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(57)【要約】
　ポリ（アミノ酸）の染色方法であって、前記ポリ（ア
ミノ酸）を、少なくとも一つの遷移金属イオン、及び複
数のドナー配位子であって、それらの各々が前記遷移金
属イオンと完全に配位し、そして窒素ドナー配位子又は
シクロメタル化ドナー配位子のいずれかであり、この内
前記ドナー配位子の少なくとも一つがシクロメタル化ド
ナー配位子である、前記複数のドナー配位子を有する金
属複合体と接触させることを含む、前記染色方法。単一
の複合体中におけるドナー配位子は、同一であるか又は
異なるものであり得る。窒素ドナー配位子は、１０～４
０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、ここ
で２～８個の環原子はＮ、Ｏ、Ｓ又はそれらの組み合わ
せであり、この内少なくとも２個の環原子がＮであり、
ここで各々の窒素ドナー配位子が、０～４個のＲ1基で
置換される。シクロメタル化ドナー配位子は、同様に１
０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み
、ここで１～４個の環原子はＮ、Ｏ、Ｓ又はそれらの組
み合わせであり、この内少なくとも１個の環原子がＮで
あり、ここで各々のシクロメタル化ドナー配位子が、０



(2) JP 2011-505342 A 2011.2.24

10

20

30

40

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ポリ（アミノ酸）の染色方法であって、前記ポリ（アミノ酸）を：
（ｉ）少なくとも一つの遷移金属イオン；及び
（ｉｉ）複数のドナー配位子であって、それらの各々が前記遷移金属イオンと完全に配位
し、そして窒素ドナー配位子及びシクロメタル化ドナー配位子からなる群から各々独立し
て選択され、ここで前記ドナー配位子の少なくとも一つがシクロメタル化ドナー配位子で
ある、前記複数のドナー配位子；
を含む金属複合体と接触させることを含み、ここで：
各々の窒素ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、
ここで２～８個の環原子はＮ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択され、この内
少なくとも２個の環原子がＮであり、そして各々の窒素ドナー配位子が、０～４個のＲ1

基で置換され；
各々のシクロメタル化ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環
系を含み、ここで１～４個の環原子はＮ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択さ
れ、この内少なくとも１個の環原子がＮであり、ここで各々のシクロメタル化ドナー配位
子が、０～４個のＲ1基で置換され；
各々のＲ1基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ
、ハロゲン、Ｃ1-6ハロアルキル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ
（Ｏ）ＯＲ2、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ
（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ
）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル、及びヘテロ
シクロアルキルからなる群から独立して選択され；そして
各々のＲ2、Ｒ3及びＲ4は、Ｈ及びＣ1-12アルキルからなる群から独立して選択され；
そして前記金属複合体が、総電荷において中性か又は陽イオン性であり、その結果前記金
属複合体と前記ポリ（アミノ酸）との非共有結合を達成し、そしてそれにより前記ポリ（
アミノ酸）を染色する、前記方法。
【請求項２】
　前記金属複合体が、全体として陽イオン電荷を有する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記金属複合体が、一つの窒素ドナー配位子、及び二つのシクロメタル化ドナー配位子
を含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　各々の窒素ドナー配位子が、以下の式：
【化１】

［式中、
環Ａ及びＢは、各々独立して、５～２０個の環原子を有するヘテロアリール環系であり、
ここで１～４個の環原子が、Ｎ、Ｏ及びＳからなる群から各々独立して選択され、その内
少なくとも１個の環原子がＮである］
を有する、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　各々の窒素ドナー配位子が：
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【化３】

からなる群から選択されるメンバーである、請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　各々の窒素ドナー配位子が：
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【化４】

［式中、
各々のＲ1は、Ｃ1-6アルキル、－ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）
ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4、及びフェニルからなる群から独立して選択される
］
からなる群から選択される、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　各々のシクロメタル化ドナー配位子が、以下の式：
【化５】

［式中、
環Ａは、６～１５個の環原子を有するアリール環系、及び５～１５個の環原子を有するヘ
テロアリール環系からなる群から選択されるメンバーであり、ここでヘテロアリール環系
の１～４個の環原子は、Ｎ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択され；そして
環Ｂは、５～２０個の環原子を有するヘテロアリール環系であり、ここで１～４個の環原
子はＮ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択され、この内少なくとも１個の環原
子がＮである］
のシクロメタル化ドナー配位子である、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　各々のシクロメタル化ドナー配位子が：
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【化６】

からなる群から選択されるメンバーである、請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　各々のシクロメタル化ドナー配位子が、独立して：
【化７】

［式中、
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各々のＲ1は、Ｃ1-6アルキル、－ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）
ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4、及びフェニルからなる群から独立して選択される
］
からなる群から選択されるメンバーである、請求項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記遷移金属イオンが、Ｉｒ、Ｒｈ、Ｏｓ、Ｐｔ、Ｒｕ、Ｐｄ、及びＲｅからなる群か
ら選択されるメンバーである、請求項１～９のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記遷移金属イオンが、Ｉｒ（ＩＩＩ）である、請求項１～１０のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項１２】
　前記金属複合体が：
【化８】
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【化１０】

からなる群から選択されるメンバーである、請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法
。
【請求項１３】
　前記ポリ（アミノ酸）を脱染色することなく行われる、請求項１～１２のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項１４】
　前記ポリ（アミノ酸）を固定することなく行われる、請求項１～１３のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１５】
　（ｉ）少なくとも一つの遷移金属イオン；及び
（ｉｉ）複数のドナー配位子であって、それらの各々が前記遷移金属イオンと完全に配位
し、そして窒素ドナー配位子及びシクロメタル化ドナー配位子からなる群から各々独立し
て選択され、ここで前記ドナー配位子の少なくとも一つがシクロメタル化ドナー配位子で
ある、前記複数のドナー配位子；
を含む金属複合体であって、ここで：
各々の窒素ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、
ここで２～８個の環原子は、Ｎ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択され、この
内少なくとも２個の環原子がＮであり、そして各々の窒素ドナー配位子が、０～４個のＲ
1基で置換され；
各々のシクロメタル化ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環
系を含み、ここで１～４個の環原子は、Ｎ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択
され、この内少なくとも１個の環原子がＮであり、そして各々のシクロメタル化ドナー配
位子が、０～４個のＲ1基で置換され；
各々のＲ1基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ
、ハロゲン、Ｃ1-6ハロアルキル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ
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（Ｏ）ＯＲ2、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ
（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ
）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル、及びヘテロ
シクロアルキルからなる群から独立して選択され；そして
各々のＲ2、Ｒ3及びＲ4は、Ｈ及びＣ1-12アルキルからなる群から独立して選択され；
そして前記金属複合体は、総電荷において中性か又は陽イオン性であり；
ただし前記シクロメタル化ドナー配位子がピリジル-フェニルであり、そして前記窒素ド
ナー配位子がビピリジルであるとき、前記窒素ドナー配位子は、メチル以外の基で置換さ
れることを条件とする、前記金属複合体。
【請求項１６】
　一つの窒素ドナー配位子、及び二つのシクロメタル化ドナー配位子を含み、前記窒素ド
ナー配位子が、フェナントロリン及びビピリジルからなる群から選択され、そして前記窒
素ドナー配位子が、少なくとも２つのフェニル基で置換される、請求項１５に記載の金属
複合体。
【請求項１７】
　前記遷移金属イオンがＩｒ（ＩＩＩ）である、請求項１５または１６に記載の金属複合
体。
【請求項１８】
【化１１】
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【化１３】

からなる群から選択される、請求項１５～１７のいずれか一項に記載の金属複合体。
【請求項１９】
　（ｉ）少なくとも一つの遷移金属イオン；及び
（ｉｉ）複数のドナー配位子であって、それらの各々が前記遷移金属イオンと完全に配位
し、そして窒素ドナー配位子及びシクロメタル化ドナー配位子からなる群から各々独立し
て選択され、ここで前記ドナー配位子の少なくとも一つがシクロメタル化ドナー配位子で
ある、前記複数のドナー配位子；
を含む金属複合体のストック溶液であって、ここで：
各々の窒素ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、
ここで２～８個の環原子は、Ｎ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択され、この
内少なくとも２個の環原子がＮであり、そして各々の窒素ドナー配位子が、０～４個のＲ
1基で置換され；
各々のシクロメタル化ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環
系を含み、ここで１～４個の環原子は、Ｎ、Ｏ、及びＳからなる群から各々独立して選択
され、この内少なくとも１個の環原子がＮであり、そして各々のシクロメタル化ドナー配
位子が、０～４個のＲ1基で置換され；
各々のＲ1基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ
、ハロゲン、Ｃ1-6ハロアルキル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ
（Ｏ）ＯＲ2、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ
（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ
）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル、及びヘテロ
シクロアルキルからなる群から独立して選択され；そして
各々のＲ2、Ｒ3及びＲ4は、Ｈ及びＣ1-12アルキルからなる群から独立して選択され；
ここで前記金属複合体は、総電荷において中性か又は陽イオン性であり；
そして前記金属複合体は約０．１０μＭ～約１０μＭの濃度で存在する、前記ストック溶
液；
極性有機溶媒；及び
酸性成分若しくは無機塩のいずれか、又はその両方を含み；
並びに場合により、緩衝剤、抗酸化剤、金属キレート剤、界面活性剤、又は追加の検出試
薬を、前記と同一若しくは異なる溶液中にさらに含むキット。
【請求項２０】
　界面活性剤をさらに含む、請求項１９に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　関連出願の相互参照
　本願は、２００７年１１月２１日に出願された米国特許仮出願番号第６１／００４，１
１５号の優先権を主張し、そしてそれは全体として参照により本明細書に援用される。
【背景技術】
【０００２】
　発明の背景
　ペプチド及びタンパク質を含むポリ(アミノ酸)は通常、ゲル電気泳動を使用して、溶液
定量化アッセイによって、又は固体支持体、例えば例えばフィルター膜上における検出に
よって、検出かつ評価される。少量のタンパク質又は他のポリ(アミノ酸)は通常、目視で
きないが、それらを発見し、そして同定し得る前に染色されなければならない。
【０００３】
　ゲル中のポリ(アミノ酸)を染色する最も一般的な２つの方法は、クマシーブリリアント
ブルー（ＣＢＢ）染色、及び銀染色である。特定のポリ(アミノ酸)に関して、銀染色は、
ＣＢＢ染色よりも１００～１０００倍高感度であるが、いずれの方法も不利な点を有する
。対照的にタンパク質の検出のために、発光性試薬、例えば蛍光性、リン光性、又は化学
発光性試薬の使用は、非常に感度を向上させ、そして直線的な定量化範囲を増大させる可
能性があり、一方で染色試薬の使用の容易性を同時に増大させ得る。
【０００４】
　ゲル中、膜上、又は他の支持体上の、及び溶液中のポリ(アミノ酸)のための代表的な蛍
光染色剤、例えばスチリル染料及びメロシアニン染料（ゲル中では、例えばＩｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ社のＳＹＰＲＯ（登録商標）Ｒｅｄ、及びＳＹＰＲＯ（登録商標）Ｏｒａｎｇｅ
染料）の使用（米国特許第５，６１６，５０２号明細書、参照により本明細書に援用され
る）は、非常に速く、ポリ(アミノ酸)組成物に対して比較的感度が低く、脱染色が必要な
く、そしてＣＢＢよりも一桁超高感度である。
【０００５】
　他の蛍光性染色剤（例えば、ＳＹＰＲＯ（登録商標）Ｒｕｂｙ［Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
社］、Ｆｌａｍｉｎｇｏ（商標）Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｇｅｌ　Ｓｔａｉｎ［Ｂｉｏ
－Ｒａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ］、Ｄｅｅｐ　Ｐｕｒｐｌｅ（商標）Ｔｏｔａｌ　
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｔａｉｎ［ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ］、Ｋｒｙｐｔｏｎ（商標）
Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｓｔａｉｎ［Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ］）は、より
優れた感度を提供するが、長い多段階染色手順を必要とする。ＳＹＰＲＯ　Ｒｕｂｙを除
くこれらの市販の蛍光性タンパク質染色剤は、紫外線によって比較的弱く励起される。そ
れらは好ましくは、紫外線透視を利用する比較的単純かつ安価な装置とは対照的に、可視
光レーザー型スキャナーを使用して画像化される。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、中性の又は正に荷電した金属複合体を使用するポリ(アミノ酸)の染色方法を
提供する。当該金属複合体は、窒素ドナー配位子、シクロメタル化配位子、又はそれら２
つの混合物を有し得る。本発明の金属複合体の使用は、ポリ(アミノ酸)の脱染色及び固定
化の必要性を排除する。
【０００７】
　本発明の方法を実施するために使用される遷移金属複合体は、中性又は陽イオン性のい
ずれかである総電荷を有する。当該複合体は希釈溶液中でさえ非常に安定であり、そして
電気泳動ゲル中のタンパク質と強く結び付き、紫外線で励起されたときに明るく視認可能
な発光を発生する。本発明の金属複合体は、タンパク質と強くかつ非共有結合で結合し、
そして紫外線による励起を用いた時において他の方法よりも高感度なポリ（アミノ酸）の
検出を提供する。
【０００８】
　一つの実施形態において、本発明は、ポリ（アミノ酸）の染色方法であって、前記ポリ
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（アミノ酸）を、少なくとも一つの遷移金属イオン、及び複数のドナー配位子であって、
それらの各々が前記遷移金属イオンと完全に配位し、そして窒素ドナー配位子又はシクロ
メタル化ドナー配位子のいずれかであり、この内前記ドナー配位子の少なくとも一つがシ
クロメタル化ドナー配位子である、前記複数のドナー配位子を有する金属複合体と接触さ
せることを含む、前記染色方法を提供する。単一の複合体中におけるドナー配位子は、同
一であるか又は異なるものであり得る。窒素ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有
するヘテロアリール環系を含み、ここで２～８個の環原子はＮ、Ｏ、Ｓ又はそれらの組み
合わせであり、この内少なくとも２個の環原子がＮであり、ここで各々の窒素ドナー配位
子が、０～４個のＲ1基で置換される。シクロメタル化ドナー配位子は、同様に１０～４
０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、ここで１～４個の環原子はＮ、Ｏ、Ｓ
又はそれらの組み合わせであり、この内少なくとも１個の環原子がＮであり、ここで各々
のシクロメタル化ドナー配位子が、０～４個のＲ1基で置換される。Ｒ1基は、Ｃ1-6アル
キル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ、ハロゲン、Ｃ1-6ハロアル
キル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ2、－ＯＣ（Ｏ）
Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2

