
JP 4588978 B2 2010.12.1

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　支持材の無孔平面上に複数のペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質を含み、該ペ
プチド、オリゴペプチドおよびタンパク質が方向性をもって固定されたアセンブリを得る
工程と、
　酵素をアセンブリと接触および／またはインキュベートする工程と、
　アセンブリ上に固定された1つまたは複数のペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク
質と酵素との間の反応を検出する工程とを含み、
酵素とアセンブリとの反応中に少なくとも1つのペプチド、オリゴペプチドおよびタンパ
ク質の分子量が変化することを特徴とする、酵素の基質特異性の決定方法。
【請求項２】
　支持材の表面上に固定したペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質上でまたは該ペ
プチド、オリゴペプチドおよびタンパク質を使用して反応を検出することを特徴とする、
請求項1記載の方法。
【請求項３】
　1つのペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質上、酵素と反応するペプチド、オリ
ゴペプチドおよびタンパク質上の共有結合の形成または切断により分子量が変化すること
を特徴とする、請求項1または2記載の方法。
【請求項４】
　分子量の変化を検出することによって反応を検出することを特徴とする、請求項1～3の
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いずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　オートラジオグラフィー、プラズモン共鳴分光法、および蛍光分光法を含む群より選択
される検出方法によって反応を検出することを特徴とする、請求項1～4のいずれか一項記
載の方法。
【請求項６】
　少なくとも1つのペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質が酵素の基質であること
を特徴とする、請求項1～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質のアセンブリが少なくとも2つの異なる酵
素の各々に対する少なくとも1つの基質を有することを特徴とする、請求項1～6のいずれ
か一項記載の方法。
【請求項８】
　酵素が、オキシドレダクターゼ、トランスフェラーゼ、加水分解酵素、リアーゼ、およ
びリガーゼを含む群、または、キナーゼ、スルホトランスフェラーゼ、グリコシルトラン
スフェラーゼ、アセチルトランスフェラーゼ、ファルネシルトランスフェラーゼ、パルミ
チルトランスフェラーゼ、ホスファターゼ、スルファターゼ、エステラーゼ、リパーゼ、
アセチラーゼ、およびプロテアーゼを含む群より選択されることを特徴とする、請求項1
～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　アセンブリ上に固定されたペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質と酵素との間の
反応の検出を、時間的間隔をおいて何度も繰り返すことを特徴とする、請求項1～8のいず
れか一項記載の方法。
【請求項１０】
　酵素活性をサンプル中で決定し、サンプルは、尿、液、痰、糞便、リンパ液、他の体液
、細胞溶解物、組織溶解物、器官溶解物、抽出物、未処理抽出物、精製調製物、および非
精製調製物を含む群より選択されることを特徴とする、請求項1～9のいずれか一項記載の
方法。
【請求項１１】
　支持材がガラスであることを特徴とする、請求項1～10のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質が表面上の硫黄含有基を介して固定されて
いることを特徴とする、請求項1～11のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　表面上の複数のペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質のアセンブリであって、該
ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質が支持材の無孔平面上に方向性をもって固定
されており、少なくとも1つのペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質が酵素の基質
であり、酵素活性の結果として基質上で分子量が変化することを特徴とする、アセンブリ
。
【請求項１４】
　分子量の変化が、基質上の共有結合の形成または切断の結果として起こることを特徴と
する、請求項13記載のアセンブリ。
【請求項１５】
　ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質のアセンブリが少なくとも2つの異なる酵
素の各々に対する少なくとも1つの基質を有することを特徴とする、請求項13または14記
載のアセンブリ。
【請求項１６】
　支持材が、ケイ酸塩、セラミック、ガラス、金属、および有機支持材を含む群より選択
されることを特徴とする、請求項13～15のいずれか一項記載のアセンブリ。
【請求項１７】
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　ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質が、ペプチド、オリゴペプチド、ポリペプ
チドおよびタンパク質、ならびにこれらの各誘導体を含む群より選択されることを特徴と
する、請求項13～16のいずれか一項記載のアセンブリ。
【請求項１８】
　各ペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質またはペプチド、オリゴペプチドおよび
タンパク質群が、別のペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質またはペプチド、オリ
ゴペプチドおよびタンパク質群に関して定義された配置を有することを特徴とする、請求
項13～17のいずれか一項記載のアセンブリ。
【請求項１９】
　請求項13～18のいずれか一項記載のアセンブリを含む支持体。
【請求項２０】
　ベース支持材を含むことを特徴とする、請求項19記載の支持体。
【請求項２１】
　複数のペプチド、オリゴペプチドおよびタンパク質のアセンブリが、1つまたは複数の
支持体表面上に配置されていることを特徴とする、請求項19または20記載の支持体。
【請求項２２】
　2つの支持体がそれぞれギャップによって分離されている、請求項19～21のいずれか一
項記載の少なくとも2つの支持体を含む支持体アセンブリ。
【請求項２３】
　第1の支持体上の少なくとも1つのアセンブリが第2の支持体上の少なくとも1つのアセン
ブリに対面していることを特徴とする、請求項22記載の支持体アセンブリ。
【請求項２４】
　ギャップの幅が0.01mm～10mm、0.1mm～2mm、または0.5mm～1mmであることを特徴とする
、請求項22または23記載の支持体アセンブリ。
【請求項２５】
　請求項1～12のいずれか一項記載の方法における、請求項13～18のいずれか一項記載の
アセンブリ、および／または請求項19～21のいずれか一項記載の支持体、および／または
請求項22～24のいずれか一項記載の支持体アセンブリの使用。

【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本発明は、表面上の複数のアミノ酸配列のアセンブリ、これらを含む支持体および支持
体アセンブリ、このようなアセンブリの製造方法、酵素活性の基質特異性の決定方法、な
らびにサンプルの酵素活性パターンの決定方法の使用に関する。
【０００２】
　種々のゲノム計画からの配列情報数が増加するにつれて、支持材上に高密度の核酸フラ
グメントを含むアセンブリ（いわゆる、チップまたはバイオチップ）の重要性が大きくな
っているが、これらのアセンブリのみが、より新規の合成技術および小型化に利用するこ
とができ、その結果多くに適用されている。核酸に加えて、天然物質またはそのライブラ
リだけでなく、オリゴペプチドおよびタンパク質のアセンブリもまた、このようなチップ
に適用されている。セルロース、ガラス、ニトロセルロース、PTFEメンブレン、および特
殊寒天がこれらのアセンブリ用の支持材として使用されている。
【０００３】
　プロテオミクスおよびその生物工学への適用が重要になるにつれ、ペプチドおよびタン
パク質が興味の中心となりつつある。一般に、興味の中心は細胞の内外のほとんど全ての
生化学反応を可能にするタンパク質および主にその酵素活性である。細胞内で特異的に活
性な遺伝子によって産生される伝令RNA（mRNA）またはこのmRNAのDNAコピーのいずれかが
検出される核酸アセンブリの使用は確かに非常に重要であるが、これらから得られる情報
は多くの理由から細胞内および細胞外プロセスに関連するプロセスの理解および種々の生
物工学への適用における使用のためには十分ではない。これに関する1つの理由は、細胞
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内のmRNA量が対応する細胞内で産生されるタンパク質量と相関しないことである。さらに
、一旦産生されたタンパク質は、細胞内でのわずかな化学修飾（翻訳後修飾）によって、
その酵素活性（およびそれによる生物学的機能）が著しく影響を受け得る。したがって、
できるだけ多数のタンパク質（特に、酵素）の酵素活性の並行分析を行う必要がある。こ
のようなアプローチにより、特に、定義された酵素の基質特異性を迅速に決定することが
可能であり、同様に、知識ベースのインヒビターのデザインまたは医薬品もしくは医薬品
候補物、特に副作用予測の一部としての選択試験の重要な要件である。
【０００４】
　先行技術では、ペプチドまたはタンパク質のアセンブリを、ガラス（J. Robles, M. Be
ltran, V. Marchan, Y. Perez, I. Travesset, E. Pedroso, A. Grandas、1999、「Towar
ds nucleopeptides containing any trifunctional amino acid」、Tetrahedron、55、13
251-13264)、セルロース(D.R. Englebretsen, D.R.K. Harding、1994、「High yield, di
rected immobilization of a peptide-ligand onto a beaded cellulose support」、Pep
t. Res.、7、322-326)、ニトロセルロース(S.J. Hawthorne, M. Pagano, P. Harriott, D
.W. Halton, B. Walker、1998、「The synthesis and utilization of 2,4-dinitropheny
l-labeled irreversible peptidyl diazomethyl ketone inhibitors」、Anal. Biochem.
、261、131-138)、PTFEメンブレン(T.G. Vargo, E.J. Bekos, Y.S. Kim, J.P. Ranieri, 
R. Bellamkonda, P. Aebischer, D.E. Margevich, P.M. Thompson, F.V. Bright, J.A. G
ardella、1995、「Synthesis and characterization of fluoropolymeric substrata wit
h immobilized minimal peptide sequences for cell adhesion studies. 1.」、J. Biom
ed. Mat. Res.、29、767-778)、酸化チタン(S.J. Xiao, M. Textor, N.D. Spencer, M. W
ieland, B. Keller, H. Sigrist、1997、「Immobilization of the cell-adhesive pepti
de ARG-GLY-ASP-CYS (RGDC) on titanium surfaces by covalent chemical attachment」
、J. Materials Science-Materials in Medicine、8、867-872)、一酸化ケイ素(T. Koyan
o, M. Saito, Y. Miyamoto, K. Kaifu, M. Kato、1996、「Development of a technique 
for microimmobilization of proteins on silicon wafers by a streptavidin-biotin r
eaction」、Biotech. Progress.、12、141-144)、または金(B.T. Houseman, M. Meksich
、1998、「Efficient solid-phase synthesis of peptide-substituted alkanethiols fo
r the preparation of substrates that support the adhesion of cells」、J. Org. Ch
em.、63、7552-7555)などの種々の表面上に固定するか、ペプチドの段階的合成を、対応
するガラス表面上(S.P.A. Fodor, J.L. Read, M.C. Pirrung, L. Stryer, A.T. Lu, D. S
olas、1991、「Light-directed, spatially addressable parallel chemical synthesis
」、Science、251、J.P. Pellois, W. Wang, X.L. Gao、2000、「Peptide synthesis bas
ed on t-Boc chemistry and solution photogenerated acids」、J. Comb. Chem.、2、35
5-360)、セルロース上(R. Frank、1992、「Spot synthesis: an easy technique for the
 positionally addressable, parallel chemical synthesis on a membrane support」、
Tetrahedron、48、9217-9232、A. Kramer and J. Schneider-Mergener、Methods in Mole
cular Biology、第87巻、「Combinatorial Peptide Library Protocols」、25-39頁、S. 
Cabilly編、Humana Press Inc.、Totowa, NJ、Topert, F., Oires, C., Landgraf, C., O
schkinat, H. and Schneider-Mergener, J.、2001、「Synthesis of an array comprisin
g 837 variants of the hYAP WW protein domain」、Angew. Chem. Int.編、40、897-900
)、またはポリプロピレン上(M. Stankova, S. Wade, K.S. Lam, M. Lebl、1994、「Synth
esis of combinatorial libraries with only one representation of each structure」
、Pept. Res.、7、292-298、F. Rasoul, F. Ercole, Y. Pham, C.T. Bui, Z.M. Wu, S.N.
 James, R.W. Trainor, G. Wickham, N.J. Maeji、2000、「Grafted supports in solid-
phase synthesis」、Biopolymers、55、207-216、H. Wenschuh, R. Volkmer-Engert, M. 
Schmidt, M. Schulz, J. Schneider-Mergener, U. Reineke、2000、「Coherent membrane
 supports for parallel microsynthesis and screening of bioactive peptides」、Bio
polymers、55、188-206)、またはキチン上(W. Neugebauer, R.E. Williams, J.R. Barbie
r, R. Brzezinski, G. Willick、1996、「Peptide synthesis on chitin」、Int. J. Pep
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t. Prot. Res.、47、269-275)、またはセファロース(W. Tegge, R. Frank、1997、「Pept
ide synthesis on Sepharose beads」、J. Peptides Res.、49、355-362、R. Gast, J. G
lokler, M. Hoxter, M. Kiess, R. Frank, W. Tegge、1999、「Method for determining 
protein kinase substrate specificities by the phosphorylation of peptide librari
es on beads, phosphate-specific staining, automated sorting, and sequencing」、A
nal. Biochem.、276、227-241)で直接行っていた。
【発明の開示】
【０００５】
　本発明の目的は、高処理システムでの使用に適切である一方で、非常に少量の酵素活性
またはサンプル体積で実施可能な酵素活性の基質特異性の試験手段を提供することにある
。特に、本手段は、先行技術による手段、特に、先行技術に記載のペプチドおよびタンパ
ク質（「アレイ」と記載する）と比較してシグナル／ノイズ比を改良することを目的とす
る。
【０００６】
　本発明の別の目的は、このような手段の製造方法、酵素活性の基質特異性の決定方法、
および活性物質の選択性の決定方法を提供することにある。
【０００７】
　この目的は、本発明により、支持材の平面上に複数のアミノ酸配列を含み、前記アミノ
酸配列が方向性をもって固定されたアセンブリを得る工程と、酵素活性を前記アセンブリ
と接触および／またはインキュベートする工程と、前記アセンブリ上に固定された1つの
アミノ酸配列と前記酵素活性との間の反応を検出する工程とを含み、前記酵素活性と前記
アセンブリとの間の反応中に少なくとも1つのアミノ酸配列の分子量が変化する、酵素活
性の基質特異性の決定方法によって解決される。
【０００８】
　1つの態様では、反応を支持材の表面上に固定したアミノ酸配列上でまたは前記アミノ
酸配列を使用して検出することを提供する。
【０００９】
　別の態様では、1つのアミノ酸配列、好ましくは、酵素活性と反応するアミノ酸配列上
の共有結合の形成または切断により分子量が変化することを提供する。
【００１０】
　さらに別の態様では、分子量の変化の検出によって反応を検出することを提供する。
【００１１】
　最後に、1つの態様では、反応を、オートラジオグラフィー、プラズモン共鳴分光法、
および蛍光分光法を含む群より選択される検出方法によって検出することを提供する。
【００１２】
　1つの態様では、少なくとも1つのアミノ酸配列が酵素活性の基質であることを提供する
。
【００１３】
　別の態様では、少なくとも2つの異なる酵素活性のアミノ酸配列のアセンブリがそれぞ
れ少なくとも1つの基質を有することを提供する。
【００１４】
　好ましい態様では、酵素活性が、キナーゼ、スルホトランスフェラーゼ、グリコシルト
ランスフェラーゼ、アセチルトランスフェラーゼ、ファルネシルトランスフェラーゼ、パ
ルミチルトランスフェラーゼ、ホスファターゼ、スルファターゼ、エステラーゼ、リパー
ゼ、アセチラーゼ、およびプロテアーゼを含む群より選択されることを提供する。
【００１５】
　別の態様では、アセンブリ上に固定されたアミノ酸配列と酵素活性との間の反応の検出
を、好ましくは時間的間隔をおいて何度も繰り返すことを提供する。
【００１６】
　さらに別の態様では、酵素活性をサンプル中で決定し、前記サンプルは、好ましくは尿
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、液、痰、糞便、リンパ液、細胞溶解物、組織溶解物、器官溶解物、抽出物、未処理抽出
物、精製調製物、および非精製調製物を含む群より選択されることを提供する。
【００１７】
　1つの態様では、表面が無孔表面であることを提供する。
【００１８】
　別の態様では、支持材がガラスであることを提供する。
【００１９】
　さらに別の態様では、アミノ酸配列が表面上の硫黄含有基を介して固定されていること
を提供する。
【００２０】
　第2の局面では、表面上、好ましくは固相支持体表面上の複数のアミノ酸配列のアセン
ブリであって、アミノ酸配列が支持材の平面上に方向性をもって固定されており、少なく
とも1つのアミノ酸配列が酵素活性の基質であり、酵素活性の結果として基質上で分子量
が変化することを特徴とするアセンブリによって目的が解決される。
【００２１】
　1つの態様では、分子量の変化が、基質上の共有結合の形成または切断の結果として起
こることを提供する。
【００２２】
　別の態様では、少なくとも2つの異なる酵素活性のアミノ酸配列のアセンブリが少なく
とも1つの基質をそれぞれ有することを提供する。
【００２３】
　さらに別の態様では、平面が無孔表面であることを提供する。
【００２４】
　1つの態様では、支持材が、ケイ酸塩、セラミック、ガラス、金属、および有機支持材
を含む群より選択されることを提供する。
【００２５】
　別の態様では、アミノ酸配列が、ペプチド、オリゴペプチド、ポリペプチド、およびタ
ンパク質ならびにこれらの各誘導体を含む群より選択されることを提供する。
【００２６】
　さらに別の態様では、各アミノ酸配列またはアミノ酸配列群が別のアミノ酸配列または
アミノ酸配列群に関して定義された配置を有することを提供する。
【００２７】
　別の局面では、本発明の目的は、本発明のアセンブリを含む支持体によって解決される
。
【００２８】
　1つの態様では、支持体がベース支持材を含むことを提供する。
【００２９】
　別の態様では、複数のアミノ酸配列のアセンブリが、1つまたは複数の支持体表面上に
配置されていることを提供する。
【００３０】
　別の局面では、2つの支持体がそれぞれギャップによって分離されている、本発明の少
なくとも2つの支持体を含む支持体アセンブリによって目的が解決される。
【００３１】
　1つの態様では、第1の支持体上の少なくとも1つのアセンブリが第2の支持体上の少なく
とも1つのアセンブリに対面していることを提供する。
【００３２】
　別の態様では、ギャップの幅が約0.01mm～10mm、好ましくは約0.1mm～2mm、より好まし
くは約0.5mm～1mmであることを提供する。
【００３３】
　さらに別の局面では、本発明の方法における本発明のアセンブリおよび／または本発明



