
(57)【要約】
【課題】タンパク質を蛍光標識する方法の提供。
【解決手段】　錯体化合物および場感受性蛍光基を含む蛍光プローブと、標識の目的タン
パク質に連結された、アミノ酸部位およびオリゴヒスチジン部位を含むペプチドタグとを
接触させることを特徴とするタンパク質の蛍光標識方法。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 錯 体 化 合 物 お よ び 場 感 受 性 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光 プ ロ ー ブ と 、 標 識 の 目 的 タ ン パ ク 質 に 連 結
さ れ た 、 ア ミ ノ 酸 部 位 お よ び オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 を 含 む ペ プ チ ド タ グ と を 接 触 さ せ る こ
と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 の 蛍 光 標 識 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 錯 体 化 合 物 お よ び 場 感 受 性 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光 プ ロ ー ブ と 、 検 出 の 目 的 タ ン パ ク 質 に 連 結
さ れ た 、 ア ミ ノ 酸 部 位 お よ び オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 を 含 む ペ プ チ ド タ グ と を 接 触 さ せ 、 当
該 接 触 に よ り ア ミ ノ 酸 部 位 に 結 合 し た 場 感 受 性 蛍 光 基 の 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る
タ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 錯 体 化 合 物 が 、 ニ ト リ ロ 三 酢 酸 に 結 合 し た ニ ッ ケ ル (II)錯 体 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 場 感 受 性 蛍 光 基 が ダ ン シ ル 基 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 蛍 光 プ ロ ー ブ が 、 錯 体 化 合 物 と 場 感 受 性 蛍 光 基 と の 間 に ス ペ ー サ ー を 有 す る も の で あ る
、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ア ミ ノ 酸 部 位 が 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 含 む も の で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ア ミ ノ 酸 部 位 が 、 少 な く と も １ 個 の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 を 有 す る も の で あ る 、 請 求 項 １
ま た は ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 が 少 な く と も ２ 個 の ヒ ス チ ジ ン か ら な る も の で あ る 、 請 求 項 １ ま
た は ２ 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 錯 体 化 合 物 お よ び 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光 プ ロ ー ブ と こ れ に 対 応 す る ペ プ チ ド タ グ
と を 利 用 す る タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 方 法 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 の 蛍 光 標 識 技 術 は 、 タ ン パ ク 質 の 検 出 や 定 量 の み な ら ず 、 タ ン パ ク 質 の 細 胞
内 イ メ ー ジ ン グ 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 解 析 、 タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 解 析 等 の 研 究 に お い て
も 極 め て 重 要 な 技 術 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識 す る 従 来 技 術 の う ち 最 も 基 本 的 な 手 法 と し て は 、 タ ン パ ク 質 中 の
ア ミ ノ 酸 残 基 等 を 、 ハ ロ ゲ ン 化 や エ ス テ ル 化 等 に よ り 活 性 化 し た 蛍 光 基 と 共 有 結 合 的 に 化
学 反 応 さ せ る こ と に よ り 標 識 す る 手 法 が 挙 げ ら れ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 し か し 、 こ の 手 法
で は 蛍 光 基 の 標 識 位 置 や 標 識 数 を 制 御 す る こ と が で き ず 、 且 つ 標 識 に 伴 い タ ン パ ク 質 自 体
の 劣 化 が 懸 念 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 で 、 Green Fluorescent Protein（ GFP） 等 を は じ め と し た 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 、 標 識
対 象 と し た タ ン パ ク 質 と 共 に 遺 伝 子 工 学 的 手 法 で 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 の 蛍
光 標 識 を 行 う 手 法 も 広 く 用 い ら れ る よ う に な っ て い る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。 し か し な が ら 、
蛍 光 タ ン パ ク 質 は 標 識 体 と し て 使 用 す る に は 分 子 量 が 大 き す ぎ る た め （ GFPで ア ミ ノ 酸 238
個 ） 、 蛍 光 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 が 、 本 来 の 挙 動 を 示 さ な い 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
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　 ま た 、 最 近 、 フ ル オ レ セ イ ン や Cy5に よ り 蛍 光 標 識 し た ピ ュ ー ロ マ イ シ ン を 用 い た 蛍 光
標 識 法 も 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。 こ の 手 法 で は 無 細 胞 合 成 系 に お い て タ ン パ ク
質 の C末 端 に 蛍 光 分 子 を 導 入 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 得 ら れ る 標 識 タ ン パ ク 質 濃 度 が 低
い た め 、 検 出 す る こ と が 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ れ に 対 し 、 Tsienら は FlAsHあ る い は そ の 類 縁 体 と テ ト ラ シ ス テ イ ン モ チ ー フ を 用 い る
蛍 光 標 識 法 を 報 告 し て い る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。 FlAsH及 び そ の 類 縁 体 は 、 テ ト ラ シ ス テ イ
ン モ チ ー フ と 呼 ば れ る ペ プ チ ド タ グ （ Cys-Cys-Xaa-Xaa-Cys-Cys（ 配 列 番 号 １ ） 、 但 し Xaa
は Cys以 外 の ア ミ ノ 酸 ） に 選 択 的 に 結 合 し て 蛍 光 を 増 強 す る た め 、 標 的 対 象 と し た タ ン パ
