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(54)【発明の名称】 エレクトロスプレーイオン化質量分析法を用いる化合物の高処理量スクリーニング

(57)【要約】
【課題】  本発明は概して高処理量スクリーニングアッ
セイの精度および特異性を向上させるアッセイならびに
関連の方法に関し、詳しくは生物学的標的が関与する方
法に関する。
【解決手段】  １またはそれ以上の試験化合物と、平衡
状態にある二本鎖ポリヌクレオチドとその関連の相補的
一本鎖とを含む成分の基質混合物との間の結合を測定す
る方法であって、（ａ）少なくとも１種の試験化合物と
１種の基質混合物を含む溶液を準備する工程、（ｂ）該
溶液をエレクトロスプレーイオン化によりイオンのガス
スプレーに変換する工程、（ｃ）該スプレー内のイオン
を質量分析計に移す工程、（ｄ）基質混合物成分と該試
験化合物の間で形成された非共有結合複合体をモニター
する工程、および（ｅ）工程（ｄ）の結果を評価して、
該基質混合物成分との特異的非共有結合的相互作用を有
する試験化合物を同定する工程を含む方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  １またはそれ以上の試験化合物と、平衡
状態にある二本鎖ポリヌクレオチドとその関連の相補的
一本鎖とを含む成分の基質混合物との間の結合を測定す
る方法であって、（ａ）少なくとも１種の試験化合物と
１種の基質混合物を含む溶液を準備する工程、（ｂ）該
溶液をエレクトロスプレーイオン化によりイオンのガス
スプレーに変換する工程、（ｃ）該スプレー内のイオン
を質量分析計に移す工程、（ｄ）基質混合物成分と該試
験化合物の間で形成された非共有結合複合体をモニター
する工程、および（ｅ）工程（ｄ）の結果を評価して、
該基質混合物成分との特異的非共有結合的相互作用を有
する試験化合物を同定する工程を含む方法。
【請求項２】  試験化合物の一次スクリーンにおいて、
工程（ｅ）における評価を用いて真の陽性シグナルと偽
陽性シグナルとを識別する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】  工程（ｅ）における評価を用いて推定発
癌物質を同定する、請求項１に記載の方法。
【請求項４】  該一次スクリーンがポリヌクレオチドと
会合する生物学的標的を含み、かつ、該試験化合物が該
標的に対する生物学的活性に関してスクリーニングされ
る、請求項２に記載の方法。
【請求項５】  該生物学的活性が該標的と関連する生物
学的プロセスの阻害を含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】  該生物学的プロセスが触媒反応である、
請求項５に記載の方法。
【請求項７】  該触媒反応が酵素反応である、請求項６
に記載の方法。
【請求項８】  該酵素反応の酵素がキナーゼ、トランス
フェラーゼ、ヘリカーゼ、エンドヌクレアーゼ、エキソ
ヌクレアーゼ、プロテアーゼ、ペプチダーゼ、ホスホタ
ーゼおよびポリメラーゼからなる群より選択される、請
求項７に記載の方法。
【請求項９】  該酵素がウイルス酵素である、請求項７
に記載の方法。
【請求項１０】  該酵素がウイルス酵素である、請求項
８に記載の方法。
【請求項１１】  該ウイルス酵素がヒト免疫不全ウイル
ス、ヒトパピローマウイルス、呼吸シンシチアルウイル
ス、Ａ型肝炎ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウ
イルス、サイトメガロウイルス、単純ヘルペスウイル
ス、帯状疱疹ウイルス、ノーウォークウイルス、エボラ
ウイルス、エプスタイン・バーウイルス、ハンタウイル
ス、リノウイルスおよびインフルエンザウイルスからな
る群より選択されるウイルスによって産生されるもので
ある、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】  該ウイルス酵素が該酵素を産生するウ
イルスの生活環において重要なステップに関与してい
る、請求項９に記載の方法。
【請求項１３】  該ウイルス酵素が該酵素を産生するウ*
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*イルスの生活環における重要なステップに関与してい
る、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】  該重要ステップがウイルスＤＮＡ、Ｒ
ＮＡまたはウイルスゲノムの複製である、請求項１２に
記載の方法。
【請求項１５】  該重要ステップがウイルスゲノムの宿
主ゲノムへの組み込みである、請求項１３に記載の方
法。
【請求項１６】  該ウイルス酵素を産生するウイルスが
宿主の病状の原因として関与している、請求項９に記載
の方法。
【請求項１７】  該病状が疾病に関与している、請求項
１６に記載の方法。
【請求項１８】  該宿主が動物である、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１９】  該宿主がヒトである、請求項１６に記
載の方法。
【請求項２０】  該ウイルス酵素がＨＣＶヘリカーゼ、
ＨＣＶポリメラーゼ、ＨＩＶインテグラーゼおよびＨＩ
Ｖプロテアーゼからなる群より選択される、請求項９に
記載の方法。
【請求項２１】  該質量分析計が四重極質量分析計、四
重極イオントラップ、およびイオンサイクロトロン共鳴
からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】  該ポリヌクレオチド基質が二本鎖およ
び一本鎖ＤＮＡオリゴヌクレオチドを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項２３】  該ポリヌクレオチド基質が二本鎖およ
び一本鎖ＲＮＡオリゴヌクレオチドを含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項２４】  該発癌物質がポリヌクレオチド相互作
用剤である、請求項３に記載の方法。
【請求項２５】  該ポリヌクレオチド相互作用剤がＤＮ
ＡまたはＲＮＡ相互作用剤である、請求項２４に記載の
方法。
【請求項２６】  該ＤＮＡ相互作用剤が二重らせんＤＮ
ＡまたはＲＮＡインターカレーターおよびグルーブバイ
ンダーからなる群より選択される、請求項２６に記載の
方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】本願は、１９９９年１２月８日出願の同時
係属米国仮出願出願番号第６０／１６９，５５２号の優
先権を主張するものであり、その内容は出典明示により
本明細書の一部とする。
【０００２】
【発明の属する技術分野】本発明は概して高処理量スク
リーニングアッセイの精度および特異性を向上させるア
ッセイならびに関連の方法に関し、詳しくは生物学的標
的が関与する方法に関する。本アッセイはエレクトロス
プレーイオン化質量分析法（ＥＳＩ－ＭＳ）を使用して
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小分子とポリヌクレオチドとの相互作用を調べ、小分
子：ヌクレオチド複合体の形成をモニターすることを含
む。該アッセイおよび方法は、推定発癌物質を同定した
り、または試験化合物の製薬上の一次スクリーンにおい
て真の陽性シグナル（有効な機構的インタカレーター）
と偽陽性シグナルとを識別するのに使用され得る。
【０００３】
【従来の技術】阻害試薬を形成する組み合わせを用いて
広範な小有機分子が合成される結合化学技術を用い、科
学者は薬剤様の特徴を有する、膨大な数の極めて複雑な
化合物を作出できる。その上、ヒトゲノムプロジェクト
および生物情報科学関連分野により多くの治療標的の発
見が加速化され、迅速な遺伝子機能の同定が可能となっ
た。製薬会社やバイオテクノロジー会社は、個々の基礎
に基づきこれらの新たに発見された治療薬および治療標
的を詳細に調べる手段を探す際に、一度に多数の化合物
の生物学的活性をアッセイするショットガン的アプロー
チに取り組みはじめた。高処理量スクリーニング（ＨＴ
Ｓ）では、数千の化合物を体系的かつ自動的に試験アッ
セイに対してスクリーニングすることが可能である。高
処理量技術は、それぞれＨＣＭＶおよびＨＣＶに対する
ものなどのウイルス阻害剤の同定に用いられてきた[Bed
ard, PJ et al., Antiviral Res, 41(1):35-43 (Feb, 1
999); Martell, M et al., J Clin Microbiol., 37(2):
327-32 (Feb, 1999)]。さらに高処理量ハイブリダイゼ
ーションはウイルス力価の測定にも使用されている[Atk
inson, EM et al., Nucleic Acids Res., 26(11):2821-
3 (Jun 1, 1998)]。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】ＨＴＳの主たる目標
は、「リード」化合物、すなわち所望の様式で特定の生
物学的標的に特異的作用を及ぼす化合物を同定すること
である。生物学的に注目される分子についての大きな化
合物ライブラリーをアッセイする典型的な高処理量一次
スクリーンは数千の「ヒット」を確認するものである。
これらのヒットは生物学的活性を示唆するような方式の
試験アッセイと反応する化合物である。ＨＴＳは種々の
物質を多数試験するという利点を与えるが、一方、真の
ヒット、すなわち、アッセイとの相互作用が構造特異的
である有効な機構的作用阻害剤（または活性化剤）を偽
陽性、すなわち、アッセイ成分または環境との非特異的
相互作用を有する一次ヒットから識別することができな
いという問題がしばしばある。さらなる二次アッセイで
はしばしば、生物学的妥当性を欠くそれらの化合物を濾
去し、一次ヒットをリード候補とする必要がある。例え
ば、科学者はあるウイルス酵素または触媒経路の阻害剤
を同定するのにウイルススクリーンを用いる。これらウ
イルスアッセイでは、化合物の阻害力はしばしば反応槽
における二本鎖ＤＮＡと一本鎖ＤＮＡの比率の変化によ
って測定される。試験化合物がＤＮＡの巻戻しを妨げる
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か、あるいは一次アッセイの成分および条件と相互作用
するならば、人工産物が生じ得る。例えば、化合物が標
的酵素の代わりにＤＮＡを相互作用すれば、陽性シグナ
ルが生じ得る。次ぎに引き続いてのスクリーンでは、真
の作用機構を有する化合物を決定する必要がある。オリ
ゴヌクレオチド小化合物との相互作用を調べるのに使用
されている現行の方法としては、ＮＭＲ、円偏光二色
性、ゲルシフトアッセイ、表面プラズモン共鳴、ＡＴＰ
アーゼアッセイなどが挙げられる。質量分析法に基づい
たアッセイに比べ、これらの方法はより多くのサンプル
を要し、解析時間が長く、データの解釈が困難である。
本明細書において「二次スクリーン」と呼ばれるこれら
のアッセイはコストが高くつき時間もかかるだけでな
く、正しい酵素阻害機構を考慮した明確な結果および詳
細が得られないことがしばしばある。
【０００５】一次および二次スクリーン双方に関する結
果の特異性の欠如は、特にＨＴＳの目標が迅速かつ能率
的様式で、所望の生物学的活性を有する可能性ある薬剤
分子を同定することにある。このように当技術分野で
は、薬剤開発のためのリード化合物を同定するために化
合物ライブラリーを選別する、要求レベルの特異性と精
度を有する迅速で信頼性のある分析技術の必要性が存在
し続けている。さらに当技術分野では、「ヒット」のプ
ールの特異な化合物が実際に「リード化合物」、すなわ
ち標的に対して特異的な生物学的活性を有する物質であ
るということを確認する機構の必要性がある。
【０００６】本明細書では、人工産物を形成するポリヌ
クレオチド結合試験化合物を同定する簡便かつ迅速な方
法が記載されるが、この方法はインターカレーターおよ
びその他の発現物質の同定に特に有用である。かかる化
合物は癌関連以外の疾患の有用な治療薬とはいえないの
で、元の化合物ライブラリーならびに以降のいずれのラ
イブラリーからも除外してよい。
【０００７】
【課題を解決するための手段】本発明は、試験化合物と
基質混合物との間の結合を測定するアッセイまたは方法
に関し、該混合成分は平衡状態にある二本鎖ポリヌクレ
オチドとその関連の相補的一本鎖とを含む。１つの一般
的な実施態様では、本発明は（ａ）少なくとも１種の試
験化合物と少なくとも１種の基質混合物を含む溶液を準
備する工程、（ｂ）該溶液をエレクトロスプレーイオン
化によりイオンのガススプレーに変換する工程、（ｃ）
該スプレー内のイオンを質量分析計に移す工程、（ｄ）
基質混合物成分と該試験化合物の間で形成された非共有
結合複合体をモニターする工程、および（ｅ）工程
