPにより提供されたからヒドロキシル基へと触媒する。本タンパク質
刺激現象は，テンプレートの第三3'ヌクレオチドの反対側で発生し，開始生成物(TP-dAMP
)は，末端ヌクレオチドを修復するため，DNA内で一位置後方に滑動する。開始後，同一の
DNAポリメラーゼは，DNAストランドの一つを複製し，一方，他方を置換する。Φ29　DNA
ポリメラーゼの高い処理能力及びストランド置換能力によって，Φ29　TP含有ゲノム(TP-
DNA)の複製をヘリカーゼ又はアクセサリー処理因子なしで完成することができる(Serrano
らの概説，The　EMBO　Journal　16(9):　2519-2527　(1997))。
【０３２６】
　ストランド置換は，多様なアクセサリータンパク質の使用を通じて強化できる。限定さ
れないが，らせん体(Siegelら，J.　BioL　Chem.　267:　13629-13635　(1992))，単純ヘ
ルペスウイルスのタンパク質ICP8(Skaliter　and　Lehman,　Proc.　Natl,　Acad.　Sci.
　USA　91(22):　10665-10669　(1994))，タンパク質と結合している単鎖DNA(Rigler　an
d　Romano,　J.　Biol.　Chem.　270:8910-8919　(1995))，アデノウイルスDNA結合タン
パク質(Zijderveld　and　van　der　Vliet,　J.　Virology　68(2):1158-1164　(1994))
及びBMRFlポリメラーゼアクセサリーサブユニット(TsurumiらJ.　Virology　67(12):7648
-7653　(1993))が挙げられる。
【０３２７】
　目的のプローブは，等温増幅反応で使用できる。かかる増幅反応は，熱サイクリングだ
けに依存しない。手順は，広範囲な環境温度で適応できる。特に,二重鎖テンプレート配
列の変性は，二重鎖配列の融点を超える温度の増大を通してだけでは完了しない。むしろ
，変性工程は，ストランドを分離して，プライマーがアニーリング及び伸長できるように
する物理的又は機械的な力が関与する。等温PCRを含む等温増幅反応を実施する多様な機
構が米国特許出願第20060019274号公報並びに米国特許第5,824,477及び6,033,850号中に
記載されており，参照しここに組み込む。
【０３２８】
　核酸増幅は，一般に増幅試薬の使用で実行される。増幅試薬としては，典型的には，酵
素，緩衝剤水溶液，塩，プライマー，標的核酸及びヌクレオシド三リン酸が挙げられる。
文脈によっては，増幅試薬は，完了又は未完了の増幅反応混合液のいずれかでありうる。
【０３２９】
　核酸増幅での使用のためのプライマーの選択は，標的核酸配列に依存する。本発明で使
用するプライマーは，一般に，テンプレート特有の方法で，ポリメラーゼ活性を介して伸
長されうるオリゴヌクレオチドであって，例えば，10～100又は10～25塩基長である。一
般に，以下の要因がプライマー設計で考慮される。a)対の個々のプライマーそれぞれは，
好適には，増幅反応において，自己ハイブリッド形成しない。b)個々の対は，好適には，
増幅反応において，横断的ハイブリッド形成しない。c)選定した対は，増幅する核酸セグ
メントの側面を延伸する二つの別個の領域へアニールするため、適当な長さ及び配列の均
質性を有さねばならない。しかしながら，プライマーのヌクレオチドのすべてが伸長を起
こすために，テンプレートにアニールしなければならない訳ではない。プライマー配列は
，標的核酸の厳密な配列を反映する必要がない。例えば，非相補的ヌクレオチド断片は，
プライマーの5'末端に，標的と相補的であるプライマー配列の残部で，結合してもよい。
あるいは，非相補的塩基は，プライマー配列が，アニーリングが起こるのに充分な相補性
が標的に対してあり，相補的核酸ストランドの合成ができるならば，プライマー中に散在
できる。
【０３３０】
　核酸増幅反応は，標的を増幅するのに用いた酵素と互換性ある緩衝剤中の標的核酸を典
型的には備える。緩衝剤としては，典型的には，テンプレート配列の複製ストランドに組
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み込まれる能力のあるヌクレオチド又はヌクレオチド類縁体(限定されないが，個々の塩
基単位を有するリン酸塩を含むATP，TTP，CTP，GTP又はそれらの類縁体)が挙げられる。
【０３３１】
　所望の場合，増幅反応は，自動化工程として実行する。当業における48，96又はそれ以
上の試料を保持できる多数の熱サイクルが利用できる。好適な光学系は，光源から励起光
を反応場へ動かし，各試料からの発光を測定する。例えば，多重光ファイバーにより，熱
サイクリングを実行するすべてのPCR管を同時に読み取るようになる。しかしながら，反
応場からの蛍光を読むためには，単一の蛍光光度計しか必要ではない。類似の検出スキー
ムが，96穴マイクロタイター方式において好適である。
かかる方式は，例えば，血液銀行でのスクリーニング処理におけるAIDSのスクリーニング
などの遺伝子検査用の大規模試料スクリーニングのために，臨床検査室で頻繁に要望され
る。
【０３３２】
　従って，本発明は，また，増幅の前中後で，信号を検出，計測及び定量に使用できる，
目的のプローブによって生成した信号を検出するための装置を提供する。装置は，目的の
プローブを含む増幅反応混合物を保持でき，標的配列の増幅に作用する熱ユニット(例え
ば熱サイクル装置)及び目的のプローブから生成した信号を検出する検出器を備える。
【０３３３】
　本発明の他の実施形態において，目的のプローブは，核酸標的を検出又は定量する核酸
マイクロアッセイ上で行われるアッセイに採用される。かかるアッセイにおいて，蛍光信
号は，相補的標的核酸の存在に基づき，核酸マイクロアッセイ上に生成する。
【０３３４】
　遺伝子チップを含む核酸マイクロアッセイは，共有結合的に固体表面に結合するordere
d　arrays　of　核酸の規則的配列を含み，例えば，米国特許第5,　871,928,　6,040193,
　6,262,776,　6,403,320及び6,576,424号参照。アッセイ内で発生した蛍光信号を，限定
されないが，蛍光イメージング装置，例えば，Hitachi　Corp.社，San　Bruno，Califに
より提供される市販装置又は共焦点レーザー顕微鏡(共焦点蛍光スキャナー)，例えば，Ge
neral　Scanning，Inc.社，Watertown，Mass　からの市販装置を含む光学検出器で監視及
び定量化できる。
【０３３５】
　核酸マイクロアッセイ上で行われるアッセイにおいて，標的核酸は核酸配列の混合物と
して，好適な生物学的資源から提供されてもよい。体液，固体組織試料，組織培養又はそ
こから由来する細胞及びその後代，かかる源又は核酸を含む他の試料のいずれかから調製
した区分又はスメアから由来してもよい。
【０３３６】
　発現パターンがアッセイされた場合，mRNA配列は，典型的にはユニバーサルプライマー
での逆転写PCRによって，使用前はアッセイ内で標的配列とし，最初に増幅される。
一つの実施形態において，試験試料中に存在する全核酸配列は，分析のため，同時にマイ
クロアッセイにかけられ，そのため，全標的核酸配列のアレイ上に存在する全核酸との相
互作用を行いうる。他の実施形態において，アレイに適用した標的核酸は，マイクロアッ
セイを用いた精製ハイブリッド形成分析向けのサブセットを得るため予備選択される。例
えば，限定された数の標的配列は，例えば，１以上の単一ヌクレオチド遺伝子多型である
，１以上の配列の分析されるべき特定のヌクレオチド配列を含むことができる本設定の核
酸配列は，マイクロアッセイ上での分析に先立ち，特定のプライマーの支援によりPCRに
よって増幅されてもよい。
【０３３７】
　被験者の複数の遺伝子の発現に対するアッセイにおいて，標的ポリヌクレオチドは，前
述アレイ上で，ハイブリッド形成反応において，プローブと安定な錯体を形成しうる。当
業者は，標的核酸としてアンチセンスRNAを用いる場合，アレイ上に固定した配列は，ア
ンチセンス核酸の配列に相補的であるように選択することを理解する。逆に，標的核酸プ
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ールがセンス核酸のプールである場合，アレイ上に固定した配列は，センス核酸の配列に
相補的であるように選択する。最後に，標的核酸プールが二重鎖である場合，プローブは
，センス及びアンチセンスストランドの両方の標的核酸として，センス及び／又はアンチ
センスのいずれかであってもよい。
【０３３８】
　一つの実施形態において，標識プローブは，マイクロアッセイ上の競合的ハイブリッド
形成を実行するのに使用する。本アッセイ方式において，試験試料からの標的核酸は，マ
イクロアッセイ上に固定した既知の配列との結合のために，本発明のプローブと競合する
。固定した既知の配列と結合する標識プローブの量は，試験試料中の対応する標的核酸の
濃度と反比例する。
【０３３９】
　変形ハイブリッド形成アッセイは，レポーターの分割の実行により，プローブの信号を
増強する，マイクロアッセイ上でのポリメラーゼの使用を行う。例えば，標的配列の混合
物は，最初にアレイ上に固定した既知の配列とハイブリッド形成される。非ハイブリッド
形成配列をその後洗い流す。その後，標的配列に対応するプローブは，標的上の異なる領
域にハイブリッド形成されうる。過剰な非結合プローブの洗浄において，ハイブリッド形
成プローブ上のレポーター蛍光性基は，ポリメラーゼの作用を介して分割され，それによ
って試験試料中に初めから存在する標的配列の存在及び／又は量を示す検出可能な信号を
精製する。
【０３４０】
　本発明の標識プローブの使用に対する好適なハイブリッド形成条件は，アレイ上の配列
と標的間の認識相互作用が充分特異的で充分安定であることである。上述のとおり，ハイ
ブリッド形成反応は異なる「厳密性」の条件下実施される。関連する条件としては、温度
，イオン強度，培養時間，ホルムアミドなどの反応混合物中の付加的溶質の存在及び洗浄
手順が挙げられる。高厳密性の条件は，形成する安定なハイブリッド形成錯体に対するハ
イブリッド形成要素間の最低相補性がより大きいことを要する，高温及び低ナトリウムイ
オン濃度などである。ハイブリッド形成反応の厳密性を増大する条件は，当業者に周知で
ある。例えば，(Sambrookら(1989)，上述)参照。
【０３４１】
　一般に，ハイブリッド形成の特異性(厳密性)と信号強度の間にはトレードオフの関係が
ある。好適な実施形態において，信号雑音比を向上するために，標的-プローブ錯体の検
出前に，ハイブリッド形成アレイの洗浄を実施している。典型的には，ハイブリッド形成
アレイは，高度に厳密な溶液で洗浄され，信号は各洗浄の間ごとに読み取られる。そのよ
うになされたデータ系統の分析は，上記洗浄の厳密性，ハイブリッド形成パターンが定説
に変更されていないか，関心ある特定のポリヌクレオチドプローブに関して適正な信号を
提供しているかを明らかにする。洗浄の厳密性を支配するパラメーターは，一般に，ハイ
ブリッド形成の厳密性のパラメーターと同一である。また，ハイブリッド形成中のブロッ
キング剤(例えば，血清DNA、洗剤又は他の有機又は無機物界面活性剤)などを含む他の基
準でも，非特異的結合を低減できる。
【０３４２】
　マイクロアッセイ上の特定ハイブリッド形成現象のイメージングは，典型的には光学シ
ステムの支援により実施される。好適なシステムの限定されない例示は、カメラ，荷電結
合素子(CCD)，電子増倍電荷結合素子　(EMCCD)，増強電荷結合素子(ICCD)及び共焦点顕微
鏡が挙げられる。
【０３４３】
　マイクロアッセイは，配列のハイブリッド形成が起こった位置的な局在化を提供する。
ハイブリッド形成領域の位置は，特定の配列と，そこで，試験試料中で発現した標的の固
有性と相互に関係がある。また，検出方法もyield各ハイブリッド形成領域でのハイブリ
ッド形成度レベルの定量的測定及び　所与の遺伝子転写の発現レベルの直接測定を与える
。アレイ上に存在するハイブリッド形成領域及び各々の強度を示すデータの収集は，被験
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者の遺伝子転写が発現した多数の代表であるハイブリッド形成パターンを構成する。
異なる被験者から由来する標的ポリヌクレオチドのハイブリッド形成により，生成したハ
イブリッド形成パターン中で検出されたいずれかの不一致は，これら被験者の遺伝子転写
の多数の異なる発現を示す。
【０３４４】
　１つの実施形態において，比較すべきハイブリッド形成パターンは，同一のアレイ上に
生成しうる。かかる場合，異なったパターンは，個々の型の検出可能な標識によって，区
別される。別の形態において，不一致が比較すべき被験者における特定の遺伝子の異なる
発現を示す，比較のため採用したハイブリッド形成パターンを異なるアレイ上に生成した
。
【０３４５】
　比較ハイブリッド形成分析のための試験の核酸は，(a)同一種の異なる器官からの細胞(
例えば，異なるヒトから由来する細胞)，(b)同一器官だが，正常又は病気の組織，胎児の
又は成人の組織を含む，異なる組織型からの細胞，(c)細胞周期における異なる時点での
細胞，(d)外的又は内的刺激のありで又はなしで，処理した細胞，から由来してもよい。
そこで，本発明のアレイを用いた比較ハイブリッド形成分析を，広範な文脈での遺伝子発
現を監視するために採用できる。かかる分析は，病気及び正常組織間の，異なる型の組織
及び細胞間の，異なる細胞周期時点又は異なる発達段階での細胞間の，及び多様な環境の
刺激又はリード医薬に関連した細胞間の異なる遺伝子発現を検出するために，拡張しても
よい。それゆえ，本発明の発現検出方法は，病気の検出，少なくとも二試料間での特異的
遺伝子発現の同定及び定量，特異的に発現した遺伝子の特定の染色体位置への関連付け及
び／又は発現を上方制御又は下方制御する若しくは特定の遺伝子の現発パターンの変更す
る成分に対するスクリーニングを含む，広範な環境で使用してもよい。
【０３４６】
　目的の増幅及び本明細書中に記載した他のいずれかのハイブリッド形成アッセイは，標
的を含むであろうと疑念されたあらゆる出所からのあらゆる標的核酸を検出するのに使用
できる。試料の出所又は作成された方法に関して，限定する意図はない。一般に，試験試
料は，生物学的及び／又は環境的な試料でありうる。生物学的試料は，ヒト又は他の動物
，血液，体液，固体組織試料，組織培養又はそこから由来する細胞及びその子孫，前記出
所のいずれかから調製した切片又は標本，若しくは核酸を含む他のいずれかの試料から由
来してもよい。好適な生物学的試料は，体液であり，限定されないが，尿，血液，脳脊髄
液，脊髄液，洞性膣部液，精液，アンモニアク液，脳脊髄液（CSF）及び唾液が挙げられ
る。他の型の生物学的試料としては，乳製品，野菜，肉，肉の副産物及び廃棄物などの食
品及び成分が挙げられる。環境的試料は，限定されない，土壌，水，汚水，化粧品，農業
又は工業の試料だけなく，食品及び乳製品の製造装置，機器，設備，使い捨て及び非使い
捨て品から得られた試料などの環境材料から由来する。
【０３４７】
　また，本発明に従い標識したポリヌクレオチドは，ゲルシフトアッセイ内で使用しても
よい。また，かかるアッセイは，電気泳動移動度シフト解析(EMSA)，ゲル移動シフトアッ
セイ，バンドシフトアッセイ又はゲル遅延アッセイとしても既知であり，タンパク質-DNA
又はタンパク質-RNAの相互作用を研究するのに使用する慣用技術である。本手順は，タン
パク質又はタンパク質の混合物が所与のDNA又はRNA配列と結合できる場合，測定すること
ができ，１以上のタンパク質分子が結合錯体中に関与する場合，ときに示すことができる
。標識オリゴヌクレオチドは，ゲルシフトアッセイ中で使用してもよく，電気泳動の実施
及び引き続き蛍光標識の発光を可視化することで，標識オリゴヌクレオチドのゲル中の移
動範囲を測定する。ゲルシフトアッセイは，転写開始，DNA複製，DNA修復又はRNAプロセ
ッシング又は突然変異を研究する場合，DNaseフットプリンティング，プライマー伸長及
びプライマー-プローブ実験でインビトロにて同時に実行してもよい。
ゲルシフトアッセイを実行する方法は既知である。
例えば，Garner,　M.M.　and　Revzin,　A.　(1981)　「特定のDNA領域と結合するタンパ



