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(54)【発明の名称】 スルホン化［８，９］ベンゾフェノキサジン色素およびそれらの標識結合体の使用

(57)【要約】
蛍光スルホン化３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフ
ェノキサジン色素が提供され、これらは、生体高分子お
よび他の基質を標識するのに、特に有用である。この色
素標識結合体は、無傷の生体細胞を使用する細胞表面ア
ッセイを含めた種々の状況で、また、核酸検出方法で、
使用できる。これらの新しい色素は、水溶性であり、種
々の物質（例えば、ポリヌクレオチド、ヌクレオシド、
ヌクレオチド、ペプチド、タンパク質、抗体、炭水化物
、リガンド、粒子および表面）に共役できる。



(2) 特表２００３－５３１９４６

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  ３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン構造を

含む色素化合物であって、ここで、該化合物は、少なくとも１個のスルホネート

置換基を含有する、

  化合物。

    【請求項２】  任意の会合した対イオンを含む、次式：

【化１】

により規定される、請求項１に記載の色素化合物であって、ここで：

  Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４、Ｒ６、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３およびＲ１４が、単独であ

る場合、別々に、水素、スルホネート、カルボキシレート、ホスホネート、ホス

フェート、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ６アルキル、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル、Ｃ５～

Ｃ１４アリール、１個もしくはそれ以上の同一もしくは異なるＷ基で置換された

Ｃ５～Ｃ１４アリール、－ＯＲ
Ａ、－ＳＲＡ、－ＮＲＡＲＢ、－ＣＮ、－ＮＯ２

、－Ｃ（Ｏ）ＲＡまたは反応性連結基であり；

  Ｒ１が、Ｒ２と一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１個もしく

はそれ以上の同一もしくは異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリーレノであ

り；

  Ｒ３、Ｒ３’、Ｒ７およびＲ７’が、単独である場合、別々に、水素、反応性

連結基、脂肪族カチオン鎖、Ｃ１～Ｃ６アルキルまたはＣ５～Ｃ１４アリールで

あり；

  Ｒ３が、Ｒ３’と一緒になる場合、Ｃ２～Ｃ８アルキルジイルであり；
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  Ｒ７が、Ｒ７’と一緒になる場合、Ｃ２～Ｃ８アルキルジイルであり；

  Ｒ１１およびＲ１２が、一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１

個もしくはそれ以上の同一もしくは異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリー

レノであり；

  Ｒ１２およびＲ１３が、一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１

個もしくはそれ以上の同一もしくは異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリー

レノであり；

  Ｒ１３およびＲ１４が、一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１

個もしくはそれ以上の同一もしくは異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリー

レノであり；

  各Ｗが、別個に、水素、スルホネート、カルボキシレート、ホスホネート、ホ

スフェート、ハロゲン、Ｃｌ～Ｃ６アルキル、－ＯＲ
Ａ、－ＳＲＡ、－ＮＲＡＲ

Ｂ、－ＣＮ、－ＮＯ２または－Ｃ（Ｏ）Ｒ
Ａであり；そして

  各ＲＡおよび各ＲＢが、別個に、水素またはＣｌ～Ｃ６アルキルであるが、

  但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４、Ｒ６、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３およびＲ１４の少な

くとも１個が、スルホネートであるか、またはＲ１２およびＲ１３が、一緒にな

って、ベンゾ環に結合した少なくとも１個のスルホネートを含むベンゾであるか

、またはＲ３、Ｒ３’、Ｒ７およびＲ７’の少なくとも１個が、Ｃｌ～Ｃ６アル

キルスルホネートまたはＣ４～Ｃ１０アリールスルホネートである、色素化合物

。

    【請求項３】  次式：

【化２】
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により規定される、請求項２に記載の色素化合物であって、ここで：

  Ｒ１５、Ｒ１６、Ｒ１７およびＲ１８が、別々に、水素、スルホネート、カル

ボキシレート、ホスホネート、ホスフェート、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ６アルキル、

Ｃ５～Ｃ１４アリール、１個もしくはそれ以上の同一もしくは異なるＷ基で置換

されたＣ５～Ｃ１４アリール、－ＯＲ
Ａ、－ＳＲＡ、－ＮＲＡＲＢ、－ＣＮ、－

ＮＯ２、－Ｃ（Ｏ）Ｒ
Ａまたは反応性連結基である、色素化合物。

    【請求項４】  請求項２に記載の化合物であって、ここで：

  Ｒ２およびＲ３が、Ｃ２－環原子、Ｃ３－環原子および３－窒素原子と一緒に

なって、５員～７員環を形成し、この環原子が、炭素、窒素、酸素および硫黄か

らなる群から選択されるか、または

  Ｒ３’およびＲ４が、３－窒素原子、Ｃ３－環原子およびＣ４－環原子と一緒

になって、５員～７員環を形成し、この環原子が、炭素、窒素、酸素および硫黄

からなる群から選択されるか、または

  Ｒ６およびＲ７’が、Ｃ６－環原子、Ｃ７－環原子および７－窒素原子と一緒

になって、５員～７員環を形成し、この環原子が、炭素、窒素、酸素および硫黄

からなる群から選択されるか、または

  Ｒ７およびＲ１４が、７－窒素原子、Ｃ７－環原子およびＣ８－環原子および

Ｃ１４－環原子と一緒になって、５員～７員環を形成し、この環原子が、炭素、

窒素、酸素および硫黄からなる群から選択される、色素化合物。

    【請求項５】  前記５員～７員環が、ｇｅｍ－二置換炭素原子を含有する、

請求項４に記載の色素化合物。
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    【請求項６】  前記ｇｅｍ－二置換炭素原子が、同一または異なり得る２個

のＣ１～Ｃ６アルキル基で置換されている、請求項５に記載の色素化合物。

    【請求項７】  前記Ｃ１～Ｃ６アルキル基が、メチルである、請求項６に記

載の色素化合物。

    【請求項８】  Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４およびＲ６が、それぞれ、水素である、請

求項２に記載の色素化合物。

    【請求項９】  Ｒ３およびＲ３’が、それぞれ別個に、Ｃ１～Ｃ３アルキル

である、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１０】  Ｒ１およびＲ２が、一緒になって、［１，２］ベンゼノ、

［１，２］ナフタレノまたは［２，３］ナフタレノである、請求項２に記載の色

素化合物。

    【請求項１１】  Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３およびＲ１４が、それぞれ、水素

である、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１２】  Ｒ１１およびＲ１２が、一緒になって、［１，２］ベンゼ

ノである、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１３】  Ｒ１２およびＲ１３が、一緒になって、［１，２］ベンゼ

ノである、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１４】  Ｒ１３およびＲ１４が、一緒になって、［１，２］ベンゼ

ノである、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１５】  前記脂肪族カチオン鎖が、－（ＣＨ２）ｎ－ＮＲ２、－（

ＣＨ２）ｎ－
＋ＮＲ３、－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ２－（ＣＨ２）ｎ－ＮＲ２また

は－（ＣＨ２）ｎ－
＋ＮＲ２－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ３であり、各ｎが、別個に

、２～３の整数であり、そしてＲの各存在が、別個に、水素およびＣ１～Ｃ６ア

ルキルから選択される、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１６】  前記アルキルスルホネートが、－（ＣＨ２）ｎ－ＳＯ３Ｈ

であり、そしてｎが、１～６の整数である、請求項２に記載の色素組成物。

    【請求項１７】  前記アリールスルホネートが、以下：

【化３】
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であり、そしてｎが、０または１である、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１８】  前記反応性連結基が、スクシンイミジルエステル、イソチ

オシアネート、塩化スルホニル、２，６－ジクロロトリアジニル、ペンタフルオ

ロフェニルエステル、ホスホラミダイト、マレイミド、ハロアセチルまたはヨー

ドアセトアミドである、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項１９】  次式：

【化４】
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により規定される、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項２０】  次式：

【化５】
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のうち１つにより規定され、ここで、Ｒ３およびＲ３’が、別個に、水素または

Ｃ１～Ｃ６アルキルである、請求項２に記載の色素化合物。

    【請求項２１】  請求項２に記載の色素化合物で基質を標識する方法であっ

て、基質－色素結合体を形成するのに有効な条件下にて、該色素化合物の反応性

連結基を基質と接触させる工程を包含する、方法。

    【請求項２２】  前記反応性連結基が、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドであ

る、請求項２１に記載の方法。

    【請求項２３】  前記反応性連結基が、ホスホラミダイトである、請求項２

１に記載の方法。

    【請求項２４】  前記基質が、ポリヌクレオチド、ヌクレオチド、ヌクレオ

シド、ポリペプチド、炭水化物、リガンド、粒子または表面である、請求項２１

に記載の方法。

    【請求項２５】  前記粒子が、ナノ粒子、微小球体、ビーズまたはリポソー

ムである、請求項２４に記載の方法。

    【請求項２６】  前記表面が、ガラス表面である、請求項２４に記載の方法

。

    【請求項２７】  リンカーによりアクセプター化合物に連結されたドナー化

合物を含有する、エネルギー移動色素化合物であって、ここで、

  該ドナー化合物は、第一波長で、光の吸収に応答して、励起エネルギーを放射

でき、そして

  該アクセプター化合物は、該ドナー化合物により放射された該励起エネルギー

を吸収すると、第二波長で、蛍光を発することができ、
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  ここで、該ドナー化合物および該アクセプター化合物の少なくとも１種は、請

求項１に記載の化合物である、

  エネルギー移動色素化合物。

    【請求項２８】  前記リンカーが、以下の構造：

【化６】

を有する、請求項２７に記載のエネルギー移動色素化合物。

    【請求項２９】  前記リンカーが、以下の構造：

【化７】

を有する、請求項２７に記載のエネルギー移動色素化合物。

    【請求項３０】  前記リンカーが、以下の構造：

【化８】

を有し、そしてｎが、１または２である、請求項２７に記載のエネルギー移動色

素化合物。

    【請求項３１】  次式：

【化９】



(10) 特表２００３－５３１９４６

により規定される、化合物であって、ここで：

  ＤＹＥは、請求項１に記載の色素化合物または請求項２７に記載のエネルギー

移動色素化合物であり；

  Ｌは、リンカーであり；

  Ｂは、核酸塩基であり；

  Ｒ１９は、Ｈ、モノホスフェート、ジホスフェート、トリホスフェート、また

はそれらのホスフェートアナログであり；そして

  Ｒ２０およびＲ２１は、単独である場合、それぞれ別個に、Ｈ、ＨＯ、Ｆ、ホ

スホラミダイト基、もしくはポリメラーゼ媒介重合を阻害する部分であるか、ま

たは一緒になる場合、２’－３’－ジデヒドロリボースを形成する、

  化合物。

    【請求項３２】  Ｂが、ウラシル、チミン、シトシン、アデニン、７－デア

ザアデニン、グアニン、７－デアザグアノシン、７－デアザ－８－アザグアニン

または７－デアザ－８－アザアデニンである、請求項３１に記載の化合物。

    【請求項３３】  Ｌが、以下：

【化１０】

であり、そしてｎが、０、１または２である、請求項３１に記載の化合物。

    【請求項３４】  酵素的に取り込み可能である、請求項３１に記載の化合物

。

    【請求項３５】  ターミネーターである、請求項３１に記載の化合物。
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    【請求項３６】  Ｒ１９が、トリホスフェート、α－チオトリホスフェート

またはトリホスフェートエステルアナログであり、そしてＲ２０およびＲ２１が

、単独である場合、それぞれ別個に、Ｈ、Ｆ、またはポリメラーゼ媒介重合を阻

害する部分であるか、または一緒になる場合、２’－３’－ジデヒドロリボース

を形成する、請求項３５に記載の化合物。

    【請求項３７】  酵素的に伸長可能である、請求項３１に記載の標識ヌクレ

オシドまたはヌクレオチド。

    【請求項３８】  次式：

【化１１】

により規定される、ポリヌクレオチドであって、ここで：

  該ポリヌクレオチドは、２個またはそれ以上のヌクレオチドを含有し；

  ＤＹＥは、請求項１に記載の色素化合物または請求項２７に記載のエネルギー

移動色素化合物であり；

  Ｌは、リンカーであり；

  Ｂは、核酸塩基であり；

  Ｒ２１は、Ｈ、ＯＨ、ハライド、アジド、アミン、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル

、Ｃ１～Ｃ６アルキル、アリル、Ｃ１～Ｃ６アルコキシ、－ＯＣＨ３または－Ｏ

ＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２であり；そして

  Ｒ２２およびＲ２３は、別個に、Ｈ、ホスフェート、ヌクレオチド間ホスホジ

エステルまたはヌクレオチド間アナログである、

  ポリヌクレオチド。

    【請求項３９】  次式：

【化１２】
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により規定される、化合物であって、ここで：

  該化合物は、２個またはそれ以上のヌクレオチドを含有し；

  ＤＹＥは、請求項１または請求項２７に記載の化合物であり；

  Ｌは、リンカーであり；

  Ｘは、Ｏ、ＮＨまたはＳであり；

  Ｂは、核酸塩基であり；

  Ｒ２１は、Ｈ、ＯＨ、ハライド、アジド、アミン、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル

、Ｃ１～Ｃ６アルキル、アリル、Ｃ１～Ｃ６アルコキシ、－ＯＣＨ３または－Ｏ

ＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２であり；そして

  Ｒ２２は、ヌクレオチド間ホスホジエステルまたはヌクレオチド間アナログで

ある、

  化合物。

    【請求項４０】  Ｌが、Ｃ１～Ｃ１２アルキルジイルである、請求項３９に

記載の化合物。

    【請求項４１】  Ｌが、－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－を含み、そしてｎが、１

～１００である、請求項３９に記載の化合物。

    【請求項４２】  次式：

【化１３】
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により規定される、ホスホラミダイト化合物であって、ここで：

  ＤＹＥは、請求項１に記載の化合物であり；

  Ｌは、リンカーであり；

  Ｒ２４およびＲ２５は、別々に、Ｃ１～Ｃ１２アルキル、Ｃ４～Ｃ１０アリー

ル、または１０個までの炭素原子を含有するシクロアルキルであるか；またはＲ

２４およびＲ２５は、該ホスホラミダイト窒素原子と一緒になって、飽和窒素複

素環を形成し；そして

  Ｒ２６は、ホスファイトエステル保護基である、

  ホスホラミダイト化合物。

    【請求項４３】  Ｒ２６が、メチル、２－シアノエチルまたは２－（４－ニ

トロフェニル）エチルである、請求項４２に記載のホスホラミダイト化合物。

    【請求項４４】  Ｒ２４およびＲ２５が、それぞれ、イソプロピルである、

請求項４２に記載のホスホラミダイト化合物。

    【請求項４５】  Ｌが、Ｃ１～Ｃ１２アルキルジイルである、請求項４２に

記載のホスホラミダイト化合物。

    【請求項４６】  Ｌが、前記３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキ

サジン構造の３－窒素原子または７－窒素原子に結合される、請求項４２に記載

のホスホラミダイト化合物。

    【請求項４７】  次式：

【化１４】

により規定される、ホスホラミダイト化合物であって、ここで：

  ＤＹＥは、請求項１に記載の化合物である、

  ホスホラミダイト化合物。
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    【請求項４８】  式Ｐ－Ｌ－ＤＹＥにより規定される標識結合体であって、

ここで：

  Ｐは、ポリペプチドであり；

  Ｌは、リンカーであり；そして

  ＤＹＥは、請求項１に記載の色素化合物または請求項２７に記載のエネルギー

移動色素化合物である、

標識結合体。

    【請求項４９】  Ｌが、アミド結合である、請求項４８に記載の結合体。

    【請求項５０】  Ｌが、カルボキシル末端、アミノ末端、リジン側鎖、アス

パラギン酸側鎖またはグルタミン酸側鎖を介して、Ｐに結合される、請求項４８

に記載の結合体。

    【請求項５１】  Ｐが、ストレプトアビジン、カスパーゼ切断基質または抗

体である、請求項４８に記載の結合体。

    【請求項５２】  細胞表面レセプターを検出する方法であって、請求項４８

に記載の結合体を細胞の表面レセプターに結合する工程および結合した結合体か

らの蛍光信号を検出する工程を包含する、

  方法。

    【請求項５３】  ビーズベース免疫捕捉法であって、請求項４８に記載の結

合体を抗体被覆ビーズに結合する工程および結合した結合体からの蛍光信号を検

出する工程を包含する、

  方法。

    【請求項５４】  標識ポリヌクレオチドを合成する方法であって、請求項４

２に記載のホスホラミダイト化合物を、固体支持体に結合したポリヌクレオチド

にカップリングする工程を包含する、

  方法。

    【請求項５５】  標識ポリヌクレオチドを合成する方法であって、ヌクレオ

シドホスホラミダイトを、請求項１に記載の固体支持体結合色素化合物または請

求項２７に記載の固体支持体結合エネルギー移動化合物にカップリングする工程

を包含する、
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  方法。

    【請求項５６】  標識ポリヌクレオチドを合成する方法であって、請求項１

に記載の色素化合物または請求項２７に記載のエネルギー移動色素化合物を、ポ

リペプチドにカップリングする工程を包含する、

  方法。

    【請求項５７】  標識プラスマー伸長産物を産生する方法であって、（ｉ）

連続プライマー伸長部を支持できる酵素的に伸長可能なヌクレオチドの混合物お

よび（ｉｉ）ターミネーターの存在下にて、プライマー－標的ハイブリッドを酵

素的に伸長する工程を包含し、ここで、該プライマーまたは該ターミネーターは

、請求項１に記載の色素化合物または請求項２７に記載のエネルギー移動色素化

合物で標識されている、

  方法。

    【請求項５８】  以下の工程を包含する、連結方法：

  ２本のポリヌクレオチドプローブを標的ヌクレオチド配列にアニールする工程

、および

  該プローブの一方の５’末端と他方のプローブの３’末端との間で、ホスホジ

エステル結合を形成する工程であって、

  ここで、一方または両方のプローブは、請求項１に記載の色素化合物または請

求項２７に記載のエネルギー移動色素化合物を含有する、

  方法。

    【請求項５９】  フラグメント分析方法であって、該方法は、以下：

  ポリヌクレオチドフラグメントをサイズ依存分離プロセスにかける工程であっ

て、ここで、該フラグメントは、請求項１に記載の色素化合物または請求項２７

に記載のエネルギー移動色素化合物を含有する、工程；および

  該分離プロセスを開始した後、標識したポリヌクレオチドフラグメントを検出

する、工程、

を包含する、方法。

    【請求項６０】  前記フラグメントが、移動度調節標識で標識される、請求

項５９に記載の方法。
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    【請求項６１】  前記分離プロセスの前に、前記フラグメントが、連結によ

