
(57)【要約】
本発明は、１以上のオリゴヌクレオチド若しくはオリゴヌクレオチド・アナログに共有結
合するフルオロフォアであって、希土類金属クリプテートを除くものを含み、かつフルオ
ロフォア上に、又はオリゴヌクレオチド若しくはオリゴヌクレオチド・アナログのうちの
１に導入されるか又は作られ、単体分子と結合することを許容する少なくとも１の官能基
を含む蛍光物質に関する。本発明は、担体分子に共有結合する蛍光物質からなる蛍光抱合
体に関し、並びに蛍光トレーサーの使用に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 １ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ に 共 有 結 合 す る フ ル オ
ロ フ ォ ア を 含 む 蛍 光 物 質 で あ っ て 、 該 蛍 光 物 質 が フ ル オ ロ フ ォ ア 上 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の う ち の １ 上 に 導 入 さ れ る か 又 は 作 成 さ れ る 少
な く と も １ の 官 能 基 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 前 記 物 質 。 但 し 、 上 記 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 希
土 類 金 属 ク リ プ テ ー ト で は な い 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ が 、 ２ ～ ６ ０ 個 の ヌ ク
レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 官 能 基 が 、 ス ペ ー サ ー 腕 を 介 し て 前 記 物 質 に 結 合 し う る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ 又 は ２ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 １ 以 上 の 芳 香 環 を 含 み 、 そ し て ２ ０ ０ ０ ０ よ り 大 き い 、 好 ま し
く は ５ ０ ０ ０ ０ よ り 大 き い 、 高 い 分 子 吸 光 係 数 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ３
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 ロ ー ダ ミ ン 、 サ イ ア ニ ン 、 ス ク ア ラ イ ン 、 ボ デ ィ ピ ー 、 フ ル オ
ロ セ イ ン 、 及 び そ れ ら の 誘 導 体 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か
１ 項 に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 官 能 基 が 以 下 の 群 ： マ レ イ ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 、 ハ ロ ア セ ト ア ミ ド 、 ア ル キ ル ・ ハ ラ
イ ド 、 ア ジ ド 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、 ア ミ ノ 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 、 イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 モ ノ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 、  ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 、  ア ジ リ ジ ン
、  ス ル ホ ニ ル  ・ ハ ラ イ ド 、 酸 ハ ラ イ ド 、 ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス テ ル 、 ヒ ド ロ
キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス テ ル 、 イ ミ ド ・ エ ス テ ル 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 ア ジ ド ニ ト ロ フ
ェ ニ ル 、 ア ジ ド フ ェ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ プ リ オ ン ア ミ ド 、 及 び グ
リ オ キ サ ー ル 、 及 び よ り 特 異 的 に 以 下 の 式 ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、 ｎ は ０ ～ ８ 範 囲 で あ り 、 か つ ｐ は ０ 又 は １ と 等 し く 、 そ し て Ａ ｒ は １ ～ ３ 個 の
ヘ テ ロ 原 子 を 含 む ５ -又 は ６ -員 の 複 素 環 で あ っ て 、 場 合 に よ り ハ ロ ゲ ン 原 子 で 置 換 さ れ る
複 素 環 で あ る 。 ｝
で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 物 質
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。
【 請 求 項 ７ 】
　 以 下 の 式 (Ｉ )：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 [式 中 、
　 -　 Ａ は 、 以 下 の 基 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 {基 中 、
　 　 -　 点 線 は 、 各 々 １ ～ ３ 個 の 融 合 環 を 形 成 す る た め に 必 要 と さ れ る 炭 素 原 子 を 表 し 、
Ｒ 3 基 は 、 該 環 に 結 合 し ；
　 　 -　 Ｘ 及 び Ｙ は 、 各 々 Ｎ 、 Ｃ ＝ Ｏ 、 Ｏ 、 Ｓ 、 又 は Ｃ (Ｃ Ｈ 3 ) 2 を 表 し 、
　 　 -　 ｍ は 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 又 は ４ の 値 を 有 し ；
　 　 -　 ｑ は 、 １ 、 ２ 、 又 は ３ の 値 を 有 し ；
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　 　 -　 (Ｒ 3 ) q は 、 ｑ 個 の Ｒ 3 基 を 表 し 、 該 Ｒ 3 は 同 一 で あ る か 又 は 異 な り う る ；
　 　 -　 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 基 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な り 、 そ し て 水 素 ； -(Ｃ Ｈ 2 ) s -Ｚ 基
(基 中 、 ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ は 、 Ｃ Ｈ 3 、 Ｓ Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ + Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ 3

を 表 し 、 こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る 通 り で あ る )、 請 求 項 ６ に お い て 定
義 さ れ る 官 能 基 ； 並 び に 場 合 に よ り 請 求 項 ６ に お い て 定 義 さ れ る 官 能 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ か ら 選 ば れ る ｝ か ら 選 ば れ る 基 を 表 し ；
　 -　 Ｒ 4 は 、 Ｈ ； Ｏ Ｈ ； Ｃ Ｈ 3 ； Ｃ ｌ ； 及 び 以 下 の 式 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ 、 ア リ ル 位 に お け る 置 換 基 Ｒ 4 は 、 ポ リ エ チ レ ン 鎖 と 共 に 、 ４
～ １ ４ 個 の 原 子 を 含 む １ ～ ３ の 融 合 環 を 形 成 し 、 該 環 は 、 飽 和 さ れ る か 又 は 不 飽 和 で あ り
、 該 環 は １ 以 上 の Ｏ 、 Ｎ 、 及 び Ｓ 原 子 を 含 む こ と が あ り 、 そ し て 場 合 に よ り オ キ ソ 基 で 置
換 さ れ う る ]
　 で 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 物 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 以 下 の 式 (Ｉ Ｉ )又 は 式 (Ｉ Ｉ Ｉ )：

10

20

30

40

(5) JP 2005-529219 A 2005.9.29



【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 {式 中 、
　 　 -　 点 線 は 、 １ ～ ３ 個 の 融 合 環 を 形 成 す る た め に 必 要 と さ れ る 炭 素 原 子 を 表 し 、 Ｒ 3 基
は 、 該 環 に 結 合 す る ；
　 　 -　 Ｘ は 、 Ｎ 、 Ｃ ＝ Ｏ 、 Ｏ 、 Ｓ 、 又 は Ｃ (Ｃ Ｈ 3 ) 2 を 表 し 、
　 　 -　 ｍ は 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 又 は ４ の 値 を 有 し ；
　 　 -　 ｑ は 、 １ 、 ２ 、 又 は ３ の 値 を 有 し ；
　 　 -　 (Ｒ 3 ) 2 は 、 ｑ 個 の Ｒ 3 基 を 表 し 、 該 Ｒ 3 は 同 一 で あ る か 又 は 異 な り う る ；
　 　 -　 Ｒ 1 及 び Ｒ 3 基 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な り 、 そ し て 水 素 ； -(Ｃ Ｈ 2 ) s -Ｚ 基 (基 中 、
ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ は 、 Ｃ Ｈ 3 、 Ｓ Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ + Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ 3 を 表 し 、
こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る 通 り で あ る )； 請 求 項 ６ に お い て 定 義 さ れ る
官 能 基 ； 並 び に 場 合 に よ り 請 求 項 ６ に お い て 定 義 さ れ る 官 能 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ か ら 選 ば れ る ｝ で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ ；
　 -　 Ｒ 4 は 、 Ｈ ； Ｏ Ｈ ； Ｃ Ｈ 3 ； Ｃ ｌ ； 及 び 以 下 の 式 ：
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【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ 、 ア リ ル 位 に お け る 置 換 基 Ｒ 4 は 、 ポ リ エ チ レ ン 鎖 と 共 に 、 ４
～ １ ４ 個 の 原 子 を 含 む １ ～ ３ の 融 合 環 を 形 成 し 、 該 環 は 、 飽 和 さ れ る か 又 は 不 飽 和 で あ り
、 該 環 は １ 以 上 の Ｏ 、 Ｎ 、 及 び Ｓ 原 子 を 含 む こ と が あ り 、 そ し て 場 合 に よ り オ キ ソ 基 で 置
換 さ れ う る ]
で 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 物 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 式 (Ｉ Ｖ )、 (Ｖ )、 (Ｖ Ｉ )、 又 は (Ｖ Ｉ Ｉ )：
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【 化 ７ 】
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、
　 　 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 Ｒ 3 、 及 び Ｒ 5 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な り 、 そ し て 、 水 素 ； -(Ｃ Ｈ 2 ) s -Ｚ
基 (基 中 、 ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ は 、 Ｃ Ｈ 3 、 Ｓ Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ + Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ

3 を 表 し 、 こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る 通 り で あ る )； 請 求 項 ６ に お い て
定 義 さ れ る 官 能 基 、 並 び に 請 求 項 ６ に お い て 定 義 さ れ る 官 能 基 を 場 合 に よ り 含 む オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ か ら 選 ば れ ；
　 　 ｑ は 、 １ 、 ２ 、 又 は ３ の 値 を 有 す る ｝ で 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 蛍 光 物 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 以 下 の 式 (Ｖ Ｉ Ｉ Ｉ )：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、
　 　 置 換 基 Ｒ 6 ～ Ｒ 1 2 は 、 水 素 ； ハ ロ ゲ ン ； ア ル キ ル ； シ ク ロ ア ル キ ル ； ア リ ー ル ;ア リ ー
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ル ア ル キ ル ;ア シ ル ;ス ル ホ ； 請 求 項 ６ に お い て 定 義 さ れ る 官 能 基 ； 及 び 請 求 項 ６ に お い て
記 載 さ れ る 基 か ら 選 ば れ る 官 能 基 を 場 合 に よ り 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ か ら 選 ば れ る 。 ｝ で 表 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載
の 蛍 光 物 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 以 下 の 式 (Ｉ Ｘ )：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 Ｒ 3 、 Ｒ 4 、 Ｘ 、 Ｙ 、 ｍ 、 及 び ｑ は 、 上 で 定 義 さ れ た 通 り で あ る }で
表 さ れ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Ｘ 及 び Ｙ の 各 々 が 、 Ｃ (Ｃ Ｈ 3 ) 2 基 を 表 す 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 -　 Ｒ 1 及 び Ｒ 2 が 、 １ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル を 表 す か 、 又 は 以 下 の 式 の 基 を
表 し 、 少 な く と も １ の Ｒ 1 及 び Ｒ 2 基 は 、 以 下 の 式 ：
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 基 を 表 し 、
　 -　 Ｒ 4 が 水 素 を 表 し 、
　 -　 ｑ ＝ １ 、 ｍ ＝ ２ で あ り 、
　 -　 Ｒ 3 が 水 素 ； -(Ｃ Ｈ 2 ) s -Ｚ 基 (基 中 、 ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ は 、 Ｃ Ｈ 3 、 Ｓ
Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ + Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ 3 基 を 表 し 、 こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る
通 り で あ る )； 請 求 項 ６ で 定 義 さ れ る 官 能 基 ； 請 求 項 ６ で 定 義 さ れ る 官 能 基 を 場 合 に よ り
含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ を 表 し ；
　 -　 Ｒ 4 が 、 Ｈ ； Ｏ Ｈ ； Ｃ Ｈ 3 ； Ｃ ｌ ； 及 び 以 下 の 式 ：
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【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ 、 ア リ ル 位 に お け る 置 換 基 Ｒ 4 が 、 ポ リ エ チ レ ン 鎖 と 共 に 、 ４ ～
１ ４ 個 の 原 子 を 含 む １ ～ ３ の 融 合 環 を 形 成 し 、 該 環 は 、 飽 和 さ れ る か 又 は 不 飽 和 で あ り 、
該 環 は １ 以 上 の Ｏ 、 Ｎ 、 及 び Ｓ 原 子 を 含 む こ と が あ り 、 そ し て 場 合 に よ り オ キ ソ 基 で 置 換
さ れ う る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 直 接 又 は ス ペ ー サ ー 腕 を 介 し て 共 有 結 合
す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 場 合 に よ り １ 以 上 の 二 重 結 合 若 し く は 三 重 結 合 を 含 み 、 及 び /
又 は 場 合 に よ り １ 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 、 例 え ば 、 酸 素 、 窒 素 、 硫 黄 、 リ ン を 含 み 、 或 い は １
以 上 の カ ル バ モ イ ル 若 し く は カ ル ボ キ サ ミ ド 基 を 含 む 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 0 ア ル キ レ
ン 基 ； Ｃ 5 ～ Ｃ 8 シ ク ロ ア ル キ レ ン 基 ； 並 び に Ｃ 6 ～ Ｃ 1 4 ア リ ー レ ン 基 か ら 選 ば れ る 二 価 有
機 ラ ジ カ ル か ら な る ス ペ ー サ ー 腕 を 介 し て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し 、 こ こ で 、 上 記 ア
ル キ レ ン 、 シ ク ロ ア ル キ レ ン 、 又 は ア リ ー レ ン 基 が 、 場 合 に よ り ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 又
は ス ル ホ ネ ー ト 基 で 置 換 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ４ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 ス ペ ー サ ー 腕 が 、 以 下 の 基 ：
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【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 基 中 、 ｎ 1 及 び ｎ 2 が ２ ～ ６ の 間 で あ る }
で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ５ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ５ ～ ６ ０ 、 特 に ５ ～ ２ ０ 、 好 ま し く は ５ ～ １ ５ 個 の ヌ ク レ
オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 物 質
。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の ユ ニ ッ
ト で あ っ て 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 結 合 を 介 し て 互 い に 結 合 す る ユ ニ ッ ト の 列 か ら な る こ
と を 特 徴 と す る ユ ニ ッ ト 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ
ニ ッ ト 、 又 は 糖 若 し く は 塩 基 上 で 改 変 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ ・ ユ ニ ッ ト の 列 か ら な
り 、 こ れ ら の ユ ニ ッ ト は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 天 然 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 に よ っ て 、 互 い
に 結 合 さ れ 、 こ こ で 該 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 の 幾 つ か は 、 場 合 に よ り ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ
ラ ミ ド 、 又 は ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト 結 合 で 置 換 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ７ に 記 載
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の 物 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 結 合 に よ り 互 い に 結 合 す る リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド 若 し く は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト 、 並 び に ア ミ ド 結 合 に よ り 互 い に 結
合 す る ヌ ク レ オ シ ド ア ナ ロ グ ユ ニ ッ ト の 両 者 を 含 む 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
１ ７ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド が 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 結 合 に よ り 互 い に 結 合 す る リ ボ ヌ ク
レ オ チ ド 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト 、 並 び に ア ミ ド 結 合 に よ り 互 い に 結 合
す る ヌ ク レ オ シ ド ・ ア ナ ロ グ ・ ユ ニ ッ ト の 列 か ら な り 、 こ こ で 、 上 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
が 、 フ ル オ ロ フ ォ ア に 結 合 す る こ と を 企 図 さ れ る 末 端 で 、 少 な く と も ５ 個 の ホ ス ホ ジ エ ス
テ ル 型 の ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 含 む 、 請 求 項 １ ７ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 官 能 基 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の ヌ ク レ オ チ ド
ユ ニ ッ ト の ア ミ ン 官 能 基 で あ る か 、 或 い は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
・ ア ナ ロ グ の ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト の 遊 離 ア ミ ン 官 能 基 を 、 エ ス テ ル 、 カ ル ボ ン 酸 、 イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ニ ル 、 ス ル ホ ニ ル ・ ハ ラ イ ド 、 ア ル キ ル ・ ハ ラ イ
ド 、 ア ジ ド 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 、 無 水 物 、 ハ ロ ア セ ト ア ミ ド 、 マ レ イ ミ ド
、 及 び ス ル フ ヒ ド リ ル 基 か ら 選 ば れ る 基 と 反 応 さ せ る こ と か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ～ ２ １ の い ず れ か 1項 に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 官 能 基 が 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の ヌ ク レ オ
チ ド ユ ニ ッ ト の 遊 離 ア ミ ン 官 能 基 を 、 Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ・ エ ス テ ル と 反 応
さ せ る こ と か ら 得 ら れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に お い て 記 載
さ れ る 物 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 官 能 基 が 、 場 合 に よ り １ 以 上 の 二 重 結 合 若 し く は 三 重 結 合 を 含 み 、 及 び /又 は 場 合
に よ り １ 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 、 例 え ば 、 酸 素 、 窒 素 、 硫 黄 、 リ ン を 含 み 、 或 い は １ 以 上 の カ
ル バ モ イ ル 若 し く は カ ル ボ キ サ ミ ド 基 を 含 む 直 鎖 又 は 分 枝 鎖 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 0 ア ル キ レ ン 基 ； Ｃ 5