（ｄ）の結果を評価して、該基質混合物成分との特異的
非共有結合的相互作用を有する試験化合物を同定する工
程を含む。
【０００８】１つの好ましい実施態様では、本発明は、
一次高処理量スクリーニングから得られた最初のヒット
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5
のプールをスクリーニングして偽陽性シグナルと真の機
構的インターカレーターとを迅速に識別することを含
む。本発明はエレクトロスプレーイオン化技術を用いて
少なくとも１種の試験化合物（該試験化合物は可能性あ
る治療上の有用性を持つ最初の、または一次ヒットであ
る）と、平衡状態で存在する二本鎖および一本鎖ポリヌ
クレオチド基質を含有する溶液を噴霧すること、ならび
に質量分析法用いて非共有結合性ポリヌクレオチド：試
験化合物複合体の形成をモニターし、該物質が基質と相
互作用かどうかを決定することを含む。この方法では、
一次アッセイによる最初の反応性が特異的な生物学的標
識ではなくその他のアッセイ成分との相互作用によるも
のであった化合物が同定できる。
【０００９】もう１つの好ましい実施態様では、該高処
理量スクリーニングはポリヌクレオチドと会合する生物
学的標的を含む。試験化合物は標的に対するその生物学
的活性、すなわち標的の阻害または活性化、およびそれ
に関連する生物学的プロセスに関してスクリーニングさ
れる。この生物学的プロセスは好ましくは触媒反応、よ
り好ましくは酵素反応である。その他の実施態様は、小
分子と、メッセンジャーＲＮＡ鎖またはオペロン、プロ
モーターなどの二重らせんＤＮＡの調節領域との会合の
直接的観察を含む。
【００１０】本発明のもう１つの目的は、分子ライブラ
リーまたはそのサブセットにおけるポリヌクレオチド相
互作用化合物を発見するための初期段階毒性スクリーニ
ングにある。発癌性を有するかかる相互作用化合物の会
合という点で、それらは一般に可能性ある医薬リード化
合物を含有する高処理量ライブラリーから除去されるべ
き反リード化合物であると考えられる。
【００１１】本発明のもう１つの目的は、高処理量分子
ライブラリーまたはそのサブセットにおけるインターカ
レーターおよびグルーブバインダーなどの可能性ある発
癌物質および細胞傷害性物質の迅速な同定のためのアッ
セイおよび方法を提供することにある。好ましい実施態
様では、そのサブセットは一次アッセイを用いてライブ
ラリー内で同定された最初のヒットのプールを含む。エ
レクトラスプレーイオン化技術を用いて少なくとも１種
の試験化合物と二本鎖および一本鎖ポリヌクレオチド基
質とを含む溶液を噴霧し、質量分析法を用いて非共有結
合性ポリヌクレオチド：試験化合物複合体の形成をモニ
ターする。二本鎖または一本鎖ポリヌクレオチドと選択
的かつ非共有結合的に複合化する化合物を「ポリヌクレ
オチド相互作用物質」と呼ぶ。以下に論じるが、かかる
様式でヌクレオチドと相互作用する物質は強力な発癌性
または細胞障害性を示す傾向にあることから、治療薬と
しての可能性が制限される。次ぎに、同定されたポリヌ
クレオチド相互作用物質は最初のヒットプールから除外
されてよいし、あるいは特定の高処理量ライブラリーか
ら除外されてよい。さらに、癌以外の治療薬のスクリー
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ニングの際にその他の分子ライブラリーからこれらの物
質を除外することが望まれる場合には、ＥＳＩ－ＭＳは
薬剤開発プロセスにおける初期段階毒性試験として機能
し得る。
【００１２】本明細書で開示されるＥＳＩ－ＭＳに基づ
く方法を用い、偽陽性が容易に同定して最初のヒットの
プールから除外することができ、それによりさらなる評
価および試験を要する全体的なヒットの数を減らすこと
ができる。このように、ＥＳＩ－ＭＳは生物学的にまた
治療上有意な試験化合物に迅速に焦点を当てることを可
能とし、後に有効性がない、非効果的である、または細
胞傷害性があるとわかる化合物に対する研究の継続に伴
う遅延や費用がなくなる。
【００１３】
【発明の実施の形態】エレクトロスプレーイオン化質量
分析法（ＥＳＩ－ＭＳ）を用いるアッセイは小分子とポ
リヌクレオチド基質の間の相互作用を決定するために開
発されたものである。この溶液に基づくアッセイを用
い、５分内の読出し時間で、個々または複数の化合物の
存在下、二本鎖および二本鎖ポリヌクレオチドを同時に
スクリーニングすることができる。
【００１４】本明細書において「高処理量スクリーニン
グ」すなわち「ＨＴＳ」とは、自動化された様式で、既
知のもの（すなわち標的）を未知のもの（すなわち試験
化合物）の群（すなわちライブラリー）に曝すことを含
むアッセイを指し、そこでは標的と関連した反応の進行
をアッセイし、その結果を特定の試験化合物の生物学的
活性のレベルと相関させる。この標的関連反応はしばし
ばリガンドと受容体、または抗体と抗原などの結合を含
む。本発明に関しては、結合とは、複合体の形成（酵
素：基質、酵素：阻害剤、または阻害剤：基質など）お
よびハイブリダイゼーション（２つの相補的ポリヌクレ
オチド鎖など）の双方を含む。生物学的活性は、（限定
されるものではないが）切断および複製をはじめとする
その他の反応により測定され得る。
【００１５】好ましい一次ＨＴＳアッセイは、試験化合
物の阻害％が二重らせんポリヌクレオチドの巻戻しの量
に基づく、ウイルススクリーンである。相補的ヌクレオ
チド鎖のハイブリダイゼーションの程度は二本鎖ポリヌ
クレオチドと一本鎖ポリヌクレオチドの算出比として測
定される。
【００１６】「標的」は事実上、基質と反応して生成物
を形成する、または観察可能な応答を生じるか、あるい
は基質の生成物への変換を触媒するいずれも分子であっ
てもよい。例えば、標的は酵素、タンパク質、ポリペプ
チドなどであってよい。酵素の例としては、（限定され
るものではないが）キナーゼ、インテグラーゼ、トラン
スフェラーゼ、ヘリカーゼ、エンドヌクレアーゼ、エキ
ソヌクレアーゼ、プロテアーゼ、ホスホターゼ、ホスフ
ァターゼ、およびポリメラーゼが挙げられる。好ましい
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7
実施態様では、生物学的プロセスとはウイルス関連のプ
ロセスであり、より好ましくはウイルス酵素反応であ
る。特に好ましい実施態様では、標的はウイルス酵素で
ある。ウイルス酵素は、ウイルスＤＮＡ、ＲＮＡもしく
はウイルスゲノムの複製、または宿主へのウイルスゲノ
ムの組込みといったウイルスの生活環に重要なステップ
と関連するものであることが好ましい。本発明によって
意図されるウイルス酵素の例としては、（限定されるも
のではないが）ＨＣＶヘリカーゼ、ＨＣＶポリメラー
ゼ、ＨＩＶインテグラーゼ、ＨＩＶプロテアーゼなどが
挙げられる。
【００１７】ウイルス酵素を産生するウイルスは宿主内
で病状または疾病の原因とならないものであるのが好ま
しい。特定のウイルスが重要であるのでなく、ヒト、植
物または動物の病因に関連したいずれのものであっても
よい。ウイルスはレトロウイルス、アデノウイルス、ロ
タウイルス、エンテロウイルスなどであってよい。本発
明によって意図されるウイルスの例としては、（限定さ
れるものではないが）ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩ
Ｖ）、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ）、呼吸シンシ
チアルウイルス（ＲＳＶ）、Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡ
Ｖ）、Ｂ型肝炎ウイルス（ＨＢＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス
（ＨＣＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、単純ヘ
ルペスウイルス（ＨＳＶ）、帯状疱疹ウイルス（ＨＺ
Ｖ）、ノーウォークウイルス、エボラウイルス、エプス
タイン・バーウイルス、ハンタウイルス、インフルエン
ザウイルス、リノウイルスなどが挙げられる。
【００１８】本明細書において「試験」および「試験化
合物」とは、生物学的活性が知られていない有機化合物
を指す。試験化合物はオリゴペプチド、ポリペプチド、
タンパク質、核酸、ポリヌクレオチド（例えば、ＲＮ
Ａ、二本鎖または一本鎖ＤＮＡ）、小分子、またはそれ
らの混合物であってよい。試験化合物は天然のもので
も、合成のものであってもよい。試験化合物は有機組織
（例えば、毛、皮膚、腎、肝組織、膵組織、胸腺組織、
脳組織）または体液もしくは器官組織の分泌物（例え
ば、血液、尿、唾液、精液、汗または乳汁）などの天然
生成物の成分であってもよい。試験化合物はさらに、
（限定されるものではないが）培地、細胞抽出液または
培養上清をはじめとする細胞培養物（例えば、細菌、真
菌、酵母）の成分であってもよい。試験化合物は組み合
わせ法によって作出された分子または分子の混合物であ
ってもよい。
【００１９】試験化合物は生物学的標的と関連した生物
学的プロセスの阻害または活性化に有用な、可能性ある
治療薬であることが好ましい。１つの好ましい実施態様
では、該プロセスは触媒反応であり、生物学的標的は酵
素である。
【００２０】本明細書において「ライブラリー」とは、
いくつかの混合物に分けられた、または個々の単一成分
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画分に分離された単一の混合物中にともに組み入れられ
る種々の試験化合物群を指す。該ライブラリーは溶媒、
バッファーもしくはその他の担体に溶解または懸濁させ
てもよいし、あるいはそのままの状態で存在していてい
てもよい。
【００２１】「基質」とは、標的により認識される特定
のポリヌクレオチド配列、すなわち、その標的分子と通
常反応する、またはその標的分子によって触媒されるポ
リヌクレオチド配列を指す。該基質は、（限定されるも
のではないが）リボゾーム、センス、鋳型またはアンチ
センスＲＮＡ、ゲノムまたはコピーＤＮＡをはじめとす
る二本鎖または一本鎖ポリヌクレオチドを含み得る。好
ましい実施態様では、基質は二本鎖または一本鎖ＤＮＡ
を含む。もう１つの実施態様では、基質はメッセンジャ
ーＲＮＡを含む。
【００２２】「生物学的スクリーン」とは、生物学的プ
ロセスの操作を含むアッセイを指す。好ましい実施態様
では、生物学的スクリーンを用いて生物学的プロセスの
候補阻害剤（または活性化剤）を同定するが、この阻害
剤はその生物学的プロセスに関連した病状の予防または
治療のための薬剤分子を発見するためのリード化合物と
して役に立つ。好ましい実施態様では、該プロセスは生
物学的酵素に関連した触媒反応である。
【００２３】「一次スクリーン」とは、標的化合物に関
連した生物学的活性の予備アッセイを指す。好ましい実
施態様では、該アッセイはあるアッセイ（本明細書では
「一次アッセイ」と呼ぶ）における反応性に関して大き
な試験化合物ライブラリーを迅速にスリーニングするこ
とを含む。一次アッセイはライブラリーから、特異的な
相互作用性および標的に対する作用を有する化合物を同
定することを意味する。しかしながら、一次アッセイで
はしばしば多数の偽陽性シグナルが生じる。この偽陽性
シグナルは標的との特異的相互作用ではなくアッセイと
の非特異的相互作用から生じるものである。一次アッセ
イにおいける陽性シグナル（真の陽性と偽陽性の双方）
を生じる化合物のプールは、本明細書では「一次ヒッ
ト」と呼ぶ。
【００２４】「二次スクリーン」とは、一次スクリーン
における「ヒット」によって生じた陽性シグナルが本当
に一次アッセイにおいて試験化合物と標的との特異的反
応性に関連したものかどうかを確認するのに用いるアッ
セイを指す。二次スクリーンに用いるアッセイを本明細
書で「二次アッセイ」または「確認アッセイ」と呼ぶ。
二次アッセイの結果、一次ヒットは、本明細書で「偽陽
性」と呼ばれる第１のプールと本明細書で「真の陽性」
と呼ばれる第２のプールとの２群に分かれる。好ましい
実施態様では、二次スクリーンでアッセイされる相互作
用は試験化合物：二重らせんＤＮＡ（試験化合物：一本
鎖ＤＮＡでない）の選択的複合体形成であり、同定され
る可能性ある発癌物質はインターカレーターである。
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【００２５】「ウイルススクリーン」とは、ウイルス関
連プロセスの操作アッセイを指す。好ましい実施態様で
は、該ウイルススクリーンを用いてそのプロセスの候補
阻害剤（または活性化剤）を同定する。なお、阻害剤は
ウイルスに関連した病状を予防または治療する薬剤分子
の発見のためのリード化合物として機能する。より好ま
しい実施態様では、該プロセスはウイルス酵素に関連し
た触媒反応である。あるいは、ウイルススクリーンはウ
