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【手続補正書】
【提出日】平成30年9月4日(2018.9.4)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｎ末端断片と、Ｃ末端断片と、内部タグとを含むポリペプチドであって、前記内部タグ
が、対象とするタンパク質の中に挿入された配列番号２との１００％未満でかつ３０％を
超える配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、前記内部タグが配列番号４４０のポリペ
プチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生
成される、前記ポリペプチド。
【請求項２】
　前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片が、少なくとも２０アミノ酸の長さである、
請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項３】
　前記内部タグの前記アミノ酸配列が、表１のペプチドから選択される、請求項１に記載
のポリペプチド。
【請求項４】
　前記Ｎ末端断片と前記Ｃ末端断片とが、前記内部タグの非存在下で直接連結される場合
、対象とする第１のタンパク質の配列を含む、請求項１に記載のポリペプチド。
【請求項５】
　請求項１に記載のポリペプチドをコードする配列を含む、核酸。
【請求項６】
（ａ）請求項１に記載のポリペプチドと、
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（ｂ）配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有する相補体
ポリペプチドを含む第２のポリペプチドと、
を含む、生物発光複合体。
【請求項７】
　前記内部タグ及び前記相補体ポリペプチドが、互いに低親和性を有する、請求項６に記
載の生物発光複合体。
【請求項８】
　前記第２のポリペプチドが、対象とする第２のタンパク質との融合体であり、前記融合
体が、内部融合体又は従来の融合体であってもよく、更に前記対象とする第２のタンパク
質が、前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片のすべて又は一部に対して高親和性を有
してもよい、請求項７に記載の生物発光複合体。
【請求項９】
　前記第２のポリペプチドが、対象とする分子に連結されている、請求項７に記載の生物
発光複合体。
【請求項１０】
　前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片のすべて又は一部が、前記対象とする分子に
対して高親和性を有する、請求項９に記載の生物発光複合体。
【請求項１１】
　セレンテラジン基質を更に含む、請求項６に記載の生物発光複合体。
【請求項１２】
　前記内部タグ及び前記相補体ポリペプチドが、互いに高親和性を有する、請求項６に記
載の生物発光複合体。
【請求項１３】
　前記第２のポリペプチドが、融合ポリペプチドではないか、又は対象とする分子に連結
されていない、請求項６に記載の生物発光複合体。
【請求項１４】
　前記相補体ポリペプチドの前記アミノ酸配列が、表２のペプチドから選択される、請求
項６に記載の生物発光複合体。
【請求項１５】
　Ｎ末端断片と、Ｃ末端断片と、２つ以上の内部タグとを含むポリペプチドであって、前
記内部タグが、対象とするタンパク質の中に挿入された配列番号２との１００％未満でか
つ３０％を超える配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、前記内部タグの１つ以上が配
列番号４４０のポリペプチドに接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可能な
生物発光シグナルが生成される、前記ポリペプチド。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０１１９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０１１９】
　上記明細書で言及された出版物及び特許はすべて参照によって本明細書に組み入れられ
る。本発明の記載されている方法及び系の種々の改変及び変化は本発明の範囲及び精神か
ら逸脱することなく当業者に明らかであろう。本発明は特定の実施形態と関連して記載さ
れているが、請求されるような本発明はそのような特定の実施形態に過度に限定されるべ
きではないことが理解されるべきである。実際、関連する分野の当業者に自明である本発
明を実施するための記載されている方法の種々の改変は本発明の範囲内にあるように意図
されている。
　本発明の好ましい態様は、下記の通りである。
〔１〕Ｎ末端断片と、Ｃ末端断片と、内部タグとを含むポリペプチドであって、前記内部
タグが、対象とするタンパク質の中に挿入された配列番号２との１００％未満でかつ３０
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％を超える配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、前記内部タグが配列番号４４０のポ
リペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナル
が生成される、前記ポリペプチド。
〔２〕前記Ｎ末端断片及び前記Ｃ末端断片の両方が、少なくとも２アミノ酸の長さである
、前記〔１〕に記載のポリペプチド。
〔３〕前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片が、少なくとも２０アミノ酸の長さであ
