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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】治療的化合物の調製に有用な単量体の提供。
【解決手段】３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素、及び５００
ダルトン未満の分子量を有するリンカー要素であって、前記リンカー要素が、直接的に又
は接続部を介して間接的に前記多様性要素に接続し、かつ生理的条件下で、補因子ととも
に、又は補因子なしで、３００μＭ未満の解離定数で、他の単量体上の結合パートナーリ
ンカー要素と可逆的な共有結合又は非共有結合性の相互作用を形成することができる単量
体で、リンカー要素は、カルボニル基に対するα‐、β‐、又はγ‐ヒドロキシ基を有す
る脂肪族化合物であり、それによって前記リンカー要素及びその結合パートナーが、結合
すると６又は８員のジヘミアセタール環又はジヘミケタール環を形成し、前記リンカー要
素は特定のものより選択される単量体。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下を含む、単量体：
　３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素（diversity element）
、および
　５００ダルトン未満の分子量を有するリンカー要素であって、前記リンカー要素が、直
接的にまたは接続部を介して間接的に前記多様性要素に接続し、かつ生理的条件下で、補
因子とともに、または補因子なしで、３００μＭ未満の解離定数で、他の単量体上の結合
パートナーリンカー要素と可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用を形成するこ
とができる、リンカー要素、
　ここで、前記リンカー要素は、カルボニル基に対するα‐、β‐、またはγ‐ヒドロキ
シ基を有する脂肪族化合物であり、それによって前記リンカー要素およびその結合パート
ナーが、結合すると６または８員のジヘミアセタール環またはジヘミケタール環を形成し
、前記リンカー要素は以下から構成される群より選択される：

　式中、
　破線と交差する線は、１つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｉ）の分子に連結することにより形成される１つ以上の結合を示し、前記位置に多様性要
素が存在しない場合、－Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ３基がその位置に存在し得る；

　式中、
　Ｒ１＝Ｈ、‐ＯＨ、－ＣＨ３、－Ｆ、－ＣＦ３、または別の電子求引性官能基であり、
かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＩ）およ
び式（ＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ１＝Ｒ３＝－Ｈ、

であり、
　Ｒ２＝Ｒ４＝Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ２ＯＨであり、
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　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＶ）の分
子に連結することにより形成される結合を示す；および

　式中、
　Ｒ１＝Ｒ２＝－Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ３、－Ｆ、または－ＣＦ３であり、
　Ｒ３＝－Ｈ、－ＣＨ２ＮＨ、

であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（Ｖ）または
式（ＶＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す。
【請求項２】
　前記多様性要素が、１００ｎＭ～１００μＭの解離定数で前記標的分子に結合する、請
求項１に記載の単量体。
【請求項３】
　前記リンカー要素が、補因子とともに、または補因子なしで、１００ｎＭ～１００μＭ
の解離定数を有する、請求項１に記載の単量体。
【請求項４】
　前記リンカー要素が、４５ダルトン～４５０ダルトンの分子量を有する、請求項１に記
載の単量体。
【請求項５】
　コード要素（encoding element）をさらに含む単量体であって、前記多様性要素、前記
リンカー要素、および前記コード要素が連結している、請求項１に記載の単量体。
【請求項６】
　前記コード要素が、オリゴヌクレオチドである、請求項５に記載の単量体。
【請求項７】
　前記コード要素が、標識されたビーズまたは固体支持体である、請求項５に記載の単量
体。
【請求項８】
　前記ビーズまたは固体支持体が、１つまたは複数のオリゴヌクレオチドで標識されてい
る、請求項７に記載の単量体。
【請求項９】
　前記オリゴヌクレオチドが、約２０塩基の共通配列Ｃに隣接する約２０塩基の固有配列
に隣接する約１５塩基の共通配列Ｂに隣接する約２０塩基の固有配列に隣接する約２０塩
基の共通配列Ａを含む、請求項８に記載の単量体。
【請求項１０】
　前記ビーズまたは固体支持体の有効表面の一部分上が官能化されている、請求項９に記
載の単量体。
【請求項１１】
　前記リンカー要素が、一旦体内、細胞内、または細胞内コンパートメント内に入ると脱
保護されるのに好適である、保護状態にある１つ以上の活性部分を有する、単量体であっ
て、前記保護状態が、反応性チオール基のジスルフィド保護、反応性アルコール基のエス
テル保護、反応性アルデヒド基のヘミアセタール保護、反応性ケトン基のヘミケタール保
護、および反応性ボロナート基のアルコール保護から構成される群より選択される、請求
項１に記載の単量体。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００８年４月９日出願の米国仮特許出願第６１／０４３，５３７号の利益
を主張し、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、国立アレルギー感染病研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏ
ｆ　Ａｌｌｅｒｇｙ　ａｎｄ　Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ　Ｄｉｓｅａｓｅｓ）からの公衆衛
生局（Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ）助成金ＡＩ０６２５７９－０３、
および国立癌研究所（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ）からの助
成金番号ＣＡ６５９３０－０８の下、政府の支援を得て行われた。政府は、本発明におけ
る一定の権利を有する。
【０００３】
　本発明は、コフェロン（ｃｏｆｅｒｏｎ）ならびにその作製および使用方法を対象とす
る。
【背景技術】
【０００４】
　癌は、ＤＮＡ複製および修復、細胞周期の調節、骨格非依存性増殖、血管新生、アポト
ーシス、組織浸潤、および転移に関与する、遺伝子の突然変異または調節不全から生じる
（Ｈａｎａｈａｎ，Ｄ．ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　１００（１）：５７－７０（２０００
））。これらのプロセスは、ｐ５３、細胞周期、アポトーシス、Ｗｎｔシグナル伝達、Ｒ
ＰＴＫシグナル伝達、およびＴＧＦ－βシグナル伝達経路における遺伝子のネットワーク
によって調節される。かかる遺伝子およびそれらのタンパク質産物は、現在、および開発
中の多くの療法の標的である。
【０００５】
　細胞は、シグナル伝達経路を使用して、外的もしくは内的な刺激に対する生物学的応答
を生成する。数千の遺伝子産物が、高等生物の個体発生／発育、およびそれらの多くの異
なる細胞型の高度な挙動の両方を調節する。これらの遺伝子産物は、異なる組み合わせで
作用して、それらの目的を達成し、これをタンパク質間相互作用を介して行う。かかるタ
ンパク質の進化構造は、特定のモチーフを認識および／または修正する調節タンパク質ド
メインを介する。例えば、種々のチロシンキナーゼ（Ａｂｌ等）は、特定のペプチド配列
に埋め込まれた特定のチロシンにリン酸基を追加し、一方他の酵素（ＰＴＥＮ等）は、ホ
スファターゼとして作用して、特定のシグナルを除去する。また、タンパク質および他の
巨大分子は、メチル化、アセチル化、ＳＵＭＯ化、ユビキチン化を通じて修飾することが
でき、これらのシグナルは、次に、その経路内の次のステップを活性化する特定のドメイ
ンによって認識される。かかる経路は、通常、表面上の受容体へのシグナルによって開始
され、細胞内タンパク質相互作用へと移行し、しばしば遺伝子の転写を制御する転写因子
相互作用を介するシグナル伝達に至る。例えば、Ｗｎｔ経路では、Ｗｎｔは、Ｆｒｉｚｚ
ｌｅｄ受容体と相互作用し、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｅｄを介してシグナル伝達し、Ａｘｉｎ－
ＡＰＣ－ＧＳＫ３複合体を阻害し、βカテニンと結合してβカテニンとＴＣＦ４との結合
、この複合体の核への転位、ならびにＭｙｃ、サイクリンＤ、および他の発癌タンパク質
の転写の活性化を阻害する（Ｐｏｌａｋｉｓ，Ｐ．ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ　
１４（１５）：１８３７－１８５１（２０００）、Ｎｅｌｓｏｎ，Ｗ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．
，Ｓｃｉｅｎｃｅ　３０３（５６６３）：１４８３－１４８７（２００４））。また、シ
グナル伝達は、核からケモカインおよびサイトカイン等の分泌因子へと進む（Ｃｈａｒｏ
，Ｉ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３５４（６）：６１０－６２１（
２００６））。タンパク質間およびタンパク質と核酸との間の認識は、しばしば、ＳＨ２
、ＳＨ３、およびＰＤＺドメイン等のタンパク質相互作用ドメインを通じて機能する。現
在、７５を超えるそのようなモチーフが文献で報告されている（Ｈｕｎｔｅｒ，ｅｔ．ａ
ｌ．，Ｃｅｌｌ　１００：１１３－１２７（２０００）、Ｐａｗｓｏｎ　ｅｔ．ａｌ．，
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Ｇｅｎｅｓ　&　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１４：１０２７－１０４７（２０００））。
これらのタンパク質相互作用ドメインには、標的療法を発展させる可能性が豊富にある。
【０００６】
　癌療法は、（ｉ）小さなポケットの中に結合するグリーベック等の小分子薬、および（
ｉｉ）上皮増殖因子受容体（ＥＧＦＲ）ファミリーのＨＥＲ－２／ｎｅｕメンバーに結合
して阻害する、ハーセプチン等の抗体治療薬の、従来の２つの群に分けることができる。
抗体およびタンパク質治療薬は、広範囲にわたって標的タンパク質に結合することによっ
て作用する。抗体は、アポトーシスを誘発するか、リガンドと受容体との間の相互作用を
妨害するか、または腫瘍増殖に必要とされるタンパク質の発現を阻止することによって、
抗癌作用を示す（Ｍｅｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ　Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．５４：３４３
－６９（２００３））。成功を収めているさらなる癌抗体治療薬には、抗ＣＤ２０抗体で
あるリツキシマブ、ＥＧＦＲを標的とするエルビタックス（セツキシマブ）、および血管
内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）が受容体に結合するのを干渉するアバスチン（ベバシズマブ）
が含まれる（Ｍｅｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ　Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．５４：３４３－６
９（２００３））。ＥＧＦＲ受容体抗体に伴う皮疹（皮肉にも有効性と相関する）を除い
て、抗体療法は、概して良好な耐容性を示し、従来の化学療法に伴うような副作用を有し
ない。
【０００７】
　抗体は、その相補性決定領域（「ＣＤＲ」）で生成される多様性を通じて、その並外れ
た特異性を達成する。ＩｇＧ抗体結合表面は、可変軽鎖ドメインからの３つのＣＤＲと対
形成した可変重鎖からの３つのＣＤＲから構成される。それぞれのＣＤＲは、約１２個の
アミノ酸残基のループから構成され、その構造が、ナノモルの親和性で標的表面に結合す
る（Ｌａｕｎｅ，ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ　２７２：３０９３７－３０９
４４（１９９７）、Ｍｏｎｎｅｔ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ　２７４：３
７８９－３７９６（１９９９））。よって、抗体は、約１２００～３０００Å２の略平面
にわたる複数の弱い相互作用を組み合わせることにより、その特異性を達成する。モノク
ローナル抗体は、ほとんどのタンパク質に対して容易に生成することができ、人工抗体は
、生体外ファージまたは細菌系を使用してスクリーニングすることができる（Ｍｅｈｒｅ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ　Ｒｅｖ．Ｍｅｄ．５４：３４３－６９（２００３））。マウ
スモノクローナル抗体を「ヒト化」して、望ましくないヒト抗マウス抗体の発生を減少さ
せることができる。モノクローナル抗体の使用の制約には、抗イディオタイプ抗体の産生
、無秩序な腫瘍脈管構造、腫瘍内の静水圧の上昇、および腫瘍内の表面抗原の異種性が含
まれる。これらの障害のために、ＩｇＧ抗体が腫瘍内に１ｍｍ移動するために２日、１ｃ
ｍ移動するために７～８ヶ月を要する（Ｍｅｈｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎ　Ｒｅｖ．
Ｍｅｄ．５４：３４３－６９（２００３））。ｓｃＦｖおよびＡｆｆｉｂｏｄｙを含む、
ＩｇＧモチーフのより小型の変形物が設計されており（Ｅｌｉａｓｓｏｎ，Ｍ．ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１４２（２）：５７５－５８１（１９８９）、Ｇｕｎｎｅｒ
ｉｕｓｓｏｎ，Ｅ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ　１７８（５）：１３４１－
１３４６（１９９６）、Ｎｏｒｄ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　
１５（８）：７７２－７７７（１９９７））、これらは、浸透時間を約半分に短縮するこ
とによって、腫瘍浸透を改善している。
【０００８】
　抗体は、いずれの人工的に合成された療法よりも、密接な結合および高度の特異性を達
成することができる。それにもかかわらず、抗体療法は、腫瘍の表面上、または循環する
標的上にある、タンパク質間相互作用またはタンパク質受容体活性の妨害に限定され、経
口摂取ができず、細胞内タンパク質シグナル伝達を阻害するその並外れた特異性を使用す
ることができない。
【０００９】
　その対極にあるのが、小分子薬である。これらは、経口的に活性であり、細胞膜を横断
して拡散するために十分に小さく（通常分子量<７５０を有する）、あらゆる酵素がそれ
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らの基質に結合するために使用する小さな結合ポケットの中に密接に結合する（あるいは
、細胞プロセスにおいて使用される巨大分子機構を妨害する）、利点を有する（Ｌａｎｄ
ｒｙ，Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｆｕｎｄａｍ　Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　２２（１）
：１－１８（２００８）、Ｄｕａｒｔｅ，Ｃ．Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖ　
Ｍｅｄ　Ｃｈｅｍ　７（１１）：１１０８－１１１９（２００７）、Ａｍｙｅｓ，Ｔ．Ｌ
．，ｅｔ　ａｌ．，ＡＣＳ　Ｃｈｅｍ　Ｂｉｏｌ　２（１１）：７１１－７１４（２００
７））。近年、コンビナトリアルケミストリーの分野では、特定のタンパク質標的に結合
して阻害するリード分子を同定する化学者の能力が大きく向上している（Ｄｏｌｌｅ，ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　Ｃｈｅｍ．６（５）：５９７－６３５（
２００５））。
【００１０】
　よって、現在の薬物設計および薬物療法のアプローチは、細胞内タンパク質間相互作用
、またはタンパク質シグナル伝達を妨害する薬物を見出す、差し迫った必要性に対処して
いない。抗体は、密接に関連するタンパク質表面を識別するために必要な特異性を有する
が、それでもなお経口摂取、または細胞に進入するには大きすぎる。経口的に活性な調合
薬は、小さすぎて（すなわち、７５０未満の分子量を有する）、タンパク質間の表面相互
作用（略平面で、１２００～３０００Å２を超える）を中断させることができない。
【００１１】
　広範囲にわたって結合する小分子薬を同定する試みは、少なくとも１つの小さな結合部
位を有する従来の標的にほとんど限定されている。１つのアプローチは、（ｉ）それぞれ
の分子が共通の化学結合基を有する一連の潜在的結合要素の調製、（ｉｉ）標的酵素を弱
くであっても阻害する全ての結合要素の同定、（ｉｉｉ）共通の化学結合基および一連の
可動性リンカーによって接続される、全ての有力な結合要素のコンビナトリアルライブラ
リーの調製、（ｉｖ）最も密接に結合する化合物薬剤を同定するためのコンビナトリアル
ライブラリーのスクリーニングに基づく。本アプローチを使用して、ｃ－Ｓｒｃチロシン
キナーゼの小分子阻害剤（Ｍａｌｙ，ｅｔ．ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９７：２４１９－２４２４（２０００））、ならびにチロシルタンパク
質スルホトランスフェラーゼ（Ｋｅｈｏｅ，ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＯｒｇ　&　Ｍｅｄｉ
ｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ　Ｌｅｔｔ．１２：３２９－３３２（２００２））が同定されてい
る。本アプローチの欠陥の１つは、初期スクリーニングでは主に初期ポケット内に結合す
る分子が見つけられるが、最終産物は、両方の要素を高い親和性で結合させる必要がある
ことである。よって、上記アプローチの成功は、初期スクリーニングで同定された要素の
うちの１つの代替の偶発的な結合の結果としてであった。第２の不利点は、潜在的なコン
ビナトリアルライブラリー要素のそれぞれを個別にスクリーニングする必要性である。
【００１２】
　リガンドと接続部との種々の組み合わせを個別に試験する制約を克服するために、Ｌｅ
ｈｎおよび共働者は、創薬のための新たな手段として、動的コンビナトリアルケミストリ
ー（「ＤＣＣ」）を開発した（Ｌｅｈｎ，ｅｔ．ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９１：２３
３１－２３３２（２００１）、Ｒａｍｓｔｒｏｍ，ｅｔ．ａｌ．，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｄｒ
ｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　１：２６－３６（２００２））。このアプローチでは、潜在
的リガンド分子が、異なる二官能性の接続部分子への可逆的付加体を形成し、これらの相
互接続が連続的に相互に交換される。酵素標的が付加されると、最も良好に結合したライ
ブラリー構成物があらゆる組み合わせの中から選択され、活性種の同定を可能にする。１
６個のヒドラジド、２個のモノアルデヒド、および３個のジアルデヒドを使用して、二官
能性枯草菌ＨＰｒキナーゼ／ホスファターゼに対して、４４０の異なる組み合わせが形成
され、選択された（Ｂｕｎｙａｐａｉｂｏｏｎｓｒｉ，ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ｍｅｄ．Ｃｈ
ｅｍ．４６：５８０３－５８１１（２００３））。特定のライブラリーメンバーの合成お
よび空間的同定における改善は、樹脂結合ＤＣＣアプローチを使用して達成される（Ｍｃ
Ｎａｕｇｈｔｏｎ，ｅｔ．ａｌ．，Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　８：１８０３－１
８０６（２００６））。
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【００１３】
　自己集合化学物質（ＥＳＡＣ）ライブラリーをコードするためにＤＮＡを使用すること
によって、動的コンビナトリアルケミストリーでの創薬の可能性が拡大された（Ｍｅｌｋ
ｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ，２２：５６８－５７４（２００４
））。それらのＤＮＡ鎖は、標準的インキュベーション条件下で相互の可逆的結合を可能
にするために部分的に相補的であり、リガンド要素を同定するためのバーコードも含有す
る。ＤＣＣを用いて最も密接に結合する組み合わせを選択し、ＤＮＡコードに基づいてリ
ガンドを同定した後、そのリガンドを種々のスペーサーを用いて再合成し、最も密接に結
合する連結の組み合わせを同定する。このアプローチは、ナノモルの親和性で血清アルブ
ミン、炭酸脱水酵素、ストレプトアビジン、およびトリプシンにそれぞれ結合する分子を
見出すために使用された（Ｍｅｌｋｋｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
，２２：５６８－５７４（２００４）、Ｄｕｍｅｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊ
ｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１７：３６６－３７０（２００６）、Ｍｅｌｋｋｏ　ｅｔ　ａｌ
．，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．４６：４６７１－４６７４（２００７））。このアプローチ
の１つの不利点は、動的コンビナトリアルケミストリーの要素として二本鎖ＤＮＡを使用
することによって導入される、約１５．４オングストロームの広いフットプリントであり
、相当な距離でリガンドを隔て、密接な結合親和性を再確立するためにより高分子量の連
結を必要とする。
【００１４】
　標的酵素内の小さな結合ポケット内での標準的小分子薬の結合の逆転で、大環状バンコ
マイシンは、トリペプチドを囲む二量体を形成することによってそのＬ－Ｌｙｓ－Ｄ－Ａ
ｌａ－Ｄ－Ａｌａトリペプチド標的に結合する。バンコマイシンおよびバンコマイシン類
自体二量体のコンビナトリアル合成を加速させるために実際の標的を使用することによっ
て、より密接な親和性および一部のバンコマイシン耐性菌種に対抗する生体外活性を有す
る連結された二量体が単離された（Ｎｉｃｏｌａｏｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈ
ｅｍ．３９：３８２３－３８２８（２０００））。これらの誘導体が、それらが高分子量
であること、およびジスルフィド二量体が血流内で単量体に還元される可能性から、経口
的に活性である可能性は低い。
【００１５】
　多くの受容体（例えば、エリスロポエチン受容体）は、リガンド誘発性ホモ二量体形成
によって活性化され、これが内部細胞シグナルをもたらす。二官能性または多官能性接続
部を使用してリガンド分子を結合し、二量体、三量体、および四量体ライブラリーを形成
することによって、受容体ホモ二量体形成を補助した多数の小分子アゴニストを単離する
ことができる（Ｇｏｌｄｂｅｒｇ　ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｅｃ．１２４
：５４４－５５５（２００２））。これらの分子は、サイトカインおよびケモカインの天
然の活性を模倣する様式で、タンパク質間相互作用に影響を及ぼす多重リガンド薬の能力
を示す。
【００１６】
　Ｓｈａｒｐｌｅｓｓおよび共働者は、構成物である化学結合基が相互に密接に接近させ
られた時に容易に生じる反応を同定し、「クリックケミストリー」と称した（Ｋｏｌｂ，
ｅｔ．ａｌ．，Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ　８：１１２８－１１３７（
２００３））。これらの反応基に接続される種々のリガンドを付加し（１つのセットのリ
ガンド上のアジドおよび他のリガンド上のアセチレン等）、酵素標的の存在下でこれらの
ライブラリー化合物を溶液中で結合させることにより、例えば、アセチルコリンエステラ
ーゼまたはＨＩＶプロテアーゼに対する高度に強力な阻害剤が形成される（Ｋｏｌｂ　ｅ
ｔ．ａｌ．，Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　Ｔｏｄａｙ，８：１１２８－１１３７（２
００３）、Ｂｒｉｋ　ｅｔ．ａｌ．，Ｃｈｅｍ．ＢｉｏＣｈｅｍ　４：１２４６－１２４
８（２００３）、Ｗｈｉｔｉｎｇ，ｅｔ．ａｌ．，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ
．４５：１４３５－１４３９（２００６）、Ｌｅｗｉｓ　ｅｔ．ａｌ．，Ａｎｇｅｗ　Ｃ
ｈｅｍ　４１：１０５３－１０５７（１００２）、Ｂｏｕｒｎｅ　ｅｔ．ａｌ．，Ｐｒｏ
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ｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０１：１４４９－１４５４（２００４）
）。要するに、標的酵素は、それ自身の阻害剤の近位連結に対する触媒として作用する。
このアプローチの利点は、単一ステップで最も良好に結合する化合物を濃縮することであ
る。
【００１７】
　タンパク質上の標的部位に弱く結合する低分子量のリガンドを見出すための簡明なアプ
ローチが、Ｗｅｌｌｓおよび共働者によって開発された（Ｅｒｌａｎｓｏｎ　ｅｔ．ａｌ
．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９７：９３６７－９３７２（２
０００）、Ｔｈａｎｏｓ，ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｃｏ．１２５：１５２
８０－１５２８１（２００３）、Ｅｒｌａｎｓｏｎ　ｅｔ．ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　２１：３０８－３１４（２００３）、Ｂｕｃｋ　ｅｔ．ａｌ．
，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　１０２：２７１９－２７２４（２
００５））。タンパク質中の未変性または操作されたシステインを、ジスルフィド含有分
子の小ライブラリーと可逆的に反応させる。動的コンビナトリアルケミストリーのプロセ
スが生じ、最も安定した分子がタンパク質標的の表面上で濃縮される。ついで、これらの
分子を質量分光分析によって容易に分析することができ、さらなる修飾のためのリード化
合物としての役割を果たす。
【００１８】
　動的コンビナトリアルケミストリーまたは「クリック」ケミストリーは、適切な結合リ
ガンドの組み合わせの収率を増加させるが、依然として酵素アッセイを必要とする。これ
らのアプローチの不利点は、それらが１つ以上の深い結合ポケットを有する酵素に限定さ
れ、これには、少なくとも１つの潜在的リガンドの知識がしばしば必要とされることであ
る。さらに、開始ブロックが容易に入手可能ではなく、試験される各多様性要素（divers
ity element）またはリガンドについて独立した合成が必要とされる。クリックケミスト
リーに使用される化学結合基は、細胞内の構成成分と容易にかつ不可逆的に反応するため
、生体内での使用に好適ではない。反応は、酵素によって選択された阻害剤が、正確な産
物の精製および同定を可能にするために、十分な量で合成されるように、十分効率的かつ
十分に大きな規模で生じる必要がある。この最後の制約が、単一アッセイでのスクリーニ
ングが可能であるリガンドの数を制限し、これらのアプローチの処理量を制限している。
【００１９】
　いくつかのグループは、大環状分子が、標的内の広範な結合モチーフを認識する機会を
提供することに気付いた。これらのうちのいくつかは、従来の７５０のカットオフを超え
る分子量を有するにもかかわらず、経口的に活性である。これらには、シクロスポリン（
分子量１２０２．６４）、ラパマイシン（分子量９１４．２）、タクロリムス（分子量８
２２．０３）、エリスロマイシン（分子量７３３．９４）、アジスロマイシン（分子量７
４８．８８）、およびクラリスロマイシン（分子量７４７．９）が含まれる。バンコマイ
シン（分子量１４８５．７４）は、胃腸感染症の治療に経口使用されるが、体内には吸収
されないことに留意されたい。上に列記した群の中で最も大きなものがシクロスポリンで
あり、これらの薬物に共通するいくつかの特徴を示す。それらの周期性によって結合時の
エントロピー損失が減少し、その拡張構造によって、結合の促進が可能になる。シクロス
ポリンはドーナツ状の可動性を有し、それがその極性側鎖を内部に持ち込むことを可能に
するため、外側は無極性であり、これにより、膜を横断する移動が可能になる。さらに、
この薬物は、その極性のある配座異性体と構造的均衡にあり、その標的への結合が可能に
なる。
【００２０】
　大環状分子および合成ペプチド模倣薬がリード薬物候補に対していかに有望であっても
、合成化学を使用して、標的タンパク質の拡張した結合部位に高い親和性で結合するため
に必要とされる十分な多様性を生成することは、たやすいことではない。２つのグループ
が、進化的選択とともにＤＮＡによるコード化アプローチを使用して、この課題への対処
を模索している。最初のアプローチでは、複数のジップコードを含む長いＤＮＡバーコー
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ド配列に官能基を付着する（Ｈａｌｐｉｎ，Ｄ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，ＰＬｏＳ　Ｂｉｏｌ
　２（７）：Ｅ１７３（２００４）、Ｈａｌｐｉｎ，Ｄ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，ＰＬｏＳ　
Ｂｉｏｌ　２（７）：Ｅ１７４（２００４）、Ｈａｌｐｉｎ，Ｄ．Ｒ．ｅｔ　ａｌ．，Ｐ
ＬｏＳ　Ｂｉｏｌ　２（７）：Ｅ１７５（２００４））。その分子を、相補的なジップコ
ード配列を有するビーズを含有する、一連のカラム（例えば、１０個のカラム）と平衡さ
せる。ＤＮＡハイブリッド形成により、自身のＤＮＡタグ上に相補的なジップコード配列
を含有するライブラリーメンバーを捕獲する。このライブラリーメンバーを別個の新しい
チャンバに溶出し、所与のジップコードに対応する二官能性部分（例えば、保護されたア
ミノ酸残基）と反応させる。次いで、ライブラリーメンバーを再度プールし、その後、次
の一連のカラムに送る。このプロセスを数ラウンド繰り返して、１０６のペンタペプチド
を生成した。わずか２ラウンドの翻訳、ペンタペプチドであるエンケファリンに対する抗
体を用いた選択、および増幅後、ライブラリーは、エンケファリンおよびわずかな変異体
に収束した。このアプローチの可能性のある不利点は、２００以上の塩基のＤＮＡ暗号化
鎖が必要であることである。２つ目のアプローチでは、隣接するジップコード配列を含有
するＤＮＡテンプレート配列に、二官能性基を付着させる（Ｃａｌｄｅｒｏｎｅ，Ｃ．Ｔ
．ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ　Ｅｎｇｌ　４４（４５）：７３
８３－７３８６（２００５）、Ｓａｋｕｒａｉ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ
　Ｓｏｃ　１２７（６）：１６６０－１６６１（２００５））。そのＤＮＡ配列は、ＤＮ
Ａタグ上の二官能性基の一端に二官能性部分を付加するためのテンプレートとして機能す
る。それぞれの二官能性部分（例えば、保護されたアミノ酸残基）を相補的なジップコー
ドＤＮＡ分子に付着させ、これが、元の二官能性基を含有するＤＮＡテンプレート上でハ
イブリッド形成する。このハイブリッド形成によって、反応物の局所濃度が、合成を非常
に高収率に推進し得る程度まで上昇する。この方法は、スプリット－プール法を必要とし
ない。１０個ずつ４セットの二官能性部分が付加される場合、これによって、ライブラリ
ーに１０，０００個の多様性要素がもたらされる。合成の最後に、最後のアミノ酸残基を
元の二官能性基のもう一方の末端と反応させて、環状の多様性要素を生じさせることがで
きる。このバージョンでは、多様性要素が何であるかは、ＤＮＡテンプレートのジップコ
ード配列によって定義される。これは、ＰＣＲ増幅および配列決定によって同定すること
ができる。さらに、ＰＣＲアンプリコンは、新しいラウンドの翻訳、選択、および増幅の
ための開始テンプレートとしての役割を果たすことができ、高親和性の結合要素を合成す
るための進化的原理の適用を可能にする。しかしながら、上記２つのアプローチによって
合成される多様性要素の程度は、依然として、抗体分子からの単一ＣＤＲループのみによ
って達成される多様性および親和性よりも数桁低い。
【００２１】
　いくつかのグループは、互いに相互作用するか、または他の小分子標的を取り囲む小分
子の能力について調べ、これらは「ゲストー宿主」相互作用または人工受容体として知ら
れている。しかしながら、これらの化合物は、その分子量が十分に低くはないか、非生理
的条件下で相互作用するか、または他の細胞内分子と反応しすぎるため、好適ではない。
【００２２】
　人工受容体を設計する一般的なアプローチは、２本のアームが同一方向（ピンセットと
類似の）を指すように、配座固定されたリンカーによって連結される２本のアームから構
成される「分子ピンセット」を構築することである。これらの「宿主」構造は、しばしば
色素を用いて、またはビーズ上に設計され、次いで、やはり色素を用いて、またはビーズ
上のいずれかで、最も頻繁にはトリペプチドである「ゲスト」の結合についてスクリーニ
ングする。（Ｓｈａｏ　ｅｔ．ａｌ．，Ｊ　Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ　６１：６０８６－６０８
７（１９９６）、Ｓｔｉｌｌ　ｅｔ．ａｌ．，Ａｃｃ．Ｃｈｅｍ．Ｒｅｓ．２９：１５５
－１６３（１９９６）、Ｃｈｅｎｇ，ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１
８：１８１３－１８１４（１９９６）、Ｊｅｎｓｅｎ　ｅｔ．ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ
．Ｊ．８：１３００－１３０９（２００２））。この主題の変形例では、このペプチドの
結合が、宿主のポケットから消光された蛍光基を変位させ、これによって結合時に蛍光シ
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グナルが生じる（Ｃｈｅｎ，ｅｔ．ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７９：８５１－８５３（
１９９８）、Ｉｏｒｉｏ　ｅｔ．ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　&　Ｍｅｄｉｃｉｎａ
ｌ　Ｃｈｅｍ　Ｌｅｔｔ．１１：１６３５：１６３８（２００１））。トリペプチドアー
ムを有する強固なジケトピペラジン主鎖受容体は、密接な結合、ならびに主鎖における小
さな構造的変化がその結合をいかに顕著に低減するか、の両方を示している（Ｗｅｎｎｅ
ｍｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．７：３３４２－３３４７（２００１）
、Ｃｏｎｚａ　ｅｔ．ａｌ．，Ｊ．Ｏｒｇ．Ｃｈｅｍ．６７：２６９６－２６９８（２０
０２）、Ｗｅｎｎｅｍｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．９：４４２－４４
８（２００３））。Ｌ－Ｌｙｓ－Ｄ－Ａｌａ－Ｄ－Ａｌａトリペプチドゲストのバンコマ
イシン結合を模倣するために、非対称のピンセットおよび１本のアームの受容体宿主が設
計されている（Ｓｈｅｐａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．１２：７１３－
７２０（２００６）、Ｓｃｈｍｕｃｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｅｕｒ．Ｊ．１２：１
３３９－１３４８（２００６））。他の宿主－ゲスト系には、ナフタレンで間隙を置いた
ピンセットおよびシアノベンゼン誘導体が含まれる（Ｓｃｈａｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２９：１２９３－１３０３（２００７））。上記の例の
一部では、選択は有機溶媒中で行われ、全ての場合において、構成要素のうちの少なくと
も１つは、４００を超える、およびしばしば８００を超える分子量を有する。よって、こ
れらの例は、リード分子として好適ではないだろう。
【００２３】
　低分子量の親和性結合剤を設計する別のアプローチは、ファージディスプレイ法の使用
である。このアプローチは、蛍光色素に結合する９～１３ｍｅｒのペプチドを見出すため
に使用されたが、ファージタンパク質の状況外で再合成された時には、これらのうち１つ
のみが、色素に結合するのに十分な親和性を保持した（Ｒｏｚｉｎｏｖ　ｅｔ．ａｌ．，
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　&　Ｂｉｏｌｏｇｙ　５：７１３－７２８（１９９８）、Ｍａｒｋ
ｓ，ｅｔ．ａｌ．，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　&　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１１：３４７－３５６（
２００４））。他のグループは、ファージディスプレイ法を使用して、ビオチン（Ｓａｇ
ｇｉｏ　ｅｔ．ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．２９３：６１３－６１６（１９９３））、
カンプトテシン（Ｔａｋａｋｕｓａｇｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　&　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍ　Ｌｅｔｔ．１５：４８５０－４８５３（２００５））、な
らびにドキソルビシンおよび他の疎水性抗癌剤（Ｐｏｐｋｏｖ　ｅｔ　ａｌ，Ｅｕｒ．Ｊ
．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２５１：１５５－１６３（１９９８））に結合する８～１２ｍｅｒの
合成ペプチドを設計した。これらの全ての場合において、蛍光色素または同様に疎水性の
ゲスト部分は、疎水性アミノ酸から成るポケットによって適所に維持され、次いで、さら
なる残基がさらなる安定性を提供し得る。該ペプチドは、約９００～約１５００の範囲の
分子量を有するため大きすぎ、リード分子として好適ではない。
【００２４】
　よって、生理的条件下で相互に良好な親和性で会合する新規小分子を設計する必要があ
る。本発明は、当該技術分野におけるこの欠落の克服を対象とする。
【発明の概要】
【００２５】
　本発明の一態様は、治療的化合物の調製に有用な単量体を対象とする。この単量体は、
３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素と、直接的にまたは接続部
を介して間接的に多様性要素に接続されるリンカー要素とを含む。リンカー要素は、５０
０ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件下で、補因子とともに、又は補因子なしで、
３００μＭ未満の解離定数で、前記リンカー要素の結合パートナーと可逆的な共有結合ま
たは非共有結合性の相互作用を形成することができる。
【００２６】
　本発明の別の態様は、治療的多量体前駆体に関連する。治療的多量体前駆体は、共有結
合的または非共有結合的に結合した複数の単量体を含む。各単量体は、３００μＭ未満の
解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素と、リンカー要素と、コード要素（encoding
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 element）とを含む。リンカー要素は、５００ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件
下で、補因子とともに、又は補因子なしで、３００μＭ未満の解離定数で、前記リンカー
要素の結合パートナーと可逆的な共有結合または非共有結合性の密接な相互作用を形成す
ることができる。各単量体の多様性要素およびリンカー要素は、直接的にまたは接続部を
介して間接的に接続され、複数の単量体は、それらのリンカー要素を介して共有結合する
かまたは非共有結合的に結合する。複数の単量体の多様性要素は、標的分子の近接した位
置に結合する。
【００２７】
　本発明のまたさらなる実施形態は、ある条件に関連する標的分子に結合する、治療的化
合物前駆体をスクリーニングする方法を対象とする。本方法は、複数の単量体を提供する
ことを含む。各単量体は、３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素
と、生理的条件下で、補因子とともに、又は補因子なしで、リンカー要素の結合パートナ
ーと可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用を形成することができる、リンカー
要素とを含む。リンカーは、５００ダルトン未満の分子量を有する。各単量体の多様性要
素および前記リンカー要素は、直接的にまたは接続部を介して間接的に連結される。複数
の単量体は、標的分子に結合することができる多様性要素が、かかる結合を生じるのに有
効な条件下で、標的分子に接触する。次いで、単量体は、接触させるステップの前、後、
または最中のいずれかに、異なる単量体のリンカー要素が、共有結合または非共有結合性
の相互作用を生じて、治療的多量体前駆体を形成するのに有効な反応条件に供される。次
いで、それぞれの治療的多量体前駆体を形成する単量体が同定される。
【００２８】
　本発明の別の実施形態は、相互に結合することができるリンカー要素のスクリーニング
方法に関与する。本方法は、第１および第２のセットの単量体を提供することを含む。第
１のセットの単量体のそれぞれが、５００ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件下で
、補因子とともに、又は補因子なしで、前記リンカー要素の結合パートナーと可逆的な共
有結合または非共有結合性の相互作用を形成することができる、リンカー要素と、スルフ
ヒドリル基とを含む。第１のセットの単量体の各単量体の、リンカー要素（補因子を伴い
、または伴わず）およびスルフヒドリル基は、共に連結される。第２のセットの単量体の
それぞれは、生理的条件下で、リンカー要素の結合パートナーと可逆的な共有結合または
可逆的な非共有結合を形成することができるリンカー要素と、コード化ビーズ（encoded 
bead）と、スルフヒドリル基とを含む。第２のセットの単量体の各単量体のリンカー要素
、コード化ビーズ、およびスルフヒドリル基は、共に連結される。第１および第２のセッ
トの単量体は、生理的条件下で、相互に接触し、その結果、第１のセットの単量体からの
単量体と第２のセット単量体からの単量体とが結合して、それらのスルフヒドリル基から
形成されたジスルフィド結合、および可能性として、それらのリンカー要素間の共有結合
または非共有結合性の相互作用によって結合される、多量体を形成する。次いで、第１お
よび第２のセットの単量体の単量体からのリンカー要素が、共有結合するかまたは非共有
結合的に結合している二量体を、候補多量体として同定する。次いで、共有結合するかま
たは非共有結合的に連結される第１および第２の単量体からのリンカー要素を、候補多量
体として同定する。
【００２９】
　本発明のさらなる実施形態は、共有結合的または非共有結合的に結合した複数の単量体
を含む、治療的多量体に関連する。各単量体は、３００μＭ未満の解離定数で標的分子に
結合する多様性要素と、５００ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件下で、補因子と
ともに、又は補因子なしで、３００μＭ未満の解離定数で、リンカー要素の結合パートナ
ーと可逆的な共有結合または非共有結合性の密接な相互作用を形成することができる、リ
ンカー要素とを含む。多様性要素およびリンカー要素は、各単量体について、直接的にま
たは接続部を介して間接的に連結される。複数の単量体は、それらのリンカー要素を介し
て共有結合するかまたは非共有結合的に結合し、複数の単量体の多様性要素が、標的分子
の近接した位置に結合する。
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【００３０】
　本発明の別の実施形態は、結合して治療的多量体を形成することができる、複数の治療
的単量体に関する。各単量体は、標的分子に結合する多様性要素と、５００ダルトン未満
の分子量を有し、生理的条件下で、補因子とともに、又は補因子なしで、３００μＭ未満
の解離定数で、リンカー要素の結合パートナーと共有結合または非共有結合性の密接な相
互作用を形成することができる、リンカー要素とを含む。３００μＭ未満の解離定数を有
する多様性要素と、リンカー要素とは、各単量体について、直接的にまたは接続部を介し
て間接的に接続される。複数の単量体は、それらのリンカー要素を介して共有結合するか
または非共有結合的に結合することができ、複数の単量体の多様性要素が、標的分子の近
接した位置に結合する。
【００３１】
　本発明のリンカー要素は、生体内において、相互とのみ会合し、細胞内の構成成分とは
反応しない小分子である。各リンカー要素は、種々のリガンドおよび個々のＤＮＡ暗号化
要素を導入するための付着点を有する。それらは「クリックケミストリー」およびＤＮＡ
テンプレート合成に適合する。リンカー要素間の会合は可逆的であり、動的コンビナトリ
アルケミストリーによる最良のリガンドの選択を可能にする。リンカー要素は、複数の小
リガンドの生体内集合を可能にし、最高約４８００までの分子量を有する構造を産生し、
タンパク質間相互作用を中断させ得る。
【００３２】
　本発明のリンカー要素は、タンパク質間シグナル伝達を調整または阻害する可能性を有
する。リンカー要素－リガンド二量体および多量体の結合サイズは、増加した選択性およ
び減少した毒性を伴って、タンパク質表面と相互作用するのに十分な表面積を提供する。
定向進化によって、親和性をナノモル以下の範囲に推進する可能性を持つ、最も密接に結
合するリード化合物が選択される。
【００３３】
　本発明は、生体内で集合する新規クラスの薬物分子（本明細書においてコフェロンと称
される）を対象とする。コフェロン単量体は、標的に結合する多様性要素またはリガンド
と、本明細書においてリンカー要素と称される動的コンビナトリアルケミストリー要素と
から成る。１つのコフェロン単量体のリンカー要素は、別のコフェロン単量体のリンカー
要素と生体内で可逆的に結合して、コフェロン二量体を形成することができる。場合によ
っては、相互に結合するリンカー要素は、本質的に不可逆的であり得る。さらなる場合に
は、リンカー要素は、補因子の補助により相互に結合する。他の場合には、リンカー要素
は前駆体型であり、身体または細胞に進入した際に活性化される。リンカー要素は、疎水
性、極性、イオン、水素結合、および／または可逆的な共有結合性の相互作用を介して相
互に結合する。標的の存在下、１つのコフェロン単量体の多様性要素と標的タンパク質と
の間、第２のコフェロン単量体の多様性要素と標的タンパク質との間、ならびにその２つ
のコフェロンの互いの間の、複数の（弱い）相互作用の組み合わせは、組み合わさって、
標的に高度に特異的に結合するコフェロン二量体の密接な結合を産生する。この概念を拡
大して、多量体コフェロンおよび多量体標的を含めることができる。
【００３４】
　コフェロン単量体は、可逆的様式で集合するため、動的コンビナトリアルケミストリー
による選択の原理を使用して、それぞれの標的に対して最良のリガンドを生体外で同定す
ることができる。例えば１０４の多様性要素を有する２つのコフェロンライブラリーを組
み合わせることにより、同時に１０８の組み合わせをスクリーニングする機会が提供され
る。合成、選択、および増幅戦略の反復使用により、ナノモル、およびさらにはナノモル
以下の結合親和性を有するコフェロン二量体の進化的選択が可能になる。リンカー要素二
量体の結合サイズは、広範に結合するタンパク質表面との相互作用に十分な表面積を提供
する。それにもかかわらず、標的上のコフェロンの集合は、複数の相加的相互作用に依存
するため、誤ったタンパク質への偽結合はまれであり（そしてそれに反して選択すること
ができ）、そのため、かかる薬物は、オフターゲットの毒性が最小限であるか、または全
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く有しないはずである。また、多様性要素を含有する環状ペプチドおよびペプチド類似体
の使用によって、極性のある配座異性体と無極性の配座異性体との間での切り替えが可能
になり、膜を横断する輸送が容易になる。コフェロン単量体は、１０００未満の分子量を
有するように設計することができ、同等の特異性を提供しながら、それらが経口的に活性
であり、腫瘍内深部に浸透し、膜障壁を横断して、細胞内に進入することを可能にし、こ
れは抗体を超える重要な利点である。
【００３５】
　リンカー要素の鍵は、生体内で良好な親和性で相互に会合し、好ましくは生体内で相互
にのみ会合する小分子（好ましくは４５～４５０ダルトンの範囲内の分子量を有する）の
同定である。それらは細胞内の構成成分とは反応するべきではない。以下に記載するより
高度なリンカー要素は、生理的条件下で相互に結合する際に、可逆的な共有結合の形成の
触媒を助ける。種々のコフェロン設計は、薬物内で使用される最終的なコフェロンの構造
から、多様性要素であるリガンドのスクリーニングプロセスを切り離すことによって拡大
することができる。これによって、結合が本質的に不可逆的である、最終薬物中のリンカ
ー要素の使用が可能になる。本質的に不可逆的なリンカー要素は、概して、標的の存在下
または不在下のいずれかで、ゆっくりと、またはさらには非常にゆっくりと会合すること
ができるリンカー要素であるが、これに限定されない。しかしながら、かかるリンカー要
素は、一旦形成されると、本質的に解離しない。
【００３６】
　２つのリンカー要素間のそれぞれ個々の結合は可逆的であり得るが、双方の結合が確立
されると、１つの結合の逆転は、依然として２つの反応物をそのような極めて近接に維持
するため、それらは事実上再び結合を再形成する。特定のリンカー要素は、ある条件下（
スクリーニング中に使用された）では可逆的であるが、他の条件下、例えば、最終的な薬
物中で製剤化された時には、なお本質的に不可逆的であり得る。製剤化中、あるいは体内
で標的細胞に進入する前に不可逆的に結合する可能性を有するこれらのリンカー要素につ
いては、反応基を保護して、非反応性にすることができる。標的細胞への進入時に、細胞
内グルタチオンによるチオールへのジスルフィド還元、酵素的切断（すなわち、エステラ
ーゼ）、またはｐＨの変更（進入がエンドソームを介してであるか、またはリンカー要素
がリソソームコンパートメントに進入する場合）等の細胞プロセスによって、あるいは単
に血流中への希釈時の可逆的な解離（すなわち、反応性ボロナート基の可逆的アルコール
保護）によって、保護基を除去することができる。動的コンビナトリアルケミストリー（
ＤＣＣ）によるスクリーニング条件下で本質的に不可逆的であるリンカー要素は、本明細
書に記載され、「循環式コンビナトリアルケミストリー」（Ｃ３）スクリーニングと称さ
れる、アプローチを使用して、可逆的にすることができる。
【００３７】
　コフェロンのサブカテゴリーは、二量体としてそれらの標的に結合するものと、多量体
として作用するものとに分割される。一部のコフェロンは、２つの二量体をヘッドトゥヘ
ッドの様式でまとめて、四量体またはさらに高次のコフェロン多量体を形成するように、
容易に修飾することができる。
[本発明1001]
　以下を含む、治療的化合物の調製において有用な単量体：
　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素（diversity element）、お
よび
　500ダルトン未満の分子量を有するリンカー要素であって、前記リンカー要素が、直接
的にまたは接続部を介して間接的に前記多様性要素に接続し、かつ生理的条件下で、補因
子とともに、または補因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、自身の結合パートナーと
可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用を形成することができる、リンカー要素
。
[本発明1002]
　前記多様性要素が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結合する、本発明10
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01の単量体。
[本発明1003]
　前記リンカー要素が、補因子とともに、または補因子なしで、100ｎＭ～100μＭの解離
定数を有する、本発明1001の単量体。
[本発明1004]
　前記リンカー要素が、45ダルトン～450ダルトンの分子量を有する、本発明1001の単量
体。
[本発明1005]
　コード要素（encoding element）をさらに含む単量体であって、前記多様性要素、前記
リンカー要素、および前記コード要素が連結している、本発明1001の単量体。
[本発明1006]
　前記コード要素が、オリゴヌクレオチドである、本発明1005の単量体。
[本発明1007]
　前記コード要素が、標識されたビーズまたは固体支持体である、本発明1005の単量体。
[本発明1008]
　前記コード要素が、1つまたは複数のオリゴヌクレオチドである、本発明1007の単量体
。
[本発明1009]
　前記オリゴヌクレオチドが、約20塩基の共通配列Ｃに隣接する約20塩基の固有配列に隣
接する約15塩基の共通配列Ｂに隣接する約20塩基の固有配列に隣接する約20塩基の共通配
列Ａを含む、本発明1008の単量体。
[本発明1010]
　前記ビーズまたは固体支持体の有効表面の一部分上が官能化されている、本発明1009の
単量体。
[本発明1011]
　前記リンカー要素が、カルボニル基に対するα‐、β‐、またはγ‐ヒドロキシ基を有
する脂肪族化合物であり、それによって前記リンカー要素およびその結合パートナーが、
結合すると6または8員のジヘミアセタール環またはジヘミケタール環を形成する、単量体
であって、前記リンカー要素が以下から構成される群より選択される、本発明1001の単量
体：

　式中、
　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｉ）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示し、前記位置に多様性要
素が存在しない場合、－Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ3基がその位置に存在し得る；

　式中、
　Ｒ1＝Ｈ、‐ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、－ＣＦ3、または別の電子求引性官能基であり、か
つ



(15) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＩ）およ
び式（ＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝Ｒ3＝－Ｈ、

であり、
　Ｒ2＝Ｒ4＝Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ2ＯＨであり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＶ）の分
子に連結することにより形成される結合を示す；および

　式中、
　Ｒ1＝Ｒ2＝－Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、または－ＣＦ3であり、
　Ｒ3＝－Ｈ、－ＣＨ2ＮＨ、

　であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（Ｖ）または
式（ＶＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す。
[本発明1012]
　前記リンカー要素が、（ｉ）ボロナート基、（ｉｉ）シス1，2－ジオール、または（ｉ
ｉｉ）シス1，3ジオールのうちの1つ以上を有する、芳香族複素環もしくは芳香族非複素
環化合物または脂肪族化合物であり、それによって前記リンカー要素およびその結合パー
トナーが、結合すると以下の式（Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、または（Ｂ4）の5または6員
のボロン酸エステル環を形成する、本発明1001の単量体：
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　式中、
　Ｒは、‐Ｈ、‐ＣＨ3、または‐ＣＦ3を含む脂肪族基または脂環式基であり、
　Ｑは、芳香族複素環または非複素環であり、
　ｎ＝0～3、ｍ＝1～3およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）の分子に連結することにより形成される1つ以
上の結合を示し、かつ前記位置に多様性要素が存在しない場合は、前記基は‐Ｈ、－ＯＨ
または－ＣＨ3より選択されてもよい。
[本発明1013]
　前記リンカー要素が、少なくとも1個のＮ原子をその環内に含有し、カルボキシレート
基またはカルボニル基を前記Ｎ原子に対してオルト位に有する、芳香族複素環化合物であ
り、それによって前記リンカー要素およびその結合パートナーが、金属補因子の補助によ
り結合し得、以下の式の、追加のヘミアセタール、ヘミケタール、またはボロナート結合
を形成してもよい、本発明1001の単量体：

　式中、
　Ｒ＝Ｈ、Ｂ（ＯＨ）2、

　（ＣＨ2）ｎＯＨ、かつｎ＝1～3であり、
　Ｒ＝－ＣＨ（ＯＨ）－（ＣＨ2）ｍＯＨ、かつｍ＝1～2であり、
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　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｚ1）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示す。
[本発明1014]
　前記リンカー要素が、芳香族複素環化合物または非複素環化合物であり、それにより前
記リンカー要素およびその多様性要素が結合すると、結合パートナーまたは前記リンカー
要素の1つ以上の芳香環がスタッキングして、前記リンカー要素とその結合パートナーと
の間に1つ以上の共有結合の形成を誘導する、単量体であって、前記リンカー要素が以下
から構成される群より選択される、本発明1001の単量体：

　式中、
　Ｒ1＝－Ｈ、－（ＣＨ2）ｎＯＨ、－（ＣＨ2）ｎＳＨ、Ｂ（ＯＨ）2であり、
　ｎ＝0～3であり、
　Ｒ2＝Ｒ3＝

　であり、
　ｍ＝0～3であり、かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＶＩＩ）お
よび式（ＶＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝－（ＣＨ2）ｎＯＨ、－（ＣＨ2）ｎＳＨ、

　であり、
　ｎ＝0～3であり、かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（Ｘ）、式（
ＩＸ）、式（ＸＩ）、および式（ＸＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を
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示す。
[本発明1015]
　前記リンカー要素が、インターカレーションまたは水素結合により、前記リンカー要素
と自身の結合パートナーとの間に0個、1個、またはそれ以上の共有結合の形成が誘導され
るように、前記結合パートナーのうちの1つ以上にインターカレートするかまたは水素結
合する芳香族化合物である、単量体であって、前記リンカー要素が以下から構成される群
より選択される、本発明1001の単量体：

　式中、
　Qは芳香族複素環または非複素環であり、前記環は、非限定的に、ベンゼン、ナフタレ
ン、プリン、ピリミジン、トリアジンを含む、単独であるかまたは縮合しているかのいず
れかである5または6員環を含み、
　Pは、前記分子の極性を調整するために使用される芳香族基または脂肪族基であり、

　ｎ＝1～3であり、
　破線と交差する線は、式(XIII)または(XIV)の分子の1つ以上の前記多様性要素が連結す
ることにより形成される結合を示す。
[本発明1016]
　前記リンカー要素が、一旦体内、細胞内、または細胞内コンパートメント内に入ると脱
保護されるのに好適である、保護状態にある1つ以上の活性部分を有する、単量体であっ
て、前記保護状態が、反応性チオール基のジスルフィド保護、反応性アルコール基のエス
テル保護、反応性アルデヒド基のヘミアセタール保護、反応性ケトン基のヘミケタール保
護、および反応性ボロナート基のアルコール保護から構成される群より選択される、本発
明1001の単量体。
[本発明1017]
　共有結合的または非共有結合的に結合した複数の単量体を含む、治療的多量体前駆体で
あって、それぞれの単量体が以下を含む、治療的多量体前駆体：
　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素、
　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ生理的条件下で、補因子とともに、または補因
子なしで、300μＭ未満の解離定数で、自身の結合パートナーと可逆的な共有結合または
非共有結合性の強固な相互作用を形成することができる、リンカー要素であって、それぞ
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間接的に接続し、かつ複数の前記単量体が、それらのリンカー要素を介して共有結合する
かまたは非共有結合的に結合し、かつ前記複数の単量体の前記多様性要素が、前記標的分
子中の近接した位置に結合する、リンカー要素、ならびに
　コード要素であって、1つ以上の単量体について、前記多様性要素、前記リンカー要素
、および前記コード要素が連結している、コード要素。
[本発明1018]
　前記多量体が二量体である、本発明1017の治療的多量体前駆体。
[本発明1019]
　前記結合した単量体のうちの1つ以上における前記コード要素が、オリゴヌクレオチド
である、本発明1017の治療的多量体前駆体。
[本発明1020]
　1つの単量体における前記コード要素が、標識されたビーズまたは固体支持体である、
本発明1017の治療的多量体前駆体。
[本発明1021]
　前記コード要素が、1つまたは複数のオリゴヌクレオチドである、本発明1020の治療的
多量体前駆体。
[本発明1022]
　前記オリゴヌクレオチドが、約20塩基の共通配列Ｃに隣接する約20塩基の固有配列に隣
接する約15塩基の共通配列Ｂに隣接する約20塩基の固有配列に隣接する約20塩基の共通配
列Ａを含む、本発明1021の治療的多量体前駆体。
[本発明1023]
　前記ビーズまたは固体支持体の有効表面の一部分上が官能化されている、本発明1022の
治療的多量体前駆体。
[本発明1024]
　前記リンカー要素が、カルボニル基に対するα‐、β‐、またはγ‐ヒドロキシ基を有
する脂肪族化合物であり、それによって前記リンカー要素およびその結合パートナーが、
結合すると6または8員のジヘミアセタール環またはジヘミケタール環を形成する、治療的
多量体前駆体であって、前記単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、以下
から構成される群より選択される、本発明1017の治療的多量体前駆体：

　式中、
　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｉ）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示し、前記位置に多様性要
素が存在しない場合、－Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ3基がその位置に存在し得る；

　式中、
　Ｒ1＝Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、－ＣＦ3、または他の電子求引性官能基であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＩ）およ
び式（ＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；
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　Ｒ2＝Ｒ4＝Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ2ＯＨであり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＶ）の分
子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝Ｒ2＝－Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、または－ＣＦ3であり、
　Ｒ3＝－Ｈ、－ＣＨ2ＮＨ2、

　であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が式（Ｖ）または式（ＶＩ）の分子に連結するこ
とにより形成される結合を示す。
[本発明1025]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、（ｉ）ボロナート基
、（ｉｉ）シス1，2－ジオール、または（ｉｉｉ）シス1，3ジオールのうちの1つ以上を
有する、芳香族複素環もしくは芳香族非複素環化合物または脂肪族化合物であり、それに
より前記リンカー要素およびその結合パートナーが、結合すると以下の式（Ｂ1）、（Ｂ2
）、（Ｂ3）、または（Ｂ4）の5または6員のボロン酸エステル環を形成する、本発明1017
の治療的多量体前駆体：
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　式中、
　Ｒは、－Ｈ、－ＣＨ3、または－ＣＦ3を含む脂肪族基または脂環式基であり、
　Ｑは、芳香族複素環または非複素環であり、
　ｎ＝0～3、ｍ＝1～3およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）の分子に連結することにより形成される1つ以
上の結合を示し、かつ前記位置に多様性要素が存在しない場合は、前記基は、－Ｈ、－Ｏ
Ｈまたは－ＣＨ3から選択されてもよい。
[本発明1026]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、少なくとも1個のＮ原
子をその環内に含有し、カルボキシレート基またはカルボニル基を前記Ｎ原子に対してオ
ルト位に有する、芳香族複素環化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその結
合パートナーが、金属補因子の補助により結合し得、以下の式の、追加のヘミアセタール
、ヘミケタール、またはボロナート結合を形成してもよい、本発明1017の治療的多量体前
駆体：
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　式中、Ｒ＝Ｈ、Ｂ（ＯＨ）2、

　（ＣＨ2）ｎＯＨ、かつｎ＝1～3であり、
　Ｒ＝－ＣＨ（ＯＨ）－（ＣＨ2）ｍＯＨ、かつｍ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｚ1）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示す。
[本発明1027]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、芳香族化合物であり
、それにより前記リンカー要素およびその多様性要素が結合すると、結合パートナーまた
は前記リンカー要素の1つ以上の芳香環がスタッキングして、前記リンカー要素と前記結
合パートナーとの間に1つ以上の共有結合の形成を誘導する、治療的多量体前駆体であっ
て、前記リンカー要素が以下から構成される群より選択される、本発明1017の治療的多量
体前駆体：

　式中、
　Ｒ1＝－Ｈ、－（ＣＨ2）ｎＯＨ、または－（ＣＨ2）ｎＳＨであり、
　ｎ＝0～3であり、
　Ｒ2＝Ｒ3＝

　であり、
　ｍ＝0～3であり、かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＶＩＩ）ま
たは式（ＶＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝－（ＣＨ2）ｎＯＨ、－（ＣＨ2）ｎＳＨ、または
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　であり、
　ｎ＝0～3であり、かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＸ）、式
（Ｘ）、式（ＸＩ）、および式（ＸＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合
を示す。
[本発明1028]
　前記リンカー要素が、インターカレーションまたは水素結合により、前記リンカー要素
と前記結合パートナーとの間に0個、1個、またはそれ以上の共有結合の形成が誘導される
ように、自身の結合パートナーのうちの1つ以上にインターカレートするかまたは水素結
合する芳香族化合物である、治療的多量体前駆体であって、前記複数の単量体のうちの1
つ以上について前記リンカー要素が、以下から構成される群より選択される、本発明1017
の治療的多量体前駆体：

　式中、
　Ｑは芳香族複素環または非複素環であり、前記環は、非限定的に、ベンゼン、ナフタレ
ン、プリン、ピリミジン、トリアジンを含む、単独であるかまたは縮合しているかのいず
れかである5または6員環を含み、
　Ｐは、前記分子の極性を調整するために使用される芳香族基または脂肪族基であり、

　ｎ＝1～3であり、
　破線と交差する線は、式（ＸＩＩＩ）および（ＸＩＶ）の分子の1つ以上の前記多様性
要素が連結することにより形成される結合を示す。
[本発明1029]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、一旦体内、細胞内、
または細胞内コンパートメント内に入ると脱保護されるのに好適である、保護状態にある
1つ以上の活性部分を有する、治療的多量体前駆体であって、前記保護状態が、反応性チ
オール基のジスルフィド保護、反応性アルコール基のエステル保護、反応性アルデヒド基
のヘミアセタール保護、反応性ケトン基のヘミケタール保護、および反応性ボロナート基
のアルコール保護から構成される群より選択される、本発明1017の治療的多量体前駆体。
[本発明1030]
　以下の工程を含む、症状に関連する標的分子に結合する治療的化合物前駆体をスクリー
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ニングする方法：
　複数の単量体を提供する工程であって、それぞれの単量体が、
　　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素、および
　　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または
補因子なしで、自身の結合パートナーと可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用
を形成することができる、リンカー要素
　を含み、それぞれの単量体の前記多様性要素と前記リンカー要素とが、直接的にまたは
接続部を介して間接的に連結する、工程；
　前記標的分子に結合することができる多様性要素が、前記結合を行うのに有効な条件下
で、前記複数の単量体を前記標的分子に接触させる工程；
　異なる単量体の前記リンカー要素が、共有結合または非共有結合性の相互作用を行って
、治療的多量体前駆体を形成するのに有効な反応条件に単量体を供する工程であって、前
記供する工程が、前記接触させる工程の前、後、または最中に実行され得る、工程；なら
びに
　それぞれの治療的多量体前駆体を形成している前記単量体を同定する工程。
[本発明1031]
　前記接触させる工程が、前記リンカー要素間に高い解離定数をもたらし、異なる多様性
要素に接続されたリンカー要素の再会合を可能にする条件と、前記リンカー要素間に低い
解離定数をもたらし、最も高い親和性を示す多様性要素を有する単量体が、前記標的に優
先的に結合することを可能にする条件とを繰り返すことにより実行される、本発明1030の
方法。
[本発明1032]
　前記条件の繰り返しが、カチオンおよび水に対して透過性の膜を用いてｐＨまたは亜鉛
濃度を増減させることにより達成される、本発明1031の方法。
[本発明1033]
　前記単量体を同定する工程が、どの治療的多量体前駆体が前記標的分子に強固に結合し
ているかを決定することにより実行される、本発明1030の方法。
[本発明1034]
　それぞれの単量体が、それぞれの単量体の前記多様性要素および前記リンカー要素に連
結されたコード要素をさらに含み、前記同定する工程が、前記治療的多量体前駆体におけ
る前記コード要素を検出することにより実行される、本発明1030の方法。
[本発明1035]
　前記コード要素が、オリゴヌクレオチドである、本発明1034の方法。
[本発明1036]
　前記暗号化要素（encryption element）が、末端普遍的プライマー結合部位を含み、前
記同定する工程が以下を含む、本発明1035の方法：
　前記治療的多量体前駆体を普遍的プライマーに接触させて増幅混合物を形成すること；
　前記増幅混合物をポリメラーゼ連鎖反応に供して増幅産物を形成すること；
　前記増幅産物を同定すること；および
　前記増幅産物と、前記治療的多量体前駆体を形成している前記単量体の前記オリゴヌク
レオチドとを関連付けること。
[本発明1037]
　前記複数の単量体を提供する工程と、前記複数の単量体を接触させる工程と、前記単量
体を反応条件に供する工程と、前記単量体を同定する工程とを繰り返して、前記治療的多
量体前駆体のうちのどれが前記標的分子に対して好適な結合親和性を有するかを決定する
工程をさらに含む、本発明1036の方法。
[本発明1038]
　前記コード要素が、標識されたビーズまたは固体支持体である、本発明1034の方法。
[本発明1039]
　前記コード要素が、1つまたは複数のオリゴヌクレオチドである、本発明1038の方法。
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[本発明1040]
　前記オリゴヌクレオチドが、約20塩基の共通配列Ｃに隣接する約20塩基の固有配列に隣
接する約15塩基の共通配列Ｂに隣接する約20塩基の固有配列に隣接する約20塩基の共通配
列Ａを含む、本発明1039の方法。
[本発明1041]
　前記ビーズまたは固体支持体の有効表面の一部分上が官能化されている、本発明1040の
方法。
[本発明1042]
　前記複数の単量体を提供する工程と、前記単量体を接触させる工程と、前記単量体を供
する工程と、前記単量体を同定する工程とを繰り返して、前記治療的多量体前駆体のうち
のどれが前記標的分子に対して好適な結合親和性を有するかを決定する工程をさらに含む
、本発明1030の方法。
[本発明1043]
　前記同定する工程からもたらされる前記単量体を連結させることにより、治療的多量体
を提供する工程；
　前記症状を有する対象を選択する工程；および
　前記症状を治療するのに有効な条件下で、前記選択された対象に前記治療的多量体を投
与する工程
をさらに含む、本発明1030の方法。
[本発明1044]
　前記同定する工程からもたらされる前記単量体を、治療的単量体として提供する工程；
　前記症状を有する対象を選択する工程；および
　前記症状を治療するのに有効な条件下で、前記選択された対象に前記治療的単量体を投
与する工程
をさらに含む、本発明1030の方法。
[本発明1045]
　以下の工程を含む、相互に結合することができるリンカー要素をスクリーニングする方
法：
　第1の単量体のセットを提供する工程であって、前記第1のセット中の前記単量体のそれ
ぞれが、
　　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または
補因子なしで、自身の結合パートナーと可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用
を形成することができる、リンカー要素、および
　　スルフヒドリル基であって、前記第1の単量体のセットのそれぞれの単量体について
前記リンカー要素と前記スルフヒドリル基とが連結している、スルフヒドリル基
　を含む、工程；
　第2の単量体のセットを提供する工程であって、前記第2のセット中の前記単量体のそれ
ぞれが、
　　生理的条件下で、自身の結合パートナーと可逆的な共有結合または可逆的な非共有結
合を形成することができる、リンカー要素、
　　コード化ビーズ（encoded bead）、および
　　スルフヒドリル基であって、前記第2の単量体のセットのそれぞれの単量体について
前記リンカー要素、前記コード化ビーズ、および前記スルフヒドリル基が連結している、
スルフヒドリル基
　を含む、工程；
　生理的条件下で、前記第1および第2のセットの単量体を相互に接触させる工程であって
、それにより前記第1の単量体のセットからの単量体と前記第2の単量体のセットからの単
量体が、結合して、それらのスルフヒドリル基から形成されたジスルフィド結合、および
可能性として、それらのリンカー要素間の共有結合または非共有結合性の相互作用によっ
て結合される多量体を形成する、工程；
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　前記第1および第2の単量体のセットの前記単量体からの前記リンカー要素が共有結合す
るかまたは非共有結合的に結合している二量体を、候補多量体として同定する工程；なら
びに
　前記候補多量体において、共有結合するかまたは非共有結合的に連結している前記第1
および第2の単量体からの前記リンカー要素を同定する工程。
[本発明1046]
　前記多量体を同定する工程が、どの多量体が、強固に結合する第1および第2の多量体を
有するかを決定することにより実行される、本発明1045の方法。
[本発明1047]
　前記同定されたリンカー要素を有する前記単量体に対して、前記第1のセットの単量体
を提供する工程と、前記第2のセットの単量体を提供する工程と、前記接触させる工程と
、前記二量体を同定する工程と、前記候補二量体において前記リンカー要素を同定する工
程とを1回以上繰り返して、前記第1および第2のセットの単量体からのどの前記リンカー
要素が好適な結合親和性を有するかを決定する工程
をさらに含む、本発明1045の方法。
[本発明1048]
　前記第1および第2のセットの単量体が、コード要素をさらに含み、前記多様性要素、前
記リンカー要素、および前記コード要素が連結している、本発明1045の方法。
[本発明1049]
　前記コード要素が、オリゴヌクレオチドである、本発明1048の方法。
[本発明1050]
　前記コード要素が、標識されたビーズである、本発明1048の方法。
[本発明1051]
　以下を含む、治療的多量体：
　複数の共有結合的または非共有結合的に結合した単量体であって、それぞれの単量体が
、
　　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合する多様性要素、
　　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または
補因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、自身の結合パートナーと可逆的な共有結合ま
たは非共有結合性の強固な相互作用を形成することができるリンカー要素であって、それ
ぞれの単量体について、前記多様性要素および前記リンカー要素が、直接的にまたは接続
部を介して間接的に連結する、リンカー要素
　を含み、前記複数の単量体が、それらのリンカー要素を介して共有結合するかまたは非
共有結合的に結合し、かつ前記複数の単量体の前記多様性要素が、前記標的分子中の近接
した位置に結合する、単量体。
[本発明1052]
　前記多様性要素が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結合し得る、本発明
1051の治療的多量体。
[本発明1053]
　前記多様性要素が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成することができる、本発明
1052の治療的多量体。
[本発明1054]
　前記可逆的な共有結合が、前記多様性要素上のカルボニルと前記標的分子上のアミンの
間、前記多様性要素上のアミンと前記標的分子上のカルボニルの間、前記多様性要素上の
ボロナートと前記標的分子上のヒドロキシル基の間、または前記多様性要素上のスルフヒ
ドリルと前記標的分子上のスルフヒドリルの間にある、本発明1053の治療的多量体。
[本発明1055]
　前記リンカー要素が、補因子とともに、または補因子なしで、100ｎＭ～100μＭの解離
定数を有する、本発明1051の治療的多量体。
[本発明1056]
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　前記リンカー要素が、解離定数または極性を調整するように化学的に修飾されて、細胞
への取り込みを向上させる、本発明1055の治療的多量体。
[本発明1057]
　前記リンカー要素が、45ダルトン～450ダルトンの分子量を有する、本発明1051の治療
的多量体。
[本発明1058]
　前記リンカー要素が、カルボニル基に対するα‐、β‐、またはγ‐ヒドロキシ基を有
する脂肪族化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその結合パートナーが、結
合すると6または8員のジヘミアセタール環またはジヘミケタール環を形成する、治療的多
量体であって、前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、以下か
ら構成される群より選択される、本発明1051の治療的多量体：