～ Ｃ 8 シ ク ロ ア ル キ レ ン 基 ； 並 び に Ｃ 6 ～ Ｃ 1 4 ア リ ー レ ン 基 か ら 選 ば れ る 二 価 有 機 ラ ジ カ ル
か ら な る ス ペ ー サ ー 腕 に よ り 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 及 び /又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 し 、
こ こ で 、 上 記 ア ル キ レ ン 、 シ ク ロ ア ル キ レ ン 、 又 は ア リ ー レ ン 基 が 、 場 合 に よ り ア ル キ ル
、 ア リ ー ル 、 又 は ス ル ホ ネ ー ト 基 で 置 換 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 １ ～ ２ ３ に 記 載
の 物 質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 ス ペ ー サ ー 腕 が 、 以 下 の 基 ：
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【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、 ｎ 1 及 び ｎ 2 が 、 ２ ～ ６ の 間 で あ る ｝
で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の 物 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 担 体 分 子 に 共 有 結 合 す る 請 求 項 １ ～ ２ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 物 質 か ら な る 、 蛍 光 抱
合 体 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 蛍 光 物 質 の フ ル オ ロ フ ォ ア が 、 サ イ ア ニ ン -５ で あ り 、 前 記 物 質 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド が 、 Ａ 1 5 配 列 を 有 し 、 そ し て 前 記 担 体 分 子 が ｃ Ａ Ｍ Ｐ で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ２ ６ に 記 載 の 抱 合 体 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 終 モ ル 比 が 、 ０ よ り 大 き く １ ０ ０ 未 満 、 好 ま し く は ０ よ り 大 き く ２ ０ 未 満 で あ る こ と を
特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ６ 及 び ２ ７ の い ず れ か に 記 載 の 抱 合 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 前 記 担 体 分 子 が 、 抗 体 、 抗 原 、 細 胞 内 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 細 胞 間 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 タ ン パ
ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ハ プ テ ン 、 レ ク チ ン 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ト キ
シ ン 、 炭 水 化 物 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 、 核 酸 、 ホ ル モ ン 、 ビ タ ミ ン 、 薬 用 製 品 、 ポ リ マ ー 、 ポ
リ マ ー 製 粒 子 、 ガ ラ ス 、 ガ ラ ス 粒 子 、 又 は ガ ラ ス 若 し く は ポ リ マ ー か ら 作 ら れ た 表 面 で あ
る と い う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ２ ６ ～ ２ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 抱 合 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 担 体 分 子 が 、 抗 体 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ る と い う こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項
２ ９ に 記 載 の 蛍 光 抱 合 体 。
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【 請 求 項 ３ １ 】
　 蛍 光 ト レ ー サ ー と し て の 、 請 求 項 １ ～ ２ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 物 質 又 は 請 求 項
２ ６ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 抱 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 分 析 物 を 含 む と 疑 わ れ る 媒 体 中 で 当 該 分 析 物 を 、 蛍 光 に よ り 検 出 及 び /又 は 測 定 す る た
め の 、 請 求 項 ３ １ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 生 体 分 子 間 の 相 互 作 用 を 測 定 し ； 或 い は 生 理 活 性 、 例 え ば 酵 素 活 性 、 膜 結 合 受 容 体 の 活
性 化 、 遺 伝 子 転 写 、 膜 輸 送 、 又 は 膜 分 極 の 変 化 を 測 定 す る た め の 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 使
用 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 薬 用 製 品 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 に お け る 、 請 求 項 ３ １ ～ ３ ３ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 ２ ６ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 さ れ る 蛍 光 抱 合 体 が 、 ド ナ ー 蛍 光 化 合 物 の 存 在
下 に お い て 受 容 体 蛍 光 化 合 物 と し て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 ２ ６ ～ ３ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 さ れ る 蛍 光 抱 合 体 が 、 受 容 体 蛍 光 化 合 物 の 存 在
下 に お い て ド ナ ー 蛍 光 化 合 物 と し て 使 用 さ れ る 、 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 蛍 光 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 偏 向 、 又 は 蛍 光 相 関 に お け る 、 請 求 項 ３ ５ に
記 載 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 in vivoに お け る 光 学 イ メ ー ジ ン グ の た め の コ ン ト ラ ス ト 剤 と し て 、 請 求 項 ２ ６ ～ ３ ０
の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 抱 合 体 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 担 体 分 子 に 結 合 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 強 度 を 高 め る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ２ ５
の い ず れ か １ 項 に お い て 記 載 さ れ る 蛍 光 物 質 が 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と し て 使 用 さ れ る こ と を
特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 フ ル オ ロ フ ォ ア へ 結 合 す る 担 体 分 子 の 表 面 に お け る 凝 集 現 象 を 低 減 す る 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 １ ～ ２ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 物 質 が 、 上 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 代 わ り に 使 用
さ れ る こ と を 特 徴 と す る 、 前 記 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 担 体 分 子 に 結 合 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 量 子 収 量 を 増 大 さ せ る 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～
２ ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 蛍 光 物 質 を 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と し て 使 用 す る こ と を 特 徴 と す
る 、 前 記 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 １ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ に 共 有 結 合
す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 み 、 か つ フ ル オ ロ フ ォ ア 上 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の １ 上 に 導 入 さ れ る か 又 は 作 成 さ れ る 少 な く と も １ の 官 能 基 を
含 む 蛍 光 物 質 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 有 機 分 子 の 多 く の フ ァ ミ リ ー が 、 多 く の 適 用 、 特 に 生 体 分 子 を 追 跡 す る 又 は 定 量 す る こ
と を 可 能 に す る 診 断 方 法 に お い て 、 生 体 分 子 に 対 す る 蛍 光 標 識 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 特 に 、 ロ ー ダ ミ ン 、 サ イ ア ニ ン 、 ス ク ア ラ イ ン (squaraines)、 又 は ボ デ ィ ピ ー (Bodipy)
色 素 が 言 及 さ れ る 。 多 く の こ れ ら の 分 子 は 、 高 い 分 子 吸 光 係 数 (１ ０ ０ ０ ０ ０ Ｍ - 1 ｃ ｍ - 1
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よ り 大 き い こ と も 多 い )及 び 通 常 ２ ０ ％ よ り 大 き い 蛍 光 量 子 収 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 し か し 、 こ れ ら の 蛍 光 物 質 が か な り の 疎 水 性 の 性 質 を 有 す る た め 、 タ ン パ ク 質 毎 に 幾 つ
か の 蛍 光 標 識 を 有 す る こ と が 所 望 さ れ る と き 、 そ れ ら の 有 機 分 子 は 、 生 体 分 子 、 特 に タ ン
パ ク 質 の 表 面 で 凝 集 を 形 成 す る 傾 向 を 有 す る (U. Schobel et al., Bioconjugate chem., 
1999,10, 1107-1114)。 こ れ ら の 凝 集 体 は 、 実 質 的 に 非 蛍 光 性 で あ る の で 、 タ ン パ ク 質 の
表 面 に 存 在 す る 蛍 光 分 子 の 平 均 量 子 収 量 は 、 元 の 分 子 の 量 子 収 量 よ り 有 意 に 低 い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ の 問 題 に 打 ち 勝 つ た め に 、 文 献 に お い て 、 特 に ス ル ホ ン 酸 基 を 加 え る こ と に よ り 、 蛍
光 分 子 の 親 水 性 の 性 質 を 増 大 す る あ る 試 み が 行 わ れ た (Ｕ Ｓ 5,268,486)。 糖 又 は 炭 水 化 物
残 渣 を 、 蛍 光 分 子 の 構 造 に 付 加 す る こ と も 言 及 さ れ た (WO 98/49176)。 し か し な が ら 、 こ
れ ら の ユ ニ ッ ト の 付 加 は 、 そ れ を 抑 制 す る こ と な く 、 凝 集 現 象 を 制 限 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 タ ン パ ク 質 の 標 識 後 、 別 の 試 み が 、 蛍 光 の 量 子 収 量 の 減 少 を 避 け る た め に 使 用 さ れ た 。
WO 98/26287は 、 シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 使 っ て 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 に 蛍 光 分 子 を 封 入 し 、
そ し て そ の 凝 集 を 制 限 す る 方 法 を 記 載 す る 。 し か し な が ら 、 該 技 術 は 、 全 て の 分 子 タ イ プ
で は 、 満 足 に 機 能 し な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 つ の 蛍 光 分 子 の み を タ ン パ ク 質 の 表 面 に 有 す る タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き 、 か つ 凝
集 現 象 を 避 け る こ と に よ り 高 量 子 収 量 を 維 持 す る こ と が で き る 技 術 が 最 近 記 載 さ れ た (Win
ckler et al., Specific labeling of proteins using reactive affinity tag-dye syst
ems, SBS Conference, Vancouver, 2000)。 該 シ ス テ ム は 、 制 限 的 で あ る 。 な ぜ な ら 、 該
シ ス テ ム は タ ン パ ク 質 毎 に 複 数 の 蛍 光 分 子 を 持 た せ る こ と が 出 来 な い か ら で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 そ れ ゆ え 、 解 決 さ れ る 問 題 は 、 生 体 分 子 に 結 合 で き る 標 識 を 提 供 す る こ と で あ り 、 こ れ
ら の 複 数 の 標 識 が 同 時 に 生 体 分 子 、 特 に タ ン パ ク 質 に 結 合 し た と き 、 そ の 光 物 理 学 的 性 質
は 、 特 に 凝 集 現 象 に よ っ て 改 変 さ れ な い 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 該 問 題 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア を １ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ に 結 合 す る こ と に よ り 解 決 さ れ う る 。 こ う し て 形 成 さ れ た 化 合 物
は 、 １ 以 上 の 反 応 性 基 を 含 み 、 担 体 分 子 へ の 結 合 を 許 容 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 第 一 の 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 は そ れ ゆ え 、 １ 以 上 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ に 共 有 結 合 す る フ ル オ ロ フ ォ ア (但 し 、 希 土 類 金 属 ク リ プ テ ー ト を 除
く )を 含 む 蛍 光 物 質 に 関 し 、 該 蛍 光 物 質 が フ ル オ ロ フ ォ ア 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の う ち の １ 上 に 導 入 さ れ る か 又 は 作 成 さ れ る 少 な く と も １ の 官 能 基 を 含
む と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 の フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 １ 以 上 の 芳 香 環 を 好 ま し く は 含 み 、 そ し
て 、 ２ ０ ０ ０ ０ 以 上 、 好 ま し く は ５ ０ ０ ０ ０ 以 上 の 高 い 分 子 吸 光 係 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 上 記 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 好 ま し く は 、 ロ ー ダ ミ ン 、 サ イ ア ニ ン 、 ス ク ア ラ イ ン 、 ボ デ ィ
ピ ー 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 及 び そ の 誘 導 体 か ら 好 ま し く は 選 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (Ｄ Ｎ Ａ 断 片 )
ま た は オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド (Ｒ Ｎ Ａ 断 片 )を 等 し く 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ 」 と い う 用 語 は 、 本 記 載 に お
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い て 、 以 下 ：
　 -　 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 結 合 を 介 し て 互 い に 結 合 さ れ た リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は デ オ キ
シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト の 列 ；
　 -　 又 は 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト の 列 、 又 は 糖
若 し く は 塩 基 を 改 変 さ れ る ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ の ユ ニ ッ ト の 列 で あ っ て 、 該 ユ ニ ッ ト が
ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 天 然 の ヌ ク レ オ チ ド 間 の 結 合 に よ り 互 い に 結 合 さ れ 、 こ こ で ヌ ク レ
オ チ ド 間 結 合 の い く つ か は 、 場 合 に よ り ホ ス ホ ネ ー ト 、 ホ ス ホ ー ル ア ミ ド 、 又 は ホ ス ホ ロ
チ オ エ ー ト 結 合 で 場 合 に よ り 置 換 さ れ る 列 。 こ れ ら の 様 々 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ フ ァ ミ
リ ー は 、 Goodchild,Bioconjugate Chemistry, 1 (3), May/June 1990,77-99に お い て 記 載
さ れ る 。
　 -　 又 は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 結 合 に よ っ て 互 い に 結 合 さ れ る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は
デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト 、 並 び に ア ミ ド 結 合 、 通 常 「 Ｐ Ｎ Ａ ｓ 」 (ペ プ チ ド
核 酸 )と 呼 ば れ る ア ミ ド 結 合 (M. Egholm et al., J. Am. Chem. Soc.,1992,114, 1895-189
7に よ っ て 記 載 さ れ る )に よ っ て 、 互 い に 結 合 さ れ る ヌ ク レ オ シ ド ア ナ ロ グ ・ ユ ニ ッ ト の 両
者 を 含 む 列 、 こ こ で そ う し た 化 合 物 は 、 例 え ば 、 R. Vinayak et al., Nucleoside & Nucl
eotide, 1997,16 (7-9), 1653-1656に お い て 記 載 さ れ る 。
　 -　 又 は リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト の 列 、 こ こ で 、 ヌ ク
レ オ シ ド の 幾 つ か 又 は ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 の 幾 つ か は 、 天 然 の オ リ ゴ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又
は オ リ ゴ デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド に 比 較 し て 改 変 さ れ て お り 、 通 常 の ヌ ク レ オ シ ド (ア
デ ノ シ ン 、 デ オ キ シ ア デ ノ シ ン 、 シ チ ジ ン 、 デ オ キ シ シ チ ジ ン 、 グ ア ノ シ ン 、 デ オ キ シ グ
ア ノ シ ン 、 ウ リ ジ ン 又 は チ ミ ジ ン )か ら 、 ホ ス フ ェ ー ト 架 橋 、 例 え ば ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト
・ オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド (Ｏ Ｐ Ｔ )に よ り 形 成 さ れ 、 こ こ で ホ ス フ ェ ー ト 架 橋 の 全 て 又 は 一 部
は 、 チ オ ホ ス フ ェ ー ト 架 橋 で 置 換 さ れ た (P. J. Romaniuk, F. Eckstein (1982) J. Biol.
 Chem. 257,7684)。
を 意 味 す る と 企 図 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の こ れ ら の 型 の 各 々 １ の 使 用 は 、 本 発 明 の 有 利 な 態 様 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ シ ド 「 ア ナ ロ グ 」 と い う 用 語 は 、 糖 又 は 核 酸 塩 基 に 関 す る 少
な く と も １ の 改 変 、 或 い は そ れ ら の 改 変 の 組 み 合 わ せ を 含 む ヌ ク レ オ チ ド /ヌ ク レ オ シ ド
を 意 味 す る と 意 図 さ れ る 。 例 と し て 、 以 下 の 改 変 に つ い て 言 及 さ れ る 。
　 Ｉ .　 糖 に 関 す る 改 変 (ヌ ク レ オ チ ド 又 は ヌ ク レ オ シ ド ・ ア ナ ロ グ )：
　 １ ゜ )　 (遊 離 又 は ホ ス フ ェ ー ト 架 橋 に 含 ま れ る )水 酸 基 の 立 体 配 置 が 、 天 然 立 体 配 置 (Ｄ
Ｎ Ａ 列 で は β - -エ リ ス ロ で あ り 、 Ｒ Ｎ Ａ 列 で は β - -リ ボ で あ る )と は 異 な る と い う 点
で 、 糖 要 素 は 改 変 さ れ う る 。 ア ナ ロ グ に お い て は 、 例 え ば β - -ア ラ ビ ノ -ペ ン ト フ ラ ノ
シ ド 又 は β - -キ シ ロ -ペ ン ト フ ラ ノ シ ド を 有 す る 。
　 ２ ゜ )　 ヌ ク レ オ チ ド 内 結 合 が 、 ２ '→ ５ '型 で あ る と い う 点 で 、 構 造 は 改 変 さ れ う る 。
例 え ば 、 β - -リ ボ -ペ ン ト フ ラ ノ シ ド -２ '-ホ ス フ ェ ー ト 又 は ３ ’ -デ オ キ シ -β - -エ リ
ス ロ -ペ ン ト フ ラ ノ シ ド -２ '-ホ ス フ ェ ー ト 誘 導 体 で あ る 。
　 構 造 が 、 前 述 の 二 つ の 改 変 を 含 む よ う に ヌ ク レ オ チ ド は 存 在 す る 。 例 え ば β - -キ シ ロ
-ペ ン ト フ ラ ノ シ ド -２ '-ホ ス フ ェ ー ト で あ る 。
　 ３ ゜ )　 ４ '炭 素 が 反 対 の 立 体 配 置 を 有 す る と い う 点 で 、 構 造 は 天 然 モ デ ル と 異 な り う る
。 つ ま り 、 α - -ス レ オ -ペ ン ト フ ラ ノ シ ド -３ '-ホ ス フ ェ ー ト の 場 合 で あ る 。 違 い は 、 １
'位 (ア ノ マ ー 位 )に お け る 炭 素 の 立 体 配 置 に 関 し て お り 、 つ ま り α - -エ リ ス ロ -ペ ン ト フ
ラ ノ シ ド -３ '-ホ ス フ ェ ー ト の 場 合 で あ る 。 ヌ ク レ オ チ ド /ヌ ク レ オ シ ド が 、 構 造 が 前 述 の
２ つ の 改 変 を 含 ん で 存 在 す る 。 例 え ば β - -ス レ オ -ペ ン ト フ ラ ノ シ ド -３ '-ホ ス フ ェ ー ト
で あ る 。
　 ４ ゜ )　 ４ '位 の 酸 素 が 、 炭 素 で 置 換 さ れ る (炭 素 環 ア ナ ロ グ )か 又 は 硫 黄 で 置 換 さ れ る と
い う 点 で 、 構 造 は 天 然 モ デ ル と 異 な り う る 。 例 え ば ４ '-チ オ -β - -エ リ ス ロ -ペ ン タ フ ラ
ノ シ ド -３ '-ホ ス フ ェ ー ト で あ る 。
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　 ５ ゜ )　 糖 の 水 酸 基 の 一 つ が ア ル キ ル 化 さ れ る と い う 点 で 、 構 造 は 天 然 モ デ ル と 異 な り
う る 。 例 え ば 、 骨 格 に お い て 、 ２ '-Ｏ -ア ル キ ル -β - -リ ボ -ペ ン タ フ ラ ノ シ ド -３ '-ホ ス
フ ェ ー ト で あ り 、 該 ア ル キ ル 基 は 、 例 え ば メ チ ル 又 は ア リ ル 基 で あ り う る 。
　 ６ ゜ )　 糖 要 素 の み が 保 存 さ れ る (例 え ば 、 １ ,２ -ジ デ オ キ シ -Ｄ -エ リ ス ロ -ペ ン タ フ ラ
ノ ー ス -３ -ホ ス フ ェ ー ト )と い う 点 で 、 或 い は 糖 が プ ロ パ ン ジ オ ー ル な ど の ポ リ オ ー ル で
置 換 さ れ る と い う 点 で 構 造 は 天 然 モ デ ル と 異 な り う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 Ｉ Ｉ .　 核 酸 塩 基 (ヌ ク レ オ チ ド ア ナ ロ グ )に 関 す る 改 変 ：
　 １ ゜ )　 核 酸 塩 基 の 置 換 基 が 改 変 さ れ る と い う 点 で 核 酸 塩 基 は 改 変 さ れ う る 。 例 え ば ２ ,
６ -ジ ア ミ ノ プ リ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ４ -チ オ チ ミ ン 、 ４ -チ オ ウ ラ シ ル 、 又 は ５ -エ チ ニ
ル ウ ラ シ ル 。
　 ２ ゜ )　 置 換 基 の 位 置 が 、 天 然 の 塩 基 と 比 較 し て 変 え ら れ う る 。 例 え ば 、 イ ソ グ ア ノ シ
ン 又 は イ ソ シ ト シ ン 。
　 ３ ゜ )核 酸 塩 基 の 窒 素 原 子 が 、 炭 素 で 置 換 さ れ う る 。 例 え ば 、 ７ -デ ア ザ グ ア ノ シ ン 又 は
７ -デ ア ザ ア デ ニ ン 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 Ｉ Ｉ Ｉ .　 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 に 関 す る 修 飾
　 さ ら に 前 記 の よ う に 、 糖 ユ ニ ッ ト 間 又 は そ の ア ナ ロ グ 間 の 結 合 は 、 例 え ば 、 天 然 ホ ス ホ
ジ エ ス テ ル 結 合 の １ 以 上 の 酸 素 を 、 炭 素 (ホ ス ホ ネ ー ト 系 )、 窒 素 (ホ ス ホ ラ ミ ド 系 )、 又 は
硫 黄 (ホ ス ホ ロ チ オ エ ー ト )で 置 き 換 え る こ と に よ り 、 改 変 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 は 、 ア ミ ド 結 合 で 置 換 さ れ う る 。 例 え ば 「 Ｐ Ｎ Ａ 」 型 の オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 結 合 に よ り 互 い
に 結 合 さ れ る リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 又 は デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト 、 並 び に ア ミ ド 結
合 に よ り 互 い に 結 合 さ れ る ヌ ク レ オ シ ド ア ナ ロ グ ユ ニ ッ ト を 含 む 列 か ら な る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 特 に 、 こ の 場 合 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア に 結 合 す る こ と を 企 図 さ
れ る 末 端 で 、 ホ ス ホ ジ エ ス テ ル 型 の 少 な く と も ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド 間 結 合 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 、 前 記 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ は 、 ５ ～ ６ ０
個 、 特 に ５ ～ ２ ０ 個 、 好 ま し く は ５ ～ １ ５ 個 の ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 は 、 担 体 分 子 と 結 合 す る こ と を 許 容 す る 少 な く と も １ の 官 能 基
を 含 む べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 有 利 な こ と に 、 官 能 基 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の ヌ
ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト の ア ミ ン 官 能 基 で あ る か 、 又 は 同 種 二 機 能 性 又 は 異 種 二 機 能 性 試 薬 を
使 用 し て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ
ッ ト の 遊 離 ア ミ ン 官 能 基 を 反 応 さ せ る こ と か ら 得 ら れ る 。 該 試 薬 は 、 以 下 の 基 ： カ ル ボ ン
酸 の 活 性 化 エ ス テ ル 、 カ ル ボ ン 酸 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ ニ ル 、 ス ル
ホ ニ ル ・ ハ ラ イ ド 、 ア ル キ ル ハ ラ イ ド 、 ア ジ ド 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 、 無 水
物 、 ハ ロ ア セ ト ミ ド 、 マ レ イ ミ ド 、 及 び ス ル フ ヒ ド リ ル か ら 選 ば れ る 官 能 基 を 導 入 す る こ
と を 可 能 と す る 。 同 種 二 機 能 性 及 び 異 種 二 機 能 性 試 薬 並 び に そ の 使 用 は 、 「 Bioconjugati
on」 (chapters 5.3 to 5.6, M. Aslam & A. Dent, Macmillan, London, 1998)に お い て 記
載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 前 記 官 能 基 は 、 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ の ユ ニ
ッ ト の 遊 離 ア ミ ン 官 能 基 を 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ・ エ ス テ ル と 反 応 す る こ と か
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ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 官 能 基 は 以 下 の 基 ： マ レ イ ミ ド 、 カ ル ボ ン 酸 、 ハ ロ ア セ ト ア ミ
ド 、 ア ル キ ル ・ ハ ラ イ ド 、 ア ジ ド 、 ヒ ド ラ ジ ド 、 ア ル デ ヒ ド 、 ケ ト ン 、 ア ミ ノ 、 ス ル フ ヒ
ド リ ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 モ ノ ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 、 ジ ク ロ ロ ト リ ア
ジ ン 、 ア ジ リ ジ ン 、 ス ル ホ ニ ル ・ ハ ラ イ ド 、 酸 無 水 物 、 ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス
テ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス テ ル 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ヒ ド ラ ジ ド 、  ア
ジ ド ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ア ジ ド フ ェ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )-プ ロ プ リ オ ン
ア ミ ド (proprionamide)、 及 び グ リ オ キ サ ー ル 、 よ り 特 異 的 に 以 下 の 式 ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 (式 中 、 ｎ は ０ ～ ８ の 範 囲 で あ り 、 か つ ｐ は 、 ０ 又 は １ と 等 し く 、 そ し て Ａ ｒ は 、 １ ～
３ の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む ５ -又 は ６ 員 環 の 複 素 環 で あ り 、 場 合 に よ り ハ ロ ゲ ン 原 子 で 置 換 さ
れ る )
で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ る 。
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【 ０ ０ ２ ７ 】
　 有 利 な 態 様 に 従 っ て 、 官 能 基 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 及 び /又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 、 ス
ペ ー サ ー 腕 に よ り 結 合 さ れ る 。 該 ス ペ ー サ ー 腕 は 、 場 合 に よ り 、 １ 以 上 の 二 重 結 合 若 し く
は 三 重 結 合 を 含 み 、 及 び /又 は 場 合 に よ り １ 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 、 例 え ば 、 酸 素 、 窒 素 、 硫
黄 、 リ ン を 含 み 、 或 い は １ 以 上 の カ ル バ モ イ ル 若 し く は カ ル ボ キ サ ミ ド 基 を 含 む 直 鎖 又 は
分 枝 鎖 Ｃ 1 ～ Ｃ 2 0 ア ル キ レ ン 基 ； Ｃ 5 ～ Ｃ 8 シ ク ロ ア ル キ レ ン 基 ； 並 び に Ｃ 6 ～ Ｃ 1 4 ア リ ー レ
ン 基 か ら 選 ば れ る 二 価 有 機 ラ ジ カ ル か ら な る 。 こ こ で 、 前 記 ア ル キ レ ン 、 シ ク ロ ア ル キ レ
ン 、 ア リ ー レ ン 基 は 、 場 合 に よ り ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 又 は ス ル ホ ネ ー ト 基 で 置 換 さ れ る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 特 に 、 ス ペ ー サ ー 腕 は 、 以 下 の 基 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 (基 中 、 ｎ 1 及 び ｎ 2 は 、 ２ ～ ６ の 間 で あ る 。 )
で 表 さ れ る 。  
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 は 、 以 下 の 式 (Ｉ )：
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 [式 中 、
　 -Ａ は 、 以 下 の 基 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 {式 中 、
　 　 -　 点 線 は 、 １ ～ ３ 個 の 融 合 環 を 形 成 す る た め に 必 要 と さ れ る 炭 素 原 子 を 表 し 、 Ｒ 3 基
は 、 該 環 に 結 合 し ；
　 　 -　 Ｘ 及 び Ｙ は 、 各 々 Ｎ 、 Ｃ ＝ Ｏ 、 Ｏ 、 Ｓ 、 又 は Ｃ (Ｃ Ｈ 3 ) 2 を 表 し 、
　 　 -　 ｍ は 、 １ 、 ２ 、 ３ 、 又 は ４ の 値 を 有 し ；
　 　 -　 ｑ は 、 １ 、 ２ 、 又 は ３ の 値 を 有 し ；
　 　 -　 (Ｒ 3 ) q は 、 ｑ 個 の Ｒ 3 基 を 表 し 、 該 Ｒ 3 は そ れ ぞ れ が 同 一 で あ る か 又 は 異 な り う る
；
　 　 -　 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 基 は 、 同 一 で あ る か 異 な り 、 そ し て 水 素 ； -(Ｃ Ｈ 2 ) s -Ｚ 基 (基
中 、 -ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ が 、 Ｃ Ｈ 3 、 Ｓ Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ + Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ 3 で
あ り 、 こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る 通 り で あ る )、 上 で 定 義 さ れ る 官 能 基
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、 及 び 場 合 に よ り 上 で 定 義 さ れ る 官 能 基 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ・ ア ナ ロ グ か ら 選 ば れ る ｝ で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ ；
　 -Ｒ 4 は 、 Ｈ ； Ｏ Ｈ ； Ｃ Ｈ 3 ； Ｃ ｌ ； 及 び 以 下 の 式 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ 、 ア リ ル 位 に お け る 置 換 基 Ｒ 4 は 、 ポ リ エ チ レ ン 鎖 と 共 に 、 ４ ～
１ ４ 個 の 原 子 を 含 む １ ～ ３ の 融 合 環 を 形 成 し 、 該 環 は 、 飽 和 さ れ る か 又 は 不 飽 和 で あ り 、
該 環 は １ 以 上 の Ｏ 、 Ｎ 、 及 び Ｓ 原 子 を 含 む こ と が あ り 、 そ し て 場 合 に よ り オ キ ソ 基 で 置 換
さ れ う る ]
で 表 さ れ る 蛍 光 物 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 好 ま し い 蛍 光 物 質 は 、 以 下 の 式 (Ｉ Ｉ )及 び (Ｉ Ｉ Ｉ )：

