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(57)【要約】

　本開示は、部位選択的標識用化合物、及びそのような化合物を使用する方法に関する。



(2) JP  2019-518017  A   2019.6.27

【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 i.　 ペ プ チ ド (W)と 、

　 ii.　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 (R)と 、

　 iii.　 求 電 子 性 部 分 を 含 む 、 Wと Rと の 間 の 共 有 結 合 と

を 含 む 化 合 物 で あ っ て 、 求 電 子 性 部 分 が 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 反 応 す る こ と が で き 、

そ れ に よ っ て Wと Rと の 間 の 共 有 結 合 が 切 断 さ れ る 、 化 合 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 Wが 、 1～ 25個 、 4～ 15個 、 6～ 10個 又 は 4～ 8個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド で あ る 、 請 求 項

1に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 Wと Rと の 間 の 共 有 結 合 が 、 -C(O)O-、 -C(O)S-、 -C(O)Se-、 -SO 2 O-、 -SO 2 S-及 び -SO 2 Se-

か ら 選 択 さ れ る 求 電 子 性 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 ペ プ チ ド の 4つ 以 下 の 位 置 が 、 3位 と C末 端 位 と の 間 に お い て W、 F、 Y、 I、 又 は Lで 固 定 さ

れ る 、 請 求 項 2に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 Rが 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ る 部 分 を 含 む 、 請 求 項 1に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 式 (II):

【 化 １ 】

(式 中 、

　 Eは 、 ハ ロ ゲ ン 、 -CN、 -N O 2 、 -SO 2 、 -SO 2 N H W
4
、 -S(O)C 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -S(O)ア リ ー ル 、

及 び -OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Xは 、 O、 S又 は Seで あ り 、

　 Yは 、 ア ル キ ル 、 ポ リ ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 及 び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ

れ る リ ン カ ー で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、

　 R'は 、 -C(O)W
1
、 -SO 2 W

1
、 -CH 2 W

2
、 -C(O)W

3
、 -SO 2 W

3
、 -C(O)W

4
又 は -SO 2 W

4
で あ り 、 こ こ

で 、

　 W
1
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 直 鎖 状

ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
2
は 、 O-チ ロ シ ン 又 は S-チ オ チ ロ シ ン 残 基 に お い て CH 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア
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ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
3
は 、 2,P-ジ ア ミ ノ -n-ア ル カ ン 酸 残 基 の P-ア ミ ノ 基 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て

い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 Pは 、 3、 4、 5、 6、 7又 は 8で あ

り 、

　 W
4
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 連 結 さ れ て い る 、 25個 ま で の 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み

、

　 qは 、 0、 1、 2、 3又 は 4で あ る )の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ７ 】

　 Yが 、 次 式 :

　 -(CH 2 CH 2 O) m (CH 2 ) n -

(式 中 、 mは 0～ 30で あ り 、 nは 1～ 20で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 6に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ８ 】

　 W
1
、 W

2
、 W

3
及 び W

4
が 独 立 し て 、 4～ 8個 又 は 6～ 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 む 、

請 求 項 6に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ９ 】

　 式 (III):

【 化 ２ 】

(式 中 、

　 Eは 、 ハ ロ ゲ ン 、 -CN、 -N O 2 、 -SO 2 、 -SO 2 N H W
4
、 -S(O)C 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -S(O)ア リ ー ル 、

及 び -OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Xは 、 O、 S又 は Seで あ り 、

　 Yは 、 ア ル キ ル 、 ポ リ ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 及 び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ

れ る リ ン カ ー で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、

　 R'は 、 -C(O)W
1
、 -SO 2 W

1
、 -CH 2 W

2
、 -C(O)W

3
、 -SO 2 W

3
、 -C(O)W

4
又 は -SO 2 W

4
で あ り 、 こ こ

で 、

　 W
1
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 直 鎖 状

ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
2
は 、 O-チ ロ シ ン 又 は S-チ オ チ ロ シ ン 残 基 に お い て CH 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア

ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
3
は 、 2,P-ジ ア ミ ノ -n-ア ル カ ン 酸 残 基 の P-ア ミ ノ 基 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て

い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 Pは 、 3、 4、 5、 6、 7又 は 8で あ

り 、

　 W
4
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 連 結 さ れ て い る 、 25個 ま で の 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み

、

　 qは 、 0、 1、 2、 3又 は 4で あ る )の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 化 合 物 。
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【 請 求 項 １ ０ 】

　 Yが 、 次 式 :

　 -(CH 2 CH 2 O) m (CH 2 ) n -

(式 中 、 mは 0～ 30で あ り 、 nは 1～ 20で あ る )を 有 す る 、 請 求 項 9に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 W
1
、 W

2
、 W

3
及 び W

4
が 独 立 し て 、 4～ 8個 又 は 6～ 10個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 む 、

請 求 項 9に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 式 (IV):

【 化 ３ 】

(式 中 、

　 Eは 、

【 化 ４ 】

の 群 か ら 選 択 さ れ 、

　 R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 及 び R 5 は 独 立 し て 、 H、 F、 Cl、 N O 2 、 CN及 び Lか ら 選 択 さ れ (た だ し 、 R

1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 及 び R 5 の 1つ の み が Lで あ る こ と を 条 件 と す る )、

　 Lは 、 R-(CH 2 CH 2 O) q (CH 2 ) r -C(O)-X-又 は R-(CH 2 CH 2 O) q (CH 2 ) r -X-SO 2 -で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン
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、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ 、

　 Xは 、 O又 は Sで あ り 、

　 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 は 独 立 し て 、 天 然 ア ミ ノ 酸 及 び 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ

オ ン 酸 、 チ オ チ ロ シ ン 、 4-ベ ン ゾ イ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2-チ ア ゾ ー ル -ア ラ ニ ン 、 ノ ル

バ リ ン 、 1-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 3-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 N-ε -カ ル バ

ミ ル -リ ジ ン 、 2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 2',4'-フ ェ ニ ル

ア ラ ニ ン 、 2',5'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',6'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン

、 -O H、 -O-(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル 、 -O-ア リ ー ル 、 ア ミ ノ 、 -(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ -(C 1

～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ の 残 基 か ら 選 択 さ れ 、 又 は 存 在 せ ず (た だ し 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、

X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 1つ が 存 在 す る こ と を 条 件 と す る )、

　 Qは 電 子 求 引 性 置 換 基 (例 え ば 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 -F、 -N O 2 又 は -CN)で あ り 、

　 gは 0～ 8で あ り 、

　 mは 、 0又 は 1で あ り 、

　 nは 0～ 8で あ り 、

　 pは 1～ 8で あ り 、

　 rは 1～ 20で あ り 、

　 qは 0～ 100で あ る )の 構 造 を 有 す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 が 独 立 し て 、 グ ル タ ミ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ

ギ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 セ リ ン 、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ

イ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ

プ ト フ ァ ン 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 チ オ チ ロ シ ン 、 4-ベ ン ゾ イ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン

、 2-チ ア ゾ ー ル -ア ラ ニ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 1-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 3-

ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 N-ε -カ ル バ ミ ル -リ ジ ン 、 2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン

-4-カ ル ボ ン 酸 、 2',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',5'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',6'-フ ェ ニ ル ア

ラ ニ ン 、 3',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 -O H、 -O-(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル 、 -O-ア リ ー ル 、 ア ミ ノ 、 -

(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ -(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ の 群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基

で あ り 、 又 は 存 在 し な い (た だ し 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 1つ が

存 在 す る こ と を 条 件 と す る )、 請 求 項 12に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 2つ 、 少 な く と も 3つ 、 少 な く と も 4つ

、 少 な く と も 5つ 、 少 な く と も 6つ 、 少 な く と も 7つ 、 又 は 8つ が 存 在 す る 、 請 求 項 12に 記 載

の 化 合 物 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 4つ が 独 立 し て 、 芳 香 族 環 を 含 有 す る

ア ミ ノ 酸 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 又 は イ ソ ロ イ シ ン で あ る 、 請 求 項 12に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 を 部 位 選 択 的 に 官 能 化 し て 、 部 位 選 択 的 に 官 能 化 さ れ た タ ン パ ク

質 を 得 る 方 法 で あ っ て 、

　 タ ン パ ク 質 を 請 求 項 1か ら 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 化 合 物 の 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 工

程 と 、

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と ペ プ チ ド と の 間 の 共 有 結 合 を 切 断 す る 工 程 と

を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 が ア ジ ド を 含 む 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】

　 タ ン パ ク 質 が 抗 体 で あ り 、 ア ミ ノ 基 が 抗 体 の Fab領 域 に 位 置 す る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方

法 。
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【 請 求 項 １ ９ 】

　 抗 体 が 、 癌 又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 に 有 用 な 治 療 用 抗 体 で あ る 、 請 求 項 18に 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 化 合 物 が 、 タ ン パ ク 質 の 保 存 領 域 へ の 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 親 和 性 が 10μ M以 下 の Kdで 表 さ れ る 、 請 求 項 20に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 部 位 選 択 的 に 官 能 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 を 含 む ペ イ ロ ー ド 化 合

物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に 1つ 又 は 複 数 の 共 有 結 合 を 形 成 す

る 工 程 と

を 更 に 含 む 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 が ア ジ ド を 含 み 、 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 が ア ル キ ン を 含 む 、 請 求 項

22に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 が 、 イ メ ー ジ ン グ 部 分 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 タ ン パ ク 質 、 光 学

剤 、 ビ タ ミ ン 、 酵 素 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 毒 素 、 薬 物 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 バ イ オ マ ー カ

ー に 対 す る リ ガ ン ド 、 又 は エ フ ェ ロ サ イ ト ー シ ス の 刺 激 物 質 で あ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 が 、 ホ ラ ー ト 、 EGFR、 ALK、 M ET、 PTK7及 び KRAS又 は い ず れ か の 癌 遺 伝

子 産 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 受 容 体 を 標 的 と す る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

　 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 が 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 ア ウ リ ス タ チ ン 、 ア マ ニ チ ン

、 カ ン プ ト テ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ナ 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル

、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 メ イ タ ン シ ン 、 ツ ブ リ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 デ ュ オ

カ ル マ イ シ ン 誘 導 体 、 例 え ば CC-1065、 類 縁 体 、 デ ュ オ カ ル マ イ シ ン 及 び エ ス ペ ラ マ イ シ

ン 、 ホ ラ ー ト 、 ピ ロ ロ ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 並 び に RG D連 結 部 分 の 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求

項 22に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 が 、 放 射 性 標 識 、 分 子 イ メ ー ジ ン グ 剤 、 光 プ ロ ー ブ 、 ヌ ク レ オ チ ド 、

オ リ ゴ 糖 、 及 び ポ リ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に お け る 1つ 又 は 複 数 の 共 有 結 合 の

形 成 工 程 が 、 生 理 的 温 度 及 び pHに お い て 行 わ れ る 、 請 求 項 22に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ９ 】

　 生 理 的 温 度 が 10～ 45℃ で あ り 、 生 理 的 pHが 5～ 9で あ る 、 請 求 項 27に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ０ 】

　 部 位 選 択 的 標 識 用 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、

　 複 数 の 同 一 タ ン パ ク 質 を 用 意 す る 工 程 で あ っ て 、 各 タ ン パ ク 質 が 2個 以 上 の ア ミ ノ (-N H 2

)基 を 含 む 工 程 と 、

　 複 数 の タ ン パ ク 質 を 、 請 求 項 1か ら 15の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 化 合 物 か ら 独 立 し て 選 択

さ れ る 複 数 の 標 識 用 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 1つ 又 は 複 数 の タ ン パ ク 質 の 1個 若 し く は 複 数 の ア ミ ノ 基 と 1つ 又 は 複 数 の 化 合 物 の 第 1の

直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 し て 、 1つ 又 は 複 数 の 標 識 タ ン パ ク 質 を 得 る 工 程

と 、

　 最 高 の 選 択 性 で 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 工 程 と 、

　 対 応 す る 部 位 選 択 的 標 識 用 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と
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を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ３ １ 】

　 最 高 の 選 択 性 及 び 最 高 の 収 率 で 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 工 程 を 更 に 含 む 、 請 求

項 30に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ２ 】

　 部 位 選 択 的 標 識 用 化 合 物 が 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 反 応 を ELISA技 術 と 併 せ て 使 用 し て

、 標 的 タ ン パ ク 質 に お け る 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 の 取 り 込 み の 程 度 を モ ニ タ リ ン グ し て 同

定 さ れ る 、 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ３ 】

　 タ ン パ ク 質 が 抗 体 で あ る 、 請 求 項 30に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ４ 】

　 抗 体 が 、 癌 又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 に 有 用 な 治 療 用 抗 体 で あ る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ３ ５ 】

　 ア ミ ノ 基 が 抗 体 の Fab領 域 に 位 置 す る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ６ 】

　 標 識 用 化 合 物 が 、 タ ン パ ク 質 の 保 存 領 域 へ の 親 和 性 を 有 す る 、 請 求 項 33に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ７ 】

　 親 和 性 が 10μ M以 下 の Kdで 表 さ れ る 、 請 求 項 36に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ ８ 】

　 式 (V):

【 化 ５ 】

　 (式 中 、

　 Pは タ ン パ ク 質 で あ り 、

　 Lysは リ ジ ン 残 基 で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で

あ り 、

　 mは 0～ 40で あ り 、

　 nは 1～ 20で あ る )の

化 合 物 。

【 請 求 項 ３ ９ 】

　 Pが 抗 体 で あ る 、 請 求 項 38に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ４ ０ 】

　 式 (V):
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【 化 ６ 】

　 (式 中 、

　 Pは タ ン パ ク 質 で あ り 、

　 Lysは リ ジ ン 残 基 で あ り 、

　 Gは ペ イ ロ ー ド 化 合 物 を 含 む 部 分 で あ り 、

　 mは 0～ 40で あ り 、

　 nは 1～ 20で あ る )の

化 合 物 。

【 請 求 項 ４ １ 】

　 Gが 、 ト リ ア ゾ ー ル 部 分 を 更 に 含 む 、 請 求 項 40に 記 載 の 化 合 物 。

【 請 求 項 ４ ２ 】

　 請 求 項 38に 記 載 の 化 合 物 及 び 1つ 又 は 複 数 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 又 は 賦 形 剤 を 含 む

、 医 薬 組 成 物 。

【 請 求 項 ４ ３ 】

　 患 者 に お け る 癌 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 処 置 を 必 要 と す る 患 者 に 有 効 量 の 請 求 項

38に 記 載 の 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ４ ４ 】

　 抗 体 を 標 識 す る 方 法 で あ っ て 、

　 (a)抗 体 を 式 (XI):

20
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【 化 ７ 】

　 (式 中 、

　 X 1 、 X 2 、 X 3 及 び X 4 は 独 立 し て 、 天 然 ア ミ ノ 酸 及 び 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 チ オ チ ロ

シ ン 、 4-ベ ン ゾ イ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2-チ ア ゾ ー ル -ア ラ ニ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 1-ナ フ チ

ル ア ラ ニ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 3-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 N-ε -カ ル バ ミ ル -リ ジ ン 、 2-チ

エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 2',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',5'-

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',6'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 残 基 か ら 選 択 さ

れ る 残 基 で あ り 、 又 は 存 在 せ ず (た だ し 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 及 び X 4 の 少 な く と も 1つ が 存 在 す る

こ と を 条 件 と す る )、

　 Qは 、 H又 は 電 子 求 引 性 置 換 基 で あ り 、

　 n=0～ 10で あ り 、

　 p=0～ 10で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 (b)工 程 (a)の 生 成 物 を 、 独 立 し て 、 n=0～ 20で あ り 、 m=1～ 40で あ る 式 (XII):
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【 化 ８ 】

　 (式 中 、

　 Zは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Mは 1～ 40で あ り 、

　 nは 0～ 20で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る

工 程 と を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ４ ５ 】

　 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ っ て 、

　 抗 体 を 式 (XIII):

【 化 ９ 】

　 (式 中 、

【 化 １ ０ 】

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、 ヒ ス チ ジ ン 、 3-(4-チ ア ゾ リ ル )-L-ア ラ ニ ン 、 (R)-又 は (S)-2-ア ミ ノ -3-(チ ア ゾ ー

ル -5-イ ル )プ ロ パ ン 酸 )で あ り 、

　 Y=O、 S又 は Seで あ り 、

　 Zは 、 ア ル キ ニ ル 若 し く は シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 1,3-ジ エ

ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 又 は テ ト ラ ジ ン で あ り 、
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　 m=0～ 30で あ り 、

　 n=1～ 20で あ り 、

　 p=1～ 20で あ り 、

　 q=1～ 2で あ り 、

　 u=0～ 5で あ り 、

　 フ ェ ニ ル 環 は 、 F、 N O 2 、 又 は CNで 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て お り 、

　 Yと ベ ン ズ ア ミ ド カ ル ボ ニ ル は 、 オ ル ト 、 メ タ 又 は パ ラ の 関 係 で あ り う る )の 化 合 物 と 接

触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ４ ６ 】

　 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ っ て 、

　 抗 体 を 式 (XIV):

【 化 １ １ 】

　 (式 中 、

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、

【 化 １ ２ 】

で あ り 、

　 Zは 、 ア ル キ ニ ル 若 し く は シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 1,3-ジ エ

ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 又 は テ ト ラ ジ ン で あ り 、

　 mは 0～ 15で あ り 、

　 nは 1～ 25で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ４ ７ 】

　 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ っ て 、

　 抗 体 を 式 (X V):
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【 化 １ ３ 】

　 (式 中 、

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、

【 化 １ ４ 】

で あ り 、

　 Wは Hで あ り 、 か つ Yは Fで あ り 、 又 は

　 Wは Fで あ り 、 か つ Yは Hで あ り 、

　 mは 0～ 15で あ り 、

　 nは 1～ 25で あ り 、

　 pは 0～ 1で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ４ ８ 】

　 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ っ て 、

　 抗 体 を 式 (X VI):

【 化 １ ５ 】
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　 (式 中 、

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 2,4-ジ ア ミ ノ 酪 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、

【 化 １ ６ 】

で あ り 、

　 Y=O、 S又 は Seで あ り 、

　 Zは 、 ア ル キ ニ ル 若 し く は シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 1,3-ジ エ

ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 又 は テ ト ラ ジ ン で あ り 、

　 m=0～ 30で あ り 、

　 n=1～ 20で あ り 、

　 p=1～ 20で あ り 、

　 フ ェ ニ ル 環 は 、 F、 N O 2 、 又 は CNで 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て お り 、 Yと ベ ン ズ ア ミ ド カ ル

ボ ニ ル は 、 オ ル ト 、 メ タ 又 は パ ラ の 関 係 で あ り う る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、

方 法 。

【 請 求 項 ４ ９ 】

　 式 (X VII):

【 化 １ ７ 】

　 (式 中 、

　 Eは 、 ハ ロ ゲ ン 、 -CN、 -N O 2 、 -SO 2 、 -SO 2 N H W
4
、 -S(O)C 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -S(O)ア リ ー ル 、

及 び -OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Xは 、 O、 S又 は Seで あ り 、
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　 Yは 、 ア ル キ ル 、 ポ リ ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 及 び そ れ ら の 組 合

せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る リ ン カ ー で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、

　 R'は 、 存 在 し な い 、 又 は -C(O)O H、 -C(O)OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -C(O)N H 2 、 -C(O)N HC 1 ～ C 6 ア

ル キ ル 、 -C(O)N(C 1 ～ C 6 ア ル キ ル ) 2 、 -SO 2 N H 2 、 -SO 2 N HC 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 若 し く は -SO 2 N(C 1

～ C 6 ア ル キ ル ) 2 で あ り 、

　 W
4
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 連 結 さ れ て い る 、 25個 ま で の 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み

、

　 qは 、 0、 1、 2、 3又 は 4で あ る )の 化 合 物 。

【 請 求 項 ５ ０ 】

　 式 (X VIII):

【 化 １ ８ 】

(式 中 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ 、

　 R 1 は 、 水 素 又 は C 1 ～ C 6 -ア ル キ ル で あ り 、

　 R 2 は 、 水 素 又 は C 1 ～ C 6 -ア ル キ ル で あ り 、

　 R 3 は 、 電 子 求 引 性 基 で あ り 、

　 qは 0～ 100で あ り 、 rは 1～ 20で あ り 、 mは 0～ 1で あ り 、 nは 0～ 4で あ る )の 構 造 を 有 す る 、

請 求 項 49に 記 載 の 化 合 物 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

関 連 出 願

　 本 出 願 は 、 2016年 2月 9日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 62/388,862号 、 2016年 2月 18日 出 願 の

米 国 仮 特 許 出 願 第 62/389,137号 、 2016年 4月 4日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 62/390,624号 、 及

び 2016年 8月 8日 出 願 の 米 国 仮 特 許 出 願 第 62/494,420号 に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 す る も の で あ

り 、 こ れ ら の 内 容 全 体 が 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 は 、 全 体 と し て 、 ペ イ ロ ー ド (payload)を 抗 体 及 び 他 の タ ン パ ク 質 に 部 位 選 択 的

に 架 橋 す る 方 法 に 関 す る 。 こ れ は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 生 体 直 交 反 応 性 単 位 (orthogonally

reactive entity、 ORE)で 標 識 す る よ う に 設 計 さ れ た ト レ ー ス レ ス 親 和 性 標 識 (traceless

affinity label)の 働 き に よ っ て 成 し 遂 げ る こ と が で き る 。 特 に 、 本 発 明 の 好 ま し い 標 的

部 位 は 、 抗 体 の 保 存 部 位 (コ ン セ ン サ ス 結 合 部 位 と も 呼 ば れ る )で あ る 。 本 発 明 は ま た 、 全

体 と し て 、 ア ミ ノ 基 (例 え ば 、 表 面 リ ジ ン )の 選 択 的 標 識 化 の た め に 抗 体 を 系 統 的 に ス ク リ

ー ニ ン グ す る 方 法 、 及 び そ の よ う な 選 択 的 標 識 化 に 導 く 組 成 物 に も 関 す る 。 こ の 態 様 に お

い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 、 親 和 性 基 が ト レ ー ス レ ス で あ り 、 例 え ば 生 体 直 交 反 応

性 単 位 で 標 識 さ れ た 生 成 物 中 に 現 れ な い 、 部 位 選 択 的 標 識 化 が 実 現 す る 。 本 発 明 は 更 に 、
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抗 体 表 面 上 の 選 択 部 位 に お い て 様 々 な 種 類 の 単 位 の い ず れ か 1つ を 導 入 す る こ と が で き る

段 階 的 過 程 を 通 し て 、 抗 体 を ペ イ ロ ー ド で 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 実 用 的 で 進 歩 し た 方 法 に

も 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 全 体 と し て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 に よ り 抗 体 表

面 に 部 位 選 択 的 に 結 合 さ れ た 直 交 反 応 性 単 位 (ORE)の 働 き に よ る 、 又 は 公 知 リ ン カ ー の 革

新 的 な リ フ ォ ー マ ッ テ ィ ン グ に よ る 、 抗 体 と ペ イ ロ ー ド と の 化 学 特 異 的 結 合 (chemospecif

ic union)に も 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ の よ う な 組 成 物 の 、 生 物 学 的 分 子 の 活 性 を 増 強

若 し く は モ ジ ュ レ ー ト す る た め の 、 並 び に /或 い は 抗 体 の 安 全 性 若 し く は 有 効 性 を 改 善 し

、 又 は 追 加 の 活 性 若 し く は ペ イ ロ ー ド を タ ン パ ク 質 の フ レ ー ム ワ ー ク 上 に 導 入 す る た め に

ペ イ ロ ー ド 、 例 え ば ポ リ マ ー 、 薬 物 、 高 分 子 、 イ メ ー ジ ン グ 剤 (imaging agent)を 結 合 さ

せ る た め の 、 特 性 評 価 及 び 使 用 に も 関 す る 。 本 発 明 は 、 全 体 と し て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び

ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 Fab、 F(ab') 2 、 scFv(単 鎖 可 変 )、 s

dAb(単 一 ド メ イ ン 抗 体 ))、 二 重 特 異 的 抗 体 、 ダ イ ア ボ デ ィ )等 の 部 位 選 択 的 な 修 飾 方 法 を

提 供 す る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 修 飾 法 を 、 放 射 性 標 識 化 、 分 子 イ メ ー ジ ン グ 、 光 プ ロ ー ブ

、 及 び 多 数 の 治 療 用 抗 体 用 途 、 並 び に 関 節 リ ウ マ チ 、 紅 斑 性 狼 瘡 、 乾 癬 、 多 発 性 硬 化 症 、

1型 糖 尿 病 、 ク ロ ー ン 病 、 及 び 全 身 性 硬 化 症 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 癌 、 心 ・ 肝 疾 患 (例 え ば

、 ア ル コ ー ル 性 肝 疾 患 )、 及 び カ ヘ キ シ ー が 含 ま れ る 多 く の 障 害 の 処 置 に お け る ペ イ ロ ー

ド の 結 合 の た め に 使 用 す る こ と が で き る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 タ ン パ ク 質 の 化 学 修 飾 技 術 の 重 大 な 空 白 は 、 リ ジ ン の 部 位 選 択 的 /化 学 特 異 的 標 識 方 法

の 欠 如 で あ る 。 実 際 、 タ ン パ ク 質 中 で 最 も 近 づ き や す い リ ジ ン の 部 位 選 択 的 標 識 用 の 一 般

ス ク リ ー ン が あ れ ば 、 多 く の 点 で 有 利 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 第 1に 、 大 半 の タ ン パ ク 質 に は 多 数 の リ ジ ン が 含 有 さ れ て い る の で 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 開

発 の 任 意 の 多 様 な 候 補 が 提 供 さ れ る 。 こ れ ら の 候 補 は 、 リ ジ ン 選 択 性 の 順 に 位 置 付 け ら れ

た ス ク リ ー ン か ら 明 ら か に な る 。 単 一 の 標 的 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 に 焦 点 を 制 限 し た プ ロ ジ

ェ ク ト で は 、 こ の 特 徴 が 、 ス ク リ ー ニ ン グ 過 程 を 多 様 化 し 、 低 分 子 開 発 の 「 数 字 の ゲ ー ム

」 に 則 さ せ る の に 非 常 に 有 用 で あ る 。 精 製 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 位 置 異 性 体 (位 置 異 性

体 )(regioisomer (positional isomer))は 、 異 な る 特 性 (例 え ば 、 薬 物 動 態 )を 有 す る も の

と 予 想 さ れ 、 最 適 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 臨 床 開 発 に 対 す る 洞 察 を 与 え る こ と が で き る で あ ろ

う 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 第 2に 、 天 然 又 は 市 販 の タ ン パ ク 質 を 、 事 前 に 修 飾 す る こ と な く ス ク リ ー ニ ン グ す る こ

と が で き る の で 、 多 く の 労 力 を 必 要 と す る 分 子 生 物 学 的 方 法 が 、 ペ イ ロ ー ド を タ ン パ ク 質

上 に 導 入 す る 前 の 不 必 要 な 予 備 の 手 段 と な る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 第 3に 、 ア ミ ン を 多 様 な ア シ ル 化 単 位 の 標 的 と し て 、 生 理 的 な pH及 び 温 度 の 条 件 下 で 化

学 的 に 最 も 安 定 な も の の う ち に 含 ま れ る ア ミ ド 結 合 を 提 供 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 第 4に 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る 親 和 性 要 素 及 び /又 は 標 識 用 単 位 を 、 タ ン パ ク 質 を 部 位

選 択 的 に 標 識 す る た め の 既 知 の リ ガ ン ド に 関 す る 情 報 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 こ れ ら の 理 由 で 、 タ ン パ ク 質 、 特 に 抗 体 を 部 位 選 択 的 /化 学 特 異 的 に 修 飾 及 び ラ イ ゲ ー

シ ョ ン す る 方 法 は 、 抗 体 -薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 等 の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び 関 連 し

た 架 橋 生 成 物 を 生 成 し 、 そ れ ら の 形 成 を 容 易 に す る の に 有 用 で あ る 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 及 び

架 橋 生 成 物 は そ れ ら 自 体 は 、 分 子 診 断 及 び 治 療 用 途 を 含 め て 多 く の 点 で 有 用 で あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 特 許 文 献 １ 】 米 国 特 許 第 4,883,092号
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【 特 許 文 献 ２ 】 米 国 特 許 第 5,010,175号

【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 5,182,366号

【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 5,270,170号

【 特 許 文 献 ５ 】 PCT出 願 W O 92/00091号

【 特 許 文 献 ６ 】 PCT出 願 W O 92/09300号

【 特 許 文 献 ７ 】 PCT出 願 W O 93/06121号

【 特 許 文 献 ８ 】 PCT出 願 W O 93/20242号

【 特 許 文 献 ９ 】 PCT出 願 W O 94/06451号

【 特 許 文 献 １ ０ 】 PCT出 願 W O 94/06291号

【 特 許 文 献 １ １ 】 PCT出 願 W O 95/28640号

【 特 許 文 献 １ ２ 】 米 国 特 許 第 5,612,034号

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Click Chemistry: Diverse Chemical Function from a Few Good React

ions、 H.C. Kolb、 M.G. Finn及 び K.B. Sharpless、 Angew. Chem. Int. Ed.、 2001、 40、 2

004～ 2021ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Greene、 「 Protective Groups in Organic Synthesis」 、 第 3版 (John W

iley & Sons社 、 New York、 1999)

【 非 特 許 文 献 ３ 】 National Center for Biotechnology Information's Genbank and GenP

ept databases

【 非 特 許 文 献 ４ 】 Bergeら 、 J. Pharmaceutical Sciences、 66:1～ 19ペ ー ジ 、 1977

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use、 (編 者 P.H.

Stahl及 び C.G. Wermuth)、 Wiley-VCH社 、 2008

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Jencks, W. P.、 Catalysis in Chemistry and Enzymology; McGraw-Hil

l社 :New York、 1969

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Fersht, A. R.、 Enzyme Structure and Mechanism、 第 2版 ; Freeman社

、 New York

【 非 特 許 文 献 ８ 】 London N、 Movshovitz-Attias D、 Schueler-Furman O The structural

basis of peptide-protein binding strategies. Structure、 2010年 2月 10日 ; 18(2): 18

8～ 99ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 ９ 】 Birtalan S、 Zhang Y、 Fellouse FA、 Shao L、 Schaefer G、 Sidhu SS.

The intrinsic contributions of tyrosine, serine, glycine and arginine to the aff

inity and specificity of antibodies. J Mol Biol. 2008年 4月 11日 ; 377(5): 1518～ 28

ペ ー ジ 。

【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Fluorogenic click reaction. Le Droumaguet C、 Wang C、 Wang Q. C

hem Soc Rev. 2010、 39(4): 1233～ 9ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Gordonら 、 J. of Medicinal Chemistry、 (1994)、 37、 1387～ 1385ペ

ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Rajagopalanら 、 Novel unconventional binding site in the variab

le region of im munoglobulins、 Proc Natl Acad Sci U S A.、 1996年 6月 11日 ; 93(12):

6019～ 24ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Alves, N. J.ら 、 (2013)、 Oriented antibody im mobilization by si

te-specific U V photocrosslinking of biotin at the conserved nucleotide binding s

ite for enhanced antigen detection. Biosens. Bioelectron. 49、 387～ 393ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Handlogten, M. W.ら 、 (2011) Design of a heterobivalent ligand

to inhibit IgE clustering on mast cells. Chem. Biol. 18、 1179～ 1188ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Alves, N. J.ら 、 (2012) Small-molecule-based affinity chromatog

raphy method for antibody purification via nucleotide binding site targeting. An

al. Chem. 84、 7721～ 8ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Covalent Chemical Ligation Strategy for Mono- and Polyclonal I
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m munoglobulins at Their Nucleotide Binding Sites、 Lacら 、 2016 Bioconjugate Chem.