(7) JP 4588978 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

の支持体および／または本発明の支持体アセンブリの使用によって本発明の目的が解決さ
れる。
【００３４】
　本発明は、アミノ酸配列が表面上に方向性をもって固定され、且つ表面が平面である、
表面上の複数のアミノ酸配列（図12A、B1～B3を参照のこと）のアセンブリを使用して、
アセンブリ中に含まれる1つまたは複数のアミノ酸配列の潜在的な相互作用パートナー（
図12A、C）（相互作用単位／液体体積で示される非常に少量の潜在的な相互作用パートナ
ー）を含むサンプルにアセンブリが接触した際に、1つまたは複数のアミノ酸配列と潜在
的な相互作用パートナーとの間の結合事象の検出に十分であり得るという驚くべき発見（
図12Aを参照のこと）に基づく。潜在的な相互作用パートナーは、好ましくは酵素活性で
あり、結合事象は、酵素活性タンパク質と触媒反応に必要な潜在的基質との複合体の形成
である。言い換えれば、本発明のアセンブリにより指向性固定の特徴と平面の存在との特
定の組み合わせに基づいて、先行技術のアセンブリよりも桁違いに強力にシグナル対ノイ
ズ比が改良される。
【００３５】
　多孔質表面を使用した場合（実施例と同様にセルロースまたは多孔質ガラスを使用した
場合）、大量の材料（この場合、単位面積あたりアミノ酸配列）を固定して良好なシグナ
ル強度および測定シグナルが比例的な広い領域を得ることができるが、それと同時に表面
が広いために、アミノ酸配列と支持材との間に非特異的相互作用を生じ、バックグラウン
ドシグナルがより大きくなる。さらに、このような多孔質表面は、アセンブリの開発また
はアセンブリを保有する支持材のコーティングに実質的により大量の材料が必要である（
すなわち、より大量の種々の各アミノ酸配列が必要）。多孔質表面の結果と同様に、実際
の分析プロセスには、より大量のサンプル材料が必要である。サンプル材料は、1つまた
は複数のアミノ酸配列の可能な相互作用パートナーを含む材料を含む。しかし、それぞれ
の場合で、より大きなサンプル体積の供給によってこのサンプル材料の増加を補うことが
できず、むしろアセンブリと接触するか接触すべきサンプル中の潜在的相互作用パートナ
ー比の状態量を増加させる必要があり得る。これには、分析すべきサンプル材料を精製す
る必要があるが、このような精製中にかなりの量が喪失することが多いため、表面上の分
子アセンブリ用の多孔質表面の使用はサンプル濃度が比較的低い相互作用パートナーの検
出には不適切である。潜在的な相互作用パートナーが酵素活性を含む場合（本明細書中で
は、一般に、酵素および任意の触媒活性分子を含む（例えば、触媒活性核酸も含む））、
サンプル材料または相互作用パートナー（すなわち、先行技術のアセンブリを使用する際
に必要な酵素比活性）の精製または濃縮の影響下で、一定の酵素活性を決定することがで
きない状況があり得る。このことが、サンプル中で必ずしも過半量を占める必要性のない
、生物学的に重要な酵素活性があることが多い一方で、アミノ酸配列を含むアセンブリの
使用を非常に制限している。従って、例えば、本発明のアセンブリを使用して精製という
意味でのさらなる処理を行うことなく単離細胞を分析することができ、細胞中に含まれる
比活性の低い酵素相互作用パートナーを検出することができる。
【００３６】
　多孔質表面使用におけるさらなる欠点は、不可避的に毛管力が働き、高処理システムで
特に必要な最小化のいずれをも妨げることである。言い換えれば、多孔質支持体システム
を使用する場合、アセンブリ中で一定のアミノ酸配列密度のみを達成することができる。
現在、多孔性の基準を形成する物理化学的性質の結果として、これはセルロースが100/cm
2の場合に制限される。
【００３７】
　しかし、他方では、負荷能力がしばしば限定要因となるので、平面のみの使用は、本発
明のアセンブリを使用して達成可能なシグナル強度（特に、シグナル対ノイズ比）の範囲
内とするためのアセンブリの調製にさらに適切ではない。平面に対して規定の孔幅を有す
るポリアクリルアミドゲル（無孔表面）を適用することによるこれらの限定要因の回避の
試みは、多孔質膜の欠点がその後再び出現するために所望の成功を収められなかった。
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【００３８】
　本発明を使用して、表面上の複数のアミノ酸配列のアセンブリ（表面上の濃縮物だけで
なく、アセンブリ上に含まれるアミノ酸配列の特定の固定型）の構築方法を応用し、アセ
ンブリの驚くべき性能が明らかとなる。平面は、比較的少量の異なるアミノ酸配列しか必
要とせず、さらに、表面上の方向性のある固定の結果として、最適な相互作用パートナー
（特に、酵素活性の基質）が存在し、滑らかさ（すなわち、好ましくは無孔表面）の結果
として比較的負荷能力が低いにもかかわらず、有意なシグナルが達成され、平面の結果と
同様に、非特異的吸収が起こらず、それにより、シグナル対ノイズ比が崩れない。実施例
に記載のモデル計算手段によって示されるように、本発明のこれら2つの特徴の組み合わ
せの結果として、図3および4で認められるように、シグナル対ノイズ比が3000倍改良され
る。
【００３９】
　本発明の表面上の複数のアミノ酸配列のアセンブリでは、表面は、一定の範囲で複数の
アミノ酸配列が固定された基板として機能する。共有結合で固定することができる。しか
し、共有結合による固定に加えて、他の固定形態、特に、吸着固定または特異的相互作用
系を介した固定も可能である。特に好ましい固定は、支持材表面に対してアミノ酸配列が
化学選択的に結合される共有結合である。本発明では、当業者に公知の多数の反応を使用
することができる（Lemieux, G.A. & Bertozzi,C.R.、1998、「Chemoselective ligation
 reactions with proteins, oligosaccharides and cells」、TIBTECH、16、506～513、
これに関しては、図11を参照のこと）。必要な方向性固定を得る目的で、各相互作用条件
下でアミノ酸配列と表面との間に実質的にたった1つの特定の化合物が形成されることが
基本的に確保されるべできである（図12、リンカーA）。したがって、アミノ酸配列側の
反応基の選択は、実質的に各配列に依存する。あるいは、全アミノ酸配列に対する末端構
造の基準が得られ、この末端構造により、表面、特に活性表面との特異的反応に利用可能
となることが本発明の範囲内で得られる（図12、リンカーA）。典型的には、化学選択的
反応の間、アミノ酸配列中に含まれるアミノ基またはカルボキシル基に悪影響を与えない
。適切な反応の例は、ハロカルボン酸およびチオール由来のチオエーテルの形成（ハロカ
ルボン酸およびチオール由来のチオエーテルの形成を含む）、チオールおよびマレインイ
ミド由来のチオエーテルの形成、チオエステルおよび1,2-アミノチオール由来のアミド結
合の形成、ジチオエステルおよび1,2-アミノチオール由来のチオアミド結合の形成、アル
デヒドおよび1,2-アミノチオール由来のチアゾリジンの形成、アルデヒド／ケトンおよび
1,2-アミノアルコール由来のオキサゾリジンの形成、アルデヒド／ケトンおよび1,2-ジア
ミン由来のイミダゾールの形成（図11も参照のこと）、チオアミドおよびαハロケトン由
来のチアゾールの形成、アミノ-オキシ化合物およびαイソチオシアナト-ケトン由来のア
ミノチアゾールの形成、アミノ-オキシ化合物およびアルデヒド由来のオキシムの形成、
アミノ-オキシ化合物およびケトン由来のオキシムの形成、ヒドラジンおよびアルデヒド
由来のヒドラゾンの形成、ヒドラジンおよびケトン由来のヒドラゾンの形成である。さら
に、図11に記載のR1～R5ラジカルまたは上記の化学的選択反応中の残基は、アルキル、ア
ルケニル、アルキニル、シクロアルキルもしくはアリールラジカルまたはアルキルが分岐
および非分岐C1～20アルキル、C3～20シクロアルキル、好ましくは分岐および非分岐C1～
12アルキル、C3～12シクロアルキル、特に好ましくは分岐および非分岐C1～6アルキル、C

3～6シクロアルキルラジカルとして存在する複素環式化合物であり得る。アルケニルは、
分岐および非分岐C2～20アルケニルラジカル、分岐および非分岐C1～20アルキル-O-C2～2