り形成される、請求項５９に記載の方法。

    【請求項６２】  前記分離プロセスが、電気泳動であり、そして前記標識ポ

リヌクレオチドフラグメントが、蛍光により検出される、請求項５９に記載の方

法。

    【請求項６３】  増幅方法であって、該方法は、以下：

  ２本またはそれ以上のプライマーを標的ＤＮＡ配列にアニールする、工程；お

よび

  該プライマーを、ポリメラーゼおよび酵素的に伸長可能なヌクレオチド混合物

により伸長する、工程、を包含し、

  ここで、プライマーまたはヌクレオチドは、請求項１に記載の色素で標識され

る、

  方法。

    【請求項６４】  増幅方法であって、該方法は、以下：

  ２本またはそれ以上のプライマーおよび蛍光色素クエンチャープローブを標的

ＤＮＡ配列にアニールする、工程；および

  該プライマーを、ポリメラーゼおよび酵素的に伸長可能なヌクレオチド混合物

により伸長する、工程、を包含し、

  ここで、該プローブは、請求項１に記載の色素で標識される、

  方法。

    【請求項６５】  ポリヌクレオチドを標識するキットであって、請求項１に

記載の反応性連結基を含む色素化合物およびポリヌクレオチドを含有する、

  キット。

    【請求項６６】  ポリヌクレオチドを標識するキットであって、請求項４２

に記載のホスホラミダイト化合物およびポリヌクレオチドを含む、

  キット。

    【請求項６７】  標識プライマー伸長産物を産生するキットであって、連続

プライマー伸長部を支持できる酵素的に伸長可能なヌクレオチド、ターミネータ

ーおよびプライマーを含み、ここで、該プライマーまたは該ターミネーターは、
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請求項１に記載の色素化合物で標識される、

  キット。

    【請求項６８】  標識プライマー伸長産物を産生するキットであって、連続

プライマー伸長部を支持できる酵素的に伸長可能なヌクレオチド、ターミネータ

ーおよびプライマーを含み、ここで、該プライマーまたは該ターミネーターは、

請求項２７に記載のエネルギー移動色素化合物で標識される、

  キット。

    【請求項６９】  標識プライマー伸長産物を産生するキットであって、連続

プライマー伸長部を支持できる酵素的に伸長可能なヌクレオチド、ターミネータ

ーおよびプライマーを含み、ここで、該プライマーまたは該ターミネーターは、

請求項１９に記載の色素化合物で標識される、

  キット。

    【請求項７０】  前記ターミネーターが、４種の異なる移動度調節ターミネ

ーターのセットであり、その１種が、標的Ａで終止し、その１種が、標的Ｇで終

止し、その１種が、標的Ｃで終止し、その１種が、標的ＴまたはＵで終止する、

請求項６９に記載のキット。

    【請求項７１】  前記４種の異なるターミネーターのセットが、移動度合致

ターミネーターである、請求項７０に記載のキット。

    【請求項７２】  ポリペプチドを標識するキットであって、請求項１に記載

の反応性連結基を含む色素化合物およびポリペプチドを含有する、

  キット。

    【請求項７３】  前記反応性連結基が、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエ

ステルである、請求項７２に記載のキット。

    【請求項７４】  ビーズベース免疫捕捉アッセイ用キットであって、請求項

４８に記載の結合体および抗体被覆ビーズを含有する、

  キット。

    【請求項７５】  細胞表面レセプター検出用キットであって、請求項４８に

記載の結合体、および該結合体を細胞の表面レセプターに結合する試薬を含有す

る、
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  キット。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （Ｉ．発明の分野）

  本発明は、スルホン化３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン色

素化合物およびそれらの使用に関する。

      【０００２】

  （ＩＩ．発明の背景）

  蛍光試薬により、多くの分野（生物学的用途、生物医学用途、遺伝子用途、発

酵用途、水産養殖用途、農業用途、法医学用途および環境用途を含む）において

、生命科学研究が可能になっている。蛍光プローブおよび蛍光染色は、生体高分

子を同定し、細胞内外の特定の生体成分を検出する。一般的な例は、細胞表面の

レセプターを検出するために蛍光標識抗体を使用することである。別の例は、核

酸を特性付けるためにゲル電気泳動を広く使用することであるが、その１つの限

界は、核酸バンドを検出するのに使用される方法の感度である。

      【０００３】

  蛍光標識を利用する生物学的分析物の検出は、放射性標識の必要性を排除し、

それにより、安全性が高まり、環境に対する悪影響および放射性廃棄物処理に付

随した費用が少なくなる。蛍光検出法を使用する方法の例には、自動ＤＮＡ配列

決定、オリゴヌクレオチドプローブ法、ポリメラーゼ鎖反応産物の検出、イムノ

アッセイなどが挙げられる。生命科学および医学において、研究者および技術者

は、しばしば、細胞表面にあるタンパク質、抗原、および他のリガンドを検出す

る必要がある。レセプターベースのアッセイは、発現したタンパク質および他の

リガンドを検出するために、標識された分子（例えば、蛍光標識したペプチド、

タンパク質および抗体）を使用する。

      【０００４】

  広範囲の用途にわたって生体高分子を染色または標識するのに一般に適用でき

る色素は、好ましくは、以下の特性を有する：（ｉ）無細胞アッセイおよび細胞

ベースアッセイの両方において少量の生体高分子が感度良く検出できるように、

その色素－生体高分子の結合体または複合体は、低いバックグラウンドで、非常
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に高い信号を生じるべきである；および（ｉｉ）その蛍光信号が有意な光退色な

しで観察され、モニターされ、そして記録され得るように、この結合体または複

合体は、光安定性であるべきである。色素－ペプチドまたは色素－抗体結合体の

膜または細胞（特に、生きた細胞）表面への細胞表面結合に関与する用途につい

て、これらの色素は、好ましくは、（ｉｉｉ）有効な結合体濃度および検出感度

を達成するために、良好な水溶性を有し、そして（ｉｖ）その細胞の正常な代謝

プロセスを乱したり早すぎる細胞死を引き起こさないように、生きた細胞に非毒

性である。

      【０００５】

  核酸染色として多くの色素化合物が使用できることが見出されているものの、

利用できる殆どの色素は、可視スペクトルの緑色領域で蛍光を発する。緑色レー

ザーは、赤色レーザーよりも高価であり、そして生体細胞アッセイでは、細胞成

分およびアッセイ設備の自己蛍光が原因で、バックグラウンド信号が高い。これ

らの高いバックグラウンド信号により、このアッセイの感度が低下する。さらに

、多くの細胞成分は、緑色光を吸収し、そのアッセイの感度がさらに低下する。

それゆえ、光安定性で、可視スペクトルの赤色領域で励起および発光極大を有し

、そして水溶性である感受性色素が非常に望まれている。

      【０００６】

  （ＩＩＩ．発明の要旨）

  本発明は、特に、蛍光検出のための基質を標識するのに有用な新しい種類のス

ルホン化３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン色素に関する。１

局面では、本発明の化合物は、光スペクトルの赤色領域で光を放射し、典型的に

は、６００ｎｍ以上の励起極大を有する。これらの化合物は、水溶液中での優れ

た溶解性を有し、それらが結合した分子の水溶性を増大し得る。

      【０００７】

  一般に、本発明は、少なくとも１個のスルホネート置換基を含有する３，７－

ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン構造を含む色素化合物を提供する。

１実施形態では、本発明は、任意の会合した対イオンを含む、次式（Ｉ）により

規定される色素化合物を含む：
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      【０００８】

【化１５】

ここで、

  Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４、Ｒ６、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３およびＲ１４は、単独の場

合、別々に、水素、スルホネート、カルボキシレート、ホスホネート、ホスフェ

ート、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ６アルキル、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル、Ｃ５～Ｃ１

４アリール、１個以上の同一または異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリー

ル、－ＯＲＡ、－ＳＲＡ、－ＮＲＡＲＢ、－ＣＮ、－ＮＯ２、－Ｃ（Ｏ）Ｒ
Ａま

たは反応性連結基である；

  Ｒ１は、Ｒ２と一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１個以上の

同一または異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリーレノである；

  Ｒ３、Ｒ３’、Ｒ７およびＲ７’は、単独の場合、別々に、水素、反応性連結

基、脂肪族カチオン鎖、Ｃ１～Ｃ６アルキルまたはＣ５～Ｃ１４アリールである

；

  Ｒ３は、Ｒ３’と一緒になる場合、Ｃ２～Ｃ８アルキルジイルである；

  Ｒ７は、Ｒ７’と一緒になる場合、Ｃ２～Ｃ８アルキルジイルである；

  Ｒ１１およびＲ１２は、一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１

個以上の同一または異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリーレノである；

  Ｒ１２およびＲ１３は、一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１

個以上の同一または異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリーレノである；

  Ｒ１３およびＲ１４は、一緒になる場合、Ｃ５～Ｃ１４アリーレノ、または１

個以上の同一または異なるＷ基で置換されたＣ５～Ｃ１４アリーレノである；
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  各Ｗは、別個に、水素、スルホネート、カルボキシレート、ホスホネート、ホ

スフェート、ハロゲン、Ｃｌ～Ｃ６アルキル、－ＯＲ
Ａ、－ＳＲＡ、－ＮＲＡＲ

Ｂ、－ＣＮ、－ＮＯ２または－Ｃ（Ｏ）Ｒ
Ａである；そして

  各ＲＡおよび各ＲＢは、別個に、水素またはＣｌ～Ｃ６アルキルである；

  但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４、Ｒ６、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３およびＲ１４の少な

くとも１個は、スルホネートであるか、またはＲ１２およびＲ１３は、一緒にな

って、ベンゾ環に結合した少なくとも１個のスルホネートを含むベンゾであるか

、またはＲ３、Ｒ３’、Ｒ７およびＲ７’の少なくとも１個は、Ｃｌ～Ｃ６アル

キルスルホネートまたはＣ４～Ｃ１０アリールスルホネートである。

      【０００９】

  本発明はまた、次式（ＩＩ）により規定される色素化合物を含む：

      【００１０】

【化１６】

  ここで、Ｒ１５、Ｒ１６、Ｒ１７およびＲ１８は、別々に、水素、スルホネー

ト、カルボキシレート、ホスホネート、ホスフェート、ハロゲン、Ｃ１～Ｃ６ア

ルキル、Ｃ５～Ｃ１４アリール、１個以上の同一または異なるＷ基で置換された

Ｃ５～Ｃ１４アリール、－ＯＲ
Ａ、－ＳＲＡ、－ＮＲＡＲＢ、－ＣＮ、－ＮＯ２

、－Ｃ（Ｏ）ＲＡまたは反応性連結基であり、ここで、ＲＡおよびＲＢは、上で

定義したとおりである。

      【００１１】

  式Ｉまたは式ＩＩの１実施形態では、その環原子が炭素、窒素、酸素およびイ
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オウからなる群から選択される５員～７員環は、Ｒ２およびＲ３を、Ｃ２－環原

子、Ｃ３－環原子および３－窒素原子と一緒にすることにより；またはＲ３’お

よびＲ４を、３－窒素原子、Ｃ３－環原子およびＣ４－環原子と一緒にすること

により；またはＲ６およびＲ７’を、Ｃ６－環原子、Ｃ７－環原子および７－窒

素原子と一緒にすることにより；またはＲ７およびＲ１４を、７－窒素原子、Ｃ

７－環原子およびＣ８－環原子およびＣ１４－環原子と一緒にすることにより、

形成される。この５員～７員環は、必要に応じて、ｇｅｍ－二置換炭素原子を含

有し得る。例えば、このｇｅｍ－二置換炭素原子は、同一または異なり得る２個

のＣ１～Ｃ６アルキル基（例えば、メチル）で置換され得る。

      【００１２】

  上記式ＩおよびＩＩに関連したさらなるの実施形態では、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ４お

よびＲ６は、それぞれ、水素である；またはＲ３およびＲ３’は、それぞれ別個

に、Ｃ１～Ｃ３アルキルである；またはＲ
１およびＲ２は、一緒になって、［１

，２］ベンゼノ、［１，２］ナフタレノもしくは［２，３］ナフタレノである；

またはＲ１１、Ｒ１２、Ｒ１３およびＲ１４は、それぞれ、水素である；または

式Ｉにおいて、Ｒ１１およびＲ１２は一緒になって、もしくはＲ１２およびＲ１

３は一緒になって、もしくはＲ１３およびＲ１４は一緒になって、［１，２］ベ

ンゼノである。

      【００１３】

  別の実施形態では、この脂肪族カチオン鎖は、－（ＣＨ２）ｎ－ＮＲ２、－（

ＣＨ２）ｎ－
＋ＮＲ３、－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ２－（ＣＨ２）ｎ－ＮＲ２また

は－（ＣＨ２）ｎ－
＋ＮＲ２－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ３であり、各ｎは、別個に

２～３の整数であり、そしてＲの各例は、別個に、水素およびＣ１～Ｃ６アルキ

ルから選択される。

      【００１４】

  特定の好ましい実施形態では、このアルキルスルホネートは、－（ＣＨ２）ｎ

－ＳＯ３Ｈであり、そしてｎは、１～６の整数である；またはアリールスルホネ

ートは、以下である：

      【００１５】
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【化１７】

ここで、ｎは、０または１である。

      【００１６】

  前記反応性連結基は、存在するとき、好ましくは、スクシンイミジルエステル

、イソチオシアネート、塩化スルホニル、２，６－ジクロロトリアジニル、ペン

タフルオロフェニルエステル、ホスホラミダイト、マレイミド、ハロアセチルま

たはヨードアセトアミドであるが、他の連結基もまた、使用され得る。さらに特

定の実施形態では、この反応性連結基は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（これ

は、ポリペプチドとの結合体化に特に有用である）またはホスホラミダイト（ヌ

クレオシド、ヌクレオチドまたはポリヌクレオチドとの結合体化に好ましい基）

である。

      【００１７】

  本発明の化合物は、種々の基質部分（例えば、ポリヌクレオチド、ヌクレオチ

ド、ヌクレオシド、ポリペプチド、炭水化物、リガンド、粒子または表面）と結

合体化できる。１実施形態では、この基質は、粒子（例えば、ナノ粒子、微小球

体、ビードまたはリポソーム）である。別の実施形態では、この基質は、表面（

例えば、ガラス表面）である。従って、本発明は、このような結合体およびそれ

らを調製する方法を含む。

      【００１８】

  本発明は、さらに、以下を含有するエネルギー移動色素化合物を含む：ドナー

化合物であって、ドナー化合物は、リンカーによりアクセプター化合物に連結さ

れ、ここで、ドナー化合物は、第一波長で、光の吸収に応答して、励起エネルギ

ーを放射し得、そしてこのアクセプター化合物は、ドナー化合物により放射され

た励起エネルギーを吸収すると、第二波長で、蛍光を発し得、ここで、このドナ
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ー化合物およびアクセプター化合物の少なくとも１種は、本発明に従う化合物で

ある、ドナー化合物。

      【００１９】

  本発明はまた、次式（ＩＩＩ）により規定されるホスホラミダイト化合物を含

む：

      【００２０】

【化１８】

ここで、ＤＹＥは、上記種類の色素化合物またはエネルギー移動色素化合物であ

る；Ｌは、リンカーである；Ｒ２４およびＲ２５は、別々に、Ｃ１～Ｃ１２アル

キル、Ｃ４～Ｃ１０アリール、または１０個までの炭素原子を含有するシクロア

ルキルである；またはＲ２４およびＲ２５は、このホスホラミダイト窒素原子と

一緒になって、飽和窒素複素環を形成する；そしてＲ２６は、ホスファイトエス

テル保護基である。１つの実施形態では、Ｒ２６は、メチル、２－シアノエチル

または２－（４－ニトロフェニル）エチルである。別の実施形態では、Ｒ２４お

よびＲ２５は、それぞれ、イソプロピルである。別の実施形態では、Ｒ２４およ

びＲ２５は、一緒になって、モルホリノである。別の実施形態では、Ｌは、Ｃ１

～Ｃ１２アルキルジイルである。別の実施形態では、Ｌは、３，７－ジアミノ－

［８，９］ベンゾフェノキサジン構造の３－窒素原子または７－窒素原子に結合

される。代表的な１実施形態では、Ｒ２４およびＲ２５は、それぞれ、イソプロ

ピルであり、Ｒ２６は、シアノエチルであり、そしてＬ－ＤＹＥは、式－（ＣＨ

２）６－ＮＨ－ＤＹＥにより規定される。

      【００２１】

  本発明はまた、式（ＩＶ）により規定されるヌクレオシドまたはヌクレオチド

化合物を提供する：
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      【００２２】

【化１９】

  ここで、ＤＹＥは、上述の種類の色素化合物またはエネルギー移動色素化合物

である；Ｌは、リンカーである；Ｂは、核酸塩基である；Ｒ１９は、Ｈ、モノホ

スフェート、ジホスフェート、トリホスフェート、またはそれらのホスフェート

類似物である；そしてＲ２０およびＲ２１は、単独の場合、それぞれ別個に、Ｈ

、ＨＯ、Ｆ、ホスホラミダイト基、またはポリメラーゼ媒介重合を阻害する部分

であるか、または一緒になる場合、２’－３’－ジデヒドロリボースを形成する

。１組の実施形態では、Ｂは、ウラシル、チミン、シトシン、アデニン、７－デ

アザアデニン、グアニン、７－デアザグアノシン、７－デアザ－８－アザグアニ

ンまたは７－デアザ－８－アザアデニンである。別の実施形態では、この化合物

は、酵素的に取り込み可能である。別の実施形態では、この化合物は、ターミネ

ーターである。１ターミネーター実施形態では、Ｒ１９は、トリホスフェート、

α－チオトリホスフェートまたはトリホスフェートエステル類似物であり、そし

てＲ２０およびＲ２１は、単独の場合、それぞれ別個に、Ｈ、Ｆ、またはポリメ

ラーゼ媒介重合を阻害する部分であるか、または一緒になる場合、２’－３’－

ジデヒドロリボースを形成する。別の実施形態では、このヌクレオシドまたはヌ

クレオチドは、酵素的に伸長可能である。

      【００２３】

  別の局面では、本発明は、式（Ｖ）のポリヌクレオチドを含む：

      【００２４】

【化２０】
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ここで、このポリヌクレオチドは、２個以上のヌクレオチドを含有する；ＤＹＥ