）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＯ2、＝Ｏ
、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル又はヘテロシクロアルキルである。２つ以
上のＲ1が、単一のドナー配位子上に存在するとき、それらは同一か又は異なり得る。Ｒ2

、Ｒ3及びＲ4は、Ｈ又はＣ1-12アルキルである。Ｒ2、Ｒ3及びＲ4の各々は、同一か又は
異なり得る。さらに本発明の金属複合体は、総電荷において中性又は陽イオン性であり得
、当該金属複合体と当該ポリ（アミノ酸）との非共有結合を達成する。したがって、当該
金属複合体は当該ポリ（アミノ酸）を染色する。
【０００９】
　第二の実施形態において、本発明は、上記の金属複合体のストック溶液、極性有機溶媒
、及び酸性成分若しくは無機塩のいずれか、又はそれらの両方を含むキットを提供する。
金属複合体は、約０．１０μＭ～約１０μＭの濃度で存在し得る。本発明のキットは、場
合により、緩衝剤、抗酸化剤、金属キレート剤、界面活性剤又は追加の検出試薬を、前記
と同一の溶液中又は別の溶液中にさらに含む。
【００１０】
　第三の実施形態において、本発明は、少なくとも一つの遷移金属イオン、及び複数のド
ナー配位子であって、各々が前記遷移金属イオンと完全に配位しており、そして各々独立
して窒素ドナー配位子又はシクロメタル化ドナー配位子であり、ここで少なくとも一つの
ドナー配位子がシクロメタル化ドナー配位子である、前記複数のドナー配位子を提供する
。各々の窒素ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み
、ここで２～８個の環原子は各々独立してＮ、Ｏ、又はＳであり、この内少なくとも２個
の環原子がＮであり、そして各々の窒素ドナー配位子は、０～４個のＲ1基で置換される
。各々のシクロメタル化ドナー配位子は、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール
環系を含み、ここで１～４個の環原子は各々独立してＮ、Ｏ又はＳであり、この内少なく
とも１個の環原子がＮであり、そして各々のシクロメタル化ドナー配位子が、０～４個の
Ｒ1基で置換される。各々のＲ1基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニ
ル、Ｃ1-6アルコキシ、ハロゲン、Ｃ1-6ハロアルキル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、
－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ2、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）
Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ
3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロア
ルキル又はヘテロシクロアルキルである。当該金属複合体は、総電荷において中性又は陽
イオン性である。シクロメタル化ドナー配位子がフェニルピリジンであり、そして窒素ド
ナー配位子がビピリジルであるとき、窒素ドナー配位子はメチル以外の基で置換される。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は、化合物１の励起及び発光スペクトルを示す。
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【図２】図２Ａ及び２Ｂは、化合物１又はＳＹＰＲＯ　Ｒｕｂｙのいずれかで染色された
ゲルの画像を示す。図２Ａは原画像であって、図２Ｂは、感度限界を示すために調整され
た陰画を示す。
【図３】図３は、化合物１、２及び３を使用して、異なるロード量のポリ（アミノ酸）を
分離したＳＤＳ－ＰＡＧＥの染色を示す。ゲル画像の上部に沿って示される量は、バンド
あたりにおけるタンパク質量のことである。
【図４】図４は、過剰の染色なしに、９０分で最大の染色強度を示す、化合物１を使用す
るタンパク質標準の染色を示す。
【図５】図５は、４０％メタノール、０．８５％リン酸中の化合物１による染色を用いた
、２－Ｄ電気泳動によるＥ．ｃｏｌｉ溶解物の分離を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　発明の詳細な説明
　Ｉ．定義
　本明細書において使用される用語「アミノ酸」は、天然に存在する及び合成のアミノ酸
、並びに天然に存在するアミノ酸と類似する方法で機能するアミノ酸類縁体（ａｍｉｎｏ
　ａｃｉｄ　ａｎａｌｏｇ）及びアミノ酸模倣体（ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｍｉｍｅｔｉ
ｃｓ）のことである。天然に存在するアミノ酸は、遺伝子コードによってコードされるも
の、及び後に修飾されるアミノ酸、例えばヒドロキシプロリン、γ－カルボキシグルタメ
ート及びＯ－ホスホセリンである。アミノ酸はまた、ポリ（アミノ酸）、例えばペプチド
、ポリペプチド、及びタンパク質のことである。
【００１３】
　「アミノ酸類縁体」は、天然に存在するアミノ酸と同一の基本的化学構造を有する化合
物のことであり、すなわち、水素、カルボキシル基、アミノ基及びＲ基と結合するα炭素
を有する。アミノ酸類縁体の例は、限定されないが、ホモセリン、ノルロイシン、メチオ
ニンスルホキシド、メチオニンメチルスルホニウムを含む。かかる類縁体は、修飾Ｒ基を
有し（例えばノルロイシン）、又は修飾ペプチドバックボーンを有し、しかし天然に存在
するアミノ酸と同一の基本的化学構造を保持している。
【００１４】
　「非天然アミノ酸」は、遺伝子コードによってコードされておらず、そして必須ではな
いが、天然に存在するアミノ酸と同一の基本的構造を有する。非天然アミノ酸は、限定さ
れないが、アゼチジンカルボン酸、２－アミノアジピン酸、３－アミノアジピン酸、ベー
タ－アラニン、アミノプロピオン酸、２－アミノ酪酸、４－アミノ酪酸、６－アミノカプ
ロン酸、２－アミノヘプタン酸、２－アミノイソ酪酸、３－アミノイソ酪酸、２－アミノ
ピメリン酸、ｔｅｒｔ－ブチルグリシン、２，４－ジアミノイソ酪酸、デスモシン、２，
２’－ジアミノピメリン酸、２，３－ジアミノプロピオン酸、Ｎ－エチルグリシン、Ｎ－
エチルアスパラギン、ホモプロリン、ヒドロキシリシン、アロ－ヒドロキシリシン、３－
ヒドロキシプロリン、４－ヒドロキシプロリン、イソデスモシン、アロ－イソロイシン、
Ｎ－メチルアラニン、Ｎ－メチルグリシン、Ｎ－メチルイソロイシン、Ｎ－メチルペンチ
ルグリシン、Ｎ－メチルバリン、ナフトアラニン（ｎａｐｈｔｈアラニン）、ノルバリン
、オルニチン、ペンチルグリシン、ピペコリン酸、及びチオプロリンを含む。
【００１５】
　「アミノ酸模倣体」は、アミノ酸の一般的な化学構造とは異なる構造を有するが、天然
に存在するアミノ酸と同一の方法で機能する化合物のことである。
【００１６】
　アミノ酸は、本明細書において、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｎｏ
ｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎによって推奨される、周知の３文字表記又
は１文字表記のいずれかで示され得る。同様に核酸は、一般的に許容された１文字コード
によって示され得る。
【００１７】
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　「保存的に修飾された改変体（ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｖｅｌｙ　ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｖ
ａｒｉａｎｔ）」は、アミノ酸及び核酸配列の両方に適用する。特定の核酸配列に関して
、「保存的に修飾された改変体」は、同一又は実質的に同一のアミノ酸配列をコードする
核酸のことであり、又は当該核酸がアミノ酸配列をコードしない場合には実質的に同一な
配列のことである。遺伝子コードの縮重のために、多くの機能的に同一な核酸は、任意の
所定のタンパク質をコードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧ及びＧＣＵは、
全てアミノ酸のアラニンをコードする。したがって、アラニンがコドンによって特定化さ
れる全ての位置において、コドンは、コードされたポリペプチドを変えることなく、記載
された任意の対応するコドンに変化され得る。かかる核酸の改変は、「静的改変（ｓｉｌ
ｅｎｔ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ）」であり、そしてそれは保存的に修飾された改変体の一種
である。ポリペプチドをコードする本明細書の全ての核酸配列はまた、核酸の全ての可能
な静的改変を示す。当業者は、（通常メチオニンの単一のコドンであるＡＵＧ、及び通常
トリプトファンの単一のコドンであるＴＧＧを除く）核酸中における全てのコドンは、修
飾されて機能的に同一の分子を生じ得る。したがって、ポリペプチドをコードする核酸の
各々の静的改変体は、個々に記載された配列中に潜在する。
【００１８】
　アミノ酸配列に関して、当業者は、核酸、ペプチド、ポリペプチド、又はコードされた
配列中において単一のアミノ酸又は少量のパーセンテージであるアミノ酸を変化、付加及
び欠失させたタンパク質の配列への個々の置換、欠失又は付加は、「保存的に修飾された
改変体」であって、当該変化がアミノ酸の、化学的に類似のアミノ酸（すなわち疎水性、
親水性、正に荷電した、中性の、負に荷電したもの）との置換をもたらすことを理解する
だろう。例示される疎水性アミノ酸は、バリン、ロイシン、イソロイシン、メチオニン、
フェニルアラニン、及びトリプトファンを含む。例示される芳香族アミノ酸は、フェニル
アラニン、チロシン及びトリプトファンを含む。例示される脂肪族アミノ酸は、セリン及
びスレオニンを含む。例示される塩基性アミノ酸は、リシン、アルギニン及びヒスチジン
を含む。カルボン酸側鎖を有する、例示されるアミノ酸は、アスパラギン酸及びグルタミ
ン酸を含む。カルボキサミドを側鎖に有する例示されるアミノ酸は、アスパラギン及びグ
ルタミンを含む。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的置換の表は、当技術分野で周
知である。かかる保存的に修飾された改変体は、本発明の多形性改変体（ｐｏｌｉｍｏｒ
ｐｈｉｃ　ｖａｒｉａｎｔ）、種間相同体（ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｅｓ　ｈｏｍｏｌｏｇ
）、及び対立遺伝子に加えられ、そしてそれらを排除しない。
【００１９】
　以下の８つの群は、互いに保存的置換であるアミノ酸を各々含む：
１）アラニン（Ａ）、グリシン（Ｇ）；
２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
４）アルギニン（Ｒ）、リシン（Ｋ）；
５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；
６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）；
７）セリン（Ｓ）、スレオニン（Ｔ）；及び
８）システイン（Ｃ），メチオニン（Ｍ）
（例えば、Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ（１９８４）を参照）。
【００２０】
　アミン酸は、本明細書において、ＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｎｏ
ｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎによって推奨される周知の３文字表記、又
は１文字表記のいずれかのことである。同様に核酸は、一般的に許容された１文字コード
によって示され得る。
【００２１】
　本明細書において使用される用語「接触する」は、少なくとも２つの固有の種を、それ
らが反応し得るように接触を起こさせる工程のことをいう。しかし、生じる反応産物は、
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添加された試薬間における反応から、又は反応混合物中で生産され得る、一つ以上の添加
された試薬由来の中間体から、直接的に産生され得ることが理解されるべきである。
【００２２】
　本明細書において使用される用語「遷移金属イオン」は、中性の遷移金属で存在するよ
りも少ない電子を原子価殻に有する結果として正に荷電している、周期表の遷移金属のこ
とである。遷移金属は、Ｓｃ、Ｔｉ、Ｖ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎｉ、Ｃｕ、Ｚｎ、
Ｙ、Ｚｒ、Ｎｂ、Ｍｏ、Ｔｃ、Ｒｕ、Ｒｈ、Ｐｄ、Ａｇ、Ｃｄ、Ｌａ、Ｈｆ、Ｔａ、Ｗ、
Ｒｅ、Ｏｓ、Ｉｒ、Ｐｔ、Ａｕ、Ｈｇ及びＡｃを含む。当業者は、上記の遷移金属が、各
々幾つかの異なる酸化状態を採用し、それらの全てが本発明に有用であることを理解する
だろう。幾つかの場合において、最も安定な酸化状態が形成されるが、他の酸化状態は本
発明において有用である。本発明において有用である遷移金属イオンは、限定されないが
、Ｉｒ（ＩＩＩ）及びＲｈ（ＩＩＩ）を含む。
【００２３】
　本明細書において使用される用語「配位した」は、電子を供与する原子と電子を受け入
れる原子との間に結合を形成することであり、ここで、当該結合中で共有される両方の電
子は単一の原子である供与原子由来である。
【００２４】
　本明細書において使用される用語「ドナー配位子」は、（一つの結合中で共有される両
方の電子が同一の原子由来である）配位結合を通じて、一つ以上の電子を、一つ以上の中
心原子又はイオン、例えば遷移金属イオンへと供与する配位子のことである。ドナー配位
子からの電子は、例えば窒素、酸素、硫黄、又はリン上に存在する孤立電子対であり得る
。或いは、ドナー配位子からの電子は、陰イオン、例えばカルバニオン及び酸素アニオン
由来であり得る。孤立電子対が窒素原子のみから供与されるとき、配位子は窒素ドナー配
位子である。多座配位子は、単一の遷移金属イオンと配位結合する１個超の原子を含む配
位子である。ドナー配位子が多座配位子であり、そして少なくとも一つの配位する原子が
炭素であって、金属と当該炭素との間で共有結合が形成されるとき、配位子はシクロメタ
ル化配位子である。シクロメタル化複合体は、少なくとも一つのシクロメタル化配位子と
、少なくとも一つの遷移金属イオンとの間の複合体である。シクロメタル化複合体は、炭
素－金属配位部位におけるプロトンの消失、及び形成される炭素－金属結合１つあたり－
１の複合体電荷における変化を通じて形成される。シクロメタル化配位子はしたがって、
炭素－金属配位部位においてカルバニオンを含むものとして形式上説明される。当業者は
、他のドナー配位子が本発明に有用であることを認識するだろう。
【００２５】
　本明細書において使用される用語「ヘテロアリール」は、５～１６個の環原子を含み、
この内１～４個の環原子は各々Ｎ、Ｏ又はＳのヘテロ原子である、単環の、又は縮合二環
式若しくは三環式の芳香環のことである。例えば、ヘテロアリールは、ピリジル、インド
リル、インダゾリル、キノキサリニル、キノリニル、イソキノリニル、ベンゾチエニル、
ベンゾフラニル、フラニル、ピロリル、チアゾリル、ベンゾチアゾリル、オキサゾリル、
ベンズオキサゾリル、イソオキサゾリル、トリアゾリル、テトラゾリル、ピラゾリル、イ
ミダゾリル、チエニル、又は例えばアルキル、ニトロ若しくはハロゲンによって置換され
た、特にモノ若しくはジ置換された任意の他の基を含む。ピリジルは、２－、３－又は４
－ピリジルを示し、有利には２－、又は３－ピリジルを示す。チエニルは、２－又は３－
チエニルを示す。キノリニルは、好ましくは２－、３－又は４－キノリニルを示す。イソ
キノリニルは、好ましくは１－、３－又は４－イソキノリニルを示す。ベンゾピラニル、
ベンゾチオピラニルは、好ましくは、各々３－ベンゾピラニル又は３－ベンゾチオピラニ
ルを示す。チアゾリルは、好ましくは２－又は４－チアゾリルを示し、最も好ましくは４
－チアゾリルを示す。トリアゾリルは、好ましくは１－、２－又は５－（１，２，４－ト
リアゾリル）である。テトラゾリルは、好ましくは５－テトラゾリルである。さらなるヘ
テロアリール化合物は、限定されないが、クロメノン、クロモン及びクマリンを含む。
【００２６】