0アルケニルラジカル、C1～20（-O/S-C2～20）2～20アルケニルラジカル、アリール-C2～
20アルケニルラジカル、分岐および非分岐ヘテロシクリルC2～20アルケニルラジカル、C3
～20シクロアルケニルラジカル、好ましくは分岐および非分岐C2～12アルケニルラジカル
、分岐および非分岐C1～12（-O/S-C2～12）2～12アルケニルラジカル、特に好ましくは分
岐および非分岐C2～6アルケニルラジカル、分岐および非分岐C1～6（-O/S-C2～8）2～8ア
ルケニルラジカルとして存在し、アルキニルは、分岐および非分岐C2～20アルキニル、分
岐および非分岐C1～20（-O/S-C2～20）2～20アルキニルラジカル、好ましくは分岐および
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非分岐C2～12アルキニルラジカル、分岐および非分岐C1～12（-O/S-C2～12）2～12アルキ
ニルラジカル、特に好ましくは分岐および非分岐C2～6アルキニル、分岐および非分岐C1
～6（-O/S-C2～8）2～8アルキニルラジカルとして存在し、シクロアルキルは、架橋およ
び非架橋C3～40シクロアルキルラジカル、好ましくは架橋および非架橋C3～26シクロアル
キルラジカル、特に好ましくは架橋および非架橋C3～15シクロアルキルラジカルとして存
在し、アリールは、置換および非置換単結合または多結合フェニル、ペンタレニル、アズ
レニル、アントラセニル、インダセニル、アセナフチル、フルオレニル、フェナレニル、
フェナントレニルラジカル、好ましくは置換および非置換単結合または多結合フェニル、
ペンタレニル、アズレニル、アントラセニル、インデニル、インダセニル、アセナフチル
、フルオレニルラジカル、特に好ましくは置換および非置換単結合または多結合フェニル
、ペンタレニル、アントラセニルラジカル、ならびにその部分的水和誘導体として存在す
る。複素環式化合物は、1～7個のヘテロ原子を有する不飽和および飽和の3～15員環の単
環系、二環系、および三環系、好ましくは1～5個のヘテロ原子を有する不飽和および飽和
の3～10員環の単環系、二環系、および三環系、特に好ましくは1～3個のヘテロ原子を有
する不飽和および飽和の5、6、および10員環の単環系、二環系、および三環系であり得る
。
【００４０】
　さらに、アルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、アリール、ヘテロ原子
、複素環式化合物、生体分子または天然物質では、以下の置換基の0～30個（好ましくは
、0～10個、特に好ましくは0～5個）が単独で存在するか互いに組み合わせることができ
る。フッ素、塩素、臭素、ヨウ素、水酸基、アミド、エステル、酸、アミン、アセタール
、ケタール、チオール、エーテル、リン酸塩、硫酸塩、スルホキシド、過酸化物、スルホ
ン酸、チオエーテル、ニトリル、尿素、カルバメートであり、フッ素、塩素、臭素、水酸
基、アミド、エステル、酸、アミン、エーテル、リン酸塩、硫酸塩、スルホキシド、チオ
エーテル、ニトリル、尿素、カルバメートが好ましく、塩素、水酸基、アミド、エステル
、酸、エーテル、ニトリルが特に好ましい。
【００４１】
　方向性固定により、全てのアミノ酸配列が所定の反応基または反応基集団を介して表面
に結合することが本明細書中で特に理解されるはずである。この結合特異性の結果として
、有用なエントロピーの限度内で各アミノ酸配列がエネルギー的に好ましい状態で存在し
、それによりこのような範囲で固定されたアミノ酸配列は概して類似の二次構造および三
次構造で存在する。
【００４２】
　概念「複数のアミノ酸配列のアセンブリ」は、本明細書中では、特に、各アミノ酸配列
が表面上の特定の位置に固定されていると理解される。好ましくは、これらの各位置を同
定することができる。従って、位置は、1つのアミノ酸配列の種がそれぞれ実質的に固定
されている個別の位置である。言い換えれば、表面上のそれぞれ固定されたアミノ酸配列
の位置を誘導することができる地図が存在する。各アミノ酸配列は、複数の分子を示すこ
とができるが、そのアミノ酸配列に関して（すなわち、これらを形成するアミノ酸の型お
よび配列）実質的に同一である。アミノ酸配列の同一性を、実質的にはアミノ酸配列の製
造方法によって決定する。アミノ酸配列をアセンブリの表面上にてインサイチューに合成
し、可能な全形態を本明細書中で実行可能である（すなわち、アミノ酸群を共に添加し、
各ブロックを連続的に一列に並べ、ブロックまたはブロックの配列を既に固定されたアミ
ノ酸配列に固定または結合させるブロック合成技術の使用と同一の方法でアミノ酸配列を
形成する各アミノ酸の連続的結合）ことは本発明の範囲内である。
【００４３】
　各合成工程またはカップリング工程での収量が常に完全ではないことが、以前に記載の
意味での種々のアミノ酸配列中が幾らか不均一となり得ることが当業者に理解される。こ
れは、アミノ酸配列の合成（アミノ酸構築ブロックあたり、1つのカップリング反応およ
び1つの保護基切断ならびに一般的に合成の最後に行われる1つの側鎖官能基の全保護基の
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同時切断反応）と同様に多数の反応工程を必要とする合成で特に問題であり得る。したが
って、例えば、41または81の反応工程が必要な、20個のアミノ酸構築ブロックまたは40個
のアミノ酸構築ブロックからなる、推定平均収率が95％の1つのアミノ酸配列の合成の際
に、推定される理論上の収率はたった0.9541＝0.122（12.2％）または0.9581＝0.0157（1
.57％）である。推定平均収率が99％であっても、上記の例では、66.2％または44.3％し
か得られない。したがって、研究すべき酵素反応の間に、所望のアミノ酸配列に加えてこ
れらの制限の結果として、1つまたは複数のアミノ酸構築ブロックの不在によって区別さ
れる多数の他のアミノ酸配列が存在することが明らかである。正確には、当業者にRumpf
配列として公知のこれらの副産物は、一定の環境下で、表面上に整列されたアミノ酸配列
を修飾する酵素活性とのインキュベーションの結果を重大に変化させるか、結果の解釈を
困難にし得る。例えば、この基質内に含まれるアミノ鎖基を使用した表面上または表面で
のキナーゼ基質の固定の際に、複数（固定すべき化合物中に存在するアミノ基の数に依存
する）の反応可能性およびそれによる表面上の化合物の最終的な方向の可能性が存在する
。この固定された化合物（キナーゼ基質）と少なくとも1つのキナーゼ活性を含む生体液
とのその後のインキュベーションの際の酵素／基質／複合体の有効な形成にたった1つま
たは複数のこれらのアミノ基を必要とする場合、このような非特異的固定は、固定基質の
小集団のみが正確な様式で固定され、それにより測定シグナルは検出限度以下であるとい
う結果を有し得る。したがって、特異的または方向性固定が非常に有利である。この場合
、固定事象では、固定されるべき化合物と化合物が固定される表面との間の接触がそれぞ
れの場合で同一の様式で起こり、全化合物が所定および予想可能な方向で表面上または表
面に結合する。
【００４４】
　複数のアミノ酸配列は、少なくとも2つの異なるアミノ酸配列からなる。異なる部位で
固定されたアミノ酸配列を表面上の別の部位で固定することができる。これを、例えば、
対照の目的で達成することができる。
【００４５】
　平面は、実質的に二次元に整列された表面であり得る。特に、本発明では、複数のアミ
ノ酸配列を保有する球面表面またはこのような表面の実質的な一部であることはない。平
面の開発の際、各アミノ酸配列が位置付けられた異なる位置は、表面上の別の異なる位置
から三次元構造によって分離されていないか少なくとも実質的に分離されていないことが
好ましい。
【００４６】
　全ての生体耐性、官能基化、または官能基化可能な材料を、本発明の範囲内の本発明の
アセンブリを保有し得る表面材料または支持材料として使用することができる。これらの
材料は、例えば、固体支持プレート（モノシリックブロック）、膜、フィルム、またはラ
ミネートとして存在し得る。適切な材料は、例えば、ポリエチレン、ポリプロピレン、ハ
ロゲン化ポリオレイン（PVDF、PVCなど）などのポリオレフィンならびにポリテトラフル
オロエチレンである。無機材料としては、例えば、セラミック、ケイ酸塩、シリコン、お
よびガラスを使用することができる。非金属支持プレートが好ましいが、潜在的に非特異
的に吸着する傾向があるにもかかわらず、金属支持材の使用も本発明の範囲内である。こ
のような金属の例は、金または例えば酸化チタンなどの酸化金属である。
【００４７】
　実際に選択された材料に関係なく、ガラスが好ましく、表面は非孔質であり、表面で毛
管力が発生しないか実質的に発生しないことも本発明に不可欠である。
【００４８】
　アセンブリの開発の際、実際には表面のデザインについて多くの可能性（すなわち、複
数のアミノ酸配列を保有する表面）が存在する。基本的には、アミノ酸配列が方向性を持
って固定された表面は同時に支持材であることが可能である。しかし、反応性表面は支持
材とは異なることもまた可能である。例えば、（平面）表面を形成する材料がフォームま
たはフィルム中に存在し、特に安定性を目的としてさらにベース支持材に適用する場合に
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、このようなシナリオが得られる。
【００４９】
　方向性固定の目的のために、特に支持材上のアミノ酸配列の共有結合によってこれが起
こる場合、支持プレートの表面に官能基を付加することができる。複数の連続的官能基化
が基本的に可能であるが、選択される支持材に依存して、官能基化を省略することもでき
る。
【００５０】
　表面へのアミノ酸配列の共有結合に既に適切な第1の官能基化を、反応基としてのアミ
ノ基および／またはカルボキシ基の提供において達成することができる。このような官能
基化を、適用した反応基の化学的性質に関係なく、第1の官能基化として本明細書中でデ
ザインする。カルボキシル基を、クロム酸での酸化（例えば、表面を得る材料としてポリ
オレフィンから出発）によって生成することができる。あるいは、例えば、塩化オキサリ
ルとの高圧反応ならびにプラズマ酸化、アクリル酸などのラジカルまたは光誘導物の付加
によりこれを行うこともできる。表面で二重結合が得られるベース触媒の除去の結果とし
て、ハロゲン化ポリオレフィンなどのハロゲン化材料により、アミノおよびカルボキシ反
応基を生成することができ、それにより反応性二重結合がカルボキシまたはアミノ官能基
が付加される。
【００５１】
　セラミック、ガラス、酸化ケイ素、および酸化チタンを、例えば、アミノプロピルトリ
エトキシシランなどの複数の形態で市販されている置換シランを使用して簡単に官能基化
を行うことができる。例えば、ブロモ酢酸との直接的カルボキシメチル化、対応するアミ
ノ酸誘導体とのアシル化（例えば、フルオレニルメトキシカルボニル-3-アミノプロピオ
ン酸とのジメチルアミノピリジン触媒カルボジイミドカップリング、または対応するビス
イソ（チオ）シアネートとの一変換によるイソ（チオ）シアネートの生成など）などの好
二選択性反応が特に有利である。特に有利な方法は、カルボニルジイミダゾール、ホスゲ
ン、トリホスゲン、p-ニトロフェニルクロロホルミエート、またはチオカルボニルジイミ
ダゾールとの反応およびその後の表面上の安定なウレタン結合を介した支持材へのアミノ
官能基の適用のためのジアミンまたは簡単に保護したジアミンとの反応である。
【００５２】
　本発明によれば、表面上に固定されたアミノ酸がスペーサーを有することができること
を提供する。アミノ酸配列が特定の空間構造を占め、それにより酵素活性に接近可能な酵
素活性の基質である場合、このようなスペーサーが特に好ましい。このようなスペーサー
（本明細書中で「スペーサー」とも呼ばれる）使用の結果として、酵素活性または活性の
実際の基質であり、自由度および吸着などの表面環境がさらに進歩し、熱力学的自由度が
変化するアミノ酸配列が出現する。スペーサーは、実質的に、少なくとも2つの官能基ま
たは官能基化可能な基を含む任意の生体適合分子であり得る。表面とアミノ酸配列との間
のエレメントとして、使用した状態でスペーサーを挿入する。
【００５３】
　以下の化合物のクラスがスペーサーとして適切である。
　特に鎖長がC2～C30、特にC4～C8の分岐または非分岐アルカン、
　好ましくは1～5個のポリエチレンオキシド単位またはポリプロピレンオキシド単位から
なるポリエーテル（すなわち、ポリエチレンオキシドまたはポリプロピレンオキシドのポ
リマー）、
　ポリグリコールおよびその誘導体（例えば、O,O'-ビス（2-アミノプロピル）-ポリエチ
レングリコール500および2,2'-（エチレンジオキシド）-ジエチルアミンなど）などの分
岐または非分岐ポリアルコール、
　特に1～100モノマー単位、特に好ましくは1～10モノマー単位からなるポリウレタン、
ポリヒドロキシ酸、ポリカーボネート、ポリイミド、ポリアミド、ポリエステル、ポリス
ルホン、
　上記アルカンと上記ポリエーテル、ポリウレタン、ポリヒドロキシ酸、ポリカーボネー
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ト、ポリイミド、ポリアミド、ポリアミノ酸、ポリエステル、およびポリスルホンとの組
み合わせ、
　好ましくは鎖長がC2～C30、特に好ましくは鎖長がC2～C8の分岐または非分岐ジアミノ
アルカン（例として、1,3-ジアミノプロパン、1,6-ジアミノヘキサン、および1,8-ジアミ
ノオクタンから作製することができるものならびにポリエーテル、好ましくは上記ポリエ
ーテルとの組み合わせ（例えば、1,4-ビス-（3-アミノプロポキシ）ブタンなど））、
　ジカルボン酸およびその誘導体（例えば、特にC2～C30ジカルボン酸、好ましくは鎖長
がC2～C10、特に好ましくは鎖長がC2～C6の飽和または不飽和の分岐または非分岐ヒドロ
キシ、メルカプト、およびアミノジカルボン酸など（例えば、コハク酸およびグルタル酸
など））、および
　好ましくは1～20アミノ酸残基長、特に好ましくは1～3アミノ酸残基長のアミノ酸およ
びペプチド（例えば、リジンの三量体、3-アミノプロピオン酸の二量体、および6-アミノ
カプロン酸の単量体）。
【００５４】
　スペーサーが2つの官能基の末端を有するという事実の結果として、表面上に固定され
るべきアミノ酸がそのC末端もしくはN末端を介するか固定されるべきアミノ酸配列内の別
の官能基を介して固定されるように官能性を選択することが基本的に可能である。C末端
を介して固定される場合、C末端上で作用するスペーサーの官能基は、好ましくはアミノ
基である。アミノ酸配列がN末端によって表面に固定される場合、スペーサーの対応する
官能基は、カルボキシル基である。
【００５５】
　本発明のアセンブリでは、スペーサーは分岐スペーサーであり得る。このような分岐ス
ペーサーは、デンドリマー構造または簡単にデンドリマーとも呼ばれ、当業者に公知であ
る。核酸固定のためのデンドリマー構造は、例えば、Beier, M. & Hoheisel, J.D.、1999
、「Versatile derivatisation of solid support media for covalent bonding on DNA 
microchips」、9、1970～1977に記載されている。これらのデンドリマー構造の機能は、
単位面積あたりの反応基数の増加およびそれによるシグナル強度の増加に基づく。ほとん
ど全ての官能基または官能基化可能な基を有し、アミノ酸配列の固定が可能なデンドリマ
ー構造を得ることができる。このようなデンドリマー構造使用の結果として、平面の単位
面積あたりの反応基の数を、2～100倍、好ましくは2～20倍、より好ましくは2～10倍増加
させることができる。
【００５６】
　アクリル酸もしくはアクリル酸誘導体（アクリル酸クロリドなど）またはαブロモカル
ボン酸もしくはαブロモカルボン酸誘導体（ブロモアセチルブロミドなど）でのアシル化
、適切なポリアミン（例えば、テトラエチレンペンタミンなど）のマイケル付加およびそ
の後のアクリル酸もしくはアクリル酸誘導体（アクリル酸クロリドなど）またはαブロモ
カルボン酸もしくはαブロモカルボン酸誘導体（ブロモアセチルブロミドなど）でのさら
なるアシル化ならびに適切なポリアミンのさらなるマイケル付加を含む反応配列によって
アミノ官能性を有する表面が得られる場合、デンドリマー構造の構築を行うことができる
。好ましくは、表面の親水性を増加させるためにポリアミン自体が親水性であるようにポ
リアミンを選択する。このようなポリアミンの例は、1,4-ビス-（3-アミノプロポキシ）
ブタンである。
【００５７】
　表面の第1の官能基化に加えて、第1の官能基化を基に構築する第2の官能基化を行うこ
とができる。言い換えれば、表面の官能基を、さらなる基準によって広範に官能基化する
。官能基化表面に直接か、スペーサーまたはデンドリマー構造を使用して作製した表面上
に第2の官能基化を行うことができる。
【００５８】
　アミノ酸配列、チオール官能基、イミダゾール官能基、およびグアニド官能基中に存在
するアミノ基およびカルボキシル基の結果として、表面上のアミノ酸配列の方向に関して
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均一に固定できないという点での第2の官能基化の理由を認めることができる。第2の官能
基化により、方向性固定を達成するためのさらなる化学的選択反応が利用される。
【００５９】
　非タンパク質生成官能基によって区別される全ての化合物は、この第2の官能基化に適
切である。例えば、以下の化合物を挙げることができる。マレイニミド化合物（マレイニ
ミドアミンまたはマレイニミドカルボン酸など）；α-ハロケトン（ブロモピロラセミ酸
または4-カルボキシ-α-ブロモアセトフェノンなど）、α-イソチオシアナト-ケトン（4-
カルボキシ-α-イソチオシアナト-アセトフェノンなど）、アルデヒド（カルボキシベン
ズアルデヒドなど）、ケトン（レブリン酸など）、チオセミカルバジド、チオアミド（コ
ハク酸モノチオアミドなど）、α-ブロモカルボン酸（ブロモ酢酸など）、ヒドラジン（4
-ヒドラジノ安息香酸など）、O-アルキルヒドロキシアミン（アミノオキシ酢酸など）、
およびヒドラジン（グルタル酸モノヒドラジンなど）。
【００６０】
　本発明のアセンブリ開発の際のさらなる基準として、アミノ酸配列を用いて得られない
表面の部位または領域をブロックすることができる。ブロッキングにより、必要ならば官
能基化表面を含むアミノ酸配列の化学的選択反応中または反応後に、まだ反応していない
が依然として表面上の反応性を示す集団または基の不活化を確実にする。付加した酵素活
性または使用した生体サンプルの他の構成要素がブロックされておらず、それにより大き
なバックグラウンドシグナルを発生する可能性がある表面上の反応基と非特異的に反応す
るので、このブロッキング反応は必要である。表面とのこのような非特異的反応は、生化
学的分析における望ましくないシグナル対ノイズ比の原因になることが多い。立体的に損
傷を与えず、ブロックすべき基と非常に良好に反応し、可能な限り望ましい表面特性が得
られる化合物がこのブロッキングに適切である。これらの化合物の選択は、サンプルの型
または1つのアミノ酸配列と相互作用する相互作用パートナーに依存する。酵素活性が疎
水性表面に非特異的に結合することが好ましいことが公知である場合に化合物を親水性と
判断し、酵素活性が疎水性表面に非特異的に結合することが好ましいことが公知である場
合に化合物を疎水性と判断する。したがって、タンパク質などの生体分子は、例えば、正
確な生物学的機能のために正確に定義された三次元構造が必要であることが当業者に公知
である。この三次構造は、環境に著しく依存する。したがって、親水性溶媒である水中で
のタンパク質は、全て、より正確にはできるだけ多数の集団を内在させる傾向がある。こ
のようなタンパク質がより疎水性の高い環境（疎水性表面）に曝されると、タンパク質が
過剰に折りたたまれるか折りたたまれずに不活化し得る。それに対して、天然に（疎水性
）生体膜内に存在するタンパク質が公知である。このようなタンパク質は、親水性表面と
の接触の際に過剰に折りたたまれて、変性または不活化する。このような場合、疎水性表
面が望ましい。
【００６１】
　本発明のアセンブリのアミノ酸配列の構成要素は、好ましくは、L型およびD型アミノ酸
を含む群より選択されるアミノ酸である。さらに、アミノ酸を、天然および非天然アミノ
酸を含む群より選択することができる。前記各アミノ酸群内の好ましい群は、対応するα
アミノ酸である。アミノ酸配列は、任意の1つの前記群由来のアミノ酸配列からなり得る
。したがって、例えば、D型およびL型アミノ酸の組み合わせは、排他的にD型またはL型ア
ミノ酸のいずれかからなるアミノ酸配列と同一の方法で本発明の範囲内である。さらに、
アミノ酸配列の構成要素は、アミノ酸以外の分子を含み得る。例としては、チオキソアミ
ノ酸、ヒドロキシ酸、メルカプト酸、二炭酸、ジアミン、ジチオキソ炭酸、酸、およびア
ミンである。別の誘導アミノ酸配列形態は、いわゆるPNA（ペプチド核酸）である。
【００６２】
　アミノ酸配列の密度は、1/cm2～2000/cm2であり、この密度は好ましくは5/cm2～1000/c
m2であり、特に好ましくは10/cm2～100/cm2である。それぞれアミノ酸種を含むことがで
きる表面上の個別の位置のこのような密度を、例えば、ポリプロピレン、ステンレススチ
