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(57)【要約】
　本発明は、式Ｉのシアノベンゾチアゾール誘導体でタ
ンパク質を部位特異的に標識するための化合物および方
法を提供する。例えば、本発明は、システイン残基を末
端とするタンパク質のＮ末端を標識する方法を提供する
。本発明は、さらにＮ末端で標識されたタンパク質の検
出のためにＮ末端で標識されたタンパク質を単離する方
法および方法を提供する。
【選択図】図２（ｂ）



(2) JP 2011-515698 A 2011.5.19

10

20

30

40

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式Ｉの化合物
【化１】

（式中、
　Ｚは、Ｈ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、ＣＮ、アミノ、アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、
アルキルエステル、カルボキシ、カルボン酸塩、アルキルアミド、ホスフェート、アルキ
ルホスホネート、スルフェート、アルキルスルホネート、ニトロ、または任意に不飽和で
あり、任意にアミノ、ヒドロキシ、オキソ（＝Ｏ）、ニトロ、チオールもしくはハロで置
換された（Ｃ1－Ｃ10）アルキルであり；
　各Ｒ1は、独立して、Ｈ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、ＣＮ、（Ｃ1－Ｃ6）アルキル、（Ｃ1－
Ｃ6）アルコキシ、または（Ｃ1－Ｃ6）アルキルチオであり、各アルキル、アルコキシ、
またはアルキルチオは、任意にＦ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、アミノ、アルケニル、アルキニル、
シクロアルキル、アリール、アルキルスルホネート、もしくはＣＯ2Ｍ（式中、ＭはＨ、
有機陽イオン、または無機陽イオン）で置換され；
　ｎは、０、１、または２であり；
　Ｙは、１以上のハロ、オキソ（＝Ｏ）、（Ｃ1－Ｃ6）アルキル、または（Ｃ1－Ｃ6）ア
ルコキシで任意に置換され、かつ１以上のＮ（Ｒ1）、Ｏ、Ｓ、または－Ｎ－Ｃ（＝Ｏ）
－基で任意に中断された（Ｃ1－Ｃ16）アルキルを含む連結基であるか、またはＸがＮ3で
ある場合Ｙは任意に存在せず；および
　Ｘは、レポーターモイエティ、親和性モイエティ、クエンチャー、光架橋モイエティ、
固体支持体、Ｎ3、Ｈ、またはＯＨであり、ＸがＨまたはＯＨである場合、式Ｉの化合物
は、放射性モイエティ、または２－ニトリルモイエティの炭素もしくは窒素原子以外の原
子の同位体バリアントを含む）。
【請求項２】
　ＺがＨまたはＦであり、Ｒ1がＨまたはＦである、請求項１に記載の化合物。
【請求項３】
　Ｚが、水素、フッ素、ニトロ、またはアルキルスルホネートである、請求項１に記載の
化合物。
【請求項４】
　Ｘがフルオロフォアである、請求項３に記載の化合物。
【請求項５】
　式Ｉの化合物が、
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【化２】

である、請求項４に記載の化合物。
【請求項６】
　Ｘが、レポーターモイエティ、親和性モイエティ、クエンチャー、光架橋モイエティ、
または固体支持体である、請求項３に記載の化合物。
【請求項７】
　式Ｉの化合物が、

【化３】

である、請求項６に記載の化合物。
【請求項８】
　Ｘが、Ｎ3、アレクサ－６６３、
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【化４】

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項９】
　式Ｉの化合物が、
【化５】

である、請求項１に記載の化合物。
【請求項１０】
　タンパク質のＮ末端を標識する方法であって、
　１以上の異なるタンパク質でありそのうちの少なくとも１つがＮ末端においてシステイ
ンを有するタンパク質、を含む分子集団を有する混合物を、請求項１に記載の化合物であ
って、式Ｉ中のＸが、レポーターモイエティまたは親和性モイエティである化合物と接触
させて、前記システインに共有結合された前記レポーターモイエティまたは前記親和性モ
イエティを含む１以上のタンパク質をもたらす工程、
を含む方法。
【請求項１１】
　前記レポーターモイエティを検出する工程をさらに含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記親和性モイエティを含むタンパク質を単離する工程をさらに含む、請求項１０に記
載の方法。
【請求項１３】
　Ｎ末端で標識されたタンパク質を検出する方法であって、
　ａ）請求項１に記載の化合物であって、式Ｉ中のＸが、レポーターモイエティまたは親
和性モイエティである化合物と接触させた、１以上の異なるタンパク質でありそのうちの
少なくとも１つがＮ末端においてシステインを有するタンパク質、を含む分子集団を有す
る混合物を提供する工程であって、前記タンパク質の１以上が、前記システインに共有結
合された前記レポーターモイエティまたは前記親和性モイエティを含む工程、及び
　ｂ）前記混合物中の前記レポーターモイエティまたは前記親和性モイエティの存在また
は非存在を検出する工程、
を含む方法。
【請求項１４】
　Ｎ末端で標識されたタンパク質を単離する方法であって、
　ａ）請求項１に記載の化合物であって、式Ｉ中のＸが親和性モイエティである化合物と
接触させた、１以上の異なるタンパク質でありそのうちの少なくとも１つがＮ末端におい
てシステインを有するタンパク質、を含む分子集団を有する混合物を提供する工程であっ
て、前記タンパク質の１以上が、前記システインに共有結合された前記親和性モイエティ
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を含む工程、及び
ｂ）前記親和性モイエティを含む前記１以上のタンパク質を単離する工程、
を含む方法。
【請求項１５】
　前記混合物が無細胞翻訳系を含む、請求項１０、１３または１４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記無細胞翻訳系が、コムギ麦芽抽出物、昆虫細胞溶解物、ウサギ網状赤血球溶血液、
カエル卵母細胞溶解物、イヌ膵臓溶解物、ヒト細胞溶解物、精製したもしくは半精製した
真核生物の翻訳因子の混合物、またはそれらの組み合わせである、請求項１５に記載の方
法。
【請求項１７】
　前記混合物がインタクトな真核生物細胞を含む、請求項１０、１３または１４に記載の
方法。
【請求項１８】
　前記細胞が、組織培養細胞または初代細胞であり、前記細胞が任意にヒト細胞である、
請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記レポーターモイエティを含む前記タンパク質を単離する工程をさらに含む、請求項
１０または１３に記載の方法。
【請求項２０】
　前記モイエティを含む前記タンパク質が、組換え遺伝子産物、遺伝子融合産物、酵素、
サイトカイン、炭水化物結合タンパク質、脂質結合タンパク質、核酸結合タンパク質、ホ
ルモン、免疫原性タンパク質、ヒトタンパク質、ウイルスタンパク質、細菌タンパク質、
寄生生物タンパク質、またはその断片である、請求項１０、１３または１４に記載の方法
。
【請求項２１】
　前記レポーターモイエティがフルオロフォアである、請求項１０または１３に記載の方
法。
【請求項２２】
　前記親和性モイエティが、３つ以上のアミノ酸のペプチドである、請求項１０、１３ま
たは１４に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ペプチドが、エピトープまたは３つ以上の連続したヒスチジン残基を含む、請求項
２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記モイエティが核酸である、請求項１０、１３または１４に記載の方法。
【請求項２５】
　前記モイエティがＲＮＡまたはＤＮＡである、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記親和性モイエティがハプテンである、請求項１０、１３または１４に記載の方法。
【請求項２７】
　前記モイエティがビオチンを含み、前記ビオチンが、任意に、光切断できるビオチンモ
イエティである、請求項１０、１３または１４に記載の方法。
【請求項２８】
　Ｎ末端で標識されたタンパク質を検出する方法であって、
　ａ）請求項１に記載の化合物であって、式Ｉ中のＸが、レポーターモイエティまたは親
和性モイエティである化合物、と反応させた、１以上の異なるタンパク質でありそのうち
の少なくとも１つがＮ末端においてシステインを含むＮ末端で標識されたタンパク質、を
含む分子集団を有する混合物を提供する工程
　ｂ）前記Ｎ末端で標識されたタンパク質を含む混合物を、前記異なるタンパク質と相互
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作用するように選択されるかまたは相互作用すると疑われる第２のタンパク質を含むサン
プルと組み合わせて、この相互作用が複合体をもたらし、第２の混合物を提供する工程、
及び
　ｃ）前記複合体中の前記レポーターモイエティまたは前記親和性モイエティの存在を検
出する工程、
を含む方法。
【請求項２９】
　前記第２の混合物から１つの複合体を単離する工程をさらに含む、請求項２８に記載の
方法。
【請求項３０】
　前記第２のタンパク質が融合タンパク質である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　前記融合タンパク質が、合成基質を結合する第３のタンパク質を含む、請求項３０に記
載の方法。
【請求項３２】
　前記第３のタンパク質が変異体デハロゲナーゼを含む、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　前記合成基質が、固体支持体およびデハロゲナーゼ基質を含む、請求項３２に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、２００８年３月２７日に出願された米国仮特許出願第６１／０４０，０７３号
（参照することにより本明細書に組み入れられる）に対して、米国特許法§１１９（ｅ）
下で、優先権を主張する。
【背景技術】
【０００２】
　フルオロフォアによる生体分子の部位特異的標識は、標識化学の注意深い選択、標識効
率のための標識反応の最適化および標識された生体分子の特性評価、部位特異性、ならび
に官能基の維持をしばしば必要とする。タンパク質のために２つの最も一般に使用される
アプローチは、スルフヒドリル基または第一級アミンへの化学的カップリングに基づき、
それは、与えられたタンパク質中のシステイン（Ｃｙｓ）残基およびリジン残基の特有の
含量および分布の結果として、異なるタンパク質上に異なる標識パターンをもたらす。フ
ルオロフォアによるタンパク質の部位特異的標識のために最も一般的な方法は、チオール
反応試薬によるＣｙｓ特異的標識である。この反応の間に、表面に暴露されたＣｙｓ残基
を持つタンパク質は、マレイミド、ヨードアセトアミド、またはフルオロフォアの他の反
応性コンジュゲートによって共有結合で修飾される（Waggoner, Methods Enzymol., 246:
362 (1995); Haugland、Handbook of Fluorescent Probes and Research Products、第8
版、2002年; Selvin、Methods Enzymol., 246:300 (1995)）。システインがまれなアミノ
酸であり、部位特異的変異誘発を使用して他のアミノ酸と容易に置換することができるの
で、これは小さなタンパク質（約２００残基未満）のための選択の方法である（Kunkel e
t al., Methods Enzymol., 205:125 (1991)）。
【０００３】
　対象となるタンパク質にＣｙｓ残基がないならば、標識の取り込みの部位は、高分解能
三次元構造の検査（Ｘ線結晶構造解析または核磁気共鳴を使用して作成される）後に選択
される。標識は、酵素活性またはタンパク質配列の空間的配置（「タンパク質折り畳み」
としても公知である）を混乱させるべきでない。続いて、選択部位に存在するアミノ酸（
好ましくは、Ｃｙｓの側鎖に類似した電荷、サイズ、および疎水性の側鎖を有する）は、
部位特異的変異誘発を使用して、Ｃｙｓによって置換される（Kunkel et al., 1991）。
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【０００４】
　未修飾タンパク質が単一の既存のＣｙｓを有するならば、構造的情報から、Ｃｙｓ側鎖
の表面接近容易性の測定（Kapanidis et al., J. Mol. Biol., 312:453 (2001)）と共に
、存在するＣｙｓが標識に使用できるかどうかを決定することでき、そうでない場合には
、既存のＣｙｓは構造的に類似するアミノ酸のセリンに変換することができ、その後にＣ
ｙｓ不含有タンパク質のための手順を行なうことができる。
【０００５】
　発現タンパク質ライゲーション（ＥＰＬ）（Muir, Annu. Rev. Biochem., 72:249 (200
3)）と呼ばれる最近開発されたアプローチにおいて、タンパク質は、インテインドメイン
および親和性タグを持つＣ末端融合物で発現される。結果として生じる融合タンパク質は
、親和性マトリックス上で発現宿主のタンパク質から分離することができる。固定化タン
パク質を高濃度のチオールにより処理することは、インテインと標的タンパク質との間の
ペプチド結合の切断を導く。切断されたタンパク質は、カップリング部位で生来のペプチ
ド結合を生成する生来の化学的ライゲーションによってＮ末端でＣｙｓを持つペプチド（
または、実際は任意の分子）にカップリングされうる、Ｃ末端上のチオエステル基を保有
する（Dawson et al., Science, 266:776 (1994)）。このアプローチはタンパク質工学の
ためにうまく使用されたが、その欠点は、標的タンパク質の可溶性および折り畳みに影響
を及ぼしうる大きな融合タンパク質を発現する必要があること、ならびに標的タンパク質
の隣接残基の影響に起因してインテインスプライシング効率が異なることに関する（Zhan
g et al., Gene, 275:241 (2001)）。
【０００６】
　代替戦略は、組換えタンパク質のＮ末端Ｃｙｓ上にフルオロフォアなどのチオエステル
コンジュゲート官能基がカップリングされるものである（Schuler et al., Bioconjugate
 Chem., 13:1039 (2002)）。いくつかの事例において、効率はタンパク質の間で変化する
が、ポジション２のＣｙｓは発現宿主のアミノペプチダーゼによるメチオニン切断に際し
てＮ末端となる（Gentle et al., Bioconjugate Chem., 15:658 (2004)）。別の戦略にお
いて、Ｎ末端Ｃｙｓは、標的タンパク質にＮ末端で融合したインテインドメインの自己切
断によって生成される。あるいは、Ｎ末端Ｃｙｓ残基は、適切に操作されたプロテアーゼ
切断部位のタンパク質分解による切断によって生成することができる。切断部位の＋１ポ
ジションにＣｙｓがあることを許容することが示されたプロテアーゼには、第Ｘ因子、プ
レシジョンプロテアーゼ、およびＴＥＶプロテアーゼがある（Cotton et al., Chem. Bio
l., 7:253 (2000); Tolbert et al., Angew. Chem. Int. Ed., 41:2171 (2002)）。
【０００７】
　したがって、タンパク質またはペプチドの特異的部位への部位特異的な化学基の連結を
支援する化合物、組成および方法が必要である。
【発明の概要】
【０００８】
　本発明は、タンパク質などの生体分子の同定、定量化および／または精製を支援するこ
とができるフルオロフォアまたは他の検出できる基、例えば、レポーターモイエティ、親
和性モイエティ、抗原、クエンチャー化合物、光架橋モイエティ、または固体支持体、に
連結されたシアノベンゾチアゾールを提供する。例えば、かかるシアノベンゾチアゾール
誘導体は、Ｎ末端でシステイン（「Ｃｙｓ」）残基を含有するタンパク質との迅速かつ特
異的な反応が可能である。Ｎ末端Ｃｙｓ残基を有するタンパク質と反応することによって
、シアノベンゾチアゾール誘導体はタンパク質のＮ末端でレポーターモイエティまたは他
の官能基を導入することができる。１つの実施形態において、反応は、シアノベンゾチア
ゾール誘導体のシアノ基上のＣｙｓチオールの求核攻撃、続いて付随する環化によって進
行させることができる。
【０００９】
　環化は安定したチアゾリン環を提供し、それによって、対象となるタンパク質のＮ末端
へベンゾチアゾール誘導体を共有結合で添付する。誘導体は、シアノベンゾチアゾールの
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、例えば６’位に共有結合で連結された少なくとも１つのレポーターモイエティまたは親
和性モイエティを含むことができる。内部Ｃｙｓ側鎖へのシアノベンゾチアゾール誘導体
の付加は容易に除去することができる。除去は、Ｃｙｓ溶液を加え、典型的には約１乃至
約１０分間、多くの場合約２乃至約５分間、インキュベーションすることによって達成で
きる。
【００１０】
　本発明は、本発明のシアノベンゾチアゾール誘導体を使用して、対象となるタンパク質
のＮ末端でレポーターモイエティまたは他の官能基を導入する方法もまた提供し、それに
よる標識タンパク質を提供する。Ｃｙｓ含有タンパク質は、ポジション２でＣｙｓを有す
るか、もしくはＣｙｓを有するように操作されたタンパク質、インテイン仲介性の方法に
よって調製されたタンパク質、または適切なプロテアーゼにより調製されたタンパク質で
ありえる。１つの実施形態において、誘導体は、以下の一般構造Ｘ－Ｌ－Ｍ（式中、Ｘは
レポーターモイエティまたは親和性モイエティ、Ｌは省略可能なリンカー、Ｍはシアノベ
ンゾチアゾールである）を有する。１つの実施形態において、Ｌは光切断できる。１つの
実施形態において、Ｌは酵素の認識部位である。１つの実施形態において、Ｌは光切断で
きない。１つの実施形態において、Ｌは酵素の認識部位ではない。１つの実施形態におい
て、Ｘ－Ｌ－Ｍは検出できないが、Ｘ－Ｌ－ＭとＮ末端Ｃｙｓ含有タンパク質との間の反
応の産物は検出できる。１つの実施形態において、Ｘ－Ｌ－Ｍは検出できるが、Ｘ－Ｌ－
ＭとＮ末端Ｃｙｓ含有タンパク質との間の反応の産物は検出できない。別の実施形態にお
いて、Ｘ－Ｌ－Ｍ、およびＸ－Ｌ－ＭとＮ末端Ｃｙｓ含有タンパク質との間の反応の産物
は、例えば光学的に、区別することができる。
【００１１】
　本方法の適用は、タンパクの質構造および機能の検出または分析のためのタンパク質の
部位特異的標識を含むが、これらに限定されない。本発明は、２－シアノベンゾチアゾー
ルの誘導体を使用して、対象となる酵素などの分子を検出する分析を実行する方法もまた
提供する。対象となる酵素は、キナーゼ、ホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、スルファ
ターゼ、ペプチダーゼ、グリコシダーゼ、およびプロテアーゼ、例えば、アポトーシスに
関与するプロテアーゼを含むが、これらに限定されない。本発明は、かかる分析において
使用することができる新規の化合物および組成をさらに提供する。
【００１２】
　したがって、本発明は、特定の実施形態に従って、Ｎ末端でタンパク質を標識するイン
ビトロの方法を提供する。方法は、少なくとも１つのレポーターモイエティまたは親和性
モイエティを含むシアノベンゾチアゾールの誘導体と、末端Ｃｙｓ、例えば、Ｎ末端Ｃｙ
ｓを備えた少なくとも１つのタンパク質を含む混合物、例えば、タンパク質抽出物（溶解
物）、精製タンパク質、またはタンパク質合成系の成分、を接触させることを含む。シア
ノベンゾチアゾール誘導体は、シアノベンゾチアゾールのベンゾモイエティに添付された
少なくとも１つのレポーターモイエティまたは親和性モイエティを含むことができる。例
えば、レポーターモイエティまたは親和性モイエティは、シアノベンゾチアゾールの４’
、５’、６’または７’位に添付されうる。特定の実施形態において、レポーターモイエ
ティまたは親和性モイエティは、シアノベンゾチアゾールの６’位に添付される。
【００１３】
　１つの実施形態において、末端Ｃｙｓタンパク質を含有する混合物は、細胞溶解物、例
えば、市販のライブラリーからの細胞溶解物である。１つの実施形態において、混合物は
、少なくとも１つの核酸分子、例えば、ｍＲＮＡやｔＲＮＡ、アミノ酸および／またはチ
ャージしたｔＲＮＡ、リボソーム、１以上の翻訳開始因子、１以上の伸長因子、および１
以上の終止因子、例えば、タンパク質合成系を含むことができる。その混合物は組み合わ
せた真核生物の転写／翻訳混合物でもありえる。
【００１４】
　シアノベンゾチアゾール誘導体は、任意のインビトロの翻訳系（例えば、コムギ麦芽抽
出物、昆虫細胞溶解物、ウサギ網状赤血球溶血液（reticulocyte lysate）、原核生物の
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（例えばＳ３０）大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、カエル卵母細胞溶解物、イヌ膵臓溶解物、ヒ
ト細胞溶解物、または精製したもしくは半精製した真核生物の翻訳因子の混合物を含むが
、これらに限定されない真核生物の翻訳系）と共に用いることができる。１つの実施形態
において、次にＮ末端でレポーターモイエティまたは親和性モイエティを有するタンパク
質は、検出、単離、および／または定量される。
【００１５】
　１つの実施形態は、タンパク質、ペプチド、または他のカルボキシ含有分子のＣ末端部
に、選択した化学基（例えば、フルオロフォアまたは他の検出できる基）を特異的に添付
する方法を提供する。方法は、ベンゾチアゾール誘導体、例えば、式Ｉの化合物と、標識
される分子を有する混合物を接触させることを含む。不安定な誘導体は、任意にチェイス
試薬により除去することができ、それによって安定した検出できる基を持つ分子を有する
混合物を産出する。
【００１６】
　本発明のベンゾチアゾール化合物は、式Ｉの化合物を含む。