(93) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

ク質のゲルでの定量方法:　Escherichia　coliのラクトースのオペロン調節システムの成
分への適応」Nucleic　Res.　9:3047-3060又はFried,　M.　and　Crothers,　D.M.　(198
1)　「ポリアクリルアミドゲルによるEquilibria　and　kinetics　of　lac受容体-オペ
レーター相互作用の平衡及び動態」　Nucleic　Res.,　9:6505-6525を参照。
【０３４８】
　本発明の蛍光標識ポリペプチドは，幅広いアッセイに有用である。かかるアッセイは，
特定のタンパク質-タンパク質相互作用，タンパク質-核酸相互作用，対象のタンパク質と
阻害剤又は活性剤候補物質間の相互作用を識別できる。阻害剤又は活性剤候補物質として
は，限定されないが，アンチセンスオリゴヌクレオチド，二重鎖RNAs，リボザイム，リボ
ザイム誘導体，抗体，リポソーム，小分子，　無機及び有機化合物が挙げられる。また，
目的のアッセイで，例えば，医薬品開発，スクリーニング及び／又は最適化等の酵素学的
動態学を研究してもよく，溶液の又は固体基質上に固定した蛍光標識ポリペプチドを用い
て実施してもよい。
【０３４９】
　特に関心あることは，細胞表面受容体及びその対応する配位子間の特定の相互作用であ
る。細胞表面受容体は，細胞形質膜上にアンカーされ又は細胞形質膜中に挿入された分子
である。それらは，タンパク質，糖タンパク質，ポリ糖類及び脂質の大きな系統を構築し
，形質膜の構造的構成要素としてだけでなく，多様な生物学的機能を支配する調節要素と
しても働く。他の形態としては，特定のタンパク質-タンパク質相互作用が，細胞表面受
容体及び免疫リポソーム又は免疫毒と関与する。さらなる他の態様において，特定のタン
パク質-タンパク質相互作用は，サイトゾルタンパク質，核タンパク質，シャペロンタン
パク質又は他の細胞内の膜構造上にアンカーされたタンパク質と関与してもよい。更なる
他の形態において，特定のタンパク質-タンパク質相互作用が，標的タンパク質（例えば
，抗原)と抗体間にあり，抗体は抗原に対して特異的である。
【０３５０】
　標識ポリペプチドと相互作用する実体間の特定の相互作用を，かかる相互作用が起こる
であろう条件下，二種類の実体を混合することで，アッセイした。典型的には，相互作用
を光学機器の支援で，視覚化した。所望の場合，実体は，光閉込めの中に設置できる(例
えば，米国特許第7,267,673号及び第7,170,050号参照)。単一分子を検出する場合，各光
閉込めは，調査している一標的のみを含む。これは，光閉込めのアレイ上へのデポジット
が，光閉じ込めの主な分配又は主要部分が単一標的分子を有する結果となるように，微量
の標的を多量の溶液で希釈することで達成できる。標識ポリペプチド及び相互作用する実
体は，従来技術の利用できるいかなる方法によって，光閉じ込めの内部表面に固定できる
。かかる方法は，多様な結合部位によって影響を受ける共有結合及び非共有結合の使用に
及ぶ。結合部位の選択は，標識ポリペプチド及び／又は相互作用する実体の性質に依存し
うる。標識ポリペプチド又はタンパク質のプローブを固定する一手法は，ストレプトアビ
ジン又はアビジン/ビオチン結合対の使用を含む。
【０３５１】
　一つの実施形態において，本発明の化合物と反応するポリペプチドは，3～約80アミノ
酸をふくむ。かかるポリペプチドの例示としては，限定されないが，ニューロペプチド，
サイトカイン，毒素及びペプチダーゼ又はプロテアーゼ基質が挙げられる。蛍光標識-ニ
ューロペプチド，-サイトカイン及び-毒素は，各ペプチドに特異的な受容体の分布を地図
化又は可視化するのに使用してもよい。例として，本発明の化合物で環状ペプチド構造を
有する毒素であるファロイジンを標識した場合，細胞内のF-アクチン線維を染色するのに
使用できる。他の例として，本発明の化合物でペプチドベースの蛇毒であるα-ブンガロ
トキシンを標識した場合，アセチルコリン受容体を検出するのに使用できる。本発明の蛍
光性基で標識したペプチダーゼ又はプロテアーゼ基質は，ペプチダーゼ又はプロテアーゼ
の活性度をアッセイ分析するのに使用してもよく，ペプチダーゼ又はプロテアーゼの阻害
剤として設計した医薬のスクリーニングに使用してもよい。
【０３５２】
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例えば，ペプチダーゼにより分割されたペプチド配列を含むペプチドは，ペプチド配列末
端で，本発明の蛍光性基から選択した蛍光ドナー蛍光性基である第一蛍光性基によって，
また，ペプチド配列の他の末端で，蛍光アクセプター蛍光性基(本発明からの他の蛍光性
基又は消光剤等)である第二蛍光性基，ここで，一次色素及び二次色素は蛍光共鳴エネル
ギー移動(FRET)対を形成する，によって，標識してもよい。FRET対のドナー蛍光性基又は
アクセプター蛍光性基のいずれかの，上記ペプチダーゼによるペプチド分割の前後での，
蛍光の差を検出することで，酵素活性のレベルを評価できる。
【０３５３】
　本発明に従い調整できる他のポリペプチド接合体としては，抗体，レシチン，酵素，リ
ポタンパク質，アルブミン，アビジン，ストレプトアビジン，アネキシン，タンパク質A
，タンパク質G，トランスフェリン，アポトランスフェリン，フィコビリンタンパク質及
び他の蛍光性タンパク質，毒素，成長因子，チューブリン，ホルモン類，多様な受容体及
びイオンチャンネルが挙げられる。
【０３５４】
　一つの実施形態において，本発明の化合物は，抗体と反応してもよい。かかる抗体は，
所望の用途に基づいて，一次又は二次であってもよい。検出される光源が非常に少量で存
在する場合，信号増幅を提供するために，二次抗体を使用してもよい。多様な二次抗体ア
イソタイプを標識してもよい。限定されない二次抗体アイソタイプの例示としては，抗-
マウスIgG，抗-マウスIgM，抗-ウサギIgG，抗-ラットIgG，抗-ラットIgM，抗-モルモット
IgG，抗-ニワトリIgG，抗-ハムスターIgG，抗-ヒトIgG，抗-ヒトIgM，抗-ヤギIgG，抗-マ
ウスIgG，抗-ウサギIgG，抗-ラットIgG，抗-ヒツジIgG，抗-ヤギIgG，抗-マウスIgG，抗-
ヒトIgG，抗-ラットIgG，抗-マウスIgG，抗-ヒトIgG，抗-ラットIgG，抗-ヤギIgG及び抗-
ウサギIgGが挙げられる。
【０３５５】
　あるいは，Fab断片を本発明の化合物で標識してもよい。かかる断片は，完全抗体接合
体より優れてもよい。なぜなら，Fc領域を欠くため，非Fc受容体-担持細胞膜での特異的
相互作用を低減させ，組織へのベータ侵入を許すためである。
【０３５６】
　本発明の標識二次抗体は，Molecular　Probe,　Inc.社により市販されているもののよ
うに，信号増幅キット中で使用してもよい。かかるキットは，各々二種類の，マウス抗体
などの一次抗体へ特異的に標識した抗体を提供しうる。一つの実施形態において，本発明
のウサギ抗-マウスIgG，抗体接合体が最初に用いられ，マウス由来一次抗体に結合する。
蛍光は，その後，ヤギ抗ウサギIgG，抗体の二次接合体の添加によって劇的に強化される
。
【０３５７】
　更に他の実施形態において，本発明の化合物は，タンパク質　A及び／又はタンパク質G
を標識するのに使用してもよい。タンパク質A及びタンパク質Gは細菌のタンパク質であり
，ウシ，ネコ，ニワトリ，イヌ，ヤギ，モルモット，ウマ，ヒトIgGl，IgG2，IgG3，IgG4
，ヒトIgM，IgA，IgE，ヒトIgD，マウスIgG１など，ブタ，ウサギ，ラット又はヒツジな
どの多様な種からの多様な分類及び下位分類の免疫グロブリンのFc部と高い親和性で結合
し，免疫グロブリンの検出に使用してもよい。あるいは，免疫グロビンは，式I，II，III
，IV又はVの構造を有する本発明の化合物で標識でき，かかる標識後，標的への特異性を
維持できる。これら標識免疫グロビンは，インビトロ又はインビボでの標的抗原の検出に
使用できる。いくつかの実施形態において，標識免疫グロビンは，最大吸収波長が750nm
以上のフルオロフォアを含む。他の実施形態において，標識免疫グロビンは，最大吸収波
長が685nm以上のフルオロフォアを含む。本発明の多様な実施態様において，かかる標識
免疫グロビンは，ガン細胞上の抗原と結合する。いくつかの実施形態において，標識免疫
グロビンは，erb2へ結合する。
【０３５８】
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　本発明に従って調製した標識抗体は，多様な用途の一次抗体としてもよい。一方，二次
検出方法は，有意な信号増幅を提供でき，直接標識した一次抗体は，しばしば，より低い
バックグラウンド蛍光及び非特異的結合性がより低くなる。また，一次抗体を使用するこ
とで，直接標識した場合，同じアイソタイプ又は同じ種から由来する複数の一次抗体を同
じ試験で使用しうる。
【０３５９】
　かかる一次抗体の例示としては，特定のレポーター遺伝子生成物に特異的なポリクロー
ナル抗体が挙げられる。これらは，抗-緑色蛍光剤タンパク質抗体，抗-グルタチオンS-ト
ランスフェラーゼ抗体，抗-ベータ-グルクロニダーゼ抗体，抗-ベータ-ガラクトシダーゼ
抗体,特定のエピトープタグに対するモノクローナル抗体，ペンタHis抗体，抗-HA抗体及
び抗-c-myc抗体が挙げられる。
【０３６０】
　また，小胞体，ペルオキシソーム，ミトコンドリア又はチトクロムcなど多様な細胞下
の細胞小器官及び構成を標識した，細胞小器官に特異的に標識した抗体を調製してもよい
。また，標識抗体は，チトクロムオキシダーゼ(FV錯体)に対する抗体又は錯体I，II，III
及びV対する抗体若しくは抗-ミトコンドリアタンパク質抗体又は抗-ピルビン酸脱水素酵
素抗体などの他のミトコンドリアIタンパク質に対する抗体などの酸化的リン酸化システ
ムにおけるタンパク質に特異的であってもよい。
【０３６１】
　他の実施形態において，標識抗体，特定の増殖マーカー及び細胞周期制御タンパク質を
調製してもよい。かかる抗体としては，例えば，TUNELアッセイで用いうる抗-ブロモオキ
シウンジン抗体(抗-BrdU抗体)，抗-ヒトmRNA-結合タンパク質HuR抗体(抗-HuR抗体)，抗-
ヒト神経タンパク質HuC/HuD抗体(抗-Hu抗体)，抗-cdc6ペプチド抗体，抗-CD抗体，Dサイ
クリン/サイクリン-依存キナーゼ阻害剤に対する抗体及び抗-ホスホイノシチダーゼ抗体
が挙げられる。
【０３６２】
　一部の標識抗体は，構造的細胞タンパク質に対して特異的であってもよい。かかる抗体
の例示としては，抗-アルファ-チューブリンモノクローナル抗体，抗-グリア原繊維酸性
タンパク質(GFAP)抗体，抗-デスミン抗体又は抗-フィブロネクチン抗体がある。本発明で
使用するのに適する更なる抗体としては，抗-シナプスI抗体又は抗-NMDA受容体抗体など
の神経タンパク質に対して特異的な抗体が挙げられる。本発明に従って標識してもよい他
のポリクローナル及びモノクローナル抗体としては，抗-ヒトGolgin-97抗体，抗-ヒトト
ランスフェリン受容体抗体，マトリックス金属タンパク質分解酵素に対する抗体及び抗-
ウシ血清アルブミン抗体が挙げられる。
【０３６３】
　抗原及び抗体間の特定の相互作用は，目的の蛍光性化合物免疫アッセイを使用する文脈
で，調査された。免疫アッセイは，単一分子検出又集団検出ができる。目的の免疫アッセ
イは，生物学的実体の同定，抗体治療に対するスクリーニング，標的抗原の構造的立体配
置の決定において実施できる。例えば，生物学的実体に特異的な抗体又は生物学的実体に
よって産生された副産物を含む免疫アッセイは，抗体-実体錯体の形成によって，実体を
同定するのに日常的に用いられている。また，免疫アッセイは，治療の潜在能力ある標的
抗原の生物活性を活性化又は沈静化できる抗体のスクリーニングにも採用する。また，免
疫アッセイは，異なる立体配置で折り畳まれている標的タンパク質を差分できる抗イディ
オタイプ抗体を用いて，構造的な立体配置を計測するのに有用である。
【０３６４】
　本発明の一実施態様によれば，本発明の蛍光性基で標識したタンパク質などの生体分子
は，インビボイメージングに好適であり，限定されないが，細胞内，細胞，組織，器官又
は被験者全体に存在する生体分子のイメージングが挙げられる。所望する場合，標識生体
分子は，細胞内に存在する所与の分子(例えば，特定細胞のタンパク質)を染色して，イメ
ージングする「In　Cell　Western」を実施するのに使用することができる。



