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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生化学的実体をスクリーニングする方法であって、
　（ａ）６つまたはそれを超える候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステッ
プと、
　（ｂ）天然変性タンパク質の第１の立体配置状態を測定し、それによってベースライン
を作成するステップと、
　（ｃ）前記候補生化学的実体の各々を同じ前記天然変性タンパク質と接触させるステッ
プと、
　（ｄ）前記天然変性タンパク質の第２の立体配置状態を測定するステップと、
　（ｅ）前記第２の立体配置状態を使用して少なくとも第１および第２の候補生化学的実
体のシグネチャーを判定するステップと、
　（ｆ）前記第１の候補生化学的実体の前記シグネチャーを前記第２の候補生化学的実体
の前記シグネチャーと比較するステップと、
　（ｇ）（ｆ）での比較に基づいて、前記候補生化学的実体から、１つまたは複数の生化
学的実体を選択するステップと
を含み、複数の前記候補生化学的実体は、共通の足場コアを共有する小分子であり、前記
測定するステップが、第２高調波発生（ＳＨＧ）の測定を含む方法。
【請求項２】
　前記候補生化学的実体の各々が、前記天然変性タンパク質の立体配置状態において異な
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る変化を生成する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記候補生化学的実体の少なくとも２つが、類似の薬理特性または機能的効果を有する
、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記天然変性タンパク質が、アルファシヌクレインである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記天然変性タンパク質が、非線形活性非天然アミノ酸で標識される、請求項１に記載
の方法。
【請求項６】
　前記非線形活性非天然アミノ酸が、Ａｌａｄａｎである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　１つまたは複数の前記候補生化学的実体の前記シグネチャーが、公知の薬理特性または
公知の機能的効果と相関している、請求項１に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
相互参照
　本出願は、２０１３年６月１３日に出願された米国仮特許出願第６１／８３４，７８２
号の利益を主張し、当該出願は、その全体が本明細書において参考として援用される。
【背景技術】
【０００２】
　疾患を処置する薬物の発見のための努力は、ゲノム研究および生物学的スクリーニング
、コンビナトリアルケミストリーならびにコンピュータ技術におけるハイスループット技
術によって革新されてきた。しかし、科学者は有効な薬物を求めて莫大な数の可能性のあ
る薬物候補をなおより分けねばならない。
【０００３】
　アロステリックモジュレーターを同定するために従来のスクリーニング技術を使用する
ことは、困難な作業である。天然のリガンドよりタイトに阻害剤の結合を補助するのに十
分な深いポケットを活性部位に有するものは、全てのタンパク質のわずか約１５％だけで
ある。アロステリックモジュレーターを同定するために、酵素などの標的のための活性ア
ッセイを使用することができ、また使用されてきたが、そのアッセイには複数のタンパク
質が一般的に関与し、モジュレーターの作用は目的の標的以外のものに向けられる可能性
があるので、作用機構を判定するのは面倒である可能性がある。そのようなモジュレータ
ーのスクリーニングは、競合的阻害剤を非競合的阻害剤から選別すること、次に後者の群
でアロステリックモジュレーターを非特異的モジュレーター（アグリゲーター、高化学量
結合剤など）から選別することを含む。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　本発明は、標的生体分子を標的にする薬物候補をスクリーニングする方法であって、第
１のシグナルと第２のシグナルの間のシグナル差に基づいて薬物候補を選択するステップ
を含む方法を提供する。シグナル差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特
性の差を示す。第１のシグナルは、標的生体分子を第１の候補と接触させることによる標
的生体分子と第１の候補の間の結合の際に生成され、第２のシグナルは、標的生体分子を
第２の候補と接触させることによる標的生体分子と第２の候補の間の結合の際に生成され
る。第１のシグナルおよび第２のシグナルは、表面選択技術を使用して第２高調波発生活
性部分によって発生する。第１の分子および第２の分子は、標的生体分子中の結合部位を
標的にする類似の足場コアを有する。任意選択で、選択ステップの前に、本方法は、標的
生体分子を第１の候補と接触させ、標的生体分子と第１の候補の間の結合の際に第１のシ
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グナルを検出するステップ、および標的生体分子を第２の候補と接触させ、標的生体分子
と第２の候補の間の結合の際に第２のシグナルを検出するステップをさらに含む。任意選
択で、第１の分子および第２の分子は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じ足場
コアを有する。任意選択で、本方法は、第１のシグナルと第２のシグナルの間のシグナル
差を生じさせることをさらに含む。任意選択で、シグナル差は、ノイズレベルを１％また
はそれを超えて上回る。任意選択で、シグナル差は、ノイズレベルを１０％またはそれを
超えて上回る。任意選択で、第２の候補は、所望のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏの薬理特性に関連した参照分子である。任意選択で、正のシグナル差は、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の向上を示す。任意選択で、負のシグナル差は、ｉ
ｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の向上を示す。任意選択で、シグナルは
濃度で正規化される。任意選択で、シグナルは、正規化された第２高調波発生強度であっ
てもよい。任意選択で、本方法は、選択された薬物候補を動物でスクリーニングするステ
ップをさらに含む。
【０００５】
　本発明は、標的生体分子を標的にする薬物候補をスクリーニングする方法であって、標
的生体分子および候補分子の結合複合体を、候補分子と同じ結合部位を標的にする参照分
子と接触させる際に生成されるシグナルに基づいて薬物候補を選択するステップを含む方
法も提供する。参照分子は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性に関連し
ている。シグナルは、表面選択技術を使用して第２高調波発生活性部分によって発生され
る。候補分子および参照分子は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じまたは類似
の足場コアを有する。任意選択で、選択ステップの前に、本方法は、標的生体分子を候補
分子と接触させるステップであり、候補分子は標的生体分子中の結合部位に結合し、それ
によって結合複合体を形成する、ステップと、結合複合体を参照分子と接触させるステッ
プと、結合複合体を参照分子と接触させる際にシグナルを検出するステップとをさらに含
む。任意選択で、ノイズレベルを１％以下で上回るシグナルは、参照分子と比較して同等
であるまたは増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意
選択で、ノイズレベルを１０％以下で上回るシグナルは、参照分子と比較して同等である
または増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意選択で
、シグナルは濃度で正規化される。任意選択で、シグナルは、正規化された第２高調波発
生強度であってもよい。任意選択で、本方法は、選択された薬物候補を動物でスクリーニ
ングするステップをさらに含む。
【０００６】
　本発明は、標的生体分子を標的にする薬物候補をスクリーニングする方法であって、標
的生体分子および参照分子の結合複合体を、参照分子と同じ結合部位を標的にする候補分
子と接触させる際に生成されるシグナルに基づいて薬物候補を選択するステップを含む方
法も提供する。参照分子は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性に関連し
ている。シグナルは、表面選択技術を使用して第２高調波発生活性部分によって発生され
る。第１の候補および参照分子は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じまたは類
似の足場コアを有する。任意選択で、選択ステップの前に、本方法は、標的生体分子を参
照分子と接触させるステップであり、参照分子は標的生体分子中の結合部位に結合し、そ
れによって結合複合体を形成する、ステップと、結合複合体を候補分子と接触させるステ
ップと、結合複合体を候補分子と接触させる際にシグナルを検出するステップとをさらに
含む。任意選択で、ノイズレベルを１％を超えて上回るシグナルは、参照分子と比較して
同等であるまたは増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。
任意選択で、ノイズレベルを１０％を超えて上回るシグナルは、参照分子と比較して同等
であるまたは増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意
選択で、シグナルは濃度で正規化される。任意選択で、シグナルは、正規化された第２高
調波発生強度であってもよい。任意選択で、本方法は、選択された薬物候補を動物でスク
リーニングするステップをさらに含む。
【０００７】
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　本発明は、標的生体分子のための結合部分を同定する方法であって、第１のシグナルと
第２のシグナルの間のシグナル差に基づいて選択される、第１の候補および第２の候補の
構造を比較することによって結合部分を同定するステップを含む方法も提供する。シグナ
ル差は、第１の分子中の結合部分の存在および第２の分子中の結合部分の非存在を示す。
第１のシグナルは、標的生体分子を第１の分子と接触させることによる標的生体分子と第
１の分子の間の結合の際に生成される。第２のシグナルは、標的生体分子を第２の分子と
接触させることによる標的生体分子と第２の分子の間の結合の際に生成される。第１のシ
グナルおよび第２のシグナルは、表面選択技術を使用して第２高調波発生活性部分によっ
て発生される。第１の分子および第２の分子は、標的生体分子中の結合部位を標的にする
同じまたは類似の足場コアを有する。任意選択で、シグナル差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたは
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の差を示す。任意選択で、シグナル差は、ノイズレベルを１
％またはそれを超えて上回る。任意選択で、シグナル差は、ノイズレベルを１０％または
それを超えて上回る。任意選択で、同定ステップの前に、本方法は、標的生体分子を第１
の分子と接触させ、標的生体分子と第１の分子の間の結合の際に第１のシグナルを検出す
るステップ、および標的生体分子を第２の分子と接触させ、標的生体分子と第２の分子の
間の結合の際に第２のシグナルを検出するステップをさらに含む。任意選択で、本方法は
、第１のシグナルと第２のシグナルの間のシグナル差を生じさせるステップをさらに含む
。任意選択で、シグナルは濃度で正規化される。任意選択で、シグナルは、正規化された
第２高調波発生強度であってもよい。
【０００８】
　本発明は、標的生体分子のための結合部分を同定する方法であって、標的生体分子およ
び候補分子の結合複合体を、候補分子と同じ結合部位を標的にする参照分子と接触させる
際に生成されるシグナルに基づいて選択される、候補分子および参照分子の構造を比較す
ることによって結合部分を同定するステップを含む方法も提供する。シグナルは、参照分
子中の結合部分の存在および候補分子中の結合部分の非存在を示す。シグナルは、表面選
択技術を使用して第２高調波発生活性部分によって発生される。候補分子および参照分子
は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じまたは類似の足場コアを有する。任意選
択で、ノイズレベルを１％以下で上回るシグナルは、参照分子と比較して同等であるまた
は増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意選択で、ノ
イズレベルを１０％以下で上回るシグナルは、参照分子と比較して同等であるまたは増加
したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意選択で、同定ステ
ップの前に、本方法は、標的生体分子を候補分子と接触させるステップであり、候補分子
は標的生体分子中の結合部位に結合し、それによって結合複合体を形成する、ステップと
、結合複合体を参照分子と接触させるステップと、結合複合体を参照分子と接触させる際
にシグナルを検出するステップとをさらに含む。任意選択で、シグナルは濃度で正規化さ
れる。任意選択で、シグナルは、正規化された第２高調波発生強度であってもよい。
【０００９】
　本発明は、標的生体分子のための結合部分を同定する方法であって、標的生体分子およ
び参照分子の結合複合体を、参照分子と同じ結合部位を標的にする候補分子と接触させる
際に生成されるシグナルに基づいて選択される、候補分子および参照分子の構造を比較す
ることによって結合部分を同定するステップを含む方法をさらに提供する。シグナルは、
参照分子中の結合部分の存在および候補分子中の結合部分の非存在を示す。シグナルは、
表面選択技術を使用して第２高調波発生活性部分によって発生される。候補分子および参
照分子は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じまたは類似の足場コアを有する。
任意選択で、ノイズレベルを１％を超えて上回るシグナルは、参照分子と比較して同等で
あるまたは増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意選
択で、ノイズレベルを１０％を超えて上回るシグナルは、参照分子と比較して同等である
または増加したｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。任意選択で
、同定ステップの前に、本方法は、標的生体分子を参照分子と接触させるステップであり
、参照分子は標的生体分子中の結合部位に結合し、それによって結合複合体を形成する、