【化１】

【００１７】
　可変し得る(variable)Ｚは、Ｈ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、ＣＮ、アミノ、アルキルアミノ
、ジアルキルアミノ、アルキルエステル（例えば、－ＣＯ2（アルキル））、カルボキシ
、カルボン酸塩、アルキルアミド（－Ｃ（＝Ｏ）ＮＨ（アルキル））、ホスフェート（－
ＯＰＯ（ＯＨ）2）、アルキルホスホネート、スルフェート（－ＯＳＯ3Ｈ）、アルキルス
ルホネート、ニトロ、または任意に不飽和であり、任意にアミノ、ヒドロキシ、オキソ（
＝Ｏ）、ニトロ、チオールもしくはハロで置換された（Ｃ1－Ｃ10）アルキルであり得る
。基Ｚは、シアノベンゾチアゾールの４’、５’または７’位に位置することができる。
特定の実施形態において、Ｚは７’位に位置する。
【００１８】
　各Ｒ1は、独立して、Ｈ、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、ＣＮ、（Ｃ1－Ｃ6）アルキル、（Ｃ1－
Ｃ6）アルコキシ、または（Ｃ1－Ｃ6）アルキルチオでありえ、各アルキル、アルコキシ
、またはアルキルチオは、Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ、アミノ、アルケニル、アルキニル、シク
ロアルキル、アリール、アルキルスルホネート、またはＣＯ2Ｍ（式中、ＭはＨ、有機陽
イオンまたは無機陽イオン）で任意に置換され；ｎは０、１または２である。基Ｒ1（複
数可）は、シアノベンゾチアゾールの４’、５’または７’位に位置することができる。
特定の実施形態において、Ｚは７’位に位置することができる。
【００１９】
　基Ｙは、１以上（例えば、１、２、３、４、１～５、または１～６）のハロ、ヒドロキ
シ、オキソ、（Ｃ1－Ｃ6）アルキル、または（Ｃ1－Ｃ6）アルコキシで任意に置換され、
かつ１以上（例えば、１、２、３、４、１～５、または１～６）のＮ（Ｒ1）、Ｏ、Ｓま
たは－Ｎ－Ｃ（＝Ｏ）－基で任意に中断された（Ｃ1－Ｃ16）アルキルを含む連結基であ
りえるか、またはＹは存在しないことがありえる。用語「任意に中断される」は、連結基
の１つのまたは両方の末端炭素を含む、連結基の１以上、例えば、１、２、３、４、１～
５、または１～６つの炭素原子を、Ｏ、Ｎ（Ｒ1）、Ｓ、または－Ｎ－Ｃ（＝Ｏ）－基で
置き換えることができることを意味する。いくつかの実施形態において、例えば、Ｘがア
ジド（Ｎ3）である場合、Ｙは任意に存在しないことがありえる。例えば、いくつかの実
施形態において、Ｙは、－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－、－Ｏ－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－、－
Ｏ－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－Ｏ－、－Ｏ－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－ＮＨ－、－Ｏ－（Ｃ1
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－Ｃ6）アルキル－（ＣＯ）ＮＨ－、－ＮＨ－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－ＮＨ－、－ＮＨ－
（ＣＯ）（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－ＮＨ－、－ＮＨ－（ＣＯ）（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－（Ｃ
Ｏ）－ＮＨ－または－Ｏ－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル－（ＣＯ）ＮＨ－（Ｃ1－Ｃ6）アルキル
－でありえる。
【００２０】
　基Ｘは、レポーターモイエティ、親和性モイエティ、クエンチャー、光架橋モイエティ
、固体支持体、Ｎ3、Ｈ、またはＯＨでありえる。特定の実施形態において、ＸがＨまた
はＯＨである場合、式Ｉの化合物は、例えば、Ｙが存在しない場合、２－ニトリルモイエ
ティの炭素原子または窒素原子ではない任意の原子の放射性モイエティまたは同位体バリ
アントを含む。
【００２１】
　シアノベンゾチアゾールに添付された官能基は、検出できるかもしくは検出が可能であ
るか、または単離が可能な何らかの分子（またはその一部分）でありえる。それらのモイ
エティは、核酸分子（すなわちＤＮＡまたはＲＮＡ、例えば、オリゴヌクレオチド）、薬
物、タンパク質、ペプチド（例えば、リガンドによって認識されるエピトープ）、ハプテ
ン（例えば、キーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬＨ））、炭水化物、ビオチン、樹
脂、酵素のための基質、フルオロフォア、発色団、および同種のもの、またはその組み合
わせを含むが、これらに限定されない。例えば、核酸レポーターモイエティは、ハイブリ
ダイゼーション、増幅、核酸レポーターに特異的な核酸結合タンパク質への結合、酵素的
分析（例えば、核酸分子がリボザイムであるならば）によって検出することができるか、
または、核酸分子がそれ自体検出できるかもしくは検出が可能な分子（例えば、放射標識
またはビオチン）を含むならば、その分子に適切な分析によって検出することができる。
【００２２】
　核酸レポーターは、マイクロアレイまたはリボゾームディスプレイにおけるタンパク質
の検出および／または単離に有用でありえる。Ｔ７ポリメラーゼ（ＩＤＡＴ）での増幅に
よる免疫ＰＣＲおよび免疫検出も核酸レポーターの検出に適用可能である。例えば、シア
ノベンゾチアゾールに添付した核酸レポーターを用いてＮ末端Ｃｙｓ含有タンパク質を標
識し、核酸を例えば蛍光ヌクレオチドの存在下で増幅し、次に増幅核酸を検出する（公開
米国出願２００２／００２８４５０（Greene et al.）を参照）。タンパク質ベースのま
たはペプチドベースのレポーターモイエティまたは親和性モイエティは、リガンド結合（
例えばタンパク質またはペプチドに特異的な抗体への結合）、または生化学的活性、酵素
活性もしくは発光活性によって検出することができ、例えば、タンパク質ベースのモイエ
ティは、輸送ドメイン、抗体、カスパーゼ、ルシフェラーゼまたは緑色蛍光タンパク質（
ＧＦＰ）でありえる。
【００２３】
　親和性モイエティおよびそれらの対応するリガンド（例えば、マルトースおよびマルト
ース結合タンパク質、ビオチンおよびアビジンまたはストレプトアビジン、ならびにヒス
チジンタグおよびコバルト、亜鉛、ニッケルまたは銅などの金属）は、例えば、ビーズ、
樹脂、またはマルチウェルプレートのウェルなどの固体支持体上のタンパク質の検出およ
び単離における特定の使用がある。タンパク質のＮ末端に配置された、ＵＶ励起および／
または可視励起の蛍光検出によって検出できるものなどの、蛍光（または生物発光）レポ
ーターは、リン酸化のようにリアルタイムで系の変化を感知するために使用することがで
きる。さらに、金属イオンの化学センサー、例えば、Ｃｕ2+のための９－カルボニル－ア
ントラセン修飾グリシル－ヒスチジル－リジンなどの蛍光分子、または１対の蛍光分子、
例えば、フルオレセインおよびローダミンは、タンパク質バイオセンサーを形成するため
に、標識タンパク質に用いることができる。
【００２４】
　ＢＯＤＩＰＹ、ローダミングリーン、ＧＦＰ、または赤外色素などの、生物発光レポー
ターまたは蛍光レポーターは、例えば、ＢＲＥＴ、ＦＲＥＴ、ＬＲＥＴまたは電気泳動、
例えば、キャピラリー電気泳動、を使用する相互作用研究においても使用される。相互作
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用研究のために、１以上の特異的な分子を標識タンパク質と組み合わせて（単離前または
単離後のいずれかで）、標識タンパク質および１以上の分子を含有する混合物を形成する
。
【００２５】
　そして１以上の分子と１以上の標識タンパク質の相互作用を検出することができる。し
たがって、かかるタンパク質、例えば、組換え遺伝子産物、遺伝子融合産物、酵素、サイ
トカイン、ホルモン、免疫原性タンパク質、炭水化物結合タンパク質、脂質結合タンパク
質、核酸結合タンパク質、およびその断片を含む、ヒトタンパク質、ウイルスタンパク質
、細菌タンパク質、および寄生生物タンパク質を、検出、単離、および定量するために、
シアノベンゾチアゾールの誘導体はタンパク質合成または合成タンパク質の混合物中で使
用することができる。
【００２６】
　天然に存在する遺伝子または組換え遺伝子によってコードされるタンパク質を、本発明
の方法を使用して、モイエティで標識することができる。次に、モイエティを含有するタ
ンパク質は、当技術分野において公知の方法によって検出および／または単離することが
できる。例えば、タンパク質は、電気泳動またはゲル濾過、高圧液体クロマトグラフィー
もしくは高速圧力液体クロマトグラフィー、質量分析、親和性クロマトグラフィー、イオ
ン交換クロマトグラフィー、化学的抽出、磁気ビーズ分離、沈殿、疎水性相互作用クロマ
トグラフィー（ＨＩＣ）、またはその任意の組み合わせを含む任意の手段によって、モイ
エティの特有の特性、例えば、モイエティの特異的なスペクトル特性を利用して、検出お
よび／または単離することができる。単離タンパク質は、構造的および機能的な研究、診
断適用の開発、薬物の開発のためのツールとしての生物学的または薬学的な試薬の調製、
ならびにタンパク質相互作用の研究またはタンパク質複合体の単離および特性評価に用い
ることができる。
【００２７】
　本発明はキットも検討する。１つの実施形態において、キットは、レポーターモイエテ
ィまたは親和性モイエティを有するシアノベンゾチアゾールの誘導体、ならびに任意に標
識タンパク質の検出、同定、および／または精製のための１以上の試薬（例えば、ビーズ
、樹脂、カラム、および同種のものなどの試薬）を含む。別の実施形態において、キット
は、シアノベンゾチアゾールの誘導体および少なくとも１つの試薬を含む。特定の実施形
態において、試薬および誘導体は、個別の収容手段（例えばチューブ、バイアル、および
同種のもの）中にある。いくつかのキットは、シアノベンゾチアゾールの固定化誘導体、
またはシアノベンゾチアゾール誘導体を固定化する試薬を含む。かかるキットは、細胞翻
訳系または無細胞翻訳系から任意に単離される、１以上のＮ末端で標識されたタンパク質
を調製するのに有用である。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】様々な実施形態に記載の、本発明の組成および方法において有用な特定の特異的
な化合物を図示した図である。
【図２（ａ）】様々な実施形態に記載の、本発明の組成および方法において有用な特定の
特異的な化合物を図示した図である。
【図２（ｂ）】様々な実施形態に記載の、本発明の組成および方法において有用な特定の
特異的な化合物を図示した図である。
【図３】紫外線光に暴露してイメージングカメラ上で存在する紫外線光を遮断するフィル
ターを通して集めたときに、ＴＬＣプレート上で存在する蛍光種からの蛍光放射を検出す
る、アンビス・イメージング・システム・セット（Ａｍｂｉｓ　Ｉｍａｇｉｎｇ　ｓｙｓ
ｔｅｍ　ｓｅｔ）で取り込んだ薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）プレートの画像を示し
た図である。
【図４】本発明の化合物を、Ｎ末端システイン残基を有するタンパク質と共にインキュベ
ートしたときに観察された標識の相対度を図示する。この相対度は、Ｎ末端Ｃｙｓ残基を
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有するタンパク質を、等しい量の第２のタンパク質（Ｎ末端アラニン残基を有するという
点でのみＮ末端Ｃｙｓタンパク質とは異なるタンパク質）で置き換えた同一の反応に対す
るものであり、両タンパク質は、実施例５において記載されるように、ＴＥＶプロテアー
ゼによる切断によって生成することができる。
【図５】実施例５に従って調製した蛍光ゲル画像およびクマシー染色ゲルを示し、ＴＥＶ
プロテアーゼによる融合物コンストラクトの切断によってＮ末端システインによるタンパ
ク質を調製できることを示した図である。タンパク質は、シアノベンゾチアゾール試薬に
よりＮ末端で標識することができ、次に後続する工程において第２のプロテアーゼにより
選択的に切断することができる。
【図６】実施例５の手順に記載の、ペプチド鎖切断、およびＮ末端でのみ標識したペプチ
ドのクマシー染色ゲルを図示した図である。略称ＣＮ－ＢＴは、本明細書に記載されるよ
うなシアノベンゾチアゾール誘導体試薬；ＨＴ＝ハロタグ；ＧＳＴ＝グルタチオン－Ｓ－
トランスフェラーゼ；ＴＭＲ＝テトラメチルローダミン；ＵＣ＝未切断；およびＦＸａ＝
第Ｘａ因子プロテアーゼによる切断を示す。
【図７】実施例５の手順に記載の、ペプチド鎖切断、および非特異的に標識されたペプチ
ド（内部システインおよびＮ末端システインの両方）のクマシー染色ゲルを図示した図で
ある。略称ＣＮ－ＢＴは、本明細書に記載されるようなシアノベンゾチアゾール誘導体試
薬；ＨＴ＝ハロタグ；ＧＳＴ＝グルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ；ＴＭＲ＝テトラ
メチルローダミン；ＵＣ＝未切断；およびＦＸａ＝第Ｘａ因子プロテアーゼによる切断を
示す。
【図８（ａ）】実施例６において記載されるようなタンパク質間相互作用の検出に使用す
る標識の結果を図示した図である。
【図８（ｂ）】実施例６において記載されるようなタンパク質間相互作用の検出に使用す
る標識の結果を図示した図である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
定義
　本明細書において使用される時、以下の用語および表現は示された意味を有する。本発
明の化合物が非対称的に置換された炭素原子を含有し、光学活性体またはラセミ体で単離
されうることが認識されるだろう。たとえば、ラセミ体の分割、または光学活性な出発材
料からの合成による、光学活性体の調製法は、当技術分野において周知である。すべての
キラル体、ジアステレオマー体、ラセミ体および構造のすべての幾何学的な異性体は、本
発明の一部である。
【００３０】
　ラジカル、置換基、および範囲について以下にリストされた特定値は、図解のみのため
のものであり、それらは他の定義された値、またはラジカルおよび置換基のための定義さ
れた範囲内の他の値を除外しない。
【００３１】
　本明細書において使用される時、用語「置換された」は、基上の１以上（例えば、１、
２、３、４、または５、いくつかの実施形態において１、２または３、および他の実施形
態において１または２）の水素が、１以上の「置換基」（例えば、１以上の当業者に公知
の適切な基の選択）で置き換えられるが、但し、指示された原子の標準原子価を上回らず
、置換は安定化合物をもたらすことを示すように意図される。適切な置換基は、例えば、
アルキル、アルケニル、アルキニル、アルコキシ、ハロ、ハロアルキル、ヒドロキシ、ヒ
ドロキシアルキル、アリール、ヘテロアリール、複素環、シクロアルキル、アルカノイル
、アルコキシカルボニル、アミノ、アルキルアミノ、ジアルキルアミノ、トリフルオロメ
チルチオ、ジフルオロメチル、アシルアミノ、ニトロ、トリフルオロメチル、トリフルオ
ロメトキシ、カルボキシ、カルボキシアルキル、ケト、チオキソ、アルキルチオ、アルキ
ルスルフィニル、アルキルスルホニル、アリールスルフィニル、アリールスルホニル、ヘ
テロアリールスルフィニル、ヘテロアリールスルホニル、複素環スルフィニル、複素環ス
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ルホニル、リン酸、硫酸、ヒドロキシルアミン、ヒドロキシル（アルキル）アミン、およ
びシアノを含む。さらに、適切な指示された基は、例えば、－Ｘ、－Ｒ、－Ｏ－、－ＯＲ
、－ＳＲ、－Ｓ－、－ＮＲ2、－ＮＲ3、＝ＮＲ、－ＣＸ3、－ＣＮ、－ＯＣＮ、－ＳＣＮ
　－Ｎ＝Ｃ＝Ｏ、－ＮＣＳ、－ＮＯ、－ＮＯ2、＝Ｎ2、－Ｎ3、ＮＣ（＝Ｏ）Ｒ、－Ｃ（
＝Ｏ）Ｒ、－Ｃ（＝Ｏ）ＮＲＲ　－Ｓ（＝Ｏ）2Ｏ、－Ｓ（＝Ｏ）2ＯＨ、－Ｓ（＝Ｏ）2

Ｒ、－ＯＳ（＝Ｏ）2ＯＲ、－Ｓ（＝Ｏ）2ＮＲ、－Ｓ（＝Ｏ）Ｒ、－ＯＰ（＝Ｏ）Ｏ2Ｒ
Ｒ、－Ｐ（＝Ｏ）Ｏ2ＲＲ　－Ｐ（＝Ｏ）（Ｏ－）2、－Ｐ（＝Ｏ）（ＯＨ）2、－Ｃ（＝
Ｏ）Ｒ、－Ｃ（＝Ｏ）Ｘ、－Ｃ（Ｓ）Ｒ、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ、－Ｃ（Ｏ）Ｏ－、－Ｃ（Ｓ）
ＯＲ、－Ｃ（Ｏ）ＳＲ、－Ｃ（Ｓ）ＳＲ、－Ｃ（Ｏ）ＮＲＲ、－Ｃ（Ｓ）ＮＲＲ、－Ｃ（
ＮＲ）ＮＲＲ（式中、各Ｘは、独立してハロゲン（「ハロ」）：Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、または
Ｉであり；各Ｒは、独立してＨ、アルキル、アリール、ヘテロアリール、複素環、保護基
またはプロドラッグモイエティである）を含むことができる。当業者によって容易に理解
されるように、置換基がケト（＝Ｏ）もしくはチオキソ（＝Ｓ）、または同種のものであ
る場合、置換された原子の２個の水素原子が置き換えられる。いくつかの実施形態におい
て、１以上の前述の基は、明らかに実施形態から除外することができる。
【００３２】
　用語「安定化合物」および「安定構造」は、反応混合物から有用な程度の純度まで単離
物を残存させるのに十分に頑強な化合物を指す。安定化合物のみが本発明で請求されるが
、特定の不安定化合物（例えば容易に単離することができないもの）を、本明細書に記載
される方法において用いることができる。
【００３３】
　ある偏左右異性体は、他のものと比較して、優れた特性または活性を示しうる。必要な
場合、ラセミ化合物の材料の分離は、キラルカラムを使用するＨＰＬＣによって、または
Tucker et al., J. Med. Chem., 37: 2437 (1994)によって記載されるようなカンフォニ
ッククロライド（ｃａｍｐｈｏｎｉｃ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ）などの分割剤を使用する分割
によって達成することができる。キラル化合物は、キラル触媒またはキラルリガンド（例
えばHuffman et al., J. Org. Chem., 60: 1590 (1995)）を使用して、直接合成すること
もできる。
【００３４】
　本明細書において使用される時、用語「アルキル」は、例えば、１乃至２０個の炭素原
子、および多くの場合１乃至約１２、１乃至約６、または１乃至約４個の炭素原子を有す
る分岐炭化水素、非分岐炭化水素、または環状炭化水素を指す。具体例は、メチル、エチ
ル、１－プロピル、２－プロピル、１－ブチル、２－メチル－１－プロピル、２－ブチル
、２－メチル－２－プロピル（ｔ－ブチル）、１－ペンチル、２－ペンチル，３－ペンチ
ル、２－メチル－２－ブチル、３－メチル－２－ブチル、３－メチル－１－ブチル、２－
メチル－１－ブチル、１－ヘキシル、２－ヘキシル、３－ヘキシル，２－メチル－２－ペ
ンチル、３－メチル－２－ペンチル、４－メチル－２－ペンチル、３－メチル－３－ペン
チル、２－メチル－３－ペンチル、２，３－ジメチル－２－ブチル、３，３－ジメチル－
２－ブチル、ヘキシル、オクチル、デシル、ドデシル、および同種のものを含むが、これ
らに限定されない。アルキルは、無置換であるか、または置換されうる。アルキルはさら
に任意に、部分的または完全に不飽和でありえる。それゆえ、アルキル基の列挙はアルケ
ニル基およびアルキニル基の両方を含む。上で記載および例示されるようにアルキルは一
価炭化水素ラジカルでありえるか、または二価炭化水素ラジカル（すなわちアルキレン）
でありえる。
【００３５】
　用語「アルケニル」は、モノラジカルの分岐または非分岐の部分的に不飽和の炭化水素
鎖（すなわち、炭素－炭素ｓｐ2二重結合）を指す。１つの実施形態において、アルケニ
ル基は、２乃至１０個の炭素原子、または２乃至６個の炭素原子を有することができる。
別の実施形態において、アルケニル基は２乃至４個の炭素原子を有する。具体例は、エチ
レンまたはビニル、アリル、シクロペンテニル、５－ヘキセニル、および同種のものを含
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むが、これらに限定されない。アルケニルは、無置換であるか、または置換されうる。
【００３６】
　用語「アルキニル」は、完全な不飽和の点を有する、モノラジカルの分岐または非分岐
の炭化水素鎖（すなわち炭素－炭素ｓｐ三重結合）を指す。１つの実施形態において、ア
ルキニル基は２乃至１０個の炭素原子、または２乃至６個の炭素原子を有することができ
る。別の実施形態において、アルキニル基は２乃至４個の炭素原子を有することができる
。この用語は、エチニル、１－プロピニル、２－プロピニル、１－ブチニル、２－ブチニ
ル、３－ブチニル、１－ヘキシニル、２－ヘキシニル、３－ヘキシニル、１－オクチニル
などの基、および同種のものによって例示される。アルキニルは、無置換であるか、また
は置換されうる。
【００３７】
　用語「シクロアルキル」は、単一の環式環または複数の縮合環を有する３乃至１０個の
炭素原子の環状アルキル基を指す。かかるシクロアルキル基は、一例として、シクロプロ
ピル、シクロブチル、シクロペンチル、シクロオクチル、および同種のものなどの単環構
造物、またはアダマンタニル、および同種のものなどの多重環構造物を含む。シクロアル
キルは、無置換であるか、または置換されうる。シクロアルキル基は一価または二価であ
りえ、アルキル基について上記されるように任意に置換されうる。シクロアルキル基は、
任意に１以上の不飽和の部位を含むことができ、例えば、シクロアルキル基は、例えば、
シクロヘキセン、１，３－シクロヘキサジエン、１，４－シクロヘキサジエン、および同
種のものなどの、１以上の炭素－炭素二重結合を含むことができる。
【００３８】
　用語「アルコキシ」は、基アルキル－Ｏ－（式中、アルキルは本明細書において定義さ
れた通りである）を指す。１つの実施形態において、アルコキシ基は、例えば、メトキシ
、エトキシ、ｎ－プロポキシ、イソ－プロポキシ、ｎ－ブトキシ、ｔｅｒｔ－ブトキシ、
ｓｅｃ－ブトキシ、ｎ－ペンタオキシ、ｎ－ヘキサオキシ、１，２－ジメチルブトキシ、
および同種のものを含む。アルコキシは、無置換であるか、または置換されうる。
【００３９】
　本明細書において使用される時、「アリール」は、親の芳香族環系の単一の炭素原子か
らの１つの水素原子の除去から誘導される芳香族炭化水素基を指す。ラジカルは、親の環
系の飽和炭素原子または不飽和炭素原子に存在しうる。アリール基は６乃至２０個の炭素
原子を有することができる。アリール基は、単環（例えば、フェニル）または複数の縮合
（融合）環を有することができ、そこでは少なくとも１つの環は芳香族（例えば、ナフチ
ル、ジヒドロフェナントレニル、フルオレニル、またはアントリル）である。典型的なア
リール基は、ベンゼン、ナフタレン、アントラセン、ビフェニル、および同種のものから
誘導されるラジカルを含むが、これらに限定されない。アリールは、無置換であるか、ま
たはアルキル基について上記されるように、任意に置換されうる。
【００４０】
　用語「ハロ」は、フルオロ、クロロ、ブロモ、およびヨードを指す。同様に、用語「ハ
ロゲン」は、フッ素、塩素、臭素、およびヨウ素を指す。
【００４１】
　用語「ハロアルキル」は、本明細書において定義されるような１以上のハロ基（同じま
たは異なりうる）で置換された、本明細書において定義されるようなアルキルを指す。１
つの実施形態において、ハロアルキルは、１、２、３、４または５個のハロ基で置換され
うる。別の実施形態において、ハロアルキルは、１、２または３個のハロ基で置換されう
る。用語ハロアルキルは、ペルフルオロ－アルキル基も含む。代表的なハロアルキル基は
、一例として、トリフルオロメチル、３－フルオロドデシル、１２，１２，１２－トリフ
ルオロドデシル、２－ブロモオクチル、３－ブロモ－６－クロロヘプチル、１Ｈ，１Ｈ－
ペルフルオロオクチル、および同種のものを含む。ハロアルキルは、アルキル基について
上記されるように任意に置換されうる。
【００４２】
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　用語「ヘテロアリール」は、１、２または３個の芳香環を含有し、芳香環中に少なくと
も１つの窒素原子、酸素原子、または硫黄原子を含有する単環式環系、二環式環系、また
は三環式環系として本明細書において定義され、それは無置換であるか、または「置換さ
れた」の定義で上記されるように、例えば、１以上（特に１乃至３）の置換基で置換され
うる。典型的なヘテロアリール基は、１以上のヘテロ原子に加えて２～２０個の炭素原子
を含有する。ヘテロアリール基の具体例は、２Ｈ－ピロリル、３Ｈ－インドリル、４Ｈ－
キノリジニル、アクリジニル、ベンゾ［ｂ］チエニル、ベンゾチアゾリル、β－カルボリ
ニル、カルバゾリル、クロメニル、シンノリニル、ジベンゾ［ｂ，ｄ］フラニル、フラザ
ニル、フリル、イミダゾリル、イミジゾリル、インダゾリル、インドリシニル、インドリ
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、ナフチリジニル、オキサゾリル、ペリミジニル、フェナントリジニル、フェナン
トロリニル、フェナルサジニル、フェナジニル、フェノチアジニル、フェノキサチイニル
、フェノキサジニル、フタラジニル、プテリジニル、プリニル、ピラニル、ピラジニル、
ピラゾリル、ピリダジニル、ピリジル、ピリミジニル、ピリミジニル、ピロリル、キナゾ
リニル、キノリル、キノキサリニル、チアジアゾリル、チアントレニル、チアゾリル、チ
エニル、トリアゾリル、テトラゾリル、およびキサンテニルを含むが、これらに限定され
ない。１つの実施形態において、用語「ヘテロアリール」は、炭素を含有する５または６
個の環原子、ならびに非過酸化酸素、硫黄およびＮ（Ｚ）（式中、Ｚは存在しないか、ま
たはＨ、Ｏ、アルキル、アリールもしくは（Ｃ1－Ｃ6）（アルキル）アリールである）か
ら独立して選択される、１、２、３または４個のヘテロ原子を含有する単環式芳香環を意
味する。別の実施形態において、ヘテロアリールは、それから誘導される約８乃至１０個
の環原子のオルト融合二環式複素環、特にベンゾ誘導体、またはそれにプロピレンジラジ
カル、トリメチレンジラジカルもしくはテトラメチレンジラジカルを融合させることによ
って誘導されるものを意味する。
【００４３】
　用語「複素環」は、酸素、窒素および硫黄の群から選択される少なくとも１個のヘテロ
原子を含有し、用語「置換された」下で本明細書において定義されるような１以上の基で
任意に置換された、飽和環系または部分的に不飽和の環系を指す。複素環は、１以上のヘ
テロ原子を含有する単環式基、二環式基、または三環式基でありえる。複素環基は、環へ
添付されたオキソ基（＝Ｏ）またはチオキソ基（＝Ｓ）も含有することができる。複素環
基の非限定的具体例は、１，３－ジヒドロベンゾフラン、１，３－ジオキソラン、１，４
－ジオキサン、１，４－ジチアン、２Ｈ－ピラン、２－ピラゾリン、４Ｈ－ピラン、クロ
マニル、イミダゾリジニル、イミダゾリニル、インドリニル、イソクロマニル、イソイン
ドリニル、モルホリン、ピペラジニル、ピペリジン、ピペリジル、ピラゾリジン、ピラゾ
リジニル、ピラゾリニル、ピロリジン、ピロリン、キヌクリジン、およびチオモルホリン
を含む。
【００４４】
　例示のためであり限定するものではないが、用語「複素環」は、Paquette, Leo A.; Pr
inciples of Modern Heterocyclic Chemistry（W.A. Benjamin、ニューヨーク、１９６８
年）、特に章１、３、４、６、７および９；The Chemistry of Heterocyclic Compounds
、「A Series of Monographs」（ジョン・ワイリー・アンド・サンズ（Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ）社、ニューヨーク、１９５０年から現在）の特に１３、１４、１６
、１９および２８巻；ならびにJ. Am. Chem. Soc., 82: 5566 (1960)中に記載される、複
素環のモノラジカルを含むことができる。１つの実施形態において、「複素環」は、本明
細書において定義されるような「炭素環」を含み、そこでは１以上（例えば１、２、３ま
たは４個）の炭素原子はヘテロ原子（例えばＯ、Ｎ、またはＳ）で置き換えられている。
【００４５】
　例示のためであり限定するものではないが、複素環の具体例は、ジヒドロキシピリジル
、テトラヒドロピリジル（ピペリジル）、チアゾリル、テトラヒドロチオフェニル、硫黄
酸化テトラヒドロチオフェニル、ピリミジニル、フラニル、チエニル、ピロリル、ピラゾ
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リル、ピペリジニル、４－ピペリドニル、ピロリジニル、２－ピロリドニル、ピロリニル
、テトラヒドロフラニル、テトラヒドロキノリニル、テトラヒドロイソキノリニル、デカ
ヒドロキノリニル、オクタヒドロイソキノリニル、アゾシニル、トリアジニル、６Ｈ－１
，２，５－チアジアジニル、２Ｈ，６Ｈ－１，５，２－ジチアジニル、チエニル、チアン
トレニル、ピラニル、イソベンゾフラニル、クロメニル、キサンテニル、フェノキサチニ
ル、２Ｈ－ピロリル、イソチアゾリル、イソオキサゾリル、ピラジニル、ピリダジニル、
インドリジニル、イソインドリル、３Ｈ－インドリル、１Ｈ－インダゾリ（ｉｎｄａｚｏ
ｌｙ）、プリニル、４Ｈキノリジニル、フタラジニル、ナフチリジニル、キノキサリニル
、キナゾリニル、シンノリニル、プテリジニル、カルバゾリル、β－カルボリニル、フェ
ナントリジニル、アクリジニル、ピリミジニル、フェナントロリニル、フェナジニル、フ
ェノチアジニル、フラザニル、フェノキサジニル、イソクロマニル、クロマニル、イミダ
ゾリジニル、イミダゾリニル、ピラゾリジニル、ピラゾリニル、ピペラジニル、インドリ
ニル、イソインドリニル、キヌクリジニル、モルホリニル、オキサゾリジニル、ベンゾト
リアゾリル、ベンゾイソオキサゾリル、オキシンドリル、ベンゾオキサゾリニル、イサチ
ノイル、およびビス－テトラヒドロフラニルを含む。
【００４６】
　例示のためであり限定するものではないが、炭素結合複素環は、ピリジンの２、３、４
、５もしくは６位、ピリダジンの３、４、５もしくは６位、ピリミジンの２、４、５もし
くは６位、ピラジンの２、３、５もしくは６位、フラン、テトラヒドロフラン、チオフラ
ン、チオフェン、ピロールもしくはテトラヒドロピロールの２、３、４もしくは５位、オ
キサゾール、イミダゾールもしくはチアゾールの２、４もしくは５位、イソオキサゾール
、ピラゾールもしくはイソチアゾールの３、４もしくは５位、アジリジンの２もしくは３
位、アゼチジンの２、３もしくは４位、キノリンの２、３、４、５、６、７もしくは８位
、またはイソキノリンの１、３、４、５、６、７もしくは８位で結合される。炭素結合複
素環は、２－ピリジル、３－ピリジル、４－ピリジル、５－ピリジル、６－ピリジル、３
－ピリダジニル、４－ピリダジニル、５－ピリダジニル、６－ピリダジニル、２－ピリミ
ジニル、４－ピリミジニル、５－ピリミジニル、６－ピリミジニル、２－ピラジニル、３
－ピラジニル、５－ピラジニル、６－ピラジニル、２－チアゾリル、４－チアゾリル、５
－チアゾリル、および同種のものを含む。
【００４７】
　例示のためであり限定するものではないが、窒素結合複素環は、アジリジン、アゼチジ
ン、ピロール、ピロリジン、２－ピロリン、３－ピロリン、イミダゾール、イミダゾリジ
ン、２－イミダゾリン、３－イミダゾリン、ピラゾール、ピラゾリン、２－ピラゾリン、
３－ピラゾリン、ピペリジン、ピペラジン、インドール、インドリン、１Ｈ－インダゾー
ルの１位、イソインドールまたはイソインドリンの２位、モルホリンの４位、およびカル
バゾールまたはβ－カルボリンの９位で結合されうる。１つの実施形態において、窒素結
合複素環は、１－アジリジル、１－アゼテジル、１－ピロリル、１－イミダゾリル、１－
ピラゾリル、および１－ピペリジニルを含む。
【００４８】
　用語「炭素環」は、単環として３乃至８個の炭素原子、二環として７乃至１２個の炭素
原子、および多環として最大約３０個の炭素原子を有する飽和環、不飽和環または芳香環
を指す。単環式炭素環は典型的には３乃至６個の環原子、さらにより典型的には５または
６個の環原子を有する。二環式炭素環は、７乃至１２個の環原子（例えば、ビシクロ［４
，５］、［５，５］、［５，６］または［６，６］系としてアレンジされる）、またはビ
シクロ［５，６］もしくは［６，６］系としてアレンジされる９または１０個の環原子を
有する。炭素環の具体例は、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチル、１－シク
ロペンタ－１－エニル、１－シクロペンタ－２－エニル、１－シクロペンタ－３－エニル
、シクロヘキシル、１－シクロヘキサ－１－エニル、１－シクロヘキサ－２－エニル、１
－シクロヘキサ－３－エニル、フェニル、スピリルおよびナフチルを含む。炭素環は、ア
ルキル基について上記されるように任意に置換されうる。
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【００４９】
　用語「アルカノイル」または「アルキルカルボニル」は、－Ｃ（＝Ｏ）Ｒ（式中、Ｒは
前に定義されるようなアルキル基である）を指す。
【００５０】
　用語「アシルオキシ」または「アルキルカルボキシ」は、－Ｏ－Ｃ（＝Ｏ）Ｒ（式中、
Ｒは前に定義されるようなアルキル基である）を指す。アシルオキシ基の具体例は、アセ
トキシ、プロパノイルオキシ、ブタノイルオキシ、およびペンタノイルオキシを含むが、
これらに限定されない。上で定義されるような任意のアルキル基をアシルオキシ基を形成
するために使用することもできる。
【００５１】
　用語「アルコキシカルボニル」は、－Ｃ（＝Ｏ）ＯＲ（または「ＣＯＯＲ」）（式中、
Ｒは前に定義されるようなアルキル基である）を指す。
【００５２】
　用語「アミノ」は、－ＮＨ2を指す。アミノ基は、用語「置換された」について本明細
書において定義されるように、任意に置換されうる。用語「アルキルアミノ」は－ＮＲ2

