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(57)【要約】
【課題】　
　本発明の目的は、レドックス活性分子のE0の変化に対
応する溶媒再配置エネルギー内の変化を利用して、標的
検体を検出する組成物と方法を提供することである。
【解決手段】
　本発明は、電子移動プロセスの核再配置エネルギーλ
を使って酵素を検出する新規組成物と方法に関する。前
記方法は:(a)標的酵素を含む試験試料を電極を含む固体
支持体に追加するステップであって、該電極は：(i)自
己組織化単分子層(SAM)と、(ii)E0を有する遷移金属錯
体を含む共有結合電気活性部分(EAM)と、(iii)前記電極
に付着する複数の前記酵素の基板とを含み、(b)前記標
的酵素と前記基板を接触して複数の反応物質を形成する
ステップと、(c)前記E0の変化を測定することによって
、前記酵素の存在を判断するステップとを含む。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験試料の中の標的酵素を検出する方法であって、前記方法は:
　(a)標的酵素を含む試験試料を電極を含む固体支持体に追加するステップであって、該
電極は：
　　　(i)自己組織化単分子層(SAM)と、
　　　(ii)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)と、
　　　(iii)前記電極に付着する複数の前記酵素の基板とを含み、
　(b)前記標的酵素と前記基板を接触して複数の反応物質を形成するステップと、
　(c)前記E0の変化を測定することによって、前記酵素の存在を判断するステップとを含
む。
【請求項２】
　前記酵素はプロテアーゼである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記酵素はキナーゼである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記EAMは少なくとも１つのシアノリガンドを含む、請求項１、２または３に記載の方
法。
【請求項５】
　前記プロテアーゼはエンドペプチダーゼ神経毒である、請求項１、２または４に記載の
方法。
【請求項６】
　前記エンドペプチダーゼ神経毒はボツリヌス菌Ａ、ＢまたはＥから成る基から選択され
る、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記EAMと前記基板は前記電極に別々に付着する、請求項１から５のいずれか１つに記
載の方法。
【請求項８】
　前記固体支持体は電極の配列を含む、請求項１から７のいずれか１つに記載の方法。
【請求項９】
　前記遷移金属は、鉄、ルテニウム、オスミウムから成る基から選択される、請求項１か
ら８のいずれか１つに記載の方法。
【請求項１０】
　試験試料の中のプロアテーゼを検出する方法であって、前記方法は:
　(a)プロアテーゼを含む試験試料を、電極を含む固体支持体に追加するステップであっ
て、前記電極は：
　　　(i)自己組織化単分子層(SAM)と、
　　　(ii)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)と、
　　　(iii)前記電極に付着する、前記プロテアーゼの開裂部位を含む複数のタンパク質
とを含み、
　(b)複数の前記タンパク質を前記プロテアーゼで開裂するステップと、
　(c)前記E0の変化を測定することによって、前記プロテアーゼの存在を判断するステッ
プとを含む。
【請求項１１】
　試験試料の中のキナーゼを検出する方法であって、前記方法は:
　(a)キナーゼを含む試験試料を電極を含む固体支持体に追加するステップであって、前
記電極は：
　　　(i)自己組織化単分子層(SAM)と、
　　　(ii)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)と、
　　　(iii)前記電極に付着する、前記キナーゼの第１基板である複数のタンパク質とを
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含み、
　(b)前記タンパク質を前記キナーゼと第２キナーゼ基板でリン酸化して、前記第２キナ
ーゼ基板を前記タンパク質に共有結合させるステップと、
　(c)前記E0の変化を測定して、前記キナーゼの存在を判断するステップとを含む。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、遷移金属錯体のE0の変化を使って酵素を検出する新規組成物と方法に関する
。
【背景技術】
【０００２】
　（関連出願へのクロスリファレンス）
　本願は、2007年10月17日出願の米国仮出願番号60／980、733と、2008年8月7日出願の61
／087、094と61／087、102との優先権の利益を主張し、これらの開示全体をここに参照の
ために取り込む。
【０００３】
　電子移動反応は、光合成から有気呼吸に至る様々な生物学的変換において、重大なステ
ップである。化学系、生物系の双方における電子移動反応の研究によって、大きな知識体
系と、少数のパラメータに関する電子移動速度について述べる強力な理論的基礎が発展し
た。
【０００４】
　タンパク質とその他の生体分子中の電子トンネルは、レドックス中心の電子的相互作用
が比較的弱い反応で発生する。半古典論では、電子移動の反応速度は、駆動力(-ΔG°)、
核再配置パラメータ（λ）、および遷移状態における反応物と生成物の間の電子的結合の
強さ（HAB）によるものであり、以下の式による：
　　　　　　　　　kET = (4π

3／h2λkBT)
1／2(HAB)

2exp[(-ΔG° + λ)2／λkBT]
【０００５】
　核再配置エネルギーλは、上述の式において、生成物の平衡核配置での反応物質のエネ
ルギーと定義される。極性溶媒の電子移動に関しては、λへの主な供与は、反応物質の電
荷分布の変化に応じた溶媒分子の再配列から発生する。2つ目のλの成分は、ドナーと受
容体の酸化状態における変化による結合長さと角度の変化によるものである。
【０００６】
　先行研究には、再配置エネルギーλの変化を新規センサーの基準として利用すると記載
されている（特許文献1、2、3、4参照）。本方法は一般に、レドックス活性錯体に、また
はその近くに検体を結合するステップを含む。レドックス活性錯体は、少なくとも１つの
溶媒接触可能のレドックス活性分子と標的検体を結合する捕捉リガンドを含み、そして錯
体は電極に結合している。検体結合時にレドックス活性分子の再配置エネルギーが低下し
て溶媒阻害レドックス活性分子が形成され、溶媒阻害レドックス活性分子と電極の間の電
子移動が可能になる。
【０００７】
【特許文献１】米国特許第6,013,459号明細書
【特許文献２】米国特許第6,013,170号明細書
【特許文献３】米国特許第6,248,229号明細書
【特許文献４】米国特許第7,267,939号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の目的は、レドックス活性分子のE0の変化に対応する溶媒再配置エネルギー内の
変化を利用して、標的検体を検出する組成物と方法を提供することである。
【課題を解決するための手段】
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【０００９】
　一態様では、本発明は試験試料内のプロテアーゼを検出する方法を提供し、前記方法は
、(a) プロテアーゼを含む試験試料を電極に加えるステップであって、前記電極が (i)自
己組織化単分子層（SAM）、(ii)E0の遷移金属錯体を含む共有結合的に付着した電気活性
部分(EAM)、(iii)前記電極に付着した複数のタンパク質とを含み、該タンパク質は前記プ
ロテアーゼの開裂部位を含み、（b)前記プロテアーゼで複数の前記タンパク質を開裂する
ステップと、(c)前記E0の変化を測定して前記プロテアーゼの存在を判断するステップと
を含む。
【００１０】
　いくつかの実施形態では、EAMとタンパク質は、EAMが溶液に露出されることから、少な
くとも部分的にタンパク質によってシールドされるように配置される。いくつかの実施形
態では、前記開裂部位は、前記タンパク質が前記開裂部位で開裂された場合に、前記EAM
が前記溶液に露出されるように、前記EAMの高さの近くにある。いくつかの実施形態では
、 プロテアーゼは、ボツリヌス毒素A、BまたはEを含むボツリヌス菌によって生成される
エンドペプチダーゼ神経毒などのエンドペプチダーゼ毒素である。
【００１１】
　いくつかの実施形態では、EAMと前記タンパク質は前記電極に別々に付着している。い
くつかの実施形態では、タンパク質はSEQ ID NO:1から4の何れかによる配列を含む。
【００１２】
　いくつかの実施形態では、前記遷移金属錯体は、マンガン、テクネチウム、レニウム、
鉄、ルテニウム、オスミウム、コバルト、ロジウム、イリジウム、ニッケル、パラジウム
、白金、銅、銀そして金より成る基から選択された金属を含まない。いくつかの実施形態
では、 前記遷移金属錯体はフェロセンを含まない。
【００１３】
　別の態様では、本発明は試験試料内のキナーゼを検出する方法を提供する。前記方法は
、(a)キナーゼを含む試験試料を電極に加えるステップであって、前記電極が、(i)自己組
織化単分子層（SAM）、(ii)E0の遷移金属錯体を含む共有結合的に付着した電気活性部分(
EAM)、(iii)前記電極に付着した複数のタンパク質とを含み、該タンパク質は前記キナー
ゼの第1基板であり、（b)前記タンパク質を前記キナーゼと第2キナーゼにリン酸化して、
前記第2キナーゼ基板を前記タンパク質に共有結合的に付着させるステップと、(c)前記E0

の変化を測定することによって前記キナーゼの存在を判断するステップとを含む。
【００１４】
　いくつかの実施形態では、前記EAMと前記ペプチドは、EAMが少なくとも一部は溶液に露
出されるように配置する。
【００１５】
　いくつかの実施形態では、前記第１基板はリン酸化部位を含み、該部位は、混合SAM配
列で、前記第2基板が前記リン酸化ステップによって第1基板に付着する際に、前記第2基
板の結合した第１基板が、隣接するEAMを前記溶液からシールドするように、前記開裂部
位が前記EAMの高さの近くにある。キナーゼは、表2に記載するキナーゼからなる基より選
ばれたタンパク質キナーゼである。いくつかの実施形態では、第2キナーゼ基板はポリマ
ー修飾ＡＴＰ共同因子である。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、前記遷移金属錯体は、マンガン、テクネチウム、レニウム、
鉄、ルテニウム、オスミウム、コバルト、ロジウム、イリジウム、ニッケル、パラジウム
、白金、銅、銀そして金から成る基から選択された金属を含まない。いくつかの実施形態
では、 前記遷移金属錯体はフェロセンを含まない。
【００１７】
　別の態様では、本発明は 試験試料中の標的酵素を検出する方法を提供する。前記方法
は、(a)標的酵素を含む試験試料を電極に加えるステップであって、前記電極が、(i)自己
組織化単分子層(SAM);(ii)E0の遷移金属錯体を含む共有結合的に付着する電気活性部分（
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EAM）、(iii)前記電極に付着した複数の基板を含み、該基板は前記酵素の基板であり、(b
)前記標的酵素と前記基板に接触して複数の反応物質を形成するステップと、(c)前記E0の
変化を測定して前記酵素の存在を判断するステップとを含む。
【００１８】
　　いくつかの実施形態では、前記遷移金属錯体は、マンガン、テクネチウム、レニウム
、鉄、ルテニウム、オスミウム、コバルト、ロジウム、イリジウム、ニッケル、パラジウ
ム、白金、銅、銀そして金から成る基から選ばれた金属を含む。いくつかの実施形態では
、 標的酵素は加水分解酵素であり、好適にはペプチダーゼを含むプロテアーゼである。
いくつかの実施形態では、標的酵素は転移酵素であり、好適にはキナーゼである。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】本発明のいくつかの実施形態による、キナーゼ活性の電気化学的検定の概要を示
す図である。
【図２】本発明のいくつかの実施形態による、ペプチダーゼ毒素の電気化学的検定の概要
を示す図である。
【図３】本発明の適切な配置を示す図である。図3Aは、リンカーの一端が電極に付着し、
もう片方の端は遷移金属(TM)に配位原子を提供するリガンド（L）で終端する状況を示す
図である。捕捉基板(CS)は追加のリガンド（図示せず）を提供し、複数の他のリガンドは
残りの配位原子を提供する。酵素の作用で、捕捉基板は脱離基(X)となる。なお、図3は遷
移金属が6つの配位原子を使う様子を示すが、金属によって他の数の配位原子を使用して
もよい。同様に、図3は単一の配位原子を供給するリガンドの使用を示すが、複数の配位
原子（例えば、多座配位）を提供するより少ないリガンドも使用することができる。図3B
は、捕捉基板とEAMが電極に別々に付着している様子を示す図である。図3Cは、図3Aと同
様の様子を示す図である。ただし、捕捉基板は遷移金属に配位原子を供給しない。なお、
溶液中のEAMの電気化学ポテンシャルを標的酵素の酵素活性によって変えることができる
点で、溶液相系は図3Aと図3Cで同じであると理解されたい。
【図４Ａ】図4Aは、前立腺特異抗原（PSA）活性の検出の実施例を示す図である。
【図４Ｂ】図4Bは、前立腺特異抗原（PSA）活性の検出の実施例を示す図である。
【図５】PSA検定例の１つに使用されるEMAの構造を示す図である。
【図６】図6Aは、プロテアーゼ活性を検出する電気化学バイオセンサプラットホームの略
図である。(1)SAM中の隣接するプロテアーゼ除去ペプチド基板に埋められたフェロセンの
E0 を測定するステップと、(2)固定化ペプチドを認識して開裂する標的プロテアーゼをイ
ンキュベートするステップと、(3)洗浄によって開裂されたペプチドを除去し、より水性
環境にフェロセンプローブを露出してE0に負のシフトを生じさせるステップが含まれる。
バイオセンサの実施例の配置と、そのようなバイオセンサを使った模式図である。
【図７】バイオセンサの実施例の配置と、そのようなバイオセンサを使った模式図である
。
【図８】バイオセンサの実施例の配置と、そのようなバイオセンサを使った模式図である
。
【図９】バイオセンサの実施例の配置と、そのようなバイオセンサを使った模式図である
。
【図１０Ａ】図10Aは、アルキルチオールアンカーを有する [BIM-Ru(NH3)4L]2+ 錯体を示
す図である。
【図１０Ｂ】図10Bは、 共役チオールアンカーを有する[Ru(NH3)5L]2+ 錯体を示す図であ
る。
【図１１】オスミウム系EAMを示す図である。
【図１２Ａ】図12Aは、Ru-N系錯体の新しい構造を示す図である。
【図１２Ｂ】図12Bは、Ru-N系錯体の例を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
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　本発明は、電極の表面、または場合によっては溶液中(本明細書に記載されているもの
のほとんどは固体相検定を対象としたものであるが、当業者によって理解されるように、
本発明は溶液中でも使用でき、本明細書中のそのような記載は、溶液相検定にも適用でき
ることを意味している)の何れかにおけるレドックス活性分子の電気化学ポテンシャルE0

