
(57)【要約】
バイオセンサを、細菌周辺質結合タンパク質 (bPBP)の 1以上の特定の位置に対して少なく
とも 1つのレポーター基を共通結合またはそれ以外の方法で結合させることによって作製
する。バイオセンサにリガンドが結合すると、レポーター基によって変換されたシグナル
の変化が生じる。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 で は な い 細 菌 周 辺 質 結 合 タ ン パ ク 質 (bPBP)と 、 前 記 bPBPの 1
以 上 の 特 定 の 位 置 に 結 合 し た 少 な く と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 と を 含 む 、 リ ガ ン ド の た め の
バ イ オ セ ン サ で あ っ て 、 前 記 バ イ オ セ ン サ の リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト 内 へ の 前 記 リ ガ ン ド の
結 合 が 、 前 記 レ ポ ー タ ー 基 に よ る シ グ ナ ル の 変 化 を 引 き 起 こ す バ イ オ セ ン サ （ 但 し 、 グ ル
コ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (GBP)を 含 む バ イ オ セ ン サ は 、 10, 93, 149お よ び 183か ら な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 前 記 GBPの 1以 上 の 位 置 に 少 な く と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 を 結 合 さ せ て い る も
の に 限 定 さ れ る ） 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 bPBPが 、 ア ラ ビ ノ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (ABP)、 リ ボ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (RBP)、 ジ ペ
プ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 (DPP)、 グ ル タ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 (QBP)、 ヒ ス チ ジ ン 結 合 タ ン パ ク
質 (HBP)、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 /ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 結 合 タ ン パ ク 質 (EBP)、 リ ン 酸 塩 結 合 タ ン パ
ク 質 (PBP)、 硫 酸 塩 結 合 タ ン パ ク 質 (SBP)、 お よ び Fe(III)結 合 タ ン パ ク 質 (FeBP)か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 共 有 結 合 し て い な い 位 置 に お い て 、 前 記 bPBPが 1以 上 の 変 異 を 含 ん
で い る 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト が 1以 上 の 変 異 を 含 み 、 か つ 前 記 リ ガ ン ド が 野 生 型 bPBPと 結
合 し な い 請 求 項 1ま た は 2に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 、 前 記 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト か ら 離 れ た 1以 上 の 位 置 で 前 記 bPBPに
結 合 し て い る 請 求 項 1な い し 4の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 、 前 記 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト と 近 接 し た 1以 上 の 位 置 で 前 記 bPBPに
結 合 し て い る 請 求 項 1な い し 4の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 、 前 記 bPBPの 1以 上 の 特 定 の 位 置 に 共 有 結 合 し て い る 請 求 項 1な い し
6の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 、 前 記 bPBPの 1以 上 の 特 定 の 位 置 に 共 有 結 合 以 外 の 方 法 で 結 合 し て
い る 請 求 項 1な い し 6の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 、 酸 化 還 元 補 因 子 で あ る 請 求 項 1な い し 8の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ
イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 レ ポ ー タ ー 基 が 、 フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 請 求 項 1な い し 7の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ
イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 時 の 前 記 バ イ オ セ ン サ の 標 準 強 度 変 化 (Δ I s t d )が 、 0.25よ り も 大 き い 請 求
項 10に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 Δ I s t d が 、 0.9よ り も 大 き い 請 求 項 11に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 時 の 前 記 バ イ オ セ ン サ の 標 準 レ シ オ メ ト リ ッ ク 変 化 (Δ R m a x )の 最 大 値 が 、
1.25よ り も 大 き い 請 求 項 10に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 Δ R m a x が 、 2.5よ り も 大 き い 請 求 項 13に 記 載 の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 細 菌 周 辺 質 結 合 タ ン パ ク 質 (bPBP)と 、 エ ピ ス テ リ ッ ク ま た は エ ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 で あ
る 前 記 bPBPの 1以 上 の 特 定 の 位 置 に 結 合 し た 少 な く と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 と を 含 む 、 リ ガ
ン ド の た め の バ イ オ セ ン サ 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 リ ガ ン ド に つ い て 分 析 す る た め の 、 請 求 項 1な い し 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン
サ の 使 用 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 サ ン プ ル 中 の リ ガ ン ド の 有 無 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 バ イ オ セ ン サ が 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る リ ガ ン ド と 結 合 す る こ と が で き る よ う な
条 件 下 で 、 請 求 項 1な い し 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン サ を 前 記 サ ン プ ル と 接 触 さ
せ る 工 程 と 、
　 前 記 バ イ オ セ ン サ が 前 記 サ ン プ ル と 接 触 し た と き に 前 記 レ ポ ー タ ー 基 に よ っ て 変 換 さ れ
た シ グ ナ ル と 、 前 記 バ イ オ セ ン サ が 既 知 量 の リ ガ ン ド を 含 む 少 な く と も 1つ の 対 照 サ ン プ
ル と 接 触 し た と き に 前 記 レ ポ ー タ ー 基 に よ っ て 変 換 さ れ た シ グ ナ ル と を 比 較 す る 工 程 と 、
　 前 記 比 較 結 果 か ら 前 記 サ ン プ ル 中 の リ ガ ン ド の 有 無 を 決 定 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 サ ン プ ル 中 の リ ガ ン ド の 量 ま た は 濃 度 を 定 量 化 す る 方 法 で あ っ て 、
　 前 記 バ イ オ セ ン サ が 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る リ ガ ン ド と 結 合 す る こ と が で き る よ う な
条 件 下 で 、 請 求 項 1な い し 15の い ず れ か 1項 に 記 載 の バ イ オ セ ン サ を 前 記 サ ン プ ル と 接 触 さ
せ る 工 程 と 、
　 前 記 バ イ オ セ ン サ が 前 記 サ ン プ ル と 接 触 し た と き に 前 記 レ ポ ー タ ー 基 に よ っ て 変 換 さ れ
た シ グ ナ ル を 、 既 知 量 の リ ガ ン ド を 含 む 一 連 の 対 照 サ ン プ ル に よ っ て 変 換 さ れ た シ グ ナ ル
に 対 し て 比 較 す る 工 程 と 、
　 前 記 比 較 結 果 か ら 前 記 サ ン プ ル 中 の リ ガ ン ド の 量 を 算 出 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 サ ン プ ル 中 の リ ガ ン ド に つ い て 分 析 す る 方 法 に お い て 、
(a) 細 菌 周 辺 質 結 合 タ ン パ ク 質 (bPBP)で 構 成 さ れ た バ イ オ セ ン サ と 、 前 記 bPBPの 1以 上 の
特 定 の 位 置 に 結 合 し た 少 な く と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 と を 前 記 サ ン プ ル に 接 触 さ せ る 工 程
で あ っ て 、 前 記 バ イ オ セ ン サ の リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト 内 へ の 前 記 リ ガ ン ド の 結 合 に よ り 、
前 記 レ ポ ー タ ー 基 に よ る シ グ ナ ル の 変 化 を 引 き 起 こ さ せ る 工 程 と ；
(b) 前 記 リ ポ ー タ ー 基 に よ っ て 変 換 さ れ た シ グ ナ ル に つ い て の レ シ オ メ ト リ ッ ク 変 化 (Δ R
)を 測 定 す る 工 程 と ；
(c) 前 記 サ ン プ ル 中 に 存 在 す る リ ガ ン ド を 少 な く と も 検 出 ま た は 定 量 化 す る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 生 理 学 的 液 体 を 含 ん で い る 請 求 項 17な い し 19の い ず れ か 1項 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 生 理 学 的 液 体 が 、 血 液 、 組 織 液 、 洗 浄 液 、 汗 、 血 漿 、 唾 液 、 血 清 、 お よ び 尿 か ら な
る 群 か ら 選 択 さ れ る 請 求 項 20の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 サ ン プ ル が 、 可 溶 性 で あ る ア ミ ノ 酸 、 生 理 活 性 固 体 お よ び ガ ス 状 化 合 物 、 炭 水 化 物
、 禁 制 物 質 ま た は 管 理 物 質 、 環 境 汚 染 物 質 、 爆 発 物 、 食 品 汚 染 物 質 お よ び 副 産 物 、 脂 質 、
金 属 イ オ ン 、 微 生 物 毒 素 、 神 経 伝 達 物 質 、 ヌ ク レ オ シ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド 、 ペ プ チ ド 、
ス テ ロ イ ド 、 お よ び 治 療 用 薬 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ た リ ガ ン ド を 含 む こ と が 疑 わ れ る
請 求 項 17な い し 19の い ず れ か 1項 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 バ イ オ セ ン サ を 構 築 す る 方 法 で あ っ て 、
(a) 3次 元 構 造 が 解 明 さ れ て い な い 、 既 知 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も つ 第 1の 細 菌 周 辺 質 結 合 タ ン
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パ ク 質 (bPBP)を 選 択 す る 工 程 と 、
(b) 前 記 第 1の bPBPの 3次 元 構 造 を 、 3次 元 構 造 が 解 明 さ れ て い る 第 2の bPBPを 利 用 し て モ デ
リ ン グ す る 工 程 と 、
(c) 前 記 第 2の bPBPの 少 な く と も 1つ の ア ロ ス テ リ ッ ク 、 エ ン ド ス テ リ ッ ク 、 ま た は フ ェ リ
ス テ リ ッ ク 部 位 を 、 リ ポ ー タ ー 基 が 前 記 第 1の bPBPと 結 合 可 能 な 1以 上 の 推 定 位 置 に 整 列 さ
せ る 工 程 と 、
(d) 少 な く と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 を 、 前 記 第 1の bPBPの 1以 上 の 推 定 位 置 に 結 合 さ せ て 推
定 上 の バ イ オ セ ン サ を 形 成 し 、 前 記 推 定 上 の バ イ オ セ ン サ が 機 能 的 で あ る か 否 か を 決 定 す
る 工 程 と
を 含 む 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 関 連 出 願 と の 相 互 参 照 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 は 、 2002年 10月 16日 に 出 願 さ れ た 仮 特 許 出 願 No.60/418,359の 利 益 を 主 張 す る 。
【 連 邦 政 府 支 援 の 研 究 ま た は 開 発 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は NIH-RO1-GM49871お よ び ONR-N00014-98-1-0110の も と で 提 供 さ れ た の で 、 ア メ
リ カ 合 衆 国 政 府 は 本 発 明 に つ い て 一 定 の 権 利 を も つ 。
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 は 、 バ イ オ セ ン サ お よ び こ れ を 製 造 お よ び 使 用 す る 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 バ イ オ セ ン サ は 、 生 物 学 的 巨 大 分 子 の 精 巧 な 分 子 認 識 性 質 と 、 リ ガ ン ド の 結 合 を 容 易 検
知 可 能 な 物 理 学 的 変 化 に 結 び 付 け る シ グ ナ ル 変 換 機 構 と を 組 み 合 わ せ る こ と に よ り 、 複 雑
な 混 合 物 中 の 1分 子 種 の 存 在 を 測 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 分 析 学 的 ツ ー ル で あ る (
Hall, Biosensors, Prentice-Hall, Englewood Cliffs, New Jersey;Scheller et al., C
urr. Op. Biotech. 12: 35-40,2001)。 理 想 的 に は 、 バ イ オ セ ン サ は 試 薬 が 不 要 で あ り 、
酵 素 に 基 づ い た 分 析 ま た は 競 合 的 免 疫 学 的 分 析 と は 対 照 的 に 、 測 定 を 行 う 結 果 と し て 組 成
を 変 化 さ せ な い (Hellinga & Marvin, Trends Biotech. 16: 183-189,1998)。 大 部 分 の バ
イ オ セ ン サ は 、 天 然 に 存 在 す る 巨 大 分 子 、 例 え ば 酵 素 ま た は 抗 体 を 、 問 題 の 分 子 に 対 す る
特 定 の 適 切 な 物 理 学 的 シ グ ナ ル の 同 定 部 、 お よ び そ の 系 に 特 異 的 な 検 出 器 の 構 造 部 と 組 み
合 わ せ る (Meadows, Adv. Drug Deliv. Rev. 21:177-189, 1996)。 近 年 、 多 く の 異 な る 分
析 物 の た め の 包 括 的 検 出 系 を 構 築 す る た め に 、 分 子 工 学 的 技 術 を 使 用 し 、 広 範 な 結 合 特 異
性 お よ び 親 和 性 を 共 通 の シ グ ナ ル 変 換 機 構 と 組 み 合 わ せ た 巨 大 分 子 が 開 発 さ れ て き た (Hel
linga & Marvin, Trends Biotech. 16: 183-189,1998)。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 大 腸 菌 の 周 辺 質 結 合 タ ン パ ク 質 は 、 膜 タ ン パ ク 質 の ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー (細 菌 周 辺 質 結
合 タ ン パ ク 質 、 bPBPs)で あ り (Tam & Saier, Microbiol. Rev. 57: 320-346,1993)、 バ イ
オ セ ン サ の 加 工 に 非 常 に 適 し て い る こ と が 解 っ て い る (米 国 特 許 6,277,627)。 こ れ ら の タ
ン パ ク 質 は 、 ヒ ン ジ 領 域 に よ っ て 連 結 さ れ た 2つ の ド メ イ ン を 含 む (Quiocho & Ledvina, M
olec. Microbiol. 20: 17-25,1996)。 リ ガ ン ド 結 合 部 は 、 2つ の ド メ イ ン 間 の 境 界 部 に 位
置 す る 。 タ ン パ ク 質 は 、 典 型 的 に は 2つ の 高 次 構 造 （ リ ガ ン ド 遊 離 開 放 形 態 お よ び リ ガ ン
ド 結 合 閉 鎖 形 態 ） を と り 、 リ ガ ン ド 結 合 時 に ヒ ン ジ 屈 曲 機 構 を 介 し て 相 互 変 換 す る 。 こ の
全 体 的 な リ ガ ン ド に 媒 介 さ れ た 高 次 構 造 変 化 を 利 用 し 、 全 体 的 変 化 に 合 わ せ て 局 所 的 な 高
次 構 造 変 化 を 受 け る 位 置 に 、 環 境 的 に 感 受 性 の フ ル オ ロ フ ォ ア を １ つ 配 置 さ せ る こ と に よ
っ て 、 リ ガ ン ド 結 合 と 蛍 光 強 度 の 変 化 と を 結 び 付 け る (Brune et al., Biochemistry 33: 
8262-8271,1994 ; Gilardi et al. , Prot. Eng. 10: 479-486, 1997; Gilardi et al., 
Anal. Chem. 66: 3840-3847,1994 ; Marvin et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 
4366-4371,1997, Marvin and Hellinga, J. Am. Chem. Soc. 120: 7-11,1998 ; Tolosa e
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t al. , Anal. Biochem. 267: 114-120, 1999 ; Dattelbaum & Lakowicz, Anal. Biochem
. 291: 89-95, 2001 ; Marvin & Hellinga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 4955- 496
0,2001 ; Salins et al., Anal. Biochem. 294: 19-26,2001)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ま た 、 高 次 構 造 共 役 機 構 を 工 夫 し て 、 共 有 結 合 し た 酸 化 還 元 補 因 子 を 含 む 加 工 さ れ た bP
BPで 誘 導 体 化 さ れ た 電 極 の 表 面 間 の 電 流 の 流 れ を 変 え る こ と が で き る (Benson et al., Sc
ience 293: 1641-1644, 2001)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 は 、 糖 質 、 ア ミ ノ 酸 、 ジ ペ プ チ ド 、 カ チ オ ン 、 お よ び ア ニ オ ン を 含 む 様 々 な 化 学
的 部 類 の た め の バ イ オ セ ン サ を 生 み 出 す た め に bPBPsを 利 用 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら
の バ イ オ セ ン サ は 、 臨 床 的 、 工 業 的 、 お よ び 環 境 的 設 備 内 を 含 む 広 範 囲 の 有 用 性 を も つ 。
【 本 発 明 の 概 要 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 バ イ オ セ ン サ 、 細 菌 周 辺 質 結 合 タ ン パ ク 質 (bPBP)ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 変 異
型 ま た は 野 生 型 の 膜 か ら の そ の 製 造 、 お よ び リ ガ ン ド に つ い て 分 析 (す な わ ち 検 出 お よ び /
ま た は 定 量 )す る た め の そ の 使 用 に 関 す る 。 bPBPsの 三 次 構 造 は 、 ヒ ン ジ 領 域 に よ っ て 連 結
さ れ た 2つ の ド メ イ ン と 、 2つ の ド メ イ ン 間 の 境 界 部 に 位 置 す る リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト と に
よ っ て 構 成 さ れ て い る 。 こ れ ら は 典 型 的 に は 2つ の 高 次 構 造 （ リ ガ ン ド 遊 離 開 放 形 態 お よ
び リ ガ ン ド 結 合 閉 鎖 形 態 ） を と り 、 リ ガ ン ド が 前 記 部 位 に 結 合 す る か 否 か に 依 存 す る ヒ ン
ジ 屈 曲 機 構 を 介 し て 相 互 変 換 す る 。 バ イ オ セ ン サ は 、 bPBPの 1以 上 の 特 定 の 位 置 に 少 な く
と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 を 共 有 結 合 ま た は そ れ 以 外 の 方 法 で 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 作 製
さ れ る 。 バ イ オ セ ン サ に リ ガ ン ド が 結 合 す る と 、 レ ポ ー タ ー 基 に よ っ て 変 換 さ れ る シ グ ナ
ル の 変 化 が 起 こ り 、 こ の 変 化 は 、 何 ら か の 観 察 可 能 な 特 性 (例 え ば 、 光 学 的 ま た は 電 気 化
学 的 特 性 )を 評 価 す る こ と で 分 析 可 能 で あ る 。 バ イ オ セ ン サ は 、 レ ポ ー タ ー 基 の 結 合 部 位
と リ ガ ン ド の 結 合 部 位 と の 関 係 (す な わ ち 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 、 エ ン ド ス テ リ ッ ク 、 ま た は
ペ リ ス テ リ ッ ク )、 ま た は こ れ ら の 部 位 間 の 距 離 (す な わ ち 、 遠 位 ま た は 近 位 )に よ っ て 分
類 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 バ イ オ セ ン サ に リ ガ ン ド が 結 合 す る と 、 位 置 特 異 的 に 結 合 し た レ ポ ー
タ ー 基 の 局 所 的 環 境 が 変 化 す る 。 レ ポ ー タ ー 基 の シ グ ナ ル を 、 1以 上 の フ ル オ ロ フ ォ ア お
よ び ／ ま た は 酸 化 還 元 補 因 子 に よ っ て 生 み 出 す こ と が で き る 。 こ の バ イ オ セ ン サ は 、 追 加
の 試 薬 を 伴 わ ず に 生 理 学 的 条 件 下 で 動 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 目 的 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 か ら 明 ら か に な る で あ ろ う 。
【 本 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 加 工 さ れ た bPBPs、 例 え ば 大 腸 菌 bPBPsを 使 用 し て 構 築 さ れ た バ イ オ セ ン サ に
関 す る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 bPBPsへ の リ ガ ン ド の 結 合 を 観 察 す る の に 使 用 す る こ と が で き
る 複 合 体 を 構 築 す る 。 タ ン パ ク 質 (bPBP)構 造 内 の 1以 上 の 特 定 の 位 置 に 変 異 を 導 入 す る こ
と に よ っ て こ の 複 合 体 を 作 り 出 す こ と が で き る 。 こ の 位 置 で は 、 共 有 結 合 し た レ ポ ー タ ー
基 (例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は 酸 化 還 元 補 因 子 )が 、 リ ガ ン ド 結 合 が 引 き 起 こ す bPBPの
高 次 構 造 変 化 に 反 応 す る 。 変 異 型 ま た は 野 生 型 bPBPの 1次 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1以 上 の ア ミ ノ
酸 残 基 の 位 置 に 、 少 な く と も 1つ の レ ポ ー タ ー 基 を 共 有 結 合 ま た は そ れ 以 外 の 方 法 で 結 合
さ せ る 他 の 方 法 に は 、 任 意 の 活 性 化 可 能 な 架 橋 剤 の 追 加 ま た は 置 換 、 設 計 ま た は 加 工 さ れ
た tRNAsの 使 用 、 配 位 部 位 の 導 入 な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 bPBPsの 加 工 さ れ た 高 次 構 造 共 役 機 構 の 普 遍 性 を 、 本 明 細 書 中 に 開 示 す る 。 以 下 の 例 に
説 明 す る よ う に 、 既 知 構 造 の 10個 の bPBPsを 使 用 し 、 8つ の 異 な る 環 境 的 感 受 性 の フ ル オ ロ
フ ォ ア を 、 リ ガ ン ド に 媒 介 さ れ た ヒ ン ジ 屈 曲 運 動 に よ っ て 局 所 的 高 次 構 造 変 化 が 起 こ る と
推 定 さ れ る 様 々 な 位 置 に 導 入 し た 。 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス 技 術 を 使 用 し 、 未 知 の 構 造
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の bPBPs中 の 連 結 部 位 の 位 置 を 予 測 す る こ と が で き る の で 、 ゲ ノ ム シ ー ク エ ン ス の 研 究 に
よ っ て こ の フ ァ ミ リ ー の 中 で 最 近 同 定 さ れ た 多 数 の パ ラ ロ グ お よ び ホ モ ロ グ を 使 用 す る こ
と が で き る (Blattner et al., Science 277: 1453-1474,1997; Quentin et al., J. Mol.
 Biol. 287: 467-484, 1999)。 リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 の 構 造 に 基 づ い た 再 設 計 の 機 会 に 加 え
て (Hellinga & Richards, J. Mol. Biol. 222:763-785, 1991: Marvin & Hellinga, Proc
. Natl. Acad. Sci. USA 98:4955-4960, 2001)、 以 下 に 与 え ら れ た 例 は 、 幅 広 い 用 途 に 適
し た バ イ オ セ ン サ シ ス テ ム の 主 成 分 と し て の bPBPス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の 高 い 潜 在 能 力 を 実
証 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 、 野 生 型 の bPBPと は 結 合 し な い リ ガ ン ド と 結 合 す る よ う に 、 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ
ト を 加 工 す る こ と が で き る 。 リ ガ ン ド 結 合 部 位 は 、 bPBPの 2つ の ド メ イ ン 間 の 境 界 部 に 位
置 す る 。 野 生 型 bPBPの 結 合 部 位 の 近 く (即 ち 、 内 部 ま た は 周 辺 部 )に 位 置 す る そ の 境 界 部 で
ア ミ ノ 酸 残 基 に 変 異 を 入 れ る と 、 リ ガ ン ド (例 え ば 、 MBPで は Zn + + )と の 新 し い 接 触 を 生 み
出 す こ と が で き 、 同 種 の リ ガ ン ド (例 え ば 、 MBPで は マ ル ト ー ス )と の 結 合 を 破 壊 ま た は 変
更 す る こ と が で き る 。 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト の 特 異 性 を 変 化 さ せ る の に こ れ を 使 用 す る こ
と が で き る 。 例 え ば 、 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 に 変 異 を 入 れ て 、 異 な る 種 の リ ガ ン ド ：
例 え ば 、 金 属 イ オ ン Zn + + 、 ト リ ニ ト ロ ト ル エ ン 、 L-乳 酸 塩 、 お よ び セ ロ ト ニ ン に 特 異 的 に
結 合 さ せ て い る (Marvin & Hellinga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98: 4955-4960, 2001
; Looger et al., Nature 423: 185-190, 2003; Dwyer et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 100: 11255-11260, 2003)。 従 っ て 、 2つ の bPBPド メ イ ン の 境 界 部 に 位 置 す る ア ミ ノ
酸 残 基 に 変 異 を 入 れ る こ と に よ っ て 新 し い リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト を 生 み 出 し 、 異 な る 種 の
リ ガ ン ド と 結 合 す る バ イ オ セ ン サ を 作 り 出 す こ と が で き る 。 こ の よ う な バ イ オ セ ン サ と 結
合 す る リ ガ ン ド は 、 野 生 型 bPBPと は 結 合 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 バ イ オ セ ン サ の 機 能 に 影 響 を 与 え る た め に 、 bPBPに 他 の 変 異 を 入 れ る こ と が で き る ： 例
え ば 、 前 記 変 異 は 、 結 合 親 和 性 ま た は 特 異 性 を 増 加 ま た は 減 少 さ せ る こ と が で き ； シ グ ナ
ル 変 換 を 増 強 ま た は 減 少 さ せ る こ と が で き ； 他 の 炭 水 化 物 、 脂 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 ド メ
イ ン と の 融 合 に よ っ て 新 し い 機 能 性 を 加 え る こ と が で き ； 熱 安 定 性 ま た は 熱 不 安 定 性 を 改
善 す る こ と が で き ； 触 媒 活 性 を 導 入 す る こ と が で き ； 操 作 時 間 を 短 く ま た は 長 く す る こ と
が で き ； 操 作 条 件 を 広 げ ま た は 狭 め る こ と が で き ； ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 実
現 す る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 レ ポ ー タ ー 基 が 結 合 し て い な い bPBPの 位 置 で ア ミ ノ 酸
残 基 に 変 異 を 入 れ る (例 え ば 、 チ オ ー ル 結 合 を 通 し て フ ル オ ロ フ ォ ア と 結 合 し た シ ス テ イ
ン で は な い 少 な く と も 1つ の ミ ス セ ン ス 変 異 )。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 1つ の 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 薬 不 要 の 蛍 光 バ イ オ セ ン サ を 構 築 す る 方 法 に 関
す る 。 本 方 法 は 、 リ ガ ン ド 媒 介 性 の ヒ ン ジ 屈 曲 運 動 に 連 動 し て 局 所 的 高 次 構 造 変 化 を 受 け
る bPBP上 の 位 置 を 同 定 す る こ と を 含 む 。 シ ス テ イ ン 残 基 を 、 1以 上 の こ の よ う な 部 位 に 導
入 す る こ と が で き 、 か つ フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 強 度 が リ ガ ン ド 結 合 時 に 変 化 す る よ う に 、
当 該 部 位 に フ ル オ ロ フ ォ ア を 結 合 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 方 法 に お け る 使 用 に 適 し た bPBPsを 選 択 ま た は 設 計 す る こ と が で き る 。 bPBPス ー パ ー
フ ァ ミ リ ー は 、 検 出 対 象 の リ ガ ン ド (例 え ば 、 表 1で 参 照 し た 分 析 物 )に 基 づ い た コ ン ピ ュ
ー タ ー を 使 っ た 方 法 ま た は 他 の 方 法 ま た は そ の 両 方 に よ る 、 リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 の 再 設 計
に 非 常 に 適 し て い る 。 1以 上 の レ ポ ー タ ー (例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア ま た は 酸 化 還 元 補 因 子
)の 結 合 に 適 し た bPBP上 の 部 位 に は 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 、 ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 、 お よ び
エ ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 が 含 ま れ る （ レ ポ ー タ ー は 、 例 え ば 基 準 と し て 使 用 す る た め に 、 非
シ グ ナ ル 部 位 に 存 在 す る こ と も で き る ） 。 ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 の 場 合 に は 、 レ ポ ー タ ー (
例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア )は 、 リ ガ ン ド 結 合 時 に 局 所 的 な 高 次 構 造 変 化 を 受 け る 、 リ ガ ン
ド 結 合 部 位 か ら 離 れ た (す な わ ち 、 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト か ら 遠 位 に あ る )1以 上 の 位 置 に
配 置 さ せ る こ と が で き る 。 ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 の 場 合 に は 、 レ ポ ー タ ー (例 え ば 、 フ ル オ
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ロ フ ォ ア )は 、 結 合 部 位 の 「 周 縁 」 上 に 配 置 で き る が 、 リ ガ ン ド と は 直 接 的 に は 相 互 作 用
し な い 。 エ ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 で は 、 レ ポ ー タ ー (例 え ば 、 フ ル オ ロ フ ォ ア )は 結 合 部 位 に
存 在 す る こ と が で き 、 リ ガ ン ド と 直 接 的 に 相 互 作 用 す る 。 後 者 の 2つ の 例 は 、 リ ガ ン ド 結
合 ポ ケ ッ ト に 対 し て 近 位 の 結 合 を 示 す 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
　 以 下 の 例 に 詳 述 す る よ う に 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 、 ペ リ ス テ リ ッ ク 、 お よ び エ ン ド ス テ リ ッ
ク 部 位 を 、 少 な く と も 2つ の 異 な る 方 法 で 設 計 す る こ と が で き る 。 一 般 に は 、 構 造 に 基 づ
い た 設 計 手 法 を 使 用 す る こ と が で き る 。 こ の 手 法 で は 、 開 お よ び 閉 状 態 (ア ロ ス テ リ ッ ク
設 計 )ま た は 閉 状 態 の み (ペ リ ス テ リ ッ ク お よ び エ ン ド ス テ リ ッ ク 設 計 )の 構 造 を 調 べ る こ
と が で き る 。 代 わ り に 、 配 列 に 基 づ い た 設 計 手 法 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の 手 法 で は
、 既 知 の 構 造 の タ ン パ ク 質 中 で シ ス テ イ ン の 変 異 が 解 明 さ れ て い る と い う 条 件 の も と 、 ホ
モ ロ ジ ー の 関 係 を 利 用 し 、 3次 構 造 が 決 定 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 中 の シ ス テ イ ン 変 異 の
位 置 を 予 測 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 上 記 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 の 使 用 に 適 し た レ ポ ー タ ー に は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア お よ び 酸
化 還 元 補 因 子 が 含 ま れ る が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 フ ル オ ロ フ ォ ア の 場 合 に は 、 そ の 選 択 は
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特 定 の タ ン パ ク 質 内 の 当 該 位 置 の 性 質 に 依 存 し て い る 。 あ る フ ル オ ロ フ ォ ア が 他 の も の と
比 較 し て 特 定 の 位 置 で 良 好 に 機 能 す る こ と が で き る と き 、 当 業 者 は 、 特 定 の 用 途 に つ い て
好 ま し い フ ル オ ロ フ ォ ア を 容 易 に 選 択 す る こ と が で き る (米 国 特 許 6,277,627を 参 照 ） 。 以
下 の 例 で は 、 8つ の 異 な る フ ル オ ロ フ ォ ア を 、 蛍 光 セ ン サ ー の 設 計 に 使 用 し て い る ：  
　 　 　 ア ラ ビ ノ ー ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ア ラ ビ ノ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (ABP)　
　 　 　 ジ ペ プ チ ド 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ジ ペ プ チ ド 結 合 タ ン パ ク 質 (DPP)　
　 　 　 グ ル タ ミ ン 酸 塩 お よ び
　 　 　 ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 　 　 　 　 　 　 　 Glu/Asp結 合 タ ン パ ク 質 (EBP)　
　 　 　 グ ル タ ミ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 グ ル タ ミ ン 結 合 タ ン パ ク 質 (QBP)　
　 　 　 Fe(III)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  鉄 結 合 タ ン パ ク 質 (FeBP)　
　 　 　 ヒ ス チ ジ ン 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ヒ ス チ ジ ン 結 合 タ ン パ ク 質 (HBP)　
　 　 　 マ ル ト ー ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 マ ル ト ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (MBP)　
　 　 　 グ ル コ ー ス 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 グ ル コ ー ス 結 合 タ ン パ ク 質 (GBP)　
　 　 　 リ ン 酸 塩 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 リ ン 酸 塩 結 合 タ ン パ ク 質 (PhBP)　
　 　 　 硫 酸 塩 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 硫 酸 塩 結 合 タ ン パ ク 質 (SBP)。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し か し な が ら 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 特 定 の 実 施 形 態 に 決 し て 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 使 用 に 適 し た 酸 化 還 元 レ ポ ー タ ー は 、 酸 化 還 元 活 性 金 属 中 心 ま た は 酸 化 還 元 有