イルス力価の測定に用いられる高処理量ハイブリダイゼ
ーションアッセイであってもよい。
【００２６】「エレクトロスプレーイオン化質量分析
法」および「ＥＳＩ－ＭＳ」とは、溶液から直接多重荷
電高分子イオンが形成される方法を指す[Greig et al.,
 J. Am. Chem. Soc., 117: 10765 (1995); Loo, Biocon
jugate Chem., 6:644-665 (1995)]。この技術は小分
子：ポリヌクレオチド相互作用の分析のための迅速かつ
直接的方法を提供する。ＥＳＩ－ＭＳは溶液中で形成さ
れた小分子：ポリヌクレオチド複合体の直接観察ならび
に相互作用の化学量論を考慮するものである。
【００２７】タンパク質および核酸の気相イオンへの変
換のためのエレクトロスプレーイオン化技術（ＥＳＩ）
の開発は生物科学における質量分析法を活気づかせた。
適切な条件下で、エレクトロスプレーイオン化を用いて
発生させた気相イオンは、ＮＭＲ分析法などの溶液技術
による研究には大きすぎる分子の構造および特性を検出
および同定することが可能となる脱溶媒和工程の間それ
らの溶液構造を保持することができる。エレクトロスプ
レー工程の穏やかな脱溶媒和条件は非共有結合複合体を
保護するものである[Griffey et al., NATO ASI Ser, C
510:117-133 (1998)]。ＥＳＩ－ＭＳでは溶液の状態の
スナップ写真が得られ、これが溶液状態を直接観察でき
ない、酵素経路に沿った複数の中間体または複合体の形
成のレベルの観察の助けとなる。遊離種および結合種の
レベルはＥＳＩ－ＭＳイオン包絡線内におけるそれらの
相対的存在量から直接定量できる。多重荷電イオンから
の分子質量の正確な測定により、反応の化学量論および
基質の特性に関する明確な情報が得られる。
【００２８】「ポリヌクレオチド相互作用剤」とは、核
酸と特異的に反応または結合するいずれの化合物をも指
す。「ポリヌクレオチド」には、（限定されるものでは
ないが）リボゾーム、センス、鋳型またはアンチセンス
ＲＮＡ、およびゲノムまたはコピーＤＮＡをはじめとす
る種々の二本鎖または一本鎖核酸物質が包含される。好
ましくは、ポリヌクレオチドはデオキシリボ核酸であ
る。インターカレーター、主要および副次的グルーブ結
合リガンド、ならびにキレート化剤はポリヌクレオチド
相互作用剤の例である。ポリヌクレオチド相互作用は発
癌性と密接に関連している。それらの発癌能という点
で、ポリヌクレオチドインターカレーターは癌以外の大
部分の薬剤発見プロジェクトの反リード化合物であると
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みなされる。
【００２９】「インターカレーター」とは、電子供与体
として働き、格子面の間に散在または分散した「外来
の」電子受容原子を有する結晶格子を持つ化合物であ
る。言い換えれば、インターカレーターとは、ポリヌク
レオチドのスタックされた塩基対の間にそれ自体を挿入
し得る小分子である。かかるインターカレーションの結
果として突然変異誘発が起こり、その結果がしばしば腫
瘍状態につながる下流エラー（転写、複製などにおけ
る）となる。インターカレーターは著しい発癌物質であ
ると考えられる。公知のインターカレーターの例として
は、臭化エチジウム、プロフラビンおよびメチルグリー
ンが挙げられる（すべてSigma, St. Louis, MOから入手
できる）。
【００３０】「グルーブバインダー」とはポリヌクレオ
チドインターカレーターのサブセットである。グルーブ
バインダーは、二重らせんＤＮＡなどの二本鎖核酸のヘ
リックスによって形成された溝に疎水結合し得る化学物
質である[ＤＮＡインターカレーターおよびグルーブバ
インダーについての詳細な考察はGeorge et al., J of 
Biol. Chem, 267(15): 10683-10689 (May 25, 1992) fo
r detailed discussion of DNA intercalators and gro
ove bindersを参照]。公知のグルーブバインダーの例と
しては、ジスタマイシンおよびビス－ベンズアミド(H33
258) (Sigma, St. Louis, MOから入手できる)が挙げら
れる。
【００３１】高処理量スクリーン（ＨＴＳ）は一般に、
試験化合物（Ｘ）と標的（Ｔ）を含む。ＨＴＳは試験ア
ッセイにおいて試験化合物のライブラリーをスクリーニ
ングして、標的または標的反応と相互作用する化合物を
同定することを含む。この試験アッセイは一般に、リガ
ンドと受容体、または抗体と抗原といった直接的結合を
含む。かっかる結合は直接測定するのが困難であること
が多い。これらの場合、結合の間接的指標として直接的
手段によって容易に測定されるマーカーまたはレポータ
ー（Ｍ）が必要とされる。例えば、試験アッセイがＥＬ
ＩＳＡまたはＲＩＡなどの免疫結合アッセイである場
合、レポーターは試験化合物および標的の結合時に活性
化される蛍光または放射性化合物であってもよいし、あ
るいは反応環境からの遊離の試験化合物または標的の消
失であってもよい。
【００３２】その他の場合には、試験アッセイは、基質
に対して標的酵素が作用して対応する生成物を生じるよ
うな触媒反応を含んでもよい。試験化合物は反応進行を
妨げるまたは阻害する能力に関してスクリーニングす
る。相互作用はまた結合を含んでもよいが、その結合は
試験化合物と標的との直接的な結合でないことが多い。
酵素反応はしばしば一連の中間体を含む。試験化合物は
触媒経路に沿ったいずれの反応を阻害して特定の標的酵
素の阻害剤として働くものであってもよい。単に標的と
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基質、または試験化合物と標識の直接的結合を示すだけ
のレポーターまたはマーカーでは反応の進行または阻害
の指標としては十分でない。従って、反応の進行は別の
手段で測定しなければならない。ある場合には、生成物
の形成（またはその欠如）を直接測定することができ
る。しかしながら、結合のような生成物の生成は直接測
定することが困難な場合が多い。それゆえ科学者はしば
しば反応槽内の二本鎖ＤＮＡと一本鎖ＤＮＡの比率の変
化の関数として化合物の阻害能を測定する。生物学的ま
たはウイルスアッセイは結合に基づくものでなく反応に
基づく高処理量スクリーニングの例である。
【００３３】結合に基づくスクリーニングおよび反応に
基づくスクリーニングは両者では、陽性の結果の有効性
を確認することが望ましい場合が多い。ヒットが本当に
所望の反応の発生に関連したものであって、副次的また
は競合的反応によるものではないことを確認しなければ
ならない。例えば、単に媒質中の遊離試験化合物Ｘが存
在しないことにより測定される試験化合物の結合試験を
行う場合では、その試験化合物が本当に標的と反応した
ものであるか確認することはできない。マーカー、レポ
ーター、基質またはその他の反応成分と反応する試験化
合物も同様に陽性の結果をもたらし得る。このことはア
ッセイがウイルススクリーンである場合に特に問題とな
る。
【００３４】ウイルススクリーンの成分としては、標的
（Ｔ）、試験化合物（Ｘ）、およびＤＮＡまたはＲＮＡ
ポリヌクレオチドである１以上の基質（Ｓ）が含まれ
る。好ましい実施態様では、標的は酵素であり、試験化
合物は酵素の可能性ある阻害剤または活性化剤である。
本発明ウイルススクリーンにおける基質はポリヌクレオ
チド、より好ましくは小さいポリヌクレオチドである。
好ましいウイルススクリーンでは、試験アッセイは酵素
と特異的ポリヌクレオチド配列または構造との反応を含
む。ポリヌクレオチドは二本鎖ＤＮＡであってよく、反
応は切断、巻戻し、複製などである。かかる場合、標的
酵素とポリヌクレオチド基質との反応性はしばしば反応
槽の二本鎖ＤＮＡと一本鎖ＤＮＡの比率と相関してい
る。まず、標的と基質だけを含む対照反応を行い、相対
測定値の標準を設定する。次ぎに、個の反応槽に試験化
合物を（または試験化合物のライブラリー）を導入し、
二本鎖（「ｄｓ」）ＤＮＡと一本鎖（「ｓｓ」）ＤＮＡ
の比率を測定する。次いでこの比率（ｄｓ：ｓｓ）の変
化を試験化合物の生物学的活性、すなわち標的の阻害ま
たは活性化のいずれかと相関させる。しかしながら、こ
の比率の変化は阻害以外の人為的なものによるものであ
ってもよい。例えば、該試験化合物は基質に結合してい
てもよいし、あるいはヌクレオチド配列内にインターカ
レートされていてもよい。あるいは、試験化合物は標的
と同じ活性を有していてもよい（例えば、自体ｄｓＤＮ
Ａを切断してもよく、このことは標的酵素の活性化剤で
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あると考えられる。）
【００３５】生物学的スクリーンは一般に、標的の阻害
（または活性化）に関して試験化合物核酸のプールを迅
速に評価することを含む。好ましい実施態様では、標的
はＤＮＡの複製に関与する生物学的酵素である。この場
合、反応槽には少なくとも１種の試験化合物、少なくと
も１種の標的、および標的に対応する適当な基質（一般
には二重らせんＤＮＡ）が含まれる。さらに、標的の活
性が容易に測定できるように二重らせんＤＮＡの対応す
る一本鎖が含まれ、活性はＤＮＡ二重らせんの巻戻しの
程度に直接比例する。この巻戻しの測定値は反応時間の
経過に伴う反応槽における二本鎖ＤＮＡと一本鎖ＤＮＡ
の比率の変化により算出される。標的が標的が正常に機
能すれば、より多くのＤＮＡが巻戻され、反応槽により
多くの一本鎖が生じ、二本鎖に対する一本鎖ＤＮＡの比
率が増加する。標的が正常に機能できなければ、二本鎖
ＤＮＡは二重らせん型のままとなり、この比率は一定の
ままか、低下しさえする。これまでに論じられたよう
に、実際に試験化合物二重らせんＤＮＡと優先的に相互
作用または結合する場合には、一定の比率が認められ、
試験化合物が標的の生物学的活性を阻害しており、標的
がその基質と触媒反応するのを妨げていると仮定され
る。
【００３６】生物学的スクリーンの例はGeorge et al. 
[J. Biol Chem, 267, 上記]により記載されている。こ
れは大腸菌ＤＮＡヘリカーゼIIに関連した巻戻しおよび
ＡＴＰアーゼ活性における種々のＤＮＡ結合リガンドの
作用を論じたものである。このヘリカーゼIIの巻戻しお
よびＤＮＡ依存性のＡＴＰアーゼ活性は二本鎖および一
本鎖ＤＮＡ基質のスペクトルを用いて測定された。用い
られる基質の例としては、一部が二重らせんＤＮＡであ
る７１塩基対（ｂｐ）のＭ１３ｍｐ７基質、２４５ｂｐ
の平滑末端化された全て二重らせんの基質、および一本
鎖ポリ（ｄＴ）が挙げられる。George et al.はミトキ
サントロンの二本鎖ＤＮＡへのインターカレーション
が、ヘリカーゼIIを阻害する複合体を形成し、その結
果、ＡＴＰ加水分解と巻戻し活性の双方が阻害されるこ
とを見出した。George et al.のアッセイはＤＮＡヘリ
カーゼを含んだが、基本的な実験方法およびアッセイの
プロトコールは他の生物学的酵素に関するもの同じであ
る。上記のように、George etal.により記載された生物
学的スクリーンは真のヒットと偽陽性とを識別できない
非特異的結果が得られる。
【００３７】エレクトロスプレーイオン化は強い静電界
で液体を噴霧することにより高い電荷を持つ液滴を作
る。ＥＳＩは、空気補助式エレクトロスプレー、マイク
ロおよびナノスプレー、加熱キャピラリー熱源、および
ガラスキャピラリーを含む種々のイオン供給源配置を用
いて、バッファー溶液からイオンを形成する[Greig eta
l., J. Am. Chem. Soc., 117: 10765 (1995)]。ＥＳＩ
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は具体的には、適当な温度、圧力および容積流で施与さ
れた適当な噴霧ガス（窒素など）で溶液を霧状にするこ
とを含む。ＥＳＩはフーリエ変換イオンサイクロトロン
共鳴（ＦＴ－ＩＣＲ）、四重極イオントラップ、または
従来の四重極質量分析計を用いてフェムトモル量の検出
に有効な高い感度および伝導を与える。
【００３８】用いられる質量分析計は本発明にとって重
要ではない。好適な質量分析計の例としては、四重極質
量分析計、四重極イオントラップ質量分析計、およびフ
ーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（ＦＩ－ＩＣＲ）
質量分析計が挙げられる。本明細書における実施例で
は、フィニガンＬＣＱデカイオントラップ質量分析計を
用いた(ThermoQuest, San Jose, CA)。標準溶融シリカ
ＥＳＩニードルを２６ゲージステンレス綱ニードルに換
えた。さらに、比例ガス混合装置(Western Enterprise
s, Westlake, OH)を用いてＮ

