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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　白金－リンカーを介して１種またはそれ以上の物質を特異的に標識化する方法であって
、該物質は共に１つまたはそれ以上の硫黄含有反応性部位と１つまたはそれ以上の窒素反
応性部位を含み、白金化合物と標識との複合体を形成し、そして、実質的に硫黄含有反応
性部位のみまたは実質的に窒素含有反応性部位のみが該白金化合物に結合するように該白
金化合物を前記の１種またそれ以上の物質と反応させることを特徴とする、物質を特異的
に標識化する方法。
【請求項２】
　硫黄含有反応性部位と窒素含有反応性部位の標識化を区別するためにｐＨを使用するこ
とを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　硫黄含有反応性部位と窒素含有反応性部位の標識化を区別するためにイオン強度を使用
することを特徴とする、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　塩化物、Ｃｌ-、ＮＯ3

-、ＨＣＯ3
-、ＣＯ3

2-、ＳＯ3
-、Ｉ-、Ｂｒ-、アセタート、カル

ボキシラート、ホスファート、スルファート、エチルニトラート、オキサラート、シトラ
ート、ホスホナートまたはこれらの混合物を含む１つもしくはそれ以上の塩によってイオ
ン強度を実現することを特徴とする、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
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　硫黄含有部位またはこの複数部位を最初に遮蔽部分で特異的に遮蔽し、その後に白金化
合物を窒素含有反応性部位に特異的に結合することを特徴とする、請求項１～４のいずれ
かに記載の方法。
【請求項６】
　遮蔽部分がトランス－白金化合物であることを特徴とする、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　白金化合物が特異的に物質に結合するように白金化合物を反応させた後に、遮蔽部分を
遮蔽された反応性部位から選択的に除去することを特徴とする、請求項５または６に記載
の方法。
【請求項８】
　窒素含有反応性部位に白金化合物を選択的に標識付けするように選択した濃度で１種ま
たはそれ以上の遷移金属イオンを使用することを特徴とする、請求項１～７のいずれかに
記載の方法。
【請求項９】
　遷移金属をＣｕ（ＩＩ）、Ｚｎ（ＩＩ）の群から選ぶことを特徴とする、請求項８に記
載の方法。
【請求項１０】
　窒素含有反応性部位の少なくとも１つがヒスチジン残基であり、白金化合物と標識の複
合体を生成し、実質的にヒスチジン残基のみまたは実質的に非ヒスチジン反応性部位のみ
が該白金化合物に結合するように該白金化合物を１種またそれ以上の物質と反応させるこ
とを特徴とする、請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　白金－リンカーを介して１種またはそれ以上の物質を特異的に標識化する方法であって
、該物質は共に１つまたはそれ以上のヒスチジン残基と１つまたはそれ以上の他の窒素含
有反応性部位を含んでおり、白金化合物と標識との複合体を形成し、そして、実質的にヒ
スチジン残基のみまたは実質的に非ヒスチジン反応性部位のみが該白金化合物に結合する
ように該白金化合物を１種またそれ以上の物質と反応させることを特徴とする、物質を特
異的に標識化する方法。
【請求項１２】
　窒素含有反応性部位と硫黄含有反応性部位を異なる標識で標識化することを特徴とする
、請求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　白金化合物が以下の式のうちの１つで表される、請求項１～１２のいずれかに記載の方
法。
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【化１】