ク 質 に テ ト ラ シ ス テ イ ン モ チ ー フ を 導 入 す る こ と で 、 タ ン パ ク 質 の 特 異 的 な 蛍 光 標 識 を 達
成 す る こ と が で き る 。 し か し 、 FlAsH及 び そ の 類 縁 体 を 用 い る 手 法 に お い て は 、 FlAsH類 と
内 在 性 ジ チ オ ー ル 類 と の 非 特 異 結 合 を 避 け る た め 、 外 来 性 の エ タ ン ジ チ オ ー ル を 添 加 し な
け れ ば な ら な い と い う 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 ロ ー ダ ミ ン 系 、 あ る い は シ ア ニ ン 系 の 蛍 光 色 素 を ニ ト リ ロ 三 酢 酸 （ NTA） に 結 合
し た Ni（ II） 錯 体 化 合 物 と 、 ヒ ス チ ジ ン タ グ と 呼 ば れ る 連 続 し た ヒ ス チ ジ ン 配 列 を 有 す る
ペ プ チ ド タ グ （ 通 常 ヒ ス チ ジ ン の 5～ 6量 体 ） を 用 い た タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 法 も 報 告 さ れ て
い る （ 非 特 許 文 献 ５ ） 。 し か し な が ら 、 こ の 手 法 で は 錯 体 化 合 物 が ヒ ス チ ジ ン タ グ を 認 識
し て も 、 認 識 に 伴 う 有 意 な 蛍 光 変 化 は 観 測 さ れ な い た め 、 検 出 が 困 難 で あ る 。 従 っ て 、 そ
の 使 用 に 際 し て は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 定 量 等 に お い て は 非 標 識 物 と の 比 較 的 煩 雑 な 分 離 操
作 が 必 須 で あ り 、 in vivoで の タ ン パ ク 質 標 識 等 に お い て は 単 独 の 標 識 体 と は 別 に 蛍 光 共
鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ FRET） を 生 じ る よ う な ア ク セ プ タ ー 分 子 を 適 宜 測 定 系 に 組 み 合 わ せ る
等 の 作 業 が 必 要 と な る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 以 上 の こ と か ら 、 こ れ ら 既 存 の 手 法 と は 異 な る 、 よ り 優 れ た タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 技 術 の
開 発 が 強 く 望 ま れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 4,569,794号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 4,877,830号 公 報
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 5,047,513号 公 報
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 5,284,933号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 R. P. Haugland, “ Handbook of Fluorescent Probes and Research Ch
emicals, Sixth Edition” , Molecular Porbes、 DOJINDO LABORATORIES第 24版 総 合 カ タ ロ
グ , 同 仁 化 学 研 究 所 （ 2004）
【 非 特 許 文 献 ２ 】 宮 脇 敦 史  編 , “ 実 験 医 学 別 冊 　 ポ ス ト ゲ ノ ム 時 代 の 実 験 講 座 3　 GFPと
バ イ オ イ メ ー ジ ン グ ” , 羊 土 社 （ 2000）
【 非 特 許 文 献 ３ 】 N. Nemoto, et al., FEBS Lett., 462, 43, (1999), J. Yamaguchi, et
. al., FEBS Lett., 502, 79, (2001)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 B. A. Griffin, et al., Science, 281, 269 (1998), S. R. Adams, et
 al., J. Am. Chem. Soc., 124, 6063 (2002)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 E. G. Guignet, et al., Nature Biotech., 22, 440 (2004), A. N. Ka
panidis et al., J. Am. Chem. Soc., 123, 12123 (2001)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 既 存 の 手 法 と は 異 な る 、 よ り 優 れ た タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 技 術 を 提 供 す る こ と
を 目 的 と す る 。 特 に 、 本 発 明 の 課 題 は 、 タ ン パ ク 質 本 来 の 挙 動 に 多 大 な 影 響 を 及 ぼ さ な い
程 度 の 大 き さ の 蛍 光 基 を 用 い 、 蛍 光 標 識 の 位 置 及 び 数 が 原 理 的 に 制 御 可 能 で 、 標 識 に 伴 い
タ ン パ ク 質 の 構 造 を 劣 化 さ せ ず 、 か つ 標 識 に 伴 い 有 意 な 蛍 光 変 化 が 観 測 さ れ る 新 し い タ ン
パ ク 質 蛍 光 標 識 技 術 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 の 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 努 力 し た 結 果 、 場 感 受 性 の 蛍 光 基 を 結 合 し た
錯 体 化 合 物 を 、 ヒ ス チ ジ ン 部 位 の 近 傍 に 疎 水 性 の ア ミ ノ 酸 部 位 を 有 す る ペ プ チ ド タ グ に 作
用 し た 場 合 、 錯 体 化 合 物 の タ グ 認 識 に 伴 い 大 き な 蛍 光 変 化 、 す な わ ち 、 蛍 光 強 度 の 増 大 と
最 大 蛍 光 波 長 の ブ ル ー シ フ ト が 観 測 さ れ る こ と を 見 出 し 、 こ の 錯 体 化 合 物 を 含 む 蛍 光 プ ロ
ー ブ お よ び ペ プ チ ド タ グ を 利 用 す る こ と で 、 タ ン パ ク 質 の 蛍 光 標 識 が 可 能 に な る こ と を 明
ら か と し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 通 り で あ る 。
（ １ ） 錯 体 化 合 物 お よ び 場 感 受 性 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光 プ ロ ー ブ と 、 標 識 の 目 的 タ ン パ ク 質 に
連 結 さ れ た 、 ア ミ ノ 酸 部 位 お よ び オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 を 含 む ペ プ チ ド タ グ と を 接 触 さ せ
る こ と を 特 徴 と す る タ ン パ ク 質 の 蛍 光 標 識 方 法 。
（ ２ ） 錯 体 化 合 物 お よ び 場 感 受 性 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光 プ ロ ー ブ と 、 検 出 の 目 的 タ ン パ ク 質 に
連 結 さ れ た 、 ア ミ ノ 酸 部 位 お よ び オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 を 含 む ペ プ チ ド タ グ と を 接 触 さ せ
、 当 該 接 触 に よ り ア ミ ノ 酸 部 位 に 結 合 し た 場 感 受 性 蛍 光 基 の 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と
す る タ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 。