2
：Ｏ

2
  ３：１混合物を鎧

装ガスおよび補助ガスの双方として供給した。窒素ガス
に酸素ガスを加えると、アースを行わずに負のモードで
より高いＥＳＩ電圧を使用することが可能となり、より
安定なエレクトロスプレーおよびより効果的な小分子の
イオン化が提供される。ＬＣＱデカのキャピラリー温度
は実験にもよるが、１６０℃ないし２５０℃に調節し
た。ＥＳＩ電圧は自動分析については３．５ＫＶに設定
し、キャピラリー電圧は１５Ｖに設定し、チューブレン
ズオフセットは９５Ｖに設定した。非共有結合複合体を
完全な状態で維持するのに重要な２つのパラメーターで
あるこれらのレンズおよびエントランスレンズの設定は
それぞれ３５および８０Ｖに設定した。
【００３９】イオントラップのＱ値は、弱い非共有結合
的相互作用の解離を防ぐためトラッピングは低エネルギ
ー、かつイオンに対してより穏やかなものとなるように
調節すべきである。図５はフィニガンＬＣＱの内分構成
要素の模式図を示す。これらの構成要素は以下の考察の
要素番号と一致している。
【００４０】本発明の態様は自動化することができる。
例えば、液体ハンドラーをプログラムに組み込んで、９
６ウェルプレートなどのウェルからサンプルを自動採取
することができる。かかるオートサンプラーにより全体
の試験時間が著しく短縮でき、短時間内に多数の化合物
をスクリーニングすることが可能となる。オートサンプ
ラーはゆっくりとした、なめらかで、かつ、一定の流量
（約２００ｎｌ／分）でサンプルを直接注入できるべき
である。サンプルは既存の流れに加える（例えば、希釈
する）のではなく、単一のプラグまたはボーラスとする
べきである。データ解析工程もまた自動化することがで
きる。例えば、オンラインコンピューターを利用して質
量分析計結果を調べ、所定のピークを探して、認められ
る種々の複合体の質量および割合を定量することができ
る。かかる装置は市販されており当技術分野では標準的
なものである。本明細書で論じられる実施例では、自動
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サンプル調整および解析に１００μＬシリンジを用いる
ＬＣ／ＰＡＬオートサンプラー（CTC Analytics AG, Zw
ingen, Switzerland製）を使用した。ＬＣ／ＰＡＬから
３μＬ／分の流量でサンプルを質量分析計に導入した。
【００４１】一般に、サンプル溶液は少なくとも注目さ
れる標的（Ｘ）と相互作用することがわかっている特定
のポリヌクレオチド基質（Ｓ）および好ましくは少なく
とも１種の試験（Ｔ）化合物を含む。溶液はまた、適当
なバッファーを含んでもよい。適当なバッファーとはイ
オン発生量を向上させ得るもので、イミダゾールなどで
ある[Greig et al., Rapid Commun Mass Spectrom, 9:9
7-102 (1995)]。読み取り可能なシグナルを生じさせる
に必要な最低濃度は装置ごとに異なってよい。最低値に
対する変数の数を一定にするには、ＥＳＩ－ＭＳ高処理
量二次スクリーニングは一次スクリーニングにおいて利
用したものと同一の基質および試験濃度範囲を利用する
ことが好ましい。効率的な試料採取および質量分析計へ
のイオン輸送も望ましいので、下記のように液体試料採
取を自動化することが好ましい。すべての液体連絡は水
密性かつ気密性でなければならない。
【００４２】図５に示される模式図によれば、サンプル
溶液は分析物注入ポート（１０）を介して装置に注入す
る。噴霧ガスは鎧装ガスポート（２０）を介して注入す
る。「液体鎧装」、すなわちクロマトグラフィー／電気
泳動の流出液と連絡する流動液の層を用いて独立したＥ
ＳＩ－ＭＳの組み合わせの性能を高める場合もある。か
かる液体鎧装溶液は鎧装液体ポート（２１）を介して注
入すればよい。さらなるガスは補助ガスポート（２２）
を介して注入し、噴霧された液滴を流線スプレーに集中
させることができる。図５に示されるフィニガンＬＣＱ
装置では、スプレーは過熱された金属もしくはガラスキ
ャピラリー（５０）および／またはレンズハウジング
（６０）を通る間に乾燥される。乾燥温度は典型的には
１６０℃ないし２５０℃の範囲である。他の装置で利用
できる別のアプローチは噴霧ガスとともに乾燥ガス（一
般にはＮ