（式中、少なくとも１個のＲはアルキルであり、第２のＲはアルキルまたは水素である）
を指す。用語「アシルアミノ」は、Ｎ（Ｒ）Ｃ（＝Ｏ）Ｒ（式中、各Ｒは独立して水素ま
たはアルキルまたはアリールである）を指す。
【００５３】
　用語「アミノ酸」は、Ｄ型またはＬ型の天然のアミノ酸残基（例えば、Ａｌａ、Ａｒｇ
、Ａｓｎ、Ａｓｐ、Ｃｙｓ、Ｇｌｕ、Ｇｌｎ、Ｇｌｙ、Ｈｉｓ、Ｈｙｌ、Ｈｙｐ、Ｉｌｅ
、Ｌｅｕ、Ｌｙｓ、Ｍｅｔ、Ｐｈｅ、Ｐｒｏ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ、および
Ｖａｌ）に加えて、天然に存在しないアミノ酸（例えば、ホスホセリン、ホスホスレオニ
ン、ホスホチロシン、ヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタミン酸；馬尿酸、オク
タヒドロインドール－２－カルボン酸、スタチン、１，２，３，４，－テトラヒドロイソ
キノリン－３－カルボン酸、ペニシラミン、オルニチン、シトルリン、α－メチル－アラ
ニン、パラ－ベンゾイルフェニルアラニン、フェニルグリシン、プロパルギルグリシン、
サルコシン、およびｔｅｒｔ－ブチルグリシン）を含む。この用語は、従来のアミノ保護
基（例えば、アセチルオキシカルボニルまたはベンジルオキシカルボニル）を持つ天然の
アミノ酸および天然に存在しないアミノ酸に加えて、カルボキシ末端で保護された天然の
アミノ酸および天然に存在しないアミノ酸も含む（例えば（Ｃ1－Ｃ6）アルキル、フェニ
ルまたはベンジルのエステルまたはアミドとして；またはα－メチルベンジルアミドとし
て）。他の適切なアミノ保護基およびカルボキシ保護基は当業者に公知である（例えば、
Greene, T.W.; Wutz, P.G.M. Protecting Groups In Organic Synthesis、第２版、ジョ
ン・ワイリー・アンド・サンズ社、ニューヨーク（１９９１）、およびその中に引用され
る参照文献を参照）。
【００５４】
　用語「ペプチド」は、２乃至３５個のアミノ酸（例えば上記で定義したような）または
ぺプチジル残基の配列について説明する。配列は、直線状または環状でありえる。例えば
、環状ペプチドは調製することができるか、または配列中の２個のシステイン残基間のジ
スルフィド架橋の形成から生じうる。好ましくはペプチドは、３乃至２０個、または５乃
至１５個のアミノ酸を含む。米国特許第４，６１２，３０２号；第４，８５３，３７１号
；および４，６８４，６２０において開示されるように、または実施例中で本明細書にお
いて以下に記載されるように、ペプチド誘導体を調製することができる。本明細書におい
て具体的に列挙したペプチド配列は、左側にアミノ末端および右側にカルボキシ末端で書
いてある。
【００５５】
　用語「サッカライド」は、糖または他の炭水化物、特に単糖を指す。サッカライドは、
Ｃ6－ポリヒドロキシ化合物（典型的にはＣ6－ペンタヒドロキシ）および多くの場合環状
グリカールでありえる。この用語は、公知の単糖およびそれらの誘導体に加えて、２以上
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のモノサッカライド残基を持つポリサッカライドを含む。アミノ酸の定義で上記されるよ
うに、サッカライドはヒドロキシル基上に保護基を含むことができる。サッカライドのヒ
ドロキシル基は、１以上のハロ基またはアミノ基で置き換えられうる。さらに、１以上の
炭素原子は、例えばケトン基またはカルボキシル基へ酸化することができる。
【００５６】
　用語「中断される」は、各々の指示された原子の標準原子価を上回らず、中断が安定化
合物をもたらすならば、用語「中断される」を使用する表現において参照される特定の炭
素鎖の２つの隣接した炭素原子（およびそれらが添付されている水素原子（例えば、メチ
ル（ＣＨ3）、メチレン（ＣＨ2）またはメチン（ＣＨ）））の間に別の基が挿入されるこ
とを示す。炭素鎖を中断することができる適切な基は、例えば、１以上の非過酸化オキシ
（－Ｏ－）、チオ（－Ｓ－）、イミノ（－Ｎ（Ｈ）－）メチレンジオキシ（－ＯＣＨ2Ｏ
－）、カルボニル（－Ｃ（＝Ｏ）－）、カルボキシ（－Ｃ（＝Ｏ）Ｏ－）、カルボニルジ
オキシ（－ＯＣ（＝Ｏ）Ｏ－）、カルボキシラト（－ＯＣ（＝Ｏ）－）、イミン（Ｃ＝Ｎ
Ｈ）、スルフィニル（ＳＯ）およびスルホニル（ＳＯ2）を含む。アルキル基は、１以上
（例えば、１、２、３、４、５または約６）の前述の適切な基によって中断することがで
きる。中断の部位は、アルキル基の炭素原子とアルキル基が添付されている炭素原子との
間でもありえる。特定の実施形態において、１以上の前述の基は実施形態から除外される
。
【００５７】
　上記の基（１以上の置換基を含有する）のいずれかに関して、かかる基が立体的に実際
的でないおよび／または合成的に非実行可能な置換または置換パターンを含有しないこと
は当然理解される。さらに、本発明の化合物は、これらの化合物の置換から生じる立体化
学的異性体をすべて含む。特定の実施形態において、本発明の化合物は、米国特許第５，
４２４，４４０号（Klem et al.）において開示された化合物を含まない。
【００５８】
　本明細書に記載される化合物内の選択された置換基は、再帰的程度まで存在する。この
コンテクストにおいて、「再帰的置換基(recursive substituent)」は、置換基がそれ自
体の別の実例を列挙できることを意味する。かかる置換基の再帰的性質のために、理論的
には、任意の与えられた請求において多数のものが存在しうる。医薬品化学および有機化
学の当業者は、かかる置換基の総数が意図した化合物の所望される特性によって合理的に
限定されることを理解する。かかる特性は、例示のためであり限定するものではないが、
分子量、可溶性またはｌｏｇＰなどの物理的特性、意図した標的に対する活性などの適用
性、および合成の容易性などの実用的な特性を含む。
【００５９】
　再帰的置換基は、本発明の意図される態様である。医薬品化学および有機化学の当業者
は、かかる置換基の使途の広さを理解する。再帰的置換基が本発明の請求において存在す
る程度まで、上で記載したように総数は決定される。
【００６０】
　本明細書において使用される時、用語「リンカー」は、２つの化学基をともに共有結合
で添付し、酵素または別の分子によって切断されうる酵素のための基質を含むか、または
感光性である原子鎖（典型的には炭素鎖）である。鎖は、１以上の窒素原子、酸素原子、
カルボニル基、（置換された）芳香環、またはペプチド結合によって任意に中断され、お
よび／またはこれらの基のうちの１つはリンカーを形成する原子鎖の１つまたは両方の端
部に生じうる。多くのリンカーが当技術分野において周知であり、固体支持体または樹脂
などの別の基に本明細書に記載される化合物または式を連結するために使用することがで
きる。例えば、Peptides: Chemistry and Biology、ワイリー－ＶＣＨ、ワインハイム（
２００２）、２１２－２２３ページにおいてSewald and Jakubkeによって;およびOrganic
 Synthesis on Solid Phase、ワイリー－ＶＣＨ、ワインハイム（２００２）においてDor
waldによって、記載されるリンカーおよび固体支持体を参照。
【００６１】
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　本明細書において使用される時、「フルオロフォア」は、ある波長領域でエネルギーの
吸収が可能であり、吸収範囲とは別の波長領域でエネルギーを放出することができる分子
を含む。特定の実施形態において、フルオロフォアは、約２５０ｎｍ乃至約９００ｎｍで
エネルギーの吸収が可能であり、約２６０ｎｍ乃至約９１０ｎｍの波長領域でエネルギー
を放出することができる分子である。用語「励起波長」は、フルオロフォアがエネルギー
を吸収する波長の範囲を指す。用語「放射波長」は、フルオロフォアがエネルギーまたは
蛍光を放出する波長の範囲を指す。
【００６２】
　フルオロフォアは、フルオロセイン、テキサスレッド、ＤＡＰＩ、ＰＩ、アクリジンオ
レンジ、アレクサフルオル（例えば、アレクサ　３５０、アレクサ４０５またはアレクサ
４８８）、Ｃｙ３、Ｃｙ５およびＣｙ７などのシアニン色素、クマリン、エチジウムブロ
マイド、フルオレセイン、ＢＯＤＩＰＹ、ロードール、Ｒｏｘ、５－カルボキシフルオレ
セイン、６－カルボキシフルオレセイン、アントラセン、２－アミノ－４－メトキシナフ
タレン、フェナレノン、アクリドン、フッ素化キサンテン誘導体、α－ナフトール、β－
ナフトール、１－ヒドロキシピレン、クマリン（例えば、７－アミノ－４－メチルクマリ
ン（ＡＭＣ）または７－アミノ－４－トリフルオロメチルクマリン（ＡＦＣ））、ローダ
ミン（例えば、テトラメチルローダミン、ローダミン－１１０、カルボキシローダミン）
、クレシルバイオレット、またはレゾルフィンに加えて、米国特許第６，４２０，１３０
号（Makings, et al.）（この開示は参照することによって本明細書に組み入れられる）
において開示されたフルオロフォアを含むが、これらに限定されない。フルオロフォアは
、式Ａｒ－［ＣＨ＝ＣＨ］n－［ＣＨ＝］mＡｒ（式中、Ａｒはアリール基またはヘテロア
リール基であり；ｎは１、２、３または４であり；ｍは０または１であり；式中、各Ａｒ
は四級窒素または共鳴を介する四級化が可能な窒素を含む）の化合物などのシアニン色素
を含む。かかるアリール基またはヘテロアリール基の具体例は、ジメチル－アミノフェニ
ル、イミダゾール、ピリジン、ピロール、キノリン、チアゾール、およびインドールを含
み、各々は任意に置換される。フルオロフォアは、本質的に蛍光性であるか、または生物
学的化合物への結合に際して蛍光の変化を示す化合物でありえる、すなわち、蛍光発生的
でありえるか、または強度をクエンチングによって減少させることができる。フルオロフ
ォアは、フルオロフォアの可溶性、分光特性または物理的特性を変更する置換基を含有す
ることができる。様々なフルオロフォアは当業者に公知であり、ベンゾフラン、キノリン
、キナゾリノン、インドール、ベンゾアゾール、ボラポリアザインダセン、およびキサン
テン（フルオロセイン、ローダミンおよびロードールを含む）に加えて、インビトロゲン
・モレキュラー・プローブス（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ）社から入手可能な多数のフルオロフォアについて記載するRichard P. Haugland’s T
he Handbook, A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies（第１０版、
２００５年）中で記載される他のフルオロフォアも含むが、これらに限定されない。
【００６３】
　「蛍光発生的分析」または「蛍光発生的反応」は、反応の産物が蛍光性である反応を含
む。「蛍光発生的分析試薬」は、基質に加えて、蛍光発生的反応のためのコファクター（
複数可）またはタンパク質（例えば酵素）などの他の分子（複数可）を含むことができる
。
【００６４】
　用語「固体支持体」は、シリカートまたはポリマー粒子などの固体形態で反応混合物か
ら単離することができる支持体を指す。固体支持体は、ビーズ、マイクロタイタープレー
ト、エッペンドルフチューブ、およびスライドなどの様々な粒子および表面を含む。表面
は、セファロース、セルロース、アルギナート、ポリスチレンもしくは他のプラスチック
などのポリマー、および／または膜およびガラスを含む他の表面でありえる。多くの一般
的な固体支持体が、Peptides: Chemistry and Biology、ワイリー－ＶＣＨ、ワインハイ
ム（２００２）、２１２－２２３ページにおいてSewald and Jakubkeによって；およびOr
ganic Synthesis on Solid Phase、ワイリー－ＶＣＨ、ワインハイム（２００２）におい
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てDorwaldによって記載される。シアノベンゾチアゾールを、固体支持体に非特異的に（
表面への吸着を介して）または特異的に（「サンドイッチ」ＥＬＩＳＡでのように、シア
ノベンゾチアゾールに特異的抗体による捕捉を介して）のいずれかで連結することができ
る。固体支持体の表面上の検出抗体は酵素に共有結合で連結することができるか、または
バイオコンジュゲーションを介して酵素に連結した二次抗体によってそれ自体を検出する
ことができる。ＥＬＩＳＡ「サンドイッチ」試験手順の具体例については、Schuurs and 
van Weemen, J. Immunoassay 1980;1:229-49を参照。
【００６５】
　用語「レポーターモイエティ」は、生物学的混合物または非生物学的混合物（例えばフ
ルオロフォア、発色団、または放射性元素）中で検出することができる分子の部分を指す
。レポーターモイエティは、リガンドアナログに添付されたときに、レポーター分子がそ
の生来の特性（例えば、分光特性、コンフォーメーション、および／または活性）を保持
して、エネルギー伝達ペアのメンバーとして機能することが可能であり、本明細書におい
て開示された方法で使用される分子でありえる。レポーターモイエティは、シアノベンゾ
チアゾールに連結したレポーター分子でありえる。レポーター分子の具体例は、核酸、ボ
ラポリアザインダセン、クマリン、キサンテン、シアニン、ならびに適切な活性化に際し
て検出できるシグナルの産生が可能な、色素、蛍光タンパク質、発色団および化学発光化
合物を含む発光分子を含むが、これらに限定されない。用語「色素」は、観察でき検出で
きるシグナルを産生する光を放射する化合物を指す。「色素」は、ピグメント、フルオロ
フォア、化学発光化合物、発光化合物および発色団を含むが、これらに限定されない、リ
ン光化合物、蛍光化合物および非蛍光化合物を含む。用語「発色団」は、機器類の補助な
しで観察することができる可視スペクトルの光を放射および／または反射する標識を指す
。
【００６６】
　用語「親和性モイエティ」、「親和性標識」、および／または「親和性分子」は、対象
となる分子、生体分子、または材料に非共有結合または共有結合で効果的に結合すること
ができる分子の部分を指す（例えば、ビオチン、Ｈｉｓタグ、またはキチン）。親和性モ
イエティはアクセプター基を含有する分子でありえる。したがって、親和性モイエティを
含むシアノベンゾチアゾール誘導体は、別の分子（例えば、生物学的起源または非生物学
的起源でありえる親和性モイエティに結合する分子）との親和性モイエティの選択的な相
互作用があるので、標識された分子または複合体の同定および分離を促進するために使用
することができる。
【００６７】
　用語、「クエンチャー」または「クエンチングモイエティ」は、強い光子吸収体であり
、非蛍光性であるかまたは本質的に非蛍光性であり、その周辺の他の分子の蛍光を効果的
にクエンチングする、分子または分子の一部分を指す。クエンチングモイエティは、再放
射されない（非蛍光性）か、または検出できるようにドナー分子によって放射されたエネ
ルギーとは異なる波長で再放射される、エネルギー供与体からのエネルギーの吸収が可能
なモイエティでありえる。この点では、特定の実施形態において、クエンチャーは本質的
には非蛍光性または蛍光性でありえる。シアノベンゾチアゾールに連結できるクエンチャ
ーモイエティのいくつかの具体例は、キサンテン、キサンテン誘導体、シアニン、シアニ
ン誘導体、ジメチルアミノアゾスルホン酸（ＤＡＢＳＹＬ）、およびジメチルアミノアゾ
－カルボン酸（ＤＡＢＣＹＬ）を含む。多数のクエンチングモイエティは当技術分野にお
いて周知であり、キサンテン、シアニン、およびＲichard P. Haugland’s The Handbook
, A Guide to Fluorescent Probes and Labeling Technologies（第１０版、２００５年
）中で開示された他の化合物を含む。クエンチャーおよび蛍光のクエンチングは、Princi
ples of Fluorescence Spectroscopy、第２版、ニューヨーク：クルーワー・アカデミッ
ク／プレナム（Ｋｌｕｗｅｒ　Ａｃａｄｅｍｉｃ／Ｐｌｅｎｕｍ）社（１９９９）中でJ.
 Lakowiczによってさらに記載され；特に、８章（「Quenching of Fluorescence」）２３
７－２６４ページ；および第３版、ニューヨーク：スプリンガー・サイエンス（Ｓｐｒｉ
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ｎｇｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ）社（２００６）、８章２７８－３２７ページ、ならびにその
中で引用された参照文献を参照。特定の実施形態において、クエンチャーは、ドナーに添
付されたときに蛍光ドナーからの放射を減少させることができる、発色団分子または化合
物の一部でありえる。クエンチングは、蛍光共鳴エネルギー転移、光誘起電子移動、項間
交差の常磁性増強、デクスター交換カップリング、および暗複合体の形成などの励起子カ
ップリングを含む複数の機構のいずれかによっても起こりうる。
【００６８】
　用語「アクセプター」は、エネルギー伝達を介して作動するクエンチャーを指す。アク
セプターは蛍光として転移エネルギーを再放射することができ、「アクセプター蛍光モイ
エティ」である。アクセプターの具体例は、クマリンおよび関連フルオロフォア、キサン
テン（フルオレセイン、ロードールおよびローダミンなど）、レゾルフィン、シアニン、
ジフルオロボラジアザインダセン、ならびにフタロシアニンを含む。他のアクセプターの
化学的クラスは、一般的には光として転移エネルギーを再放射しない。具体例は、いくつ
かのインジゴ、ベンゾキノン、アントラキノン、アゾ化合物、ニトロ化合物、インドアニ
リン、ならびにジフェニルメタンおよびトリフェニルメタンを含む。
【００６９】
　用語「光架橋モイエティ」は、光励起に際して別の分子、生体分子または対象となる材
料に共有結合で結合することができる分子の部分を指す。例えば、光架橋モイエティを含
む化合物は、光励起に際してタンパク質を架橋するために使用することができる。
【００７０】
　用語「対象となる酵素」は、本発明の方法または当技術分野において公知の他の方法を
使用して標識することができる任意の酵素を指す。対象となる酵素は、例えば、キナーゼ
、ホスファターゼ、ペルオキシダーゼ、スルファターゼ、ペプチダーゼ、グリコシダーゼ
、プロテアーゼ（例えば、アポトーシスに関与するプロテアーゼ）、ヒドロラーゼ、オキ
シドリダクターゼ、リアーゼ、トランスフェラーゼ、イソメラーゼ、リガーゼ、タンパク
質キナーゼ、タンパク質ホスファターゼ、エステラーゼ、イソメラーゼ、グリコシラーゼ
、シンセターゼ、脱水素酵素、オキシダーゼ、リダクターゼ、メチラーゼ、および同種の
ものを含む。さらなる対象となる酵素は、エステル（有機および無機の両方）の作製また
は加水分解、糖鎖付加、およびアミド結合の加水分解に関与するものを含む。任意のクラ
スにおいて、キナーゼにおけるように、さらなる細分がありえ、キナーゼは、ペプチドお
よびタンパク質中のセリン、スレオニンおよび／またはチロシン残基のリン酸化に特異的
でありえる。
【００７１】
　対象となる他の酵素は、酵素活性を示す任意のタンパク質、例えば、リパーゼ、ホスホ
リパーゼ、スルファターゼ、ウレアーゼ、ペプチダーゼ、プロテアーゼ、およびエステラ
ーゼを含み、酸性ホスファターゼ、グルコシダーゼ、グルクロニダーゼ、ガラクトシダー
ゼ、カルボキシルエステラーゼ、およびルシフェラーゼを含む。１つの実施形態において
、酵素は加水分解酵素である。加水分解酵素の具体例は、アルカリフォスファターゼおよ
び酸性ホスファターゼ、エステラーゼ、デカルボキシラーゼ、ホスホリパーゼＤ、Ｐ－キ
シロシダーゼ、β－Ｄ－フコシダーゼ、チオグルコシダーゼ、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ
、α－Ｄ－ガラクトシダーゼ、α－Ｄ－グルコシダーゼ、β－Ｄ－グルコシダーゼ、β－
Ｄ－グルクロニダーゼ、α－Ｄ－マンノシダーゼ、β－Ｄ－マンノシダーゼ、β－Ｄフル
クトフラノシダーゼ、ならびにβ－Ｄ－グルコシドウロナーゼ（ｇｌｕｃｏｓｉｄｕｒｏ
ｎａｓｅ）を含む。
【００７２】
　さらなる対象となる酵素はヒドロラーゼであり、カルボン酸エステルヒドロラーゼ、チ
オールエステルヒドロラーゼ、リン酸モノエステルヒドロラーゼ、リン酸ジエステルヒド
ロラーゼ、３リン酸モノエステルヒドロラーゼ、硫酸エステルヒドロラーゼ、２リン酸モ
ノエステルヒドロラーゼ、リン酸トリエステルヒドロラーゼ、５’－ホスホモノエステル
を産生するエキソデオキシリボヌクレアーゼ、５’－ホスホモノエステルを産生するエキ
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ソリボヌクレアーゼ、３’－ホスホモノエステルを産生するエキソリボヌクレアーゼ、リ
ボ核酸またはデオキシリボ核酸のいずれかで活性のあるエキソヌクレアーゼ、リボ核酸ま
たはデオキシリボ核酸のいずれかで活性のあるエキソヌクレアーゼ、５’－ホスホモノエ
ステルを産生するエンドデオキシリボヌクレアーゼ、５’－ホスホモノエステル以外を産
生するエンドデオキシリボヌクレアーゼ、変更した塩基に特異的な部位特異的エンドデオ
キシリボヌクレアーゼ、５’－ホスホモノエステルを産生するエンドリボヌクレアーゼ、
５’－ホスホモノエステル以外を産生するエンドリボヌクレアーゼ、リボ核酸またはデオ
キシリボ核酸のいずれかで活性のあるエンドリボヌクレアーゼ、リボ核酸またはデオキシ
リボ核酸グリコシラーゼで活性のあるエンドリボヌクレアーゼなどの、エステル結合に作
用する酵素；グリコシダーゼ（例えば、Ｏ－グリコシル化合物およびＳ－グリコシル化合
物を加水分解する酵素、ならびにＮ－グリコシル化合物を加水分解する酵素）；トリアル
キルスルホンイウムヒドロラーゼまたはエーテルヒドロラーゼなどの、エーテル結合に作
用する酵素；アミノペプチダーゼ、ジペプチターゼ、ジペプチジルペプチダーゼおよびト
リペプチジルペプチダーゼ、ペプチジルジペプチダーゼ、セリンタイプカルボキシペプチ
ダーゼ、メタロカルボキシペプチダーゼ、システインタイプカルボキシペプチダーゼ、オ
メガペプチダーゼ、セリンエンドペプチダーゼ、システインエンドペプチダーゼ、アスパ
ラギン酸エンドペプチダーゼ、メタロエンドペプチダーゼ、スレオニンエンドペプチダー
ゼ、ならびに未知の触媒機構のエンドペプチダーゼなどの、ペプチド結合に作用する酵素
（ペプチドヒドロラーゼ）；直線状アミド、環状アミド、直線状アミジン、環状アミジン
、ニトリル、または他の化合物などのペプチド結合以外の炭素－窒素結合に作用する酵素
；亜リン酸含有無水物およびスルホニル含有無水物中のものなどの酸無水物に作用する酵
素；酸無水物に作用する酵素（膜間移動を触媒する）；酸無水物に作用するか、または細
胞の移動および細胞レベル以下の移動に関与する酵素；炭素－炭素結合（例えば、ケトン
物質中の）に作用する酵素；ハロゲン化物結合（例えばＣ－ハロゲン化物化合物中の）に
作用する酵素、リン－窒素結合に作用する酵素；硫黄－窒素結合に作用する酵素；炭素－
リン結合に作用する酵素；ならびに硫黄－硫黄結合に作用する酵素含むが、これらに限定
されない。
【００７３】
　用語「ポリ－ヒスチジントラクト」または「Ｈｉｓタグ」は、２乃至１０個のヒスチジ
ン残基を含む分子、例えば、５乃至１０残基のポリ－ヒスチジントラクトを指す。ポリ－
ヒスチジントラクトは、固定化した金属（例えば、ニッケル、亜鉛、コバルトまたは銅）
キレートカラム上で、または別の分子（例えば、Ｈｉｓタグと反応性の抗体）との相互作
用を介して、共有結合で連結した分子の親和性精製を可能にする。
【００７４】
リンカー
　リンカー戦略を用いて、レポーターモイエティ（例えば、フルオロフォア、親和性モイ
エティ、またはビオチン、樹脂、炭水化物、オリゴペプチド、色素もしくは薬物モイエテ
ィなどの別の標識基）をシアノベンゾチアゾールに連結し、Ｎ末端システインを有するタ
ンパク質との反応が可能なシアノベンゾチアゾール誘導体を産出する。リンカーまたは「
連結基」の使用は当技術分野において周知である。
【００７５】
　連結基は、（Ｃ1－Ｃ6）アルキル基または（Ｃ1－Ｃ6）アルコキシ基などのアルキル鎖
またはアルコキシ鎖でありえる。鎖は、アルデヒド基、アセチル基、スルホキシド基、ス
ルホン基、ニトロ基、シアノ基またはその組み合わせなどの、１以上の電子求引性基の置
換基Ｒを有することができる。共有結合の調製のための特定のリンカーおよび方法は、例
えば、米国特許第７，２８２，３３９号（Beechem et al.）において；Sewald and Jakub
keによるPeptides: Chemistry and Biology、ワイリー－ＶＣＨ、ワインハイム（２００
２）、２１２－２２３ページにおいて；およびDorwaldによるOrganic Synthesis on Soli
d Phase、ワイリー－ＶＣＨ、ワインハイム（２００２）において記載され、それらは参
照することにより本明細書に組み入れられる。
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【００７６】
　特定の実施形態において、連結基は、式Ｗ－Ａの二価ラジカル（式中、Ａは（Ｃ1－Ｃ6