10

20

30

(23) JP 2005-529219 A 2005.9.29



【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 (式 中 、
　 点 線 、 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 Ｒ 3 、 Ｒ 4 、 Ｘ 、 ｍ 、 及 び ｑ は 、 式 (Ｉ )に つ い て 上 で 定 義 さ れ る と お り
で あ る )に 一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 都 合 の 良 い こ と に 、 本 発 明 は 、 以 下 の 式 (Ｉ Ｖ )、 (Ｖ )、 (Ｖ Ｉ )、 又 は (Ｖ Ｉ Ｉ )：
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【 化 ７ 】
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【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 Ｒ 3 、 及 び Ｒ 5 は 、 同 一 で あ る か 又 は 異 な り 、 そ し て 、 水 素 ； -(Ｃ Ｈ

2 ) s -Ｚ 基 (基 中 、 -ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ が 、 Ｃ Ｈ 3 、 Ｓ Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ +

Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ 3 で あ り 、 こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る 通 り で あ る )； 上 で 定 義
さ れ る 通 り の 官 能 基 、 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ か
ら 選 ば れ る ｝ に お い て 表 さ れ る 蛍 光 物 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 別 の 好 ま し い 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 は 以 下 の 式 (VIII)：
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 [式 中 、
　 　 置 換 基 Ｒ 6 ～ Ｒ 1 2 は 、 以 下 ： 水 素 ； ハ ロ ゲ ン ； ア ル キ ル ； シ ク ロ ア ル キ ル ； ア リ ー ル ;
ア リ ー ル ア ル キ ル ;ア シ ル ;ス ル ホ ； 上 で 定 義 さ れ る 官 能 基 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く
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は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ・ ア ナ ロ グ か ら 選 ば れ る 。  ]で 表 さ れ る 蛍 光 物 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 別 の 蛍 光 物 質 は 、 以 下 の 式 (Ｉ Ｘ )：
【 化 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 ｛ 式 中 、 Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 Ｒ 3 、 Ｒ 4 、 Ｘ 、 Ｙ 、 ｍ 、 及 び ｑ は 、 上 で 定 義 さ れ た 通 り で あ る }に
一 致 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 特 に 好 ま し い 式 (Ｉ Ｘ )の 物 質 は 、 Ｘ 及 び Ｙ が Ｃ (Ｃ Ｈ 3 ) 2 基 を 表 す 物 質 で あ り 、 か つ
　 -Ｒ 1 及 び Ｒ 2 が 、 １ ～ ４ 個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル 又 は 以 下 の 式 の 基 を 表 し 、 少 な く
と も １ の Ｒ 1 及 び Ｒ 2 基 は 、 以 下 の 式 ：
【 化 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で 表 さ れ る 基 を 表 し 、
　 -　 Ｒ 4 が 、 水 素 を 表 し 、
　 -　 ｑ ＝ １ 、 ｍ ＝ ２ で あ り 、
　 -　 Ｒ 3 が 、 水 素 ； -(Ｃ Ｈ 2 ) s -Ｚ 基 (基 中 、 ｓ は ０ ～ ４ の 範 囲 で あ り 、 か つ Ｚ が 、 Ｃ Ｈ 3 、
Ｓ Ｏ 3 Ｈ 、 Ｏ Ｈ 、 又 は Ｎ + Ｒ 1 Ｒ 2 Ｒ 3 を 表 し 、 こ こ で Ｒ 1 、 Ｒ 2 、 及 び Ｒ 3 は 、 上 で 定 義 さ れ る
通 り で あ る )； 上 で 定 義 さ れ る 官 能 基 又 は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 若 し く は オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド ・ ア ナ ロ グ を 表 し ；
　 -Ｒ 4 が 、 Ｈ ； Ｏ Ｈ ； Ｃ Ｈ 3 ； Ｃ ｌ ； 及 び 以 下 の 式 ：
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【 化 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　 で 表 さ れ る 基 か ら 選 ば れ 、 ア リ ル 位 に お け る 置 換 基 Ｒ 4 が 、 ポ リ エ チ レ ン 鎖 と 共 に 、 ４
～ １ ４ 個 の 原 子 を 含 む １ ～ ３ の 融 合 環 を 形 成 し 、 該 環 は 、 飽 和 さ れ る か 又 は 不 飽 和 で あ り
、 該 環 は １ 以 上 の Ｏ 、 Ｎ 、 及 び Ｓ 原 子 を 含 む こ と が あ り 、 そ し て 場 合 に よ り オ キ ソ 基 で 置
換 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 都 合 の 良 い こ と に 、 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 は 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 直 接 又 は ス ペ ー
サ ー 腕 を 介 し て 共 有 結 合 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 該 ス ペ ー サ ー 腕 は 、 １ 以 上 の 二 重 結 合 又 は 三 重 結 合 及 び /又 は 場 合 に よ り １ 以 上 の ヘ テ
ロ 原 子 、 例 え ば 酸 素 、 窒 素 、 硫 黄 、 リ ン 、 又 は １ 以 上 カ ル バ モ イ ル 若 し く は カ ル ボ キ サ ミ
ド 基 を 場 合 に よ り 含 む 直 鎖 状 又 は 分 枝 鎖 状 の Ｃ 1 ～ Ｃ 2 0 ア ル キ レ ン 基 ； Ｃ 5 ～ Ｃ 8 シ ク ロ ア
ル キ レ ン 基 ； 及 び Ｃ 6 ～ Ｃ 1 4  ア リ ー レ ン 基 か ら 選 ば れ る 二 価 有 機 ラ ジ カ ル か ら な り 、 前 記
ア ル キ レ ン 、 シ ク ロ ア ル キ レ ン 又 は ア リ ー レ ン 基 は 、 ア ル キ ル 、 ア リ ー ル 、 又 は ス ル ホ ネ
ー ト 基 で 場 合 に よ り 置 換 さ れ る か 、 又 は 以 下 の 基 ：
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【 化 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[基 中 、 ｎ 1 及 び ｎ 2 は ２ ～ ６ の 間 で あ る 。 ]
か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 次 の 態 様 に 従 っ て 、 本 発 明 は 、 担 体 分 子 に 共 有 結 合 さ れ る 、 上 で 定 義 さ れ る 物 質 か ら な
る 蛍 光 抱 合 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 都 合 の 良 い 抱 合 体 は 、 担 体 分 子 あ た り の 蛍 光 物 質 の モ ル 数 と し て 定 義 さ れ る
　 終 モ ル 比 は 、 ０ よ り 大 き く １ ０ ０ 未 満 、 好 ま し く は ２ ０ 未 満 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 担 体 分 子 は 、 例 え ば 抗 体 、 抗 原 、 細 胞 内 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 細 胞 間 メ ッ セ ン ジ ャ ー 、 タ ン
パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 ハ プ テ ン 、 レ ク チ ン 、 ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 ト
キ シ ン 、 炭 水 化 物 、 オ リ ゴ 糖 、 多 糖 、 核 酸 、 ホ ル モ ン 、 ビ タ ミ ン 、 薬 用 製 品 、 ポ リ マ ー 、
ポ リ マ ー 製 粒 子 、 ガ ラ ス 、 ガ ラ ス 粒 子 、 又 は ガ ラ ス 若 し く は ポ リ マ ー か ら 作 ら れ る 表 面 で
あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 の 使 用 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア の 凝 集 体 を 実 質 的 に 示 さ な い 抱 合 体
を 生 産 す る こ と を 可 能 に す る 。 結 果 と し て 、 フ ル オ ロ フ ォ ア の 量 子 収 量 は 、 終 モ ル 収 量 (
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担 体 分 子 あ た り の 蛍 光 物 質 の モ ル 数 )が 増 加 す る と き で さ え も 、 担 体 分 子 へ 結 合 し た 後 に
お い て も ほ ぼ 完 全 に 保 存 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 こ の こ と に よ り 、 こ れ ら の 抱 合 体 は 、 非 照 射 性 エ ネ ル ギ ー 転 移 (HTRF型 )を 使 用 す る 蛍 光
シ ス テ ム に お け る 使 用 に と て も 有 利 に な る 。 担 体 分 子 あ た り の フ ル オ ロ フ ォ ア の 数 、 フ ル
オ ロ フ ォ ア の 量 子 収 量 及 び 分 子 吸 光 係 数 が 、 こ れ ら の シ ス テ ム の 感 受 性 の 主 要 な 判 定 基 準
で あ る 場 合 、 該 抱 合 体 は 、 蛍 光 に よ る 慣 用 の 検 出 技 術 よ り か な り 有 利 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 は そ れ ゆ え 、 特 に 医 薬 生 成 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 、 蛍 光 に よ り 、 分 析
物 を 含 む 媒 体 中 の 該 分 析 物 を 検 出 及 び /又 は 測 定 す る こ と 、 又 は 生 体 分 子 間 の 相 互 作 用 を
検 出 す る こ と ； 又 は 生 理 活 性 、 例 え ば ： 酵 素 活 性 、 膜 結 合 受 容 体 の 活 性 化 、 遺 伝 子 の 転 写
、 膜 輸 送 、 若 し く は 膜 分 極 の 変 動 な ど を 測 定 す る こ と を 目 的 と し て 、 上 で 定 義 さ れ る 蛍 光
物 質 又 は 蛍 光 抱 合 体 を 、 蛍 光 ト レ ー サ ー と し て 使 用 す る こ と に 関 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 抱 合 体 は 、 特 に 蛍 光 顕 微 鏡 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 蛍 光 偏 向 、 又
は 蛍 光 相 関 に お い て 蛍 光 化 合 物 の ド ナ ー の 存 在 下 で 蛍 光 化 合 物 の 受 容 体 と し て 使 用 さ れ う
る か 、 蛍 光 化 合 物 の 受 容 体 の 存 在 下 で 蛍 光 化 合 物 の ド ナ ー と し て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 該 抱 合 体 は 、 in vivoに お け る 光 学 イ メ ー ジ ン グ の コ ン ト ラ ス ト 剤 と し て 、 都 合 よ く 使
用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 対 象 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア に 結 合 す る 担 体 分 子 の 表 面 で 、 凝 集 現 象 を 低 減 す る た