　式中、
　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｉ）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示し、前記位置に多様性要
素が存在しない場合、－Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ3基がその位置に存在し得る；

　式中、
　Ｒ1＝Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、－ＣＦ3、または他の電子求引性官能基であり、か
つ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＩ）およ
び式（ＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝Ｒ3＝－Ｈ、

　であり、
　Ｒ2＝Ｒ4＝Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ2ＯＨであり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＶ）の分
子に連結することにより形成される結合を示す；および
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　式中、
　Ｒ1＝Ｒ2＝－Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、または－ＣＦ3であり、
　Ｒ3＝－Ｈ、－ＣＨ2ＮＨ2、

　であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（Ｖ）または
式（ＶＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す。
[本発明1059]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、（ｉ）ボロナート基
、（ｉｉ）シス1，2－ジオール、または（ｉｉｉ）シス1，3ジオールのうちの1つ以上を
有する、芳香族複素環もしくは芳香族非複素環化合物または脂肪族化合物であり、それに
よって前記リンカー要素およびその結合パートナーが、結合すると式（Ｂ1）、（Ｂ2）、
（Ｂ3）、または（Ｂ4）の5または6員のボロン酸エステル環を形成する、本発明1051の治
療的多量体：

　式中、
　Ｒは、－Ｈ、－ＣＨ3、または－ＣＦ3を含む脂肪族基または脂環式基であり、
　Ｑは、芳香族複素環または非複素環であり、
　ｎ＝0～3、ｍ＝1～3およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）の分子に連結することにより形成される1つ以
上の結合を示し、かつ前記位置に多様性要素が存在しない場合は、前記基は－Ｈ、－ＯＨ
または－ＣＨ3より選択されてもよい。
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　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、少なくとも1個のＮ原
子をその環内に含有し、カルボキシレート基またはカルボニル基を前記Ｎ原子に対してオ
ルト位に有する、芳香族複素環化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその結
合パートナーが、金属補因子の補助により結合し得、以下の式の、追加のヘミアセタール
、ヘミケタール、またはボロナート結合を形成してもよい、本発明1051の治療的多量体：

　式中、
　Ｒ＝Ｈ、Ｂ（ＯＨ）2、

　、（ＣＨ2）ｎＯＨ、かつｎ＝1～3であり、
　Ｒ＝－ＣＨ（ＯＨ）－（ＣＨ2）ｍＯＨ、かつｍ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｚ1）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示す。
[本発明1061]
　前記リンカー要素が、芳香族化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその多
様性要素が結合すると、結合パートナーまたは前記リンカー要素の1つ以上の芳香環がス
タッキングして、前記リンカー要素と前記結合パートナーとの間の1つ以上の共有結合の
形成を誘導する、治療的多量体であって、前記複数の単量体のうちの1つ以上について前
記リンカー要素が、以下から構成される群より選択される、本発明1051の治療的多量体：

　式中、
　Ｒ1＝－Ｈ、－（ＣＨ2）ｎＯＨ、または－（ＣＨ2）ｎＳＨ、Ｂ（ＯＨ）2であり、
　ｎ＝0～3であり、
　Ｒ2＝Ｒ3＝

　であり、
　ｍ＝0～3であり、かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＶＩＩ）ま
たは式（ＶＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；
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　式中、
　Ｒ1＝－（ＣＨ2）ｎＯＨ、－（ＣＨ2）ｎＳＨ、または

　であり、
　ｎ＝0～3であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＸ）、式
（Ｘ）、式（ＸＩ）、および式（ＸＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合
を示す。
[本発明1062]
　前記リンカー要素が、インターカレーションまたは水素結合により、前記リンカー要素
と自身の結合パートナーとの間に0個、1個、またはそれ以上の共有結合の形成が誘導され
るように、前記結合パートナーのうちの1つ以上にインターカレートするかまたは水素結
合する芳香族化合物である、治療的多量体であって、前記複数の単量体のうちの1つ以上
について前記リンカー要素が、以下から構成される群より選択される、本発明1051の治療
的多量体：

　式中、
　Ｑは芳香族複素環または非複素環であり、前記環は、非限定的に、ベンゼン、ナフタレ
ン、プリン、ピリミジン、トリアジンを含む、単独であるかまたは縮合しているかのいず
れかである5または6員環を含み、
　Ｐは、前記分子の極性を調整するために使用される芳香族基または脂肪族基であり、
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　ｎ＝1～3であり、
　破線と交差する線は、式（ＸＩＩＩ）および（ＸＩＶ）の分子の1つ以上の多様性要素
が連結することにより形成される結合を示す。
[本発明1063]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、一旦体内、細胞内、
または細胞内コンパートメント内に入ると脱保護されるのに好適である、保護状態にある
1つ以上の活性部分を有する、治療的多量体であって、前記保護状態が、反応性チオール
基のジスルフィド保護、反応性アルコール基のエステル保護、反応性アルデヒド基のヘミ
アセタール保護、反応性ケトン基のヘミケタール保護、および反応性ボロナート基のアル
コール保護から構成される群より選択される、本発明1051の治療的多量体。
[本発明1064]
　以下の工程を含む、前記標的分子に関連する症状について対象を治療する方法：
　本発明1051の前記治療的多量体を提供する工程；
　前記症状を有する対象を選択する工程；および
　前記症状を治療するのに有効な条件下で、選択された前記対象に前記治療的多量体を投
与する工程。
[本発明1065]
　前記標的分子が、以下から構成される群より選択される、本発明1064の方法：
（1）Ｇタンパク質共役型受容体、（2）核内受容体、（3）電位開口型イオンチャネル、
（4）リガンド開口型イオンチャネル、（5）受容体型チロシンキナーゼ、（6）増殖因子
、（7）プロテアーゼ、（8）配列特異的プロテアーゼ、（9）ホスファターゼ、（10）タ
ンパク質キナーゼ、（11）生理活性脂質、（12）サイトカイン、（13）ケモカイン、（14
）ユビキチンリガーゼ、（15）ウイルス制御因子、（16）細胞分裂タンパク質、（17）骨
格タンパク質、（18）ＤＮＡ修復タンパク質、（19）細菌リボソーム、（20）ヒストン脱
アセチル化酵素、（21）アポトーシス制御因子、（22）シャペロンタンパク質、（23）セ
リン／スレオニンタンパク質キナーゼ、（24）サイクリン依存性キナーゼ、（25）増殖因
子受容体、（26）プロテアソーム、（27）シグナル伝達タンパク質複合体、（28）タンパ
ク質／核酸輸送体、および（29）ウイルスカプシド。
[本発明1066]
　前記治療的多量体が、1つ以上の公知のリガンドを多様性要素として含有し、かつ前記
標的分子の野生型および突然変異体の両方に対して、単一リガンドを用いて達成されるよ
りも高い有効性を達成する、本発明1065の方法。
[本発明1067]
　前記治療的多量体が、ＳＨ2、ＦＨＡ、14－3－3、ＷＷ、ＷＤ40、ＭＨ2、ＢＲＯＭＯ、
ＵＢＡ、ＰＴＢ、ＳＨ3、ＥＶＨ1、ＧＹＦ、ＶＨＳ、ＰＤＺ、ＰＵＦ、ＴＵＢＢＹ、ＳＡ
Ｍ、ＤＤ、ＣＡＲＤ、ＰｙＤ、ＰＢ1、ＢＲＣＴ、ＰＨ、ＦＹＶＥ、Ｃ1、ＦＥＲＭ、Ｃ2
、ＰＸ、およびＥＮＴＨから構成される群より選択される1つ以上のドメインに結合する
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かまたは前記ドメインの1つ以上を模倣する、本発明1065の方法。
[本発明1068]
　前記治療的多量体が、
　（1）前記標的からの基質の解離定数以下の解離定数で標的に結合することにより、基
質の標的切断、
　（2）結合タンパク質の解離定数以下の解離定数で標的に結合することにより、前記結
合タンパク質の標的への結合、
　（3）標的に結合して結合パートナーを模倣することにより、前記結合パートナーによ
る標的の不活性化、
　（4）不活性化結合パートナー－標的複合体または不活性化結合パートナー－突然変異
標的複合体に結合することにより、結合パートナーによる標的または突然変異標的の不活
性化、
　（5）標的に結合して、前記標的および多量体に結合するように第2の結合パートナーを
動員し、解離定数が前記第1の結合タンパク質の解離定数以下である多量体－標的－第2の
結合タンパク質複合体を形成することにより、第1の結合パートナーの標的への結合、
　（6）受容体標的に結合して、受容体の二量体形成を妨害することにより、前記受容体
標的への結合、
　（7）受容体標的に対する結合パートナーの動員を低減すること、前記受容体標的にリ
ガンド結合部位で結合してアンタゴニストとして作用すること、または前記受容体標的に
前記結合パートナー結合部位で結合してアンタゴニストとして作用することにより、結合
パートナーへの結合、
　（8）単量体または二量体の標的に結合することにより、標的のフィラメントへの重合
、および
　（9）単量体または二量体の標的に結合することにより、標的の凝集
について、妨害するか、結合を阻害するか、または活性化を阻害するかのいずれかである
、本発明1065の方法。
[本発明1069]
　前記治療的多量体が、
　（1）標的に結合して結合パートナーを模倣することにより、前記結合パートナーによ
る前記標的の活性化、
　（2）活性化結合パートナー－標的複合体または活性化結合パートナー－突然変異標的
複合体に結合することにより、結合パートナーによる標的または突然変異標的の活性化、
　（3）標的に結合して、前記標的、多量体、および第1の結合パートナーに結合するよう
に第2の結合パートナーを動員し、多量体－標的－第2の結合タンパク質複合体を形成する
か、または多量体－標的－第1の結合タンパク質－第2の結合タンパク質複合体を形成する
ことにより、標的への第1の弱い結合パートナー、
　（4）リガンド結合部位で受容体標的に結合し、受容体の二量体形成を促進することに
より、前記受容体標的、
　（5）受容体標的上のアロステリック部位に結合して、活性化リガンドの存在下におい
て受容体の二量体形成を促進することにより、前記受容体標的、および
　（6）受容体標的にリガンド結合部位で結合し、結合パートナーを動員および活性化さ
せるアゴニストとして作用することにより、または前記受容体標的と前記リガンド、もし
くは前記受容体標的と前記結合パートナーに結合し、前記結合パートナーの動員および活
性化を加速させることにより、前記受容体標的にリガンド結合することによって受容体標
的に動員される結合パートナー
について、活性化を促進するか、結合を促進するか、または活性化するかのいずれかであ
る、本発明1064の方法。
[本発明1070]
　前記治療的多量体が、以下によりタンパク質の代謝を変化させる、本発明1064の方法：
（1）標的または突然変異標的のフォールディングを安定させること、（2）共有結合的な
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シグナル伝達事象を促進させるかもしくは妨害すること、（3）共有結合的なシグナル伝
達事象を模倣すること、（4）マルチサブユニットの集合を阻害すること、（5）マルチサ
ブユニットの脱集合を阻害すること、または（6）標的または標的結合パートナーに結合
することにより分解を阻害すること。
[本発明1071]
　前記治療的多量体が、前記標的または前記標的－修飾酵素複合体に結合して、さらなる
タンパク質相互作用を介して、タンパク質のシグナル伝達、輸送、または分解を阻害、活
性化、促進、または調整することによって、リン酸化、脱リン酸化、アセチル化、メチル
化、ＳＵＭＯ化、ユビキチン化、プレニル化、ならびに糖および糖鎖の付加による、前記
標的の共有結合的修飾を、妨害、活性化、促進、または模倣する、本発明1064の方法。
[本発明1072]
　前記治療的多量体が、
　（1）第1の部位で結合することができる複数の単量体、および隣接する第2の部位で結
合することができる複数の単量体であって、ウイルス標的および突然変異ウイルス標的の
広範な阻害を提供する治療的多量体のカクテルを作製する、複数の単量体を提供すること
により、逆転写酵素、プロテアーゼ、またはウイルス組込みタンパク質を含む一連の標的
からの本質的なウイルス標的、
　（2）ウイルス侵入の補助に関与する細胞受容体に結合することおよびそれを阻害する
ことにより、ウイルスの細胞内侵入、
　（3）ウイルスの機能を補助する細胞タンパク質、または
　（4）宿主防御タンパク質をそれ以上阻害しないように、ウイルスタンパク質
のいずれかを阻害する、本発明1064の方法。
[本発明1073]
　前記治療的多量体の標的分子からの解離定数以上の解離定数を有する別のタンパク質、
タンパク質ドメイン、巨大分子、または基質を、前記標的タンパク質との結合から取り外
すために、前記治療的多量体の前記標的分子への結合が十分となるように、または、所望
の治療効果達成のため、前記標的細胞内の前記標的分子の約70％から100％が治療的多量
体に結合し、前記標的分子またはその結合パートナーの生物学的活性を活性化、促進、ま
たは阻害するために、前記治療的多量体の前記標的分子への結合が十分に強固な結合とな
るように、前記治療的多量体が、約47ｐＭ以下の10倍の範囲内から48ｎＭの10倍の範囲内
での前記標的分子からの解離定数を有する、方法であって、
　ここで、方法が以下の工程を含む、本発明1065の方法：
　第1の単量体を提供する工程であって、前記標的分子からの前記多様性要素の前記解離
定数が、100ｎＭの3倍の範囲内から10μＭの3倍の範囲内である、工程；および
　第2の単量体を提供する工程であって、前記標的分子からの前記多様性要素の前記解離
定数が、1μＭの3倍の範囲内から10μＭの3倍の範囲内である、工程であって、ここで、
前記第1の単量体の前記リンカー要素と前記第2の単量体の結合パートナーとの間の解離定
数が、10μＭの3倍の範囲内から100μＭの3倍の範囲内であり、前記リンカー要素をそれ
ぞれの単量体の前記多様性要素に連結する接続部が、約2個以下の回転可能な結合から約5
個の回転可能な結合の範囲内であり、前記治療的多量体を提供する工程において、定常状
態での血中単量体濃度が約0．1μＭ～約5．0μＭ以上の範囲である、工程。
[本発明1074]
　結合して治療的多量体を形成することができる複数の治療的単量体であって、それぞれ
の単量体が以下を含む、複数の治療的単量体：
　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合する多様性要素、および
　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または補
因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、自身の結合パートナーと共有結合または非共有
結合性の強固な相互作用を形成することができるリンカー要素であって、それぞれの単量
体について、前記多様性要素および前記リンカー要素が、直接的にまたは接続部を介して
間接的に接続し、かつ複数の単量体が、それらのリンカー要素を介して共有結合するかま
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たは非共有結合的に結合することができ、かつ前記複数の単量体の前記多様性要素が、前
記標的分子中の近接した位置に結合する、リンカー要素。
[本発明1075]
　前記多様性要素のうちの1つ以上が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結
合し得る、本発明1074の複数の治療的単量体。
[本発明1076]
　前記多様性要素のうちの1つ以上が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成すること
ができる、本発明1074の複数の治療的単量体。
[本発明1077]
　前記可逆的な共有結合が、前記多様性要素上のカルボニルと前記標的分子上のアミンの
間、前記多様性要素上のアミンと前記標的分子上のカルボニルの間、前記多様性要素上の
ボロナートと前記標的分子上のヒドロキシル基の間、または前記多様性要素上のスルフヒ
ドリルと前記標的分子上のスルフヒドリルの間にある、本発明1076の複数の治療的単量体
。
[本発明1078]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、補因子とともに、ま
たは補因子なしで、100ｎＭ～100μＭの解離定数を有する、本発明1074の複数の治療的単
量体。
[本発明1079]
　前記リンカー要素が、化学的に修飾されて解離定数または極性を調整し、細胞への取り
込みを向上させる、本発明1078の複数の治療的単量体。
[本発明1080]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、45ダルトン～450ダル
トンの分子量を有する、本発明1074の複数の治療的単量体。
[本発明1081]
　前記多様性要素が、標的核酸配列に結合する約9～12塩基の核酸またはヌクレオチド類
似体配列を含む、本発明1074の複数の治療的単量体。
[本発明1082]
　前記多様性要素が、核酸またはヌクレオチド類似体配列の細胞内への輸送を促進するよ
うに、前記配列に対する親和性を有するアミノグリコシドまたは親油性分子を含む、本発
明1074の複数の治療的単量体。
[本発明1083]
　前記多様性要素が、二本鎖核酸またはヌクレオチド類似体配列であって、それぞれの鎖
が約10～約15塩基であり、かつ前記二本鎖が、少なくとも一つの端に一本鎖のオーバーハ
ングをともなって、互いにハイブリッド形成し、かつ一本鎖が標的核酸配列に相補的であ
る、二本鎖核酸またはヌクレオチド類似体配列を含む、本発明1074の複数の治療的単量体
。
[本発明1084]
　前記リンカー要素が、カルボニル基に対するα‐、β‐、またはγ‐ヒドロキシ基を有
する脂肪族化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその結合パートナーが、結
合すると6または8員のジヘミアセタール環またはジヘミケタール環を形成する、複数の治
療的単量体であって、前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、
以下から構成される群より選択される、本発明1074の複数の治療的単量体：

　式中、
　破線と交差する線は、1つ以上の前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
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素が存在しない場合、－Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ3基がその位置に存在し得る；

　式中、
　Ｒ1＝Ｈ、‐ＯＨ、‐ＣＨ3、‐Ｆ、‐ＣＦ3、または他の電子求引性官能基であり、か
つ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＩ）およ
び式（ＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝Ｒ3＝－Ｈ、

　であり、
　Ｒ2＝Ｒ4＝Ｈ、－ＯＨ、または－ＣＨ2ＯＨであり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＶ）の分
子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝Ｒ2＝－Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ3、－Ｆ、または－ＣＦ3であり、

　であり、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（Ｖ）または
式（ＶＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す。
[本発明1085]
　前記リンカー要素が、芳香族化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその多
様性要素が結合すると、結合パートナーまたは前記リンカー要素の1つ以上の芳香環がス
タッキングして、前記リンカー要素と前記結合パートナーとの間に1つ以上の共有結合の
形成を誘導する、複数の治療的単量体であって、前記複数の単量体のうちの1つ以上につ
いて前記リンカー要素が、以下から構成される群より選択される、本発明1074の複数の治
療的単量体：
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　式中、
　Ｒ1＝－Ｈ、－（ＣＨ2）ｎＯＨ、または、－（ＣＨ2）ｎＳＨ、Ｂ（ＯＨ）2であり、
　ｎ＝0～3であり、
　Ｒ2＝Ｒ3＝

　であり、
　ｍ＝0～3であり、かつ
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＶＩＩ）ま
たは式（ＶＩＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を示す；

　式中、
　Ｒ1＝－（ＣＨ2）ｎＯＨ、－（ＣＨ2）ｎＳＨ、または

　であり、
　ｎ＝0～3であり、かつ、
　破線と交差する線は、前記多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（ＩＸ）、式
（Ｘ）、式（ＸＩ）、および式（ＸＩＩ）の分子に連結することにより形成される結合を
示す。
[本発明1086]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、（ｉ）ボロナート基
、（ｉｉ）シス1，2－ジオール、または（ｉｉｉ）シス1，3ジオールのうちの1つ以上を
有する、芳香族複素環もしくは芳香族非複素環化合物または脂肪族化合物であり、それに
より前記リンカー要素およびその結合パートナーが、結合すると式（Ｂ1）、（Ｂ2）、（
Ｂ3）、または（Ｂ4）の5または6員のボロン酸エステル環を形成する、本発明1074の複数
の治療的単量体：
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　式中、
　Ｒは、－Ｈ、－ＣＨ3、または－ＣＦ3を含む脂肪族基または脂環式基であり、
　Ｑは、芳香族複素環または非複素環であり、
　ｎ＝0～3、ｍ＝1～3、およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）の分子に連結することにより形成される1つ以
上の結合を示し、かつ前記位置に多様性要素が存在しない場合は、前記基は－Ｈ、－ＯＨ
または－ＣＨ3より選択されてもよい。
[本発明1087]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、少なくとも1個のＮ原
子をその環内に含有し、カルボキシレート基またはカルボニル基を前記Ｎ原子に対してオ
ルト位に有する、芳香族複素環化合物であり、それにより前記リンカー要素およびその結
合パートナーが、金属補因子の補助により結合し得、以下の式の、追加のヘミアセタール
、ヘミケタール、またはボロナート結合を形成してもよい、本発明1074の複数の治療的単
量体：



(38) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

40

50

　式中、
　Ｒ＝Ｈ、Ｂ（ＯＨ）2、

　（ＣＨ2）ｎＯＨ、かつｎ＝1～3であり、
　Ｒ＝－ＣＨ（ＯＨ）－（ＣＨ2）ｍＯＨ、かつｍ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｚ1）の分子に連結することにより形成される1つ以上の結合を示す。
[本発明1088]
　前記リンカー要素が、インターカレーションまたは水素結合により、前記リンカー要素
と前記結合パートナーとの間に0個、1個、またはそれ以上の共有結合の形成が誘導される
ように、自身の結合パートナーのうちの1つ以上にインターカレートするかまたは水素結
合する芳香族化合物である、複数の治療的単量体であって、前記複数の単量体のうちの1
つ以上について前記リンカー要素が、以下から構成される群より選択される、本発明1074
の複数の治療的単量体：

　式中、
　Ｑは芳香族複素環または非複素環であり、前記環は、非限定的に、ベンゼン、ナフタレ
ン、プリン、ピリミジン、トリアジンを含む、単独であるかまたは縮合しているかのいず
れかである5または6員環を含み、
　Ｐは、前記分子の極性を調整するために使用される芳香族基または脂肪族基であり、

　ｎ＝1～3であり、
　破線と交差する線は、式（ＸＩＩＩ）および（ＸＩＶ）の分子の1つ以上の多様性要素
が連結することにより形成される結合を示す。
[本発明1089]
　前記複数の単量体のうちの1つ以上について前記リンカー要素が、一旦体内、細胞内、
または細胞内コンパートメント内に入ると脱保護されるのに好適である、保護状態にある
1つ以上の活性部分を有する、複数の治療的単量体であって、前記保護状態が、反応性チ
オール基のジスルフィド保護、反応性アルコール基のエステル保護、反応性アルデヒド基
のヘミアセタール保護、反応性ケトン基のヘミケタール保護、および反応性ボロナートの
アルコール保護から構成される群より選択される、本発明1074の複数の治療的単量体。
[本発明1090]
　結合して治療的多量体を形成する、本発明1074の複数の治療的単量体。
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[本発明1091]
　以下の工程を含む、前記標的分子に関連する症状について対象を治療する方法：
　本発明1074の前記複数の治療的単量体を提供する工程；
　前記症状を有する対象を選択する工程；および
　前記症状を治療するのに有効な条件下で、選択された前記対象に前記複数の治療単量体
を投与する工程。
[本発明1092]
　前記標的分子が、以下から構成される群より選択される、本発明1091の方法：
（1）Ｇタンパク質共役型受容体、（2）核内受容体、（3）電位開口型イオンチャネル、
（4）リガンド開口型イオンチャネル、（5）受容体型チロシンキナーゼ、（6）増殖因子
、（7）プロテアーゼ、（8）配列特異的プロテアーゼ、（9）ホスファターゼ、（10）タ
ンパク質キナーゼ、（11）生理活性脂質、（12）サイトカイン、（13）ケモカイン、（14
）ユビキチンリガーゼ、（15）ウイルス制御因子、（16）細胞分裂タンパク質、（17）骨
格タンパク質、（18）ＤＮＡ修復タンパク質、（19）細菌リボソーム、（20）ヒストン脱
アセチル化酵素、（21）アポトーシス制御因子、（22）シャペロンタンパク質、（23）セ
リン／スレオニンタンパク質キナーゼ、（24）サイクリン依存性キナーゼ、（25）増殖因
子受容体、（26）プロテアソーム、（27）シグナル伝達タンパク質複合体、（28）タンパ
ク質／核酸輸送体、および（29）ウイルスカプシド。
[本発明1093]
　前記治療的単量体が、1つ以上の公知のリガンドを多様性要素として含有し、かつ前記
標的分子の野生型および突然変異体の両方に対して、単一リガンドを用いて達成されるよ
りも高い有効性を達成する、本発明1091の方法。
[本発明1094]
　前記治療的単量体が、ＳＨ2、ＦＨＡ、14‐3‐3、ＷＷ、ＷＤ40、ＭＨ2、ＢＲＯＭＯ、
ＵＢＡ、ＰＴＢ、ＳＨ3、ＥＶＨ1、ＧＹＦ、ＶＨＳ、ＰＤＺ、ＰＵＦ、ＴＵＢＢＹ、ＳＡ
Ｍ、ＤＤ、ＣＡＲＤ、ＰｙＤ、ＰＢ1、ＢＲＣＴ、ＰＨ、ＦＹＶＥ、Ｃ1、ＦＥＲＭ、Ｃ2
、ＰＸ、およびＥＮＴＨから構成される群より選択されるドメインのうちの1つ以上に結
合するかまたは前記ドメインの1つ以上を模倣する、本発明1091の方法。
[本発明1095]
　前記治療的単量体が、
　（1）標的からの基質の解離定数以下の解離定数で標的に結合することにより、基質の
標的切断、
　（2）結合タンパク質の解離定数以下の解離定数で標的に結合することにより、前記結
合タンパク質の標的への結合、
　（3）標的に結合して結合パートナーを模倣することにより、前記結合パートナーによ
る前記標的の不活性化、
　（4）不活性化結合パートナー－標的複合体または不活性化結合パートナー－突然変異
標的複合体に結合することにより、結合パートナーによる標的または突然変異標的の不活
性化、
　（5）標的に結合して、前記標的および多量体に結合する第2の結合パートナーを動員し
、解離定数が前記第1の結合タンパク質の解離定数以下である多量体－標的－第2の結合タ
ンパク質複合体を形成することにより、第1の結合パートナーの標的への結合、
　（6）受容体標的に結合して、受容体の二量体形成を妨害することにより、前記受容体
標的への結合、
　（7）受容体標的に対する結合パートナーの動員を低減すること、前記受容体標的にリ
ガンド結合部位で結合してアンタゴニストとして作用すること、または前記受容体標的に
前記結合パートナー結合部位で結合してアンタゴニストとして作用することにより、結合
パートナーへの結合、
　（8）単量体または二量体の標的に結合することにより、標的のフィラメントへの重合
、および
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　（13）単量体または二量体の標的に結合することにより、標的の凝集
について、妨害するか、結合を阻害するか、または活性化を阻害するかのいずれかである
、本発明1091の方法。
[本発明1096]
　前記治療的単量体が、
　（1）標的に結合して結合パートナーを模倣することにより、前記結合パートナーによ
る前記標的の活性化、
　（2）活性化結合パートナー－標的複合体または活性化結合パートナー－突然変異標的
複合体に結合することにより、結合パートナーによる標的または突然変異標的の活性化、
　（3）標的に結合して、前記標的、多量体、および第1の結合パートナーに結合する第2
の結合パートナーを動員し、多量体－標的－第2の結合タンパク質複合体を形成するか、
または多量体－標的－第1の結合タンパク質－第2の結合タンパク質複合体を形成すること
により、標的への第1の弱い結合パートナー、
　（4）リガンド結合部位で受容体標的に結合し、受容体の二量体形成を促進することに
より、前記受容体標的、
　（5）受容体標的上のアロステリック部位に結合して、活性化リガンドの存在下におい
て受容体の二量体形成を促進することにより、前記受容体標的、および
　（6）受容体標的にリガンド結合することにより、前記受容体標的にリガンド結合部位
で結合し、結合パートナーを動員および活性化させるアゴニストとして作用することによ
り、または前記受容体標的と前記リガンド、もしくは前記受容体標的と前記結合パートナ
ーに結合し、前記結合パートナーの動員および活性化を加速させることにより、受容体標
的に動員される結合パートナー
について、活性化を促進するか、結合を促進するか、または活性化するかのいずれかであ
る、本発明1091の方法。
[本発明1097]
　治療的単量体が、以下により、タンパク質の代謝を変化させる、本発明1091の方法：
（1）標的または突然変異標的のフォールディングを安定させること、（2）共有結合的な
シグナル伝達事象を促進させるかもしくは妨害すること、（3）共有結合的なシグナル伝
達事象を模倣すること、（4）マルチサブユニットの集合を阻害すること、（5）マルチサ
ブユニットの脱集合を阻害すること、または（6）標的または標的結合パートナーに結合
することにより分解を阻害すること。
[本発明1098]
　前記治療的単量体が、前記標的または前記標的－修飾酵素複合体に結合して、さらなる
タンパク質相互作用を介して、タンパク質のシグナル伝達、輸送、または分解を阻害、活
性化、促進、または調整することによって、リン酸化、脱リン酸化、アセチル化、メチル
化、ＳＵＭＯ化、ユビキチン化、プレニル化、ならびに糖および糖鎖の付加による、前記
標的の共有結合的修飾を、妨害、活性化、促進、または模倣する、本発明1091の方法。
[本発明1099]
　前記治療的多量体が、
　（1）第1の部位で結合することができる複数の単量体、および隣接する第2の部位で結
合することができる複数の単量体であって、ウイルス標的および突然変異ウイルス標的の
広範な阻害を提供する治療的多量体のカクテルを作製する、複数の単量体を提供すること
により、逆転写酵素、プロテアーゼ、またはウイルス組込みタンパク質を含む一連の標的
からの本質的なウイルス標的、
　（2）ウイルス侵入の補助に関与する細胞受容体に結合することおよびそれを阻害する
ことにより、ウイルスの細胞内侵入、
　（3）ウイルスの機能を補助する細胞タンパク質、または
　（4）宿主防御タンパク質をそれ以上阻害しないように、ウイルスタンパク質
のいずれかを阻害する、本発明1091の方法。
[本発明1100]
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　前記治療的単量体が、前記標的に結合して細胞位置に直接的に影響を与えることにより
、または細胞位置に影響を与える第2の実体に前記標的分子を結合させることにより、細
胞膜、細胞質、ミトコンドリア、リソソーム、プロテアソーム、ゴルジ、小胞体、細胞外
空間、核、細胞フィラメントもしくは骨格、または他の細胞内区画もしくは細胞外区画、
細胞構造、または空間への標的の動きを妨害するかまたは加速することによって、タンパ
ク質の輸送または細胞局在を変化させる、本発明1091の方法。
[本発明1101]
　前記治療的単量体が、
　（1）同じ癌細胞内で癌を標的とする2つの多様性要素であって、それによって、癌細胞
死滅の選択性を増加させる、2つの多様性要素、
　（2）正常細胞にはないが癌細胞には豊富である標的に結合して、前記同じ細胞内で重
要な標的を不活性化させる追加の単量体を濃縮することにより、癌細胞内の致死性癌を標
的とする多様性要素、または
　（3）輸送体を使用して取り込みを促進することにより、癌細胞内の致死性癌を標的と
する多様性要素
の濃度を増加させるために使用される、方法であって、前記輸送体が、グルコース輸送体
、タウリン輸送体、カチオン性アミノ酸輸送体、有機アニオン輸送体、プロリン輸送体、
モノアミン輸送体、アニオン交換輸送体、葉酸輸送体、モノカルボン酸輸送体、亜鉛輸送
体、アミノ酸輸送体、ナトリウム依存性ビタミン輸送体、脂肪酸輸送体、ヌクレオシド輸
送体、およびプロトン共役型二価金属イオン輸送体から構成される群より選択される一連
の輸送体から、癌細胞内で好ましくはより豊富に発現される、本発明1091の方法。
[本発明1102]
　前記複数の治療的単量体が、排出ポンプに結合して排出チャネルを塞ぐことにより、癌
細胞内の薬物排出ポンプタンパク質を妨害し、それにより他の治療に対するこれらの癌細
胞の感受性をより高くする、本発明1091の方法。
[本発明1103]
　前記治療的単量体が、輸送体に結合して適切な機能を阻害することにより、癌細胞の代
謝を妨害する、方法であって、前記輸送体が、癌細胞内でより豊富に発現され、かつグル
コース輸送体、タウリン輸送体、カチオン性アミノ酸輸送体、有機アニオン輸送体、プロ
リン輸送体、モノアミン輸送体、アニオン交換輸送体、葉酸輸送体、モノカルボン酸輸送
体、亜鉛輸送体、アミノ酸輸送体、ナトリウム依存性ビタミン輸送体、脂肪酸輸送体、ヌ
クレオシド輸送体、およびプロトン共役型二価金属イオン輸送体から構成される一連の群
より選択される、本発明1091の方法。
[本発明1104]
　前記治療的多量体の標的分子からの解離定数以上の解離定数を有する別のタンパク質、
タンパク質ドメイン、巨大分子、または基質を、前記標的タンパク質との結合から取り外
すために、前記治療的単量体の前記標的分子への結合が十分となるように、または、所望
の治療効果達成のため、前記標的細胞内の前記標的タンパク質の約70％から100％が前記
治療的単量体に結合し、前記標的タンパク質またはその結合パートナーの生物学的活性を
活性化、促進、または阻害するために、前記治療的多量体の前記標的分子への結合が十分
に強固な結合となるように、前記治療的単量体が、約47ｐＭ以下の10倍の範囲内から48ｎ
Ｍの10倍の範囲内での前記標的分子からの解離定数を有する、方法であって、
　ここで、該方法が以下の工程を含む、本発明1091の方法：
　第1の単量体を提供する工程であって、前記標的分子からの前記多様性要素の前記解離
定数が、1μＭの3倍の範囲内から10μＭの3倍の範囲内である、工程；
　第2の単量体を提供する工程であって、前記標的分子からの前記多様性要素の前記解離
定数が、1μＭの3倍の範囲内から100μＭの3倍の範囲内である、工程であって、ここで、
前記第1の単量体の前記リンカー要素と前記第2の単量体の結合パートナーとの間の解離定
数が、0から10μＭの3倍の範囲内であり、前記リンカー要素をそれぞれの単量体の前記多
様性要素に連結する接続部が、約2個以下の回転可能な結合から約5個の回転可能な結合の
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範囲内であり、前記治療的多量体を提供する工程において、定常状態での血中単量体濃度
が約0．1μＭ～約5．0μＭ以上の範囲である、工程。
[本発明1105]
　前記治療的多量体の標的分子からの解離定数以上の解離定数を有する別のタンパク質、
タンパク質ドメイン、巨大分子、または基質を、前記治療的多量体の前記標的分子への結
合から取り外すのに十分となるように、または、所望の治療効果達成のため、前記標的細
胞内の前記標的分子の約70％から100％が治療的多量体に結合し、前記標的分子またはそ
の結合パートナーの生物学的活性を活性化、促進、または阻害するのに前記治療的多量体
の前記標的分子への結合が十分に強固な結合であるように、前記治療的多量体が、約47ｐ
Ｍ以下の10倍の範囲内から48ｎＭの10倍の範囲内での前記標的分子からの解離定数を有す
る、方法であって、
ここで、方法が以下の工程を含む、本発明1091の方法：
　第1の単量体を提供する工程であって、前記標的分子からの前記多様性要素の前記解離
定数が、100ｎＭの3倍の範囲内から10μＭの3倍の範囲内である、工程；
　第2の単量体を提供する工程であって、前記標的分子からの前記多様性要素の前記解離
定数が、1μＭの3倍の範囲内から10μＭの3倍の範囲内である、工程であって、ここで、
前記第1の単量体の前記リンカー要素と前記第2の単量体の結合パートナーとの間の解離定
数が、10μＭの3倍の範囲内から100μＭの3倍の範囲内であり、前記リンカー要素をそれ
ぞれの単量体の前記多様性要素に連結する接続部が、約2個以下の回転可能な結合から約5
個の回転可能な結合の範囲内であり、前記治療的多量体を提供する工程において、定常状
態での血中単量体濃度が約0．1μＭ～約5．0μＭ以上の範囲である、工程。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】コフェロン単量体で使用される構成成分の模式図である。
【００３９】
【図２．１】図２．１Ａ～２．１Ｋは、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図
２．１Ａは、接続部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従うコフェロン単量
体の模式図である。図２．１Ｂは、ＤＮＡバーコードを接続部を介して付着させた、本発
明に従うコフェロン単量体の模式図である。図２．１Ｃは、一方の単量体への接続部を介
してコード化ビーズに付着させ、ＤＮＡバーコードを他方の単量体に付着させた、コフェ
ロン二量体の模式図である。図２．１Ｄは、ＤＮＡバーコードを接続部を介して各単量体
に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｅは、本発明に従う接続部を
有するコフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｆは、リンカー要素を介してコード化
ビーズに付着させた、本発明に従うコフェロン単量体の模式図である。図２．１Ｇは、Ｄ
ＮＡバーコードをリンカー要素に付着させた、本発明に従うコフェロン単量体の模式図で
ある。図２．１Ｈは、一方の単量体へのリンカー要素を介してコード化ビーズに付着させ
、ＤＮＡバーコードを他方の単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。図
２．１Ｉは、リンカー要素を介してコード化ビーズを１つの単量体に付着させた、コフェ
ロン二量体の模式図である。図２．１Ｊは、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを各
単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｋは、本発明に従うコ
フェロン二量体の模式図である。
【００４０】
【図２．２】図２．２Ｌ～２．２Ｓは、コフェロン薬設計の構成成分のさらなる変形例を
示す。図２．２Ｌは、一方の単量体への接続部を介してコード化ビーズに付着させ、ＤＮ
Ａバーコードを他方の単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。リンカー
要素は、金属イオン（青い点）等の補因子を介して相互に結合している。図２．２Ｍは、
接続部を介してＤＮＡバーコードを各単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図で
ある。リンカー要素は、金属イオン等の補因子を介して相互に結合している。図２．２Ｎ
は、本発明に従う、補因子を介して相互に結合するコフェロン二量体の模式図である。図
２．２Ｏは、１つの単量体への接続部を介してコード化ビーズに付着させた、コフェロン
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二量体の模式図である。リンカー要素は、金属イオン等の補因子を介して相互に結合して
いる。図２．２Ｐは、１つの単量体のリンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた
、コフェロン二量体の模式図である。リンカー要素は、金属イオン等の補因子を介して相
互に結合している。図２．２Ｑは、一方の単量体へのリンカー要素を介してコード化ビー
ズに付着させ、ＤＮＡバーコードを他方の単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式
図である。リンカー要素は、金属イオン等の補因子を介して相互に結合している。図２．
２Ｒは、金属イオン等の補因子を介して相互に結合するリンカー要素を介して、ＤＮＡバ
ーコードを各単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。図２．２Ｊは、本
発明に従う、補因子を介して相互に結合するコフェロン二量体の模式図である。
【００４１】
【図２．３】図２．３Ａ２～Ｊ２は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．３Ａ２は、別個の接続部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つのコ
フェロン単量体の模式図である。図２．３Ｂ２は、接続部を介してＤＮＡバーコードを付
着させた、本発明に従う連結されたコフェロン二量体の模式図である。図２．３Ｃは、リ
ンカー要素への接続部を介してコード化ビーズに付着させた、連結されたコフェロン二量
体の模式図である。図２．３Ｄ２は、本発明に従う連結されたコフェロン二量体の模式図
である。図２．３Ｅ２は、接続部を介してコード化ビーズに付着させた２つのコフェロン
単量体と、接続部を介してＤＮＡバーコードを付着させた１つのコフェロン単量体とから
構成される、コフェロン三量体の模式図である。後者の単量体および前者の単量体のうち
の１つのリンカー要素が連結している。図２．３Ｆ２は、接続部を介してＤＮＡバーコー
ドを付着させた２つの連結されたコフェロン単量体と、接続部を介してＤＮＡバーコード
を付着させた１つのコフェロン単量体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。後者
の単量体および前者の単量体のうちの１つのリンカー要素が連結している。図２．３Ｇ２
は、本発明に従う、同一のリガンドを有する２つのコフェロンと、異なるリガンドを有す
る１つのコフェロンとを含む、コフェロン三量体の模式図である。後者の単量体および前
者の単量体のうちの１つのリンカー要素が連結している。図４Ｈ２は、リンカー要素を介
してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つのコフェロン単量体と、別の１つの
コフェロン単量体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。後者の単量体および前者
の単量体のうちの１つのリンカー要素が連結している。図２．３Ｉ２は、接続部を介して
コード化ビーズに付着させた１つのコフェロン単量体と、それぞれ接続部を介してＤＮＡ
バーコードを付着させた、もう２つのコフェロン単量体とを含む、コフェロン三量体の模
式図である。前者の単量体および後者の単量体のうちの１つのリンカー要素が連結してい
る。図２．３Ｊ２は、本発明に従う、異なるリガンドを有する３つの単量体のコフェロン
を含む、コフェロン三量体の模式図である。
【００４２】
【図２．４】図２．４Ｋ２～Ｔ２は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．４Ｋ２は、リンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つのコ
フェロン単量体の模式図である。図２．４Ｌ２は、リンカー要素を介してＤＮＡバーコー
ドを付着させた、本発明に従う連結されたコフェロン二量体の模式図である。図２．４Ｍ
２は、リンカー要素への連結部を介してコード化ビーズに付着させた、連結されたコフェ
ロン二量体の模式図である。図２．４Ｎ２は、本発明に従う連結されたコフェロン二量体
の模式図である。図２．４Ｏ２は、コフェロン単量体のリンカー要素を介してコード化ビ
ーズに付着させた２つのコフェロン単量体と、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを
付着させた１つのコフェロン単量体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。図２．
４Ｐ２は、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた２つの連結されたコフェ
ロン単量体と、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた１つのコフェロン単
量体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。図２．４Ｑ２は、本発明に従う、同一
のリガンドを有する２つのコフェロンと、異なるリガンドを有する１つのコフェロンとを
含む、コフェロン三量体の模式図である。図５Ｒ２は、コフェロン単量体の連結されたリ
ンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つの連結されたコフェ
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ロン単量体と、コフェロン単量体のリンカー要素によって連結された単量体のうちの１つ
に連結する、別の１つのコフェロン単量体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。
図５Ｓ２は、リンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた１つのコフェロン単量体
と、それぞれ接続部を介してＤＮＡバーコードを付着させた、もう２つのコフェロン単量
体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。図２．４Ｔ２は、本発明に従う、異なる
リガンドを有する３つの単量体のコフェロンを含む、コフェロン三量体の模式図である。
【００４３】
【図２．５】図２．５Ａ３～Ｌ３は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．５Ａ３は、接続部を介してコード化ビーズへ、およびコフェロン単量体のリンカー要素
を介してそれら自体へ付着させた、本発明に従う２つのコフェロン単量体と、接続部を介
してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と
から成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｂ３は、接続部を介してＤＮＡバ
ーコードを付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と、接続部を介
してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う別の１つの連結されたコフェロン二量
体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｃ３は、本発明に従う、１つ
のリガンドを有する２つの単量体のコフェロンと、別の１つのリガンドを有する２つの単
量体のコフェロンとを含む、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｄ３は、連結部
を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体
と、接続部を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフ
ェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｅ３は、連結部を
介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と
、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式
図である。図２．５Ｆ３は、接続部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う
２つのコフェロン単量体と、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体とから成る
、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｇ３は、接続部を介してコード化ビーズに
付着させた、本発明に従う２つのコフェロン単量体と、接続部を介してＤＮＡバーコード
を付着させた、本発明に従う異なるリガンドを有する２つのコフェロン単量体とから成る
、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｈ３は、接続部を介してＤＮＡバーコード
を付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と、接続部を介してＤＮ
Ａバーコードを付着させた、本発明に従う異なるリガンドを有する２つの連結されたコフ
ェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｉ３は、本発明に
従う、１つのリガンドを有する２つの単量体のコフェロンと、２つの異なるリガンドを有
する２つの単量体のコフェロンとから構成される、コフェロン四量体の模式図である。図
２．５Ｊ３は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う１つのコフェ
ロン二量体と、接続部を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う異なるリガ
ンドを有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図
２．５Ｋ３は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う１つの連結さ
れたコフェロン二量体と、本発明に従う異なるリガンドを有する２つのコフェロン単量体
とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．５Ｌ３は、接続部を介してコード
化ビーズに付着させた、本発明に従う２つのコフェロン単量体と、本発明に従う異なるリ
ガンドを有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。
【００４４】
【図２．６】図２．６Ｍ３～Ｘ３は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．６Ｍ３は、リンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つのコ
フェロン単量体と、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードに付着させた、本発明に従う
１つの連結されたコフェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２
．６Ｎ３は、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う１つの
連結されたコフェロン二量体と、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、
本発明に従う別の１つの連結されたコフェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模
式図である。図２．６Ｏ３は、本発明に従う、１つのリガンドを有する２つの単量体のコ
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フェロンと、別の１つのリガンドを有する２つの単量体のコフェロンとを含む、コフェロ
ン四量体の模式図である。図２．６Ｐ３は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた
、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と、リンカー要素を介してＤＮＡバー
コードを付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体とから成る、コフ
ェロン四量体の模式図である。図２．６Ｑ３は、連結部を介してコード化ビーズに付着さ
せた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と、本発明に従う１つの連結され
たコフェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．６Ｒ３は、本
発明に従うリンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つの連結
されたコフェロン二量体から成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．６Ｓ３は、
リンカー要素を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つのコフェロン単量
体と、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う異なるリガン
ドを有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２
．６Ｔ３は、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う１つの
連結されたコフェロン二量体と、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、
本発明に従う異なるリガンドを有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四
量体の模式図である。図２．６Ｕ３は、本発明に従う、１つのリガンドを有する２つのコ
フェロン単量体と、２つの異なるリガンドを有する２つのコフェロン単量体とから構成さ
れる、コフェロン四量体の模式図である。図２．６Ｖ３は、連結部を介してコード化ビー
ズに付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と、リンカー要素を介
してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う異なるリガンドを有する２つのコフェ
ロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．６Ｗ３は、連結部を介
してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う１つの連結されたコフェロン二量体と、
本発明に従う異なるリガンドを有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四
量体の模式図である。図２．６Ｘ３は、リンカー要素を介してコード化ビーズに付着させ
た、本発明に従う２つのコフェロン単量体と、本発明に従う異なるリガンドを有する２つ
のコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。
【００４５】
【図２．７】図２．７Ａ４～Ｆ４は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．７Ａ４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う、同一のリンカ
ー要素、接続部、および同一のリガンドを有する４つの連結されたコフェロン単量体から
成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．７Ｂ４は、連結部を介してＤＮＡバーコ
ードを付着させた、本発明に従う、同一のリンカー要素、接続部、および同一のリガンド
を有する４つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図である
。図２．７Ｃ４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う、２つの
異なるリンカー要素、接続部、および同一のリガンドを有する４つの連結されたコフェロ
ン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．７Ｄ４は、連結部を介して
ＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う、２つの異なるリンカー要素、接続部、お
よび同一のリガンドを有する４つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン四
量体の模式図である。図２．７Ｅ４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本
発明に従う、２つの異なるリンカー要素、接続部、および２つの異なるリガンドを有する
、４つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図である。図２
．７Ｆ４は、連結部を介してＤＮＡバーコードに付着させた、本発明に従う、２つの異な
るリンカー要素、接続部、および２つの異なるリガンドを有する４つの連結されたコフェ
ロン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図である。
【００４６】
【図２．８】図２．８Ｇ４～Ｎ４は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．８Ｇ４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う、同一のリンカ
ー要素、接続部、および同一のリガンドを有する２つの連結されたコフェロン単量体から
成る、コフェロン二量体の模式図である。図２．８Ｈ４は、連結部を介してＤＮＡバーコ
ードを付着させた、本発明に従う、同一のリンカー要素、接続部、および同一のリガンド
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を有する２つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン二量体の模式図である
。図２．８Ｉ４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ガンドを有する２つの連結されたコフェロン単量体と、連結部を介してＤＮＡバーコード
を付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連結されたコフェロン単量体
から成るコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．８Ｊ４
は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有する
２つの連結されたコフェロン単量体と、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連結
されたコフェロン単量体から成るコフェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式
図である。図２．８Ｋ４は、１つのリガンドを有する２つのコフェロン単量体と、本発明
に従う別の１つのリガンドを有する２つのコフェロン単量体とから構成される、コフェロ
ン四量体の模式図である。図２．８Ｌ４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた
、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連結されたコフェロン単量体と、リンカー
要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う２つの異なるリガンドを有す
る、２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．８Ｍ
４は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有す
る２つの連結されたコフェロン単量体と、本発明に従う２つの異なるリガンドを有する２
つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．８Ｎ４は、
本発明に従う、１つのリガンドを有する２つのコフェロン単量体と、２つの異なるリガン
ドを有する２つのコフェロン単量体とから構成される、コフェロン四量体の模式図である
。
【００４７】
【図２．９】図２．９Ｏ４～Ｔ４は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。図２
．９Ｏ４は、本発明に従う同一のリガンドを有する４つの単量体のコフェロンを含む、コ
フェロン四量体の模式図である。図２．９Ｐ４は、本発明に従う、２つの異なるリンカー
要素を有するが、同一のリガンドを有する、４つの単量体のコフェロンを含む、コフェロ
ン四量体の模式図である。図１２．９Ｑ４は、本発明に従う、１つのリガンドを有する２
つのコフェロン単量体と、別の１つのリガンドを有する２つのコフェロン単量体とを含む
、コフェロン四量体の模式図である。図２．９Ｒ４は、本発明に従う同一のリガンドを有
する２つの単量体のコフェロンを含む、コフェロン二量体の模式図である。図２．９Ｓ４
は、本発明に従う、２つの異なるリンカー要素を有するが、同一のリガンドを有する、２
つのコフェロン単量体から構成される、コフェロン二量体の模式図である。図２．９Ｔ４
は、本発明に従う、１つのリガンドを有する１つのコフェロン単量体と、別の１つのリガ
ンドを有する１つのコフェロン単量体とから構成される、コフェロン二量体の模式図であ
る。
【００４８】
【図２．１０】図２．１０Ａ５～Ｆ５は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１０Ａ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ンカー要素および同一のリガンドを有する、４つの連結されたコフェロン単量体から成る
、コフェロン四量体の模式図である。図２．１０Ｂ５は、連結部を介してＤＮＡバーコー
ドを付着させた、本発明に従う同一のリンカー要素および同一のリガンドを有する、４つ
の連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．１０
Ｃ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つの異なるリンカ
ー要素および同一のリガンドを有する、４つの連結されたコフェロン単量体から成る、コ
フェロン四量体の模式図である。図２．１０Ｂ５は、連結部を介してＤＮＡバーコードを
付着させた、本発明に従う２つの異なるリンカー要素および同一のリガンドを有する、４
つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．１
０Ｅ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つの異なるリン
カー要素および２つの異なるリガンドを有する、４つの連結されたコフェロン単量体から
成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．１０Ｆ５は、連結部を介してＤＮＡバー
コードを付着させた、本発明に従う２つの異なるリンカー要素および２つの異なるリガン
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ドを有する、４つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン四量体の模式図で
ある。
【００４９】
【図２．１１】図２．１１Ｇ５～Ｎ５は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１１Ｇ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ンカー要素および同一のリガンドを有する、２つの連結されたコフェロン単量体から成る
、コフェロン二量体の模式図である。図２．１１Ｈ５は、連結部を介してＤＮＡバーコー
ドを付着させた、本発明に従う同一のリンカー要素および同一のリガンドを有する、２つ
の連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン二量体の模式図である。図２．１１
Ｉ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有
する２つの連結されたコフェロン単量体と、連結部を介してＤＮＡバーコードを付着させ
た、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連結されたコフェロン単量体から成るコ
フェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．１１Ｊ５は、連結
部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連
結されたコフェロン単量体と、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連結されたコ
フェロン単量体から成る１つのコフェロン二量体とから成る、コフェロン四量体の模式図
である。図２．１１Ｋ５は、本発明に従う、１つのリガンドを有する２つのコフェロン単
量体と、別の１つのリガンドを有する２つのコフェロン単量体とから構成される、コフェ
ロン四量体の模式図である。図２．１１Ｌ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着さ
せた、本発明に従う同一のリガンドを有する２つの連結されたコフェロン単量体と、リン
カー要素を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う２つの異なるリガンドを
有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．１
１Ｍ５は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを
有する２つの連結されたコフェロン単量体と、本発明に従う２つの異なるリガンドを有す
る２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．１１Ｎ
５は、本発明に従う、１つのリガンドを有する２つの単量体のコフェロンと、２つの異な
るリガンドを有する２つの単量体のコフェロンとから構成される、コフェロン四量体の模
式図である。
【００５０】
【図２．１２】図２．１２Ｏ５～Ｔ５は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１２Ｏ５は、本発明に従う同一のリガンドを有する４つの単量体のコフェロンを含
む、コフェロン四量体の模式図である。図２．１２Ｐ５は、本発明に従う、２つの異なる
リンカー要素を有するが、同一のリガンドを有する、４つの単量体のコフェロンを含む、
コフェロン四量体の模式図である。図２．１２Ｑ５は、本発明に従う、１つのリガンドを
有する２つの単量体のコフェロンと、別の１つのリガンドを有する２つの単量体のコフェ
ロンとを含む、コフェロン四量体の模式図である。図２．１２Ｒ５は、本発明に従う同一
のリガンドを有する２つのコフェロン単量体を含む、コフェロン二量体の模式図である。
図２．１２Ｓ５は、本発明に従う、２つの異なるリンカー要素を有するが、同一のリガン
ドを有する、２つのコフェロン単量体を含む、コフェロン二量体の模式図である。図２．
１２Ｔ５は、本発明に従う、１つのリガンドを有する１つのコフェロン単量体と、別の１
つのリガンドを有する１つのコフェロン単量体とを含む、コフェロン二量体の模式図であ
る。
【００５１】
【図２．１３】図２．１３Ａ６～Ｆ６は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１３Ａ６は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ンカー要素、接続部、および同一のリガンドを有する６つの連結されたコフェロン単量体
から成る、コフェロン六量体の模式図である。図２．１３Ｂ６は、連結部を介してＤＮＡ
バーコードを付着させた、本発明に従う同一のリンカー要素、接続部、および同一のリガ
ンドを有する６つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図で
ある。図２．１３Ｃ６は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２
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つの異なるリンカー要素、接続部、および同一のリガンドを有する６つの連結されたコフ
ェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図である。図２．１３Ｄ６は、連結部を
介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う２つの異なるリンカー要素、接続部
、および同一のリガンドを有する６つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロ
ン六量体の模式図である。図２．１３Ｅ６は、連結部を介してコード化ビーズに付着させ
た、本発明に従う２つの異なるリンカー要素、接続部、および２つの異なるリガンドを有
する６つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図である。図
２．１３Ｆ６は、連結部を介してＤＮＡバーコードを付着させた、本発明に従う２つの異
なるリンカー要素、接続部、および２つの異なるリガンドを有する６つの連結されたコフ
ェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図である。
【００５２】
【図２．１４】図２．１４Ｇ６～Ｎ６は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１４Ｇ６は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ンカー要素、接続部、および同一のリガンドを有する３つの連結されたコフェロン単量体
から成る、コフェロン三量体の模式図である。図２．１４Ｈ６は、連結部を介してＤＮＡ
バーコードを付着させた、本発明に従う同一のリンカー要素、接続部、および同一のリガ
ンドを有する３つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン三量体の模式図で
ある。図２．１４Ｉ６は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同
一のリガンドを有する３つの連結されたコフェロン単量体と、連結部を介してＤＮＡバー
コードを付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有する３つの連結されたコフェロン
単量体から成る１つのコフェロン三量体とから成る、コフェロン六量体の模式図である。
図２．１４Ｊ６は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ガンドを有する３つの連結されたコフェロン単量体と、本発明に従う同一のリガンドを有
する３つの連結されたコフェロン単量体から成る１つのコフェロン三量体とから成る、コ
フェロン六量体の模式図である。図２．１４Ｋ６は、本発明に従う、１つのリガンドを有
する３つのコフェロン単量体と、別の１つのリガンドを有する３つのコフェロン単量体と
を含む、コフェロン六量体の模式図である。図２．１４Ｌ６は、本発明に従う同一のリガ
ンドを有する６つのコフェロン単量体を含む、コフェロン六量体の模式図である。図２．
１４Ｍ６は、本発明に従う、２つの異なるリンカー要素を有するが、同一のリガンドを有
する、６つのコフェロン単量体を含むコフェロン六量体の模式図である。図２．１４Ｎ６
は、本発明に従う、１つのリンカー要素および同一のリガンドを有する２つのコフェロン
単量体と、別の１つのリンカー要素および別の１つのリガンドを有する１つのコフェロン
単量体とを含む、コフェロン三量体の模式図である。
【００５３】
【図２．１５】図２．１５Ａ７～Ｆ７は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１５Ａ７は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ンカー要素および同一のリガンドを有する６つの連結されたコフェロン単量体から成る、
コフェロン六量体の模式図である。図２．１５Ｂ７は、連結部を介してＤＮＡバーコード
を付着させた、本発明に従う同一のリンカー要素および同一のリガンドを有する６つの連
結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図である。図２．１５Ｃ７
は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つの異なるリンカー要
素および同一のリガンドを有する６つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロ
ン六量体の模式図である。図２．１５Ｂ７は、連結部を介してＤＮＡバーコードを付着さ
せた、本発明に従う２つの異なるリンカー要素および同一のリガンドを有する６つの連結
されたコフェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図である。図２．１５Ｅ７は
、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う２つの異なるリンカー要素
および２つの異なるリガンドを有する６つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフ
ェロン六量体の模式図である。図２．１５Ｆ７は、連結部を介してＤＮＡバーコードを付
着させた、本発明に従う２つの異なるリンカー要素および２つの異なるリガンドを有する
、６つの連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン六量体の模式図である。
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【００５４】
【図２．１６】図２．１６Ｇ７～Ｎ７は、コフェロン薬設計の構成成分の変形例を示す。
図２．１６Ｇ７は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリ
ンカー要素および同一のリガンドを有する、３つの連結されたコフェロン単量体から成る
、コフェロン三量体の模式図である。図２．１６Ｈ７は、連結部を介してＤＮＡバーコー
ドを付着させた、本発明に従う同一のリンカー要素および同一のリガンドを有する３つの
連結されたコフェロン単量体から成る、コフェロン三量体の模式図である。図２．１６Ｉ
７は、連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有す
る３つの連結されたコフェロン単量体と、連結部を介してＤＮＡバーコードを付着させた
、本発明に従う同一のリガンドを有する３つの連結されたコフェロン単量体から成る１つ
のコフェロン三量体とから成る、コフェロン六量体の模式図である。図２．１６Ｊ７は、
連結部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従う同一のリガンドを有する３つ
の連結されたコフェロン単量体と、本発明に従う同一のリガンドを有する３つの連結され
たコフェロン単量体から成る１つのコフェロン三量体とから成る、コフェロン六量体の模
式図である。図２．１６Ｋ７は、本発明に従う、１つのリガンドを有する３つのコフェロ
ン単量体と、別の１つのリガンドを有する３つのコフェロン単量体とを含む、コフェロン
六量体の模式図である。図２．１６Ｌ７は、本発明に従う同一のリガンドを有する６つの
コフェロン単量体を含む、コフェロン六量体の模式図である。図２．１６Ｍ７は、本発明
に従う、２つの異なるリンカー要素を有するが、同一のリガンドを有する６つのコフェロ
ン単量体を含む、コフェロン六量体の模式図である。図２．１６Ｎ７は、本発明に従う、
１つのリンカー要素および同一のリガンドを有する２つのコフェロン単量体と、別の１つ
のリンカー要素および別の１つのリガンドを有する１つのコフェロン単量体とを含む、コ
フェロン三量体の模式図である。
【００５５】
【図２．１７】図２．１７Ａ～Ｃは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１は、黄色の六角形のリガンドに連結された紫色の「Ｌ」のリンカー要素として
、コフェロン２は緑色の楕円形のリガンドに連結された橙色の「逆さＬ」のリンカー要素
として、そして標的タンパク質は薄青色の形状として示される。基質は、濃橙色のダンベ
ル型の物体として、切断産物は二等分として示される。標的の結合パートナーは、暗青色
の形状として示される。図２．１７Ａは、標的に結合し、その標的によって切断される基
質の模式図である。図２．１７Ｂは、解離定数が基質の解離定数以下である標的に結合し
、その標的上でコフェロン二量体を形成し、それによって基質が標的に結合し、その標的
によって切断されるのを阻害する、２つのコフェロン単量体の模式図である。図２．１７
Ｃは、解離定数が結合タンパク質の解離定数以下である標的に結合し、その標的上でコフ
ェロン二量体を形成し、それによって結合タンパク質の標的への結合をとりのける、２つ
のコフェロン単量体の模式図である。
【００５６】
【図２．１８】図２．１８Ｄ～Ｇは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。例えば、キナーゼ活
性を活性化することによる、標的タンパク質の活性化は、赤線の円弧で示される。標的の
活性化結合パートナーは、紫色の形状として示される。標的の阻害結合パートナーは、緑
色の形状として示される。図２．１８Ｄは、標的に結合し、その標的を活性化する、活性
化結合パートナーの模式図である。図２．１８Ｅは、標的に結合し、その標的上でコフェ
ロン二量体を形成し、標的を活性化することによって活性化結合パートナーを模倣する、
２つのコフェロン単量体の模式図である。図２．１８Ｆは、標的に結合し、その標的を不
活性化する不活性化結合パートナーの模式図である。図２．１８Ｇは、標的に結合し、そ
の標的上でコフェロン二量体を形成し、標的を不活性化することによって不活性化結合パ
ートナーを模倣する、２つのコフェロン単量体の模式図である。
【００５７】
【図２．１９】図２．１９Ｈ～Ｉは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
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フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。例えば、キナーゼ活
性を活性化することによる標的タンパク質の活性化は、赤線の円弧で示され、活性化の強
度は、円弧の赤線の数によって示唆される。標的の活性化結合パートナーは、緑色の形状
として示される。標的の阻害結合パートナーは、紫色の形状として示される。図２．１９
Ｈは、標的に結合し、その標的を軽度に活性化する、活性化結合パートナーの模式図であ
る（上の経路）。２つのコフェロン単量体の付加によって、活性化結合パートナー－標的
複合体に結合し、その上でコフェロン二量体を形成することが可能になり、それによって
標的の活性化を促進する（下の経路）。図２．１９Ｉは、標的に結合し、その標的を軽度
に不活性化する、不活性化結合パートナーの模式図である（上の経路）。２つのコフェロ
ン単量体の付加によって、活性化結合パートナー－標的複合体に結合し、その上でコフェ
ロン二量体を形成することが可能になり、それによって標的の不活性化を促進する（下の
経路）。
【００５８】
【図２．２０】図２．２０Ｊ～Ｋは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。突然変異標的タンパ
ク質は、赤色の「Ｍ」を付した薄青色の形状として示される。例えば、キナーゼ活性を活
性化することによる標的タンパク質の活性化は、赤線の円弧で示され、活性化の強度は、
円弧の赤線の数によって示唆される。標的の活性化結合パートナーは、緑色の形状として
示される。図２．２０Ｊは、野生型標的に結合し、それを活性化する、活性化結合パート
ナーの模式図である。図２．２０Ｊは、突然変異標的に結合し、それを軽度に活性化する
、活性化結合パートナーの模式図である（上の経路）。２つのコフェロン単量体の付加に
よって、突然変異標的に結合し、その上でコフェロン二量体を形成することが可能になり
、それによって突然変異標的の活性化を促進する（下の経路）。
【００５９】
【図２．２１】図２．２１Ｌ～Ｍは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。突然変異標的タンパ
ク質は、赤色の「Ｍ」を付した薄青色の形状として示される。標的タンパク質の不活性化
は、赤線の円弧（の喪失）によって示され、活性化の強度は、円弧の赤線の数によって示
唆される。標的の不活性化結合パートナーは、紫色の形状として示される。図２．２１Ｌ
は、野生型標的に結合し、それを不活性化する、不活性化結合パートナーの模式図である
。図２．２１Ｍは、（過剰に活性化した）突然変異標的に結合し、それを軽度に不活性化
する、不活性化結合パートナーの模式図である（上の経路）。２つのコフェロン単量体の
付加によって、突然変異標的に結合し、その上でコフェロン二量体を形成することが可能
になり、それによって突然変異標的の不活性化を促進する（下の経路）。
【００６０】
【図２．２２】図２．２２Ｎ～Ｏは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。標的に対して弱い親
和性を有する第１の結合パートナーは、緑色の形状として示される。標的、コフェロン、
および第１の結合パートナーに親和性を有する第２の結合パートナーは、濃橙色の形状と
して示される。図２．２２Ｎは、標的に弱く結合する第１の結合パートナーの模式図であ
る。図２．２２Ｏは、標的に弱く結合する第１の結合パートナーの模式図である（上の経
路）。２つのコフェロン単量体の付加によって、標的に結合し、その標的上でコフェロン
二量体を形成し、標的、コフェロン、および第１の結合パートナーに結合するように第２
の結合パートナーを動員し、コフェロン二量体－標的－第２の結合タンパク質複合体を形
成することが可能になり、それによって第１の結合パートナーの標的への結合を促進する
（下の経路）。
【００６１】
【図２．２３】図２．２３Ｐ～Ｑは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。標的に対して強い親
和性を有する第１の結合パートナーは、暗青色の形状として示される。標的およびコフェ
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ロンに対して親和性を有する第２の結合パートナーは、濃橙色の形状として示される。図
２．２３Ｐは、標的に強く結合する第１の結合パートナーの模式図である。図２．２３Ｑ
は、標的に強く結合する第１の結合パートナーの模式図である（上の経路）。２つのコフ
ェロン単量体の付加によって、標的に結合し、その標的上でコフェロン二量体を形成し、
標的およびコフェロンに結合するように第２の結合パートナーを動員し、コフェロン二量
体－標的－第２の結合タンパク質複合体（その解離定数は第１の結合タンパク質の解離定
数以下である）を形成することが可能になり、それによって第１の結合タンパク質の標的
への結合をとりのける（下の経路）。
【００６２】
【図２．２４】図２．２４Ｒ～Ｔは、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コ
フェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。標的に対する親和性
が弱いか、または全くない第１の結合パートナーは、緑色の形状として示される。標的、
コフェロン、および／または第１の結合パートナーに親和性を有する第２の結合パートナ
ーは、濃橙色の形状として示される。図２．２４Ｒは、標的に結合し、その標的上でコフ
ェロン二量体を形成し、標的、コフェロン、および第１の結合パートナーに結合するよう
に第２の結合パートナーを動員し、コフェロン二量体－標的－第２の結合タンパク質複合
体を形成し、それによって第１の結合パートナーを標的に動員する、２つのコフェロン単
量体の模式図である。図２．２４Ｓは、標的に結合し、その標的上でコフェロン二量体を
形成し、標的、コフェロン、および第１の結合パートナーに結合するように第２の結合パ
ートナーを動員し、コフェロン二量体－標的－第２の結合タンパク質複合体を形成し、そ
れによって第１の結合パートナーを標的に動員する、２つのコフェロン単量体の模式図で
ある。図２．２４Ｔは、標的および第１の結合タンパク質に結合し、その上でコフェロン
二量体を形成し、標的および第１の結合パートナーに結合するように第２の結合パートナ
ーを動員し、コフェロン二量体－標的－第１の結合タンパク質－第２の結合タンパク質複
合体を形成し、それによって第１の結合パートナーを標的に動員する、２つのコフェロン
単量体の模式図である。
【００６３】
【図２．２５】図２．２５Ａ２～Ｂ２は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。受容体二量体の
天然リガンドは濃橙色の楕円であり、膜は半透明の黄色の線である。例えば、キナーゼ活
性を活性化することによる標的タンパク質の活性化は、赤線の円弧で示され、活性化の強
度は、円弧の赤線の数によって示唆される。図２．２５Ａ２は、受容体標的に結合し、受
容体の二量体形成を促進し、受容体標的を活性化する、活性化リガンドの模式図である。
図２．２５Ｂ２は、標的に結合し、その標的上でコフェロン二量体を形成し、活性化リガ
ンドを模倣し、受容体の二量体形成を促進し、受容体標的を活性化する、２つのコフェロ
ン単量体の模式図である。
【００６４】
【図２．２６】図２．２６Ｃ２～Ｄ２は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。受容体二量体の
天然リガンドは濃橙色の楕円であり、膜は半透明の黄色の線である。図２．２６Ｃ２は、
標的に結合し、その標的上でコフェロン二量体を形成し、適切な受容体の二量体形成を妨
害し、受容体標的の活性化を阻害する、２つのコフェロン単量体の模式図である。図２．
２６Ｄ２は、各標的に結合し、その上でコフェロン二量体を形成し、受容体の二量体形成
を促進する活性化リガンドの存在下であっても、アロステリック部位での活性化を阻害す
る、２つのコフェロン単量体の模式図である。
【００６５】
【図２．２７】図２．２７Ｅ２は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。コフ
ェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。受容体二量体の天然リ
ガンドは濃橙色の楕円であり、膜は半透明の黄色の線である。例えば、キナーゼ活性を活
性化することによる標的タンパク質の活性化は、赤線の円弧で示され、活性化の強度は、
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円弧の赤線の数によって示唆される。図２．２７Ｅ２は、各標的に結合し、その上でコフ
ェロン二量体を形成し、受容体の二量体形成を促進する活性化リガンドの存在下で促進さ
れる、アロステリック部位での活性化を促進する、２つのコフェロン単量体の模式図であ
る。
【００６６】
【図２．２８】図２．２８Ｆ２～Ｈ２は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。受容体二量体の
天然リガンドは、濃橙色の不完全な楕円であり、膜は半透明の黄色の線である。標的のリ
ガンドに結合時にその標的に対する親和性を有する結合パートナーは、緑色の形状として
示される。標的タンパク質に結合すると、結合パートナーは、例えば、キナーゼ活性を活
性化することによって活性化され得、赤線の円弧で示され、活性化の強度は円弧の赤線の
数によって示唆される。図２．２８Ｆ２は、受容体標的に結合し、結合パートナーを動員
して活性化する、天然リガンドの模式図である。図２．２８Ｇ２は、リガンド結合部位で
受容体標的に結合し、その上でコフェロン二量体を形成し、アゴニストとして作用し、結
合パートナーを動員して活性化する天然リガンドを模倣する、２つのコフェロン単量体の
模式図である。図２．２８Ｈ２は、リガンド結合部位で受容体標的に結合し、その上でコ
フェロン二量体を形成して、アンタゴニストとして作用し、それによって結合パートナー
の動員および活性化を阻害する、２つのコフェロン単量体の模式図である。
【００６７】
【図２．２９】図２．２９Ｉ２～Ｋ２は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１、コフェロン２、および標的タンパク質は、上述される。受容体二量体の
天然リガンドは濃橙色の不完全な楕円であり、膜は半透明の黄色の線である。標的のリガ
ンドに結合時にその標的に対する親和性を有する結合パートナーは、緑色の形状として示
される。標的タンパク質に結合すると、結合パートナーは、例えば、キナーゼ活性を活性
化することによって活性化され得、赤線の円弧で示され、活性化の強度は円弧の赤線の数
によって示唆される。図２．２９Ｉ２は、結合パートナーの結合部位で受容体標的に結合
し、その上でコフェロン二量体を形成して、アンタゴニストとして作用し、それによって
結合パートナーの動員および活性化を阻害する、２つのコフェロン単量体の模式図である
。図２．２９Ｊ２は、受容体標的および結合パートナーに結合し、その上でコフェロン二
量体を形成して、結合パートナーの活性化を促進する、２つのコフェロン単量体を伴う、
結合パートナーを動員して活性化する受容体標的に結合する、天然リガンドの模式図であ
る。図２．２９Ｋ２は、受容体標的および天然リガンドに結合し、コフェロン二量体を形
成して、結合パートナーの活性化を促進する、２つのコフェロン単量体を伴う、結合パー
トナーを動員して活性化する受容体標的に結合する、天然リガンドの模式図である。
【００６８】
【図２．３０】図２．３０Ａ３～Ｃ３は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１は、黄色の六量体のリガンドに連結される紫色の円筒状のリンカー要素と
して示され、コフェロン２は、緑色の楕円形のリガンドに連結される橙色の円筒状のリン
カー要素として示され、二量体標的タンパク質は、暗青色の形状と二量体を形成する薄青
色の形状として示される。図２．３０Ａ３は、結合して二量体標的上でコフェロンホモ二
量体を形成する、２つのコフェロン単量体の模式図である。図２．３０Ｂ３は、結合して
二量体標的上でコフェロンホモ四量体を形成する４つのコフェロン単量体から成る、コフ
ェロン四量体の模式図である。図２．３０Ｂ３は、結合して二量体標的上でコフェロンヘ
テロ四量体を形成する、１つのリガンドを有する２つのコフェロン単量体と、第２のリガ
ンドを有する２つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。
【００６９】
【図２．３１】図２．３１Ｄ３～Ｆ３は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１は、黄色の六量体のリガンドに連結される紫色の円筒状のリンカー要素と
して示され、コフェロン２は、緑色の楕円形のリガンドに連結される橙色の円筒状のリン
カー要素として示され、コフェロン３は、ピンク色の星状のリガンドに連結される薄いピ
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ンク色の円筒状のリンカー要素として示され、多量体標的タンパク質は、異なる濃淡の青
色および橙色のより大きな円筒形から成る。細胞膜は、半透明の黄色の線として示される
。図２．３１Ｄ３は、結合して多量体標的上でコフェロンヘテロ四量体を形成する、１つ
のリガンドを有する２つのコフェロン単量体と、第２のリガンドを有する２つのコフェロ
ン単量体とから成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．３１Ｅ３は、結合して多
量体標的上でコフェロンヘテロ四量体を形成する、１つのリガンドを有する２つのコフェ
ロン単量体と、第２および第３のリガンドを有する２つの異なるコフェロン単量体とから
成る、コフェロン四量体の模式図である。図２．３１Ｆ３は、結合して多量体標的上でコ
フェロンヘテロ六量体を形成する、１つのリガンドを有する３つのコフェロン単量体と、
第２のリガンドを有する３つのコフェロン単量体とから成る、コフェロン六量体の模式図
である。
【００７０】
【図２．３２】図２．３２Ａ４～Ｂ４は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１は、黄色の六量体のリガンドに連結される紫色の「Ｌ」のリンカー要素と
して示され、コフェロン２は、緑色の楕円形のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリン
カー要素として示され、標的のチューブリンヘテロ二量体は、青色および紫色の円として
示される。図２．３２Ａ４は、結合して重合化したチューブリンフィラメントを形成する
、αおよびβチューブリンヘテロ二量体の模式図である。図２．３２Ｂ４は、結合してチ
ューブリン二量体標的上でコフェロン二量体を形成し、それによってフィラメント形成を
不安定化させる、２つのコフェロン単量体の模式図である。
【００７１】
【図２．３３】図２．３３Ｄ４～Ｅ４は、標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す
。コフェロン１は、黄色の六量体のリガンドに連結される紫色の「Ｌ」のリンカー要素と
して示され、コフェロン２は、緑色の楕円形のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリン
カー要素として示され、標的のアミロイドβペプチドは、青色の六量体、円、および丸み
を帯びた正方形として示される。図２．３３Ｄ４は、凝集して、アルツハイマー病を生じ
させる小さなオリゴマー、大きなオリゴマー、プロト原線維、およびアミロイド原線維を
形成する、アミロイドβペプチド単量体の模式図である。図２．３３Ｅ４は、結合して、
アミロイドβペプチド単量体上でコフェロン二量体を形成し、それによって凝集および疾
病を阻害する、２つのコフェロン単量体の模式図である。
【００７２】
【図２．３４】図２．３４Ａ～Ｂは、ＲＮＡ標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示
す。コフェロン１は、所望の標的に相補的であるＲＮＡまたはオリゴマーヌクレオチド類
似体を示す濃青色の線に連結される、紫色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、コフェ
ロン２は、所望の標的に相補的であるＲＮＡまたはオリゴマーヌクレオチド類似体を示す
濃緑色の線に連結される、橙色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、所望のＲＮＡ標的
は、薄青色および薄緑色の線として示される相補的配列を伴う濃橙色の線として示され、
誤ったＲＮＡ標的は、薄青色および薄緑色の線として示される相補的またはほぼ相補的な
配列を伴う薄橙色の線として示され、膜は太い曲線として示される。図２．３４Ａは、膜
を横断して輸送され、所望のＲＮＡ標的に結合し、所望の生物学的効果、ならびに一部の
望ましくないオフターゲット効果を得る、アンチセンスオリゴヌクレオチドの模式図であ
る。図２．３４Ｂは、膜を横断して輸送されるコフェロンオリゴヌクレオチドの模式図で
あり、それらは所望のＲＮＡ標的上で相互に隣接して結合し、リンカー要素を接近させ、
可逆的または不可逆的のいずれかの結合の形成を可能にすることができ、引いては解離定
数を大きく低下させる。コフェロンオリゴヌクレオチド単量体がオフターゲット部位上に
結合する場合、それらは解離する。よって、コフェロン設計によって、アンチセンスオリ
ゴヌクレオチド治療薬が、望ましくないオフターゲット効果を最小限に抑えつつ、特定の
ＲＮＡ標的を阻害する所望の生物学的効果を得ることが可能になる。
【００７３】
【図２．３５】図２．３５Ｃは、ＲＮＡ標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。
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コフェロン１は、所望の標的に相補的であるＲＮＡまたはオリゴマーヌクレオチド類似体
を示す濃青色の線に連結される、紫色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、コフェロン
２は、所望の標的に相補的であるＲＮＡまたはオリゴマーヌクレオチド類似体を示す濃緑
色の線に連結される、橙色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、リポコフェロンまたは
アミノグリコフェロンは、ジスルフィド結合等の可逆的リンカーによって連結される短い
薄紫色のバーとして示され、所望のＲＮＡ標的は、薄青色および薄緑色の線として示され
る相補的配列を伴う濃橙色の線として示され、誤ったＲＮＡ標的は、薄青色および薄緑色
の線として示される相補的またはほぼ相補的な配列を伴う薄橙色の線として示され、膜は
太い曲線として示される。図２２．３５Ｃは、リポコフェロンまたはアミノグリコフェロ
ンに結合して、親油性複合体を形成し、膜を横断して輸送される、コフェロンオリゴヌク
レオチドの模式図である。一旦中に入ると、細胞内グルタチオンがリポコフェロンまたは
アミノグリコフェロン内のジスルフィド結合を還元し、それらはコフェロンオリゴヌクレ
オチドから解離する。次いで、コフェロンオリゴヌクレオチドは、所望のＲＮＡ標的上で
相互に隣接して結合し、リンカー要素を接近させ、可逆的または不可逆的のいずれかの結
合の形成を可能にすることができ、引いては解離定数を大きく低下させる。コフェロンオ
リゴヌクレオチド単量体がオフターゲット部位上に結合する場合、それらは解離する。よ
って、コフェロン設計によって、アンチセンスオリゴヌクレオチド治療薬が、望ましくな
いオフターゲット効果を最小限に抑えつつ、特定のＲＮＡ標的を阻害する所望の生物学的
効果を得ることが可能になる。
【００７４】
【図２．３６】図２．３６Ｄは、ＲＮＡ標的とのコフェロン薬相互作用の変形例を示す。
コフェロン１は、所望の標的に相補的である二本鎖ＲＮＡまたはオリゴマーヌクレオチド
類似体を示す、薄青色の太いオフセット線上の濃青色の線に連結される、紫色の「Ｌ」の
リンカー要素として示され、コフェロン２は、所望の標的に相補的である二本鎖ＲＮＡま
たはオリゴマーヌクレオチド類似体を示す、薄緑色の太いオフセット線上の濃緑色の線に
連結される、橙色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、リポコフェロンまたはアミノグ
リコフェロンは、ジスルフィド結合等の可逆的リンカーによって連結される短い薄紫色の
バーとして示される。ＲＩＳＣ複合体は、薄灰色の丸みを帯びた長方形として示され、所
望のＲＮＡ標的は、薄青色および薄緑色の線として示される相補的配列を伴う濃橙色の線
として示され、誤ったＲＮＡ標的は、薄青色および薄緑色の線として示される相補的また
はほぼ相補的な配列を伴う薄橙色の線として示され、膜は太い曲線として示される。図２
．３６Ｄは、リポコフェロンまたはアミノグリコフェロンに結合し、親油性複合体を形成
し、膜を横断して輸送される、コフェロンオリゴヌクレオチドの模式図である。一旦中に
入ると、細胞内グルタチオンがリポコフェロンまたはアミノグリコフェロン内のジスルフ
ィド結合を還元し、それらはコフェロンオリゴヌクレオチドから解離する。次いで、コフ
ェロンオリゴヌクレオチドは、ＲＩＳＣ複合体内で相互に隣接して結合し、リンカー要素
を接近させ、可逆的または不可逆的のいずれかの結合の形成を可能にすることができ、引
いては相補鎖の破壊を可能にする。ＲＩＳＣ複合体内のコフェロン二量体は、これで、所
望のＲＮＡ標的の複数のコピーを酵素的に分解することができる。
【００７５】
【図３】コフェロンリガンドの多様性合成のための固有の識別子配列を有するコード化ビ
ーズの変形例を示す。一般配列を有するＤＮＡは黒色の線として示され、一方固有配列を
有するＤＮＡは色付きの線として示される。ビーズは円弧として示される。コフェロン１
は、黄色の六角形のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、コ
フェロン２は、ピンク色の星状のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリンカー要素とし
て示され、コフェロン３は、緑色の楕円形のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリンカ
ー要素として示される。両端に一般配列、および中間に固有配列を含有する２セットのオ
リゴヌクレオチドプライマーを使用して、ＵｎｉＡは一般配列Ａであり、ＵｎｉＢは一般
配列Ｂであり、ＵｎｉＣは一般配列Ｃであり、Ｒａｎｄは約２０塩基長の無作為（固有）
配列を指定する、ＵｎｉＡ（２０）-Ｒａｎｄ（２０）-ＵｎｉＢ（１５）-Ｒａｎｄ（２



