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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ABC輸送タンパク質の輸送活性を測定するための方法であって、以下を含むことを特徴
とする前記方法：
（ｉ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つの輸送
タンパク質を隠すインサイドアウトの小胞と、
（ii）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したシンチレーシ
ョン近接アッセイ（SPA）ビーズと、
（iii）輸送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの間接的な結合の場合にのみ、輸送タン
パク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの結合を媒介することができる少なくとも１つの分子と
、
（iv）放射活性物質で標識した基質であって、基質の輸送を可能にする条件下で輸送タン
パク質によって輸送できる基質とを混合し、
SPAビーズとの小胞の直接的又は間接的な結合を可能にし、かつ、小胞内への基質の輸送
を可能にするのに30秒以上混合物をインキュベートし、及び
ビーズの発光剤によって放射される光を測定する。
【請求項２】
　輸送タンパク質がMRP1 (ABCC1)、MRP2 (ABCC2)、MRP3 (ABCC3)、MRP4 (ABCC4)、MRP5 (
ABCC5)、MRP6 (ABCC6)、MRP7 (ABCC10)、MRP8 (ABCC11)、SUR1 (ABCC8)、SUR2 (ABCC9)、
CFTR (ABCC7)、ABCA1、ABCA3、ABCA4、ABCG5、ABCG8、MDR1 (ABCB1) 、MDR3 (ABCB4)、BS
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EP (ABCB11)、BCRP (ABCG2)、TAP1 (ABCB2)及びTAP2 (ABCB3)からなる群より選ばれる、
請求項１記載の方法。
【請求項３】
　基質がADP、BQ-123、コレステロール、シメチジン、コルヒチン、環状AMP、環状GMP、
デヒドロエピアンドロステロンサルファート、ダウノマイシン、ジゴキシン、エストラジ
オールグルクロニド、エストロン3-スルファート、エトポシド、葉酸、グルコシルセラミ
ド、グリコケノデオキシコラート、グリココラート、ロイコトリエンC4、ロイコトリエン
D4、ロイコトリエンE4、メトトレキサート、ミトキサントン、スルホブロモフタレイン、
パクリタクセル、血小板活性化因子、プロスタグランジンE1、プロスタグランジンE2、プ
ロスタグランジンF2アルファ、リトナビル、サキナビルトロンボキサンB2、ベラパミール
、シトステロール、タウロケノデオキシコラート、タウロコラート、タウロウルソデオキ
シコラート、プラゾシン、ビンクリスチン及びビンブラスチンからなる群より選ばれる、
請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　輸送タンパク質及び基質として、以下の組合せの１つを使用する、請求項１又は２記載
の方法。
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【請求項５】
　インキュベーション期間が30秒以上30時間以下持続する、請求項１～４のいずれか１項
記載の方法。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１項記載の方法を実施することを特徴とするハイスループット
（HTS）形式で輸送タンパク質の輸送活性を測定する方法。
【請求項７】
　輸送タンパク質としてMRP4を使用する請求項１～６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
　請求項１記載の方法の（iii）において配列が配列番号１又は配列番号２で表されるペ
プチドに結合することができる抗体を使用する請求項７記載の方法。
【請求項９】
　請求項１記載の方法の（ii）においてプロテインＡでコートされたSPAビーズを使用す
る請求項７又は８記載の方法。
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【請求項１０】
