
(57)【要約】

本発明は、全ての血清型のボツリヌス毒素および破傷風

毒素を含むいずれのクロストリジウム毒素のプロテアー

ゼ活性をアッセイするのにも有用な、クロストリジウム

毒素基質を提供する。本発明のクロストリジウム毒素基

質は、ドナー・フルオロフォア、ドナー・フルオロフォ

アの発光スペクトルと重複する吸収スペクトルを有する

アクセプター、および切断部位を含むクロストリジウム

毒素認識配列を含み、ここで該切断部位はドナー・フル

オロフォアとアクセプターの間に介在し、適切な条件下

、ドナー・フルオロフォアとアクセプターの間で共鳴エ

ネルギー転移が見られる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 (a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
　 (b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア
ク セ プ タ ー ;お よ び 、
　 (c)切 断 部 位 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 、
　 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と
該 ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ
ー の 間 で 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 。
【 請 求 項 ２ 】
　 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 が Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ） 認 識 配 列 で な い
、 請 求 項 ２ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ 】
　 (a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
　 (b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア
ク セ プ タ ー ;お よ び
　 (c)切 断 部 位 を 含 む Ａ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｒ ｇ を 含 む も の 、
ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ １ ９ ７ － Ａ ｒ ｇ １

９ ８ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ５ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Glu-Ala-Asn-GlnArg-Ala-Thr-Lys (配 列 番 号 ： 1)ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ
ド を 含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ (配 列 番 号 ： ２ )の 残 基 １ ８ ７ － ２ ０ ３ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を
含 む 、 請 求 項 ６ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 (a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
　 (b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア
ク セ プ タ ー ;お よ び 、
　 (c)切 断 部 位 を 含 む Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む も の 、 ま た は
そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ ｅ ７ ７ を
含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Gly-Ala-Ser-GlnPhe-Glu-Thr-Ser (配 列 番 号 ： ３ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ
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ド を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 基 質 :
ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ５ ５ － ９ ４ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド ；
ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ６ ０ － ９ ４ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド ； お よ び 、
ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ６ ０ － ８ ８ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 (a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
　 (b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア
ク セ プ タ ー ;お よ び 、
　 (c)切 断 部 位 を 含 む Ｃ １ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク
セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間
で 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の
、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ ２ ５ ３ － Ａ ｌ ａ

２ ５ ４ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Asp-Thr-Lys-Lys-Ala-Val-Lys-Tyr (配 列 番 号 ： ５ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ
チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、
ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ １ ９ ８ － Ａ ｌ ａ １

９ ９ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ (配 列 番 号 ： ２ )の 残 基 ９ ３ － ２ ０ ２ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含
む 、 請 求 項 １ ９ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 (a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
　 (b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア
ク セ プ タ ー ;お よ び 、
　 (c)切 断 部 位 を 含 む Ｄ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ を 含 む も の 、 ま た は
そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ ５ ９ － Ｌ ｅ ｕ ６ ０ を 含 む
も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Arg-Asp-Gln-Lys-Leu-Ser-Glu-Leu (配 列 番 号 ： ６ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ
チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
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　 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ７ )の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む
、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
(a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
(b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク
セ プ タ ー ;お よ び 、
(c)切 断 部 位 を 含 む Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ － Ｉ ｌ ｅ を 含 む も の 、
ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ １ ８ ０ － Ｉ ｌ ｅ １

８ １ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Gln-Ile-Asp-Arg-Ile-Met-Glu-Lys (配 列 番 号 ： ８ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ
チ ド を 含 む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ (配 列 番 号 ： ２ )の 残 基 １ ５ ６ － １ ８ ６ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含
む 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ １ 】
(a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
(b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク
セ プ タ ー ;お よ び 、
(c)切 断 部 位 を 含 む Ｆ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ を 含 む も の 、 ま た は
そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ５ ８ － Ｌ ｙ ｓ ５ ９ を 含 む
も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Glu-Arg-Asp-Gln-Lys-Leu-Ser-Glu (配 列 番 号 ： ９ ） 、 ま た は そ の 模 擬 ペ
プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ３ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ７ )の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む
、 請 求 項 ３ １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
(a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
(b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク
セ プ タ ー ;お よ び 、
(c)切 断 部 位 を 含 む Ｇ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 (Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 。
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【 請 求 項 ３ ７ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、 ま た は
そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ ８ ３ － Ａ ｌ ａ ８ ４ を 含 む
も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Glu-Thr-Ser-Ala-Ala-Lys-Leu-Lys (配 列 番 号 ： １ ０ )、 ま た は そ の 模 擬
ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ３ ８ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
(a)ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
(b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク
セ プ タ ー ;お よ び 、
(c)切 断 部 位 を 含 む 破 傷 風 毒 素 (Ｔ ｅ Ｎ Ｔ ） 認 識 配 列 、
　 を 含 む Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ
ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で 共 鳴
エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら れ る Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む も の 、 ま た は
そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ４ ０ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ ｅ ７ ７ を
含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ４ １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 ア ミ ノ 酸 配 列  Gly-Ala-Ser-Gln-Phe-Glu-Thr-Ser (配 列 番 号 ： １ １ )ま た は そ の 模 擬 ペ
プ チ ド を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 以 下 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 、 請 求 項 ４ １ 記 載 の 基 質 ：
ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ３ ３ － ９ ４ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド ；
ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ２ ５ － ９ ３ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド ； お よ び 、
ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ７ )の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 少 な く と も １ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ 得 る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、 ３
、 ４ 、 ９ 、 １ ４ 、 ２ １ 、 ２ ６ 、 ３ １ 、 ３ ６ ま た は ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 少 な く と も ２ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ 得 る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、
３ 、 ４ 、 ９ 、 １ ４ 、 ２ １ 、 ２ ６ 、 ３ １ 、 ３ ６ ま た は ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 少 な く と も ５ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ 得 る 、 請 求 項 １ 、 ２ 、
３ 、 ４ 、 ９ 、 １ ４ 、 ２ １ 、 ２ ６ 、 ３ １ 、 ３ ６ ま た は ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 少 な く と も １ ０ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ 得 る 、 請 求 項 １ 、 ２
、 ３ 、 ４ 、 ９ 、 １ ４ 、 ２ １ 、 ２ ６ 、 ３ １ 、 ３ ６ ま た は ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 少 な く と も １ ５ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ 得 る 、 請 求 項 １ 、 ２
、 ３ 、 ４ 、 ９ 、 １ ４ 、 ２ １ 、 ２ ６ 、 ３ １ 、 ３ ６ ま た は ４ ０ の い ず れ か に 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 少 な く と も １ ミ リ 秒 の 蛍 光 寿 命 を 有 す る 、 請 求 項 ５

10

20

30

40

50

(5) JP 2005-520000 A 2005.7.7



０ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が 非 蛍 光 性 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が フ ル オ レ セ イ ン で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ で あ る 、 請 求
項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン で あ る 、 請 求 項 １ 、 請 求 項 ５ ３ 、 ま た は 請 求
項 ５ ４ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ で あ る 、 請 求 項 １ ま た は 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ で あ る 、 請 求 項 １ 、 請 求 項 ５ ３ ま た は 請 求 項 ５
４ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 最 大 １ ０ ０ 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 最 大 ５ ０ 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ６ ０ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 最 大 ４ ０ 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ６ １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 最 大 ２ ０ 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び 該 ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 最 大 １ ５ 残 基 で 隔
て ら れ て い る 、 請 求 項 １ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び 該 ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 最 大 １ ０ 残 基 で 隔
て ら れ て い る 、 請 求 項 ６ ４ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び 該 ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 最 大 ８ 残 基 で 隔 て
ら れ て い る 、 請 求 項 ６ ５ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び 該 ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 最 大 ６ 残 基 で 隔 て
ら れ て い る 、 請 求 項 ６ ６ 記 載 の 基 質 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
　 (a)(i) ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ;
　 　  (ii) 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す
る ア ク セ プ タ ー ;お よ び 、
　 　  (iii) 切 断 部 位 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 、
　 を 含 み 、 該 切 断 部 位 が 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切
な 条 件 下 、 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 該 ア ク セ プ タ ー の 間 で 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 見 ら
れ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に よ り 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た
条 件 下 、 試 料 を 処 置 し 、
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　 (b)該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 励 起 し ； そ し て 、
　 (c)該 処 置 済 基 質 の 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 対 照 基 質 と 対 比 し て 測 定 す る 段 階 を 含 み 、
　 該 対 照 基 質 と 比 較 し た 場 合 の 該 処 置 済 基 質 の 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 に お け る 相 違 が ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ る 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ る 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1基 質 で あ る 、 請 求
項 ６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ る 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ る 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 で あ る 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 該 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 基 質 が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ る 、 請 求 項
６ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 を 含 む Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 毒 素 基 質 で あ る 、 請 求
項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 該 試 料 が 未 精 製 細 胞 溶 解 物 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 該 試 料 が 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 、 ま た は ７ ０ か ら ７ ７ ま で の い
ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 該 試 料 が 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 軽 鎖 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 、 ま た は ７ ０ か ら ７ ７ ま で
の い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 該 試 料 が 製 剤 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 製 品 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 該 試 料 が Ｂ Ｏ Ｔ Ｏ Ｘ （ 登 録 商 標 ） で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 段 階 (c)が 該 処 置 済 基 質 の ド ナ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 対 照 基 質 と 比 較 し
て 増 加 し た 該 処 置 済 基 質 の ド ナ ー 蛍 光 強 度 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示
す 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 段 階 (c)が 該 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 対 照 基 質 と
比 較 し て 減 少 し た 該 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 示 す 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ８ ５ 】
　 段 階 (c)が 該 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 お よ び ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極
大 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 該 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 か ら 該 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発
光 極 大 付 近 へ の 発 光 極 大 に お け る シ フ ト が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す
、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 段 階 (c)が ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 の 蛍 光 振 幅 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 付 近
の 蛍 光 振 幅 に 対 す る 比 率 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 対 照 試 料 と 比 較 し て 減 少 し た 該 処 置 済 試
料 に お け る 比 率 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 段 階 (c)が 該 処 置 済 基 質 に お け る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 状 態 寿 命 を 検 出 す る こ
と を 含 み 、 対 照 基 質 と 比 較 し て 増 加 し た 該 処 置 済 基 質 に お け る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 励
起 状 態 寿 命 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 さ ら に 、 段 階  (c) を １ ま た は そ れ 以 上 の 時 間 間 隔 お い て 繰 り 返 す こ と を 含 む 、 請 求 項
６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 少 な く と も ９ ０ ％ の 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 最 大 ２ ５ ％ の 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 最 大 １ ５ ％ の 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る 、 請 求 項 ９ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 最 大 ５ ％ の 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る 、 請 求 項 ９ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 ア ッ セ イ が 線 形 と な る よ う ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 が 選 択
さ れ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 該 ア ク セ プ タ ー が 非 蛍 光 性 で あ る 、 請 求 項 ６ ８ 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

（ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に は 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ ア ッ セ イ 、 例 え ば ボ
ツ リ ヌ ス 毒 素 お よ び 破 傷 風 毒 素 の よ う な ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の ア ッ
セ イ に 関 し 、 よ り 具 体 的 に は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ す る た
め の 分 子 間 で ク エ ン チ ン グ さ れ た 基 質 お よ び 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 背 景 技 術 ）
　 破 傷 風 、 お よ び ま れ で は あ る が 致 死 的 な 疾 患 と な る 可 能 性 の な る ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 神
経 麻 痺 症 候 群 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 の 細 菌 に よ っ て 産 生 さ れ る 神 経 毒 素 に よ り 引 き 起 こ
さ れ る 。 こ れ ら の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素 は 、 神 経 細 胞 に 対 し 非 常 に 強 く ま た 特 異 的 な
毒 で あ り 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 の ヒ ト 致 死 量 は マ イ ク ロ グ ラ ム の オ ー ダ ー で あ る 。 従 っ て 、 飲
食 物 に 存 在 す る ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 が 微 量 で あ っ て も 公 衆 衛 生 を 害 し 、 そ れ は 厳 し い 試 験 を 通
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し て 回 避 さ れ な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら 、 そ れ ら の 潜 在 的 に 有 害 な 作 用 に も 関 わ ら ず 、 低 用 量 に 制 御 さ れ た ボ ツ リ
ヌ ス 神 経 毒 素 は 治 療 薬 と し て 使 用 さ れ 成 功 を 収 め て い る 。 こ れ ら の 毒 素 は 、 様 々 な 局 所 ま
た は 分 節 的 失 調 、 斜 視 、 お よ び コ リ ン 作 動 性 神 経 終 末 活 性 の 可 逆 的 抑 制 が 望 ま れ る 他 の 症
状 の 治 療 管 理 に 使 用 さ れ て い る 。 ヒ ト に お け る ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 の 確 立 さ れ た 治 療 的 使
用 に は 、 例 え ば 、 眼 瞼 痙 攣 、 半 側 顔 面 痙 攣 、 喉 頭 発 生 障 害 、 局 所 多 汗 症 、 流 涎 、 口 顎 ジ ス
ト ニ ア 、 頚 部 ジ ス ト ニ ア 、 斜 頚 、 斜 視 、 肢 ジ ス ト ニ ア 、 職 業 性 痙 攣 お よ 筋 波 動 症 が 含 ま れ
る (Rossetto et al, Toxicon 39:27-41 (2001))。 例 え ば 、 少 量 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ の 痙 攣 組
織 へ の 筋 肉 内 注 射 は 、 脳 障 害 、 脊 髄 障 害 、 脳 卒 中 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 脳 性 麻 痺 に よ る 痙
縮 の 処 置 に 効 果 的 に 用 い ら れ る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の さ ら な る 可 能 性 あ る 臨 床 学 的 使
用 は 、 今 で も 調 査 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 食 料 品 中 の 少 量 の ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に 関 す る 潜 在 的 危 険 性 お よ び 的 確 な 医 薬 製 剤 を 調 製 す
る 必 要 性 が あ る 場 合 、 現 在 食 品 お よ び 医 薬 品 業 界 の 両 方 に お い て ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に つ
い て の ア ッ セ イ が 用 い ら れ て い る 。 食 品 業 界 で は 、 新 し い 食 品 包 装 方 法 の 有 効 性 を 確 認 し
、 食 品 の 安 全 性 を 保 証 す る た め に 、 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 に 対 す る ア ッ セ イ が 要 求 さ れ る 。
ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 の 臨 床 上 の 用 途 は 増 加 し て お り 、 医 薬 品 調 製 お よ び 品 質 管 理 の た め の ボ ツ
リ ヌ ス 神 経 毒 素 活 性 に 対 す る 的 確 な ア ッ セ イ が 必 要 と さ れ る 。 両 業 界 に お い て 、 現 在 マ ウ
ス 致 死 性 試 験 が ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 活 性 を ア ッ セ イ す る の に 使 用 さ れ て い る 。 残 念 な こ と に 、
こ の ア ッ セ イ に は い く つ か の 欠 点 が あ る ： 多 数 の 実 験 動 物 が 必 要 と さ れ る こ と に よ る 費 用
； 特 異 性 の 欠 如 ； お よ び 大 き な 動 物 集 団 を 使 用 し な い 場 合 に 不 正 確 な ア ッ セ イ と な る 可 能
性 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 従 っ て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 活 性 を ア ッ セ イ す る た め の 新 規 な 材 料 お よ び 方 法 が 必 要
と さ れ る 。 本 発 明 は 、 こ の 要 求 を 満 た し 、 そ の 上 関 連 す る 利 点 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 は 、 全 て の 血 清 型 の ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 お よ び 破 傷 風 毒 素 を 含 む い ず れ の ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ す る の に も 有 用 な 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質
を 提 供 す る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ
び 切 断 部 位 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ
フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル
オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る 。 こ の よ う な ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例
え ば ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に は 、 Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ） 認 識 配 列 で な い 、 ボ
ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 （ ｂ ） ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光
ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 、 （ ｃ ） 切 断 部 位 を
含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 を 含 む Ａ ／ Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ａ ／ Ｅ ） 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介
在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間
で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ／ Ｅ 基 質 を 提 供 す る 。 そ の よ う な Ａ ／ Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 基 質 は
ま た 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 毒 素 の 両 方 に よ っ て 切 断 さ れ や す い 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 例 え ば 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス
ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ａ 血 清
型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部
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位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ
ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 を 提 供
す る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 例 え ば Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る
残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｒ ｇ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 こ れ ら 、
お よ び 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 他 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 配 列 は Ｎ 末 端 か ら Ｃ 末 端 へ の 方
向 で 記 載 さ れ て い る と 理 解 さ れ る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は ま た 、 例 え ば ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ
Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も 6つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ １ ９ ７ － Ａ ｒ ｇ １ ９ ８ を 含 む も
の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 有 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Glu-Ala-Asn-GlnArg-Ala-Thr-Lys (配 列 番 号 ： １ )ま た は
そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 ヒ ト Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 残 基 １ ８ ７ － ２ ０ ３ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 本
発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に お い て は 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー が
有 用 で あ り 、 そ れ に は フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ
Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま
れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ っ て さ ら に 提 供 さ れ る の は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位
を 含 む Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ っ
て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｂ 基 質 で あ る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 例 え ば Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す
る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 例 え ば
、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で Ｇ
ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ ｅ ７ ７ 、 を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 あ る 態 様 に お
い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly-Ala-Ser-GlnPhe-Glu-Thr-Ser (
配 列 番 号 ： ３ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ｂ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ５ ５ － ９ ４ 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （
配 列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ６ ０ － ９ ４ 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ６ ０ － ８ ８
、 ま た は こ れ ら 配 列 の 一 つ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に お い て は
様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー が 有 用 で あ る こ と が 理 解 さ れ る ； そ の
よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ に は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト
ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録
商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と
重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｃ １ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転
移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 例 え ば ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す
る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 例 え ば
、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残
基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ２ ５ ３ － Ｐ ｈ ｅ ２ ５ ４ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 有 す る こ
と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Asp-Th
r-Lys-Lys-Ala-Val-Lys-Tyr (配 列 番 号 ： ５ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は ま た 、 例 え ば Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す
る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 そ の よ
う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 例 え ば ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基
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で あ っ て Ａ ｒ ｇ １ ９ ８ － Ａ ｌ ａ １ ９ ９ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。
典 型 的 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 残 基 ９ ３ － ２ ０ ２
、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の 全 て の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 基 質 と 同 様 に 、 様 々
な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 に 有 用 で あ
り 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ
び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル
と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｄ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ ） 認 識 配 列 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 を 提 供 す る 。 本 発
明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 例 え ば Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ
ｓ － Ｌ ｅ ｕ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ ５ ９ － Ｌ
ｅ ｕ ６ ０ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Arg-Asp-Gln-Lys-Leu-Ser-Glu-Leu (配 列 番 号 ： ６ )ま た
は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 ラ
ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む
。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に お い て は 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ
ー が 有 用 で あ る こ と が 理 解 さ れ る ； そ の よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ
ア に は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び
Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 こ れ
ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル
と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 を 提 供 す る 。 Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 例 え ば Ｓ Ａ Ｎ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ
ｇ － Ｉ ｌ ｅ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は
、 例 え ば ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ １ ８ ０ － Ｉ
ｌ ｅ １ ８ １ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発
明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gln-Ile-Asp-Arg-Ile-Met-Glu-Lys (配 列 番 号 ：
８ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は
、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 残 基 １ ５ ６ － １ ８ ６ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド
を 含 む 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 に お い て は 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ
タ ー の 組 み 合 わ せ が 有 用 で あ る 。 こ れ ら の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み
合 わ せ に は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お
よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、
こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 に よ り さ ら に 提 供 さ れ る の は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を
含 む Ｆ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 で あ っ て
、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共
鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ
基 質 で あ る 。 こ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 例 え ば Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す
る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 あ る 態
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様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ
て Ｇ Ｌ ｎ ５ ８ － Ｌ ｙ ｓ ５ ９ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い
て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ －
１ １ ６ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は
、 ア ミ ノ 酸 配 列 Glu-Arg-Asp-Gln-Lys-Leu-Ser-Glu (配 列 番 号 ： ９ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ
ド を 含 む 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 業 界 に お け る 当 業 者 は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ
チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標
） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ を 含 む 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の
組 み 合 わ せ が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 に お い て 有 用 で あ り 、 同 時 に こ れ ら に 限 定 さ れ な
い こ と を 理 解 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 ま た 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重
複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｇ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス
毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 を 提 供 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 例 え ば Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ
を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 例 え
ば ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ ８ ３ － Ａ ｌ ａ ８ ４ を 含 む
も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質
は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Glu-Thr-Ser-Ala-Ala-Lys-Leu-Lys (配 列 番 号 ： １ ０ )ま た は そ の 模 擬 ペ
プ チ ド を 含 む 。 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に 関 し て 前 述 さ れ る よ う に 、 様 々 な ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 に お い て 有 用
で あ る 。 そ の よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ に は 、 フ ル オ レ
セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ
ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 に よ っ て ま た 提 供 さ れ る の は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を
含 む 破 傷 風 毒 素 （ Ｔ ｅ Ｎ Ｔ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ る 。 本 発 明 の Ｔ ｅ
Ｎ Ｔ 基 質 は 、 例 え ば Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を
含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 そ の よ う な Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 例
え ば ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ ｅ ７ ７

を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基
質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly-Ala-Ser-Gln-Phe-Glu-Thr-Ser (配 列 番 号 ： １ １ )ま た は そ の 模 擬
ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ：
４ ） の 残 基 ３ ３ － ９ ４ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ ま た は
こ れ ら 配 列 の 一 つ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー
の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 に お い て 有 用 で あ り 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ
ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ）
４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 具 体 的 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 少 な く と も １ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 に よ
り 切 断 さ れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本
発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 少 な く と も １ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ
ラ ム 毒 素 の 活 性 に よ り 切 断 さ れ る 。 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ
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Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま
た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 少 な く と も ２ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 に よ り 切 断 さ
れ る 。 な お 更 な る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ
1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、
少 な く と も ５ ０ 、 １ ０ ０ ま た は １ ５ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 に よ り 切 断 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 蛍 光 お よ び 非 蛍 光 ア ク セ プ タ ー を 含 む 、 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ
タ ー が 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 で あ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） 、 Ｄ Ａ
Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ お よ び Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に お い て 有 用 な ア
ク セ プ タ ー は 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ お よ び Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ 含 む が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に お い て 有 用 な 典 型 的 ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ａ ｌ
ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ
Ａ Ｎ Ｓ 、 フ ル オ レ セ イ ン － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商
標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 様 々 な 長 さ の ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド を 包
み 、 そ こ で 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー は 異 な る 長 さ の 残 基 に よ っ て 隔 て ら
れ て い る 。 具 体 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 最 大 ２ ０ 残 基 、 最
大 ４ ０ 残 基 、 最 大 ５ ０ 残 基 、 ま た は 最 大 １ ０ ０ 残 基 を 有 す る ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド
で あ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー は 最 大 ６ 残 基 、 最
大 ８ 残 基 、 最 大 １ ０ 残 基 ま た は 最 大 １ ５ 残 基 に よ っ て 隔 て ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て さ ら に 提 供 さ れ る の は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定
方 法 で あ る 。 本 方 法 は 、 （ ａ ） ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 下 、
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ
ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含
む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ
タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク
セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に よ り 試 料 を 処 置 し 、 （ ｂ ） ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア を 励 起 し 、 そ し て （ ｃ ） 対 照 基 質 と 対 比 し て 処 置 済 基 質 の 共 鳴 エ ネ ル ギ ー
転 移 を 測 定 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比 較 し た 場 合 の 処 置 済 基 質 の 共 鳴 エ ネ ル
ギ ー 転 移 に お け る 相 違 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 本 発 明 の 方 法 は
蛍 光 ま た は 非 蛍 光 ア ク セ プ タ ー に よ っ て 実 行 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 い ず れ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ す る の
に も 使 用 で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を
測 定 す る た め Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基
質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ Ａ
Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ｇ ｌ
ｎ － Ａ ｒ ｇ を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ｂ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い
て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ っ て
も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア
ミ ノ 酸 残 基 が Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 を 利 用 可 能 で あ る 。 本 発
明 の 方 法 に お い て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ｃ １ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-520000 A 2005.7.7