(55) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

40

50

０）-ＵｎｉＣ（２０）の形態のＰＣＲ産物を生成する。次いで、一般プライマーのうち
の１つがビーズ上に存在するエマルジョンＰＣＲを用いて、固有ビーズ上でこれらを増幅
する。コフェロンは、ビーズ表面の直ぐ上の活性化された基の上で合成することができ、
あるいは変形例では、官能基を含有するプライマーを増幅産物の末端にライゲートする。
よって、コフェロンは、ＤＮＡ鎖の末端に合成される。これは、（ａ）ＤＮＡの末端にコ
フェロンを有することで、それらはタンパク質標的に到達し易い、（ｂ）本設計は、コフ
ェロンをビーズの末端から切断するか、またはＤＮＡをビーズから切断するかのいずれか
の選択肢を提供し、その後もそれは依然としてコフェロンに付着している、の２つの機会
を提示する。
【００７６】
【図４】コフェロンリガンドの多様性合成のための固有の識別子配列を有するコード化ビ
ーズの変形例を示す。一般配列を有するＤＮＡは黒色の線として示され、一方固有配列を
有するＤＮＡは色付きの線として示される。ビーズは丸みを帯びた正方形として示される
。コフェロン１は、黄色の六角形のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリンカー要素と
して示され、コフェロン２は、ピンク色の星状のリガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリ
ンカー要素として示され、コフェロン３は、緑色の楕円形のリガンドに連結される橙色の
「Ｌ」のリンカー要素として示される。両端に一般配列、および中間に固有配列を含有す
る２セットのオリゴヌクレオチドプライマーを使用して、ＵｎｉＡは一般配列Ａであり、
ＵｎｉＢは一般配列Ｂであり、ＵｎｉＣは一般配列Ｃであり、Ｒａｎｄは約２０塩基長の
無作為（固有）配列を指定する、ＵｎｉＡ（２０）-Ｒａｎｄ（２０）-ＵｎｉＢ（１５）
-Ｒａｎｄ（２０）-ＵｎｉＣ（２０）の形態のＰＣＲ産物を生成する。次いで、ビーズを
片側のみで活性化する。液体の表面にビーズを浮かせて、曝露された表面のみに活性化物
質を噴霧することができる。別のアプローチは、シリコンまたはガラスウエハの表面に活
性化基をプリントし、水平および垂直のセクションをエッチング除去して、一方の側のみ
にエッチングされた何百万もの粒子を残すことである。次いで、一般プライマーのうちの
１つがビーズ上に存在するエマルジョンＰＣＲを用いて、無作為プライマーを固有ビーズ
の片側のみの上に増幅する。コフェロンは、ビーズのもう一方の表面の直ぐ上の活性化さ
れた基の上で合成することができる。ＰＣＲ産物をビーズの片面のみに限定する利点は、
その後コフェロン合成または蛍光標識された標的（タンパク質）のビーズへの結合を妨害
し得る、あまりにも多くのＤＮＡ分子が突出するのを回避することである。
【００７７】
【図５】コフェロンリガンドの多様性合成のための固有の識別子配列を有するコード化ビ
ーズの変形例を示す。一般配列を有するＤＮＡは黒色の線として示され、ＵｎｉＤ配列は
青線で示され、固有配列を有するＤＮＡは色付きの線として示される。ビーズは丸みを帯
びた正方形として示される。コフェロン１は、黄色の六角形のリガンドに連結される橙色
の「Ｌ」のリンカー要素として示され、コフェロン２は、ピンク色の星状のリガンドに連
結される橙色の「Ｌ」のリンカー要素として示され、コフェロン３は、緑色の楕円形のリ
ガンドに連結される橙色の「Ｌ」のリンカー要素として示される。両端に一般配列、およ
び中間に固有配列を含有する２セットのオリゴヌクレオチドプライマーを使用して、Ｕｎ
ｉＡは一般配列Ａであり、ＵｎｉＢは一般配列Ｂであり、ＵｎｉＣは一般配列Ｃであり、
ＵｎｉＤは一般配列Ｄであり、Ｒａｎｄは約２０塩基長の無作為（固有）配列を指定する
、ＵｎｉＡ（２０）-Ｒａｎｄ（２０）-ＵｎｉＢ（１５）-Ｒａｎｄ（２０）-ＵｎｉＣ（
２０）-ＵｎｉＤ（２０）の形態のローリングサークル産物を生成する。次いで、ビーズ
を片側のみで活性化する。液体の表面にビーズを浮かせて、曝露された表面のみに活性化
物質を噴霧することができる。別のアプローチは、シリコンまたはガラスウエハの表面に
活性化基をプリントし、水平および垂直のセクションをエッチング除去して、一方の側の
みにエッチングされた何百万もの粒子を残すことである。次いで、ローリングサークルア
ンプリコンを、ビーズ上のＵｎｉＤプライマーの相補的配列を使用して、固有ビーズの片
側のみの上に捕獲する。コフェロンは、ビーズのもう一方の表面の直ぐ上の活性化された
基の上で合成することができる。ローリングサークル産物をビーズの片面のみに限定する
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利点は、その後コフェロン合成または蛍光標識された標的（タンパク質）のビーズへの結
合を妨害し得る、あまりにも多くのＤＮＡ分子が突出するのを回避することである。
【００７８】
【図６】２－ヒドロキシシクロヘキサノンに由来するリンカー要素の、３次元の空間充填
表示を示す。
【００７９】
【図７】２－ヒドロキシシクロヘキサノンに由来するリンカー要素によって形成される二
量体の、３次元の空間充填表示を示す。
【００８０】
【図８】１－ヒドロキシ－２－ヒドロキシメチルシクロペンタンカルバルデヒドに由来す
るリンカー要素によって形成される二量体の、３次元の空間充填表示を示す。
【００８１】
【図９】トリアゾールに結合した芳香族リンカー要素の、３次元の空間充填表示を示す。
【００８２】
【図１０】インターカレーションを通じて二量体を形成した、トリアゾール結合要素の３
次元表示を示す。半透明の表面は、溶媒接触可能面積を表す。
【００８３】
【図１１】芳香族インターカレーターに基づくリンカー要素単量体の３次元表示を示す。
【００８４】
【図１２】分子表面を伴った、リンカー要素二量体の３次元表示の側面図を示す。
【００８５】
【図１３】分子表面を伴った、リンカー要素二量体の３次元表示の上面図である。
【００８６】
【図１４】本発明に従うリンカー要素のスクリーニングの模式図である。
【００８７】
【図１５】本発明に従うリンカー要素のスクリーニングの模式図である。
【００８８】
【図１６】ＤＮＡコード化ライブラリーのための、多様性要素ライブラリーの合成に使用
される構成成分の模式図である。図１６Ａは、ＤＮＡテンプレート合成を示す。図１６Ｂ
は、ＤＮＡ選別合成を示す。図１６Ｃは、ジップコード捕獲合成を示す。
【００８９】
【図１７】ビーズコード化ライブラリーのための、多様性要素ライブラリーの合成に使用
される構成成分の模式図である。図１７Ａは、小分子阻害剤および類似体を示す。図１７
Ｂ～１７Ｃは、共通のプラットフォーム上でのコンビナトリアルケミストリーを示す。
【００９０】
【図１８Ａ】コフェロンの定向進化の模式図である。
【図１８Ｂ】コフェロンの定向進化の模式図である。
【図１８Ｃ】コフェロンの定向進化の模式図である。
【００９１】
【図１９】動的コンビナトリアルケミストリーの原理を生かす、最も密接に結合するコフ
ェロンタンパク質相互作用二量体の選択の概要を示す略図である。ステップ１に示すよう
に、各コフェロンモノマーは、コード化するＤＮＡ鎖（結合リガンドの段階的な合成およ
び同定を可能にする）に共有結合する低分子量の結合リガンド（多様性要素）、ならびに
低分子量のリンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリー要素）を含む。ステップ２
に示すように、生理的条件下で、異なるリガンドの組み合わせが形成され、相互に再会合
する。ステップ３に示すように、多様性要素が表面上でタンパク質標的と接触させられる
と、一部の組み合わせは他のものよりも密接に結合する。これによって、組み合わせの進
化が好ましい対へと誘導される。非結合リガンドを除去後、一般プライマー（黒色の線）
を使用してＤＮＡコード化領域（色付きの線、「ジップコード」）を増幅し、リード分子
として機能する個々のリガンドを同定することができる。
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【００９２】
【図２０】本発明に従う標的スクリーニングの第１の実施形態である。ステップ１で、リ
ガンドのライブラリーがビーズ上で合成され、これは、バーコードによって個別に同定す
ることができる。各単量体要素は、低分子量（約３００未満）のリンカー要素（動的コン
ビナトリアルケミストリー要素）に共有結合する、低分子量（約６００～８００）の結合
リガンド（多様性要素）から構成される。蛍光標識された標的タンパク質を用いてビーズ
をインキュベートし、標的に最も密接に結合するリガンドを同定する。ステップ２で、こ
れらのリガンドの上位のセットを、リンカー要素とリガンド多様性要素との間の接続部に
任意選択的にさらなる多様性を付加して、再合成する。各単量体要素が、ＤＮＡバーコー
ド（結合リガンドの段階的な合成および同定を可能にする）に共有結合する低分子量の結
合リガンド（多様性要素）、ならびに第１のライブラリーのリンカー要素との可逆的結合
に好適な、低分子量のリンカー要素から構成される、リガンドの第２のライブラリーを合
成する。生理的条件下で、異なるリガンドの組み合わせが形成され、相互に再会合する。
表面結合および溶液の多様性要素ライブラリーを、蛍光標識された標的タンパク質を用い
てパニングする。タンパク質標的は、一部の組み合わせと他のものよりも密接に結合し、
それによって組み合わせの進化が好ましい対へと誘導される。ステップ３に示すように、
一般プライマー（黒色の線）を使用してＤＮＡバーコード（色付きの線）を増幅し、リー
ド分子として機能する個々のリガンドを同定することができる。
【００９３】
【図２１】本発明に従う標的スクリーニングの第２の実施形態である。ステップ１に示す
ように、２つのライブラリーのリガンドを、１つはバーコードによって個別に同定するこ
とができるビーズ上に、もう１つはＤＮＡバーコード（結合リガンドの段階的な合成およ
び同定を可能にする）に共有結合させて合成する。各単量体要素は、低分子量（約３００
未満）のリンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリー要素）に共有結合する、低分
子量（約６００～８００）の結合リガンド（多様性要素）から構成される。生理的条件下
で、異なるリガンドの組み合わせが形成され、リンカー要素を介して相互に再会合する。
２つのライブラリーを、蛍光標識された標的タンパク質を用いてパニングする。タンパク
質標的は、一部の組み合わせと他のものよりも密接に結合し、それによって組み合わせの
進化が好ましい対へと誘導される。ステップ２で、一般プライマー（黒色の線）を使用し
てＤＮＡバーコード（色付きの線）を増幅し、個々のリガンドを同定することができる。
ステップ３に示すように、これらのリガンドの上位のセットを、リンカー要素とリガンド
多様性要素との間の接続部に任意選択的にさらなる多様性を付加して、ビーズおよび溶液
の両方の形式で再合成する。表面結合および溶液の多様性要素ライブラリーを、蛍光標識
された標的タンパク質を用いてパニングする。タンパク質標的は、一部の組み合わせと他
のものよりも密接に結合し、それによって組み合わせの進化が好ましい対へと誘導される
。ステップ４では、一般プライマー（黒色の線）を使用してＤＮＡバーコード（色付きの
線）を増幅し、リード分子として機能する個々のリガンドを同定することができる。
【００９４】
【図２２】本発明に従う標的スクリーニングの第３の実施形態である。ステップ１で、各
単量体要素が、ＤＮＡバーコード（結合リガンドの段階的な合成および同定を可能にする
）に共有結合する、低分子量（約６００～８００）の結合リガンド（多様性要素）、なら
びに低分子量（約３００未満）のリンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリー要素
）を含む、リガンドのライブラリーを合成する。それらのリガンドを、固体支持体に共有
結合した標的タンパク質に結合させる。ステップ２で、一般プライマー（黒色の線）を使
用してＤＮＡバーコード（色付きの線）を増幅し、リガンドを同定することができる。ス
テップ３に示すように、これらのリガンドの上位のセットを、リンカー要素とリガンド多
様性要素との間の接続部に任意選択的にさらなる多様性を付加して再合成する。各単量体
要素が、ＤＮＡバーコードに共有結合した低分子量の結合リガンド（多様性要素）、なら
びに第１のライブラリーのリンカー要素との可逆的結合に好適な、低分子量のリンカー要
素から構成される、リガンドの第２のライブラリーを合成する。生理的条件下で、異なる
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リガンドの組み合わせが形成され、相互に再会合する。２つの多様性要素ライブラリーを
、ビーズ上の標的タンパク質を用いてパニングする。タンパク質標的は、一部の組み合わ
せと他のものよりも密接に結合し、それによって組み合わせの進化が好ましい対へと誘導
される。この濃縮－増幅－再合成の選択プロセスを繰り返して、より高い親和性のリガン
ド対を同定することができる。ステップ４では、一般プライマー（黒色の線）を使用して
ＤＮＡバーコード（色付きの線）を増幅し、リード分子として機能する個々のリガンドを
同定することができる。
【００９５】
【図２３】本発明に従う標的スクリーニングの第４の実施形態である。ステップ１に示す
ように、チロシンキナーゼ等のタンパク質標的に対する既知のリガンドのライブラリーを
合成する。これらのリガンドは、多様な数の接続部を介して、ＤＮＡバーコード（結合リ
ガンドの同定を可能にする）、ならびに低分子量（約３００未満）のリンカー要素（動的
コンビナトリアルケミストリー要素）に共有結合する。それらのリガンドは、全て固体支
持体に共有結合した標的タンパク質に結合することができる。ステップ２で、各単量体要
素が、ＤＮＡバーコードに共有結合した低分子量の結合リガンド（多様性要素）、ならび
に第１のライブラリーのリンカー要素との可逆的結合に好適な、低分子量のリンカー要素
から構成される、リガンドの第２のライブラリーを合成する。生理的条件下で、異なるリ
ガンドの組み合わせが形成され、相互に再会合する。２つの多様性要素ライブラリーを、
ビーズ上の標的タンパク質を用いてパニングする。タンパク質標的は、一部の組み合わせ
と他のものよりも密接に結合し、それによって組み合わせの進化が好ましい対へと誘導さ
れる。（この濃縮－増幅－再合成の選択プロセスを繰り返して、より高い親和性のリガン
ド対を同定することができる）。ステップ３で、一般プライマー（黒色の線）を使用して
ＤＮＡバーコード（色付きの線）を増幅し、リード分子として機能する個々のリガンドを
同定することができる。
【００９６】
【図２４】本発明に従う標的スクリーニングの第５の実施形態である。各単量体要素が、
ＤＮＡバーコード（結合リガンドの段階的な合成および同定を可能にする）に共有結合し
た、低分子量（約６００～８００）の結合リガンド（多様性要素）、ならびに低分子量（
約３００未満）のリンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリー要素）から構成され
る、リガンドの２つのライブラリーをステップ１で合成する。第１のライブラリーからの
リンカー要素は、異なるリガンドの組み合わせが形成され、相互に再会合するように、第
２のライブラリーからのリンカー要素と可逆的に結合する。２つの多様性要素ライブラリ
ーを、ビーズ上の標的タンパク質を用いてパニングする。タンパク質標的は、一部の組み
合わせと他のものよりも密接に結合し、それによって組み合わせの進化が好ましい対へと
誘導される。ステップ２で、一般プライマー（黒色の線）を使用してＤＮＡバーコード（
色付きの線）を増幅し、個々のリガンドを同定することができる。これらのリガンドの上
位のセットを、リンカー要素とリガンド多様性要素との間の接続部に任意選択的にさらな
る多様性を付加して、ステップ３で再合成する。合成の第１のラウンドでリガンドの多様
性を生成するために使用されない領域で、ＤＮＡバーコードに追加の多様性をコード化し
てもよい。２つの洗練された多様性要素ライブラリーを、ビーズ上の標的タンパク質を用
いて再びパニングする。タンパク質標的は、一部の組み合わせと他のものよりも密接に結
合し、それによって組み合わせの進化が好ましい対へと誘導される。この濃縮－増幅－再
合成－選択プロセスは、２倍体生物に対するダーウィン的選択に類似し、繰り返してより
高い親和性のリガンド対を同定することができる。一般プライマー（黒色の線）を使用し
てＤＮＡバーコード（色付きの線）を増幅し、リード分子として機能する個々のリガンド
を同定することができる。
【００９７】
【図２５】循環式コンビナトリアルケミストリーを用いてコフェロンを選択するために、
ｐＨを循環させるためのシステムの略図である。Ｎａｆｉｏｎ－１１７膜が、上のコンパ
ートメントＡと下のコンパートメントＢとを分離している。コンパートメントＡは、ビー
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ズ、コフェロン、緩衝液（ＰＩＰＳ、ＴＥＥＮ、またはＰＩＰＰＳ等）、および標的タン
パク質を含有する。緩衝液は、緩衝液のｐＫａ値に基づき所望のｐＨ範囲を提供するよう
に選択される。コンパートメントＡとＢとの間のカチオンおよび水の交換には、ピストン
ポンプＡおよびＢが介在する。カチオンは、Ｈ＋とＮａ＋、または他の同等のカチオンと
の間を循環する。コンパートメントＢは、容器Ｃ～Ｅで異なる緩衝液に出し入れして洗浄
するために使用される。容器Ｃは、水性の洗浄液を含有する。容器Ｄは、Ｈ＋または低ｐ
Ｈの緩衝液を含有する。容器Ｅは、ＮａＯＨ（もしくは同等の塩基）、または高ｐＨの緩
衝液を含有する。循環の間、緩衝液のイオン強度および量は、コンパートメントＡ内では
変化しない。
【００９８】
【図２６】循環式コンビナトリアルケミストリーを用いて金属補因子コフェロンを選択す
るために、金属イオンを循環させるためのシステムの略図である。Ｎａｆｉｏｎ－１１７
膜が、上のコンパートメントＡと下のコンパートメントＢとを分離している。コンパート
メントＡは、ビーズ、コフェロン、緩衝液（ＰＩＰＳ、ＴＥＥＮ、またはＰＩＰＰＳ等）
、および標的タンパク質を含有する。緩衝液は、緩衝液のｐＫａ値に基づき所望のｐＨ範
囲を提供するように選択される。コンパートメントＡとＢとの間のカチオンおよび水の交
換には、ピストンポンプＡおよびＢが介在する。カチオンは、Ｚｎ２＋とＮａ＋との間を
循環する。コンパートメントＢは、容器Ｃ～Ｅで異なる緩衝液に出し入れして洗浄するた
めに使用される。容器Ｃは、水性の洗浄液を含有する。容器Ｄは、Ｈ＋または低ｐＨの緩
衝液を含有する。容器Ｅは、ＮａＯＨ（もしくは同等の塩基）、または高ｐＨの緩衝液を
含有する。循環の間、緩衝液のイオン強度および量は、コンパートメントＡ内では変化し
ない。
【００９９】
【図２７】多量体内で集合することができるコフェロン単量体によって阻害される多量体
タンパク質の略図である。防御抗原（ＰＡ）は、炭疽菌毒素受容体（ＡＮＴＸＲ）に結合
する。防御抗原はプロテアーゼによって切断され、一方２０ｋＤａフラグメント（ＰＡ２

０）は脱離し、６３ｋＤａフラグメント（ＰＡ６３）は受容体に結合したままである。Ｐ
Ａ６３は自己会合して七量体である［ＰＡ６３］７を形成し、そこに浮腫因子（ＥＦ）お
よび致死因子（ＬＦ）が結合する。多量体構造中で自己集合可能なコフェロン単量体（自
己認識コフェロン）は、細胞内でＥＦ／ＬＦに結合して、その転位を阻害することができ
る。
【０１００】
【図２８】四量体に集合することができるコフェロンによって結合される、四量体タンパ
ク質の略図である。コフェロン二量体は、コフェロンの単量体形態と可逆的平衡状態にあ
る。その単量体は、それ自体でタンパク質単量体に結合して、それを阻害することができ
る。タンパク質単量体が集合して、四量体のタンパク質標的を形成する場合、コフェロン
単量体が個々のタンパク質単量体に結合し、それによって四量体コフェロンを形成するこ
とができる。
【０１０１】
【図２９】母子リンカー要素を有するコフェロン薬の模式図である。
【０１０２】
【図３０】リンカー要素のライブラリーの合成を描写する。
【０１０３】
【図３１】リンカー要素のライブラリーの合成を描写する。
【０１０４】
【図３２】ビーズに結合させた、または結合しないリンカー要素を調製するための合成ス
キームを示す。
【０１０５】
【図３３】ビーズに結合させたリンカー要素のビーズに結合しないリンカー要素とのイン
ターカレーションを示す。
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【０１０６】
【図３４】リンカー要素－アミノ酸塩化物のビーズ結合ライブラリーの合成を示す。
【０１０７】
【図３５】アミド基が保護されるシクロペンタノールアミドの合成を示す。
【０１０８】
【図３６】シクロペンタノールアミドのヒドロキシル基とエステル結合を形成するアミノ
酸を有する、リンカー要素のライブラリーの合成を示す。
【０１０９】
【図３７】多様性要素に連結されたリンカー要素を有するコフェロン単量体の合成を示す
。
【０１１０】
【図３８】図３７のコフェロン単量体における構造的多様性の、３つのはっきりと異なる
領域を示す。
【０１１１】
【図３９】コフェロン単量体からのコフェロン二量体の合成を示す。
【０１１２】
【図４０】リンカー要素間の非共有結合性の会合を介して、タンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位、および相互に結合する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の系の略図であ
る。コフェロン１は緑色の形状として示され、コフェロン２は青色の形状として、標的タ
ンパク質は白色の形状として示される。標的に結合するコフェロン１（Ｃ１）の平衡は、
解離定数Ｋｄ１によって得られる。標的に結合するコフェロン２（Ｃ２）の平衡は、解離
定数Ｋｄ２によって得られる。次に、コフェロンＣ２は、Ｃ１Ｔの複合体に結合すること
ができ（Ｋｄ３の解離定数で）、一方コフェロンＣ１は、Ｃ２Ｔの複合体に結合すること
ができる（Ｋｄ４の解離定数で）。Ｃ１－Ｃ２コフェロン二量体自体は、Ｋｄ６の解離定
数で、標的と平衡状態にある。最後に、該コフェロン二量体が解離して、Ｋｄ５の解離定
数で２つの単量体を形成する。
【０１１３】
【図４１】リンカー要素間の共有結合性会合を介して、タンパク質標的（Ｔ）上の直交部
位、および相互に結合する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の系の略図である。
コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の形状と
して、２つのコフェロン間の共有結合は赤い点として、標的タンパク質は白色の形状とし
て示される。その共有結合性会合は、可逆的または本質的に不可逆的のいずれかである。
不可逆的である場合、Ｋｄ５の解離値は０となる。
【０１１４】
【図４２】タンパク質標的（Ｔ）上の直交部位および相互に結合する、２つのコフェロン
（Ｃ１、およびＣ２）の系の略図である。コフェロン１（Ｃ１）は、青い六角形のリガン
ドに連結される緑色の五角形のリンカー要素として示され、コフェロン２（Ｃ２）は、青
い六角形のリガンドに連結される橙色の五角形のリンカー要素として、標的タンパク質は
白色の形状として示される。連結は、標的タンパク質に結合する、リンカー要素とリガン
ドとの間の１つ以上の回転可能な結合を表す。コフェロン単量体が標的に結合する時、回
転可能な結合は制限されないままである。２つのコフェロン単量体が相互に結合する時、
回転可能な結合は、やはり制限されないままである。標的上でコフェロン二量体が形成さ
れる時のみ、自由回転の損失があり、これがエントロピーコストを有する。
【０１１５】
【図４３】タンパク質標的（Ｔ）上の直交部位に結合し、相互に共有結合する、２つのコ
フェロン（Ｃ１、およびＣ２）の系の略図である。コフェロン１（Ｃ１）は、青い六角形
のリガンドに連結される緑色の五角形のリンカー要素として示され、コフェロン２（Ｃ２
）は、青い六角形のリガンドに連結される橙色の五角形のリンカー要素として、２つのリ
ンカー要素間の共有結合は赤い点として、標的タンパク質は白色の形状として示される。
その共有結合性会合は、可逆的または本質的に不可逆的のいずれかである。不可逆的であ
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る場合、Ｋｄ５の解離値は０となる。
【０１１６】
【図４４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。この例では、２つのコフェロ
ンのリンカー要素間の解離定数は、約半分のコフェロンが二量体状態になるように調節さ
れている。細胞膜を横切るのは単量体のみであるが、一旦内部に入ると、それらは二量体
を形成し、標的タンパク質に結合する。
【０１１７】
【図４５】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、２つのコフェロン間の共有結合は赤い点として、標的タンパク質は白色の形
状として示される。この例では、２つのコフェロンのリンカー要素間の解離定数は、約半
分のコフェロンが二量体状態になるように調節されている。細胞膜を横切るのは単量体の
みであるが、一旦内部に入ると、それらは二量体を形成し、標的タンパク質に結合する。
【０１１８】
【図４６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。この例では、２つのコフェロ
ンのリンカー要素間の解離定数は、約２％のコフェロンが二量体状態になるように調節さ
れている。細胞膜を横切るのは単量体のみであるが、一旦中に入ると、それらは標的タン
パク質に結合し、これが二量体の形成を加速する。二量体はタンパク質標的と密接に結合
するため、容易には解離せず、タンパク質標的の大半と結合する。
【０１１９】
【図４７】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、２つのコフェロン間の共有結合は赤い点として、標的タンパク質は白色の形
状として示される。この例では、２つのコフェロンのリンカー要素は容易に集合せず、そ
の結果、ほんのわずかの割合のコフェロンのみが二量体状態にある。細胞膜を横切るのは
単量体のみであるが、一旦中に入ると、それらは標的タンパク質に結合し、これが、それ
自体の阻害剤の形成を促進する。リンカー要素の会合は不可逆的な共有結合を介し、その
結果、一旦二量体が標的タンパク質上で形成されると、標的からのその解離は非常に稀で
ある。
【０１２０】
【図４８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は０
．２５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００
，０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離
定数、Ｋｄ５は、１０μＭとする。
【０１２１】
【図４９】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭに設定し、Ｋｄ１

＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］
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＝総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１２２】
【図５０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
．５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，
０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的
Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定
数、Ｋｄ５は、１０μＭとする。
【０１２３】
【図５１】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋ

ｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総
コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１μＭ～最高５０μＭの濃度で変化する。
【０１２４】
【図５２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
．５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，
０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的
Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離
定数、Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０１２５】
【図５３】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭに設定し、Ｋｄ１

＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ
１］＝総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１２６】
【図５４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
．５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，
０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的
Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離
定数、Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０１２７】
【図５５】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋ

ｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］
＝総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１μＭ～最高１０μＭの濃度で変化する。
【０１２８】
【図５６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
０μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００
，０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標
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的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解
離定数、Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０１２９】
【図５７】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに設定し、Ｋｄ１＝
Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１
］＝総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１０μＭ～最高５０μＭの濃度で変化する。
【０１３０】
【図５８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０
００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔ
との間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１００μＭとする。２つのコフェロン間の解離
定数、Ｋｄ５は、１，０００μＭとする。
【０１３１】
【図５９】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋ

ｄ２は１００μＭに設定し、Ｋｄ５は１，０００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［
Ｃ１］＝総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１μＭ～最高５０μＭの濃度で変化する。
【０１３２】
【図６０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は５
０μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００
，０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１００μＭとする。２つのコフェロン間の
解離定数、Ｋｄ５は、１，０００μＭとする。
【０１３３】
【図６１】コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに設定し、Ｋｄ１＝
Ｋｄ２は１００μＭに設定し、Ｋｄ５は１，０００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度
［Ｃ１］＝総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１０μＭ～最高５０μＭの濃度で変化する
。
【０１３４】
【図６２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。２つのコフェロンは、結合親和性に１０倍の差異を有する。コフェロン１（Ｃ１）
は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の形状として、標的タンパク質
は白色の形状として示される。Ｃ１の総濃度は５０μＭであり、Ｃ２は１０μＭであり、
細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は１００μＭとし、コフェロンＣ
２と標的Ｔとの間は１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１，０
００μＭとする。
【０１３５】
【図６３】コフェロンＣ２濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設定し、Ｋｄ１は１
００μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１，０００μＭに設定し、総コ
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フェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝５０μＭであり、総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１μＭ
～最高５０μＭの濃度で変化する。
【０１３６】
【図６４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。２つのコフェロンは、結合親和性に１０倍の差異を有する。コフェロン１（Ｃ１）
は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の形状として、標的タンパク質
は白色の形状として示される。Ｃ１の総濃度は５０μＭであり、Ｃ２は２０μＭであり、
細胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標
的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は１００μＭとし、コフェロ
ンＣ２と標的Ｔとの間は１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１
，０００μＭとする。
【０１３７】
【図６５】コフェロンＣ２濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によって結合される
標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに設定し、Ｋｄ１は
１００μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１，０００μＭに設定し、総
コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝５０μＭであり、総コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、１μ
Ｍ～最高５０μＭの濃度で変化する。
【０１３８】
【図６６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０
００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔ
との間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１００μＭとする。２つのコフェロン間の解離
定数、Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０１３９】
【図６７】コフェロンＣ１－標的解離定数（Ｋｄ１）に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ
２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭ
に設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総コフェロン
Ｃ２濃度［Ｃ２］は２５μｍに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は、１μＭ～最高１００μＭで変
化する。
【０１４０】
【図６８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００
，０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１００μＭとする。２つのコフェロン間の
解離定数、Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０１４１】
【図６９】コフェロンＣ１－標的解離定数（Ｋｄ１）に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ
２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μ
Ｍに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総コフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は２５μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は、１μＭ～最高１００μＭで
変化する。
【０１４２】
【図７０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
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交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０
００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔ
との間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、２５μＭとする。２つのコフェロン間の解離定
数、Ｋｄ５は、１，０００μＭとする。
【０１４３】
【図７１】コフェロンＣ１－標的解離定数（Ｋｄ１）に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ
２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭ
に設定し、Ｋｄ５は１，０００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総コフェ
ロンＣ２濃度［Ｃ２］は、２５μｍに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は、１μＭ～最高１００μ
Ｍで変化する。
【０１４４】
【図７２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００
，０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、２５μＭとする。２つのコフェロン間の解
離定数、Ｋｄ５は、１，０００μＭとする。
【０１４５】
【図７３】コフェロンＣ１－標的解離定数（Ｋｄ１）に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ
２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μ
Ｍに設定し、Ｋｄ５は１，０００μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総コフ
ェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、２５μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は、１μＭ～最高１００
μＭで変化する。
【０１４６】
【図７４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０
００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔ
との間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定
数、Ｋｄ５は、１，０００μＭとする。
【０１４７】
【図７５】コフェロンＣ１－Ｃ２の解離定数（Ｋｄ５）に対する、コフェロン二量体Ｃ１
Ｃ２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μ
Ｍに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総コ
フェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、２５μｍに設定し、Ｋｄ５は、１０μＭ～最高１，０００
μＭで変化する。
【０１４８】
【図７６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１は緑色の形状として示され、コフェロン２は青色の形状として、標的
タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２５μＭであり、細
胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的
である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離
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定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は
、１，０００μＭとする。
【０１４９】
【図７７】コフェロンＣ１－Ｃ２の解離定数（Ｋｄ５）に対する、コフェロン二量体Ｃ１
Ｃ２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０
μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総
コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、２５μｍに設定し、Ｋｄ５は１０μＭ～最高１，０００
μＭで変化する。
【０１５０】
【図７８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０
００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔ
との間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１００μＭとする。２つのコフェロン間の解離
定数、Ｋｄ５は、２５０μＭとする。
【０１５１】
【図７９】コフェロンＣ１－Ｃ２の解離定数（Ｋｄ５）に対する、コフェロン二量体Ｃ１
Ｃ２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μ
Ｍに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総コ
フェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、２５μｍに設定し、Ｋｄ５は１０μＭ～最高１，０００μ
Ｍで変化する。
【０１５２】
【図８０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。Ｃ１およびＣ２の総濃度は２
５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００
，０００個の標的である。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１００μＭとする。２つのコフェロン間の
解離定数、Ｋｄ５は、２５０μＭとする。
【０１５３】
【図８１】コフェロンＣ１－Ｃ２の解離定数（Ｋｄ５）に対する、コフェロン二量体Ｃ１
Ｃ２によって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０
μＭに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、総コフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝総
コフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、２５μｍに設定し、Ｋｄ５は１０μＭ～最高１，０００
μＭで変化する。
【０１５４】
【図８２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．１μＭである。細胞内の
総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，０００個の標的である。コ
フェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１

およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０μＭと
する。
【０１５５】
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【図８３】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態でのま
たは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロン
Ｃ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１５６】
【図８４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．１μＭである。細胞内の
総タンパク質濃度は０．２５μＭであり、細胞当たり約２５０，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０μＭ
とする。
【０１５７】
【図８５】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．２５μＭ
に設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態での
または再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１５８】
【図８６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０μＭ
とする。
【０１５９】
【図８７】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設定
し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態でのまたは
再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ２
濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１６０】
【図８８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は２．５μＭであり、細胞当たり約２，５００，０００個の標的であ
る。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数
Ｋｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０
μＭとする。
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【０１６１】
【図８９】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は２．５μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態でのま
たは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロン
Ｃ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１６２】
【図９０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的であ
る。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数
Ｋｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０
μＭとする。
【０１６３】
【図９１】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに設
定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態でのまた
は再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ
２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１６４】
【図９２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０μ
Ｍとする。
【０１６５】
【図９３】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態での
または再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１６６】
【図９４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．２５μＭであり、細胞当たり約２５０，０００個の標的である
。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋ

ｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０
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μＭとする。
【０１６７】
【図９５】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．２５μＭ
に設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態で
のまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェ
ロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１６８】
【図９６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０μ
Ｍとする。
【０１６９】
【図９７】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設定
し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態でのまた
は再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ
２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１７０】
【図９８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の直
交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図で
ある。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色の
形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシ
ミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長
期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は２．５μＭであり、細胞当たり約２，５００，０００個の標的であ
る。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数
Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１
０μＭとする。
【０１７１】
【図９９】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２によ
って結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は２．５μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態での
または再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１７２】
【図１００】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定
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数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、
１０μＭとする。
【０１７３】
【図１０１】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し、定常状態での
または再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１７４】
【図１０２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．１μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２と標的
Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５

は、１０μＭとする。
【０１７５】
【図１０３】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭ
に設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設
定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは
再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１７６】
【図１０４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．１μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．２５μＭであり、細胞当たり約２５０，０００個の標的である
。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ

５は、１０μＭとする。
【０１７７】
【図１０５】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．２５μ
Ｍに設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに
設定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまた
は再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する
。
【０１７８】
【図１０６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１は緑色の形状として示され、コフェロン２は青色の形状として、標
的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシミュレートする
ために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長期にわたり安定
した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内の総タンパク質
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濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的である。コフェロンＣ１
と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離
定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１０μＭと
する。
【０１７９】
【図１０７】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設
定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定し
、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生
可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１８０】
【図１０８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は２．５μＭであり、細胞当たり約２，５００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２
と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、
Ｋｄ５は、１０μＭとする。
【０１８１】
【図１０９】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は２．５μＭ
に設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設
定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは
再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１８２】
【図１１０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２
と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、
Ｋｄ５は、１０μＭとする。
【０１８３】
【図１１１】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに
設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１０μＭに設定
し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再
生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１８４】
【図１１２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
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長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００μ
Ｍとする。
【０１８５】
【図１１３】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭ
に設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態で
のまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェ
ロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１８６】
【図１１４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．１μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．２５μＭであり、細胞当たり約２５０，０００個の標的である
。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋ

ｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００
μＭとする。
【０１８７】
【図１１５】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．２５μ
Ｍに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態
でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフ
ェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１８８】
【図１１６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的である
。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋ

ｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００
μＭとする。
【０１８９】
【図１１７】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設
定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態でのま
たは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロン
Ｃ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１９０】
【図１１８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１は緑色の形状として示され、コフェロン２は青色の形状として、標
的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確にシミュレートする
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ために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、長期にわたり安定
した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞内の総タンパク質
濃度は２．５μＭであり、細胞当たり約２，５００，０００個の標的である。コフェロン
Ｃ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１およびＫ

ｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０１９１】
【図１１９】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は２．５μＭ
に設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態で
のまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェ
ロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１９２】
【図１２０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定
数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１
００μＭとする。
【０１９３】
【図１２１】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態での
または再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１９４】
【図１２２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、１μＭである。細胞内の総
タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，０００個の標的である。コフ
ェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１お
よびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００μＭ
とする。
【０１９５】
【図１２３】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭ
に設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態
でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフ
ェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１９６】
【図１２４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
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シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、１μＭである。細胞内の総
タンパク質濃度は０．２５μＭであり、細胞当たり約２５０，０００個の標的である。コ
フェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１

およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００μ
Ｍとする。
【０１９７】
【図１２５】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．２５μ
Ｍに設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状
態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコ
フェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０１９８】
【図１２６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、２．５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００
μＭとする。
【０１９９】
【図１２７】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設
定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態での
または再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェロ
ンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０２００】
【図１２８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、１μＭである。細胞内の総
タンパク質濃度は２．５μＭであり、細胞当たり約２，５００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００
μＭとする。
【０２０１】
【図１２９】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は２．５μＭ
に設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態
でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフ
ェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０２０２】
【図１３０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
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の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、１μＭである。細胞内の総
タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間、ならびにコフェロンＣ２と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ

１およびＫｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５は、１００
μＭとする。
【０２０３】
【図１３１】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに
設定し、Ｋｄ１＝Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定し、定常状態で
のまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再生可能なコフェ
ロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０２０４】
【図１３２】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．５μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．１μＭであり、細胞当たり約１００，０００個の標的である。
コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２と標的
Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ５

は、１００μＭとする。
【０２０５】
【図１３３】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．１μＭ
に設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに
設定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまた
は再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．５μＭ～最高５μＭの濃度で変化する
。
【０２０６】
【図１３４】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．１μＭである。細胞内
の総タンパク質濃度は０．２５μＭであり、細胞当たり約２５０，０００個の標的である
。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ

５は、１００μＭとする。
【０２０７】
【図１３５】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は０．２５μ
Ｍに設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭ
に設定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのま
たは再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化す
る。
【０２０８】
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【図１３６】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は１μＭであり、細胞当たり約１，０００，０００個の標的である
。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２と標
的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、Ｋｄ

５は、１００μＭとする。
【０２０９】
【図１３７】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１μＭに設
定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設定
し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは再
生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０２１０】
【図１３８】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は２．５μＭであり、細胞当たり約２，５００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２
と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、
Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０２１１】
【図１３９】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は２．５μＭ
に設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに
設定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまた
は再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する
。
【０２１２】
【図１４０】単量体として細胞に進入することができ、内部のタンパク質標的（Ｔ）上の
直交部位に結合し、その活性を阻害する、２つのコフェロン（Ｃ１、およびＣ２）の略図
である。コフェロン１（Ｃ１）は緑色の形状として示され、コフェロン２（Ｃ２）は青色
の形状として、標的タンパク質は白色の形状として示される。生体内の条件をより正確に
シミュレートするために、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは「再生可能な」濃度は、
長期にわたり安定した薬物の用量を提供する能力を反映する、０．２５μＭである。細胞
内の総タンパク質濃度は１０μＭであり、細胞当たり約１０，０００，０００個の標的で
ある。コフェロンＣ１と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ１は、１μＭとし、コフェロンＣ２
と標的Ｔとの間の解離定数Ｋｄ２は、１０μＭとする。２つのコフェロン間の解離定数、
Ｋｄ５は、１００μＭとする。
【０２１３】
【図１４１】「再生可能な」コフェロンＣ１濃度に対する、コフェロン二量体Ｃ１Ｃ２に
よって結合される標的Ｔの割合（％）を示すグラフである。総標的［ＳＴ］は１０μＭに
設定し、Ｋｄ１は１μＭに設定し、Ｋｄ２は１０μＭに設定し、Ｋｄ５は１００μＭに設
定し、定常状態でのまたは再生可能なコフェロンＣ１濃度［Ｃ１］＝定常状態でのまたは
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再生可能なコフェロンＣ２濃度［Ｃ２］は、０．１μＭ～最高５μＭの濃度で変化する。
【０２１４】
【図１４２】選択されたリンカー要素前駆体の質量対電荷比（ｍ／ｚ）、ならびにこれら
のリンカー要素前駆体が溶液中で二量体を形成するか、または単量体としてとどまる能力
に対する、質量分析（ＭＳ）およびタンデム質量分析（ＭＳ／ＭＳ）実験から得られたデ
ータを示す。
【０２１５】
【図１４３】リンカー要素前駆体（フェニルボロン酸およびシス－１，２－ジオール）か
らの二量体（臭化フェニル）の可逆的な平衡の形成を示す。一連のシス－１，２－ジオー
ルに対するこの平衡のｋＤ値が示され、１０μＭ～２０６ｍＭの範囲である。
【発明を実施するための形態】
【０２１６】
コフェロン薬の基本原理
　コフェロンは、細胞に進入することができる経口的に活性な薬物であり、一旦細胞の中
に入ると、それらのパートナーと結合して、標的タンパク質の活性を妨害または調整する
。コフェロン単量体は、多様性要素およびリンカー要素から成る。
【０２１７】
　概して、コフェロン薬は、標的に結合して、それらの各々のリンカー要素との相互作用
を介して維持される、２つのリガンドを含有する。コフェロン薬が所与の標的に結合する
ことを保証するために、コフェロンの設計には、通常、既知の一連の多様性要素からの選
択、および／またはコフェロン薬二量体のうちの１つもしくは両方のための、多岐にわた
る多様性要素の合成が組み込まれる。
【０２１８】
　コフェロン二量体が選択されるか、または種々のアッセイによってスクリーニングされ
た時点で、多様性要素の構造を同定し得ることが重要である。これは、特に数十、数百、
数千、さらにはより多くの異なる多様性要素が同一ウェル内で同時に調べられる、動的コ
ンビナトリアルケミストリーの条件下で、または固体表面（すなわち、親和性カラム）上
で標的に結合する際に、当てはまる。
【０２１９】
　基本的なコフェロン設計は、自身のパートナーリンカー要素との相互作用を担うリンカ
ー要素と、標的との結合を担う多様性要素とを含有する。リンカー要素および多様性要素
は、直接相互に付着するか、または接続部部分によって結合され得る。リンカー要素およ
び／または接続部部分は、標的と適切に結合するための理想的な立体構造または方向に、
多様性要素の配置を補助することができる。また、これらの要素はそれ自体、標的と相互
作用することもできる。暗号化要素は、使用される場合、リンカー要素または分子の接続
部部分に付着させることができる。理想的には、これは、ＤＮＡ部分を除去するための容
易な放出または切断を可能にする様式で、リンカー要素または接続部部分に結合されるべ
きである。

コフェロン単量体
【０２２０】
　図１に示すように、コフェロン単量体は、リンカー要素、リガンドもしくは多様性要素
、接続部、およびＤＮＡバーコードを含み得る。リンカー要素は、５００ダルトン未満、
好ましくは４５～４５０ダルトンの分子量を有し得る動的コンビナトリアルケミストリー
要素であり、そのパートナーリンカー要素、および多様性要素との相互作用を担う。リン
カー要素は、補因子とともに、又は補因子なしで、１００ｎＭ～１００μＭの解離定数を
有し得る。リガンドまたは多様性要素は、標的分子に結合するために提供され、約４００
～８００の分子量、および１００ｎＭ～１００μＭの解離定数を有する。リンカー要素お
よび多様性要素は、相互に直接付着するか、または接続部部分によって結合され得る。任
意の接続部は、リンカー要素とリガンドもしくは多様性要素を結合し、コフェロン単量体
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の合成を補助し、標的と適切に結合するための理想的な立体構造または方向に、多様性要
素の配置を補助することができる。容易な放出または切断のために、リンカー要素または
接続部に暗号化要素、通常ＤＮＡバーコードを付着させることができる。合成を誘導し、
コフェロン単量体を同定するための暗号化要素が含まれるが、最終的な製剤からは除去さ
れる。図２．１Ａは、接続部を介してコード化ビーズに付着させた、本発明に従うコフェ
ロン単量体の模式図である。図２．１Ｂは、接続部を介してＤＮＡバーコードを付着させ
た、本発明に従うコフェロン単量体の模式図である。図２．１Ｃは、一方の単量体への接
続部を介してコード化ビーズに付着し、ＤＮＡバーコードを他方の単量体に付着させた、
コフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｄは、接続部を介してＤＮＡバーコードを各
単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｅは、本発明に従うコ
フェロン二量体の模式図である。図２．１Ｆは、リンカー要素を介してコード化ビーズに
付着する、本発明に従うコフェロン単量体の模式図である。図２．１Ｇは、ＤＮＡバーコ
ードをリンカー要素に付着させた、本発明に従うコフェロン単量体の模式図である。図２
．１Ｈは、一方の単量体へのリンカー要素を介してコード化ビーズに付着し、ＤＮＡバー
コードを他方の単量体に付着させた、コフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｉは、
１つの単量体へのリンカーを介してコード化ビーズに付着する、コフェロン二量体の模式
図である。図２．１Ｊは、リンカー要素を介してＤＮＡバーコードを各単量体に付着させ
た、コフェロン二量体の模式図である。図２．１Ｋは、本発明に従うコフェロン二量体の
模式図である。
【０２２１】
　本発明の一態様は、治療的化合物の調製に有用な単量体を対象とする。この単量体は、
３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素と、直接的にまたは接続部
を介して間接的に多様性要素に接続されるリンカー要素とを含む。リンカー要素は、５０
０ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件下で、補因子とともに、又は補因子なしで、
３００μＭ未満の解離定数で、該リンカー要素の結合パートナーと可逆的な共有結合また
は非共有結合性の相互作用を形成することができる。
【０２２２】
　単量体は、コード要素をさらに含むことができ、多様性要素、リンカー要素、およびコ
ード要素は結合している。コード要素は、オリゴヌクレオチドまたは標識されたビーズで
あり得る。

リンカー要素
可逆的なイミンおよびイミニウムの結合の形成に基づくリンカー要素
【０２２３】
　リンカー要素の概念は、疎水性、極性、イオン性の水素結合および／または可逆的な共
有結合性の相互作用を利用して、２つの小分子が相互に結合するように誘導することであ
る。２つのリンカー要素間の相互作用が十分に強い一方で、同時に、効果的に結合して溶
液からリンカー要素を除去するためには、リンカー要素と細胞分子との間はあまり強くな
いことが課題である。
【０２２４】
　リンカー要素上の置換基は、水溶液中でリンカー要素の可逆的会合の平衡を調節するよ
うに多様であり得る。
可逆的な共有結合の形成には、リンカー要素はカルボニル基またはボロナートに由来し得
る。
【０２２５】
　これらのリンカー要素は、動的コンビナトリアルケミストリーの選択における使用のた
めに、先行する十分に立証された文献の利点を有する。
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式中、ＸおよびＹは、水溶液中で平衡を調節するように多様であり得、破線と交差する線
は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して分子に連結して形成される１
つ以上の結合を示す。
可逆的なアミン－カルボニル縮合のためのアミンの例

可逆的なアミン－カルボニル縮合のためのカルボニル含有分子の例

【０２２６】
　アミン－カルボニル縮合の例

【０２２７】
　溶液（リジン）およびタンパク質中には、高濃度の１級アミンが遊離している。よって
、１級アミンを含有するコフェロンを使用する場合は、併用するアルデヒドまたはケトン
を含有するコフェロンが、標的の表面上でそのパートナーと出会うことが重要である。さ
らなる注意点として、アミン含有リンカー要素は、アルデヒドまたはケトンの互変異性型
で存在する場合に、糖と反応する可能性がある。
しかしながら、１級アミンがチオール基に対してβ位にある場合（細胞外の保護されたジ
スルフィド型で存在し得る）、最終的なコフェロン二量体において不可逆的なチアゾリジ
ンリンカーを形成する可能性を有する。
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式中、Ｘ、ＹおよびＺは、水溶液中で平衡を調節するように多様であり得、破線と交差す
る線は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して分子に連結して形成され
る１つ以上の結合を示す。
カルボニル基由来のリンカー要素
【０２２８】
　カルボニル基由来のリンカー要素は、アルコールとの可逆的なヘミアセタールおよびヘ
ミケタール形成に関与し得る。

式中、Ｘは、水溶液中で平衡を調節するように多様であり得、破線と交差する線は、１つ
以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して分子に連結して形成される１つ以上の
結合を示す。
カルボニル基由来のリンカー要素は、他のアミンとの可逆的なヒドラゾン形成に関与し得
る。

式中、Ｒ１、Ｒ２＝－Ｆ、－Ｃｌ、－ＣＦ３、－ＮＯ２、－Ｃ＝Ｏ、－ＣＯＯＨ、または
他の電子求引性基である。
可逆的なヒドラゾン形成のためのアミンの例

可逆的なヒドラゾン形成のためのカルボニル含有分子の例

可逆的なボロン酸エステルの形成に基づくリンカー要素
【０２２９】
　これらの化合物は、スクリーニング目的に理想的であり得、また生体内で作用し得る。
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潜在的な注意点は、多くの糖が、ボロン酸含有リンカー要素と反応し得るジオールを有す
ることである。ボロナートはまた、アミノアルコールと複合することもでき、またアミド
酸とも複合することができる。

式中、Ｘ、Ｒ、Ｒ’およびＲ"は、水溶液中で平衡を調節するように多様であり得、破線
と交差する線は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して分子に連結して
形成される１つ以上の結合を示す。

金属補因子との結合に基づくリンカー要素
【０２３０】
　亜鉛またはマグネシウム等の生物学的に利用可能な金属に結合することが可能なリンカ
ー要素は、生体内で作用するはずである。

式中、ＸおよびＹは、水溶液中で平衡を調節するように多様であり得、破線と交差する線
は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して分子に連結して形成される１
つ以上の結合を示す。

他の可逆的反応を起こす他の官能基由来のリンカー要素
【０２３１】
　リンカー要素は、ディールズ・アルダー付加体の形成等の可逆的反応を起こす官能基に
由来し得る。これらは、動的コンビナトリアルケミストリーのスクリーニングにおいて作
用することが分かっている（Ｂｏｕｌ，Ｐ．Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｌｅｔ
ｔ　７：１５－１８（２００５）、参照により、その全体が本明細書に組み込まれる）。

式中、Ｘ＝ＣＮまたはＣＯ２Ｒであり、破線と交差する線は、１つ以上の多様性要素を分
子に連結して形成される結合を示す。
【０２３２】
　最も高度な設計は、Ａ－ＡまたはＢ－Ｂホモ二量体の形成よりもＡ－Ｂ対が好まれるよ
うに、ヘテロ二量体リンカー要素の形成を奨励する。それにもかかわらず、異なるリガン
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ドを用いて同一のリンカー要素に密接に結合する、良好なリンカー要素の設計もまた使用
され得る。リガンドが自己結合に影響を与えない場合は、２つの異なるリガンドを使用す
ることで、約半分の時間でＡ－Ｂヘテロ二量体を生成するはずである。
【０２３３】
　リンカー要素の１つクラスは、生理的条件下で生じる可逆的な共有結合性の相互作用に
関与する。それらは、ヘミケタールを形成するアルコールからケトンへの、およびヘミチ
オケタールを形成するチオールからケトンへの、Ｓ－Ｓジスルフィド結合である。
【０２３４】
　リンカー要素の設計における重要な変形例は、２つの共有結合を介してリンカー要素を
集合させることである。そのようなアプローチの利点は、たとえ個々の反応が好ましくな
い場合でも、一旦、単一の結合ができると、他の２つの基の局所濃度が第２の共有結合の
形成に有利であり、リンカー要素形成の方向に平衡を傾けるのに役立つことである。
【０２３５】
　いくつかのリンカー要素の設計は、多様性要素からの最小限の補助で、または追加の結
合補助なしで、リンカー要素が相互に結合するよう許容することができる。そのような設
計は、金属補因子の補助により相互に結合するリンカー要素を含む。これらの設計は、コ
フェロンの可能性のある使用を拡大する。
【０２３６】
　いくつかのリンカー要素は、細胞内で不可逆的に会合するように設計され得る。例えば
、２つのリンカー要素は、Ｚｎ２＋補因子をキレートするマルトールまたは２－ピコリン
酸基を有することができる。また、一方がボロン酸を有し、他方がアルコール基を有する
ことができる。亜鉛の存在によって２つのリンカー要素が接近されられると、ボロン酸エ
ステルが容易に形成する。ボロン酸または亜鉛自身によるキレート結合は可逆的であるが
、一旦集合させられると、他方の基の濃度がリンカー要素を保持するために十分に高くな
る。
【０２３７】
　第２の関連する概念は、個々のリンカー要素と、タンパク質、アミノ酸、または細胞内
の他の分子上の活性基との間の副反応を、防ぐかまたは最小限に抑えることである。その
ような副反応は、大きな巨大分子と反応する時には立体障害され得るが、パートナーリン
カー要素と整列させられると反応しやすいリンカー要素構造を設計することにより、減少
され得る。
【０２３８】
　第３の概念は、疎水性または他の非共有結合的な親和性により２つのリンカー要素を集
合させることであり、そうして近接性が高くなることで、単一または２つの共有結合の発
生を可能にすることである。
【０２３９】
　さらに、リンカー要素の共有結合性相互作用の構造は、分子内結合の形成よりも分子間
結合の形成に有利なはずである。
【０２４０】
　リンカー要素の別の態様は芳香族化合物であり、リンカー要素およびその多様性要素が
結合すると、結合パートナーのうちの１つ以上の芳香族環がスタッキングして、リンカー
要素と結合パートナーとの間に１つ以上の共有結合の形成を誘導する。
【０２４１】
　最後に、リンカー要素が用いられる場合は、それぞれがそれらの標的に対する親和性を
有し、そのこともまた二量体リンカー要素構造を組み立てるのに役立つ。換言すると、意
図した標的がそれ自体の阻害剤を組み立てるのに役立つ。
【０２４２】
　二量体を形成するリンカー要素には４つのカテゴリーがある。これらは、標的の存在下
で相互に可逆的に結合するリンカー要素、標的によって一旦接近させられると、本質的に
相互に不可逆的に結合するリンカー要素、標的に関係なく相互に可逆的に結合するリンカ
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ー要素、および標的に関係なく本質的に相互に不可逆的に結合するリンカー要素を含む。