る、前記〔２〕に記載のポリペプチド。
〔４〕前記内部タグが、配列番号２のペプチドに比べて１つ以上の形質の向上を示し、前
記形質が、配列番号４４０のポリペプチドに対する親和性、発現、細胞内溶解性、細胞内
安定性、及び配列番号４４０のポリペプチドと組み合わせたときの生物発光活性から選択
される、前記〔１〕に記載のポリペプチド。
〔５〕前記内部タグの前記アミノ酸配列が、表１のペプチドから選択される、前記〔１〕
に記載のポリペプチド。
〔６〕前記Ｎ末端断片と前記Ｃ末端断片とが、前記内部タグの非存在下で直接連結される
場合、対象とする第１のタンパク質の配列を含む、前記〔１〕に記載のポリペプチド。
〔７〕前記内部タグが、リンカーペプチドによって前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端
断片に接続される、前記〔１〕に記載のポリペプチド。
〔８〕前記〔１〕に記載のポリペプチドをコードする配列を含む、核酸。
〔９〕
（ａ）前記〔１〕に記載のポリペプチドと、
（ｂ）配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有する相補体
ポリペプチドを含む第２のポリペプチドと、
を含む、生物発光複合体。
〔１０〕前記内部タグ及び前記相補体ポリペプチドが、互いに低親和性を有する、前記〔
９〕に記載の生物発光複合体。
〔１１〕前記第２のポリペプチドが、対象とする第２のタンパク質との融合体である、前
記〔１０〕に記載の生物発光複合体。
〔１２〕前記融合体が、内部融合体又は従来の融合体である、前記〔１１〕に記載の生物
発光複合体。
〔１３〕前記対象とする第２のタンパク質が、前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片
のすべて又は一部に対して高親和性を有する、前記〔１２〕に記載の生物発光複合体。
〔１４〕前記第２のポリペプチドが、対象とする分子に連結されている、前記〔１０〕に
記載の生物発光複合体。
〔１５〕前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片のすべて又は一部が、前記対象とする
分子に対して高親和性を有する、前記〔１４〕に記載の生物発光複合体。
〔１６〕セレンテラジン基質を更に含む、前記〔９〕に記載の生物発光複合体。
〔１７〕前記内部タグ及び前記相補体ポリペプチドが、互いに高親和性を有する、前記〔
９〕に記載の生物発光複合体。
〔１８〕前記第２のポリペプチドが、融合ポリペプチドではないか、又は対象とする分子
に連結されていない、前記〔９〕に記載の生物発光複合体。
〔１９〕前記相補体ポリペプチドの前記アミノ酸配列が、表２のペプチドから選択される
、前記〔９〕に記載の生物発光複合体。
〔２０〕Ｎ末端断片と、Ｃ末端断片と、内部タグとを含むポリペプチドであって、前記内
部タグが、対象とするタンパク質の中に挿入された配列番号４４０との１００％未満でか
つ３０％を超える配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、検出ペプチドが配列番号２の
ポリペプチドに接触すると、基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される
、前記ポリペプチド。
〔２１〕前記Ｎ末端断片及び前記Ｃ末端断片の両方が、少なくとも２０アミノ酸の長さで
ある、前記〔２０〕に記載のポリペプチド。
〔２２〕前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片が、少なくとも５０アミノ酸の長さで
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ある、前記〔２１〕に記載のポリペプチド。
〔２３〕前記内部タグが、配列番号４４０のペプチドと比べて１つ以上の形質の向上を示
し、前記形質が、配列番号２のポリペプチドに対する親和性、発現、細胞内溶解性、細胞
内安定性、及び配列番号２のポリペプチドと組み合わせたときの生物発光活性から選択さ
れる、前記〔２０〕に記載のポリペプチド。
〔２４〕前記内部タグの前記アミノ酸配列が、表２のペプチドから選択される、前記〔２
０〕に記載のポリペプチド。
〔２５〕前記Ｎ末端断片及び前記Ｃ末端断片が、前記内部タグの非存在下で直接連結され
る場合、対象とする第１のタンパク質の配列を含む、前記〔２０〕に記載のポリペプチド
。
〔２６〕前記〔２０〕に記載のポリペプチドをコードする配列を含む、核酸。
〔２７〕
（ａ）前記〔２０〕に記載のポリペプチドと、
（ｂ）配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有する相補体ペプ
チドと、
を含む、生物発光複合体。
〔２８〕前記内部タグ及び前記相補体ペプチドが、互いに低親和性を有する、前記〔２７
〕に記載の生物発光複合体。
〔２９〕前記相補体ペプチドが、対象とする第２のタンパク質との融合体である、前記〔
２８〕に記載の生物発光複合体。
〔３０〕前記融合体が、内部融合体又は従来の融合体である、前記〔２９〕に記載の生物
発光複合体。
〔３１〕前記対象とする第２のタンパク質が、前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片
のすべて又は一部に対して高親和性を有する、前記〔３０〕に記載の生物発光複合体。
〔３２〕前記相補体ペプチドが、対象とする分子に連結されている、前記〔２８〕に記載
の生物発光複合体。
〔３３〕前記Ｎ末端断片及び／又は前記Ｃ末端断片のすべて又は一部が、前記対象とする
分子に対して高親和性を有する、前記〔２７〕に記載の生物発光複合体。
〔３４〕セレンテラジン基質を更に含む、前記〔２７〕に記載の生物発光複合体。