(5) JP 6518656 B2 2019.5.22

10

20

30

40

50

ステップと、結合複合体を候補分子と接触させるステップと、結合複合体を候補分子と接
触させる際にシグナルを検出するステップとをさらに含む。任意選択で、シグナルは濃度
で正規化される。任意選択で、シグナルは、正規化された第２高調波発生強度であっても
よい。
【００１０】
　任意選択で、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は、治療的効能である。任意選択で、ｉｎ　ｖ
ｉｖｏの薬理特性は、臨床効能特性である。任意選択で、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は、
薬物動態学的特性である。任意選択で、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は、臨床毒性学的特性
である。任意選択で、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は、前臨床毒性学的特性である。任意選
択で、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は、薬力学特性である。任意選択で、ｉｎ　ｖｉｖｏ薬
理学的変数は、治療指数である。任意選択で、結合部位は活性部位である。任意選択で、
結合部位はアロステリック結合部位である。任意選択で、標的生体分子は、タンパク質で
ある。任意選択で、標的生体分子は、ＤＮＡである。任意選択で、標的生体分子は、アル
ファシヌクレインである。任意選択で、本方法は、選択された薬物候補を動物でスクリー
ニングするステップをさらに含む。任意選択で、薬物候補は、小分子である。任意選択で
、薬物候補は、タンパク質である。任意選択で、薬物候補は、抗体である。任意選択で、
薬物候補は、生物学的に優れているまたは生物学的に類似の薬物である。任意選択で、薬
物候補は、テトラスルホン酸フタロシアニンの誘導体または類似体である。任意選択で、
薬物候補は、アルファシヌクレインに対する抗体である。任意選択で、薬物候補は、ソラ
ネズマブまたはバピニューズマブの生物学的同等体である。
【００１１】
　本開示は、生化学的実体をスクリーニングする方法であって、（ａ）６つまたはそれを
超える候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステップであり、６つまたはそれ
を超える候補生化学的実体は、（ｉ）候補生化学的実体の各々の１５０ｇ／ｍｏｌ以内の
分子量、（ｉｉ）候補生化学的実体の各々の３０％以内の分子量、（ｉｉｉ）候補生化学
的実体の各々の原子が１５個以内の化学式、（ｉｖ）候補生化学的実体の各々の間の１５
未満の全原子数の差、（ｖ）５未満の炭素原子数の差、（ｖｉ）５未満の水素原子数の差
、（ｖｉｉ）５未満の窒素原子数の差、（ｖｉｉｉ）５未満の酸素原子数の差、（ｉｘ）
５未満の硫黄原子数の差、（ｘ）候補生化学的実体の各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｄで測
定される極性、（ｘｉ）候補生化学的実体の各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｐ（分配係数）
で測定される極性、（ｘｉｉ）候補生化学的実体の各々の１０％以内のＰＳＡ（極性表面
積）で測定される極性、（ｘｉｉｉ）同一の足場コア、（ｘｉｖ）グラフ理論で測定され
る化学的類似性、（ｘｖ）０．８５を超えるＴａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）
係数Ｔ、（ｘｖｉ）３未満の芳香族基数の差、（ｘｖｉｉ）３未満の複素環基数の差、（
ｘｖｉｉｉ）３未満の単環基数の差、（ｘｉｘ）３未満の縮合環系数の差、および（ｘｘ
）３未満の二重結合数の差からなる群から選択される１つまたは複数の構造類似性パラメ
ータを使用して判定するときに構造的に類似している、ステップと、（ｂ）標的生化学的
実体の第１の立体配置状態を測定し、それによってベースラインを作成するステップと、
（ｃ）候補生化学的実体の各々を同じ標的生化学的実体と接触させるステップと、（ｄ）
標的生化学的実体の第２の立体配置状態を測定するステップと、（ｅ）第２の立体配置状
態を使用して標的生化学的実体のシグネチャーを判定するステップと、（ｆ）シグネチャ
ーに基づいて候補生化学的実体から１つまたは複数の生化学的実体を選択するステップと
を含む方法を提供する。
【００１２】
　一部の場合には、第１または第２の立体配置状態を測定するステップは、内部全反射（
ＴＩＲ）を使用することができる。一部の場合には、第１または第２の立体配置状態を測
定するステップは、第２高調波発生（ＳＨＧ）を使用することができる。
【００１３】
　一部の場合には、シグネチャーを判定するステップは、標的生化学的実体の立体配置状
態の動態学的（リアルタイム）変化を測定するステップを含むことができる。他の場合に
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は、シグネチャーを判定するステップは、標的生化学的実体の立体配置状態のエンドポイ
ント変化を測定するステップを含むことができる。さらに他の場合には、シグネチャーを
判定するステップは、シグナルのシグナル強度を測定するステップを含むことができる。
さらなる場合には、シグネチャーを判定するステップは、ベースラインを使用する。
【００１４】
　一部の場合には、本方法は、コンピュータ実行可能プログラムを使用して、１つまたは
複数の構造類似性パラメータに基づいて６つまたはそれを超える候補生化学的実体を分析
するステップをさらに含むことができる。他の場合には、本方法は、コンピュータ実行可
能プログラムを使用して、シグネチャーを分析するステップをさらに含むことができる。
【００１５】
　候補生化学的実体の各々は、標的生化学的実体の立体配置状態において異なる変化を生
成することができる。さらに、ステップ（ｃ）での接触の際に、候補生化学的実体の各々
は異なるシグネチャーを生じ得る。
【００１６】
　本方法は、標的生化学的実体の立体配置状態の変化を、公知の立体配置モジュレーター
によって生成される立体配置状態の変化と比較するステップをさらに含むことができる。
公知の立体配置モジュレーターは、公知の薬物であってもよい。本方法は、公知の立体配
置モジュレーターによって誘導される立体配置状態の変化に最も類似している立体配置状
態の変化に基づいて、１つまたは複数の生化学的実体を選択するステップをさらに含むこ
とができる。一部の場合には、公知の立体配置モジュレーターによって生成される立体配
置状態の変化は、薬理特性または機能的効果に相関する可能性がある。
【００１７】
　一部の場合には、候補生化学的実体の少なくとも２つは、類似の薬理特性または機能的
効果を有する。他の場合には、候補生化学的実体の少なくとも２つは、類似の薬理特性ま
たは機能的効果を有しない。さらに、１つまたは複数の生化学的実体は、公知の薬理特性
または公知の機能的効果とのシグネチャーの相関に基づいて選択することができる。
【００１８】
　第１の立体配置状態は、標的生化学的実体を薬剤とインキュベートした後に測定するこ
とができる。例えば、薬剤は、ライブラリーからの候補生化学的実体であってもよい。
【００１９】
　本方法は、ｉ）ベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化、ｉｉ）ベースラ
インと比較したシグネチャーの方向の変化、およびｉｉｉ）候補生化学的実体の接触の際
のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化からなる群から選択されるシグ
ネチャーパラメータを測定するステップをさらに含むことができる。さらに、ｉ）第１の
候補生化学的実体との接触の際のベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化は
、第２の候補生化学的実体との接触の際のベースラインと比較したシグネチャーの大きさ
の変化の５０％以内であること、ｉｉ）第１の候補生化学的実体との接触の際のベースラ
インと比較したシグネチャーの方向の変化は、第２の候補生化学的実体との接触の際のベ
ースラインと比較したシグネチャーの方向の変化と同じであること、およびｉｉｉ）第１
の候補生化学的実体との接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変
化は、第２の候補生化学的実体との接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナル
の速度の変化の２倍以内であることからなる群から選択される１つまたは複数のシグネチ
ャー類似性パラメータを使用して判定したときに、第１の候補生化学的実体によって生じ
るシグネチャーおよび第２の候補生化学的実体によって生じるシグネチャーは、類似して
もよい。
【００２０】
　本開示は、生化学的実体をスクリーニングする方法であって、（ａ）６つまたはそれを
超える候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステップと、（ｂ）標的生化学的
実体の第１の立体配置状態を測定し、それによってベースラインを作成するステップと、
（ｃ）候補生化学的実体の各々を同じ標的生化学的実体と接触させるステップと、（ｄ）
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標的生化学的実体の第２の立体配置状態を測定するステップと、（ｅ）第２の立体配置状
態を使用して少なくとも第１および第２の候補生化学的実体のシグネチャーを判定するス
テップと、（ｆ）第１の生化学的実体のシグネチャーを第２の生化学的実体のシグネチャ
ーと比較するステップと、（ｇ）（ｆ）での比較に基づいて、候補生化学的実体から１つ
または複数の生化学的実体を選択するステップとを含む方法も提供する。
【００２１】
　一部の場合には、６つまたはそれを超える候補生化学的実体は、（ｉ）候補生化学的実
体の各々の１５０ｇ／ｍｏｌ以内の分子量、（ｉｉ）候補生化学的実体の各々の３０％以
内の分子量、（ｉｉｉ）候補生化学的実体の各々の原子が１５個以内の化学式、（ｉｖ）
候補生化学的実体の各々の間の１５未満の全原子数の差、（ｖ）５未満の炭素原子数の差
、（ｖｉ）５未満の水素原子数の差、（ｖｉｉ）５未満の窒素原子数の差、（ｖｉｉｉ）
５未満の酸素原子数の差、（ｉｘ）５未満の硫黄原子数の差、（ｘ）候補生化学的実体の
各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｄで測定される極性、（ｘｉ）候補生化学的実体の各々の１
０％以内のｌｏｇ　Ｐ（分配係数）で測定される極性、（ｘｉｉ）候補生化学的実体の各
々の１０％以内のＰＳＡ（極性表面積）で測定される極性、（ｘｉｉｉ）同一の足場コア
、（ｘｉｖ）グラフ理論で測定される化学的類似性、（ｘｖ）０．８５を超えるＴａｎｉ
ｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ、（ｘｖｉ）３未満の芳香族基数の差、（ｘｖ
ｉｉ）３未満の複素環基数の差、（ｘｖｉｉｉ）３未満の単環基数の差、（ｘｉｘ）３未
満の縮合環系数の差、および（ｘｘ）３未満の二重結合数の差からなる群から選択される
１つまたは複数の構造類似性パラメータを使用して判定するときに、構造的に類似してい
る。
【００２２】
　本方法は、コンピュータ実行可能プログラムを使用して、シグネチャーを分析するステ
ップをさらに含むことができる。候補生化学的実体の各々は、標的生化学的実体の立体配
置状態において異なる変化を生成することができる。一部の場合には、（ｃ）での接触の
際に、候補生化学的実体の各々は異なるシグネチャーを生じ得る。一部の場合には、生化
学的実体の１つまたは複数のシグネチャーは、公知の薬理特性または公知の機能的効果と
相関する。さらなる場合には、候補生化学的実体の少なくとも２つは、類似の薬理特性ま
たは機能的効果を有する。
【００２３】
　本方法は、ｉ）ベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化、ｉｉ）ベースラ
インと比較したシグネチャーの方向の変化、およびｉｉｉ）候補生化学的実体の接触の際
のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化からなる群から選択されるパラ
メータを測定するステップをさらに含むことができる。さらに、ｉ）第１の候補生化学的
実体との接触の際のベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化は、第２の候補
生化学的実体との接触の際のベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化の５０
％以内であること、ｉｉ）第１の候補生化学的実体との接触の際のベースラインと比較し
たシグネチャーの方向の変化は、第２の候補生化学的実体との接触の際のベースラインと
比較したシグネチャーの方向の変化と同じであること、およびｉｉｉ）第１の候補生化学
的実体との接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化は、第２の
候補生化学的実体との接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化
の２倍以内であることからなる群から選択される１つまたは複数のシグネチャー類似性パ
ラメータを使用して判定したときに、第１の候補生化学的実体によって生じるシグネチャ
ーおよび第２の候補生化学的実体によって生成されるシグネチャーは類似してもよい。
【００２４】
　本開示は、生化学的実体を分類する方法であって、（ａ）生化学的実体のライブラリー
を用意するステップであり、生化学的実体の各々は異なる分子構造を含む、ステップと、
（ｂ）ライブラリー中の少なくとも１つの生化学的実体を同じ標的生化学的実体と接触さ
せるステップと、（ｃ）標的生化学的実体の立体配置状態を測定するステップと、（ｄ）
立体配置状態を使用してシグネチャーを判定するステップと、（ｅ）シグネチャーを使用
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して構造－活性関係（ＳＡＲ）カタログを作成するステップとを含む方法をさらに提供す
る。
【００２５】
　一部の場合には、ＳＡＲを作成するステップは、シグネチャーを結合特性、機能的特性
、効能、力価、選択性またはそれらの組合せと相関させるステップを含むことができる。
一部の場合には、ＳＡＲを作成するステップは、シグネチャーを候補生化学的実体の１つ
または複数の構造パラメータと相関させるステップを含むことができ、前記構造パラメー
タは、分子量、化学式、全原子数、炭素原子数、水素原子数、窒素原子数、酸素原子数、
硫黄原子数、ｌｏｇ　Ｄによって測定される極性、ｌｏｇ　Ｐによって測定される極性、
ＰＳＡ（極性表面積）によって測定される極性、足場コア、グラフ理論で測定される化学
的類似性、Ｔａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ、芳香族基数、複素環基数
、単環基数、縮合環系数および二重結合数からなる群から選択することができる。
【００２６】
　本方法は、接触ステップの前に標的生化学的実体の立体配置状態を測定し、それによっ
てベースラインを生成するステップをさらに含むことができる。本方法は、薬理特性また
は機能的効果と関連する生化学的実体の少なくとも１つの中の結合部分を判定するために
、ＳＡＲを分析するステップをさらに含むことができる。
【００２７】
　一部の場合には、シグネチャーを判定するステップは、標的生化学的実体の立体配置状
態の動態学的（リアルタイム）変化を測定するステップを含むことができる。他の場合に
は、シグネチャーを判定するステップは、標的生化学的実体の立体配置状態のエンドポイ
ント変化を測定するステップを含む。シグネチャーは、標的生化学的実体の立体配置状態
の変化を示すことができる。本方法は、コンピュータ実行可能プログラムを使用して、シ
グネチャーを分析するステップをさらに含むことができる。
【００２８】
　生化学的実体のライブラリーは、薬物候補を含むことができる。標的生化学的実体は、
薬物標的であってもよい。薬物標的は、公知の薬理特性または公知の機能的効果を有する
ことができる。本方法は、ＳＡＲカタログまたはシグネチャーと、公知の薬理特性または
公知の機能的効果との相関に基づいて、１つまたは複数の生化学的実体を選択するステッ
プをさらに含むことができる。
【００２９】
　本方法は、ｉ）ベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化、ｉｉ）ベースラ
インと比較したシグネチャーの方向の変化、およびｉｉｉ）候補生化学的実体の接触の際
のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化からなる群から選択されるシグ
ネチャーパラメータを測定するステップをさらに含むことができる。さらに、ｉ）第１の
候補生化学的実体との接触の際のベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化は
、第２の候補生化学的実体との接触の際のベースラインと比較したシグネチャーの大きさ
の変化の５０％以内であること、ｉｉ）第１の候補生化学的実体との接触の際のベースラ
インと比較したシグネチャーの方向の変化は、第２の候補生化学的実体との接触の際のベ
ースラインと比較したシグネチャーの方向の変化と同じであること、およびｉｉｉ）第１
の候補生化学的実体との接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変
化は、第２の候補生化学的実体との接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナル
の速度の変化の２倍以内であることからなる群から選択される１つまたは複数のシグネチ
ャー類似性パラメータを使用して判定したときに、第１の候補生化学的実体によって生じ
るシグネチャーおよび第２の候補生化学的実体によって生じるシグネチャーは類似しても
よい。
　参照による組込み
【００３０】
　この明細書で言及される全ての刊行物、特許および特許出願は、各個々の刊行物、特許
または特許出願が参照により組み込まれることが具体的および個々に示されるのと同じ程
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度に、参照により本明細書に組み込まれる。
【００３１】
　本発明の新規特徴は、添付の特許請求の範囲で詳細に示される。本発明の特徴および利
点のより深い理解は、本発明の原理が利用される例示的な実施形態を示す以下の詳細な説
明および付随図への参照によって得られる。
【図面の簡単な説明】
【００３２】
【図１Ａ】図１Ａは、第２高調波発生によって測定したときに、スペルミンおよびスペル
ミジンがアルファシヌクレインの立体配置変化を誘導することを示す。５ｍＭスペルミン
へのアルファシヌクレインの曝露の際のＳＨＧ応答をリアルタイムで示す代表的トレース
。矢印は、スペルミン添加を表す。ＳＨＧ強度の変化は、注射直前の値に正規化される。
【００３３】
【図１Ｂ】図１Ｂは、ＳＨＧによって測定されるアルファシヌクレイン立体配置でのスペ
ルミンの用量反応曲線を示す。用量曲線（ｌｏｇスケールでプロットされている）は、所
与濃度のスペルミンを５μＭアルファシヌクレインに加え、ＳＨＧ強度の変化を測定する
ことによって判定された。各濃度についてのＳＨＧ強度の変化は、シフト（本明細書では
「変化」とも呼ばれる）パーセントとして数量化された。
【００３４】
【図１Ｃ】図１Ｃは、３ｍＭスペルミジンへのアルファシヌクレインの曝露の際のＳＨＧ
応答をリアルタイムで示す代表的トレースを提供する。矢印は、スペルミジン添加を表す
。ＳＨＧ強度の変化は、注射直前の値に正規化される。
【００３５】
【図１Ｄ】図１Ｄは、ＳＨＧによって測定されるアルファシヌクレイン立体配置でのスペ
ルミジンの用量反応曲線を示す。用量曲線（ｌｏｇスケールでプロットされている）は、
所与濃度のスペルミジンを５μＭアルファシヌクレインに加え、ＳＨＧ強度の変化を測定
することによって判定された。各濃度についてのＳＨＧ強度の変化は、シフトパーセント
として数量化された。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝３。
【００３６】
【図１Ｅ】図１Ｅは、スペルミン－スペルミジン競合アッセイの数量化を示す。１ｍＭス
ペルミンおよび３ｍＭスペルミジン対照は、それぞれ左および中央のカラムに示す。１ｍ
Ｍスペルミンとプレインキュベートされた試料への３ｍＭスペルミジンの添加を、右のカ
ラムに示す。ＳＨＧ強度の変化は、シフトパーセントとしてプロットした。エラーバー＝
ＳＥＭ。Ｎ＝４。
【００３７】
【図２Ａ】図２Ａは、第２高調波発生に基づくＭａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３断片ライブラ
リーのスクリーニングを示す。アルファシヌクレインのスペルミン誘導立体配置変化の阻
害剤についてＭａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３断片ライブラリーをスクリーニングするために
使用したＳＨＧ応答を示す代表的トレース。左には、５ｍＭスペルミンへのアルファシヌ
クレインの曝露の一般的な応答を示す。右には、５ｍＭスペルミンに曝露した際に１ｍＭ
化合物Ａとプレインキュベートしたアルファシヌクレインの応答を示し、ベースラインに
対し無視できる変化を示している。
【００３８】
【図２Ｂ】図２Ｂは、スペルミン（上）および化合物Ａ（下）の化学構造を図式的に例示
する。
【００３９】
【図２Ｃ】図２Ｃは、アルファシヌクレインのスペルミン誘導立体配置変化の阻害剤につ
いてＭａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３断片ライブラリーをスクリーニングするために使用した
ＳＨＧ応答を示す代表的トレースを提供する。左には、５ｍＭスペルミンに曝露した際の
アルファシヌクレインの一般的なＳＨＧ応答を示す代表的トレースを示す。中央には、５
ｍＭスペルミンへの曝露の後に１ｍＭ化合物Ａとプレインキュベートしたアルファシヌク
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レインのＳＨＧ応答を示し、ベースラインに対し無視できる変化を示している。右には、
１ｍＭ化合物Ａへのアルファシヌクレインの曝露の際のＳＨＧ応答をリアルタイムで示す
代表的トレースを示す。矢印は、化合物Ａ添加を表す。ＳＨＧ強度の変化は、注射直前の
値に正規化される。
【００４０】
【図３Ａ】図３Ａは、化合物Ａの特徴付けを例示する。１ｍＭ化合物Ａへのアルファシヌ
クレインの曝露の際のＳＨＧ応答をリアルタイムで示す代表的トレースを示す。矢印は、
化合物Ａ添加を表す。ＳＨＧ強度の変化は、注射直前の値に正規化される。
【００４１】
【図３Ｂ】図３Ｂは、ＳＨＧによって測定されるアルファシヌクレイン立体配置での化合
物Ａの用量反応曲線を提供する。用量曲線（ｌｏｇスケールでプロットされている）は、
所与濃度の化合物Ａを５μＭアルファシヌクレインに加え、ＳＨＧ強度の変化を測定する
ことによって判定された。各濃度についてのＳＨＧ強度の変化は、シフトパーセントとし
て数量化された。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝３。
【００４２】
【図３Ｃ】図３Ｃは、スペルミン－化合物Ａ競合アッセイの数量化を示す。５ｍＭスペル
ミン対照は、左に示す。スペルミンとプレインキュベートした試料への１ｍＭまたは１０
０μＭの化合物Ａの添加を、それぞれ中央および右のカラムに示す。ＳＨＧ強度の変化は
、シフト（本明細書で「変化」とも呼ぶ）パーセントとしてプロットした。
【００４３】
【図３Ｄ】図３Ｄは、スペルミン－化合物Ａ競合アッセイの数量化を示す。５ｍＭスペル
ミンおよび１ｍＭ化合物Ａ単独のＳＨＧ強度の一般的な変化パーセントは、それぞれ第１
および第２のカラムに示す。スペルミンとプレインキュベートした試料への１ｍＭまたは
１００μＭの化合物Ａの添加の際のＳＨＧ強度の変化を、それぞれ第３および第４のカラ
ムに示す。１ｍＭの化合物Ａとのインキュベーション後の５ｍＭスペルミンの添加の際の
ＳＨＧ強度の変化は、第５のカラムに示す。ＳＨＧ強度の変化は、変化パーセントとして
プロットした。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝３。
【００４４】
【図４Ａ】図４Ａは、化合物Ａがアルファシヌクレインのスペルミン誘導立体配置変化の
高度に特異的な阻害剤であることを示す。プログラムＳｉｍＦｉｎｄｅｒによって予測さ
れたＭａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３ライブラリーからの上位５つの化合物Ａ類似体の化学構
造である。
【００４５】
【図４Ｂ】図４Ｂは、化合物Ａの上位５つの化学的類似体に曝露した際のアルファシヌク
レインの立体配置変化の数量化を示す。５μＭアルファシヌクレインを含有するウェルに
各類似体を加え、ＳＨＧ強度の変化を測定した。比較目的のために、１ｍＭのスペルミン
添加の一般的なＳＨＧ応答を示す代表的データセットが含まれる。ＳＨＧ強度の変化は、
シフトパーセントとしてプロットした。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝３。
【００４６】
【図４Ｃ】図４Ｃは、類似体－スペルミン競合アッセイでのアルファシヌクレインの立体
配置変化の数量化を示す。指示された化合物Ａ類似体を２５分間５μＭのアルファシヌク
レインとプレインキュベートし、１ｍＭスペルミンに曝露した際のＳＨＧ強度の変化を測
定した。比較目的のために、化合物Ａ＋１ｍＭスペルミン競合アッセイからの一般的なＳ
ＨＧ応答を示す代表的データセットが含まれる。ＳＨＧ強度の変化は、シフトパーセント
としてプロットした。
【００４７】
【図４Ｄ】図４Ｄは、化合物Ａの上位５つの化学的類似体に曝露した際のアルファシヌク
レインの立体配置変化の数量化を示す。５μＭアルファシヌクレインを含有するウェルに
各類似体を１ｍＭの最終濃度で加え、ＳＨＧ強度の変化を測定した。比較目的のために、
１ｍＭの化合物Ａ添加の一般的なＳＨＧ応答を示す代表的データセットが含まれる。ＳＨ
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Ｇ強度の変化は、変化パーセントとしてプロットした。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝３。
【００４８】
【図４Ｅ】図４Ｅは、１：１２のモル比の類似体１（左）、類似体２（中央）および類似
体５（右）の存在下での、アルファシヌクレインの１Ｈ－１５Ｎ共鳴の化学シフト摂動分
析を提供する。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝３。
【００４９】
【図５Ａ】図５Ａは、アルファシヌクレイン凝集阻害剤フタロシアニンテトラスルホネー
トは異なるＳＨＧシグネチャーを生成することを示す。１０μＭのＰｃＴへのアルファシ
ヌクレインの曝露の際のＳＨＧ応答をリアルタイムで示す代表的トレース。矢印は、Ｐｃ
Ｔ添加の時間を示す。ＳＨＧ強度の変化は、シフトパーセントとしてプロットした。エラ
ー＝ＳＥＭ。Ｎ＝５。
【００５０】
【図５Ｂ】図５Ｂは、スペルミン、スペルミジンおよびフタロシアニンテトラスルホネー
トに曝露した際のアルファシヌクレインのＳＨＧ強度の変化の数量化を示す。５ｍＭのス
ペルミンは左に示し、３ｍＭのスペルミジンは中央に示し、１０μＭのＰｃＴは右に示す
。ＳＨＧ強度の変化は、変化パーセントとしてプロットした。エラーバー＝ＳＥＭ。Ｎ＝
４。
【００５１】
【図６Ａ】図６Ａは、２－Ｄ　ＨＳＱＣ　ＮＭＲが、化合物Ａはタンパク質のＣ末端領域
のスペルミンと同じ部位に結合することを示すことを示す。
【００５２】
【図６Ｂ】図６Ｂは、化合物Ａの非存在下（黒）および存在下（赤）における１００μＭ
のアルファシヌクレインの１Ｈ－１５Ｎ　ＮＭＲスペクトルの重なりの詳細を示す。
【００５３】
【図６Ｃ】図６Ｃは、１：１０のモル比の化合物Ａの存在下でのアルファシヌクレインの
１Ｈ－１５Ｎ共鳴の化学シフト摂動分析を示す。
【００５４】
【図６Ｄ】図６Ｄは、化合物Ａ（３ｍＭ）の非存在下（黒）および存在下（赤）でのＭＴ
ＳＬ標識Ａ９０Ｃアルファシヌクレイン（１００μＭ）中のアミドプロトンの常磁性の緩
和強化のプロファイルを示す。
【００５５】
【図７Ａ】図７Ａは、チオフラビンＴアッセイが、化合物Ａはアルファシヌクレインの凝
集速度をｉｎ　ｖｉｔｒｏでおよそ２倍増加させることを示すことを示す。
【００５６】
【図７Ｂ】図７Ｂは、化合物Ａの存在下（左）および非存在下（右）で得られたアルファ
シヌクレインフィブリルの電子顕微鏡写真である。
【００５７】
【図８】図８は、ドーパミンの添加の際のアルファシヌクレインのＳＨＧ強度の動態学的
（リアルタイム）変化を示す。
【００５８】
【図９】図９は、バッファー単独または１ｍＭのドーパミンの添加の際のアルファシヌク
レインのＳＨＧ強度の平均変化の数量化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００５９】
　本発明の種々の実施形態が本明細書で示され、記載されたが、そのような実施形態は例
示としてだけ提供されることは当業者に明らかになる。本発明を逸脱しない範囲で、当業
者は多くの変形、変化および置換を思いつくことができる。本明細書に記載される本発明
の実施形態への様々な代替物を使用することができることを理解すべきである。本発明の
異なる態様は個々に、総合的にまたは互いと一緒に評価することができると理解される。
　定義
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【００６０】
　本明細書で使用される場合、「第２高調波」は、基本的な光線の周波数の２倍である光
の周波数を指す。
【００６１】
　本明細書で使用される場合、「表面選択的」は、非線形光学技術、例えば第２高調波発
生または和／差周波発生または当技術分野で公知の他の表面特異的技術を指す。
【００６２】
　本明細書で使用される場合、「和周波発生」（ＳＦＧ）は、１つの周波数（Ω１）の光
が別の周波数（Ω２）の光と混合されて和周波数（Ω１＋Ω２）の応答を与える、非線形
光学技術である（Ｙａｎｇ，　Ｇ、Ｓｈｅｎ，　ＹＲ、Ｏｐｔｉｃｓ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、
９巻（１１号）：５１０～５１２頁、１９８４年；Ｓｈｅｎ，　ＹＲ、Ａｎｎｕａｌ　Ｒ
ｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４０巻（１号）：３２７～
３５０頁、１９８９年）。例えば、ＳＦＧは、それらの特徴的振動遷移を通して表面での
分子の検出のために特に有益であり、この場合は、本質的に、可視的および赤外線の周波
数におけるΩ１およびΩ２についての表面選択的赤外分光分析である。用語「ＳＨＧ」ま
たは「第２高調波発生」が本明細書で使用される場合、ＳＦＧおよび「和周波発生」は、
ＳＨＧの代わりに当業技術者周知の方法を置き換えて使用することができるものと理解さ
れる。
【００６３】
　「非線形活性部分」は、本明細書で使用される場合、超偏光率を有する物質である。
【００６４】
　「第２高調波活性部分」は、本明細書で使用される場合、それを（例えば、より）非線
形光学活性にするために、分子（例えば、酵素などのタンパク質）、粒子、細胞または相
（例えば、脂質二重層）に付着させるまたは組み入れる（例えば、共有結合または非共有
結合で付着させる、遺伝的に組み入れる、等）ことができる、非線形活性部分、粒子また
は分子を指す。
【００６５】
　本明細書で使用される場合、「アロステリック」、「アロステリックモジュレーター」
または「アロステリック候補」は、活性部位以外の部位に主に結合し、ＳＨＧまたはＳＦ
Ｇにより判定するときに（例えば、結合部位に隣接する１つまたは複数の位置および／ま
たは結合部位に隣接していない１つまたは複数の位置で）立体配置変化を引き起こすこと
ができ、したがってアロステリック作用機構を通してそれらの効果を発揮することができ
る、分子、部分または物質を指す。
【００６６】
　「活性部位」または「活性結合部位」は、本明細書で使用される場合、その形状および
電荷ポテンシャルの結果、様々な共有結合および／または非共有結合力を通して別の薬剤
（例えば、リガンド、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、ＤＮＡもしくはＲＮＡを含
む核酸、分子、化合物、抗生物質または薬物、分子、部分、基質、生成物、類似体または
阻害剤）と好都合に相互作用または関連し、タンパク質の機能（例えば、触媒作用、シグ
ナル伝達および／またはエフェクター活性化）が発揮される標的タンパク質の領域を指す
。
【００６７】
　本明細書に規定する用語「リガンド」は、別の分子に結合する任意の分子、例えば別の
ものに結合する１つのタンがパク質、タンパク質に結合する炭水化物またはタンパク質に
結合する小分子を含む。
【００６８】
　本明細書で使用される場合、「非線形」は、入射光線（別名、基本波）の周波数を変換
することが可能な光学技術を指す。非線形光線は、そのような変換、例えば第２高調波か
ら生じる光線（例えば、高次周波数光線）である。第２高調波、和周波または差周波発生
では、非線形光線は首尾一貫して発生される。第２高調波発生（ＳＨＧ）では、基本光線
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の２つの光子が界面によって事実上散乱し、第２高調波の１つの光子を生成する。本明細
書では、「非線形光学」または「表面選択的非線形」とも呼ぶ。
【００６９】
　本明細書で使用される用語「非線形活性」または「非線形的に活性」は、入射放射光線
（複数可）によって推進されるときに非線形光学放射線を発生する、分子、粒子、界面ま
たは相の能力の一般特性も指す。
【００７０】
　本明細書で非線形の光学的方法に言及するときは、「検出」または「検出すること」は
、プローブ－標的相互作用（例えば、タンパク質と候補化合物の間の相互作用）の特性、
または相互作用の効果を検出する、測定する、または、非線形の光学的光の特性（例えば
、強度、波長、偏光もしくは電磁放射線に共通する他の特性）と相関させるために表面選
択的非線形光学的放射の特性を使用することができる技術を指す。
【００７１】
　この明細書全体に記載されたあらゆる最大数値限界は、それより低いあらゆる数値限界
が本明細書に明示的に記述されたものとして、そのようなより低い数値限界を含むものと
する。この明細書全体に記載されたあらゆる最小数値限界は、それより高いあらゆる数値
限界が本明細書に明示的に記述されたものとして、そのようなより高い数値限界を含む。
この明細書全体に記載されたあらゆる数値範囲は、それより狭いあらゆる数値範囲が本明
細書に全て明示的に記述されたものとして、そのようなより広い数値範囲に入るより狭い
数値範囲を含む。
　序論
【００７２】
　本明細書において、標的生化学的実体を標的にする候補生化学的実体および／または結
合部分（例えば、候補生化学的実体に関連した結合部分（複数可））、例えばｉｎ　ｖｉ
ｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性に関連した候補生化学的実体および／または結合
部分をスクリーニングするための方法が提供される。これらの方法は、表面選択的技術を
使用して第２高調波発生（ＳＨＧ）活性部分、和周波発生（ＳＦＧ）活性部分または差周
波発生（ＤＦＧ）活性部分（例えば、候補、標的または両方に付着するもの）によって発
生するシグナルに基づく。本方法は、標的と異なる候補の間の結合の際に生成される２つ
またはそれを超える候補のシグナルを比較するステップを含むことができる。一部の場合
には、候補は、同じまたは類似の足場コアを有する生化学的実体（例えば、分子）であっ
てもよい。一部の場合には、生化学的実体は、標的生体分子を標的にする薬物候補（およ
び／またはそれと関連した結合部分（複数可））を含むことができる。
【００７３】
　一部の実施形態では、本明細書の方法は、標的生体分子を標的にする薬物候補（および
／またはそれと関連した結合部分）、例えばｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬
理特性に関連した候補または結合部分などをスクリーニングするために使用することがで
きる。一部の場合には、薬物候補は、同じまたは類似の足場コアを有する分子であっても
よい。薬物候補（および／またはそれと関連した結合部分）および標的生体分子に関して
記載される本開示の任意の態様は、少なくとも一部の配置の任意の型の候補生化学的実体
（および／または結合部分）および任意の型の標的生化学的実体に等しく適用することが
できる。例えば、本開示は細胞に適用することができる。さらに、参照分子に関して記載
される本開示の任意の態様は、少なくとも一部の配置の任意の型の参照生化学的実体に等
しく適用することができる。
【００７４】
　構造類似性は、ある程度機能的類似性につながると一般に考えられている。しかし、構
造類似性だけで、特定の機能、特にｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性と相関するとは限らない。
したがって、構造をベースとしたデザインによって作成される薬物候補は、リード化合物
を同定するために様々なｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイを使用して広く
スクリーニングしなければならない。この過程は冗長で、時間がかかり、高価であり、し
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ばしば無駄であり、現代の薬物発見で主要なボトルネックの１つになっている。
【００７５】
　一態様では、本開示は、生化学的実体をスクリーニングする方法であって、（ａ）複数
の候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステップであり、候補生化学的実体は
、１つまたは複数の構造類似性パラメータを使用して判定するときに構造的に類似してい
る、ステップと、（ｂ）標的生化学的実体の第１の立体配置状態を測定し、それによって
ベースラインを作成するステップと、（ｃ）候補生化学的実体の各々を標的生化学的実体
と接触させるステップと、（ｄ）標的生化学的実体の第２の立体配置状態を測定するステ
ップと、（ｅ）第２の立体配置状態を使用して標的生化学的実体のシグネチャーを判定す
るステップと、（ｆ）シグネチャーに基づいて候補生化学的実体から１つまたは複数の生
化学的実体を選択するステップとを含む方法を提供する。
【００７６】
　別の態様では、本開示は、生化学的実体をスクリーニングする方法であって、（ａ）複
数の候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステップと、（ｂ）標的生化学的実
体の第１の立体配置状態を測定し、それによってベースラインを作成するステップと、（
ｃ）候補生化学的実体の各々を標的生化学的実体と接触させるステップと、（ｄ）標的生
化学的実体の第２の立体配置状態を測定するステップと、（ｅ）第２の立体配置状態を使
用して少なくとも第１および第２の候補生化学的実体のシグネチャーを判定するステップ
と、（ｆ）第１の生化学的実体のシグネチャーを第２の生化学的実体のシグネチャーと比
較するステップと、（ｇ）（ｆ）での比較に基づいて、候補生化学的実体から１つまたは
複数の生化学的実体を選択するステップとを含む方法を提供する。
【００７７】
　さらなる態様では、本開示は、生化学的実体を分類する方法であって、（ａ）生化学的
実体のライブラリーを用意するステップであり、生化学的実体の各々は異なる分子構造を
含む、ステップと、（ｂ）ライブラリー中の少なくとも１つの生化学的実体を同じ標的生
化学的実体と接触させるステップと、（ｃ）標的生化学的実体の立体配置状態を測定する
ステップと、（ｄ）立体配置状態を使用してシグネチャーを判定するステップと、（ｅ）
シグネチャーを使用して構造－活性関係（ＳＡＲ）カタログを作成するステップとを含む
方法を提供する。
【００７８】
　一部の場合には、ＳＡＲを作成するステップは、シグネチャーを結合特性、機能的特性
、効能、力価、選択性またはそれらの組合せと相関させるステップを含むことができる。
一部の場合には、ＳＡＲを作成するステップは、シグネチャーを候補生化学的実体の１つ
または複数の構造パラメータと相関させるステップを含むことができ、前記構造パラメー
タは以下からなる群から選択される：分子量、化学式、全原子数、炭素原子数、水素原子
数、窒素原子数、酸素原子数、硫黄原子数、ｌｏｇ　Ｄによって測定される極性、ｌｏｇ
　Ｐによって測定される極性、ＰＳＡ（極性表面積）によって測定される極性、足場コア
、グラフ理論で測定される化学的類似性、Ｔａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係
数Ｔ、芳香族基数、複素環基数、単環基数、縮合環系数および二重結合数。
【００７９】
　本方法は、薬理特性または機能的効果に関連する生化学的実体の少なくとも１つの中の
結合部分を判定するために、ＳＡＲを分析するステップをさらに含むことができる。一部
の場合には、接触させるステップの前に標的生化学的実体の立体配置状態を測定し、それ
によってベースラインを作成することができる。
【００８０】
　ライブラリーは、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８、１９、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３５、４０、４
５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、１４０、１６０、１８０、２００
、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００、７００、８００、９００
、１０００、１２００、１４００、１６００、１８００、２０００、２５００、３０００
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、３５００、４０００、４５００、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００
または１０００、またはそれを超える候補生化学的実体を含むことができる。一部の例で
は、ライブラリーは６つまたはそれを超える候補生化学的実体を含むことができる。さら
なる例では、ライブラリーは２０つまたはそれを超える候補生化学的実体を含むことがで
きる。さらに、生化学的実体のライブラリーは、薬物候補を含むことができる。
【００８１】
　候補生化学的実体は、１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０またはそれを超える数の構造類似性パラメ
ータを使用して判定したときに、構造的に類似していてもよい。一部の例では、候補生化
学的実体は、３つまたはそれを超える数の構造類似性パラメータを使用して判定したとき
に構造的に類似していてもよい。さらなる例では、候補生化学的実体は、５つまたはそれ
を超える数の構造類似性パラメータを使用して判定したときに構造的に類似していてもよ
い。構造類似性パラメータの例には、これらに限定されないが、
　（ｉ）候補生化学的実体の各々の１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、
９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１
９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７０、２８０、２
９０、３００ｇ／ｍｏｌ以内の分子量、
　（ｉｉ）候補生化学的実体の各々の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％
、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、
１９％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３５％、４０％、４５％ま
たは５０％以内の分子量、
　（ｉｉｉ）候補生化学的実体の各々の原子数が１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２２、２４、２
６、２８、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、
１４０、１６０、１８０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、
６００、７００、８００、９００または１０００個以内の化学式、
　（ｉｖ）候補生化学的実体の各々の間の１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、
１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２２、２４、２６、２
８、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０、１００、１２０、１４０
、１６０、１８０、２００、２５０、３００、３５０、４００、４５０、５００、６００
、７００、８００、９００または１０００未満の全原子数の差、
　（ｖ）１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、
１６、１７、１８、１９または２０未満の炭素原子数の差、
　（ｖｉ）１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、１９または２０未満の水素原子数の差、
　（ｖｉｉ）１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１
５、１６、１７、１８、１９または２０未満の窒素原子数の差、
　（ｖｉｉｉ）１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、
１５、１６、１７、１８、１９または２０未満の酸素原子数の差、
　（ｉｘ）１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５
、１６、１７、１８、１９または２０未満の硫黄原子数の差、
　（ｘ）候補生化学的実体の各々の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、
９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１
９％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３５％、４０％、４５％また
は５０％以内のｌｏｇ　Ｄで測定される極性、
　（ｘｉ）候補生化学的実体の各々の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％
、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、
１９％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３５％、４０％、４５％ま
たは５０％以内のｌｏｇ　Ｐ（分配係数）で測定される極性、
　（ｘｉｉ）候補生化学的実体の各々の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８
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％、９％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％
、１９％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３５％、４０％、４５％
または５０％以内のＰＳＡ（極性表面積）で測定される極性、
　（ｘｉｉｉ）同一の足場コア、
　（ｘｉｖ）グラフ理論で測定される化学的類似性、
　（ｘｖ）０．５、０．６、０．７、０．７５、０．８、０．８１、０．８２、０．８３
、０．８４、０．８５、０．８６、０．８７、０．８８、０．８９、０．９、０．９１、
０．９２、０．９３、０．９４、０．９５、０．９６、０．９７、０．９８または０．９
９を超えるＴａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ、
　（ｘｖｉ）１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満の芳香族基数の差、
　（ｘｖｉｉ）１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満の複素環基数の差、
　（ｘｖｉｉｉ）１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満の単環基数の差、
　（ｘｉｘ）１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満の縮合環系数の差、
および（ｘｘ）１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満の二重結合数の差
が含まれる。
【００８２】
　一部の場合には、標的生化学的実体は、天然変性タンパク質（ｉｎｔｒｉｎｓｉｃａｌ
ｌｙ　ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ）であってもよい。例えば、天然変性タン
パク質は、アルファシヌクレインであってもよい。一部の場合には、標的生化学的実体は
、薬物標的であってもよい。一部の場合には、標的生化学的実体は、公知の立体配置モジ
ュレーターを有さないこともある。
【００８３】
　一部の場合には、標的生化学的実体を薬剤とインキュベートした後に第１の立体配置状
態を測定することができる。例えば、薬剤は、ライブラリーからの候補生化学的実体であ
ってもよい。
【００８４】
　一部の場合には、立体配置状態（複数可）は、内部全反射（ＴＩＲ）を使用して測定す
ることができる。一部の場合には、立体配置状態（複数可）は、第２高調波発生（ＳＨＧ
）を使用して測定することができる。
【００８５】
　一部の場合には、シグネチャーを判定するステップは、標的生化学的実体の立体配置状
態の動態学的（リアルタイム）変化を測定するステップを含むことができる。他の場合に
は、シグネチャーを判定するステップは、標的生化学的実体の立体配置状態のエンドポイ
ント変化を測定するステップを含むことができる。さらに他の場合には、シグネチャーを
判定するステップは、シグネチャーのシグナル強度を測定するステップを含むことができ
る。さらなる場合には、シグネチャーの判定は、ベースラインを使用することができる。
さらに、シグネチャーは、標的生化学的実体の立体配置状態の変化を示すことができる。
【００８６】
　一部の場合には、候補生化学的実体は、コンピュータ実行可能プログラムを使用して、
１つまたは複数の構造類似性パラメータに基づいて分析することができる。他の場合には
、シグネチャーは、コンピュータ実行可能プログラムを使用して分析することができる。
【００８７】
　候補生化学的実体の各々は、標的生化学的実体の立体配置状態において異なる変化を生
成することができる。さらに、候補生化学的実体の各々は異なるシグネチャーを発生する
ことができる。
【００８８】
　一部の場合には、標的生化学的実体の立体配置状態の変化を、公知の立体配置モジュレ
ーターによって生成される立体配置状態の変化とさらに比較することができる。一部の場
合には、公知の立体配置モジュレーターは、公知の薬物であってもよい。一部の場合には
、生化学的実体は、公知の立体配置モジュレーターによって誘導される立体配置状態の変