１，３－ジヒドロキシアセトンに基づく誘導体
【０２４３】
　１，３－ジヒドロキシアセトンに基づく誘導体（リンカー要素１）は、ケト基の本来の
反応性を低下させるよう、かさ高いブロック基を必要とする可能性が最も高い。それにも
かかわらず、これは最小のリンカー要素の設計である。
【０２４４】
　リンカー要素の一実施形態は、カルボニル基に対するα‐、β‐、またはγ‐ヒドロキ
シ基を有する脂肪族化合物であり、リンカー要素およびその結合パートナーは、結合する
と６または８員のジヘミアセタール環またはジヘミケタール環を形成し、リンカー要素（
すなわち、リンカー要素１）は、

であり、
式中、
破線と交差する線は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して式（Ｉ）の
分子に連結して形成される１つ以上の結合を示す。その位置に多様性要素が存在しない場
合は、基は‐Ｈ、－ＯＨまたは－ＣＨ３より選択され得る。
【０２４５】
　この実施形態の一例は、生理的条件下で自然に二量体化する１，３－ジヒドロキシアセ
トン（分子量：９０）である。

【０２４６】
　別のリンカー要素の設計は、２－ヒドロキシシクロヘキサノンに基づいている（リンカ
ー要素２）。このリンカー要素は、理想的であり得る強固な３環構造を構成する。異なる
隣接する置換が、分子間の相互作用に有利となるように、ヒドロキシ基またはケタールを
活性化することができる。２－ヒドロキシシクロヘキサノンの分子量は１１４である。

式中、
Ｒ１＝Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ３、－Ｆ、－ＣＦ３または他の電子求引性基であり、
破線と交差する線は、多様性要素を直接的にまたは接続部を介して式（ＩＩ）および式（
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【０２４７】
　このリンカー要素の実施形態の例は次の通りである。

これらのリンカー要素の３次元描写については、図６～７を参照されたい。

【０２４８】
　イミダゾール基は、反対のリンカー要素へのプロトン供与を介して、または金属イオン
触媒作用によって、可逆的な二量体形成を促進する内部触媒として機能し得る。



(85) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

40

【０２４９】
　ビシクロ環は、立体障害を提供し、環の底側からの直接的な攻撃を誘導する。アミンは
イミン形成を引き起こし、縮合反応を触媒する。プロトン化されたアミノ基は、反対のリ
ンカー要素に対する潜在的なプロトン供与体として作用することにより、可逆的な二量体
形成を促進する内部触媒として機能することができる。

歪んだ５員ヘミアセタール環またはヘミケタール環を有するシクロペンタン骨格に基づく
誘導体
【０２５０】
　リンカー要素の別の実施形態は、１つ以上の辺が歪んだ５員ヘミアセタール環の一部で
もあるシクロペンタン骨格に基づいている（リンカー要素３）。Ｒ１（第１の環位置）お
よびＲ３（第２の環位置）は、アルデヒド基またはケト基である。Ｒ２（第１の環位置）
およびＲ４（第２の環位置）は、ヒドロキシ基またはアルコキシ基のいずれかである。多
様性要素は、シクロペンタン環の３位、４位、または５位のいずれにも付着し得る。環は
、アルデヒドの状態とヘミアセタールの状態の間で平衡である。アルデヒドの状態にある
そのような２つのリンカー要素が接近させられると、２分子間結合または場合によっては
４分子間結合を形成する可能性がある。追加のヒドロキシ残基もまた、より好ましい６員
環等の分子間ヘミアセタールの形成を可能にするために使用され得る。４分子間結合を有
するリンカー要素の二量体は、非常に安定し得る。

式中、
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破線と交差する線は、多様性要素を直接的にまたは接続部を介して式（ＩＶ）の分子に連
結して形成される結合を示す。
【０２５１】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目３Ａ）～３Ｃ）として以下に示す。

３Ａ）分子内ヘミアセタールから分子間６員ジアセタール環

３次元描写については、図８を参照されたい。

３Ｂ）分子内ヘミアセタールから２つの分子間６員ジアセタール環
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３Ｃ）２つの歪んだ５員環へミアセタールは、リンカー要素の遊離アルデヒド型と平衡で
ある。
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５－ヒドロキシ－２－オキソ－１－ヘキサナール構造に基づく誘導体
【０２５２】
　リンカー要素の別の実施形態は、５－ヒドロキシ‐２－オキソ－１－ヘキサナールに基
づいている（リンカー要素４）。この化合物およびその誘導体のファミリー（下図参照）
もまた、２－ヒドロキシシクロヘキサノン二量体に類似する強固な３環構造を作る。種々
の基の反応性を調整する有利な条件が多数存在する。ヒドロキシル基の付加（線形の３位
または５位）により反応性が調整され得、メチル（または他のかさ高い）置換基（線形の
３位）は、外来の求電子試薬および求核試薬の攻撃から反応中心を保護する立体障害を提
供する。、リンカー要素の反応性を増強するために、カルボキサミドまたはイミダゾール
等の置換基が６位（線形の）に付加され得る。多様性要素は６位（線形の）に付加され得
る。

式中、
Ｒ１＝Ｒ２＝－Ｈ、－ＯＨ、－ＣＨ３、－Ｆ、または－ＣＦ３であり、

である。
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　このリンカー要素の実施形態の例を、項目４Ａ）～４Ｌ）として以下に示す。
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【０２５４】
　３位でのメチル基の付加は、ヒドロキシル基による求核試薬の攻撃を一方向からのみに
誘導する。

４Ｃ）３位のメチル基のうちの１つをヒドロキシル基で置換することにより、カルボニル
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４Ｄ）３，５－ジヒドロキシ－２－オキソヘキサナール誘導体は、非常に活性であると予
想され、２つの異なる方向に二量体を形成することができる。
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４Ｅ）アセトアミド基の付加は、分子間の二量体形成を促進する。両方のリンカー要素が
正しい方向にある時、アミドは、反対のリンカー要素に対するプロトン供与体として作用
することができ、内部触媒として機能する。
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４Ｆ）３位のメチル基のうちの１つをヒドロキシルで置換することにより、カルボニルの
反応性が高まる。
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４Ｇ）内部触媒として機能するイミダゾール置換基の付加は、反対のリンカー要素に対す
る潜在的なプロトン供与体として作用することにより、可逆的な二量体形成を促進する。
２つのリンカー要素が、二量体形成のための正しい位置にある必要がある。（構造４Ｇ～
４Ｌ）
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する。５位のイミダゾール基は、反対のリンカー要素に対する潜在的なプロトン供与体と
して作用することにより、可逆的な二量体形成を促進する内部触媒として機能することが
できる。
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反応性が高まる。
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キングされている。
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４Ｋ）３位にメチル基を付加することにより、立体障害が与えられる。

４Ｌ）４位のジメチル置換は、立体障害を提供する。

芳香族複素環または非複素環の使用に基づく誘導体
【０２５５】
　直接的または接続部を介して多様性要素への少なくとも１つの結合を有する、芳香族複
素環または非複素環の使用に基づく誘導体（リンカー要素５）であり、５または６員環を
単一でまたは縮合して含む上記環は、これに限定されないが、ベンゼン、ナフタレン、プ
リン、ピリミジン、または２つのリンカー要素を接近させるように水対脂質の二重層にお
いて様々な程度の溶解性を有する他の芳香族構造を含み、リンカー要素は、その近接性（
一旦、疎水性表面が整列すると）が１つ以上の共有結合に有利である追加のアルコール、
チオール、ボロン酸、アルデヒド、またはケトン基を含有する。この構造は、自己二量体
を形成した場合に芳香族表面の最適ではない整列を有するであろうリンカー要素の選択を
可能にし、結果として、ヘテロ二量体を形成するように促進される。さらに、いくつかの
構造については、２つの反応基は、それらが分子内結合を形成しないよう、互いに反対方
向を向いて芳香族環に付着していること（しかし、パラ方向にあるとは限らない）が有利
である。下の例では、ｎ＝１～３であり、ｍ＝０～２である。６員の芳香族環は、環の１
位または３位に脂肪族チオールまたはアルコキシ基を、そして３位に脂肪族アルデヒドま
たはケトン置換基を有することができる。多様性要素は、環の５位もしくは６位に付加さ
れ得るか、またはＲ１、Ｒ２、もしくはＲ３に属するＣ原子に付加され得る。また、６員
環は、Ｎ、Ｏ、またはＳ原子を含有することができる。２つの芳香族環に基づくリンカー
要素（ナフタレン等）は、環の１位、３位、もしくは８位に脂肪族チオールまたはアルコ
キシ基を、そして環の１位、３位、もしくは８位に脂肪族アルデヒドまたはケトン置換基
を有することができる。多様性要素は、環の２位、５位、もしくは７位に付加され得るか
、またはＲ１、Ｒ２、もしくはＲ３に属するＣ原子に付加され得る。また、芳香族環は、
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Ｎ、Ｏ、またはＳ原子を含有することができる。

式中、
Ｒ１＝－Ｈ、－（ＣＨ２）ｎＯＨ、－（ＣＨ２）ＳＨ、Ｂ（ＯＨ）２であり、
ｎ＝０～３であり、
Ｒ２およびＲ３＝－（ＣＨ２）ｎＯＨ、

である。
【０２５６】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目５Ａ）～５Ｊ）として以下に示す。

５Ａ）リンカー要素５Ａの一般的な形態は、式ＨＳ－（ＣＨ２）ｎ－芳香族－（ＣＨ２）

ｎ－Ｃ＝Ｏ（ＯＨ）の第１のリンカー要素および式ＨＳ－（ＣＨ２）ｎ－芳香族－（ＣＨ

２）ｎ－ＣＨ３の第２のリンカー要素を含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例
である。
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５Ｂ）リンカー要素５Ｂの一般的な形態は、以下の式の第１のリンカー要素と、

以下の式の第２のリンカー要素を含む。
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以下の構造は、この実施形態の具体例である。

５Ｃ）リンカー要素５Ｃの一般的な形態は、式ＨＳ－（ＣＨ２）ｍ－芳香族－（ＣＨ２）
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ｍ－Ｃ＝Ｏ（ＣＨ２）ｎ－ＯＨの第１のリンカー要素と、式ＨＳ（ＣＨ２）ｎ－芳香族－
ＣＨ３の第２のリンカー要素とを含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例である
。
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５Ｄ）ＨＳ－（ＣＨ２）ｍ－芳香族－（ＣＨ２）ｍ－Ｃ＝Ｏ－芳香族－（ＣＨ２）ｎ－Ｏ
Ｈ、および式ＨＳ－（ＣＨ２）ｎ－ＣＨ３の第２のリンカー要素。以下の構造は、この実
施形態の具体的な例である。
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５Ｅ）リンカー要素５Ｅの一般的な形態は、式ＨＳ－（ＣＨ２）ｍ－芳香族－（ＣＨ２）

ｍ－Ｃ＝Ｏ－芳香族－（ＣＨ２）ｎ－ＯＨの第１のリンカー要素と、式ＨＳ－（ＣＨ２）

ｎ－ＣＨ３の第２のリンカー要素とを含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例で
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ある。
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５Ｆ）リンカー要素５Ｆの一般的な形態は、式ＨＯ－（ＣＨ２）ｍ－芳香族－（ＣＨ２）

ｍ－Ｃ＝Ｏ－芳香族－（ＣＨ２）ｍ－ＯＨの第１のリンカー要素と、式Ｏ＝Ｃ－（ＣＨ２

）ｍ－ＣＨ３の第２のリンカー要素とを含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例
である。
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５Ｇ）リンカー要素５Ｇの一般的な形態は、式ＨＳ－（ＣＨ２）ｍ－芳香族－（ＣＨ２）

ｍ－Ｃ＝Ｏ－芳香族－（ＣＨ２）ｍ－ＳＨの第１のリンカー要素と、式Ｏ＝Ｃ－（ＣＨ２

）ｍ－ＣＨ３の第２のリンカー要素とを含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例
である。
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５Ｈ）リンカー要素５Ｈの一般的な形態は、式ＨＯ－（ＣＨ２）ｎ－芳香族－Ｂ（ＯＨ）

２の第１のリンカー要素と、式（ＨＯ）２Ｂ－芳香族－（ＣＨ２）ｎ－ＯＨの第２のリン
カー要素とを含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例である。
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５Ｉ）リンカー要素５Ｉの一般的な形態は、式ＨＯ－（ＣＨ２）ｎ－脂環式－Ｂ（ＯＨ）

２の第１のリンカー要素と、２－ヒドロキシシクロヘキサノンに基づく第２のリンカー要
素とを含む。以下の構造は、この実施形態の具体的な例である。

５Ｊ）リンカー要素５Ｊの一般的な形態は、式ＣＨ３－（Ｏ＝Ｃ）－芳香族－Ｂ（ＯＨ）

２の第１のリンカー要素と、芳香族－ＮＨ－脂肪族に基づく第２のリンカー要素とを含む
。以下の構造は、この実施形態の具体的な例である。
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【０２５７】
　上記誘導体（すなわち、リンカー要素）にはまた、共有結合したリンカー要素および／
または芳香族環の間に、疎水性相互作用、または水素結合、または極性もしくは電荷相互
作用等の非共有結合性の相互作用を形成するさらなる可能性が提供され得る。これら追加
の相互作用（リンカー要素６）は、環を同時に適切な方向に誘導するのに役立つことがで
きるか、またはヘテロ二量体のリンカー要素の形成を誘導するのに役立つことができる。
【０２５８】
　上記誘導体（すなわち、リンカー要素）にはまた、分子内（しかし立体的に歪んでいる
）ヘミアセタールを形成するよう、第１および第２のリンカー要素上に追加のヒドロキシ
ル（アルコール）が提供され得る。例えば、１辺を５員ヘミアセタール環の一部として有
する芳香族構造は、歪んでいるであろう。これらの分子内構造（リンカー要素７）は、ア
ルデヒドの状態とヘミアセタールの状態との間で平衡である。リンカー要素からのアルデ
ヒドが細胞タンパク質からのリジンアミノ基またはチロシンのヒドロキシル基と反応する
場合は、分子内ヘミアセタールの形成によってタンパク質からより容易に放出され得る。
第１のリンカー要素が、ヒドロキシルを含有する第２のリンカー要素と密接に接近させら
れると、分子間ヘミアセタールの形成と分子内ヘミアセタールの形成の間に均衡が生じる
。それぞれのリンカー要素が分子間ヘミアセタールを形成することができ、よって、二量
体における２つの分子間ヘミアセタールの存在が、それぞれの単量体に別個の分子内ヘミ
アセタールを形成するよりも好まれる。
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式中、
Ｒ１＝－（ＣＨ２）ｎＯＨ、－（ＣＨ２）ｎＳＨ、またはＢ（ＯＨ）２

であり、
ｎ＝０～３である。
【０２５９】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目７Ａ）～７Ｄ）として以下に示す。
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１，３－ジアミノピリミジン、ジアミノピリジン、またはアミノピリミジンとシトシンま
たは５－アミノ－２－ピリドンとの塩基対の使用に基づく誘導体
【０２６０】
　これらの誘導体は、ＬｏｇＰ調節因子（ｌｏｇ　ｐ　ｔｕｎｅｒ）を含むことができる
。ＬｏｇＰ調節因子は、リンカー要素に付加されると分子の全体的なＬｏｇＰを変化させ
る置換基を含有する、任意の脂肪族または芳香族基である。１，３－ジアミノピリミジン
、ジアミノピリジンまたはアミノピリミジンと、シトシンまたは５－アミノ２－ピリドン
との塩基対の構想は、疎水性表面を用いたヌクレオチド様塩基対形成の促進に基づいてい
る。これらのリンカー要素（リンカー要素８）は、標的の非存在下では集合しない可能性
があるが、一旦標的の存在下で形成されると、むしろ安定し得る。核酸塩基は、ペプチド
ヌクレオチド類似体、ペプチド、または塩基対形成および塩基のスタッキングを可能にす
る他の主鎖を用いて接続され得る。

式中、Qは芳香族複素環または非複素環であり、前記環は、これに限定されないが、ベン
ゼン、ナフタレン、プリン、ピリミジン、トリアジンを含む、単独であるかまたは縮合し
ているかのいずれかである5または6員環を含み、
Pは、前記分子の極性を調整するために使用される芳香族基または脂肪族基であり、
R1, R5 = -NH2、-OH(CH2)nOH、-B(OH)2、または

であり、
R2, R4 = -(CH2)n-、-O(CH2)n-、-(CH2)nO-、-NH(CH2)n-、-(CH2)nNH-、H、

であり、
n = 0～3であり、
破線と交差する線は、式（XIII）および（XIV）の分子の1つ以上の多様性要素を連結して
形成される結合を示す。
【０２６１】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目８Ａ）～８Ｈ）として以下に示す。
（ｉ）それぞれが、塩基の上下に脂肪族ＬｏｇＰ調節因子を有する、単一の塩基対
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それぞれが芳香族ＬｏｇＰ調節因子を有し、その両方が塩基の上側にあり、一方の芳香族
環上のアルデヒド／ケトンと、他方の環上のアルコールとの共有結合を可能にする、単一
の塩基対
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１，３－ジアミノピリミジン、ジアミノピリジンまたはアミノピリミジン塩基対とシトシ
ンまたは５－アミノ－２－ピリドンとの核酸塩基の二量体形成に基づく誘導体
【０２６２】
　これらのリンカー要素（リンカー要素９）は、疎水性表面を用いたヌクレオチドの塩基
対形成の促進に基づく。下のそれぞれのヌクレオチドは、その相手と３つの水素結合を形
成することができる。上のそれぞれのヌクレオチドは、その相手と２つの水素結合を形成
することができ、ヘミアセタールリンカーを介して付着する。上のヌクレオチドは、「大
きな溝」における水素結合領域を横断して共有結合することができる。これらのリンカー
要素は、標的の非存在下では集合しない可能性があるが、一旦標的の存在下で形成される
と安定し得る。
【０２６３】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目９Ａ）～９Ｂ）として以下に示す。

９Ａ）４－アミノピリミジン：５－アミノ－２－ピリドン塩基対
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９Ｂ）：５－アミノ－２－ピリドン：６－フルオロウラシル塩基対
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【０２６４】
　線形ペプチドに基づく主鎖は、塩基対を形成する核酸塩基のリンカー要素を有するコフ
ェロン単量体に使用され得る。これらのコフェロン単量体中の多様性要素は、交互のアミ
ノ酸残基に由来し得、核酸塩基は、別のコフェロン単量体の核酸塩基のリンカー要素の元
素と会合するリンカー要素の元素としての役割を果たす。

コフェロン単量体要素のペプチド主鎖の線形型
【０２６５】
　別の実施形態において、環状化ペプチド核酸（ＰＮＡ）に基づくコフェロン単量体の主
鎖は、塩基対を形成する核酸塩基のリンカー要素とともに使用され得る。これらのコフェ
ロン単量体中の多様性要素は、隣接するアミノ酸残基に由来し得、核酸塩基は、別のコフ
ェロン単量体の核酸塩基のリンカー要素の元素と会合するリンカー要素の元素としての役
割を果たす。ＰＮＡをペプチドの一部に結合する最終的なスペーサーは、環の歪みを解放
するのに利用され得る。

【０２６６】
　別の実施形態において、シクロペンタン骨格の使用に基づく主鎖の線形バージョンが、
コフェロン単量体に使用され得る。核酸塩基および置換の選択が、塩基スタッキングまた
はインターカレーションが好ましいかどうかを決定する。
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ヌクレオチドを結合させるホウ酸エステルを使用した複素間二量体形成に基づく誘導体
【０２６７】
　この実施形態では、共有結合が上下両方の塩基対上に形成される。４つの水素結合およ
び２つの共有結合が形成され、非常に安定した二量体が作られる。このリンカー要素の設
計には、動的コンビナトリアル条件下でのスクリーニングプロセスの間、塩基対の上また
は下のいずれかに唯一の共有結合が許容される。最終的なコフェロンが治療的形態におい
て合成されると、共有結合は塩基対の上および下の両方に許容される。
【０２６８】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目１０Ａ）～１０Ｃ）として以下に示す。
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補因子の補助により相互に結合するリンカー要素に基づく誘導体
【０２６９】
　これらのリンカー要素（リンカー要素１１）は、亜鉛または他の生物学的に利用可能な
金属イオンへの二座結合を介して混合二量体を形成する。これらのリンカー要素は、一旦
形成されると相互に非常に密接に結合し、標的の非存在下で二量体化できる。よって、こ
れらのリンカー要素は、癌細胞に２つの異なる薬物分子を集合させて、それらの生物学的
活性を増加させるために使用され得る。これらのリンカー要素については、多様性要素は
同じ標的に結合する必要はないが、同じ標的に対する親和性を有する場合、それらは二量
体の形成を促進する。これらのリンカー要素は、低レベルの亜鉛を含む身体の領域ではモ
ノマーであるが、より高い亜鉛含有量を有する細胞内では二量体へと変化することができ
る。癌細胞が亜鉛輸送体の発現を増加させたため、このことは、それらの薬物を癌細胞に
標的化するためのさらなる有利な条件を提供する。
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破線と交差する線は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して式（Ｚ１）
の分子に連結して形成される結合を示す。
【０２７０】
　このリンカー要素の実施形態の例を、項目１１Ａ）～１１Ｃ）として以下に示す。最も
単純な形態は、ピコリン酸の誘導体に基づいている。このバージョンは、高度に可逆的で
ある可能性が高く、細胞内で見られるＺｎ＋２およびコフェロンの濃度では、標的の非存
在下ではおそらく二量体化しないであろう。

【０２７１】
　これらの二量体のより高度なバージョンは、２つの亜鉛カチオンまたは１つの亜鉛カチ
オンのいずれか、およびホウ酸エステル等の第２の結合基を有する。
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実線で区切られた２つの芳香族環の使用に基づく誘導体
【０２７２】
　芳香族表面が相互作用した場合に水溶液中の全体的な溶解性を有利にすることにより、
水対脂質の二重層において様々な程度の溶解性を有し、２つのリンカー要素を接近させる
、ベンゼン、ナフタレン、プリン、ピリミジン、または、他の芳香族構造等の、２つの芳
香族環の使用に基づく誘導体（リンカー要素１２）。そのようなリンカー要素の好ましい
バージョンは、水性液体中では溶解性が低く（すなわち、ベンゼン、ナフタレン）、部分
的に強固なリンカーを介して水性液体中でより溶解性の高い第２の芳香族環（すなわち、
プリン、ピリミジン）に共有結合する、１つの芳香族環を有する。部分的に強固なリンカ
ーは、分子内で２つの芳香族環の最適なスタッキングを妨げる形状を有する。しかしなが
ら、パートナーリンカー要素でインターカレートされ得るように、部分的に強固なリンカ
ーは２つの芳香族環に間隔を開けることを可能し、それによって４つの芳香族系が互いの
上にスタッキングされる。例えば、ピリミジン－リンカー－ベンゼンから構成されるリン
カー要素Ａと、ベンゼン－リンカー－ピリミジンから構成されるリンカー要素Ｂの場合、
スタッキングはピリミジン（Ａ）－ベンゼン（Ｂ）－ベンゼン（Ａ）－ピリミジン（Ｂ）
となる。

これらの結合パートナーでインターカレートされる芳香族環の使用に基づく誘導体
【０２７３】
　リンカー要素（リンカー要素９）のさらなる実施形態は、インターカレーションがリン
カー要素と結合パートナーとの間の０個、１個、またはそれ以上の共有結合の形成を誘導
するように、その結合パートナー（複数可）のうちの１つ以上でインターカレートされる
芳香族化合物である。
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式中、Ｑは芳香族複素環または非複素環であり、上記環は、単独であるかまたは縮合して
いるかのいずれかである５または６員環を含み、
破線と交差する線は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して式（ＸＩＩ
Ｉ）の分子に連結して形成される結合を示す。
【０２７４】
　このリンカー要素（すなわち、リンカー要素１３）の実施形態の例は以下の通りである
。

追加の相互作用により、それらの結合パートナーでインターカレートされる芳香族環の使
用に基づく誘導体
【０２７５】
　２つの芳香族環の使用に基づく誘導体には、２つのリンカー要素（すなわち、リンカー
要素１４）が、部分的に強固なリンカー要素および／または芳香族環の間に、疎水性相互
作用、または水素結合、または極性もしくは電荷相互作用等の非共有結合性の相互作用を
形成するさらなる可能性が提供され得る。この実施形態の例を項目１４Ａ）～１４Ｂ）と
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して以下に記載する。

図９～１３も参照されたい。
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【０２７６】
　さらなる実施形態（すなわち、リンカー要素１５）において、リンカー要素は、一旦体
内、細胞内、または細胞コンパートメント内に入ると脱保護に好適である、保護状態にあ
る１つ以上の活性部分を有する。保護状態は、反応性チオール基のジスルフィド保護、反
応性アルコール基のエステル保護、反応性アルデヒド基のヘミアセタール保護、反応性ケ
トン基のヘミケタール保護、または反応性ボロナート基のアルコール保護を含む。
【０２７７】
　２つの芳香族環の使用に基づく誘導体には、２つのリンカー要素が、部分的に強固なリ
ンカー要素および／または芳香族環の間に、ヘミアセタールまたはヘミケタールを形成す
るアルコールからアルデヒドまたはケトンへのＳ－Ｓジスルフィド結合等の１つ以上の可
逆的な共有結合を形成するさらなる可能性が提供され得る。この実施形態の例を、項目１
５Ａ）～１５Ｂ）として以下に記載する。
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結合した単純なリンカー要素に基づく誘導体
【０２７８】
　前述のリンカー要素（すなわち、リンカー要素１～１４）のうちのいずれかに、２つを
超えるリンカー要素から成る複合体を形成する可能性が提供され得る。これはリンカー要
素１６である。例えば、芳香族環が互いの上にスタッキングするリンカー要素５は、Ａ－
Ｂ－Ｃとスタッキングするように設計され得る。Ａは、下のＢおよびＣに結合し得る。Ｂ
は、上のＡおよび下のＣと結合し、Ｃは、上のＢおよびＡと結合する。代替として、リン
カー要素５は、ＡからＢへの２つの結合を有し、ＢからＣへさらに２つの結合を有する。
リンカー要素７については、中心のリンカー要素の部分的に強固な結合は、その間に２つ
の芳香族環のスタッキングを許容し、端のリンカー要素は、その間に１つの芳香族環のス
タッキングのみを許容する。そのようなリンカー要素を３つ結合させるには、リンカー要
素Ａはピリミジン－リンカー－ベンゼンから構成され、リンカー要素Ｂはベンゼン－リン
カー（やや長めである）－ベンゼンから構成され、リンカー要素Ｃは、ベンゼン－リンカ
ー－ピリミジンから構成される設計であり、芳香族環のスタッキングは、ピリミジン（Ａ
）－ベンゼン（Ｂ）－ベンゼン（Ａ）－ベンゼン（Ｃ）－ベンゼン（Ｂ）－ピリミジン（
Ｃ）となるであろう。
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【０２７９】
　多量体を形成するリンカー要素は、４つのサブカテゴリーに分割される。これらは、標
的の存在下で相互に可逆的に結合するリンカー要素、標的によって一旦接近させられると
、本質的に相互に不可逆的に結合するリンカー要素、標的に関係なく相互に可逆的に結合
するリンカー要素、および標的に関係なく本質的に相互に不可逆的に結合するリンカー要
素を含む。
【０２８０】
　多量体構造の一部であるリンカー要素は、（ｉ）二量体化し、次いで高次構造を形成す
る能力を有するリンカー要素、（ｉｉ）１つのリンカー要素が２つ以上のリンカー要素と
結合する（すなわち、Ａ－Ｂ－Ａ三量体を構成する）能力を有するリンカー要素、および
（ｉｉｉ）２つ以上の共有結合を構成する能力を有するリンカー要素、の３つの基本的な
形態であるが、それらの結合のうちの２つ以上が同じリンカー要素パートナーと形成され
るのを阻害する形状において、設計され得る。

六量体を形成する芳香族「塩基」の水素結合および／または共有結合に基づく誘導体
【０２８１】
　ウラシル、ジアミノトリアジン、トリアミノトリアジン、２，６－ジアミノプリン、１
，３－ジアミノピリミジン、ジアミノピリジン、および１，３－ジアミノピリミジン塩基
の六量体に基づく誘導体。
【０２８２】
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　ｉ）それぞれが塩基の上に脂肪族ＬｏｇＰ調節因子を有し、水素結合を介して環状六角
形の平面構造を形成する６つの「塩基」に基づくリンカー要素（リンカー要素１７）。

式中、Ｒ＝ＬｏｇＰを調整し、ＬｏｇＰ調節因子としての役割を果たす脂肪族基である。

【０２８３】
　（ｉｉ）それぞれが塩基の上に芳香族ＬｏｇＰ調節因子を有し、芳香族環の一方の側に
あるアルデヒド／ケトンと、隣接する環上のアルコールとの間の共有結合を可能にする、
水素結合を介して環状六角形の平面構造を形成する６つの「塩基」に基づくリンカー要素
（リンカー要素１８）。アルデヒド／ケトンおよびアルコール基は、六量体構造の形成に
有利であるよう、芳香族環上でメタ位にある（１２０°の方向）。別の変形例では、「塩
基」上に２つのアルデヒド／ケトン基が存在し得る一方で、「塩基」の上の芳香族環は２
つのアルコール基を有する。
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【０２８４】
　６つの「塩基」六量体の構想は、疎水性表面を用いたヌクレオチド塩基対形成の促進に
基づいている。それぞれの複素環は、その隣接する環と最高６つの水素結合を形成するこ
とができる。これらのリンカー要素は、標的の非存在下では集合しない可能性があるが、
一旦標的の存在下で形成されると、かなり安定し得る。
【０２８５】
　上記変形例では、芳香族複素環は、６員環の代わりにナフタレンのフレームワーク（２
つの縮合６員環）に基づいている。この設計の利点は、より大きな芳香族六量体の表面を
作ることである。一旦形成されると、そのような六量体構造もまた、ヘッドトゥヘッドの
第２の六量体構造が第１の芳香族表面に縮合するのを補助することができる。得られた高
次構造は１２個のコフェロンで構成され、抗体の親和性と競合する標的に対して親和性を
有する可能性がある。
【０２８６】
　上記変形例では、六量体の代わりに三量体を形成することができる。例えば、２つのＵ
の代わりに、単一のアルデヒドを含有する芳香族環を有するＵを含む２つのコフェロンと
、２重の小さいジアミノＡ塩基およびメタ位に２つのアルコールを有する芳香族環を含む
１つのコフェロンを使用する。この構造は、「ハーフパイプ」と呼ばれ得る。それはまた
、６つのコフェロンが全て同じ方向を向くように、ヘッドトゥヘッド構造を形成すること
ができる。
【０２８７】
　他の変形例では、基本のヌクレオチド間の水素結合を用いずに、「Ｎ個」のコフェロン
単量体を適切な形状で集合させるという概念に集中しており、芳香族環の構想は、１０８
°の形状が達成され得るように、５員へテロ複素環を使用することにより、コフェロン五
量体を形成するまでに拡張することができる。

多量体を形成する塩基対を形成する二量体に基づく誘導体
【０２８８】
　これらのリンカー要素はリンカー要素９に由来する。この実施形態では、６つの塩基の
層は、全てが対を形成して６つの水素結合を形成し、それぞれが環状六角形平面構造にあ
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り、それぞれが、全てが対を形成して４つの水素結合を形成する６つの塩基の第２の層を
有し、それぞれが塩基の上にあり、芳香族環の一方の側でのアルデヒド／ケトンと、隣接
する環上のアルコールとの間の共有結合を可能にする。アルデヒド／ケトンおよびアルコ
ール基は、六量体構造の形成に有利であるよう、芳香族環上でオルト位にある（１２０°
の方向）。これはリンカー要素１９である。
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　第１の設計において、ホウ酸エステルは二量体を形成し、次いで六量体を形成する。こ
の設計では、上のヌクレオチドおよび下のヌクレオチドの両方が、オルト位にあるホウ酸
エステルを介して共有結合するが、それらは上から下に交互に共有結合する。よって、上
のヌクレオチドは左から右に結合し、下のヌクレオチドは右から左に結合する。
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【０２９０】
　上記設計の上下のロゼットの上面図は、６つ全てのコフェロンが共有結合するように、
全てのヌクレオチドがあらゆる位置でどのように共有結合し、その共有結合がどのように
相互にオフセットであるかを示している。



(152) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

40

【０２９１】
　六量体を形成する二量体を形成するホウ酸エステルを使用する第２の設計において、上
のヌクレオチドのみが、オルト位にあるホウ酸エステルを介して共有結合する。この設計
では、両方のヌクレオチドが１－４軸に沿って対称であり、よって、いずれの方向にも回
転することができる。
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【０２９２】
　上記設計のロゼットの上面図は、全てのヌクレオチドがあらゆる位置でどのように共有
結合し、１対おきに中央の水素結合を飛ばしているかを示している。その利点は、６つ全
てのコフェロンが上のロゼット上で共有結合していることである。

１，３－ジアミノピリミジン、ジアミノピリジンまたはアミノピリミジン塩基対とシトシ
ンまたは５－アミノ－２－ピリドンのヌクレオチドとの四量体の形成に基づく誘導体
【０２９３】
　これらのリンカー要素もまた、リンカー要素９に由来する。
【０２９４】
　一実施形態において、２つの主鎖はスタッキングの後にヘミアセタールを介して結合し
ている。
【０２９５】
　別の実施形態において、線形ペプチド主鎖が、核酸塩基リンカー要素に使用され得る。
そのような単量体では、単量体の多様性要素は交互のアミノ酸残基の側鎖である。
他の実施形態において、核酸塩基リンカー要素を担持する主鎖は、環状ペプチド核酸の主
鎖であり得る。そのようなコフェロン単量体において、多様性基は隣接するアミノ酸残基
の側鎖である。さらに別の実施形態において、シクロペンタン骨格に基づくリンカーの主
鎖が使用され得る。
【０２９６】
　１，３－ジアミノピリミジン、ジアミノピリジンまたはアミノピリミジン塩基対とシト
シンまたは５－アミノ－２－ピリドンとの四量体の構想は、疎水性表面を用いたヌクレオ
チド塩基対形成の促進に基づいている。下のそれぞれのヌクレオチドは、その相手と３つ
の水素結合を形成することができる。上のそれぞれのヌクレオチドは、その相手と２つの
水素結合を形成することができ、ヘミアセタールリンカーを介して付着する。上のヌクレ
オチドは、「大きな溝」における水素結合領域を横断して共有結合することができる。１
本の非連続的な鎖上で４つの塩基が互いの上にスタッキングし、第２の非連続的な鎖では
、追加の４塩基が互いの上にスタッキングするように、今度はこの構造を１８０°反転さ
せて、その相手とスタッキングさせることができる。この２つのセットは、塩基上の基ま
たは主鎖のいずれかを介して結合することができる。４つの多様性要素はその主鎖から出
ており、４つの塩基の二重らせんの小さな溝から出ていると考えられ得る。この構造は一
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旦形成されると非常に安定し、単一抗体の重鎖または軽鎖と同じ一般的なサイズの結合面
を作ることができる。
コフェロン二量体の場合は、主鎖の間または塩基の間のヘミアセタールは使用されない。

ヌクレオチドの結合にホウ酸エステルを使用する複素環二量体の形成に基づくリンカー要
素
【０２９７】
　この実施形態では、共有結合は、「大きな溝」内のホウ酸エステルを介して上の塩基対
上に形成される。上の複素環は、２つの水素結合を有する。下の塩基対は、３つの水素結
合か、または２つの水素結合および１つのホウ酸エステルのいずれかを有する。１本の非
連続的な鎖上で４つの塩基が互いの上にスタッキングし、第２の非連続的な鎖では、追加
の４塩基が互いの上にスタッキングするように、今度はこの構造は、１８０°反転し、そ
の相手とスタッキングすることができる。この２つのセットは、主鎖上のエチルアルコー
ルまたはアルデヒド基を介して、または塩基上のホウ酸およびアルコール基を介してのい
ずれかにより結合することができる。この構造は一旦形成されると、向上した安定性を有
し、単一抗体の重鎖または軽鎖と同じ一般的なサイズの結合面を作ることができる。
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［２．２．１］ビシクロ－ヘプタノンおよび［２．２．２］ビシクロ－オクタノン構造に
基づく誘導体（リンカー要素２１）
【０２９８】
　一変形例において、ケトンはエカトリアル位の２位にあり、アルコール基は６位にある
（やや上向き）。別の変形例において、アルデヒドまたはケトン基は１位で、そしてアル
コールは４位で付着する。そのようなビシクロ誘導体は、二量体を形成する場合、２つの
共有結合するヘミアセタールまたはヘミケタールを形成することはできないであろう。
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交互にスタッキングした芳香族環に基づく誘導体
【０２９９】
　２つのリンカー要素間で基が同時に反応して共有結合できないように、アルコールおよ
びアルデヒド基を含有する交互にスタッキングした芳香族環に基づく誘導体（リンカー要
素２２）。
【０３００】
　この主題の一変形例において、１つのリンカー要素は２つのアルデヒドをメタ位（１，
３）に含有し、第２のリンカー要素は２つのアルコールを含有するが、かさ高い置換基（
ｔｅｒｔ－ブチル、イソプロピル、エチル、メチル、Ｂｒ、Ｃｌ、Ｉ等）がその２つの間
に存在する（環の２位）。
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式中、破線と交差する線は、直接的にまたは接続部を介してリンカー要素に付着する１つ
以上の多様性要素を表す。
【０３０１】
　よって、２つの芳香族環がスタッキングする場合、それらは１２０°オフセットである
必要がある。この種の設計はまた、多様性要素の位置を１２０°回転させるが、リンカー
要素が可動性のエチレングリコール接続部を介して多様性要素に接続される場合は、これ
は標的への結合に影響を与えるものではない。
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【０３０２】
　この主題の別の変形例において、２つの結合する基は、一方の対が共有結合する時に、
他方の２対は離れ過ぎていて反応できないように設計される。例えば、一方のリンカー要
素の芳香族基は、オルト位に２つのアルデヒド基を有することができ、他方のリンカー要
素は、パラ位にアルコール基を有する。

【０３０３】
　代替として、ナフタレンタイプの構造が使用され得る。そのようなリンカー要素がスタ
ッキングすると、芳香族基が前後に回転するため、このセットは「フリップフロップ」設
計として知られる。
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【０３０４】
　強固なスペーサーによって分けられた芳香族環を特徴とするリンカー要素は、二量体お
よび三量体を形成すると前述した。そのような２つのリンカー要素上の芳香族環がインタ
ーカレートすると、それらは水溶液に曝露される芳香族表面の総数を８個から２個に減少
する。それらが互いに対してオフセットとなるような交互のリンカー要素上のアルデヒド
および／またはケトン基ならびにアルコール基を含み、リンカー要素対は、次いで相互に
共有結合する別のリンカー要素対上にスタッキングすることができる。この構造は、以下
に示すような線形のコフェロン多量体を構成するのに使用され得る。

金属結合基を共有結合の形成と組み合わせる誘導体
【０３０５】
　亜鉛キレート剤とヘミアセタール共有結合形成を組み合わせるリンカー要素は、四量体
の集合を可能にする。これはリンカー要素２４である。ピコリン酸をキレート剤として使
用する変形例を、以下の例において２４Ａ）として示す。
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　四量体を形成する亜鉛キレートコフェロンの別の変形例は、２つの亜鉛カチオンの結合
およびホウ酸エステルの形成に基づいている。この設計は、ピコリン酸芳香族環のスタッ
キングを利用する。エチルアルコールは、隣接するピコリン酸リンカー要素の芳香族化合
物上のホウ酸への共有結合を形成するよう、完璧に配置される。
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集合して三量体または六量体を形成する単一のリンカー要素に基づく誘導体
【０３０７】
　これらの誘導体は、ボロン酸と１，２および１，３－ジオールとの間にボロン酸エステ
ルを形成することに基づいている（リンカー要素２５）脂肪族分子に由来する場合、これ
らのリンカー要素は二量体を形成する。芳香族環を含有する分子に由来する場合、これら
のリンカー要素は三量体または六量体を形成することができる。ボロナートもまた、アミ
ノアルコールと複合体を形成することができ、またアミドアルコールとも複合体を形成す
ることができる。
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式中、Ｒは、－Ｈ、－ＣＨ３、－ＣＦ３を含む脂肪族または脂環式基であり、
Ｑは、芳香族複素環または非複素環であり、
ｎ＝０～３、ｍ＝１～３、およびｐ＝１～２であり、
破線と交差する線は、１つ以上の多様性要素を直接的にまたは接続部を介して式（Ｂ１）
、式（Ｂ２）、式（Ｂ３）、および式（Ｂ４）の分子に連結して形成される結合を示す。
これらの実施形態の例を、２５Ａ）～２５Ｄ）として以下に示す。
【０３０８】
　これらの設計では、芳香族環（環内の種々の位置でＮ、ＳまたはＯ原子を含有し得る）
は、芳香族環のメタ位にボロン酸部分および１，３－ジオール部分を担持する。これらの
リンカー要素は、三量体および六量体を形成することができる。
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　別の実施形態において、ボロン酸部分および１，３次オール部分は、ヒドロキシメチル
ケトンによって置換され得、それによりヘミアセタール共有結合の形成を介して六量体の
集合を引き起こす。
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異なる単量体と相互作用して四量体を形成する二量体を形成する誘導体
【０３１０】
　はじめにヘミアセタール形成を介して二量体を形成し、それによって、ボロン酸部分と
反応するように最適に配置された２つのセットのヒドロキシル基を芳香族環（環内の任意
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の位置でＮ、Ｓ、またはＯ原子を含有し得る）上に配置するリンカー要素に基づく誘導体
。これはリンカー要素２６である。

３つの別個のリンカー要素の集合に基づく誘導体
【０３１１】
　第１のリンカー要素と第２のリンカー要素との間の共有結合の形成が、第２のリンカー
要素上に新しい反応基を生成し、第３のリンカー要素との追加の共有結合を形成すること
を可能にする、リンカー要素の三量体の集合に基づく誘導体（リンカー要素２７）。第１
のリンカー要素は、脂肪族または芳香族アミンまたはイミドアミドであり得、２位でヒド
ロキシメチル置換基を担持するシクロヘキサノンであり得る第２のリンカー要素と反応す
る。第３のリンカー要素は、芳香族環（環内の任意の位置でＮ、Ｓ、またはＯ原子を含有
する）およびボロン酸部分であり得る。
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能動的に標的細胞内に輸送されるリンカー要素に基づく誘導体
【０３１２】
　葉酸を含有するリンカー要素は、葉酸輸送体を用いて優先的に癌細胞に進入する（リン
カー要素２８）。一実施形態において、多様性要素は、エチレングリコールリンカーを介
して葉酸に基づくリンカー要素に付着する。
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　別の実施形態において、２つの葉酸部分は、相互に可逆的に共有結合する有利な条件を
有する。
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　第３の実施形態において、葉酸部分は、ジスルフィド結合を介して第２のリンカー要素
に付着する。癌細胞内のグルタチオンによるジスルフィド結合の切断は、ここでチアゾリ
ジン環の形成を介して２つのリンカー要素の不可逆的な結合を促進する。
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【０３１５】
　他の変形例において、リンカー要素は、受容体または輸送体に結合し、次いでリンカー
要素前駆体の細胞内への輸送または取り込みを促進する、リンカー要素前駆体を構成する
他の部分に付着し得る。

細胞内で活性化された不可逆的な架橋リンカー要素に基づく誘導体
【０３１６】
　これらの設計では、リンカー要素は、細胞内で脱保護を起こす保護された官能基を含有
する。得られた官能基は、リンカー要素間の不可逆的な共有結合の形成を可能にする（リ
ンカー要素２９）。この設計の一実施形態は、保護されたジスルフィドを含有する。ジス
ルフィドは、細胞に進入する時に、１級アミンに対してベータ位にある遊離スルフヒドリ
ル基を放出するグルタチオンによって減少させられる。この部分は次いで別のコフェロン
単量体上のカルボニルと不可逆的に反応し、チアゾリジン結合を形成する。
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【０３１７】
　そのようなリンカー要素は、遊離スルフヒドリル基が生成されると単量体が自身と反応
してホモ二量体を形成するように、保護されたジスルフィドおよびカルボニルの両方を担
持するように設計され得る。
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【０３１８】
　上記リンカー要素の二量体化の代替様式を以下に示す。

多様性要素
【０３１９】
　大抵の薬物は、タンパク質活性をブロックし、酵素ポケットを塞ぎ、よって活性を阻害
することにより作用する。薬物が結合するためには、ファンデルワールスおよびイオン性
相互作用が必要な結合エネルギーを提供するように、十分な相補性および接触表面積が必
要である。コンビナトリアルケミストリーの分野は、異なる形状およびサイズのリガンド
または多様性要素を作るという原理に基づいており、それらの中には、所望の標的表面に
結合することができ、よって、後続する医薬品化学のためのリード分子としての役割を果
たすものもある。
【０３２０】
　コフェロンは、２つのリガンドまたは多様性要素を介して標的に結合することが可能で
あるという利点を有する。これらの多様性要素は結合して、単一の多様性要素によって得
られるよりも密接な結合をコフェロンに提供する。また、コフェロンは、コフェロンとタ
ンパク質標的との間の相互作用の表面積を最大化するさらなる有利な条件を提供するリン
カー要素（および任意選択的に接続部）を提供する。
【０３２１】
　コンビナトリアルケミストリーのアプローチは多様性要素の最大化を探求しており、そ
のような分子は、分割‐再結合法またはビーズを利用したアプローチを用いて合成される
ことが多い。多様性ライブラリーを生成するのに使用される２つの一般的なアプローチが
存在する：（ｉ）それぞれが表面のライブラリーを作るように多様性試薬のファミリーと
反応させられる、多数の官能基を用いた単一プラットフォーム、および（ｉｉ）多様性は
二官能性試薬を使用して生成され、ペプチドおよびペプチド類似体等の短い線形または環
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状の鎖を作る。
【０３２２】
　以下の例の多くにおいて、合成の順序は、リンカー要素が三官能性接続部に付着し、そ
の官能基のうちの１つは、接続部－リンカー要素をビーズまたはＤＮＡバーコードまたは
タグ配列に付着させるのに使用される。リガンドの多様性ライブラリーの付着またはコン
ビナトリアル合成がこれに続く。これらのステップの順序および構成成分の形状は変更さ
れ得る。例えば、一方の端で多様性要素および他方の端でビーズに付着して、リンカー要
素もまた接続部として２倍になり得る。また、リンカー要素は、多様性要素の合成の後で
、最後に添加され得る。以下の例は、決して多様性要素を有するリンカー要素を合成する
方法を網羅するものではない。
【０３２３】
　多様性要素は、標的タンパク質に結合することが事前に明らかになっている分子か、事
前に合成された市販のまたは市販されていないコンビナトリアル化合物ライブラリーのハ
イスループット・スクリーニング後、標的タンパク質に結合することが判明している分子
か、または、新しく合成されたコンビナトリアルライブラリーのスクリーニングによって
標的タンパク質に結合することが判明した分子であり得る。ほとんどの既存のコンビナト
リアルライブラリーは、それらが包含する構造空間および多様性において限られているこ
とから、新しく合成されるコンビナトリアルライブラリーは、様々な骨格に基づく分子を
含む。

単環式骨格
【０３２４】
　これらの骨格は、最も単純な型のコンビナトリアルライブラリーを生成するのに使用さ
れ得る。

【０３２５】
　Ｒ２およびＲ３で置換されるこれらの窒素および炭素原子の他に、他の位置が、Ｈを含
む追加の置換基を含有し得る。多重結合もまた、環原子の間に組み込まれ得る。

二環式骨格
【０３２６】
　それぞれの二環式骨格は、異なる位置で置換され得、上記単環式骨格について示したよ
うに、ヘテロ原子および多重結合を含有し得る。
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三環式骨格
【０３２７】
　三環式骨格は、相互に縮合された３環を含有し、上記単環式骨格について示したように
、ヘテロ原子および多重結合を含有し得る。

四環式骨格
【０３２８】
　四環式骨格は、相互に縮合された４環を含有し、上記単環式骨格について示したように
、ヘテロ原子および多重結合を含有し得る。

スピロ骨格
【０３２９】
　単一の共通原子を介して２つの環が相互に縮合されたスピロ骨格。
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マルチコア骨格
【０３３０】
　上記骨格コア要素のそれぞれが共有結合によって結合したマルチコア骨格。

接続部
【０３３１】
　一実施形態において、リンカー要素は三官能性接続部に付着し、その官能基のうちの１
つは、接続部－リンカー要素をビーズに付着するのに使用される。ビーズは個別のウェル
に分配され、一連の多様性要素は、接続部上の第３の官能基と反応する（例えば、アルデ
ヒドを含有する５００個の異なる部分がアミノ基と反応させられる）。この実施形態では
、合成が行われたウェルが、多様性要素を同定する。
【０３３２】
　第２の実施形態（図２．１Ａ）において、リンカー要素は三官能性接続部に付着し、そ
の官能基のうちの１つは、接続部－リンカー要素をコード化ビーズに付着するのに使用さ
れる。例えば、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズ（Ｉｌｌｕｍｉｎａ、（Ｓａｎ　Ｄｉｅ
ｇｏ，Ｃａｌｉｆ．））またはシリコンビーズが使用され得、それぞれのビーズは固有の
Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）またはバーコードパターンを有する。ビーズおよび粒子は一連
の反応チャンバ（例えば、１０個のチャンバ）に分配され、それぞれのチャンバ内で同定
され、次いで二官能性部分（例えば、保護されたアミノ酸）と反応させられる。ビーズは
混合され、再び反応チャンバ内に分割され、このプロセスが繰り返される（スプリット‐
プール合成）。この実施形態では、プロセスを合計４回繰り返すことにより、ライブラリ
ー内に１０，０００個の多様性要素が得られる。このアプローチの変形例では、合成の終
わりに最後のアミノ酸残基を接続部と反応させ、環状多様性要素を作る。この変形例では
、多様性要素は、ビーズまたは粒子上のコードによって同定される。
【０３３３】
　第３の実施形態において、リンカー要素は三官能性接続部に付着し、その官能基のうち
の１つは、接続部－リンカー要素を長いＤＮＡバーコード配列に付着させるのに使用され
る（図２．１Ｂ）。溶液中、ビーズ上、またはアレイ表面上のいずれかの相補的配列に固
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有にハイブリッド形成するように、ＤＮＡバーコードは、３’および５’末端に２つの一
般プライマー結合部位配列を有し、多数の内部ジップコード配列を含有し、それらの配列
は、同様の融点を有するが、それらの塩基の少なくとも２５％は異なる。接続部－リンカ
ー要素－ＤＮＡバーコード（＝ライブラリーメンバー）から構成される分子は、相補的な
ジップコード配列を有するビーズを含有する一連のカラム（例えば１０個のカラム）と平
衡を保っている。ＤＮＡハイブリッド形成は、それらのＤＮＡバーコード上に相補的なジ
ップコード配列を含有するライブラリーメンバーを捕獲する。このプロセスの終わりには
、全てのライブラリーメンバーは、ＤＮＡバーコードの第１の位置におけるジップコード
配列に依存して、１０個のカラムに分配されるはずである。ライブラリーメンバーは、別
個の新しいチャンバ内に溶出され、所与のジップコードに対応する二官能性部分（例えば
、保護されたアミノ酸）と反応させられる。ライブラリーメンバーは、次いで再度プール
され、次いで、ＤＮＡバーコードの第２の位置にあるジップコード配列を用いた配列特異
的な捕獲のために、再度次の一連のカラムに送られる。この実施形態では、プロセスを合
計４回繰り返すことにより、ライブラリー内に１０，０００個の多様性要素が得られる。
上記のように、合成の終わりに、最後のアミノ酸残基を接続部と反応させて、環状多様性
要素を作ることができる。この実施形態では、多様性要素が何であるかは、ＤＮＡバーコ
ードにあるジップコード配列によって定義される。
【０３３４】
　第４の実施形態において、リンカー要素は三官能性接続部に付着し、その官能基のうち
の１つは、接続部－リンカー要素を、３’および５’末端における２つの一般プライマー
結合部位配列ならびに多数のジップコード配列を含有するＤＮＡテンプレート配列に付着
させるのに使用される。ＤＮＡ配列は、二官能性部分を接続部上の残りの官能基に付加す
るテンプレートとしての役割を果たす。それぞれの二官能性部分は、相補的なジップコー
ドＤＮＡ分子に付着し、接続部－リンカー要素を含有するＤＮＡテンプレート上でハイブ
リッド形成する。このハイブリッド形成は、非常に高い収率となるよう合成を促進できる
程度まで、反応物の局所的な濃度を増加させる。この方法は、スプリット‐プール法を必
要としない。この実施形態では、第１のセットの二官能性部分は第１のセットのジップコ
ードに対する相補的なジップコードＤＮＡ分子に付着し、第２のセットの二官能性部分は
第２のセットのジップコードに対する相補的ジップコードＤＮＡ分子に付着する、等とな
る。このアプローチは、全ての新しいセットの相補的ジップコード配列に付着する官能性
部分の合成を必要とするという欠点を有する。もう１つの問題は、それぞれの追加ラウン
ドが、成長する鎖から反応基を遠ざけることであるが、その問題は、「オメガ」記号に似
たスプリットした配列上でハイブリッド形成するように設計されたオリゴを使用して改善
され得る。それぞれの新しいセットのジップコードに対する二官能性部分を含有する新し
い試薬を生成する必要性を回避するために、別の変形例は、３つのオリゴヌクレオチドセ
ットを使用する。第１のセットは、成長する多様性要素に共有結合した接続部－リンカー
要素－ＤＮＡテンプレートの配列ライブラリーを含有する。第２のセットは、使用される
それぞれの二官能性部分に対する固有のジップコードを含有する。第３のオリゴヌクレオ
チドのセットは、第２のセットからの二官能性部分上の特定のジップコード配列および第
１のセットからのＤＮＡテンプレート配列における特定のジップコードに相補的であり、
これらのＤＮＡ要素の両方にハイブリッド形成することにより、二官能性部分を接続部‐
リンカー要素‐ＤＮＡテンプレート上の成長する鎖に密接に近接させ、局所的な濃度を増
加させて反応を進める。この方法は、スプリット‐プール法を必要としないという利点を
有する。それぞれ１０個の二官能性部分が４セット付加されると、ライブラリー内に１０
，０００個の多様性要素が得られる。上記のように、合成の終わりに、最後のアミノ酸残
基を接続部と反応させて、環状多様性要素を作ることができる。このバージョンでは、多
様性要素が何であるかは、ＤＮＡテンプレートにあるジップコード配列によって定義され
る。
【０３３５】
　第５の実施形態において、リンカー要素は三官能性接続部に付着し、その官能基のうち
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の１つは、接続部－リンカー要素を、３’および５’末端における２つの一般プライマー
結合部位配列ならびに中央における単一のジップコード配列を含有するＤＮＡバーコード
配列に付着させるのに使用される。分子は、複数に区切られたカバーがアレイをチャンバ
（例えば、１０個のチャンバ）に分割できるように配置された、相補的ジップコード配列
を含むアレイ表面と平衡化する。それぞれのチャンバは、所与のジップコードに対応する
異なる二官能性部分（例えば、保護されたアミノ酸）と反応させられる。ライブラリーメ
ンバーは、次いで再度プールされ、次いで、相補的ジップコード配列が再配列された次の
アレイに送られる。この実施形態では、プロセスを合計４回繰り返すことにより、ライブ
ラリー内に１０，０００個の多様性要素が得られる。このアプローチの変形例では、アレ
イの相補的ジップコード配列は、所与の二官能性部分に共有結合的に付着するよう、それ
らの遊離端で修飾され得る。最初に、チャンバを使用して、部分が正しいジップコードに
付加される。続いて、チャンバが除去され、ＤＮＡバーコード配列を含有するライブラリ
ーメンバーがアレイに付加される。一旦それらが正しいアドレスにハイブリッド形成され
ると、それらはジップコード上の二官能性基と反応して、その部分を成長する鎖に付加す
るよう適切に配置される。このアプローチの完全な変形例では、アレイのアドレスは、同
じ鎖上に、相補的ジップコード配列および連続するＤＮＡ配列タグの両方を含有するよう
にプリントされる。これらの条件下では、タグ配列に相補的であり、二官能性部分を含有
するＤＮＡ分子と、同族のジップコード配列を有するライブラリーメンバーとの両方が、
アドレスに結合してＤＮＡ標的合成ステップを設定することができる。この完全な変形例
は、チャンバが個々の反応を分ける必要性を除去するであろう。上記のように、合成の終
わりに、最後のアミノ酸残基を接続部と反応させて、環状多様性要素を作ることができる
。このバージョンでは、多様性要素が何であるかは、ＤＮＡバーコードにある単一のジッ
プコード配列によって定義される。
【０３３６】
　第６の実施形態において、リンカー要素は三官能性接続部に付着し、その官能基のうち
の１つは、接続部－リンカー要素をＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズ、バーコード粒子、
またはジップコード配列を含有するＤＮＡバーコード配列のいずれかに付着させるのに使
用される。残りの官能基は、追加の官能基を含有する「プラットフォーム」に接続される
。例えば、プラットフォームは、全てがｓｙｎ方向にある３つの炭素上に誘導体化された
シクロ‐ペンタンであり得る。このバージョンでは、上記実施形態２～５に記載されるコ
ード化プロセスのうちの１つが、単官能性部分をプラットフォーム上の適切な官能基に付
加するのに使用される。例えば、それぞれのステップにおいて２０個の部分が付加される
場合、結果として生じるライブラリーは８，０００個の多様性要素を有する。このアプロ
ーチの利点は、結合表面において最大の多様性を得るよう、全ての多様性成分を単一方向
に誘導することである。

暗号化部
【０３３７】
　最も多用途な暗号化要素は付着したバーコードであり、典型的にはオリゴヌクレオチド
またはＤＮＡ等の核酸配列である。暗号化要素は、多様性要素の合成（ＤＮＡを標的とす
る合成（ＤＮＡ標的合成「ＤＴＳ」）等）を直接的に補助するのに使用され得る。それぞ
れの暗号化要素は、多数のジップコード配列から構成される。暗号化要素は、一方の端部
に付着した化学分子を有する。反応基を担持する第１のジップコード相補体を多様性要素
にハイブリッド形成させると、反応基が共有結合され、核酸上の化学分子へと移動される
。それぞれの固有のジップコード相補体は、ジップコード配列に対応する多様性要素を含
有する反応基を保有する。このプロセスは、暗号化要素配列の第２のジップコードに対応
する、第２のセットの保有されたジップコード相補体を用いて繰り返される。それぞれの
ステップで多様性要素を負荷する数ラウンドの合成の終わりに、鎖を環状化させる任意選
択的なステップが存在する。代替として、特定の産物を定義されたカラムに捕獲するため
に暗号化要素が使用され得る。この実施形態では、それぞれの暗号化要素もまた、多数の
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ジップコード配列から構成される。第１のセットのジップコード配列に対するジップコー
ド相補体を含有するカラムに配列を通過させる。このプロセスは、核酸配列が正しいジッ
プコード相補体を含有する適切なカラムに結合するまで繰り返される。続いて、それぞれ
の核酸カラムが別個の反応チャンバに溶出されると、対応する多様性要素が暗号化要素に
付着した化学分子と化学的に反応させられる。このプロセスは、暗号化要素配列の第２の
ジップコードに対応するジップコード相補体を含有する第２のセットのカラムを用いて繰
り返される。それぞれのステップで多様性要素を負荷する数ラウンドの合成の終わりに、
鎖を環状化させる任意選択的なステップが存在する。別の実施形態において、暗号化要素
は、後続ラウンドの合成のためにビーズ上もしくは固体支持体上のアドレス上で捕獲され
得るか、または最終的なリガンドのジップコード同定のために使用され得る。最終的に選
択されたリガンドは、ＰＣＲ増幅法により同定され得、アンプリコンのジップコード部の
配列決定がそれに続く。個別に増幅された分子は、ビーズまたは固体支持体上で捕獲され
、個々のビーズ上または固体支持体上のクラスターの全ての分子が同一となるように増幅
される。次いで、それぞれのビーズまたはクラスターの配列が、合成もしくはピロシーケ
ンスによる配列決定を用いて、またはライゲーションによる配列決定を用いて決定される
。それぞれのビーズまたはクラスターのジップコード配列もまた、蛍光標識されたプール
化ジップコード相補体をハイブリッド形成させ、どのセットがシグナルを発したかをスコ
ア化し、定義された位置で固有のジップコードを最終的に同定する２進コードを作成する
ことによって決定され得る。代替として、ジップコードは、アレイにハイブリッド形成す
ることによって同定され得る。
【０３３８】
　本明細書においてＲＡＤＥ（無作為アクセスＤＮＡ暗号化）と称される代替のアプロー
チは、固有配列でビーズ粒子または固体支持体を無作為に暗号化し、固有のオリゴヌクレ
オチド配列の多数のコピーをビーズ上に複製し、次いで、ビーズがあった場所にその固有
の配列の相補体のコピー（フットプリント）を残すことである。これにより、完全なリガ
ンドを合成するよう所与の多様性単量体が添加された場合に、どこにビーズがあったかが
示される。有力なリガンド（複数可）が一旦選択されると、ＰＣＲ増幅法およびその後の
配列決定により、リガンド（複数可）と関連する固有配列（複数可）を同定する。固有の
ＰＣＲプライマーが、それぞれの配列の固有領域に対して設計され、次いで、ウェルを調
べて合成におけるそれぞれのステップの経路を決定するように使用され得る。
【０３３９】
　１つのビーズ上の同じ配列の多数のコピーを有するが、それぞれのビーズは固有配列を
担持する、ビーズまたは粒子を生成するためのアプローチがいくつか存在する。ビーズま
たは固体支持体に対するそのようなオリゴヌクレオチドの付着を促進するために、ビーズ
または固体支持体はその有効表面の一部上で官能化される。続いて、コフェロンは、ビー
ズ上またはオリゴヌクレオチドのバーコードの端部上のいずれかで合成される。好ましい
変形例では、コフェロンは、感光性リンカーを介してビーズまたはオリゴヌクレオチドに
付着する。そのようなコンストラクトを生成するためのいくつかのアプローチを以下に列
記する。

Ａ．目的：ビーズの全表面を横断する配列（以下）の数百～数千個のコピーを有するビー
ズを生成する（図３を参照）。

ＵｎｉＡ（２０）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＢ（１５）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＣ
（２０）

配列中：
ＵｎｉＡは、一般または共通配列Ａ、２０ｍｅｒである。
Ｒａｎｄは、無作為に生成されるか、または固有の２０ｍｅｒの配列である。
ＵｎｉＢは、一般または共通配列Ｂ、１５ｍｅｒである。
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Ｒａｎｄは、無作為に生成されるか、または固有の２０ｍｅｒの配列である。
ＵｎｉＣは、一般または共通配列Ｃ、２０ｍｅｒである。

ステップ１Ａ．以下の形態のオリゴを合成する。

プライマー配列１＝一般２０ｍｅｒ　Ａ－無作為２０ｍｅｒ－一般１５ｍｅｒ　Ｂ
プライマー配列２＝一般１５ｍｅｒ　Ｂ相補体－無作為２０ｍｅｒ－一般２０ｍｅｒ　Ｃ

ステップ２Ａ．２つのプライマーセットを混合し、３’末端がそれぞれＡおよびＣで終わ
る一般プライマー（２０ｍｅｒ）を付加すると、これらはＰＣＲ増幅の間に集合して、以
下の形態の９５塩基配列を生成する。

ＵｎｉＡ（２０）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＢ（１５）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＣ
（２０）

ステップ３Ａ．それぞれのビーズが同じ９５塩基配列のコピーをいくつか有するように、
エマルジョンビーズを調製してＰＣＲ増幅する。エマルジョンＰＣＲにおいて、１つのプ
ライマー（Ａ）がビーズに付着され、９５塩基配列はビーズ１個につき１個未満で捕獲さ
れ、次いで、低濃度のプライマーＡおよび高濃度のプライマーＣ、Ｔａｑポリメラーゼ、
ｄＮＴＰｓ、およびＭｇが添加され、ビーズの周囲で乳化され、次いで、個々のＰＣＲチ
ャンバと同じそれぞれのビーズ上のフラグメントのコピーを生成する（Ｆｒａｎｋ　Ｄｉ
ｅｈｌ　ｅｔ　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ’ｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，１０２：１６
３６８－１６３７３（２００５）、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。

ステップ４Ａ．コフェロンは、直接ビーズの表面上で活性された基の上で合成され得るか
、または変形例においては、官能基を含有するプライマーは、増幅された産物の末端にラ
イゲートされる。よって、コフェロンは、ＤＮＡ鎖の末端で合成される。これは、２つの
有利な条件を提供する：（ａ）コフェロンがＤＮＡの末端にあり、タンパク質標的からす
ぐ近くである、および（ｂ）この設計は、コフェロンをビーズの末端から切断するか、ま
たはＤＮＡをビーズから切断しても、なおコフェロンに付着しているか、のいずれかの有
利な条件を提供する。

Ｂ．目的：ビーズおよび粒子の１面を横断する配列（上）の数百～数千個のコピーを有す
るビーズを生成する（図４を参照）。

ステップ１Ｂ～２Ｂ．上記と同様。

ステップ３Ｂ．Ａプライマーを付着させるために、一方の側または面のみを活性化する。
これは、ビーズを何らかの液体表面に浮かべて、曝露された表面のみに活性化物質を噴霧
することにより実行され得る。別のアプローチは、シリコンまたはガラスのウエハ上に活
性化基をプリントし、水平および垂直のセクションをエッチング除去して、１つの側のみ
にエッチングされた何百万もの粒子を残すことである。

ステップ４Ｂ．エマルジョンＰＣＲを上記のように調製する。ＰＣＲ産物をビーズの１面
に限定することの利点は、後にコフェロン合成または蛍光標識した標的（タンパク質）の
ビーズへの結合を妨害する可能性がある大量のＤＮＡ分子の突出を防ぐことである。

Ｃ．目的：ビーズおよび粒子の１面を横断する配列（以下）の数百～数千個のタンデムリ
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ピートコピーを有するビーズを生成する（図５を参照）。

ＵｎｉＡ（２０）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＢ（１５）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＣ
（２０）－ＵｎｉＤ（２０）

ステップ１Ｃ．以下の形態のオリゴを合成する。

プライマー配列３＝５’ブロック－Ｔ５－一般２０ｍｅｒＤ－一般２０ｍｅｒ　Ａ－無作
為２０ｍｅｒ－一般１５ｍｅｒ　Ｂ
プライマー配列　４＝５’ｐ－一般１５ｍｅｒ　Ｂ相補体－無作為２０ｍｅｒ－一般２０
ｍｅｒ　Ｃ－一般２０ｍｅｒ　Ｄ相補体－　

ステップ２Ｃ．２つのプライマーセットを混合すると、それらは２つの相補的領域でハイ
ブリッド形成し、両方の鎖にギャップのある１１５塩基の環を形成する。５’－３’活性
または鎖置換活性（クレノウ等）を持たないＤＮＡポリメラーゼ、ｄＮＴＰｓ、ＡＴＰ、
およびＴ４　ＤＮＡリガーゼを添加する。ポリメラーゼは、両方の遊離３’末端を伸長す
るが、プライマー配列４の鎖のみをライゲートして環を形成する。５’末端がブロックさ
れているため、他の鎖はライゲートできない。続いて鎖置換ポリメラーゼ（Ｂｓｔポリメ
ラーゼまたはＰｈｉ－２９ポリメラーゼ等）を添加することにより、何百もの以下の配列
のタンデムリピートコピーがローリングサークル増幅を用いて生成され得る。

ＵｎｉＡ（２０）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＢ（１５）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＣ
（２０）－ＵｎｉＤ（２０）