〔３５〕前記内部タグ及び前記相補体ペプチドが、互いに高親和性を有する、前記〔２７
〕に記載の生物発光複合体。
〔３６〕前記相補体ペプチドが、表１の前記ペプチドから選択される、前記〔２７〕に記
載の生物発光複合体。
〔３７〕前記相補体ペプチドが、融合ポリペプチドではないか、又は対象とする分子に連
結されていない、前記〔９〕に記載の生物発光複合体。
〔３８〕第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間での安定な相互作用の検出方法
であって、
（ａ）内部タグが第１のアミノ酸配列のＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを第
１のアミノ酸配列に挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部
タグが、配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記内部
タグが配列番号４４０のポリペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検
出可能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｂ）第２のアミノ酸配列と相補体ポリペプチドとの第２の融合体を作り出す工程であっ
て、前記相補体ポリペプチドが、配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える
配列同一性を有し、前記相補体ポリペプチドが配列番号２のペプチドに接触すると、セレ
ンテラジン基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｃ）前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間で見込まれる安定な相互
作用を生じさせる条件に、前記内部融合体と、第２の融合体と、セレンテラジン基質とを
置く工程と、
（ｄ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
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物発光シグナルの検出が、前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間での
安定な相互作用を示す、工程と、
を含む、前記検出方法。
〔３９〕前記第２の融合体が、内部融合体又は従来の融合体である、前記〔３８〕に記載
の方法。
〔４０〕前記内部融合体が、前記第１のアミノ酸配列と前記内部タグとをコードする第１
の核酸配列から発現され、前記第２の融合体が、前記第２のアミノ酸配列と前記相補体ポ
リペプチドとをコードする第２の核酸配列から発現される、前記〔３８〕に記載の方法。
〔４１〕単一のベクターが、前記第１の核酸配列と前記第２の核酸配列とを含む、前記〔
４０〕に記載の方法。
〔４２〕前記第１の核酸配列及び前記第２の核酸配列が、別個のベクターにある、前記〔
４０〕に記載の方法。
〔４３〕工程（ａ）及び（ｂ）が、細胞内で前記内部融合体と第２の融合体とを発現させ
る工程を含む、前記〔４０〕に記載の方法。
〔４４〕第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間での安定な相互作用の検出方法
であって、
（ａ）内部タグが第１のアミノ酸配列のＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを第
１のアミノ酸配列に挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部
タグが、配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記
内部タグが配列番号２のペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可
能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｂ）第２のアミノ酸配列と相補体ペプチドとの第２の融合体を作り出す工程であって、
前記相補体ペプチドが、配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を
有し、前記相補体ペプチドが配列番号４４０のポリペプチドに接触すると、セレンテラジ
ン基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｃ）前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間で見込まれる安定な相互
作用を生じさせる条件に、前記内部融合体と、第２の融合体と、セレンテラジン基質とを
置く工程と、
（ｄ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの検出が、前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間での
安定な相互作用を示す、工程と、
を含む、前記検出方法。
〔４５〕前記第２の融合体が、内部融合体又は従来の融合体である、前記〔４４〕に記載
の方法。
〔４６〕前記内部融合体が、前記第１のアミノ酸配列と前記内部タグとをコードする第１
の核酸配列から発現され、前記第２の融合体が、前記第２のアミノ酸配列と前記相補体ペ
プチドとをコードする第２の核酸配列から発現される、前記〔４４〕に記載の方法。
〔４７〕単一のベクターが、前記第１の核酸配列と前記第２の核酸配列とを含む、前記〔
４６〕に記載の方法。
〔４８〕前記第１の核酸配列及び前記第２の核酸配列が、別個のベクターにある、前記〔
