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(57)【要約】
　ＣＦＴＲを安定的に発現する細胞および細胞株、ならびにそれらの細胞および細胞株の
使用法を本明細書で開示する。本発明は、これらの細胞および細胞株を作製するための技
術も含む。本発明の細胞および細胞株は、生理的な関連性がある。本発明の細胞および細
胞株は高い感受性があり、細胞に基づくアッセイにおいて、一貫性があり信頼できる結果
を提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子（ＣＦＴＲ）を安定的に発現するように遺伝子
工学処理された細胞または細胞株。
【請求項２】
　前記ＣＦＴＲが、前記ＣＦＴＲをコードする導入核酸から発現する、請求項１に記載の
細胞または細胞株。
【請求項３】
　前記ＣＦＴＲが、遺伝子工学処理された遺伝子活性によって活性化される内在性核酸か
ら発現する、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項４】
　ａ）真核性であり、
　ｂ）哺乳類であり、
　ｃ）内在性のＣＦＴＲを発現しないか、または
　ｄ）（ａ）、（ｂ）および（ｃ）の任意の組み合わせである、請求項１に記載の細胞ま
たは細胞株。
【請求項５】
　１つまたは複数のＣＨＯ細胞である、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項６】
　分極した単分子層を形成することができる、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項７】
　前記ＣＦＴＲが哺乳類ＣＦＴＲまたはヒトＣＦＴＲである、請求項１に記載の細胞また
は細胞株。
【請求項８】
　アッセイにおいて、少なくとも０．４、０．４５、０．５、０．５５、０．６、０．６
５、０．７、０．７５、０．８、または０．８５のＺ’値をもたらす、請求項１に記載の
細胞または細胞株。
【請求項９】
　選択圧が存在しない状態で維持される、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項１０】
　前記ＣＦＴＲが任意のポリペプチドタグを含まない、請求項１に記載の細胞または細胞
株。
【請求項１１】
　自己蛍光タンパク質を発現しない、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項１２】
　前記自己蛍光タンパク質が黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）またはその変異型である、請
求項１１に記載の細胞または細胞株。
【請求項１３】
　選択圧が存在しない状態で増殖する、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項１４】
　前記細胞または細胞株が、選択圧が存在しない状態で、少なくとも１５日間、３０日間
、４５日間、６０日間、７５日間、１００日間、１２０日間、または１５０日間、一貫し
たレベルで前記ＣＦＴＲを発現する、請求項１３に記載の細胞または細胞株。
【請求項１５】
　前記ＣＦＴＲが、
　ａ）配列番号２に記載のアミノ酸配列を含むＣＦＴＲポリペプチドと；
　ｂ）配列番号２と少なくとも９５％同一であるアミノ酸配列を含むＣＦＴＲポリペプチ
ドと；
　ｃ）ストリンジェントな条件下で、配列番号１とハイブリダイズする核酸によってコー
ドされるＣＦＴＲポリペプチドと；
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　ｄ）配列番号２の対立遺伝子変異型であるＣＦＴＲポリペプチドと
からなる群から選択される、請求項１に記載の細胞または細胞株。
【請求項１６】
　前記ＣＦＴＲが、配列番号７に記載の前記アミノ酸配列を含むポリペプチドかまたは、
配列番号４に記載の核酸配列によってコードされるポリペプチドである、請求項１５に記
載の細胞または細胞株。
【請求項１７】
　前記ＣＦＴＲが、
　ａ）配列番号１に記載の配列を含む核酸と；
　ｂ）ストリンジェントな条件下で、配列番号１のヌクレオチド配列を含む核酸とハイブ
リダイズする核酸と；
　ｃ）配列番号２のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸と；
　ｄ）配列番号１と少なくとも９５％同一であるヌクレオチド配列を含む核酸と；
　ｅ）配列番号１の対立遺伝子変異型である核酸と
からなる群から選択される核酸によってコードされる、請求項１に記載の細胞または細胞
株。
【請求項１８】
　前記ＣＦＴＲが、配列番号４に記載の配列を含む核酸によってコードされるかまたは、
配列番号７のアミノ酸配列を含むポリペプチドをコードする核酸によってコードされる、
請求項１７に記載の細胞または細胞株。
【請求項１９】
　収集物中の前記細胞または細胞株が、異なるＣＦＴＲ型を発現する、請求項１に記載の
細胞または細胞株の収集物。
【請求項２０】
　前記収集物または前記細胞もしくは細胞株が、各々、表１または表２から選択される異
なるＣＦＴＲ変異体を発現する、請求項１９に記載の収集物。
【請求項２１】
　前記細胞または細胞株が同じ生理的特性を共有するように調和され、並行処理を可能に
する、請求項１９に記載の収集物。
【請求項２２】
　前記生理的特性が増殖速度である、請求項１９に記載の収集物。
【請求項２３】
　前記生理的特性が組織培養表面への接着性である、請求項２１に記載の収集物。
【請求項２４】
　前記生理的特性がＺ’因子である、請求項２１に記載の収集物。
【請求項２５】
　前記Ｚ’因子が、タンパク質輸送補正物質が存在しない状態で決定される、請求項２４
に記載の収集物。
【請求項２６】
　前記生理的特性がＣＦＴＲの発現レベルである、請求項２１に記載の収集物。
【請求項２７】
　ａ）ＣＦＴＲをコードする核酸を宿主細胞に導入するステップと；
　ｂ）前記ＣＦＴＲの発現を検出する分子ビーコンを前記宿主細胞に導入するステップと
；
　ｃ）ＣＦＴＲを発現する細胞を単離するステップと
を含む、請求項１に記載の細胞または細胞株を作製する方法。
【請求項２８】
　ａ）内在性ＣＦＴＲの発現を活性化する１つ以上の核酸配列を宿主細胞に導入するステ
ップと；
　ｂ）前記活性化されたＣＦＴＲの発現を検出する分子ビーコンを前記宿主細胞に導入す
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るステップと；
　ｃ）前記活性化されたＣＦＴＲを発現する細胞を単離するステップと
を含む、請求項１に記載の細胞または細胞株を作製する方法。
【請求項２９】
　ステップ（ｃ）において単離される前記細胞から細胞株を作製するステップをさらに含
む、請求項２７または請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記宿主細胞が、
　ａ）真核細胞であるか、
　ｂ）哺乳類細胞であるか、
　ｃ）内在性ＣＦＴＲを内因的に発現しないか、または
　ｄ）（ａ）、（ｂ）および（ｃ）の任意の組み合わせである、
請求項２７または請求項２８に記載の方法。
【請求項３１】
　前記ＣＦＴＲが、配列番号２に記載のアミノ酸配列を含む、請求項２７または請求項２
８に記載の方法。
【請求項３２】
　前記ＣＦＴＲが、配列番号１を含む核酸によってコードされる、請求項２７または請求
項２８に記載の方法。
【請求項３３】
　前記ＣＦＴＲが、配列番号７に記載のアミノ酸配列を含む、請求項２７または請求項２
８に記載の方法。
【請求項３４】
　前記ＣＦＴＲが、配列番号４を含む核酸によってコードされる、請求項２７または請求
項２８に記載の方法。
【請求項３５】
　前記単離が、蛍光活性化細胞選別装置を利用する、請求項２７または請求項２８に記載
の方法。
【請求項３６】
　前記収集物の前記細胞または細胞株が同時に作製される、請求項２７または請求項２８
に記載の方法。
【請求項３７】
　請求項２７または請求項２８の方法によって作製される細胞または細胞株。
【請求項３８】
　請求項１に記載の細胞もしくは細胞株または請求項１９に記載の収集物を試験化合物に
曝露するステップと；
　前記試験化合物がＣＦＴＲモジュレーターであることを変化が示す、ＣＦＴＲ機能の変
化を細胞において検出するステップと
を含むＣＦＴＲ機能のモジュレーターを同定する方法。
【請求項３９】
　前記検出ステップが、膜電位アッセイ、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）クエンチングア
ッセイ、電気生理学的アッセイ、結合アッセイ、またはＵｓｓｉｎｇ
ｃｈａｍｂｅｒアッセイを利用する、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　前記ＣＦＴＲがヒトＣＦＴＲである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　前記ＣＦＴＲが、表１または表２から選択されるＣＦＴＲ変異体である、請求項４０に
記載の方法。
【請求項４２】
　前記検出ステップが、タンパク質輸送補正物質が存在しない状態で行われる、請求項３
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【請求項４３】
　前記ＣＦＴＲが配列番号４を含む核酸によってコードされるか、または配列番号７に記
載のアミノ酸配列を含む、請求項４０に記載の方法。
【請求項４４】
　前記試験化合物が、小分子、化学成分、ポリペプチド、または抗体である、請求項３８
に記載の方法。
【請求項４５】
　前記試験化合物が化合物ライブラリーである、請求項３８に記載の方法。
【請求項４６】
　前記ライブラリーが小分子ライブラリー、コンビナトリアルライブラリー、ペプチドラ