）アルキル、（Ｃ2－Ｃ6）アルケニル、（Ｃ2－Ｃ6）アルキニル、（Ｃ3－Ｃ8）シクロア
ルキル、または（Ｃ6－Ｃ10）アリールであり；Ｗは、－Ｎ（Ｒ）Ｃ（＝Ｏ）－、－Ｃ（
＝Ｏ）Ｎ（Ｒ）－、－ＯＣ（＝Ｏ）－、－Ｃ（＝Ｏ）Ｏ－、－Ｏ－、－Ｓ－、－Ｓ（Ｏ）
－、－Ｓ（Ｏ）２－、－Ｎ（Ｒ）－、－Ｃ（＝Ｏ）－、または直接結合であり；各Ｒは、
独立してＨ、（Ｃ1－Ｃ6）アルキルまたは保護基である）でありえ；リンカー基は、レポ
ーターモイエティなどの２つの他の分子モイエティ（例えばシアノベンゾチアゾールモイ
エティおよび上で定義されるような基Ｘ）をともに連結する。
【００７７】
固定化
　本発明は、固定化したシアノベンゾチアゾール誘導体、およびシアノベンゾチアゾール
誘導体を固定化する方法を含む。いくつかの固定化されたシアノベンゾチアゾールは、ベ
ンゾ環上の（例えば、６’－位での）位置で固体支持体に連結したものを含む。他の固定
化されたシアノベンゾチアゾールは、生体活性基（例えばビオチン、アビジン、ストレプ
トアビジン、またはその誘導体）、抗体もしくは抗原などによる非共有結合相互作用、ま
たはニッケルカラムに対するＨｉｓタグによって、固体支持体の表面に結合されるものを
含む。さらに、他の固定化されたシアノベンゾチアゾールは、対象となる末端Ｃｙｓ含有
タンパク質とシアノベンゾチアゾールを反応させ、続いて対象となるタンパク質を結合す
る予定の固体支持体表面上に適切な抗体を有する固体支持体と結合させることによって調
製することができる。
【００７８】
標識方法
　本発明は、タンパク質の標識および検出、ならびに／または細胞翻訳系もしくは無細胞
翻訳系からの標識タンパク質の単離のための方法を含む。単離タンパク質は直接使用する
ことができるか、またはさらに精製および／または操作することができる。１つの実施形
態において、方法は、定義されたタンパク質（例えば、定義されたタンパク質の集団）と
共に用いるか、または細胞もしくは発現ライブラリーから得たものなどの１以上の定義さ
れていないタンパク質を含むタンパク質のセットと共に用いることができる。
【００７９】
　１以上のタンパク質は、真核生物細胞（例えば、酵母細胞、トリ細胞、植物細胞、昆虫
細胞、またはヒト細胞、サル細胞、マウス細胞、イヌ細胞、ウシ細胞、ウマ細胞、ネコ細
胞、ヒツジ細胞、ヤギ細胞もしくはブタ細胞を含むがこれらに限定されない哺乳類細胞）
もしくは原核生物細胞、または２以上の異なる生物からの細胞を含むサンプル、または細
胞溶解物もしくはその上清からでありえる。
【００８０】
　本明細書において開示される方法は、任意の検出できる分子または検出が可能な分子に
より、Ｎ末端にＣｙｓを持つタンパク質を標識することを含む。Ｃｙｓは、組換え技術（
例えば、インテイン仲介性スプライシングによって融合タンパク質中のものなどのＣｙｓ
を暴露させるか、または適切なプロテアーゼ部位を挿入する）を介してタンパク質に付加
することができるか、Ｃｙｓは、Ｎ末端アミノペプチダーゼに感受性のあるタンパク質中
のポジション２に天然に存在しうるか、または合成の様々な合成技術（例えばペプチドラ
イゲーション、またはリバースプロテオリシスを介する）によって付加することができる
（例えば、Wehofsky, J. Amer. Chem. Soc. 125:6126 (2003)およびChang, P.N.A.S. 91:
12,544 (1994)を参照）。例えば、その少なくとも１つがＮ末端Ｃｙｓを有するタンパク
質の調製物を、フルオロフォアを有するシアノベンゾチアゾールの誘導体と反応させて、
Ｎ末端に共有結合で連結されたフルオロフォアを含む少なくとも１つのタンパク質を形成
する。リンカー基は、シアノベンゾチアゾールへのレポーターモイエティまたは親和性モ
イエティの連結を促進するために用いることができる。
【００８１】
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Ａ．標識のための例示的なモイエティ
　標識は、検出できるか、または検出が可能な分子（モイエティ）を含み、１つの実施形
態において、本明細書に記載される化合物および方法において有用なモイエティは、シア
ノベンゾチアゾールの誘導体を介してＣｙｓのアミノ基に共有結合で連結されることが可
能な分子である。化合物および方法において有用なモイエティは、モイエティを含むタン
パク質の検出および任意に定量化ならびに／または単離を促進する、１以上の特性を有す
る。１つの物理的特性は、放射もしくは吸収などの特徴的な電磁気スペクトル特性、磁性
、電子スピン共鳴、静電容量、誘電率または導電率である。特定の実施形態において、モ
イエティは、強磁性、常磁性、反磁性、発光性、電気化学発光性、蛍光性、リン光性、染
色性、抗原性、または特有な質量を有しうる。
【００８２】
　関連するモイエティは、核酸分子（すなわち、ＤＮＡまたはＲＮＡ、例えば、ヌクレオ
チド類似体を有するものなどのオリゴヌクレオチドもしくはヌクレオチド、タンパク質の
結合が可能なＤＮＡ、対象となる遺伝子に対応する一本鎖もしくは二本鎖ＤＮＡ、対象と
なる遺伝子に対応するＲＮＡ、終止コドンを欠くｍＲＮＡ、アミノアシル化開始ｔＲＮＡ
、アミノアシル化アンバーサプレッサーｔＲＮＡ、またはＲＮＡｉのための二本鎖ＲＮＡ
）、タンパク質（例えば、発光タンパク質）、ペプチド、ペプチド核酸、リガンドによっ
て認識されるエピトープ（例えば、ビオチンまたはストレプトアビジン）、ハプテン、ア
ミノ酸、脂質、脂質二分子層、固体支持体、フルオロフォア、発色団、レポーター分子、
放射性核種（例えば放射性測定で使用される放射性同位体または安定同位体など）、電子
不透過性分子、Ｘ線造影試薬、ＭＲＩまたはＸ線の造影剤（例えば、バリウム、ヨウ素、
マンガン、ガドリニウム（ＩＩＩ）または酸化鉄粒子）、および同種のものを含むが、こ
れらに限定されない。
【００８３】
　１つの実施形態において、モイエティは、糖タンパク質、ポリサッカライド、三重項増
感剤（例えばＣＡＬＩ）、薬物、毒素、脂質、ビオチン、または固体支持体（自己組織化
単分子層として、電子不透過性であり、発色団であるなど）、ナノ粒子、酵素、酵素のた
めの基質、酵素の阻害剤（例えば自殺基質）、コファクター（例えばＮＡＤＰ）、コエン
ザイム、スクシンイミジルエステルまたはアルデヒド、グルタチオン、ＮＴＡ、ビオチン
、ｃＡＭＰ、ホスファチジルイノシトール、ｃＡＭＰのためのリガンド、金属、スピント
ラップとして使用されるニトロキシドまたはニトロン（電子スピン共鳴（ＥＳＲ）によっ
て検出される）、金属キレーター（例えば、造影剤としての使用のため、時間分解蛍光に
おいて、または金属の捕捉のため）、光ケージド化合物（例えば照射がフルオロフォアな
どのケージド化合物を遊離する場合）、インターカレーター（例えば、ソラーレンもしく
はＤＮＡの結合に有用な別のインターカレーターなど、または光活性化できる分子など）
、三リン酸塩またはホスホアミダイト（例えば、ＤＮＡまたはＲＮＡへの基質の取り込み
を可能にする）、抗体、ヘテロ二官能性架橋剤（コンジュゲートタンパク質または他の分
子にとって有用なものなど）、架橋剤（ヒドラジド、アリールアジド、マレイミド、ヨー
ドアセトアミド／ブロモアセトアミド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル、ピリ
ジルジスルフィドなど混合ジスルフィド、グリオキサール／フェニルグリオキサール、ビ
ニルスルホン／ビニルスルホンアミド、アクリルアミド、ボロン酸エステル、ヒドロキサ
ム酸、イミダートエステル、イソシアネート／イソチオシアネート、またはクロロトリア
ジン／ジクロロトリアジンを含むがこれらに限定されない）、糖タンパク質、ポリサッカ
ライド、脂質二分子層を含む脂質であるか；または固体支持体（例えば、セファロースビ
ーズまたはセルロースビーズ）、膜、ガラス（例えばスライドグラス）、セルロース、ア
ルギナート、プラスチックポリマーまたは他の合成的に調製されるポリマー（例えば、エ
ッペンドルフチューブまたはマルチウェルプレートのウェル）、自己組織化単分子層、表
面プラズモン共鳴チップ、または電子伝導表面との固体支持体であり、薬物、アミノアシ
ル化ｔＲＮＡ（アミノアシル化開始ｔＲＮＡまたはアミノアシル化アンバーサプレッサー
ｔＲＮＡなど）、Ｃａ2+を結合する分子、Ｋ+を結合する分子、Ｎａ+を結合する分子、ｐ
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Ｈ感受性分子、放射性核種、電子不透過性分子、ＮＯの存在下において蛍光を発するかま
たは活性酸素に感受性のある分子、酵素のための非タンパク質基質、酵素の阻害剤、可逆
的または不可逆的のいずれかである阻害剤、キレート剤、架橋基（例えば、スクシンイミ
ジルエステルまたはアルデヒド）、グルタチオン、ビオチンまたは他のアビジン結合分子
、アビジン、ストレプトアビジン、ホスファチジルイノシトール、ヘム、ｃＡＭＰのため
のリガンド、金属、ＮＴＡを含み、１つの実施形態において、１以上の色素（例えばキサ
ンテン染料）、カルシウム感受性色素（例えば、１－［２－アミノ－５－（２，７－ジク
ロロ－６－ヒドロキシ－３－オキシ－９－キサンテニル）－フェノキシ］－２－（２’－
アミノ－５’－メチルフェノキシ）エタン－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（Ｆｌｕｏ－３
））、ナトリウム感受性色素（例えば、１，３－ベンゼンジカルボン酸，４，４’－［１
，４，１０，１３－テトラオキサ－７，１６－ジアザシクロオクタデカン－７，１６－ジ
イルビス（５－メトキシ－６，２－ベンゾフランジイル）］ビス（ＰＢＦＩ））、ＮＯ感
受性色素（例えば、４－アミノ－５－メチルアミノ－２’，７’－ジフルオレセイン）、
または他のフルオロフォアを含む。１つの実施形態において、モイエティは放射性核種で
はない。別の実施形態において、モイエティは、診断法において有用な分子を含む放射性
核種（例えば，3Ｈ、14Ｃ、35Ｓ、125Ｉ、131Ｉ）である。
【００８４】
　例示的なモイエティは、ハプテン（例えば、キーホールリンペットヘモシニアン（ＫＬ
Ｈ）などの免疫原性の促進に有用な分子）、切断できるモイエティ（例えば、光切断でき
るビオチン）、および蛍光モイエティ（例えば、Ｎ－ヒドロキシ－スクシンイミド（ＮＨ
Ｓ）で修飾したクマリン、およびスクシンイミドまたはスルホノスクシンイミドで修飾し
たＢＯＤＩＰＹ（ＵＶおよび／または可視光励起蛍光検出によって検出することができる
）、ローダミン（例えばＲ１１０）、ロードール、ＣＲＧ６、テキサスメチルレッド（カ
ルボキシテトラメチルローダミン）、５－カルボキシ－Ｘ－ローダミン、またはフルオロ
セイン、クマリン誘導体（例えば、７－アミノクマリンおよび７－ヒドロキシクマリン）
、２－アミノ－４－メトキシナフタレン、１－ヒドロキシピレン、レゾルフィン、フェナ
レノンまたはベンゾフェナレノン（米国特許第４，８１２，４０９号）、アクリジノン（
米国特許第４，８１０，６３６号）、アントラセン、ならびにα－ナフトールおよびβ－
ナフトールの誘導体、フッ素化フルオレセインおよびロードールを含むフッ素化キサンテ
ン誘導体（例えば、米国特許第６，１６２，９３１号））、生物発光分子（例えば、ルシ
フェリン、セレンテラジン、ルシフェラーゼ）、化学発光分子（例えば安定化ジオキセタ
ン）、ならびに電気化学発光分子を含む。
【００８５】
　親和性モイエティの具体例は、免疫原性分子（例えば、タンパク質、ペプチド、炭水化
物または脂質のエピトープ、すなわち、その分子に特異的な抗体を調製するのに有用な任
意の分子）；ビオチン、アビジン、ストレプトアビジンおよびその誘導体；金属結合分子
；ならびにこれらの分子の断片および組み合わせなどの分子を含む。例示的な親和性分子
は、Ｈｉｓ５（ＨＨＨＨＨ）（配列番号：１）、Ｈｉｓ×６（ＨＨＨＨＨＨ）（配列番号
：２）、Ｃ－ｍｙｃ（ＥＱＫＬＩＳＥＥＤＬ）（配列番号：３）、フラッグ（ＤＹＫＤＤ
ＤＤＫ）（配列番号：４）、Ｓｔｅｐｔタグ（ＷＳＨＰＱＦＥＫ）（配列番号：５）、Ｈ
Ａタグ（ＹＰＹＤＶＰＤＹＡ）（配列番号：６）、チオレドキシン、セルロース結合ドメ
イン、キチン結合ドメイン、Ｓ－ペプチド、Ｔ７ペプチド、カルモデュリン結合ペプチド
、Ｃ－エンドＲＮＡタグ、金属結合ドメイン、金属結合反応基、アミノ酸反応基、インテ
イン、ビオチン、ストレプトアビジン、およびタンパク質結合マルトースを含む。
【００８６】
　例えば、タンパク質のＮ末端にビオチンが存在することで、アビジン分子（例えば表面
（例えばビーズ、マイクロウェル、ニトロセルロースおよび同種のもの）の上にコートし
たアビジン分子）に対してそれらのタンパク質の選択的結合が可能になる。適切な表面は
、クロマトグラフ分離のための樹脂、プラスチック(結合プレートのための組織培養表面
、マイクロタイターディッシュおよびビーズなど)、セラミックスおよびガラス、磁気微



