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(57)【要約】
本発明は、ウイルス状粒子、それらの調製、及び薬学的
スクリーニング及び機能的ゲノムにおけるそれらの使用
に関する。細胞におけるターゲット分子とシグナル分子
との共発現によって粒子が生成される。但し、前記ター
ゲット分子が前記ウイルス状粒子に取り込まれるか、又
は被包されるように、シグナル及びターゲット分子は、
共有結合せずに機能的に働く。
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【特許請求の範囲】

【請求項１】細胞内での共発現によってウイルス状粒子(VLPs)へ蛋白質ターゲッ

ト分子を選択的に取り込むか、又は被包させるための方法であって：

（ｉ）前記ターゲット分子は第一アミノ酸配列及び第二アミノ酸配列を含み、か

つ

（ｉｉ）シグナル分子は第一アミノ酸配列及び第二アミノ酸配列を含み、後者は

、ウイルス状粒子を構築し、かつ好ましくは細胞外環境へ放出される能力をシグ

ナル配列に与え、

前記ターゲット分子が、前記ウイルス状粒子に取り込まれるか、又は被包される

ように、前記シグナル分子の前記第一アミノ酸配列は、前記ターゲット分子の前

記第一アミノ酸配列と共に、共有結合せずに機能的に働く方法。

【請求項２】前記シグナル分子の前記第一アミノ酸配列は、ファンデルワールス

力、静電力、積み重ね相互作用、水素結合、及び立体適合からなる群から選ばれ

る共有結合ではない物理的な力によって、前記ターゲット分子の前記第一アミノ

酸配列と共に機能的に働く請求項１に記載の方法。

【請求項３】前記シグナル分子は、Ｋass≧１０-6Ｍの結合定数を有する共有結

合ではない物理的な力によって、前記ターゲット分子と相互作用する請求項１又

は２に記載の方法。

【請求項４】前記ウイルス状粒子は、適当な細胞膜を通るエキソサイトーシス、

溶解又は出芽によって前記細胞から放出される請求項１～３のいずれかに記載の

方法。

【請求項５】血漿膜、小胞体、ゴルジ又は核膜を通して出芽が起こる請求項４に

記載の方法。

【請求項６】前記ターゲット分子の前記第二アミノ酸配列は、ウイルス状粒子と

非相同性である請求項１～５のいずれかに記載の方法。

【請求項７】前記ターゲット分子の前記第二アミノ酸配列は、レセプター、イオ

ンチャンネル、酵素、粘着性分子、膜孔の成分、及びフラグメント、又はそれら

の誘導体からなる群から選ばれる請求項６に記載の方法。

【請求項８】前記レセプターは、トランスメンブランレセプター、特に、出芽プ
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ロセスによってウイルス状粒子のエンベロープに取り込まれるＧ－蛋白質結合レ

セプターである請求項７に記載の方法。

【請求項９】前記レセプターは、剥き出しの、又は包まれたウイルス状粒子の蛋

白質キャプシドによって取り込まれるか、又は被包されるサイトソル又は核レセ

プターである請求項７に記載の方法。

【請求項１０】前記ターゲット分子の前記第二アミノ酸配列は、ルミネッセンス

ペプチド又は蛋白質である請求項６に記載の方法。

【請求項１１】前記シグナル分子の前記第二アミノ酸配列は、ウイルスキャプシ

ド蛋白質のフラグメント、又はウイルスキャプシド蛋白質の前駆体、又はウイル

スエンベロープ蛋白質のフラグメント、又はウイルスエンベロープ蛋白質の前駆

体を少なくとも含む請求項１～１０のいずれかに記載の方法。

【請求項１２】前記シグナル分子の前記第二アミノ酸は、ウイルス状粒子のキャ

プシド蛋白質のフラグメント、又は前記キャプシド蛋白質の前駆体、又はウイル

ス状粒子のエンベロープ蛋白質のフラグメント、又は前記エンベロープ蛋白質の

前駆体を少なくとも含む請求項１～１０のいずれかに記載の方法。

【請求項１３】前記キャプシド又はエンベロープ蛋白質は、レトロウイルス、ピ

コルナウイルス、レオウイルス、ポリオマウイルス、パピロマウイルス、パルボ

ウイルス、ノダウイルス、コロナウイルス、ヘルペスウイルス、ヘパドナウイル

ス、バキュロウイルス、及びバクテリオファージからなる群から選ばれるウイル

ス群のキャプシド又はエンベロープから得られる請求項１１又は１２に記載の方

法。

【請求項１４】前記シグナル分子の前記第二アミノ酸配列は、レトロウイルスの

ｇａｇ－遺伝子によってコードされた構造蛋白質である請求項１３に記載の方法

。

【請求項１５】前記シグナル分子の前記第二アミノ酸配列は、少なくとも、レト

ロトランスポゾン、特に、酵母中のＴｙ成分、昆虫中のコピア成分、昆虫中のコ

ピア様成分、マウス中のＶＬ３０、又はマウス中のＩＡＰ遺伝子のフラグメント

によってコードされる請求項６～１０のいずれかに記載の方法。

【請求項１６】請求項１～１５のいずれかに記載の方法によって得られ得るウイ
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ルス状粒子。

【請求項１７】請求項１～１５のいずれかに記載の、取り込まれたか、又は被包

されたターゲット分子と共に、ウイルス状粒子を含む試薬キット。

【請求項１８】請求項１～１５のいずれかに記載の、取り込まれた、又は被包さ

れたターゲット分子と共に、ウイルス状粒子を含む薬剤又はその前駆体。

【請求項１９】剥き出しのウイルス状粒子のキャプシド、又は包まれたウイルス

状粒子の膜に、取り込まれ、又は結合した分子を更に含み、前記分子は前記薬剤

又はその前記前駆体を、その影響領域へ導く機能を有する請求項１８に記載の薬

剤又はその前駆体。

【請求項２０】遺伝的疾患、腫瘍疾患、自己免疫又は伝染性疾患を、治療又は予

防するための薬剤又はその前駆体の調製のための、請求項１～１５のいずれかに

記載の方法によって得られ得るウイルス状粒子の使用。

【請求項２１】ウイルス状粒子の異なる集団に取り込まれるターゲット分子間の

相互作用の同定及び特徴付けにおける、請求項１～１５のいずれかに記載の方法

によって得られ得るウイルス状粒子の使用。

【請求項２２】ターゲット分子、及び更に対象となる分子、特に細胞若しくはビ

ーズに結合した分子、又は水性培地に可溶性の分子、特に細胞内機能部位の分子

間の相互作用の同定及び特徴付けにおける、請求項１～１５のいずれかに記載の

方法によって得られ得るウイルス状粒子の使用。

【請求項２３】潜在的な薬学的活性物質の同定における、請求項１～１５のいず

れかに記載の方法によって得られ得るウイルス状粒子の使用。

【請求項２４】診断用途における、分析物の同定における請求項１～１５のいず

れかに記載の方法によって得られ得るウイルス状粒子の使用。

【請求項２５】細胞表面蛋白質媒介活性を調節する化合物の同定法であって、化

合物と細胞表面蛋白質との相互作用によって生成されたシグナルの細胞内トラン

スダクションを検出することにより行われ、以下を含む同定法：

－前記化合物の存在下で、第一組換え型細胞において発現されたレポーター遺伝

子生成物の量を、前記化合物の不存在下での生成物の量、又は第二組換え型細胞

における生成物の量と比較すること；但し
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－第一組換え型細胞は、レポーター遺伝子構造を含み、かつ細胞表面蛋白質を発

現し；

－第二組換え型細胞は、細胞表面蛋白質を発現しないか、又は細胞表面蛋白質を

所定のレベルで発現することを除き、第一組換え型遺伝子と同一であり；かつ

－レポーター遺伝子構造は：

（ａ）アゴニストと細胞表面蛋白質との相互作用によって生成される細胞内シグ

ナルに応答する転写調節成分；

（ｂ）翻訳シグナル分子をコードし、かつ転写調節成分と効果的に結合している

レポーター遺伝子

を含む；但し

－翻訳シグナル分子は、好ましくは細胞外環境へ放出されるウイルス状粒子を構

築することができる。

【請求項２６】前記化合物の不存在下での生成物の量と比べて、又は第二組換え

型細胞における生成物の量と比べて、前記化合物の存在下で第一組換え型細胞に

おいて発現されたレポーター遺伝子生成物の量を変化させる化合物を選択するこ

とを更に含む請求項２５に記載の方法。

【請求項２７】細胞表面蛋白質は、細胞表面レセプター、粘着性分子、膜孔、又

はイオンチャンネルである請求項２５又は２６に記載の方法。

【請求項２８】前記検出し得る翻訳シグナル分子は、ルミネッセンスポリペプチ

ド、特に緑色蛍光蛋白質若しくはその突然変異体を更に含み、又は検出し得る試

薬を用いる次のラベル化のためのタグとして働く物を更に含み、又は酵素を更に

含む請求項２５～２７のいずれかに記載の方法。

【請求項２９】前記化合物は、前記細胞表面蛋白質のアゴニストである請求項２

５～２８のいずれかに記載の方法。

【請求項３０】前記化合物は、前記細胞表面蛋白質のアンタゴニストである請求

項２５～２８のいずれかに記載の方法。

【請求項３１】レポーター遺伝子生成物の量の違いを比較する前、又はそれと同

時に、組換え型細胞を、前記細胞表面蛋白質を活性化させるアゴニストと接触さ

せ、それにより前記翻訳シグナル分子が発現されることを更に含む請求項３０に
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記載の方法。

【請求項３２】転写調節領域は、血清応答成分、環状アデノシンモノホスフェー

ト応答成分、及び細胞内カルシウムイオンレベルに応答する成分からなる群から

選ばれる調節成分を少なくとも含む請求項２５～３１のいずれかに記載の方法。

【請求項３３】前記方法は、均質分析、特に、多数の化合物のスクリーニングの

ための均質ハイスループット分析である請求項２５～３２のいずれかに記載の方

法。

【請求項３４】前記ウイルス状粒子は、顕微鏡法、分光法、特に共焦点顕微鏡法

又は分光法の使用によって検出される請求項２５～３３のいずれかに記載の方法

。

【請求項３５】適当な細胞膜を通るエキソサイトーシス、溶解又は出芽によって

、前記ウイルス状粒子が前記細胞から放出される請求項２５～３４のいずれかに

記載の方法。

【請求項３６】前記翻訳シグナル分子は、ウイルスキャプシド若しくはエンベロ

ープ蛋白質のフラグメント、又はウイルスキャプシド若しくはエンベロープ蛋白

質の前駆体を少なくとも含む請求項２５～３５のいずれかに記載の方法。

【請求項３７】前記翻訳シグナル分子は、ウイルス状粒子のキャプシド若しくは

エンベロープ蛋白質のフラグメント、又は前記キャプシド若しくはエンベロープ

蛋白質の前駆体を少なくとも含む請求項２５～３５のいずれかに記載の方法。

【請求項３８】前記キャプシド又はエンベロープ蛋白質は、レトロウイルス、ピ

コルナウイルス、レオウイルス、ポリオマウイルス、パピロマウイルス、パルボ

ウイルス、ノダウイルス、コロナウイルス、ヘルペスウイルス、ヘパドナウイル

ス、バキュロウイルス、及びバクテリオファージからなる群から選ばれるウイル

ス群のキャプシド又はエンベロープから得られる請求項３６又は３７に記載の方

法。

【請求項３９】前記翻訳シグナル分子は、少なくとも、レトロトランスポゾン、

特に、酵母中のＴｙ成分、昆虫中のコピア、昆虫中のコピア様成分、マウス中の

ＶＬ３０、又はマウス中のＩＡＰ遺伝子のフラグメントによってコードされる請

求項２５～３５のいずれかに記載の方法。
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【請求項４０】－細胞外シグナルによって調節され得る活性を有する細胞表面蛋

白質をコードするＤＮＡ；及び

－前記細胞表面蛋白質によって調節される、１つ以上の転写調節成分と効果的に

結合したレポーター遺伝子を含むレポーター遺伝子構造

を含む組換え型細胞：但し、

－前記レポーター遺伝子は、翻訳シグナル分子をコードし、かつ、

－前記翻訳シグナル分子は、好ましくは細胞外環境に放出されるウイルス状粒子

を構成し得る。

【請求項４１】転写調節成分は、血清応答成分、環状アデノシンモノホスフェー

ト応答成分、及び細胞内カルシウムイオンレベルに応答する成分からなる群から

選ばれる調節成分を少なくとも含む請求項４０に記載の細胞。

【請求項４２】前記翻訳シグナル分子は、ルミネッセンスポリペプチド、特に、

緑色蛍光蛋白質若しくはその突然変異体を更に含み、又は検出し得る試薬を用い

る次のラベル化のためのタグとして働く物を更に含み、又は酵素を更に含む請求

項４０又は４１に記載の細胞。

【請求項４３】前記細胞表面蛋白質は、細胞表面レセプター、粘着性分子、膜孔

、又はイオンチャンネルである請求項４０～４２のいずれかに記載の細胞。

【請求項４４】多数の化合物のスクリーニングのための分析であって、

リガンド／結合ドメイン相互作用、若しくは前記化合物による酵素触媒反応の阻

害若しくは刺激の程度を決定するために、又は、前記化合物のターゲット分子へ

の結合の程度の決定するために、又は、前記化合物がウイルス状粒子内に入る能

力を決定するために行われ、かつ以下を含む分析；

（ａ）（１）試験されるべき前記化合物を、前記リガンド及び前記結合ドメイン

へ接触させること；

（２）試験されるべき前記化合物を、前記酵素及び前記酵素のための基質へ接触

させること；

（３）試験されるべき前記化合物を、前記ターゲット分子へ接触させること；並

びに

（４）前記化合物をウイルス状粒子へ接触させること
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からなる群から選択される段階；但し、前記結合ドメイン、又は酵素、又はター

ゲット分子は、ウイルス状粒子に取り込まれるか、又は被包され、かつ

１つ以上の前記化合物の導入による阻害、刺激、又は結合は、前記分析中に存在

する前記ウイルス状粒子に結合し、若しくは被包された光学的に検出され得るラ

ベルの量の変化を引き起こし、及び／又は、前記ウイルス状粒子の更なる性質の

変化を引き起こす；

（ａ）光学的方法の使用により、個々のウイルス状粒子に結合し、若しくは被包

された、前記光学的に検出され得るラベルの量を決定し、及び／又は、前記ウイ

ルス状粒子の更なる性質を測定すること；

  個々のウイルス状粒子に結合し、若しくは被包された、前記光学的に検出され

得るラベルの量を、前記ウイルス状粒子と結合せず、若しくは被包されていない

ラベルによって引き起こされる前記分析におけるバックグラウンドシグナルの量

と比較すること、及び／又は、研究対象の前記ウイルス状粒子の前記性質を、対

照ウイルス状粒子の性質と比較すること；

により、前記阻害、刺激、結合又は導入の程度を決定すること；並びに

  前記結合／被包及びバックグラウンドシグナル間の違いから、及び／又は、研

究対象のウイルス状粒子の前記性質と、対照ウイルス状粒子の性質との違いから

、前記阻害、刺激、結合又は導入の程度を決定すること。

【請求項４５】前記光学的方法は、共焦点顕微鏡法又は分光法を含む請求項４４

に記載の方法。

【請求項４６】前記光学的に検出され得るラベルは、蛍光リガンド、又は蛍光基

質、又は酵素反応の蛍光生成物であり、かつ前記光学的方法は、蛍光技術、特に

、蛍光相関分光法、蛍光相互相関分光法、蛍光強度分布分析、蛍光寿命測定、蛍

光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、又はそれらの組み合わせを含む請求項

４４又は４５に記載の分析。

【請求項４７】前記ウイルス状粒子の更なる性質は、電気的方法によって決定さ

れる請求項４４～４６のいずれかに記載の分析。

【請求項４８】前記電気的方法は、インピーダンス又は二重電気泳動測定を含む

請求項４７に記載の分析。
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【請求項４９】前記結合ドメイン、又は酵素、又はターゲット分子は、前記ウイ

ルス状粒子の成分への融合により、特に、キャプシド又はエンベロープ成分への

融合によって、前記ウイルス状粒子に取り込まれ、又は被包される請求項４４～

４８のいずれかに記載の分析。

【請求項５０】前記結合ドメイン、又は酵素、又はターゲット分子は、前記ウイ

ルス状粒子の成分と、前記結合ドメイン、酵素又はターゲット分子との共有結合

ではない物理的な力によって、前記ウイルス状粒子に取り込まれるか、又は被包

される請求項４４～４８のいずれかに記載の分析。

【請求項５１】前記分析は、均質ハイスループット分析である請求項４４～５０

のいずれかに記載の分析。

【請求項５２】少なくとも２つのターゲット分子間の相互作用の阻害又は刺激の

程度を決定するための、多数の化合物をスクリーニングするための分析であって

、

（ａ）第一ウイルス状粒子に取り込まれた第一ターゲット分子の液体懸濁物、及

び第二ウイルス状粒子に取り込まれた第二ターゲット分子の液体懸濁物を、多数

の容器へ添加すること；

（ｂ）前記阻害又は刺激をスクリーニングされるべき多数の化合物を、個々に、

又は組み合わせて、前記多数の容器へ添加すること；

（ｃ）前記ウイルス状粒子及び前記化合物に取り込まれた前記ターゲット分子を

インキュベートすること；

（ｄ）前記ウイルス状粒子の少なくとも１つの性質を測定すること；及び

（ｅ）少なくとも１つの前記化合物により、前記ターゲット分子間の前記相互作

用の阻害又は刺激の程度を決定すること

を含む分析。

【請求項５３】前記ウイルス状粒子のキャプシド若しくはエンベロープ成分への

融合によって、又は前記成分と前記ターゲット分子との間の共有結合ではない物

理的な力によって、前記ターゲット分子が前記ウイルス状粒子に取り込まれる請

求項５２に記載の分析。

【請求項５４】前記ウイルス状粒子の光学的に検出され得る性質が、好ましくは
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共焦点顕微鏡法又は分光法によって測定される請求項５２又は５３に記載の分析

。

【請求項５５】蛍光技術、特に、蛍光相関分光法、蛍光相互相関顕分光法、蛍光

強度分布分析、蛍光寿命測定、蛍光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、又は

それらの組み合わせの使用によって、前記光学的に検出され得る性質が測定され

る請求項５４に記載の分析。

【請求項５６】前記光学的に検出され得る性質は、光散乱技術によって測定され

る請求項５２～５５のいずれかに記載の分析。

【請求項５７】前記ウイルス状粒子の少なくとも１つの更なる性質は、好ましく

はインピーダンス又は二重電気泳動測定によって決定される請求項５２～５６の

いずれかに記載の分析。

【請求項５８】前記分析は、均質ハイスループット分析である請求項５２～５７

のいずれかに記載の分析。

【請求項５９】細胞内蛋白質－蛋白質相互作用を決定するための分析であって、

（ａ）組換え型細胞における共発現

（ｉ）ターゲット分子は、第一アミノ酸配列及び第二アミノ酸配列を含み、後者

は好ましくはルミネッセンスレポーターであり、かつ

（ｉｉ）シグナル分子は、第一アミノ酸配列及び第二アミノ酸配列を含み、後者

は、ウイルス分子を構築し、好ましくは細胞外環境へ放出される能力をシグナル

分子に与える、

（ａ）前記ウイルス状粒子内での、前記好ましくはルミネッセンスレポーターの

存在又は不存在を測定すること；及び、それにより

（ｂ）ターゲット分子の第一アミノ酸配列と、シグナル分子の第一アミノ酸配列

との間の蛋白質－蛋白質相互作用の程度を決定すること

を含む分析。

【請求項６０】前記組換え型細胞を、前記蛋白質－蛋白質相互作用を妨げる能力

をスクリーニングされるべき化合物に接触させることを更に含む請求項５９に記

載の分析。

【請求項６１】スクリーニングされるべき化合物は、ｃＤＮＡ発現ライブラリー
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類、ゲノムＤＮＡフラグメント類、ｍＲＮＡ類、ペプチド類、蛋白質類、及び低

分子量物質類からなる群から選択される請求項６０に記載の分析。

【請求項６２】前記分析は、均質であり、好ましくは均質ハイスループット分析

である請求項５９又は６１のいずれかに記載の方法。

【請求項６３】前記ウイルス状粒子内での前記好ましくはルミネッセンスレポー

ターの存在又は不存在は、顕微鏡法又は分光法、特に共焦点顕微鏡法又は分光法

によって測定される請求項５９～６２のいずれかに記載の分析。

【請求項６４】蛍光技術、特に、蛍光相関分光法、蛍光相互相関分光法、蛍光強

度分布分析、蛍光寿命測定、蛍光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、又はそ

れらの組み合わせの使用によって、前記ウイルス状粒子内での前記ルミネッセン

スレポーターの存在又は不存在が測定される請求項５９～６３のいずれかに記載

の分析。

【請求項６５】細胞内輸送ポリペプチド又は膜結合トランスロケーションポリペ

プチドをコードする核酸配列の同定のための分析であって、

（ａ）第一アミノ酸配列及び第二アミノ酸配列を含む融合蛋白質をコードする核

酸を含む組換え型細胞の供給、但し、前記第一アミノ酸配列は、ウイルス状粒子

を構築する能力を融合蛋白質に与え、かつ、前記第一アミノ酸配列は、細胞膜へ

輸送されるべき融合蛋白質へは与えず、及び／又は、前記第一アミノ酸配列は、

前記細胞膜を通る出芽プロセスによって、細胞外環境へ放出される能力を、前記

ウイルス状粒子に与えず、かつ前記第二アミノ酸配列は、研究対象のポリペプチ

ドである；

（ｂ）前記融合蛋白質の発現；

（ｃ）前記細胞外環境におけるウイルス状粒子の存在又は不存在の測定；並びに

それによる

（ｄ）細胞内輸送ポリペプチド又は膜結合トランスロケーションポリペプチドを

コードする核酸配列の同定

を含む分析。

【請求項６６】ＤＮＡ分子のライブラリーは、多数の組換え型細胞においてスク

リーニングされる請求項６５に記載の分析。
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【請求項６７】前記第一アミノ酸配列は、前記第二アミノ酸配列のＣ末端と共有

結合する請求項６５又は６６に記載の分析。

【請求項６８】前記融合蛋白質は、好ましくは前記第一アミノ酸配列のＣ末端と

共有結合したルミネッセンスレポーター分子、特に、緑色蛍光蛋白質又はその突

然変異体を含む請求項６５～６７のいずれかに記載の分析。

【請求項６９】ウイルスキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質をコードする突

然変異体遺伝子によって、又はウイルスキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質

の前駆体をコードする突然変異体遺伝子によって、前記第一アミノ酸配列がコー

ドされる請求項６５～６８のいずれかに記載の分析。

【請求項７０】ウイルス状粒子のキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質をコー

ドする突然変異体遺伝子によって、又は前記キャプシド若しくはエンベロープ蛋

白質の前駆体をコードする突然変異体遺伝子によって、前記第一アミノ酸配列が

コードされる請求項６５～６８のいずれかに記載の分析。

【請求項７１】前記アミノ酸配列は、レトロウイルスのｇａｇ－遺伝子の突然変

異体によってコードされた構造蛋白質である請求項６５～７０のいずれかに記載

の分析。

【請求項７２】開始コドンメチオニンの２つ後の位置が、ミリスチン化によって

修飾され得ないアミノ酸をコードするいずれかの残基に変えられる請求項７１に

記載の分析。

【請求項７３】前記分析は、均質分析、好ましくは均質ハイスループット分析で

ある請求項６５～７２のいずれかに記載の分析。

【請求項７４】前記細胞外環境におけるウイルス状粒子の存在又は不存在は、光

学的方法、好ましくは共焦点顕微鏡法又は分光法によって測定される請求項６５

～７３のいずれかに記載の分析。

【請求項７５】前記細胞外環境におけるウイルス状粒子の存在又は不存在は、蛍

光技術、特に蛍光相関分光法、蛍光相互相関分光法、蛍光強度分布分析、蛍光寿

命測定、蛍光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、又はそれらの組み合わせに

よって測定される請求項６５～７４のいずれかに記載の方法。

【請求項７６】レセプター、膜孔、又はイオンチャンネル媒介活性を調節する物
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質の同定法であって、好ましくは、アゴニストと前記レセプター又はイオンチャ

ンネルとの相互作用において生成されるシグナルの細胞内トランスダクションを

検出することにより行われ、

－前記物質の存在下で、組換え型細胞において発現されるレポーター遺伝子生成

物の量を、前記物質の不存在下での生成物の量と比較すること

を含む同定法；但し、

－第一組換え型細胞は、レポーター遺伝子構造を含み、かつレセプター又はイオ

ンチャンネルを発現し；かつ

－レポーター遺伝子構造は、

（ａ）アゴニストとレセプター、又は膜孔、又はチャンネルとの相互作用によっ

て生成された細胞内シグナルに応答する転写調節成分；

（ｂ）好ましくは細胞外環境へ放出されるウイルス状粒子を構築し得る翻訳シグ

ナル分子をコードし、かつ転写調節成分と効果的に結合しているレポーター遺伝

子

を含む。

【請求項７７】アゴニストの存在下で組換え型細胞において発現されるレポータ

ー遺伝子生成物の量を、アゴニストの不存在下での生成物の量と比較することを

更に含む請求項７６に記載の方法。

【請求項７８】第一物質の存在下で組換え型細胞において発現されるレポーター

遺伝子生成物の量を、第二物質の存在下でのレポーター遺伝子生成物の量と比較

することを更に含む請求項７６又は７７に記載の方法。

【請求項７９】前記物質は、ｃＤＮＡ類、ゲノムＤＮＡフラグメント類、ｍＲＮ

Ａ類、ベクター類、ペプチド類、又は蛋白質類からなる群から選ばれる請求項７

６～７８のいずれかに記載の方法。

【請求項８０】－レセプター、膜孔、又はイオンチャンネルをコードするＤＮＡ

；及び

－アゴニストと前記レセプター、膜孔、又はイオンチャンネルとの相互作用によ

って生成された細胞内シグナルに応答する１つ以上の転写調節成分と効果的に結

合したレポーター遺伝子を含むレポーター遺伝子構造
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を含む組換え型細胞、但し：