イブラリー、または抗体ライブラリーである、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　一貫したレベルで、長期にわたってＣＦＴＲを安定的に発現するように遺伝子工学処理
された細胞であって、
　ａ）前記ＣＦＴＲをコードする１つまたは複数のｍＲＮＡを発現する多数の細胞を提供
するステップと；
　ｂ）前記細胞を個々の培養容器の中で１つ１つ分散させ、それによって多数の別々の細
胞培養物を提供するステップと；
　ｃ）培養条件が前記別々の細胞培養物の各々と実質的に同一であり、その培養中、別々
の細胞培養物あたりの細胞数を正規化し、前記別々の培養物を同じスケジュールで継代す
るという点で特徴づけられる自動細胞培養法を用いて、一連の所望の培養条件下で前記細
胞を培養するステップと；
　ｄ）前記別々の細胞培養物をアッセイし、少なくとも２回、前記ＣＦＴＲの発現を測定
するステップと；
　ｅ）両方のアッセイにおいて、一貫したレベルで前記ＣＦＴＲを発現する別々の細胞培
養物を同定し、それによって前記細胞を取得するステップと
を含む方法によって作製される細胞。
【請求項４８】
　ａ）細胞の集団を提供するステップと；
　ｂ）ＣＦＴＲの発現を検出する分子ビーコンを前記細胞に導入するステップと；
　ｃ）ＣＦＴＲを発現する細胞を単離するステップと
を含む、ＣＦＴＲを内生的に発現する細胞を単離する方法。
【請求項４９】
　前記細胞の集団が、ＣＦＴＲを内生的に発現しない細胞を含む、請求項４８に記載の方
法。
【請求項５０】
　前記細胞の細胞膜においてＣＦＴＲの発現レベルを増加させるために、式
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【化１】

Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メチル－４，５’－ビ－１，３－
チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸
の化合物を含む組成物の使用。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２００９年２月２日に出願された米国特許仮出願第６１／１４９，３１２号
の利益を請求し、この内容は参照によりその全体が本明細書に組込まれる。
【０００２】
　本発明は、嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子（ＣＦＴＲ）ならびにＣＦＴＲを安
定的に発現する細胞および細胞株に関する。本発明は、かかる細胞および細胞株の作製法
をさらに提供する。本明細書に提供されるＣＦＴＲを発現する細胞および細胞株は、ＣＦ
ＴＲのモジュレーターを同定するのに有用である。
【背景技術】
【０００３】
　嚢胞性線維症は米国において最も一般的な遺伝病であり、嚢胞性線維症膜コンダクタン
ス制御因子（ＣＦＴＲ）タンパク質をコードする遺伝子の変異によって引き起こされる。
ＣＦＴＲは、塩素イオンおよび他のアニオンを輸送する膜貫通イオンチャネルタンパク質
である。塩素イオンチャネルは、肺、汗腺、膵臓、および他の組織の上皮細胞の頂端部細
胞膜に存在する。ＣＦＴＲはイオン流束を調節し、かつ組織中の水の移動を制御し、粘液
および他の分泌物の流動性を維持するのを助ける。塩素イオン輸送は、タンパク質キナー
ゼＡを活性化し、調節「Ｒ」領域上のチャネルをリン酸化する環状アデノシン一リン酸（
ｃＡＭＰ）の増加によって誘導される。
【０００４】
　ＣＦＴＲは、ＡＢＣトランスポーターファミリーの一員である。ＣＦＴＲは、２つのＡ
ＴＰ－結合カセットを含む。ＡＴＰ結合、加水分解およびｃＡＭＰ－依存性リン酸化には
、チャネル開口が必要とされる。ＣＦＴＲは、２４個のエクソンからなる単一の巨大遺伝
子によってコードされる。ＣＦＴＲイオンチャネル機能は、嚢胞性線維症、先天性精管欠
損、分泌性下痢、および肺気腫を含む広範な障害と関連する。これまでに、１０００以上
の異なる変異がＣＦＴＲにおいて同定された。最も一般的なＣＦＴＲの変異は、そのアミ
ノ酸配列の５０８番目の残基に位置するフェニルアラニンの欠損（ΔＦ５０８）である。
この変異は、嚢胞性線維症患者の約７０％に存在する。
【０００５】
　ＣＦＴＲモジュレーターを同定し、試験するためのハイスループットな形式、特に、Ｃ
ＦＴＲファミリーの様々なメンバーの変異体と比較することができるハイスループットな
形式の影響を受けやすい頑強な、生理的に関連する細胞に基づく系がないことにより、Ｃ
ＦＴＲを特異的に標的とする新しい、改良された治療の発見は妨げられてきた。細胞に基
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づく系は、結合アッセイのみを提供する無細胞系とは対照的に、化合物の機能アッセイを
提供するので、創薬およびバリデーションに好ましい。さらに、細胞に基づく系は、細胞
毒性を同時に試験するという利点を有する。理想的には、細胞に基づく系は、標的タンパ
ク質も安定的に発現しなければならない。細胞に基づく系は再現性のあることも望ましい
。本発明は、これらの問題に取り組む。
【発明の概要】
【０００６】
　出願者らは、ＣＦＴＲの様々な型を発現する新しく有用な細胞および細胞株ならびに細
胞株の収集物を見出した。これらの細胞、細胞株、およびそれらの収集物は、ＣＦＴＲの
機能を調べ、かつＣＦＴＲモジュレーターをスクリーニングするための細胞に基づくアッ
セイ、特に、ハイスループットアッセイに有用である。
【０００７】
　したがって、本発明は、ＣＦＴＲ、例えば、機能的ＣＦＴＲまたは変異体（例えば、機
能不全）ＣＦＴＲを安定的に発現するように遺伝子工学処理をした細胞または細胞株を提
供する。いくつかの実施形態において、このＣＦＴＲは、細胞の中で、それをコードする
導入核酸から発現する。いくつかの実施形態において、このＣＦＴＲは、細胞の中で、遺
伝子工学処理による遺伝子活性化によって活性化される内在性核酸から発現する。
【０００８】
　本発明の細胞または細胞株は真核細胞（例えば、哺乳類細胞）であってもよく、任意選
択で、ＣＦＴＲを内因的に発現しない（または、遺伝子活性化の場合は、遺伝子活性化に
先立ってＣＦＴＲを内因的に発現しない）。これらの細胞は初代細胞または不死化細胞で
あってもよく、例えば、霊長類（例えば、ヒトもしくはサル）、げっ歯類（例えば、マウ
ス、ラット、もしくはハムスター）、または昆虫（例えば、ショウジョウバエ）起源の細
胞であってもよい。いくつかの実施形態において、これらの細胞は分極した単分子層を形
成することができる。本発明の細胞または細胞株の中で発現するＣＦＴＲは、ラット、マ
ウス、ウサギ、ヤギ、イヌ、ウシ、ブタ、または霊長類（例えば、ヒト）などの哺乳類で
あってもよい。
【０００９】
　いくつかの実施形態において、本発明の細胞および細胞株は、アッセイ、例えば、ハイ
スループットな細胞に基づくアッセイの中で少なくとも０．４、０．４５、０．５、０．
５５、０．６、０．６５、０．７、０．７５、０．８または０．８５のＺ’因子を有する
。いくつかの実施形態において、本発明の細胞または細胞株は、選択圧、例えば、抗生物
質がない状態で維持される。いくつかの実施形態において、これらの細胞または細胞株に
よって発現させられるＣＦＴＲは、任意のポリペプチドタグを含まない。いくつかの実施
形態において、これらの細胞または細胞株は、自己蛍光タンパク質（例えば、黄色蛍光タ
ンパク質（ＹＦＲ）またはその変異型）を含む任意の他の導入タンパク質を発現しない。
【００１０】
　いくつかの実施形態において、本発明の細胞および細胞株は、選択圧がない状態で、一
貫したレベルで、少なくとも１５日間、３０日間、４５日間、６０日間、７５日間、１０
０日間、１２０日間、または１５０日間ＣＦＴＲを安定的に発現する。
【００１１】
　本発明の別の態様において、これらの細胞または細胞株は、ヒトＣＦＴＲを発現する。
このＣＦＴＲは、配列番号２に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド；配列番号２と
少なくとも９５％の配列相同性を有するポリペプチド；ストリンジェントな条件下で、配
列番号１とハイブリダイズする核酸によってコードされるポリペプチド；配列番号２の対
立遺伝子変異型であるポリペプチドであってもよい。このＣＦＴＲは、配列番号１に記載
の配列を有する核酸；ストリンジェントな条件下で、配列番号１とハイブリダイズする核
酸；配列番号２のポリペプチドをコードする核酸；配列番号１と少なくとも９５％の配列
相同性を有する核酸；または配列番号１の対立遺伝子変異型である核酸によってコードさ
れてもよい。このＣＦＴＲは、配列番号７に記載のアミノ酸配列を有するポリペプチド、
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または配列番号４に記載の核酸配列によってコードされるポリペプチドであってもよい。
【００１２】
　別の態様において、本発明はＣＦＴＲの異なる型（すなわち、変異型）を発現する細胞
または細胞株の収集物を提供する。いくつかの実施形態において、この収集物の中の細胞
または細胞株は、少なくとも２種類、少なくとも５種類、少なくとも１０種類、少なくと
も１５種類、少なくとも２０種類の異なる細胞または細胞株を含み、各々は、少なくとも
ＣＦＴＲの異なる型（すなわち、変異型）を発現する。いくつかの実施形態において、生
理的特性（例えば、細胞型、代謝、細胞継代（歳）、増殖率、組織培養表面への接着、Ｚ
’因子、ＣＦＴＲの発現レベル）を共有するように、この収集物の中の細胞または細胞株
を一致させ、並行処理および正確なアッセイの読み取りを可能にする。これらは、例えば