め の 方 法 で あ り 、 上 で 定 義 さ れ る 蛍 光 物 質 が 、 上 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 変 わ り に 使 用 さ れ る
と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 最 終 的 に 、 本 発 明 の 対 象 は 、 担 体 分 子 に 結 合 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 量 子 収 量 を 増 加 す る
方 法 で あ り 、 上 で 定 義 さ れ る 蛍 光 物 質 が 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と し て 使 用 さ れ る と い う 点 で 特
徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る よ う に 、 「 官 能 性 を 持 た せ た 」 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ド を 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と カ ッ プ リ ン グ す る こ と に よ り 調 製 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 記 載 に お い て 、 「 官 能 性 を 持 た せ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 少 な く と も
１ の 化 学 的 に 反 応 性 の あ る 官 能 基 、 又 は 化 学 基 (た と え ば 蛍 光 基 )を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド を 意 味 す る こ と を 企 図 さ れ 、 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド は 、 天 然 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に お い
て は 存 在 せ ず 、 か つ 化 学 的 に 反 応 性 の 官 能 基 又 は 化 学 基 を 有 す る 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド
又 は 非 ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト 取 り 込 む こ と か ら も た ら さ れ る 。 該 化 学 的 に 反 応 性 の 官 能
基 は 、 と り わ け 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 又 は 改 変 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 抱 合 体 の 合 成
を 行 う こ と を 可 能 に す る 。 「 化 学 的 に 反 応 性 が あ る 官 能 基 」 、 「 改 変 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド
」 、 「 非 ヌ ク レ オ チ ド ・ ユ ニ ッ ト 」 、 及 び 「 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 抱 合 体 」 と い う 用 語 は 、
例 え ば J. Goodchild に よ る 総 説 [Conjugates of oligonucleotides and modified oligon
ucleotides: A review of their synthesis and properties. Bioconjugate chemistry, 
(1990) 1 (3), 77-99]で 記 載 さ れ る 意 味 に お い て 理 解 さ れ る 。 「 天 然 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
」 と い う 用 語 は 、 核 酸 に お い て 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド ユ ニ ッ ト の 列 に よ っ て 形 成 さ れ る ポ
リ ヌ ク レ オ チ ド を 指 す [Abbreviations and symbols for the description of conformati
ons of polynucleotide chains. Eur. J. Biochem. (1983) 131,9-15]。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 以 下 の 例 は 、 本 発 明 を 非 制 限 的 な 様 式 で 例 示 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
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　 以 下 の 略 語 が 使 用 さ れ る ：
　 Ｄ Ｔ Ｔ ： ジ チ オ ス レ イ ト ー ル
　 Ｄ Ｓ Ｓ ： Ｎ -(ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )ス ベ レ ー ト
　 Ｇ Ｓ Ｔ ： グ ル タ チ オ ン ・ Ｓ -ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
　 Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ ： ３ -［ Ｎ -モ ル フ ォ リ ノ ］ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸
　 Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ ： Ｎ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル -３ -(２ -ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ネ ー ト
　 Ｓ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ ： ４ -(Ｎ -マ レ イ ミ ド メ チ ル )シ ク ロ ヘ キ サ ン -ｌ -カ ル ボ ン 酸 の ３ -ス ル ホ -Ｎ
-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス テ ル
　 Ｔ Ｅ Ａ Ｂ ： ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ・ ビ カ ル ボ ネ ー ト
　 Ｔ Ｅ Ａ 　 Ａ ｃ ： １ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル を 含 む ト リ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム ・ ア セ テ ー ト
【 ０ ０ ５ １ 】
　

　 該 実 施 例 は 、 ５ ’ 末 端 で 、 非 ス ル ホ ン 化 Ｃ Ｙ ５ な ど の サ イ ア ニ ン 分 子 で 官 能 性 を 与 え ら
れ 、 ３ '末 端 で 、 関 心 の 生 物 分 子 を 標 識 す る た め に 使 用 さ れ う る ア ミ ン 基 を 有 す る 腕 で 官
能 性 を 与 え ら れ る Ｔ 5 、 Ｔ 1 0 、 又 は Ｔ 1 5 配 列 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 を 記 述 す る 。 実
施 例 に つ い て の Ｃ Ｙ １ ５ -Ｔ １ ０ へ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 の 一 般 的 な 構 造 は 、 5 ' (Ｃ Ｙ ５ -Ｔ
Ｔ Ｔ 　 Ｔ Ｔ Ｔ 　 Ｔ Ｔ Ｔ 　 Ｔ -ヘ キ シ ル ア ミ ン ) 3 ’ に よ り 表 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 ヘ キ シ ル ア ミ ン 」 と い う 用 語 は 、 ６ 個 の 炭 素 原 子 か ら 構 成 さ れ 、 置 換 さ れ 、 か つ ア ミ
ン 官 能 基 を 有 し う る 腕 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 ２ -ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -６ -ア ミ ノ ヘ キ サ ノ ー ル 腕 は 、 ３ '末 端 に 位 置
す る ヌ ク レ オ チ ド の ３ ’ 位 に お け る 水 酸 基 と 、 腕 の ２ -ヒ ド ロ キ シ メ チ ル と の 間 で 形 成 さ
れ る リ ン 酸 架 橋 を 介 し て 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 に 慣 用 的 に 使 用 さ れ る Ｃ Ｐ Ｇ (制 御 孔 ガ ラ ス (Controlled por
e glass)の 固 体 支 持 体 が 使 用 さ れ る 。 そ う し た 支 持 体 は 、 「 官 能 性 を あ た え ら れ た 」 と い
わ れ る 。 な ぜ な ら 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 最 後 の 脱 保 護 の 後 で 、 脂 肪 性 の 第 一 ア ミ ン 官 能
基 を 放 出 す る こ と が 出 来 る 保 護 ア ミ ン 官 能 基 を 有 す る 化 学 構 造 が 、 Ｃ Ｐ Ｇ 上 に 繋 が れ る か
ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 市 販 の チ ミ ジ ン の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 誘 導 体 を 、 Ｔ 1 5 の 配 列 を 合 成 す る た め に 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ５ ’ 位 に 、 サ イ ア ニ ン (Ｃ Ｙ ５ )な ど の 蛍 光 マ ー カ ー を 直 接 導 入 す
る こ と が で き る 、 市 販 の 非 ス ル ホ ン 化 サ イ ア ニ ン の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 誘 導 体 を 使 用 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 該 合 成 を 、 自 動 Ｄ Ｎ Ａ 合 成 機 (Applied Biosystems type 392)を 製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ
て 使 用 し て 行 う 。 ２ -Ｏ -ジ メ ト キ シ ト リ チ ル -６ -フ ル オ レ ニ ル ・ メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ
ノ ヘ キ サ ン -１ -ス ク シ ノ イ ル -長 鎖 ア ル キ ル ア ミ ノ -Ｃ Ｐ Ｇ 誘 導 体 を 繋 が れ た 固 体 支 持 体 (
Ｃ Ｐ Ｇ )(１ μ ｍ ｏ ｌ )を 合 成 機 に 設 置 し 、 チ ミ ジ ン の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 誘 導 体 を 使 用 し て
、 １ ５ サ イ ク ル の 合 成 を 行 い 、 そ し て 次 に 非 ス ル ホ ン 化 サ イ ア ニ ン (Ｃ Ｙ ５ )の ホ ス ホ ラ ミ
ダ イ ト 誘 導 体 を 使 用 し て １ 回 の カ ッ プ リ ン グ サ イ ク ル を 行 う こ と に よ り 、 Ｔ １ ５ の 配 列 を
合 成 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 該 合 成 の 終 わ り に お い て 、 製 品 プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 カ ラ ム を ア ン モ ニ ア 処 理 し (約 ２
ｍ ｌ の ２ ８ ％ ア ン モ ニ ア 水 )、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と Ｃ Ｐ Ｇ 支 持 体 と の 間 の 結 合 を 分 解 す
る こ と を 可 能 に し た 。 放 出 さ れ た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 集 め た フ ラ ス コ を 密 閉 し 、 ５ ０ ～
５ ５ ℃ で 二 時 間 維 持 し 、 そ し て 次 に 室 温 に 戻 し た 。 フ ラ ス コ の 内 容 物 (２ ｍ ｌ )を 次 に ５ ｍ
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Ｉ /抱 合 体 の 合 成
実 施 例 １ ： Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ０ へ キ シ ル ア ミ ン 、 及 び Ｃ Ｙ ５ -
Ｔ ５ へ キ シ ル ア ミ ン の 合 成