４６〕に記載の方法。
〔４９〕工程（ａ）及び（ｂ）が、細胞内で前記内部融合体と第２の融合体とを発現させ
る工程を含む、前記〔４６〕に記載の方法。
〔５０〕試料における標的ポリペプチドの検出方法であって、
（ａ）内部タグが標的ポリペプチドのＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを標的
ポリペプチドに挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部タグ
が、配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記内部
タグが配列番号２のペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可能な
生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｂ）前記試料に
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（ｉ）配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有する相補体ペプ
チドと、
（ｉｉ）セレンテラジン基質と、
を加える工程と、
（ｃ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの検出が、前記試料における前記標的ポリペプチドの存在を示す、工程と
、
を含む、前記検出方法。
〔５１〕前記試料が、細胞を含む、前記〔５０〕に記載の方法。
〔５２〕工程（ａ）が、前記細胞内で前記内部融合体を発現させる工程を含む、前記〔５
１〕に記載の方法。
〔５３〕工程（ｂ）（ｉ）が、前記細胞中の前記相補体ペプチドを含む、前記〔５２〕に
記載の方法。
〔５４〕試料における標的ポリペプチドの検出方法であって、
（ａ）内部タグが標的ポリペプチドのＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを標的
ポリペプチドに挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部タグ
が、配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記内部タグ
が配列番号４４０のペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可能な
生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｂ）前記試料に
（ｉ）配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有する相補体
ポリペプチドと、
（ｉｉ）セレンテラジン基質と、
を加える工程と、
（ｃ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの検出が、前記試料における前記標的ポリペプチドの存在を示す、工程と
、
を含む、前記検出方法。
〔５５〕前記試料が、細胞を含む、前記〔５４〕に記載の方法。
〔５６〕工程（ａ）が、前記細胞内で前記内部融合体を発現させる工程を含む、前記〔５
５〕に記載の方法。
〔５７〕工程（ｂ）（ｉ）が、前記細胞中の前記相補体ポリペプチドを含む、前記〔５５
〕に記載の方法。
〔５８〕検出試薬であって、
（ａ）配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有するアミノ
酸配列を含む相補体ポリペプチドであって、前記ポリペプチドが配列番号２のペプチドと
接触すると、基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される、相補体ポリペ
プチドと、
（ｂ）前記ポリペプチドと配列番号２のペプチドとによって生成される生物発光複合体の
ための基質と、
を含む、前記検出試薬。
〔５９〕検出試薬であって、
（ａ）配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有するアミノ酸配
列を含む相補体ペプチドであって、前記ペプチドが配列番号４４０のポリペプチドと接触
すると、基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される、相補体ペプチドと
、
（ｂ）前記ペプチドと配列番号４４０のポリペプチドとによって生成される生物発光複合
体のための基質と、
を含む、前記検出試薬。
〔６０〕第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間での相互作用の、潜在的阻害剤
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による変化の検出方法であって、
（ａ）内部タグが第１のアミノ酸配列のＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを第
１のアミノ酸配列に挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部
タグが、配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記内部
タグが配列番号４４０のポリペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検
出可能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｂ）第２のアミノ酸配列と相補体ポリペプチドとの第２の融合体を作り出す工程であっ