(96) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

【０３６５】
　本発明の蛍光性基及び／又は本発明の標識生体分子は，選択した投与経路，すなわち，
経口又は非経口，を採用する多様な態様で被験者に投与できる。かかる観点において，非
経口投与は，限定されないが，以下の経路での投与として，静脈，筋内，皮下，腸管外，
眼内，滑液内，経上皮，経皮，経眼，舌下，口腔，特には，経眼，経皮，経眼，直腸及び
経鼻での吸入剤及びエアロゲルを介した吸引並びに座薬が上げられる。特に，本発明のタ
ンパク質で標識したmPEGを水溶性高分子基として含む蛍光性基　は、有利である。インビ
ボでのイメージングは，様々な疾病の早期検出，スクリーニング，診断，画像誘導外科処
置及び治療の手段を提供してもよい。例えば，近赤外蛍光性基-標識毒素(Veisehら　Canc
er　Res　67(14),　6882(2007))及び抗体(Kulbershら　Arch　Otolaryngol　Head　Neck
　Surg　133(5),　511　(2007)は，検出及び腫瘍除去外科手術を誘導するのに使用されて
いる。インビボでのイメージングにおいて，蛍光性基で標識された抗体などの蛍光プロー
ブが最初に動物(哺乳動物など)に投与された。その後，動物に，蛍光性基の吸収に適切な
波長で励起光線を当て，蛍光性基の発光に適切な他の波長で蛍光信号を集光することでイ
メージングを行った。典型的には，励起及び励起光両方の効果的組織侵入，蛍光性基の吸
収及び発光波長が470nm超，550nm超，600nm超，640mn超であってもよい。吸収及び発光波
長が，1,200nm未満であってもよい。640nm～1,200nmの範囲の波長を有する蛍光性基を近-
IR色素又は近赤外色素と称してもよく，組織又はインビボでのイメージに好適である。イ
ンビボでのイメージングにとって，蛍光標識抗体の比較的短い半減期を有する抗体を用い
ることは重要な挑戦である。3以上の蛍光性基分子を備える抗体標識は，代謝される肝臓
に移動することで急速に体内から消えることが報告されている(Bioprobe　52,　10-11,　
March　2007,　by　Molecular　probe,　Inc)。標識抗体の半減期を伸ばすため，標的の
検出のため経時的に充分な抗体が利用できるために，抗体当たりの蛍光性基分子数(すな
わち，標識度又はDOL)を約2まで低減することが必要である。しかしながら，DOLの低減は
，個々の標識抗体分子の蛍光輝度が代償となる。それゆえ，インビボでの比較的長い半減
期を有する3以上の蛍光性基分子で標識した抗体を持つのが望ましい。PEGは既知の生体適
合性材料であり，移植可能な医用デバイスの表面を官能化(Balakrishanan,　et　al　Bio
matenals　26(17),　3495(2005))及び医薬の修飾(Mehvar,　et　al　Pharm　Pharmaceut
　Sci　3,　125(2000),　Wang,　et　al　J　Biochem　Cell　Biology　34,　396(2002))
にしばしば用いられる。本発明の実施において，本発明の蛍光性色素分子を，3，4，5，6
以上など単数又は複数有する抗体などのタンパク質及び同様な方法で標識した抗体は，体
内において比較的長い半減期を有することができる。特に，蛍光性基内の単数又は複数の
PEG基は，蛍光性基の複数分子で標識した抗体は，従来の蛍光性色素(Cy5.5，Cy7又はAlex
a　Fluor　750など)で標識した同一抗体との比較において，免疫原性がより低いというよ
うに，蛍光性基をマスクすることができる。一部の実施形態において，蛍光性基上の単数
又は複数のPEG基は，プロテアーゼによる加水分解に対する抵抗性がより高い抗体を作っ
て，抗体自体を遮蔽又は保護できる。
【０３６６】
　本発明の他の実施形態において，必要な場合，被験者に，式I，II，III，IV又はVの構
造を有する標識を含む生体分子を投与する工程を備えるインビボでの被験者のイメージン
グの方法であって、標識の少なくとも一つの反応性部位が，標識を生体分子に結合する反
応を行い，生体分子が，被験者の細胞上の結合対に結合し，細胞を示す標的部位を更に含
み，生体分子の標的部位で細胞上の結合対と結合し，それにより隣接細胞と比べて特異的
に細胞を標識し，励起波長を細胞に照射し，被験者の細胞から発光した蛍光を検出し、そ
れにより被験者の特異的に標識した細胞を検出する方法を提供する。生体分子は，抗体，
抗体の断片，タンパク質，ペプチド，脂質又は炭化水素であってもよい。
【０３６７】
　また，本発明の化合物は，免疫組織化学及び免疫細胞化学の実験のための標識生体分子
を作製するのに使用してもよい。免疫組織化学(IHC)においては，タンパク質の存在及び
位置は，生物学的組織内に存在する抗原と特異的に結合する抗体の原理を活用して，組織
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切片内で計測される。かかる実験は，例えば，ガンの診断及び治療に使ってもよい。特定
の分子マーカーは，特定のガンの型に関連付けられ，当業者に既知である。また，IHCを
，組織の異なる部分内でのバイオマーカーの分布及び局在化の計測をする基礎研究に用い
ることができる。抗体-抗原相互作用の可視化は，本発明の反応性蛍光性化合物で抗体と
反応させ，標識抗体を用いて組織切片を染色することで遂行できる。免疫細胞化学におい
て，標識抗体を培養細胞の集団を染色するのに使用する。本技術は，共焦点レーザー走査
顕微鏡と組み合わせることができ，高感度で，複数のタンパク質間の相互作用を可視化す
るのに使用できる。また，タンパク質の細胞以下の局在化も共焦点顕微鏡を使用して可能
であろう。
【０３６８】
　免疫細胞化学を実施するため，標識ポリペプチドを使用することは特に役立つ。蛍光免
疫細胞化学は，蛍光顕微鏡と組み合わせて，細胞内のタンパク質及び核酸のような生体分
子の可視化を手依拠する。一つの方法は，所望の標的に対しハイブリッド形成した一次抗
体を使用することである。その後，二次抗体を目的の蛍光性色素と接合させ，一次抗体を
標的し，錯体を識別するのに用いる。錯体を，色素の励起スペクトルに適合した光の波長
で色素を励起することにより，視覚化する。
【０３６９】
　また，免疫細胞化学を用いて細胞内の局在を識別する。所与のタンパク質又は核酸　例
えば，細胞内での生体分子の共存は，各細胞標的に対する異なる系列の抗体を使用して実
施する。例えば，一細胞成分はマウスモノクローナル抗体で，他の成分はウサギポリクロ
ーナル抗体で標的化する。これらは一次抗体と称される。引き続き，マウス抗体又はウサ
ギ抗体に，様々な発光波長を有する本発明の様々な蛍光性色素を接合した二次抗体を，細
胞標的を視覚化するのに使用する。
【０３７０】
　また，本発明の化合物又は本発明の標識生体分子は，多様な用途の細胞粒子の標識に使
用できる。従って，本発明は，集合内の隣接細胞に対して異なって標識された細胞によっ
て，細胞集団内の細胞を個別の標識する方法を提供する。本方法は典型的には，本発明の
標識生体分子と細胞との接触工程を備え，かかる生体分子は，集団内の隣接細胞に対して
異なって標識された細胞によって該細胞を示す，結合対と結合する標的する部位を備える
。標的する部位は，検出された細胞上の結合対を認識するいかなる生体分子であってもよ
い。標的する部位の選択は，標識する細胞によって変わる。例えば，ガン細胞の検出のた
め，結合対がガン細胞上で特異的に発現するように，標的する部位を選択する。多数のガ
ンマーカーが当業者に既知である。限定されないが，erb2，PDGF受容体，VEGF受容体など
の細胞表面受容体，ホスファチジルイノシトール3-キナーゼ，c-abl，raf，rasなどの細
胞内タンパク質のホスト物質並びに転写物因子を含むタンパク質のホスト物質及び分子と
結合している他の核酸が挙げられる。他の一部の実施態様において，ガンマーカーは，免
疫グロブリンイプシロンFc受容体II，Alk-l，CD20，EGF受容体，FGF受容体，NGF受容体，
EpCam，CD3，CD4，CDIIa，CD19，CD22，CD30CD33，CD38，CD40CD51，CD55，CD80CD95，CC
R2，CCR3，CCR4，CCR5，CTLA-4，Mucm1，Mucm　16，Endoglin，Mesothelin受容体，Nogo
受容体，葉酸受容体，CXCR4，インシュリン様成長因子受容体，　Ganghoside　GD3及びア
ルファ又はベータインテグリンである。多様な細胞型の異なる標識に対し，特定の細胞を
認識する標的部位との結合対を使用できる。例えば，B細胞上又は異なる系列の細胞上で
対抗するような，T細胞上で特異的に発現したタンパク質マーカーのホスト物質がある。
神経細胞マーカー，筋肉細胞マーカー，さらに外胚葉性，中胚葉性又は内胚葉性由来の細
胞を指すマーカーも当業者に既知であり，意図する用途に基づいて，それらの全てを使用
できる。標的部位は，標識すべき細胞上の結合対によって認識される抗体，受容体，サイ
トカインサイトカイン，成長因子及び他のいずれかの部位又はそれらの組合せであっても
よい。標識細胞は，細胞内で標識してもよい。
【０３７１】
　異なって標識した細胞は，溶液又は基質に固定した多数のインビトロ様式で，細胞へ異
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なる励起波長で照射し　細胞からの異なる発光波長を検出することで画像化できる。
【０３７２】
　標識細胞及び／又は蛍光の強度は，流動細胞計測法の実施により検出又は定量されても
よい。また，本発明の化合物で標識した又は本発明の標識生体分子で染色した細胞又は粒
子は，蛍光活性細胞分別(FACS)を用いた標識の特定の特性に基づいて分離又は単離しても
よい。かかる技術は当業者に既知である、簡潔には，本発明の蛍光性色素で細胞を標識し
，その後，媒介中に懸濁し，狭い落下ノズルを通過させ，各細胞が典型的には一つの小滴
になる。レーザーに基づく検出システムを用いて蛍光を励起し，蛍光に陽性な細胞を有す
る液滴は電荷を帯びる、荷電した板間を落下させ異なるチューブに収集して，荷電及び非
荷電液滴を分離する。装置は，分析手段，集団内の多数の標識細胞の計数又は選択した集
団のその後の成長を調べるための細胞分離に用いてもよい。更に、第一と直行する二次レ
ーザーシステムを用いて，第二の蛍光観察又は光散乱に基づく細胞サイズ計測を実施し，
システムを洗練してもよい。
【０３７３】
　蛍光細胞分別を実施するための更なる案内書としては以下の刊行物が見出せる。Darzyn
kiewicz,　Z　,　Crissman,　H　A　and　Robinson,　J　P　,　Eds　,「血球計算第三版
　　Parts　A　and　B」　(Methods　in　Cell　Biology,　Volumes　63　and　64),　Ac
ademic　Press　(2001),　Davey,　H　M　and　KeIl,　D　B　,　「流動細胞計測法及び
異種性微生物集合の細胞分別　単一細胞分析の重要性」biolog.　Rev　60,　641-696　(1
996),　Givan,　A　L　,　「流動細胞計測法の第一原理第二版」　John　Wiley　and　So
ns　(2001),　Herzenberg,　L　A　,　Parks,　D　,　Sahaf,　B　,　Perez,　O　,　Roe
derer,　M　and　Herzenberg,　L　A　,「歴史及び展望　蛍光活性化細胞分別装置及び流
動細胞計測法　スタンフォードからの概説」　Chn　Chem　48,　1819-1827　(2002),　Ja