 159～ 169ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Convergent solutions to binding at a protein-protein interface

.、 Science. 2000、 287(5456):1279～ 83ペ ー ジ 。 DeLano W L、 Ultsch M H、 de Vos A M、 Wel

ls JA

【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Dias RLAら 、 Protein ligand design: from phage display to synth

etic protein epitope mimetics in human antibody Fc-binding peptidomimetics. J A m

 Chem Soc. 2006 128: 2726～ 32ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Fujishimaら 、 Ligand-Directed Acyl Imidazole Chemistry for Labe

ling of Membrane-Bound Proteins on Live Cells、 J. A m. Chem. Soc.、 2012、 134(9)、

3961～ 3964ペ ー ジ

【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms and Structur

e、 第 4版 ; March, Jerry; 2006

【 発 明 の 概 要 】

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 一 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、

　 i.　 ペ プ チ ド (W)と 、

　 ii.　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 (R)と 、

　 iii.　 求 電 子 性 部 分 を 含 む 、 Wと Rと の 間 の 共 有 結 合 と

を 含 む 化 合 物 で あ っ て 、 求 電 子 性 部 分 が 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 反 応 す る こ と が で き 、

そ れ に よ っ て Wと Rと の 間 の 共 有 結 合 が 切 断 さ れ る 、 化 合 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 Wは 、 1～ 25個 、 4～ 15個 、 6～ 10個 又 は 4～ 8個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ

プ チ ド で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 Wと Rの 間 の 共 有 結 合 は 、 -C(O)O-、 -C(O)S-、 -C(O)Se-、 -SO 2 O-、

-SO 2 S-及 び -SO 2 Se-か ら 選 択 さ れ る 求 電 子 性 部 分 を 含 む 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 ペ プ チ ド の 4つ 以 下 の 位 置 は 、 3位 と C末 端 位 と の 間 に お い て W、 F

、 Y、 I、 又 は Lで 固 定 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ

ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、

ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 を 含 む 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 開 示 は 、 式 (II):

【 ０ ０ １ ７ 】
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【 化 １ 】

【 ０ ０ １ ８ 】

　 (式 中 、

　 Eは 、 ハ ロ ゲ ン 、 -CN、 -N O 2 、 -SO 2 、 -SO 2 N H W
4
、 -S(O)C 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -S(O)ア リ ー ル 、

及 び -OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Xは 、 O、 S又 は Seで あ り 、

　 Yは 、 ア ル キ ル 、 ポ リ ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 及 び そ れ ら の 組 合

せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る リ ン カ ー で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ 、

　 R'は 、 -C(O)W
1
、 -SO 2 W

1
、 -CH 2 W

2
、 -C(O)W

3
、 -SO 2 W

3
、 -C(O)W

4
又 は -SO 2 W

4
で あ り 、 こ こ

で 、

　 W
1
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 直 鎖 状

ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
2
は 、 O-チ ロ シ ン 又 は S-チ オ チ ロ シ ン 残 基 に お い て CH 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア

ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
3
は 、 2,P-ジ ア ミ ノ -n-ア ル カ ン 酸 残 基 の P-ア ミ ノ 基 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て

い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 Pは 、 3、 4、 5、 6、 7又 は 8で あ

り 、

　 W
4
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 連 結 さ れ て い る 、 25個 ま で の 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み

、

　 qは 、 0、 1、 2、 3又 は 4で あ る )の 構 造 を 有 す る 、 化 合 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 式 (II)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 Yは 、 式 :-(CH 2 CH 2 O) m (CH 2 ) n -(式 中 、 mは 0～ 30で あ り 、 n

は 1～ 20で あ る )を 有 す る 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 式 (II)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 W
1
、 W

2
、 W

3
及 び W

4
は 独 立 し て 、 4～ 8個 又 は 6～ 10個 の ア

ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 む 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 式 (II)の 化 合 物 は 、 ビ オ チ ン 部 分 を 更 に 含 む 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 式 (II)の 化 合 物 は 、 以 下 に 示 す 部 分 を 含 む 。

【 ０ ０ ２ ３ 】
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【 化 ２ 】

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 式 (II)の 化 合 物 は 、 式 (II-1):

【 ０ ０ ２ ５ 】

【 化 ３ 】

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 (式 中 、

　 Xは -O Hで あ り (化 合 物 1a)、

　 Xは -N H 2 で あ り (化 合 物 1b)、

　 Xは 、

【 ０ ０ ２ ７ 】

20
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【 化 ４ 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

で あ り 、 Rは -N H 2 で あ り (化 合 物 2)、 又 は

　 Xは 、

【 ０ ０ ２ ９ 】

【 化 ５ 】

【 ０ ０ ３ ０ 】

で あ り 、 Rは 、

【 ０ ０ ３ １ 】

20



(21) JP  2019-518017  A   2019.6.27

【 化 ６ 】

【 ０ ０ ３ ２ 】

で あ る )の 構 造 を 有 す る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 開 示 は 、 式 (III):

【 ０ ０ ３ ４ 】

【 化 ７ 】

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 (式 中 、

　 Eは 、 ハ ロ ゲ ン 、 -CN、 -N O 2 、 -SO 2 、 -SO 2 N H W
4
、 -S(O)C 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -S(O)ア リ ー ル 、

及 び -OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Xは 、 O、 S又 は Seで あ り 、

　 Yは 、 ア ル キ ル 、 ポ リ ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 及 び そ れ ら の 組 合 せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ

れ る リ ン カ ー で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ 、

　 R'は 、 -C(O)W
1
、 -SO 2 W

1
、 -CH 2 W

2
、 -C(O)W

3
、 -SO 2 W

3
、 -C(O)W

4
又 は -SO 2 W

4
で あ り 、 こ こ
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で 、

　 W
1
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 直 鎖 状

ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
2
は 、 O-チ ロ シ ン 又 は S-チ オ チ ロ シ ン 残 基 に お い て CH 2 に 結 合 さ れ て い る 、 1～ 25個 の ア

ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、

　 W
3
は 、 2,P-ジ ア ミ ノ -n-ア ル カ ン 酸 残 基 の P-ア ミ ノ 基 に お い て C(O)又 は SO 2 に 結 合 さ れ て

い る 、 1～ 25個 の ア ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、 こ こ で 、 Pは 、 3、 4、 5、 6、 7又 は 8で あ

り 、

　 W
4
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 連 結 し て い る 、 25個 ま で の 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み 、

　 qは 、 0、 1、 2、 3又 は 4で あ る )の 構 造 を 有 す る 、 化 合 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 式 (III)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 Yは 、 式 :-(CH 2 CH 2 O) m (CH 2 ) n -(式 中 、 mは 0～ 30で あ り 、

nは 1～ 20で あ る )を 有 す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 式 (III)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 W
1
、 W

2
、 W

3
及 び W

4
は 独 立 し て 、 4～ 8個 又 は 6～ 10個 の ア

ミ ノ 酸 残 基 の ペ プ チ ド を 含 む 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 本 開 示 は 、 式 (IV):

【 ０ ０ ３ ９ 】

【 化 ８ 】

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 (式 中 、

　 Eは 、

【 ０ ０ ４ １ 】
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【 化 ９ 】

【 ０ ０ ４ ２ 】

の 群 か ら 選 択 さ れ 、

　 R 1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 及 び R 5 は 独 立 し て 、 H、 F、 Cl、 N O 2 、 CN及 び Lか ら 選 択 さ れ (た だ し 、 R

1 、 R 2 、 R 3 、 R 4 、 及 び R 5 の 1つ の み が Lで あ る こ と を 条 件 と す る )、

　 Lは 、 R-(CH 2 CH 2 O) q (CH 2 ) r -C(O)-X-又 は R-(CH 2 CH 2 O) q (CH 2 ) r -X-SO 2 -で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ 、

　 Xは 、 O又 は Sで あ り 、

　 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 は 独 立 し て 、 天 然 ア ミ ノ 酸 及 び 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ

オ ン 酸 、 チ オ チ ロ シ ン 、 4-ベ ン ゾ イ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2-チ ア ゾ ー ル -ア ラ ニ ン 、 ノ ル

バ リ ン 、 1-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 3-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 N-ε -カ ル バ

ミ ル -リ ジ ン 、 2-チ エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 2',4'-フ ェ ニ ル

ア ラ ニ ン 、 2',5'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',6'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン

、 -O H、 -O-(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル 、 -O-ア リ ー ル 、 ア ミ ノ 、 -(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ -(C 1

～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ の 残 基 か ら 選 択 さ れ 、 又 は 存 在 せ ず (た だ し 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、

X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 1つ が 存 在 す る こ と を 条 件 と す る )、

　 Qは 電 子 求 引 性 置 換 基 (例 え ば 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 -F、 -N O 2 又 は -CN)で あ り 、

　 gは 0～ 8で あ り 、 mは 0又 は 1で あ り 、 nは 0～ 8で あ り 、 pは 1～ 8で あ り 、 rは 1～ 20で あ り 、

qは 0～ 100で あ る )の 構 造 を 有 す る 、 化 合 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 式 (IV)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 は 独 立 し て 、 グ ル タ

ミ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 、 ア ス パ ラ ギ ン 、 ア ル ギ ニ ン 、 メ チ オ ニ ン 、 セ リ ン

、 チ ロ シ ン 、 ロ イ シ ン 、 イ ソ ロ イ シ ン 、 ア ラ ニ ン 、 グ リ シ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 バ リ ン 、 プ ロ

リ ン 、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ト リ プ ト フ ァ ン 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 チ オ チ ロ シ ン 、

4-ベ ン ゾ イ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2-チ ア ゾ ー ル -ア ラ ニ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 1-ナ フ チ ル ア ラ

ニ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 3-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 N-ε -カ ル バ ミ ル -リ ジ ン 、 2-チ エ ニ ル

ア ラ ニ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 2',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',5'-フ ェ ニ

ル ア ラ ニ ン 、 2',6'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 -O H、 -O-(C 1 ～ C 6 )ア ル

キ ル 、 -O-ア リ ー ル 、 ア ミ ノ 、 -(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ 、 ジ -(C 1 ～ C 6 )ア ル キ ル ア ミ ノ の

群 か ら 選 択 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 で あ り 、 又 は 存 在 し な い (た だ し 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X

6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 1つ が 存 在 す る こ と を 条 件 と す る )。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 式 (IV)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 2つ 、

少 な く と も 3つ 、 少 な く と も 4つ 、 少 な く と も 5つ 、 少 な く と も 6つ 、 少 な く と も 7つ 、 又 は 8
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つ が 存 在 す る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 式 (IV)の 一 実 施 形 態 に お い て 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 X 4 、 X 5 、 X 6 、 X 7 及 び X 8 の 少 な く と も 4つ は

独 立 し て 、 芳 香 族 環 を 含 有 す る ア ミ ノ 酸 、 ロ イ シ ン 、 バ リ ン 又 は イ ソ ロ イ シ ン で あ る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 を 部 位 選 択 的 に 官 能 化 し て 、 部 位

選 択 的 に 官 能 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 得 る 方 法 で あ っ て 、

　 タ ン パ ク 質 を 本 明 細 書 に 開 示 さ れ る 化 合 物 の い ず れ か 1つ と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 化 合 物 の 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 す る 工

程 と 、

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と ペ プ チ ド と の 間 の 共 有 結 合 を 切 断 す る 工 程 と

を 含 む 、 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 方 法 の 一 実 施 形 態 に お い て 、 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 は ア ジ ド を 含 む 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 抗 体 で あ り 、 ア ミ ノ 基 は 抗 体 の Fab領 域 に 位 置 す る

。 一 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 は 、 癌 又 は 自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 に 有 用 な 治 療 用 抗 体 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 化 合 物 は 、 タ ン パ ク 質 の 保 存 領 域 へ の 親 和 性 を 有 す る 。 一 実 施 形

態 に お い て 、 親 和 性 は 100μ M以 下 の Kdで 表 さ れ る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 親 和 性 は 10μ M

以 下 の Kdで 表 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 方 法 は 、

　 部 位 選 択 的 に 官 能 化 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 を 含 む ペ イ ロ ー ド 化 合

物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に 1つ 又 は 複 数 の 共 有 結 合 を 形 成 す

る 工 程 と

を 更 に 含 む 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 は ア ジ ド を 含 み 、 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 は ア

ル キ ン を 含 む 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 は 、 イ メ ー ジ ン グ 部 分 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン

ト 、 タ ン パ ク 質 、 光 学 剤 (optical agent)、 ビ タ ミ ン 、 酵 素 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 毒

素 、 薬 物 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 バ イ オ マ ー カ ー に 対 す る リ ガ ン ド 、 又 は エ フ ェ ロ サ イ ト ー シ ス

の 刺 激 物 質 で あ る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 は 、 ホ ラ ー ト 、 EGFR、 ALK、 M ET、 PTK7及 び KRAS

又 は い ず れ か の 癌 遺 伝 子 産 物 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 受 容 体 を 標 的 と す る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 は 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 ア ウ リ

ス タ チ ン 、 ア マ ニ チ ン 、 カ ン プ ト テ シ ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ナ (carboplatin

um)、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 タ モ キ シ フ ェ ン 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 メ イ タ ン

シ ン 、 ツ ブ リ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 デ ュ オ カ ル マ イ シ ン 誘 導 体 、 例 え ば CC-1065、 類 縁 体 、

デ ュ オ カ ル マ イ シ ン 及 び エ ス ペ ラ マ イ シ ン 、 ホ ラ ー ト 、 ピ ロ ロ ベ ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 並 び に

RG D連 結 部 分 の 群 か ら 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 化 合 物 は 、 放 射 性 標 識 、 分 子 イ メ ー ジ ン グ 剤 、 光 プ ロ

ー ブ 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 及 び ポ リ マ ー か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 一 実 施 形 態 に お い て 、 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 と 第 2の 直 交 反 応 性 部 分 と の 間 に お け る 1つ

又 は 複 数 の 共 有 結 合 の 形 成 工 程 は 、 生 理 的 温 度 及 び pHに お い て 行 わ れ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 生 理 的 温 度 は 10～ 45℃ で あ り 、 生 理 的 pHは 5～ 9で あ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 部 位 選 択 的 標 識 用 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、

　 複 数 の 同 一 タ ン パ ク 質 を 用 意 す る 工 程 で あ っ て 、 各 タ ン パ ク 質 が 2個 以 上 の ア ミ ノ (-N H 2

)基 を 含 む 工 程 と 、

　 複 数 の タ ン パ ク 質 を 、 本 開 示 に よ る 化 合 物 か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る 複 数 の 標 識 用 化 合 物

と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 1つ 又 は 複 数 の タ ン パ ク 質 の 1個 若 し く は 複 数 の 求 核 基 と 1つ 又 は 複 数 の 化 合 物 の 第 1の 直

交 反 応 性 部 分 と の 間 に 共 有 結 合 を 形 成 し て 、 1つ 又 は 複 数 の 標 識 タ ン パ ク 質 を 得 る 工 程 と

、

　 最 高 の 選 択 性 で 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 同 定 す る 工 程 と 、

　 対 応 す る 部 位 選 択 的 標 識 用 化 合 物 を 同 定 す る 工 程 と

を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 方 法 は 、 最 高 の 選 択 性 及 び 最 高 の 収 率 で 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を

同 定 す る 工 程 を 更 に 含 む 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 部 位 選 択 的 標 識 用 化 合 物 は 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 反 応 を ELISA

技 術 と 併 せ て 使 用 し て 、 標 的 タ ン パ ク 質 に お け る 第 1の 直 交 反 応 性 部 分 の 取 り 込 み の 程 度

を モ ニ タ リ ン グ し て 同 定 さ れ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 抗 体 で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 は 、 癌 又 は

自 己 免 疫 疾 患 の 処 置 に 有 用 な 治 療 用 抗 体 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 求 核 基 は ア ミ ノ 基 で あ る 。 一 実 施 形 態 に お い て 、 ア ミ ノ 基 は 抗 体

の Fab領 域 に 位 置 し て い る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 標 識 用 化 合 物 は 、 タ ン パ ク 質 の 保 存 領 域 へ の 親 和 性 を 有 す る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 親 和 性 は 10μ M以 下 の Kdで 表 さ れ る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 抗 体 を 標 識 す る 方 法 で あ っ て 、

　 (a)抗 体 を 式 (XI):

【 ０ ０ ６ ６ 】
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【 化 １ ０ 】

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 (式 中 、

　 X 1 、 X 2 、 X 3 及 び X 4 は 独 立 し て 、 天 然 ア ミ ノ 酸 及 び 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 、 チ オ チ ロ

シ ン 、 4-ベ ン ゾ イ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2-チ ア ゾ ー ル -ア ラ ニ ン 、 ノ ル バ リ ン 、 1-ナ フ チ

ル ア ラ ニ ン 、 2-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 3-ナ フ チ ル ア ラ ニ ン 、 N-ε -カ ル バ ミ ル -リ ジ ン 、 2-チ

エ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3-ア ミ ノ ピ ロ リ ジ ン -4-カ ル ボ ン 酸 、 2',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',5'-

フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 2',6'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 3',4'-フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 残 基 か ら 選 択 さ

れ る 残 基 で あ り 、 又 は 存 在 せ ず (た だ し 、 X 1 、 X 2 、 X 3 、 及 び X 4 の 少 な く と も 1つ が 存 在 す る

こ と を 条 件 と す る )、

　 Qは 、 H又 は 電 子 求 引 性 置 換 基 (例 え ば 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 -F、 -N O 2 又 は -CN)で あ り 、

　 n=0～ 10で あ り 、

　 p=0～ 10で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 と 、

　 (b)工 程 (a)の 生 成 物 を 、 独 立 し て 、 n=0～ 20で あ り 、 m=1～ 40で あ る 式 (XII):

【 ０ ０ ６ ８ 】
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【 化 １ １ 】

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 (式 中 、

　 Zは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Mは 1～ 40で あ り 、

　 nは 0～ 20で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る

工 程 と を 含 む 、 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ

っ て 、

　 抗 体 を 式 (XIII):

【 ０ ０ ７ １ 】

【 化 １ ２ 】

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 (式 中 、

【 ０ ０ ７ ３ 】

【 化 １ ３ 】

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、
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　 Xは 、 ヒ ス チ ジ ン 、 3-(4-チ ア ゾ リ ル )-L-ア ラ ニ ン 、 (R)-又 は (S)-2-ア ミ ノ -3-(チ ア ゾ ー

ル -5-イ ル )プ ロ パ ン 酸 )で あ り 、

　 Y=O、 S又 は Seで あ り 、

　 Zは 、 ア ル キ ニ ル 若 し く は シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 1,3-ジ エ

ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 又 は テ ト ラ ジ ン で あ り 、

　 m=0～ 30で あ り 、

　 n=1～ 20で あ り 、

　 p=1～ 20で あ り 、

　 q=1～ 2で あ り 、

　 u=0～ 5で あ り 、

　 フ ェ ニ ル 環 は 、 F、 N O 2 、 又 は CNで 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て お り 、

　 Yと ベ ン ズ ア ミ ド カ ル ボ ニ ル は 、 オ ル ト 、 メ タ 又 は パ ラ の 関 係 で あ り う る )の 化 合 物 と 接

触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ

っ て 、

　 抗 体 を 式 (XIV):

【 ０ ０ ７ ６ 】

【 化 １ ４ 】

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 (式 中 、

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、

【 ０ ０ ７ ８ 】

【 化 １ ５ 】

【 ０ ０ ７ ９ 】

10

30

50



(29) JP  2019-518017  A   2019.6.27

で あ り 、

　 Zは 、 ア ル キ ニ ル 若 し く は シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 1,3-ジ エ

ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 又 は テ ト ラ ジ ン で あ り 、

　 mは 0～ 15で あ り 、

　 nは 1～ 25で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ

っ て 、

　 抗 体 を 式 (X V):

【 ０ ０ ８ １ 】

【 化 １ ６ 】

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 (式 中 、

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、

【 ０ ０ ８ ３ 】

【 化 １ ７ 】

【 ０ ０ ８ ４ 】

で あ り 、

　 Wは Hで あ り 、 か つ Yは Fで あ り 、 又 は

　 Wは Fで あ り 、 か つ Yは Hで あ り 、

　 mは 0～ 15で あ り 、

　 nは 1～ 25で あ り 、

　 pは 0～ 1で あ る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 開 示 は 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 で あ

っ て 、

10

20

50



(30) JP  2019-518017  A   2019.6.27

　 抗 体 を 式 (X VI):

【 ０ ０ ８ ６ 】

【 化 １ ８ 】

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 (式 中 、

　 U及 び U'は 独 立 し て 、 シ ス テ イ ン 、 ア ス パ ル タ ー ト 、 グ ル タ マ ー ト 、 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ

ピ オ ン 酸 、 2,4-ジ ア ミ ノ 酪 酸 、 リ ジ ン 、 又 は オ ル ニ チ ン で あ り 、

　 Xは 、

【 ０ ０ ８ ８ 】

【 化 １ ９ 】

【 ０ ０ ８ ９ 】

で あ り 、

　 Y=O、 S又 は Seで あ り 、

　 Zは 、 ア ル キ ニ ル 若 し く は シ ク ロ ア ル キ ニ ル 、 ア ジ ド 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 1,3-ジ エ

ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 又 は テ ト ラ ジ ン で あ り 、

　 m=0～ 30で あ り 、

　 n=1～ 20で あ り 、

　 p=1～ 20で あ り 、

　 フ ェ ニ ル 環 は 、 F、 N O 2 、 又 は CNで 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て お り 、 Yと ベ ン ズ ア ミ ド カ ル

ボ ニ ル は 、 オ ル ト 、 メ タ 又 は パ ラ の 関 係 で あ り う る )の 化 合 物 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、

方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 (V):

【 ０ ０ ９ １ 】
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【 化 ２ ０ 】

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 (式 中 、

　 Pは タ ン パ ク 質 で あ り 、

　 Lysは リ ジ ン 残 基 で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、 mは 0～ 40で あ り 、 nは 1～ 20で あ る )の 化 合 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 実 施 形 態 に お い て 、 Pは 抗 体 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 (VI):

【 ０ ０ ９ ５ 】

【 化 ２ １ 】

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 (式 中 、

　 Pは タ ン パ ク 質 で あ り 、

　 Lysは リ ジ ン 残 基 で あ り 、

　 Gは ペ イ ロ ー ド 化 合 物 を 含 む 部 分 で あ り 、

　 mは 0～ 40で あ り 、

　 nは 1～ 20で あ る )の 化 合 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 実 施 形 態 に お い て 、 Gは ト リ ア ゾ ー ル 部 分 を 更 に 含 む 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 (V)の 化 合 物 及 び 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 又 は 賦 形 剤

を 含 む 、 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る 癌 を 処 置 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 処 置 を 必

要 と す る 患 者 に 有 効 量 の 式 (VI)の 化 合 物 を 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 方 法 を 提 供 す る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ０ ０ 】

【 図 １ 】 ア セ チ レ ン 及 び ア ジ ド に よ っ て 例 示 さ れ る 直 交 反 応 性 単 位 を 利 用 し て ペ イ ロ ー ド

を タ ン パ ク 質 に 架 橋 す る 二 工 程 シ ー ケ ン ス (two-step sequence)を 示 す 図 で あ る 。 第 1の 工

程 は 、 OREを 含 む 部 分 を 標 的 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 に 部 位 選 択 的 に 転 移 さ せ る 分 子 の ラ イ

ブ ラ リ ー ス ク リ ー ン に よ る 同 定 に 関 与 す る 。 工 程 2に お い て 、 目 的 の ペ イ ロ ー ド は 、 環 化

付 加 反 応 に よ っ て タ ン パ ク 質 に 架 橋 さ れ る 。

【 図 ２ 】 反 応 性 分 子 を 相 補 的 タ ン パ ク 質 部 位 に 照 合 す る 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー を 示 す 図 で

あ る 。

【 図 ３ 】 (チ オ )フ ェ ノ ー ル 性 エ ス テ ル 反 応 性 官 能 基 を 含 有 す る 、 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て

い る 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 組 成 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ４ 】 直 鎖 の 一 部 分 と し て 反 応 性 官 能 基 で 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 動 的 標 識 ラ イ ブ

ラ リ ー メ ン バ ー の 組 成 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ５ 】 ア ミ ノ 基 (例 え ば 、 リ ジ ン ア ミ ノ 基 )を 含 有 す る 側 鎖 に 結 合 さ れ て い る ベ ン ゾ イ ル

リ ン カ ー で 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 組 成 を 示 す 図 で

あ る 。

【 図 ６ 】 チ オ ー ル 基 に 連 結 し て い る 反 応 性 ア シ ル 官 能 基 で 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ て い る 動

的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 組 成 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 そ の C末 端 側 鎖 で の 攻 撃 に よ る 固 体 支 持 体 か ら の 遊 離 を 受 け る 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ

リ ー の 合 成 に お け る 中 間 体 の 組 成 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ８ 】 側 鎖 ア ミ ノ 基 に 連 結 し て い る 直 鎖 状 の 反 応 性 官 能 基 部 分 で 場 合 に よ っ て 置 換 さ れ

て い る 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー 分 子 の 組 成 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ９ 】 同 族 ア ル キ ル チ オ ー ル リ ン カ ー を 付 加 す る た め の 重 要 な 中 間 体 で あ る チ オ ラ ク ト

ン を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ０ 】 例 示 的 な 直 交 反 応 性 単 位 及 び そ れ ら の 反 応 (P=タ ン パ ク 質 ;P'=ペ イ ロ ー ド )を 示

す 図 で あ る 。

【 図 １ １ 】 リ ン カ ー 成 分 と し て 役 立 つ 市 販 の フ ェ ノ ー ル 及 び チ オ フ ェ ノ ー ル を ベ ー ス に し

た 例 示 的 な プ ロ ト タ イ プ 分 子 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ２ 】 最 終 の 標 識 タ ン パ ク 質 生 成 物 に は 現 れ な い 実 用 的 な 脱 離 基 を 含 有 す る ア シ ル 転

移 機 構 に よ る 選 択 的 標 識 用 の パ ラ 置 換 ベ ン ズ ア ミ ド リ ン カ ー を 含 有 す る 例 示 的 な 一 般 構 造

の 分 子 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ３ 】 最 終 の 標 識 タ ン パ ク 質 生 成 物 に は 現 れ な い 実 用 的 な 脱 離 基 を 含 有 す る ア シ ル 転

移 機 構 に よ る 選 択 的 標 識 用 の メ タ 置 換 ベ ン ズ ア ミ ド リ ン カ ー を 含 有 す る 例 示 的 な 一 般 構 造

の 分 子 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ４ 】 最 終 の 標 識 タ ン パ ク 質 生 成 物 に は 現 れ な い 実 用 的 な 脱 離 基 を 含 有 す る ア シ ル 転

移 機 構 に よ る 選 択 的 標 識 用 の オ ル ト 置 換 ベ ン ズ ア ミ ド リ ン カ ー を 含 有 す る 例 示 的 な 一 般 構

造 の 分 子 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ５ 】 ア ジ ド を 含 有 す る ペ イ ロ ー ド と ア ル キ ン を 含 有 す る ペ プ チ ド 補 助 物 と の 例 示 的

な 銅 促 進 ク リ ッ ク 反 応 を 示 す 図 で あ る 。 (ア ル キ ン を 含 有 す る ペ イ ロ ー ド と ア ジ ド を 含 有

す る ペ プ チ ド 補 助 物 と の 逆 ク リ ッ ク (inverse click reaction)反 応 は 、 リ ア ゾ ー ル 生 成 物

の 異 な る 位 置 異 性 体 を 導 く )シ ク ロ ア ル キ ン の 類 似 反 応 は 「 銅 レ ス 」 で あ り 、 周 囲 温 度 で

行 う こ と が で き る 。

【 図 １ ６ 】 別 個 の 2つ の ペ イ ロ ー ド の ペ プ チ ド 補 助 物 VIへ の 導 入 を 示 す 図 で あ る 。 市 販 の D

IBCO-N H 2 で 修 飾 さ れ た 第 1の ペ イ ロ ー ド は 、 銅 を 用 い ず に 周 囲 温 度 で 行 わ れ る 。 第 2の 縮 合

で は 、 ペ イ ロ ー ド を 導 入 す る の に 第 二 銅 イ オ ン が 必 要 で あ る 。 生 成 物 は 、 縮 合 反 応 の シ ー

ケ ン ス を 反 転 さ せ る こ と に よ っ て も 実 現 す る こ と が で き る 。

【 図 １ ７ 】 IgG抗 体 の 構 造 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ８ 】 パ パ イ ン 溶 液 で の 処 理 と 、 そ の 後 に 続 く SDS-PA GE(ク ー マ シ ー 染 色 )に よ る Abの

Fab及 び Fcフ ラ グ メ ン ト へ の パ パ イ ン 消 化 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ ９ 】 「 ク リ ッ ク 」 ケ ミ ス ト リ ー に 基 づ く Ab-薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン を 示 す 図 で あ

る 。
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【 図 ２ ０ 】 Ab標 識 化 の IR-Dye/ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ベ ー ス の 検 出 及 び 定 量 化 技 法 を 示 す 図

で あ る 。

【 図 ２ １ 】 Ab標 識 化 の IR-Dye/ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ベ ー ス の 検 出 及 び 定 量 化 の 結 果 を 示 す

図 で あ る 。

【 図 ２ ２ 】 Ab標 識 化 の 一 工 程 対 二 工 程 ベ ー ス の 定 量 化 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ３ 】 HSA-IRDyeコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 標 識 化 及 び 定 量 分 析 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ４ 】 HSA-IRDye標 準 -シ グ ナ ル 応 答 分 析 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ５ 】 実 施 例 1の 化 合 物 2の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ６ 】 一 工 程 の DBCO IRDyeベ ー ス の 定 量 化 を 使 用 す る ト ラ ス ツ ズ マ ブ の 非 特 異 的 (対

照 )標 識 化 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ７ 】 一 工 程 の DBCO IRDyeベ ー ス の 定 量 化 を 使 用 す る ト ラ ス ツ ズ マ ブ の 部 位 選 択 的 標

識 化 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ８ 】 一 工 程 の DBCO IRDyeベ ー ス の 定 量 化 を 使 用 す る ト ラ ス ツ ズ マ ブ の 非 特 異 的 (対

照 )標 識 化 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ２ ９ 】 一 工 程 の DBCO IRDyeベ ー ス の 定 量 化 を 使 用 す る ト ラ ス ツ ズ マ ブ の 部 位 選 択 的 標

識 化 を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ０ 】 実 施 例 2の 化 合 物 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ １ 】 実 施 例 3の 化 合 物 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ２ 】 実 施 例 4の 化 合 物 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ３ 】 実 施 例 5の 化 合 物 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ４ Ａ 】 実 施 例 6の 化 合 物 の H N M Rス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ４ Ｂ 】 実 施 例 6の 化 合 物 の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ５ 】 実 施 例 1の 化 合 物 1(a)の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 図 ３ ６ 】 実 施 例 1の 化 合 物 1(b)の 質 量 ス ペ ク ト ル を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ １ ０ １ 】

　 親 和 性 標 識 と い う 用 語 は 、 本 明 細 書 で タ ン パ ク 質 又 は 他 の 高 分 子 と 反 応 す る 可 能 性 が あ

る 単 位 に 連 結 し て い る 親 和 性 基 か ら 構 成 さ れ る 分 子 を 記 述 す る よ う に 広 義 に 用 い る 。 親 和

性 基 は 、 主 と し て 、 タ ン パ ク 質 表 面 上 の 近 位 の 基 の 選 択 的 標 識 化 を 可 能 に す る タ ン パ ク 質

又 は 他 の 高 分 子 上 の 特 異 的 部 位 に 対 す る 結 合 決 定 因 子 を (自 然 に 又 は 偶 然 に )有 す る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 求 電 子 性 部 分 」 は 、 電 子 に 引 き 付 け ら れ る 分 子 を 指 す 。 そ の よ

う な 求 電 子 性 部 分 は 、 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド の ア ミ ノ 基 等 の 求 核 試 薬 と 反 応 す る こ と が

で き る 。 求 電 子 性 部 分 の 好 ま し い 実 施 形 態 は 、 -C(O)O-、 -C(O)S-、 -C(O)Se-、 -SO 2 O-、 -S

O 2 S-及 び -SO 2 Se-を 含 む 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 ア ル キ ル 」 は 、 完 全 飽 和 分 枝 状 又 は 非 分 枝 状 炭 化 水 素 部 分 を 指

す 。 ア ル キ ル は 、 好 ま し く は 1～ 20個 の 炭 素 原 子 、 よ り 好 ま し く は 1～ 16個 の 炭 素 原 子 、 1

～ 10個 の 炭 素 原 子 、 1～ 7個 の 炭 素 原 子 、 又 は 1～ 4個 の 炭 素 原 子 を 含 む 。 ア ル キ ル の 代 表 例

と し て は 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 n-ブ チ ル 、 sec-ブ チ ル 、 イ ソ ブ

チ ル 、 tert-ブ チ ル 、 n-ペ ン チ ル 、 イ ソ ペ ン チ ル 、 ネ オ ペ ン チ ル 、 n-ヘ キ シ ル 、 3-メ チ ル

ヘ キ シ ル 、 2,2-ジ メ チ ル ペ ン チ ル 、 2,3-ジ メ チ ル ペ ン チ ル 、 n-ヘ プ チ ル 、 n-オ ク チ ル 、 n-

ノ ニ ル 、 n-デ シ ル 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 更 に 、 「 C x ～ C y -ア ル キ ル