ｌ ポ リ プ ロ ピ レ ン ・ チ ュ ー ブ 移 し 、 そ し て 次 に 、 ス ピ ー ド -ｖ ａ ｃ (ｓ ｐ ｅ ｅ ｄ -ｖ ａ ｃ )を
使 用 し て 吸 引 下 で 蒸 発 さ せ て 乾 燥 さ せ た 。 残 渣 を 次 に ５ ０ ０ μ ｌ の １ ０ ｍ M・ Ｔ Ｅ Ａ Ｂ で
溶 解 し た 。 得 ら れ た 溶 液 は 、 「 粗 製 」 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 主 に 所 望 の 5 ’ (Ｃ Ｙ ５ -(Ｔ
) 1 5 -２ -オ キ シ メ チ ル -６ -ア ミ ノ ヘ キ サ ノ ー ル ) 3 ’ を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 リ ク ロ ス フ ァ ー (LiChrospher)Ｒ Ｐ -１ ８ ｅ ・ ２ ５ ０ -１ ０ ・ (１ ０ μ )カ ラ ム (Ｍ ｅ ｒ ｃ ｋ
)上 で 、 水 性 Ｔ Ｅ Ａ Ａ ｃ 中 の ア セ ト ニ ト リ ル 勾 配 (緩 衝 液 Ａ ： ２ ５ ｍ Ｍ ・ Ｔ Ｅ Ａ Ａ Ｃ 中 の ５
％ ア セ ト ニ ト リ ル 、 緩 衝 液 Ｂ ： ２ ５ ｍ Ｍ ・ Ｔ Ｅ Ａ Ａ ｃ 中 の ５ ０ ％ ア セ ト ニ ト リ ル ； 流 速 ５
ｍ ｌ /分 、 ２ ０ 分 間 に お け る １ ０ ％ Ｂ か ら ２ ０ ％ Ｂ へ の 直 線 的 勾 配 、 及 び １ ０ 分 間 に お け
る ２ ０ ％ か ら １ ０ ０ ％ の 直 線 的 勾 配 )を 使 用 し て 、 Ｈ Ｐ Ｌ Ｃ 精 製 を し た 後 に 、 5 ’ (Ｃ Ｙ ５ -
(Ｔ ) 1 5 -２ -オ キ シ メ チ ル -６ -ア ミ ノ ヘ キ サ ノ ー ル ) 3 ’ 化 合 物 を 得 た 。 不 完 全 で あ り 、 か つ
Ｃ Ｙ ５ を 含 ま な い 配 列 は 、 ２ ０ 分 あ た り で 溶 出 し 、 所 望 の 配 列 5 ’ (Ｃ Ｙ ５ -(Ｔ ) 1 5 -２ -オ
キ シ メ チ ル -６ -ア ミ ノ ヘ キ サ ノ ー ル ) 3 ’ を 含 む 分 画 は 、 ２ ８ 分 あ た り で 収 集 さ れ た (こ れ
ら の 分 画 は 、 Ｃ Ｙ ５ 基 の 存 在 の た め 青 色 で あ っ た 。 )
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 所 望 の 配 列 を 含 む 分 画 を 貯 め 、 そ し て ス ピ ー ド -vacを 使 用 し て 蒸 発 さ せ て 乾 燥 さ せ た 。
残 渣 を 純 水 で 溶 解 し た 。 該 溶 液 の 希 釈 液 に あ て ら れ た Ｕ Ｖ /可 視 光 ス ペ ク ト ル (２ １ ０ ｎ ｍ
～ ７ ５ ０ ｎ ｍ )は 、 ２ ６ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 に よ っ て オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の 濃 度 を 決 定 す る
こ と を 可 能 と し 、 そ し て そ の ６ ５ ０ ｎ ｍ で の 吸 光 度 に よ り サ イ ア ニ ン 基 (Ｃ Ｙ ５ )の 存 在 を
特 徴 付 け る こ と を 可 能 と し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ０ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 及 び Ｃ Ｙ ５ -Ｔ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン の 化 合 物 は 、 自 動 合 成
機 に お け る 合 成 サ イ ク ル 数 を 変 え る こ と に よ り 、 同 様 に 合 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　

　 実 施 例 １ か ら 得 ら れ た Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン を 、 ２ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｐ Ｏ 4 緩 衝 液 で
溶 解 し 、 ｐ Ｈ を ８ に 調 節 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 Ｓ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ の ２ ５ ０ 当 量 を 、 得 ら れ た 溶 液 に 添 加 し た 。 反 応 混 合 液 を 攪 拌 し な が ら ３ ０
分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 以 後 で Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -マ レ イ ミ ド と 呼 ば れ る (以 後 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ (ｍ ａ ｌ )と 名 付 け ら れ
る )Ｓ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ で 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 は 、 ２ ｍ Ｍ ・ Ｅ Ｄ Ｔ
Ａ 、 ｐ Ｈ ７ を 含 む １ ０ ｍ Ｍ ・ Ｐ Ｏ 4 緩 衝 液 中 の Ｈ Ｒ １ ０ ／ ３ ０ Ｇ ２ ５ (Ｓ Ｆ )カ ラ ム で 精 製
さ れ た 。 精 製 を ６ ０ ｍ ｌ /ｈ で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -マ レ イ ミ ド 溶 液 を 、 ス ピ ー ド -ｖ ａ ｃ で 蒸 発 す る こ と に よ り 濃 縮 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 同 じ 手 順 を 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ０ -ヘ キ シ ル ア ミ ン に つ い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 の 活 性 化 の た め に 、 Ｓ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ の １ ５ ０ 当 量 の み を
使 用 し た 。 Ｈ Ｒ １ ０ /３ ０ カ ラ ム で の 更 な る 精 製 ス テ ッ プ が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　

　 実 施 例 １ で 得 ら れ た Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 を 、 １ ０ μ ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ ・
Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 (ｐ Ｈ ７ .６ )及 び ５ μ ｌ の ア セ ト ニ ト リ ル で 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 Ｄ Ｓ Ｓ (Ｄ Ｍ Ｆ 中 で ３ ５ ｍ ｇ /ｍ ｌ )の １ ５ ０ 当 量 を 、 得 ら れ た 溶 液 に 加 え た 。
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実 施 例 ２ ： Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ に よ る Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル -ア ミ ン 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ０ -ヘ キ シ ル
ア ミ ン 、 及 び Ｃ Ｙ ５ -Ｔ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 の ３ ’ 位 の 活 性 化

実 施 例 ３ ： Ｄ Ｓ Ｓ (Ｎ -(ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル ・ ス ベ レ ー ト )に よ る ３ 位 に お け る Ｃ Ｙ ５ -
Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン の 活 性 化



【 ０ ０ ７ ０ 】
　 反 応 混 合 液 を 攪 拌 し な が ら ４ ℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 以 後 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -Ｎ Ｈ Ｓ と 呼 ば れ る 、 Ｄ Ｓ Ｓ で 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル
ア ミ ン 化 合 物 を 、 ５ ｍ Ｍ ・ Ｍ Ｏ Ｐ Ｓ 緩 衝 液 ｐ Ｈ ６ .５ に お い て Ｎ Ａ Ｐ ５ Ｇ ２ ５ (Ｓ Ｆ )カ ラ
ム 上 で 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -Ｎ Ｈ Ｓ 化 合 物 を 、 次 に ブ タ ノ ー ル で の 数 回 の 精 製 並 び に 遠 心 に よ り 濃 縮
し た 。 ペ レ ッ ト を 水 で 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ０ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 及 び Ｃ Ｙ ５ -Ｔ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 を 活 性 化 す る た
め に 同 様 の 手 順 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　

　
　 ０ .１ Ｍ 炭 酸 塩 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ９ 中 の Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 (CIS bio international, France) 
を 、 ８ 当 量 の Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ を 室 温 で ３ ０ 分 間 攪 拌 し な が ら 加 え 、 そ し て 次 に 終 濃 度 ２ ０ ｍ Ｍ の
Ｄ Ｔ Ｔ を 攪 拌 せ ず に 室 温 で １ ５ 分 間 で 加 え る こ と に よ り 活 性 化 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 ０ .１ Ｍ ・ Ｐ Ｏ 4 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ 中 の Ｈ Ｒ １ ０ /１ ０ Ｇ ２ ５ (Ｓ Ｆ )カ ラ ム で 精 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 そ う し て 活 性 化 さ れ た 抗 体 を 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -マ レ イ ミ ド /抗 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ の 開 始 モ ル
比 ７ .６ で 、 実 施 例 ２ で 得 た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -マ レ イ ミ ド と 混 合 し た 。
該 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 ４ ℃ で １ ８ ～ ２ ０ 時 間 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 カ ッ プ リ ン グ の 間 に お け る 抗 体 濃 度 は 、 ０ .５ ｍ ｇ /ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　
　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 は 、 ５ ｍ Ｍ の 濃 度 で Ｄ Ｔ Ｔ を 添 加 す る こ と に よ っ て の み 活 性 化 さ れ る 。
上 記 バ ッ チ ０ ２ Ｂ と 同 様 の 手 順 を 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -マ レ イ ミ ド /抗 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ の 開 始 モ
ル 比 １ ０ .８ で 行 っ た 。
　 カ ッ プ リ ン グ の 間 の 抗 体 濃 度 は 、 こ の 場 合 、 ０ .６ ８ ｍ ｇ /ｍ ｌ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　
　 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ ５ -マ レ イ ミ ド /抗 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ の 開 始 モ ル 比 ８ で 、 上 記 バ ッ チ ０ ２ Ｂ と 同 様
の 手 順 を 行 っ た 。
　 カ ッ プ リ ン グ の 間 の 抗 体 濃 度 は 、 ０ .９ ｍ ｇ /ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　
　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ １ (ｍ ａ ｌ )と 同 様 の 手 順 を 行 っ た 。
　 カ ッ プ リ ン グ 生 成 物 を 、 ６ ０ ｍ ｌ /ｈ で Ｈ Ｒ １ ０ /３ ０ ス ペ ル デ ッ ク ス (superdex)２ ０ ０
カ ラ ム 上 で 生 成 し た 。
　 溶 出 緩 衝 液 は 、 ０ .１ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ で あ っ た 。
　 ダ イ オ ー ド ・ ア レ イ 検 出 器 を 使 用 し て 精 製 を 行 っ た (様 々 な 波 長 で 行 っ た )。
【 ０ ０ ８ １ 】
　

　
　 ０ .１ Ｍ 炭 酸 塩 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ９ 中 の Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 を 、 実 施 例 ３ 中 で 得 ら れ た Ｃ Ｙ ５ -Ｔ
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実 施 例 ４ ： Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ で 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｙ ５ -(Ｔ ) n -ヘ キ シ ル ア ミ ン 　 － 　 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 (
Ｇ Ｓ Ｓ １ １ )抱 合 体 の 調 製

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ (Ｂ ａ ｔ ｃ ｈ )０ ２ Ｂ (ｍ ａ ｌ )：

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ ３ (ｍ ａ ｌ )：

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ １ (ｍ ａ ｌ )：

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ０ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ １ (ｍ ａ ｌ )：

実 施 例 ５ ： Ｄ Ｓ Ｓ で 活 性 化 さ れ た Ｃ Ｙ ５ -(Ｔ )ｎ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 　 － 　 抗 Ｇ Ｓ Ｔ 抗 体 (
Ｇ Ｓ Ｓ １ １ )抱 合 体 の 調 製