本 発 明 の 方 法 に お い て 、 錯 体 化 合 物 と し て は 、 例 え ば ニ ト リ ロ 三 酢 酸 に 結 合 し た ニ ッ ケ ル
(II)錯 体 が 挙 げ ら れ 、 場 感 受 性 蛍 光 基 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 例 え ば ダ ン シ
ル 基 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 蛍 光 プ ロ ー ブ は 、 錯 体 化 合 物 と 場 感 受 性 蛍 光 基 と の 間 に ス ペ ー
サ ー を 有 す る も の で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 ア ミ ノ 酸 部 位 は 、 例 え ば 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 （ 少
な く と も １ 個 の ト リ プ ト フ ァ ン 残 基 な ど ） を 有 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
　 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 と し て は 、 例 え ば 少 な く と も ２ 個 の ヒ ス チ ジ ン か ら な る も の で あ
れ ば 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ り 、 他 の 従 来 の タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 方 法 に お け る 種 々 の 問 題 点 を 克 服 し た タ
ン パ ク 質 蛍 光 標 識 方 法 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 本 来 の 挙 動 に 多 大 な 影
響 を 及 ぼ さ な い 程 度 の 大 き さ の 蛍 光 基 を 用 い る こ と に よ り 、 蛍 光 標 識 の 位 置 及 び 数 が 原 理
的 に 制 御 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 方 法 は 、 標 識 に 伴 う タ ン パ ク 質 の 構 造 劣 化 を 生 じ さ
せ ず 、 か つ 標 識 に 伴 い 有 意 な 蛍 光 変 化 が 観 測 さ れ る と い う 特 徴 を 有 す る 。 従 っ て 、 本 発 明
は 従 来 の 方 法 と は 異 な る 新 し い 優 れ た タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 技 術 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は 、 タ ン パ ク 質 の 精 製 に 多 用 さ れ る ヒ ス チ ジ ン タ グ と 場 感 受 性 の 蛍 光 基 と を 組 み
合 わ せ て タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識 す る 方 法 に 関 す る 。
　 詳 し く は 、 本 発 明 に よ り 、 複 数 の 疎 水 性 又 は 親 水 性 ア ミ ノ 酸 部 位 及 び ヒ ス チ ジ ン タ グ を
含 む ペ プ チ ド タ グ と 、 ヒ ス チ ジ ン に 配 位 す る 錯 体 化 合 物 及 び 場 感 受 性 の 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光
プ ロ ー ブ と を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識 す る こ と が で き る （ 図 １ ） 。
　 よ り 詳 し く は 、 錯 体 化 合 物 お よ び 感 受 性 蛍 光 基 を 含 む 蛍 光 プ ロ ー ブ （ 図 １ （ Ｂ ） ） と 、
タ ン パ ク 質 に 連 結 さ れ た 、 ア ミ ノ 酸 部 位 お よ び オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 を 含 む ペ プ チ ド タ グ
（ 図 １ （ Ａ ） ） と を 接 触 さ せ る と 、 当 該 錯 体 化 合 物 が 当 該 ポ リ ヒ ス チ ジ ン 部 位 に 配 位 し 、
続 い て 当 該 場 感 受 性 蛍 光 基 が 当 該 ア ミ ノ 酸 部 位 に 会 合 す る た め 、 当 該 タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標
識 す る こ と が で き る （ 図 １ ） 。 そ し て 、 ア ミ ノ 酸 部 位 に 結 合 し た 場 感 受 性 蛍 光 基 の 蛍 光 を
測 定 す る こ と で 、 当 該 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る （ 図 １ ） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
１ ． ペ プ チ ド タ グ
　 本 発 明 に お い て 、 ペ プ チ ド タ グ と は 、 疎 水 性 ま た は 親 水 性 ア ミ ノ 酸 部 位 と 、 オ リ ゴ ヒ ス
チ ジ ン 部 位 と を 含 む も の で あ る （ 図 １ （ Ａ ） ） 。
【 ０ ０ １ ５ 】
（ １ ） オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位
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　 本 明 細 書 に お い て 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 は 、 ２ 以 上 の 連 続 す る ヒ ス チ ジ ン か ら な る 部
位 を 意 味 す る 。
　 こ こ で 、 本 発 明 に お い て 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 は 蛍 光 プ ロ ー ブ 中 の 錯 体 化 合 物 に 配 位
さ れ る 。 従 っ て 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 の ヒ ス チ ジ ン の 連 続 数 は 、 錯 体 化 合 物 が 配 位 で き
る 限 り 限 定 は さ れ な い が 、 ２ 以 上 、 好 ま し く は ２ ～ ２ ０ 、 よ り 好 ま し く は ３ ～ １ ０ 、 さ ら
に 好 ま し く は ５ ま た は ６ で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ ２ ） ア ミ ノ 酸 部 位
　 本 発 明 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 部 位 は 複 数 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 連 結 し た 部 位 で あ る 。 当 該 ア ミ
ノ 酸 部 位 は ダ ン シ ル 基 な ど の 場 感 受 性 蛍 光 基 が 会 合 す る 対 象 と し て 機 能 す る 。 本 発 明 に お
い て 、 場 感 受 性 蛍 光 基 と は 、 蛍 光 基 周 辺 の 環 境 （ 例 え ば 疎 水 性 ） に よ っ て 蛍 光 を 変 化 さ せ
る 性 質 を 有 す る 蛍 光 基 を 意 味 す る 。 し た が っ て 、 当 該 蛍 光 基 が 会 合 す る 対 象 で あ る ア ミ ノ
酸 部 位 の 極 性 は 、 ダ ン シ ル 基 周 辺 の 環 境 に 影 響 を 与 え る も の で あ る と い え る 。 す な わ ち 、
本 発 明 の ア ミ ノ 酸 部 位 の 配 列 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 を 多 く
含 む こ と が で き る し 、 反 対 に 親 水 性 ア ミ ノ 酸 を 多 く 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の
