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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第６部門第１区分
【発行日】令和2年1月30日(2020.1.30)

【公表番号】特表2019-501363(P2019-501363A)
【公表日】平成31年1月17日(2019.1.17)
【年通号数】公開・登録公報2019-002
【出願番号】特願2018-516113(P2018-516113)
【国際特許分類】
   Ｇ０１Ｎ  33/68     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/04     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/50     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   9/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/32     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/37     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/48     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｇ０１Ｎ   33/68     ＺＮＡ　
   Ｇ０１Ｎ   33/50     　　　Ｚ
   Ｇ０１Ｎ   33/15     　　　Ｚ
   Ｃ１２Ｎ    9/04     　　　Ｚ
   Ｃ１２Ｎ    9/50     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    9/10     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/32     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/37     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/48     　　　Ｚ

【手続補正書】
【提出日】令和1年12月3日(2019.12.3)
【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】
　システイン含有タンパク質を、小分子断片の結合標的であると同定する方法であって、
　前記方法は、
　（ａ）小分子断片とシステイン反応性プローブで処理された第１の細胞溶液を含むサン
プルからシステイン反応性プローブ－タンパク質複合体のセットを得る工程であって、シ
ステイン反応性プローブが、システイン含有タンパク質上に位置するシステイン残基と共
有結合を形成することができる反応性部分を含む、工程と、
　（ｂ）プロテオミクス解析手段によってシステイン反応性プローブ－タンパク質複合体
のセットを解析する工程と、
　（ｃ）工程（ｂ）に基づいて、システイン含有タンパク質を、小分子断片の結合標的で
あると同定する工程を含む、方法。
【請求項２】
　システイン含有タンパク質を、小分子断片の結合標的であると同定するために、システ
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イン反応性プローブ－タンパク質複合体のセットからのシステイン含有タンパク質の各々
の値を決定する工程をさらに含み、ここで、前記値は工程（ｂ）のプロテオミクス解析手
段に基づいて決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記サンプルは第２の細胞溶液をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　システイン反応性プローブ－タンパク質複合体の第１の群を生成するために、第１のシ
ステイン反応性プローブで第１の細胞溶液をインキュベートする前に、長時間にわたって
小分子断片に第１の細胞溶液を接触させる工程と、システイン反応性プローブ－タンパク
質複合体の第２の群を生成するために、第２のシステイン反応性プローブに第２の細胞溶
液を接触させる工程をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　システイン反応性プローブ－タンパク質複合体の第１の群と第２の群は、システイン反
応性プローブ－タンパク質複合体のセットを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　システイン含有タンパク質は、酵素、輸送体、受容体、チャネルタンパク質、アダプタ
ータンパク質、シャペロン、シグナル伝達タンパク質、血漿タンパク質、転写関連タンパ
ク質、翻訳関連タンパク質、ミトコンドリアタンパク質、あるいは、細胞骨格関連タンパ
ク質である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　システイン含有タンパク質は、表１、表２、表３、表８、表９、表１０Ａ、表１０Ｂ、
表１０Ｃ、表１０Ｄ、あるいは表１０Ｅにおいて例示されるタンパク質である、請求項１
に記載の方法。
【請求項８】
　小分子断片は式（Ｉ）の小分子断片であり、
【化１】

式中、
ＲＭは、マイケル受容体部分、脱離基部分、あるいはシステイン残基のチオール基と共有
結合を形成することができる部分から選択される反応性部分であり、および、
Ｆは小分子断片部分である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　システイン反応性プローブは式（ＩＩ）のシステイン反応性プローブであり、

【化２】

式中、



(3) JP 2019-501363 A5 2020.1.30

ＲＭは、マイケル受容体部分、脱離基部分、あるいはシステイン残基のチオール基と共有
結合を形成することができる部分から選択される反応性部分であり、および、
ＡＨＭは親和性ハンドル部分である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　マイケル受容体部分はアルケンあるいはアルキン部分を含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　親和性ハンドル部分は親和性ハンドルと、システイン含有タンパク質のシステイン残基
へのシステイン反応性プローブの共有結合的な相互作用を促す結合部分とを含む、請求項
９に記載の方法。
【請求項１２】
　親和性ハンドルは、カルボジイミド、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステ
ル、イミドエステル、ペンタフルオロフェニルエステル、ヒドロキシメチルホスフィン、
マレイミド、ハロアセチル、ピリジルジスルフィド、チオスルフォナート、ビニルスルホ
ン、ヒドラジド、アルコキシアミン、アルキン、アジド、あるいはイソシアネート基を含
む、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　親和性ハンドルはさらに親和性リガンドに結合する、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　親和性リガンドは発色団、標識基、あるいはその組み合わせを含む、請求項１３に記載
の方法。
【請求項１５】
　システイン反応性プローブは図３で例示されるシステイン反応性プローブである、請求
項９に記載の方法。
【請求項１６】
　プロテオミクス解析手段は質量分析方法を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　工程ｃ）における同定する工程は、
　（ｉ）システイン反応性プローブ－タンパク質複合体の第１の群からのシステイン含有
タンパク質に割り当てられた第１の値と、システイン反応性プローブ－タンパク質複合体
の第２の群からの同じシステイン含有タンパク質の第２の値を位置付けることと、
　（ｉｉ）同じシステイン含有タンパク質に割り当てられた２つの値の間の比率を計算す
ること、を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　２を超える比率は、システイン含有タンパク質が小分子断片と相互に作用することに関
する候補であることを示す、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　工程ｃ）における同定する工程は、システイン含有タンパク質へのシステイン反応性プ
ローブの阻害の割合を計算することをさらに含む、請求項１７に記載の方法。
【請求項２０】
　５０％、６０％、７０％、８０％、９０％を超える、あるいは１００％の阻害の割合は
、システイン含有タンパク質が小分子断片と相互に作用することに関する候補であること
を示す、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記方法はインサイツ法である、請求項１－２０のいずれか１つに記載の方法。
【請求項２２】
　システイン反応性プローブは、４－ヒドロキシノネナールでも、１５－デオキシ－Δ１
２，１４－プロスタグランジンＪ２でもない、請求項１に記載の方法。
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