機 分 子 と す る こ と が で き る 。 ま た 、 天 然 有 機 補 因 子 、 例 え ば NAD、 NADP、 FADま た は 天 然 の
金 属 中 心 、 例 え ば 硫 酸 銅 、 硫 化 鉄 塊 、 ヘ ム 、 ま た は 合 成 中 心 、 例 え ば 有 機 金 属 化 合 物 、 例
え ば ル テ ニ ウ ム 錯 体 、 有 機 リ ガ ン ド 、 例 え ば キ ノ ン 、 ま た は タ ン パ ク 質 内 に 導 入 さ れ た 加
工 さ れ た 金 属 中 心 、 ま た は 加 工 さ れ た 有 機 補 因 子 結 合 部 位 と す る こ と が で き る 。 補 因 子 結
合 部 位 を 、 合 理 的 な 設 計 ま た は 指 向 性 の 改 良 技 術 を 使 用 し て 加 工 す る こ と が で き る 。 酸 化
還 元 レ ポ ー タ ー を 、 補 因 子 と タ ン パ ク 質 と の 間 の 部 位 特 異 的 ま た は 外 因 性 の 相 互 作 用 に よ
っ て タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 そ れ は 、 金 属 中 心 (天 然 ま た は 加 工 さ れ
た )ま た は 天 然 有 機 物 (NAD、 NADP、 FAD)ま た は 有 機 金 属 補 因 子 (ヘ ム )の よ う に タ ン パ ク 質
に 固 有 の も の で あ る こ と が で き 、 ま た は 外 来 物 質 (例 え ば 共 有 結 合 的 に 共 役 し た 、 合 成 有
機 金 属 塊 )で あ る こ と が で き る 。 酸 化 還 元 レ ポ ー タ ー を 、 例 え ば 、 前 記 ア ミ ノ 酸 残 基 が タ
ン パ ク 質 表 面 上 に 位 置 す る 場 所 に 結 合 (例 え ば 、 共 有 結 合 )さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 酸 化 還 元 レ ポ ー タ ー は 、 1以 上 の 電 子 を 可 逆 的 ま た は 半 可 逆 的 に 移 動 さ せ る こ と が で き
る 金 属 含 有 群 （ 例 え ば 、 遷 移 金 属 群 ） と す る こ と が で き る 。 多 く の 可 能 な 遷 移 金 属 含 有 レ
ポ ー タ ー 基 を 使 用 す る こ と が で き る 。 有 利 に は 、 レ ポ ー タ ー 基 は 、 そ れ 以 下 で は 酸 素 分 子
に よ っ て 妨 害 を 受 け る 電 位 窓 内 の 酸 化 還 元 電 位 を も ち 、 か つ タ ン パ ク 質 と の 共 有 結 合 に 適
し た 官 能 基 を も つ （ 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 唯 一 の シ ス テ イ ン 残 基 と 結 合 す る チ オ ー ル 反 応
性 官 能 基 、 例 え ば マ レ イ ミ ド ま た は ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド ） 。 レ ポ ー タ ー 基 の 金 属 は 、 還 元
ま た は 酸 化 状 態 で は 置 換 不 活 性 に な る だ ろ う （ す な わ ち 、 有 利 に は 、 外 来 性 の 基 が 、 レ ポ
ー タ ー 基 と 二 次 的 結 合 を 形 成 し な い ） 。 レ ポ ー タ ー 基 は 、 リ ガ ン ド 結 合 に 反 応 し て 電 流 測
定 的 ま た は 電 位 差 測 定 的 な 変 化 を 起 こ す こ と が で き る 。 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 レ ポ ー タ
ー 基 は 水 溶 性 で あ り 、 タ ン パ ク 質 と 部 位 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き (例 え ば 、 タ ン パ ク
質 の 唯 一 の シ ス テ イ ン と 反 応 す る レ ポ ー タ ー 基 上 の チ オ ー ル 反 応 性 官 能 基 を 介 し て )、 か
つ リ ガ ン ド 結 合 時 に 電 位 差 測 定 応 答 を 起 こ す 。 本 発 明 の 使 用 に 適 し た 遷 移 金 属 は 、 銅 (Cu)
、 コ バ ル ト (Co)、 パ ラ ジ ウ ム (Pd)、 鉄 (Fe)、 ル テ ニ ウ ム (Ru)、 ロ ジ ウ ム (Rh)、 オ ス ミ ウ ム
(Os)、 レ ニ ウ ム (Re)、 白 金 (Pt)、 ス カ ン ジ ウ ム (Sc)、 チ タ ン (Ti)、 バ ナ ジ ウ ム (V)、 ク ロ
ム (Cr)、 マ ン ガ ン (Mn)、 ニ ッ ケ ル (Ni)、 モ リ ブ デ ン (Mo)、 テ ク ネ チ ウ ム (Tc)、 タ ン グ ス テ
ン (W)、 お よ び イ リ ジ ウ ム (Ir)を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 す な わ ち 、 Fe、 Re、 W、 Mo
お よ び Tcと 共 に 、 第 1シ リ ー ズ の 遷 移 金 属 、 白 金 金 属 (Ru、 Rh、 Pd、 Os、 Irお よ び Pt)が 好
ま し い 。 特 に 好 ま し く は 、 ル テ ニ ウ ム 、 オ ス ミ ウ ム 、 鉄 、 白 金 お よ び パ ラ ジ ウ ム を 含 む (
ル テ ニ ウ ム が 特 に 好 ま し い )、 酸 化 状 態 が 変 化 し た と き に 配 位 部 位 の 数 を 変 化 さ せ な い 金
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属 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 レ ポ ー タ ー 基 は 、 タ ン パ ク 質 と の 共 有 結 合 型 の 複 合 体 と し て の バ イ オ セ ン サ 内 に 存 在 す
る こ と が で き 、 あ る い は タ ン パ ク 質 マ ト リ ッ ク ス の 一 部 を 形 成 す る 金 属 中 心 で あ る こ と が
で き る （ 例 え ば 、 酸 化 還 元 中 心 、 例 え ば 硫 化 鉄 塊 、 ヘ ム 、 硫 酸 銅 、 こ れ ら の 電 気 化 学 的 性
質 は そ の 局 所 的 環 境 に 対 し て 感 受 性 で あ る ） 。 代 わ り に 、 レ ポ ー タ ー 基 は 、 タ ン パ ク 質 と
金 属 結 合 ド メ イ ン と の 間 に 融 合 体 と し て 存 在 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 シ ト ク ロ ム と い
っ た 小 さ な 酸 化 還 元 活 性 タ ン パ ク 質 ） 。 好 ま し く は 、 レ ポ ー タ ー 基 を 、 タ ン パ ク 質 上 で シ
ス テ イ ン (チ オ ー ル )と 結 合 し た マ レ イ ミ ド 官 能 基 を 介 し て タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 さ せ る 。
如 何 な る 場 合 に お い て も 、 レ ポ ー タ ー 基 は 、 タ ン パ ク 質 と 電 極 と の 間 に 位 置 す る よ う に タ
ン パ ク 質 に 結 合 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 加 工 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 全 合 成 、 半 合 成 、 ま た は 遺 伝 子 融 合 に よ っ て 、 レ ポ
ー タ ー 基 を 部 位 特 異 的 に 導 入 す る こ と に よ っ て 生 成 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Adams et
 al., Nature 39: 694-697,1991 ; Brune et al., Biochemistry 33: 8262-8271,1994 ; 
Gilardi et al. , Anal. Chem. 66: 3840-3847,1994 ; Godwin et al. , J. Am. Chem. S
oc. 118: 6514-6515,1996 ; Marvin et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 94: 4366
-4371, 1997; Post et al. , J. Biol. Chem. 269: 12880-12887,1994 ; Romoser, J. Bi
ol. Chem. 272: 13270-13274,1997 ; Thompson et al. , J. Biomed. Op. 1: 131-137,19
96 ; Walkup et al., J. Am. Chem. Soc. 119: 5445-5450,1997を 参 照 )。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 リ ガ ン ド の 分 析 を バ イ オ セ ン サ で 行 う こ と が で き る 。 適 切 な 分 析 条 件 の も と で 、 サ ン プ
ル を バ イ オ セ ン サ に 接 触 さ せ る 。 サ ン プ ル 中 に リ ガ ン ド が 存 在 す る な ら ば 、 こ れ を バ イ オ
セ ン サ に 結 合 さ せ 、 分 析 中 の リ ガ ン ド 結 合 バ イ オ セ ン サ に よ っ て 変 換 さ れ た シ グ ナ ル を 測
定 す る こ と に よ っ て 検 出 す る こ と が で き る 。 検 出 が 目 的 で あ れ ば 、 リ ガ ン ド が 存 在 す る か
否 か (検 出 限 界 内 で )の 決 定 を 行 う だ け で 足 り る の で 、 結 合 を 定 量 化 す る 必 要 は な い 。 こ れ
と は 別 に 、 サ ン プ ル 中 の リ ガ ン ド の 量 ま た は 濃 度 を 定 量 化 す る た め に は 、 一 連 の 対 照 サ ン
プ ル (例 え ば 、 既 知 量 の リ ガ ン ド )と の 比 較 が 必 要 で あ る 。 サ ン プ ル の 容 積 が 与 え ら れ れ ば
、 リ ガ ン ド の 量 (す な わ ち 質 量 )お よ び リ ガ ン ド の 濃 度 は 、 相 互 変 換 可 能 で あ る 。 リ ガ ン ド
を 含 ま な い ブ ラ ン ク サ ン プ ル は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル を 決 定 す る の に 使 用 す る こ と
が で き る 。 未 知 の サ ン プ ル を 定 量 す る の に 使 用 さ れ る 標 準 曲 線 (例 え ば 、 双 曲 線 )を 作 成 す
る た め に 、 標 準 品 を 使 用 す る こ と が で き る 。 ホ モ ジ ニ ア ス な 分 析 方 式 (す な わ ち 、 リ ガ ン
ド 結 合 お よ び リ ガ ン ド 未 結 合 を 分 離 す る 必 要 が な い )が 好 ま し い が 、 シ グ ナ ル 変 換 お よ び
／ ま た は 測 定 で 激 し く 干 渉 す る 物 質 が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る 場 合 に は 、 ヘ テ ロ ジ ニ ア ス な
分 析 方 式 で 分 離 を 行 っ て も よ い 。 シ グ ナ ル 変 換 は 、 好 ま し く は 外 来 の 試 薬 の 追 加 を 必 要 と
し な い の で 、 体 液 の 分 析 を 、 最 小 の サ ン プ ル 調 製 と 生 理 学 的 条 件 下 で 行 う こ と が で き る 。
バ イ オ セ ン サ を 移 植 可 能 な 医 学 的 装 置 に 適 合 さ せ る 場 合 、 in vivoで 行 う こ と も で き る 。
代 わ り に 、 肌 に 接 触 す る バ イ オ セ ン サ は 、 組 織 液 ま た は 発 汗 を 分 析 す る こ と が で き る 。 粘
膜 組 織 を 調 べ る た め に 洗 浄 液 を 分 析 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 実 験 室 設 備 (例 え ば 、 診 療 所 ま た は 研 究 所 )に お い て 、 サ ン プ ル は 、 環 境 的 供 給 源 (例 え
ば 、 空 気 、 海 産 物 お よ び 水 生 の 他 の 生 命 体 、 陸 生 の 動 物 ま た は 植 物 生 産 物 、 土 壌 )か ら ；
工 業 的 供 給 源 （ 例 え ば 、 食 品 、 バ イ オ 製 薬 、 化 学 、 ま た は 他 の 製 造 工 業 ） か ら 得 る こ と が
で き る 。 分 析 対 象 の 分 析 物 は 、 リ ガ ン ド と 同 一 で あ る か 、 リ ガ ン ド の 多 数 の 複 製 を 含 む か
、 リ ガ ン ド と は シ グ ナ ル 変 換 の 変 化 に よ っ て 識 別 さ れ る 化 学 的 関 連 物 で あ る か （ 例 え ば 、
関 連 し た 化 学 構 造 は 、 そ の 「 正 し い 」 リ ガ ン ド と 比 較 し て 、 バ イ オ セ ン サ と よ り 強 力 に ま
た は よ り 弱 く 結 合 す る ） 、 あ る い は こ れ ら の 任 意 の 組 み 合 わ せ で あ る 。 シ グ ナ ル 変 換 の 変
化 は 、 非 同 一 の 分 析 物 を 区 別 で き る よ う に 、 化 学 構 造 の 変 化 と 相 互 に 関 係 し て い る （ 統 合
的 分 析 (integrative assays)の 以 下 の 詳 細 な 説 明 を 参 照 ） 。 検 出 ま た は 定 量 可 能 な リ ガ ン
ド の 例 は 、 ア ミ ノ 酸 ； 炭 水 化 物 ； 生 物 活 性 固 体 お よ び 水 性 サ ン プ ル 中 で 溶 解 性 の あ る ガ ス
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状 化 合 物 ； 禁 制 ま た は 管 理 物 質 （ す な わ ち 、 使 用 ま た は 保 有 行 為 が 違 法 と な る 物 質 、 ま た
は よ り 厳 し く 規 制 さ れ て い る 物 質 ） ； 環 境 汚 染 物 質 (例 え ば 、 リ ン 酸 塩 、 硫 酸 塩 )； 爆 発 物
(例 え ば 、 TNT)； 食 品 汚 染 物 質 お よ び 副 産 物 (例 え ば 、 発 癌 物 質 、 植 物 毒 素 、 催 奇 形 物 質 )
； 脂 質 ； 金 属 イ オ ン (例 え ば 、 二 価 の カ チ オ ン 、 第 二 鉄 イ オ ン )； 微 生 物 毒 素 (例 え ば 、 ウ
イ ル ス 、 細 菌 、 ま た は 原 生 動 物 の 毒 性 生 成 物 )； 神 経 伝 達 物 質 (例 え ば 、 セ ロ ト ニ ン )； ヌ
ク レ オ シ ド ま た は ヌ ク レ オ チ ド (例 え ば 、 NAD、 NADP、 FAD); ペ プ チ ド ま た は ス テ ロ イ ド (
例 え ば 、 成 長 因 子 、 ホ ル モ ン 、 形 態 形 成 ま た は 発 生 シ グ ナ ル )； お よ び 治 療 学 的 薬 剤 を 含
む 。 物 体 （ 例 え ば 、 手 荷 物 、 郵 便 物 、 他 の 容 器 ） ； チ ェ ッ ク ポ イ ン ト を 通 過 す る 人 ま た は
乗 り 物 ； お よ び 国 境 ま た は 安 全 地 帯 に お い て 、 安 全 ま た は 軍 事 目 的 で 、 生 物 学 的 薬 剤 、 禁
制 品 、 爆 発 物 、 毒 物 、 お よ び 毒 素 に つ い て 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 1以 上 の バ イ オ セ ン サ を 、 固 相 ま た は 多 孔 質 基 体 に 共 有 結 合 ま た は そ れ 以 外 の 方 法 で 結
合 さ せ る こ と が で き る 。 基 体 は 、 平 ら で か つ 平 面 的 (例 え ば 、 フ ィ ル タ ー 膜 、 ガ ラ ス ス ラ
イ ド 、 半 導 体 チ ッ プ )で あ り ； 円 筒 型 (例 え ば 、 光 学 繊 維 、 プ ラ ス チ ッ ク ロ ッ ド )で あ り ；
球 形 (例 え ば 、 架 橋 ポ リ マ ー ま た は ガ ラ ス 玉 )； ま た は 容 器 (例 え ば 、 セ ル ま た は キ ュ ベ ッ
ト 、 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー ト )と し て 形 成 す る こ と が で き る 。 レ ポ ー タ ー 基 に よ っ て 変 換 さ
れ た シ グ ナ ル を 測 定 す る 機 器 (例 え ば 、 顕 微 鏡 、 光 度 計 、 分 光 計 )に よ る 分 析 に 適 し た 基 体
を 作 製 す る こ と が で き る 。 個 々 の バ イ オ セ ン サ を 、 結 合 標 識 (例 え ば 、 バ ー コ ー ド 、 ラ ジ
オ 周 波 数 ま た は RFID、 ま た は 生 物 ポ リ マ ー )に よ っ て コ ー ド 化 す る こ と が で き る 。 こ の 標
識 は 、 読 み 取 り 機 （ 例 え ば 、 明 暗 パ タ ー ン の ス キ ャ ナ ー 、 ラ ジ オ 波 受 信 機 、 特 別 な 結 合 プ
ロ ー ブ ま た は 自 動 シ ー ク エ ン サ ー ） に よ っ て デ コ ー ド 化 す る こ と が で き 、 こ れ ら の 標 識 に
従 っ て ソ ー タ ー で 分 離 す る こ と が で き る 。 コ ー ド で 識 別 し た 各 バ イ オ セ ン サ を 並 列 分 析 に
使 用 し 、 多 数 の リ ガ ン ド を 含 む サ ン プ ル を 迅 速 に 分 析 す る こ と が で き る 。 複 数 の リ ガ ン ド
を 同 時 に 検 出 お よ び ／ ま た は 定 量 す る た め に 、 異 な る リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 を も つ 複 数 の バ
イ オ セ ン サ を 同 一 分 析 物 中 で 使 用 す る 。 代 わ り に 、 基 体 上 の 特 定 の ス ポ ッ ト に 異 な る バ イ
オ セ ン サ を 結 合 さ せ た も の を 使 用 し て 、 シ グ ナ ル が 生 み 出 さ れ る 場 所 に よ っ て そ の リ ガ ン
ド の 結 合 特 異 性 を 同 定 す る こ と が で き る 。 重 複 分 析 で は 同 じ 特 異 性 を も つ 複 数 の バ イ オ セ
ン サ を 使 用 し て 、 分 析 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 ま た は 、 統 合 的 分 析 で は 特 異 性 を オ ー バ
ー ラ ッ プ さ せ て 複 数 の バ イ オ セ ン サ か ら の 結 果 を 相 互 に 関 連 さ せ る こ と に よ っ て 、 シ グ ナ
ル を 確 証 的 な も の に す る こ と が で き る 。 後 者 で は 、 バ イ オ セ ン サ の 特 定 の 反 応 パ タ ー ン は
、 こ れ と 結 合 し た 分 析 物 の 同 定 と 相 関 関 係 が あ る 。 そ の 化 学 的 構 造 に お い て リ ガ ン ド と よ
り 密 接 に 関 連 性 の あ る 分 析 物 は 、 同 種 の バ イ オ セ ン サ と よ り 強 力 に 結 合 す る だ ろ う 。 オ ー
バ ー ラ ッ プ す る 多 数 の バ イ オ セ ン サ か ら の シ グ ナ ル と 、 既 知 の リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 と を 統
合 し 、 分 析 物 の 正 体 を 導 き 出 す 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は 、 さ ら な る 実 施 形 態 に お い て 、 上 述 し た 方 法 を 使 用 し て 構 築 さ れ た バ イ オ セ ン
サ 、 並 び に 、 例 え ば 、 臨 床 的 、 工 業 的 、 お よ び 環 境 的 設 備 内 で の 分 析 物 の 検 出 に お け る そ
の 使 用 に 関 す る 。 特 別 な 有 用 性 を 、 以 下 の 特 定 の 例 に お い て 説 明 す る 。 GBPに 基 づ い た 光
学 的 グ ル コ ー ス セ ン サ に つ い て 使 用 さ れ 得 る 数 多 く の 部 位 の 説 明 を 行 う (ア ク リ ロ ダ ン と
共 役 し た W183Cを 、 グ ル コ ー ス セ ン サ の 繊 維 光 学 プ ロ ト タ イ プ に お い て う ま く 使 用 し た )。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 手 法 に よ っ て 構 築 さ れ た 特 定 の バ イ オ セ ン サ の う ち 、 権 利 消 滅 後 の 公 共 財 産 に 属 す る
範 囲 の バ イ オ セ ン サ は 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 属 さ な い (例 え ば 、 Marvin et al., Proc. Natl
. Acad. Sci. USA 94: 4366-4371,1997ま た は 米 国 特 許 6,277,627内 で 開 示 さ れ て い る )。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 一 定 の 態 様 を 、 以 下 の 制 限 の な い 例 に お い て よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】