(18) JP 2011-505342 A 2011.2.24

10

20

30

40

50

　好ましくは、ヘテロアリールは、ピリジル、インドリル、キノリニル、ピロリル、チア
ゾリル、イソオキサゾリル、トリアゾリル、テトラゾリル、ピラゾリル、イミダゾリル、
チエニル、フラニル、ベンゾチアゾリル、ベンズオキサゾリル、ベンゾフラニル、イソキ
ノリニル、ベンゾチエニル、オキサゾリル、インダゾリル、２－オキソ－２Ｈ－クロメニ
ル、又は置換された、特にモノ若しくはジ置換された任意の基を含む。
【００２７】
　本明細書において使用される用語「アルキル」は、指示された炭素原子数を有する、直
鎖又は分岐鎖の飽和脂肪族基である。例えば、Ｃ1－Ｃ6アルキルは、限定されないが、メ
チル、エチル、プロピル、ブチル、ペンチル、ヘキシル、イソ－プロピル、イソ－ブチル
、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチルなどを含む。
【００２８】
　有機基又は有機化合物の各々との関連において、上記及び下記の用語「低級」は、１～
７個の、好ましくは１～４個の炭素原子、そして（分岐しないものとして）１個又は２個
の炭素原子を有する、分岐した若しくは分岐しない、化合物又は基を定義する。
【００２９】
　（通常、アルキレン、アルケニル、ヘテロアルキレン、ヘテロアルケニル、アルキニル
、シクロアルキル、ヘテロシクロアルキル、シクロアルケニル、及びヘテロシクロアルケ
ニルと呼ばれる基を含む）アルキル及びヘテロアルキル基に関する置換基は：０～（２ｍ
’＋１）個（ｍ’は、基中の炭素原子の総数）の、－ＯＲ’、＝Ｏ、＝ＮＲ’、＝Ｎ－Ｏ
Ｒ’、－ＮＲ’Ｒ”、－ＳＲ’、－ハロゲン、－ＳｉＲ’Ｒ”Ｒ'''、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’
、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＣＯ2Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ”、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ”、－ＮＲ
”Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’－Ｃ（Ｏ）ＮＲ”Ｒ'''、－ＮＲ”Ｃ（Ｏ）2Ｒ’、－ＮＨ－Ｃ
（ＮＨ2）＝ＮＨ、－ＮＲ’Ｃ（ＮＨ2）＝ＮＨ、－ＮＨ－Ｃ（ＮＨ2）＝ＮＲ’、－Ｓ（
Ｏ）Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）2Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ’Ｒ”、－ＣＮ、及び－ＮＯ2から選択さ
れる種々の基であり得る。Ｒ’、Ｒ”、Ｒ'''は、それぞれ独立して水素、無置換（Ｃ1－
Ｃ8）アルキル及びヘテロアルキル、無置換アリール、無置換アルキル、アルコキシ若し
くはチオアルコキシ基、又は無置換アリール－（Ｃ1－Ｃ4）アルキル基のことである。Ｒ
’及びＲ”が同一の窒素原子と結合しているとき、それらは窒素原子と一緒になって５－
、６－又は７員環を形成する。例えば－ＮＲ’Ｒ”は、１－ピロリジニル及び４－モルホ
リニルを含む意味である。置換基の上の説明から、当業者は、用語「アルキル」が、例え
ばハロアルキル（例えば、－ＣＦ3、及び－ＣＨ2ＣＦ3）並びにアシル（例えば－Ｃ（Ｏ
）ＣＨ3、－Ｃ（Ｏ）ＣＦ3、－Ｃ（Ｏ）ＣＨ2ＯＣＨ3など）のような基を含むことを意味
することを理解するだろう。好ましくは、置換アルキル及びヘテロアルキル基は、１～４
個の、より好ましくは１、２又は３個の置換基を有する。例外は、本発明によって好適で
あり、かつ意図されるパーハロ（ｐｅｒｈａｌｏ）アルキル基（例えば、ペンタフルオロ
エチル等）である。
【００３０】
　本明細書において使用される用語「アルケニル」は、少なくとも一つの二重結合を有す
る、直鎖又は分岐鎖の、２～６個の炭素原子の炭化水素のことである。アルケニル基の例
は、限定されないが、ビニル、プロペニル、イソプロペニル、ブテニル、イソブテニル、
ブタジエニル、ペンテニル、又はヘキサジエニルを含む。
【００３１】
　本明細書において使用される用語「アルキニル」は、少なくとも一つの三重結合を有す
る、直鎖又は分岐鎖の、２～６個の炭素原子の炭化水素のことである。アルキニル基の例
は、限定されないが、アセチレニル、プロピニル、又はブチニルを含む。
【００３２】
　本明細書において使用される用語「アルコキシ」は、酸素原子を含むアルキル基、例え
ばメトキシ、エトキシなどのことである。「ハロ置換アルコキシ」は、幾つかの又は全て
の水素原子がハロゲン原子で置換されているアルコキシと定義される。例えば、ハロ置換
アルコキシは、トリフルオロメトキシなどを含む。
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【００３３】
　本明細書において使用される用語「ハロゲン」は、フッ素、塩素、臭素、及びヨウ素の
ことである。
【００３４】
　本明細書において使用される用語「ハロアルキル」は、幾つかの又は全ての水素原子が
ハロゲン原子で置換されている、上で定義されたアルキルのことである。ハロゲン（ハロ
）は、好ましくはクロロ又はフルオロを示すが、ブロモ又はヨードも示し得る。例えば、
ハロアルキルは、トリフルオロメチル、フルオロメチル、１，２，３，４，５－ペンタフ
ルオロ－フェニルなどを含む。用語「パーフルオロ」は、少なくとも２つの利用可能な水
素をフッ素で置換した化合物又は基を定義する。例えば、パーフルオロフェニルは、１，
２，３，４，５－ペンタフルオロフェニルのことであり、パーフルオロメタンは、１，１
，１－トリフルオロメチルのことであり、そしてパーフルオロメトキシは１，１，１－ト
リフルオロメトキシのことである。
【００３５】
　本明細書において使用される用語「アリール」は、６～１６個の環原子を含む、単環の
、又は縮合二環式、三環式又はそれ以上の芳香環のことである。例えばアリールは、フェ
ニル、ベンジル又はナフチルであり得、好ましくはフェニルであり得る。「アリーレン（
Ａｒｙｌｅｎｅ）」は、アリール基由来の二価の基を意味する。アリール基は、アルキル
、アルコキシ、アリール、ヒドロキシ、ハロゲン、シアノ、アミノ、アミノ－アルキル、
トリフルオロメチル、アルキレンジオキシ及びオキシ－Ｃ2－Ｃ3アルキレンで、モノ－、
ジ－、又はトリ置換され得；それらの基の全ては、例えば上で定義されたとおりに場合に
よりさらに置換され；或いは１－又は２－ナフチルであり得；或いは１－又は２－フェナ
ントレニルであり得る。アルキレンジオキシは、フェニルの２つの隣接炭素原子と連結し
た二価の置換基であり、例えばメチレンジオキシ又はエチレンジオキシである。オキシ－
Ｃ2－Ｃ3－アルキレンは同様に、フェニルの２つの隣接炭素原子と連結した二価の置換基
であり、例えばオキシエチレン又はオキシプロピレンである。オキシ－Ｃ2－Ｃ3－アルキ
レン－フェニルの例は、２，３－ジヒドロベンゾフラン－５－イルである。
【００３６】
　ナフチル、フェニル、又はアルコキシ、フェニル、ハロゲン、アルキル若しくはトリフ
ルオロメチルによってモノ－若しくはジ－置換されたフェニルがアリールとして好ましく
、特にフェニル又は、アルコキシ、ハロゲン若しくはトリフルオロメチルによってモノ－
若しくはジ－置換されたフェニルが好ましく、そして特にフェニルが好ましい。
【００３７】
　Ｒとしての置換フェニルの例は、例えば、場合によりヘテロ環が置換されている、４－
クロロフェン－１－イル、３，４－ジクロロフェン－１－イル、４－メトキシフェン－１
－イル、４－メチルフェン－１－イル、４－アミノメチルフェン－１－イル、４－メトキ
シエチルアミノメチルフェン－１－イル、４－ヒドロキシエチルアミノメチルフェン－１
－イル、４－ヒドロキシエチル－（メチル）－アミノメチルフェン－１－イル、３－アミ
ノメチルフェン－１－イル、４－Ｎ－アセチルアミノメチルフェン－１－イル、４－アミ
ノフェン－１－イル、３－アミノフェン－１－イル、２－アミノフェン－１－イル、４－
フェニル－フェン－１－イル、４－（イミダゾール－１－イル）－フェン－イル、４－（
イミダゾール－１－イルメチル）－フェン－１－イル、４－（モルホリン－１－イル）－
フェン－１－イル、４－（モルホリン－１－イルメチル）－フェン－１－イル、４－（２
－メトキシエチルアミノメチル）－フェン－１－イル、及び４－（ピロリジン－１－イル
メチル）－フェン－１－イル、４－（チオフェニル）－フェン－１－イル、４－（３－チ
オフェニル）－フェン－１－イル、４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－フェン－
１－イル、及び４－（ピペリジニル）－フェニル、及び４－（ピリジニル）－フェニルで
ある。
【００３８】
　同様に、アリール及びヘテロアリール基の置換基は変化し、そして：－ハロゲン、－Ｏ
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Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ’、－ＮＲ’Ｒ”、－ＳＲ’、－Ｒ’、－ＣＮ、－ＮＯ2、－ＣＯ2

Ｒ’、－ＣＯＮＲ’Ｒ”、－Ｃ（Ｏ）Ｒ’、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ”、－ＮＲ”Ｃ（Ｏ）
Ｒ’、－Ｎ”Ｃ（Ｏ）2Ｒ’、－ＮＲ’－Ｃ（Ｏ）ＮＲ”Ｒ'''、－ＮＨ－Ｃ（ＮＨ2）＝
ＮＨ、－ＮＲ’Ｃ（ＮＨ2）＝ＮＨ、－ＮＨ－Ｃ（ＮＨ2）＝ＮＲ’、－Ｓ（Ｏ）Ｒ’、－
Ｓ（Ｏ）2Ｒ’、－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ’Ｒ”、－Ｎ3、－ＣＨ（Ｐｈ）2、パーフルオロ（Ｃ1