ステップ３Ｃ．一方の側または点が活性化されたＵｎｉＤ相補体配列を含有するビーズま
たは粒子を用いて、ビーズまたは粒子ごとに１つのＤＮＡ多量体を有する長い単一の一重
鎖ＤＮＡを捕獲する。元の５’末端（合成されたプライマー配列３）は修飾され得、ビー
ズまたは粒子の共有結合性の捕獲を可能にする。鎖は、単一鎖の長さに沿った多くの位置
で捕獲される。ＵｎｉＡ（２０）－Ｒａｎｄ（２０）－ＵｎｉＢ（１５）－Ｒａｎｄ（２
０）－ＵｎｉＣ（２０）配列のコピーが生成され、次いでビーズを溶解させる条件下にお
いても、このＤＮＡがハイブリッド形成された状態にあるように、ＵｎｉＤ相補体捕獲配
列は、ＰＮＡ、または２’Ｏ－メチル含有配列から構成され得、最も簡単なのは、ＰＮＡ
、または２’Ｏ－メチル含有配列を認識および巻き戻さないヘリカーゼを使用することで
ある。
【０３４０】
　一旦ビーズまたは粒子が生成されると、それらはコフェロンを合成するのに使用され得
る。この例の目的のために、コフェロン合成は２０個の異なる基の３ラウンドの多様性を
有し、２０個の異なる骨格（１６０，０００倍の多様性）が存在する。リンカー要素およ
び接続部の合成後、ビーズは２０ウェルに分割され、第１ラウンドの多様性要素が添加さ
れる。後に、一般プライマーが添加され、全てのＤＮＡフラグメントにハイブリッド形成
され、伸長され、次いで溶解される（熱もしくは高いｐＨ、ホルムアミド等の有機溶媒、
またはヘリカーゼによる）。ビーズを除去した後、２０ウェルは、それらのウェル内に全
てのビーズのフットプリントを含有する。
【０３４１】
　２０ウェルからのビーズは、次いで新しい２０ウェル内にプールおよび等分割される。
このプロセスをもう３回繰り返し、８０ウェルがフットプリントを含むようにする。
【０３４２】
　ビーズは、蛍光標識された標的に結合するための選択（溶液に添加された他のコフェロ
ンライブラリーを用いて）において使用される。得られたビーズは分離され、ＤＮＡバー
コードがＰＣＲ増幅される。増幅したフラグメントは、固相法を用いて配列決定される（
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次世代配列決定）。また、同じアプローチは、なおＤＮＡタグを付着して含有する個々の
コフェロンとともに使用され得ることに留意されたい。
【０３４３】
　配列は記録され、順方向および逆方向プライマーが、固有の２０ｍｅｒの配列内で合成
される。固有プライマーを合成するのに使用される正確な領域内にはいくらかの柔軟性が
あり、例えば、無作為配列の１４～１５塩基、ならびにＵｎｉＡおよびＵｎｉＣ配列の５
塩基が、それぞれ使用され得る。この柔軟性は、ユーザが、パリンドローム配列で終端す
るプライマー（プライマー二量体を構成する可能性が高い）を使用するのを避けることを
可能にする。
【０３４４】
　それぞれの有力な配列のために合成された固有のプライマー対を使用して、最初の８０
ウェル（９６ウェルリアルタイムＰＣＲ機上で１回実行される）は、Ｔａｑｍａｎプロー
ブを用いた検出のために中央のＵｎｉＢ配列を使用してＰＣＲを介して分析される。２０
ウェルから成るそれぞれのセットからの１ウェルは良い結果を提供するはずであり、ユー
ザが、それぞれの合成ラウンド中にそのビーズの経路（すなわち、合成の履歴）をたどる
ことを可能にする。
【０３４５】
　実際には、それぞれのウェルが８，０００倍の多様性を含むように、最終的な２０ウェ
ルのスプリットを維持し得、次いで有力なリガンドおよびその配列が同定されると、６０
回のＰＣＲ反応のみが必要となる。同様に、最後の２つのステップにおいて反応の分離が
維持される場合は（＝４００ウェル）、それぞれのウェルは４００倍の多様性を有し、逆
重畳積分は４０回のＰＣＲ反応のみを必要とする。
【０３４６】
　多様性要素を同定する代替手段は、異なる質量の化学部分（例えば、アミノ酸誘導体）
を組み込む合成ステップを使用すること、および、質量分光分析により最終産物の分子量
を決定することを含む。また、多様性要素は、空間的隔離によって定義され得、すなわち
、異なるウェルまたはチャンバ内で異なる変異体を合成することによる。さらに、多様性
要素は、リガンドの合成のための固体支持体として使用されるビーズまたはガラス表面内
でコード化され得る。例えば、ビーズは、レーザー光線を用いて照射され得、ＣＣＤカメ
ラを用いて読み取られ得るデジタルホログラフィック画像（Ｉｌｌｕｍｉｎａ　Ｖｅｒａ
ｃｏｄｅ（商標）システム）を用いてコード化され得る。代替のバーコードを用いたスキ
ームは、金／銀ナノ粒子、バーコード化シリコン粒子、または異なる比率の埋め込み式の
量子ドットの色を含む。

リンカーのスクリーニング
【０３４７】
　本発明の別の実施形態は、相互に結合する能力を持つリンカー要素のスクリーニングの
方法に関する。この方法は、第１および第２のセットの単量体を提供するステップを含む
。第１のセットにおけるそれぞれの単量体は、５００ダルトン未満の分子量を有し、生理
的条件下およびスルフヒドリル基下で、補因子とともに、又は補因子なしで、上記リンカ
ー要素の結合パートナーと可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用を形成するこ
とができる、リンカー要素である。第１のセットの単量体におけるそれぞれの単量体のリ
ンカー要素とスルフヒドリル基とは連結している。第２のセットにおける単量体のそれぞ
れは、生理的条件下で、リンカー要素の結合パートナーと可逆的な共有結合または可逆的
な非共有結合を形成することができる、リンカー要素と、コード化ビーズと、スルフヒド
リル基とを含む。第２のセットにおける単量体のそれぞれのリンカー要素、コード化ビー
ズ、およびスルフヒドリル基は連結している。第１および第２のセットの単量体は、生理
的条件下で相互に接触しており、第１のセットの単量体からの単量体と第２のセットの単
量体からの単量体は、結合して、それらのスルフヒドリル基から形成されるジスルフィド
結合、および可能性として、それらのリンカー要素間の共有結合または非共有結合性の相
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互作用によって結合される多量体を形成する。第１および第２のセットの単量体の単量体
からのリンカー要素が共有結合するかまたは非共有結合的に連結する二量体は、そこで候
補多量体として同定される。共有結合するかまたは非共有結合的に結合している第１およ
び第２の単量体からのリンカー要素は、次いで候補多量体において同定される。
【０３４８】
　接触させるステップは、上記リンカー要素間に高い解離定数をもたらし、異なる多様性
要素に接続されたリンカー要素の再会合を可能にする条件と、上記リンカー要素間に低い
解離定数をもたらし、最も高い親和性を示す多様性要素を有する単量体が、標的に優先的
に結合することを可能にする条件と、を循環させることにより実行される。
【０３４９】
　条件を循環させるステップは、カチオンおよび水に透過性の膜を用いてｐＨまたは亜鉛
濃度を増減させることにより達成される。
【０３５０】
　二量体を同定するステップは、どの二量体が、より密接に結合する第１および第２の単
量体を有するかを決定することにより実行される。これは、第１のセットからの標識され
た単量体を含有するビーズのバーコードを同定することにより決定される。好ましい実施
形態において、標識は蛍光基であり、最も蛍光標識されたビーズは、例えばフローソータ
ーにおいて同定され、バーコードを同定するために分離される。ビーズ上および溶液中の
両方で同じセットのリンカー要素を使用して実験が行われる場合は、それぞれの対に対し
て蛍光標識された異なるバーコードを含む少なくとも２つのビーズが存在する。単量体は
個別に合成され、それぞれの組み合わせについて試験される。ビーズと溶液でリンカー要
素が異なる場合、２回目の実験が繰り返されるが、２回目の場合、今度はビーズ上および
溶液中のリンカー要素を逆転させる。
【０３５１】
　同定するステップを実行する一実施形態において、末端一般プライマー結合部位を含む
暗号化要素が提供され得る。暗号化要素を使用する際に、治療的多量体前駆体を一般プラ
イマーと接触させ、増幅混合物を形成する。増幅混合物をポリメラーゼ連鎖反応に供して
増幅産物を形成する。増幅産物を同定し、その増幅産物と治療的多量体前駆体を形成する
単量体のオリゴヌクレオチドとを相関させる。複数の単量体を提供するステップと、複数
の単量体を接触させるステップと、単量体を反応条件に供するステップと、単量体を同定
するステップと、を繰り返し、治療的多量体前駆体のうちのどれが標的分子に好適な結合
親和性を有するかを決定する。
【０３５２】
　同定されたリンカー要素を有する単量体について、第１のセットの単量体を提供するス
テップと、第２のセットの単量体を提供するステップと、二量体を同定するステップと、
候補二量体においてリンカー要素を同定するステップと、を繰り返す。これにより、第１
および第２のセットの単量体からのリンカー要素のうちのどれが、好適な結合親和性を有
するかを決定することができる。
【０３５３】
　第１および第２のセットの単量体は、コード要素をさらに含んでもよく、そこでは多様
性要素、リンカー要素、およびコード要素は結合している。コード要素は、オリゴヌクレ
オチドまたは標識されたビーズであり得る。
【０３５４】
　結合におけるリンカー要素の有効性は、図１４Ａ～Ｂに記載するような、スクリーニン
グ法によって決定することができる。
【０３５５】
　一実施形態（図１４Ａ）において、低分子量リンカー要素のライブラリーが、バーコー
ドによって個別に特定されるビーズ上に合成される。蛍光標識を含有するリンカー要素の
第２のライブラリーが合成される。リンカー要素の異なる組み合わせは、「動的コンビナ
トリアルケミストリー」を起こすことができる－すなわち、それらは相互に会合および解
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離している。ある組み合わせは他の組み合わせよりも密接に結合し、組み合わせの進化を
最も密接な対へと誘導する。対称的なライブラリーでは、それぞれの単量体に対して１対
のビーズが検出される。単量体は再合成され得、マッチする対を見出すよう個別に試験さ
れ得る。
【０３５６】
　図１４Ｂの実施形態において、低分子量リンカー要素のライブラリーが、バーコードで
個別に特定され得るビーズ上で合成される。ＤＮＡバーコードに共有結合したリンカー要
素の第２のライブラリーは、段階的に合成される。リンカー要素の異なる組み合わせは、
「動的コンビナトリアルケミストリー」を起こすことができる－すなわち、それらは相互
に会合および解離している。いくつかの組み合わせは他の組み合わせよりも密接に結合し
、組み合わせの進化を最も密接な対へと誘導する。ＤＮＡバーコードは、一般プライマー
を使用して増幅して、個々のリンカー要素を同定することができる。
【０３５７】
　図１５Ａの実施形態において、低分子量リンカー要素（約３００未満）のライブラリー
が、バーコードによって個別に特定され得るビーズ上で合成される。蛍光標識を含有する
リンカー要素の第２のライブラリーが合成される。ビーズのライブラリーリンカーは連結
ジスルフィルド基を含有し、溶液ライブラリーのリンカーは、連結されたスルフヒドリル
基を含有する。インキュベーション条件下では、溶液のリンカー要素は、ビーズのリンカ
ー要素とのジスルフィルド交換を起こすことができる。いくつかの組み合わせは他の組み
合わせよりも密接に結合し、組み合わせの進化を最も密接な対へと誘導する。対称的なラ
イブラリーでは、それぞれの単量体に対して一対のビーズが発光する。単量体は再合成さ
れ、マッチする対を見出すよう個別に試験することができる。
【０３５８】
　図１５Ａの実施形態に示すように、低分子量リンカー要素（約３００未満）のライブラ
リーが、バーコードによって個別に特定され得るビーズ上で合成される。リンカー要素の
第２のライブラリーが合成され、それぞれの単量体がＤＮＡバーコードに共有結合する（
段階的な合成および結合リガンドの同定を可能にする）。インキュベーション条件下では
、溶液のリンカー要素は、ビーズのリンカー要素とのジスルフィルド交換を起こすことが
できる。いくつかの組み合わせは他の組み合わせよりも密接に結合し、組み合わせの進化
を最も密接な対へと誘導する。

単量体ライブラリーの合成
【０３５９】
　図１６Ａ～Ｃに示すように、単量体コフェロンの合成は、暗号化要素を使用することに
より促進される。最も多用途の暗号化要素は、ＤＮＡ等の付着された核酸配列である。Ｄ
ＮＡ暗号化要素は、多様性要素の合成において直接補助するのに使用され得る。図１６Ａ
を参照されたい。それぞれのＤＮＡ暗号化要素は、色付きの線で示される多数のＤＮＡバ
ーコード配列から構成される。ＤＮＡ暗号化要素には、一方の端に化学分子が付着してい
る。反応基を担持する第１のバーコード相補体を多様性要素にハイブリッド形成させると
、反応基がＤＮＡ暗号化要素上の化学分子へと共有結合され、そこに移動される。それぞ
れの固有のバーコード相補体は、バーコード配列に対応する多様性要素を含有する反応基
を保有する。このプロセスは、ＤＮＡ暗号化要素配列の第２のバーコードに対応する、第
２のセットの保有されたバーコード相補体を用いて繰り返される。図１６Ａの略図では、
左のコフェロン単量体は、青色、紫色、赤色、および黄色でバーコードを示し、対応する
多様性要素は、青色の楕円、紫色の六角形、赤色の四角、および黄色の星で示されている
。右のコフェロン単量体は、緑色、赤色、黄色、およびピンク色でバーコードを示し、対
応する多様性要素は、緑色の円、赤色の星、黄色の六角形、およびピンク色の楕円で示さ
れている。それぞれのステップで多様性要素を負荷する数ラウンドの合成の終わりに、鎖
を環状化させる任意選択的なステップが存在する。代替として、特定の産物を定義された
カラムに捕獲するのにＤＮＡ暗号化要素が使用され得る（図１６Ｂを参照）。この実施形
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態では、それぞれのＤＮＡ暗号化要素もまた、多数のバーコード配列から構成される。第
１のセットのバーコード配列に対するバーコード相補体を含有するカラムに配列を通過さ
せる。このプロセスは、ＤＮＡ配列が正しいバーコード相補体を含有する適切なカラムに
結合するまで繰り返される。続いて、それぞれのＤＮＡカラムが別個の反応チャンバに溶
出されると、対応する多様性要素がＤＮＡ暗号化要素に付着された化学分子と化学的に反
応させられる。このプロセスは、ＤＮＡ暗号化要素配列の第２のジップコードに対応する
ジップコード相補体を含有する第２のセットのカラムを用いて繰り返される。図１６Ｂの
略図では、図１６Ａの略図では、左のコフェロン単量体は、青色、紫色、赤色、および黄
色でバーコードを示し、対応する多様性要素は、青色の楕円、紫色の六角形、赤色の四角
、および黄色の星で示される。右のコフェロン単量体は、緑色、赤色、黄色、およびピン
ク色でバーコードを示し、対応する多様性要素は緑色の円、赤色の星、黄色の六角形、お
よびピンク色の楕円で示される。それぞれのステップで多様性要素を負荷する数ラウンド
の合成の終わりに、鎖を環状化させる任意選択的なステップが存在する。別の実施形態に
おいて、ＤＮＡ暗号化要素は、後続ラウンドの合成のためにビーズ上もしくは固体支持体
上のアドレス上で捕獲され得るか、または最終的なリガンドのジップコード同定のために
使用され得る（図１６Ｃ）。図１６Ｃの略図では、左のコフェロン単量体は単一のバーコ
ードを緑色で示し、多様性要素は、青色の楕円、紫色の六角形、赤色の四角、および黄色
の星で示される。右のコフェロン単量体は、単一のバーコードを紫色で示し、多様性要素
は、緑色の円、赤色の星、黄色の六角形、およびピンク色の楕円で示される。
【０３６０】
　図１７Ａ～Ｃは、コード化ビーズを使用する単量体コフェロンの合成を示す。図１７Ａ
では、標的タンパク質に対する一連の異なる既知の阻害剤または類似体リガンドが、化学
的にビーズに付着される。例えば、１００個の阻害剤がある場合、ビーズは１００の反応
槽に等分割される。所与の個々のビーズに付加された阻害剤または類似体リガンドは、反
応の前または後のいずれかに、１００セットのそれぞれにおける各ビーズのバーコードを
読み取ることにより決定される。図１７Ａでは、２つの阻害剤が橙色および黄色の六角形
で示されている。特定の１つのビーズは、単一セットの阻害剤または類似体リガンドのみ
を含有する。図１７Ｂでは、一連の多様性要素が共通プラットフォームに付加される。図
１７Ｂの略図では、共通のプラットフォームが赤い三角形で示されている。このプロセス
において、ビーズは（ｎ個）の反応槽に等分割される。多様性要素は、ビーズに付着され
た共通のプラットフォームと化学的に反応させられる。特定の個々のビーズに付加された
多様性要素は、反応の前または後のいずれかに、（ｎ）セットのそれぞれにおける各ビー
ズのバーコードを読み取ることにより決定される。産物はプールされ、次いで、再び（ｎ
個）の反応槽に等分割され、プロセスが繰り返される。異なる反応基および保護基は、プ
ラットフォームまたは先に添加された多様性要素上のいずれかに、後続する多様性要素の
付加を誘導することができる。図１７Ｂの略図では、左側のビーズ上のコフェロン単量体
は、緑色の楕円、青色の円、ピンク色の星、および黄色の四角の多様性要素を有する。右
側のビーズ上のコフェロン単量体は、橙色の四角、青色の六角形、ピンク色の楕円、およ
び黄色の星の多様性要素を有する。図１７Ｃには、共通のプラットフォームを使用する第
２の例が示されており、この場合、シクロペンタン骨格が赤い五角形として概略的に示さ
れている。このプロセスでは、ビーズが（ｎ個）の反応槽に等分割される。第１の二官能
性多様性要素は、ビーズ上のリンカー要素と化学的に反応させられる。特定の個々のビー
ズに付加された多様性要素は、反応の前または後のいずれかに、（ｎ）セットのそれぞれ
における各ビーズのバーコードを読み取ることにより決定される。次に、シクロペンタン
骨格が、第１の多様性要素に付加される。第２の多様性要素は、ビーズに付加されたシク
ロペンタン骨格と化学的に反応させられる。特定の個々のビーズに付加された多様性要素
は、反応の前または後のいずれかに、（ｎ）セットのそれぞれにおける各ビーズのバーコ
ードを読み取ることにより決定される。産物はプールされ、次いで、再び（ｎ個）の反応
槽に等分割され、プロセスが繰り返される。それぞれのステップで多様性要素を負荷する
２回ラウンド以上の合成の終わりに、二官能性要素を環状化させる任意選択的なステップ
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が存在する。図１７Ｃの略図では、左側のビーズ上のコフェロン単量体は、リンカー要素
およびシクロペンタン骨格（赤い五角形）に付着したピンク色の星の多様性要素を有し、
それは、続いて、緑色の楕円および黄色の四角の多様性要素を付着させる。右側のビーズ
上のコフェロン単量体は、リンカー要素およびシクロペンタン骨格（赤い五角形）に付着
した黄色の星の多様性要素を有し、それは、続いて青色の六角形およびピンク色の楕円の
多様性要素を付着させる。

標的のスクリーニング
【０３６１】
　本発明のさらなる実施形態は、状態に関連する標的分子に結合する治療的化合物前駆体
をスクリーニングする方法を対象とする。この方法は、複数の単量体を提供するステップ
を含む。それぞれの単量体は、３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性
要素と、生理的条件下で、補因子とともに、又は補因子なしで、リンカー要素の結合パー
トナーと可逆的な共有結合または非共有結合性の相互作用を形成することができる、リン
カー要素と、を含む。リンカー要素は、５００ダルトン未満の分子量を有する。それぞれ
の単量体の多様性要素と上記リンカー要素とは、直接的にまたは接続部を介して間接的に
結合される。複数の単量体は、標的分子に結合することができる多様性要素が、かかる結
合を生じるのに有効な条件下で、標的分子に接触している。単量体は、次いで、異なる単
量体のリンカー要素が、前、後、または最中に、共有結合または非共有結合性の相互作用
を生じて、治療的多量体前駆体を形成するのに有効な反応条件に供される。それぞれの治
療的多量体前駆体を形成する単量体が、次いで同定される。
【０３６２】
　単量体を同定するステップは、どの治療的多量体前駆体が標的分子に、より密接に結合
しているかを決定することにより実行され得る。これは、ＤＮＡのバーコードまたはビー
ズのバーコードのいずれかを同定することにより決定される。ＤＮＡのバーコードについ
ては、最終的に選択されたリガンドは、ＰＣＲ増幅法、およびその後にアンプリコンのバ
ーコード部を配列決定することにより同定され得る。個別に増幅された分子は、ビーズま
たは固体支持体上に捕獲され、個々のビーズ上または固体支持体上のクラスターの全ての
分子が同一となるように増幅される。次いで、それぞれのビーズまたはクラスターの配列
が、合成もしくはピロシーケンスによる配列決定を用いて、またはライゲーションによる
配列決定を用いて決定される。それぞれのビーズまたはクラスターのバーコード配列もま
た、蛍光標識されたプール化ジップコード相補体をハイブリッド形成させ、どのセットが
シグナルを発したかをスコア化し、定義された位置で固有のバーコードを最終的に同定す
る２進コードを作成することによって決定され得る。代替として、バーコードは、アレイ
にハイブリッド形成することによって同定され得る。
【０３６３】
　それぞれの単量体が、それぞれの単量体の多様性要素およびリンカー要素に連結された
コード要素を含む場合は、同定するステップは、治療的二量体前駆体におけるコード要素
を検出することにより実行される。
【０３６４】
　コード要素がオリゴヌクレオチドである場合は、そのオリゴヌクレオチドは、末端一般
プライマー結合部位を含むことができる。同定するステップは、次いで、治療的二量体前
駆体を一般プライマーに接触させて増幅混合物を形成することを含むことができる。次い
で、増幅混合物をポリメラーゼ連鎖反応に供して増幅産物を形成する。増幅産物は同定さ
れ、治療的二量体前駆体を形成する単量体のオリゴヌクレオチドと相関させられる。複数
の単量体を提供する前記ステップと、複数の単量体を接触させるステップと、その多様性
要素が結合した単量体を標的分子に供するステップと、単量体を同定するステップと、を
繰り返して、治療的二量体前駆体のうちのどれが標的分子に好適な結合親和性を有するか
を決定することができる。
【０３６５】
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　コード要素が標識されたビーズである場合、複数の単量体を提供するステップと、単量
体を接触させるステップと、供するステップと、同定するステップと、を繰り返して、治
療的二量体前駆体のうちのどれが標的分子に好適な結合親和性を有するかを決定すること
ができる。
【０３６６】
　上記方法から得られる治療的二量体は、同定するステップから得られる単量体を連結さ
せることにより、調製され得る。状態を有する対象が特定され、その状態を治療するのに
有効な条件下で、選択された対象に治療的二量体が投与される。
【０３６７】
　上記方法から得られる治療的単量体は、同定するステップから得られる単量体を提供す
ることにより、調製され得る。状態を有する対象が選択され、その状態を治療するのに有
効な条件下で、選択された対象に治療的単量体が投与される。
【０３６８】
　本発明の別の態様は、治療的多量体前駆体に関する。治療的多量体前駆体は、複数の共
有結合的または非共有結合的に結合した単量体である。それぞれの単量体は、３００μＭ
未満の解離定数で標的分子に結合し得る多様性要素と、リンカー要素と、コード要素とを
含む。リンカー要素は、５００ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件下で、補因子と
ともに、又は補因子なしで、３００μＭ未満の解離定数で、上記リンカー要素の結合パー
トナーと可逆的な共有結合または非共有結合的な密接な相互作用を形成することができる
。それぞれの単量体の多様性要素およびリンカーは、直接的にまたは接続部を介して間接
的に共に連結され、複数の単量体は、それらのリンカー要素を介して共有結合するかまた
は非共有結合的に結合する。複数の単量体の多様性要素は、標的分子の近接した位置に結
合する。
【０３６９】
　前述したライブラリーは２つの形態で存在する：（ｉ）粒子の位置またはＶｅｒａｃｏ
ｄｅ（商標）による暗号化によって定義される多様性要素を有するビーズまたは固体支持
体上、および（ｉｉ）コード化されたＤＮＡ要素によって定義される多様性要素を有する
ビーズ以外の場所。ビーズに付着されたコフェロンライブラリーを用いて作業することの
利点は、それぞれのビーズが、同一のリガンドのコピーを多数含有することである。この
特性は、蛍光標識した捕獲された物質（すなわち、タンパク質または他のリガンド）の強
度により、最も強力な親和性を有するリガンドの組み合わせを同定するのに役立つ。ＤＮ
Ａによりコード化されたコフェロンライブラリーを用いて作業することの利点は、選択さ
れたコフェロンが、それらのＤＮＡを用いて、第２ラウンドの多様性要素合成の鋳型とす
ることにより増幅され得ることである。これは、最良のコフェロンを選択する再に使用さ
れる進化の原理を可能にする。さらに、Ｒｏｃｈｅ　４５４およびＳｏｌｅｘａ／Ｉｌｌ
ｕｍｉｎａ配列等の大規模平行配列決定技術における最近の発達によって、１回の実行に
おいて何千何百から無数のＤＮＡ産物を配列決定することが可能である。図１８Ａ～Ｂを
参照されたい。同様に、個別にコード化ビーズの使用も、最良のコフェロンの選択におい
て使用される誘導された進化の原理を可能にする。ビーズのバーコードによって有力な組
み合わせが同定された後、新しいラウンドの合成においてわずかな変化を持つように再合
成され得、その後に第２ラウンドの選択が続く。ここでは、二量体を形成する両方のコフ
ェロン単量体の化学構造を同定する必要がある。図１８Ａでは、１つまたは両方の要素が
ＤＮＡ暗号化を含有する選択プロセスを示す略図が提示されている。図１８Ｂでは、それ
ぞれ半分のコフェロンからの多様性要素が同定されるように、実験が繰り返される略図が
提示されている。
【０３７０】
　図１８Ａは、コフェロンの誘導された進化の選択およびそれらの体内での使用の概要を
示す略図である。それぞれのコフェロン単量体は、ＤＮＡバーコードに共有結合した結合
リガンド（多様性要素）および低分子量リンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリ
ー要素）を含み、それらは相互に可逆的に会合する異なるリガンドの組み合わせを可能に
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する。ステップ１に示すように、コフェロン単量体が固体支持体上のタンパク質標的と接
触させられると、いくつかの組み合わせは他の組み合わせよりも密接に結合し、結果とし
て濃縮される。非結合コフェロン単量体は、洗い流すことができる。最も密接に結合した
対（複数可）は、ＤＮＡバーコードによる同定および増幅の両方が可能である。この合成
－選択－増幅のプロセスを繰り返すことは、ダーウィンの進化論を模倣する。上記アプロ
ーチの変形例において、ステップ２に示すように、一方のコフェロン単量体は、ＤＮＡバ
ーコードに共有結合した結合リガンド（多様性要素）および低分子量リンカー要素（動的
コンビナトリアルケミストリー要素）を含み、他方のコフェロン単量体は、コード化ビー
ズに結合する。リンカー要素は、相互に可逆的に会合する異なるリガンドの組み合わせを
可能にする。固相および溶液のコフェロン単量体の組み合わせが標識されたタンパク質標
的と接触させられると、いくつかの組み合わせは他の組み合わせよりも密接に結合し、結
果として濃縮される。その有力な対はそのビーズを高度に標識し、これはフローサイトメ
トリーまたは他の方法によって単離され得、コードが同定される。パートナー溶液相のコ
フェロン単量体はＤＮＡバーコードによる同定および増幅の両方が可能である。この合成
－選択－増幅のプロセスを繰り返すことは、ダーウィンの進化論を模倣する。ステップ３
に示すように、最良のコフェロン単量体は、経口的に活性な薬物としての使用のために、
ＤＮＡバーコードなしで再合成される。コフェロンは、一旦摂取されると、単量体の形態
（細胞膜を横切ることができる）と二量体の形態（タンパク質標的に結合して阻害する）
の間で動的平衡状態にある。
【０３７１】
　図１８Ｂは、ビーズ暗号化のみを使用する、コフェロンの誘導された進化の選択の概要
を示す略図である。ステップ１に示すように、第１のコフェロンのセット単量体は、固有
のバーコードを含有するビーズに共有結合した結合リガンド（多様性要素）および低分子
量リンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリー要素）を含み、第２のセットは溶液
中に遊離する。リンカー要素は、相互に可逆的に会合する異なるリガンドの組み合わせを
可能にする。固相および溶液のコフェロン単量体の組み合わせが標識されたタンパク質標
的と接触させられると、いくつかの組み合わせは他の組み合わせよりも密接に結合し、結
果として濃縮される。有力な対はそのビーズを高度に標識し、これはフローサイトメトリ
ーまたは他の方法によって単離され得、バーコードが同定される。ステップ２に示すよう
に、対の片方の選択において、第２のコフェロンのセット単量体は固有のコード化ビーズ
に結合し、第１のセットは溶液中に遊離する。リンカー要素は、相互に可逆的に会合する
異なるリガンドの組み合わせを可能にする。固相および溶液のコフェロン単量体の組み合
わせが標識されたタンパク質標的と接触させられると、いくつかの組み合わせは他の組み
合わせよりも密接に結合し、結果として濃縮される。有力な対はそのビーズを高度に標識
し、これはフローサイトメトリーまたは他の方法によって単離され得、バーコードが同定
される。コフェロンの両側の多様性要素が解読され得、次いで、さらなる変形例を用いて
再合成される。この合成－選択－増幅のプロセスを繰り返すことは、ダーウィンの進化論
を模倣する。ステップ３に示すように、最良のコフェロン単量体は、経口的に活性な薬物
としての使用のために、コード化ビーズなしで再合成される。コフェロンは、一旦摂取さ
れると、単量体の形態（細胞膜を横切ることができる）と二量体の形態（タンパク質標的
に結合して阻害する）の間で動的平衡状態にある。
【０３７２】
　図１８Ｃは、誘導された進化の原理を用いた、最も密接な結合のコフェロンのスクリー
ニングの一般的な要約である。個々のコフェロン、または個々のビーズもしくは粒子上の
同一のコフェロンの多数のコピー、またはコード化された液滴中の同一のコフェロンの多
数のコピーは、結合する多様性要素を同定する多くの異なるアッセイを用いてスクリーニ
ングされ得る。これらの多様性要素の性質は、多様性要素に対応するコードを同定するこ
とにより決定され、次いで、微量の変形を含んで再合成される。このプロセスは、最も密
接な結合要素が同定されるまで繰り返される。
【０３７３】
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　最良のコフェロン単量体は、経口的に活性な薬物としての使用のために、ＤＮＡバーコ
ードまたはコード化ビーズなしで再合成される。コフェロンは、（ｉ）体内、細胞内、ま
たは細胞コンパートメント内で解離／再会合する治療的な二量体または多量体として、（
ｉｉ）同じかまたは異なる丸剤中の治療的単量体として、または（ｉｉｉ）１つ以上の活
性部分が、一旦体内、細胞内、または細胞コンパートメント内に入ると脱保護に好適であ
り、保護状態にある、治療的単量体前駆体として、提供され得る。コフェロンは、一旦摂
取されると、単量体の形態（細胞膜を横切ることができる）と二量体または多量体の形態
（タンパク質標的に結合して阻害する）の間で動的平衡状態にある。
【０３７４】
　動的コンビナトリアルケミストリーによって提示される有利な条件を要約するために、
図１９は、理想的なケースを示す。異なるリンカー要素の組み合わせは、相互に会合する
ことができる。しかしながら、リンカー要素間の相互作用は弱く可逆的であるため、分子
は、単量体形態と二量体形態の間で、常に流動的である。標的が存在する場合、それは有
力なコフェロンの対に他の対よりも密接に結合する。そうすることで、溶液から有力な対
を除去する。有力の対の多様性要素のうちの１つを含有する二量体コフェロンは、次に解
離し、結果として生じた単量体が相互に再会合して、有力な対の濃度を平衡状態に戻す。
しかしながら、今度は新しい有力な対もまた、標的によって結合される。このプロセスは
自然に繰り返し、標的上で直接有力な対の濃度を増加させる。コフェロンの大部分が単量
体である場合、動的コンビナトリアルケミストリーもまた作用し、多様性要素は単量体と
して個別に標的に結合し、標的は文字通り触媒としての機能を果たし、自身の阻害剤（図
４０～４７）の形成を促進する。
【０３７５】
　図２．１Ｃ～２．１Ｄは、接続部を有するコフェロン単量体のスクリーニングの結果得
られた二量体を示し、図２．１Ｈ～２．１Ｉは、接続部を備えないコフェロン単量体を用
いたスクリーニングに由来する二量体を示している。
【０３７６】
　それぞれのコフェロン単量体は、ＤＮＡバーコードに共有結合した結合リガンド（多様
性要素）および低分子リンカー要素（動的コンビナトリアルケミストリー要素）から構成
され、相互に可逆的に会合する異なるリガンドの組み合わせを可能にする。コフェロンが
固体支持体上でタンパク質標的と接近させられると、いくつかの組み合わせは他の組み合
わせよりも密接に結合し、結果として濃縮される。非結合コフェロン単量体は、洗い流す
ことができる。最も密接に結合した対（複数可）は、ＤＮＡバーコードによる同定および
増幅の両方が可能である。この合成－選択－増幅のプロセスを繰り返すことは、ダーウィ
ンの進化論を模倣する。
【０３７７】
　生理的条件下では、異なるリガンドの組み合わせが形成し、相互に会合している。「生
理的条件」という用語は、本明細書において、約３５～４０°Ｃの範囲の温度、約６～８
の範囲のｐＨ、約１～２０ｍＭの範囲のグルコース濃度、および約１１０ｍＭ～約２６０
ｍＭの範囲のイオン強度を含む、身体または細胞内の水性条件として定義される。
【０３７８】
　多様性要素が表面上のタンパク質標的と接触させられると、いくつかの組み合わせは他
の組み合わせよりも密接に結合する。これにより、組み合わせの進化を好ましい対へと誘
導する。非結合リガンドを除去した後、ＤＮＡコード化領域（色付きの線、「ジップコー
ド」）は、リード分子としての役割を果たす個々のリガンドを同定するように、一般プラ
イマー（黒色の線）を使用して増幅され得る。
【０３７９】
　以下の例において、選択された結合要素は上位のコフェロンのセットと称される。これ
は、リンカー要素から接続部、多様性要素リガンドまでの分子全体を指す。多くの場合に
おいて、これはコード化ＤＮＡテンプレートまたはバーコード配列も含む。単量体のリン
カー要素部または単一鎖ＤＮＡ部が結合または選択プロセスを歪めていないかを確認する
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適切な制御が必要である。そのような作用を無くすための１つのアプローチは、多様性要
素が付着していないパートナーリンカー要素を添加することである。第２のアプローチは
、相補的な一般ＰＣＲプライマーをハイブリッド形成し、ＤＮＡコード要素の反対の鎖を
合成して二重鎖にすることである。
【０３８０】
　図２０に示すように、第１のバージョンのスクリーニングはビーズ上の多様性要素を使
用する。蛍光標識された標的タンパク質がビーズに付加され、穏やかな動きの条件下（パ
ニングとして知られる）での好適なインキュベーション期間の後で、蛍光標識されたビー
ズを含有するウェルが同定される。ビーズが単一チャンバ内にある場合は、蛍光標識され
たビーズとしてＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）が同定される。このアプローチは、標的に最も
密接に結合する（マイクロモルからナノモルの範囲の親和性で）多様性要素を同定する。
上位のコフェロンのセット（例えば、上位の１００個）は、次いで個々のビーズ上で再合
成される。このテーマの変形例において、これらの上位のリガンドのそれぞれは、サイズ
、可動性において、または環状多様性要素については大環状分子のサイズにおいて異なる
、一連の接続部を介して付着され得る。この新しいコフェロンのセットは、次に溶液中で
コフェロンのライブラリーと合わせられる。それは上記と同じ一連の多様性要素であり得
るが、今度はビーズ上にある代わりに溶液中に放出されたものである。代替として、それ
らはＤＮＡタグまたは同定配列を用いて合成されたものであり得る。次に、コフェロンを
含有するビーズおよび適切な濃度の溶液中のコフェロンに蛍光標識された標的タンパク質
を添加することは、最も密接な結合の組み合わせの選択を可能にする。結合したコフェロ
ンは、溶液中の結合したコフェロンおよび分離したコフェロンの両方と平衡である。一方
で、タンパク質標的は、溶液中および固体支持体上のコフェロンと結合および解離してい
る。ビーズコフェロン‐溶液コフェロン‐標的タンパク質の最も安定した複合体が、この
平衡から除去される。これらの構成成分の溶液中濃度が低下したため、あまり安定してい
ない複合体から解離する。これにより、今度は最も安定した複合体をさらに多く形成する
方向に平衡が傾き、最も密接な結合の組み合わせが濃縮される。ビーズコフェロンがＶｅ
ｒａｃｏｄｅ（商標）を含有し、溶液コフェロンがＤＮＡタグを含有する場合、両方のリ
ガンドは容易に同定され得る。蛍光標識されたＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズは、ＦＡ
ＣＳソーターまたは４５４配列決定装置を用いて、個々のウェル内に隔離され得る。個々
のビーズによって結合されたＤＮＡタグは、次いで個別に増幅および同定され得る。溶液
コフェロンが同定タグを含有しない場合でも、ビーズ上および溶液中の同じ一連の多様性
要素を用いて、リガンドはなおも同定され得る。有力な対のみが最も強いシグナルを提供
し、それが数個のビーズのみである場合、組み合わせは個別に試験される。このプロトコ
ルによって選択されたコフェロン対は、ナノモル範囲において標的に対する親和性を有す
るはずである。
【０３８１】
　図２１に示すように、第２のバージョンのスクリーニングは、第１のバージョンと非常
に類似しており、ビーズ上および溶液中の多様性要素を両方使用する。蛍光標識された標
的タンパク質は、ビーズ上および溶液中のコフェロンに添加され、好適なパニング期間の
後で、蛍光標識されたビーズを含有するウェルが同定される。ビーズが単一チャンバ内に
ある場合は、蛍光標識されたビーズとしてＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）が同定される。いず
れの場合においても、溶液中のコフェロンは、ＤＮＡタグのＰＣＲ増幅および配列決定に
より同定される。ＰＣＲ増幅されたタグもまた、多様性要素を再合成するのに使用され得
、得られたコフェロンの対を選択するのに進化の原理が用いられる。代替として、上位の
リガンドのそれぞれが再合成され得、次に、サイズ、可動性において、または環状多様性
要素については大環状分子のサイズにおいて異なる、一連の接続部を介して付着され得る
。このテーマについての追加の変形例は、元の多様性要素だけでなく、わずかに異なる変
形例（例えば、同族の配列から１度に１つのアミノ酸残基のみが異なる）も再生成するた
めのものであり、様々なセットの接続部要素と組み合わせられる。この洗練されたコフェ
ロンのセットは、適切な濃度の蛍光標識された標的タンパク質の存在下で再度スクリーニ



(196) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

40

50

ングされ、最も密接な結合の組み合わせの選択を可能にする。上記動的コンビナトリアル
ケミストリーと同じ原理が適用される。得られたコフェロンの対はＶｅｒａｃｏｄｅ（商
標）およびＤＮＡ配列タグにより同定される。このプロトコルによって選択されたコフェ
ロン対は、ナノモル範囲において標的に対する親和性を有するはずである。
【０３８２】
　図２２に示すように、第３のバージョンのスクリーニングは、第１のバージョンと類似
しており、水溶液中の２セットのコフェロンの上の多様性要素を使用する。ここでは、第
１のセットのＤＮＡコード化コフェロンは、標的タンパク質を含有するカラムを通過させ
るかまたはその中を循環させる。ライブラリーの結合、および緩衝液で洗浄して非特異的
な結合剤を除去する任意選択的なステップの後で、多様性要素はＤＮＡタグのＰＣＲ増幅
および配列決定により同定される。このアプローチは、最も密接に標的に結合する（マイ
クロモルからナノモルの範囲の親和性で）多様性要素を同定する。上位の多様性要素を再
合成するのにＰＣＲアンプリコンが用いられる。（変形例では、最も密接に結合する多様
性要素となるようさらに濃縮するために、上記カラム選択手順が繰り返され得る。）この
第１のセットの選択された多様性要素は、次に、そのコフェロンが第１のコフェロンのセ
ットと結合する第２の完全なセットの多様性要素と溶液中で合わせられる。これらのコフ
ェロン対は、次いで、タンパク質標的を含有するビーズ上でパニングされる。動的コンビ
ナトリアルケミストリーの原理が、ビーズ上の標的に最も密接に結合するこれらのコフェ
ロン対を選択して増幅する。好適な期間の後で、ビーズを洗浄して非特異的な結合コフェ
ロンをさらに除去する任意選択的なステップを用いて、非結合コフェロンが除去される。
パニングは、底面フィルターを有するウェル内で行われ得るか、または代替として、洗浄
ステップを促進するように、標的タンパク質を含有するビーズは磁気捕獲のために磁性で
あり得る。それぞれのコフェロンのセットの多様性要素は、ＤＮＡタグのＰＣＲ増幅およ
び配列決定により同定される。代替として、第１のスクリーニングで同定された上位のリ
ガンドのそれぞれは再合成され得、次に、サイズ、可動性において、または環状多様性要
素については大環状分子のサイズにおいて異なる、一連の接続部を介して付着され得る。
このテーマについての追加の変形例は、最初の多様性要素だけでなく、わずかに異なる変
形例（例えば、同族の配列から１度に１つのアミノ酸残基のみが異なる）も再生成するた
めのものであり、様々なセットの接続部要素と組み合わせられる。この洗練されたコフェ
ロンのセットは、ビーズ上の標的タンパク質に対する結合剤を見出すよう、水溶液中の完
全な第２のコフェロンライブラリーの存在下で再度スクリーニングされる。上記動的コン
ビナトリアルケミストリーと同じ原理が適用される。有力なコフェロン対のセットは、Ｄ
ＮＡ配列タグにより同定される。第２のコフェロン多様性セットと比較して、第１のコフ
ェロン多様性セットからＤＮＡタグを増殖して識別するのに、異なるセットの一般プライ
マーが使用され得る。異なるクレードから多数のコフェロンのセットが選択される場合は
、個々のコフェロンを再合成し、それぞれのセットを独立した結合アッセイにおいて試す
ことにより、個々の組み合わせが決定され得る。上記の通り、第２のコフェロンのセット
もまた、接続部および多様性要素に変形例を導入することによって最適化され得る。よっ
て、進化の淘汰圧は、両方のコフェロン多様性要素のセットに適用され得る。このプロト
コルによって選択されたコフェロンの対は、ナノモルからピコモルの範囲の標的に対する
親和性を有するはずである。
【０３８３】
　図２３に示すように、第４のバージョンのスクリーニングは、第１および第３バージョ
ンの変形である。この場合、標的は、例えばチロシンキナーゼ等の既知の結合ポケットを
有するタンパク質である。ここでは、結合ポケット内に適合すると知られているかまたは
推測される分子（および、その構造が同様の３次元空間を占有するであろう化学的変形）
が、サイズおよび可動性において異なる一連の接続部に付着されている。このライブラリ
ーのメンバーのほとんどは、マイクロモルまたはさらにはナノモルの親和性を示す標的に
結合するであろうことが推測される（しかし、実験的にも実証されるべきである）。これ
は、上記第１および第３のバージョンにおける第１ラウンドのスクリーニングと同等の手
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順である。（図２０および２２）。続いて、この結合ポケットリガンドの第１のライブラ
リーは、種々の多様性要素を有するコフェロンの第２のライブラリーと組み合わされる。
結合要素の対は、上記のようにスクリーニングされる。結合ポケットもまた活性部位を有
する場合、このプロトコルによって選択されたコフェロン対は、酵素機能を阻害するはず
であり、ナノモルからピコモルの範囲において標的に対する親和性を有するはずである。
【０３８４】
　図２４に示すように、第５のバージョンのスクリーニングは、上記バージョンの要素を
組み合わせたものである。第１のバージョン（図２０）において、ビーズ上の単量体多様
性要素が蛍光標識された標的への結合についてスクリーニングされ、第３のバージョン（
図２２）では、単量体のＤＮＡタグ付き多様性要素がビーズまたは固体支持体上に固定化
された標識への結合についてスクリーニングされる。いずれの場合においても、最初の選
択は標的に対する単量体結合リガンドについてである。これらの条件下において、接続部
およびリンカー要素は、結合親和性においてそれほど重要ではないことが予想されるであ
ろう。これらの最初の上位のリガンドは、次いで一連の異なる接続部とともに再配置され
、さらによりよい結合を達成するよう、今度は多様性要素の第２のライブラリーの存在下
で再び選択される。これらのスクリーニングは、最初のより強い結合単量体多様性要素が
最も強いコフェロン二量体の対に選択される可能性が最も高く、最も密接な結合要素の段
階的な選択が成功するであろう、という原理に基づくものである。第５バージョンのスク
リーニング（図２４）では、コード化ＤＮＡバーコードを有する２つのコフェロンライブ
ラリーのセットが溶液中で組み合わされ、二量体対を形成する。ＤＮＡバーコードは、リ
ガンドの合成において使用されたさらなるレベルの多様性の能力を有する。コフェロンラ
イブラリーは、ビーズ上に固定化された標的への結合について直接的にスクリーニングさ
れ、最も密接な結合リガンド対が、動的コンビナトリアルケミストリーにより濃縮される
。有力なリガンド対は、コード化されたバーコードのＰＣＲ増幅を介して同定され、次い
で、これらのアンプリコンはリガンド合成の追加ラウンドに使用される。しかしながら、
次のラウンドでは、一連の異なる接続部を用いて追加の多様性が添加され、最初のリガン
ド多様性を生成するためには使用されなかったＤＮＡバーコードの領域を用いてコード化
される。この合成ラウンドの産物は、最初のパニングステップにおいて選択された最も密
接なリガンド対のために濃縮されているが、第２のパニングステップのための追加の多様
性を付加している。この種の化学的スクリーニング‐選択は、性的手段によって再生され
、よって、常に染色体対を再選別している真核生物に生じる、進化の淘汰の種類を模倣す
る。この２段階スクリーニング‐濃縮は、互いに対して様々な距離および方向にある、よ
り高程度の多様性要素が、全体的な選択プロセスにおいて調べられること可能にする。こ
のプロトコルによって選択されたコフェロン対は、ナノモルからピコモルの範囲において
標的に対する親和性を有するはずである。
【０３８５】
　Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅｓ（Ｋｒｉｓｈｎａｍｕｒｔｈｙ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈ
ｅｍ．Ｓｏｃ．１２９：１３１２　－１３２０（２００７）、参照によりその全体が本明
細書に組み込まれる）およびＮｅｒｉ　ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｍｅｌｋｋｏ，ｅｔ
　ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２２（５）：５６８－５７４（２００４）、
参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）の最近の研究は、多様性要素は、可動性
エチレングリコールリンカーによって付着された場合には、厳密に正しい形状の強固なリ
ンカーによって付着された場合とほぼ同じ高い結合親和性で標的に結合することを提案し
ている。この発見により、最終的なコフェロン薬において使用される正確なリンカー要素
（および／または接続部）設計は、所与の標的の最良の多様性要素をクリーニングするプ
ロセスから解放される。よって、多様性要素は、単量体状態と二量体状態との間で好まし
い（すなわち、動的コンビナトリアルケミストリーの選択プロセスに有利である）平衡を
有する一連のリンカー要素を用い、所与の標的のために最適化され得る。続いて、これら
の同じかまたは異なるリンカー要素は、多様性要素（リガンド）とリンカー要素との間の
可動性であるかまたはより強固であるかのいずれかである接続部を用いて、最も有利に標
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的に結合するよう最適化され得る。
【０３８６】
　例えば、標的タンパク質に結合する多様性要素の生体外スクリーニングを行う場合は、
アルデヒドまたはケトンを含有する第１のリンカー要素および１級または２級アミンを含
有する第２のリンカー要素を使用することが有利であろう。これらの２つのリンカー要素
は、スクリーニングに使用される多様性要素の濃度で、標的の非存在下で、高度に可逆的
なシッフ塩基を容易に形成する。溶液（リジン）およびタンパク質中には、高濃度の１級
アミンが遊離して存在する。よって、１級アミンを含有するコフェロン単量体を使用する
場合は、併用するアルデヒドまたはケトンを含有するコフェロン単量体が、標的分子の表
面上でそのパートナーと出会うことが重要である。さらなる注意点として、アミン含有リ
ンカー要素は、アルデヒドまたはケトンの互変異性型である場合に、糖と反応する可能性
がある。しかしながら、タンパク質中に高濃度の１級アミンが遊離して存在しており、そ
のため、コフェロンを含有する第１のアルデヒドまたはケトンが、溶液中に１級アミンを
含有するそのパートナーを見出すことは困難であるため、これらのリンカー要素は、最終
的なコフェロン設計において好まれないであろう。さらに、第２のリンカー要素中の１級
アミンもまた、線形の異性体形態である糖中に存在するアルデヒドおよびケトンと反応し
得る。しかしながら、１級アミンがチオール基から２炭素離れている場合（細胞外の保護
されたジスルフィド型で存在し得る）、最終的なコフェロン二量体において不可逆的なチ
アゾリジンリンカーを形成する可能性を有する。チアゾリジンリンカーは、癌細胞に進入
すると活性化され得、次いでそのパートナーコフェロンと本質的に不可逆的な結合を形成
するリンカー要素の好例である。
【０３８７】
　コンピュータでのスクリーニングは、生体外スクリーニングを行う場合に調べられる異
なる多様性要素の数を制限する目的で行うことができる。コンピュータでのスクリーニン
グは、既知の多様性ライブラリーまたはコンピュータでのライブラリーのいずれかを用い
て行われ、可能な構造は全て既知であるかまたは算出され得る。そのような分子は、３Ｄ
モデルを標的タンパク質構造とマッチさせることにより、実質的にスクリーニングするこ
とができる。コンピュータでのスクリーニングは、可能な多様性構造の大部分を取り除き
、妥当な数の有望なリードに集中することを目的として、異なる骨格上の異なる多様性要
素の巨大な仮想ライブラリーを試験することを可能にする。生体外でそのようなコンビナ
トリアルライブラリーを構築するプロセスは単純明快であり、コンピュータでの予備スク
リーニングは、リード候補コフェロンを同定するプロセスを促進する可能性を有する。こ
れは、多量体のコフェロンにおいて多様性要素をスクリーニングする際に特に有用である
。
【０３８８】
　第１の多様性要素の同定は、第１の多様性要素に隣接する標的に結合する第２の多様性
要素を同定する補助となり得る。同様に、既知のリガンドを第１の多様性要素として使用
することは、第１の多様性要素に隣接する標的に結合する第２の多様性要素を同定する補
助となる。コフェロン対が標的に結合するために使用することができるより大きな表面積
を利用することにより、このアプローチは既存の薬物を向上させ得、ひいては、コフェロ
ンにより高い親和性もしくはより良い特異性、またはその両方を持たせる。
【０３８９】
　コフェロンの概念は、（ｉ）コフェロン１‐コフェロン２、（ｉｉ）コフェロン１‐タ
ンパク質、および（ｉｉｉ）コフェロン２‐タンパク質という、同時に起こる３つの弱い
相互作用を有することを利用し、タンパク質と２つのコフェロンパートナーとの間に非常
に強い相互作用をもたらす。コフェロン相互作用は、コフェロン間の共有結合によって強
化され得る。コフェロン上の反応基は、細胞分子またはオフターゲットのタンパク質には
ほぼ非反応性であるように選択される。それらが細胞の構成成分と反応する場合は、その
ような反応は可逆的かつ非毒性でなければならない。
【０３９０】
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　コフェロン間の相互作用が共有結合によって強化され得るように、コフェロンとタンパ
ク質パートナーとの間の相互作用もまた、タンパク質標的に結合する多様性要素内に反応
基を組み込むことにより強化され得る。例えば、正しい方向にあるケトンまたはアルデヒ
ドは、タンパク質標的上のリジンとシッフ塩基を形成する。別の例は、コフェロンのボロ
ン酸基と、タンパク質標的上のスレオニンもしくはセリン残基、または糖タンパク質標的
上の炭水化物ヒドロキシル基との反応であろう。ボロン酸エステルを含有するコフェロン
は、相互に連結することが可能であり、また糖タンパク質の炭水化物部上の多数の部位と
も連結することができる。これらの事象の１つまたは両方のいずれかは、コフェロン二量
体がその標的に結合するように平衡を大幅に移動させる。そのような設計は、標的タンパ
ク質上に注意深く配置されたアミノ酸残基に依存する。コフェロン薬上の反応基と誤った
標的との間に非特異的反応のリスクはあるものの、多様性要素の残りは追加の結合エネル
ギーを提供しないため、そのようなオフターゲット効果はすぐに逆転され得る。
【０３９１】
　コフェロン多量体、特に、多量体のタンパク質標的に結合するコフェロン多量体に適用
される場合に、上記原理がさらに適用される。多数の弱い相互作用が、正しい標的に対す
る全体的なコフェロン複合体の結合親和性に加わる。
【０３９２】
　最良のコフェロンをスクリーニングする場合、コフェロンまたはタンパク質標的のうち
のいずれか１つが固体支持体（ビーズ）に存在し、コフェロンは相互に結合するか、かつ
／またはタンパク質標的に結合している。結合したコフェロンは、溶液中の結合したコフ
ェロンおよび分離したコフェロンの両方と、それらのリンカー要素部分を介して平衡であ
る。一方で、タンパク質標的は、溶液中および固体支持体上のコフェロンと結合および解
離している。ビーズコフェロン‐溶液コフェロン‐標的タンパク質の最も安定した複合体
が、この平衡から除去される。ここで、これらの構成成分の溶液中濃度が低下するため、
あまり安定していない複合体から解離する。これにより、今度は最も安定した複合体をさ
らに多く形成する方向に平衡が傾き、最も密接な結合の組み合わせが濃縮される。
【０３９３】
　このスクリーニングプロセスが最も効果的に作用するためには、コフェロン単量体は、
単量体状態と二量体（または多量体）状態との間を、効率的に循環する必要がある。これ
により、最大多数の組み合わせを試験すること、および最良の結合の組み合わせを固体支
持体上で濃縮することが可能となる。
【０３９４】
　しかしながら、上述したように、いくつかのリンカー要素は標的に接近されるまでゆっ
くりと会合する可能性があるが、一旦それらが会合して１つ以上の共有結合性（すなわち
、ヘミアセタール）またはイオン性の結合（すなわち、同じ亜鉛イオンをキレートする２
つのコフェロンを介して）を形成すると、容易には解離しない。よって、これらの種類の
反応は本質的に不可逆的である。コフェロンのそのような特性は、最終的な薬物の分子に
おけるリンカー要素にとって所望であり得る一方で、それらはスクリーニングプロセスを
阻害する。
【０３９５】
　そのようなリンカー要素を動的コンビナトリアルケミストリーのスクリーニングプロセ
ス中に使用するには、解離プロセスが会合プロセスと同じくらい迅速に生じることが好ま
しい。１つのアプローチはアッセイ条件を変更することであり、例えば、低ｐＨはヘミア
セタールの解離に有利である。別のアプローチは、同じ形状を有するリンカー要素を使用
することであるが、そうすると、可能な共有結合を全て形成することができなくなる。
【０３９６】
　新しいアプローチは、二量体および多量の形成に有利な条件と、単量体への解離に有利
な条件との間を循環させることである。本明細書において、このアプローチは周期性コン
ビナトリアルケミストリーまたはＣ３スクリーニングと称される。
【０３９７】
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　ｐＨ９で迅速に会合し、ｐＨ５で迅速に解離するコフェロン対を考慮されたい。コフェ
ロンの会合は、ビーズライブラリーとタンパク質標的を有するコフェロンの溶液ライブラ
リーを、例えばｐＨ９のリン酸緩衝液中で合わせることにより開始される。ライブラリー
メンバーが集合するにつれ、いくつかの対はタンパク質標的の結合を好む。他の非生産的
な対もまた集合する。ｐＨは、酸の添加により、滴定してｐＨ５に低下され得る。これら
の条件下では、標的に結合していないコフェロンは解離するが、標的に結合したコフェロ
ンは定位置に保たれ、解離しない。続いて、ｐＨがｐＨ９に戻される。次に、新たなコフ
ェロン対の組み合わせが形成し、再び、タンパク質の結合を好む対が、ビーズまたは粒子
上により多くのタンパク質を蓄積する。このプロセスは、十分に（蛍光）標識されたタン
パク質が最良のコフェロン対を含有するビーズ上に蓄積するまで繰り返され得る。このア
プローチの注意点は、溶液中のイオン濃度が増加し続けることである（例えば、ＨＣｌお
よびＮａＯＨが、それぞれｐＨを増減するために使用する場合、ＮａＣｌが各サイクルで
蓄積する）。良い面としては、より高い塩濃度がより特異的な結合を選択する。さらに、
このプロセスは容易であり、自動化し易い。
【０３９８】
　別の例として、Ｚｎ２＋補因子によって対を形成するコフェロンを考慮されたい。１ｍ
ＭのＺｎＣｌ２を添加することは、コフェロンが二量体化することを可能にし、より好ま
しい対が標的に結合する。好適な亜鉛キレート剤（１ｍＭのＥＤＴＡ等）の添加により、
コフェロンを亜鉛からとりのけることが可能であり、コフェロンは解離して単量体になる
。２つのコフェロンが標的に結合することにより定位置にある場合、キレート剤は亜鉛を
解離するほど強くてはならない。１ｍＭのＺｎＣｌ２および１ｍＭのＥＤＴＡを交互に添
加することにより、約１ｍＭと０ｍＭの間で溶液中の遊離Ｚｎ２＋補因子を循環させ、二
量体（または多量体）状態と単量体状態との間でコフェロンを循環させる。ｐＨサイクル
について前述したように、これにより最終的にはＺｎ－ＥＤＴＡが蓄積する（最初のＥＤ
ＴＡが二ナトリウム塩中に存在する場合、プロセスにおいてＮａＣｌを形成する）。この
プロセスもまた自動化し易い。
【０３９９】
　塩の蓄積を回避するため、ｐＨまたは二価金属濃度を調節する代替的なアプローチが使
用され得る。例えば、固体支持体を通過するスクリーニング溶液を循環させることにより
、キレート部分を固体支持体に付着させ、コフェロンスクリーニング溶液と接触させ得る
。ビーズまたは粒子上のコフェロンは、異なるサイズのビーズもしくは粒子を使用するこ
とにより、または常磁性ビーズもしくは粒子を使用することにより、キレート剤ビーズま
たは粒子から分離され得る。ｐＨを調節するために、緩衝液として作用する有機分子が固
体支持体に付着され得る。これらの中には、非常に正確な範囲でｐＨ値を安定させる「グ
ッド緩衝液」がある。コフェロンスクリーニング溶液は２つのチャンバ間で循環され得、
それぞれのチャンバが、スクリーニング溶液を正しいｐＨに緩衝する有機分子を有する固
体支持体を含む。これらの例の両方において、固体支持体は最終的に飽和し得（二価カチ
オンで、またはその緩衝能力を超える）、よって、特定数のサイクル後は交換する必要が
あり得る。前回と同様に、このプロセスもまた自動化し易い。
【０４００】
　上記例において、コフェロンの相互の結合は、正電荷を持つイオンまたはカチオン、す
なわちＨ＋またはＺｎ２＋の濃度によって制御される。特定の膜は、小分子およびイオン
に透過性である。Ｎａｆｉｏｎ１１７膜はＨ＋、ならびにＬｉ＋、Ｍｇ２＋、Ｚｎ２＋、
Ｎａ＋およびＫ＋等のカチオンに透過性であるが、コフェロン、アニオン、緩衝液、大き
なカチオン、核酸、ペプチド、およびタンパク質には不透過性である。この膜は、循環式
コンビナトリアルケミストリーを可能にするデバイスにおいて使用され得る。
【０４０１】
　一実施形態（図２５および２６を参照）において、膜は上のコンパートメントＡを下の
コンパートメントＢと分離する。コンパートメントＡは、ビーズ、コフェロン、緩衝液（
ＰＩＰＳ、ＴＥＥＮまたはＰＩＰＰＳ等）、および標的タンパク質を含有する。緩衝液は
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、ｐＫａ値に基づいて所望のｐＨ値の範囲を提供するように選択される（ＰＩＰＰＳ緩衝
液はｐＫａ１＝３．８５、ｐＫａ２＝７．９９を有し、ＰＩＰＥＳ緩衝液はｐＫａ１＝２
．７、ｐＫａ２＝６．８１を有し、ＴＥＥＮ緩衝液はｐＫａ１＝６．６９、ｐＫａ２＝１
０．１０を有する）。コフェロンが多量体として留まりタンパク質標的に結合しない限り
、コフェロンは、高いｐＨでは多量体形態でより安定し、低いｐＨでは解離して単量体を
形成する。
【０４０２】
　コンパートメントＢは、容器Ｃ～Ｅにおいて異なる緩衝液に出し入れして洗浄するのに
使用される。容器Ｃは、水性の洗浄液を含有する。容器Ｄは、Ｈ＋または低ｐＨ緩衝液を
含有する。容器Ｅは、ＮａＯＨ（もしくは同等の塩基）または高ｐＨ緩衝液を含有する。
循環中、コンパートメントＡにおいて、イオン強度および緩衝液の量は変化しない。コン
パートメントＡとＢの間のＮａｆｉｏｎ１１７膜を横断するカチオンおよび水の交換には
ピストンポンプが介在し、両方のコンパートメントで液体を撹拌し、圧力を印加するか、
またはそれらの組み合わせである。カチオンは、Ｈ＋とＮａ＋（または同等のカチオン）
との間で循環する。
【０４０３】
　コフェロンがＺｎ２＋補因子を介して結合する場合、容器ＤはＺｎ２＋を含有し、容器
ＥはＥＤＴＡ等のキレート剤を含有する。循環中、コンパートメントＡにおいて、イオン
強度および緩衝液の量は変化しない。コンパートメントＡとＢの間のＮａｆｉｏｎ１１７
膜を横断するＺｎ２＋ならびにＮａ＋カチオン（および水）の交換にはピストンポンプが
介在し、両方のコンパートメントで液体を混合し、圧力を印加するか、またはそれらの組
み合わせである。カチオンはＺｎ２＋とＮａ＋の間で循環する。
【０４０４】
　上記設計は、多数のウェル形態および自動化がし易い。２４ウェルのマイクロタイター
プレートは２つの部分から構成され得る。上の部分は２４ウェルの形態の円筒状の開口部
を有する。下の部分は浅いウェルを有し、溝が正面の単一進入ポートから２４本の線に分
かれてそれぞれのウェルに伸び、それぞれのウェルから２４本の線（溝）が出て裏面の単
一流出ポートで集まっている。そのような設計は、スタンプ処理において非常に迅速に製
造することができる。上および下の部分は、その間にＮａｆｉｏｎ１１７膜をおいて溶接
される。進入ポートおよび流出ポートは両方とも弁を有し、ピストンポンプに取付られる
。
【０４０５】
　上の２４個のウェルが開口しているため、マルチチャネルピペットまたはロボットプラ
ットフォームを使用して、それらをコフェロン、ビーズ、蛍光標的タンパク等で充填する
ことができる。
【０４０６】
　進入弁および流出弁を開放し、２つのピストンポンプを同じ方向に動かすことにより、
ウェルの底に適切な試薬を充填することができる。交換を促進させる最も単純な方法は、
デバイス全体を回転式プラットフォーム（マイクロタイタープレート振盪機）上に載置す
ることである。代替として、磁気撹拌（混合）が使用され得る。プロセスのスピード化を
図ることが必要な場合は、流出ポンプは閉じた状態であり得、進入ポンプがポンピングを
続けると上の２４個のウェル全部の量が増加する。上の２４個のウェルの量を増加させる
ためには、進入弁を閉じて流出弁は開放、ポンプが液体を抜き出す。この設計はまた、非
結合コフェロン等をバルク洗浄するために、第２のマイクロタイタープレートに多くの反
応物を移動することを容易にする。
【０４０７】
　亜鉛濃度またはｐＨを監視するのに蛍光キレート剤または色素が使用され得る。蛍光亜
鉛キレート剤および同様の蛍光ｐＨ色素の例は、ＴＦＬＺｎ、４－（６－メトキシ－８－
キナルジニル－アミノスルホニル）安息香酸カリウム塩）、ＨＰＴＳ（８－ヒドロキシピ
レン－１，３，６－トリスルホン酸トリナトリウム塩）、ウンベリフェロン－３－カルボ
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ン酸（７－ヒドロキシクマリン－３－カルボン酸）、および５（６）－カルボキシナフト
フルオレセインである。
【０４０８】
　選択の終了後、色素または蛍光基は、標識された標的タンパク質に結合したビーズのス
コアリングを妨害しないように、洗い流すことができる。
【０４０９】
　色素はまた、コフェロンビーズの読み取りおよび分離を容易にするよう（分離ステップ
は必要ではない可能性があるが）、固体支持体に結合され得る。
【０４１０】
　モデル系を用いて交換の速度および効率を立証することが有用であり得る。そのような
モデル系の１つは、イミノビオチンをリガンドとして、また蛍光標識されたストレプトア
ビジンを標的タンパク質として使用する。可動性リンカー（すなわち、エチレングリコロ
ール鎖）を介してイミノビオチンに接続されたリンカー要素を含有する官能性コフェロン
が合成される。固体支持体上でこの官能性コフェロンを合成する場合、同じストレプトア
ビジン標的に結合するように、十分に近接した２つのコフェロンを最小化するべく、空間
が十分に取られる。エチレングリコール鎖を介して別の無関係の小分子または単にアミン
基に接続されたリンカー要素を含有する非官能性コフェロンが合成される。官能性コフェ
ロンを含有するビーズは、非官能性コフェロンを含有する１，０００倍多いビーズと混合
される。同様に、溶液中の官能性コフェロンは、１０００倍多い溶液中の非官能性コフェ
ロンと混合される。本明細書の例では、溶液コフェロンは、ビーズと結合したコフェロン
とのみ二量体または多量体を構成することができる。
【０４１１】
　蛍光標識されたストレプトアビジンの存在下で、２つの官能性コフェロン（一方はビー
ズ上、他方は水溶液中）が標的に結合し、単一ビーズに少量の蛍光標識を提供する。循環
を繰り返すことにより（１００～１，０００サイクル）、官能性コフェロン上の蛍光シグ
ナルの量は着実に増加する。異なる循環条件を比較することは、最適な循環時間およびｐ
Ｈまたはカチオン濃度を決定するのに役に立つ。

標的に結合するコフェロンのスクリーニングの検討
【０４１２】
　図２．１～２．１６では、コフェロンは、合成、スクリーニング、および治療用途に好
適な設計の構成成分および変形例である単量体から六量体として記載されている。
【０４１３】
　スクリーニングプロセスを考慮する上で、以下の暗号化形態（「Ａ」および「Ｂ」コフ
ェロンの間で二量体を形成する最も単純なケースを用いて以下に示す）が考慮され得る。

多数のＡコフェロンと多数のＢコフェロン
【０４１４】
　１．多数のＡコフェロンおよび多数のＢコフェロンは、両方ともＤＮＡ暗号化を含有す
る。ＤＮＡを標的とする合成またはＤＮＡを対象とする合成を用いたコフェロンのＤＮＡ
暗号化が文献に記載されている。コフェロンは、固定化した標的と混合され、適切なイン
キュベーション期間の後に洗い流される。適切なプライマーの添加はＤＮＡバーコードの
ＰＣＲ増幅を可能にし、配列分析はＡおよびＢコフェロン中のリガンドの同定を可能にす
る。
【０４１５】
　１．多数のＡコフェロンおよび多数のＢコフェロン：Ａコフェロンはビーズ上、Ｂコフ
ェロンは溶液中にある。この変形例では、Ａコフェロンがコード化ビーズ上にあり、Ｂコ
フェロンはＤＮＡ暗号化を有するかまたは有さない。蛍光標識された標的が添加され、Ｂ
コフェロンの存在下で蛍光標識されたビーズが単離される。ビーズ上のリガンドは、（ｉ
）ビーズの光学的バーコーディング、（ｉｉ）ビーズの質量タグバーコーディング、（ｉ
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ｉｉ）ビーズのＤＮＡバーコーディングによって同定され得る。Ｂコフェロンは、ＤＮＡ
バーコードを用いて（上記の通り）または質量分光分析を用いて同定され得る。代替とし
て、マッチする対を見出すよう、選択は、コード化ビーズ上のＢコフェロン、および溶液
中のＡコフェロンを用いて繰り返される。