ア ミ ノ 酸 部 位 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 中 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 占 め る 割 合 は 、 好 ま し く は 20～ 10
0％ 、 よ り 好 ま し く は 40～ 100％ 、 さ ら に 好 ま し く は 60～ 100％ 、 最 も 好 ま し く は 100％ で あ
る 。 ま た 、 例 え ば 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 部 位 を 構 成 す る 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 部 位 を 構 成 す る ア
ミ ノ 酸 中 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 の 占 め る 割 合 は 、 好 ま し く は 20～ 100％ 、 よ り 好 ま し く は 40～ 1
00％ 、 さ ら に 好 ま し く は 60～ 100％ 、 最 も 好 ま し く は 100％ で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の ア ミ ノ
酸 部 位 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 中 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 の 占 め る 残 基 数 は 、 場 感 受 性 蛍 光 プ ロ ー ブ
の 蛍 光 変 化 （ ブ ル ー シ フ ト ） が 誘 起 で き る 限 り 限 定 は さ れ な い が 、 1残 基 以 上 、 好 ま し く
は 1～ 10残 基 、 よ り 好 ま し く は 2～ 5残 基 で あ る 。 ま た 、 例 え ば 、 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 部 位 を
構 成 す る 本 発 明 の ア ミ ノ 酸 部 位 を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 中 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 の 占 め る 割 合 は 、
場 感 受 性 蛍 光 プ ロ ー ブ の 蛍 光 変 化 （ レ ッ ド シ フ ト ） が 誘 起 で き る 限 り 限 定 は さ れ な い が 、
1残 基 以 上 、 好 ま し く は 1～ 10残 基 、 よ り 好 ま し く は 2～ 5残 基 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 バ リ ン 、 ロ イ シ ン 、 フ ェ
ニ ル ア ラ ニ ン 、 ア ラ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 プ ロ リ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン を 例 示 す る こ と が で き
る 。 本 発 明 に お い て 、 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 は 、 好 ま し く は ト リ プ ト フ ァ ン で あ る 。 ア ミ ノ 酸 部
位 に 含 ま れ る 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 は 、 同 一 の ア ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い し 、 異 な る ア ミ ノ 酸 で あ
っ て も よ い 。
　 本 明 細 書 に お い て 、 親 水 性 ア ミ ノ 酸 と し て は 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 ア ル ギ
ニ ン 、 リ シ ン 、 ヒ ス チ ジ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 グ ル タ ミ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 セ リ ン 、 チ ロ シ ン
シ ス テ イ ン を 例 示 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 部 位 に 含 ま れ る 親 水 性 ア ミ ノ 酸 は 、 同 一 の
ア ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い し 、 異 な る ア ミ ノ 酸 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ア ミ ノ 酸 部 位 の 長 さ は 、 １ ～ ２ ０ 残 基 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 残 基 、 よ
り 好 ま し く は 2～ ５ 残 基 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
（ ３ ） ペ プ チ ド タ グ
　 本 発 明 に お い て 、 ペ プ チ ド タ グ の 例 と し て は 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 が ６ 個 の ヒ ス チ ジ
ン （ H） か ら な り 、 ア ミ ノ 酸 部 位 が 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 で あ る ３ 個 の ト リ プ ト フ ァ ン （ W） か ら
な る ペ プ チ ド タ グ を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 WW
W部 分 は 、 WLI（ Lは ロ イ シ ン 、 Iは イ ソ ロ イ シ ン の 一 文 字 表 記 を 示 す ） で あ っ て も よ い 。
N末 端 -HHHHHHWWW-C末 端 　 　 （ 配 列 番 号 ２ ）
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に お い て ペ プ チ ド タ グ は 、 N末 端 側 か ら 順 に ア ミ ノ 酸 部 位 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン タ
グ で あ っ て も よ い し 、 N末 端 側 か ら 順 に オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン タ グ 、 ア ミ ノ 酸 部 位 で あ っ て も
よ い 。
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【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド タ グ を 合 成 さ せ る 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 、 通 常 の ペ プ
チ ド 合 成 装 置 を 利 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Fmoc法 、 Boc法 を 利 用 す る こ と が で き る
。 例 え ば 実 施 例 ２ の 方 法 を 参 照 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ ４ ） 蛍 光 標 識 又 は 検 出 の 目 的 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド タ グ の 連 結
　 本 発 明 に お い て 、 ペ プ チ ド タ グ は 蛍 光 標 識 又 は 検 出 す る 目 的 タ ン パ ク 質 の N末 端 側 に 連
結 さ せ て も 、 C末 端 側 に 連 結 さ せ て も よ い 。 当 該 タ ン パ ク 質 は 、 ペ プ チ ド タ グ と オ リ ゴ ヒ
ス チ ジ ン 部 位 を 介 し て 連 結 し て も よ い し 、 ア ミ ノ 酸 部 位 を 介 し て 連 結 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 当 該 目 的 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド タ グ と が 連 結 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 こ れ ら を コ ー ド す る