、自動化により達成可能である同一条件下で、これらの細胞および細胞株を作製および増
殖させることによって達成することができる。いくつかの実施形態において、このＺ’因
子を、タンパク質輸送補正物質（ｐｒｏｔｅｉｎ ｔｒａｆｆｉｃｋｉｎｇ ｃｏｒｒｅｃ
ｔｏｒ）がない状態で決定する。タンパク質輸送補正物質は、変異体ＣＦＴＲと、その膜
貫通レベルにおいて直接的または間接的に相互作用することによって、不適切に折り畳ま
れたＣＦＴＲ変異体の成熟を助け、この変異体ＣＦＴＲが細胞膜に到達するように促進す
る物質である。
【００１３】
　別の態様において、本発明は本発明の細胞または細胞株を作製する方法であって、（ａ
）ＣＦＴＲ（例えば、ヒトＣＦＴＲ）をコードする核酸を含むベクターを、宿主細胞に導
入するか、または内在性ＣＦＴＲ（例えば、ヒトＣＦＴＲ）の発現を活性化する１つ以上
の核酸配列を導入するステップ；（ｂ）ステップ（ａ）において産生されるＣＦＴＲの発
現を検出する分子ビーコンまたは蛍光プローブを、その宿主細胞に導入するステップ；（
ｃ）ＣＦＴＲを発現する細胞を単離するステップを含む方法である。いくつかの実施形態
において、本方法は、ステップ（ｃ）において単離される細胞から細胞株を作製する追加
のステップを含む。これらの宿主細胞は、哺乳類細胞などの真核細胞であってもよく、任
意選択でＣＦＴＲを内在的に発現しなくてもよい。
【００１４】
　いくつかの実施形態において、本発明の細胞および細胞株を作製する方法は、蛍光活性
化細胞選別装置（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃｅｌｌ ｓｏｒｔｅｒ）を利用して、ＣＦＴＲを発現する細胞を単
離する。いくつかの実施形態において、本収集物の細胞または細胞株を並行して作製する
。
【００１５】
　別の態様において、本発明はＣＦＴＲの機能のモジュレーターを同定する方法であって
、本発明の細胞もしくは細胞株またはこれらの細胞株の収集物を試験化合物に曝露するス
テップ；かつ細胞においてＣＦＴＲ機能の変化を検出し、ここで、この試験化合物がＣＦ
ＴＲモジュレーターであることを変化が示すステップを含む方法である。いくつかの実施
形態において、この検出ステップは、膜電位アッセイ、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）ク
エンチングアッセイ、電気生理学的アッセイ、結合アッセイ、またはＵｓｓｉｎｇ
ｃｈａｍｂｅｒアッセイであり得る。いくつかの実施形態において、この検出ステップの
アッセイを、タンパク質輸送補正物質がない状態で行う。本方法で使用する試験化合物は
、小分子、化学成分、ポリペプチド、または抗体を含んでもよい。他の実施形態において
、この試験化合物は、化合物のライブラリーであってもよい。このライブラリーは、小分
子ライブラリー、コンビナトリアルライブラリー、ペプチドライブラリー、または抗体ラ
イブラリーであってもよい。
【００１６】
　さらなる態様において、本発明は、一貫したレベルで、長期にわたって、ＣＦＴＲを安
定的に発現するように遺伝子工学処理された細胞を提供する。この細胞を、
　ａ）ＣＦＴＲをコードする（１つまたは複数の）ｍＲＮＡを発現する多数の細胞を提供
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するステップと；
　ｂ）個々の培養容器の中でこれらの細胞を１つ１つ分散させ、それによって多数の別々
の細胞培養物を提供するステップと；
　ｃ）培養条件が別々の細胞培養物の各々と実質的に同一であり、培養中、別々の細胞培
養物あたりの細胞数を正規化し、これらの別々の培養物を同じスケジュールで継代すると
いう点において特徴づけられる自動化細胞培養法を用いて、一連の所望の培養条件下でこ
れらの細胞を培養するステップと；
　ｄ）別々の細胞培養物をアッセイし、少なくとも２回このＣＦＴＲの発現を測定するス
テップと；
　ｅ）一貫したレベルでＣＦＴＲを発現する別々の細胞培養物を、両方のアッセイにおい
て同定し、それによって前記細胞を取得するステップと
を含む方法によって、作製してもよい。
【００１７】
　別の態様において、本発明はＣＦＴＲを内在的に発現する細胞を単離する方法であって
、
　ａ）細胞の集団を提供するステップと；
　ｂ）ＣＦＴＲの発現を検出する分子ビーコンをこれらの細胞に導入するステップと；
　ｃ）ＣＦＴＲを発現する細胞を単離するステップと
を含む方法を提供する。いくつかの実施形態において、この細胞の集団は、ＣＦＴＲを内
在的に発現しない細胞を含む。いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲを発現する単離細
胞は、前記単離に先立って、ＣＦＴＲを発現することを知られていない。いくつかの実施
形態において、本方法は、前記ステップＣの単離に先立って、遺伝的可変性を増加させる
ステップをさらに含む。
【００１８】
　別の態様において、本発明は、細胞原形質膜上でのＣＦＴＲの発現レベルを増加させる
ために、式
【化１】

Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メチル－４，５’－ビ－１，３－
チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸
の化合物を含む組成物の使用を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１Ａ及び１Ｂは作製された、ＣＦＴＲを安定的に発現する細胞株が顕著に増強
されかつ頑強なＣＦＴＲ表面発現を示すグラフである。活性化ＣＦＴＲ発現に応答するイ
オン流束を、ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイによって測定した。図１Ａは、Ｃ
ＦＴＲを安定的に発現する細胞株１と、ＣＦＴＲを一過的にトランスフェクトした細胞お
よびＣＦＴＲを含まない対照細胞とを比較したグラフである。図１Ｂは、（図１Ａ由来の
）ＣＦＴＲを安定的に発現する細胞株１と、ＣＦＴＲを安定的に発現する、作製された他
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のクローン（Ｍ１１、Ｊ５、Ｅ１５、およびＯ１）とを比較したグラフである。
【図２】ＣＦＴＲのハイスループット適合蛍光膜電位アッセイの用量反応曲線である。こ
のアッセイは、作製された、ＣＦＴＲを安定的に発現する細胞株の、フォルスコリン（Ｃ
ＦＴＲアゴニスト）に対する反応を測定した。試験細胞株におけるフォルスコリンのＥＣ

５０値は２５６ｎＭであった。ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイに関して、少な
くとも０．８２のＺ’値が得られた。
【図３】図３Ａ～３ＦはＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するＣＨＯ細胞クローンを
、ＣＨＯ細胞の集団由来の無反応性クローンから同定することができることを示すグラフ
である。ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するクローンは、タンパク質輸送補正物質
（Ｃｈｅｍｂｒｉｄｇｅ社の化合物番号５９３２７９４ａ（ＳａｎＤｉｅｇｏ,ＣＡ））
が存在するかしないかに関わらず、細胞内区画の中の捕捉からＣＦＴＲ－ΔＦ５０８の細
胞表面発現を助けることができた。この化合物は、Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル
）アミノ]－４’－メチル－４，５’－ビ－１，３－チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズア
ミド臭化水素酸であり、式

【化２】

を有する。無反応性クローンは、タンパク質輸送補正物質の存在下または非存在下のいず
れか一方において、細胞内区画の中に捕捉されているＣＦＴＲ－ΔＦ５０８の細胞表面発
現を助けることができなかった。活性化ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８発現に応答するイオン流束
を、ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイによって測定した。図３Ａは、青色膜電位
色素およびタンパク質輸送補正物質（１５～２５μＭ）の存在下で、フォルスコリン（３
０μＭ）＋ＩＢＭＸ（１００μＭ）のアゴニスト混合物（黒色のトレース）またはＤＭＳ
Ｏ＋緩衝液（灰色のトレース）のいずれか一方によって検証した時の、ＣＦＴＲ－ΔＦ５
０８を安定的に発現するクローンの薬理反応を示すグラフである。図３Ｂは、青色膜電位
色素およびタンパク質輸送補正物質（１５～２５μＭ、図３Ａ内と同じ）の存在下で、フ
ォルスコリン（３０μＭ）＋ＩＢＭＸ（１００μＭ）のアゴニスト混合物（黒色のトレー
ス）またはＤＭＳＯ＋緩衝液（灰色のトレース）のいずれか一方によって検証した時の、
無反応性クローンの薬理反応を示すグラフである。図３Ｃは、ＡｎａＳｐｅｃ社の膜電位
色素およびタンパク質輸送補正物質（１５～２５μＭ、図３Ａ、３Ｂ内と同じ）の存在下
で、フォルスコリン（３０μＭ）＋ＩＢＭＸ（１００μＭ）のアゴニスト混合物（黒色の
トレース）またはＤＭＳＯ＋緩衝液（灰色のトレース）のいずれか一方によって検証した
時の、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するクローンの薬理反応を示すグラフである
。図３Ｄは、ＡｎａＳｐｅｃ社の膜電位色素およびタンパク質輸送補正物質（１５～２５
μＭ、図３Ａ、３Ｂ、３Ｃ内と同じ）の存在下で、フォルスコリン（３０μＭ）＋ＩＢＭ