　請求項１記載の方法の（ii）において請求項８の抗体に結合することができる別の抗体
でコートされたSPAビーズを使用する請求項７又は８記載の方法。
【請求項１１】
　輸送タンパク質として、ヒスチジン標識がＣ末端で融合されたMRP4を使用する請求項１
～６のいずれか１項記載の方法。
【請求項１２】
　輸送タンパク質として、６個以上のヒスチジン残基からなるヒスチジン標識のMRP4を使
用する請求項１１記載の方法。
【請求項１３】
　請求項１記載の方法の（ii）において銅キレートでコートされたSPAビーズを使用する
請求項１１又は１２記載の方法。
【請求項１４】
　化合物が輸送タンパク質の輸送活性のモジュレーターであるかどうかを決定するための
方法であって、以下を含むことを特徴とする前記方法：
（Ａ）（ｉ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つ
の輸送タンパク質を隠すインサイドアウトの小胞と、
　　　（ii）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したシンチ
レーション近接アッセイ（SPA）ビーズと、
　　　（iii）輸送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの間接的な結合の場合にのみ、輸
送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの結合を媒介することができる少なくとも１つの
分子と、
　　　（iv）放射活性物質で標識した基質であって、基質の輸送を可能にする条件下で輸
送タンパク質によって輸送できる基質と
　　　（ｖ）試験化合物とを混合し、
（Ｂ）（ｉ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つ
の輸送タンパク質を隠すインサイドアウトの小胞と、
　　　（ii）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したSPAビ
ーズと、
　　　（iii）輸送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの間接的な結合の場合にのみ、輸
送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの結合を媒介することができる少なくとも１つの
分子と、
　　　（iv）放射活性物質で標識した基質であって、基質の輸送を可能にする条件下で輸
送タンパク質によって輸送できる基質とを混合し、
SPAビーズとの小胞の直接的又は間接的な結合を可能にし、かつ、小胞内への基質の輸送
を可能にする30秒以上の同じ時間混合物（Ａ）及び（Ｂ）をインキュベートし、及びビー
ズの発光剤によって放射される光を測定し、ここで（Ｂ）と比較したときに（Ａ）で得ら
れた値が大きいことは、試験した輸送タンパク質のアクチベーターである化合物と同定さ
れ、（Ｂ）と比較したときに（Ａ）で得られた値が小さいことは、試験した輸送タンパク
質のインヒビターである化合物と同定される。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（緒言）
　輸送タンパク質は膜タンパク質であり、細胞膜又はオルガネラ膜のような生体膜の選択
的透過性を調節する。輸送タンパク質は、膜の反対側に電気化学的勾配を下って溶質が受
動運動することを可能にするか（受動トランスポーター）、又はATPの加水分解によって
与えられるエネルギーを直接的又は間接的に消費することによって濃度勾配に逆らって溶
質が蓄積することを媒介する（能動トランスポーター）。能動トランスポーターの最も大
きなファミリーの１つはATP結合カセットトランスポーター（ABCトランスポーター）であ
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る（Higgins, 1992;Holland and Holland, 2005）。ヒトにおいて、ABCトランスポーター
は多種多様の生理学的及び病態生理学的プロセスにおいて重要な役割を果たす。ABCトラ
ンスポーターをコードする遺伝子における変異は嚢胞性線維症（Riordan et al., 1989）
、タンジアー病（Bodzioch et al., 1999;Brooks-Wilson et al., 1999;Young and Field