ここで、Ｐｔは白金（Ｐｔ）、ＡおよびＤは、Ｃｌ-、ＮＯ3
-、アセタート、ＨＣＯ3

-、
ＣＯ3

2-、ＺＳＯ3
-、ＳＯ3

2-、Ｉ-、Ｂｒ-、Ｆ-、アセタート、カルボキシラート、ホス
ファート、エチルニトラート、オキサラート、シトラート、ホスホナート、ＺＯ-および
水によって作られる反応部分の群から独立して選ばれ、Ｚは、水素、または１～１０の炭
素原子を有するアルキルまたはアリール基であり、
Ｘ１とＸ２は、ＮＨ3、ＮＨ2Ｒ、ＮＨＲＲ’、ＮＲＲ’Ｒ’’基によって作られる不活性
部分の群から独立して選ばれ、Ｒ、Ｒ’およびＲ’’は１～６の炭素原子を有するアルキ
ル基を表し、そして
Ｘ３は、アルキル基が安定化架橋を表す。
【請求項１４】
　安定化架橋がアルキルジアミンであることを特徴とする、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　アルキル基が２～６の炭素元素を有することを特徴とする、請求項１３または１４に記
載の方法。
【請求項１６】
　標識および／または物質の反応性部位がスペーサーを通して白金化合物の白金部分に結
合していることを特徴とする、請求項１～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
　標識が、蛍光色素、リン光標識、化学発光標識、特異結合する一対の成分、ＵＶまたは
可視光線吸収標識、放射活性標識、コロイド染料物質、還元剤、微粒子ゾルまたは金属で
あることを特徴とする、請求項１～１６のいずれかに記載の方法。
【請求項１８】
　標識が、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）、テトラメチルローダミン、ジゴキシゲニン、
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シアニン色素、ビオチン、アビジンまたはストレプトアビジンであることを特徴とする、
請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　物質が１級アミン、２級アミン、３級アミン、芳香族アミン、チオール、チオエーテル
、スルフィド、ジスルフィド、チオアミド、チオン、アミド、イミド、イミン、イミノエ
ーテルまたはアジドを含むことを特徴とする、請求項１～１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
　１種またはそれ以上の物質が、アミノ酸、ペプチド、オリゴペプチド、ポリペプチド、
蛋白質、免疫グロブリン、酵素、人工酵素、リン脂質、糖蛋白質、核酸、ヌクレオシド、
ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、ペプチド核酸、ペプチド核酸オ
リゴマー、ペプチド核酸ポリマー、アミン、アミノ配糖体の群から選ばれる物質であるこ
とを特徴とする、請求項１～１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
　１種またはそれ以上の物質が、免疫グロブリン、酵素、抗体－抗原複合体の群から選ば
れることを特徴とする、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　標識化された物質を、液状分析物の分析システムを使用して引き続き分析することを特
徴とする、請求項１～２１のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、異なった反応性部位を共に含んでいる１種またはそれ以上の物質を特異的に
標識化する方法、本発明の方法に従って標識化された物質、および本発明の方法を利用す
るための診断キットに関する。
【０００２】
　たとえば、化学的、生物学的もしくは医学的な研究または診断において物質を検出、可
視化、定量化または観察するために、物質は検出可能な標識で標識化される。標識化方法
の広範な多様性は文献で知られている（総説については、Hermanson, 1996, Bioconjugat
e techniques, Academic Press, ISBN 0-12-34-2335-X）。
【０００３】
　独特の検出可能な標識と独特な標識化の方法を選定するには、多数の要素がその役目を
果たすかもしれない。そのような要素には物質の性質、反応条件、標識された物質の検出
限界、標識化反応中の感度および物質に対する特異性が含まれる。
【０００４】
　生物有機分子を標識化するために白金化合物を使用する方法が非常に長期にわたり興味
深いと考えられてきた。検出可能な種々のタイプの標識部分を、イオン性白金に付着する
ことができる。白金化合物は、物質上の種々の反応部分と反応することができる。
【０００５】
　シス－白金化合物の使用がヨーロッパ特許出願番号９５２０１１９７．１に記載されて
いる。ここでは、白金化合物を介して生物有機分子と標識とを結合するための方法が開示
されており、その２つの配位部位は、エチレンジアミン基のような安定化架橋の２つの端
部で占められている。この既知のシス白金化合物は、ペプチド、ポリペプチド、蛋白質お
よび核酸のような数種の生物有機化合物に標識を連結するのに好適である。トランス－白
金化合物を使用する方法もまた、種々の生物有機分子を標識化するのに適していると報告
されている（ＥＰ出願９７２０１０６６．４）。
【０００６】
　種々の反応性部位に対する白金化合物の反応性は、迅速な標識化反応と広範な種々の物
質に対する優れた感度を可能にするので、多数の応用に有益である。
【０００７】
　しかしながら、たとえば、標識化の選択性を改良するために、物質の特異な反応性部位
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へ標識を導くことが望まれるだろう。また、予め選択した部位は、種々の形の生物有機化
合物を含んでいる検体のような複雑な検体中で標識化されるかもしれない。特異的なまた
は選択的な標識化は、しばしば検体精製の必要性を回避し、そして標的とされる物質がそ
の本来の性質、たとえば、３次元構造、活性、親和性などを失わないような方法で管理さ
れ得る。
【０００８】
　さらに、制御された多くの反応性部位で物質を標識化することは有益であろう。このこ
とは定量の精度を向上させそして標識化された物質の同定を容易にすることができる。そ
のような改善は有機化学、生物学および医学領域のような種々の応用に極めて価値がある
だろう。
【０００９】
　さらに、たとえば、酵素、免疫グロブリン、またはＤＮＡ－プローブのような物質の構
造または活性に影響を与えない標識化方法を発見することは、標識化化学において、しば
しば高度な課題である。
【００１０】
　本発明の目的は、異なる反応性部位を含む１種またはそれ以上の物質を共に特異的に標
的とする反応性部位で標識化する方法を提供することである。
【００１１】
　本発明によって、驚くべきことに、１種またはそれ以上の物質が白金－リンカーを介し
て標識化できることが見出された。好ましい実施形態では、該リンカーは白金－リンカー
であり、該物質は１つまたはそれ以上の硫黄含有反応性部位および／または１つまたはそ
れ以上の窒素含有反応性部位を合わせもち、そして白金化合物と標識の複合体が形成され
、該白金化合物は１種またはそれ以上の物質と反応される。本発明の好ましい実施形態で
は、実質的に硫黄を含有する反応性部位または実質的に窒素を含有する反応性部位のみが
該白金化合物と結合される。
【００１２】
　ここで使用される物質は、１つまたはそれ以上の硫黄含有反応性部位および／または１
つまたはそれ以上の窒素含有反応性部位を含むある種のものと解釈される。特に、物質は
、生物有機化合物を含め、無機または有機化合物に関する。ここで使用される生物有機化
合物は、生物学的炭素を含有する化合物を意味する。また、生物有機化合物は、たとえば
、治療もしくは予防効果、免疫応答、代謝経路などを誘導またはこれに作用することによ
って、生物学的システムにおける反応を誘導するかまたはこれに影響を与える能力のある
化合物を意味する。「物質」は、さらに、微生物、ウイルスもしくはプリオン、または、
１つまたはそれ以上の上記の硫黄または窒素反応型の反応性部位を含む材料、または、微
配列(micro-array)、微量力価測定板(microtitre plate)、試験ストリップ(test strip)
もしくは試験管のようなそれらから作られた製品、を意味する。特異的に標識化されるべ
き別個の反応性部位は、１つの物質内に、または、１つまたはいくつかの標識化される部
位を有しているが該別個の反応性部位も含んでいる多くの物質の組み合わせ（混合物、溶
液、分散物など）内に、共存する。そのような、組み合わせは、たとえば、窒素含有反応
性部位をのみを有する物質と硫黄含有反応性部位のみを有する物質の組み合わせである。
【００１３】
　原理的に、どのようなタイプの窒素含有反応性部位または硫黄含有反応部も、本発明の
方法を使用して標識化することができる。好ましい反応性部位には、一級アミン、２級ア
ミン、３級アミン、芳香族アミン、チオール、チオエーテル、スルフィド、ジスルフィド
、チオアミド、チオン、アミド、イミド、イミン、イミノエーテル、またはアジドを含有
する反応性部位が含まれる。標識化され得る物質の例は、アミノ酸（好ましくは、メチオ
ニン、システイン、ヒスチジン、リジンおよびトリプトファン）、ペプチド、オリゴペプ
チド、ポリペプチド、蛋白質、免疫グロブリン、酵素、人工酵素、リン脂質、糖蛋白質、
核酸、ヌクレオシド、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド、ペプチド
核酸、ペプチド核酸オリゴマー、ペプチド核酸ポリマー、アミン、アミノ配糖体、核ペプ
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アミノ酸、ペプチド、オリゴペプチドおよびポリペプチドの群から選ばれる。
【００１４】
　白金化合物に結合された物質は、Ｐｔ－Ｓ付加物（硫黄含有反応性部位に結合したとき
）、Ｐｔ－Ｎ付加物（窒素含有反応性部位に結合したとき）または一般に白金－付加物と
称すことができる。
【００１５】
　硫黄含有反応性部位は以後、Ｓ－反応性部位とよび、窒素含有反応性部位は、以後、Ｎ
－反応性部位とよぶことができる。
【００１６】
　白金リンカーについては、物質に標識を結合するために使用できる白金部分を意味する
。本発明で使用される好ましいリンカー化合物は配位子が結合される白金化合物である。
【００１７】
　本発明の方法は、物質の標識化を、種々の反応性部位を合わせ持っている物質または物
質のグループ内の特異的反応性部位に導くのに極めて適していることが見つけ出された。
さらに本発明の方法は標的とされる物質（の反応性部位）に対して、たとえ複雑なマトリ
ックス内でも優れた感度を有していることが見つけ出された。本発明の方法の、標識が標
識化される反応性部位を識別するための優れた能力は、なかでも、分析目的に極めて有用
である。優れた感度は、精度と定量化の機能上の範囲に貢献できるばかりでなく、標識化
された物質の均質性を向上することができる。改良された均一性は、一般に、たとえばク
ロマトグラフィーまたは電気泳動の方法による分析検体の分離または精製中の分析帯を広
げるのに有用な効果を有している。
【００１８】
　さらに、たとえ、標識化される物質が壊れやすいかまたは不安定な部分を含んでいても
、標識化された物質の構造または活性に著しく影響を与えることなく物質を選択的に標識
化できることが見つけ出された。物質がインビボまたはインビトロでの活性、好ましくは
実質的にその全ての活性保持している間、標識化された物質の検出または追跡を容易にな
るので、これは本発明の非常に有利な特徴である。活性保持の利点のために、本質的に該
物質の機能性部分の１つまたはそれ以上のＮ－またはＳ－反応性部位で標識が付かないよ
うに、免疫グロブリン、酵素、ホルモン、核酸のような物質を直接標識化できることが見
つけ出された。
【００１９】
　さらに、物質が標識化された後で、物質の立体配座が大きな影響を受けてない状態でい
るように、本発明が物質を標識化するのに使用できることが見つけ出された。本発明のこ
の実施態様は、たとえば、抗体－抗原複合体または二重鎖になったオリゴ－またはポリヌ
クレオチドをその複合体を乱すことなく標識化するのに適している。本発明のこの態様は
、また、物質または／およびある種の化学的または生化学的過程のインビトロまたはイン
ビボでの可視化に極めて有用である。
【００２０】
　好ましい白金化合物の例は、式［Ｐｔ(ＩＩ）(Ｘ１)(Ｘ２)(Ａ)(Ｄ）]のシス－もしく
はトランス白金化合物、または、式［Ｐｔ(ＩＩ）(Ｘ３)(Ａ)(Ｄ）]のシス－白金化合物
である。
【００２１】
　ここで、Ｐｔは白金（Ｐｔ）を表し、ＡおよびＤは同一または異なる反応性部分を表し
、白金化合物の標識との錯体形成と白金化合物の物質への結合にそれぞれ関与する。物質
、Ｘ１およびＸ２は同一または異なる不活性部分、Ｘ３は、たとえば２配位性の配位子の
ような安定化の架橋として作用する不活性部分を表す。
　そのような白金化合物のいくつかの例の構造表示が、以下に示されている。
【００２２】
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【化２】

【００２３】
　本発明の方法で使用する白金（ＩＩ）化合物は、公知技術のいずれかの方法を経て調整
することができる。文献は、たとえば、リーディーク等(Redijk et al., Structure and 
Bonding, 67, pp. 53-89, 1987)で見ることができる。いくつかのトランス－白金化合物
の調製は、EP-A97201066.4に開示されている。その他の調整方法は、EP-A 96202792.6お
よびEP-A 95201197.1で見ることができる。これらいずれかの文献に記載された方法をこ
こに引用し包含する。本発明の好ましい実施態様において、白金化合物はスペーサー－te
rtブトキシカルボニル／ＮＨＳ－標識経路に従って調製される。
【００２４】
　白金化合物の反応性部分（Ａ，Ｄ）は、好ましくは、良好な脱離配位子である。Ａおよ
び／またはＤが、Ｃｌ-、ＮＯ3