」 (こ こ で 、 xは 1～ 5で あ り 、 yは 2～ 10で あ る )の 表 現 は 、 特 定 の 範 囲 の 炭 素 の 特 定 の ア ル

キ ル 基 (直 鎖 又 は 分 枝 鎖 )を 指 示 す る 。 例 え ば 、 C 1 ～ C 4 -ア ル キ ル の 表 現 に は 、 メ チ ル 、 エ

チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ブ チ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル 、 tert-ブ チ ル 及 び イ ソ ブ チ ル が 含 ま れ る が 、 こ

れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 用 語 「 ア ル ケ ニ ル 」 は 単 独 で 又 は 組 み 合 わ せ て 、 少 な く と も 1つ の オ レ フ ィ ン 性 結 合 及

び 指 示 さ れ た 個 数 の 炭 素 原 子 を 含 む 直 鎖 状 、 環 状 又 は 分 枝 状 炭 化 水 素 残 基 を 指 す 。 好 ま し
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い ア ル ケ ニ ル 基 は 、 8個 ま で 、 好 ま し く は 6個 ま で 、 特 に 好 ま し い 4個 ま で の 炭 素 原 子 を 有

す る 。 ア ル ケ ニ ル 基 の 例 は 、 エ テ ニ ル 、 1-プ ロ ペ ニ ル 、 2-プ ロ ペ ニ ル 、 イ ソ プ ロ ペ ニ ル 、

1-ブ テ ニ ル 、 2-ブ テ ニ ル 、 3-ブ テ ニ ル 、 イ ソ ブ テ ニ ル 、 1-シ ク ロ ヘ キ セ ニ ル 、 1-シ ク ロ ペ

ン テ ニ ル で あ る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 用 語 「 ア ル キ ニ ル 」 は 、 上 記 の ア ル キ ル に 長 さ が 類 似 し て い る が 、 少 な く と も 1つ の 三

重 結 合 を 含 有 す る 不 飽 和 脂 肪 族 基 を 含 む 。 例 え ば 、 用 語 「 ア ル キ ニ ル 」 に は 、 直 鎖 状 ア ル

キ ニ ル 基 (例 え ば 、 エ チ ニ ル 、 プ ロ ピ ニ ル 、 ブ チ ニ ル 、 ペ ン チ ニ ル 、 ヘ キ シ ニ ル 、 ヘ プ チ

ニ ル 、 オ ク チ ニ ル 、 ノ ニ ニ ル 、 デ シ ニ ル 等 )、 分 枝 鎖 状 ア ル キ ニ ル 基 、 及 び シ ク ロ ア ル キ

ル 又 は シ ク ロ ア ル ケ ニ ル 置 換 ア ル キ ニ ル 基 が 含 ま れ る 。 ア ル キ ニ ル と い う 用 語 は 、 炭 化 水

素 の 骨 格 の 1個 又 は 複 数 の 炭 素 に 置 き か わ る 酸 素 、 窒 素 、 硫 黄 又 は リ ン 原 子 を 含 む ア ル キ

ニ ル 基 を 更 に 含 む 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 直 鎖 状 又 は 分 枝 鎖 状 ア ル キ ニ ル 基 は 、

そ の 骨 格 に 6個 以 下 の 炭 素 原 子 (例 え ば 、 直 鎖 状 で は C 2 ～ C 6 、 分 枝 鎖 状 で は C 3 ～ C 6 )を 有 す

る 。 用 語 C 2 ～ C 6 は 、 2～ 6個 の 炭 素 原 子 を 含 有 す る ア ル キ ニ ル 基 を 含 む 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 抗 体 と い う 用 語 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 そ れ ら

の フ ラ グ メ ン ト (例 え ば 、 Fab、 F(ab') 2 、 scFv(単 鎖 可 変 )、 sdAb(単 一 ド メ イ ン 抗 体 ))、 二

重 特 異 的 抗 体 、 ダ イ ア ボ デ ィ )等 を 指 す こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 用 語 「 ア リ ー ル 」 は 、 水 素 と 炭 素 の み か ら な り 、 6～ 19個 の 炭 素 原 子 又 は 6～ 10個 の 炭 素

原 子 を 含 有 す る 、 芳 香 族 性 単 環 状 又 は 多 環 状 、 例 え ば 、 三 環 、 二 環 の 炭 化 水 素 環 系 を 含 み

、 環 系 は 部 分 飽 和 で あ り う る 。 ア リ ー ル 基 に は 、 フ ェ ニ ル 、 ト リ ル 、 キ シ リ ル 、 ア ン ト リ

ル 、 ナ フ チ ル 及 び フ ェ ナ ン ト リ ル 等 の 基 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ア リ ー ル

基 を 、 多 環 (例 え ば 、 テ ト ラ リ ン )が 形 成 さ れ る よ う に 芳 香 族 性 で な い 脂 環 状 又 は ヘ テ ロ 環

状 環 と 縮 合 又 は 架 橋 さ せ る こ と も で き る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 用 語 生 体 直 交 ケ ミ ス ト リ ー は 、 天 然 の 生 化 学 的 過 程 に 干 渉 す る こ と な く 、 し た が っ て 生

理 的 温 度 及 び pHの 条 件 下 に お い て タ ン パ ク 質 等 の 生 物 学 的 分 子 で は 起 こ る は ず が な い 、 生

体 系 の 中 で 起 こ り う る あ ら ゆ る 化 学 反 応 を 指 す 。 本 明 細 書 で 、 用 語 直 交 と 生 体 直 交 は 、 反

応 性 の 文 脈 に お い て 同 義 に 用 い る 。 こ れ ら の 用 語 は 、 (生 体 )直 交 反 応 性 単 位 が ク リ ッ ク ケ

ミ ス ト リ ー 反 応 性 で あ る が 、 生 化 学 物 質 と の 反 応 に は 不 活 性 で あ る こ と を 指 示 す る こ と に

な っ て い る 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 化 学 選 択 性 と い う 用 語 は 、 化 学 試 薬 と 2個 以 上 の 同 様 な 官 能 基 の う ち の 1個 と の 優 先 的 反

応 を 指 す 。

【 ０ １ １ ０ 】

　 用 語 化 学 的 特 異 性 (chemospecificity)は 、 い く つ か の 同 様 な 官 能 基 の う ち の 1個 の み 修

飾 さ れ る 反 応 を 指 す 。

【 ０ １ １ １ 】

　 用 語 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー は 、 Click Chemistry: Diverse Chemical Function from a

Few Good Reactions、 H.C. Kolb、 M.G. Finn及 び K.B. Sharpless、 Angew. Chem. Int. Ed

.、 2001、 40、 2004～ 2021ペ ー ジ に 定 義 さ れ て い る よ う に 使 用 さ れ 、 用 語 に は 、 ア ル キ ン

、 シ ク ロ オ ク チ ン や シ ク ロ ノ ニ ン 等 の シ ク ロ ア ル キ ン 、 例 え ば ビ シ ク ロ [6.1.0]ノ ン -4-イ

ン -9-イ ル メ タ ノ ー ル )、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 ニ ト ロ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ア ジ ド 等

が 含 ま れ る 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 用 語 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 2つ 以 上 の 単 位 を 結 合 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ た 化 学 物 質 (ch

emical compound)を 指 す 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 用 語 保 存 配 列 は 、 進 化 を 通 じ て 本 質 的 に 不 変 の ま ま で あ り 、 し た が っ て 保 存 さ れ て い る
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D N A分 子 中 の 塩 基 配 列 (又 は タ ン パ ク 質 中 の ア ミ ノ 酸 配 列 )を 指 す 。 し た が っ て 、 保 存 部 位 (

コ ン セ ン サ ス 結 合 部 位 と も 呼 ば れ る )は 、 不 変 の 配 列 又 は 厳 密 に 同 様 な 相 同 性 を も つ 配 列

の 進 化 の 結 果 で あ り 、 し た が っ て 一 般 に 同 様 な 親 和 性 を 有 す る 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 用 語 環 化 付 加 は 、 2つ 以 上 の 不 飽 和 分 子 (又 は 同 じ 分 子 の 一 部 分 )が 組 み 合 わ さ っ て 、 結

合 多 重 度 が 純 減 す る 環 状 付 加 体 が 形 成 す る ペ リ 環 状 化 学 反 応 を 指 す 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 用 語 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 は 、 単 一 の 天 然 ポ リ ペ プ チ ド 中 に 通 常 は 存 在 し て い な い ポ リ ペ

プ チ ド ド メ イ ン を 少 な く と も 2つ 有 す る 単 一 分 子 単 位 を 含 む 。 し た が っ て 、 天 然 起 源 の タ

ン パ ク 質 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 で は な い 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 、 用 語 「 ヘ テ ロ ア リ ー ル 」 は 、 5～ 14環 員 を 有 し 、 窒 素 、 酸 素 、 及 び

硫 黄 か ら な る 群 か ら 独 立 し て 選 択 さ れ る 1、 2、 3、 又 は 4個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 有 す る 芳 香 族

性 (す な わ ち 、 環 系 内 に 4n+2個 の π 電 子 を 含 有 す る )単 環 状 、 二 環 状 、 又 は 三 環 状 環 (mono-

, bi-, or tricyclic-membered ring)を 表 す 。 例 示 的 な ヘ テ ロ ア リ ー ル と し て は 、 ピ ロ リ

ル 、 ピ ロ リ ニ ル 、 ピ ロ リ ジ ニ ル 、 ピ ラ ゾ リ ル 、 ピ ラ ゾ リ ニ ル 、 ピ ラ ゾ リ ジ ニ ル 、 イ ミ ダ ゾ

リ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ニ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ジ ニ ル 、 ピ リ ジ ル 、 ピ ペ リ ジ ニ ル 、 ホ モ ピ ペ リ ジ ニ ル

、 ピ ラ ジ ニ ル 、 ピ ペ ラ ジ ニ ル 、 ピ リ ミ ジ ニ ル 、 ピ リ ダ ジ ニ ル 、 オ キ サ ゾ リ ル 、 オ キ サ ゾ リ

ジ ニ ル 、 イ ソ オ キ サ ゾ リ ル 、 イ ソ オ キ サ ゾ リ ジ ニ ル 、 モ ル ホ リ ニ ル 、 チ オ モ ル ホ リ ニ ル 、

チ ア ゾ リ ル 、 チ ア ゾ リ ジ ニ ル (例 え ば 、 1,3,4-チ ア ジ ア ゾ ー ル )、 イ ソ チ ア ゾ リ ル 、 イ ソ チ

ア ゾ リ ジ ニ ル 、 イ ン ド リ ル 、 キ ノ リ ニ ル 、 イ ソ キ ノ リ ニ ル 、 ベ ン ゾ イ ミ ダ ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ

チ ア ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ オ キ サ ゾ リ ル 、 フ リ ル 、 チ エ ニ ル 、 チ ア ゾ リ ジ ニ ル 、 イ ソ チ ア ゾ リ ル

、 イ ソ イ ン ダ ゾ リ ル 、 ト リ ア ゾ リ ル 、 テ ト ラ ゾ リ ル 、 オ キ サ ジ ア ゾ リ ル 、 プ リ ニ ル 、 チ ア

ジ ア ゾ リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 、 ジ ヒ ド ロ フ ラ ニ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ チ エ ニ ル 、 ジ ヒ ド

ロ チ エ ニ ル 、 ジ ヒ ド ロ イ ン ド リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ キ ノ リ ル 、 テ ト ラ ヒ ド ロ イ ソ キ ノ リ ル 、

ピ ラ ニ ル 、 ジ ヒ ド ロ ピ ラ ニ ル 、 ジ チ ア ゾ リ ル 、 ベ ン ゾ フ ラ ニ ル 、 ベ ン ゾ チ エ ニ ル 等 が 挙 げ

ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 用 語 「 ホ ッ ト ス ポ ッ ト 」 は 、 結 合 自 由 エ ネ ル ギ ー の 大 部 分 を ペ プ チ ド -タ ン パ ク 質 相 互

作 用 に 寄 与 す る ペ プ チ ド の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る 。

【 ０ １ １ ８ 】

　 用 語 「 2-オ キ サ シ ル (oxacyl)」 又 は 「 α -オ キ サ シ ル 」 は 、 1つ が ア ル デ ヒ ド カ ル ボ ニ ル

又 は ケ ト カ ル ボ ニ ル で あ る 、 互 い に 直 接 結 合 し て い る 2つ の カ ル ボ ニ ル を 指 す こ と を 意 味

す る 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 N-保 護 基 」 は 、 ア ミ ノ 基 を 合 成 手 順 中 に お け る 望 ま し く な い 反

応 か ら 保 護 す る こ と を 意 図 し た も の で あ る 基 を 表 す 。 よ く 使 用 さ れ る N-保 護 基 は 、 Greene

、 「 Protective Groups in Organic Synthesis」 、 第 3版 (John Wiley & Sons社 、 New Yor

k、 1999)で 開 示 さ れ 、 こ れ は 、 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。 N-保 護 基 に は 、 ア シ

ル 、 ア リ ー ロ イ ル 、 又 は カ ル バ ミ ル 基 、 例 え ば ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 プ ロ ピ オ ニ ル 、 ピ バ

ロ イ ル 、 t-ブ チ ル ア セ チ ル 、 2-ク ロ ロ ア セ チ ル 、 2-ブ ロ モ ア セ チ ル 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ

ル 、 ト リ ク ロ ロ ア セ チ ル 、 フ タ リ ル 、 o-ニ ト ロ フ ェ ノ キ シ ア セ チ ル 、 α -ク ロ ロ ブ チ リ ル

、 ベ ン ゾ イ ル 、 4-ク ロ ロ ベ ン ゾ イ ル 、 4-ブ ロ モ ベ ン ゾ イ ル 、 4-ニ ト ロ ベ ン ゾ イ ル 、 及 び キ

ラ ル 補 助 物 、 例 え ば 保 護 又 は 非 保 護 D-、 L-又 は D,L-ア ミ ノ 酸 、 例 え ば ア ラ ニ ン 、 ロ イ シ ン

、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 等 ;ス ル ホ ニ ル を 含 有 す る 基 、 例 え ば ベ ン ゼ ン ス ル ホ ニ ル 、 p-ト ル エ

ン ス ル ホ ニ ル 等 ;カ ル バ マ ー ト 形 成 基 、 例 え ば ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 p-ク ロ ロ ベ ン

ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 p-メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 p-ニ ト ロ ベ ン ジ ル オ キ シ

カ ル ボ ニ ル 、 2-ニ ト ロ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 p-ブ ロ モ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、

3,4-ジ メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 3,5-ジ メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、

2,4-ジ メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 4-メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 2-ニ
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ト ロ -4,5-ジ メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 3,4,5-ト リ メ ト キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ

ル ボ ニ ル 、 1-(p-ビ フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 、 α ,α -ジ メ チ ル -3,5-ジ メ ト

キ シ ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ベ ン ズ ヒ ド リ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 t-ブ チ ル オ キ シ カ ル

ボ ニ ル 、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 、 イ ソ プ ロ ピ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 エ ト キ シ

カ ル ボ ニ ル 、 メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア リ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 2,2,2,-ト リ ク ロ ロ エ ト キ

シ カ ル ボ ニ ル 、 フ ェ ノ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 4-ニ ト ロ フ ェ ノ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 フ ル オ レ ニ ル -9

-メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 、 シ ク ロ ペ ン チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 ア ダ マ ン チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ

ル 、 シ ク ロ ヘ キ シ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 、 フ ェ ニ ル チ オ カ ル ボ ニ ル 等 、 ア ル カ リ ー ル 基 、 例

え ば ベ ン ジ ル 、 ト リ フ ェ ニ ル メ チ ル 、 ベ ン ジ ル オ キ シ メ チ ル 等 、 並 び に シ リ ル 基 、 例 え ば

ト リ メ チ ル シ リ ル 等 が 含 ま れ る 。 好 ま し い N-保 護 基 は 、 ホ ル ミ ル 、 ア セ チ ル 、 ベ ン ゾ イ ル

、 ピ バ ロ イ ル 、 t-ブ チ ル ア セ チ ル 、 ア ラ ニ ル 、 フ ェ ニ ル ス ル ホ ニ ル 、 ベ ン ジ ル 、 t-ブ チ ル

オ キ シ カ ル ボ ニ ル (Boc)、 及 び ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル (Cbz)で あ る 。

【 ０ １ ２ ０ 】

　 用 語 直 交 反 応 性 単 位 (ORE)又 は 直 交 反 応 性 部 分 は 、 (1)本 明 細 書 で 、 そ の 相 互 排 他 的 な 化

学 反 応 性 と 実 験 室 又 は 生 理 的 条 件 下 に お け る 生 物 学 的 官 能 基 の 化 学 反 応 性 を 識 別 す る よ う

に 、 か つ (2)生 物 学 的 ポ リ マ ー が 不 活 性 で あ る ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 反 応 に 適 合 す る よ う

に 用 い る 。 直 交 反 応 性 単 位 の 好 ま し い 例 と し て は 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、

1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン 、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ

ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 用 語 ペ イ ロ ー ド は 、 潜 在 的 な 商 業 的 又 は 医 薬 的 価 値 を 有 す る あ ら ゆ る 部 分 を 指 す 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 ペ イ ロ ー ド の 例 と し て は 、 イ メ ー ジ ン グ 部 分 、 抗 体 、 抗 体 フ ラ グ メ ン ト 、 タ ン パ ク 質 、

光 学 剤 、 ビ タ ミ ン 、 酵 素 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 毒 素 、 薬 物 、 プ ロ ド ラ ッ グ 、 バ イ オ マ

ー カ ー に 対 す る リ ガ ン ド 、 エ フ ェ ロ サ イ ト ー シ ス の 刺 激 物 質 、 ホ ラ ー ト 、 EGFR、 ALK、 M ET

、 PTK7及 び KRASか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 受 容 体 又 は あ ら ゆ る 癌 遺 伝 子 産 物 を 標 的 と す る

化 合 物 、 ア ン ト ラ サ イ ク リ ン 、 タ キ ソ ー ル 、 ア ウ リ ス タ チ ン 、 ア マ ニ チ ン 、 カ ン プ ト テ シ

ン 、 ブ レ オ マ イ シ ン 、 カ ル ボ プ ラ チ ナ 、 シ タ ラ ビ ン 、 5-フ ル オ ロ ウ ラ シ ル 、 タ モ キ シ フ ェ

ン 、 カ リ ケ ア マ イ シ ン 、 メ イ タ ン シ ン 、 ツ ブ リ シ ン 、 エ ト ポ シ ド 、 デ ュ オ カ ル マ イ シ ン 誘

導 体 、 例 え ば CC-1065、 デ ュ オ カ ル マ イ シ ン 及 び エ ス ペ ラ マ イ シ ン 、 ホ ラ ー ト 、 ピ ロ ロ ベ

ン ゾ ジ ア ゼ ピ ン 、 並 び に RG D連 結 部 分 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 用 語 「 ペ プ ト イ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 模 倣 薬 と し て 働 き 、 タ ン パ ク 質 分 解 に 対 し て 抵 抗 性 で

あ る ポ リ -N置 換 グ リ カ ン と 定 義 す る 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 用 語 「 エ フ ェ ロ サ イ ト ー シ ス 」 は 、 瀕 死 /死 細 胞 が 食 作 用 に よ っ て 除 去 さ れ る 過 程 を 指

す 。 「 エ フ ェ ロ サ イ ト ー シ ス の 刺 激 物 質 」 は 、 エ フ ェ ロ サ イ ト ー シ ス の 過 程 を 促 進 す る あ

ら ゆ る 化 合 物 で あ る 。 用 語 「 対 象 」 は 、 疾 患 、 障 害 若 し く は 状 態 に 苦 し み か ね な い 又 は 苦

し ん で い る 有 機 体 、 例 え ば 原 核 生 物 及 び 真 核 生 物 を 含 む こ と を 意 図 す る 。 対 象 の 例 と し て

は 、 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ネ コ 、 マ ウ ス 、

ウ サ ギ 、 ラ ッ ト 、 及 び ヒ ト 以 外 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 あ る 特 定 の 実 施

形 態 に お い て 、 対 象 は 、 ヒ ト 、 例 え ば 癌 、 自 己 免 疫 疾 患 、 関 節 炎 、 ア テ ロ ー ム 血 栓 、 若 し

く は プ ラ ー ク 破 裂 に 苦 し む 、 苦 し む リ ス ク が あ る 、 又 は 潜 在 的 に 苦 し み か ね な い ヒ ト で あ

る 。 別 の 実 施 形 態 に お い て 、 対 象 は 細 胞 で あ る 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 用 語 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ペ プ チ ド 結 合 に よ っ て 連 結 さ せ た ア ミ ノ 酸 の 鎖 を 含 む 。 用 語 「 ペ

プ チ ド 」 は 、 「 タ ン パ ク 質 」 又 は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 (例 え ば 、 ア ネ キ シ ン タ ン パ ク 質 、 顆

粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 、 ヒ ト ス ー パ ー オ キ シ ド ジ ス ム タ ー ゼ 、 レ プ チ ン 、

ミ オ グ ロ ビ ン 、 ア ル ブ ミ ン 、 ア ビ ジ ン 、 及 び 酵 素 )も 指 す こ と が で き 、 そ れ ら は 、 直 鎖 状

に 配 列 さ れ 、 球 状 の 形 に 折 り 畳 ま れ た ア ミ ノ 酸 で 作 製 さ れ た 化 合 物 で あ る 。 様 々 な ポ リ ペ
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プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 を 、 本 明 細 書 で 記 載 す る 方 法 及 び 組 成 物 の 範 囲 内 で 使 用 す る こ と が

で き る 。 あ る 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 抗 原 結 合 部 位 を 含 有 す る 抗 体 又 は

抗 体 の フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で も よ い 。 本 明 細 書 で 用 い る タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ

プ チ ド は 、 一 般 に 遺 伝 子 か ら 翻 訳 さ れ る 全 長 配 列 ま で の 約 200個 を 超 え る ア ミ ノ 酸 の タ ン

パ ク 質 ;約 100個 を 超 え る ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド ;及 び /又 は 約 3～ 約 100個 の ア ミ ノ 酸 の ペ

プ チ ド を 指 す が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 便 宜 上 、 用 語 「 タ ン パ ク 質 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド

」 及 び 「 ペ プ チ ド 」 は 、 本 明 細 書 で 同 義 に 用 い る 。 あ る 特 定 の 文 脈 に お い て 、 タ ン パ ク 質

は 、 ア ミ ン 又 は チ オ ー ル を 含 有 す る あ ら ゆ る 高 分 子 を 表 す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 用

語 「 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド 」 は 、 天 然 起 源 の タ ン パ ク 質 に 見 ら れ る 一 般 的 な ア ミ ノ 酸 の

少 な く と も 1つ 、 又 は 少 な く と も 1つ の 修 飾 若 し く は 異 常 ア ミ ノ 酸 を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 を 包

含 す る 。 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 若 し く は ペ プ チ ド の 標 準

分 子 生 物 的 技 法 に よ る 発 現 、 タ ン パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド の 天 然 源 か ら の 単 離 、 又 は タ ン

パ ク 質 若 し く は ペ プ チ ド の 化 学 合 成 を 含 め て 、 当 業 者 に 公 知 の あ ら ゆ る 技 法 で 作 製 す る こ

と が で き る 。 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ペ プ チ ド シ ー ケ ン ス は 、 当 業 者 に 公 知 の コ ン

ピ ュ ー タ 化 デ ー タ ベ ー ス で 見 出 す こ と が で き る 。 1つ の そ の よ う な デ ー タ ベ ー ス は 、 Natio

nal Center for Biotechnology Information's Genbank and GenPept databasesで あ る 。

或 い は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 及 び ペ プ チ ド の 様 々 な 市 販 調 製 品 が 当 業 者 に 公 知 で

あ る 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 「 生 理 的 pH」 は 、 7～ 8、 7.2～ 7.6、 7.3～ 7.5又 は 7.35～ 7.45の pHを 指

す 。 「 生 理 的 温 度 」 は 、 36～ 38℃ 又 は 36.5～ 37.5℃ を 指 す 。

【 ０ １ ２ ７ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 医 薬 組 成 物 」 の 用 語 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 と 共 に 製 剤

化 さ れ た 本 明 細 書 に 記 載 す る 化 合 物 を 含 有 す る 組 成 物 を 表 す 。 一 部 の 実 施 形 態 に お い て 、

医 薬 組 成 物 は 、 哺 乳 動 物 に お け る 疾 患 を 処 置 す る た め の 治 療 レ ジ メ ン の 一 部 と し て 政 府 規

制 当 局 の 承 認 を 得 て 製 造 又 は 販 売 さ れ る 。 医 薬 組 成 物 は 、 例 え ば 、 経 口 投 与 用 に 単 位 剤 形

で (例 え ば 、 錠 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 カ プ レ ッ ト 剤 、 ゲ ル キ ャ ッ プ 剤 、 又 は シ ロ ッ プ 剤 );局 所

投 与 用 に (例 え ば 、 ク リ ー ム 剤 、 ゲ ル 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 、 又 は 軟 膏 剤 );静 脈 内 投 与 用 に (例

え ば 、 粒 状 塞 栓 が な く 、 静 脈 内 使 用 に 適 し た 溶 媒 系 中 の 滅 菌 溶 液 と し て );又 は 本 明 細 書 に

記 載 す る 他 の い ず れ か の 製 剤 に お い て 製 剤 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 賦 形 剤 」 は 、 患 者 に お い て 非 毒 性 及 び 非 炎 症 性

で あ る 特 性 を 有 す る 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 化 合 物 以 外 の あ ら ゆ る 成 分 (例 え ば 、 活 性 化 合

物 を 懸 濁 又 は 溶 解 す る こ と が で き る 媒 体 )を 指 す 。 賦 形 剤 に は 、 例 え ば 固 結 防 止 剤 、 抗 酸

化 剤 、 結 合 剤 、 被 覆 剤 、 圧 縮 助 剤 、 崩 壊 剤 、 色 素 (顔 料 (color))、 軟 化 剤 、 乳 化 剤 、 充 填

剤 (希 釈 剤 )、 皮 膜 形 成 剤 若 し く は 被 覆 剤 、 香 味 料 、 香 料 、 流 動 化 剤 (流 動 促 進 剤 )、 滑 沢 剤

、 保 存 剤 、 印 刷 イ ン キ 、 収 着 剤 、 懸 濁 若 し く は 分 散 剤 、 甘 味 剤 、 又 は 水 和 水 が 含 ま れ る 。

例 示 的 な 賦 形 剤 と し て は 、 ブ チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ト ル エ ン (BHT)、 炭 酸 カ ル シ ウ ム 、 リ ン 酸

カ ル シ ウ ム (二 塩 基 性 )、 ス テ ア リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 、 ク ロ ス カ ル メ ロ ー ス 、 架 橋 ポ リ ビ ニ ル

ピ ロ リ ド ン 、 ク エ ン 酸 、 ク ロ ス ポ ビ ド ン 、 シ ス テ イ ン 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ゼ ラ チ ン 、 ヒ

ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス 、 ス テ

ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 マ ル チ ト ー ル 、 マ ン ニ ト ー ル 、 メ チ オ ニ ン 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、

メ チ ル パ ラ ベ ン 、 微 結 晶 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、

ポ ビ ド ン 、 ア ル フ ァ 化 デ ン プ ン 、 プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 パ ル ミ チ ン 酸 レ チ ニ ル 、 シ ェ ラ ッ ク

、 二 酸 化 ケ イ 素 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム 、 ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 デ ン プ

ン グ リ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ソ ル ビ ト ー ル 、 デ ン プ ン (ト ウ モ ロ コ シ )、 ス テ ア リ ン 酸 、 ス

ク ロ ー ス 、 タ ル ク 、 二 酸 化 チ タ ン 、 ビ タ ミ ン A、 ビ タ ミ ン E、 ビ タ ミ ン C、 及 び キ シ リ ト ー

ル が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 予 防 す る 」 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 疾 患 、 障 害 、 又 は 状 態 の 1
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つ 若 し く は 複 数 の 症 状 、 或 い は 状 態 を 予 防 す る 予 防 処 置 又 は 処 置 を 指 す 。 例 え ば 、 疾 患 、

障 害 、 又 は 状 態 の 発 症 よ り 先 に 起 こ る 事 象 の 前 (「 事 前 曝 露 予 防 」 )又 は 後 (「 曝 露 後 予 防

」 )に 、 予 防 的 処 置 を 開 始 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に 記 載 す る 化 合 物 、 又 は そ の 薬 学

的 に 許 容 さ れ る 塩 若 し く は 溶 媒 和 物 、 或 い は そ れ ら の 医 薬 組 成 物 の 投 与 を 含 む 予 防 的 処 置

は 、 急 性 、 短 期 、 又 は 慢 性 で あ り う る 。 投 与 さ れ る 用 量 は 、 予 防 的 処 置 の 経 過 中 に 変 え て

も よ い 。

【 ０ １ ３ ０ 】

　 当 技 術 分 野 に お い て よ く 理 解 さ れ て い る よ う に 、 本 明 細 書 で 用 い る 「 処 置 」 は 、 有 益 な

又 は 所 望 の 結 果 、 例 え ば 臨 床 結 果 を 得 る 手 法 で あ る 。 有 益 な 又 は 所 望 の 結 果 と し て は 、 検

出 可 能 で あ ろ う と 検 出 不 可 能 で あ ろ う と 、 1つ 若 し く は 複 数 の 症 状 又 は 状 態 の 軽 減 或 い は

改 善 ;疾 患 、 障 害 、 又 は 状 態 の 程 度 の 縮 小 ;疾 患 、 障 害 、 又 は 状 態 の 状 況 の 安 定 化 (す な わ

ち 、 悪 化 せ ず );疾 患 、 障 害 、 又 は 状 態 の 蔓 延 の 予 防 ;疾 患 、 障 害 、 若 し く は 状 態 の 進 行 の

遅 延 又 は 緩 徐 ;疾 患 、 障 害 、 若 し く は 状 態 の 改 善 又 は 緩 和 ;及 び (部 分 に せ よ 完 全 に せ よ )寛

解 を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 疾 患 、 障 害 、 又 は 状 態 を 「 緩 和 す る

こ と 」 と は 、 処 置 の な い 場 合 に お け る 程 度 又 は 時 間 経 過 に 比 べ て 、 疾 患 、 障 害 、 若 し く は

状 態 の 程 度 及 び /又 は 望 ま し く な い 臨 床 徴 候 が 減 少 さ れ 、 か つ /又 は 進 行 の 時 間 経 過 が 緩 徐

若 し く は 延 長 さ れ る こ と を 意 味 す る 。

【 ０ １ ３ １ 】

　 あ る 基 が 置 換 さ れ て い る 場 合 、 そ の 基 は 、 1、 2、 3、 4、 5、 又 は 6個 の 置 換 基 で 置 換 さ れ

て い て も よ い 。 任 意 選 択 の 置 換 基 と し て は 、 C 1 ～ 6 ア ル キ ル 、 C 2 ～ 6 ア ル ケ ニ ル 、 C 2 ～ 6 ア

ル キ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 ヘ テ ロ ア リ ー ル 、 ハ ロ ゲ ン (-F、 -Cl、 -Br、 又 は -I)、 ア ジ ド (-N 3 )

、 ニ ト ロ (-N O 2 )、 シ ア ノ (-CN)、 ア シ ル オ キ シ (-OC(=O)R')、 ア シ ル (-C(=O)R')、 ア ル コ キ

シ (-OR')、 ア ミ ド (-NR'C(=O)R"又 は -C(=O)NRR')、 ア ミ ノ (-NRR')、 カ ル ボ ン 酸 (-CO 2 H)、

カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル (-CO 2 R')、 カ ル バ モ イ ル (-OC(=O)NR'R"又 は -NRC(=O)OR')、 ヒ ド ロ キ

シ (-O H)、 イ ソ シ ア ノ (-NC)、 ス ル ホ ナ ー ト (-S(=O) 2 OR)、 ス ル ホ ン ア ミ ド (-S(=O) 2 NRR'又

は -NRS(=O) 2 R')、 又 は ス ル ホ ニ ル (-S(=O) 2 R)(こ こ で 、 各 R又 は R'は 独 立 し て 、 H、 C 1 ～ 6 ア

ル キ ル 、 C 2 ～ 6 ア ル ケ ニ ル 、 C 2 ～ 6 ア ル キ ニ ル 、 ア リ ー ル 、 又 は ヘ テ ロ ア リ ー ル か ら 選 択 さ

れ る )が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 一 部 の 実 施 形 態 に お い て 、 置 換 基 自 体 が