の変化に基づく検体、特に酵素を検出するための方法と組成物を対象とする。
【００２１】
　本発明は、検体結合時のレドックス活性分子の再配置エネルギーの変化を利用した、標
的検体を検出する方法と組成物を提供して、レドックス活性分子と電極間の電子移動の促
進や、阻止を行う。本発明は、遷移金属イオンのようなレドックス活性分子が酸化（電子
を失う）または還元（電子を得る）した場合に、分子構造や隣接する溶媒環境に変化が起
こるという事実に基づくものである。分子構造（結合長さと角度）や分子をとりまく溶媒
分子の組織内の変化は、エネルギー的に新しい酸化状態を安定させる働きをする。これら
の変化の和はレドックス反応の再配置エネルギーλを構成する。分子内の変化は内圏再配
置エネルギーλiと呼ばれ、溶媒や環境内の変化は外圏または溶媒再配置エネルギーλoと
呼ばれる。
【００２２】
　本発明の目的として、発明のいくつかの実施形態では内圏再配置の変化も考慮されるが
、第一の焦点は溶媒再配置エネルギーの変化である。対象検体（例えば、タンパク質また
はバクテリア）に選択的に結合することのできる捕捉リガンド(CL)に電気活性分子(EAM)
が付着する際のレドックス反応の再配置エネルギーの変化を利用するのが本発明の意図で
ある。EAM-CLの検体への結合によってEAMの溶媒環境が変化し、EAMを伴うレドックス反応
の再配置エネルギーが変化する。レドックス反応が電極とEAMの間の電子移動を伴う場合
、標準ポテンシャルE0は変化する。従って、EAM-CL錯体のE0の変化は、それが検体に結合
したことを示す。本発明の意図は、結合の指標としてE0の変化を検出し、その結果として
検体の存在を検出することである。
【００２３】
　電子移動を使った検体検出の従来の方法論では、結合対（例えば抗体と抗原）の一員に
付着するラベルまたはタグとして、たいていEAMを用いる。これらの方法では、酸化また
は還元時に最小の溶媒再配置を有する電気活性分子を使って、外圏溶媒効果が最小のEAM
が選ばれる。一般にこのようなEAMは、水との相互作用がほとんどない大きな疎水性リガ
ンドを含む。よって、従来使用されてきた遷移金属イオンのリガンドは無極性で、有機環
（例えば、ビピリジルとテルピリジル）をしばしば含む、通常は疎水性である。従来は全
体の電子移動反応の大きさが所定の電極ポテンシャルで測定されるので、このようなEAM
が選ばれる。
【００２４】
　理論に束縛されるものではないが、本発明に一番適合するレドックス分子は、水性の環
境で、そのレドックス反応が大きな溶媒再配置エネルギーを有するものであると思われる
。電荷の増減を安定化させる溶媒再配置エネルギーは、いくつかの現象を特定できる。水
のような極性溶媒では、レドックス分子上の電荷は、レドックス分子の近くの環境の極性
溶媒分子の配向によって安定する。極性分子は分子の異なる原子に僅かな電荷の変化があ
るため、レドックス分子の周囲のそれらの配向は、その安定化に役立つ。さらに、CN-な
どのいくつかのリガンドはそれ自身が極性で、原子に部分電荷を持っている。これらの極
性リガンドはそれ自身が周囲の溶媒分子の配向を生じさせる。荷電したレドックス分子の
安定化 (または不安定化)はまた、溶媒および／または他の分子のレドックス分子中の遷
移金属のリガンドへの水素結合によっても起こる。溶媒分子やレドックス分子を取り囲む
溶媒内のその他の分子は、それらのドナー番号または受容体番号に基づいて特徴付けられ
、そして比較される (Neyhart et al.、米国化学会誌（J. Am. Chem. Soc）第118巻 (199
6年) 3724～29ページを、ここに参照のために取り込む)。好ましいドナー番号または受容
体番号を持つ分子の特定の溶媒または溶媒への特定の添加剤の使用は、レドックス反応の
溶媒再配置エネルギーに影響を与える。さらに、レドックス分子の電荷の変化は溶媒中の
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荷電イオンによって安定される。よって、検体結合時の溶媒再配置の変化は、イオンの電
荷、イオンの濃度、イオンの大きさ、イオンの疎水性を考慮した電解液の適切な選択によ
って最大化することができる。
【００２５】
　理論に束縛されるものではないが、 最適な溶媒系内のレドックス分子 (すなわち、そ
の溶媒再配置エネルギーを最大化する)の安定性を最大にして、レドックス分子／捕捉リ
ガンド錯体、 EAM-CLの検体への結合時に、レドックス分子を安定させる現象が妨げられ
ることが好ましい。このような条件において、 E0の変化によって証明される再配置エネ
ルギーの変化は最適であるだろうと考えられる。CLの検体への結合は、EAMを検体(例えば
タンパク質)の表面または割れ目やポケットの環境に「強いる」こととなり、これは溶媒
環境の最適な配置にはあまり好ましくないと思われる。一実施形態では、結合によって、
立体的束縛のため、EAM近くの水分子の脱落が生じる。
【００２６】
　なお、そして理論に束縛されず、溶媒再配置エネルギーが結合時に増えるか減るか（そ
してE0 がより正のポテンシャルになるかより負のポテンシャルになるか）は、EAMの特定
の電荷による。EAMレドックス反応の測定で、EAM2+酸化からEAM3+というように、EAMの電
荷が増えた場合には、EAM-CLの結合環境は非結合EAM-CLよりも再配置による安定性が低い
ということである。よって、E0はより正のポテンシャルへ移動すると考えられる。または
、EAMレドックス反応の測定で、EAM2- 酸化からEAM-というように、電荷が減少する場合
には、非結合EAM-CLは結合EAM-CLよりも再配置による安定性が低いということである。よ
って、E0はより低いポテンシャルへ移動すると考えられる。
【００２７】
　理論に束縛されるものではないが、 本発明で活用することのできる2つの一般的な機構
がある。第１の機構はレドックスラベルによる内圏の変化に関するものである。本実施形
態では、標的検体のEAMに立体的に近い捕捉リガンドへの結合によって、EAMの1つ以上の
小さな極性リガンドが標的検体によって供給された１つ以上の配位原子によって置換され
、少なくとも2つの理由によって、内圏再配置エネルギーが変化する。1つ目の理由は、小
さな極性リガンドと推定的により大きなリガンドとの交換によって、通常金属からより多
くの水が排除され、必要とされる溶媒再配置エネルギー (すなわち内圏λi効果)が下がる
。2つ目の理由は、一般に大きな標的検体を比較的小さなレドックス活性分子に近づける
と、金属イオンの第1または第2の配位圏内の水が立体的に排除され、そして溶媒再配置エ
ネルギーが変化する。
【００２８】
　また、本発明は置換型不活性リガンドと外圏効果に依存する。本実施形態では、金属イ
オン上の極性リガンドと標的検体配位原子を交換する。また本実施形態では、極性リガン
ドは、効果的そして不可逆的に金属イオンに結合され、そして、溶媒再配置エネルギーの
変化が標的検体の結合の結果として、金属イオンの第1または第2配位圏内の水の排除によ
って得られる。水は基本的に排除される（すなわち、外圏 λo 効果）。
【００２９】
　本発明は標的検体を検出するための新規構造を有する化合物とこれらの化合物の使用方
法を提供する。
【００３０】
　いくつかの実施形態では、標的検体は捕捉リガンドに結合する。いくつかの実施形態で
は、標的検体は酵素であってもよく、E0の変化は酵素的事象の結果である。これは、米国
特許出願番号 61／087、094に記載されており、その全体を本明細書に参照のために取り
込む。
【００３１】
　本発明の実施形態では、標的検体の導入時に、おそらく再配置エネルギーの変化によっ
てE0が変化する。下記により詳細を述べるように、この変化は様々な要因によるE0 の正
シフトまたは負シフトである。一般に、シアノリガンドが使用される場合、E0 の変化はE
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0の負シフトであり、使用される系やその他のリガンド（もしあれば）にもよるが、標的
検体と捕捉リガンドの相互作用の効果はE0 の正シフトとなる。驚くことに、約50 mV、 1
00 mV、 150 mV、 200 mV、 250 mV、300 mVよりも大きなシフトはシアノリガンドを使用
して見られる。
【００３２】
　一般に、本発明は「芝刈り機」検定と呼ばれることもあり、下記に説明する。遷移金属
と遷移金属に配位原子を提供するリガンドを通常含む電気化学活性分子(EAM)は、一般に
下記に説明するリンカーによって電極の表面に付着している。さらに、本明細書に記載さ
れるように、その電極は任意選択に自己組織化単分子層(SAM)を含むことができる。EAMの
空間的近傍に、検出される酵素の基板に対応する捕捉基板も付着している。標的酵素の導
入時に、標的酵素は基板に作用して、EAMの電気化学ポテンシャルに変化を起こし、これ
が様々な方法で検出される。例えば、酵素がプロテアーゼのような加水分解酵素である場
合、捕捉基板は標的酵素に対応するペプチドのようなタンパク質であってもよい。捕捉基
板の開裂時に、EAMの周囲の環境が変わり、分子の電気化学ポテンシャルが変化する。同
様に、酵素が転移酵素または異性化酵素である場合、基板上の酵素的反応はEAMの周囲の
環境を変化させ、分子の電気化学ポテンシャル内で再度変化を生じさせる。この検定はリ
ガーゼにも使うことができる、その場合、溶液基板が使用され、リガーゼが存在する場合
には、その溶液基板が捕捉基板に加えられて変化が生じる。
【００３３】
　「芝刈り機検定」は、 隣接したペプチド基板の厚い「芝」に「埋められた」EAMを含む
任意選択でSAMからなる表面と相互作用する酵素を検出する方法を述べる。SAM内の合成ペ
プチドの触媒開裂は、電極に結合されない生成物のフラグメントの拡散とあいまって、EA
Mを溶媒に露出させ、電気化学ポテンシャルのシフトと電流の増加をトリガする。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、本発明は、標的酵素にとって周知の基板である隣接する捕捉
基板部分に「埋められた」チオラートEAMの混合SAMを例示する。この配置では、EAMはSAM
／溶液界面から「シールド」される。標的酵素があると、捕捉基板は触媒的に開裂し、SA
M高さの減少が生じる。開裂部位が混合SAM 配列中のEAMの高さの近くにある場合には、界
面からの生成ペプチドの拡散によって単分子層中に「穴」が生成され、EAM成分が溶液に
露出される。標的酵素(「芝刈り機」のような)による隣接ペプチドの触媒的「細断」によ
るEAMの溶媒化環境のこの変化によって、 電気化学的に検出することのできるポテンシャ
ルが変化する。一旦標的酵素が見つかって捕捉基板 (合成か自然発生によるもの)が識別
されると、EAMの次元／濃度とSAM内のペプチド成分を変えることによって、検定をさらに
最適化することができる。 図2にグラフィック描写を示す。この検定の有効な特性は、酵
素活性に対する固有の感度であり、これによって標的酵素分子当たりの信号の増幅がもた
らされる。
【００３５】
　いくつかの実施形態では、EAMと開裂部位を含む捕捉基板は、前記EAMが溶液への露出か
ら少なくとも部分的に基板によってシールドされるように配置される。好適には、開裂部
位は、基板が開裂部位で開裂されたときに、EAMが溶液に露出されるように、前記EAMの高
さの近くにある。
【００３６】
　いくつかの実施形態では、標的酵素は、下記にさらに示すように、ボツリヌス毒素A、B
またはEのようなボツリヌス菌によって生成されるエンドペプチダーゼ神経毒などのプロ
テアーゼである。
【００３７】
　本発明の１つの利点は、酵素の触媒性質によって、単一の酵素分子が多くの反応を起こ
し、よって信号を効果的に増幅させて検出の制限を下げることである。
【００３８】
　本発明の適切な配置のいくつかのポテンシャル略図を図３に示す。
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【００３９】
　図７から図９に示すように、センサーには3つの基本的な配置がある。ただし、本明細
書の記載はそのように限定されることを意味したものではない。一実施形態では、図7Aに
示すように、遷移金属イオンと遷移金属に配位原子を提供するリガンド(いくつかの実施
形態では、その中の少なくとも１つはシアノリガンドである)を含む電気活性部分（EAM）
が電極に付着している。さらに、標的検体に特異的に結合する捕捉リガンド(「結合リガ
ンド」と呼ばれることもある)も電極に付着している。どちらの種類も一般的に、本明細
書に記載の付着リンカーを使って電極に付着している。これらの2つの種は、EAMのE0が標
的検体の結合時に変わるように空間的に近く電極に付着している。なお、下記に記載する
単分子層形成種を含む第3種もまた任意選択で電極上に存在することもできる。本実施形
態では、EAM種は(Ia)の式、捕捉リガンドは(Ib)の式、希釈剤種は(Ic)の式を有する：　
　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　AG-スペーサ1 － EAM　　　　(Ia)
　　　　　　　　　　　　AG-スペーサ1-CL　　(Ib)
　　　　　　　　　　　　　　　　　AG-スペーサ1-TGn (Ic)
式中、AGはアンカー基、EAMは溶媒接触可能のレドックス錯体を含む電気活性部分、スペ
ーサ1は本明細書に記載のSAM形成種、CLは捕捉リガンド、TGは末端基であり、nは0または
1である。
【００４０】
　第2の実施形態では、図7Bに示すように、EAMの遷移金属の配位原子の1つは捕捉リガン
ドを備え、「レドックス活性部分錯体」すなわちReAMCを形成する。本実施形態では、配
位原子は実際には捕捉リガンド(例えば、捕捉リガンドがペプチドの場合、アミノ基が配
位原子を提供する)の一部か、捕捉リガンド(例えば、ピリジンリンカーなど)の付着に使
用されるリンカーの一部である。ReAMCは単一種として付着され、上述の様に、下記に示
す単分子層形成種を含む追加種もまた、任意選択で電極に存在してもよい。本実施形態で
は、本発明は式(II)の化合物を提供する：
AG － スペーサ1 － EAM － (スペーサ2)n － CL　　　　　　　　　　　　　　　　　　
　　　　　 (II)
式中、AGはアンカー基、EAMは溶媒接触可能のレドックス錯体を含む電気活性部分、CLは
捕捉リガンド、スペーサ１は本明細書に記載のSAM形成種、スペーサ2はリンカー、nは0ま
たは1である。
【００４１】
　第3の実施形態では、図7Cに示すように、ReAMCは単一種であるが、捕捉リガンドは配位
原子を提供しない。それはReAMCのEAMに空間的に近いが、それと区別されている。さらに
、下記に示す単分子層形成種を含む第3種もまた任意選択で電極に存在することができる
。本実施形態では、本発明は式 (III)の化合物を提供する：
【化１】

式中、ＡＧはアンカー基、EAMは溶媒接触可能のレドックス錯体を含む電気活性部分、CL
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は捕捉リガンド、スペーサ１は本明細書に記載のSAM形成種、S2とS3 はEAMとCLを一緒にA
Gに結び付けてブランチ構造を形成する2つの結合である。S2とS3は同じであってもよいし
、違っていてもよい。
【００４２】
　さらに、米国特許番号6,013,459、6,248,229、7,018,523、7,267,939、米国特許出願番
号09／096593と60／980、733、そして本出願と同時に出願される「バイオセンサにおける
新しい化学」という名称の米国特許出願の全体を、本明細書に全ての目的のために取り込
む。
【００４３】
　従って、本発明は電気化学的に検出する酵素反応の組成物と方法を提供する。
【００４４】
　Ｉ.組成物：
【００４５】
　一態様では、本発明は電極を使って試験試料中の酵素を検出する方法を提供する。電極
は任意選択で、自己組織化単分子層（SAM）と、共有結合した電気活性部分(EAM、また本
明細書では「レドックス活性分子」(ＲEAM)とも呼ぶ)とを含む。EAMは 第１E0の遷移金属
錯体を含む。また、電極には標的酵素の複数の酵素基板(「捕捉基板」は、本明細書で「
支持基板」と呼ばれることもある)が付着している。よって本方法では、試験試料が電極
に加えられ、標的酵素と標的酵素の基板が複数の反応物質を形成する。酵素の存在は、EA
Mの環境の変化による E0の変化を測定して判断される。
【００４６】
　下記と図３に示すように、本発明ではいくつかの異なる配置を使用することができる。
一実施形態では、図3Aに示すように、EAMは本明細書で「レドックス活性部分錯体」すな
わちReAMCと呼ばれるものを形成する捕捉基板も含む。いくつかの実施形態では、捕捉基
板は配位原子(図3A)を提供する。その他では、REAMCは電極に付着する単一分子であり、
捕捉基板は配位原子（図3C）を提供しない。その他の実施形態では、図3Bに示す様に、Re
AMCはなく、EAMと捕捉基板が電極に別々に付着している。
【００４７】
　Ａ． 標的酵素
【００４８】
　一態様では、本発明は標的酵素の検出に役立つ方法と組成物を提供する。本明細書でい
う「検体」、「標的検体」または「標的酵素」は、検出する酵素を意味し、これは酸化還
元酵素、加水分解酵素 (特にプロテアーゼ)、リアーゼ、異性化酵素、転移酵素(特にキナ
ーゼ)、リガーゼを含むが、これらに限定されない。酵素命名法（Enzyme Nomenclature）
1992年、 Academic Press、 San Diego、 California およびその付録 1 (1993)、付録 2
 (1994)、 付録 3 (1995)、 付録 4 (1997)、付録5 (それぞれ、ヨーロピアン・ジャーナ
ル・オブ・バイオケミストリー（Eur. J. Biochem）1994年、第223巻、1～5ページ; Eur.
 J. Biochem. 1995年、第232巻、1～6ページ; Eur. J. Biochem. 1996年、第237巻、1～5
ページ; Eur. J. Biochem. 1997年、第250巻、1～6ページ; Eur. J. Biochem. 1999年、
第264巻、610～650ページを参照)の全体をここに参照のために取り込む。
【００４９】
　加水分解酵素
【００５０】
　いくつかの実施形態では、標的酵素は加水分解酵素である。本明細書でいう「加水分解
酵素」とは、様々な化学結合の加水分解に触媒作用を及ぼす酵素を意味する。それらはEC
番号分類基準のEC3に分類される。加水分解酵素には、エステル結合(ヌクレアーゼ、ホス
フォジエステラーゼ、リパーゼ、ホスファターゼなどのエスタレーゼ)に触媒作用を及ぼ
す酵素、糖類(グリコシラーゼ／ＤＮＡグリコシラーゼ、配糖体加水分解酵素、セルラー
ゼ、エンドーグルカナーゼなどを含むカルボヒドラーゼ)、エーテル結合、ペプチド結合(
プロテアーゼ／ペプチダーゼ)、炭素窒素結合(ペプチド結合以外)、酸無水物(ヘリカーゼ
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とＧＴＰアーゼを含む酸無水物加水分解酵素)、炭素炭素結合、ハライド結合、リン窒素
結合、硫黄窒素結合、炭素リン結合、硫黄硫黄結合、炭素硫黄結合が含まれるが、これら
に限定されない。
【００５１】
　いくつかの実施形態では、加水分解酵素はプロテアーゼ（EC3.4）である。本明細書で
いう「プロテアーゼ」または「タンパク質」とは、アミノ酸を結び付けるペプチド（アミ
ド）結合の加水分解によってタンパク質を加水分解することのできる酵素を意味する。具
体的にプロテアーゼの定義に含まれるものにはペプチダーゼがあり、これは具体的にペプ
チドを加水分解する酵素のことを指している。
【００５２】
　本明細書でいう「タンパク質」または相当語句は、タンパク質、ポリペプチド、オリゴ
ペプチドとペプチド、非自然発生的アミノ酸とアミノ酸類似物質を含有するタンパク質を
含む派生物質と類似物質、そしてペプチド模倣体構造のことである。側鎖は（R）配置で
あっても（S）配置であってもよい。好ましい実施形態では、アミノ酸は（S）またはＬ配
置である。下記に述べるように、タンパク質が捕捉基板として使用される場合、タンパク
質類似物質を使って試料の汚染物質による劣化を遅らせることが望ましい。しかしながら
一般に、タンパク質類似物質が酵素基板として使用される場合、その基板は標的酵素によ
ってさらに処理を行うことができる。
【００５３】
　プロテアーゼは、セリンプロテアーゼ、トレオニンプロテアーゼ、システインプロテア
ーゼ、アスパラギン酸プロテアーゼ、金属プロテアーゼ、グルタミン酸プロテアーゼの６
つの基に分類される。一般に、プロテアーゼは、タンパク質のアミノ酸配列 による切断
特異ペプチド結合(例えば限られたタンパク質分解に特異の部分)でも全体のタンパク質の
アミノ酸への分解 (無制限のタンパク質分解)でもよい。活性は、タンパク質の機能をだ
めにしたり、またはタンパク質を主成分に分解する破壊的な変化であり、また、機能の活
性化でもあり、またはシグナル経路の信号でもある。
【００５４】
　いくつかの実施形態では、標的酵素はエンドペプチダーゼである。本明細書でいう「エ
ンドペプチダーゼ」とは、タンパク質基板内のペプチド結合を切断するペプチダーゼであ
り、タンパク質基板の１つまたは両方の終端からペプチド結合を切断するエキソペプチダ
ーゼとは対照的である。エンドペプチダーゼは、触媒機構に基づいて、セリンエンドペプ
チダーゼ、システインエンドペプチダーゼ、アスパラギンエンドペプチダーゼ、メタロエ
ンドペプチダーゼ、そしてその他のエンドペプチダーゼのサブクラスに分類される。
【００５５】
　(1). セリンエンドペプチダーゼ
【００５６】
　このクラスは２つの明確なファミリーを含む。キモトリプシン、トリプシン、エラスタ
ーゼまたはカリクレインなどの哺乳類の酵素を含むキモトリプシンファミリーと、スブチ
リシンのようなバクテリア酵素を含むスブチリシンファミリーである。これら2つのファ
ミリーの一般的な三次元（3D）構造は異なるが、同じ活性部位配置を持ち、同じ機構を介
して触媒を進める。セリンエンドペプチダーゼは、基板残留物と相互作用する様々な酵素
のサブサイト内のアミノ酸置換に関連する、様々な基板の特異性を呈する。いくつかの酵
素は基板との拡大相互作用部位を持つが、他の酵素はP1基板残留物に限られた特異性を持
つ。
【００５７】
　(2). システインエンドペプチダーゼ
【００５８】
このファミリーは、パパイン、アクチニジンまたはブロメライン、リソソームカテプシン
やカテプシンB、L、S、H、J、N、Oを含む、いくつかの哺乳類のカテプシンなどのプラン
トプロテアーゼ、細胞質カルパイン（カルシウム活性）およびいくつかの寄生性プロテア
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カスパーゼを含む。
【００５９】
　(3). アスパラギンエンドペプチダーゼ
【００６０】
　アスパラギンエンドペプチダーゼのほとんどは、ペプシンファミリーに属する。ペプシ
ンファミリーは、ペプシンやキモシン、そしてリソソームカテプシンD、レニンなどのプ
ロセシング酵素、そして特定の真菌プロテアーゼ（ペニシロペプシン、リゾプスペプシン
、エンドシアペプシン）などの消化酵素を含む。第2ファミリーは、レトロペプシンとも
呼ばれるAIDSウィルス（HIV）からのプロテアーゼなどの、ウィルスエンドペプチダーゼ
を含む。
【００６１】
　セリンプロテアーゼやシステインプロテアーゼとは対照的に、アスパラギンエンドペプ
チダーゼによる触媒作用は、4面体型中間体は存在するが、共有結合中間体を含まない。
求核攻撃は、1つは水分子から2つのカルボキシル基の2連子への移動、そして2つめは2連
子から同時CO・NH結合開裂を有する基板のカルボニル酸素への移動の、2つの同時のプロ
トン移動によって達成される。
【００６２】
　(4). メタロエンドペプチダーゼ
【００６３】
　メタロエンドペプチダーゼはバクテリア、菌類、高等生物に見られる。それらは配列と
構造が大きく異なっているが、酵素のほとんどが触媒的に活性の亜鉛原子を含んでいる。
いくつかの場合において、亜鉛は活性を失わずにコバルトやニッケルなどの別の金属と置
換することができる。バクテリアサーモリシンははっきり特徴付けられており、その結晶
機構は、亜鉛が２つのヒスチジンと１つのグルタミン酸で結合されていることを示してい
る。多くの酵素は亜鉛のための２つのヒスチジンリガンドを提供するHEXXH配列を含み、
一方で第３リガンドはグルタミン酸（サーモリシン、ネプリライシン、アラニルアミノペ
プチダーゼ）かまたはヒスチジン (アスタシン)である。その他のファミリーは亜鉛原子
の明確な結合モードを呈する。触媒機構は、切断されやすい結合のカルボニル基上での亜
鉛結合分子の攻撃の後に、非共有4面体中間体の形成をもたらす。この中間体は、グルタ
ミン酸プロトンの脱離基への移動によってさらに分解される。
【００６４】
　特に興味深いのは、アデノシンデアミナーゼ、アンジオテンシン変換酵素、カルシニュ
ーリン、メタロ-β-ラクタマーゼ、PDE3、PDE4、PDE5、腎ジペプチダーゼ、 ウレアーゼ
を含むメタロ酵素である。
【００６５】
　一実施形態では、メタロエンドペプチダーゼは、MMP-1からMMP-10、特にMMP-1、MMP-2
、MMP-7、MMP-9を含むマトリックスメタロプロテイナーゼである。
【００６６】
　(5). 細菌／毒素エンドペプチダーゼ
【００６７】
　通常は細菌起源である毒素エンドペプチダーゼは、宿生生物に破壊的な、そして時とし
て致命的な影響を与えることがある。良く知られる細菌エンドペプチダーゼ毒素のいくつ
かを表１に示す。
【００６８】
　表１
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【表１】