-、ＨＣＯ3
-、ＣＯ3

2-、ＳＯ3
2-、ＺＳＯ3

-、Ｉ-、Ｂｒ-

、Ｆ-、アセタート、カルボキシラート、ホスファート、エチルニトラート、オキサラー
ト、シトラート、ホスホナート、ＺＯ-および水の群から独立して選ばれる白金化合物が
、本発明の方法で使用するのに特に適していることが見つけ出された。Ｚはここで、水素
部分、または、１～１０の炭素原子を有するアルキルもしくはアリール基と定義される。
これらの配位子の中で、Ｃｌ-とＮＯ3

-が特に好ましい。
【００２５】
　いずれの形の不活性部分を選択することができる。ここで使用される不活性とは、その
部分が標識化過程およびその後において物質と化学的に反応することなく白金化合物に結
合したままになっていることを意味する。ＮＨ3、ＮＨ2Ｒ、ＮＨＲＲ’，ＮＲＲ’Ｒ’’
基の群から選ばれる１つまたは２つの不活性部を含んでいる白金化合物は、発明の方法で
使用される特に好ましい不活性部分であることが見つけ出され、ここでＲ、Ｒ’およびＲ
’’は、好ましくは、１～６の炭素原子を有するアルキル基を表す。Ｈ2ＮＣＨ3は、本発
明の方法で使用される特に好ましい不活性部分である。アルキル基が２～６の炭素原子を
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有するアルキルジアミンは、シス-白金化合物（たとえば、式１ｃでＸ３）における好ま
しい２配位性の不活性部分である。特に好ましい実施態様で、Ｘ３はエチレンジアミンで
ある。
【００２６】
　本発明の方法で使用される好ましい白金化合物には、シス[Ｐｔ(en)Ｃｌ2]、シス[Ｐｔ
(en)Ｃｌ（ＮＯ3）]、シス[Ｐｔ(en)（ＮＯ3）2]、トランス[Ｐｔ（ＮＨ3）2Ｃｌ2]、ト
ランス[Ｐｔ（ＮＨ3）2Ｃｌ（ＮＯ3）]およびトランス[Ｐｔ（ＮＨ3）2（ＮＯ3）2]が含
まれる。
【００２７】
　ここで標識化の用語は、標識を物質と、好ましくは白金リンカーを経て結合することを
示すために使用される。ここで使用される標識は、白金化合物または物質に結合させるこ
とができ、そして、物質を検出、追跡または可視化するために使用可能ないずれの部分(m
oiety)であってもよい。標識はいつでも白金化合物と反応させることができる。したがっ
て、本発明に従って、リンカー－標識複合体を得るために白金リンカーを標識と最初に反
応させ、それから物質と反応させることが可能であり、または、この順序が逆でも可能で
ある。好ましい実施態様では、白金リンカーを最初に標識と反応させる。
【００２８】
　白金化合物に結合させることができる限りにおいて、いずれの型の標識も使用可能であ
る。そのような標識は、放射活性標識、酵素、アビジン、ストレプトアビジンもしくはビ
オチンのような特異結合する一対の成分、ビオシチン、イミノビオチン、コロイド染料物
質、りん光標識（たとえば、ユーロピウムキレート、白金ポルフィリン）、化学発光標識
（たとえばルミノール)、蛍光色素、シアニン色素を含めて、アレクサダイ（Alexa dye,(
Molecular Probe))またはボディピーカララント(Bodipy-colorant, ( Molecular Probe))
、ローダミン、ジニトロフェノール（ＤＮＰ）、カルボキシローダミン、tert-ブトキシ
カルボニル、還元剤（エオシン、エリスロシン等）、(着色された)ラテックスゾル、ジゴ
キシゲニン、金属（ルテニウム）、金属ゾルまたはその他の特殊ゾル(セレニウム、炭素
およびこの類)、ダンシルリジン、ＵＶ染料、ＶＩＳ染料、インフラレッドダイ(Infra Re
d Dye)、クマリン(たとえばアミノメチルクマリン)、抗体、プロテインＡ、プロテインＧ
など、であり得る。
【００２９】
　なかでも、どのような物質に結合した白金とも安定な複合体を作ることができそして優
れた検出限界を生み出すことができるので、ＤＮＰ、フルオロレセイン、シアニン－着色
剤、およびテトラメチルローダミンが特に好ましい。これらの標識は、多色標識と呼ばれ
る技術に極めて好適に使用することができる。すなわち、異なった色を有している一方、
類似の化学構造を任意に有しているこの種のいくつかの着色剤が使用可能である。他の好
ましい標識には、ビオチン、アビジン、ストレプトアビジンおよびジゴキシゲニンが含ま
れる。
【００３０】
　本発明の実施態様で、標識および／または物質の反応性部位は、スペーサーを通して白
金化合物に結合することができる。そのようなスペーサーには、好ましくは、少なくとも
４つの炭素原子、そして好ましくは２０以下の炭素原子を有する鎖であり、一方の端に電
子供与部分と他の端に標識または物質と反応するための部分を含み、そして電子供与部分
を通して白金に結合している鎖が含まれる。もちろん、スペーサー、標識、物質および白
金リンカーは、いずれの順序にでも互いに結合させることができる。たとえば、スペーサ
ーをまずリンカーに結合し、次いで得られた化合物を標識と物質に結合することができる
。また、リンカーと反応させる前に、最初にスペーサーを標識に結合することも可能であ
る。スペーサーの電子供与部分は、たとえば、アミン基およびチオラートアニオンであり
得る。好ましくは、鎖にはさらに少なくとも１つのヘテロ原子がふくまれている。非常に
好ましいスペーサーは、１，６－ジアミノヘキサンおよび１，８－ジアミノ－３，６－ジ
オキサオクタンである。本発明の好ましい実施態様では、マーカーおよび／または物質へ
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の結合に先立つ中間体リンカー－スペイサー複合体として、１，６－ジアミノヘキサン　
tert-ブトキシカルボニルが使用される。言うまでもなく、標識化用の複合体には、１つ
以上の白金、たとえばヨーロッパ特許出願９７２０１０６６．４に記載されているような
２つの白金原子を含むことができる。
【００３１】
　本発明の方法で物質が特異的に標識化されるように選択するのに特に有用であると発見
されたパラメーターの１つは、ｐＨ値である。ここで使用されるｐＨは、本発明による組
成または産物の２０℃での水中におけるｐＨとして解されるべきである。本発明の実施態
様が、変更された溶媒陽子移動定数（ｐＫｗ）（すなわち変更された温度で、有機溶媒中
で）を導く環境下で実施される場合には、ここでいうｐＨは、水中２０℃のｐＨ範囲に基
づくものであると解すべきである。
【００３２】
　一般に、Ｐｔ－Ｓ付加体の生成はｐＨ非依存性であって、一方、Ｐｔ－Ｎ付加体の生成
はｐＨ依存性である。好ましい実施態様で、１つまたはそれ以上のＳ－反応性部位は、ｐ
Ｈを使用することにより１またそれ以上の窒素原子反応性部位に優先して選択的に標識化
される。
【００３３】
　指針として、好ましい実施態様では、標識化されるべきでない物質のいずれのＮ－反応
性部位の最低ｐＫａよりも低いｐＨで本発明のｐＨを選択することができ、これで１つま
たはそれ以上のＳ－反応性部位の特異的な標識化が可能となる。熟練の専門家が理解する
ように、ｐＫａに加え、標識化される物質の近傍における微細な環境の影響を含め、他の
因子もその役割を果たす。
【００３４】
　好ましい実施態様で、そのＳ－反応性部位または複数部位は、中性または酸性ｐＨで選
択的に標識化される。さらに好ましい実施態様では、そのＳ－反応性部位または複数部位
は、５またはそれ以下のｐＨで、Ｎ－反応性部位に優先して特異的に標識化される。
【００３５】
　また、約ｐＨ６と８の間で、他のＮ－反応性部位に明確に優先してヒスチジン残基を標
識化することが可能であると見つけ出された。ここで使用されるように化合物の残基は、
化合物それ自体、またはたとえばタンパク質中のアミノ酸残基のようにより大きい物質の
部分として解釈されるべきである。
【００３６】
　種々ｐＨにおけるＰｔ－ＳおよびＰｔ－Ｎ付加体の生成についての総覧が表１に示され
ている。
【００３７】
【表１】