核 酸 を 作 製 し 、 宿 主 を 介 し て あ る い は in vitro translation法 を 介 し て 両 者 が 連 結 し た タ
ン パ ク 質 を 発 現 さ せ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 蛍 光 標 識 す る 目 的 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド タ グ と を コ ー ド す る 核 酸 を 作 製 す る に は 、 例 え
ば 、 ペ プ チ ド タ グ を 発 現 す る ベ ク タ ー を 作 製 し 、 そ の ベ ク タ ー に 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 核 酸 を 挿 入 す れ ば よ い 。 ベ ク タ ー は 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 発 現 で き る も の で あ れ ば 特 に
限 定 は さ れ な い が 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド 、 コ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ミ ド 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー な
ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ペ プ チ ド タ グ を 発 現 す る ベ ク タ ー を 作 製 す る に は 、 例 え ば 、 ま ず 、 設 定 し た ペ プ チ ド タ
グ の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 設 計 す る 。 同 時 に 、 ベ ク タ ー の 挿 入 箇 所 の 配 列
情 報 （ 例 え ば 制 限 酵 素 配 列 ） を 考 慮 し て 、 ベ ク タ ー に 挿 入 す る 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。 次 に
、 設 定 し た 塩 基 配 列 に 従 っ て 核 酸 を 合 成 し 、 ベ ク タ ー の 配 列 情 報 を 利 用 し て 合 成 し た 核 酸
を ベ ク タ ー に 挿 入 す る 。
　 ペ プ チ ド タ グ を 発 現 す る ベ ク タ ー に 、 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 挿 入 す る に は
、 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 定 法 に 従 い PCR法 で 増 幅 し 、 得 ら れ た 核 酸 を 上 記 ベ
ク タ ー に 挿 入 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 ま た 、 蛍 光 標 識 す る 目 的 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド タ グ と を コ ー ド す る 核 酸 を 作 製 す る に は
、 例 え ば 、 ペ プ チ ド タ グ を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 む オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ラ イ マ ー と
し て 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を PCR法 で 増 幅 さ せ る こ と で 得 る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 市 販 の ヒ ス チ ジ ン タ グ を コ ー ド す る ベ ク タ
ー （ 例 え ば QIAGEN社 、 pQEシ リ ー ズ ） を 利 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 次 に 、 標 識 又 は 検 出 の 目 的 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド タ グ と が 連 結 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 こ
れ ら を コ ー ド す る 上 記 核 酸 を 、 宿 主 を 介 し て あ る い は in vitro translation法 を 介 し て 発
現 さ せ て 得 る こ と が で き る 。
　 例 え ば 前 記 ベ ク タ ー を 、 公 知 の 形 質 転 換 方 法 に よ っ て 宿 主 に 導 入 し 、 宿 主 を 適 当 に 培 養
す る こ と で 目 的 タ ン パ ク 質 を 得 る こ と が で き る 。
　 宿 主 は 、 前 記 ベ ク タ ー が タ ン パ ク 質 を 発 現 す る こ と が で き る も の で あ れ ば 限 定 さ れ な い
。 例 え ば 、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 大 腸 菌 、 酵 母 な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 ま た 、 in vitro translation法 に は 、 市 販 の キ ッ ト を 用 い る こ と が で き る （ Roche社  RT
Sシ ス テ ム な ど ） 。
　 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 に 発 現 さ せ た 状 態 で 本 発 明 に 用 い る こ と も で き る し 、 透 析
や 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 、 適 宜 精 製 し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 蛍 光 標 識 す る 目 的 タ ン パ ク 質 と ペ プ チ ド タ グ と が 連 結 し た タ ン パ ク 質 を 得 る た め の 一 連
の 操 作 は 、 上 記 に 限 定 さ れ る わ け で は な く 、 当 業 者 で あ れ ば 公 知 の 技 術 に 基 づ い て 容 易 に
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実 施 す る こ と が で き る （ Molecular Cloning, 3rd edition, Sambrook and Russell, CSHL
 PRESS） 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
２ ． 蛍 光 プ ロ ー ブ
　 本 発 明 に お い て 、 蛍 光 プ ロ ー ブ は 、 錯 体 化 合 物 お よ び 場 感 受 性 蛍 光 基 を 含 む も の で あ る
（ 図 １ （ Ｂ ） ） 。 本 発 明 の 蛍 光 プ ロ ー ブ は 、 錯 体 化 合 物 と 場 感 受 性 蛍 光 基 と の 間 に リ ン カ
ー を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
（ １ ） 錯 体 化 合 物
　 本 発 明 に お い て 、 錯 体 化 合 物 は 、 ペ プ チ ド タ グ に 含 ま れ る オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 に 配 位
す る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。
　 錯 体 化 合 物 を 構 成 す る 金 属 イ オ ン は 、 例 え ば ニ ッ ケ ル （ Ni 2 + ） 、 鉄 （ Fe 3 + ） な ど を 挙 げ
る こ と が で き る 。
　 配 位 子 も 、 金 属 イ オ ン に 配 位 す る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。
　 本 発 明 で 使 用 す る 錯 体 化 合 物 は 例 え ば ニ ト リ ロ 三 酢 酸 に 結 合 し た ニ ッ ケ ル (II)錯 体 （ Ni