roszeski,　M　J　and　Heller,　R　,　Eds　,　「流動細胞計測法プロトコール」(Meth
ods　in　Molecular　Biology,　Volume　91),　Humana　Press　(1997),　Ormerod,　M
　G　,　Ed　,　「流動細胞計測法　実践的アプローチ第三版」　Oxford　University　P
ress　(2000),　Robmson,　J　P　,　Ed　,　「血球計算の最新プロトコール」　John　W
iley　and　Sons　(1997),　Shapiro,　H　M　,　「血球計算における光学測定　光散乱
，励起，吸収及び蛍光」Meth　Cell　Biol　63,　107-129　(2001),　Shapiro,　H　M　
「実践流動細胞計測法　第4版」　Wiley-Liss　(2003),　Weaver,　J　L　,　「流動細胞
計測法入門」　Methods　21,　199-201　(2000)である。
【０３７４】
　また，本発明の蛍光性化合物は，蛍光寿命イメージング(FLIM)に使用できる。FLIMは，
蛍光性試料の蛍光減衰特性の多様性に基づく画像生成の有用な技術である。共焦点顕微鏡
及び他の顕微鏡システムでのイメージング技術として使用できる。FLIMの画像を生成する
のに，試料の厚い層での光散乱効果を最小化する利点があるので，その強度よりもフルオ
ロフォア信号の寿命を使用する。FLIMは，従来の蛍光顕微鏡よりも大きな組織深さをプロ
ーブでき，生医学組織イメージングに有用でありうる。
【０３７５】
　本発明の化合物は，単一分子用途に用いてもよい。全体的な平均化から逃れて，個々の
蛍光性基の分子を観察することで，生物学的及び化学的プロセスの機序の決定をしてもよ
い。かかるプロセスとしては，キネシン又はミオシンなどのタンパク質モーターの移動，
細胞タンパク質錯体の生成，分解及び移動及びDNA又はRNAポリメラーゼの作用機序が挙げ
られる。かかる実験において，本発明の化合物は，例えば，顕微鏡のスライド又はフロー
チェンバーなどの表面に結合する生体分子を標識するのに使用してもよい。個々のフルオ
ロフォアは，その後，全反射蛍光顕微鏡を用いて観察してもよい。
【０３７６】
　また，本発明の化合物を，脂質の標識に使用してもよい。脂質は、多数の生物学的プロ
セスに関与し，脂質及び脂質ラフトの標識は，それらの性質の研究においてしばしば重要
な方法でありうる。多様な脂質の単層及び二重層を，リポソーム及びミセルなどの生きた
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細胞内又は人工的系内で標識してもよい。例えば，生きた細胞の集団を，本発明の化合物
及びコレラ毒素subunit　Bと反応させて調整した，脂質ラフトと特異的に相互作用する蛍
光性接合体で標識してもよい。かかる脂質ラフトは，その後，本発明の化合物の一つと標
識してもよい抗コレラ毒素抗体の使用により，別個の膜パッチへ架橋してもよい。
【０３７７】
　本発明の標識ポリペプチドは，例えば，カルシウムイオン計として，pH計として，リン
酸化計として，限定されないが，マグネシウム，ナトリウム，カリウム，塩素及びハロゲ
ン化物を含む他のイオン計として，原核生物及び真核生物細胞でのバイオセンサーとして
の使用を見出した。例えば，カルシウムイオンの検出において，EFハンドモチーフを含む
タンパク質は，カルシウムイオンと結合しながらサイトゾルから膜へ移動することが知ら
れている。かかるタンパク質は，タンパク質の他の領域との疎水性相互作用により，分子
内に埋没しているミリストイル基を含む。カルシウムイオンの結合は，立体配置の変化を
誘発し，ミリストイル基を露出させ，その後，脂質二重層への挿入が可能となった。かか
るEFハンドモチーフを含むタンパク質を，目的の蛍光性色素で標識することで，サイトゾ
ルから形質膜への移動を監視することで，細胞内カルシウムイオンの指示薬にできる。か
かる監視は，光学検知器，例えば，共焦点顕微鏡の使用で実施できる。本系で好適に使用
できるEFハンドタンパク質としては，限定されないが，リカバリン(1-3)，カルシニュー
リンB，トロポニンC，ビシニン，ニューロカルシン，カルモジュリン，パルブアルブミン
等が挙げられる。
【０３７８】
　pH計としての使用において，ヒサクトフィリンに基づくシステムを採用してもよい。
ヒサクトフィリンは，ミリストイル化ヒスチジンの豊富なタンパク質であり，(細胞性粘
菌中に存在することが知られている。アクチン及び酸性脂質への結合は，細胞質のpH変動
の範囲内で，鋭くpHに依存する。生きた細胞内では膜結合が，ヒサクトフィリンとアクチ
ン線維との相互作用を打ち消すように見える。およそpH6.5において，これらは典型的に
は形質膜及び核へ局在化している。これに対し，pH7.5では，細胞質空間全体に分布して
いる。かかる分布の変化は可逆的で，分子表面上でループ状に晒されるヒスチジンクラス
ターに起因する。細胞質のpH変動の範囲内での細胞内分布の逆転は，ヒスチジン残渣のｐ
K6.5に基づく。細胞分布は，タンパク質のミリストイル化に依存しない。対応する蛍光性
色素をヒサクトフィリンへ接合することで，標識ヒサクトフィリンの細胞内分布は，レー
ザー走査，共焦点顕微鏡又は標準蛍光顕微鏡によって追跡できる。蛍光定量分析は，細胞
を通した線走査(レーザー走査共焦点顕微鏡)又は他の電子データ分析(例えば，メタモル
フォソフトウエア(Universal　Imaging　Corp社製)の使用及び細胞集団内で収集したデー
タの平均処理)を実施することで行うことが可能である。
【０３７９】
　また，目的の蛍光性タンパク質は，顕微イメージング及び電子分析を用いて，細胞の配
列の自動スクリーニングを含む用途に使用しうることを見出した。スクリーニングは医薬
及び機能性遺伝子の発見に使用できる。例えば，内皮細胞による多細胞小管(血管形成)の
形成，Fluoroblok　Insert　System　(Becton　Dickinson　Co.社製)を介した細胞の移動
，創傷治療，神経成長という多細胞再構築及び移動における変化を検出するため，例えば
，目的のタンパク質を，全細胞のマーカーとして用いる場合や，例えば，信号形質導入，
刺激を受けたキナーゼ及びタンパク質キナーゼC，タンパク質キナーゼA，転写因子NFkB及
び　NFATなどの転写因子の転移，サイクリンA，サイクリンBl及びサイクリンEなどの細胞
周期タンパク質，分割された基質，リン脂質の後続する運動で，小胞体，ゴルジ体，ミト
コンドリア，ペルオキシソーム，核，核小体，原形質膜，ヒストン，エンドゾーム，リソ
ソーム，微小管，アクチンなどの細胞内構造用マーカーで，プロテアーゼ分割など細胞活
性の指標として細胞内位置の変化の検出を行いうるペプチド(例えば，標的配列)及びタン
パク質に融合するタンパク質をマーカーとして使用する場合がある。
【０３８０】
　また，目的の蛍光性タンパク質は，高スループットスクリーニングアッセイでの使用も
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見いだせる。目的の蛍光性タンパク質は，典型的には目的の蛍光性色素を欠くタンパク質
よりも安定である。一部の実施形態において，蛍光性タンパク質は，1時間，2時間，5時
間又は24時間若しくはそれ以上の　血清での半減期を示しうる。
【０３８１】
　目的の蛍光性タンパク質を，例えば，目的の蛍光性色素を，例えば，カルシウム結合SH
2-，SH3-，PH-，PDZ-ドメインなどの特定の信号発信ドメインと接合することで，二次メ
ッセンジャー検出器として使用できる。
【実施例】
【０３８２】
　下記例は本発明の実施を説明する目的である。本発明又は請求項の範囲を制限するもの
として解釈してはならない。
【０３８３】
　例1：2-(アニリノビニル)-1-(5-カルボキシペンチル)-3.3-ジメチル-5-スルホインドリ
ウムカリウム塩(化合物No.1)の調製
【０３８４】
【化６９】

　1-(5-カルボキシペンチル)-2,3,3-トリメチルインドレニニウム-5-スルホン酸，カリウ
ム塩(Bio接合体　Chem.　4,105　(1993))(5g)，N,N'-ジフェニルホルムアミジン(2.3g)及
び無水酢酸(1.1mL)の混合物を120℃で30分間加熱した。室温へ冷却後，　混合物を真空下
濃縮乾固し，残渣をシリカゲル(3.5g)上のカラムクロマトグラフィーで精製した。
【０３８５】
　例2:　2-(4-アニリノブタジエニル)-1-(5-カルボキシペンチル)-3.3-ジメチル-5-スル
ホインドリウム　カリウム塩(化合物No.2)の調製
【０３８６】
【化７０】

　1-(5-カルボキシペンチル)-2,3,3-トリメチルインドレニニウム-5-スルホン酸，カリウ
ム塩(10g)，マロンアルデヒドジアニル塩酸塩(8g)，Et3N(0.356mL)のAcOH溶液(40mL)の混
合物を120℃で3時間加熱した。室温へ冷却後，混合物を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカ
ゲル上カラムクロマトグラフィーで暗褐色粘着性固体(5g)に精製した。
【０３８７】
　例3:化合物No.3a及び3bの調製
【０３８８】
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【化７１】

　1-(5-カルボキシペンチル)-2,3,3-トリメチルインドレニニウム-5-スルホン酸，カリウ
ム塩(0.1g)のDMF(1mL)溶液へEt3N(0.1mL)及びTSTU(80mg)を添加した。混合物を室温で1時
間撹拌し，続いて，by　the　addition　Of　Et3N(40μL)及びm-dPEG24アミン(0.4g)(Qua
ntaBiodesign社製，Powell，OH)又はm-dPEG12アミン(0.2g)(QuantaBiodesign社製，Powel
l，OH)を添加した。混合物を室温で一晩撹拌し，その後濃縮乾固した。残渣をシリカゲル
上カラムクロマトグラフィーで精製し，明褐色固体(250mg　for　化合物No.3a　and　102
mg　for　化合物No.3b)を得た。
【０３８９】
　例4:化合物No.4の調製
【０３９０】
【化７２】

　化合物No.3a(40mg)，化合物No.1(30mg)，無水酢酸(15μL)及びEt3N(45μL)のDMF溶液(1
mL)の混合物を室温で一晩撹拌した。暗赤色溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル
上カラムクロマトグラフィーで精製し，暗赤色固体(40mg)を得た。
【０３９１】
　例5:化合物No.5の調製
【０３９２】
【化７３】

　化合物No.4(15mg)，Et3N(3.5μL)及びTSTU(3mg)のDMF溶液(0.2mL)の混合物を室温で1時
間撹拌した。Et2O(5mL)を添加し，沈殿(19mg)を遠心分離で収集した。
【０３９３】
　例6:化合物No.6の調製
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【０３９４】
【化７４】

　化合物No.3a(30mg)，化合物No.2(20mg)，無水酢酸(10μL)及びEt3N(30μL)のDMF溶液(1
mL)の混合物を室温で一晩撹拌した。暗青色溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル
上カラムクロマトグラフィーで精製し，暗青色固体(20mg)を得た。
【０３９５】
　例7:化合物No.7の調製
【０３９６】