を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ を 含 む 、 ま た は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２
５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ａ ｒ ｇ － Ａ
ｌ ａ を 含 む 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 本 明 細 書 に
開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６
つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ を 含 む Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ プ ロ テ ア ー ゼ 活
性 を 測 定 す る た め Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｅ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｓ
Ａ Ｎ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が
Ａ ｒ ｇ － Ｉ ｌ ｅ を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方
法 に お い て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質
で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連
続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質
を 利 用 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連
続 す る 残 基 を 含 み 、 該 ６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ
基 質 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る の に 有 用 で あ り
、 こ の 場 合 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 に 依 存 す る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 も 本
発 明 の 方 法 に 有 用 で あ り 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 を 含 み 、 該
６ つ の 連 続 す る ア ミ ノ 酸 残 基 が Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 活 性 あ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 、 ま た は そ の 軽 鎖 ま た は 断 片 を 含 む 可 能 性 の あ る 様 々 な
試 料 が 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 試 料 は 、 未 精 製 細 胞 溶 解 物 、 単 離
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 、 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 軽 鎖 、 製 剤 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 製
品 、 例 え ば Ｂ Ｏ Ｔ Ｏ Ｘ （ 登 録 商 標 ） 、 お よ び 生 、 調 理 済 、 特 に 調 理 済 ま た は 加 工 済 食 物 ま
た は 飲 物 を 含 む 飲 食 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 様 々 な 方 法 に よ っ て 測 定 可 能 で あ る 。 あ
る 態 様 で は 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は 処 置 済 基 質 の ド ナ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 す
る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比 較 し て 増 加 し た 処 置 済 基 質 の ド ナ ー 蛍 光 強 度 は 、 ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 別 の 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を
測 定 す る 段 階 は 、 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 対
照 基 質 と 比 較 し て 減 少 し た 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は
、 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 お よ び ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 大 を 検 出 す る
こ と を 含 み 、 こ こ で 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 か ら ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 大 付
近 へ の 発 光 極 大 に お け る シ フ ト は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 さ ら
な る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 の
蛍 光 振 幅 の 、 ド ナ ー 発 光 極 大 付 近 の 蛍 光 振 幅 に 対 す る 比 率 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で
、 対 照 試 料 と 比 較 し て 減 少 し た 処 置 済 試 料 の 比 率 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 を 示 す 。 な お 更 な る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は 、 ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 状 態 寿 命 を 検 出 す る こ と に よ っ て 実 行 さ れ 、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比
較 し て 増 加 し た 処 置 済 基 質 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 状 態 寿 命 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。
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【 ０ ０ ２ ６ 】
以 下 に さ ら に 論 じ る よ う に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 様 々 な 条 件
が 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 あ る 態 様 で は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 に 適 し た 条 件 は 、 ア ッ セ イ が 線 形 と な る よ う 選 択 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 少 な く
と も ９ ０ ％ が 切 断 さ れ る よ う に 選 択 さ れ る 。 更 な る 態 様 に お い て は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒
素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は 、 最 大 ５ ％ 、 最 大 １ ０ ％ 、 最 大 １ ５ ％ 、 最 大 ２ ０ ％ 、
ま た は 最 大 ２ ５ ％ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 有 無 を 測 定 す る の に 、 ま た は 全 て の 血 清 型 の ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 お よ び 破 傷 風 毒 素 を 含 む い ず れ か の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を
測 定 す る の に 有 用 な 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
毒 素 基 質 は 、 一 つ に は 、 切 断 産 物 を 非 切 断 産 物 か ら 分 離 す る 必 要 が な く 、 か つ 動 物 に 対 す
る 毒 性 に 依 存 し な い 迅 速 か つ 単 純 な 均 一 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ に 利 用 可 能 で あ る た め 価
値 が あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば 、 高 度 精 製 二 本 鎖 毒 素
ま た は 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 軽 鎖 と 同 様 に 、 未 精 製 で 大 量 の 試 料 お よ び を 解 析 す る の
に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 以 下 に 述 べ る よ う に 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ )は 、 光 子 の 発 光 な く 励 起 が
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア か ら ア ク セ プ タ ー に 転 移 さ れ る 、 二 つ の 分 子 の 電 子 励 起 状 態 間 の
距 離 依 存 性 相 互 作 用 で あ る 。 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 過 程 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 強
度 お よ び 励 起 状 態 寿 命 の 減 少 （ ク エ ン チ ン グ ） を 結 果 と し て も た ら し 、 ア ク セ プ タ ー が フ
ル オ ロ フ ォ ア の 場 合 は ア ク セ プ タ ー の 発 光 強 度 を 増 加 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 切 断 後 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 減 少 し 、 例 え ば 増 加 し た ド ナ ー 蛍 光
発 光 、 減 少 し た ア ク セ プ タ ー 蛍 光 発 光 、 ま た は ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 か ら ド ナ ー 発 光
極 大 付 近 へ の 発 光 極 大 に お け る シ フ ト に よ っ て 検 出 で き る 。 必 要 で あ れ ば 、 試 料 中 の ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 量 は 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 度 合 い の 相 違 の 関 数 と し て 適 当 な 基 準 を 用 い て 計 算
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位
を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 こ こ で 、 該 切 断 部 位 は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば
ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 基 質 に は 、 Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ） 認 識 配 列 で な い 、 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 少 な く と も １ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切
断 さ れ る 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ
、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本 発
明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 少 な く と も １ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ
ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は
Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 少 な く と も ２ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ る 。 な
お 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 少 な く と も
５ ０ 、 １ ０ ０ ま た は １ ５ ０ ナ ノ モ ル ／ 分 ／ ミ リ グ ラ ム 毒 素 の 活 性 で 切 断 さ れ る 。 こ の よ う
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な 活 性 は 標 準 的 速 度 条 件 の 下 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 蛍 光 お よ び 非 蛍 光 ア ク セ プ タ ー を 含 む 、 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ
タ ー が 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 で あ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８
、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ お よ び Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に お い て 有
用 な ア ク セ プ タ ー は 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ）
７ を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に お い て 有 用 な 典 型
的 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ
ミ ン 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ
Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 フ ル オ レ セ イ ン － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ
ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ を 含 む が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 様 々 な 長 さ の タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 お よ び 模
擬 ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー は 異 な る 数 の 残 基 に
よ っ て 隔 て ら れ て い る 。 具 体 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 最
大 ２ ０ 残 基 、 最 大 ４ ０ 残 基 、 最 大 ５ ０ 残 基 、 最 大 １ ０ ０ 残 基 、 最 大 １ ５ ０ 残 基 、 最 大 ２ ０
０ 残 基 、 最 大 ２ ５ ０ 残 基 、 最 大 ３ ０ ０ 残 基 、 最 大 ３ ５ ０ 残 基 ま た は 最 大 ４ ０ ０ 残 基 を 有 す
る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー は 、 最 大 ６ 残 基 、 最 大
８ 残 基 、 最 大 １ ０ 残 基 、 最 大 １ ２ 残 基 、 最 大 １ ５ 残 基 、 最 大 ２ ０ 残 基 、 最 大 ２ ５ 残 基 、 最
大 ３ ０ 残 基 、 最 大 ３ ５ 残 基 ま た は 最 大 ４ ０ 残 基 に よ っ て 隔 て ら れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 破 傷 風 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 属 に よ っ て 産 生 さ れ 、 破 傷 風 お よ
び ボ ツ リ ヌ ス 中 毒 症 の 神 経 麻 痺 症 候 群 を 引 き 起 こ す 。 破 傷 風 神 経 毒 素 が 主 に Ｃ Ｎ Ｓ シ ナ プ
ス に 作 用 す る 一 方 、 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 は 末 梢 性 に 作 用 す る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素
は 近 似 し た 細 胞 中 毒 機 序 を 共 用 し 、 神 経 伝 達 物 質 の 放 出 を 抑 制 す る 。 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し
た 二 つ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 よ り 構 成 さ れ る こ れ ら の 毒 素 に お い て 、 大 き い 方 の サ ブ ユ ニ ッ ト
は 、 神 経 特 異 的 結 合 お よ び 小 さ い 方 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 細 胞 質 内 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン
に 関 与 す る 。 神 経 細 胞 内 に お け る ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン お よ び 還 元 の 後 、 小 さ い 方 の 鎖 が
、 神 経 細 胞 細 胞 質 に お け る ニ ュ ー ロ エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に 関 与 す る タ ン パ ク 質 成 分 に 特 異
的 な ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 を 示 す 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 標 的 で あ る Ｓ Ｎ Ａ Ｒ Ｅ タ ン パ ク 質
は 、 様 々 な 非 神 経 細 胞 タ イ プ に お け る エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に 共 通 し て い る ； 神 経 細 胞 と 同
様 に こ れ ら の 細 胞 に お い て 、 軽 鎖 ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 が エ キ ソ サ イ ト ー シ ス を 阻 害 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 破 傷 風 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 Ｂ 、 Ｄ 、 Ｆ 、 お よ び Ｇ は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ （ ｓ ｙ ｎ ａ ｐ ｔ ｏ
ｂ ｒ ｅ ｖ ｉ ｎ ） を 特 異 的 に 認 識 す る が 、 こ れ は 神 経 毒 素 に よ っ て 異 な る 結 合 の 所 で 切 断 さ
れ る シ ナ プ ス 小 胞 膜 内 在 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ボ ツ リ ヌ ス Ａ お よ び Ｅ 神 経 毒 素 は 、 シ ナ プ
ス 前 膜 の タ ン パ ク 質 で あ る Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ を 、 そ の タ ン パ ク 質 の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 に お
け る 二 つ の 相 異 な る 部 位 で 特 異 的 に 認 識 お よ び 切 断 す る 。 ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 Ｃ は 、 Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ に 加 え て 、 神 経 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 で あ る ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ を 切 断 す る 。 三 つ の
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素 標 的 タ ン パ ク 質 は 酵 母 か ら ヒ ト ま で 保 存 さ れ て い る が 、 切 断 部
位 お よ び 毒 素 感 受 性 は 必 ず し も 保 存 さ れ て い な い （ 以 下 参 照 ； Humeau et al., Biochimie
 82:427 446 (2000); Niemann et al., Trends in Cell Biol. 4:179 185 (1994); お よ
び  Pellizzari et al., Phil. Trans. R. Soc. London 354:259-268 (1999))も 参 照 ） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 天 然 の 破 傷 風 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 神 経 毒 素 は 、 リ ー ダ ー 配 列 の な い １ ５ ０ ｋ Ｄ ａ の 不 活 性
ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と し て 産 生 さ れ る 。 こ れ ら の 毒 素 は 、 露 出 し た プ ロ テ ア ー ゼ 感 受 性 ル ー プ
の と こ ろ で 細 菌 ま た は 組 織 プ ロ テ イ ナ ー ゼ に よ っ て 切 断 さ れ 、 活 性 二 本 鎖 毒 素 を 生 成 し 得
る 。 天 然 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 は 、 重 鎖 （ Ｈ 、 １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ ） お よ び 軽 鎖 （ Ｌ 、 ５ ０ ｋ
Ｄ ａ ） を 架 橋 す る 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 一 つ 含 む ； こ の よ う な 架 橋 は 、 細 胞 外 に 加 え ら
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れ た 毒 素 の 神 経 毒 性 に と っ て 重 要 で あ る (Montecucco and Schiavo, Quarterly Rev. Biop
hysics 28:423-472 (1995)。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 １ に 示 す よ う に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 は 三 つ の 別 個 の ５ ０ ｋ Ｄ ａ ド メ イ ン に 折 り 畳
ま れ て い る よ う で あ り 、 各 ド メ イ ン は 別 個 の 機 能 的 役 割 を 有 す る 。 図 ２ に 描 か れ る よ う に
、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 細 胞 中 毒 機 序 は ４ つ の 異 な る 段 階 よ り 成 る ： （ １ ） 結 合 、 （ ２
） 内 在 化 、 （ ３ ） 膜 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン 、 お よ び （ ４ ） 酵 素 的 標 的 修 飾 。 重 鎖 の カ ル ボ
キ シ 末 端 部 分 （ Ｈ Ｃ ） は 神 経 特 異 的 結 合 に お い て 機 能 し 、 一 方 Ｈ 鎖 の ア ミ ノ 末 端 部 分 （ Ｈ

Ｎ ） は 、 膜 ト ラ ン ス ロ ケ ー シ ョ ン に お い て 機 能 す る 。 Ｌ 鎖 は 、 細 胞 内 触 媒 活 性 に 関 与 す る
(Montecucco and Schiavo, 前 述 , 1995)。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ８ 種 類 の ヒ ト ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 対 応 す る 遺 伝 子 に 由 来 し て
い る (Neimann, ” Molecular Biology of Clostridial Neurotoxins”  in Sourcebook of 
Bacterial Protein Toxins Alouf and Freer (Eds.) pp. 303-348 London: Academic Pre
ss 1991)。 Ｌ 鎖 お よ び Ｈ 鎖 は 、 そ れ ぞ れ お よ そ ４ ３ ９ お よ び ８ ４ ３ 残 基 よ り 構 成 さ れ る 。
相 同 性 あ る セ グ メ ン ト が 、 ほ と ん ど ま た は 全 く 類 似 し な い 領 域 に よ っ て 隔 て ら れ て い る 。
Ｌ 鎖 の 最 も 良 く 保 存 さ れ た 領 域 は 、 ア ミ ノ 末 端 部 分 （ １ ０ ０ 残 基 ） お よ び 中 心 領 域 （ Ｔ ｅ
Ｎ Ｔ の 残 基 ２ １ ６ － ２ ４ ４ に 相 当 ） 、 お よ び 鎖 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 形 成 し て い る 二 つ の
シ ス テ イ ン で あ る 。 こ の ２ １ ６ － ２ ４ ４ の 領 域 は 、 亜 鉛 － エ ン ド ペ プ チ ダ ー ゼ に 特 徴 的 な
His-Glu-X-X-His結 合 モ チ ー フ を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 重 鎖 は 軽 鎖 ほ ど よ く は 保 存 さ れ て お ら ず 、 Ｈ Ｃ の カ ル ボ キ シ 末 端 部 分 （ Ｔ ｅ Ｎ Ｔ の 残 基
１ １ ４ ０ － １ ３ １ ５ に 相 当 ） が 最 も 変 化 に 富 ん で い る 。 こ の こ と は 、 Ｈ Ｃ ド メ イ ン が 神 経
終 末 へ の 結 合 に 関 与 し て い る こ と 、 お よ び 異 な る 神 経 毒 素 は 異 な る 受 容 体 に 結 合 し て い る
よ う で あ る と い う 事 実 と 一 致 す る 。 多 く の 血 清 型 特 異 的 抗 体 が 重 鎖 決 定 基 を 認 識 す る こ と
は 驚 く べ き こ と で は な い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の ヌ ク レ オ チ ド お よ び ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に よ り 、 そ れ ら が 共 通
の 先 祖 遺 伝 子 に 由 来 す る こ と が わ か る 。 こ れ ら 遺 伝 子 の 拡 散 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒
素 遺 伝 子 が 移 動 性 の 遺 伝 子 エ レ メ ン ト 上 に 位 置 す る こ と よ っ て 促 進 さ れ て い る 可 能 性 が あ
る 。 以 下 に さ ら に 述 べ る よ う に 、 ７ 種 類 の ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 の 配 列 変 異 体 が 当 業 界 で 知 ら れ
て い る 。 例 え ば 図 ５ か ら 図 ７ 、 お よ び  Humeau et al., 前 述 , 2000 参 照 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 前 述 の よ う に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素 の 本 来 の 標 的 は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５
、 お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ を 含 む 。 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ は シ ナ プ ス 小 胞 膜 に 結 合 し て お り 、 一 方 Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ は 標 的 膜 に 結 合 し て い る （ 図 ３ 参 照 ） 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ
お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ を カ ル ボ キ シ 末 端 領 域 に お い て 切 断 し て そ れ ぞ れ ９
ま た は ２ ６ ア ミ ノ 酸 残 基 を 放 出 し 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ も ま た Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ を カ ル ボ キ シ 末
端 付 近 で 切 断 す る 。 ボ ツ リ ヌ ス 血 清 型 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ お よ び
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 、 お よ び 破 傷 風 毒 素 は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 保 存 さ れ た 中 心 部 分 に 作 用 し 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ
の ア ミ ノ 末 端 部 分 を 細 胞 質 中 へ 放 出 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ は 、 ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ を 細 胞 膜
内 側 膜 表 面 付 近 の 単 一 の 部 位 で 切 断 す る 。 従 っ て Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 、 お よ び Ｔ ｅ Ｎ Ｔ の 作 用 に よ り 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ お よ び ｓ
ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 細 胞 質 内 ド メ イ ン の 大 部 分 が 放 出 さ れ る が 、 一 方 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｃ 1ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ の タ ン パ ク 分 解 に よ っ て は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 小 さ な 部 分 し
か 放 出 さ れ な い  (Montecucco and Schiavo, 前 述 , 1995)。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 膜 貫 通 セ グ メ ン ト を 欠 く 約 ２ ０ ６ 残 基 の タ ン パ ク 質 で あ る Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ は 、 神 経 細 胞
膜 の 細 胞 質 内 表 面 に 結 合 し て い る （ 図 ３ 、 Hodel et al., Int. J. Biochemistry and Cel
l Biology 30:1069-1073 (1998)も 参 照 ） 。 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ か ら 哺 乳 類 ま で 高 度 に
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保 存 さ れ た ホ モ ロ グ に 加 え て 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 関 連 タ ン パ ク 質 は ま た 酵 母 か ら も 単 離 さ れ
て い る 。 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ は 発 生 中 の 軸 索 伸 長 に 必 要 で あ り 、 ま た 成 熟 神 経 系 に お け る 神 経
終 末 可 塑 性 に と っ て 必 要 な 可 能 性 が あ る 。 ヒ ト に お い て は 、 発 生 中 に 二 つ の ア イ ソ フ ォ ー
ム が 相 異 な る か た ち で 発 現 す る ； ア イ ソ フ ォ ー ム ａ は 、 胎 児 段 階 の 初 期 に 構 成 的 に 発 現 し
、 一 方 ア イ ソ フ ォ ー ム ｂ は 出 生 時 に 現 れ 成 年 期 に 主 に 発 現 す る 。 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ３ の よ う な
Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ ア ナ ロ グ も ま た 、 神 経 系 外 部 、 例 え ば 膵 臓 細 胞 に 発 現 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ は 約 １ ２ ０ 残 基 の タ ン パ ク 質 で あ り 、 正 確 な 長 さ は 種 お よ び ア イ ソ タ イ プ に 依
存 す る 。 図 ３ に 示 す よ う に 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ は 短 い カ ル ボ キ シ 末 端 セ グ メ ン ト を 小 胞 内 腔 内 に 含
む が 、 一 方 で そ の 分 子 の ほ と ん ど は 細 胞 質 に 露 出 し て い る 。 プ ロ リ ン リ ッ チ ア ミ ノ 末 端 ３
０ 残 基 は 種 お よ び ア イ ソ フ ォ ー ム 間 で 相 違 す る が 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 中 心 部 分 （ 残 基 ３ ０ － ９ ６
） は 高 度 に 保 存 さ れ て お り 、 荷 電 お よ び 親 水 性 残 基 に 富 み 、 か つ 高 度 に 保 存 さ れ た 既 知 の
切 断 部 位 を 含 む 。 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ は 、 シ ナ プ ト フ ィ ジ ン と と も に シ ナ プ ス 小 胞 膜 上 に 結 合 し て い
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、 ウ シ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ 、 酵 母 、 イ カ お よ び Ａ ｐ
ｌ ｙ ｓ ｉ ａ ホ モ ロ グ を 含 む 、 様 々 な Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 種 ホ モ ロ グ が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る
。 さ ら に 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ お よ び セ ル ブ レ ビ ン を 含 む 、 多 数 の Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア イ
ソ フ ォ ー ム が 同 定 さ れ て お り 、 か つ 非 神 経 細 胞 に お い て 非 感 受 性 型 が 同 定 さ れ て い る 。 Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 分 布 は 相 異 な る 細 胞 タ イ プ に お い て 様 々 で あ る が 、 Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ は す べ て の 脊 椎 動 物 組 織 に お い て 存 在 す る よ う で あ る 。 チ キ ン お よ び ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ
－ １ は 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ に よ っ て 切 断 さ れ る 。 こ れ ら の Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ホ モ ロ
グ は 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 切 断 部 位 に お い て 、 ヒ ト ま た は マ ウ ス Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ で
は グ ル タ ミ ン が 存 在 す る 場 所 に バ リ ン を 有 す る 。 置 換 は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 ／ Ｆ 、 ま た は ／ Ｇ
に は 影 響 せ ず 、 そ れ ら は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ を 同 様 の 率 で 切 断 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ は 神 経 細 胞 膜 の 細 胞 膜 内 側 表 面 上 に 位 置 し 、 カ ル ボ キ シ 末 端 セ グ メ ン
ト を 介 し て 膜 に 固 定 さ れ て お り 、 そ の タ ン パ ク 質 の ほ と ん ど が 細 胞 質 に 露 出 し て い る 。 Ｓ
ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ は 、 シ ナ プ ス 前 膜 の 活 性 領 域 に カ ル シ ウ ム チ ャ ン ネ ル と 共 に 局 在 す る 。 さ
ら に 、 ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ は Ｓ Ｓ Ｖ 膜 タ ン パ ク 質 で あ る シ ナ プ ト タ グ ミ ン と 相 互 作 用 し 、 細
胞 膜 と 小 胞 の 間 に 機 能 的 架 橋 を 形 成 す る 。 様 々 な ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ ア イ ソ フ ォ ー ム が 同 定
さ れ て い る 。 幾 分 長 さ の 異 な る 二 つ の ア イ ソ フ ォ ー ム （ ２ ８ ５ 残 基 お よ び ２ ８ ８ 残 基 ） が
神 経 細 胞 に お い て 同 定 さ れ て お り （ ア イ ソ フ ォ ー ム １ Ａ お よ び １ Ｂ ） 、 ア イ ソ フ ォ ー ム ２
、 ３ 、 ４ 、 お よ び ５ は 他 の 組 織 に 存 在 す る 。 こ れ ら ア イ ソ フ ォ ー ム は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に 対
す る 感 受 性 が 様 々 で あ り 、 ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ａ 、 １ Ｂ 、 ２ お よ び ３ ア イ ソ フ ォ ー ム が
本 毒 素 に よ っ て 切 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位
を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 こ こ で 、 該 切 断 部 位 は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る 。 従 っ て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 下 、 少 な く と も 一 つ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素
に よ っ て 切 断 さ れ や す い 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 」 な る 用 語 は 、 あ る 波 長 の 光 が 照 射
さ れ た と き に 、 異 な る 波 長 の 光 （ 蛍 光 と も 称 す る ） を 放 出 す る 分 子 を 意 味 す る 。 フ ル オ ロ
フ ォ ア な る 用 語 は 、 当 業 界 に お い て 「 蛍 光 色 素 （ フ ル オ ロ ク ロ ー ム ） 」 な る 用 語 と 同 義 語
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
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　 「 ア ク セ プ タ ー 」 な る 用 語 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア か ら そ
の 励 起 の 際 に エ ネ ル ギ ー を 吸 収 す る こ と が で き る 分 子 を 意 味 し 、 非 蛍 光 分 子 お よ び フ ル オ
ロ フ ォ ア を 包 含 す る 用 語 で あ る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 な ア ク
セ プ タ ー は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア オ の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有
す る 。 通 常 本 発 明 に お い て 有 用 な ア ク セ プ タ ー は ま た 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 に
適 し た 波 長 に お け る 吸 収 が ど ち ら か と い え ば 低 い 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 、 ア ク セ プ タ ー は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 「 重 複 す る 」 な る 用 語 は 、 本 明
細 書 で ア ク セ プ タ ー の 吸 収 ス ペ ク ト ル と ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル に 関 し
て 用 い る 場 合 、 部 分 的 ま た は 完 全 に 共 有 さ れ た 吸 収 ス ペ ク ト ル と 発 光 ス ペ ク ト ル を 意 味 す
る 。 従 っ て 、 そ の よ う な 重 複 ス ペ ク ト ル に お い て は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ
ク ト ル の 範 囲 の 高 い 方 の 端 は 、 ア ク セ プ タ ー の 吸 収 ス ペ ク ト ル の 範 囲 の 低 い 方 の 端 よ り も
高 い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 敵 し た 条 件 下 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て 切 断 容 易 な 結
合 に お け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 そ の 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま
た は 非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ
フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー の 間 に 「 介 在 」
す る 切 断 部 位 を 含 む 。 つ ま り 切 断 部 位 は 、 そ の 部 位 に お け る 切 断 に よ っ て フ ル オ ロ フ ォ ア
を 含 む 第 一 の 分 子 と ア ク セ プ タ ー を 含 む 第 二 の 分 子 を 生 じ る よ う に 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と ア
ク セ プ タ ー の 間 に 位 置 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 「 合 成 体 」 を 提 供 す る 。 そ の よ う な ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 合 成 体 は 、 （ ａ ） ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル の 第 一 の パ ー ト ナ ー と 連 結
し た 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー 、 お よ び 、 （ ｂ ） 切
断 部 位 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 認 識 配 列 は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア
－ ア ク セ プ タ ー ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー お よ び ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル の 第 二 の パ ー ト ナ ー
と 連 結 し 、 切 断 部 位 は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー と ア
フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル の 第 二 の パ ー ト ナ ー の 間 に 介 在 し 、 こ こ で （ ａ ） お よ び （ ｂ ） は 、
適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 第 一
と 第 二 の メ ン バ ー の 間 で 見 ら れ る よ う に 、 安 定 的 に 結 合 し て い る 。 つ ま り 、 本 発 明 の ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 合 成 体 は 、 要 す る に 、 二 つ の 部 分 が ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル を 介 し
て 安 定 的 に 結 合 し た 二 連 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 で あ る 。 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素
基 質 と 同 様 に 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 基 質 合 成 体 の 切 断 後 に 変 化 す る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
毒 素 基 質 合 成 体 に お い て 、 お よ び 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル を 含 ま な く て も よ い ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 非 合 成 体 に お い て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 、 お よ び 、 当 業 界 に お い て 周 知 の
、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 お よ び 切 断 部 位 が 有 用 で あ り 得 る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 「 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア 」 な る 用 語 は 、 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場
合 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る
吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー を 意 味 す る 。 本 ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー が ド ナ ー ・ フ
ル オ ロ フ ォ ア で あ る 場 合 、 本 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー は ア ク セ プ タ ー で あ ろ う 。 該 ペ ア の 第
一 の メ ン バ ー が ア ク セ プ タ ー で あ る 場 合 、 該 ペ ア の 第 二 の メ ン バ ー は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー は ド
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ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ り 、 第 二 の メ ン バ ー は ア ク セ プ タ ー で あ る 。 別 の 態 様 に お い て
、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 第 一 の メ ン バ ー は ア ク セ プ タ ー で あ り 、
第 二 の メ ン バ ー は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー を 含 む 、 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー
が 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 合 成 体 に 有 用 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア は ラ ン タ ニ ド で あ る 。 本 発 明 の 基 質 合 成 体 に お い て 有 用 な ラ ン タ ニ ド ・ ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 テ ル ビ ウ ム 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、 お よ び サ マ リ ウ
ム で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 「 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル 」 な る 用 語 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 安 定 的 非 共 有 結 合 的
会 合 を 形 成 す る こ と が で き る 二 つ の 分 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 の 基 質 合 成 体 に 有 用 な ア フ ィ
ニ テ ィ ー カ ッ プ ル は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン ; S ペ プ チ ド -S タ ン パ ク 質 ; ヒ ス チ
ジ ン タ グ － ニ ッ ケ ル キ レ ー ト ; 抗 体 － 抗 原 、 例 え ば 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ お よ び 抗 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ 抗 体 ; お
よ び 受 容 体 － リ ガ ン ド で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン で あ る 。
更 な る 態 様 に お い て は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル の 第 一 の パ ー ト ナ ー は ス ト レ プ ト ア ビ ジ
ン で あ り 、 第 二 の パ ー ト ナ ー は ビ オ チ ン で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ
プ ル の 第 一 の パ ー ト ナ ー は ビ オ チ ン で あ り 、 第 二 の パ ー ト ナ ー は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で あ
る 。 な お 更 な る 態 様 に お い て 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ッ プ ル は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン
で あ り 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は テ ル ビ ウ ム 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、 お よ び
サ マ リ ウ ム で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 は 、 特 異 的 か つ 別 個 の 切 断 部 位 を 切 断 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ は Ｇ ｌ
ｎ － Ａ ｒ ｇ 結 合 を 切 断 す る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ お よ び Ｔ ｅ Ｎ Ｔ は Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ 結 合 を 切 断 す
る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ は Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ ま た は Ａ ｒ ｇ － Ａ ｌ ａ 結 合 を 切 断 す る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｄ は Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ 結 合 を 切 断 す る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ は Ａ ｒ ｇ － Ｉ ｌ ｅ 結 合 を 切 断 す る ； Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ は Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ 結 合 を 切 断 す る ； お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ は Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ 結 合
を 切 断 す る （ 表 1参 照 ） 。
　 切 断 容 易 な 結 合 は Ｐ １ － Ｐ １ ’ と 表 す こ と が で き 、 Ｐ １ ま た は Ｐ １ ’ 部 位 、 ま た は 両 方
を 、 天 然 の 残 基 に 代 え て 別 の ア ミ ノ 酸 ま た は 模 擬 ア ミ ノ 酸 に 置 換 で き る こ と が 理 解 さ れ る
。 例 え ば 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 Ｐ １ 位 置 （ Ｇ ｌ ｎ ） が ア ラ ニ ン 、 ２ － ア ミ ノ 酪 酸 ま た は
ア ス パ ラ ギ ン 残 基 に 改 変 さ れ 、 調 製 さ れ て い る ； こ れ ら の 基 質 は 、 Ｐ １ － Ａ ｒ ｇ 結 合 に お
い て Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ に よ っ て 加 水 分 解 さ れ る (Schmidt and Bostian, J. Protein Chem. 16:
19-26 (1997))。 し か し な が ら 、 置 換 は 、 切 断 容 易 な 結 合 、 例 え ば Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ の 切 断 容
易 な 結 合 の Ｐ １ 位 置 に 導 入 す る こ と が で き る が 、 検 出 可 能 な タ ン パ ク 分 解 に と っ て Ｐ １ ’
残 基 の 保 存 が 通 常 重 要 で あ る こ と は 理 解 さ れ る (Vaidyanathan et al., J. Neurochem. 72
:327-337 (1999)。 従 っ て 、 あ る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て
切 断 さ れ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 天 然 の 残 基 と 比 較 し て Ｐ １ ’ 残 基 が 改 変 ま た は 置 換 さ れ て い
な い 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 に よ っ て 切 断 さ れ る 標 的 タ ン パ ク 質 の 天 然 の 残 基 と 比 較 し て Ｐ １ が 改 変 ま た は 置
換 さ れ て い る 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る ； そ の よ う な 基 質 は Ｐ １ お よ び Ｐ １