-NTA、 実 施 例 中 の 化 合 物 4） を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
（ ２ ） 場 感 受 性 蛍 光 基
　 場 感 受 性 蛍 光 基 と は 、 溶 媒 の 極 性 に 応 じ て 蛍 光 が 変 化 す る 蛍 光 基 を 意 味 す る 。 本 発 明 で
使 用 す る 場 感 受 性 蛍 光 基 は 、 上 記 性 質 を 有 す る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば ダ ン シ ル
基 、 ア ク リ ロ ダ ン 基 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 例 え ば ダ ン シ ル 基 の 場 合 、 溶 媒 の 極 性 が 疎 水 性 の 場 合 は 蛍 光 波 長 が ブ ル ー シ フ ト し て 蛍
光 強 度 が 増 大 し 、 親 水 性 の 場 合 は 蛍 光 波 長 が レ ッ ド シ フ ト し て 蛍 光 強 度 が 減 少 す る 性 質 を
有 す る 。 ダ ン シ ル 基 が 疎 水 性 結 合 を 介 し て 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 部 位 と 会 合 す る と 、 蛍 光 が ブ ル
ー シ フ ト す る と 共 に 、 蛍 光 強 度 が 増 大 す る た め 、 蛍 光 標 識 を し た タ ン パ ク 質 を 高 感 度 に 検
出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
（ ３ ） リ ン カ ー
　 本 発 明 に お い て 、 錯 体 化 合 物 と 場 感 受 性 蛍 光 基 と は 、 リ ン カ ー に よ っ て 結 合 さ れ て い て
も よ い 。 リ ン カ ー は 、 両 者 を つ な ぐ 役 割 を 果 た す も の で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え
ば 、 置 換 基 を 有 し て い て も よ い C 1 ‾C 6 ア ル キ ル 基 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
（ ４ ） 蛍 光 プ ロ ー ブ の 作 製 方 法
　 本 発 明 の 蛍 光 プ ロ ー ブ 、 例 え ば 錯 体 化 合 物 が Ni 2 + -NTAで あ り 、 場 感 受 性 蛍 光 基 が ダ ン シ
ル 基 で あ る 蛍 光 プ ロ ー ブ を 作 製 す る 方 法 は 、 実 施 例 １ を 参 照 す る こ と が で き る 。
　 リ ン カ ー を 介 し て ア ミ ノ 基 を 導 入 し た NTA（ 実 施 例 1の 化 合 物 1） と ダ ン シ ル 基 を 有 す る D
ansyl chloride（ 実 施 例 1の 化 合 物 2） を 、 無 水 K 2 CO 3 を 含 む ア セ ト ニ ト リ ル /水 混 合 溶 媒 中
、 遮 光 し て 窒 素 雰 囲 気 下 、 室 温 で 反 応 さ せ る 。 得 ら れ た 粗 生 成 物 を カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 プ レ パ ラ テ ィ ブ TLC、 メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー に て 精 製 す る こ と に よ り 、 上 記 の 蛍 光
プ ロ ー ブ （ 実 施 例 1の 化 合 物 3） を 得 る こ と が で き る 。 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 　 　
【 ０ ０ ３ ５ 】
３ ． タ ン パ ク 質 の 蛍 光 標 識 方 法 お よ び 検 出 方 法
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 方 法 は 、 タ ン パ ク 質 に 連 結 し た ペ プ チ ド タ グ に 蛍 光 プ ロ ー
ブ を 接 触 さ せ る と 、 蛍 光 プ ロ ー ブ 中 の 錯 体 化 合 物 が ペ プ チ ド タ グ 中 の オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部
位 に 配 位 し 、 蛍 光 プ ロ ー ブ 中 の 場 感 受 性 蛍 光 基 が ペ プ チ ド タ グ 中 の ア ミ ノ 酸 部 位 に 会 合 す
る 性 質 を 利 用 し た も の で あ る （ 図 １ （ Ｃ ） ） 。
　 ま た 、 場 感 受 性 蛍 光 基 の 蛍 光 を 測 定 す る こ と で 、 蛍 光 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 検 出 す る
こ と が で き る （ 図 １ （ Ｃ ） ） 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 タ ン パ ク 質 の 種 類 は 限 定 さ れ る も の で は な い 。 例 え ば 、 ホ ル モ ン 、 サ
イ ト カ イ ン 、 酵 素 タ ン パ ク 質 、 受 容 体 タ ン パ ク 質 な ど あ ら ゆ る タ ン パ ク 質 を 標 的 と す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ペ プ チ ド タ グ に 蛍 光 プ ロ ー ブ を 接 触 さ せ る ス テ ッ プ は 、 ペ プ チ ド タ グ
と 連 結 し た 標 識 又 は 検 出 の 目 的 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る ウ ェ ル 、 チ ュ ー ブ な ど に 、 蛍 光 プ ロ
ー ブ を 添 加 す る こ と で 行 う こ と が で き る 。 当 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 を 含 有 す る
ウ ェ ル や フ ラ ス コ に 、 蛍 光 プ ロ ー ブ を 添 加 し て も よ い 。 添 加 す る 蛍 光 プ ロ ー ブ は 、 目 的 タ
ン パ ク 質 が 細 胞 内 で 発 現 し て い る 場 合 に は 、 細 胞 膜 を 通 過 す る 必 要 が あ る た め 、 膜 透 過 性
を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 に お い て 、 錯 体 化 合 物 が オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 に 配 位 す る 反 応 は 、 可 逆 的 な 反 応
で あ る 。 例 え ば エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ EDTA） な ど の キ レ ー ト 剤 を 錯 体 化 合 物 と オ リ ゴ
ヒ ス チ ジ ン 部 位 と が 配 位 し た 複 合 体 に 十 分 量 添 加 す る と 、 EDTAが 錯 体 化 合 物 の 金 属 イ オ ン
と 結 合 す る た め に 、 錯 体 化 合 物 は オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 に 配 位 で き な く な る 。 こ こ に 、 さ
ら に 金 属 イ オ ン を 過 剰 に 添 加 す る と 、 EDTAは 添 加 し た 金 属 イ オ ン と 結 合 す る た め に 錯 体 化
合 物 は EDTAか ら 解 放 さ れ 、 再 び オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン 部 位 に 配 位 す る よ う に な る （ 実 施 例 ３ 参
照 ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 、 場 感 受 性 蛍 光 基 と 疎 水 性 ア ミ ノ 酸 部 位 と の 会 合 は 疎 水 性 相 互 作 用 に よ
る 。 疎 水 性 相 互 作 用 に よ り 会 合 す る こ と で 、 場 感 受 性 蛍 光 基 の 蛍 光 が ブ ル ー シ フ ト し 、 か
つ 、 蛍 光 強 度 が 大 き く な る 。
　 一 方 、 場 感 受 性 蛍 光 基 は 親 水 性 ア ミ ノ 酸 部 位 に 静 電 相 互 作 用 に よ り 会 合 す る 。 こ の 会 合