【００６９】
　ボツリヌス菌神経毒(BoNTs、血清型A-G)と破傷風菌神経毒(TeNT)は、エンドペプチダー
ゼである細菌毒素の２つの例である。BoNTsは最も一般には乳児ボツリヌス症と食物経由
のボツリヌス症に関連し、神経毒と内臓で毒素分子に保護と安定性を与えると考えられる
、１つ以上の関連タンパク質から構成される大きな錯体として自然の中に存在する。傷の
中で増殖した破傷風菌から合成するTeNTは、他のタンパク質成分と錯体を形成するように
は思われない。
【００７０】
　BoNTは、シナプス小胞と神経シナプス膜のドッキングを制御する小さなタンパク質を特
異的に開裂する高特異性亜鉛依存的エンドプロテアーゼである。BoNT AとBoNT Eは特異的
に、25-kDシナプトソーム関連タンパク質(SNAP-25)を、残留物Q197とR198の間のBoNT A開
裂で開裂する。SNAP-25は神経伝達物質放出の調整に携わるシナプス前プラズマ膜タンパ
ク質である。SNAP25A(ジーンバンクアセッション番号NP_003072)とSNAP25B(ジーンバンク
アセッション番号 NP_570824)の、異なるタンパク質アイソフォームを符号化する２つの
転写変異体が人間のこの遺伝子に書き込まれている。BoNT Cは膜タンパク質シンタクシン
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とSNAP-25を開裂する。BoNT B、D、F、Gは細胞内小胞関連の膜関連タンパク質(VAMP、ま
たシナプトブレビンとも呼ぶ)に特異している。Schiavo et al.、JBC 266:23784～87ペー
ジ (1995年); Schiavo et al.、FEBS Letters 335:99～103ページ(1993年)の全体を、本
明細書に参照のために取り込む。
【００７１】
　固定化合成ペプチド基板の開裂に基づいて、いくつかの in vitro 検定が行われた。Ha
lls et al.、ジャーナル・オブ・クリニカルマイクロバイオロジー（J Clin Microbiol）
第34巻:1934～8ページ (1996年); Witcome et al.、アプライド＆エンバイロメンタル・
マイクロバイオロジー（Appl Environ Microbiol）第65巻:3787～92ページ(1999年)、Ann
e et al.、 Ana Biochem 第291巻:253～61ページ (2001年)を参照のこと。
【００７２】
　BoNTとTeNTはプラスミドコード(TeNT、BoNT／A、GまたはBの可能性もある)か、または
バクテリオファージコード(BoNT／C、 D、 E、 F)であり、神経毒は150 kDaの不活性ポリ
ペプチドとして合成される。BoNTsとTeNTは溶解細菌細胞から放出され、神経毒ポリペプ
チド内の露出されたループのタンパク分解開裂によって活性化される。各活性神経毒分子
は単一鎖間ジスルフィド結合によって結び付けられる重鎖(100 kDa)と軽鎖(50 kDa)から
成る。BoNTとTeNTの双方の重鎖は、分子のＮ端末半にある毒素の転移に必要な領域と、重
鎖のC終端内にある細胞結合ドメインの2つのドメインを含む。BoNTとTeNTの双方の軽鎖は
、分子の亜鉛依存的プロテアーゼ活性に必要な亜鉛結合モチーフを含む。
【００７３】
　BoNTとTeNTの細胞標的は、シナプス小胞のシナプス前プラズマ膜へのドッキングと融合
に必要とされるタンパク質の基であり、よって、神経伝達物質の放出に欠かせないもので
ある。BoNTは周囲の神経系と関連する運動ニューロンのシナプス前膜の受容体に結合する
。これらのニューロン内の標的タンパク質のタンパク質分解はアセチルコリンの放出を阻
害する、よって筋肉の収縮を防ぐ。BoNT／B、 D、 F、 Gは、小胞関連膜タンパク質とシ
ナプトブレビンを開裂し、BoNT／AとEはシナプトソーム関連タンパク質SNAP-25を標的と
し、BoNT／CはシンタキシンとSNAP-25を加水分解する。TeNTは中枢神経系に作用し、2つ
のタイプのニューロンに入ることによって作用する。TeNTは最初に運動ニューロンのシナ
プス前膜の受容体に結合するが、それから逆行性小胞輸送によって脊髄に移動し、そこで
神経毒は阻害性介在ニューロンに入ることができる。これらのニューロン内の小胞関連膜
タンパク質とシナプトブレビンの開裂によって、グリシンとγアミノ酪酸の放出が妨げら
れ、そして、筋収縮が引き起こされる。BoNTまたはTeNT中毒 (それぞれ弛緩と痙攣性麻痺
)の対照的な臨床症状は、感染したニューロンと遮断された神経伝達物質のタイプの直接
的な結果である。
【００７４】
　特に興味深いのは、BoNT／LC (血清型 C)と、特にBoNTC／LC(他のLC血清型と比較して)
である。第１に、BoNTC／LCは、人間の神経細胞内での半減期が長いため、特に深刻なバ
イオテロの脅威を提起する。２つめには、BoNTC／LCのin vitro検定は現在存在しない、
というのはおそらくこのLCプロテアーゼは、膜が機能するのを必要とするように思われる
からである。神経細胞環境では、BoNTC／LCは、シナプス小胞のシナプス前膜への融合に
必要とされる、膜タンパク質であるシンタキシンを開裂する。
【００７５】
　その他の例として、 エルシニア毒性因子のYopJとYopT、そしてサルモネラ病原因子Avr
Aがある。
【００７６】
　転移酵素
【００７７】
　いくつかの実施形態では、標的酵素は転移酵素である。本明細書でいう「転移酵素」と
は、官能基（例えば、メチルまたはリン酸塩基）の１つの分子（ドナー）から別の分子（
受容体）への転移に触媒作用を及ぼす酵素を意味する。
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【００７８】
　転移酵素はEC番号の分類基準でEC2に分類される。転移酵素はさらに、１炭素基を転移
する酵素（メチル転移酵素）、アルデヒドまたはケトン基を転移する酵素、アシル転移酵
素、グリコシル転移酵素、メチル基以外にアルキルまたはアリル基を転移する酵素、窒素
基を転移する酵素（アミノ基転移酵素）、リン含有基を転移する酵素(ポリメラーゼとキ
ナーゼを含むリン酸転移酵素)、硫黄含有基を転移する酵素(硫黄転移酵素と硫酸転移酵素
)、セレニウム含有基を転移する酵素の9つのサブクラスに分類される。
【００７９】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載するように、標的酵素はキナーゼである。
【００８０】
　別の態様では、本発明はキナーゼを検出する組成物と方法を提供する。タンパク質キナ
ーゼ活性を定量化する検定方法は、病気の診断と治療に際して、それらの役割を理解する
上で重要である。本明細書に提供されるキナーゼ検定は、キナーゼの薬品候補阻害剤のス
クリーンにも使用することができる。
【００８１】
　真核生物は、特異タンパク質のリン酸化と脱リン酸化を利用して、多くの細胞処理を調
節する。T. Hunter、 Cell 80:225～236ページ(1995年); Karin、 M.、 Curr. Opin. Cel
l Biol.第3巻:467～473ページ (1991年)参照のこと。これらの処理には信号変換、細胞分
割、遺伝子転写の開始が含まれる。よって、生物の維持、適応、病気に対する感染性の重
大な事象は、タンパク質のリン酸化と脱リン酸化によって制御される。これらの現象はあ
まりにも広範囲に及ぶので、人間にはおよそ2、000のタンパク質キナーゼ遺伝子と1、000
のタンパク質ホスファターゼ遺伝子（T. Hunter、Cell 第80巻:225～236ページ (1995年)
を参照のこと）があり、これらのうちのいくつかは病気に対する感染性のためにコーディ
ングされていると考えられている。こういった理由により、タンパク質キナーゼとホスフ
ァターゼは、薬物療法の開発の良い標的である。
【００８２】
　頻繁に使用されるタンパク質キナーゼスクリーンのいくつかは、放射能APTまたはELISA
を使用している。しかしながら放射能ATPの使用は、記録管理、廃棄物処理に付随する費
用や、検定フォーマットが統一されていないという事実のため、望ましいものではない。
ELISAは洗浄と酵素反応の両方に余分なステップが必要なため、検定処理量が低いので、
望ましくない。
【００８３】
　可視波長内の蛍光検出は、キナーゼ検定に放射線追跡子またはELISAを使用する選択肢
を与える、というのも、蛍光は放射線のそれに相当する検出限界を提供するからである。
さらに、これによって放射能廃物処理費がかからなくなる。しかしながら、以前開発され
たキナーゼの蛍光検定は高いスループットスクリーニングの要求に対して、特に修正が可
能ではなかった。
【００８４】
　フェロセン共役ATP（Fc-ATP）を使うキナーゼ活性の電気化学検出について、Song et a
l.、 Chem. Commun.、502～504ページ (2008年)に記載されている。この検定では、タン
パク質キナーゼ Ｃ（ＰＫＣ）の基板は電極の表面に固定されている。ＰＫＣの触媒反応
によって、γ-リン酸-Fc基がペプチドのセリン残留物に転移される。電極表面に付着した
Fc基は電気化学技術を使って検出される。よって、この検定では、フェロセンはリン酸化
前には電極に付着せず、リン酸化プロセスによってのみ電極に付着する。
【００８５】
　金粉を使ったタンパク質キナーゼC(PLC)触媒チオリン酸化の電気化学検出については、
Kerman and Kraatz、 Chem. Commun. 5019～5021ページ (2007年)に記載されている。こ
の検定では、ビオチン化基板ペプチドが、ストレプトアビジンコートされた炭素電極の表
面に固定されている。PKC触媒反応によって、チオリン酸基がペプチドのセリン残留物に
転移される。チオリン酸化ペプチドと金粉のインキュベーションによって、金粉が表面に



(16) JP 2011-502245 A 2011.1.20

10

20

30

40

50

付着する。金粉の存在は、金粉上の塩素イオンから得られる電気化学還元反応によって判
断される。よってこの検定では、金粉はリン酸化の前に電極に付着しない。金粉はリン酸
化反応プロセスによってのみ電極に付着する。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、標的検体はタンパク質キナーゼである。本明細書でいう「キ
ナーゼ」または「リン酸転移酵素」は、リン酸基をATPのような高エネルギードナー分子
から特異標的分子(基板)に転移する酵素のことを意味する。この転移プロセスをリン酸化
と呼ぶ。よって、タンパク質キナーゼは、リンのアデノシン三リン酸（ATP）またはグア
ノシン三リン酸（GTP）から標的タンパク質への転移に触媒作用を及ぼし、リン酸化タン
パク質とアデノシン二リン酸（ADP）またはグアノシン二リン酸（GDP）をそれぞれ生じさ
せる。ATPまたはGTPは先ず、ADPまたはGDP、そして無機リン酸塩に加水分解される。そし
て無機リン酸塩は標的タンパク質に付着する。キナーゼによって標的にされたタンパク質
基板は、細胞壁などの膜材料に見つかる構造タンパク質や、官能性タンパク質である、別
の酵素であってもよい。
【００８７】
　それらの生理的関連性、多様性そして普遍性のため、タンパク質キナーゼは生化学と医
療研究において最も重要で広く研究される酵素ファミリーの１つとなった。研究では、タ
ンパク質キナーゼは、信号伝達、転写調節、細胞運動、細胞分裂を含む、たくさんの細胞
機能の主要な調節因子であると示されている。いくつかの腫瘍遺伝学ではまた、タンパク
質キナーゼの符号化を示し、キナーゼが腫瘍形成において重要な役割を果たすことを示唆
している。
【００８８】
　タンパク質キナーゼは、それらがリン酸化するアミノ酸残留物に基づき、たいてい2つ
の基に分けられる。1つ目の基はセリン／トレオニンキナーゼで、環状APTと環状GMPへの
依存性タンパク質キナーゼ、カルシウムとリン脂質への依存性タンパク質キナーゼ、カル
シウムとカルモジュリンへの依存性タンパク質キナーゼ、カゼインキナーゼ、細胞分裂周
期タンパク質キナーゼなどを含む。これらのキナーゼはたいてい細胞質か、またはおそら
くアンカータンパク質によって、特定の細胞破片と結合する。
【００８９】
　2つ目のキナーゼ基はチロシンキナーゼと呼ばれ、チロシンの残留物をリン酸化するも
のである。それらの量はかなり少ないが、細胞の調整においては同じくらいに重要な役割
を果たす。これらのキナーゼは、表皮成長要因受容体、インスリン受容体、血小板由来の
受容体などの、成長因子やホルモンのようないくつかの受容体を含んでいる。研究による
と、多くのチロシンキナーゼが膜貫通タンパク質であり、その受容体ドメインが細胞の外
側にあり、そのキナーゼドメインが細胞の内側にある。
【００９０】
　セリン含有、トレオニン含有、チロシン含有タンパク質のキナーゼによるリン酸化は、
腫瘍形成、細胞形質転換、細胞成長、開口分泌を含む、様々な細胞プロセスでリン酸化タ
ンパク質性生物が関係しているため、重要である。
【００９１】
　酸化還元酵素
【００９２】
　いくつかの実施形態では、標的酵素は酸化還元酵素である。酸化還元酵素は、１分子(
酸化剤、また、水素ドナーまたは電子ドナーとも呼ばれる)から別の分子（還元剤、また
、水素受容体または電子受容体とも呼ばれる）への電子の移動に触媒作用を及ぼす酵素で
ある。酸化還元酵素は酵素のEC番号の分類基準でEC1に分類される。酸化還元酵素はさら
に、以下の22のサブクラスに分類される。多くの酸化還元酵素は１つ以上の金属イオンを
含むメタロ酵素である。この基のいくつかの代表的酵素には、4-ヒドロキシフェニルピル
ビン酸ジオキシゲナーゼ、5‐リポオキシゲナーゼ、アルコールデヒドロゲナーゼ、アル
デヒドデヒドロゲナーゼ、アロマターゼ、シクロオキシゲナーゼ、 シトクロム P450、 
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フマル酸レダクターゼ、ヘムオキシゲナーゼ、ラノステロールデメチラーゼ、ピルビン酸
:フェレドキシンオキシドレダクターゼ、リボヌクレオシド二リン酸レダクターゼ、甲状
腺ペルオキシダーゼ、キサンチンオキターゼがある。
【００９３】
リアーゼ
【００９４】
　いくつかの実施形態では、標的酵素はリアーゼである。本明細書でいう「リアーゼ」と
は、通常新しい二重結合または環状構造を形成して、加水分解と酸化以外の手段により、
様々な化学結合の切断に触媒作用を及ぼす酵素を意味する。
【００９５】
　リアーゼは酵素のEC番号分類基準でEC4に分類される。リアーゼはさらに、 (1)デカル
ボキシラーゼ、アルデヒドリアーゼ、オキン酸リアーゼなどの炭素炭素結合を開裂するリ
アーゼ、(2)デヒドラターゼなどの炭素酸素結合を開裂するリアーゼ、(3)炭素窒素結合を
開裂するリアーゼ、(4)炭素硫黄結合を開裂するリアーゼ、(5)炭素ハロゲン化物結合を開
裂するリアーゼ、(6)アデニル酸シクラーゼ、グアニル酸シクラーゼ などのリン酸素結合
を開裂するリアーゼ、(7)フェルケラーゼなどのその他のリアーゼのサブクラスに分類さ
れる。
【００９６】
　異性化酵素
【００９７】
　いくつかの実施形態では、標的酵素は異性化酵素である。本明細書でいう「異性化酵素
」とは、異性体の構造的再配列に触媒作用を及ぼす酵素を意味する。
【００９８】
　異性化酵素はそれ自身の酵素のECクラス、5がある。異性化酵素はさらに、(1)ラミセ化
(ラセマーゼ)とエピマー化(エピメラーゼ)に触媒作用を及ぼす酵素、(2) 幾何異性体(シ
ストランスの異性化酵素)の異性化に触媒作用を及ぼす酵素、(3)分子内の酸化還元酵素、
(4)分子内の転移酵素（ムターゼ）、(5) 分子内のリアーゼ、(6)その他の異性化酵素 (ト
ポイソメラーゼを含む)の６つのサブクラスに分類される。
【００９９】
　リガーゼ
【０１００】
　いくつかの実施形態では、 標的酵素はリガーゼである。本明細書でいう「リガーゼ」
とは、ATP内のニリン酸結合の不純物加水分解または同様の三リン酸との2つの分子の連結
に触媒作用を及ぼす酵素を意味する。
【０１０１】
　リガーゼは酵素のEC番号の分類基準のEC6に分類される。リガーゼはさらに、(1)対応す
るアミノ酸 (アミノ酸tRNAリガーゼ)と炭素酸素結合(例えば、転移ＲＮＡをアシル化する
酵素)を形成する酵素、(2)炭素硫黄結合(例えば、アシルCoA誘導体を合成する酵素)を形
成する酵素、(3)炭素窒素結合(例えば、アミドシンターゼ、ペプチドシンターゼ、複素環
を構成する酵素、グルタミンをアミド-N-ドナーとして使う酵素)やその他を形成する酵素
、(4)炭素炭素結合(ほとんどはビオチニル-タンパク質であるカルボキシル化酵素)を形成
する酵素、(5)リン酸エステル結合(例えば、核酸内で切断されたリン酸ジエステル結合を
修復する酵素(通常、回復酵素と呼ばれる))を形成する酵素、(6)窒素金属結合 (例えば、
テトラピロール環系の金属キレート化)を形成する酵素の6つのサブクラスに分類される。
【０１０２】
　B.　 標的酵素の基板
【０１０３】
　本発明で使用される基板は標的酵素によって決まる。酵素と基板の関係は通常、関連標
的酵素の特性として知られている。下記に示すように、本発明で使用される基板には、標
的酵素によって、「捕捉基板」と「溶液基板」の2種類がある。
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【０１０４】
　「捕捉基板」は標的酵素の基板であり、通常対応する酵素との接触による共有結合の変
化に基づく立体配座の変化を起こすものである。例えば、下記により詳細を示すように、
酵素がプロテアーゼの場合、基板は開裂されることがある。同様に、基板は転移酵素や異
性化酵素のように、空間的再配列を起こすことがある。なお、「捕捉基板」(本明細書で
は「支持基板」と呼ぶこともある)は、表面で実際に標的を捕捉するものとは限らず、む
しろ、表面に付着するものであると理解されたい。一般に、捕捉基板は、例えば加水分解
酵素、異性化酵素、転移酵素のような共有結合を切断する酵素に使用される。
【０１０５】
　「溶液基板」は酵素的反応において結合を合成する標的酵素と共に使用され、これによ
って、1つの反応物質(または「生成物」とも呼ばれる)を形成するために2つ以上の基板を
追加することになる。例えば、リガーゼは２つの短いペプチドから長いペプチドを合成し
たり、2つの核酸を一緒に連結させる場合に使用することができる(例えば、捕捉基板を表
面に、そして溶液基板をアッセイ中に)。別の例として、核酸合成があるが、この場合、
核酸が表面にあり、そしてヌクレオチドが捕捉基板に加えられる。キナーゼもまた、本明
細書に記載の通り、このクラスに該当する。
【０１０６】
　適切な標的酵素／基板のペアにはプロテアーゼ／タンパク質 (プロテアーゼ／ペプチド
を含む)、リガーゼ／核酸、リガーゼ／タンパク質、リパーゼ／脂質、カルボヒドラーゼ
／炭水化物、キナーゼ／リン酸リン酸基などがあるが、これらに限定されない。
【０１０７】
　例えば、標的酵素がプロテアーゼの場合、基板は通常標的酵素によって開裂されるペプ
チドを含むタンパク質である。いくつかの実施形態では、ペプチドのような、より小さな
捕捉基板が好まれるが、より大きなタンパク質を使うこともできる。さらに重要なことは
、REAMの近くの電気化学ポテンシャルが酵素の作用によって変化することである。この基
板は、各基板が１つ以上の特異標的酵素によってのみ開裂されるように、開裂に特異性を
与える配列も含むことが好ましい。
【０１０８】
　例えば、標的酵素がBoNTの１つである場合、遺伝子工学などによる最適化のあるなしに
かかわらず、基板はSNAP-25またはVAMPなどのBoNTの周知の基板から派生した配列を含む
。
【０１０９】
　C.　 電極
【０１１０】
　一態様では、本発明は電極に付着するリガンド構造を提供する。本明細書でいう「電極
」とは、電子デバイスに結合されると電流または電荷を感知し、それを信号に変換する組
成物を意味する。好適な電極は当技術分野では周知であり、金、白金、パラジウム、シリ
コン、アルミニウム、白金酸化物、チタニウム酸化物、スズ酸化物、インジウムスズ酸化
物、パラジウム酸化物、シリコン酸化物、アルミニウム酸化物、モリブデン酸化物(Mo2O6
)、タングステン酸化物(WO3)、ルテニウム酸化物を含む金属酸化物電極、そして炭素 (ガ
ラス状炭素電極、グラファイト、カーボンペーストを含む)を含む特定の金属やその他の
酸化物を含むが、これらに限定されない。好適な電極には金、シリコン、炭素、金属酸化
物電極が含まれ、金を有するものが特に好適である。
【０１１１】
　本明細書に記載の電極は平面として説明するが、これは電極の可能な配座のほんの１つ
であり、略図の目的のみに使用するものである。電極の配座は使用する検出方法によって
様々である。例えば、平坦電極は光検出方法や核酸配列が作成される場合などの、合成や
検出のアドレス可能な場所が必要な場合に好適である。あるいは、単一プローブ検定の場
合、電極は、内面に結合するSAM、EAM、捕捉リガンドなどの系の成分を有する管状であっ
てもよい。これによって、少量の試料に露出される核酸を含む表面の面積を最大にするこ
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とができる。
【０１１２】
　本発明の電極は通常バイオチップカートリッジに組み込まれ、様々な配置をとることが
でき、作用電極と参照電極、相互連結 (「基板貫通」(through board) 相互連結を含む)
、そしてマイクロ流体成分を含むことができる。例えば、その内容全体を本明細書に参照
として取り込む米国特許番号7,312,087を参照のこと。
【０１１３】
　バイオチップカートリッジはバイオ分子の配列を有する基板を含み、様々な方法で配置
することができる。例えば、チップは試薬の導入と除去のための注入ポートと排出ポート
を含むことができる。さらにカートリッジは、試料を導入し、試薬を加え、反応を行い、
そして試料を検出用配列を含む反応チャンバに加えることができるように、マイクロ流体
成分を有するキャップまたは蓋を含んでいてもよい。
【０１１４】
　好適な実施形態では、バイオチップは複数の配列位置を有する基板を含む。本明細書の
「基板」、「固体支持体」またはその他の相当語句は、捕捉リガンドの付着または会合に
適切な分離した個々の部位を含むように修飾することのできる物質を意味する。適切な基
板には、金などの金属面、下記に定める電極、ガラスと修飾または官能化されたガラス、
ファイバーグラス、テフロン（登録商標）、セラミックス、雲母、プラスチック(アクリ
ル、ポリスチレンとスチレン共重合体とその他の物質、ポリプロピレン、ポリエチレン、
ポリブチレン、ポリイミド、ポリカーボネート、ポリウレタン、テフロン（登録商標）と
その誘導体などを含む)、GETEK(ポリプロピレン酸化物とファイバーグラスの混合)など、
多糖類、ナイロンまたはニトロセルロース、樹脂、シリコンと修飾シリコンを含むシリカ
またはシリカ系物質、炭素、金属、無機ガラスおよびその他の様々なポリマーが含まれ、
プリント基板（PCB）物質を有するものが特に好適である。
【０１１５】
　本システムは配列形成において特に有用である。つまり、その中にアドレス可能な検出
電極のマトリクスがある(本明細書では通常「パッド」、「アドレス」または「ミクロ位
置」と呼ぶ)。本明細書における「配列」とは、配列形成の複数の捕捉リガンドを意味し
、配列の大きさは組成物と配列の最終的な使用によって決まる。約2つの異なる捕捉基板
から何千何万という捕捉基板を含む配列を作ることができる。
【０１１６】
　好適な実施形態では、検出電極は基板上に形成される。さらに、本明細書の説明では、
通常金電極の使用を対象としているが、当業者によって理解されるように、その他の電極
も使用することができる。基板は本明細書および引用文献に概要を示すように、様々な物
質を含むことができる。
【０１１７】
　一般に、好適な物質にはプリント基板材料が含まれる。プリント基板材料は導電層でコ
ーティングされ、電極と相互連結のパターンを形成する (技術的に、相互連結またはリー
ドと呼ばれることがある)リソグラフィー技術、具体的にはフォトリソグラフィー技術に
よって処理される絶縁基板を含むものである。絶縁基板は通常ポリマーであるが、常にそ
うではない。当該技術分野において周知であるように、「2次元」（例えば、平面内の全
ての電極と相互連結)または「3次元」(電極が１つの表面にあり、そして相互連結が基板
の反対側まで貫通する、または電極が複数の表面上にある)基板の何れかを作るために、
１つまたは複数の層を使用することができる。3次元システムはしばしば、「基板貫通」
相互連結が行われるように、穴あけまたはエッチング、それに続く銅などの金属による電
気メッキに依存する。基板物質にはよく、銅箔などの、基板にすでに付着した箔が備わっ
ており、例えば電気メッキによって、必要であれば（例えば相互連結など）銅を追加する
。従って銅の表面は、接着層が付着するように、例えばエッチングによって粗面化する必
要がある。
【０１１８】
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　従って、好適な実施形態では、本発明は、複数の電極、好適には金電極を含む基板を含
むバイオチップ(本明細書において「チップ」と呼ばれることがある)を提供する。電極の
数は配列のために説明したものである。各電極は、好適には、本明細書に概要を示すよう
に、自己組織化単分子層を含む。好適な実施形態では、単分子層形成種の１つは、本明細
書に概要を示すように捕捉リガンドを含む。さらに、各電極は、片方の端が電極に付着し
、そして電極を制御することのできる装置に最終的に付着する相互連結を有する。つまり
、各電極は独立してアドレス可能である。
【０１１９】
　最後に、本発明の構成は、マイクロ流体コンポーネントとロボットコンポーネント(例
えば、その内容全体を本明細書に参照として取り込む米国特許番号6,942,771、7,312,087
と、その関連ケースを参照のこと)を含む様々な付加コンポーネントと、信号処理技術を
使用するコンピュータを含む検出システム(例えば、その内容全体を本明細書に参照とし
て取り込む米国特許番号6,740,518を参照のこと)を含むことができる。
【０１２０】
　(a). 自己組織化単分子層スペーサ
【０１２１】
　いくつかの実施形態では、電極は任意選択でさらにSAMを含むことができる。本明細書
でいう「単分子層」または「自己組織化単分子層」すなわち「SAM」は、分子が互いにほ
ぼ平行に、そして表面にほぼ垂直に配向された、表面に自発的に化学吸着する分子の比較
的規則性のある会合体を意味する。各分子は表面に接着する官能基と、単分子層の隣接す
る分子と相互作用して比較的規則性のある配列を形成する部分を含む。「混合」単分子層
は、少なくとも２つの異なる分子が単分子層を構成する異種単分子層を含む。本明細書に
概要を示すように、単分子層の使用は、生体分子の表面への非特異性結合の量を減らし、
核酸の場合は、オリゴヌクレオチドの電極からの距離の結果として、オリゴヌクレオチド
のハイブリッド化の効率を増やす。従って単分子層は、標的酵素の電極表面から離れたと
ころでの維持を容易にする。さらに、単分子層 は、電荷を電極の表面から運び出してお
くのに役立つ。従って、この層は電極とREAM、または溶媒内の電極と荷電種の間の電気接
触を防ぐのに役立つ。このような接触によって、直接的な「短絡」や試料中に存在するこ
とのある荷電種を介した間接的な短絡が起こることもある。従って、単分子層は、好適に
は、最小限の「穴」が存在するように、電極表面の均一層に隙間なく充填する。よって単
分子層は電極への溶媒の露出を阻止する物理障壁として機能する。
【０１２２】
　いくつかの実施形態では、単分子層は導電性オリゴマを含む。本明細書でいう「導電性
オリゴマ」とは、実質的導電性オリゴマであり、好適には直線状であり、そのいくつかの
実施形態は文献で「分子ワイヤ」と呼ばれる。本明細書でいう「実質的導電性」とは、オ
リゴマが100 Hzで電子を転移することができることである。一般に、導電性オリゴマは導
電性オリゴマ単量体単位間のように、実質的に重複するπ-軌道、すなわち共役π-軌道を
有する。ただし、導電性オリゴマは1つ以上のシグマ(σ)結合を含むことができる。さら
に、導電性オリゴマは、関連EAMへ電子を注入したり、また関連EAMから電子を受容する能
力によって、機能的に定義される。さらに、導電性オリゴマは、本明細書に定めるように
、絶縁体よりも導電性がある。さらに、本発明の導電性オリゴマは、それ自身が電子を供
与したり受容したりする電気活性ポリマーから区別される。
【０１２３】
　導電性オリゴマのより詳しい説明はWO／1999／57317に記載されており、その内容全体
を本明細書に参照として取り込む。特に、WO／1999／57317の14から21ページの構造1から
9に記載の導電性オリゴマで、本発明が使用されている。いくつかの実施形態では、導電
性オリゴマは次の構造を持つ:
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【化２】