　論理的にＰｔ－Ｓ付加体生成は１段階のプロセスである。Ｓが電子対を白金に供与した
ときに、反応性基が白金から脱離する。Ｒｔ―ＸからＰｔ－Ｓへの直接変換であるこのプ
ロセスは、ｐＨ非依存性であると信じられている。一方、Ｎ供与体は、Ｎ置換に先立って
酸素による白金化合物の反応性基の置換を必要とする。まず、Ｐｔ－ＸはＰｔ－Ｏになり
、最後にＰｔ－Ｎとなる。これは２段階反応で最初の段階はｐＨを変えることによって制
御できる。溶液のｐＨに影響を与える因子は、Ｐｔ－Ｎ付加体の生成を妨げるだろう。
【００３８】
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　また、Ｎ－反応性部位に関する白金化合物の選択性を制御するのにイオンの存在が利用
できる。１つの実施態様において、Ｓ－反応性部位の特異的標識化を高めるために、Ｎ－
反応性部位への白金化合物が付くのを阻害するのに、１種またはそれ以上の脱離配位子、
好ましくはアニオン部分が使用される。そのような脱離配位子の例には、Ｃｌ-、ＮＯ3

-

、ＨＣＯ3
-、ＣＯ3

2-、ＺＳＯ3
-、ＳＯ3

-、Ｉ-、Ｂｒ-、Ｆ-、アセタート、カルボキシラ
ート、ホスフファート、エチルニトラート、オキサラート、シトラート、ホスホナート、
ＺＯ-および水が含まれる。Ｚはここで、水素部分、または１～１０の炭素原子を有する
アルキルまたはアリール基と定義される。特に好ましい結果が陰イオン部分を含んでいる
塩を使用して得られ、これらの中で特に、塩化物が好ましい。対イオンはアルカリ陽イオ
ン、アルカリ土類陽イオンまたは標識化を導くためにも使用される陽イオン類である。好
ましい実施態様では、Ｎ－反応性部位への標識化の阻害に使用される陰イオン部分の全イ
オン強度は少なくとも０．１モル／ｌである。さらに好ましくは、全イオン強度は、０．
１から０．５モル／ｌの範囲である。
【００３９】
　たとえば遷移金属のような金属イオンの存在もまた、標識化される反応性部位の選択に
使用される。特に、Ｓ－反応性部位に優先して１つまたはそれ以上のＮ－反応性部位が効
果的に特異的に標識化されるように、そのようなイオンが、Ｓ－反応性部位の標識化を防
止するかまたは標識化されたＰｔ－Ｓ付加体を不安定にするために適していることが見つ
け出された。本発明の方法内で、たとえば、シス－白金化合物またはトランス－白金化合
物のような白金化合物の幾何異性体を使用することによって、硫黄含有反応性部位または
窒素含有反応性部位のいずれかへ白金化合物が選択的に付くように、標識化を管理するこ
とが可能である。
【００４０】
　白金化合物の嵩高い不活性部分もまた、たとえば、物質の反応性部位における標識化の
防止に使用でき、特異的な立体化学的構造を有する白金化合物から反応性部位が物質の構
造によって部分的に遮蔽される。これは、たとえば、もし物質が蛋白質、分子の集合体な
どのような複雑な三次元構造を有しているなら、可能である。
【００４１】
　本発明によると、１つまたはそれ以上の標識化されるべきでない反応性部位を遮蔽部分
で最初に遮蔽し、その後、標識もまた結合されるところの白金化合物と物質の目的の反応
性部位とを反応させることによって、物質を特異的に標識化することも可能である。
【００４２】
　ここで使用する遮蔽とは、反応性部位と、標識の反応性部位への直接的な結合を防ぐ部
分または標識と反応性部位に結合した白金との複合体形成を防ぐ部分との反応によって、
標識のための反応性部位の親和性の不活性化であると、解釈されるべきである。好ましく
は、遮蔽部分は、遮蔽されるべき反応性部位の数によりも過剰に存在する。遮蔽過程の好
ましい反応時間はその適用性に依存し、そして如何に反応条件を選択するかは、知識を有
する当業者には明瞭であろう。
【００４３】
　もう１つの好ましい実施態様では、白金化合物が特異的に該物質に結合するように白金
化合物を反応した後に、遮蔽部分は遮蔽された反応性部位から除去される。
【００４４】
　好ましい実施態様では、１種またはそれ以上の物質のＮ－反応性部位への選択的標識化
に先立ち、１つまたはそれ以上のＳ－反応性部位は、たとえば、上述した条件でトランス
－白金化合物によって遮蔽することができる。特に良好な結果が、遮蔽部分としてローダ
ミントランス－Ｐｔ（トランス［Ｐｔ（ＩＩ）（ＮＨ3）2（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－ＮＨ－
ローダミン）Ｃｌ］（ＮＯ3））で達成された。遮蔽をさらに改善するために、反応は２
と５の間で選択されたｐＨで実施され、そののちｐＨは、Ｎ－反応性部位を標識化するた
めにアルカリ性ｐＨに上昇された。他の好ましい遮蔽用化合物はカドミウム、水銀または
亜鉛複合体である。
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【００４５】
　Ｃｕ(ＩＩ）、Ｚｎ(ＩＩ）またはこれらの混合物のような遷移金属イオンの添加が、白
金付加体の標識化されたＮ－反応性部位は実質的に安定な状態を保ちながら、Ｓ－反応性
部位からトランス－白金化合物を選択的に除去するのに特に優れていることが見つけ出さ
れた。
【００４６】
　標識化を特異的にするために特定の類型の溶媒が使用され得る。特に、Ｎ－反応性部位
への反応性は、溶媒に依存して変えることができる。白金化合物へ配位子として働くこと
のできる溶媒は、Ｎ－反応性部位への反応性を減少させることができ、したがってそのよ
うな溶媒はＳ－反応性部位の標識化に好ましい。
【００４７】
　上述のパラメーターに加え、本発明の方法は、好ましくは０℃と１２０℃の範囲、さら
に好ましくは２０℃と７０℃の範囲で変化される温度；通常１分と４８時間の範囲、好ま
しくは１０分と２４時間の範囲、さらに好ましくは１５時間の範囲内の反応時間；試薬濃
度、試薬モル比、白金標識複合体の実質的な全荷電など、のようなパラメーターで、さら
に精巧に調節することができる。これらのパラメーターは、特別な応用に応じ、技術的に
既知のいずれかの方法において調節することができる。たとえば、白金標識複合体の実質
的全荷電は、中性ｐＨでのヒスチジンのＰｔ－Ｎ付加生成の特異性に影響を与える。フル
オロレセイン－およびシアニンＰｔ複合体のような中性のＰｔ複合体はＰｔ－Ｎ付加体を
生成するが、陽性荷電された白金標識複合体、たとえば、ローダミン－およびジニトロフ
ェノールＰｔ複合体は、Ｐｔ－Ｎ付加体を成生成しない。陽性荷電された白金標識化複合
体は、ペプチドおよびそのようなものの等電点以上でＮ－付加体に対し特異的な標識化を
示す。Ｓ－反応性部位に優先するＮ－反応性部位の、またはその逆の優先順位の選択的標
識化を可能にすることとは別に、本発明の方法は、ここに記載された方法を正しく選択す
ることによってＮ－反応性部位またはＳ－反応性部位を区別することもできる。
【００４８】