2
）流を含む。荷電液滴は、軸に沿ったプレナ

ムを通って試料採取装置（１０）へ向かう乾燥ガス対流
に逆らって移動する。一般に、キャピラリーチューブ
（５０）の周縁付近に配置される窒素のカーテンは乾燥
剤として役立ち、大きな液滴および粒子を排除し、イオ
ンを離散させる。乾燥ガス対流は必須のものではない
が、２種の乾燥工程を組み合わせれば最良の結果を達成
できる。乾燥されたイオンはオリフィス（ＥＳＩニード
ル集成装置３０）を通って高真空領域へ向かうので、そ
れらは衝突チャンバー（１００、２００）を通って加速
され、ここでバックグラウンドガスと激し衝突すること
でさらに離散される。一般に、真空および加速は一連の
ポンプ（機械ポンプ４０、ターボポンプ４１）によって
達成される。
【００４３】スリット様スキマー（７０）をイオン経路
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に配置して検出器（電子倍増管９６）に衝突するイオン
の位置およびエネルギーを規定する。スキマーは主とし
て圧力勾配として機能し、大気から真空への圧力の段階
的減少を容易にする。さらなる静電レンズを用いてイオ
ンビームの方向を定め、偏向させて、ピーク形を最適化
し、かつ、供給源から検出器までのイオンビームの伝達
を最大にすることが好ましい。フィニガンＬＣＱでは、
２種の八重極焦点レンズ（８０）を用いてイオン光学設
計を簡略化している。次いで、イオンビームを電極、好
ましくはリング電極（９０）に向けて加速させる。リン
グ電極（９０）はイオンの動きに対して垂直の力をかけ
る電場を発生させ、それらの運動エネルギーに従ってイ
オンを偏向させる。次いで、励起したイオンを電極から
放射し、変換ダイノード（９５）および電子倍増管（９
６）によってそれぞれ変換、計測する。
【００４４】サンプルのスペクトルは５μＬ／分ないし
２００ｎｌ／分の範囲、より好ましくは約２００ｎＬ／
分の流れでアリコートの溶液を注入して得られる。溶液
は質量分析計のエレクトロスプレーまたはマイクロスプ
レー源インターフェース（３０）を通って流れる。溶液
は水－ＩＰＡ、水－メタノールまたは水－アセトリトリ
ル混合物であってよく、溶液を緩衝するために酢酸アン
モニウム、酢酸または蟻酸などのその他の添加物を含ん
でもよい。溶液はシリンジポンプを介してシリンジから
または液体クロマトグラフィーポンプを介して液体クロ
マトグラフィーカラムから供給源に注入してもよい。ポ
ンプにより液体の制御された流れが送達される。
【００４５】一般に、ＥＳＩ質量スペクトルは電荷状態
のベル型分布を含み、そこでは隣接するピークは１電荷
異なっている。ほとんどの高分子に対するＥＳＩ－ＭＳ
の特徴は平均電荷状態が分子量とともにほぼ直線的に増
加するということである。サンプルはイオンの包絡線を
発生させ、それはサンプルの成分を独特に同定し、それ
に対して他のサンプルおよび対照を比較することができ
るそのサンプルのフィンガープリントとして機能する。
一般に、スペクトルは３２秒／スキャンのスキャン速度
にてｍ／ｚ１０００ないし３０００から１５個のスキャ
ンの平均合計として得られる。通常、生データは表示す
る前に０．５Ｄａガウスフィルターで処理される。マイ
クロスプレーニードルの大きさおよび材料はそのサンプ
ルによって異なってよい。
【００４６】分析計は負または正のいずれのイオン化モ
ードにセットしてもよい。質量分析計の極性を正から負
に変化させて同定に関する同一のある所望の成分を比べ
ることができる。ポリヌクレオチドは全体として正味が
負の電荷を有しているので、それとの相互作用は負のモ
ードの分析計で測定する。同様に、ほとんどのタンパク
質はかなり容易に陽子を加えるので、それらは一般には
正のモードの分析計で測定する。陽イオンＥＳＩに関し
ては、典型的には約４～６ｋＶの電圧が適用される。陰
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イオンモードでは、酸素または六フッ化イオウまたは大
気などの電子掃去剤を用いてキャピラリーチップでのコ
ロナ放電を阻害する。本明細書に記載の実施例は負のモ
ードの分析計で始めた。しかしながら、負のモードでは
結合型リガンドのシグナルが検出されない場合には、機
械を正のモードに切り替えて非結合型リガンドの存在を
アッセイすることができる。
【００４７】複合体の最適な観察には噴霧器位置、ガス
対流、キャピラリー温度およびスキマーおよびレンズ能
をはじめとする機器パラメーターの最適化が必要であ
る。また、高分子およびリガンド濃度、バッファーの種
類および濃度、ならびにエレクトロスプレーを安定化す
るために用いられる有機溶媒含量の最適化も必要であ
る。用いられるガス、流量、電圧、温度、較正基準など
のパラメーターは機器ごとに異なってよい。最適化プロ
セスは十分に当業者の範囲内にある。キャピラリー温度
および有機溶媒などの、あるパラメーターを最適化する
ための実験プロトコールは下記の実施例の節に記載され
ている。
【００４８】結合の強度は相互作用の程度と相関すると
いうことに注目することが重要である。ポリヌクレオチ
ド基質との結合が弱いということは、試験化合物が実際
には標的に結合しているということを示しており、従っ
て偽陽性またはポリヌクレオチドインターカレーターと
してヒットのプールから除外することができる。ヒット
の特性決定の精度を確実なものにするためには、強い非
共有結合の存在を探すべきである。単に静電相互作用も
しくは電荷差によって起こる他の非特異的反応により結
合しているもの、またはその相互作用が特異な構造によ
って指示されるもののようなものを区別しなければなら
ない。二重らせんピークと結合（試験：基質）ピークを
比較することによって弱い結合と強い結合とを区別する
ことができる。強い結合は結合型ピーク面積が二重らせ
んピーク面積の少なくとも１５～２０％であることを特
徴とする。弱い結合は結合型ピーク面積が二重らせんピ
ーク面積の１０％未満であることを特徴とする。
【００４９】衝突誘導性解離（「ＣＩＤ」）を用いて特
定の相互作用の特異性および強度を測定してもよい。衝
突チャンバーは、通常イオン源（３０）の直後に位置す
る第１の非電場領域（１００）、および通常八重極の直
後であってリング電極（９０）の直前に位置する第２の
非電場領域（２００）に置くことができる。ＣＩＤ実験
では、これらのチャンバーを用いてイオンフラグメント
を誘導する。
【００５０】ＣＩＤは一本鎖ＤＮＡが断片化され、他
方、二重らせん：小分子複合体は乱されないままとなる
ようなレベルに高めればよい。また、試験溶液中の塩濃
度を高めることによっても、静電結合に影響を及ぼし、
疎水性構造または積み重なる相互作用によるそれらの結
合のみを形成することができる。結合型対非結合型複合
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体量に対する塩の作用をモニターすることによって、非
特異的静電相互作用と構造特異的非共有結合相互作用と
を区別することができる。一般に、溶液への塩添加時の
結合の著しい変化は静電相互作用の存在と相関する。従
って、溶液条件の最適化の一部として、バッファー強度
を調整して非特異的相互作用を排除しようとすることが
できる。例えば、下記の実施例では、酢酸アンモニウム
バッファーの濃度を調整した。１０μＭから５０ｍＭに
塩濃度を高めたが、臭化エチジウム、すなわち公知のイ
ンターカレーターの結合親和性は変化しなかった。しか
しながら、増加したイオン部位の競合により正電荷分子
の結合は減少した。なお、ＣＩＤ源は上記のように手動
で操作した。
【００５１】以下の実施例は例示の目的で提供される。
【００５２】
【実施例】実験パラメーターの最適化：上記のように、
複合体の最適な観察には機器パラメーターおよび実験条
件の最適化が必要である。機器のキャピラリー温度に関
しては、実験を行ってサンプルの最も効率的な輸送とイ
オントラップへの完全な二重らせんの維持のための最適
温度を決定した。下記の６：７二重らせんを用いて、キ
ャピラリー温度を１５０℃ないし２５０℃に調整した。
次いで、一本鎖ＤＮＡと二本鎖ＤＮＡの過剰存在量およ
び比率をモニターした。本明細書における実験条件｛例
えば、２：１水：ＩＰＡ中に１０μＭ二重らせんを含む
１～３μＬ／分の流量、５０ｍＭ酢酸アンモニウム｝下
では、感度および二重らせんの安定性の双方において１
８５℃の温度が最適であると分かった。より低い温度は
過剰のアンモニア付加物をもたらし、一方より高い温度
は二重らせんの解離が増加する結果となった。
【００５３】エレクトロスプレーを安定化するために用
いる有機溶媒に関しては、メタノール（ＭｅＯＨ）およ
びイソプロピルアルコール（ＩＰＡ）が本明細書のアッ
セイで用いるために選択された有機付加物である。しか
しながら、ＤＭＳＯは組み合わせ化学において多数の化
合物に対してバルク溶媒として広く用いられており、分
析に受容される濃縮サンプルのほとんどがＤＭＳＯ溶液
中にあったので、アッセイに許容されるＤＭＳＯ濃度の
限界を試験する必要があった。試験溶液は実施例の節に
おいて以下に記載のように調製した［例えば、１０μＭ
二重らせん；０．５ｖ／ｖ増分において０．５ないし１
０．０％ＤＭＳＯを添加した１０ｍＭ酢酸アンモニウ
ム］。１％程度のわずかなＤＭＳＯが二重らせんの５０
％を超える分解を引き起こすことが分かった。この分解
は臭化エチジウムまたはプロフラビンのいずれかの不在
下でも同様に起こった。１０％ＤＭＳＯでは、二重らせ
んは１００％解離してそれぞれの一本鎖となった。本明
細書におけるアッセイは高処理量用のものであるので、
ＤＭＳＯ含量は１％程度の高さでとすることが可能であ
り、また、結合を決定するのに十分なシグナルが得られ

18
る限りはいくらかの二重らせんの解離は許容された。Ｍ
ｅＯＨおよびＩＰＡを用い、酢酸アンモニウム濃度を終
始１０ｍＭに維持しながら上記の実験を反復したとこ
ろ、二重らせんは水中でこれらの有機改変剤のいずれか
が５０％までであると安定であることが分かった。
【００５４】バッファー濃度に関しては、酢酸アンモニ
ウムの濃度を変更してリガンド結合に対するイオン強度
の作用を決定した。１０ｍＭないし２５０ｍＭの間で変
動する酢酸アンモニウム濃度で１０μＭ６：７二重らせ
んと１０μＭサンプルの混合物を観察した。インターカ
レーターの中では、プロフラビンが１００ｍＭを超える
酢酸アンモニウムを許容し、結合のシフトが最小であっ
た。しかしながら、臭化エチジウムおよびメチルグリー
ンはわずか３３ｍＭ酢酸アンモニウムでＤＮＡへの結合
がおよそ７０％減少した。高塩濃度で臭化エチジウムお
よびメチルグリーンの結合が減少することは、これらの
化合物のインターカレーションにおける結合の第１の工
程の静電性の証拠である。プロフラビンは試験ｐＨでは
中性であるが、競合する対イオンの増加からほとんど影
響を受けないはずである。副次的なグルーブバインダー
の中では、ジスタマイシンＡ：ＤＮＡ複合体が１００ｍ
Ｍ酢酸アンモニウムまで安定であり、溶液中に５００ｍ
Ｍ酢酸アンモニウムを含んでも（かなり減少したレベル
ではあるものの）なお観察された。他方、Ｈ３３２５８
結合は３３ｍＭ酢酸アンモニウム中の結合において相当
な減少を示し、実際、３３ｍＭ酢酸アンモニウムで２：
１  Ｈ３３２５８：ＤＮＡ複合体と比べた１：１  Ｈ３
３２５８：ＤＮＡ複合体の相対量がシフトした。このこ
とはＨ３３２５８の二本鎖ＤＮＡへの結合がジスタマイ
シンＡの結合の共同的性質とは異なることを示唆するも
のである。
【００５５】サンプル調製および分析：本発明において
利用されるサンプルを調製するための一般的なプロトコ
ールは以下のとおりである。相補的一本鎖オリゴヌクレ
オチドを好ましくは酢酸アンモニウム沈殿により脱塩す
る。このＤＮＡ脱塩手順には以下の工程が含まれる。ま
ず、オリゴヌクレオチドを約１００μＬの水に溶解す
る。次いで、約５００μＬの１０μＭ酢酸アンモニウム
を加える。この溶液を混合して約５分間放置する。約６
００ないし約１００μＬの冷エタノール（ＥｔＯＨ）を
加えて溶液をドライアイス中に約２５分間置く。次い
で、この溶液を約２０分間遠心分離する。上清を除去し
て上記の工程を１度繰り返す。次いで、１ｍｌのＥｔＯ
Ｈと水の９０：１０溶液を加えて溶液を５分間遠心分離
する。さらに、この工程を２回繰り返す。次いで、この
溶液を乾燥させて再水和する。最後に、２６０ナノメー
ターでのＯＤ値を読み取り確実に１：５００希釈とす
る。
【００５６】相補的オリゴヌクレオチド鎖および対応す
るオリゴヌクレオチド二重らせんは本発明にとって決定
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的なものではない。二重らせんはＤＮＡ：ＤＮＡ二重ら
せん、ＲＮＡ：ＲＮＡ二重らせんまたはＤＮＡ：ＲＮＡ
二重らせんを含み得る。本明細書で利用されるＤＮＡ鎖
は以下に詳細に記載されている。脱塩したところで、相
補的オリゴヌクレオチド鎖を等モル混合物で５０ｍＭ酢
酸アンモニウム中に加えて５０μＭ二重らせん保存液を
作製する。二重らせん保存液を６０℃の水浴に１０分間
入れ、次いで室温までゆっくりと冷却する。試験溶液は
試験化合物（メタノール（ＭｅＯＨ）に溶解）を２：１
  水：イソプロピルアルコール中の保存液に添加するこ
とにより作製する。試験化合物および二重らせんの最終
濃度は各々１０μＭであることが好ましい。例えば、２
０μＬの二重らせん保存液を８０μＬの水とＩＰＡの
２：１溶液に加えて、１００μＬの最終容量および１０
μＭの二重らせん最終濃度とする。次いで、試験化合物
を溶液に加えて同様に１０μＭの最終濃度とする。さら
に、試験溶液を希釈して０．３μＭ程度の低さから１０
μＭまでの試験化合物濃度範囲を試験してもよい。
【００５７】適当なサンプルおよび溶液を調製したこと
ろで、ＥＳＩ－ＭＳ手順を進めればよい。手動分析の一
般的なプロトコールは以下の通りである。まず、試験溶
液から５０μＬサンプル（約３０ピコモルの試験化合物
を含む）を１００μＬシリンジにとり、ＥＳＩ－ＭＳ源
を用いるＬＣＱデカイオントラップ質量分析計に注入す
る。サンプルは約２分間にわたって約１．５μＬ／分の
速度で直接注入する。次いで、スペクトルを結合型試験
リガンドの存在に関して解析する。試験リガンドが結合
しない場合には、サンプルを低濃度、約０．３μＭない
し１．０μＭまでで再び実施する。統計上の精度を確実
にするには、データを合計して保存し、多数のスキャ
ン、好ましくは３０ないし５０スキャン、より好ましく
は４０スキャンにわたって解析することが好ましい。
【００５８】上記のように、ＬＣ／ＰＡＬシステムなど
のオートサンプラーを用いてサンプル調製および解析を
自動化することが可能である。ある実験に特異的なパラ
メーターコマンドをまずＬＣ／ＰＡＬシステムに入力す
る。その後の混合および溶液輸送はすべて、使用者の介
入なくＬＣ／ＰＡＬによって実施され得る。サンプル調
製のためのサイクル時間は約２．５分／サンプルであ
る。この時間のほとんどはサンプル持ち越しを防ぐため
にシリンジを洗浄することに費やされた。２５０ｍＭの
リガンドサンプルを９６ウェルプレートまたは標準のＨ
ＰＬＣバイアルのいずれかに入れる。１５０μＬ制限容
量インサートを有するプラスチックＨＰＬＣバイアル中
で１０μＬの５０μＭ二重らせん保存液、１５μＬのイ
ソプロパノールおよび２５μＬの水を混合する。次い
で、２μＬのリガンド溶液を加えて混合する。アッセイ
されるリガンドのほとんどは６０秒以内に平衡となる
が、溶液は解析に先立って３０～９０分間室温のままと
し溶液成分が平衡に達するのを確実にする。これに関し
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ては、平衡とは結合型と非結合型イオンの比率に経時変
化がないことと定義される。
【００５９】自動解析の一般的なプロトコールは以下の
通りである。まず、３１μＬの試験溶液サンプルをＬＣ
／ＰＡＬの１００μＬシリンジに吸い取る。次いで、２
０μＬ（システムのデッドボリューム）を２０μＬ／分
でＥＳＩ－ＭＳ源へのチューブに注入する。次いで、Ｍ
Ｓ解析のために流量を３μＬ／分に下げる。最初の１分
間、８０～８００ｍ／ｚ（すべての試験リガンドを包含
する質量範囲）から正および負のモードを交互に合計
し、次いで、さらなる１．５分間は１２００～２０００
ｍ／ｚに変更する。延長洗浄を含む総サイクル時間は約
６．５分／サンプルである。試験化合物の質量および純
度が既知のサンプルに関しては、データ解析を自動化し
た。その他の試験化合物に関しては、データ解析を手動
で終了完了した。ブランクおよび２μＬの添加溶媒を含
む注目される二重らせんを各測定セットに含めた。本明
細書に示される条件下で、２：１  水中の１０ｍＭ酢酸
アンモニウム：ＩＰＡ中の１０μＭＤＮＡ二重らせん混
合物は９５％を越える二重らせん状のＤＮＡを有するス
ペクトルをもたらす。
【００６０】オリゴヌクレオチドおよび試験サンプル：
本明細書において実施例で利用されるオリゴヌクレオチ
ドは注目される特定の標的と相互作用することが知られ
ていた。それらはTriLink(La Jolla、Ca)から本発明者ら
の明細書に従って提供されたものである。下記の実験で
は、以下の配列を有する２１量体オリゴヌクレオチド鎖
を使用した：
３００－６：ＧＴＡ  ＴＧＡ  ＣＧＣ  ＴＡＧ  ＴＧＴ
  ＡＴＧ  ＡＣＣ（分子量＝６，４６２．００）
次いで、３００－６に相補的なオリゴヌクレオチド鎖を
合成した。配列を以下に示す：
３００－７：ＧＧＴ  ＣＡＴ  ＡＣＡ  ＣＴＡ  ＧＣＧ
  ＴＣＡ  ＴＡＣ（分子量＝６３９１．００）
これら２つのオリゴは二重らせん（分子量＝１２，８５
３．００）を形成し、それは突出する一本鎖セグメント
を全く持たない。二重らせん溶液をＥＳＩ－ＭＳによっ
て解析した場合には、二重らせんの少なくとも３つの電
荷段階ならびに２つの一本鎖のいくらかの電荷段階を認
めることができた。かかるオリゴヌクレオチドの混合物
により、同一の実験において二重らせんおよび一本鎖へ
の結合に関して試験することが可能となる。６：７二重
らせん保存液は５０μＭの一本鎖３００－６、５０μＭ
の一本鎖３００－７および５０ｍＭ酢酸アンモニウム溶
液（水中のＮＨ