’ 残 基 の 間 の ペ プ チ ド 結 合 切 断 に 対 す る 感 受 性 を 保 持 し て い る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ は 、 α ヘ リ カ ル 構 造 を と る と 予 想 さ
れ る 領 域 内 に 位 置 す る 短 い モ チ ー フ を 共 有 す る 。 こ の モ チ ー フ は 、 本 神 経 毒 素 に 感 受 性 の
あ る 動 物 に 発 現 す る Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ ア イ ソ フ ォ ー ム 中
に 存 在 す る 。 そ れ に 対 し 、 こ れ ら の 神 経 毒 素 に 対 し て 抵 抗 性 の あ る Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ
お よ び 酵 母 ホ モ ロ グ 、 お よ び エ キ ソ サ イ ト ー シ ス に 関 与 し な い ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ ア イ ソ フ
ォ ー ム は 、 こ れ ら Ｖ Ａ Ｍ Ｐ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ タ ン パ ク 質 の α ヘ リ カ ル モ チ ー フ 領 域
中 に 配 列 変 動 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 α ヘ リ カ ル モ チ ー フ の 複 数 の 反 復 が 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る
タ ン パ ク 質 に 存 在 す る ： Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ に お い て ４ つ の コ ピ ー が 天 然 に 存 在 す る ； Ｖ Ａ Ｍ
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Ｐ に お い て 二 つ の コ ピ ー が 天 然 に 存 在 す る ； お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ に お い て 二 つ の コ ピ
ー が 天 然 に 存 在 す る （ 図 ４ Ａ 参 照 ） 。 さ ら に 、 α ヘ リ カ ル モ チ ー フ の 特 異 的 配 列 に 相 当 す
る ペ プ チ ド は 、 ｉ ｎ  ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ  お よ び ｉ ｎ  ｖ ｉ ｖ ｏ に お い て 神 経 毒 性 活 性 を 阻 害 す る
こ と が で き 、 こ の よ う な ペ プ チ ド は 異 な る 神 経 毒 素 を 交 差 阻 害 す る こ と が で き る 。 さ ら に
、 こ の よ う な ペ プ チ ド に 対 し て 作 ら れ た 抗 体 は 、 こ の 三 つ の 標 的 タ ン パ ク 質 の 間 で 交 差 反
応 で き 、 こ の こ と は 、 こ の α ヘ リ カ ル モ チ ー フ が 細 胞 表 面 上 に 露 出 し 、 三 つ の 標 的 タ ン パ
ク 質 各 々 に お い て 良 く 似 た 構 造 を と っ て い る こ と を 意 味 し て い る 。 こ れ ら の 知 見 と 一 致 し
て 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 特 異 的 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 特 異 的 お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 特 異 的 神 経 毒 素 は 、
同 じ 結 合 部 位 に 対 し 競 合 す る こ と に よ っ て 互 い に 交 差 阻 害 す る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 が 、 要 す れ ば 、 α ヘ リ カ ル モ チ ー フ を 少 な く と も 一 つ 含 む こ と が
で き る こ と を 意 味 す る 。 以 下 の 詳 説 す る が 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ に 対 す る １ ６ ｍ ｅ ｒ お よ び １ ７
ｍ ｅ ｒ 基 質 に よ っ て 証 明 さ れ る よ う に 、 α ヘ リ カ ル モ チ ー フ は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ
る 切 断 に 必 ず し も 必 要 で は な い こ と は 認 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ に は 複 数 の α ヘ リ カ ル モ チ ー フ が
見 ら れ る が 、 あ る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 が 単 一 の α ヘ リ
カ ル モ チ ー フ を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 が 二 つ ま た は そ れ 以 上 の α ヘ リ カ ル モ チ ー フ を 含 む ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ま た は Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 は 、 例 え ば Ｓ
４ α ヘ リ カ ル モ チ ー フ を 単 独 で 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の 更 な る α ヘ リ カ ル モ チ ー フ
と 組 み 合 わ せ て 含 む こ と が で き る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 、 お よ び Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配
列 は 、 例 え ば Ｖ ２ α ヘ リ カ ル モ チ ー フ を 単 独 で 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の α ヘ リ カ ル
モ チ ー フ と 組 み 合 わ せ て 含 む こ と が で き る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 認 識 配 列 は 、 例 え ば Ｓ ４ α ヘ
リ カ ル モ チ ー フ を 単 独 で 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の α ヘ リ カ ル モ チ ー フ と 組 み 合 わ せ
て 、 ま た は Ｘ ２ α ヘ リ カ ル モ チ ー フ を 単 独 で 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の α ヘ リ カ ル モ
チ ー フ と 組 み 合 わ せ て 含 む こ と が で き る ； Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 は 、
例 え ば Ｖ １ α ヘ リ カ ル モ チ ー フ を 単 独 で 、 ま た は 一 つ ま た は そ れ 以 上 の α ヘ リ カ ル モ チ ー
フ と 組 み 合 わ せ て 含 む こ と が で き る （ 図 ４ Ａ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 同 じ ま た は 相 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対
す る 一 つ ま た は 複 数 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 切 断 部 位 を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お
い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 単 一 の 切 断 部 位 を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て
、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る 複 数 の 切 断
部 位 を 有 す る 。 こ れ ら の 切 断 部 位 は 、 同 じ ま た は 相 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列
を 伴 っ て も よ い 。 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 同 じ ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る 複 数 の 切 断 部 位 で あ っ て 同 じ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ
プ タ ー の 間 に 介 在 す る も の を 有 す る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば 、 同
じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る ２ 個 ま た は そ れ 以 上 、 ３ 個 ま た は そ れ 以 上 、 ５ 個 ま た は
そ れ 以 上 、 １ ０ 個 ま た は そ れ 以 上 の 切 断 部 位 で あ っ て 同 じ ま た は 異 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ
フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 間 に 介 在 す る も の を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 基 質 は ま た 、 例 え ば 、 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７
、 ８ 、 ９ 、 ま た は １ ０ 個 の 切 断 部 位 で あ っ て 、 同 じ ま た は 異 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア
－ ア ク セ プ タ ー ペ ア の 間 に 介 在 す る も の を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 複 数 の 切 断 部 位 を 含 む 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 相 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 に 対 す る 切 断 部 位 お よ び 認 識 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明
の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る 複 数 の 切 断 部 位 で
あ っ て す べ て 同 じ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 間 に 介 在 す る も の を 含 む
。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば 、 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る
２ 個 も し く は そ れ 以 上 、 ３ 個 も し く は そ れ 以 上 、 ５ 個 も し く は そ れ 以 上 、 ま た は １ ０ 個 も
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し く は そ れ 以 上 の 切 断 部 位 で あ っ て 、 す べ て 同 じ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー
ペ ア の 間 に 介 在 す る も の を 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は ま た
、 例 え ば 、 ２ 個 も し く は そ れ 以 上 、 ３ 個 も し く は そ れ 以 上 、 ５ 個 も し く は そ れ 以 上 、 ま た
は １ ０ 個 も し く は そ れ 以 上 の 切 断 部 位 で あ っ て 、 少 な く と も 二 つ の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 間 に 介 在 す る も の を 含 む こ と が で き る 。 具 体 的 態 様 に お い て 、 本
発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 基 質 は ま た 、 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る ２ 、 ３ 、 ４ 、
５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 ま た は １ ０ 個 の 切 断 部 位 で あ っ て 、 そ の 切 断 部 位 が 同 じ ま た は 異 な
る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー ペ ア の 間 に 介 在 す る も の を 有 す る こ と が で き る
。 複 数 の 切 断 部 位 を 有 す る 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば 、 以 下 の ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 の い ず れ か の 組 み 合 わ せ に 対 す る 、 ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ ま た は ８ 個 の
切 断 部 位 の 組 み 合 わ せ を ど れ で も 有 す る こ と が で き る ： Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ お よ び Ｔ ｅ Ｎ
Ｔ 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 ま た は ｓ ｙ ｎ ｔ ａ
ｘ ｉ ｎ と 比 較 し て 、 ま た は 外 来 の フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 ま な い 近 似 の ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ
プ チ ド と 比 較 し て 、 減 少 ま た は 増 強 さ れ た 率 で 切 断 さ れ 得 る と 理 解 さ れ る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ
、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 の よ う な 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば 、 ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 ま た は ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ が 各 々
濃 度 １ ． ０ ｍ Ｍ で 存 在 す る 場 合 に 、 基 質 以 外 は 同 一 の 条 件 下 で 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ 、 ま た は ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 初 期 加 水 分 解 率 の 少 な く と も ５ ％ で あ る 初 期 加 水 分 解
率 で 切 断 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 例 え ば 、
本 発 明 の 基 質 お よ び ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ が 各 々 濃 度 １ ． ０ ｍ Ｍ で 存 在 す る 場 合 に 、 そ れ 以
外 は 同 一 の 条 件 下 で 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ る ヒ ト Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ の 初 期 加 水 分 解 率 の 少 な く と も ５ %、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０
％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ 、 ２ ０ ０ ％ 、 ２ ５ ０ ％ 、 ま た
は ３ ０ ０ ％ で あ る 初 期 加 水 分 解 率 で 切 断 さ れ 得 る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 基 質 お よ び ヒ ト Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ が 各 々 濃 度 ５ ０ ｍ Ｍ で 存 在 す る 場 合 に 、 そ れ 以 外 は 同 一 の 条 件 下 で 、 ヒ ト Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ る 初 期 加 水 分 解 率 の
少 な く と も ５ %、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、
９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ 、 ２ ０ ０ ％ 、 ２ ５ ０ ％ 、 ま た は ３ ０ ０ ％ で あ る 初 期 加 水 分 解
率 を 有 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 同 様 に 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質
は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 基 質 お よ び ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ が 各 々 濃 度 １ ． ０ ｍ Ｍ で 存 在 す る 場 合
に 、 そ れ 以 外 は 同 一 の 条 件 下 で 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ま た は Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ る ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 初 期 加 水 分 解 率 の 少 な く と も ５ %、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、
３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ 、 ２ ０
０ ％ 、 ２ ５ ０ ％ 、 ま た は ３ ０ ０ ％ で あ る 初 期 加 水 分 解 率 で 切 断 さ れ 得 る 。 他 の 態 様 に お い
て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 本
発 明 の 基 質 お よ び ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ が 各 々 濃 度 ５ ０ ｍ Ｍ で 存 在 す る 場 合 に 、 そ れ 以 外 は 同
一 の 条 件 下 で 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ る ヒ
ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 初 期 加 水 分 解 率 の 少 な く と も ５ %、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、
５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ 、 ２ ０ ０ ％ 、 ２ ５ ０ ％ 、
ま た は ３ ０ ０ ％ で あ る 初 期 加 水 分 解 率 で 切 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 お よ び ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ が 各 々 濃 度 １ ｍ Ｍ で 存
在 す る 場 合 に 、 そ れ 以 外 は 同 一 の 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ る ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の
初 期 加 水 分 解 率 の 少 な く と も ５ %、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、
７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ 、 ２ ０ ０ ％ 、 ２ ５ ０ ％ 、 ま た は ３ ０ ０ ％ で
あ る 初 期 加 水 分 解 率 で 切 断 さ れ る 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に
お い て 、 本 発 明 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 お よ び ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ が 各 々 濃 度 ５ ０ ｍ Ｍ
で 存 在 す る 場 合 に 、 基 質 以 外 は 同 一 の 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ る ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ
ｎ の 初 期 加 水 分 解 率 の 少 な く と も ５ %、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０
％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 １ ０ ０ ％ 、 １ ５ ０ ％ 、 ２ ０ ０ ％ 、 ２ ５ ０ ％ 、 ま た は ３ ０ ０
％ で あ る 初 期 加 水 分 解 率 で 切 断 さ れ る 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 「 タ ー ン オ ー バ ー 数 」 ま た は ｋ ｃ ａ ｔ は 、 毒 素 基 質 複 合 体 の 崩 壊 速 度 で あ る 。 本 発 明 の
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て 同 じ 条 件 下 で 切 断 さ れ
た 場 合 に 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ ま た は ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 標 的 タ ン
パ ク 質 の ｋ ｃ ａ ｔ と 比 較 し て 減 少 ま た は 増 強 さ れ た ｋ ｃ ａ ｔ で 切 断 さ れ 得 る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 の よ う な 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば 、 約
０ ． ０ ０ １ か ら 約 ４ ０ ０ ０ 秒 － １ の ｋ ｃ ａ ｔ で 切 断 さ れ 得 る 。 あ る 態 様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 の よ う な 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 約 １ か
ら 約 ４ ０ ０ ０ 秒 － １ の ｋ ｃ ａ ｔ で 切 断 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ
、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 ５ 秒 － １ 、 １ ０ 秒 － １ 、 ２ ５ 秒 － １ 、 ５ ０ 秒 － １ 、 １ ０ ０
秒 － １ 、 ２ ５ ０ 秒 － １ 、 ５ ０ ０ 秒 － １ ま た は １ ０ ０ ０ 秒 － １ 未 満 の ｋ ｃ ａ ｔ を 有 す る 。 Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 の よ う な 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は ま た
、 例 え ば 、 １ か ら １ ０ ０ ０ 秒 － １ ； １ か ら ５ ０ ０ 秒 － １ ； １ か ら ２ ５ ０ 秒 － １ ； １ か ら １
０ ０ 秒 － １ ； １ か ら ５ ０ 秒 － １ ； １ ０ か ら １ ０ ０ ０ 秒 － １ ； １ ０ か ら ５ ０ ０ 秒 － １ ； １ ０
か ら ２ ５ ０ 秒 － １ ； １ ０ か ら １ ０ ０ 秒 － １ ； １ ０ か ら ５ ０ 秒 － １ ； ２ ５ か ら １ ０ ０ ０ 秒 －

１ ； ２ ５ か ら ５ ０ ０ 秒 － １ ； ２ ５ か ら ２ ５ ０ 秒 － １ ； ２ ５ か ら １ ０ ０ 秒 － １ ； ２ ５ か ら ５
０ 秒 － １ ； ５ ０ か ら １ ０ ０ ０ 秒 － １ ； ５ ０ か ら ５ ０ ０ 秒 － １ ； ５ ０ か ら ２ ５ ０ 秒 － １ ； ５
０ か ら １ ０ ０ 秒 － １ ； １ ０ ０ か ら １ ０ ０ ０ 秒 － １ ； １ ０ ０ か ら ５ ０ ０ 秒 － １ ； ま た は １ ０
０ か ら ２ ５ ０ 秒 － １ の 範 囲 の ｋ ｃ ａ ｔ を 有 す る こ と が で き る 。 タ ー ン オ ー バ ー 数 、 ｋ ｃ ａ

ｔ は 、 標 準 的 速 度 条 件 の も と 過 剰 量 の 基 質 の 存 在 下 で ア ッ セ イ す る こ と を 当 業 者 は 理 解 し
て い る
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 具 体 的 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ
ド で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 模 擬 ペ プ チ ド 」 な る 用 語 は 、 そ れ が 構 造 的 に 基 づ い
て い る ペ プ チ ド 基 質 と 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て 切 断 さ れ る ペ プ チ ド 様 分 子 を 意
味 す る の に 広 く 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 模 擬 ペ プ チ ド は 、 化 学 修 飾 ペ プ チ ド 、 非 天 然 ア ミ
ノ 酸 を 含 有 す る ペ プ チ ド 様 分 子 、 お よ び ペ プ ト イ ド （ Ｎ 置 換 グ リ シ ン の オ リ ゴ マ ー 集 合 よ
り 生 じ る ペ プ チ ド 様 分 子 ） を 含 み 、 そ の 模 擬 ペ プ チ ド の も と と な る ペ プ チ ド 基 質 と 同 じ ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て 切 断 さ れ る （ 例 え ば 、 Goodman and Ro, Peptidomimetics fo
r Drug Design, in ” Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery”  Vol. 1 (ed
. M.E. Wolff; John Wiley & Sons 1995)、 803-861ペ ー ジ 参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 拘 束 （ ｃ ｏ ｎ ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ ｅ ｄ ） ア ミ ノ 酸 、 ペ プ チ ド 二 次 構 造 を 模 し た 非 ペ プ
チ ド 構 成 要 素 、 ま た は ア ミ ド 結 合 イ ソ ス タ ー を 含 有 す る ペ プ チ ド 様 分 子 を 含 む 、 様 々 な 模
擬 ペ プ チ ド が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て い る 。 拘 束 （ ｃ ｏ ｎ ｓ ｔ ｒ ａ ｉ ｎ ｅ ｄ ） 非 天 然 ア ミ
ノ 酸 を 含 有 す る 模 擬 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 α メ チ ル 化 ア ミ ノ 酸 、 α ， α － ジ ア ル キ ル グ リ
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シ ン ま た は ア ミ ノ シ ク ロ ア ル カ ン カ ル ボ ン 酸 ;Ｎ α － Ｃ α 環 化 ア ミ ノ 酸 ; Ｎ α メ チ ル 化 ア
ミ ノ 酸 ； β － ま た は γ － ア ミ ノ シ ク ロ ア ル カ ン カ ル ボ ン 酸 ;α ， β － 不 飽 和 ア ミ ノ 酸 ; β
， β － ジ メ チ ル ま た は β － メ チ ル ア ミ ノ 酸 ;β -置 換 -2,3-メ タ ノ ア ミ ノ 酸 ;Ｎ － Ｃ δ ま た は
Ｃ α － Ｃ δ 環 化 ア ミ ノ 酸 ; ま た は 置 換 プ ロ リ ン ま た は 別 の 模 擬 ア ミ ノ 酸 を 含 む こ と が で き
る 。 さ ら に 、 ペ プ チ ド 二 次 構 造 を 模 す る 模 擬 ペ プ チ ド は 、 例 え ば 、 非 ペ プ チ ド 模 擬 β -タ
ー ン 、 模 擬 γ -タ ー ン 、 模 擬 β シ ー ト 構 造 、 ま た は 模 擬 へ リ カ ル 構 造 を 含 む こ と が で き 、
そ れ ら 各 々 は 、 当 業 界 に て 良 く 知 ら れ て い る 。 模 擬 ペ プ チ ド は ま た 、 例 え ば 、 レ ト ロ -イ
ン バ ー ソ （ retro-inverso） 改 変 の よ う な ア ミ ド 結 合 イ ソ ス タ ー ； 還 元 ア ミ ド 結 合 ； メ チ
レ ン チ オ エ ー テ ル ま た は メ チ レ ン ス ル ホ キ シ ド 結 合 ; メ チ レ ン エ ー テ ル 結 合 ; エ チ レ ン 結
合 ; チ オ ア ミ ド 結 合 ; ト ラ ン ス -オ レ フ ィ ン ま た は フ ル オ ロ オ レ フ ィ ン 結 合 ; 1,5-二 置 換
テ ト ラ ゾ ー ル 環 ; ケ ト メ チ レ ン ま た は フ ル オ ロ ケ ト メ チ レ ン 結 合 ま た は 別 の ア ミ ド イ ソ ス
タ ー を 含 む 、 ペ プ チ ド 様 分 子 で あ っ て よ い 。 当 業 者 は 、 こ れ ら お よ び 他 の 模 擬 ペ プ チ ド が
、 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 「 模 擬 ペ プ チ ド 」 な る 用 語 の 意 味 に 包 含 さ れ る こ と を 理 解 し て い
る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 本 発 明 は 、 例 え ば 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト
ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ａ 血 清 型 ボ ツ
リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移
が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 を 提 供 す る 。
本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基
で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｒ ｇ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 み 得 る 。 こ の よ う な Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は ま た 、 例 え ば ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も 6つ の 連 続 す る 残 基 で あ
っ て Ｇ ｌ ｎ １ ９ ７ － Ａ ｒ ｇ １ ９ ８ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 有 す る こ と が で
き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Glu-Ala-Asn-Gl
nArg-Ala-Thr-Lys (配 列 番 号 ： １ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は
、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 残 基 １ ８ ７ － ２
０ ３ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に お い て は 様 々 な ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー が 有 用 で あ り 、 そ れ に は フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商
標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に お い て 有 用 な さ ら な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 、 本
明 細 書 中 以 下 に さ ら に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 場 合 、 「 Ａ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 」 と 同 義 語 で あ り 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条
件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ に よ っ て 切 断 容 易 な 結 合 に お け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に
十 分 な 、 そ の 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は 非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ａ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、 例 え ば 、 Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｌ ａ で あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 様 々 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 が 当 業 界 に お い て よ く 知 ら れ て い る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配
列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ３ ４ － ２ ０ ６ ま た は 残 基 １ ３ ７ － ２ ０ ６ を 有
す る こ と が で き る (Ekong et al., 前 述 , 1997; U.S. Patent No. 5,962,637)。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ａ 認 識 配 列 は ま た 、 配 列 Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met (配
列 番 号 ：  27)ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド （ ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ９ ０ － ２ ０ ２ に 相 当
） ; Ser-Asn-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys (配 列 番 号 ：  28) 
ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド （ ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ８ ７ － ２ ０ １ に 相 当 ） ; Ser-Asn-
Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met (配 列 番 号 ：  29) ま た は そ
の 模 擬 ペ プ チ ド （ ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ８ ７ － ２ ０ ２ に 相 当 ） ; Ser-Asn-Lys-Thr-
Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met Leu (配 列 番 号 ：  30) ま た は そ の 模
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擬 ペ プ チ ド （ ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ８ ７ － ２ ０ ３ に 相 当 ） ; Asp-Ser-Asn-Lys-Thr-
Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met (配 列 番 号 ：  31) ま た は そ の 模 擬 ペ
プ チ ド （ ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ８ ６ － ２ ０ ２ に 相 当 ） ; ま た は Asp-Ser-Asn-Lys-Th
r-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu (配 列 番 号 ：  32) ま た は そ の
模 擬 ペ プ チ ド （ ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ８ ６ － ２ ０ ３ に 相 当 ） を 含 む こ と が で き る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 Schmidt and Bostian, J. Protein Chem. 14:703 708
 (1995); Schmidt and Bostian, 前 述 , 1997; Schmidt et al., FEBS Letters 435:61-64
 (1998); and Schmidt and Bostian, U.S. Patent No. 5,965,699)参 照 。 要 す れ ば 、 近 似
す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 は 、 別 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 感 受 性 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ ア イ ソ フ ォ ー ム ま
た は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ ま た は ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の よ う
な ホ モ ロ グ の 対 応 す る （ 相 同 性 あ る ） セ グ メ ン ト か ら 調 製 す る こ と が で き 、 ま た は 、 本 明
細 書 に 開 示 さ れ る 、 ま た は 当 業 界 に お い て （ 例 え ば U.S. Patent No. 5,965,699に ） 記 載
さ れ る 、 い ず れ か の ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 は 、 Ａ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る タ ン パ ク
質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 実
質 的 に 近 似 し て も よ い 。 表 ２ に 描 か れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る
様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ
ッ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ｂ を 包
含 す る 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、
ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 マ ウ ス Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ラ ッ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ
ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ａ ま た は ２ ５ Ｂ 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 別 の 天
然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 さ ら に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ に よ っ て 切 断 さ れ る
本 来 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ の よ う な 配 列 は 完 全 に は 保 存 さ れ て
い な い こ と が わ か り （ 表 ２ お よ び 図 ５ 参 照 ） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 感 受 性 Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ 配 列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質
に お い て 許 容 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。

10

20

(26) JP 2005-520000 A 2005.7.7



【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(27) JP 2005-520000 A 2005.7.7



【 表 ２ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 、 例 え ば Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 対 応 す る ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て 切 断 さ れ る 天 然 配 列 と 比 較 し て 、 一 つ ま た は 複 数 の 改 変 を 有 す る こ と
が で き る 。 例 え ば 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 残 基 １ ８ ７ － ２ ０ ３ に 相 当 す る １ ７ ｍ ｅ ｒ と 比
較 し て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に お け る Ａ ｓ ｐ １ ９ ３ の Ａ ｓ ｎ と の 置 換 に よ り 、 タ ン パ ク 分 解
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の 相 対 率 が ０ ． ２ ３ に な る ； Ｇ ｌ ｕ １ ９ ４ の Ｇ ｌ ｎ と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 は ２ ． ０ ８ に
な る ； Ａ ｌ ａ １ ９ ５ の ２ － ア ミ ノ 酪 酸 と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 が ０ ． ３ ８ と な る ； そ し て
Ｇ ｌ ｎ １ ９ ７ の Ａ ｓ ｎ 、 ２ － ア ミ ノ 酪 酸 、 ま た は Ａ ｌ ａ と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 が そ れ ぞ
れ ０ ． ６ ６ 、 ０ ． ２ ５ 、 ま た は ０ ． １ ９ と な る （ 表 ３ 参 照 ） 。 そ の 上 、 Ａ ｌ ａ １ ９ ９ と ２
－ ア ミ ノ 酪 酸 と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 は ０ ． ７ ９ と な る ； Ｔ ｈ ｒ ２ ０ ０ の Ｓ ｅ ｒ ま た は ２
－ ア ミ ノ 酪 酸 と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 は そ れ ぞ れ ０ ． ２ ６ ま た は １ ． ２ ０ と な る ； Ｌ ｙ ｓ
２ ０ １ の Ａ ｌ ａ と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 は ０ ． １ ２ に な る ； そ し て Ｍ ｅ ｔ ２ ０ ２ の Ａ ｌ ａ
ま た は ノ ル ロ イ シ ン と の 置 換 に よ り 、 相 対 率 は そ れ ぞ れ ０ ． ３ ８ ま た は １ ． ２ ０ に な る 。
Schmidt and Bostian, 前 述 , 1997参 照 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒
素 基 質 に お い て 、 天 然 の 毒 素 感 受 性 配 列 と 比 較 し て 様 々 な 残 基 が 置 換 可 能 で あ る こ と を 意
味 し て い る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ の 場 合 、 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｇ ｌ ｕ １ ９ ４ 、 Ａ ｌ ａ １ ９ ５ 、 Ｇ ｌ
ｎ １ ９ ７ 、 Ａ ｌ ａ １ ９ ９ 、 Ｔ ｈ ｒ ２ ０ ０ お よ び Ｍ ｅ ｔ ２ ０ ２ 、 Ｌ ｅ ｕ ２ ０ ３ 、 Ｇ ｌ ｙ ２ ０
４ 、 Ｓ ｅ ｒ ２ ０ ５ 、 お よ び Ｇ ｌ ｙ ２ ０ ６ を 含 む （ た だ し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 残 基 お よ
び Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｒ ｇ の 切 断 容 易 な 結 合 か ら も っ と 離 れ て い る 残 基 が 、 置 換 可 能 で あ る こ と 、
ま た は 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 を 生 産 す る た め ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ
プ タ ー と 結 合 で き る こ と を 意 味 し て い る 。 こ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ の よ っ て 、 そ の 切 断 容 易 な 結 合
に お い て 検 出 可 能 に タ ン パ ク 分 解 さ れ る 。 つ ま り 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 要 す れ
ば 、 天 然 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 配 列 に 対 す る 一 つ ま た は い く つ か の ア ミ ノ 酸 置 換 、 付 加 、 欠 失 を
含 む こ と が で き る 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 標 準 的 命 名 に お い て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 切 断 部 位 周 辺 の 配 列 は 、 Ｐ ５ － Ｐ ４ － Ｐ ３