は、上記種類の色素化合物またはエネルギー移動色素化合物である；Ｌは、リン

カーである；Ｂは、核酸塩基である；Ｒ２１は、Ｈ、ＯＨ、ハライド、アジド、

アミン、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル、Ｃ１～Ｃ６アルキル、アリル、Ｃ１～Ｃ６

アルコキシ、－ＯＣＨ３または－ＯＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２である；そしてＲ
２２お

よびＲ２３は、別個に、Ｈ、ホスフェート、ヌクレオチド間ホスホジエステルま

たはヌクレオチド間類似物である。

      【００２５】

  本発明はまた、式（ＶＩ）のポリヌクレオチドを含む：

      【００２６】

【化２１】

この化合物は、２個以上のヌクレオチドを含有する；ここで、ＤＹＥは、上記種

類の色素化合物またはエネルギー移動色素化合物である；Ｌは、リンカーである

；Ｘは、Ｏ、ＮＨ、またはＳである；Ｂは、核酸塩基である；Ｒ２１は、Ｈ、Ｏ

Ｈ、ハライド、アジド、アミン、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル、Ｃ１～Ｃ６アルキ

ル、アリル、Ｃ１～Ｃ６アルコキシ、－ＯＣＨ３または－ＯＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２

である；そしてＲ２２は、ヌクレオチド間ホスホジエステルまたはヌクレオチド
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間類似物である。１実施形態において、ＬはＣ１～Ｃ１２アルキルジイルである

。別の実施形態において、Ｌは－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－を含み、そしてｎは１

～１００である。

      【００２７】

  本発明はまた、式Ｐ－Ｌ－ＤＹＥにより規定される結合体を含む：ここで、Ｐ

は、ポリペプチドである；Ｌは、リンカーである；そしてＤＹＥは、上記種類の

色素化合物またはエネルギー移動色素化合物である。１実施形態では、Ｌは、ア

ミド結合である。別の実施形態では、Ｌは、カルボキシル末端、アミノ末端、リ

ジン側鎖、アスパラギン酸側鎖またはグルタミン酸側鎖を介して、Ｐに結合され

る。さらなる実施形態では、Ｐは、ストレプトアビジン、カスパーゼ開裂基質ま

たは抗体である。

      【００２８】

  別の局面では、本発明は、細胞表面レセプターを検出する方法を含み、この方

法は、Ｐ－Ｌ－ＤＹＥ結合体（例えば、上記のもの）を細胞の表面レセプターに

結合する工程、および結合した結合体からの蛍光信号を検出する工程を包含する

。

      【００２９】

  別の局面では、本発明は、ビーズベース免疫捕捉法を含み、この方法は、Ｐ－

Ｌ－ＤＹＥ結合体（例えば、上記のもの）を、抗体被覆ビーズに結合する工程、

および結合した結合体からの蛍光信号を検出する工程を包含する。

      【００３０】

  別の局面では、本発明は、標識されたポリヌクレオチドを合成する方法を含み

、この方法は、ホスホラミダイト化合物（例えば、上記のもの）を、固体支持体

に結合したポリヌクレオチドにカップリングする工程を包含する。１実施形態で

は、このような方法は、ヌクレオシドホスホラミダイトを、固体支持体結合色素

化合物または固体支持体結合エネルギー移動化合物（例えば、上記のもの）にカ

ップリングして、標識ポリヌクレオチドを形成する工程を包含し得る。

      【００３１】

  別の局面では、本発明は、標識プライマー伸長産物を産生する方法を含み、こ
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の方法は、（ｉ）連続プライマー伸長部を支持できる酵素的に伸長可能なヌクレ

オチドの混合物および（ｉｉ）ターミネーターの存在下にて、プライマー－標的

ハイブリッドを酵素的に伸長する工程を包含し、ここで、このプライマーまたは

このターミネーターは、色素化合物またはエネルギー移動色素化合物（例えば、

上記のもの）で標識されている。

      【００３２】

  別の局面では、本発明は、連結方法を含み、この方法は、以下の工程を包含す

る：２つのポリヌクレオチドプローブを標的ポリヌクレオチド配列にアニールす

る工程、およびこのプローブの一方の５’末端と他方のプローブの３’末端との

間で、ホスホジエステル結合を形成する工程であって、ここで、一方または両方

のプローブは、色素化合物またはエネルギー移動色素化合物（例えば、上記のも

の）を含有する。

      【００３３】

  別の局面では、本発明は、フラグメント分析方法を含み、この方法は、以下の

工程を包含する：複数のポリヌクレオチドフラグメントをサイズ依存分離プロセ

スにかける工程であって、ここで、このフラグメントは、色素化合物またはエネ

ルギー移動色素化合物（例えば、上記のもの）を含有する、工程；およびこの分

離プロセスを開始した後、標識したポリヌクレオチドフラグメントを検出する工

程。

      【００３４】

  別の局面では、本発明は、増幅方法を含み、この方法は、以下の工程を包含す

る：２個以上のプライマーを標的ＤＮＡ配列にアニールする工程；およびこのプ

ライマーを、１つ以上の酵素的に伸長可能なヌクレオチドの存在下で、ポリメラ

ーゼ媒介伸長により伸長する工程。このヌクレオチドは、本発明の色素で標識さ

れ得る。この増幅方法は、さらに、蛍光色素クエンチャープローブを標的ＤＮＡ

配列にアニールする工程を包含し得、ここで、このプローブは、本発明の化合物

を含有する。

      【００３５】

  本発明はまた、本発明の色素化合物（遊離形状または結合体形状で）および１
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種以上の他の化合物（これは、基質を標識し、試験を行うなどに使用され得る）

を含むキットを提供する。例えば、このようなキットは、オリゴヌクレオチドを

標識し、標識プライマー伸長産物を産生し、免疫捕捉に、および細胞レセプター

アッセイに有用であり得る。

      【００３６】

  （Ｖ．詳細な説明）

  今ここで、本発明の実施形態を詳細に参照するが、それらの例は、添付の図面

で図示されている。本発明は、好ましい実施形態に関連して記述されているもの

の、それらは、本発明をそれらの実施形態に限定するように意図されないことが

理解される。逆に、本発明は、全ての代替物、改良物および等価物を含むように

意図され、これらは、本発明の範囲内であり得る。

      【００３７】

  （Ｖ．１  定義）

  本明細書の目的上、本発明の化合物の［８，９］ベンゾフェノキサジン環系の

位置は、以下のようにして番号を付けられる：

      【００３８】

【化２２】

  本明細書中で使用する場合、以下の用語は、以下の意味を有すると意図される

：

  「アルキル」とは、飽和または不飽和の、直鎖、分枝または環状の炭化水素基

であって、親アルカン、アルケンまたはアルキンの単一炭素原子から１個の水素

原子を除去することにより誘導されたものを意味する。典型的なアルキル基には

、メチル、エチル、プロピル、ブチルなどが挙げられるが、これらに限定されな
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い。典型的なアルキル基には、メチル（－ＣＨ３）；エチル（例えば、エタニル

（－ＣＨ２－ＣＨ３）、エテニル（－ＣＨ＝ＣＨ２）、エチニル（－Ｃ≡ＣＨ）

）；プロピル（例えば、プロパン－１－イル（－ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ３）、プ

ロパン－２－イル、シクロプロパン－１－イル、プロパ－１－エン－１－イル（

－ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ２）、プロパ－１－エン－２－イル、プロパ－２－エン－１

－イル（－ＣＨ２－ＣＨ＝ＣＨ２）、プロパ－２－エン－２－イル、シクロプロ

パ－１－エン－１－イル、シクロプロパ－２－エン－１－イル、プロパ－１－イ

ン－１－イル（－Ｃ≡Ｃ－ＣＨ３）、プロパ－２－イン－１－イル（－ＣＨ２－

Ｃ≡ＣＨ）など）；ブチル（例えば、ブタン－１－イル（－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｃ

Ｈ２－ＣＨ３）、ブタン－２－イル、シクロブタン－１－イル、ブタ－１－エン

－１－イル（－ＣＨ＝ＣＨ２－ＣＨ２－ＣＨ３）、ブタ－１－エン－２－イル、

ブタ－２－エン－１－イル（－ＣＨ２－ＣＨ＝ＣＨ２－ＣＨ３）、ブタ－２－エ

ン－２－イル、ブタ－１，３－ジエン－１－イル（－ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ＝ＣＨ２

）、ブタ－１，３－ジエン－２－イル、シクロブタ－１－エン－１－イル、シク

ロブタ－１－エン－３－イル、シクロブタ－１，３－ジエン－１－イル、ブタ－

１－イン－１－イル（－Ｃ≡Ｃ－ＣＨ２－ＣＨ３）、ブタ－１－イン－３－イル

、ブタ－３－イン－１－イル（－ＣＨ２－ＣＨ２－Ｃ≡ＣＨ）など）などが挙げ

られるが、これらに限定されない。好ましい実施形態では、このアルキル基は、

（Ｃ１～Ｃ６）アルキルであり、（Ｃ１～Ｃ３）アルキルが特に好ましい。

      【００３９】

  「アルコキシ」とは、－ＯＲを意味し、ここで、Ｒは、（Ｃ１～Ｃ６）アルキ

ルである。

      【００４０】

  「アミノアルキル」とは、－ＲＮＨ２を意味し、ここで、Ｒは、（Ｃ１～Ｃ６

）アルキルである。

      【００４１】

  「アルキルジイル」とは、１個～１２個の炭素原子を有する飽和または不飽和

の分枝、直鎖または環状炭化水素基であって、親アルカン、アルケンまたはアル

キンの２個の異なる炭素原子の各々から１個の水素原子を除去することにより、
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または親アルカン、アルケンまたはアルキンの単一炭素原子から２個の水素原子

を除去することにより誘導された２つの一価基中心を意味する。典型的なアルキ

ルジイル基には、メタノ（－ＣＨ２－）；１，２－エチルジイル；１，３－プロ

ピルジイル；１，４－ブチルジイルなどが挙げられるが、これらに限定されない

。

      【００４２】

  「アリール」とは、６個～２０個の炭素原子を有する一価芳香族炭化水素基で

あって、親芳香環系の単一炭素原子から１個の水素原子を除去することにより誘

導されたものを意味する。典型的なアリール基には、ベンゼン、置換ベンゼン、

ナフタレン、アントラセン、ビフェニルなどから誘導された基が挙げられるが、

これらに限定されない。

      【００４３】

  「アリールジイル」とは、６個～２０個の炭素原子を有する不飽和の環式また

は多環式の二価芳香族炭化水素基であって、共役共鳴電子系を有し、親アリール

化合物の２個の異なる炭素原子から２個の水素原子を除去することにより誘導さ

れた少なくとも２個の一価ラジカル中心を有するものを意味する。

      【００４４】

  「アリーレノ」とは、２個の隣接一価ラジカル中心を有する二価架橋基であっ

て、親芳香環系の２個の隣接炭素原子の各々から１個の水素原子を除去すること

により誘導されたものを意味する。親芳香環系（例えば、ベンゼン）にアリーレ

ノ架橋基（例えば、ベンゼノ）を結合することにより、縮合芳香環系（例えば、

ナフタレン）が得られる。この架橋は、得られた二重結合環系へのその結合に一

致した非累積二重結合の最大数を有すると考えられる。アリーレノ置換基が、代

替置換基を含む構造上で２個の隣接置換基を一緒にすることにより形成されると

き、炭素原子を２回カウントすることを回避するために、このアリーレノ架橋の

炭素原子は、この構造の架橋炭素原子を置換する。

      【００４５】

  一例として、以下の構造が考えられる：

      【００４６】
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【化２３】

Ｒ１およびＲ２が、それぞれ、水素であるとき、得られる化合物は、ベンゼンで

ある。Ｒ１が、Ｒ２と一緒になって、Ｃ６アリーレノ（ベンゼノ）であるとき、

得られる化合物は、ナフタレンである。Ｒ１が、Ｒ２と一緒になって、Ｃ１０ア

リーレノ（ナフタレノ）のとき、得られる化合物は、アントラセンまたはフェナ

ントレンである。特異的な結合性が意図されているとき、（このアリーレノ基の

）関与している架橋炭素原子は、括弧で表示される（例えば、［１，２］ベンゼ

ノ（［１，２］ベンゾ）、［１，２］ナフタレノ、［２，３］ナフタレノなど）

。

      【００４７】

  「核酸塩基」とは、相補核酸塩基または核酸塩基類似物（例えば、プリン、７

－デアザプリンまたはピリミジン）との対形成でワトソン－クリック水素結合を

形成できる窒素含有複素環部分を意味する。典型的な核酸塩基には、天然に生じ

る核酸塩基であるアデニン、グアニン、シトシン、ウラシル、チミン、および天

然に生じる核酸塩基の類似物（例えば、７－デアザアデニン、７－デアザグアニ

ン、７－デアザ－８－アザグアニン、７－デアザ－８－アザアデニン、イノシン

、ネブラリン、ニトロピロール、ニトロインドール、２－アミノ－プリン、２，

６－ジアミノプリン、ヒポキサンチン、プソイドウリジン、プソイドシチジン、

プソイドイソシチジン、５－プロピニルシチジン、イソシチジン、イソグアニン

、７－デアザ－グアニン、２－チオ－ピリミジン、６－チオ－グアニン、４－チ

オ－チミン、４－チオ－ウラシル、Ｏ６－メチルグアニン、Ｎ６－メチル－アデ

ニン、Ｏ４－メチル－チミン、５，６－ジヒドロチミン、５，６－ジヒドロウラ

シル、４－メチル－インドールおよびエテノアデニン）がある（Ｆａｓｍａｎ（

１９８９年）、Ｐｒａｃｔｉｃａｌ  Ｈａｎｄｂｏｏｋ  ｏｆ  Ｂｉｏｃｈｅｍ

ｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙの３８５～３９４ペ
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ージ（ＣＲＣ  Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ  Ｒａｔｏｎ，Ｆｌ））。

      【００４８】

  「ヌクレオシド」とは、リボース糖のＣ－１’炭素に結合された核酸塩基から

なる化合物を意味する。このリボースは、置換または非置換であり得る。置換リ

ボース糖には、それらの１個またはそれ以上の炭素原子（好ましくは、その３’

－炭素原子）が、１個またはそれ以上の同一または異なる－Ｒ基、－ＯＲ基、－

ＮＲＲ基またはハロゲン基で置換されたリボースが挙げられるが、これらに限定

されず、ここで、各Ｒは、別個に、水素、（Ｃ１～Ｃ６）アルキルまたは（Ｃ５

～Ｃ１４）アリールである。特に好ましいリボース類には、リボース、２’－デ

オキシリボース、２’，３’－ジデヒドロリボース、３’－ハロリボース、３’

－フルオロリボース、３’－クロロリボースおよび３’－アルキルリボースがあ

る。その核酸塩基が、ＡまたはＧであるとき、このリボース糖は、この核酸塩基

のＮ９－位置に結合される。その核酸塩基が、Ｃ、ＴまたはＵであるとき、この

ペントース糖は、この核酸塩基のＮ１－位置に結合される（Ｋｏｒｎｂｅｒｇ  

ａｎｄ  Ｂａｋｅｒ，（１９９２年）  ＤＮＡ  Ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ，第２

版、Ｆｒｅｅｍａｎ，Ｓａｎ  Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ，ＣＡ）。

      【００４９】

  「ヌクレオチド」とは、モノマー単位としてまたは核酸内でのヌクレオシドの

リン酸エステルを意味する。ヌクレオチドは、時には、そのリボース糖の構造的

な特徴を特に指摘するために、「ＮＴＰ」または「ｄＮＴＰ」および「ｄｄＮＴ

Ｐ」として表示される。「ヌクレオチド５’－トリホスフェート」とは、その５

’－位置でトリホスフェートエステル基を有するヌクレオチドを意味する。この

トリホスフェートエステル基は、種々の酸素についてのイオウ置換基を含み得る

（例えば、α－チオ－ヌクレオチド５’－トリホスフェート）。

      【００５０】

  本明細書中で使用する「ポリヌクレオチド」または「オリゴヌクレオチド」と

は、２個またはそれ以上の連続するヌクレオシド、ヌクレオチドまたはそれらの

類似物から構成される任意の重合体配列を包含する。「オリゴヌクレオチド」お

よび「ポリヌクレオチド」は、交換可能に使用され、２’－デオキシリボヌクレ
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オチド（ＤＮＡ）およびリボヌクレオチド（ＲＮＡ）を含めて、ヌクレオチドモ

ノマーの一本鎖および二本鎖重合体を意味する。ポリヌクレオチドは、完全にデ

オキシリボヌクレオチドから構成されるか、完全にリボヌクレオチドから構成さ

れるか、またはそれらのキメラ混合物から構成され得、ヌクレオチド間ホスホジ

エステル結合連鎖、またはヌクレオチド間類似物、および会合した対イオン（例

えば、Ｈ＋、ＮＨ４
＋、トリアルキルアンモニウム、Ｍｇ２＋、Ｎａ＋など）に

より連結され得る。ポリヌクレオチドは、核酸塩基および糖類似物から構成され

得る。ポリヌクレオチドは、典型的には、数個（例えば、５個～４０個）（この

とき、しばしば、オリゴヌクレオチドと呼ばれる）のモノマー単位から数千個の

モノマーヌクレオチド単位の範囲のサイズである。他に述べられていなければ、

ポリヌクレオチド配列が示されているときはいつでも、それらのヌクレオチドは

、左から右に５’から３’への順序であること、および「Ａ」は、デオキシアデ

ノシンを意味し、「Ｃ」は、デオキシシチジンを意味し、「Ｇ」は、デオキシグ

アノシンを意味し、そして「Ｔ」は、チミンを意味する。

      【００５１】

  「ポリペフチド」とは、ペプチドまたはタンパク質（例えば、抗体または酵素

）を意味する。

      【００５２】

  「結合部位」とは、リンカーに共有結合する部分（例えば、色素、ペプチドま

たはオリゴヌクレオチド）上の部位を意味する。

      【００５３】

  「リンカー」とは、共有結合または原子鎖（これは、色素を基質（例えば、ポ

リヌクレオチド）に結合するか、または一方の色素を他の色素に結合する）を含

有する化学部分を意味する。

      【００５４】

  「反応性連結基」とは、他の分子と反応して共有結合を形成できる化学的に反

応性の置換基または部分（例えば、求核試薬または求電子試薬）を意味する。

      【００５５】

  「複素環」とは、１個またはそれ以上の環原子が（炭素ではなく）ヘテロ原子
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（例えば、窒素、酸素およびイオウ）である環系を有する分子を意味する。