Ｘ（１００μＭ）のアゴニスト混合物（黒色のトレース）またはＤＭＳＯ＋緩衝液（灰色
のトレース）のいずれか一方によって検証した時の、無反応性クローンの薬理反応を示す
グラフである。図３Ｅは、ＡｎａＳｐｅｃ社の膜電位色素の存在下で、タンパク質輸送補
正物質を用いないで、フォルスコリン（３０μＭ）＋ＩＢＭＸ（１００μＭ）のアゴニス
ト混合物（黒色のトレース）またはＤＭＳＯ＋緩衝液（灰色のトレース）のいずれか一方
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によって検証した時の、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するクローンの薬理反応を
示すグラフである。図３Ｆは、ＡｎａＳｐｅｃ社の膜電位色素の存在下で、タンパク質輸
送補正物質を用いないで、フォルスコリン（３０μＭ）＋ＩＢＭＸ（１００μＭ）のアゴ
ニスト混合物（黒色のトレース）またはＤＭＳＯ＋緩衝液（灰色のトレース）のいずれか
一方によって検証した時の、無反応性クローンの薬理反応を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　特に定義されない限り、本明細書で使用する全ての技術用語および科学用語は、本発明
が属する技術分野の技術者が一般的に理解するのと同じ意味を有する。例示的な方法およ
び物質を以下に記載するが、本明細書記載の方法および物質と類似のまたは同等の方法お
よび物質を、本発明の実施または試験の際に使用することもできる。本明細書で言及され
る全ての公表文献および他の参考文献は、参照によりその全体が組込まれる。係争の場合
、定義を含む本明細書を照合するだろう。いくつかの文書が本明細書で引用されるが、こ
の引用によって、これらの文章の全てが当技術分野の周知の事実の一部を形成するという
ことを承認するわけではない。本明細書および特許請求の範囲の全体を通して、「ｃｏｍ
ｐｒｉｓｅ」、という単語、または「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」もしくは「ｃｏｍｐｒｉｓｉ
ｎｇ」などの変形は、既定の整数または整数群を含むことをほのめかすが、任意の他の整
数または整数群を排除するわけではないことが理解されるであろう。文脈に特に必要とさ
れない限り、単数用語は複数形を含み、複数用語は単数形を含まなければならない。材料
、方法、および実施例は単に例示的なものであり、限定するように意図するものではない
。
【００２１】
　本発明をさらに容易に理解することを可能にするために、特定の用語を最初に定義する
。追加の定義を、発明を実施するための形態を通じて説明する。
【００２２】
　「安定な」または「安定的に発現する」という用語は、「安定発現」および「一過的発
現」という用語が当業者に理解されるように、本発明の細胞および細胞株を、一過的発現
を有する細胞と区別することを意味する。
【００２３】
　「細胞株」または「クローン細胞株」という用語は、全てが単一起源細胞の子孫である
細胞の集団をいう。本明細書で使用するように、細胞株をインビトロ細胞培養で維持し、
一定分量を凍結し、クローン細胞バンクを確立してもよい。
【００２４】
　「ストリンジェントな条件」または「ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
」という用語は、１種類以上の核酸プローブを核酸試料とハイブリダイズさせ、試料中の
標的核酸と特異的に結合しなかったプローブを洗い落とすための温度および塩の条件を表
す。ストリンジェントな条件は当業者に知られており、Ｃｕｒｒｅｎｔ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ,Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆
Ｓｏｎｓ,Ｎ.Ｙ.（１９８９）,６．３.１－６．３．６の中で見つけることができる。水
性法および非水性法がこの参考文献に記載されており、いずれかを使用することができる
。ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の例として、６×ＳＳＣ中での約４５
℃におけるハイブリダイゼーション、続いて、０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での６
０℃における少なくとも１回の洗浄が挙げられる。ストリンジェントなハイブリダイゼー
ション条件のさらなる例として、６×ＳＳＣ中での約４５℃におけるハイブリダイゼーシ
ョン、続いて、０．２×ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ中での６５℃における少なくとも１回の
洗浄が挙げられる。ストリンジェントな条件には、０．５Ｍリン酸ナトリウム、７％ＳＤ
Ｓ中での６５℃におけるハイブリダイゼーション、続いて、０．２×ＳＳＣ、０．１％Ｓ
ＤＳ中での６５℃における少なくとも１回の洗浄が含まれる。
【００２５】
　アミノ酸配列および／または核酸配列に関連する「パーセント同一の」または「パーセ
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ント同一性」という用語は、少なくとも２種類の異なる配列間での類似度をいう。このパ
ーセント同一性を、標準的な整列アルゴリズム、例えば、Ａｌｔｓｈｕｌら（（１９９０
）Ｊ.Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.,２１５：４０３－４１０）によって記載されたＢａｓｉｃ
Ｌｏｃａｌ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ Ｔｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）；Ｎｅｅｄｌｅｍａｎら（（１
９７０）Ｊ.ＭｏＬ.ＢＩｏＬ.,４８：４４４－４５３）のアルゴリズム；またはＭｅｙｅ
ｒｓら（（１９８８）Ｃｏｍｐｕｔ.Ａｐｐｌ.Ｂｉｏｓｃｉ.,４：１１－１７）のアルゴ
リズムによって決定することができる。一組のパラメーターは、ギャップペナルティが１
２、ギャップ伸長ペナルティが４、およびフレームシフトギャップペナルティが５である
Ｂｌｏｓｕｍ
６２スコア行列であってもよい。２種類のアミノ酸配列またはヌクレオチド配列間のパー
セント同一性を、ＰＡＭ１２０重量残基表（ｗｅｉｇｈｔ ｒｅｓｉｄｕｅ ｔａｂｌｅ）
、１２のギャップ長ペナルティおよび４のギャップペナルティを用いて、ＡＬＩＧＮプロ
グラム（２．０版）に組込まれたＥ.ＭｅｙｅｒｓおよびＷ.Ｍｉｌｌｅｒ（（１９８９）
ＣＡＢＩＯＳ,４：１１－１７）のアルゴリズムを用いて決定することもできる。パーセ
ント同一性を、通常、類似の長さの配列を比較することによって計算する。タンパク質解
析ソフトウェアは、保存的アミノ酸置換を含む様々な置換、欠失および他の修飾に割り当
てられる類似性の尺度を用いて類似配列を一致させる。例えば、ＧＣＧＷｉｓｃｏｎｓｉ
ｎ
Ｐａｃｋａｇｅ（Ａｃｃｅｌｒｙｓ,Ｉｎｃ.）は、初期設定のパラメーターを用いて、異
なる生物種由来の相同ポリペプチドなどの密接に関連するポリペプチド間、または野生型
タンパク質とその変異体との間の配列相同性を決定することができる「Ｇａｐ」および「
Ｂｅｓｔｆｉｔ」などのプログラムを含む。例えば、ＧＣＧ６．１版を参照されたい。初
期設定または推奨パラメーターを用いるＦＡＳＴＡを用いて、ポリペプチド配列も比較す
ることができる。ＧＣＧ６．１版のＦＡＳＴＡ（例えば、ＦＡＳＴＡ２およびＦＡＳＴＡ
３）のプログラムは、問い合わせ配列と検索配列との間で、最高の重複領域の整列および
パーセント配列相同性を提供する（Ｐｅａｒｓｏｎ,Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｅｎｚｙｍｏｌ.１
８３：６３－９８（１９９０）；Ｐｅａｒｓｏn,Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.１３
２：１８５－２１９（２０００））。同一性について比較されるポリペプチド配列の長さ
は、一般に、少なくとも約１６アミノ酸残基、通常少なくとも約２０残基、さらに通常少
なくとも約２４残基、典型的に少なくとも約２８残基、および好ましくは約３５残基より
多いであろう。同一性について比較されるＤＮＡ配列の長さは、一般に、少なくとも約４
８核酸残基、通常少なくとも約６０核酸残基、さらに通常少なくとも約７２核酸残基、典
型的に少なくとも約８４核酸残基、および好ましくは約１０５核酸残基より多いであろう
。
【００２６】
　アミノ酸配列およびヌクレオチド配列と関連する「並べられるように実質的に」、「実
質的同一性」または「実質的相同性」という語句は、関連性のあるアミノ酸配列またはヌ
クレオチド配列が、並べられる配列と同一であるか、または並べられる配列と比較して、
（保存的アミノ酸置換を通して）違いを有することを意味する。ごくわずかな違いには、
特定領域の５０アミノ酸配列中の１または２置換などの少ないアミノ酸変化が含まれる。
ごくわずかな違いは、有害効果を有してもよい。
【００２７】
　「増強物質」、「補正物質」、「アゴニスト」または「活性化因子」という用語は、Ｃ
ＦＴＲの生理学的機能を活性化する、例えば、ＣＦＴＲを介してイオンコンダクタンスを
高める化合物または物質をいう。本明細書で使用される増強物質、補正物質または活性化
因子は、ＣＦＴＲに、またはＣＦＴＲの特定の一部の異なる型（例えば、変異型）に作用
してもよい。
【００２８】
　「阻害物質」、「アンタゴニスト」または「遮断薬」という用語は、ＣＦＴＲの生理学