(17) JP 6518656 B2 2019.5.22

10

20

30

40

50

化に最も類似している立体配置状態の変化に基づいて選択することができる。さらに、公
知の立体配置モジュレーターによって生成される立体配置状態の変化は、薬理特性または
機能的効果に相関する可能性がある。
【００８９】
　一部の場合には、生化学的実体の１つもしくは複数のシグネチャーまたはＳＡＲカタロ
グは、公知の薬理特性または公知の機能的効果と相関することができる。１つまたは複数
の生化学的実体は、公知の薬理特性または公知の機能的効果とのシグネチャーまたはＳＡ
Ｒカタログの相関に基づいてさらに選択することができる。
【００９０】
　一部の場合には、候補生化学的実体の少なくとも２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２２、２４、２６
、２８、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７０、８０、９０または１００個は、類
似の薬理特性または機能的効果を有する。他の場合には、候補生化学的実体の少なくとも
２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、
１８、１９、２０、２２、２４、２６、２８、３０、３５、４０、４５、５０、６０、７
０、８０、９０または１００個は、類似の薬理特性または機能的効果を有さない。
【００９１】
　本開示で提供される方法は、シグネチャーパラメータを測定するステップをさらに含む
ことができる。シグネチャーパラメータの例には、これらに限定されないが、
　ｉ）ベースラインと比較したシグネチャーの大きさの変化、
　ｉｉ）ベースラインと比較したシグネチャーの方向の変化、および
　ｉｉｉ）候補生化学的実体の接触の際のシグネチャーの単位時間あたりのシグナルの速
度の変化
が含まれる。
【００９２】
　一部の場合には、１、２、３またはそれを超える数のシグネチャー類似性パラメータを
使用して判定したときに、第１の候補生化学的実体によって発生されるシグネチャーおよ
び第２の候補生化学的実体によって発生されるシグネチャーは類似してもよい。シグネチ
ャー類似性パラメータの例には、これらに限定されないが、
　ｉ）第１の候補生化学的実体と接触する際のベースラインと比較したシグネチャーの大
きさの変化は、第２の候補生化学的実体と接触する際のベースラインと比較したシグネチ
ャーの大きさの変化の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％
、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％、２０％
、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３５％、４０％、４５％または５０％以内
であること、
　ｉｉ）第１の候補生化学的実体と接触する際のベースラインと比較したシグネチャーの
方向の変化は、第２の候補生化学的実体と接触する際のベースラインと比較したシグネチ
ャーの方向の変化と同じであること、および
　ｉｉｉ）第１の候補生化学的実体と接触する際のシグネチャーの単位時間あたりのシグ
ナルの速度の変化は、第２の候補生化学的実体と接触する際のシグネチャーの単位時間あ
たりのシグナルの速度の変化の１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％
、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、１５％、１６％、１７％、１８％、１９％
、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％
、６０％、７０％、８０％、９０％、１００％（１倍）、１１０％、１２０％、１３０％
、１４０％、１５０％、１６０％、１７０％、１８０％、１９０％または２００％（２倍
）以内であること
が含まれる。
【００９３】
　下の例で詳述されるように、本発明は、候補によって発生されるＳＨＧシグナル（また
はＳＦＧシグナル、ＤＦＧシグナル）をそのｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬
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理特性、特にそのｉｎ　ｖｉｖｏ特性と相関させる方法を提供する。したがって、本発明
は、１つまたは複数の所望のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有す
る薬物候補について効率的にスクリーニングする方法を提供し、あらゆる候補についての
高価なｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイを不必要にする。
　Ｉ．標的分子を標的にする薬物候補をスクリーニングする方法
【００９４】
　本明細書において、標的生体分子を標的にする薬物候補をスクリーニングする方法が提
供される。本方法は、任意の薬物候補、例えば標的生体分子中の結合部位を標的にする同
じまたは類似の足場コアを有する薬物候補などをスクリーニングするのに有益である。
　Ａ．同じまたは類似の足場を有する薬物候補
【００９５】
　小分子薬物との関連で、「足場」は、１つまたは複数の追加の化学部分を共有結合させ
る、改変するまたは削除して、共通の構造要素を有する複数の分子を形成することができ
る小さい標的結合分子を指す場合がある。例示的な部分には、ハロゲン原子、ヒドロキシ
ル基、メチル基、ニトロ基、カルボキシル基または任意の他の型の分子群が含まれる。足
場の特徴には、例えば、足場の上の１つまたは複数の置換基が標的分子結合部位中の結合
ポケットに位置するように標的分子結合部位に結合すること；コンビナトリアルライブラ
リーを容易に構築できるように、特に合成反応によって化学改変することができる化学的
に扱いやすい構造を有すること；追加の望ましい特徴、例えば、リガンドが細胞および／
または特異的器官に活発に輸送されることを可能にする、または追加の分析のためにリガ
ンドがクロマトグラフィーカラムに付着されることを可能にすることを達成するために、
足場またはライブラリーメンバーを改変してリガンドを形成することができるように、タ
ンパク質結合部位への足場の結合に干渉しない部分を付着させることができる化学的位置
を有することが含まれてもよい。したがって、分子足場は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　
ｖｉｔｒｏの薬理特性（例えば、結合親和性および／または特異性）を向上させる改変よ
り前の小さな同定された標的結合分子であってもよい。
【００９６】
　小分子薬物との関連で、「足場コア」は、様々な置換基を付着させることができる分子
足場のコア構造を指す場合がある。したがって、特定の化学クラスのいくつかの足場分子
について、足場コアは全ての足場分子に共通である。多くの場合には、足場コアは、１つ
または複数の環構造からなるまたはそれを含むことができる。足場群は、足場コアを共有
し、したがって全て１つの足場分子の誘導体とみなすことができる化合物のセットを指す
。
【００９７】
　生物学的製剤との関連で、「足場」は、生物学的薬物が別の分子（例えば、タンパク質
、ＤＮＡ、ＲＮＡ、金属、ペプチド、多糖）と相互作用することを可能にするアミノ酸残
基またはヌクレオチドのセット（例えば、最小限のセット）を指す場合がある。例えば、
足場は、モチーフに固有の特異的幾何学形状を有するアミノ酸残基またはヌクレオチドを
含むことができる。この幾何学形状は、アミノ酸残基間の距離、アミノ酸残基間の角度お
よびアミノ酸残基の配向を包含する。
【００９８】
　生物学的製剤との関連で、「足場コア」は、全ての足場分子に共通するコンセンサスア
ミノ酸残基またはヌクレオチドのセットを指す場合がある。突然変異などの置換、欠失、
挿入が足場コアに加えられてもよい。したがって、特定の生物学的製剤クラスのいくつか
の足場分子について、足場コアは全ての足場分子に共通である。足場群は、足場コアを共
有し、したがって全て１つの足場分子の誘導体とみなすことができる生物学的製剤のセッ
トを指す。足場群の中の生物学的製剤分子は、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％
、７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９８％、９９％またはそれを超える配列相
同性を共有することができる。
【００９９】
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　足場または足場コアは、標的生体分子中の結合部位を標的にすることができる。結合部
位は、活性結合部位またはアロステリック結合部位であってもよい。一般的に言うと、結
合部位は、リガンドが結合することができる（共有結合または非共有結合で）標的分子の
エリアである。結合部位は特定の形状を組み入れ、１つまたは複数の結合ポケットを含有
することができる。特定の形状は、標的生体分子のクラス内で、例えば分子ファミリー内
でしばしば保存される。クラス内の結合部位は、保存された構造、例えば部分、結合ポケ
ットの存在および／または結合部位もしくは結合部位の一部分での静電荷を含有すること
ができ、その全ては結合部位の形状に影響することができる。結合ポケットは、結合部位
中の特定の容積を指す。結合ポケットは、標的分子の原子に少なくとも部分的に囲まれて
いる、結合部位中の特定の空間である。したがって、結合ポケットは、結合部位中の特定
の形状、窪みまたは空洞である。結合ポケットは、別の分子の非共有結合で重要である特
定の化学基または構造、例えば、分子間のイオン、水素結合、ファンデルワールスまたは
疎水性の相互作用に寄与する基を含有することができる。
【０１００】
　本明細書で提供される方法は、小分子および生物学的製剤（例えば、タンパク質、ペプ
チド、核酸、抗体）を含む任意の薬物候補をスクリーニングするために使用することがで
きる。例えば、本方法は、アルファシヌクレインを標的にする小分子または抗体薬物のス
クリーニングのために有益である。一部の方法では、リード化合物またはリード生物学的
製剤が同定される。リード化合物またはリード生物学的製剤に基づいて、一連の候補化合
物または生物学的製剤を設計および選択することができる。例えば、候補化合物または生
物学的製剤を作成するために、コンピュータモデリング方法を使用することができる。
【０１０１】
　一部の場合には、候補化合物または生物学的製剤は、コンピュータによって作成された
標的生体分子の結合ポケットにドッキングすることができる。一部のコンピュータモデリ
ング方法では、標的生体分子の公知のリード化合物または生物学的製剤の実験的に判定さ
れた性質、例えば、標的生体分子－アゴニストまたは標的生体分子－アンタゴニスト共結
晶の結晶構造に候補を重ね合わせることができる。候補および標的生体分子（またはその
セグメント）の構造適合度、および相互作用のエネルギーを予測するために、分子最適化
技術を使用することができる。構造適合度は、結合ポケットの環境内で候補小分子がどれ
くらい空間を物理的に占めることができるかを決定する。この目的のために様々な方法で
標的生体分子（および候補）の表面輪郭を構築することができる。例えば、表面を構築す
るために原子のファンデルワールス半径が使用される。相互作用のエネルギーは、非経験
的方法（密度関数理論方法など）によって、または実験的方法（分子力学方法など）によ
って計算することができる。相互作用のエネルギーは、上記の方法の混成によって計算す
ることもできる。分子最適化技術は分子屈曲性も可能にし、それは結合長、結合角度およ
び結合ねじれの変化を可能にすることを示す。
【０１０２】
　標的生体分子（または標的生体分子の適当な一部）の構造情報は、Ｘ線結晶学によって
直接的に、相同性モデリングによって間接的に、またはその組合せによって得ることがで
きる。相同性モデリングは、標的生体分子の一部だけの構造を得るために実施してもよい
。これは、鋳型として公知の構造の１つの類似部分を使用して一般的に達成される。この
目的のために様々な方法およびソフトウェアを使用することができる。例えば、ＳＷＩＳ
Ｓ－ＭＯＤＥＬ：自動化されたタンパク質相同性モデリングサーバー（Ｓｃｈｗｅｄｅ，
　Ｔ．、Ｋｏｐｐ，　Ｊ．、Ｇｕｅｘ，　Ｎ．、Ｐｅｉｔｓｃｈ，　Ｍ．、Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ（２００３年）３１巻（１３号）：３３８１～３３８
５頁）に記載される方法およびソフトウェアを使用することができる。米国特許第７，３
８４，７７３号およびその中の参考文献によって教示されるソフトウェアおよび方法をモ
デリングのために使用することもできる。
【０１０３】
　機械読取り可能データを処理するために、いくつかのプログラムを使用することができ
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る。例えば、コンピュータプログラムＤＯＣＫおよびその変形が広く使用されている（Ｌ
ｏｒｂｅｒ，　Ｄ．およびＳｈｏｉｃｈｅｔ，　Ｂ．、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ
、７巻：９３８～９５０頁、１９９８年）。他の例示的なプログラムには、Ａｕｔｏｄｏ
ｃｋ（Ｓｃｒｉｐｐｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｌａ　Ｊｏｌｌａ、Ｃ
ａｌｉｆ．）、ＱＵＡＮＴＡ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｉｍｕｌａｔｉｏｎｓ、Ｓａｎ　
Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．）、Ｉｎｓｉｇｈｔ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｓｉｍｕｌａｔｉ
ｏｎｓ、Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ、Ｃａｌｉｆ．）、ＳＹＢＹＬ（ＴＲＩＰＯＳ，Ｉｎｃ．、
Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、Ｍｏ．）およびＬＥＡＰＦＲＯＧ（ＴＲＩＰＯＳ，Ｉｎｃ．、Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ、Ｍｏ．）が含まれる。
【０１０４】
　「ライブラリー」は、本開示の方法で使用する一群の生化学的実体（例えば候補生化学
的実体）を指す場合がある。例えば、生化学的実体のライブラリーは、２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０
、２２、２４、２６、２８、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、
７５、８０、８５、９０、９５、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１
６０、１７０、１８０、１９０、２００、２２０、２４０、２６０、２８０、３００、３
５０、４００、４５０、５００、５５０、６００、６５０、７００、７５０、８００、８
５０、９００、９５０、１０００、１１００、１２００、１３００、１４００、１５００
、１６００、１７００、１８００、１９００、２０００、２２００、２４００、２６００
、２８００、３０００、３２００、３４００、３６００、３８００、４０００、４５００
、５０００、６０００、７０００、８０００、９０００または１００００、またはそれを
超える数の生化学的実体を含むことができる。
【０１０５】
　生化学的実体は、構造的に類似していてもよい。これらに限定されないが、分子量；化
学式；全原子数；特定の原子（例えば炭素、水素、窒素、酸素および／もしくは硫黄）の
数；極性；足場コア；グラフ理論で測定される化学的安定性；Ｔａｎｉｍｏｔｏ（もしく
はＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ；芳香族基、複素環基、単環基および／もしくは縮合環系の数
；または二重結合数を含む１つまたは複数の構造類似性パラメータに基づいて、２つまた
はそれを超える生化学的実体を構造的に類似していると判定することができる。例えば、
２つまたはそれを超える生化学的実体の分子量が互いに１０、２０、３０、４０、５０、
６０、７０、８０、９０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、
１７０、１８０、１９０、２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、
２７０、２８０、２９０、３００、３１０、３２０、３３０、３４０、３５０、３６０、
３７０、３８０、３９０、４００、４１０、４２０、４３０、４４０、４５０、４６０、
４７０、４８０、４９０、５００、６００、７００、８００、９００または１０００ｇ／
ｍｏｌ以内であるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似している
と判定することができる。あるいは、２つまたはそれを超える生化学的実体の分子量が互
いに５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％または５
０％以内にあるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似していると
判定することができる。一部の場合には、２つまたはそれを超える生化学的実体の各々の
化学式の原子数が互いに１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、
２７、２８、２９または３０個以内にあるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体
は構造的に類似していると判定することができる。一部の場合には、２つまたはそれを超
える生化学的実体の各々の間の全原子数の差が１、２、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３
、２４、２５、２６、２７、２８、２９または３０未満であるならば、２つまたはそれを
超える生化学的実体は構造的に類似していると判定することができる。さらなる場合には
、２つまたはそれを超える生化学的実体の各々の間の１つまたは複数の特定の原子（例え
ば、炭素、水素、窒素、酸素および／または硫黄原子）の数の差が１、２、３、４、５、
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６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９または
２０未満であるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似していると
判定することができる。例えば、炭素原子数の差が５未満であり、および／または酸素原
子数の差が３未満であるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似し
ていると判定することができる。一部の場合には、２つまたはそれを超える生化学的実体
の極性［例えば、ｌｏｇ　Ｄ、ｌｏｇ　Ｐ（分配係数）またはＰＳＡ（極性表面積）によ
って測定したときに］が互いに１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％
、１０％、１２％、１２％、１４％、１６％、１８％、２０％、２５％、３０％、３５％
、４０％、４５％または５０％以内にあるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体
は構造的に類似していると判定することができる。一部の場合には、２つまたはそれを超
える生化学的実体が同じ足場コア（上で規定される）を有するならば、２つまたはそれを
超える生化学的実体は構造的に類似していると判定することができる。他の場合には、２
つまたはそれを超える生化学的実体がグラフ理論で測定したときに化学的類似性を示すな
らば、２つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似していると判定することがで
きる。さらなる場合には、２つまたはそれを超える生化学的実体が０．５０、０．５５、
０．６０、０．６５、０．７０、０．７５、０．８０、０．８１、０．８２、０．８３、
０．８４、０．８５、０．８６、０．８７、０．８８、０．８９、０．９０、０．９１、
０．９２、０．９３、０．９４、０．９５、０．９６、０．９７、０．９８または０．９
９を超えるＴａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔを示すならば、２つまたは
それを超える生化学的実体は構造的に類似していると判定することができる。一部の場合
には、２つまたはそれを超える生化学的実体の各々において芳香族基、複素環基、単環基
および／または縮合環系の数の差が１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満
であるならば、２つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似していると判定する
ことができる。一部の場合には、２つまたはそれを超える生化学的実体の各々において二
重結合の数の差が１、２、３、４、５、６、７、８、９または１０未満であるならば、２
つまたはそれを超える生化学的実体は構造的に類似していると判定することができる。
【０１０６】
　さらに、２つまたはそれを超える生化学的実体は、化学分析ソフトウェアによって判定
することができる。化学分析ソフトウェアの例には、限定されずにＳｐｉｎｉｔｅｘ、Ｔ
ｏｘｍａｔｃｈおよびＳｉｍｆｉｎｄｅｒが含まれる。
　Ｂ．薬物候補の選択
【０１０７】
　薬物候補、例えば同じまたは類似の足場コアを有する薬物候補は、開示の方法を使用し
てスクリーニングすることができる。これらの方法は、表面選択的技術を用いてＳＨＧ部
分、ＳＦＧ部分またはＤＦＧ部分（例えば、候補、標的または両方に付着するもの）によ
って発生されるシグナルに基づく。シグナルは、標的と候補分子の間の結合の際に生成さ
れ、検出される。
【０１０８】
　驚くべきことに本発明において、同じまたは類似の足場を共有する異なる薬物候補の間
の構造類似性にもかかわらず、これらの薬物候補が様々な程度の差を有するシグナルを発
生することができることが発見された。一部の場合には、下の例で詳述されるように、２
つの構造的に緊密に関連している候補は全く異なるシグナルを発生することができ、２つ
の構造的に異なる分子は非常に類似しているシグナルを生成することができる。より驚く
べきことに、本発明において、検出されたシグナル差がｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏの薬理特性の差に相関することが発見された。したがって、本発明の方法は、１つ
または複数の所望のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有する化合物
および生物学的製剤をスクリーニングするのに使用することができる。薬物候補は、本発
明の様々な実施形態に従ってスクリーニングすることができる。
　１．直接比較
【０１０９】
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　一部の例では、２つまたはそれを超える分子から発生されるシグナルは、互いと比較さ
れる。化学的ライブラリーからの薬物候補または、例えば本明細書に記載されるコンピュ
ータモデリング方法から作成され、選択される薬物候補の間で比較することができる。薬
物候補と参照分子の間で比較することもできる。参照分子は、公知の薬物、またはリード
化合物、またはさもなければｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性（例え
ば、所望の特性）に関連する分子であってもよい。参照分子および薬物候補は、標的生体
分子中の結合部位を標的にする同じまたは類似の足場コアを有することができる。
【０１１０】
　一部の方法では、標的生体分子は、２つまたはそれを超える候補、例えば、標的生体分
子中の結合部位を標的にする同じまたは類似の足場コアを有する２つの候補と並行して接
触させる。シグナルは、標的生体分子と各候補の間の結合の際に生成される。異なる候補
によって生成されるシグナルを数量化し、互いと比較する。異なる候補によって生成され
るシグナルの間の差が生じ得る。差は、正の差または負の差であってもよい。一部の場合
には、正の差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の向上と相関する。
一部の場合には、正の差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の低減と
相関する。他の場合には、負の差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性
の向上と相関する。一部の他の場合には、負の差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏの薬理特性の低減と相関する。
【０１１１】
　差は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の差を示すので、この差に基
づいて薬物候補を選択することができる。例えば、正の差がｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　
ｖｉｔｒｏの薬理特性の向上と相関する場合は、より高いシグナルを有する候補が選択さ
れる。負の差がｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の向上と相関する場合
は、より低いシグナルを有する候補が選択される。
【０１１２】
　同様に、薬物候補は、異なる薬物候補によって発生されるシグナルを単にランク付けす
ることによって選択することができる。シグナルの増加がｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏの薬理特性の向上と相関する場合は、より高いシグナルを有する候補が選択され
る。シグナルの減少がｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の向上と相関す
る場合は、より低いシグナルを有する候補が選択される。
【０１１３】
　異なる候補および参照分子のシグナルは、濃度で正規化することができる。一部の方法
では、ノイズレベルを１％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、１００％
、２００％、３００％、４００％、５００％またはそれを超えて上回るシグナル差は、ｉ
ｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の差を示す。
　２．候補分子とのプレインキュベーション
【０１１４】
　一部の例では、薬物候補および参照分子からのシグナルは、間接的に比較される。参照
分子は、公知の薬物、またはリード化合物、またはさもなければｉｎ　ｖｉｖｏもしくは
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性（例えば、所望の特性）に関連する分子であってもよい。参
照分子は、候補分子と同じ結合部位を標的にすることができる。参照分子および薬物候補
は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じまたは類似の足場コアを有することがで
きる。
【０１１５】
　具体的には、標的生体分子は、薬物候補と最初に接触させて、標的生体分子と候補分子
との結合複合体を形成する。次に、結合複合体を参照分子と接触させる。下の例で詳述さ
れるように、結合複合体を参照分子と接触させる際に生成されるシグナルは、その分子の
ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性と相関する。参照分子と比較して候補
分子が低減したｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有するならば、シグ
ナルは結合複合体を参照分子と接触させる際に検出することができる。参照分子と比較し
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て候補分子が増加したｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有するならば
、シグナルを検出できないまたはわずかなシグナルだけを検出することができる。したが
って、この相関に基づいて候補分子をスクリーニングし、選択することができ、すなわち
、シグナルなしまたは小さいシグナルは、参照分子と比較して増加したまたは少なくとも
同等のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。
【０１１６】
　異なる候補および参照分子のシグナルは、濃度で正規化することができる。シグナルは
、正のシグナルまたは負のシグナルであってもよい。一部の方法では、ノイズレベルを１
％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、１００％または２００％以下で上
回るシグナルは、参照分子と比較して増加したまたは少なくとも同等のｉｎ　ｖｉｖｏも
しくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。一部の例では、参照分子と比較して増加した
または少なくとも同等のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有する候
補を選択または同定するためのカットオフ値として、１％、５％または１０％以下のシグ
ナルが使用される。
　３．参照分子とのプレインキュベーション
【０１１７】
　一部の例では、薬物候補および参照分子からのシグナルは、間接的に比較される。参照
分子は、公知の薬物、またはリード化合物、またはさもなければｉｎ　ｖｉｖｏもしくは
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性（例えば、所望の特性）に関連する分子であってもよい。参
照分子は、候補分子と同じ結合部位を標的にすることができる。参照分子および薬物候補
は、標的生体分子中の結合部位を標的にする同じまたは類似の足場コアを有することがで
きる。
【０１１８】
　具体的には、標的生体分子は、参照候補と最初に接触させて、標的生体分子と参照分子
との結合複合体を形成する。次に、結合複合体を候補分子と接触させる。参照分子と比較
して候補分子が低減したｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有するなら
ば、シグナルを検出できないまたはわずかなシグナルだけを検出することができる。参照
分子と比較して候補分子が増加したｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を
有するならば、シグナルは結合複合体を参照分子と接触させる際に検出することができる
。したがって、この相関に基づいて候補分子をスクリーニングし、選択することができ、
すなわち、シグナルは、参照分子と比較して増加したまたは少なくとも同等のｉｎ　ｖｉ
ｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。
【０１１９】
　異なる候補および参照分子のシグナルは、濃度で正規化することができる。シグナルは
、正のシグナルまたは負のシグナルであってもよい。一部の方法では、ノイズレベルを１
％、５％、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、１００％または２００％を超えて
上回るシグナルは、参照分子と比較して増加したまたは少なくとも同等のｉｎ　ｖｉｖｏ
もしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を示す。一部の例では、参照分子と比較して増加し
たまたは少なくとも同等のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を有する
候補を選択または同定するためのカットオフ値として、１％、５％または１０％を超える
シグナルが使用される。
　Ａ．他のアッセイ
【０１２０】
　本明細書に記載される方法を使用して所望の特性を有する薬物候補が同定されると、１
つまたは複数のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイによってその特性を確
認することができる。
【０１２１】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイには、限定されずに、結晶学、核磁気共鳴スペクトル法、質
量分析および細胞アッセイが含まれてもよい。細胞アッセイの一般原理は当技術分野で周
知であり、薬物候補が細胞に（例えば、エレクトロポレーション、受動拡散、マイクロイ
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ンジェクションなどによって）送達され、測定される特定の薬物候補の活性によって影響
を受けることが知られている細胞表現型の変化などの活性エンドポイントが測定される方
法を含む。
【０１２２】
　ｉｎ　ｖｉｖｏアッセイは、動物モデル（例えば、完全な動物または動物器官）で薬物
候補をスクリーニングすることを含む。したがって、特定の活性に関連する表現型の検出
可能な変化を引き起こすそれらの能力について、薬物候補を細胞モデルまたは動物モデル
でさらに試験することができる。細胞培養に加えて、動物モデルで疾患を処置するその能
力について薬物候補を試験するために動物モデルを使用することができる。
　Ｂ．ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性
【０１２３】
　上記のように、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性を判定するために、
検出されたシグナルまたはシグナルの差を使用することができる。一部の場合には、薬理
特性は、薬物動態特性を含むことができる。本明細書に記載される方法を使用してスクリ
ーニングすることができる関連するｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性には、限定されずに、結
合親和性、結合特異性および結合力が含まれる。本明細書に記載される方法を使用してス
クリーニングすることができる関連するｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性には、限定されずに、
治療的効能、薬物動態特性、前臨床毒性特性、臨床効能特性、臨床毒性特性および臨床安
全性特性が含まれる。
【０１２４】
　検出されたシグナルまたはシグナルの差は、機能的効果を判定するために使用すること
ができる。例えば、検出されたシグナルまたはシグナルの差は、機能的表現型（例えば、
ｉｎ　ｖｉｖｏ）、作用機構（例えば、ｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒｏ）また
はその組合せと相関することができる。一部の例では、検出されたシグナルの差は、薬物
候補によって生成されるシグナルと公知の薬物によって生成されるシグナルとの比較から
生じることができ、ここで、薬物候補の機能的効果（例えば機能的表現型、作用機構）は
、検出されたシグナル（例えばＳＨＧシグネチャー、ＳＦＧシグネチャーまたはＤＦＧシ
グネチャーと公知の薬物のそれとの類似性に基づいて判定することができる。一部の場合
には、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよび／またはｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は機能的効果と関連ま
たは関係することができ、逆もまた同じである。例えば、治療的効能、結合親和性または
任意の他のｉｎ　ｖｉｔｒｏもしくはｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性は、本明細書に記載され
る方法を使用して判定される作用機構に関連することができる。したがって、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性のスクリーニングに関して記載される本開示の任
意の態様は、少なくとも一部の配置でのｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏの機能的
表現型および／もしくは作用機構のスクリーニングに等しく適用することができる。
【０１２５】
　治療的効能は、対象（例えば、ヒト、動物）での薬物または候補薬物の治療効果を指す
。治療的効能は、薬物または候補薬物の、（ａ）疾患状態もしくは病態の発症の可能性を
低減するかもしくはそれらの発症を遅延させることによって疾患状態もしくは病態の発生
を阻止する能力、または（ｂ）疾患状態もしくは病態に伴う臨床症状の一部もしくは全部
を低減もしくは排除する能力である。
【０１２６】
　関連する薬物動態特性には、生物学的利用能（すなわち、インタクトな薬物として全身
循環に到達する用量の割合）、未結合割合（すなわち、薬物が血漿または血液中で結合す
る程度；［未結合薬物濃度］／［全薬物濃度］）、薬物代謝酵素によって代謝される薬物
の割合、血漿薬物濃度－時間曲線下の全面積、および単位時間あたりの薬物が除去された
血液の量が含まれる。
【０１２７】
　関連する前臨床毒性特性には、５０％治療用量（ＴＤ５０；試験動物の５０％が所望の
治療転帰を達成する医薬品の用量）、５０％致死量（ＬＤ５０；試験動物の５０％が死亡
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する医薬品の用量）および治療指数（ＬＤ５０／ＴＤ５０の比；薬物固有の毒性の尺度）
が含まれる。
【０１２８】
　関連する臨床効能特性には、１つの所望の結果に到達するために処置する必要がある患
者数および確率比（対照の間で所望の結果に到達しない確率と比較した処置症例の間で所
望の結果に到達する確率）が含まれる。
【０１２９】
　関連する臨床毒性特性には、１つの毒性結果を有するために処置する必要がある患者数
および確率比（対照の間で薬物毒性に到達しない確率と比較した処置症例の間で薬物毒性
に到達する確率）が含まれる。
【０１３０】
　一部の場合には、検出されたシグナルまたはシグナル差は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏだけでな
くｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性とも相関する。一部の場合には、検出されたシグナルまたは
シグナル差はｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性と相関するが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性と相
関しない。一部の場合には、検出されたシグナルまたはシグナル差はｉｎ　ｖｉｔｒｏの
薬理特性と相関するが、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性と相関しない。
【０１３１】
　一部の場合には、検出されたシグナルまたはシグナル差は、複数のｉｎ　ｖｉｖｏまた
はｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性と相関する。例えば、一部の場合には、検出されたシグナ
ルまたはシグナル差は、結合親和性だけでなく他の特性、例えば治療的効能、薬物動態特
性、前臨床毒性、臨床効能または臨床毒性とも相関する。
【０１３２】
　一部の場合には、検出されたシグナルまたはシグナル差は、一部のｉｎ　ｖｉｖｏまた
はｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性の差と相関するが、他のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏの薬理特性の差と相関しない。例えば、一部の場合には、検出されたシグナルまた
はシグナル差は治療的効能、薬物動態特性、前臨床毒性、臨床効能または臨床毒性と相関
するが、結合親和性、結合特異性または結合力と相関しない。
　ＩＩ．標的生体分子のための結合部分を同定する方法
【０１３３】
　本明細書において、標的生体分子のための結合部分、例えばｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ
　ｖｉｔｒｏの薬理特性と関連する結合部分を同定する方法が提供される。これらの方法
は、表面選択的技術を使用してＳＨＧ活性部分、ＳＦＧ活性部分またはＤＦＧ活性部分（
例えば、候補または標的に付着するもの）によって発生されるシグナルに基づく。一般的
に、本方法は、２つまたはそれを超える候補、例えば同じまたは類似の足場コアを有する
候補などの構造を比較するステップを含む。同定は、標的および異なる候補の間の結合の
際に生成および検出されるシグナルの間のシグナル差に基づく。
【０１３４】
　上述のように、驚くべきことに、シグナル差がｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ
の薬理特性の差と相関することが発見された。したがって、本明細書に記載される方法を
使用して同定された結合部分は、単に追加の結合部分であるだけでない。むしろ、同定さ
れた結合部分は、候補の１つまたは複数の所望のｉｎ　ｖｉｖｏもしくはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏの薬理特性を増強する機能的に関連する部分である。
【０１３５】
　一部の場合には、同定された結合部分は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏだけでなくｉｎ　ｖｉｖｏ
の薬理特性とも相関する。一部の場合には、同定された結合部分はｉｎ　ｖｉｖｏの薬理
特性と相関するが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性と相関しない。一部の場合には、同定さ
れた結合部分はｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性と相関するが、ｉｎ　ｖｉｖｏの薬理特性と
相関しない。
【０１３６】
　一部の場合には、同定された結合部分は、複数のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
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ｏの薬理特性と相関する。例えば、一部の場合には、同定された結合部分は、結合親和性
だけでなく他の特性、例えば治療的効能、薬物動態特性、前臨床毒性、臨床効能または臨
床毒性とも相関する。
【０１３７】
　一部の場合には、同定された結合部分は、一部のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏの薬理特性の差と相関するが、他のｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性
の差と相関しない。例えば、一部の場合には、同定された結合部分は治療的効能、薬物動
態特性、前臨床毒性、臨床効能または臨床毒性と相関するが、結合親和性、結合特異性ま
たは結合力と相関しない。
【０１３８】
　分子間のシグナル差は、標的生体分子を標的にする薬物候補のスクリーニングのための
方法と共に上記の様々な方法に従って測定することができる。例えば、分子間のシグナル
差は、２つまたはそれを超える分子から発生されるシグナルを直接的に比較することによ
って（セクションＩ．Ｂ．１）、標的生体分子および候補分子の結合複合体を参照分子と
接触させる際にシグナルを検出することによって（セクションＩ．Ｂ．２）、または標的
生体分子および候補分子の結合複合体を候補分子と接触させる際にシグナルを検出するこ
とによって（セクションＩ．Ｂ．３）測定することができる。
　ＩＩＩ．構造－活性関係を判定する方法および／または生化学的実体を分類する方法
【０１３９】
　本明細書において、構造－活性関係を判定する方法および／または候補生化学的実体も
しくはその足場を分類する方法が提供される。構造－活性関係は、例えば、候補生化学的
実体のシグネチャー（例えばＳＨＧ、ＳＦＧ、ＤＦＧ）を使用して判定することができる
。一部の場合には、候補生化学的実体のシグネチャーは、別の生化学的実体の検出された
シグネチャーと比較することができる。検出されたシグネチャーの類似性は、薬学的特性
または機能的効果を相関させるために使用することができる。
【０１４０】
　シグネチャーは、例えば、大きさ、方向または単位時間あたりのシグナルを含むことが
できる。シグネチャーは、ベースラインと比較した大きさもしくは方向の変化、または動
態の変化を含むこともできる。ベースラインは、候補生化学的実体を接触させる前に、お
よび任意選択で薬剤（例えば別の候補生化学的実体）とのインキュベーションの後に測定
することができる。さらに、シグネチャーは、検出されるシグナルの動態学的（リアルタ
イム）またはエンドポイント変化を測定することによって生じ得る。
【０１４１】
　他の生化学的実体は、１つまたは複数の公知の薬理特性または機能的効果（例えば結合
特性、機能的特性、効能、力価、選択性、上の任意の組合せ）を有する公知の立体配置モ
ジュレーターであってもよい。そのような場合、候補生化学的実体が公知の立体配置モジ
ュレーターのそれに類似のシグネチャーを生成するならば、候補生化学的実体は１つまた
は複数の公知の薬理特性または機能的効果も有すると判定することができる。さらに、候
補生化学的実体が公知の立体配置モジュレーターと１つまたは複数の共通の構造パラメー
タ［例えば、足場、足場コア、分子量、電荷、化学式、特定の原子（例えば炭素、水素、
窒素、酸素、硫黄）の全数、極性（例えばｌｏｇ　Ｄ、ｌｏｇ　Ｐ、ＰＳＡによって測定
されるもの）、グラフ理論で測定される化学的類似性、Ｔａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃ
ｃａｒｄ）係数Ｔ、芳香族基数、複素環基数、単環基数、縮合環系数および二重結合数］
を有するならば、１つまたは複数の構造パラメータは１つまたは複数の公知の薬理特性も
しくは機能的効果に寄与すると判定することもできる。
【０１４２】
　あるいは、他の生化学的実体は、別の候補生化学的実体であってもよい。候補生化学的
実体が類似のシグネチャー（例えばＳＨＧシグネチャー）を生じるならば、候補生化学的
実体を共通の薬理特性または機能的効果と相関させるためにそのシグネチャーを使用する
ことができる。これは候補生化学的実体のライブラリー全体に適用することができ、候補