－前記レポーター遺伝子は、翻訳シグナル分子をコードし、かつ

－前記翻訳シグナル分子は、好ましくは細胞外環境へ放出されるウイルス状粒子

を構築し得る。

【請求項８１】転写調節領域は、血清応答成分、環状アデノシンモノホスフェー

ト応答成分、及び細胞内カルシウムイオンレベルに応答する成分からなる群から

選ばれる少なくとも１つの調節成分を含む請求項８０に記載の細胞。

【請求項８２】前記翻訳シグナル分子は、ルミネッセンスポリペプチド、特に、

緑色蛍光蛋白質若しくはその突然変異体を更に含み、又は、検出し得る試薬を用

いる次のラベル化のためのタグとして働く物を更に含む請求項８０又は８１に記

載の細胞。

【請求項８３】シグナル経路、及び／又は細胞の生理的状態を、そのようなシグ

ナル経路に影響を及ぼす成分によって特異的に調節する物質の同定法であって：

－前記物質の存在下で組換え型細胞において発現されたレポーター遺伝子生成物

の量、及び／又は性質を、前記物質の不存在下での生成物の量、及び／又は性質

と比較することを含む方法；但し、

－前記細胞は、前記シグナル経路のマーカー又は代理マーカーを含み、かつ

－前記レポーター遺伝子生成物の生成及び／若しくは性質、又は細胞からの放出

は、前記マーカー若しくは代理マーカーの性質及び／若しくは量に、又は前記マ

ーカー若しくは代理マーカーによって生成された細胞内シグナルに応答し、かつ

－前記レポーター遺伝子生成物は、（ｉ）シグナル分子を含み、かつ任意に（ｉ

ｉ）検出し得る部分を含む、但し、前記シグナル分子は、好ましくは細胞外環境

へ放出されるウイルス状粒子を構築し得る。

【請求項８４】前記マーカー若しくは代理マーカーの性質及び／若しくは濃度に

、又は前記マーカー若しくは代理マーカーによって生成された細胞内シグナルに

応答する転写調節成分を含むレポーター遺伝子構造によって、レポーター遺伝子

生成物がコードされる請求項８３に記載の方法。

【請求項８５】転写調節成分は、血清応答成分、環状アデノシンモノホスフェー

ト応答成分、及び細胞内カルシウムイオンレベルに応答する成分からなる群から
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選ばれる少なくとも１つの調節成分を含む請求項８４に記載の方法。

【請求項８６】前記シグナル分子は、ウイルスキャプシド若しくはエンベロープ

蛋白質のフラグメント、又はウイルスキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質の

前駆体を少なくとも含む請求項８３～８５のいずれかに記載の方法。

【請求項８７】前記シグナル分子は、ウイルス状粒子のキャプシド若しくはエン

ベロープ蛋白質のフラグメント、又は前記キャプシド若しくはエンベロープ蛋白

質の前駆体を少なくとも含む請求項８３～８５のいずれかに記載の方法。

【請求項８８】前記キャプシド又はエンベロープ蛋白質は、レトロウイルス、ピ

コルナウイルス、レオウイルス、ポリオマウイルス、パピロマウイルス、パルボ

ウイルス、ノダウイルス、コロナウイルス、ヘルペスウイルス、ヘパドナウイル

ス、バキュロウイルス、及びバクテリオファージからなる群から選ばれるウイル

ス群のキャプシド又はエンベロープから得られる請求項８３～８７のいずれかに

記載の方法。

【請求項８９】前記シグナル分子は、レトロウイルスのｇａｇ－遺伝子によって

コードされる構造蛋白質を含む請求項８８に記載の方法。

【請求項９０】前記検出し得る部分は、ルミネッセンスポリペプチド、特に、緑

色蛍光蛋白質若しくはその突然変異体、又はルミネッセンス試薬を用いる次のラ

ベル化のためのタグとして働く物を含む請求項８３～８９のいずれかに記載の方

法。

【請求項９１】前記検出し得る部分は、特異的蛋白質、特に酵素を含む請求項８

３～９０のいずれかに記載の方法。

【請求項９２】前記物質は、低分子量化合物類、核酸類、ペプチド類／蛋白質類

、又はＰＮＡ類からなる群から選ばれる請求項８３～９１のいずれかに記載の方

法。

【請求項９３】ゲノムＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、アンチセンス配列、又はフ

ラグメントから選ばれる核酸、又は前記核酸の修飾物、又はベクターを、前記物

質として使用する請求項９２に記載の方法。

【請求項９４】前記蛋白質は抗体である請求項９２に記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、ウイルス状粒子(virus like particles)、それらの調製、及び好ま

しくは薬学的スクリーニング及び機能的ゲノムにおけるそれらの使用に関する。

本発明は、前記ウイルス状粒子を用いて使用されるべき様々な分析形式を更に提

供する。

      【０００２】

  機能的取り込み(integral)膜蛋白質の分析は、いくつかの従来技術の系及び環

境において行うことができる。レセプターの、その中でそれらが内部発現するか

、又はそれらが通常過剰発現する組換え型細胞系において発現する細胞上で直接

生じるリガンド相互作用が分析され得る。しかし、これら分子は、そのような環

境において通常機能するにもかかわらず、高いバックグラウンドレベルの結果、

多数の／高濃度の、混入している機能が類似しているか、又は関連している蛋白

質の存在によって、それらの分析は妨げられる。そのため、対象となる特別な蛋

白質又は内部レセプターが既に多数複製(copy)されて発現されているか、又は強

力な組換え型プロモーターの下で過剰発現されている場合でさえ、試料は非常に

不均質である。

      【０００３】

  しかし、更に、結合ドメインが、レセプター、粘着性分子、又は触媒分子のい

ずれであるかを、独自の(original)活性が検出された供給源から、各分子を均質

な状態に濃縮又は精製した後に、分析することができる。しかし、そのような精

製段階により、それらの正常な脂質／脂質－蛋白質環境から、各蛋白質が除去さ

れる場合もあり、その結果、その本来の環境から、対象となる特異的分子が除去

された後の変性効果のため、部分的又は完全な機能の損失が起こり得る。この結

果、対象となるターゲットのそれぞれの量の精製（又は少なくとも濃縮）のため

に、多量の原料又は組換え材料が通常必要となる。

      【０００４】

  均質な時間依存性(time-resolved)蛍光(HTRF)、又は共焦点検出技術に基づく

分析、例えば、蛍光相関分光法(FCS)を含む超ハイスループットスクリーニング(
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uHTS)に適用される様々な方法の形式は、その中に、対象となる、取り込み又は

膜結合(membrane associated)蛋白質が高濃度で存在する小嚢のような特異的膜

画分を利用する。しかし、バックグラウンドシグナルによる同様の問題は、その

ような調製物(preparations)でも見られ、時には最少量の試料を調製するために

も、通常多量の細胞が必要とされる。また、そのような調製物は、通常、それら

の量及び完全な状態(integrity)が不均質であるので、その結果、かなりの程度

の(appreciable)分析の変形(inter-assay variations)を与える。

      【０００５】

  上記の通り、全細胞又はそれらの濃厚(enriched)膜調製物（小嚢）を使用する

標準分析系は、対象となる分子が過剰発現される、組換え型に設計された(recom

binant engineered)細胞系においても、なお非常に大きなバックグラウンドがあ

る（上記参照）という欠点を有する。いくつかの用途では、この高いバックグラ

ウンドの問題は、７つのトランスメンブラン(transmembrane)レセプター(7-TMR

類、ドイツ特許第197 09 168 C1及び国際特許出願PCT/EP 98/01229)の、リガン

ド誘発特異的ラベル化(ligand induced specific labeling)のための方法を使用

することによって、部分的に低減され得る。

      【０００６】

  そこで、上記の問題を全て解決する１つの目的は、安定な、好ましくはその自

然な環境（例えば血漿膜）において、各蛋白質（例えば、生物学的に活性な7-TM

R、又は他の取り込み膜蛋白質）を発現すること、及び、便利で経済的な方法で

、混入している蛋白質を取り除き、その結果、ハイスループットスクリーニング

に適した(amenable)高品質な材料を、十分な量で生成することである。

      【０００７】

  特異的な機能が損なわれず、さもなければ混入している妨害(interfering)膜

蛋白質の割合が好ましくは１０％未満である、安定な環境において、特異的な組

換え型取り込み膜蛋白質を多量に得ることを可能にする方法が必要とされる（こ

れら混入している蛋白質は、調製中に、膜により、若しくは膜内へ非特異的に被

包されることもあり、又は、それらのそれぞれの生物学的又は実験的適用の間、

それらを分離することができない親和性及び近接(proximity)を有する付属(acce
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ssory)蛋白質を表すこともある）。そのような系では、例えば、レセプター－リ

ガンド結合分析における、既知又は未知のリガンドと、選択されたターゲット分

子との機能的相互作用を観察するために、（例えば、EP 0 679 251 B1に記載さ

れている）単一分子又は単一粒子に基づく検出系のような光学的検出技術を適用

すべきである。それらが、対象となる特異的シグナルから空間的に分離されてい

る限りは、様々なバックグラウンドシグナルを許容するウエスタンブロットと比

べて、明確かつ正確なシグナルに依存する、好ましくは均質な光学的分析と組み

合わせて、ドイツ特許DE 197 09 168 C1及び国際特許出願PCT/EP 98/01229に記

載されているような、多数の孤立型(orphan-type)レセプターのための新規なア

ゴニスト及びアンタゴニストを見出すことは、特に興味深い。しかし、後者の方

法は、ハイスループットスクリーニングには適していないので、スクリーニング

に適用可能な技術が使用されなければならない。この目的のため、均質分析、即

ち、例えばレセプターに結合しているリガンドと結合していないリガンドとを区

別するための、分離段階には頼らない混合測定分析(mix-and-measure-assay)は

、非常に有利であろう。多数の機能的ゲノムプログラムによって見出される多数

のレセプターに適用可能な機能的な分析アプローチを常に探索している薬学分野

では、そのような分析法(assay regimen)は、最も興味深く、かつ重要であろう

。分泌された蛋白質及び外側の膜蛋白質は、今までのところ、経済的に最も重要

な種類の治療効果のあるターゲットである。既知の全薬剤の約６４％は、一般に

、７－トランスメンブランレセプター群に向けられている。また、上記分析のコ

ンダクタンス(conductance)のための試薬が必要とされる。

      【０００８】

  異なるウイルス状粒子、及びこれらのウイルス状粒子が適用され得る分析形式

を提供する本発明により、これらの問題が解決される。

      【０００９】

ウイルス状粒子、それらの調製及び検出

  第一の態様において、本発明は、ウイルス状粒子(VLPs)へ蛋白質ターゲット分

子を選択的に取り込むか、又は被包するための方法を提供する。ターゲット分子

は、シグナル分子と共に、組換え型細胞において共発現される(co-expressed)。
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各ターゲット分子及び各シグナル分子は、第一及び第二アミノ酸配列を含む。シ

グナル分子の第二アミノ酸配列は、それらが容易に検出され得る細胞外環境へ好

ましくは放出されるウイルス状粒子を構築し得る能力を、シグナル分子に与える

。前記シグナル分子の第一アミノ酸配列は、前記ターゲット分子の前記第一アミ

ノ酸配列と共に、共有結合せずに(in a non-covalent manner)機能的に働くよう

に選択される。この相互作用のため、対象となる第二アミノ酸配列、例えば、レ

セプター又は結合ドメインは、ウイルス状粒子に取り込まれるか、又は被包され

る。前記シグナル分子の第一アミノ酸配列は、ファンデルワールス力、静電力、

積み重ね(stacking)相互作用、水素結合又は立体適合(steric fit)のような共有

結合ではない力によって、前記ターゲット分子の前記第一アミノ酸配列と共に、

好ましくは機能的に働く。好ましくは、これらの力は、Ｋass＞１０-6Ｍの結合

定数を有する。

      【００１０】

  本発明によって説明されるストラテジーは、全ての蛋白質を、同じ成分を用い

て修飾することができ、それにより確認される(validated)べき蛋白質全てのた

めの標準的な操作法を得るための、遺伝的タグを付ける(tagging)ストラテジー

である。

      【００１１】

  包まれた(enveloped)ＶＬＰの脂質二分子層(bilayer)内で、又は剥き出しの(n

aked)、若しくは包まれたＶＬＰのキャプシド(capsid)内で、選択された(of cho

ice)機能的ターゲット蛋白質が発現される均質なＶＬＰ群を生成することができ

る。ターゲット蛋白質を、ＶＬＰ内に被包することもできる。これらの反応は、

シグナル(signaling)蛋白質との特異的相互作用によって媒介される。各ターゲ

ット蛋白質の取り込み／被包は、好ましくは、各ターゲット蛋白質のカルボキシ

ル又はアミノ末端に位置する相補性コンカタメリック(concatameric)タグと、特

異的に、高い親和性をもって相互作用する特異的コンカタメリック蛋白質配列と

共に、シグナル分子を用いることにより、達成される。これら修飾(modified)蛋

白質（シグナル及びターゲット）はいずれも、同じホスト細胞内で発現され、次

いで、発現された蛋白質生成物は、特異的なタグによってお互いに結合する。好
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ましい態様では、この相互作用の結果、細胞膜への各複合体のトランスロケーシ

ョン(translocation)が高濃度で起こり、ここで、それらは、成熟ウイルス粒子

の放出と類似している出芽(budding)プロセスによって、細胞から押し出される

。殆どの包まれたウイルス状粒子は、適当な細胞膜－多くの場合は血漿膜、他の

場合にはＥＲ、ゴルジ、又は核膜を通る出芽によって、それらの膜又は“エンベ

ロープ(envelop)”、脂質二分子層、及び結合ターゲット蛋白質を得る。出芽プ

ロセスの詳細は、先行技術において知られている（一般的な概説については、例

えばフィールズ(Fields)ら、“ファンダメンタルバイロロジー(Fundamental Vir

ology)”第３章、第３版、リッピンコット－ラビン(Lippincott－Raven、1996を

参照)。しかし、ウイルス状粒子は、エキソサイトーシス(exocytosis)又は溶解

によって細胞から放出されることもある。

      【００１２】

  多くの場合、前記ターゲット分子の前記アミノ酸配列は、ウイルス状粒子と非

相同性である。第二配列として、レセプター、イオンチャンネル、酵素、粘着性

分子、膜孔(membrane pore)の成分、抗原、又は前記のもののフラグメント若し

くは誘導体を選択することが、興味深いこともある。トランスメンブランレセプ

ター、特に、本発明に基づいて出芽プロセスによってウイルス状粒子のエンベロ

ープに取り込まれたＧ－蛋白質結合レセプターを選択することが特に好ましい。

しかし、サイトソル(cytosolic)又は核レセプターは、剥き出しの、又は包まれ

たＶＬＰの蛋白質キャプシドによって取り込まれるか、又は被包されることがで

きる。下記の異なる分析形式のコンダクタンスのために、前記ターゲット分子の

第二アミノ酸配列として、ルミネッセンス(luminescent)ペプチド又は蛋白質を

選択することが適当であることもある。

      【００１３】

シグナル分子の第二アミノ酸配列は、ウイルスキャプシド若しくはエンベロープ

蛋白質のフラグメント、又はウイルスキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質の

前駆体を少なくとも含むことが好ましい。しかし、それは、ウイルス状粒子のキ

ャプシド若しくはエンベロープ蛋白質のフラグメント、又は前記キャプシド若し

くはエンベロープ蛋白質の前駆体を含むこともある。キャプシド又はエンベロー
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プ蛋白質は、レトロウイルス(retroviruses)、ピコルナウイルス(picornaviruse

s)、レオウイルス(reoviruses)、ポリオマウイルス(polyomaviruses)、パピロマ

ウイルス(papillomaviruses)、パルボウイルス(parvoviruses)、ノダウイルス(n

odaviruses)、コロナウイルス(coronaviruses)、ヘルペスウイルス(herpesvirus

es)、ヘパドナウイルス(hepadnaviruses)、バキュロウイルス(baculoviruses)、

及びバクテリオファージを含む様々なウイルス群から選択することもできるが、

これらに限定されるものではない。例えば、少なくとも、レトロトランスポゾン

(retrotransposon)、特に酵母中のＴｙ成分、昆虫中のコピア(copia)成分、昆虫

中のコピア様成分、マウス中のＶＬ３０、又はマウス中のＩＡＰ遺伝子のフラグ

メントによってコードされる前記シグナル分子の第二アミノ酸配列を使用するこ

ともできる。特に適当な配列のリストを、以下の表に示す。

      【００１４】

【表１】
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      【００１５】

【表２】
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      【００１６】

【表３】
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      【００１７】

  しかし、前記シグナル分子の前記第二アミノ酸配列として、レトロウイルスの

ｇａｇ－遺伝子によってコードされる構造蛋白質を用いることが特に好ましい。

本発明は、Ｇａｇ－蛋白質の使用について主に説明する。この説明は、本発明の

範囲を限定するものではない。

      【００１８】

  レトロウイルスから得られた人工的な構造は、例えば、ウイルス状粒子の外側

の表面上に、レセプターサブユニットのような、対象となる蛋白質を選択的に提

示するために使用され得る。以下に、レトロウイルスの構造の現在の知識を要約

する。

      【００１９】

  レトロウィルスは、他の成分間にウイルスの遺伝物質および逆転写酵素複合体

を含む蛋白質キャプシドを有する。キャプシドの外部は、ウイルスエンベロープ

糖蛋白質が埋め込まれているホスト細胞血漿膜から得られる脂質二分子膜である
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。感染サイクル中、これらのエンベロープ糖蛋白質は、ホスト細胞の表面上の特

異的レセプターを認識し、かつそれと結合し、ウイルスと細胞膜との融合を引き

起こすことにより、感染し始める。細胞内ゲノム複製および細胞染色体の中への

その取り込み(integration)後に、構造蛋白質をコードするウイルスＲＮＡが生

成され、発生期のビリオンが構築される。新たに合成されたウイルスキャプシド

は、通常(for the most part)、細胞蛋白質を排除するのに対し、ウイルス出芽

の間には、細胞蛋白質以外のウイルス糖蛋白質を、血漿膜から取り込む。このレ

トロウイルス構築(assembly)工程は、レトロウイルスの基礎分子生物学の重要な

態様である。ウイルスキャプシド形成及び出芽プロセスによるホスト細胞からの

放出のこの工程の複雑さを、以下により詳細に説明する。

      【００２０】

  すべてのレトロウイルスのゲノムは、注目すべき(notably)、構造蛋白質をコ

ードするｇａｇ遺伝子、逆転写酵素及び結合蛋白質分解ポリペプチド、ヌクレア

ーゼ及びインテグラーゼ結合機能をコードするｐｏｌ遺伝子、並びに被感染細胞

の表面上、及び成熟した放出されたウイルス粒子の表面上でも検出されるコード

された糖蛋白質膜蛋白質を有するｅｎｖという、主に３つの主要な遺伝子生成物

をコードする。今まで分析されたすべてのレトロウイルスのｇａｇ遺伝子は、全

体的な構造類似性を有し、特に、各グループ内でアミノ酸レベルに維持される。

ｇａｇ及びｐｏｌ遺伝子は、両生成物のために同じグループに分類することがで

き、単純な高分子量前駆体ポリ蛋白質、例えばＰｒ６５Gag（ネズミ白血病ウイ

ルス用、ＭｕＬＶ）又はＰｒ２００Gag-Polとして合成され、次いで切断され、

成熟蛋白質が生成される。Ｇａｇ蛋白質は、逆転写酵素以外のコア蛋白質を生成

する。ＭｕＬＶのためのＧａｇ前駆体ポリ蛋白質はＰｒ６５Gagであり、４つの

蛋白質に切断される。前駆体上でのそれらの順番は、ＮＨ2－ｐ１５－ｐｐ１２

－ｐ３０－ｐ１０－ＣＯＯＨである。これらの切断は、ウイルスプロテアーゼに

よって媒介されるようである。ＭｕＬＶ Ｇａｇ蛋白質は、グリコシル化された

形、及びグリコシル化されていない形で存在する。グリコシル化された形は、非

グリコシル化Ｐｒ６５GagのためのＡＵＧコドンの上流に位置する、異なるフレ

ーム内(inframe)開始コドンから合成されるｇＰｒ８０Gagから切断される。グリ
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コシル化Ｇａｇを合成しないＭｕＬＶの欠損(deletion)突然変異体は、依然とし

て感染性であるので、グリコシル化(glycosylation events)の重要性には疑問が

生じる。プロテアーゼにコードされたウイルスによる５５ ０００ＤａのＨＩＶ

－１ Ｇａｇ前駆体（ｐｒ５５Gag）の後翻訳切断により、Ｎ－ミリスチン化され

(myristolated)、かつ内部でホスホリル化された(phosphorylated)ｐ１７マトリ

ックス蛋白質（ｐ１７ＭＡ）、ホスホリル化ｐ２４キャプシド蛋白質（ｐ２４Ｃ

Ａ）、並びにｐ９及びｐ６に更に切断されるヌクレオキャプシド蛋白質ｐ１５（

ｐ１５ＮＣ）が得られる。

      【００２１】

  ＭｕＬＶ ｐｏｌ遺伝子の翻訳は、ｇａｇ遺伝子末端に近接したリボソーム－

１フレームシフトによって達成される。翻訳フレームシフトにより、ｐｏｌリー

ディングレーム(reading frame)の生成物に融合した、切形（truncated）Ｇａｇ

融合蛋白質からなる１６０ｋＤのポリ蛋白質の合成が可能になる。しかし、Ｇａ

ｇ－Ｐｏｌ融合蛋白質生成のレベルは、Ｇａｇ蛋白質の生成レベルの５－１０％

しかない（ジャックス(Jacks)ら、セル(Cell)５５、４４７－４５８、１９８８

年；ウィルソン（Wilson）ら、セル（Cell）５５、１１５９－１１６９、１９８

８年）。

      【００２２】

  ｐｏｌ遺伝子は、ウイルスプロテアーゼによって前駆体から切断されるウイル

ス酵素プロテアーゼ、逆転写酵素、及びインテグラ－ゼをコードする（ライトフ

ート（Lightfoote）ら、J.Virol.60、７７１－７７５、１９８６年；オロズラン

(Oroszlan)及びルフティグ クル トップ(Luftig Curr Top)、Microbiol  Immuno

l 157、１５３－１８５、１９９０年；ペン(Peng)ら、J.Virol.65、２７５１－

２７５６、１９９１年）。

      【００２３】

  ｅｎｖ遺伝子は、感染サイクルの開始に必要なビリオンの表面糖蛋白質をコー

ドする。それらの位置および役割により、ｅｎｖ生成物は、ビリオンのホスト領

域および中和(neutralisation)抗原の両方を決定する。お互いに密接に関連して

いないにもかかわらず、異なるグループのｅｎｖ遺伝子は、多くの構造類似性を
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示す。ｅｎｖ生成物のアミノ末端配列は、Ｅｎｖ前駆体のトランスメンブラン工

程の結果として切断されるシグナルペプチドをコードする。ＭｕＬＶ Ｐｒ９０E

nvのｅｎｖ遺伝子生成物は、グリコシル化され、ジスルフィド結合によってお互

いに結合したままのｇｐ７０及びｐ１５Ｅに切断される。Ｐ１５Ｅは、脂質膜内

に位置するカルボキシル末端及び膜外に位置するアミノ末端を有するトランスメ

ンブラン蛋白質である。電子顕微鏡写真では、ｐ１５Ｅはウイルスエンベロープ

上にスパイク(spikes)として表れるのに対し、ｇｐ７０は、スパイクより高い位

置にあるコブ(knob)である。既に説明したように、より大きなアミノ末端蛋白質

は、ホスト領域を特定する決定基(determinants)を含む。より小さなカルボキシ

ル末端蛋白質は、そのカルボキシル末端の近くに、トランスメンブラン固定(anc

hor)領域を構成する、２０個以上のアミノ酸の疎水性ドメイン、それに続く塩基

性アミノ酸及び様々なサイズの細胞質ドメインを常に含み、キャプシド蛋白質の

認識に関連すると考えられる。

      【００２４】

  レトロウイルスの構築は、細胞血漿膜で、出芽プロセスによって起こる。いく

つかのレトロウイルスの研究により、他のウイルス成分の不存在下で発現された

Ｇａｇポリ蛋白質は、細胞表面での粒子形成及び出芽に対して自給自足(self su

fficient)であることが示された(ウィルス(Wills)及びクラベン(Craven) AIDS 5

、６３９－６５４、１９９１年；ゾウ(Zhou)ら、J.Virol.68、２５５６－２５６

９、１９９４年；モリカワ(Morikawa)ら、Virology 183、２８８－２９７、１９

９１年；ロイヤー(Royer)ら、Virology 184、４１７－４２２、１９９１年；ジ

ェイセン(Gheysen)ら、セル(Cell) 59、１０３－１１２、１９８９年；ヒュージ

ス(Hughes)ら、Virology 193、２４２－２５５、１９９３年；ヤンスチコフ(Yam

shchikov)ら、Virology 214、５０－５８、１９９５年)。バキュロウイルスを用

いる昆虫細胞中でのＧａｇ前駆体の発現におけるレトロウイルス状粒子の形成が

、数グループによって示された(デルカンブラ(Delchambre)ら、EMBO J  8, 2653

-2660, 1989年; ルオ(Luo)ら、Virology 179, 874-880, 1990年;ロイヤー(Royer

)ら、Virology 184, 417-422, 1991年; モリカワ(Morikawa)ら、Virology 183, 

288-297, 1991年; ゾウ(Zhou)ら、J. Virol. 68, 2556-2569, 1994年; ジェイセ
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ン(Gheysen)ら、セル(Cell) 59, 103-112, 1989年; ヒュージス(Hughes)ら、Vir

ology 193, 242-255, 1993年; ヤンスチコフ(Yamshchikov)ら、Virology 214, 5

0-58, 1995年)。これらＧａｇ粒子は、未成熟レンチウイルス(lentivirus)粒子

に似ており、効率的に構築され、出芽によって昆虫細胞血漿膜から放出される。

哺乳動物細胞における発現と比べ、バキュロウイルス系でのＧａｇ発現ベクター

中のプロテアーゼ領域の取り込み(inclusion)により、プロテアーゼの過剰発現

、並びに粒子の形成及び放出を妨げる、昆虫細胞内の成長構造蛋白質へのＧａｇ

前駆体の初期の処理が引き起こされる(モリカワ(Morikawa)ら、Virology 183, 2

88-297, 1991年;ヒュージス(Hughes)ら、Virology 193, 242-255, 1993年)。未

成熟粒子は、構造蛋白質、マトリックス、コア及びヌクレオキャプシド蛋白質へ

のＧａｇ前駆体の切断を含む、ウイルスプロテアーゼによる成長過程に付される

(ウィルス(Wills)及びクラベン(Craven) AIDS 5, 639-654, 1991年)。

      【００２５】

  Ｇａｇ前駆体のアミノ末端領域は、ウイルス構築のために必要とされる、細胞

表面への輸送及び膜結合のためのターゲッティング(targeting)シグナルである

と報告されている(ユー(Yu)ら、J. Virol. 66, 4966-4971, 1992年; an, Xら、J

. Virol. 67, 6387-6394, 1993年;ゾウ(Zhou)ら、J. Virol. 68, 2556-2569,199

4年;リー(Lee)及びリニアル(Linial) J. Virol. 68, 6644-6654, 1994年; ドル

フマン(Dorfman)ら、J. Virol. 68, 1689-1696, 1994年; ファキー(Facke)ら、J

. Virol. 67, 4972-4980, 1993年)。ウイルス粒子の血漿膜由来(derived)エンベ

ロープへのエンベロープ蛋白質の特異的取り込みのメカニズムは知られていない

が、Ｅｎｖとマトリックス蛋白質との相互作用は重要なようである(ユー(Yu)ら

、J. Virol. 66, 4966-4971, 1992年;ドルフマン(Dorfman)ら、J. Virol. 68, 1

689-1696, 1994年;ガラハー(Gallaher)ら、AIDS Res Hum Retroviruses 11, 191

-202, 1995年;ブジェルスキー(Bugelski), P.J.ら、AIDS Res Hum Retroviruses

 11, 55-64, 1995年)。ヒトの免疫欠乏ウイルスタイプ１ ＨＩＶ－１は、レトロ

ウイルスのレンチウイルス群に属する。他のレトロウイルスのように、ＨＩＶ－

１は、ｇａｇ及びｐｏｌ遺伝子によってコードされた２つのポリ蛋白質前駆体か

ら、その成長コア粒子を構築する。ｅｎｖ遺伝子は、成長ウイルス粒子のエンベ
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ロープ糖蛋白質をコードする(タカハシ(Takahashi)ら、J Exp Med 170, 2023-20