－Ｃ4）アルコキシ、及びパーフルオロ（Ｃ1－Ｃ4）アルキルから選択され、０から芳香
環系上の空いている価数の総数の範囲の数であり；ここでＲ’、Ｒ”、Ｒ'''は、水素、
無置換（Ｃ1－Ｃ8）アルキル、及び無置換ヘテロアルキル、無置換アリール及び無置換ヘ
テロアリール、無置換（アリール）－（Ｃ1－Ｃ4）アルキル、及び無置換（アリール）オ
キシ－（Ｃ1－Ｃ4）アルキルから独立して選択される。
【００３９】
　アリール又はヘテロアリール環の隣接原子上における２つの置換基は、場合により式－
Ｔ－Ｃ（Ｏ）－（ＣＨ2）q－Ｕ－の置換基で交換され得、ここでＴ及びＵは、独立して－
ＮＨ－、－Ｏ－、－ＣＨ2－又は単結合であり、そしてｑは０～２の整数である。或いは
、アリール又はヘテロアリール環の隣接原子上における２つの置換基は、場合により式－
Ａ－（ＣＨ2）r－Ｂ－の置換基で交換され得、ここでＡ及びＢは、独立して－ＣＨ2－、
－Ｏ－、－ＮＨ－、－Ｓ－、－Ｓ（Ｏ）－、－Ｓ（Ｏ）2－、－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ’－又は単
結合であり、そしてｒは１～３の整数である。そのようにして形成される新しい環の単結
合の一つは、場合により二重結合で交換され得る。或いは、アリール又はヘテロアリール
環の隣接原子上における２つの置換基は、場合により式－（ＣＨ2）s－Ｘ－（ＣＨ2）t－
の置換基で交換され得、ここでｓ及びｔは、独立して０～４の整数であり、Ｘは－Ｏ－、
－ＮＲ’－、－Ｓ－、－Ｓ（Ｏ）－、－Ｓ（Ｏ）2－、又は－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ’－である。
－ＮＲ’－及び－Ｓ（Ｏ）2ＮＲ’－中の置換基Ｒ’は、水素又は無置換（Ｃ1－Ｃ6）ア
ルキルから選択される。
【００４０】
　本明細書において使用される用語「シクロアルキル」は、３～１２個の環原子、又は指
示された原子数を含む、飽和の、又は部分的に不飽和の単環、縮合二環、又は橋かけされ
た多環である。例えば、Ｃ3－Ｃ8シクロアルキルは、シクロプロピル、シクロブチル、シ
クロペンチル、シクロヘキシル、及びシクロオクチルまでを含む。
【００４１】
　本明細書において使用される用語「複素環」は、３～約２０個の環メンバー、及び１～
約５個のヘテロ原子、例えばＮ、Ｏ及びＳを有する環系のことである。さらなるヘテロ原
子が同様に有用であり得、限定されないが、Ｂ、Ａｌ、Ｓｉ及びＰを含む。ヘテロ原子は
また酸化され得、例えば限定されないが、－Ｓ（Ｏ）－及び－Ｓ（Ｏ）2－である。例え
ば複素環は、限定されないが、テトラヒドロフラニル、テトラヒドロチオフェニル、モル
ホリノ、ピロリジニル、ピロリニル、イミダゾリジニル、イミダゾリニル、ピラゾリジニ
ル、ピラゾリニル、ピペラジニル、ピペリジニル、インドリニル、キヌクリジニル及び１
，４－ジオキサ－８－アザ－スピロ［４．５］デク－８－イルを含む。
【００４２】
　本明細書において使用される用語「結び付いた（ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ）」は、物理的
な結合を意味することなく、２つの分子が互いに安定に結合されていることをいう。
【００４３】
　本明細書において使用される用語「総電荷」は、存在する任意の対イオンの電荷を計算
することなく、遷移金属及び各々の配位子上の電荷を考慮した、複合体上の電荷のことで
ある。
【００４４】
　本明細書において使用される用語「極性溶媒」は、極性化合物を溶解するために有用な
溶媒であり、そして水と単一の相を形成することができる。本発明で使用される極性溶媒
は、限定されないが、水、アルコール、例えばメタノール、エタノール、プロパノール、
イソプロパノール、ブタノール、ｓｅｃ－ブタノール、イソブタノール、ｔｅｒｔ－ブタ
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ノール、エチレングリコール、プロピレングリコール、グリセロール，並びにジメチルス
ルホキシド、ジメチルホルムアミド、スルホラン、メチルホルムアミド、ジメチルアセト
アミド、メチルアセトアミド、ホルムアミド、メチルピロリドン、ピロリドン、及びジメ
チルイミダゾリノンを含む。
【００４５】
　ＩＩ．本発明の金属複合体
　本発明の金属複合体は、窒素ドナー配位子、シクロメタル化ドナー配位子、及び遷移金
属イオンを含み得る。幾つかの実施形態において、本発明の金属複合体は、少なくとも一
つの遷移金属イオン、及び前記遷移金属イオンと各々完全に配位した複数のドナー配位子
を含み、ここで各々のドナー配位子は、窒素ドナー配位子又はシクロメタル化ドナー配位
子であり、ここで少なくとも一つのドナー配位子がシクロメタル化ドナー配位子である。
各々のドナー配位子は、同一であるか、又は異なり得る。窒素ドナー配位子は、１０～４
０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、ここで２～８個の環原子がＮ、Ｏ、Ｓ
又はそれらの組み合わせであり、その内少なくとも２個の環原子がＮであり、ここで各々
の窒素ドナー配位子は、０～４個のＲ1基で置換されている。シクロメタル化ドナー配位
子は同様に、１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、ここで１～４個
の環原子がＮ、Ｏ、Ｓ又はそれらの組み合わせであり、その内少なくとも１個の環原子が
Ｎであり、ここで各々のシクロメタル化ドナー配位子は、０～４個のＲ1基で置換されて
いる。Ｒ1基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ
、ハロゲン、Ｃ1-6ハロアルキル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ
（Ｏ）ＯＲ2、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ
（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ
）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル、又はヘテロ
シクロアルキルである。２個以上のＲ1基が、単一のドナー配位子上に存在するとき、そ
れらは同一か又は異なり得る。Ｒ2、Ｒ3、及びＲ4基は、Ｈ、又はＣ1-12アルキルである
。Ｒ2、Ｒ3、及びＲ4基の各々は、同一か又は異なり得る。或いはＲ1基は、互いに一緒に
なってアリール及びヘテロアリール基を形成し得る。
【００４６】
　Ａ．窒素ドナー配位子
　本発明の方法において有用な窒素ドナー配位子は、金属と結合するために利用される２
つの窒素ドナー原子を有する、任意の窒素ドナー配位子であり得る。本発明の金属複合体
は、任意の数の窒素ドナー配位子を有し得る。幾つかの実施形態において、金属複合体は
、０、１、又は２個の窒素ドナー配位子を有し得る。２つ以上の窒素ドナー配位子が単一
の金属複合体中に存在するとき、それらは同一か又は異なり得る。
【００４７】
　幾つかの実施形態において、本発明の各々の窒素ドナー配位子は、１０～４０個の環原
子を有するヘテロアリール環系を含み、ここで２～８個の環原子が各々Ｎ、Ｏ、又はＳで
あり得、その内少なくとも２個の環原子がＮであり、０～４個のＲ1基で置換されている
。他の実施形態において、各々の窒素ドナー配位子は、以下の式：
【００４８】
【化１】

【００４９】
［式中、
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環Ａ及びＢは、各々の５～２０個の環原子を有し、ここで１～４個の環原子が各々Ｎ、Ｏ
又はＳであり得、その内少なくとも一つの環原子がＮである］
を有する。幾つかの実施形態において、各々の窒素ドナー配位子は：
【００５０】
【化２】

【００５１】
［式中、
Ｒ1a、Ｒ1b、Ｒ1c及びＲ1dは、Ｒ1に関して上で定義されたとおりであり、そしてＸは場
合により置換メチレン、Ｏ、Ｓ、－ＮＲ2、及びＳｅである］
であり得る。
【００５２】
　別の実施形態において、各々の窒素ドナー配位子は：
【００５３】
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【００５４】
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【化４】

【００５５】
であり得る。
【００５６】
　幾つかの実施形態において、各々の窒素ドナー配位子は：
【００５７】
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【化５】

【００５８】
であり得る。
【００５９】
　幾つかの実施形態において、Ｒ1は、Ｃ1-6アルキル、－ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ
）Ｒ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4、又はフェニルであり得る
。各々のＲ1は、同一か又は異なり得る。他の実施形態において、各々の窒素ドナー配位
子は、以下の式：
【００６０】
【化６】

【００６１】
を有する。
【００６２】
　別の実施形態において、各々の窒素ドナー配位子は、以下の式：
【００６３】

【化７】

【００６４】
を有する。
【００６５】
　当業者は、他の窒素ドナー配位子が、本発明において有用であることを認識するだろう
。
【００６６】
　Ｂ．シクロメタル化ドナー配位子
　本発明の方法において有用であるシクロメタル化ドナー配位子は、金属と結合可能な一
つの窒素ドナー原子及び一つのカルバニオンを有する、任意のシクロメタル化ドナー配位
子であり得る。本発明の金属複合体は、任意の数のシクロメタル化ドナー配位子を有し得



(26) JP 2011-505342 A 2011.2.24

10

20

30

40

50

る。幾つかの実施形態において、金属複合体は、１、２又は３個のシクロメタル化ドナー
配位子を有し得る。２個以上のシクロメタル化ドナー配位子が、単一の金属複合体中に存
在するとき、それらは同一か又は異なり得る。
【００６７】
　幾つかの実施形態において、各々のシクロメタル化ドナー配位子は、１０～４０個の環
原子を有するヘテロアリール環系を有し、ここで１～４個の環原子が各々Ｎ、Ｏ、又はＳ
であり、その内少なくとも１個の環原子がＮであり、０～４個のＲ1基で置換されている
。他の実施形態において、各々のシクロメタル化ドナー配位子は、以下の式：
【００６８】
【化８】

【００６９】
［式中、
Ａは、６～１５個の環原子を有するアリール環系か、又は５～１５個の環原子を有するヘ
テロアリール環系であり得、ここでヘテロアリール環系の１～４個の環原子は、各々Ｎ、
Ｏ又はＳであり得；そしてＢは、５～２０個の環原子を有するヘテロアリール環系であり
、ここで１～４個の環原子が各々Ｎ、Ｏ又はＳであり得、この内少なくとも一つの環原子
がＮである］
のシクロメタル化ドナー配位子である。さらなる他の実施形態において、シクロメタル化
配位子は：
【００７０】

【化９】

【００７１】
［式中、
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よりメチレン、Ｏ、Ｓ、－ＮＲ2及びＳｅである］
であり得る。
【００７２】
　別の実施形態において、各々のシクロメタル化ドナー配位子は：
【００７３】
【化１０】

【００７４】
であり得る。
【００７５】
　幾つかの実施形態において、各々のシクロメタル化ドナー配位子は：
【００７６】
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【化１１】

【００７７】
であり得る。
【００７８】
　他の実施形態において、シクロメタル化ドナー配位子は：
【００７９】
【化１２】

【００８０】
であり得る。
【００８１】
　幾つかの実施形態において、シクロメタル化ドナー配位子は：
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【００８２】
【化１３】

【００８３】
であり得る。各々のシクロメタル化ドナー配位子は、同一か又は異なり得る。幾つかの他
の実施形態において、Ｒ1は、Ｃ1-6アルキル、－ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－
ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4又はフェニルであり得る。各々のＲ1

は、同一か又は異なり得る。
【００８４】
　当業者は、他のシクロメタル化配位子が、本発明において有用であることを認識するだ
ろう。
【００８５】
　Ｃ．遷移金属イオン
　本発明の金属複合体において有用な遷移金属イオンは、任意の遷移金属であり得る。本
発明において有用である遷移金属は、Ｓｃ、Ｔｉ、Ｖ、Ｃｒ、Ｍｎ、Ｆｅ、Ｃｏ、Ｎｉ、
Ｃｕ、Ｚｎ、Ｙ、Ｚｒ、Ｎｂ、Ｍｏ、Ｔｃ、Ｒｕ、Ｒｈ、Ｐｄ、Ａｇ、Ｃｄ、Ｌａ、Ｈｆ
、Ｔａ、Ｗ、Ｒｅ、Ｏｓ、Ｉｒ、Ｐｔ、Ａｕ、Ｈｇ及びＡｃを含む。当業者は、上記の遷
移金属が、各々幾つかの異なる酸化状態をとり得、それらの全てが本発明において有用で
あることを認識するだろう。幾つかの場合において、最も安定な酸化状態が形成されるが
、他の酸化状態は本発明において有用である。
【００８６】
　幾つかの実施形態において、遷移金属イオンは、Ｉｒ、Ｒｈ、Ｏｓ、Ｐｔ、Ｒｕ、Ｐｄ
、又はＲｅであり得る。別の実施形態において、遷移金属イオンはＩｒであり得る。他の
実施形態において、遷移金属イオンはＩｒ（ＩＩＩ）であり得る。幾つかの他の実施形態
において、遷移金属イオンはＲｈであり得る。さらに他の実施形態において、遷移金属イ
オンはＲｈ（ＩＩＩ)であり得る。当業者は、他の金属及び酸化状態が本発明において有
用であることを認識するだろう。
【００８７】
　Ｄ．金属複合体
　本発明の金属複合体は、上で定義された、窒素ドナー配位子、シクロメタル化ドナー配
位子、及び遷移金属イオンを含み得る。
【００８８】
　他の実施形態において、金属複合体は、総電荷において中性又は陽イオン性である。さ
らに他の実施形態において、シクロメタル化ドナー配位子がフェニルピリジンであり、そ
して窒素ドナー配位子がビピリジルであるとき、当該窒素ドナー配位子がメチル以外の基
で置換されることを条件として、金属複合体は上記のものを含む。
【００８９】
　幾つかの他の実施形態において、窒素ドナー配位子は、フェナントロリン又はビピリジ
ルである。さらに他の実施形態において、窒素ドナー配位子はフェナントロリンである。
さらに他の実施形態において、窒素ドナー配位子はビピリジルである。さらに他の実施形
態において、金属複合体は、一つの窒素ドナー配位子及び二つのシクロメタル化ドナー配
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位子を有し得、ここで窒素ドナー配位子は、フェナントロリン又はビピリジルであり、こ
こで窒素ドナー配位子は、少なくとも２つのフェニル基で置換される。
【００９０】
　他の実施形態において、本発明の金属複合体は、総電荷において陽イオン性である。幾
つかの他の実施形態において、金属複合体は、一つの窒素ドナー配位子及び二つのシクロ
メタル化ドナー配位子を有し得る。さらに他の実施形態において、金属複合体は、二つの
窒素ドナー配位子及び一つのシクロメタル化ドナー配位子を有し得る。
【００９１】
　幾つかの実施形態において、本発明の金属複合体は、少なくとも一つのシクロメタル化
ドナー配位子、及び少なくとも一つの窒素ドナー配位子、例えば以下の表に記載された化
合物を含む。
【００９２】
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【００９３】
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【００９４】
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【００９５】
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【００９６】
　さらなる実施形態において、金属複合体は：
【００９７】
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【００９８】
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【化１６】