的機能を減少させる、例えば、ＣＦＴＲを介してイオンコンダクタンスを減少させる化合
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物または物質をいう。本明細書で使用される阻害物質または遮断薬は、ＣＦＴＲに、また
はＣＦＴＲの特定の一部の異なる型（例えば、変異型）に作用してもよい。
【００２９】
　「モジュレーター」という用語は、積極的または消極的のいずれか一方で、ＣＦＴＲの
構造、高次構造、生化学的もしくは生物物理学的特性、または生化学的もしくは生物物理
学的機能性を変える化合物または物質をいう。このモジュレーターは、部分的アゴニスト
またはアンタゴニスト、選択的アゴニストまたはアンタゴニストおよびインバースアゴニ
ストを含むＣＦＴＲアゴニスト（増強物質、補正物質、もしくは活性化因子）またはアン
タゴニスト（阻害物質もしくは遮断薬）であり得、アロステリックモジュレーターであり
得る。モジュレーターの修飾活性が、ＣＦＴＲの異なる条件もしくは濃度下で、またはＣ
ＦＴＲの異なる型（例えば、変異型）に関して変化しても、モジュレーターは物質または
化合物である。本明細書で使用されるモジュレーターは、ＣＦＴＲのイオンコンダクタン
ス、ＣＦＴＲの別の調節化合物に対する反応、またはＣＦＴＲの選択性に影響を与えても
よい。モジュレーターは、別のモジュレーターがＣＦＴＲの機能に影響を与える能力も変
化させてもよい。モジュレーターは、ＣＦＴＲの異なる型（例えば、変異型）の全てまた
は特定の一部に作用してもよい。モジュレーターには、増強物質、補正物質、活性化因子
、阻害物質、アゴニスト、アンタゴニスト、および遮断薬が含まれるが、これらに限定さ
れない。モジュレーターには、タンパク質輸送補正物質も含まれる。
【００３０】
　「機能的ＣＦＴＲ」という語句は、既知の活性化因子（例えば、アピゲニン、フォルス
コリンまたはＩＢＭＸ－［３－イソブチル－１－メチルキサンチン］）または既知の阻害
物質（例えば、クロマノ－ル２９３Ｂ、グリベンクラミド、ロニダミン、ＮＰＰＢ－［５
－ニトロ－２－（３－フェニルプロピルアミノ）安息香酸］、ＤＰＣ－[ジフェニルアミ
ン－２－カルボン酸塩]もしくはニフルム酸）、または他の既知のモジュレーター（例え
ば、９－ＡＣ－[アントラセン－９－カルボン酸]、もしくはクロロトキシン）に対して、
遺伝子工学処理を施すことなくＣＦＴＲを正常に発現する細胞におけるＣＦＴＲと実質的
に同じ方法で反応するＣＦＴＲをいう。ＣＦＴＲの作用は、例えば、生理学的活性、およ
び薬理反応によって決定され得る。生理学的活性には塩素イオンコンダクタンスが含まれ
るが、それに限定されない。薬理反応には、フォルスコリン単独による活性化、フォルス
コリン、アピゲニンおよびＩＢＭＸ［３－イソブチル－１－メチルキサンチン］の混合物
による活性化が含まれるが、これらに限定されない。
【００３１】
　「異種の」または「導入される」ＣＦＴＲタンパク質は、このＣＦＴＲタンパク質が宿
主に導入されるポリヌクレオチドによってコードされることを意味する。
【００３２】
　本発明は、ＣＦＴＲを発現するように遺伝子工学処理をした新規の細胞および細胞株に
関する。いくつかの実施形態において、本発明の新規の細胞または細胞株は、機能的な、
野生型ＣＦＴＲ（例えば、配列番号２）を発現する。いくつかの実施形態において、この
ＣＦＴＲは変異型ＣＦＴＲ（例えば、ＣＦＴＲΔＦ５０８；配列番号７）である。例示的
なＣＦＴＲ変異型を、表１および２において説明する（ｗｗｗ．Ｇｅｎｅｔ．ｓｉｃｋｋ
ｉｄｓ．ｏｎ．ｃａ／ｃｆｔｒ／Ｈｏｍｅで利用可能な、嚢胞性線維症遺伝子解析コンソ
ーシアムによって開発されたデータベースから得られる変異情報に基づいて、これらの表
をまとめた）。本発明によると、このＣＦＴＲは、ラット、マウス、ウサギ、ヤギ、イヌ
、ウシ、ブタ、または霊長類（例えば、ヒト）を含む任意の哺乳類に由来し得る。いくつ
かの実施形態において、この新規の細胞または細胞株は、導入される機能的ＣＦＴＲ（例
えば、トランスジーンによってコードされるＣＦＴＲ）を発現する。いくつかの実施形態
において、この新規の細胞または細胞株は、遺伝子活性化技術によって活性化される内在
性ＣＦＴＲ遺伝子によってコードされる、天然に存在するＣＦＴＲを発現する。好ましい
実施形態において、この細胞および細胞株はＣＦＴＲを安定的に発現する。本発明のＣＦ
ＴＲを発現する細胞および細胞株は、従来法によって作製された細胞および細胞株と比較
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などの選択圧がない培養下で維持される時でさえ）発現の安定性が増加し、かつ細胞に基
づくアッセイにおいて高いＺ’値を有する。本発明の細胞および細胞株は、検出可能なシ
グナル対ノイズのシグナル、例えば、１：１より大きいシグナル対ノイズのシグナルを提
供する。本発明の細胞および細胞株は、膜電位アッセイなどのハイスループットアッセイ
において使用される時、信頼性のある読み出し情報を提供し、当技術分野においてゴール
ドスタンダードであると考えられているアッセイの結果と一致し得る結果をもたらすが、
あまりに労働集約型であるため、ハイスループットにならない（例えば、電気生理学的ア
ッセイ）。特定の実施形態において、このＣＦＴＲは、ポリペプチドタグを含まない。
【００３３】
【表１】
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［６５］Ｆｅｌｄｍａｎｎ Ｄ.ｅｔａｌ.,Ｈｕｍ.Ｍｕｔａｔ.Ｓｕｐｐｌ.１：Ｓ７８－
Ｓ８０（１９９８）［ＰｕｂＭｅｄ：９４５２０４８］
［６６］Ｃａｓａｌｓ Ｔ.ｅｔａｌ.,Ｈｕｍ.Ｍｕｔａｔ.Ｓｕｐｐｌ.１：Ｓ９９－Ｓ１
０２（１９９８）［ＰｕｂＭｅｄ：９４５２０５４］
［６７］Ｓｈａｃｋｌｅｔｏｎ Ｓ.ｅｔａｌ.,Ｈｕｍ.Ｍｕｔａｔ.Ｓｕｐｐｌ.１：Ｓ１
５６－Ｓ１５７（１９９８）［ＰｕｂＭｅｄ：９４５２０７３］
［６８］Ｂｉｅｎｖｅｎｕ Ｔ.ｅｔａｌ.,Ｈｕｍ.Ｍｕｔａｔ.１２：２１３－２１４（１
９９８） ［ＰｕｂＭｅｄ：１０６５１４８８］
［６９］ｄｅ Ｍｅｅｕｓ Ａ.ｅｔａｌ.,Ｈｕｍ.Ｍｕｔａｔ.１２：４８０－４８０（１
９９８)
［７０］Ｐｉｃｃｉ Ｌ.ｅｔａｌ.,Ｈｕｍ.Ｍｕｔａｔ.１３：１７３－１７３（１９９９
）［ＰｕｂＭｅｄ：１００９４５６４］
【００３６】
　他の態様において、本発明は、ＣＦＴＲ（例えば、野生型または変異体のＣＦＴＲ）を
発現する新規の細胞および細胞株の作製方法ならびに使用方法を提供する。他の態様にお
いて、本発明の細胞および細胞株を使用して、ＣＦＴＲの特定型（例えば、変異型）に特
異的なモジュレーター、例えば、ＣＦＴＲの塩素イオンコンダクタンス機能またはＣＦＴ
Ｒのフォルスコリンに対するＣＦＴＲの反応に影響を与えるモジュレーターを含むＣＦＴ
Ｒ機能のモジュレーターをスクリーニングすることができる。これらのモジュレーターは
、病態または疾患組織において、例えば、変異体ＣＦＴＲを標的とする治療薬として有用
である。ＣＦＴＲに関連する疾患および症状には、嚢胞性線維症、肺疾患（例えば、慢性
閉塞性の肺疾患および肺水腫）、胃腸の症状（例えば、ＣＦ病、腸洗浄、過敏性腸症候群
、便秘、下痢、コレラ、ウイルス性胃腸炎、吸収不良症候群、および短腸症候群）、内分
泌症状（例えば、ＣＦ患者の膵機能障害）、不妊（例えば、精子の運動性および精子の受
精能獲得問題ならびに不適な頸管粘液）、口渇、ドライアイ、緑内障、ならびに粘膜およ
び／または上皮の液体吸収ならびに粘膜および／または上皮の液体分泌の調節における他
の不全が含まれるが、これらに限定されない。
【００３７】
　様々な実施形態において、本発明の細胞または細胞株は、少なくとも２、３、４、５、
６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０
、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３５、４０、４５、
５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００、１１０、１２
０、１３０、１４０、１５０、１６０、１７０、１８０、１９０、２００日間、または２
００日以上の間、一貫した発現レベルでＣＦＴＲを発現する。ここで一貫した発現とは、
２～４日にわたる連続細胞培養において１％、２%、３%、４%、５%、６%、７%、８%、９%
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または１０%を上回って変化しない発現レベル；５～１５日にわたる連続細胞培養におい
て２％、４％、６％、８％、１０％または１２％を上回って変化しない発現レベル；１６
～２０日にわたる連続細胞培養において２％、４％、６％、８％、１０％、１２％、１４
％、１６％、１８％または２０％を上回って変化しない発現レベル；２１～３０日にわた
る連続細胞培養において２％、４％、６％、８％、１０％、１２％、１４％、１６％、１
８％、２０％、２２％、２４％を上回って変化しない発現レベル；３０～４０日にわたる
連続細胞培養において２％、４％、６％、８％、１０％、１２％、１４％、１６％、１８
％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％または３０％を上回って変化しない発現レ
ベル；４１～４５日にわたる連続細胞培養において２％、４％、６％、８％、１０％、１
２％、１４％、１６％、１８％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％または３０％
を上回って変化しない発現レベル；４５～５０日にわたる連続細胞培養において２％、４
％、６％、８％、１０％、１２％、１４％、１６％、１８％、２０％、２２％、２４％、