35,1989年)。ＨＩＶでは、ｇａｇ及びｐｏｌ遺伝子生成物の構造及び機能が、ウ

イルスの形態形成工程におけるそれらの役割を理解するために、広く研究された

。これにより、ｐ１７のマトリックス層に取り囲まれているｐ２４の疎水性コア

内の、ヌクレオキャプシド蛋白質複合体からなるウイルス粒子が説明された。コ

アは、マトリックス層と共に、ウイルスＥｎｖ糖蛋白質を含むホスト細胞膜によ

って包まれている。ヌクレオ蛋白質複合体は、ｐ９蛋白質及びウイルスゲノムの

複製及び取り込みに必要なウイルス酵素と、ウイルスＲＮＡゲノムからなる(ゲ

ルダーブロム(Gelderblom), AIDS 5, 617-637, 1991年;ウィルス(Wills)及びク

ラベン(Craven) AIDS 5, 639-654, 1991年)。ｇａｇ遺伝子の３´領域によって

コードされる第二蛋白質、ｐ６は、蛋白質の役割も正確な位置も明らかにされて

いないが、コア領域とエンベロープ領域との間に位置すると言われている。

      【００２６】

  Ｇａｇ構造蛋白質、並びにＥｎｖ糖蛋白質ｇｐ１２０及びｇｐ４１を含む組換

え型ＨＩＶ状粒子の構築は、牛痘(vaccinia)ウイルス発現系を用いて報告された

(ハッファー(Haffar)ら、J. Virol. 66, 4279-4287, 1992年)。これらの粒子は

、ウサギにおいて、ＨＩＶ体液及び細胞免疫を誘発し(ハッファー(Haffar)ら、J

. Virol. 66, 4279-4287, 1992年)、ＨＩＶ－１血清陽性(sero-positive)ドナー

からの潜在的に感染されている(latently infected)末梢血液単核におけるウイ

ルス生成を阻害することができる(ハッファー(Haffar)ら、J. Virol. 66, 4279-

4287, 1992年)ことが報告された。

      【００２７】

  バキュロウイルス系におけるレトロウイルスのエンベロープ糖蛋白質の発現パ

ターンは、哺乳動物細胞における発現と比べて、いくつかの珍しい特徴も有する

。これらの蛋白質は、非常に非効率的に切断され、主に細胞に結合する(ルシェ(

Rusche)ら、Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 84, 6924-6928, 1987年;ウェルズ(W

ells)及びコンパンズ(Compans) Virology 176, 575-586, 1990年;ヒュー(Hu)ら

、Nature 328, 721-723, 1987年)。しかし、昆虫細胞中で生成されたＨＩＶ－１

 Ｅｎｖ蛋白質は、免疫血清と特異的に反応する能力 (ヒュー(Hu)ら、Nature 32
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8, 721-723, 1987年;ウェルズ(Wells)及びコンパンズ(Compans) Virology 176, 

575-586, 1990年)、及びＨｅＬａ Ｔ４細胞との共存培養におけるシンシチウム(

syncytium)形成を誘発する能力(ウェルズ(Wells)及びコンパンズ(Compans) Viro

logy 176, 575-586, 1990年) によって示されるように、免疫学的及び生物学的

に活性である。

      【００２８】

  本発明による１つの特異的態様において、ウイルス状粒子へ蛋白質ターゲット

分子を選択的に取り込むか、又は被包するための方法は、レトロウイルスの特異

的構造遺伝子成分（ｇａｇ遺伝子、又は他のウイルス群からの構造蛋白質成分）

が、ホスト細胞において未処理のポリ蛋白質として発現されると、この遺伝子単

独で、ＶＬＰ類の形成、及び血漿膜からの出芽プロセスによる細胞外環境への放

出が可能であり、かつその能力を有する(responsible)という観察に基づいてい

る。この観察は、ペプチド又はポリペプチドが、ホスト細胞由来の所定の小嚢粒

子内に、選択的に取り込まれるか、又は被包される新規な方法に適当に(accordi

ngly)適用され、発達した。ＶＬＰ類内での各ターゲット蛋白質の取り込み／被

包の特異性は、対象となるターゲットと結合した相補性特異的ペプチドタグを有

するシグナル蛋白質と共有結合した分子ペプチドタグの（ファンデルワールス力

、静電力、積み重ね(stacking)相互作用、水素結合及び立体適合(steric fit)を

含む）共有結合ではない強力な特異的相互作用の結果である。しかし、いくつか

の場合には、対象となるターゲット蛋白質／ペプチドとシグナル蛋白質との共有

(covalent)融合物を使用することが好ましいこともある。

      【００２９】

  タグを含むシグナル融合蛋白質は、分子内、又はＮ－若しくはＣ－末端の特異

的ペプチドタグも運ぶ、対象となる各ターゲット分子と共に、細胞系において共

発現される。このタグは、シグナル蛋白質上で見出されるものに対する相補性パ

ートナーであり、（かつ通常シグナル及びターゲット分子のいずれとも非相同性

であり、）そしてそれと特異的に高親和性で相互作用する。相互作用しているペ

プチドは、モノマーとして親水性を有する(charged)アルファへリックスを形成

するように特異的に設計され、共発現されたときに、平行又は非平行の、巻きつ
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きコイル構造(coiled-coil structure)を形成するようにお互いに相互作用する

ことが好ましい。好ましくは、巻きつきコイル相互作用の結合定数は、低ｎｍ（

１－１０ｎＭ）範囲であり、設計された対に特異的である。各ホスト細胞におけ

る修飾されたシグナル蛋白質（例えば、レトロウイルスからのＧａｇ蛋白質）の

発現により、Ｇａｇ蛋白質のＮ末端部内に存在するシグナルによる、血漿膜での

Ｇａｇ蛋白質の蓄積(accumulation)が起こる。この蛋白質が、血漿膜に高濃度で

存在することは、これらＶＬＰ類が細胞外環境へ放出される出芽プロセスに、通

常必要な条件である。相補性タグを運ぶターゲット蛋白質（例えば酵素）が、同

じ細胞内で発現され、細胞内区画(compartments)で濃縮されると、タグされた(t

agged)Ｇａｇ蛋白質との特異的相互作用により、血漿膜へのターゲットの共輸送

(co-transport)が起こり、次いで、放出されたＶＬＰ類への取り込みが起こる。

更に、ターゲット蛋白質が（酵素又はルミネッセンスペプチド又は細胞と非相同

性のポリペプチドのような）可溶性細胞質蛋白質であると、それは、標準的な分

子生物学的方法により、Ｇａｇ蛋白質のＣ末端へ共有結合で(covalently)融合さ

れ得る。この融合蛋白質の発現により、蛋白質生成物が合成され、それは、その

後ホスト細胞の血漿膜へ輸送され、そこで濃縮され、次いで出芽プロセスによっ

てＶＬＰ類内に詰められ、その後細胞外環境へ放出される。ターゲット蛋白質が

、（レセプター、イオンチャンネル、粘着性分子又は膜孔複合体のような）取り

込み膜蛋白質であると、巻きつきコイルタグによる特異的相互作用により、血漿

膜での共存局在化(co-localisation)及び濃縮の後に、主にタグされたＧａｇ蛋

白質及び対象となるターゲット蛋白質を含むキメラ(chimeric)ＶＬＰの放出がそ

の後起こる。すべての場合、細胞外環境へ放出された、得られたＶＬＰ類は、そ

の中で、機能的ターゲット蛋白質／ペプチドが、包まれた膜小嚢内に被包される

か、又は取り込まれる複合構造を形成する。上述のように、ペプチド又はポリペ

プチドターゲットは、シグナル構造と融合され得る。更なる態様において、ペプ

チド又はポリペプチドは、好ましくはＫass＞１０6Ｍ-1の結合定数の相互作用し

ているタグによって、シグナル構造と共有結合ではなく(non-covalently)結合す

る。相互作用は、好ましくは、ペプチド／ペプチド相互作用、好ましくは巻きつ

きコイル、ペプチドリガンド相互作用、又はキレート相互作用のような複合体形
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成に基づくこともある。

      【００３０】

  更なる態様では、本発明は、それらの中に取り込まれた／被包された蛋白質タ

ーゲット分子を含むウイルス状粒子を提供する。これらは、シグナル分子と共に

、第一アミノ酸配列及び第二アミノ酸配列を含む前記ターゲット分子を、細胞中

で共発現することにより得ることができる。これらシグナル分子は、第一アミノ

酸配列及び第二アミノ酸配列を含み、それらの後者は、ウイルス状粒子を構築し

、好ましくは細胞外環境へ放出される能力を、シグナル分子に与える。前記シグ

ナル分子の第一アミノ酸配列は、前記ターゲット分子の第一アミノ酸配列と共に

、共有結合せずに機能的に働き、それにより前記ターゲット分子は前記ＶＬＰ類

に取り込まれるか、又は被包される。これらＶＬＰ類は、それらが容易に検出さ

れ、かつ分離される細胞外環境へ好ましくは放出される。本発明は、これらＶＬ

Ｐ類を含む試薬キット、及び前記ＶＬＰ類を含む薬剤を更に提供する。ＶＬＰ類

は、剥き出しの、若しくは包まれているＶＬＰのキャプシドに、又は包まれてい

るＶＬＰのエンベロープに取り込まれるか、又は結合している分子を更に含むこ

とが好ましいこともあり、前記分子は、前記薬剤をその影響領域(area of influ

ence)へ導く機能を有する。本発明によるＶＬＰ類は、例えば遺伝的疾患、腫瘍

疾患、自己免疫又は伝染性疾患を、治療若しくは予防するための薬剤、又はその

前駆体の調製のために使用され得る。しかし、それらは、例えば異なるＶＬＰ群

に取り込まれたターゲット分子間の相互作用の同定及び特徴付けのための、例え

ばターゲット分子と、対象となる更なる分子、特に、細胞若しくはビーズ、特に

コンビナトリアルケミストリー(combinatorial chemistry)により、それらに結

合した分子を含むビーズの表面に結合した分子、又は水性培地に可溶な分子、特

に細胞内の機能的位置の分子との間の相互作用の同定及び特徴付けのための、特

定の分析を行うために特に重要であり、かつ価値ある道具(tool)でもある。それ

らは、潜在的に薬学的に活性な物質の同定において、診断用における分析物(ana

lytes)の同定において、及び機能的ゲノムにおいて、必須の道具になるであろう

。

      【００３１】
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  本発明の態様により、新たな形のドラッグデリバリーシステム(drug delivery

 system)も提供され、それにより、細胞内活性蛋白質が生成される。蛋白質は、

例えば、同じ細胞によって共発現されるＧａｇと相互作用するタグへの融合によ

って、プロデューサー(producer)細胞系において生成されることにより、プロデ

ューサー細胞から、ＶＬＰとしてまとめられて(packaging)、排除される。この

画分は、生物活性を有する本来の(native)、適当に処理された蛋白質によって容

易に精製することができる。ＶＬＰ類が、適当にターゲットとされる(targeted)

ように同時に設計されると、それらは、生体内で各ターゲット細胞を認識し、そ

れにより生物活性蛋白質と共に各ＶＬＰの取り込みが起こるであろう。必要であ

れば、適用されるべき蛋白質は、その完全な活性状態となる各ホスト細胞内への

導入後にだけ、それが正確に処理され得る前駆体の形で、ＶＬＰに取り込まれ得

る。そのようなＶＬＰ類は、局部的に、又は全身に適用され得る。

      【００３２】

  そのような本発明の(inventive)系は、既知若しくは未知の蛋白質の転写若し

くは機能的翻訳の両方のためのレポーター系として、及び／又は細胞内での分子

相互作用の分析のためのレポーター系として適用することもできる。他の従来技

術の方法と比べて、高濃度の反応物の細胞内蓄積は必要なく、かつ対象となる主

要な分子相互作用を増幅する非線形シグナルを生成するための酵素反応が関連す

る分析と比べて、バックグラウンドシグナルが低減されている。その方法はその

ままで(as the methodology stands)、蛋白質－蛋白質相互作用の分析のために

使用されるツーハイブリッド(2-hybrid)系において、いくつかの利点をもたらす

。いくつかのこれらの利点には、以下のことが含まれる：この系は、蛋白質を核

に移入する必要がないので、様々な種類の蛋白質に適用することができる。この

分析は、均質であり、複雑な選択形式(regimes)を使用しないので、陽性(positi

ves)の間違いが少ない。ホスト細胞から生成物が連続的に排除されるので、系の

毒性が低減される。この系は、対象となる細胞からの細胞抽出物の調製を必要と

せずに連続的に分析することができる一般的な(universal)レポーター系として

役立つ。このことは、反応速度論(kinetics)を容易に適用する(followed)ことが

でき、かつ必要であれば細胞を同時に処理する(synchronized)ことができること
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を意味する。

      【００３３】

  この技術は、Ｇａｇ－蛋白質又はその他の適当なシグナル分子に結合／相互作

用する部位がある場合に、蛋白質のほかに、細胞内で対象となるいずれかの分子

を取り出すのにも適している。形質転換(transforming)ＤＮＡ又はコードＤＮＡ

が、Ｇａｇ融合によって認識され得るタグと結合し得る場合、それは、ＤＮＡや

ＲＮＡのようなコード配列に結合するために使用され得る。例えば、その相互作

用パートナー蛋白質を取り出すために、対象となる蛋白質を発現する株(strain)

に形質転換されたｃＤＮＡ－ライブラリーのショットガン(shot gun)発現によっ

て、シグナル鎖の解読(decoding)が可能であり、それにより、対象となる蛋白質

はシグナル構造と相互作用するか、又は結合する。

      【００３４】

  例えば、Ｇａｇと対象となる蛋白質との間の結合は、直接的な融合、又は、生

成(producing)細胞内部で形成される、蛋白質／蛋白質、ペプチド／蛋白質、若

しくはペプチド／ペプチド相互作用のような共有結合ではない相互作用によって

行われるか、又は媒介される。例としては、巻きつきコイルペプチド相互作用、

ｐＤＺドメイン等、又はいずれかの発展的に進化した(evolutionary evolved)、

例えばコイル コイル相互作用が挙げられる。

      【００３５】

  本発明による、シグナル分子とターゲット分子との間の共有結合ではない相互

作用に基づくＶＬＰ類、並びにシグナル分子とターゲット分子との間の融合物を

利用する、従来技術のＶＬＰ類を、以下の分析形式で使用することができる。細

胞からの放出形式(適当な細胞膜を通るエキソサイトーシス、溶解又は出芽)によ

って、これらのＶＬＰ類は、剥き出されているか、又は包まれていることができ

る。対象となるターゲット分子は、蛋白質キャプシド又はエンベロープ内に取り

込まれ得る。それはまた、ＶＬＰのルーメン(lumen)内に被包され得る。

      【００３６】

  要約すると、これらに限られないが、ターゲット分子の取り込み／被包の例と

して、以下のものが挙げられる：
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－剥き出しの、又は包まれているウイルス状粒子のキャプシド構造の領域(confi

nes)内のターゲット分子の封入(enclosure)、

－剥き出しの、又は包まれたウイルス状粒子のキャプシド構造へのターゲット分

子の取り込み(integration)及び結合(attachment)、

－包まれたウイルス状粒子の膜へのターゲット分子の取り込み又は結合。

      【００３７】

  本発明により使用されるべき細胞の例としては、特に、ヒト細胞、他の哺乳動

物細胞、又は昆虫細胞のような他の真核生物細胞が挙げられる。

      【００３８】

  以下の分析形式はすべて、均質な方法、即ち、例えば所定のターゲット分子と

の相互作用のためのスクリーニングにおいて、結合／非結合リガンドを区別する

ための分離段階を何ら使用しない、混合測定形式(mix-and-measure mode)で行わ

れることが一般に好ましい。コンビナトリアルケミストリーや自動合成のような

新規合成技術により、スクリーニングに使用され得る新規分子数は、過去数年で

急激に増加した(exploded)。更に、ゲノムの成果により(from genomics efforts

)、新規ターゲットの数は増加し始めている。それ故、以下の分析が、ハイスル

ープット形式でしばしば使用されるであろう。

      【００３９】

  長年に亘り、広範な生物学的分析に取り組む(address)ために、いくつかの蛍

光法が開発されてきた。以下の分析形式と共に、これら技術を使用することが好

ましい。これらに限られないが、蛍光相関分光法(fluorescence correlation sp

ectroscopy)、蛍光相互相関分光法(fluorescence cross-correlation spectrosc

opy)、蛍光強度分布分析(fluorescence intensity distribution analysis)、蛍

光寿命測定(fluorescence lifetime measurements)、蛍光応答エネルギー遷移(f

luorescence resonance energy transfer)、又はこれらの組み合わせを適用する

ことが推奨される。特に、感度が高く、かつバックグラウンドが低いので、共焦

点(confocal)顕微鏡法及び分光法技術を適用することができる。しかし、いくつ

かの場合には、伝統的な顕微鏡装置に頼るか、又は光散乱技術を使用することが

適当であることもある。ＶＬＰ類の検出、又はそれらの性質の分析のために、例
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えば、インピーダンス(impedance)又は二重電気泳動(dielectrophoresis)測定に

頼ることもできる。この特許出願において開示されているすべての分析法は、放

射計による(radiometric)読み出しのような、非蛍光、非光学読み出し(read out

)技術を使用することもできる。例えば、シンチレーション近接分析(scintillat

ion proximity assays)又はフィルター技術を使用することが特に好ましいこと

もある。

      【００４０】

  本発明により研究され得る分析形式の例として、以下のものが挙げられる：

－リガンド／レセプター相互作用の解明のための分析

－レセプター／レセプター相互作用の解明のための分析

－蛋白質－蛋白質、ポリペプチド－ポリペプチド、蛋白質－ＤＮＡ、蛋白質－Ｒ

ＮＡ、及び低分子量リガンド－蛋白質相互作用を含むインサイチュ(in situ)の

細胞内相互作用の解明のための分析

－既知／既知、未知／既知、未知／未知パートナー相互作用を含む分析

－以下のものを解明するための分析

  －細胞／細胞相互作用（細胞粘着性分子を含む）

  －ホルモン、ｃＡＭＰ、血清及び成長因子応答ＤＮＡ成分、例えばＣＲＥ、Ｅ

ＲＥなどを含む転写活性化に基づく分析

－細胞内ターゲットの分析

  －媒介物(mediator)が膜を通過し得る場合に、そのような酵素活性の媒介物を

研究するためのＶＬＰの内部に結合した酵素系／酵素検出系

  －新たな相互作用蛋白質を取り出すための相互作用、及びそれにより、相互作

用の強度を強めるか、又は弱めるために、分析系として同じ系を使用すること。

      【００４１】

  PCT/EP00/01787（その内容は、本明細書に開示として援用される）に記載の分

析において、本発明によって生成されるＶＬＰ類を使用することも好ましい。

      【００４２】

  ここで開示されるＶＬＰ類及び分析は、これらに制限されないが、翻訳拡散(t

ranslation diffusion)、蛍光異方性／偏光、分子蛍光明度、蛍光相互相関／一
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致(coincidence)、蛍光寿命に基づく、単一分子又は複合体又はＶＬＰ類のよう

な粒子を追い(follow)、それらを測定することができる共焦点蛍光検出に基づく

光学的検出系と組み合わせて任意に使用することができる。このような方法は、

EP 0 679 251、ヨーロッパ特許出願97 945 816.3、PCT/EP 98/03509、PCT/EP 98

/06165、ヨーロッパ特許出願97 951 990.7、ドイツ特許197 02 914及びヨーロッ

パ特許出願99 112 104.7に開示されており、これらの内容は、本明細書に開示と

して援用される。

      【００４３】

  ここで開示されるＶＬＰ類及び分析は、ヨーロッパ特許出願96 939 933.6、97

 953 804.8、97 952 938.5、PCT/EP 97/07218、PCT/EP 98/08370、PCT/EP 99/02

380、PCT/EP 99/04469及びPCT/EP 99/04470（これらの内容は、本明細書に開示

として援用される）に開示されているような取り扱い、及び分類技術と共に適用

することもできる。

      【００４４】

  上記ＶＬＰタイプ－本発明の一態様によって調製されたもの、並びに従来技術

で開示されたものを含む－及び検出方法を容易に適用し得る(amenable)、様々な

分析形式を以下に説明する。

      【００４５】

細胞に基づくレポーター分析

  この分析原理では、特異的なエフェクター(effector)分子（例えば、ホルモン

、若しくは成長因子、若しくは低分子量分子）は、細胞の表面上の特異的分子（

例えば、血漿膜レセプター、若しくはイオンチャンネル、若しくは細孔複合体(p

ore complex)）と相互作用するか、又は、血漿膜を、活動的に、若しくは消極的

に超えることができ、そこで、その後、その特異的細胞内結合パートナー（細胞

質若しくは核レセプター、若しくは他の相互作用パートナー）と相互作用するこ

とができる。この相互作用は、細胞内での特異的なシグナル現象のカスケード(c

ascade)を刺激し、それにより、各応答遺伝子のプロモーター領域で見られる特

異的ＤＮＡ配列と相互作用する特異的転写因子の制御下にあることを特徴とする

細胞内のいくつかの遺伝子の転写活性化が起こる。特異的ターゲット遺伝子が刺



(38) 特表２００３－５０４０１４

激される場合、応答ＤＮＡプロモーター配列が、ホスト細胞と非相同性である特

異的レポーター遺伝子の転写を制御するように配置されている、設計された細胞

において、レポーター遺伝子の転写は、高く、又は低く調節され(up- or down-r

egulated)、かつ定量され得る。このレポーター遺伝子の定量化により、その後

、研究対象の分子の活性化状態を直接測定することができる。細胞の表面上で見

られる取り込み(integral)膜蛋白質の活性化の分析のための分析形式において、

化合物は、この分子の活性化を刺激するか、又は阻害する培地に添加され、それ

により細胞内で合成されるレポーター分子のレベルが（対照細胞と比べて）増加

するか、又は減少し、その定量化は、研究対象の分子上の化合物の効果と直接相

関する。本発明によれば、ＶＬＰ類は、この分析形式に適用され得る。ＶＬＰ類

を構築し得る蛋白質と、それらの検出及び定量化を可能とするＶＬＰ類に、特異

的な性質をもたらす特異的分子との間の融合物を、シグナル分子として使用する

ことが好ましい。これらＶＬＰ類は、細胞から、細胞外培地へ放出されることが

好ましい。そのように設計された細胞の培養培地へ、アゴニスト、アンタゴニス

ト、又は化合物のいずれかを添加することによる、研究対象の分子の調節により

、そのようなＶＬＰ類中に存在する検出可能な部分に従って定量され得る、放出

されたＶＬＰ類の量が調節される。細胞に基づくレポーター分析の分析のための

検出系として、ＶＬＰ類を使用することによって得られる利点としては、以下の

ことが挙げられる：サンプリング及び分析読み出しの分析は、非侵入的(non-inv

asive)である。即ち、細胞自身は破壊されず、ＶＬＰ類が長時間蓄積されている

細胞培養培地から除去された試料だけを用いて、データポイントが生成される。

これは、反応速度測定が可能であることを意味する。細胞外培地におけるＶＬＰ

類の物理化学的安定性は、ＶＬＰ類を直ちに定量化する必要がないことをも意味

する。定量化のために放出されたＶＬＰ類の固有の性質（融合された検出可能な

部分のルミネッセンス）を使用すると、試験化合物、又はそれらの代謝産物が高

濃度で存在することは、そのような粒子の検出の妨げとはならないであろう。放

出された粒子の定量化は、ＶＬＰ類の固有の性質を利用する均質な形式において

行うことができる。

      【００４６】
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機能的ゲノムに関する細胞に基づくレポーター分析

  説明した分析から規定される原理により、既知又は未知の機能を有する遺伝子

生成物をコードする（強力な構造性又は誘導性プロモーターの転写調節下の）特

異的ＤＮＡ分子が、特定の機能を果たす組換え型細胞へ導入されることにより、

分析読み出しによって、これらの遺伝子生成物がこの特異的機能を調節すること

ができるか否かが直接示される。そのような分析形式の具体例は、翻訳されると

、活性化された取り込み膜蛋白質の下流のシグナル活性を調節することができる

蛋白質生成物が得られる特異的ＤＮＡ配列を導入する効果を分析することであろ

う。この分析原理では、特異的なエフェクター分子（例えば、ホルモン、若しく

は成長因子、若しくは小型分子）は、細胞表面上の特異的分子（例えば、血漿膜

レセプター、イオンチャンネル、若しくは細孔複合体）と相互作用するか、又は

、血漿膜を、活動的に、若しくは消極的に超えることができ、そこで、その後、

その特異的細胞内結合パートナー（細胞質若しくは核レセプター、若しくは他の

相互作用パートナー）と相互作用することができる。この相互作用は、細胞内で

の特異的なシグナル現象のカスケードを刺激し、それにより、各応答遺伝子のプ

ロモーター領域で見られる特異的なゲノムＤＮＡ配列と相互作用する特異的転写

因子の制御下にあることを特徴とする細胞内のいくつかの遺伝子の転写活性化が

起こる。応答ＤＮＡプロモーター配列が、その後特異的ターゲット遺伝子の刺激

に使用されるホスト細胞と非相同性である特異的レポーター遺伝子の転写を制御

するように配置されている、設計された細胞において、レポーター遺伝子の転写

は、高く、又は低く調節され、かつ定量され得る。このレポーター遺伝子の定量

化により、その後、研究対象の分子の活性化状態を直接測定することができる。

      【００４７】

  細胞表面上で見られる取り込み膜蛋白質の下流のシグナル能力を調節すること

ができるペプチド又はポリペプチド分子を検出するための分析形式において、そ

の後、既知又は未知の機能を有するペプチド又はポリペプチドをコードする（強

力な構造性又は誘導性プロモーターの転写調節下の）ＤＮＡ分子が、細胞内へ導

入される。これらは、転写が調節された(transcriptionally regulated)レポー

ター分子融合物（好ましくはＧａｇ－ルミネッセンス蛋白質）と共に発現される
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。積極的な選択工程によって、新たに導入されたＤＮＡ構造の取り込み(uptake)