【化７５】

　化合物No.6(13mg)のDMF(0.2mL)溶液へEt3N(3μL)及びTSTU(2.5mg)を添加し，混合物を
室温で1時間撹拌した。Et2O(2mL)を添加し，沈殿(23mg)を遠心分離で収集した。
【０３９７】
　例8:化合物No.8の調製
【０３９８】
【化７６】

　化合物8(60mg)を，化合物No.6の調製法に従って，化合物No.2(35mg)及び化合物No.3b(5
0mg)から合成した。
【０３９９】
　例9:化合物No.9の調製
【０４００】
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【化７７】

　化合物No.9(10mg)を，化合物No.7の調製法に従って，化合物No.8(14mg)から合成した。
【０４０１】
　例10:化合物No.10の調製
【０４０２】

【化７８】

　化合物No.10(75mg)を，化合物No.3の合成法に従って，1-(5-カルボキシペンチル)-2,3,
3-トリメチルインドレニニウム-5-スルホン酸，カリウム及びmPEG-NH2(Mwt～2,000)(Lays
an　Bio.社製　Arab,　AL)から調製した。
【０４０３】
　例11:化合物No.11の調製
【０４０４】

【化７９】

　化合物No.11(15mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.10(20mg)及び化合物No
.2(6mg)から調製した。
【０４０５】
　例12:化合物No.12の調製
【０４０６】
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【化８０】

　化合物No.12(3mg)を，化合物No.7の合成法に従って，化合物No.11(4mg)から調製した。
【０４０７】
　例13:化合物No.13の調製
【０４０８】

【化８１】

　p-ヒドラジノベンゼンスルホン酸(5g)，メチル7-メチル-8-オキソノナノアート(6g)(米
国特許出願代2006/0121503号A1)の酢酸溶液(20mL)の混合物を穏やかに3時間還流した。室
温へ冷却後，混合物を濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製
し，赤味褐色固体(3g)を得た。固体をNaOAc(1当量)のMeOH溶液(100mL)と混合し，得られ
た溶液を室温で30分間撹拌した。溶液を真空下濃縮乾固し，赤味褐色固体(3g)を得た。
【０４０９】
　例14:化合物No.14の調製
【０４１０】
【化８２】

　化合物No.13(0.86g)及び1,3-プロパンスルトン(0.83g)の混合物を120℃で3時間加熱し
た。EtOAc(50mL)を添加し，懸濁液を穏やかに2時間還流した。室温へ冷却後，沈殿(1g)を
吸引ろ過により収集した。
【０４１１】
　例15:化合物No.15の調製
【０４１２】
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【化８３】

　化合物No.14(0.8g)，マロンアルデヒドジアニル塩酸塩(0.52g)，Et3N(23μL)のAcOH溶
液(3mL)の混合物を120℃で3時間加熱した。室温へ冷却後，混合物を真空下濃縮乾固し，
残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，暗赤色粘着性固体(0.5g)を得た
。
【０４１３】
　例16:化合物No.16の調製
【０４１４】
【化８４】

　化合物No.16(80mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.15　(50mg)及び化合物
No.3a(120mg)から調製した。
【０４１５】
　例17:化合物No.17の調製
【０４１６】

【化８５】

　化合物No.16(50mg)のH2O(2mL)溶液へ1M　NaOH(120μL)を添加した。溶液を室温で1時間
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撹拌し，その後，LH-20カラム(35mg)で精製した。
【０４１７】
　例18:化合物No.18の調製
【０４１８】
【化８６】

　化合物No.18(5mg)を，化合物No.7の合成法に従って，化合物No.17(4mg)から調製した。
例19:化合物No.19の調製
【０４１９】

【化８７】

　化合物No.13(0.6g)及び6-ブロモヘキサン酸(0.63g)の混合物を140℃で1時間加熱した。
EtOAc(30mL)を添加し，懸濁液を穏やかに1時間還流し，沈殿(0.45g)を吸引ろ過により収
集した。
【０４２０】
　例20:化合物No.20の調製
【０４２１】
【化８８】

　化合物No.19(84mg)，化合物No.2(52mg)，無水酢酸(32μL)及びEt3N(0.1mL)のDMF溶液(2
mL)の混合物を室温で一晩撹拌した。溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラ
ムクロマトグラフィーで精製し，暗青色固体(20mg)を得た。
【０４２２】
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　例21:化合物No.21の調製
【０４２３】
【化８９】

　化合物No.21(17mg)を，化合物No.3の合成法に従って，化合物No.20(9mg)及びm-dPEG24
アミン(27mg)から調製した。
【０４２４】
　例22:化合物No.22の調製
【０４２５】
【化９０】

　化合物No.21(17mg)のH2O(0.5mL)溶液へ1M　NaOH(0.1mL)を添加し，溶液を室温で30分間
撹拌した。溶液を1N　HCl(0.1mL)で酸性化し，LH-20カラムで精製し，凍結乾燥後，暗青
色固体(10mg)を得た。
【０４２６】
　例23:化合物No.23の調製
【０４２７】

【化９１】
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　化合物No.23(4mg)を，化合物No.7の合成法に従って，化合物No.22(6mg)から調製した。
【０４２８】
　例24:化合物No.24a及び24bの調製
【０４２９】
【化９２】

　ウンデカエチレングリコールメチルエーテル(1g)(ポリpure　AS社製，Oslo，Norway)又
はm-dPEG24アルコール(1g)(QuantaBiodesign社製，Powell，OH)のCH2Cl2溶液(5mL)及びピ
リジン(5mL)の溶液に，0℃でp-TsCl(1.1当量)を小分けして添加した。混合物を0℃で2時
間，その後，室温で一晩撹拌した。溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラム
クロマトグラフィーで精製し，無色油(化合物No.24a　1.25g及び化合物No.24b　1.10g)を
得た。
【０４３０】
　例25:化合物No.25a及び25bの調製
【０４３１】
【化９３】

　化合物No.24a(1.2g)又は化合物No.24b(1.1g)及びNaI(1.1当量)のアセトン溶液(10mL)の
混合物を，穏やかに一晩還流した。室温へ冷却後，混合物を真空下濃縮乾固し，残渣をシ
リカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，無色固体(化合物No.25a　1.1g及び化合
物No.25b　1g)を得た。
【０４３２】
　例26:化合物No.26の調製
【０４３３】
【化９４】

　ナトリウムエトキシド(0.13g)及びエチル2-メチルアセトアセテート(0.28g)の無水EtOH
溶液(5mL)の混合物を室温で1時間撹拌し，続いて化合物No.25a(0.8g)を添加した。混合物
を穏やかに一晩還流し，溶液を真空下濃縮乾固した。残渣をシリカゲル上カラムクロマト
グラフィーで精製し，灰白色油(0.75g)を得た。
【０４３４】
　例27:化合物No.27の調製
【０４３５】
【化９５】

　化合物No.26(0.7g)のMeOH(10mL)溶液へ，NaOH(0.21g)のH2O(2mL)溶液を添加した。混合
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物を60℃で一晩加熱した。室温へ冷却後，溶液を6Ｍ　HCl(1mL)で中性化した。溶液を真
空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，無色油(0.55g
)を得た。
【０４３６】
　例28:化合物No.28の調製
【０４３７】
【化９６】

　p-ヒドラジノベンゼンスルホン酸(100mg)及び化合物No.27(300mg)の酢酸溶液(5mL)の混
合物を一晩加熱還流した。室温へ冷却後，混合物を濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラ
ムクロマトグラフィーで淡褐色固体(270mg)へ精製した。固体をNaOAc(1当量)のMeOH溶液(
10mL)と混合し，得られた溶液を室温で30分間撹拌した。溶液を真空下濃縮乾固し，赤み
褐色固体(280mg)を得た。
【０４３８】
　例29:化合物No.29の調製
【０４３９】
【化９７】

　化合物No.28(200mg)及び大過剰のヨウ化エチル(10mL)の混合物を，一晩沸騰まで加熱し
た。EtOAc(20mL)を添加し，懸濁液を穏やかに1時間還流した。室温へ冷却後，沈殿(250mg
)を吸引ろ過により収集した。
【０４４０】
　例30:化合物No.30の調製
【０４４１】

【化９８】

　化合物No.30(55mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.29(100mg)及び化合物N
o.2(65mg)から調製した。
【０４４２】
　例31:化合物No.31の調製
【０４４３】
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　化合物No.31(120mg)を，化合物No.19の合成法に従って，化合物No.30(200mg)及び6-ブ
ロモヘキサン酸(1g)から調製した。
【０４４４】
　例32:化合物No.32の調製
【０４４５】
【化１００】

　化合物No.32(75mg)を，化合物No.2の合成法に従って，化合物No.31(100mg)から調製し
た。
【０４４６】
　例33:化合物No.33の調製
【０４４７】
【化１０１】

　化合物No.33(7mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.32(30mg)及び化合物No.
3a(45mg)から調製した。
【０４４８】
　例34：化合物No.34の調製
【０４４９】
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【化１０２】

　化合物No.34(3mg)を，化合物No.7の合成法に従って，化合物No.33(5mg)から調製した。
【０４５０】
　例35:化合物No.35の調製
【０４５１】

【化１０３】

　化合物No.35　(7mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.32(30mg)及び化合物N
o.29(23mg)から調製した。
【０４５２】
　例36:化合物No.36a及び36bの調製
【０４５３】

【化１０４】

　化合物No.36a(110mg)及び化合物No.36b(100mg)それぞれを，化合物No.19の合成法に従
って，2,3,3-トリメチルインドレニニウム-5-スルホン酸，ナトリウム塩(1当量)を，化合
物No.25a(600mg)及び化合物No.25b(400mg)で四級化して各々調製した。
【０４５４】
　例37:化合物No.37の調製
【０４５５】
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【化１０５】

　化合物No.37(11mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.36a(25mg)及び化合物N
o.32(40mg)から調製した。
【０４５６】
　例38:化合物No.38の調製
【０４５７】

【化１０６】

　化合物No.38(36mg)を，化合物No.19の調製法に従って，化合物No.13(15mg)及び化合物N
o.25b(50mg)から合成した。
【０４５８】
　例39:化合物No.39の調製
【０４５９】

【化１０７】

　化合物No.39(70mg)を，化合物No.2の調製法に従って，化合物No.36b(100mg)から合成し
た。
【０４６０】
　例40:化合物No.40の調製
【０４６１】

【化１０８】
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　化合物No.40(38　mg)を，化合物No.6の調製法に従って，化合物No.38(30mg)及び化合物
No.39(32mg)から合成した。
【０４６２】
　例41:化合物No.41の調製
【０４６３】
【化１０９】

　化合物No.40(20mg)を化合物No.22の合成法に従って，加水分解し，遊離酸形態(14mg)を
得た。その後，遊離酸形態の色素を，化合物No.23の調製法に従って，化合物No.41(10mg)
に転換した。
【０４６４】
　例42:化合物No.42の調製
【０４６５】

【化１１０】

　化合物No.42(0.19mg)を，化合物No.3b.の調製法に従って，1-(5-カルボキシペンチル)-
2,3,3-トリメチルインドレニニウムブロミド(0.1g)及びm-dPEG24アミン(0.3g)から合成し
た。
【０４６６】
　例43:化合物No.43の調製
【０４６７】

【化１１１】

　化合物No.43(0.5g)を，化合物No.2の調製法に従って，1-(5-カルボキシpenthyl)-2,3,3
-トリメチルインドレニニウム　ブロミド　(1g)　and　マロンアルデヒド　ジアニル　塩
酸塩　(0.85g)から合成した。
【０４６８】
　例44:化合物No.44の調製
【０４６９】
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【化１１２】

　化合物No.44(25mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.42(40mg)及び化合物No
.43(15mg)から調製した。
【０４７０】
　例45:化合物No.45の調製
【０４７１】

【化１１３】

　化合物No.45(20mg)を，化合物No.7の合成法に従って，化合物No.44(25mg)から調製した
。
【０４７２】
　例46:化合物No.46の調製
【０４７３】

【化１１４】

　水素化ナトリウム(300mg)のDMF溶液へ5,6-ジクロロ-2-メチルベンゾイミダゾール(500m
g)を小分けして0℃で添加した。混合物を0℃で15分間撹拌し，続いて，6-ブロモヘキサン
酸エチル(0.66mL)を添加した。混合物を0℃で更に15分間その後，室温で1時間撹拌した。
溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，淡褐
色固体(0.75g)を得た。
【０４７４】
　例47:化合物No.47の調製
【０４７５】
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【化１１５】

　化合物No.46(170mg)及び6-ブロモヘキサン酸(200mg)の混合物を140℃で1時間加熱した
。EtOAc(20mL)を添加し，懸濁液を穏やかに30分間還流した。室温へ冷却後，沈殿(260mg)
を吸引ろ過により収集した。
【０４７６】
　例48:化合物No.48の調製
【０４７７】

【化１１６】

　化合物No.48(55mg)を，化合物No.3aの調製法に従って，化合物No.47(0.1g)及びm-dPEG2
4アミン(200mg)から合成した。
【０４７８】
　例49:化合物No.49の調製
【０４７９】
【化１１７】