      【００５６】

  「酵素的に伸長可能な」とは、（ｉ）ポリメラーゼ酵素の作用によって、ポリ

ヌクレオチド鎖の末端上に酵素的に取り込むことができ、そして（ｉｉ）連続プ

ライマー伸長を支持できるヌクレオチドを意味する。

      【００５７】

  「酵素的に取り込み可能な」とは、ポリメラーゼ酵素の作用によって、ポリヌ

クレオチド鎖の末端上に酵素的に取り込むことができるヌクレオチドを意味する

。

      【００５８】

  「ターミネーター」とは、酵素的に取り込み可能なヌクレオチドであって、得

られるポリヌクレオチド鎖へのヌクレオチドの引き続いた取り込みを阻害し、そ

れにより、ポリメラーゼ伸長を停止するものを意味する。典型的なターミネータ

ーは、３’－ヒドロキシル置換基がなく、２’，３’－ジデオキシリボース、２

’，３’－ジデヒドロリボース、および２’，３’－ジデオキシ，３’－ハロ（

例えば、３’－フルオロ）リボースを含む。あるいは、リボフラノース類似物（

例えば、アラビノース）が使用され得る。代表的なヌクレオチドターミネーター

には、２’，３’－ジデオキシ－β－Ｄ－リボフラノシル、β－Ｄ－アラビノフ

ラノシル、３’－デオキシ－β－Ｄ－アラビノフラノシル、３’－アミノ－２’

，３’－ジデオキシ－β－Ｄ－リボフラノシルおよび２’，３’－ジデオキシ－

３’－フルオロ－β－Ｄ－リボフラノシルが挙げられる（Ｃｈｉｄｇｅａｖａｄ

ｚｅ．（１９８４年）  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１２：１６７

１～１６８６；およびＣｈｉｄｇｅａｖａｄｚｅ．（１９８５年）  ＦＥＢ．Ｌ

ｅｔｔ．，１８３：２７５～２７８）。ヌクレオチドターミネーターには、また

、可逆性ヌクレオチドターミネーターが挙げられる（Ｍｅｔｚｋｅｒ  （１９９

４年）  Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，２２（２０）：４２５９）。

      【００５９】

  「基質」とは、本発明の色素化合物が結合できる物質である。基質には、（ｉ

）ポリヌクレオチド、（ｉｉ）ヌクレオシドおよびヌクレオチド、（ｉｉｉ）ペ
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プチドおよびタンパク質、（ｉｖ）炭水化物、（ｖ）配位子、および（ｖｉ）前

出の（ｉ）～（ｖ）の任意の類似物が挙げられる。

      【００６０】

  「ヌクレオチド間類似物」とは、リン酸エステル類似物、例えば、ホスホン酸

アルキル（例えば、ホスホン酸Ｃ１～Ｃ４アルキル（例えば、ホスホン酸メチル

）、ホスホラミダイド）、アルキルホスホトリエステル（例えば、Ｃ１～Ｃ４ア

ルキルホスホトリエステル（例えば、メチルホスホトリエステル））、ホスホロ

チオエートおよびホスホロジチオエートを意味する。ヌクレオチド間類似物には

、また、非ホスフェート類似物が挙げられ、ここで、この糖／ホスフェートサブ

ユニットは、アミド結合（例えば、２－アミノエチルグリシン単位（例えば、Ｐ

ＮＡ；Ｎｉｅｌｓｅｎ，「Ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ  ｒｅｃｏｇ

ｎｉｔｉｏｎ  ｏｆ  ＤＮＡ  ｂｙ  ｓｔｒａｎｄ  ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ

  ｗｉｔｈ  ａ  ｔｈｙｍｉｄｉｎｅ－ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ  ｐｏｌｙａｍ

ｉｄｅ」、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２５４：１４９７～１５００（１９９１年）を参照

））で置き換えられる。

      【００６１】

  「標的配列」とは、相補的ポリヌクレオチドとのハイブリダイゼーションの対

象であるポリヌクレオチド配列を意味する。この配列は、ＤＮＡ、ＲＮＡ、それ

らの類似物（それらの組合せを含めて）から構成できる。

      【００６２】

  「スペクトル分解可能な」とは、蛍光色素のセットに関連して、各色素の蛍光

発光バンドが、十分に識別可能である（すなわち、十分に非オーバーラップして

いる）こと、これらの色素が、単独でまたは他の化合物（標識した）と結合した

ときのいずれかにおいて、一連の帯域通過フィルターおよび光電子増倍管、電荷

結合素子（ＣＣＤ）、スペクトログラフなどを使用して、標準的な光検出システ

ム（例えば、光検出器）を使って、それらの蛍光信号に基づいて、互いに識別可

能であることを意味する（Ｗｈｅｅｌｅｓｓら、（１９８５）Ｆｌｏｗ  Ｃｙｔ

ｏｍｅｔｒｙ：Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ  ａｎｄ  Ｄａｔａ  Ａｎａｌ

ｙｓｉｓの２１～７６ページ（Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒ
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ｋ））。好ましくは、スペクトル分解可能な色素セットを含む全ての色素は、単

一光源により、励起可能である。

      【００６３】

  「移動度合致」とは、等しい長さの標識ポリヌクレオチドを使用したとき、標

識が異なるが実質的に類似した電気泳動移動度を有するポリヌクレオチドを生じ

る蛍光色素のセットを意味する。典型的には、１セットの移動度合致色素で標識

したポリヌクレオチドの相対的電気泳動移動度は、約半分未満のヌクレオチドだ

け変わる。好ましくは、これらの移動度合致色素は、先に定義したように、スペ

クトル分解可能である。

      【００６４】

  （Ｖ．２  色素化合物および合成）

  本発明の化合物は、当該技術分野で利用できる任意の適当な方法により、調製

できる。本発明の種々の異なるスルホン化色素化合物を調製する代表的な方法は

、以下の実施例の項で見られ、また、以下でさらに詳細に述べる。

      【００６５】

  本発明のスルホン化３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン色素

は、好都合には、図１で図示しているように、前駆体から合成できる。代表的な

合成経路は、酸性条件下（例えば、０．１～０．５Ｍ塩酸）にて、２－ニトロソ

，５－アミノフェノール化合物１９および当量の１－アミノナフタレン化合物２

０（各々は、エタノール中にて、０．５ｍＭ～５ｍＭの最終濃度である）を環化

することにより、開始する。この混合物は、２～５０時間還流される。冷却後、

それらの溶媒は、蒸発され、環化された生成物２１は、結晶化および濾過により

、または逆相ＨＰＬＣにより、精製され得る。反応物１９および２０のいずれか

または両方は、記述のように、置換基Ｘ（例えば、スルホネート）でアリール置

換できる。あるいは、このスルホネート基は、その環化の後のスルホン化により

、導入できる。５－アミノフェノール１９のアミノ基は、式Ｉで示すように、ア

ルキル基（例えば、アルキルスルホネート、アリールスルホネート）または他の

基を有し得る。あるいは、この３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサ

ジン環構造は、Ｏｔｔａｗａ，「Ｐｒｏｃｅｓｓ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  ｍａｎｕｆ
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ａｃｔｕｒｅ  ｏｆ  ｂａｓｉｃ  ｏｘａｚｉｎｅ  ｄｙｅｓｔｕｆｆｓ」（米

国特許第３，６５５，６０１号）の方法に従って合成でき、この場合、そのニト

ロソ官能基が、インサイチュで形成される。また、その３－アミノ基および７－

アミノ基は、ＶａｎＡｌｌａｎ，（１９６９年）「Ｔｈｅ  ｒｅａｃｔｉｏｎ  

ｏｆ  １２Ｈ－ｂｅｎｚｏ［ａ］ｐｈｅｎｏｔｈｉａｚｉｎｅ  ａｎｄ  １２Ｈ

－ｂｅｎｚｏ［ｂ］ｐｈｅｎｏｘａｚｉｎｅ  ｗｉｔｈ  ｃｅｒｔａｉｎ  ｈｅ

ｔｅｒｏｃｙｃｌｉｃ  ａｚｉｄｅｓ」、Ｊｏｕｒ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．３４：

１６９１～９４に従って、光または熱の下でアリールアジド試薬と反応させるこ

とにより、この［８，９］ベンゾフェノキサジン環構造上で形成できる。

      【００６６】

  これらのＣ３およびＣ７第一級または第二級アミノ基は、典型的な条件下にて

、アルキル化されて、種々の置換基が得られる。図１は、Ｂｒｉｇｇｓ（１９９

７年）「Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ｏｆ  ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｓｅｄ  ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｔ  ｄｙｅｓ  ａｎｄ  ｔｈｅｉｒ  ｃｏｕｐｌｉｎｇ  ｔｏ  ａ

ｍｉｎｅｓ  ａｎｄ  ａｍｉｎｏ  ａｃｉｄｓ」  Ｊ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，Ｐ

ｅｒｋｉｎ  Ｔｒａｎｓ．１，１０５１－５８の方法に従って、２１のＣ７アミ

ノ基をアルキル化剤（例えば、ブロモアルキル、ハロ－ベンジル）または他の求

電子試薬でアルキル化するとＣ７アミノアルキル化生成物２２が得られることを

示している。典型的には、このアルキル化反応は、溶媒（例えば、トルエン、ジ

メチルホルムアミド、アセトニトリルまたはテトラヒドロフラン）中にて、比較

的に不溶な塩基（例えば、炭酸カリウムまたは炭酸ナトリウム）を使って、不均

一条件下にて、行われる。この反応物は、完全な反応を起こすために、還流温度

まで加熱され得る。これらのアルキル化剤は、反応性連結基に転化できる官能基

を含み得る。このアルキル化剤が塩基感受性官能基（例えば、エステル）を含有

する場合、この塩基は、非求核性であり得る（例えば、実施例９）。

      【００６７】

  この縮合［８，９］ベンゾ環は、塩化メチレンまたは他の適当な溶媒中でのク

ロロスルホン酸および硫酸ナトリウムでスルホン化され得る。あるいは、このス

ルホン化は、純粋なクロロスルホン酸中で行われ得る。得られるアリールスルホ
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ニルクロライドは、水で、そのアリールスルホネート生成物まで加水分解される

。このフェノールまたはナフタレン中間体、または環化生成物のアリールスルホ

ン化はまた、発煙硫酸ＳＯ３／Ｈ２ＳＯ４中で実行され得る（Ｓｔｅｗａｒｔ，

「Ａｍｉｎｏｎａｐｈｔｈａｌｉｍｉｄｅ  ｄｙｅｓ  ｆｏｒ  ｉｎｔｒａｃｅ

ｌｌｕｌａｒ  ｌａｂｅｌｌｉｎｇ」、米国特許第４，４７３，６９３号）。ス

ルホン化は、数個のアリール位置の１個またはそれ以上で起こり得、スルホン化

［８，９］ベンゾフェノキサジン色素２３が得られる（図１）。その特定の異性

体は、通常の分析技術（例えば、ＮＭＲ）により決定され得、そして逆相ＨＰＬ

Ｃにより、他の異性体から精製され得る。得られるスルホネート基の数は、質量

分析法により、決定され得る。

      【００６８】

  その合成経路は、ナフチルアミン化合物のスルホン化に続いてアルキル化（例

えば、図５の９）を伴い得る。ニトロソアミノフェノール化合物で環を環化する

と、本発明の色素（例えば、１２）が得られる。あるいは、第一級アミノスルホ

ネートナフチル化合物を環化すると、例えば、１０（図６）が得られる。そのＣ

７アミノ基は、保護ペプチドでアシル化され得、ペプチド－色素結合体（例えば

、１１）が得られる。

      【００６９】

  このスルホン化の過程において、それらのＣ３およびＣ７アミノ置換基上の連

結基のエステルは、加水分解され得る（例えば、２をクロロスルホン化すると、

３が得られる）（図２）。得られるカルボン酸基は、好都合には、活性化されて

、基質と反応する反応性連結基が形成する。図２は、そのカップリング試薬であ

るＴＳＴＵ（Ｏ－（Ｎ－スクシンイミジル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチ

ルウロニウムテトラフルオロボレート）を使って３を対応する活性エステルであ

るＮ－ヒドロキシスクシンイミドに転化することを示している（実施例４）。あ

るいは、このエステルまたはカルボン酸基は、ヒドロキシルに還元されホスフィ

チル化され得、非常に反応性のホスホラミダイト化合物ＩＩＩが得られる。

      【００７０】

  構造ＩおよびＩＩによる好ましい化合物の１群には、Ｃ３およびＣ７アミノ基
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を脂肪族カチオン鎖で置換した化合物がある。この脂肪族カチオン鎖は、典型的

には、全体で４個～２０個の非水素原子を含み、１個～４個のヘテロ原子（例え

ば、窒素）を有し、これは、その色素を使用する条件下にて、正電荷に寄与して

いる。例えば、Ｒ３またはＲ７は、－（ＣＨ２）ｎ－ＮＲ２、－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ３、－（ＣＨ２）ｎ－
＋ＮＲ２－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ３および－（ＣＨ

２）ｎ－
＋ＮＲ２－（ＣＨ２）ｎ－

＋ＮＲ３であり得り、ここで、各ｎは、２ま

たは３であり、そして各Ｒは、独立して、水素およびＣ１～Ｃ６アルキルからな

る群から選択される。親［８，９］ベンゾフェノキサジン環のＣ７イミニウム窒

素が寄与している正電荷を含まず、このカチオン鎖は、この色素を使用する条件

下にて、少なくとも１価の正電荷、典型的には、４価以下の正電荷を有する。こ

れらの正電荷は、典型的には、アミノ基またはイミノ基に基づいているが、正電

荷を支持できる他の元素（例えば、イオウ、リンおよびヨウ素）もまた、これら

のカチオンが使用条件下にて安定である範囲まで、使用され得る。

      【００７１】

  アリール環置換基であるＲ１、Ｒ２、Ｒ４、Ｒ６、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３お

よびＲ１４は、基質とカップリングするかエネルギー移動色素化合物を形成する

反応性連結基を有し得る。これらの反応性連結基は、求核性官能基（例えば、ア

ミノ、チオールまたはヒドロキシル）または求電子性官能基（例えば、活性エス

テル、ジスルフィド、ハライドまたはエポキシド）であり得る。例えば、アリー

ル環置換基は、アミノメチル基であり得、これは、アミノ求核試薬として反応し

得るか、または求電子反応性連結基にさらに転化され得る。アリール環のアミノ

メチル化、クロロメチル化およびヒドロキシメチル化は、当該技術分野で周知の

反応である。

      【００７２】

  上記合成方法に続いて、広範囲の色素化合物が調製され得る（図８および９）

。

      【００７３】

  当業者は、上で具体的に記述した化合物種だけでなく構造Ｉに含まれる化合物

の多くが、互変異性、配座異性、幾何異性および／または立体異性の現象を示し
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得ることを認識している。本明細書および特許請求の範囲の式が、可能な互変異

性体形態、配座異性体形態、鏡像異性体形態または幾何異性体形態の１つのみに

相当できるので、本発明は、本明細書中で記述した用途の１つまたはそれ以上を

有する化合物の任意の互変異性体形態、配座異性体形態、鏡像異性体形態および

／または幾何異性体形態を包含することが理解されるべきである。

      【００７４】

  特定の例として、本明細書全体を通じて、Ｃ３アミノおよびＣ７アミノ置換基

が言及されている。この命名法は、図示した構造式（これらは、これらの化合物

の数種の可能な互変異性体形態（または共鳴構造）の１つだけを表している）に

対応しているので、これらの言及は便宜上にすぎず、このようないずれの言及も

、本明細書中で記述した化合物の範囲を限定するものとは解釈されないことが分

かる。

      【００７５】

  それに加えて、当業者はまた、本発明の化合物が、特に、それらの環境のｐＨ

に依存して、多くの異なるプロトン化状態で存在し得ることを認識している。本

明細書中で提供された構造式は、数種の可能なプロトン化状態の１つだけで、こ

の化合物を描写しているものの、これらの構造は、例証的なものにすぎず、本発

明は、任意の特定のプロトン化状態には限定されない（これらの化合物の任意の

全てのプロトン化形態が、本発明の範囲内に入ると解釈される）ことが分かる。

      【００７６】

  本発明の化合物は、複数の正電荷または負電荷を有し得る。典型的には、本発

明の色素の正味電荷は、負である。これらの色素に会合した対イオンは、典型的

には、それらの化合物が得られる合成方法および／または単離方法に支配される

。典型的な対イオンには、アンモニウム、ナトリウム、カリウム、リチウム、ハ

ライド、アセテート、トリフルオロアセテート等およびそれらの混合物が挙げら

れるが、これらに限定されない。任意の会合した対イオンは、本発明の重要な特

徴ではなく、本発明は、任意の種類の対イオンと会合した色素を包含することが

分かる。さらに、これらの化合物は、種々の異なる形態で存在できるので、本発

明は、対イオンと会合した色素の形態（例えば、乾燥塩）だけでなく、対イオン
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と会合していない形態（例えば、水溶液または有機溶液）も包含すると解釈され