、及び安定的な取り込み(stable integration)のために、細胞クローンがその後

選択される。研究対象の分子を積極的に刺激することができるエフェクター分子

を添加した後、細胞培養内地へ放出された、検出及び定量可能なＶＬＰ類の放出

のために、これらの細胞クローンは、その後、個々に、又は貯留して(in pools)

分析される。研究対象の(studied)分子を発現し、転写が調節されたレポーター

（好ましくは、Ｇａｇ－ルミネッセンスペプチド又はポリペプチド）を含むが、

外部から添加されたＤＮＡを含まない対照細胞からの、検出及び定量可能なＶＬ

Ｐ類の放出が、細胞クローン／外因性ＤＮＡを含まないプールから放出されたＶ

ＬＰ類と比較される。違いが検出される場合には、この効果は、外部から適用さ

れたＤＮＡ構造によってコードされる蛋白質の機能に起因すると考えることがで

きる。この効果は、これらに制限されないが、いくつかの可能性によって説明さ

れ得る：

－ペプチド又はポリペプチドは、転写が調節されたレポーター分子を介してレセ

プターに作用する刺激をもたらす際に使用されるシグナルトランスダクションカ

スケード、及びその後のＶＬＰ内に取り込まれた細胞からの放出に関連する１つ

以上の分子と直接相互作用（直接的な蛋白質－蛋白質相互作用）することができ

る。

－ペプチド又はポリペプチドは、１つ以上の分子を化学的に修飾する（例えば、

ホスホリル化(phosphorylation)、ミリスチン化(myristolation)、アセチル化(a

cetylation)等）ことにより、シグナルトランスダクションカスケードに関する

分子の機能に影響を及ぼすことができる。

  いくつかの他の説明が可能であり、それらはシグナルトランスダクション経路

(pathway)への影響はないが、レポーター遺伝子ＲＮＡの翻訳、又は最初のスク

リーニングで検出されるであろうＶＬＰ類の成熟及び放出を妨げるが、適当な対

照を含むことによって、２番目の分析では無視することができる。

      【００４８】

  更なる分析形式では、各分子を活性化するために、エフェクター分子が細胞外

培地に添加されない点が異なるが、上記の系が使用され得る。従って、シグナル
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トランスダクションカスケード経路を、アゴニストの不存在下で刺激し得る蛋白

質をコードする外因性ＤＮＡ分子を分析することができる。

      【００４９】

ウイルスの成熟及び放出に影響を及ぼす化合物の検出のための細胞に基づく分析

  ウイルス性病原体は、これら絶対的な(obligate)病原体のライフサイクルを邪

魔する薬剤を開発するための薬学分野に対する難題を提示し、そのような薬剤は

、殆どの場合、ホスト細胞に有害な効果を与えずにウイルスに対する高い特異性

を示さなければならない。邪魔することができる段階は、主に生体内の複製サイ

クル及びウイルスの拡散(spread)に制限される。従って、小型分子阻害剤の成長

が予想され得るウイルスの成熟及び放出プロセスが行われる。これらのプロセス

を分析するために使用される従来技術の分析形式は、比較的時間がかかり、かつ

ビリオンの放出の定量において、病原体自体か、又はそれらの弱毒化された(att

enuated)突然変異体を通常含んでいる。ＶＬＰ法は、ｕＨＴＳに従う形式で、こ

れらの方法を分析するために、代わりの方法を提供する。他のウイルスによって

コードされた(virally encoded)蛋白質の不存在下での、様々な異なるウイルス

キャプシド蛋白質、前駆体分子、又はそれらの変異体の発現により、数例の(in 

a number of cases)ウイルスキャプシド構造の成熟、及びその後の未成熟な蛋白

質粒子、又はＶＬＰ類の、ホスト細胞から細胞外培地への放出が起こる。細胞外

環境へのＶＬＰ類の押し出しを引き起こすプロセスには、血漿膜からの出芽、細

胞質又は核膜区画からの出芽、及びその後のホスト細胞のエキソサイトーシス又

は溶解による細胞からの放出が含まれる。そのようなキャプシド蛋白質、好まし

くはレトロウイルスのＧａｇ蛋白質を使用する適用において、その後、細胞内で

のＧａｇ前駆体蛋白質の発現により、ＶＬＰ類の形成及び細胞外環境への放出が

起こる。更に、細胞内での前駆体Ｇａｇレポーター融合分子の発現により、好ま

しくは共焦点検出技術を用いて定量され得る検出可能なルミネッセンスＶＬＰ類

の放出がその後起こる。従って、この分析形式は、ＶＬＰ類の成熟及び細胞外培

地への放出を妨げる化合物のスクリーニングに適用され得る。化合物は、例えば

Ｇａｇ－レポーター遺伝子生成物を構造的に(constitutively)発現する細胞へ添

加され、検出及び定量可能なＶＬＰ類の放出は、その化合物によって処理されて
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いない対照細胞と比較され、それによりウイルスの成熟及び放出の阻害を評価す

ることができる。

      【００５０】

細胞表面蛋白質媒介(cell surface protein-mediated)活性の調節物(modulators

)の同定のための分析

  更に別の態様において、本発明は、細胞表面蛋白質と化合物との相互作用によ

って生成されるシグナルの細胞内トランスダクションを検出することにより、細

胞表面蛋白質媒介活性を調節する化合物を同定する方法を開示する。この方法は

、化合物の存在下で第一組換え型細胞において発現されたレポーター遺伝子生成

物の量を、化合物の不存在下でのレポーター遺伝子生成物の量、又は第二組換え

型細胞におけるレポーター遺伝子生成物の量と比較することを含む。原則として

、第一組換え型細胞は、レポーター遺伝子構造を含み、かつ対象となる細胞表面

蛋白質を発現する。第二組換え型細胞は、細胞表面蛋白質を発現しないか、又は

細胞表面蛋白質を所定のレベルで発現すること以外は、第一組換え型細胞と同一

である。レポーター遺伝子構造は、アゴニストと細胞表面蛋白質との相互作用に

よって生成される細胞内シグナルに応答する転写調節成分、並びに転写シグナル

分子をコードするレポーター遺伝子を含み、かつ転写調節成分と効果的に結合し

ている。転写シグナル分子は、好ましくは細胞外環境に放出されるウイルス状粒

子を構成し得る。

      【００５１】

  好ましくは、この方法は、化合物の不存在下でのレポーター遺伝子生成物の量

と比べるか、又は第二組換え型細胞におけるレポーター遺伝子生成物の量と比べ

て、化合物の存在下で第一組換え型細胞において発現されるレポーター遺伝子生

成物の量に影響を及ぼす化合物を選択することを更に含む。１つの態様では、前

記化合物は、前記細胞表面蛋白質のアゴニストであり、別の態様では、前記化合

物は、前記細胞表面蛋白質のアンタゴニストである。後者の場合には、この方法

は、それと同時に、またはその前に(prior to or simultaneously with)、前記

細胞表面蛋白質を活性化させるアゴニストと、組換え型細胞とを接触させた後、

レポーター遺伝子生成物の量の違いを比較し、それにより前記翻訳シグナル分子
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が発現されることを含む。

      【００５２】

  細胞表面蛋白質は、例えば、細胞表面レセプター、粘着性分子、膜孔、又はイ

オンチャンネルであり得る。好ましくは、前記検出され得る翻訳シグナル分子は

、ルミネッセンスポリペプチド、特に緑色蛍光蛋白質若しくはその突然変異体を

更に含むか、又は検出し得る試薬を用いる、その後のラベル化のためのタグとし

て働く物を更に含むか、又は酵素反応によって適当な読み出しパラメーターをも

たらす酵素を更に含む。特に好ましい態様において、転写調節領域は、血清応答

成分、環状アデノシンモノホスフェート応答成分、及び細胞内カルシウムイオン

レベルに応答する成分からなる群から選ばれる調節成分を少なくとも１つ含む。

      【００５３】

  この分析形式に関して、本発明は、（ｉ）細胞外シグナルによって調節され得

る活性を有する細胞表面蛋白質をコードするＤＮＡ；及び（ｉｉ）前記細胞表面

蛋白質によって調節される１つ以上の転写調節成分と効果的に結合しているレポ

ーター遺伝子を含むレポーター遺伝子構造：を含む組換え型細胞をも提供する。

レポーター遺伝子は、翻訳シグナル分子をコードする。これらシグナル分子は、

好ましくは細胞外培地に放出されるウイルス状粒子を構築し得る。適当な転写調

節成分、前記シグナル分子内の検出可能な部分、及び細胞表面蛋白質の種類は、

この章の上記段落に開示されている。本発明はまた、これらの組換え型細胞を含

む試薬キットを提供する。

      【００５４】

レセプター－、又はイオンチャンネル－媒介活性の調節物

  更に別の態様において、本発明は、特に機能的ゲノムに関するアプローチを提

供する。

      【００５５】

  レセプター－、又は膜孔－、又はイオンチャンネル媒介活性を調節する物質を

、アゴニスト又は物質と、前記レセプター又はイオンチャンネルとの相互作用に

よって生成されるシグナルの細胞内トランスダクションを検出することによって

同定する方法が提供される。前記方法は、
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－前記物質の存在下で組換え型細胞において発現されたレポーター遺伝子生成物

の量を、前記物質の不存在下での生成物の量と比較すること

を含む；但し、

－第一組換え型細胞は、レポーター遺伝子構造を含み、かつレセプター又はイオ

ンチャンネルを発現し；かつ、

－レポーター遺伝子構造は、以下のものを含む：

  （ａ）アゴニストとレセプター又はイオンチャンネルとの相互作用によって生

成された細胞内シグナルに応答する転写調節成分；

  （ｂ）翻訳シグナル分子をコードし、かつ転写調節成分と効果的に結合してい

るレポーター遺伝子；

  但し、翻訳シグナル分子は、好ましくは細胞外環境に放出されるＶＬＰ類を構

築し得る。

      【００５６】

  アゴニストの存在下で組換え型細胞において発現されるレポーター遺伝子生成

物の量は、アゴニスト又は異なる物質の不存在下でのレポーター遺伝子生成物の

量と比較されることもある。この分析形式を適用してスクリーニングされるべき

好ましい物質は、ｃＤＮＡ類、ゲノムＤＮＡフラグメント、ｍＲＮＡ類、ベクタ

ー類、ペプチド類及び蛋白質類を含む。前記物質は、ｃＤＮＡ又はｃＤＮＡ発現

ライブラリーであることが特に好ましい。前記細胞に、ｃＤＮＡを感染させる代

わりに、ゲノムＤＮＡフラグメント若しくはｍＲＮＡのような他のタイプの核酸

によって細胞を形質転換させるか、又はペプチド若しくは蛋白質を細胞に導入す

ることもできる。

      【００５７】

  この分析法により、細胞内のシグナルカスケードを妨げる遺伝子生成物の同定

が可能になる。形質転換された細胞系は、特異的プロモーターの制御下で、レポ

ーター構造を発現する。このレポーターに結合したシグナルカスケードが刺激さ

れると、ＶＬＰ類の放出を観察及び定量することができる。この更なる蛋白質生

成物が前記シグナルトランスダクション経路を調節し得るならば、蛋白質生成物

を発現し得る、単一又は複数のｃＤＮＡ分子による、そのような細胞のトランス



(45) 特表２００３－５０４０１４

フェクションにより、刺激された細胞中のＶＬＰ類の放出が影響を受ける。異な

る読み出しが予想され得る：

１．アゴニストによって刺激されたシグナルトランスダクションカスケードに関

連する成分と、導入されたｃＤＮＡ生成物との相互作用により、検出され得るＶ

ＬＰ類の生成及び放出が阻害(abrogation)される。

２．アゴニストによって刺激されたシグナルカスケードに関連する成分と、導入

されたｃＤＮＡ生成物との相互作用により、検出され得るＶＬＰ類の生成及び放

出が高められる。

３．アゴニストの不存在下でのシグナルカスケードに関連する成分と、導入され

たｃＤＮＡ生成物との相互作用により、ＶＬＰ類の生成及び放出が刺激される。

      【００５８】

  更に、導入されたｃＤＮＡ分子が、異なる供給源、又は異なる処理をされた材

料からのもの（例えば、刺激された細胞、及び刺激されていない細胞からのｃＤ

ＮＡ）である場合、ＶＬＰ類の放出に関する違いも検出され得る。形質転換され

た細胞系は、特異的プロモーターの制御下でレポーター構造を発現する。このレ

ポーターに結合したシグナルカスケードが刺激されると、ＶＬＰ類の放出を観察

及び定量することができる。この更なる蛋白質生成物が前記シグナルトランスダ

クション経路を調節し得るならば、蛋白質生成物を発現し得る、単一の、又は複

数のｃＤＮＡ分子による、そのような細胞のトランスフェクションにより、刺激

された細胞中のＶＬＰ類の放出が影響を受ける。上記構造を輸送する１つの細胞

系は、特異的組織又は刺激された試料からの単一又は複数のｃＤＮＡによってト

ランスフェクトされる。上記構造を輸送する１つの細胞系は、比較されるべき、

別の特異的組織又は刺激された試料からの単一又は複数のｃＤＮＡによってトラ

ンスフェクトされる。様々な条件下（刺激、非刺激、導入、構造性など）での検

出され得るＶＬＰ類の放出への、導入されたｃＤＮＡ生成物の影響が、２つの細

胞群の間で比較される。更なる用途は、上記で略述した実験から生成されたサブ

トラクティブ(subtractive)ライブラリーのスクリーニングに関する。

      【００５９】

  更なる態様において、以下のものを含む組換え型細胞が提供される：
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－レセプター、膜孔、又はイオンチャンネルをコードするＤＮＡ；及び

－前記レセプター、膜孔、又はイオンチャンネルと、アゴニストとの相互作用に

よって生成された細胞内シグナルに応答する１つ以上の転写調節成分と効果的に

結合しているレポーター遺伝子を含むレポーター遺伝子構造。但し：

－前記レポーター遺伝子は、翻訳シグナル分子をコードし、かつ

－前記翻訳シグナル分子は、好ましくは細胞外環境へ放出されるウイルス状粒子

を構築し得る。

      【００６０】

  更なる態様において、本発明は、これらの組換え型細胞を含む試薬キットも提

供する。適当な転写調節成分は、血清応答成分、環状アデノシンモノホスフェー

ト応答成分、及び細胞内カルシウムイオンレベルに応答する成分を含む。翻訳シ

グナル分子は、ＧＦＰのようなルミネッセンスポリペプチド類、酵素類、又は検

出し得る試薬を用いる次のラベル化のためのタグとして働く物を含むことが好ま

しい。

      【００６１】

結合、競争、及び酵素分析。化合物のＶＬＰへ入る能力を決定するための分析。

  更なる態様において、本発明は、多数の化合物をスクリーニングするための、

好ましくは均質な分析であって、リガンド／結合ドメイン相互作用、若しくは前

記化合物による酵素触媒反応の阻害若しくは刺激の程度を決定するために、又は

前記化合物の、ターゲット分子への結合の程度を決定するために行われる分析を

提供する。前記化合物の、ＶＬＰへ入る能力を決定することもできる。この分析

は、試験されるべき前記化合物と、前記リガンド及び前記結合ドメインとの接触

、試験されるべき前記化合物と、前記酵素及び前記酵素のための基質との接触、

試験されるべき前記化合物と、前記ターゲット分子との接触、並びに前記化合物

とウイルス状粒子との接触からなる群から選ばれる段階を含む。結合ドメイン、

又は酵素、又はターゲット分子は、上記のいずれかの方法により、ウイルス状粒

子に取り込まれるか、又は被包される。１つ以上の前記化合物の阻害、刺激、結

合又は導入により、前記分析中に存在する前記ウイルス状粒子と結合するか、若

しくは被包された、光学的に検出され得るラベルの量の変化、及び／又は前記ウ
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イルス状粒子の更なる性質の変化が引き起こされる。個々のＶＬＰに結合するか

、又は被包された光学的に検出され得るシグナルの量は、光学的な方法を使用す

ることによって測定される。代わりに、又はそれに加え、ＶＬＰ類の更なる性質

が（例えば電気分野で）測定される。個々のウイルス状粒子に結合しているか、

又は被包されている、前記光学的に検出され得るシグナルの前記量と、前記ウイ

ルス状粒子と結合していないか、又は被包されていないラベルによって引き起こ

される前記分析におけるバックグラウンドシグナルの量とを比較することによっ

て、阻害、刺激、結合又は導入の程度を決定することができる。それに加え、又

はその代わりに、研究対象の前記ウイルス状粒子の前記更なる性質と、対照ウイ

ルス状粒子の性質とを比較する段階が行われる。光学的な方法は、共焦点顕微鏡

法又は分光法を含むことが好ましい。前記光学的に検出され得るラベルは、蛍光

リガンド、又は蛍光基質、又は酵素反応の蛍光生成物であることが好ましく、前

記光学的な方法は、蛍光技術、特に、蛍光相関分光法、蛍光相互相関分光法、蛍

光強度分布分析、蛍光寿命測定、蛍光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、又

はそれらの組み合わせを含む。前記ＶＬＰの更なる性質は、例えば、インピーダ

ンス又は二重電気泳動測定を含む電気的な方法によって測定され得る。結合ドメ

イン、又は酵素、又はターゲット分子は、前記ＶＬＰの成分への融合によって、

特に、対応する上記の章において詳細に説明した、キャプシド又はエンベロープ

成分への融合によって、前記ウイルス状粒子に取り込まれるか、又は被包される

ことができる。しかし、それらは、前記ＶＬＰ類と、前記結合ドメイン、酵素、

又はターゲット分子との間の共有結合ではない物理的な力によっても、取り込み

／被包され得る。

      【００６２】

  結合分析の例は、膜結合レセプター分子と、その各リガンドとの間の相互作用

の測定である。この分析では、２つの成分間で平衡が達成されたインキュベーシ

ョン期間後に、結合していない（溶液中）リガンド、及び結合しているリガンド

の濃度を決定することによって、天然又は合成由来の過剰のラベルされたリガン

ドと、低濃度のその各機能的レセプターとの間の相互作用が定量される。均質分

析において、結合リガンドと結合していない物(the free from bound ligand)が
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、物理的又は化学的方法によってお互いに分離され、それにより結合の程度が算

出され得る。この相互作用を妨げる化合物又は分子の添加は、レセプターに結合

したラベルされたリガンドの、検出可能な量の減少によって検出され得る。均質

な分析形式において、分析の読み出しのために使用される検出系が、リガンド又

はリガンド／レセプター複合体の物理的又は化学的性質に基づいて、これらの群

をお互いに区別することができるので、結合リガンドと結合していない物は、お

互いに分離されない。蛍光相関分光法(FCS)のような単一分子蛍光検出法は、そ

のような分析形式に理論上適している。これに関連して、（細胞から単離された

小嚢と比べて）混入蛋白質を含まない脂質エンベロープに取り込まれた特異的な

機能的ターゲット分子を輸送するＶＬＰ群の調製物は、リガンド結合研究を行う

ための理想的な試薬を表す。ターゲットは均質であり、その本来の構造及び環境

にあるので、レセプターリガンド結合分析のための理想的な材料となる。膜小嚢

調製物中の、精製されたレセプター又は濃厚レセプターのようなレセプターの分

析のために使用される他の材料と比べて、その供給源のいずれも、上記の困難性

及び欠点を有するので、機能的取り込み膜レセプターを輸送するＶＬＰ類は、い

くつかの異なる利点をもたらす：

・各粒子の表面上のいくつかのターゲット分子に対する均質材料。

・ターゲット分子は、最少量の混入物を含む、濃厚かつ精製された状態で供給さ

れるので、膜調製物において見られる複合体混合物と比べて、バックグラウンド

が低減される。

・ＶＬＰ類は、それらを生成する細胞から、容易に採取及び分離される。

・それらの合成及び生成の性質(nature)のため、それらは、非常に安定な試薬で

ある。

      【００６３】

  結合分析原理は、その正常な機能が、レセプターによって類型化される(typif

ied)ものではない他のタイプの取り込み膜蛋白質にも適用され得る。本明細書で

は、小型無機イオン及び複合(complexed)物質の流入及び流出を調節するチャン

ネルとして機能する多数の取り込み膜蛋白質を、本原理に従って分析することも

できる。細胞区画の外又は中の各イオンのポンピング(pumping)に応答し得るチ
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ャンネル部と、高い親和性をもって結合するいくつかの小型分子又はペプチドミ

メティクス(mimetics)が特徴付けられた。従って、リガンドレセプター相互作用

について説明したように、ラベルされたリガンドの結合の阻害の定量によって、

不均質又は均質な形式で、チャンネルと相互作用する小型分子が再度検出され得

る。更に、これらの包まれた粒子の表面上で、そのようなターゲット分子を、そ

れらの正確な構造で、化学的環境において発現するＶＬＰ類の調製物は、そのよ

うな分析のための最適な試薬となる。

      【００６４】

  より複雑な相互作用パートナーと特異的リガンドとの結合のためのこの原理は

、取り込み膜蛋白質として見出されるレセプター又はイオンチャンネルに制限さ

れないが、水溶性環境において、それらの自然な脂質環境から、可溶性機能的蛋

白質として単離された、そのような分子にも適用され得る。

  更に、この分析原理は、レセプター（例えば核ホルモンレセプター）として機

能するか、又は酵素活性を有する、可溶性細胞質又は核蛋白質にも適用可能であ

り、この場合にも、レセプターのためのラベルされたリガンド、又はラベルされ

た加水分解され得ない(non-hydrolysable)酵素基質のいずれかを、問題となって

いる蛋白質と相互作用する化合物を検出するために使用することができる。不均

質又は均質な形式での、この相互作用の定量は、実験対象のターゲットと相互作

用する化合物を検出することができる分析の基礎を構成する。本明細書では、研

究対象のターゲット分子は、包まれているＶＬＰ類に特異的に取り込まれること

ができるので、それにより天然の細胞境界(boundary)である血漿膜によってター

ゲット分子が取り囲まれる試薬を表す。このターゲットと相互作用する分子（特

に、薬学的な関連性を有する小型分子）は、このバリヤー、水性環境において精

製された成分上で結合分析を使用する場合に直接分析されない面を横切らなけれ

ばならない。しかし、この分析形式においてＶＬＰ類を使用する場合、小型の化

合物の、その同系(cognate)レセプターに結合しているリガンド（又は酵素活性

をもって相互作用している基質）に対する競争(competing)相互作用を決定する

ことができるだけでなく、血漿膜、天然の生物学的バリヤーを横切る性質を決定

することもでるので、分析に価値が付加される。
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      【００６５】

ＶＬＰ固相相互作用

  更なる態様において、本発明は、膜結合蛋白質（例えば、取り込み膜レセプタ

ー、イオンチャンネル、粘着性分子、又は細孔複合体）と、固相、特にビーズに

結合した化合物との間の相互作用の測定に関する。コンビナトリアルケミストリ

ー、特に、固相コンビナトリアルケミストリーの発達により、ターゲット分子と

薬学的に関連する小型分子によって被覆されたビーズとの間の相互作用を検出し

得る分析に大きな関心が集まっている。しかし、このような分析形式は、未だに

主として、相互作用の分析及び定量に要する検出され得るラベル（例えば蛍光ラ

ベル）と結合した、精製された可溶性ターゲット分子の使用に限られている。本

特許出願の他の章に記載した理由により、この用途におけるより複雑な取り込み

膜蛋白質の使用は、この要求によって妨げられている。脂質エンベロープに取り

込まれたこのような取り込み膜蛋白質を提示するＶＬＰ類の使用により、以下に

記載するような分析の開発が可能となる。対象となるターゲット分子を提示する

ＶＬＰ類は、光学的な方法によってＶＬＰ類の検出及び定量を可能にする膜透過

性色素によって染色され得る。そのようなＶＬＰ類が複数の化学物質によって被

覆されたビーズの混合物に添加されると、それらは、潜在的な結合パートナーを

表し、平衡までインキュベートされ得て、次いで、ラベルされたＶＬＰ分子との

相互作用により、その後のビーズの直接的なラベル化によって、結合パートナー

が検出され得る。特異的な、好ましくは共焦点的な検出と、単一の積極的な(pos

itive)ビーズ単離法とを組み合わせて、取り込み膜蛋白質と特異的に相互作用す

る化合物を検出することができる。更なる態様は、ルミネッセンスペプチド又は

ポリペプチドによるターゲット分子の直接的な融合によって、対象となるターゲ

ット分子が取り込まれることにより、膜透過性色素を使用せずにＶＬＰの直接的

な検出及び定量を可能にするＶＬＰの直接ラベル化を含む。この方法の更なる態

様は、ＶＬＰの特異的ラベル化のために、対象となるターゲット分子を輸送する

ＶＬＰの表面上で、又はその内部で、反応性チオール基と共有結合する蛍光共役

を使用することにより、ＶＬＰと上記の各ビーズとの間の相互作用の検出を可能

にすることであろう。
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      【００６６】

ＶＬＰ類に取り込まれたターゲット分子間の相互作用

  更に別の態様において、本発明は、少なくとも２つのターゲット分子間の相互

作用の阻害又は刺激の程度を決定するために、複数の化合物をスクリーニングす

るための分析を開示する。前記分析は、第一ウイルス状粒子に取り込まれた第一

ターゲット分子の液体懸濁物、及び第二ウイルス状粒子に取り込まれた第二ター

ゲット分子の液体懸濁物を、複数の容器に添加することを含む。この分析は、前

記阻害又は刺激をスクリーニングされるべき複数の化合物を、単独で、又は組み

合わせて前記複数の容器へ添加すること、並びに、前記ウイルス状粒子に取り込

まれた前記ターゲット分子及び前記化合物をインキュベートすることを更に含む

。この分析は、前記ウイルス状粒子の少なくとも１つの性質を測定すること、及

び１つ以上の前記化合物により、前記ターゲット分子間の前記相互作用の阻害又

は刺激の程度を決定することによって分析される。前記ターゲット分子は、前記

ＶＬＰ類のキャプシド若しくはエンベロープ成分への融合によって、又は共有結

合ではない上記方法によって、前記ウイルス状粒子に取り込まれることが好まし

い。好ましくは、前記ＶＬＰの光学的に決定され得る性質は、例えば共焦点顕微

鏡法若しくは分光法によって、上記蛍光技術（例えば、蛍光相互相関分光法、蛍

光強度分布分析、蛍光寿命測定、蛍光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、若

しくはそれらの組み合わせ）、光散乱によって測定され、また、更なる性質は、

インピーダンス測定、二重電気泳動測定などによって測定される。好ましい態様

において、前記シグナル分子は、レポーター(reporter entity)、好ましくはル

ミネッセンスレポーター、特に緑色蛍光蛋白質又はその突然変異体を含む。

      【００６７】

  細胞－細胞相互作用又は細胞マトリックス相互作用分析は、細胞と細胞マトリ

ックス界面との間の相互作用が非常に重要である免疫学及び炎症の分野において

、非常に重要である。この分析形式に関連する困難性は、ｕＨＴＳスクリーニン

グバックグラウンドにおいて生育可能な(viable)細胞を利用する際の困難性に通

常関連する。統計学的な分析及び品質制御の標準化を困難にする分析中の変化の

ため、そのような実施(undertaking)は、非常に時間と費用がかかる。このアプ
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ローチは系の親和性を通常低下させるにもかかわらず、相互作用パートナーを過