【０１２４】
　さらに、単分子層の導電性オリゴマの少なくともいくつかの末端は電子的に露出してい
る。本明細書でいう「電子的に露出した」とは、EAMの末端と近接した配置、そして適切
な信号で開始の後、EAMの存在に依存する信号が検知されることがあるということである
。導電性オリゴマは末端基を持っている場合もあるし、持たない場合もある。よって、好
適な実施形態では、付加的な末端基はなく、導電性オリゴマは、例えばアセチレン結合の
ように、末端基で終了する。あるいはいくつかの実施形態では、末端基が追加され、本明
細書では「Q」と説明することもある。末端基はいくつかの理由によって使用される、例
えば、EAMの検出のために導電性オリゴマの電子的有用性（electronic availability）に
供与するため、または、非特異性結合を防ぐためなど、他の理由でSAMの表面を変えるた
めなどである。例えば、標的検体がＤＮＡやＲＮＡなどの核酸である場合、核酸は忌避さ
れるか、または表面に横たわらないようにされ、ハイブリッド化が促進されるように、末
端に負荷電基が存在して負荷電の表面を形成することができる。好適な末端基には、-NH
、-OH、-COOH、そして-CH3などのアルキル基、そして(ポリ)エチレングリコールなどの(
ポリ)アルキル酸化物が含まれ、－OCH2CH2OH、-(OCH2CH2O)2H、-(OCH2CH2O)3H、-(OCH2CH

2O)4H を有するものが好適である。
【０１２５】
　一実施形態では、導電性オリゴマの混合物を異なる種類の末端基と使用することができ
る。よって、例えば、末端基の中には検出を促進するものや、そして非特異性結合を防ぐ
ものがある。
【０１２６】
　いくつかの実施形態では、電極はさらに、好適には電極表面の単分子層の形で、不動態
化剤を含む。いくつかの検体は、結合リガンドが電極から離れると、検体結合(つまりハ
イブリッド化)の効率が上がることがある。さらに、単分子層の存在は表面への非特異性
結合を減少させる(これはさらに、本明細書で概要を示す末端基の使用によってさらに促
進させることができる)。不動態化剤層は、結合リガンドおよび／または電極表面層から
離れた検体の維持を促進させる。さらに、不動態化剤は電荷を電極の表面から運び出して
おくことに役立つ。よって、この層は電極と電子移動部分との間、または溶媒内の電極と
荷電種との間の電気接触を防ぐのに役立つ。このような接触によって、直接的な「短絡」
や試料中に存在することのある荷電種を介した間接的な短絡が起こることもある。よって
、不動態化剤の単分子層は、最小限の「穴」が存在するように、電極表面にきつく詰めた
均一層状態にするのが好ましい。あるいは、不動態化剤は単分子層の形状でなくてもよく
、導電性オリゴマの充填やその他の特性を助けるために存在してもよい。
【０１２７】
　よって不動態化剤は、溶媒の電極への露出を阻止する物理障壁として機能することがで
きる。このように、不動態化剤自身は実際には、(1)導電または(2)非導電、すなわち絶縁
分子のどちらでもよい。従って、一実施形態では、不動態化剤は、本明細書で示すように
、電荷の電極への転移を阻止または減少させる末端基の有無にかかわらず、導電性オリゴ
マである。導電性のその他の不動態化剤には、--(CF2)n--、 --(CHF)n--そして--(CFR)n
－－のオリゴマが含まれる。好適な実施形態では、不動態化剤は絶縁体部分である。
【０１２８】
　いくつかの実施形態では、 単分子層は絶縁体を含む。「絶縁体」は実質的に非導電性
オリゴマで、好適には直線状である。本明細書でいう「実質的非導電性」とは、絶縁体を
通る電子移動の速度が導電性オリゴマを通る電子移動の速度よりも遅いことを意味する。
別の言い方をすれば、絶縁体の電気抵抗が導電性オリゴマの電気抵抗よりも高いというこ
とである。なお、オリゴマは通常 --(CH2)16分子などの絶縁体と考えられるが、遅い速度
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ではあるが、電子を転移することができる。
【０１２９】
　いくつかの実施形態では、 絶縁体は約10-7 Ω-1 cm-1以下の導電率Sを持つ。好適には
、約10-8 Ω-1 cm-1 である。Gardner et al.、センサーとアクチュエーター（Sensors a
nd Actuators） A 51 (1995年) 57～66ページを本明細書に参照として取り込む。
【０１３０】
　一般に、絶縁体は、たとえ特定の絶縁体分子が芳香基または1つ以上の共役結合を含ん
でいるとしても、アルキルまたはヘテロアルキルオリゴマまたはシグマ結合部分である。
本明細書でいう「ヘテロアルキル」とは、少なくとも１つのヘテロ原子、すなわち鎖に含
まれる窒素、酸素、硫黄、リン、シリコンまたはホウ素を有するアルキル基を意味する。
あるいは、絶縁体は電子移動を好適には実質的に阻止または遅くする役目を持つ、1つ以
上のヘテロ原子または結合を持つ導電性オリゴマに非常に似ていることがある。いくつか
の実施形態では、絶縁体はC6-C16アルキルを含む。
【０１３１】
　絶縁体を含む不動態化剤は、本明細書で定めるように、R基と置換して、電極の部分ま
たは導電性オリゴマの充填、絶縁体の親水性または疎水性、絶縁体の回転、ねじり、また
は縦の柔軟性などのたわみ性を変化させる。例えば、ブランチアルキル基を使用すること
ができる。さらに、絶縁体を含む不動態化剤の末端は、本明細書で末端木（「TG」）と呼
ばれることのある、単分子層の露出した表面に影響を与える付加基を含むことがある。例
えば、荷電した中性または疎水性の基を加えて試料との非特異性結合を阻止したり、検体
などの結合の動力に影響を与えることができる。例えば、末端に荷電した基を置いて、荷
電表面を形成して、ある標的検体の結合を促進または阻害したり、表面に横たわることを
忌避したり妨げたりすることができる。
【０１３２】
　不動態化剤の長さは必要に応じて変化させることができる。一般に、不動態化剤の長さ
は上述のように、導電性オリゴマの長さと同様である。さらに、導電性オリゴマは基本的
に不動態化剤と同じ長さかまたはそれよりも長く、結合リガンドが溶媒によって露出可能
となる。
【０１３３】
　単分子層は絶縁体を含む１種類の不動態化剤または異なる種類のものである。
【０１３４】
　適切な絶縁体は当技術分野では周知であり、--(CH2)n--、--(CRH)n－ と --(CR2)n--、
エチレングリコール または酸素の代わりに他のヘテロ原子を使った誘導体、すなわち、
窒素または硫黄 (硫黄誘導体は電極が金の場合は好適ではない)である。いくつかの実施
形態では、絶縁体はC6 からC16アルキルを含む。
【０１３５】
　いくつかの実施形態では、 電極は金属面であり、相互連結または電気化学を行う能力
を持つ必要はない。
【０１３６】
　(b). アンカー基
【０１３７】
　本発明はアンカー基を含む化合物を提供する。本明細書でいう「アンカー」または「ア
ンカー 基」とは、本発明の化合物を電極に付着させる化学基である。
【０１３８】
　当業者によって理解されるように、アンカー基の組成物は、それが付着する表面の組成
物によって異なる。金電極の場合、ピリジニルアンカー基とチオール系アンカー基が特に
使用される。
【０１３９】
　導電性オリゴマの共有付着は、電極と使用される導電性オリゴマによって、様々な方法
で達成される。一般に、構造１に「A」と示すように、いくつかの種類のリンカーが使用
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される。その中で、Xは導電性オリゴマで、斜線の表面は電極である:
【化３】

【０１４０】
　この実施形態では、Aはリンカーまたは原子である。「A」の選択は部分的に、電極の特
性による。よって、例えば、金の電極が使用される場合、Aは硫黄でもよい。あるいは、
金属酸化物の電極が使用される場合、Aは酸化物の酸素に付着するシリコン(シラン)部分
でもよい(例えば、参照として明示的に本明細書に取り込む、Chen et al.、 Langmuir 10
:3332～3337ページ (1994年); Lenhard et al.、 J. Electroanal. Chem. 第78巻:195～2
01ページ (1977年)を参照のこと)。炭素系電極が使用される場合、Aはアミノ部分(好適に
は1級アミン; 例えば、Deinhammer et al.、 Langmuir 第10巻:1306～1313ページ (1994
年)を参照のこと)であってもよい。よって、好適なA部分には、シラン部分、硫黄部分(ア
ルキル硫黄部分を含む)、アミノ部分が含まれるが、それらに限定されない。
【０１４１】
　いくつかの実施形態では、 電極は炭素電極である。すなわちガラス状の炭素電極であ
り、付着はアミン基の窒素を介して行われる。代表的な構造は、その内容全体を本明細書
に参照として取り込む米国特許出願番号20080248592の構造15に示される。さらに、リン
カーおよび／または末端基などの付加原子が存在してもよい。
【０１４２】
　明細書に参照として取り込む米国特許出願番号20080248592の構造16では、酸素原子は
金属酸化物電極の酸化物から得られる。Si原子はまたその他の原子、すなわち、置換基を
含むシリコン部分を含んでもよい。その他の電極へのその他のSAMの付着は当技術分野で
は周知である。例えば、インジウムスズ酸化物電極への付着に関しては、Napier et al.
、 Langmuir、1997年を参照のこと。また、インジウムスズ酸化物電極げびリン酸の化学
吸着に関しては、1998年5月4、5日、CHI会議、H. Holden Thorpeによる講演を参照のこと
。
【０１４３】
　１つの好適な実施形態では、インジウムスズ酸化物（ITO）が電極として使用され、ア
ンカー基はホスホン酸含有種である。
【０１４４】
1).　　硫黄アンカー基
【０１４５】
　単一部分として構造1に示すが、導電性オリゴマは、１つ以上の「A」部分を有する電極
に付着することができる。「A」部分は同じでもよいし、異なるものであってもよい。よ
って、例えば、電極が金の電極であり、そして「A」が 硫黄原子または部分である場合、
下記の構造2、3、4に示すように、導電性オリゴマの電極への付着に多重硫黄原子を使う
ことができる。当業者によって理解されるように、他にもこのような構造を作ることもで
きる。構造2,3,4では、A部分は単なる硫黄原子であるが、置換硫黄部分を使用してもよい
。
【０１４６】
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　よって、例えば、電極が金の電極で、そして「A」が、下記の構造6に示すように硫黄原
子または部分である場合、下記の構造、2、3、4に示すように、多重硫黄原子を使って導
電性オリゴマを電極に付着することができる。当業者によって理解されるように、他にも
このような構造を作ることができる。 構造2、3、4では、A部分は単なる硫黄原子である
が、置換硫黄部分を使用してもよい。
【化４】

【０１４７】
　なお、構造4と同様に、電極に付着する3つの硫黄部分を有する単一炭素原子で終了する
導電性オリゴマを持つことができる。
【０１４８】
　別の態様では、本発明は共役チオールを含むアンカーを提供する。図10に共役チオール
アンカーを有する例示的錯体を示す。いくつかの実施形態では、アンカーはアルキルチオ
ール基を含む。図10Aと図4Bにいくつかの例を示す。図10Bに示す2つの化合物はそれぞれ
カルベンと4-ピリジルアラニンに基づくものである。
【０１４９】
　別の態様では、本発明は、金電極などの電極の検体検出の電気活性部分の構成でアンカ
ー基として機能する共役多足性チオ含有化合物を提供する。つまり、スペーサー基(種を
形成するEAM、REAMCまたは「空いた」単分子層に付着することのできるもの)は２つ以上
の硫黄原子を使って付着される。これらの多足性アンカー基は本明細書に示すように、直
線状または環状であることができる。



(25) JP 2011-502245 A 2011.1.20

10

20

30

40

50

【０１５０】
　いくつかの実施形態では、アンカー基は「2足性」であり、そして、金表面に付着する2
つの硫黄原子を含み、直線状である。しかし、場合によっては他の多足性（例えば「3足
性」）の系を含むことができる。このような多足性アンカー基は安定性の増加を示し、そ
して／または立体的要求性頭部を有するチオール含有アンカーからSAMを調製するための
大きなフットプリントが可能となる。
【０１５１】
　いくつかの実施形態では、アンカーは環状ジスルフィド (「バイポッド」)を含む。場
合によっては他の多足性（例えば「3足性」）を有する連鎖系アンカー基を含むことが可
能である。連鎖の原子数は、例えば5から10への変えることができ、下記に述べる多環状
アンカー基も含む。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、アンカー基は、下記に示すような、尖部の窒素原子と分子内
のジスルフィド結合を有する７員環の[1、2、5]-ジチアゼピン単位を含む。

【化５】

【０１５３】
なお、構造(IIIa)では、 連鎖の炭素原子をさらに置換することができる。 当業者によっ
て理解されるように、他の員環も含まれる。さらに、多環状連鎖構造を使用することがで
き、これは、他の環状アルカン(環状ヘテロアルカンを含む)または芳香連鎖構造と置換す
る上述の[1、2、5]-ジチアゼピンなどの環状ヘテロアルカンを含むことができる。
【０１５４】
　いくつかの実施形態では、アンカー基とスペーサの部分は下記の構造を有する。 
【化６】