【００９９】
であり得る。
【０１００】
　幾つかの実施形態において、各々の金属複合体は、化合物１、２又は３であり得る。他
の実施形態において、各々の金属複合体は、化合物４、５、６、７、８、９、１０、１６
、１８、１９、２３、２４、２６、２８、３７、４６又は５５であり得る。幾つかの他の
実施形態において、各々の金属複合体は、化合物１、２、３、４、５、６、７、８、９、
１６、１８、１９、２３、２４、２６、４６、又は５５であり得る。さらに他の実施形態
において、金属複合体は化合物１である。さらに他の実施形態において、金属複合体は、
化合物１、２、３、４、５、６、７、８、９、１９、２３、２４、２６、又は４６であり
得る。さらに他の実施形態において、金属複合体は、化合物１、２、３、４、５、６、７
、８、９、又は４６であり得る。
【０１０１】
　ＩＩＩ．ポリ（アミノ酸）の染色方法
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　幾つかの実施形態において、本発明はポリ（アミノ酸）の染色方法を提供する。当該方
法は、ポリ（アミノ酸）と上記の金属複合体とを接触させることを含む。
【０１０２】
　Ａ．使用方法
　本発明は、上記の金属複合体を利用してポリ（アミノ酸）を染色し、その後染色された
ポリ（アミノ酸）の検出を行い、そして場合によりそれらの定量化又は他の分析を行う。
ポリ（アミノ酸）は、複数のアミノ酸の任意の集合を意味し、ペプチド結合で連結した、
アミノ酸のホモポリマー又はヘテロポリマーを含む。本明細書において使用されるポリ（
アミノ酸）は、ペプチド及びタンパク質を含む。ポリ（アミノ酸）は、ポリ（アミノ酸）
を含むと考えられる試料混合物を、照射に対して検出可能な比色性又は発光性の光応答を
与える、又は検出可能な内因性放射活性を有する、上記の一つ以上の金属複合体を含む染
色混合物と化合することによって染色される。さらなるステップは、染色の前、後、又は
同時に、任意の組み合わせで、場合により、かつ独立して使用され、ポリ（アミノ酸）の
分離又は精製、ポリ（アミノ酸）の検出向上、ポリ（アミノ酸）の定量、例えば抗体又は
レクチンの使用による、特定のポリ（アミノ酸）のポリ（アミノ酸）群の同定を提供する
。本発明の方法は、多くの態様のプロテオミクス、すなわち、任意の細胞又は組織試料に
おけるタンパク質の量、構造、及び活性の正確なプロファイルの決定を行うにあたり、一
般的かつ具体的に有用である。
【０１０３】
　通常、本発明は、ポリ（アミノ酸）を含んでいると考えられる試料混合物を、本発明の
一つ以上の金属複合体を含む染色混合物と化合させて化合混合物を形成させることによっ
て、ポリ（アミノ酸）を検出するために利用される。化合混合物はその後、当該染色混合
物中の金属複合体が、試料混合物中に存在する任意のポリ（アミノ酸）と結びつくために
十分な時間インキュベートされる。生じる染色されたポリ（アミノ酸）複合体はその後、
選択された金属複合体が励起される波長で照射され、そして生じる光応答を検出した。
【０１０４】
　試料混合物は、ポリ（アミノ酸）を含むか、又は含むと考えられる。試料混合物は、場
合により、通常（例えば純粋なタンパク質用の）水、若しくは水性緩衝液を用いて調製さ
れた水溶液をさらに含むか、又は標識化の間に水溶液と混合される。水溶液は、主に水で
あり、そして水の溶液特性を保持している溶液のことである。水溶液が水に加えて溶媒を
含む場合、水は通常、主の溶媒である。
【０１０５】
　通常、試料混合物は、固体又は半固体マトリックス上に、又はそれらの中に存在する。
一つの実施形態において、固体又は半固体マトリックスは、膜、例えばフィルター膜を含
む。別の実施形態において、固体又は半固体マトリックスは、電気泳動培地、例えばポリ
アクリルアミドゲル、アガロースゲル、リニアポリアクリルアミド溶液、ポリビニルアル
コールゲル、又はキャピラリー電気泳動バッファーを含む。本発明の一つの実施形態にお
いて、固体又は半固体マトリックスは、膜、例えばニトロセルロース、又はポリ(ビニリ
デンジフルオリド)膜であって、ここでポリ（アミノ酸）が、ブロッティング、スポッテ
ィング、又は他の適用法によって当該膜上に固定化されている。他の実施形態において、
固体又は半固体マトリックスは、ＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルであり得る。
【０１０６】
　本方法を使用する染色のために好適であるポリ（アミノ酸）は、合成の、及び天然に存
在するポリ（アミノ酸）の両方を含み、そしてそれらは天然及び非天然アミノ酸の両方を
含む。本発明のポリ（アミノ酸）は、ペプチド、ポリペプチド、及びタンパク質を含む。
本発明に従って標識化され、かつ分析されるポリ（アミノ酸）は、脂質（リポペプチド及
びリポタンパク質）、ホスフェート（ホスホペプチド、及びホスホタンパク質）、及び／
又は炭水化物（糖ペプチド、及び糖タンパク質）を含む非ペプチド領域と、場合により（
共有結合で、又は非共有結合で）結合し；又は金属キレート又は他の補欠分子族、又は標
準的ではない側鎖と結合し；或いは複数のサブユニットの複合体であるか、又は他の有機
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的若しくは生体物質、例えば核酸と結合する。ポリ（アミノ酸）は、場合により、ポリ（
アミノ酸）の比較的均一な混合物であるか、又は不均一な混合物である。本発明の一つの
態様において、ポリ（アミノ酸）は、少なくとも一つの塩基性アミノ酸、例えばリシン、
アルギニン、又はヒスチジンを含む。本発明の別の態様において、ポリ（アミノ酸）は、
酵素、抗体、転写因子、分泌タンパク質、構造タンパク質、核タンパク質、若しくは結合
因子、又はそれらの組み合わせである。本発明のさらに別の態様において、ポリ（アミノ
酸）は、細胞のプロテオームを含む。
【０１０７】
　試料混合物中のポリ（アミノ酸）は、場合により固体又は半固体表面、例えばスライド
ガラス、マルチウェルプレート（例えば９６ウェルプレート）、プラスチックピン、ポリ
マー膜若しくはビーズ、又は半導体材料と共有結合又は非共有結合するか、或いはそれら
は結合しない。固体表面上の分析物と結合したポリ（アミノ酸）の染色は、分析物の存在
及びポリ（アミノ酸）の存在を示す。
【０１０８】
　ポリ（アミノ酸）は、種々の源；例えば生物発酵培地、及び自動タンパク質合成機、並
びに原核細胞、真核細胞、ウィルス粒子、組織、及び生体液を含む源から得られる。好適
な生体液は、限定されないが、尿、脳脊髄液、血液、リンパ液、間質液、細胞抽出物、粘
液、唾液、痰、糞便、生理的若しくは細胞分泌物、又は他の同様の液体を含む。一つの実
施形態において、ポリ（アミノ酸）は、動物細胞、特に哺乳動物細胞のプロテオームを含
む。
【０１０９】
　試料混合物の源によっては、染色の間、前、又は後に除去されるか、又は除去されない
所望のポリ（アミノ酸）以外のポリ（アミノ酸）、アミノ酸、核酸、炭水化物、及び脂質
を含む、所望のポリ（アミノ酸）以外の分離した生物材料を場合により含む。本発明の一
つの態様において、移動度（例えば電気泳動ゲル又はキャピラリー）によって、又は大き
さ（例えば遠心分離、ペレット化、又は濃度勾配）によって、又は（例えばフィルター膜
又は親和性樹脂への）結合親和性によって、当該方法の間、試料混合物中のポリ（アミノ
酸）は、各々から、又は試料混合物中の他の成分から分離される。本発明の別の態様にお
いて、ポリ（アミノ酸）を含むと考えられる試料混合物は、分離が行われた。本発明のさ
らに別の態様において、ポリ（アミノ酸）は分離されない。一つの実施形態において、試
料混合物は、原則的に無細胞系である。別の実施形態において、試料混合物は、生存細胞
、非生存細胞、細胞器官、例えば核若しくはミトコンドリア、又はそれらの混合物を含む
。本発明の別の実施形態において、試料混合物は、組織、組織切片、組織スメア、全器官
、又は、生命体を含む。本発明のさらに別の実施形態において、試料混合物の成分は、そ
れが染色混合物と結合する前又は間に、限定されないが、フローサイトメトリー法、電気
泳動法又はマイクロフルイディクス法による分離を含めて、物理学的に分離される。試料
混合物成分が細胞を含む場合、細胞は場合により、それらの検出可能な光応答に基づいて
分離され、そしてそれはその後、細胞生存度と関連付けた。
【０１１０】
　ポリ（アミノ酸）は、場合により修飾されないか、或いは電気泳動ゲル中のポリ（アミ
ノ酸）の移動度を向上させるか又は減少させるために、試料若しくは分子組成物で処理さ
れた。（通常、移動を減少させるために）ペプチドと複合化することによって、（通常、
生じる断片の移動を増加させるために）選択されたペプチド結合を切断することによって
、（例えばアシル化、リン酸化、又は脱リン酸化によって）タンパク質上における相対的
電荷を変化させることによって、又は例えばグリコシル化の間に生じる、構成成分の共有
結合によって、かかる試薬はポリ（アミノ酸）を修飾し得る。試料混合物中におけるかか
る試料の存在又は相互作用は、同一の初期組成を有する未処理のポリ（アミノ酸）と比較
した場合において、処理されたポリ（アミノ酸）の電気泳動における移動度の変化によっ
て検出され、その結果、ポリ（アミノ酸）の分布は別の分析物の存在を示す。
【０１１１】
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　典型的には、試料混合物中のポリ（アミノ酸）は、約５００ダルトン超の分子量を有す
る。より典型的には、ポリ（アミノ酸）は８００ダルトン超である。存在するポリ（アミ
ノ酸）は、場合により、基本的に同一の分子量を有するか、又は分子量の範囲内にある。
本発明の一つの実施形態において、存在するポリ（アミノ酸）は、分子量標準として使用
される、異なる分子量のポリ（アミノ酸）の混合物である。通常かかる混合物は、等しい
質量のミオシン、β－ガラクトシダーゼ、ホスホリラーゼＢ、ウシ血清アルブミン、オボ
アルブミン、炭酸脱水酵素、トリプシン阻害剤、リゾチーム及びアプロチニンを含む。本
発明の金属複合体はまた、低分子量のペプチド、ポリペプチド及びタンパク質、例えばイ
ンスリン、又は神経ペプチドを染色する。
【０１１２】
　本発明の幾つかの実施形態において、電気泳動ゲル中で分離されたポリ（アミノ酸）は
、染色混合物を使用して後染色（ｐｏｓｔ－ｓｔａｉｎｅｄ）されたか、或いは、染色混
合物と結合される前に、フィルター膜若しくはブロット又は他の固体若しくは半固体マト
リックスへと移される。本方法は、変性ゲル及び非変性ゲルの両方に有効である。変性ゲ
ルは、界面活性剤、例えばＳＤＳ（ドデシル硫酸ナトリウム）又は他のアルキル硫酸塩（
例えば、０．０５％－０．１％ＳＤＳ）を場合により含む。通常、ポリアクリルアミド又
はアガロースが電気泳動のために使用される。一般的に使用されるポリアクリルアミドゲ
ルは、限定されないが、トリス－グリシン、トリス－トリシン、スタッキングゲルを一般
的に有する小サイズ又は完全サイズのゲルを含む。アガロースゲルは、修飾アガロースを
含む。或いは、当該ゲルは等電点電気泳動ゲル又は条片である。ポリアクリルアミド及び
アガロースゲルに加えて、好適な電気泳動ゲルは、場合により他のポリマー、例えばＨＹ
ＤＲＯＬＩＮＫを使用して調製される。或いは、電気泳動ゲルは勾配ゲルである。本発明
のために有用な電気泳動ゲルは、標準的手順に従って調製されたものか、又は市販のもの
を購入したかのいずれかである。
【０１１３】
　本発明の別の実施形態において、本方法は、二次元電気泳動ゲル中に存在するポリ（ア
ミノ酸）を検出するために使用される。本発明の別の実施形態において、電気泳動ゲルは
、ゲル移動度－シフト分析のために使用され、ここでポリアクリルアミド又はアガロース
ゲルは、対象の特異的タンパク質／核酸相互作用を保存するために最適化されたバッファ
ー中に入れられ、そして使用される。両方の実施形態において、染色混合物は、場合によ
り電気泳動の手順中の任意の段階において試料混合物と一緒にされるが、染料は電気泳動
分離の後に後染色として好ましくは使用される。
【０１１４】
　試料混合物が、電気泳動ゲル上若しくはその中に、又はブロット膜上に存在する場合、
試料混合物のポリ（アミノ酸）は、０．１ｎｇ／バンド～０．１μｇ／バンドの濃度で通
常存在する。
【０１１５】
　本発明のさらに別の実施形態において、本方法は、対象標的と結び付いたポリ（アミノ
酸）を検出するために使用される。例えば、標的分子はビオチンで標識化され、その後に
標準的に免疫学的方法を使用してストレプトアビジンを用いて標識化される。ストレプト
アビジンはその後、本発明の金属複合体を使用して染色される。ストレプトアビジンの発
光検出は、対象標的の検出及び／又は局在化をもたらす。同様に標的は、ポリペプチドで
標識化され、そしてそれはその後、本発明の金属複合体を使用して直接的に検出される。
【０１１６】
　幾つかの実施形態において、本発明の方法は、ポリ（アミノ酸）を脱染色することなく
行われる。他の実施形態において、本方法は、ポリ（アミノ酸）を固定化することなく行
われる。
【０１１７】
　固定又は固定化は、染色溶液の適用前に、電気泳動を使用して分離されたタンパク質ゲ
ルへと適用され得る処理である。固定化は、酸性成分を含む水性固定溶液中にゲルを浸漬
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することに関し、そして水混和性の有機溶媒を追加的に含み得る。酸性成分の例は、酢酸
、トリクロロ酢酸、及びリン酸を含む。酸は通常、０．１％～２０％の濃度で存在する。
水混和性有機溶媒成分の例は、メタノール、エタノール及びイソプロパノールを含む。存
在する場合には、水混和性有機溶媒は通常、５％～６０％の濃度で存在する。固定化ステ
ップは、ゲル中のタンパク質を不動化し、そしてその後の染色ステップの間に、それらが
ゲル外へ拡散することを防止する。固定化ステップはまた、その後の染色を妨害するゲル
中に存在する物質を洗い出すために有用であり得る。かかる物質は、界面活性剤、バッフ
ァー及び塩を含む。固定化ステップは、一つ以上の固定化溶液の変化を伴う、単一の又は
複数のステップであり得る。
【０１１８】
　（本発明の染色溶液のように、）染色溶液が酸性成分及び混和性有機溶媒成分を含む場
合、当該染色溶液がゲル中にタンパク質を不動化するために必要とされる成分を含有する
ために、固定化ステップ無しで染色することが可能である。ゲル中の物質、例えば界面活
性剤、バッファー及び塩が染色を阻害しない場合にこれは可能である。
【０１１９】
　脱染色は、染色溶液の適用後における、電気泳動で分離されたタンパク質ゲルへ適用さ
れ得る処理である。脱染色溶液は、水単体から成るか、又は一つ以上の以下のもの：水－
水混和性有機溶媒、酸性成分、無機塩、バッファー、界面活性剤の任意の組み合わせを含