単一のＡコフェロンと多数のＢコフェロン
【０４１６】
　１．単一のＡコフェロンと多数のＢコフェロン：Ｂコフェロンはビーズ上にある。これ
らは、Ａコフェロンが、既知のリガンドであるか、または、膨大な数のＢコフェロンと比
較して、試験する限定された数のＡコフェロンが存在するように、標的に対して事前にス
クリーニングされているか、のいずれかである状態である。蛍光標識された標的が添加さ
れ、Ｂコフェロンの存在下で蛍光標識されたビーズが単離される。ビーズ上のリガンドは
、（ｉ）ビーズの光学的バーコーディング、（ｉｉ）ビーズの質量タグバーコーディング
、（ｉｉｉ）ビーズのＤＮＡバーコーディングによって同定され得る。
【０４１７】
　２．単一のＡコフェロンと多数のＢコフェロン：両方のコフェロンが水溶液中にある。
これらは、Ａコフェロンが、既知のリガンドであるか、または、膨大な数のＢコフェロン
と比較して、試験する限定された数のＡコフェロンが存在するように、標的に対して事前
にスクリーニングされているか、のいずれかである状態である。この例の目的のために、
標的の阻害が致死的であり、よってＨＴＳを受け入れ易い全細胞アッセイにおいて、コフ
ェロンが使用される。９６個のＡコフェロンが９，６００個のＢコフェロンと組み合わさ
れて試験される場合を考慮されたい（９６ウェルプレート１枚対９６ウェルプレート×１
００枚）。通常、これは９２１，６００回のアッセイを必要とする（＝２，４００×３８
４ウェルプレート）。しかしながら、コフェロンを行および列ごとにプールすることによ
り、Ａコフェロンプレート対Ｂコフェロンプレート１枚のスクリーンの総数は、Ａが８行
×Ｂが１２列＋Ａが１２列×Ｂが８行＝１９２ウェルとなる。１つのコフェロンの組み合
わせが作用した場合、最初の９６ウェルアッセイのうちの１つが良い結果を生み、第２の
９６ウェルアッセイのうちの１つもまた良い結果を生み、ＡおよびＢプレート中において
正しい列およびカラムの同定が可能になり、作用する正確なコフェロン対が同定される。
このプロセスを今度はＢプレート１００枚のそれぞれについて繰り返した場合、１９，２
００回のアッセイが必要になる（＝５０×３８４ウェルプレート）。動的コンビナトリア
ルケミストリーは最も密接な結合阻害剤を選択するため、プーリングストラテジーにより
、必要なＨＴＳアッセイの数をほぼ５０分の１に減少することが可能になる。

単一のＡコフェロンと単一のＢコフェロン
【０４１８】
　１．単一のＡコフェロンと単一のＢコフェロン：コフェロンの生物学的活性が全細胞ア
ッセイを用いて決定される。生物学的な読み取り値の例を以下に提供する。これらのスキ
ームでは、両方のコフェロンが溶液中に存在する。コフェロンが何であるかは、再プール
することなく、例えばスプリット合成のプロトコルにより、リガンドが合成されたウェル
の位置によって与えられる。そのようなアッセイは、上記プーリングストラテジーと適合
性があり得る。代替として、アッセイがプーリングと適合しない場合、ナノ液滴（Ｒａｉ
ｎｄａｎｃｅ）技術を用いた超ハイスループットアッセイが展開され得る。そのような技
術は、１秒間に３，０００個の液滴を生成することができる。全細胞アッセイが蛍光シグ
ナルを生成する、９６個のＡコフェロンが９，６００個のＢコフェロンと組み合わされて
試験される上記例を考慮されたい。Ａコフェロンは１×９６ウェルプレートにあり、各ウ
ェルは固有のバーコードを有する１００，０００個のビーズを含有し、Ａコフェロンがそ
のビーズに付着している。Ｂコフェロンは２５×３８４ウェルプレートにあり、各ウェル
は固有のバーコードを有する１，０００個のビーズを含有し、Ｂコフェロンがそのビーズ
に付着している。実際には、バーコードがビーズに付着しているという条件で、Ａまたは
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Ｂコフェロンのプレートのいずれかは、再プールを伴うスプリット合成プロトコルを用い
て、コフェロンをプールすることができる。全てのＡコフェロンがともにプールされ、各
ビーズがそれ自体のナノ滴中に存在するよう、油中に乳化される。同様に、全てのＢコフ
ェロンがともにプールされ、各ビーズがそれ自体のナノ滴中に存在するよう、油中に乳化
される。Ａコフェロン液滴およびＢコフェロン液滴は融合され、それぞれの融合された液
滴は、合計で９，６００，０００個の液滴についてそれぞれが１つのビーズを含有する。
このプロセス（設定は含まない）は３，２００秒または１時間弱掛かる。これらの液滴は
、次いで光（または熱、または生物学的に適応している必要がある場合、続いて中和され
得る試薬）に曝露され、ビーズからコフェロンを放出する。続いて、液滴は、その阻害／
活性化が蛍光シグナルの変化をもたらす、生物学的な標的を含む細胞を含有する新しい液
滴と融合される。この第２の液滴融合もまた１時間弱掛かり、この後にコフェロンが細胞
内に進入して意図した標的と結合することを可能にするインキュベーション期間が続き得
、生物学的な読み取り値が得られる。蛍光変化した液的が分離するように、液滴をスロー
ソーターに配置する。所与のウェルが、最初のビーズ対を含有する１つ未満の液的を有す
るように、３８４枚または１５３６枚のウェルプレートに希釈し、その後に水溶液を添加
して、遠心法により水層を疎水性油から分離し、ＰＣＲ増幅および配列分析により有力な
コフェロンリガンドの同定が可能になる。バーコードがビーズに付着した質量タグである
場合は、それらは質量分光分析により同定され得る。
【０４１９】
　２．単一のＡコフェロンと単一のＢコフェロン：コフェロンの結合は生体外の読み取り
値を用いて決定される。生体外での読み取り値の例を以下に提供する。これらのスキーム
では、両方のコフェロンが水溶液中に存在する。コフェロンが何であるかは、再プールす
ることなく、例えばスプリット合成のプロトコルにより、リガンドが合成されたウェルの
位置によって与えられる。

生体外の読み取り値を用いて決定されるコフェロンの結合
【０４２０】
　「ＡｌｐｈａＳｃｒｅｅｎ」および「ＡｌｐｈａＬＩＳＡ」と称される２つのスクリー
ンニング（Ｐｅｒｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒより販売）が、タンパク質：タンパク質、タンパク
質：ペプチド、タンパク質：小分子、またはペプチド：ペプチドの相互作用を含む、細胞
のシグナル伝達を測定するために開発されている。アッセイは、アクセプタービーズ上の
第２の分子またはタンパク質に結合する第１の分子またはタンパク質を含有するドナービ
ーズの近接性を検出することに基づいている。ドナービーズの高エネルギー照射により生
成される一重項酸素分子は、制約された距離（約２００ｎｍ）をアクセプタービーズまで
移動する。これは段階的な一連の化学反応を励起し、最終的に化学発光シグナルを生成す
る（Ｅｇｌｅｎ，ｅｔ．ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｃｈｅｍ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　１：１－１９
（２００８）、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。）。
【０４２１】
　ドナービーズはフタロシアニンを含有する。波長６８０ｎＭのレーザー光線でドナービ
ーズを励起することで、周辺酸素が一重項酸素に変換する。約６０，０００個の一重項酸
素分子が生成され得、崩壊する前に少なくとも２００ｎｍ水溶液中を移動するため、これ
は高度に増幅された反応である。したがって、タンパク質：タンパク質、タンパク質：ペ
プチド、タンパク質：小分子、またはペプチド：ペプチドの相互作用の結果として、ドナ
ーおよびアクセプタービーズがその近くにもってこられると、エネルギー移動が起こる。
一重項酸素分子は、アクセプタービーズ中の化学物質と反応して蛍光応答を生じる。Ａｌ
ｐｈａＬＩＳＡアッセイのようにアクセプタービーズがユーロピウムを含有する場合、波
長６１５ｎｍで強い発光が放射される。（Ｅｇｌｅｎ，ｅｔ．ａｌ．，Ｃｕｒｒ．Ｃｈｅ
ｍ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ　１：１－１９（２００８）、参照によりその全体が本明細書に組
み込まれる）。
【０４２２】
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　説明の目的で、以下、この系は、ドナーおよびアクセプタービーズ上の種々のタンパク
質、フラグメントまたは分子を結合させると称される。そのような結合は、化学的な性質
のものであるか、または、ドナービーズがストレプトアビジンが覆われ、ドナー分子もし
くはタンパク質がそれに付着したビオチンを有する場合等、連結リガンドの密接な結合に
よるものであり得る。Ｈｉｓ－Ｔａｇ、Ｍｙｃ－Ｔａｇ、ＧＳＴ融合、マルトース結合タ
ンパク質（ＭＢＰ）融合を含む、組み換えタンパク質をビーズに結合させるための多くの
系が存在する。

Ａ．標的タンパク質に（弱く）結合する最初のコフェロンＡリガンドのセットを同定する
【０４２３】
　標的タンパク質は、ドナービーズに連結または結合する。コフェロンＡのリンカー要素
に結合するリンカー要素を含有する一般的なコフェロンＢが、アクセプタービーズに付着
する。一般的なリガンドは、骨格を含むことができ、また、例えば、多様性部がアミノ酸
部分で充填されている場合、全ての多様性部に最も単純な多様性要素（例えばアラニン）
を含有することができる。ＨＴＳアッセイは、アクセプタービーズおよびドナービーズを
それぞれのウェルに含有するように設定され、１～１００個またはさらには１，０００個
以上のコフェロンＡの変異体がそれぞれのウェルに添加される。変異体の数は、実験的に
決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。同様に、同じウェル
内で試験することができる「一般的な」変異体の数は、１個～１００個またはそれ以上に
及ぶ。動的コンビナトリアルケミストリーが起こるため、１つより多くのタンパク質が１
つより多くのコフェロン対と相互作用し、アクセプタービーズへの１つ以上のブリッジを
形成して、アクセプタービーズがドナービーズに最も密接に結合するそれらの変異体に結
合する。異なるプールのセットを使用することにより（すなわち、行対列）、多数の潜在
的な結合剤が迅速に試験され得る。

Ｂ．最初のコフェロンＡリガンドのセットと対を形成して標的タンパク質に密接に結合す
る最適化されたコフェロンＢリガンドを同定する
【０４２４】
　標的タンパク質は、ドナービーズに連結または結合する。最初のコフェロンＡリガンド
のセット（試験コフェロンＢリガンドのリンカー要素に結合するリンカー要素を含有する
）は、アクセプタービーズに付着する。ＨＴＳアッセイは、アクセプターおよびドナービ
ーズをそれぞれのウェルに含有するように設定され、１～１００個またはさらには１，０
００個以上のコフェロンＢの変異体がそれぞれのウェルに添加される。変異体の数は、実
験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。最も強い結合
コフェロンＢリガンドが、最も明るいシグナルを発する。上記のように、ウェル当たり１
つより多くのコフェロンＢリガンドを試験する場合は、異なるプールのセットの使用によ
り（すなわち、行対列）、大量のタンパク質結合剤を迅速に試験することが可能である。

Ｃ．相互に弱い結合親和性を示すかまたは結合親和性を示さない２つのタンパク質の結合
を促進するコフェロン二量体を同定する
【０４２５】
　標的タンパク質１は、ドナービーズに連結または結合する。標的タンパク質２は、アク
セプタービーズに連結または結合する。所与の標的タンパク質に対する新しい弱い結合パ
ートナーを同定するために、酵母ツーハイブリッドまたは他のベイトタンパク質の相補性
アッセイを設定し、弱いおよび強いヒットを同定する。ＨＴＳアッセイは、アクセプター
およびドナービーズをそれぞれのウェルに含有するように設定され、１～１０個またはさ
らには１００個以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の変異体がそれぞれのウェルに添加
される。変異体の数は、実験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベル
に依存する。２つのタンパク質の結合を最も促進するコフェロン二量体が、最も明るいシ
グナルを発する。必要に応じて、いずれかまたは両方のタンパク質標的に結合する候補コ
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フェロンＡおよびＢの単量体は、手順Ａにおいて同定され得る。

Ｄ．相互に中程度から強い結合親和性を示す２つのタンパク質の結合をさらに促進するコ
フェロン二量体を同定する
【０４２６】
　標的タンパク質１または弱い結合を有する突然変異体は、ドナービーズに連結または結
合する。標的タンパク質２または弱い結合を有する突然変異体は、アクセプタービーズに
連結または結合する。元のタンパク質が使用される場合、それらは低濃度でビーズに連結
する。しばしば、アラニンスキャニング、または弱く結合する潜在性を有する変異体を生
成するような標的化変異原性を誘導する、いくつかの構造または配列の情報が入手可能で
ある。所与の標的タンパク質に対する強い結合パートナーを弱い結合パートナーに変換す
る突然変異を同定するために、突然変異体を試験するように酵母ツーハイブリッドまたは
他のベイトタンパク質の相補性アッセイを設定し、弱いおよび強いヒットを同定する。Ｈ
ＴＳアッセイは、アクセプターおよびドナービーズをそれぞれのウェルに含有するように
設定され、１～１０個またはさらには１００個以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の変
異体がそれぞれのウェルに添加される。変異体の数は、実験的に決定されるバックグラウ
ンドレベルおよびヒットレベルに依存する。２つのタンパク質の結合を最も促進するコフ
ェロン二量体が、最も明るいシグナルを発する。次いで、有力なコフェロン二量体セット
を再度試験して、どのセットが野生型タンパク質の相互の結合を促進するかを決定する。

Ｅ．２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン二量体を同定する
【０４２７】
　標的タンパク質１は、ドナービーズに連結または結合する。標的タンパク質２は、アク
セプタービーズに連結または結合する。ＨＴＳアッセイは、アクセプターおよびドナービ
ーズをそれぞれのウェルに含有するように設定され、１～１０個またはそれ以上のコフェ
ロンＡおよびＢの二量体の変異体がそれぞれのウェルに添加される。変異体の数は、実験
的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。２つのタンパク
質の結合を最も阻害するコフェロン二量体が、最も弱いシグナルを発する。必要に応じて
、他方のタンパク質の非存在下でいずれかのタンパク質標的に結合する候補コフェロンＡ
およびＢの単量体は、手順Ａにおいて同定され得る。

Ｆ．２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン二量体を同定する
【０４２８】
　標的タンパク質１は、ドナービーズに連結または結合する。標的タンパク質２は、水溶
液中で添加されるか、または中性ビーズに連結もしくは結合する。標的タンパク質１の弱
いまたは中程度のパートナー、または標的タンパク質１に結合する抗体が、アクセプター
ビーズに連結または結合する。ＨＴＳアッセイは、アクセプタービーズおよびドナービー
ズ、ならびに十分な標的タンパク質２をそれぞれのウェルに含有するように設定され、標
的タンパク質２がアクセプターおよびドナービーズ上のタンパク質の結合を妨害し、低い
またはバックグラウンドレベルのシグナルを生じる。標的タンパク質２に結合する１～１
０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の変異体を、標的タンパク質１への
結合を中断するように添加することにより、アクセプタービーズ上のタンパク質がドナー
ビーズに結合することが可能となり、ひいては陽性シグナルを生成する。変異体の数は、
実験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。２つのタン
パク質の結合を最も阻害するコフェロン二量体が、最も強いシグナルを発する。必要に応
じて、他方のタンパク質の非存在下で標的タンパク質２に結合する候補コフェロンＡおよ
びＢの単量体は、手順Ａにおいて同定され得る。

Ｇ．２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン二量体を同定する
【０４２９】
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　上記手順の逆は、ドナービーズに連結もしくは結合した標的タンパク質２、および水溶
液中で付加されるまたは中性ビーズに連結もしくは結合した標的タンパク質１を用いて実
行され得る。この手順では、標的タンパク質２の弱い結合パートナーもしくは中程度の結
合パートナー、または標的タンパク質２に結合する抗体が、アクセプタービーズに連結ま
たは結合する。ここでも同様に、必要に応じて、他方のタンパク質の非存在下で標的タン
パク質１に結合する候補コフェロンＡおよびＢの単量体は、手順Ａにおいて同定され得る

Ｈ．ヘルパータンパク質を用いて、２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン
二量体を同定する
【０４３０】
　標的タンパク質１は、ドナービーズに連結または結合する。標的タンパク質２は、アク
セプタービーズに連結または結合する。ヘルパータンパク質は、標的タンパク質１に対し
て弱い親和性を有するかまたは親和性を有さない。ＨＴＳアッセイは、ヘルパータンパク
質、アクセプタービーズおよびドナービーズをそれぞれのウェルに含有するように設定さ
れ、１～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の変異体がそれぞれのウ
ェルに添加される。変異体の数は、実験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒ
ットレベルに依存する。標的タンパク質１に対するヘルパータンパク質の結合を促進し、
ひいては２つの標的タンパク質の相互の結合を最も阻害するコフェロン二量体が、最も弱
いシグナルを発する。必要に応じて、他方のタンパク質の非存在下で標的タンパク質１に
対するヘルパータンパク質の結合を促進する候補コフェロンＡおよびＢの単量体は、手順
Ｃにおいて同定され得る。

Ｉ．ヘルパータンパク質を用いて、２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン
二量体を同定する
【０４３１】
　標的タンパク質１は、ドナービーズに連結または結合する。標的タンパク質２は、水溶
液中で添加されるか、または中性ビーズに連結もしくは結合する。標的タンパク質１の弱
い結合パートナーもしくは中程度の結合パートナー、または標的タンパク質１に結合する
抗体が、アクセプタービーズに連結または結合する。ヘルパータンパク質は、標的タンパ
ク質２に対して弱い親和性を有するかまたは親和性を有さない。ＨＴＳアッセイは、アク
セプタービーズおよびドナービーズ、ならびに十分な標的タンパク質２をそれぞれのウェ
ルに含有するように設定され、標的タンパク質２がアクセプターおよびドナービーズ上の
タンパク質の結合を妨害し、低いまたはバックグラウンドレベルのシグナルを生じる。標
的タンパク質２に対するヘルパータンパク質の結合を促進する１～１０個またはそれ以上
のコフェロンＡおよびＢの二量体の変異体を、標的タンパク質１への結合を中断するよう
に添加することにより、アクセプタービーズ上のタンパク質がドナービーズに結合するこ
とが可能となり、ひいては陽性シグナルを生成する。変異体の数は、実験的に決定される
バックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。標的タンパク質２に対するヘル
パータンパク質の結合を促進し、ひいては２つの標的タンパク質の相互の結合を最も阻害
するコフェロン二量体が、最も強いシグナルを発する。必要に応じて、他方のタンパク質
の非存在下で標的タンパク質２に対するヘルパータンパク質の結合を促進する候補コフェ
ロンＡおよびＢの単量体は、手順Ｃにおいて同定され得る。

Ｊ．ヘルパータンパク質を用いて、２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン
二量体を同定する
【０４３２】
　上記手順の逆は、ドナービーズに連結もしくは結合した標的タンパク質２、および水溶
液中で添加されるまたは中性ビーズに連結もしくは結合した標的タンパク質１を用いて実
行され得る。この手順では、標的タンパク質２の弱い結合パートナーもしくは中程度の結
合パートナー、または標的タンパク質２に結合する抗体が、アクセプタービーズに連結ま
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たは結合する。ヘルパータンパク質は、標的タンパク質１に対して弱い親和性を有するか
または親和性を有さない。ここでも同様に、必要に応じて、他方のタンパク質の非存在下
で標的タンパク質１に対するヘルパータンパク質の結合を促進する候補コフェロンＡおよ
びＢの単量体は、手順Ｃにおいて同定され得る。

全細胞アッセイを用いて決定するコフェロンの生物学的活性
【０４３３】
　この数年で、全細胞におけるタンパク質シグナル伝達およびタンパク質－タンパク質相
互作用を研究するために設計された生物学的アッセイが急増している。これらの多くは、
２本のペプチド鎖の活性を再構成して機能性レポータータンパク質を形成し、蛍光または
化学発光シグナルのいずれかを生成する、タンパク質相補性アッセイ（ＰＣＡ）に基づい
ている。タンパク質は、安定した３次元構造に折り畳むために必要な全ての情報をコード
化するべく進化してきた。いくつかの場合において、相補的なＮ末端およびＣ末端ペプチ
ド鎖は独立して折り畳むことができ、それぞれが互いに機能性（レポーター）タンパク質
を形成する。しかしながら、このプロセスは動力学的に非特異的な凝集と競合することか
ら、多くの場合、細胞中の相補的なＮ末端およびＣ末端ペプチド鎖の発現は、活性の再構
成には至らない。ＰＣＡは、相互作用するタンパク質をフラグメントに融合することによ
り作用し、２つのフラグメントの有効濃度を増加させ、ひいてはいずれの非生産的プロセ
スよりも正しい折り畳みが支持される。２つのタンパク質が互いに相互作用するのを妨害
するコフェロン薬の添加は、２つのフラグメントの有効濃度を相互に低下させ、ひいては
相補性レポータータンパク質のフラグメントからのシグナルの中断または損失を引き起こ
す。
【０４３４】
　タンパク質の相補性の最も古い形態の１つは、βガラクトシダーゼ酵素のαペプチド相
補性に基づいている。ＤｉｓｃｏｖｅＲｘは、この酵素フラグメント相補性（ＥＦＣ）技
術から細胞ベースの発光プラットフォームを開発した。βガラクトシダーゼは四量体とし
て活性であるが、Ｎ末端側６０個のアミノ酸のペプチドを欠質すると、不活性な二量体の
みを形成する。αペプチドをタンパク質に再導入することにより、それは四量体を形成し
て活性を取り戻す。Ｃ末端の酵素アクセプタータンパク質（ｅｎｚｙｍｅ　ａｃｃｅｐｔ
ｏｒ　ｐｒｏｔｅｉｎ）に高い親和性を示すＰｒｏＬａｂｅｌ（商標）（Ｄｉｓｃｏｖｅ
ｒＲｘ　Ｃｏｒｐ．、（Ｆｒｅｍｏｎｔ，Ｃａｌｉｆ．））、および低い親和性を示し、
そのためタンパク質－タンパク質相互作用を検出するように最適化されたＰｒｏＬｉｎｋ
（ＤｉｓｃｏｖｅｒＲｘ　Ｃｏｒｐ．、（Ｆｒｅｍｏｎｔ，Ｃａｌｉｆ．））の、２つの
形態のαペプチドが市販されている。Ｇタンパク質の操作による。
【０４３５】
　末端のうちの一方にＰｒｏＬｉｎｋペプチドを含有する共役受容体（ＧＰＣＲ）、およ
びＣ末端の酵素アクセプタータンパク質を含有するように操作されたβアレスチンを用い
て、ＤｉｓｃｏｖｅＲｘは、化学発光シグナルの形態でＥＦＣ読み取り値を有するＧＰＣ
Ｒの薬物活性化のためのアッセイを開発した。同様に、様々な創薬標的クラスについて、
タンパク質の発現、分解、分泌、および転位を測定するのにＰｒｏＬａｂｅｌタグが使用
されている。
【０４３６】
　代替的なアプローチがＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａｌｉｆ．）から
販売されており、「ＧｅｎｅＢＬＡｚｅｒテクノロジー」と称される。ＧｅｎｅＢＬＡｚ
ｅｒテクノロジーは、ＦＲＥＴを可能にする基質を哺乳動物に最適化したβラクタマーゼ
遺伝子と組み合わせて使用する。クマリンおよびフルオレセインの２つの蛍光プローブを
含有する操作された蛍光基質を用いて細胞を充填する。βラクタマーゼ遺伝子の発現がな
い場合、基質分子はそのままの状態を維持する。この状態では、クマリンの励起がフルオ
レセイン部分への蛍光共鳴エネルギー転移をもたらし、緑色の光を発する。しかしながら
、βラクタマーゼ遺伝子の発現がある場合は、基質が切断され、フルオロフォアを分離し
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、エネルギー転移を中断する。酵素βラクタマーゼ活性の存在下におけるクマリンの励起
は、青色蛍光シグナルを生じる。その結果得られた青色：緑色の比が、基準化されたレポ
ーター応答を提供する。
【０４３７】
　Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃａｌｉｆ．）は、ＧｅｎｅＢＬＡｚｅｒ
を利用して、ＧＰＣＲに対する薬物の結合を報告する「Ｔａｎｇｏ」アッセイを構築した
。Ｔａｎｇｏアッセイのプラットフォームは、細胞内アレスチンタンパク質の活性化受容
体への動員に媒介されるプロセスである脱感作を引き起こす、ＧＰＣＲへのリガンド結合
に基づいている。その結果、リガンドによって誘発されるＧＰＣＲの活性化が、アレスチ
ンと試験ＧＰＣＲとの相互作用を監視することによりアッセイされ得る。このアプローチ
の大きな利点は、標的受容体のＧタンパク質シグナル伝達の特異性についての知識に依存
しないことである。
【０４３８】
　標的ＧＰＣＲは、その細胞内Ｃ末端で外因性の転写因子に融合される。受容体と転写因
子との間には非天然プロテアーゼのための特異的切断配列が挿入される。このキメラ受容
体タンパク質は、転写因子に応答するβラクタマーゼレポーター遺伝子を含有する細胞株
において発現される。細胞株もまた、受容体と転写因子の間の部位を認識および切断する
アレスチン－プロテアーゼ融合タンパク質を発現する。このアッセイは、成長する細胞に
所与の期間リガンドを添加し、レポーター遺伝子の活性を測定することにより実行される
。レポーター遺伝子の活性化は、標的受容体とプロテアーゼタグ化アレスチンパートナー
との間の相互作用の程度の、定量化可能な測定値を提供する。また、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎのＴａｎｇｏアッセイは、細胞内の他のシグナル伝達経路によって影響を受けないため
、高度に選択的な標的受容体の活性化の読み取り値を提供する。
【０４３９】
　タンパク質相補性アッセイは、（ａ）ジヒドロ葉酸レダクターゼ，（ｂ）緑色蛍光タン
パク質および変異体、（ｃ）βラクタマーゼ、（ｄ）ルシフェラーゼ、（ｅ）アミノグリ
コシドフォスフォトランスフェラーゼ、および（ｆ）ＣＲＥリコンビナーゼを用いて、タ
ンパク質－タンパク質相互作用、タンパク質細胞内部位、タンパク質複合体の局在性、お
よびタンパク質複合体の会合／解離を調節する薬物をスクリーニングするよう開発されて
きた（Ｍｉｃｈｎｉｃｋ，ｅｔ．ａｌ．，Ｄｒｕｇ　Ｄｉｓｃｏｖ．６：５６９－８２（
２００７）、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる）。
【０４４０】
　以下に記載する全細胞アッセイについては、いくつかの場合において、次の項目で説明
するような精製されたタンパク質を用いた生体外での予備スクリーニング、または高薬物
濃度での予備全細胞アッセイが、最初のコフェロンリガンドを同定するのに使用され得る
。以下の説明のうちのいくつかにおいて、ＤｉｓｃｏｖｅＲｘ　Ｃｏｒｐ．（Ｆｒｅｍｏ
ｎｔ，Ｃａｌｉｆ．）により開発されたβガラクトシダーゼ系が使用され、Ｃ末端の酵素
アクセプタータンパク質（ＥＡ）に非依存的な親和性を示すαペプチドがＰｒｏＬａｂｅ
ｌと称され、ＥＡに対する親和性が弱いか親和性を示さないαペプチドがＰｒｏＬｉｎｋ
と称される。再構成されたβガラクトシダーゼによって生成された化学発光または蛍光シ
グナルは、記載したように判定される（Ｅｇｌｅｎレビュー）。全細胞アッセイは、コフ
ェロン対をスクリーニングするためにプール法を用いることを同じようには受け入れ難い
可能性があるため、Ｒａｉｎｄａｎｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｌｅｘｉｎｇｔｏ
ｎ，Ｍａｓｓ）によって開発されたナノ液滴法がより適切であり得る（Ｌｅａｍａｎ　ｅ
ｔ．ａｌ，Ｎａｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　３（７）：５４１－４３（２００６）、参照により
その全体が本明細書に組み込まれる）。全細胞アッセイを使用することの利点は、細胞内
の構成成分を標的化する時に細胞に進入するコフェロンを迅速にスクリーニングすること
である。全細胞スクリーンの潜在的な欠点は、意図した標的を介さずに所望の表現型を誘
発するコフェロンを同定することを含む。注意深く設計した制御により、そのような擬陽
性を減少することができ、時にはこれらの「オフターゲット」である結果が、代替経路を
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介してプロセスに影響を与える薬物をもたらすことがある。

Ｋ．標的タンパク質に（弱く）結合する最初のコフェロンＡリガンドのセットを同定する
【０４４１】
　標的タンパク質の遺伝子は、ＰｒｏＬｉｎｋ　α相補性ペプチドのコード化配列に結合
する。標的タンパク質が活性化すると、第２のタンパク質を動員する（すなわち、ＧＰＣ
Ｒがアレスチンを動員する）。第２のタンパク質の遺伝子は、ＥＡアクセプタータンパク
質の遺伝子に結合する。２つのタンパク質の相互の結合は、可動性リンカーペプチドを用
いて、又は用いずに、一方のタンパク質のＣ末端を第２のタンパク質のＮ末端に融合する
ことによって、または代替として、両方のタンパク質が生物学的機能を保持するように、
２つのタンパク質を同時にスプライスするためのインテインを用いて、達成され得る。上
記コンストラクトは、両方とも標的細胞に導入される。それぞれのウェルまたはナノ液滴
中に標的細胞を含有するＨＴＳアッセイを設定し、１～１０個またはそれ以上のコフェロ
ンＡの変異体リガンドおよび１個以上のコフェロンＢの一般的なリガンドを、それぞれの
ウェルまたはナノ液滴中に添加する。一般的なリガンドは、全ての多様性位置において骨
格を、次いで最も単純な多様性要素（例えば、多様性位置がアミノ酸部分で充填されてい
る場合にはアラニン）を含有することができる。変異体の数は、実験的に決定されるバッ
クグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。同様に、同じウェルおよびナノ液滴
中で試験することができる「一般的な」変異体の数は、１個～１０個またはそれ以上に及
ぶ。標的タンパク質を最も活性化して、第２のタンパク質を動員させるコフェロン二量体
が、βガラクトシダーゼのＰｒｏＬｉｎｋおよびＥＡドメインを最も良く再構成し、最も
強いシグナルを発する。異なるプールのセットを使用することにより（すなわち、行対列
）、多数の可能性のある結合剤が迅速に試験され得る。

Ｌ．最初のコフェロンＡリガンドのセットと対形成して標的タンパク質に密接に結合する
最適化されたコフェロンＢリガンドを同定する
【０４４２】
　標的タンパク質の遺伝子は、ＰｒｏＬｉｎｋ　α相補性ペプチドのコード化配列に結合
する。標的タンパク質が活性化すると、第２のタンパク質を動員する（すなわち、ＧＰＣ
Ｒがアレスチンを動員する）。第２のタンパク質の遺伝子は、ＥＡアクセプタータンパク
質の遺伝子に結合する。２つのタンパク質の相互の結合は、可動性リンカーペプチドを用
いて、また用いずに、一方のタンパク質のＣ末端を第２のタンパク質のＮ末端に融合する
ことによって、または代替として、両方のタンパク質が生物学的機能を保持するように、
２つのタンパク質を同時にスプライスするためのインテインを用いて、達成され得る。上
記コンストラクトは、両方とも標的細胞に導入される。それぞれのウェルまたはナノ液滴
中に標的細胞を含有するＨＴＳアッセイを設定し、１個以上のコフェロンＡの最初に選択
されたリガンドおよび１～１０個またはそれ以上のコフェロンＢの一般的なリガンドを、
それぞれのウェルまたはナノ液滴中に添加する。変異体の数は、実験的に決定されるバッ
クグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。標的タンパク質を最も活性化して、
第２のタンパク質を動員させるコフェロン二量体が、βラクトシダーゼのＰｒｏＬｉｎｋ
およびＥＡドメインを最もよく再構成し、最も強いシグナルを発する。上記のように、ウ
ェル当たり１つより多くのコフェロンＢリガンドを試験する場合は、異なるプールのセッ
トを使用することより（すなわち、行対列）、大量のタンパク質結合剤を迅速に試験する
ことが可能である。
【０４４３】
　上記手順ＫおよびＬにおいて、ＰｒｏＬｉｎｋ　α相補性ペプチドは、膜結合型受容体
タンパク質に結合し、活性化すると、ＥＡアクセプタータンパク質に結合したアレスチン
タンパク質を動員する。これらの条件下では、アゴニストコフェロンは、βガラクトシダ
ーゼシグナルの増加により同定され得る。代替として、既知のアゴニストの添加により系
が活性化されてもよく、アンタゴニストコフェロンは、βガラクトシダーゼシグナルの低
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下により同定され得る。上記概念は、標的タンパク質をＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプ
チドに結合することを含むよう拡張され得る。標的タンパク質は、活性化すると細胞膜か
ら核へと移動し、膜に局在化するＥＡアクセプタータンパク質を補完することができる。
このアッセイの一般的なバージョンでは、コフェロンの標的タンパク質への結合は、レポ
ーターシグナル、細胞の成長または生存率の増加または減少をもたらす。

Ｍ．相互に弱い結合親和性を示すかまたは結合親和性を示さない２つのタンパク質の結合
を促進するコフェロン二量体を同定する
【０４４４】
　標的タンパク質１の遺伝子は、ＰｒｏＬｉｎｋ　α相補性ペプチドのコード化配列に結
合する。標的タンパク質２の遺伝子はＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子に結合する。
２つのタンパク質の相互の結合は、可動性リンカーペプチドを用いて、又は用いずに、一
方のタンパク質のＣ末端を第２のタンパク質のＮ末端に融合することによって、または代
替として、両方のタンパク質が生物学的機能を保持するように、２つのタンパク質を同時
にスプライスするためのインテインを用いて、達成され得る。所与の標的タンパク質に対
する新しい弱い結合パートナーを同定するために、酵母ツーハイブリッドまたは他のベイ
トタンパク質の相補性アッセイを設定し、弱いおよび強いヒットを同定する。上記コンス
トラクトは、両方とも標的細胞に導入される。それぞれのウェルまたはナノ液滴中に標的
細胞を含有するＨＴＳアッセイを設定し、１～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよ
びＢの二量体変異体を、それぞれのウェルまたはナノ液滴中に添加する。変異体の数は、
実験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。２つのタン
パク質の結合を最も促進するコフェロン二量体が、βガラクトシダーゼのＰｒｏＬｉｎｋ
およびＥＡドメインを最も良く再構成し、最も強いシグナルを発する。必要に応じて、い
ずれかまたは両方のタンパク質標的に結合する候補コフェロンＡおよびＢの単量体は、生
体外での予備スクリーン（手順Ａのように）または全細胞スクリーン（手順Ｋのように）
によって同定され得る。

Ｎ．相互に中程度から強い結合親和性を示す２つのタンパク質の結合をさらに促進するコ
フェロン二量体を同定する
【０４４５】
　標的タンパク質１の遺伝子またはより弱い結合を有する突然変異体は、ＰｒｏＬｉｎｋ
　α相補性ペプチドのコード化配列に結合する。標的タンパク質２の遺伝子またはより弱
い結合を有する突然変異体は、ＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子に結合する。２つの
タンパク質の相互の結合は、可動性リンカーペプチドを用いて、又は用いずに、一方のタ
ンパク質のＣ末端を第２のタンパク質のＮ末端に融合することによって、または代替とし
て、両方のタンパク質が生物学的機能を保持するように、２つのタンパク質を同時にスプ
ライスするためのインテインを用いて、達成され得る。元のタンパク質のうちの１つまた
は両方が使用される場合、それらは低レベルで発現され得る。しばしば、アラニンスキャ
ニング、または弱く結合し得る変異体を生成するような標的化変異原性を誘導する、いく
つかの構造または配列の情報が入手可能である。所与の標的タンパク質に対する強い結合
パートナーを弱い結合パートナーに変換する突然変異を同定するために、突然変異体を試
験する酵母ツーハイブリッドまたは他のベイトタンパク質の相補性アッセイを設定し、弱
いおよび強いヒットを同定する。上記コンストラクトは、両方とも標的細胞に導入される
。それぞれのウェルまたはナノ液滴中に標的細胞を含有するＨＴＳアッセイを設定し、１
～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量体変異体を、それぞれのウェルま
たはナノ液滴中に添加する。変異体の数は、実験的に決定されるバックグラウンドレベル
およびヒットレベルに依存する。２つのタンパク質の結合を最も促進するコフェロン二量
体が、βガラクトシダーゼのＰｒｏＬｉｎｋおよびＥＡドメインを最も良く再構成し、最
も強いシグナルを発する。次いで、有力なコフェロン二量体セットを再度試験して、どの
セットが野生型タンパク質の相互の結合を促進するかを決定する。
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Ｏ．２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン二量体を同定する
【０４４６】
　標的タンパク質１の遺伝子は、ＰｒｏＬｉｎｋ　α相補性ペプチドのコード化配列に結
合する。標的タンパク質２の遺伝子はＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子に結合する。
２つのタンパク質の相互の結合は、可動性リンカーペプチドを用いて、又は用いずに、一
方のタンパク質のＣ末端を第２のタンパク質のＮ末端に融合することによって、または代
替として、両方のタンパク質が生物学的機能を保持するように、２つのタンパク質を同時
にスプライスするためのインテインを用いて、達成され得る。上記コンストラクトは、両
方とも標的細胞に導入される。それぞれのウェルまたはナノ液滴中に標的細胞を含有する
ＨＴＳアッセイを設定し、１～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量体変
異体を、それぞれのウェルまたはナノ液滴中に添加する。変異体の数は、実験的に決定さ
れるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。２つのタンパク質の結合を
最も阻害するコフェロン二量体が、βガラクトシダーゼのＰｒｏＬｉｎｋおよびＥＡドメ
インの再構成を妨害し、最も弱いシグナルを発する。必要に応じて、他方のタンパク質の
非存在下でいずれかのタンパク質標的に結合する候補コフェロンＡおよびＢの単量体は、
生体外での予備スクリーン（手順Ａのように）または全細胞スクリーン（手順Ｋのように
）によって同定され得る。

Ｐ．２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン二量体を同定する
【０４４７】
　標的タンパク質１の遺伝子は、ＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプチドのコード化配列に
結合する。ＰｒｏＬａｂｅｌペプチド配列は、核移行シグナルを含むように修飾され得る
。標的タンパク質２の遺伝子は、細胞質中または細胞膜の局在化をそのままで好むか、ま
たは好むように修飾される。ＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子は、核移行シグナルを
含むように修飾される。これらのコンストラクトは標的細胞に導入され、必要に応じて、
正常条件下での標的タンパク質２に対する標的タンパク質１（ＰｒｏＬａｂｅｌペプチド
を含有する）の結合が、細胞質中または細胞膜の２つのタンパク質を局在化し、ＰｒｏＬ
ａｂｅｌタンパク質が核に進入してＥＡアクセプタータンパク質を補完することを妨げ、
バックグラウンドレベルシグナルを低くするかまたはなくすよう、発現が調節される。標
的タンパク質２に結合する１～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の
変異体を、標的タンパク質１への結合を中断するように（ウェルまたはナノ液滴中に）添
加することで、ペプチド（標的タンパク質１に結合している）の輸送を可能にし、核に進
入してＥＡアクセプタータンパク質と結合し、ひいては陽性シグナルを生成する。変異体
の数は、実験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。２
つのタンパク質の結合を最も阻害するコフェロン二量体が、最も強いシグナルを発する。
必要に応じて、他方のタンパク質の非存在下で標的タンパク質２に結合する候補コフェロ
ンＡおよびＢの単量体は、生体外での予備スクリーン（手順Ａのように）または全細胞ス
クリーン（手順Ｋのように）によって同定され得る。
【０４４８】
　この例では、ＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプチドは、相互に結合する２つの標的タン
パク質によって細胞質または細胞膜に局在化されたのに対し、ＥＡアクセプタータンパク
質は核に局在化された。上記概念は、これらのタンパク質の逆または他の区画への局在化
を含むよう拡張され得る。また、いくつかの場合において、２つの標的タンパク質の相互
の結合は、たとえそれらが同じ区画内に存在していても、ＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペ
プチドのＥＡアクセプタータンパク質への結合を阻害するであろう、かさ高い複合体を作
る。このアッセイの一般的なバージョンでは、２つの標的タンパク質の相互の結合が、Ｐ
ｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプチドのＥＡアクセプタータンパク質への結合を抑制するか
、阻害するか、または妨げる。
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Ｑ．２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン二量体を同定する
【０４４９】
　上記手順の逆は、ＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプチドのコード化配列に結合した標的
タンパク質２および細胞質または細胞膜に局在化する標的タンパク質１を用いて実行され
得る。ＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子は、核移行シグナルを含むように修飾される
。標的タンパク質１に結合する１～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量
体の変異体を、標的タンパク質２への結合を中断するように添加することで、ペプチド（
標的タンパク質２に結合している）の輸送を可能にし、核に進入してＥＡアクセプタータ
ンパク質と結合し、ひいては陽性シグナルを生成する。ここでも同様に、必要に応じて、
他方のタンパク質の非存在下で標的タンパク質１に結合する候補コフェロンＡおよびＢの
単量体は、生体外での予備スクリーン（手順Ａのように）または全細胞スクリーン（手順
Ｋのように）によって同定され得る。

Ｒ．ヘルパータンパク質を用いて、２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン
二量体を同定する
【０４５０】
　標的タンパク質１の遺伝子は、ＰｒｏＬｉｎｋ　α相補性ペプチドのコード化配列に結
合する。標的タンパク質２の遺伝子は、ＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子に結合する
。２つのタンパク質の相互の結合は、可動性リンカーペプチドを用いて、又は用いずに、
一方のタンパク質のＣ末端を第２のタンパク質のＮ末端に融合することによって、または
代替として、両方のタンパク質が生物学的機能を保持するように、２つのタンパク質を同
時にスプライスするためのインテインを用いて、達成され得る。上記コンストラクトは、
両方とも標的細胞に導入され、さらに標的タンパク質１に対して弱い親和性を有するかま
たは親和性を有さない可能性があるヘルパータンパク質を産生する。それぞれのウェルま
たはナノ液滴中に標的細胞を含有するＨＴＳアッセイを設定し、１～１０個またはそれ以
上のコフェロンＡおよびＢの二量体変異体を、それぞれのウェルまたはナノ液滴中に添加
する。変異体の数は、実験的に決定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに
依存する。標的タンパク質１に対するヘルパータンパク質の結合を促進し、ひいては２つ
の標的タンパク質の相互の結合を最も阻害するコフェロン二量体が、最も弱いシグナルを
発する。必要に応じて、他方のタンパク質の非存在下で標的タンパク質１に対するヘルパ
ータンパク質の結合を促進する候補コフェロンＡおよびＢの単量体は、生体外での予備ス
クリーン（手順Ｃのように）または全細胞スクリーン（手順Ｍのように）によって同定さ
れ得る。

Ｓ．ヘルパータンパク質を用いて、２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン
二量体を同定する
【０４５１】
　標的タンパク質１の遺伝子は、ＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプチドのコード化配列に
結合する。ＰｒｏＬａｂｅｌペプチド配列は、核移行シグナルを含むように修飾され得る
。標的タンパク質２の遺伝子は、細胞質中または細胞膜の局在化をそのままで好むか、ま
たは好むように修飾される。ＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子は、核移行シグナルを
含むように修飾される。これらのコンストラクトは標的細胞に導入され、さらに標的タン
パク質２に対して弱い親和性を有するかまたは親和性を有さない可能性があるヘルパータ
ンパク質を産生する。必要に応じて、正常条件下での標的タンパク質２に対する標的タン
パク質１（ＰｒｏＬａｂｅｌペプチドを含有する）の結合が、細胞質中または細胞膜の２
つのタンパク質を局在化し、ＰｒｏＬａｂｅｌタンパク質が核に進入してＥＡアクセプタ
ータンパク質を補完することを妨げ、バックグラウンドレベルシグナルを低くするかまた
はなくすよう、発現が調節される。ヘルパータンパク質の標的タンパク質２への結合を促
進する１～１０個またはそれ以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の変異体を、標的タン
パク質１への結合を中断するように（ウェルまたはナノ液滴中に）添加することで、ペプ
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チド（標的タンパク質１に結合している）の輸送を可能にし、核に進入してＥＡアクセプ
タータンパク質と結合し、ひいては陽性シグナルを生成する。変異体の数は、実験的に決
定されるバックグラウンドレベルおよびヒットレベルに依存する。標的タンパク質２に対
するヘルパータンパク質の結合を促進し、ひいては２つの標的タンパク質の相互の結合を
最も阻害するコフェロン二量体が、最も強いシグナルを発する。必要に応じて、他方のタ
ンパク質の非存在下で標的タンパク質２に対するヘルパータンパク質の結合を促進する候
補コフェロンＡおよびＢの単量体は、生体外での予備スクリーン（手順Ｃのように）また
は全細胞スクリーン（手順Ｍのように）によって同定され得る。

Ｔ．ヘルパータンパク質を用いて、２つのタンパク質の相互の結合を阻害するコフェロン
二量体を同定する
【０４５２】
　上記手順の逆は、ＰｒｏＬａｂｅｌ　α相補性ペプチドのコード化配列に結合した標的
タンパク質２および細胞質または細胞膜に局在化する標的タンパク質１を用いて実行され
得る。ＥＡアクセプタータンパク質の遺伝子は、核移行シグナルを含むように修飾される
。上記コンストラクトは、両方とも標的細胞に導入され、さらに標的タンパク質１に対し
て弱い親和性を有するかまたは親和性を有さない可能性があるヘルパータンパク質を産生
する。ヘルパータンパク質の標的タンパク質１への結合を促進する１～１０個またはそれ
以上のコフェロンＡおよびＢの二量体の変異体を、標的タンパク質２への結合を中断する
ように（ウェルまたはナノ液滴中に）添加することで、ペプチド（標的タンパク質２に結
合している）の輸送を可能にし、核に進入してＥＡアクセプタータンパク質と結合し、ひ
いては陽性シグナルを生成する。ここでも、必要に応じて、他方のタンパク質の非存在下
で標的タンパク質１に対するヘルパータンパク質の結合を促進する候補コフェロンＡおよ
びＢの単量体は、生体外での予備スクリーン（手順Ｃのように）または全細胞スクリーン
（手順Ｍのように）によって同定され得る。

多量体コフェロンのスクリーニング
【０４５３】
　多量体構造に集合した場合のみに機能する多くのタンパク質が存在する。コフェロンの
設計は、多価性の概念を拡張することを可能にする。一例は、炭疽毒性の原因となる七量
体の保護抗体の阻害のためである。図２７を参照されたい。
【０４５４】
　コフェロン多量体を考慮する際、このことは、薬物設計における、他にない有利な条件
および最良の多量体のスクリーニングにおける、他にない課題の両方をもたらすことを認
識されたい。多量体のコフェロンは、単量体のタンパク質標的、多数のタンパク質単量体
もしくは二量体サブユニットから構成される標的、または多数の異なるサブユニットから
構成される標的に結合するために使用され得る。例えば、３つの同一な膜サブユニットか
ら構成される輸送体を考慮されたい。コフェロン薬は、リンカー要素が３つの分子の自己
集合を可能にし、それぞれが同じ多様性要素「Ａ」を有するように設計することができる
。
【０４５５】
　集合したタンパク質標的の非存在下では、コフェロンは相互に可逆的かつ弱く結合する
。また、それぞれの個々のコフェロンは、輸送体への弱い結合を有する可能性があるが、
そのような４つの相互作用をともに組み合わせると、四量体のコフェロン構造は本質的に
非可逆的に結合する。図２８を参照されたい。
【０４５６】
　代替として、コフェロン薬は、集合してＡ‐Ｂヘテロ二量体を形成し、次いで、集合を
続けて交互のＡ－Ｂコフェロンの６員環状構造を形成する、２つのサブユニット（「Ａ」
および「Ｂ」）から構成され得る。それぞれの個々のコフェロンは、それぞれの個々のコ
フェロンは、輸送体への弱い結合を有する可能性があるが、そのような６つの相互作用を
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ともに組み合わせると、六量体のコフェロン構造はフルサイズの抗体と同じ結合活性で結
合する。
【０４５７】
　リンカー要素の多量体構造への集合は、以下（上記）により詳細に記載するが、いくつ
かの一般的な概念が存在する。多様性要素から３つを超えるリガンドが生じる場合、最良
の結合コフェロンを同定することは非常に難しい可能性がある。よって、１つのテーマは
、同じ多様性要素が動的コンビナトリアルケミストリー要素に２回以上接続した条件下で
、最良のコフェロンをスクリーンすることである。ここでは、リンカー要素は２つ以上の
同じ薬物分子に接続し、コフェロン薬分子の最終的な単量体形態に存在するであろう２つ
以上のリンカー要素に及ぶ同じ形状であり得る。
【０４５８】
　リンカー要素と多様性要素との間の接続もまた、異なり得る。例えば、同じリガンドが
、同じタンパク質標的サブユニットの二量体または四量体といった多量体における同じ活
性部位と結合する場合、接続部は可動性（エチレングリコール等）の鎖である可能性が高
く、活性部位が多量体タンパク質の異なる面上にあっても、それぞれのリガンドが活性部
位と結合することを可能にする。代替として、コフェロンが大きな溝の中で結合している
場合、多量体骨格の全体の形を生成すること、および多様性要素を適当な方向に配置する
ことの両方において、リンカー要素の形状が非常に重要であり得る。
【０４５９】
　コフェロンは、１つ以上の巨大分子の拡張された表面領域に結合する能力によって、既
存の薬物の強化バージョンおよび全く新しいクラスの阻害剤を開発するための有利な条件
を提供する（表１を参照）。

表１：タンパク質ファミリーおよびそれらの薬理学的標的の例
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【０４６０】
　それらの最も基本的なレベルでは、コフェロンは、基質が中程度から巨大分子までのサ
イズの範囲である、タンパク質活性を妨害するかまたは促進し得る。例えば、コフェロン
は、アポトーシス経路の役割を果たすカスパーゼ等の配列特異的プロテアーゼを阻害する
ように設計され得る（図２．１７ＡおよびＢを参照）。
【０４６１】
　コフェロンは、シグナル伝達経路の活性化または不活性化を含む、タンパク質－タンパ
ク質相互作用を阻害または促進するために使用され得る（図２．１７Ｃ、２．１９Ｈおよ
びＩを参照）。コフェロンは、１つより多くの機構を介してシグナル伝達を活性化するこ
とができる。例えば、コフェロンは、２つのタンパク質をより密接に結合させること以上
に役立つことができる。コフェロンはまた、２つのタンパク質がコフェロンの非存在下で
結合する場合と比較してより活性化されるよう、標的タンパク質の立体構造にさらに影響
を与える（図２．１９Ｈ）。代替として、コフェロンは、結合状態にある複合対の数が増
加するよう、より密接な結合へと平衡を移動させることができる。いくつかの場合におい
て、コフェロンは、その標的からのシグナル伝達を活性化させるかまたは不活性化させて
、タンパク質－タンパク質相互作用の模倣剤としての機能を果たすことができる。（図２
．１８Ｄ～Ｇを参照）。
【０４６２】
　これらの概念を例示するために、結腸癌において不調となることが多いＷｎｔシグナル
伝達経路を考慮されたい。Ｗｎｔタンパク質はＦｒｉｚｚｌｅｄ受容体に結合して活性化
し、Ｆｒｉｚｚｌｅｄ受容体は次に、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄを介してＧＳＫ－３βの活
性を抑制するように作用する。通常の条件下では、ＧＳＫ－３βは、アキシンおよびＡＰ
Ｃを含むβカテニンに結合する複合体の一部である。しかしながら、Ｄｉｓｈｅｖｅｌｌ
ｅｄがＧＳＫ－３βの活性を抑制すると、ＧＳＫ－３βがβカテニンをリン酸化するのを
阻止し、ひいては分解を回避して細胞質および核内に蓄積する。一旦、核に入ると、βカ
テニンはＴｃｆ／Ｌｅｆ転写因子に会合して、細胞増殖を可能にするＭｙｃ等の多様な遺
伝子の発現を増加させる。
【０４６３】
　このＷｎｔシグナル伝達経路において、コフェロンは、（ｉ）ＷｎｔのＦｒｉｚｚｌｅ
ｄへの結合を阻害する、（ｉｉ）ＦｒｉｚｚｌｅｄによるＤｉｓｈｅｖｅｌｅｄの活性化
を阻害する、（ｉｉｉ）ＤｉｓｈｅｖｅｌｌｅｄによるＧＳＫ－３βの不活性化を阻害す
る、（ｉｖ）βカテニンのアキシンへの結合を促進する、および（ｖ）βカテニンのＴｃ
ｆ／Ｌｅｆへの結合を阻害するように、設計することができる。
【０４６４】
　結腸腫瘍では、ＡＰＣ遺伝子が切断されているかまたは複製数もしくは発現において減
少されることが多いため、もはやβカテニンに結合せず、βカテニンを解放し、核内に移
動させる。しかしながら、βカテニンのアキシンへの結合を促進するように設計されたコ
フェロンは、活性したＧＳＫ－３βがβカテニンをリン酸化して分解経路に送ることを可
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能にし、ひいては増殖を防いで腫瘍の成長を阻害する。
【０４６５】
　腫瘍抑制遺伝子ｐ５３等のいくつかのタンパク質は、癌細胞において突然変異しており
、それらがより容易に折り畳まれない状態となり、適切に機能しないようにする。そのよ
うなタンパク質の表面にわたるコフェロンの結合は、分子のステープルとして機能するこ
とができ、ドメインまたは領域を適切な立体構造に維持する（図２．２０）。同様に、い
くつかのタンパク質は立体構造の変化を経験し、それによって、酵素活性または追加のシ
グナル伝達を活性化または不活性化する可能性がある。コフェロンは、一方または他方の
立体構造とより密接に結合するように設計され得、よって、タンパク質機能の活性剤また
は阻害剤としての機能を果たす（図２．１８）。
【０４６６】
　小分子（ＦＫ５０６、ラパマイシン）がヘルパータンパク質（ＦＫＢＰ）を用いて標的
タンパク質（カルシニューリン、ＦＲＡＰ）により密接に結合する複合表面を作る例が天
然に存在する。このヘルパータンパク質は、追加のタンパク質（複数可）を動員するか、
または他のタンパク質が標的タンパク質に結合するのを阻害するかのいずれかに使用され
得る。コフェロンは、新しいタンパク質が複合体に結合するのを促進するか（図２．２２
Ｏ、図２．２４Ｒ－Ｔ）、または新しいタンパク質が複合体に結合するのを阻害するか（
図２．２３Ｑ）のいずれかであるＦＫ５０６の役割を模倣するように設計され得る。これ
らの例では（図２．２２Ｏ、図２．２４Ｒ－Ｓ）、リンカー要素は、ＦＫＢＰ（「橙色」
のタンパク質）に密接に結合するＦＫ５０６の一部を模倣するように設計されたが、他の
多くの構成もまた使用され得る。
【０４６７】
　多くのタンパク質が、それらの所望の機能を達成するために、それらの構造内の調節因
子ユニットとしてタンパク質相互作用ドメインを使用する（表２を参照）。

表２：タンパク質ドメインの例
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　例えば、ＳＨ２ドメインは、リン酸化チロシンを含有するタンパク質領域のための小さ
な受容体である。ＳＨ２ドメインは、アダプター、骨格、キナーゼ、ホスファターゼ、ｒ
ａｓシグナル伝達、転写、ユビキチン化、細胞骨格調節、シグナル調節、およびリン脂質
二次メッセンジャーのシグナル伝達の機能を果たすか、またはそれらに関与するタンパク
質中に見出される。別の例として、ＳＨ３ドメインは、ペプチドループをモチーフＲＸＸ
ＫまたはＰＸＸＰと結合させる。多くのタンパク質はＳＨ２およびＳＨ３ドメインの両方
を有し、それらは１つ以上のタンパク質パートナーを結合させる「受容体」としての機能
を果たす。コフェロンは、リン酸チロシンがその同族のＳＨ２ドメインに結合するのを阻
害するように設計され得る。代替として、コフェロンは、同じであるかまたは異なるたん
ぱく質上のいずれかで、１つのリガンドが１つのモチーフに結合し（すなわち、ＳＨ２）
、第２のリガンドが第２のモチーフに結合する（すなわち、ＳＨ３）ように設計され得る
。
【０４６８】
　多くの高分子タンパク質または巨大分子複合体（リボソーム等、以下のチューブリンフ
ィラメントを参照）は、既知の阻害薬との複数の結合部位を有する。コフェロンを使用し
て、従来の２つの薬物を同一標的上に集合させて、（ｉ）標的により高い親和性で結合す
るか、（ｉｉ）いずれかの薬物単独よりも強い阻害を呈するか、（ｉｉｉ）いずれかの薬
物単独よりも強い活性化を呈するか、または（ｉｖ）標的のより大きな表面積を対象とす
る結合構成要素を作製し、生物／細胞／ウイルスが点突然変異による該薬物への耐性を発
生しにくくすることができる。
【０４６９】
　コフェロンを使用して、同一標的、例えば、タンパク質受容体型チロシンキナーゼに結
合する二官能性薬を作製することができる。１つのリガンドはＡＴＰ結合部位に結合し、
他方は、自己阻害ペプチドを模倣する。これらの２つのリガンドは、別個のコフェロンに
付着し、リンカー要素結合によって適切に接近させられると、両方の結合ポケットの中で
固定し、優れた特異性で受容体キナーゼに結合する。本アプローチは、１つのポケットに
しか結合せず、その結果、適切な特異性、または生体内で有効であるために十分な結合親
和性のいずれかを欠く、先の阻害剤設計の限界を克服するであろう。
【０４７０】
　コフェロンを使用し、既知の複数の薬物を組み合わせることによって、タンパク質キナ
ーゼ、カルシウムチャネルタンパク質、ムスカリン受容体（アンタゴニスト）、β２アド
レナリン受容体（アゴニスト）、ナトリウムチャネル薬、およびＨ１ヒスタミン受容体（
アンタゴニスト）に対する、新規のクラスのアゴニストまたはアンタゴニストを生成する
ことができる。表１を参照されたい。受容体タンパク質は、コフェロン設計にシグナルを
阻害、活性化、減衰、または増幅させる複数の機会を提供する（図２．２８および図２．
２９）。
【０４７１】
　多くのタンパク質が二量体として作用する。ホモ二量体コフェロンは、アゴニストとし
て作用して、自己リン酸化および活性化のために２つの受容体が十分に接近し続けること
を補助することができる（図２．２５Ｂ２）。また、ホモ二量体は、２つの受容体が自己
リン酸化を生じるのを防ぐことによって、アンタゴニストとして作用し得る（図２．２６
Ｃ２）。また、コフェロンヘテロ二量体は、リガンドにより推進されるシグナル伝達を減
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衰（図２．２６Ｄ２）または増幅（図２．２７Ｅ２）するように作用することができる。
【０４７２】
　また、コフェロンホモ二量体の使用は、両方のリガンド結合部位を同時にブロックする
ことによって、二量体酵素の阻害を補助することができる（図２．３０Ａ３）。かかるホ
モ二量体、ホモ四量体、ヘテロ四量体、六量体、および他の多量体コフェロンは、数ナノ
メートル離れた２つの部位の結合を可能にするＰＥＧリンカーまたはリンカー要素への他
のスペーサーを有し得る（図２．３０Ｂ３およびＣ３、図２．３１Ｄ３～Ｆ３）。それら
は、リガンド結合事象からの最低限の補助を得て、またはさらなる補助を得ずに、相互に
結合するリンカー要素を使用することができる。
【０４７３】
　多くのタンパク質は、酵素活性を活性化するか、または阻害するかのいずれかのための
アロステリック部位を有する。かかる部位は、概して活性部位から離れすぎているため、
従来の小分子薬が両方の部位に同時に結合することはできない。しかしながら、アロステ
リック部位、および隣接もしくは活性部位のいずれかの領域の両方に結合するリガンドか
ら構成されるヘテロ二量体コフェロンは、強力な活性化因子または阻害剤となるであろう
。
【０４７４】
　ミクロチューブリンは、有糸分裂および分化の間に重要な役割を果たし、そのため腫瘍
を治療する標的とされる。ミクロチューブリンは、細胞周期中に集合または脱集合のいず
れかを行う動的不安定の状態にある、２つのサブユニットであるαおよびβチューブリン
から構成される。有糸分裂の間、染色体が紡錘体を形成する微小管を捕獲するように、集
合および脱集合の両方の割合が増加する。分化の間、微小管関連タンパク質がフィラメン
トの安定化を補助し、それによって、細胞質の組織化が可能になる。ビンクリスチンおよ
びビンブラスチン等のビンカアルカロイド抗癌剤は、微小管を破壊することによって細胞
傷害性であり、一方パクリタキセルおよびドセタキセル等のタキサンは、微小管を安定化
し、腫瘍細胞を分化へと向かわせることができる。１つまたは２つのチューブリンリガン
ドから構成されるコフェロン対は、強化された抗腫瘍活性を有し得る（図２．３２を参照
）。
【０４７５】
　多くの神経変性疾患は、凝集してプラークを形成する、タンパク質の誤った折りたたみ
によって生じる。例えば、アルツハイマー病は、アミロイドβ－ペプチドから構成される
プラークによって生じる。コフェロンは標的部位で集合するため、血液脳関門を横切るた
めに十分小さくありながら、なおアミロイドβ－ペプチド単量体の表面上に結合して、オ
リゴマー、そして最終的にはアミロイド原線維の形成を阻害するために十分大きいコフェ
ロンを設計する機会がある（図２．３３）。
【０４７６】
　いくつかのリンカー要素設計は、リンカー要素が多様性要素からの最小限の結合補助を
得て、またはさらなる結合補助を得ずに、相互に結合することを可能にし得る。かかる設
計には、金属補因子の補助を得て相互に結合するリンカー要素が含まれる（以下参照）。
これらの設計は、コフェロンの可能な用途を拡大する。
【０４７７】
　細胞内での不可逆的な会合の別の例として、１つのコフェロンは１級アミンに対するβ
位にジスルフィド基を有し得、一方もう１つはケトン基を有し得る。血流中または非癌細
胞中では、２つのコフェロンは、アミン基とケトン基との間のシッフ塩基の形成によって
会合することができる。しかし、癌細胞に進入すると、ジスルフィドはチオールに還元さ
れ、次いでこれが１級アミンと協働して、チアゾリジンリンカーを生じさせるように作用
することができる。かかる二量体コフェロンを使用して、２つの標的タンパク質を密接に
接近させることができる。
【０４７８】
　標的結合事象からの最小限の補助を得て、またはさらなる補助を得ずに相互に結合する
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リンカー要素を用いるコフェロンを使用して、異なる標的に対する二官能性薬を生成する
ことができる。かかる薬物は、２つの抗癌リガンドを同一癌細胞に集中させる。また、本
アプローチはＨＩＶ薬とともに使用されている。
【０４７９】
　また、かかるコフェロンを使用して、トラップドア（ｔｒａｐ－ｄｏｏｒ）薬を作製す
ることができる。１つのコフェロンは、標的癌細胞中では大量に認められるが、正常細胞
中ではそう頻繁には認められない標的に結合するように設計される。このコフェロンを、
まず患者に投与する。その後、既知の薬物部分を有する第２のコフェロンを投与する。第
２のコフェロンはほとんどの細胞に進入するが、その後、標的癌細胞に優先的に捕捉され
る。本アプローチは、リンカー要素間にほとんど不可逆的な結合を有するコフェロンを使
用することを必要とし得る。
【０４８０】
　トラップドアの概念を逆に使用して、多くが化学療法への耐性に関与する薬物排出ポン
プを塞ぐことができる。コフェロンを、単量体として細胞に進入するように設計する。多
様性要素のうちの１つは排出のための基質である。しかし、第１のコフェロンが第２のコ
フェロンと共有結合的に付着すると、これによって、排出ポンプを塞ぐ栓が生じる。かか
るコフェロンの「栓」は、従来の抗癌剤と組み合わされる。この概念は、クラブラン酸が
βラクタマーゼを阻害するオーグメンチン（アモキシシリン－クラブラン酸）と類似する
。
【０４８１】
　上記の例は、タンパク質間相互作用を阻害、調整、または活性化するコフェロンの能力
を強調する。また、コフェロンは、他の主要な大量の巨大分子間相互作用を阻害、調整、
または活性化することができる。例えば、コフェロンは、転写因子がｄｓＤＮＡ、または
ＲＮＡに結合するタンパク質（例えば、リボソーム）に結合する際のタンパク質－タンパ
ク質－核酸相互作用を調整するために使用することができる。これらは全く同様に重要で
あり得、１つはコフェロンによってタンパク質と核酸との相互作用を標的とする。多くの
タンパク質は修飾（すなわち、リン酸化、アセチル化、メチル化、ＳＵＭＯ化、プレニル
化、およびユビキチン化）を受け、これらの修飾によって、さらなるタンパク質相互作用
によるシグナル伝達、輸送、または分解が可能になる。これらのプロセスの全ては、賢明
に設計されたコフェロンによって阻害または活性化することができる。糖タンパク質の合
成等の大きな修飾は、コフェロンに、タンパク質が糖鎖に結合する時の相互作用をブロッ
クする可能性を提供する。
【０４８２】
　多くのタンパク質は、それらを種々のコンパートメントまたは巨大分子構造へ移動させ
るシグナルを有する。
【０４８３】
　コフェロンを使用して、２つのタンパク質の（ｉ）膜、（ｉｉ）細胞質、（ｉｉｉ）ミ
トコンドリア、（ｉｖ）リソソーム、（ｖ）プロテアソーム、（ｖｉ）ゴルジ、（ｖｉｉ
）小胞体、（ｖｉｉｉ）細胞外空間、（ｉｘ）核、（ｘ）細胞フィラメントもしくは骨格
、または（ｘｉ）他の細胞内もしくは細胞外のコンパートメント、細胞構造、もしくは空
間への移動の妨害または加速のいずれかを行うために、２つのタンパク質を集合させるこ
とができる。
【０４８４】
　コフェロンは、癌細胞への標的化された進入のための独自の条件を提供する。最も直接
的な形態では、リンカー要素、および癌細胞内へ薬物部分を輸送するための手段の両方と
して葉酸を使用する。葉酸輸送体は、多くの癌、特に転移性癌細胞内で過剰発現が認めら
れる。よって、葉酸輸送体は、薬物分子の癌細胞内への集中を補助する。葉酸および誘導
体は非常に「粘着性」であり、相互に会合する傾向にある。この会合は、適切な反応基（
好ましくは可逆的な共有結合を形成するもの）の２つの葉酸リンカー要素への付加によっ
て促進することができる。
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【０４８５】
　葉酸の代替的な使用は、コフェロン前駆体の細胞内への輸送体としてである。ここでは
、葉酸基がジスルフィド結合を介してコフェロンと結合する。グルタチオンレベルは、腫
瘍細胞中では血中よりも１，０００倍高い。チオールを含有するコフェロンの不活性型を
内部に取り入れ、次いでグルタチオンによって開放し、そのコフェロン対（やはりグルタ
チオンによって活性化される）に接近させる。そして、放出されたチオール基は、２つの
コフェロンが集合する時の架橋反応に関与することができ、最終的に細胞死に至る。本ア
プローチは、コフェロン薬分子が血流、ならびに正常細胞内では不活性の前駆体型である
が、癌細胞に進入すると活性化されるという利点を有する。
【０４８６】
　コフェロンまたはコフェロン補因子の可能な輸送体には、グルコース輸送体、タウリン
輸送体、カチオン性アミノ酸輸送体、有機アニオン輸送体、プロリン輸送体、モノアミン
輸送体、アニオン交換輸送体、葉酸輸送体、モノカルボン酸輸送体、Ｚｎ輸送体、アミノ
酸輸送体、Ｎａ依存性ビタミン輸送体、脂肪酸輸送体、ヌクレオシド輸送体、およびプロ
トン共役型二価金属イオン輸送体が含まれる。
【０４８７】
　上記輸送体のサブユニットは、原発性および転移性の両方の結腸腫瘍で過剰発現される
。輸送体または受容体の使用は、既存の薬物に第２の命を提供することができる。既存の
薬物は、標的とは無関係に自身の対に結合するリンカー要素に付着して、第１のコフェロ
ンを形成する。第２のコフェロンは、標的器官もしくは標的腫瘍、細胞表面上の受容体タ
ンパク質、またはさらには細胞質タンパク質に特異的な輸送体に対する親和性を有し、そ
のいずれもが、第１のコフェロン上の薬物を所望の細胞内に引き込むのを補助することが
できる。一部の取り込み系はその溶質をエンドソーム内に持ち込み、その溶質はそこで輸
送体から放出される（例えば、ｐＨの変化によって）。これらの場合のいくつかでは、薬
物分子が依然として膜を横断する必要があり得る。コフェロンの一利点は、コフェロン全
体が標的細胞内により容易に輸送されるように、リンカー要素部分を例えばより親油性に
修飾することができることである。
【０４８８】
　葉酸輸送体については、葉酸は、リンカー要素として使用することができる。亜鉛また
は他の二価金属イオン輸送体については、亜鉛は、２つのリンカー要素が相互に結合する
のを補助する補因子であり得る。亜鉛は、大量に（成人には最高１週間、１日当たり最高
４０ｍｇ）摂取され得る、概して毒性のない金属イオンであるため、補因子として独特に
好適である。よって、癌患者は、癌細胞に亜鉛を前投与することができ、これがその後、
補因子として亜鉛イオンをキレートするリンカー要素を介して相互に結合するコフェロン
薬の捕捉を補助する。さらに、亜鉛に結合する二座有機分子は、リガンド構造の非常に精
密な幾何学的および電子的構成に依存し、よって、かかるコフェロン薬が他の二価カチオ
ンを非特異的に結合する可能性は低い。
【０４８９】
　癌細胞は、コフェロンの固有の特性を利用する複数の条件を提供する。例えば、コフェ
ロン対は、１級または２級アミンから２つの炭素分空間的に分離されたケトンおよびジス
ルフィド基を含有するように、合成することができる。好適な多様性要素を生体外でスク
リーニングする際、ジスルフィド基は酸化されたままである。コフェロン対は、可逆的な
イミン（１級アミン）またはイミニウムイオン（２級アミン）の形成を介して形成され得
る。動的コンビナトリアルケミストリーを使用して、最良の多様性要素を選択する。有力
なコフェロン対が患者内に導入される時、コフェロンは、細胞に進入するまで単量体のま
まである（時折会合して二量体を形成する）。ジスルフィド結合は、内部のグルタチオン
によって還元され、その後、コフェロン上の遊離したチオール基がイミンまたはイミニウ
ムイオンと反応して、２つのコフェロン対の間に不可逆的なチアゾリジン結合を形成する
ことができる。リンカー要素設計の賢明な選択によって、所望の標的を含有する癌細胞内
のみで反応を推進させることができる。
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【０４９０】
　標的細胞への進入時にコフェロンの反応基を曝露するさらなるアプローチには、エステ
ルを切断し、反応性アルコール基を遊離させるためのエステラーゼ、および反応性アミノ
基を遊離させるペプチダーゼの使用が含まれるが、これらに限定されない。