る。

      【００７７】

  （Ｖ．３  エネルギー移動色素化合物）

  他の局面では、本発明は、上記構造ＩまたはＩＩにより規定されるような色素

化合物を含有するエネルギー移動色素化合物を包含する。一般に、本発明のエネ

ルギー移動色素には、第一波長で光を吸収しそれに応答して励起エネルギーを放

射するドナー色素、ドナー色素が放射した励起エネルギーを吸収しそれに応答し

て第二波長で蛍光を発することができるアクセプター色素が挙げられる。このド

ナー色素は、リンカーを介して、このアクセプター色素に結合され得、このリン

カーは、このドナー色素とアクセプター色素との間で効率的なエネルギー移動を

促進するのに効果的である（Ｌｅｅ、「Ｅｎｅｒｇｙ  ｔｒａｎｓｆｅｒ  ｄｙ

ｅｓ  ｗｉｔｈ  ｅｎｈａｎｃｅｄ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ」、１９９８年

９月１日に登録された米国特許第５，８００，９９６号；Ｌｅｅ、「Ｅｎｅｒｇ

ｙ  ｔｒａｎｓｆｅｒ  ｄｙｅｓ  ｗｉｔｈ  ｅｎｈａｎｃｅｄ  ｆｌｕｏｒｅ

ｓｃｅｎｃｅ」、１９９９年８月３１日に登録された米国特許第５，９４５，５

２６号；Ｍａｔｈｉｅｓ、「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｌａｂｅｌｓ  ａｎｄ  

ｔｈｅｉｒ  ｕｓｅ  ｉｎ  ｓｅｐａｒａｔｉｏｎｓ」、１９９７年８月５日に

登録された米国特許第５，６５４，４１９号）。あるいは、このドナー色素およ

びアクセプター色素は、その基質上の異なる結合点で、標識され得る。例えば、

オリゴヌクレオチドは、その５’末端にて、ドナー色素で標識され得、そしてそ

の３’末端にて、アクセプター色素で標識され得る。ペプチドは、そのカルボキ

シル末端で、ドナー色素で標識され得、また、内部システインまたはリシン側鎖

で、アクセプター色素で標識され得る（Ｋｏｍｏｒｉｙａ、「Ｃｏｍｐｏｓｉｔ

ｉｏｎｓ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｐｒｏｔｅａｓｅｓ  

ｉｎ  ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  ｓａｍｐｌｅｓ  ａｎｄ  ｍｅｔｈｏｄｓ  ｏｆ

  ｕｓｅ  ｔｈｅｒｅｏｆ、米国特許第５，６０５，８０９号）。本発明のエネ

ルギー移動色素では、基質を標識するドナー色素またはアクセプター色素の少な

くとも１種は、スルホン化３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン
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色素である。このエネルギー移動色素を含む他の色素は、フルオレセイン色素、

ローダミン色素およびシアニン色素を含めて、スルホン化［８，９］ベンゾフェ

ノキサジン色素でのエネルギー移動プロセスを受ける任意の蛍光部分であり得る

。

      【００７８】

  エネルギー移動色素は、混合物中の複数の標識基質の同時検出（例えば、ＤＮ

Ａ塩基配列決定）で使用するのが有利である。単一のドナー色素は、各色素が共

通の波長で強力な吸収を有するように、１セットのエネルギー移動色素で使用で

きる。次いで、このエネルギー移動セットにあるアクセプター色素を変えること

により、このアクセプター色素は、それらの各個の発光極大により、スペクトル

分解できる。エネルギー移動色素はまた、非エネルギー移動色素よりも大きい有

効Ｓｔｏｋｅｓシフトを提供する。このＳｔｏｋｅｓシフトは、その励起極大（

このドナー色素が光を極大吸収する波長）と、発光極大（このアクセプターが光

を最大発光する波長）との間での差である。

      【００７９】

  好ましい実施形態では、このドナー色素とアクセプター色素との間のリンカー

は、そのリンカーにある程度の構造的剛直性を与える官能基（例えば、アルケン

、ジエン、アルキン、少なくとも１個の不飽和結合または縮合環構造を有する５

員環および６員環）を含有する。このエネルギー移動色素のドナー色素およびア

クセプター色素は、以下の代表的な構造を有するリンカーにより、結合され得る

：

      【００８０】

【化２４】
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  ここで、ｎは、１または２である。

      【００８１】

  エネルギー移動色素のドナー色素とアクセプター色素との間のリンカーの結合

部位は、このドナー色素およびアクセプター色素の一方または両方が本発明の色

素である任意の位置であり得る。好ましい結合部位は、Ｃ３およびＣ７アミノを

含有する。

      【００８２】

  このエネルギー移動色素化合物は、リンカーを介して、基質に共有結合される

。このリンカーは、結合、Ｃ１～Ｃ１２アルキルジイル、Ｃ６～Ｃ２０アリール

ジイルおよびベアリング（ｂｅａｒｉｎｇ）官能基（アミド、カーバメート、尿

素、チオ尿素、ホスフェート、ホスホロチオエートなどを含めて）であり得る。

好ましいリンカーには、１，２－エチルジイルおよび１，６－ヘキシルジイルが

挙げられる。このエネルギー移動色素と基質との間のリンカーの結合部位は、そ

のエネルギー移動色素上の任意の位置であり得、この場合、このドナー色素およ

びアクセプター色素の一方または両方は、本発明の色素である。この基質がヌク

レオシドまたはヌクレオチドである場合、その基質上の好ましい結合部位は、そ

の核酸塩基上である。この基質がオリゴヌクレオチドである場合、好ましい結合

部位には、その３’末端および５’末端が挙げられる。この基質がペプチドまた

はタンパク質である場合、好ましい結合部位には、そのアミノ末端およびカルボ

キシル末端、ならびにリシン残基アミノ置換基が挙げられる。
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      【００８３】

  （Ｖ．４  色素の標識試薬）

  本発明は、標識試薬を含み、ここで、スルホン化３，７－ジアミノ［８，９］

ベンゾフェノキサジン蛍光色素は、基質と反応する反応性形態である。別の局面

では、本発明は、標識した（すなわち、式Ｉの本発明の色素と結合した）基質を

含む。基質は、実質的に、本発明の色素が結合できる任意の色素または基質であ

り得、これらには、例として、タンパク質、ポリペプチド、多糖類、ヌクレオシ

ド、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、脂質、固体支持体、有機および無機重合

体、ならびにそれらの組合せおよび集合体（例えば、染色体、核、生きた細胞（

例えば、細菌または他の微生物、哺乳動物の細胞、組織など））などが挙げられ

るが、これらに限定されない。これらの色素は、疎水性引力、イオン引力および

共有結合を含む、種々の手段により、任意のリンカーを介して、この基質と結合

される。好ましくは、これらの色素は、共有結合を介して、この基質と結合され

る。

      【００８４】

  標識化は、典型的には、当該技術分野で周知の方法を使用して、適切な反応性

色素と結合する基質とを両方が溶解する溶媒中にて混合し（Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ

，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，（１９９６年）  Ａｃａ

ｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ．４０～５５頁、６４３－

７１ページ）、続いて、その結合体を任意の未結合出発物質または不要な副生成

物から分離することにより、生じる。この色素結合体は、後の使用のために、乾

燥状態でまたは溶液中で保存できる。

      【００８５】

  これらの色素は、その置換基位置の１つまたは色素の他の分子との共有結合に

おいて、反応性連結基を含有し得る。反応性連結基は、共有結合を形成できる部

分、典型的には、求核分子と反応できる求電子官能基（例えば、アルコール、ア

ルコキシド、アミン、ヒドロキシルアミンおよびチオール）である。反応性連結

基の例には、スクシンイミドエステル、イソチオシアネート、塩化スルホニル、

スルホン酸エステル、ハロゲン化シリル、２，６－ジクロロトリアジニル、ペン
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タフルオロフェニルエステル、ホスホラミダイト、マレイミド、ハロアセチル、

エポキシド、ハロゲン化アルキル、ハロゲン化アリル、アルデヒド、ケトン、ア

シルアジド、無水物およびヨードアセトアミドが挙げられる。

      【００８６】

  好ましい反応性連結基は、スルホン化［８，９］ベンゾフェノキサジン色素の

カルボキシル置換基のＮ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル（ＮＨＳ）であ

る（図２、４、５）。この色素のＮＨＳエステル形態は、好ましい標識試薬であ

る。この色素のＮＨＳエステルは、予備形成され、単離され、精製され、そして

／または特徴付けられ得るか、あるいはインサイチュで形成されて、基質の求核

基（例えば、オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド、ペプチドなど）と反応され得

る。典型的には、この色素のカルボキシル形態は、カルボジイミド試薬（例えば

、ジシクロヘキシルカルボジイミド、ジイソプロピルカルボジイミド）またはウ

ロニウム試薬（例えば、ＴＳＴＵ（Ｏ－（Ｎ－スクシンイミジル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ

’，Ｎ’－テトラメチルウロニウムテトラフルオロボレート、ＨＢＴＵ（Ｏ－ベ

ンゾトリアゾール－１－イル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウム

ヘキサフルオロホスフェート）またはＨＡＴＵ（Ｏ－（７－アザベンゾトリアゾ

ール－１－イル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウムヘキサフルオ

ロホスフェート））、活性剤（例えば、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール（Ｈ

ＯＢｔ）およびＮ－ヒドロキシスクシンイミド）のある種の組合せと反応して色

素のＮＨＳエステルを得ることにより、活性化される。本発明のスルホネート［

８，９］ベンゾフェノキサジン色素上のＮＨＳエステルに好ましい置換基位置は

、Ｒ３およびＲ７である。ＮＨＳエステルの代表的な例は、図２、４、５におい

て、それぞれ、構造４、８、１３である。

      【００８７】

  ある場合には、この色素および基質は、その色素をインサイチュで活性化し基

質と反応させて１工程で色素－基質結合体を形成することにより、カップリング

され得る。例えば、実施例１１では、色素１０のＣ７アミノ基は、活性剤ＢＯＰ

（ベンゾトリアゾール－１－イルオキシ－トリス（ジメチルアミノ）ホスホニウ

ムヘキサフルオロホスフェート）を用いて、テトラマーペプチドと直接カップリ
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ングされて、アミド連結ペプチド－色素結合体１１が得られる。

      【００８８】

  他の活性化試薬およびカップリング試薬には、ＴＢＴＵ（２－（１Ｈ－ベンゾ

トリアゾ－１－イル）－１，１，３，３－テトラメチルウロニウムヘキサフルオ

ロホスフェート）、ＴＦＦＨ（Ｎ，Ｎ’，Ｎ”，Ｎ”’－テトラメチルウロニウ

ム２－フルオロ－ヘキサフルオロホスフェート）、ＰｙＢＯＰ（ベンゾトリアゾ

ール－１－イル－オキシ－トリス－ピロリジノ－ホスホニウムヘキサフルオロホ

スフェート）、ＥＥＤＱ（２－エトキシ－１－エトキシカルボニル－１，２－ジ

ヒドロキノリン）、ＤＣＣ（ジシクロヘキシルカルボジイミド）；ＤＩＰＣＤＩ

（ジイソプロピルカルボジイミド）、ＭＳＮＴ（１－（メシチレン－２－スルホ

ニル）－３－ニトロ－１Ｈ－１，２，４－トリアゾール）およびハロゲン化アリ

ールスルホニル（例えば、塩化トリイソプロピルベンゼンスルホニル）が挙げら

れる。

      【００８９】

  他の好ましい反応性連結基は、本発明の色素のホスホラミダイト形態である。

ホスホラミダイト色素試薬は、本発明の色素で標識したオリゴヌクレオチドの自

動化合成に特に有用である。オリゴヌクレオチドは、通例、ホスホラミダイト法

により、固体支持体上で合成される（Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，Ｍ．およびＢｅａｕ

ｃａｇｅ，Ｓ．「Ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ  ａｎ

ｄ  ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ」、１９８３年１１月１５日に発行された米国特許第４

，４１５，７３２号；Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，Ｍ．およびＭａｔｔｅｕｃｃｉ，Ｍ

．「Ｐｒｏｃｅｓｓ  ｆｏｒ  ｐｒｅｐａｒｉｎｇ  ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉ

ｄｅｓ」、１９８４年７月３日に発行された米国特許第４，４５８，０６６号；

Ｂｅａｕｃａｇｅ，Ｓ．およびＩｙｅｒ，Ｒ．（１９９２年）「Ａｄｖａｎｃｅ

ｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ｏｆ  ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄ

ｅｓ  ｂｙ  ｔｈｅ  ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ａｐｐｒｏａｃｈ」、

Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ４８：２２２３～２３１１）。

      【００９０】

  これらのホスホラミダイト試薬は、ヌクレオシド性または非ヌクレオシド性で
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あり得る。非ヌクレオシド形態のホスホラミダイト色素試薬は、一般式ＩＩＩを

有する：

      【００９１】

【化２５】

ここで、ＤＹＥは、エネルギー移動色素を含む、保護または非保護形態の色素Ｉ

である。Ｌは、リンカーである。Ｒ２４およびＲ２５は、別々に、Ｃ１～Ｃ１２

アルキル、Ｃ４～Ｃ１０アリール、および１０個までの炭素原子を含有するシク

ロアルキルであるか、またはＲ２４およびＲ２５は、そのホスホラミダイト窒素

原子と一緒になって、飽和窒素複素環を形成する。Ｒ２６は、ホスファイトエス

テル保護基であり、これは、このオリゴヌクレオチドの不要な伸長を防止する。

一般に、Ｒ２６は、オリゴヌクレオチド合成条件に対して安定であるが、このオ

リゴヌクレオチドまたは色素の完全性に悪影響を与えない試薬で、合成オリゴヌ

クレオチド生成物から除去できる。好ましくは、Ｒ２６は、以下である：（ｉ）

メチル、（ｉｉ）２－シアノエチル；－ＣＨ２ＣＨ２ＣＮ、または（ｉｉｉ）２

－（４－ニトロフェニル）エチル；－ＣＨ２ＣＨ２（ｐ－ＮＯ２Ｐｈ）である。

ホスホラミダイト試薬の好ましい実施形態は、以下の場合である：（ｉ）Ｒ２４

およびＲ２５は、それぞれ、イソプロピルであり、（ｉｉ）Ｒ２４およびＲ２５

は、一緒になって、モルホリノであり、（ｉｉｉ）Ｌは、Ｃ１～Ｃ１２アルキル

であり、（ｉｖ）Ｒ２６は、２－シアノエチルであり、そして（ｖ）ＤＹＥは、

リンカーによって、Ｒ３またはＲ７で結合される。ホスホラミダイト色素試薬Ｉ

ＩＩは、基質を本発明の単一蛍光色素で標識化する。この基質がオリゴヌクレオ

チドである場合、この色素は、３’方向から５’方向の合成の結果として、この

オリゴヌクレオチドの５’末端で結合される。他のホスホラミダイト色素試薬（

ヌクレオシド性および非ヌクレオシド性）により、オリゴヌクレオチドの他の部
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位（例えば、３’末端、核酸塩基、ヌクレオチド間結合、糖）における標識化が

可能になる。核酸塩基、ヌクレオチド間連鎖、および糖部位での標識化により、

蛍光色素での内部標識化および複数標識化が可能となる。

      【００９２】

  これらの色素は、非ヌクレオシド性ホスホラミダイト色素標識試薬（例えば、

図７で示したもの）に変換され得る。この色素がカルボキシル基を含有する場合

、そのカルボキシルは、例えば、ＮＨＳに活性化され得、そして６－アミノ，１

－ヘキサノールでアミド化され得る。得られるヒドロキシルは、ビス（ジ－イソ

プロピルアミノ）シアノエチルホスファイトまたはクロロジイソプロピルアミノ

シアノエチルホスフィンでホスフィチル化（ｐｈｏｓｐｈｉｔｙｌａｔｅ）され

得、そのホスホラミダイト色素標識試薬が得られる（Ｔｈｅｉｓｅｎ（１９９２

年）「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｄｙｅ  ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ｌ

ａｂｅｌｌｉｎｇ  ｏｆ  ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」、Ｎｕｃｌｅｉ

ｃ  Ａｃｉｄ  Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ  Ｓｅｒｉｅｓ  Ｎｏ．２７，Ｏｘｆｏｒｄ

  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，９９～１００頁）。ある

いは、この色素のカルボキシル基は、ヒドロキシルに還元され、ホスフィチル化

され得る。２種の代表的なホスホラミダイト－色素試薬は、図７で示されている

。

      【００９３】

  ホスホラミダイト色素試薬ＩＩＩは、穏やかな酸活性化下にて、ヒドロキシル

基（例えば、固体支持体に結合したオリゴヌクレオチドの５’末端ＯＨ）と反応

して、ヌクレオチド間ホスファイト基を形成し、これは、次いで、ヌクレオチド

間ホスフェート基に酸化される。ある場合には、この色素は、構造Ｉにおいて、

官能基（例えば、Ｃ３およびＣ７アミン）を含有し得、これらは、このホスホラ

ミダイト試薬の合成中またはそれをオリゴヌクレオチドのような分子を標識する

のに使用している間のいずれかにて、保護が必要である。使用する保護基は、こ

れらの官能基の性質に依存しており、当業者に明らかである（Ｇｒｅｅｎｅ，Ｔ

．およびＷｕｔｓ，Ｐ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ  Ｇｒｏｕｐｓ  ｉｎ  Ｏｒｇａ

ｎｉｃ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，２版、Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ  ＆  Ｓｏｎｓ，Ｎ
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ｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９９１年）。一般に、使用する保護基は、オリゴヌクレオチ

ド合成において５’－ヒドロキシル保護基（例えば、ジメトキシトリチル）を除

去するのに通例使用される酸性条件（例えば、トリクロロ酢酸、ジクロロ酢酸）

下にて安定であり、また、固体支持体から合成オリゴヌクレオチドを脱保護およ

び／または開裂するのに使用される塩基性条件（水酸化アンモニウム、水性メチ

ルアミン）下にて不安定であるべきである。

      【００９４】

  通常の手順を使用して、このオリゴヌクレオチドのアデニンおよびシトシンの

環外アミンは、ベンゾイル（ｂｚ）で保護でき、また、グアニンの環外アミンは

、ジメチルホルムアミド（ｄｍｆ）またはイソブチリル（ｉｂｕ）で保護できる

。好ましくは、この核酸塩基は、穏やかな塩基性条件下で容易に除去される基で

保護される。例えば、ｄＡｂＺ、ｄＣｂＺ、ｄＧｄｍｆおよびＴホスホラミダイ

トで合成されるオリゴヌクレオチド（およびそれらの対応する３’ヌクレオシド

固体支持体）は、６５℃で、濃水酸化アンモニウム中にて、６０分で開裂および

脱保護できる。

      【００９５】

  （Ｖ．４Ａ  ペプチド／タンパク質標識化）

  アミノ酸およびアミノ酸アナログから構成されるペプチド、タンパク質、抗体

、および他の生体高分子は、本発明のスルホン化［８，９］ベンゾフェノキサジ

ン色素と結合することにより、共有結合的に標識され得る。典型的には、この色

素は、求電子形態（例えば、ＮＨＳ反応性連結基）であり、これは、このペプチ

ドの求核基（例えば、リシンのようなアミノ酸のアミノ末端またはアミノ側鎖）

と反応する。あるいは、この色素は、求核形態（例えば、アミノまたはチオール

反応性連結基）であり得、これは、このペプチドの求電子基（例えば、アミノ酸

のカルボキシル末端またはカルボキシル側鎖のＮＨＳ）と反応し得る。標識した

ペプチド、タンパク質および抗体は、細胞表面および細胞内の成分と相互作用し

て、それらの特異的結合特性および認識特性を保持し得る。この色素は、その結

合または認識事象を局在化し、視覚化し、そして定量化する検出要素を提供する

。ペプチドはまた、２個の部分、蛍光レポーターおよびクエンチャーで標識でき
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、これらは、一緒になって、蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を受ける。こ