　化合物No.49(700mg)を，化合物No.14の合成法に従って，2-メチル-6-t-ブチルベンゾオ
キサゾール(540mg)及び1,3-プロパンスルトン(450mg)から調製した。
【０４８０】
　例50:化合物No.50の調製
【０４８１】
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【化１１８】

　化合物No.50(270mg)を，化合物No.1の合成法に従って，化合物No.49(460mg)及びN,N'-
ジフェニルホルムアミジン(340mg)から調製した。
【０４８２】
　例51:化合物No.51の調製
【０４８３】
【化１１９】

　化合物No.48(30mg)及び化合物No.50(10mg)を，化合物No.4の合成法に従って，結合させ
シアニン色素エチルエステル中間体(16mg)を得た。得られた中間体を，化合物No.22の合
成法に従って，1M　NaOHを用いて加水分解し，遊離酸色素化合物No.51(10mg)を得た。
【０４８４】
　例52:化合物No.52の調製
【０４８５】

【化１２０】

　化合物No.52(7mg)を，化合物No.5の合成法に従って，化合物No.51(8mg)から調製した。
【０４８６】
　例53:化合物No.53の調製
【０４８７】



(117) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

【化１２１】

　化合物No.53(18g)を，化合物No.49の合成法に従って，2,3,3-トリメチルインドレニニ
ウム-5-スルホン酸ナトリウム塩(1.1g)(Bio接合体　Chem.　4,　105(1993))から調製した
。
【０４８８】
　例54:化合物No.54の調製
【０４８９】

【化１２２】

　化合物No.54(2.4g)を，化合物No.1の合成法に従って，化合物No.53(5.7g)から調製した
。
【０４９０】
　例55:化合物No.55の調製
【０４９１】
【化１２３】

　化合物No.54(19mg)及び化合物No.48(33mg)を，化合物No.4の合成法に従って，結合させ
，シアニン色素エチルエステル中間体(25mg)を得た。化合物No.22の合成法に従って，1M
　NaOHを用いて中間体を加水分解し，化合物No.55(17mg)を得た。
【０４９２】
　例56:化合物No.56の調製
【０４９３】
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【化１２４】

　化合物No.56(6mg)を，化合物No.5の合成法に従って，化合物No.55(10mg)から調製した
。
【０４９４】
　例57:化合物No.57の調製
【０４９５】

【化１２５】

　化合物No.57(55mg)を，化合物No.3aの調製法に従って，化合物No.19(80mg)及びm-dPEG2
4アミン(100mg)から合成した。
【０４９６】
　例58:化合物No.58の調製
【０４９７】
【化１２６】

　化合物No.58(8mg)を，化合物No.4の合成法に従って，化合物No.57(20mg)及び化合物No.
50(10mg)から調製した。
【０４９８】
　例59：2(6-アニリノヘキサトリエニル-1-(5-カルボキシペンチル)-3.3-ジメチル-5-ス
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【０４９９】
【化１２７】

　化合物No.59(4g)を，化合物No.2の合成法に従って，1-(5-カルボキシペンチル)-2,3,3-
トリメチルインドレニニウム-5-スルホン酸分子内塩(12g)及びグルトコンアルデヒドジア
ニル塩酸塩(18g)から調製した。
【０５００】
　例60：化合物No.60の調製
【０５０１】

【化１２８】

　化合物No.60(15mg)を，化合物No.6の合成法に従って，化合物No.59(50mg)及び化合物No
.3a(50mg)から調製した。
【０５０２】
　例61：化合物No.61の調製
【０５０３】

【化１２９】

　化合物No.61(6mg)を，化合物No.7の合成法に従って，化合物No.60(10mg)から調製した
。
【０５０４】
　例62：化合物No.62の調製
【０５０５】
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【化１３０】

　化合物No.62(5.37g)を，化合物No.13の合成法に従って，6-ヒドラジノナフタレン1,3-
ジスルホン酸(5.3g)(Bio接合体　Chem.　7,　356(1996))及びメチル7-メチル-8-オキソノ
ナノアート(3.8g)から調製した。
【０５０６】
　例63：化合物No.63の調製
【０５０７】
【化１３１】

　化合物No.14の合成法に従って，化合物No.62(5.37g)，1,3-プロパンスルトン(6g)から
化合物No.63(15g)を調製した。
【０５０８】
　例64　化合物No.64の調製
【０５０９】
【化１３２】

　化合物No.2の合成法に従って，化合物No.63(7mg)から化合物No.64(1.5mg)を調製した。
【０５１０】
　例65　化合物No.65の調製
【０５１１】
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【化１３３】

　化合物No.6の合成法に従って，化合物No.64(60mg)及び化合物No.3a(100mg)から化合物N
o.65(17mg)を調製した。
【０５１２】
　例66　化合物No.66の調製
【０５１３】

【化１３４】

　化合物No.17の合成法に従って，化合物No.72(15mg)から化合物No.66(6mg)を調製した。
【０５１４】
　例67　化合物No.67の調製
【０５１５】
【化１３５】

　化合物No.7の合成法に従って，化合物No.66(5mg)から化合物No.67(3mg)を調製した。
【０５１６】
　例68　化合物No.68の調製
【０５１７】
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【化１３６】

　化合物No.31(86mg)，化合物No.36a(76mg)及びスクアリン酸(12mg)　の1-ブタノール：
トルエン溶液(10mL，1:1)の混合物を，4Å分子篩を充填したディーン・スターク・トラッ
プを用いて，一晩加熱還流した。室温へ冷却後，溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカ
ゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，暗青色固体(8mg)を得た。
【０５１８】
　例69　化合物No.69の調製
【０５１９】
【化１３７】

　化合物No.1の合成法に従って，化合物No.31(100mg)から化合物No.69(60mg)を調製した
。
【０５２０】
　例70　化合物No.70の調製
【０５２１】

【化１３８】

　化合物No.1の合成法に従って，化合物No.36a(100mg)から化合物No.70(50mg)を調製した
。
【０５２２】
　例71　化合物No.71の調製
【０５２３】
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【化１３９】

　化合物No.69(40mg)，化合物No.70(36mg)，3-ピロリジノ-1-シクロペンテン(6mg)，無水
酢酸(12μL)及びEt3N(30μL)のDMF溶液(1mL)の混合物を室温で一晩撹拌した。溶液を真空
下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，緑色固体(10mg)
を得た。
【０５２４】
　例72：化合物No.72の調製
【０５２５】
【化１４０】

　化合物No.31(45mg)，化合物No.36a(40mg)，2-クロロ-3(アニリノメチレン)-1-(アニリ
ニウムメチル)シクロヘキサ-1-エン(17mg)，無水酢酸(16　μL)及びEt3N(38μL)のDMF溶
液(1mL)の混合物を室温で一晩撹拌した。溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上
カラムクロマトグラフィーで精製し，緑色固体(9mg)を得た。
【０５２６】
　例73：化合物No.73の調製
【０５２７】
【化１４１】

　Boc-GlU(OBut)-OH(30mg)(Advanced　ChemTech社製，Louisville，KY)のDMF(1mL)溶液に
Et3N(42μL)及びTSTU(30mg)を添加した。混合物を室温で3時間撹拌し，続いて，m-dPEG24
アミン(100mg)を添加した。混合物を室温で一晩撹拌し続け，その後，真空下濃縮乾固し
た。残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで精製し，化合物No.73を無色油(70mg
)として得た。
【０５２８】
　例74　化合物No.74の調製
【０５２９】
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【化１４２】

　化合物No.73(68mg)のCH2Cl2(1mL)溶液にTFA(1mL)を室温で添加した。混合物を0℃で1時
間，その後，室温で一晩撹拌した。溶液を真空下濃縮乾固し，無色油(68mg)を得た。
【０５３０】
　例75　化合物No.75の調製
【０５３１】
【化１４３】

　5(及び-6)-カルボキシローダミン110，スクシンイミドエステル(14mg)(Biotium社製，H
ayward，CA)のDMF溶液(500μL)の懸濁液に，Et3N(50μL)及び化合物No.74(34mg)を室温で
添加した。混合物を室温で一晩撹拌し，その後，真空下濃縮乾固した。残渣をLH-20カラ
ム(24mg)で精製した。
【０５３２】
　例76　化合物No.76の調製
【０５３３】
【化１４４】

　化合物No.75(24mg)のDMF(500μL)溶液に，Et3N(10μL)及びTSTU(4.5mg)を0℃で添加し
た。混合物を0℃で1時間撹拌し，続いて，Et3N(5μL)及び6-アミノ-1-ヘキサン酸(4mg)の
H2O(100μL)溶液を添加した。混合物を室温で一晩撹拌し，その後，真空下濃縮乾固し，
残渣をLH-20カラムで精製し，黄色固体(10mg)を得た。
【０５３４】
　例77　化合物No.77の調製
【０５３５】
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【化１４５】

　化合物No.76(10mg)のDMF(500μL)溶液に，Et3N(3μL)及びTSTU(2mg)を0℃で添加した。
混合物を0℃で1時間撹拌し，Et2O(3mL)を添加した。沈殿(5mg)を遠心分離で収集した。
【０５３６】
　例78　化合物No.78の調製
【０５３７】

【化１４６】

　7-アミノ-4-メチルクマリン-3-酢酸，スクシンイミドエステル(20mg，米国特許第49564
80号に従って調製した)のDMF(500μL)溶液に，Et3N(50μL)及び化合物No.74(34mg)を添加
した。混合物を室温で2時間撹拌し，その後，真空下濃縮乾固し，残渣をLH-20カラム(30m
g)で精製した。
【０５３８】
　例79　化合物No.79の調製
【０５３９】
【化１４７】

　化合物No.76の合成法に従って，化合物No.78(15mg)から化合物No.79(10mg)を調製した
。
【０５４０】
　例80　化合物No.80の調製
【０５４１】
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【化１４８】

　化合物No.77の合成法に従って，化合物No.79(10mg)から化合物No.80(7mg)を調製した。
【０５４２】
　例81　化合物No.81の調製
【０５４３】
【化１４９】

　化合物No.81(12mg)を，化合物No.75の合成法に従って，1,3,6-トリスルホ-8-ピレニル
オキシアセチルアジド，ナトリウム塩(15mg，米国特許第5132432号)及び化合物No.74(15m
g)から調製した。
【０５４４】
　例82　化合物No.82の調製
【０５４５】
【化１５０】

　化合物No.76の合成法に従って，化合物No.81(14mg)から化合物No.82(6mg)を調製した。
【０５４６】
　例83　化合物No.83の調製
【０５４７】

【化１５１】

　化合物No.77の合成法に従って，化合物No.82(5mg)から化合物No.83(5mg)を調製した。
【０５４８】
　例84　化合物No.84の調製
【０５４９】
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【化１５２】

　化合物No.72(8mg)及びナトリウムフェノキシド(10mg)の混合物を，70℃で一晩加熱し，
その後，真空下濃縮乾固した。残渣をLH-20カラム(3mg)で精製した。
【０５５０】
　例85　化合物No.85の調製
【０５５１】

【化１５３】

　化合物No.7(5mg)のDMF(200μL)溶液に，　Et3N(5μL)及びN-(5-アミノペンチル)マレイ
ミド，トリフルオロ酢酸塩(4mg，Biotium社製)を添加した。混合物を室温で1時間撹拌し
，その後，真空下濃縮乾固した。残渣をシリカゲル(2mg)上カラムクロマトグラフィーで
精製した。
【０５５２】
　例86　化合物No.86の調製
【０５５３】
【化１５４】

　化合物No.7(5mg)のDMF(200μL)溶液に，無水ヒドラジン(10μL)を添加した。混合物を
室温で2時間撹拌し，その後，1N　HClで酸性化した。溶液を真空下濃縮乾固し，残渣をLH
-20カラム(3mg)で精製した。
【０５５４】
　例87　化合物No.87の調製
【０５５５】
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【化１５５】

　化合物No.87(5mg)を，化合物No.85の合成法に従って，化合物No.7(10mg)及びモノtBOC-
カダベリン(2当量)から調製した。
【０５５６】
　例88　化合物No.88の調製
【０５５７】

【化１５６】

　化合物No.87(4mg)のCH2Cl2(500μL)溶液にTFA(250μL)を5℃で添加した。混合物を50℃
で30分間撹拌し，その後，真空下濃縮乾固した。残渣をLH-20カラムで精製し，暗青色固
体(1.5mg)を得た。
【０５５８】
　例89　化合物No.89の調製
【０５５９】

【化１５７】

　化合物No.24a(1g)，メチル6-アミノヘキサノアート(0.32g)及びジイソプロピルエチル
アミン(0.61mL)のCH3CN溶液(5mL)混合物を穏やかに一晩還流した。室温へ冷却後，溶液を
真空下濃縮乾固した。残渣をシリカゲルカラムで精製し，淡黄色油(0.4g)を得た。
【０５６０】
　例90　化合物No.90の調製
【０５６１】
【化１５８】