4
Ａｃ）を用いて作製した。この溶液を

１０μＭ二重らせんおよび１０ｍＭ  ＮＨ
4
Ａｃの最終

濃度に希釈した。酢酸アンモニウムを加えて二重らせん
形成を促進し、また確実なものにした。混合物を６０℃
で約１０分間加熱し、次いで、２５℃（または室温）ま
で約３０分間にわたってゆっくりと冷却した。上記のよ
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うに、この時間により溶液成分が平衡に達したことが確
実となる。分析計への挿入のために、２：１保存液：Ｉ
ＰＡ（６０μｌの保存液、３０μｌのＩＰＡ）からなる
混合物を用いて二重らせんスプレー溶液を作製した。
【００６１】すべての試験化合物：基質調製物は２：１
Ｈ

2
Ｏ：ＩＰＡの溶液で希釈した。アッセイには、１０

μＬの１００μＭ試験化合物、２０μＬの５０μＭ二重
らせん保存液（１０μＭ二重らせん、１０ｍＭ  ＮＨ

4

Ａｃ）、４６μＬの蒸留水および２４μＬのＩＰＡを含
む１００μＬサンプル溶液を利用した。この最初の溶液
組成は好ましい実施態様である。特に断りのない限り、
実験の節に示されるデータはかかる溶液組成を利用して
おり、それにおいては試験化合物濃度は１０μＭであ
り、オリゴヌクレオチド濃度は１０μＭであり、またオ
リゴヌクレオチドは６：７二重らせんである。
【００６２】次いで、種々の希釈液および新規の溶液を
調製して試験化合物濃度における変化（０．１μＭ程度
の低濃度から１００μＭ程度の高濃度まで）の作用を調
べた。二重らせんの濃度は１０μＭで一定とした。
【００６３】以下の実施例では、数種の公知のインター
カレーター（プロフラビン、臭化エチジウム、メチルグ
リーン）ならびに主要でないおよび主要なグルーブバイ
ンダー（ジスタマイシンＡ、Ｈ３３２５８）を試験し
た。本発明の方法を使用して種々の化合物ライブラリー
から単離された一連の最初のヒットをスクリーニングし
て偽陽性を同定することもできる。偽陽性とは標的では
なく基質と相互作用するものであり、一般にはポリヌク
レオチドインターカレーターとして同定される。
【００６４】特定のリガンド濃度で、小分子：オリゴヌ
クレオチド複合体の形成をイエス／ノー形式でモニター
した。いくつかの相互作用の特性も調べた。バッファー
のイオン強度の変更によって、非特異的静電相互作用と
より特異的な相互作用を区別することが可能であった。
リガンドを滴定し、また結合型および非結合型二重らせ
んの相対ピーク強度を測定することによって種々の複合
体の解離定数を算出した。供給源ＣＩＤおよびイオント
ラップにおける衝突を用いて、さらにこれらの相互作用
を特性決定した。臭化エチジウムを伴うか伴わない二重
らせんの断片パターンにおける差異が検討されている。
【００６５】パートＡ－インターカレーターおよびグル
ーブバインダー
実施例１Ａ―ジスタマイシンＡ
ジスタマイシンＡはSigmaから入手した。本発明者らの
質量分析研究では２：１ＤｓｔＡ：ＤＮＡ複合体の形成
が確認されているが、結合種の比率は使用されるオリゴ
ヌクレオチドによるものと考えられる。ジスタマイシン
のグルーブ結合活性は図４、グラフ４Ａに示されてい
る。１０μＭ対照二重らせん（６：７）と０．１ないし
１０μＭのジスタマイシンＡを混合して、反応スキーム
に対するジスタマイシンＡの作用を調べた。図１、グラ
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フ１Ｄ（１０μＭのジスタマイシンＡ）に示されるアッ
セイの結果が以下の表１に示されている。二重らせん
６：７を伴うジスタマイシンＡの濃度（０．３、１．
０、３．３および１０μＭ）に対するＥＳＩマススペク
トルが図１、グラフ１Ａ～１Ｄにそれぞれ示されてい
る。
【００６６】実施例２Ａ－Ｈ３３２５８
Ｈ３３２５８（ビス－ベンズアミド）はSigmaから入手
した。１０μＭ対照二重らせん（６：７）と０．１ない
し１０μＭのＨ３３２５８を混合して、Ｈ３３２５８の
グルーブ結合活性を調べた。高濃度（＞３．３μＭ）で
２：１  Ｈ３３２５８：二重らせん比が存在し、低濃度
では１：１混合物が認められるに過ぎなかった。さら
に、リガンドの濃度が高まるにつれて、一本鎖ＤＮＡに
結合したリガンドの量の増加が認められた。
【００６７】実施例３Ａ－臭化エチジウム
臭化エチジウムのインターカレート活性は図４、グラフ
４Ｂに示されている。臭化エチジウムはSigmaから入手
した。本明細書における実施例では、１０ｍＭ酢酸アン
モニウム中で混合して対照二重らせん（６：７）を１０
μＭの最終濃度のＥｔＢｒを含む１０μＭの最終濃度と
し、ＥＳＩ－ＭＳによって解析した。次いで、種々の濃
度のＥｔＢｒ（０．１、０．３、１、３．３、１０およ
び３３μＭ）および酢酸アンモニウム（１０、５０μ
Ｍ）を用いて種々の成分濃度を含む溶液を解析した。二
重らせん濃度は１０μＭで一定とした。最初の結合は３
μＭＥｔＢｒで認められた。インターカレーターの濃度
が高まるにつれて、二重らせん上の複数の部位で結合す
るということが分かった。一本鎖への結合は認められな
かった。二重らせん：臭化エチジウム複合体が解離する
場合には、断片は個々の一本鎖およびＥｔＢｒ付加物を
伴う一本鎖を含んでいた。臭化エチジウム試験の詳細に
関しては下記の表１を参照。二重らせん６：７を伴うＥ
ｔＢｒ濃度（０．１０、０．３３、１．０、３．３、１
０．０μＭ）のＥＳＩマススペクトルは図２、グラフ２
Ａ～２Ｅにそれぞれ示されている。
【００６８】実施例４Ａ－プロフラビン
本明細書のシステムにおいて、もう１つの公知のインタ
ーカレーターを試験した。プロフラビンはSigmaから入
手した。１０μＬのプロフラビン（１ないし１０μＭの
範囲にわたる最終濃度）、６０μＭの二重らせん保存液
（１μＭないし１０μＭの範囲にわたる最終濃度）およ
び３０μＬのＩＰＡを含む１００μＬ総容量のスプレー
溶液を調整した。研究はＦＴ－ＩＣＲ質量分析計にて行
った。１０μＭ二重らせんおよび１０μＭプロフラビン
を使用する場合には、インターカレーターと二重らせん
間の結合が認められた。６：７ＤＮＡ二重らせんを伴う
プロフラビンのデータは下記の表１および図３、グラフ
３Ｂに示されている。ＤＮＡ二重らせん単独のデータは
図３、グラフ３Ａに示されている。