(27) JP 6518656 B2 2019.5.22

10

20

30

40

50

生化学的実体はシグネチャーに基づいて群に分けるまたは「分類する」ことができる。一
部の例では、類似のシグネチャーを有する候補生化学的実体は、共通の薬理特性または機
能的効果を有するとさらに判定することができる。
　ＩＶ．追加の適用
【０１４３】
　ＳＨＧ技術は、溶液中でＸ線準位感受性により立体配置変化を検出するためのリアルタ
イム手段を提供し、したがって、標的が、それが利用できる立体配置の全集団をサンプリ
ングすることを可能にする。ＳＨＧ技術は、薬物発見に大きな影響を及ぼすことができる
。構造情報は薬物発見において非常に有益な情報および検証を提供し、一般的に生化学的
なまたは細胞ベースのアッセイに従う。後者のアッセイはいくつかのヒットをしばしば生
じるが、それらは、構造技術によるよりストリンジェントな試験の際、偽陽性であること
がわかる。本当のヒット（例えば、真の陽性）を同定する（例えば、選び出す）ためにＮ
ＭＲまたはＸ線結晶学を用いることは、時間がかかり、しばしば非実用的である（Ｋｅｓ
ｅｒｕ　ＧＭおよびＭａｋａｒａ　ＧＭ、Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ１
１巻（１５～１６号）：７４１～７４８頁、２００６年）。本発明者らのアプローチは、
生化学的スクリーニング、すなわち分子ベースのアッセイの特徴を、動的な構造読み出し
と組み合わせる。実質的に、ＳＨＧは、生物学的機能と同義である構造動態力学および立
体配置変化を研究する新しい技術を提供する。この技術の最初の実証において、本発明者
らはアルファシヌクレインに及ぼすスペルミンの影響をブロックすることが可能な単一の
リガンドを同定し、それがスペルミン自体のように機能するようであることをＮＭＲによ
って確認した。一次スクリーニングがヒットであることを示す化合物と構造技術によるそ
れらの以降の確認の間に大きな隔たりがしばしばあるので、これはそれ自体意外で普段と
異なる結果である。さらに、公知の結合剤がほとんどなく、Ｃ末端領域には他にない標的
に対して、このリガンドを同定した。
【０１４４】
　ＳＨＧスクリーニングは、各種モードで使用することができる。例えば、リガンドによ
って誘導される公知の立体配置変化を阻害するリガンド（例えば、アンタゴニスト）、ま
たは目的の１つまたは複数の部位で立体配置変化を単独で誘導するリガンド（例えば、ア
ゴニスト）についてスクリーニングすることができる。追求されるリガンドの型には、治
療のためのリード化合物、アロステリックモジュレーターならびに化学生物学および疾患
発病研究のためのツール化合物をとりわけ含めることができる。特定のアッセイが公知の
ツール化合物を含む場合は、その作用機構ならびにその結合親和性に関する情報を提供す
るために、ＳＨＧを使用することができる。ほとんどのスクリーニングライブラリーのか
なりの割合は、蛍光性であって蛍光アッセイで読み出しに干渉することができる化合物を
含有するが、おそらくＳＨ活性であり、よりストリンジェントなセットの物理化学的性質
であるのはごく少数しかない。
【０１４５】
　溶液中で立体配置変化をリアルタイムで検出することは、Ｘ線実験で見られない新しい
結合部位、例えばアロステリックなものを明らかにする可能性がある。この技術は、Ｒａ
ｓなど現在「薬物投与できない」と考えられている標的のためのアロステリックモジュレ
ーターを同定する手段として、大きく期待されている。この技術の構造感度により、立体
配置空間での正しい方向の変化を生成する弱い結合剤でさえも速やかに同定し、最適化す
ることができる。このように、この技術は、いかなる他の方法で同定することができない
新しいクラスの薬物を同定し、正確に調整した立体配置的（したがって機能的）効果を有
する薬物を開発する道筋を提供する。
【０１４６】
　タンパク質の立体配置変化は、ほとんどの生物学的過程で一次性の機能的事象である。
その研究方法は、その本当の空間座標の変化ではなく分子の環境の変化によって引き起こ
されるシグナルの変化を検出することに一般に頼る。ＳＨＧは、本当の空間の構造変化に
非常に、および直接的に感受性である。ここで記載されるように、タンパク質が利用でき
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る全立体配置空間をそれがサンプリングできるように、リアルタイムおよび生理的条件下
で起こるときにタンパク質の構造変化を部位特異的にスクリーニングするためにＳＨＧを
使用することができる。これらの特性は、この技術を、タンパク質の立体配置をモジュレ
ートするリガンド、例えばアロステリック薬または内因性の生物学的モジュレーターを同
定するのに理想的にする。複数のプローブ部位で立体配置変化を研究することによって、
この技術は、立体配置変化の大域的精査ならびにそれらの特定の部位セットで構造変化を
引き起こすリガンドを同定および分類する選択的手段を提供することができる。一部の場
合には、ＳＨＧスクリーニングプラットホームはプローブの角変化（度数）を数量化する
こともできるので、異なる部位での測定は立体配置変化の原子分解マップを造るための情
報を提供することができる。すなわち、この技術は構造生物学および薬物発見の無数の分
野においてかなりの影響を及ぼす。
　Ｖ．シグネチャー
【０１４７】
　本明細書において本方法は、生化学的実体（例えば、標的生化学的実体）の立体配置状
態を測定するために、表面選択的技術、例えばＳＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧを使用するこ
とを含むことができる。一部の実施形態では、生化学的実体の立体配置状態は、ベースラ
イン（例えば、ＳＨＧベースライン）を作成するために表面選択的技術を使用して測定す
ることができる。生化学的実体の立体配置状態は、シグネチャー（例えばＳＨＧ、ＳＦＧ
またはＤＦＧシグネチャー）を生じるために次に表面選択的技術を使用して（例えば、標
的生化学的実体を候補生化学的実体と接触させることなどの事象に続いて）再び測定する
ことができる。シグネチャーは、生化学的実体の立体配置状態の変化を示すことができる
。例えば、それを第２の生化学的実体と接触させる（例えば、結合する）とき、第１の生
化学的実体の立体配置状態は変化することができる。第２の生化学的実体は、その立体配
置状態の変化を経ても経なくてもよい。一部の場合には、第１と第２の生化学的実体の両
方は、立体配置の変化（例えば、２つの間の結合複合体で）を経てもよい。一部の場合に
は、第２の生化学的実体は、第１の生化学的実体の立体配置に影響を及ぼす立体配置の変
化を経ることができる。
【０１４８】
　一部の実施形態では、ベースラインを測定することができない。例えば、第１の生化学
的実体の第１の立体配置状態は、第１の生化学的実体を第２の生化学的実体と接触させる
際に測定することができる。次に、第１の生化学的実体の第２の立体配置状態は、第１の
生化学的実体（例えば、第１の生化学的実体の同じコピーまたは第１の生化学的実体の異
なるコピー）を第３の生化学的実体と接触させる際に測定することができ、立体配置状態
の差は、シグネチャーを引き算するかまたは比較することによって観察することができる
。したがって、一部の場合には、シグネチャーはベースラインに対して規定することがで
きる（例えば、ベースライン応答に対するＳＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧ応答として）。一
部の場合には、シグネチャーはベースラインに対して規定することができないか、または
共通のベースラインを引き算することによって規定することができる。
【０１４９】
　本開示の表面選択的技術を使用して生じるシグネチャーは、様々な時間に測定される非
線形光学応答（例えば、ＳＨＧ応答）を含むことができる。例えば、シグネチャーは、生
化学的実体の立体配置状態の動態学的（リアルタイム）変化、生化学的実体の立体配置状
態のエンドポイント変化、または生化学的実体の立体配置状態の変化を、任意の他の時間
（例えば、生化学的実体を別の生化学的実体と接触させる前、その間および／もしくはそ
の後の任意の時間）に、または複数の所定の時間（例えば、接触させる前、接触させる際
、接触後１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０もしくはそれを超える回数、もしく
はその任意の組合せ）に測定することによって生じ得る。一部の場合には、シグネチャー
は、非線形光学シグナル強度（例えば、ＳＨＧ強度）を測定することによって生じ得る。
【０１５０】
　本開示のシグネチャーは、生化学的実体をスクリーニング、選択および／または評価す
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るための基礎として使用することができる。例えば、生化学的実体は、そのシグネチャー
（例えば、相互作用、例えば第１の生化学的実体と第２の生化学的実体との結合などのシ
グネチャー）に基づいて一群の候補生化学的実体から選択することができる。一部の場合
には、選択はシグネチャーを１つまたは複数の他のシグネチャー（例えば、公知の化合物
の参照シグネチャー、類似の生化学的実体のシグネチャーなど）と比較することを含むこ
とができる。一例では、公知の立体配置モジュレーターによって誘導される立体配置状態
の変化に最も類似している立体配置状態の変化を有する生化学的実体が選択される。公知
の立体配置モジュレーターによって生成される立体配置状態の変化は、薬理特性または機
能的効果（例えば、作用機構、表現型、臨床特性、結合特性など）に相関する可能性があ
る。したがって、一部の場合には、類似したまたは実質的に同じ薬理特性または機能的効
果を有する生化学的実体を選択するために、比較を使用することができる。別の例では、
生化学的実体のシグネチャーが比較され（例えば、第１の生化学的実体のシグネチャーは
第２の生化学的実体のシグネチャーと比較される）、生化学的実体（例えば、生化学的実
体のセットまたはライブラリーの）は比較に基づいて選択される。別の例では、生化学的
実体は、シグネチャーと公知の薬理特性または公知の機能的効果との相関に基づいて選択
される。
【０１５１】
　生化学的実体は、実質的に類似しているまたは異なるシグネチャーを有することができ
る（例えば、互いに、または参照生化学的実体に、例えば公知の立体配置モジュレーター
もしくは承認薬などに）。例えば、スクリーニングアッセイで候補生化学的実体の各々を
同じ標的生化学的実体と接触させる際に、候補生化学的実体の各々は異なるシグネチャー
を作成することができる。
【０１５２】
　一部の場合には、本明細書において、シグネチャーは公知の薬理特性または公知の機能
的効果と相関していてもよい。例えば、スクリーニングアッセイでの候補生化学的実体（
例えば、候補生化学的実体の少なくとも２つ）は、類似の薬理特性または機能的効果を有
することができる。薬理特性または機能的効果（例えば、結合親和性、結合特異性、臨床
効能、表現型の変化など）は、例えば、少なくとも約１％、５％、１０％、２０％、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％または９９％類似してい
てもよい、などである。別の例では、スクリーニングアッセイでの候補生化学的実体（例
えば、候補生化学的実体の少なくとも２つ）は、類似の薬理特性または機能的効果を有さ
なくてもよい。薬理特性または機能的効果（例えば、結合親和性、結合特異性、臨床効能
、表現型の変化など）は、例えば、多くても約１％、５％、１０％、２０％、３０％、４
０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、９５％または９９％類似していてもよ
い、などである。一部の場合には、１つまたは複数の薬理特性もしくは機能的効果での類
似性は、対応するシグネチャーでの類似性と相関することができる。他の場合には、１つ
または複数の薬理特性もしくは機能的効果での類似性は、対応するシグネチャーでの類似
性と相関しなくてもよい。
【０１５３】
　本開示のシグネチャーを生じることは、１つまたは複数の非線形光学（例えば、ＳＨＧ
）パラメータを測定することを含むことができる。例えば、これらのパラメータには、非
線形光学（例えば、ＳＨＧ）ベースラインと比較した非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグ
ナルの大きさの変化、非線形光学（例えば、ＳＨＧ）ベースラインと比較した非線形光学
（例えば、ＳＨＧ）シグナルの方向の変化、接触の際の単位時間あたりの非線形光学（例
えば、ＳＨＧ）シグナルの速度の変化、またはその任意の組合せを含めることができる。
シグネチャーは、コンピュータ実行可能プログラムを使用して分析することができる。一
部の場合には、シグネチャーは、類似性のために分析することができる。一部の場合には
、類似のシグネチャーは、本開示のスクリーニング方法で生化学的実体を選択する（また
は選択しない）ための基礎として使用することができる。一部の場合には、類似のシグネ
チャーは、本開示の評価方法（例えば、生化学的実体のセットの構造－活性関係（ＳＡＲ
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）を作成する）でＳＡＲを相関させるかまたは分析するための基礎として使用することが
できる。
【０１５４】
　一部の場合には、類似性は、非線形光学（例えば、ＳＨＧ）パラメータを使用して規定
することができる。例えば、第１の生化学的実体によって生成される生じるシグネチャー
および第２の生化学的実体によって生じるシグネチャーは、１つまたは複数の非線形光学
（例えば、ＳＨＧ）類似性パラメータ（例えば、下の類似性パラメータの任意の組合せ）
を使用して判定したときに、類似していてもよい。一部の例では、類似性パラメータは、
第１の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際の非線形光学（例えば、ＳＨ
Ｇ）ベースラインと比較した非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナルの大きさの変化が、
第２の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際の非線形光学（例えば、ＳＨ
Ｇ）ベースラインと比較した非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナルの大きさの変化の約
１％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０
％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、９０％またはそれを超える％未
満以内（例えば、約５０％以内）であることであってもよい。一部の例では、類似性パラ
メータは、第１の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際の非線形光学（例
えば、ＳＨＧ）ベースラインと比較した非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナルの方向の
変化が、第２の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際の非線形光学（例え
ば、ＳＨＧ）ベースラインと比較した非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナルの方向の変
化と同じであることであってもよい。一部の例では、類似性パラメータは、第１の候補生
化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際の単位時間あたりの非線形光学（例えば、
ＳＨＧ）シグナルの速度の変化が、第２の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触さ
せる際の単位時間あたりの非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナルの速度の変化の約１．
１、１．２、１．３、１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、１．９、２、２．１、
２．２、２．３、２．４、２．５、２．６、２．７、２．８、２．９、３、３．５、４、
４．５、５、６、７、８、９、１０、１５、２０倍未満、またはそれより大きくてもよい
し（例えば、約２倍）、またはその逆であってもよい。
【０１５５】
　一部の実施形態では、シグネチャーは、非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナル応答に
特有の形状またはプロファイルを含むことができる。例えば、シグネチャーは所与の数の
特色、例えば局所最大値、局所最小値、屈折点、全体的勾配、勾配変化などを有すること
ができる。一部の場合には、これらの特徴または特色は、非線形光学（例えば、ＳＨＧ）
ベースラインと比較して測定することができる。一部の場合には、類似性パラメータは、
第１の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際に測定された非線形光学（例
えば、ＳＨＧ）シグナル、および第２の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させ
る際に測定された非線形光学（例えば、ＳＨＧ）シグナルが、少なくとも１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１５、２０、３０、４０、５０またはそれを超える数のそ
のような特色（例えば、局所最大値、局所最小値、屈折点、全体的勾配および／もしくは
勾配変化）を共有することであってもよい。一部の場合には、類似性パラメータは、第１
の候補生化学的実体を標的生化学的実体と接触させる際に測定された非線形光学（例えば
、ＳＨＧ）シグナルの、局所最大値、局所最小値、屈折点、全体的勾配、勾配変化および
／または他のシグナル特色の数の１つまたは複数が、第２の候補生化学的実体を標的生化
学的実体と接触させる際に測定された非線形光学の、局所最大値、局所最小値、屈折点、
全体的勾配、勾配変化および／または他のシグナル特色の数と同じであることであっても
よい。
　ＶＩ．標的生体分子および参照生化学的実体
【０１５６】
　本明細書に記載される方法のいずれかで使用するための標的生体分子は、任意の生体分
子、例えばタンパク質、ＤＮＡ、ＲＮＡまたは多糖であってもよい。標的生体分子は、ウ
イルス、微生物（細菌、真菌類、藻類および原生動物を含む）、無脊椎動物（昆虫および
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虫を含む）、動物、脊椎動物（例えば、哺乳動物、鳥類または魚類、ならびに哺乳動物の
中では、例えば、ヒト、類人猿、サル、ウシ、ブタ、ヤギ、ラマ、ヒツジ、ラット、マウ
ス、ウサギ、モルモット、ネコおよびイヌ）の正常もしくは病的な細胞、または植物の正
常もしくは病的な細胞を含む任意の天然供給源からの、天然に存在する物質またはそのサ
ブユニットもしくはドメインであってもよい。あるいは、標的生体分子は、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで作られた、または例えば突然変異、キメラタンパク質もしくは人工タンパク質によ
って改変された天然に存在しない分子であってもよい。
【０１５７】
　例えば、標的タンパク質は、糖タンパク質、リポタンパク質、リンタンパク質または金
属タンパク質であってもよい。それは、核、細胞質、膜関連の、または分泌されたタンパ
ク質であってもよい。標的タンパク質は、単一の巨大分子である必要はない。例えば、標
的タンパク質は、巨大分子のホモまたはヘテロマルチマー（例えば、限定されずに二量体
、三量体または四量体）であってもよい。さらに、標的タンパク質は、生理機能を発揮す
るために１つまたは複数のリガンド、例えば他のタンパク質、オリゴペプチドもしくはポ
リペプチド、核酸、炭水化物、脂質または有機もしくは無機の小分子もしくはイオンを必
要とする可能性がある。追加の例には、補因子、リボソーム、ポリソームおよびクロマチ
ンが含まれる。
【０１５８】
　標的タンパク質には、限定されずに、天然変性タンパク質（ＩＤＰ）、例えばアルファ
シヌクレイン（パーキンソン病との関連が示唆されている）およびＣＯＷ（アルツハイマ
ー病との関連が示唆されている）が含まれる。標的タンパク質のさらなる例には、限定さ
れずに、核内受容体、オーファン核内受容体、チロシンキナーゼ受容体、エンドセリン、
エリスロポイエチン受容体、ＦＡＳリガンド受容体、タンパク質キナーゼ（例えば、プロ
テインキナーゼＣ、チロシンキナーゼ、セリンキナーゼ、トレオニンキナーゼ、ヌクレオ
チドキナーゼまたはポリヌクレオチドキナーゼ）、タンパク質ホスファターゼ（セリン／
トレオニンホスファターゼ、チロシンホスファターゼ、ヌクレオチドホスファターゼ、酸
ホスファターゼ、アルカリホスファターゼまたはピロホスファターゼ）、細胞周期調節因
子（サイクリンｃｄｋ２、ＣＤＣ２、ＣＤＣ２５、Ｐ５３、ＲＢ）、ＧＴＰアーゼ、Ｒａ
ｃ、Ｒｈｏ、Ｒａｂ、Ｒａｓ、エンドプロテアーゼ、エキソプロテアーゼ、メタロプロテ
アーゼ、セリンプロテアーゼ、システインプロテアーゼ、ヌクレアーゼ、ポリメラーゼ、
逆転写酵素、インテグラーゼ、イオンチャネル、シャペロニン（例えば、熱ショックタン
パク質）、デアミナーゼ、ヌクレアーゼ（例えば、デオキシリボヌクレアーゼ、リボヌク
レアーゼ、エンドヌクレアーゼ、エキソヌクレアーゼ）、テロメラーゼ、プライマーゼ、
ヘリカーゼ、デヒドロゲナーゼ、転移酵素（ペプチジルトランスフェラーゼ、トランスア
ミナーゼ、糖転移酵素、リボシルトランスフェラーゼ、アセチル転移酵素、グアニリルト
ランスフェラーゼまたはメチルトランスフェラーゼ）、加水分解酵素、カルボキシラーゼ
、イソメラーゼ、グリコシダーゼ、デアミナーゼ、リパーゼ、エステラーゼ、スルファタ
ーゼ、セルラーゼ、リアーゼ、レダクターゼ、リガーゼまたは細胞ユビキチン化経路のプ
ロセシング酵素（例えば、Ｅ１、Ｅ２もしくはＥ３酵素、またはデユビキチナーゼ）が含
まれる。一部の実施形態では、本明細書に開示される方法のいずれかで使用するための標
的タンパク質は、ウイルスタンパク質、細菌タンパク質、植物性タンパク質、動物性タン
パク質およびヒトタンパク質の間で選択される構造および非構造タンパク質であってもよ
い。一部の実施形態では、標的タンパク質は、ウイルスタンパク質、例えば、限定されず
に、インフルエンザウイルス、Ａ型肝炎ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス
、ヒト免疫不全ウイルス、鳥インフルエンザウイルス、エボラウイルス、ＳＡＲＳウイル
ス、ハンタウイルスまたは東部ウマ脳脊髄炎ウイルスであってもよい。
【０１５９】
　標的タンパク質は、表面および細胞内受容体の両方を含む受容体であってもよい。一部
の実施形態では、標的タンパク質は、核内受容体である。核内受容体は、リガンド活性化
転写活性化因子のファミリーである。これらの受容体は、リガンド結合、二量体化、トラ