　
【０１５５】
　本明細書の「R」基 は、EAMの遷移金属成分の末端配位リガンドを有する共役オリゴフ
ェニルエチニレン単位を含む任意の置換基である。
【０１５６】
　アンカーは二座中間体(I)(式IIIによる化合物、式中 R=I)から合成される。これは、本
明細書に参照として取り込む Li et al.、 Org. Lett. 第4巻:3631～3634ページ (2002年
)を参照のこと。また、Wei et al、ジャーナル・オブ・オーガニック・ケミストリー（J.
 Org、 Chem.）第69巻:1461～1469ページ (2004年)も参照のこと。
【０１５７】
　硫黄原子の数は、本明細書に概要を示すように、特定の実施形態では、スペーサあたり
、1、2、そして3つの硫黄原子を使用する。
【０１５８】
(c).　電気活性部分
【０１５９】
　アンカー基に加え、本発明では電気活性部分を含む化合物を提供する。本明細書でいう
「電気活性部分（EAM）」、「遷移金属錯体」、「レドックス活性分子」、「電子移動部
分（ETM）」は、可逆的または半可逆的に1つ以上の電子を転移することのできる金属含有
化合物を意味する。電子ドナーと受容体の容量は相対的であると理解されたい。つまり、
ある実験条件下で電子を失う分子は別の実験条件下では電子を受容することができる。
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【０１６０】
　可能な遷移金属錯体の数は大きく、そして電子移動化合物の当業者は、本発明では多く
の化合物を使用することができると理解されたい。本明細書でいう「遷移金属」とは、そ
の原子が部分的または全体的な電子の殻を持つ金属を意味する。本発明で使用する適切な
遷移金属には、カドミウム(Cd)、銅(Cu)、コバルト(Co)、パラジウム(Pd)、亜鉛(Zn)、鉄
(Fe)、ルテニウム(Ru)、ロジウム(Rh)、オスミウム(Os)、レニウム (Re)、白金(Pt)、ス
カンジウム(Sc)、チタニウム(Ti)、バナジウム(V)、クロム(Cr)、マンガン(Mn)、ニッケ
ル(Ni)、モリブデン(Mo)、テクネチウム (Tc)、タングステン(W)、イリジウム(Ir)を含む
が、これらに限定されない。つまり、遷移金属の第１系列、白金金属 (Ru、Rh、Pd、Os、
Ir、Pt)、そしてFe、Re、W、Mo、Tcが本発明で特に使用される。特に好適なのは、酸化状
態の変化時に配位部位が変化しない金属であり、これには、ルテニウム、オスミウム、鉄
、白金、パラジウムが含まれ、オスミウム、ルテニウム、鉄が特に好適であり、オスミウ
ムは多くの実施形態で特に使用される。いくつかの実施形態では、 鉄は好適ではない。
通常、遷移金属は本明細書でTMまたはMと示される。
【０１６１】
　遷移金属と配位リガンドは金属錯体を形成する。本明細書でいう「リガンド」すなわち
「配位性リガンド」(本明細書では図に「L」と示す)は、1つ以上の中心原子またはイオン
との配位共有結合で、その電子のうちの１つ以上を通常供与するもしくはその電子を共有
する原子、イオン、分子または官能基を意味する。
【０１６２】
　金属のその他の配位部位を、遷移金属錯体の捕捉リガンド (直接的または間接的にリン
カーを使う)または電極 (下記に詳細を示すように、頻繁にスペーサを使う)、または両方
への付着に使用する。よって、例えば、遷移金属錯体が結合リガンドに直接連結される場
合、金属イオンの配位部位の中の1つ、2つまたはそれ以上が結合リガンドによって供給さ
れる配位原子(または、間接的に連結される場合には、リンカーによって)占有されること
がある。さらに、または代替的に、金属イオンの配位部位の1つ以上が、遷移金属錯体の
電極への付着に使用されるスペーサによって占有されることがある。例えば、下記により
詳細を示すように、遷移金属錯体が結合リガンドから離れて電極に付着する場合、1(n-1)
を除く金属(n)の全ての配位部位が極性リガンドを含むことができる。
【０１６３】
　本明細書で「L」と示す適切な小さな極性リガンドは、本明細書でより詳しく述べるよ
うに、2つのカテゴリーに該当する。一実施形態では、一般的に良くない脱離基または優
れたシグマドナー、そして金属の固有性により、小さな極性リガンドは効果的に不可逆的
に金属イオンに結合する。これらのリガンドは「置換不活性」と呼ぶことができる。ある
いは、下記により詳細を示すように、小さな極性リガンドは、それらの優れた脱離基特性
または良くないシグマドナー特性により、標的検体の結合時に、検体が1つ以上の配位原
子を金属に提供し、効果的に小さな極性リガンドを置換するように、可逆的に金属イオン
に結合させてもよい。これらのリガンドは、「置換が容易」と呼ぶことができる。リガン
ドは、好適には双極子を形成する、というのも、これは高溶媒再配置エネルギーに供与す
るからである。
【０１６４】
　遷移金属錯体の構造のいくつかを下記に示す。
【化７】



(27) JP 2011-502245 A 2011.1.20

10

20

30

40

50

【０１６５】
　Lは配位原子を金属イオンの結合に提供するコリガンドである。当業者によって理解さ
れるように、コリガンドの数と性質は金属イオンの配位数によって決まる。単座、二座ま
たは多座のコリガンドを任意の位置で使用することができる。よって、例えば、金属が6
の配位数を持つ場合、導電性オリゴマの末端からのL、核酸から供与されるL、そしてrで
、合計6になる。よって、金属が6の配位数を持つ場合、全てのコリガンドが単座であれば
、r の範囲は0(全ての配位原子に他の2つのリガンドが備わっている場合)から4である。
よって一般に、rは金属イオンの配位数とその他のリガンドの選択によって、0から8であ
る。
【０１６６】
　一実施形態では、金属イオンの配位数は6であり、導電性オリゴマに付着するリガンド
と核酸に付着するリガンドはどちらも少なくとも二座である。つまり、r は好適には、0
、1(すなわち、残りのコリガンドは二座)、または2(2つの単座コリガンドが使われる)で
ある。
【０１６７】
　当技術分野で理解されているように、コリガンドは同じでもよいし、異なっていてもよ
い。適切なリガンドは、配位原子 (通常文献ではシグマ(σ)ドナーと呼ばれる)として窒
素、酸素、硫黄、炭素またはリン原子(金属イオンによる)を使用するリガンドと、メタロ
センリガンド(文献では通常pi(π)ドナーと呼ばれ、本明細書ではLmと説明される)などの
有機金属リガンドの２つのカテゴリーに該当する。適切な窒素ドナーリガンドは当技術分
野では周知であり、シアノ (C≡N)、NH2 ; NHR; NRR'; ピリジン; ピラジン; イソニコチ
ンアミド; イミダゾール; ビピリジンとビピリジンの置換 誘導体; テルピリジンと置換
誘導体; フェナントロリン、特に1、10-フェナントロリン (phenと略する ) と、4、7-ジ
メチルフェナントロリンとジピリジル[3、2-a:2'、3'-c]フェナジン(dppzと略する); ジ
ピリドフェナジン; 1、4、5、8、9、12-ヘキサアザトリフェニレン(hatと略する)とフェ
ナントロリンの置換誘導体; 9、10-フェナントレンキノンジイミン(phiと略する); 1、4
、5、8-テトラアザフェナントレン(tapと略する); 1、4、8、11-テトラ-アザシクロテト
ラデカン(cyclamと略する )とイソシアン化物を含む。溶融誘導体を含む置換誘導体も使
用することができる。いくつかの実施形態では、ポルフィリンとポルフィリンファミリー
の置換誘導体を使用することができる。例えば、本明細書に参照として明示的に取り込む
、 コンプリヘンシブ・コーディネーション・ケミストリー（Comprehensive Coordinatio
n Chemistry）、Ed. Wilkinson et al.、Pergammon Press、1987年、13.2章 (73～98ペー
ジ)、 21.1章 (813～898ページ)、21.3章(915～957ページ)を参照のこと。
【０１６８】
　当技術分野で理解されるように、本発明では、ドナー(1)が金属とドナー(2)に結合する
任意のリガンドドナー(1)-架橋-ドナー(2) を周囲の媒体(溶媒、タンパク質など)との相
互作用に使用することができる。ドナー(1)とドナー(2)がシアノ(C はドナー(1)、N はド
ナー(2)、piシステムはCN三重結合)のように、piシステムで結合されている場合は特にそ
うである。一つの例として、ビピリミジンがある。これは、ビピリジンと大変良く似てい
るが、媒体との相互作用のために、「背面」にNドナーを持っている。付加コリガンドに
は、シアン酸塩、イソシアン酸塩(-N=C=O)、チオシアン酸塩、イソニトリル、N2、O2、カ
ルボニル、ハロゲン化物、アルコキシド、チオラート、アミド、リン化物、スルフィノ、
スルホニル、スルホアミノ、スルファモイルなどの硫黄含有化合物が含まれるが、これら
に限定されない。
【０１６９】
　いくつかの実施形態では、 様々な金属を有する錯体へのコリガンドとして多重シアノ
が使用される。例えば、7つのシアノがRe(III)に結合し、8つがMo(IV)とW(IV)に結合する
。よって、本発明では、6つ以下のシアノと1つ以上のLを有するRe(III)、または7つ以下
のシアノと1つ以上Lを有するMo(IV)またはW(IV)を使用することができる。W(IV)系を持つ
EAMは他のものよりも特に有利である、というのも、それはより不活性で、調合が簡単で
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、より有利な還元ポテンシャルだからである。通常、CN／L率が大きいとシフトが大きく
なる。
【０１７０】
　炭素、酸素、硫黄、リンを使ってリガンドに供与する適切なシグマは当技術分野では周
知である。例えば、適切なシグマ炭素ドナーは、本明細書に参照として取り込むCotton a
nd Wilkenson、 Advanced Organic Chemistry、 第５版、 John Wiley & Sons、1988年の
、例えば38ページを参照のこと。同様に、適切な酸素リガンドには、当技術分野では周知
であるクラウンエーテル、水などが含まれる。ホスフィンと置換ホスフィンもまた適切で
ある。上述の文献の38ページを参照のこと。
【０１７１】
　ヘテロ原子が配位原子として機能できるように、酸素、硫黄、リン、窒素供与リガンド
が付着される。
【０１７２】
　いくつかの実施形態では、有機金属リガンドが使用される。レドックス部分として使用
する純粋有機化合物、そしてヘテロ環状または環外の置換基としてのドナー原子を有する
δ-結合有機リガンドを有する様々な遷移金属配位錯体に加え、pi-結合有機リガンドを有
する様々な遷移金属有機金属化合物がある(本明細書に参照として明示的に取り込む、Adv
anced Inorganic Chemistry、第５版、Cotton & Wilkinson、John Wiley & Sons、1988年
、26章; Organometallics、 A Concise Introduction、 Elschenbroich et al.、第２版
、1992年、 VCH; Comprehensive Organometallics Chemistry II、A Review of the Lite
rature 1982～1994年、 Abel et al. Ed.、 第7巻、7、8、10 & 11章、Pergamon Pressを
参照のこと)。このような有機金属リガンドには、環シクロペンタジエニドイオン[C5H5 (
-1)]などの環状芳香化合物や、ビス(シクロペンタジエル)メタル化合物(すなわちメタロ
セン)の類を生成するインデニリデ (-1)イオンのような、様々な連鎖置換および連鎖溶融
誘導体を含む（例えば、参照として取り込むRobins et al.、米国化学会誌（J. Am. Chem
. Soc.） 第104巻:1882～1893ページ (1982年); Gassman et al.、 J. Am. Chem. Soc. 
第108巻:4228～4229ページ (1986年)を参照のこと）。これらの中で、フェロセン [(C5H5
)2 Fe]とその誘導体は、様々な化学(Connelly et al.、Chem. Rev. 第96巻:877～910ペー
ジ (1996年)を参照として取り込む)と電気化学電子移動または「レドックス」反応 (Geig
er et al.、アドバンシーズ・イン・オルガノメタリックケミストリー（Advances in Org
anometallic Chemistry） 第23巻:1～93ページ; Geiger et al.、 Advances in Organome
tallic Chemistry 第24巻:87ページを参照として取り込む)で使用される典型的な例であ
る。第1、第2、第3列遷移金属の様々なメタロセン誘導体は、リボース連鎖またはヌクレ
オシド系核酸に共有結合するレドックス部分としての有望な候補である。その他の適合す
る可能性のある有機金属リガンドには、ビス(アレーン)金属化合物とその 連鎖置換およ
び連鎖溶融誘導体を生成するベンゼンなどの環状アレーンがあり、その中でビス(ベンゼ
ン)クロムは典型的な例である。アリル(-1)イオンやブタジエンなどのその他の環状π-結
合リガンドは適合する可能性のある有機金属化合物を生成し、そのようなリガンドは全て
、その他のpi-結合やδ-結合リガンドと導通して、炭素結合の金属を持つ、有機金属化合
物の一般的な類を構成する。架橋有機リガンド、付加的非架橋 リガンド、金属金属結合
を有するまたは有しないそのような化合物の様々な二重体とオリゴマの電気化学の研究は
、核酸検定における可能性のあるレドックス部分の候補を示している。
【０１７３】
　コリガンドの中の1つ以上が有機金属リガンドである場合、付着はヘテロ環状リガンド
のその他の原子を介するが、そのリガンドは、通常有機金属リガンドの炭素原子の１つを
介して付着する。好適な有機金属リガンドには、置換誘導体とメタロセノファンを含むメ
タロセンリガンドが含まれる(コットンアンドウィルカーソン、スープラ(Cotton and Wil
kenson、supra)の1174ページ参照のこと)。例えば、ペンタメチルシクロペンタジエニル
などの、多重メチル基を有するものが好適なメチルシクロペンタジエニルなどのメタロセ
ンリガンドの誘導体を、メタロセンの安定性を増やすために使用することができる。好適
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な実施形態では、メタロセンの２つのメタロセンリガンドの１つのみが誘導体化される。
【０１７４】
　本明細書に記載するように、リガンドの任意の組み合わせを使用することができる。好
適な組み合わせには、a) 全リガンドが窒素供与リガンド、b)全リガンドが有機金属リガ
ンド、c) 導電性オリゴマの末端のリガンドがメタロセンリガンドで、核酸によって提供
されるリガンドが窒素供与リガンドで、他のリガンドは、必要であれば、窒素供与リガン
ドか、メタロセンリガンドか、または混合物である場合が含まれる。
【０１７５】
　原則として、非マクロ環状キレート剤を含むEAMは、金属イオンと結合して非マクロ環
状キレート化合物を形成する、というのも、金属が存在すると多重プロリガンドが結合し
て多重酸化状態を提供するからである。
【０１７６】
　いくつかの実施形態では、窒素供与プロリガンドが使用される。適した窒素供与プロリ
ガンドは当技術分野では周知であり、NH2; NHR; NRR’; ピリジン; ピラジン; イソニコ
チンアミド; イミダゾール; ビピリジンとビピリジンの置換誘導体; テルピリジンと置換
誘導体; フェナントロリン、具体的に1、10-フェナントロリン(phenと略する)とフェナン
トロリンの置換誘導体、4、7-ジメチルフェナントロリンとジピリジル[3、2-a:2’、3’-
c]フェナジン(dppzと略する);ジピリジルフェナジン; 1、4、5、8、9、12-ヘキサアザト
リフェニレン(hatと略する); 9、10-フェナントレンキノンジイミン(phiと略する); 1、4
、5、8-テトラアザフェナントレン(tapと略する); 1、4、8、11-テトラ-アザシクロテト
ラデカン(cyclamと略する)とイソシアン化物が含まれるが、これらに限定されない。溶融
誘導体を含む置換誘導体も使用することができる。なお、配位的に金属イオンを飽和し、
そして別のプロリガンドの追加を必要とするマクロ環状リガンドは、この目的では非マク
ロ環状と考える。当業者によって理解されるように、多くの「非マクロ環状」リガンドを
共有付着して配位的に飽和した化合物を形成することができるが、それには環状骨格が欠
けている。
【０１７７】
　いくつかの実施形態では、単座(例えば、少なくとも１つのシアノリガンド)、二座、三
座、そして多座リガンドの混合物(飽和するまで)をEAMの構成に使用することができる。
【０１７８】
　通常、遷移金属錯体が溶媒接触可能かどうかを決めるのは組成物またはリガンドの特性
である。本明細書でいう「溶媒接触可能遷移金属錯体」または相当語句は、少なくとも1
つ、好適には2つ、そしてより好適には3、4またはそれ以上の小さな極性リガンドを有す
る遷移金属錯体を意味する。極性リガンドの実際の数は金属イオンの配位数による。極性
リガンドの好適な数は(n-1)と(n-2)である。例えば、Fe、Ru、Osなどの六配位金属の場合
、溶媒接触可能遷移金属錯体は、下記により詳細を示すように、他の部位の要求により、
好適には1つから5つの極性リガンドを持つが、2から5つが好適で、そして3から5つが特に
好適である。Pt と Pdなどの四配位金属は、好適には、1、2または3つの小さな極性リガ
ンドを持つ。
【０１７９】
　なお、「溶媒接触可能」と「溶媒阻止」は相対語であると理解されたい。つまり、高い
エネルギーが加わると、溶媒接触可能遷移金属錯体さえも電子を転移するように促される
。
【０１８０】
　EAMのいくつかの例を説明する。
【０１８１】
　1).　シアノ系錯体
【０１８２】
　一態様では、本発明は１つの遷移金属と少なくとも１つのシアノ(-C≡N)リガンドを有
するEAMを提供する。金属の価数と系(例えば、配位原子を供与する捕捉リガンドなど)の
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構成により、1、2、3、4または5のシアノリガンドを使用することができる。一般には、
最も多くのシアノリガンドを使用する実施形態が好適である。さらに、これは系の配位に
よる。例えば、図７に示すように、捕捉リガンドから別々に付着する オスミウムなどの
六座金属を使うEAMは、6番目の配位部位を有する5シアノリガンドが付着リンカーの末端
によって占有されることができる。六座金属が付着リンカーと配位原子を提供する捕捉リ
ガンドの両方を有する場合、シアノリガンドは4つであることができる。
【０１８３】
　いくつかの実施形態では、図7から9に示すように、付着リンカーおよび／または捕捉リ
ガンドは1つ以上の配位原子を提供することができる。よって、例えば、図11では、付着
リンカーは2つの配位原子を供与するビピリジンを含む。
【０１８４】
　いくつかの実施形態では、 シアノリガンド以外のリガンドが少なくとも１つのシアノ
リガンドと組み合わせて使用される。
【０１８５】
　2).　Ru-N系錯体
【０１８６】
　一態様では、最新の発明は、配位が単座、二座、三座または多座であることのできるRu
-N系錯体の新しい構造を提供する。よって、配位リガンドL(アンカーと捕捉リガンドに共
有的に結合する)の数は1、2、3または4であることができる。例のいくつかを図12Aに示す
。
【０１８７】
　荷電中和リガンドは、本明細書に記載するように、ジチオカルバミン酸塩、ベンゼンジ
チオレートまたはシッフ塩基などの、当技術分野で周知の任意の適したリガンドでよい。
捕捉リガンドとアンカーは同じ枠組みでもよいし、別々でもよい。
【０１８８】
本発明の別の態様では、EAMリガンド構造の各成分はRu配位化学よりも共有結合によって
結合されている。本明細書で提供される構築の構成は現代の合成有機化学方法論によるも
のである。重要な設計の考慮事項には、アンカーに存在する官能基の必要な直交反応性と
、捕捉リガンド成分対配位リガンド成分が含まれる。好適には、化合物全体が合成でき、
合成の最後のステップの近くでレドックス活性遷移金属がリガンドに配位される。本明細
書で提供する配位リガンドは、ルテニウムペンタアミン前駆体の確立された無機方法論に
よるものである。ここに参照として取り込む Gerhardt and Weck、ジャーナル・オブ・オ
ーガニックケミストリー(J. Org. Chem.)第71巻:6336～6341ページ(2006年); Sizova et 
al.、 インオーガニック・ケミカ・アクタ(Inorg. Chim. Acta)、第357巻:354～360ペー
ジ (2004年); Scott and Nolan、ヨーロピアン・ジャーナル・オブ・インオーガニック・
ケミストリー（Eur. J. Inorg. Chem.）1815～1828ページ(2005年)を参照のこと。Ruペン
タアミン錯体を有するEAM構造のいくつかの例を下記の図5Bに示す。
【０１８９】
　当業者によって理解されるように、本明細書で提供される化合物のアンカー成分はアル
キルと多足性系チオールの間で置き換えられる。
【０１９０】
　3).　フェロセン系EAM
【０１９１】
　いくつかの実施形態では、EAMは置換フェロセンを含む。フェロセンは空気中で安定す
る。それは捕捉リガンドとアンカー基の両方と簡単に置換することができる。フェロセン
で標的タンパク質が捕捉リガンドに結合する際、フェロセンの周囲を環境を変えるだけで
なく、シクロペンタジエニル連鎖がスピンするのを防ぎ、エネルギーを約4kJ／mol変化さ
せる。WO／1998／57159; Heinze and Schlenker、ヨーロピアン・ジャーナル・オブ・イ
ンオーガニック・ケミストリー（Eur. J. Inorg. Chem.）2974～2988ページ(2004年); He
inze and Schlenker、Eur. J. Inorg. Chem.66～71ページ(2005年); Holleman-Wiberg、
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インオーガニックケミカル（Inorganic Chemical）、Academic Press 34版、1620を参照
のこと。これらは全て参照として取り込む。
【化８】