に よ り 、 場 感 受 性 蛍 光 基 の 蛍 光 が レ ッ ド シ フ ト し 、 か つ 、 蛍 光 強 度 が 小 さ く な る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 ペ プ チ ド タ グ が 連 結 し た タ ン パ ク 質 に 蛍 光 プ ロ ー ブ を 添 加 し て か ら 、
当 該 タ ン パ ク 質 が 蛍 光 標 識 さ れ る ま で の 時 間 は 、 例 え ば 60秒 以 内 で あ る 。 し た が っ て 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 方 法 お よ び タ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 は 、 生 細 胞 内 の タ ン パ ク 質 の
特 異 的 標 識 に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 場 感 受 性 蛍 光 基 か ら の 蛍 光 を 測 定 す る に は 、 例 え ば 蛍 光 分 光 光 度 計 、 蛍 光 プ レ ー ト リ ー
ダ ー 、 蛍 光 顕 微 鏡 、 蛍 光 イ メ ー ジ ャ ー と い っ た 蛍 光 測 定 機 器 を 使 用 す る こ と が で き る 。 測
定 時 の 励 起 波 長 お よ び バ ン ド 幅 は 当 業 者 で あ れ ば 適 宜 選 択 す る こ と が で き る が 、 例 え ば 、
励 起 波 長 は 、 200～ 700 nm、 好 ま し く は 300～ 550 nmで あ り 、 バ ン ド 幅 （ 励 起 /蛍 光 ） は 0.5
～ 20 nm/0.5～ 20 nm、 好 ま し く は 1.5～ 5 nm/1.5～ 5 nmを 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識 す る た め の キ ッ ト 、 ま た は タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識
に よ り 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。
　 当 該 キ ッ ト は 、 例 え ば ペ プ チ ド タ グ を コ ー ド す る 核 酸 を 挿 入 し た ベ ク タ ー 、 蛍 光 プ ロ ー
ブ を 含 ん で い れ ば よ い 。 こ の 場 合 は 、 キ ッ ト に 含 ま れ る ベ ク タ ー に 目 的 タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 核 酸 を 挿 入 し て 得 ら れ る ベ ク タ ー を 細 胞 に 導 入 し 、 ペ プ チ ド タ グ が 連 結 し た 目 的 タ
ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る 。 こ こ に 蛍 光 プ ロ ー ブ を 添 加 す れ ば 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 蛍 光 標 識 す
る こ と が で き 、 目 的 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る 。
　 当 該 キ ッ ト に は 、 キ ッ ト の 使 用 説 明 書 、 緩 衝 液 、 コ ン ト ロ ー ル を さ ら に 含 有 す る こ と も
で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り 更 に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は 下 記 の 実 施 例 に
限 定 さ れ る こ と は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 蛍 光 プ ロ ー ブ の 合 成 （ ダ ン シ ル 基 ＋ Ni 2 + -NTAの 場 合 ）
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

（ １ ） 化 合 物 3の 合 成
　 Nα , Nα -Bis(carboxymethyl)-L-lysine hydrate（ 化 合 物 1） を ア セ ト ニ ト リ ル に 加 え
、 こ れ を 攪 拌 し な が ら 脱 イ オ ン 水 を 化 合 物 1が 溶 解 す る ま で 滴 下 し た 。 次 に こ の 溶 液 に 無
水 K 2 CO 3 を 加 え 、 撹 拌 し な が ら 1.6当 量 の Dansyl chloride (5-Dimethylaminonaphthalene-
1-sulfonyl chloride)（ 化 合 物 ２ ） を 少 量 ず つ 添 加 し た 。 反 応 容 器 を 遮 光 し 、 窒 素 雰 囲 気
下 、 室 温 で 32時 間 攪 拌 し た 。 反 応 液 を 減 圧 濾 過 し た 後 、 濾 液 の 溶 媒 を 減 圧 留 去 す る こ と に
よ り 粗 生 成 物 を 得 た 。 粗 生 成 物 を 二 度 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 処 理 す る こ
と に よ り 精 製 し た 後 、 プ レ パ ラ テ ィ ブ TLCに て 処 理 す る こ と に よ り 更 に 精 製 し た 。 得 ら れ
た 生 成 物 を メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 濾 液 を 凍 結 乾 燥 す る こ と に よ り 化 合 物 3を 得
た 。 MS(MALDI)： 496 ([M＋ H] + ), 518 ([M＋ Na] + )） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ ２ ） 化 合 物 4の 合 成
　 化 合 物 3の 脱 イ オ ン 水 溶 液 に 対 し 、 0.01 N塩 酸 に 溶 解 し た 5当 量 の 塩 化 ニ ッ ケ ル (NiCl 2 )
を 加 え 、 更 に 0.1 M炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 を 加 え た 。 反 応 容 器 を 遮 光 し 、 室 温 で 1時 間
攪 拌 し た 。 生 成 物 を Sep-Pak Plusカ ー ト リ ッ ジ に よ り 精 製 し た 後 、 凍 結 乾 燥 す る こ と に よ
り 化 合 物 4を 得 た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ペ プ チ ド の 合 成
　 パ イ オ ニ ア シ ン グ ル カ ラ ム 合 成 機 を 用 い 、 Fmoc法 に よ り H6W3ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ２ ： N
末 端 -HHHHHHWWW-C末 端 ） 及 び H6ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 ３ ： N末 端 -HHHHHH-C末 端 ） を 合 成 し た
（ Wは ト リ プ ト フ ァ ン 、 Hは ヒ ス チ ジ ン を 表 す ） 。 な お 、 ペ プ チ ド の N末 端 は ア セ チ ル 基 修
飾 、 C末 端 は ア ミ ノ 基 修 飾 を 行 っ た 。
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【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 蛍 光 測 定 （ 1）
　 実 施 例 １ で 得 た 化 合 物 4を 超 純 水 に 溶 解 し 、 実 施 例 ２ で 得 た H6W3ペ プ チ ド を 添 加 し て 蛍
光 ス ペ ク ト ル 測 定 を 行 っ た （ 図 ２ （ a） ） 。 次 に 、 こ の 溶 液 に エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 （ E
DTA） を 添 加 し て 蛍 光 ス ペ ク ト ル 測 定 を 行 っ た （ 図 ２ （ b） ） 。 更 に 、 こ の 溶 液 に NiCl 2 を
加 え て 蛍 光 ス ペ ク ト ル 測 定 を 行 っ た （ 図 ２ （ c） ） 。