２６％、２８％または３０％を上回って変化しない発現レベル；４５～５０日にわたる連
続細胞培養において２％、４％、６％、８％、１０％、１２％、１４％、１６％、１８％
、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％、３０％または３５％を上回って変化しない
発現レベル；５０～５５日にわたる連続細胞培養において２％、４％、６％、８％、１０
％、１２％、１４％、１６％、１８％、２０％、２２％、２４％、２６％、２８％または
３０％を上回って変化しない発現レベル；５０～５５日にわたる連続細胞培養において２
％、４％、６％、８％、１０％、１２％、１４％、１６％、１８％、２０％、２２％、２
４％、２６％、２８％、３０％または３５％を上回って変化しない発現レベル；５５～７
５日にわたる連続細胞培養において１％、２％、３％、４％、５％、１０％、１５％、２
０％、２５％、３０％、３５％または４０％を上回って変化しない発現レベル；７５～１
００日にわたる連続細胞培養において１％、２％、３％、４％、５％、６％、１０％、１
５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％または４５％を上回って変化しない発現
レベル；１０１～１２５日にわたる連続細胞培養において１％、２％、３％、４％、５％
、６％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％または４５％を上回
って変化しない発現レベル；１２６～１５０日にわたる連続細胞培養において１％、２％
、３％、４％、５％、６％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％
または４５％を上回って変化しない発現レベル；１５１～１７５日にわたる連続細胞培養
において１％、２％、３％、４％、５％、６％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０
％、３５％、４０％または４５％を上回って変化しない発現レベル；１７６～２００日に
わたる連続細胞培養において１％、２％、３％、４％、５％、６％、１０％、１５％、２
０％、２５％、３０％、３５％、４０％または４５％を上回って変化しない発現レベル；
２００日を越える連続細胞培養において１％、２％、３％、４％、５％、６％、１０％、
１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％または４５％を上回って変化しない発
現レベルをいう。
【００３８】
　いくつかの実施形態において、本発明の細胞および細胞株はＣＦＴＲを発現し、これら
の細胞および細胞株の１つ以上の生理的特性は、長期にわたって実質的に一定のままであ
る。生理的特性には、ＣＦＴＲの発現は別として、細胞もしくは細胞株の全ての観察可能
で、検出可能なまたは測定可能な特性が含まれる。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲの発現は、１つ以上の生理的特性を変えること
ができる。生理的特性の変更には、ＣＦＴＲの発現に起因する生理的特性の全ての変化、
例えば、生理的特性の刺激、活性化、もしくは増加、または生理的特性の阻害、遮断、も
しくは減少が含まれる。これらの実施形態において、１つ以上の一定の生理的特性は、Ｃ
ＦＴＲの機能的発現も一定のままであることを示すことができる。
【００４０】
　本発明は、一定の培養条件下で、ＣＦＴＲを発現する多数の細胞または細胞株の培養方
法であって、ＣＦＴＲの安定発現などの１つ以上の所望の特性および／または１つ以上の
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実質的に一定の生理的特性を有する細胞または細胞株を選択することができる方法である
。
【００４１】
　生理的特性を測定することができるいくつかの実施形態において、この生理的特性を、
多数の細胞または細胞株の多数の細胞において測定する生理的特性の平均として決定する
。特定の実施形態において、生理的特性は、少なくとも１０細胞；１００細胞；１，００
０細胞；１０，０００細胞；１００，０００細胞；１，０００，０００細胞；または少な
くとも１０，０００，０００細胞を越えて測定され、その平均は、長期にわたって実質的
に一定のままである。いくつかの実施形態において、細胞が細胞周期の異なる段階にある
多数の細胞または細胞株の多数の細胞において生理的特性を測定することによって、生理
的特性の平均を決定する。他の実施形態において、これらの細胞を細胞周期に関して同調
させる。
【００４２】
　いくつかの実施形態において、生理的特性を、単一細胞レベルで観察、検出、測定また
は監視する。特定の実施形態において、この生理的特性は、長期にわたって、単一細胞レ
ベルで実質的に一定のままである。
【００４３】
　特定の実施形態において、生理的特性が、１２時間を越えて、０．１％、０．５％、１
％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５
％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわたって実質的に一定
のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、１日を越えて、０．１％、０．
５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０
％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわたって実質
的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、２日を越えて、０．１
％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５
％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわた
って実質的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、５日を越えて
、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０
％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長
期にわたって実質的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、１０
日を越えて、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２
５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理
的特性は長期にわたって実質的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特
性が、２０日を越えて、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、
２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない
場合、生理的特性は長期にわたって実質的に一定のままである。特定の実施形態において
、生理的特性が、３０日を越えて、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％
、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って
変化しない場合、生理的特性は長期にわたって実質的に一定のままである。特定の実施形
態において、生理的特性が、４０日を越えて、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５
％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％
を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわたって実質的に一定のままである。特
定の実施形態において、生理的特性が、５０日を越えて、０．１％、０．５％、１％、２
．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、ま
たは５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわたって実質的に一定のまま
である。特定の実施形態において、生理的特性が、６０日を越えて、０．１％、０．５％
、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、
４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわたって実質的に
一定のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、７０日を越えて、０．１％
、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％
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、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長期にわたっ
て実質的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、８０日を越えて