【０１９２】
　いくつかの実施形態では、アンカーと捕捉リガンドは同じリガンドに付着して、合成を
簡単にしている。いくつかの実施形態では、アンカーと捕捉リガンドは異なるリガンドに
付着している。
【０１９３】
　本明細書に開示する新しい構造を作るために使用することのできる多くのリガンドがあ
る。それらには、カルボン酸塩、アミン、チオラート、ホスフィン、イミダゾール、ピリ
ジン、ビピリジン、テルピリジン、tacn(1、4、7-トリアザシクロノナン)、サレン(N、N'
-ビス(サリチリデン)エチレンジアミン)、acacen(N、N'-エチレンビス(アセチルアセトン
イミネート(-))、EDTA(エチレンジアミン四酢酸)、DTPAジエチレントリアミン五酢酸)、C
p(シクロペンタジエニル)、ピンサーリガンド、スコーピオナートが含まれるが、これら
に限定されない。いくつかの実施形態では、好適なリガンドはペンタアミンである。
【０１９４】
　ピンサーリガンドはキレートリガンドの特異型である。ピンサーリガンドは金属中心の
周りでそれ自体を包み、金属の反対側や中間に結合を作る。金属コア電子でのピンサーリ
ガンド化学の効果はアミン、ホスフィン、混合ドナー リガンドと似ている。これにより
、金属の活性が調整される化学状況が生み出される。例えば、ピンサーリガンドに対応す
る錯体の立体構造には高い需要があるため、金属の参加することのできる化学反応は限ら
れ、そして選択的である。
【０１９５】
　スコルピオネートリガンドとは、金属をfacの方法で結合する三座リガンドのことを指
す。最もよく知られているスコルピオネートの類は、トリス(ピラゾリル)ヒドリドホウ酸
塩またはTpリガンドである。CpリガンドはTpと等電子的である。
【０１９６】
　いくつかの実施形態では、次の制限が望ましい：金属錯体は、溶媒と密接に接触するた
めに小さな極性リガンドを有するべきである。
【０１９７】
　4).　荷電中和リガンド
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【０１９８】
　別の態様では、本発明は荷電リガンドを有する金属錯体を有する組成物を提供する。中
和から荷電(例えば、M+ <-> M0; M- <-> M0)に変化させる系の再配置エネルギーは、電荷
が単に変化する(例えば、M2+ <-> M3+)系よりも大きくてもよい、というのも、水分子は
変化にもっと適応するため、または分極環境を形成するために「再配置」しなければなら
ない。
【０１９９】
　いくつかの実施形態では、荷電リガンドアニオン化合物は、アンカーと捕捉リガンドを
金属中心に付着するために使用することができる。錯体圏にハロゲン化物イオンXを含む
金属錯体は、チオール(R-SH)、チオラート(RS-E; E=脱離 基、すなわち、トリメチルシリ
ル基)、炭酸、ジチオール、炭素塩、アセチルアセトネート、サリチル酸塩、システイン
、3-メルカプト-2-(メルカプトメチル)プロパン酸を含むが、それらに限定されない荷電
電荷リガンドと反応する。この反応の駆動力は、HXまたはEXの形成である。アニオンリガ
ンドが捕捉リガンドとアンカーの両方を含む場合には、１つの置換反応が必要である、よ
って、それと反応する金属錯体は、内圏に１つのハロゲン化物リガンドを持つ必要がある
。アンカーと捕捉リガンドが別々に導入される場合、出発物質は通常内配位圏に２つのハ
ロゲン化物を含む必要がある。Seidel et al.、インオーガニック・ケミストリー(Inorg.
Chem) 第37巻:6587～6596ページ(1998年);Kathari and Busch、Inorga.Chem.第8巻:2276
～2280ページ(1978年);Isied and Kuehn ジャーナルオブアメリカンケミカルソサイエテ
ィー（J. Am. Chem. Soc.）第100巻:6752～6754ページ;Volkers et al.、ヨーロピアン・
ジャーナル・オブ・インオーガニック・ケミストリー（Eur. J. Inorg. Chem.）4793～47
99ページ(2006年)を全て、ここに参照として取り込む。
【０２００】
　適した金属錯体の例を下記に示す(なお、下記に示す構造は、シアノリガンドなどの単
座配位子リガンドと置換や結合のできる多重単座配位子リガンドと多座配位子リガンドで
ある):



(33) JP 2011-502245 A 2011.1.20

10

20

30

40

【化９】

【０２０１】
　いくつかの実施形態では、ジチオカルバミン酸塩が、下記に例を示す電荷-中和リガン
ドとして使用される:
【化１０】

【０２０２】
　いくつかの実施形態では、ベンゼンジチオレートが、下記に例を示す電荷-中和リガン
ドとして使用される:
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【化１１】

　　　　　　　　　　　　　　　　　
【０２０３】
　上に示す構造で、Lnは配位リガンドで、n=0または1である。
【０２０４】
　いくつかの実施形態では、EAMはシッフ塩基型錯体を含む。本明細書でいう「シッフ塩
基」または「アゾメチン」は、アリール基またアルキル基に結合する窒素原子との炭素窒
素二重結合を含む官能基を意味する。水素ではない。シッフ塩基は一般式がR1R2C=N-R3で
ある。式中R3は、シッフ塩基を安定イミンにするフェニルまたはアルキル基である。シッ
フ塩基は、ヘミアミナールを形成する求核的付加と、それに続くイミンを発生させる脱水
によって、芳香アミンとカルボニル化合物から合成することができる。
【０２０５】
acacenは、その窒素と酸素原子によって、とりまく水分子への水素結合を形成することの
できる小さな平面四座リガンドであり、これによって再配置エネルギー効果が高まる。こ
れは、カルボン酸とハロゲン化物を含むが、これに限定されない多くの官能性で修飾する
ことができる。これはacacen-リガンドの捕捉リガンド、そしてアンカー基への結合に使
用することができる。この系によって、多種の異なる金属中心がEAMで使用することがで
きる。リガンドは２つの酸素と２つの窒素原子と結合するので、ほんの４配位部位が占有
されるだけである。これによって、金属中心によって、２つの付加配位部位が空きとなる
。これらの配位部位は多種の有機、無機リガンドによって占有することができる。これら
の付加的な空き部位は内圏置換(例えば、不安定なH2OまたはNH3はタンパク質結合によっ
て置き換えられる)または外圏影響(例えば、CO、CNをH-結合)に使用することができ、捕
捉リガンドの標的への結合時にポテンシャルのシフトを最適化する。WO／1998／057158、
WO／1997／21431、Louie et al.、PNAS 第95巻:6663～6668ページ(1999年)とBottcher et
 al.、インオーガニックケミカル（Inorg. Chem.）第36巻:2498～2504ページ(1997年)の
全体をここに参照のために取り込む。
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【０２０６】
　いくつかの実施形態では、サレン錯体も使用される。Syamal et al.、反応性および機
能性高分子（Reactive and Functional Polymers）第39巻:27～35ページ(1999年)参照の
こと。
【０２０７】
　acacen系錯体とサレン系錯体のいくつかの構造を下記に示す。ここで、捕捉リガンドと
／またはアンカーとの官能化に適したリガンドの位置を星印で示す。
【化１２】

【０２０８】
　acacenをリガンドとして使用してコバルト錯体を形成する例を下記に示す：
【化１３】

ここで、AとBは適した基で、Lnは配位リガンド、n=0または1である。
【０２０９】
　5).　スルファトリガンド
【０２１０】
いくつかの実施形態では、EAMは[L-Ru(III)(NH3)4SO4]+と[L-Ru(III)(NH3)4SO22]2+含む
が、これらに限定されないスルファト錯体を含む。SO4－Ru(III)-錯体は空気中で安定す
る。リガンドLは捕捉リガンドとアンカーを含む。サルフェートリガンドはアミンよりも
極性があり、負に荷電している。よって表面錯体は[L-Ru(NH3)5-L’]と[L-Ru(NH3)5]2+よ
りも多くの水分子で囲まれている。Isied and Taube、インオーガニックケミカル(Inorg.
 Chem.)第13巻:1545～1551ページ(1974年)を、ここに参照として取り込む.
【化１４】
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(d).　スペーサ基
【０２１２】
　いくつかの実施形態では、EAMまたはREAMCは、付着リンカーまたはスペーサ(「スペー
サ1」)を介してアンカー基(電極に付着している)に共有結合しており、それは通常さらに
官能基分を含んでおり、付着リンカーの電極への会合が可能となる。(例えば、米国特許
番号7,384,749を参照のこと。その内容全体を、そして特に付着リンカーの考察について
、本明細書に参照として取り込む)。なお、金電極の場合、硫黄原子は官能基として使用
することができる(この付着はこの発明に関しては、共有であると考える)。本明細書でい
う「スペーサ」また「付着リンカー」は、レドックス活性錯体を電極の表面に寄せ付けな
い部分のことを意味する。下記に概要を示すように、適切なスペーサ部分は不動態化剤と
絶縁体を含むが、いくつかの実施形態では、本明細書に概要を示すように、スペーサは導
電性オリゴマである。場合によって、スペーサ分子は種を形成するSAMである。好適には(
ただし要求はされないが)、レドックス活性分子と電極(HAB)との間の電子結合は、電子移
動の速度制限ステップにはならないが、スペーサ部分は実質的に非導電でもよい。
【０２１３】
　さらに付着リンカーは、ReAMCが利用される場合、捕捉リガンドの配位原子と捕捉リガ
ンドそれ自身との間で使用することができる。同様に、図７から９に示すように、付着リ
ンカーはブランチすることができる。さらに、付着リンカーは、ReAMCに関連しない場合
、捕捉リガンドの電極への付着に使用することができる。
【０２１４】
　付着リンカーの一端がEAM／REAMC／捕捉リガンドに結び付けられ、もう一端は(当業者
によって理解されるように、どちらも正確な末端である必要はないが)電極に付着される
。
【０２１５】
　レドックス活性分子を含む導電性オリゴマの共有付着(と他のスペーサ分子の付着)は、
使用される電極と導電性オリゴマによって、様々な方法で達成される。例えば、米国特許
出願公報第20020009810の構造12から19と本文を参照のこと。これらの内容全体を本明細
書に参照として取り込む。
【０２１６】
　一般に、スペーサの長さは、本明細書に参照として取り込む、米国特許番号6,013,459
、6,013,170、6,248,229および7,384,749に導電性ポリマーと不動態化剤の概要を示す通
りである。当業者によって理解されるように、スペーサが長すぎると、レドックス活性分
子と電極の間の電子的結合は急速に減少する。
【０２１７】
II.　 作成方法
【０２１８】
　別の態様では、本明細書に記載するように、本発明は組成物の作成方法を提供する。い
くつかの実施形態では、組成物は2008年8月7日に出願された、米国特許番号6,013,459、6
,248,229、7,018,523、7,267,939、米国特許出願番号09／096593と60／980、733、および
米国特許仮出願番号61／087、102の開示に従って作成される。これらは全て、その全体を
全ての目的のために本明細書に取り込む。
【０２１９】
　一実施形態では、下記に示す化合物１(非対称のジアルキルジスルフィドを持つ末端フ
ェロセンとマレイミド)は、例でより詳細を示すように、下記のように、金電極に合成ま
たは堆積する。
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【化１５】

【０２２０】
　III. 標的酵素の検出方法
【０２２１】
　検体を検出する方法を開発するために、再配置エネルギーの調査を行う。
【０２２２】
　1).　概説
【０２２３】
　一態様では、本発明は、結合／電離(物理)事象よりも、基板の開裂または転移の触媒作
用(化学)事象を伴って増幅効果を生み出す標的酵素の検出方法を提供する。いくつかの実
施形態では、標的検体は酵素である。標的酵素の導入時に、酵素は基板と関連して、基板
を開裂あるいは立体的に変えて、レドックス活性分子が溶媒接触可能となるようにする。
この変化は検出することができる。この実施形態は信号を増幅させるという点で有利であ
る、というのも、１つの酵素分子が多重溶媒接触可能分子になるからである。これはバク
テリアやその他の酵素、具体的にスカベンジャープロテアーゼまたはカルボヒドラーゼを
分泌する病原体の検出に特に使用される。
【０２２４】
　2).　試料
【０２２５】
　一態様では、本発明は試料内で標的酵素を検出する方法を提供する。本明細書でいう「
試料」または「試験試料」とは、検出する検体を含む組成物を意味する。試料は、異なる
タンパク質などの様々な成分を含む異種性でもよい。あるいは、試料は１つの成分を含む
同種性でもよい。試料は自然発生する生物学的物質または人造の物質でもよい。物質は、
天然または変性した形態であってもよい。試料は、単細胞または複数の細胞、血清検体、
組織試料、皮膚試料、尿試料、水試料または土試料であってもよい。いくつかの実施形態
では、試料は単細胞の中身か、または複数細胞の中身を含む。試料は真核生物、原核生物
、哺乳類、人間、イースト菌またはバクテリアなどの生体からのものであってもよいし、
または、試料はウィスルからのものであってもよい。試料は処理をしなくて使用してもよ
いし、要望があれば、処理をして使用してもよい。
【０２２６】
　よって本発明では、試料または試験試料は、本明細書に記載するように標的酵素を含ん
でいる。
【０２２７】
　3).　機構
【０２２８】
　本明細書で提供される検定では、E0のシフトはEAMの近くから部分を除去したり、また
はEAMの近くに部分を加えることによる。部分は、このような部分の除去または追加が標
的酵素の検出を可能にするEAMのE0のシフトであるかぎり、どのようなサイズでもよい。
【０２２９】
　一般に、部分をEAMの近くに追加すると、EAMのE0は正にシフトする。１つの例として本
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明細書ではキナーゼ検定を説明する。
【０２３０】
　一般に、部分をEAMの近くから除去すると、EAMのE0は負にシフトする。１つの例として
本明細書では「芝刈り検定」を説明する。
【０２３１】
　いくつかの実施形態では、検定はEAMの近くへの部分の追加と近くからの部分の除去を
伴い、よって、EAMのE0の両方向へのシフトを伴う。１つの例として、本明細書では「芝
刈り検定」を説明する。図4Aを参照のこと。
【０２３２】
　4).　用途
【０２３３】
　本明細書に記載の方法と組成物は様々な用途で使用される。
【０２３４】
　キナーゼ
【０２３５】
　一態様では、本発明はキナーゼの検出方法を提供する。方法は、(a)キナーゼを含む試
験試料の電極へ追加するステップであって、該電極は、(i)自己組織化単分子層(SAM)、(i
i)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)、(iii)前記電極に付着する
複数のタンパク質を含み、前記タンパク質は前記キナーゼの第１基板であるステップと、
(b)前記タンパク質を前記キナーゼと第２キナーゼ基板にリン酸化するステップと、(c)E0

の変化を測定することによって、前記キナーゼの存在を判断するステップとを含む。
【０２３６】
　いくつかの実施形態では、キナーゼ検定は、キナーゼ酵素にとって周知の基板である、
隣接するオリゴペプチド配列でわずかに薄められるチオラート電気活性部分(EAM)の混合
自己組織化単分子層(SAM)を使用する。この配列では、EAMはSAM／溶液界面に「露出」し
ている。目的のキナーゼ標的が存在すると、SAM内のオリゴペプチドは、試料マトリック
ス中に存在するポリマー修飾ATP共同因子と特異的にリン酸化し、リン酸末端基ポリマー
で修飾されたオリゴペプチドとなる。リン酸化部位が、混合SAM配列内のEAM高さの近くに
存在する場合には、ポリマー結合生成物ペプチドが、隣接するEAMを溶媒から「シールド
」する。キナーゼの触媒リン酸化反応によるEAMの溶媒化環境のこの変化によって、電気
化学的に検出することのできるポテンシャルが変化する。図1に、キナーゼ検定のいくつ
かの実施形態の図形を示す。
【０２３７】
　本明細書に記載するように、タンパク質キナーゼは、リン酸をドナー(第２基板)から受
容体ペプチド(第１基板)に転移する。本発明では、第1と第2基板は捕捉基板か、または溶
液基板であることができる。
【０２３８】
　一旦標的キナーゼが見つかって合成ペプチド基板が識別されると、SAM内のEAMとペプチ
ド成分の次元／濃度を変えることによって、検定を最適化することができる。
【０２３９】
　一旦目的の特定のキナーゼのポテンシャルシフトが最適化されると、本明細書に記載す
るように、キナーゼ活性を抑制する薬物候補のスクリーンに、この検定を使うことができ
る。
【０２４０】
　本明細書でいう「第１基板」とは、キナーゼによってリン酸化することのできるタンパ
ク質を意味する。第１基板の組成物は標的キナーゼによって決まる。
【０２４１】
　いくつかの実施形態では、標的キナーゼはタンパク質キナーゼC(PKC)であり、第１基板
はSEQ ID NO:1 (SIYRRGSRRWRKL)の配列を持つペプチドを含む。
【０２４２】
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　いくつかの実施形態では、第１基板はおよそ10から50のアミノ酸長であり、好適には、
およそ15から20のアミノ酸長である。
【０２４３】
　本明細書でいう「第２基板」とは、キナーゼによるリン酸化反応のためのリン酸を提供
する分子を意味する。いくつかの実施形態では、第２基板はAPを含むポリマーである。い
くつかの実施形態では、第２基板はGTPを含むポリマーである。
【０２４４】
　いくつかの実施形態では、第２基板はポリマー修飾ATP共同因子である。
【０２４５】
　いくつかの実施形態では、第２基板は式(I)の構造を持っている:
【化１６】

【０２４６】
　いくつかの実施形態では、EAMと第１基板ペプチドは、EAMが少なくとも部分的に溶液に
露出されるように配置される。
【０２４７】
　通常、第１基板はリン酸化部位を含み、この部位は、混合SAM配列内でEAMの高さの近く
にあり、第２基板がリン酸化反応によって第１基板に付着すると、第２基板結合第１基板
が隣接するEAMを溶液からシールドするようになっている。
【０２４８】
　リン酸化部位の配列は標的キナーゼによる。例えば、セリン／トレオニンキナーゼのペ
プチド基板はセリンまたはトレオニンを有する。様々なタンパク質キナーゼの共通配列が
知られている(Enzymology 200: 62～81ページ (1991年)に記載の方法)。図２は、本発明
に適した様々なタンパク質キナーゼの共通リン酸化部位モチーフを示す。星印はリン酸化
可能な残留物を示す。「X」はアミノ酸を示す。
【０２４９】
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【表２】

【０２５０】
　キナーゼ検定に対するポテンシャルペプチド基板の有用性は、キナーゼが活性であるこ
とが知られている状態で、ポテンシャルペプチド基板をインキュベートすることによって
判断することができる。キナーゼ反応で役立つペプチド基板は、目的のキナーゼでリン酸
化することのできるものである。その他の好適なペプチド基板を例にあげる。
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【０２５１】
　当技術分野で周知の任意のキナーゼ認識モチーフを、本発明によって使用することがで
きる。本発明の金属結合アミノ酸を使ったリン酸化反応のためにモニタリングすることの
できる認識モチーフの例を表3に示す。
【０２５２】
【表３】