の蛍光レポーターは、インタクトなペプチド中のクエンチャー部分によて部分的

または著しくクエンチされ得る。このペプチドがペプチダーゼまたはプロテアー

ゼで開裂すると、蛍光の検出可能な上昇が測定され得る（Ｋｎｉｇｈｔ，Ｃ．（

１９９５年）「Ｆｌｕｏｒｉｍｅｔｒｉｃ  Ａｓｓａｙｓ  ｏｆ  Ｐｒｏｔｅｏ

ｌｙｔｉｃ  Ｅｎｚｙｍｅｓ」、Ｍｅｔｈｏｄｓ  ｉｎ  Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ

，Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，２４８：１８～３４）。

      【００９６】

  これらの色素をＮＨＳエステル形態でペプチドに結合する一般的なプロトコル

は、ＮＨＳエステルを水性アクリロニトリル（アクリロニトリルの割合は、溶解

性を達成する色素の疎水性により、決定される）に溶解し、ペプチドを水中（ま

たはペプチドが疎水性であるなら、アクリロニトリル水溶液中）に溶解すること

を伴う。この溶液には、渦流化または振とうしつつ、０．１Ｍ緩衝液濃度を達成

するために、この溶液に、水性重炭酸ナトリウム緩衝液（１Ｍ）が添加される。

この混合物は、室温で、１０分間～３０分間振とうされる。この反応混合物中の

粗ペプチド－色素結合体は、直接、逆相ＨＰＬＣで精製できる。実施例１１は、

このような１結合体を説明している（図６）。

      【００９７】

  （Ｖ．４Ｂ  ヌクレオチド標識化）

  好ましい種類の標識化基質には、本発明の色素で標識化したヌクレオシドおよ

びヌクレオチドの結合体が挙げられる。このような標識化ヌクレオシドおよびヌ

クレオチドは、酵素合成により形成されたポリヌクレオチド（例えば、ＰＣＲ増

幅、サンガー型ポリヌクレオチド塩基配列決定およびニック翻訳反応に関連して

使用される標識ヌクレオチド５’－トリホスフェート）を標識するのに特に有用

である。

      【００９８】

  ヌクレオシドおよびヌクレオチドは、その糖または核酸塩基部分上の部位で、

標識できる。好ましい核酸塩基標識化部位には、プリン核酸塩基の８－Ｃ、７－

デアザプリン核酸塩基の７－Ｃまたは８－Ｃ、およびピリミジン核酸塩基の５－
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位置が挙げられる。ヌクレオシドまたはヌクレオチドと色素との間では、任意の

位置で、色素に、リンカーが結合され得る。

      【００９９】

  この標識ヌクレオシドまたはヌクレオチドは、酵素的に取り込み可能であり、

また、酵素的に伸長可能であり得る。本発明の色素で標識したヌクレオシドまた

はヌクレオチドは、式（ＩＶ）を有し得る：

      【０１００】

【化２６】

ここで、ＤＹＥは、エネルギー移動色素を含む、色素Ｉの保護形態または非保護

形態である。Ｂは、核酸塩基（例えば、ウラシル、チミン、シトシン、アデニン

、７－デアザアデニン、グアニンおよび８－デアザグアノシン）である。Ｒ１９

は、Ｈ、モノホスフェート、ジホスフェート、トリホスフェート、チオホスフェ

ート、またはホスフェートエステルアナログである。Ｒ２０およびＲ２１は、単

独で、それぞれ独立して、Ｈ、ＨＯ、Ｆおよびホスホラミダイトである。Ｒ２０

またはＲ２１がホスホラミダイトである場合、Ｒ１９は、酸開裂可能なヒドロキ

シル保護基（例えば、ジメトキシトリチル）であり、これにより、自動化合成条

件下にて、引き続いたモノマーカップリングが可能となる（Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ

，「Ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ  ａｎｄ  ｐｒｏｃ

ｅｓｓｅｓ」、１９８３年１１月１５日に発行された米国特許第４，４１５，７

３２号；Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ，「Ｐｒｏｃｅｓｓ  ｆｏｒ  ｐｒｅｐａｒｉｎｇ

  ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」、１９８４年７月３日に発行された米国特

許第４，４５８，０６６号；Ｂｅａｕｃａｇｅ，Ｓ．およびＩｙｅｒ，Ｒ．（１

９９２年）「Ａｄｖａｎｃｅｓ  ｉｎ  ｔｈｅ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ｏｆ  ｏ

ｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ  ｂｙ  ｔｈｅ  ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉ
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ｔｅ  ａｐｐｒｏａｃｈ」、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ  ４８：２２２３～２３１

１）。

      【０１０１】

  標識ヌクレオシドまたはヌクレオチドがターミネーターである場合、Ｒ２０お

よびＲ２１は、ポリメラーゼ媒介テンプレート指向性重合を阻止するように選択

される。ターミネーターヌクレオチドでは、Ｒ２０およびＲ２１は、単独で、そ

れぞれ独立して、Ｈ、Ｆ、およびポリメラーゼ媒介テンプレート指向性重合を阻

止する部分であるか、または一緒になって、２’－３’－ジデヒドロリボースを

形成する。

      【０１０２】

  リンカーＬは、以下であり得る：

      【０１０３】

【化２７】

ここで、ｎは、０、１または２である。

      【０１０４】

  （Ｖ．４Ｃ  オリゴヌクレオチドの標識化）

  他の好ましい種類の標識基質には、オリゴヌクレオチドと本発明の色素との結

合体が挙げられる。このような結合体は、ＤＮＡ塩基配列決定プライマー、ＰＣ

Ｒプライマー、オリゴヌクレオチドハイブリダイゼーションプローブ、オリゴヌ

クレオチドライゲーションプローブ、二重標識５’－エキソヌクレアーゼ（Ｔａ

ｑＭａｎＴＭ）プローブとしての有用性を見出し得る（Ｆｕｎｇ「Ａｍｉｎｏｄ

ｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ  ｐｈｏｓｐｈｉｔｅ  ａｎｄ  ｐｈｏｓｐｈａｔｅ  ｌ

ｉｎｋｉｎｇ  ａｇｅｎｔｓ，ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ｐｒｅｃｕｒ

ｓｏｒｓ，ａｎｄ  ｕｓｅｆｕｌ  ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ  ｔｈｅｒｅｏｆ」、

１９８８年７月１２日に発行された米国特許第４，７５７，１４１号；Ａｎｄｒ
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ｕｓ，１９９５年；Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ  Ｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅｓ，（１９９６年）Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅ

ｇｏ，ＣＡ．４０～５５頁、６４３－７１頁；Ｍｕｌｌａｈ（１９９８年）「Ｅ

ｆｆｉｃｉｅｎｔ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ｏｆ  ｄｏｕｂｌｅ  ｄｙｅ－ｌａｂ

ｅｌｌｅｄ  ｏｌｉｇｏｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ  ｐｒｏｂｅ

ｓ  ａｎｄ  ｔｈｅｉｒ  ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ  ｉｎ  ａ  ｒｅａｌ  ｔｉ

ｍｅ  ＰＣＲ  ａｓｓａｙ」、Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．２６：１０２６

～１０３１）。標識オリゴヌクレオチドは、式（Ｖ）を有し得る：

      【０１０５】

【化２８】

ここで、このオリゴヌクレオチドは、２個～１００個のヌクレオチドを含有する

。ＤＹＥは、エネルギー移動色素を含む、蛍光色素Ｉである。Ｂは、核酸塩基（

例えば、ウラシル、チミン、シトシン、アデニン、７－デアザアデニン、グアニ

ンおよび８－デアザグアノシン）である。Ｌは、リンカーである。Ｒ２１は、Ｈ

、ＯＨ、ハライド、アジド、アミン、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル、Ｃ１～Ｃ６ア

ルキル、アリル、Ｃ１～Ｃ６アルコキシ、ＯＣＨ３またはＯＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２

である。Ｒ２２は、Ｈ、ホスフェート、ヌクレオチド間ホスホジエステルまたは

ヌクレオチド間アナログである。Ｒ２３は、Ｈ、ホスフェート、ヌクレオチド間

ホスホジエステルまたはヌクレオチド間アナログである。この実施形態（構造Ｖ

）では、この核酸塩基標識オリゴヌクレオチドは、それらの核酸塩基を介して結

合された本発明の複数の色素を有し得る。核酸塩基標識オリゴヌクレオチドＶは

、以下により形成され得る：（ｉ）ＤＮＡポリメラーゼまたはリガーゼによる酵

素的に取り込み可能なヌクレオチド試薬ＩＶ（ここで、Ｒ１９は、トリホスフェ

ートである）の酵素的な取り込み、および（ｉｉ）自動化合成によるヌクレオシ
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ドホスホラミダイト試薬のカップリング。核酸塩基標識オリゴヌクレオチドＶは

、１個より多い取り込み可能ヌクレオチドＩＶの取り込みにより複数標識され得

るのに対して、色素標識試薬（例えば、ＩＩＩ）で標識することにより、式ＶＩ

に従う単一の５’標識オリゴヌクレオチドが得られる：

      【０１０６】

【化２９】

ここで、Ｘは、Ｏ、ＮＨまたはＳであり；Ｒ２１は、Ｈ、ＯＨ、ハライド、アジ

ド、アミン、Ｃ１～Ｃ６アミノアルキル、Ｃ１～Ｃ６アルキル、アリル、Ｃ１～

Ｃ６アルコキシ、ＯＣＨ３またはＯＣＨ２ＣＨ＝ＣＨ２であり；Ｒ
２２は、Ｈ、

ホスフェート、ヌクレオチド間ホスホジエステルまたはヌクレオチド間アナログ

であり；そしてＲ２３は、Ｈ、ホスフェート、ヌクレオチド間ホスホジエステル

またはヌクレオチド間アナログである。Ｌは、アルキル、アリールまたはポリエ

チレンオキシである。好ましくは、Ｌは、ｎ－ヘキシルジルである。

      【０１０７】

  合成オリゴヌクレオチドを標識する第一方法では、求核官能基（例えば、第一

級脂肪族アミン）は、標識結合位置で、オリゴヌクレオチド（例えば、５’末端

）上に導入される。自動化した後、固体支持体合成は、完結され、そのオリゴヌ

クレオチドは、この支持体から開裂され、そして全ての保護基は、除去される。

この求核試薬－オリゴヌクレオチドは、均一溶液条件下にて、求電子部分（例え

ば、イソチオシアネートまたは活性化エステル（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシ

ンイミド（ＮＨＳ）））を含有する過剰な標識試薬と反応される（Ｈｅｒｍａｎ

ｓｏｎ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，（１９９６）Ａｃ

ａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ．４０～５５頁，６４３



(57) 特表２００３－５３１９４６

－７１頁；Ａｎｄｒｕｓ，Ａ．「Ｃｈｅｍｉｃａｌ  ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  

５’ｎｏｎ－ｉｓｏｔｏｐｉｃ  ｌａｂｅｌｌｉｎｇ  ｏｆ  ＰＣＲ  ｐｒｏｂ

ｅｓ  ａｎｄ  ｐｒｉｍｅｒｓ」（１９９５）  ＰＣＲ  ２：Ａ  Ｐｒａｃｔｉ

ｃａｌ  Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒｅｓｓ

，Ｏｘｆｏｒｄ，３９～５４頁）。

      【０１０８】

  第二の直接標識化方法では、合成前または合成中にて、このオリゴヌクレオチ

ドに、標識が直接取り込まれる（Ｍｕｌｌａｈ，「Ｓｏｌｉｄ  ｓｕｐｐｏｒｔ

  ｒｅａｇｅｎｔｓ  ｆｏｒ  ｔｈｅ  ｄｉｒｅｃｔ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ｏ

ｆ  ３’－ｌａｂｅｌｌｅｄ  ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」、１９９８年

４月７日に発行された米国特許第５，７３６，６２６号；Ｎｅｌｓｏｎ，「Ｍｕ

ｌｔｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ  ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ  ｐｏｒｅ  ｇｌａｓｓ  

ｒｅａｇｅｎｔ  ｆｏｒ  ｓｏｌｉｄ  ｐｈａｓｅ  ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔ

ｉｄｅ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ」、１９９２年８月２５日に発行された米国特許第

５，１４１，８１３号）。この直接標識化方法は、（ｉ）合成後反応工程を必要

とせず、それにより、標識ポリヌクレオチドの合成を簡単にし、そして（ｉｉ）

この２段階溶液標識化方法で典型的に遭遇する低反応収率（＜６０％）に付随し

た問題、すなわち、（ａ）過剰な標識からの標識オリゴヌクレオチドの精製；（

ｂ）未標識オリゴヌクレオチドからの標識オリゴヌクレオチドの精製；（ｃ）低

い生成収率に起因する高いコストおよび手間のかかる分析手順および精製手順；

および（ｄ）合成中の求核官能基の非可逆的キャップ化が回避されるので、好ま

しい。特定の蛍光色素および他の標識は、５’標識化用のホスホラミダイト試薬

として、官能化される（Ｔｈｅｉｓｅｎ（１９９２）「Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

  ｄｙｅ  ｐｈｏｓｐｈｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ｌａｂｅｌｌｉｎｇ  ｏｆ  ｏｌ

ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」、Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｓｙｍｐｏｓｉ

ｕｍ  Ｓｅｒｉｅｓ  Ｎｏ．２７，Ｏｘｆｏｒｄ  Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  Ｐｒ

ｅｓｓ，Ｏｘｆｏｒｄ，９９～１００頁）。

      【０１０９】

  標識オリゴヌクレオチドＶＩは、ホスホラミダイト試薬ＩＩＩを使った自動化
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合成により、形成され得る。あるいは、標識オリゴヌクレオチドＶＩは、色素（

例えば、４）の反応性連結基形態（例えば、ＮＨＳ）と５’－アミノアルキルオ

リゴヌクレオチドとを反応させることにより、形成され得る。

      【０１１０】

  一般に、この標識オリゴヌクレオチドが、酵素合成により作製される場合、以

下の手順が使用され得る。標識ＤＮＡは、変性され、そしてオリゴヌクレオチド

プライマーは、そのテンプレートＤＮＡにアニールされる。その刺激された標的

（例えば、ｄＧＴＰ、ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰおよびｄＴＴＰまたはｄＵＴＰを含有

する混合物）の連続テンプレート指向性酵素伸長を支持し得る酵素的に取り込み

可能なヌクレオチドまたはヌクレオチドアナログの混合物は、刺激された標的に

添加される。これらのヌクレオチドの少なくとも断片は、標識ターミネーターＩ

Ｖとして、色素Ｉで標識される。次に、そのポリメラーゼ酵素が活性である条件

にて、この混合物に、ポリメラーゼ酵素が添加される。標識オリゴヌクレオチド

は、ポリメラーゼ媒介ストランド合成中にて、標識ヌクレオチドまたはターミネ

ーターの取り込みにより、形成される。代替の酵素的合成方法では、１種のプラ

イマーの代わりに、２種のブライマーが使用される：一方は、この標的の（＋）

鎖に相補的であり、そして他方は、この標的の（－）鎖に相補的であり、そのポ

リメラーゼは、熱安定性ポリメラーゼであり、その反応温度は、変性温度と伸長

温度との間で循環され、それにより、ＰＣＲにより、その標的配列に対する標識

相補体を指数関数的に合成する（Ｉｎｎｉｓ（１９９０年）ＰＣＲ  Ｐｒｏｔｏ

ｃｏｌｓ編、Ａｃａｄｅｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ）。

      【０１１１】

  好ましい１合成後化学標識方法では、オリゴヌクレオチドは、以下のようにし

て標識される。構造Ｉに従う色素のＮＨＳ形態は、ＤＭＳＯに溶解または懸濁さ

れ、そして約ｐＨ９で、０．２５Ｍ重炭酸／炭酸緩衝液中にて、５’－アミノヘ

キシルオリゴヌクレオチドに過剰に（１０～２０倍）添加され、そして６時間反

応される（例えば、米国特許第４，７５７，１４１号）。色素標識オリゴヌクレ

オチドＶＩＩは、緩衝液（例えば、０．１モル濃度のトリエチルアミン酢酸塩（

ＴＥＡＡ））で溶出するサイズ排除クロマトグラフィーカラムに通すことにより
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、未反応色素から分離できる。粗標識オリゴヌクレオチドＶＩＩを含有する画分

は、勾配溶離液を使用する逆相ＨＰＬＣにより、さらに精製される。

      【０１１２】

  （Ｖ．５Ａ  細胞表面およびビーズベースのアッセイ方法）

  本発明のスルホン化３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン色素

および試薬は、細胞表面レセプターアッセイによく適している。これらの色素は

また、広範囲の状況（例えば、溶液中、ビーズ上、全細胞アッセイにおいて、フ

ローサイトメトリーにおいて、電気泳動ゲルマトリックスにおいて、ブロットに

おいてなどを含めて）において、細胞表面成分の引き続いた検出のために、基質

（例えば、ペプチド、タンパク質およびポリヌクレオチド）を標識するのに使用

できる。

      【０１１３】

  細胞蛍光強度の直接定量化および蛍光標識事象（例えば、ペプチド－色素結合

体の細胞表面結合）の列挙は、生体細胞またはビーズでミックスアンドリード（

ｍｉｘ－ａｎｄ－ｒｅａｄ）非放射活性アッセイを自動化するシステム（ＦＭＡ

ＴＴＭ８１００  ＨＴＳ  Ｓｙｓｔｅｍ  ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓ

ｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ）上で行われ得る（Ｍｉｒａｇｌｉａ，「Ｈｏｍｏｇｅ

ｎｅｏｕｓ  ｃｅｌｌ－ａｎｄ  ｂｅａｄ－ｂａｓｅｄ  ａｓｓａｙｓ  ｆｏｒ

  ｈｉｇｈ  ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ  ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ  ｕｓｉｎｇ  ｆｌｕ