－ Ｐ ２ － Ｐ １ － Ｐ １ ’ － Ｐ ２ ’ － Ｐ ３ ’ － Ｐ ４ ’ － Ｐ ５ ’ で 示 さ れ 、 Ｐ １ － Ｐ １ ’ が 切 断
容 易 な 結 合 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｐ １ 、 Ｐ ２ 、 Ｐ ３ 、 Ｐ ４ 、 Ｐ ５ ま た は
Ｐ ＞ ５ の 位 置 の 残 基 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー と 結 合 し た ア ミ ノ 酸 と
置 換 さ れ て お り 、 Ｐ １ ’ 、 Ｐ ２ ’ 、 Ｐ ３ ’ 、 Ｐ ４ ’ 、 Ｐ ５ ’ ま た は Ｐ ＞ ５ ’ の 位 置 の 残 基
が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー と 結 合 し た ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て い る 、 Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 ま た は 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本
発 明 は 、 Ｐ １ 、 Ｐ ３ 、 Ｐ ４ 、 ま た は Ｐ ＞ ５ に お け る 残 基 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は
ア ク セ プ タ ー と 結 合 し た ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て お り 、 Ｐ ２ ’ 、 Ｐ ３ ’ 、 Ｐ ５ ’ ま た は Ｐ ＞

５ ’ の 位 置 の 残 基 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー と 結 合 し た ア ミ ノ 酸 と 置
換 さ れ て い る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 ま た は 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー に 結 合 し た 残 基 の ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 、 そ の 他 の 点 で は
天 然 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 す る 残 基 と 同 一 で あ っ て よ く 、 ま た は 、 例 え
ば 異 な る 側 鎖 を 含 ん で も よ い こ と が さ ら に 理 解 さ れ る 。 本 発 明 に よ っ て さ ら に 提 供 さ れ る
の は 、 Ｐ ３ 、 Ｐ ４ 、 ま た は Ｐ ＞ ５ の 位 置 の 残 基 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ
タ ー と 結 合 し た ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て お り 、 Ｐ ２ ’ 、 Ｐ ３ ’ 、 Ｐ ５ ’ ま た は Ｐ ＞ ５ ’ の 位
置 の 残 基 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー と 結 合 し た ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て
い る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 ま た は 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 で あ る 。 同 様 に 、 ド ナ ー ・ フ

10

20

30

40

50

(30) JP 2005-520000 A 2005.7.7



ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー に 結 合 し た 残 基 の ア ミ ノ 酸 側 鎖 は 、 そ の 他 の 点 で は 天 然
の 標 的 タ ン パ ク 質 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 す る 残 基 と 同 一 で あ っ て よ く 、 ま た は 、 例 え ば 異
な る 側 鎖 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は ま た 、 要 す れ ば 、 カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ド を 含 む こ と が で き
る 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 は 、 例 え ば 、 最 大 ２ ０ 、 ３ ０ 、 ４ ０ 、 ５ ０ 残 基 を
有 し 、 か つ カ ル ボ キ シ 末 端 ア ミ ド を 含 む ペ プ チ ド で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 に よ っ て さ ら に 提 供 さ れ る の は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位
を 含 む Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ っ
て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｂ 基 質 で あ る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続
す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す
る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ ｅ ７ ７ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と
が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 は 、 Gly-Ala-Ser-GlnPhe-Glu-Thr-Ser (
配 列 番 号 ： ３ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 他 の 態 様 に お い て は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (
配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ５ ５ － ９ ４ ; ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ (配 列 番 号 ： ４ )の 残 基 ６ ０ － ９ ４ ; 
ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ６ ０ － ８ ８ 、 ま た は こ れ ら 配 列 の う ち 一
つ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー が 本 発 明 の Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に お い て 有 用 で あ る こ と は 理 解 さ れ る ； そ の よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア
－ ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ に は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ
Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商
標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に 有 用 な 様 々 な
さ ら な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 以 下 に
さ ら に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ｂ 認 識 配 列 」 と 同 義 語 で あ り 、 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ に よ っ て 切 断 容 易 な 結 合 に
お け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 そ の 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は
非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、
例 え ば 、 Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 様 々 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 が 当 業 界 に お い て よ く 知 ら れ て お り 、 あ る い は 平 凡 な 方 法
に よ っ て 規 定 で き る 。 そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま
た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の よ う な Ｖ Ａ Ｍ Ｐ タ ン パ ク 質 の 親 水 性 コ ア の い く つ か ま た は 全 て に
相 当 す る 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番
号 ： ４ ） の 残 基 ３ ３ － ９ ４ 、 残 基 ４ ５ － ９ ４ 、 残 基 ５ ５ － ９ ４ 、 残 基 ６ ０ － ９ ４ 、 残 基 ６
５ － ９ ４ 、 残 基 ６ ０ － ８ ８ ま た は 残 基 ６ ５ － ８ ８ 、 ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ （ 配 列 番 号 ９
６ ） の 残 基 ６ ０ － ９ ４ を 含 み 得 る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い (例 え ば  Shone ら 、 Eur. J. 
Biochem. 217: 965-971 (1993) お よ び  米 国 特 許 番 号 5,962,637参 照 )。 要 す れ ば 、 別 の Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア イ ソ フ ォ ー ム ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は ラ ッ ト も し く は
チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の よ う な ホ モ ロ グ の 対 応 す る （ 相 同 性 あ る ） セ グ メ ン ト か ら 、 近 似 す
る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 を 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 つ ま り 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 は 、 Ｂ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る
タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の そ の よ
う な セ グ メ ン ト に 実 質 的 に 近 似 し て も よ い 。 表 ４ に 描 か れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ に よ る
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切 断 に 感 受 性 の あ る 様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト
、 マ ウ ス 、 お よ び ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ
ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 ウ ニ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ａ ｐ ｌ
ｙ ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 イ カ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｃ ． ｅ ｌ ｅ ｇ ａ ｎ ｓ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ
ａ  ｎ － ｓ ｙ ｂ 、 お よ び ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ を 含 む 。 つ ま り 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に 有 用
な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 マ ウ ス Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ －
２ 、 ラ ッ ト セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 ウ ニ Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 イ カ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｃ ． ｅ ｌ ｅ ｇ ａ ｎ ｓ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ
ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｎ － ｓ ｙ ｂ 、 ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ
る 別 の 天 然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 さ ら に 、 表 ４ に 示 す よ う に 、 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｂ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ の よ う な 配 列
は 完 全 に は 保 存 さ れ て い な い こ と が わ か り （ 図 ６ も 参 照 ） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 配
列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に お い て 許 容
さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
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【 表 ４ － １ 】
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【 表 ４ － ３ 】
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　 本 発 明 は ま た 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と
重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｃ １ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転
移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 例 え ば 、 ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続
す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の
連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ ２ ５ ３ － Ａ ｌ ａ ２ ５ ４ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド
を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 Asp-Thr-Lys-Lys-Ala-
Val-Lys-Tyr (配 列 番 号 ： ５ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は ま た 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続
す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き
る 。 そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の
連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ １ ９ ８ － Ａ ｌ ａ １ ９ ９ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド
を 有 す る こ と が で き る 。 典 型 的 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 は 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ (配 列 番 号 ：
２ )の 残 基 ９ ３ － ２ ０ ２ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 本 発 明 の す べ て の ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 基 質 と 同 様 に 、 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本
発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 に お い て 有 用 で あ り 、 そ れ に は フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル
ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４
８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｃ １ 基 質 に 有 用 な さ ら な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー が 本 明 細 書 中 以 下 に 記
載 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 Ｃ １ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｃ １ 認 識 配 列 」 と 同 義 語 で あ り 、 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ っ て 切 断 容 易 な
結 合 に お け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た
は 非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合
は 、 例 え ば 、 Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ ま た は Ａ ｒ ｇ － Ａ ｌ ａ で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 認 識 配 列 は 、 Ｃ １ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る タ ン
パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン
ト に 実 質 的 に 近 似 し て も よ い 。 表 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ る 切 断 に 感 受
性 の あ る 様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 ラ ッ ト 、
マ ウ ス 、 お よ び ウ シ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ａ ま た は １ Ｂ 、 ラ ッ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ ２ お よ
び ３ 、 ウ ニ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ 、 イ カ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ
ｉ ｎ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  Ｄ ｓ ｙ ｎ ｔ 1、 お よ び ヒ ル ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ を 含 む 。 つ
ま り 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト 、
ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ま た は ウ シ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ａ ま た は １ Ｂ 、 ラ ッ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ
ｎ ２ 、 ラ ッ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ ３ 、 ウ ニ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  ｓ ｙ ｎ ｔ ａ
ｘ ｉ ｎ  １ 、 イ カ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  Ｄ ｓ ｙ ｎ ｔ 1、 お よ び ヒ ル ｓ
ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 別 の 天 然 タ ン パ ク
質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 さ ら に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の ｓ
ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ の よ う な 配 列 は 完 全 に は 保 存 さ れ て い な い
こ と が わ か り （ 表 ５ お よ び 図 ７ も 参 照 ） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 感 受 性 ｓ ｙ ｎ
ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 配 列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基
質 に お い て 許 容 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 様 々 な 天 然 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ タ ン パ ク 質 も ま た Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ る 切 断 に 感 受 性 が あ り
、 そ れ に は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ラ ッ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ
－ ２ ５ Ａ お よ び ２ ５ Ｂ 、 お よ び Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ お よ ひ ヒ ル Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ が 含 ま れ
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る 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、
ヒ ト 、 マ ウ ス 、 ま た は ラ ッ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ａ ま た
は ２ ５ Ｂ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ
ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ 、 ヒ ル Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 別 の
天 然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 天 然 ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ 配 列 の 変 異 体 に 関
し て 前 述 さ れ て い る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ ア
ミ ノ 酸 配 列 と 比 較 す る と 、 顕 著 な 配 列 変 動 性 が あ る こ と が わ か り （ 表 ２ お よ び 図 ５ も 参 照
） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 配 列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が
本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 に お い て 許 容 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル
と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｄ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 を 提 供 す る 。 本
発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て
Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お
い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ
っ て Ｌ ｙ ｓ ５ ９ － Ｌ ｅ ｕ ６ ０ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。
別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 Arg-Asp-Gln-Lys-Leu-Ser-Glu-Leu (
配 列 番 号 ： ６ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ ま た は そ の 模 擬
ペ プ チ ド を 含 む 。 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 の
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に お い て 有 用 で あ る こ と は 理 解 さ れ る ； そ の よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ －
Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７
を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に 有 用 な さ ら な る 典 型 的 ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー が 本 明 細 書 中 以 下 に 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 「 Ｄ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 」 と 同 義 語
で あ り 、 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ に よ っ て 切 断 容 易 な 結 合 に お け る タ ン パ ク 分 解 を 検
出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は 非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味
す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、 例 え ば 、 Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 様 々 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 が 当 業 界 で よ く 知 ら れ て お り 、 あ る い は 平 凡 な 方 法 で 規 定
で き る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 は 、 例 え ば ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ 、 Yamasaki
 ら 、 J. Biol. Chem. 269:12764 12772 (1994)） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ 、 残 基 ３ ７ － １ １ ６
、 残 基 １ － ８ ６ 、 残 基 １ － ７ ６ ま た は 残 基 １ － ６ ９ を 含 む こ と が で き る 。 従 っ て 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 は 、 例 え ば ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － ６ ９ ま た は
残 基 ３ ７ － ６ ９ を 含 む こ と が で き る 。 要 す れ ば 、 別 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア イ ソ
フ ォ ー ム ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の よ う な ホ モ ロ グ の 、 対 応 す る
（ 相 同 性 あ る ） セ グ メ ン ト か ら 、 近 似 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 を 調 製 で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 認 識 配 列 は 、 Ｄ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る タ ン パ ク
質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 実
質 的 に 近 似 し て も よ い 。 表 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る
様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ウ
シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ
ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、
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Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 イ カ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｓ ｙ ｂ お よ び ｎ － ｓ ｙ
ｂ お よ び ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ を 含 む 。 つ ま り 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ
認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 マ ウ ス Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は
Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ
Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ
 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 イ カ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｓ ｙ ｂ
ま た は ｎ － ｓ ｙ ｂ 、 ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 別 の 天
然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 さ ら に 、 上 記 表 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｄ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア ミ ノ 酸 配 列 の 比 較 に よ り 、 顕 著 な 配 列 変 動
性 が 明 ら か と な り （ 図 ６ も 参 照 ） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 配 列 と
比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に お い て 許 容 さ れ
る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル
と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 を 提 供 す る 。 本
発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で
あ っ て Ａ ｒ ｇ － Ｉ ｌ ｅ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ
う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基
で あ っ て Ａ ｒ ｇ １ ８ ０ － Ｉ ｌ ｅ １ ８ １ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が
で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 Gln-Ile-Asp-Arg-Ile-Met-Glu-Lys (
配 列 番 号 ： ８ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は
、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ２ ） の 残 基 １ ５ ６ － １ ８ ６ ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を
含 む 。 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｅ 基 質 に お い て 有 用 で あ る 。 こ れ ら ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ
は 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ
ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ 、 お よ び 以 下 に さ ら に 記
載 さ れ る 更 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ
な い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 」 と 同 義 語 で あ り 、 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ っ て 切 断 容 易 な 結
合 に お け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は
非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、
例 え ば 、 Ａ ｒ ｇ － Ｉ ｌ ｅ で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 当 業 者 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 が 、 Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ
る タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の セ グ
メ ン ト に 実 質 的 に 近 似 し て も よ い こ と を 認 識 し て い る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ る 切 断 に 感 受 性
の あ る 様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が 当 業 界 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ
ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 マ ウ ス Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ３ 、 チ キ ン Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ
Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ａ お よ び Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ｂ 、 ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｃ ． ｅ ｌ
ｅ ｇ ａ ｎ ｓ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ お よ び ヒ ル Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 表 ２ 参 照 ） が 含 ま れ る 。 つ ま り 、
本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２
５ 、 マ ウ ス Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ラ ッ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 マ ウ ス Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ３ 、 チ キ ン Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ａ ま た は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ Ｂ 、 Ｃ ． ｅ ｌ ｅ
ｇ ａ ｎ ｓ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ヒ ル Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ る 切 断 に 感 受 性
の あ る 別 の 天 然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 さ ら に 、 上 記 表 ２ お よ び 図 ５
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に 示 さ れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ３ お よ び Ｓ Ｎ Ａ
Ｐ － ２ ５ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ の よ う な 配 列 は 完 全 に は 保 存 さ れ て い な い こ と
が わ か り 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 感 受 性 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ３ ま た は Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 配
列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 に お い て 許 容
さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 は ま た 、 （ ａ ） ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 （ ｂ ） ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光
ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 、 （ ｃ ） 切 断 部 位 を
含 む Ａ ／ Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ／ Ｅ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ／ Ｅ 基 質
で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条
件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ａ ／ Ｅ 基 質 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 「 Ａ ／ Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 基
質 」 ま た は 「 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ／ Ｅ 基 質 」 ま た は 「 Ａ ／ Ｅ 基 質 」 な る 用 語 は 、 Ａ 血 清 型 ボ ツ リ
ヌ ス 毒 素 ま た は Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 の い ず れ か に よ る 切 断 を う け や す い 基 質 を 意 味 す
る 。 そ の よ う な Ａ ／ Ｅ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 基 質 は ま た 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 毒
素 の 両 方 に よ る 切 断 を 受 け や す い 場 合 も あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、 ま た は 当 業 界 で 知
ら れ て い る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 認 識 配 列 も 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ
／ Ｅ 基 質 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 に よ っ て さ ら に 提 供 さ れ る の は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位
を 含 む Ｆ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 で あ っ
て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、
共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｆ 基 質 で あ る 。 そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連
続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で
き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す
る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ５ ８ － Ｌ ｙ ｓ ５ ９ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と
が で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列
番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 さ ら な る 態 様 に お い て
、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Glu-Arg-Asp-Gln-Lys-Leu-Ser-Glu (配 列 番 号 ： ９ )
ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 業 界 に お け る 当 業 者 は 、 様 々
な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 に お
い て 有 用 で あ る こ と を 理 解 し て い る 。 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア の 例 は 、 限 定 は さ れ な い が 、 フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商
標 ） ４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ 、 お よ び 以 下 に 詳 説 す る 更 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 「 Ｆ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｆ 認 識 配 列 」 と 同 義 語 で あ り 、 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ に よ っ て 切 断 容 易 な 結 合 に お
け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は 非 近 接
認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、 例 え ば
、 Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 様 々 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 が 当 業 界 で よ く 知 ら れ て お り 、 あ る い は 平 凡 な 方 法 で 規 定
で き る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 は 、 例 え ば ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ 、 Yamasaki
 et al., 前 述 , 1994） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ 、 残 基 ３ ７ － １ １ ６ 、 残 基 １ － ８ ６ 、 残 基 １
－ ７ ６ ま た は 残 基 １ － ６ ９ を 含 む こ と が で き る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 は ま た 、 例 え ば ラ
ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － ６ ９ ま た は 残 基 ３ ７ － ６ ９ 残 基 を 含 む こ
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と が で き る 。 近 似 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 は 、 要 す れ ば 、 別 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ
Ｐ ア イ ソ フ ォ ー ム ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の よ う な ホ モ ロ グ の 、
対 応 す る （ 相 同 性 あ る ） セ グ メ ン ト か ら 調 製 で き る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 は 、 Ｆ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る タ ン パ ク
質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 実
質 的 に 近 似 し て も よ い 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が
当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ
、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｓ ｙ ｂ お よ び ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ を 含 む （ 表 ５ 参 照 ） 。 つ ま り 、 本 発
明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た
は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 マ ウ ス Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ
Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、
Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｓ ｙ ｂ 、 ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 ま た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ に よ る 切 断 に 感 受 性
の あ る 別 の 天 然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ い 。 さ ら に 、 上 記 表 ５ に 示 さ れ る
よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ
の よ う な 配 列 は 完 全 に は 保 存 さ れ て お ら ず （ 図 ６ も 参 照 ） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｆ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 配 列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｆ 基 質 に お い て 許 容 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と
重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む Ｇ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ
ス 毒 素 （ Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 を 提 供 す る 。 Ｂ ｏ
Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ － Ａ
ｌ ａ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ
基 質 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ ８ ３ － Ａ
ｌ ａ ８ ４ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、
本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Glu-Thr-Ser-Ala-Ala-Lys-Leu-Lys (配 列 番
号 ： １ ０ )ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に 関 し て 前 述
さ れ る よ う に 、 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本 発 明 の Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 に お い て 有 用 で あ り 、 そ れ に は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ ル ロ
ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８
８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ 、 お よ び 本 明 細 書 中 以 下 に 開 示 さ れ る 、 ま た は 当 業 界 に て 周 知
の 、 他 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 「 Ｇ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 「 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｇ 認 識 配 列 」 と 同 義 語 で あ り 、 適 し た 条 件 下 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ っ て 切 断 容 易 な 結 合 に お
け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は 非 近 接
認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、 例 え ば
、 Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ で あ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 認 識 配 列 は 、 Ｇ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る タ ン パ ク
質 の セ グ メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は そ の よ う な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 感 受 性 セ グ メ ン ト に 実 質
的 に 近 似 し て も よ い 。 上 記 表 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ
る 様 々 な 天 然 タ ン パ ク 質 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び
ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト
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セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １
、 を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 認 識 配 列 は 、 例 え ば
、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 マ ウ ス Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ウ シ
Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ ル
ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 ま
た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 別 の 天 然 タ ン パ ク 質 の 、 セ グ メ ン ト と 一 致 し
て よ い 。 さ ら に 、 上 記 表 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ の よ う な 配 列 は 完 全 に は 保 存 さ れ て お ら ず （ 図 ６ も
参 照 ） 、 こ の こ と は 、 天 然 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 配 列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸
置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 に お い て 許 容 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 に よ っ て ま た 提 供 さ れ る の は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を
含 む 破 傷 風 毒 素 （ Ｔ ｅ Ｎ Ｔ ） 認 識 配 列 を 含 む Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ っ て 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ る 。 本 発 明 の Ｔ ｅ
Ｎ Ｔ 基 質 は 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ
を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 有 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の よ う な Ｔ ｅ Ｎ
Ｔ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ
ｅ ７ ７ を 含 む も の 、 ま た は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 有 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、
Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 ア ミ ノ 酸 配 列 Gly-Ala-Ser-Gln-Phe-Glu-Thr-Ser (配 列 番 号 ： １ １ )ま た
は そ の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配
列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ３ ３ － ９ ４ 、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ２ ５ － ９ ３ 、
ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７ ） の 残 基 ２ ７ － １ １ ６ 、 ま た は こ れ ら 配 列 の う ち 一 つ
の 模 擬 ペ プ チ ド を 含 む 。 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ が 本
発 明 の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 に お い て 有 用 で あ り 、 そ れ に は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン － テ ト ラ メ チ
ル ロ ー ダ ミ ン 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ － Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 、 お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ 　 Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ）
４ ８ ８ － Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ７ が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 以 下 の 詳 説 さ れ る
も の を 含 む 更 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー が 、 本 発 明 の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質
に お い て 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 「 破 傷 風 毒 素 認 識 配 列 」 な る 用 語 は 、 適 し た 条 件 下 、 破 傷 風 毒 素 に よ っ て 切 断 容 易 な 結
合 に お け る タ ン パ ク 分 解 を 検 出 可 能 と す る の に 十 分 な 、 切 断 容 易 な 結 合 お よ び 近 接 ま た は
非 近 接 認 識 エ レ メ ン ト を 意 味 す る 。 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ に よ っ て 切 断 さ れ る 切 断 容 易 な 結 合 は 、 例 え
ば 、 Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 様 々 な Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 が 当 業 界 で よ く 知 ら れ て お り 、 あ る い は 平 凡 な 方 法 で 規 定 で き
、 ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の よ う な Ｖ Ａ Ｍ Ｐ タ ン パ ク 質 の 親 水 性 コ ア の
い く つ か ま た は 全 て に 相 当 す る 配 列 を 含 む 。 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 は 、 例 え ば ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ －
２ （ 配 列 番 号 ： ４ 、 Cornille ら 、 Eur. J. Biochem. 222:173-181 (1994); Foranら 、 Bio
chem. 33: 15365-15374 (1994)） の 残 基 ３ ３ － ９ ４ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ７
、 Yamasaki et al., 前 述 , 1994） の 残 基 ５ １ － ９ ３ ま た は 残 基 １ － ８ ９ 、 ま た は ヒ ト Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ － １ （ 配 列 番 号 ９ ６ ） の 残 基 ３ ３ － ９ ４ を 含 む こ と が で き る 。 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 は
ま た 、 例 え ば ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ （ 配 列 番 号 ： ４ ） の 残 基 ２ ５ － ８ ６ 、 残 基 ３ ３ － ８ ６ 、 ま
た は 残 基 ５ １ － ８ ６ を 含 む こ と が で き る 。 近 似 の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 は 、 要 す れ ば 、 別 の Ｔ
ｅ Ｎ Ｔ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア イ ソ フ ォ ー ム ま た は ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は ウ ニ ま た は Ａ ｐ ｌ ｙ
ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の よ う な ホ モ ロ グ の 、 対 応 す る （ 相 同 性 あ る ） セ グ メ ン ト か ら 調 製 で き
る こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 つ ま り 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 は 、 破 傷 風 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る タ ン パ ク 質 の セ グ
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メ ン ト に 一 致 し て よ く 、 ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 感 受 性 タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト に 実 質 的 に 近 似 し
て も よ い 。 上 記 表 ５ に 示 さ れ る よ う に 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 様 々 な 天 然 タ
ン パ ク 質 が 当 業 界 に お い て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 お よ び ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ －
１ お よ び Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２
、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 ウ ニ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 イ カ Ｖ Ａ Ｍ
Ｐ 、 Ｃ ． ｅ ｌ ｅ ｇ ａ ｎ ｓ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｎ － ｓ ｙ ｂ お よ び ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ
Ｐ を 含 む 。 従 っ て 、 本 発 明 の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 に 有 用 な Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 認 識 配 列 は 、 例 え ば 、 ヒ ト Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 マ ウ ス Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ
－ １ ま た は Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ 、 ラ ッ ト セ ル ブ レ ビ ン 、 チ キ ン Ｖ Ａ Ｍ Ｐ －
２ 、 Ｔ ｏ ｒ ｐ ｅ ｄ ｏ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － １ 、 ウ ニ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ａ ｐ ｌ ｙ ｓ ｉ ａ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 イ カ Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ 、 Ｃ ． ｅ ｌ ｅ ｇ ａ ｎ ｓ  Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｎ － ｓ ｙ ｂ 、 ヒ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ
ま た は Ｔ ｅ Ｎ Ｔ に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 別 の 天 然 タ ン パ ク 質 の セ グ メ ン ト と 一 致 し て よ
い 。 さ ら に 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ に よ っ て 切 断 さ れ る 本 来 の Ｖ Ａ Ｍ Ｐ ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 す る と 、 そ
の よ う な 配 列 は 完 全 に は 保 存 さ れ て い な い こ と が わ か り （ 表 ５ お よ び 図 ６ ） 、 こ の こ と は
、 天 然 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 感 受 性 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 配 列 と 比 較 し て 、 様 々 な ア ミ ノ 酸 置 換 お よ び 改 変 が 本 発 明
の Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 に お い て 許 容 さ れ る こ と を 意 味 し て い る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 一 つ に は 、 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） 、 す な わ ち 、 エ ネ ル ギ ー が
分 子 内 長 距 離 双 極 子 カ ッ プ リ ン グ （ intramolecular long-range dipole-dipole coupling
） を 介 し て 励 起 さ れ た ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア か ら ア ク セ プ タ ー （ 別 の フ ル オ ロ フ ォ ア で
あ っ て も よ い ） に 非 放 射 性 に 転 移 さ れ る 物 理 学 的 過 程 、 に 依 存 す る 。 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ は 、 ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 分 子 内 分 離 の 逆 ６ 乗 に 依 存 し 、 ま た 、 効 果 的 な 転 移 の
た め 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー は 近 接 し て 、 例 え ば 約 １ ０ Å か ら 約 １ ０ ０
Å で 隔 て ら れ て い る 。 効 果 的 な エ ネ ル ギ ー 転 移 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ
プ タ ー の ス ペ ク ト ル 特 性 お よ び そ れ ら の 相 対 配 向 に 依 存 す る 。 １ ０ か ら １ ０ ０ Å を 越 え る
効 果 的 な 転 移 の た め 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 量 子 収 率 は 一 般 的 に 少 な く と も ０ ． １ で
あ り 、 ア ク セ プ タ ー の 吸 収 係 数 は 一 般 的 に 少 な く と も １ ０ ０ ０ で あ る （ Clegg, Current O
pinion in Biotech. 6:103 110 (1995); お よ び Selvin, Nature Structural Biol. 7:730
-734 (2000))参 照 ） 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ
タ ー は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 励 起 さ れ た 場 合 に ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク
セ プ タ ー が 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 示 す よ う 選 択 さ れ る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ／ ア ク セ
プ タ ー ペ ア を 選 択 す る に あ た り 考 慮 す べ き 因 子 の 一 つ は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク
セ プ タ ー の 間 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 で あ る 。 あ る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 最 適 な 条 件 下 、 ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 が 少 な く と も １ ０ ％ で あ る ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 最 適 な 条 件 下 、 ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 が 少 な く と も ２ ０ ％ で あ る ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 な お 更 な る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 最 適 な 条 件 下 、 ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 が 少 な く と も ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５
０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ ま た は ８ ０ ％ で あ る 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 当 業 界 に お い て 周 知 の よ う に 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 は 、 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 方 程 式 に よ っ て 示
さ れ る よ う に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 分 離 距 離 お よ び 配 向 、 お よ び ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 量 子 収 率 並 び に ア ク セ プ タ ー と の エ ネ ル ギ ー 的 重 複 に 依 存 す
る 。 特 に 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 （ Ｅ ） は 、 以 下 の よ う に 測 定 で き る ：
　 Ｅ  ＝  １  －  Ｆ Ｄ Ａ ／ Ｆ Ｄ  ＝  １ ／ （ １  ＋  （ Ｒ ／ Ｒ ０ ） ６ ）
　 （ 式 中 、 Ｆ Ｄ Ａ お よ び Ｆ Ｄ は 、 そ れ ぞ れ 、 ア ク セ プ タ ー の 存 在 ま た は 非 存 在 下 の ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 強 度 で あ り 、 Ｒ は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の
距 離 で あ る 。
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【 ０ １ ０ ７ 】
　 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 半 径 （ Ｒ ０ ） は 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ５ ０ ％ 有 効 、 す な わ ち 、 励 起
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の ５ ０ ％ が Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ に よ っ て 不 活 性 化 さ れ る 距 離 で あ る 。 Ｆ ｏ ｅ
ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 半 径 （ Ｒ ０ ） の 大 き さ は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 量 子 収 率 ； ア ク セ プ タ ー
の 消 光 係 数 ； お よ び 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と ア ク セ プ タ ー の 励 起 ス
ペ ク ト ル の 間 の 重 複 に 依 存 す る 。
　 Ｒ Ｏ  ＝  ［ ８ ． ８ × １ ０ ２ ３ ・ κ ２ ・ ｎ － ４ ・ Ｑ Ｙ Ｄ ・ Ｊ （ λ ） ］ １ ／ ６  Å
　 （ 式 中 、
　 κ ２ ＝ 双 極 子 配 向 因 子 （ dipole orientation factor） (レ ン ジ ０ か ら ４ ； κ ２ ＝ ２ ／ ３
、 ラ ン ダ ム に 配 向 し た ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー に つ い て ） 、
　 Ｑ Ｙ Ｄ ＝ ア ク セ プ タ ー 非 存 在 下 に お け る ド ナ ー の 蛍 光 量 子 収 率 、
　 ｎ ＝ 屈 折 率 、
　 Ｊ (λ )＝ ス ペ ク ト ル 重 複 積 分 （ spectral overlap integral）
　 　 　 　 ＝ ∫ ε Ａ （ λ ） ・ Ｆ Ｄ （ λ ） ・ λ ４ ｄ λ  ｃ ｍ ３ Ｍ － １