(26) JP 2011-515698 A 2011.5.19

10

20

30

粒子を含む粒子、ポリマーならびに他のマトリックスを含む。処理表面を例えばリン酸緩
衝食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、非新生タンパク質および他の翻訳試薬および単離された新
生タンパク質を除去する。いくつかの事例において、これらの材料は、光ファイバー、　
ＣｈｅｍＦＥＴ、およびプラズモン検出器などの生体分子検出装置の一部でありえる。
【００８７】
　親和性分子の別の具体例はダンシルリジンである。ダンシル環系と相互作用する抗体は
市販で入手可能か（シグマ・ケミカル（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）社；セントルイ
ス、ミズーリ）、または、Antibodies: A Laboratory Manual（Harlow and Lane, 1988）
中で記載されるものなどの公知のプロトコールを使用して調製することができる。例えば
、抗ダンシルの抗体はクロマトカラムの充填材料上に固定化される。この方法（親和性カ
ラムクロマトグラフイー）は、固定化された抗体と、カラム上に保持されるべき基質（例
えば親和性モイエティに連結されたベンゾチアゾール誘導体）との間の複合体を、固定化
した抗体との相互作用に起因して形成させるが、他の分子はカラムを通過させることによ
って、分離を遂行する。次に、複合体は抗体－抗原相互作用の破壊によって遊離させるこ
とができる。イオン交換樹脂または親和性セファロース樹脂などの特異的なクロマトカラ
ム材料、セファクリル樹脂、セファデックス樹脂および他のクロマトグラフィー樹脂は市
販で入手可能である（シグマ・ケミカル社；セントルイス、ミズーリ；ファルマシア・バ
イオテク（Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）社；ピスカタウェイ、ニュージャージ
ー）。ダンシルリジンは蛍光特性があるので便利に検出することができる。
【００８８】
　アクセプター分子として抗体を用いる場合、分離は、フィルターまたは他の表面（ビー
ズ、プレートまたは樹脂などの）上での抗体の免疫沈降および固定化などの他の生化学的
分離方法を介しても実行することができる。ビーズは、しばしば磁場を使用して混合物か
ら分離される。
【００８９】
　別のクラスのモイエティは、電磁放射を使用して検出できる分子を含み、キサンテンフ
ルオロフォア、ダンシルフルオロフォア、クマリンおよびクマリン誘導体、蛍光アクリジ
ニウムモイエティ、ベンゾピレンベースのフルオロフォアに加えて、７－ニトロベンズ－
２－オキサ－１，３－ジアゾール、ならびに３－Ｎ－（７－ニトロベンズ－２－オキサ－
１，３－ジアゾール４－イル）－２，３－ジアミノ－プロピオン酸を含むが、これらに限
定されない。好ましくは、蛍光分子は生来のアミノ酸とは異なる波長で高量子収率の蛍光
を有し、より好ましくはスペクトルの可視部分、またはＵＶ部分および可視部分の両方に
おいて、励起できる高量子収率の蛍光を有する。あらかじめ選ばれた波長での励起に際し
て、肉眼で、または従来の蛍光検出方法を使用してのいずれかで、分子を低濃度で検出で
きる。ルテニウムキレートおよびその誘導体またはニトロキシドアミノ酸およびその誘導
体などの電気化学発光分子は、フェムトモーラー範囲およびそれ以下で検出できる。
【００９０】
　１つの実施形態において、任意に検出できるモイエティは、以下の１つ：
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【化２】

（式中、Ｒ1は、例えば、（Ｃ1－Ｃ8）アルキルであり、１以上の置換基で任意に置換さ
れる）を含む。
【００９１】
　モイエティ標識タンパク質の単離および／または検出に用いることができる方法は、ゲ
ル濾過クロマトグラフィー、高速圧力クロマトグラフィーまたは高圧液体クロマトグラフ
ィー、逆相クロマトグラフィー、親和性クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフ
ィー、電気泳動、キャピラリー電気泳動、および等電点電気泳動法を含むクロマトグラフ
技術を含む。分離の他の方法（例えば、電気泳動、等電点電気泳動法および質量分析）は
、検出および後続する単離のためにも有用である。
【００９２】
　分離は、フィルターまたは他の表面（ビーズ、プレートまたは樹脂などの）上の抗体の
免疫沈降および固定化などの他の生化学的分離方法を介しても実行することができる。例
えば、タンパク質は、タンパク質特異的抗体により常磁性粒子をコートすることによって
単離することができる。磁場を使用して、ビーズをタンパク質翻訳抽出物から分離する。
【００９３】
　タンパク質を検出するようにデザインされた多くの装置は、特異的なアクセプター分子
（例えば固定化されたアクセプター分子）と標的タンパク質の相互作用に基づく。タンパ
ク質が親和性モイエティを含有していれば、固定化されたアクセプター基との標的分子の
相互作用に起因して変わる材料の表面プラズモン、光散乱および電子特性の変化の感知に
基づいた生体検出器などのかかる装置も、タンパク質を検出するために使用することがで
きる。
【００９４】
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Ｂ．過剰な標識試薬のクエンチング
　１つの実施形態において、過剰な未反応標識（例えば化合物３０２８）の蛍光は、標識
反応へのクエンチング試薬の添加によってクエンチングすることができる。クエンチング
試薬は、例えば公知の蛍光クエンチャーにコンジュゲートした任意のβ－メルカプトエチ
ラミンでありえる。かかるクエンチング試薬の１つの可能な具体例は化合物３１９１であ
る。
【化３】

β－メルカプトエチラミンは任意の未反応標識試薬のシアノベンゾチアゾールモイエティ
と反応することができ、それによって標識試薬のフルオロフォアにクエンチャーをコンジ
ュゲートする。この種のクエンチング試薬は、タンパク質に既にコンジュゲートされた任
意の標識と反応しないか、またはクエンチングしない。
【００９５】
電磁放射を使用して検出できるモイエティ
　電磁放射を使用して検出できるモイエティは、ダンシルフルオロフォア、クマリンおよ
びクマリン誘導体、蛍光アクリジニウムモイエティ、ベンゾピレンベースのフルオロフォ
ア、に加えて７－ニトロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール、ならびに３－Ｎ－（
７－ニトロベンズ－２－オキサ－１，３－ジアゾール４－イル）－２，３－ジアミノ－プ
ロピオン酸を含むが、これらに限定されない。１つの実施形態において、蛍光モイエティ
は生来のアミノ酸とは異なる波長で高量子収率の蛍光を有し、スペクトルのＵＶ部分また
は可視部分のいずれか、またはスペクトルのＵＶ部分および可視部分の両方で励起するこ
とができる高量子収率の蛍光を有する。あらかじめ選ばれた波長での励起に際して、肉眼
的に、または従来の蛍光検出方法を使用して、モイエティを低濃度で検出できる。ルテニ
ウムキレートおよびその誘導体またはニトロキシドアミノ酸およびその誘導体などの電気
化学発光標識は、フェムトモーラー範囲およびそれ以下で検出できる。
【００９６】
　蛍光モイエティに加えて、電磁場および放射線に対するモイエティの相互作用および応
答に基づいた物理的特性を備えた様々なモイエティは、タンパク質産生を検出するために
使用することができる。これらの特性は、電磁スペクトルのＵＶ領域、可視領域および赤
外領域への吸収、ラマン活性でありさらに共鳴ラマン分光によって増強することができる
発色団の存在、電子スピン共鳴活性および核磁気共鳴活性、ならびに分子質量（例えば、
質量分析計による）を含む。モイエティのこれらの電磁分光学的特性は、好ましくは生来
のアミノ酸は保持しないか、または生来のアミノ酸の特性から容易に区別できる。
【００９７】
　検出できる電磁分光特性を備えた蛍光モイエティおよび他のモイエティは、様々な器具
（分光計または蛍光計および同種のものなど）によって検出し、生来のアミノ酸の電磁分
光特性と区別することができる。分光計は、蛍光分光計、ラマン分光計、吸収分光計、電
子スピン共鳴分光計、可視分光計、赤外分光計および紫外分光計を含む。別個の電気的性
質を持つモイエティなどの他のモイエティは、電流計または電圧計または他の分光計など
の装置によって検出することができる。電磁場と標識の特有な相互作用に関するモイエテ
ィの物理的特性は、蛍光分光計、ラマン分光計、吸収分光計、または電子スピン共鳴分光
計などの器具を使用して、容易に検出できる。モイエティは、検出を可能にする外部応力
または薬剤（電磁場または反応物分子など）に応答した色変化などの、化学反応、生化学
反応、電気化学反応または光化学反応も行うことができる。
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【００９８】
　蛍光化合物のどのクラスが使用されるかに関係なく、検出は、細胞タンパク質系または
無細胞タンパク質系において存在する他の生体分子からのタンパク質の物理的分離を含み
うる。タンパク質分離は、例えば、ゲル電気泳動またはカラムクロマトグラフイーを使用
して実行することができる。フルオロフォアを含有するタンパク質のゲル電気泳動による
検出は、従来の蛍光検出方法を使用して遂行することができる。無細胞系におけるタンパ
ク質合成後に、反応混合物（タンパク質合成のために必要なすべての生体分子に加えて、
タンパク質を含有する）を、ポリアクリルアミドまたはアガロースからなるゲル上にロー
ドする。反応混合物のロードに続いて、適用する電場の方向でゲル上のタンパク質を空間
的に分離する電圧が加えられる。タンパク質は分離され、ゲル染色前の技術またはクマシ
ーブルー染色などのゲル染色後の技術を使用して可視化することができる、１セットの分
離したバンドまたは重複するバンドとして出現する。ゲル上のタンパク質バンドの移動は
タンパク質の分子量の関数であり、ローディング位置からの距離の増加は分子量の低下と
なる関数である。適切な波長で励起されたときに、Ｎ末端Ｃｙｓ標識タンパク質を含有す
るゲル上のバンドは蛍光を示す。これらのバンドは、肉眼で、写真でまたは分光計で検出
することができ、所望されるならばタンパク質はゲル切片から精製される。
【００９９】
　タンパク質の分子量および量は、標識した（例えば、蛍光標識した）所定の分子量のタ
ンパク質の１セットのバンドと、ゲル上のバンド位置を比較することによって決定するこ
とができる。例えば、既知の量で既知の分子量（ウシ血清アルブミン、６６ｋＤ；ブタの
心臓フマラーゼ、４８．５ｋＤ；カルボニックアンヒドラーゼ、２９ｋＤ；β－ラクトグ
ロブリン、１８．４ｋＤ；α－ラクトグロブリン、１４．２ｋＤ；シグマ・ケミカル社；
セントルイス、ミズーリ）を持つ市販で入手可能な標準的なマーカータンパク質を含有す
るキャリブレーションゲルに比べたゲル上の相対位置から、分子量２５，０００のタンパ
ク質を決定することができる。キャリブレーションタンパク質は、モイエティを持つタン
パク質と同じ方法を使用して、検出を便利にするために類似したモイエティを含有するこ
とができる。これは、モイエティに類似するかまたは同一である分子と直接キャリブレー
ションタンパク質を反応させることによって、多くの事例において遂行することができる
。したがって、ｐＩまたは分子量に基づいて選択されたような１以上のキャリブレーショ
ンタンパク質（タンパク質マーカー）は、例えば、フルオレセイン、ローダミン、ＢＯＤ
ＩＰＹまたは赤外線タイプモイエティを使用して、本発明の方法によって標識することが
でき、任意に単離することができる。
【０１００】
　例えば、キャリブレーションタンパク質は、それらの蛍光性の相当物を得るように塩化
ダンシル、またはＮＨＳ修飾ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬにより修飾することができる。これらの
蛍光タンパク質はＰＡＧＥを使用して分析することができる。蛍光モイエティを含有する
サンプルタンパク質とともにこれらの蛍光キャリブレーションタンパク質を組み合わせた
検出は、合成されたタンパク質の分子量および量の両方を正確に決定することができる。
必要であるならば、各々のキャリブレーションおよびタンパク質の内のモイエティの量は
、正確な定量化を行うために決定することができる。所定のレベルの蛍光モイエティを持
つタンパク質は、モイエティ持つサンプルタンパク質の定量化を行うために有利に使用す
ることができる。
【０１０１】
　キャピラリー電気泳動、等電点電気泳動法、低圧クロマトグラフィーおよび高性能液体
クロマトグラフィーまたは高速圧力液体クロマトグラフィーを含む、タンパク質分離の他
の方法は、電磁放射により検出できるモイエティを含有するサンプルタンパク質の検出な
らびに後続する単離および精製に有用である。これらの事例において、個別のタンパク質
は、モイエティの放射波長で蛍光検出器によって個別に分析できる画分へと分離される。
あるいは、オンライン蛍光検出はタンパク質がカラム分画システムから出現するときに、
タンパク質を検出するために使用することができる。保持時間の関数としての蛍光のグラ
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フは、産生されたタンパク質の量および純度の両方に対する情報を提供する。
【０１０２】
標識タンパク質の使用および例示的な検出方法
　本発明の方法によって調製されたモイエティ含有タンパク質は、特定のタンパク質の量
または存在の検出、タンパク質の単離、ハイスループットスクリーニングまたはロースル
ープットスクリーニングの促進、タンパク質－タンパク質相互作用、タンパク質－ＤＮＡ
相互作用または他のタンパク質ベースの相互作用の検出（例えば、モイエティを使用する
タンパク質マイクロアレイを使用して、アレイにタンパク質を結合させるか、または結合
したタンパク質を検出する）、タンパク質の免疫原性の促進（例えば、１以上のタンパク
質のＮ末端は、タンパク質に対する抗体の産生を促進しさらに免疫の前に抗原精製を促進
するハプテンで標識することができる）、特定の細胞位置または細胞レベル以下の位置へ
のタンパク質の標的化（例えば、タンパク質局在化ドメインである標識は、タンパク質を
、核、葉緑体もしくはミトコンドリアへ、または例えば肝臓特異的抗体を介して特異的細
胞へ標的化することができる）、タンパク質の部位特異的配向の提供（例えば、モイエテ
ィのためのリガンドは、半固体表面もしくは固体表面に添付されるか、または半固体表面
もしくは固体表面（ガラスなど）へ添付された任意の長さのリンカー（例えばポリエチレ
ングリコール（「ＰＥＧ」）のような有機リンカー）に添付される）、レポーター標識（
例えばルシフェラーゼ）および対象となるタンパク質（例えばＣＹＰ４５０）を含むキメ
ラタンパク質の調製、タンパク質マーカーの調製、またはタンパク質上のペプチド、抗原
エピトープおよび結合部位のマッピングを、含むがこれらに限定されない任意の目的に有
用である。
【０１０３】
　さらに、標識タンパク質には、タンパク質ディスプレイ技術および指向性進化における
使用がある。リボソームディスプレイ技術、核酸－タンパク質融合ディスプレイ技術およ
びファージディスプレイ技術は、タンパク質－タンパク質相互作用および指向性進化を研
究するために広く使用されている。リボソーム関連ディスプレイ技術において、インビト
ロの溶解物発現系は、ｍＲＮＡ－タンパク質－リボソーム複合体またはｍＲＮＡ－タンパ
ク質／ｃＤＮＡ－タンパク質／ＤＮＡ－タンパク質融合産物の産生のために用いられる（
公表済みの米国特許出願第２００１／００４６６８０号ならびに米国特許第６，１９４，
５５０号；６，２０７，４４６；および５，９２２，５４５を参照）。本発明の誘導体を
使用するタンパク質のＮ末端標識は、標的の単離、同定および選択を支援する。このアプ
ローチは、リボソーム／核酸－タンパク質ディスプレイベースのタンパク質マイクロアレ
イにおけるタンパク質相互作用の検出にも有用である。したがって、本発明の誘導体は、
タンパク質標的の単離、特性評価および同定に特に有用である。
【０１０４】
　ファージディスプレイにおけるインビトロの溶解物ベースのタンパク質発現の使用は、
公表済みの米国特許出願第２００１／００２９０２５号中で記載されている。ｃＤＮＡ／
ｍＲＮＡライブラリーは本発明の誘導体と共に細胞溶解物中で発現され、ｃＤＮＡを発現
するファージディスプレイライブラリーは、インビトロで発現させたタンパク質に対して
スクリーニングされる。相互作用するタンパク質は、クローニング工程の必要性なしにＮ
末端標識によって容易に同定することができる。このアプローチは指向性進化におけるタ
ンパク質バリアントの選択にも有用である。さらに、本発明の誘導体を使用してインビト
ロで合成される標識タンパク質は、例えば、ファージディスプレイベースのタンパク質マ
イクロアレイ／ビーズ技術と共に使用して、ファージディスプレイを伴うタンパク質相互
作用を検出するために使用することができる。多重化も可能である。
【０１０５】
　細胞溶解物中のインビトロの転写および翻訳がタンパク質の指向性進化に使用される、
指向性進化のための別のアプローチは、公表済み米国特許出願第２００１／００３９０１
４号中に記載される。このアプローチにおいて、本発明の誘導体と共にＮ末端標識を使用
して、改善された機能を持つ変異タンパク質の単離、精製、および特性評価を容易に遂行
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することができる。
【０１０６】
　さらに、標識タンパク質は、例えば、エンドサイトーシス、透過化または顕微注射を介
して細胞に導入することができる。
【０１０７】
　質量分析は分子の質量を測定する。生物学における質量分析の使用は急速に進歩してお
り、炭水化物、タンパク質、核酸、生体分子複合体の分析を含む多様な領域において適用
される。例えば、マトリックス支援レーザー脱離イオン化（ＭＡＬＤＩ）質量分析（ＭＳ
）の開発は、タンパク質、オリゴヌクレオチドおよびオリゴ糖を含む生体分子の分析のた
めに重要なツールを提供してきた。この技術の成功は、高精度（０．０１％）および高感
度（フェムトモル以下の量）で、大きな生体分子および非共有結合性複合体（＞５００，
０００Ｄａ）の分子量を決定する能力に由来する。今までのところ、迅速ＤＮＡ塩基配列
決定、生物活性ペプチドのためのスクリーニングおよび膜タンパク質の分析を含む生物学
および医学の多様な領域において適用可能であることが見出されている。
【０１０８】
　表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）は、タンパク質／タンパク質相互作用を研究するために
使用することができる。ＳＰＲは、光学的性質（特に結合後の表面の屈折率）の変化に基
づく。次に、この変化（非常に正確に測定することができる）は、結合の程度および率の
両方を検出するために使用することができる。例えば、前面上にリガンド単層を有する薄
い金層の裏面に可変角度で当たる入射光は、リガンド単層へと貫通する。相互作用が表面
プラズモンにより起こり、反射光は、特定の角度で、プラズモン共鳴に起因して最小まで
減少する。最小の位置が検出され、屈折率の計算ができる。リガンドによる分子の結合は
屈折率を変化させる。高分子表面上のタンパク質の吸着、ＤＮＡへのタンパク質結合性、
金表面上の自己組織化単分子層とのタンパク質の相互作用、リン脂質層とのタンパク質の
相互作用、および抗体抗原相互作用を測定するために、ＳＰＲが使用されてきた。例えば
、カルボキシメチル化デキストランマトリックスのセンサーチップ（バイオコア（Ｂｉｏ
ｃｏｒｅ））はストレプトアビジンで前固定化されている。本発明の方法によって調製さ
れたビオチン標識タンパク質を、１以上のタンパク質と接触させ、接触の前および後に光
学的性質を決定した。
【０１０９】
　電気泳動を用いて、タンパク質を検出および／もしくは単離するか、または翻訳系にお
いて翻訳されるタンパク質と分子の相互作用を検出することができる。多くのタンパク質
は複数のタンパク質パートナーと同時に相互作用することができる。例えば、あるタンパ
ク質は最大８６個の細胞内で相互作用するタンパク質を有することができる。電気泳動と
併用した標識タンパク質（例えば、親和性標識、フルオロフォア標識、発光標識または生
物発光標識で標識した）の使用は、無限の数の同時に起こるタンパク質－タンパク質相互
作用および／またはタンパク質－核酸相互作用の観察を可能にする。
【０１１０】
　したがって、本発明の方法は、タンパク質が単離されていないか、またはその機能が同
定されていない場合でさえ、特異的な遺伝子の発現タンパク質との可能な相互作用の迅速
なスクリーニングを、非常に多数の分子について可能にする。それは、タンパク質を単離
する必要性なしに、分子（例えば化合物）との相互作用について迅速にスクリーニングさ
れる予定の遺伝子のプールによって発現されるタンパク質のライブラリーも可能にする。
例えば、分子のライブラリーをスクリーニングして、特異的な標的タンパク質のリガンド
として働くものを同定することができる。分子は、化合物のコンビナトリアルライブラリ
ーの一部でありえるか、または治療用化合物を含有しうる天然サンプルなどの複雑な生物
学的混合物中に存在しうる。分子は結合によって新生タンパク質と相互作用するか、また
は化学的修飾もしくは酵素的修飾によって新生タンパク質の構造もしくは他の特性の変化
を引き起こすことができる。
【０１１１】
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　特異的な分子の相互作用は、特異的な分子に暴露された新生タンパク質の存在または非
存在を、暴露されていない新生タンパク質の類似した分析または測定と、比較することに
よって決定することができる。次に、分子の結合強度は、タンパク質合成系へ加えた特異
的な分子の濃度の変更、ならびに非複合体化新生タンパク質および複合体化新生タンパク
質へ割り当てられたバンドの相対強度の変化の測定によって、確認することができる。複
合体化タンパク質または非複合体化タンパク質の検出および／または単離は、ゲル電気泳
動（ポリアクリルアミドゲルなどのゲル中のタンパク質の電気泳動度を測定する）に加え
て、キャピラリー電気泳動（ＣＥ）を使用して実行することができる（例えば、米国特許
第５，５７１，６８０号（Ｃｈｅｎ）を参照）。ＣＥは、分子の電荷対質量比に比例する
タンパク質の電気泳動の移動時間を測定する。
【０１１２】
　１つの実施形態において、種々の標識は、対象となる２以上のタンパク質へ導入され、
例えば、各タンパク質のＮ末端で、または１つのタンパク質のＮ末端および他のタンパク
質の内部で導入される。例えば、各々の異なるタンパク質は、種々のタンパク質上の標識
とは異なる波長で光を放射する標識を含む。２つの標識タンパク質を、結合のために好ま
しい条件下で混合する。次に結合混合物をＣＥにかけ、２つのタンパク質の複合体に加え
て、非複合体化タンパク質を検出する。さらに、第２の標識（第１の標識の近接に対して
感受性のある）を持つ対象となるタンパク質について可能性のあるリガンドを標識するこ
と（例えば、ＦＲＥＴ、ＢＲＥＴまたはＬＲＥＴを使用する）は、２つの標識の近接の検
出を可能にする。
【０１１３】
　ＣＥの１つの形態（親和性キャピラリー電気泳動と時には呼ばれる）は、結合がタンパ
ク質の電荷対質量比の変化を結合事象後に生ずる限り、小さなリガンドを含む他の分子と
タンパク質の相互作用に高度に感受性があることが見出されてきた。例えば、新生タンパ
ク質と抗体の相互作用は、形成された複合体の有効な電気泳動度の変化に起因して検出す
ることができる。しかしながら、タンパク質が蛍光色素などの特異的に検出できる電磁ス
ペクトル特性を備えた標識を有するならば、最も高い感度を得ることができる。電気泳動
クロマトグラム中のピークの検出は主として可視光線のレーザーに誘起された放射によっ
て遂行される。ＣＥに有用な蛍光色素の具体例は、フルオロセイン、ローダミン、テキサ
スレッドおよびＢＯＤＩＰＹを含む。
【０１１４】
　標識タンパク質への１以上の分子の結合に関与する相互作用に加えて、リン酸化、プロ
テオリシス、および糖鎖付加を含むがこれらに限定されない標識タンパク質の修飾をもた
らす相互作用は、電気泳動を使用して検出することができる。
【０１１５】
　サンプル中の対象となるタンパク質の濃度を決定するために、サンプルを、対象となる
対応標識タンパク質、ならびに対象となる標識タンパク質および対象となる未標識タンパ
ク質の両方に結合するタンパク質と混合することができる。次に混合物をＣＥにかけるこ
とができ、対象となるタンパク質の濃度が決定される（例えば、米国特許第５，５７１，
６８０号（Ｃｈｅｎ）を参照）。「サンドイッチ」ＥＬＩＳＡでのように、この技術は、
例えばシアノベンゾチアゾールに特異的な抗体による捕捉を介する、例えばＥＬＩＳＡに
類似した技術を使用して、標識および／または未標識タンパク質の捕捉にも使用すること
ができる。ＥＬＩＳＡ「サンドイッチ」試験手順の具体例については、Schuurs and van 
Weemen, J. Immunoassay 1980;1:229-49を参照。
【０１１６】
一般的な合成方法
　標識および検出できるモイエティ（例えばシアノベンゾチアゾールまたはその誘導体に
共有結合で連結されるもの）は、対象となるペプチドとの反応後に複雑な混合物中のその
分子を即座に検出することを可能にする。標識は、本明細書に記載される技術による化学
合成によって、または当業者に周知の技術によって、シアノベンゾチアゾールコアに付加
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されるものでありえる。例えば、コア分子上への蛍光標識または他の標識の添付は、化学
的修飾によって遂行することができる。Greg T. Hermanson、Bioconjugate Techniques、
アカデミックプレス（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）社、サンディエゴ、カリフォルニ
ア（１９９６）を参照。本明細書に記載される化合物を調製するのに使用することができ
る一般的な合成方法に関する追加情報は、Michael B. Smith and Jerry MarchによるMarc
h’s Advanced Organic Chemistry Reactions, Mechanisms, and Structure、第５版、ジ
ョン・ワイリー・アンド・サンズ社；およびWuts et al.(1999)、Protective Groups in 
Organic Synthesis、第３版、ジョン・ワイリー・アンド・サン社中に見出すことができ
る。
【０１１７】
　本発明の化合物を調製する方法は、特定の実例において異性体を生ずることができる。
本発明の方法はこれらの異性体の分離を常に必要とするとは限らないが、所望されるなら
ば、かかる分離は当技術分野において公知の方法によって遂行することができる。例えば
、分取高性能液体クロマトグラフィー法は、例えば、キラルパッキングを備えたカラムの
使用によって、異性体精製のために使用することができる。
【０１１８】
　連結基Ｙにシアノベンゾチアゾールを連結して式Ｉの化合物を形成する一般的な方法は
、当技術分野において典型的に周知である。かかる「連結」反応または「カップリング」
反応は、標準的な技術である。様々なベンゾチアゾール誘導体に連結基をカップリングす
るのに使用する技術は、Hermanson’s Bioconjugate Techniquesなどの標準的なハンドブ
ック中に見出すことができる。当然、当業者は、適切なシアノベンゾチアゾールと基Ｙ－
Ｘとの間の反応だけではなく、適切に官能基化された基Ｘ（適切な親電子性物質または求
核分子を持つ基Ｘなどの）とシアノベンゾチアゾール－Ｙ基との間の反応によっても、式
Ｉの化合物を調製することができることを認識するだろう。例えば、連結基上の第１級ヒ
ドロキシル基はトルエンスルホニル基などの離脱基に変換することができ、次にその基は
求核分子（例えば脱プロトン化６’－ヒドロキシシアノベンゾチアゾール）で置換するこ
とができる。シアノベンゾチアゾール－Ｙ基を形成する具体的な例は、Zhou(J. Amer. Ch
em. Soc. 2006, 128(10), 3122を参照）によって記載される。
【０１１９】
　式Ｉの化合物の調製に有用な多数のスクシンイミジルエステルは、例えば、インビトロ
ゲン社から、市販で入手可能である。さらに、当業者は、スクシンイミジルエステルの調
製に試薬および条件を一般に使用することができる。Hermanson’s Bioconjugate Techni
quesは、式Ｉの化合物の調製に使用することができる連結反応の広汎な説明を、特にパー
トＩ（「機能的標的」および「反応基の化学」について記載する）（１～４１６ページ）
中で提供する。例えば、スクシンイミジルエステルの調製に使用される一般的な試薬は、
Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（「ＮＨＳ」、J. Am. Chem. Soc., 86:1839 (1964)）、
およびジシクロヘキシル－カルボジイミド（「ＤＣＣ」）または１，３－ジメチルアミノ
プルプロピル（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏｐｒｐｒｏｐｌｙ）－エチルカルボジイミド
などのカルボジイミド活性化剤を含む。あるいは、「自己活性化」ＮＨＳ誘導体は、Ｎ－
トリフルオロアセチル－スクシンイミド（「ＴＦＡ－ＮＨＳ」）、Ｎ，Ｎ－ジスクシンイ
ミジルカルボナート（Tetrahedron Lett., 22:4817 (1981)）、またはＯ－（Ｎ－スクシ
ンイミジル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－ビス（テトラメチレン）ウラニウムヘキサフルオロ
ホスファートなどが使用されうる。ベンゾチアゾールまたは活性化されている連結基の反
応性および可溶性に依存して、条件は有機溶媒から水性溶媒にわたりうる。例えば、適切
な有機溶媒はジメチルホルムアミド（「ＤＭＦ」）でありえる。これらの反応は、ヒンダ
ードアミン塩基（例えば、トリエチルアミン、ジエチルイソプロピルアミン）などの塩基
の存在下において実行することができるが、水性条件は約６．５乃至約８．５の範囲にｐ
Ｈを調整することを含みうる。
【０１２０】
　基Ｘ－Ｙが、環状ヌクレオチド、核酸または多くの化学療法薬およびタンパク質などと
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共に、アミンを含有している場合、次にかかる基のスクシンイミジルエステルを、カップ
リング反応において使用することができる。基Ｘが、多くのクエンチャー、タンパク質、
化学療法薬およびアビジンなどと共に、酸を含有している場合、次に酸はスクシンイミジ
ルエステルに変換され、シアノベンゾチアゾールに以前に連結したアミン末端Ｙ基と組み
合わせることができる。スルホスクシンイミジルエステル、テトラフルオロフェニルエス
テル、スルホジクロロフェノールエステル、イソチオシアネート、塩化スルホニル、ジク
ロロトリアジン、アリールハライド、またはアシルアジドなどの他の活性基は、アミンと
連結するために、スクシンイミジルエステルの代わりに使用することができる。さらに、
当業者は、容易に、酸化、還元および置換反応を含む標準的な形質転換を使用して、適切
なアミンまたは酸に特定の有機モイエティを変換することができる。さらに、保護基は式
Ｉの特定の化合物の調製を簡単にするために使用することができる。保護基の使用は当技
術分野において周知である（例えば、Greene、Protecting Groups In Organic Synthesis
；ワイリー：ニューヨーク、１９８１年を参照）。
【０１２１】
　以下の実施例は上述の発明を説明するように意図され、およびその範囲を狭めるように
解釈されるべきではない。当業者は、本発明を実行することができるかもしれない他の多
くの方法を実施例が示唆することを、容易に認識するだろう。本発明の範囲内にとどまる
ならば、多くの変形および修飾が行われうることが理解される。
【実施例】
【０１２２】
実施例１
シアノベンゾチアゾール誘導体の調製
パートＡ。４－（３－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオキシ）プロピル
カルバモイル）－２－（３－（ジメチルアミノ）－６－（ジメチルイミニオ）－６Ｈ－キ
サンテン－９－イル）ベンゾアートの合成；「２－シアノ－（６－オキソプロピルアミド
テトラメチル－５’－カルボキシローダミン）ベンゾチアゾール」（化合物３０２８）：
【化４】