、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０
％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理的特性は長
期にわたって実質的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特性が、９０
日を越えて、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、２０％、２
５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない場合、生理
的特性は長期にわたって実質的に一定のままである。特定の実施形態において、生理的特
性が、１継代、２継代、３継代、５継代、１０継代、２５継代、５０継代、または１００
継代の期間にわたって、０．１％、０．５％、１％、２．５％、５％、１０％、１５％、
２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、または５０％を上回って変化しない
場合、生理的特性は長期にわたって実質的に一定のままである。
【００４４】
　細胞の生理的特性の例として、以下のものが含まれるが、これらに限定されない：増殖
速度、サイズ、形、形態、容積；ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、脂質、イオン、炭水化物
もしくは水のプロファイルまたは含有量；内在性遺伝子、遺伝子工学処理遺伝子、導入遺
伝子、遺伝子活性化遺伝子もしくは全遺伝子、ＲＮＡもしくはタンパク質の発現または含
有量；接着性の増殖条件、懸濁液による増殖条件、血清を含む増殖条件、血清を含まない
増殖条件、動物性成分を含まない増殖条件、振盪による増殖条件、静置での増殖条件もし
くは生物反応器での増殖条件において増殖する傾向または適応能力；チップ、アレイ、マ
イクロアレイ、スライド、培養皿、プレート、マルチウェルプレート、高密度マルチウェ
ルプレート、フラスコ、回転瓶、バッグもしくはタンクにおいて増殖する傾向または適応
能力；手動もしくは自動またはロボットによる細胞培養法を用いて増殖する傾向または適
応能力；細胞質、核小体、核、リボソーム、粗面小胞体、ゴルジ体、細胞骨格、滑面小胞
体、ミトコンドリア、空胞、サイトゾル、リソソーム、中心子、葉緑体、細胞膜、プラズ
マ細胞膜、核膜（ｎｕｃｌｅａｒ
ｍｅｍｂｒａｎｅ）、核膜（ｎｕｃｌｅａｒ ｅｎｖｅｌｏｐｅ）、小胞（例えば、分泌
小胞）、もしくは少なくとも１つの細胞小器官の膜を含むがこれらに限定されない少なく
とも１つの細胞の小器官、区画もしくは膜の存在量、レベル、数、量または組成；肝臓、
肺、皮膚、（心筋、骨格筋、線条筋を含むがこれらに限定されない）筋肉、膵臓、脳、精
巣、卵巣、血液、免疫系、神経系、骨、心臓血管系、中枢神経系、胃腸管、胃、甲状腺、
舌、胆嚢、腎臓、鼻、目、爪、髪、味蕾細胞もしくは味覚細胞、ニューロン、皮膚、膵臓
、血液、免疫、赤血球、白血球、キラーＴ細胞、腸管内分泌細胞、分泌細胞、腎臓、上皮
細胞、内皮細胞、ヒト細胞、動物細胞もしくは植物細胞のうちの１つを含む幹細胞、多能
性細胞、全能性細胞もしくは特殊化細胞または組織特異的細胞を含むがこれらに限定され
ない、１つ以上の特異的細胞型または分化した細胞型、未分化の細胞型もしくは脱分化し
た細胞型によって共有される（１つ以上の遺伝子の）少なくとも１つの機能プロファイル
もしくは遺伝子発現プロファイルを獲得する能力もしくは傾向を獲得したことまたは有す
ること；核酸、ＲＮＡ、ＤＮＡ、タンパク質、小分子、プローブ、色素、（修飾オリゴヌ
クレオチドを含む）オリゴヌクレオチドもしくは蛍光発生オリゴヌクレオチドを含むがこ
れらに限定されない天然もしくは合成の化学物質または天然もしくは合成の分子を取り込
む性能または能力；感染、薬物、化学物質、病原体、界面活性剤、ＵＶ、悪条件、寒さ、
暑さ、極端な温度、振盪、動揺、ボルテックス、酸素不足もしくは低レベルの酸素、栄養
不足もしくは低レベルの栄養、毒素、毒液、ウイルスもしくは化合物、細胞もしくは細胞
増殖に悪影響を与える処理もしくは薬剤に対する抵抗性を含むがこれらに限定されない細
胞の増殖、機能もしくは生存率に悪影響を与える化学物質または物質の悪影響もしくは有
害効果に対する抵抗性または抵抗する能力；大規模細胞培養、小型化細胞培養、自動化細
胞培養、ロボットによる細胞培養、標準化細胞培養、創薬、ハイスループットスクリーニ
ング、細胞に基づくアッセイ、（膜電位アッセイ、カルシウムフラックスアッセイ、受容
体アッセイ、Ｇタンパク質レポーターアッセイを含むがこれらに限定されない）機能細胞
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に基づくアッセイ、ＥＬIＳＡ、インビトロアッセイ、インビボへの適用、二次試験、化
合物試験、結合アッセイ、パニングアッセイ（ｐａｎｎｉｎｇ ａｓｓａｙｓ）、抗体パ
ニングアッセイ、ファージディスプレイ、画像研究、顕微鏡画像解析、免疫蛍光研究、Ｒ
ＮＡの、ＤＮＡの、タンパク質のもしくは生物学的な産生または精製、ワクチン開発、細
胞療法、生物、動物、ヒトもしくは植物への移植、細胞が分泌する因子の単離、ｃＤＮＡ
ライブラリーの調製、または病原菌、ウイルスもしくは他の病原体による感染を含むがこ
れらに限定されないインビトロ試験、細胞に基づくアッセイ、生化学的もしくは生物学的
試験、移植、細胞療法もしくは二次アッセイにおける使用に対する適合性；および少なく
とも１種類の代謝産物、脂質、ＤＮＡ、ＲＮＡもしくはタンパク質の生合成などの他の観
察可能な、測定可能な、または検出可能な生理的特性；染色体のサイレンシング、活性化
、ヘテロクロマチン化、ユークロマチン化または組換え；遺伝子発現、遺伝子サイレンシ
ング、遺伝子スプライシング、遺伝子組換えまたは遺伝子活性化；ＲＮＡの産生、発現、
転写、プロセシングスプライシング、輸送、局在化または修飾；タンパク質の産生、発現
、分泌、折り畳み、構築、輸送、局在化、細胞表面提示、分泌または細胞膜もしくはオル
ガネラ膜への融合；翻訳後修飾、プロセシング、酵素修飾、プロテオリシス、グリコシル
化、リン酸化反応、脱リン酸化反応を含むがこれらに限定されないタンパク質修飾；有糸
分裂、減数分裂もしくは核分裂または細胞融合を含む細胞分裂；高レベルのＲＮＡもしく
はタンパク質の産生または高レベルのＲＮＡもしくはタンパク質の収率。
【００４５】
　生理的特性を、Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌシリーズなどの参考ガイドおよび手
順書に記載の試験ならびに方法を含むがこれらに限定されない、当技術分野において知ら
れるルーチンアッセイを用いて観察、検出または測定してもよい。このシリーズは、様々
な分野の共通のプロトコールを含み、Ｗｉｌｅｙ
Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ Ｈｏｕｓｅを通して入手可能である。これらの参考ガイドの中の
プロトコールは、細胞の生理的特性を観察、検出または測定するために使用することがで
きる例示的な方法である。当業者は、任意の１つ以上のこれらの方法を使用して、本明細
書に開示される生理的特性を観察、検出または測定することが可能であることにすぐに気
付くであろう。
【００４６】
　細胞内のリボソーム、ミトコンドリア、ＥＲ、ｒＥＲ、ゴルジ体、ＴＧＮ、小胞、エン
ドソームおよび細胞膜を含むがこれらに限定されない細胞内区画もしくはオルガネラのレ
ベル、活性または含有量を測定するために使用することができる自己励起蛍光タンパク質
を含む融合タンパク質として発現するタンパク質マーカーを含む多くのマーカー、色素ま
たはレポーターは、個々の生存細胞の試験に適合する。いくつかの実施形態において、蛍
光活性化細胞選別または細胞選別装置を使用することができる。いくつかの実施形態にお
いて、単離されるかまたは作製される細胞もしくは細胞株がＣＦＴＲを含むことを、ＣＦ
ＴＲを含む細胞もしくは細胞株の単離、試験または作製と同時に、それらの単離、試験ま
たは作製に続いて、またはそれらの単離、試験または作製に先立って、これらのマーカー
、色素もしくはレポーターを用いて試験することができる。いくつかの実施形態において
、１つ以上の細胞内区画もしくはオルガネラのレベル、活性または含有量を、ＣＦＴＲの
改良された、増加した、天然の、無毒の、実行可能なもしくは最適な発現、機能、活性、
折り畳み、構築修飾、翻訳後修飾、分泌、細胞表面提示、膜融合、薬理学、収率または生
理学と関連付けることができる。いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲの改良された、
増加した、天然の、無毒の、実行可能なもしくは最適な発現、機能、活性、折り畳み、構
築修飾、翻訳後修飾、分泌、細胞表面提示、膜融合、薬理学、収率または生理学と関連付
けることができる少なくとも１つの細胞内区画もしくはオルガネラのレベル、活性または
含有量を含む細胞または細胞株を単離することができる。いくつかの実施形態において、
ＣＦＴＲおよびＣＦＴＲの改良された、増加した、天然の、無毒の、生存できるもしくは
最適な発現、機能、活性、折り畳み、構築修飾、翻訳後修飾、分泌、細胞表面提示、膜融
合、薬理学、収率または生理学と関連がある少なくとも１つの細胞内区画もしくはオルガ
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ネラのレベル、活性または含有量を含む細胞または細胞株を単離することができる。いく
つかの実施形態において、これらの細胞の単離を、細胞選別または蛍光活性化細胞選別を
用いて実行する。
【００４７】