剰発現する組換え型細胞群から精製された成分を使用することができる。この親

和性の低下には（もちろん、生理的な状態を反映していないが）、例えば、それ

らの天然の環境（例えば脂質二分子層）から成分を除去した後の構造的な変化な

どの、いくつかの原因がある。いくつかの場合には、そのような結合パートナー

（ターゲット分子）は、単一分子ではないが、不可能でなければ、それらの精製

を困難にする、相同性又は非相同性の成分の複合体である。実現可能な場合、膜

調製物のような代わりの材料の使用は、分析の設計及び検出に制限を課す。ＶＬ

Ｐ法の使用は、これらの問題のいくつかを軽減するので、このような分析の設計

及び実施を進歩させる。原則として、１つのターゲット分子又は（相同性若しく

は非相同性成分のいずれかからなる）ターゲット複合体を発現する１つの群は、

（相同性若しくは非相同性成分のいずれかからなる）相互作用パートナーターゲ

ット分子を発現するＶＬＰ類の第二群と共にインキュベートされ、相互作用は、

平衡まで進行でき、その後相互作用ＶＬＰ類の凝集体が生成されるであろう。こ

れらの群の物理的特性（例えば光散乱性）、又は相互に区別され得る２つの異な

るＶＬＰ群に取り込まれたレポーター分子の特異的設計のいずれかによって単一

のＶＬＰ類とＶＬＰ類の凝集体とを区別することができる検出技術の使用により

、この混合物中に見られる異なる群が、高感度で検出及び定量される。この原理

は、異なるＶＬＰ群上で相互作用パートナーを妨げる化合物の添加が、対照と比

べた、凝集したＶＬＰ群の割合に影響を及ぼすであろうｕＨＴＳに適用され得る

分析形式の基礎を構成する。

      【００６８】

細胞内蛋白質－蛋白質相互作用

  新たな薬剤の探求において非常に興味深い更なる分析形式は、小型分子によっ

て蛋白質－蛋白質相互作用に影響を及ぼすことである。これは、多くの方法で用

いられており、そのうちの１つは、水性環境下で精製された成分の見出しを付け

た(rubric)リガンド－レセプター相互作用において既述されている。しかし、上

記分析において単離される化合物は、通常細胞系において試験及び評価されなけ

ればならないので、蛋白質－蛋白質相互作用の分析のための、より生理的な環境
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は非常に有利である。そのような細胞系は、薬剤になり得る見込みのあるものと

して更に開発されるべき多数の潜在的な調節物が結果的に不足(failure)する、

より単純な結合分析と比べて多くの難題を示す。

      【００６９】

  更に、そのような制限の１つは、そのような化合物の、血漿膜によって表され

る細胞の天然の境界を横切る能力である。系の複雑さのため、真核生物細胞にお

ける蛋白質－蛋白質相互作用の分析は、ｕＨＴＳレベルで制限され、かつ、薬学

的な薬剤スクリーニングでは用途が少なく、蛋白質－蛋白質相互作用に関連する

蛋白質パートナーを同定及びクローン化するための分析系として、ツーハイブリ

ッド系(two-hybrid-system)が広範に使用される酵母中でのみ注目された。この

系は、上記の用途のための方法として非常に有用であるが、いくつかの制限を受

ける。第一に、分析は、いくつかの態様では実験をより容易にする酵母中で行わ

れるが、もちろん特定の生化学的反応は、高度な(higher)真核生物中のものとは

異なるので、ある程度余分なものが導入される。第二に、相互作用パートナーは

核に移されなければならず、そのため、いくつかの場合には、各ターゲットのフ

ラグメント又はドメインの下の各蛋白質の分析を低下させ得る。これは、系の親

和性及び特異性を低下させることもあり、その結果、分析からの情報が得られな

くなる。最後に、この系は、誤った陽性(false positive)の割合の増加を引き起

こす高レベルのバックグラウンドにも悩まされる。この分析形式において、ＶＬ

Ｐ法は、上記の方法にいくつかの利点をもたらす。この分析は、シグナル分子が

、２つのアミノ酸配列を含む、以下の形式に基づいている：アミノ酸配列の１つ

は、好ましくは細胞外環境に放出され、かつ選択された第一相互作用分子に融合

されるＶＬＰ類を構築する能力を、シグナル分子に与える。選択されたターゲッ

ト分子は、２つのアミノ酸配列も含む：そのうちの１つは、第一相互作用分子と

特異的に相互作用し、他方はそれに融合されるレポーター分子である。このレポ

ーター分子は、ＶＬＰへの取り込み後、不均質又は均質分析のいずれかにおいて

検出及び定量され得る。同じホスト細胞におけるこれら２つの融合蛋白質の発現

により、お互いに特異的に相互作用する２つのキメラ(chimaeric)分子が合成さ

れる。この場合、シグナル－ターゲットからなる複合体が形成されるであろう。
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よって、２つの機能的な物、シグナル及びターゲットが一緒にもたらされ、その

結果、その後細胞外環境へ放出されるＶＬＰ類の形成を誘発し、かつＶＬＰ類へ

取り込まれるシグナル分子の性質により、好ましくは放出されるＶＬＰ類へのレ

ポーターの取り込みが起こる。そのため、これらの成分を発現する細胞は、対象

となる各蛋白質分子対による蛋白質－蛋白質相互作用の分析のために使用され得

る分析形式の基礎を構成する。対照実験では、ある期間中の検出され得るＶＬＰ

類の放出が定量され、血漿膜を横切ること、及び細胞内区画に局在化された(loc

alised)各蛋白質分子の特異的蛋白質－蛋白質相互作用を調節することが潜在的

に可能な化合物によって処理される細胞培養液からの検出され得るＶＬＰ類と比

較される。従って、この分析によって、細胞外で測定される直接的な読み出しが

得られるが、細胞内の生理的な環境において起こる相互作用が反映される。

      【００７０】

  より一般的な表現(terms)をすると、本発明は、細胞内蛋白質－蛋白質相互作

用を決定するための分析を提供する。前記分析は、以下のことを含む：

（ａ）（ｉ）第一及び第二アミノ酸配列を含むターゲット分子、後者は、好まし

くはルミネッセンスレポーターである、および（ｉｉ）第一及び第二アミノ酸配

列を含むシグナル分子（後者は、好ましくは細胞外環境へ放出されるＶＬＰ類を

構築する能力をシグナル分子に与える）の組換え型細胞における共発現；

（ｂ）前記ＶＬＰ類内での前記レポーターの存在及び不存在の測定；並びにそれ

による

（ｃ）ターゲットの第一アミノ酸配列とシグナル分子の第一アミノ酸配列との間

の蛋白質－蛋白質相互作用の程度の決定。

      【００７１】

  より一般的な表現では、本発明は、細胞内蛋白質－蛋白質相互作用の決定のた

めの分析を提供する。前記分析は、少なくとも２つの物からなる第一融合蛋白質

をコードする第一ＤＮＡ、並びに少なくとも２つの物からなる第二融合蛋白質を

コードする第二ＤＮＡを含む組換え型細胞の供給を含む。但し、第一融合蛋白質

を構成する第一の物は、ウイルス状粒子の形成、及び好ましくは細胞外環境への

放出を誘発し得る分子であり、第二の物は、研究対象の蛋白質であり、第二融合
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蛋白質を構成する第一の物は、好ましくはルミネッセンスレポーターであり、第

二の物は、研究対象のもう１つの蛋白質である。更なる変形では、組換え型細胞

は、ウイルス状粒子の形成、及び好ましくは細胞外環境への放出を誘発し得る分

子をコードする第一ＤＮＡ；研究対象の蛋白質をコードする第二ＤＮＡ、但し、

研究対象の前記分子及び前記蛋白質はいずれも、お互いに共有結合せずに機能的

に働くように適合される；少なくとも２つの物からなる融合蛋白質をコードする

第三ＤＮＡを含む。但し、第三ＤＮＡを構成する第一の物は、好ましくはルミネ

ッセンスレポーターであり、第二の物は、研究対象のもう１つの蛋白質である。

別の変形では、組換え型細胞は、少なくとも２つの物からなる融合蛋白質をコー

ドする第一ＤＮＡ、但し、融合蛋白質を構成する第一の物は、ウイルス状粒子の

形成及び好ましくは細胞外環境への放出を誘発し得る分子であり、第二の物は、

研究対象の蛋白質である；好ましくはルミネッセンスレポーターをコードする第

二ＤＮＡ；及び研究対象のもう１つの蛋白質をコードする第三ＤＮＡを含む。但

し、前記好ましくはルミネッセンスレポーター及び前記もう１つの蛋白質はいず

れも、お互いに共有結合せずに機能的に働くように適合される。最後の変形では

、組換え型細胞は、ウイルス状粒子の形成及び好ましくは細胞外環境への放出を

誘発し得る分子をコードする第一ＤＮＡ；研究対象の蛋白質をコードする第二Ｄ

ＮＡ、但し、前記分子及び前記蛋白質はいずれも、お互いに共有結合せずに機能

的に働くように適合される；好ましくはルミネッセンスレポーターをコードする

第三ＤＮＡ；及び研究対象のもう１つの蛋白質をコードする第四ＤＮＡを含む。

但し、前記好ましくはルミネッセンスレポーター及び前記もう１つの蛋白質はい

ずれも、お互いに共有結合せずに機能的に働くように適合される。この分析では

、これら成分が発現され、好ましくは細胞外環境へ放出される前記ウイルス状粒

子内での前記好ましくはルミネッセンスレポーターの存在及び不存在を測定する

ことにより、蛋白質－蛋白質相互作用の程度が決定される。この分析は、好まし

くは均質である。前記ウイルス状粒子内の好ましくはルミネッセンスレポーター

の存在又は不存在は、共焦点顕微鏡法又は分光法によって、特に、蛍光相関分光

法、蛍光相互相関分光法、蛍光強度分布分析、蛍光寿命測定、蛍光異方性測定、

蛍光応答エネルギー遷移、又はそれらの組み合わせのような蛍光技術の使用によ
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って測定されることが好ましい。

      【００７２】

  好ましくは、この分析原理は、前記蛋白質－蛋白質相互作用を妨げるそれらの

能力がスクリーニングされるべき化合物／物質と、前記組換え型細胞との接触を

含む。スクリーニングされるべき化合物／物質は、ｃＤＮＡ発現ライブラリー類

、ゲノムＤＮＡフラグメント類、ｍＲＮＡ類、ペプチド類、蛋白質類及び低分子

量物質類を含む。好ましい態様において、この分析法は、細胞内の蛋白質－蛋白

質相互作用を阻害する遺伝子生成物の同定のために使用され得る。ｃＤＮＡライ

ブラリーを添加する前に、形質転換された細胞が、上記構造を発現する。これら

の蛋白質の相互作用により、検出され得るＶＬＰ類が放出される。第三蛋白質生

成物を発現し得る単一又は多数のｃＤＮＡ分子による細胞のトランスフェクトに

よって、更なる蛋白質生成物は、前記第一又は第二蛋白質分子の１つと相互作用

し得る場合、検出され得るＶＬＰ類の放出に影響を及ぼすであろう。この方法で

は、第一及び第二蛋白質分子の間の、この相互作用に影響し得る分子が同定され

得る。これら分子は、第一及び第二蛋白質分子の間の結合のみを妨げることもあ

り、又は前記第一若しくは第二蛋白質分子のための新たな結合パートナーをも構

成することもある。このモデルには、いくつかの仮定が含まれる：

ａ）導入されたｃＤＮＡは、レポーター分子に融合された蛋白質分子と相互作用

する蛋白質をコードし、それによりシグナル融合物とレポーター融合物との間の

相互作用を阻害する。その結果、レポーター分子を輸送しないＶＬＰ類が放出さ

れる。それにもかかわらず、これらＶＬＰ類は、レポーター分子を輸送するＶＬ

Ｐ類と区別され得る。

ｂ）導入されたｃＤＮＡは、シグナル分子に融合された蛋白質分子と相互作用す

る蛋白質をコードし、それによりレポーター融合物とシグナル融合物との間の相

互作用を阻害する。その結果、レポーター分子を輸送しないが前記ｃＤＮＡの導

入された遺伝子生成物を被包するＶＬＰ類が放出される。その存在又は活性は、

放出されたＶＬＰ類の集合において直接分析され得る。これらＶＬＰ類も、レポ

ーター分子を輸送するＶＬＰ類から区別され得る。

ｃ）導入されたｃＤＮＡ生成物と、シグナル又はレポーター融合生成物との間に
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は相互作用がない。よって、検出され得るレポーターを輸送するＶＬＰ類の放出

は妨げられない。

  ｃＤＮＡによる前記細胞のトランスフェクトの代わりに、例えばゲノムＤＮＡ

フラグメント類若しくはｍＲＮＡ類のような他のタイプの核酸を形質転換するこ

と、又はペプチド類若しくは蛋白質類を細胞内に導入することも可能である。

      【００７３】

輸送(transport)／トランスロケーションポリペプチド類における分析

  ＶＬＰ法の更なる用途は、蛋白質を血漿膜へシグナル化し得る配列の同定を含

む。そのような配列は、インビトロでの培養された細胞の細胞外培地内の細胞か

らのポリペプチド分子の分泌、又はインビボでの蛋白質の分泌に応答し得る特異

的シグナル配列を含み得る。この用途では、特異的シグナル蛋白質（特に、レト

ロウイルスＧａｇ蛋白質）の突然変異体が使用される。その蛋白質は、ホスト細

胞において合成されるが、それが、ＶＬＰ類の形成及び放出を引き起こす場所で

ある血漿膜へ蛋白質を移す能力が欠如している。この欠如を引き起こすＧａｇ蛋

白質における突然変異体は、ペプチド鎖の第２位にあるグリシン残基によってコ

ードされることが好ましく、かつメチオニン開始コドンと隣り合っている。この

用途では、ｃＤＮＡ分子の５’末端から得られたＤＮＡ配列が、標準的な分子生

物学的な方法を用いて、欠乏(defective)ｇａｇ遺伝子へ融合される。これらの

構造は、その後細胞へトランスフェクトされ、正しいリーディングフレーム(rea

ding frame)で融合が起こると、添加された５’配列は、固有の蛋白質の血漿膜

へのトランスロケーションに応答し得る配列を有する分泌蛋白質をコードするか

、又は本当にｃＤＮＡによってコードされる固有の蛋白質自体が取り込み膜蛋白

質であると、突然変異Ｇａｇ蛋白質の欠乏(defect)が軽減されるであろう。従っ

て、この助け(rescue)の結果、欠乏Ｇａｇ蛋白質は、血漿膜へ輸送され、そこで

、ＶＬＰ類の形成及びその後の細胞外培地への放出を引き起こすであろう。更な

る態様において、Ｇａｇ蛋白質が、（ルミネッセンス蛋白質のように、）そのＣ

末端にレポーターポリペプチド融合物を含むように修飾されると、この分子は、

ＶＬＰに被包され、それにより放出されたＶＬＰの効率的な検出が可能になるで

あろう。
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      【００７４】

  その結果、細胞内輸送ポリペプチド又は膜結合トランスロケーションポリペプ

チドをコードする核酸配列を同定するための分析が提供される。前記分析は、以

下のことを含む：

（ａ）第一及び第二アミノ酸配列を含む融合蛋白質をコードするＤＮＡを含む組

換え型蛋白質の供給、但し、前記第一アミノ酸配列は、ＶＬＰ類を構築する能力

を融合蛋白質に与え、かつ、その能力を細胞膜へ輸送されるべき融合蛋白質へは

与えず、及び／又は、前記第一アミノ酸配列は、前記細胞膜を通る出芽プロセス

によって細胞外環境へ放出される能力をＶＬＰ類に与えず、かつ、前記第二アミ

ノ酸配列は、研究対象のポリペプチドである；

（ｂ）前記融合蛋白質の発現；

（ｃ）前記細胞外環境でのＶＬＰ類の存在又は不存在の測定；並びにそれによる

（ｄ）細胞内輸送ポリペプチド又は膜結合トランスロケーションポリペプチドを

コードするＤＮＡ配列の同定。

      【００７５】

  好ましくは、ＤＮＡ分子のライブラリーは、複数の組換え型細胞においてスク

リーニングされる。第一アミノ酸配列は、前記第二アミノ酸配列のＣ末端と共有

結合していることが好ましい。この融合蛋白質は、前記第一アミノ酸配列のＣ末

端と共有結合しているルミネッセンスレポーターを含むことが好ましい。レポー

ターは、例えばＧＦＰ又はその突然変異体である。第一アミノ酸配列は、ウイル

スキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質をコードする突然変異体遺伝子によっ

て、又はウイルスキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質の前駆体をコードする

突然変異体遺伝子によってコードされることが好ましい。しかし、その代わりに

、それは、ＶＬＰのキャプシド若しくはエンベロープ蛋白質をコードする突然変

異体遺伝子によって、又は、前記キャプシド若しくはエンベロープ蛋白質の前駆

体をコードする突然変異体遺伝子によってコードされることもある。好ましくは

、前記第一アミノ酸配列は、レトロウイルスのｇａｇ－遺伝子の突然変異体によ

ってコードされる構造蛋白質である。この場合、突然変異体は、好ましくはシグ

ナル分子のポリペプチド鎖における特異的位置での特異的蛋白質の置換から得ら
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れる。好ましくは、開始コドンメチオニンの２つ後の位置が、ミリスチン化によ

って修飾され得ないアミノ酸をコードするいずれかの残基に変えられる。

      【００７６】

  また、前記分析は、好ましくは均質である。もう一度、前記細胞外環境でのウ

イルス状粒子の存在又は不存在が、例えば光学的方法、好ましくは共焦点顕微鏡

法又は分光法によって測定される。特に、前記細胞外環境でのウイルス状粒子の

存在又は不存在は、蛍光技術、特に、蛍光相関分光法、蛍光相互相関分光法、蛍

光強度分析、蛍光寿命測定、蛍光異方性測定、蛍光応答エネルギー遷移、又はそ

れらの組み合わせの使用によって測定される。

      【００７７】

細胞のシグナル経路又は生理的な状態の調節物。更なる機能的ゲノム態様。

  多数の疾患又は生理的な状態は、特定の分子及びそれらの濃度、又は代理(sur

rogate)マーカーとしてのそのような分子の相互作用に反映される、良好に規定

された(well defined)表現型に関連する。これらのマーカーは、そのようなシグ

ナルカスケード又はシグナルネットワークにおける上流又は下流の、様々な他の

更なる濃度又は相互作用の分子のための代理としても機能することができる。上

記のように、これら分子又は分子の相互作用は、薬学的な、又はその他の生物活

性を有する、阻害(interfering)分子の発見のための分子ターゲットであると考

えられ得る。そのような阻害分子は、低分子量化合物、薬学的蛋白質、又は相互

作用細胞若しくは形質転換遺伝子に基づく分子でもある。それらは、新たな対象

物(hits)、手がかり(leads)、若しくは薬剤のための、又は天然のアゴニスト若

しくはアンタゴニスト媒介物を同定するためのものになり得ると考えられ得る。

      【００７８】

  マーカー分子、又はマーカー分子の相互作用、又はこれらマーカー分子の濃度

変化若しくは相互作用の変化は、特に、従来知られていなかった生物学的機能を

有する新しい遺伝子の活性を同定するために用いることができる。未知の新規遺

伝子又は遺伝子生成物の生物学的機能を容易に同定するための道具は、新規遺伝

子の生物学的な役割及び薬剤ターゲット又は薬剤自体としてのそれらの可能性を

調べるための、いわゆる機能的ゲノム用途において、最も重要である。遺伝的材
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料又は細胞内の遺伝子由来の生成物が、例えばそのようなマーカー分子の上流で

、これら分子又はそのような分子の相互作用に影響を及ぼすように作用し得る場

合に、そのようなアプローチが適用され得る。一時的又は安定的な形質転換細胞

の大きな配列に適用され得る特徴的な細胞に基づく生理的な終点(endpoints)の

ための確固たる(robust)読み出し技術は、孤立遺伝子機能を、独立に、又はそれ

らのより大きな配列のために見出すために最も有利である。孤立遺伝子は、ｍＲ

ＮＡ類の示差表示分析(differential display analysis)又はゲノムシーケンシ

ング(sequencing)によってしばしば生成される。それらは、発現クローンのコン

プリートバンク(complete bank)ともなり得る。

      【００７９】

  ヒトゲノムのシーケンシングのようなマスシーケンシング(mass sequencing)

の結果、孤立遺伝子は、それらの生成物が細胞内の特定のシグナル経路のために

重要であるか否かを試験される必要がある。従って、例えば、いくらかの生理的

な終点を説明するための、アポプトシス(apoptosis)の誘発、又は分化(differen

tiation)因子としての表面抗原の分泌、又はアルツハイマー病原体のための指標

としてのＡβ４２－ペプチドの分泌、又はストレス遺伝子若しくは毒性の指標の

誘発であり得る生物学的シグナルの終点をＶＬＰ類が示すならば、細胞内へ移し

た後の未知の遺伝子は、それらがそのような生物学的な終点に影響を及ぼすか否

かを明らかにされ得る。未知の遺伝子においてそのような情報を生み出すものは

、機能的ゲノムであると考えられる。

      【００８０】

  生物活性化合物との細胞の相互作用の結果、組換え型細胞から得られる検出さ

れ得るＶＬＰ類の上記生成又は変更(modification)は、１つ以上の遺伝的成分若

しくはそれらのアンチセンス生成物の影響、又はそのような細胞若しくは細胞群

による取り込み後の蛋白質若しくは蛋白質結合物(protein binding entity)の影

響を示すためのシグナルとして好ましくは適用され得る。ペプチド若しくは蛋白

質、若しくはセンス若しくはアンチセンスＲＮＡのような遺伝子若しくは遺伝子

生成物、又はＰＮＡ類若しくは中和(neutralizing)抗体のような、対応して反応

する分子は、適当なベクター系による感染、細胞輸送メカニズムの使用、ＤＮＡ



(61) 特表２００３－５０４０１４

形質転換、結合又は注入のような、様々な周知の方法によって、細胞内部へ輸送

され得る。

      【００８１】

  ｍＲＮＡ、処理されたｍＲＮＡ、部分的なＲＮＡ配列若しくはアンチセンスＤ

ＮＡ若しくはＲＮＡ配列のような切形及び修飾型ＲＮＡ、ＰＮＡ若しくは蛋白質

若しくはポリペプチドのような配列と相互作用するポリマー又はそれらの修飾型

のような遺伝子材料又は遺伝子由来の生成物を導入するための効率的な技術によ

り、機能的ゲノムのためのそのようなアプローチが可能になる。ヨーロッパ特許

出願96 939 933.6、97 953 804.8、97 952 938.5、又は国際特許出願PCT/EP 97/

07218、PCT/EP 98/08370、PCT/EP 99/02380、PCT/EP 99/04469及びPCT/EP 99/04

470 (これらの内容は、本明細書に開示として援用される)に記載の、効率的な小

型化形質転換技術、核酸の金結合導入(gold associated introduction of nucle

ic acids)、受精した卵母細胞におけるｍＲＮＡの顕微注射、組換え型ウイルス

のような伝染性試薬による細胞の感染技術、又はエンドサイトーシス媒介(endoc

ytotically mediated)取り込み、又は選択的及び／若しくは反応性抗体若しくは

ペプチドバインダーのような蛋白質レベルで遺伝的機能を特異的に破壊するため

の試薬の取り込み、並びに単一細胞及び小型細胞群の処理技術を、本明細書に記

載されているような分析技術と組み合わせると、機能的な未知の遺伝的材料又は

遺伝子由来の生成物の効果を機能的に解読することが可能になる。個々の、又は

並行して行われた実験において、そのような遺伝的材料、又は遺伝子由来の生成

物、又は蛋白質レベルのノックアウト(knock-out)試薬が、単一細胞又は細胞群

に導入される。各遺伝的材料又は遺伝子由来の生成物が、細胞シグナル経路への

応答として検出され得るＶＬＰシグナルを誘発し得るならば、そのような機能が

、そのような遺伝的材料又は遺伝子由来の生成物に与えられ得る。

      【００８２】

  そのコードされた蛋白質、例えばプロテアーゼ、キナーゼ又はホスファターゼ

の機能によって、新たな遺伝的情報が、しばしば同定され得る。また、組織のタ

イプ及び発現の生理的な条件に関する情報がわかることもある。しかし、これは

、そのようなターゲットを実証するために十分な情報ではない。本発明による技
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術は、疾患の治療のための、又は、例えば農産物の設計(crop design)において