ing, 1999）、デュービン・ジョンソン症候群（Kartenbeck et al., 1996;Mayer et al.,
 1995）、弾性線維性仮性黄色腫（Ringpfeil et al., 2000）及びスタルガルト病（Allik
mets, 1997）などの種々の遺伝的疾患を生じる。生理学的機能以外に、ABCトランスポー
ターは、薬剤の吸収、処分及び排出のプロセスにおいても重要な役割を果たす（Ayrton a
nd Morgan, 2001;Borst and Elferink, 2002）。腫瘍細胞におけるABCトランスポーター
の過剰発現は化学療法剤に対する抵抗性の主なメカニズムである（Gottesman et al., 20
02）。したがって、薬剤とABCトランスポーターとの間の相互作用の研究は薬剤候補の開
発の成功に必須である。
【背景技術】
【０００２】
　輸送タンパク質の重要な機能のために、輸送タンパク質の活性を調節できる物質が必要
とされている。前記物質を同定するために、例えばある物質が輸送タンパク質の活性を調
節できるかどうかを決定するのに十分な感度を有するハイスループット又は超ハイスルー
プットの適合性のあるアッセイが必要とされている。
　現在、コスト及び時間がかかる複数の工程を含む方法のみが、輸送タンパク質の輸送活
性を決定するために技術的に知られている（ある物質が輸送タンパク質の活性を調節でき
るかどうかを決定するための基礎となる方法）。
　技術的に知られている輸送タンパク質の活性を決定するための前記方法は、例えば輸送
タンパク質の輸送活性が以下のようにして測定される急速ろ過方法である：
－組織、培養細胞又は組換え輸送タンパク質を発現する細胞から調製された膜小胞を用意
し、
－前記小胞を所定時間放射標識物質とともにその物質の輸送を可能にする条件下でインキ
ュベートし、
－膜小胞を小胞外（extra-vesicular）物質から、例えばニトロセルロース又は繊維ガラ
ス膜によるろ過によって分離し、そして
－例えば、放射能の量が輸送タンパク質の輸送活性と直接相関する分離した小胞の放射能
の増加を測定する（Keppler et al., 1998）。
　前記方法の時間のかかる分離工程以外に、前記方法の別の欠点はハイスループットスク
リーニング（HTS）対策（campaign）、特に超ハイスループットスクリーニング（uHTS）
対策に適していないことである。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　上記で概略されたように、医薬用原料の開発における物質探索（profiling）のための
輸送タンパク質の使用はますます重要となってきている。したがって、HTS対策における
使用にも適した輸送タンパク質の輸送活性を決定するための新しい迅速な方法を提供する
ことが強く求められている。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
（発明の説明）
　輸送タンパク質及び目的（putative）物質を探索するためのその応用並びにそれを用い
てそれぞれの輸送タンパク質の活性を決定するための方法の必要性は長年知られていたが
、今まで輸送タンパク質の輸送活性を決定するための方法として知られていたのは、それ
ぞれの読出し情報を評価する前に標識された物質を反応混合物から分離しなければならな
い反応チューブの外側でのろ過工程を含む複数の工程を必要とする手間のかかる方法のみ
である。
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　しかしながら、本発明は、HTS及びuHTS対策にも適した輸送タンパク質の輸送活性を決
定するための迅速で無駄のない方法を可能にする「インワンチューブ方法」を初めて提供
する。
　本発明の基礎は、輸送タンパク質の最（very）Ｃ末端、すなわち１～25個のアミノ酸が
、例えばヒスチジン標識で標識でき（Hagmann et al., 1999）及び/又は例えば抗体又は
抗体断片でその輸送活性を与えることなく標識できることを発見したことである。それら
によって最Ｃ末端は、前記輸送タンパク質の活性を決定するためのアッセイにおけるアン
カーとして使用できる。
　別の基礎は、例えば1979年（Hart及びGreenwald, 1979 Mol. Immunology. Vol. 16, 26
5-267）までさかのぼるシンチレーション近接アッセイ（SPA）技術と呼ばれる、よく知ら
れた均一な一般的なアッセイ技術である。SPAを使用すると、放射能が標準シンチレーシ