実 験 の 詳 細
　 分 子 ク ロ ー ニ ン グ 。 　 大 腸 菌 株 CSH100の ゲ ノ ム DNAか ら の bPBPs(ア ラ ビ ノ ー ス 、 ジ ペ プ
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チ ド 、 ヒ ス チ ジ ン 、 リ ボ ー ス 、 硫 酸 塩 、 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 塩 /ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BP)； 大
腸 菌 株 W1485の ゲ ノ ム DNAか ら の bPBPs(グ ル コ ー ス お よ び グ ル タ ミ ン BP)お よ び 大 腸 菌 株 RU1
012の ゲ ノ ム DNAか ら の bPBPs(リ ン 酸 塩 BP)、 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ 菌 (H. influenzae)株 Rd
の ゲ ノ ム DNAか ら の bPBPs(Fe(III)BP)の た め に 、 PCRを 使 用 し て 野 生 型 遺 伝 子 を 増 幅 し た 。
増 幅 し た 産 物 を 、 タ ン パ ク 質 発 現 ベ ク タ ー pAED4(Doering、 博 士 論 文 「 f-ア ク チ ン 結 合 小
ド メ イ ン の 機 能 的 お よ び 構 造 的 研 究 」 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 工 科 大 学 、 1992年 )； pKK223-3(
Brosius & Holy, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6929-6933,1984);ま た は pETベ ク タ ー
(Studier et al., Meth. Enzymol. 185: 60-89,1990) (Novagen)の 1つ に ク ロ ー ン 化 し た
。 シ グ ナ ル 配 列 を 除 い て 、 プ ロ セ ス さ れ た 周 辺 質 形 態 の み を ク ロ ー ン 化 す る よ う に N-末 端
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 配 列 Gly-Ser-Gly-(His) n ま た は Gly-Ser-(His
) n (n=5、 6、 ま た は 10)を 付 加 す る よ う に C-末 端 の プ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 2つ の 直 列 終 止
コ ド ン (TAATGA)が 、 最 後 の ヒ ス チ ジ ン コ ド ン の 後 に 続 い て い る 。 マ ル ト ー ス BP変 異 体 を プ
ラ ス ミ ド pMAL-c2X(New England BioLabs)中 に 設 計 し 、 こ こ か ら 発 現 さ せ た 。 大 腸 菌 株 XL1
-BLUE(Stratagene)お よ び DH5α (Hanahan, J. Mol. Biol. 166: 557-580, 1983)を 、 プ ラ
ス ミ ド 構 築 の た め に 使 用 し た 。 オ ー バ ー ラ ッ ピ ン グ PCR突 然 変 異 生 成 に よ っ て 1ア ミ ノ 酸 置
換 体 を 生 成 し た (Ho et al., Gene 77: 51-59, 1989)。 全 て の ク ロ ー ン お よ び 変 異 体 を 、
ヌ ク レ オ チ ド シ ー ク エ ン シ ン グ に よ っ て 確 認 し た 。 ア ラ ビ ノ ー ス BPの 場 合 で は 、 野 生 型 配
列 中 の 1つ の シ ス テ イ ン を ア ラ ニ ン に よ っ て 置 換 し 、 こ の チ オ ー ル に 対 す る レ ポ ー タ ー 基
結 合 の 可 能 性 を 排 除 し た (Miller et al., J. Biol. Chem. 254: 7521-7528, 1979)。 さ ら
に 、 Glu57を Aspに 置 換 す る こ と に よ っ て Fe(III)BPの 配 列 に 変 異 を 入 れ 、 ク エ ン 酸 Fe(III)
を 使 用 し て 測 定 可 能 な 濃 度 範 囲 ま で K d を 上 昇 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 。 　 プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 株 BL21-DE3に 導 入 し た 。 ブ イ ヨ ン 栄 養 素 中 で
37℃ で 終 夜 に わ た っ て 増 殖 さ せ 、 新 鮮 培 地 中 で 100倍 に 希 釈 し 、 37℃ ま た は 25℃ で さ ら に
増 殖 さ せ た 。 600nmで の 培 養 物 の 光 学 密 度 が 0.4に 達 し た と き 、 1mMの イ ソ プ ロ ピ ル β -D-1-
チ オ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド を 添 加 し て 発 現 を 誘 導 し た 。 2～ 4時 間 後 、 細 胞 を 遠 心 分 離 に よ っ
て 収 集 し 、 20mMの 3-モ ル フ ォ リ ノ プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 (MOPS)、 100mM NaCl、 pH6.9中 で 再
懸 濁 し 、 冷 凍 し て 貯 蔵 ま た は タ ン パ ク 質 精 製 の た め に 直 ち に 溶 菌 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 タ ン パ ク 質 の 精 製 。 　 超 音 波 処 理 に よ っ て ま た は フ レ ン チ 加 圧 セ ル (French pressure c
ell)を 通 し て 細 胞 を 溶 菌 さ せ た 。 溶 菌 液 に Polymin Pを 0.33%(w/v)ま で 添 加 し 、 15分 間 に
わ た っ て 氷 上 で 冷 や し 、 そ の 後 に 遠 心 処 理 を し て 細 胞 破 片 を ペ レ ッ ト 化 し た 。 20mM MOPS
、 500mM NaCl、 10mMイ ミ ダ ゾ ー ル 、 pH 7.5で 平 衡 化 さ れ た Chelating SepharoseT M  Fast F
low(Amersham Pharmacia Biotech)の Ni(II)充 填 カ ラ ム 上 に 上 清 を 取 り 込 ん だ 。 カ ラ ム を
ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー で 洗 い 流 し 、 次 に 60mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 同 じ 液 体 で 洗 い 流 し 、
続 い て 100mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含 む 同 じ 液 体 で 洗 い 流 し た 。 最 後 に 、 400mMイ ミ ダ ゾ ー ル を 含
む ロ ー デ ィ ン グ バ ッ フ ァ ー で タ ン パ ク 質 を 溶 出 し 、 画 分 を 収 集 し て ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て
純 度 に つ い て 評 価 を 行 っ た 。 全 て の 調 製 物 は こ の 判 定 方 法 に よ っ て 少 な く と も 95％ の 純 度
が あ っ た 。 タ ン パ ク 質 含 有 画 分 を 、 バ ッ フ ァ ー (20mM MOPS、 100mM NaCl、 pH6.9ま た は 20m
M NaH 2 PO 4 、 100mM NaCl、 pH 6.9)で 徹 底 的 に 透 析 す る か ま た は ゲ ル 濾 過 に よ っ て 脱 塩 し 、
結 合 リ ガ ン ド を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 シ ス テ イ ン 置 換 bPBPsに 対 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 結 合 。 　 Molecular Probes(Eugene, Or
egon)か ら 入 手 し た チ オ ー ル 反 応 性 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 5-ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド フ ル オ レ セ
イ ン (フ ル オ レ セ イ ン ); N-(1-ピ レ ン )ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド (ピ レ ン ); N,N'-ジ メ チ ル -N(ヨ
ー ド ア セ チ ル )-N'-(7-ニ ト ロ ベ ン ズ -2-オ キ サ -1,3-ジ ア ゾ ー ル -4-イ ル )エ チ レ ン ジ ア ミ ド
(NBD); N-((2-(ヨ ー ド ア セ ト キ シ )エ チ ル )-N-メ チ ル )ア ミ ノ -7-ニ ト ロ ベ ン ゾ -2-オ キ サ -1
,3-ジ ア ゾ ー ル (NBDE); お よ び 6-ア ク リ ロ イ ル -2-ジ メ チ ル ア ミ ノ ナ フ タ レ ン (ア ク リ ロ ダ
ン )で あ る 。 ス チ リ ル お よ び ナ フ チ ル 色 素 JPW4039、 JPW4042、 お よ び JPW4045(図 3)は 、 コ
ネ テ ィ カ ッ ト 大 学 で 合 成 さ れ た 。 全 て の フ ル オ ロ フ ォ ア の 結 合 工 程 を 、 典 型 的 に は 室 温 で
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行 っ た 。 100μ M濃 度 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 、 ト リ ス -(2-カ ル ボ キ シ エ チ ル )ホ ス フ ィ ン HCl
を 5倍 の モ ル 超 過 で 添 加 し 、 分 子 間 の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 減 少 さ せ た 。 チ オ ー ル 反 応 性 フ
ル オ ロ フ ォ ア (ア セ ト ニ ト リ ル ま た は ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド 中 で 20～ 25 mM)を 、 タ ン パ ク
質 に 対 し て 5倍 の モ ル 超 過 で 小 ア リ コ ッ ト 中 に 加 え た 。 暗 所 に お い て 室 温 で 4時 間 ま た は 4
℃ で 終 夜 に わ た っ て 結 合 を 進 行 さ せ た 。 未 反 応 の フ ル オ ロ フ ォ ア か ら の タ ン パ ク 質 の 分 離
を 、 徹 底 的 な 透 析 ま た は サ イ ズ 排 除 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 達 成 し た 。 レ ポ ー タ ー 基
結 合 の 効 果 を 、 エ ル マ ン 試 薬 (Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 74:443-450, 1958)を 用
い た 未 反 応 チ オ ー ル の 定 量 に よ っ て 、 ま た は 精 製 さ れ た 複 合 体 の 吸 光 ス ペ ク ト ル か ら タ ン
パ ク 質 に 対 す る フ ル オ ロ フ ォ ア の 比 率 を 測 定 す る こ と に よ っ て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 硫 酸 塩 お よ び リ ン 酸 塩 の 除 去 。 　 混 入 し て い る 硫 酸 塩 お よ び リ ン 酸 塩 の 濃 度 を そ れ ぞ れ
減 少 さ せ る た め に 、 硫 酸 塩 BPお よ び リ ン 酸 塩 BPお よ び こ れ ら の バ ッ フ ァ ー の 溶 液 に 処 理 を
施 し た 。 硫 酸 塩 BPバ ッ フ ァ ー (20 mM Tris-HCl, pH 8.0)を 、 塩 化 物 形 態 の Dowex 1X2-100
強 塩 基 性 ア ニ オ ン 交 換 樹 脂 を 通 過 さ せ た 。 処 理 済 み バ ッ フ ァ ー に 対 す る 透 析 に よ っ て 硫 酸
塩 BP溶 液 を 処 理 し た ； ま た 、 個 別 の 透 析 チ ュ ー ブ の 中 に 保 持 さ れ た Dowex樹 脂 が 含 ま れ て
い る 。 リ ン 酸 塩 BP溶 液 お よ び バ ッ フ ァ ー (20mM MOPS、 100mM NaCl、 pH 6.9)は 、 1 mMま で
の 7-メ チ ル グ ア ノ シ ン の 添 加 に よ っ て リ ン 酸 塩 が 枯 渇 し 、 個 別 の 透 析 チ ュ ー ブ で 分 配 さ れ
た 細 菌 ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ リ ラ ー ゼ (1単 位 /ml)(Sigma-Aldrich)に 対 し て 透 析 を 受 け た (Br
une et al., Biochem. 33: 8262-8271, 1994)。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 蛍 光 測 定 。 　 全 て の 測 定 を 、 25℃ で サ ン プ ル を 撹 拌 し な が ら SLM Aminco-Bowmanシ リ ー
ズ 2蛍 光 測 定 器 で 行 っ た 。 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル を 、 そ れ ぞ れ 4お よ び 8nmの 励 起 お よ び 発 光
ス リ ッ ト 幅 で 得 た 。 光 電 子 増 倍 管 の 電 位 を 400～ 800ボ ル ト の 間 で 維 持 し た 。 タ ン パ ク 質 濃
度 は 50～ 100nMの 範 囲 内 と し た 。 フ ル オ ロ フ ォ ア 特 異 的 励 起 は 、 次 の お お よ そ の 波 長 ： ト
リ プ ト フ ァ ン 、 290nm; ア ク リ ロ ダ ン 、 390nm; フ ル オ レ セ イ ン 、 485nm; ピ レ ン 、 340nm; 
NBDお よ び NBDE、 490nm; JPW4039、 485nm; JPW4042、 470 nm; JPW4045、 470nmで あ っ た 。  
　 リ ガ ン ド の 結 合 親 和 性 を 測 定 す る た め に 、 リ ガ ン ド を 50～ 1000 nMの 濃 度 で 3 mlの bPBP
に 連 続 的 に 加 え 、 発 光 強 度 を 記 録 し た 。 タ ン パ ク 質 の 希 釈 液 お よ び バ ッ フ ァ ー か ら の バ ッ
ク グ ラ ウ ン ド シ グ ナ ル に つ い て 補 正 を 行 っ た 。 結 合 曲 線 を 、 必 要 に 応 じ て 等 式 3ま た は 4を
使 用 し て 結 合 等 温 曲 線 に あ て は め た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 Fe(III)BPは 、 10 - 2 1 Mオ ー ダ ー の Fe(III)の 解 離 定 数 を 示 し (Adhikari et al., J. Biol.
 Chem. 270:25142-25149, 1995)、 ナ ノ モ ル の タ ン パ ク 質 濃 度 に お け る 親 和 性 の 正 確 な 蛍
光 に 基 づ い た 測 定 を 妨 害 す る 。 従 っ て 、 我 々 は 、 競 合 分 析 の リ ガ ン ド と し て ク エ ン 酸 Fe(I
II)(logK～ 10.25)(Martell and Smith, Critical Stability Constants, Plenum Press, 
New York, 1977)を 使 用 し た 。  
【 ０ ０ ３ ７ 】
結 果
　 バ イ オ セ ン サ の フ ァ ミ リ ー 。 　 リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 を 幅 広 く 変 化 さ せ る 11個 の bPBPsの
セ ッ ト を 、 バ イ オ セ ン サ 機 能 を 加 工 す る た め に 選 択 し た (表 ２ )。 こ れ ら の 全 て は 、 イ ン フ
ル エ ン ザ 菌 (Haemophilus influenzae)由 来 の Fe(III)BPを 除 い て 、 大 腸 菌 由 来 で あ る 。 こ
れ ら の タ ン パ ク 質 の そ れ ぞ れ の リ ガ ン ド に 対 す る 結 合 特 異 性 お よ び 親 和 性 は 特 定 さ れ て い
る (表 2を 参 照 )。 3つ の タ ン パ ク 質 が 単 糖 類 と 結 合 し (ア ラ ビ ノ ー ス 、 グ ル コ ー ス お よ び リ
ボ ー ス BP)、 1つ が グ ル コ ー ス の 2糖 類 お よ び 3糖 類 と 結 合 し (マ ル ト ー ス BP)、 3つ が ア ミ ノ
酸 と 結 合 し (グ ル タ ミ ン 酸 塩 /ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 、 ヒ ス チ ジ ン 、 お よ び グ ル タ ミ ン BP)、 1つ
が ジ ペ プ チ ド お よ び ト リ ペ プ チ ド と 結 合 し (ジ ペ プ チ ド BP)、 2つ が オ キ シ ア ニ オ ン (oxyani
ons)と 結 合 し (リ ン 酸 塩 お よ び 硫 酸 塩 BP)、 そ し て 1つ が 金 属 イ オ ン と 結 合 す る (Fe(III)BP)
。 こ れ ら の bPBPsの 大 部 分 は 、 高 い 親 和 性 を も ち (マ イ ク ロ モ ル ま た は そ れ よ り も 優 れ た )
、 多 く て 2つ ま た は 3つ の 関 連 し た リ ガ ン ド と 結 合 す る 。 例 え ば 、 リ ン 酸 塩 BPは 、 リ ン 酸 塩
お よ び 砒 酸 塩 と 結 合 す る が 、 他 の オ キ シ ア ニ オ ン と は 結 合 せ ず (Luecke & Quiocho, Natur
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e 347: 402-406,1990)、 一 方 、 グ ル コ ー ス BPは 、 グ ル コ ー ス お よ び ガ ラ ク ト ー ス と 結 合 す
る が 、 他 の 単 糖 類 と は 結 合 し な い (Anraku, J. Biol. Chem. 243:3116-3122, 1968)。 ジ ペ
プ チ ド BPは 、 多 様 な 種 類 の ジ ペ プ チ ド お よ び ト リ ペ プ チ ド と 結 合 す る と い う 点 で 例 外 で あ
る (Smith et al., Microbiology 145: 2891-2901, 1999)。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 で 測 定 さ
れ た リ ガ ン ド 解 離 定 数 は 、 典 型 的 に は 0.1～ 1 μ Mの 範 囲 に あ る 。 例 外 は Fe(III)BPで あ り
、 Fe(III) ( a q ) の K d は 、 Fe(III)キ レ ー ト 化 合 物 と の 競 合 分 析 に お い て 10 - 2 1 Mで あ る と 測 定
さ れ た (Adhikari et al., J. Biol. Chem.270 : 25142-25149, 1995)。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
a:タ ン パ ク 質 デ ー タ バ ン ク (Berman et al., 2000)
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　 本 研 究 の た め に 選 択 さ れ た 11個 の タ ン パ ク 質 の う ち 9個 に つ い て は 、 閉 状 態 (リ ガ ン ド 結