ｏｒｏｍｅｔｒｉｃ  ｍｉｃｒｏｖｏｌｕｍｅ  ａｓｓａｙ  ｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙ」、（１９９９年）Ｊ．ｏｆ  Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｓｃｒｅｅｎｉ

ｎｇ  ４：１９３～２０４）。本発明の色素は、赤色スペクトル領域で検出され

、プレート細胞またはスクリーニング化合物から生じる青緑レーザーシステムを

使用して伝統的に遭遇する高い背景蛍光を最小にする。この技術は、細胞上また

はその内部に存在しているレセプターへの蛍光標識基質（例えば、本発明の色素

で標識したペプチドおよびタンパク質）の結合を測定するのに使用される。本発

明の色素を使用する用途には、また、細胞表面レセプター結合アッセイ、免疫捕

捉アッセイ、蛍光連結免疫吸着アッセイ（ＦＬＩＳＡ）、カスパーゼ開裂（Ｚｈ

ｅｎｇ，「Ｃａｓｐａｓｅ－３  ｃｏｎｔｒｏｌｓ  ｂｏｔｈ  ｃｙｔｏｐｌａ
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ｓｍｉｃ  ａｎｄ  ｎｕｃｌｅａｒ  ｅｖｅｎｔｓ  ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ  ｗ

ｉｔｈ  Ｆａｓ－ｍｅｄｉａｔｅｄ  ａｐｏｐｔｏｓｉｓ  ｉｎ  ｖｉｖｏ」、

（１９９８年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９５：６１８

－２３）、アポトーシス（Ｖｅｒｍｅｓ，「Ａ  ｎｏｖｅｌ  ａｓｓａｙ  ｆｏ

ｒ  ａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｆｌｏｗ  ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ  ｄｅｔｅｃｔｉｏ

ｎ  ｏｆ  ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｏ

ｎ  ｅａｒｌｙ  ａｐｏｐｔｏｔｉｃ  ｃｅｌｌｓ  ｕｓｉｎｇ  ｆｌｕｏｒｅ

ｓｃｅｉｎ  ｌａｂｅｌｌｅｄ  Ａｎｎｅｘｉｎ  Ｖ」（１９９５年）Ｊ．Ｉｍ

ｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ  １８４：３９～５１）、および細胞障害性アッセ

イが挙げられる。蛍光定量微細容量（ｍｉｃｒｏｖｏｌｕｍｅ）アッセイ技術は

、その細胞表面に標的化した分子による上方制御または下方制御を確認するため

に使用され得る（Ｓｗａｒｔｚｍａｎ，「Ａ  ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ  ａｎｄ

  ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｅｄ  ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ  ｆｏｒ  ｈｉｇｈ－ｔｈ

ｒｏｕｇｈｐｕｔ  ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ  ｕｓｉｎｇ  ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉ

ｃ  ｍｉｃｒｏｖｏｌｕｍｅ  ａｓｓａｙ  ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ」、（１９９

９年）Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２７１：１４３－５１）。

      【０１１４】

  本発明の色素はまた、非細胞ベースアッセイ、例えば、酵素アッセイ、タンパ

ク質または他の標的への化合物の結合を検出するための薬剤スクリーニングアッ

セイ、および臨床試料中のタンパク質、ヘプチドまたは核酸のアッセイで使用さ

れ得る。例えば、これらの色素は、捕捉タンパク質（ｃａｐｔｕｒｅ  ｐｒｏｔ

ｅｉｎ）（例えば、ストレプトアビジン）を標識するのに使用され得る。得られ

る色素－共役物は、基質のペプチドまたはタンパク質に結合されるビオチン標識

抗体で結合できる。免疫捕捉アッセイでは、第二抗体は、固体担体（例えば、ビ

ードまたは粒子）に固定化または被覆される。第二抗体がまた、この基質のペプ

チドまたはタンパク質を結合するとき、このビードに由来の蛍光は、測定できる

。未結合色素－共役物からの未結合蛍光は、その画像分析検出アルゴリズムによ

り無視され、分離工程および洗浄工程が除かれる。

      【０１１５】
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  （Ｖ．５Ｂ  核酸検出法）

  非同位体的に標識したオリゴヌクレオチドは、多くの重要な分子生物学的用途

（例えば、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅、ＤＮＡ塩基配列決定、遺伝子

発現のアンチセンス転写および翻訳制御、遺伝分析およびＤＮＡプローブベース

の診断試験）における必須成分である（Ｋｒｉｃｋａ，Ｌ．（１９９２年）Ｎｏ

ｎｉｓｏｔｏｐｉｃ  ＤＮＡ  Ｐｒｏｂｅ  Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａｃａｄｅ

ｍｉｃ  Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ  Ｄｉｅｇｏ，３～２８ページ）。蛍光色素標識オ

リゴヌクレオチドの蛍光検出は、核酸配列検出アッセイ、例えば、５’エキソヌ

クレアーゼアッセイ（Ｌｉｖａｋ，「Ｓｅｌｆ－ｑｕｅｎｃｈｉｎｇ  ｆｌｕｏ

ｒｅｓｃｅｎｃｅ  ｐｒｏｂｅ」、１９９８年３月３日に発行された米国特許第

５，７２３，５９１号）、ＦＲＥＴハイブリダイゼーション（Ｔｙａｇｉ，Ｓ．

ａｎｄ  Ｋｒａｍｅｒ，Ｆ．（１９９６年）「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｂｅａｃｏ

ｎｓ：Ｐｒｏｂｅｓ  ｔｈａｔ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅ  ｕｐｏｎ  ｈｙｂｒｉｄ

ｉｚａｔｉｏｎ」、Ｎａｔｕｒｅ  Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１４：３０３

－０８）、遺伝連鎖マッピング（Ｄｉｂ（１９９６年）「Ａ  ｃｏｍｐｒｅｈｅ

ｎｓｉｖｅ  ｇｅｎｅｔｉｃ  ｍａｐ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｈｕｍａｎ  ｇｅｎｏｍ

ｅ  ｂａｓｅｄ  ｏｎ  ５，２６４  ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓ」、Ｎａ

ｔｕｒｅ  ３８０：１５２－５４）およびオリゴヌクレオチド－連結アッセイ（

Ｇｒｏｓｓｍａｎ（１９９４年）「Ｈｉｇｈ－ｄｅｎｓｉｔｙ  ｍｕｌｔｉｐｌ

ｅｘ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  ｓｅｑｕｅｎｃ

ｅｓ：ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ  ｌｉｇａｔｉｏｎ  ａｓｓａｙ  ａｎ

ｄ  ｓｅｑｕｅｎｃｅ－ｃｏｄｅｄ  ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ」、Ｎｕｃｌ．Ａｃ

ｉｄｓ  Ｒｅｓ．２２：４５２７－３４）の基準である。

      【０１１６】

  本明細書中で「断片分析」法または「遺伝分析」法と呼ばれる方法の好ましい

範疇では、スルホネート３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン色

素で標識したポリヌクレオチド断片は、例えば、連結またはポリメラーゼ方向プ

ライマー伸長により、標識したプライマーまたはヌクレオチドを使用して、テン

プレート方向酵素合成により、生成される；これの断片は、サイズ依存分離プロ
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セス（例えば、電気泳動またはクロマトグラフィー）にかけられる；そして、分

離した断片は、その分離に続いて、例えば、レーザーで誘発した蛍光により、検

出される（Ｈｕｎｋａｐｉｌｌｅｒ，「Ｒｅａｌ  ｔｉｍｅ  ｓｃａｎｎｉｎｇ

  ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ  ａｐｐａｒａｔｕｓ  ｆｏｒ  ＤＮＡ  ｓ

ｅｑｕｅｎｃｉｎｇ」、１９８９年３月７日に発行された米国特許第４，８１１

，２１８号）。特に好ましい実施形態では、複数の種類のポリヌクレオチドが同

時に分離され、それらの異なる種類は、本発明の色素を含めて、スペクトル分解

可能な標識により、識別される。

      【０１１７】

  好ましくは、ＤＮＡ塩基配列決定（すなわち、ジデオキシＤＮＡ塩基配列決定

またはサンガー型塩基配列決定）のチェーンターミネーター法が使用される（Ｓ

ａｎｇｅｒ（１９７７）「ＤＮＡ  ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  ｗｉｔｈ  ｃｈａｉ

ｎ－ｔｅｒｍｉｎａｔｉｎｇ  ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ」、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．

Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ７４：５４６３－５４６７）。代表的な鎖終結ヌク

レオチド類似物には、２’，３’－ジデオキシヌクレオシド５’トリホスフェー

ト（ｄｄＮＴＰ）が挙げられ、これらは、３’→５’ＤＮＡ鎖伸長に必要な３’

－ＯＨ基を欠いている。プライマーまたはｄｄＮＴＰは、本発明の色素で標識さ

れて、高解像度電気泳動でそれらの断片を分離した後、蛍光により検出され得る

。色素は、このプライマーの５’末端上の官能基、例えば、プライマーの核酸塩

基上（Ｆｕｎｇ，「Ａｍｉｎｏ－ｄｅｒｉｖａｔｉｚｅｄ  ｐｈｏｓｐｈｉｔｅ

  ａｎｄ  ｐｈｏｓｐｈａｔｅ  ｌｉｎｋｉｎｇ  ａｇｅｎｔｓ，ｐｈｏｓｐｈ

ｏｒａｍｉｄｉｔｅ  ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｓ，ａｎｄ  ｕｓｅｆｕｌ  ｃｏｎｊ

ｕｇａｔｅｓ  ｔｈｅｒｅｏｆ，１９９８年７月１２日に発行された米国特許第

４，７５７，１４１号）、または、例えば、アルキニルアミノ連結基を介して、

ジデオキシヌクレオチドの核酸塩基上（Ｋｈａｎ，「Ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｅｄ  

ｐｒｏｐａｒｇｙｌｅｔｈｏｘｙａｍｉｄｏ  ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ，ｏｌｉ

ｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ  ａｎｄ  ｍｅｔｈｏｄｓ  ｆｏｒ  ｕｓｉｎｇ  

ｓａｍｅ」、１９９８年６月２３日に発行された米国特許第５，７７０，７１６

号および１９９８年１０月１３日に発行された米国特許第５，８２１，３５６号
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；Ｈｏｂｂｓ，Ｆ．ａｎｄ  Ｔｒａｉｎｏｒ，Ｇ．「Ａｌｋｙｎｙｌａｍｉｎｏ

－ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ」、１９９２年９月２９日に発行された米国特許第５

，１５１，５０７号）のアミノ基に結合できる。

      【０１１８】

  これらのターミネーターの各々は、異なる蛍光色素を有し、また、集合的に、

この実験のターミネーターは、本発明の色素に由来のものの１種またはそれ以上

を含めて、１セットの色素を有する。好ましい断片分析法では、色素で標識した

断片は、相対的なサイズ（すなわち、配列長さ）で同定される。断片サイズと配

列との間の対応は、４個の可能な終止塩基（「ターミネーター」）と１セットの

スペクトル分解可能な色素のメンバーとを取り込むことにより、確立される（Ｂ

ｅｒｇｏｔ，「Ｓｐｅｃｔｒａｌｌｙ  ｒｅｓｏｌｖａｂｌｅ  ｒｈｏｄａｍｉ

ｎｅ  ｄｙｅｓ  ｆｏｒ  ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄ  ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ｄｅ

ｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ」、１９９４年１１月２２日に発行された米国特許第５

，３６６，８６０号）。

      【０１１９】

  リガーゼ酵素による核酸プローブの共有結合による接合は、分子生物学に利用

できる最も有用な手段の１つである。２個のプローブをテンプレート核酸にアニ

ールするとき（この場合、これらの２個のプローブは、隣接しており、介在する

ギャップがない）、一方のプローブの５’末端と他方のプローブの３’末端との

間では、リガーゼ酵素により、ホスホジエステル結合が形成できる（Ｗｈｉｔｅ

ｌｅｙ，「Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｏｆ  ｓｐｅｃｉｆｉｃ  ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

  ｉｎ  ｎｕｃｌｅｉｃ  ａｃｉｄｓ」、１９８９年に発行された米国特許第４

，８８３，７５０号；Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ，（１９８８）「Ａ  ｌｉｇａｓｅ  

ｍｅｄｉａｔｅｄ  ｇｅｎｅ  ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ  ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ」、Ｓ

ｃｉｅｎｃｅ  ２４１：１０７７－８０；Ｎｉｃｋｅｒｓｏｎ，「Ａｕｔｏｍａ

ｔｅｄ  ＤＮＡ  ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ  ｕｓｉｎｇ  ａｎ  ＥＬＩＳＡ－ｂ

ａｓｅｄ  ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ  ａｓｓａｙ」（１９９０）  Ｐｒ

ｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ  ＵＳＡ  ８７：８９２３－２７）。オリゴ

ヌクレオチド連結アッセイは、標的ＤＮＡ試料における特異的配列の存在を検出
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する。一方または両方のプローブを色素で標識する場合、その連結産物は、蛍光

で検出され得る。

      【０１２０】

  本発明の色素で標識したポリヌクレオチドは、さらに、電気泳動移動速度に影

響を与える部分（すなわち、移動度調節標識）で標識され得る。移動度調節標識

には、ポリエチレンオキシ単位、－（ＣＨ２ＣＨ２Ｏ）ｎ－が挙げられ、ここで

、ｎは、１～１００であり得る（Ｇｒｏｓｓｍａｎ，１９９７年４月２９日に発

行された米国特許第５，６２４，８００号）。好ましくは、ｎは、２～２０であ

る。これらのポリエチレンオキシ単位には、ホスフェート基が点在され得る。具

体的には、個々の公知のサイズを有するポリエチレンオキシの追加標識でスルホ

ネート３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノキサジン色素標識ポリヌクレ

オチドを標識することで、このポリヌクレオチドにあるヌクレオチドの数とは実

質的に無関係に、電気泳動による分離が可能となる。すなわち、同じ長さのポリ

ヌクレオチドは、分光的に分解可能な色素標識および移動調節標識に基づいて、

識別され得る。色素標識および移動度調節標識の両方を有するポリヌクレオチド

は、単一標識ポリヌクレオチドまたはヌクレオチド成分の連結またはポリメラー

ゼ伸長により、酵素的に形成され得る。

      【０１２１】

  電気泳動分離に引き続いて、これらの色素－ポリヌクレオチド共役物は、この

色素標識ポリヌクレオチドからの蛍光放射を測定することにより、検出される。

このような検出を実行するために、これらの標識ポリヌクレオチドは、標準手段

（例えば、高強度水銀灯、レーザーなど）により、照射される。好ましくは、こ

の照射手段は、約６００ｎｍより長い波長で照射ビームを有するレーザーである

。さらに好ましくは、これらの色素－ポリヌクレオチドは、Ｈｅ－Ｎｅガスまた

は固体状態ダイオードレーザーにより発生するレーザー光により、照射される。

この蛍光は、次いで、レーザー感受性検出器（例えば、光電子増倍管、電荷結合

素子など）により、検出される。代表的な電気泳動検出システムは、他の文献で

記述されている（Ｈｏｆｆ，「Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ  ｓｃａｎｎｉｎｇ  ｆｌｕ

ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ  ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ  ａｐｐａｒａｔｕｓ  
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ｆｏｒ  ｔｈｅ  ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ  ｆ

ｒａｇｍｅｎｔｓ」、１９９６年８月６日に発行された米国特許第５，５４３，

０２６号；Ｍａｔｈｉｅｓ，「Ｃａｐｉｌｌａｒｙ  ａｒｒａｙ  ｃｏｎｆｏｃ

ａｌ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ  ｓｃａｎｎｅｒ  ａｎｄ  ｍｅｔｈｏｄ」、

１９９３年１２月２８日に発行された米国特許第５，２７４，２４０号；Ｈｕｎ

ｋａｐｉｌｌｅｒ，「Ｒｅａｌ  ｔｉｍｅ  ｓｃａｎｎｉｎｇ  ｅｌｅｃｔｒｏ

ｐｈｏｒｅｓｉｓ  ａｐｐａｒａｔｕｓ  ｆｏｒ  ＤＮＡ  ｓｅｑｕｅｎｃｉｎ

ｇ」、１９８９年３月７日に発行された米国特許第４，８１１，２１８号）。

      【０１２２】

  （ＶＩ．６  キット）

  本発明は、本発明のスルホネート３，７－ジアミノ－［８，９］ベンゾフェノ

キサジン色素および／またはそれらの標識共役物を含むキットを包含する。１実

施形態では、これらのキットは、本発明の色素を他の分子（すなわち、基質）に

結合するのに有用である。このようなキットは、一般に、本発明の色素を含み、

これは、この色素を他の分子または物質に結合するのに適切な任意の連結部分お

よび試薬、酵素、緩衝液、溶媒などを含有する。

      【０１２３】

  １実施形態では、これらのキットは、酵素的に合成したオリゴヌクレオチドお

よびポリヌクレオチドを本発明の色素で標識するのに有用である。このようなキ

ットは、一般に、本発明の標識した酵素的に取り込み可能なヌクレオチドまたは

ヌクレオチド類似物、連続プライマー伸長を支持できる酵素的に取り込み可能な

ヌクレオチドまたはヌクレオチド類似物の混合物およびポリメラーゼ酵素を含有

する。好ましくは、この標識した酵素的に取り込み可能なヌクレオチドまたはヌ

クレオチド類似物は、構造ＩＶによる化合物、最も好ましくは、標識ターミネー

ターである。好ましいポリメラーゼは、熱安定性ポリメラーゼ（例えば、ＡＭＰ

ＬＩＴＡＱ（登録商標）ＤＮＡポリメラーゼＦＡ（ＰＥ  Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ

，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ））である。

      【０１２４】

  他の実施形態では、これらのキットは、合成ポリヌクレオチドを本発明のホス
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ホラミダイト色素で標識するのに有用である。このようなキットは、一般に、ホ

スホラミダイト色素試薬、他の合成試薬および／または固体支持体（これは、必

要に応じて、オリゴヌクレオチド合成を実行するためにある）を含有する（Ａｎ

ｄｒｕｓ，「Ａｕｔｏｍａｔｅｄ  ｓｙｓｔｅｍ  ｆｏｒ  ｐｏｌｙｎｕｃｌｅ

ｏｔｉｄｅ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ａｎｄ  ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ」１９９