て、前記相補体ポリペプチドが、配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える
配列同一性を有し、前記相補体ポリペプチドが配列番号２のペプチドと接触すると、セレ
ンテラジン基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｃ）前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間で見込まれる安定な相互
作用を生じさせる条件に、前記内部融合体と、第２の融合体と、セレンテラジン基質とを
置く工程と、
（ｄ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの検出が、前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間での
安定な相互作用を示す、工程と、
（ｅ）前記内部融合体と第２の融合体とセレンテラジン基質とに潜在的阻害剤を加える工
程と、
（ｆ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程と、
（ｇ）工程（ｄ）と（ｆ）の前記生物発光シグナルを比較する工程であって、工程（ｄ）
から工程（ｆ）への生物発光シグナルの低下が、前記潜在的阻害剤による前記第１のアミ
ノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間での前記相互作用の阻害を示す、工程と、
を含む、前記検出方法。
〔６１〕工程（ａ）及び（ｂ）が、細胞内で前記内部融合体と第２の融合体とを発現させ
る工程を含む、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６２〕前記潜在的阻害剤が、ペプチド又は小分子である、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６２〕第１のアミノ酸配列と第２のアミノ酸配列との間での相互作用の、潜在的阻害剤
による変化の検出方法であって、
（ａ）内部タグが第１のアミノ酸配列のＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを第
１のアミノ酸配列に挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部
タグが、配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記
内部タグが配列番号２のペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出可
能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｂ）第２のアミノ酸配列と相補体ポリペプチドとの第２の融合体を作り出す工程であっ
て、前記相補体ポリペプチドが、配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列
同一性を有し、前記相補体ポリペプチドが配列番号４４０のペプチドと接触すると、セレ
ンテラジン基質の存在下で、検出可能な生物発光シグナルが生成される、工程と、
（ｃ）前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間で見込まれる安定な相互
作用を生じさせる条件に、前記内部融合体と、第２の融合体と、セレンテラジン基質とを
置く工程と、
（ｄ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの検出が、前記第１のアミノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間での
安定な相互作用を示す、工程と、
（ｅ）前記内部融合体と第２の融合体とセレンテラジン基質とに潜在的阻害剤を加える工
程と、
（ｆ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程と、
（ｇ）工程（ｄ）と（ｆ）の前記生物発光シグナルを比較する工程であって、工程（ｄ）
から工程（ｆ）への生物発光シグナルの低下が、前記潜在的阻害剤による前記第１のアミ
ノ酸配列と前記第２のアミノ酸配列との間での前記相互作用の阻害を示す、工程と、
を含む、前記検出方法。
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〔６１〕工程（ａ）及び（ｂ）が、細胞内で前記内部融合体と第２の融合体を発現させる
工程を含む、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６２〕前記潜在的阻害剤が、ペプチド又は小分子である、前記〔６０〕に記載の方法。
〔６３〕第１のアミノ酸配列の構造配座の決定方法であって、
（ａ）内部タグが第１のアミノ酸配列のＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを第
１のアミノ酸配列に挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部
タグが、配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記内部
タグが配列番号４４０のポリペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検
出可能な生物発光シグナルが生成され、前記第１のアミノ酸配列の第１の構造配座が、前
記内部タグへのアクセスを妨害し、前記第１のアミノ酸配列の第２の構造配座が、前記内
部タグへのアクセスを可能にする、工程と、
（ｂ）前記内部融合体と、（ｉ）配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える