合 状 態 )で 結 晶 構 造 が 解 明 さ れ て い る （ 表 2） 。 硫 酸 塩 BPの 場 合 で は 、 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 の
結 晶 構 造 は 報 告 さ れ て お ら ず 、 ネ ズ ミ チ フ ス 菌 (Salmonella typhimurium)硫 酸 塩 BPの 結 晶
構 造 を 、 大 腸 菌 タ ン パ ク 質 の モ デ ル と し て 採 用 し て い る 。 大 腸 菌 お よ び ネ ズ ミ チ フ ス 菌 由
来 の 硫 酸 塩 BPは ア ミ ノ 酸 配 列 の 95％ が 同 一 で あ り 、 そ れ ゆ え に 非 常 に 似 通 っ た 構 造 を 有 し
て お り 、 こ れ ら 2つ の 微 生 物 由 来 の ヒ ス チ ジ ン BPと も 類 似 し て い る (Oh et al., J. Biol. 
Chem. 269: 4135-4143,1994 ; Yao et al., Biochemistry33 : 4769-4779, 1994)。 同 様
に 、 11個 の タ ン パ ク 質 の う ち 6個 に つ い て は 、 開 状 態 (リ ガ ン ド 未 結 合 状 態 )で 構 造 が 解 明
さ れ て い る (表 2)。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 高 次 構 造 的 結 合 の 構 造 に 基 づ い た 設 計 。 　 フ ル オ ロ フ ォ ア の 局 所 的 環 境 が 複 合 体 の 形 成
お よ び こ れ に 関 連 し た 高 次 構 造 変 化 の 結 果 と し て 変 化 す る 場 合 、 リ ガ ン ド の 結 合 と 、 共 通
結 合 し た 環 境 的 に 感 受 性 の フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 シ グ ナ ル の 変 化 と の 共 役 を 確 立 す る こ と
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が で き る 。 こ の よ う な 構 造 的 に つ な が り の あ る 関 係 を 確 立 す る た め の 2つ の 機 構 を 区 別 す
る こ と が で き る 。 直 接 的 な つ な が り は 、 結 合 し た リ ガ ン ド と 結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア と の
間 に 未 結 合 の 接 触 の 形 成 を 伴 う 。 間 接 的 な つ な が り は 、 結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア の 直 近 に
お い て 局 所 的 タ ン パ ク 質 構 造 の 変 化 を 伴 い 、 リ ガ ン ド に 媒 介 さ れ た 高 次 構 造 変 化 、 例 え ば
bPBPsで 観 察 さ れ る ヒ ン ジ 屈 曲 運 動 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 直 接 的 結 合 関 係 は 、 リ ガ ン ド が フ ル オ ロ フ ォ ア が 結 合 し て い る シ ス テ イ ン と の 接 触 を 形
成 す る よ う に 既 知 の 残 基 を 置 換 す る こ と に よ っ て 容 易 に 設 計 さ れ る (「 エ ン ド ス テ リ ッ ク
」 な 結 合 部 位 )。 間 接 的 結 合 関 係 は 、 2つ の 方 法 で 築 く こ と が で き る 。 最 も 直 接 的 な 方 法 は
、 リ ガ ン ド 複 合 構 造 の 視 覚 的 検 査 に よ る も の で あ り 、 結 合 部 位 の 近 傍 に 位 置 す る が リ ガ ン
ド と は 直 接 的 に 相 互 作 用 せ ず 、 か つ 高 次 構 造 変 化 に 関 与 し て い る で あ ろ う 残 基 を 同 定 す る
。 bPBPsの 場 合 で は 、 こ の よ う な 残 基 は 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 形 成 す る ド メ イ ン 間 の 裂 溝
の 周 辺 に 位 置 す る 。 こ の よ う な 「 ペ リ ス テ リ ッ ク 」 部 位 の 環 境 は 、 閉 状 態 の 形 態 を 著 し く
変 化 さ せ る 。 こ れ ら は 、 リ ガ ン ド 結 合 ポ ケ ッ ト と 近 接 す る 位 置 の 例 で あ る 。 第 2の 手 法 は
、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 と は あ る 程 度 離 れ て 位 置 す る (す な わ ち 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 の 遠 位 に
あ る )タ ン パ ク 質 構 造 中 の 部 位 を 同 定 し 、 リ ガ ン ド の 結 合 に 合 わ せ て 局 所 的 高 次 構 造 変 化
を 起 こ す 。 開 お よ び 閉 状 態 の 両 方 の 構 造 が 知 ら れ て い る 場 合 、 こ の よ う な 「 ア ロ ス テ リ ッ
ク 」 な 部 位 は 、 高 次 構 造 変 化 を 分 析 す る コ ン ピ ュ ー タ を 使 っ た 方 法 で 同 定 す る こ と が で き
る (Marvin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4366-4371,1997)。 代 わ り に 、 ア ロ
ス テ リ ッ ク 部 位 を 1つ の bPBP内 で い っ た ん 同 定 す れ ば 、 モ デ リ ン グ お よ び 構 造 的 相 同 性 の
議 論 を 行 う こ と で 、 1つ の 状 態 だ け が 特 定 さ れ た 他 の bPBPs内 の こ の よ う な 部 位 を 同 定 す る
こ と が で き る (Marvin & Hellinga, J. Am. Chem. Soc. 120: 7-11,1998)。 表 3は 、 本 研 究
で 使 用 さ れ た 各 々 の レ ポ ー タ ー に お け る 3つ の ク ラ ス の 部 位 の 全 て の 設 計 を 概 説 す る 。 11
個 の bPBPsに お け る こ れ ら の 部 位 の 位 置 は 図 1に 示 し て い る 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ １ 】
　 高 次 構 造 的 結 合 の 配 列 に 基 づ い た 設 計 。 　 既 知 配 列 の bPBPsの 数 は 、 構 造 が 解 明 さ れ 、
ま た は 機 能 が 遺 伝 的 ま た は 生 化 学 的 性 質 に よ っ て 割 り 当 て ら れ て い る bPBPsの 数 よ り も 大
き く 上 回 る 。 潜 在 的 な バ イ オ セ ン サ の 候 補 を 開 拓 す る た め に 、 bPBPsの コ ー ド 配 列 を 同 定
し な け れ ば な ら ず 、 か つ こ れ ら の 推 定 上 の リ ガ ン ド 結 合 特 異 性 を 確 立 し な け れ ば な ら な い
。 微 生 物 ゲ ノ ム 中 の bPBPsの 同 定 は 、 bPBPフ ァ ミ リ ー の 特 定 の 集 団 と の ア ミ ノ 酸 配 列 の 相
同 性 を 見 つ け 出 す こ と に よ っ て 行 う (Tam & Saier, Microbiol. Rev. 57: 320-346, 1993)
。 そ の 後 、 リ ガ ン ド の 結 合 を 、 直 接 的 な 実 験 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き 、 ま た は 、 既 知
の 機 能 を も つ bPBPsと の 構 造 的 関 係 に よ っ て 、 も し く は 既 知 の 機 能 の 他 の 遺 伝 子 と の 遺 伝
的 関 連 性 を 明 ら か に す る こ と に よ っ て 推 測 す る こ と が で き る (Pellegrini et al. , Proc.
 Natl. Acad. Sci. USA 96: 4285-4288, 1999)。 続 い て 、 局 所 的 高 次 構 造 変 化 を 起 こ す ホ
モ ロ グ 内 の 部 位 で あ っ て 、 レ ポ ー タ ー 基 が 結 合 す る こ と が で き る 部 位 を 同 定 し な け れ ば な
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ら な い 。 レ ポ ー タ ー 基 を 結 合 さ せ る 部 位 の 選 別 は 、 既 知 構 造 の bPBPsと の 相 同 性 に 頼 る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 こ れ ら の 原 理 を 例 示 す る た め に 、 ゲ ノ ム 配 列 の デ ー タ の み か ら 開 始 し て 、 グ ル タ ミ ン 酸
塩 バ イ オ セ ン サ を 構 築 し た 。 大 腸 菌 K12の ゲ ノ ム は 、 グ ル タ ミ ン お よ び ヒ ス チ ジ ン BPと の
ア ミ ノ 酸 配 列 の 相 同 性 (そ れ ぞ れ 26%お よ び 23%の 配 列 が 同 一 ; 41%お よ び 43%の 配 列 が 類 似 )
に 基 づ い た 推 定 上 の bPBPと し て 同 定 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 座 ybeJを 含 む (B
lattner et al., Science 277:1453-1474, 1997)。 ア ミ ノ 酸 結 合 タ ン パ ク 質 と し て の YBEJ
の 割 当 て は 、 大 腸 菌 で 同 定 さ れ た 既 知 構 造 の 全 て の bPBPア ミ ノ 酸 結 合 タ ン パ ク 質 の 中 で 、
リ ガ ン ド の α -ア ミ ノ 基 お よ び α -カ ル ボ キ シ ル 基 と の 結 合 に 関 係 し て い る 保 存 さ れ た 残 基
の 存 在 に よ っ て 強 化 さ れ た (表 ４ )。 さ ら に 興 味 深 い こ と は 、 他 の ア ミ ノ 酸 結 合 タ ン パ ク 質
に お い て 、 結 合 ア ミ ノ 酸 の 側 鎖 と 直 接 的 に 相 互 作 用 す る 場 所 に 位 置 す る YBEJ中 の ア ル ギ ニ
ン 残 基 の 存 在 で あ り 、 YBEJが 負 に 帯 電 し た 側 鎖 を 有 す る ア ミ ノ 酸 と 結 合 す る こ と を 示 唆 し
て い る 。 最 後 に 、 ybeJは 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 の 輸 送 系 内 に 含 ま れ る と 想
定 さ れ る 3つ の タ ン デ ム 遺 伝 子 (gltJ, gltK, gltL)に 隣 接 し て 位 置 し て い る の で (Lum & Wa
llace, GenBank Accession NumberU10981, 1995)、 ybeJが 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ
ン 酸 塩 BPを コ ー ド し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 推 定 上 の ア ロ ス テ リ ッ ク 、 エ ン ド ス テ リ
ッ ク 、 お よ び ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 を 、 グ ル タ ミ ン BPお よ び ヒ ス チ ジ ン BPを 含 む YBEJの 構 造
に 基 づ い た 配 列 の 整 列 か ら 同 定 し た (図 2)。
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 変 異 生 成 と タ ン パ ク 質 の 生 成 。 　 こ の 研 究 に お い て 使 用 さ れ た bPBPsに つ い て の 全 て の
遺 伝 子 を 、 大 腸 菌 ま た は イ ン フ ル エ ン ザ 菌 の ゲ ノ ム DNAか ら PCRを 使 用 し て ク ロ ー ン 化 し た
。 周 辺 質 で の 発 現 を 指 揮 す る リ ー ダ ー ペ プ チ ド 配 列 を 、 既 知 の タ ン パ ク 質 の N末 端 と の 比
較 に よ っ て 、 あ る い は YBEJの 場 合 で は 、 既 知 の リ ー ダ ー 配 列 と の 相 同 性 に よ っ て 同 定 を 行
っ た (von Heijne, Nucl. Acids Res. 14: 4683-4690,1986)。 pAED4(Doering、 博 士 論 文 「
f-ア ク チ ン 結 合 小 ド メ イ ン の 機 能 的 お よ び 構 造 的 研 究 」 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 工 科 大 学 、 19
92年 )； pET-21a(Studier et al., Meth. Enzymol. 185: 60-89,1990)(Novagen)； ま た は p
KK223-3(Blattner et al., Science 277: 1453-1474,1997)プ ラ ス ミ ド 中 の 強 力 な 誘 導 プ
ロ モ ー タ ー の 制 御 の も と 、 プ ロ セ ス さ れ た タ ン パ ク 質 の N-末 端 の 直 前 に 位 置 す る 開 始 メ チ
オ ニ ン を 含 む 、 細 胞 質 内 に お い て プ ロ セ ス さ れ た 形 態 の 過 剰 発 現 に よ っ て タ ン パ ク 質 を 生
成 し た 。 固 定 化 さ れ た 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 容 易 な 精 製 を 可 能 に
す る た め に 、 オ リ ゴ ヒ ス チ ジ ン の タ グ を ク ロ ー ン 化 さ れ た 受 容 体 の カ ル ボ キ シ 末 端 に 融 合
さ せ た (Hochuli et al. , J. Chromatogr. A 411: 177-184,1987)。 全 て の 場 合 に お い て
、 受 容 体 は 良 好 に 発 現 し た (1リ ッ ト ル 当 り 少 な く と も 50mgの 精 製 タ ン パ ク 質 の 発 酵 )。 ゲ
ル 電 気 泳 動 に よ っ て 測 定 さ れ た 分 子 量 は 、 発 現 し た 読 取 り 枠 の 予 測 さ れ た 質 量 と 一 致 す る
。
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【 ０ ０ ４ ４ 】
　 シ ス テ イ ン の 変 異 を PCRオ ー バ ー ラ ッ プ 法 に よ っ て 導 入 し た (Ho et al., Gene 77: 51-5
9,1989)。 典 型 的 に は 、 変 異 型 タ ン パ ク 質 を 野 生 型 タ ン パ ク 質 と 同 様 に 発 現 さ せ た 。 ア ラ
ビ ノ ー ス BP中 の 全 て の シ ス テ イ ン の 置 換 を 、 C64Aバ ッ ク グ ラ ウ ン ド 中 で 構 築 し 、 こ の 内 在
性 の シ ス テ イ ン か ら の 干 渉 を 防 い だ (Miller et al., J. Biol. Chem. 254: 7521-7528,19
79)。 Fe(III)BPの 場 合 で は 、 全 て の 変 異 体 を E57Dバ ッ ク グ ラ ウ ン ド 中 で 構 築 し た 。 Fe(III
)BPの 結 晶 構 造 で は 、 こ の グ ル タ ミ ン 酸 塩 が 鉄 に 配 位 し て い る (Bruns et al., Nat. Struc
t. Biol. 4: 919-924,1997)。 E57D変 異 体 は 、 1:1の ク エ ン 酸 Fe(III)錯 体 に つ い て logK=10
.25の 安 定 度 定 数 を 想 定 す る 、 約 1× 10 - 2 1 (Adhikari etal., J. Biol. Chem. 270: 25142-
25149,1995)～ 約 3× 10 - 8 の Fe(III)の た め に 、 Fe(III)BPの 親 和 性 を 弱 め る こ と が 解 っ た (M
artell & Smith, Critical Stability Constants, Plenum Press, New York, 1977)。 こ
れ は 、 ナ ノ モ ル 濃 度 の Fe(III)BPに お い て 、 ク エ ン 酸 Fe(III)で の 直 接 的 な 滴 定 に よ っ て Fe
(III)親 和 性 の 直 接 的 な 定 量 を 可 能 に し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 蛍 光 に よ る シ グ ナ ル 変 換 。 　 11個 の bPBPsの セ ッ ト に よ る リ ガ ン ド の 結 合 を 報 告 す る た
め に 、 蛍 光 性 の レ ポ ー タ ー 基 を 、 結 合 依 存 性 の 高 次 構 造 変 化 を 受 け る も の と 予 測 さ れ る 部
位 の 加 工 さ れ た 1つ の シ ス テ イ ン (チ オ ー ル )と 結 合 さ せ た 。 環 境 中 で 変 化 す る 発 光 ス ペ ク
ト ル の 感 受 性 に 基 づ い て 選 択 さ れ 、 発 光 お よ び 励 起 波 長 が 広 範 な 範 囲 に 及 ぶ 8個 の チ オ ー
ル 反 応 性 フ ル オ ロ フ ォ ア を 調 査 し た (図 3)。 本 発 明 の 例 示 で あ る バ イ オ セ ン サ 複 合 体 に つ
い て の 結 果 を 、 表 5に 示 し た (11個 の 受 容 体 、 68個 の シ ス テ イ ン 変 異 体 、 320個 の フ ル オ ロ
フ ォ ア 複 合 体 )。
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　 蛍 光 バ イ オ セ ン サ 機 能 の 評 価 。 　 bPBP-フ ル オ ロ フ ォ ア 複 合 体 の 蛍 光 発 光 ス ペ ク ト ル を
、 飽 和 状 態 の リ ガ ン ド 濃 度 の 欠 損 お よ び 存 在 中 で 記 録 し た 。 ス ペ ク ト ル 変 化 を 4つ の パ ラ
メ ー タ に よ っ て 特 徴 づ け た :波 長 シ フ ト (非 結 合 状 態 に お け る 発 光 最 大 値 の 波 長 と リ ガ ン ド
飽 和 状 態 に お け る 発 光 最 大 値 の 波 長 と の 差 )、 強 度 変 化 の 方 向 (前 記 ２ つ の 状 態 に お け る 発
光 最 大 値 の 波 長 で の 強 度 の 増 加 ま た は 減 少 )、 標 準 強 度 変 化 (Δ I s t d )、 お よ び 標 準 レ シ オ
メ ト リ ッ ク 変 化 (Δ R)。 Δ I s t d は 、 前 記 2つ の 発 光 最 大 値 間 の 中 間 点 の 波 長 で 決 定 さ れ た 平
均 強 度 に 関 連 し た 正 規 化 強 度 変 化 (Δ I s t d )と し て 定 義 さ れ る 。
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
{式 中 、 λ s t d ＝ (λ m a x ,  u n b o u n d ＋ λ m a x ,  s a t u r a t e d )／ 2、 I 1 , I 2 は 、 そ れ ぞ れ λ s t d で の
各 ス ペ ク ト ル の 蛍 光 強 度 で あ る (図 4A)。 }
　 Δ Rは 、 2つ の 発 光 バ ン ド 、 A 1 ([λ 1 ,λ 2 ])お よ び A 2 ([λ 3 ,λ 4 ])に よ っ て 定 め ら れ る (図 4
B)。
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ６ 】
{式 中 、 0 A 1 , 