ール、もしくはタングステンまたは対応する合金などの種々の金属から作製された細いニ
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ードル、スロット付ニードルまたは適用すべき物質の混合物を含むリングから構築された
いわゆるピンツール、およびこのリング中に含まれる物質混合物を介してこれが対応する
表面に滴下するニードルを使用した圧電駆動ピペッティングロボットなどの種々の技術を
使用して達成することができる。しかし、モーター駆動スプレーに接続されたキャピラリ
ー（スポッター）もまた適切である。適切なスタンプを使用して固定すべきサンプルを適
用することもできる。しかし、適切なピペッター、またはすなわちいわゆるマルチピペッ
ターの使用によって手動で固定すべきアミノ酸配列を適用することもできる。アミノ酸配
列の直接的インサイチュー合成によって上記の個別の位置の密度を得ることがさらに可能
である。(M. Stankova, S. Wade, K.S. Lam, M. Lebl、1994、「Synthesis of combinato
rial libraries with only one representation of each structure」、Pept. Res.、7、
292～298、F. Rasoul, F. Ercole, Y. Pham, C.T. Bui, Z.M. Wu, S.N. James, R.W. Tra
inor, G. Wickham, N.J. Maeji、2000、「Grafted supports in solid-phase synthesis
」、Biopolymers、55、207～216、H. Wenschuh, R. Volkmer-Engert, M. Schmidt, M. Sc
hulz, J. Schneider-Mergener, U. Reineke、2000、「Coherent membrane supports for 
parallel microsynthesis and screening of bioactive peptides」、Biopolymer.、55、
188～206、R. Frank、1992、「Spot synthesis: an easy technique for the positional
ly addressable, parallel chemical synthesis on a membrane support」、Tetrahedron
、48、9217～9232、A. Kramer and J. Schneider-Mergener、Methods in Molecular Biol
ogy、第87巻、「Combinatorial Peptide Library Protocols」、25～39頁、S. Cabilly編
、Humana Press Inc.、Totowa, NJ、Topert, F., Oires, C., Landgraf, C., Oschkinat,
 H. and Schneider-Mergener, J.、2001、「Synthesis of an array comprising 837 var
iants of the hYAP WW protein domain」、Angew. Chem. Int.編、40、897～900、S.P.A.
 Fodor, J.L. Read, M.C. Pirrung, L. Stryer, A.T. Lu, D. Solas、1991、「Light-dir
ected spatially addressable parallel chemical synthesis」、Science、251、J.P. Pe
llois, W. Wang, X.L. Gao、2000、「Peptide synthesis based on t-Boc chemistry and
 solution photogenerated acids」、J. Comb. Chem.、2、355～360)。
【００６３】
　本発明のアセンブリならびにその種々の使用および適用の好ましい態様では、種々のア
ミノ酸配列は、本発明のアセンブリが曝露される相互作用パートナーとしてサンプル中に
含まれる、酵素活性の基質または可能な基質である。酵素活性は、本明細書中で一般に原
子団、分子、または分子団を分子に移動させることを特徴とする酵素活性と理解すべきで
ある。酵素活性は、本明細書中で一般にキナーゼ、スルホトランスフェラーゼ、グリコシ
ルトランスフェラーゼ、アセチルトランスフェラーゼ、ファルネシルトランスフェラーゼ
、パルミチルトランスフェラーゼ、ホスファターゼ、スルファターゼ、エステラーゼ、リ
パーゼ、アセチラーゼ、およびプロテアーゼと理解すべきである。したがって、酵素活性
は、必要に応じてチップ上の1つまたは複数のアミノ酸であるアセンブリの1つまたは複数
のアミノ酸配列を分子量に関して変更する。このような分子量の変化は、分子量の増減を
含むことができ、アミノ酸配列の物理化学的性質または1種のアミノ酸配列がそれぞれ存
在する個別の位置のさらなる変化を含み得る。
【００６４】
　当業者に公知の種々の技術を使用して、1つまたは複数の種々のアミノ酸配列種で結合
が起こるかどうかおよびアミノ酸配列の相互作用パートナーが酵素活性であるか酵素活性
を有する範囲内で、各アミノ酸配列で酵素変換が起こるかどうかを検出することができる
。したがって、例えば、プロテアーゼによって媒介される、表面に結合した適切な基質分
子の傾向の変化によって切断反応を追跡することが可能である。原則的には、表面に結合
した分子の分子量が他の分子（補基質）への移行によって変化する全ての反応を、補基質
への放射性標識の組み込みによって追跡することができる。この目的のために、表面に結
合した修飾分子に組み込まれた放射能を、反応後に定量しなければならない。このような
放射性標識の補助により、例えば、キナーゼ、アセチルトランスフェラーゼ、ファルネシ
ルトランスフェラーゼ、およびグリコシルトランスフェラーゼなどの全トランスフェラー
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ゼを、酵素活性に関して特徴付けることができる。あるいは、反応性アミノ酸配列での各
酵素反応から生成され、以前に存在しなかった反応基を、その後の特異的反応手段によっ
て検出することができる。例えば、酵素反応後に得られたメルカプト官能基を、Ellman試
薬を使用した以下の反応手段によって検出することができる。
【００６５】
　アセンブリが一定数の異なるアミノ酸種を含むことは、本発明の範囲内である。この場
合、アミノ酸配列は表面または支持材上の複数の異なる位置に存在することができる。し
たがって、一方では、内部標準を達成することができ、他方では、周辺効果を示し記録す
ることができる。
【００６６】
　本発明のさらなる開発物により、2つのアセンブリ間で2つのアセンブリのアミノ酸配列
が伸長する非常に小さなギャップのみが存在するように少なくとも2つまたは複数のアセ
ンブリを連結する（図12Bを参照のこと）。この開発物は、本明細書中で支持体アセンブ
リと呼ばれる。これは、非常に小さなサンプル体積を使用した複数の試験の実施する可能
性を切り開くものである。ギャップ幅は、2mm、好ましくは0.5mm、好ましくは0.1mm未満
である。これにより、液体体積は、1mm2の表面積と比較して100nL未満となる。支持体ア
センブリを形成するアセンブリが開発物に関して異なることは本発明の範囲内である。こ
れらの相違は、アミノ酸配列が全てまたは部分的に異なるという事実からなり得る。さら
に、異なるアセンブリ中のアミノ酸配列を他の異なる位置に完全にまたは部分的に配置す
ることが可能である。
【００６７】
　本発明のアセンブリにより、多数の実行可能な適用が得られる。このような適用の1つ
は、酵素活性の基質特異性の決定である（図12、化合物C）。この場合、手順は、第1の工
程で、本発明のアセンブリまたはチップを調製し、これを接触させ、必要に応じて各酵素
活性を含むサンプルとインキュベートすることである。次いで、アセンブリ上に存在する
1つまたは複数のアミノ酸配列（図12Aの化合物B1～B3または図12Bの化合物B1～B5）と酵
素活性（図12の化合物C）との間の反応を検出するが、上記の検出方法を使用することが
できる。異なる位置での異なるアミノ酸配列種の配置の結果として、異なるアミノ酸配列
またはアミノ酸配列種（本明細書中では両用語を同意語として使用する）の反応を、特定
の位置に独自に割り当て、これらから酵素活性の基質特異性を決定することができる（図
8、9、および10を参照のこと）。
【００６８】
　基質特異性から開始して、例えば、各反応に及ぼす種々の物質の影響を調査することが
できる。例えば、反応基質に依存して、酵素活性は低分子化合物の酵素活性を含む反応処
方物に付加した要因によって特異的修飾を受けることができる。
【００６９】
　本発明のアセンブリは、サンプルの酵素活性の異なる分析の表示においても適用される
。これに関する特に重要なサンプルは、本発明のこの局面が以下で説明されることに関す
る細胞のプロテオームである。この場合、以前に記載した適用と異なり、表面上に存在す
るアミノ酸種ではなく、むしろアセンブリの種々のアミノ酸配列種に関するサンプル中の
酵素活性の瞬間的断片に対する一定の範囲に関する各酵素活性の特異性に注目している。
この瞬間的断片を、サンプルが得られた時点で支配する一定の条件下で作成した。プロテ
オームの場合、これは、例えば、サンプルが得られた細胞の一定の化合物への曝露後の状
態であり得る。次いで、サンプリング時に支配した条件が変化した（例えば、細胞が化合
物にもはや曝露されない）1つまたは複数のさらなるサンプルを採取し、分析を行う。選
択された検出方法に依存して、反応事象の結果を、異なる条件下で比較し、この比較から
、変化した場合に各反応事象由来のパターンがどの程度変化したかを決定することができ
る。それに対して、このようなアミノ酸配列のアセンブリを使用して、ある生体サンプル
を細胞溶解物などの他のものと比較するか（例えば、パターン認識手段によるある種と異
なる種の体液の比較）、得られたパターン手段によってこれらの生体サンプルのカタログ
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を作成することができる。次いで、このようなパターンを、研究した生体サンプルのフィ
ンガープリントとして転用した意味で使用する。したがって、本発明の方法を、同定また
は個性化に使用することができる。異なる系統的レベルで同定することができる（すなわ
ち、適切に研究したサンプルの株、綱、目、科、属、または型への割り当て）。さらに、
同一の型または品種の個体間の型のレベルで同定することができる。例えば、この方法を
、科学捜査で使用することができる。本方法を、癌などの病的状態または標準と比較して
変化した酵素活性パターン（量的および質的）の決定、診断、もしくは予測でさらに適用
することができる。
【００７０】
　本発明を、さらなる特徴、例示的態様、および利点を得ることができる以下の図面およ
び実施例を参照して説明する。
【００７１】
　ここで図面を詳述する。
【００７２】
　図1　括弧内に記載したキナーゼ基質（N末端でジペプチドのシステイニル-β-アラニン
で修飾）を、マイケル付加によってマレイニミド官能基化ガラス表面に結合させた（実施
例1）。リン酸化すべきセリンアミノ酸をリン酸化不可能なアミノ酸アラニンと交換した
ペプチドをネガティブ対照として使用した。第1に、ガラス表面を50mMのリン酸ナトリウ
ム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベートし
た。次いで、対応するキナーゼを、ATP/γ32P-ATP混合物（それぞれ1μL、5U/mL）と共に
スポットし、25℃で30分間インキュベートした（実施例29）。対応するペプチドのリン酸
化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用して検出した。
【００７３】
　図2　それぞれN末端をジペプチドのシステイニル-β-アラニンで修飾したペプチドLeu-
Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2および対照ペプチドLeu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2を、
マイケル付加によってマレイニミド官能基化表面に結合させた（実施例1、マレイニミド
ブチリル-β-アラニン-官能基化セルロースならびにマレイニミドブチリル-β-アラニン-
官能基化修飾ポリプロピレン膜）。したがって、第1に、修飾表面を、50mMのリン酸ナト
リウム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベー
トした。次いで、プロテインキナーゼAを、ATP/γ32P-ATP混合物（100μM/mL、100μCi/m
L）（それぞれ1μL、2U/mL）と共にスポットし、25℃で30分間インキュベートした（実施
例30）。対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用して検出した
。各スポットのシグナル強度を、図の下に示す。選択された実験条件下で、修飾セルロー
スまたはポリプロピレン表面の場合、原則的に、ATPまたはキナーゼのペプチドへの非特
異的結合のみが測定されることが明らかである。しかし、修飾ガラス表面の場合、基質ア
ミノ酸配列のシグナルは、対応する対照アミノ酸配列のシグナルよりも4～5倍強い。
【００７４】
　図3　N末端をジペプチドのシステイニル-β-アラニンで修飾したペプチドLeu-Arg-Arg-
Ala-Ser-Leu-Gly-NH2を、マイケル付加によってマレイニミド官能基化表面に結合させた
（マレイニミド官能基化ガラス表面、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651およびマレイ
ニミドブチリル-β-アラニン-官能基化修飾ポリプロピレン膜）。第1に、修飾ガラス表面
を、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む20mLの100μMのATP溶液を使用して10
分間予備インキュベートした。次いで、プロテインキナーゼAを、ATP/γ32P-ATP混合物（
100μM/mL、100μCi/mL）（それぞれ1μL、2U/mL）と共にスポットし、25℃で所定の時間
インキュベートした（実施例31）。対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorI
magerを使用して検出した。各スポットのシグナル強度を、図の下に示す。選択された実
験条件下で、修飾ポリプロピレン表面の場合、原則的に、ATPまたはキナーゼのペプチド
への非特異的結合のみが測定されることが明らかである。しかし、修飾ガラス表面の場合
、基質アミノ酸配列へのキナーゼ媒介放射能組み込みについてのクリア時間の依存性を同
定することができる。
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【００７５】
　図4　それぞれN末端をジペプチドのシステイニル-β-アラニンで修飾した対照ペプチド
Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH2、ペプチドLeu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH2、および
合成未処理生成物Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH2を、マイケル付加によってマレイニ
ミド官能基化ガラス表面に結合させた（実施例1）。第1に、修飾ガラス表面を、50mMのリ
ン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μMのATP溶液を使用して10分間予備イン
キュベートした。次いで、修飾ガラス表面をカバーガラスで覆い、プロテインキナーゼA
（1U/mLまたは10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（100μM/mL、100μCi/mL）と共に毛管
力によって形成された中間区間に挿入した（実施例25）。25℃で30分間のインキュベーシ
ョン後、対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用して検出した
。各スポットのシグナル強度を、図の下に示す。選択された実験条件下で、精製アミノ酸
配列のシグナル強度は合成生成物のそれよりも500％高いことが明らかである。精製アミ
ノ酸配列のシグナル強度は、対応する対照アミノ酸配列のそれよりも約300倍強い。匹敵
するシグナルに必要な活性量が（セルロース表面と比較して）約1/10であることと併せる
と、シグナルは3000倍改良されている。
【００７６】
　図5　それぞれN末端をジペプチドのシステイニル-β-アラニンで修飾した対照ペプチド
Leu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH2およびペプチドLeu-Arg-Arg-Ala-Ala-Leu-Gly-NH2を、
マイケル付加によってマレイニミド官能基化ガラス表面に結合させた（実施例1）。第1に
、修飾ガラス表面を、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μMのATP
溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表面をカバーガラス
で覆い、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（100μM/mL、100μCi
/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30分間のインキュベ
ーション後、対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用して検出
した。各スポットのシグナル強度を、図の下に示す。選択された実験条件下で、基質アミ
ノ酸配列のシグナル強度は対照生成物のそれよりも800％高いことが明らかである。
【００７７】
　図6　ペプチドLeu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-チオアミド（実施例24を参照のこと）ア
ミノ酸配列で修飾したガラス表面を、室温で200mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中
に溶解し、70列で168ギャップ（全部で11760）のアセンブリ中のそれぞれ1nLのこの溶液
を、GesimのNanoPlotterを使用してブロモケトン官能基化ガラス表面にのせた（実施例10
）。スポット間の距離は0.3mmであった。次いで、ガラス表面を、マイクロ波処理に2分間
供し、室温で3時間インキュベートした。50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む
10mLの100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス
表面を第2のガラス表面で覆い、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合
物（100μM/mL、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した（実
施例31を参照のこと）。25℃で30分間のインキュベーション後、対応するペプチドのリン
酸化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用して検出した。固定キナーゼ基質の結合はプロ
テインキナーゼAから耐える一方で、ガラス表面は均一で固定密度の大きなばらつきもな
く修飾されることが明らかである。本発明で使用したPhosphoImagerの分解能は、バイオ
チップあたり11000個を超える測定点の分析に十分であることがさらに明らかである。
【００７８】
　図7　ペプチドDpr（Aoa）-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2（実施例22を参照のこと
）で修飾したガラス表面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mL
の100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表面
を第2のガラス表面で覆い、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（1
00μM/mL、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30
分間のインキュベーション後、対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorImage
rを使用して検出した（実施例14を参照のこと）。固定キナーゼ基質の結合はプロテイン
キナーゼAから耐える一方で、ガラス表面は均一で固定密度の大きなばらつきもなく修飾