、 例 え ば 1、 2、 3、 4、 5、 又 は 6個 の 本 明 細 書 に 定 義 す る 置 換 基 で 更 に 置 換 さ れ て い て も よ

い 。 例 え ば 、 C 1 ～ 6 ア ル キ ル 、 フ ェ ニ ル 、 又 は ヘ テ ロ ア リ ー ル 基 は 、 1、 2、 3、 4、 5、 又 は

6個 の 本 明 細 書 に 記 載 す る 置 換 基 で 更 に 置 換 さ れ て い て も よ い 。

【 ０ １ ３ ２ 】

　 本 発 明 は 、 化 合 物 の す べ て の 異 性 (例 え ば 、 鏡 像 異 性 、 ジ ア ス テ レ オ マ ー 、 及 び 幾 何 異

性 (又 は 配 座 異 性 ))形 、 例 え ば 、 syn及 び anti異 性 体 、 各 不 斉 中 心 に 対 す る R及 び S立 体 配 置

、 Z及 び E二 重 結 合 異 性 体 、 並 び に Z及 び E配 座 異 性 体 を 含 む 。 し た が っ て 、 本 化 合 物 の 単 一

の 立 体 化 学 異 性 体 並 び に 鏡 像 異 性 、 ジ ア ス テ レ オ マ ー 、 及 び 幾 何 異 性 (又 は 配 座 異 性 )の 混

合 物 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 別 段 の 記 載 が な い 限 り 、 本 発 明 の 化 合 物 の す べ て の 互 変 異

性 形 は 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。

【 ０ １ ３ ３ 】

　 本 発 明 は 、 1個 又 は 複 数 の 原 子 が 、 同 じ 原 子 番 号 を 有 す る が 、 自 然 界 に 通 常 見 ら れ る 原

子 質 量 又 は 質 量 数 と 異 な る 原 子 質 量 又 は 質 量 数 を 有 す る 原 子 に よ っ て 置 き 換 え ら れ て い る

、 本 発 明 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 同 位 体 標 識 化 合 物 を す べ て 含 む 。 本 発 明 の 化 合 物 に 含 め る

の に 適 し た 同 位 体 の 例 と し て は 、
2
Hや

3
H等 の 水 素 の 同 位 体 、

1 1
C、

1 3
C及 び

1 4
C等 の 炭 素 の

同 位 体 、
3 6

Cl等 の 塩 素 、
1 8
F等 の フ ッ 素 、

1 2 3
Iや

1 2 5
I等 の ヨ ウ 素 、

1 3
Nや

1 5
N等 の 窒 素 、

1 5
O

、
1 7

O及 び
1 8

O等 の 酸 素 、
3 2
P等 の リ ン 、 並 び に

3 5
S等 の 硫 黄 を 含 む 。

【 ０ １ ３ ４ 】

　 適 切 な 塩 基 に 由 来 す る 塩 に は 、 ア ル カ リ 金 属 、 ア ル カ リ 土 類 金 属 、 及 び ア ン モ ニ ウ ム 塩

が 含 ま れ る 。 代 表 的 な ア ル カ リ 又 は ア ル カ リ 土 類 金 属 塩 に は 、 ナ ト リ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 カ

リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 等 が 含 ま れ る 。 1ク ラ ス の 塩 は 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る

塩 を 含 む 。 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 」 は 、 し っ か り し た 医 学 的 判 断
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の 範 囲 内 で 、 過 度 の 毒 性 、 刺 激 、 ア レ ル ギ ー 応 答 等 が な く ヒ ト 及 び 動 物 の 組 織 と 接 触 し て

い る 使 用 に 適 し て お り 、 合 理 的 な ベ ネ フ ィ ッ ト /リ ス ク 比 に 相 応 し た そ れ ら の 塩 を 表 す 。

薬 学 的 に 許 容 さ れ る 塩 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 周 知 で あ る 。 例 え ば 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る

塩 に つ い て は 、 Bergeら 、 J. Pharmaceutical Sciences、 66:1～ 19ペ ー ジ 、 1977、 並 び に P

harmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use、 (編 者 P.H. Stahl及 び C.G. Wer

muth)、 Wiley-VCH社 、 2008に 記 載 さ れ て い る 。 塩 は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 化 合 物 の 最 終 単

離 及 び 精 製 中 に in situで 調 製 す る こ と が で き 、 又 は 遊 離 塩 基 性 基 を 適 当 な 有 機 酸 を 反 応

さ せ る こ と に よ っ て 別 々 に 調 製 す る こ と が で き る 。 代 表 的 な 酸 付 加 塩 に は 、 酢 酸 塩 、 ア ジ

ピ ン 酸 塩 、 ア ル ギ ン 酸 塩 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 塩 、 ア ス パ ラ ギ ン 酸 塩 、 ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 塩

、 安 息 香 酸 塩 、 硫 酸 水 素 塩 、 ホ ウ 酸 塩 、 酪 酸 塩 、 シ ョ ウ ノ ウ 酸 塩 、 シ ョ ウ ノ ウ ス ル ホ ン 酸

塩 、 ク エ ン 酸 塩 、 シ ク ロ ペ ン タ ン プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 ジ グ ル コ ン 酸 塩 、 ド デ シ ル 硫 酸 塩 、 エ

タ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 フ マ ル 酸 塩 、 グ ル コ ヘ プ ト ン 酸 塩 、 グ リ セ ロ リ ン 酸 塩 、 ヘ ミ 硫 酸 塩 、

ヘ プ ト ン 酸 塩 、 ヘ キ サ ン 酸 塩 、 臭 化 水 素 酸 塩 、 塩 酸 塩 、 ヨ ウ 化 水 素 酸 塩 、 2-ヒ ド ロ キ シ -

エ タ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 ラ ク ト ビ オ ン 酸 塩 、 乳 酸 塩 、 ラ ウ リ ン 酸 塩 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 塩 、 リ ン

ゴ 酸 塩 、 マ レ イ ン 酸 塩 、 マ ロ ン 酸 塩 、 メ タ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 2-ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、

ニ コ チ ン 酸 塩 、 硝 酸 塩 、 オ レ イ ン 酸 塩 、 シ ュ ウ 酸 塩 、 パ ル ミ チ ン 酸 塩 、 パ モ 酸 塩 、 ペ ク チ

ン 酸 塩 、 過 硫 酸 塩 、 3-フ ェ ニ ル プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 リ ン 酸 塩 、 ピ ク リ ン 酸 塩 、 ピ バ ル 酸 塩 、

プ ロ ピ オ ン 酸 塩 、 ス テ ア リ ン 酸 塩 、 コ ハ ク 酸 塩 、 硫 酸 塩 、 酒 石 酸 塩 、 チ オ シ ア ン 酸 塩 、 ト

ル エ ン ス ル ホ ン 酸 塩 、 ウ ン デ カ ン 酸 塩 、 吉 草 酸 塩 等 が 含 ま れ る 。 代 表 的 な ア ル カ リ 又 は ア

ル カ リ 土 類 金 属 塩 に は 、 ナ ト リ ウ ム 、 リ チ ウ ム 、 カ リ ウ ム 、 カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム 等

が 含 ま れ 、 同 様 に 非 毒 性 ア ン モ ニ ウ ム 、 第 四 級 ア ン モ ニ ウ ム 、 及 び ア ミ ン カ チ オ ン に は 、

ア ン モ ニ ウ ム 、 テ ト ラ メ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 テ ト ラ エ チ ル ア ン モ ニ ウ ム 、 メ チ ル ア ミ ン 、

ジ メ チ ル ア ミ ン 、 ト リ メ チ ル ア ミ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン 、 エ チ ル ア ミ ン 等 が 含 ま れ る が 、

こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ １ ３ ５ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 「 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 溶 媒 和 物 」 は 、 適 当 な 溶 媒 分 子 が 結 晶 格 子

に 組 み 込 ま れ て い る 本 明 細 書 に 記 載 す る 化 合 物 を 意 味 す る 。 適 当 な 溶 媒 は 、 投 与 さ れ る 用

量 に お い て 生 理 学 的 に 忍 容 性 が あ る 。 例 え ば 、 有 機 溶 媒 、 水 、 又 は そ れ ら の 混 合 物 が 含 ま

れ る 溶 液 か ら 結 晶 化 、 再 結 晶 、 又 は 沈 澱 に よ っ て 、 溶 媒 和 物 を 調 製 す る こ と が で き る 。 適

当 な 溶 媒 の 例 は 、 エ タ ノ ー ル 、 水 (例 え ば 、 一 、 二 、 及 び 三 水 和 物 )、 N-メ チ ル ピ ロ リ ジ ノ

ン (N MP)、 ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (D MSO)、 N,N'-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (D MF)、 N,N'-ジ メ チ

ル ア セ ト ア ミ ド (D M AC)、 1,3-ジ メ チ ル -2-イ ミ ダ ゾ リ ジ ノ ン (D M EU)、 1,3-ジ メ チ ル -3,4,5,

6-テ ト ラ ヒ ド ロ -2-(1H)-ピ リ ミ ジ ノ ン (D MPU)、 ア セ ト ニ ト リ ル (ACN)、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ

ー ル 、 酢 酸 エ チ ル 、 ベ ン ジ ル ア ル コ ー ル 、 2-ピ ロ リ ド ン 、 安 息 香 酸 ベ ン ジ ル 等 で あ る 。 水

が 溶 媒 で あ る と き 、 分 子 は 「 水 和 物 」 と 呼 ば れ る 。

【 ０ １ ３ ６ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 「 部 位 特 異 的 」 は 、 単 一 の 生 成 物 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の 特 定 塩 基 性

残 基 の ア シ ル 化 )が 、 形 成 さ れ た す べ て の 生 成 物 の 約 100%、 少 な く と も 約 90%、 若 し く は 少

な く と も 約 80%を 占 め る 、 反 応 又 は 変 換 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の ア シ ル 化 )を 指 す 。

【 ０ １ ３ ７ 】

　 本 明 細 書 で 用 い る 「 部 位 選 択 的 」 は 、 最 も 大 量 に 存 在 す る 生 成 物 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質

の 特 定 塩 基 性 残 基 の ア シ ル 化 )が 、 形 成 さ れ た す べ て の 生 成 物 の 少 な く と も 約 70%、 少 な く

と も 約 60%、 少 な く と も 約 50%、 少 な く と も 約 40%、 少 な く と も 約 30%、 若 し く は 少 な く と も

約 20%を 占 め 、 最 も 大 量 に 存 在 す る 生 成 物 の 次 に 最 も 大 量 に 存 在 す る 生 成 物 に 対 す る 比 が

約 1.1:1～ 約 1000:1の 範 囲 で あ る 、 反 応 又 は 変 換 (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の ア シ ル 化 )を 指 す

。 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 最 も 大 量 に 存 在 す る 生 成 物 の 次 に 最 も 大 量 に 存 在 す る 生 成 物

に 対 す る 比 が 約 2:1～ 100:1の 範 囲 で あ る 。 別 の 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 最 も 大 量 に 存 在

す る 生 成 物 の 次 に 最 も 大 量 に 存 在 す る 生 成 物 に 対 す る 比 が 約 10:1で あ る 。

【 ０ １ ３ ８ 】

　 本 明 細 書 で 用 語 ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー と ト レ ー ス レ ス 親 和 性 標 識 は 、 同 義 に 用 い て 、 タ
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ン パ ク 質 と の 反 応 を 指 す 。 本 明 細 書 で ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー 又 は ト レ ー ス レ ス 親 和 性 標 識

と 呼 ば れ る の は 、 部 位 選 択 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い る 生 成 物 の 検 討 に よ っ て 、 (連 結 )反

応 を 促 進 し た 結 合 決 定 因 子 が 微 量 も な い こ と が 明 ら か に な る か ら で あ る 。

【 ０ １ ３ ９ 】

　 主 題 発 明 に よ れ ば 、 化 合 物 は 、 ORE標 識 の タ ン パ ク 質 標 的 へ の 取 り 込 み の 程 度 に つ い て

ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 直 交 反 応 性 単 位 (ORE)を 含 む 種 の 標 的 分 子 の 、 抗 体 等 特 異 的 ア ミ ノ

基 へ の 指 向 的 共 有 結 合 に つ い て 同 定 さ れ る (Click Chemistry: Diverse Chemical Functio

n from a Few Good Reactions、 H.C. Kolb、 M.G. Finn及 び K.B. Sharpless、 Angew. Chem

. Int. Ed.、 2001、 40、 2004～ 2021ペ ー ジ )。 こ の 手 順 は 、 標 的 部 位 へ の 結 合 決 定 因 子 の

知 識 が い く ら か 知 ら れ て い る と き の 純 粋 化 合 物 、 又 は 分 子 の ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 行 う こ

と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー は 、 一 般 に (標 識 に 連 結 し て い る )不 変 の 反 応 性 基 、 親

和 性 基 の 重 要 な 要 素 を 成 す 可 変 性 ペ プ チ ジ ル 基 に 接 続 す る リ ン カ ー か ら な る 。 デ ー タ の 変

動 を 説 明 す る の は 可 変 性 親 和 性 基 で あ る 。 魅 力 的 な 化 合 物 は 最 も 急 速 に 反 応 し 、 OREを 含

有 す る 抗 体 フ レ ー ム ワ ー ク 上 に 標 識 を 部 位 選 択 的 に 導 入 す る 。 魅 力 的 な 化 合 物 は 追 跡 さ れ

、 (1)そ れ ら の 標 識 の 取 り 込 み 速 度 が 、 親 和 性 基 を 欠 い て い る 標 準 分 子 の 標 識 速 度 に 比 べ

て 比 較 的 速 い こ と 、 又 は (2)そ れ ら の 鏡 像 異 性 体 の よ う な 他 の 個 々 の メ ン バ ー と の 比 較 、

又 は ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー 群 の 総 取 り 込 み 速 度 に 基 づ い て 「 際 立 つ 」 。 そ の よ う な 化 学 選

択 的 標 識 剤 の 発 見 は 、 第 2の 本 質 的 に 定 量 的 な 反 応 が 化 学 選 択 的 で あ り 、 ペ イ ロ ー ド を 、 (

図 1に 例 示 的 な ア セ チ レ ン -ア ジ ド 反 応 性 対 に つ い て 示 す よ う に )OREの 結 合 に よ り タ ン パ ク

質 (抗 体 )標 的 に 架 橋 す る も の で あ る こ と を 確 実 に す る 。 こ の 第 2の 工 程 は 、 生 物 学 的 製 剤

に 不 活 性 で あ り 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 反 応 性 で あ る 直 交 反 応 性 成 分 を 利 用 す る 。 こ の 化

学 特 異 的 二 工 程 シ ー ケ ン ス の 最 終 結 果 は 、 高 度 の 均 質 性 を 有 す る 材 料 を 生 成 し 、 抗 体 -薬

物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 等 商 業 的 及 び 医 学 的 に 価 値 の あ る 生 成 物 を 利 用 で き る よ う に す る こ と で

あ る 。 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー 及 び 抗 体 上 の 保 存 部 位 を 標 的 と す る 「 革 新 的 に リ フ ォ ー マ ッ

ト さ れ た リ ガ ン ド 」 は 特 に 有 用 で あ り 、 高 い 商 業 価 値 を 有 す る こ と が あ る こ と を 本 発 明 者

ら が 理 解 し て い る の で 、 本 発 明 の 追 加 の 特 徴 は 、 異 な る 抗 体 の 類 似 し た 保 存 部 位 上 に 設 置

す る こ と が で き る 「 普 遍 的 」 抗 体 リ ン カ ー を 含 む 。 こ の OREが 連 結 し て い る 抗 体 の 形 成 は

、 事 実 上 あ ら ゆ る (IgG1)抗 体 の 部 位 選 択 的 標 識 化 を 媒 介 す る 「 す ぐ 入 手 で き る (off the s

helf)」 親 和 性 標 識 を 有 す る こ と に 等 し い 。 次 い で 、 第 2の 工 程 に お い て 、 適 切 に 修 飾 さ れ

た ペ イ ロ ー ド を 用 い て 、 ORE抗 体 を 所 望 の A DCに 変 換 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発

明 の 化 合 物 及 び 方 法 は 、 ペ イ ロ ー ド と タ ン パ ク 質 を 部 位 選 択 的 及 び 部 位 特 異 的 に 架 橋 す る

方 法 の 単 純 化 、 改 良 、 及 び 標 準 化 を 行 う 際 の 特 定 の 有 用 性 を 見 出 す 。

【 ０ １ ４ ０ 】

　 ラ イ ブ ラ リ ー の 観 点 か ら 、 第 1の 段 階 の 方 法 (図 2)は 、 い く つ か の ア ミ ノ 基 を 含 有 す る タ

ン パ ク 質 又 は 他 の 分 子 を 、 タ ン パ ク 質 表 面 上 の ア ミ ノ 基 へ の 結 合 を 競 合 す る 分 子 群 (ensem

bles of molecules)で 処 理 す る 工 程 か ら な る 。 魅 力 的 な 分 子 は 、 OREを 含 有 す る 基 Yを タ ン

パ ク 質 に 最 も 急 速 に 移 動 さ せ る 分 子 、 し た が っ て 、 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー と い う 名 称 で あ

る 。

【 ０ １ ４ １ 】

　 部 位 特 異 的 (又 は 部 位 選 択 的 )標 識 化 の 決 定 要 因 で あ る 共 有 結 合 標 識 速 度 に 重 点 を 置 く こ

と が 、 ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル の 設 計 の 基 礎 に あ る 。 酵 素 学 か ら 引 き 出 さ れ た 、 相 補

性 、 速 度 と 特 異 性 と の 間 の 緊 密 な 関 係 に 基 づ い て い る 。 予 想 さ れ る の は 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ

ン バ ー が 、 特 異 的 タ ン パ ク 質 部 位 と の 相 補 的 相 互 作 用 に よ っ て そ れ ら の 部 位 に 対 し て 最 大

の 結 合 親 和 性 又 は 速 い オ ン レ ー ト を 有 し 、 近 位 の ア ミ ノ 基 と 最 も 急 速 に か つ 特 異 的 に 反 応

す る の は そ の よ う な 部 位 に お い て で あ っ て 、 は る か に よ り 低 い 親 和 性 を 有 し 又 は 動 的 に 近

づ き や す く な い 部 位 に お い て で は な い と い う こ と で あ る 。 本 質 的 に 、 共 有 結 合 は 前 会 合 に

よ っ て (分 子 間 速 度 を 分 子 内 速 度 に 変 換 す る こ と に よ っ て )促 進 さ れ 、 酵 素 反 応 と 類 似 し て

エ ン ト ロ ピ ー 的 な 優 位 性 を 提 供 す る (Jencks, W. P.、 Catalysis in Chemistry and Enzym

ology; McGraw-Hill社 :New York、 1969; Fersht, A. R.、 Enzyme Structure and Mechani

sm、 第 2版 ; Freeman社 、 New Yorkを 参 照 の こ と )。
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【 ０ １ ４ ２ 】

　 図 2に お い て 、 タ ン パ ク 質 は 、 一 連 の 部 位 を 含 有 す る よ う に 概 略 図 で 示 さ れ 、 こ れ ら の

各 々 が 幾 何 学 形 状 (geometrical shape)の 形 を し た 構 造 を 有 す る 。 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー

の メ ン バ ー は 、 可 変 性 構 造 要 素 (幾 何 学 形 状 (geometric shape)と し て 示 さ れ る )、 架 橋 剤 X

、 及 び タ ン パ ク 質 に 移 さ れ る 部 分 Yを 含 む 三 要 素 試 剤 (tripartite agent)と し て 描 か れ る

。 Xと Yと の 間 の 結 合 が 、 三 要 素 試 剤 の ベ ー ス ラ イ ン 反 応 性 (baseline reactivity)を 本 質

的 に 画 定 す る 。 予 想 さ れ る の は 、 可 変 性 構 造 要 素 の 「 適 合 度 」 及 び タ ン パ ク 質 の 近 位 の 反

応 性 基 の 作 用 に 基 づ く 共 有 結 合 標 識 速 度 が 、 比 較 可 能 な 結 合 親 和 性 又 は 相 補 性 に よ り 支 援

さ れ て い な い 同 じ タ イ プ の 反 応 性 基 に 比 べ て 加 速 さ れ る と い う こ と で あ る 。

【 ０ １ ４ ３ 】

　 各 メ ン バ ー が 同 じ 反 応 性 基 を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 予 想 さ れ る の は 、 速 度 の 変

動 は 主 に 可 変 性 構 造 要 素 の 結 果 で あ る と い う こ と で あ る 。 い ず れ に し て も 、 相 補 的 基 を 欠

い て い る 標 準 又 は 競 合 す る 単 位 (例 え ば 、 プ ー ル )の 平 均 速 度 よ り 有 意 に 大 き い 、 競 合 す る

系 又 は 分 子 の 速 度 の 変 動 は 、 部 位 特 異 的 反 応 を 示 す 可 能 性 が あ る 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 (以 上 に 定 義 し た )W-X-Yと し て 表 さ れ る 三 要 素 試 剤 に つ い て 、 Xと Yは 共 に 、 ど の 試 剤 に

お い て も 不 変 で あ り 、 Wは 可 変 性 構 造 要 素 を 表 す 。 し た が っ て 、 デ ー タ に お け る 変 動 は 全

部 、 キ ラ ル 元 素 を 含 有 す る Wの 影 響 に 起 因 す る と 考 え ら れ る べ き で あ る 。 し た が っ て 、 目

標 は 、 標 識 速 度 及 び 特 異 性 に 深 く 影 響 を 及 ぼ す よ う 体 系 的 に 修 飾 す る こ と が で き る Wの 構

造 モ チ ー フ を 選 択 す る こ と で あ る 。 Wが 標 識 過 程 中 に 脱 離 基 の 一 部 分 と し て 遊 離 さ れ る の

で 、 そ の サ イ ズ 及 び 複 雑 性 を 最 大 に し て 、 最 も 密 接 な 結 合 及 び 最 速 の 標 識 速 度 を 達 成 さ せ

よ う と す る 。 し か し 、 初 期 の ス ク リ ー ン に お け る Wの サ イ ズ は 、 主 と し て 、 プ ー ル 中 の ラ

イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 数 を 実 用 的 な 限 界 に 維 持 す る よ う に 設 計 さ れ た 合 成 プ ロ ト コ ー ル 、

親 和 性 要 素 に 取 り 込 む こ と が で き る 公 知 リ ガ ン ド の 結 合 デ ー タ 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 多 大 な

労 働 力 を 必 要 と す る 要 求 、 及 び 、 更 に 何 回 か の ス ク リ ー ニ ン グ に お い て 利 用 す る こ と が で

き る 変 動 の 大 き さ の 予 想 に よ っ て 決 定 さ れ る 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 Yの サ イ ズ 及 び 性 質 は 、 本 発 明 の 重 要 な 特 徴 で あ る 。 Yが ペ イ ロ ー ド で あ り 、 又 は そ れ を

有 す る 、 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ が 実 施 さ れ た が 、 い く つ か の 厳 し い 制 限 が あ る 。

薬 物 部 分 (求 核 性 で あ る 場 合 が 多 い )と 反 応 性 X-Y官 能 基 と の 化 学 相 溶 性 が 1つ の 問 題 で あ る

。 ペ イ ロ ー ド を 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 特 に 重 要 で あ る の は 、 Yの サ イ ズ 及 び 複 雑 性

で あ り 、 独 特 の ペ イ ロ ー ド に は 独 特 の Y単 位 が 必 要 と さ れ 、 し た が っ て 各 タ ン パ ク 質 標 的

に は 独 特 の ラ イ ブ ラ リ ー が 必 要 と さ れ る 。 更 に 微 妙 な 点 は 、 Yの サ イ ズ 及 び 複 雑 性 が 、 可

変 性 構 造 要 素 の 効 果 を 支 配 し 、 損 な う 場 合 が 多 い こ と で あ る 。 実 に 、 Yの 構 造 が 複 雑 に な

る ほ ど 、 Yの 収 容 (accom modation)が 、 Wの 構 造 に よ っ て も 異 な る 決 定 的 要 因 に な り う る 可

能 性 が 高 く な る 。 こ れ は 、 特 に Wが 比 較 的 に 小 さ い と き 該 当 し う る 。 実 に 、 タ ン パ ク 質 標

識 化 の 研 究 は 、 Wが 与 え ら れ て い る 場 合 、 Yに お け る 構 造 的 特 徴 が 、 ペ プ チ ド ベ ー ス ラ イ ブ

ラ リ ー の 部 位 特 異 的 標 識 化 の 重 要 な 決 定 要 因 で あ る こ と を 示 す 。 し た が っ て 、 ラ イ ブ ラ リ

ー 設 計 に お い て 、 Wの 全 体 の 構 造 的 特 徴 を Yの 全 体 の 構 造 的 特 徴 と の 関 連 で 考 慮 す る こ と は

重 要 で あ り 、 し た が っ て 可 変 性 構 造 要 素 で あ る Yは 、 部 位 選 択 性 及 び 特 異 性 の 重 要 な 決 定

要 因 と な り う る 。

【 ０ １ ４ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 本 発 明 者 ら に は 、 演 繹 的 に 、 (1)抗 体 標 的 に よ っ て 容 易 に 収 容 さ れ る

可 能 性 が あ り 、 (2)三 要 素 試 剤 の 固 有 反 応 性 を 混 乱 さ せ る 可 能 性 が な く 、 (3)基 Wに よ っ て

付 与 さ れ た 潜 在 的 選 択 性 を 混 乱 さ せ る 可 能 性 が な い (そ の サ イ ズ を い ず れ に し て も 最 適 化

す べ き で あ る )、 適 度 な サ イ ズ の Y単 位 を 用 い る こ と が 特 に 有 利 で あ る と い う 理 解 が あ る 。

本 発 明 は 、 ペ プ チ ド 官 能 基 の み が 親 和 性 基 に お い て 利 用 さ れ る 場 合 、 タ ン パ ク 質 の 大 部 分

に つ い て は 、 非 内 在 性 リ ガ ン ド 結 合 部 位 へ の 「 ヒ ッ ト 」 に つ な が る 必 須 の 親 和 性 標 識 化 を

実 現 す る 実 用 的 な 閾 値 ペ プ チ ド 長 (下 記 参 照 )が あ る ら し い と い う 本 発 明 者 ら の 所 見 に よ っ

て 更 に 特 徴 づ け ら れ る 。 こ れ は 、 意 外 な こ と で は な い 。 と い う の は 、 密 接 な 結 合 と い う の
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は 、 内 在 性 リ ガ ン ド 結 合 部 位 に お い て で さ え 、 構 造 的 に 多 様 な 競 合 単 位 の う ち で は 稀 な 事

象 で あ る と わ か っ た か ら で あ る 。 し た が っ て 、 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た 部 位 特 異

的 標 識 化 の 成 功 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 と の 特 異 的 相 互 作 用 を 誘 発 す る 「 ク リ テ ィ カ ル マ ス 結

合 決 定 因 子 (critical mass binding determinant)」 を Yの サ イ ズ で 釣 り 合 わ せ た 、 可 変 性

構 造 要 素 の 使 用 に よ っ て 決 ま る 。 し た が っ て 、 多 様 な ペ イ ロ ー ド を タ ン パ ク 質 標 的 上 に 部

位 特 異 的 に 導 入 す る た め に は 、 第 1の 工 程 を 最 適 化 及 び 標 準 化 し て 、 事 実 上 あ ら ゆ る ペ イ

ロ ー ド を 受 け 入 れ る 二 工 程 方 法 が 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ン に 関 与 す る 任 意 の 先 行 技 術 よ

り は る か に 優 れ た 代 替 法 で あ る 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 ペ プ チ ド 官 能 基 を 他 の 公 知 の 親 和 性 要 素 と 組 み 合 わ せ て 、 閾 値 を 超 え る ほ ど 結 合 を 増 強

す る こ と が で き る 程 度 ま で 、 Yの サ イ ズ は 、 あ ま り 重 要 で な い こ と が あ り う る 。 こ の 戦 略

は 、 特 異 的 部 位 へ の 結 合 に 関 す る 情 報 が 入 手 で き る と き 、 そ の よ う な 部 位 を 標 的 に す る ラ

イ ブ ラ リ ー (「 標 的 動 的 ラ イ ブ ラ リ ー )の た め に 採 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 単 一 工 程 標 識 シ ナ リ オ で ペ イ ロ ー ド を 収 容 す る 際 に お け る 上 記 の 課 題 を 考 慮 に 入 れ て 、

本 発 明 の 主 題 は 、 優 先 的 に 第 1の 段 階 、 す な わ ち タ ン パ ク 質 を OREで 部 位 選 択 的 に 標 識 す る

方 法 に 関 す る 。 所 望 の ペ イ ロ ー ド の ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー に 関 与 す る 第 2の 段 階 は 、 確 立

し た 先 例 に 従 う 。 OREが 適 度 な サ イ ズ で あ り 、 タ ン パ ク 質 に よ っ て 容 易 に 収 容 さ れ 、 ペ プ

チ ド 結 合 等 の 生 物 学 的 官 能 基 と 非 反 応 性 で あ る の で 、 多 様 な ペ イ ロ ー ド を ORE標 識 タ ン パ

ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 働 き に よ っ て タ ン パ ク 質 に 架 橋 す る 一 般 方 法 が い つ で も 使 え る 。 し

た が っ て 、 OREは 、 第 1と 第 2の 両 段 階 を 促 進 し 、 架 橋 生 成 物 を も た ら す こ と に よ っ て 二 重

機 能 を 果 た す 。

【 ０ １ ４ ９ 】

　 以 前 に 、 親 和 性 基 と し て ペ ン タ ペ プ チ ジ ル 可 変 性 構 造 要 素 か ら な る 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ

ー を 用 い た ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン の ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 タ ン パ ク 質 の 部

位 特 異 的 標 識 化 が 実 現 し た 。 こ の 場 合 、 H ASが 多 数 の カ ル ボ キ シ ラ ー ト 含 有 分 子 を 結 合 さ

せ る こ と が 知 ら れ て い る の で 、 功 を 奏 し た 成 果 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 不 変 的 な 特 徴 と し て C

末 端 に お け る グ ル タ マ ー ト 、 及 び 多 数 の リ ガ ン ド の 結 合 剤 と し て の H ASの 入 り 交 じ っ た 性

質 の 取 り 込 み の 結 果 で あ っ た 可 能 性 が あ る 。 大 部 分 の タ ン パ ク 質 は 、 ラ ン ダ ム ラ イ ブ ラ リ

ー 由 来 の リ ガ ン ド の 少 数 と の み 密 接 に 結 合 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 本 発 明 者 ら が 経 験 し

た の は 、 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の ペ プ チ ジ ル 親 和 性 基 が 、 一 般 に 、 内 在 性 リ ガ ン

ド を 結 合 さ せ る こ と が 知 ら れ て い な い 部 位 へ の 別 々 の 「 ヒ ッ ト 」 を 実 現 す る た め に 、 直 線

配 列 の 5よ り 多 い ア ミ ノ 酸 を 有 す る べ き で あ る と い う こ と で あ っ た 。 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ

イ ブ ラ リ ー に よ る タ ン パ ク 質 標 的 の 部 位 特 異 的 標 識 物 質 (site-specific labeler)の 発 見

を 促 進 す る よ う に デ ー タ に お け る 十 分 な 変 動 を も た ら す た め に 、 そ の よ う な ペ プ チ ジ ル ユ

ニ ッ ト が 必 要 と さ れ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 へ の 非 ペ プ チ ジ ル 親 和 性 要 素 が 公 知 で あ る 程 度 ま

で 、 そ れ ら の 要 素 を 可 変 性 ペ プ チ ジ ル 官 能 基 と 組 み 合 わ せ て 、 結 合 を 増 強 し 、 ペ プ チ ジ ル

成 分 の サ イ ズ を モ ジ ュ レ ー ト し て 、 適 切 な 速 度 向 上 を 実 現 す る こ と が で き る 。 後 者 の 場 合

、 標 的 ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 確 立 し た リ ガ ン ド 結 合 部 位 を 標 的 と す る に は 、 合 成 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の ハ

イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ に よ る 先 例 か ら 、 ヘ キ サ ペ プ チ ド 長 が 、 密 接 な 結 合 リ ガ ン

ド の 発 見 の い く つ か の 「 ヒ ッ ト 」 を 実 現 す る の に 十 分 で あ る こ と が 示 さ れ る 。 コ ン ビ ナ ト

リ ア ル ペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し た ビ ー ズ に 関 す る 研 究 に よ っ て 、 選 ば れ た プ ロ テ オ

ー ム の タ ン パ ク 質 の 捕 獲 を ヘ キ サ ペ プ チ ド で も 達 成 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。 実

に 、 6～ 10個 の ア ミ ノ 酸 を 含 有 す る ペ プ チ ド が 、 本 発 明 者 ら の 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー の 好

ま し い 成 分 で あ る 。

【 ０ １ ５ １ 】

　 し か し 、 実 用 的 な ス ク リ ー ニ ン グ の 目 的 の た め に 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ を 制 限

す る こ と が 好 都 合 で あ る 。 例 え ば 、 6つ の 位 置 の う ち で ラ ン ダ ム 化 さ れ た 別 々 の 10個 の ア
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ミ ノ 酸 に つ い て の プ ー リ ン グ プ ロ ト コ ー ル が あ れ ば 、 100万 の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 生

じ 、 多 す ぎ る 潜 在 的 に 反 応 性 の 分 子 の プ ー リ ン グ が 必 要 と さ れ る 。 そ の よ う な 見 通 し は 、

短 い 反 応 時 間 に お け る 不 十 分 な 混 合 、 溶 解 度 の 問 題 、 並 び に 二 次 及 び /又 は 多 量 体 反 応 か

ら の 競 合 の 懸 念 を 生 じ る 。

【 ０ １ ５ ２ 】

　 ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ を 制 限 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は (Londonら ;Birtalanら か ら 適 応

さ せ た )以 下 の 前 提 に 基 づ く ラ イ ブ ラ リ ー を 発 明 し た 。 そ の 少 な く と も 2つ の ホ ッ ト ス ポ ッ

ト が 親 和 性 標 識 の 生 産 的 結 合 に 必 要 で あ り 、 し た が っ て 少 な く と も 6～ 8個 の ア ミ ノ 酸 の 直

鎖 状 ペ プ チ ド が 必 要 で あ る 。 更 に 、 ペ プ チ ド ホ ッ ト ス ポ ッ ト 残 基 は 、 好 ま し く は ペ プ チ ド

中 心 に 位 置 し 、 N-又 は C末 端 領 域 に お い て 大 き な 比 率 を 占 め な い 。 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 並 び に

ロ イ シ ン 及 び イ ソ ロ イ シ ン は 、 ホ ッ ト ス ポ ッ ト 残 基 と し て 好 ま し い 。 London N、 Movshovi

tz-Attias D、 Schueler-Furman O The structural basis of peptide-protein binding s

trategies. Structure、 2010年 2月 10日 ; 18(2): 188～ 99ペ ー ジ ; Birtalan S、 Zhang Y、

Fellouse FA、 Shao L、 Schaefer G、 Sidhu SS. The intrinsic contributions of tyrosi

ne, serine, glycine and arginine to the affinity and specificity of antibodies.