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ １ (Ｎ Ｈ Ｓ )：



１ ５ -Ｎ Ｈ Ｓ 溶 液 と 混 合 す る 。 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -Ｎ Ｈ Ｓ /抗 体 の 開 始 モ ル 比 は ８ で あ っ た 。 カ
ッ プ リ ン グ の 間 に お け る 抗 体 濃 度 は 、 ３ .３ ｍ ｇ /ｍ ｌ で あ る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 室
温 で 攪 拌 せ ず に ３ ０ 分 間 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　
　 プ ロ ト コ ル は 、 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ １ Ｎ Ｈ Ｓ と 同 じ で あ り 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ
１ ５ -Ｎ Ｈ Ｓ /抗 体 の 開 始 モ ル 比 は １ ２ で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 室 温 で 攪 拌 し な
が ら ２ 時 間 ３ ０ 分 間 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 生 成 物 を 、 Ｈ Ｒ １ ０ /３ ０ ス ペ ル デ ッ ク ス ２ ０ ０ カ ラ ム 上 で 、 ６ ０ ｍ ｌ /ｈ
で 精 製 し た 。 溶 出 緩 衝 液 は 、 ０ .１ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 精 製 を ダ イ オ ー ド ・ ア レ イ 検 出 器 を 使 用 し て 行 っ た (様 々 な 波 長 で 行 っ た )。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　
　 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ま な い 抱 合 体 は 、 本 発 明 に 従 っ た 抱 合 体 の 利 点 を 示 す た め に 参
照 化 合 物 と し て 貢 献 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ス ル ホ ン 化 サ イ ア ニ ン が こ こ で 使 用 さ れ る 。 前 述 の 例 に お い て 使 用 さ れ る 非 ス ル ホ ン 化
サ イ ア ニ ン は 使 用 さ れ な い 。 な ぜ な ら 、 後 者 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 結 合 さ れ な い 場 合 、
後 者 の 量 子 収 量 は 、 実 質 的 に ０ で あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　  
　 ス ル ホ ン 化 サ イ ア ニ ン (Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ )モ ノ Ｎ Ｈ Ｓ を 、 ０ .１ Ｍ 炭 酸 塩 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ９ 中
の Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 に 添 加 し た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ /抗 体 の 開 始 モ ル 比 は ４ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 攪 拌 し な が ら 室 温 で １ 時 間 で あ り 、 カ ッ プ リ ン グ の 間 に お け る
抗 体 濃 度 は 、 ５ .２ ｍ ｇ /ｍ ｌ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 精 製 は 、 ０ .１ Ｍ リ ン 酸 緩 衝 液 ｐ Ｈ ７ に お い て 、 Ｈ Ｒ １ ０ /１ ０ Ｇ ２ ５ (Ｓ Ｆ )カ ラ ム 上 で
行 わ れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　
　 プ ロ ト コ ル は 、 上 記 バ ッ チ Ｍ ５ と 同 じ で あ る が 、 Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ /抗 体 の 開 始 モ ル 比 が １
０ で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　
　 プ ロ ト コ ル は 、 上 記 バ ッ チ Ｍ ５ )同 じ で あ る が 、 Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ /抗 体 の 開 始 モ ル 比 が ２ ０
で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　
　 Ｃ ｙ ５ -Ａ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン は 、 ア デ ノ シ ン の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 誘 導 体 を 、 チ ミ ジ ン
の ホ ス ホ ラ ミ ダ イ ト 誘 導 体 の 代 わ り に 使 用 す る こ と に よ り 、 実 施 例 １ に お い て Ｃ Ｙ ５ -Ｔ
１ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン に 記 載 さ れ る 手 順 と 同 様 の 手 順 に 従 っ て 獲 得 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 ２ '-モ ノ ス ク シ ニ ル ア デ ノ シ ン 　 ３ ',５ '-サ イ ク リ ッ ク ・ モ ノ ホ ス フ ェ ー ト (ｃ Ａ Ｍ Ｐ -
ｓ ｕ ｃ ｃ -Ｎ Ｈ Ｓ )の Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド ・ エ ス テ ル の 合 成 を 以 下 の と お り に 行
っ た ：
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Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ バ ッ チ ０ ２ 　 (Ｎ Ｈ Ｓ ):

実 施 例 ６ ： Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ -Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抱 合 体 の 合 成

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ 　 バ ッ チ Ｍ ５ ：

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ バ ッ チ Ｍ ６ :

Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ バ ッ チ Ｍ ７ ：

実 施 例 ７ ： Ｃ Ｙ ５ -Ａ １ ５ -ｃ Ａ Ｍ Ｐ 抱 合 体 の 調 製



　 ２ ｍ ｇ (３ .９ μ ｍ ｏ ｌ )の ２ '-モ ノ ス ク シ ニ ル ア デ ノ シ ン ・ ３ ',５ '-サ イ ク リ ッ ク ・ モ
ノ ホ ス フ ェ ー ト (ナ ト リ ウ ム 塩 、 Sigma #M9631)を 、 エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー ブ 内 で １ ５ μ ｌ
の Ｎ -ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (無 水 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 で １ ３ .３ ｍ ｇ /ｍ ｌ )の 溶 液 中 に 懸 濁 し
た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 ３ ５ μ ｌ の (１ -(３ -ジ ミ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )-３ エ チ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ・ ヒ ド ロ ク ロ
リ ド (無 水 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 中 に ２ ０ ０ ｍ ｇ /ｍ ｌ )溶 液 を 、 次 に 反 応 体 積 に 加 え て 、 そ し て 室 温 で
振 盪 機 上 に 設 置 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ９ ０ 分 間 の 反 応 後 、 反 応 混 合 液 を 、 Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ｑ ｓ １ ６ ０ μ ｌ で 希 釈 し 、 そ の 結 果 [ｃ Ａ
Ｍ Ｐ -ｓ ｕ ｃ ｃ -Ｎ Ｈ Ｓ ]＝ ２ ３ ｎ ｍ ｏ ｌ /μ ｌ を 得 、 そ れ を 抱 合 体 の 合 成 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 Ｈ 2 Ｏ 中 に 溶 解 し た ｃ Ａ Ｍ Ｐ -ｓ ｕ ｃ ｃ -Ｎ Ｈ Ｓ を 、 １ ０ ｍ Ｍ の Ｔ Ｅ Ａ Ｂ 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ８ .
５ 中 の Ｃ Ｙ ５ -Ａ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン の 溶 液 と 混 合 し た 。 カ ッ プ リ ン グ 反 応 の 間 、 ｃ Ａ Ｍ
Ｐ -Ｎ Ｈ Ｓ ／ Ｃ Ｙ ５ -Ａ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン の モ ル 比 は ２ ０ で あ っ た 。 カ ッ プ リ ン グ 中 の
ｃ Ａ Ｍ Ｐ の 濃 度 は 、 ５ μ ｍ ｏ ｌ ／ ｍ ｌ で あ っ た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 、 攪 拌 し な が ら 室
温 で ２ 時 間 ３ ０ 分 間 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 精 製 は 、 ０ .１ Ｍ  Ｐ Ｏ ４ 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ ７ 中 の Ｎ ａ ｐ ５ (Ｇ ２ ５ )上 で デ サ リ フ ィ ケ ー シ ョ
ン (desalification)を 使 用 し て 、 行 わ れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　
　
　 量 子 収 量 は 、 蛍 光 物 質 が 受 け た エ ネ ル ギ ー を 放 出 す る 際 の 蛍 光 物 質 の 効 率 を 示 す 。 量 子
収 量 が 高 け れ ば 高 い ほ ど 、 蛍 光 物 質 の 効 率 が 高 く な る 。 該 量 子 収 量 が 蛍 光 光 度 計 を 使 用 し
て 計 測 さ れ る 。 励 起 は 、 ６ ０ ０ ｎ ｍ で 起 こ り 、 蛍 光 は 、 ６ １ ５ ～ ７ ５ ０ ｎ ｍ で 計 測 さ れ た
。 得 ら れ た 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 領 域 は 、 計 算 さ れ 、 そ し て 量 子 収 量 を 決 定 す る た め に 使 用 さ
れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 終 モ ル 比 (Ｆ Ｍ Ｒ )は 、 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 数 を 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 蛍 光 物 質 の 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 Ｏ Ｄ ｍ ａ ｘ ／ Ｏ Ｄ ６ ０ ４ ｎ ｍ 比 を 計 算 す る こ と を 可 能 に
し た 。 該 比 は 、 標 識 タ ン パ ク 質 、 例 え ば Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン な ど の 表
面 上 で の 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 例 え ば Ｃ Ｙ ５ の お こ り う る 凝 集 現 象 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 量 子 収 量 及 び Ｏ Ｄ ｍ ａ ｘ ／ Ｏ Ｄ ６ ０ ４ ｎ ｍ 比 を 前 記 実 施 例 に 従 っ て 合 成 さ れ た 様 々 な 化
合 物 に つ い て 決 定 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ８ .１ ／  以 下 の 表 １ に お い て 与 え ら れ る 結 果 は 、 上 記 実 施 例 に お い て 調 製 さ れ る (オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 ま な い )参 照 抱 合 体 に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】

10

20

30

40

(35) JP 2005-529219 A 2005.9.29

II-光 物 理 学 的 性 質
実 施 例 ８ ： 量 子 収 量 及 び Ｏ Ｄ max／ Ｏ Ｄ ６ ０ ４ ｎ ｍ 比 の 比 較



【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ５ 】
　 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 ス ル ホ ン 化 サ イ ア ニ ン 、 つ ま り Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ を Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 と
結 合 さ せ る こ と は 、 Ｏ Ｄ ｍ ａ ｘ ／ Ｏ Ｄ ６ ０ ４ ｎ ｍ 比 の 減 少 に よ っ て 示 さ れ る よ う に 、 特 に
抗 体 表 面 で の Ｃ Ｙ ５ の 凝 集 現 象 を 付 随 す る 量 子 収 量 の 低 下 を 導 く と い う こ と を 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 抗 体 分 子 あ た り の Ｃ Ｙ ５ 分 子 数 (Ｆ Ｍ Ｒ )が 増 加 す る と 、 量 子 収 量 が 低 減 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 ８ .２ ／ 以 下 の 表 ２ に 与 え ら れ る 結 果 は 、 実 施 例 ４ 及 び ５ に お い て 調 製 さ れ た 抱 合 体 に
関 す る 。 参 照 と し て 使 用 さ れ る Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ０ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 、 及 び Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ
シ ル ア ミ ン 化 合 物 は 、 実 施 例 １ に お い て 記 載 さ れ る よ う に 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 発 明 に 従 っ て Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 を 、 蛍 光 物 質 と 結 合 す る と き 、 Ｆ Ｍ Ｒ ｓ の 増 加 に 関 し 、
参 照 抱 合 体 と 比 較 し て 量 子 収 量 及 び Ｏ Ｄ ｍ ａ ｘ ／ Ｏ Ｄ ６ ０ ４ ｎ ｍ 比 の か な り 小 さ い 減 少 が
観 測 さ れ る 。 こ の こ と は 明 ら か に 、 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 が 、 標 識 タ ン パ ク 質 (こ こ で
は Ｇ Ｓ Ｓ １ １ 抗 体 )の 表 面 で の 凝 集 を 減 じ る と い う 完 全 に 予 期 し な い 性 質 を 示 す と い う こ
と を 示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 さ ら に 、 得 ら れ た 結 果 は 、 Ｃ Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン 化 合 物 の 活 性 化 方 法 (Ｄ Ｓ Ｓ
又 は Ｓ Ｓ Ｍ Ｃ Ｃ )と 無 関 係 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ８ .３ ／ 　 以 下 の 表 ３ に お い て 与 え ら れ た 結 果 は 、 実 施 例 ７ に お い て 調 製 さ れ る 生 成 物
に 関 す る 。 参 照 と し て 使 用 さ れ る Ｃ Ｙ ５ -Ａ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン は 、 実 施 例 １ に お い て Ｃ
Ｙ ５ -Ｔ １ ５ -ヘ キ シ ル ア ミ ン に つ い て 記 載 さ れ る 手 順 に 従 っ て 調 製 さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
　 上 の 結 果 は 、 蛍 光 物 質 の 蛍 光 量 子 収 量 が 、 サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ に 結 合 後 わ ず か に 増 加 す
る と い う こ と を 示 す 。 こ う し て 作 ら れ た 抱 合 体 は 、 凝 集 の 徴 候 を 示 さ ず 、 そ し て そ れ ゆ え
予 期 し な い 蛍 光 性 質 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　
　 様 々 な 抱 合 体 で 得 ら れ た 蛍 光 レ ベ ル を 比 較 す る た め に 、 蛍 光 放 出 ス ペ ク ト ル (放 出 波 長
の 機 能 と し て 、 蛍 光 強 度 )を 一 定 の 抗 体 濃 度 (５ ０ ｎ Ｍ )で 作 り 出 し た 。 該 ス ペ ク ト ル を Ｌ
Ｓ ５ ０ Ｂ 分 光 蛍 光 光 度 計 (PerkinElmer)上 で 、 以 下 の 設 定 で 作 り 出 し た ： 励 起 波 長 ６ ０ ０ n
m、 放 出 波 長 ６ １ ５ ～ ７ ５ ０ ｎ ｍ 、 ス キ ャ ン 速 度 ４ ８ ０ ｎ ｍ ／ 分 。 こ れ ら の ス ペ ク ト ル に
基 き 、 積 分 に よ り 得 ら れ る ス ペ ク ト ル の 面 積 を 計 算 す る こ と に よ り 抱 合 体 の 蛍 光 強 度 を 決
定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 図 １ は 、 抱 合 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ 及 び Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ の Ｆ Ｍ Ｒ と 、
そ れ ら の 蛍 光 強 度 と の 間 の 関 係 を 与 え る 。
　 以 下 の シ ン ボ ル が 使 用 さ れ る
【 化 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ６ 】
　 図 １ に お け る グ ラ フ は 、 抱 合 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ の 場 合 、 抗 体 表 面 に お け る Ｃ
Ｙ ５ の 過 度 の 凝 集 の た め 、 抱 合 体 の Ｆ Ｍ Ｒ の 増 加 が 、 そ の 全 体 の 蛍 光 の 減 少 を 導 く こ と を
示 す 。 他 方 、 抱 合 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ の 場 合 、 Ｃ Ｙ ５ の 凝 集 が な い こ と に よ り 、
高 い 量 子 収 量 を 維 持 す る こ と が で き 、 結 果 と し て 抗 体 毎 の Ｃ Ｙ ５ の 数 と 実 質 的 に 比 例 す る
全 体 の 蛍 光 を 得 た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　