有する水溶液を含む。脱染色ステップは、タンパク質と結合していないゲル中の染料を洗
い出すか又は当該染料濃度を下げるために使用される。これはバッググラウンドの光ルミ
ネセンスを低下させ、そしてそれにより、タンパク質を分離したゲルがより良く検出され
、視覚化され、そして定量化される。
【０１２０】
　Ｂ．染色混合物
　ポリ（アミノ酸）染色をするために、試料混合物は、染色混合物と混合される。染色混
合物は通常、溶媒、例えば水、ＤＭＳＯ、ＤＭＦ又はメタノール中、０．１～２０μＭの
金属複合体濃度と通常なるように、選択された金属複合体を溶解することによって調製さ
れる。染色混合物は、金属複合体を含有する、より濃縮されたストック溶液から調製され
得る。ストック溶液は通常、実施されるアッセイに従って、水溶液を用いて希釈される。
染色溶液、又はそれらが調製されるストック溶液は、数か月間貯蔵され得る。ゲル又は膜
上のポリ（アミノ酸）を染色するために、金属複合体は希釈されて、水を含み、そして場
合により追加の製剤成分、例えば酸、緩衝剤、無機塩、極性有機溶媒、抗酸化剤、界面活
性剤、及びイオンキレート剤をさらに含む溶液とする。幾つかの例において、染色溶液は
再利用され得る。
【０１２１】
　本発明の染色方法は、発光の検出と組み合わせて使用される場合に最も有用であるが、
本発明のために使用される幾つかの金属複合体は、比色性の吸光度を有し、そして可視性
の色の吸光度によって検出され得る。発光検出のために、染色混合物は、０．１０μＭ超
であって１０μＭ未満の；好ましくは約０．５０μＭ超であって約５μＭ以下の；より好
ましくは１～３μＭの典型的濃度の金属複合体を含む。本発明の染色法が細胞生存度を決
定するために利用される場合、金属複合体は通常、約１～５μＭ、好ましくは約３μＭの
濃度で存在する。一つの実施形態において、金属複合体は、約１．５μＭの濃度で存在す
る。別の実施形態において、金属複合体は、約５μＭの濃度で存在する。
【０１２２】
　遷移金属複合体は、染色された試料中、又は支持体上に存在し得る他の発光性化合物の
ものよりも長い発光寿命を有し得る。時間分解発光検出法を使用することによって、さら
なる感度又は識別のために、この特性が引き出され得る。
【０１２３】
　特定の金属複合体は、一般的に一つ以上の以下の基準を使用して、特定のアッセイのた
めに選択される：通常のポリ（アミノ酸）に対する又はその特定の分類に対する感度、ダ
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イナミックレンジ、光安定性、染色時間、及び核酸の存在に対する非感受性。好ましくは
、本発明の金属複合体は、電気泳動ゲル中のスポット又はバンドあたり１～２ｎｇ以下の
ポリ（アミノ酸）を検出することができる。
【０１２４】
　本発明の金属複合体は、種々のｐＨ値においてタンパク質を容易に染色する。典型的に
は染色混合物は、約１～約１０の、より典型的には約１～約５のｐＨを有する。染色混合
物のｐＨは、好適な酸性成分又は緩衝剤の選択によって制御され得る。
【０１２５】
　幾つかの実施形態において、金属複合体は酸性溶液中に存在する。幾つかの実施形態に
おいて、酸性溶液は、クエン酸、シュウ酸、ギ酸、酢酸、トリクロロ酢酸、スルホサリチ
ル酸、又はベンゼンスルホン酸の溶液である。他の実施形態において、酸性溶液はリン酸
溶液である。
【０１２６】
　染色混合物中の酸性成分の存在が所望である場合、ポリ（アミノ酸）と混合可能な任意
の酸性成分が好適な酸性成分である。通常好適である酸性成分は、限定無しに、酢酸、ト
リクロロ酢酸、トリフルオロ酢酸、過塩素酸、リン酸、硫酸、クエン酸、シュウ酸、ギ酸
、トリクロロ酢酸、スルホサリチル酸、又はベンゼンスルホン酸を含む。酸性成分は通常
、０．１％～２０％（ｖ／ｖ）の濃度で存在する。酸性成分が酢酸である場合、それは通
常１％～１０％（ｖ／ｖ）の濃度で通常存在する。酸性成分がトリクロロ酢酸である場合
、それは７％～３０％（ｖ／ｖ）、好ましくは１０％～２０％（ｖ／ｖ）、より好ましく
は１２％～１３％（ｖ／ｖ）の濃度で通常存在する。酸性成分が過塩素酸である場合、そ
れは２％～５％（ｖ／ｖ）の濃度で通常存在する。酸性成分がリン酸である場合、それは
０．１％～５％（ｖ／ｖ）の濃度で通常存在する。
【０１２７】
　染色混合物のｐＨは、酸性成分に加えて、又は酸性成分の代わりに、緩衝剤を含有させ
ることによって場合により調整される。試料中のポリ（アミノ酸）と混合可能な任意の緩
衝剤は、染色混合物中における含有に好適である。
【０１２８】
　一つの実施形態において、緩衝剤は、いわゆる「グッド」バッファー（”Ｇｏｏｄ”　
ｂｕｆｆｅｒ）の一つである。「グッド」バッファーは、ＢＥＳ（Ｎ，Ｎ－ビス［２－ヒ
ドロキシエチル］－２－アミノエタンスルホン酸；２－［ビス（２－ヒドロキシエチル）
アミノ］エタンスルホン酸）；ＢＩＣＩＮＥ（Ｎ，Ｎ－ビス［２－ヒドロキシエチル］グ
リシン）、ＣＡＰＳ（３－［シクロヘキシルアミノ］－１－プロパンスルホン酸）、ＥＰ
ＰＳ（Ｎ－［２－ヒドロキシエチル］ピペラジン－Ｎ’－［３－プロパンスルホン酸］）
、ＨＥＰＥＳ（（Ｎ－［２－ヒドロキシエチル］ピペラジン－Ｎ’－［２－エタンスルホ
ン酸］）、ＭＥＳ（２－［Ｎ－モルホリノ］エタンスルホン酸）、ＭＯＰＳ（３－［Ｎ－
モルホリノ］プロパンスルホン酸）、ＰＩＰＥＳ（ピペラジン－Ｎ，Ｎ’－ビス［２－エ
タンスルホン酸］；１，４－ピペラジンジエタンスルホン酸）、ＴＡＰＳ（Ｎ－トリス［
ヒドロキシメチル］メチル－３－アミノプロパンスルホン酸；（［２－ヒドロキシ－１，
１－ビス（ヒドロキシメチル）エチル］アミノ－１－プロパンスルホン酸）、ＴＥＳ（Ｎ
－トリス［ヒドロキシメチル］メチル－２－アミノエタンスルホン酸；２－（［２－ヒド
ロキシ－１，１－ビス（ヒドロキシメチル）エチル］アミノ）エタンスルホン酸）、又は
ＴＲＩＣＩＮＥ（Ｎ－トリス［ヒドロキシメチル］メチルグリシン；Ｎ－［２－ヒドロキ
シ－１，１－ビス（ヒドロキシメチル）エチル］グリシン）を含む。
【０１２９】
　他の有用な緩衝剤は、ギ酸、クエン酸、酢酸、２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン
酸、イミダゾール、Ｎ－２－ヒドロキシエチル－ピペラジン－Ｎ’－２－エタンスルホン
酸の塩、トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン酢酸塩、又はトリス（ヒドロキシメチ
ル）アミノメタン塩酸塩を含む。好ましい実施形態において、緩衝剤は酢酸ナトリウムで
ある。緩衝剤は通常、２０ｍＭ～５００ｍＭの濃度で、別の態様において５０ｍＭ～２０
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０ｍＭの濃度で、そして別の態様において約１００ｍＭの濃度で染色混合物中に通常存在
する。
【０１３０】
　製剤自体に十分に溶解する任意の無機塩は、染色製剤中に使用され得る。有利な無機塩
は、染色されたゲル中の低いバックグラウンドシグナルを示す染色製剤を産生する。本発
明において有用な無機塩は、限定されないが、塩化ナトリウム、塩化カリウム、硫酸アン
モニウム、塩化マグネシウム、塩化亜鉛、酢酸ナトリウム、硫酸マグネシウム、及びグル
クロン酸マグネシウムを含む。無機塩は、１～５０％（ｗ／ｖ）の濃度で染色混合物中に
存在し得る。
【０１３１】
　幾つかの実施形態において、染色混合物は極性有機溶媒を含む。本発明の方法において
有用な極性溶媒は、限定されないが、水、メタノール、エタノール、プロパノール、イソ
プロパノール、ブタノール、ｓｅｃ－ブタノール、イソブタノール、ｔｅｒｔ－ブタノー
ル、エチレングリコール、プロピレングリコール、グリセロール、ジメチルスルホキシド
、ジメチルホルムアミド、スルホラン、メチルホルムアミド、ジメチルアセトアミド、メ
チルアセトアミド、ホルムアミド、メチルピロリドン、ピロリドン、ジメチルイミダゾリ
ノン、アセトニトリル、エトキシエタノール、メトキシエタノール、メチルピロリドン、
テトラヒドロフラン、ジオキサン、及びジグリムを含む。極性溶媒がアルコールであると
き、当該アルコールは１～６個の炭素原子を有し得るか、又は２～６個の炭素原子を有す
るジオール又はトリオールであり得る。存在する場合には、極性溶媒は通常、５～５０％
（ｖ／ｖ）の濃度で染色混合物中に含まれる。
【０１３２】
　ポリ（アミノ酸）の染色は、抗酸化剤又は遷移金属イオンキレート剤の添加によって場
合により強化される。抗酸化剤の選択された実施形態は、グルクロン酸、アスコルビン酸
、及びクエン酸を含む。遷移金属イオンキレート剤の選択された実施形態は、エチレンジ
アミン二酢酸、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール－ビス－（β
－アミノエチルエーテル）四酢酸（ＥＧＴＡ）、クエン酸、１，２－ビス－（２－アミノ
フェノキシエタン）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－四酢酸（ＢＡＰＴＡ）、２－カルボキシメト
キシ－アニリン－Ｎ，Ｎ－二酢酸（ＡＰＴＲＡ）、及び種々のクラウンエーテルを含む。
クエン酸は、抗酸化剤及びキレート化剤の両方として作用し得、そして当該染色混合物へ
の特に有用な添加剤である。
【０１３３】
　ポリ（アミノ酸）の染色は、界面活性剤の存在によって強化され得る。界面活性剤の選
択された実施形態は、任意のＰｌｕｒｏｎｉｃｓ、Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００、及びＴｗ
ｅｅｎ２０を含む。界面活性剤は、個々に、又は二つ以上の界面活性剤の混合物として使
用され得る。界面活性剤は、０．００２％～１０％（ｗ／ｖ）の全体濃度で、より典型的
には０．０１％～１％（ｗ／ｖ）の濃度で存在し得る。界面活性剤は、染色試薬の濃縮ス
トック溶液中に存在し得る。好ましい界面活性剤添加剤は、Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ１２７
である。当業者は、他の界面活性剤が本発明において有用であることを認識するだろう。
【０１３４】
　本発明の金属複合体が調製されるとき、染色混合物は、非常に減らされたバックグラウ
ンド染色でポリアクリルアミドゲル中のポリ（アミノ酸）を染色する。任意の脱染色手順
が、幾つかの染色をポリ（アミノ酸）のバンドから常に除去するだろうために、低いバッ
クグラウンドレベルの発光は、ポリ（アミノ酸）バンドの定量的測定のために特に重要で
ある。
【０１３５】
　Ｃ．混合された混合物
　混合された混合物中に存在する、金属複合体と任意のポリ（アミノ酸）との間の接触を
容易とするように、染色混合物は試料混合物と混合される。ゲル電気泳動によって分離さ
れたポリ（アミノ酸）は、染色混合物中におけるゲルの浸漬によって染色され得る。
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【０１３６】
　染色されたゲルの脱染色は通常、本発明の金属複合体を使用するタンパク質の発光検出
のために必要ではない。染色の持続性及び安定性は、染色されて数週間後に、染色された
ゲルがシグナルの著しい消失無しに写真撮影され得る程度である。
【０１３７】
　脱染色は、バックグラウンド染色を減少させるために、又は検出感度を増大させるため
に実施され得る。脱染色は、水中でのゲルの浸漬によって、又は水と以下の任意成分（組
み合わせ若しくは単一）との混合物中にゲルを浸漬することによって行われ得る：極性溶
媒、酸、バッファー、塩又は界面活性剤。
【０１３８】
　本発明の方法に従って染色された電気泳動ゲルは、その後フィルターペーパー上で、又
はプラスチックシート（例えばセロファン）の間で、標準的手順を使用して乾燥され得る
。
【０１３９】
　Ｄ．追加の試薬
　本発明の方法は場合により、同時に又は連続的に、試料混合物、染色混合物、又は混合
された混合物と混合される、一つ以上の追加の試薬をさらに含む。追加の試薬は場合によ
り、本発明の方法によってその検出を向上するために、一般的なポリ（アミノ酸）と、又
は特定のポリ（アミノ酸）と共局在化する検出試薬である。或いはさらなる試薬は、試料
混合物中の他の成分、例えば核酸染色剤、又は脂質、炭水化物、特定のタンパク質群、若
しくは特定のタンパク質修飾、例えばリン酸化若しくはグリコシル化用の染色剤の同定の
ために有用である。或いは、追加の試薬は、試料混合物の特定の成分を探索するために、
試料混合物の特定の部分と相互作用するように設計された検出試薬であり、ここで金属複
合体と検出試薬の空間的一致は、当該追加の試薬がまた、ポリ（アミノ酸）と結合してい
ることを示す。
【０１４０】
　追加の試薬はまた、検出可能な応答を生み出すための手段を包含する。検出可能な応答
は、直接観察によってか、又は機器を用いてかのいずれかで認知され得る試験系における
パラメータの変化又はその発生を意味する。かかる検出可能な応答は、色、蛍光、反射率
、ｐＨ、化学発光、赤外線スペクトル、磁気的特性、放射活性、光散乱、Ｘ線散乱、又は
電子が豊富な基質の沈澱における変化、又はそれらの発生を含む。検出可能な応答を提供
する好適な標識は、限定されないが、可視性若しくは蛍光色素、化学発光試薬、酵素の作
用（例えば、ジアミノベンジジンに対する西洋ワサビペルオキシダーゼの作用、又は標識
化されたチラミドに対する酵素の作用）に基づく可視性若しくは蛍光性沈澱を生じる酵素
基質、可視性若しくは蛍光性標識された微小粒子、金属、例えば、コロイド状の金、若し
くは銀コーティング試薬、又は試薬に対する光の作用(例えば、光によって、又はジアミ
ノベンジジンに対する光の作用によって活性化されるケージドフルオロフォア（ｃａｇｅ
ｄ　ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅ））によって放出されるシグナルを含む。追加の試薬の検出
可能な標識は、本発明の複合体の光学的シグナルを用いて同時に又は連続的に検出される
。
【０１４１】
　本発明の一つの実施形態において、上記の好ましい実施形態を含む一つ以上の追加の染
料又は光ルミネセンス性物質が、追加の試薬（単数又は複数）である。個々の染料又は光
ルミネセンス性物質は、重複するスペクトル特性を示すように選択され得、その結果、エ
ネルギー移動がポリ（アミノ酸）と結合した物質間で生じ、そしてそれは延長されたＳｔ
ｏｋｅｓシフトを示す標識化ポリ（アミノ酸）をもたらす。或いは、さらなる染料（単数
又は複数）は、幾つかの又は全てのポリ（アミノ酸）が消光を示すように、金属複合体と
共局在化する。或いは追加の試薬は、ポリ（アミノ酸）の標識化が染色の共局在化によっ
て高められるような、別のタンパク質染色剤（例えばＣＢＢ、又は銀染色剤）である。
【０１４２】