　7-アミノ-4-メチルクマリン-3-酢酸，スクシンイミドエステル(17mg)溶液に，Et3N(50



(129) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

μL)及び化合物No.89(60mg)のDMF溶液(0.5mL)を添加した。混合物を室温で30分間撹拌し
，その後，真空下濃縮乾固した。残渣をシリカゲルカラム(46mg)で精製した。
【０５６２】
　例91　化合物No.91の調製
【０５６３】
【化１５９】

　化合物No.90(40mg)のH2O(0.5mL)溶液に，1M　NaOH溶液(0.15mL)を添加した。混合物を
室温で1時間撹拌し，その後，1M　HCl(0.15mL)で酸性化した。水溶液をLH-20カラム(35mg
)で精製した。
【０５６４】
　例92　化合物No.92の調製
【０５６５】

【化１６０】

　化合物No.92(30mg)を，化合物No.80の合成法に従って，化合物No.91(34mg)から調製し
た。
【０５６６】
　例93　化合物No.93の調製
【０５６７】

【化１６１】

　化合物No.93(40mg)を，化合物No.90の合成法に従って，7-アミノ-4-メチル-6-スルホク
マリン-3-酢酸，スクシンイミドエステル(16mg)(Bioorg.&　Med　Chem　Letters,　9,　2
229(1999))から調製した。
【０５６８】
　例94　化合物No.94の調製
【０５６９】
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【化１６２】

　化合物No.94(20mg)を，化合物No.91の合成法に従って，化合物No.93(35mg)から調製し
た。
【０５７０】
　例95　化合物No.95の調製
【０５７１】
【化１６３】

　化合物No.95(15mg)を，化合物No.80の合成法に従って，化合物No.94(17mg)から調製し
た。
【０５７２】
　例96　化合物No.96の調製
【０５７３】
【化１６４】

　5(及び-6)-カルボキシローダミン110，スクシンイミドエステル(CR110　SE)(60mg)(Bio
tium社製，Hayward，CA)及びEt3N(90μL)のDMF溶液(500μL)の混合物へ，化合物No.89(68
mg)を添加した。混合物を室温で2日間撹拌し，その後，真空下濃縮乾固した。残渣をH2O(
500μL)中に再溶解し，1N　NaOH(400μL)を添加した。混合物を室温で一晩撹拌し，その
後，LH-20カラムに付した。LH-20カラムを水で溶出し，純粋な遊離酸形態のローダミン色
素(45mg)を得た。遊離酸ローダミン色素(30mg)を，化合物No.80の合成法に従って，化合
物No.96(22mg)へ転換した。
【０５７４】
　例97　タンパク質色素接合体の調製
　ヤギ抗マウスIgG(GAM)，ヤギ抗ウサギIgG(GAR)及びストレプトアビジンの蛍光接合体を
，反応性タンパク質及び反応性色素から，刊行された手順(米国特許第6,974873号，Haugl
andら，Meth　Mol　Biol　45,　205(1995)，Hauglandetal　,Meth　Mol　Biol　45,　223
(1995)，Hauglandら，Meth　Mol　Biol　45,　235(1995)，Hauglandら，Current　プロト
コールs　in　Cell　Biology,　1651-16522(2000))に従って，調整した。簡潔には，抗体
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又はストレプトアビジン1mg/mLの0.1mM　pH8.5重炭酸ナトリウム緩衝液を，反応性色素の
一つと様々な色素分子/タンパク質分子比率で混合した。室温で約一時間保温後，反応混
合物を，PBS(pH7.4)で緩衝したSephadex　G-25を用いたゲルろ過により分離した。標識反
応において多様な色素分子/タンパク質比を用いたことで，色素/タンパク質の対ごと下記
Table７中に一覧したとおりの，異なる色素標識度(DOL)でタンパク質接合体を生成した。
【０５７５】
【表２５】

　接合体の蛍光を，JACSO社製蛍光分光光度計を使用して測定し，その後，DOLに対してプ
ロットして図4-7を得た。
【０５７６】
　例98　ファロイジン色素接合体の調整
　アミノファロイジン(1mg)及び化合物No.5，7及び23(1.5当量)のDMF溶液(200μL)に，N,
N-ジイソプロピルエチルアミン(3当量)を添加し，混合物を室温で一晩撹拌した。溶液を
真空下濃縮乾固し，残渣をLH-20カラム(1.5mg)でのカラムクロマトグラフィーによって精
製した。生成物は，固定細胞の調製において，F-アクチン線維に対する効果的な染色剤で
ある。
【０５７７】
　例99　α-ブンガロトキシン色素接合体の調整及び使用
　α-ブンガロトキシン(1mg)の0.1M重炭酸ナトリウム(25μL)溶液へ，化合物No.7(1.5当
量)を一回で添加し，混合物を室温で２時間撹拌した。生成物をG-25サイズ排除カラムで
，その後，逆相HPLCで精製した。アセチルコリン受容体の染色及び得られた蛍光の検出は
，長波長において検出されるのだが，　Texas　Red　α-ブンガロトキシン接合体によっ
て得られるものに匹敵する。
【０５７８】
　例100　α-アミノデキストラン色素接合体の調整
　平均13アミノ基を有する70000MWアミノデキストランの0.1M重炭酸ナトリウム(400μL)
溶液へ，色素/デキストランが約12となるように，化合物No.7を添加した。6時間後，接合
物をSEPHADEX　G-50上で水を溶出剤として精製した。典型的には，4-6モルの色素が，700
00MWデキストランと接合した。
【０５７９】
　例101　色素-細菌接合体の調整
　加熱殺菌した大腸菌をpH8-9緩衝剤(10mg/mL)中に懸濁し，その後，化合物No.7などの0.
5-1.0mg/mLのアミノ反応性色素と一緒に培養した。30-60分後，標識細菌を遠心分離及び
緩衝剤で数回洗浄して遊離色素を除去した。標識細菌を流動細胞計測により分析した。
【０５８０】
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　例102　ヌクレオチド-色素接合体の調整
　5(3-アミノアリール)-2-デオキシウリジン5'-三リン酸(2mg，Sigma　化学的社製)のH2O
(100μL)溶液中へ，化合物No.7又は化合物No.23のDMF及びトリエチルアミン溶液(5μL)を
添加した。混合物を室温で3時間撹拌し，その後，真空下濃縮乾固した。残渣を分取型HPL
Cで精製した。生成物画分を凍結乾燥し，暗青色ヌクレオチド接合体を得た。
【０５８１】
　あるいは，デオキシウリジン5'-三リン酸の蛍光性色素-接合体を，5(3-アミノ-1-プロ
ピニル)-2'-デオキシウリジン5'-三リン酸から，若しくは，チオール化ヌクレオチド又は
チオりん酸ヌクレオチドを化合物No.85などの本発明のチオール反応性色素で処理するこ
とで調製した。
【０５８２】
　更に，2'-(又は3')-2-アミノエチルアミノカルボニルアデノシン5'-三リン酸を若干過
剰な化合物No.7と反応させ，続いてエタノールで沈殿させ，リボース修飾生成物を分取型
HPLCで精製した。本発明の色素を有する付加的ヌクレオチド接合体は，Nimmakayalu　Mら
，Biotechniques,　2000,　28,　518，Muhlegger　Kら，Biol.　Chem　Hoppe　Seyler,　
1990,　371,　953，Giaid　Aら，Histochemistry,　1989,　93,　191などの刊行された手
順に従って，当業者により直ちに調製できる。
【０５８３】
　例103　オリゴヌクレオチド色素接合体の調製
　5'-アミノ修飾，18ベース　M13プライマー配列(100μg)のH2O溶液(4μL)に，化合物No.
7(500μg)の0.1Mホウ酸ナトリウムpH=8.5緩衝剤(200μL)溶液を添加した。混合物を室温
で一晩撹拌し，3体積の冷エタノールを添加した。混合物を-20℃へ冷却し，遠心分離し，
上澄液をデカントし，ペレットをエタノールで濯ぎ，その後，H2O(100μL)中に溶解した
。標識オリゴヌクレオチドを分取型HPLCで精製した。目的ピークを収集し、留去して，蛍
光性オリゴヌクレオチドを得た。
【０５８４】
　例104　色素-抗体接合体で細胞外にて染色した細胞の流動細胞計測分析
　一試料当たり百万個のジャーカット細胞を，0.25μgのマウス抗ヒトCD3(BD　Bioscienc
es社製)で，続いて，図8(例96)に示したDOLでの化合物No.41で標識した1μgのヤギ抗マウ
スIgGで染色した。流動細胞計測は，CXPソフトウエアを用いたBeckman　Coulter社製　FC
-500上で実測した。雑音は，対照バックグラウンドとして，ヤギ抗マウス化合物No.41接
合体のみで染色した細胞からの平均蛍光強度を示す。信号は，CD3及びヤギ抗マウス化合
物No.41接合体fで染色した細胞からの平均蛍光強度を示す。
【０５８５】
　例105　色素-抗体接合体で細胞内にて染色した細胞の流動細胞計測分析
　百万個のジャーカット細胞を固定し，透過処理し，0.25μgのマウス抗ヒトCD3抗体(BD
　Biosciences社製)と一緒に培養した。続いて，CD3抗体を，AlexaFluor647(DOL　3.1)又
は化合物No.41(DOL　3.9)(例96)と接合した1μgのヤギ抗マウスIgGと一緒に培養した。各
試料から約10,000個の細胞をBD社製　FACS　Calibur流動細胞計測装置上で分析し，蛍光
をFL4チャンネル内で検出した。
【０５８６】
　例106　チオール反応性色素によるβ-ガラクトシダーゼの標識
　遊離チオール基中タンパク質に富むβ-ガラクトシダーゼ溶液を，PBS緩衝剤(200μL中1
mg)中で調製し，その後，チオール反応性化合物No.85(5mg)のDMF(100μL)溶液で処理した
。未反応色素を，遠心分離装置を用いて遠心分離して除去した。色素による置換度は例96
中に引用した方法を用いて評価した。
【０５８７】
　例107　化合物No.96，Alexa　Fluor　488及びフルオレセイン間の光安定性の比較
　アクチン線維を，化合物No.96，Alexa　Fluor　488及びフルオレセイン(ファロイジン
接合体は，例98に記載した手順を用いた色素のアミノファロイジン及びスクシンイミドエ