細菌に対する多価薬物としてのコフェロン
【０４９１】
　適切なリボソームの機能を阻害または妨害する、多数の抗生物質が存在する。アミノグ
リコシド系（ゲンタマイシン、トブラマイシン、アミカシン、カナマイシン、ネオマイシ
ン、パロモマイシン）は、異常な非機能性複合体の形成を誘発し、ｍＲＮＡの誤読を生じ
させる。また、一部のアミノグリコシドは、第２の機構において、ペプチジルｔＲＮＡの
Ａ部位からＰ部位への移動を阻止し、それによりポリペプチド鎖の伸長を阻止する。アミ
ノグリコシドは、特定のリボソームタンパク質に不可逆的に結合する。ストレプトマイシ
ンは、３０Ｓサブユニット内のＳ１２に結合し、一方他のものもは、５０Ｓサブユニット
のＬ６タンパク質に結合する。
【０４９２】
　テトラサイクリン系（テトラサイクリン、ミノサイクリン、ドキシサイクリン、デメク
ロサイクリン）は、３０Ｓリボソームに可逆的に結合する。
【０４９３】
　アミノアシルｔＲＮＡの細菌リボソームのＡ部位内への結合を阻害する。クロラムフェ
ニコールは、５０Ｓリボソーム上のペプチジルトランスフェラーゼ酵素に結合することに
よって、ペプチド結合の形成を阻害する。
【０４９４】
　マクロライド系（エリスロマイシン、アジスロマイシン、クラリスロマイシン、ジリス
ロマイシン）は、大きなラクトン環化合物であり、５０Ｓリボソームに可逆的に結合し、
ペプチジルトランスフェラーゼ反応（すなわち、アミノ酸間のペプチド結合の形成を阻止
する）、または転位（すなわち、ペプチジルｔＲＮＡのＡ部位からＰ部位への移動を阻止
する）、または両方を損なう。
【０４９５】
　オキサゾリジノン系（リネゾリド）は５０Ｓサブユニットに結合し、ｍＲＮＡ、ｆ－ｍ
ｅｔ－ｔＲＮＡ、および５０Ｓサブユニット複合体の形成を妨害する。また、リンコサミ
ド系（クリンダマイシン）は、５０Ｓリボソームに結合することによってタンパク質合成
を阻害する。
【０４９６】
　リガンドとして２つの異なる結合領域からの上記の薬物のうちの１つずつを含有するコ
フェロン二量体は、単量体よりも大きな生物学的活性を示し得る。これは、薬物が相乗的
に結合し、リンカー要素の連結部によって隣接する適切な方向に維持される場合、特に当
てはまり得る。また、かかる薬物は、細胞内により長くとどまることができ、薬物のより
断続的な投与を可能にする。最後に、細菌にとって、両方の単量体薬の結合部位で同時に
突然変異することは困難であり得る。

急速に進化するウイルスに対する薬物としてのコフェロン
【０４９７】
　ＲＮＡウイルスは、それらの急速に進化するゲノムが、中和抗体またはワクチンを生成
する再三の試みを出し抜くため、公衆衛生に対して常に存在する脅威である。ここ２０年
で、プロテアーゼおよび逆転写酵素等の種々のウイルスタンパク質に対する阻害剤の合成
は、非常に大きな進歩を遂げた。それにもかかわらず、やがてウイルスは、耐性に対する
突然変異的選択によって、これらの薬物から逃れる。コフェロンは、ＲＮＡウイルスを阻
害する２つの独自の条件を提供する。多くの既存の薬物に対する耐性変異体は知られてお
らず、よって、コフェロンは、感受性変異体および耐性変異体の両方に対してスクリーニ
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ングすることができ、コフェロン単量体の有力なファミリーまたはクレードの選択を可能
にする。限られた数の各ファミリーメンバー（例えば、コフェロン「Ａ」およびコフェロ
ン「Ｂ」に１０個ずつ）の使用によって、タンパク質標的が最も密接に結合する対を選択
し（分子全体の１０％に相当）、それによってそれ自身の最も強力な阻害剤を選択する、
「治療的カクテル」の付加が可能になる。第２の条件は、ヒト宿主タンパク質とのウイル
スタンパク質の相互作用から生じ、この相互作用は、宿主タンパク質に結合するか、また
は第２のタンパク質に結合して、それを宿主タンパク質へ動員するコフェロンを同定する
ことによって中断させることができ、それによって直接的または間接的のいずれかで、宿
主タンパク質へのウイルスタンパク質の結合を阻害する。以下は、ＨＩＶに基づく一部の
例である。

ＨＩＶプロテアーゼ
【０４９８】
　構造的研究およびアラニンスキャニング突然変異誘発研究から、ＨＩＶプロテアーゼお
よびその基質の接触点を決定する。次いで、「Ａ」および「Ｂ」コフェロンのファミリー
を、Ａ＋Ｂの組み合わせが、標的ＨＩＶプロテアーゼ内の突然変異変種への結合を可能に
するのに十分な構造空間を提供し、それにより前記プロテアーゼの所望の阻害を達成する
ように、設計する。コフェロンＡ＋Ｂは可逆的に結合するため、動的コンビナトリアルケ
ミストリーは、それぞれのプロテアーゼ変異体が最も密接な阻害剤の組み合わせに結合す
ることを保証する。

ＨＩＶの侵入
【０４９９】
　ＨＩＶの細胞内への侵入は、ＣＣＲ５受容体への結合に依存する。ＨＩＶエンベロープ
タンパク質に対するワクチンを作製する試みは成功していないが、二量体、四量体として
、または別のタンパク質をＣＣＲ５に動員するかのいずれかで、ＣＣＲ５受容体に結合し
、それによってＨＩＶが同一受容体に結合することをブロックするように、コフェロンを
設計することができる。

ＨＩＶ逆転写酵素
【０５００】
　従来の逆転写酵素阻害剤は、ヌクレオチド類似体に基づく。しかしながら、耐性変異体
の逆転写が容易に生じる。コフェロンは、ＨＩＶ逆転写酵素の「野生型」、および薬物に
耐性を有する異なる変種の両方に結合する、ヌクレオチド類似体のファミリー「Ａ」と、
ＨＩＶ　ＲＴに他の箇所で結合する第２の薬物のファミリー「Ｂ」とを設計することによ
って、この酵素の阻害においてより効果的になり得る。コフェロンＡ＋Ｂの組み合わせは
、依然としてその活性を阻害しながら、標的ＨＩＶ逆転写酵素内の突然変異変種への結合
を可能にするのに十分な構造空間を提供する。

ＨＩＶ　Ｖｉｆタンパク質
【０５０１】
　ヒト細胞タンパク質であるＡ３Ｇは、ＨＩＶ遺伝子を著しく突然変異することによって
、ＨＩＶを妨害する。ＨＩＶ　Ｖｉｆタンパク質は、このプロセスを妨害する。１つのア
プローチは、コフェロンを使用して、ＨＩＶ　Ｖｉｆタンパク質がＡ３Ｇタンパク質では
なくコフェロンに結合するように、Ａ３Ｇを模倣した囮を生成することである。第２のア
プローチは、コフェロンを使用して、Ａ３Ｇに結合させるか、または別の細胞タンパク質
に結合させてそれをＡ３Ｇに動員し、それによってＶｉｆのＡ３Ｇへの結合をブロックす
ることである。Ａ３Ｇはヒトタンパク質であり、ＨＩＶ　Ｖｉｆタンパク質と同一の突然
変異的ドリフトは受けないため、Ａ３Ｇを模倣するか、またはそれに結合するかのいずれ
かであるコフェロンを設計することはより容易である。
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ＨＩＶインテグラーゼ
【０５０２】
　ＨＩＶインテグラーゼは、ヒト細胞タンパク質であるＬＥＤＧＦの補助を得て、ウイル
スの二本鎖ＤＮＡコピーをヒトゲノム内に取り込む。コフェロンは、ＨＩＶインテグラー
ゼ活性、ならびにＬＥＤＧＦへのインテグラーゼの結合を妨害するように選択することが
できる。上記のように、ＬＥＤＧＦはヒトタンパク質であり、ＨＩＶインテグラーゼタン
パク質と同一の突然変異的ドリフトは受けないため、ＬＥＤＧＦを模倣するか、またはそ
れに結合するかのいずれかであるコフェロンを設計することはより容易である。

核酸およびオリゴヌクレオチド類似体リガンドを含有するコフェロン
【０５０３】
　アンチセンスおよびｓｉＲＮＡ研究によって、個々の細胞内で特定の転写物をノックダ
ウンするための優れた手段が提供されている。今日まで、この期待は、わずかな例外を除
いて、哺乳類生物全体には裏付けられていない。
【０５０４】
　コフェロンは、ＲＮＡまたはＲＮＡ類似体の細胞内への輸送に関連する問題を克服する
ための条件を提供する。コフェロンは、そのリンカー要素によって、２つのオリゴヌクレ
オチドリガンドを結合することができる。よって、ＲＮＡまたはオリゴヌクレオチド類似
体を細胞内へ輸送するために使用されている現在のアプローチは、輸送オリゴヌクレオチ
ドがその半分のサイズである、すなわち、１９～２２塩基のサイズから、約９～１２塩基
の範囲であり、リンカー要素を含有する２つのオリゴヌクレオチドへと減少する場合、よ
り効率的になり得、適切な生物学的活性を有する全長ＲＮＡへの標的上でのそれらの集合
が可能になる（図２．３４を参照）。ｓｉＲＮＡについては、２１～２７塩基のサイズの
二本鎖ＲＮＡが使用されており、やはり輸送後により小さなオリゴヌクレオチドの集合を
可能にする。核酸および類似体の巨大分子を細胞内に輸送するための取り組みには、親油
性担体の使用、および標的細胞（しばしば葉酸輸送体を過剰に産生する、癌細胞等）に能
動的に輸送される他の分子（葉酸等）へのそれらの付着が含まれる。
【０５０５】
　また、コフェロンは、本明細書で「リポコフェロン」および「アミノグリコフェロン」
と称される新規製剤を使用して、ＲＮＡ、またはオリゴヌクレオチド類似体の細胞内への
輸送を補助することができる（図２．３５を参照）。
【０５０６】
　「リポコフェロン」は、負電荷を持つ核酸主鎖に結合するように離間する、２つまたは
３つのアミノ基から構成される。リポコフェロンは、核酸フラグメントの標的細胞内への
輸送を補助するための疎水面を有する。一変形では、リポコフェロンは、リポコフェロン
が核酸フラグメントに結合する時に多量体を形成することを可能にする、遊離チオール基
を有するが、一旦細胞内に入ると、内部のグルタチオンがこれらのチオール結合を還元し
、リポコフェロンをＲＮＡまたはオリゴヌクレオチド類似体から放出する。
【０５０７】
　「アミノグリコフェロン」は、ＲＮＡに結合する既知のアミノグリコシドに基づく。一
変形では、それらは、チオール結合を用いた結合を可能にするように設計される。それら
はＲＮＡに結合して、核酸フラグメントの標的細胞内への輸送を補助することができる。
一旦細胞内に入ると、内部のグルタチオンがこれらのチオール結合を還元し、ＲＮＡまた
はオリゴヌクレオチド類似体からアミノグリコフェロンを放出する。
【０５０８】
　核酸フラグメントまたはヌクレオチド類似体フラグメントが一旦細胞内に入ると、それ
らはＲＮＡ配列に結合する。このコフェロン設計は、好ましくは９～１２塩基の範囲であ
り、その配列は、標的ＲＮＡ配列の上流半分および下流半分と相補的である、より短いＲ
ＮＡまたはオリゴヌクレオチド類似体を使用することにより、アンチセンス型薬物の有効
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性を著しく改善する条件を提供する。好ましい実施形態において、それぞれのコフェロン
がリンカー要素を含有し、その結果、２つの部分がそれらの標的とその接合部で完全に相
補的に結合する場合、リンカー要素は、共有結合または非共有結合性の結合のいずれかを
介して連結するように配置される。そのような連結は、正しい標的との結合エネルギーお
よび結合力を増加し、適切な生物学的活性を可能にする。
【０５０９】
　９～１２塩基長のオリゴヌクレオチドは、平均２７℃（９－ｍｅｒ）～３７℃（１２－
ｍｅｒ）の範囲の融点で相補的配列に結合するが、このサイズの特定のオリゴヌクレオチ
ドのＴｍ’ｓは、低くて約１８℃、高くて約４８℃の間で変化し得る。生理的条件および
ヒトの体温の３７℃では、個々のオリゴヌクレオチドは、所望のＲＮＡ標的に結合、他の
ＲＮＡに結合、および標的に結合しないものの間で平衡状態にある。所与の長さの核酸ま
たはヌクレオチドリガンドを有するコフェロンは、主鎖（すなわち、２’－Ｏ－メチル、
ＰＮＡ、ＬＮＡ）、塩基（すなわち、５－プロピニルＣ）を、および／またはさらなる基
（すなわち、疎水基、副溝結合部分）を用いて修飾して、所与の温度でのＲＮＡ標的への
全体的な結合を増大させることができる。かかる増大は、所望の標的部位、ならびにオフ
ターゲット部位の両方で、平衡をより強い結合へと移行させる。しかし、一旦２つのコフ
ェロン－核酸／類似体が、正しい標的上で相互に隣接して結合すると、それらは結合し、
それによって安定化し、正しい標的のみに対するコフェロン二量体の親和性を大きく増加
させる。１８～２４塩基長の範囲のコフェロン二量体のＴｍ’ｓは、平均５４℃～７２℃
になるが、このサイズの特定のオリゴヌクレオチドのＴｍ’ｓは、低くて約３６℃、高く
て約９２℃の間で変化し得る。よって、コフェロン二量体は、いずれかの単量体のみより
も１００～１，０００倍高い結合力で正しい配列に結合し、さらに、一旦正しい標的上に
集合すると、認識できる速度では解離しない。
【０５１０】
　よって、コフェロン－核酸／類似体薬は、コフェロン単量体部分が実質的により小さく
、したがって、特定の場合において相当のオフターゲット効果を有することが示されてい
る全長アンチセンスオリゴヌクレオチドとは対照的に、オフターゲット部位との結合から
容易に解離するという事実において、従来のアンチセンスオリゴヌクレオチドを超える多
大な利点を有する。
【０５１１】
　また、コフェロン－核酸／類似体薬は、ＲＮＡ分解機構と相互作用するように設計する
こともできる（図２．３６を参照）。例えば、ＲＮＡコフェロンは、それぞれ１２および
１５塩基長のアンチセンスコフェロン、ならびに１５および１０ヌクレオチド長のセンス
オリゴヌクレオチドを有するように設計されてもよい。一旦細胞内に輸送されると、これ
らのオリゴヌクレオチドのハイブリッド形成により、リンカー要素によって保持される２
７ヌクレオチドのアンチセンスオリゴヌクレオチドと２５ヌクレオチドの「スプリット」
センス鎖との集合が可能になる。この構造がダイサーの基質になり、ＲＩＳＣ複合体によ
る取り込みに好適であり、２つのコフェロン－核酸／類似体薬から構成されるアンチセン
スＲＮＡに相補的であるｍＲＮＡを、触媒的に分解する酵素複合体をもたらす。コフェロ
ンの他の構成は、翻訳の妨害（ｓｉＲＮＡ）、転写物の分解もしくは阻害（ｍｉＲＮＡ）
、または転写の促進（ａＲＮＡ）を含む他の生物学的活性を妨害し得る。
【０５１２】
　コフェロン－核酸／類似体薬のアプローチを拡大して、（ｉ）２つを超えるコフェロン
－核酸／類似体の結合、（ｉｉ）１つは細菌または真菌リボソームに結合することが知ら
れるアミノグリコリシドから構成され、もう１つは標的内のリボソームＲＮＡの隣接する
領域に結合するように設計されるコフェロン－核酸／類似体の、２つのコフェロンの使用
、および（ｉｉｉ）１つはリボザイムまたはＲＮＡ標的に結合するコフェロン－核酸／類
似体から構成され、もう１つはリボザイムまたはＲＮＡ標的内の隣接する位置で結合する
小分子リガンドから構成されるコフェロンの、２つのコフェロンの使用を含むことができ
る。
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多量体コフェロンのスクリーニング
【０５１３】
　多量体コフェロンをスクリーニングするために、以下の形態で、多様性ライブラリー、
および既知のリガンドまたはリガンド群から開始する：（ｉ）粒子の位置またはバーコー
ド暗号化によって定義される単量体多様性要素とともに、ビーズまたは固体支持体上、（
ｉｉ）ここでは２つ以上の同一の多様性要素が同一コフェロン上にあり、粒子の位置また
はバーコード暗号化によって定義されることを除いて、先と同様、（ｉｉｉ）コード化さ
れたＤＮＡ要素によって定義される単量体多様性要素とともに、溶液中（ビーズから離れ
て）、（ｉｖ）ここでは２つ以上の同一の多様性要素が同一コフェロン上にあり、コード
化されたＤＮＡ要素によって定義されることを除いて、先と同様、（ｖ）粒子の位置また
はバーコード暗号化によって定義されるリガンドとともに、ビーズまたは固体支持体上の
１つ以上の既知のリガンド、ならびに（ｉｖ）位置またはコード化されたＤＮＡ要素によ
って定義されるリガンドとともに、溶液中の１つ以上の既知のリガンド。
【０５１４】
　ビーズに付着させたコフェロンライブラリーを用いた作業の利点は、各ビーズが同一の
リガンドの複数のコピーを含有することである。この特性が、蛍光標識された、捕獲され
た実体（すなわち、タンパク質または他のリガンド）の強度による、最も強い親和性のリ
ガンドの組み合わせの同定を補助する。コフェロンを固体支持体上に合成する場合、個々
のコフェロンの間隔は、同一コフェロンの複数のコピーによる標的との結合を回避するの
に十分であるべきである。この可能性のあるアーチファクトは、ファージまたは他の提示
技術による標的に結合するペプチドの「同定」を導き、個々の溶液中のペプチドを使用し
た場合に、ただ元の効果が消失しているのを見出すことになる。このアーチファクトは、
以下のアプローチによって回避または大部分限定することができる。
【０５１５】
　（ｉ）ビーズまたは固体表面上への反応基の限定された取り込みを用いる（１００個毎
の付加体から平均で１つだけが隣に十分に近接し、その結果両方が同一標的に結合できる
ように）。
【０５１６】
　（ｉｉ）ストレプトアビジンをコーティングした（磁性）ビーズを使用し、その後ビオ
チンに反応基を取り込む。このわずかにより複雑なバージョンでは、１つの基のみがスト
レプトアビジンに結合できるように、ビーズが非常に短いスペーサー上でビオチンでコー
ティングされる。３つのビオチンの「鉤」を含有する反応基が付加される。１つがストレ
プトアビジンを捕らえると、もう２つは残りの部位に結合する。よって、１つのストレプ
トアビジン四量体当たり、平均して１つの反応基が結合する。
【０５１７】
　ＤＮＡによってコード化されるコフェロンライブラリーを用いた作業の利点は、選択さ
れたコフェロンをそれらのＤＮＡを用いて増幅し、第２のラウンドの多様性要素の合成の
テンプレートにできることである。これによって、進化原理を最良のコフェロンの選択に
使用することが可能になる。最後に、多様性要素をビーズ上に合成し、その後いずれのコ
ード化されたＤＮＡ要素も伴わずに放出し得ることも考慮される。十分なコフェロンがタ
ンパク質標的およびビーズの両方に結合する条件下で使用される場合、多様性要素の構造
は、質量分光分析を使用して同定または絞り込むことができる。本アプローチは、結合事
象に影響を及ぼし得る、コード化されたＤＮＡ要素をコフェロンに付着させる必要性を除
去する利点を有する。試験されるコフェロンの数を、標的の既知の３次元構造に結合する
、可能性のある多様性要素のコンピュータでの予備スクリーニングによって制限すること
ができる場合、生体外スクリーニングから有力なコフェロンを同定するための質量分光分
析は、非常に効率的なプロセスとなる。
【０５１８】
　標的に結合する多量体コフェロンのスクリーニングは、最良の多様性要素のためのスク
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リーニングプロセスを、最終的なコフェロン薬に使用される最良のリンカー要素設計を同
定するプロセスから解放することに基づく。スクリーニングプロセスの間、２つ以上の同
一の多様性要素を連結することができる。連結は、単に２つのリンカー要素を連結するこ
とによって、リンカー要素および多様性要素の正確な形状を繰り返してもよく、あるいは
、連結は、多様性要素の形状を近似して、リンカー要素と完全に切り替えてもよい。最適
な多様性要素が同定されると、最終的なコフェロンを、正しいリンカー要素および選択さ
れた多様性要素を含有する単量体サブユニットとして再合成する。
【０５１９】
　母子リンカー要素に基づく誘導体（Ｍ－Ｃコフェロン）。Ｍ－コフェロンは、Ｃ－コフ
ェロンからの複数の「子」リンカー要素に結合することができる単一の「母」リンカー要
素を有するコフェロンである。Ｍ、Ｃコフェロン系は、タンパク質多量体、特にチャネル
または空洞を含有するものを標的とするように設計される。例には、輸送体（ｐ－糖タン
パク質、ポリアミン輸送体）、プロテアソーム、ウイルスタンパク質コーティング、生体
分子機構が挙げられる。これを図２９に示す。
【０５２０】
　Ｍ－コフェロンとして二糖（以下の例ではラクトース）、およびＣ－コフェロンとして
ボロナートを利用する、Ｍ、Ｃコフェロン系の例。二糖は、それらに特異的な輸送体が存
在するため特に興味深く、例えば、ガラクトース受容体は、癌細胞の表面に認められる。

【０５２１】
　以下の例に示されるように、非糖ポリオールも、Ｍ－コフェロンとして機能し得る。

Ａ－Ｂ－Ｃ標的結合コフェロンのスクリーニング
【０５２２】
　これらの三量体コフェロンには、２種類の形状が想到される。１つ目は、Ｂリンカー要
素と結合する、ＡおよびＣの両方のリンカー要素を有する。かかるリンカー要素の最も単
純なバージョンは、互いの上にスタッキングする芳香環を含有する。２つ目の形状は、Ｂ
に結合するＡ、Ｃに結合するＢ、およびＡに結合するＣを有する。これは、シクロプロパ
ン骨格を組み込んで、３つの結合基の間に６０度の角度を達成するリンカー要素を使用し
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て達成することができる。それぞれのシクロプロパンは、可逆的結合を作製するために好
適な基で二置換される。例えば、ＡおよびＢの両方が、トランス立体化学にあるアルデヒ
ドおよびスルフヒドリルを含有し、ジスルフィド結合を形成することができる。アルデヒ
ド基は、ともにシクロプロパンの同じ側にあり、そのためシスジオールを含有するリンカ
ー要素と結合することができる。さほど制約されないシクロペンタン構造も、三量体コフ
ェロンを生成するためのこの選択結合基と適合する。
【０５２３】
　この主題の変形例は、Ａ－Ｂ－ＡまたはＡ－Ａ－Ｂ標的結合コフェロンである。ここで
は、多様性要素のうちの１つが２回繰り返されるが、追加の結合エネルギーを付加する。
【０５２４】
　スクリーニングの第１のバージョン（図９のものと類似）は、ビーズ上および溶液中の
両方の多様性要素を使用する。蛍光標識された標的タンパク質を、ビーズ（「Ａ」コフェ
ロンを含有する）および溶液中の「Ｂ」コフェロンに付加し、好適な期間のパニング後、
蛍光標識されたビーズを含有するウェルを同定する。ビーズが単一チャンバ内にある場合
、蛍光標識されたビーズについてバーコードを同定する。両方の場合において、溶液中の
「Ｂ」コフェロンは、ＰＣＲ増幅およびＤＮＡタグの配列決定によって、あるいは、バー
コードがない場合は質量分光分析によって同定する。本プロセスは、標的に結合する多く
の「Ａ」－「Ｂ」コフェロン対を同定する。次いで、これらの有力な対を使用して、「Ｃ
」コフェロンを引き出す。これは、二量体、または溶液中の「Ａ」および「Ｂ」コフェロ
ンの個々の単量体のいずれかの合成、ビーズ上の「Ｃ」コフェロン、および蛍光標識され
た標的タンパク質への付加、よりストリンジェントな条件下でのパニング、ならびに蛍光
標識されたビーズを含有するウェルの同定によって、達成することができる。各蛍光ビー
ズに結合された「Ａ」および「Ｂ」コフェロンは、ＰＣＲ増幅およびＤＮＡタグの配列決
定によって、あるいは、バーコードがない場合は質量分光分析によってのいずれかで同定
する。
【０５２５】
　この主題の変形例では、２つの同一の多様性要素を有するビーズ上の「Ａ」コフェロン
を合成する。これによって、それらの両方が増加した結合親和性を提供することが可能に
なる。これを達成する簡単な方法は、多数が容易に二量体を形成できるように、「Ａ」コ
フェロンの固体支持体上の取り込みを増加させることである。十分近接して二量体を形成
し、（蛍光）標識された標的タンパク質との結合に選択的利点を提供する「Ａ」コフェロ
ンを含有するこれらのビーズは、最も強い標識（すなわち、蛍光）を示す。このアプロー
チを使用すると、三量体コフェロンの全体的形状が維持され、第２の「Ａ」コフェロンは
プレースホルダーとして作用する。第２のＡコフェロンを、さらなるスクリーニングで「
Ｃ」コフェロンと置き換えてもよいが、初期結合エネルギーが十分強い場合、最終的な薬
物は、２つの同一「Ａ」サブユニット、および１つの「Ｂ」サブユニットから構成され得
る。また、本構想は、２つの同一の「Ａ」サブユニットと、２つの同一の「Ｂ」サブユニ
ットから構成される、四量体の標的に結合するコフェロンの同定に拡大することができる
。
【０５２６】
　また、ＰＣＲ増幅タグを使用して、進化の原理を用いて一連の成功を収めるコフェロン
を選択するように、多様性要素を再合成することができる。代替として、上位リガンドの
それぞれを再合成することができ、サイズ、可動性、または環状多様性要素については、
大環状分子のサイズが異なる一連の接続部を介して付着させることができる。このテーマ
についての追加の変形例は、元の多様性要素だけでなく、わずかに異なる変形（例えば、
同族の配列から１度に１つのアミノ酸残基のみが異なる）も再生成するためのものであり
、様々なセットの接続部要素と組み合わせられる。この洗練されたコフェロンのセットは
、適切な濃度の蛍光標識された標的タンパク質の存在下で再度スクリーニングされ、最も
密接な結合の組み合わせの選択を可能にする。上記動的コンビナトリアルケミストリーと
同じ原理が適用される。コフェロンの有力なトリプレットは、それらのバーコード、ＤＮ
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Ａ配列タグ、または質量分光分析によって同定される。このプロトコルによって選択され
たコフェロン三量体は、ナノモルからピコモルの範囲の標的に対する親和性を有するはず
である。
【０５２７】
　スクリーニングの第２のバージョンは（図１１のものと類似）、可能性のあるリガンド
のいくらかの予備知識、または一連の可能性のある結合要素を同定するための分子モデリ
ングに依存する。例えば、標的は、チロシンキナーゼ等の既知の結合ポケットを有するタ
ンパク質であり得る。ここでは、結合ポケット内に適合すると知られているかまたは推測
される分子（および、その構造が同様の３次元空間を占有するであろう化学的変形例）が
、サイズおよび可動性において異なる一連の接続部に付着されている。このライブラリー
のメンバーのほとんどは、マイクロモルまたはさらにはナノモルの親和性を有する標的に
結合するであろうことが推測される（しかし、実験的も実証されるべきである）。続いて
、この結合ポケットリガンドの第１のライブラリーを、ビーズ上の種々の多様性要素を有
するコフェロンの第２のライブラリー、および溶液中の多様性要素の第３のライブラリー
と組み合わせる。結合要素の三量体を、上記のようにスクリーニングする。結合ポケット
が活性部位も有する場合、このプロトコルによって選択されたコフェロン三量体は、酵素
機能を阻害するはずであり、ナノモルからピコモルの範囲において標的に対する親和性を
有するはずである。

Ａ－Ｂ－Ａ－Ｂ標的結合コフェロンのスクリーニング
【０５２８】
　これらの四量体コフェロンには、３種類の形状が想到される。１つ目は、ＡおよびＢリ
ンカー要素を交互にする。かかるリンカー要素の最も単純なバージョンは、互いの上にス
タッキングする芳香環を含有する。２つ目の形状は、Ｂ－Ｂ二量体に結合するＡ－Ａ二量
体を有する。これは、ヘッドトゥヘッドのホモ二量体を形成するが、４つのリンカー要素
の基の間の結合を達成するように、２つの二量体のそれらの側での結合を可能にする基も
有する、リンカー要素を使用して達成することができる。二量体は、互いの上に直接スタ
ッキングしない可能性があり、オフセットであってもよい。第３の形状は、Ｂ－Ａ二量体
に結合するＡ－Ｂ二量体を有する。これは、ヘッドトゥヘッドのヘテロ二量体を形成する
が、４つのリンカー要素の基の間に９０度の角度を達成するように、２つの二量体のそれ
らの側での結合を可能にする基も有する、リンカー要素を使用して達成することができる
。例えば、ヌクレオチド類似体塩基の水素結合または塩基のインターカレーションに基づ
くリンカー要素は、Ａ－Ｂヘテロ二量体を形成することができ、２つのＡ－Ｂヘテロ二量
体は、芳香族スタッキング相互作用を利用することによって相互の上にスタッキングする
ことができ、さらなる共有結合によって適所に保持される。
【０５２９】
　Ａ－Ｂ－Ａ－Ｂ四量体コフェロンをスクリーニングするための多くの変形例が存在し、
これらは、単量体多様性要素を合成する代わりに、複製多様性要素を合成し、リンカー要
素を相互に連結することを除いて、コフェロン二量体をスクリーニングするための最初の
変形例（図８～１２）に従う。また、２つのかかるコフェロンがＡ－Ｂ－Ａ－Ｂ四量体の
形成に関与するのを可能にする密度で、ビーズまたは粒子上の「Ａ」セットのコフェロン
を合成し、その後溶液中の「Ｂ」コフェロンを付加することができる。

環状の標的結合コフェロンセットのスクリーニング
【０５３０】
　三量体、四量体、五量体、六量体、七量体から八量体のコフェロンの範囲の環状のコフ
ェロンのセットに対して、２種類のスクリーニングおよび２種類の形状が想到される。第
１の設計では、全てのコフェロンが同一、すなわち、環状Ａ－Ａ－Ａ－Ａ－Ａ五量体コフ
ェロンである。第２の設計では、コフェロンは交互になり、すなわち、環状Ａ－Ｂ－Ａ－
Ｂ－Ａ－Ｂ六量体コフェロンになる。
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【０５３１】
　複数のコフェロンのスクリーニングの設計において、コフェロンが適切な順序および適
切な数で集合することが重要である。これを達成するための１つのアプローチは、コフェ
ロンまたは多様性要素のみが上に付着する環状骨格を作製することである。最良のセット
が同定されると、コフェロンは骨格なしで再合成される。
【０５３２】
　例えば、－Ｌｙｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｇｌ
ｙ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－（配列番号１）の形態の環状ペプチドは、リジンγアミノ
基を介したバーコード付きビーズの付着を可能にする。次いで、好適な長さのエチレング
リコールスペーサーを、６つの全てのアスパラギン酸に付着させることができる。これに
続いて、６つの全ての位置に同一の多様性要素を合成する。かかる「冠」設計は、多様性
要素に標的に結合するために必要とされる柔軟性を与える。他の冠型骨格には、カリック
スアレーンおよびシクロデキストリンが含まれる。
【０５３３】
　上記の代替変形例は、６面構造に集合するように最適化されたリンカー要素を付着する
。次いで、リンカー要素から直接多様性要素を構築するか、またはさらに多くの柔軟性を
付加するために、リンカー要素と多様性要素との間にさらなるエチレングリコールスペー
サーを使用することができる。この設計は、６つの同一の多様性要素から構成される、六
量体コフェロンの同定に理想的に適している。
【０５３４】
　混合多様性要素コフェロン、すなわち、環状Ａ－Ｂ－Ａ－Ｂ－Ａ－Ｂ六量体コフェロン
を生成するために、１つのアプローチは、－Ｌｙｓ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－
Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ－Ｇｌｙ－Ｃｙｓ－（配列番号２）の形態の環
状ペプチドから開始する。先と同様、該ペプチドを、リジンγアミノ基を介してバーコー
ド付きビーズに付着させる。ＣｙｓまたはＡｓｐ基のいずれかは、さらなる化学反応を回
避するために保護されてもよく、エチレングリコールスペーサーを残りの３つの基に付着
させ、次いでリンカー要素、次いで同一の多様性要素をこれらの３つの鎖の上に構築する
。最初の３つの多様性要素を構築後、他の３つのアミノ酸上の保護基を除去し、エチレン
グリコールスペーサーおよびリンカー要素を残りの３つの基に付加することによって、こ
のプロセスを繰り返す。該ビーズはすでに「Ａ」多様性要素をコード化しているため、こ
こで例えば、全ての位置にアラニンを使用して、同一の「コア」として全てのビーズ上に
「Ｂ」要素を合成する。代替として、同一の「Ａ」多様性要素を含有する過剰な数のビー
ズが存在する場合、ビーズを３Ｎのウェルに分割し、第１の多様性の位置にＮ個の異なる
Ｒ基、または第２の多様性の位置にＮ個の異なるＲ基、または第３の多様性の位置にＮ個
の異なるＲ基を有する「Ｂ」コフェロンを合成することによって、「Ｂ」コフェロンの位
置について限定された多様性を試験することができる。あるウェルは、「Ａ」コフェロン
の位置に大きな構造の多様性を含む、多数（すなわち、１，０００，０００個）のビーズ
を有するが、あるビーズは、環状ペプチドを離れて合成された３つの全てのコフェロン内
に同一の「Ａ」多様性を有する。この単一のウェル中の全てのビーズは、３つの全ての位
置に同一の「Ｂ」コフェロンを有する。蛍光標識された標的タンパク質をビーズ（多様な
「Ａ」コフェロンおよび同一の「Ｂ」コフェロンを含有する）に付加し、好適な期間のパ
ニング後、蛍光標識されたビーズを含有するウェルを同定する。ビーズが単一チャンバ内
にある場合、蛍光標識されたビーズについてバーコードを同定する。
【０５３５】
　最良の候補「Ａ」コフェロンを同定後（「Ｂ」コフェロンの限定された多様性を付加し
て、または付加せずに）、このプロセスを繰り返すが、今度はビーズは、「Ｂ」位置では
多様化されるが、一方「Ａ」位置は、最良の「Ａ」コフェロン（複数可）に限定される分
子を含有する。（先と同様、同一の「Ｂ」多様性要素を含有する過剰な数のビーズが存在
する場合、「Ａ」コフェロンについては限定された多様性を含むことができる）。蛍光標
識された標的タンパク質をビーズ（多様な「Ｂ」コフェロンおよび同一の「Ａ」コフェロ
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ンを含有する）に付加し、好適な期間のパニング後、蛍光標識されたビーズを含有するウ
ェルを同定する。ビーズが単一チャンバ内にある場合、蛍光標識されたビーズについてバ
ーコードを同定する。本プロセスは、まず「Ａ」コフェロン、次いで「Ｂ」コフェロンを
最適化し、必要な場合は繰り返して、最良の候補多様性要素を見出すことができる。本プ
ロトコルによって選択されたコフェロン六量体（３つのＡ－Ｂ二量体から構成される）は
、ナノモルからピコモルの範囲の標的に対する親和性を有するはずである。
【０５３６】
　別のアプローチは、別個の巨大分子上の「Ａ」および「Ｂ」セットのコフェロンの合成
に依存し、両方のコフェロン内の多様性を同時にスクリーニングすることを可能にする。
例えば、「Ａ」コフェロンを、ポルフィリン環の４つのメソ位に、エチレングリコールス
ペーサーを介して付着させることができる。同様に、「Ｂ」コフェロンを、第２のポルフ
ィリン環の４つのメソ位に、エチレングリコールスペーサーを介して付着させることがで
きる。２つの構造体は、２つのポルフィリン環の芳香族スタッキングを介して相互作用す
ることができる。その環が同軸性である場合、多様性要素は交互の形状にあり得、８つの
全てのコフェロン多様性要素が一方の側に来て、高い親和性で標的に結合することが可能
になる。１つのコフェロンセットはビーズ上、もう１つのセットは溶液中にあり得、両方
のセットの同時のスクリーニングが可能になる。
【０５３７】
　上記の全ての場合において、有力な多様性要素の「多重」が同定された後、それらのコ
フェロンを、多量体コフェロンが好適な標的に結合するのを可能にするのに好適なリンカ
ーを有する、単量体多様性要素を用いて再合成する。

スクリーニングに基づく選択
【０５３８】
　コフェロンは、細胞外で脱集合し、細胞内で再集合して、巨大分子相互作用に影響を及
ぼし得る小型抗体として考えることができる。コフェロンがどうやって正しい標的と他の
密接に関連する標的とを識別するのか（すなわち、特異性）、そしてそれは問題になって
いる生物学的活性をどうやって調整するのかの、２つの問題が持ち上がる。
【０５３９】
　上記の進化的に推進される選択は、全て標的への結合に基づくが、それらは標的の特定
の表面または面への結合には言及しておらず、特異性の問題にも言及していない。例えば
、アプタマーは、既知のタンパク質に非常に高い結合親和性で結合することで選択するこ
とができるが、これらはしばしば、タンパク質標的上の正電荷を持つ残基と相互作用する
負電荷を持つＤＮＡ主鎖によって駆動されることが判明し、よって、かかるアプタマーは
しばしば誤った標的との大量の非特異的結合を有する。
【０５４０】
　現在の組み換え技術を用いて、事実上全てのタンパク質の精製された野生型および特異
的な突然変異体を生成し、タンパク質標的をビーズ等の固体表面、ならびに蛍光的に標識
されたかかるタンパク質に共有結合的に付着させることは、単純明快である。また、蛍光
基および消光基を小分子、結合リガンド等の上に付着させるためのいくつかの試薬がある
。かかる基の組み合わせを用いて、ＦＲＥＴシグナルを観察することにより２つの巨大分
子の密接な結合を検出するか、あるいは逆に、蛍光基を近くの消光基から分離することに
よって、すでに結合していない２つの巨大分子を検出することができる。最後に、信号伝
達または適切に機能するために、ＡＴＰ等のエネルギー源を必要とする多くのタンパク質
標的には、「活性」または「不活性」のいずれかの立体構造にタンパク質を「凍結させる
」ことができる多くの類似体がある。
【０５４１】
　タンパク質の特定の面または基質結合ポケットに結合するコフェロンの選択。これらの
条件下で、問題の面に結合する１つ以上の突然変異もしくは化学修飾または阻害剤を含有
する非結合標的タンパク質を合成または操作し、その結果、その非結合標的タンパク質は
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、そのパートナータンパク質、または基質に結合する能力をもはや有しない。
【０５４２】
　１つのコフェロンをビーズに付着させ、蛍光標識されたタンパク質を用いてタンパク質
の結合を検出する場合。モル過剰の標識されていない操作した非結合標的タンパク質を、
例えば、１００：１過剰で標識された標的タンパク質に付加する。標的タンパク質には固
有に結合するが、操作した非結合標的タンパク質には結合しないコフェロン対を含有する
ビーズは、蛍光標識されたタンパク質に結合し、その後識別することができる。
【０５４３】
　タンパク質をビーズに付着させ、コフェロンを、ビーズ上のタンパク質により密接に結
合することによって選択する場合。標的タンパク質を、他のビーズと分離することができ
る磁性ビーズ、またはコード化ビーズに付着させることができる。操作した非結合標的タ
ンパク質を、より高いレベル、例えば、１００：１過剰で存在する他のビーズに付着させ
ることができる。操作した非結合標的タンパク質を含有する過剰なビーズは、誤った表面
に結合するコフェロンを無力化する。しかし、標的タンパク質の正しい表面に結合するコ
フェロンは、これらのビーズのそれぞれ（ｉ）磁気分離、または（ｉｉ）ＦＡＣＳ選別に
よって選択することができる。
【０５４４】
　特定の立体構造のタンパク質に結合するコフェロンの選択、例えば、ＡＴＰに結合する
場合。これらの条件下で、そのタンパク質に結合して、それを活性立体構造に「凍結させ
る」ために、不可逆的なＡＴＰ類似体を使用する。これらの条件下で、１つ以上の突然変
異または化学修飾を含有する非類似体結合標的タンパク質を合成または操作し、その結果
、非類似体結合標的タンパク質は、それを活性立体構造に「凍結させる」能力をもはや有
しない。
【０５４５】
　１つのコフェロンをビーズに付着させ、不可逆的な類似体基質に結合された、蛍光標識
されたタンパク質を使用して、活性立体構造にあるタンパク質の結合を検出する場合、標
識されていない操作した非類似体結合標的タンパク質を、標識された標的タンパク質にモ
ル過剰、例えば、１００：１過剰で付加する。標的タンパク質には固有に結合するが、操
作した非類似体結合標的タンパク質には結合しないコフェロン対を含有するビーズは、蛍
光標識されたタンパク質に結合し、その後識別することができる。
【０５４６】
　活性立体構造にあるタンパク質をビーズに付着させ、コフェロンをビーズ上のタンパク
質へのより密着な結合によって選択する場合、活性立体構造にある標的タンパク質を、（
不可逆的な類似体基質の使用により）他のビーズから分離することができる磁性ビーズ、
またはコード化ビーズに付着させる。操作した非類似体結合標的タンパク質を、より高い
レベル、例えば、１００：１過剰で存在する他のビーズに付着させる。操作した非類似体
結合標的タンパク質を含有する過剰なビーズは、誤った立体構造に結合するコフェロンを
阻害する。しかし、標的タンパク質の正しい立体構造に結合するコフェロンは、これらの
ビーズのそれぞれ（ｉ）磁気分離、または（ｉｉ）ＦＡＣＳ選別によって選択することが
できる。
【０５４７】
　コフェロンは、タンパク質の特定の面に結合して、そのタンパク質が第２のタンパク質
に結合するのを妨害するように選択することができる。
【０５４８】
　１つのコフェロンをビーズに付着させ、蛍光標識されたタンパク質を使用して標的タン
パク質の結合を検出する場合、蛍光シグナルを有する標的タンパク質、および標的タンパ
ク質に結合する消光基（複数可）を有する過剰な第２のタンパク質を使用して、蛍光シグ
ナルを消光する。第２のタンパク質の結合を妨害するように、標的タンパク質に固有に結
合するコフェロン対を含有するビーズは、蛍光標識されたタンパク質に結合し、その後識
別することができる。
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【０５４９】
　コフェロンは、結合して、タンパク質間結合相互作用を促進するように選択することが
できる。
【０５５０】
　１つのコフェロンをビーズに付着させ、蛍光標識されたタンパク質を使用して標的タン
パク質の結合を検出する場合、蛍光シグナルを有する標的タンパク質、および標的タンパ
ク質に結合するとＦＲＥＴシグナルを生成する別の蛍光基を有する、第２のタンパク質を
使用する。標的タンパク質および第２の標的タンパク質に固有に結合して、それらの相互
作用を促進するコフェロン対を含有するビーズは、ＦＲＥＴシグナルを生成し、その後識
別することができる。
【０５５１】
　コフェロンは、酵素作用またはタンパク質機能を阻害または促進するように選択するこ
とができる。
【０５５２】
　１つのコフェロンをビーズに付着させ、蛍光標識されたタンパク質を使用して標的タン
パク質の結合を検出する場合、タンパク質のマイクロタイターウェルへの結合を示す蛍光
標識されたビーズを選択し、個々のタンパク質活性についてアッセイする。

治療薬
【０５５３】
　本発明のさらなる実施形態は、共有結合的または非共有結合的に結合した複数の単量体
を含む治療的多量体に関する。各単量体は、３００μＭ未満の解離定数で標的分子に結合
する多様性要素と、５００ダルトン未満の分子量を有し、生理的条件下で、補因子ととも
に、又は補因子なしで、３０μＭ未満の解離定数で、リンカー要素の結合パートナーと可
逆的な共有結合または非共有結合性の密接な相互作用を形成することができる、リンカー
要素とを含む。各単量体について、多様性要素およびリンカー要素は連結している。複数
の単量体は、それらのリンカー要素を介して共有結合するかまたは非共有結合的に結合し
、複数の単量体の多様性要素が、標的分子の近接した位置に結合する。
【０５５４】
　標的分子に関連する対象の状態を治療する方法は、治療的二量体を提供すること、その
状態を有する対象を選択することと、その状態を治療するのに有効な条件下で、選択され
た対象に治療二量体を投与すること、により実行することができる。
【０５５５】
　本発明の別の実施形態は、結合して治療的多量体を形成することができる、複数の治療
的単量体に関する。各単量体は、標的分子に結合する多様性要素と、５００ダルトン未満
の分子量を有し、生理的条件下で、補因子とともに、又は補因子なしで、３００μＭ未満
の解離定数で、リンカー要素の結合パートナーと共有結合または非共有結合性の密接な相
互作用を形成することができる、リンカー要素とを含む。３００μＭ未満の解離定数を有
する多様性要素と、リンカー要素とは、各単量体について、直接的にまたは接続部を介し
て間接的に接続される。複数の単量体は、それらのリンカー要素を介して共有結合するか
または非共有結合的に結合することができ、複数の単量体の多様性要素が、標的分子の近
接した位置に結合する。
【０５５６】
　標的分子に関連する対象の状態を治療する方法は、複数の治療的単量体を提供すること
、その状態を有する対象を選択することと、その状態を治療するのに有効な条件下で、選
択された対象に複数の治療単量体を投与することと、により実行される。
【０５５７】
　治療的二量体は、ＤＮＡおよびビーズが除去された二量体である。これらは、図２．１
Ｅ（接続部あり）、および図２Ｊ（接続部なし）に示される。
【０５５８】
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　本発明の治療上有効な用量の化合物は、従来の毒性のない医薬的に許容される担体、ア
ジュバント、および媒体を含有する投薬単位製剤の形態で、経口的、局所的、非経口的、
吸入噴霧により、または経直腸的に投与することができる。本明細書で使用される、非経
口という用語には、皮下注射、静脈内、筋肉内、胸骨内注射、または注入法が含まれる。
【０５５９】
　活性成分を含有する医薬組成物は、例えば、錠剤、トローチ、ロゼンジ、水性もしくは
油性の懸濁液、分散性粉末もしくは顆粒、エマルジョン、硬質もしくは軟質カプセル、ま
たはシロップもしくはエリキシル剤としての経口使用に好適な形態であり得る。本発明の
医薬組成物は、１つ以上の医薬賦形剤とともに製剤化される活性成分を含有する。本明細
書で使用される、「医薬賦形剤」という用語は、毒性のない、不活性固体、半固体、もし
くは液体の充填剤、希釈剤、封入材料、または任意の種類の配合助剤を意味する。医薬賦
形剤のいくつかの例は、ラクトース、グルコース、およびショ糖等の糖；コーンスターチ
もしくはジャガイモデンプン等のデンプン；カルボキシルメチルセルロースナトリウム、
エチルセルロース、および酢酸セルロース等のセルロースおよびその誘導体；トラガント
末；麦芽；ゼラチン；タルク；カカオバターおよび坐剤蝋等の賦形剤；ピーナッツ油、綿
実油、ベニバナ油、ゴマ油、オリーブ油、トウモロコシ油、および大豆油等の油；プロピ
レングリコール等のグリコール；オレイン酸エチルおよびラウリン酸エチル等のエステル
；寒天；水酸化マグネシウムおよび水酸化アルミニウム等の緩衝剤；アルギン酸；パイロ
ジェン除去水；等張食塩水；リンゲル液；エチルアルコール；リン酸緩衝液；ラウリル硫
酸ナトリウムおよびステアリン酸マグネシウム等の無毒性の適合する潤滑剤；ならびに着
色料、放出剤、甘味料、および着香料、および芳香剤である。また、エチルまたはｎ－プ
ロピルｐ－ヒドロキシ安息香酸等の保存料および抗酸化剤も、本医薬組成物に含むことが
できる。
【０５６０】
　本発明で開示される化合物の局所または経皮投与用の剤形には、軟膏、ペースト、クリ
ーム、ローション、ゲル、硬膏剤、パップ剤、粉末、溶液、噴霧剤、吸入剤、またはパッ
チが含まれる。活性構成成分は、医薬的に許容される担体、および必要に応じて、必要と
される保存料もしくは緩衝液と、無菌条件下で混合される。軟膏、ペースト、クリーム、
およびゲルは、本発明の活性化合物に加えて、動物性および植物性の脂肪、油、ワックス
、パラフィン、デンプン、トラガカント、セルロース誘導体、ポリエチレングリコール、
ケイ素、ベントナイト、ケイ酸、タルク、および酸化亜鉛、またはそれらの混合物等の賦
形剤を含有することができる。
【０５６１】
　経鼻投与については、本発明で開示される化合物は、鼻腔用アプリケーターから液状ま
たは粉末状で好適に投与することができる。眼科用途に好適な形態には、当該技術分野に
おいて既知であるローション、チンキ、ゲル、軟膏、および眼科用インサートが含まれる
。直腸投与（結腸の局所療法）には、本発明の化合物は、溶液中、特に例えば、植物油ま
たは停留浣腸として使用するための油系中の、坐剤もしくは浣腸形態で投与することがで
きる。
【０５６２】
　本発明で開示される化合物は、ネブライザー形態または乾燥粉末としてのいずれかで、
吸入経路によって肺に送達することができる。喘息および他の気道閉塞疾患、ならびに／
または慢性副鼻腔炎の治療における、全身経路を越える吸入経路の利点は、患者は非常に
わずかな量の薬物に曝露され、本化合物が作用部位に直接送達されることである。
【０５６３】
　用いられる本発明の化合物の投薬量は、治療の部位、治療される特定の状態、状態の重
症度、治療される対象（体重、年齢、全体的な健康、性別、および他の因子が異なり得る
）、ならびに所望の効果に依存して異なる。
【０５６４】
　医薬用担体材料と組み合わせて単一剤形を産生することができる活性成分の量は、治療
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される宿主および特定の投与様式に依存して異なる。
【０５６５】
　標的分子は、（１）Ｇタンパク質共役型受容体、（２）核内受容体、（３）電位開口型
イオンチャネル、（４）リガンド開口型イオンチャネル、（５）受容体型チロシンキナー
ゼ、（６）増殖因子、（７）プロテアーゼ、（８）配列特異的プロテアーゼ、（９）ホス
ファターゼ、（１０）タンパク質キナーゼ、（１１）生理活性脂質、（１２）サイトカイ
ン、（１３）ケモカイン、（１４）ユビキチンリガーゼ、（１５）ウイルス制御因子（１
６）細胞分裂タンパク質、（１７）骨格タンパク質、（１８）ＤＮＡ修復タンパク質、（
１９）細菌リボソーム、（２０）ヒストン脱アセチル化酵素、（２１）アポトーシス制御
因子、（２２）シャペロンタンパク質、（２３）セリン／スレオニンタンパク質キナーゼ
、（２４）サイクリン依存性キナーゼ、（２５）増殖因子受容体、（２６）プロテアソー
ム、（２７）シグナル伝達タンパク質複合体、（２８）タンパク質／核酸輸送体、および
（２９）ウイルスカプシドから構成される群より選択することができる。
【０５６６】
　治療的多量体、または複数の治療的単量体は、１つ以上の既知のリガンドを多様性要素
として含有し、標的分子の野生型および突然変異体の両方に対して、単一リガンドを用い
て達成されるよりも高い有効性を達成する。
【０５６７】
　治療的多量体または複数の治療的単量体は、ＳＨ２、ＦＨＡ、１４－３－３、ＷＷ、Ｗ
Ｄ４０、ＭＨ２、ＢＲＯＭＯ、ＵＢＡ、ＰＴＢ、ＳＨ３、ＥＶＨ１、ＧＹＦ、ＶＨＳ、Ｐ
ＤＺ、ＰＵＦ、ＴＵＢＢＹ、ＳＡＭ、ＤＤ、ＣＡＲＤ、ＰｙＤ、ＰＢ１、ＢＲＣＴ、ＰＨ
、ＦＹＶＥ、Ｃ１、ＦＥＲＭ、Ｃ２、ＰＸ、およびＥＮＴＨから構成される群より選択さ
れるドメインのうちの１つ以上に結合するか、またはそれらを模倣する。
【０５６８】
　治療的多量体または複数の単量体は、（１）標的からの基質の解離定数以下の解離定数
を有する標的に結合することにより、基質の標的切断、（２）結合タンパク質の解離定数
以下の解離定数を有する標的に結合することにより、結合タンパク質の標的への結合、（
３）標的に結合して結合パートナーを模倣することにより、結合パートナーによる標的の
不活性化、（４）不活性化結合パートナー－標的複合体または不活性化結合パートナー－
突然変異標的複合体に結合することにより、結合パートナーによる標的または突然変異標
的の不活性化、（５）標的に結合して、標的および多量体に結合する第２の結合パートナ
ーを動員し、多量体－標的－第２の結合タンパク質複合体（解離定数は、第１の結合タン
パク質の解離定数以下の解離定数である）を形成することにより、第１の結合パートナー
の標的への結合、（６）受容体標的に結合して、受容体の二量体形成を妨害することによ
り、受容体標的への結合、（７）受容体標的にリガンド結合部位で結合してアンタゴニス
トとして作用すること、または受容体標的に結合パートナー結合部位で結合してアンタゴ
ニストとして作用することにより、受容体標的に対するその動員を低減することによる、
結合パートナーへの結合、（８）単量体または二量体の標的に結合することにより、標的
のフィラメントへの重合、および（１３）単量体または二量体の標的に結合することによ
り、標的の凝集について、妨害するか、結合を阻害するか、または活性化を阻害するかの
いずれかである。
【０５６９】
　治療的多量体または複数の治療的単量体は、（１）標的に結合して結合パートナーを模
倣することにより、結合パートナーによる標的の活性化、（２）活性化結合パートナー－
標的複合体または活性化結合パートナー－突然変異標的複合体に結合することにより、結
合パートナーによる標的または突然変異標的の活性化、（３）標的に結合して、標的、多
量体、および第１の結合パートナーに結合するように第２の結合パートナーを動員し、多
量体－標的－第２の結合タンパク質複合体を形成するか、または多量体－標的－第１の結
合タンパク質－第２の結合タンパク質複合体を形成することにより、標的への第１の弱い
結合パートナー、（４）リガンド結合部位で受容体標的に結合し、受容体の二量体形成を
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促進することにより、受容体標的、（５）受容体標的上のアロステリック部位に結合して
、活性化リガンドの存在下において受容体の二量体形成を促進することにより、受容体標
的、および（６）受容体標的にリガンド結合部位で結合し、結合パートナーを動員および
活性化させるアゴニストとして作用することにより、あるいは受容体標的およびリガンド
または受容体標的および結合パートナーに結合し、結合パートナーの動員および活性化を
促進することにより、受容体標的に結合するリガンドによって受容体標的に動員される結
合パートナーについて、活性化を促進するか、結合を促進するか、または活性化するかの
いずれかである。
【０５７０】
　治療的多量体または複数の治療的単量体は、（１）標的または突然変異標的の折り畳み
を安定させる、（２）共有結合的なシグナル伝達事象を促進するかまたは妨害する、（３
）共有結合的なシグナル伝達事象を模倣する、（４）マルチサブユニットの集合を阻害す
る、（５）マルチサブユニットの脱集合を阻害する、または（６）標的または標的結合パ
ートナーに結合することにより分解を阻害することにより、タンパク質の代謝を促進する
か、変化させるかのいずれかである。
【０５７１】
　治療的多量体または複数の治療的単量体は、標的または標的修飾酵素複合体に結合して
、追加のタンパク質相互作用を介してタンパク質のシグナル伝達、輸送、または分解を阻
害、活性化、促進、または調整することによる、リン酸化、脱リン酸化、アセチル化、メ
チル化、ＳＵＭＯ化、ユビキチン化、ファルネシル化、ならびに糖および糖鎖の付加によ
って、標的の共有結合的修飾を妨害、活性化、促進、または模倣する。
【０５７２】
　治療的多量体または複数の治療的単量体は、（１）第１の部位で結合することができる
複数の単量体、および隣接する第２の部位で結合することができる複数の単量体であって
、治療的多量体のカクテルを生じ、ウイルス標的および突然変異ウイルス標的の広範な阻
害を提供する複数の単量体を提供することにより、逆転写酵素、プロテアーゼ、またはウ
イルス組込みタンパク質を含む一連の標的からの本質的なウイルス標的、（２）ウイルス
侵入の補助に関与する細胞受容体に結合することおよびそれを阻害することにより、ウイ
ルスの細胞内侵入、（３）ウイルスの機能を補助する細胞タンパク質、または（４）宿主
防御タンパク質をそれ以上阻害しないように、ウイルスタンパク質、のいずれかを妨害ま
たは阻害する。
【０５７３】
　治療的多量体は、治療的多量体の標的分子への結合が、標的タンパク質への結合からの
解離定数以上の解離定数を有する別のタンパク質、タンパク質ドメイン、巨大分子、また
は基質をとりのけるのに十分であるように、または、標的細胞内の標的分子の約７０％か
ら１００％が治療的多量体に結合され、所望の治療効果を達成するよう、標的分子または
その結合パートナーの生物学的活性を活性化、促進、または阻害するのに十分に密接な結
合であるように、治療的多量体は、約４７ｐＭ以下の１０倍の範囲内から４８ｎＭの１０
倍の範囲内である前記標的分子からの解離定数を有する。本方法は、標的分子からの多様
性要素の解離定数が、１００ｎＭの３倍の範囲内から１０μＭの３倍の範囲内である、第
１の単量体を提供することを含む。標的分子からの多様性要素の解離定数が、１μＭの３
倍の範囲内から１０μＭの３倍の範囲内である、第２の単量体も提供される。第１の単量
体のリンカー要素と第２の単量体のその結合パートナーとの間の解離定数は、１０μＭの
３倍の範囲内から１００μＭの３倍の範囲内である。リンカー要素をそれぞれの単量体の
多様性要素に連結する接続部は、約２個以下の回転可能な結合から約５個の回転可能な結
合の範囲内である。治療的多量体は、定常状態での血中単量体濃度が約０．１μＭ～約５
．０μＭ以上の範囲となるように存在する。

予測的実施例
【０５７４】
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　以下の予測的実施例は、コフェロンを調製するための手順を説明する。ステップには、
１）リンカー要素単量体のビーズ結合ライブラリーおよび溶液ライブラリーの合成、２）
最も密接に結合するリンカー要素二量体をもたらすリンカー要素単量体対のスクリーニン
グおよび選択、３）コフェロン単量体のライブラリーを生成するための、選択したリンカ
ー要素単量体のそれぞれに付着する多様性要素のライブラリーの合成、および４）標的タ
ンパク質に対して最も高い親和性を有するコフェロン二量体のスクリーニングおよび選択
が含まれる。

予測的実施例１－リンカー要素単量体のライブラリーの合成
【０５７５】
　予測的実施例のこの部分では、図３０に記載されるように、一般式ＸＩＩＩによって示
される、結合パートナーのうちの１つ以上と相互作用する芳香族化合物である、リンカー
要素９の種類のリンカー要素の合成を説明する。以下のプロセスにはビーズが使用され、
各ビーズが固有の識別子を有する。この識別子は、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）バーコード
、ＤＮＡの配列、スペクトルで識別され得る分子のセット、または質量によって識別され
得る分子のセットであり得る。概して、ビーズの数は、異なる最終産物の構造の数を超え
、その結果、１つを超えるバーコードが、独立したビーズ上の同一最終産物をコード化す
ることができるが、同一バーコードおよび異なる産物分子を有する２つのビーズは存在し
ない（立体異性体以外）。１０個の異なるセットのＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズ（各
ビーズが異なるバーコードを担持する）を、１０個の異なるアルキンと個別に反応させて
、共有結合を形成する。これによって、Ａｒ１～Ａｒ１０が１０個の異なる芳香族基を表
す、ビーズに共有結合的に付着した式（１）のアルキンのセットが産生される。所与の個
々のビーズに付加されたアルキンは、アルキン反応の前または後のいずれかに、１０個の
セットそれぞれの各ビーズのバーコードを読み取って判定する。アルキンは、－ＮＨ２、
－ＣＯＯＨ、または他の反応基で官能化されたＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズに付着さ
れてもよく、その結果、芳香族アルキンとビーズとの間に形成された共有結合を、適切な
試薬を使用して切断することができる。次いで、ビーズをプールし、１０個の新しい異な
るセットに等分割し、各セットを、Ａｒ１１～Ａｒ２０が１０個の異なる芳香族基を表す
式（２）の１０個の異なるアジドのうちの１つと反応させる。所与の個々のビーズに付加
されたアジドは、アジド反応の前または後のいずれかに、１０個のセットそれぞれの各ビ
ーズのバーコードを読み取って判定する。この反応によって、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）
ビーズに共有結合的に付着した、式（３）の１００個のはっきりと異なる二置換１，２，
３－トリアゾールのライブラリーの合成がもたらされる。所与のビーズ上でトリアゾール
に付着される特定の芳香環の性質は、各ビーズをコード化するバーコードから推測するこ
とができる。次いで、二置換１，２，３－トリアゾールを担持するビーズをシステインと
反応させて、システイン残基を担持する、式（４）の、ビーズに結合した二置換１，２，
３－トリアゾールリンカー要素のライブラリーを形成する。システイン残基は、システイ
ンチオールがアミノ化と競合するのを防ぐために、そのジスルフィド型で付加されてもよ
い。この場合、チオエタノールでのその後の処理によって、遊離システインチオールが生
成される。
【０５７６】
　次いで、該プロセスを図３１に示すように繰り返し、１０個の新しいセットの異なるＶ
ｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズ（各ビーズが異なるバーコードを担持する）を、１０個の
異なるアジドと個別に反応させる。これによって、Ａｒ１～Ａｒ１０が１０個の異なる芳
香族基を表す、ビーズに共有結合的に付着した式（５）のアジドのセットが産生される。
所与の個々のビーズに付加されたアジドは、アジド反応の前または後のいずれかに、１０
個のセットそれぞれの各ビーズのバーコードを読み取って判定する。次いで、ビーズをプ
ールし、１０個の新しい異なるセットに等分割し、各セットを、Ａｒ１１～Ａｒ２０が１
０個の異なる芳香族基を表す式（６）の１０個の異なるアルキンのうちの１つと反応させ
る。所与の個々のビーズに付加されたアルキンは、アルキン反応の前または後のいずれか
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に、１０個のセットそれぞれの各ビーズのバーコードを読み取って判定する。この反応に
よって、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズに共有結合的に付着した、式（７）の１００個
のはっきりと異なる二置換１，２，３－トリアゾールのライブラリーの合成がもたらされ
る。次いで、二置換１，２，３－トリアゾールを担持するビーズをシステインと反応させ
て、システイン残基を担持する、式（８）の、ビーズに結合した二置換１，２，３－トリ
アゾールリンカー要素のライブラリーを形成する。システイン残基は、システインチオー
ルがアミノ化と競合するのを防ぐために、そのジスルフィド型で付加されてもよい。この
場合、チオエタノールでのその後の処理によって、遊離システインチオールが生成される
。これが、リンカー要素ライブラリー２である。
【０５７７】
　２つのリンカー要素ライブラリー（ライブラリー１および２）を含むビーズをまず組み
合わせて、次いで二等分する。ビーズの半分は、リンカー要素単量体のビーズセットとし
て保持する。このセットをβ－メルカプトエタノール、または類似の薬剤と反応させて、
混合ジスルフィド結合を生じさせる。ビーズのもう半分は、適切な試薬で処理して、リン
カー要素をビーズから切断し、それらを溶液中に放出させる。次いで、放出されたリンカ
ー要素分子を蛍光色素と反応させて、それらが蛍光色素と共有結合するようにする。これ
らの蛍光標識されたリンカー要素単量体が、リンカー要素単量体の溶液セットである。図
３２を参照されたい。

予測的実施例２－最も高い親和性で互いに結合するリンカー要素対を見出すための、リン
カー要素単量体のスクリーニング
【０５７８】
　リンカー要素単量体のビーズセットを、生理的条件を模倣する水性緩衝液（ｐＨ７．４
、３７℃）中のリンカー要素単量体の溶液セットと相互作用させる。溶液中のリンカー要
素を、可逆的様式でビーズ上のリンカー要素にインターカレートする。最も密接に結合す
るリンカー要素単量体対については、この平衡は、リンカー要素二量体の形成に移行する
（図３３）。予測的実施例のこの部分では、芳香族基Ａｒ１およびＡｒ２を含有する単量
体と、芳香族基Ａｒ３およびＡｒ４を含有する単量体との間で、最も高い親和性が見られ
る。芳香族基Ａｒ１およびＡｒ２を隣接するリンカー要素単量体１，２，３－トリアゾー
ルは、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズに結合され、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズ上
のバーコードに基づいて同定することができる。芳香族基Ａｒ３およびＡｒ４を隣接する
リンカー要素単量体１，２，３－トリアゾールは、溶液中にあり、かつ蛍光ラベルを担持
する。この溶液をスクリーニングする際、蛍光シグナルを提供するビーズを選択する。Ｖ
ｅｒａｃｏｄｅ（商標）バーコードは、ビーズに付着したリンカー要素単量体（Ａｒ１お
よびＡｒ２を有する）を同定する。また、溶液は、全く同じリンカー要素単量体を含有し
、芳香族基Ａｒ１およびＡｒ２を含有する単量体は溶液中にあり、蛍光ラベルを担持し、
芳香族基Ａｒ３およびＡｒ４を含有する単量体は、異なるバーコードを有するＶｅｒａｃ
ｏｄｅ（商標）ビーズに付着される。これらのリンカー要素単量体間で形成された二量体
も選択し、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）バーコードによって、ビーズに付着したリンカー要
素単量体（Ａｒ３およびＡｒ４を有する）を同定する。
【０５７９】
　次のステップで、これらのリンカー要素単量体のそれぞれに、多様性要素ライブラリー
を合成する。