∞ A 2 は リ ガ ン ド の 欠 損 領 域 で あ り 、 ∞ A 1 , 
∞ A 2 は 、 飽 和 状 態 の リ ガ ン ド の 存

在 領 域 で あ る 。 コ ン ピ ュ ー タ ー プ ロ グ ラ ム を 使 用 し て 2つ の ス ペ ク ト ル に お け る 波 長 バ ン
ド の 全 て の 可 能 な 組 に つ い て Δ Rを 列 挙 し 、 Δ Rの 最 大 値 と し て 定 義 さ れ た 最 適 な セ ン シ ン
グ 条 件 を 同 定 し た 。 本 明 細 書 中 で 報 告 さ れ た Δ R m a x 量 の た め に 使 用 さ れ た ア ル ゴ リ ズ ム の
調 整 可 能 な パ ラ メ ー タ お よ び そ の 値 は 、 ス テ ッ プ サ イ ズ (2nm)、 ス テ ッ プ 幅 (10nm)、 最 小
積 分 領 域 限 界 (全 体 の フ ラ ク シ ョ ン ： 0.1)、 お よ び 最 大 積 分 領 域 限 界 (全 体 の フ ラ ク シ ョ ン
： 1)で あ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 分 析 物 の 親 和 性 の 測 定 。 　 Δ I s t d ＞ 0.1の 133bPBP-フ ル オ ロ フ ォ ア 複 合 体 を 使 用 し て 蛍
光 測 定 の 滴 定 に よ っ て リ ガ ン ド 結 合 親 和 性 を 決 定 し た (表 5)。 モ ニ タ ー さ れ た 発 光 波 長 は
、 リ ガ ン ド 未 結 合 状 態 と 結 合 状 態 の 間 の 最 大 強 度 差 の 発 光 波 長 で あ る 。 各 複 合 体 に つ い て
、 蛍 光 強 度 測 定 値 を 、 2つ の 状 態 モ デ ル の た め の 双 曲 線 結 合 等 温 線 に 適 合 さ せ た (Marvin e
t al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4366-4371, 1997)。
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ８ 】
{式 中 、 Fは リ ガ ン ド 濃 度 [S]で の 蛍 光 、 K d は 解 離 定 数 、 F F , F B は そ れ ぞ れ リ ガ ン ド 無 し の
状 態 と リ ガ ン ド 飽 和 の 状 態 の 蛍 光 強 度 で あ る 。 結 合 等 温 線 の 例 を 、 グ ル コ ー ス BPお よ び グ
ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPに つ い て 図 5に 示 し た 。 レ シ オ メ ト リ ッ ク の 観 測 に つ
い て は 、 2つ の 発 光 バ ン ド の 差 分 重 量 寄 与 (differentially weighted contribution)を 説
明 す る た め に 等 式 3を 変 形 し な け れ ば な ら な い (Lakowicz, Principlesof Fluorescence Sp
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ectroscopy, 2 d Ed. Kluwer Academic Press, New York, p. 698, 1999)。
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ９ 】
{式 中 、 Rは A 1 /A 2 、 R B =

∞ A 1 /
∞ A 2 、 R F =

0 A 1 /
0 A 1 の 比 で あ り 、 a p p K d は 見 か け の 解 離 定 数 で あ

る 。 }
【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 蛍 光 バ イ オ セ ン サ の 設 計 戦 略 の 成 功 を 、 効 果 的 に 反 応 す る 蛍 光 複 合 体 に 出 会 う 確 率 を 決
定 す る こ と に よ っ て 評 価 し 、 リ ガ ン ド 結 合 親 和 性 が フ ル オ ロ フ ォ ア 複 合 体 に よ っ て ど の よ
う な 影 響 を 受 け る か に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 リ ガ ン ド に 媒 介 さ れ た 蛍 光 の 変 化 の 評 価 。 　 全 て の 複 合 体 (n=320)に つ い て の 波 長 シ フ
ト 、 Δ I s t d 、 お よ び Δ R m a x の 概 要 を 、 図 6A中 の ヒ ス ト グ ラ ム と し て 表 わ し た 。 波 長 シ フ ト
の 分 布 は 、 約 0を 中 心 に 対 称 的 で あ っ た （ す な わ ち 、 青 ま た は 赤 シ フ ト の い ず れ か に 向 け
た 全 体 的 傾 向 は な か っ た ） 。 複 合 体 の 全 集 団 の う ち 、 130個 の 複 合 体 は 結 合 時 に 蛍 光 強 度
の 増 加 を 示 し 、 190個 は 減 少 を 示 す 。 こ の 非 対 称 の 部 分 は 、 全 て の Fe(III)BP複 合 体 に 対 す
る ク エ ン 酸 Fe(III)の 添 加 が 蛍 光 発 光 の 減 少 を 引 き 起 こ す と い う 知 見 に よ る も の で あ る 。
こ の こ と が 溶 液 中 の Fe(III)に よ る 消 光 に よ る も の で あ っ た の か ど う か を 調 べ る た め に 、
ク エ ン 酸 Fe(III)を 他 の bPBPsの 複 合 体 に 加 え 、 発 光 強 度 の 影 響 を 観 察 し た 。 全 て の 場 合 に
お い て 、 Fe(III)BPの 効 果 を 導 く 濃 度 よ り も 十 分 に 高 い 濃 度 で の み 、 ク エ ン 酸 Fe(III)は 蛍
光 を 消 光 さ せ る こ と が 見 出 さ れ た 。 Fe(III)BPの 全 て の 複 合 体 に お い て 観 察 さ れ た 蛍 光 強
度 の 増 加 は 、 結 合 特 異 的 プ ロ セ ス に よ る も の で あ り 、 金 属 に 媒 介 さ れ た 酸 化 還 元 機 構 を 介
し た 励 起 状 態 の 緩 和 を 伴 う こ と が で き る (Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectr
oscopy, 2 n d  Ed. Kluwer Academic Press, New York, p.698, 1999)。 特 定 の 強 度 で 反 応
す る 複 合 体 と 出 会 う 確 率 は 、 Δ I s t d の 大 き さ が 増 加 す る と と も に 減 少 す る (図 6B)。 レ シ オ
メ ト リ ッ ク レ ス ポ ン ス も 同 様 の 挙 動 を 示 す (図 6C)。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 光 学 セ ン シ ン グ に つ い て 最 大 の 有 用 性 を も つ 2つ の 判 定 基 準 は 、 Δ I s t d お よ び Δ R m a x で
あ る 。 bPBP複 合 体 の 集 団 を 、 立 体 的 位 置 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 、 お よ び タ ン パ ク 質 骨 格 の 種 類
に よ っ て 分 類 し 、 各 分 類 ご と に Δ I s t d ＞ 0.25お よ び Δ R m a x ＞ 1.25の 割 合 に つ い て 数 値 化 し
た 。 結 果 (表 6～ 8)は 、 潜 在 的 に 有 用 な 蛍 光 バ イ オ セ ン サ 複 合 体 を 見 出 す た め の 全 体 的 成 功
率 の 指 標 を 与 え る 。 320個 の 複 合 体 の 集 団 の う ち 、 約 24％ が Δ I s t d に つ い て の 判 定 基 準 に
合 致 し 、 約 28％ が Δ R m a x に つ い て の 判 定 基 準 に 合 致 す る 。
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ７ 】
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【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 Δ I s t d お よ び Δ R m a x に つ い て 最 も 高 い 成 功 率 を 示 す 骨 格 は 、 ア ラ ビ ノ ー ス BP、 グ ル コ ー
ス BP、 リ ボ ー ス BP、 お よ び リ ン 酸 塩 BPで あ る （ 表 6） 。 前 か ら 3つ は 、 六 炭 糖 お よ び 五 炭 糖
の た め の 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む ク ラ ス タ ー 2に 属 し 、 一 方 、 リ ン 酸 塩 BPは 、 硫 酸 塩 BPと と
も に 、 無 機 ポ リ ア ニ オ ン の た め の 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む ク ラ ス タ ー 6に 属 す る 。 最 も 低 い
成 功 率 を 示 す 骨 格 は 、 ジ ペ プ チ ド BP（ ク ラ ス タ ー 5、 ペ プ チ ド お よ び ニ ッ ケ ル 結 合 ） お よ
び ク ラ ス タ ー 3(極 性 ア ミ ノ 酸 結 合 )タ ン パ ク 質 で あ る グ ル タ ミ ン BP、 ヒ ス チ ジ ン BP、 お よ
び Glu/Asp BPで あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 結 合 部 位 の 3つ の ク ラ ス の 中 で 、 エ ン ド ス テ リ ッ ク お よ び ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 は 、 ペ リ
ス テ リ ッ ク 部 位 よ り も 閾 値 判 定 基 準 に 合 致 す る 確 立 が 高 い (表 7)。 Δ I s t d の 観 点 か ら の 成
功 率 は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア の 環 境 的 感 受 性 に よ っ て 変 化 し 、 ス チ リ ル お よ び ナ フ チ ル 色 素 JP
W4039, JPW4042お よ び JPW4045で 最 も 高 い 。 同 様 に 、 Δ R m a x に つ い て の よ り 高 い 成 功 率 は
、 JPW4045お よ び ア ク リ ロ ダ ン と 結 び 付 い た (表 8)。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 リ ガ ン ド 結 合 親 和 性 の 変 化 の 評 価 。 　 各 リ ガ ン ド に つ い て の 結 合 曲 線 か ら 導 き 出 さ れ た
解 離 定 数 K d の 範 囲 を 表 9に 示 す 。 リ ガ ン ド の 結 合 と 、 結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア の タ ン パ ク
質 と の 相 互 作 用 と の 間 に 熱 力 学 的 関 連 性 が あ る の で 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は 固 有 の リ ガ ン ド 解
離 定 数 を 変 化 さ せ る も の と 予 想 さ れ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア に よ っ て 与 え ら れ た 親 和 性 の 変 化
は 、 タ ン パ ク 質 中 の そ の 位 置 に 依 存 し て い る も の と 予 期 さ れ る 。 様 々 な 複 合 体 が 広 範 な 範
囲 の 親 和 性 を 示 す (表 9)。 log( m u t K d /