(133) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

ステル形態から調製した)で標識したファロイジンにより染色した。洗浄後，各染色試料
を連続的に照射し，蛍光強度を5秒ごとに測定することで経過観察した。各試料の相対蛍
光対時間をプロットした(図１１)。長い間，フルオレセインは，色素の吸収ピークがアル
ゴンレーザー線の488nmとよく一致するため，緑色蛍光の選ばれた色素であった。しかし
ながら，フルオレセインは非常に急速に光退色し，顕微鏡研究の使用を限定する。Molecu
lar　Probes,　Inc.からのAlexa　Fluor　488は，その異例の光安定性ゆえに，優れた代
替品として開発された。図１１は，本発明の化合物No.96は，Alexa　Fluor　488よりも光
安定性がより優れていることを示す
　例108　本発明の標識生体分子の血清での半減期の測定
　本発明の標識生体分子のインビボ・血清での半減を，例えば，カテーテル処理したラッ
トへ標識生体分子を注入後，例えば，[Pepinsky,　R　Bら(2001)　J　Pharmacol　Exp　T
her,　297　1059-66]に記載されたように測定してもよい。生体分子の血漿濃度は，その
後，抽出した血液試料中で測定される。かかる試料は，研究の時間経過に則った多様な時
点で回収されてもよい。標識生体分子の濃度は，蛍光測定及び／又はELISA又はウエスタ
ンブロット等の生化学技術を含む多様な方法を用いて測定してもよい。本発明の蛍光性基
の安定化効果は，該色素を有さない対応する生体分子に関して本発明の標識生体分子の安
定性を対比することで計測してもよい。
【０５８８】
　例109　本発明の色素で標識した抗体及び他の市販色素で標識した同一の抗体の凝集挙
動の測定及び比較
　三種類の近赤外色素の一つでヤギ抗マウスIgGの所定量を標識することで，一系統のヤ
ギ抗マウスIgG接合体を調製した。加えて，色素ごと別々の割合，つまり数個の異なる標
識度(DOL)の一つで標識し，標識度の増加に伴い，抗体上の色素分子濃度としての凝集挙
動に対する吸収スペクトルが増加することを観測した。使用した色素は，Cy7(登録商標)
色素，Alexa　Fluor　750(登録商標)(AF750(登録商標))色素及び本発明の色素である色素
No.29(表3)である。図１２Ａは，4種の異なるDOL(抗体当たり1.2～3.4色素分子)でのCy7(
登録商標)色素で標識したヤギ抗マウスIgGから形成された接合の吸収スペクトルを示す。
図１２Ｂは，四種の異なるDOL(抗体当たり2.2～5.9色素分子)でのAlexa　Fluor　750(登
録商標)(AF750(登録商標))色素で標識したヤギ抗マウスIgGから形成された接合の吸収ス
ペクトルを示す。図１２Ｃは，六種の異なるDOL(抗体当たり1.1～7.4色素分子)での色素N
o.29(表3)で標識したヤギ抗マウスIgGから形成された接合の吸収スペクトルを示す。全ス
ペクトルはPBS7.4緩衝剤中室温で測定した。Cy7(登録商標)色素及びAF750(登録商標)色素
で標識した接合物(A及びB)のスペクトルは共に色素凝集に特徴的な二重ピークを示し，一
方，化合物No.29で標識した接合物(C)のスペクトルは，実質的に単一ピークを示し，色素
凝集が実質的にないことを表わしている。
【０５８９】
　例110　本発明の色素で標識した抗体及び水溶性高分子基を有さない他の市販色素で標
識した同一の抗体の蛍光信号の測定及び比較
　三種類の近赤外色素の一つでヤギ抗マウスIgGの所定量を標識することで，一系統のヤ
ギ抗マウスIgG接合体を調製した。加えて，色素ごと別々の割合，つまり数個の異なる標
識度(DOL)の一つで標識し，標識度の増加に伴い，抗体上の色素分子濃度としての蛍光出
力が増加することを観測した。使用した色素は，本発明の色素である色素No.29(表3)，Cy
7(登録商標)色素及びAlexa　Fluor　750(登録商標)(AF750(登録商標))色素である。Cy7(
登録商標)色素及びAlexa　Fluor　750(登録商標)(AF750(登録商標))色素は水溶性高分子
基を有さない。図１３は，色素No.29(表3)，Alexa　Fluor　750(登録商標)(AF750(登録商
標))色素及びCy7(登録商標)色素をPBS緩衝剤pH7.4中で，同一タンパク質濃度で接合した
ヤギ抗マウスIgGの735nmで励起した全蛍光対標識度(DOL)を示す。AF750(登録商標)色素及
びCy7(登録商標)色素と比べて，色素29の蛍光性基は，広範囲の標識度においてより高い
蛍光量子収率であり，高標識度の抗体に関して蛍光消光がより少ないことをデータは示し
ている。
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【０５９０】
　例111　三種類の近赤外色素で標識したヤギ抗マウスIgG，抗体で染色したジャーカット
細胞の細胞内から発する蛍光信号の測定及び比較
　色素No.29(表3)，Alexa　Fluor　750(登録商標)色素又はCy7(登録商標)色素の一つでヤ
ギ抗マウスIgGの所定量を標識することで，一系統のヤギ抗マウスIgG標識接合体を調製し
た。ジャーカット細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，その後，すべて同様の標
識度で標識された三種類の二次抗体の一つで染色した。標識した各二次抗体からの背景蛍
光を計測するため，細胞を一次抗体なしに蛍光二次抗体で各々直接的に染色した(暗色コ
ラム)。図１４は，流動細胞計測により計測した近赤外色素，本発明の色素No.29(表3)，A
lexa　Fluor　750(登録商標)色素及びCy7(登録商標)色素の各々で蛍光標識した抗体で染
色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルを示す。本発明の接合抗体で染色した細胞は，
市販の接合抗体で染色した細胞より高輝度であり優れた信号雑音比であることを結果は示
している。
【０５９１】
　例112　三種類の近赤外色素の光安定性の測定及び比較例
　図１５は，表3の化合物No.29，Alexa　Fluor750(登録商標)(AF750(登録商標))色素及び
Cy7(登録商標)色素の三種類の近赤外色素の光安定性と比較した。5μM色素濃度での三種
類の色素の溶液を1/2時間，太陽光に曝露した。溶液の吸収スペクトルを光分解の前後で
記録した。本発明の近赤外色素は，AF750(登録商標)色素及びCy7(登録商標)色素の両者よ
りも有意義に安定であることを結果は示す。
【０５９２】
　例113　APC-Alexa　Fluor　750(登録商標)直列色素又は色素29(表3)で標識したヤギ抗
マウスIgG，抗体で染色したジャーカット細胞の細胞内から発する相対蛍光信号の測定及
び比較
　図１６Ａ及びＢは，APC-Alexa　Fluor　750(登録商標)直列色素又は色素29(表3)で標識
した抗体で細胞内にて標識した抗体で染色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルを示す
。図１６Ａは，流動細胞計測により計測した，表示量の化合物No.29(DOL=3.5)で標識した
ヤギ抗マウスIgG又はAPC-AF750(登録商標)直列色素で標識した市販のヤギ抗マウスIgG(in
vitrogen社製)のいずれかで染色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルを示す代表図で
ある。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，その後，すべて同様の標識度で標識
された二種類の二次抗体の一つで染色した。標識した各二次抗体からの背景蛍光を計測す
るため，細胞を一次抗体なしで直接各蛍光二次抗体でも染色した(アイソタイプ，暗色コ
ラム)。　図１６Ｂは，図１６Ａからの染色の信号雑音比を示す流動細胞計測実験は，633
nmレーザー及び780/60nm　PMT検出器を備えたBD　LSR　II上で実施した。色素No.29は極
僅かな背景を有する良好な蛍光信号を発し，一方，APC-AF750(登録商標)直列色素は有意
に非特異的な染色であることを結果は示した。色素No.29は633nmでの吸収が極僅かであり
，一方，直列色素はドナー色素であるAPCによって該レーザー波長において最大吸収に近
い。APC-AF750(登録商標)色素などの直列色素は相当に製造困難であるため，色素No.29な
どの単純な色素と比べて製造に費用がかかるため，本発明の近赤外色素は波長633nm以下
の励起光源を用いる流動細胞計測分析に特に有利である。
【０５９３】
　例114　同様な波長での三種類の近赤外色素のヤギ抗マウスIgG接合体における標識度の
関数としての全蛍光の測定
　図１７は，本発明の色素，色素No.31(表3)，Thermo　Fisher社からのDylight(登録商標
)800色素及びLi-Cor　Biosciences社からのIRDye　800(登録商標)CW色素という全てが同
様の波長を有する色素を接合したヤギ抗マウスIgGの全蛍光対標識度(DOL)を示す。色素No
.31は，他の二種類の色素より広範囲のDOLにわたって有意に高輝度であることをデータは
示す。
【０５９４】
　例115　三種類の近赤外色素のヤギ抗マウスIgG接合体における標識度の関数としての蛍
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光信号の測定及び蛍光消光の比較並びに信号雑音比
　図１８は，流動細胞計測により計測した色素No.31(表3)，Thermo　Fisher社からのDyli
ght(登録商標)800色素及びLi-Cor　Biosciences社からのIRDye　800(登録商標)CW色素の
各々で標識したヤギ抗マウスIgG，抗体で染色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルを
示す。三種類の近赤外色素の蛍光消光を評価するため，表示された異なる数個の標識度(D
OL)で各色素によって抗体を標識した。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，その
後，標識された二次抗体の一つで染色した。標識した各二次抗体からの背景蛍光を計測す
るため，細胞を一次抗体なしで直接各蛍光二次抗体でも染色した(アイソタイプ，暗色コ
ラム)。色素No.31は，Dylight(登録商標)800色素及びIRDye　800(登録商標)CW色素の両方
より広範囲のDOLにわたって有意に高輝度であり，色素No.31は他の二種類の色素よりもは
るかに良好な信号雑音比であることを結果は示す。
【０５９５】
　例116　四種類の分光的に類似の近赤外色素の蛍光量子収率の測定及び比較
　図１９は，近赤外色素である本発明の色素No.32(表3)，及び三種類の分光的に類似の近
赤外蛍光性基を持つGE　Healthcare社からのCy5.5(登録商標)色素，invitrogen社からのA
lexa　Fluor　680(登録商標)(AF680)色素及びThermo　Fisher社からのDylight(登録商標)
680色素の各々で接合したヤギ抗マウスIgGの全蛍光対標識度(DOL)のプロット図である。
蛍光測定はPBS7.4緩衝剤中室温で660nm励起を用いて実施した。Cy5.5(登録商標)，Alexa
　Fluor　680(登録商標)及びDylight(登録商標)680と比べて，本発明の蛍光性基は，広範
囲の標識度においてより高い蛍光量子収率であることをデータは示している。
【０５９６】
　例117　個々の四種類の異なる近赤外色素で標識したヤギ抗マウスIgG，抗体で染色した
ジャーカット細胞からの細胞内での相対蛍光信号の測定及び比較
　図２０Ａ及びＢは，個々の四種類の異なる近赤外色素で標識したヤギ抗マウスIgG，抗
体で染色したジャーカット細胞の相対蛍光レベルに関するデータを示す。図２０Ａは，流
動細胞計測により計測した色素No.32(表3)，GE　Healthcare社からのCy5.5(登録商標)色
素，Thermo　Fisher社からのDylight(登録商標)680色素又はinvitrogen社からのAlexa　F
luor　680(登録商標)(AF680)色素で標識した抗体で染色したジャーカット細胞の相対蛍光
レベルを示す。四種類の近赤外色素の蛍光消光を評価するため，１色素当たり表示された
異なる１種又は２種の標識度(DOL)で各分量のヤギ抗マウスIgG，抗体を標識し，八系統の
抗体を形成した。細胞を最初にマウス抗ヒトCD3抗体で標識し，その後，標識された二次
抗体の一つで染色した。標識した各二次抗体からの背景蛍光を計測するため，細胞を一次
抗体なしで直接各蛍光二次抗体でも染色した(アイソタイプ，暗色コラム)。図２０Ｂは，
図２０Ａでの染色の信号雑音比(S/N)に関するプロット図である。色素No.32は，他の三種
類の市販近赤外色素から調製した接合物よりもはるかに高輝度であり，該接合物よりも染
色においてより特異的であることをデータは示す。
【０５９７】
　例118　色素29の調製
【０５９８】
【化１６５】

　色素29を，前記例中で用いた共通の中間体から4工程で調製した。化合物No.19(84mg)，
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化合物No.59及び酢酸ナトリウム(4当量)を，酢酸(2mL)及び無水酢酸(1mL)混合物中に混和
した。得られた混合物を120℃で20分間加熱し，中間化合物No.29aを形成した。
【０５９９】
【化１６６】

　溶液を真空下留去した。生成物を，水を溶出剤として用いるSephadex　LH-20によって
精製した。化合物No.29a(30mg)を，化合物No.21(例21)を作る手順に従って，ペグ化中間
化合物No.29bへ転換した。メチルエステル中間化合物No.21b(18mg)を，化合物No.22(例22
)を作る手順に従って，遊離酸化合物No.29cへ加水分解した。化合物No.29c(5mg)を化合物
No.23用に例23中に記載したようにTSTU及びトリエチルアミンを用いて，最終製品色素29
へ賦活した。
【０６００】
　例119　色素31の調製
【０６０１】
【化１６７】

　色素31を前記例で用いた共通の中間体から，4工程で調製した。最初に化合物No.19(12g
)を，グルトコンアルデヒドジアニル塩酸塩(18g)及びEt3N(0.5mL)のAcOH溶液(40mL)と120
℃で3時間処理した。室温へ冷却後，混合物を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カ
ラムクロマトグラフィーで精製し，化合物No.31aを赤褐色粘着性固体(3g)として得た。
【０６０２】

【化１６８】

　上記中間体(1g)を，例109で化合物No.29aを作った条件を用いて，N(5-カルボキシペン
チル)-l,3,3-トリメチルベンズインドリウム-6,8-ジスルホン酸(1当量)(Bio接合体　Chem
.　7,　356(1996))と結合させ，化合物No.31b(80mg)を得た。
【０６０３】



(137) JP 2011-506673 A 2011.3.3

10

20

30

40

【化１６９】

　化合物No.31b(25mg)を化合物No.31c(60mg)へ変換し，引き続き，例109中に記載した手
順を用いて加水分解して遊離酸化合物No.31dを得た。最後に，TSTU及びトリエチルアミン
(例109)を用いて，遊離酸色素化合物No.31d(10mg)を色素31へ賦活した。
【０６０４】
　例120　色素32の調製
【０６０５】

【化１７０】

　色素32をスルホン化ベンズインドリウム中間体及び化合物No.23(例23)の調製に用いた
と同様の手順を用いて調製した。簡潔には，N(5-カルボキシペンチル)-l,3,3-トリメチル
ベンズインドリウム-6,8-ジスルホン酸(例110)(5g)をマロンアルデヒドジアニル塩酸塩(5
g)，Et3N(0.5mL)のAcOH溶液(50mL)と反応させ，120℃で3時間加熱した。室温へ冷却後，
混合物を真空下濃縮乾固し，残渣をシリカゲル上カラムクロマトグラフィーで化合物No.3
2aへ橙赤色粘着性固体(2.5g)として精製した。
【０６０６】
【化１７１】

　化合物No.62(例62)(5g)を6-ブロモヘキサン酸(1.5当量)と完全に混合し，その後，95℃
で24時間加熱してベンズインドリウム中間化合物No.32bを形成した。
【０６０７】
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　化合物No.32a及び化合物No.32bが結合してシアニンメチルエステル中間化合物No.32cを
形成し，引き続き，ペグ化されて化合物No.32dを形成し，続いて加水分解により遊離酸化
合物No.32eを形成し，最後に，スクシンイミドエステル色素32へ転換した。
【０６０８】
【化１７３】

　化合物No.32cから化合物No.32eを導く工程の手順は，化合物No.23(例23)の調製工程で
用いられた手順に類似する。
【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２Ａ】

【図１２Ｂ】 【図１２Ｃ】
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【図１３】 【図１４】

【図１５】

【図１６Ａ】 【図１６Ｂ】
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【図１７】 【図１８】

【図１９】 【図２０Ａ】
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