　 実 施 例 １ ０ ：
　 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 は 、 当 業 者 に 周 知 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 型 シ ス テ ム に お い て 使 用 さ れ う る
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実 施 例 ９ ： 一 定 抗 体 濃 度 で の 蛍 光 ス ペ ク ト ル

Ｉ Ｉ Ｉ -Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ  (「 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 」 ) 型 ア ッ セ イ に お け る 本 発 明 に 従 っ た
蛍 光 物 質 の 使 用 。



。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 ビ オ チ ン 化 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン
)は 、 ド ナ ー 化 合 物 (ユ ー ロ ピ ウ ム ・ ク リ プ テ ー ト -ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (Ｋ (Ｅ Ｕ )-Ｓ ａ ))
と 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 (抱 合 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド -Ｃ Ｙ ５ )を 含 む 受 容 体
と の 間 の エ ネ ル ギ ー 転 移 か ら も た ら さ れ る 、 受 容 体 化 合 物 に よ り 放 出 さ れ る 蛍 光 を 計 測 す
る こ と に よ っ て 、 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　
　 該 ア ッ セ イ は 、 蛍 光 光 度 計 (Discovery,Packard)を 用 い て 行 わ れ た 。 放 出 波 長 は 、 ３ ３
７ ｎ ｍ で あ っ た 。 蛍 光 を ６ ６ ５ 及 び ６ ２ ０ ｎ ｍ で 計 測 し た 。
　 　 ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｈ ｅ ｐ ｅ ｓ 、 ｐ Ｈ ７ 、 ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｋ
Ｆ
　 　 Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン 、 ２ ０ ｎ Ｍ 溶 液
　 ド ナ ー ： 　 Ｓ ａ -Ｋ (Ｅ Ｕ )Ｎ Ｈ Ｓ (CIS bio international)
　 受 容 体 ： 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｘ Ｌ ６ ６ ５ (CIS bio international)、 参 照 化 合 物 と し て 使 用 さ
れ る 。
　 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５  バ ッ チ  ０ ２ Ｂ 　 ｍ ａ ｌ 　 (実 施 例 ４ )　 Ｆ Ｍ Ｒ 　 ４ .３
　 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５  バ ッ チ  ０ ３ ｍ ａ ｌ 　 (実 施 例 ４ )　 Ｆ Ｍ Ｒ 　 １ .４
　 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５  バ ッ チ  ０ １ Ｎ Ｈ Ｓ 　 (実 施 例 ５ )　 Ｆ Ｍ Ｒ 　 ２
　 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５  バ ッ チ  ０ ２ Ｎ Ｈ Ｓ 　 (実 施 例 ５ )　 Ｆ Ｍ Ｒ 　 ５ .１
　 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ０ -Ｃ Ｙ ５  バ ッ チ  ０ １ ｍ ａ ｌ 　 (実 施 例 ４ )　 Ｆ Ｍ Ｒ 　 ４ .６
　 　 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５  バ ッ チ  ０ １ ｍ ａ ｌ 　 (実 施 例 ４ )　 Ｆ Ｍ Ｒ 　 ８ .７
【 ０ １ ２ ０ 】
　 以 下 の 混 合 液 を 、 室 温 で ２ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
　 -　 終 濃 度 ０ -０ .３ １ -０ .６ ２ -１ .２ ５ -２ .５ 、 又 は ５ ｎ Ｍ の Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン ５ ０ μ ｌ
　 -　 終 濃 度 ２ .５ ｎ Ｍ の 受 容 体 １ ０ ０ μ ｌ
　 -　 終 濃 度 １ ｎ Ｍ の ド ナ ー ５ ０ μ ｌ
【 ０ １ ２ １ 】
　 図 ２ は 、 Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン の 濃 度 (終 濃 度 ｎ Ｍ に お け る Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン )の 変 化 の 関 数 と
し て の 、 シ グ ナ ル (％ デ ル タ Ｆ )の 変 化 を 示 す 。
　 以 下 の シ ン ボ ル を 使 用 す る ：
【 化 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
　 図 ２ に お け る グ ラ フ は 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 型 の ア ッ セ イ に お け る 、 蛍 光 標 識 と し て の 本 発 明 に し
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プ ロ ト コ ル ・ ア ッ セ イ ：

ア ッ セ イ 緩 衝 液 ：

試 薬 ：



た が っ た 蛍 光 物 質 の 利 点 を 示 す 。 特 に 、 全 て の 場 合 に お い て 、 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 を
使 用 し て 観 測 さ れ る シ グ ナ ル は 、 参 照 受 容 体 化 合 物 (Ｘ Ｌ )で 得 ら れ る シ グ ナ ル よ り 大 き い
か 又 は 同 等 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　
　 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 型 の ア ッ セ イ 、 例 え ば 前 述 の 実 施 例 の ア ッ セ イ に お い て 得 ら れ る 寿 命 及 び 転 移
効 率 は 、 計 算 さ れ た 。 試 験 さ れ る 抱 合 体 を 、 実 施 例 ４ 及 び ５ に お い て 記 載 さ れ る よ う に 調
製 し 、 抱 合 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｘ Ｌ ６ ６ ５ は 、 参 照 化 合 物 と し て 貢 献 し た 。
　 結 果 は 以 下 の 表 ４ に お い て 与 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
　 該 結 果 に よ り 、 ド ナ ー 化 合 物 と 、 受 容 体 と し て 使 用 さ れ る 本 発 明 に 従 っ た 抱 合 体 と の 間
に お け る エ ネ ル ギ ー 転 移 効 率 が 、 本 発 明 に 従 っ た 抱 合 体 に お い て 、 Ｘ Ｌ ６ ６ ５ (コ ン ト ロ
ー ル )の 効 率 よ り か な り 高 い と い う こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　
　 蛍 光 物 質 は 、 当 業 者 に 周 知 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 競 合 系 に お い て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 本 実 施 例 に お い て 、 試 料 中 の サ イ ク リ ッ ク Ａ Ｍ Ｐ (ｃ Ａ Ｍ Ｐ )の 存 在 は 、 ド ナ ー 化 合 物 (
ユ ー ロ ピ ウ ム ・ ク リ プ テ ー ト -抗 -ｃ Ａ Ｍ Ｐ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 抱 合 体 )と 蛍 光 物 質 を 含
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実 施 例 １ １ ： 抱 合 体 の 寿 命 及 び 転 移 効 率

実 施 例 １ ２ ：



む 受 容 体 化 合 物 (Ｃ Ｙ ５ -Ａ １ ５ -ｃ Ａ Ｍ Ｐ 抱 合 体 )と の 間 に お こ る 蛍 光 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 阻
害 を 観 測 す る こ と に よ り 検 出 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　
　 該 ア ッ セ イ は 、 分 光 光 度 計 (Rubystar，  BMG)を 使 用 し て 行 わ れ る 。 こ の 励 起 波 長 は ３ ３
７ nmで あ る 。 該 蛍 光 は 、 ６ ６ ５ ｎ ｍ 及 び ６ ２ ０ ｎ ｍ で 計 測 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 ０ .１ Ｍ ホ ス フ ェ ー ト 、 ｐ Ｈ ７ 、 ０ .１ ％ Ｂ Ｓ Ａ 、 ４ ０ ０ ｍ Ｍ ・ Ｋ Ｆ
　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ 、 ２ ８ ０ ｎ Ｍ の 溶 液
　 ユ ー ロ ピ ウ ム ・ ク リ プ テ ー ト -抗 -ｃ Ａ Ｍ Ｐ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (抗 -ｃ Ａ Ｍ Ｐ -
Ｋ )(Cis bio international)
　 受 容 体 ： Ｃ ｙ ５ -Ａ １ ５ -ｃ Ａ Ｍ Ｐ 抱 合 体 (Cis bio international)
　 　 　 　 　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ -Ｘ Ｌ ６ ６ ５ 抱 合 体 、 該 抱 合 体 は 参 照 化 合 物 と し て 使 用 さ れ る
【 ０ １ ３ ０ 】
　 以 下 の 混 合 液 を 室 温 で ２ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
　 -　 緩 衝 液 ２ ５ μ ｌ
　 -　 ０ -０ .０ ７ -０ .２ ７ -１ .０ ９ -４ .３ ７ -１ ７ .５ 、 又 は ７ ０ ｎ Mの 終 濃 度 で の ｃ Ａ Ｍ Ｐ
２ ５ μ ｌ
　 -　 ｃ Ａ Ｍ Ｐ -Ｘ Ｌ ６ ６ ５ 又 は Ｃ ｙ ５ -Ａ １ ５ -ｃ Ａ Ｍ Ｐ 　 ２ ５ μ ｌ
　 -　 抗 -ｃ Ａ Ｍ Ｐ -Ｋ 　 ２ ５ μ ｌ
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 ３ は 、 増 加 す る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 量 の 存 在 に お い て 、 ２ つ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 (１ ｈ 及
び ２ ０ ｈ )で 獲 得 さ れ る Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ シ グ ナ ル の 阻 害 (Ｄ Ｆ /Ｄ Ｆ ｍ ａ ｘ )を 示 す 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 以 下 の シ ン ボ ル が 使 用 さ れ る
【 化 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ３ 】
　 図 ３ に お け る グ ラ フ は 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 競 合 型 の ア ッ セ イ に お い て 、 蛍 光 標 識 と し て の 本 発 明
の 蛍 光 物 質 の 利 点 を 示 す 。 該 試 験 の 感 受 性 は 、 実 験 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 限 り で は
、 本 発 明 に 従 っ た 蛍 光 物 質 を 使 用 す る こ と に よ り 改 良 さ れ る 。 さ ら に 、 参 照 受 容 体 (Ｘ Ｌ
６ ６ ５ )で 観 測 さ れ る １ 時 間 と ２ ０ 時 間 の 間 に お け る 感 受 性 の 喪 失 は 、 本 発 明 に 従 っ た 蛍
光 物 質 が 使 用 さ れ る と き 、 な く な る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ４ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 抱 合 体 Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｃ Ｙ ５ ス ル ホ 及 び Ｇ Ｓ Ｓ １ １ -Ｔ １ ５ -Ｃ Ｙ ５ の Ｆ Ｍ
Ｒ と 、 そ れ ら の 蛍 光 強 度 と の 間 の 関 係 を 与 え る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン の 濃 度 (終 濃 度 ｎ Ｍ に お け る Ｇ Ｓ Ｔ -ビ オ チ ン )の 変 化 の
関 数 と し て の 、 シ グ ナ ル (％ デ ル タ Ｆ )の 変 化 を 示 す 。
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ア ッ セ イ プ ロ ト コ ル ：

ア ッ セ イ 緩 衝 液 ：
試 薬 ：
ド ナ ー ：



【 図 ３ 】 図 ３ は 、 増 加 す る ｃ Ａ Ｍ Ｐ 量 の 存 在 に お い て 、 ２ つ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 (
１ ｈ 及 び ２ ０ ｈ )で 獲 得 さ れ る Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ シ グ ナ ル の 阻 害 (Ｄ Ｆ /Ｄ Ｆ ｍ ａ ｘ )を 示 す 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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