(18) JP 4588978 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

されることが明らかである。本発明で使用したPhosphoImagerの分解能は、バイオチップ
あたり950個を超える測定点の分析に十分であることがさらに明らかである。
【００７９】
　図8　それぞれN末端をジペプチドのシステイニル-β-アラニンで修飾した正確に43個の
セリンおよび／またはトレオニン含有ペプチド（潜在的なキナーゼの基質ペプチド）なら
びに対応する対照ペプチドを、マイケル付加によってマレイニミド官能基化ガラス表面に
結合させた（実施例18）。対照ペプチドでは、セリンおよび／またはトレオニン残基をア
ラニンと置換し、他の残りの配列は同一であった。GesimのNanoPlotterを使用してのせた
。スポット間の距離は1mmであり、20％グリセリン含有100mM PBS緩衝液（pH7.8）を含む
ペプチド溶液を、スポットあたり0.8nLのせた。ペプチドアセンブリを、図8Aに示す。こ
こでは、黒丸はセリンまたはトレオニンを含む潜在的基質ペプチドを示し、白丸は対照ペ
プチドを示す。ガラス表面に3つの同一のサブアレイをのせた。スポット数を、図8Cで認
めることができ、使用したペプチド配列は実施例18から得られる。ペプチドをのせた後、
修飾ガラス表面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μM
のATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表面を第2のガ
ラス表面で覆い、プロテインキナーゼC（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（100μM/mL
、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30分間のイ
ンキュベーション後、対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用
して検出した（実施例38）。得られた写真を、図8Bに示す。3つ全てのサブアレイ中でよ
り高いシグナル強度を有するスポットを、プロテインキナーゼCによってリン酸化された
対応するペプチドに割り当てた。これらの一次構造を図8Dに示す。プロテインキナーゼC
基質として公知のペプチド（基質ペプチド番号3、23、27、41、43）およびプロテインキ
ナーゼC基質として記載されていない他のペプチドが認識され、修飾ガラス表面上でこの
キナーゼによってリン酸化されることが明らかである。したがって、このようなアセンブ
リはキナーゼ（例えば、プロテインキナーゼCなど）の基質特異性の特徴付けに適切であ
ることが明らかである。
【００８０】
　図9　それぞれN末端をジペプチドのシステイニル-β-アラニンで修飾した正確に43個の
セリンおよび／またはトレオニン含有ペプチド（潜在的なキナーゼの基質ペプチド）なら
びに対応する対照ペプチドを、マイケル付加によってマレイニミド官能基化ガラス表面に
結合させた（実施例18）。対照ペプチドでは、セリンおよび／またはトレオニン残基をア
ラニンと置換し、他の残りの配列は同一であった。GesimのNanoPlotterを使用してのせた
。スポット間の距離は1mmであり、20％グリセリン含有100mM PBS緩衝液（pH7.8）を含む
ペプチド溶液を、スポットあたり0.8nLのせた。ペプチドアセンブリを、図9Aに示す。こ
こでは、黒丸はセリンまたはトレオニンを含む潜在的基質ペプチドを示し、白丸は対照ペ
プチドを示す。ガラス表面に3つの同一のサブアレイをのせた。スポット数を、図9Cで認
めることができ、使用したペプチド配列は実施例18から得られる。ペプチドをのせた後、
修飾ガラス表面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μM
のATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表面を第2のガ
ラス表面で覆い、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（100μM/mL
、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30分間のイ
ンキュベーション後、対応するペプチドのリン酸化を、FUJIFILM PhosphorImagerを使用
して検出した（実施例39）。得られた写真を、図9Bに示す。3つ全てのサブアレイ中でよ
り高いシグナル強度を有するスポットを、プロテインキナーゼAによってリン酸化された
対応するペプチドに割り当てた。これらの一次構造を図9Dに示す。1つの例外を含むが、
修飾ガラス表面上の全ペプチドが-2位および-3位（N末端）の2つのアルギニン残基をセリ
ンに運ぶプロテインキナーゼAによって認識およびリン酸化されることが明らかである。
配列モチーフRRxSを、プロテインキナーゼAの好ましい基質モチーフとして記載する（A. 
Kreegipuu, N. Blom, S. Brunak, J. Jarv、1998、「Statistical analysis of protein 
kinase specificity determinants」、FEBS Lett.、430、45～50）。基質モチーフの過剰



(19) JP 4588978 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

なN末端の局在化によりペプチド83はおそらくリン酸化されない。したがって、このよう
なアセンブリはキナーゼ（例えば、プロテインキナーゼAなど）の基質特異性の特徴付け
に適切であることが明らかである。
【００８１】
　図10　それぞれN末端をジペプチドのアミノオキシ酢酸β-アラニンで修飾した正確に79
個のペプチドを、マイケル付加によってアルデヒド官能基化ガラス表面に結合させた（実
施例20）。GesimのNanoPlotterを使用してのせた。スポット間の距離は1.5mmであり、DMS
Oを含むペプチド溶液を、スポットあたり1nLのせた。13量体ペプチドをそれぞれ11アミノ
酸残基と重ね、これらはMBPの一次構造を完全に網羅し、これらは共にbos taurus由来の
ミエリン塩基性タンパク質（MBP）（SWISSPROTアクセッション番号P02687）を介したスキ
ャンを形成する。MBPの一次構造を図10Cに示す。太字で示した残基について、プロテイン
キナーゼAによるリン酸化は先行技術に記載されている（A. Kishimoto, K. Nishiyama, H
. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. Takeyama, Y. Nishizuka、1985、「Studies 
on the phosphorylation of myelin basic protein by protein kinase C and adenosine
 3':5'-monophosphate-dependent protein kinase」、J. Biol. Chem.、260、12492～124
99）。スキャン中の13量体ペプチドは、2つのアミノ酸配列のシフトを示す。ペプチドア
センブリを図10Bに示す。したがって、ペプチド番号1はMBPの一次構造の1～13のアミノ酸
配列を示し、ペプチド番号2はMBPの一次構造の3～15アミノ酸残基を示す。ガラス表面に3
つの同一のサブアレイをのせた。これらのサブアレイの1つを図10Aに示す。ペプチドをの
せた後、修飾ガラス表面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mL
の100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表面
をカバーガラスで覆い、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（100
μM/mL、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した（実施例40を
参照のこと）。25℃で30分間のインキュベーション後、対応するペプチドのリン酸化を、
FUJIFILM PhosphorImagerを使用して検出した。得られた写真を、図10Aに示す。3つ全て
のサブアレイ中でより高いシグナル強度を有するスポットを、プロテインキナーゼAによ
ってリン酸化された対応するペプチドに割り当てた。これらの一次構造を図10Dに示す。
修飾ガラス表面上のほとんどのペプチドが溶液中で行われた実験でも見出されたプロテイ
ンキナーゼAによって認識およびリン酸化されることが明らかである（A. Kishimoto, K. 
Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. Takeyama, Y. Nishizuka、1985
、「Studies on the phosphorylation of myelin basic protein by protein kinase C a
nd adenosine 3':5'-monophosphate-dependent protein kinase」、J. Biol. Chem.、260
、12492～12499）。
【００８２】
　図11　先行技術の種々の化学的選択反応の概要を示す：A）アルデヒド（R4＝H）または
ケトン（R4がHではない）とアミノオキシ化合物が反応してオキシムが生成する、B）、ア
ルデヒド（R4＝H）またはケトン（R4がHではない）とチオセミカルバジドが反応してチオ
セミカルボソンが生成する、C）アルデヒド（R4＝H）またはケトン（R4がHではない）と
ヒドラジドが反応してヒドラゾンが生成する、D）アルデヒド（R4＝H）またはケトン（R4

がHではない）と1,2-アミノチオールが反応してチアゾリン（X＝S）が生成されるか1,2-
アミノアルコールが反応してオキサゾリン（X＝O）が生成するか、1,2-ジアミンが反応し
てイミダゾリン（X＝NH）が生成する、E）チオカルボキシレートとα-ハロカルボニルが
反応してチオエステルが生成される、F）チオエステルとβ-アミノチオールが反応してβ
-メルカプトアミドが生成する、F）メルカプタンとマレイニミドが反応してスクシンイミ
ドが生成される。この場合、ラジカルR1は、アルキル、アルケニル、アルキニル、シクロ
アルキル、もしくはアリールラジカルまたは複素環式化合物もしくは表面を示し、ラジカ
ルR4～R6は、アルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、もしくはアリールラ
ジカル、または複素環式化合物もしくは表面、H、D、もしくはTを示し、アルキルは分岐
および非分岐C1～20アルキル、C3～20シクロアルキル、好ましくは分岐および非分岐C1～
12アルキル、C3～12シクロアルキル、特に好ましくは分岐および非分岐C1～6アルキル、C
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3～6シクロアルキル残基を示す。アルケニルは、分岐および非分岐C2～20アルケニルラジ
カル、分岐および非分岐C1～20アルキル-O-C2～20アルケニルラジカル、C1～20（-O/S-C2
～20）2～20アルケニルラジカル、アリールC2～20アルケニルラジカル、分岐および非分
岐ヘテロシクリルC2～20アルケニルラジカル、C3～20シクロアルケニルラジカル、好まし
くは分岐および非分岐C2～12アルケニルラジカル、分岐および非分岐C1～12（-O/S-C2～1

2）2～12アルケニルラジカル、特に好ましくは分岐および非分岐C2～6アルケニルラジカ
ル、分岐および非分岐C1～6（-O/S-C2～8）2～8アルケニルラジカルを示し、アルキニル
は、分岐および非分岐C2～20アルキニルラジカル、分岐および非分岐C1～20（-O/S-C2～2

0）2～20アルキニルラジカル、好ましくは分岐および非分岐C2～12アルキニルラジカル、
分岐および非分岐C1～12（-O/S-C2～12）2～12アルキニルラジカル、特に好ましくは分岐
および非分岐C2～6アルキニルラジカル、分岐および非分岐C1～6（-O/S-C2～8）2～8アル
キニルラジカルを示し、シクロアルキルは、架橋および非架橋C3～40シクロアルキルラジ
カル、好ましくは架橋および非架橋C3～26シクロアルキルラジカル、特に好ましくは架橋
および非架橋C3～15シクロアルキルラジカルを示し、アリールは、置換および非置換単結
合または多結合フェニル、ペンタレニル、アズレニル、アントラセニル、インダセニル、
アセナフチル、フルオレニル、フェナレニル、フェナントレニルラジカル、好ましくは置
換および非置換単結合または多結合フェニル、ペンタレニル、アズレニル、アントラセニ
ル、インデニル、インダセニル、アセナフチル、フルオレニルラジカル、特に好ましくは
置換および非置換単結合または多結合フェニル、ペンタレニル、アントラセニルラジカル
、ならびにその部分的水和誘導体を示す。複素環式化合物は、1～7個のヘテロ原子を有す
る不飽和および飽和の3～15員環の単環系、二環系、および三環系、好ましくは1～5個の
ヘテロ原子を有する不飽和および飽和の3～10員環の単環系、二環系、および三環系、特
に好ましくは1～3個のヘテロ原子を有する不飽和および飽和の5、6、および10員環の単環
系、二環系、および三環系であり得る。
【００８３】
　さらに、アルキル、アルケニル、アルキニル、シクロアルキル、アリール、ヘテロ原子
、複素環式化合物、生体分子または天然物質では、以下の置換基の0～30個（好ましくは
、0～10個、特に好ましくは0～5個）が単独で存在するか互いに組み合わせることができ
る。フッ素、塩素、臭素、ヨウ素、水酸基、アミド、エステル、酸、アミン、アセタール
、ケタール、チオール、エーテル、リン酸塩、硫酸塩、スルホキシド、過酸化物、スルホ
ン酸、チオエーテル、ニトリル、尿素、カルバメートであり、フッ素、塩素、臭素、水酸
基、アミド、エステル、酸、アミン、エーテル、リン酸塩、硫酸塩、スルホキシド、チオ
エーテル、ニトリル、尿素、カルバメートが好ましく、塩素、水酸基、アミド、エステル
、酸、エーテル、ニトリルが特に好ましい。
【００８４】
　図12　固定状態の1つまたは複数の化合物についての所与の条件下で分子量を増減する
ことができる作用因子（酵素活性C）を含む支持体表面上の化合物アセンブリ（B1～B5）
のインキュベーションの種々の態様の略図を示す。表面と固定化合物（A）との間の結合
は、共有結合であり且つ部位選択性であるべきである。図Aは、作用因子Cを表面にのせた
態様である。図Bは、同一または異なる固定化合物のアンサンブルのいずれかを含むこと
ができる互いに対面した2つの表面の間に作用因子Cをのせた態様を示す。
【００８５】
　以下の実施例は、その表面が固定用表面を必要とするガラスの官能基化（実施例1～14
）、表面上に反応基が得られる種々のペプチドの固定化（実施例15～24）、および本発明
の固定化ペプチドを使用したキナーゼ媒介ペプチド修飾分析（実施例25～34）に関する。
以下に列挙した略語を使用する。
Ala、A　　　L-アラニン
Aoa、O　　　アミノオキシ酢酸
Arg、R　　　L-アルギニン
Asn、N　　　L-アスパラギン