【０１２３】
方法Ａ：
　ジクロロメタン（１ｍＬ）、トリフルオロ酢酸（１ｍＬ）およびアニソール（２５０μ
Ｌ）中に、１００ｍｇの６－（Ｎ－Ｂｏｃ－３－アミノプロピルオキシ）－２－シアノ－
ベンゾチアゾール（または「ｔｅｒｔ－ブチル３－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール
－６－イルオキシ）プロピルカルバマート」（W. Zhou, J. Amer. Chem. Soc. 2006, 128
(10), 3122)）を含有するフラスコを、０℃で撹拌した。２時間後に溶媒を蒸発させた。
エーテル（２ｍＬ）を加えて産物を沈殿させた。白色固体を２ｍＬのジエーテルエーテル
で２回洗浄し、真空下で乾燥した。固体はさらなる精製なしに使用された。
【０１２４】
　上述の固体を含有するフラスコへ、１ｍＬのＤＭＦおよびＤＩＰＥＡ（５０μＬ）中に
溶解した６－ＴＡＭＲＡ　ＳＥ（１３８ｍｇ、０．３ｍｍｏｌ、１当量）を加えた。室温
で２４時間後に、減圧下で溶媒を除去した。９０％ヘプタン／１０％メタノール溶出剤で
シリカを通して、残留物を溶出した。適切な画分を組み合わせ、蒸発させた。フィルムを
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１ｍＬのアセトン中に溶解し６ｍＬのジエチルエーテルで沈殿させて、１０ｍｇの固体化
合物３０２８を得た。1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.78 (t, 1H, J = 5.6), 8.20 (td, 2
H, J = 4.1, 8.3), 8.03 (d, 1H, J = 9.0), 7.78 (s, 2H), 7.20 (dd, 1H, J = 2.5, 9.
1), 6.92 (d, 5H, J = 23.2), 4.09 (t, 2H, J = 5.9), 3.41 (dd, 3H, J = 6.1, 11.9),
 3.19 (s, 12H), 2.43 (d, 10H, J = 1.7), 1.98 (dd, 2H, J = 6.0, 12.1)。
【０１２５】
　あるいは、化合物は分取逆相ＨＰＬＣによって精製することができる。
　フルオレセイン標識、アレクサ６３３標識、ビオチン標識およびＩＣ－５標識を持つ類
似した化合物は、適切なＦＡＭ－ＳＥ（シグマ社）、ビオチンＳＥ（シグマ社）、アレク
サ－６３３－ＳＥ（インビトロゲン社）またはＩＣ－５－ＳＥ（バイオサーチ・テクノロ
ジーズ（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）社、カタログ番号ＦＣ－１０
６５Ｓ－２５）でＴＡＭＲＡ－ＳＥを置き換えて、方法Ａを使用して合成された。当業者
によって容易に認識されるように、対象となる他の基（レポーターモイエティ、親和性標
識、クエンチャーモイエティ、光架橋モイエティ、または固体支持体を含む）に連結され
たシアノベンゾチアゾール誘導体を調製するために、類似した技術を使用することができ
る。
【０１２６】
パートＢ。以下の化合物は、６－ＴＡＭＡＲＡ　ＳＥの代わりに適切な５，６ＦＡＭ－Ｓ
Ｅ、またはＢｏｄｉｐｙ４８８－ＳＥ、ビオチン－ＳＥ、またはＩＣ－５－ＳＥを利用す
る方法Ａを使用して合成した。
４（および５）－（３－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオキシ）プロピ
ルカルバモイル）－２－（３－ヒドロキシ－６－オキソ－６Ｈ－キサンテン－９ｙｌ）安
息香酸（例えば、化合物３０６６）：
【化５】

　異性体の混合物（６６％：３５％）；1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 10.12 (s), 8.90 (t
), 8.76 (t), 8.44 (d), 8.22 (dd), 8.11 (m), 7.89 (d), 7.82 (d), 7.66 (s), 7.33 (
m), 7.21 (dd), 6.66 (d), 6.54 (m), 4.18 (t), 4.08 (t), 3.50 (dd), 3.37 (t), 2.07
 (m), 1.97 (m), 1.22 (s), 0.83 (t).Ｃ32Ｈ21Ｎ3Ｏ7Ｓ　についてのＭＳ：計算値５９
２．１；実測値５９２。
【０１２７】
（Ｚ）－Ｎ－（３－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオキシ）プロピル）
－３－（１－（ジフルオロボリル）－５－（（３，５－ジメチル－２Ｈ－ピロール－２－
イリデン）メチル）－１Ｈ－ピロール－２－イル）プロパンアミド（化合物３２２６）：
【化６】
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　1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.17 (d, 1H, J = 9.1), 8.07 (t, 1H, J = 5.7), 7.87 (
d, 1H, J = 2.5), 7.67 (s, 1H), 7.35 (dd, 1H, J = 2.5, 9.1), 7.08 (d, 1H, J = 3.9
), 6.56 (s, 0H), 6.39 (d, 1H, J = 4.0), 6.33 (s, 1H), 4.12 (t, 2H, J = 6.3), 3.3
0 (dd, 2H, J = 6.4, 12.2), 3.12 (t, 2H, J = 7.5), 2.50 (s, 3H), 2.28 (s, 3H), 1.
95 ( p, 2H, J = 6.4). Ｃ25Ｈ24ＢＦ2Ｎ5Ｏ2ＳについてのＭＳ計算値５０８；実測値５
０７。
【０１２８】
Ｎ－（３－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオキシ）プロピル）－５－（
（３ａＳ，４Ｓ，６ａＲ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－１Ｈ－チエノ［３，４－ｄ］イ
ミダゾール－４－イル）ペンタンアミド（化合物３１６７）：
【化７】

　1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.18 (d, 1H, J = 9.1), 7.92 (dd, 2H, J = 4.1, 6.2), 
7.36 (dd, 1H, J = 2.6, 9.1), 6.44 (s, 2H), 4.32 (dd, 1H, J = 4.4, 7.7), 4.14 (m,
 3H), 3.26 (q, 2H, J = 6.5), 3.10 (m, 1H), 2.83 (dd, 1H, J = 5.1, 12.4), 2.60 (d
, 1H, J = 12.3), 2.10 (t, 2H, J = 7.3), 1.94 (t, 2H, J = 6.4), 1.52 (m, 4H), 1.3
3 (m, 2H). Ｃ21Ｈ25Ｎ5Ｏ3Ｓ2についてのＭＳ計算値４６０．１；実測値４６０．４。
【０１２９】
２－（（１Ｅ，３Ｅ，５Ｅ）－５－（１－（６－（３－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾ
ール－６－イルオキシ）プロピルアミノ）－６－オキソヘキシル）－３，３－ジメチルイ
ンドリン－２－イリデン）ペンタ－１，３－ジエニル）－１－エチル－３，３－ジメチル
－３Ｈ－インドリウムクロライド（化合物３２７２）：
【化８】

　1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.31 (t, 2H, J = 13.1), 8.11 (d, 1H, J = 9.1), 7.84 
(m, 2H), 7.60 (d, 2H, J = 7.0), 7.29 (m, 6H), 6.55 (t, 1H, J = 12.3), 6.26 (dd, 
2H, J = 4.0, 13.8), 4.08 (m, 7H), 3.84 (s, 15H), 3.54 (s, 0H), 3.19 (d, 2H, J = 
5.9), 2.49 (dt, 4H, J = 1.8, 3.7), 2.30 (s, 0H), 2.05 (m, 2H), 1.85 (m, 2H), 1.6
6 (d, 12H, J = 2.8), 1.52 (dd, 2H, J = 7.3, 14.7), 1.33 (dd, 2H, J = 7.3, 14.9),
 1.24 (t, 3H, J = 7.1).Ｃ44Ｈ50Ｎ5Ｏ2Ｓ

+についてのＭＳ計算値７１２．４；実測値７
１２。
【０１３０】
パートＣ。４－（６－（２－シアノ－５－フルオロベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオ
キシ）ヘキシルカルバモイル）－２－（３－（ジメチルアミノ）－６－（ジメチルイミニ
オ）－６Ｈ－キサンテン－９－イル）ベンゾアート（化合物３０８６）の合成：
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【化９】

【０１３１】
　５－フルオロ－６－ヒドロキシベンゾ［ｄ］チアゾール－２－カルボニトリル（２００
ｍｇ）を、アセトン（２ｍＬ）、炭酸カリウム（２８４ｍｇ）およびｔｅｒｔ－ブチル６
－ブロモヘキシルカルバマート（２６５μＬ）と共に、電子レンジ中で５０Ｗで４０分間
６５℃まで加熱した。その後、さらに１５０μＬのｔｅｒｔ－ブチル６－ブロモヘキシル
カルバマートを加え、反応を７５Ｗで２３分間８０℃まで加熱した。反応を酢酸エチルお
よび重炭酸塩間で分配し、クエン酸水およびブラインで洗浄し、蒸発させた。ヘプタン：
酢酸エチル（３：１）の混合物でシリカカラムを通して、粗製品を溶出した。収率７８％
。
【０１３２】
　ｔｅｒｔ－ブチル６－（２－シアノ－５－フルオロベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イル
オキシ）ヘキシルカルバマート（２００ｍｇ）を、ジクロロメタン（３ｍＬ）、トリフル
オロ酢酸（３ｍＬ）およびアニソール（３００μＬ）の冷却（０℃）溶液に加えた。１５
分後に大部分の溶媒は蒸発し、３０ｍＬのジエチルエーテルを加えた。沈殿を単離した（
１６５ｍｇ）。
【０１３３】
　６－（６－アミノヘキシロキシ）－５－フルオロベンゾ［ｄ］チアゾール－２－カルボ
ニトリル（５０ｍｇ）を、上述の方法Ａにおけるように、６－ＴＡＭＲＡ－ＳＥ（６５ｍ
ｇ）と共に撹拌した。収量１０ｍｇ。1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.67 (t, 1H, J = 5.8
), 8.17 (q, 2H, J = 8.2), 8.05 (dd, 2H, J = 9.7, 21.1), 7.78 (s, 1H), 6.90 (d, 5
H, J = 26.3), 4.08 (t, 2H, J = 6.4), 3.17 (s, 11H), 1.73 (m, 2H), 1.48 (m, 2H), 
1.35 (s, 4H).Ｃ39Ｈ36ＦＮ5Ｏ5ＳについてのＭＳ計算値７０６．２；実測値７０６。
【０１３４】
パートＤ。４－（６－（２－シアノ－７－ニトロベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオキ
シ）ヘキシルカルバモイル）－２－（３－（ジメチルアミノ）－６－（ジメチルイミニオ
）－６Ｈ－キサンテン－９－イル）ベンゾアート（化合物３０８７）の合成：

【化１０】

【０１３５】
　６－ヒドロキシベンゾ［ｄ］チアゾール－２－カルボニトリル（３５２ｍｇ）を、Ｚｒ
Ｏ（ＮＯ3）2×Ｈ2Ｏ（４６２ｍｇ）およびアセトン（７ｍＬ）と共に、電子レンジ中で
１００℃（２００Ｗ）で１０分間加熱した。産物をジクロロメタンにより抽出し、ヘプタ
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ン：酢酸エチル（１：１）でシリカを通して溶出した。収量２２２ｍｇ
【０１３６】
　６－ヒドロキシ－７－ニトロベンゾ［ｄ］チアゾール－２－カルボニトリル（１００ｍ
ｇ）を、アセトン（２ｍＬ）、炭酸カリウム（１２５ｍｇ）およびｔｅｒｔ－ブチル６－
ブロモヘキシルカルバマート（１３９ｍｇ）と共に、電子レンジ中で５０Ｗで３０分間７
０℃まで加熱した。その後、さらに１５０μＬのｔｅｒｔ－ブチル６－ブロモヘキシルカ
ルバマートを加え、反応を７５Ｗで３０分間８０℃まで加熱した。その後、さらに３００
μＬのｔｅｒｔ－ブチル６－ブロモヘキシルカルバマート、炭酸セシウム（１６２ｍｇ）
およびダイグライム（１ｍＬ）を加え、反応を７５Ｗで２５０分間１００℃まで加熱した
。反応を酢酸エチルおよび重炭酸塩の間で分配し、クエン酸水およびブラインで洗浄し、
蒸発させた。ヘプタン：酢酸エチル（２：１）の混合物でシリカカラムを通して、粗製品
を溶出した。収量４４％。
【０１３７】
　ｔｅｒｔ－ブチル６－（２－シアノ－７－ニトロベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルオ
キシ）ヘキシルカルバマート（５０ｍｇ）を、ジクロロメタン（１ｍＬ）、トリフルオロ
酢酸（１ｍＬ）およびアニソール（９９μＬ）の冷却（０℃）溶液に加えた。３０分後に
、大部分の溶媒は蒸発し、３０ｍＬのジエチルエーテルを加えた。沈殿を単離し、さらな
る精製なしに使用した。
【０１３８】
　６－（６－アミノヘキシロキシ）－７－ニトロベンゾ［ｄ］チアゾール－２－カルボニ
トリル（５１ｍｇ）を、上述の方法Ａにおけるように、６－ＴＡＭＲＡ－ＳＥ（５０ｍｇ
）と共に撹拌した。収量１３ｍｇ1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.72 (t, 1H), 8.58 (d, 1
H, J = 7.3), 8.22 (d, 2H, J = 8.0), 7.83 (s, 2H), 6.98 (d, 5H), 4.39 (t, 2H), 3.
24 (s, 15H), 1.82 (m, 2H), 1.52 (m, 4H), 1.40 (m, 2H). Ｃ39Ｈ36Ｎ6Ｏ7Ｓについて
のＭＳ計算値７３３．２；実測値７３３．６。
【０１３９】
パートＥ。４－（６－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルアミノ）－６－オ
キソヘキシルカルバモイル）－２－（３－（ジメチルアミノ）－６－（ジメチルイミニオ
）－６Ｈ－キサンテン－９－イル）ベンゾアート（化合物３０８２）の合成：
【化１１】

【０１４０】
　６－（ｔｅｒｔ－ブトキシカルボニルアミノ）ヘキサン酸（３１６ｍｇ）を、無水ＴＨ
Ｆ（１０ｍＬ）、６－アミノベンゾ［ｄ］チアゾール－２－カルボニトリル（２００ｍｇ
）、イソ－ブチルクロロホルマート（１９３μＬ）、およびＮ－メチルモルホリン（３１
４μＬ）と共に－４℃で混合した。反応を室温で一晩放置した。反応を酢酸エチルおよび
重炭酸塩の間で分配した。酢酸エチル層を蒸発させ、ヘプタン：酢酸エチル（１：２）で
シリカを通して、残留物を溶出した。収量３５４ｍｇ。
【０１４１】
　ｔｅｒｔ－ブチル６－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イルアミノ）－６－
オキソヘキシルカルバマート（３５０ｍｇ）を、ジクロロメタン（４ｍＬ）、トリフルオ
ロ酢酸（４ｍＬ）およびアニソール（４００μＬ）の冷却（０℃）溶液に加えた。１３５
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分後に、大部分の溶媒は蒸発し、１０ｍＬのアセトニトリルおよび３０ｍＬのジエチルエ
ーテルを加えた。混合物を一晩放置した。沈殿を単離し、さらなる精製なしに使用した。
【０１４２】
　６－アミノ－Ｎ－（２－シアノベンゾ［ｄ］チアゾール－６－イル）ヘキサンアミド（
１００ｍｇ）を、上述の方法Ａにおけるように、６－ＴＡＭＲＡ－ＳＥ（１２２ｍｇ）と
共に撹拌した。収量（２２ｍｇ）。1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 10.31 (s, 1H), 8.67 (d
d, 2H, J = 3.8, 7.2), 8.12 (m, 3H), 7.77 (s, 1H), 7.63 (dd, 1H, J = 2.1, 9.1), 3
.17 (s, 14H), 2.31 (t, 2H, J = 7.4), 1.57 (m, 2H), 1.47 (m, 2H), 1.31 (m, 2H).Ｃ

39Ｈ36Ｎ6Ｏ5ＳについてのＭＳ：計算値：７０１．２；実測値７０１．６。
【０１４３】
実施例２
（Ｅ）－Ｎ－（２－（２－アミノ－３－メルカプトプロパンアミド）エチル）－４－（（
４－（ジメチルアミノ）フェニル）ジアゼニル）ベンズアミド（化合物３１９１）の合成
：