(32) JP 6518656 B2 2019.5.22

10

20

30

40

50

ンス活性化およびＤＮＡ結合のために、異なるドメインに組織される。ステロイド受容体
ファミリーは、糖質コルチコイド、鉱質コルチコイド、アンドロゲン、プロゲスチンおよ
びエストロゲンのための受容体で構成される大きなファミリーである。受容体活性化は、
リガンド結合の際に起こり、これは受容体二量体化および同時活性化タンパク質の結合を
可能にする立体配置変化を誘導する。これらの補活性化因子は、次に、ＤＮＡへの受容体
の結合および以降の標的遺伝子の転写活性化を促進する。同時活性化タンパク質の補充に
加えて、リガンドの結合は、受容体機能のコリプレッサーの役割をするタンパク質の結合
を解くかまたは阻止する立体配置に受容体を置くと考えられてもいる。リガンドが薬理学
的アゴニストである場合は、新しい立体配置は、生物学的シグナル伝達経路の他の構成要
素、例えば転写因子と相互作用して標的組織で生物学的応答を導き出すものである。リガ
ンドが薬理学的アンタゴニストである場合は、新しい立体配置は、さもなければその受容
体を活性化することができる１つまたは複数のアゴニストによって受容体を活性化するこ
とができないものである。ＮＲの非網羅的リストは、国際特許出願公開第２００６／０４
６１３４号に記載され、その開示は参照により本明細書に組み込まれる（１４～１５頁お
よび図１を参照する）。一部の実施形態では、本明細書に開示される方法のいずれかで使
用するためのＮＲは、エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体、糖コルチコイド受容体
、レチノイン酸受容体アルファ（ＲＡＲＧ）、レチノイン酸Ｘ受容体（ＲＸＲ）、ペルオ
キシゾーム増殖因子活性化受容体（ＰＰＡＲ）、肝臓Ｘ受容体アルファ（ＬＸＲＧ）また
はプロゲステロン受容体の中から選択することができる。
【０１６０】
　標的タンパク質は、Ｇタンパク質共役受容体（７回膜貫通ドメイン受容体として公知）
、すなわち、Ｇタンパク質と共役することによってシグナル伝達を媒介する受容体のスー
パーファミリーの任意のメンバーであってもよい。ＧＰＣＲは、細胞外環境に存在する分
子に結合し、細胞中でシグナル伝達カスケードを、および最終的に細胞応答を誘発するこ
とが可能である膜貫通受容体タンパク質（ヒトの全ゲノムの約５％を占める）の大きなフ
ァミリーを構成する。ＧＰＣＲは、酵母、立襟鞭毛虫および動物を含む真核細胞だけで見
出される。これらの受容体に結合して活性化する分子には、限定されずに、光電性化合物
、匂い、フェロモン、ホルモンおよび神経伝達物質が含まれ、小分子からペプチド、さら
に大きなタンパク質までサイズは異なる。サイトゾルカルシウムレベルに影響するＧＰＣ
Ｒのクラスの１つの例は、ホスホリパーゼＣ（ＰＬＣ）経路を活性化し、ホスホイノシチ
ドの加水分解をもたらし、異なる第２のメッセンジャーの２つのクラス、すなわちジアシ
ルグリセロールおよびリン酸イノシトールを生じる、Ｇｑ型のＧタンパク質を通して働く
。ジアシルグリセロールは、次に、ある特定のプロテインキナーゼＣ（ＰＫＣ）を活性化
し、リン酸イノシトール（例えば、限定されずにＩＰ３）は、細胞内貯蔵部位、例えば小
胞体、筋小胞体（筋細胞の場合）および／またはミトコンドリアからのカルシウムの可動
化を刺激する。これらの受容体に結合して活性化する分子には、限定されずに、光電性化
合物、匂い、フェロモン、ホルモンおよび神経伝達物質が含まれ、小分子からペプチド、
さらに大きなタンパク質までサイズは異なる。
【０１６１】
　本明細書に開示される方法で使用するためのＧＰＣＲには、限定されずに、Ｇｑタンパ
ク質またはＧｑ／１１、アルファ－１アドレナリン受容体（α１－ＡＲ）、ウロテンシン
（ＵＴ）受容体、５－ＨＴ２および５－ＨＴ６セロトニン受容体、ヒポクレチン（オレキ
シン）受容体、ヒスタミンＨＩ受容体、ブラジキニンＢ１およびＢ２受容体、ボンベシン
ＢＢ２受容体、Ｐ２Ｙプリン受容体、アセチルコリン（ａｃｅｔｙｃｈｏｌｉｎｅ）受容
体（例えば、Ｍ１、Ｍ３およびＭ５）、ｍＧｌｕＲ５グルタミン酸受容体、バソプレシン
Ｖ２およびＶＩ受容体、アンジオテンシンＡＧＴＲ１受容体、コレシストキニンＣＣＫＡ
ＲおよびＣＣＫＢＲ受容体、エンドセリンＥＮＤＲＡ受容体、グレリンＧＨＳＲ１ａ受容
体、メラトニンＭＴＮＲ１Ａ受容体、ニューロテンシンＮＴＳＲ１受容体、血小板活性因
子ＰＴＡＦＲ受容体、黄体形成ホルモン受容体（ＬＨＲ）、卵胞刺激ホルモン受容体（Ｆ
ＳＨＲ）、性腺刺激放出ホルモン受容体（ＧｎＲＨＲ）およびプロラクチン放出ペプチド
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受容体ＰＲＬＨＲ受容体が含まれる。一部の実施形態では、ＧＰＣＲはカルシウムセンサ
ータンパク質を発現する細胞で内因的に発現される。他の実施形態では、ＧＰＣＲはカル
シウムセンサータンパク質を発現する細胞で異種性に発現される。
【０１６２】
　標的タンパク質は、キナーゼであってもよい。キナーゼは、ＡＴＰなどの高エネルギー
ドナー分子から特異的基質までリン酸基を転移する種類の酵素であり、この過程はリン酸
化と呼ばれる。キナーゼの最も大きな群の１つはタンパク質キナーゼであり、それは特異
的タンパク質の活性に作用して改変する。キナーゼは、シグナルを伝え、細胞中の複雑な
過程を制御するために広く使用される。５００個を超える異なるキナーゼが、ヒトで同定
されている。それらの莫大な多様性、およびシグナル伝達におけるそれらの役割により、
それらは異常なキナーゼ発現または調節を特徴とする疾患状態に特に関する研究の対象に
なっている。
【０１６３】
　タンパク質キナーゼは、その立体配置はキナーゼ活性を調節すると考えられている、活
性化ループまたはＡループと呼ばれる大きな柔軟性のあるループを含有する。多くのキナ
ーゼでは、Ａループの立体配置は、この領域中の特異的残基のリン酸化によって制御され
る（Ｊｏｈｎｓｏｎ　１９９６年）。活性化ループは、一般に保存されたＡｓｐＰｈｅＧ
ｌｙ配列から始まり、保存されたＡｌａＰｒｏＧｌｕ配列で終わる。不活性キナーゼの構
造では、このループは、基質またはＡＴＰ結合部位をしばしばブロックする（Ｈｕｂｂａ
ｒｄ　１９９４年；Ｍｏｈａｍｍａｄｉ　１９９６年；およびＭｃＴｉｇｕｅ　１９９９
年）。チロシンキナーゼはループに１つまたは２つのチロシンを通常有し、ＭＡＰＫキナ
ーゼはＴおよびＹでリン酸化されるＴ［ＤＥ］Ｙモチーフを有し、ほとんどの他のキナー
ゼはループ中にトレオニンを有する。
【０１６４】
　本発明の方法で使用するための標的タンパク質は、任意のタンパク質キナーゼに広く適
用できる。これらには、タンパク質チロシンキナーゼおよびタンパク質セリンキナーゼを
含めることができる。タンパクチロシンキナーゼの非限定例は、ｐｐ６０ｃ－ｓｒｃ、ｐ
５６ｌｃｋ、ＺＡＰキナーゼ、血小板由来増殖因子受容体チロシンキナーゼ、Ｂｃｒ－Ａ
ｂｌ、ＶＥＧＦ（血管内皮細胞増殖因子）受容体チロシンキナーゼ、ならびに表皮増殖因
子受容体チロシンキナーゼおよび表皮増殖因子受容体様チロシンキナーゼである。本発明
で使用するために適用できるセリンプロテインキナーゼの非限定例には、ＭＡＰ（マイト
ジェン活性化タンパク質）キナーゼ、プロテインキナーゼＣ、プロテインキナーゼＡ、Ａ
ｋｔおよびＣＤＫ（サイクリン依存性プロテインキナーゼ）が含まれる。哺乳動物生物学
では、マイトジェン活性化タンパク質キナーゼ（ＭＡＰＫ）ファミリーに属するタンパク
質キナーゼは、ｒａｓ遺伝子の突然変異および増殖因子受容体の調節解除に関連した様々
な増殖性細胞疾患（例えば、がんなど）において不適切に活性化される（Ｍａｇｎｕｓｏ
ｎら、Ｓｅｍｉｎａｒｓ　ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、５巻：２４７～２５２
頁（１９９４年））。ＭＡＰキナーゼは当技術分野で公知であり、そのようなキナーゼの
部分的な非限定リストには、ａｂｌ、オーロラ－Ａ、オーロラ－Ｂ、オーロラ－Ｃ、ＡＴ
Ｋ、ｂｃｒ－ａｂｌ、Ｂｌｋ、Ｂｒｋ、Ｂｔｋ、ｃ－Ｋｉｔ、ｃ－Ｍｅｔ、ｃ－Ｓｒｃ、
ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ｃＲａｆ１、ＣＳＦ１Ｒ、ＣＳＫ、ＥＧＦＲ
、ＥｒｂＢ２、ＥｒｂＢ３、ＥｒｂＢ４、ＥＲＫ、Ｆａｋ、ｆｅｓ、ＦＧＦＲ１、ＦＧＦ
Ｒ２、ＦＧＦＲ３、ＦＧＦＲ４、ＦＧＦＲ５、Ｆｇｒ、ＦＬＫ－４、Ｆｌｔ－１、Ｆｍｓ
、Ｆｐｓ、Ｆｒｋ、Ｆｙｎ、Ｈｃｋ、ＩＧＦ－１Ｒ、ＩＮＳ－Ｒ、Ｊａｋ、ＫＤＲ、Ｌｃ
ｋ、Ｌｙｎ、ＭＥＫ、ｐ３８、ＰＤＧＦＲ、ＰＩＫ、ＰＫＣ、ＰＹＫ２、Ｒｏｓ、Ｔｉｅ
１、Ｔｉｅ２、Ｔｒｋ、ＹｅｓおよびＺａｐ７０が含まれる。本明細書に記載される方法
の一部の実施形態では、キナーゼはａｂｌキナーゼである。
【０１６５】
　キナーゼに関して、数種類の化合物がキナーゼの機能をモジュレートすることが公知で
ある。例えば、Ｉ型キナーゼ阻害剤は、キナーゼの活性立体配置を認識する。それらは、
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ＡＴＰによって通常形成される水素結合を模倣する１つから３つの水素結合を提示するこ
とによって、ＡＴＰ結合部位に結合する。理論に縛られることなく、Ｉ型キナーゼ阻害剤
と対照的に、ＩＩ型キナーゼ阻害剤はキナーゼの不活性立体配置を認識し、ＡＴＰ結合部
位に直に隣接する疎水性ポケットを占めることによってＡＴＰと間接的に競合することが
できると考えられている。この疎水性ポケットは、活性化ループの特異なＤＦＧ外の立体
配置によって作られる。これは機能のために必要でないが、一部のＩＩ型阻害剤はＡＴＰ
結合部位と直接的に水素結合を形成することができる（ＧｏｔｉｎｋおよびＶｅｒｈｅｕ
ｌ、Ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ、２０１０年、１３巻（１号）：１～１４頁）。他方、Ｉ
ＩＩ型キナーゼ阻害剤は、活性化ループ以外の部位への結合によって（すなわち、キナー
ゼのアロステリック部位への結合によって）キナーゼ活性をモジュレートする、非ＡＴＰ
競合的キナーゼ阻害剤である。ＩＩＩ型化合物がキナーゼのより保存されていない部位に
結合するという事実のために、それらは非常に選択的であり、研究および薬物発見コミュ
ニティにとって益々興味が引かれる。
【０１６６】
　小さいＧＴＰアーゼのＲａｓファミリーは、ヌクレオチドグアノシン－５’－三リン酸
（ＧＴＰ）によって調節される細胞内シグナル伝達分子で構成される。これらのタンパク
質は、「オン」および「オフ」状態の両方を有する二元シグナル伝達スイッチとして機能
する。「オフ」状態ではＲａｓはヌクレオチドグアノシン二リン酸（ＧＤＰ）に結合し、
「オン」状態ではＲａｓはＧＴＰに結合する。したがって、Ｒａｓの活性化および非活性
化は、活性ＧＴＰ結合型および不活性ＧＤＰ結合型の間の循環によって制御される。ＧＴ
Ｐ結合型立体配置では、Ｒａｓはその細胞内機能を発揮させる多数のエフェクターに高い
親和性を有する。Ｒａｓによって調節されるシグナル伝達経路は、アクチン細胞骨格の完
全性、増殖、分化、細胞接着、アポトーシスおよび細胞移動と同じくらい多様な過程を制
御する。一部の場合には、突然変異は構成的Ｒａｓ活性化（すなわち、それがＧＤＰに結
合しているかどうかにかかわりなく、その「オフ」状態を採用することができないＲａｓ
タンパク質）をもたらし、異常なシグナル伝達につながる。本明細書において、本方法は
、下流Ｒａｓエフェクター分子の異常なシグナル伝達を減少させるために、Ｒａｓの行動
（例えば、がん細胞中の）を特異的にモジュレートすることが可能な化合物をスクリーニ
ングまたは同定するために使用することができる。
　本明細書に開示される方法のいずれかで使用するために、任意のＲａｓタンパク質が企
図される。３つのヒトｒａｓ遺伝子は、Ｈ－ＲＡＳ、Ｎ－ＲＡＳおよびＫ－ＲＡＳ４Ａお
よびＫ－ＲＡＳ４Ｂ（２つのＫ－ＲＡＳタンパク質は選択的スプライシングから生じる）
と呼ばれる、１８８から１８９個のアミノ酸の鎖で構成される極めて相同的なタンパク質
をコードする。Ｒａｓサブファミリーの臨床的に最も注目すべきメンバーは、主に多くの
種類のがんと結びつけられるために、Ｈ－ＲＡＳ、Ｋ－ＲＡＳおよび、Ｎ－ＲＡＳである
が、このサブファミリーの多くの他のメンバーも同様にあり、例には、限定されないが、
ＤＩＲＡＳ１、ＤＩＲＡＳ２、ＤＩＲＡＳ３、ＥＲＡＳ、ＧＥＭ、ＭＲＡＳ、ＮＫＩＲＡ
Ｓ１、ＮＫＩＲＡＳ２、ＮＲＡＳ、ＲＡＬＡ、ＲＡＬＢ、ＲＡＰ１Ａ、ＲＡＰ１Ｂ、ＲＡ
Ｐ２Ａ、ＲＡＰ２Ｂ、ＲＡＰ２Ｃ、ＲＡＳＤ１、ＲＡＳＤ２、ＲＡＳＬ１０Ａ、ＲＡＳＬ
１０Ｂ、ＲＡＳＬ１１Ａ、ＲＡＳＬ１１Ｂ、ＲＡＳＬ１２、ＲＥＭ１、ＲＥＭ２、ＲＥＲ
Ｇ、ＲＥＲＧＬ、ＲＲＡＤ、ＲＲＡＳまたはＲＲＡＳ２を含めることができる（その開示
は参照により完全に組み込まれる、Ｗｅｎｎｅｒｂｅｒｇら、２００５年、「Ｔｈｅ　Ｒ
ａｓ　ｓｕｐｅｒｆａｍｉｌｙ　ａｔ　ａ　ｇｌａｎｃｅ」、Ｊ．　Ｃｅｌｌ．　Ｓｃｉ
．１１８巻（Ｐｔ５）：８４３～６頁も参照）。Ｒａｓタンパク質の突然変異形も、開示
の方法の範囲内での使用のために企図される。
【０１６７】
　標的タンパク質には、標的タンパク質の突然変異形が含まれる。本明細書で使用される
場合、「突然変異」は、標的タンパク質の一次アミノ酸配列などの規定の一次アミノ酸配
列中のアミノ酸残基欠失、アミノ酸残基挿入および／または少なくとも１つのアミノ酸残
基のアミノ酸残基置換を含む。アミノ酸「置換」は、規定の一次アミノ酸配列の少なくと
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も１つのアミノ酸構成要素が別のアミノ酸（例えば、システイン残基またはリシン残基）
で置き換えられることを意味する。標的タンパク質の一次アミノ酸配列に突然変異または
置換を組み入れるための方法は、標準技術により当技術分野で周知である。本明細書に記
載される方法で使用するための標的タンパク質は、保存的置換を含むことができる。
【０１６８】
　標的タンパク質の生物学的特性の実質的な改変は、（ａ）例えばシートもしくはヘリカ
ル構造のような、置換エリアにおけるポリペプチド主鎖の構造、（ｂ）標的部位での分子
の電荷もしくは疎水性、または（ｃ）側鎖のかさの維持に及ぼすそれらの作用が有意に異
なる置換を選択することによって達成される。非保存的置換は、これらのクラスの１つの
メンバーを別のクラスと交換することを伴う。
【０１６９】
　さらなる実施形態では、本明細書に開示される方法のいずれかで使用するための突然変
異標的タンパク質は、１つまたは複数の天然に存在しないまたは改変されたアミノ酸を含
むことができる。非天然のアミノ酸には、限定されずに、ホモリシン、ホモアルギニン、
ホモセリン、アゼチジンカルボン酸、２－アミノアジピン酸、３－アミノアジピン酸、ベ
ータアラニン、アミノプロピオン酸、２－アミノ酪酸、４－アミノ酪酸、６－アミノカプ
ロン酸、２－アミノヘプタン酸、２－アミノイソ酪酸、３－アミノイソ酪酸（ｉｓｂｕｔ
ｙｒｉｃ　ａｃｉｄ）、２－アミノピメリン酸、第三ブチルグリシン、２，４－ジアミノ
イソ酪酸、デスモシン、２，２’－ジアミノピメリン酸、２，３－ジアミノプロピオン酸
、Ｎ－エチルグリシン、Ｎ－エチルアスパラギン、ホモプロリン、ヒドロキシリシン、ア
ロヒドロキシリシン、３－ヒドロキシプロリン、４－ヒドロキシプロリン、イソデスモシ
ン、アロイソロイシン、Ｎ－メチルアラニン、Ｎ－メチルグリシン、Ｎ－メチルイソロイ
シン、Ｎ－メチルペンチルグリシン、Ｎ－メチルバリン、ナフトアラニン、ノルバリン、
ノルロイシン、オルニチン、シトルリン、ペンチルグリシン、ピペコリン酸およびチオプ
ロリンが含まれる。改変アミノ酸には、可逆的もしくは不可逆的に化学的にブロックされ
るか、または例えばＮメチル化ＤおよびＬアミノ酸、別の官能基に化学改変された側鎖官
能基のように、それらのＮ末端アミノ基もしくはそれらの側鎖基が改変される、天然およ
び非天然のアミノ酸が含まれる。例えば、改変アミノ酸には、メチオニンスルホキシド；
メチオニンスルホン；アスパラギン酸（ベータ－メチルエステル）、アスパラギン酸の改
変アミノ酸；Ｎ－エチルグリシン、グリシンの改変アミノ酸；またはアラニンカルボキサ
ミド、アラニンの改変アミノ酸が含まれる。追加の非天然のおよび改変されたアミノ酸、
ならびにそれらをタンパク質およびペプチドに組み入れる方法は、当技術分野で公知であ
る（例えば、Ｓａｎｄｂｅｒｇら、（１９９８年）Ｊ．　Ｍｅｄ．　Ｃｈｅｍ．４１巻：
２４８１～９１頁；ＸｉｅおよびＳｃｈｕｌｔｚ（２００５年）Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．
　Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏｌ．９巻：５４８～５５４頁；ＨｏｄｇｓｏｎおよびＳａｎｄｅｒ
ｓｏｎ（２００４年）Ｃｈｅｍ．　Ｓｏｃ．　Ｒｅｖ．３３巻：４２２～４３０頁を参照
）。
【０１７０】
　一部の実施形態では、本明細書に記載される方法で使用するための突然変異標的タンパ
ク質は、標準タンパク質精製技術を使用する適当な精製スキームによって、細胞（がん細
胞など）から単離することができる。別の実施形態では、本明細書に記載される方法で使
用するための突然変異標的タンパク質は、組換えＤＮＡ技術によって生成される。組換え
発現の代わりに、本明細書に記載される方法で使用するための突然変異標的タンパク質は
、標準のペプチド合成技術を使用して化学的に合成することができる。
【０１７１】
　さらに、候補生化学的実体のシグネチャーを薬理特性および／または機能的効果と相関
させるために使用することができる参照シグネチャーを発生させるために、本出願に記載
される方法に参照生化学的実体を供することができる。例えば、１つまたは複数の公知の
薬理特性および／または機能的効果を有する参照生化学的実体は、候補生化学的実体のラ
イブラリーのシグネチャーと比較することができる参照シグネチャーを有することができ
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る。参照シグネチャーと類似のシグネチャーを有する候補生化学的実体は、１つまたは複
数の公知の薬理特性および／または機能的効果と相関させることおよび／またはそれにつ
いて試験することができる。
【０１７２】
　参照生化学的実体は、公知の機能および／または公知の標的を有する任意の公知の薬物
であってもよい。参照生化学的実体は、例えば、抗がん薬または消炎薬であってもよい。
参照生化学的実体は、限定されずにチロシンキナーゼ阻害剤およびセリン／トレオニンキ
ナーゼ阻害剤を含む、公知のキナーゼ阻害剤であってもよい。参照生化学的実体の例には
、限定されずに、Ａｂｉｌｉｆｙ、Ｎｅｘｉｕｍ、Ｈｕｍｉｒａ、Ｃｒｅｓｔｏｒ、Ａｄ
ｖａｉｒ　Ｄｉｓｋｕｓ、Ｅｎｂｒｅｌ、Ｃｙｍｂａｌｔａ、Ｒｅｍｉｃａｄｅ、Ｎｅｕ
ｌａｓｔａ、Ｃｏｐａｘｏｎｅ、Ｌａｎｔｕｓ　Ｓｏｌｏｓｔａｒ、Ｒｉｔｕｘａｎ、Ｓ
ｐｉｒｉｖａ、Ｊａｎｕｖｉａ、Ａｔｒｉｐｌａ、Ｌａｎｔｕｓ、Ａｖａｓｔｉｎ、Ｌｙ
ｒｉｃａ、ＯｘｙＣｏｎｔｉｎ、Ｅｐｏｇｅｎ、Ｃｅｌｅｂｒｅｘ、Ｔｒｕｖａｄａ、Ｄ
ｉｏｖａｎ、Ｇｌｅｅｖｅｃ、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ、Ｌｕｃｅｎｔｉｓ、Ｖｙｖａｎｓｅ
、Ｚｅｔｉａ、Ｎａｍｅｎｄａ、Ｌｅｖｅｍｉｒ、Ｓｙｍｂｉｃｏｒｔ、Ｔｅｃｆｉｄｅ
ｒａ、ＡｎｄｒｏＧｅｌ、Ｎｏｖｏｌｏｇ、エノキサパリン、メチルフェニデート、Ｓｕ
ｂｏｘｏｎｅ、Ｘａｒｅｌｔｏ、ＰｒｏＡｉｒ　ＨＦＡ、Ｈｕｍａｌｏｇ、Ａｌｉｍｔａ
、Ｖｉｃｔｏｚａ、Ｖｉａｇｒａ、Ｓｅｒｏｑｕｅｌ　ＸＲ、Ｓｙｎａｇｉｓ、Ａｖｏｎ
ｅｘ、Ｒｅｎｖｅｌａ、Ｒｅｂｉｆ、Ｃｉａｌｉｓ、Ｇｉｌｅｎｙａ、Ｎａｓｏｎｅｘ、
Ｓｔｅｌａｒａ、Ｒｅｓｔａｓｉｓ、ブデソニド、アセトアミノフェン／ヒドロコドン、
Ｆｌｏｖｅｎｔ　ＨＦＡ、Ｌｏｖａｚａ、Ｐｒｅｚｉｓｔａ、Ｉｓｅｎｔｒｅｓｓ、Ｊａ
ｎｕｍｅｔ、Ｐｒｏｃｒｉｔ、ドキシサイクリン、Ｏｒｅｎｃｉａ、アンフェタミン／デ
キストロアンフェタミン、ＶＥＳＩｃａｒｅ、Ｄｅｘｉｌａｎｔ、Ｎｅｕｐｏｇｅｎ、リ
ドカイン、Ｌｕｎｅｓｔａ、フェノフィブレート、Ｚｙｔｉｇａ、Ｒｅｙａｔａｚ、Ｓｅ
ｎｓｉｐａｒ、メトプロロール、Ｉｎｖｅｇａ　Ｓｕｓｔｅｎｎａ、Ｓｙｎｔｈｒｏｉｄ
、Ａｖｏｎｅｘ、Ｐｒｅｖｎａｒ　１３、Ｘｏｌａｉｒ、レボチロキシン、Ｂｅｎｉｃａ
ｒ、Ｓｔｒｉｂｉｌｄ、Ｚｏｓｔａｖａｘ、Ｐｒａｄａｘａ、Ｖｙｔｏｒｉｎ、Ｔａｍｉ
ｆｌｕ、Ｘｇｅｖａ、Ｅｖｉｓｔａ、Ｘｅｌｏｄａ、Ａｒａｎｅｓｐ、Ｖｅｎｔｏｌｉｎ
　ＨＦＡ、ジバルプロエックスナトリウム、Ａｆｉｎｉｔｏｒ、Ｂｅｔａｓｅｒｏｎ、Ａ
ｄｄｅｒａｌｌ　ＸＲおよびＣｏｍｐｌｅｒａが含まれる。
　ＶＩＩ．非線形活性部分
【０１７３】
　一部の実施形態では、１つまたは複数の非線形活性（例えば、第２高調波活性）部分ま
たは標識は、標的生化学的実体（例えば、生体分子）、候補生化学的実体（例えば、候補
分子）、参照生化学的実体（例えば、分子）またはその任意の組合せに付着させるかまた
はそれに組み入れることができる。一部の実施形態、例えば構造的に類似の生化学的実体
をスクリーニングするための、または構造－活性関係を生じることによって生化学的実体
を評価するためのアッセイおよび方法などでは、非線形活性部分または標識は、標的生化
学的実体、構造的に類似の生化学的実体のライブラリー中の１つまたは複数の候補生化学
的実体、異なる分子構造を有する生化学的実体のセット中の１つまたは複数の生化学的実
体、参照生化学的実体またはそれらの任意の組合せに付着させるかまたはそれに組み入れ
ることができる。例えば、第１の生化学的実体を第２の生化学的実体と接触させる（例え
ば、相互作用、例えば結合事象をもたらす）任意の所与のアッセイでは、第１の生化学的
実体および／または第２の生化学的実体は、本明細書に記載される表面選択的技術（例え
ば、ＳＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧ）を使用して立体配置変化を測定するのに適する標識を
含むことができる。
【０１７４】
　一部の場合には、標識は第２高調波活性部分または標識（別名、ＳＨＧ部分またはＳＨ
Ｇ標識）であってもよい。一部の場合には、和周波数活性または差周波数活性部分または
標識。一部の場合には、非線形活性部分または標識（本明細書では「部分」または「標識
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」とも呼ぶ）は、ＳＨＧ活性、ＳＦＧ活性、ＤＦＧ活性またはそれらの組合せであっても
よい。
【０１７５】
　一部の実施形態では、標的生化学的実体（例えば、タンパク質、細胞などの生体分子）
は、１つまたは複数の所定位置で標識されてもよい。標識（複数可）は、例えば、活性部
位、結合部位、アロステリック結合部位、または生化学的実体（例えば、タンパク質）構
造上もしくはその中の任意の他の部位（例えば、アッセイによってスクリーニングされる
立体配置変化を受けることができる任意の部位、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ
の薬理特性と相関する立体配置変化を受ける任意の部位など）から所与の距離に（例えば
、そこでまたはそれに隣接して）置くことができる。
【０１７６】
　一部の場合には、例えば、開示のスクリーニングおよび評価アッセイを可能にするため
に、同じ標的生化学的実体の複数のコピーを標的生化学的実体の上またはその中の同じ位
置（複数可）で標識することができる。例えば、本開示の系および方法は、非常に類似し
た構造を有する生化学的実体と接触させた標的生化学的実体の立体配置状態の変化の差を
検出するために使用することができる。さらに、立体配置状態の変化の差は、薬理特性ま
たは機能的効果と相関することができる。したがって、同一の標識配置は、標的生化学的
実体と相互作用する生化学的実体が同じ条件下で評価されること、および標的生化学的実
体の立体配置状態の変化の観察される差が、異なる標識配置ではなく、構造、薬理特性、
機能的効果などの少なくとも１つの差によることを確かなものにすることができる。
【０１７７】
　各標識は、標的生化学的実体上の所与の位置（例えば、３Ｄ座標）を有することができ
る。所与の標識は、標的生化学的実体の第１のコピーの上またはその中で第１の位置（例
えば、３Ｄ座標（ｘ，ｙ）１）、および標的生化学的実体の第２のコピーの上またはその
中で第２の位置（例えば、３Ｄ座標（ｘ，ｙ）２）を有することができる。一部の例では
、第１の位置と第２の位置の間の相対差（例えば｜（ｘ，ｙ）１－（ｘ，ｙ）２｜／（ｘ
，ｙ）１または｜（ｘ，ｙ）１－（ｘ，ｙ）２｜／（ｘ，ｙ）２）は、約７５％、５０％
、２５％、１０％、５％、１％未満などであってもよい。一部の例では、第１の位置と第
２の位置の間の絶対差は、標的生化学的実体の直径、高さ、幅、横幅または他の特徴的寸
法の約１％、２％、３％、４％、５％、６％、７％、８％、９％、１０％、１５％、２５
％、５０％または７５％未満であってもよい。
【０１７８】
　生じる標的生体分子を第２高調波発生に感受性にし、表面選択的技術を使用する界面で
の研究に適合させるために、部分（例えば、標識）を共有結合または非共有結合的に標的
生体分子に結合することができる。標識標的生体分子は、第２高調波発生または和周波発
生などの表面選択的技術によって次に研究することができる。外因性部分（例えば、標識
）は標的生体分子に事前に付着させることができ、測定の前にいかなる未結合または未反
応の標識を標識実体から分離することができる。一実施形態では、第２高調波活性部分（
例えば、標識）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで標的生体分子に付着させる。
【０１７９】
　一部の場合には、少なくとも２つの識別可能な第２高調波活性部分（例えば、標識）を
使用することができる。次に、発する干渉性の非線形光線の明確な方向を促進するように
、付着している２つまたはそれを超える識別可能な標識の配向が選択される。２つまたは
それを超える識別可能な標識は、試料に対して１つまたは複数の偏光方向が付随する１つ
または複数の周波数の複数の基本光線が使用され、少なくとも２つの非線形光線の放射が
生じるアッセイで使用することができる。一実施形態では、第２高調波活性部分（例えば
、標識）は、複数の個々の第２高調波活性部分（例えば、標識）を含み、その各々は非線
形感受率を有し、第２高調波活性部分（例えば、標識）の全体的非線形感受率を増加させ
るように、互いに対して固定され、限定された配向で結合している。
【０１８０】
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　一部の場合には、第２高調波活性部分（例えば、標識）は、色素である。標的生体分子
は、特異的標識または非特異的標識を通して色素によって標識され得る。
【０１８１】
　第２高調波活性部分は、特異的標識を通して、例えば共有結合または水素結合を通して
標的生体分子に付着させることができる。例えば、第２高調波活性部分（例えば、標識）
は、検出する標的タンパク質の第一級アミノ酸配列中のアミン基、リシン基またはスルフ
ヒドリル基に共有結合または非共有結合で付着させることができる。一部の実施形態では
、第２高調波活性部分（例えば、標識）は、アミン反応性スクシンイミジルエステル、チ
オール反応性マレイミドまたはアルデヒドおよび／もしくはケトン反応性ヒドラジドおよ
びヒドロキシルアミンを有する。一部の実施形態では、ＳＦＧまたはＳＨＧ活性色素標識
は、アジドへの共役のために「クリック化学」を通してコンジュゲートすることができる
。コンジュゲート形成に使用されるクリック化学の詳細は、「Ｃｌｉｃｋ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍａｔｅｒｉａｌｓ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅ」Ｊ．　Ｌａｈａｎｎ（編）、Ｗｉｌｅｙ（２００９年）中の「Ｓｙｎｔｈｅｓｉ
ｓ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　
ｖｉａ　Ｃｌｉｃｋ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ」、Ｃ．　Ｓｃｈｉｌｌｉｎｇら、第１５章、
３５５～３７８頁に記載される。
【０１８２】
　本明細書に開示される方法で第２高調波または和周波数活性部分（例えば、標識）とし
ての使用に適当な色素の例には、マレイミド標識（例えば、チオール含有残基、一般的に
システインの上でタンパク質を特異的に標識する、ＰｙＭＰＯ－ＭＡＬＥＩＭＩＤＥ（商
標）（１－（２－マレイミジルエチル）－４－（５－（４－メトキシフェニル）オキサゾ
ール－２－イル）ピリジニウムメタンスルホネート））、ＰｙＭＰＯ－ＮＨＳ（第一級ア
ミン含有残基、一般的にリシン（ｌｙｓｉｎｚｅｓ）を特異的に標識する）、オキサゾー
ル標識（例えば、アミンを特異的に標識するＰｙＭＰＯ－スクシンイミジルエステル）、
ＢＡＤＡＮ（商標）（６－ブロモアセチル－２－ジメチルアミノナフタレン）およびＡＣ
ＲＹＬＯＤＡＮ（商標）（６－アクリロイル－２－ジメチルアミノナフタレン）が含まれ
る。他の実施形態では、標識はクマリンをベースとした色素、例えば限定されずに、ケト
クマリンおよび３，３’－カルボニルビス（７－ジエチルアミノクマリン）であってもよ
い。他の実施形態では、標識はＰｙＭＰＯ－ＳＥ（商標）（１－（３－（スクシンイミジ
ルオキシカルボニル）ベンジル）－４－（５－（４－メトキシフェニル）オキサゾール－
２－イル）ピリジニウムブロミド）であってもよい。
【０１８３】
　一部の場合には、標的タンパク質の第一級アミノ酸配列中の天然アミノ酸残基は、第２
高調波活性色素に結合することが可能である別のアミノ酸で突然変異または置換されても
よい。本明細書に記載される標的タンパク質は、保存的置換を含むことができる。
【０１８４】
　他の場合には、第２高調波活性部分（例えば、標識）は、非天然アミノ酸（ＵＡＡ）で
あってもよい。従来の標識と対照的に、ＵＡＡは、埋込み型および露出型の両方の部位で
タンパク質を標識する手段を提供する。さらに、タンパク質の先天性構成要素として、そ
れらは、アミノ酸官能基（例えば、システイン、アミンなど）に付着した標識（色素など
）より多くの感受性および忠実度で構造変化を報告することができる。ＵＡＡは、第２高
調波発生などの非線形技術を使用してタンパク質を検出するための、超偏光率を有する。
したがって、これらの特異的非天然アミノ酸は、ＳＨＡＡ（「第２高調波アミノ酸」）と
も呼ばれている。タンパク質構造立体配置の変化の検出のためのプローブとしてＵＡＡを
使用する別の利点は、検出をｉｎ　ｖｉｖｏで、すなわち生細胞中で実行することができ
ることである。例えば、本明細書に記載される方法は、薬物候補の結合に応答して生細胞
中の標的タンパク質によって示されるシグナルを検出するために使用することができる。
【０１８５】
　任意の高偏光性のＵＡＡは、第２高調波活性部分（例えば、標識）として使用すること
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ができる。ＵＡＡの例には、Ａｌａｄａｎ（Ｃｏｈｅｎら、２００２年、Ｓｃｉｅｎｃｅ
、２９６巻：１７００頁；Ａｂｂｙａｄら、２００７年、Ｊ．　Ｐｈｙｓ．　Ｃｈｅｍ．
、１１１巻：８２６９頁、その開示は参照により完全に本明細書に組み込まれる）、ダン
シルアラニン（Ｓｕｍｍｅｒｅｒら、Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　Ｕ
．Ｓ．Ａ．、２００６年、１０３巻（２６号）：９７８５～９７８９頁）が含まれる。一
実施形態では、非天然アミノ酸は、和周波発生活性である（ＳＦＧ活性）。他の実施形態
では、ＵＡＡは超偏光性でないが、それが第２高調波活性標識色素、例えば上記の色素の
いずれかに結合するのを許す適当な化学官能基（複数可）を有する。他の実施形態では、
ＵＡＡは、ＳＦＧによる部位特異的立体配置変化が同定されるようにタンパク質中の別個
の部位に組み込むための特注の振動特性を有するプローブを含んでいてもよい。一部の実
施形態では、ＵＡＡへの組入れのためのプローブ部分は、それらが天然のタンパク質構造
を不安定化しないように望ましくは十分に小さく、その例には、限定されずにＮＯ、ＣＮ
、ＳＣＮまたはＮ３を含めることができる。一部の実施形態では、プローブ部分は約１，
９００から２，３００ｃｍ－１の間のスペクトル域の特異な振動シグネチャーを提供し、
それは内在性のタンパク質振動からかなり分離している。別の実施形態では、第２高調波
活性部分（例えば、標識）が表面に対して純配向を有するように、表面に標的タンパク質
を付着させるためにＵＡＡを使用することができる。
【０１８６】
　一部の実施形態では、非天然アミノ酸は、同位体プローブ部分、例えば重水素、１３Ｃ
または他の同位体を含有する。同位体標識（重水素化など）の使用の例証は、参照により
完全に本明細書に組み込まれる、Ｗｅｉｄｎｅｒら、「Ｓｕｍ　ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ　ｇ
ｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｓｏｌｉｄ－ｓｔａｔｅ　ＮＭＲ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，　ｏｒｉｅｎｔａｔｉｏｎ，　ａｎｄ　ｄｙｎａｍｉｃｓ　
ｏｆ　ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ－ａｄｓｏｒｂｅｄ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ」、１３２８８～
１３２９３頁、ＰＮＡＳ、２０１０年７月２７日、第１０７巻、３０号に示されている。
一部の実施形態では、標的タンパク質の第一級アミノ酸配列中の天然の（すなわち、天然
に存在する）アミノ酸またはアミノ酸残基の同位体標識を使用することができる。一部の
実施形態では、天然および非天然のアミノ酸の同位体標識を一緒に使用することができる
。さらに、一部の実施形態では、任意の生化学的実体（候補、標的または両方）の同位体
標識を使用することができる。したがって、同位体標識はアミノ酸だけでなく、本明細書
で提供される生化学的実体中の任意の原子または部分を含むことができる。一部の場合に
は、同位体の標識またはプローブは、本明細書の生化学的実体に付着させることもできる
。
【０１８７】
　したがって、一部の場合には、標的タンパク質中の構造変化は、標的タンパク質の異な
る突然変異体のアミノ酸配列に組み込まれた、非天然アミノ酸標識または一連のそのよう
な標識の傾き角または絶対傾き角を測定することによって、リアルタイムにおよび本当の
空間で判定することができる。プローブは、標的タンパク質中の任意の部位、またはその
末端、またはその任意のドメインに組み入れることができる。一部の実施形態では、標的
タンパク質は、ＵＡＡと共有結合的に反応するように化学的に備えられている第２高調波
活性標識を含むことができる。例えば、タンパク質に組み入れられるＵＡＡがパラ－アセ
チル－フェニルアラニン（ｐＡｃＦ）であるならば、第２高調波活性色素はｐＡｃＦに共
有結合するための適当な化学をその上に有する。別の実施形態、第２のＵＡＡに加えてＳ
ＨＡＡの組入れでは、第２のＵＡＡ（それは、一般に第２高調波活性でない）は、第２の
ＵＡＡとの反応のために適当な化学で誘導体化される表面への定方向でのタンパク質の化
学的に直交性の共有結合を可能にする。ＳＨ活性である（２つのＵＡＡを使用する）高度
に一定方向に向けられた標的タンパク質試料では、ＳＨＧシグナルを生成するためにＵＡ
Ａを利用しない標的タンパク質と比較して、ベースラインＳＨＧシグナルおよび対照（立
体配置変化を有するシグナルの変化）の両方はより大きくなることができる。
【０１８８】
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　他の場合には、本明細書に開示される方法のいずれかでの標的タンパク質のアミノ酸配
列での１つまたは複数のＵＡＡの使用は、標的タンパク質中の１つまたは複数の部位での
１つまたは複数の標識の傾き角を時間の関数として判定することによって、候補アロステ
リックモジュレーターへの結合後に標的タンパク質が受ける実際の立体配置変化の判定を
可能にする。標的タンパク質の三次元構造は、異なる位置に置かれるＳＨＡＡプローブを
各々含有するタンパク質の１つまたは複数の突然変異体を作製することによって判定する
ことができる（すなわち、各突然変異体での表面に対するプローブ配向、したがって側鎖
配向は、各突然変異体のプローブについて判定することができ、全体の三次元タンパク質
構造のモデルはこの情報を使用して造ることができる）。当業者に公知である立体障害方
法、統計的方法、分子動力学、ラマチャンドランプロットまたはエネルギー最小化方法か
らの情報は、測定されたプローブ傾き角を与えられた構造の判定をさらに助けるために使
用することができる。プローブの傾き角の時間分解測定は、リアルタイムで起こるときの
タンパク質の立体配置変化のモーションピクチャーを生成する。ＳＨＧの（およびＳＦＧ
の）事実上瞬間的な応答および感受性のため、特定のプローブの空間配向（例えば、表面
に対する傾き角または絶対傾き角）は、シグナル強度が十分である限り、目的の任意の時
間スケールで、リアルタイムで測定することができる。
【０１８９】
　ＳＨＧ技術でのＵＡＡの使用に関するさらなる情報は、米国特許出願公開第２０１０／
００６８１４４号に見出すことができ、その開示は参照により完全に本明細書に組み込ま
れる。
　ＶＩＩＩ．界面
【０１９０】
　本明細書に開示される方法の一部の態様では、標的タンパク質に結合した第２高調波活
性標識が純配向を有するように、標的タンパク質は固体表面に結合しているまたは界面に
対して配向される。標的タンパク質活性部位中での結合の際、または、その薬剤が標識標
的タンパク質の構造の立体配置変化を誘導する限り、突然変異体もしくは野生型標的タン
パク質の構造を不活性もしくは活性の立体配置に安定させることが可能な候補薬剤の結合
の際に変化することができるのは、この純配向である。一部の実施形態では、界面は、シ
リカ、ガラス、ケイ素、ポリスチレン、ナイロン、プラスチック、金属、半導体または絶
縁体表面、または生物構成要素が吸着または付着することができる任意の表面で作製する
ことができる。異なる実施形態では、界面は気体－液体の界面、液体－液体の界面、液体
－固体または固体－固体の界面であってもよい。一実施形態では、気体－液体の界面は空
気－水の界面である。一実施形態では、液体－液体の界面は、油－水の界面である。異な
る実施形態では、液体－固体の界面は水－ガラスの界面またはベンゼン－ＳｉＯ２の界面
である。
【０１９１】
　一部の態様では、界面は生物細胞およびリポソームの表面を含むこともできる。付着ま
たは固定は、当技術分野で周知である様々な技術によって起こすことができる。例えば、
タンパク質では、生体分子の表面のアミンへのカップリングのために表面をアルデヒドシ
ランで誘導体化することができる（ＭａｃＢｅａｔｈおよびＳｃｈｒｅｉｂｅｒ、２００
０年－その関連部分は参照により本明細書に組み込まれる）。最初に表面にＢＳＡの分子
層を付着させ、次にそれをＮ，Ｎ’－ジスクシンイミジル炭酸塩で活性化することによっ
て、ＢＳＡ－ＮＨＳ（ＢＳＡ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド）表面を使用することもで
きる。ＢＳＡ上の活性化リシン、アスパラギン酸またはグルタミン酸残基は、タンパク質
上の表面アミンと反応する。
【０１９２】
　例えば、その関連部分が参照により本明細書に組み込まれるＳａｌａｆｓｋｙら、Ｂｉ
ｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、３５巻、１４７７３～１４７８１頁、１９９６年、その関連部分
が参照により本明細書に組み込まれる「Ｂｉｏｍｅｍｂｒａｎｅｓ」、Ｇｅｎｎｉｓ、Ｓ
ｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ、Ｋａｌｂら、１９９２年、およびＢｒｉａｎら、１９８
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４年に記載のように、膜タンパク質または他の膜関連構成要素の有り無しで、支持リン脂
質二重層を使用することもできる。支持リン脂質二重層は当技術分野で周知であり、関連
膜タンパク質の有り無しでそれらの作製のために利用可能な、多数の技術がある。それら
が空気に曝露されるときにそれらの破壊を阻止するために、これらの支持二重層は一般的
に水溶液中に沈んでいなければならない。一部の実施形態では、表面は、脂質類似体二重
層表面である。
【０１９３】
　固体表面を使用する場合（例えば、平面基質、ビーズなど）は、標的タンパク質－候補
アロステリックモジュレーター相互作用の検出を最適化するためにその純表面電荷密度を
低減または増強するために、それを様々な化学反応を通して誘導体化することもできる。
他の実施形態では、固体表面は、ガラス表面、プラスチック表面、金属面、ラテックス表
面、ゴム表面、セラミック表面、ポリマー表面、ポリプロピレン表面、ポリビニリデンジ
フルオリド表面、ポリスチレン表面またはポリエチレン表面（例えば、ポリエチレングリ
コール表面）であってもよい。標的タンパク質が固定化される支持体は、粒子、鎖、沈殿
物、ゲル、シート、チュービング、球、容器、毛細管、パッド、切片、フィルム、プレー
トまたはスライドとして存在する広範囲の材料、例えば、限定されずに、生物、非生物、
有機、無機またはこれらのいずれかの組合せで構成されてもよい。表面は、任意の都合の
よい形状、例えば、限定されずに、ディスク、四角、球または環であってもよい。表面は
好ましくは平らであってもよいが、様々な代替表面構成をとることもできる。例えば、表
面は、試料（タンパク質など）が位置する、隆起したまたはくぼんだ領域を含有すること
ができる。表面は、試料を形成することができる強固な支持体を好ましくは形成する。表
面は、適当な光吸収特性を提供するようにも選択される。例えば、表面は、限定されずに
、重合Ｌａｎｇｍｕｉｒ　Ｂｌｏｄｇｅｔｔフィルム、官能基化されたガラス、Ｓｉ、Ｇ
ｅ、ＧａＡｓ、ＧａＰ、ＳｉＯ２、ＳｉＮ４、改変ケイ素または各種のゲルもしくはポリ
マーのいずれか１つ、例えば（ポリ）テトラフルオロエチレン、（ポリ）ビニリデンジフ
ルオリド、ポリエチレングリコール、ポリスチレン、ポリカーボネートまたはそれらの組
合せであってもよい。他の表面材料は、当業者に容易に明らかになる。一実施形態では、
基質は板ガラスまたはシリカである。
【０１９４】
　一部の態様では、所望の表面特徴を提供するために周知の技術を使用して表面をエッチ
ングすることができる。例えば、トレンチ、ｖ溝、メサ構造などの形成として、標的タン
パク質（例えば、タンパク質の合成領域）は、当たる光の焦点内により近くに置かれても
よい。表面には、そこから収集される放射の最大化のために、反射「ミラー」構造を提供
することもできる。別の例として、表面は、ウェルを形成するためにエッチングされても
よい。
【０１９５】
　本発明の別の態様では、親和性標識標的タンパク質をＳＨＧまたはＳＦＧの検出のため
の表面に固定化するために、オリゴポリエチレングリコール（ＰＥＧ）分子を使用するこ
とができる。一部の実施形態では、ＰＥＧは、ＳＡＴ（ＰＥＧ４）（Ｎ－スクシンイミジ
ルＳ－アセチル（チオテトラエチレングリコール）であってもよい。ＳＨＧシグナルを検
出するのに適するペグ化された界面は、適する表面、例えば上記の表面のいずれかをオリ
ゴＰＥＧ溶液でコーティングすることによって調製することができる。一実施形態では、
表面はガラスであってもよい。別の実施形態では、表面はアミノ末端シラン誘導体化ガラ
スであってもよい。親和性タグは当技術分野で一般的であり、例えば、ヒスチジンタグ（
Ｈｉｓ６タグなど）、マルトース結合タンパク質タグ、ＨＡタグ、ビオチンタグ、チオー
ルタグまたはＧＳＴタグであってもよい。一部の実施形態では、親和性タグは、１、２、
３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８
、１９、２０またはそれを超える数のいずれかの数のヒスチジン残基を有するヒスチジン
である。一実施形態では、オリゴＰＥＧ分子は、標的タンパク質の上で発現される親和性
タグに結合する薬剤で改変される。ヒスチジンタグの場合、薬剤はニッケルもしくはコバ
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ルトであってもよく、またはそれは、糖（マルトースなど）、抗体、もしくは親和性タグ
に結合することが可能である当技術分野で公知の任意の他の分子であってもよい。
　ＩＸ．キット
【０１９６】
　本発明は、本明細書に記載される方法の実施で使用するための組成物を含むキットを提
供する。例えば、キットは、標的生化学的実体（例えば、標的タンパク質）へのコンジュ
ゲーションのための１つまたは複数のＳＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧ活性部分（標識など）
、例えば本明細書に記載されるＳＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧ活性標識（色素標識など）の
いずれかを含むことができる。これらには、特異的官能基ごとに異なるカップリング化学
作用を有する色素標識、例えば、限定されずに、マレイミド標識（例えば、ＰｙＭＰＯ－
ＭＡＬＥＩＭＩＤＥ（商標）（１－（２－マレイミジルエチル）－４－（５－（４－メト
キシフェニル）オキサゾール－２－イル）ピリジニウムメタンスルホネート））、ＰｙＭ
ＰＯ－ＮＨＳ、オキサゾール標識、ＢＡＤＡＮ（商標）（６－ブロモアセチル－２－ジメ
チルアミノナフタレン）、ＰｙＭＰＯ－ＳＥ（商標）（１－（３－（スクシンイミジルオ
キシカルボニル）ベンジル）－４－（５－（４－メトキシフェニル）オキサゾール－２－
イル）ピリジニウムブロミド）およびＡＣＲＹＬＯＤＡＮ（商標）（６－アクリロイル－
２－ジメチルアミノナフタレン）を含めることができる。他の実施形態では、色素はクマ
リンをベースとした色素、例えば限定されずに、ケトクマリンおよび３，３’－カルボニ
ルビス（７－ジエチルアミノクマリン）であってもよい。
【０１９７】
　キットへの組入れのために、本明細書に開示される方法のいずれかで使用するためのＳ
ＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧ活性標識でタンパク質を標識するためのツールおよび試薬も企
図される。これらには、限定されずに、異なる標識条件を試験するためのバッファーパネ
ル、標識反応を実施するためのバッファー、標識反応を実施するための管、未結合の標識
から標識タンパク質を精製するためのスピンカラムおよび／またはゲル濾過カラム、なら
びに標識タンパク質を洗浄するためのバッファーを含めることができる。
【０１９８】
　別の実施形態では、キットは、標的生化学的実体（例えば、タンパク質）を結合するた
めの１つまたは複数の表面、例えば本明細書に開示される表面のいずれかを含むことがで
きる。これらの表面は、再使用できるか、または消耗できる（すなわち、１回または限定
回数の使用を目的とする）ものであってもよい。表面は、ガラス（ガラススライドなど）
、プラスチック、金属、ラテックス、ゴム、セラミック、ポリマー（例えば、限定されず
にポリプロピレン、ポリビニリデンジフルオリド、ポリスチレンまたはポリエチレン（例
えば、ポリエチレングリコール））、または生化学的実体（例えば、タンパク質などの生
物分子）が吸着または付着することができる任意の表面で作製することができる。一部の
実施形態では、表面は平滑である。しかし、他の実施形態では、表面は、予め形成された
表面特徴、例えば、限定されずにトレンチ、ｖ溝、メサ構造および／またはウェルを含む
ことができる。さらに、表面は、本明細書に開示される方法のいずれかに従って前洗浄す
ることができる。追加の実施形態では、表面が予め形成された表面特徴を含まない場合、
キットは、表面にウェルを鋳型形成するための接着性のガスケットを含有することができ
る。
【０１９９】
　一実施形態では、キットに含まれる表面は異なる励起幾何構造のために最適化すること
ができ、ここで、非線形光学的光を送達または生じるモードは、限定されずに、１つまた
は複数のＴＩＲ（内部全反射）、伝達または反射に基づく。
【０２００】
　さらなる実施形態では、本明細書に開示されるキットに含まれる表面は、標的生化学的
実体（例えば、標的タンパク質）への付着に適する表面化学を提供する１つまたは複数の
分子で前コーティングされてもよい。これらの分子には、本明細書に開示される分子のい
ずれか、例えば、限定されずにアルデヒドシラン、ＢＳＡ－ＮＨＳ（ＢＳＡ－Ｎ－ヒドロ
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キシスクシンイミド）またはオリゴポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を含めることがで
きる。一実施形態では、分子は、親和性タグ、例えば本明細書に開示されるもののいずれ
かを含むことができる。例えば、表面は、表面にヒスチジン標識タンパク質を固定化する
ためのニッケル－オリゴＰＥＧ分子でコーティングすることができる。
【０２０１】
　別の実施形態では、キットに含まれる表面は、支持脂質（例えば、限定されずにリン脂
質）二重層または支持脂質類似体二重層で前コーティングされてもよい。キットのこの実
施形態は、本明細書に開示される表面のいずれかの上で支持脂質二重層または支持脂質類
似体二重層を調製するのに使用される脂質または脂質混合物も含む。一部の実施形態では
、脂質混合物は、ホスホコリン、例えば、限定されずに、ＤＯＰＣ（１，２－ジオレイル
－ｓｎ－グリセロ－３ホスホコリン）を含むことができる。一部の実施形態では、脂質混
合物は、限定されずに、ＤＤＡＢ（Ｎ，Ｎ－ジステアリル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウ
ムブロミド）、ＤＭＲＩＥ（Ｎ－（１，２－ジミリスチロキシプロパ－３－イル）－Ｎ，
Ｎ－ジメチル－Ｎ－ヒドロキシエチルアンモニウムブロミド）、ＤＯＤＡＣ（Ｎ，Ｎ－ジ
オレイル－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムクロリド）、ＤＯＧＳ（ジヘプタデシルアミド
グリシルスペルミジン）ＤＯＰＥ（１，２－ｓｎ－ジオレイルホスファチジエタノールア
ミン）、ＤＯＳＰＡ（Ｎ－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ－（２－
（スペルミンカルボキサミド）エチル）－Ｎ，Ｎ－ジメチルアンモニウムトリフルオロア
セテート）、ＤＯＴＡＰ（Ｎ－（１－（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ
，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリド）、ＤＯＴＭＡ　Ｎ－（１－（２，３－ジオレイ
ルオキシ）プロピル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチルアンモニウムクロリドの１つまたは複数
を含むことができる。さらなる実施形態では、脂質または脂質混合物の脂質構成要素のい
ずれかは、タンパク質への結合のための親和性タグを含むことができる（例えば、限定さ
れずに、ニッケル化脂質、例えばＤＯＧＳ－Ｎｉ－ＮＴＡ脂質）。
【０２０２】
　本明細書に開示されるキットの１つまたは複数への組入れのために、標的生化学的実体
（例えば、生体分子）と別の生化学的実体（例えば、薬物候補）の間の結合相互作用の特
異性を判定するための、生化学的実体の間の相互作用（例えば、標的タンパク質－薬物候
補相互作用）および標的生化学的実体（例えば、タンパク質）立体配置構造への効果の検
出のための機器で使用するためのシグナル周辺機器も企図される。これらには、パスフィ
ルター、カラーフィルター、干渉もしくは他のスペクトルフィルター（波長選択のためも
しくは高調波から基本波（複数可）を分離するための）、１つまたは複数の偏光光学部品
ならびに／または光線を誘導および収束するための１つもしくは複数の鏡もしくはレンズ
を含めることができる。定量的測定のための電動式回転ステージも、本明細書に開示され
るキットに含まれてもよい。
【０２０３】
　別の実施形態では、タンパク質または酵素の機能のために必要な１つまたは複数の補因
子が、本明細書に開示されるキットに含まれてもよい。これらには、無機の補因子（例え
ば、限定されずに、銅、鉄、マグネシウム、マンガン、モリブデン、ニッケル、コバルト
または亜鉛イオン）が含まれてもよい。これらには、有機補因子、例えば、限定されずに
、チアミンピロリン酸、ＮＡＤ＋（ＮＡＤＨ）、ＮＡＤＰ＋（ＮＡＤＰＨ）、ピリドキサ
ールリン酸、リポアミド、メチルコバラミン、コバラミン、ビオチン、補酵素Ａ、テトラ
ヒドロ葉酸、メナキノン、アスコルビン酸、フラビンモノヌクレオチド、フラビンアデニ
ンジヌクレオチド、補酵素Ｆ４２０、アデノシン三リン酸（ＡＴＰ）、アデノシン二リン
酸（ＡＤＰ）、グアノシン三リン酸（ＧＴＰ）、グアノシン二リン酸（ＧＤＰ）、Ｓ－ア
デノシルメチオニン、補酵素Ｂ、補酵素Ｍ、補酵素Ｑ、シチジン三リン酸、グルタチオン
、ヘム、ヌクレオチド糖、ピロロキノリン、キノンおよび／またはテトラヒドロビオプテ
リンを含めることもできる。本明細書に開示されるキットのいずれかへの組入れのために
、１つまたは複数の標的タンパク質（例えば、ユビキチンもしくはＳＵＭＯ）に結合する
ことが知られている１つまたは複数の標識（例えば、ＳＦＧもしくはＳＨＧ標識）ペプチ
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ドおよび／もしくはタンパク質、あるいは１つまたは複数のＳＦＧもしくはＳＨＧ標識抗
体もしくはその断片も企図される。
【０２０４】
　さらに他の実施形態では、キットは、生化学的実体（例えば、タンパク質）にＳＨＧ、
ＳＦＧまたはＤＦＧ活性非天然アミノ酸（ＵＡＡ）標識を導入するための１つまたは複数
の構成要素を含むことができる。これらの構成要素には、限定されずに、無細胞翻訳抽出
物、特定の非天然アミノ酸標識（例えば、Ａｌａｄａｎ）を導入するためのｔＲＮＡ／ｔ
ＲＮＡシンセターゼ対ならびに／または反応および洗浄バッファーを含めることができる
。
【０２０５】
　別の実施形態では、キットは、生細胞標識のための１つまたは複数の構成要素を含むこ
とができる。これらには、限定されずに、細胞付着のための表面、ＳＨＧ、ＳＦＧまたは
ＤＦＧ活性標識、細胞標識反応に使用されるバッファー、未反応標識を除去するためのウ
ォッシュアウトバッファー、および細胞増殖培地を含めることができる。
【０２０６】
　一部の例では、これらの構成要素は、生化学的実体（例えば、標的タンパク質）の上の
１つまたは複数の位置で、例えば、活性部位、結合部位、アロステリック結合部位、また
はタンパク質構造の上もしくはその中の任意の他の部位（例えば、アッセイによってスク
リーニングされる立体配置変化を受けることができる任意の部位、ｉｎ　ｖｉｖｏまたは
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性と相関する立体配置変化を受ける任意の部位など）から所与
の距離の（例えば、そこのまたはそれに隣接した）戦略的位置で標識を選択的に実施させ
ることができる。キットは、所定位置で選択的標識を達成するためのツールを含むことが
できる。例えば、キットは、本明細書の他の場所で記載されるシグネチャーをベースとし
たスクリーニングおよび評価を可能にする同じ位置で複数の標的生化学的実体を標識する
ためのツールを含むことができる。
　Ｘ．系
【０２０７】
　本発明は、本明細書に記載される方法の実施で使用するための系も提供する。一部の実
施形態では、系は、ＳＨＧ、ＳＦＧまたはＤＦＧ活性部分（例えば、本明細書で提供され
る組成物、方法またはキットのいずれかで開示されるＳＦＧ、ＳＨＧまたはＤＦＧ活性部
分、例えば、ＳＦＧ、ＳＨＧもしくはＤＦＧ活性色素標識またはＳＦＧ、ＳＨＧもしくは
ＤＦＧ活性非天然アミノ酸）で標識される標的タンパク質を含む。系は、標的タンパク質
－薬剤相互作用の検出のための機器であって、ｉ）基本光の光源；ｉｉ）表面付着プロー
ブを有する基質（例えば、ＳＨＧ標識、ＳＦＧ標識またはＤＦＧ標識標的タンパク質）；
およびｉｉｉ）第２高調波または他の非線形光線の強度を測定するための検出器を含む機
器も含む。系の一部の実施形態では、タンパク質上のアロステリック部位への薬剤の結合
は機器によって検出され、検出器によって記録されるデータは記憶媒体を読み出す系によ
ってアクセス可能である固定記憶媒体またはデータ記憶媒体に記録することができる。
【０２０８】
　他の実施形態では、系は、モノクロメーター（波長選択のため）、パスフィルター、カ
ラーフィルター、干渉もしくは他のスペクトルフィルター（波長選択のためもしくは高調
波から基本波（複数可）を分離するための）、１つもしくは複数の偏光光学部品、光線を
誘導および収束するための１つもしくは複数の鏡もしくはレンズ、コンピュータ制御器ま
たはソフトウェアをさらに含む。系は、プロセッサーを有するコンピュータを含むことが
でき、プロセッサーは、メモリに動作可能に連結され、（例えば、ソフトウェアを具体化
するアルゴリズム（複数可）を実行するために）コンピュータ制御器またはソフトウェア
を実行するように構成される。他の実施形態では、非線形の光学光（例えば、ＳＨＧ）を
送達または生じるモードは、以下の手段の１つまたは複数に基づくことができる：ＴＩＲ
（内部全反射）、ファイバーオプティックス（付着ビーズの有り無しで）、伝達（基本波
は試料を通過する）、反射（基本波は、試料から反射される）、スキャン画像化、共焦画
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像化またはスキャン、パワー増強または多重パスセットアップのための空洞共振器。
【０２０９】
　系の別の実施形態では、測定された情報は、以下のパラメータの１つまたは複数を含む
ことができるベクターの形をとることができる：光の強度（一般的にＰＭＴもしくはフォ
トダイオードによって光電圧に変換される）、光の波長（モノクロメーターおよび／もし
くはフィルターで判定される）、時間または位置。機器の２つの一般的な配置は、画像ス
キャン（例えば、ｘ，ｙ座標の関数としての基質－強度、波長などの画像化）および分光
学的（例えば、一部の平面または細胞、リポソームもしくは他の粒子の懸濁液のための強
度、波長などの測定）であってもよい。
【０２１０】
　本発明は、例示として提供され、限定するものではない以下の実施例を参照することに
よって、さらによく理解することができる。
【実施例】
【０２１１】
　（実施例１）：アルファシヌクレインを標的にする薬物候補のスクリーニング方法
　ここで、本発明者らは、標的タンパク質のリアルタイムの立体配置変化の読み出しを使
用する、リガンドスクリーニング方法としてのＳＨＧの最初の使用を報告する。本発明者
らは、タンパク質アルファシヌクレイン、パーキンソン病（ＰＤ）の治療標的、のスペル
ミンによって誘導される立体配置変化に重点を置いた。本発明者らは、ツール化合物とし
てスペルミンを使用して、タンパク質に結合してその立体配置をモジュレートするリガン
ドを同定することができるかどうか答えを求めた。アルファシヌクレインは１４０残基の
非常に酸性のタンパク質であり、ＰＤのための主要な標的である。ＰＤはアルツハイマー
病に次いで２番目に最も普通の神経変性疾患であり、米国では１，０００，０００～１，
５００，０００人に影響を及ぼす（Ｌａｎｇ　ＡＥ　＆　Ｌｏｚａｎｏ　ＡＭ、Ｎｅｗ　
Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　３３９巻（１６号）：１１
３０～１１４３頁（１９９８年）。疾患の２つの特質は、中脳黒質中のドーパミン作動性
ニューロンの減少、およびニューロン中の、主にアルファシヌクレインの凝集体で構成さ
れるレーヴィ小体（ＬＢ）の存在である。アルファシヌクレインの点突然変異は早期発症
ＰＤの稀な形に関係があり、そのタンパク質が疾患機構に関係していることを示唆する（
Ｋｌｏｃｋｇｅｔｈｅｒ　Ｔ、Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ３１
８巻（１号）：１１５～１２０頁（２００４年）。疾患患者の脳で見出されるより大きな
凝集体の前に形成されるアルファシヌクレインのオリゴマーは、ｉｎ　ｖｉｖｏで神経毒
である可能性を益々多くの証拠が示唆する（Ｗｉｎｎｅｒ　Ｂら、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ
ｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ．　１
０８巻（１０号）：４１９４～４１９９頁（２０１１年）。タンパク質がモノマーからフ
ィブリル凝集体に進行する過程は、現在熱心な詳細調査の対象である（Ｎｏｒｒｉｓ　Ｅ
Ｈら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ２８０巻（２
２号）：２１２１２～２１２１９頁、２００５年；Ｋａｒｐｉｎａｒ　ＤＰら、ＥＭＢＯ
　Ｊ２８巻（２０号）：３２５６～３２６８頁、２００９年）。近年の報告は、タンパク
質がｉｎ　ｖｉｖｏでテトラマー構造を採用することを示し、モノマーへの解離がオリゴ
マー化および凝集に先行することを意味する。毒性の種に関係なく、モノマーのアルファ
シヌクレインは、それを安定させることができ、最も初期のステージで凝集を阻止するこ
とができる薬物のための魅力的な治療標的である。アルファシヌクレインは、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏで広く研究されている（Ｗｉｎｎｅｒ　Ｂら、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ．　１０８巻（１０
号）：４１９４～４１９９頁、２０１１年；Ｂｅｒｔｏｎｃｉｎｉ　ＣＷら、Ｐｒｏｃｅ
ｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ１０２巻（５
号）：１４３０～１４３５頁、２００５年；Ｃｏｎｗａｙ　ＫＡ、Ｈａｒｐｅｒ　ＪＤお
よびＬａｎｓｂｕｒｙ　ＰＴ、Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ３９巻（１０号）：２５５２～
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２５６３頁、２０００年）。それは生来非構造化物であり、コンパクトなものから完全に
伸長したものまで一定範囲の立体配置を採用する（Ｂｅｒｔｏｎｃｉｎｉ　ＣＷら、Ｐｒ
ｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ１０２
巻（５号）：１４３０～１４３５頁、２００５年）。Ｃ末端とＮ末端の間の相互作用は、
主にコンパクトな立体配置のタンパク質を安定させるようである。１つの仮説によると、
タンパク質がスペルミンなどのポリアミンまたは低いｐＨに曝露されるとき、これらの相
互作用が破壊され、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで凝集速度は大いに増加する。スペルミンの効果に
ついての別の仮説によると、結合したスペルミンはＣ末端領域の非常に負の電荷状態を低
減し、タンパク質分子間の静電反発力を弱くし、凝集速度が大いに増強される（ＭｃＣｌ
ｅｎｄｏｎ　Ｓ、Ｒｏｓｐｉｇｌｉｏｓｉ　ＣＣおよびＥｌｉｅｚｅｒ　Ｄ、Ｐｒｏｔｅ
ｉｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ１８巻（７号）：１５３１～１５４０頁、２００９年）。いずれの
場合も、タンパク質は凝集の前に立体配置変化を受ける。
【０２１２】
　アルファシヌクレインの結合剤または立体配置モジュレーターを同定する目的のために
、鋳型形成された顕微鏡スライドを読み取るＡｒｔｅｍｉｓと呼ばれるＳＨＧをベースと
したスクリーニング機器を造った。タンパク質の立体配置に及ぼすリガンドの効果は、そ
の機器によってリアルタイムで検出され、報告される。シリコーン鋳型は、各スライドの
上に１６個のウェルを規定する；ウェルの測定は、完了に数秒かかる。現行のスループッ
トは１日につき数百アッセイ程度であり、断片または重点的ライブラリースクリーニング
に適するが、標準のフルイディクスおよびオートメーションを実行することによって、本
発明者らはこの技術を高いスループットに拡大することを意図する。
【０２１３】
　本発明者らは、生来非構造的なタンパク質、モノマーアルファシヌクレイン、パーキン
ソン病（ＰＤ）の標的、のために、立体配置変化のＳＨＧアッセイを開発した。モノマー
からオリゴマー、オリゴマーからフィブリルへのアルファシヌクレイン凝集は、発病と関
連づけされ、リガンドへの結合またはｐＨ変化によって誘導されるモノマー立体配置の変
化が先行すると考えられている。内因性のポリアミンであるスペルミンは、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏでその凝集速度を１０５倍に増加させ、発病で役割を果たすことができるタンパク質
の立体配置変化を誘導する。アルファシヌクレインの立体配置変化アッセイの構築におけ
るツール化合物として、本発明者らはスペルミンを活用した。タンパク質の立体配置への
スペルミンの効果を阻害することができる化合物について、本発明者らはこのアッセイを
使用して断片ライブラリーをスクリーニングした。本発明者らのスクリーニングは、スペ
ルミンの効果を完全に消滅させる１つの化合物をライブラリーから同定した。タンパク質
の立体配置に及ぼすその効果を単独で試験したとき、この化合物はスペルミンのものに類
似した立体配置変化のＳＨＧ応答「シグネチャー」を生成し、それが同じ立体配置を誘導
することができ、スペルミンと同じ部位に結合することができることを示唆する。スペル
ミンが結合する領域であるモノマータンパク質のＣ末端領域にこの化合物が結合すること
を、本発明者らは、１Ｈ、１５Ｎ異核単一量子干渉（ＨＳＱＲ）ＮＭＲによってその後確
認した。従来の技術によってこのタンパク質をスクリーニングするのが困難であったこと
から、アルファシヌクレインに結合することが公知の化合物はほとんどなく、したがって
本発明者らの方法は、アルツハイマー病の標的であるベータアミロイドに関するモノマー
の非凝集立体配置および類似物を安定化することができる化合物を同定する手段を提供す
る。本発明者らが発見した化合物は、このタンパク質のＣ末端領域に結合することが分か
った最初のものであり、治療リード物質の開発のための有益な出発点になることができる
。原則としてＳＨＧを任意の標的に適用することができるので、本発明者らがここに紹介
する技術は、基礎研究および薬物発見のための広範な可能性を有する、タンパク質の立体
配置をモジュレートするリガンドを同定、検証するための、高感度で迅速な手段を提供す
る。
　方法
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【０２１４】
　アルファシヌクレインの精製および標識：アルファシヌクレインの単一部位システイン
突然変異体（Ａ９０Ｃ）を構築し、ＰｙＭＰＯ－マレイミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、
以前の研究で使用したＳＨ活性プローブ、で標識した（Ｓａｌａｆｓｋｙ、Ｊｏｕｒｎａ
ｌ　ｏｆ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｈｙｓｉｃｓ１２５巻（７号）、２００６年；Ｓａｌａ
ｆｓｋｙ、Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｐｈｙｓｉｃｓ
９巻（４２号）：５７０４～５７１１頁、２００７年）。突然変異体（Ａ９０Ｃ）タンパ
ク質は、野生型のように機能すると以前に判定された（Ｂｅｒｔｏｎｃｉｎｉ　ＣＷら、
Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ１
０２巻（５号）：１４３０～１４３５頁、２００５年）。標識は、製造業者の指示に従っ
てタンパク質にカップリングさせ、ゲル濾過によって精製した。
【０２１５】
　Ａｒｔｅｍｉｓ　ＳＨＧスクリーニング機器：Ａｒｔｅｍｉｓ機器は、第２高調波光（
高いピークパワー強度）を生成するのに必要な基本光線を提供する、モードロックＴｉ：
サファイヤ発振器で構成される。本発明者らは、基本波供給源として、Ｍｉｌｌｅｎｉａ
　Ｖ　ＤＰＳＳレーザー（Ｓｐｅｃｔｒａ－Ｐｈｙｓｉｃｓ　Ｃｏｒｐ．）によって送ら
れるＭｉｒａ　９００　Ｔｉ：サファイヤ超高速発振器（Ｃｏｈｅｒｅｎｔ　Ｉｎｃ．）
を使用した。Ｔｉ：サファイヤ発振器は、８０ＭＨｚで約２００ｆｓのパルス時間により
、７８０ｎｍで０．７５Ｗの基本波パワーを生成した。基本波は、この実施例で記載され
る全ての実験のためにｐ偏光を選択するために半波長板を通過させ、内部全反射（ＴＩＲ
）のためのドーブプリズムに約５０μｍのスポットサイズまで収束させた。第２高調波光
を集光レンズで収集し、ダイクロイックミラーおよび波長フィルターを使用して基本波と
分離し、光子計数のためのビルトイン前置増幅器を有するＰＭＴモジュール（Ｈａｍａｍ
ａｔｓｕ）に誘導した。シグナルをデジタル化するためにカスタム仕様のエレクトロニク
スボードを使用し、制御およびデータ収集ソフトウェア（ＬａｂＶｉｅｗ）を実行するコ
ンピュータにデータを送った。
【０２１６】
　ＢＫ７指数マッチング液（Ｃａｒｇｉｌｌｅ）を使用してタンパク質を有するスライド
をプリズムと連結させ、プリズム自体は１０μｍのランダムアドレス可能な精密度が可能
な１－Ｄ翻訳ステージ（Ｒｅｎｉｓｈａｗ）の上に固定した。１６ウェルの各々は、制御
ソフトウェアによってステージを翻訳することによって順番に読み取る。Ａｒｔｅｍｉｓ
は、液体ボーラスを送達する単一チャネルの液体注入器（Ｃａｖｒｏ）を装備していた。
液体ボーラス容量および送達速度は、異なっていてもよかった。ここで記載される実験で
は、本発明者らは、１秒で送達される１０μｌの容量を使用した。測定パラメータには、
リガンド注射の前後の読み出し時間、組込み時間、ステージ温度（ここの全ての実験では
室温に保った）および基本光線のラインに対するステージ位置が含まれる。
【０２１７】
　アルファシヌクレインアッセイスライドの調製：各スライドの上に直径３ｍｍの１６ウ
ェル（容量約１５μｌ）を規定するために、特製の組立ジグを使用して市販のＸｅｎｏｂ
ｉｎｄガラス顕微鏡スライド（Ｘｅｎｏｐｏｒｅ）に、接着性裏材を有するカスタム仕様
のシリコーン鋳型（Ａｒｒｏｗｌｅａｆ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）を適用した。ウェルを規定
する鋳型は、標準の９６ウェルプレートに合わされる。ＰｙＭＰＯ－マレイミド標識アル
ファシヌクレインの保存溶液は、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で５μＭ最終濃度に希釈し
、３０分の間室温でインキュベートすることによって各ウェルのガラス表面への吸着を可
能にした。タンパク質を吸収させた後に、スライドをＡｒｔｅｒｍｉｓプラットホームに
置き、各ウェル中のタンパク質の量を判定するために、各ウェルをＳＨＧによってスキャ
ンした。未結合のタンパク質は、２０μＬのＰＢＳによる５回の洗浄によって次に取り出
した。どのくらい多くのタンパク質がスライド表面に結合しているかを判定するために、
洗浄後のウェルのスキャンを次に実施した。
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【０２１８】
　Ｍａｙｂｒｉｄｇｅライブラリースクリーニング：Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３断片ラ
イブラリーは、ＤＭＳＯに５０ｍＭで可溶化された、純度≧９５％の１，０００個を超え
るファーマコフォア化合物を含有する。断片スクリーニング実験のために、ライブラリー
からの単一の化合物をＰＢＳに希釈し、１ｍＭ（４％ＤＭＳＯ）の最終濃度で各ウェルに
入れた。確実にバッファーミスマッチが起こらないようにするために、スクリーニングの
間に使用された洗浄バッファーは、ＰＢＳ＋４％ＤＭＳＯであった。次にスライドを機器
に装填し、ベースラインシグナルをリアルタイムで測定し、ＳＨＧシグナルを読み取りな
がらスペルミンを５ｍＭで注入した。これらの実験において、ベースラインシグナルは８
秒の間監視し、その後スペルミンを注入し、ＳＨＧシグナルはさらに８秒の間記録した。
【０２１９】
　用量反応曲線のあてはめ：スペルミン（Ｓｉｇｍａ）、スペルミジン（Ｓｉｇｍａ）お
よび化合物Ａの用量反応曲線を判定するために、各化合物の連続希釈液を使用して保存溶
液を調製した。各化合物をウェルに加えて、指示された最終濃度を生成した。スペルミン
については、試験した濃度範囲は、１０μＭ、２００μＭ、４００μＭ、６００μＭ、８
００μＭ、１ｍＭおよび５ｍＭであった。スペルミジンについては、濃度は、１０μＭ、
６２．５μＭ、１２５μＭ、２５０μＭ、５００μＭ、１ｍＭおよび３０ｍＭであった。
化合物Ａについては、濃度範囲は、５μＭ、３２．５μＭ、６２．５μＭ、１２５μＭ、
２５０μＭ、５００μＭおよび１ｍＭであった。濃度はｌｏｇスケールに次に変換し、可
変勾配によるｌｏｇ（アゴニスト）対応答のための非線形回帰あてはめを使用してＧｒａ
ｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ　Ｖ５にデータをプロットした。最も低い濃度および最も高い濃
度の値がそれぞれ０および１００％に等しくなるように、データを正規化した。ＥＣ５０