(13) 特開２００１－２０８７２８

20

30

40

50

23
【表１】

【００６９】実施例５Ａ－メチルグリーン
本明細書のシステムにおいて、インターカレーター、メ
チルグリーン（Sigmaから入手）を試験した。メチルグ
リーンは他のインターカレーターと同様の結合特性を示
すと認められた。得られた結果は、１０ｍＭ酢酸アンモ
ニウム中での６：７二重らせんに対するこれらのインタ
ーカレーターの相対的結合親和性はメチルグリーン＞臭
化エチジウム＞プロフラビンであることを示すものであ
る。
【００７０】パートＢ－生物学的スクリーニング：
実施例１Ｂ－ＨＩＶインテグラーゼ
ヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）インテグラーゼ（Ｉｎ
ｔ）タンパク質はレトロウイルスの生活環における必須
のステップ、ウイルスＤＮＡのヒトＤＮＡへの組み込み
を媒介する[Lutzke et al., Nucleic Acids Res. 22(2
0):4125-31 (10/11/1994)]。ＨＩＶインテグラーゼは３
つのドメインからなり、Ｘ線結晶学またはＮＭＲ分光学
によりその構造は個々に決定されている。残基５０～２
１２にわたるコアドメインは酵素の触媒活性にあずかっ
ている。小さいＮ末端ドメインは二量体のヘリックス－
ターン－ヘリックス構造に折りたたまれており、これは
保存されているＨｉｓとＣｙｓ残基での亜鉛の配位によ
って安定化されている。このドメインの機能はわかって
いないが、組み込み活性に必要であり、全長インテグラ
ーゼに関して四量化を促進する。Ｃ末端ドメインは、こ
れはＳＨ３様の折りたたみを有しているが、ＤＮＡ結合
に関与している [Esposito et al., Adv Virus Res., 5
2:319-33 (1999)].
【００７１】ＨＩＶインテグラーゼは二重らせんＤＮＡ
を解かないのでＨＩＶ感染を永続させる。従って、ＨＩ
Ｖインテグラーゼの活性を阻害する化合物はウイルスの
複製および伝染を妨げる。その酵素の阻害剤を同定する
ために用いる標準の導入アッセイにおいては、ＨＩＶイ
ンテグラーゼの二本鎖ＤＮＡに関する認識および相互作
用が重要である [Hazuda D.J. et al., Nucl. Acids. R
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es., 22:1121-1122(1994)]。
【００７２】化合物の最初のライブラリーから可能性あ
るヒットを同定する。次いで、これらのヒットをスクリ
ーニングしてその酵素の真の機構的阻害剤であるかどう
か決定する。試験化合物は上記のように、１０μＭ二重
らせんとともに１０μＭ試験化合物を含む２：１  Ｈ

2

Ｏ：ＩＰＡ溶液に調製する。試験化合物は種々の濃度
で、好ましくは約０．１０ないし１０μＭまでの範囲に
わたってスクリーニングすることができる。種々のサン
プルをフィニガンＬＣＱイオントラップ質量分析計また
はブルカーフーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴（Ｆ
Ｔ－ＩＣＲ）質量分析計のいずれかで実施することがで
きる。後者がより感度が高い。
【００７３】特定の電荷状態で観察される分子量ピーク
における変化を比較することにより、試験化合物が基
質、二本鎖または一本鎖のいずれかに結合しているかど
うかを同定することができる。具体的には、対照ピーク
と比較して分子量の特異的な増加、電荷によって除した
未知のものの質量（ｍ／ｚ）に相当する増加を探しなが
ら試験化合物ピークをアッセイする。低い電荷状態で
は、分子量の増加は大きく、ピークのシフトはより実質
的なものとなる。例えば、３１１．４０の分子量を有す
る化合物を試験している場合には、－９での負のモード
において３１１．４０／９すなわち３４．６の質量増加
が予測される。
【００７４】実施例２Ｂ－ＨＣＶヘリカーゼ
ヘリカーゼはゲノム複製の際に二重らせんＤＮＡおよび
ＲＮＡの巻戻しにあずかるヌクレオチド三リン酸塩（Ｎ
ＴＰ）依存性酵素である。[Yao N et al., NatStruct B
iol, 4(6):463-7(1997)]。Ｃ型肝炎ウイルスのＲＮＡヘ
リカーゼ（ＨＣＶヘリカーゼ）は抗ウイルス治療にとっ
て魅力的な標的である[Di BisceglieAM,Am J MED, 107
(6B):45S-48S (Dec. 27, 1999)]。高処理量技術を用い
ることで、科学者らはＨＣＶヘリカーゼの新規のアンタ
ゴニストおよびアゴニスト、阻害剤および活性化剤を迅
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速に探すことができる。いくつかのＨＣＶヘリカーゼア
ッセイではレポーターとして一本鎖ＤＮＡと二本鎖ＤＮ
Ａとの比率を使用する。一般に、試験ウェルに一方のオ
リゴヌクレオチド鎖を共有結合させ、他方を蛍光または
放射性標識する。ＨＣＶヘリカーゼ酵素、二重らせんＤ
ＮＡおよび試験リガンドをともに１０ないし２０分間イ
ンキュベーションした後、ウェルを洗浄し蛍光または放
射能を測定する[Earnshaw D.L. et al., Jrnl. of Biom
ol. Screening, 4:239-248 (1999)]。
【００７５】上記の最初のアッセイは可能性ある発癌物
質およびインターカレート化合物などの「負」のリード
化合物を排除できない場合がある。本明細書に記載のＥ
ＳＩ－ＭＳ技術を用いることで、ＨＣＶヘリカーゼに基
づく一次アッセイからの一次ヒットを、化合物、特に二
重らせんポリヌクレオチドに結合する化合物と相互作用
するポリヌクレオチドの存在に関して調べることができ
る。
【００７６】実施例３Ｂ－ＲＮアーゼＨ
リボヌクレアーゼハイブリッド（ＲＮアーゼＨ）はＤＮ
Ａ転写プロセスに関与する内生酵素である、ＲＮアーゼ
ＨはＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドのＲＮＡ鎖を特異的に
分解する [Miller H. I. et al., Proc Soc Exp Biol M
ed, 148(1):151-6 (1975); Horiuchi T, Tanpakushitsu
 Kakusan Koso, 31(2):132-43 (1986);Garces J. et a
l., Proc R Soc Land B Biol Sci, 243(1308):235-9 (1
991)]。高処理量技術を用いることで、科学者らはＲＮ
アーゼＨの新規のアンタゴニストおよびアゴニスト、阻
害剤および活性化剤を迅速に探すことができる。ＲＮア
ーゼＨの阻害剤を見出すためのあるアッセイには、アッ
セイにおける基質として非放射性標識したＤＮＡ：ＲＮ
Ａヘテロ二重らせんを用いる[Rychetsky P. et al., An
alytical Biochemistry, 239:113-115 (1994)]。ＤＮ
Ａ：ＲＮＡハイブリッドは溶液中でＡ型へリックスであ
る。数種のインターカレート性リガンドはＢ型のＤＮＡ
にしか結合しないが、いくつかのものはこれらのヘテロ
二重らせんと会合することが知られている。この会合は
Ａ型からＢ型への型変換を誘導し得る。これまで実施例
においてと同様に、試験リガンドによるオリゴヌクレオ
チド複合体との相互作用から偽陽性の結果が生じる場合
がある。
【００７７】上記の一次アッセイは可能性ある発癌物質
およびインターカレート性化合物などの「負」のリード
化合物を排除できない場合がある。本明細書に記載のＥ
ＳＩ－ＭＳ技術を用いることで、ＲＮアーゼＨに基づく
一次アッセイからの一次ヒットを化合物、特に二重らせ
んポリヌクレオチドと結合する化合物と相互作用するポ
リヌクレオチドの存在に関して調べることができる。
【００７８】実施例４Ｂ－ＣＲＦ
コルチコトロピン放出因子（ＣＲＦ）は記憶および学習
から分娩の開始に関するストレスに対する身体の全般的
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な応答の調整（胎盤時計として知られている）にわたる
広範な一連のシステムに関与する内生の４１アミノ酸か
らなる神経内分泌ペプチドである [Wang, HL, Eur J Ne
urosci., 10(11):3428-37 (Nov, 1998);Keller et al.,
 Ｊ Med Chem, 42(13):2351-7 (Jul 1, 1999)]。さら
に、ＣＲＦは実質的な抗腫瘍作用に関して報告されてお
り、増殖を阻害し、分化を誘導し、および腫瘍細胞にお
いて血管透水性を減少させることの双方をなし得る。Ｃ
ＲＦは窒素酸化物シンターゼ（ＮＯＳ）およびＬ－アル
ギニン－ＮＯ経路の活性化を含む機構によって機能する
といわれている[Tjuvajev, In Vivo 12(1): 1-10 (Feb,
 1998)]。
【００７９】高処理量技術を用いることで、科学者らは
ＣＲＦの新規のアンタゴニストおよびアゴニスト、阻害
剤および活性化剤を迅速に探することができる。しかし
ながら、最初のアッセイでは可能性ある発癌物質および
インターカレート性化合物などの「負」のリード化合物
を排除できない。本明細書に記載のＥＳＩ－ＭＳ技術を
用いることで、ＣＲＦに基づく一次アッセイからの一次
ヒットを化合物、特に二重らせんポリヌクレオチドと結
合する化合物と相互作用するポリヌクレオチドの存在に
関して調べることができる。
【００８０】実施例５Ｂ―ＧｎＲＨ
ゴナドトロピン放出ホルモン（ＧｎＲＨ）は、黄体形成
ホルモン放出ホルモン（ＬＨ－ＲＨ）としても知られて
いるが、生殖および性の発達の生物学において中心的な
役割を果たしている。アンタゴニストおよびアゴニスト
には下垂体性腺軸の変調によって媒介される疾病または
病状のための医薬としての有用性がある。例えば、Ｇｎ
ＲＨアゴニストはテストステロン産生を減少させるため
に使用されており、それにより良性の前立腺過形成（Ｂ
ＰＨ）において前立腺体積を減少させ、また前立腺癌に
おいて腫瘍の増殖を遅らせる[Lovas et al., Ｊ Pept R
es52(5): 384-9 (Nov, 1998)]。また、これらの化合物
は乳癌および卵巣癌を治療するためにも使用されてい
る。ＧｎＲＨアンタゴニストは、例えば子宮内膜症、子
宮筋腫、卵巣および乳房嚢胞疾病および無月経の治療に
おいて記載されている。
【００８１】高処理量技術を用いることで、科学者らは
ＧｎＲＨの新規のアンタゴニストおよびアゴニスト、阻
害剤および活性化剤を迅速に探することができる。しか
しながら、一次アッセイでは可能性ある発癌物質および
インターカレート性化合物などの「負」のリード化合物
を排除できない。本明細書に記載のＥＳＩ－ＭＳ技術を
用いることで、ＧｎＲＨに基づく一次アッセイからの一
次ヒットを化合物、特に二重らせんポリヌクレオチドに
結合する化合物と相互作用するポリヌクレオチドの存在
に関して調べることができる。
【００８２】実施例６Ｂ－ＧＬＰ
ＧＬＰ－１（グルカゴン様ペプチド－１）は消化管ホル
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モンであり、これは摂食後に血流中に放出される。その
主要な作用はブドウ糖のインシュリン分泌作用を高める
ことを通してインシュリン分泌を刺激することである。
このペプチドはグルカゴン遺伝子中にコードされてお
り、主に消化管のＬ細胞において発現される。それは４
６３個のアミノ酸を有する７膜貫通ドメインＧタンパク
質結合種の特定の受容体を活性化することを通して作用
を及ぼす。その主要なシグナル伝達機構はアデニル化シ
クラーゼの活性化および環状ＡＭＰの形成である。この
ペプチドはまた、Ｃａ２の細胞質濃度を高めるが、これ
はＮａ（＋）依存性の細胞外Ｃａ２＋の取り込みを通し
て、および細胞内Ｃａ２＋蓄積物からのＣａ２＋の放出
の双方を通して達成されると考えられている。また、Ｇ
ＬＰ－１はグルカゴン分泌を阻害し、かつ、胃排出およ
び胃酸ならびに膵臓の外分泌線分泌を阻害する。炭水化
物代謝に関するその統合された作用は循環ブドウ糖の減
少をもたらし、従って、ＧＬＰ－１は糖尿病の治療上の
選択肢として提案されている。最後に、ＧＬＰ－１はま
た、視床下部中のニューロンにおいて発現されるが、そ
れは食物摂取を阻害するので、摂食行動の調節に関与し
ている可能性がある[Ahren, B.,Bieassays，20(8): 642
-51 (8/1998)]。
【００８３】高処理量技術を用いることで、科学者らは
新規のＧＬＰのアンタゴニストおよびアゴニスト、阻害
剤および活性化剤を迅速に探することができる。しかし
ながら、一次アッセイでは可能性ある発癌物質およびイ
ンターカレート性化合物などの「負」のリード化合物を
排除できない。本明細書に記載のＥＳＩ－ＭＳ技術を用
いることで、ＧＬＰに基づく一次アッセイからの一次ヒ
ットのプールを化合物、特に二重らせんポリヌクレオチ
ドと結合する化合物と相互作用するポリヌクレオチドの
存在に関して調べることができる。
【００８４】詳細に上記された本発明に関するその他の
態様、利点および変更は、当業者ならば容易に分かるで
あろう。例えば、限定されるものではないが、ＣＩＤ、
イオントラップ、ＩＲ－ＭＲＤおよび競合的結合をはじ
めとする多種の解離技術を用いることによって、ポリヌ
クレオチドとの相互作用の存在のみならず相互作用の種
類、グルーブバインダーの中から顕著なインターカレー
ター、微量のグルーブバインダーの中から主要なものを
同定することができる。これらの代替技術により構造マ
ッピングおよび詳細に関するさらなる情報が得られる。
【００８５】単一分子：ポリヌクレオチド（二本または
一本鎖）相互作用を同定するためのＥＳＩ－ＭＳの使用
は上記の厳密な条件およびパラメーターに制限されるも
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のではない。実際、ＥＳＩ－ＦＩ－ＩＣＲ－ＭＳを用い
て、単一のサンプル中で、多数のＤＮＡおよびＲＮＡ標
的の存在下、数百の小分子をスクリーニングすることが
できる。高分離能のＦＴ－ＩＣＲ－ＭＳは小分子および
標的の質量同定を考慮に入れるものである。また、マル
チプレートオートサンプラーの組み込みにより、１日に
何千もの化合物の無人解析を考慮することができる。
【００８６】本発明はその詳細な記載とともに記載され
ているが、上記の記載は本質的に例示および説明のため
のものであって、本発明およびその好ましい実施態様を
例示することを意図するものであるということが理解さ
れよう。慣例の実験をとおして、当業者ならば本発明の
精神から離れることなくなされ得る明らかな改変および
変法を認めるであろう。従って、本発明は上記によって
ではなく以下の請求の範囲およびそれと同等なものによ
り規定されるものである。
【図面の簡単な説明】
【図１】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知の
インターカレーター、ジスタマイシンＡ（ＤｓｔＡ）の
ＥＳＩ質量スペクトルを示す。グラフ１Ａは０．３μＭ
  ＤｓｔＡのスペクトルを示す。グラフ１Ｂは１．０μ
Ｍ  ＤｓｔＡのスペクトルを示す。グラフ１Ｃは３．３
μＭ  ＤｓｔＡのスペクトルを示す。グラフ１Ｄは１
０．０μＭ  ＤｓｔＡのスペクトルを示す。
【図２】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知の
インターカレーター、臭化エチジウム（ＥｔＢｒ）のＥ
ＳＩ質量スペクトルを示す。グラフ２Ａは０．１μＭ  
ＥｔＢｒのスペクトルを示す。グラフ２Ｂは０．３３μ
Ｍ  ＥｔＢｒのスペクトルを示す。グラフ２Ｃは１．０
μＭ  ＥｔＢｒのスペクトルを示す。グラフ２Ｄは３．
３μＭ  ＥｔＢｒのスペクトルを示す。グラフ２Ｅは１
０．０μＭ  ＥｔＢｒのスペクトルを示す。
【図３】  ＤＮＡ二重らせんを伴った既知のインターカ
レーター、プロフラビンのＥＳＩ質量スペクトルを示
す。グラフ３Ａは対照スペクトル（１０Ｍ  ＤＮＡ二重
らせん）を示す。グラフ３Ｂは試験スペクトル（１０μ
Ｍ  プロフラビンおよび１０μＭ  ＤＮＡ二重らせん）
を示す。
【図４】  ＤＮＡ相互作用の模式的に示す。図４Ａは主
要なグルーブバインダーであるジスタマイシンＡを示
す。図４Ｂはインターカレーターである臭化エチジウム
を示す。
【図５】  フィニガンＬＣＱイオントラップ質量分析計
の内部構成要素の模式図。
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【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】
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【図１Ｄ】