　 （ 式 中 、 ε Ａ ＝ ア ク セ プ タ ー の 励 起 係 数 、
　 　 　 　 　 Ｆ Ｄ ＝ 全 積 分 強 度 の フ ラ ク シ ョ ン と し て の ド ナ ー 蛍 光 発 光 強 度 で あ る ） 、
　 で あ る (Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ , Ann. Physik 2:55 75 (1948))。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ／ ア ク セ プ タ ー ペ ア に つ い て の 典 型 的 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ
半 径 値 を 、 以 下 の 表 ６ に 示 す （ Wu and Brand, Analytical Biochem. 218:1-13 (1994)（
引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る ） も 参 照 ） 。 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 半 径 の 総 合 的 一 覧 も ま た 、
当 業 界 に て 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、  Berlman, Energy Transfer Parameters of Aromatic
 Compounds Academic Press, New York 1973 参 照 ） 。 さ ら に 、 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 半 径 (Ｒ
ｏ ） の 構 成 因 子 は 環 境 に 依 存 し 、 観 察 さ れ る 実 際 の 値 は 一 覧 の 値 と は 異 な る こ と が あ る こ
と を 当 業 者 は 認 識 し て い る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 様 々 な 組 み 合 わ せ に お け る 多 く の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー が 、 い ず
れ も 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 で あ り 得 る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ
ア は 、 一 般 的 に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と ア ク セ プ タ ー の 励 起 ス ペ ク
ト ル と の 間 に 実 質 的 ス ペ ク ト ル 重 複 が 存 在 す る よ う に 選 択 さ れ る 。 さ ら に 、 ド ナ ー ・ フ ル
オ ロ フ ォ ア は 、 例 え ば 、 Ｈ ｅ ｌ ｉ ｕ ｍ － Ｃ ａ ｄ ｍ ｉ ｕ ｍ ４ ４ ２ ｎ ｍ ま た は ア ル ゴ ン ４ ８ ８
ｎ ｍ の よ う な レ ー ザ ー 周 波 数 に 近 い 励 起 極 大 を 有 し 、 そ れ 故 レ ー ザ ー 光 は ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア を 励 起 す る 効 果 的 手 段 と し て 機 能 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 ア ク セ プ タ ー 部 分 の
発 光 ス ペ ク ト ル の 波 長 極 大 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 ス ペ ク ト ル の 波 長 極 大 よ り
少 な く と も １ ０ ｎ ｍ 大 き い 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 ア ク セ プ タ ー は 、 可 視 ス ペ ク ト ル の
赤 部 分 に 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 ア ク セ
プ タ ー は ス ペ ク ト ル の 赤 外 領 域 に 発 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 。 様 々 な
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア 、 お よ び そ れ ら の Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 半 径 が 、
本 明 細 書 中 表 ６ お よ び ７ に 与 え ら れ て い る 。 Haugland, Handbook of Fluorescent Probes
 and Research Chemicals 6th Edition, Molecular Probes, Inc., Eugene, Oregon, 199
6（ 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る ） も 参 照 。
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【 表 ６ － １ 】
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【 表 ６ － ２ 】
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【 表 ６ － ３ 】
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【 表 ６ － ４ 】
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【 表 ６ － ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

10

20

30

40

(49) JP 2005-520000 A 2005.7.7



【 表 ６ － ６ 】
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【 表 ６ － ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
　 Ａ Ｎ Ａ Ｉ , ２ － ア ン ト ラ セ ン ス （ anthracence）  Ｎ － ア セ チ ル イ ミ ダ ゾ ー ル ; 
　 Ｂ Ｐ Ｅ , Ｂ － フ ィ コ エ リ ト リ ン ; 
　 Ｃ Ｆ , カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン ス ク シ ニ ミ ジ ル エ ス テ ル ; 
　 Ｃ Ｐ Ｍ , ７ － ジ エ チ ル ア ミ ノ － ３ － （ ４ '－ マ レ イ ミ ジ ル フ ェ ニ ル ） － ４ メ チ ル ク マ リ
ン ;Ｃ Ｙ ５ , カ ル ボ キ シ メ チ ル イ ン ド シ ア ニ ン － Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ジ ル エ ス テ ル ;
　 ｄ ｉ Ｉ － Ｃ １ ８ , １ ,１ '－ ジ オ ク タ デ シ ル － ３ － ３ ,３ ,３ ',３ '－ テ ト ラ メ チ ル － イ ン
ド カ ル ボ シ ア ニ ン ; 
　 ｄ ｉ Ｏ － Ｃ １ ４ , ３ ,３ '－ ジ テ ト ラ デ シ ル オ キ サ カ ル ボ シ ア ニ ン ; 
　 Ｄ Ａ Ｂ Ｍ , ４ － ジ メ チ ル ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ゾ － フ ェ ニ ル － ４ '－ マ レ イ ミ ド ;
　 Ｄ Ａ Ｃ Ｍ , （ ７ － （ ジ メ チ ル ア ミ ノ ） ク マ リ ン － ４ － イ ル ） － ア セ チ ル ;
　 Ｄ Ａ Ｎ Ｚ , ダ ン シ ル ア ジ リ ジ ン （ dansylaziridine） ; Ｄ Ｄ Ｐ Ｍ , Ｎ － （ ４ － ジ メ チ ル
ア ミ ノ － ３ ,５ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ） マ レ イ ミ ド ;
　 Ｄ Ｍ Ａ Ｍ Ｓ , ジ メ チ ル ア ミ ノ － ４ － マ レ イ ミ ド ス チ ル ベ ン （ maleimidostilbene） ; 
　 Ｄ Ｓ Ｍ Ｎ , Ｎ － （ ２ ,５ '－ ジ メ ト キ シ ス チ ベ ン （ dimethoxystiben） － ４ － イ ル ） － マ
レ イ ミ ド ;
　 Ｄ Ｎ Ｐ , ２ ,４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ;
　 ε － Ａ , １ ,Ｎ ６ － エ タ ノ ア デ ノ シ ン ;
　 Ｅ Ｉ Ａ , ５ － ヨ ー ド ア セ テ ト ア ミ ド （ iodoacetetamido） エ オ シ ン ; 
　 Ｅ Ｉ Ｔ Ｃ , エ オ シ ン － ５ － イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ; 
　 Ｅ Ｎ Ａ Ｉ , エ オ シ ン  Ｎ － ａ ｃ Ｅ Ｔ Ｙ Ｌ Ｉ Ｍ Ｉ Ｄ Ａ Ｚ Ｏ Ｌ Ｅ ; 
　 Ｅ Ｍ , エ オ シ ン マ レ イ ミ ド ;
　 Ｅ ｒ Ｉ Ｔ Ｃ , エ リ ス ロ シ ン － ５ '-イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト ;
　 Ｅ Ｔ Ｓ Ｃ , エ オ シ ン  チ オ セ ミ カ ラ ジ ド （ thiosemicarazide） ;
　 Ｆ ２ Ｄ Ｎ Ｂ , １ ,５ － ジ フ ル ロ － ２ ,４ '－ ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ;
　 Ｆ ２ Ｄ Ｐ Ｓ , ４ ,４ '－ ジ フ ル オ ロ － ３ ,３ '－ ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ス ル フ ォ ン ; 
　 Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ , フ ル オ レ セ イ ン チ オ セ ミ カ ル バ ジ ド ；
　 Ｉ Ａ Ａ Ｎ Ｓ , ２ － （ ４ '－ ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド ） ア ニ リ ー ノ ） ナ フ タ レ ン － ６ － ス ル ホ
ン 酸 ；
　 Ｉ Ａ Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ , ５ － （ ２ － （ （ ヨ ー ド ア セ チ ル ） ア ミ ノ ） エ チ ル ） ア ミ ノ ） － ナ フ タ
レ ン － １ － ス ル ホ ン 酸 ；
　 Ｉ Ａ Ｆ , ５ － ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド フ ル オ レ セ イ ン ；
　 Ｉ Ａ Ｎ Ｂ Ｄ , Ｎ － （ （ ２ － （ ヨ ー ド ア セ ト キ シ ） エ チ ル ） － Ｎ － メ チ ル ） ア ミ ノ － ７ －
ニ ト ロ ベ ン ズ － ２ － オ キ サ － １ ,３ － ジ ア ゾ ー ル ；
　 Ｉ Ｐ Ｍ , ３ （ ４ － イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト フ ェ ニ ル ） ７ － ジ エ チ ル － ４ － ア ミ ノ － ４ － メ チ
ル ク マ リ ン ; 
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　 Ｉ Ｓ Ａ , ４ － （ ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド ） サ リ チ ル 酸 ；
　 Ｌ Ｒ Ｈ , リ ス ア ミ ン ロ ー ダ ミ ン （ lissaminerhodamine） ;
　 Ｌ Ｙ , ル シ フ ァ ー イ エ ロ ー ；
　 ｍ Ｂ Ｂ Ｒ , モ ノ ブ ロ モ ビ ア マ ン （ monobromobiamane） ;
　 Ｍ Ｎ Ａ , （ ２ － メ ト キ シ － １ － ナ フ チ ル ） － メ チ ル ；
　 Ｎ Ａ Ａ , ２ － ナ フ ト キ シ ア セ チ ル 酸 ；
　 Ｎ Ｂ Ｄ , ７ － ニ ト ロ － ２ ,１ ,３ － ベ ン ゾ オ キ サ ジ ア ゾ ー ル （ benzoxadiazol） － ４ － イ
ル ；
　 Ｎ Ｃ Ｐ , Ｎ － シ ク ロ ヘ キ シ ル － Ｎ '－ （ １ － ピ レ ニ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド ；
　 Ｏ Ｄ Ｒ , オ ク タ デ シ ル ロ ー ダ ミ ン ；  
　 Ｐ Ｍ , Ｎ － （ １ － ピ レ ン ） － マ レ イ ミ ド ；
　 Ｓ Ｒ Ｈ , ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン ；
　 Ｔ Ｍ Ｒ , テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ；
　 Ｔ Ｎ Ｐ , ト リ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ；  お よ び
　 Ｔ Ｒ , テ キ サ ス レ ッ ド 。
【 ０ １ １ １ 】
　 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は チ ロ シ ン の よ う な 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 は ま た 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ り 得 る 。 ト リ プ ト フ ァ ン ま た は
チ ロ シ ン が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 典 型 的 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー
ペ ア 、 お よ び 適 当 な Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 距 離 は 、 以 下 の 表 ７ に 示 さ れ る 。 修 飾 ア ミ ノ 酸 も ま
た 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ
タ ー と し て 有 用 で あ り 得 る 。 そ の よ う な 蛍 光 ま た は ク エ ン チ ン グ 修 飾 ア ミ ノ 酸 は 当 業 界 に
お い て 既 知 で あ り 、 例 え ば 、 蛍 光 ア ミ ノ 酸 で あ る Ｌ － ピ レ ニ ル ア ラ ニ ン （ Ｐ ｙ ａ ） お よ び
非 蛍 光 ア ク セ プ タ ー で あ る ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン （ Ｎ ｏ ｐ ） を 含 む （ 例 え ば 、 Anne
 et al., Analytical Biochem. 291:253-261 (2001)に 記 載 ） 。
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【 表 ７ － １ 】
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【 表 ７ － ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
　 上 記 観 点 か ら 、 様 々 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ／ ア ク セ プ タ ー ペ ア が 本 発 明 の ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 で あ る こ と が 理 解 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｏ Ｘ (６ － カ ル ボ キ シ -Ｘ -ロ ー ダ ミ ン
； Applied Biosystems Division of Perkin Elmer Corporation; Foster City, CA)； Ｔ
Ａ Ｍ Ｒ Ａ (Ｎ ,Ｎ ,Ｎ ’ ,Ｎ － テ ト ラ メ チ ル － ６ － カ ル ボ キ シ － ロ ー ダ ミ ン ； Applied Biosys
tems)； ロ ー ダ ミ ン ； テ キ サ ス レ ッ ド ま た は エ オ シ ン で あ り 得 る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な
ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア は ま た 、 例 え ば 、 ド ナ ー フ ル オ ロ フ ォ ア カ ス
ケ ー ド ブ ル ー （ ア ク セ プ タ ー と し て フ ル オ レ セ イ ン ） ； ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ
Ｐ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ５ ３ ０ ／ ５ ５ ０   (４ ,４ － ジ フ ル オ ロ － ５ ,７ － ジ フ ェ ニ ル － ４ － ボ ラ
－ ３ ａ ,４ ａ － ジ ア ザ － Ｓ － イ ン ダ セ ン （ indacene） 、 ア ク セ プ タ ー と し て の Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ
Ｙ （ 登 録 商 標 ） ５ ４ ２ ／ ５ ６ ３ (４ ,４ － ジ フ ル オ ロ － ５ － ｐ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル － ４ － ボ
ラ － ３ ａ ,４ ａ － ジ ア ザ － Ｓ － イ ン ダ セ ン ） と の 組 み 合 わ せ ） ； ま た は Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ （ 登
録 商 標 ） ５ ４ ２ ／ ５ ６ ３ (４ ,４ － ジ フ ル オ ロ － ５ － ｐ － メ ト キ シ フ ェ ニ ル － ４ － ボ ラ -３
ａ ,４ ａ － ジ ア ザ － Ｓ － イ ン ダ セ ン 、 ア ク セ プ タ ー と し て の Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ （ 登 録 商 標 ） ５
６ ４ ／ ５ ７ ０ (４ ,４ － ジ フ ル オ ロ － ５ － ス チ リ ル － ４ － ボ ラ － ３ ａ ,４ ａ － ジ ア ザ － Ｓ －
イ ン ダ セ ン ） と の 組 み 合 わ せ ） 。 Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ （ 登 録 商 標 ） の 名 前 の 後 の 数 字 は 、 該 分 子
の 励 起 極 大 お よ び 発 光 極 大 を 反 映 す る ； Ｂ Ｏ Ｄ Ｉ Ｐ Ｙ （ 登 録 商 標 ） 化 合 物 は 、 Molecular 
Probes (Eugene Oregon)か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は フ ル オ レ セ イ ン で あ る 。 さ ら な る 態 様 に
お い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と し て フ ル オ レ
セ イ ン を 、 ア ク セ プ タ ー と し て テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン を 含 む 。 そ の よ う な 基 質 は 、 ４ ８
０ ｎ ｍ か ら ５ ０ ５ ｎ ｍ の 範 囲 で 、 例 え ば 、 ４ ８ ８ ｎ ｍ ま た は ４ ９ ２ ｎ ｍ で 励 起 で き 、 発 光
は ５ ２ ０ ｎ ｍ （ λ ｅ ｍ フ ル オ レ セ イ ン ） 、 ５ ８ ５ ｎ ｍ （ λ ｅ ｍ テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ）
、 ま た は そ の 両 方 で 検 出 で き る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 切 断 部 位 に お け る 基 質 の 切 断 前 は
、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 発 光 強 度 は 、 フ ル オ レ セ イ ン の も の よ り も 大 き い 。 基 質 切 断 の
結 果 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン に 対 す る フ ル オ レ セ イ ン の 強 度 の 比 率 が 変 化 す る 。 一 般 的
に 切 断 に よ り 、 フ ル オ レ セ イ ン が 主 に 発 光 す る フ ル オ ロ フ ォ ア と な る 。 フ ル オ レ セ イ ン お
よ び テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン を 含 む タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド を 調 製 す る 方 法 は 、 当 業 界
に お い て 周 知 で あ る (例 え ば 、  Matsumoto et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry L
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etters 10:1857 1861 (2000)参 照 ） 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 本 発 明 の 基 質 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は ま た 、 例 え ば 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ  (λ