　たとえば、ヒスチジン残基の１つまたはそれ以上のＮ－反応性部位は、白金化合物を標
識と結合することにより、そして白金化合物が特異的に物質のヒスチジン残基に特異的に
結合するような反応条件を選択することによって、選択的に標識化することができる。そ
のような方法は、ヒスチジンの標識化をしている間は遮蔽できるＳ－反応性部位の存在下
に、またその非存在下にも、実施することができる。
【００４９】
　したがって、ペプチドまたは蛋白質のような物質は、アミノ酸または他のＮ－反応性部
位を有する物質の混合物中の１つまたはそれ以上のヒスチジン残基を、選択的に標識化す
ることができる。好ましい実施態様では、ヒスチジンの選択的標識化は、約７のｐＨ７と
全体として中性の電荷を有するＰｔ標識化複合体を選択することによって遂行される。
【００５０】
　特殊な型のＳ－反応性部位または特殊な型のＮ－反応性部位の選択的標識化は種々の応
用分野で解決策を提供する。たとえば、それは未知組成物の物質中の特殊な型の反応性部
位または検体中の特殊な物質の存在（たとえばアミノ酸混合物中のヒスチジンの存在）を
スクリーニングするために使用することができる。したがって、特異的標識化過程の繰り
返しで、いくつかの物質を異なった標識で次から次へと標識化することができ、これはた
とえば、クロマトグラフィー、電気泳動および／またはマススペクトメトリーで検体を分
離する必要がなく、いくつかの成分のスクリーニングに有用である。
【００５１】
　望まない反応性部位（たとえば、物質の機能性部位）での標識化を避けるために、さら
に標識化に特異性を賦与することも可能である。
【００５２】
　さらに、別個のＮ－反応性部位または別個のＳ反応性部位間の区別によって、多数の異
なった標識を有する物質を作り出すことが可能である。
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【００５３】
　本発明の方法で、１種またはそれ以上の標識化された物質を調製することが可能である
。本発明は、また、Ｎ－反応性部位またはＳ－反応性部位において白金化合物で特異的に
結合された物質にも関する。本発明はさらに、物質の特異な反応性部位に結合された白金
化合物を通して標識が物質に結合している、標識化された物質に関する。
【００５４】
　本発明の特異な実施態様では、物質または物質混合物の第１の反応性部位の選択的標識
化の後に、少なくとも１つの他の反応性物質が特異的にまたは非特異的に標識化される。
そのような後の標識化は、本発明に従って、白金化合物と反応させられるのとは異なった
標識を使用して実施され得るが、当該技術分野で既知の異なる型の標識化反応を使用する
ことも可能である。たとえば、Ｓ－反応性部位を特異的に標識化した後に、それに続く標
識化はアミンに反応性のある標識を使用して行なうことができる。
【００５５】
　好ましい実施態様で、後に続く標識化は、また、特異的標識化をも含む。したがって、
別個の反応性部位で種々の標識で標識化された１つの物質を調製することが可能である。
【００５６】
　このように、１種の物質または物質の混合物を種々の標識で標識化することが可能であ
ることが見いだされた。したがって、本発明は２または複数の標識さえをも有する物質に
関する。１種以上の標識で標識化することは、種々の応用に極めて有用であり得る。たと
えば、分析分離を必要とせずに混合物中の特定の物質をスクリーニング、たとえばアミノ
酸混合物中のメチオニンとヒスチジンの存在をスクリーニングするのに極めて有用である
。もう１つの実施態様では、標識化された物質が関与するプロセス、たとえば、物質がい
くつかの物質に分裂しそれぞれが異なる標識を有しているプロセスまたはその逆のプロセ
スを追跡するのに使用できる。言うまでもなく、本発明は定性分析に限定されず、特異的
に標識化された物質の定量分析も包含する。原則として、標識化された物質は、続いて、
いずれの液体分析物の分析システムでも分析することができる。本発明の特に好ましい実
施態様では、標識化された物質の分析を含み、標識化された物質は、たとえばフローサイ
トメトリーシステムのような、ハイスル－プット液体多重分析物分析システムを使用して
分析される。
【００５７】
　本発明はさらに、本発明の物質を含む診断キットに関する。本発明の診断キットは、好
ましくは、１つまたはそれ以上の窒素含有反応性部位および／または１つまたはそれ以上
の硫黄含有反応性部位で白金化合物に特異的に結合された物質、白金―リンカー調製物、
緩衝液、標識調整物、遷移金属イオン調整物、イオン強度調節用の調整物および遮蔽部分
を含む調製物からなる群から選ばれる１種またはそれ以上の調製物、を含有する。
【００５８】
　もう１つの本発明の実施態様は、本発明の方法を利用するための診断キットに関する。
そのようなキットは、たとえば、反応説明書、物質を標識化するための１種またはそれ以
上の白金化合物、１種またはそれ以上の標識、本発明の１種またはそれ以上の物質、１種
またはそれ以上の試験検体、１種またはそれ以上の他の試薬、１つまたはそれ以上の試験
管またはストリップなどを含むことができる。
　本発明はさらに以下の非限定的な実施例によって説明される。
【００５９】
　実施例１
　２つのアミノ酸（ヒスチジンとメチオニン、各０．１ミリモル）が５００μｌ重水素化
リン酸ナトリウム緩衝液（５０ｍＭ、ｐＤ＝７．００）に溶解され、少量の過剰(０．４
４ミリモル)の[Ｐｔ（ｅｎ）（ＮＨ2－ＮＨ－Ｂｏｃ）Ｃｌ］（ＮＯ）3（＝ＰｔＮ3－Ｃ
ｌ）、とともにインキュベートされた。ここでＢｏｃは（（ｅｎ）＝エチレンジアミン、
Ｂｏｃ＝tert-ブトキシカルボニル）マーカーである。反応過程は、1Ｈと195Ｐｔ核を可
視化する高分解能ＮＭＲ（ブルカー(Bruker)ＤＰＸ３００）で追跡された。結果を図１お
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にほとんど完結したことを示し、ＰｔＮ3－ＣｌからＰｔＮ3－Ｓ－付加体への信号の変化
によって証明され、一方、Ｎ－反応性部位と白金化合物間の反応は緩やかに進行(図２)し
たことを示した。２４時間の後、ヒスチジン分子の４分の１のみが標識化された。
【００６０】
　実施例２
　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）が０．５×ＰＢＳ（リン酸塩緩衝化食塩水、ｐＨ７．４
）中に１ｍｇ／ｍｌ溶液になるよう溶解された。１ｍｌのＢＳＡ検体に、０．５ｍｇのロ
ーダミン　シス－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－ＮＨ－ローダ
ミン）Ｃｌ］（ＮＯ3））が加えられた。もう１つの１ｍｌのＢＳＡ検体に、０．５ｍｇ
のローダミン　トランス－Ｐｔ(トランス[Ｐｔ（ＩＩ）（ＮＨ3）2（ＮＨ2－（ＣＨ2）6