【０２５３】
　リン酸化することのできるその他のペプチド（および対応するキナーゼ）は、Pinna & 
Donella-Deana、バイオキミカ・エ・バイオフィジカ・アクタ（Biochemical et Biophysi
ca Acta）第1222巻:415～431ページ(1994年)の表Iに記載されており、その内容全体を本
明細書に参照として取り込む。別のリストは、New England Biolabs Inc. 2005～06年カ
タログと技術参照（Catalog & Technical Reference）の198ページに記載されており、そ
の内容全体を本明細書に参照として取り込む。
【０２５４】
　例えば、調査中のキナーゼに活性剤が必要な場合など、必要であれば、活性剤をキナー
ゼ反応に加えることができる。最適なキナーゼ活性を達成するためにも、活性剤を加える
ことが望ましい。キナーゼ反応に有用な活性剤には、カルシウム-リン脂質依存タンパク
質キナーゼ(PKC)用のカルシウム、リン脂質およびその他の脂質、ホルボール12-ミリスチ
ン酸塩13-アセテート(PMA)または類似の活性剤、カルモジュリン依存タンパク質キナーゼ
(CaM K)用のカルシウムとカルモジュリン、cAMP依存タンパク質キナーゼ(PKA)ホロ酵素用
のcAMP、cGMP依存タンパク質キナーゼ(PKG)用のcGMP、DNA-PK用のDNAが含まれるが、これ
らに限定されない。活性剤は、調査中のキナーゼによって、ナノモルかまたはそれより高
い濃度とミクロモルかまたはそれより低い濃度で加えることができる。例えば、タンパク
質キナーゼの測定と定量化など、キナーゼ反応が起きていて、終末点が必要な系には、停
止試薬を任意選択で加えることができる。停止試薬は通常金属キレート試薬で、これは、
キナーゼから金属を隔離するのに十分な濃度で加える。さらに、キナーゼによって触媒さ
れるリン酸化を停止させるその他の試薬も、リン酸化反応を停止するために使用すること
ができる。例えば、EDTA、EGTA、1、10-フェナントロリンはそれぞれマグネシウム、カル
シウム、亜鉛に良いキレート剤である。その他のイオンキレート剤を使用してもよい。さ
らに、キナーゼは加熱不活性化することができる。
【０２５５】
　キナーゼ反応はリンペプチドをリン酸ドナー、そしてヌクレオシドニリン酸(NDP)をリ
ン酸受容体として使用して行うこともできる。すなわち、先に述べた反応の逆である。こ
の配置では、キナーゼ反応は上述と同じ方法で行われる。しかしながら、通常検出される
出力は、リン酸ペプチドがリン酸ドナーであるキナーゼ反応の出力の逆数である。つまり
、キナーゼ活性がこの検定配置にある場合にリンのペプチド基板の脱リン酸化反応とNDP
のリン酸化反応が起こると、出力は増える。
【０２５６】
　プロテアーゼとPSA
【０２５７】
　いくつかの実施形態では、標的酵素はプロテアーゼである。プロテアーゼは多くの重要
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な生理的プロセスに携わる幅広い酵素のクラスを表しており、関節炎、アルツハイマー病
、癌、脳卒中を含む多くの病状の診断マーカに関連すると見なされる。タンパク質のこの
重要なクラスのバイオセンサプラットフォームの開発は、依然としてカタロミクス、細胞
生物学、創薬、臨床診断を促進させる集学的研究の活動的な分野である。
【０２５８】
　いくつかの実施形態では、標的酵素は前立腺特異抗原(PSA)である。カリクレインIII、
セミニン(seminin)、セメノゲラーゼ(semenogelase)、γ-セミノタンパク質、P-30 抗原
としても知られるPSAはほとんど前立腺のみで作られる34kD糖タンパク質である。PSAはセ
リンプロテアーゼ (EC 3.4.21.77)酵素であり、一般の人間の血清にほんの少量だけ存在
し、そして前立腺癌やその他の前立腺疾患があると、上昇する。PSAを測定する血液検査
は、前立腺癌の早期発見のために現在行われている検査の１つである。経時的なPSAレベ
ルの上昇は前立腺癌(CaP)の場所の特定と転移に関連する。
【０２５９】
　図4A、4B、6A、6Bに実施例を示す。この検定では、ペプチド(HSSKLQC、SEQ ID NO:33)
が最初にリンカーに付着する。これによってE0がシフトする（正のシフト)。検定にPSAが
存在すると、それがペプチドを開裂して、別のE0のシフトとなる（負のシフト)。
【０２６０】
　ペプチダーゼ 毒素
【０２６１】
　一態様では、本発明はペプチダーゼ毒素検出の組成物と方法を提供する。この方法には
、(a)プロテアーゼを含む試験試料を加えるステップであって、前記電極が、(i)自己組織
化単分子層(SAM)、(ii) E0の遷移金属錯体を含む共有結合電気活性活性部分(EAM)と、(ii
i)前記電極に付着する複数のタンパク質を含み、該タンパク質は前記プロテアーゼの開裂
部位を含むステップと、(b)複数の前記タンパク質を前記プロテアーゼで開裂するステッ
プと、(c)E0の変化を測定することによって、前記プロテアーゼの存在を判断するステッ
プとを含む。
【０２６２】
　いくつかの実施形態では、標的ペプチダーゼの基板は電極に付着する開裂部位を含む。
いくつかの実施形態では、基板は標的ペプチダーゼによって開裂される開裂部位を含むペ
プチドを含む。好適には、ペプチドはさらに標的ペプチダーゼ(標的認識配列)によって認
識されるアミノ酸配列をさらに含み、よって、開裂に対して特異性を与える。開裂部位と
標的認識配列は、本明細書に記載のように、最適化のあるなしにかかわらず、当技術分野
で周知のものから選ぶことができる。
【０２６３】
　いくつかの実施形態では、標的ペプチダーゼはBoNT A、つまりSNAP-25の残留物187から
203を含む基板:SNKTRIDEAN QRATKML(SEQ ID NO:1)か、またはアルギニンと置換したK189
とK291の修飾版:SNRTRIDEAN QRATRML(SEQ ID NO:2)である。Schmidt and Stafford、応用
環境微生物学（Applied and Environmental Microbiology）、第69巻:297～303ページ(20
03年)を参照のこと。
【０２６４】
　いくつかの実施形態では、標的ペプチダーゼはBoNT B、つまりヒトVAMP-2の残留物60か
ら94を含む基板：(GenBank Aceesion No: NP_055047):LSELDDRADA LQAGASQFET SAAKLKRKY
W WKNLK(SEQ ID NO:3)である。
【０２６５】
　いくつかの実施形態では、標的ペプチダーゼはBoNT F、つまりヒトVAMP-2の残留物37か
ら75を含む基板:AQVDEVVDI MRVNVDKVLE RDQKLSELDD RADALQAGAS (SEQ ID NO:4)である。
【０２６６】
　あるいは、開裂部位と標的認識配列は、標的ペプチダーゼに基づいて設計することがで
きる。例えば、ランダムペプチドのライブラリーペプチダーゼ基板のスクリーンに使用す
ることができる。
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【０２６７】
　いくつかの実施形態では、基板は周知の標的ペプチダーゼ基板の類似物質を含むことが
できる。
【０２６８】
　ペプチドは当技術分野の技術を使って作ることができる。ペプチドは化学的に合成して
もよい。あるいは、 ペプチドは、E. coliまたはイーストベースの発現システムを使った
in vitro発現によって生成することができる。
【０２６９】
　基板は、本明細書に記載するように、付着リンカーを使って電極に付着される。
【０２７０】
　よっていくつかの実施形態では、標的ペプチダーゼを含む試験試料がEAMとSAMを含む電
極に加えられ、本明細書に記載するように、標的ペプチダーゼの存在はEAMのE0を測定す
ることによって判断される。
【０２７１】
　5).　　　　 開始
【０２７２】
　一態様では、本発明は標的検体、好適には酵素の検出に使用される方法と組成物を提供
する。
【０２７３】
　いくつかの実施形態では、存在する場合には標的酵素が基板に触媒作用を及ぼす条件に
おいて、試験試料に含まれる標的検体が、溶媒接触可能レドックス活性錯体かまたは溶媒
接触可能レドックス活性分子と基板の混合物を含む電極に加えられる。これらの条件は一
般に生理的条件である。通常は、複数の検定混合物を異なる濃度で同時に行い、様々な濃
度に対する反応の差を得る。一般的には、これらの濃度の１つは負の制御、つまりゼロ濃
度または検出レベル以下としての機能を果たす。さらに、他の様々な試薬をスクリーン検
定に含めてもよい。これらには、最適な結合の促進や非特異性やバックグラウンド相互作
用を減少させるために使用される、例えば、アルブミン、洗剤などの食塩や中性タンパク
質が含まれる。また、プロテアーゼ阻害剤、ヌクレアーゼ阻害剤、抗菌剤など、検定の効
率を別のやり方で向上させる試薬も使うことができる。成分の混合物は、必要な結合を提
供するような順番で加えることができる。
【０２７４】
　いくつかの実施形態では、標的酵素による基板の触媒時に、溶媒接触可能レドックス活
性分子が溶媒阻止になる。本明細書でいう「溶媒阻止レドックス活性分子」とは、溶媒接
触可能レドックス活性分子の溶媒再配置エネルギーよりも溶媒阻止レドックス活性分子の
溶媒再配置エネルギーが小さいことを意味する。
【０２７５】
　いくつかの実施形態では、標的酵素による基板の触媒作用時に、溶媒阻止レドックス活
性分子が溶媒接触可能になる。
【０２７６】
　いくつかの実施形態では、必要とされる溶媒再配置エネルギー変化は、レドックス活性
分子のE0の変化が約100 mVs、好適には少なくとも200 mV、そして特に好適には300から50
0 mVとなるのに十分なものである。いくつかの実施形態では、露出レドックス活性分子が
溶媒阻止になった場合、レドックス活性分子のE0の変化は減少する。いくつかの実施形態
では、溶媒阻止レドックス活性分子が溶媒接触可能になると、レドックス活性分子のE0の
変化が増加する。
【０２７７】
　いくつかの実施形態では、必要とされる溶媒再配置エネルギーは少なくとも100 mV変化
し、好適には少なくとも約200 mV、そして特に好適には約300から500 mVである。
【０２７８】
　いくつかの実施形態では、必要とされる溶媒再配置エネルギーは、溶媒接触可能レドッ
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クス活性分子と電極との間の電子移動の速度と溶媒阻止レドックス活性分子と電極との間
の電子移動(kET)の速度変化が相対的であるように減少する。一実施形態では、この速度
変化は約3の因子よりも大きく、好適には少なくとも約10の因子、そして特に好適には、
少なくとも約100以上の因子である。
【０２７９】
　溶媒再配置エネルギーの決定は、当業者によって理解されるようにして行われる。つま
り、マーカス理論で概要が述べてあるように、電子移動速度(kET)は異なる駆動力(または
自由エネルギー：-ΔG°)の数で決められる。その点では、自由エネルギーと同等の速度
はλである。これはほとんどの場合、溶媒再配置エネルギーと同等のものとして処理され
る。Gray et al.アニュアル・レビュー・オブ・バイオケミストリー(Ann. Rev. Biochem.
)第65版:537ページ(1996年)を、本明細書に参照として取り込む。
【０２８０】
　標的検体を示す溶媒阻止レドックス活性分子は、溶媒阻止レドックス活性分子と電極と
の間の電子移動の信号特性の電子移動の開始と検出によって検出される。
【０２８１】
　電子移動は通常電子的に、好適には電圧を使って開始される。修飾された核酸プローブ
を含む試料にポテンシャルを加える。加えるポテンシャルの正確な制御と変化は、ポテン
ショスタットと3電極システム(１つの参照、１つの試料、１つの対極)または2電極システ
ム(1つの試料と１つの対極)を介して行われる。これにより、一部はレドックス活性分子
そして一部は使用する導電性オリゴマによって決まる、加えるポテンシャルのピーク電子
移動ポテンシャルへの照合ができるようになる。
【０２８２】
　好適には、溶媒接触可能と溶媒阻止レドックス活性分子の溶媒再配置エネルギーとの間
の相対的差異を最大にするために、開始と検出が選択される。
【０２８３】
　6).　　　　 検出
【０２８４】
　レドックス活性分子と電極間の電子移動は、好適には、アンペロメトリ、ボルタンメト
リ、キャパシタンス、インピーダンスを含むが、それらに限定されない電子検出による、
様々な方法で検出することができる。これらの方法には、ACまたはDC電流による時間また
は周波数に依存する方法、パルス方法、ロックイン技術、フィルタリング (ハイパス、ロ
ーパス、バンドパス)が含まれる。いくつかの実施形態では、必要なのは電子移動検出だ
けである。その他では、電子移動速度が決められる。
【０２８５】
　いくつかの実施形態では、アンペロメトリ、ボルタンメトリ、キャパシタンス、 イン
ピーダンスを含む電子検出が使用される。適切な技術には、電解重量法; 電量検定 (制御
ポテンシャル電量検定と定電流電量検定を含む);ボルタンメトリ(環状ボルタンメトリ、
パルスボルタンメトリ(通常のパルスボルタンメトリ、矩形波ボルタンメトリ、示差パル
スボルタンメトリ、オスターヤング(Osteryoung)矩形波ボルタンメトリ、クーロスタティ
ックパルス技術); ストリッピング検定(アニオンストリッピング検定、陰極ストリッピン
グ検定、矩形波ストリッピングボルタンメトリ);コンダクタンス測定(電解コンダクタン
ス、直接検定);時間依存的電気化学検定(クロノアンペロメトリ、クロノポテンシオメト
リ、環状クロノポテンシオメトリとアンペロメトリ、ACポログラフィ、クロノガルバメト
リ、クロノ電量検定)；ACインピーダンス測定;キャパシタンス測定;ACボルタンメトリ、
光電気化学が含まれるが、これらに限定されない。
【０２８６】
　いくつかの実施形態では、電子移動のモニタリングは電流検出を介して行われる。この
検出方法には、本発明の組成物を含む電極と試験試料の補助(対)電極の間に電極(別個の
参照電極と比べて)を与えることが含まれる。異なる効率の電子移動が、標的検体の有無
によって試料中で引き起こされる。
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【０２８７】
　電流的に電子移動を測定する装置には、感度電流検出と電圧ポテンシャルを制御する手
段、通常はポテンショスタットが含まれる。この電圧はレドックス活性分子のポテンシャ
ルを参照して最適化される。
【０２８８】
　いくつかの実施形態では、代替の電子検出モードが利用される。例えば、ポテンシャル
差(または電解電流計の)測定には、非ファラデー(非正味電流フロー)プロセスが含まれ、
伝統的にpH およびその他のイオン検出器で利用されている。同様のセンサーが、レドッ
クス活性分子と電極間の電子移動のモニターに使用される。さらに、絶縁体(抵抗など)と
導体(導電率、インピーダンス、キャパシタンスなど)のその他の特性をレドックス活性分
子と電極間の電子移動のモニターに使用することができる。最終的に、電流(電子移動な
ど)を発生させるシステムは、小さな磁界も発生させ、いくつかの実施形態ではこれをモ
ニターすることができる。
【０２８９】
　いくつかの実施形態では、標的を加える前に、有機溶媒中でシステムを動作させること
によって、電極の溶媒接触可能レドックス活性分子の量を決めるように、システムを較正
してもよい。これは、センサーまたはシステムの内部制御として機能するためには極めて
重要である。これにより、同様の、しかし異なる制御システムに依存するよりはむしろ、
標的を加える前に検出に使用される同じ分子の事前測定を行うことが可能になる。従って
、検出に使用される実際の分子を実験前に定量化することができる。水がない状態、すな
わちアセトニトリルなどの有機溶媒中でシステムを動作させることによって、水を排除し
、そして実質的に溶媒再配置効果をネゲートする。これによって、電極の表面にある実際
の分子数を定量化することができる。それから試料が加えられ、出力信号が決められ、そ
して結合／非結合分子の率が決められる。これは前の方法よりもはるかに有利である。
【０２９０】
　なお、本発明の組成物の中に見られる、速い電子移動の１つの利点は、時間分解能が、
電子電流に基づく、モニターの信号に対するノイズ量を大幅に向上させるということを理
解されたい。本発明による速い電子移動により、電子移動の開始と終了の間の高信号と定
型化した遅れがもたらされる。電子移動のパルス開始や検出の「ロックイン」増幅によっ
て特定の遅れ信号を増幅させることにより、信号に対するノイズ量の一桁分の改善が達成
される。
【０２９１】
　理論に束縛されるものではないが、電極に結合される標的検体は、直列のレジスタとコ
ンデンサと同様の方法で、応答するようである。また、レドックス活性分子のE0は、標的
検体結合の結果、シフトすることができる。さらに、電子移動の速度に基づいて溶媒接触
可能と溶媒阻止のレドックス活性分子を区別することが可能で、これは、標的検体を検出
するために多くの方法で活用することができる。よって、当業者によって理解されるよう
に、本発明では多くの数の開始検出システムを使用することができる。
【０２９２】
　いくつかの実施形態では、電子移動は直流(DC)技術を使って開始することができる。上
述の様に、レドックス活性分子のE0は、標的検体結合時の溶媒再配置エネルギーの変化に
よってシフトすることができる。従って、溶媒接触可能レドックス活性分子のE0と溶媒阻
止分子のE0で行われる測定によって、検体の検出を行うことができる。当業者によって理
解されるように、電子移動を検出するために多くの適切な方法を使用することができる。
【０２９３】
　いくつかの実施形態では、電子移動は交流電流(AC)法によって開始される。電極と第2
電子移動部分との間で電子移動を開始するために、好適には少なくとも１つの試料電極（
本発明の錯体を含む）と対極を介して、システムに第１入力電気信号が加えられる。また
、参照電極と作用電極に電圧を加えて、3つの電極システムも使用することができる。こ
の実施形態では、第1入力信号は少なくとも１つのAC成分を含んでいる。AC成分は、様々
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な振幅と周波数を持つ。通常、本方法で使用するためのAC振幅範囲は約1 mVから約1.1 V
であり、好適には約10 mV から約800 mV、特に好適には約10 mVから約500 mVである。AC
周波数の範囲は約0.01 Hzから約10 MHzで、好適には約1 Hzから約1 MHz、特に好適には約
1 Hzから約100 kHzである。
【０２９４】
　いくつかの実施形態では、第1入力信号はDC成分とAC成分とを含む。つまり、試料と対
極の間のDCオフセット電圧は、第２電子移動部分の電気化学ポテンシャルによって掃引さ
れる。掃引は、システムの最大応答が見られるDC電圧を識別するために使用される。これ
は通常レドックス活性分子の電気化学ポテンシャルか、またはそれくらいである。一旦こ
の電圧が決まると、掃引または1つ以上の一定のDCオフセット電圧を使用することができ
る。好適には、約-1 V から約+1.1 VDCのオフセット電圧で、特に好適には、約-500 mVか
ら約+800 mVで、また特に好適には、約-300 mVから約500 mVである。DC オフセット電圧
に加えて、可変振幅と周波数のAC信号成分が加えられる。レドックス活性分子がAC摂動に
応答するのに十分に低い溶媒再配置エネルギーを有する場合には、AC電流は電極とレドッ
クス活性分子間の電子移動によって生成される。
【０２９５】
　いくつかの実施形態では、AC振幅は変化する。理論に束縛されるものではないが、振幅
が増えると駆動力が増えるようである。よって、より高い振幅は、より高い過電圧となっ
て、電子移動の速度が速くなる。よって通常、同じシステムで、その周波数でより高い過
電圧を使用して、任意の１つの周波数で向上された応答を与える。従って、システムの電
子移動の速度を上げるために、振幅を高い周波数で上げることができ、結果として感度が
上がる。さらに、上述の様に、電子移動に基づいて溶媒接触可能レドックス活性分子と溶
媒阻止レドックス活性分子を区別することが可能であり、それにより、周波数または過電
圧に基づいてこれらの2つを区別することができる。
【０２９６】
　いくつかの実施形態では、システムの測定は少なくとも2つの別々の振幅または過電圧
で行われる。好適には、複数の振幅での測定である。上述の様に、振幅の変化による応答
の変化は、システムの識別、較正、定量かの基礎を成す。
【０２９７】
　いくつかの実施形態では、AC周波数は変化する。異なる周波数では、異なる分子が異な
る方法で応答する。当業者によって理解されるように、周波数の増加により、出力電流は
通常増加する。しかしながら、周波数が電極とレドックス活性分子との間を電子が移動す
る速度よりも大きい場合には、周波数が大きくなると、出力信号の損失または減少につな
がる。いくつかの点では、溶媒阻止レドックス活性分子であっても、周波数は電子移動の
速度よりも大きく、そして出力信号も下がる。
【０２９８】
　さらに、AC技術の使用によって、共有結合核酸以外の成分、すなわち「ロックアウト」
または「フィルタリング」される不要な信号による任意の１つの周波数において、背景信
号の減少が可能となる。つまり、溶液中の電荷担体またはレドックス活性分子の周波数応
答は拡散係数によって制限される。従って、高い周波数では、電荷担体はその電荷が電極
に転移するほど速くは拡散しない、そして／または電荷転移速度(動力学)は十分な速度で
はないかもしれない。これは、不活性化層単分子層を利用しない、または部分的または不
十分な単分子層を有する、つまり、溶媒が電極に接触可能である実施形態では、特に重要
である。上述に概要を示すように、DC技術では、電極が溶媒に接触可能となる「穴」の存
在によって、溶媒電荷担体がシステムを「短絡」させてしまうこととなる。しかしながら
、現在のAC技術を使って、単分子層の存在にかかわらず、溶液中の1つ以上の電荷担体の
周波数応答を防ぐ1つ以上の周波数を選ぶことができる。これは特に重要である、という
のも、血液のような多くの生物学的流体は、電流検出方法を妨げる可能性のある大量のレ
ドックス活性分子を含んでいるからである。
【０２９９】
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　いくつかの実施形態では、システムの測定は少なくとも2つの別々の周波数で、好適に
は複数の周波数で行われる。複数の周波数にはスキャンが含まれる。好適な実施形態では
、周波数応答は少なくとも2つ、好適には少なくとも約5つ、そしてより好適には少なくと
も約10の周波数で決められる。
【０３００】
　7).　　　　 信号処理
【０３０１】
　電子移動を開始するために入力信号を送信した後に、出力信号が受信または検出される
。出力信号の存在と大きさは入力信号の過電圧／振幅; 入力AC信号の周波数;介在媒体の
組成物、すなわち電子移動部分間のインピーダンス;DCオフセット;システム環境;そして
溶媒によって決まる。特定の入力信号では、出力信号の存在と大きさは通常、金属イオン
の酸化状態に変化をもたらすために必要な溶媒再配置エネルギーによって決まる。従って
、 入力信号の送信時には、AC成分とDCオフセットを含み、溶媒再配置エネルギーが十分
に低く、周波数が範囲内で、振幅が十分の時に、電子が電極とレドックス活性分子の間に
転移され、出力信号となる。
【０３０２】
　いくつかの実施形態では、出力信号はAC電流を含む。上述の様に、出力電流の強さはパ
ラメータの数によって決まる。これらのパラメータを変えることによって、システムは多
くの方法で最適化することができる。
【０３０３】
　通常、本発明ではAC電流は約1フェムトアンペアから約1ミリアンペアであり、好適には
約50フェムトアンペアから約100ミクロアンペア、そして特に好適には 約1ピコアンペア
から約1ミクロアンペアである。
【０３０４】
　IV.　装置
【０３０５】
　本発明は、AC検出方法を使って検体を検出する装置をさらに提供する。装置は、少なく
とも第1測定電極すなわち試料電極と第2測定電極すなわち対極を有するテストチャンバを
含む。また、３つの電極システムも使用できる。第1と第2の測定電極は、液体試験試料が
あると、2つの電極が電気接触するように、試験試料受け入れ領域と接触している。
【０３０６】
　また別の実施形態では、本明細書に示すように、第1測定電極は、スペーサ、好適には
導電性オリゴマを介して共有結合するレドックス活性錯体を含む。あるいは、第1測定電
極は共有結合レドックス活性分子と結合リガンドを含む。
【０３０７】
　装置はさらにテストチャンバ、つまり測定電極と電気的に接続される電源をさらに含む
。好適には、必要な場合に、電源はAC、DC電源を供給することができる。
【０３０８】
　一実施形態では、装置はさらに入力信号と出力信号を比較することのできるプロセッサ
をさらに含む。プロセッサは電極に連結され、出力信号を受信するように構成され、よっ
て、標的検体の存在を検出する。
【０３０９】
　V.　 用途
【０３１０】
　別の態様では、本発明はプロテアーゼまたはキナーゼ阻害剤をスクリーンする方法を提
供する。
【０３１１】
　本明細書でいう「阻害剤」とは、標的酵素を阻害することのできる分子を意味する。本
明細書でいう「阻害」とは、阻害剤がない場合の活性と比較して、標的酵素の活性を減ら
すことを意味する。この場合、「阻害」は通常活性の少なくとも5-20-25%の減少であり、
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いくつかの実施形態では50から75%以上が使用でき、95-98-100% の活性の損失も使用でき
る。各標的酵素の活性は変わることがあり、より詳細を説明する。
【０３１２】
　A.　　BoNT阻害剤のスクリーン方法
【０３１３】
　別の態様では、本発明はエンドペプチダーゼ毒素の阻害剤を識別するための検定を提供
する。いくつかの実施形態では、検定はペプチダーゼ阻害剤を識別するための検定ベース
検定である。米国特許出願公報第 20050136394の全体を本明細書に取り込む。
【０３１４】
　B.　 キナーゼ阻害剤のスクリーン方法
【０３１５】
　一態様では、本発明はキナーゼ阻害剤をスクリーンするキナーゼ検定を提供する。この
ような阻害剤は薬品候補として使用することができる。米国特許出願公報第20080113396
の全体を、本明細書に取り込む。
【０３１６】
　本発明のさらなる実施形態は、キナーゼ反応の変化のスクリーンのための検定を提供す
る。変化には、キナーゼ反応の活性化または不活性化が含まれるが、これらに限定されな
い。このために、キナーゼのポテンシャル活性剤または阻害剤である検体が、キナーゼと
一緒に検定に加えられる。検定には、一般的にバッファ、カチオン、NTP、ペプチド基板
、そして？、0.05 単位以上の対象のキナーゼが含まれる。
【０３１７】
　ポテンシャル阻害剤または活性剤を反応に加えて、化合物がリン酸化反応を阻害するか
活性化するかを判断する。さらに上述のように、ペプチダーゼを反応に加える。ポテンシ
ャル阻害剤または活性剤は、レポーター化合物からの検出可能な出力に変化を作り出すこ
とができる。例えば、ポテンシャル阻害剤が検定に含まれる場合、レポーター化合物から
の検出可能なアウトプットの増加は通常、キナーゼの不活性化を示す。この増加はキナー
ゼの阻害によるものであり、ペプチド基板のリン酸化反応の減少を導くものである。リン
酸化ペプチド基板のアミノ酸が少ないと、ペプチダーゼはペプチド基板のより多くの分子
を開裂することができ、非阻害キナーゼ反応よりも多くのレポーター化合物が遊離する。
逆に、検定にポテンシャルエンハンサーが含まれる場合には、ポテンシャルエンハンサー
のない制御反応と比べてレポーター化合物からのアウトプットが減少するとうことは、キ
ナーゼのエンハンスメントを示す。
【０３１８】
　好適な実施形態では、検体と接触する試験試料からの出力は、検体と接触していない制
御試料の出力と比較される。好適には、これらの検出出力から、率を計算する。この率は
キナーゼによるレポーター化合物リン酸化反応（または反応がない）の基準となる。
【０３１９】
　いくつかの実施形態では、キナーゼ反応はバッファ、金属源すなわち二価カチオン、リ
ン酸ドナーとして作用することのできるヌクレオチド三リン酸 (NTP)、ペプチド基板、そ
して任意選択で、キナーゼの活性剤を含む。バッファ、カチオン、NTPそしてペプチド基
板は、下記に説明するように、調査中のタンパク質キナーゼに基づいて選択される。必要
であれば、キナーゼの活性剤も加えることができる。試料が反応に加えられる。
【０３２０】
　試料がタンパク質キナーゼを含んでいれば、タンパク質キナーゼは、ペプチド基板をリ
ン酸化するために、NTPからのリン酸基の転移に触媒作用を及ぼすことができる。キナー
ゼ反応は酵素が活性化する温度でインキュベートすることができる。好適には、温度は約
21°C以上である。また好適には、温度は37°C以下である。イオンのインキュベート時間
は好適には5秒以上である。また好適には、イオンのインキュベート時間は１時間以下で
ある。しかしながら、検定条件下で反応時間が転移酵素の活性よりも長くならない限り、
インキュベーション時間は１時間以上でもよい。インキュベーション時間は、例えば、イ
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ンキュベーション温度、調査中のキナーゼの安定性と量、そしてペプチド基板の量によっ
て最適化することができる。反応は瞬間的なので、実行可能になり次第、測定を行うこと
ができる。
【０３２１】
　キナーゼ反応で使用できるバッファには、調査中の酵素に最適な濃度とpHレベルで、ト
リス（ヒドロキシメチル）アミノメタン塩酸塩(Tris-HCl)、N-(2-ヒドロキシエチル)ピペ
ラジニン-N'-(2-エタンスルホン酸) (HEPES)、4-(2-ヒドロキシエチル)ピペラジン-1-エ
タンスルホン酸) (HEPES)、2-(N-モルホリノ)エタンスルホン酸 (MES)が含まれるが、こ
れらに限定されない。好適には、バッファ濃度は10 mM以上である。また好適には、バッ
ファ濃度は100 mM以下である。好適にはキナーゼ反応のpH は7.0以上である。また好適に
は、pHは9.0以下である。
【０３２２】
　キナーゼ反応に好適な二価カチオンはマグネシウムである。マンガン、カルシウム、ニ
ッケルなどのその他の二価カチオンはマグネシウムの代わりとなる。さらに、これらのそ
の他の二価カチオンはマグネシウムと組み合わせることができる。とりわけ、その他の二
価カチオンのいくつかを、キナーゼの最適な活性のために加えることができる。好適には
、二価カチオンは1 mM以上の濃度で加える。また、好適には、50 mM以下の濃度でマグネ
シウムを加える。その他の二価カチオンは、ミクロモルからミリモルの範囲で加えること
ができる。
【０３２３】
　キナーゼ反応に加えるNTPは、一般にATPまたはGTPである。当該技術分野において周知
であるように、キナーゼ反応にどちらのNTPを選ぶかは、検定で使用するキナーゼによる
。キナーゼ反応に好適なNPTの濃度は約1 uM以上であり、また、1 mM 以下も好適である、
そしてより好適には、100 uMである。
【０３２４】
　例
　例１　化合物１の合成
【０３２５】
　概論：合成操作(スキームS1)は全て乾燥アルゴン雰囲気で、他の記載のない限り、標準
のシュレンク法を用いて行う。反応媒体としては、溶媒はGlass Contours社 (Laguna Bea
ch、 CA)から入手したDow-Grubbs 溶媒システム1を介して、中性アルミナ上で乾燥する。
これらの溶媒は使用前にアルゴンで脱ガスを行う。実験室空気の正圧で、シリカゲル60(
粒径: 40-63 μ)(EMD Chemicalls、Gibbstown、NJ)を用いて全てのフラッシュクロマトグ
ラフィーを行う。1H と13C NMRスペクトルをVarian INOVA 500 FT-NMR スペクトロメータ
(1H NMRに500 MHz、13C NMRに125 MHz )に記録する。1H NMRデータは次のように記録され
る:化学シフト{多重度(b = 幅広い、s = 一重線、d = 二重線、t = 三重線、q = 四重線
、pt = 非分解二重線からの擬似三重線、m = 多重線)、統合、ピーク同定}。1Hと13Cの化
学シフトはテトラメチルシラン(TMS)からのppmダウンフィールドで報告される。マトリッ
クス支援レーザ脱離イオン化飛行時間(MALDI-TOF)質量検定はPerspective Biosystems Vo
yager DE-Pro 質量検定計で得られる。元素検定はQuantitative Technologies、 Inc. (W
hitehouse、 NJ)によって行われる。X線結晶構造解析はCCD検出器を備えたBruker SMART 
1000Ｘ解回析装置で行われる。電気化学実験は、CHIモデル660A電気化学検定器(CHI Inst
ruments Inc.)を使って、Ag／AgCl参照ワイヤ、対極として白金ワイヤ(Bioanalytical Sy
stems)、そして作用電極として蒸着金基板を使った３電極系で行う。溶液内の電気化学測
定を、新たに洗浄した白金マイクロディスク電極(CHI Instruments)で行う。DH-2000-BAL
光源を備えたOcean Optics S200 Dual Channelスペクトロメータを使って吸収スペクトル
を収集する。
【０３２６】
　材料：先に記載したように、化合物3と11-アミノウンデカンチオールHClを合成する。2