(21) JP 4588978 B2 2010.12.1

10

20

30

40

50

Asp、D　　　L-アスパラギン酸
ATP　　　　アデノシン-5'-三リン酸
βAla、B、BAL　　　β-アラニン、3-アミノプロピオン酸
Boc　　　三級ブトキシカルボニル
Cit　　　L-シトルリン
Cys、C　　　L-システイン
DCM　　　　ジクロロメタン
DIC　　　　N,N'-ジイソプロピルカルボジイミド
DIPEA　　　N,N'-ジイソプロピルエチルアミン
DMF　　　　N,N'-ジメチルホルムアミド
DMF　　　　N,N'-ジメチルホルムアミド
DMSO　　　ジメチルスルホキシド
EGTA　　　エチレングリコ-ビス-（2-アミノエチル）-N,N,N',N'-四酢酸
Et　　　　エチル
Fmoc　　　9-フルオレニルメトキシカルボニル
Gln、Q　　　グルタミン
Glu、E　　　L-グルタミン酸
Gly、G　　　グリシン
HBTU　　　　O-（ベンゾトリアゾール-1-イル）-N,N,N',N'-テトラメチルウロニウムヘキ
サフルオロホスフェート
His、H　　　L-ヒスチジン
HPLC　　　　高速液体クロマトグラフィー
Ile、I　　　L-イソロイシン
L　　　　　リットル
Leu、L　　　L-ロイシン
Lys、K　　　L-リジン
M　　　　　モル
MBHA　　　メチルベンジドリルアミン
MBP　　　　ミエリン塩基性タンパク質
MeOH　　　メタノール
Met、M　　　L-メチオニン
mL　　　　　ミリリットル
mM　　　　　ミリモル
mRNA　　　　伝令RNA
nL　　　　　ナノリットル
Phe、F　　　L-フェニルアラニン
Pbf　　　　2,2,4,6,7-ペンタメチル-ジヒドロベンゾフラン-5-スルホニル
Pro、P　　　L-プロリン
PTFE　　　　ポリテトラフルオロエチレン
PVC　　　　ポリビニルクロリド
PVDF　　　　ポリビニルジフルオリド
RNA　　　　リボ核酸
RP　　　　　逆相
RT　　　　　室温
SDS　　　　ラウリル硫酸ナトリウム
Ser、S　　　L-セリン
tBu　　　　三級ブチル
TFA　　　　トリフルオロ酢酸
THF　　　　テトラヒドロフラン
Thr、T　　　L-トレオニン
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Tris　　　　2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール
Trp、W　　　L-トリプロファン
Tween20　ポリオキシエチレン-ソルビタン-モノラウレート（商標Atlas Chemie）
Tyr、Y　　　L-チロシン
U　　　　　単位
Val、V　　　L-バリン
【００８６】
　以下の試薬および溶媒を使用した。
　ブロミン、tert-ブチルメチルエーテル、1,3-ジイソプロピルカルボジイミド、N,N-ジ
イソプロピルエチルアミン無水酢酸、グリセリン、尿素、40％ヒドロキサミン溶液、ピペ
リジン、トリエチルアミン、ジクロロメタン、ジエチルエーテル、N,N-ジメチルホルムア
ミド、エタノール、メタノール、およびテトラヒドロフランは、Merck Eurolab（Darmsta
dt、Germany）製である。塩化オキサリル、チオシアン酸ナトリウム、トリフルオロ酢酸
、ジメチルスルホキシド、チオアセトアミド、Lawessons試薬、ギ酸、およびチオ尿素を
、Fluka（Deisenhofen、Germany）から入手した。アデノシン-5'-トリホスフェート、2-
アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオールヒドロクロリド、塩化ナトリウム、塩
化マグネシウム、1,4-ジチオ-DL-スレイトール、ラウリル硫酸ナトリウム、ポリオキシエ
チレンソルビタンモノラウレート、およびエチレングリコールビス-（2-アミノエチル）-
N,N,N',N'-四酢酸は、Sigma（Taufkirchen、German）製である。RinkアミドMBHA樹脂、（
ベンズトリアゾール-1-イル）N,N,N',N'-テトラメチルウロニウムヘキサフルオロホスフ
ェートおよびFmocアミノ酸ペンタフルオロフェニルエステルを、Novabiochem（Bad Soden
、Germany）から入手した。Whatman50セルロースメンブレン（Whatman Maidstone、UK）
を、SPOT合成に使用した。
【００８７】
　クロマトグラフィーおよび物理データ：
　ESI-MS（Finnigan LCQイオントラップ質量分析計）を接続したHewlett Packardシリー
ズ1100システム（G1322A脱気装置、G1311A4ポンプ、G1313A自動サンプラー、G1316Aサー
モスタット制御カラムボックス、G1314波長可燃UV検出器）を使用してRP-18-HPLC-MS分析
を行った。RP-18-カラム材（プレカラム付きのVydac　218 TP5215、2.1×150mm、5μm、C
18、300A）を使用し、30℃で全クロマトグラムでリニアグラジエント（Bを5～95％で25分
間、A：0.05％TFA水溶液、B：0.05％TFAのCH3CN溶液）を使用して0.3mL/分の流速で分離
した。λ＝220nmでUV検出を行った。
【００８８】
　Merck Eurolabカラム（LiChrospher 100、RP18、10×250mm）を使用したMerck/Hitachi
システム（L-6250 4ポンプ、L-/400波長可変UV検出器、D-7000インターフェース、ソフト
ウェア：HPLC Systemmanager D-7000 for NT4.0）を使用して、溶媒流速6.0mL/分で分離H
PLCを行った。使用した溶媒系は、成分A（H2O/0.1体積％TFA）およびB（CH3CN/0.1体積％
TFA）を含んでいた。
【００８９】
　可溶性ペプチド生成用装置：
　固定化に使用したペプチドを、RinkアミドMBHA樹脂に対する標準的なFmocプロトコール
を使用し、「Syro」並列自動合成システム（MultiSynTech、Witten、Germany）を使用し
たC末端ペプチドアミドから合成した。樹脂からの切断および全保護基の分離後、得られ
た全ペプチドを、HPLC-MSを使用して分析し、所望の分子イオンシグナルを示した。その
後のHPLC精製後、ペプチドを凍結乾燥し、-20℃で保存した。
【００９０】
　固定化に使用したペプチド（タンパク質MBP、カゼイン、ヒストンH1の13量体ペプチド
）を、Autospot XLバージョン2.02制御ソフトウェアを使用したAutospot AMS 222（Abime
d、Langenfeld、Germany）を使用した標準的SPOT合成法を使用して自動的に生成した。ス
テンレススチール皿（Merck Eurolab）中で洗浄し、傾斜台に移した。
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【００９１】
実施例
　実施例1：アミノプロピルシリル化ガラス表面のマレイニミド官能化
　4-マレイニミド酪酸（Fluka、63174）を、0.3M DMFに溶解した。得られた混合物を、室
温で15分間の0.5当量のジイソプロピルカルボジイミド（DIC）の添加によって活性化した
。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-
Prep（商標）、S4651）に得られたマレイニミド酪酸無水溶液をコートして、室温で3時間
インキュベートした。このようにして処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mL
のDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30mLのジクロロメタン（DCM）洗浄を3回行
った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【００９２】
　実施例2：ポリリジン修飾ガラス表面のマレイニミド官能基化
　6-マレイニミドカプロン酸（Fluka、63176）を、0.3M DMFに溶解した。得られた混合物
を、室温で15分間の0.5当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したポリリ
ジン修飾ガラス表面（Sigma、Poly-Prep（商標）、P0425、2.5×7.5cm）を得られたマレ
イニミドカプロン酸無水溶液と室温で3時間インキュベートした。この場合、60μLのこの
溶液を、毛管力によって2つの修飾ガラス表面のいずれかの上にのせた。このようにして
処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3
分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保
存した。
【００９３】
　実施例3：アミノプロピルシリル化ガラス表面のアルデヒド官能基化
　4-カルボキシベンズアルデヒド（Fluka、21873）を、0.3M DMFに溶解した。得られた混
合物を、室温で15分間の0.5当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したア
ミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）
に得られた活性化カルボキシベンズアルデヒド溶液をコートして、室温で3時間インキュ
ベートした。このようにして処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄
を5回行った。各回が室温で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ
、さらなる使用まで4℃で保存した。
【００９４】
　実施例4：アミノプロピルシリル化ガラス表面のケトン官能基化
　レブリン酸（Fluka、61380）を、0.3M DMFに溶解した。得られた混合物を、室温で15分
間の0.5当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル
化ガラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に得られたレブリン
酸無水溶液をコートして、室温で3時間インキュベートした。このようにして処理したガ
ラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30mL
のDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【００９５】
　実施例5：アミノプロピルシリル化ガラス表面のブロモアセチル化
　ブロモ酢酸を、0.4M DMFに溶解した。得られた混合物を、室温で15分間の0.5当量のDIC
の添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.
5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に得られたブロモ酢酸無水溶液をコー
トして、室温で3時間インキュベートした。このようにして処理したガラス表面を、各回
が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行
った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【００９６】
　実施例6：アミノプロピルシリル化ガラス表面の4-ブロモメチル安息香酸官能基化
　4-ブロモメチル安息香酸を、0.3M DMFに溶解した。得られた混合物を、室温で15分間の
0.5当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガ
ラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に得られた4-ブロモメチ
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ル安息香酸無水溶液をコートして、室温で3時間インキュベートした。このようにして処
理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分
間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存
した。
【００９７】
　実施例7：アミノプロピルシリル化ガラス表面のフェニルチオ尿素官能基化
　4-カルボキシフェニルチオ尿素（Lancaster、13047）を、0.2M DMFに溶解した。得られ
た混合物を、室温で15分間の0.5当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化し
たアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S465
1）に得られた活性化溶液をコートして、室温で3時間インキュベートした。このようにし
て処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温
で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で
保存した。
【００９８】
　実施例8：アミノプロピルシリル化ガラス表面のチオアミド官能基化
　コハク酸モノチオアミドを、0.2M DMFに溶解した。得られた混合物を、室温で15分間の
0.5当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガ
ラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に得られた修飾コハク酸
無水溶液をコートして、室温で3時間インキュベートした。このようにして処理したガラ
ス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30mLの
DCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【００９９】
　実施例9：アミノプロピルシリル化ガラス表面のブロモケトン官能基化
　1,4-ジブロモ-2,3-ジケトブタン（Aldrich、D3,916-9）を、0.1％トリエチルアミンを
含む0.2M DMFに溶解した。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5
×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に得られた溶液をコートして、室温で7
時間インキュベートした。このようにして処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の3
0mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表
面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１００】
　実施例10：チオアミド修飾ガラス表面のブロモケトン官能基化
　本実施例に示す構造を、高収率の簡単な表面修飾に使用することができる。
【０１０１】
　コハク酸モノチオアミドと反応させたアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5×7.5cm
、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）（実施例8を参照のこと）に0.1M 1,4-ジブロモ-
2,3-ジケトブタン（Aldrich、D3,916-9）のエタノール溶液をコートして、室温で3時間イ
ンキュベートした。このようにして処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLの
エタノール洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス
表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１０２】
　実施例11：フェニルチオ尿素修飾ガラス表面のブロモケトン官能基化
　本実施例に示す構造を、高収率の簡単な表面修飾に使用することができる。
【０１０３】
　4-カルボキシフェニルチオ尿素と反応させたアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5
×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に0.1M 1,4-ジブロモー2,3-ジケトブタ
ンのエタノール溶液をコートして、室温で3時間インキュベートした。このようにして処
理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのエタノール洗浄を5回行った。各回が室
温で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃
で保存した。
【０１０４】
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　実施例12：アミノプロピルシリル化ガラス表面のブロモピロラセミ酸官能基化
　これらの表面修飾は、非常に小さな構造を使用した場合でさえも、アミノ官能基化ガラ
ス表面をブロモケトン官能基化ガラス表面に変換することができることを示す。この場合
、ブロモピロラセミ酸は、アミド結合に必要なカルボキシル官能基およびその後の生体分
子の固定に必要なαブロモケト官能基の両方を含む最も小さな可能な化合物である。
【０１０５】
　塩化オキサリルを使用して、ピルビン酸ナトリウムを対応する酸塩化物に変換した。圧
縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep
（商標）、S4651）に得られた溶液をコートして、室温で5時間インキュベートした。この
ようにして処理したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各
回が室温で3分間の30mLのメタノールおよびDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥さ
せた。得られたピロラセミ酸修飾ガラス表面を、0.1mLの臭素を含む10mL無水酢酸溶液と
の1時間の処理によってブロモピロラセミ酸修飾ガラス表面に変換した。各回が室温で3分
間の30mLのメタノールおよびDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使
用まで4℃で保存した。
【０１０６】
　実施例13：アミノプロピルシリル化ガラス表面のブロモアセトフェノン官能基化
　4-アセチル安息香酸を、0.3M DMFに溶解した。得られた混合物を、室温で15分間の0.5
当量のDICの添加によって活性化した。圧縮空気で浄化したアミノプロピルシリル化ガラ
ス表面（2.5×7.5cm、Sigma、Silane-Prep（商標）、S4651）に得られた4-アセチル安息
香酸無水溶液をコートして、室温で3時間インキュベートした。このようにして処理した
ガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのDMF洗浄を5回行った。各回が室温で3分間の30
mLのメタノールおよびDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させた。このようにして
修飾したガラス表面を、0.1mLの臭素を含む10mLの無水酢酸溶液との1時間の処理によって
ブロモアセトフェノン酸修飾ガラス表面に変換した。各回が室温で3分間の30mLのメタノ
ールおよびDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存
した。
【０１０７】
　実施例14：アミノプロピルシリル化ガラス表面のチオシアナト-アセトフェノン官能基
化
　ブロモアセトフェノン修飾アミノプロピルシリル化ガラス表面（2.5×7.5cm、Sigma、S
ilane-Prep（商標）、S4651）（実施例13を参照のこと）に0.1M チオシアン酸ナトリウム
のエタノール溶液をコートして、50℃で5時間インキュベートした。このようにして処理
したガラス表面を、各回が室温で3分間の30mLのエタノール洗浄を5回行った。各回が室温
で3分間の30mLのDCM洗浄を3回行った後、ガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で
保存した。
【０１０８】
　実施例15：マレイニミド官能基化ガラス表面上へのシステイン含有ペプチドの固定化
　a）固定化に使用したペプチドを、C末端ペプチドアミドとして固相での標準的なFmocベ
ースの化学的方法によって合成した。この場合、相当するように保護したFmocアミノ酸を
1当量のHBTUおよび3当量のジイソプロピルエチルアミンのDMF溶液で活性化し、DMF中でRi
nkアミドMBHA樹脂に結合させた。20％ピペリジンのDMF溶液を室温で30分間使用してFmoc
保護基の切断を行った。97％トリフルオロ酢酸での室温で2時間の処理によって、不変の
保護基（セリン、トレオニン、チロシン、グルタミン酸、およびアスパラギン酸について
はtBu；リジンについてはBoc；アスパラギン、グルタミン、システイン、ヒスチジンにつ
いてはトリチル；アルギニンについてはPbf）の切断およびポリマーからの同時分離を行
った。得られた混合物を濾過し、濾過物をtert-ブチルメチルエーテルによって沈殿させ
た。沈殿物を分離し、アセトニトリル／水混合物（0.1％トリフルオロ酢酸）を使用したR
P18材料でのHPLCを使用して精製した。所望の生成物を含む画分を凍結乾燥させ、さらな
る使用まで-20℃で保存した。
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【０１０９】
　b）HPLC精製システイン含有ペプチドを、200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）中に
溶解した（最終ペプチド濃度：10mM）。次いで、この溶液の各1μLを、室温でエッペンド
ルフピペットを使用してマレイニミド官能基化ガラス表面（実施例1を参照のこと）にス
ポットし、これをほぼ水に飽和した環境下にて室温で1時間インキュベートした。各回が
室温で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの300mMメル
カプトエタノールの200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）とインキュベートして、残存
マレイニミド官能基を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分間の50mLの
水での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2回行った。
このようにして処理したガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１１０】
　実施例16：ブロモアセチル化ガラス表面上へのシステイン含有ペプチドの固定化
　HPLC精製システイン含有ペプチドを、200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.5）中に溶解
した（最終ペプチド濃度：5mM）。次いで、この溶液の各1μLを、室温でエッペンドルフ
ピペットを使用して官能基化ガラス表面（実施例5を参照のこと）にスポットし、これを
ほぼ水に飽和した環境下にて室温で1時間インキュベートした。各回が室温で100mLの蒸留
水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの300mMメルカプトエタノールの
200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）とインキュベートして、残存マレイニミド官能基
を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分間の50mLの水での洗浄を5回行い
、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2回行った。このようにして処理し
たガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１１１】
　実施例17：アルデヒド官能化ガラス表面上へのシステイン含有ペプチドの固定化
　精製システイン含有ペプチドを、200mM トリスカルボキシエチルホスフィンを含む200m
Mリン酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中に溶解した（最終ペプチド濃度：5mM）。次いで、
この溶液の各1μLを、室温でエッペンドルフピペットを使用してアルデヒド官能基化ガラ
ス表面（実施例3を参照のこと）にスポットし、これをほぼ水に飽和した環境下にて室温
で4時間インキュベートした。各回が室温で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後
、修飾ガラス表面を室温で30分間の30mLの40％ヒドロキシアミン水溶液とインキュベート
して、残存アルデヒド官能基を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分間
の50mLの水での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2回
行った。このようにして処理したガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存し
た。
【０１１２】
　実施例18：マレイニミド官能化ガラス表面上へのシステイン含有ペプチドの固定化
　a）固定化に使用したペプチド（43個のセリン／トレオニン含有ペプチドおよび対応す
る43個の対照ペプチド）を、C末端ペプチドアミドとしてセルロースでの標準的なSPOT合
成方法（R. Frank、Tetrahedron、48、1992、9217～9232頁、A. Kramer and J. Schneide
r-Mergener、Methods in Molecular Biology、第87巻、「Combinatorial Peptide Librar
y Protocols」、25～39頁、S. Cabilly編、Humana Press Inc.、Totowa、NJ）によって合
成した。この場合、相当するように保護したFmocアミノ酸ペンタフルオロフェニルエステ
ルをDMFに溶解し、1μLを一度にスポットした。同時に室温で25分間でカップリング反応
が2度起こった。20％ピペリジンのDMF溶液を室温で20分間使用してFmoc保護基の切断を行
った。97％トリフルオロ酢酸での室温で2時間の処理によって、不変の保護基（セリン、
トレオニン、チロシン、グルタミン酸、およびアスパラギン酸についてはtBu；リジンに
ついてはBoc；アスパラギン、グルタミン、システイン、ヒスチジンについてはトリチル
；アルギニンについてはPbf）の切断を行った。セルロース結合ペプチドをDCM、MeOH、お
よびジエチルエーテルで洗浄し、真空乾燥させた。室温で24時間アンモニアガスを使用し
てセルロースからペプチドを切断した。物理的に吸着したペプチドを含むスポットを打ち
抜き、96ウェルマイクロタイタープレートに移した。それぞれ超音波条件下での200μLの
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イタープレートに移し、凍結乾燥させ、さらなる使用まで-20℃で保存した。以下のリス
トは、合成ペプチド配列の概要を示すと同時に、図8および9に記載のペプチド番号を対応
する配列に割り当てている（BAl＝β-アラニン）。
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【０１１３】
　b）マイクロタイタープレート中のシステイン含有ペプチドを、GesimのNanoPlotterを
使用してマレイニミド官能基化ガラス表面にのせた（実施例1参照）。スポット間の距離
は1mmであった。20％グリセリン含有100mM PBS緩衝液（pH7.8）を含むペプチド溶液を、
スポットあたり0.8nLのせ、このアセンブリを室温で4時間インキュベートした。各回が室
温で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの300mMメルカ
プトエタノールの200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）とインキュベートして、残存マ
レイニミド官能基を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分間の50mLの水
での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2回行った。こ
のようにして処理したガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１１４】
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　実施例19：アルデヒド官能化ガラス表面上へのアントラニロイルペプチドの固定化
　a）固定化に使用したペプチド（いずれの場合にも、タンパク質MBP、カゼイン、および
ヒストンH1の全一次構造を示す13量体ペプチド）を、C末端ペプチドアミドとしてセルロ
ースでの標準的なSPOT合成方法（R. Frank、Tetrahedron、48、1992、9217～9232頁、A. 
Kramer and J. Schneider-Mergener、Methods in Molecular Biology、第87巻、「Combin
atorial Peptide Library Protocols」、25～39頁、S. Cabilly編、Humana Press Inc.、
Totowa、NJ）によって合成した。この場合、相当するように保護したFmocアミノ酸ペンタ
フルオロフェニルエステルをDMFに溶解し、1μLを一度にスポットした。同時に室温で25
分間でカップリング反応が2度起こった。20％ピペリジンのDMF溶液を室温で20分間使用し
てFmoc保護基の切断を行った。最後のFmoc切断後、セルロース結合ペプチドのN末端を、5
0℃で5時間のIsatur酸のDMF飽和溶液を使用したインキュベーションにより、対応する2-
アミノベンゾイル化誘導体に変換した。97％トリフルオロ酢酸での室温で2時間の処理に
よって、不変の保護基（セリン、トレオニン、チロシン、グルタミン酸、およびアスパラ
ギン酸についてはtBu；リジンについてはBoc；アスパラギン、グルタミン、システイン、
ヒスチジンについてはトリチル；アルギニンについてはPbf）の切断を行った。セルロー
ス結合ペプチドをDCM、MeOH、およびジエチルエーテルで洗浄し、真空乾燥させた。室温
で24時間アンモニアガスを使用してセルロースからペプチドを切断した。物理的に吸着し
たペプチドを含むスポットを打ち抜き、96ウェルマイクロタイタープレートに移した。そ
れぞれ超音波条件下での200μLの20％メタノールを使用してペプチドを分離後、サンプル
を濾過し、384ウェルマイクロタイタープレートに移し、凍結乾燥させ、さらなる使用ま
で-20℃で保存した。
【０１１５】
　b）マイクロタイタープレート中のアントラニロイルペプチドを、15容積％DMSOを含む2
00mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）に溶解した（最終ペプチド濃度：0.5mM）。室温
でGesimのNanoPlotterを使用して0.01μLのこの溶液をアルデヒド修飾ガラス表面に一度
にのせ（実施例3を参照のこと）、これを室温で4時間インキュベートした。各回が室温で
100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの40％ヒドロキシル
アミン水溶液と室温で30分間インキュベートして、残存アルデヒド官能基を不活化した。
次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分間の50mLの水での洗浄を5回行い、その後各回が
室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2回行った。このようにして処理したガラス表面を
乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１１６】
　実施例20：アルデヒド官能化ガラス表面上へのアミノオキシ酢酸含有ペプチドの固定化
　a）固定化に使用したペプチド（いずれの場合にも、タンパク質MBP、カゼイン、および
ヒストンH1の全一次構造を示す13量体ペプチド）を、C末端ペプチドアミドとしてセルロ
ースでの標準的なSPOT合成方法（R. Frank、Tetrahedron、48、1992、9217～9232頁、A. 
Kramer and J. Schneider-Mergener、Methods in Molecular Biology、第87巻、「Combin
atorial Peptide Library Protocols」、25～39頁、S. Cabilly編、Humana Press Inc.、
Totowa、NJ）によって合成した。この場合、相当するように保護したFmocアミノ酸ペンタ
フルオロフェニルエステルをDMFに溶解し、1μLを一度にスポットした。同時に室温で25
分間でカップリング反応が2度起こった。20％ピペリジンのDMF溶液を室温で20分間使用し
てFmoc保護基の切断を行った。Boc-アミノオキシ酢酸を使用してN末端をアシル化した。
この目的で、1当量のHOAT/DICを使用してDMF中でこれを活性化した。その都度、1μLのこ
の混合物を各セルロース結合ペプチド上にスポットし、室温で30分間放置した。97％トリ
フルオロ酢酸での室温で2時間の処理によって、不変の保護基（セリン、トレオニン、チ
ロシン、グルタミン酸、およびアスパラギン酸についてはtBu；リジンについてはBoc；ア
スパラギン、グルタミン、システイン、ヒスチジンについてはトリチル；アルギニンにつ
いてはPbf）の切断を行った。セルロース結合ペプチドをDCM、MeOH、およびジエチルエー
テルで洗浄し、真空乾燥させた。室温で24時間アンモニアガスを使用してセルロースから
ペプチドを切断した。物理的に吸着したペプチドを含むスポットを打ち抜き、96ウェルマ
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イクロタイタープレートに移した。それぞれ超音波条件下での200μLの20％メタノールを
使用してペプチドを分離後、サンプルを濾過し、384ウェルマイクロタイタープレートに
移し、凍結乾燥させ、さらなる使用まで-20℃で保存した。
【０１１７】
　b）マイクロタイタープレート中のアミノオキシ酢酸含有ペプチドを、DMSOに溶解した
。室温でGesimのNanoPlotterを使用して1nLのこの溶液をアルデヒド修飾ガラス表面に一
度にのせ（実施例3を参照のこと）、これを室温で4時間インキュベートした。この場合、
スポット間の距離は1.5mmであった。各回が室温で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行
った後、修飾ガラス表面を30mLの40％ヒドロキシルアミン水溶液と室温で30分間インキュ
ベートして、残存アルデヒド官能基を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で
3分間の50mLの水での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄
を2回行った。このようにして処理したガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保
存した。
【０１１８】
　実施例21：ブロモアセチル化ガラス表面上へのアミノオキシ酢酸含有ペプチドの固定化
　a）固定化に使用したペプチド（いずれの場合にも、タンパク質MBP、カゼイン、および
ヒストンH1の全一次構造を示す13量体ペプチド）を、C末端ペプチドアミドとしてセルロ
ースでの標準的なSPOT合成方法（R. Frank、Tetrahedron、48、1992、9217～9232頁、A. 
Kramer and J. Schneider-Mergener、Methods in Molecular Biology、第87巻、「Combin
atorial Peptide Library Protocols」、25～39頁、S. Cabilly編、Humana Press Inc.、
Totowa、NJ）によって合成した。この場合、相当するように保護したFmocアミノ酸ペンタ
フルオロフェニルエステルをDMFに溶解し、1μLを一度にスポットした。同時に室温で25
分間でカップリング反応が2度起こった。20％ピペリジンのDMF溶液を室温で20分間使用し
てFmoc保護基の切断を行った。Boc-アミノオキシ酢酸を使用してN末端をアシル化した。
この目的で、1当量のHOAT/DICを使用してDMF中でこれを活性化した。その都度、1μLのこ
の混合物を各セルロース結合ペプチド上にスポットし、室温で30分間放置した。97％トリ
フルオロ酢酸での室温で2時間の処理によって、不変の保護基（セリン、トレオニン、チ
ロシン、グルタミン酸、およびアスパラギン酸についてはtBu；リジンについてはBoc；ア
スパラギン、グルタミン、システイン、ヒスチジンについてはトリチル；アルギニンにつ
いてはPbf）の切断を行った。セルロース結合ペプチドをDCM、MeOH、およびジエチルエー
テルで洗浄し、真空乾燥させた。室温で24時間アンモニアガスを使用してセルロースから
ペプチドを切断した。物理的に吸着したペプチドを含むスポットを打ち抜き、96ウェルマ
イクロタイタープレートに移した。それぞれ超音波条件下での200μLの20％メタノールを
使用してペプチドを分離後、サンプルを濾過し、384ウェルマイクロタイタープレートに
移し、凍結乾燥させ、さらなる使用まで-20℃で保存した。
【０１１９】
　b）マイクロタイタープレート中のアミノオキシ酢酸含有ペプチドを、25体積％グリセ
リンを含む200mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.0）に溶解した（最終ペプチド濃度：0.
5mM）。室温でGesimのNanoPlotterを使用して0.01μLのこの溶液をブロモアセチル化アミ
ノ官能基化ガラス表面に一度にのせ（実施例5を参照のこと）、これを室温で4時間インキ
ュベートした。各回が室温で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表
面を30mLの300mMメルカプトエタノール溶液を含む200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5
）とインキュベートして、残存ブロモアセチル官能基を不活化した。次いで、ガラス表面
を、各回が室温で3分間の50mLの水での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間の50mL
のメタノール洗浄を2回行った。このようにして処理したガラス表面を乾燥させ、さらな
る使用まで4℃で保存した。
【０１２０】
　実施例22：アルデヒド官能化ガラス表面上へのアミノオキシ酢酸含有ペプチドの固定化
　a）固定化に使用したペプチド（Dpr（Aoa）-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2）を、C
末端ペプチドアミドとして固相でのFmocベースの化学的標準方法によって合成した。この
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場合、相当するように保護したFmocアミノ酸を1当量のHBTUおよび3当量のジイソプロピル
エチルアミンのDMF溶液で活性化し、DMF中でRinkアミドMBHA樹脂に結合させた。20％ピペ
リジンのDMF溶液を室温で30分間使用してFmoc保護基の切断を行った。97％トリフルオロ
酢酸での室温で2時間の処理によって、不変の保護基（セリンについてはtBu；アミノオキ
シ官能基についてはBoc；アルギニンについてはPbf）の切断およびポリマーからの同時分
離を行った。得られた混合物を濾過し、濾過物をtert-ブチルメチルエーテルによって沈
殿させた。沈殿物を分離し、アセトニトリル／水混合物（0.1％トリフルオロ酢酸）を使
用したRP18材料でのHPLCを使用して精製した。所望の生成物を含む画分を凍結乾燥させ、
さらなる使用まで-20℃で保存した。
【０１２１】
　b）ペプチドDpr（Aoa）-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2を、25体積％のtert-ブタノ
ールを含む200mM酢酸緩衝液（pH4.0）中に溶解した（最終ペプチド濃度：0.5mM）。次い
で、室温でGesimのNanoPlotterを使用して5nLのこの溶液を20列×48ギャップ（全部で960
スポット）のアセンブリ中のアルデヒド修飾ガラス表面（Telechem/ArrayIt、CSS-25ガラ
ス支持体）に一度にのせた。この場合、スポット間の距離は1mmであった。このようにし
て処理したガラス表面を、室温で4時間インキュベートした。各回が室温で100mLの蒸留水
を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの40％ヒドロキシルアミン水溶液
と室温で30分間インキュベートして、残存アルデヒド官能基を不活化した。次いで、ガラ
ス表面を、各回が室温で3分間の50mLの水での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間
の50mLのメタノール洗浄を2回行った。このようにして処理したガラス表面を乾燥させ、
さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１２２】
　実施例23：4-ブロモメチルベンゾイル化ガラス表面上へのシステイン含有ペプチドの固
定化
　HPLC精製したペプチドCys-βAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2を、20体積％のグ
リセリンを含む200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH6.5）中に溶解した（最終ペプチド濃度
：2mM）。次いで、室温でGesimのNanoPlotterを使用して2nLのこの溶液を50列×120ギャ
ップ（全部で6000スポット）のアセンブリ中のブロモメチル安息香酸官能基化ガラス表面
（実施例6を参照のこと）に一度にのせた。この場合、スポット間の距離は0.4mmであった
。このようにして処理したガラス表面を、室温で5時間インキュベートした。各回が室温
で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの300mMのメルカ
プトエタノールを含む200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）とインキュベートして、残
存ブロモメチルフェニル官能基を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分
間の50mLの水での洗浄を5回行い、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2
回行った。このようにして処理したガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存
した。
【０１２３】
　実施例24：1-ブロモ-2,3-ジケト-ブタン官能化ガラス表面上へのチオアミド含有ペプチ
ドの固定化
　a）固定化に使用したペプチド（Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-チオアミド）を、C末端
ペプチドアミドとして固相でのFmocベースの化学的標準方法によって合成した。Rinkアミ
ドMBHA樹脂に結合したFmoc-Gly-OHを、THF中、Lawessons試薬を使用して還流下で3時間ボ
イルした。次いで、樹脂を、THFおよびDCMで洗浄し、DMFで1時間攪拌し、その後DMF、DCM
、およびメタノールで洗浄した。50％モルホリンのDMF溶液を使用したFmoc保護基の除去
後（40分間）、相当するように保護したFmocアミノ酸を1当量のHBTUおよび3当量のジイソ
プロピルエチルアミンのDMF溶液で活性化し、結合した。20％ピペリジンのDMF溶液を室温
で30分間使用してFmoc保護基の切断を行った。97％トリフルオロ酢酸での室温で2時間の
処理によって、不変の保護基（セリンについてはtBu；アルギニンについてはPbf）の切断
およびポリマーからの同時分離を行った。得られた混合物を濾過し、濾過物をtert-ブチ
ルメチルエーテルによって沈殿させた。沈殿物を分離し、アセトニトリル／水混合物（0.
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1％トリフルオロ酢酸）を使用したRP18材料でのHPLCによって精製した。所望の生成物を
含む画分を凍結乾燥させ、さらなる使用まで-20℃で保存した。
【０１２４】
　b）ペプチドLeu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-チオアミドを、50体積％のグリセリンを含
む200mMリン酸ナトリウム緩衝液（pH5.5）中に溶解した（最終濃度：1mM）。次いで、室
温でGesimのNanoPlotterを使用して1nLのこの溶液を70列×168ギャップ（全部で11760ス
ポット）のアセンブリ中の1-ブロモ-2,3-ジケト-ブタン官能基化ガラス表面（実施例10を
参照のこと）に一度にのせた。この場合、スポット間の距離は0.3mmであった。このよう
にして処理したガラス表面を2分間マイクロ波処理し、室温で3時間インキュベートした。
各回が室温で100mLの蒸留水を使用する洗浄を3回行った後、修飾ガラス表面を30mLの3％
チオアセトアミド水溶液と室温で30分間インキュベートして、残存α-ブロモケトン官能
基を不活化した。次いで、ガラス表面を、各回が室温で3分間の50mLの水での洗浄を5回行
い、その後各回が室温で3分間の50mLのメタノール洗浄を2回行った。このようにして処理
したガラス表面を乾燥させ、さらなる使用まで4℃で保存した。
【０１２５】
　実施例25：修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図4を参照のこと
）
　Cys-βAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2（共に未処理ペプチドおよび分離HPLC手
段によって精製されたペプチドとして）および対照ペプチドCys-βAla-Leu-Arg-Arg-Ala-
Ala-Leu-Gly-NH2で修飾したガラス表面（マレイニミド官能基化ガラス表面、実施例1を参
照のこと）を、10mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、3
0mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間インキュベートした。次いで
、プロテインキナーゼA（Sigma、P26452、U/mL）、100μM/mL ATP、および100μCi/mLの
γ-32P-ATP（Amersham、9.25mBq/250μCi/25μL、活性>5000Ci/mmol）の混合物を含むキ
ナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5）
）の1μLを、ペプチド修飾ガラス表面にスポットし、室温のほぼ水飽和環境下で30分間イ
ンキュベートした。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因するバ
ックグラウンドを減少させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１２６】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図4を参照のこと
）。
【０１２７】
　実施例26：修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図5を参照のこと
）
　ペプチド