(44) JP 2011-505342 A 2011.2.24

10

20

30

40

50

　他の有用な追加の試薬は、蛍光性核酸染色剤である。種々の好適な核酸染色剤は、当技
術分野において既知であり、限定されないが、チアゾールオレンジ、エチジウムホモダイ
マー、エチジウムブロマイド、ヨウ化プロピジウム、ＨＯＥＣＨＳＴ３３２５８、及びＤ
ＡＰＩを含む。さらなる有用な核酸染色剤は、国際公開第９３／０６４８２号、ＤＩＭＥ
ＲＳ　ＯＦ　ＵＮＳＹＭＭＥＴＲＩＣＡＬ　ＣＹＡＮＩＮＥ　ＤＹＥＳ（１９９３年４月
１日公開）、若しくは国際公開第９４／２４２１３号、ＣＹＣＬＩＣ　ＳＵＢＳＴＩＴＵ
ＴＥＤ　ＵＮＳＹＭＭＥＴＲＩＣＡＬ　ＣＹＡＮＩＮＥ　ＤＹＥＳ（１９９４年１０月２
７日公開）；又は米国特許出願公開第５，３２１，１３０号明細書、Ｙｕｅ他、１９９４
年；若しくは米国特許第５，４１０，０３０号明細書、ＤＩＭＥＲＳ　ＯＦ　ＵＮＳＹＭ
ＭＥＴＲＩＣＡＬ　ＣＹＡＮＩＮＥ　ＤＹＥＳ　ＣＯＮＴＡＩＮＩＮＧ　ＰＹＲＩＤＩＮ
ＩＵＭ　ＭＯＩＥＴＩＥＳ、Ｙｕｅ他、１９９５年に記載されている。本発明の染料との
併用での、好適な核酸染色剤の使用は、ポリ（アミノ酸）及び核酸、例えばＤＮＡ及びＲ
ＮＡの同時又は連続的観察が可能となるように選択され得る。
【０１４３】
　追加の試薬は、試薬の検出可能な応答を局在化するために、酵素複合体との併用で使用
され得る。酵素媒介性の技術は、種々の分析物を検出するために、特定の結合対間の結び
付きを利用する。一般的に酵素媒介性技術は、試薬として、特定の結合対又は一連の特定
の結合対の相補的メンバーを検出するために、当該対又は当該一連の対のメンバーと結合
する酵素を使用する。最も単純な場合において、一つの特定の結合対のメンバーのみが使
用される。当該特定の結合対の一つのメンバーは、分析物、すなわち分析対象物質である
。酵素は、当該対の他の（相補的）メンバーと結合して、相補的複合体を形成する。或い
は複数の特定の結合対は、当該分析物、当該相補的複合体、又はその両方へと連続的に結
合され、その結果として当該分析物と、当該特定の結合複合体に組み込まれた相補的複合
体である検出可能な酵素との間に間置された、一連の特定の結合対をもたらす。
【０１４４】
　本発明の別の実施形態において、本発明の方法に従って染色された電気泳動ゲルは、画
像化され、その後一次抗体である検出試薬とインキュベートされる。生じる免疫標識され
たゲルをその後、本発明の方法に従って再度染色した。本発明の金属複合体は、それがち
ょうど他のポリ（アミノ酸）を染色するように、一次抗体と結合して染色し、それにより
当該ゲルの全体の染色が増大する。この実施形態において、当該標識の存在が本発明の複
合体による染色にほとんど影響しないため、非標識抗体でさえ免疫標識のために使用され
得る。本発明の方法論は、標識化及び再染色において、強度を増大させるスポットのため
に、自動化されたワークステーションによって、染色されたゲルを速やかにスクリーニン
グすることができるため、ハイスループット画像分析のために特に有用である。他のポリ
（アミノ酸）標識、例えばアクチン結合タンパク質を同定するために使用されるアクチン
の染色は、同様の方法で容易に達成される。
【０１４５】
　Ｅ．照射及び観察
　本発明の金属複合体が放射活性遷移金属イオン（例えばα、β、又はγ放射体）と結合
する場合、混合された混合物中の金属複合体の存在及び位置は、Ｘ線撮影によって場合に
より検出される。通常、内因性放射活性は、膜、蛍光物質貯蔵プレート、又はマイクロス
キャナ・アレイ検出器を使用して検出される。
【０１４６】
　金属複合体は、最も典型的には、その内因性蛍光によって検出される。試料混合物への
金属複合体の添加後、当該試料混合物は、染色された試料混合物を励起することができる
光源を照射される。通常、試料混合物は、金属複合体のピーク吸収の波長で、またはその
近くである光を生み出すことができる光源、例えば紫外線又は可視波長の輝線ランプ、レ
ーザー、アーク灯、蛍光灯、又は白熱灯によって励起される。好ましくは、試料混合物は
、金属複合体の最大吸収の２０ｎｍ以内の波長で励起される。金属複合体の最大吸収帯に
対してより好適である源による励起によって、より高い感度がもたらされるが、蛍光試料
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の励起のために一般的に利用可能な装置が、本発明の染色剤を励起するために使用され得
る。金属複合体を照射するために有用である選択された装置は、限定されないが、紫外線
トランスイルミネーター、紫外線エピイルミネーター（ｅｐｉ－ｉｌｌｕｍｉｎａｔｏｒ
）、ハンドヘルド・紫外線ランプ、水銀アークランプ、キセノンランプ、アルゴンイオン
レーザー、ダイオード・レーザー、及びＮｄ－ＹＡＧレーザーを含む。これらの照射源は
、場合により、レーザースキャナー、蛍光マイクロプレートリーダー、標準的若しくはミ
ニ蛍光光度計、マイクロスコープ、フローサイトメーター、ゲルリーダー、又はクロマト
グラフ検出器へと統合される。
【０１４７】
　本発明の金属複合体は、長期間の発光寿命を有するので、発光の観察は、照射後約１０
０ナノ秒超で生じ、照射後１０マイクロ秒超まででさえ生じ得る。この「時間分解」発光
は、通常短寿命であるバックグラウンド蛍光のほぼ全ての源の排除をもたらす。この特性
は、試料が内因性蛍光である場合、蛍光性不純物を有する場合、又は速やかな蛍光を与え
る他の検出試薬と併用される場合に特に有用である。
【０１４８】
　本発明の別の実施形態において、試料混合物中のポリ（アミノ酸）の存在又は量は、本
発明の金属複合体の発光の偏光を測定することによって検出される。蛍光偏光の技術は、
偏光を用いて、蛍光又は発光標識試料混合物を励起し、そして生じる蛍光偏光を測定する
ことに関する。標識化分子が大きく、そしてゆっくりと回転する場合（例えば、染色され
たポリ（アミノ酸））、励起光と生じる蛍光との間の偏光の変化は非常に小さい。標識化
分子が小さく、そして早く回転する場合（例えばポリ（アミノ酸）が無い場合の金属複合
体）、偏光における変化は大きい。蛍光偏光アッセイは通常、均一な溶液である試料を使
用する。
【０１４９】
　照射への応答における金属複合体の検出可能な光学応答は、定性的に、又は場合により
定量的に検出される。金属複合体の検出可能な光学応答は通常、長寿命の蛍光応答である
。
【０１５０】
　光学応答は通常、目視検査、ＣＣＤカメラ、ビデオカメラ、写真用フィルム、又は現在
使用される装置の使用、例えばレーザースキャニング装置、フルオロメーター、光ダイオ
ード、量子カウンター、エピ蛍光顕微鏡、スキャニング顕微鏡、フローサイトメーター、
蛍光マイクロプレートリーダーを含む手段によって、又はシグナル増幅手段、例えば光電
子増倍管によって通常検出させる。電気泳動ゲルの光学応答を記録するとき、膜、例えば
ＰＯＬＡＲＯＩＤ（登録商標）膜の使用により、純粋な目視観察に対して、シグナル感度
の向上をもたらす。検出感度は、非常に薄いゲル上の、又はマイクロチューブキャピラリ
ー中のポリ（アミノ酸）の分離を可能とする技術の使用によって改善される。検出限界は
また、当該培地が強い光、例えばレーザーによって照射される場合、より高感度の検出器
を用いて検出される場合、またはバックグラウンドシグナルが遅延された蛍光の検出を通
じて減ずる場合に改善される。本発明の金属複合体の高いＳｔｏｋｅｓシフトは、バック
グラウンドへの散乱光及び内因性蛍光の寄与を減少させることによって、すぐれたシグナ
ル－ノイズ比をもたらす。
【０１５１】
　発光の存在は、試験試料中のポリ（アミノ酸）の存在を同定するために場合により使用
される。或いは、検出可能な光学応答は定量化され、そして試験試料混合物中のポリ（ア
ミノ酸）の濃度を測定するために使用される。定量化は通常、準備された標準曲線に対す
る、又は較正曲線に対する光学応答の比較によって行われる。通常、電気泳動ゲル中又は
膜上の、ポリ（アミノ酸）又はポリ（アミノ酸）混合物の既知の濃度の標準希釈から得ら
れる、測定された光学応答が比較される。一般的に標準曲線は、正確な測定が所望である
場合にはいつでも準備されなければならない。或いは、標準曲線は、金属複合体染色され
たポリ（アミノ酸）に対して標準化されたリファレンス染料又は染料された粒子との比較
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によって作成される。
【０１５２】
　染色された電気泳動ゲルは、複合体試料混合物の組成物を分析するために、及びかかる
混合物中の特定のポリ（アミノ酸）の相対量を追加的に決定するために使用される。染色
されたゲルはまた、単離されたタンパク質の純度を予測するために、及び試料混合物中の
ポリ（アミノ酸）のタンパク分解度を決定するために使用される。さらに、電気泳動移動
度は、評価のされていないポリ（アミノ酸）サイズの測定を提供するために、及び複数の
サブユニットタンパク質のサブユニット組成物を分析するために、並びにかかるタンパク
質に結合したサブユニットに対する化学量論を決定するために場合により使用される。等
電点電気泳動（ＩＥＦ）の場合において、電気泳動移動度は、ポリ（アミノ酸）が有する
正味の分子電荷の測定を提供するために使用される。
【０１５３】
　紫外線による励起を用いて使用される場合、本発明の複合体の使用は、他の類似の電気
泳動ゲル染色剤よりも高感度のポリ（アミノ酸）を提供する。本発明の一つの態様におい
て、本方法は、自動化電気泳動法で利用される。本方法を使用することで、少量のポリ（
アミノ酸）の明るい発光は、自動画像化システムによる検出を可能とする。さらに、多く
の電気泳動ゲル染色剤とは異なり、本方法は「エンドポイント染色」を含む。すなわち、
電気泳動ゲルが、最適エンドポイントを超える銀染色によって影響され得るが、本方法を
使用して染色されたゲルは長時間の染色をこうむることがなく、そして脱染色を必要とせ
ず、自動化染色システムの使用をさらに単純化する。本発明の金属複合体の感度及び紫外
線励起は、自動化システムによるポリ（アミノ酸）のバンド又はスポットの正確な局在化
を容易にし、そしてその後の移動及び／又は分析を可能とする。
【０１５４】
　本発明の一つの態様において、ポリ（アミノ酸）バンド又はスポットの位置決定は、当
該バンド又はスポットの物理的除去、及びその後に電気泳動マトリックスからのポリ（ア
ミノ酸）の分離をさらに含む。本発明の別の態様において、ポリ（アミノ酸）バンド又は
スポットの位置決定は、ポリ（アミノ酸）のイオン化及び質量分析による評価、又は当該
ポリ（アミノ酸）の移動、及びＥｄｍａｎシーケンシングによる当該ポリ（アミノ酸）の
その後の分析をさらに含む。
【０１５５】
　ＩＶ．キット
　幾つかの実施形態において、本発明は、金属複合体のストック溶液、約５～約５０％の
濃度の極性有機溶媒、約１％～約２０％の濃度の酸性成分、約１～約５０％の濃度で存在
する無機塩、又は両方、及び０．００２％～１０％の、より典型的には０．０１～１％全
濃度の界面活性剤を含むキットを提供する。本発明の金属複合体は、少なくとも一つの遷
移金属イオン、及び各々が当該遷移金属イオンと完全に配位した複数のドナー配位子を有
し、ここで当該各々のドナー配位子は窒素ドナー配位子又はシクロメタル化ドナー配位子
である。各々のドナー配位子は、同一か又は異なり得る。窒素ドナー配位子は、１０～４
０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、ここで２～８個の環原子はＮ、Ｏ、Ｓ
又はそれらの組み合わせであり、この内少なくとも２個の環原子がＮであり、ここで各々
の窒素ドナー配位子が、０～４個のＲ1基と置換される。シクロメタル化ドナー配位子は
、同様に１０～４０個の環原子を有するヘテロアリール環系を含み、ここで１～４個の環
原子はＮ、Ｏ、Ｓ又はそれらの組み合わせであり、この内少なくとも１個の環原子がＮで
あり、ここで各々のシクロメタル化ドナー配位子が、０～４個のＲ1基と置換される。Ｒ1

基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ、ハロゲン
、Ｃ1-6ハロアルキル、－ＯＲ2、－ＮＲ2Ｒ3、－ＣＮ、－Ｃ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＯＲ2

、－ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、－Ｃ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、－ＯＣ（Ｏ）ＮＲ2

Ｒ3、－Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、－ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、－ＮＲ2Ｃ（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4