予測的実施例３－コフェロン単量体のライブラリーを生成するための、選択したリンカー
要素単量体のそれぞれに付着する多様性要素のライブラリーの合成
【０５８０】
　三置換シクロペンタン骨格に基づく多様性要素ライブラリーを合成し、第１のリンカー
要素に付着させる。リンカー要素を、各ビーズが固有のバーコード（式（９））を含有す
る、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズのセット上に再合成し、１０個の異なるアミノ酸（
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式（１０））と反応させて、式（１１）のリンカー要素－アミノ酸のライブラリーを形成
する。Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）バーコードは、リンカー要素に付着した特定のアミノ酸
を特定する。アミノ酸の側鎖は、最終的なコフェロン単量体中の多様性の領域に相当する
。次いで、ビーズ結合ライブラリーを塩化チオニルと反応させて、アミノ酸のカルボン酸
基を酸塩化物に変換することによって、リンカー要素－アミノ酸塩化物のビーズ結合ライ
ブラリー（式１２））を形成する。図３４を参照されたい。
【０５８１】
　図３５に示されるように、（１Ｒ，３Ｒ，４Ｓ）－３，４－ジアミノシクロペンタノー
ル（１３）を樹脂と反応させて、アミノ基のうちの１つをその樹脂に共有結合させる。次
いで、樹脂結合構造（１４）をＮ，Ｎ'－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）で処
理し、１０個の異なる反応槽内で、Ｒ１～１０が１０個の異なる脂肪族、脂環式、または
芳香族基を表す、１０個の異なるカルボン酸Ｒ１～１０ＣＯＯＨの１つずつと反応させて
、シクロペンタノールの遊離アミンと酸との間にアミド結合を形成する（１５）。これら
のカルボン酸アミドは、最終的なコフェロン単量体の多様性の別の領域に相当する。カル
ボン酸とシクロペンタノールのヒドロキシル基との間に一時的に形成されたエステルを、
アンモニアおよびメタノールの混合物で加水分解する。アミド（１５）のそれぞれ個々の
セットをトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）およびトリイソプロピルシラン（ＴＩＳ）で処理し
、各セットを樹脂から切断し、遊離アミノ基（１６）を有する、１０個の異なるセットの
シクロペンタノールアミドを生成し、次いで、塩化モノメトキシトリチル（ＭＭＴｒＣｌ
）と反応させて、アミノ基（１７）を保護する。各Ｒ基が何であるかは、セットが別個に
維持されているために区別される。
【０５８２】
　次いで、図３６に示されるように、１０個のセットのシクロペンタノールアミド（１７
）を、４－ジメチルアミノピリジン（ＤＭＡＰ）中のリンカー要素－アミノ酸塩化物のビ
ーズ結合ライブラリー（１２）と反応させて、アミノ酸が、シクロペンタノールアミドの
ヒドロキシル基とエステル結合を形成する、リンカー要素のライブラリー（１８）を形成
する。所与の個々のビーズに付加されたカルボン酸は、アミド反応の前または後のいずれ
かに、１０個のセットそれぞれの各ビーズのバーコードを読み取って判定する。次いで、
該分子をジクロロメタン（ＤＣＭ）中のトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）で処理し、モノメト
キシトリチル保護基を除去して、遊離アミン（１９）を生成する。
【０５８３】
　ビーズをプールしてライブラリーを生成し、これで、１位に１０個の異なるエステル、
３位に１０個の異なるアミド、および４位に遊離アミノ基を有するシクロペンタン骨格を
担持する、リンカー要素単量体に付着したビーズを含有する（１９）。次いで、ライブラ
リーを１０個のセットに等分割し、各セットを、Ｒ１１～２０が１０個の異なる脂肪族、
脂環式、もしくは芳香族基を表す、１０個の異なるカルボン酸Ｒ１１～２０ＣＯＯＨのう
ちの１つ、およびジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）で処理し、シクロペンタン
骨格の４位に、カルボン酸とアミノ基との間のアミドを形成し、図３７に示されるコフェ
ロン単量体のライブラリー（２０）を形成する。所与の個々のビーズに付加されたカルボ
ン酸は、アミド反応の前または後のいずれかに、１０個のセットそれぞれの各ビーズのバ
ーコードを読み取って判定する。これらのカルボン酸アミドは、最終的なコフェロン単量
体の多様性の第３の領域に相当する。図３８は、緑色、黄色、および赤紫色の楕円を上に
重ねた、コフェロン単量体における構造的多様性の、３つのはっきりと異なる領域を示す
。
【０５８４】
　このプロセス全体を、第２のリンカー要素単量体で繰り返す（Ａｒ３およびＡｒ４を有
するリンカー要素に付着する多様性要素ライブラリーを生じさせるために）。このライブ
ラリーをビーズから放出させ、上記ビーズ結合ライブラリー（リンカー要素単量体はＡｒ

１およびＡｒ２を含有する）と併せて使用して、標的タンパク質に対して最も高い親和性
を有するコフェロン二量体をスクリーニングする。
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予測的実施例４－最も高い親和性で標的タンパク質に結合するコフェロン対を見出すため
のコフェロン単量体のスクリーニング
【０５８５】
　標的タンパク質をフルオロフォアで標識し、１つはＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズに
結合されたコフェロンライブラリー、もう１つは溶液中のコフェロンライブラリーの、２
つのコフェロンライブラリーを用いてインキュベートする。コフェロン単量体は、標的に
可逆的に結合する。より高い親和性で標的に結合するコフェロン単量体を、これらのより
高い親和性を示す単量体について、平衡が溶液中の遊離単量体からタンパク質に結合した
単量体に移行するに従い、溶液から徐々に除去する。最も高い親和性を有するコフェロン
単量体は、タンパク質に結合すると互いに相互作用し、コフェロン二量体を形成する。一
部のコフェロン二量体は、両方の単量体がＶｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズに付着した単
量体を含む。他のコフェロン二量体は、両方の単量体が、溶液中のコフェロンライブラリ
ーからのものである単量体を含む。第３のコフェロン二量体のセットは、１つの単量体は
Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズに付着し、もう１つの単量体は溶液中にある単量体を含
む（図３９を参照）。コフェロンリンカー要素を慎重に選択すれば、コフェロン二量体の
大半が、Ｖｅｒａｃｏｄｅ（商標）ビーズ上の１つの単量体と、溶液からのもう１つの単
量体を含有し、両方が標的タンパク質をビーズに結合するように、ヘテロ二量体コフェロ
ンの形成を促進することができる。好適な期間のインキュベーション後、ビーズを選別し
て、最も強い蛍光シグナルを出すビーズを選択する。ビーズ上のＶｅｒａｃｏｄｅ（商標
）バーコードは、標的タンパク質に結合するコフェロン単量体のうちの１つを同定する。
溶液ライブラリーからの第２のコフェロン単量体が何であるかを判定するために、ビーズ
上のライブラリーと溶液中のライブラリーが逆になるように、実験を繰り返す。
【０５８６】
　そして、有力なコフェロン二量体を作製するコフェロン単量体を、治療的単量体として
使用するために個別に合成することができる。
【０５８７】
　これらの予測的実施例は、各ステップで多様性に１０倍の増加が導入される、３つの合
成ステップを使用する。種々の構造中の立体異性体およびキラリティーのために、実際多
様性はより高い。最低でも、それぞれのコフェロン単量体セットに対して１，０００個の
多様性要素が生成される。したがって、二量体として使用されると、その多様性は１０６

である。
【０５８８】
　上記の予測的実施例は、合成ステップにつき１０個のみの付加に限定する必要はない。
例えば、約２，０００の市販の低分子量のアミノ酸、および同等の数の市販の低分子量の
カルボン酸が存在する。
【０５８９】
　分子生物学において、ロボット機器の分野に精通するものは、９６ウェルまたは３８４
ウェルの形態での反応の実行が容易であることを認識している。以下の説明の目的で、こ
れらの数は、このプロセスによって生成される多様性の算出を簡略化するために、１００
の反応および４００の反応に切り上げることができる。比較のために、個々の抗体のペプ
チド認識アームは、約１０９～１０１２の多様性を有する。
【０５９０】
　３つのステップのそれぞれに１００個の多様性要素を有する３つのステップから構成さ
れる、コフェロン単量体ライブラリーの作製を考慮する場合、最終ライブラリーの多様性
は、１０６である。次いで、このライブラリーを、等しい多様性を有する溶液中の別のラ
イブラリーと組み合わせる場合、その二量体の多様性は、これで１０１２であり、最良の
抗体の多様性ループと同一レベルである。しかしながら、動的コンビナトリアルケミスト
リーによる平衡に到達する時間が長すぎるか、または各反応物の濃度が低すぎることが判
明する場合がある。結果として、バックグラウンドまたは非特異的な影響が、有力なコフ
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ェロン対の同定を妨げる場合がある。
【０５９１】
　高レベルのコフェロン多量体に起こり得るこの制限を克服するために、コフェロン二量
体をスクリーニングするための代替のアプローチを使用することができる。
【０５９２】
　９６ウェルの形態（やはり、ここで単に１００ウェルと称される）での合成は容易であ
るため、最後のステップは、ビーズ上に保持される反応、ならびに固体支持体から切断さ
れるものの両方のために、これらの１００ウェルを個々の反応チャンバとして別個に維持
することができる。そのような場合、クエリされる全体の多様性は１０６×１０６＝１０
１２であるが、各ウェル中でクエリされる個々の多様性が１０４×１０４＝１０８のみで
あるように、１００ウェルの１００プレート（実際には９６ウェルの９６プレート）をス
クリーニングすることができる。
【０５９３】
　同様に、３８４ウェルの形態（やはり、ここで単に４００ウェルと称される）での合成
について、最後のステップは、ビーズ上に保持される反応、ならびに固体支持体から切断
されるものの両方のために、これらの４００ウェルを個々の反応チャンバとして別個に維
持することができる。そのような場合、クエリされる全体の多様性は６．４×１０７×６
．４×１０７＝４．１×１０１５であるが、各ウェル中でクエリされる個々の多様性が１
．６×１０５×１．６×１０５＝２．６×１０１０のみであるように、４００ウェルの４
００プレート（実際には３８４ウェルの３８４プレート）をスクリーニングすることがで
きる。最良のリード分子の容易なスクリーニングおよび同定を可能にする、このレベルの
多様性は、標準的なコンビナトリアルケミストリー手段によって達成することは困難であ
る。

予測的実施例５－標的タンパク質へのコフェロン二量体の結合平衡のシミュレーション：
各コフェロン単量体および標的タンパク質の種々の濃度、ならびに標的タンパク質に対す
る各コフェロン単量体およびコフェロン単量体間の種々の解離定数値に対する、標的タン
パク質に結合するコフェロン二量体の濃度の決定
【０５９４】
　ほとんどの薬物は、天然基質と競合して生物学的標的に結合することによって機能する
。感染症の場合、この競合的結合が必須機能を停止させ、感染病原体を死滅させるか、ま
たは非活性化させることができる。癌等の疾病では、この競合的結合が正常に機能しない
細胞を選択的に死滅させるか、または内因性の生化学プロセスを再調整して、細胞を再び
正常に機能させるかのいずれかを行うことができる。
【０５９５】
　標的タンパク質に結合する２種類のコフェロン二量体のシミュレーションが行われた。
第１の種類のシミュレーションでは、標的を超過するコフェロン（図４８～８１）を使用
した。これらのシミュレーションのうちの一部では、使用されたコフェロンの量は、血流
中の妥当な濃度より多い。しかし、標的が、身体全体を通じて高濃度で存在することは滅
多にない。しばしば、薬物によって標的とされる細胞は、薬物によって標的とされない細
胞より高濃度の標的タンパク質を有する。これは、標的細胞が腫瘍細胞である場合特に事
実である。
【０５９６】
　半ポンド（８ｏｚ）（約２２７ｇ）の大きな腫瘍は、平均的な男性体重の３００分の１
～４００分の１にしか相当せず、したがって、圧倒的多数の細胞は、はるかに少ない標的
を有する。したがって、特定の細胞中のタンパク質標的の濃度が、体内より１０～４０倍
高かったとしても、コフェロンのさらに低い体内濃度で開始すれば、タンパク質標的に結
合する、またはそれを阻害するには十分であろう。
【０５９７】
　コフェロン単量体が標的細胞に進入すると、それらは標的タンパク質に結合する。それ
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らがタンパク質標的上で二量体を形成すると、細胞中の単量体の濃度は減少する。生体内
条件をより正確にシミュレートするために、コフェロンの定常状態でのまたは「再生可能
な」濃度を、長期にわたって薬物の安定した用量を提供する能力を反映する、所与のレベ
ルに設定した（図４７～１０６）。これは、以下の実施例によって示すことができる。コ
フェロン単量体の濃度が体外で１μＭであるが、標的は細胞中で１０μＭである状況を考
慮されたい。各単量体が標的からの低Ｋｄ値（例えば、１μＭ）の解離を有し、２つの単
量体が互いからの低Ｋｄ値（例えば、１０μＭ）の解離を有する場合、この時点で９０％
の標的が依然として遊離状態であるが、細胞中の約９５％の単量体は、標的上に二量体を
形成する。しかし、標的が細胞中の単量体およびコフェロン二量体に結合すると、細胞内
の遊離単量体の有効濃度は、約０．０５μＭに減少する。したがって、患者が、１０粒の
丸剤を摂取した後、血流中の単量体の濃度を１μＭに維持するように丸剤を摂取し続ける
場合（簡略的に良好な生物学的利用能および排泄がないと仮定して）、標的が１０μＭの
濃度で存在する場合であったとしても、患者は、約９５％の標的の結合を達成するはずで
ある。やはり、上述のように、ほとんどの場合、身体のほんのわずかな区画のみが高濃度
の標的タンパク質を有し、実際にはより少ない丸剤しか必要しないであろう。
【０５９８】
　タンパク質間相互作用の大きな接触面（約１，５００～３，０００Å２）は、タンパク
質と小分子との間の相互作用（約３００～１，０００Å２）より数倍大きい。典型的には
、タンパク質間相互作用の解離定数は、ナノモルからマイクロモルの範囲であり、しばし
ばこれらのタンパク質にも結合する分子と類似する。例えば、種々のタンパク質間相互作
用のＫｄ値は、ｐ５３－Ｍｄｍ２、６００ｎＭ；ＲＡＳ－ＲＡＦ、８０ｎＭ；β－カテニ
ン－ｐＡＰＣ、１０ｎＭ；Ｇｒｂ７－ＳＨ２、１１μＭ；ＮＦ２－ＭＰＰ１、３．７ｎＭ
；ＣＤＣ２５Ｂ－Ｃｄｋ２－ｐＴｙＰ／ＣｙｃＡ、１０ｎＭである（表３）。

表３：既知のタンパク質相互作用の解離定数の例
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【０５９９】
　対照的に、ペプチドまたはタンパク質と相互作用する独立したタンパク質ドメインは、
最大ミリモル範囲のＫｄ値を示し得、薬物動態特性を決定する他の環境因子に加えて、結
合親和性に関する完全なタンパク質構造の重要性を示している。例えば、以下のドメイン
間相互作用のＫｄ値は、Ｇｒｂ２中のＳＨ２－リン酸チロシン残基、０．２～１１μＭ；
ＫＩＦ１３Ｂ中のＦＨＡ－リン酸－スレオニンおよびリン酸－チロシン残基、１～１００
μＭ；ＳＭＡＤ２中のＭＨ２－リン酸－セリン残基、２４０ｎＭ；ＩＲＳ－１中のＰＴＢ
－リン酸－チロシン残基、Ａｓｎ－Ｐｒｏ－Ｘ－Ｔｙｒモチーフ、１６０ｎＭ～１０μＭ
；Ｇｒｂ２中の、Ｘがアミノ酸であるコンセンサスＰｒｏ－Ｘ－Ｘ－Ｐｒｏ（配列番号３
）を有するＳＨ３－プロリンリッチペプチド、１～５００μＭ；ＳＡＲＡ中のＦＹＶＥ－
ホスファチジルイノシトール３－ホスフェート、亜鉛、５０ｎＭ～１４０μＭである（表
２）。
【０６００】
　コフェロン二量体または多量体が所与のタンパク質間相互作用の有効な阻害剤であるた
めには、タンパク質標的からのコフェロン二量体の最大解離定数は（通常Ｋｄ３もしくは
Ｋｄ４であるが、不可逆的リンカー要素を使用する場合、Ｋｄ６でもある）、タンパク質
標的からの未変性のタンパク質結合パートナーの解離定数よりも低いか、またはほぼ等し
くある必要がある。
【０６０１】
　該シミュレーションは理想化されている。シミュレーションの全ては、非競合的結合を
仮定している。つまり、コフェロン二量体が結合する部位は、いずれの天然リガンドによ
っても結合されないか、あるいは天然リガンドは、はるかに弱く結合する、および／また
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ははるかに低い濃度であるかのいずれかである。コフェロン二量体の系中の他の生体分子
への結合を補正する必要がない。コフェロン単量体Ｃ１およびＣ２に仮定された濃度は、
血清アルブミン等への結合による減少後である。このシミュレーションでは、３つの異な
る解離経路についての解離定数が提供されている（以下参照）。最大値は、解離の経路で
あろう。この値がタンパク質標的と別のタンパク質結合パートナーとの間の値よりも低い
場合、コフェロン二量体は、タンパク質結合パートナーをとりのける。コフェロン二量体
の解離値が天然のタンパク質結合パートナーのものよりも高い場合でも、コフェロンは、
より高い濃度で使用される場合、依然として阻害剤効果を有し得る。
【０６０２】
　効果的な薬物とは、高い親和性で標的に結合するが、体内の他のタンパク質および生体
分子に対して有意な親和性を有しないものである。かかる薬物は、その標的に対して選択
的であるといわれる。結合は、記号ΔＧによって指定される自由エネルギーにおける変化
によって特徴付けられる。結合時の自由エネルギーの変化が大きいほど、親和性は高くな
る。ΔＧの負の値は、自然発生的なプロセスを示す。ΔＧが正である時には、結合は好ま
しくはない。
【０６０３】
　標準的な平衡式を使用して、単量体または二量体－標的複合体の解離定数、Ｋｄを推定
することができる。

Kd =　　 [L] [R] であり、平衡式は[LR] ←→ [L]+[R] ［等式1]であり、
　　　　 [LR]

式中、［Ｌ］は薬物またはリガンドの濃度であり、［Ｒ］は受容体（典型的にはタンパク
質）の濃度であり、［ＬＲ］は複合体の濃度である。Ｋｄは、典型的にはモル／リットル
（Ｍ）の単位であり、タンパク質およびタンパク質－薬物複合体の濃度が等しい時の薬物
の濃度に等しい（［Ｒ］＝［ＬＲ］である時、Ｋｄ＝［Ｌ］）。

Ｋｄは、以下の等式により、自由エネルギーに関連する。

ΔG = - RT ln Kd 　　　　　　　　[等式2]
　　または Kd = e

- ΔG/RT 　　　　　　[等式3] 

37℃で、ΔGがJ/molで得られる時、ln Kd-=-ΔG/(8.3145 J/K) (310 K）
【０６０４】
　図４０は、タンパク質標的（Ｔ）上の直交部位および相互に結合する、コフェロン単量
体（Ｃ１およびＣ２）の系の略図である。コフェロン１は緑色の形状として、コフェロン
２は青の形状、そして標的タンパク質は白の形状として示される。標的に結合するコフェ
ロン１（Ｃ１）の平衡は、解離定数Ｋｄ１によって得られる。標的に結合するコフェロン
２（Ｃ２）の平衡は、解離定数Ｋｄ２によって得られる。今度は、コフェロンＣ２は、Ｃ
１Ｔの複合体に結合することができ（Ｋｄ３の解離定数で）、一方コフェロンＣ１は、Ｃ
２Ｔの複合体に結合することができる（Ｋｄ４の解離定数で）。Ｃ１－Ｃ２コフェロン二
量体自体が、Ｋｄ６の解離定数で、標的と平衡状態にある。最後に、その二量体が解離し
て、Ｋｄ５の解離定数で２つの単量体を形成する。
【０６０５】
　コフェロン二量体によって達成された結合の強化は、それぞれの単量体がもう一方の単
量体の結合を損なわず、三次複合体のエントロピー損失が、それぞれの二構成成分結合ス
テップのエントロピー損失の合計を超えない、理想的な場合を考慮することによって、理
解することができる。コフェロン単量体１等のリガンドが、ΔＧ１に等しい自由エネルギ
ーの増加で、タンパク質標的に結合する場合、コフェロン単量体２の追加による最終集合
ステップは、自由エネルギー変化ΔＧ４で生じるだろう。理想的な場合、ΔＧ４＝ΔＧ１
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＋ΔＧ５であり、Ｋｄ＝ｅ－（ΔＧ１＋ΔＧ５）／ＲＴである。集合した複合体（ＰＥ図
４０）は、以下によって得られる解離自由エネルギーで、３つの経路（Ａ～Ｃ）のうちの
いずれかによって解離することができる。

経路A ΔG3 = ΔG2 + ΔG5 ln Kd3 = - (ΔG2+ΔG5) /(8.3145 J/K) (310 K)

経路B ΔG4 = ΔG1 + ΔG5 ln Kd4 = - (ΔG1 + ΔG5) /(8.3145 J/K) (310 K)

経路C ΔG6 = ΔG1 + ΔG2 ln Kd5 = - (ΔG1 + ΔG2) /(8.3145 J/K) (310 K)
【０６０６】
　好ましい解離の経路は、最も低い値のΔＧ解離を有するものである。
【０６０７】
　２つのコフェロン単量体間の結合の自由エネルギーであるΔＧ５は、電子求引性基およ
び／または電子供与基の導入、立体相互作用に影響を及ぼす基の追加もしくは差し引き、
ならびに結合の回転自由度に影響を及ぼす基の追加もしくは差し引きを含む、複数の方法
で、各ファミリー内のリンカー要素の構造を変化させることによって、調節することがで
きる。リンカー要素のＫｄを調整する能力によって、必要な治療的用量に相応したコフェ
ロン単量体の濃度を変化させることが可能になる。
【０６０８】
　分子設計の多くでは、リンカー要素は、図４１に赤い点で描写される共有結合性会合を
介して相互に結合する。リンカー要素間の共有結合性会合は、可逆的、または本質的に不
可逆的のいずれかであり得る。本質的に不可逆的なリンカー要素の一例は、β－アミノチ
オール（例えば、システイン）とアルデヒドまたはケトンとの反応による、チアゾリンの
形成である。単量体間の共有結合の形成は、それが標的表面に２つの個々の単量体の高局
所濃度を生じさせるため、標的タンパク質によって促進される。さらに、チオール成分は
ジスルフィドとして保護され、ジスルフィドプロドラッグが細胞に進入し、グルタチオン
によって切断されるまで、遊離チオールへの変換を受けない。両方の単量体が標的に結合
すると、２つのリンカー要素が相互に対して密接に接近させられ、効果的にそれらの相対
濃度が１Ｍ以上に増加することに留意されたい。１つまたは複数の共有結合の形成が不可
逆的である場合は、Ｋｄ５解離値はゼロになるだろう。これらの条件下では、コフェロン
二量体の標的タンパク質からの解離は、Ｋｄ６によってのみとなり、１００倍、またはさ
らには１，０００倍低くあり得る。
【０６０９】
　場合によっては、２つの単量体間の共有結合は、各単量体の結合の寄与を減少させ得る
。これらの場合、ΔＧ３はΔＧ１＋ΔＧ５の合計未満であり得、および／またはΔＧ４は
、ΔＧ２＋ΔＧ５の合計未満であり得る。結合エネルギーの差異さほど大きくない場合も
なお（数ｋＪ／モル以下）、単量体の会合は有利である。この状況は、既知の一価のリガ
ンドまたは薬物が、単量体対として再展開する場合に起こり得、可能性が高い。代替とし
て、単量体対が動的コンビナトリアル戦略によって展開される場合、選択プロセスによっ
て、ΔＧ３>ΔＧ１＋ΔＧ５、およびΔＧ４>ΔＧ２＋ΔＧ５である候補が明らかになる可
能性が高い。つまり、共有結合した単量体対の各構成成分は、実際、個々の結合していな
い単量体よりも強力に、標的タンパク質に結合するだろう。
【０６１０】
　解離定数Ｋｄ３、Ｋｄ４、およびＫｄ６を算出するために、定義されたＫｄ１、Ｋｄ２

、およびＫｄ５の入力セットから開始する。単量体Ｃ１およびＣ２の総濃度（または定常
状態での濃度）、ならびに細胞内のタンパク質標的の総濃度も提供される。ＭａｔＬａｂ
プログラム（Ｔｈｅ　Ｍａｔｈｗｏｒｋｓ（Ｎａｔｉｃｋ，Ｍａｓｓ．））を使用して、
２つのパートの以下の等式を解く。

パート１
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入力セット１：Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５

等式セット１：ｋＪ／モルの単位のΔＧ１、ΔＧ２、ΔＧ５の算出

ΔG1 = - RT ln Kd1=- (8.3145J/K)(10
-3kJ/K) (310 K) ln Kd1

ΔG2 = - RT ln Kd2=- (8.3145J/K)(10
-3kJ/K) (310 K) ln Kd2

ΔG5 = - RT ln Kd5=- (8.3145J/K)(10
-3kJ/K) (310 K) ln Kds 

入力セット２：ΔＧ１、ΔＧ２、ΔＧ５
等式セット２：ｋＪ／モルの単位のΔＧ３、ΔＧ４、ΔＧ６の算出

ΔG3 = ΔG2 + ΔG5
ΔG4 = ΔG1 + ΔG5
ΔG6 = ΔG1 + ΔG2
【０６１１】
　自由回転の制限によるエントロピーの損失を考慮するために、上記等式が、単量体リガ
ンドとリンカー要素との間の０～５個の回転可能な結合を考慮するように補正する。

ΔG3 = ΔG2 + ΔG5 + nΔGr
ΔG4 = ΔG1 + ΔG5 + nΔGr
ΔG6 = ΔG1 + ΔG2 + nΔGr
【０６１２】
　ｎが、複合体Ｃ１Ｃ２Ｔの解離時に得られた単結合回転の総数である場合、ΔＧｒは、
単結合回転当たりの自由エネルギーの変化である。Ｃ－Ｃ単結合の周りの回転についての
ΔＧｒの値の妥当な推定値は、－２ｋＪ／ｍｏｌである。

入力セット３：ΔＧ３、ΔＧ４、ΔＧ６
等式セット３：Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ３の算出

ln Kd3 = (- ΔG3)/(8.3145 J/K)(310 K)

ln Kd4 = (- ΔG4)/(8.3145 J/K)(310K)

ln Kd6 = (- ΔG6)/(8.3145 J/K)(310K)

あるいは、 

Kd3 = e
-(ΔG3) / (8.3145J/K)(310K)

Kd4 = e
-(ΔG4) / (8.3145J/K)(310K)

Kd6 = e
-(ΔG6) / (8.3145 J/K)(310 K)

パート２

入力セット４：Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ３、Ｋｄ４、Ｋｄ５、Ｋｄ６、ならびに各単量体の
開始濃度［ＳＣ１］および［ＳＣ２］、および標的タンパク質の初期濃度［ＳＴ］。
【０６１３】
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　各単量体および標的の開始濃度は、平衡が得られた後の最終濃度と同一ではないが、以
下の等式によって関連付けられることに留意されたい。

等式1 　　[T] + [C1T] + [C2T] + [C1C2T] = [ST]

等式2 　　[C1] + [C1T] + [C1C2T] + [C1C2] = [SC1]

等式3　　　　[C2] + [C2T] + [C1C2T] + [C1C2] = [SC2] 

等式4　　　　Kd1 = [C1] [T] 
　　　　　　　　　 [C1T]

等式5　　　　Kd2 = [C2] [T] 
　　　　　　　　　 [C2T]

等式6　　　　Kd3 = [C1T] [C2] 
　　　　　　　　　　[C1C2T]

等式7　　　　Kd4 = [C2T] [C1] 
　　　　　　　　　　[C1C2T]

等式8　　　　Kd5 = [C1] [C2] 
　　　　　　　　　　[C1C2]

等式9　　　　Kd6 = [C1C2] [T] 
　　　　　　　　　　[C1C2T]
【０６１４】
　これらの等式は線形等式であり、Ｍａｔｌａｂの以下のコードを使用して解くことがで
きる。

function [] = solvenonlineqn5(outfile)

%閾値の定義
thresh = eps;%これを所望の閾値に変える（例えば1e-10）;
%これは、+ve 実部 および
%虚部/実部<閾値で解を探す
%現在の閾値は、 2.220446049250313e-016 (2^{-52})に設定される

load data; % このファイルはXLS からのデータを含む
gp = fopen(outfile,'w');
fprintf(gp,'T,C1,C2,C1T,C2T,C1C2,C1C2T¥n');
for ctr = 1:size(data(:,1));
flag = 0;
syms C1T C1T C2 C2T C1C2 C1C2T;

%% 等式
f(1) = C1*T/C1T - Kd1(ctr);
f(2) = C2*T/C2T - Kd2(ctr);
f(3) = C1T*C2/C1C2T - Kd3(ctr);
f(4) = C2T*C1/C1C2T - Kd4(ctr);
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f(5) = C1*C2/C1C2 - Kd5(ctr);
f(6) = C1C2*T/C1C2T - Kd6(ctr);
f(7) = C1+C1T+C1C2T+C1C2 - SC1(ctr);
f(8) = C2+C2T+C1C2T+C1C2 - SC2(ctr);
f(9) = T+C1T+C2T+C1C2T - ST(ctr);
list = [1 2 4 5 7 8 9];

%% 解の部分

%% 出力を生成
　fprintf(gp,'%s¥n',num2str(parsedoutdata));
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end
fclose(gp);

注：エクセルファイルの入力セットは、Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ３、Ｋｄ４、Ｋｄ５、Ｋｄ

６、ならびに各単量体の開始濃度［ＳＣ１］および［ＳＣ２］、および標的タンパク質の
初期濃度［ＳＴ］を提供する。
【０６１５】
　これらのシミュレーションでは、両方の単量体が標的にも結合する際の、両方の単量体
の相互の結合のエントロピーコストが考慮されている。コフェロン単量体が標的に結合す
る時、リガンドとリンカー要素との間の回転可能な結合は制限されないままである。２つ
のコフェロン単量体が相互に結合する時、回転可能な結合も、制限されないままである。
コフェロン二量体が標的上で形成される時のみ、自由回転の損失があり、これがエントロ
ピーコストを有する。図４２は、タンパク質標的（Ｔ）上の直交部位、および相互に結合
する、２つの単量体（Ｃ１、およびＣ２）の系の略図である。単量体１は、青い六角形の
リガンドに連結される緑色の五角形のリンカー要素として示され、単量体２は、青い六角
形のリガンドに連結される橙色の五角形のリンカー要素として示され、標的タンパク質は
白の形状として示される。連結は、標的タンパク質に結合する、リンカー要素とリガンド
との間の１つ以上の回転可能な結合を表す。
【０６１６】
　これらのシミュレーションには、各コフェロン単量体のリンカー要素とリガンドとの間
の０～５個の回転可能な結合（合計で最大１０個の回転可能な結合）が考慮されている。
０個の回転可能な結合は強固な構造を表し、したがって最も強力な結合の達成が予測され
るであろうが、それはまた、標的およびコフェロン二量体のもう１つのリンカー要素の両
方に対して最大限結合する、正確に所望の形状を達成するために、正確な組み合わせを見
出すことに、大きな制約を課す。対照的に、リンカー要素とリガンドとの間の可動性の接
続部によって、より大きな自由度を反映するエントロピーコストにおいてではあるが、各
結合部位の組織的な系統化が可能になる。Ｗｈｉｔｅｓｉｄｅグループからの最近の論文
では、オリゴ－エチレンオキシドスペーサーの使用により、可動性接続部を使用するコス
トが軽減されることを示唆している（Ｖ．Ｍ．Ｋｒｉｓｈｎａｍｕｒｔｈｙ，ｅｔ．ａｌ
，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１２９：１３１２－１３２０（２００７）、参照により
その全体が本明細書に組み込まれる）。示される図では、（ｒ２）および（ｒ５）の隣に
配置されるＫｄ値は、各コフェロン単量体のリンカー要素とリガンドとの間の２個および
５個の回転可能な結合を表す（合計、それぞれ４個および１０個の回転可能な結合）。オ
リゴ－エチレンオキシドまたは類似のスペーサーを使用することにより、提供される値と
ほぼ同じ範囲内のＫｄ値が提供されることが予測される。
【０６１７】
　この算出は、いくつかの理想的な仮定に基づいており、さらなる実験的証拠に基づいて
、改善する必要がある場合がある。リガンドまたはリンカー要素の互いに対する結合エネ
ルギーの調節は困難であり得る。したがって、Ｋｄ１、Ｋｄ２、およびＫｄ５値がこれら
のシミュレーションに設定される際、これらの定数が３倍に異なり得ることも考慮する。
例えば、解離定数Ｋｄ１を有する単量体Ｃ１は、１μＭの３倍の範囲内の標的を指す。標
的からのコフェロン二量体の解離は、これらの定数のうちの少なくとも２つの寄与を反映
するため、その範囲は、約９～１０倍拡張される。例えば、標的からのコフェロン二量体
の解離定数は、約４７ｐＭ以下の１０倍の範囲内から約４８０ｐＭの１０倍の範囲内まで
を指す。別の例として、リンカー要素が不可逆的共有結合を介して相互に結合する場合、
標的からのコフェロン二量体の解離定数は、約４．７ｐＭ以下の１０倍の範囲内から約４
８ｐＭの１０倍の範囲内までとなる。
【０６１８】
　定常状態の算出については、単量体の濃度が標的の濃度と等しい条件下でのさらなる単
量体の流入は、補正されなかった。結果として、これらの数は人工的に抑えられ、グラフ



(265) JP 2015-63532 A 2015.4.9

10

20

30

40

50

に「窪み」をもたらす。さらに、標的が単量体を超過する場合の定常状態のシミュレーシ
ョンは、さらなる単量体が細胞に進入し、標的に結合して、二量体を形成する際の自由な
標的の減少について補正しなかった。したがって、かかる数字は、実験系で反映されるで
あろうよりもわずかに高い可能性がある。それでもなお、これらの数字は、約３倍異なり
得る範囲内の、条件の大まかな指針を提供する。
【０６１９】
　データの分析から、いくつかの一般規則が生じる。ほとんど全ての場合において、Ｃ１
－Ｃ２－標的複合体からの１つの単量体の解離は（Ｋｄ３、Ｋｄ４）、二量体の解離（Ｋ

ｄ６）よりも容易であり、そのため、好ましい経路になる。１つの単量体が不十分に結合
する場合、その単量体の濃度が１０倍高かったとしても、常にその単量体が最初に解離し
、そのため二量体の結合は、自然のタンパク質間相互作用と取って代わるのに十分なほど
強くはない場合がある。これは、Ｋｄ１もしくはＫｄ２が１００μＭ以上、またはＫｄ５

が１，０００μＭである、いくつかの例において認められ得る（示される濃度では、８０
％を超える標的に結合するが、解離定数が高すぎる）。図５８および５９、Ｋｄ３＝０．
４７μＭ～４．８μＭ、図６０および６１、Ｋｄ３＝０．４７μＭ～４．８μＭ、図６２
および６３、Ｋｄ４＝＝０．４７μＭ～４．８μＭ、図６４および６５、Ｋｄ４＝０．４
７μＭ～４．８μＭ、図６６および６７、Ｋｄ４＝４７ｎＭ～４８０ｎＭ、図６８および
６９、Ｋｄ４＝４７ｎＭ～４８０ｎＭ、図７０および７１、Ｋｄ４＝０．１２μＭ～１．
２μＭ、図７２および７３、Ｋｄ４＝０．１２μＭ～１．２μＭ、図７４および７５、Ｋ

ｄ４＝４７ｎＭ～４８０ｎＭ、図７６および７７、Ｋｄ４＝４７ｎＭ～４８０ｎＭ、図７
８および７９、Ｋｄ４＝０．１２μＭ～１．２μＭ、そして、図８０および８１、Ｋｄ４

＝０．１２μＭ～１．２μＭ。タンパク質標的に対する２つの隣接するリガンドの結合に
所望の強化を達成するには、リンカー要素の互いに対する結合の強度が極めて重要である
。しかし、リンカー要素が本質的に不可逆的な共有結合を使用して会合する場合、二量体
の解離（Ｋｄ６）が唯一の経路であり、その結果、リンカー要素間に可逆的結合が使用さ
れる時のＫｄ４値より１０倍～１，０００倍強い。
【０６２０】
　Ｃ１およびＣ２の総濃度が０．２５μＭであり、細胞内の総タンパク質濃度が０．１μ
Ｍであり、細胞当たり約１００，０００個の標的であるシミュレーションを考慮されたい
（図４８および４９）。単量体Ｃ１と標的Ｔとの間、ならびに単量体Ｃ２と標的Ｔとの間
の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２は、１μＭとする。リンカー要素の解離定数であるＫｄ５

は、１０μＭであるとする。（ｒ２）および（ｒ５）の隣の値は、各単量体のリンカー要
素とリガンドとの間の２個および５個の回転可能な結合を表す（合計、それぞれ４個およ
び１０個の回転可能な結合）。この例では、２つの単量体のリンカー要素の解離定数は、
それぞれ０．１μＭの単量体濃度で、遊離単量体の約１％が二量体の状態になるように調
節されている。細胞膜を横切るのは単量体のみであるが、一旦中に進入すると、それらは
標的タンパク質に結合し、これが二量体の形成を加速する。標的に結合した二量体からの
いずれかの単量体の解離（Ｋｄ３、Ｋｄ４）は、２個および５個の回転可能な結合につい
て、それぞれ４７ｐＭおよび４８０ｐＭである。これらの開始条件下では、標的からのコ
フェロン二量体の解離（Ｋｄ６）は、２個および５個の回転可能な結合について、それぞ
れ４．７ｐＭおよび４８ｐＭである。２つの単量体が一緒になった時に、リンカー要素が
不可逆的共有結合を形成する場合、解離はＫｄ６による、すなわち、結合は、リンカー要
素が可逆的結合を形成する場合よりもさらに１０倍密接になる。二量体は、タンパク質標
的に密接に結合するため、可逆的リンカー要素を有したとしても、容易には解離せず、タ
ンパク質標的の大半（ｒ２およびｒ５について、それぞれ９９．７％および９７．３％）
に結合して、所望の治療効果を達成する。細胞中の総タンパク質濃度を１μＭであり、細
胞当たり約１，０００，０００個の標的（図５０および５１）、および１０μＭであり、
細胞当たり約１０，０００，０００個の標的（図５０～５１）に増加すると、標的は二量
体で飽和する。
【０６２１】
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　Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５、総単量体１濃度［ＳＣ１］、総単量体２濃度［ＳＣ２］、総
標的タンパク質濃度［ＳＴ］、各単量体のリンカー要素と多様性要素との間の回転可能な
結合の数（回転結合）、および最大Ｋｄ値の種々の値（μＭ）に関するこれらのシミュレ
ーション結果を、表４に列挙する。それぞの事例において、最大Ｋｄ値（Ｋｄ３またはＫ

ｄ４のいずれか）を、最大Ｋｄの欄に報告する。

表４：コフェロン単量体の標的タンパク質との相互作用のシミュレーションから導かれた
平衡解離定数。
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（Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５はμＭの単位。［ＳＣ１］、［ＳＣ２］、および［ＳＴ］は、
それぞれ単量体１、単量体２、および標的の総濃度を表し、μＭの単位である。回転結合
とは、各単量体のリンカー要素と多様性要素との間の回転可能な結合の数を示す。ＮＳ＝
図示せず）

予測的実施例６－標的タンパク質に対するコフェロン二量体の結合平衡のシミュレーショ
ン：両方の単量体および単量体の可逆的会合に対する種々の解離定数値の、標的タンパク
質に結合するコフェロン二量体の濃度の決定
【０６２２】
　予測的実施例６で説明するシミュレーションは、実施例５で上述したように行う。Ｃ１
およびＣ２の定常状態でのまたは再生可能な濃度が０．２５μＭであり、細胞中の総タン
パク質濃度が異なるこれらのシミュレーションを拡大して、細胞当たり０．２５μＭ＝２
５０，０００個の標的、１μＭ＝１，０００，０００個の標的、２．５μＭ＝２，５００
，０００個の標的、および１０μＭ＝１０，０００，０００個の標的（それぞれ図８２、
８４、８６、８８、および９０）を含めることができる。これらの全ての場合において、
標的に結合した二量体からのいずれかの単量体の解離（Ｋｄ３、Ｋｄ４）が、２個および
５個の回転可能な結合に対して、それぞれ４７ｐＭおよび４８０ｐＭであることが理解さ
れる。これらの開始条件下、コフェロン二量体の標的からの解離（Ｋｄ６）は、２個およ
び５個の回転可能な結合に対して、それぞれ４．７ｐＭおよび４８ｐＭである。コフェロ
ン二量体は、たとえ可逆的リンカー要素を有していても、タンパク質標的に密接に結合す
るため、容易に解離せず、タンパク質標的の大半（０．２５μＭ～５μＭの範囲のＣ１お
よびＣ２濃度にわたって７０％～１００％の範囲）が結合し、所望の治療効果を達成する
。
【０６２３】
　各単量体の標的（Ｋｄ１、Ｋｄ２＝１μＭ）または相互（Ｋｄ５＝１０μＭ）に対する
これらの解離値では、ほとんどの標準によって弱いと見なされ、溶液中の遊離二量体は、
しばしば１％未満であることに留意されたい。単量体濃度を溶液中２５μＭにしたとして
も、二量体の割合は、高くても全体の３５％であり、細胞に進入する十分な単量体を残す
。しかし、一旦第１の単量体が標的に結合すると、第２の単量体も標的に結合することが
でき、これで、（ｉ）標的、および（ｉｉ）隣接する単量体との２つの潜在的な相互作用
のさらなる利点を有する。このため、複合体の標的からの解離定数は、０．５～０．０５
ｎＭに目覚しく急降下する。換言すれば、単量体を超える二量体の結合親和性の向上は、
２，０００～２０，０００倍である。単量体が不可逆的に結合するようになると、単量体
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を超える二量体の結合の向上は、２０，０００～２００，０００倍である。
【０６２４】
　両方の単量体の解離定数Ｋｄ１およびＫｄ２を、Ｋｄ１＝Ｋｄ２＝１０μＭに増やし、
リンカー要素の解離定数Ｋｄ５＝１０μＭであり、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのまたは
再生可能な濃度が０．２５μＭであり、細胞中の総タンパク質濃度が、上記のように細胞
当たり０．１μＭ＝１００，０００個の標的～１０μＭ＝１０，０００，０００個の標的
で変化することを考慮されたい（それぞれ図９２、９４、９６、９８、および１００）。
これらの全ての場合、標的に結合した二量体からのいずれかの単量体の解離（Ｋｄ３、Ｋ

ｄ４）は、２個および５個の回転可能な結合について、それぞれ０．４７ｎＭおよび４．
８ｎＭである。これらの開始条件下、標的からのコフェロン二量体の解離（Ｋｄ６）も、
２個および５個の回転可能な結合に対して、それぞれ０．４７ｎＭおよび４．８ｎＭであ
る。該二量体は、たとえ可逆的リンカー要素を有していても、タンパク質標的に密接に結
合するため、容易に解離せず、タンパク質標的の大半（０．５μＭ～５μＭの範囲のＣ１
およびＣ２濃度にわたって７０％～１００％の範囲）が結合し、所望の治療効果を達成す
る。
【０６２５】
　さらに、０．１μＭおよび０．２５μＭの最も低いＣ１およびＣ２濃度では、結合した
標的の割合は、標的濃度が増加するにつれて、例えば、Ｃ１濃度＝０．１μＭ、０．１μ
Ｍでの標的濃度＝１００，０００個の標的での、１２．９％（５個の回転可能な結合の条
件下）から、１０μＭでの標的濃度＝１０，０００，０００個の標的での、６４．６％に
増加する。別の例では、標的の結合は、Ｃ１濃度＝０．２５μＭ、０．１μＭでの標的濃
度＝１００，０００個の標的での、４４．４％（５個の回転可能な結合の条件下）から、
１０μＭでの標的濃度＝１０，０００，０００個の標的での、７５．７％に増加する。し
たがって、一部の条件下では、これらのコフェロンを使用して、非標的細胞中に低濃度で
存在するより低い割合のタンパク質標的に結合する場合よりも、標的細胞中に高濃度で存
在する有意に高い割合のタンパク質標的に結合させる（そのためこれらの細胞により大き
な影響を有する）ことができ、それにより、より低い副作用を有することとなる。
【０６２６】
　単量体の解離定数が異なり、Ｃ１およびＣ２の定常状態でのもしくは再生可能な濃度が
０．２５μＭである場合、単量体Ｃ１の解離定数Ｋｄ１＝１μＭ、単量体Ｃ２の解離定数
Ｋｄ２＝１０μＭ、およびリンカー要素の解離定数Ｋｄ５＝１０μＭであり、細胞中の総
タンパク質濃度は、細胞当たり０．２５μＭ＝２５０，０００個の標的～１０μＭ＝１０
，０００，０００個の標的で変化するように、シミュレーションを変えることを考慮され
たい（それぞれ図１０２、１０４、１０６、１０８、および１１０）。これらの全ての場
合、標的に結合した二量体からの単量体Ｃ２の解離（Ｋｄ３）は、２個および５個の回転
可能な結合について、それぞれ０．４７ｎＭおよび４．８ｎＭである。これらの開始条件
下、コフェロン二量体の標的からの解離（Ｋｄ６）は、２個および５個の回転可能な結合
に対して、それぞれ４７ｐＭおよび４８０ｐＭである。該二量体は、たとえ可逆的リンカ
ー要素を有していても、タンパク質標的に密接に結合するため、容易に解離せず、タンパ
ク質標的の大半（０．２５μＭ～５μＭの範囲のＣ１およびＣ２濃度にわたって７０％～
１００％の範囲）が結合し、所望の治療効果を達成する。
【０６２７】
　さらに、０．１μＭおよび０．２５μＭの最も低いＣ１およびＣ２濃度では、結合した
標的の割合は、標的濃度が増加するにつれて増加する。標的濃度が高い場合の結合割合の
増加は、細胞外から単量体の一貫した流入があり、常に細胞中で低濃度（すなわち、０．
１μＭまたは０．２５μＭ）が維持されている、開放系の状況において一貫している。例
えば、結合した標的の割合は、Ｃ１濃度＝０．１μＭ、０．１μＭでの標的濃度＝１００
，０００個の標的での、３９．７％（５個の回転可能な結合の条件下）から、１０μＭで
の標的濃度＝１０，０００，０００個の標的での、７２．３％に増加する。したがって、
一部の条件下では、コフェロンを使用して、非標的細胞中に低濃度で存在するより低い割
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合のタンパク質標的に結合する場合よりも、標的細胞中に高濃度で存在する有意に高い割
合のタンパク質標的に結合させる（そのためこれらの細胞により大きな影響を有する）こ
とができ、それにより、より低い副作用を有する。
【０６２８】
　上記シミュレーションを、リンカー要素の解離定数Ｋｄ５＝１００μＭに対して繰り返
した（Ｃ１＝１μＭ、Ｃ２＝１ｕＭ、それぞれ図１１２、１１４、１１６、１１８、およ
び１２０；Ｃ１＝１０μＭ、Ｃ２＝１０μＭ、それぞれ図１２２、１２４、１２６、１２
８、および１３０；Ｃ１＝１μＭ、Ｃ２＝１０μＭ、それぞれ図１３２、１３４、１３６
、１３８、および１４０）。
【０６２９】
　Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５、総単量体１濃度［ＳＣ１］、総単量体２濃度［ＳＣ２］、総
標的タンパク質濃度［ＳＴ］、単量体当たりの回転可能な結合の数（回転結合）、および
最大Ｋｄ値の種々の値（μＭ）に関するこれらのシミュレーションの結果を、表５に列挙
する。それぞの事例において、最大Ｋｄ値（Ｋｄ３またはＫｄ４のいずれか）を、最大Ｋ

ｄの欄に報告する。最大Ｋｄ値は、最も弱く結合する単量体によって推進されるため、第
２の単量体は、１００ｎＭから最大で第１の単量体のＫｄ値の範囲のＫｄ値を有し得る。

表５：リンカー要素間の相互作用が可逆的であり、Ｋｄ１およびＫｄ２は１～１０μＭで
異なり、Ｋｄ５は１０～１００μＭで異なる、単量体および二量体の標的タンパク質との
定常状態での相互作用のシミュレーションから導かれた平衡解離定数
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（Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５はμＭの単位。［ＳＣ１］、［ＳＣ２］、および［ＳＴ］は、
それぞれ単量体１、単量体２、および標的の総濃度を表し、μＭの単位である。回転結合
とは、各単量体のリンカー要素と多様性要素との間の回転可能な結合の数を示す。）
【０６３０】
　したがって、第１のコフェロン単量体Ｃ１は、１００ｎＭの３倍の範囲内から１μＭの
３倍の範囲内の、標的分子からの多様性要素の解離定数Ｋｄ１を有し、１μＭの３倍の範
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μＭの３倍の範囲内から１００μＭの３倍の範囲内の、第１の単量体のリンカー要素と第
２の単量体リンカー要素との間の解離定数Ｋｄ５を有する、第２のコフェロン単量体Ｃ２
を提供し、各単量体は、リンカー要素部分と標的結合部分との間に０～５個の回転可能な
結合または同等の程度の開連自由度を含み、コフェロン単量体Ｃ１およびＣ２の定常状態
での血中濃度は約０．１μＭ～約５．０μＭ以上の範囲であり、標的細胞中の標的タンパ
ク質の濃度は、約０．１μＭ～１０μＭ以上の範囲である。結果として、かかる二量体は
、細胞中の標的タンパク質の約７０％～１００％が二量体と結合し、約４７ｐＭ以下の１
０倍の範囲内から４８ｎＭの１０倍の範囲内である、標的分子からの解離定数を有し、こ
れらのコフェロン二量体の標的タンパク質への結合が、標的タンパク質への結合からの解
離定数以上の解離定数を有する別のタンパク質、タンパク質ドメイン、巨大分子、または
基質をとりのけるのに十分であるか、あるいは、標的タンパク質またはその結合パートナ
ーの生物学的活性を活性化、促進、または阻害するのに十分に密接な結合であるような、
標的への結合を達成する。単量体Ｃ１およびＣ２は、所望の治療効果を達成する。

予測的実施例７－標的タンパク質に対するコフェロン二量体の結合平衡のシミュレーショ
ン：両方の単量体および単量体の非常に密接なもしくは不可逆的会合に対する種々の解離
定数値の、標的タンパク質に結合するコフェロン二量体の濃度の決定
【０６３１】
　リンカー要素の解離定数Ｋｄ５＝０．１μＭについて、実施例５および６で上述したよ
うに、上記シミュレーションを繰り返した。
【０６３２】
　Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５、総単量体１濃度［ＳＣ１］、総単量体２濃度［ＳＣ２］、総
標的タンパク質濃度［ＳＴ］、単量体当たりの回転可能な結合の数（回転結合）、および
最大Ｋｄ値の種々の値（μＭ）に関するこれらのシミュレーションの結果を、表６に列挙
する。それぞの事例において、最大Ｋｄ値（Ｋｄ６）を、最大Ｋｄの欄に報告する。最大
Ｋｄ値は、２つの単量体の標的への結合によって推進されるため、互いからの単量体の解
離、すなわちＫｄ５値は、１ｎＭ（または完全に不可逆的な共有結合については０ｎＭ）
から、最大で最も密接に結合する単量体のＫｄ値の範囲であり得る。

表６：リンカー要素間の相互作用が非常に密接または不可逆的であり、Ｋｄ１およびＫｄ

２は１～１００μＭで異なる、コフェロン単量体および二量体の標的タンパク質との定常
状態での相互作用のシミュレーションから導かれた平衡解離定数
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（Ｋｄ１、Ｋｄ２、Ｋｄ５はμＭの単位。［ＳＣ１］、［ＳＣ２］、および［ＳＴ］は、
それぞれ単量体１、単量体２、および標的の総濃度を表し、μＭの単位である。回転結合
とは、各単量体のリンカー要素と多様性要素との間の回転可能な結合の数を示す。）
【０６３３】
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　したがって、標的分子からの多様性要素の解離定数Ｋｄ１が、１μＭの３倍の範囲内か
ら１０μＭの３倍の範囲内である、第１のコフェロン単量体Ｃ１を提供し、標的分子から
の多様性要素の解離定数Ｋｄ２が、１μＭの３倍の範囲内から１００μＭの３倍の範囲内
であり、第１の単量体のリンカー要素と第２の単量体のリンカー要素との間の解離定数Ｋ

ｄ５が、１ｎＭの３倍の範囲内（または完全に不可逆的な共有結合については０ｎＭ）か
ら１０μＭの３倍の範囲内である、第２のコフェロン単量体Ｃ２を提供し、各単量体は、
リンカー要素部分と標的結合部分との間に０～５個の回転可能な結合または同等の程度の
開連自由度を含み、単量体Ｃ１およびＣ２の定常状態での血中濃度は、約０．１μＭ～約
５．０μＭ以上の範囲であり、標的細胞中の標的タンパク質の濃度は、約０．１μＭ～１
０μＭ以上の範囲である時、かかる二量体は、標的への結合を達成する。結果として、細
胞中の標的タンパク質の約７０％～１００％が二量体と結合し、約４．７ｐＭ以下の１０
倍の範囲内から４８ｎＭの１０倍の範囲内である、標的分子からの解離定数を有し、これ
らのコフェロン二量体の標的タンパク質への結合が、標的タンパク質への結合からの解離
定数以上の解離定数を有する別のタンパク質、タンパク質ドメイン、巨大分子、または基
質をとりのけるのに十分であるか、あるいは、標的タンパク質またはその結合パートナー
の生物学的活性を活性化、促進、または阻害するのに十分に密接な結合である。コフェロ
ン単量体Ｃ１およびＣ２は、所望の治療効果を達成する。

予測的実施例８－質量分析法による選択したリンカー要素前駆体の二量体形成の特徴付け
【０６３４】
　リンカー要素の前駆体の水溶液中で二量体を形成する能力を、質量分析法（ＭＳ）およ
びタンデム質量分析法（ＭＳ／ＭＳ）によって判定した。質量分析中のイオン化の結果と
してのみ二量体（または多量体）を形成するリンカー要素は、タンデム質量分析中のフラ
グメント化の判定によって、水溶液中で実際に二量体を形成するものと区別することがで
きる。
【０６３５】
　したがって、ピペリジン－２－イルメタノールおよびシクロヘキシルボロン酸は、水溶
液中で二量体（１－シクロヘキシルヘキサヒドロ－１Ｈ－［１，３，２］オキサザボロロ
（ｏｘａｚａｂｏｒｏｌｏ）［３，４－ａ］ピリジン）を形成する。１，３－ジヒドロキ
シアセトンは、イオン化中に二量体（２，５－ビス（ヒドロキシメチル）－１，４－ジオ
キサン－２，５－ジオール）を形成するが、水溶液中ではほとんど単量体として存在する
。一方、２－ヒドロキシシクロヘキサノンは、ＭＳ／ＭＳで判定されるように、水溶液中
で二量体（ドデカヒドロジベンゾ［ｂ，ｅ］［１，４］ダイオキシン－４ａ，９ａ－ジオ
ール）を形成する。３－ヒドロキシ－２－メチル－４Ｈ－ピラン－４－オンおよび酢酸亜
鉛は、ＭＳ／ＭＳによって判定されるように、水溶液中で１個のＺｎカチオンを配位する
３－ヒドロキシ－２－メチル－４Ｈ－ピラン－４－オンの２個の分子を含有する、二量体
を形成する。

予測的実施例９－フェニルボロン酸と選択した１，２－ジオールとの間の可逆的ボロナー
トの形成に対する代表的解離定数
【０６３６】
　図１４１は、フェニルボロン酸と反応した時の一連の１，２－ジオールの平衡Ｋｄ値を
示す。Ｋｄ値は、２－ヒドロキシプロパノール等の最も単純な１，２－ジオールの２０６
ｍＭから、フラノース糖の１０μＭの範囲である。
【０６３７】
　本明細書において、好ましい実施形態を描写して詳細に説明したが、当業者には、本発
明の精神から逸脱することなく種々の修正、追加、置換等を行うことができ、したがって
、これらは以下の特許請求の範囲で定義される本発明の範囲内であると見なされることは
明白である。
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【配列表】
2015063532000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成26年12月8日(2014.12.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下を含む、治療的多量体：
　複数の共有結合的または非共有結合的に結合した単量体であって、それぞれの単量体が
、
　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合する多様性要素；および
　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または補
因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、別の単量体上の結合パートナーリンカー要素と
、可逆的な共有結合または非共有結合性の強固な相互作用を形成することができるリンカ
ー要素であって、それぞれの単量体について、前記多様性要素および前記リンカー要素が
、直接的にまたは接続部を介して間接的に互いに連結するリンカー要素を含み、前記複数
の単量体がそれらのリンカー要素を介して可逆的に共有結合的または非共有結合的に互い
に連結し、前記治療的多量体の前記多様性要素が、前記標的分子の近接した位置に結合し
、前記治療的多量体が10μM未満の解離定数で前記標的分子に結合し、
　前記リンカー要素が、以下からなる群より選択される：

式中、
Ｒは、脂肪族基または脂環式基であり、
Ｑは、芳香族環、複素環または非複素環であり、
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ｎ＝0～3、ｍ＝1～3およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して前記
リンカー要素に連結することにより形成される1つ以上の結合を示し、かつ、
　前記結合パートナーリンカー要素が、1，2-ジオールまたは1,3-ジオールであり、それ
によって前記リンカー要素およびその結合パートナーリンカー要素が、結合すると5また
は6員のボロン酸エステル環を形成する。
【請求項２】
　前記多様性要素が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結合する、請求項1
に記載の治療的多量体。
【請求項３】
　前記多様性要素が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成することができる、請求項
1に記載の治療的多量体。
【請求項４】
　前記可逆的な共有結合が、前記多様性要素上のカルボニルと前記標的分子上のアミンの
間、前記多様性要素上のアミンと前記標的分子上のカルボニルの間、前記多様性要素上の
ボロナートと前記標的分子上のヒドロキシル基の間、または前記多様性要素上のスルフヒ
ドリルと前記標的分子上のスルフヒドリルの間にある、請求項3に記載の治療的多量体。
【請求項５】
　それぞれの単量体が以下を含む、複数の治療的単量体：
　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合する多様性要素、および
　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または補
因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、別の単量体上の結合パートナーリンカー要素と
共有結合または非共有結合性の強固な相互作用を形成することができるリンカー要素であ
って、それぞれの単量体について、前記多様性要素および前記リンカー要素が、直接的に
または接続部を介して間接的に互いに接続し、前記複数の単量体が、治療的多量体を形成
することができ、かつ前記複数の単量体の前記多様性要素が、前記標的分子の近接した位
置に結合し、前記リンカー要素が、以下の式（Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）
からなる群より選択される、芳香族、非複素環化合物または脂肪族化合物である、リンカ
ー要素：
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式中、
Ｒは、脂肪族基または脂環式基であり、
Ｑは、芳香族、非複素環であり、
ｎ＝0～3、ｍ＝1～3、およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）の分子に連結することにより形成される1つ以
上の結合を示し、かつ、
　前記結合パートナーリンカー要素が、1，2-ジオールまたは1,3-ジオールであり、それ
によって前記リンカー要素およびその結合パートナーリンカー要素が、5または6員のボロ
ン酸エステル環を形成する。
【請求項６】
　前記多様性要素のうちの1つ以上が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結
合する、請求項5に記載の複数の治療的単量体。
【請求項７】
　前記多様性要素のうちの1つ以上が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成すること
ができる、請求項5に記載の複数の治療的単量体。
【請求項８】
　前記可逆的な共有結合が、前記多様性要素上のカルボニルと前記標的分子上のアミンの
間、前記多様性要素上のアミンと前記標的分子上のカルボニルの間、前記多様性要素上の
ボロナートと前記標的分子上のヒドロキシル基の間、または前記多様性要素上のスルフヒ
ドリルと前記標的分子上のスルフヒドリルの間にある、請求項7に記載の複数の治療的単
量体。
【請求項９】
　以下を有する、治療的二量体：
　フェニルボロン酸リンカー要素およびシス1，2－ジオール結合パートナーから形成され
たボロン酸エステル部分；
　接続部を介して前記フェニルボロン酸リンカー要素に連結した多様性要素；ならびに



(319) JP 2015-63532 A 2015.4.9

　別の接続部を介して、前記シス1，2－ジオール結合パートナーに連結した多様性要素、
ここで、前記シス1，2－ジオール結合パートナーに連結した前記多様性要素および前記フ
ェニルボロン酸リンカーに連結した前記多様性要素が、それぞれ、標的分子の近接した位
置に結合する。
【請求項１０】
　前記シス1，2－ジオール結合パートナーがカテコールである、請求項9に記載の治療的
二量体。
【請求項１１】
　以下を含む、治療的多量体：
　多様性要素およびボロン酸基含有芳香族非複素環を有するリンカー要素を有する単量体
、ここで、前記リンカー要素が接続部を介して前記多様性要素に連結している；
　1，2または1，3ジオールを有する結合パートナーリンカー要素を有し、別の接続部を介
して別の多様性要素に連結した別の単量体、
　ここで、前記リンカー要素および前記結合パートナーリンカー要素が可逆的に共有結合
的に結合した5または6員のボロン酸ジエステル環を形成し；ならびに、
　各多様性要素は、それぞれの発現について独立して、300μM未満の解離定数で標的分子
に結合し；かつ、
　前記治療的多量体の前記多様性要素が前記標的分子の近接した位置に結合し、前記治療
的多量体が10μM未満の解離定数で前記標的分子に結合する。
【請求項１２】
　前記多様性要素の１つ以上が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成することができ
る、請求項11に記載の複数の治療的多量体。
【請求項１３】
　前記リンカー要素および前記結合パートナーリンカー要素が、それぞれ500ダルトン未
満の分子量を有する、請求項11に記載の治療的多量体。
【手続補正書】
【提出日】平成26年12月26日(2014.12.26)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数の共有結合的または非共有結合的に結合した単量体を含む、治療的多量体であって
、それぞれの単量体が、
　　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合する多様性要素；および
　　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または
補因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、別の単量体上の結合パートナーリンカー要素
と、可逆的な共有結合または非共有結合性の強固な相互作用を形成することができるリン
カー要素、
を含み、それぞれの単量体について、前記多様性要素および前記リンカー要素が、直接的
にまたは接続部を介して間接的に互いに連結し、前記複数の単量体がそれらのリンカー要
素を介して可逆的に共有結合的または非共有結合的に互いに結合しており、前記治療的多
量体の前記多様性要素は前記標的分子の近接した位置に結合し、前記治療的多量体が10μ
M未満の解離定数で前記標的分子に結合し、
　前記リンカー要素が、以下からなる群より選択され：
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式中、
Ｒは、脂肪族基または脂環式基であり、
Ｑは、芳香族環、複素環または非複素環であり、
ｎ＝0～3、ｍ＝1～3およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して前記
リンカー要素に連結することにより形成される1つ以上の結合を示し、かつ、
　前記結合パートナーリンカー要素が、1，2-ジオールまたは1,3-ジオールであり、それ
によって前記リンカー要素およびその結合パートナーリンカー要素が、結合すると5また
は6員のボロン酸エステル環を形成する、治療的多量体。
【請求項２】
　前記多様性要素が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結合する、請求項1
に記載の治療的多量体。
【請求項３】
　前記多様性要素が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成することができる、請求項
1に記載の治療的多量体。
【請求項４】
　前記可逆的な共有結合が、前記多様性要素上のカルボニルと前記標的分子上のアミンの
間、前記多様性要素上のアミンと前記標的分子上のカルボニルの間、前記多様性要素上の
ボロナートと前記標的分子上のヒドロキシル基の間、または前記多様性要素上のスルフヒ
ドリルと前記標的分子上のスルフヒドリルの間にある、請求項3に記載の治療的多量体。
【請求項５】
　複数の治療的単量体であって、それぞれの単量体が
　300μＭ未満の解離定数で標的分子に結合する多様性要素、および
　500ダルトン未満の分子量を有し、かつ、生理的条件下で、補因子とともに、または補
因子なしで、300μＭ未満の解離定数で、別の単量体上の結合パートナーリンカー要素と
共有結合または非共有結合性の強固な相互作用を形成することができるリンカー要素、
を含み、それぞれの単量体について、前記多様性要素および前記リンカー要素が、直接的
にまたは接続部を介して間接的に互いに接続しており、前記複数の単量体が治療的多量体
を形成することができ、かつ前記複数の単量体の前記多様性要素が前記標的分子の近接し
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た位置に結合し、前記リンカー要素が、以下の式（Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（
Ｂ4）からなる群より選択される、芳香族、非複素環化合物または脂肪族化合物であり：

　式中、
　Ｒは、脂肪族基または脂環式基であり、
　Ｑは、芳香族、非複素環であり、
　ｎ＝0～3、ｍ＝1～3、およびｐ＝1～2であり、
　破線と交差する線は、前記1つ以上の多様性要素が直接的にまたは接続部を介して式（
Ｂ1）、（Ｂ2）、（Ｂ3）、および（Ｂ4）の分子に連結することにより形成される1つ以
上の結合を示し、かつ、
　前記結合パートナーリンカー要素が、1，2-ジオールまたは1,3-ジオールであり、それ
によって前記リンカー要素およびその結合パートナーリンカー要素が、5または6員のボロ
ン酸エステル環を形成する、複数の治療的単量体。
【請求項６】
　前記多様性要素のうちの1つ以上が、100ｎＭ～100μＭの解離定数で前記標的分子に結
合する、請求項5に記載の複数の治療的単量体。
【請求項７】
　前記多様性要素のうちの1つ以上が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成すること
ができる、請求項5に記載の複数の治療的単量体。
【請求項８】
　前記可逆的な共有結合が、前記多様性要素上のカルボニルと前記標的分子上のアミンの
間、前記多様性要素上のアミンと前記標的分子上のカルボニルの間、前記多様性要素上の
ボロナートと前記標的分子上のヒドロキシル基の間、または前記多様性要素上のスルフヒ
ドリルと前記標的分子上のスルフヒドリルの間にある、請求項7に記載の複数の治療的単
量体。
【請求項９】
　以下を有する、治療的二量体：
　フェニルボロン酸リンカー要素およびシス1，2－ジオール結合パートナーから形成され
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たボロン酸エステル部分；
　接続部を介して前記フェニルボロン酸リンカー要素に連結した多様性要素；ならびに
　別の接続部を介して、前記シス1，2－ジオール結合パートナーに連結した多様性要素
であって、前記シス1，2－ジオール結合パートナーに連結した前記多様性要素および前記
フェニルボロン酸リンカーに連結した前記多様性要素が、それぞれ、標的分子の近接した
位置に結合する、治療的二量体。
【請求項１０】
　前記シス1，2－ジオール結合パートナーがカテコールである、請求項9に記載の治療的
二量体。
【請求項１１】
　多様性要素、および、ボロン酸基含有芳香族非複素環を有するリンカー要素を有する単
量体であって、前記リンカー要素が接続部を介して前記多様性要素に連結している、単量
体；並びに
　1，2または1，3ジオールを有する結合パートナーリンカー要素を有し、かつ、別の接続
部を介して別の多様性要素に連結した別の単量体
を含む治療的多量体であって、前記リンカー要素および前記結合パートナーリンカー要素
が可逆的に共有結合的に結合した5または6員のボロン酸ジエステル環を形成し、かつ、
各多様性要素は、それぞれの存在について独立して、300μM未満の解離定数で標的分子に
結合し、かつ、
前記治療的多量体の前記多様性要素が前記標的分子の近接した位置に結合し、前記治療的
多量体が10μM未満の解離定数で前記標的分子に結合する、治療的多量体。
【請求項１２】
　前記多様性要素の１つ以上が、前記標的分子と可逆的な共有結合を形成することができ
る、請求項11に記載の治療的多量体。
【請求項１３】
　前記リンカー要素および前記結合パートナーリンカー要素が、それぞれ500ダルトン未
満の分子量を有する、請求項11に記載の治療的多量体。
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