【図２Ａおよび図２
Ｂ

【図２Ｅ】
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【図２Ｃおよび図２
Ｄ
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【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図４Ａおよび図４
Ｂ
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【図５】

  
─────────────────────────────────────────────────────
【手続補正書】
【提出日】平成１３年２月９日（２００１．２．９）

【手続補正１】
【補正対象書類名】図面 *

*【補正対象項目名】全図
【補正方法】変更
【補正内容】

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図４Ａ】

【図４Ｂ】
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【図１Ｃ】

【図１Ｄ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】

【図２Ｄ】

【図２Ｅ】

【図３Ａ】



(23) 特開２００１－２０８７２８

【図３Ｂ】

【図５】

【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６５
【補正方法】変更
【補正内容】
【００６５】パートＡ－インターカレーターおよびグル
ーブバインダー
実施例１Ａ―ジスタマイシンＡ
ジスタマイシンＡはSigmaから入手した。本発明者らの
質量分析研究では２：１ＤｓｔＡ：ＤＮＡ複合体の形成
が確認されているが、結合種の比率は使用されるオリゴ
ヌクレオチドによるものと考えられる。ジスタマイシン
のグルーブ結合活性は図４Ａに示されている。１０μＭ
対照二重らせん（６：７）と０．１ないし１０μＭのジ
スタマイシンＡを混合して、反応スキームに対するジス
タマイシンＡの作用を調べた。図１Ｄ（１０μＭのジス
タマイシンＡ）に示されるアッセイの結果が以下の表１
に示されている。二重らせん６：７を伴うジスタマイシ
ンＡの濃度（０．３、１．０、３．３および１０μＭ）
に対するＥＳＩマススペクトルが図１Ａ～図１Ｄにそれ
ぞれ示されている。
【手続補正３】

【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６７
【補正方法】変更
【補正内容】
【００６７】実施例３Ａ－臭化エチジウム
臭化エチジウムのインターカレート活性は図４Ｂに示さ
れている。臭化エチジウムはSigmaから入手した。本明
細書における実施例では、１０ｍＭ酢酸アンモニウム中
で混合して対照二重らせん（６：７）を１０μＭの最終
濃度のＥｔＢｒを含む１０μＭの最終濃度とし、ＥＳＩ
－ＭＳによって解析した。次いで、種々の濃度のＥｔＢ
ｒ（０．１、０．３、１、３．３、１０および３３μ
Ｍ）および酢酸アンモニウム（１０、５０μＭ）を用い
て種々の成分濃度を含む溶液を解析した。二重らせん濃
度は１０μＭで一定とした。最初の結合は３μＭ  Ｅｔ
Ｂｒで認められた。インターカレーターの濃度が高まる
につれて、二重らせん上の複数の部位で結合するという
ことが分かった。一本鎖への結合は認められなかった。
二重らせん：臭化エチジウム複合体が解離する場合に
は、断片は個々の一本鎖およびＥｔＢｒ付加物を伴う一
本鎖を含んでいた。臭化エチジウム試験の詳細に関して
は下記の表１を参照。二重らせん６：７を伴うＥｔＢｒ
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濃度（０．１０、０．３３、１．０、３．３、１０．０
μＭ）のＥＳＩマススペクトルは図２Ａ～図２Ｅにそれ
ぞれ示されている。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００６８
【補正方法】変更
【補正内容】
【００６８】実施例４Ａ－プロフラビン
本明細書のシステムにおいて、もう１つの公知のインタ
ーカレーターを試験した。プロフラビンはSigmaから入
手した。１０μＬのプロフラビン（１ないし１０μＭの
範囲にわたる最終濃度）、６０μＭの二重らせん保存液
（１μＭないし１０μＭの範囲にわたる最終濃度）およ
び３０μＬのＩＰＡを含む１００μＬ総容量のスプレー
溶液を調整した。研究はＦＴ－ＩＣＲ質量分析計にて行
った。１０μＭ二重らせんおよび１０μＭプロフラビン
を使用する場合には、インターカレーターと二重らせん
間の結合が認められた。６：７ＤＮＡ二重らせんを伴う
プロフラビンのデータは下記の表１および図３Ｂに示さ
れている。ＤＮＡ二重らせん単独のデータは図３Ａに示
されている。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】図面の簡単な説明
【補正方法】変更
【補正内容】
【図面の簡単な説明】
【図１Ａ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、ジスタマイシンＡ（ＤｓｔＡ）
０．３μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。
【図１Ｂ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、ジスタマイシンＡ（ＤｓｔＡ）
１．０μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。
【図１Ｃ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、ジスタマイシンＡ（ＤｓｔＡ）
３．３μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。
【図１Ｄ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、ジスタマイシンＡ（ＤｓｔＡ）
１０．０μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフで
ある。
【図２Ａ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、臭化エチジウム（ＥｔＢｒ）
０．１μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。

【図２Ｂ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、臭化エチジウム（ＥｔＢｒ）
０．３３μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフで
ある。
【図２Ｃ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、臭化エチジウム（ＥｔＢｒ）
１．０μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。
【図２Ｄ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、臭化エチジウム（ＥｔＢｒ）
３．３μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。
【図２Ｅ】  １０μＭのＤＮＡ二重らせんを伴った既知
のインターカレーター、臭化エチジウム（ＥｔＢｒ）１
０．０μＭの場合のＥＳＩ質量スペクトルのグラフであ
る。
【図３Ａ】  ＤＮＡ二重らせんを伴った既知のインター
カレーター、プロフラビンのＥＳＩ質量スペクトルの、
対照スペクトル（１０μＭ  ＤＮＡ二重らせん）のグラ
フである。
【図３Ｂ】  ＤＮＡ二重らせんを伴った既知のインター
カレーター、プロフラビンのＥＳＩ質量スペクトルの、
試験スペクトル（１０μＭ  プロフラビンおよび１０μ
Ｍ  ＤＮＡ二重らせん）のグラフである。
【図４Ａ】  主要なグルーブバインダーであるジスタマ
イシンＡとのＤＮＡ相互作用の模式図である。
【図４Ｂ】  インターカレーターである臭化エチジウム
とのＤＮＡ相互作用の模式図である。
【図５】  フィニガンＬＣＱイオントラップ質量分析計
の内部構成要素の模式図である。
【符号の説明】
２…鎧装液体ポート
４…ターボポンプ
１０…分析物注入ポート、試料採取装置
２０…鎧装ガスポート
２２…補助ガスポート
３０…オリフィス（ＥＳＩニードル集成装置）
４０…機械ポンプ
５０点ガラスキャピラリーキャピラリーチューブ
６０…レンズハウジング
７０…スリット様スキマー
８０…八重極焦点レンズ
９０…リング電極
９１…エンドキャップ
９５…変換ダイノード
９６…電子倍増管
１００、２００…衝突チャンバー
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