Ａ ｂ ３ ４ ０ ｎ Ｍ , λ Ｅ ｍ ４ ９ ０ ｎ ｍ )で あ り 、 そ れ は Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ の よ う な ア ク セ プ タ ー
と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ お よ び Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ を 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 基 質 と 組 み 合 わ せ た 場 合 、 切 断 前 の 基 質 に お い て エ ネ ル ギ ー が Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア か ら Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ ア ク セ プ タ ー へ 転 移 し 、 そ の 結 果 Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 発 光 蛍 光 が
ク エ ン チ ン グ さ れ る 。 毒 素 切 断 部 位 の 切 断 後 、 切 断 さ れ た Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 製 品 の 蛍 光 は 増 加 し
、 例 え ば 遊 離 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア レ ベ ル ま で 回 復 し 得 る 。 切 断 前 の 基 質 に お け る 効 率
的 な 蛍 光 ク エ ン チ ン グ は 、 Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 発 光 ス ペ ク ト ル お よ び Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ 吸 収 ス ペ ク ト ル
の 好 ま し い エ ネ ル ギ ー 的 重 複 、 お よ び Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 比 較 的 長 い 励
起 状 態 寿 命 の 結 果 と し て 生 じ る (Wang et al., Tetrahedron Lett. 31:6493-6496 (1991);
 Holskin et al., Anal. Biochem. 226:148-155 (1995); お よ び  Wang et al., Anal. Bi
ochem. 210:351-359 (1993))。
【 ０ １ １ ５ 】
　 ダ ン シ ル (Ｄ Ｎ Ｓ ま た は ５ － ジ メ チ ル ア ミ ノ ナ フ タ レ ン － １ － ス ル ホ ニ ル ） も ま た 、 本
発 明 の 基 質 に お い て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー と し て 有 用 で あ り 得 る 。
あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ダ ン シ ル を ド ナ ー ・ フ ル オ ロ
フ ォ ア と し て 含 む ； ダ ン シ ル ・ ド ナ ー は 、 例 え ば 、 ダ ン シ ル ・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と
近 接 す る 場 合 に ク エ ン チ ャ ー と し て 働 く 、 Ｐ ｈ ｅ （ ｐ Ｎ Ｏ ２ ） の よ う な ニ ト ロ フ ェ ニ ル 残
基 ア ク セ プ タ ー と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 例 え ば ニ ト ロ フ ェ ニ ル 残 基 と 組 み 合 わ せ た
、 ダ ン シ ル ・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 有 す る 基 質 は 、 例 え ば Florentinら 、 Anal. Bio
chem. 141:62-69 (1984) ま た は  Goudreauら 、 Anal. Biochem. 219:87-95 (1994)に 記 載
さ れ る よ う に 調 製 で き る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ア ク セ プ タ
ー と し て ダ ン シ ル を 含 む 。 ダ ン シ ル ・ ア ク セ プ タ ー は 、 例 え ば Ｔ ｒ ｐ （ λ ｅ ｘ ２ ９ ０ ｎ ｍ
, λ ｅ ｍ ３ ６ ０ ｎ ｍ ） の よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と 組 み 合 わ せ た 場 合 、 ク エ ン チ ャ
ー と し て 機 能 し う る 。 Ｔ ｒ ｐ お よ び ダ ン シ ル を 含 む 基 質 に お い て 、 Ｔ ｒ ｐ 蛍 光 は 、 ダ ン シ
ル 基 へ の エ ネ ル ギ ー 転 移 に よ っ て ６ ０ ％ ク エ ン チ ン グ で き 、 こ の ク エ ン チ ン グ は 、 毒 素 切
断 部 位 に お け る 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 存 在 下 、 顕 著 に 減 少 ま た は 消 失 し 得 る （ 例 え ば 、
Geoghegan et al., FEBS Letters 262:119-122 (1990)参 照 ） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 十 分 分 離 し た 発 光 極 大 を 有 す る ド ナ ー － ア ク セ プ タ ー ペ ア が 、 本 発 明 の 基 質 お よ び 方 法
に お い て 有 用 で あ り 得 る こ と は 理 解 さ れ る ； 十 分 分 離 し た 発 光 極 大 に よ り 、 ド ナ ー 発 光 の
混 入 の な く 、 変 化 し た ア ク セ プ タ ー 発 光 の 検 出 が 可 能 に な る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア も
し く は ア ク セ プ タ ー 、 ま た は そ の 両 方 が 、 例 え ば 、 近 赤 外 （ 例 え ば ６ ５ ０ ｎ ｍ よ り 大 ） に
お い て 、 発 光 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 近 赤 外 発 光 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア
ク セ プ タ ー は 、 Ｃ ｙ ５ 、 Ｃ ｙ ５ ． ５ お よ び Ｃ ｙ ７ の よ う な シ ア ニ ン 色 素 を 含 む (Selvin, 
前 述 , 2000)。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｃ ｙ ３ お よ び Ｃ ｙ ５ を ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア と し て 含 む 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る ； Ｃ ｙ ３ は 最
大 ５ ７ ０ ｎ ｍ で 発 光 し 、 Ｃ ｙ ５ は 最 大 ６ ７ ０ ｎ ｍ で 発 光 す る 。 そ の よ う な シ ア ニ ン 色 素 は
、 例 え ば  Gruber et al., Bioconj. Chem. 11:161-166 (2000) に 記 載 さ れ る よ う に 、 簡
単 な 合 成 に よ り 調 製 で き る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は ま た 、 例
え ば 、 希 土 類 元 素 と し て も ま た 知 ら れ る ラ ン ト ニ ド 原 子 で あ っ て よ い 。 テ ル ビ ウ ム （ Ｔ ｂ
） 、 ユ ー ロ ピ ウ ム （ Ｅ ｕ ） 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム （ Ｄ ｙ ） お よ び サ マ リ ウ ム （ Ｓ ｍ ） の よ う な
ラ ン タ ニ ド は 、 鋭 く 突 き 立 っ た 波 長 、 励 起 パ ル ス に 続 く ミ リ 秒 の 寿 命 を 有 し 、 極 性 が な く
、 か つ 高 量 子 収 率 を 有 す る 。 テ ル ビ ウ ム ま た は ユ ー ロ ピ ウ ム キ レ ー ト の よ う な ラ ン タ ニ ド
・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 有 機 色 素 ア ク セ プ タ ー を 含 む 様 々 な ア ク セ プ タ ー と 組 み 合
わ せ る こ と が で き る 。 Ｅ ｕ キ レ ー ト ・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 例 え ば 、 ア ロ フ ィ コ シ
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ア ニ ン （ Ａ Ｐ Ｃ ） と 組 み 合 わ せ る こ と が で き 、 Ｔ ｂ キ レ ー ト ・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は
、 例 え ば 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 直 接 励 起 に よ る バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド 蛍 光 は 時 間 的 に 除 か れ る ； 有 機 ア ク セ プ タ ー の 寿 命 は 、 一 般 的 に 、 ナ ノ 秒 範 囲
内 で あ り 、 一 方 、 感 光 発 光 は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 寿 命 に 従 い 、 マ イ ク ロ 秒 か ら ミ リ
秒 の オ ー ダ ー で あ る （ Selvin, 前 述 , 2000参 照 ） 。 従 っ て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 測 定 は
、 励 起 に 続 い て 非 特 異 的 干 渉 蛍 光 が 退 色 し た 後 、 比 較 的 後 の 段 階 で 開 始 で き る 。 ラ ン タ ニ
ド キ レ ー ト は 当 業 界 に て 周 知 で あ り 、 例 え ば Ｅ Ｇ ＆ Ｇ （ 登 録 商 標 ） Wallac (Turku, Finla
nd） か ら 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は ま た 、 周 知 の フ ル オ ロ フ ォ ア (７ － メ
ト キ シ ク マ リ ン － ４ － イ ル ） ア セ チ ル  （ Ｍ ｃ ａ ） で あ っ て よ く 、 そ れ は ク エ ン チ ャ ー で
あ る ２ ,４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル （ Ｄ ｎ ｐ ） の よ う な ア ク セ プ タ ー と 組 み 合 わ せ る こ と が で
き る 。 例 え ば 、 Kakiuchiら 、 J. Virol. Methods 80:77-84 (1999)参 照 。 本 発 明 の ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て Ｍ ｃ ａ が Ｄ ｎ ｐ の よ う な 適 切 な ク エ ン チ ャ ー と 組 み 合 わ さ れ
る と 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 切 断 部 位 に お け る 切 断 後 、 増 加 し た Ｍ ｃ ａ （ λ Ｅ ｍ ３ ９ ３ ｎ
ｍ ） か ら の ド ナ ー 発 光 蛍 光 が 検 出 さ れ 、 そ れ は 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は ま た 、 例
え ば 、 ２ － ア ミ ノ ベ ン ゾ イ ル （ Ａ ｂ ｚ ） 基 で あ り 、 要 す れ ば 、 ２ ,４ － ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル
（ Ｄ ｎ ｐ ） の よ う な ク エ ン チ ャ ー と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 切 断 前 の ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 基 質 に お い て 、 Ｄ ｎ ｐ 基 は 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 に よ っ て Ａ ｂ ｚ 基 の 蛍 光 を ク エ ン
チ ン グ す る ； 基 質 の タ ン パ ク 分 解 的 切 断 は ク エ ン チ ン グ を 解 放 し 、 そ の 結 果 放 出 さ れ た Ａ
ｂ ｚ フ ラ グ メ ン ト の 濃 度 に 比 例 し て 蛍 光 が 増 加 す る 。 例 え ば 、 Ａ ｂ ｚ を ア ミ ノ 末 端 に 含 み
、 か つ リ ジ ン の よ う な Ｄ ｎ ｐ 誘 導 体 化 残 基 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 例 え ば  L
e Bonniec et al., Biochemistry 35:7114-7122 (1996)に 記 載 さ れ る 平 凡 な 方 法 に よ っ て
調 製 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は ま た 、 Mo
lecular Probes (Eugene, OR)か ら 市 販 さ れ る Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） 色 素 で
あ り 得 る 。 本 発 明 に お い て 有 用 な Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） 色 素 は 、 例 え ば 、
Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ３ ５ ０ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ３ ０
、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ４ ８ ８ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５ ３
２ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５ ４ ６ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５
６ ８ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ５ ９ ４ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ）
６ ３ ３ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ６ ４ ７ 、 Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標
） ６ ６ ０ お よ び Ａ ｌ ｅ ｘ ａ  Ｆ ｌ ｕ ｏ ｒ （ 登 録 商 標 ） ６ ８ ０ で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 本 発 明 に お い て 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー は ま た 、 遺 伝 的 に コ
ー ド さ れ た 色 素 、 例 え ば 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｂ Ｆ Ｐ ）
、 シ ア ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｃ Ｆ Ｐ ） 、 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｙ Ｆ Ｐ ） 、 ま た は ｄ ｓ Ｒ ｅ ｄ
（ BD Biosciences Clontech; Palo Alto, CA） の よ う な 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ っ て よ い
。 そ の よ う な 遺 伝 的 コ ー ド ・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 、 例 え ば Selv
in, 前 述 , 2000 お よ び  Mahajan et al., Chemistry and Biology 6:401-409 (1999)に 記
載 さ れ て い る よ う に 、 当 業 界 に て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 Ｃ Ｆ Ｐ は ４ ３ ３ ｎ ｍ に 励 起 極 大 を
、 ４ ７ ６ ｎ ｍ に 発 光 極 大 を 有 し 、 ア ク セ プ タ ー と し て の Ｙ Ｆ Ｐ （ ５ ２ ７ ｎ ｍ に 発 光 極 大 ）
と 組 み 合 わ せ て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と し て 使 用 で き る 。 要 す れ ば 、 Ｂ Ｆ Ｐ は 、 ア ク
セ プ タ ー と し て の Ｇ Ｆ Ｐ と 組 み 合 わ せ て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と し て 使 用 で き 、 ま た は
、 Ｃ Ｆ Ｐ は 、 ア ク セ プ タ ー と し て の Ｙ Ｆ Ｐ と 組 み 合 わ せ て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と し て
使 用 で き る 。 Ａ ｅ ｑ ｕ ｏ ｒ ｅ ａ 関 連 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 含 む 、 更 な る 遺 伝 的 コ ー ド ・ ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 、 例 え ば 米 国 特 許 番 号 5,981,200に 記 載 さ れ る よ
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う に 、 当 業 界 に て 周 知 で あ る 。 Ｇ Ｆ Ｐ 、 Ｂ Ｆ Ｐ 、 Ｃ Ｆ Ｐ 、 ま た は Ｙ Ｆ Ｐ の よ う な 遺 伝 的 コ
ー ド 色 素 は 、 互 い に Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ペ ア を 形 成 す る こ と が で き 、 あ る い は 他 の 適 し た ド ナ ー ・ フ
ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 本 発 明
は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー の 両 方 が 遺 伝 的 に コ ー ド さ れ て い る ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 所 望 の 毒 素 認 識 配 列 は 、 選 択 し た ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア ／ ア ク セ プ タ ー ペ ア の 間 に 切 断 部 位 が あ り 、 か つ 基 質 を 例 え ば 細 菌 中 で 発 現 さ せ 精 製
す る よ う に 設 計 で き る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 別 の 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 少 な く と も ミ リ 秒 の 長 い 蛍 光 寿 命 を 有 す る フ ル オ ロ フ ォ ア
で あ る ア ク セ プ タ ー を 含 む 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 不 純 物 の 蛍 光 寿 命 は
一 般 に ナ ノ 秒 単 位 な の で 、 そ の よ う な ア ク セ プ タ ー は 蛍 光 発 光 の 時 間 分 解 測 定 を 可 能 に し
、 シ グ ナ ル 対 ノ イ ズ 比 率 を 増 強 で き る 。 時 間 分 解 蛍 光 に 有 用 な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ／
ア ク セ プ タ ー ペ ア は 、 例 え ば 、 １ ０ ５ ｋ Ｄ ａ の フ ィ コ ビ リ プ ロ テ イ ン （ phycobiliprotein
） ・ ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン と 組 み 合 わ せ た 、 Ｅ ｕ ト リ
ス ビ ピ リ ジ ン （ trisbipyridine） ク リ プ テ ー ト (Ｔ Ｂ Ｐ － Ｅ Ｕ ３ ＋ , λ Ｅ ｘ  ３ ３ ７  ｎ ｍ )
の よ う な ユ ー ロ ピ ウ ム ク リ プ テ ー ト ・ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る (Sittampalam et al
., Curr. Opin. Chem. Biol. 1:384-391 (1997))。 Ｅ ｕ ト リ ス ビ ピ リ ジ ン ク リ プ テ ー ト は
、 光 を 取 り 込 み 、 そ れ を ケ ー ジ 化 Ｅ Ｕ ３ ＋ へ と 導 く 二 つ の ビ ピ リ ジ ル 基 を 有 す る ； こ の ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 長 い 蛍 光 寿 命 を 有 し 、 ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン に 近 接 し た と き に 非
放 射 性 に エ ネ ル ギ ー を そ の ア ク セ プ タ ー に 転 移 し 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ
ー 距 離 ９ ． ５ ｎ ｍ で ５ ０ ％ よ り 大 き い 転 移 効 率 を 示 す 。 Ｔ Ｂ Ｐ － Ｅ Ｕ ３ ＋ お よ び ア ロ フ ィ
コ シ ア ニ ン の 両 者 お よ び そ れ ら の 分 光 学 的 特 性 は 、 生 物 学 的 培 地 中 で 非 常 に 安 定 で あ り 、
ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン は ド ナ ー の 長 い 寿 命 に 従 い 発 光 し （ λ Ｅ ｍ ＝ ６ ６ ５ ｎ ｍ ） 、 時 間 分 解
検 出 を 可 能 に す る (Kolb et al., J. Biomol. Screening 1:203-210 (1996)） 。 そ の よ う
な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア を 含 む 基 質 の 調 製 方 法 は 、 例 え ば 、 Kolb e
t al., 前 述 , 1996、 お よ び 、 Sittampalam et al., 前 述 , 1997に 記 載 さ れ る よ う に 、 当
業 界 に て 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 さ ら な る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 し ば し ば 「 真 の ク エ ン チ ャ ー 」 と し て 示 さ れ る 、 非 蛍
光 ア ク セ プ タ ー に 依 存 す る 。 非 蛍 光 ア ク セ プ タ ー は 、 例 え ば 、 直 接 的 （ 非 感 光 ） ア ク セ プ
タ ー 励 起 の 結 果 生 じ る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 除 去 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 様 々 な 非 蛍
光 ア ク セ プ タ ー が 当 業 界 に て 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ お よ び Ｑ Ｓ Ｙ （ 登 録 商
標 ） ７ 色 素 が 含 ま れ る （ Molecular Probes, 前 述 , 1996参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー の
間 に 位 置 す る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 切 断 部 位 を 含 む 。 あ る 態 様 に お い て 、 ド ナ ー ・ フ
ル オ ロ フ ォ ア は 該 切 断 部 位 の ア ミ ノ 末 端 に 位 置 し 、 一 方 ア ク セ プ タ ー は 該 切 断 部 位 の カ ル
ボ キ シ 末 端 に 位 置 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア は 該 切 断 部 位 の カ
ル ボ キ シ 末 端 に 位 置 し 、 一 方 ア ク セ プ タ ー は 該 切 断 部 位 の ア ミ ノ 末 端 に 位 置 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び
ア ク セ プ タ ー を 選 択 し 、 そ し て 位 置 づ け る の に は い く つ か 考 慮 す る 点 が あ る こ と を 理 解 し
て い る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 一 般 に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に
対 す る 基 質 結 合 ま た は 該 毒 素 に よ る タ ン パ ク 分 解 へ の 障 害 を 最 小 限 に す る よ う に 位 置 づ け
ら れ る 。 従 っ て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー を 、 例 え ば 、 （ 基 質 ） 結 合 に
重 要 で あ る 、 結 合 ま た は 非 結 合 相 互 作 用 の 崩 壊 を 最 小 限 に す る よ う に 、 か つ 立 体 障 害 を 最
小 限 に す る よ う に 、 選 択 し 位 置 づ け る こ と が で き る 。 さ ら に 、 ア ク セ プ タ ー お よ び ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 間 の 空 間 距 離 は 、 一 般 に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア か ら ア ク セ プ タ ー
へ の 効 率 的 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 達 成 す る よ う 限 定 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
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　 前 述 の よ う に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア か ら ア ク セ プ タ ー へ の エ ネ ル ギ ー 転 移 の 効 率 は
、 一 つ に は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー 分 子 の 空 間 分 離 に 依 存 す る 。 ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の 距 離 が 増 加 す る に つ れ て 、 ア ク セ プ タ ー へ の
エ ネ ル ギ ー 転 移 が 小 さ く な り 、 そ れ ゆ え 、 切 断 前 で あ っ て も 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア シ
グ ナ ル が 増 加 す る 。 基 質 切 断 後 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 収 量 の 全 体 的 増 加 は 、 基
質 に お け る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の 分 離 距 離 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー の 間 の ス ペ ク ト ル 重 複 、 お よ び ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 基 質 の 濃 度
を 含 む 、 多 く の 因 子 に 依 存 す る 。 基 質 濃 度 が 増 加 す る と 、 ド ナ ー の 分 子 間 ク エ ン チ ン グ が
タ ン パ ク 分 解 切 断 後 で あ っ て も 一 因 子 に な り う る こ と を 当 業 者 は 理 解 し て い る 。 こ の 減 少
は 「 内 部 フ ィ ル タ ー 効 果 」 と 表 さ れ る （ 以 下 参 照 ） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 距 離 、 即 ち ５ ０ ％ エ ネ ル ギ ー 転 移 の た め の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と
ア ク セ プ タ ー の 間 の 分 離 は 、 優 れ た 感 受 性 を 与 え る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ
ー の 間 の 空 間 分 離 を 意 味 す る 。 ペ プ チ ド 基 質 に つ い て 、 近 接 す る 残 基 は 、 最 も 広 が っ た 構
造 に お い て 約 ３ ． ６ Å の 距 離 に よ っ て 隔 て ら れ て い る 。 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン ／ テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ペ ア に つ い て 計 算 し た Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 距 離 は ５ ５ Å で あ り 、 そ れ は 最
も 広 が っ た 構 造 に お け る フ ル オ レ セ イ ン と テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン の 間 の 約 １ ５ 残 基 の 空
間 分 離 を 意 味 す る 。 溶 液 中 の ペ プ チ ド お よ び 模 擬 ペ プ チ ド は 完 全 に 広 が っ た 構 造 を 有 す る
こ と は ま れ な の で 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 、 一 残 基 に つ き ３ ． ６
Å を 用 い て 行 っ た 計 算 に 基 づ い て 期 待 さ れ る よ り も よ り 広 く 隔 て ら れ て い る が 、 依 然 と し
て Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 距 離 内 に 留 ま っ て い る 場 合 が あ る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 理 論 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 の 非 常 に 弱 い 相
互 作 用 に 基 づ く ； 一 方 の フ ル オ ロ フ ォ ア の 、 吸 収 の よ う な 分 光 学 的 性 質 は 、 他 方 の 存 在 下
で 変 化 を 受 け る べ き で は な く 、 該 理 論 が 有 効 な 最 短 距 離 範 囲 を 規 定 す る 。 多 く の ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア に と っ て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー が
約 １ ０ Å か ら １ ０ ０ Å の 距 離 に よ っ て 隔 て ら れ て い る 場 合 に 、 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 理 論 は 有
効 で あ る 。 し か し な が ら 、 特 定 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア に と っ て は
、 Ｆ ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 理 論 は 、 サ ブ ピ コ 秒 技 術 に よ っ て 測 定 さ れ る よ う に １ ０ Å 以 下 で 有 効
で あ る (Kaschke and Ernsting, Ultrafast Phenomenon in Spectroscopy (Klose and Wil
helmi (Eds.)) Springer-Verlag, Berlin 1990。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 あ る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 最 大 １ ０ ０ Å の 距 離 で
ア ク セ プ タ ー か ら 隔 て ら れ て い る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い
て 、 本 発 明 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が 最 大 ９ ０ Å 、 ８ ０ Å 、 ７ ０ Å 、 ６ ０ Å 、 ５ ０ Å
、 ４ ０ Å 、 ３ ０ Å ま た は ２ ０ Å の 距 離 で ア ク セ プ タ ー か ら 隔 て ら れ て い る 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が
１ ０ Å か ら １ ０ ０ Å 、 １ ０ Å か ら ８ ０ Å 、 １ ０ Å か ら ６ ０ Å 、 １ ０ Å か ら ４ ０ Å 、 １ ０ Å
か ら ２ ０ Å 、 ２ ０ Å か ら １ ０ ０ Å 、 ２ ０ Å か ら ８ ０ Å 、 ２ ０ Å か ら ６ ０ Å 、 ２ ０ Å か ら ４
０ Å 、 ４ ０ Å か ら １ ０ ０ Å 、 ４ ０ Å か ら ８ ０ Å ま た は ４ ０ Å か ら ６ ０ Å の 距 離 で ア ク セ プ
タ ー か ら 隔 て ら れ て い る 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 当 業 者 は 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 、 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 効 率 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 の 検 出 能 力 を 最 適 化 す る よ う に 設 計 で き る こ と を 理 解 し て い る 。 当 業 者 は 、 要 す れ ば
、 高 量 子 収 率 を 有 す る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 選 択 す る こ と が で き 、 ま た 要 す れ ば 、 Ｆ
ｏ ｅ ｒ ｓ ｔ ｅ ｒ 距 離 を 最 大 化 す る た め 、 高 消 光 係 数 を 有 す る ア ク セ プ タ ー を 選 択 す る こ と
が で き る こ と を 理 解 し て い る 。 当 業 者 は さ ら に 、 ア ク セ プ タ ー の 直 接 励 起 に よ り 生 じ る 蛍
光 は 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 結 果 生 じ る 蛍 光 と 区 別 す る の が 難 し い 場 合 が あ る こ と を 理 解
し て い る 。 従 っ て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 、 ア ク セ プ タ ー を 直 接
励 起 し な い 波 長 に お い て ド ナ ー を 励 起 で き る よ う に 、 そ れ ら の 励 起 ス ペ ク ト ル の 重 複 が 比
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較 的 小 さ い も の を 選 択 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は
、 二 つ の 発 光 が 容 易 に 区 別 で き る よ う に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー の
発 光 ス ペ ク ト ル が 比 較 的 小 さ く し か 重 複 し な い よ う に 設 計 で き る こ と が 認 識 さ れ て い る 。
要 す れ ば 、 高 蛍 光 量 子 収 率 を 有 す る ア ク セ プ タ ー を 選 択 す る こ と が で き る ； ア ク セ プ タ ー
蛍 光 発 光 を ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 唯 一 の 指 標 と し て 、 ま た は 発 光 比 率
の 一 部 分 と し て 検 出 す る な ら ば 、 そ の よ う な ア ク セ プ タ ー が 好 ま し い （ 以 下 参 照 ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ ー 、 ま た は そ の 両 者 は 、 ボ ツ リ ヌ ス ま た は 破 傷 風
毒 素 ホ ロ 酵 素 の 活 性 部 位 キ ャ ビ テ ィ ー 内 に 位 置 す る こ と が 可 能 で あ る こ と は 理 解 さ れ る 。
当 業 者 は 、 要 す れ ば 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ ー 、 ま た は そ の 両 者 が 、 毒 素
と 結 合 し た 場 合 に 毒 素 ホ ロ 酵 素 の 活 性 部 位 キ ャ ビ テ ィ ー か ら 排 除 さ れ る よ う に 、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 設 計 で き る こ と を 理 解 し て い る 。 従 っ て 、 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明
は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ ー 、 ま た は そ の 両 者 が 、 毒 素 と 結 合 し た 場 合 に
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ホ ロ 酵 素 の 活 性 部 位 キ ャ ビ テ ィ ー か ら 排 除 さ れ る 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素
基 質 ま た は 破 傷 風 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 例 え ば 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア
ク セ プ タ ー 、 ま た は そ の 両 者 が 、 毒 素 と 結 合 し た 場 合 に 毒 素 ホ ロ 酵 素 の 活 性 部 位 キ ャ ビ テ
ィ ー か ら 排 除 さ れ る 、 Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ 1、 Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ
Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ま た は Ｂ Ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 を 提 供 す る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発
明 は 、 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ １ ９ ７ － Ａ ｒ ｇ １ ９ ８

を 含 む も の を 含 有 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ っ て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ
ー 、 ま た は そ の 両 者 が 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ホ ロ 酵 素 の 活 性 部 位 キ ャ ビ テ ィ ー 内 に 存 在 し 得 る 残
基 Ａ ｒ ｇ １ ９ １ か ら Ｍ ｅ ｔ ２ ０ ２ の 間 に 位 置 し な い も の を 提 供 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、
本 発 明 は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２ の 少 な く と も ６ つ の 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ ７ ６ － Ｐ ｈ ｅ ７ ７ を 含 む
も の を 含 有 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ っ て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ ー 、 ま
た は そ の 両 者 が 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ ホ ロ 酵 素 の 活 性 部 位 キ ャ ビ テ ィ ー 内 に 存 在 す る 残 基 Ｌ ｅ ｕ