、－ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル又はヘテロシクロアルキ
ルである。２つ以上のＲ1が、単一のドナー配位子上に存在し、それらは、同一か又は異
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なり得る。Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は、Ｈ又はＣ1-12アルキルである。Ｒ2、Ｒ3及びＲ4の各々は
、同一か又は異なり得る。本発明の金属複合体は、総電荷において中性か又は陽イオン性
であり、そして約０．１０μＭ～約１０μＭの濃度で存在する。本発明のキットは場合に
より、緩衝剤、抗酸化剤、金属キレート剤、界面活性剤、又は追加の検出試薬を、前記と
同一の又は異なる溶液中にさらに含む。
【０１５６】
　本発明の金属複合体を含むキットはまた、有用である。当該キットは、乾燥、粉末形態
中に、又は溶液として金属複合体を含み得る。当該キットはまた、ポリ（アミノ酸）、並
びにポリ（アミノ酸）標準、及び他の成分（例えばバッファー又は洗浄溶液）を染色又は
検出するための金属複合体の使用に関する使用説明書を含む。一つの実施形態において、
本発明のキットは、本発明の金属複合体のストック水溶液、及び一つ以上の追加のキット
成分を含む。
【０１５７】
　追加のキット成分は、酸、緩衝剤、無機塩、極性溶媒、抗酸化剤、又は金属キレート剤
を場合により含む。追加のキット成分は、純粋な組成物として、又は一つ以上のさらなる
キット成分を含む水溶液として存在する。任意の又は全てのキット成分は場合により、バ
ッファーをさらに含む。キット成分が酸である場合、それは場合により、リン酸、酢酸、
クエン酸、又はトリクロロ酢酸である。追加のキット成分が極性溶媒である場合、それは
典型的には低級アルコール、例えばメタノール又はエタノールである。幾つかの実施形態
において、追加のキット成分は上記の無機塩であり得る。本発明のキットはまた、本発明
の金属複合体で染色されたポリ（アミノ酸）を検出するための検出装置を含み得る。
【実施例】
【０１５８】
　実施例１：化合物１の製造及び評価
　ビス（２－フェニルピリジン）（４，７－ジフェニル［１，１０］フェナントロリン）
イリジウムクロリドの製造
【０１５９】
【化１７】

【０１６０】
　１０ｍｇ（９．３μｍｏｌ）のジクロロテトラキス（２－（２－ピリジニル）フェニル
）ジイリジウム及び８．１ｍｇ（２４μｍｏｌ）のバソフェナントロリンを、ジクロロメ
タンに溶解し、そして窒素下で６時間攪拌した。溶媒を真空下で除去し、そして残渣をジ
エチルエーテルで洗浄した。これにより、１１．４ｍｇの淡褐色結晶物質を得た（収率７
１％）。分子イオンの予想モノアイソトピック質量は８３３．２であり、測定質量（主ピ
ーク）は８３３．７であった。
【０１６１】
　実施例２：化合物２の製造
　ステップ１－ジクロロテトラキス(ベンゾ[ｈ]キノリン)ジイリジウムの製造
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【０１６２】
【化１８】

【０１６３】
　７５ｍｇのＩｒＣｌ3・Ｈ2Ｏ、及び１８６ｍｇのベンゾ［ｈ］キノリンを、４．５ｍｌ
のエトキシエタノール、１．５ｍｌの水に溶解し、そして２４時間加熱還流した。沈澱し
た固体を濾過により回収し、そしてエタノール及びアセトンで洗浄した。この物質を１１
ｍｌのジクロロメタンに溶解し、そして３．７５ｍｌのトルエン及び１．５ｍｌのヘキサ
ンを添加することによって沈澱させた。沈澱した物質を濾過により回収し、そして真空乾
燥した。収率は５１％であった。
【０１６４】
　ステップ２－化合物２［ビス（ベンゾ［ｈ］キノリン）（４，７－ジフェニル［１，１
０］フェナントロリン）イリジウムヘキサクロロホスフェート］の製造
【０１６５】

【化１９】

【０１６６】
　１２ｍｇのジクロロテトラキス（ベンゾ［ｈ］キノリン）ジイリジウム、及び８ｍｇの
４，７－ジフェニル［１，１０］フェナントロリンを１ｍｌのジクロロメタンに加え、そ
して室温で１８時間攪拌した。当該物質を乾燥し、そしてメタノール中に溶解した。ＫＰ
Ｆ6の飽和溶液を添加することによって、化合物２をヘキサフルオロリン酸塩として沈澱
させた。沈澱した物質を濾過により回収し、そして真空で乾燥した。収率は３６％であっ
た。分子イオンの予想モノアイソトピック質量は８８１．２であり、測定質量（主ピーク
）は８８１．７であった。
【０１６７】
　実施例３：化合物３の製造
　ステップ１－ジクロロテトラキス（２－フェニルベンゾチアゾール）ジイリジウムの製
造
【０１６８】
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【化２０】

【０１６９】
　７５ｍｇのＩｒＣｌ3・Ｈ2Ｏ、及び１９０ｍｇの２－ベンゾチアゾールを、４．５ｍｌ
のエトキシエタノール及び１．５ｍｌの水に溶解し、そして２４時間加熱還流した。沈澱
した固体を濾過により回収し、エタノール及びアセトンで洗浄し、そして温めたクロロホ
ルムで抽出した。この物質を、１１ｍｌのジクロロメタンに溶解し、そして３．７５ｍｌ
のトルエン及び１．５ｍｌのヘキサンを加えることによって沈澱させた。当該物質を濾過
により回収し、そして真空乾燥した。収率は８３％であった。
【０１７０】
　ステップ２－化合物３［ビス（２－フェニルベンゾチアゾール）（４，７－ジフェニル
［１，１０］フェナントロリン）イリジウムヘキサクロロホスフェート］の製造
【０１７１】

【化２１】

【０１７２】
　１４ｍｇのジクロロテトラキス（２－フェニルベンゾチアゾール）ジイリジウム、及び
８ｍｇの４，７－ジフェニル［１，１０］フェナントロリンを１ｍｌのジクロロメタンに
加え、そして室温で１８時間攪拌した。当該物質を乾燥し、そしてメタノール中に溶解し
た。ＫＰＦ6の飽和溶液を加えることにより、化合物２をヘキサフルオロリン酸塩として
沈澱させた。沈澱した物質を濾過により回収し、そして真空乾燥した。収率は１１％であ
った。分子イオンの予想モノアイソトピック質量は９４５．２であり、測定質量（主ピー
ク）は９４５．７であった。
【０１７３】
　実施例４：化合物４～１０、１６、１８、１９、２３、２４、２６、２８、３７、４６
、及び５５の製造
　化合物４～１０、１６、１８、１９、２３、２４、２６、２８、３７、４６、及び５５
を、当技術分野で既知の方法（Ｓｐｒｏｕｓｅ，Ｓ．ｅｔ　ａｌ．Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．
Ｓｏｃ．１９８４，１０６，６６４７－６６５３；Ｏｈｓａｗａ，Ｙ．ｅｔ　ａｌ．Ｊ．
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Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．１９８７，９１，１０４７－１０５４）に従って製造した。０．９
ｍｍｏｌのシクロメタル化ドナー配位子を、０．２４ｍｍｏｌのＩｒＣｌ3・Ｈ2Ｏと共に
、４．５ｍｌのエトキシエタノール、及び１．５ｍｌの水中で１６時間加熱還流すること
によって、シクロメタル化ジクロロ架橋二核前駆体を製造した。体積を真空下で減らし、
そして当該物質を濾過により回収した。ジエチルエーテル及びエタノールを用いて洗浄し
た後、収率は通常８５％超であった。２０μｍｏｌのジクロロ架橋二核前駆体と、５０μ
ｍｏｌの窒素ドナー配位子とを、２ｍｌの塩化メチレン中で混合し、そしてアルゴン下で
３時間攪拌することによって表題化合物を調製した。当該化合物をシリカゲルクロマトグ
ラフィー（クロロホルム：エタノール　９：１）で精製した。
【０１７４】
　各々の合成化合物の特性を、マトリックスフリーレーザー脱離イオン化質量分析によっ
て検証した（以下）：
【０１７５】
【表４】

【０１７６】
　実施例５：ポリ（アミノ酸）の染色
　記載された化合物を、ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）
によって分離されたタンパク質の蛍光染色のために使用した。単純かつ迅速な染色手順が
使用され、そして染色されたゲルは、ＵＶ光を用いた透視、及び好適な膜を通じた写真に
により画像化された。タンパク質支援発光は、類似の方法を用いた場合よりも高く、そし
て１ｎｇ以下のタンパク質の検出限界が、比較的短時間の暴露時間で獲得される。
【０１７７】
　１０ｍｇ／ｍｌ（化合物１）、又は７．５ｍｇ／ｍｌ（化合物２及び３）となるように
ジメチルスルホキシド中に溶解し、その後１０％（ｗ／ｖ）Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ１２７
水溶液で５０倍に希釈することによって、当該物質のストック溶液を調製した。
【０１７８】
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　一つの実施例において、タンパク質標準の希釈をＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　
Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ　４－２０％Ｔｒｉｓ－Ｃｌ）上で行った。上記のストック溶液の、
４０％メタノール、０．８５％リン酸の１：１００希釈液中で、ゲルを９０分間インキュ
ベートした。当該ゲルを、ＶｅｒｓａＤｏｃ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて
、５２０ｎｍのロングパスフィルターを通じた５秒間の暴露を使用して画像化した（図３
）。
【０１７９】
　実施例６：化合物１対ＳＹＰＲＯ　Ｒｕｂｙでの、ゲル染色剤の比較
　７．５ｍｇ／ｍｌの濃度となるように化合物１をジメチルスルホキシド中に溶解し、そ
の後１０％（ｗ／ｖ）Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ１２７水溶液で５０倍に希釈することによっ
て、化合物１の１００ｘストック溶液を調製した。
【０１８０】
　タンパク質標準の希釈を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ　
８－１６％Ｔｒｉｓ－Ｃｌ）上で行った。上記のストック溶液の、４０％メタノール、０
．８５％リン酸の１：１００希釈液中で、９０分間当該ゲルをインキュベートした。
【０１８１】
　同様にロードされ及び使用されたゲルを、製造業者の指示書に従って、ＳＹＰＲＯ　Ｒ
ｕｂｙ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いて染色した（５０％メタノール、７％酢酸で３０
分間、２度固定化し、一晩染色し、そして１０％メタノール、７％酢酸を用いて３０分間
脱染色した）。
【０１８２】
　両方のゲルを、ＶｅｒｓａＤｏｃ　ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を用いて、５２０
ｎｍのロングパスフィルターを通じた１０秒間の暴露を使用して画像化した（図２）。
【０１８３】
　実施例７；化合物１を用いたげゲル染色の時間経過
　７．５ｍｇ／ｍｌの濃度となるように化合物１をジメチルスルホキシド中に溶解し、そ
の後１０％（ｗ／ｖ）Ｐｌｕｒｏｎｉｃ　Ｆ１２７水溶液で５０倍に希釈することによっ
て、化合物１の１００ｘストック溶液を調製した。
【０１８４】
　タンパク質標準の希釈を、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ　Ｃｒｉｔｅｒｉｏｎ　
８－１６％Ｔｒｉｓ－Ｃｌ）上で行った。上記のストック溶液の、４０％メタノール、０
．８５％リン酸の１：１００希釈液中で、当該ゲルをインキュベートした。当該ゲルを定
期的にこの溶液から取り出し、ＵＶ透視を用いて写真撮影し、そして溶液を交換した。７
、１５、３０、６０、９０、１５０、及び３００分のインキュベーション後、当該ゲルを
この方法で画像化した。結果を図４に示す。最大染色強度が９０分以内で達成され、そし
て過剰の染色は、長期間の染色において生じなかった。
【０１８５】
　実施例８：２－Ｄ ＰＡＧＥ分離を視覚化するための、化合物１の使用
　Ｅ．ｃｏｌｉの溶解物（４０μｇのタンパク質）は、２－Ｄ　ＰＡＧＥによって分離さ
れた（第一の次元：１１ｃｍ　ｐＨ５～８、第二の次元：ＳＤＳ－ＰＡＧＥ　８～１６％
アクリルアミド）。実施例６及び７に記載の通りにゲルを染色し、そして画像化した。結
果を図５に示す。
【０１８６】
　理解を明確にする目的のために、図及び例を用いて幾らか詳細に前述の発明を説明した
が、当業者は、ある程度の変化及び改変が特許請求の範囲内で行われることを認識するだ
ろう。さらに、本明細書において提供された各々の参考文献は、個々の参考文献が個別に
参照により援用されたのと同程度に、その全体が参照により本明細書において援用される
。
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【国際調査報告】
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【要約の続き】
～４個のＲ1基で置換される。Ｒ1基は、Ｃ1-6アルキル、Ｃ2-6アルケニル、Ｃ2-6アルキニル、Ｃ1-6アルコキシ、ハ
ロゲン、Ｃ1-6ハロアルキル、ＯＲ2、ＮＲ2Ｒ3、ＣＮ、Ｃ（Ｏ）Ｒ2、Ｃ（Ｏ）ＯＲ2、ＯＣ（Ｏ）Ｒ2、Ｃ（Ｏ）Ｎ
Ｒ2Ｒ3、Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）Ｒ3、ＯＣ（Ｏ）ＮＲ2Ｒ3、Ｎ（Ｒ2）Ｃ（Ｏ）ＯＲ3、ＮＲ2Ｃ（Ｏ）ＮＲ3Ｒ4、ＮＲ2Ｃ
（Ｓ）ＮＲ3Ｒ4、ＮＯ2、＝Ｏ、アリール、ヘテロアリール、シクロアルキル又はヘテロシクロアルキルである。２
つ以上のＲ1が単一のドナー配位子上に存在するとき、それらは同一か又は異なり得る。Ｒ2、Ｒ3及びＲ4は、Ｈ又は
Ｃ1-12アルキルである。Ｒ2、Ｒ3及びＲ4の各々は、同一か又は異なり得る。さらに、本発明の金属複合体は、総電
荷において中性又は陽イオン性であり得、その結果当該金属複合体は当該ポリ（アミノ酸）と非共有結合で結合する
。したがって当該金属複合体は、当該ポリ（アミノ酸）を染色する。
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