ョンカウンターで検出できる光を放出するように誘導された発光剤（scintillant）に近
づくことによって放射能を測定できる。放射性原子が崩壊したときに、それは電子のよう
な原子より小さい粒子を放出する。これらの粒子が水を通る距離は限られており、粒子の
エネルギーに依存する（SPAはこの制限に基づいている）。例えば、トリチウム[3H]原子
が崩壊したときには、それはβ-粒子を放出する。[3H]原子は適した発光剤分子の1.5μm
の範囲内である場合には、β-粒子のエネルギーは発光剤に届くのに十分であり、それを
励起して光を放射する。発光剤と[3H]原子との距離が1.5μmよりも大きい場合には、β-
粒子は必要な距離を移動するのに十分なエネルギーを持っていない。水溶液中で、水分子
との衝突はβ-粒子のエネルギーを消費し、したがって発光剤を励起することはできない
。
【０００５】
　好ましくは、発光剤は、技術的によく知られている小さいフルオミクロスフェア（fluo
microsphere）（ビーズ）に組み込まれる。それらは特定の分子を結合するように構成さ
れる（例えば、免疫グロブリンと結合するプロテインＡでコートされる）。放射性分子が
ビーズに結合されている場合、それは、TopCount（パーキンエルマー）又はLEADSeeker（
GE）のような標準シンチレーションカウンターで決定できる光（350～650nmの波長）を放
射する発光剤を励起することができるように十分に極めて接近させられる。
　本発明は、輸送タンパク質の最Ｃ末端をSPAビーズに接近させるためのブリッジとして
使用する、輸送タンパク質の活性を決定するためのSPAアッセイを初めて提供する。
【０００６】
　輸送タンパク質の輸送活性を決定するための本発明の方法は、以下を含むことを特徴と
する：
（ｉ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つの輸送
タンパク質を隠す小胞、好ましくはインサイドアウトの小胞と、
（ii）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したSPAビーズと
、
（iii）輸送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの間接的な結合の場合にのみ、輸送タン
パク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの結合を媒介することができる少なくとも１つの分子と
、
（iv）放射活性物質で標識した基質であって、基質の輸送を可能にする条件下で輸送タン
パク質によって輸送できる本発明の基質とを混合し、
SPAビーズとの小胞の直接的又は間接的な結合を可能にし、かつ、小胞内への基質の輸送
を可能にするのに十分長い時間混合物をインキュベートし、及び
ビーズの発光剤によって放射される光を測定する。
【０００７】
　本発明の別の方法は、化合物が輸送タンパク質の輸送活性のモジュレーターであるかど
うかを決定するための方法であって、以下を含むことを特徴とする：
（Ａ）（ｉ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つ
の輸送タンパク質を隠す小胞、好ましくはインサイドアウトの小胞と、
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　　　（ii）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したSPAビ
ーズと、
　　　（iii）輸送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの間接的な結合の場合にのみ、輸
送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの結合を媒介することができる少なくとも１つの
分子と、
　　　（iv）放射活性物質で標識した基質であって、基質の輸送を可能にする条件下で輸
送タンパク質によって輸送できる本発明の基質と、
　　　（ｖ）試験化合物とを混合し、
（Ｂ）（ｉ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つ
の輸送タンパク質を隠す小胞、好ましくはインサイドアウトの小胞と、
　　　（ii）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したSPAビ
ーズと、