配列同一性を有する相補体ポリペプチド又は（ｉｉ）第２のアミノ酸配列及び前記相補体
ポリペプチドの第２の融合体のいずれかとをセレンテラジン基質の存在下に置く工程と、
（ｃ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの非存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第１の構造配座を採用してい
ることを示し、前記生物発光シグナルの存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第２の構
造配座を採用していることを示す、工程と
を含む、前記決定方法。
〔６４〕工程（ｃ）が、
（ｉ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの非存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第１の構造配座を採用してい
ることを示す、工程と、
（ｉｉ）前記第１のアミノ酸配列において配座変化を誘導する工程と、
（ｉｉｉ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前
記生物発光シグナルの存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第２の構造配座を採用して
いることを示す、工程と
を含む、前記〔６３〕に記載の方法。
〔６５〕配座変化を誘導する工程が、前記第１のアミノ酸配列の一部を切断するプロテア
ーゼを加えること、前記第１のアミノ酸配列に結合する作用剤の添加、及びアッセイ条件
を変更することから選択される、前記〔６４〕に記載の方法。
〔６６〕第１のアミノ酸配列の構造配座の決定方法であって、
（ａ）内部タグが第１のアミノ酸配列のＮ末端にもＣ末端にもないように、内部タグを第
１のアミノ酸配列に挿入することによって内部融合体を作り出す工程であって、前記内部
タグが、配列番号４４０との１００％未満でかつ３０％を超える配列同一性を有し、前記
内部タグが配列番号２のポリペプチドと接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検
出可能な生物発光シグナルが生成され、前記第１のアミノ酸配列の第１の構造配座が、前
記内部タグへのアクセスを妨害し、前記第１のアミノ酸配列の第２の構造配座が、前記内
部タグへのアクセスを可能にする、工程と、
（ｂ）前記内部融合体と、（ｉ）配列番号２との１００％未満でかつ３０％を超える配列
同一性を有する相補体ペプチド又は（ｉｉ）第２のアミノ酸配列及び前記相補体ペプチド
の第２の融合体のいずれかとをセレンテラジン基質の存在下に置く工程と、
（ｃ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの非存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第１の構造配座を採用してい
ることを示し、前記生物発光シグナルの存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第２の構
造配座を採用していることを示す、工程と
を含む、前記決定方法。
〔６７〕工程（ｃ）が
（ｉ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前記生
物発光シグナルの非存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第１の構造配座を採用してい
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ることを示す、工程と、
（ｉｉ）前記第１のアミノ酸配列において配座変化を誘導する工程と、
（ｉｉｉ）存在する場合には、放射された生物発光シグナルを検出する工程であって、前
記生物発光シグナルの存在が、前記第１のアミノ酸配列が前記第２の構造配座を採用して
いることを示す、工程と
を含む、前記〔６６〕に記載の方法。
〔６８〕配座変化を誘導する工程が、前記第１のアミノ酸配列の一部を切断するプロテア
ーゼを加えること、前記第１のアミノ酸配列に結合する作用剤の添加、及びアッセイ条件
を変更することから選択される、前記〔６７〕に記載の方法。
〔６９〕Ｎ末端断片と、Ｃ末端断片と、２つ以上の内部タグとを含むポリペプチドであっ
て、前記内部タグが、対象とするタンパク質の中に挿入された配列番号２との１００％未
満でかつ３０％を超える配列同一性を有するアミノ酸配列を含み、前記内部タグの１つ以
上が配列番号４４０のポリペプチドに接触すると、セレンテラジン基質の存在下で、検出
可能な生物発光シグナルが生成される、前記ポリペプチド。
〔７０〕前記２つ以上の内部タグが、２つの内部タグである、前記〔６９〕に記載のポリ
ペプチド。
〔７１〕前記２つ以上の内部タグが、互いに直接接続されている、前記〔６９〕に記載の
ポリペプチド。
〔７２〕前記２つ以上の内部タグが、１つ以上のリンカーによって分離されている、前記
〔６９〕に記載のポリペプチド。
〔７３〕前記２つ以上の内部タグが、対象とするタンパク質又はポリペプチド内の単一の
位置に挿入されている、前記〔６９〕に記載のポリペプチド。
〔７４〕前記２つ以上の内部タグが、対象とするタンパク質又はポリペプチド内の２つ以
上の位置に挿入されている、前記〔６９〕に記載のポリペプチド。
〔７５〕前記２つ以上の内部タグが、同一のアミノ酸配列を含む、前記〔６９〕に記載の
ポリペプチド。
〔７６〕２つ以上のまたは２つ以上の内部タグが、同一ではないアミノ酸配列を含む、前
記〔６９〕に記載のポリペプチド。
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