－ＮＨ－ローダミン）Ｃｌ］（ＮＯ3））が加えられた。両方の検体が３７℃で１６時間
反応させられた。その後、非結合発蛍光団（非結合ローダミンおよび非結合ローダミン－
Ｐｔ化合物）が、１×ＰＢＳを溶出液として使用してゲル濾過（１０ｍｌセファデックス
Ｇ５０カラム、１０ｃｍ長、１ｍｌ直径）で除去された。次いで、蛋白質あたりに結合し
た発蛍光団の比率（Ｆ／Ｐ比率）が以下の式を使用して決定された。
【００６１】
【数１】

【００６２】
ここで、Ａ５２１（５２１ｎｍにおける吸光度）はウルトロスペック４０００(Ultrospec
 4000)分光光度計（ＡＰＳ）を使用して測定され、そして［ＢＳＡ］（単位μｇ／μｌで
の蛋白質濃度）はＢＣＡ試薬（ＢＣＡ蛋白測定キットnr.23225、ピース(Pierce)）で測定
された。
蛋白質に対する白金化合物の比率（Ｐｔ／Ｐ比率）は、以下の式を使用して決定された。
【００６３】
【数２】

【００６４】
ここで、［Ｐｔ］（単位μｇ／μｌでの白金濃度）は自動吸収光度法で測定された。要す
るに、白金－蛋白質結合の延長は、２６５．９ｎｍでのＰｔ線を追跡するためにスリット
帯を０．７０ｎｍに定めたパーキンエルマー原子吸光度測定器３１００(Perkin Elmer At
omic Absorption Spectrometer3000)で測定された。定量のための直線領域は１００～１
５００ｎｇ／ｍＬであった。重水素バックグラウンドの補正は分析中の間中なされ、検体
容量は０．０２０～０．０６０ｍＬの間にあった。炉パラメーターは、乾燥１２０℃／９
０秒、灰化１３００℃／６０秒、フラッシング２０℃／１５秒そして２６５０℃／５秒の
アトマイゼイションである。アルゴンガスが炉を浄化するために使用された。
結果は以下のとおりである。
【００６５】
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【００６６】
　ＢＳＡはメチオニンとシステイン残基（Ｓ－反応性部位）に富んでおり、そして上記条
件でＮ－反応性部位への反応は遅い。Ｐｔ／Ｐ比率は、シスおよびトランスー白金化合物
の両者ともがうまく蛋白質と反応することを示している。しかしながら、Ｆ／Ｐ比率は、
この実験条件下でマーカー（ローダミン）は、トランス－白金化合物から遊離され、一方
、シス－白金化合物は蛋白質への結合を留めていることを示している。このことは、トラ
ンス－白金結合反応性部位への標識の結合から反応性部位を遮蔽するために、トランス－
白金化合物が使用できることを示している。
【００６７】
　実施例３
　ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ、シグマ(Sigma);Ａ－９６４７）、アビジン－Ｄ（ベクタ
ー(Vector);Ａ－２０００）そしてヤギＩｇＧ抗－マウスＩｇＧ（全ＩｇＧ分画、腎臓学
部、ライデン大学　メディカルセンター）を、ビオチン－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ
）（ＮＨ2－（ＣＨ2）2－ＣＯ－（ＣＨ2）2－ＣＯ－（ＣＨ2）2－ＮＨ－ビオチン）ＣＬ
］（ＮＯ3））（KREATECH, ULK001）、ＤＮＰ－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2

－（ＣＨ2）6－ＮＨ－ＤＮＰ）ＣＬ］（ＮＯ3））(KREATECH, ULK003）、ローダミン－Ｐ
ｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－ＮＨ－ローダミン）ＣＬ］（ＮＯ3

））（KREATECH, ULK101）およびｄグリーン－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2

－（ＣＨ2）6－ＮＨ－ｄグリーン）ＣＬ］（ＮＯ3））（KREATECH, ULK301）で標識化す
るために使用した。ＢＳＡとＩｇＧの各標識化のために、２５０μｌＰＢＳ中の２５０μ
ｇの蛋白質が１２５μｇの標識化試薬を含有する２５０μｌの水と混合された（標識に対
する蛋白質比率＝１：０．５）。必要なときには、容量は蒸留水で０．５ｍｌに調節され
た。反応は３７℃で１６時間実施された。非結合の標識化試薬が、ＴＢＳ／０．０５％ツ
イーン２０を溶出液として使用して、ゲル濾過（セファデックスＧ２５、ＰＤ１０；ＡＰ
Ｂ）で除去された。アビジン－ＤのＤＮＰ－ＰＴ標識化は、システインを有さないかまた
は反応し得ないシステインを有しそしてメチオニンアミノ酸を有する蛋白質の標識化を最
適にするために選ばれた。アビジン－Ｄは、種々の蛋白質：標識比率と固定された比率で
、７５ｍＭと５００ｍＭのＮａ－リン酸塩－、トリスＨＣｌ－またはＮａ－炭酸塩緩衝液
中、７から１０で変化するｐＨで標識化された。標識化期間中の蛋白質濃度は０．５ｍｇ
／ｍｌに保たれたが、標識－白金試薬濃度は、０．２５から０．７５ｍｇ／ｍｌの間で変
化した。
【００６８】
　蛋白質に対する蛍光色素比率（Ｆ／Ｐ比率）も蛋白質に対するＤＮＰ比率（Ｄ／Ｐ比率
）も蛍光色吸光極大（ＤＮＰ：３６３ｎｍ、ｄグリーン：５９７ｎｍそしてローダミン：
５２１ｎｍ）における吸光度を測定することによって計算された。特別な波長におけるシ
ス－白金寄与に関して測定を調節する補正ファクターが導入され、蛋白質濃度はＢＣＡ試
薬（ピース(Piece)；２３２２５）を使用して測定された。２８０ｎｍでの蛋白質濃度の
計算は、Ｐｔ試薬のＡ２５０ｎｍ寄与で疑いがあり使用することができなかった。Ｆ／Ｐ
比率の式はＵＶ／ＶＩＳ分光法と白金無炎原子吸光分析法（Ｐｔ－ＦＡＡＳ）を使用して
それから得られた。Ｐｔ－ＦＡＡＳは、蛋白結合白金化合物の数を測定するために使用さ
れ、それにより結合した蛍光色素またはＤＮＰ－分子の正確な測定ができた。Ｆ／Ｐおよ
びＤ／Ｐ－比率を計算するために使用された式は表２に掲げられている。
【００６９】
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【表２】

　表３はＢＳＡとＩｇＧがアビジン－Ｄに比較して多くの白金に結合した蛍光色素を含ん
でいることを示している。ローダダミン－Ｐｔの場合:ＢＳＡは１蛍光色素／１６．６ｋ
Ｄを含み、ＩｇＧは１蛍光色素／１９．５ｋＤそしてアビジンは１蛍光色素／８２．５ｋ
Ｄを有している。さらに、ＤＮＰ－Ｐｔとローダミン－Ｐｔは、匹敵する反応性を有し両
者はｄグリーン－Ｐｔよりも反応性が高い。
【００７０】
【表３】
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　アビジン標識化についてＤ／Ｐ－比率を増加させるために実施された実験もまた表３に
掲げられている。標識化溶液のｐＨ７からｐＨ１０へのｐＨ増加は、低い塩条件ではほと
んどＤ／Ｐ－比率を増加させない。高い塩条件で同様の同じ実験を行った時には、顕著な
増加が見られたが、最大２のＤ／Ｐ－比率が観察され、塩またはｐＨを変えてもこれ以上
には上昇できなかった。標識化の間中に標識－Ｐｔ濃度を上昇すると、さらにＤ／Ｐ－比
率が増加することが見いだされた。
【００７１】
　実施例４
　通常のヤギ血清とマウスＩｇＧで免疫化されたヤギの血清が、ＤＮＰ－Ｐｔ(シス[Ｐｔ
（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－ＮＨ－ＤＮＰ）ＣＬ］（ＮＯ3））で、２：１（
ｗ／ｗ）のＤＮＰ－Ｐｔに対する全蛋白比率で３７℃において１６時間標識化された。マ
ウスＩｇＧが、マイクロタイタープレート上にウエル当たりコーティング濃度０、０．１
、０．３、１、３、１０、３０、１００、３００および１０００ｎｇ／ｍｌの希釈シリー
ズで固定された。このコーティング段階の後、プレートはＰＢＳ－０．０５％ツイーン２
０で３回連続して濯がれ、最後に１２５μｌＰＢＳ／２％カゼイン／３％ＢＳＡで、３７
℃において３０時間ポストコーティングされた。次に、血清がマレイン酸緩衝液（ロッシ
ュ　ダイアグノステックス）で０．５ｎｇ／μｌの蛋白質濃度溶液になるように希釈され
た。次いで、標識化された血清の１００μｌが、固定されたマウスＩｇＧに加えられ３７
℃で６０分間反応された。マイクロタイタ－プレートが１×ＰＢＳ－０．０５％ツイーン
２０で洗浄され、マレイン酸緩衝液で希釈されたＨＲＰ標識化抗－ＤＮＰ抗体（＃ＮＥＮ
７－１－９９）と３７℃で１時間インキュベートされた。非結合の抗ＤＮＰ－ＨＲＰがそ
れぞれ１ｍｌの１×ＰＢＳ－０．０５％ツイーン２０で３回洗浄されて除去された。次に
、ｐＨ５．３のクエン酸－リン酸緩衝液に希釈された１００μｌのＴＭＢ基質がウエルに
加えられ、室温（２２～２２℃）で３０分間、暗所で反応された。反応を停止するために
１００μｌの１Ｎ　Ｈ2ＳＯ4が加えられた。マウスＩｇＧに結合した本発明の標識化され
た抗マウスＩｇＧの尺度として、４５０ｎｍでの吸光度が測定された。結果は、図３に示
されている。非免疫化ヤギ血清と対照的に、免疫化されたヤギ血清を使用した試験は、結
合された抗ＮＤＰのシグナルを示し、抗マウスＩｇＧがマウスＩｇＧに選択的に結合した
ことを示した。この実験は標識としてＤＮＰの替わりにビオチンそして抗－ＤＮＰの代わ
りに替わりに抗－ビオチンを使用して反復して行われた。同様の結果が観察された。
【００７２】
　実施例５
　マイクロタイタープレート（ＭＢ，７６２０７０、グリーナー(Griener))が、ウサギ抗
－ヒトＩｇＧ（ダコ(DAKO)、Ａ０４２４）、ウサギ抗－ヒトＩｇＡ（ダコ(DAKO)、Ａ００
９２）、ウサギ抗－ヒトＩｇＭ（ダコ(DAKO)、Ａ０４２６）、ウサギ抗－ヒトＩｇＤ（ダ
コ(DAKO)、Ａ００９３）またはウサギ抗－ヒトＩｇＥ（ダコ(DAKO)、Ａ００９４）のいず
れかでコーティングされた。各抗体が１０μｇ／ｍｌの濃度で１×ＰＢＳに溶解された。
マイクロタイタープレートが１００μｌで、室温で１晩コーティングされた。次に、プレ
ートが洗浄用緩衝液（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、４．９ｍＭ　Ｎａ2ＨＰＯ4・２Ｈ2Ｏ、１
．２ｍＭ　ＫＨ2ＰＯ4、０．００５％ツイーン８０、０．００５％チメラソール(thimera
sol)）で濯がれそして、１５０μｌの１×ＰＢＳ、２％カゼイイン、３％ＢＳＡ）でポス
トコーティングされた（３７℃で３０分）。１：２５０から１：９．１０5までの範囲の
種々希釈比（血清希釈緩衝液：０．１ＭトリスｐＨ７、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、１％ＢＳ
Ａ、２％カゼイン、０．０５％ツイーン８０、０．０２５％チメラソール(thimerasol)）
で未処理の全ヒト血清（１００μｌ）が、抗－ヒトＩｇＧと抗－ヒトＩｇＡでコートされ
たプレートに加えられ、３７℃で１時間インキュベートされた。ウエルが完全に濯がれ、
抗－ヒトＩｇＧ－ＨＲＰ（ダコ(DAKO)Ｐ－２１４／保存溶液：スタビルザイムセレクト（
サーモディックス）（Stabilzyme Select(Surmodics)）での１：２０希釈、最後に血清希
釈緩衝液で１：１００に希釈された）と抗－ヒトＩｇＡ－ＨＲＰ（ダコ(DAKO)Ｐ－２１６
／保存溶液：スタビルザイムセレクト（サーモディックス）（Stabilzyme Select(Surmod
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ics)）での１：３５希釈、最後に血清希釈緩衝液で１：１００に希釈された）コンジュゲ
ートおよび標準操作に従うＴＢＳ基質を使用することにより、検出限界が確立された。
【００７３】
　４：１のＤＮＰ－Ｐｔに対する全蛋白比率でＤＮＰ－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）
（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－ＮＨ－ＤＮＰ）ＣＬ]（ＮＯ3）)を加え、混合物を１晩反応させる
ことにより同一の未処理の全ヒト血清が標識化された。次に、検体が希釈され、プレート
に加えられ（１００μｌ／ウエル）、上記と同様にインキュベートされた。検出限界が、
抗－ＤＮＰ－ＨＲＰコンジュゲート（＃ＮＥＮ７－１－９９、血清希釈緩衝液で１：１０
００希釈；１００μｌ／ウエル、３７℃で１時間）とＴＢＳ基質（室温で３０分間）を使
用することにより決定された。結果は以下のとおりである。
【００７４】