　　　（iii）輸送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの間接的な結合の場合にのみ、輸
送タンパク質の最Ｃ末端とのSPAビーズの結合を媒介することができる少なくとも１つの
分子と、
　　　（iv）放射活性物質で標識した基質であって、基質の輸送を可能にする条件下で輸
送タンパク質によって輸送できる本発明の基質とを混合し、
SPAビーズとの小胞の直接的又は間接的な結合を可能にし、かつ、小胞内への基質の輸送
を可能にするのに十分長い同じ時間混合物（Ａ）及び（Ｂ）をインキュベートし、及び
ビーズの発光剤によって放射される光を測定し、ここで（Ｂ）と比較したときに（Ａ）で
得られた値が大きいことは、試験した輸送タンパク質のアクチベーターである化合物と同
定され、（Ｂ）と比較したときに（Ａ）で得られた値が小さいことは、試験した輸送タン
パク質のインヒビターである化合物と同定される。
【発明を実施するための形態】
【０００８】
　本発明のすべての方法はハイスループットスクリーニング（HTS）対策及び超ハイスル
ープットスクリーニング（uHTS）対策において使用できる。前記方法は、96ウエル以上を
有するプレートを使用することによって実行でき、より好ましくは384ウエルプレート又
は1536ウエルプレートの使用である。さらに好ましくは、反応及び/又は読出しプラット
フォームとしてのチップの使用である。
　本発明は、また輸送タンパク質の輸送活性を決定するための、及び基質が本発明の輸送
タンパク質のモジュレーターであるかどうか（すなわち、アクチベーター又はインヒビタ
ー）を決定するためのキットを提供する。
　輸送タンパク質の輸送活性を決定するための本発明のキットは、
（ａ）輸送タンパク質の最Ｃ末端が小胞の外側にあるような方法で少なくとも１つの輸送
タンパク質を隠す小胞、好ましくはインサイドアウトの小胞、及び
（ｂ）輸送タンパク質の最Ｃ末端と直接的又は間接的に結合するのに適したSPAビーズを
含む。
【０００９】
　本発明の方法に従って、用語「混合する」は、記載された成分の少なくとも任意の添加
として理解されるべきである。しかしながら、本発明との関連で、用語「混合する」は、
また前記成分の更なる分布をもたらすことができる任意の運動又は攪拌を含むことができ
る。
　本発明の小胞、好ましくはインサイドアウトの小胞は、脂質二重膜からなる小胞である
。インサイドアウトの小胞は、小胞の外側に面しているその旧細胞内の表面及び小胞の内
側に面しているその旧細胞外の表面を有する小胞である。前記小胞は、細胞膜の調製の際
に自然に形成される。膜小胞の側面（ライトサイドアウト又はインサイドアウト）は技術
的によく知られた方法、例えばヌクレオチドピロホスファターゼ（EC3.6.1.9）のような
エクトエンザイムの活性をTriton X-100の存在下又は非存在下で測定することによって決
定できる（Keppler et al., 1998;Meier and Boyer, 1990）。
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【００１０】
　本発明の輸送タンパク質は細胞内小胞、細胞膜又は小胞膜を横切って基質を輸送するこ
とができる細胞内の細胞膜における組み換え型発現により生じる又は自然に生じる任意の
タンパク質及び別の分子がＣ末端の与えられた部分（例えば、Ｃ末端に融合されているヒ
スチジン標識）に特異的に結合できる方法でＣ末端で与えられる任意の前記輸送タンパク
質である。好ましい輸送タンパク質は、ABC輸送タンパク質である（Holland and Holland
, 2005）。より好ましい輸送タンパク質は、技術的によく知られているMRP1、MRP2、MRP3
、MRP4、MRP5、MRP6、MRP7、MRP8、SUR1、SUR2、CFTR、ABCA1、ABCA3、ABCA4、ABCG5、AB
CG8、MDR1、MDR3、BSEP、BCRP、TAP1及びTAP2からなる群より選ばれる。しかしながら、
以下に、その参考文献及び受入番号を記載する。
タンパク質ID/遺伝子記号; 参考文献; 受入番号
MRP1 / ABCC1; (Cole et al., 1992); NP_004987
MRP2 / ABCC2; (Buchler et al., 1996); NP_000383
MRP3 / ABCC3; (Kiuchi et al., 1998); NP_003777
MRP4 / ABCC4; (Lee et al., 1998); NP_005836