７ ０ か ら Ａ ｌ ａ ８ １ の 間 に 位 置 し な い も の 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 基 質 お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 軽 鎖 （ Ｌ Ｃ ／ Ｂ ） 複 合 体 に お い て 、 水 素 結 合 ア ク セ プ
タ ー ま た は ド ナ ー を 含 有 す る 側 鎖 を 有 す る Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 残 基 の ほ と ん ど 全 て が 、 Ｌ Ｃ ／ Ｂ と 水
素 結 合 し て い た 。 従 っ て 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 要 す れ ば 、 例 え ば Ｓ ｅ ｒ
、 Ｔ ｈ ｒ 、 Ｔ ｙ ｒ 、 Ａ ｓ ｐ 、 Ｇ ｌ ｕ 、 Ａ ｓ ｎ ま た は Ｇ ｌ ｎ 残 基 に よ る 水 素 結 合 の 可 能 性 が
、 該 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 、 そ の 毒 素 に よ る 切 断 に 感 受 性 の あ る 本 来 の タ ン
パ ク 質 と 比 較 し て 減 少 し な い よ う に 調 製 で き る こ と は 理 解 で き る 。 つ ま り 、 具 体 的 態 様 に
お い て 本 発 明 は 、 水 素 結 合 の 可 能 性 が 、 対 応 す る ボ ツ リ ヌ ス ま た は 破 傷 風 毒 素 に よ る 切 断
に 感 受 性 の あ る 本 来 の タ ン パ ク 質 と 比 較 し て そ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に お い て 減 少
し て い な い 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ ー 、 お よ び ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 認 識 配 列 に
加 え て 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 は 、 要 す れ ば 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 更 な る
構 成 要 素 を 含 む こ と が で き る こ と は 理 解 さ れ る 。 例 と し て 、 Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｓ （ 配 列 番 号 ： ８ ４
） の よ う な 柔 軟 性 あ る ス ペ ー サ ー 配 列 が 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に 含 ま れ 得 る
。 基 質 は さ ら に ま た 、 以 下 の う ち １ つ ま た は そ れ 以 上 （ 但 し こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含
む こ と が で き る ： ア フ ィ ニ テ ィ ー タ グ 、 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｓ 6、 ビ オ チ ン 、 ま た は 、 Ｆ Ｌ Ａ Ｇ
、 ヘ マ グ ル チ ニ ン （ Ｈ Ａ ） 、 ｃ － ｍ ｙ ｃ ま た は Ａ Ｕ １ の よ う な エ ピ ト ー プ ； イ ム ノ グ ロ ブ
リ ン ヒ ン ジ 領 域 ； Ｎ － ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド リ ン カ ー ； ヘ ア ピ ン タ ー ン ペ プ チ ド ま た は
模 擬 ペ プ チ ド ； ま た は 、 親 水 性 配 列 、 も し く は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 溶 解 性 ま た は
安 定 性 を 促 進 す る 他 の 構 成 要 素 ま た は 配 列 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 、 お よ び 模 擬 ペ プ チ ド を ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ
タ ー を 含 む よ う に 修 飾 す る 方 法 は 、 当 業 界 に て 周 知 で あ る (Fairclough and Cantor, Meth
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ods Enzymol. 48:347-379 (1978); Glaser et al., Chemical Modification of Proteins
 Elsevier Biochemical Press, Amsterdam (1975); Haugland, Excited States of Biopo
lymers (Steiner Ed.) pp. 29-58, Plenum Press, New York (1983); Means and Feeney,
 Bioconjugate Chem. 1:2-12 (1990); Matthews et al., Methods Enzymol. 208:468-496
 (1991); Lundblad, Chemical Reagents for Protein Modification 2nd Ed., CRC Press
, Boca Ratan, Florida (1991); Haugland, 前 述 , 1996)。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た
は ア ク セ プ タ ー を 、 例 え ば ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 む ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ
チ ド に つ な ぐ の に 、 様 々 な 基 が 使 用 で き る 。 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 生 産 す
る た め 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー を ペ プ チ ド ま た は 模 擬 ペ プ チ ド の 所
望 の 位 置 と つ な ぐ の に 、 例 え ば チ オ ー ル 基 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ハ ロ ア セ チ ル お よ び
マ レ イ ミ ド 標 識 試 薬 も ま た 、 本 発 明 の 基 質 の 調 製 に お い て ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は
ア ク セ プ タ ー を つ な ぐ の に 使 用 で き る (例 え ば  Wu and Brand, 前 述 , 1994参 照 ） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 Ｇ Ｆ Ｐ お よ び ア ロ フ ィ コ シ ア ニ ン （ Ａ Ｐ Ｃ ） の よ う な タ ン パ ク 質 を 含 む ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー は 、 様 々 な 手 段 に よ っ て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 に 連
結 す る こ と が で き る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー は 、 ク ロ ス － リ ン カ ー
部 分 を 介 す る 化 学 的 手 段 に よ っ て 連 結 で き る 。 ク ロ ス － リ ン カ ー は 当 業 界 に て 周 知 で あ り
、 例 え ば Ｂ Ｍ Ｈ お よ び Ｓ Ｐ Ｄ Ｐ の よ う な 、 ホ モ － ま た は ヘ テ ロ － 二 機 能 ク ロ ス － リ ン カ ー
を 含 む 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は ア ク セ プ タ ー が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 タ ン パ ク
質 の ア ミ ノ － ま た は カ ル ボ キ シ － 末 端 に 特 異 的 に 分 子 を 連 結 す る た め 、 周 知 の 化 学 的 方 法
を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Protein Engineering－  A Practical Approach, Rees e
t al. (Eds) Oxford University Press, 1992の 、 ” Chemical Approaches to Protein En
gineering” 参 照 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 当 業 者 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の み を 含 む 基 質 が 混 入 す る と 、 高 蛍 光 バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド が 生 じ う る こ と を 理 解 し て い る 。 そ の よ う な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 例 え ば 、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 調 製 に お い て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 し て 比 較 的 過 剰 の ア ク セ
プ タ ー を 使 用 す る こ と に よ り 減 少 さ せ る 、 ま た は 防 ぐ こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 試 料 中 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の キ ッ
ト を 提 供 す る 。 キ ッ ト は 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を バ イ ア ル ま た は 他 の 容 器
中 に 含 む 。 一 般 的 に キ ッ ト は ま た 、 使 用 の た め の 説 明 書 も 含 む 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発
明 の キ ッ ト は さ ら に 、 陽 性 対 照 と し て 、 キ ッ ト に 含 ま れ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 切
断 で き る 既 知 量 の ボ ツ リ ヌ ス ま た は 破 傷 風 毒 素 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 本
発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 含 み 、 さ ら に 陽 性 対 照 と し て 切 断 産 物 の 一 方 ま た は 両
方 を 含 む 。 具 体 的 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 、 お よ び
、 陽 性 対 照 と し て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む 対 応 す る 切 断 産 物 を 含 む 。 本 発 明 の キ
ッ ト は 、 任 意 で 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 緩 衝 液 を 伴 う 容 器 も 含
む こ と が で き る 。 本 明 細 書 中 以 下 に さ ら に 記 載 さ れ る よ う に 、 本 発 明 の 方 法 は ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 組 み 合 わ せ て 行 う こ と が で き る 。 従 っ て 、 あ る 態 様 に お い て 本 発 明 は 、
本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 少 な く と も 二 つ 含 む 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ
ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 検 出 す る の に 有 用 な ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 標 的 を 提 供 す る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 標 的 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド ま
た は 模 擬 ペ プ チ ド で あ っ て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を
含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク
セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク
セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る も の を 提 供 す る 。 エ ネ ル ギ ー は 、 例 え ば 、 衝 突 エ ネ ル ギ ー 転 移 を
介 し て 転 移 で き 、 ア ク セ プ タ ー が 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る
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吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る こ と を 必 要 と し な い 。 そ の よ う な ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 標 的 は 、
例 え ば 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 認 識 配 列 を 含 む こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 は い ず れ も 、 本 発 明 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 標 的 に お い て 有 用 で あ り
得 る 。 衝 突 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 示 さ れ る よ う な ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー
の 選 択 お よ び 位 置 づ け は 当 業 界 に て 周 知 で あ り 、 例 え ば 、 Gershkkovich and Kholodovych
, J. Biochem. Biophys. Methods 33:135-162 (1996)に 記 載 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ
の よ う な 方 法 は 、 一 つ に は 、 そ れ ら が 迅 速 な ス ク リ ー ニ ン グ に 受 け 入 れ ら れ や す く 、 か つ
非 切 断 基 質 か ら 切 断 産 物 を 分 離 す る 必 要 が な い た め 価 値 が あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は
、 未 精 製 試 料 お よ び 高 度 精 製 二 本 鎖 毒 素 に 適 用 可 能 で あ り 、 さ ら に 、 以 下 に 詳 説 さ れ る よ
う に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 軽 鎖 に 適 用 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 （ ａ ） ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 下 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断
部 位 を 含 む ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア
と ア ク セ プ タ ー の 間 に 介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 で 見 ら れ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に よ り 試 料 を 処 置 し 、 （ ｂ
） ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 励 起 し 、 そ し て （ ｃ ） 対 照 基 質 と 対 比 し て 処 置 済 基 質 の 共 鳴
エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 を 含 み 、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比 較 し た 処 置 済 基 質 の 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 転 移 に お け る 相 違 が ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 本 発 明 の 方
法 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る ア ク セ プ タ ー を 用 い て 、 ま た は 非 蛍 光 ア ク セ プ タ ー を 用 い て
行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 い ず れ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る の に も
使 用 す る こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 を 測 定 す る た め に Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ
基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ａ ｒ ｇ を 含 む も の を 含 有 す
る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 基 質 で あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 測 定 す る の に Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／
Ｂ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｐ ｈ ｅ を 含 む も の を 含 有 す る Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す
る の に Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 を 利 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ
１ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、
ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の 、
ま た は Ａ ｒ ｇ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の を 含 有 す る 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 基 質 で あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め に
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開
示 さ れ る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 の い ず れ で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ
の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｌ ｙ ｓ － Ｌ ｅ ｕ を 含 む も の を 含 有 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 基 質 で あ る 。
さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る の に
Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開
示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の 少 な く と
も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｒ ｇ － Ｉ ｌ ｅ を 含 む も の を 含 有 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 基 質 で
あ る 。 な お 更 な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定
す る の に Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 に 依 存 す る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 は 、 本 明
細 書 に 開 示 さ れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く
と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ － Ｌ ｙ ｓ を 含 む も の を 含 有 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 基 質
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で あ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 は ま た 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る の に Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質
を 利 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 方 法 に 有 用 な Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 は 、 本 明 細 書 に 開 示 さ
れ る い ず れ の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ っ て も よ く 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連
続 す る 残 基 で あ っ て Ａ ｌ ａ － Ａ ｌ ａ を 含 む も の を 含 有 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 基 質 で あ る 。 本 発
明 の 方 法 は ま た 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る の に 有 用 で あ り 、 こ の 場 合 、 Ｔ ｅ
Ｎ Ｔ 基 質 に 依 存 す る 。 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 は い ず れ も 本 発 明 の 方 法 に 有 用
で あ り 得 る も の で 、 例 え ば 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 少 な く と も ６ つ の 連 続 す る 残 基 で あ っ て Ｇ ｌ ｎ －
Ｐ ｈ ｅ を 含 む も の を 含 有 す る Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 基 質 で あ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て は 様 々 な 試 料 が 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 試 料 は 、 未 精 製 細 胞 溶 解
物 ； 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ； 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 軽 鎖 ； 製 剤 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 製 品 、 例 え ば 、 Ｂ Ｏ Ｔ Ｏ Ｘ （ 登 録 商 標 ） ； お よ び 、 生 、 調 理 済 、 半 調 理 済 お よ び 加
工 済 食 物 お よ び 飲 物 を 含 む 飲 食 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 、 様 々 な 手 段 に よ っ て 測 定 す る こ と が で
き る 。 あ る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は 、 処 置 済 基 質 の ド ナ ー 蛍
光 強 度 を 検 出 す る こ と を 含 み 、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比 較 し て 増 加 し た 処 置 済 基 質 の ド ナ ー
蛍 光 強 度 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 別 の 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ
ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は 、 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 す る こ と 含 み
、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比 較 し て 減 少 し た 処 置 済 基 質 の ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 は 、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測
定 す る 段 階 は 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 お よ び ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 大 を 検 出 す る
こ と を 含 み 、 こ こ で 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 か ら ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 大 付
近 へ の 発 光 極 大 に お け る シ フ ト は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 さ ら
な る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る 段 階 は 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 の
蛍 光 振 幅 の 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 大 付 近 の 蛍 光 振 幅 に 対 す る 比 率 を 検 出 す る こ
と を 含 み 、 こ こ で 対 照 試 料 と 比 較 し て 減 少 し た 処 置 済 試 料 に お け る 比 率 は 、 ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 な お さ ら な る 態 様 に お い て 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測
定 す る 段 階 は 、 処 置 済 基 質 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 状 態 寿 命 を 検 出 す る こ と に よ
っ て 行 わ れ 、 こ こ で 、 対 照 基 質 と 比 較 し て 増 加 し た 処 置 済 基 質 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア
励 起 状 態 寿 命 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 以 下 に 詳 説 す る よ う に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 様 々 な 条 件 が
本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 少 な く と も １ ０ ％ の 基 質 が 切 断 さ れ る よ う に
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 を 規 定 す る こ と が で き る 。 同 様 に 、
少 な く と も ２ ０ %、 ３ ０ %、 ４ ０ %、 ５ ０ %、 ６ ０ %、 ７ ０ %、 ８ ０ %、 ９ ０ %ま た は ９ ５ %の ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る よ う に 、 ま た は １ ０ ０ ％ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基
質 が 切 断 さ れ る よ う に 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 を 規 定 す る
こ と が で き る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 ア ッ セ イ が 線 形 と な る よ う ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ
ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 を 選 択 す る 。 別 の 態 様 に お い て は 、 少 な く と も ９ ０ ％ の ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る よ う に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し
た 条 件 を 規 定 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て は 、 最 大 ２ ５ ％ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が
切 断 さ れ る よ う に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 を 規 定 す る 。 な お
更 な る 態 様 に お い て は 、 最 大 ２ ０ ％ 、 最 大 １ ５ ％ 、 最 大 １ ０ ％ 、 ま た は 最 大 ５ ％ の ク ロ ス
ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る よ う に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た
条 件 を 規 定 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 「 試 料 」 な る 用 語 は 、 活 性 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 、 ま た は 軽 鎖
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あ る い は そ の タ ン パ ク 分 解 活 性 フ ラ グ メ ン ト を 含 む 、 ま た は 含 む 可 能 性 の あ る 、 生 物 学 的
物 質 を 意 味 す る 。 従 っ て 、 試 料 な る 用 語 は 、 精 製 ま た は 半 精 製 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ； 天
然 ま た は 非 天 然 配 列 を 有 す る 組 換 え 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 毒 素 ； 複 数 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒
素 種 ま た は サ ブ タ イ プ に 由 来 す る 構 造 エ レ メ ン ト を 含 む キ メ ラ 毒 素 ； 天 然 ま た は 非 天 然 配
列 を 有 す る 組 換 え 毒 素 軽 鎖 ； バ ル ク 毒 素 ； 製 剤 化 製 品 ； 細 胞 、 ま た は 未 精 製 、 分 画 化 ま た
は 半 精 製 細 胞 溶 解 物 で あ っ て 、 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ま た は そ の 軽 鎖 を コ ー ド す
る 組 換 え 核 酸 を 含 む よ う に 設 計 さ れ た も の （ 細 菌 、 バ キ ュ ロ ウ ィ ル ス お よ び 酵 母 溶 解 物 を
含 む ） ； 生 、 調 理 済 、 半 調 理 済 ま た は 加 工 済 食 物 ； 飲 物 ； 動 物 飼 料 ； 土 壌 試 料 ； 水 試 料 ；
 池 堆 積 物 ； ロ ー シ ョ ン ； 化 粧 品 ； お よ び 臨 床 製 剤 を 包 含 す る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い
。 さ ら に 、 試 料 な る 用 語 は 組 織 試 料 を 含 み 、 そ れ は 哺 乳 類 試 料 、 お よ び 霊 長 類 お よ び ヒ ト
試 料 （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） を 含 み 、 ま た 、 例 え ば 幼 児 腸 試 料 の よ う な 腸 試 料 お よ び 傷
か ら 得 ら れ た 試 料 を 包 含 す る こ と が 理 解 さ れ る 。 従 っ て 本 発 明 の 方 法 は 、 限 定 は さ れ な い
が 、 以 下 も の に 有 用 で あ り 得 る こ と が 理 解 さ れ る ： 食 物 ま た は 飲 物 中 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の ア ッ セ イ ； ヒ ト ま た は 動 物 （ 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に さ
ら さ れ た も の 、 ま た は １ つ ま た は そ れ 以 上 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 症 状 を 有 す る も の ） 由
来 の 試 料 の ア ッ セ イ ； ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 生 産 お よ び 精 製 中 の 活 性 の 追 跡 、 お よ び 製
剤 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 製 品 （ 医 薬 品 お よ び 化 粧 品 を 含 む ） の ア ッ セ イ 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 す る い ず れ の タ ン パ ク 質
ま た は 分 子 を ア ッ セ イ す る の に も 適 し て お り 、 例 え ば ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 神 経 細 胞 に
結 合 す る 能 力 、 ま た は 膜 を 越 え て 取 り 込 ま れ る 、 あ る い は 転 位 さ れ る 能 力 に 依 存 し な い こ
と を 当 業 者 は 理 解 し て い る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 軽 鎖 単 独 の
タ ン パ ク 分 解 活 性 の ア ッ セ イ に も 適 し て お り 、 ま た 、 一 本 鎖 ま た は 二 本 鎖 ヘ テ ロ 毒 素 の ア
ッ セ イ に 有 用 で あ る が 、 重 鎖 の 存 在 は 必 要 と し な い 。 さ ら に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 本 来 の 、
お よ び 組 換 え ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 （ 例 え ば 膵 臓 腺 房 細 胞 を 標 的 と す る よ う 設 計 さ れ た ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ） を 含 む 、 非 神 経 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 試 料 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件
下 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 処 置 さ れ る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適
し た 典 型 的 条 件 は 当 業 界 に て 周 知 で あ り 、 さ ら に 平 凡 な 方 法 で 決 定 で き る 。 例 え ば Hallis
 et al., J. Clin. Microbiol. 34:1934-1938 (1996); Ekong et al., Microbiol. 143:3
337-3347 (1997); Shone et al., WO 95/33850; Schmidt and Bostian, 前 述 , 1995; Sch
midt and Bostian, 前 述 , 1997; Schmidt et al., 前 述 , 1998; お よ び  Schmidt and Bos
tian, U.S. Patent No. 5,965,699 参 照 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し
た 条 件 は 、 一 つ に は 、 ア ッ セ イ さ れ る 特 異 的 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 タ イ プ ま た は サ ブ タ イ
プ お よ び 毒 素 調 製 物 の 純 度 に 依 存 し 得 る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し
た 条 件 は 、 一 般 的 に 、 緩 衝 液 、 例 え ば Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 Ｔ ｒ ｉ ｓ 、 ま た は リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を
含 み 、 典 型 的 に は ｐ Ｈ ５ ． ５ か ら ９ ． ５ の 範 囲 、 例 え ば ｐ Ｈ ６ ． ０ か ら ９ ． ０ 、 ｐ Ｈ ６ ．
５ か ら ８ ． ５ 、 ま た は ｐ Ｈ ７ ． ０ か ら ８ ． ０ の 範 囲 で あ る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ
ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は ま た 、 要 す れ ば 、 例 え ば 二 本 鎖 毒 素 を ア ッ セ イ す る 場 合 、 ジ チ
オ ス レ イ ト ー ル 、 β － メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 ま た は 他 の 還 元 剤 を 含 む こ と が で き る (Eko
ng et al., 前 述 , 1997)。 あ る 態 様 に お い て 、 該 条 件 は 、 ０ ． ０ １ ｍ Ｍ か ら ５ ０ ｍ Ｍ の 範
囲 の Ｄ Ｔ Ｔ を 含 む ； 他 の 態 様 に お い て 、 該 条 件 は 、 ０ ． １ ｍ Ｍ か ら ２ ０ ｍ Ｍ 、 １ ｍ Ｍ か ら
２ ０ ｍ Ｍ 、 ま た は ５ ｍ Ｍ か ら １ ０ ｍ Ｍ の 範 囲 の Ｄ Ｔ Ｔ を 含 む 。 要 す れ ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 基 質 添 加 前 に 約 ３ ０ 分 間 、 単 離 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ま た は 試 料 を 、 還 元 剤 、 例 え
ば １ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 は 亜 鉛 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ で あ り 、 要 す れ ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 の 一 部 と し て 、 亜 鉛 源 、 例 え ば 塩 化 亜 鉛 ま た は 酢 酸 亜
鉛 を 、 典 型 的 に は １ か ら ５ ０ ０ μ Ｍ 、 例 え ば ５ か ら １ ０ μ Ｍ の 範 囲 で 含 む こ と が で き る 。
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一 般 的 に Ｅ Ｄ Ｔ Ａ の よ う な 亜 鉛 キ レ ー タ ー は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を ア
ッ セ イ す る た め の 緩 衝 液 か ら 除 か れ る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 し て い る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は ま た 、 要 す れ ば 、 ウ シ 血 清 ア ル
ブ ミ ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） を 含 む こ と が で き る 。 Ｂ Ｓ Ａ が 含 ま れ る 場 合 、 典 型 的 に は ０ ． １ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ か ら １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 で 提 供 さ れ る 。 あ る 態 様 に お い て Ｂ Ｓ Ａ は 、 濃 度 １ ｍ ｇ ／
ｍ ｌ で 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Schmidt and Bostian, 前 述 ,  1997 参 照 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 量 は 様 々 で あ り 得 る 。 本 発 明 の 方
法 に 有 用 な ペ プ チ ド 基 質 濃 度 に は 、 例 え ば 、 ５ μ Ｍ か ら ３ ． ０ ｍ Ｍ の 範 囲 の 濃 度 が 含 ま れ
る 。 ペ プ チ ド 基 質 は 、 例 え ば 、 濃 度 ５ μ Ｍ か ら ５ ０ ０ μ Ｍ 、 ５ μ Ｍ か ら ５ ０ μ Ｍ 、 ５ ０ μ
Ｍ か ら ３ ． ０ ｍ Ｍ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ か ら ３ ． ０ ｍ Ｍ 、 ０ ． ５ ｍ Ｍ か ら ２ ． ０ ｍ Ｍ 、 ま た は ０ ．
５ ｍ Ｍ か ら １ ． ０ ｍ Ｍ の 濃 度 で 供 給 す る こ と が で き る 。 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 濃 度
ま た は 試 料 の 量 は 、 要 す れ ば 、 ア ッ セ イ が 線 形 に な る よ う に 限 定 で き る こ と を 当 業 者 は 理
解 し て い る 。 よ り 高 い 基 質 ま た は 毒 素 濃 度 に お い て は 、 分 子 間 エ ネ ル ギ ー 転 移 が 関 与 す る
「 内 部 フ ィ ル タ ー 効 果 」 の た め 、 ア ッ セ イ の 線 形 性 が 失 わ れ る 。 従 っ て あ る 態 様 に お い て
は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 分 子 間 ク エ ン チ ン グ が 起 こ ら な い よ う に 限 定 さ れ た ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 基 質 濃 度 に 依 存 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 １ ０ ０ μ Ｍ 未 満 の ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 濃 度 に 依 存 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 ５ ０ μ
Ｍ 未 満 ま た は ２ ５ μ Ｍ 未 満 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 濃 度 に 依 存 す る 。 要 す れ ば 線 形 ア
ッ セ イ は ま た 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 と 、 そ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の ド ナ ー ・
フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び ア ク セ プ タ ー を 欠 く 、 対 応 す る 「 非 標 識 」 基 質 と を 混 合 す る こ と に
よ っ て 行 う こ と が で き る 。 適 切 な 希 釈 は 、 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 段 階 的 希
釈 を 、 対 応 す る 非 標 識 基 質 に お い て 調 製 す る こ と に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て ア ッ セ イ さ れ る 、 精 製 ま た は 半 精 製 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 濃 度
は 、 一 般 的 に 毒 素 約 ０ ． ０ ０ ０ １ か ら ５ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 例 え ば 毒 素 約 ０ ． ０ ０ １ か ら
５ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． ０ １ か ら ５ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 、 ０ ． １ か ら ５ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ
、 １ か ら ５ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ま た は １ ０ か ら ５ ０ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 内 で あ り 、 そ れ は
例 え ば 、 精 製 組 換 え 軽 鎖 も し く は 二 本 鎖 毒 素 、 ま た は ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン お よ び 賦 形 剤 を
含 む 製 剤 化 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 製 品 で あ っ て よ い 。 一 般 的 に は 、 本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ
れ る 精 製 毒 素 の 量 は 、 ０ ． １ ｐ ｇ か ら １ ０ μ ｇ の 範 囲 で あ る 。 精 製 、 半 精 製 、 ま た は 未 精
製 試 料 は 、 標 準 曲 線 に 対 し て ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を ア ッ セ イ す る の に
都 合 の よ い 範 囲 内 に 希 釈 で き る 。 同 様 に 、 要 す れ ば 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に つ い て の ア ッ
セ イ が 線 形 と な る よ う に 、 試 料 を 希 釈 で き る こ と を 、 当 業 者 は 理 解 し て い る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 に は ま た 、 一 般 的 に 、 例 え ば 約 ２
０ ℃ か ら 約 ４ ５ ℃ の 範 囲 、 例 え ば ２ ５ ℃ か ら ４ ０ ℃ の 範 囲 、 ま た は ３ ５ ℃ か ら ３ ９ ℃ の 範
囲 の 温 度 が 含 ま れ る 。 ア ッ セ イ ボ リ ュ ー ム は 、 通 常 約 ５ か ら 約 ２ ０ ０ μ ｌ の 範 囲 、 例 え ば
約 １ ０ μ ｌ か ら １ ０ ０ μ ｌ ま た は 約 ０ ． ５ μ ｌ か ら １ ０ ０ μ ｌ の 範 囲 で あ る が 、 ナ ノ リ ッ
ト ル 反 応 ボ リ ュ ー ム も ま た 本 発 明 の 方 法 に 用 い る こ と が で き る 。 ア ッ セ イ ボ リ ュ ー ム は ま
た 、 例 え ば １ ０ ０ μ ｌ か ら ２ ． ０ ｍ ｌ の 範 囲 内 、 ま た は ０ ． ５ ｍ ｌ か ら １ ． ０ ｍ ｌ の 範 囲
内 で あ っ て も よ い 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ア ッ セ イ 時 間 は 、 当 業 者 に よ っ て 適 宜 変 更 さ れ 得 る が 、 一 般 的 に 、 一 つ に は 、 ク ロ ス ト
リ ジ ウ ム 毒 素 の 濃 度 、 純 度 お よ び 活 性 に 依 存 す る 。 具 体 的 態 様 に お い て 、 少 な く と も １ ０
％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 ４ ０ ％ 、 ５ ０ ％ 、 ６ ０ ％ 、 ７ ０ ％ 、 ８ ０ ％ 、 ９ ０ ％ 、 ９ ５ ％ ま た は
１ ０ ０ ％ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 プ ロ テ ア ー
ゼ 反 応 は 、 ５ ％ 、 １ ０ ％ 、 １ ５ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ２ ５ ％ ま た は ５ ０ ％ を 超 え る ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 基 質 が 切 断 さ れ る 前 に 停 止 さ れ る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 反 応 は 、 例 え ば 、 実 施 例 Ｉ の よ う
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な Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ の 添 加 、 約 ０ ． ５ － １ ． ０ ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム （ ｐ Ｈ ９ ． ０ か ら ９ ． ５ ） の 添
加 、 ま た は 亜 鉛 キ レ ー タ ー の 添 加 に よ っ て 停 止 で き る 。 プ ロ テ ア ー ゼ 反 応 は ド ナ ー ・ フ ル
オ ロ フ ォ ア の 励 起 ま た は エ ネ ル ギ ー 転 移 の 測 定 の 前 に 終 わ ら せ る こ と が で き る こ と を 、 当
業 者 は 理 解 し て い る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 例 と し て 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は 、 緩 衝 液 、 例 え ば ５ ｍ Ｍ  ジ
チ オ ス レ イ ト ー ル の よ う な 還 元 剤 、 ２ ５ μ Ｍ  塩 化 亜 鉛 の よ う な 亜 鉛 源 、 お よ び 毒 素 １ μ
ｇ ／ ｍ ｌ （ お よ そ ７ ｎ Ｍ 、 Schmidt and Bostian, 前 述 , 1997） を 含 有 す る 、 ３ ０ ｍ Ｍ  Ｈ
Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ３ ） 中 で の ３ ７ ℃ に お け る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ り 得 る 。 ０ ． １ ｍ
ｇ ／ ｍ ｌ か ら １ ０ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 の Ｂ Ｓ Ａ 、 例 え ば Ｂ Ｓ Ａ  １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ も ま た 、 試 料
を Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ ま た は 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 で 処 置 す る 場 合 に 含 ま れ 得 る  (Schm
idt and Bostian, 前 述 , 1997)。 要 す れ ば 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 特 に 二 本 鎖 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ を 、
例 え ば 基 質 の 添 加 前 に ３ ０ 分 間 、 ジ チ オ ス レ イ ト ー ル と プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が で
き る 。 別 の 例 と し て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 、 例 え ば Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 、 １ ％ ウ シ 胎 児 血 清
、 １ ０ μ Ｍ  Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ 、 お よ び １ ０ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ を 、 １ ０ μ Ｍ の 基 質 と と も に 含 む 緩 衝 液
中 に お け る 、 ３ ７ ℃ 、 ３ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ り 得 る （ 実 施 例 Ｉ 参 照 ） 。 更 な
る 例 と し て 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 、 例 え ば Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 活 性 に 適 し た
条 件 は 、 ５ ０ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） 、 １ ０ μ Ｍ  塩 化 亜 鉛 、 １ ％ ウ シ 胎 児 血 清 、
お よ び １ ０ ｍ Ｍ  Ｄ Ｔ Ｔ 中 に お け る 、 ３ ７ ℃ 、 ９ ０ 分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ り 得 る  
(Shone and Roberts, Eur. J. Biochem. 225:263-270 (1994); Hallis et al., 前 述 , 19
96);ま た は 、 例 え ば 、 １ ０ ｍ Ｍ  ジ チ オ ス レ イ ト ー ル を 含 む ４ ０ ｍ Ｍ  リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、
pH７ ． ４ （ 任 意 で ０ ． ２ ％ (ｖ ／ ｖ ） Ｔ ｒ ｉ ｔ ｏ ｎ Ｘ － １ ０ ０ を 含 む ） 中 に お け る 、 ３ ７
℃ 、 ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ り 得 る  (Shone et al., 前 述 , 1993)。 破 傷 風 毒 素
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 ま た は 他 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 は 、 例
え ば 、 ２ ０  ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ  ７ ． ２ ） お よ び １ ０ ０ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ に お け る 、 ２ ５
μ Ｍ ペ プ チ ド 基 質 と の ３ ７ ℃ 、 ２ 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ り 得 る (Cornille et al.
, 前 述 , 1994)。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 試 料
は 、 第 一 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す
る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 一 の ア ク セ プ タ ー 、 お よ び 切 断 部 位 を 含 む 第 一 の ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 み 、 該 切 断 部 位 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の 間 に
介 在 し 、 適 切 な 条 件 下 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 が ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア と ア ク セ プ タ ー の
間 で 見 ら れ る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 処 置 さ れ る 。 要 す れ ば 、 第 二 の ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 素 基 質 が 含 ま れ て も よ い ； こ の 第 二 の 基 質 は 、 第 二 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 、 第 二
の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 ス ペ ク ト ル と 重 複 す る 吸 収 ス ペ ク ト ル を 有 す る 第 二 の ア
ク セ プ タ ー 、 お よ び 、 第 一 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 切 断 す る 毒 素 と 相 違 す る ク
ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に よ っ て 切 断 さ れ る 第 二 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 認 識 配 列 を 含 む 。 第
二 の 基 質 に お け る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア は 、 第 一 の 基 質 に お け る ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア と 同 じ で も 、 ま た は 相 違 し て も よ い 。 こ の よ う
に 、 単 一 の 試 料 を 複 数 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 、 例 え ば ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ 、 ８ 、 ９ 、 １ ０ 種 類 ま た は そ れ
以 上 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 、 い ず れ の 組 み 合 わ せ に つ い て も ア ッ セ イ で き る こ と が 理
解 さ れ る 。 例 え ば 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ
／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ の う ち ２ 、 ３ 、 ４ 、 ５ 、 ６ 、 ７ ま
た は ８ 種 類 の 組 み 合 わ せ の い ず れ で も ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 各 々 が Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ａ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ ま
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た は Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 認 識 配 列 を 挟 む フ ル オ レ セ イ ン お よ び テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン を 含 む ７
種 類 の 基 質 を 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 適 し た 条 件 下 に 試 料 で 処 置 し 、 そ の 後
約 ４ ８ ８ ｎ ｍ の 吸 収 波 長 で ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 励 起 し 、 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 す る
こ と が で き る 。 ア ク セ プ タ ー で あ る テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン の 発 光 極 大 （ ５ ８ ５ ｎ ｍ ） に
お け る フ ル オ レ セ イ ン の 発 光 極 大 （ ５ ２ ０ ｎ ｍ ） へ の シ フ ト は 、 少 な く と も １ 種 類 の ボ ツ
リ ヌ ス 毒 素 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 例 え ば 、 い ず れ か の ク ロ
ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 存 在 に つ い て 食 物 試 料 ま た は 組 織 試 料 を ア ッ セ イ す る の に 有 用 で あ り
、 要 す れ ば 、 そ の 後 の 、 個 々 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 ま た は ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 特 定
の 組 み 合 わ せ の た め の １ つ ま た は そ れ 以 上 の ア ッ セ イ と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て は 、 ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 相 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 で あ っ
て 各 々 相 異 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア を 含 有 す る も の を 用 い て 、 １
つ の 試 料 を ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 相 異 な る ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に つ い て ア ッ セ イ す る 。
複 数 の 基 質 の 使 用 は 、 例 え ば 米 国 特 許 番 号 6,180,340に 記 載 さ れ る よ う に 、 ア ッ セ イ の ダ
イ ナ ミ ッ ク ・ レ ン ジ を 拡 張 す る の に 有 用 で あ り 得 る 。 複 数 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の
使 用 の 例 と し て 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る フ ル オ レ セ イ ン お よ び ア ク セ プ タ ー で あ
る テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン お よ び 介 在 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 認 識 配 列 を 含 む 第 一 の ク ロ ス ト リ
ジ ウ ム 毒 素 基 質 、 お よ び 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ お よ び ア ク セ プ タ ー
で あ る Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ お よ び 介 在 す る Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 認 識 配 列 を 含 む 第 二 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム
毒 素 基 質 を 用 い て 、 １ つ の 試 料 を Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に つ
い て ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 第 一 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る フ ル オ レ セ イ ン を
約 ４ ８ ８ ｎ ｍ で 励 起 し 、 そ し て エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 し 、 こ こ で 、 約 ５ ２ ０ ｎ ｍ に お い て
増 加 し た 第 一 の ド ナ ー の 蛍 光 強 度 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 第 二 の ド ナ
ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ は 、 約 ３ ４ ０ ｎ ｍ の 吸 収 波 長 で 励 起 さ れ 、 こ こ で 、
増 加 し た 第 二 の ド ナ ー の 蛍 光 強 度 （ ４ ９ ０ ｎ ｍ ） は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示
す 。 同 様 に 、 １ つ の 試 料 を ア ッ セ イ す る の に ２ つ ま た は そ れ 以 上 の 相 異 な る ド ナ ー ・ フ ル
オ ロ フ ォ ア を 一 緒 に 用 い る 場 合 、 例 え ば 以 下 の ラ ン タ ニ ド の 組 み 合 わ せ 、 ま た は 全 て を 、
組 み 合 わ せ る こ と が で き る ： テ ル ビ ウ ム 、 ジ ス プ ロ シ ウ ム 、 ユ ー ロ ピ ウ ム 、 お よ び サ マ リ
ウ ム (EG&G（ 登 録 商 標 ）  Wallac)。 こ れ ら ラ ン タ ニ ド は 、 崩 壊 時 間 お よ び 波 長 に 基 づ い て
は っ き り と 区 別 で き る ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 当 業 者 は 、 第 二 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の
励 起 の 前 、 そ れ と 同 時 、 ま た は そ の 後 に 第 一 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 励 起 で き る こ と
、 お よ び 、 第 二 の 基 質 の エ ネ ル ギ ー 転 移 の 測 定 の 前 、 そ れ と 同 時 、 ま た は そ の 後 に 第 一 の
基 質 の エ ネ ル ギ ー 転 移 を 測 定 で き る こ と を 理 解 し て い る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 複 数 の 基 質 は ま た 、 ア ッ セ イ の レ ン ジ を ひ ろ げ る た め に 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 で き
る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 少 な く と も 二 つ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 基 質 を 相 異 な る 希 釈 で 一 緒
に 用 い る ； そ れ ら 基 質 は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ プ タ ー ペ ア を 有 す る の で 別 々 に
検 出 可 能 で あ る が 、 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 に 対 す る 認 識 配 列 を 有 す る 。 別 の 態 様 に お
い て は 、 本 ア ッ セ イ の レ ン ジ を ひ ろ げ る た め 、 相 異 な る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア － ア ク セ
プ タ ー ペ ア を 有 し 、 そ れ 以 外 は 同 一 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 相 異 な る 希 釈 で 一 緒 に
用 い る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 に 含 ま れ る ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 励 起
す る こ と に 関 与 す る 。 当 業 者 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア を 一 般 的 に ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ
ォ ア の 最 適 吸 収 波 長 （ 励 起 波 長 ） に お い て 、 ま た は そ の 付 近 で 励 起 す る こ と を 理 解 し て い
る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア が フ ル オ レ セ イ ン で あ る 場 合 、 例 え ば ４ ８ ８ ｎ ｍ の 最 適 吸 収
波 長 で 、 ま た は そ の 付 近 で ド ナ ー を 励 起 で き る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の タ ン パ ク 分 解 、 つ ま り ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 は 、 様 々 な 手 段 に よ っ て 検 出 す る こ と が で き 、 例 え ば 、 増 加 し た ド ナ ー 蛍 光 強 度 ;減
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少 し た ア ク セ プ タ ー 蛍 光 強 度 ； ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 か ら ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発
光 極 大 付 近 へ の 、 発 光 極 大 に お け る シ フ ト ； 減 少 し た 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 の 蛍 光
振 幅 の ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 極 大 付 近 の 蛍 光 振 幅 に 対 す る 比 率 ； ま た は 増 加 し た ド
ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 励 起 状 態 寿 命 を 検 出 す る こ と に よ る 。 適 当 な 蛍 光 強 度 ま た は 励 起 状
態 寿 命 は 、 選 択 し た 適 切 な 波 長 ま た は 波 長 範 囲 に て 検 出 さ れ る こ と は 理 解 さ れ る 。 例 え ば
、 ド ナ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 す る 場 合 、 選 択 し た 適 切 な 波 長 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発
光 極 大 ま た は そ の 付 近 で あ る か 、 ま た は ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 極 大 を 包 含 す る 、
ま た は そ の 付 近 の 、 波 長 の 範 囲 で あ る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 基 質 の 絶 対 量 、 励 起 強 度 、 お よ び 励 起 波 長 で の 試 料 の 濁 度 ま た は 他 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド
吸 収 は 、 ド ナ ー お よ び ア ク セ プ タ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 強 度 に ほ ぼ 同 時 に 影 響 す る 。
従 っ て 発 光 強 度 の 比 率 は 、 基 質 の 絶 対 量 、 励 起 強 度 、 ま た は 濁 度 も し く は 他 の バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド 吸 収 に 依 存 せ ず 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 有 用 な 指 標 で あ り 得 る
。 同 様 に 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 状 態 寿 命 は 、 基 質 の 絶 対 量 、 励 起 強 度 、 ま た は
濁 度 も し く は 他 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 吸 収 に 依 存 せ ず 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ り 得
る こ と を 当 業 者 は 理 解 し て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 あ る 態 様 に お い て は ド ナ ー 蛍 光 強 度 を 検 出 し 、 増 加 し た ド ナ ー 蛍 光 強 度 が ク ロ ス ト リ ジ
ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 こ の よ う な 増 加 し た 強 度 は 、 例 え ば 、 同 じ 波 長 に お け
る 、 試 料 と 未 接 触 の 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 蛍 光 強 度 に 対 し て 、 少 な く と も ２ 倍
、 ３ 倍 、 ５ 倍 、 １ ０ 倍 、 ２ ０ 倍 ま た は そ れ 以 上 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ド ナ ー 蛍 光 強 度 の 検 出 の た め 、 励 起 を ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 吸 収 波 長 に 定 め 、 ド ナ ー
・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 を モ ニ タ ー す る 。 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア の 発 光 波 長 は 一 般 的 に
、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 の 寄 与 が 殆 ど ま た は 全 く 観 察 さ れ な い よ う に 選 択 す る 。 ア ク セ プ タ ー
が 存 在 す る と ド ナ ー 蛍 光 を ク エ ン チ ン グ す る 。 エ ネ ル ギ ー 転 移 効 率 、 Ｅ は 、 Ｅ ＝ １ － Ｉ Ｄ