３年１１月１６日に発行された米国特許第５，２６２，５３０号）。

      【０１２５】

  他のキット実施形態では、本発明の色素および抗体被覆ビーズで標識したペプ

チドまたはタンパク質を含むキットは、ビードベース免疫捕捉アッセイに有用で

ある。本発明の色素で標識したペプチドまたはタンパク質と共役物を細胞の表面

レセプターに結合する試薬とを含むキットは、細胞表面レセプター検出に有用で

ある。

      【０１２６】

  （Ｖ．７  実施例）

  本発明が記述されているが、以下の実施例は、限定ではなく例示の目的で、提

供されている。

      【０１２７】

    （実施例１  １の合成）

  Ｎｉｌｅ  Ｂｌｕｅ  Ｃｈｌｏｒｉｄｅ（Ａｌｄｒｉｃｈ，約９０％、１．１

８ｇ、３ｍｍｏｌ）を、水１００ｍｌ中にて、６５℃で、３０分間懸濁した。０

．５Ｍ  ＮａＯＨ水（１００ｍｌ）を添加した。この塩基性色素を、塩化メチレ

ンで３回（１００ｍｌごと）抽出した。それらの有機層を合わせ、そして無水Ｎ

ａ２ＳＯ４で乾燥した。蒸発させた後、遊離塩基１を、オイルポンプで、一晩乾

燥した（図２）。

      【０１２８】

    （実施例２  ２の合成）

  遊離塩基１（２００ｍｇ、０．６３ｍｍｏｌ）を、無水トルエン２０ｍｌに溶

解した。炭酸カリウムＫ２ＣＯ３（Ａｌｄｒｉｃｈ、２６０ｍｇ、１．８９ｍｍ

ｏｌ）および６－ブロモヘキサン酸エチル（Ａｌｄｒｉｃｈ、３３６μｌ、１．
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８９ｍｍｏｌ）を添加した。この混合物を、アルゴン下にて、１８時間還流した

。冷却後、この混合物を、フラッシュシリカゲルカラム（溶離液として９０％Ｃ

Ｈ２Ｃｌ２／１０％ＣＨ３ＯＨ）で精製した。２９０ｍｇの化合物Ｂを得た（収

率７１％）。Ｍ＋１の計算値４６０．３、実測値４６０．５（図２）。

      【０１２９】

    （実施例３  ３の合成）

  化合物２（ＨＣｌ塩、１０ｍｇ、２０μｍｏｌ）および無水硫酸ナトリウム（

Ａｌｄｒｉｃｈ、３００ｍｇ）を、塩化メチレン（２ｍｌ）およびクロロスルホ

ン酸（Ａｌｄｒｉｃｈ、２ｍｌ）に添加した。この混合物を、７０℃で、４時間

攪拌した。次いで、さらに多くのクロロスルホン酸（２０ｍｌ）および無水硫酸

ナトリウム（６００ｍｇ）を追加した。この混合物を、７０℃で、さらに１８時

間攪拌した。冷却した後、この反応混合物を氷（約１００ｇ）に滴下した。その

溶液を水（５０倍）で希釈し、そして逆相ＨＰＬＣカラムに直接装填した。

      【０１３０】

  一般に、逆相ＨＰＬＣは、以下の条件下にて、行った：流速：４ｍｌ／分。移

動相：緩衝液Ａ：水中の０．１％ＴＦＡ；緩衝液Ｂ：アセトニトリル中の０．０

８５％ＴＦＡ。勾配：緩衝液Ｂは、１５分で、０％（１００％の緩衝液Ａ）から

７０％（３０％の緩衝液Ａ）まで直線的に増加させ、次いで、緩衝液Ｂを２分で

、１００％まで直線的に増加させた。緩衝液Ｂを２分間流した後、緩衝液Ｂを、

２分で、０％まで直線的に減少させた。検出器：６３０ｎｍ（または、もし、化

合物が赤色蛍光色素でなかったなら、２８０ｎｍ）。

      【０１３１】

  蒸発させ乾燥した後、１０ｍｇの化合物Ｃを得た（収率８９．６％）。Ｍ＋１

の計算値５１２．２、実測値５１２．３（図２）。

      【０１３２】

    （実施例４  ４の合成）

  化合物３（トリフルオロ酢酸塩、１０ｍｇ、１６μｍｏｌ）を、ＤＭＦ（２ｍ

ｌ）に溶解した。Ｏ－（Ｎ－スクシンイミジル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラ

メチルウロニウムテトラフルオロボレート（ＴＳＴＵ）（Ｆｌｕｋａ、６０ｍｇ
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、２００μｍｏｌ）およびトリエチルアミン（Ａｌｄｒｉｃｈ、２．０μｌ、１

４μｍｏｌ）を添加した。この混合物を、室温で、３０分間攪拌した。この混合

物を、逆相ＨＰＬＣで精製した。そのＨＰＬＣ結果によれば、３の全ては、４に

転化された。化合物４の励起最大波長は、６４３ｎｍであり、また、発光最大波

長は、６８０ｎｍであった。Ｍ＋１の計算値６０９．２、実測値６０９．３（図

２）。

      【０１３３】

    （実施例５  ５の合成）

  ２－ニトロソ－５－ジメチルアミノフェノール塩酸塩（ＴＣＩ  Ａｍｅｒｉｃ

ａ、２０３ｍｇ、１ｍｍｏｌ）、１－アミノアントラセン（Ａｌｄｒｉｃｈ、１

９３ｍｇ、１ｍｍｏｌ）および塩酸（Ａｌｄｒｉｃｈ、３７重量％、２ｍｌ、２

４ｍｍｏｌ）を、エタノール（１００ｍｌ）に溶解した。この混合物を、１８時

間還流した。冷却後、それらの溶媒を、圧力下にて、除去した。その残留物を、

フラッシュシリカゲルカラム（溶離液として、１０％メタノール／９０％塩化メ

チレン／０．１％酢酸）で精製して、５を得た。Ｍ＋１の計算値３４０．１、実

測値３４０．３（図３）。

      【０１３４】

    （実施例６  ６の合成）

  メタノール（２ｍｌ）中の化合物５（酢酸塩、３０ｍｇ、７５μｍｏｌ）を、

０．５ｍＭ水酸化ナトリウム水溶液３０ｍｌに添加した。５の塩基形状は、クロ

ロホルム抽出、蒸発および乾燥で得た。この塩基性色素に、炭酸カリウム（Ａｌ

ｄｒｉｃｈ、１３８ｍｇ、１ｍｍｏｌ）、６－ブロモヘキサン酸エチル（Ａｌｄ

ｒｉｃｈ、１７８μｌ、１ｍｍｏｌ）および無水トルエン（５０ｍｌ）を添加し

た。この混合物を、１８時間還流した。冷却後、圧力下にて、揮発性試薬を除去

した。その残留物を、フラッシュシリカゲルカラム（溶離液として、１０％メタ

ノール／９０％塩化メチレン／０．１％酢酸）で精製して、６を得た。Ｍ＋１の

計算値４８２．２、実測値４８２．３（図３）。

      【０１３５】

    （実施例７  ７の合成）
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  化合物６（酢酸塩、１０ｍｇ、１８μｍｏｌ）、無水硫酸ナトリウム（５００

ｍｇ）を、クロロスルホン酸（Ａｌｄｒｉｃｈ、４ｍｌ）に添加した。この混合

物を、７０℃で、１４時間攪拌した。冷却後、この混合物を、濡れた氷（１５０

ｇ）に滴下した。その溶液を、次いで、６０℃で、３時間攪拌した。水（５０倍

）で希釈した後、この溶液を、逆相ＨＰＬＣカラムに直接装填し、純粋な７を得

た。７の励起最大波長は、６５０ｎｍであり、また、発光最大波長は、６９８ｎ

ｍである。Ｍ＋１の計算値６１４．１、実測値６１４．３（図４）。

      【０１３６】

    （実施例８  ８の合成）

  化合物７（ＴＦＡ塩、１ｍｇ、１．４μｍｏｌ）を、ＤＭＦ（２ｍｌ）に溶解

した。ＴＳＴＵ（６０ｍｇ、２００μｍｏｌ）および重炭酸ナトリウム（Ａｌｄ

ｒｉｃｈ、８．０ｍｇ）を添加した。この混合物を、２時間にわたって、アルゴ

ンで絶えずパージした。この反応混合物を、逆相ＨＰＬＣで精製して、８を得た

。Ｍ－１の計算値７０９．１、実測値７０９．３（図４）。

      【０１３７】

    （実施例９  ９の合成）

  ８－アミノ－２－ナフタレンスルホン酸（Ａｌｄｒｉｃｈ、１．１１５ｇ、５

ｍｍｏｌ）、６－ブロモヘキサン酸エチル（１．０６７ｍｌ、６ｍｍｏｌ）およ

び１，８－ビス（ジメチルアミノ）ナフタレン（「プロトンスポンジ」Ａｌｄｒ

ｉｃｈ、２．１４ｇ、１０ｍｍｏｌ）を、無水アセトニトリル（１５０ｍｌ）に

溶解した。この混合物を、アルゴン下にて、１８時間還流した。その溶媒を蒸発

させ、その残留物を逆相ＨＰＬＣで精製して、９を得た。化合物ＩのＭＳ、Ｍ－

１の計算値３６４．１、実測値３６４．０（図５）。

      【０１３８】

    （実施例１０  １０の合成）

  ３－（３－ヒドロキシ－４－ニトロソ－Ｎ－プロピルアニリノ）プロパン－ス

ルホン酸（Ｆｌｕｋａ、３０２ｍｇ、１ｍｍｏｌ）および８－アミノ－２－ナフ

タレンスルホン酸（Ａｌｄｒｉｃｈ、２２３ｍｇ、１ｍｍｏｌ）を、エタノール

（２００ｍｌ）および塩酸（３７重量％、４ｍｌ）に溶解した。この混合物を、
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１８時間還流した。その溶媒を蒸発させた後、その残留物を、逆相ＨＰＬＣで精

製して、１０を得た（図６）

    （実施例１１  １１の合成）

  Ｍｏｄｅｌ  ４３３  Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｒ（ＰＥ  Ｂｉ

ｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｆｏｓｔｅｒ  Ｃｉｔｙ，ＣＡ）およびＦｍｏｃ／ＨＢＴＵ

化学反応（Ｆｉｅｌｄｓ，Ｇ．ａｎｄ  Ｎｏｂｌｅ，Ｒ．（１９９０年）「Ｓｏ

ｌｉｄ  ｐｈａｓｅ  ｐｅｐｔｉｄｅ  ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ｕｔｉｌｉｚｉｎ

ｇ  ９－ｆｌｕｏｒｏｅｎｙｌｍｅｔｈｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌ  ａｍｉｎｏ  

ａｃｉｄｓ」、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｒｅｓ．３５：

１６１～２１４）を使って、典型的な固相ペプチド合成により、クロロトリチル

ポリスチレン樹脂上で、ＤＥＶＤペプチド：Ａｃｅｔｙｌ－Ａｓｐ（Ｂｕｔ）Ｇ

ｌｕ（Ｂｕｔ）ＶａｌＡｓｐ（Ｂｕｔ）－ＣＯＯＨを調製した。樹脂上の粗製保

護ペプチドを、１０分間、塩化メチレン中の１％ＴＦＡで切断した。濾液のｐＨ

を、４－ジメチルアミノピリジンを用いて８にすぐに上げた。揮発性の試薬を蒸

発させた後、粗製保護ペプチド（Ａｃｅｔｙｌ－Ａｓｐ（Ｂｕｔ）Ｇｌｕ（Ｂｕ

ｔ）ＶａｌＡｓｐ（Ｂｕｔ）－ＣＯＯＨ）を得、直接使用してスルホネート［８

，９］ベンゾフェノキサジン色素に結合させた。

      【０１３９】

  粗製保護ペプチドＤＥＶＤ：Ａｃｅｔｙｌ－Ａｓｐ（Ｂｕｔ）Ｇｌｕ（Ｂｕｔ

）ＶａｌＡｓｐ（Ｂｕｔ）－ＣＯＯＨ（ＳＥＱ．ＩＤ  ＮＯ．１）、ベンゾトリ

アゾール－１－イルオキシ－トリス（ジメチル－アミノ）ホスホニウムヘキサフ

ルオロホスフェート（ＢＯＰ）（Ａｄｖａｎｃｅｄ  ＣｈｅｍＴｅｃｈ、２２ｍ

ｇ、５０μｍｏｌ）および色素１０（ＴＦＡ塩、１ｍｇ、１．６μｍｏｌ）を、

ＤＭＦ（２００μｌ）に溶解した。この混合物を、室温で、７２時間振盪した。

その溶媒を完全に除去し、その残留物を、塩化メチレン中の３０％ＴＦＡで、３

０分間脱保護した。蒸発後、この混合物を逆相ＨＰＬＣで精製して、１１を得た

。質量分光分析：Ｍ＋１の計算値１００６．５、実測値１００６．３（図６）。

      【０１４０】

    （実施例１２、１２の合成）
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  化合物９（４．３ｍｇ、１２μｍｏｌ）および３－（３－ヒドロキシ－４－ニ

トロソ－Ｎ－プロピルアニリノ）プロパン－スルホン酸（Ｆｌｕｋａ、７．２ｍ

ｇ、２４μｍｏｌ）を、エタノール（５０ｍｌ）および塩酸（３７重量％、４ｍ

ｌ）に溶解した。この混合物を、１８時間還流した。この反応混合物を逆相ＨＰ

ＬＣで精製して、１２を得た。質量分光分析：Ｍ＋１の計算値６２０．２，実測

値６２０．３（図５）。

      【０１４１】

    （実施例１３  １３の合成）

  化合物１２（１ｍｇ、１．６μｍｏｌ）、ＴＳＴＵ（１００ｍｇ、０．３３ｍ

ｍｏｌ）およびトリエチルアミン（２．２３μｌ、１６μｍｏｌ）を、ＤＭＦ（

５ｍｌ）に溶解した。この混合物を、１時間、アルゴンで絶えずパージした。こ

の混合物を、逆相ＨＰＬＣで精製して、１３を得た。質量分光分析：Ｍ＋１の計

算値７１７．２，実測値７１７．３（図５）。

      【０１４２】

    （実施例１４  Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ  Ｐペプチドの色素共役物１４、１５、

１６、１７の合成）

  Ｓｕｂｓｔａｎｃｅ  Ｐペプチド：

  Ｈ２Ｎ－Ａｒｇ－Ｐｒｏ－Ｌｙｓ
３－Ｐｒｏ－Ｇｌｎ－Ｇｌｎ－Ｐｈｅ－Ｐｈ

ｅ－Ｇｌｙ－Ｌｅｕ－Ｍｅｔ－ＣＯＮＨ２（ＳＥＱ．ＩＤ  ＮＯ．２）を、実施

例１１の方法で調製した。スルホネート［８，９］ベンゾフェノキサジン色素の

ＮＨＳ形態（例えば、４、８、１３）を調製し、そして室温で１０分間～１時間

振盪して、ＮａＨＣＯ３を含有する水性アクリロニトリル中にて、Ｓｕｂｓｔａ

ｎｃｅ  Ｐペプチドのリシン３の側鎖アミノ基にカップリングした。逆相ＨＰＬ

Ｃにより、共役色素－ペプチド（図１１Ａおよび図１１Ｂ）を精製した。

      【０１４３】

    （実施例１５  ４およびＮｅｕｔｏｐｅｐｔｉｄｅ  Ｙに由来の色素共役物

１８の合成）

  Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ  Ｙ：

  Ｈ２Ｎ－Ｔｙｒ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ－Ｌｙｓ
４－Ｐｒｏ－Ａｓｐ－Ａｓｎ－Ｐｒ
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ｏ－Ｇｌｙ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ａｌａ－Ｐｒｏ－Ａｌａ－Ｇｌｕ－Ａｓｐ－Ｍｅ

ｔ－Ａｌａ－Ａｒｇ－Ｔｙｒ－Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ａｌａ－Ｌｅｕ－Ａｒｇ－Ｈｉ

ｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｉｌｅ－Ｔｈｒ－Ａｒｇ－Ｇｌｎ－Ａｒ

ｇ－Ｔｙｒ－ＣＯＮＨ２（ＳＥＱ．ＩＤ  ＮＯ．３）を、実施例１１の方法によ

り、調製した。スルホネート［８，９］ベンゾフェノキサジン色素４のＮＨＳ形

態を、室温で１０分間振盪して、ＮａＨＣＯ３を含有する水性アセトニトリル中

にて、Ｎｅｕｒｏｐｅｐｔｉｄｅ  Ｙのリシン４の側鎖アミノ基にカップリング

した。逆相ＨＰＬＣにより、共役色素－ペプチド１８（図１１Ｂ）を精製した。

      【０１４４】

  本発明は、今ここで、詳細に記述したが、本発明の精神または範囲から逸脱す

ることなく、それに多くの変更および改変を行うことができることは、当業者に

明らかである。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、本発明に従う化合物１９～２３を調製するための一般的な合成経路を

示す。

    【図２】

  図２は、化合物１～４でＮＨＳエステル４の合成経路を示す。

    【図３】

  図３は、５を形成する環化反応および中間体６を形成するアルキル化を示す。

    【図４】

  図４は、７を形成するスルホン化反応およびＮＨＳエステル８を形成する活性

化を示す。

    【図５】

  図５は、９を形成するアルキル化、１２を形成する環化およびＮＨＳエステル

１３を形成する活性化を示す。

    【図６】

  図６は、例示的な保護ＤＥＶＤペプチド結合体１１の形成を示す。

    【図７】
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  図７は、本発明の例示的なホスホラミダイト化合物を示す。

    【図８】

  図８は、本発明の特定の例示的な化合物の質量分析結果を示す。

    【図９】

  図９は、特定の中間体化合物の質量分析結果を示す。

    【図１０】

  図１０は、本発明の特定の例示的な化合物を示す。

    【図１１Ａ】

  図１１Ａは、本発明に従う５種の例示的なポリペプチド－色素結合体１４～１

８を示す。

    【図１１Ｂ】

  図１１Ｂは、本発明に従う５種の例示的なポリペプチド－色素結合体１４～１

８を示す。



(74) 特表２００３－５３１９４６

【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】
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【図１０】
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【図１１Ａ】
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【図１１Ｂ】
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【国際調査報告】
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