J Mol Biol. 2008年 4月 11日 ; 377(5): 1518～ 28ペ ー ジ 。

【 ０ １ ５ ３ 】

　 第 1の 段 階 に お い て 、 OREは 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 6～ 8個 の ア ミ ノ 酸 と の 固 有 反 応 性

に お け る 混 乱 を 限 定 し 、 検 出 及 び ア ッ セ イ の 手 が か り を 提 供 す る も の と 予 想 さ れ る 。 そ れ

ら の 適 度 な サ イ ズ 及 び 構 造 の 単 純 性 は 、 速 度 デ ー タ の 解 釈 を 矛 盾 す る も の に し 、 紛 ら わ し

い も の と す る タ ン パ ク 質 表 面 上 の 収 容 を 目 指 し た 可 変 性 構 造 要 素 と の 競 合 を 回 避 す る 際 に

主 要 な 利 点 で あ る 。 三 要 素 試 剤 の 不 変 的 な 特 徴 と し て 、 種 Yが 各 試 剤 と タ ン パ ク 質 と の 相

互 作 用 に お い て 同 様 に 挙 動 す る と い う 仮 定 は 、 最 小 の 構 造 複 雑 性 を 特 に 短 い ペ プ チ ド 長 と

あ い ま っ て 有 す る 小 さ い Yに よ り 適 し て い る 。

【 ０ １ ５ ４ 】

　 第 2の 段 階 に お い て 、 OREは 、 均 質 な 生 成 物 を も た ら す 高 収 率 反 応 で あ る 可 能 性 が あ る ペ

イ ロ ー ド の 導 入 の た め の 特 異 的 な 攻 撃 点 を 提 供 す る 。 ペ イ ロ ー ド を タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ

ゲ ー ト す る 文 献 の 先 例 は 、 こ の シ ナ リ オ を 強 く 支 持 す る 。

【 ０ １ ５ ５ 】

　 先 行 技 術 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 単 位 は 、 ペ イ ロ ー ド を 分 子 標 的 に 「 一 挙 」 に 転 移 さ せ る

反 応 性 官 能 基 を 含 有 す る 試 剤 の 一 部 分 と し て 提 示 さ れ た 。 本 発 明 に お い て 、 第 2の 工 程 に

お け る ペ イ ロ ー ド の 導 入 へ の 前 触 れ で あ る 、 直 交 反 応 性 単 位 の 標 的 タ ン パ ク 質 内 に お け る

取 り 込 み は 、 か な り の 利 点 及 び 先 行 技 術 よ り 優 れ た 代 替 策 を 示 す 。

【 ０ １ ５ ６ 】

　 第 1に 、 多 く の OREが 多 様 な 合 成 法 に よ っ て 三 要 素 試 剤 に か な り 容 易 に 取 り 込 ま れ る の で

、 合 成 は 単 純 化 さ れ る 。 OREに つ い て は 、 大 部 分 の 不 測 の 事 態 に 適 応 で き る 単 一 の 合 成 モ

チ ー フ を 用 い る こ と が で き る 。 用 い ら れ る ペ イ ロ ー ド に 応 じ て 、 合 成 法 を 、 ペ イ ロ ー ド を

有 す る ラ イ ブ ラ リ ー に お け る 三 要 素 試 剤 の 構 築 に 個 別 に 合 わ せ な け れ ば な ら な い 。

【 ０ １ ５ ７ 】

　 第 2に 、 OREの 使 用 に よ っ て 、 ユ ニ バ ー サ ル ス ク リ ー ニ ン グ ラ イ ブ ラ リ ー 、 例 え ば あ ら ゆ

る タ ン パ ク 質 標 的 に 対 し て 用 い る こ と が で き る ラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 が 可 能 に な り 、 ア ミ ノ

酸 が い く つ か の ペ プ チ ド 位 置 の う ち で ラ ン ダ ム 化 さ れ て 、 高 度 に 多 様 な ラ イ ブ ラ リ ー が 得

ら れ る 。 こ の 特 徴 は 、 タ ン パ ク 質 反 応 性 の 理 解 を 増 大 し 、 「 ヒ ッ ト 」 を 生 み 出 す 戦 略 を 最

適 化 す る 構 造 -反 応 性 デ ー タ ベ ー ス を 構 築 す る の に 極 め て 有 利 で あ る 。

【 ０ １ ５ ８ 】

　 第 3に 、 各 々 が ペ イ ロ ー ド を 含 む ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 薬 物 、 ポ

リ マ ー 及 び イ メ ー ジ ン グ 剤 等 が 一 般 に か な り コ ス ト が か か る の で 、 OREを 使 用 し て 、 最 良

の 標 識 物 質 を 発 見 す る よ り は る か に 高 価 で あ る 。

【 ０ １ ５ ９ 】

　 第 4に 、 方 法 の 目 的 は OREか ら 光 プ ロ ー ブ を 作 製 す る こ と で あ る の で 、 OREの 使 用 に よ り
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、 ス ク リ ー ニ ン グ を 促 進 す る こ と が で き る 要 素 が 導 入 さ れ る 。 そ の よ う な 光 プ ロ ー ブ は 、

部 位 特 異 的 標 識 単 位 の 検 出 の 根 拠 を 与 え る (Fluorogenic click reaction. Le Droumaguet

 C、 Wang C、 Wang Q. Chem Soc Rev. 2010、 39(4): 1233～ 9ペ ー ジ )。

【 ０ １ ６ ０ 】

　 第 5に 、 結 合 し て い る ペ イ ロ ー ド に よ る ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 ペ

イ ロ ー ド は 全 コ ン ジ ュ ゲ イ テ ィ ブ 過 程 (overall conjugative process)に わ た っ て 収 容 さ

れ な け れ ば な ら ず 、 ペ プ チ ド 部 分 (可 変 性 要 素 )の 特 異 的 効 果 及 び そ の 潜 在 的 化 学 的 特 異 性

を 損 な う 恐 れ が あ る の で 、 か な り の 課 題 を 提 示 す る 。 OREの う ち に は ア ル キ ン 及 び ア ジ ド

が あ る が 、 OREは 最 小 の 官 能 基 の う ち に 入 っ て お り 、 親 和 性 基 の 固 有 反 応 性 及 び 特 異 性 に

お け る 著 し い 混 乱 を 招 く 可 能 性 は な い 。

【 ０ １ ６ １ 】

　 後 者 は 、 可 変 性 ペ プ チ ジ ル 部 分 の サ イ ズ が 、 ス ク リ ー ニ ン グ の 要 求 に よ っ て 決 定 さ れ る

場 合 が 非 常 に 多 く 、 1回 目 に お い て 4又 は 5残 基 に 制 限 さ れ る こ と が あ る の で 、 三 要 素 試 剤

の 設 計 に お い て 重 大 な 問 題 で あ っ た 。 こ れ ら の 状 況 に お い て 、 結 合 し て い る ペ イ ロ ー ド の

サ イ ズ 及 び 複 雑 性 は 、 部 位 特 異 的 標 識 方 法 の 基 礎 に あ る ペ プ チ ジ ル 部 分 の 固 有 結 合 特 異 性

を 抑 制 す る 可 能 性 が あ る 。 標 識 方 法 に お け る こ の 潜 在 的 混 乱 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ

ン グ が 、 最 初 に タ ン パ ク 質 標 的 に 転 移 さ れ る 単 純 な 構 造 単 位 で 行 わ れ 、 次 い で 功 を 奏 し た

「 ヒ ッ ト 」 の 同 定 に 際 し て 構 造 的 に よ り 複 雑 な ペ イ ロ ー ド に よ っ て 置 き 換 え ら れ る 「 お と

り 商 法 的 」 戦 略 に も 重 大 な 制 限 を 課 す 。

【 ０ １ ６ ２ 】

　 要 す る に 、 OREを 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ペ イ ロ ー ド を 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー に よ り 優 れ

た モ チ ー フ を 示 す 。 と い う の は 、 前 者 が 、 標 識 方 法 の 標 準 化 を 可 能 に し 、 ペ イ ロ ー ド の タ

ン パ ク 質 へ の (近 )定 量 的 結 合 の た め の 反 応 性 単 位 を 含 み 、 活 性 化 ペ プ チ ジ ル 基 Wの 固 有 結

合 及 び 標 識 パ タ ー ン に 干 渉 す る 可 能 性 が あ ま り な い か ら で あ る 。

【 ０ １ ６ ３ 】

ユ ニ バ ー サ ル ラ イ ブ ラ リ ー

　 結 合 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ン は 、 平 衡 状 態 に あ る 成 分 間 の 親 和 性 に

の み 依 存 す る が 、 稀 な 事 象 と し て 特 異 的 部 位 へ の 密 接 な 結 合 分 子 を 提 供 す る 。 必 ず 、 更 に

何 回 か の ス ク リ ー ニ ン グ が 、 親 和 性 を 最 適 化 す る の に 必 要 と さ れ る 。 予 想 さ れ る の は 、 三

要 素 試 剤 の 密 接 な 結 合 と 近 位 の 反 応 性 タ ン パ ク 質 ア ミ ノ 基 の 捕 獲 と の 両 方 が 部 位 特 異 的 標

識 化 に 必 要 と さ れ る こ と を 考 え れ ば 、 結 合 ラ イ ブ ラ リ ー (bonding libraries)の ス ク リ ー

ン が あ れ ば 、 同 様 に 稀 な 事 象 と し て 速 い 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 明 ら か に な る と い う

こ と で あ る 。

【 ０ １ ６ ４ 】

　 潜 在 的 反 応 性 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ フ ォ ー マ ッ ト も 、 結 合 ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク

リ ー ニ ン グ フ ォ ー マ ッ ト よ り 制 限 さ れ て い る も の と 予 想 さ れ る 。 プ ー ル の サ イ ズ は 、 多 く

の 労 力 を 必 要 と す る ス ク リ ー ニ ン グ 操 作 と 、 動 的 標 識 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 潜 在 的 反 応

性 及 び 動 的 挙 動 (kinetic behavior)と の 両 方 に よ っ て 制 限 さ れ る 。 実 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ

ン バ ー の 数 が 増 加 し て い る こ と に よ っ て 、 複 雑 性 の レ ベ ル が 増 大 し て い る 。 し た が っ て 、

詳 細 な 構 造 情 報 が 、 実 験 計 画 及 び 功 を 奏 す る 構 造 モ チ ー フ の 選 択 を 指 導 す る 際 に 極 め て 貴

重 な も の と な り う る 。 し か し 、 タ ン パ ク 質 の 結 晶 構 造 が 多 数 存 在 し て い る に も か か わ ら ず

、 コ ン ピ ュ ー タ モ デ リ ン グ 研 究 か ら 現 れ る デ ザ イ ナ ー 親 和 性 標 識 の 例 が 欠 け て い る こ と に

留 意 さ れ た い 。

【 ０ １ ６ ５ 】

　 し ば し ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー 設 計 モ チ ー フ を 整 備 す る 詳 細 な 構 造 情 報 が 入 手 で き な い 。 こ の

不 測 の 事 態 に は 、 選 択 能 力 を も つ 標 識 物 質 の あ ら ゆ る タ ン パ ク 質 の 特 異 的 ア ミ ノ 基 へ の 適

合 を 提 供 す る こ と が で き る 「 ユ ニ バ ー サ ル ラ イ ブ ラ リ ー 」 の 設 計 が 考 案 さ れ る 。 実 際 に は

、 こ の 目 標 は 、 単 一 の 特 異 的 ア ミ ノ 基 の 選 択 能 力 を も つ 単 一 の 標 識 物 質 の 発 見 で さ え 、 稀

な 事 象 で あ る も の と 予 想 さ れ る の で 、 い ず れ か の 1つ の ラ イ ブ ラ リ ー に つ い て 実 現 す る こ

と が 困 難 で あ る 可 能 性 が あ る 。
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【 ０ １ ６ ６ 】

　 演 繹 的 に 、 理 想 的 な ラ イ ブ ラ リ ー で あ れ ば 、 少 な く と も 部 位 選 択 的 標 識 化 を 示 す い く つ

か の 「 ヒ ッ ト 」 を も た ら す の に 十 分 な 構 造 多 様 性 を も つ 一 連 の W単 位 を 含 有 す る 。 初 期 の

親 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 部 位 特 異 的 標 識 物 質 を 生 じ る 必 要 は な い 。 と い う の は 、 「 ヒ ッ ト 」 の

構 造 上 に 組 み 立 て る そ の 後 の 何 回 か の ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て 、 部 位 選 択 性 が 改 善 さ れ る

か ら で あ る 。 一 方 、 X-Yは 、 結 合 部 位 に お け る 又 は そ の 近 く の ア ミ ン の 捕 捉 を 最 適 化 す る

よ う に 十 分 な 空 間 体 積 を 切 り 開 く そ の 能 力 と 釣 り 合 わ な け れ ば な ら な い 。 最 大 の 効 果 に は

、 キ ラ ル な 部 分 Wを タ ン パ ク 質 が 「 感 じ ら れ る 」 こ と が 不 可 欠 で あ る 。 構 造 デ ー タ が 欠 け

て 、 モ デ ル が 推 測 上 の も の で あ る タ ン パ ク 質 標 的 に つ い て 、 単 一 の ユ ニ バ ー サ ル ラ イ ブ ラ

リ ー 、 例 え ば 一 般 用 途 (general utili ty)の ラ イ ブ ラ リ ー を 構 築 す る こ と は 厄 介 な こ と で

あ り う る 。

【 ０ １ ６ ７ 】

　 し た が っ て 、 様 々 な 不 測 の 事 態 を カ バ ー す る 可 能 性 が あ る 一 連 の ラ イ ブ ラ リ ー を 有 す る

こ と が 有 利 で あ る 。 活 性 エ ス テ ル に つ い て 図 示 さ れ た 組 成 物 I～ V(図 3～ 図 8)の ラ イ ブ ラ リ

ー は 、 三 要 素 試 剤 に よ っ て 標 識 速 度 を 促 進 し 、 可 変 性 構 造 要 素 (例 え ば 、 ペ プ チ ジ ル 基 )を

タ ン パ ク 質 と 接 触 さ せ る よ う に 設 計 さ れ た 様 々 な 範 囲 の 特 性 を ま と め て カ バ ー す る 。 反 応

性 エ ス テ ル 官 能 基 が N末 端 に 配 置 さ れ 、 又 は 鎖 の 内 部 の 位 置 に お け る 残 基 に 結 合 し て い る

ラ イ ブ ラ リ ー を 両 方 表 す 。 反 応 性 エ ス テ ル 官 能 基 が ア リ ー ル エ ス テ ル 又 は ア ル キ ル エ ス テ

ル で あ る ラ イ ブ ラ リ ー も 両 方 表 す 。 前 者 の 反 応 性 は 、 当 技 術 分 野 に お い て し っ か り 確 立 さ

れ た 環 置 換 に よ っ て モ ジ ュ レ ー ト す る こ と が で き る が 、 非 ア リ ー ル エ ス テ ル は 、 ポ リ ハ ロ

ア ル キ ル 、 オ キ シ ア ル キ レ ン 、 プ ロ パ ル ギ ル 等 の 置 換 基 効 果 に よ っ て 活 性 化 す る こ と が で

き る 。

【 ０ １ ６ ８ 】

　 「 ユ ニ バ ー サ ル ラ イ ブ ラ リ ー 」 を 用 い る 本 発 明 の 化 合 物 は 、 混 合 物 中 の 非 ラ ン ダ ム 結 合

の 量 を 低 減 す る よ う に 、 他 の 分 子 上 に お け る 複 数 の 化 学 反 応 性 競 合 部 位 の 存 在 下 で 直 交 反

応 性 単 位 を 標 的 分 子 の 特 異 的 ア ミ ノ 又 は チ オ ー ル に 共 有 結 合 さ せ る 際 に も 特 に 使 用 さ れ る

。 そ の 向 上 は 、 他 の あ ら ゆ る 標 的 分 子 又 は 部 位 に 優 先 し て あ ら ゆ る 特 定 の 標 的 分 子 又 は 部

位 へ の 特 異 性 の 増 加 を 示 さ な い 化 合 物 で 行 わ れ る そ の 結 合 と 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 し

て 、 普 通 、 増 強 は 、 完 全 ラ ン ダ ム 結 合 に つ い て 少 な く と も 約 1.5倍 、 よ り 普 通 は 少 な く と

も 約 2倍 、 好 ま し く は 5倍 、 よ り 好 ま し く は 10倍 で あ る 。 結 合 は 、 混 合 物 中 の 特 定 の 標 的 分

子 の ほ う に 特 異 的 に 向 け ら れ て い る こ と が あ る が 、 ペ プ チ ド 部 分 等 の 可 変 性 要 素 の 親 和 性

を 最 適 化 す る た め に 、 追 加 的 に 何 回 か の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 う こ と な く 結 合 が も っ ぱ ら 標

的 分 子 に 向 け ら れ て い る と 予 想 さ れ る こ と は め っ た に な い 。

【 ０ １ ６ ９ 】

　 ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 化 合 物 は 、 次 式 :

Y-SPhZ-W(式 中 、 Yは 、 1個 若 し く は 複 数 の 炭 素 又 は ア ル キ レ ン オ キ シ ド 単 位 に よ っ て 優 先

的 に ア シ ル 官 能 基 に 連 結 し て い る 直 交 反 応 性 基 を 含 有 し 、 SPhZは 、 し ば し ば m-若 し く は p-

チ オ -ベ ン ゾ イ ル 又 は チ オ -チ ロ シ ル 基 、 或 い は そ れ ら の フ ェ ノ ー ル 類 縁 体 で あ り 、 Wは 、

典 型 的 に 少 な く と も 1個 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 部 分 で あ る )を 有 す る 場 合 が 多 い 。 ア ル キ ル チ オ

エ ス テ ル 等 を 反 応 性 基 と し て 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー は 、 図 9に お い て み ら れ る よ う に 環 状

チ オ エ ス テ ル を 使 用 し て 、 リ ン カ ー 部 Xを 三 要 素 試 剤 前 駆 体 に 導 入 し て 、 SPPSに よ り 調 製

す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ７ ０ 】

　 チ オ エ ス テ ル の 対 応 す る カ ル ボ ン 酸 エ ス テ ル 類 縁 体 も 、 有 機 化 学 当 業 者 に よ っ て 実 行 さ

れ る 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 標 準 化 学 に よ っ て 利 用 可 能 で あ る 。

【 ０ １ ７ １ 】

　 大 体 に お い て 、 部 分 Wは 、 オ リ ゴ マ ー で あ る 可 変 性 要 素 で あ り 、 し た が っ て 、 例 え ば オ

リ ゴ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ 糖 、 そ れ ら の 組 合 せ 等 を 含 め て 、 容 易 に か つ

体 系 的 に 変 更 す る こ と が で き る 様 々 な 基 が 有 用 で あ る 。 一 般 に 、 あ ら ゆ る 特 定 の ラ イ ブ ラ

リ ー に お い て 表 さ れ る 可 変 性 要 素 は 、 よ く み ら れ る タ イ プ で あ る 。 オ リ ゴ マ ー 可 変 性 要 素

10

20

30

40

50



(46) JP  2019-518017  A   2019.6.27

は コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー と し て 容 易 に 合 成 さ れ 、 し た が っ て 合 成 化 学 は 実 質 的 に

反 復 性 で あ り 、 成 長 し て い る オ リ ゴ マ ー に 各 モ ノ マ ー 単 位 が 付 加 さ れ る 。 ま た 、 オ リ ゴ マ

ー 可 変 性 要 素 の 組 成 及 び /又 は 配 列 を 分 析 す る の に 質 量 分 析 法 が 利 用 可 能 で あ る 。 或 い は

、 可 変 性 要 素 は 、 少 な く と も 約 200、 及 び 約 5,000以 下 、 通 常 約 250～ 2,000の 範 囲 の 分 子 量

を 有 す る 合 成 有 機 低 分 子 を 含 ん で も よ い 。

【 ０ １ ７ ２ 】

　 一 般 に 、 用 い ら れ る オ リ ゴ マ ー は 、 少 な く と も 3個 の モ ノ マ ー 単 位 、 よ り 通 常 は 少 な く

と も 4個 の モ ノ マ ー 単 位 、 か つ 通 常 は 20個 の モ ノ マ ー 単 位 未 満 、 よ り 通 常 に は 12個 の モ ノ

マ ー 単 位 未 満 、 好 ま し く は 10個 の モ ノ マ ー 単 位 未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 6～ 10個 の モ ノ マ

ー 単 位 の 範 囲 を 有 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー に お い て 表 さ れ る 可 変 性 要 素 に 関 し て 、 オ リ ゴ マ ー

の 1つ 又 は 複 数 の モ ノ マ ー 単 位 は 不 変 の ま ま で あ り う る 。 そ れ に よ っ て 、 コ ン ビ ナ ト リ ア

ル ラ イ ブ ラ リ ー の 全 体 の 複 雑 性 を 低 減 す る 機 構 が 得 ら れ る 。 可 変 性 要 素 の 最 も 好 ま し い 数

は 4～ 5で あ る 。 オ リ ゴ マ ー 可 変 性 要 素 を 含 む モ ノ マ ー 単 位 は 天 然 で も 、 又 は 合 成 で も よ く

、 一 般 に 約 2～ 30個 の 炭 素 原 子 、 通 常 は 約 2～ 18個 の 炭 素 原 子 、 好 ま し く は 約 2～ 12個 の 炭

素 原 子 で あ る 。

【 ０ １ ７ ３ 】

　 可 変 性 要 素 が オ リ ゴ ペ プ チ ド で あ る 場 合 、 ア ミ ノ 酸 モ ノ マ ー は 天 然 で も 、 又 は 合 成 で も

よ い 。 好 都 合 に は 、 天 然 の L-α -ア ミ ノ 酸 を 使 用 す る が 、 D-鏡 像 異 性 体 を 用 い て も よ い 。

【 ０ １ ７ ４ 】

　 オ リ ゴ マ ー の ア ミ ノ 酸 モ ノ マ ー は 、 L-又 は D-立 体 配 置 の 天 然 ア ミ ノ 酸 20種 の う ち の い ず

れ か 1つ で あ り う る が 、 用 い ら れ る ア ミ ノ 酸 は 、 優 先 的 に 、 反 応 性 官 能 基 、 特 に 可 変 性 要

素 の 反 応 性 官 能 基 と 反 応 す る 反 応 性 官 能 基 を 含 ま な い 。 し た が っ て 、 使 用 さ れ る ア ミ ノ 酸

は 、 通 常 反 応 性 ア ミ ノ 及 び チ オ ー ル 基 並 び に ヒ ス チ ジ ン を 含 ま な い 。 特 に 重 要 な の は 、 ア

ラ ニ ン (A)、 グ リ シ ン (G)、 プ ロ リ ン (P)、 バ リ ン (V)、 セ リ ン (S)、 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (F)、

イ ソ ロ イ シ ン (I)及 び ロ イ シ ン (L)、 又 は ア ス パ ラ ギ ン (N)、 グ ル タ ミ ン (Q)及 び メ チ オ ニ ン

(M)の よ う な 非 荷 電 極 性 ア ミ ノ 酸 、 ト リ プ ト フ ァ ン (W)、 チ ロ シ ン (Y)等 の 他 の 芳 香 族 ア ミ

ノ 酸 、 又 は ア ル ギ ニ ン (R)、 グ ル タ マ ー ト (E)、 及 び ア ス パ ル タ ー ト (D)等 の 荷 電 極 性 ア ミ

ノ 酸 の よ う な ア ミ ノ 酸 で あ る 。

【 ０ １ ７ ５ 】

　 オ リ ゴ マ ー 可 変 性 基 の ア ミ ノ 酸 モ ノ マ ー は 合 成 で も よ く 、 4～ 30個 、 通 常 は 4～ 20個 の 炭

素 を 有 す る 非 天 然 又 は 置 換 ア ミ ノ 酸 で も よ い 。 フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン (Phe)、 チ ロ シ ン (Tyr)、

及 び ト リ プ ト フ ァ ン (Trp)等 の 芳 香 族 ア ミ ノ 酸 は 特 に 注 目 す べ き も の で あ り 、 ペ プ チ ド の

内 部 の 位 置 に お け る も の が 好 ま し い 。 特 に 重 要 な の は 、 合 成 ア ミ ノ 酸 の β -ア ラ ニ ン 及 び

γ -ア ミ ノ ブ チ ラ ー ト 、 又 は O-メ チ ル 置 換 さ れ た ト レ オ ニ ン (T)、 セ リ ン (S)、 チ ロ シ ン (Y)

等 官 能 基 が 保 護 さ れ た ア ミ ノ 酸 で あ る 。

【 ０ １ ７ ６ 】

　 合 成 ア ミ ノ 酸 は 、 N-置 換 グ リ シ ン 残 基 の オ リ ゴ マ ー で あ る ペ プ ト イ ド に お い て み ら れ る

よ う に 窒 素 上 で 一 置 換 さ れ て い て も よ い 。 使 用 さ れ る N-置 換 ア ミ ノ 酸 は 、 約 1～ 8個 、 通 常

は 1～ 6個 の 炭 素 原 子 の N-置 換 基 を 有 し 、 そ れ は 、 脂 肪 族 で も 、 脂 環 状 で も 、 芳 香 族 で も 、

又 は ヘ テ ロ 環 状 で も よ く 、 通 常 は 約 3個 以 下 の ヘ テ ロ 原 子 を 有 し 、 そ れ に は 、 第 三 級 又 は

第 四 級 の ア ミ ノ 、 オ キ シ 、 チ オ 等 が 含 ま れ う る 。

【 ０ １ ７ ７ 】

　 オ リ ゴ ペ プ チ ド は 、 手 動 で 標 準 メ リ フ ィ ー ル ド 固 相 合 成 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 又 は

自 動 ペ プ チ ド 合 成 装 置 、 標 準 保 護 化 学 (例 え ば 、 t-Boc又 は Fmoc化 学 )及 び 樹 脂 (例 え ば 、 4-

メ チ ル ベ ン ズ ヒ ド リ ル ア ミ ン Rink A mide樹 脂 )を 使 用 す る こ と に よ っ て 構 築 す る こ と が で

き る 。 末 端 ア ミ ノ 基 の 脱 保 護 及 び ア ミ ノ 酸 モ ノ マ ー の カ ッ プ リ ン グ と 、 そ の 後 に 続 く ペ プ

チ ド の 脱 保 護 及 び 樹 脂 か ら の 切 断 を 連 続 し て 何 回 か 行 う こ と に よ っ て 、 所 望 の 配 列 及 び 長

さ の オ リ ゴ ペ プ チ ド の 合 成 が も た ら さ れ る 。 そ の 上 、 液 相 ペ プ チ ド 合 成 が 当 技 術 分 野 に お

い て 周 知 で あ り 、 用 い る こ と も で き る 。

【 ０ １ ７ ８ 】
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　 用 い ら れ る ア ミ ノ 酸 モ ノ マ ー が N-置 換 グ リ シ ン 残 基 で あ る 場 合 、 モ ノ マ ー は 、 t-ブ チ ル

ベ ー ス の 側 鎖 及 び 9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル α -ア ミ ン 保 護 を 取 り 込 む こ と が で

き る (例 え ば 、 Gordonら 、 J. of Medicinal Chemistry、 (1994)、 37、 1387～ 1385ペ ー ジ 、

及 び そ こ で 引 用 さ れ た 参 考 文 献 を 参 照 の こ と )。 N-置 換 モ ノ マ ー の 調 節 さ れ た オ リ ゴ マ ー

化 は 、 ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル オ キ シ ト リ ス (ピ ロ リ ジ ノ )-ホ ス ホ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ

ロ ホ ス フ ァ ー ト 又 は ブ ロ モ ト リ ス (ピ ロ リ ジ ノ )ホ ス ホ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ ホ ス フ ァ ー ト

に よ る in situ活 性 化 を 伴 っ て 、 手 動 で か つ /又 は ロ ボ ッ ト 操 作 に よ っ て 実 施 す る こ と が で

き る 。 追 加 の 工 程 は 、 α -(9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル )ア ミ ノ 酸 を 使 用 す る 標 準

自 動 ペ プ チ ド 合 成 プ ロ ト コ ー ル に 従 う こ と が で き る 。

【 ０ １ ７ ９ 】

　 可 変 性 要 素 が オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む 場 合 、 天 然 又 は 合 成 ヌ ク レ オ チ ド モ ノ マ ー を 用

い る こ と が で き る 。 特 に 、 合 成 ヌ ク レ オ チ ド で は 、 ホ ス フ ァ ー ト 又 は 糖 基 を 修 飾 す る こ と

が で き 、 ホ ス フ ァ ー ト が 、 酸 素 原 子 を 硫 黄 又 は 窒 素 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て 置 換 さ れ て

い て も よ く 、 ホ ス フ ァ ー ト 基 が 、 ス ル ホ ナ ー ト 、 ア ミ ド 等 で 置 き 換 え ら れ て い て も よ く 、

リ ボ ー ス 又 は デ オ キ シ リ ボ ー ス が 、 ア ラ ビ ノ ー ス 、 フ ル ク ト ー ス 、 グ ル コ ー ス 等 の 5～ 6個

の 炭 素 原 子 の 糖 で 置 き 換 え ら れ て い て も よ く 、 ま た プ リ ン 及 び ピ リ ミ ジ ン は 、 窒 素 上 に お

け る ア ル キ ル 又 は ア シ ル で の 置 換 に よ り 修 飾 す る こ と が で き 、 異 な る 環 構 造 を 用 い て も よ

く 、 窒 素 を 酸 素 で 置 き 換 え て い て も よ く 、 或 い は そ の 逆 で あ っ て も よ い 等 で あ る 。

【 ０ １ ８ ０ 】

　 可 変 性 要 素 が オ リ ゴ 糖 を 含 む 場 合 、 オ リ ゴ 糖 は 、 通 常 は 、 5～ 8個 の 炭 素 原 子 の 糖 か ら な

る 直 鎖 状 で も 、 分 枝 状 で も よ い 2～ 6個 の モ ノ マ ー 単 位 を 有 す る 。 特 に レ ク チ ン 又 は 接 着 分

子 へ の 結 合 に 興 味 が あ る 場 合 、 公 知 の オ リ ゴ 糖 の 様 々 な 修 飾 を 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ １ ８ １ 】