値は、ソフトウェアによって計算した。
【０２２０】
　競合アッセイ：スペルミン－スペルミジン競合アッセイについては、５μＭの標識アル
ファシヌクレインを含有する各ウェルに最終濃度１ｍＭのスペルミンを入れ、ＳＨＧ強度
の変化を測定した。次に、１ｍＭスペルミンの存在下においてタンパク質を室温で２５分
間インキュベートさせた。２５分後に、３ｍＭのスペルミジンを各ウェルに加え、ＳＨＧ
強度の生じた変化を測定した。各個々の類似体を先ずアルファシヌクレインと２５分間イ
ンキュベートし、その後１ｍＭのスペルミンをウェルに加えたこと以外は、類似体－スペ
ルミン競合アッセイを上記の通りに実施した。
【０２２１】
　スペルミン－化合物Ａ競合アッセイについては、５μＭの標識アルファシヌクレインを
含有する各ウェルに５ｍＭのスペルミンを入れ、ＳＨＧ強度の変化を測定した。スペルミ
ンの存在下でタンパク質を１分間平衡化させ、１００μＭまたは１ｍＭのいずれかの化合
物Ａを各ウェルに加え、ＳＨＧ強度の変化を測定した。
【０２２２】
　ＳＨＧ強度の変化の数量化：各化合物が最大応答（Ｔｍａｘ）を生成するのに必要とさ
れる時間枠を実験により判定するために、対照実験を各化合物について実施した。フタロ
シアニンテトラスルホネート（ＰｃＴｓ；Ｓｉｇｍａ）を使用したもの以外の全ての実験
については、ＳＨＧで測定した最大応答は化合物添加から３０秒以内に起こった。ＰｃＴ
ｓ実験については、最大応答は化合物添加からおよそ４５秒後に起こった。
【０２２３】
　変化パーセントを計算するために、以下の式により、注入（Ｔ０）の直前に測定したＳ
ＨＧ強度をＴｍａｘ時のＳＨＧ強度から引き算し、次にＴ０で割り算した：ＳＨＧ％＝（
ＩＳＨＧ＠Ｔｍａｘ－ＩＳＨＧ＠Ｔ０）／ＩＳＨＧ＠Ｔ０。
【０２２４】
　ＳＨＧ強度変化の閾値を判定するために対照バッファー注入を使用し、上と類似の方法
で計算した。化合物添加によって生成されたＳＨＧ強度値からバッファー閾値を引き算す
ることによって、各化合物の純ＳＨＧ強度変化が次に報告された。生じた値は、化合物添
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加によるＳＨＧ強度の変化パーセントとして報告された。
　結果
【０２２５】
　スペルミンは、アルファシヌクレインの立体配置変化を誘導する：第２高調波発生（Ｓ
ＨＧ）によりアルファシヌクレイン立体配置変化を阻害する新規化合物についてスクリー
ニングするために、スペルミンを使用するアッセイを開発した。スペルミンは多数の細胞
過程に関与するポリアミンであり、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで凝集速度の増加をもたらすアルフ
ァシヌクレインの立体配置変化を誘導することが以前に示された。本発明者らのアッセイ
では、カスタム仕様で組み立てられた顕微鏡スライドの各ウェルにオリゴマー形成のため
の閾値未満の濃度である５μＭのアルファシヌクレインを加え（Ｆｅｒｎａｎｄｅｚ　Ｃ
Ｏら、ＥＭＢＯ　Ｊ２３巻（１０号）：２０３９～２０４６頁、２００４年）、スペルミ
ン添加の前後のＳＨＧシグナルをリアルタイムで測定した。５ｍＭのスペルミンの添加の
際、ＳＨＧシグナル強度は即座に増加する（図１Ａ）。本発明者らは、ＳＨＧ強度の変化
を３６．２６±４．９７％と測定した。この変化は、ＮＭＲで示すようにアルファシヌク
レインのＣ末端へのスペルミン結合によって誘導される公知の立体配置変化に対応する（
Ｂｅｒｔｏｎｃｉｎｉ　ＣＷら、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎ
ａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａ
ｔｅｓ　ｏｆ　Ａｍｅｒｉｃａ１０２巻（５号）：１４３０～１４３５頁、２００５年）
。ＳＨＧを使用して、本発明者らはアルファシヌクレインへのスペルミン結合の用量反応
曲線を得（図１Ｂ）、スペルミンのＥＣ５０を０．８４ｍＭと判定した（ｌｏｇＥＣ５０