その経済的価値を高めるために、他の細胞の性質を妨げるための新規分子ターゲ

ットの発見に重要な道具である。

      【００８３】

  機能的ゲノム及び薬剤スクリーニングに関して、本発明による技術はまた、そ

のようなシグナル経路の構成要素(members)に影響を及ぼすことにより、シグナ

ル経路及び／又は細胞の生理的な状態を特異的に調節する物質を同定するための

方法を開示する。前記方法は、前記物質の存在下で、組換え型細胞において発現

されたレポーター遺伝子生成物の量及び／又は性質を、前記物質の不存在下での

生成物の量及び／又は性質と比較することを含む；

  但し、

－前記細胞は、前記シグナル経路のマーカー又は代理マーカーを含み、かつ、

－前記レポーター遺伝子生成物の生成及び／又は性質、又は細胞からのその放出

は、前記マーカー若しくは代理マーカーの性質及び／若しくは量、又は前記マー

カー若しくは代理マーカーによって生成された細胞内シグナルに応答し、かつ、

－前記レポーター遺伝子生成物は、（ｉ）シグナル分子、及び任意に（ｉｉ）検

出可能な部分を含む。但し、前記シグナル分子は、好ましくは細胞外培地へ放出

されるウイルス状粒子を構築し得る。

      【００８４】

  レポーター遺伝子生成物は、前記マーカー若しくは代理マーカーの性質及び／

若しくは濃度、又は前記マーカー若しくは代理マーカーによって生成された細胞

外シグナルに応答する転写調節成分を含むレポーター遺伝子構造によってコード

されることが特に好ましい。好ましくは、転写調節成分は、血清応答成分、環状

アデノシンモノホスフェート応答成分、及び細胞内カルシウムイオンレベルに応

答する成分からなる群から選ばれる少なくとも１つの調節成分を含む。

      【００８５】

  好ましい態様において、前記物質は、低分子量化合物類、核酸類、ペプチド類

／蛋白質類、又はＰＮＡ類からなる群から選ばれる。核酸は、ゲノムＤＮＡ、ｃ

ＤＮＡ、ｍＲＮＡ、アンチセンス配列、又は前記核酸のフラグメント若しくは修
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飾物からなる群から選ばれることもある。前記蛋白質は、好ましくは抗体である

。

      【００８６】

  本発明によるＶＬＰ技術の他の用途は、新規遺伝子の発現、又は細胞系におけ

る手がかりとなる化合物(lead compound)若しくは他の分子の活性の結果、若し

くは所定の調節分子、遺伝子、アンチセンス分子若しくはｍＲＮＡ若しくは蛋白

質レベルで作用する選択的試薬による取り込みによる細胞系の形質転換工程の結

果、新規遺伝子から得られる後転写シグナルの処理の誘発の研究である。１つの

可能性は、そのような遺伝子の活性化又は不活性化後に、ＶＬＰ類において検出

され得るシグナルを発現する融合蛋白質を含む細胞の発現ライブラリーの使用で

ある。特異的な刺激の作用により共発現したすべての遺伝子を観察するための直

接的な方法は、シグナル鎖内での選択的な上流介入(upstream intervention)に

よって特定の生物学的機能を選択的に活性化するための更なるターゲットとなり

得る物を選ぶために行うことが重要である。

      【００８７】

  生理的な終点は、初期のＡＤＭＥ／ｔｏｘ分析に記載されている試験のような

、生物学的安全性及び生物学的利用能試験において試験されるストレス応答でも

あり得る。

      【００８８】

  本発明によって生成されたＶＬＰ類は、例えばイオンチャンネル又はイオンチ

ャンネルの成分の機能的分析のためにも使用され得る。例えば、グルタメートレ

セプターは、Ｆｕｒａ色素のようなＣａ指示色素を添加されたＶＬＰ類の膜に配

置され得て、かつ遊離Ｃａ２＋の流入が、アンタゴニスト又はアゴニストの存在

又は不存在下で観察され得る。

      【００８９】

ＶＬＰに基づく孤立レセプター分析

  本発明によれば、ＶＬＰ技術はまた、天然のリガンドが知られていない場合に

必要であるＧＰＣＲ類の特異的分子タグ(tagging)のための技術（この技術の詳

細は、WO 98/39660に開示されている；この内容は、本明細書に開示として援用
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される）と組み合わせて適用され得る。推定上のリガンド又は合成されたリガン

ドのいずれかとの相互作用において、ＧＰＣＲは、その構造を変化させ、その結

果、その後特異的色素と反応し得る反応性チオール基が露出(exposure)される。

このリガンド誘発(ligand-induced)応答は、アゴニスト又はアンタゴニストのい

ずれかとしてレセプターを活性化するか、又は調節する化合物のスクリーニング

のために使用され得る。このコンペティター(competitor)を含まない分析技術の

用途には、以下のものが含まれる：

・リガンドライブラリーからの孤立レセプターのためのアゴニストの同定

・推定上のリガンドのためのレセプターの存在の同定

・アゴニストとアンタゴニストとの区別

・アゴニスト誘発ラベル化の阻害によるアンタゴニスト（アンチレセプター又は

アンチアンタゴニスト）の検出

      【００９０】

本発明の更なる態様

  本発明によるＶＬＰ技術により、固有の細胞環境を提供するが、細胞分析の落

とし穴(pitfalls)を防ぐ、細胞状粒子に基づく独特な分析系が開発された。細胞

から放出されたＶＬＰ類は、例えば、細胞膜に取り込まれた機能的ＧＰＣＲ類を

含む。小型でかなり均質な粒子であり、個々の分子と同様の挙動を示すＶＬＰ類

は、好ましくは共焦点単一分子検出プラットフォーム(platforms)に生物学的に

完全に匹敵する。１つのＶＬＰは、特異的ＧＰＣＲのようなターゲット分子を１

００個まで運び、それにより各ターゲットの同時濃縮化(enrichment)及び読み出

しの増幅が行われる。ＶＬＰ類は、ターゲットの一段階生成、濃縮及び精製のた

めの手段であり、安定的な貯蔵系としても機能する。ＶＬＰ技術により、細胞に

基づく分析は、前例のないスピードでスクリーニングに適用される。可溶性レセ

プター又は生化学的分析によって典型的に達成されるスピードと比較され得るこ

のスピードは、得られるデータの確実性(robustness)及び精度の改善と両立され

る。

      【００９１】

  本発明によるＶＬＰ分析技術の利点は以下の通りである：
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・カセット系(cassette-based)分析装置→迅速な分析の開発

・高濃度のターゲット分子→読み出し強度の増大

・選択的なターゲットの取り込み／被包→低バックグラウンド＆高精度

・固有の細胞分析環境→ＧＰＣＲのようなトランスメンブランレセプターの機能

的分析

・誘発可能なターゲット－ＶＬＰ精製→所望のターゲット

・ターゲット生成、一段階の濃縮及び精製→迅速かつ簡便な分析法

・均質な分析系→混合－及び－測定法

・高感度→広い動的範囲(large dynamic range)

・データポイント当たりの代表的な細胞群の平均化→陽性／陰性の間違いの低下

・小型化された分析形式→貴重な化合物及び試薬の節約(save)

・ターゲットのための安定的な貯蔵系→再スクリーニングの容易性(easy re-scr

eenability)

・共焦点検出技術、好ましくは蛍光技術の適用→高性能(high performance)スク

リーニング

      【００９２】

  この技術は、細胞内又は各細胞培養培地中の別の低濃度の蛋白質を生理的に濃

縮し、同時に別の非常に複雑なマトリックスからの他の細胞成分と比べて、対象

となる特定のタイプの分子を大きさの順に濃厚にする能力を有する。対象となる

蛋白質が、真核生物細胞当たり１０００個複製されるならば、約１ｐｌの細胞容

量内のそれらの各濃度は、約１ｎＭである。培地内の細胞密度が１μｌ当たり１

０００個と高密度であると、全試料内の濃度は約１ｐＭである。しかし、そのよ

うな蛋白質が直径１００ｎｍの粒子上で１粒子当たり約１００個の複製数で発現

されると、それらの局部的濃度は、約１ｍＭに増加する。エキソサイトーシス、

溶解、出芽、又は関連するメカニズムによって培地から放出されたＶＬＰ類は、

容易に１０ｐＭに濃縮することができる。これは、ちょうど対象となる蛋白質の

細胞内の生理的濃度が約１０ｎＭであることを意味する。本発明による技術によ

って、ＧＰＣＲ類のようなターゲット分子を、表面上又は均質なＶＬＰ類内で濃

縮することができ、その結果、読み出し技術（例えば共焦点蛍光測定）に関する
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シグナルが増大される。

      【００９３】

  この方法は、プロデューサー細胞中の、イオンチャンネルのような細胞毒を有

する分子、又は、凝集、変性若しくは沈殿する傾向が強い分子を提示するために

も使用され得る。合成された生成物は、連続的に細胞から取り出されるので、細

胞に有毒なレベルまで蓄積されない。

      【００９４】

  前記ＶＬＰ類の連続的な、又は誘発された生成により、長時間に亘る細胞のイ

ンビトロ培養の操作性(run kinetic)分析が可能となる。

      【００９５】

  ＶＬＰ試薬又は薬剤は、測定できるほどの生物学的活性の損失なく、長時間に

亘り容易かつ都合よく貯蔵することができる。

      【００９６】

  本発明により、抗体生成細胞の選択、並びに抗体及びＦａｂ生成ＶＬＰ類の調

製が可能となる。

      【００９７】

  この系は、シグナルトランスダクション経路における調節された蛋白質／蛋白

質相互作用の研究に適用され得る。シグナルトランスダクション経路は、治療的

相互作用のためのターゲットであると考えられ得る選択的な蛋白質／蛋白質相互

作用によってしばしば調節され、それにより、相互作用の親和性は、

－蛋白質誘発

－選択的なプロテアーゼ切断／異なる切断

－ｍＲＮＡ処理／成熟

－ホスホリル化／脱ホスホリル化

－電気生理学的調節

－ミリスチン化、グリコシル化、及び他の修飾

によって調節される。

      【００９８】

  蛋白質／蛋白質相互作用の範囲が大きい場合があるので、細胞内蛋白質／蛋白
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質相互作用は介在することが困難であるのに対し、１つの相互作用パートナーを

適当に組織及び構成させる調節段階は、例えばキナーゼ阻害剤によって、効果的

な治療的介在を良好に受け得る。

      【００９９】

  ここで記載した方法は、細胞内蛋白質／蛋白質相互作用の適当な読み出しを報

告する細胞に基づく機能的分析系に関する。生理的条件下の効果的な蛋白質／蛋

白質相互作用は、ＶＬＰ類によって示される。１つの相互作用パートナーは、例

えば本発明の技術によって、Ｇａｇ－シグナル蛋白質に結合する。恐らく相互作

用している蛋白質が発現され、検出可能なマーカー、例えば蛍光蛋白質又はペプ

チドへ直接融合し、又はそれらと共有結合せずに細胞内でラベルされる。相互作

用パートナーの両方又は一方が、上記の調節修飾系によって適当に処理されると

、両蛋白質は、生理的に相互作用し、細胞に包まれ、そしてそこから取り出され

るであろう。ＶＬＰ類のラベルの分布、又はラベルされたか、又はされていない

ＶＬＰ類の割合が、修飾細胞系の機能的状態を報告するであろう。この形式の検

出は、シグナルが調節の効果を直線的に(linearly)報告し、かつ培地内にＶＬＰ

が放出された状態を“凍結する”という利点を有する。

      【０１００】

  この検出系の変形は、被包されるであろう、分泌された蛋白質のための処理段

階の検出に適用され得る。そのような検出系のための一例は、２つの異なるタイ

プのセクレターゼ(secretase)活性によって生成されるＡβ４０及びＡβ４２の

ような、Ｃ末端で異なる処理をされたペプチドの分泌に関する。両ペプチドは、

外膜レセプターについて記載したような修飾されたシグナル配列とＮ末端で結合

するか、又はシグナル配列と結合している蛋白質が有する細胞外Ｃ末端と結合す

ることができる。Ａβペプチドの２つの異なるＣ末端を認識する、異なるラベル

化を受けた抗体によって、放出されたＶＬＰ類を、両セクレターゼ活性の異なる

活性を測定するために分析することができる。

      【０１０１】

  以下の図面は、本明細書の一部をなし、本発明の特定の態様を更に示すために

含まれている。本発明は、これら図面の１つ以上を、ここで示される特異的態様
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の詳細な説明と組み合わせて参照することにより更に理解され得る。

      【０１０２】

  図１は、ホスト細胞からのＶＬＰ出芽の原理を図示したものである。レトロウ

イルスの構築は、細胞血漿膜における出芽プロセスによって行われる。数種のレ

トロウイルスによる研究は、他のウイルス成分の不存在下で発現されたＧａｇポ

リ蛋白質が、この図に示すように、細胞表面での粒子形成及び出芽に対して自給

自足であることを示した。Ｇａｇ前駆体のアミノ末端領域は、細胞表面への輸送

及びウイルス構築に必要な膜結合のためのターゲッティング(targeting)細胞で

あることが報告された。

      【０１０３】

  図２は、（膜に結合していない）ターゲット分子のＶＬＰ被包の原理を図示し

たものである。ＶＬＰ類のキャプシド内の各ターゲット蛋白質の取り込みの特異

性は、シグナル蛋白質（Ｇａｇ）のＣ末端と共有結合した分子ペプチドタグと、

対象となるターゲットと結合した相補性の特異的ペプチドタグとの強い特異的相

互作用の、又は対象となるターゲット蛋白質／ペプチドとＧａｇ蛋白質との直接

的な共有結合による融合による結果である。Ｇａｇ－タグ融合蛋白質は、分子内

又はＮ若しくはＣ末端における特異的ペプチドタグも運ぶ、対象となる各分子と

共に、細胞系において共発現される。各ホスト細胞中での修飾されたＧａｇ蛋白

質の発現の結果、Ｇａｇ蛋白質のＮ末端部に存在するシグナルにより、血漿膜に

Ｇａｇ蛋白質が蓄積される。血漿膜にこの蛋白質が高濃度で存在することにより

、ＶＬＰ類が細胞外環境へ放出される出芽プロセスが行われる。相補性タグを運

ぶターゲット蛋白質が、同じ細胞において発現され、細胞内区画で濃縮されると

、タグされたＧａｇ蛋白質との特異的相互作用により、血漿膜へのターゲットの

共輸送が起こり、次いで放出されたＶＬＰ類への取り込みが起こる。

      【０１０４】

  図３は、血漿膜に結合したターゲット分子（この場合はＧ－蛋白質結合レセプ

ター）のためのＶＬＰ提示の原理を図示したものである。ＶＬＰ類のエンベロー

プ内での各ターゲット蛋白質の取り込みは、シグナル蛋白質（Ｇａｇ）のＣ末端

と共有結合した分子ペプチドタグと、対象となるターゲットに結合した相補性の
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特異的ペプチドタグとの強い特異的相互作用の、又はＧａｇ蛋白質と対象となる

ターゲット蛋白質／ペプチドとの直接的な共有結合による融合による結果である

。Ｇａｇ－タグ融合蛋白質は、分子内又はＮ若しくはＣ末端における特異的ペプ

チドタグも運ぶ、対象となる各分子と共に、細胞系において共発現される。各ホ

スト細胞中での修飾されたＧａｇ蛋白質の発現の結果、Ｇａｇ蛋白質のＮ末端部

に存在するシグナルにより、血漿膜にＧａｇ蛋白質が蓄積される。血漿膜にこの

蛋白質が高濃度で存在することにより、ＶＬＰ類が細胞外環境へ放出される出芽

プロセスが行われる。相補性タグを運ぶターゲット蛋白質が、同じ細胞において

発現され、細胞の細胞内区画で、又は好ましくは高濃度で細胞膜において濃縮さ

れると、タグされたＧａｇ蛋白質との特異的相互作用により、その後放出された

ＶＬＰ類への取り込みが起こる。

      【０１０５】

  図４は、ヒト表皮成長因子（ＥＧＦ）レセプター（ＥＧＦＲ）に例示されるよ

うな単一のトランスメンブランスパニング(spanning)ドメインを含む膜挿入蛋白

質のためのＶＬＰ提示の原理を示す。モデル系は、単一のトランスメンブランス

パニングセグメントを含むターゲット分子、特に、蛋白質のカルボキシル末端に

おいて特異的な巻きつきコイル配列を発現するように修飾されたヒトＥＧＦレセ

プター、この場合はＫ－コイルを使用する。Ｋ－コイルによってタグされたＥＧ

Ｆレセプター（ターゲット）のＥ－コイルによってタグされたＧａｇ（シグナル

）とのホスト細胞における共発現の結果、各粒子の膜エンベロープに取り込まれ

たヒトＥＧＦレセプターを含むＶＬＰ類の放出が起こる。

      【０１０６】

  図５は、タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞から

放出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトＥＧＦレセプター（ＥＧＦＲ）の

ウエスタンブロット分析を表す。この実験では、４８時間に亘り、Ｓｆ９細胞が

、シグナルＧａｇ－Ｅ－コイル蛋白質及び／又はターゲットＥＧＦＲ－Ｋ－コイ

ル蛋白質を発現する組換え型ウイルスに感染させられた。実験全体を通して、タ

ーゲット（ＥＧＦＲ）に対して、一定量のウイルスが使用され(m.o.i.10)、異な

る量のシグナルＧａｇウイルスが、細胞の共感染(co-infect)のために使用され
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た(m.o.i.10-0.1)。細胞培養上清を採取し、４℃で３０分間、ＶＬＰ類を１００

０００ｇにペレット化した。得られたペレットを、ＰＢＳ中で再懸濁し、アリコ

ート(aliquot)をＳＤＳ ＰＡＧＥで分離し、ブロットした。得られたブロットを

、シグナル（Ｇａｇ、上方パネル）及びターゲット（ＥＧＦＲ、下方パネル）に

向けられた抗体によって精密に検査した。結果から、放出されたＶＬＰ類におけ

るＧａｇとＥＧＦＲとの共分離(co-segregation)が示される。

レーン#1 . EGFR-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#2 . EGFR-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Eコイルウイルス m.o.i. 5.

レーン#3 . EGFR-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Eコイルウイルス m.o.i. 1.

レーン#4 . EGFR-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Eコイルウイルス m.o.i. 0.1.

レーン#5 . Gag-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#6 . EGFR-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

      【０１０７】

  図６は、膜小胞上、並びにタグされたシグナル及びターゲット分子を共発現す

るホスト細胞から放出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトＥＧＦレセプタ

ーのレセプター結合分析を示す。この実験では、４８時間に亘り、Ｓｆ９細胞が

、シグナルＧａｇ－Ｅ－コイル蛋白質及び／又はターゲットＥＧＦＲ－Ｋ－コイ

ル蛋白質を発現する組換え型ウイルスに感染させられた。実験全体を通して、タ

ーゲット（ＥＧＦＲ）に対して、一定量のウイルスが使用され(m.o.i.10)、異な

る量のシグナルＧａｇウイルスが、細胞の共感染(co-infect)のために使用され

た(m.o.i.10-0.1)。細胞培養上清を採取し、４℃で３０分間、ＶＬＰ類を１００

０００ｇにペレット化した。得られたペレットを、ＰＢＳ中で再懸濁し、アリコ

ートのＴＡＭＲＡラベル化ＥＧＦの結合を分析した。リガンドＴＡＭＲＡラベル

化ＥＧＦ（Ｌ）を、Ａ４３１細胞から調製した小嚢（Ｖ）と共に、又は、Ｇａｇ

－Ｅ－コイル及びＫ－コイルによってタグされたＥＧＦレセプターを共発現する
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Ｓｆ９細胞から得られたＶＬＰ類と共に、１μＭのＥＧＦ（Ｃ）の存在下、又は

不存在下でインキュベートした。小嚢又はＶＬＰ類に結合した蛍光リガンドを、

ＦＩＤＡ（詳細は、材料及び方法を参照）によって分析した。結果から、放出さ

れたＶＬＰ類の表面上での機能的ＥＧＦレセプター分子の発現が示される。挿入

は、このダイアグラムの１－３に示すようなＡ４３１細胞からの小嚢調製物を用

いるＥＧＦＲ結合分析の結果を示すが、結合リガンドの％は、異なるスケールで

表されている。

#1:    L             + V

#2:    L      + C    + V

#3     L

#4:    L             + VLP  (図５、レーン２と比較)

#5:    L      + C    + VLP  (図５、レーン２と比較)

#6:    L             + VLP  (図５、レーン４と比較)

#7:    L      + C    + VLP  (図５、レーン４と比較)

#8:    L             + VLP  (図５、レーン５と比較)

#9:    L      + C    + VLP  (図５、レーン５と比較)

#10:   L                    (#3参照)

      【０１０８】

  図７は、ヒトエンドセリン(Endothelin)Ａレセプターに例示されるような多数

のトランスメンブランスパニングドメインを含む膜挿入蛋白質のためのＶＬＰ提

示ストラテジーを表す。モデル系は、多数のトランスメンブランスパニングセグ

メント、特に、蛋白質のカルボキシル末端で特異的な巻きつきコイル配列を発現

するように修飾されたＧ－蛋白質結合レセプター群の構成要素として、ヒトエン

ドセリンＡレセプター（ＥＴAレセプター）を含むターゲット分子、この場合は

Ｅ－コイルを使用する。Ｅ－コイルによってタグされたＥＴAレセプター（ター

ゲット）とＫ－コイルによってタグされたＧａｇ（シグナル）とのホスト細胞で

の共発現により、各粒子の膜エンベロープに取り込まれたヒトＥＴAレセプター

を含むＶＬＰ類の放出が起こり得る。

      【０１０９】
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  図８は、タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞から

放出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトエンドセリンＡレセプターのウエ

スタンブロット分析を示す。この実験では、４８時間に亘り、Ｓｆ９細胞が、Ｇ

ａｇ－Ｋ－コイル蛋白質及び／又はターゲットＥＴAレセプターＥ－コイル蛋白

質を発現する組換え型ウイルスに感染させられた。実験全体を通して、ターゲッ

ト（ＥＴAレセプター）に対して、一定量のウイルスが使用され(m.o.i.10)、異

なる量のシグナルＧａｇウイルスが、細胞の共感染(co-infect)のために使用さ

れた(m.o.i.10-0.1)。細胞培養上清を採取し、４℃で３０分間、ＶＬＰ類を１０

００００ｇにペレット化した。得られたペレットをＰＢＳ中で再懸濁し、アリコ

ートをＳＤＳ ＰＡＧＥで分離し、ブロットした。得られたブロットを、シグナ

ル（Ｇａｇ、下方パネル）及びターゲット（ＥＴAレセプター、上方パネル）に

向けられた抗体によって精密に検査した。結果から、放出されたＶＬＰ類におけ

るＧａｇとＥＴAレセプターとの共分離が示される。

レーン#1.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#18)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#2.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#18)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 5.

レーン#3.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#18)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 1.

レーン#4.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#18)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 0.1.

レーン#5.  Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#6.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#18)ウイルス m.o.i. 10.

レーン#7.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#20)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#8.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#20)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 5.

レーン#9.  ETA レセプター-Eコイル(クローン#20)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 1.
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レーン#10. ETA レセプター-Eコイル(クローン#20)ウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 0.1.

レーン#11. Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#12. ETA レセプター-Eコイル(クローン#20)ウイルス m.o.i. 10.

      【０１１０】

  図９は、膜小嚢上、並びにタグされたシグナル及びターゲット分子を共発現す

るホスト細胞から放出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトＥＴAのレセプ

ター結合分析を示す。この実験では、４８時間に亘り、Ｓｆ９細胞が、シグナル

Ｇａｇ－Ｋ－コイル蛋白質及び／又はターゲットＥＴAレセプター－Ｅ－コイル

蛋白質を発現する組換え型ウイルスに感染させられた。実験全体を通して、ター

ゲット（ＥＴAレセプター）に対して、一定量のウイルスが使用され(m.o.i.10)

、異なる量のシグナルＧａｇウイルスが、細胞の共感染(co-infect)のために使

用された(m.o.i.10-0.1)。細胞培養上清を採取し、４℃で３０分間、ＶＬＰ類を

１０００００ｇにペレット化した。得られたペレットをＰＢＳ中で再懸濁し、ア

リコートのＴＡＭＲＡラベル化エンドセリン－１の結合を分析した。リガンドＴ

ＡＭＲＡラベル化エンドセリン－１（Ｌ）を、ＥＴAレセプターを発現する組換

え型ＣＨＯ細胞から調製された小嚢（Ｖ）と共に、又はＦｌａｇ及びＥ－コイル

によってタグされたＧａｇ－Ｋ－コイル及びＥＴAレセプターを共発現するＳｆ

９細胞から得られたＶＬＰ類と共に、１μＭのエンドセリン－１（Ｃ）の存在下

、又は不存在下でインキュベートした。小嚢又はＶＬＰ類に結合した蛍光リガン

ドを、ＦＩＤＡ（詳細は、材料及び方法を参照）によって分析した。挿入は、結

合リガンドの割合が異なるスケールで表された、小嚢に基づく結合分析を示す。

データは、拡大した(large)ダイアグラムの試料１－３に相当する。結果から、

放出されたＶＬＰ類の表面上での機能的ＥＴAレセプター分子の発現が示される

。

#1:    L             + V

#2:    L      + C    + V

#3     L

#4:    L             + VLP  (図８、レーン１と比較)
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#5:    L      + C    + VLP  (図８、レーン１と比較)

#6:    L             + VLP  (図８、レーン２と比較)

#7:    L      + C    + VLP  (図８、レーン２と比較)

#8:    L             + VLP  (図８、レーン５と比較)

#9:    L      + C    + VLP  (図８、レーン５と比較)

      【０１１１】

  図１０は、膜小嚢及びＶＬＰ類上のヒトＥＴAレセプターの特異性を表す。Ｔ

ＡＭＲＡラベル化エンドセリン－１（Ｌ）は、Ｅ－コイルによってタグされたＧ

ａｇ－Ｋ－コイル及びＥＴAレセプターを共発現するＳｆ９細胞から得られたＶ

ＬＰ類と共に、１μＭのエンドセリン－１(ET-1)若しくはビッグエンドセリン－

１(Big ET-1)若しくはソマトスタチン(somatostatin)－１４(SRIF-14)の存在下

又は不存在下でインキュベートされた。小嚢又はＶＬＰ類に結合した蛍光リガン

ドを、ＦＩＤＡ（詳細は材料及び方法を参照）によって分析した。

#1:    L                    + VLP  (図８、レーン１と比較)

#2:    L      + ET-1        + VLP  (図８、レーン１と比較)

#3:    L      + Big ET-1    + VLP  (図８、レーン１と比較)

#4:    L      + SRIF-14     + VLP  (図８、レーン１と比較)

#5:    L                    + VLP  (図８、レーン２と比較)

#6:    L      + ET-1        + VLP  (図８、レーン２と比較)

#7:    L      + Big ET-1    + VLP  (図８、レーン２と比較)

#8:    L      + SRIF-14     + VLP  (図８、レーン２と比較)

#9:    L                    + VLP  (図８、レーン５と比較)

#10:   L      + ET-1        + VLP  (図８、レーン５と比較)

#11:   L      + Big ET-1    + VLP  (図８、レーン５と比較)

#12:   L      + SRIF-14     + VLP  (図８、レーン５と比較)

      【０１１２】

  図１１は、ＥＧＦＰ分子（強化型(Enhanced)ＧＦＰ分子）に例示されるような

細胞質内で見られる蛋白質のための、膜に結合していないターゲットのＶＬＰ被

包を示す。モデル系は、細胞の細胞質中の可溶性分子として見出され、本来は膜
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に結合していないターゲット分子、特に、蛋白質のカルボキシル末端で特異的な

巻きつきコイル配列を発現するように修飾されたＥＧＦＰ分子、この場合はＥ－

コイルを使用する。Ｅ－コイルによってタグされたＥＧＦＰ（ターゲット）とＫ

－コイルによってタグされたＧａｇ（シグナル）とのホスト細胞における共発現

の結果、各粒子のキャプシド構造内に被包されたＥＧＦＰ分子を含むＶＬＰ類が

放出され得る。

      【０１１３】

  図１２は、タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞か

ら放出されたＶＬＰ類のキャプシド内で発現されたＥＧＦＰのウエスタンブロッ

ト分析を示す。この実験では、４８時間に亘り、Ｓｆ９細胞が、シグナルＧａｇ

－Ｋ－コイル蛋白質及び／又はターゲットＥ－コイル蛋白質を発現する組換え型

ウイルスに感染させられた。実験全体を通して、ターゲット（ＥＧＦＰ）に対し

て、一定量のウイルスが使用され(m.o.i.10)、異なる量のシグナルＧａｇウイル

スが、細胞の共感染(co-infect)のために使用された(m.o.i.10-0.1)。細胞培養

上清が採取され、４℃で３０分間、ＶＬＰ類を１０００００ｇにペレット化した

。得られたペレットをＰＢＳ中で再懸濁し、アリコートをＳＤＳ ＰＡＧＥで分

離し、ブロットした。得られたブロットを、シグナル（Ｇａｇ）及びターゲット

（ＥＧＦＰ）に向けられた抗体によって精密に検査した。結果から、放出された

ＶＬＰ類におけるＧａｇ及びＥＧＦＰの共分離が示される。

レーン#1 . EGFP-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#2 . EGFP-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 5.