　 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 生 成 す る 、 特 に 固 体 支 持 体 を 使 用 し 、 モ ノ マ ー 成 分 を

段 階 的 に 添 加 す る 従 来 法 に 従 っ て 、 可 変 性 要 素 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 す

る こ と が で き る 。 技 法 に 関 す る は る か に お び た だ し い 文 献 の 例 示 と し て 、 例 え ば 米 国 特 許

第 4,883,092号 ;同 第 5,010,175号 ;同 第 5,182,366号 及 び 同 第 5,270,170号 、 並 び に PCT出 願 W

O 92/00091号 ;同 W O 92/09300号 ;同 W O 93/06121号 ;同 W O 93/20242号 ;同 W O 94/06451号 ;同 W

O 94/06291号 及 び 同 W O 95/28640号 を 参 照 の こ と 。 好 ま し く は 、 合 成 化 学 は 実 質 的 に 反 復

性 で あ り 、 成 長 し て い る オ リ ゴ マ ー に 各 モ ノ マ ー 単 位 が 付 加 さ れ る 。

【 ０ １ ８ ２ 】

　 最 初 に 、 可 変 性 要 素 の コ レ ク シ ョ ン を 有 す る 化 合 物 の コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ ラ リ ー は

、 標 的 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 を 共 有 結 合 標 識 す る 速 度 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る べ き で あ る

。 (詳 述 の た め に 、 こ の 考 察 は ア ミ ノ 基 に 焦 点 が 置 か れ て い る が 、 完 全 に 類 似 し た 考 慮 が

、 例 え ば ト シ ラ ー ト ベ ー ス の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 、 チ オ ー ル 基 を 標 的 と す る ラ イ ブ ラ

リ ー に 当 て は ま る )。 考 察 す る た め の 可 変 性 コ ア 構 造 要 素 は 、 多 数 の モ チ ー フ が 本 発 明 者

に よ っ て 想 定 さ れ る が 、 ペ プ チ ジ ル で あ る 。 一 般 に 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 異 な る 少 な く と も

50個 の ペ プ チ ジ ル 基 、 し ば し ば 異 な る 100個 の ペ プ チ ジ ル 基 、 通 常 は 異 な る 少 な く と も 約 5

00個 の ペ プ チ ジ ル 基 、 好 ま し く は 異 な る 少 な く と も 約 1000個 の ペ プ チ ジ ル 基 、 こ と に よ る

と 異 な る 10,000個 以 上 の ペ プ チ ジ ル 基 を 表 す 化 合 物 を 有 す る が 、 ラ イ ブ ラ リ ー 中 の 化 合 物

の 数 は ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 依 存 す る 。 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 1つ の 化 合 物 に 対 し 他 の 化 合 物

の 割 合 は よ り 大 き い こ と が あ る が 、 望 ま し く は 相 対 濃 度 が 約 50%未 満 、 好 ま し く は 約 25%未

満 異 な る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 過 程 で は 、 ラ イ ブ ラ リ ー を よ り 小 さ い ユ ニ ッ ト に 分 け る こ と が

で き 、 一 般 に 約 5～ 1,000部 分 、 し ば し ば 約 5～ 500部 分 、 通 常 は 約 10～ 500部 分 、 よ り 普 通

常 に は 約 10～ 100部 分 の 範 囲 で あ る 。 ペ プ チ ジ ル 基 の 供 給 源 は 、 コ ン ビ ナ ト リ ア ル ラ イ ブ

ラ リ ー 、 天 然 物 、 貯 蔵 さ れ た 合 成 化 合 物 等 を 含 め て 、 あ ら ゆ る 好 都 合 な 供 給 源 と す る こ と

が で き る 。

【 ０ １ ８ ３ 】

　 標 的 で も ユ ニ バ ー サ ル で も あ る KLLで は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 直 交 反 応 性 単

位 (ORE)は 、 二 工 程 標 識 シ ー ケ ン ス の 工 程 (1)に お い て 転 移 さ れ る こ と に な る 最 も 重 要 な 要
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素 を 構 成 す る 。 ア ル キ ン 及 び ア ジ ド は 、 タ ン パ ク 質 標 的 へ の 連 結 に 適 用 さ れ る 直 交 反 応 性

単 位 の 例 で あ る 。 ア ル キ ン は 生 物 学 的 官 能 基 に 不 活 性 で あ り 、 銅 種 が ア ジ ド と の 付 加 体 形

成 を 促 進 す る の を 必 要 と す る が 、 歪 み シ ク ロ ア ル キ ン は ア ジ ド 官 能 基 と 急 速 に か つ 特 異 的

に 反 応 す る 。 し た が っ て 、 ア ジ ド 基 を 含 有 す る ペ イ ロ ー ド は 、 シ ク ロ ア ル キ ン を 含 有 す る

タ ン パ ク 質 に 不 可 逆 的 に 結 合 し て 、 安 定 な ト リ ア ゾ ー ル 生 成 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。

更 に 、 シ ク ロ ア ル キ ン 基 を 含 有 す る ペ イ ロ ー ド は 、 ア ジ ド を 含 有 す る タ ン パ ク 質 に 不 可 逆

的 に 結 合 し て 、 安 定 な ト リ ア ゾ ー ル 生 成 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。 何 対 か の ORE反 応 パ

ー ト ナ ー を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 構 造 要 素 を 生 物 学 的 分 子 の フ レ ー ム ワ ー ク 上 に 不 可 逆

的 に か つ 特 異 的 に 結 合 さ せ る と い う 先 例 が 多 数 存 在 す る 。 OREは 、 タ ン パ ク 質 に お い て 自

然 に は 生 じ ず 、 合 成 に よ り 導 入 さ れ る 必 要 が あ る よ う で あ る 。 そ れ ら は 、 生 理 的 温 度 及 び

pHに お け る 生 化 学 官 能 基 と の 反 応 性 が 欠 け て い る の で 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー に お い て 特

異 的 に そ れ ら の パ ー ト ナ ー と 効 率 的 に 反 応 す る 所 望 の 役 割 を 果 た す 。 ペ イ ロ ー ド を タ ン パ

ク 質 に 架 橋 さ せ る よ う に 配 置 す る こ と が で き る 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る い く つ か の

組 合 せ を 図 10に 示 す 。

【 ０ １ ８ ４ 】

　 ア ル キ ン (シ ク ロ ア ル キ ン )及 び ア ジ ド 官 能 基 、 並 び に テ ト ラ ジ ン 及 び trans-シ ク ロ オ ク

テ ン の 対 は 、 タ ン パ ク 質 に 関 す る 操 作 を 実 施 す る こ と が 実 用 的 で あ る 広 範 囲 の 条 件 下 で 多

種 多 様 な 化 学 官 能 基 に 不 活 性 で あ る と い う 点 で 、 ペ イ ロ ー ド を タ ン パ ク 質 に 架 橋 す る の に

特 に 良 好 な 選 択 で あ る 。 し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 に よ っ て 保 有 さ れ る こ と に な る ペ イ ロ ー

ド の 性 質 は 、 そ の 目 的 に 応 じ て 広 範 に 変 え て も よ い 。 一 用 途 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド は 生 理

活 性 化 合 物 と し て 役 立 つ こ と が で き 、 対 象 化 合 物 の 目 的 は 、 生 理 活 性 化 合 物 を 長 命 血 液 成

分 に 結 合 さ せ る こ と で あ る 。 ペ イ ロ ー ド を タ ン パ ク 質 に 結 合 さ せ る プ ロ ト コ ー ル は 、 第 一

に 、 特 定 の 標 的 部 位 に 結 合 す る こ と に な る OREの 量 を 増 強 す る 働 き を す る 三 要 素 試 剤 の 親

和 性 に 依 存 し て い る 。 こ の 第 1の 工 程 は 、 OREの 、 単 一 の 特 異 的 ア ミ ノ 基 へ の 特 異 的 転 移 に

関 与 す る 。 第 2の 工 程 は 、 単 一 の 「 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 」 選 択 肢 の み 、 例 え ば 別 個 の 分

子 に よ っ て 保 有 さ れ て い る ア ル キ ン 及 び ア ジ ド 成 分 の 環 化 付 加 に 制 限 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ８ ５ 】

　 ど の 標 識 用 基 が 最 も 有 用 で あ り う る か の 決 定 は 、 所 望 の 生 成 物 を 生 成 す る 本 質 的 に 定 量

的 な 二 次 反 応 に お い て 様 々 な ペ イ ロ ー ド の 標 識 上 へ の 縮 合 に 成 功 す る 可 能 性 に 基 づ く こ と

が で き る 。 単 純 な ア セ チ レ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 等 現 在 使 用 さ れ て い る 単 位 の う ち 、 ア ジ ド

の 使 用 は 、 そ の 小 さ い サ イ ズ 及 び 実 行 す る の が 容 易 な 高 速 反 応 で あ る シ ク ロ オ ク チ ン と の

ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 反 応 に お け る 究 極 的 な 有 用 性 を 含 め て 、 い く つ か の 理 由 で 賢 明 な 選

択 で あ る よ う に 思 わ れ る 。

【 ０ １ ８ ６ 】

　 実 際 、 ア ジ ド 基 は 、 合 成 技 術 で も 分 析 技 術 で も 分 離 技 術 で も 好 都 合 な 手 が か り を も た ら

す 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン -ジ ベ ン ゾ シ ク ロ オ ク チ ン (dibenzcyclooctyne)試 薬 を 使 用 し て 、 ア

ジ ド で タ グ 付 け さ れ た タ ン パ ク 質 を ビ オ チ ン 化 す る こ と が で き る 。 こ の 定 量 的 反 応 に よ っ

て 、 ELISA及 び /又 は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 方 法 に お い て ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 技 術 を 利 用

し て 、 ア ジ ド 官 能 基 が タ ン パ ク 質 標 的 を 含 有 す る 試 料 内 に 取 り 込 ま れ て い る 程 度 を 決 定 す

る 手 段 が 得 ら れ る 。 或 い は 、 分 析 す る た め に は 、 シ ク ロ ア ル キ ン で 誘 導 体 化 さ れ た 様 々 な

光 プ ロ ー ブ (例 え ば 、 蛍 光 、 NIR)を 用 い て 、 ア ジ ド の 高 分 子 へ の 取 り 込 み の 程 度 を 滴 定 で

定 量 す る こ と が で き る 。 分 断 さ れ た プ ー ル を 使 用 し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ を 実

行 す る 場 合 、 最 も 反 応 性 の 高 い プ ー ル が 同 定 さ れ た 後 、 次 い で そ れ ら を 固 体 支 持 体 上 の シ

ク ロ オ ク チ ン で 処 理 し て 、 ア ジ ド 標 識 種 を 非 反 応 性 タ ン パ ク 質 か ら 分 離 す る こ と が で き 、

次 い で ア ジ ド 標 識 ペ プ チ ド を 固 体 支 持 体 か ら 遊 離 さ せ 、 そ の 構 造 を 決 定 し 、 反 応 性 ペ プ チ

ド 種 に 遡 っ て 関 連 付 け る こ と が で き る 。

【 ０ １ ８ ７ 】

　 大 体 に お い て 、 こ れ ら の 試 剤 の 有 用 性 は ex vivo用 途 の 文 脈 に お い て 表 さ れ る 。 好 ま し

い 場 合 に お い て 、 in vivo反 応 を 並 行 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ラ イ ブ ラ リ ー

ス ク リ ー ニ ン グ か ら 発 見 さ れ た 、 OREを 有 す る 親 和 性 標 識 は 、 血 液 、 細 胞 、 組 織 等 の 複 合
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混 合 物 と 組 み 合 わ さ れ 、 結 合 す る こ と に な る そ の 高 親 和 性 標 的 を 目 指 す こ と が で き る 。 こ

れ ら の 対 象 化 合 物 は 、 米 国 特 許 第 5,612,034号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 第 1の 工 程 に お い て

in vivo投 与 す る こ と が で き る 。 血 液 と 共 に 使 用 さ れ る と 、 主 要 な 標 的 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ

ン 、 赤 血 球 、 特 に 赤 血 球 の グ リ コ ホ リ ン タ ン パ ク 質 、 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 及 び 血 小 板 で あ る

が 、 他 の 標 的 部 位 も 利 用 可 能 で あ る 。 第 2の 工 程 に お い て 、 ORE標 識 血 液 成 分 を そ の 相 補 的

パ ー ト ナ ー で 追 跡 し て 、 究 極 的 な 架 橋 生 成 物 を 得 る 。

【 ０ １ ８ ８ 】

　 他 の 用 途 に お い て 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ か ら 発 見 さ れ た 、 OREを 有 す る 親 和 性

標 識 に よ っ て 修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 対 応 す る OREを 有 す る ペ イ ロ ー ド と 組 み 合 わ せ て

も よ い 。

【 ０ １ ８ ９ 】

　 ペ イ ロ ー ド は 、 ポ ジ ト ロ ン 放 射 ト モ グ ラ フ ィ ー (PET)、 コ ン ピ ュ ー タ ト モ グ ラ フ ィ ー (CT

)、 単 一 光 子 放 射 コ ン ピ ュ ー タ ト モ グ ラ フ ィ ー (SPECT)、 磁 気 共 鳴 イ メ ー ジ ン グ (M RI)、 核

磁 気 イ メ ー ジ ン グ (N MI)、 フ ル オ ロ ス コ ピ ー 、 超 音 波 、 X線 ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 、 エ ン ド ス コ

ピ ー 、 エ ラ ス ト グ ラ フ ィ ー 、 触 覚 イ メ ー ジ ン グ 、 及 び サ ー モ グ ラ フ ィ ー の よ う な 診 断 技 法

を 用 い る こ と に よ っ て 、 体 内 に お け る 特 異 的 部 位 又 は コ ン パ ー ト メ ン ト の 診 断 の 可 視 化 を

可 能 に す る 化 合 物 で あ り う る (エ レ ク ト ロ エ ン セ フ ァ ロ グ ラ フ ィ ー (EEG)、 マ グ ネ ッ ト エ ン

セ フ ァ ロ グ ラ フ ィ ー (M EG)、 エ レ ク ト ロ カ ル ジ オ グ ラ フ ィ ー (ECG)等 、 画 像 を 生 成 す る よ う

に 本 来 設 計 さ れ て い る わ け で は な い 測 定 及 び 記 録 技 法 等 は 、 他 の 適 用 可 能 な 技 法 を 表 す )

。

【 ０ １ ９ ０ 】

　 そ の よ う な 用 途 で は 、 ペ イ ロ ー ド は 、 造 影 剤 の よ う な イ メ ー ジ ン グ 剤 、
1 2 3

I、
1 2 5

I、
1 3

1
I等 を 含 む ヨ ウ 素 (I)、 バ リ ウ ム (Ba)、 ガ ド リ ニ ウ ム (Gd)、

9 9
Tcを 含 む テ ク ネ チ ウ ム (Tc)

、
3 1
Pを 含 む リ ン (P)、 [19]-Fを 含 む フ ッ 素 (F)、 鉄 (Fe)、 マ ン ガ ン (Mn)、 タ リ ウ ム (Tl)、

5

1
Crを 含 む ク ロ ム (Cr)、

1 1
Cを 含 む 炭 素 (C)等 の 元 素 の 放 射 性 同 位 体 、 蛍 光 標 識 化 合 物 等 を

含 ん で も よ い 。 そ の よ う な OREを 有 す る ペ イ ロ ー ド は 、 標 的 分 子 が 相 補 的 な 反 応 パ ー ト ナ

ー に よ っ て 前 標 識 さ れ て い る 混 合 物 中 の 分 子 を 標 識 す る の に も 有 用 で あ る 。

【 ０ １ ９ １ 】

　 蛍 光 及 び U V-Visプ ロ ー ブ 、 並 び に 近 赤 外 色 素 等 の 光 学 剤 は 、 潜 在 的 な ペ イ ロ ー ド で あ る

。

【 ０ １ ９ ２ 】

　 更 に 別 の 用 途 に お い て 、 特 異 的 標 的 結 合 タ ン パ ク 質 の 結 合 特 異 性 を 立 体 的 に 障 害 又 は 変

更 す る よ う の 機 能 す る よ う な 「 ペ イ ロ ー ド 」 を 選 択 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 単 位 は

、 当 業 者 が 容 易 に 決 定 で き る 多 く の 形 態 を と る こ と が で き 、 そ れ ら に は 、 タ ン パ ク 質 上 の

機 能 的 部 位 へ の 親 和 性 を 有 す る 様 々 な 化 学 基 が 含 ま れ る 。 そ の よ う な ペ イ ロ ー ド は 、 ア ミ

ノ 酸 、 ビ オ チ ン に よ く 似 た 標 的 分 子 へ の 結 合 親 和 性 を そ れ ら 自 体 が も た ら す 働 き を す る オ

リ ゴ マ ー 構 造 体 等 も 含 む こ と が で き る 。 そ の よ う な ペ イ ロ ー ド は 、 例 え ば 、 結 合 タ ン パ ク

質 が そ の タ ン パ ク 質 標 的 に 結 合 す る 能 力 を 阻 害 す る 際 に 、 か つ チ ャ ネ ル 、 酵 素 タ ン パ ク 質

、 特 異 的 受 容 体 等 の 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 を 不 活 性 化 す る た め に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な ペ イ

ロ ー ド は 、 例 え ば 、 様 々 な 表 面 膜 タ ン パ ク 質 の 機 能 の 精 査 を 可 能 に す る 研 究 目 的 、 又 は 標

識 さ れ た 標 的 分 子 の 同 定 及 び /若 し く は 精 製 の 研 究 目 的 に も 役 立 つ こ と が で き る 。

【 ０ １ ９ ３ 】

　 更 に 別 の 用 途 に お い て 、 薬 物 の 薬 物 動 態 を 、 例 え ば そ の 作 用 持 続 時 間 を 増 加 す る 、 そ の

免 疫 原 性 、 及 び /又 は そ の 代 謝 速 度 を 低 減 す る こ と に よ っ て 改 善 す る よ う に 、 ペ イ ロ ー ド

を 選 択 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ペ イ ロ ー ド は 、 い く つ か の 形 態 を と る こ と が で き 、

そ れ に は 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル や ポ リ シ ア ル 酸 ポ リ マ ー 等 の ポ リ マ ー 、 及 び 糸 球 体 に

お け る 排 泄 を 制 限 す る こ と に よ っ て 循 環 に お け る 高 レ ベ ル を 維 持 す る 働 き を す る ヒ ト 血 清

ア ル ブ ミ ン 等 の 様 々 な タ ン パ ク 質 が 含 ま れ る 。

【 ０ １ ９ ４ 】

　 更 に 別 の 用 途 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド は 、 個 々 の モ ノ マ ー よ り 活 性 の 高 い ホ モ 若 し く は ヘ
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テ ロ ダ イ マ ー を 形 成 す る コ ン パ ニ オ ン タ ン パ ク 質 で あ り 、 か つ /又 は 治 療 用 途 に お い て 有

用 な 複 数 の 生 物 活 性 を も た ら す こ と が で き る 。

【 ０ １ ９ ５ 】

　 更 に 別 の 用 途 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド は 、 治 療 上 有 用 な 抗 体 -薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を も た

ら す 薬 物 又 は 毒 素 で あ り う る 。

【 ０ １ ９ ６ 】

　 更 に 他 の 用 途 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 又 は ORE標 識 タ ン パ ク 質 は 、 抗 体 -薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー

ト の 場 合 の よ う に 治 療 上 の 理 由 で 、 結 合 し て い る 成 分 を 標 的 細 胞 に 送 達 す る 働 き を す る 抗

体 で あ り う る 。

【 ０ １ ９ ７ 】

　 更 に 別 の 用 途 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド 又 は ORE標 識 タ ン パ ク 質 は 、 治 療 上 の 利 点 の た め に

単 位 を ア ポ ト ー シ ス 上 昇 の 領 域 に 送 達 す る 働 き を す る ア ネ キ シ ン タ ン パ ク 質 で あ り う る 。

【 ０ １ ９ ８ 】

　 上 記 用 途 の 各 々 に お い て 、 ペ イ ロ ー ド の ORE標 識 受 容 体 タ ン パ ク 質 へ の 共 有 結 合 は 、 生

物 学 的 機 能 を 増 強 し 、 又 は そ の 反 応 パ ー ト ナ ー を 含 有 す る 標 的 分 子 に そ れ ら を 加 え る 働 き

を す る 。 し た が っ て 、 対 象 組 成 物 を 用 い る こ と に よ っ て 、 標 的 分 子 の 性 質 を 改 変 し 、 標 的

分 子 の 特 性 を 変 更 し 、 標 的 分 子 の 同 定 及 び /又 は 単 離 を 可 能 に す る 等 が で き る 。

【 ０ １ ９ ９ 】

　 標 的 タ ン パ ク 質 部 位 に お い て 反 応 性 官 能 基 (例 え ば 、 ア ミ ノ )と 反 応 さ せ て 、 共 有 結 合 を

形 成 す る 化 学 反 応 性 官 能 基 (例 え ば 、 チ オ エ ス テ ル )を 含 む ユ ニ ッ ト を 通 し て 、 可 変 性 要 素

を 直 交 反 応 性 単 位 (ORE)に 結 合 さ せ る 。 標 的 タ ン パ ク 質 に お け る 共 有 結 合 形 成 に よ っ て 、

次 に 、 OREが 標 的 部 位 に 共 有 結 合 し 、 同 時 に 可 変 性 要 素 が 遊 離 す る 。

【 ０ ２ ０ ０ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 -S-CO-R-、 -O-CO-R、 -O-CS-R、 -S-R-CH 2 -、 -O-R-CH 2 を 含 有 す る 反

応 性 官 能 基 を 含 み 、 こ こ で 、 R=ア リ ー ル 又 は ア ル キ ル で あ る 。 反 応 性 官 能 基 は 、 一 般 に 第

1の 反 応 の 時 間 枠 内 に 水 性 環 境 で 安 定 で あ り 、 通 常 は ア シ ル 基 又 は イ ミ ダ ー ト を 含 有 し 、

そ れ に よ っ て 標 的 タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 基 と 共 有 結 合 を 形 成 し て 、 ア ミ ド 又 は ア ミ ジ ン 誘 導

体 を 生 じ る こ と が で き る 。 大 体 に お い て 、 反 応 性 エ ス テ ル は 、 チ オ ー ル -又 は 酸 素 -エ ス テ

ル で あ り 、 フ ェ ノ ー ル 化 合 物 を 含 み 、 又 は ア ル キ ル エ ス テ ル 等 で あ る 。

【 ０ ２ ０ １ 】

　 反 応 性 官 能 基 が 、 通 常 標 的 タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 基 と 反 応 す る よ う に 選 択 さ れ る 一

方 、 目 標 が 単 一 の 遊 離 シ ス テ イ ン を 他 の 存 在 中 で 選 択 的 に 標 識 す る こ と で あ る 場 合 に 、 標

的 タ ン パ ク 質 上 の 遊 離 チ オ ー ル 部 分 も 利 用 さ れ る 。 例 え ば 、 反 応 性 官 能 基 は 、 チ オ ー ル 残

基 に 結 合 す る の に イ ミ ン 、 チ オ イ ミ ン 、 ト シ ラ ー ト 等 の ス ル ホ ナ ー ト 、 ビ ニ ル ス ル ホ ン 、

マ レ イ ミ ド 、 α -ハ ロ メ チ ル ケ ト ン 、 ハ ロ ゲ ン 化 ベ ン ジ ル 又 は ジ ス ル フ ィ ド を 含 ん で も よ

い 。

【 ０ ２ ０ ２ 】

　 本 発 明 の 組 成 物 は 、 OREと 可 変 性 要 素 と の 間 に リ ン カ ー を 含 む こ と が で き る 。 リ ン カ ー

は 、 合 成 の 便 宜 上 、 全 組 成 物 の 特 定 の 物 理 的 特 性 、 例 え ば 水 溶 性 、 非 特 異 的 結 合 の 低 減 、

反 応 性 官 能 基 に 結 合 し て 、 エ ス テ ル 、 チ オ エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ー ト 、 チ オ イ ミ ン 等 を も た ら

す 基 を 提 供 す る こ と が で き る 。 大 体 に お い て 、 リ ン カ ー は 単 結 合 以 外 の と き 、 約 2～ 30個

の 炭 素 原 子 、 及 び 約 0～ 10個 、 よ り 通 常 は 1～ 8個 の ヘ テ ロ 原 子 を 有 す る も の で あ り 、 そ の

ヘ テ ロ 原 子 は 大 体 に お い て O、 N、 Se、 及 び Sで あ る 。 特 定 の リ ン カ ー の 選 択 は 、 ORE及 び 可

変 性 構 造 基 の 性 質 に 基 づ き 、 重 要 な 生 物 学 的 環 境 に 関 連 し て 分 子 の 配 置 に 好 都 合 な 特 性 を

も た ら す よ う に 設 計 さ れ て い る 。 リ ン カ ー 原 子 が 反 応 性 官 能 基 の 一 部 分 を 構 成 す る 場 合 、

特 に 重 要 な の は 、 芳 香 族 誘 導 体 を 有 し 、 し た が っ て 反 応 性 官 能 基 の ヘ テ ロ 原 子 が 直 接 に 芳

香 族 炭 素 原 子 に 結 合 し て い る こ と で あ る 。 或 い は 、 ア ル キ レ ン 又 は ア ル キ レ ン オ キ シ を 含

有 す る リ ン カ ー 鎖 を 使 用 し て 、 非 ア リ ー ル チ オ エ ス テ ル 等 を 利 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ０ ３ 】

　 リ ン カ ー は 、 OREと 可 変 性 要 素 と の 間 に 有 用 な 連 結 基 を 設 け る こ と に よ っ て 、 三 要 素 試
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剤 の 反 応 性 を 増 強 し 、 水 溶 性 を 増 強 す る 様 々 な 機 能 を 有 す る こ と が で き る 。 大 体 に お い て

、 リ ン カ ー は 、 鎖 中 に 約 1～ 20個 の 原 子 を 有 す る 二 官 能 基 で あ り 、 そ れ ら の 原 子 は 炭 素 、

窒 素 、 酸 素 、 硫 黄 、 セ レ ン 等 で あ り う る 。 リ ン カ ー は 、 一 般 に 2～ 16個 、 よ り 普 通 は 1～ 25

個 の 炭 素 原 子 を 有 す る ア ル キ レ ン 基 ;ア ル キ レ ン 基 が 2～ 3個 の 炭 素 原 子 を 有 し 、 1～ 8個 、

よ り 通 常 は 約 1～ 6個 の ユ ニ ッ ト を 有 す る ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン 基 ;ア ル フ ァ 及 び オ メ ガ ア

ミ ノ 酸 を 含 む 、 ア ミ ノ 酸 ;或 い は 1～ 8個 、 通 常 1～ 6個 の ア ミ ノ 酸 を 有 し 、 ア ミ ノ 酸 が 極 性

又 は 非 極 性 、 荷 電 又 は 非 荷 電 、 脂 肪 族 、 脂 環 状 、 芳 香 族 又 は ヘ テ ロ 環 状 、 天 然 又 は 合 成 で

あ り う る オ リ ゴ ペ プ チ ド を 含 有 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ０ ４ 】

　 上 記 か ら 明 ら か な よ う に 、 第 1の 標 識 用 分 子 と し て 用 い る こ と に な る 究 極 的 な 高 速 標 識

用 三 要 素 試 剤 の 様 々 な ユ ニ ッ ト は 、 相 溶 性 、 特 に 安 定 性 を ラ イ ブ ラ リ ー 成 分 に 付 与 す る 相

溶 性 で 選 択 さ れ る 。 多 成 分 試 剤 の 成 分 は 、 化 合 物 の 使 用 、 及 び 成 分 が 化 合 物 の 所 期 の 使 用

に 及 ぼ す 効 果 に 関 し て 選 択 さ れ る 必 要 も あ る 。

【 ０ ２ ０ ５ 】

　 タ ン パ ク 質 標 的 の 特 定 の ア ミ ノ 基 に 対 す る 反 応 性 が ラ イ ブ ラ リ ー の 他 の メ ン バ ー に 比 べ

て 増 加 し た ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー を 、 前 述 し た よ う に ラ イ ブ ラ リ ー の サ イ ズ に 応 じ て 同

定 す る に は 、 ラ イ ブ ラ リ ー の メ ン バ ー の 全 部 又 は 一 部 分 を 、 適 切 な 反 応 媒 体 中 で 純 粋 な 標

的 タ ン パ ク 質 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 媒 体 は 、 標 的 化 合 物 の 性 質 及 び 標 的 化 合 物 に

結 合 す る た め に 対 象 三 要 素 試 剤 が 使 用 さ れ る 環 境 に 応 じ て 、 広 範 囲 に 変 わ る 。 大 体 に お い

て 、 媒 体 は 極 性 、 特 に 水 性 で あ り 、 対 象 化 合 物 が 使 用 さ れ 、 タ ン パ ク 質 の 生 物 活 性 を 維 持

す る こ と が で き る 究 極 的 な 環 境 に 更 に き わ め て 似 る よ う に 緩 衝 又 は そ う で な け れ ば 改 変 さ

れ て い て も よ い 。 標 的 タ ン パ ク 質 及 び ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 濃 度 は 、 通 常 は 経 験 的 に 決

定 し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 様 々 な メ ン バ ー 間 の 区 別 を 最 適 化 す る よ う に 広 範 囲 に 変 え て も よ

い 。 一 般 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ の た め に は 、 標 的 化 合 物 の 濃 度 は 、 約 0.05～ 5nMの 範 囲 、 好

ま し く は 約 0.1～ 1.0nMの 範 囲 で あ り 、 ラ イ ブ ラ リ ー の 濃 度 は 、 約 10～ 150nMの 範 囲 、 好 ま

し く は 約 50～ 100nMの 範 囲 、 よ り 好 ま し く は 約 75～ 85nMの 範 囲 で 変 わ る 。

【 ０ ２ ０ ６ 】

　 反 応 温 度 は 、 系 の 成 分 の 安 定 性 と 両 立 す る 広 範 囲 に わ た っ て 変 え て も よ く 、 し ば し ば 室

温 又 は 対 象 化 合 物 が 使 用 さ れ る 環 境 の 温 度 で あ る 。 対 象 組 成 物 が 生 理 的 に 使 用 さ れ る 程 度

ま で 、 温 度 は 、 一 般 に 約 10～ 45℃ の 範 囲 、 よ り 普 通 は 約 37℃ で あ る 。

【 ０ ２ ０ ７ 】

　 ラ イ ブ ラ リ ー の 様 々 な メ ン バ ー に よ っ て 示 さ れ る 標 的 に 対 す る 反 応 性 の 決 定 は 、 反 応 が

開 始 さ れ た 後 に 単 一 の 時 点 又 は 複 数 の 時 点 で (ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 各 々 を 区 別 す る )遊

離 さ れ た 可 変 性 要 素 の 組 成 を 決 定 す る こ と に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 大 体 に お い て 、 反

応 が 開 始 さ れ た 後 、 最 も 早 期 に 遊 離 さ れ た そ れ ら の 可 変 性 要 素 は 、 そ の 標 的 タ ン パ ク 質 に

対 し て 最 大 の 反 応 性 を 示 す 可 能 性 が あ る も の で あ る 。 通 常 は 、 反 応 を 、 遊 離 さ れ た 可 変 性

要 素 が そ れ ら の 迅 速 な 決 定 及 び 区 別 を 可 能 に す る の に 十 分 な 集 団 に な る ま で 進 行 さ せ て お

く 。 脱 離 基 の 構 造 に よ っ て 、 各 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 識 別 さ れ る が 、 脱 離 基 は 、 質 量 分

析 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば HPLC、 TLC等 を 含 め て 、 あ ら ゆ る 好 都 合

な 手 段 に よ っ て 分 析 す る こ と が で き 、 適 切 な 場 合 に は 、 次 い で 、 分 離 さ れ た 成 分 を シ ー ケ

ン ス す る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー の 一 定 分 量 が 複 数 使 用 さ れ る 場 合 、 次 い で 、 好 ま し

い 反 応 性 を 実 証 す る そ れ ら の シ ー ケ ン ス を 、 そ の 後 の 決 定 に お い て 組 み 合 わ せ て 、 直 接 比

較 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ０ ８ 】

　 標 的 タ ン パ ク 質 に 共 有 結 合 す る こ と に な る 単 位 を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン

グ は 、 通 常 連 続 す る 二 工 程 で 行 わ れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 過 程 の 第 1の 工 程 は 、 標 的 タ ン パ

ク 質 を ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 。 反 応 は 、 プ ー ル に 分 割 さ れ た 、 又

は 化 合 物 1個 当 た り 1ウ ェ ル を 使 用 し て 空 間 的 に 分 離 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 し て 溶 液 状

態 で 実 施 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ン の 第 1の 工 程 は 、 1粒 の ビ ー

ズ に 1個 の 化 合 物 (OBOC)モ チ ー フ (one bead-one compound (OBOC) motif)を 使 用 し て 、 固
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体 支 持 体 上 の ラ イ ブ ラ リ ー で 実 施 す る こ と も で き る 。

【 ０ ２ ０ ９ 】

　 ラ イ ブ ラ リ ー 反 応 は 、 典 型 的 に は 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン プ レ ー ト の ウ ェ ル 中 、 室 温 又 は 37℃

(に 限 ら な い が )で 行 わ れ る 。 指 定 さ れ た ウ ェ ル は 、 典 型 的 に は 適 切 な 組 成 を 有 し 、 標 的 タ

ン パ ク 質 の 天 然 の 生 物 学 的 構 造 及 び 機 能 を 維 持 す る pHの 緩 衝 液 中 に 0.1～ 1μ Mの 濃 度 で 存

在 す る 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 。

【 ０ ２ １ ０ 】

　 溶 液 標 識 反 応 は 、 D MSO、 D MF、 又 は CH 3 CN中 に ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 含 有 す る 一 定 分 量

を 添 加 す る こ と に よ っ て 開 始 さ れ て 、 プ ー ル 中 で ス ク リ ー ニ ン グ す る と き 全 ラ イ ブ ラ リ ー

の 典 型 的 な 濃 度 80μ M(2% D MSO)、 ま た 空 間 的 に 分 離 さ れ た フ ォ ー マ ッ ト 中 で 5μ M(2% D MSO

)ま で が 得 ら れ る 。 標 識 反 応 は 、 指 定 時 間 で 終 結 さ せ る 。 そ の 時 間 は 、 自 動 化 を 使 用 し て 5

秒 と 短 く 、 又 は 適 当 な ク エ ン チ 試 薬 (す な わ ち 、 チ オ エ ス テ ル を ク エ ン チ す る た め の ヒ ド

ロ キ シ ル ア ミ ン )を 添 加 す る こ と に よ っ て 1時 間 よ り 長 い こ と が あ る 。 或 い は 、 pHを 実 質 的

に 下 げ る こ と に よ っ て 、 反 応 を 終 結 さ せ て も よ い 。

【 ０ ２ １ １ 】

　 固 相 技 術 を 使 用 す る 標 識 反 応 の ス ク リ ー ン は 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー に 連 結 し て い る ビ

ー ズ を タ ン パ ク 質 溶 液 と 混 合 す る こ と に よ っ て 開 始 さ れ る 。 3つ の 方 法 を 使 用 し て 、 タ ン

パ ク 質 標 識 化 を 促 進 す る こ と が で き る 。 第 1の 選 択 肢 に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー 全 体 と 好 ま

れ る 生 物 学 的 分 子 と の 反 応 が 単 一 の 反 応 容 器 中 に お い て 可 能 に な る 。 第 2の 可 能 性 は 、 ビ

ー ズ の ラ イ ブ ラ リ ー 全 体 を プ ー ル に 分 け 、 タ ン パ ク 質 に 対 し て 各 プ ー ル を 別 々 に ス ク リ ー

ニ ン グ す る こ と を 含 む 。 第 3の 手 法 は 、 各 ビ ー ズ を 単 一 の ウ ェ ル に 入 れ る こ と を 必 要 と し

、 し た が っ て タ ン パ ク 質 標 識 化 が 空 間 的 に 分 離 さ れ た 方 式 で 実 施 さ れ る 。 固 体 支 持 体 上 の

ラ イ ブ ラ リ ー の 場 合 に は 、 ビ ー ズ 上 の ラ イ ブ ラ リ ー か ら タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 緩 衝 液 を 単

に ろ 過 す る だ け で 反 応 を 終 結 す る こ と が で き る 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 検 出 は 以 下 の 通 り 実 施

す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ １ ２ 】

　 古 典 的 サ ン ド イ ッ チ 酵 素 結 合 免 疫 測 定 法 (ELISA)に お け る ビ オ チ ン を 用 い て 、 市 販 の ビ

オ チ ン プ ロ ー ブ と ア ジ ド 標 識 タ ン パ ク 質 の 反 応 を 介 し て 共 有 結 合 を 検 出 す る こ と が で き る

。 簡 潔 に 言 え ば 、 標 的 タ ン パ ク 質 及 び 大 部 分 の そ の ラ イ ブ ラ リ ー 修 飾 さ れ た 形 態 を 特 異 的

に 結 合 さ せ る 抗 体 で 、 ポ リ ス チ レ ン 96ウ ェ ル プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る 。 各 反 応 混 合 物

の 一 部 分 を 、 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト の 対 応 す る ウ ェ ル に 移 し /ろ 過 し 、 標 的

タ ン パ ク 質 を 抗 体 と 共 に 室 温 で 少 な く と も 2時 間 、 又 は 4℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 次

い で 、 プ レ ー ト を 空 に し 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水 (PBS、 10m M Pi、 pH 7.4、 137m M NaCl、 2.7m M

 KCl)と 0.05% Tween 20を 共 に 使 用 し て 10回 洗 浄 す る 。 こ の 洗 浄 手 順 に よ っ て 、 抗 体 に 結

合 し て い な い す べ て の 試 薬 が ウ ェ ル か ら 除 去 さ れ る 。 ビ オ チ ン -DIBCO試 薬 等 の ビ オ チ ン 種

と 反 応 し た 後 、 次 い で 、 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る 溶 液 を 洗 浄 し た ウ ェ ル に 添 加 し 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン コ ン ジ ュ

ゲ ー ト の ビ オ チ ン 化 タ ン パ ク 質 (今 度 は 、 捕 獲 抗 体 に 結 合 し て い る )へ の 結 合 が 30分 後 に 完

了 す る 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 オ ル ト -フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 又 は ABTS(

2,2'-ア ジ ノ ビ ス [3-エ チ ル ベ ン ズ チ ア ゾ リ ン -6-ス ル ホ ン 酸 ]-ジ ア ン モ ニ ウ ム 塩 )を ペ ル オ

キ シ ダ ー ゼ 酵 素 の 基 質 と し て 添 加 し て 、 各 ウ ェ ル 中 に 存 在 し て い る コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 の

視 覚 的 尺 度 を も た ら す 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 は 、 ウ ェ ル 中 の 修 飾 標 的 タ ン パ ク 質 の 量 に 比

例 し て い る 。 各 ウ ェ ル の 光 学 密 度 を 測 定 し 、 得 ら れ た 値 を コ ン ピ ュ ー タ の ス プ レ ッ ド シ ー

ト に 記 録 し 、 分 析 す る 。

【 ０ ２ １ ３ 】

　 し た が っ て 、 ス ク リ ー ニ ン グ の ELISA法 は 、 検 出 可 能 な 付 加 体 に 変 換 す る こ と が で き る

直 交 反 応 性 単 位 (ORE)の 測 定 に 適 用 可 能 で あ る (例 え ば 、 ア セ チ レ ン 又 は ア ジ ド を 、 当 技 術

分 野 に お い て 公 知 で あ る 標 準 方 法 に よ っ て 測 定 可 能 な ト リ ア ゾ ー ル 付 加 体 に 変 換 す る こ と

が で き る (ELISA(例 え ば 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 方 法 を ジ ベ ン ゾ シ ク ロ オ ク チ ン と 併 せ

て 、 ア ジ ド 標 識 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る 方 法 。 類 似 し た NIR測 定 、 蛍 光 等 も 用 い る こ と が で

10

20

30

40

50



(53) JP  2019-518017  A   2019.6.27

き る (Fluorogenic click reaction. Le Droumaguet C、 Wang C、 Wang Q. Chem Soc Rev.

2010、 39 (4):1233～ 9ペ ー ジ ))。 OREの 結 合 に よ っ て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に お い て 好 ま

れ る 柔 軟 性 が も た ら さ れ る 。 OREで 修 飾 さ れ た 生 物 学 的 分 子 を 、 ビ オ チ ン 含 有 フ ォ ー マ ッ

ト に 容 易 に 変 換 し 、 上 記 の よ う な 手 法 で ア ッ セ イ す る こ と が で き る 。 代 替 ス ク リ ー ン は 蛍

光 を 利 用 す る こ と が で き る 。 ア ル キ ン 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 蛍 光 標 識 タ ン パ ク 質 を 生 成 す る

市 販 の 試 薬 と 反 応 す る こ と が で き る 。 サ ン ド イ ッ チ ELISAの 修 飾 は 、 そ の よ う な 付 加 体 の

検 出 に お い て 実 行 す る こ と が で き る 。 ア ジ ド 標 識 タ ン パ ク 質 を 捕 獲 す る た め の ジ ベ ン ゾ シ

ク ロ オ ク チ ン の 使 用 は 、 特 に 強 力 な 方 法 で あ る 。

【 ０ ２ １ ４ 】

　 以 下 の 単 純 な 例 を 挙 げ れ ば 、 適 切 な 方 法 を 適 用 す る 一 例 を 示 す に は 十 分 で あ る 。 簡 潔 に

言 え ば 、 標 的 タ ン パ ク 質 及 び そ の 修 飾 さ れ た 形 態 を 特 異 的 に 結 合 さ せ る 抗 体 で 、 ポ リ ス チ

レ ン 96ウ ェ ル プ レ ー ト を コ ー テ ィ ン グ す る 。 次 い で 、 ア ジ ド 標 識 抗 体 と DIBCOベ ー ス の プ

ロ ー ブ と の 反 応 に 由 来 す る 蛍 光 又 は NIR標 識 抗 体 と の 混 合 物 を 抗 体 で コ ー テ ィ ン グ さ れ た

プ レ ー ト の 対 応 す る ウ ェ ル に 移 す こ と が で き 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 抗 体 へ の 結 合 が 室 温 で 少

な く と も 2時 間 、 又 は 4℃ で 終 夜 行 わ れ る 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 空 に し 、 リ ン 酸 緩 衝 食 塩 水

(PBS、 10m M Pi、 pH 7.4、 137m M NaCl、 2.7m M KCl)と 0.05% Tween 20を 共 に 使 用 し て 10回

洗 浄 す る 。 こ の 洗 浄 手 順 に よ っ て 、 共 有 結 合 し て い な い 蛍 光 材 料 が 除 去 さ れ る 。 各 ウ ェ ル

の 蛍 光 を 測 定 し 、 得 ら れ た 値 を コ ン ピ ュ ー タ の ス プ レ ッ ド シ ー ト に 記 録 し 、 分 析 す る 。

【 ０ ２ １ ５ 】

　 反 応 性 チ オ エ ス テ ル ラ イ ブ ラ リ ー を 利 用 す る と き 、 チ オ ー ル 特 異 的 蛍 光 プ ロ ー ブ を 使 用

し て 、 反 応 の 進 行 を モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 固 体 支 持 体 上 の ラ イ ブ ラ リ ー を 用 い て 実

施 す る ス ク リ ー ン で は 、 タ ン パ ク 質 で の 処 理 後 に 形 成 さ れ る 遊 離 チ オ ー ル を 、 当 技 術 分 野

に お い て 公 知 で あ る 蛍 光 剤 に よ っ て 捕 捉 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 蛍 光 ビ ー ズ を 非 蛍 光

ビ ー ズ か ら 分 離 す る こ と が で き 、 次 い で 、 会 合 し て い る ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 構 造 を 質

量 分 析 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ １ ６ 】

　 質 量 分 析 (MS)を 検 出 方 法 と し て 実 行 す る と 、 タ ン パ ク 質 の 標 識 状 態 に 関 す る デ ー タ を 直

接 に 同 時 収 集 す る こ と が 可 能 に な る 。 本 発 明 者 ら が 発 明 し た MSス ク リ ー ン は 、 標 的 タ ン パ

ク 質 の 標 識 化 の 程 度 に 関 す る 迅 速 な 情 報 を 送 達 し 、 標 識 を 担 う 単 位 を 迅 速 か つ 明 確 に 決 定

す る 。

【 ０ ２ １ ７ 】

　 反 応 す る プ ー ル の 反 応 経 過 を 、 質 量 分 析 を 用 い て モ ニ タ ー す る と 、 標 識 化 の 程 度 と 標 識

用 単 位 の 両 方 に 関 す る 価 値 あ る 情 報 を 送 達 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 あ る 特 定 の

プ ー ル に お け る 2つ の ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー が 同 じ 質 量 を も た な い プ ー ル を 設 計 す る 。 プ

ー ル を 反 応 の 前 後 に 分 析 (M ALDI/ESI)し て 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の ピ ー ク 強 度 の 変 化 を

決 定 す る 。 強 度 の 顕 著 な 低 下 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 高 反 応 性 と 関 連 す る 。

【 ０ ２ １ ８ 】

　 空 間 的 に 分 離 さ れ た 単 位 を 使 用 し て 、 標 識 反 応 が 溶 液 状 態 で 実 施 さ れ る と き 、 方 法 を 完

全 に 自 動 化 す る こ と が で き る 。 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー を 384ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル に 分

配 し た 後 、 タ ン パ ク 質 溶 液 を 添 加 す る こ と が で き る 。 特 定 の 時 間 は 5秒 と 短 く 、 又 は 1時 間

よ り 長 く で も よ い が 、 特 定 の 時 間 に お い て 、 pHを 下 げ る こ と に よ っ て 、 反 応 を 終 結 す る こ

と が で き る (試 料 を M ALDIマ ト リ ッ ク ス と 混 合 し 、 そ れ ら を 個 別 に M ALDIプ レ ー ト の 384ス ポ

ッ ト に 移 す こ と に よ っ て 実 現 さ れ る )。 タ ン パ ク 質 標 識 化 の 程 度 及 び ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ

ー の 構 造 特 性 に 関 す る 情 報 を 送 達 す る デ ー タ の 取 得 は 、 完 全 に 自 動 化 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ １ ９ 】

　 固 体 支 持 体 上 で 行 わ れ る ス ク リ ー ン で は 、 ア ン モ ニ ア で 切 断 可 能 な ラ イ ブ ラ リ ー を 調 製

す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 場 合 に 、 溶 液 状 態 で は な く ビ ー ズ 上 の ラ イ ブ ラ リ ー が ウ ェ

ル を 占 め る 点 以 外 は 上 記 の よ う に 、 方 法 を 自 動 化 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 を 含 有 す

る 可 溶 性 媒 体 を ビ ー ズ と の 接 触 か ら 分 離 し 、 各 ウ ェ ル か ら の そ の よ う な 試 料 を 質 量 分 析 (M

ALDI/ESI)に か け て 、 タ ン パ ク 質 標 識 化 の 程 度 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 反 応 を 終 結 す る
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こ と が で き る 。 最 も 高 度 に 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を 生 成 し た 試 料 を そ れ ら の ホ ス ト ウ ェ ル

と 関 連 付 け る こ と に よ っ て 、 次 い で 、 ア ン モ ニ ア を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 そ の 中 の ラ イ

ブ ラ リ ー 単 位 を そ れ ら の 会 合 し て い る ビ ー ズ か ら 切 断 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 遊 離 さ

れ た 単 位 の 構 造 分 析 (M ALDI/ESI)を 実 施 し て 、 速 い 標 識 物 質 を 同 定 す る こ と が で き 、 次 い

で 、 そ の 反 応 性 及 び 特 異 性 を 確 認 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ２ ０ 】

　 対 象 親 和 性 標 識 化 合 物 を 従 来 の 方 法 に 従 っ て 合 成 す る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び オ リ ゴ

ペ プ チ ド を 合 成 す る た め の 合 成 装 置 が 市 販 さ れ て い る 。 以 上 に 引 用 し た 参 考 文 献 を 参 照 の

こ と 。 様 々 な 従 来 の 化 学 的 性 質 を 用 い る こ と が で き る 。 官 能 基 、 リ ン カ ー 、 及 び OREの 性

質 に 応 じ て 、 分 子 を 合 理 的 な 収 率 で 、 か つ 複 合 混 合 物 を 形 成 す る こ と な く 合 成 す る こ と が

で き る 合 成 戦 略 が 考 案 さ れ る 。 特 定 の 合 成 戦 略 は 、 経 験 的 に か つ 個 々 別 々 に 決 定 さ れ る 。

様 々 な 化 合 物 を 組 み 合 わ せ る 方 法 は 文 献 で 周 知 で あ り 、 有 利 に 用 い る こ と が で き る 。 ペ イ

ロ ー ド の 前 駆 体 、 特 に 薬 物 の プ ロ ド ラ ッ グ が 公 知 で あ る 場 合 、 プ ロ ド ラ ッ グ は し ば し ば 、

ペ イ ロ ー ド を 有 す る 第 2の 種 中 に お け る 連 結 基 及 び OREの 性 質 を 示 す 。

【 ０ ２ ２ １ 】

　 タ ン パ ク 質 に 架 橋 し て い る ペ イ ロ ー ド を 含 む 対 象 生 成 物 は 、 生 理 学 的 に 投 与 さ れ る と き

、 ボ ー ラ ス と し て 投 与 す る こ と が で き る が 、 定 量 フ ロ ー (metered flow)を 使 用 し た 輸 注 等

に よ っ て ゆ っ く り 時 間 を か け て 導 入 す る こ と が で き る 。 或 い は 、 好 ま し く な い が 、 血 液 を

ホ ス ト か ら 取 り 除 き 、 親 和 性 標 識 化 合 物 と ex vivoで 接 触 さ せ 、 ホ ス ト に 戻 し て も よ い 。

し か し 、 投 与 方 法 は 特 定 の 用 途 に 依 存 し て お り 、 ペ イ ロ ー ド 又 は タ ン パ ク 質 の 作 用 の 中 心

及 び 薬 剤 特 性 に 依 存 す る こ と が あ る 。 生 理 学 的 に 許 容 さ れ る 媒 体 、 例 え ば 脱 イ オ ン 水 、 リ

ン 酸 緩 衝 食 塩 水 、 生 理 食 塩 水 、 マ ン ニ ト ー ル 、 水 性 グ ル コ ー ス 、 ア ル コ ー ル 、 植 物 油 等 中

の 架 橋 生 成 物 が 投 与 さ れ る 。 望 む な ら 、 2回 以 上 の 注 射 を 使 用 す る こ と が で き る が 、 通 常

は 単 回 注 射 が 用 い ら れ る 。 架 橋 生 成 物 を 注 射 器 、 カ テ ー テ ル 等 を 含 め て あ ら ゆ る 好 都 合 な

手 段 で 投 与 す る こ と が で き る 。 特 定 の 投 与 様 式 は 、 単 回 ボ ー ラ ス 投 与 せ よ 、 逐 次 投 与 に せ

よ 、 又 は 連 続 投 与 等 に せ よ 、 投 与 さ れ る 量 に 応 じ て 変 わ る 。 導 入 部 位 が 本 発 明 に と っ て 重

要 で な い 場 合 、 投 与 は 、 血 管 内 、 好 ま し く は 急 速 な 血 流 が 存 在 す る 部 位 、 例 え ば 静 脈 内 、

末 梢 又 は 中 心 静 脈 で 投 与 さ れ る こ と が 多 い 。 意 図 は 、 投 与 さ れ た 化 合 物 が 脈 管 系 に お い て

そ の 中 の 標 的 分 子 と 反 応 す る こ と が で き る よ う に 効 率 的 に 分 配 さ れ る こ と で あ る 。

【 ０ ２ ２ ２ 】

　 架 橋 生 成 物 の 投 与 量 は 、 用 い ら れ る 特 異 的 単 位 に 依 存 し 、 し た が っ て 重 要 な 単 位 の 有 害

作 用 が あ る 場 合 は そ れ 自 体 、 求 め ら れ て い る 効 能 、 化 合 物 の 血 管 成 分 に よ る 破 壊 に 対 す る

感 度 、 投 与 経 路 等 に 依 存 し て い る 。 必 要 に 応 じ て 、 架 橋 生 成 物 の 投 与 量 は 、 経 験 的 に 決 定

す る こ と が で き 、 最 初 に 通 常 投 与 さ れ る 投 与 量 の 小 倍 数 (small multiple)を 使 用 し て 、 得

ら れ る 経 験 が 豊 か に な る に つ れ て 、 投 与 量 を 増 強 す る 。 投 与 量 は 、 一 般 に 1ng/Kg～ 10mg/K

gの 範 囲 で あ り 、 通 常 は 前 臨 床 及 び 臨 床 試 験 に お い て 提 供 さ れ る よ う に 公 知 の 方 式 に 従 っ

て 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。

【 ０ ２ ２ ３ 】

標 的 化 動 的 標 識 用 ラ イ ブ ラ リ ー 及 び ト レ ー ス レ ス 親 和 性 標 識

　 前 述 の 説 明 は 、 主 に 親 和 性 要 素 が オ リ ゴ マ ー 官 能 基 の み を 含 有 す る ラ イ ブ ラ リ ー に 基 づ

き 、 標 的 タ ン パ ク 質 に 対 す る リ ガ ン ド に つ い て の 情 報 は 本 質 的 に 存 在 し て い な い 。 そ の よ

う な ラ イ ブ ラ リ ー は 、 ア ミ ノ 酸 を い く つ か の 可 変 性 位 置 の う ち で ラ ン ダ ム 化 す る こ と に よ

っ て 構 築 さ れ 、 タ ン パ ク 質 の 不 偏 な 第 一 選 択 ス ク リ ー ン を 表 す と い う 点 で 「 ユ ニ バ ー サ ル

」 動 的 標 識 用 ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 特 異 的 部 位 へ の 結 合 決 定 因 子 が 利 用 可 能 で あ る と き 、

ラ イ ブ ラ リ ー に お い て そ の よ う な 公 知 の 親 和 性 (ペ プ チ ジ ル 又 は 非 ペ プ チ ジ ル )要 素 を 取 り

込 み 又 は 組 み 立 て る こ と が 好 都 合 で あ る 。 そ れ ら を 可 変 性 (例 え ば 、 ペ プ チ ジ ル )要 素 と 組

み 合 わ せ て 、 親 和 性 基 の 不 変 的 な 特 徴 と す る こ と に よ っ て 、 ラ イ ブ ラ リ ー は 、 標 的 タ ン パ

ク 質 部 位 を 本 質 的 に 標 的 に し 、 そ れ ら に 偏 向 し て い る 。 こ の シ ナ リ オ で は 、 コ ン ビ ナ ト リ

ア ル ラ イ ブ ラ リ ー の 全 体 の 複 雑 性 を 低 減 す る こ と が で き 、 一 方 で は ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー

の タ ン パ ク 質 標 的 に 対 す る 親 和 性 が 増 強 す る 。
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【 ０ ２ ２ ４ 】

リ フ ォ ー マ ッ ト 又 は 再 改 変 さ れ た 親 和 性 標 識

　 動 的 標 識 用 ラ イ ブ ラ リ ー の 特 有 の 特 徴 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て い る 単

位 が ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー (又 は 、 代 替 的 に ト レ ー ス レ ス 親 和 性 標 識 )に 由 来 す る こ と で あ

る 。 こ の 特 徴 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た タ ン パ ク 質 に は 現 れ な い 非 常 に 多 様 な 結 合 決 定 因

子 が 親 和 性 標 識 に 存 在 す る こ と が 可 能 に な る と い う 点 で 、 標 識 化 に と っ て 最 も 重 要 な も の

で あ る 。 こ の 設 計 要 素 は 、 極 め て 複 雑 で あ り 、 機 能 的 役 割 も 望 ま し い 特 性 も も た な い 外 来

要 素 と 等 し い 場 合 が 多 い 結 合 決 定 因 子 の 保 持 に つ な が る 手 法 に 比 べ て 大 き な 利 点 を も た ら

す 。

【 ０ ２ ２ ５ 】

　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ラ イ ブ ラ リ ー ス ク リ ー ニ ン グ に よ っ て せ よ 、 又 は こ れ ま で 結 合

決 定 因 子 を 標 的 タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 親 和 性 標 識 の 革 新 的 な リ フ ォ ー マ ッ テ

ィ ン グ に よ っ て に せ よ 、 抗 体 等 の 標 的 タ ン パ ク 質 の OREに よ る 部 位 選 択 的 標 識 化 を 対 象 と

す る だ け で は な い 。

【 ０ ２ ２ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 の 具 体 例 を 提 供 す る :IgG抗 体 の ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ポ ケ ッ ト (NBP)

を 標 的 と す る 抗 体 の ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー 。 こ れ ら の 例 に よ っ て 、 親 和 性 基 を 利 用 し て 、

生 成 物 の 完 全 性 を 損 な う こ と な く ト レ ー ス レ ス 部 位 選 択 的 標 識 化 を 達 成 す る こ と が で き る

と い う 原 理 が 誘 起 さ れ る 。

【 ０ ２ ２ ７ 】

　 こ の 手 法 は 、 す べ て の 免 疫 グ ロ ブ リ ン Fabア ー ム に 存 在 す る ヌ ク レ オ チ ド 結 合 ポ ケ ッ ト (

NBP)を 同 定 し た Rajagopalanら の 所 見 (下 記 の PubMed Com monsの コ メ ン ト 、 Proc Natl Acad

 Sci U S A.、 1996年 6月 11日 ; 93(12): 6019～ 24ペ ー ジ 、 Novel unconventional binding

 site in the variable region of im munoglobulinsを 参 照 の こ と )を 基 礎 に 置 く も の で あ

る 。 こ の 高 度 に 保 存 さ れ た ポ ケ ッ ト は 、 す べ て の 抗 体 ア イ ソ タ イ プ の 可 変 軽 鎖 (VL)と 可 変

重 鎖 (V H)の ド メ イ ン と の 間 に 位 置 し て い る 。 in silicoド ッ キ ン グ 研 究 を 通 し て 、 Handlog

tenら は 、 イ ン ド ー ル -3-酪 酸 (4-(3-イ ン ド リ ル )酪 酸 )を 、 1～ 8μ Mの 範 囲 の K d を 有 す る NBP

に 結 合 し 、 結 合 親 和 性 が 抗 体 に 依 存 し て い る 化 合 物 と 同 定 し た 。 Alvesら は 、 IgGの NBP内

に お け る 特 異 的 残 基 に 架 橋 す る イ ン ド ー ル 基 に 頼 る U V光 架 橋 方 法 を 報 告 し た 。 Alves, N.

J.ら 、 (2013) Oriented antibody im mobilization by site-specific U V photocrosslink

ing of biotin at the conserved nucleotide binding site for enhanced antigen dete

ction. Biosens. Bioelectron. 49、 387～ 393ペ ー ジ ;Handlogten, M. W.ら 、 (2011) Desi

gn of a heterobivalent ligand to inhibit IgE clustering on mast cells. Chem. Bio

l. 18、 1179～ 1188ペ ー ジ 。 (26)Alves, N. J.ら 、 (2012) Small-molecule-based affinit

y chromatography method for antibody purification via nucleotide binding site ta

rgeting. Anal. Chem. 84、 7721～ 8ペ ー ジ 及 び そ の 中 の 参 考 文 献 。

【 ０ ２ ２ ８ 】

　 Handlogtenら に 続 い て 、 Lacら は 、 部 位 特 異 的 ラ イ ゲ ー シ ョ ン を Fabド メ イ ン の NBPに 対

す る 特 異 性 で あ る と 述 べ た (Covalent Chemical Ligation Strategy for Mono- and Polyc

lonal Im munoglobulins at Their Nucleotide Binding Sites、 Lacら 、 2016 Bioconjugat

e Chem. 159～ 169ペ ー ジ )。

【 ０ ２ ２ ９ 】

　 こ れ ら の 研 究 者 ら は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 に 対 し て 部 位 特

異 的 誘 導 体 化 剤 と し て 使 用 す る こ と が で き る ジ ペ プ チ ド と 同 じ く ら い 短 い ペ プ チ ド を 使 用

し て 、 親 和 性 要 素 の 同 定 用 の イ ン ド ー ル ベ ー ス の 5-フ ル オ ロ -2,4-ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 誘 導

体 化 OBOCペ プ チ ド ラ イ ブ ラ リ ー を 開 発 す る こ と に よ っ て 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン の Fabア ー ム に

お け る 報 告 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド -結 合 ポ ケ ッ ト (NBP)を 利 用 し た 。 こ の 手 法 の 主 な 不 利 な 点

は 、 基 質 の サ イ ズ 及 び 構 造 、 そ の 標 識 抗 体 の 保 持 、 及 び 潜 在 的 ハ プ テ ン (ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ

ン )の 存 在 と 関 係 付 け ら れ る 。

【 ０ ２ ３ ０ 】
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　 実 に 、 そ の よ う な 種 は 、 本 発 明 の 対 象 で あ る ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー と し て 再 改 変 す る こ

と が で き る 。 ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー は 、 以 下 の 理 由 で Lacら の 手 法 に 比 べ て は っ き り し た

利 点 を も た ら す 。 (1)最 終 生 成 物 に お い て 機 能 的 目 的 を も た な い 親 和 性 要 素 は 、 脱 離 基 の

一 部 分 と し て 遊 離 さ れ る (そ れ は 、 普 通 は 低 分 子 副 産 物 で あ り 、 タ ン パ ク 質 又 は 抗 体 コ ン

ジ ュ ゲ ー ト か ら 容 易 に 分 離 さ れ る )、 (2)事 実 上 あ ら ゆ る ペ イ ロ ー ド に 容 易 に コ ン ジ ュ ゲ ー

ト す る こ と が で き る 構 造 的 に 単 純 な 単 位 の み が 、 抗 体 に 転 移 さ れ る 、 (3)ニ ト ロ ベ ン ゼ ン

部 分 、 潜 在 的 に 毒 性 の あ る ハ プ テ ン 、 望 ま し く な い 化 学 官 能 基 は 、 結 合 に 必 要 と さ れ な い

。

【 ０ ２ ３ １ 】

　 し た が っ て 、 Lacら の リ ン カ ー に よ っ て 付 与 さ れ た と 言 わ れ て い る 選 択 性 に も か か わ ら

ず 、 リ ン カ ー が 、 本 質 的 な 標 識 に 加 え て 、 イ ン ド ー ル 、 ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ノ イ ド 、 及 び ペ プ

チ ド 官 能 基 と 共 に 最 終 生 成 物 中 に 保 持 さ れ て い る と い う こ と は 、 い く つ か の 潜 在 的 問 題 を

伴 う 。 第 1に 、 追 加 の 官 能 基 は 、 究 極 的 に 意 図 さ れ た 潜 在 的 治 療 効 果 の い ず れ か を 損 な う

恐 れ が あ る 代 謝 的 攻 撃 点 を 表 す 。 第 2に 、 ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ノ イ ド 部 分 の 潜 在 的 毒 性 作 用 は

、 更 に 考 慮 す べ き 事 柄 で あ る 。 第 3に 、 リ ン カ ー の 複 雑 な 構 造 的 特 徴 は 、 結 合 さ れ た 治 療

用 ペ イ ロ ー ド の 生 物 活 性 を 損 な う こ と な く 収 容 さ れ な け れ ば な ら な い 。 こ の 要 件 は 、 そ の

有 用 性 の 広 が り を 制 限 す る 可 能 性 が あ り 、 リ ン カ ー /ペ イ ロ ー ド の 各 組 合 せ に つ い て 多 く

の 労 力 を 必 要 と す る カ ス タ マ イ ズ を 必 要 と す る こ と が あ る 。

【 ０ ２ ３ ２ 】

　 し た が っ て 、 保 存 部 位 を 多 数 の 多 様 な ペ イ ロ ー ド の ユ ニ バ ー サ ル な OREへ の 結 合 を 可 能

に す る 最 小 の 官 能 基 で 標 識 す る の は か な り 有 利 で あ る 。 し た が っ て 、 第 一 に 外 来 要 素 に よ

る 妨 げ の な い 最 小 の 官 能 基 を 有 す る ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー で 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 を も た

ら す よ う に 設 計 さ れ た リ ン カ ー 技 術 の 改 良 は 、 本 発 明 の 対 象 で あ る 。 本 発 明 で は 、 最 小 は

、 ア ル キ ル 、 ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 ペ プ チ ド 又 は ペ プ ト イ ド 鎖 に 連 結 し て い る ア ル キ ン 若