－３．０７）［反復：０．７９ｍＭ（ｌｏｇＥＣ５０－３．１３）］。
【０２２６】
　スペルミンに緊密に関連するポリアミンであるスペルミジンも、アルファシヌクレイン
に結合して立体配置変化を誘導することが公知である。追加の対照として、本発明者らは
タンパク質に及ぼすその効果を試験し、それもアルファシヌクレインの立体配置変化を誘
導し、スペルミンのものに類似したＳＨＧシグネチャーを有することを見出した（図１Ｃ
）。スペルミジンの３ｍＭ用量は、ＳＨＧ強度の１９．８８±２．３７％の増加をもたら
す。次に、スペルミジンの用量反応曲線を判定した（図１Ｄ）。ＳＨＧにより、スペルミ
ジンの結合親和性を１．１１ｍＭ（ｌｏｇＥＣ５０＝－２．９５±０．１９）と測定した
。本発明者らのＳＨＧ由来の用量反応曲線のＥＣ５０結果を検証するために、スペルミン
とスペルミジンの間の競合アッセイを用いた。競合アッセイ（図１Ｅ）では、アルファシ
ヌクレインを含有するウェルに１ｍＭのスペルミンを加え、ＳＨＧ強度の２５．５８±４
．３３％（反復：３０．２３±３．６９％）の増加が測定された。１ｍＭスペルミンの存
在下で２５分間のアルファシヌクレインのインキュベーションの後、３ｍＭのスペルミジ
ンを試料に加え、ＳＨＧ強度の５．１±０．８１％の変化が記録された。３ｍＭスペルミ
ジンの添加だけがＳＨＧ強度の約２０％の増加を誘導することを考慮すると、スペルミン
の存在下で見られた比較的小さい（約５％）増加は、スペルミンがアルファシヌクレイン
にスペルミジンより高い親和性で結合することを示唆し、本発明者らの実験により導かれ
た用量反応曲線と一致する。
【０２２７】
　分子スクリーニングのためのプラットホームとしての第２高調波発生：本発明者らが観
察するＳＨＧシグナル変化がスペルミンまたはスペルミジンによって誘導される立体配置
変化に対応することを実証した後、本発明者らは、アルファシヌクレインのスペルミンに
よって誘導される立体配置変化を阻害する新規化合物についてのスクリーニングを追求し
た。ＳＨＧをベースとした競合アッセイを使用して、スペルミン添加の際のアルファシヌ
クレインの立体配置変化を阻害するそれらの能力について、本発明者らはＭａｙｂｒｉｄ
ｇｅ　Ｒｕｌｅ　ｏｆ　Ｔｈｒｅｅ（Ｒｏ３）断片ライブラリーからの１０００個を超え
るリガンドを２反復でスクリーニングした。各ウェルに５μＭのアルファシヌクレインを
加え、アッセイバッファー中の１ｍＭのＭａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３ライブラリーからの
１つの断片化合物と３０分の間プレインキュベートした。次に、スペルミンを５ｍＭで各
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ウェルに加え、ＳＨＧシグナルに生じた変化を測定した。１，０００個の化合物の全ライ
ブラリーから１つの化合物、化合物Ａだけは、ＳＨＧで測定したときスペルミンによって
誘導された立体配置変化を１ｍＭの濃度で完全に阻止した（－１．３９±１．０５；図２
Ａ）。興味深いことに、図２Ｂに示す化合物Ａは、スペルミンと電荷および長さが類似し
ている。図２Ｃ（右トレース）に示すように、アルファシヌクレインへの１ｍＭの化合物
Ａの添加は、ＳＨＧベースラインシグナルを直ちに変化させる。本発明者らはＳＨＧ強度
の変化を３１．６７±４．３１％と測定し、方向（ベースラインと比較した）、大きさお
よび速度を使用してそのＳＨＧ応答をスペルミンの応答に類似と分類した（図３Ｄ）。
【０２２８】
　次に、ＳＨＧによって測定したときに、化合物Ａがアルファシヌクレインの立体配置変
化を誘導することができるかどうか判定した。図３Ａに示すように、アルファシヌクレイ
ンへの１ｍＭの化合物Ａの添加は、ＳＨＧベースラインシグナルを直ちに変化させる。本
発明者らはＳＨＧ強度の変化を３０±２％（反復：３１．６７±４．３１％）と測定し、
方向（ベースラインに対して）、大きさおよび動態はスペルミンの応答に類似していた。
この結果は、スペルミンのそれに類似しているアルファシヌクレインの立体配置変化を化
合物Ａが誘導することを示唆した。次に化合物Ａを滴定し、ＳＨＧによってその用量反応
を測定した（図３Ｂ）。このことから、本発明者らは、ＥＣ５０を９７．８μＭ（ｌｏｇ
ＥＣ５０－４．０１±０．２８）と判定した。Ｋｄがおよそ１００μＭであり、化合物Ａ
は、アルファシヌクレインに対してスペルミンのそれよりおよそ５．５～８倍高い親和性
を有する。
【０２２９】
　化合物Ａがアルファシヌクレインに対してスペルミンよりかなり高い親和性を有すると
すれば、化合物Ａはアルファシヌクレインへの結合に関してスペルミンを凌ぐはずである
。化合物Ａがアルファシヌクレインへの結合に関してスペルミンを凌ぐことができるかど
うか判定するために、アルファシヌクレイン含有ウェルに５ｍＭスペルミンを加えて１分
の間平衡化させた競合アッセイを実施した。スペルミンだけの添加は、ＳＨＧ強度の３７
．４４±６．４０％の増加をもたらした（図３Ｃ）。５ｍＭスペルミンの存在下でのアル
ファシヌクレインのインキュベーションの後、１ｍＭまたは１００μＭの化合物Ａを各ウ
ェルに加え、ＳＨＧ強度の変化を記録した。スペルミンに前結合させたアルファシヌクレ
インへの１ｍＭ化合物Ａの添加は、ＳＨＧ強度の４０．６９±５．８１％の増加をもたら
した。これは、ＳＨＧ強度の３．１８±１．５０％の増加をもたらした１００μＭの化合
物Ａの添加と対照的である。これらのデータは、その標的へのより高い親和性のために、
化合物Ａがアルファシヌクレインへの結合に関してスペルミンを凌ぐことを実証する。さ
らなる比較を、図３Ｄに示す。
【０２３０】
　本発明者らのＳＨＧ実験からの結果は、化合物Ａがアルファシヌクレインに結合して、
スペルミン結合に類似しているがアルファシヌクレインへのより高い親和性で立体配置変
化を誘導することを示した。次に、化合物Ａがアルファシヌクレイン上のスペルミンと同
じ部位に結合するかどうか判定しようとした。これを行うために、アルファシヌクレイン
と複合体の化合物Ａの構造を判定するために、独立した構造技術２－Ｄ　ＨＳＱＲ　ＮＭ
Ｒに変えた。
【０２３１】
　本発明者らのＳＨＧおよびＮＭＲデータの組合せは、化合物Ａがスペルミンと同じ部位
で（図６Ａ）およびより高い親和性でアルファシヌクレインに結合することを実証し、そ
れによって本発明者らの初期スクリーニングの結果を証明するだけでなく、構造スクリー
ニング技術としてのＳＨＧを実証する。
【０２３２】
　アルファシヌクレインと化合物Ａの間の相互作用は、ＮＭＲ分光法によって分析した。
ＮＭＲ共鳴はタンパク質－タンパク質およびタンパク質－リガンド相互作用の非常に高感
度のプローブであり、したがって、相互作用界面および結合親和性の詳細な記載を提供す
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ることができる。化合物Ａを１５Ｎ標識アルファシヌクレインに加え、化学シフトの変化
をアルファシヌクレインの二次元の１Ｈ－１５Ｎ相関スペクトルで追跡した（図６Ｂ）。
アルファシヌクレインの残基Ｇ１１１～Ａ１４０でＮＭＲシグナルの有意な変化が観察さ
れた（図６Ｂおよび図６Ｃ）。アルファシヌクレインへのスペルミンの添加後に非常に類
似した混乱プロファイルが観察されており、化合物Ａおよびスペルミンの両方がアルファ
シヌクレインのＣ末端ドメインに結合することを示す。
【０２３３】
　溶液中でアルファシヌクレインが占めている立体配置のアンサンブルへの化合物Ａの結
合の結果は、常磁性緩和強化（ＰＲＥ）を使用して研究した。特異的に付着している常磁
性のニトロキシドラジカルと近くの陽子（約２５Å未満）の間の相互作用は、横方向の緩
和速度の増加のためにそれらのＮＭＲシグナルの広幅化を引き起こす。この効果は電子－
プロトン間の距離へのｒ－６の依存性を有し、したがってタンパク質での遠距離相互作用
の検出を可能にする。化合物Ａの存在下でアルファシヌクレイン中の一過性の遠距離接触
を観察するために、本発明者らはアルファシヌクレインの９０位に常磁性のＭＴＳＬ標識
を付着した。化合物Ａの非存在および存在下でのＭＴＳＬ－Ａ９０Ｃアルファシヌクレイ
ンのＰＲＥプロファイルの比較は、残基４０～４６および残基１２４～１３６を覆うＣ末
端領域での常磁性の広幅化の低減を明らかにした（図６Ｄ）。したがって、化合物Ａの結
合は、アルファシヌクレインでの一過性の遠距離相互作用を弱める。アルファシヌクレイ
ンでの遠距離相互作用の減弱は、スペルミンによって誘導されるアルファシヌクレイン凝
集の加速と一緒に、スペルミンへの結合の際にも報告されている。したがって、アルファ
シヌクレインの凝集の増強について、化合物Ａをさらに試験した。ＳＨＧおよびＮＭＲに
よって同定された類似の結合モードと一致して、化合物Ａも、アルファシヌクレインフィ
ブリル化のラグ相を有意に短くした（図７Ａ）。化合物Ａの存在下（図７Ｂ、左）および
非存在下（図７Ｂ、右）で得たアルファシヌクレインフィブリルの形態は、類似していた
。したがって、本発明者らのＳＨＧおよびＮＭＲデータの組合せは、化合物Ａがアルファ
シヌクレインＣ末端に結合することを実証する。さらに、ＮＭＲおよびＰＲＥデータは、
化合物Ａがスペルミンと同じ部位、またはそれと実質的な重複部分を有する部位に結合し
、スペルミンについて観察されるのと類似の方法で遠距離相互作用を弱めることによって
タンパク質の立体配置に影響を及ぼすことを示し、それによって、初期スクリーニングの
結果を確認し、構造スクリーニング技術としてＳＨＧを実証する。
【０２３４】
　化合物Ａは、アルファシヌクレインの立体配置変化を誘導するスペルミンの能力の選択
的阻害剤である：１ｍＭの断片濃度でスペルミンの応答の撤廃のヒット基準（例えば、添
加後ベースラインの１％以内）を使用して、Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３ライブラリーを
使用する本発明者らのスクリーニングにおいて、１つの化合物だけを同定した。よりスト
リンジェントでない条件下で本発明者らのライブラリーから、化合物Ａの化学類似体の効
果を調査するために、本発明者らはプログラムＡｃｅｌｏｔ　ＳｉｍＦｉｎｄｅｒ（ａｃ
ｅｌｏｔ．ｃｏｍ／ＳｉｍＦｉｎｄｅｒ．ｈｔｍｌ）を使用して上位５つの化合物をラン
ク付けした。図４Ａで見られるように、類似体は構造的および化学的に化合物Ａに類似し
ている。アルファシヌクレインに曝露させたとき、これらの類似体のいずれかが単独でＳ
ＨＧ強度の変化を誘導するかどうか、先ず判定した。１ｍＭの各個々の類似体の添加は、
ＳＨＧ強度の増加をもたらした（図４Ｂ；表１）。ＳＨＧ強度の増加はアルファシヌクレ
インの立体配置変化を示すが、ＳＨＧシグナル変化の大きさはスペルミンおよび化合物Ａ
で報告した値より有意に低い（ｔ検定）。これらの変化のＳＨＧ応答はベースラインと比
較して振幅および方向が類似しているので、より低い大きさは、化合物Ａによって誘導さ
れるものと異なる立体配置変化ではなく同じ立体配置変化を引き起こす能力がより低いこ
とを示すことができる。例えば、アルファシヌクレイン標的は同じ方法で標識することが
でき、異なる結合実体によって誘導される立体配置変化は、各アルファシヌクレイン標的
の上またはその中の異なる位置、したがって標識から異なる距離で起こることができる。
アルファシヌクレインの立体配置状態の変化（複数可）は、公知の薬理特性または公知の
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機能的効果と相関することができる。一部の場合には、相関はアルファシヌクレイン上の
所与の位置での立体配置変化に特異的であってもよい。したがって、標識位置から離れて
起こる立体配置変化は、検査される公知の薬理特性または公知の機能的効果と関連しなく
てもよい。
【０２３５】
　図４Ｂと類似の比較を、化合物Ａが５つの類似体と一緒に示されている図４Ｄに示す。
【０２３６】
　化合物Ａの類似体のデータの結果をよりよく理解するために、アルファシヌクレインへ
の結合について類似体１、２および５をＮＭＲによって試験した。図４Ｅで見られる化学
シフト差の分析は、類似体１および２が化合物Ａより弱くアルファシヌクレインに結合す
ることを示唆する。
【表１】