　全てのサブクラスはその抗体結合能力を維持していることが示された。
【００７５】
　実施例６
　硫酸アンモニウムの効果が評価された。最初に蛋白質が飽和（ＮＨ4）2ＳＯ4溶液の５
０、１００、２００または４００μｌのいずれかで沈殿させられた（３０分間氷上－３０
分間室温－遠心分離）。上澄み液は沈殿物から分離された。沈殿物は、０．５ｍｇ／ｍｌ
の濃度になるように０．５×ＰＢＳに溶解された（透析なしに）。蛋白質濃度は、ＢＣＡ
試薬（ピース(Pierce)、上記参照）で測定された。次に、最溶解された沈殿物は、４：１
比率（ｗ／ｗ）でＤＮＰ－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－ＮＨ
－ＤＮＰ）ＣＬ］（ＮＯ3）]で５０℃において４時間標識化された。結果は、図４に示さ
れている。
【００７６】
　また、新しい試験管に移された上澄み液がＤＮＴ－ＰＴで標識化された。０．５ｍｇの
蛋白質（上澄み液中）に、ＤＮＰ－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2－（ＣＨ2）

6－ＮＨ－ＤＮＰ）ＣＬ］（ＮＯ3））の０．１２５が加えられた。混合物は５０℃で４時
間反応させられた。結果は図５に示されている。
【００７７】
　結果は、本発明の方法は、硫酸アンモニウムで沈殿された物質または硫酸アンモニウム
溶液に溶解されている物質のいずれをも、過剰の硫酸アンモニウムを全く除去する必要な
しに標識化するのに使用できることを明示している。後者は、たとえばＮＨＳ－エステル
のような標準の標識化部分では、不可能である。
【００７８】
　実施例７
　この実施例で、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を使用して特異的標識化が実証さ
れる。選択された生物有機分子は、ミクロパーオキシダーゼである。ミクロパーオキシダ
ーゼｍｐ－１１（シグマＭ６７６５）は、２つのＮ反応性部位（リジンとヒスチジン）と
２つのＳ－反応性部位（システイン）を有する１１アミノ酸から構成されている。ｍｐ－
１１の全長の配列は、バリン－グルタミン－リジン（Ｎ）－システイン（Ｓ）－アラニン
－グルタミン－システイン（Ｓ）－ヒスチジン（Ｎ）－スレオニン－バリン－グルタミン