、3クロロホルム-d1 をCambridge Isotope Laboratoriesから購入する。その他の試薬は
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すべて市販のもので、特に断りのない限りさらには洗浄せずに使用する。TLC(アルミニウ
ム裏付けシリカゲルシート60 F254;EMD Chemicalls,Inc.、Gibbstown、NJ)によって反応
をモニターし、斑点を紫外線露出時の蛍光焼入れによって視覚化するする。電気化学測定
に関しては、脱イオン水を、逆浸透脱イオンシステムと紫外線殺菌灯とを備えたAqua Sol
utionsシステムを通した後で、18.0 MΩ cmの抵抗を持つ最終生成物に使用する。
【０３２７】
　スキームS1: 化合物 1の合成
【化１７】

　　　　　　　　　　　　　　　　　
【０３２８】
　反応条件：(a) PPh3／NH4OH;(b)DCC、HOBt、11-メルカプトウンデカン酸;(c)アルドリ
チオール(AldrithiolTM-2)、TEA;(d)11-アミノウンデカンチオールHCl、DMAP;(e)3-マレ
イミド安息香酸 N-ヒドロキシスクシンイミドエステル、TEA。
【０３２９】
　フェロセンメチルアミン(4)：化合物 3 (0.226 g、0.940 mmol)をTHF(4 mL)で溶解し、
水浴内で4°Cに冷却する。リチウムアルミニウム水素化物 (0.053 mg、1.40 mmol)を固形
物としてゆっくりと追加し、反応物質を4°Cで１時間攪拌し、さらに2時間常温まで暖め
る。反応物質を水浴で冷却し、飽和Na2SO4 (aq)(5 mL)で焼き入れる。10分後、混合物をN
aOH(aq)(0.1 M、100 mL)に注ぎ入れ、DCM (3 x 50 mL)で抽出する。有機相をNa2SO4で乾
燥し、濾過し、オレンジ色の固形物(0.177 g、0.820 mmol、87%)になるまで濃縮する。1H
 NMRは4の構造と一致している。
【０３３０】
　11-メルカプトウンデカン酸フェロセニルメチル-アミド(5)。化合物4(0.175g、0.81mmo
l)、N、N'-ジシクロヘキシルカルボジイミド(0.169g、0.82mmol)、1-ヒドロキシベンゾト
リアゾール(0.126g、0.82mmol)と11-メルカプトウンデカン酸(0.179 g、0.82mmol)を脱ガ
スしたアセトン(12 mL)に一体化する。溶液はArの雰囲気で18時間、常温で攪拌される。
反応混合物は真空濃縮され、ジクロロメタン(100 mL)で溶解される。水(3 x 50 mL)で洗
浄後、有機相をNa2SO4で乾燥させ、濾過し、そして粗い残留物に濃縮し、これをシリカゲ
ル(2:3、EtOAc:ヘキサン)のカラムクロマトグラフィーで浄化し、淡いオレンジの固形物(
0.288g、0.69mmol、85%)の純粋な生成物を生成する。1H NMR (CDCl3): δ1.25-1.38(m、1
3H、(CH2)6 + SH)、 1.57-1.66 (m、 4H、 COCH2CH2 + CH2CH2SH) 2.17 (t、 JH-H = 7.8
 Hz、 2H、 COCH2)、　2.51 (擬似 dt、 JH-H = 7.3 Hz、 7.4 Hz、 2H、 CH2SH)、 4.13
-4.15 (m、 4H、 NHCH2 + フェロセン-H)、 4.16 (bs、 5H、 フェロセン-H)、 4.18 (pt
、 2H、 フェロセン-H)、 5.56 (bs、 1H、 NH)。　13C{1H} NMR (CDCl3): δ 24.9、 26
.0、 28.6、 29.2、 29.5、 29.5、 29.6、 29.6、 34.2、 37.0、 39.0、 68.4、 68.5
、 68.8、 85.0、 172.6.
【０３３１】
　11-(ピリジン-2-イルジスルファニル)-ウンデカン酸フェロセニルメチル-アミド(6)。
化合物5(0.288 g、 0.69 mmol)をメタノール(8 mL)とジクロロメタン(2 mL)で溶解する。
アルドリチオールTM-2 (0.304 g、 1.38 mmol)、続いてトリエチルアミン(0.192 mL、 1.
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38 mmol)を加え、Ar雰囲気の常温で15時間攪拌する。真空で溶媒を取り出し、粗い残留物
をシリカゲル(2:3、 EtOAc:ヘキサン)上のカラムクロマトグラフィーで浄化し、オレンジ
の油(0.316 g、 0.60 mmol、 87%)としての純粋な生成物を生成する。1H NMR (CDCl3): 
δ 1.25-1.39 (m、 12H、 (CH2)6)、 1.60-1.71 (m、 4H、 COCH2CH2 + CH2CH2SS)、 2.1
6 (t、 JH-H = 7.8 Hz、 2H、 COCH2)、 2.79 (t、 JH-H = 7.4 Hz、 CH2CH2SS)、 4.13-
4.15 (m、 4H、 NHCH2 + フェロセン-H)、 4.16 (bs、 5H、 フェロセン-H)、 4.18 (pt
、 2H、 フェロセン-H)、 5.59 (bs、 1H、 NH)、 7.63-7.66 (m、 1H、 ピリジル-H)、 
7.06-7.09 (m、 1H、 ピリジル-H)、 7.73 (d、 1H、 JH-H = 8.1 Hz、 ピリジル-H)、 8
.45 (d、 1H、 JH-H = 4.8 Hz、 ピリジル-H).　13C{1H} NMR (CDCl3): δ 26.0、 28.6
、 29.1、 29.3、 29.5、 29.5、 29.5、 29.6、 37.0、 39.0、 39.2、 68.4、 68.5、 
68.8、 85.0、 119.7、 120.7、 137.1、 149.8、 160.9、 172.6。
【０３３２】
　11-(11-アミノ-ウンデスイルジスルファニル)-ウンデカン酸フェロセニルメチル-アミ
ド(7)。化合物6(0.060 g、 0.11 mmol)、11-アミノウンデカンチオールHCl (0.032 g、 0
.13 mmol)と4-ジメチルアミノピリジン(0.030 g、 0.24 mmol)をAr雰囲気の常温で５時間
、THF(4 mL)とDMF(1 mL)に混ぜ合わせる。真空で溶媒を取り出し、粗い残留物をシリカゲ
ル (0.3: 0.7: 9、 TEAMeOH:DCM)上のカラムクロマトグラフィーによって浄化し、純粋な
淡い黄色の固形物(0.065 g、 0.10 mmol、 91%)として純粋な生成物を生成する。ESI-MS 
(MeOH) m／z: 617.77 (M+H)+。1H NMR は７の構造に一致する。
【０３３３】
　3-マレイミド-N-{11-[10-(フェロセニルメチル-カルバモイル)-デシルジスルファニル]
-ウンデシル}-ベンズアミド (1)： 化合物7 (0.024 g、 0.039 mmol)と3-マレイミド安息
香酸-N-ヒドロキシスクシンイミドエステル(0.024 g、 0.078 mmol)をN、N-dジメチルア
セトアミド(3 mL)内で混ぜる。トリエチルアミン (0.100 mL)を加えて、Arの雰囲気、常
温で４時間攪拌するように設定する。真空で溶媒を取り除き、粗い残留物をジクロロメタ
ン(100 mL)で溶解し、H2O (3 x 50 mL)で洗浄し、Na2SO4で乾燥し、そして濃縮する。粗
い残留物をシリカゲル(0.1:0.9:9、MeOH:EtOAc:DCM)上のカラムクロマトグラフィーによ
って浄化し、オレンジの固形物(0.028 g、0.034 mmol、87%)としての純粋な生成物を生成
する。1H NMRは１の構造に一致する。
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【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験試料の中のプロテアーゼを検出する方法であって、前記方法は:
　(a) プロテアーゼを含む試験試料を電極を含む固体支持体に追加するステップであって
、該電極は：
　　　(i)自己組織化単分子層(SAM)と、
　　　(ii)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)であって、フェロ
センを備えるEAMと、
　　　(iii)前記電極に付着する複数のタンパク質であって、前記プロテアーゼの切断部
位を備えるタンパク質とを含み、
　(b)前記プロテアーゼで前記複数のタンパク質を切断するステップと、
　(c)前記E0の変化を測定することによって、前記プロテアーゼの存在を判断するステッ
プとを含む。
【請求項２】
　前記プロテアーゼはエンドペプチダーゼ神経毒である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記エンドペプチダーゼ神経毒はボツリヌス菌Ａ、ＢまたはＥから成る基から選択され
る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記EAMと前記基板は前記電極に別々に付着する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記固体支持体は電極の配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　試験試料の中のプロアテーゼを検出する方法であって、前記方法は:
　(a)プロアテーゼを含む試験試料を、電極を含む固体支持体に追加するステップであっ
て、前記電極は：
　　　(i)自己組織化単分子層(SAM)と、
　　　(ii)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)であって、オスミ
ウム及び少なくとも一つのシアノリガンドを備えるEAMと、
　　　(iii)前記電極に付着する、前記プロテアーゼの開裂部位を含む複数のタンパク質
とを含み、
　(b)複数の前記タンパク質を前記プロテアーゼで開裂するステップと、
　(c)前記E0の変化を測定することによって、前記プロテアーゼの存在を判断するステッ
プとを含む。
【請求項７】
　前記プロテアーゼはエンドペプチダーゼ神経毒である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記エンドペプチダーゼ神経毒はボツリヌス菌Ａ、ＢまたはＥから成る基から選択され
る、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記EAMと前記基板は前記電極に別々に付着する、請求項６に記載の方法。
【請求項１０】
　前記固体支持体は電極の配列を含む、請求項６に記載の方法。
【請求項１１】
　試験試料の中のキナーゼを検出する方法であって、前記方法は:
　(a)キナーゼを含む試験試料を電極を含む固体支持体に追加するステップであって、前
記電極は：
　　　(i)自己組織化単分子層(SAM)と、
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　　　(ii)E0を有する遷移金属錯体を含む共有結合電気活性部分(EAM)と、
　　　(iii)前記電極に付着する、前記キナーゼの第１基板である複数のタンパク質とを
含み、
　(b)前記タンパク質を前記キナーゼと第２キナーゼ基板でリン酸化して、前記第２キナ
ーゼ基板を前記タンパク質に共有結合させるステップと、
　(c)前記E0の変化を測定して、前記キナーゼの存在を判断するステップとを含む。
【請求項１２】
　前記EAMは少なくとも１つのシアノリガンドを含む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記遷移金属は、鉄、ルテニウム、オスミウムから成る基から選択される、請求項１１
に記載の方法。
【請求項１４】
　前記EAMと前記基板は前記電極に別々に付着する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　前記固体支持体は電極の配列を含む、請求項１１に記載の方法。
【手続補正２】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図１
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図１】

【手続補正３】
【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図３
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図３】

【手続補正４】
【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図４Ａ
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図４Ａ】

【手続補正５】
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【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図１０Ｂ
【補正方法】変更
【補正の内容】
【図１０Ｂ】

【手続補正６】
【補正対象書類名】図面
【補正対象項目名】図１１
【補正方法】変更
【補正の内容】
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【図１１】

【手続補正７】
【補正対象書類名】図面
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【補正対象項目名】図１２Ｂ
【補正方法】変更
【補正の内容】
【図１２Ｂ】
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