MRP5 / ABCC5; (Belinsky et al., 1998); NP_005679
MRP6 / ABCC6; (Kool et al., 1999); NP_001162
CFTR / ABCC7; (Riordan et al., 1989); NP_000483
SUR1 / ABCC8; (Aguilar-Bryan et al., 1995); NP_000343
SUR2 / ABCC9; (Inagaki et al., 1996); NP_005682; NP_064693; NP_064694
MRP7 / ABCC10; (Hopper et al., 2001); NP_258261
MRP8 / ABCC11; (Tammur et al., 2001); NP_115972; NP_149163; NP_660187
MDR1 / ABCB1; (Gros et al., 1986); NP_000918
TAP1 / ABCB2; (Trowsdale et al., 1990); NP_000584
TAP2 / ABCB3; (Trowsdale et al., 1990); NP_000535; NP_061313
MDR3 / ABCB4; (Van der Bliek et al., 1987); NP_000434; NP_061337; NP_061338
BSEP / ABCB11; (Strautnieks et al., 1998); NP_003733
ABCA1; (Luciani et al., 1994); NP_005493
ABCA3; (Klugbauer and Hofmann, 1996); NP_001080
ABCA4; (Allikmets, 1997); NP_000341
BCRP  / ABCG2; (Allikmets et al., 1998); NP_004818
ABCG5; (Berge et al., 2000); NP_071881
ABCG8; (Berge et al., 2000); NP_071882
【００１１】
　好ましい輸送タンパク質は本発明の基質を外側から本発明の小胞に輸送することができ
るタンパク質である。
　本発明の輸送タンパク質の最Ｃ末端は本発明の輸送タンパク質の最末端であり、好まし
くは本発明の輸送タンパク質の最Ｃ末端の６個以上25個以下のアミノ酸の範囲を含む。前
記範囲のアミノ酸からなる前記ペプチドは、前記ペプチドに結合でき、それによって本発
明の輸送タンパク質の最Ｃ末端に結合でき、本発明の最Ｃ末端との本発明のSPAビーズの
間接的な結合を媒介するために使用できる抗体又は抗体断片を生成するために本発明に従
って使用できる。例として、MRP4の15～25個のアミノ酸の範囲のアミノ酸からなる２つの
ペプチドは、それぞれ配列番号１及び２で与えられる。
　本発明の輸送タンパク質の活性は、本発明の基質の空間的な変化を生じる、好ましくは
本発明の基質の本発明の小胞への移動を生じる本発明の輸送タンパク質のすべての活性で
ある。前記活性は、本発明の方法によって決定できる。
【００１２】
　本発明のSPAビーズは本発明の輸送タンパク質の最Ｃ末端に直接的又は間接的に結合で
きるすべてのSPAビーズである。本発明の間接的な結合は、一方で本発明の輸送タンパク
質の最Ｃ末端に結合でき、他方でSPAビーズに結合できる抗体（第１抗体）となることが
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できる別の可溶性分子、例えばプロテインＡ（プロテインＡは細菌スタフィロコッカス・
アウレウス（Staphylococcus aureus）の多くの菌株の細胞壁から単離されるタンパク質
であり、たいていの哺乳類種のIgGに結合するその能力によって特徴付けられる。）又はS
PAビーズに結合し、第１抗体に結合できる別の抗体（例えば、それぞれウサギ、ヤギ、ラ
ット又はマウス由来の免疫グロブリンと結合できる抗ウサギ抗体、抗ヤギ抗体、抗ラット
抗体又は抗マウス抗体）によって媒介される結合である。そのような場合において、SPA
ビーズは、好ましくはプロテインＡ又はそれぞれの第２抗体でコートされる。
　本発明の直接的な結合は可溶性分子が必要ない結合であり、例えばそのような結合は本
発明の輸送タンパク質の、最Ｃ末端又は与えられた最Ｃ末端との結合が可能である方法で
コートされたSPAビーズへの結合となることができる（例えば、ヒスチジン標識が融合し