レーン#3 . EGFP-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 2.5.

レーン#4 . EGFP-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 1.

レーン#5 . EGFP-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

           Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 0.1.
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レーン#6 . EGFP-Eコイルウイルス m.o.i. 10.

レーン#7. Gag-Kコイルウイルス m.o.i. 10.

      【０１１４】

  図１３は、タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞か

ら放出された蛍光ＶＬＰ類のＦＩＤＡ検出及び定量分析を表す。この実験では、

４８時間に亘り、Ｓｆ９細胞が、シグナル－Ｋ－コイル蛋白質及び／又はターゲ

ットＥＧＦＰ－Ｅ－コイル蛋白質を共発現する組換え型ウイルスに感染させられ

た。実験全体を通して、ターゲット（ＥＧＦＰ）に対して一定量のウイルスが使

用され(m.o.i.10)、細胞の共感染のために、異なる量のシグナルＧａｇウイルス

が使用された(m.o.i.10-0.1)。細胞培養上清が採取されて濾過され（0.45μM）

、４℃で３０分間、ＶＬＰ類が１０００００ｇにペレット化された。得られたペ

レットをＰＢＳ中で再懸濁し、混合物をＦＩＤＡ（詳細は材料及び方法を参照）

によって分析した。ＶＬＰ調製物を培地によって希釈し、そこから、それらをペ

レット化した（ＶＬＰ上清）。懸濁物中のＶＬＰ粒子数に相当する、相対的な(r

elative)粒子数を決定した。

#1:    未希釈VLP懸濁物

#2:    9 vol. VLP 懸濁物 +  1 vol. VLP 上清

#3:    8 vol. VLP 懸濁物 +  2 vol. VLP上清

#4:    7 vol. VLP 懸濁物 +  3 vol. VLP 上清

#5:    6 vol. VLP 懸濁物 +  4 vol. VLP 上清

#6:    5 vol. VLP 懸濁物 +  5 vol. VLP 上清

#7:    4 vol. VLP 懸濁物 +  6 vol. VLP 上清

#8:    3 vol. VLP 懸濁物 +  7 vol. VLP 上清

#9:    2 vol. VLP 懸濁物 +  8 vol. VLP 上清

#10:   1 vol. VLP 懸濁物 +  9 vol. VLP 上清

#11:   VLP 上清

#12:   滅菌細胞培養培地

      【０１１５】

  図１４は、アゴニストによって誘発された、膜に基づくレセプターの刺激の検
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出のためのＶＬＰに基づくレポーター分析の原理を示す。膜結合レセプター又は

イオンチャンネル（ダイアグラムではＧＰＣＲ）の刺激により、次にこの刺激の

情報を細胞核に伝える第二メッセンジャー系が刺激される。転写因子が活性化さ

れ、特異的ＤＮＡ配列（応答成分）に結合し、この応答成分の制御下にあるよう

に設計された各レポーター遺伝子の転写活性化がその後開始される。レポーター

遺伝子の翻訳生成物、この場合はＧａｇ－ＥＧＦＰ融合蛋白質が、その後、細胞

内に、次いで細胞の膜表面に蓄積される。血漿膜でのＧａｇ－ＥＧＦＰ融合物の

濃縮は、ＶＬＰ類の形成、及び、それらが採取された後に定量され得るか、又は

例えば共焦点顕微鏡法／分光法によって直接検出され得る

細胞外培地への放出を引き起こす。

      【０１１６】

  図１５は、Ｇａｇ融合レポーター遺伝子生成物の合成を引き起こす、ホルスコ

リン(Forskolin)によって誘発された細胞内ｃＡＭＰの蓄積の効果を示す。レポ

ーター遺伝子融合物の転写を調節するチミジンキナーゼ基礎プロモーター（エン

ハンサー(enhancer)を含まない）と結合したｃＡＭＰ応答成分からなる構造によ

って安定的にトランスフェクトされたＣＨＯ細胞が、蛍光顕微鏡法によって分析

される前に、２μＭのホルスコリンの存在下又は不存在下で２４時間培養された

。各パネルの上列は、細胞中で検出され得る蛍光を表すのに対し、各パネルの下

列は、蛍光によって分析された、照らされた(illuminated)領域を表す。各パネ

ルは、いくつかの独立した分析された培養の代表的な様子を表す。

      【０１１７】

  図１６は、上記のＧａｇ－ＥＧＦＰレポーター分析のＦＩＤＡ分析を表す。レ

ポーター遺伝子融合物の転写を調節するチミジンキナーゼ基礎プロモーター（エ

ンハンサー(enhancer)を含まない）と結合したｃＡＭＰ応答成分からなる構造に

よって安定的にトランスフェクトされたＣＨＯ細胞が、２μＭのホルスコリンの

存在下又は不存在下で４８時間培養された。細胞培養上清を濾過し(0.45μm)、

ＦＩＤＡ（詳細は材料及び方法を参照）によって分析した。培養培地へ放出され

たＶＬＰ粒子数に相当する、相対的な粒子数を決定した。

#1:    誘発されていない
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#2:    ２μＭのホルスコリンにより誘発

#3:    誘発されていない

#4:    ２μＭのホルスコリンにより誘発

#5:    滅菌細胞培養培地

      【０１１８】

  図１７は、ＶＬＰに基づくトランスロケーション分析の原理を示す。この図は

、ＶＬＰ類の形成及び細胞培養培地への放出を通常促進することができる欠乏シ

グナル配列を移し(translocating)得る複数の配列（ｃＤＮＡライブラリー）か

らの配列の同定のために使用され得る分析原理を説明する。第一の分析概念では

、単一分子を血漿膜へ向ける(target)ことができない欠乏シグナル分子（例えば

開始コドンの２つ後の位置で突然変異されたＧａｇ）は、レポーター分子（ダイ

アグラムでは緑色蛍光蛋白質）と、共有結合により、又は共有結合ではなく、機

能的に結合する。このハイブリッド分子は、機能的シグナル分子から構成される

場合、血漿膜に移すことができ、かつＶＬＰ類は、細胞外環境へ放出され、そこ

で、それらはいくつかの検出法によって測定及び定量され得る。レポーター分子

ハイブリッドを含む欠乏シグナル分子が、分泌された膜結合蛋白質に特異的な、

特異的トランスロケーションシグナルの添加により、そのアミノ末端で修飾され

る場合、トランスロケーション欠乏が軽減され、ＶＬＰ類は細胞外培地へ放出さ

れる。

      【０１１９】

  図１８は、ＶＬＰに基づく蛋白質－蛋白質相互作用分析の原理を表す。このダ

イアグラムは、細胞内で起こる蛋白質－蛋白質相互作用が観察され得る、この分

析形式の原理を示す。第一の場合には、ＶＬＰ類の形成及び細胞外培地への放出

を誘発し得る機能的シグナル分子（Ｇａｇ）は、対象となる蛋白質－蛋白質相互

作用の第一パートナーを－共有結合して、又は共有結合せずに－含む。次の場合

には、対象となる蛋白質－蛋白質相互作用の第二パートナーは、共有結合するか

、又は共有結合せずに、レポーター分子、特に、ダイアグラムに表すようにルミ

ネッセンス蛋白質と融合／結合する。第一及び第二パートナーが相互作用すると

、これら分子を含む複合体が形成され、それは、その後ＶＬＰ類を形成すること
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ができ、その結果、それらはその後細胞外環境へ放出され、そこでいくつかの方

法によって検出及び定量され得る。蛋白質－蛋白質相互作用をインサイチュで更

に分析するために、研究対象の化合物が、細胞に添加され、それらが血漿膜を横

切ることができ、この相互作用を変更し得るならば、細胞外環境へのルミネッセ

ンスＶＬＰ類の放出が影響を受けるであろう。そしてその放出は、その後定量さ

れ得る。

      【０１２０】

  図１９は、細胞内で発現された蛋白質及びシグナル及びターゲット融合分子を

共発現するホスト細胞から放出されたＶＬＰ類内に取り込まれた蛋白質の両方の

ウエスタンブロット分析を示す。この実験では、Ｇａｇ－Ｒａｓ融合物、完全長

Ｒａｆ又はＲａｆ－ＥＧＦＰ融合物のいずれかを発現する構造によって、Ｓｆ９

細胞が一時的にトランスフェクトされた。９６時間のトランスフェクションの後

、細胞培養上清を採取し、４℃で３０分間、ＶＬＰ類を１０００００ｇにペレッ

ト化した。トランスフェクトされた細胞を、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、１５

０ｍＭのＮａＣｌ、１％のＮＰ４０、ｐＨ７．８、及びプロテアーゼ阻害剤中に

２０分間氷上で溶解させる前に、ＰＢＳによって１回洗浄した。溶解した細胞を

、その後１０分間１００００ｇで遠心分離し、可溶性蛋白質画分を、その後ＳＤ

Ｓ ＰＡＧＥ分析のために使用した。ＶＬＰ類又は可溶性蛋白質溶解物のいずれ

かのアリコートを、２倍希釈した（２×）ＳＤＳ ＰＡＧＥ試料バッファー(２０

ｍＭのＴｒｉｓ－ＨｃＣｌ ｐＨ ６.８、２％のＳＤＳ、２０ｍＭのＤＴＴ、２

％のβＭＥ、１０％のグリセロール)中で再懸濁し、１分間沸騰させ、試料を変

性された。その後、標準的な分子生物学的方法に従って、蛋白質試料を１２％の

ＳＤＳ ＰＡＧＥゲル上で分離した。得られたブロットを、Ｇａｇ－Ｒａｓ融合

物（アンチ－Ｒａｓ）、完全長Ｒａｆ（アンチ－Ｒａｆ）、及びＲａｆ－ＥＧＦ

Ｐ融合物（アンチ－ＧＦＰ）に向けられた抗体によって精密に検査した。結果か

ら、Ｇａｇ－Ｒａｓと、完全長Ｒａｆ又はＲａｆ－ＥＧＦＰ融合物との放出され

たＶＬＰ類における細胞内共発現及び共分離が示される。

Ａ:Ｓｆ９全細胞溶解物における蛋白質分析

レーン#1 . 完全長Ｒａｆ及びＲａｆ－ＥＧＦＰの共発現
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レーン#2 . 完全長Ｒａｆ、Ｒａｆ－ＥＧＦＰ及びＧａｇ－Ｒａｓの共発現

レーン#3 . Ｇａｇ－Ｒａｓの発現

Ｂ：トランスフェクトされた細胞から放出されたペレット状ＶＬＰの蛋白質分析

レーン#1 . Ｇａｇ－Ｒａｓ及びＲａｆ－によってトランスフェクトされた細胞

から放出されたＶＬＰ類

レーン#5.  Ｇａｇ－Ｒａｓ及び完全長Ｒａｆによってトランスフェクトされた

細胞から放出されたＶＬＰ類

      【０１２１】

  結果から、細胞内のすべての各蛋白質は、検出可能なレベルで発現され、誤り

のない完全な状態であることが示される。更に、Ｇａｇ－Ｒａｓと完全長Ｒａｆ

又はＲａｆ－ＥＧＦＰ融合物のいずれかとの共発現後に放出されたＶＬＰ類は、

前記Ｒａｆ分子とＧａｇ－Ｒａｓパートナーとの蛋白質蛋白質相互作用の結果、

Ｒａｆ／レポーター蛋白質を取り込む。これにより、この原理が示される。

      【０１２２】

  図２０は、ＶＬＰに基づく細胞－細胞分析の原理を示す。相同性又は非相同性

相互作用。この図は、この分析形式の重要性を示す(underlining)原理を示す。

研究対象の相互作用する細胞表面は、上記の方法を用いて、２つの異なるＶＬＰ

群と結合する。対象となる機能的分子を運ぶ、得られた２つの群は、その後所定

の割合で混合され、相互作用させられる。相互作用が特異的であると、凝集して

いないＶＬＰ群と区別され得る凝集体が形成されるであろう。これらのターゲッ

ト相互作用を妨げる化合物が、その後混合物に添加され、次いで、様々な方法に

よって、対照と比較した凝集体の分離が定量され、その結果、ターゲット－ター

ゲット阻害の指標(index)が得られる

      【０１２３】

  図２１は、ＶＬＰに基づく分析技術の概観を表す。先記分析形式において記載

した技術のための適用の概観。上記の分析及びそれらの変形が、このダイアグラ

ムに示され、かつ使用された各ＶＬＰ系も、放出されたＶＬＰ（１－３）の脂質

エンベロープへの取り込み又は放出されたＶＬＰ（４－６）内への被包のいずれ

かによって表される。分析形式１は、細胞血漿膜におけるその通常の配置と似た
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ように、ターゲットが成熟ＶＬＰの脂質エンベロープ膜に取り込まれる、細胞表

面－化合物相互作用（ここで、細胞表面分子はレセプター又はイオンチャンネル

であることができ、かつターゲットである）を表す。化合物は、細胞／組織抽出

物、又は天然の供給源から分泌された分子から得られた合成由来又は天然由来の

外部分子として表され得る。更に、そのようなＶＬＰ類の細胞外培地への放出は

また、いずれかの外部化合物の刺激によって、又はパラクリン(paracrine)及び

／若しくはオートクリン(autocrine)調節メカニズムによって媒介され得る。（

２）に図示したような細胞－細胞相互作用は、対象となる細胞表面分子（相同性

及び非相同性のレセプター－リガンド、粘着性分子相互作用）を運ぶ２つの独立

したＶＬＰ調製物を使用することによって分析され得る。分泌経路は、欠乏シグ

ナル分子を助けることができるターゲット－シグナル融合物の被包によって、Ｖ

ＬＰ類の形成及び細胞外培地への放出が行われる、ＶＬＰに基づく分析（２）に

よっても分析され得る。蛋白質－蛋白質相互作用（３）は、２つの既知／未知の

ポリペプチド／ペプチドドメインの積極的な(positive)相互作用の結果、シグナ

ル及びレポーター分子の共存局在化が行われ、検出され得るキメラＶＬＰ類の細

胞外培地への放出が次いで行われる、更なるＶＬＰに基づくシステムの基礎が構

成される。この分析の更なる変形は、効率的に機能させるためには蛋白質－蛋白

質相互作用が必須である、後転写／後翻訳分析である（４－５）。更なる分析形

式では、例えばＣＲＥ又はＥＲＥなどの応答ＤＮＡ成分の制御下にある場合に、

この成分に影響を及ぼすシグナル（刺激されていない細胞と比較して転写が増加

）に応答して、シグナル－レポーター融合物が合成される。転写及びそれに続く

翻訳の結果、検出され得るＶＬＰ類が（被包後に）形成及び放出される（４）。

最終的に、活性酵素がＶＬＰ類に被包されると、膜に包まれた活性成分の均質調

製物が得られる。その活性は、この活性に影響を及ぼし得るだけでなく、生物学

的膜バリヤーを横切ることもできる化合物に対して決定され得る。

      【０１２４】

  図２２は、本発明の好ましい態様を表す。この分析法は、細胞内の蛋白質－蛋

白質相互作用を妨げる遺伝子生成物の同定のために使用され得る。ｃＤＮＡライ

ブラリーの添加前に、形質転換された細胞は、その中でシグナル分子が、共有結
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合しているか、又は共有結合ではなく結合している最初に選択される蛋白質分子

を含み、レポーター分子が、２番目に選択される蛋白質分子と共有結合している

か、又は共有結合ではなく結合している構造を発現する。これら蛋白質の相互作

用の結果、検出され得るＶＬＰ類が放出される。３番目の蛋白質生成物を発現し

得る、単一又は複数のｃＤＮＡ分子によって細胞をトランスフェクトすることに

より、この更なる蛋白質生成物は、前記第一又は第二蛋白質分子のいずれかと相

互作用し得る場合に、検出され得るＶＬＰ類の放出に影響を及ぼすであろう。こ

の方法では、第一蛋白質分子と第二蛋白質分子との間の、この相互作用に影響を

及ぼし得る分子が同定され得る。これら分子は、第一蛋白質分子と第二蛋白質分

子との間の結合だけを妨げることもあり、また、それらは、前記第一又は第二蛋

白質分子のいずれかに対する新たな結合パートナーさえも構成することもある。

このモデルには、いくつかの仮定が含まれる：

ａ）導入されたｃＤＮＡは、レポーター分子に融合した蛋白質分子と相互作用す

る蛋白質をコードすることにより、シグナル融合物とレポーター融合物との間の

相互作用を阻害する。この結果、レポーター分子を運ばないＶＬＰ類が放出され

る。それにもかかわらず、これらＶＬＰ類は、レポーター分子を運ぶＶＬＰ類と

区別され得る。

ｂ）導入されたｃＤＮＡは、シグナル分子に含まれる研究対象の蛋白質分子と相

互作用する蛋白質をコードすることにより、レポーター融合物とシグナル融合物

との間の相互作用を阻害する。この結果、レポーター分子を運ばないが、導入さ

れた前記ｃＤＮＡの遺伝子生成物を被包するＶＬＰ類が放出される。その存在又

は活性は、放出されたＶＬＰ群中で直接分析され得る。これらＶＬＰ類は、レポ

ーター分子を運ぶＶＬＰ類と区別され得る。

ｃ）導入されたｃＤＮＡ生成物と、シグナル又はレポーター融合生成物のいずれ

かとの間には相互作用がない。従って、検出可能なレポーターを運ぶＶＬＰ類の

放出は妨げられない。

      【０１２５】

  図２３は、本発明のもう１つの好ましい態様を表す。この分析法により、細胞

内のシグナルカスケードを妨げる遺伝子生成物の同定が可能になる。形質転換さ
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れた細胞系は、特異的プロモーターの制御下で、レポーター構造を発現する。こ

のレポーターに結合したシグナルカスケードが刺激される場合、ＶＬＰ類の放出

を観察及び定量することができる。蛋白質生成物を発現し得る単一又は複数のｃ

ＤＮＡ分子による、このような細胞のトランスフェクションの結果、この更なる

蛋白質生成物が前記シグナルトランスダクション経路を調節し得るならば、刺激

された細胞におけるＶＬＰ類の放出が影響を受ける。異なる読み出しの仮定が可

能である：

１．アゴニストによって刺激されたシグナルトランスダクションカスケードに関

する成分と、導入されたｃＤＮＡ生成物との相互作用の結果、検出され得るＶＬ

Ｐ類の生成及び放出が阻害される。

２．アゴニストによって刺激されたシグナルカスケードに関する成分と、導入さ

れたｃＤＮＡ生成物との相互作用の結果、検出され得るＶＬＰ類の生成及び放出

が増加する。

      【０１２６】

  図２４は、アゴニストの不存在下での、シグナルカスケードに関する成分と、

導入されたｃＤＮＡ生成物との相互作用を示す。この相互作用の結果、ＶＬＰ類

の生成及び放出が刺激される。

      【０１２７】

材料及び方法

細胞培養

２７℃の湿潤環境下、補足成分(supplements)及び１０％昆虫細胞培養用(certif

ied)ＦＢＳを添加したグレースの(Grace's)昆虫培地中で、Ｓｆ９細胞を成長さ

せた。プラスチック培養フラスコ、又は様々な大きさ(５０-５００ｍｌの培養容

量)の回転(spinner)培養容器中で、絶えず攪拌しながら細胞を成長させた。開始

時の密度が５×１０5細胞／ｍｌであった細胞を、継代培養前に１－２×１０6細

胞／ｍｌの密度に成長させた。その代わりに、上記のように、血清を含まないイ

ンセクトエクスプレス(Insect Express)培養培地において、細胞を培養した。

      【０１２８】

  ３７℃の５％ＣＯ2雰囲気中で、グルタミン（２ｍＭ）及び１０％ＦＣＳを含
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むＤＭＥＭ中で、ＣＨＯ細胞を成長させた。プラスチック培養容器中で成長させ

た細胞を、８０％の集密度(confluence)で継代培養した。基礎チミジンキナーゼ

(TK)プロモーターと共に、ヒトソマトスタチンレセプタープロモーター由来のＣ

ＲＥ (cAMP responsive element)に相当する５つの繰り返し配列が、MoMuLV Gag

-EGFP融合遺伝子の５’に配置された構造によって、ＣＨＯ細胞がトランスフェ

クトされた。Ｇ４１８（400μg/ml）によって安定な細胞系が選択され、（下記

に示すように）ホルスコリンによって個々のクローンが刺激され、（非刺激条件

と比べて）蛍光を示すクローンが、更なる研究のために選ばれた。フェノールレ

ッドを含まないＣＨＯ規格(formulated)血清未含有培地中で、ホルスコリン（2

μM）によって細胞を刺激した。刺激を受けたＥＧＦＰによって発せられた蛍光

を検出するための各フィルターを備えた蛍光顕微鏡を使用して、直接蛍光によっ

て細胞を分析した。ＶＬＰ検出のために、ホスルコリンによって異なる期間、細

胞を刺激し、細胞培養上清を除去し、０．４５μＭのフィルターによって濾過し

た後、ＦＩＤＡ（EPA 99 112 104.7及び97 945 816.3（これらの内容は、本明細

書に開示として援用される）に記載されているような蛍光強度分布分析）によっ

て直接分析した。

      【０１２９】

昆虫細胞における一時的な発現

  ６０ｍｍの皿において、血清を含まないインセクトエクスプレス(Insect Expr

ess)培地中に、２×１０6個のＳｆ９細胞を植え付け、細胞を２～３分間左右に

静かに振り動かし、細胞を均一に分布させた。このインキュベーション後、細胞

の集密度は５０～６０％であった。細胞を皿の底部に完全に結合させるために、

細胞を、少なくとも１５分間、振り動かさずに更にインキュベートし、細胞の単

一層を形成した。

  各トランスフェクション混合物を調製するために、１．５ｍｌのマイクロ遠心

分離(microcentrifuge)管を使用し、以下の順序で試薬を添加した。

  １ｍｌのインセクトエクスプレス(Insect Express)培地（バイオホワイタッカ

ー社(Biowhittaker Corp.)