w t K d )と し て 定 義 さ れ た 親 和 性 の 変 化 を 、 解 離 定 数 が
測 定 さ れ か つ 未 結 合 の タ ン パ ク 質 の 解 離 定 数 が 知 ら れ て い る 108個 の 複 合 体 の 中 で 、 結 合
部 位 の 分 類 (エ ン ド ス テ リ ッ ク 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 、 ま た は ペ リ ス テ リ ッ ク )の 関 数 と し て 調
査 し た (表 2)。 こ の 結 果 は 、 3つ の ク ラ ス の 部 位 が 親 和 性 に つ い て 異 な る 効 果 を 示 す こ と を
明 ら か に し て い る (図 7)。 エ ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 で の フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 は 、 親 和 性 を 最
も 大 き く 乱 す 傾 向 に あ り 、 野 生 型 よ り も K d の 値 が 一 様 に 高 い 傾 向 に あ る 。 ア ロ ス テ リ ッ ク
お よ び ペ リ ス テ リ ッ ク 結 合 は 、 野 生 型 よ り も K d の 値 が 高 い か ま た は 低 く 、 ペ リ ス テ リ ッ ク
部 位 で 、 効 果 に お け る 最 も 大 き な 変 化 を 示 す 。 興 味 深 い こ と に 、 野 生 型 (よ り 低 い K d )よ り
も よ り 高 い 親 和 性 を も つ こ れ ら の 複 合 体 の う ち 、 よ り 大 き な 割 合 は 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位
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で の 複 合 体 に 由 来 す る 。 こ の こ と は 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 の 残 基 の 体 積 を 操 作 す る こ と に
よ っ て 親 和 性 を 増 加 さ せ る 、 マ ル ト ー ス BPの 詳 細 な 研 究 を 支 持 す る (Marvin & Hellinga, 
Nat. Struct. Biol. 8:795-798, 2001)。 特 定 の 複 合 体 が 、 リ ガ ン ド 結 合 部 位 (エ ン ド ス テ
リ ッ ク 部 位 、 お よ び 幾 つ か の ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 )に 直 接 立 体 的 に 干 渉 す る か 、 あ る い は
開 状 態 と 閉 状 態 （ ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 、 ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 ） と の 間 の 固 有 の 平 衡 状 態 に
影 響 を 与 え る こ と に よ っ て 干 渉 す る 可 能 性 の 観 点 か ら 、 効 果 の 差 異 を 合 理 的 に 扱 う こ と が
で き る 。
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 解 離 定 数 の 効 果 は 、 ア ラ ビ ノ ー ス BPに つ い て 示 さ れ る よ う に 、 結 合 部 位 だ け で は な く 、
結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア の 性 質 に よ っ て も 決 定 さ れ る 。 ト リ プ ト フ ァ ン の 蛍 光 に よ っ て 測
定 さ れ た 、 5つ の シ ス テ イ ン 置 換 変 異 体 の ア ラ ビ ノ ー ス に つ い て の 解 離 定 数 (全 て C64A変 異
体 と の )は 、 5.0μ M(F23C)、 3.2μ M(L253C)、 3.4μ M(D257C)、 7.6μ M(L298C)、 お よ び 1.6
μ M(K301C)で あ る 。 従 っ て 、 シ ス テ イ ン 置 換 は 、 ア ラ ビ ノ ー ス に つ い て の 親 和 性 を わ ず か
に 乱 す (C64A変 異 体 の K d 　 ～ 2.2μ M)。 結 合 し た フ ル オ ロ フ ォ ア に 最 も 依 存 す る の は 、 K d 値
が 0.7μ M(ア ク リ ロ ダ ン )～ 775μ M(NBD)の 範 囲 に あ る L253C変 異 体 で あ っ た 。 同 様 に 、 ジ ペ
プ チ ド BPの K394C変 異 体 で は 、 Gly-Leuジ ペ プ チ ド に つ い て の 親 和 性 が 6nM(NBD)～ 93μ M(フ
ル オ レ セ イ ン )の 範 囲 に あ る 。 大 部 分 の 変 異 体 は 、 こ の よ う な 広 い 範 囲 の フ ル オ ロ フ ォ ア
依 存 リ ガ ン ド 親 和 性 を 示 さ な か っ た 。 例 え ば 、 リ ボ ー ス BP E192Cと 結 合 し た 5つ の 異 な る
フ ル オ ロ フ ォ ア で は 、 リ ボ ー ス に つ い て の 親 和 性 が 2.6μ M(NBDお よ び JPW4039)～ 15μ M(JP
W4045)の 範 囲 に あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 配 列 情 報 を 使 用 し た 新 規 な バ イ オ セ ン サ の 構 築 。 　 設 計 が 既 知 構 造 を も つ 上 記 の bPBPs
に 限 定 さ れ な い こ と を 実 証 す る た め に 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPに つ い て コ
ー ド し て い る と 推 定 さ れ た パ ラ ロ グ に シ ス テ イ ン 変 異 を 導 入 し 、 有 望 な ペ リ ス テ リ ッ ク 部

10

20

30

40

50

(42) JP 2006-503293 A 2006.1.26



位 お よ び ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 に つ い て の 位 置 を 導 く 構 造 体 と し て ヒ ス チ ジ ン お よ び グ ル タ
ミ ン BPを 使 用 し た 。 全 部 で 10個 の 部 位 に つ い て 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 お よ び ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩
に 依 存 し た 蛍 光 の 変 化 を 示 す 複 合 体 を 得 る こ と を 試 み た 。 幾 つ か の 部 位 で は 、 良 好 な ま た
は 優 れ た 強 度 測 定 ま た は レ シ オ メ ト リ ッ ク セ ン サ が 得 ら れ た 。 表 10は 、 反 応 が ア ス パ ラ ギ
ン 酸 塩 お よ び グ ル タ ミ ン 酸 塩 の 両 者 に つ い て 特 異 的 で あ り 、 グ ル タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ
ン に つ い て の 親 和 性 が 50～ 500倍 に 弱 く な る こ と を 示 し て い る 。 他 の ア ミ ノ 酸 お よ び 糖 類
で は 、 リ ガ ン ド に 媒 介 さ れ た 蛍 光 の 変 化 は 表 れ な か っ た 。
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 バ イ オ イ ン フ ォ マ テ ィ ク ス で は 、 直 接 的 な 実 験 を 行 わ な い で 新 し い 生 化 学 的 な 適 用 を 発
見 す る こ と が で き る 。 バ イ オ セ ン サ の 場 合 で は 、 個 々 の 微 生 物 の ゲ ノ ム が 、 特 定 の 分 子 を
初 期 輸 送 ま た は シ グ ナ ル 変 換 に つ な げ る 多 数 の bPBPsを コ ー ド し て い る こ と が あ る (Blattn
er et al., Science 277: 1453-1474, 1997 ; Quentin et al., J. Mol. Biol. 287: 467
-484, 1999)。 こ れ ら の う ち の い く つ か は 特 徴 づ け ら れ て い る も の の 、 潜 在 的 な バ イ オ セ
ン サ に つ い て の 骨 格 と し て 利 用 さ れ て い な い 膨 大 な 数 が あ る 。 相 同 性 タ ン パ ク 質 か ら の 構
造 的 情 報 と 組 み 合 わ せ て 、 新 規 な 特 異 性 の バ イ オ セ ン サ を 構 築 す る た め に ゲ ノ ム 情 報 を 適
用 す る 可 能 性 に つ い て 実 証 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 あ ら か じ め 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPを 大 腸 菌 か ら 精 製 し (Barash & Halp
ern, Biochim. Biophys. Acta 386: 168-180,1975 ; Willis & Furlong, J. Biol. Chem.
 250: 2574-2580,1975)、 特 徴 づ け た 。 い く つ か の 証 拠 の 断 片 は 、 YBEJが こ の タ ン パ ク 質
に 対 応 す る こ と を 示 し て い る 。 第 1に 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPは 周 辺 質 抽
出 物 か ら 単 離 さ れ 、 推 定 上 の 周 辺 質 局 在 性 シ グ ナ ル 配 列 を も つ タ ン パ ク 質 を コ ー ド 化 す る
ybejと 一 致 す る 。 第 2に 、 32kDa(Barash & Halpern, Biochim. Biophys. Acta 386: 168-1
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80, 1975)ま た は 31kDa(Willis & Furlong, J. Biol. Chem. 250: 2574-2580, 1975)の グ
ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPの あ ら か じ め 決 定 さ れ た 分 子 量 は 、 プ ロ セ ス さ れ た yb
eJ生 成 物 に つ い て 推 定 さ れ た 32.5kDaの 分 子 量 に 一 致 し 、 か つ 本 研 究 に お け る ゲ ル 電 気 泳
動 に よ っ て 得 ら れ た 30kDaの 分 子 量 と も 一 致 す る 。 第 3に 、 あ ら か じ め 決 定 さ れ た ア ミ ノ 酸
組 成 (Barash & Halpern, Biochim. Biophys. Acta 386: 168-180,1975 ; Willis & Furlo
ng, J. Biol. Chem. 250: 2574-2580,1975)は 、 ゲ ノ ム 配 列 か ら 推 定 さ れ た も の と 近 似 し
て お り 、 そ の 差 異 は 酸 性 タ ン パ ク 質 の 加 水 分 解 物 の 分 析 に お け る 必 然 的 な 不 正 確 さ に 留 ま
る 。 最 後 に 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 に つ い て 報 告 さ れ た K d 値 (0.8μ M)、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 に つ い
て 報 告 さ れ た K d 値 (1.2μ M)、 並 び に グ ル タ ミ ン お よ び ア ス パ ラ ギ ン に つ い て の か な り 低 い
親 和 性 (Willis & Furlong, J. Biol. Chem. 250: 2574-2580, 1975)は 、 本 明 細 書 で 決 定
さ れ た 値 に 近 似 し て お り 、 Q123C-蛍 光 複 合 体 に 匹 敵 す る (表 10)。 以 上 よ り 、 ybeJは 、 あ ら
か じ め 特 徴 づ け ら れ た グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPを コ ー ド し て い る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 効 果 的 な セ ン サ の 設 計 。 　 複 合 体 の 有 用 性 を 、 シ グ ナ ル 強 度 の 絶 対 変 化 、 レ シ オ メ ト リ
ッ ク 変 化 、 お よ び セ ン サ が 正 確 に 反 応 す る こ と が で き る 作 動 濃 度 範 囲 に よ っ て 決 定 す る 。
2つ の 観 察 可 能 な パ ラ メ ー タ の う ち 、 レ シ オ メ ト リ ッ ク 変 化 は プ ロ ー ブ 濃 度 の 影 響 を 受 け
な い の で 、 絶 対 強 度 よ り も 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 有 効 な 結 合 を 、 Δ I s t d ＞ 0.25か つ Δ R m a x ＞ 1.25を 示 す も の と し て 定 義 す る こ と が で き 、
「 優 れ た 」 セ ン サ を 、 Δ I s t d ＞ 0.9か つ Δ R m a x ＞ 2.5を 示 す も の と し て 定 義 す る こ と が で き
る 。 優 れ た セ ン サ の 変 化 の 大 き さ は 、 血 液 の よ う な 複 雑 な 液 体 に お け る 「 リ ア ル な 世 界 」
の 適 用 で の 粗 野 な 測 定 を 可 能 に す る ほ ど 十 分 に 大 き い も の で あ ろ う 。 こ れ ら の 判 断 基 準 に
基 づ く と 、 優 れ た 絶 対 強 度 に 基 づ い た セ ン サ は 13個 の み で あ る が (全 体 の 4％ )、 36個 の 優
れ た レ シ オ メ ト リ ッ ク セ ン サ が あ る (全 体 の 11％ )； 優 れ た 絶 対 強 度 セ ン サ で あ っ て か つ 優
れ た レ シ オ メ ト リ ッ ク セ ン サ で も あ る 7つ の 複 合 体 が あ る (表 5)。 ジ ペ プ チ ド BP、 Fe(III)B
P、 お よ び ヒ ス チ ジ ン BPを 除 け ば 、 全 て の タ ン パ ク 質 は 、 少 な く と も 1つ の 優 れ た レ シ オ メ
ト リ ッ ク お よ び 強 度 に 基 づ い た 複 合 体 を も つ 。 グ ル コ ー ス BPは 、 非 常 に 多 く の 優 れ た 複 合
体 を も つ 。 こ れ ら の 複 合 体 の 全 て は 、 特 に 環 境 的 に 感 受 性 で あ る こ と が 知 ら れ て い る フ ル
オ ロ フ ォ ア (ア ク リ ロ ダ ン 、 NBD、 ピ レ ン 、 お よ び ス チ レ ン 色 素 )を 含 む 。 優 れ た セ ン サ の
出 現 率 は 、 ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 と ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 と の 間 で 等 し く 分 布 す る 。 全 て の エ
ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 は 、 優 れ た セ ン サ を 生 み 出 す 。 複 合 体 の 解 離 定 数 は 、 セ ン サ が 正 確 に
反 応 す る こ と が で き る 作 動 濃 度 範 囲 を 決 定 す る 。 こ の 作 動 範 囲 は 、 K d 値 の 5倍 以 内 の 濃 度
で は 5％ 未 満 の 誤 差 範 囲 で あ る こ と を 保 証 す る (Marvin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 94: 4366-4371, 1997)。 正 確 な 決 定 に 必 要 な 範 囲 が よ り 広 い 場 合 、 マ ル ト ー ス BPに つ
い て 実 証 し た よ う に 、 親 和 性 を 変 化 さ せ る 受 容 体 を 使 用 し て 複 合 体 バ イ オ セ ン サ を 構 築 す
る こ と が で き る (Marvin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 4366-4371, 1997)。
解 離 定 数 に 影 響 を 与 え る 3つ の 要 因 が あ る (複 合 体 の 性 質 、 レ シ オ メ ト リ ッ ク セ ン サ の た め
の 発 光 バ ン ド の 選 択 (等 式 2)、 お よ び 追 加 の 変 異 )。 特 定 の 用 途 で は 、 好 適 な セ ン サ を 構 築
す る た め に こ れ ら の 3つ の 要 素 を 操 作 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 グ ル コ ー ス の セ ン サ 。 　 臨 床 医 薬 に 適 用 可 能 な 分 析 物 の 中 で は 、 特 に 糖 尿 病 を 診 断 お よ
び 治 療 す る こ と に 関 し て 、 グ ル コ ー ス が 最 も 重 要 な も の の 1つ で あ る 。 成 人 の 血 清 中 の グ
ル コ ー ス 濃 度 の 正 常 範 囲 は 4～ 6 mMで あ る (Burtis & Ashwood, Teitz Textbookof Clinica
l Chemistry, 2 n d  Ed. W. B. Saunders Co., Philadelphia, Pennsylvania, 1994)。 グ ル
コ ー ス BPの 中 の エ ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 W183Cの ア ク リ ロ ダ ン 複 合 体 は 、 優 れ た レ シ オ メ ト
リ ッ ク レ ス ポ ン ス (Δ R m a x =5.57)お よ び 5.98 mMの 解 離 定 数 を も ち 、 そ れ ゆ え 生 理 学 的 範 囲
に お け る グ ル コ ー ス の 増 減 を レ シ オ メ ト リ ー (ratiometry)に よ っ て 検 出 す る た め の 有 力 な
候 補 で あ る (図 8A)。 さ ら に 、 レ シ オ メ ト リ ッ ク の パ ラ メ ー タ を 調 整 す る こ と に よ っ て 、 観
察 窓 は 容 易 に 5.0～ 17.4mMに 拡 大 し 、 全 て の 医 療 学 的 に 関 連 の あ る 範 囲 を 1つ の セ ン サ で 観
察 す る こ と が で き る (図 8A)。
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【 ０ ０ ８ ３ 】
　 臨 床 化 学 の た め の 他 の セ ン サ 。 　 ア ミ ノ 酸 は ま た 、 疾 病 状 態 の 指 標 と し て 臨 床 試 験 に お
い て 一 般 に 分 析 さ れ る 。 ヒ ス チ ジ ン は 、 ヒ ス チ ダ ー ゼ の 欠 乏 の 指 標 で あ る (Taylor et al.
, Molec. Biol. Med. 8: 101-116, 1991)。 最 高 の シ グ ナ リ ン グ ヒ ス チ ジ ン BP複 合 体 V163C
-JPW4042は 、 約 48～ 125μ Mの 血 清 中 の 正 常 範 囲 を 下 回 る 、 0.25μ Mの K d を も つ 。 し か し な
が ら 、 サ ン プ ル を 希 釈 す る と 、 こ の 複 合 体 は 効 果 的 に 機 能 す る こ と が で き る 。 代 わ り に 、
マ ル ト ー ス BP(Marvin & Hellinga, Nat. Struct. Biol. 8: 795-798,2001)お よ び E57D変
異 を 含 む Fe(III)BPに つ い て 行 っ た よ う な 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て K d を 調 節 す る こ と が で き
る 。 神 経 系 興 奮 性 の ア ミ ノ 酸 グ ル タ ミ ン 酸 塩 は 、 20～ 220μ Mの 正 常 血 清 濃 度 を も つ (Burti
s & Ashwood, TeitzTextbook of Clinical Chemistry, 2n d  Ed. W. B. Saunders Co., Ph
iladelphia, Pennsylvania, 1994)。 最 適 な バ イ オ セ ン サ は 、 K d ～ 80μ Mお よ び Δ R m a x =2.7
0を 示 す グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BP F126C-ア ク リ ロ ダ ン で あ る 。 グ ル タ ミ ン は
多 く の 場 合 、 脳 脊 髄 液 中 で 測 定 さ れ (Smith & Forman, Clin. Lab. Sci. 7: 32-38, 1994)
、 そ の 正 常 範 囲 は 120～ 360μ Mで あ り 、 最 高 の シ グ ナ リ ン グ グ ル タ ミ ン BP複 合 体 Y163C-ア
ク リ ロ ダ ン の K d (～ 1.4μ M)よ り も か な り 高 い 。 K d を 調 節 す る 突 然 変 異 誘 発 ま た は サ ン プ ル
の 希 釈 に よ っ て こ の よ う な 目 的 の た め に こ の バ イ オ セ ン サ を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 血 清 お よ び 尿 中 の リ ン 酸 塩 濃 度 は 、 臨 床 的 に 明 ら か で あ る (Burkhardt et al., Am. J. 
Clin. Pathol. 72: 326-329, 1979)。 い く つ か の リ ン 酸 塩 BP複 合 体 は 良 好 な シ グ ナ ル を 示
し 、 最 良 な も の は S39C-JPW4045で あ り 、 こ れ ら の K d 値 は 全 て 2μ M未 満 で あ る 。 血 清 中 の 無
機 リ ン 酸 塩 は 典 型 的 に は 1～ 3mMで あ り (Burtis & Ashwood, Teitz Textbook of Clinical 
Chemistry, 2 n d  Ed. W. B. Saunders Co., Philadelphia, Pennsylvania 1994)、 こ れ ら
の セ ン サ で の 正 確 な 測 定 の た め に 、 K d の 調 節 ま た は サ ン プ ル の 希 釈 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 マ ル ト ー ス 濃 度 は 酸 マ ル タ ー ゼ の 欠 乏 と 関 連 性 が あ り 、 正 常 な 血 漿 濃 度 で 約 2μ Mで あ る
(Rozaklis et al., Clin. Chem. 48: 131-139, 2002)。 本 研 究 に お け る 最 高 の マ ル ト ー ス
セ ン サ は 、 マ ル ト ー ス BP複 合 体 S233C-JPW4042(Δ R m a x =4.0)お よ び S233C-JPW4045(Δ R m a x =
3.9)で あ り 、 両 者 と も 同 様 の 親 和 性 (K d ～ 400μ M)を も つ 。 2μ M範 囲 の 親 和 性 を も つ マ ル ト
ー ス BP変 異 体 の 蛍 光 複 合 体 は 、 マ ー ビ ン 他 に よ っ て 記 述 さ れ て い る (Proc. Natl. Acad. S
ci. USA 94: 4366-4371, 1997)。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 工 業 的 お よ び 環 境 的 な 適 用 。 　 bPBP複 合 体 は 、 工 業 的 お よ び 環 境 的 な 分 析 物 の た め の セ
ン サ と し て 機 能 す る こ と が で き る 。 ア ラ ビ ノ ー ス は 、 コ ー ン か ら の エ タ ノ ー ル 生 成 の 効 率
を 向 上 さ せ る こ と に 関 連 し て い る (Deanda et al., Appl. Environ. Microbiol. 62: 4465
-4470, 1996)。 ア ラ ビ ノ ー ス BP複 合 体 の う ち 、 最 大 の シ グ ナ ル は 、 K301C-NBD(K d ～ 31μ M
、 Δ R m a x =3.2)お よ び L253C-蛍 光 (K d ～ 48μ M、 Δ R m a x =2.7)で あ る 。 食 品 お よ び 飲 料 中 で 分
析 さ れ る リ ボ ー ス 濃 度 (AOAC, Official Methods of Analysis of AOAC International,16
th Ed. AOAC International, Arlington, Virginia, 1995)を 、 リ ボ ー ス BP複 合 体 T135C-
ア ク リ ロ ダ ン (K d ～ 0.4mM、 Δ R m a x =6.3)お よ び A234C-JPW4045(K d ～ 3.8μ M、 Δ R m a x =4.1)に
よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 シ グ ナ ル リ ボ ー ス BP誘 導 体 を 使 用 す る リ ボ ー ス の レ シ オ メ
ト リ ッ ク セ ン シ ン グ は 、 T135C-ア ク リ ロ ダ ン 複 合 体 に よ っ て 例 示 さ れ る (図 8B)。 蛍 光 比 率
の 発 光 波 長 バ ン ド を 変 化 さ せ る こ と に よ っ て (等 式 4、 5)、 リ ボ ー ス の a p p K d を 、 41～ 146μ
Mの 範 囲 で 調 節 す る こ と が で き る (図 8B)。 飲 み 水 の 硫 酸 塩 濃 度 は 関 心 事 で あ り (U.S. EPA, 
Health Effects From Exposure to High Levels of Sulfate in Drinking Water, pp. 1-
25, Office of Drinking Water and Ground Water, 1999)、 硫 酸 塩 BP複 合 体 R134C-ア ク リ
ロ ダ ン (K d ～ 4μ M、 Δ R m a x =2.3)に よ っ て 分 析 を 行 う こ と が で き る 。 高 濃 度 の リ ン 酸 塩 は 環
境 的 に 有 害 で あ り 、 医 療 用 途 に つ い て 上 述 し た よ う に 、 リ ン 酸 塩 BP複 合 体 を 使 用 し て 観 察
す る こ と が で き る 。 鉄 濃 度 は 、 海 の 一 定 領 域 に お け る 一 次 生 産 能 力 を 制 限 す る (Martin, I
ron asa Limiting Factor in Primary Productivity and Biogeochemical Cycles in the
 Sea. Falkowski & Woodhead, eds., pp. 123-137, Plenum Press, New York)。 複 合 体 E2
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03C-ア ク リ ロ ダ ン (K d ～ 138μ M、 Δ I s t d 0.4)と い っ た Fe(III)BPか ら 誘 導 さ れ た バ イ オ セ ン
サ を 使 用 し て 、 得 ら れ た 第 二 鉄 イ オ ン を 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 上 記 に 列 挙 し た 全 て の 文 献 は 、 参 照 に よ っ て そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。 ま
た 、 生 物 電 子 工 学 的 セ ン サ を 含 む 電 子 デ バ イ ス の 開 示 の た め に 、 参 照 に よ っ て 組 み 込 ま れ
た 文 献 は 、 U.S. Appln. No.10/229,286(US 2003/0129622と し て 発 行 )お よ び Int'l Appln.
 No.PCT/US02/27279(WO 03/021247)で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 図 １ 】 図 1は 、 使 用 さ れ る ア ロ ス テ リ ッ ク 、 エ ン ド ス テ リ ッ ク 、 お よ び ペ リ ス テ リ ッ ク
部 位 の 位 置 を 示 す 、 11個 の bPBPsの 3-D構 造 を 示 す 。 各 タ ン パ ク 質 を 、 球 お よ び 棒 状 構 造 に
よ っ て 示 さ れ た 結 合 リ ガ ン ド と と も に 、 閉 鎖 形 態 で 示 し た 。 各 bPBPの 2つ の ド メ イ ン は 、
第 1の ド メ イ ン (N-末 端 を 含 む )が 第 2の ド メ イ ン (C-末 端 を 含 む )の 上 に く る よ う に 垂 直 に 置
か れ て い る 。 ヒ ン ジ 部 分 は 両 ド メ イ ン を 接 続 し て い る 。 ま だ 未 解 明 の グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア
ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BPの 構 造 を 表 わ す た め に 、 ヒ ス チ ジ ン BPの 構 造 を 使 用 し て い る 。 シ ス テ イ
ン で 変 異 を 入 れ た 残 基 を 異 な る 色 調 の 球 に よ っ て 示 し 、 ア ロ ス テ リ ッ ク (濃 い 色 調 )、 エ ン
ド ス テ リ ッ ク (中 間 の 色 調 、 GBPの み )、 ま た は ぺ リ ス テ リ ッ ク (薄 い 色 調 )と し て 区 別 し た
。 こ れ ら の 構 造 は 、 配 列 に 基 づ い た 関 係 に よ っ て Tam & Saier(Microbiol. Rev. 57:320-3
46, 1993)に よ っ て 定 義 さ れ た ク ラ ス タ ー に よ っ て グ ル ー プ 化 さ れ る 。 ク ラ ス タ ー 2: ア ラ
ビ ノ ー ス BP(ABP)、 グ ル コ ー ス BP(GBP)、 お よ び リ ボ ー ス BP(RBP)。 ク ラ ス タ ー 5: ジ ペ プ チ
ド BP(DPP)。 ク ラ ス タ ー 3: グ ル タ ミ ン BP(QBP)、 ヒ ス チ ジ ン BP(HBP)、 お よ び グ ル タ ミ ン 酸
塩 /ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BP(EBP)。 ク ラ ス タ ー 6: リ ン 酸 塩 BP(PBP)お よ び 硫 酸 塩 BP(SBP)。 ク
ラ ス タ ー 1: マ ル ト ー ス BP(MBP)お よ び Fe(III)BP(FeBP)。 分 子 の グ ラ フ ィ ッ ク ス は 、 Molsc
ript (Kraulis, J. Appl. Crystallogr. 24: 946-950, 1991)で 与 え ら れ た 。
【 図 ２ 】 図 2は 、 clustal W(Thompson et al., Nucl. Acids Res. 22: 4673-4680, 1994)
を 使 用 し て 大 腸 菌 YBEJ（ 推 定 上 の グ ル タ ミ ン 酸 塩 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BP） 、 グ ル タ ミ ン BP
、 お よ び ヒ ス チ ジ ン BPの 配 列 の 整 列 を 示 す 。 番 号 は 、 リ ー ダ ー 配 列 を 含 む YBEJに つ い て の
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 推 定 上 の 最 初 の コ ド ン か ら 始 ま る 。 下 線 を 引 い た メ チ オ
ニ ン は 、 本 研 究 で 使 用 さ れ た YBEJ発 現 の た め の 最 初 の コ ド ン で あ る 。 フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合
の た め に シ ス テ イ ン で 変 異 を 入 れ た 各 タ ン パ ク 質 中 の 残 基 を 、 太 い フ ォ ン ト で 示 し た 。 こ
れ ら の 残 基 の 下 に あ る 記 号 「 a」 お よ び 「 p」 は 、 そ れ ぞ れ ア ロ ス テ リ ッ ク ま た は ペ リ ス テ
リ ッ ク と し て の こ れ ら の 分 類 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 3は 、 チ オ ー ル 反 応 性 フ ル オ ロ フ ォ ア の 構 造 式 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 結 合 フ ル オ
ロ フ ォ ア の 最 大 蛍 光 励 起 お よ び 発 光 の お お よ そ の 波 長 (nm)は 、 ピ レ ン (340, 390); ア ク リ
ロ ダ ン (390, 500); フ ル オ レ セ イ ン (485, 520); NBD(490, 540); NBDE(490, 530); JPW40
39(485, 590); JPW4042(470, 640); お よ び JPW4045(470, 640)で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4Aお よ び 4Bは 、 蛍 光 測 定 の パ ラ メ ー タ の 定 義 を 示 す 。 図 4Aは 標 準 強 度 変 化 Δ I s
t d を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ る パ ラ メ ー タ λ s t d , I 1 , お よ び I 2 を 示 す 。 図 4Bは 、 Δ Rを 決
定 す る た め に 使 用 さ れ る パ ラ メ ー タ A 1 、 A 2 、