たＣ末端が銅キレートによってコートされたSPAビーズと直接的に結合する本発明の輸送
タンパク質）。
　SPAビーズの適した量は技術的に一般に知られた方法によって容易に決定できる。しか
しながら、20～250μg/ウエルの384ウエルプレートが好ましい。
【００１３】
　本発明の輸送タンパク質のＣ末端と結合できる抗体は、ポリクローナル血清、例えばウ
サギ血清の任意の抗体（Ab）、又は本発明の輸送タンパク質のＣ末端と結合できる任意の
モノクローナル抗体（mAb）である。本発明の前記抗体は、技術的に知られている方法、
すなわち本発明の輸送タンパク質の少なくともＣ末端の投与によってそれぞれの非ヒト動
物の免疫処置によって容易に得ることができる。ポリクローナル血清の前記Ab又はmAbが
本発明の方法で使用できるか否かは、mAb又はポリクローナル血清のAbが本発明の輸送タ
ンパク質の最Ｃ末端の15～25個のアミノ酸の範囲と結合できる（好ましくは、選択的に結
合できる）か否かを決定することを可能にする技術的によく知られた方法によって容易に
試験することができる。本発明によれば、当然のことながら、本発明の適したAb又はmAb
は、（ｉ）小胞の膜に組み込まれる場合に小胞の外側に位置し、（ii）本発明の輸送タン
パク質のＣ末端の前記25個のアミノ酸の上流である異なるアミノ酸の領域には結合しない
。
　本発明のヒスチジン標識は、ヒスチジン残基、好ましくは少なくとも6個のヒスチジン
残基からなるペプチドである。それは、例えば輸送タンパク質の全長cDNAの終止コドンの
前にあるヒスチジン残基をコードするDNA配列を挿入することによって本発明の輸送タン
パク質の最末端に対して遺伝子操作される。前記標識を達成するための別の方法は技術的
によく知られている。
【００１４】
　本発明の基質は、本発明の輸送タンパク質によって輸送できる任意の内在性分子又は化
合物又はオリゴペプチド又は核酸又はヌクレオチド又は環状ヌクレオチドである。本発明
の前記輸送は、通常脂質二重層に組み込まれる輸送タンパク質によって生じる本発明の基
質の任意の特別な変化である。
　好ましい基質は、ADP、BQ-123、コレステロール、シメチジン、コルヒチン、環状AMP、
環状GMP、デヒドロエピアンドロステロンサルファート、ダウノマイシン、ジゴキシン、
エストラジオールグルクロニド、エストロン3-スルファート、エトポシド、葉酸、グルコ
シルセラミド、グリコケノデオキシコラート、グリココラート、ロイコトリエンC4、ロイ
コトリエンD4、ロイコトリエンE4、メトトレキサート、ミトキサントン、スルホブロモフ
タレイン、パクリタクセル、血小板活性化因子、プロスタグランジンE1、プロスタグラン
ジンE2、プロスタグランジンF2アルファ、リトナビル、サキナビルトロンボキサンB2、ベ
ラパミール、シトステロール、タウロケノデオキシコラート、タウロコラート、タウロウ
ルソデオキシコラート、プラゾシン、ビンクリスチン及びビンブラスチンからなる群より
選ばれる。輸送タンパク質及び基質のより好ましい組合せは以下の通りである。
【００１５】
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【００１６】
　本発明の基質は放射活性物質で標識される。適した同位体はH3、S35、P32又は33、J125

である（前記リストは適した同位体を開示するのみで、限定されるものと理解されるべき
ではない）。放射活性物質で標識した基質の適した濃度は、技術的に一般に知られた方法
によって容易に決定できる。しかしながら、１～1000μmの濃度はより適切である。
　本発明のインキュベーション時間は30秒以上である。好ましくは、インキュベーション
時間は30秒以上続け、30時間を超えない。より好ましいインキュベーション時間は１時間
以上続け、24時間を超えない。好ましくは、ルミネッセンスシグナルはインキュベーショ
ン時間の終了後すぐに測定され、0.5、１、２、４、６又は最大24時間後に容易に測定で
きる。本発明の各輸送タンパク質の適したインキュベーション時間は、異なる時点でのル
ミネッセンスシグナルの測定及びその後の得られたデータの比較により当業者によって容
易に同定できる。好ましいインキュベーション時間は、例えば最も短い時間で重要なデー
タを与えるものである。
　本発明の輸送タンパク質のモジュレーターである本発明の試験される化合物は、任意の
小分子、ペプチド又は抗体である。
　本発明の輸送タンパク質のモジュレーターは、本発明の輸送タンパク質の輸送活性に影