し く は シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 ニ ト ロ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 又 は テ ト ラ ジ ン 等 の ク リ

ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 官 能 基 と 定 義 さ れ る 。

【 ０ ２ ３ ３ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 (例 示 の た め に 、 例 示 的 な イ ン ド ー ル -ア ミ ン 2の リ ジ ン ε -ア ミ ノ 基

を 使 用 す る 、 こ こ で 、 X 1 X 2 X 3 X 4 X 5 X 6 X 7 X 8 は 最 大 で 8個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 表 し 、 Z=H、 又 は ニ

ト ロ 、 シ ア ノ 、 ス ル ホ ニ ル 、 カ ル ボ ニ ル 誘 導 体 等 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 電 子 求 引

性 基 (E W D)で あ る )に お い て 、 DFD NBを 、 最 初 に (1)に 由 来 す る フ ル オ リ ド の 置 換 に よ っ て 第

二 級 ア ミ ン (3)に 変 換 す る こ と が で き 、 こ こ で 、 ア ミ ノ 酸 は 保 護 さ れ た フ ォ ー マ ッ ト で あ

る 。 (場 合 に よ っ て は 、 イ ン ド ー ル 求 核 性 の 固 有 反 応 性 を E W D基 で モ ジ ュ レ ー ト し て 、 イ ン

ド ー ル 反 応 性 を 制 限 す る 必 要 が あ り う る )。 次 い で 、 得 ら れ た モ ノ フ ル オ リ ド (3)を ω -ア

ジ ド -ア ル キ ル カ ル ボ キ シ ラ ー ト 及 び ω -ア ジ ド -ア ル キ ル チ オ カ ル ボ キ シ ラ ー ト で 処 理 し

て 、 例 え ば 活 性 エ ス テ ル 及 び チ オ エ ス テ ル (4)を そ れ ぞ れ 得 る こ と が で き 、 ORE(Rに 含 有 さ

れ て い る )を 抗 体 標 的 に 部 位 特 異 的 に 転 移 さ せ る 。

【 ０ ２ ３ ４ 】
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【 化 ２ ２ 】

【 ０ ２ ３ ５ 】

　 本 発 明 の い く つ か の 実 施 形 態 は 、 原 理 的 に 、 ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー を 1,5-ジ フ ル オ ロ -2

,4-ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ((1)、 DFD NB)か ら 再 改 変 し て 、 一 般 構 造 (2a)に お い て 見 ら れ る よ う

な イ ン ド ー ル 含 有 フ レ ー ム ワ ー ク に 連 結 し て い る 潜 在 的 反 応 性 ア シ ル 化 剤 を 生 成 す る こ と

が で き る 方 法 を 示 す 。

【 ０ ２ ３ ６ 】
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【 化 ２ ３ 】

【 ０ ２ ３ ７ 】

　 第 2の 実 施 形 態 に お い て 、 (6)の フ ル オ リ ド は ニ ト ロ 基 に よ る 置 換 に よ っ て 活 性 化 さ れ て

い る の で 、 様 々 な 有 機 求 核 試 薬 に よ る 置 換 も 受 け や す く 、 ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー を も た ら

す 一 般 構 造 (7)の 活 性 エ ス テ ル へ の 経 路 が 存 在 す る 。 (4)の よ う な こ れ ら の 新 規 単 位 は 、 (7

)の ア シ ル 基 の み を 転 移 し 、 ア ル キ ン 、 例 え ば ジ ベ ン ゾ シ ク ロ ア ル キ ン を 有 す る よ う に 修

飾 さ れ た ペ イ ロ ー ド の 更 な る 結 合 の た め の ユ ニ バ ー サ ル な 手 が か り を も た ら す よ う に 設 計

さ れ て い る 。

【 ０ ２ ３ ８ 】
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【 化 ２ ４ 】

【 ０ ２ ３ ９ 】

　 前 述 の ア シ ル 化 剤 が ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ノ イ ド 官 能 基 に よ っ て 活 性 化 さ れ る 一 方 、 反 応 性 フ

ェ ノ ー ル ア シ ル 化 剤 (acylator)を 単 一 の ニ ト ロ 基 、 及 び カ ル ボ キ サ ミ ド 等 の 別 の 電 子 吸 引

性 官 能 基 で 精 巧 に 作 製 す る こ と も で き る 。 チ オ フ ェ ノ ー ル エ ス テ ル も 使 用 す る こ と が で き

る 。 例 え ば 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 で あ る 保 護 さ れ た フ ォ ー マ ッ ト の (2)で ア ミ ド を 形

成 し た 後 、 次 い で フ ェ ノ ー ル 及 び チ オ フ ェ ノ ー ル (8)～ (14)を 活 性 エ ス テ ル 及 び チ オ エ ス

テ ル と し て 官 能 化 す る こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は 、 抗 体 及 び リ ガ ン ド の 近 接 及 び 配 向

が 高 速 反 応 を 促 進 す る の で 、 フ ェ ノ ー ル 又 は チ オ フ ェ ノ ー ル 成 分 の 置 換 基 に よ る 活 性 化 が

不 必 要 な こ と が あ る 。

【 ０ ２ ４ ０ 】
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【 化 ２ ５ 】

【 ０ ２ ４ １ 】

　 NBPを 標 的 と す る 部 位 特 異 的 標 識 剤 の 発 見 に よ っ て 変 更 す る こ と が で き る 本 発 明 の KLLラ

イ ブ ラ リ ー の 最 小 の 構 造 的 特 徴 は 、 イ ン ド ー ル -3-酪 酸 ア シ ル 基 、 ア ミ ノ ア ル キ ル 側 鎖 を

ペ プ チ ジ ル 親 和 性 要 素 の 一 部 分 と し て 含 有 す る ア ミ ノ 酸 、 及 び ア シ ル 化 剤 か ら な る 。 例 示

的 な プ ロ ト タ イ プ 分 子 は 、 リ ン カ ー の ア シ ル 化 単 位 の 一 部 分 と し て 利 用 す る こ と が で き る

市 販 の フ ェ ノ ー ル 及 び チ オ フ ェ ノ ー ル で あ り 、 図 11に 示 す も の で あ り 、 ト レ ー ス レ ス 標 識

剤 に 、 図 12～ 図 14に 示 す も の と の 類 似 性 に よ っ て 取 り 込 む こ と が で き る 。 場 合 に よ っ て は

、 標 識 用 単 位 と の 相 溶 性 の た め の イ ン ド ー ル 成 分 の 反 応 性 を 下 げ る た め に 、 ベ ン ゼ ノ イ ド

環 が 、 電 子 求 引 性 置 換 基 (E W D)、 Qで 置 換 さ れ て い る 。

【 ０ ２ ４ ２ 】

　 例 え ば 、 ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー の 第 5の 実 施 形 態 に お い て 、 最 終 の 標 識 タ ン パ ク 質 生 成

物 に は 現 れ な い 実 用 的 な 脱 離 基 を 含 有 す る ア シ ル 転 移 機 構 に よ る 選 択 的 標 識 用 の 例 示 的 な

分 子 は 、 図 12～ 図 14に 示 す 一 般 式 を 有 し 、 標 的 ラ イ ブ ラ リ ー メ ン バ ー の 構 造 、 及 び 抗 体 標

的 の 究 極 的 な 標 識 剤 を 表 す 。

【 ０ ２ ４ ３ 】

　 更 な る 実 施 形 態 は 、 部 分 標 識 -リ ン カ ー 構 造 (16)及 び (17)に お い て 一 般 化 さ れ 、 メ ル カ

プ ト ベ ン ズ ア ミ ド (15)と 比 較 さ れ る 。 一 般 に 、 抗 体 標 識 化 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 フ ェ ノ ー

ル 又 は チ オ フ ェ ノ ー ル 単 位 及 び 対 応 す る O-及 び S-芳 香 族 (チ オ )エ ス テ ル を 特 許 請 求 し 、 そ

れ ら に 、 共 有 結 合 の 化 学 的 性 質 を 使 用 し て ペ プ チ ド 成 分 の N末 端 ア ミ ノ 酸 側 鎖 を 架 橋 し た

。

【 ０ ２ ４ ４ 】
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【 化 ２ ６ 】

【 ０ ２ ４ ５ 】

　 OREが 抗 体 上 の 適 切 な 位 置 に あ る と 、 ペ イ ロ ー ド の 単 一 又 は 複 数 コ ピ ー を 、 当 技 術 分 野

に お い て 公 知 で あ る ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー パ ー ト ナ ー 間 の 生 体 直 交 反 応 に よ っ て 結 合 さ せ

る こ と が で き る (ア ル キ ン /ア ジ ド 、 シ ク ロ ア ル キ ン /ア ジ ド 、 テ ト ラ ジ ン /trans-シ ク ロ オ

ク テ ン )。 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー に よ る ペ イ ロ ー ド の 導 入 は 、 多 く の タ ン パ ク 質 カ ッ プ リ

ン グ 反 応 で 先 例 に よ っ て 十 分 に 支 持 さ れ て い る 。

【 ０ ２ ４ ６ 】

　 ペ イ ロ ー ド の 複 数 の コ ピ ー を 導 入 す る に は 、 本 発 明 の 態 様 で は 、 ペ プ チ ド 補 助 物 が 使 用

さ れ 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 反 応 を 使 用 し て 、 ペ イ ロ ー ド を 図 15の 一 般 構 造 Vで 表 さ れ る

補 助 物 に 結 合 さ せ る 。 そ の よ う な ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 官 能 基 は 、 通 常 は ペ プ チ ド フ レ ー

ム ワ ー ク 中 で プ ロ パ ル ギ ル グ リ シ ン 又 は ε -ア ジ ド リ ジ ン 内 に 含 有 さ れ て い る 。

【 ０ ２ ４ ７ 】

　 「 ク リ ッ ク 」 反 応 は 、 ペ プ チ ド 補 助 物 が タ ン パ ク 質 (抗 体 )上 に 縮 合 す る 前 又 は 後 に 、 そ

の ペ プ チ ド 補 助 物 上 で 実 行 す る こ と が で き る 。 構 成 成 分 シ ス テ イ ン も 補 助 物 中 で 用 い る こ

と が で き 、 ハ ロ ベ ン ジ ル 、 ハ ロ ア セ チ ル 、 及 び プ ロ パ ル ギ ル ハ ラ イ ド 処 理 と 、 そ の 後 に 続

く ア ジ ド と の 反 応 を 含 め て 、 様 々 な シ ス テ イ ン 反 応 性 標 識 選 択 肢 を 使 用 し て 、 ペ イ ロ ー ド

を 導 入 す る 。 ペ イ ロ ー ド の 結 合 も 干 渉 せ ず 、 又 は ペ イ ロ ー ド 官 能 基 も 損 な わ な い よ う に 、

合 成 シ ー ケ ン ス 全 体 に お い て 適 切 な 時 点 で 補 助 物 の N末 端 の ア シ ル 化 等 、 当 技 術 分 野 に お

い て 公 知 で あ る 方 法 に よ っ て 導 入 す る こ と が で き る 官 能 基 を 使 用 し て 、 ペ イ ロ ー ド を 有 す

る 補 助 物 を タ ン パ ク 質 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。

【 ０ ２ ４ ８ 】

　 複 数 の 多 様 な ペ イ ロ ー ド を 導 入 す る に は 、 シ ス テ イ ン 、 ホ モ シ ス テ イ ン 、 ア ジ ド -リ ジ

ン 、 プ ロ パ ル ギ ル グ リ シ ン 等 を 「 混 合 及 び 適 合 」 し て 、 図 16に 概 略 的 に 例 示 す る 多 様 な ペ

イ ロ ー ド を 導 入 す る こ と が で き 、 プ ロ パ ル ギ ル グ リ シ ン 及 び ε -ア ジ ド リ ジ ン が 順 次 及 び

選 択 的 に 標 識 さ れ る こ と を 示 す 。

【 ０ ２ ４ ９ 】

　 同 様 に 、 ペ プ チ ド 補 助 物 の 構 成 成 分 プ ロ パ ル ギ ル グ リ シ ン 又 は ε -ア ジ ド リ ジ ン 及 び シ

ス テ イ ン 部 分 を 独 立 に 、 ク リ ッ ク ケ ミ ス ト リ ー 技 術 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ っ て 標 識 し て 、

補 助 物 上 に 多 様 な 2つ の ペ イ ロ ー ド を 提 供 す る こ と が で き る 。 補 助 物 の 有 効 な 疎 水 性 を 低

減 す る た め に 、 PEG鎖 を 反 応 性 ク リ ッ ク 官 能 基 へ の 連 結 の 一 部 分 と し て 含 め る こ と が で き

、 か つ /又 は 補 助 物 の ペ プ チ ド 鎖 に 戦 略 的 に 配 置 さ れ た 、 リ ジ ン 構 成 成 分 の イ プ シ ロ ン -ア

ミ ノ 基 若 し く は ア ス パ ル タ ー ト 及 び グ ル タ マ ー ト 残 基 の カ ル ボ キ シ ル へ の 結 合 と し て 配 置

す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ０ 】

　 多 様 な ペ イ ロ ー ド の 利 用 に よ っ て 、 多 様 な 作 用 機 序 の 薬 物 が 、 有 効 性 を 増 大 し 、 毒 性 及
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び 薬 物 抵 抗 性 を 低 減 す る 相 乗 作 用 を は っ き り 示 す 併 用 薬 物 療 法 を 含 む 用 途 が 可 能 に な る 。

抗 体 表 面 上 に 対 称 的 に 設 置 さ れ た 2つ の 部 位 を 標 的 と す る た め に 、 構 成 成 分 ア ミ ノ 酸 、 プ

ロ パ ル ギ ル グ リ シ ン 、 ε -ア ジ ド リ ジ ン 及 び 差 別 的 に 保 護 さ れ た 2つ の シ ス テ イ ン を 含 有 す

る 補 助 物 に よ っ て 、 異 な る 4つ の 単 位 を 両 部 位 に お い て ペ プ チ ド 補 助 物 上 に 配 置 す る こ と

が で き る 。 4'-ホ ル ミ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 及 び 4'-ク ロ ロ メ チ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 等 の 「 非

天 然 」 ア ミ ノ 酸 も 、 還 元 的 ア ル キ ル 化 及 び S N 2反 応 を 使 用 し て 、 そ れ ぞ れ 概 念 を い く つ か

の 多 様 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト に ま で 広 げ て 利 用 す る こ と が で き る 。 補 助 物 中 の シ ス テ イ ン 部 分

が プ ロ パ ル ギ ル チ オ エ ー テ ル の 前 駆 体 と し て 役 立 つ こ と が で き る よ う に 、 4'-ク ロ ロ メ チ

ル -フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン は 、 4'-ア ジ ド メ チ ル フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 前 駆 体 と し て 役 立 つ こ と が

で き 、 ペ イ ロ ー ド の 導 入 に 対 す る 更 な る 柔 軟 性 を も た ら す 。

【 ０ ２ ５ １ 】

　 抗 体 の Fab単 位 の 部 位 選 択 的 標 識 化 の 通 り に 、 ト レ ー ス レ ス 親 和 性 標 識 を 使 用 し て 、 ORE

を 部 位 選 択 的 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト も 本 発 明 の 対 象 で あ る 。 Fc上

の コ ン セ ン サ ス 結 合 部 位 を 目 標 と し た 標 的 ラ イ ブ ラ リ ー (下 記 の PubMed Com monsの コ メ ン

ト を 参 照 の こ と )は 、 環 状 ジ ス ル フ ィ ド ペ プ チ ド DCA W HLGELVECY N H 2 (Convergent solutions

 to binding at a protein-protein interface.、 Science. 2000、 287(5456):1279～ 83ペ

ー ジ 。 DeLano W L、 Ultsch M H、 de Vos A M、 Wells JA)又 は

【 ０ ２ ５ ２ 】

【 化 ２ ７ 】

【 ０ ２ ５ ３ 】

　 Dias RLAら 、 Protein ligand design: from phage display to synthetic protein epi

tope mimetics in human antibody Fc-binding peptidomimetics. J A m Chem Soc. 2006

128: 2726～ 32ペ ー ジ の ジ ス ル フ ィ ド の 形 態 の U及 び U'で 記 載 さ れ た 以 下 の 高 親 和 性 ペ プ チ

ド に 基 づ く こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ４ 】

　 こ れ ら の ペ プ チ ド は 、 De Lano W Lら 及 び Dias RLAら に 記 載 さ れ て い る Fcコ ン セ ン サ ス 結

合 部 位 へ の 高 親 和 性 を 有 し 、 OREを 含 有 す る リ ン カ ー の 抗 体 Fcフ ラ グ メ ン ト へ の ア シ ル 転

移 を 促 進 す る よ う に い く つ か の 新 規 方 式 で 修 飾 す る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ５ 】

　 例 え ば 、 シ ス テ イ ン に 由 来 す る DeLanoの 環 状 ジ ス ル フ ィ ド (上 記 参 照 )を 、 ア ス パ ル タ ー

ト 及 び 2,3-ジ ア ミ ノ プ ロ ピ オ ン 酸 (Dap)単 位 等 に 由 来 す る 類 似 し た ア ミ ド 官 能 基 で 置 き 換

え る こ と が で き る (D-Dap-A W HLGELVE-D-Y N H 2 )。 ヒ ス チ ジ ン の 求 核 性 は 、 ア シ ル 化 剤 の 使 用

を 不 可 能 に す る 恐 れ が あ る が 、 ヒ ス チ ジ ン を 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 (同 配 体 3-(4-チ ア ゾ リ ル )-

L-ア ラ ニ ン 及 び (R)-又 は (S)-2-ア ミ ノ -3-(チ ア ゾ ー ル -5-イ ル )プ ロ パ ン 酸 等 )で 置 き 換 え

る ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る こ と に よ っ て 避 け る こ と が で き る 。 次 い で 、 Pegユ ニ ッ ト を 環

状 ペ プ チ ド フ レ ー ム ワ ー ク に 結 合 さ せ 、 リ ジ ン 残 基 の ア ミ ノ 基 の 近 位 に あ る 抗 体 表 面 上 に

配 置 さ れ た ア ミ ン 反 応 性 官 能 基 で 終 結 さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ６ 】

　 例 え ば 、 抗 体 の Fcフ ラ グ メ ン ト を 部 位 選 択 的 に 標 識 す る 方 法 は 、 環 状 ジ ス ル フ ィ ド ペ プ

チ ド N H{[(ZCH 2 CH 2 O) n (CH 2 ) m L]CHCH 2 CO 2 H}CA W XLGELVECY、 (シ ス テ イ ン に お い て 結 合 )を 利

用 し 、 こ こ で 、 Xは 、 ヒ ス チ ジ ン 、 3-(4-チ ア ゾ リ ル )-L-ア ラ ニ ン 、 (R)-又 は (S)-2-ア ミ ノ
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-3-(チ ア ゾ ー ル -5-イ ル )プ ロ パ ン 酸 で あ り う る );n=0～ 25;m=0～ 20;及 び Z=ア ル キ ン 、 シ ク

ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 及 び ニ ト ロ ン 等 の ORE;J=O、 S;P=ニ ト ロ 又 は シ

ア ノ 等 の 電 子 吸 引 性 置 換 基 ;Lは 、 下 記 の も の を 含 め て 、 リ ジ ン 残 基 を ア シ ル 化 又 は ア ル キ

ル 化 す る こ と が で き る 前 述 の リ ン カ ー の い ず れ か を 表 す こ と が で き る 。

【 ０ ２ ５ ７ 】

【 化 ２ ８ 】

【 ０ ２ ５ ８ 】

　 こ の 手 法 を 以 下 の 一 般 式 で 具 現 化 す る 。

【 ０ ２ ５ ９ 】

【 化 ２ ９ 】

【 ０ ２ ６ ０ 】

　 更 に 別 の 戦 略 は 、 タ ン パ ク 質 求 核 試 薬 を 捕 捉 す る た め に ヒ ス チ ジ ン カ ル バ マ ー ト を 利 用

す る (置 換 を 以 下 に 示 す ):Fujishimaら 、 Ligand-Directed Acyl Imidazole Chemistry for

 Labeling of Membrane-Bound Proteins on Live Cells、 J. A m. Chem. Soc.、 2012、 134

(9)、 3961～ 3964ペ ー ジ 。

【 ０ ２ ６ １ 】 40
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【 化 ３ ０ 】

【 ０ ２ ６ ２ 】

　 よ り 巧 み な 戦 略 で は 、 ヒ ス チ ジ ン の イ ミ ダ ゾ ー ル 環 を 2-又 は 4-フ ル オ ロ -イ ミ ダ ゾ ー ル

で 置 き 換 え た も の が 利 用 さ れ 、 pKa値 が 親 (pK a 約 6)よ り は る か に 低 く 、 そ れ ぞ れ 約 1.22及

び 約 1.76で あ る 。 し た が っ て 、 こ れ ら の フ ッ 素 化 ヒ ス チ ジ ン は 、 生 理 的 pHに お け る プ ロ ト

ン 化 に 対 し て は る か に 高 い 抵 抗 性 を 示 す 。 し た が っ て 、 フ ル オ ロ -イ ミ ダ ゾ ー ル か ら の ア

シ ル 転 移 は 、 そ の よ う な pHに お い て 調 節 及 び 実 行 す る こ と が で き る が 、 ア シ ル ヒ ス チ ジ ン

は 加 水 分 解 に 対 し て 不 安 定 で あ り う る 。

【 ０ ２ ６ ３ 】

【 化 ３ １ 】

【 ０ ２ ６ ４ 】

　 13量 体 モ チ ー フ に 基 づ い た 抗 体 を 標 識 す る 更 に 別 の 方 法 は 、 ヒ ス チ ジ ン を プ ロ パ ル ギ ル

グ リ シ ン で 置 換 し 、 次 い で ア ジ ド -ア ミ ン を 縮 合 し て 、 ア ミ ノ -ト リ ア ゾ ー ル を 得 て 、 ア シ

ル 官 能 化 し て 、 以 下 の よ う に 転 移 さ せ て 、 ト レ ー ス レ ス リ ン カ ー を 得 る こ と が で き る 。

20

50



(65) JP  2019-518017  A   2019.6.27

【 ０ ２ ６ ５ 】

【 化 ３ ２ 】

【 ０ ２ ６ ６ 】

　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 式 (X VII):

【 ０ ２ ６ ７ 】

【 化 ３ ３ 】

【 ０ ２ ６ ８ 】

　 (式 中 、

　 Eは 、 ハ ロ ゲ ン 、 -CN、 -N O 2 、 -SO 2 、 -SO 2 N H W
4
、 -S(O)C 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -S(O)ア リ ー ル 、

及 び -OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 部 分 で あ り 、

　 Xは 、 O、 S又 は Seで あ り 、

　 Yは 、 ア ル キ ル 、 ポ リ ア ル キ レ ン オ キ シ ド 、 ペ プ チ ド 、 ペ プ ト イ ド 、 及 び そ れ ら の 組 合

せ か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る リ ン カ ー で あ り 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群 50
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か ら 選 択 さ れ 、

　 R'は 、 存 在 し な い 、 又 は -C(O)O H、 -C(O)OC 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 -C(O)N H 2 、 -C(O)N HC 1 ～ C 6 ア

ル キ ル 、 -C(O)N(C 1 ～ C 6 ア ル キ ル ) 2 、 -SO 2 N H 2 、 -SO 2 N HC 1 ～ C 6 ア ル キ ル 、 若 し く は -SO 2 N(C 1

～ C 6 ア ル キ ル ) 2 で あ り 、

　 W
4
は 、 N末 端 に お い て C(O)又 は SO 2 に 連 結 さ れ て い る 、 25個 ま で の 残 基 の ペ プ チ ド を 含 み

、

　 qは 、 0、 1、 2、 3又 は 4で あ る )の 化 合 物 を 提 供 す る 。

【 ０ ２ ６ ９ 】

　 実 施 形 態 に お い て 、 式 (X VII)の 化 合 物 は 、 式 (X VIII):

【 ０ ２ ７ ０ 】

【 化 ３ ４ 】

【 ０ ２ ７ １ 】

　 (式 中 、

　 Rは 、 ア ル キ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア ジ ド 、 1,3-ジ エ ン 、 ニ ト リ ル オ キ シ ド 、 ニ ト ロ ン

、 テ ト ラ ジ ン 、 trans-シ ク ロ オ ク テ ン 、 及 び カ ル ボ ニ ル (例 え ば 、 ア ル デ ヒ ド )か ら な る 群

か ら 選 択 さ れ 、

　 R 1 は 、 水 素 又 は C 1 ～ C 6 -ア ル キ ル で あ り 、

　 R 2 は 、 水 素 又 は C 1 ～ C 6 -ア ル キ ル で あ り 、

　 R 3 は 、 電 子 求 引 性 基 (例 え ば 、 ハ ロ ア ル キ ル 、 -F、 -N O 2 又 は -CN)で あ り 、

　 qは 0～ 100で あ り 、 rは 1～ 20で あ り 、 mは 0～ 1で あ り 、 nは 0～ 4で あ る )の 構 造 を 有 す る 。

【 ０ ２ ７ ２ 】

　 特 定 の 実 施 形 態 に お い て 、 式 (X VIII)の 化 合 物 は 、 式 (XIX)の 構 造 を 有 す る 。

【 ０ ２ ７ ３ 】

【 化 ３ ５ 】

【 実 施 例 】

【 ０ ２ ７ ４ 】

材 料 と 方 法

　 有 機 合 成 の ル ー チ ン 技 法 を 使 用 し て 、 市 販 の 出 発 材 料 か ら 化 合 物 を 調 製 し た (Advanced

Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms and Structure、 第 4版 ; March, Jerry; 200

6を 参 照 の こ と )。
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【 ０ ２ ７ ５ 】

　 Fmoc-Rink A mide M BH A樹 脂 (添 加 0.42m M/g)を 使 用 し て 、 ペ プ チ ド を 調 製 し た 。 Fmoc保 護

基 を 、 D MF中 の 20%ピ ペ リ ジ ン 溶 液 (1回 × 2分 と 、 そ の 後 に 1回 × 20分 )で 除 去 し た 。 6倍 過 剰

の DIEAの 存 在 下 に 3倍 過 剰 の ア ミ ノ 酸 及 び 3倍 過 剰 の HBTUを 使 用 し て 、 各 カ ッ プ リ ン グ 反 応

(40分 )を 実 現 し た 。 反 応 の 完 了 を 、 カ イ ザ ー 試 験 で モ ニ タ ー し た 。 Fmoc-Lys(Aloc)誘 導 体

を 使 用 し て 、 チ オ フ ェ ノ ー ル 部 分 を リ ジ ン 側 鎖 に 以 下 の 通 り 結 合 し た 。 DC M(2回 × 20分 )中

の フ ェ ニ ル シ ラ ン (24当 量 )の 存 在 下 で テ ト ラ キ ス (ト リ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン )パ ラ ジ ウ ム (0

)(0.25当 量 )を 使 用 し て 、 N-イ プ シ ロ ン -ア リ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル 基 を 除 去 し た 。 次 い で 、

6倍 過 剰 の DIEAの 存 在 下 で HBTU(3倍 過 剰 )を 使 用 し て 、 4-(メ チ ル ジ ス ル フ ァ ニ ル )安 息 香 酸

(3倍 過 剰 )と イ プ シ ロ ン -ア ミ ノ 基 を カ ッ プ リ ン グ し た (20分 )。 次 い で 、 6倍 過 剰 の DIEAの

存 在 下 で HBTU(3倍 過 剰 )を 使 用 し て 、 イ ン ド ー ル -3-酪 酸 (4-(3-イ ン ド リ ル )酪 酸 )(3倍 過 剰

)と ア ル フ ァ -ア ミ ノ 基 を カ ッ プ リ ン グ し た (20分 )。 6倍 過 剰 の DIEA(2回 × 20分 )の 存 在 下 で

、 4-(メ チ ル ジ ス ル フ ァ ニ ル )部 分 を 1,4-ジ チ オ ス レ イ ト ー ル (3倍 過 剰 )で 還 元 し た 。 2-ア

ジ ド 酢 酸 (3倍 過 剰 )、 PyBOP(3倍 過 剰 )及 び DIEA(6倍 過 剰 )を 使 用 し て 、 チ オ エ ス テ ル 形 成 を

実 行 し た (20分 )。

【 ０ ２ ７ ６ 】

　 樹 脂 を DC Mで 洗 浄 し 、 TFA/TIS/水 の 95/2.5/2.5混 合 物 を 添 加 し た 。 2時 間 後 、 混 合 物 を 窒

素 気 流 下 で 濃 縮 し 、 冷 ジ エ チ ル エ ー テ ル を 用 い て ペ プ チ ド を 沈 澱 さ せ た 。 混 合 物 を 4000rp

mで 5分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 澄 液 を デ カ ン テ ー シ ョ ン し 、 ペ プ チ ド ペ レ ッ ト を デ シ ケ ー タ ー

中 で 乾 燥 し た 。

【 ０ ２ ７ ７ 】

(実 施 例 1)

　 化 合 物 (1a)、 (1b)、 (2)及 び (3)を 調 製 し 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 に よ っ て 特 性 評 価 を 行 っ

た 。

　 化 合 物 (1a): M 計 算 値 =551.2 [M+H]
+
;実 測 値 　 551.09(図 35を 参 照 の こ と )。

　 化 合 物 (1b): M 計 算 値 =550.2 [M+H]
+
;実 測 値 　 572.2 [M+Na]

+
(図 36を 参 照 の こ と )

　 化 合 物 (2): M 計 算 値 =752.3 [M+H]
+
;実 測 値 　 752.02(図 25を 参 照 の こ と )。

【 ０ ２ ７ ８ 】

【 化 ３ ６ 】

【 ０ ２ ７ ９ 】

　 (式 中 、

　 化 合 物 (1a):Xは -O Hで あ り 、

　 化 合 物 (1b):Xは -N H 2 で あ り 、

　 化 合 物 (2):Xは
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【 ０ ２ ８ ０ 】

【 化 ３ ７ 】

【 ０ ２ ８ １ 】

で あ り 、 Rは -N H 2 で あ り 、

　 化 合 物 (3);(以 下 の 実 施 例 2を 参 照 の こ と ):Xは

【 ０ ２ ８ ２ 】

【 化 ３ ８ 】

【 ０ ２ ８ ３ 】

で あ り 、

Rは

【 ０ ２ ８ ４ 】

20
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【 化 ３ ９ 】

【 ０ ２ ８ ５ 】

で あ る 。

【 ０ ２ ８ ６ 】

(実 施 例 2)

　 以 下 の 化 合 物 を 合 成 し 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 に よ っ て 構 造 的 特 性 評 価 を 行 っ た 。 M 計 算

値 =1395.6;実 測 値 =1396.39(図 30を 参 照 の こ と )。

【 ０ ２ ８ ７ 】

【 化 ４ ０ 】

【 ０ ２ ８ ８ 】
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(実 施 例 3)

　 以 下 の 化 合 物 を 合 成 し 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 に よ っ て 構 造 的 特 性 評 価 を 行 っ た 。 M 計 算

値 =1381.6;実 測 値 =1382.4。 図 31を 参 照 の こ と 。

【 ０ ２ ８ ９ 】

【 化 ４ １ 】

【 ０ ２ ９ ０ 】

(実 施 例 4)

　 以 下 の 化 合 物 を 合 成 し 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 に よ っ て 構 造 的 特 性 評 価 を 行 っ た 。 M 計 算

値 =1367.6;実 測 値 =1368.3。 図 32を 参 照 の こ と 。

【 ０ ２ ９ １ 】 30
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【 化 ４ ２ 】

【 ０ ２ ９ ２ 】

(実 施 例 5)

　 以 下 の 化 合 物 を 合 成 し 、 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 に よ っ て 構 造 的 特 性 評 価 を 行 っ た 。 M 計 算

値 =2033.8;実 測 値 =2034.3。 図 33を 参 照 の こ と 。

【 ０ ２ ９ ３ 】

【 化 ４ ３ 】

【 ０ ２ ９ ４ 】

(実 施 例 6) 50
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　 以 下 の 化 合 物 を 合 成 し 、 H N M R及 び 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 に よ っ て 構 造 的 特 性 評 価 を 行 っ た

。 M 計 算 値 =794.3;実 測 値 =795.04。 図 34A及 び 図 34Bを 参 照 の こ と 。

【 ０ ２ ９ ５ 】

【 化 ４ ４ 】

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】 【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ３ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】



(79) JP  2019-518017  A   2019.6.27

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】

【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】
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【 図 ３ １ 】 【 図 ３ ２ 】
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