Ａ ／ Ｉ Ｄ に よ り 計 算 さ れ 、 こ こ で Ｉ Ｄ Ａ お よ び Ｉ Ｄ は 、 ア ク セ プ タ ー の 存 在 お よ び 非 存 在
下 に お け る ド ナ ー 強 度 で あ る 。 ど ち ら も 同 じ ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 濃 度 に ノ ー マ ラ イ ズ
さ れ る 。 要 す れ ば 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 濃 度 を 必 要 と し な い 時 間 分 解 測 定 を 、 Ｅ ＝ １
－ ｛ τ Ｄ Ａ ｝ ／ τ Ｄ で 行 う こ と が で き 、 こ こ で ｛ τ Ｄ Ａ ｝ お よ び ｛ τ Ｄ ｝ は 、 ア ク セ プ タ
ー の 存 在 お よ び 非 存 在 下 に お け る 振 幅 平 均 寿 命 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 発 光 極 大 に お け る 、 ア ク セ プ タ ー 発 光 極 大 付 近 か ら ド ナ ー ・ フ ル オ
ロ フ ォ ア 発 光 極 大 付 近 へ の シ フ ト を 、 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 の 測 定 と し て 検 出 す る 。 テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン ア ク セ プ タ ー を ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る フ ル オ レ セ イ ン と 組 み 合
わ せ る 場 合 、 減 少 し た 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 、 つ ま り ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活
性 の 指 標 と し て 、 主 に 赤 色 の 発 光 か ら 主 に 緑 色 の 発 光 へ の シ フ ト を 検 出 す る こ と が で き る
。 発 光 極 大 に お い て 観 察 さ れ る シ フ ト は 、 一 般 に 完 全 な シ フ ト で な く 、 発 光 強 度 の 一 部 分
し か ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 発 光 強 度 付 近 へ シ フ ト し な い で あ ろ う こ と は 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 処 置 済 基 質 の 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 、 対 照 基 質 と 比 較 し て 測 定
す る 。 一 般 に そ の よ う な 対 照 基 質 は 、 例 え ば 、 試 料 を 処 置 し て い な い か 、 ま た は １ 種 類 ま
た は そ れ 以 上 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 を 含 む 規 定 の 試 料 を 処 置 し た 、 同 じ ク ロ ス ト リ ジ ウ
ム 毒 度 基 質 で あ っ て よ い 。 様 々 な 対 照 基 質 が 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 で あ り 、 対 照 基 質
は 陽 性 対 照 基 質 ま た は 陰 性 対 照 基 質 で あ り 得 る こ と を 当 業 者 は 理 解 し て い る 。 対 照 基 質 は
、 例 え ば 、 活 性 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 を 含 有 し な い 近 似 の 試 料 と 接 触 し た か 、 ま た は ど の
試 料 と も 接 触 し て い な い 、 近 似 ま た は 同 一 の 基 質 の よ う な 陰 性 対 照 で あ る 。 対 照 基 質 は ま
た 、 例 え ば 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 タ ン パ ク 分 解 の 結 果 生 じ
た 二 つ の 精 製 切 断 産 物 で あ っ て も よ い 。 対 照 基 質 は 、 ド ナ ー ・ フ ル オ ロ フ ォ ア 含 有 切 断 産
物 、 ア ク セ プ タ ー 含 有 切 断 産 物 、 ま た は 両 者 の 組 み 合 わ せ で あ り 得 る 。
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【 ０ １ ６ ７ 】
　 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 す る た め の 本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 を 処 置
し た ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 の 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 、 対 照 基 質 と 対 比 し て 測 定 す る こ
と を 含 み 、 「 固 定 時 間 」 ア ッ セ イ と し て 、 ま た は 連 続 時 間 ア ッ セ イ と し て 行 う こ と が で き
る 。 従 っ て あ る 態 様 に お い て Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 測 定 は 、 １ つ ま た は そ れ 以 上 の 時 間 間 隔 を お い て 繰
り 返 さ れ る 。 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 は 、 例 え ば 、 ２ ま た は そ れ 以 上 、 ５ ま た は そ れ 以 上
、 １ ０ ま た は そ れ 以 上 、 ま た は ２ ０ ま た は そ れ 以 上 異 な る 間 隔 で 測 定 で き る 。 蛍 光 強 度 お
よ び Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の 他 の 指 標 は ま た 、 周 知 の 方 法 に よ っ て 連 続 的 に 検 出 す る こ と が で き る  (例
え ば 、 Wang et al., 前 述 , 1993; Holskin et al., 前 述 , 1995; お よ び Kakiuchi et al.
, 前 述 , 1999参 照 )。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 、 処 置 済 基 質 の 蛍 光 は 、 フ ル オ リ メ ー タ ー を 用 い て 測 定 さ れ る 。
一 般 に 、 は じ め の 波 長 を 有 す る 励 起 源 か ら の 励 起 放 射 は 励 起 光 系 を 通 過 す る 。 励 起 光 系 は
、 基 質 を 励 起 す る 励 起 放 射 を 引 き 起 こ す 。 そ れ に 応 答 し て 、 基 質 中 の フ ル オ ロ フ ォ ア が 励
起 波 長 と 異 な る 波 長 の 光 を 放 射 す る 。 そ の 後 集 光 系 が そ の 発 光 を 収 集 す る ； ス キ ャ ン 中 特
定 の 温 度 に ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 基 質 を 維 持 す る た め 、 要 す れ ば 、 該 機 器 は 温 度 制 御 装 置
を 含 む 。 要 す れ ば 、 複 数 軸 並 行 移 動 台 が 、 多 数 の 試 料 を 含 む マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト を
異 な る ウ ェ ル が 露 出 す る よ う 位 置 付 け る た め 動 か す 。 複 数 軸 並 行 移 動 台 、 温 度 制 御 装 置 、
自 動 焦 点 機 能 、 お よ び 画 像 化 お よ び デ ー タ 収 集 に 関 す る 電 子 機 器 は 、 適 切 な デ ジ タ ル コ ン
ピ ュ ー タ ー に よ り 管 理 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 つ ま り 、 本 発 明 の 方 法 は 自 動 化 す る こ と が で き 、 さ ら に 、 例 え ば ９ ６ ウ ェ ル 、 ３ ８ ４ ウ
ェ ル 、 ま た は １ ５ ３ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト を 用 い る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ま た は ウ ル ト ラ ハ イ ス ル
ー プ ッ ト フ ォ ー マ ッ ト に 設 定 で き る 。 一 例 と し て 、 ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト ア ッ セ イ 用 に 設 計
さ れ た Molecular Devices FLIPR（ 登 録 商 標 ） 装 置 (Molecular Devices; Sunnyvale, CA)
を 用 い て 蛍 光 発 光 を 検 出 す る こ と が で き る (Schroeder et al., J. Biomol. Screening 1:
75-80 (1996))。 Ｆ Ｌ Ｉ Ｐ Ｒ は 、 水 冷 ４ ８ ８ ｎ ｍ ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー （ ５ ワ ッ ト ） ま
た は キ セ ノ ン ア ー ク ラ ン プ 、 お よ び 、 プ レ ー ト 全 体 を 照 ら し 、 画 像 化 す る た め の 電 化 結 合
素 子 （ Ｃ Ｃ Ｄ ） カ メ ラ を 備 え た 半 共 焦 点 最 適 系 （ semiconfocal optimal system） を 利 用
す る 。 Ｆ Ｐ Ｍ － ２  ９ ６ ウ ェ ル プ レ ー ト リ ー ダ ー (Folley Consulting and Research; Roun
d Lake, Illinois)も ま た 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 蛍 光 発 光 を 検 出 す る の に 有 用 で あ り 得
る 。 当 業 者 は 、 こ れ ら お よ び 適 切 な 分 光 学 的 互 換 性 を 有 す る 他 の 自 動 化 系 、 例 え ば 、 Ｅ Ｃ
Ｌ Ｉ Ｐ Ｓ Ｅ キ ュ ベ ッ ト リ ー ダ ー (Varian Cary; Walnut Creek, CA)、 SPECTRA m a x  GEMINI X
S (Molecular Devices)、 お よ び 他 の 系 、 例 え ば Perkin Elmerの 他 の 系 が 、 本 発 明 の 方 法
に お い て 有 用 で あ り 得 る こ と を 当 業 者 は 理 解 し て い る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 本 発 明 を 説 明 す る も の で あ る が 、 こ れ を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ７ １ 】
　 実 施 例 １
　 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 転 移 を 用 い た Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 活 性 の 解 析
　 本 実 施 例 は 、 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 の タ ン パ ク 分 解 活 性 を 解 析 す る た め の Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ア ッ セ イ の
使 用 に つ い て 示 す 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 基 質  X1-Asp-Ser-Asn-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Ly
s-Met-Leu-Z2-NH 2  （ 配 列 番 号 ： ８ ５ ） は 、 Alpha Diagnostics International (San Anto
nio, TX)に よ り 合 成 さ れ た 。 本 基 質 は 、 蛍 光 修 飾 リ ジ ン 残 基 （ 「 Ｘ １ 」 ） お よ び カ ル ボ キ
シ 末 端 ア ミ ド が 続 く テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 修 飾 リ ジ ン 残 基 （ 「 Ｚ ２ 」 ） に 挟 ま れ た 、 Ｂ
ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ の た め の 認 識 配 列 を 含 む 。 Ａ 血 清 型 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 に よ る タ ン パ ク 分 解 に 続 い
て 、 切 断 産 物  X1-Asp-Ser-Asn-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln （ 配 列 番 号 ： ８ ６
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） お よ び Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Z2-NH2  （ 配 列 番 号 ： ８ ７ ） が 産 生 さ れ る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 更 な る Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 基 質 も ま た 合 成 さ れ る : X1-Asp-Ser-Asn-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala
-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Gly-Ser-Gly-Z2-NH2  （ 配 列 番 号 ： ８ ８ ） ； X1-Ala-A
sp-Ser-Asn-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Z2-NH2  （
配 列 番 号 ： ８ ９ ） ;  X1-Ala-Asp-Ser-Asn-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Al
a-Thr-Lys-Met Leu-Gly-Ser-Gly-Z2-NH2  （ 配 列 番 号 ： ９ ０ ） ； X1-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-
Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Z2-NH2 （ 配 列 番 号 ： ９ １ ） ； X1-Thr-Arg-Ile-Asp
-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met Leu-Gly-Ser-Gly-Z2-NH2  （ 配 列 番 号 ： ９ ２ ） ；
X1-Met-Glu-Lys-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Gly-Ser-G
ly-Z2-NH 2 （ 配 列 番 号 ： ９ ３ ） （ お の お の 、 Ｘ １ は フ ル オ レ セ イ ン 修 飾 リ ジ ン 残 基 で あ り
、 Ｚ ２ は テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 修 飾 リ ジ ン 残 基 で あ る ） ； X3-Thr-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala
-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Z4-NH2  （ 配 列 番 号 ： ９ ４ ） （ Ｘ ３ は Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ 修
飾 リ ジ ン 残 基 で あ り 、 Ｚ ４ は Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 修 飾 グ ル タ ミ ン 酸 残 基 で あ る ） ； お よ び 、 X3-Thr
-Arg-Ile-Asp-Glu-Ala-Asn-Gln-Arg-Ala-Thr-Lys-Met-Leu-Gly-Ser-Gly-Z5-NH2  （ 配 列 番
号 ： ９ ５ ） （ Ｘ ３ は Ｄ Ａ Ｂ Ｃ Ｙ Ｌ 修 飾 リ ジ ン 残 基 で あ り 、 Ｚ ５ は Ｅ Ｄ Ａ Ｎ Ｓ 修 飾 リ ジ ン 残
基 で あ る ） 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 精 製 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 軽 鎖 （ Ｌ Ｃ ／ Ａ ） ま た は Ｌ Ｃ ／ Ａ を 含 有 す る 細 胞 抽 出 液 を 、 ア ッ セ イ
緩 衝 液 （ ０ ． ０ ５ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ （ ｐ Ｈ ７ ． ４ ） ； １ ％ Ｆ Ｂ Ｓ ； １ ０ μ Ｍ Ｚ ｎ Ｃ ｌ ２ ； お
よ び １ ０ ｍ Ｍ Ｄ Ｔ Ｔ ） に 希 釈 す る 。 解 析 の 前 に 、 二 本 鎖 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ を １ ０ ｍ Ｍ ジ チ オ ス
レ イ ト ー ル （ Ｄ Ｔ Ｔ ） と 約 ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 反 応 は 、 ０ ． １ ｎ ｇ か ら １ ０ μ
ｇ ま で 、 様 々 な 濃 度 の Ｌ Ｃ ／ Ａ 、 二 本 鎖 毒 素 、 ま た は 製 剤 化 Ｂ Ｏ Ｔ Ｏ Ｘ （ 登 録 商 標 ） 製 品
を 含 む 。 毒 素 は 以 下 の よ う に し て ア ッ セ イ す る ： Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 基 質 を 最 終 濃 度 １ ０ μ Ｍ で 最 終
ボ リ ュ ー ム １ ０ ０ μ Ｌ の ア ッ セ イ 緩 衝 液 に 添 加 す る 。 反 応 物 を ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 そ の 後 ２ Ｍ  Ｈ ２ Ｓ Ｏ ４ ５ ０ μ Ｌ を 添 加 し て 停 止 さ せ る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 蛍 光 は 、 フ ル オ リ メ ー タ ー ・ マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Devices SPECTRAm a
x  GEMINI XS)で 、 λ ｅ ｘ ＝ ４ ８ ８ ｎ Ｍ 、 λ Ｅ ｍ ＝ ５ ２ ０ ｎ Ｍ お よ び λ ｅ ｍ ＝ ５ ８ ５ ｎ ｍ に
て 測 定 す る 。 λ ｅ ｍ ＝ ５ ８ ５ ｎ ｍ に お け る 少 な く と も 約 ５ ％ の 減 少 は 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。 λ ｅ ｍ ＝ ５ ２ ０ ｎ ｍ に お け る 約 ５ ％ の 増 加 も ま た 、 二 本 鎖 ま た は 軽
鎖 ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 示 す 。
　 速 度 解 析 は 以 下 の よ う に 行 っ た 。 等 量 の Ｌ Ｃ ／ Ａ ま た は 二 本 鎖 毒 素 を 含 む い く つ か の 反
応 を 上 記 の 緩 衝 液 中 お よ び 条 件 下 で 開 始 す る 。 そ れ ぞ れ の 反 応 を ２ ま た は ５ 分 間 隔 で 停 止
さ せ 、 上 記 の よ う に 蛍 光 を 検 出 す る 。
　 こ れ ら の 結 果 は 、 分 子 内 で ク エ ン チ ン グ さ れ て い る Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ 基 質 を 用 い て 、 ボ ツ リ ヌ ス
毒 素 タ ン パ ク 分 解 活 性 を ア ッ セ イ で き る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 前 述 の 全 て の 学 術 論 文 、 文 献 お よ び 特 許 引 例 は 、 括 弧 内 の も の も そ う で な い も の も 、 以
前 に 記 載 さ れ て い る か 否 か に 関 わ ら ず 、 そ れ ら 全 体 が 引 用 に よ り 本 明 細 書 に 含 ま れ る 。
　 本 発 明 は 前 述 の 例 に 関 連 し て 示 さ れ て い る が 、 本 発 明 の 精 神 か ら 離 れ る こ と な く 様 々 に
修 飾 で き る こ と は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 本 特 許 請 求 の 範 囲 の み に
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ７ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 神 経 毒 素 の 活 性 化 の 推 定 構 造 お よ び 仮 定 機 序 の 図 を 示
す 。 毒 素 は 、 ル ー プ に よ っ て つ な が っ た 三 つ の ５ ０ ｋ Ｄ ａ ド メ イ ン よ り 成 る 、 １ ５ ０ ｋ Ｄ
ａ の 不 活 性 単 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 と し て 生 産 で き る 。 選 択 的 タ ン パ ク 分 解 切 断 が 、 ジ ス ル フ
ィ ド 結 合 し た 二 つ の 鎖 ： ５ ０ ｋ Ｄ ａ の Ｌ 鎖 お よ び １ ０ ０ ｋ Ｄ ａ の Ｈ 鎖 （ Ｈ Ｎ お よ び Ｈ Ｃ と
示 さ れ る 二 つ の ド メ イ ン よ り 構 成 さ れ る ） を 生 成 す る こ と に よ り 該 毒 素 を 活 性 化 す る 。 三

10

20

30

40

50

(69) JP 2005-520000 A 2005.7.7



つ の ド メ イ ン は 別 個 の 働 き を す る ： 重 鎖 の Ｃ 末 ド メ イ ン （ Ｈ Ｃ ） は 、 細 胞 結 合 に お い て 機
能 し 、 一 方 重 鎖 の Ｎ 末 ド メ イ ン （ Ｈ Ｎ ） は 、 エ ン ド ソ ー ム か ら 細 胞 質 へ の ト ラ ン ス ロ ケ ー
シ ョ ン を 可 能 に す る 。 細 胞 内 に お け る ジ ス ル フ ィ ド 結 合 の 還 元 に 続 き 、 Ｌ 鎖 の 亜 鉛 － エ ン
ド ペ プ チ ダ ー ゼ 活 性 が 発 生 す る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 中 枢 お よ び 末 梢 神 経 に お け る 破 傷 風 お よ び ボ ツ リ ヌ ス 毒 素 活 性 に 必 要 な
４ つ の 段 階 の 図 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 細 胞 膜 に お け る 細
胞 内 局 在 お よ び 切 断 部 位 を 示 す 。 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ は シ ナ プ ス 小 胞 膜 に 結 合 し 、 一 方 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２
５ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ は 標 的 細 胞 膜 に 結 合 し て い る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ お よ び ／ Ｅ は Ｓ Ａ
Ｎ Ｐ － ２ ５ を Ｃ 末 端 付 近 で 切 断 し 、 ９ ま た は ２ ６ 残 基 を そ れ ぞ れ 放 出 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ
、 ／ Ｄ 、 ／ Ｆ 、 ／ Ｇ お よ び Ｔ ｅ Ｎ Ｔ は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ の 中 心 保 存 部 分 （ ド ッ ト ） に 作 用 し 、 Ｖ
Ａ Ｍ Ｐ の ア ミ ノ 末 端 部 分 を 細 胞 質 に 放 出 す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ は 、 カ ル ボ シ キ 末 端 で Ｓ Ｎ
Ａ Ｐ － ２ ５ を 切 断 し 、 同 様 に ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ を 細 胞 質 内 膜 表 面 近 く の 単 一 の 部 位 で 切 断
す る 。 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 ／ Ｃ １ 、 ／ Ｄ 、 ／ Ｆ 、 ／ Ｇ お よ び Ｔ ｅ Ｎ Ｔ の 作 用 に よ り 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ
ま た は ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 細 胞 内 ド メ イ ン の 大 部 分 が 放 出 さ れ る が 、 一 方 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ａ 、
／ Ｃ １ 、 ま た は ／ Ｅ に よ る 選 択 的 タ ン パ ク 分 解 よ っ て は 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ の ほ ん の 小 さ な
部 分 し か 放 出 さ れ な い 。
【 図 ４ Ａ 】 図 ４ は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 神 経 毒 素 認 識 モ
チ ー フ を 示 す 。 斜 線 ボ ッ ク ス は 、 三 つ の ク ロ ス ト リ ジ ウ ム 毒 素 の 標 的 に 共 通 す る モ チ ー フ
の 存 在 お よ び 部 分 を 示 す 。
【 図 ４ Ｂ 】 図 ４ は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 神 経 毒 素 認 識 モ
チ ー フ を 示 す 。 認 識 部 位 は 、 疎 水 性 残 基 （ 「 ｈ 」 ） ； 負 の 電 荷 を 帯 び た Ａ ｓ ｐ ま た は Ｇ ｌ
ｕ 残 基 （ 「 － 」 ） お よ び 極 性 残 基 （ 「 ｐ 」 ） ； 「 ｘ 」 は い ず れ か の ア ミ ノ 酸 を 示 す 。 本 モ
チ ー フ は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の α ‐ ヘ リ カ ル 構 造 を と る
と 予 想 さ れ る 領 域 に 含 ま れ る 。
【 図 ４ Ｃ 】 図 ４ は 、 Ｖ Ａ Ｍ Ｐ 、 Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ お よ び ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ の 神 経 毒 素 認 識 モ
チ ー フ を 示 す 。 α ‐ ヘ リ カ ル 構 造 に お け る 本 モ チ ー フ を 上 か ら 見 た 図 が 示 さ れ る 。 負 の 電
荷 を 帯 び た 残 基 が 一 方 の 面 に な ら び 、 一 方 疎 水 性 残 基 は 第 二 の 面 に 並 ぶ 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 様 々 な Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｅ 、 Ｂ ｏ Ｎ
Ｔ ／ Ａ お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 切 断 部 位 を 示 す 。 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： ２ ） ジ ー
ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g4507099、 関 連 ヒ ト Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ 配 列  g2135800も 参 照 ） ； マ ウ
ス Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ２ 、 ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  G6755588） ;Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ
ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５  (配 列 番 号 ： １ ３ 、 ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g548941） ; 
ゴ ー ル ド フ ィ ッ シ ュ Ｓ Ａ Ｎ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ４ 、 ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g2133
923);ウ ニ Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ５ 、 ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g2707818） お よ
び チ キ ン Ｓ Ｎ Ａ Ｐ － ２ ５ （ 配 列 番 号 ： １ ６ 、 ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g481202） が 描 か
れ て い る 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 様 々 な Ｖ Ａ Ｍ Ｐ タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｆ 、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｄ
、 Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｂ 、 Ｔ ｅ Ｎ Ｔ お よ び Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｇ 切 断 部 位 の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。 ヒ ト Ｖ Ａ
Ｍ Ｐ － １  (配 列 番 号 ： ９ ６ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g135093); ヒ ト Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２  (
配 列 番 号 ：  ４ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g135094); マ ウ ス Ｖ Ａ Ｍ Ｐ － ２  (配 列 番 号 ：
１ ７ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g2501081); ウ シ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ  (配 列 番 号 ： １ ５ ; ジ ー ン バ
ン ク ア ク セ シ ョ ン  g89782); カ エ ル Ｖ Ａ Ｍ Ｐ  (配 列 番 号 ： １ ９ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ
ン  g6094391);お よ び ウ ニ Ｖ Ａ Ｍ Ｐ  (配 列 番 号 ： ２ ０ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g50314
15)が 描 か れ て い る 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 様 々 な ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の Ｂ ｏ Ｎ Ｔ ／ Ｃ １ 切 断
部 位 の ア ラ イ メ ン ト を 示 す 。 ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ａ  (配 列 番 号 ： ２ １ ; ジ ー ン バ ン
ク ア ク セ シ ョ ン  g15079184), ヒ ト ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ｂ ２  (配 列 番 号 ： ２ ２ ; ジ ー ン バ
ン ク ア ク セ シ ョ ン  g15072437), マ ウ ス ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ａ  (配 列 番 号 ： ２ ３ ; ジ ー ン
バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g15011853), Ｄ ｒ ｏ ｓ ｏ ｐ ｈ ｉ ｌ ａ  ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ ｉ ｎ  １ Ａ  (配 列
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番 号 ： ２ ４ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g2501095); Ｃ . ｅ ｌ ｅ ｇ ａ ｎ ｓ  ｓ ｙ ｎ ｔ ａ ｘ
ｉ ｎ  Ａ  (配 列 番 号 ： ２ ５ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g7511662) お よ び ウ ニ ｓ ｙ ｎ ｔ ａ
ｘ ｉ ｎ (配 列 番 号 ： ２ ６ ; ジ ー ン バ ン ク ア ク セ シ ョ ン  g13310402)が 描 か れ て い る 。
【 配 列 表 】
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ Ａ 】
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【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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