  プラスミド構造(ＴＥ中に１μｇ／１μｌ、ｐＨ ８) １０μｌ(10μg)
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  インセクチン－プラス(Insectin-Plus)（登録商標）リポソーム ２０μｌ（イ

ンビトロゲン社(InVitrogene Corp.)）

  混合物を１０秒間徹底的かつ強力に混合し、１５分間室温でインキュベートし

た。この後、単一層を壊さずに、細胞から培地を注意深く除去し、全トランスフ

ェクション混合物を、６０ｍｍの皿に滴下した。プラットフォームを揺り動かし

ながら、これらの皿の両面(side-to-side)を、室温で４時間インキュベートした

。６０ｍｍの皿それぞれに、１－２ｍｌのインセクトエクスプレス(Insect Expr

ess)を添加した後、蒸発を防ぐために、それらを、湿ったペーパータオルを入れ

た密封したプラスチックバッグの中に入れ、２７℃でインキュベートした。トラ

ンスフェクション後、特定の時間で細胞を採取した。

      【０１３０】

組換え型バキュロウイルス及び高力価ウイルスストック(stocks)の生成

  対象となる遺伝子（ターゲット及びシグナル分子）を、標準バキュロウイルス

輸送ベクターの多数のクローニング部位にクローン化し、標準的な分子生物学的

手法のためにも、組換え型ウイルス群を選択した。１ｍｌ当たり１×１０6個の

細胞密度における、感染多重度(m.o.i.)０．１のＳｆ９培養物の感染によって、

高力価ウイルスストックを生成した。培養物を７２－９６時間インキュベートし

た後、細胞デブリ(debris)を除去するために５００ｇで細胞を遠心分離すること

により、ウイルスを採取した。０．４５μＭのフィルターによってウイルススト

ックを濾過し、等分して(in aliquots)４℃で保存した。標準的な方法によるＳ

ｆ９細胞におけるプラーク滴定によって、ウイルス力価を決定した。

      【０１３１】

巻きつきコイルによってタグされた(coiled coil tagged)ターゲット及びシグナ

ル分子の構成

  ターゲット分子とシグナル分子との相互作用を引き起こすために、高親和性を

もってお互いに特異的相互作用を形成することが示された、巻きつきコイル構造

を形成し得る２つのペプチド配列を使用した。問題となっているペプチド配列は

、以下のものである：

１）NH2-E-V-S-A-L-E-K-COOH  E-コイル
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２）NH2-K-V-S-A-L-K-E-COOH  K-コイル

      【０１３２】

  哺乳動物の後翻訳(back translation)及び各ヌクレオチド配列のコンカタメリ

ゼーション(concatamerisation)の後、これらのヘプタマーが、五量体(pentamer

ic)繰り返し配列として構成された。

１）5'- GAG GTG TCC GCC CTG GAG AAG-3'   E-コイル

２）5'- AAG GTG TCC GCC CTG AAG GAG-3'   K-コイル

      【０１３３】

  小型グリシンリンカーによって、残りの分子から各タグを分離した：

E-コイルタグ

NH2-GGGEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEKEVSALEK-COOH

K-コイルタグ

NH2-GGGKVSALKEKVSALKEKVSALKEKVSALKEKVSALKE-COOH

      【０１３４】

グリシンリンカーに相当する５’配列を有するヘプタマー(heptameric)配列に相

当するオリゴヌクレオチドが構成され、標準的な分子的手法によって、二本鎖に

アニールされた生成物がクローンされ、その後、ｄｓ ＤＮＡシーケンシングに

よって配列が確認された。その後、正しい配列を増幅して、各ターゲット及びシ

グナル分子上へ、その分子の３’末端でライゲートした。

      【０１３５】

【実施例】

実験プロトコル

実施例＃１（Ｇａｇ－Ｋコイル／ＥＧＦＰ－Ｅコイル）

ウエスタンブロット分析：

  以下のようにＳｆ９細胞を感染させるために、カルボキシル末端がタグされた

ＭｏＭｕＬＶ ｇａｇ遺伝子（Ｇａｇ－Ｋコイル、シグナル分子）を含む組換え

型バキュロウイルス、及びカルボキシル末端につながれた(tailed)ＥＧＦＰ分子

（ＥＧＦＰ－Ｅコイル、ターゲット分子）を使用した。２７℃の湿潤雰囲気中で

、補足成分及び１０％細胞培養用ＦＢＳを含むグレースの(Grace's)昆虫培地２
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ｍｌ中で、３５ｍｍの皿において、１ｍｌ当たり５×１０5個の密度で細胞を平

板培養した(plated)。細胞が付着した（室温で１時間）後、培地を除去し、両ウ

イルスを、対応するm.o.iで、総容量１ｍｌとなるように添加した。２７℃の湿

潤雰囲気中で細胞を４８時間インキュベートした。細胞を採取し、細胞培養上清

を注意深く除去して、４℃で５分間、１０００ｇで遠心分離し、細胞及びデブリ

を除去した。上清をデカンテーションし、０．４５μＭのフィルターによって濾

過した。濾過した細胞培養上清を、４℃において１０００００ｇで３０分間遠心

分離することにより、ＶＬＰ類を濃縮した。ペレット化したＶＬＰ類をＰＢＳ中

で再懸濁させ、４℃で保存した。感染させた細胞を、ＰＢＳによって１回洗浄し

た後、50mMのTris-HCl、150mMのNaCl、1%のNP40、pH7.8及びプロテアーゼ阻害剤

に、氷上で２０分間溶解させた。溶解させた細胞を、その後１００００ｇで１０

分間遠心分離した後、可溶性蛋白質画分をＳＤＳ ＰＡＧＥ分析のために使用し

た。ＶＬＰ類又は可溶性蛋白質溶解物のいずれかのアリコートを、２倍希釈した

（２×）ＳＤＳ ＰＡＧＥ試料バッファー(20 mMのTris-HcCl pH 6.8、2%のSDS、

20 mMのDTT、2%のβME、10%のグリセロール)中で再懸濁させ、１分間沸騰させて

試料を変性させた。その後、標準的な分子生物学的方法によって、１２％のＳＤ

Ｓ ＰＡＧＥゲル上で蛋白質試料を分離した。その後、(48 mMのTris、39 mMのグ

リシン、20%のメタノール、0.037%のSDS)中で１時間、セミドライブロッティン

グ(semi-dry blotting)装置を用いて１５０ｍＡで、分離した蛋白質をＰＶＤＦ

膜へ移した。その後、ブロットを以下のように処理した。ブロッキング(blockin

g)溶液(TBST; 20 mMのTRIS-HCl、pH 7.6、137 mMのNaCl、0.05%のツイーン(TWEE

N) 20、0.1%のカゼイン加水分解物含有)中で１時間、膜をインキュベートした。

このインキュベーションの後、シグナル分子(ラビット アンチ－Ｇａｇ、最終希

釈率1:10 000)、又はターゲット分子(ラビット アンチ－ＧＦＰ、最終希釈率1:5

000)のいずれかに向けられた第一抗体を含むブロッキング溶液１０ｍｌを添加す

る前に、ＴＢＳＴ中で５分間、フィルターを洗浄した。室温で１時間、絶えず攪

拌しながら、この溶液中でフィルターをインキュベートした後、ＴＢＳＴによっ

て５分間３回洗浄した。その後、ペルオキシダーゼに結合した第二抗体(ホース

ラディッシュペルオキシダーゼと結合したヤギ アンチラビット抗体、1:2500)を
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含むブロッキング溶液１０ｍｌを、絶えず攪拌しながら、室温で１時間、膜と共

にインキュベートした後、ＴＢＳＴによって５分間３回洗浄した。その後、蒸留

水によってフィルターを簡単にすすぎ洗いし、ＥＣＬ検出試薬１及び２並びに３

％のＢＳＡ（最終濃度）を６０秒間添加することにより、成長させた。検出溶液

からフィルターを除去し、ＥＣＬ検出フィルムに触れさせる(exposed)前に、２

つのペーパータオルの間で乾燥させた。シグナルの強度は、触れさせる時間に依

存していた。

      【０１３６】

ＦＩＤＡ分析

ＦＩＤＡによる蛍光性ＶＬＰ類の定量分析

  Ｇａｇ－Ｋコイル及びＥＧＦＰ－Ｅコイルを共発現するＳｆ９細胞の上清を濾

過し（0.45μm）、ＦＩＤＡ分析のために直接使用するか（ａ）、又はＶＬＰ類

を採取するために遠心分離（１０００００ｇ、４℃、３０分）した（ｂ）。上清

を除去し、ＰＢＳ中でペレットを再懸濁させた。ＦＩＤＡ分析の前に、０．０１

％(v/v)のツイーン(Tween)－２０の存在下で超音波によって試料を簡単に均質化

し、０．０１％(v/v)のツイーン(tween)－２０をそれぞれ含む、滅菌細胞培養培

地（ａ）又はＰＢＳ（ｂ）によって希釈した。PCT/EP97/03022（この内容は、本

明細書に開示として援用される）に開示されているようなビームスキャナー(bea

m scanner)、及び４８８ｎｍの励起用レーザー光を使用して、ＦＩＤＡによって

ＶＬＰ類を分析した。

      【０１３７】

実施例＃２（Ｇａｇ－Ｅコイル／ＥＧＦＲ－Ｋコイル）

ウエスタンブロット分析

  以下のようにＳｆ９細胞を感染させるために、カルボキシル末端がタグされた

ＭｏＭｕＬＶ ｇａｇ遺伝子（Ｇａｇ－Ｅコイル、シグナル分子）を含む組換え

型バキュロウイルス、及びカルボキシル末端につながれたＥＧＦＲ分子（ＥＧＦ

Ｒ－Ｋコイル、ターゲット分子）を使用した。２７℃の湿潤雰囲気中で、補足成

分及び１０％細胞培養用ＦＢＳを含むグレースの(Grace's)昆虫培地２ｍｌ中で

、３５ｍｍの皿において、１ｍｌ当たり５×１０5個の密度で細胞を平板培養し
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た。細胞が付着した（室温で１時間）後、培地を除去し、両ウイルスを、対応す

るm.o.iで、総容量１ｍｌとなるように添加した。２７℃の湿潤雰囲気中で細胞

を４８時間インキュベートした。細胞を採取し、細胞培養上清を注意深く除去し

て、４℃で５分間、１０００ｇで遠心分離し、細胞及びデブリを除去した。上清

をデカンテーションし、０．４５μＭのフィルターによって濾過した。濾過した

細胞培養上清を、４℃において１０００００ｇで３０分間遠心分離することによ

り、ＶＬＰ類を濃縮した。ペレット化したＶＬＰ類をＰＢＳ中で再懸濁させ、４

℃で保存した。感染させた細胞を、ＰＢＳによって１回洗浄した後、50mMのTris

-HCl、150mMのNaCl、1%のNP40、pH7.8及びプロテアーゼ阻害剤に、氷上で２０分

間溶解させた。溶解させた細胞を、その後１００００ｇで１０分間遠心分離した

後、可溶性蛋白質画分をＳＤＳ ＰＡＧＥ分析のために使用した。ＶＬＰ類又は

可溶性蛋白質溶解物のいずれかのアリコートを、２倍希釈した（２×）ＳＤＳ 

ＰＡＧＥ試料バッファー(20 mMのTris-HcCl pH 6.8、2%のSDS、20 mMのDTT、2%

のβME、10%のグリセロール)中で再懸濁させ、１分間沸騰させて試料を変性させ

た。その後、標準的な分子生物学的方法によって、１２％のＳＤＳ ＰＡＧＥゲ

ル上で蛋白質試料を分離した。その後、(48 mMのTris、39 mMのグリシン、20%の

メタノール、0.037%のSDS)中で１時間、セミドライブロッティング装置を用いて

１５０ｍＡで、分離した蛋白質をＰＶＤＦ膜へ移した。その後、ブロットを以下

のように処理した。ブロッキング溶液(TBST; 20 mMのTRIS-HCl、pH 7.6、137 mM

のNaCl、0.05%のツイーン(TWEEN) 20、0.1%のカゼイン加水分解物含有)中で１時

間、膜をインキュベートした。このインキュベーションの後、シグナル分子(ラ

ビット アンチ－Ｇａｇ、最終希釈率1:10 000)、又はターゲット分子(ラビット 

アンチ－ＥＧＦＲ、最終希釈率1:1000)のいずれかに向けられた第一抗体を含む

ブロッキング溶液１０ｍｌを添加する前に、ＴＢＳＴ中で５分間、フィルターを

洗浄した。室温で１時間、絶えず攪拌しながら、この溶液中でフィルターをイン

キュベートした後、ＴＢＳＴによって５分間３回洗浄した。その後、ペルオキシ

ダーゼに結合した第二抗体(ホースラディッシュペルオキシダーゼと結合したヤ

ギ アンチラビット抗体、1:2500)を含むブロッキング溶液１０ｍｌを、絶えず攪

拌しながら、室温で１時間、膜と共にインキュベートした後、ＴＢＳＴによって
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５分間３回洗浄した。その後、蒸留水によってフィルターを簡単にすすぎ洗いし

、ＥＣＬ検出試薬１及び２並びに３％のＢＳＡ（最終濃度）を６０秒間添加する

ことにより、成長させた。検出溶液からフィルターを除去し、ＥＣＬ検出フィル

ムに触れさせる前に、２つのペーパータオルの間で乾燥させた。シグナルの強度

は、触れさせる時間に依存していた。

      【０１３８】

ＦＩＤＡ分析

ＥＧＦレセプター結合分析及びＦＩＤＡ分析

  Ａ４３１細胞から調製した膜小嚢、又はＧａｇ－Ｅ－コイル及びＫ－コイルに

よってタグされたＥＧＦレセプターを共発現するＳｆ９細胞から得られたＶＬＰ

類と共に、１μＭの非ラベル化ＥＧＦの存在下又は不存在下で、分析バッファー

[20 mMのHEPES、140 mMのNaCl、5 mMのKCl、1.2 mMのMgCl2、1.8 mMのCaCl2、0.

35 g/lのNaHCO3、1g/lのグルコース、0.01% (w/v)のプルロニック(Pluronic) F-

127、pH 7.4]中で、５ｎＭのＴＡＭＲＡラベル化ＥＧＦをインキュベートした。

室温で３０分間インキュベートした後、ビームスキャナー及び５４３ｎｍの励起

用レーザー光を用いて、ＦＩＤＡによって混合物を分析した。

      【０１３９】

実施例＃３（Ｇａｇ－Ｋコイル／ＥＴAレセプター－Ｅコイル）

ウエスタンブロット分析

  以下のようにＳｆ９細胞を感染させるために、カルボキシル末端がタグされた

ＭｏＭｕＬＶ ｇａｇ遺伝子（Ｇａｇ－Ｋコイル、シグナル分子）を含む組換え

型バキュロウイルス、及びカルボキシル末端につながれたＥＴAレセプター分子

（ＥＴAレセプター－Ｅコイル、ターゲット分子）を使用した。２７℃の湿潤雰

囲気中で、補足成分及び１０％細胞培養用ＦＢＳを含むグレースの(Grace's)昆

虫培地２ｍｌ中で、３５ｍｍの皿において、１ｍｌ当たり５×１０5個の密度で

細胞を平板培養した。細胞が付着した（室温で１時間）後、培地を除去し、両ウ

イルスを、対応するm.o.iで、総容量１ｍｌとなるように添加した。２７℃の湿

潤雰囲気中で細胞を４８時間インキュベートした。細胞を採取し、細胞培養上清

を注意深く除去して、４℃で５分間、１０００ｇで遠心分離し、細胞及びデブリ
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を除去した。上清をデカンテーションし、０．４５μＭのフィルターによって濾

過した。濾過した細胞培養上清を、４℃において１０００００ｇで３０分間遠心

分離することにより、ＶＬＰ類を濃縮した。ペレット化したＶＬＰ類をＰＢＳ中

で再懸濁させ、４℃で保存した。感染させた細胞を、ＰＢＳによって１回洗浄し

た後、50mMのTris-HCl、150mMのNaCl、1%のNP40、pH7.8及びプロテアーゼ阻害剤

に、氷上で２０分間溶解させた。溶解させた細胞を、その後１００００ｇで１０

分間遠心分離した後、可溶性蛋白質画分をＳＤＳ ＰＡＧＥ分析のために使用し

た。ＶＬＰ類又は可溶性蛋白質溶解物のいずれかのアリコートを、２倍希釈した

（２×）ＳＤＳ ＰＡＧＥ試料バッファー(20 mMのTris-HcCl pH 6.8、2%のSDS、

20 mMのDTT、2%のβME、10%のグリセロール)中で再懸濁させ、１分間沸騰させて

試料を変性させた。その後、標準的な分子生物学的方法によって、１２％のＳＤ

Ｓ ＰＡＧＥゲル上で蛋白質試料を分離した。その後、(48 mMのTris、39 mMのグ

リシン、20%のメタノール、0.037%のSDS)中で１時間、セミドライブロッティン

グ装置を用いて１５０ｍＡで、分離した蛋白質をＰＶＤＦ膜へ移した。その後、

ブロットを以下のように処理した。ブロッキング溶液(TBST; 20 mMのTRIS-HCl、

pH 7.6、137 mMのNaCl、0.05%のツイーン(TWEEN) 20、0.1%のカゼイン加水分解

物含有)中で１時間、膜をインキュベートした。このインキュベーションの後、

シグナル分子(ラビット アンチ－Ｇａｇ、最終希釈率1:10 000)、又はターゲッ

ト分子(ラビット アンチ－ＥＴAレセプター、最終希釈率1:1000)のいずれかに向

けられた第一抗体を含むブロッキング溶液１０ｍｌを添加する前に、ＴＢＳＴ中

で５分間、フィルターを洗浄した。室温で１時間、絶えず攪拌しながら、この溶

液中でフィルターをインキュベートした後、ＴＢＳＴによって５分間３回洗浄し

た。その後、ペルオキシダーゼに結合した第二抗体(ホースラディッシュペルオ

キシダーゼと結合したヤギ アンチラビット抗体、1:2500)を含むブロッキング溶

液１０ｍｌを、絶えず攪拌しながら、室温で１時間、膜と共にインキュベートし

た後、ＴＢＳＴによって５分間３回洗浄した。その後、蒸留水によってフィルタ

ーを簡単にすすぎ洗いし、ＥＣＬ検出試薬１及び２並びに３％のＢＳＡ（最終濃

度）を６０秒間添加することにより、成長させた。検出溶液からフィルターを除

去し、ＥＣＬ検出フィルムに触れさせる前に、２つのペーパータオルの間で乾燥



(92) 特表２００３－５０４０１４

させた。シグナルの強度は、触れさせる時間に依存していた。

      【０１４０】

ＦＩＤＡ分析

ＥＴAレセプター結合分析及びＦＩＤＡ分析：

  １μＭの非ラベル化エンドセリン－１（競争(competing)リガンド）若しくは

ビッグエンドセリン－１（非競争リガンド）若しくはソマトスタチン－１４（非

競争リガンド）の存在下、又は不存在下において、分析バッファー[50 mMのTris

-HCl、pH 7.4、1 mMのCaCl2、0.1%の(w/v) BSA、0.05%の(v/v)ツイーン(Tween)-

20]中で、ＥＴAレセプターを発現する組換え型ＣＨＯ細胞から調製された膜小嚢

、又はＧａｇ－Ｋ－コイル並びにＦｌａｇ及びＥ－コイルによってタグされたＥ

ＴAレセプターを共発現するＳｆ９細胞から得られたＶＬＰ類と共に、２ｎＭの

ＴＡＭＲＡラベル化エンドセリン－１をインキュベートした。室温で３０分間イ

ンキュベートした後、ビームスキャナー及び５４３ｎｍの励起用レーザー光を用

いて、ＦＩＤＡによって混合物を分析した。

      【０１４１】

実施例＃４ Ｇａｇ－ＥＧＦＰレポーター系

蛍光顕微鏡分析

  基礎ＴＫプロモーター及びヒトソマトスタチンレセプター由来の５つの連続し

たＣＲＥ類からなるプロモーターの下流のＭｏＭｕＬＶ Ｇａｇ－ＥＧＦＰ融合

遺伝子を運ぶ構造によって安定的にトランスフェクトされたＣＨＯ細胞を、５％

ＣＯ2雰囲気中、３７℃で、グルタミン(2mM)及び１０％のＦＣＳ及び４００μｇ

／ｍｌのＧ４１８を含むＤＭＥＭ中で成長させた。フェノールレッドを含まない

ＣＨＯ規格血清未含有培地中で、ホルスコリン（2μM）によって細胞を刺激した

。刺激を受けたＥＧＦＰによって発せられた蛍光を検出するための各フィルター

を備えた蛍光顕微鏡を使用して、直接蛍光によって細胞を分析した。ＶＬＰ検出

のために、ホスルコリンによって異なる期間、細胞を刺激し、細胞培養上清を除

去し、０．４５μＭのフィルターによって濾過した後、ＦＩＤＡによって直接分

析した。

      【０１４２】



(93) 特表２００３－５０４０１４

ＦＩＤＡによる蛍光性ＶＬＰ類の定量分析

  Ｇａｇ－ＥＧＦＰ融合遺伝子を発現するＣＨＯ細胞の上清を濾過し（0.45μm

）、ＦＩＤＡ分析のために直接使用した。ＦＩＤＡ分析の前に、０．０１％(v/v

)のツイーン(Tween)－２０の存在下で、超音波によって試料を簡単に均質化した

。ビームスキャナー及び４８８ｎｍの励起用レーザ光を用いて、ＦＩＤＡによっ

てＶＬＰ類を分析した。

      【０１４３】

実施例＃５ 蛋白質－蛋白質相互作用：Ｒａｓ融合蛋白質とＲａｆ融合蛋白質と

の相互作用

  Ｇａｇ－ヒトＲａｓ融合物、完全長ヒトＲａｆ又はＲａｆ－ＥＧＦＰ融合物の

いずれかを発現する構造によって、インセクトエクスプレス(Insect Express)血

清未含有培地において成長させたＳｆ９細胞を、（インビトロゲン（InVitrogen

）のリポソームに基づくトランスフェクション試薬を用いて）一時的にトランス

フェクトした。９６時間後、細胞を採取し、細胞培養上清を注意深く除去し、４

℃で５分間、１０００ｇで遠心分離して細胞及びデブリを除去した。上清をデカ

ンテーションし、０．４５μＭのフィルターによって濾過した。濾過した細胞培

養上清を、４℃で３０分間、１０００００ｇで遠心分離することにより、ＶＬＰ

類を濃縮した。ペレット化したＶＬＰ類を、ＰＢＳ中で再懸濁させ、４℃で保存

した。トランスフェクトした細胞を、ＰＢＳ中で１回洗浄した後、50mMのTris-H

Cl、150mMのNaCl、1%のNP40、pH7.8及びプロテアーゼ阻害剤中に、氷上で２０分

間溶解させた。その後、溶解させた細胞を、１００００ｇで１０分間遠心分離し

た後、可溶性蛋白質画分を、ＳＤＳ ＰＡＧＥ分析のために使用した。ＶＬＰ類

又は可溶性蛋白質溶解物のいずれかのアリコートを、２倍希釈した（２×）ＳＤ

Ｓ ＰＡＧＥ試料バッファー(20 mMのTris-HcCl pH 6.8、2%のSDS、20 mMのDTT、

2%のβME、10%のグリセロール)中に再懸濁させ、１分間沸騰させて試料を変性さ

せた。その後、標準的な分子生物学的方法によって、１２％のＳＤＳ ＰＡＧＥ

ゲル上で、蛋白質試料を分離した。その後、(48 mMのTris、39 mMのグリシン、2

0%のメタノール、0.037%のSDS)中で１時間、セミドライブロッティング装置を用

いて１５０ｍＡで、分離した蛋白質をＰＶＤＦ膜へ移した。その後、ブロットを



(94) 特表２００３－５０４０１４

以下のように処理した。ブロッキング溶液(TBST; 20 mMのTRIS-HCl、pH 7.6、13

7 mMのNaCl、0.05%のツイーン(TWEEN) 20、0.1%のカゼイン加水分解物含有)中で

１時間、膜をインキュベートした。このインキュベーションの後、Ｇａｇ－Ｒａ

ｓ融合分子（ラビット アンチ－Ｒａｓ、最終希釈率1:1000）、完全長Ｒａｆ分

子（ラビット アンチ－Ｒａｆ、最終希釈率1:1000）、又はＲａｆ－ＥＧＦＰ融

合分子（ラビット アンチ－ＧＦＰ、1:1000）のいずれかに向けられた第一抗体

を含むブロッキング溶液１０ｍｌを添加する前に、ＴＢＳＴ中で５分間、フィル

ターを洗浄した。室温で１時間、絶えず攪拌しながら、この溶液中でフィルター

をインキュベートした後、ＴＢＳＴによって５分間３回洗浄した。その後、ペル

オキシダーゼに結合した第二抗体(ホースラディッシュペルオキシダーゼと結合

したヤギ アンチラビット抗体、1:2500)を含むブロッキング溶液１０ｍｌを、絶

えず攪拌しながら、室温で１時間、膜と共にインキュベートした後、ＴＢＳＴに

よって５分間３回洗浄した。その後、蒸留水によってフィルターを簡単にすすぎ

洗いし、ＥＣＬ検出試薬１及び２並びに３％のＢＳＡ（最終濃度）を６０秒間添

加することにより、成長させた。検出溶液からフィルターを除去し、ＥＣＬ検出

フィルムに触れさせる前に、２つのペーパータオルの間で乾燥させた。シグナル

の強度は、触れさせる時間に依存していた。

【図面の簡単な説明】

【図１】ホスト細胞からのＶＬＰ出芽の原理を図示したものである。

【図２】（膜に結合していない）ターゲット分子のＶＬＰ被包の原理を図示した

ものである。

【図３】結晶膜に結合したターゲット分子のためのＶＬＰ提示の原理を図示した

ものである。

【図４】ヒト表皮成長因子（ＥＧＦ）レセプター（ＥＧＦＲ）に例示されるよう

な単一のトランスメンブランスパニングドメインを含む膜挿入蛋白質のためのＶ

ＬＰ提示の原理を示す。

【図５】タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞から発

現されたヒトＥＧＦレセプター（ＥＧＦＲ）のウエスタンブロット分析を表す。

【図６】膜小胞上、並びにタグされたシグナル及びターゲット分子を共発現する
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ホスト細胞から放出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトＥＧＦレセプター

のレセプター結合分析を示す。

【図７】ヒトエンドセリンＡレセプターに例示されるような多数のトランスメン

ブランスパニングドメインを含む膜挿入蛋白質のためのＶＬＰ提示ストラテジー

を表す。

【図８】タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞から放

出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトエンドセリンＡレセプターのウエス

タンブロット分析を示す。

【図９】膜小嚢上、並びにタグされたシグナル及びターゲット分子を共発現する

ホスト細胞から放出されたＶＬＰ類の表面上で発現されたヒトＥＴAのレセプタ

ー結合分析を示す。

【図１０】膜小嚢及びＶＬＰ類上のヒトＥＴAレセプターの特異性を表す。

【図１１】ＥＧＦＰ分子（強化型ＧＦＰ分子）に例示されるような細胞質内で見

られる蛋白質のための、膜に結合していないターゲットのＶＬＰ被包を示す。

【図１２】タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞から

放出されたＶＬＰ類のキャプシド内で発現されたＥＧＦＰのウエスタンブロット

分析を示す。

【図１３】タグされたシグナル及びターゲット分子を共発現するホスト細胞から

放出された蛍光ＶＬＰ類のＦＩＤＡ検出及び定量分析を表す。

【図１４】アゴニストによって誘発された、膜に基づくレセプターの刺激の検出

のためのＶＬＰに基づくレポーター分析の原理を示す。

【図１５】Ｇａｇ融合レポーター遺伝子生成物の合成を引き起こす、ホルスコリ

ンによって誘発された細胞内ｃＡＭＰの蓄積の効果を示す。

【図１６】図１５のＧａｇ－ＥＧＦＰレポーター分析のＦＩＤＡ分析を表す。

【図１７】ＶＬＰに基づくトランスロケーション分析の原理を示す。

【図１８】ＶＬＰに基づく蛋白質－蛋白質相互作用分析の原理を表す。

【図１９】細胞内で発現された蛋白質及びシグナル及びターゲット融合分子を共

発現するホスト細胞から放出されたＶＬＰ類内に取り込まれた蛋白質の両方のウ

エスタンブロット分析を示す。
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【図２０】ＶＬＰに基づく細胞－細胞分析の原理を示す。

【図２１】ＶＬＰに基づく分析技術の概観を表す。

【図２２】本発明の好ましい態様を表す。

【図２３】本発明のもう１つの好ましい態様を表す。

【図２４】アゴニストの不存在下での、シグナルカスケードに関する成分と、導

入されたｃＤＮＡ生成物との相互作用を示す。
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【図１】
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【図２】
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【図３】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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【図１６】
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【図１７】
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【図１８】
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【図１９】
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【図２０】
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【図２１】
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【図２２】
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【図２３】
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【図２４】
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【国際調査報告】
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