　 測 定 条 件 は 次 の 通 り で あ る 。 化 合 物 4の 濃 度 ： 5 μ Ｍ ； H6W3ペ プ チ ド の 濃 度 ： 30 μ M； E
DTAの 濃 度 ： 300 μ M； NiCl 2 の 濃 度 ： 400 μ M； 励 起 波 長 ： 330 nm； バ ン ド 幅 （ 励 起 /蛍 光
） ： 3 nm/3 nm。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 ２ （ a） に 示 す よ う に 、 H6W3ペ プ チ ド の 添 加 に 伴 い 蛍 光 強 度 は 大 き く 増 大 し 、 蛍 光 波
長 は 短 波 長 に シ フ ト （ ブ ル ー シ フ ト ） す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ は 、 H6W3ペ プ チ ド に 化
合 物 4が 配 位 し 、 こ れ に 伴 い 化 合 物 4中 の ダ ン シ ル 基 と H6W3ペ プ チ ド 中 の 疎 水 的 な ト リ プ ト
フ ァ ン 部 位 と が 会 合 し た こ と を 示 し て い る 。
　 こ の 結 果 よ り 、 H6W3ペ プ チ ド を タ グ と し て 有 す る タ ン パ ク 質 に 、 タ ン パ ク 質 標 識 用 蛍 光
プ ロ ー ブ （ 化 合 物 4） を 適 用 す る こ と で 、 目 的 と し た タ ン パ ク 質 を 効 率 的 に 蛍 光 標 識 で き
る こ と が 明 ら か に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 図 ２ （ b） に 示 す よ う に 、 前 述 の 化 合 物 4と H6W3ペ プ チ ド を 含 む 溶 液 に EDTAを 添 加 し た 場
合 は 、 蛍 光 強 度 が 減 少 し 、 蛍 光 波 長 が H6W3ペ プ チ ド 添 加 前 の 状 態 へ と 長 波 長 シ フ ト （ レ ッ
ド シ フ ト ） す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ は EDTAを 添 加 す る こ と に よ り 、 化 合 物 4の H6W3ペ
プ チ ド へ の 配 位 に 必 要 な Ni 2 + が EDTAに よ り 奪 わ れ 、 化 合 物 4の H6W3ペ プ チ ド へ の 配 位 が 解
消 し た た め で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 図 ２ （ b） の 溶 液 に 、 更 に 過 剰 の NiCl 2 を 添 加 し た 場 合 は 、 図 ２ （ c） に 示 す よ う
に 、 蛍 光 波 長 が 再 び 増 大 し 、 蛍 光 波 長 が ブ ル ー シ フ ト す る こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ は 、 新
た に Ni 2 + が 供 給 さ れ た こ と に よ り 、 化 合 物 4の Ni 2 + か ら EDTAが 脱 離 し 、 化 合 物 4が H6W3ペ プ
チ ド に 再 配 位 し た た め で あ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 ２ （ b） 、 （ c） の 結 果 は 、 図 ２ （ a） に 示 し た 蛍 光 変 化 が 、 化 合 物 4の H6W3ペ プ チ ド へ
の 配 位 に 起 因 し て い る こ と を 裏 付 け る 証 明 と も 言 え る 。
　 図 ２ （ a） ～ （ c） の 一 連 の 操 作 に お け る 蛍 光 強 度 比 の 経 時 変 化 を 図 ２ （ d） に 示 し て い
る 。 図 ２ （ d） の F 4 9 1 及 び F 5 3 8 は 491nm及 び 538nmに お け る 溶 液 の 蛍 光 強 度 を そ れ ぞ れ 示 し
て い る 。 図 ２ （ d） よ り 、 化 合 物 4及 び H6W3ペ プ チ ド を 用 い た 蛍 光 標 識 法 に お い て は 、 可 逆
的 な 蛍 光 標 識 が 可 能 で あ る こ と が わ か る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 蛍 光 測 定 （ 2）
　 化 合 物 4を 溶 解 し た 超 純 水 に 対 し 、 H6W3ペ プ チ ド の 代 わ り に H6ペ プ チ ド を 添 加 し て 蛍 光
測 定 を 行 っ た （ 図 ３ ） 。 な お 、 図 ３ に は 比 較 の た め 、 H6W3ペ プ チ ド を 添 加 し た 時 の 結 果 も
合 わ せ て 示 し た 。 H6ペ プ チ ド を 添 加 し た 場 合 は 添 加 前 後 で 蛍 光 ス ペ ク ト ル の 有 意 な 変 化 は
観 測 さ れ な か っ た 。
　 こ の こ と は 、 化 合 物 4の 配 位 に 伴 う 蛍 光 変 化 に は 、 ペ プ チ ド に お い て H6の よ う な ヒ ス チ
ジ ン 部 位 に 加 え て 高 疎 水 性 部 位 を 有 す る ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば こ こ で 使 用 し た ト リ プ ト フ ァ ン
） の 部 位 が 必 須 で あ る こ と を 示 し て い る 。
　 こ の よ う な 新 し い ペ プ チ ド タ グ と 化 合 物 4と を 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と に よ り 、 本 発 明
で 提 供 さ れ る 、 優 れ た タ ン パ ク 質 標 識 （ 標 識 に 伴 う 蛍 光 強 度 増 大 と ブ ル ー シ フ ト 、 可 逆 的
な 標 識 ） が 可 能 に な る と 結 論 で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ ０ ５ ３ 】
【 図 １ 】 （ A） の 左 は ペ プ チ ド タ グ の 模 式 図 で あ る 。 右 は ペ プ チ ド タ グ の 例 と し て H6W3ペ
プ チ ド を 示 し た 図 で あ る 。 （ B） の 左 は 蛍 光 プ ロ ー ブ の 模 式 図 で あ る 。 右 は 蛍 光 プ ロ ー ブ
の 例 を 示 し た 図 で あ る 。 （ C） は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 蛍 光 標 識 方 法 の 機 序 を 示 す 模 式 図 で
あ る 。
【 図 ２ 】 （ a） は 化 合 物 4の 溶 液 に 、 H6W3ペ プ チ ド を 添 加 す る 前 と 添 加 し た 後 の 蛍 光 ス ペ ク
ト ル を 示 し た 図 で あ る 。 （ b） は （ a） の H6W3ペ プ チ ド を 添 加 し た 後 の 溶 液 に 、 EDTAを 添 加
す る 前 と 添 加 し た 後 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。 （ c） は （ b） の EDTAを 添 加 し た 後
の 溶 液 に 、 NiCl 2 を 添 加 す る 前 と 添 加 し た 後 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。 （ d） は 上
記 （ a） か ら （ c） の 一 連 の 操 作 に お け る 蛍 光 強 度 比 の 変 化 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 化 合 物 4の 溶 液 に H6ペ プ チ ド 、 あ る い は H6W3ペ プ チ ド を 添 加 し た 後 の 蛍 光 ス ペ ク
ト ル と こ れ ら の ペ プ チ ド を 添 加 す る 前 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 示 し た 図 で あ る 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 配 列 番 号 １ ： 合 成 ペ プ チ ド
　 配 列 番 号 ２ ： 合 成 ペ プ チ ド
　 配 列 番 号 ３ ： 合 成 ペ プ チ ド
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 配 列 表 】
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