0 A、 お よ び ∞ Aを 示 す 。 各 々 の 領 域 の ∞ Aは 、
そ れ ぞ れ の 領 域 0 Aを 包 含 す る 。
【 図 ５ 】 図 5Aお よ び 5Bは 、 グ ル コ ー ス BP複 合 体 と グ ル タ ミ ン 酸 塩 /ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BP複
合 体 の 蛍 光 測 定 の 滴 定 を 示 す 。 図 5Aは 、 BP W183C-ア ク リ ロ ダ ン の グ ル コ ー ス で の 滴 定 を
示 す 。 図 5Bは 、 グ ル タ ミ ン 酸 塩 /ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 BP T129C-NBDの ア ミ ノ 酸 で の 滴 定 を 示
す 。 デ ー タ ポ イ ン ト :黒 丸 　 グ ル タ ミ ン 酸 ;＋ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ;◆ ア ス パ ラ ギ ン ;× グ ル タ ミ
ン 。 図 5Aお よ び 図 5Bに お い て 示 し た 曲 線 は 最 良 適 合 の 結 合 等 温 線 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6A～ 6Cは 、 320組 の 蛍 光 複 合 体 に お け る 蛍 光 測 定 の パ ラ メ ー タ の 出 現 頻 度 を 示
す 。 図 6Aは 、 最 大 蛍 光 強 度 ( m a x λ s a t u r a t e d －

m a x λ a p o )の 波 長 の シ フ ト の 分 布 を 示 す 。 図
6Bは 、 強 度 変 化 パ ラ メ ー タ Δ I s t d の 分 布 を 示 す 。 図 6Cは 、 レ シ オ メ ト リ ッ ク 変 化 の パ ラ メ
ー タ Δ R m a x の 分 布 を 示 す 。 各 パ ラ メ ー タ は 、 各 区 画 の 上 限 値 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 7は 、 3つ の ク ラ ス の フ ル オ ロ フ ォ ア 結 合 部 位 に お け る リ ガ ン ド 親 和 性 の 変 化 の
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出 現 頻 度 を 示 す 。 図 説 ： エ ン ド ス テ リ ッ ク 部 位 、 黒 色 棒 ： ペ リ ス テ リ ッ ク 部 位 、 斜 線 棒 ：
ア ロ ス テ リ ッ ク 部 位 、 白 色 棒 。 ア ラ ビ ノ ー ス BPの 場 合 に お い て 、 w t K d の 値 は 、 全 て の 複 合
体 が 作 ら れ た C64A変 異 体 の 値 で あ る 。 ジ ペ プ チ ド BPお よ び Fe(III)BPの デ ー タ は 含 ま れ て
い な い 。 前 者 に つ い て は 、 野 生 型 の Gly-Leuジ ペ プ チ ド の K d が 報 告 さ れ て い な い 。 Fe(III)
BPの 場 合 で は 、 未 結 合 の 変 異 体 E57Dの K d が 決 定 さ れ な か っ た 。 x軸 の 各 区 間 は 上 限 値 を 示
す 。 例 え ば 、 「 0」 の 記 載 さ れ た 区 画 は 、 log( m u t K d /

w t K d )＞ － 1か つ ≦ 0の 値 を 含 む 。
【 図 ８ 】 図 8Aお よ び 8Bは 、 異 な る 組 の 発 光 波 長 帯 を 使 用 し た 、 bPBPフ ル オ ロ フ ォ ア 複 合 体
の レ シ オ メ ト リ ッ ク 滴 定 を 示 す 。 図 8Aは 、 次 の 比 率 の 蛍 光 発 光 (波 長 nm)に お い て グ ル コ ー
ス ア ク リ ロ ダ ン に 結 合 さ れ た BP-W183C複 合 体 を 示 す ： ◇ , F 4 5 0 - 4 5 9 /F 5 5 0 - 5 5 9 (

a p p K d ～ 5.0
mM);□ , F 4 5 0 - 4 5 9 /F 4 8 6 - 4 9 5 (

a p p K d ～ 10.4mM); ○ , F 4 7 2 - 4 8 1 /F 4 5 0 - 4 5 9 (
a p p K d ～ 17.4mM)。

ラ イ ン は 等 式 4へ の 適 合 を 示 す 。 4～ 6 mMの 正 常 な 血 清 グ ル コ ー ス 範 囲 (euglycemia)は 、 垂
直 線 に よ っ て 定 め ら れ る 。 図 8Bは 、 次 の 範 囲 の 蛍 光 発 光 (波 長 nm)に お い て リ ボ ー ス で 滴 定
さ れ た 、 ア ク リ ロ ダ ン と 結 合 し た リ ボ ー ス BP-T135Cを 示 す : □ , F 5 0 1 - 5 1 0 /F 4 5 0 - 4 5 9 (

a p p K

d ～ 41μ M); ○ , F 4 5 0 - 4 5 9 /F 5 0 1 - 5 1 0 (
a p p K d ～ 254μ M); ◇ , F 4 5 0 - 4 5 9 /F 5 4 7 - 5 5 6 (

a p p K d ～ 46
1μ M)。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

(47) JP 2006-503293 A 2006.1.26



【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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