響を与える。前記モジュレーターは、本発明の輸送タンパク質のインヒビターであるか、
又は本発明の輸送タンパク質のアクチベーターである。前記インヒビターは本発明の輸送
タンパク質の輸送活性を低下させるか、阻害する。一方、前記アクチベーターは本発明の
輸送タンパク質の輸送活性を増強する。
　本発明は、また本発明の方法を用いてインヒビターとして決定された本発明の輸送タン
パク質のモジュレーターを開示する（例えば、MRP4/のインヒビターであるMK571又はジピ
リダモールのような（van Aubel et al., 2002））。
　以下の実施例は本発明を説明することを意図され、本発明を限定するものと解釈される
べきではない。しかしながら、実施例は本発明の最も好ましい実施態様を記載する。
【実施例】
【００１７】
（実施例１）
１）MRP4をコードする全長cDNAを含むバキュロウイルス構成物に感染させた昆虫細胞（Hi
5又はSf9）由来の膜小胞をvan Aubel et al.（van Aubel et al., 2002）によって記載さ
れるよう（いくつかの変更を加えて）に調製した：Hi5細胞を、昆虫細胞培養液を含まな
いInsect-Xpress血清中1×106細胞/mlの細胞密度に懸濁液中で培養し、MRP4をコードする
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全長cDNAを含むバキュロウイルス構成物に感染させた。感染三日後、細胞を3000rpmで10
分間遠心分離により回収した。細胞ペレットを、プロテアーゼインヒビター（例えば、Co
mplete, Roche Diagnostics, 商品番号 04693132001）の混合物を含む低張緩衝液（0.1 m
M EDTA, 1 mM Tris, 1 mM HEPES, pH=7.4）中に再懸濁し、氷浴上で90分間攪拌した。崩
壊させた細胞を４℃及び1000000ｇで30分間遠心分離により沈殿させた。粗製の膜フラク
ションからなるペレットをTris/スクロース緩衝液（10mMのTris, 250mMのスクロース, pH
=7.4）に再懸濁し、ぴったり合った乳棒を有するガラスダンス（dounce）中で30回（stri
ke）ホモジナイズした。膜画分のタンパク質濃度を、標準的な方法（例えば、BCAタンパ
ク質アッセイ（Pierce, 製品番号 23250））を用いて決定した。
【００１８】
２）MRP4の輸送活性の決定：１）で調製された膜小胞を3.3μgタンパク質/μlの濃度まで
Tris/スクロース緩衝液で希釈した。５μl希釈した膜小胞を384ウエルの白色の不透明な
マイクロプレート（PerkinElmer, 製品番号 6007299）の各ウエルに加えた。５μlの試験
化合物（Tris/スクロース緩衝液で異なる濃度に希釈）を膜小胞に加えた。Tris/スクロー
ス緩衝液中で、12mMのATP、30mMのMgCl2、30mMのホスホクレアチン及び22.5mMのK2CO3、0
.375mg/mlのクレアチンキナーゼ（（Leier et al., 1994）, Roche diagnostics, 商品番
号 10127566001)、90μMの葉酸、0.1μCiの3H-葉酸（Movarek Biochemicals, MT783）、1
20μgのプロテインＡ SPA イメージングビーズ又はプロテインＡ SPA シンチレーション
ビーズ（Matsumura et al., 1992）及び0.075 μl 抗-MRP4ウサギ抗血清（配列番号１で
与えられるMRP4のＣ末端の15個のアミノ酸に対して向けられる）を含む反応混合物を調製
した。輸送は、５μlの反応混合物を膜小胞に加えることによって開始される。30分後、
１時間後、２時間後、４時間後又は最大24時間後に、ルミネッセンスシグナルをLEADSeek
er又はTopCountシステムで測定した。
【００１９】
３）試験化合物の抑制効果の計算：試験化合物の存在下で決定されたMRP4の相対的な輸送
活性は、試験化合物の非存在下で決定されたルミネッセンスと比較して試験化合物の存在
下で決定されたルミネッセンスの割合として計算される。MRP4のインヒビターは100％未
満の値を生じるが、MRP4のアクチベーターは100％よりも大きい値を生じる。
【００２０】
　表１に、上述のアッセイを利用し、公知のMRP4インヒビターを試験することによって得
られた結果をまとめる。
【表１】
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