【０２３７】
　次に、アルファシヌクレインの存在下で類似体の各々を２５分間インキュベートした競
合アッセイを実施した。２５分後に、１ｍＭのスペルミンを各ウェルに加え、ＳＨＧ強度
の変化を記録した。類似体の存在下でインキュベートしたアルファシヌクレインへのスペ
ルミンの添加は、全ての類似体でＳＨＧ強度の増加をもたらした（図４Ｃ；表１）。これ
らのデータは、化合物Ａに化学的および構造的に類似しているが、これらの類似体は、ス
ペルミンおよび化合物Ａよりアルファシヌクレイン凝集を誘導する能力が低く、アルファ
シヌクレインへの親和性が低いことを示唆する。さらに、本発明者らの類似体競合アッセ
イからの結果は、Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３ライブラリーの中で化合物Ａが唯一の競合
的シヌクレインアグリゲーターであることを確認し、このように本発明者らの初期スクリ
ーニングを実証する。
【０２３８】
　フタロシアニンテトラスルホネートは、異なるＳＨＧシグネチャーを生成する：化合物
Ａに関する本発明者らのデータは、それがアルファシヌクレイン上のスペルミンと同じ部
位に結合し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでアルファシヌクレインの凝集速度を増加させることが公
知の立体配置を生成することを示唆する。アルファシヌクレインの凝集の増加は神経変性
疾患の発病と関連づけられているので、アルファシヌクレイン凝集の公知の阻害剤、フタ
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ロシアニンテトラスルホネート（ＰｃＴｓ）が、スペルミンと比較して異なるＳＨＧシグ
ネチャーを生成するかどうか判定しようとした。図５Ａに示すように、１０μＭのＰｃＴ
ｓによる処置の結果、アルファシヌクレインのＳＨＧ強度の８３．７４±６．４１％（反
復：－７９．６±２．７％）の低下を観察した。さらに、アルファシヌクレインの凝集を
起こしやすい立体配置を誘導する他の分子と比較したとき、ＰｃＴｓ処置のＳＨＧ強度ト
レース（図５Ａ）は、完全に特異なＳＨＧシグネチャーを生成する。図５Ｂに示すように
、アルファシヌクレインのＳＨＧ強度の変化は、１０μＭのＰｃＴＳによる処置後に－７
９．６±２．７％であると測定された。
【０２３９】
　これらのデータは、ＰｃＴｓに類似のＳＨＧシグネチャーを生成する化合物を選択する
ことによって、アルファシヌクレイン凝集の新規阻害剤を同定できることを示唆する。
【０２４０】
　最後に、チオフラビンＴアッセイで化合物Ａを試験し（図７Ａ）、アルファシヌクレイ
ンの凝集速度をｉｎ　ｖｉｔｒｏでおよそ２倍増加させることが見出され、これはスペル
ミンの存在下で見られたのと同じ増加であった。したがって、この化合物はスペルミンと
ほぼ同じ機能的効果を有する。上記のように、この化合物はスペルミンと同じ立体配置変
化も誘導する。
　考察
【０２４１】
　薬物発見で鍵となる限界は、臨床的に重要な標的タンパク質の立体配置変化を誘導する
リガンドを同定するための化学的空間を効率的に探索する能力である。ここに記載される
研究で、本発明者らは、立体配置モジュレーターの同定のための構造技術として第２高調
波発生を使用する最初の例を提示する。本発明者らは１，０００個を超える化合物を含有
する断片ライブラリーをスクリーニングし、スペルミンによって誘導されるアルファシヌ
クレインの立体配置変化を阻害する単一の化合物を同定した。その化合物、化合物Ａは、
単独で立体配置変化を引き起こすこと、およびスペルミンより高い親和性でアルファシヌ
クレインに結合することが示され、このリガンドがスペルミンと同じ立体配置変化を引き
起こすことを示唆した。次に、化合物Ａがスペルミンと同じ部位でアルファシヌクレイン
に結合し、類似の立体配置変化を誘導することを実証するためにＮＭＲを使用した。
【０２４２】
　薬物発見のための新しいプラットホームとしての第２高調波発生：この研究は、特にス
ペルミンなどの公知の立体配置モジュレーターが比較目的のために利用可能であるならば
、ＳＨＧがリガンド作用の機構を判定するための強力な方法であることを実証する。本発
明者らの競合をベースとしたスクリーニングによって、スペルミンによって誘導されるア
ルファシヌクレインの立体配置変化の阻止における作用機構によって分類される２つのク
ラスのリガンドを見出すことができる可能性がある。第１のクラスのリガンドは、スペル
ミン結合部位またはその近くで結合する立体阻害剤である。第２のクラスのリガンドは、
スペルミン結合を阻止する、アルファシヌクレインの立体配置変化を誘導するアロステリ
ック阻害剤である。この研究で提供するＮＭＲデータは、化合物Ａが第１のクラスの阻害
剤のメンバーであることを確認する。
【０２４３】
　しかし、より意外なことは、Ｍａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３ライブラリーからわずか１つ
の化合物だけが同定されたことである。スペルミンおよび化合物Ａは長さおよび電荷が類
似しているが、ライブラリー中のいくつかの化合物は化合物Ａと構造類似性を共有する。
これらの軽微な構造差には、化合物Ａの５員環の６員環への変換、および追加の側鎖の存
在が含まれる。本発明者らのアッセイにおいてスペルミンによって誘導されるアルファシ
ヌクレインの立体配置変化の特異的で強力な阻害剤として化合物Ａを同定する、およびそ
れと緊密に関連する分子を区別するＳＨＧの能力は、この技術の感受性を実証し、スクリ
ーニングプラットホームとしてのＳＨＧの有効性を実証する。
【０２４４】
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　分子スクリーニングのためのツールとしてのＳＨＧシグネチャー：フタロシアニンテト
ラスルホネート（ＰｃＴｓ）は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのアルファシヌクレイン凝集の公知
の阻害剤である。その抗凝集効果にもかかわらず、ＰｃＴｓは神経変性疾患の処置のため
の臨床的に重要な化合物でない。しかし本発明者らのアッセイでは、それがアルファシヌ
クレイン凝集を阻害する新規化合物の同定に有益である可能性を有する。これは、各分子
が、ベースラインと比較したシグナル変化の方向、変化の大きさおよび動態の「ＳＨＧシ
グネチャー」を生成するという事実による。これらのシグネチャーは、結合情報単独より
ストリンジェントなリガンド分類手段を提供する。さらに、分子のシグネチャーを公知の
モジュレーターによって生成されるものと比較することによって、その分子の作用機構の
推定上の分類を作製することができる（同じ標識および連結条件下で）。公知の立体配置
モジュレーターに類似のシグネチャーを生成する化合物を同定しようとするときに、ＳＨ
Ｇシグネチャーによって化合物ライブラリーをスクリーニングすることもできる。例えば
、このアプローチは、ＰｃＴｓに類似しているアルファシヌクレインの立体配置変化を誘
導する潜在的な抗凝集化合物についてＭａｙｂｒｉｄｇｅ　Ｒｏ３ライブラリーをスクリ
ーニングするために使用することができる。
　（実施例２）：アルファシヌクレインを標的にする薬物候補の差別的スクリーニング
【０２４５】
　化合物Ａおよびその類似体（図４Ａ）は、６つの構造的（および化学的）に類似の候補
生化学的実体のライブラリーを構成する。差別的スクリーニングを実施するために、表１
の化合物単独（シフトまたは変化％）に記載の化合物Ａおよびその類似体のＳＨＧ応答を
使用することができる。アルファシヌクレインに曝露させたとき、化合物Ａおよび類似体
の各々はＳＨＧ強度の変化を誘導する。候補生化学的実体の各々は、異なるＳＨＧシグネ
チャーを生じた。１ｍＭの化合物Ａの添加は、ＳＨＧ強度の増加をもたらした（表１）。
１ｍＭの各個々の類似体の添加も、ＳＨＧ強度の増加をもたらした（図４Ｂ；表１）。表
１のシグネチャー応答は、アルファシヌクレインの第１の立体配置状態を測定し、それに
よってＳＨＧベースラインを作成し、６つの構造的に類似の候補生化学的実体の各々をア
ルファシヌクレインと接触させ、アルファシヌクレインの第２の立体配置状態を測定し、
それによって６つの候補生化学的実体のＳＨＧシグネチャーを生じることによって生じた
。ＳＨＧシグネチャーは、アルファシヌクレインの立体配置状態の変化を各々示す（全て
の６つのシグナルはＳＨＧ強度の増加を示す）。さらに、候補生化学的実体の各々は、ア
ルファシヌクレイン（標的生化学的実体）の立体配置状態において異なる変化を生成する
。
【０２４６】
　表１のＳＨＧシグネチャーは、互いと比較することができる（例えば、類似性を判定す
るために）。例えば、ＳＨＧシグネチャーは、コンピュータ実行可能プログラムを使用し
て分析することができる。一部の場合には、時系列での連続的なＳＨＧシグネチャーを比
較することができ、次のＳＨＧシグネチャーは前のステップでの比較に基づいて選択され
る生化学的実体に対して比較することができる。一部の場合には、ＳＨＧシグネチャーの
任意の２つまたはそれを超える数を比較することができる。一部の場合には、ライブラリ
ー中の生化学的実体の全６つのＳＨＧシグネチャーを互いと比較することができる。一部
の場合には、ＳＨＧシグネチャーは、最も高い値、最も低い値、またはさもなければ規定
の参照値を有するＳＨＧシグネチャーと比較することができる。本明細書に記載される差
別的スクリーニングは、例えば公知のモジュレーター（例えば、承認薬）が存在しない状
況で使用することができる（例えば、一部の天然変性タンパク質のために）。一部の例で
は、候補生化学的実体から生化学的実体を選択するために、連続的なまたは同時の比較を
行うことができる。
　この実施例では、ＳＨＧシグネチャーは、ＳＨＧベースラインと比較したＳＨＧシグナ
ルの大きさの変化（例えば、標的生化学的実体の立体配置状態のエンドポイント変化；あ
るいは、標的生化学的実体の立体配置状態の動態学的（リアルタイム）変化を測定するこ
とができる）、およびＳＨＧベースラインと比較したＳＨＧシグナルの方向の変化（ＳＨ
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Ｇパラメータ）を測定することによって生じた。異なるものの、一部の場合には、１つま
たは複数のＳＨＧ類似性パラメータを使用して、少なくとも５つの類似体のＳＨＧシグネ
チャーのサブセットを互いに類似していると分類することができる（ペアでまたは全部）
。例えば、ＳＨＧベースラインと比較したＳＨＧシグナルの大きさの変化の差は、５つの
類似体について互いの５０％以内であり、ＳＨＧベースラインと比較したＳＨＧシグナル
の方向の変化の差は、ライブラリー中の全ての６つの生化学的実体について同じである。
　（実施例３）：アルファシヌクレインを標的にする承認薬のＳＨＧ検出
【０２４７】
　この実施例では、アルファシヌクレインは、ドーパミン、そのプロドラッグレボドパ（
承認薬）の代謝産物、への曝露によりシグナル変化を引き起こす。脳でドーパミンに変換
されるＬドーパとも呼ばれるレボドパは、今でもパーキンソン病の処置のためのゴールド
スタンダードである。アルファシヌクレインの異常な折畳みおよび凝集は、この疾患の主
要な病原因子であると考えられている。レボドパは、パーキンソン病に伴う症状のための
最も有効な療法である。しかし、レボドパはプロドラッグ（すなわち、薬物の前駆体化合
物）および、薬物の生物学的活性形であるドーパミンの前駆体である。
　実験条件
【０２４８】
　天然のアルファシヌクレインにはシステイン残基がないので、色素コンジュゲーション
のための部位特異的ペプチドを生成するために、アラニンからシステインへの突然変異（
Ａ９０Ｃ）をアルファシヌクレインに導入した。標準の技術を使用してＡ９０Ｃアルファ
シヌクレインをＰｙＭＰＯ－マレイミドで次に標識し、改変されたペプチドの位置は質量
分析によってシステイン９０であることが確認された。
【０２４９】
　アルファシヌクレインで実施されるＳＨＧ実験のために、ＰｙＭＰＯ－マレイミド標識
Ａ９０Ｃアルファシヌクレインの保存溶液を、５０ｍＭのＨｅｐｅｓ、ｐＨ７．４、１０
０ｍＭ　ＮａＣｌで５μＭの最終濃度に希釈した。室温で１時間インキュベートすること
によって、５μＭのタンパク質溶液をアルデヒド誘導体化ガラススライドの上に次に固定
化した。対照（バッファー）および化合物の注入は、５０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ、ｐＨ７．４
、１００ｍＭ　ＮａＣｌで実施した。
【０２５０】
　実験は、第２高調波シグナル光（高いピークパワー強度）を発生するために必要な基本
光線を提供する、モードロックＴｉ：サファイヤ発振器を含む機器で実施した。本発明者
らは、Ｍｉｌｌｅｎｉａ　Ｖ　ＤＰＳＳレーザー（Ｓｐｅｃｔｒａ－Ｐｈｙｓｉｃｓ　Ｃ
ｏｒｐ．）によって送られるＭｉｒａ　９００　Ｔｉ：サファイヤ超高速発振器（Ｃｏｈ
ｅｒｅｎｔ　Ｉｎｃ．）を使用した。Ｔｉ：サファイヤ発振器は、８０ＭＨｚで約１５０
ｆｓのパルス時間により、７８０ｎｍで約０．７Ｗの基本波パワーを生成した。基本波は
、（この実施例での全ての実験のために使用された）ｐ偏光を選択するために半波長板を
通過させ、内部全反射（ＴＩＲ）のためのドーブプリズムに約５０μｍのスポットサイズ
まで収束させた。第２高調波光を集光レンズで収集し、ダイクロイックミラーおよび波長
フィルターを使用して基本波と分離し、光子計数のためのビルトイン前置増幅器を有する
ＰＭＴモジュール（Ｈａｍａｍａｔｓｕ）に誘導した。シグナルをデジタル化するために
カスタム仕様のエレクトロニクスボードを使用し、制御およびデータ収集ソフトウェア（
ＬａｂＶｉｅｗ）を実行するコンピュータにデータを送った。
　結果
【０２５１】
　図８および図９は、アルファシヌクレイン立体配置に及ぼすドーパミン処置の効果を示
す。
【０２５２】
　図８は、ドーパミンの添加の際のアルファシヌクレインのＳＨＧ強度の動態学的（リア
ルタイム）変化の例を示す。１ｍＭのドーパミンの添加（図８で矢印によって示す）は、
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注入前レベル（矢印によって印を付けた注入前の時間）よりも増加したアルファシヌクレ
インの（正規化）ＳＨＧ強度をもたらす。ＳＨＧ強度の変化は、ドーパミン結合によるア
ルファシヌクレインの立体配置の変化の結果である。
【０２５３】
　図９は、バッファー単独（左）または１ｍＭのドーパミン（右）の添加の際のアルファ
シヌクレインのＳＨＧ強度の平均変化の数量化である。対照（バッファー）注入の際のア
ルファシヌクレインのＳＨＧ強度の平均変化パーセントは、－１．７４±０．５７％であ
る。エラーバー＝ＳＥＭ、Ｎ＝４。１ｍＭのドーパミン注入の際のアルファシヌクレイン
のＳＨＧ強度の平均変化パーセントは、３．３７５±１．１３％である。対応のないｔ検
定を使用すると、Ｐ値（図９で＊＊によって示す）は統計的に有意である（Ｐ値＝０．０
０６７）と判定される。
　考察
【０２５４】
　図８および図９のＳＨＧ結果（例えば、動態学的またはエンドポイントのＳＨＧシグネ
チャー、シグナルまたはシグナル差）は、例えばドーパミンに類似のＳＨＧシグネチャー
を生成する化合物の選択によって、承認薬の活性形を置換または改良する新規薬物候補を
（例えば、ドーパミンのＳＨＧ結果を候補薬物のＳＨＧ結果と比較することによって）同
定するために使用することができる。これらの代替薬物は、承認薬の活性形と比較して、
類似するまたは改良されたｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性、表現型お
よび／または作用機構を示すことができる。例えば、薬物候補がドーパミンと同じＳＨＧ
応答を示すならば、それは実質的に類似した治療効能および／または薬理学的（または薬
物動態学的）特性を示すことができる。一部の場合には、そのような新規薬物候補は、向
上した毒性および／または臨床安全性特性を示すことができる。レボドパのｉｎ　ｖｉｖ
ｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏの薬理特性、例えば薬物動態学的プロファイル、表現型の変化
、効能および他の臨床データなどの例証は、参照により完全に本明細書に組み込まれる、
Ｄａｖｉｄ　Ｊ　Ｂｒｏｏｋｓ、「Ｏｐｔｉｍｉｚｉｎｇ　ｌｅｖｏｄｏｐａ　ｔｈｅｒ
ａｐｙ　ｆｏｒ　Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅ　ｗｉｔｈ　ｌｅｖｏｄｏｐ
ａ／ｃａｒｂｉｄｏｐａ／ｅｎｔａｃａｐｏｎｅ：　ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｆｒｏ
ｍ　ａ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｎｄ　ｐａｔｉｅｎｔ　ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ」、Ｎｅ
ｕｒｏｐｓｙｃｈｉａｔｒ　Ｄｉｓ　Ｔｒｅａｔ．２００８年２月；４巻（１号）：３９
～４７頁、およびその中の参考文献に示される。
　（実施例４）：構造－活性関係（ＳＡＲ）の判定／カタログ作成
【０２５５】
　Ｒａｆキナーゼの２００を超えるコピーを含む表面アレイを使用して、各々４００から
５００ｇ／ｍｏｌの間の分子量、３つの芳香族基および２～５個の窒素原子を有する２０
０個の異なる化合物およびソラフェニブを含むライブラリーを、構造－活性関係について
評価する。化合物の非存在下でベースラインを確立するために、本出願に記載される単一
高調波発生（ＳＨＧ）方法によって、Ｒａｆキナーゼの立体配置状態を測定する。次に、
ライブラリー中の各化合物を、アレイの上でＲａｆキナーゼの単一コピーと接触させる。
単一のキナーゼ標的の各コピーの立体配置状態は、ＳＨＧ方法によって測定する。各化合
物のＳＨＧシグネチャーは、Ｒａｆキナーゼと接触させる際の立体配置状態の変化に基づ
いて判定される。ソラフェニブは、正の方向に３０％のシフト（すなわち大きさ）を有す
るＳＨＧシグネチャーを有する。構造－活性関係（ＳＡＲ）カタログを作成するために、
化合物はそれらのＳＨＧシグネチャーおよび共通の構造パラメータに基づいて分類される
。例えば、大きさがソラフェニブのそれの１０％以内のシグネチャーを有する８つの化合
物は、「４００から５００ｇ／ｍｏｌの間の分子量、３つの芳香族基、２～５個の窒素原
子および＋２７％～＋３３％の大きさを有するシグネチャー」と分類される。このＳＡＲ
プロファイルに基づいて、Ｒａｆキナーゼに対するそれらの阻害活性についてこれらの化
合物がさらに試験され、化合物の３つがナノモル濃度で抗Ｒａｆ活性を実際に示すことが
発見される。このように、ＳＨＧシグネチャーは、化合物の特性をアッセイする追加の手
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段を提供することができ、ここで、化合物はＳＨＧシグネチャーを使用して構造－活性関
係に基づいて分類することができる。
【０２５６】
　本発明の好ましい実施形態が本明細書で示され、記載されているが、そのような実施形
態は例としてだけ提供されることは当業者に明らかである。当業者であれば、本発明を逸
脱しない範囲で、それにより多くの変形、変更および置換を思いつくと予想される。本明
細書に記載される本発明の実施形態への様々な代替物を本発明の実施で用いることができ
ることを理解すべきである。以下の請求項が本発明の範囲を規定し、これらの請求項の範
囲内の方法および構造ならびにそれらの均等物はそれに含まれるものとする。
　例えば、本発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　生化学的実体をスクリーニングする方法であって、
　（ａ）６つまたはそれを超える候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステッ
プであり、前記６つまたはそれを超える候補生化学的実体は：
　　（ｉ）前記候補生化学的実体の各々の１５０ｇ／ｍｏｌ以内の分子量、
　　（ｉｉ）前記候補生化学的実体の各々の３０％以内の分子量、
　　（ｉｉｉ）前記候補生化学的実体の各々の原子が１５個以内の化学式、
　　（ｉｖ）前記候補生化学的実体の各々の間の１５未満の全原子数の差、
　　（ｖ）５未満の炭素原子数の差、
　　（ｖｉ）５未満の水素原子数の差、
　　（ｖｉｉ）５未満の窒素原子数の差、
　　（ｖｉｉｉ）５未満の酸素原子数の差、
　　（ｉｘ）５未満の硫黄原子数の差、
　　（ｘ）前記候補生化学的実体の各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｄで測定される極性、
　　（ｘｉ）前記候補生化学的実体の各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｐ（分配係数）で測定
される極性、
　　（ｘｉｉ）前記候補生化学的実体の各々の１０％以内のＰＳＡ（極性表面積）で測定
される極性、
　　（ｘｉｉｉ）同一の足場コア、
　　（ｘｉｖ）グラフ理論で測定される化学的類似性、
　　（ｘｖ）０．８５を超えるＴａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ、
　　（ｘｖｉ）３未満の芳香族基数の差、
　　（ｘｖｉｉ）３未満の複素環基数の差、
　　（ｘｖｉｉｉ）３未満の単環基数の差、
　　（ｘｉｘ）３未満の縮合環系数の差、および
　　（ｘｘ）３未満の二重結合数の差
からなる群から選択される１つまたは複数の構造類似性パラメータを使用して判定すると
きに構造的に類似している、ステップと、
　（ｂ）標的生化学的実体の第１の立体配置状態を測定し、それによってベースラインを
作成するステップと、
　（ｃ）前記候補生化学的実体の各々を同じ標的生化学的実体と接触させるステップと、
　（ｄ）前記標的生化学的実体の第２の立体配置状態を測定するステップと、
　（ｅ）前記第２の立体配置状態を使用して前記標的生化学的実体のシグネチャーを判定
するステップと、
　（ｆ）前記シグネチャーに基づいて前記候補生化学的実体から１つまたは複数の生化学
的実体を選択するステップと
を含む方法。
（項目２）
　前記第１または第２の立体配置状態を測定するステップが、内部全反射（ＴＩＲ）を使
用する、項目１に記載の方法。
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（項目３）
　前記第１または第２の立体配置状態を測定するステップが、第２高調波発生（ＳＨＧ）
を使用する、項目１に記載の方法。
（項目４）
　前記シグネチャーを判定するステップが、前記標的生化学的実体の立体配置状態の動態
学的（リアルタイム）変化を測定するステップを含む、項目１に記載の方法。
（項目５）
　前記シグネチャーを判定するステップが、前記標的生化学的実体の立体配置状態のエン
ドポイント変化を測定するステップを含む、項目１に記載の方法。
（項目６）
　前記シグネチャーを判定するステップが、前記シグナルのシグナル強度を測定するステ
ップを含む、項目１に記載の方法。
（項目７）
　前記シグネチャーを判定するステップが、前記ベースラインを使用する、項目１に記載
の方法。
（項目８）
　コンピュータ実行可能プログラムを使用して、１つまたは複数の構造類似性パラメータ
に基づいて前記６つまたはそれを超える候補生化学的実体を分析するステップをさらに含
む、項目１に記載の方法。
（項目９）
　コンピュータ実行可能プログラムを使用して、前記シグネチャーを分析するステップを
さらに含む、項目１に記載の方法。
（項目１０）
　前記候補生化学的実体の各々が、前記標的生化学的実体の立体配置状態において異なる
変化を生成する、項目１に記載の方法。
（項目１１）
　前記標的生化学的実体の立体配置状態の前記変化を、公知の立体配置モジュレーターに
よって生成される立体配置状態の変化と比較するステップをさらに含む、項目１に記載の
方法。
（項目１２）
　前記公知の立体配置モジュレーターが、公知の薬物である、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記公知の立体配置モジュレーターによって誘導される立体配置状態の前記変化に最も
類似している立体配置状態の前記変化に基づいて、１つまたは複数の生化学的実体を選択
するステップをさらに含む、項目１１に記載の方法。
（項目１４）
　前記公知の立体配置モジュレーターによって生成される立体配置状態の前記変化が、薬
理特性または機能的効果に相関する、項目１１に記載の方法。
（項目１５）
　ステップ（ｃ）での接触の際に、前記候補生化学的実体の各々が異なるシグネチャーを
生じる、項目１に記載の方法。
（項目１６）
　前記候補生化学的実体の少なくとも２つが、類似の薬理特性または機能的効果を有する
、項目１に記載の方法。
（項目１７）
　前記候補生化学的実体の少なくとも２つが、類似の薬理特性または機能的効果を有しな
い、項目１に記載の方法。
（項目１８）
　ｉ）前記ベースラインと比較した前記シグネチャーの大きさの変化、
　ｉｉ）前記ベースラインと比較した前記シグネチャーの方向の変化、および
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　ｉｉｉ）前記候補生化学的実体の接触の際の前記シグネチャーの単位時間あたりのシグ
ナルの速度の変化
からなる群から選択されるシグネチャーパラメータを測定するステップをさらに含む、項
目１に記載の方法。
（項目１９）
　ｉ）第１の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと比較した前記シグネチ
ャーの大きさの前記変化が、第２の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと
比較した前記シグネチャーの大きさの前記変化の５０％以内であること、
　ｉｉ）前記第１の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと比較した前記シ
グネチャーの方向の前記変化が、前記第２の候補生化学的実体との接触の際の前記ベース
ラインと比較した前記シグネチャーの方向の前記変化と同じであること、および
　ｉｉｉ）前記第１の候補生化学的実体との接触の際の前記シグネチャーの単位時間あた
りのシグナルの速度の変化が、前記第２の候補生化学的実体との接触の際の前記シグネチ
ャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化の２倍以内であること
からなる群から選択される１つまたは複数のシグネチャー類似性パラメータを使用して判
定したときに、前記第１の候補生化学的実体によって生じる前記シグネチャーおよび前記
第２の候補生化学的実体によって生じる前記シグネチャーが類似している、項目１に記載
の方法。
（項目２０）
　前記第１の立体配置状態が、前記標的生化学的実体を薬剤とインキュベートした後に測
定される、項目１に記載の方法。
（項目２１）
　前記薬剤が、前記ライブラリーからの候補生化学的実体である、項目１に記載の方法。
（項目２２）
　１つまたは複数の生化学的実体が、前記シグネチャーと公知の薬理特性または公知の機
能的効果との相関に基づいて選択される、項目１に記載の方法。
（項目２３）
　生化学的実体をスクリーニングする方法であって、
　（ａ）６つまたはそれを超える候補生化学的実体を含むライブラリーを用意するステッ
プと、
　（ｂ）標的生化学的実体の第１の立体配置状態を測定し、それによってベースラインを
作成するステップと、
　（ｃ）前記候補生化学的実体の各々を同じ標的生化学的実体と接触させるステップと、
　（ｄ）前記標的生化学的実体の第２の立体配置状態を測定するステップと、
　（ｅ）前記第２の立体配置状態を使用して少なくとも第１および第２の候補生化学的実
体のシグネチャーを判定するステップと、
　（ｆ）前記第１の生化学的実体の前記シグネチャーを前記第２の生化学的実体の前記シ
グネチャーと比較するステップと、
　（ｇ）（ｆ）での比較に基づいて、前記候補生化学的実体から１つまたは複数の生化学
的実体を選択するステップと
を含む方法。
（項目２４）
　前記６つまたはそれを超える候補生化学的実体が、
　（ｉ）前記候補生化学的実体の各々の１５０ｇ／ｍｏｌ以内の分子量、
　（ｉｉ）前記候補生化学的実体の各々の３０％以内の分子量、
　（ｉｉｉ）前記候補生化学的実体の各々の原子が１５個以内の化学式、
　（ｉｖ）前記候補生化学的実体の各々の間の１５未満の全原子数の差、
　（ｖ）５未満の炭素原子数の差、
　（ｖｉ）５未満の水素原子数の差、
　（ｖｉｉ）５未満の窒素原子数の差、
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　（ｖｉｉｉ）５未満の酸素原子数の差、
　（ｉｘ）５未満の硫黄原子数の差、
　（ｘ）前記候補生化学的実体の各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｄで測定される極性、
　（ｘｉ）前記候補生化学的実体の各々の１０％以内のｌｏｇ　Ｐ（分配係数）で測定さ
れる極性、
　（ｘｉｉ）前記候補生化学的実体の各々の１０％以内のＰＳＡ（極性表面積）で測定さ
れる極性、
　（ｘｉｉｉ）同一の足場コア、
　（ｘｉｖ）グラフ理論で測定される化学的類似性、
　（ｘｖ）０．８５を超えるＴａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ、
　（ｘｖｉ）３未満の芳香族基数の差、
　（ｘｖｉｉ）３未満の複素環基数の差、
　（ｘｖｉｉｉ）３未満の単環基数の差、
　（ｘｉｘ）３未満の縮合環系数の差、および
　（ｘｘ）３未満の二重結合数の差
からなる群から選択される１つまたは複数の構造類似性パラメータを使用して判定すると
きに構造的に類似している、項目２３に記載の方法。
（項目２５）
　コンピュータ実行可能プログラムを使用して、前記シグネチャーを分析するステップを
さらに含む、項目２３に記載の方法。
（項目２６）
　前記候補生化学的実体の各々が、前記標的生化学的実体の立体配置状態において異なる
変化を生成する、項目２３に記載の方法。
（項目２７）
　（ｃ）での接触の際に、前記候補生化学的実体の各々が異なるシグネチャーを生じる、
項目２３に記載の方法。
（項目２８）
　前記候補生化学的実体の少なくとも２つが、類似の薬理特性または機能的効果を有する
、項目２３に記載の方法。
（項目２９）
　ｉ）前記ベースラインと比較した前記シグネチャーの大きさの変化、
　ｉｉ）前記ベースラインと比較した前記シグネチャーの方向の変化、および
　ｉｉｉ）前記候補生化学的実体の接触の際の前記シグネチャーの単位時間あたりのシグ
ナルの速度の変化
からなる群から選択されるパラメータを測定するステップをさらに含む、項目２３に記載
の方法。
（項目３０）
　ｉ）第１の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと比較した前記シグネチ
ャーの大きさの前記変化が、第２の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと
比較した前記シグネチャーの大きさの前記変化の５０％以内であること、
　ｉｉ）前記第１の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと比較した前記シ
グネチャーの方向の前記変化が、前記第２の候補生化学的実体との接触の際の前記ベース
ラインと比較した前記シグネチャーの方向の前記変化と同じであること、および
　ｉｉｉ）前記第１の候補生化学的実体との接触の際の前記シグネチャーの単位時間あた
りのシグナルの速度の変化が、前記第２の候補生化学的実体との接触の際の前記シグネチ
ャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化の２倍以内であること
からなる群から選択される１つまたは複数のシグネチャー類似性パラメータを使用して判
定したときに、前記第１の候補生化学的実体によって生じる前記シグネチャーおよび前記
第２の候補生化学的実体によって生じる前記シグネチャーが類似している、項目２３に記
載の方法。
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（項目３１）
　前記標的生化学的実体が、天然変性タンパク質である、項目２３に記載の方法。
（項目３２）
　前記天然変性タンパク質が、アルファシヌクレインである、項目３１に記載の方法。
（項目３３）
　前記標的生化学的実体が、公知の立体配置モジュレーターを有しない、項目２３に記載
の方法。
（項目３４）
　前記生化学的実体の１つまたは複数の前記シグネチャーが、公知の薬理特性または公知
の機能的効果と相関する、項目２３に記載の方法。
（項目３５）
　生化学的実体を分類する方法であって、
　（ａ）生化学的実体のライブラリーを用意するステップであり、前記生化学的実体の各
々は異なる分子構造を含む、ステップと、
　（ｂ）前記ライブラリー中の少なくとも１つの生化学的実体を同じ標的生化学的実体と
接触させるステップと、
　（ｃ）前記標的生化学的実体の立体配置状態を測定するステップと、
　（ｄ）前記立体配置状態を使用してシグネチャーを判定するステップと、
　（ｅ）前記シグネチャーを使用して構造－活性関係（ＳＡＲ）カタログを作成するステ
ップと
含む方法。
（項目３６）
　前記ＳＡＲを作成するステップが、前記シグネチャーを結合特性、機能的特性、効能、
力価、選択性またはそれらの組合せと相関させるステップを含む、項目３５に記載の方法
。
（項目３７）
　前記ＳＡＲを作成するステップが、前記シグネチャーを前記候補生化学的実体の１つま
たは複数の構造パラメータと相関させるステップを含み、前記構造パラメータは、分子量
、化学式、全原子数、炭素原子数、水素原子数、窒素原子数、酸素原子数、硫黄原子数、
ｌｏｇ　Ｄによって測定される極性、ｌｏｇ　Ｐによって測定される極性、ＰＳＡ（極性
表面積）によって測定される極性、足場コア、グラフ理論で測定される化学的類似性、Ｔ
ａｎｉｍｏｔｏ（またはＪａｃｃａｒｄ）係数Ｔ、芳香族基数、複素環基数、単環基数、
縮合環系数および二重結合数からなる群から選択される、項目３５に記載の方法。
（項目３８）
　生化学的実体の前記ライブラリーが、薬物候補を含む、項目３５に記載の方法。
（項目３９）
　前記標的生化学的実体が、薬物標的である、項目３５に記載の方法。
（項目４０）
　薬理特性または機能的効果と関連する前記生化学的実体の少なくとも１つの中の結合部
分を判定するために前記ＳＡＲを分析するステップをさらに含む、項目３５に記載の方法
。
（項目４１）
　コンピュータ実行可能プログラムを使用して、前記シグネチャーを分析するステップを
さらに含む、項目３５に記載の方法。
（項目４２）
　前記接触の前に前記標的生化学的実体の前記立体配置状態を測定し、それによってベー
スラインを作成するステップをさらに含む、項目３５に記載の方法。
（項目４３）
　前記シグネチャーが、前記標的生化学的実体の前記立体配置状態の変化を示す、項目３
５に記載の方法。
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（項目４４）
　前記シグネチャーを判定するステップが、前記標的生化学的実体の前記立体配置状態の
動態学的（リアルタイム）変化を測定するステップを含む、項目３５に記載の方法。
（項目４５）
　前記シグネチャーを判定するステップが、前記標的生化学的実体の前記立体配置状態の
エンドポイント変化を測定するステップを含む、項目３５に記載の方法。
（項目４６）
　ｉ）前記ベースラインと比較した前記シグネチャーの大きさの変化、
　ｉｉ）前記ベースラインと比較した前記シグネチャーの方向の変化、および
　ｉｉｉ）前記候補生化学的実体の接触の際の前記シグネチャーの単位時間あたりのシグ
ナルの速度の変化
からなる群から選択されるシグネチャーパラメータを測定するステップをさらに含む、項
目３５に記載の方法。
（項目４７）
　ｉ）第１の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと比較した前記シグネチ
ャーの大きさの前記変化が、第２の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと
比較した前記シグネチャーの大きさの前記変化の５０％以内であること、
　ｉｉ）前記第１の候補生化学的実体との接触の際の前記ベースラインと比較した前記シ
グネチャーの方向の前記変化が、前記第２の候補生化学的実体との接触の際の前記ベース
ラインと比較した前記シグネチャーの方向の前記変化と同じであること、および
　ｉｉｉ）前記第１の候補生化学的実体との接触の際の前記シグネチャーの単位時間あた
りのシグナルの速度の変化が、前記第２の候補生化学的実体との接触の際の前記シグネチ
ャーの単位時間あたりのシグナルの速度の変化の２倍以内であること
からなる群から選択される１つまたは複数のシグネチャー類似性パラメータを使用して判
定したときに、前記第１の候補生化学的実体によって生じる前記シグネチャーおよび前記
第２の候補生化学的実体によって生じる前記シグネチャーが類似している、項目３５に記
載の方法。
（項目４８）
　前記ＳＡＲカタログまたは前記シグネチャーと、公知の薬理特性または公知の機能的効
果との相関に基づいて、１つまたは複数の生化学的実体を選択するステップをさらに含む
、項目３５に記載の方法。
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