(18) JP 4213029 B2 2009.1.21

10

20

30

40

50

、である。ｍｐ－１１が０.５×ＰＢＳ（ｐＨ７．２）に１ｍｇ／ｍｌの濃度で溶解され
た。この溶液の１部分（０．２５ｍｇ）がＦｌｕ－ＵＬＳで、１:０.２５の比率で０.５
×ＰＢＳ（最終容量４９９９.５μｌ）中、５０℃で４時間標識化された。フルオロレセ
イン標識ｍｐ－１１溶液はｐＤ－１０カラム（ＡＰＢnr.17-0851-01 )で精製された。溶
液の精製に先立ち、カラムは５ｍｌの０．５×ＰＢＳで３回濯がれた。フルオロレセイン
標識ｍｐ－１１溶液は、ウルトロスペクック(Ultrospec)４０００分光光度計（ＡＰＢ）
で分析された。続いて、フルオロレセイン標識ｍｐ－１１はローダミン－ＵＬＳ（比率１
：０．２５）で標識化された。標識化は、４℃で１晩、実施された。次いで、溶液は上記
のように精製され、分析された。
【００７９】
　結果は、図６に示されている。データは、ｍｐ－１１はフルオロレセイン（Ａ４７０　
ＦＡＭ５０）とローダミン（Ａ５１０　ＦＡＭ５０　Ｒｏ４）とで標識化されていること
を示す。高いローダミンの特異的発光は、二重標識化されたｍｐ－１１が４７０ｎｍ（こ
れはフルオロレセインの励起波長である）で照射されたときに、明瞭である。励起の後に
、フルオロレセインは十分なエネルギーを近くのローダミンに移動し、５１０ｎｍにおけ
るローダミンの直接的励起なしに、５７０ｎｍにおけるローダミンの蛍光を導く。これが
ＦＲＥＴである。
【００８０】
　実施例８
　ｐＨ４または４でシスまたはトランスローダミン－Ｐｔでウシ血清アルブミン（ＢＳＡ
）が標識化された。ＢＳＡが１×ＰＢＳ（リン酸塩緩衝化食塩水、ｐＨ＝７．４）中に３
％の量で溶解された。この溶液の少量（３.３μｌ）が以下の計画に従って標識化された
：(a)０.００７５Ｍ　ＮａＡｃ／クエン酸緩衝液ｐＨ４（最終容量１ｍｌ）中の１ｍｇ／
ｍｌ保存溶液の２５μｌローダミン　シス－Ｐｔ(シス[Ｐｔ（ＩＩ）（ｅｎ）（ＮＨ2－
（ＣＨ2）6－ＮＨ－ローダミン）ＣＬ］（ＮＯ3））を加える；(b) ０.００７５ＭＮａＡ
ｃ／クエン酸緩衝液ｐＨ４（最終容量１ｍｌ）中の２ｍｇ／ｍｌ保存溶液の１２．５μｌ
ローダミン　トランス－Ｐｔ(トランス[Ｐｔ（ＩＩ）（ＮＨ3）2（ＮＨ2－（ＣＨ2）6－
ＮＨ－ローダミン）ＣＬ］（ＮＯ3））を加える；(c)０.５×ＰＢＳｐＨ７中である以外
は(a)に同じ;(d) ０.５×ＰＢＳｐＨ７中である以外は(b)に同じ。すべての場合において
、標識に対する蛋白質比率は１：０．２５である。標識化は、５０℃で４時間実施された
。その後、標識化されたＢＳＡはカラムで精製された。検体の目視での評価によると、(b
)および(d)には明瞭な着色された溶液を認めなかったが、(a)および(c)では着色されてい
た（cがaよりも強い）。
【００８１】
　実施例９
　ソフト遷移金属の効果が、特異的標識化条件をさらに制御するために評価された。１０
ｍＭ　リン酸ナトリウムｐＨ８と２０ｍＭ　ＮａＣｌ中にＤＮＰ－Ｐｔ（最終濃度、０．
２ｍＭ）またはＲｈｏ－Ｐｔ（最終濃度、０．２ｍＭ）のいずれかを含んでいる溶液に、
Ｎ－アセチルメチオニン（最終濃度、２ｍＭ）またはＮ－アセチルヒスチジン（最終濃度
、２ｍＭ）の１０倍過剰量が加えられた。標識－白金化合物とＳ－反応性部位およびＮ－
反応性部位を含むアミノ酸との反応速度に及ぼすソフト遷移金属の存在の影響を研究する
ために、各溶液にＣｄＣｌ2またはＫ2ＰｄＣｌ4の０、１、２、または５当量が加えられ
た。反応は３７℃で実施された。遷移金属を添加したときにｐＨが低下したことは注目す
べきである。このことはこの実験で使用された全ての遷移金属について観察された。ｐＨ
の低下は、パラジウムについて最も顕著であり、カドミウムについて最も少なかった。標
識－Ｐｔの消失が尺度として選択され、ソフト遷移金属（すなわち、Ｐｄ，Ｃｄ等）の添
加がない検体が対照となった。そのような添加ソフト遷移金属を含有する検体中の測定さ
れた相対的変化は、ＮまたはＳ－反応性部位を有するアミノ酸の標識化特性に及ぼすその
ような化合物の存在と濃度の効果に関する尺度である。結果は表４に示されている。結果
は、メチオニンの標識化が極めて速いことを示している。この発見は、上に示されたデー
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。しかしながらパラジウムの添加は、濃度依存的に顕著に反応を阻害する。ヒスチジンの
標識化はきわめて遅く、カドミウムが添加されたときに減少する。ヒスチジンに対して５
倍の過剰量のカドミウムは、最初の場所で標識化が起こることを妨害した。パラジウムは
低濃度で存在するときにはヒスチジンとの反応を加速するように見え、高濃度では反応は
低下する。しかしながらこの反応速度の変化は、ソフト遷移金属の存在、またはその混合
物によるのではなく、部分的にはｐＨの変化にもよるだろう。パラジウムはまた、Ｓ－反
応性部位（たとえばメチオニン）およびＮ－反応性部位（たとえばヒスチジン）を含有す
る両方のアミノ酸の標識化に効果があるが、メチオニンに対する効果が大きい。このこと
は硫黄の標識化を選択的に減少させるための優れた機会を提供する。
【００８２】
　実施例１０
　牛血清アルブミン（ＢＳＡ、シグマ；Ａ－９６４７）が２０ｍＭリン酸塩緩衝液ｐＨ８
または２０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液ｐＨ４中に、濃度５ｍｇ／ｍｌで溶解された。この
溶液の１部分に、Ｆｌｕ－Ｐｔ、Ｒｈｏ－Ｐｔ、Ｆｌｕ－ＮＨＳ（モレキュラープローブ
ズ(Molecular Probes)、Ｃ－６１６４、１０ｍｇ／ｍｌの濃度でＤＭＳＯ中に溶解されて
いる）またはＲｈｏ－ＮＨＳ（モレキュラープローブズ(Molecular Probes)、Ｃ－６１２
３、５ｍｇ／ｍｌの濃度でＤＭＳＯ中に溶解されている）が１０倍の過剰量で添加された
。標識化反応は、３７℃で１晩実施された。全ての検体がカラム精製（ＰＤ１０）で精製
され、分光光度計で標準の手順に従って分析された。ＮＨＳ標識に関する標識化は低ｐＨ
でほとんど起こらないという結果であったが、Ｆｌｕ－Ｐｔ標識は顕著に高いＦ／Ｐ比率
を示した。ベースラインＦｌｕ－ＮＨＳ値は、標識（陰性荷電）の蛋白質（陽性荷電）へ
の非特異的結合に主として起因していることに注意すべきである。標識両者は、低ｐＨで
のＦｌｕ－Ｐｔ値と相応して、中性ｐＨで匹敵するＦ／Ｐ比率を生成した。低ｐＨでＲｈ
ｏ－ＮＨＳ値に比べてＲｈｏ－Ｐｔ値が低かったことを除いて、ローダミンについて同様
の結果が得られた。この場合、低ｐＨ実験に対応するデータは、実際のベースライン値で
あり標識化されないかまたはほとんど標識化されないことを示している。この発見は、蛋
白質の荷電の観点で標識化化合物の総合的な実質的荷電の結果として少なくとも部分的に
説明できるかもしれない。この例は、種々の標識化技術の成功的な使用と本発明の範囲に
寄与する強い静電気的相互作用を実証している。
【００８３】
　実施例１１
　上皮細胞成長因子（ＥＦＧ、シグマ；Ｅ９６４４）が濃度１ｍｇ／ｍｌで５０ｍＭリン
酸塩緩衝液ｐＨ８に溶解された。ＥＦＧ溶液の１部分に、１０倍過剰量のＦｌｕ－ＮＨＳ
（モレキュラープローブズ(Molecular Probes)、Ｃ－６１６４、１０ｍｇ／ｍｌの濃度で
ＤＭＳＯ中に溶解されている）またはＦｌｕ－Ｐｔ（クレアテック(KREATECH)、ＵＬＫ０
０４）が添加された。標識化反応は、１晩、３０℃と３７℃でそれぞれＦｌｕ－ＮＨＳと
Ｆｌｕ－Ｐｔ標識について実施された。次いで、検体はカラム精製（ＰＤ１０）で精製さ
れ、分光光度計で標準の手順に従って分析された。結果は、Ｆｌｕ－ＮＨＳとＦｌｕ－Ｐ
ｔ標識についてそれぞれ０．０７と０．２８のＦ／Ｐ比率を示した。ＥＦＧはリジンを含
有していない、したがって、ＮＨＳ標識化のための好ましい標的ではない。ＮＨＳ複合体
にとっては末端のアミノ基がただ潜在的な標識化部位として働くだけである。同様の反応
条件で顕著に高いＦ／Ｐ比率がＦｌｕ－Ｐｔ複合体について達成された。
【００８４】
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【表４】

【図面の簡単な説明】
【００８５】
【図１】室温でのＰｔとＮ－Ａｃ－メチオニン間の付加体生成を示す図である。
【図２】室温でのＰｔとヒスチジン間の付加体生成を示す図である。
【図３】マウスＩｇＧに結合した本発明の標識化された抗マウスＩｇＧの吸光度を測定し
た結果を示す図である。
【図４】硫酸アンモニウムで沈殿されたＩｇＧ血清蛋白質を標識化した結果を示す図であ
る。
【図５】硫酸アンモニウムで沈殿されたＩｇＧ血清蛋白質を標識化した結果を示す図であ
る。
【図６】ミクロパーオキシダーゼｍｐ－１１を標識した結果を示す図である。
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