【化１２】

【０１４４】
　（Ｅ）－２，５－ジオキソピロリジン－１－イル４－（（４－（ジメチルアミノ）フェ
ニル）ジアゼニル）－ベンゾアート（２００ｍｇ）を、ジメチルホルムアミド（５ｍＬ）
、ｔｅｒｔ－ブチル１－（２－アミノエチルアミノ）－１－オキソ－３－（トリチルチオ
）プロパン－２－イルカルバマート（３３３ｍｇ）、およびジイソプロピルエチルアミン
（２８５μＬ）と共に混合した。１２時間後に、反応を酢酸エチルおよびクエン酸水の間
で分配した。有機層を重炭酸塩次にブラインで洗浄した。蒸発後に、ヘプタン：酢酸エチ
ル（１：１）でシリカを通して、残留物を溶出した。収量：２４２ｍｇ。
【０１４５】
　（Ｅ）－ｔｅｒｔ－ブチル１－（２－（４－（（４－（ジメチルアミノ）フェニル）ジ
アゼニル）ベンズアミド）－エチルアミノ）－１－オキソ－３－（トリチルチオ）プロパ
ン－２－イルカルバマート（２４０ｍｇ）を、トリフルオロ酢酸（１０ｍＬ）、水（５０
０μＬ）およびトリイソプロピルシラン（１００μＬ）の冷却溶液に、加えた。５時間後
に、ジエチルエーテル（５０ｍＬ）を沈殿産物に加え、化合物３１９１を得た。産物を分
取逆相ＨＰＬＣによってさらに精製した。収量６０ｍｇ。1H NMR (300 MHz, DMSO) δ 8.
56 (m, 2H), 8.18 (s, 3H), 7.92 (d, 2H, J = 8.5), 7.75 (d, 4H, J = 8.3), 6.78 (d,
 2H, J = 8.2), 3.85 (m, 1H), 3.35 (m, 3H), 3.20 (m, 1H), 3.01 (s, 6H), 2.85 (m, 
2H), 2.50 (s, 1H).
【０１４６】
実施例３
シアノベンゾチアゾール誘導体によるＮ末端のペプチド標識
　この実施例において、シアノベンゾチアゾール－ローダミン試薬を、様々な濃度のシス
テイン残基含有材料を含有する溶液に加える。溶液は、Ｎ末端システイン残基と試薬との
間で付加物を形成できる条件下で、シアノベンゾチアゾール－ローダミン試薬と共にイン
キュベートされる。試薬とのインキュベーション後に、新しく標識された種の存在は、シ
リカ薄層クロマトグラフィー（ＴＬＣ）プレートの上での反応混合物の一部分の分画およ
び蛍光種の存在の検討によって検出される。
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【０１４７】
　システイン残基を含有している５つの異なる材料を、シアノベンゾチアゾール－ローダ
ミン試薬と反応させた。トシン酸（シグマ社）は、ジスルフィド結合によって結合される
アミノ末端システイン残基およびカルボキシ末端システイン残基を含有するペプチド（ペ
プチド配列：Ｃｙｓ－Ｔｙｒ－Ｉｌｅ－Ｇｌｎ－Ａｓｎ－Ｃｙｓ）（配列番号：７）であ
る。ペプチド中のジスルフィド結合を還元するために、５０μｌの１ｍＭトシン酸を、５
μｌの１Ｍヘペス（ｐＨ８．０）および０．２５μｌのボンドブレーカー（ピアース・ケ
ミカル（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）社）および４６μｌの水と混合した。酸化型
トシン酸溶液を生成するために、５０μＬのトシン酸（１ｍＭ）を、５μＬの１Ｍヘペス
（ｐＨ８．０）および４５μｌの水と混合した。バッケム（Ｂａｃｈｅｍ）Ｈ４６９６（
バッケム・バイオサイエンス社、キング・オブ・プラシャ、ペンシルバニア）は、内部シ
ステイン残基を含有するペプチド（Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｌｙｓ－Ａｓｎ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－
Ｔｒｐ－Ｌｙｓ）（配列番号：８）である。バッケムＨ４６９６の実施溶液は、４８μｌ
の５ｍＭバッケムＨ４６９６を、０．２５μｌのボンドブレーカーおよび１μｌのヘペス
（ｐＨ８．０）と混合することによって作製した。バッケムＨ４７０２は、Ｎ末端システ
イン残基を含有するペプチド（Ｃｙｓ－Ｌｙｓ－Ａｓｎ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－Ｔｒｐ－Ｌｙ
ｓ－Ｔｈｒ）（配列番号：９）である。バッケムＨ４７０２の実施溶液は、４８μｌの５
ｍＭバッケムＨ４７０２を、０．２５μｌのボンドブレーカーおよび１μｌの１Ｍヘペス
（ｐＨ８．０）と混合することによって作製した。１０ｍＭのＣｙｓ－Ｇｌｙジペプチド
（シグマ社；１５ｍｇ）および２０ｍＭシステイン（シグマ社）の実施溶液も作製された
。
【０１４８】
　シアノベンゾチアゾール標識反応のための反応緩衝液は、５００μＬの１Ｍヘペス（ｐ
Ｈ７．５）を７．５ｍＬの水と混合することによって作製した。試薬対ペプチドの様々な
モル比の検査を可能にするように６セットの反応を構成した。各セットは、異なるシステ
イン材料を含む６つの反応を含んでいた。ペプチド：検査された試薬の相対モル比は、０
．３：１乃至２：１で変化させた。すべての反応に、７５μｌの反応緩衝液を加えた。各
セットにおける各反応に、異なる量の水を加えた。すなわち第１のセットに１６．７μｌ
、第２のセットに１３．３μｌ、第３のセットに１０μｌ、第４セットに６．７μｌおよ
び第５のセットに３．３μｌであった。反応チューブの第６のセットは、シアノベンゾチ
アゾール試薬に対するシステイン材料が最も高い比率であるように、水を加えなかった。
１つの反応チューブを、２０μｌの水を加えたペプチドのない対照として構成した。
【０１４９】
　システイン（２．５μｌの２０ｍＭシステインを水により１００μｌにした）、バッケ
ムＨ４６９６（１０μｌの上述の溶液を水により１００μｌにした）、バッケムＨ４７０
２（１０μｌの上述の溶液を水により１００μｌにした）、およびＣｙｓ－Ｇｌｙ（５μ
ｌの上述の溶液を水により１００μｌにした）の希釈溶液を、異なる反応チューブに加え
、各６セットの最終的な反応容積を９５μｌにした。酸化型トシン酸および還元型トシン
酸も異なる反応チューブに加え、各６セットの最終的な反応容積を９５μｌにした。全体
として、各６セットの各反応チューブは異なるシステイン溶液を含有していた。
【０１５０】
　すべての反応チューブに、５μｌの１ｍＭシアノベンゾチアゾール－ローダミン試薬を
加え、混合した。室温で１５分のインキュベーション後に、各反応チューブからの１μｌ
を、シリカゲルＴＬＣプレートの上にスポットした。９０容のＥｔＯＨ、１０容の水およ
び１容氷酢酸の混合物中でプレートを現像した。現像後にプレートを風乾し、紫外線下で
可視化して、反応が進行して完了したことを確認した。
【０１５１】
　緩衝液およびシアノベンゾチアゾール－ローダミン試薬のみを含むペプチドのない対照
反応は、～０．８のＲｆ値で強い蛍光スポット、および～０．４のＲｆ値で弱いスポット
を生じた。これは、もとの未反応シアノベンゾチアゾール試薬の移動度を同定し、試薬が
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反応条件によって影響されないことを実証する。
【０１５２】
　図３は、紫外線光に暴露し、イメージングカメラ上で存在する紫外線光を遮断するフィ
ルターを通して集めたときに、ＴＬＣプレート上で存在する蛍光種からの蛍光発光を検出
する、アンビス・イメージング・システム・セット上で取り込んだ薄層クロマトグラフィ
ー（ＴＬＣ）プレートの画像を示す。増量したシステインを使用した反応（レーン２～７
）は、少量の他の種（付加物）の存在と共に、～０．４２のＲｆ値の移動度を持つ新しく
強い蛍光付加物の存在を示す。システインおよびベンゾチアゾールのモル量がほぼ等しく
なるまで、新しい蛍光種の量は増加する（レーン４～５）。これは、１）システインとシ
アノベンゾチアゾール－ローダミン試薬との間の反応が迅速である（～１５分）こと、お
よび２）１モルのシアノベンゾ－チアゾール試薬と反応するために約１モル当量システイ
ンが反応に必要とされることを実証する。
【０１５３】
　増量したバッケムＨ４６９６（内部システインを持つペプチド）を使用した反応（レー
ン８～１３）は、シアノベンゾチアゾール試薬単独で見られたものと本質的には同じ（レ
ーン１）蛍光移動度パターンを示した。これは、１）内部システインがシアノベンゾチア
ゾール試薬と反応することができない、２）大量のペプチドがシアノベンゾチアゾール試
薬と反応するために必要である、または３）形成される付加物のどれかが不安定であり出
発材料へ戻り、急速に付加物の検出をほとんど不可能にする、のいずれかが最も可能性が
高いことを実証する。
【０１５４】
　これとは対照的に、バッケムＨ４７０２（Ｎ末端システインを含有するペプチド）の量
を増加させた反応は、有意な量の非常に低移動度の付加物を示した（レーン１４～１９）
。新しい付加物形成の量は増加し、対応する未反応シアノベンゾチアゾール試薬は減少し
た。したがって、シアノベンゾチアゾール試薬は、Ｎ末端システインを持つペプチドと共
に安定した付加物を形成することができる。これは、システインとの反応を介するルシフ
ェリンの形成で見られたものに類似した、アミノ酸上のＮ末端アミノ基の攻撃を介する環
状ベンゾチアゾール産物の形成によって引き起こされる可能性が最も高い。しかしながら
、Ｎ末端システイン基が、酸化型トシン酸との反応（レーン２０～２５）でのように、ジ
スルフィド結合に関与するならば、新しい付加物は形成されず、未反応シアノベンゾチア
ゾール試薬の減少はペプチドを増量しても起こられない。
【０１５５】
　トシン酸中のジスルフィド結合が遊離システイン（上述の還元型トシン酸）に還元され
るならば、結果として生じるＮ末端システインはシアノベンゾチアゾール試薬との反応に
利用可能であり（レーン２６～３１）、低移動度の新しい付加物が形成される。新しい付
加物はシステイン反応で見られたものに類似した様式で形成され、すなわち、形成される
付加物の量は、１モルシアノベンゾチアゾール試薬に対する１モル当量還元型トシン酸の
比率に依存的である。ジペプチドＣｙｓ－Ｇｌｙとの反応（レーン３２－３７）から、小
さなペプチドにおいてでさえ、シアノベンゾチアゾール試薬によってＮ末端システインが
迅速に標識されることも実証される。
【０１５６】
　したがって、この実施例は、シアノベンゾチアゾール試薬が、利用可能なＮ末端システ
インを含有するペプチドを、大きいか小さいかに関わらず、容易に標識することができる
ことを実証する。
【０１５７】
実施例４
シアノベンゾチアゾール試薬によるタンパク質の標識
　この実施例において、Ｎ末端システイン残基を持つタンパク質を、本発明の化合物で標
識した。標識の量を、溶液中の他のタンパク質に対して、およびＮ末端システイン残基を
アラニン残基と交換した以外は標的タンパク質と同一であるタンパク質で標的タンパク質
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を置き換えた並列反応に対して、比較した。実施例は以下のことを実証する。１）融合タ
ンパク質コンストラクトは、ＴＥＶプロテアーゼにより消化したときに、コンストラクト
がＮ末端システインを持つ対象となるタンパク質を生成するように構築することができる
；２）蛍光性モイエティを含有する本発明の化合物に暴露されたときに、反応においける
Ｎ末端システイン残基のない他のタンパク質は蛍光をほとんどまたは全く獲得しないのだ
が、Ｎ末端システイン残基を持つタンパク質（適切にデザインされた融合タンパク質コン
ストラクトのＴＥＶプロテアーゼによる消化によって産生されたものなど）を暴露すると
高度に蛍光性になる、および；３）ＴＥＶ消化に際してシステイン残基を暴露するものに
同一のＴＥＶに消化された融合コンストラクト（しかしそれはアラニン残基を暴露する）
を含有する並列反応では、Ｎ末端システインを有するタンパク質と同一であるがＮ末端シ
ステインをアラニンで置き換えたタンパク質を含む溶液中のタンパク質の標識は、ほとん
どまたは全くない。
【０１５８】
　これらの点を実証するために、実験（以下に詳細に記載される）は、下記の工程を行っ
て実行された。Ａ）組換えＤＮＡクローンは大腸菌中で融合タンパク質を発現するように
デザインされて構築され、ｉ）融合タンパク質種の迅速で容易な精製のためのインタクト
な融合コンストラクトのＮ末端での親和性タンパク質タグ［ＧＳＴ］に続いて、ｉｉ）Ｔ
ＥＶプロテアーゼ認識部位をコードするタンパク質配列に続いて、ｉｉｉ）別のタンパク
質セグメントを有する。１つのコンストラクトは融合コンストラクトのＴＥＶ切断によっ
て産生されたタンパク質の新しいＮ末端でシステイン残基を暴露するが、他のコンストラ
クトは新しいＮ末端でアラニン残基を暴露するという点でのみ異なる２つのコンストラク
トを生成した；Ｂ）大腸菌中の組換えＤＮＡの発現、および細菌が融合タンパク質を発現
したという確認；Ｃ）親和性タンパク質タグを用いることによる大腸菌溶解物からの融合
タンパク質の精製、ならびに；Ｄ）融合コンストラクトの消化、続いてインタクトな融合
タンパク質および切断された融合タンパク質の両方のＰＢＩ化合物３１２８への暴露（図
２（ａ）を参照）、続いて反応混合物中のタンパク種の標識を検出する分析。
【０１５９】
工程Ａ）。融合タンパク質ペアをコードする組換えＤＮＡ種の構築。
　原核生物のプロモーター、および翻訳開始領域、続いてインフレームでグルタチオンＳ
トランスフェラーゼ［ＧＳＴ、親和性タンパク質タグ］のコード配列をコードしたプラス
ミド種がデザインされた。１つのバージョンは、ＧＳＴ、続いてインフレームでＴＥＶプ
ロテアーゼのための認識配列を含有するコード配列、続いてシステイン、続いてインフレ
ームで他のタンパク質を有していた。第２のプラスミド種は、上述のプラスミドと同一で
あるが、ＴＥＶ部位の後にコードされたシステインをアラニンで置き換えるようにデザイ
ンした。次に、甲虫ルシフェラーゼのタンパク質コード領域は、すべてのこれらのポリペ
プチドセグメントをコードした１つの連続的なコード領域があるように、ＴＥＶプロテア
ーゼ部位をコードするコード配列の端部とインフレームで融合された。
【０１６０】
　プラスミドをＤＮＡ配列分析によって確認した。
ＧＳＴ－Ｌｕｃ（ＡｌａおよびＣｙｓ）のアミノ酸およびヌクレオチドの配列は以下の通
りである。
【０１６１】
アミノ酸配列ＧＳＴ－（ＴＥＶ－Ｃｙｓ）－Ｌｕｃ
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHN
MLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALD
VVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSGGGGGENLYFQCIAMEDAKNI
KKGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVNITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQ
FFMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMNISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTF
VTSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGF
GMFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAV



(43) JP 2011-515698 A 2011.5.19

10

20

30

40

50

AKRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEA
TNALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVL
EHGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKSKLV（配列番号：１０
）
【０１６２】
ＧＳＴ－（ＴＥＶ－Ｃｙｓ）－Ｌｕｃのヌクレオチド配列
atgtcccctatactaggttattggaaaattaagggccttgtgcaacccactcgacttcttttggaatatcttgaagaaaa
atatgaagagcatttgtatgagcgcgatgaaggtgataaatggcgaaacaaaaagtttgaattgggtttggagtttccca
atcttccttattatattgatggtgatgttaaattaacacagtctatggccatcatacgttatatagctgacaagcacaac
atgttgggtggttgtccaaaagagcgtgcagagatttcaatgcttgaaggagcggttttggatattagatacggtgtttc
gagaattgcatatagtaaagactttgaaactctcaaagttgattttcttagcaagctacctgaaatgctgaaaatgttcg
aagatcgtttatgtcataaaacatatttgaatggtgatcatgtaacccatcctgacttcatgttgtatgacgctcttgat
gttgttttatacatggacccaatgtgcctggatgcgttcccaaaattagtttgtttcaaaaaacgtattgaagctatccc
acaaattgataagtacttgaaatccagcaagtatatagcatggcctttgcagggctggcaagccacgtttggtggtggcg
accatcctccaaaatccggaggtggtggcggagaaaacctgtacttccaatgcatcgccATGGAAGACGCCAAAAACATA
AAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGC
CCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGAACATCACGTACGCGGAATACTTCGAAATGTCCG
TTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGATATGGGCTGAATACAAATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGAAAACTCTCTTCAA
TTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATTTATCGGAGTTGCAGTTGCGCCCGCGAACGACATTTATAATGAACGTGAATT
GCTCAACAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCAAAAAGGGGTTGCAAAAAATTTTGAACGTGCAAA
AAAAATTACCAATAATCCAGAAAATTATTATCATGGATTCTAAAACGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTC
GTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTAATGAATACGATTTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACAAAACAATTGCACT
GATAATGAATTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTAAGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGAACTGCCTGCGTCAGATTCTCGC
ATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCAAATCATTCCGGATACTGCGATTTTAAGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTT
GGAATGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTAATGTATAGATTTGAAGAAGAGCTGTTTTT
ACGATCCCTTCAGGATTACAAAATTCAAAGTGCGTTGCTAGTACCAACCCTATTTTCATTCTTCGCCAAAAGCACTCTGA
TTGACAAATACGATTTATCTAATTTACACGAAATTGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTCGAAAGAAGTCGGGGAAGCGGTT
GCAAAACGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACAAGGATATGGGCTCACTGAGACTACATCAGCTATTCTGATTACACCCGA
GGGGGATGATAAACCGGGCGCGGTCGGTAAAGTTGTTCCATTTTTTGAAGCGAAGGTTGTGGATCTGGATACCGGGAAAA
CGCTGGGCGTTAATCAGAGAGGCGAATTATGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGTTATGTAAACAATCCGGAAGCG
ACCAACGCCTTGATTGACAAGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGCTTACTGGGACGAAGACGAACACTTCTTCAT
AGTTGACCGCTTGAAGTCTTTAATTAAATACAAAGGATATCAGGTGGCCCCCGCTGAATTGGAATCGATATTGTTACAAC
ACCCCAACATCTTCGACGCGGGCGTGGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTG
GAGCACGGAAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGATTACGTCGCCAGTCAAGTAACAACCGCGAAAAAGTTGCGCGG
AGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAATCAGAGAGATCCTCATAA
AGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGgtttAA（配列番号：１１）
【０１６３】
ＧＳＴ－（ＴＥＶ－Ａｌａ）－Ｌｕｃのアミノ酸配列
SPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHNM
LGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALDV
VLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSGGGGGENLYFQAIAMEDAKNIK
KGPAPFYPLEDGTAGEQLHKAMKRYALVPGTIAFTDAHIEVNITYAEYFEMSVRLAEAMKRYGLNTNHRIVVCSENSLQF
FMPVLGALFIGVAVAPANDIYNERELLNSMNISQPTVVFVSKKGLQKILNVQKKLPIIQKIIIMDSKTDYQGFQSMYTFV
TSHLPPGFNEYDFVPESFDRDKTIALIMNSSGSTGLPKGVALPHRTACVRFSHARDPIFGNQIIPDTAILSVVPFHHGFG
MFTTLGYLICGFRVVLMYRFEEELFLRSLQDYKIQSALLVPTLFSFFAKSTLIDKYDLSNLHEIASGGAPLSKEVGEAVA
KRFHLPGIRQGYGLTETTSAILITPEGDDKPGAVGKVVPFFEAKVVDLDTGKTLGVNQRGELCVRGPMIMSGYVNNPEAT
NALIDKDGWLHSGDIAYWDEDEHFFIVDRLKSLIKYKGYQVAPAELESILLQHPNIFDAGVAGLPDDDAGELPAAVVVLE
HGKTMTEKEIVDYVASQVTTAKKLRGGVVFVDEVPKGLTGKLDARKIREILIKAKKGGKSKLV（配列番号：１２
）
【０１６４】
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ＧＳＴ－（ＴＥＶ－Ａｌａ）－Ｌｕｃのヌクレオチド配列
atgtcccctatactaggttattggaaaattaagggccttgtgcaacccactcgacttcttttggaatatcttgaagaaaa
atatgaagagcatttgtatgagcgcgatgaaggtgataaatggcgaaacaaaaagtttgaattgggtttggagtttccca
atcttccttattatattgatggtgatgttaaattaacacagtctatggccatcatacgttatatagctgacaagcacaac
atgttgggtggttgtccaaaagagcgtgcagagatttcaatgcttgaaggagcggttttggatattagatacggtgtttc
gagaattgcatatagtaaagactttgaaactctcaaagttgattttcttagcaagctacctgaaatgctgaaaatgttcg
aagatcgtttatgtcataaaacatatttgaatggtgatcatgtaacccatcctgacttcatgttgtatgacgctcttgat
gttgttttatacatggacccaatgtgcctggatgcgttcccaaaattagtttgtttcaaaaaacgtattgaagctatccc
acaaattgataagtacttgaaatccagcaagtatatagcatggcctttgcagggctggcaagccacgtttggtggtggcg
accatcctccaaaatccggaggtggtggcggagaaaacctgtacttccaagcgatcgccATGGAAGACGCCAAAAACATA
AAGAAAGGCCCGGCGCCATTCTATCCTCTAGAGGATGGAACCGCTGGAGAGCAACTGCATAAGGCTATGAAGAGATACGC
CCTGGTTCCTGGAACAATTGCTTTTACAGATGCACATATCGAGGTGAACATCACGTACGCGGAATACTTCGAAATGTCCG
TTCGGTTGGCAGAAGCTATGAAACGATATGGGCTGAATACAAATCACAGAATCGTCGTATGCAGTGAAAACTCTCTTCAA
TTCTTTATGCCGGTGTTGGGCGCGTTATTTATCGGAGTTGCAGTTGCGCCCGCGAACGACATTTATAATGAACGTGAATT
GCTCAACAGTATGAACATTTCGCAGCCTACCGTAGTGTTTGTTTCCAAAAAGGGGTTGCAAAAAATTTTGAACGTGCAAA
AAAAATTACCAATAATCCAGAAAATTATTATCATGGATTCTAAAACGGATTACCAGGGATTTCAGTCGATGTACACGTTC
GTCACATCTCATCTACCTCCCGGTTTTAATGAATACGATTTTGTACCAGAGTCCTTTGATCGTGACAAAACAATTGCACT
GATAATGAATTCCTCTGGATCTACTGGGTTACCTAAGGGTGTGGCCCTTCCGCATAGAACTGCCTGCGTCAGATTCTCGC
ATGCCAGAGATCCTATTTTTGGCAATCAAATCATTCCGGATACTGCGATTTTAAGTGTTGTTCCATTCCATCACGGTTTT
GGAATGTTTACTACACTCGGATATTTGATATGTGGATTTCGAGTCGTCTTAATGTATAGATTTGAAGAAGAGCTGTTTTT
ACGATCCCTTCAGGATTACAAAATTCAAAGTGCGTTGCTAGTACCAACCCTATTTTCATTCTTCGCCAAAAGCACTCTGA
TTGACAAATACGATTTATCTAATTTACACGAAATTGCTTCTGGGGGCGCACCTCTTTCGAAAGAAGTCGGGGAAGCGGTT
GCAAAACGCTTCCATCTTCCAGGGATACGACAAGGATATGGGCTCACTGAGACTACATCAGCTATTCTGATTACACCCGA
GGGGGATGATAAACCGGGCGCGGTCGGTAAAGTTGTTCCATTTTTTGAAGCGAAGGTTGTGGATCTGGATACCGGGAAAA
CGCTGGGCGTTAATCAGAGAGGCGAATTATGTGTCAGAGGACCTATGATTATGTCCGGTTATGTAAACAATCCGGAAGCG
ACCAACGCCTTGATTGACAAGGATGGATGGCTACATTCTGGAGACATAGCTTACTGGGACGAAGACGAACACTTCTTCAT
AGTTGACCGCTTGAAGTCTTTAATTAAATACAAAGGATATCAGGTGGCCCCCGCTGAATTGGAATCGATATTGTTACAAC
ACCCCAACATCTTCGACGCGGGCGTGGCAGGTCTTCCCGACGATGACGCCGGTGAACTTCCCGCCGCCGTTGTTGTTTTG
GAGCACGGAAAGACGATGACGGAAAAAGAGATCGTGGATTACGTCGCCAGTCAAGTAACAACCGCGAAAAAGTTGCGCGG
AGGAGTTGTGTTTGTGGACGAAGTACCGAAAGGTCTTACCGGAAAACTCGACGCAAGAAAAATCAGAGAGATCCTCATAA
AGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAATTGgtttA（配列番号：１３）
【０１６５】
工程Ｂ）。融合タンパク質の発現。
　確認したプラスミドで形質転換された培養菌を増殖し、タンパク質発現を誘導した。培
養の増殖後に、予想されるサイズの融合タンパク質生成の発現を、タンパク質バンドを検
出するクマシーブルー染色による細胞サンプルのＳＤＳ　ＰＡＧＥ分画によって確認した
。融合タンパク質の発現は、細胞溶解物中の全可溶性タンパクの１～５％であると推測さ
れた。
【０１６６】
工程Ｃ）。融合タンパク質の精製。
　培養の増殖後に、細胞を遠心分離によって回収し、処理の準備ができるまで－２０℃で
凍結した。いったん精製の準備ができれば、細胞沈殿を解凍して緩衝液Ａ（１×ＰＢＳ（
ｐＨ７．３）、１ｍＭ　ＰＭＳＦ、ロッシュ（Ｒｏｃｈｅ）社のコンプリート・プロテア
ーゼ・タブレットを５０ｍＬあたり１個）中に再懸濁し、１グラム細胞ペーストあたり緩
衝液の８～１０ｍＬの比率でこの緩衝液中に細胞を再懸濁した。次に細胞を超音波処理に
よって溶解し、不溶性細胞残屑は溶解細胞の４℃で１０分間３９００×Ｇの遠心分離によ
って沈殿させた。
【０１６７】
　遠心分離後に、沈殿の上の上清を注意深く除去し、１×ＰＢＳ（ｐＨ７．３）中で平衡
化されたグルタチオンセファロース（ＧＥヘルスケア（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）社
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から）のカラムに適用した。適用後に、カラムを１０～２０カラム体積の１×ＰＢＳ緩衝
液（ｐＨ７．３）で洗浄し、次に、５０ｍＭトリスＨＣｌ緩衝液（ｐＨ８．０）中に１０
～１５ｍＭグルタチオンを含有する溶液を適用してタンパク質を溶出した。このプロセス
の間に溶出された材料の画分を回収し、少量の画分をＳＤＳ　ＰＡＧＥによって分析した
。予想されるように、融合タンパク質は、グルタチオン含有カラム緩衝液がカラムから溶
出している画分中で非常に濃縮された。非常に濃縮された融合タンパク質の画分をプール
し、１０ｍＭヘペス緩衝液（ｐＨ７．５、５０ｍＭ　ＮａＣｌ）に対して透析した。
【０１６８】
工程Ｄ）。融合タンパク質の消化および標識。
　透析された融合タンパク質のタンパク質濃度は、製造業者のプロトコールの通りピアー
ス社のクマシー・プラス（Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　Ｐｌｕｓ）タンパク質試薬の使用によっ
て決定した。等量のペアのタンパク質コンストラクトを、ＰｒｏＴＥＶプロテアーゼ緩衝
剤中に～１μＭに希釈した。ＰｒｏＴＥＶを加え、融合タンパク質を４℃で一晩で消化し
た。ＰｒｏＴＥＶ緩衝液は、５０ｍＭヘペス（ｐＨ７．０）、０．５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１
ｍＭ　ＤＴＴであった。消化物のサンプルをＳＤＳ　ＰＡＧＥによって分析した。ＴＥＶ
切断部位の後にアラニンを持つ融合コンストラクト、およびＴＥＶ切断部位の後にシステ
インを持つコンストラクトは両方とも、新しいタンパク種（ＴＥＶ部位でのコンストラク
トの切断について予想されるサイズ）の出現およびインタクトな融合タンパク質バンドの
消失に基づいて、９０％以上まで消化された。
【０１６９】
　次に２つの消化物のサンプルを、１０ｍＭヘペス（ｐＨ７．５）を含有する新鮮なチュ
ーブ中に置き、ＰＢＩ化合物３０２８のサンプルを２ｍＭアセトニトリルのストック（図
３におけるように；ＤＭＳＯも使用することができる）から加えて、最終濃度１０μＭの
ＰＢＩ　３０２８を産生する。溶媒としてＤＭＳＯを使用するとき、６．５ｍＭのストッ
ク溶液を使用した。設定時間間隔で、これらの標識反応のサンプルを、試薬を含有する新
しいチューブに加えて、標識試薬のシアノベンゾチアゾールモイエティと反応させること
によって、標識反応を終了した。この溶液はシステインＨＣｌ（停止反応において最終濃
度１～５ｍＭ）および等濃度のＴＣＥＰを含有した。１０倍低い濃度のＴＣＥＰでさえ効
果的であることがさらに見出された。この停止液は酸度を低減し、タンパク質の沈殿を阻
害するために、～２００ｍＭヘペス（ｐＨ８．０）中で作製するとよい。従来の研究は、
この溶液の試薬との反応により、標識試薬が所望される化学種に迅速に変換されることを
示していた。
【０１７０】
　時刻がきたサンプルがすべて回収された後、サンプルをＳＤＳ　ＰＡＧＥ電気泳動によ
って分析し、続いてタイフーン（Ｔｙｐｈｏｏｎ）でイメージングを行なった。イメージ
ング後に、ゲルをシンプリーブルー・セーフステイン（ＳｉｍｐｌｙＢｌｕｅ　Ｓａｆｅ
Ｓｔａｉｎ）（商標）（インビトロゲン）で染色して、タンパク質バンドを可視化した。
クマシー染色の前のゲルの蛍光スキャンニングおよびクマシー染色後から得られたゲル画
像の比較を行なった（クマシー染色ゲルは示さない）。蛍光ゲル画像を図４中に示す。蛍
光ゲル画像中で見られるように、ベンゾチアゾール色素コンジュゲートのインキュベーシ
ョンにおいて、Ｃｙｓ　Ｎ末端タンパク質パートナーは高度に蛍光性になったが、これら
の反応における他のタンパク種（クマシー染色ゲル上で可視である）は、ほとんどまたは
全く標識されなかった（ＴＥＶの後にＣｙｓのある消化サンプルｖｓＴＥＶの後にＡｌａ
のある消化サンプル）。さらに、ＴＥＶプロテアーゼによる切断がアミノ末端アラニンを
有する新しいタンパク種をもたらす反応は、高度に蛍光標識されなかった。最後に、融合
タンパク質コンストラクトがＴＥＶプロテアーゼにより消化されない場合、標識はほとん
どまたは全く見られない（融合タンパク質の未切断のＡｌａバージョンおよびＣｙｓバー
ジョン）。したがって、消化された融合タンパク質コンストラクトが強く標識されること
を可能にするシステイン残基は、内部システイン残基で試薬に暴露されるならば、高度に
標識されない。図の右側下部の大きな暗スポットは、そのレーン中にロードした着色タン
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パク質スタンダードから生じる。
【０１７１】
　これらの観察は、完全に特異的な標識とまではいかなくても、本発明の化合物によるＮ
末端システイン残基の標識について少なくとも非常に強い選択性があることを実証する。
さらに、標識はシステイン残基であるタンパク質のＮ末端に依存的であり、かかるタンパ
ク質はプロテアーゼによる融合タンパク質コンストラクトの消化によって生成することが
できる。
【０１７２】
実施例５
シアノベンゾチアゾール標識試薬による蛍光タグ付加タンパク質のＮ末端標識の確認
　この実施例において、非常に特異的な融合タンパク質コンストラクトが、様々なシアノ
ベンゾチアゾール標識試薬で標識される。次に、２回目はＴＥＶ消化タンパク質の新しい
アミノ末端から少数のアミノ酸のみを切断する第２の部位特異的プロテアーゼに、タンパ
ク質を暴露する。この切断により、第２の消化の前に達成された標識の特異性の検査が可
能になる。したがって、タンパク質が新しいアミノ末端でのみ標識されるならば、消化さ
れたタンパク質上の蛍光はすべて第２のプロテアーゼの作用によって除去されるに違いな
い。しかしながら、タンパク質が複数の部位で標識されているならば、第２のプロテアー
ゼによる標識タンパク質の処理は、最初の産物よりもわずかに小さくまだ高度に蛍光性で
ある第２のタンパク種を生成するだろう。
【０１７３】
　ＧＳＴ－ＴＥＶプロテアーゼ部位－Ｃｙｓ－第Ｘａ因子プロテアーゼ部位－ハロタグ（
バージョン２）のセグメントの順序で、２つのタンパク質パートナーの間に２つのプロテ
アーゼ切断部位を有する融合コンストラクトが産生された。このタンパク質を大腸菌中で
発現させ、供給業者の説明書に従って、ＧＳＴ融合タンパク質のための親和性樹脂（典型
的にはＧＥヘルスケア社グルタチオンセファロース４ファーストフロー）の使用によって
精製した。
【０１７４】
　単離された融合タンパク質の純度をＳＤＳ　ＰＡＧＥ電気泳動によって検討し、所望さ
れる全長タンパク質を多量に含有することが見出された。このタンパク質を透析し、次に
ＰｒｏＴＥＶプロテアーゼで消化した。切断後に、消化物のサンプルは異なる添付色素セ
グメントを備えたシアノベンゾチアゾール標識剤で標識された。個別のサンプルはハロタ
グＴＭＲリガンドで標識され、タンパク質配列内でハロタグタンパク質を十分標識するこ
とが示された。ハロタグ（登録商標）技術およびハロタグＴＭＲリガンドの使用に対する
情報については、Technical Manual HaloTag (r) Technology: Focus on Imaging、パー
ト番号ＴＭ２６０（http://www.promega.com/tbs/tbs.htm；でプロメガ（Ｐｒｏｍｅｇａ
）社から利用可能）、およびM. Urh et al.、「Halolink (tm) Resin For Protein Pull-
Down And Analysis」Cell Notes 2006, 14, 15-19、（http://www.promega.com/cnotes/
でプロメガ社から利用可能）を参照。
【０１７５】
　標識後に、各薬剤で標識された精製タンパク質のサンプルを第Ｘａ因子で消化した。第
Ｘａ因子消化後に、未消化の標識タンパク質および第Ｘａ因子消化標識タンパク質のサン
プルをＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル上で分画し、ゲルはタイフーンイメージャー上でイメージン
グした。イメージング後に、タンパク質の蛍光に依存しない方法を使用してタンパク質を
可視化するために、ゲルをクマシーブリリアントブルーで染色した。蛍光ゲルイメージお
よびクマシー染色ゲルイメージを図５中に示す。
【０１７６】
　予想されるように、融合コンストラクトをハロタグリガンドで標識し（したがって、シ
アノベンゾチアゾール試薬による標識が期待されるタンパク質パートナーを標識するが、
タンパク質セグメントのほぼ中央に標識を添付する）、第Ｘａ因子で消化したとき、標識
タンパク質はわずかなサイズだけ変化し蛍光は保っていた（図５中のゲルの最初の２レー
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ン）。しかしながら、シアノベンゾチアゾール試薬で標識したサンプルを消化したとき、
標識タンパク質バンドに関連する蛍光のほとんどすべては、最初の標識タンパク質の移動
度を有するタンパク種に関連した非常に少量の蛍光を除いて、タンパク質から除去された
（図５中で蛍光の損失を図示するペアのレーンは、３０２８　ＴＭＲ、３１６８アレクサ
、および３２７２である）。
【０１７７】
　ゲルのこのセグメントをクマシーで染色したとき、標識タンパク質よりもわずかに小さ
なタンパク質が、融合タンパク質を第Ｘａ因子で処理したレーン中に多量に存在すること
が見出された（下部パネル、図５）。このタンパク質バンドが蛍光性でなく、さらに標識
タンパク質のアミノ末端からの少数のアミノ酸のみの除去から生じるので、蛍光標識は、
コンストラクトから消化された少数のアミノ酸（標識タンパク質種のアミノ末端）の上に
あったに違いない。
【０１７８】
　図５、６および７は、それぞれ、切断結果、ならびにＮ末端でのみの標識およびシステ
イン残基での非特異的標識から予想される結果を表現するゲルを図示する。
【０１７９】
　シアノベンゾチアゾール標識試薬が、図６中に図示されるように内部システインではな
くＮ末端のみを標識するならば、標識から下流のプロテアーゼ部位でのタンパク質の切断
により除去される対象となるタンパク質上にシアノベンゾチアゾール標識があることが予
想される。ハロタグリガンド対照のような内部ラベルは第２のプロテアーゼのタンパク質
の切断で除去されなかった。これらのサンプルのＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルの蛍光スキャンか
ら、第２のプロテアーゼの切断後にシアノベンゾチアゾールに標識されたバンドからの蛍
光の消失が示される。ハロタグリガンド標識タンパク質はサイズのシフトを示すが、蛍光
標識が除去されなかったので、蛍光性のままであり、図６の蛍光ゲル図解において図示さ
れる。
【０１８０】
　シアノベンゾチアゾール標識試薬が、図７中に図示されるように内部システインに添付
するならば、第２のプロテアーゼの標識タンパク質の切断がより低分子量（ハロタグリガ
ンド標識対照タンパク質に実質的に類似するように見える）の蛍光バンドを残すことが予
想され、それは図７の蛍光性ゲル図解において図示される。
【０１８１】
ＧＳＴ－（ＴＥＶ－Ｃｙｓ－ＦＸａ）－ＨａｌｏＴａｇのアミノ酸配列
MSPILGYWKIKGLVQPTRLLLEYLEEKYEEHLYERDEGDKWRNKKFELGLEFPNLPYYIDGDVKLTQSMAIIRYIADKHN
MLGGCPKERAEISMLEGAVLDIRYGVSRIAYSKDFETLKVDFLSKLPEMLKMFEDRLCHKTYLNGDHVTHPDFMLYDALD
VVLYMDPMCLDAFPKLVCFKKRIEAIPQIDKYLKSSKYIAWPLQGWQATFGGGDHPPKSGGGGGENLYFQCIAMIEGRAM
GSEIGTGFPFDPHYVEVLGERMHYVDVGPRDGTPVLFLHGNPTSSYLWRNIIPHVAPSHRCIAPDLIGMGKSDKPDLDYF
FDDHVRYLDAFIEALGLEEVVLVIHDWGSALGFHWAKRNPERVKGIACMEFIRPIPTWDEWPEFARETFQAFRTADVGRE
LIIDQNAFIEGALPMGVVRPLTEVEMDHYREPFLKPVDREPLWRFPNELPIAGEPANIVALVEAYMNWLHQSPVPKLLFW
GTPGVLIPPAEAARLAESLPNCKTVDIGPGLFLLQEDNPDLIGSEIARWLPGLV （配列番号：１４）
【０１８２】
ＧＳＴ－（ＴＥＶ－Ｃｙｓ－ＦＸａ）－ＨａｌｏＴａｇのヌクレオチド配列
atgtcccctatactaggttattggaaaattaagggccttgtgcaacccactcgacttcttttggaatatcttgaagaaaa
atatgaagagcatttgtatgagcgcgatgaaggtgataaatggcgaaacaaaaagtttgaattgggtttggagtttccca
atcttccttattatattgatggtgatgttaaattaacacagtctatggccatcatacgttatatagctgacaagcacaac
atgttgggtggttgtccaaaagagcgtgcagagatttcaatgcttgaaggagcggttttggatattagatacggtgtttc
gagaattgcatatagtaaagactttgaaactctcaaagttgattttcttagcaagctacctgaaatgctgaaaatgttcg
aagatcgtttatgtcataaaacatatttgaatggtgatcatgtaacccatcctgacttcatgttgtatgacgctcttgat
gttgttttatacatggacccaatgtgcctggatgcgttcccaaaattagtttgtttcaaaaaacgtattgaagctatccc
acaaattgataagtacttgaaatccagcaagtatatagcatggcctttgcagggctggcaagccacgtttggtggtggcg
accatcctccaaaatccggaggtggtggcggagaaaacctgtacttccaatgcatcgctatgatagagggtagagctatg
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ggatccgaaatcggtacaggcttccccttcgacccccattatgtggaagtcctgggcgagcgtatgcactacgtcgatgt
tggaccgcgggatggcacgcctgtgctgttcctgcacggtaacccgacctcgtcctacctgtggcgcaacatcatcccgc
atgtagcaccgagtcatcggtgcattgctccagacctgatcgggatgggaaaatcggacaaaccagacctcgattatttc
ttcgacgaccacgtccgctacctcgatgccttcatcgaagccttgggtttggaagaggtcgtcctggtcatccacgactg
gggctcagctctcggattccactgggccaagcgcaatccggaacgggtcaaaggtattgcatgtatggaattcatccggc
ctatcccgacgtgggacgaatggccagaattcgcccgtgagaccttccaggccttccggaccgccgacgtcggccgagag
ttgatcatcgatcagaacgctttcatcgagggtgcgctcccgatgggggtcgtccgtccgcttacggaggtcgagatgga
ccactatcgcgagcccttcctcaagcctgttgaccgagagccactgtggcgattccccaacgagctgcccatcgccggtg
agcccgcgaacatcgtcgcgctcgtcgaggcatacatgaactggctgcaccagtcacctgtcccgaagttgttgttctgg
ggcacacccggcgtactgatccccccggccgaagccgcgagacttgccgaaagcctccccaactgcaagacagtggacat
cggcccgggattgttcttgctccaggaagacaacccggaccttatcggcagtgagatcgcgcgctggctccccgggctgg
tttaa（配列番号：１５）
【０１８３】
実施例６
タンパク質相互作用反応における標識タンパク質の使用
　この実施例は、タンパク質相互作用研究においてベンゾチアゾール色素コンジュゲート
で標識されたタンパク質を使用することができることを実証する。本発明の化合物の標識
に依存せずに無細胞発現系の発現されたタンパク質を容易に同定するために、反応のセッ
トのうち１つは、フルオロテクト（ＦｌｕｏｒｏＴｅｃｔ）（商標）グリーンリズ・イン
ビトロ翻訳標識システム（ＧｒｅｅｎＬｙｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏ
ｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ）（プロメガ社）を含有する並列のタンパク質発現
反応を行なった。フルオロテクトにより発現されたタンパク質は、タンパク質の内部から
末端まで加えられた色素で蛍光標識される。標識は、４８８ｎｍの光へタンパク質のサン
プルを暴露すること、および５１０ｎｍ以上の放射光を検出することによって検出される
。特定のこの第２の標識方法の使用は、タンパク質のＮ末端の標識に使用される本発明の
化合物からのシグナルと、フルオロテクトによるタンパク質の標識の容易な区別を可能に
する。本発明の化合物によりＮ末端で標識されたタンパク質は、４８８ｎｍの光によって
あまり励起されないが、６３３ｎｍの光によって強く励起される。一方、フルオロテクト
色素は６３３ｎｍの光によってあまり励起されないが、４８８ｎｍの光によって強く励起
される。したがって、４８８ｎｍおよび６３３ｎｍの個別の励起波長を使用して下記の反
応からのサンプルをスキャンすることによって、本発明の化合物を使用して標識されたタ
ンパク種から、インビトロタンパク質合成反応において作製されたタンパク種を区別する
ことができる。
【０１８４】
　供給業者によって推奨されるような反応で組み立てたＳＰ６　ＴｎＴハイ・イールド・
エクストラクト（Ｈｉｇｈ　Ｙｉｅｌｄ　Ｅｘｔｒａｃｔ）（プロメガ社、マディソン、
ウイスコンシン）を使用して、２０μｇの指示ＤＮＡを反応へ加えることによって、３つ
の２５０μＬの翻訳反応を行なった。加えた３つのコンストラクトは以下のものをコード
する。１）ハロタグとプロテインキナーゼＡの触媒サブユニットとの間の融合タンパク質
；２）金属結合ペプチドを発現するコンストラクト、続いてＴＥＶ切断部位、続いてシス
テイン残基およびプロテインキナーゼＡの調節サブユニット（ＲＩαとしても公知）、お
よび；３）第３の反応は第２の反応に同一であるが、１０μＬのフルオロテクト（プロメ
ガ社）も含有する。反応を２５℃で１２０分間インキュベートした。
【０１８５】
　３つの２２５μＬの翻訳反応のサンプルを、１２０分間インキュベーションの後に、製
造業者の推奨に従ってマイクロバイオスピンカラム（バイオラッド（ＢｉｏＲａｄ）社）
を通して処理した。マイクロバイオスピン処理後に、１２μＬの２０×ＰｒｏＴＥＶ緩衝
液の、２．４μＬの０．１Ｍ　ＤＴＴ、および～１０ＵのＰｒｏＴＥＶプロテアーゼ（プ
ロメガ社）を室温で加え、チューブを６０分間インキュベートした。ＴＥＶ処理後に、３
０μＬのＭａｇｎｅＨｉｓを使用してプロテアーゼを除去した。処理された溶解物へ、２
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．８μＬの２ｍＭ　ＴＣＥＰおよび３．８μＬの１２５μＭ　ＰＢＩ　３１６８を加え、
チューブを室温で６０分間インキュベートした。最後に、新たに還元したシステインをこ
れらのチューブへ加えて、過剰なベンゾチアゾール試薬と反応させる。
【０１８６】
　４００μＬのハロリンク（ＨａｌｏＬｉｎｋ）磁気ビーズ（プロメガ社カタログ番号Ｇ
９３１１）のサンプルを洗浄し、製造業者の推奨に従って３００μＬ中に再懸濁し、再び
製造業者によって記載されるように、次に５０μＬのスラリーを使用して５０μＬのＳＰ
６翻訳反応からのハロタグ融合タンパク質を捕捉する。プロメガ社のカタログ番号Ｇ１９
１１またはカタログ番号Ｇ１９１２のような他のハロリンク樹脂も使用することができる
。M. Urh et al.、「Halolink(tm) Resin For Protein Pull-Down And Analysis」Cell N
otes 2006, 14, 15-19（www.promega.com/cnotes/で利用可能）を参照。洗浄後に、樹脂
をキナーゼ緩衝液（４０ｍＭトリスＨＣｌ（ｐＨ７．５）、２０ｍＭ　ＭｇＣｌ2、０．
１ｍｇ／ｍＬのＢＳＡ）中に再懸濁し、樹脂をシアノベンゾチアゾールに標識されたプレ
イタンパク質と共にインキュベートした。これらのインキュベーションおよび１×洗浄緩
衝液による洗浄後に、タンパク質溶液のサンプルをＳＤＳ　ＰＡＧＥゲル上で分画し、Ｓ
ＤＳ　ＰＡＧＥ電気泳動およびゲルによって分析し、６３３ｎｍのレーザーの励起を使用
してイメージングした。
【０１８７】
　フルオロテクト産物の検出のためのレーザースキャニングによって生じたイメージの可
視化は、プルダウンされた特異的なタンパク質を示した（図８（ｂ））。６３３ｎｍのレ
ーザーによる図８のゲルのスキャニングから、赤色のシアノベンゾチアゾール由来色素を
持つプルダウンの検出が示される。サンプルでは対照樹脂よりも高い相互作用が観察され
、タンパク質：タンパク質相互作用の検出に標識を使用できることを実証する。
【０１８８】
　図８（ａ）（赤色シアノベンゾチアゾール色素標識のみを示す波長でスキャンした）は
、ＰＢＩ　３１６８の蛍光のプルダウンのスキャニングを示す（アレクサ６３３　ＳＥお
よびシアノベンゾチアゾールに連結された対応する第一級アミンから調製された；６３３
ｎｍの光によって励起後に蛍光を放出する）。図８（ｂ）において、同じゲルをフルオロ
テクトについてスキャンした。すべてがプルダウンされ、ベイトおよびプレイは以下のと
おりである。
レーン１＋４、ベイト＝緩衝液、プレイ＝ＲＩ－α。
レーン２＋５、ベイト＝ＴＮＴ高収率溶解物（翻訳なし）、プレイ＝ＲＩ－α。
レーン３＋６、ベイト＝ハロタグ－ＰＫＡ、プレイ＝ＲＩ－α。
レーン１～３中のサンプルは翻訳の間にフルオロテクトで標識されたが、４～６は標識さ
れなかった。遠赤外（６３３ｎｍ）はフルオロテクトからのスペクトルを分離するので使
用され、したがって色素間のクロストークは観察されなかった。図８（ｂ）において、少
量のＲＩ－αはＴＥＶによって切断されなかったので、ＲＩ－αの二重線が見える。ゲル
上のはるかに高分子量の弱いバンドは恐らくオリゴマーであり、図８（ａ）中にも存在す
る。このシアノベンゾチアゾール標識例において若干の非特異的標識種が存在するが、タ
ンパク質：タンパク質相互作用を検出するシアノベンゾチアゾール標識法の能力は明らか
に実証される。
【０１８９】
　４８８ｎｍまたは５２３ｎｍのレーザーによるゲルのスキャニングは、固定化されたＰ
ＫＡによるＲＩαの特異的なプルダウンを可能にした。ＲＩαを対照樹脂へ加えたならば
、このタンパク質の捕捉はるかに少なく、したがってＰＫＡとＰＫＡ調節サブユニットと
の間の周知の相互作用の結果としてこれらの結果がもたらされることが確認される。
【０１９０】
　すべての出版物、特許および特許文献は、個別に参照することによって組み入れられる
ように、参照することによって本明細書に組み入れられる。本発明は、様々な具体的かつ
好ましい実施形態および技術に関して記載された。しかしながら、本発明の趣旨および範
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囲内にあるなら、多くの変形および修飾が行われてもよいことを理解すべきである。

【図１】 【図２（ａ）】
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