および対照ペプチド
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で修飾したガラス表面（マレイニミド官能基化ガラス表面、実施例1を参照のこと）を、1
0mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM 
DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間インキュベートした。ガラス表面を乾燥させ、
ペプチド修飾ガラス表面上にカバーガラスを置いた。次いで、プロテインキナーゼA（Sig
ma、P26452、U/mL）、100μM/mL ATP、および100μCi/mLのγ-32P-ATP（Amersham、9.25m
Bq/250μCi/25μL、活性>5000Ci/mmol）の混合物を含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl
、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））の20μLを、毛管力によって
修飾ガラス表面上に置いたカバーガラスによって形成されたギャップにのせた。室温のほ
ぼ水飽和環境下で30分間インキュベートした。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への
非特異的結合に起因するバックグラウンドを減少させるために、修飾ガラス表面を、以下
のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１２８】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図5を参照のこと
）。
【０１２９】
　実施例27：修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図7を参照のこと
）
　Dpr（Aoa）-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2で修飾したガラス表面（実施例22を参照
のこと）を、10mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30m
M MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間インキュベートした。ガラス表
面を乾燥させ、同一直径の第2の非修飾ガラス表面をペプチド修飾ガラス表面上に置いた
。次いで、プロテインキナーゼA（Sigma、P26452、U/mL）、100μM/mL ATP、および100μ
Ci/mLのγ-32P-ATP（Amersham、9.25mBq/250μCi/25μL、活性>5000Ci/mmol）の混合物を
含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH
7.5））の50μLを、毛管力によって修飾ガラス表面上に置いた第2のガラス表面によって
形成されたギャップにのせた。室温のほぼ水飽和環境下で30分間インキュベートした。AT
Pまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因するバックグラウンドを減少
させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１３０】
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　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図7を参照のこと
）。
【０１３１】
　実施例28：修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図6を参照のこと
）
　Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-チオアミドで修飾したガラス表面（実施例24を参照のこ
と）を、10mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM Mg
Cl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間インキュベートした。ガラス表面を
乾燥させ、同一直径の第2の非修飾ガラス表面をペプチド修飾ガラス表面上に置いた。次
いで、プロテインキナーゼA（Sigma、P26452、U/mL）、100μM/mL ATP、および100μCi/m
Lのγ-32P-ATP（Amersham、9.25mBq/250μCi/25μL、活性>5000Ci/mmol）の混合物を含む
キナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5
））の50μLを、毛管力によって修飾ガラス表面上に置いた第2のガラス表面によって形成
されたギャップにのせた。室温のほぼ水飽和環境下で30分間インキュベートした。ATPま
たはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因するバックグラウンドを減少させ
るために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１３２】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図6を参照のこと
）。
【０１３３】
　実施例29：修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図1を参照のこと
）
　ペプチド

および

または対応する対照ペプチド

および

で修飾したガラス表面（マレイニミド官能基化ガラス表面、実施例2を参照のこと）を、1
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0mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM 
DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間インキュベートした。次いで、

および

にはプロテインキナーゼA（プロテインキナーゼA、Sigma、P2645、1.67μg/mL）、

および

にはプロテインキナーゼC（Sigma、P7956、1.3μg/mL）、

および

にはカゼインキナーゼ1（New England Biolabs、P6030S、2.5μg/mL）、ならびに100μM/
mL ATP、および100μCi/mLのγ-32P-ATP（Amersham、9.25mBq/250μCi/25μL、活性>5000
Ci/mmol）の混合物を含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4m
M DTT、2mM EGTA（pH7.5））の1μLを、ペプチド修飾ガラス表面にスポットし、室温のほ
ぼ水飽和環境下で30分間インキュベートした。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への
非特異的結合に起因するバックグラウンドを減少させるために、修飾ガラス表面を、以下
のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１３４】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図1を参照のこと
）。
【０１３５】
　実施例30：修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図2を参照のこと
）
　ペプチド

および

で修飾した表面（マレイニミド官能基化ガラス表面、実施例1を参照のこと；マレイニミ
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ドブチリル-β-アラニン官能基化セルロースおよびマレイニミドブチリル-β-アラニン官
能基化ポリピロピレンメンブレン）を、10mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM T
ris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間イン
キュベートした。次いで、表面を、プロテインキナーゼA（Sigma、P26452、U/mL）、100
μM/mL ATP、および100μCi/mLのγ-32P-ATP（Amersham、9.25mBq/250μCi/25μL、活性>
5000Ci/mmol）の混合物を含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2
、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））にて室温のほぼ水飽和環境下で30分間インキュベートし
た。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因するバックグラウンド
を減少させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１３６】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図2を参照のこと
）。
【０１３７】
　実施例31：種々の修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図3を参照
のこと）
　ペプチドCys-βAla-Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly-NH2で修飾した表面（マレイニミド
官能基化ガラス表面、実施例1を参照のこと；およびマレイニミドブチリル-β-アラニン
官能基化セルロース）を、10mLの100μM ATPを含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150
mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、2mM EGTA（pH7.5））と室温で10分間インキュベートし
た。次いで、表面を、プロテインキナーゼA（Sigma、P26452、U/mL）、100μM/mL ATP、
および100μCi/mLのγ-32P-ATP（Amersham、9.25mBq/250μCi/25μL、活性>5000Ci/mmol
）の混合物を含むキナーゼ緩衝液（50mM Tris-HCl、150mM NaCl、30mM MgCl2、4mM DTT、
2mM EGTA（pH7.5））1μLと混合し、室温のほぼ水飽和環境下で規定時間インキュベート
した。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因するバックグラウン
ドを減少させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１３８】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した（図3を参照のこと
）。
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【０１３９】
　実施例32：種々の修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図8を参照
のこと）
　それぞれN末端をジペプチドシステイン-β-アラニンで修飾した正確に43個のセリン-お
よび／またはトレオニン含有ペプチド（キナーゼの潜在的な基質ペプチド）および対応す
る対照ペプチドを、マイケル付加によってマレイニミド官能化ガラス表面に結合させた（
実施例18を参照のこと）。ペプチドのアセンブリを、図8Aに示す。スポットのナンバリン
グを図8Cに認めることができ、使用したペプチド配列を、実施例18から得た。ペプチドを
のせた後、修飾ガラス表面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10
mLの100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表
面をカバーガラスで覆い、プロテインキナーゼC（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（10
0μM/mL、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30
分間インキュベートした。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因
するバックグラウンドを減少させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１４０】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した。得られた画像を図
8Bに示す。3つ全てのサブアレイ中でより高いシグナル強度を有するスポットを、プロテ
インキナーゼCによってリン酸化された対応するペプチドに割り当てた。これらの一次構
造を図8Dに示す。プロテインキナーゼC基質として公知のペプチド（基質ペプチド番号3、
23、27、41、43）およびプロテインキナーゼC基質として記載されていない他のペプチド
が認識され、修飾ガラス表面上でこのキナーゼによってリン酸化されることが明らかであ
る。したがって、このようなアセンブリはキナーゼ（例えば、プロテインキナーゼCなど
）の基質特異性の特徴付けに適切であることが明らかである。
【０１４１】
　実施例33：種々の修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図9を参照
のこと）
　それぞれN末端をジペプチドシステイン-β-アラニンで修飾した正確に43個のセリン-お
よび／またはトレオニン含有ペプチド（キナーゼの潜在的な基質ペプチド）および対応す
る対照ペプチドを、マイケル付加によってマレイニミド官能化ガラス表面に結合させた（
実施例18を参照のこと）。ペプチドのアセンブリを、図8Aに示す。スポットのナンバリン
グを図8Cに認めることができ、使用したペプチド配列を、実施例18から得た。ペプチドを
のせた後、修飾ガラス表面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10
mLの100μMのATP溶液を使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表
面をカバーガラスで覆い、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（10
0μM/mL、100μCi/mL）と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30
分間インキュベートした。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因
するバックグラウンドを減少させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
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　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１４２】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した。得られた画像を図
9Bに示す。3つ全てのサブアレイ中でより高いシグナル強度を有するスポットを、プロテ
インキナーゼAによってリン酸化された対応するペプチドに割り当てた。これらの一次構
造を図9Dに示す。1つの例外を含むが、修飾ガラス表面上の全ペプチドが-2位および-3位
（N末端）の2つのアルギニン残基をセリンに運ぶプロテインキナーゼAによって認識およ
びリン酸化されることが明らかである。この配列モチーフRRxSを、プロテインキナーゼA
の好ましい基質モチーフとして記載する（A. Kreegipuu, N. Blom, S. Brunak, J. Jarv
、1998、「Statistical analysis of protein kinase specificity determinants」、FEB
S Lett.、430、45～50）。基質モチーフの過剰なN末端の局在化によりペプチド83はおそ
らくリン酸化されない。したがって、このようなアセンブリはキナーゼ（例えば、プロテ
インキナーゼAなど）の基質特異性の特徴付けに適切であることが明らかである。
【０１４３】
　実施例34：種々の修飾ガラス表面上へのキナーゼ媒介ペプチド修飾の分析（図10を参照
のこと）
　それぞれN末端をジペプチドアミノオキシ酢酸-β-アラニンで修飾した正確に79個のペ
プチドを、アルデヒド官能化ガラス表面に結合させた（実施例20を参照のこと）。MBPの
一次構造を図10Cに示す。太字で示した残基について、プロテインキナーゼAによるリン酸
化は先行技術に記載されている（A. Kishimoto, K. Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Urats
uji, H. Nomura, Y. Takeyama, Y. Nishizuka、1985、「Studies on the phosphorylatio
n of myelin basic protein by protein kinase C and adenosine 3':5'-monophosphate-
dependent protein kinase」、J. Biol. Chem.、260、12492～12499）。スキャン中の13
量体ペプチドは、2つのアミノ酸配列のシフトを示す。ペプチドアセンブリを図10Bに示す
。したがって、ペプチド番号1はMBPの一次構造の1～13のアミノ酸配列を示し、ペプチド
番号2はMBPの一次構造の3～15アミノ酸配列を示す。ガラス表面に3つの同一のサブアレイ
をのせた。これらのサブアレイの1つを図10Aに示す。ペプチドをのせた後、修飾ガラス表
面を、第1に、50mMのリン酸ナトリウム緩衝液（pH7.5）を含む10mLの100μMのATP溶液を
使用して10分間予備インキュベートした。次いで、修飾ガラス表面をカバーガラスで覆い
、プロテインキナーゼA（10U/mL）を、ATP/γ32P-ATP混合物（100μM/mL、100μCi/mL）
と共に毛管力によって形成された中間区間に挿入した。25℃で30分間インキュベートした
。ATPまたはキナーゼ分子のガラス表面への非特異的結合に起因するバックグラウンドを
減少させるために、修飾ガラス表面を、以下のように洗浄した。
　洗浄緩衝液（1％SDSおよび1％Tween20を含む50mM TRIS緩衝液（pH7.5）、200mM NaCl）
を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
　1M NaCl溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　80％ギ酸のエタノール溶液を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を2回行う。
　6M尿素、2Mチオ尿素、および1％SDSを含む溶液を使用した50℃で5分間の洗浄を2回行う
。
　蒸留水を使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
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　メタノールを使用した室温で3分間の洗浄を3回行う。
【０１４４】
　ガラス表面の乾燥後、ガラス表面結合ペプチド中に組み込まれた放射性リン酸塩の量を
PhosphorImagerシステム（FLA-3000、FUJIFILM）を使用して決定した。得られた画像を図
10Aに示す。3つ全てのサブアレイ中でより高いシグナル強度を有するスポットを、プロテ
インキナーゼAによってリン酸化された対応するペプチドに割り当てた。これらの一次構
造を図10Dに示す。修飾ガラス表面上のほとんどのペプチドが溶液中で行われた実験でも
見出されたプロテインキナーゼAによって認識およびリン酸化されることが明らかである
（A. Kishimoto, K. Nishiyama, H. Nakanishi, Y. Uratsuji, H. Nomura, Y. Takeyama,
 Y. Nishizuka、1985、「Studies on the phosphorylation of myelin basic protein by
 protein kinase C and adenosine 3':5'-monophosphate-dependent protein kinase」、
J. Biol. Chem.、260、12492～12499）。
【０１４５】
　前記説明、実施例、特許請求の範囲、図面、および配列プロトコールで開示の本発明の
特徴は、個別および任意の組み合わせのいずれでもその種々の態様で本発明の実施に重要
であり得る。
【図面の簡単な説明】
【０１４６】
【図１】異なる修飾ガラス表面の異なるキナーゼとのインキュベーションの結果を示す図
である。
【図２】種々の修飾表面とプロテインキナーゼAとのインキュベーションの結果を示す図
である。
【図３】種々の修飾表面のプロテインキナーゼAとの時間依存的インキュベーションの結
果を示す図である。
【図４】異なる修飾ガラス表面の異なる濃度のプロテインキナーゼAとのインキュベーシ
ョンの結果を示す図である。
【図５】修飾ガラス表面のプロテインキナーゼAとのインキュベーションの結果を示す図
である。
【図６】修飾ガラス表面（11760スポット）のキナーゼとのインキュベーションの結果を
示す図である。
【図７】修飾ガラス表面（960スポット）のキナーゼとのインキュベーションの結果を示
す図である。
【図８】一組の潜在的な基質ペプチドおよび対応する対照ペプチドで修飾したガラス表面
のプロテインキナーゼCとのインキュベーションの結果を示す図である。
【図９】一組の潜在的な基質ペプチドおよび対応する対照ペプチドで修飾したガラス表面
のプロテインキナーゼAとのインキュベーションの結果を示す図である。
【図１０】一組の潜在的な基質ペプチドで修飾したガラス表面のプロテインキナーゼAと
のインキュベーションの結果を示す図である。
【図１１】種々の化学的選択反応の概要を示す図である。
【図１２】支持体表面に方向性をもって固定された化合物アセンブリの種々の態様の概略
構造を示す図である。
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