　ＣＦＴＲをコードする核酸は、ゲノムＤＮＡまたはｃＤＮＡであり得る。いくつかの実
施形態において、ＣＦＴＲをコードする核酸は、野生型ＣＦＴＲ（配列番号１）と比較し
て、１つ以上の置換、変異、または欠失を含み、アミノ酸置換をもたらしても、もたらさ
なくてもよい。いくつかの実施形態において、この核酸は、提供される核酸配列の断片で
ある。断片であるかまたはかかる修飾を有するかかるＣＦＴＲは、ＣＦＴＲの少なくとも
１つの生物学的特性、例えば、塩素イオンを透過させるかまたはフォルスコリンによって
調節される能力を保持する。本発明は、本明細書に開示される配列と少なくとも約８５％
同一である、ＣＦＴＲをコードするヌクレオチド配列を安定的に発現する細胞および細胞
株を含む。いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲをコードする配列相同性は、本明細書
に提供されるＣＦＴＲ配列と比較して、少なくとも８５％、９０％、９５％、９６％、９
７％、９８％、９９％またはそれ以上である。本発明は、ＣＦＴＲをコードする核酸が、
ストリンジェントな条件下で、本明細書に提供され、ＣＦＴＲをコードする核酸とハイブ
リダイズする細胞および細胞株も含む。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、この細胞または細胞株はＣＦＴＲをコードする核酸配列
を含み、本明細書に提供される配列と比較して、少なくとも１つであるが１０、２０、３
０、もしくは４０ヌクレオチド未満であり、このヌクレオチド配列またはこのヌクレオチ
ド配列と実質的に同一である配列（例えば、このヌクレオチド配列と少なくとも８５％、
９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはそれ以上同一である配列、また
はストリンジェントな条件下で、開示される配列とハイブリダイズすることができる配列
）の１％、５％、１０％もしくは２０％以下またはそれと同等の割合の置換を含む。かか
る置換は、一塩基多型（ＳＮＰ）および他の対立遺伝子変異を含む。いくつかの実施形態
において、この細胞または細胞株はＣＦＴＲをコードする核酸配列を含み、１０、２０、
３０、もしくは４０ヌクレオチド未満であり、このヌクレオチド配列の１％、５％、１０
％もしくは２０％以下またはそれと同等の割合で、本明細書に提供される配列への挿入も
しくはその配列からの欠失またはこのヌクレオチド配列と実質的に同一の配列からの欠失
を含む。
【００４９】
　いくつかの実施形態において、核酸の置換または修飾がアミノ酸置換などのアミノ酸変
化をもたらす場合、天然のアミノ酸は、保存的または非保存的な置換により置き換えられ
てもよい（例えば、配列番号７）。いくつかの実施形態において、元のポリペプチド配列
と修飾されたポリペプチド配列との間の配列相同性は、このポリペプチド配列の約１％、
５％、１０％または２０％の割合で異なるか、またはこのポリペプチド配列と実質的に同
一である配列（例えば、このポリペプチド配列と少なくとも８５％、９０％、９５％、９
６％、９７％、９８％、９９％以上同一である配列）と異なり得る。当業者は、アミノ酸
側鎖が構造および／または化学的特性において類似であり、置換が親配列の構造的特徴を
実質的に変化させてはいけない置換が、保存的アミノ酸置換であることを理解するであろ
う。変異を含む核酸を含む実施形態において、この変異は、ランダム変異または部位特異
的変異であってもよい。
【００５０】
　保存的な修飾は、修飾されていないＣＦＴＲの機能的および化学的特徴と類似の機能的
および化学的特徴を有するＣＦＴＲを産生するであろう。「保存的アミノ酸置換」とは、
アミノ酸残基が、親のアミノ酸残基と類似の化学的特性（例えば、電荷または疎水性）を
有する側鎖Ｒ基を有する別のアミノ酸残基と置換される置換である。一般に、保存的アミ
ノ酸置換は、タンパク質の機能特性を実質的に変化させないであろう。２つ以上のアミノ
酸配列が保存的置換により互いに異なる場合、パーセント配列相同性または類似度を上方
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調節し、置換の保存的性質を補正してもよい。この調節を行う手段は、当業者に周知であ
る。例えば、Ｐｅａｒｓｏｎ,Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.２４３：３０７－３１（
１９９４）を参照されたい。
【００５１】
　類似の化学的特性を有する側鎖を備えるアミノ酸群の例として、１）脂肪族側鎖：グリ
シン、アラニン、バリン、ロイシン、およびイソロイシン；２）脂肪族－ヒドロキシル側
鎖：セリンおよびスレオニン；３）アミド含有側鎖：アスパラギンおよびグルタミン；４
）芳香族側鎖：フェニルアラニン、チロシン、およびトリプトファン；５）塩基性側鎖：
リジン、アルギニン、およびヒスチジン；６）酸性側鎖：アスパラギン酸およびグルタミ
ン酸；ならびに７）硫黄含有側鎖：システインおよびメチオニンが含まれる。好ましい保
存的アミノ酸置換基は、バリン－ロイシン－イソロイシン、フェニルアラニン－チロシン
、リジン－アルギニン、アラニン－バリン、グルタミン酸塩－アスパラギン酸塩、および
アスパラギン－グルタミンである。あるいは、保存的アミノ酸置換基は、Ｇｏｎｎｅｔ
ｅｔ ａｌ.,Ｓｃｉｅｎｃｅ ２５６：１４４３－４５（１９９２）に開示されるＰＡＭ２
５０対数尤度行列において正の値を有する任意の変化である。「中等度に保存的」な置換
は、ＰＡＭ２５０対数尤度行列において負でない値を有する任意の変化である。
【００５２】
　本発明は、ＣＦＴＲの変異型を含む細胞または細胞株を含有する。１，０００を上回る
ＣＦＴＲ変異が同定され、本発明の細胞または細胞株は、これらのＣＦＴＥ変異体のいず
れかを含んでもよい。かかる細胞、細胞株、および細胞株の収集物は、変異体ＣＦＴＲの
活性および異なる変異体ＣＦＴＲ上のモジュレーターの活性差異を測定するのに有用であ
る。
【００５３】
　本発明は、さらに、ＣＦＴＲと共に他のタンパク質を共発現する細胞または細胞株を含
む。かかる他のタンパク質は、宿主細胞のゲノムに組込まれるか、または遺伝子を活性化
するか、または誘導されてもよい。これらのタンパク質は、ＣＦＴＲに関して（ＣＦＴＲ
の前または後）に連続して発現するか、または、同じもしくは異なるベクター上のＣＦＴ
Ｒと共に同時トランスフェクトされてもよい。いくつかの実施形態において、共発現タン
パク質は、以下のいずれかであってもよい：ＣＦＴＲの遺伝的修飾因子（例えば、α１－
抗トリプシン、グルタチオンＳ－転移酵素、マンノース結合レクチン２（ＭＢＬ２）、一
酸化窒素合成酵素１（ＮＯＳ１）、グルタミン－システインリガーゼ遺伝子（ＧＣＬＣ）
、ＦＣガンマ受容体ＩＩ（ＦＣγＲＩＩ））；ＡＭＰ活性化タンパク質キナーゼ（ＡＭＰ
Ｋ）、これはＣＦＴＲをリン酸化して阻害し、かつ気道炎症および虚血に重要である可能
性がある；形質転換増殖因子β１（ＴＧＦ－β１）、これは、ＴＧＦβ１およびＣＦＴＲ
の共発現が、この相互作用のモジュレーターの同定を可能にすることができるようにＣＦ
ＴＲ発現を下方制御する；腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）、これは、ＴＮＦ－αおよびＣ
ＦＴＲの共発現がこの相互作用の遮断薬の同定を可能にすることができるようにＣＦＴＲ
発現を下方制御する；βアドレナリン受容体、これは、頂端膜でＣＦＴＲと共存し、βア
ドレナリン受容体（β２）のサブタイプの刺激がＣＦＴＲ活性を増加させる；シンタキシ
ン１ａ、これは、直接的で領域特異的なタンパク質－タンパク質相互作用によりＣＦＴＲ
塩素イオンチャネルを阻害し、かつ治療上使用され得る；シナプトソーム結合タンパク質
２３、これは、ＣＦＴＲと物理的に結合し、ＣＦＴＲを阻害する；細胞表面においてＣＦ
ＴＲを安定化する結合相互作用を調べるための上皮ナトリウムイオンチャネル（ＥＮａＣ
）、すなわちＳＣＮＮ１Ａ、ＳＣＮＮ１ＢまたはＳＣＮＮ１Ｇ；ＰＤＺＫ１（ＰＤＺ領域
含有１（ＰＤＺ
ｄｏｍａｉｎ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ １））（７０ｋＤａのＣＦＴＲ結合タンパク質（Ｃ
ＡＰ７０）とも呼ばれる）、これは、ＣＦＴＲ塩素イオン電流を高める；エンドサイトー
シス複合体ＡＰ２、これはＣＦＴＲと相互作用し、ＣＦＴＲのクラスリン被膜小胞への効
率的移行を促進する；環状グアノシン一リン酸（ｃＧＭＰ）依存的タンパク質キナーゼ２
（ＰＲＫＧ２）、これは、ＣＦＴＲをリン酸化して活性化する上流のｃＧＭＰ依存的キナ
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ーゼである；タンパク質キナーゼＡおよびタンパク質キナーゼＣ；タンパク質脱リン酸化
酵素２（ＰＰ２Ａ）；グアニンヌクレオチド結合タンパク質（Ｇタンパク質）、ベータポ
リペプチド２様１（ＲＡＣＫ１）；ＧＴＰ加水分解酵素のＲｈｏファミリー；Ｒａｂ　Ｇ
ＴＰ加水分解酵素、ＳＮＡＲＥタンパク質；カリウムチャネルタンパク質（例えば、ＲＯ
ＭＫ１およびＲＯＭＫ２）；グアニル酸シクラーゼｃ（ＧＣ－ＣまたはＧＵＣＹ２Ｃ）、
これはＣＦＴＲと相互作用する；塩素イオンチャネル２（ＣＬＣＮ２またはＣＬＣ２）、
これはＣＬＣＮ２およびＣＦＴＲの両方の共発現が、最大の流動流出を示すスクリーニン
グを可能にすることができるように腸の中で正味のＣｌ－流出を引き起こすと提唱されて
いる；ナトリウム摂取／塩素イオン流出のレオスタットバイオセンサーを構成するための
溶質輸送体ファミリー９アイソフォームＡ３（ＮＨＥ３－ＳＬＣ９Ａ３／ナトリウム－水
素交換体）または溶質輸送体ファミリー２６アイソフォームＡ３（ＤＲＡ－ＳＬＣ２６Ａ
３／ナトリウム－水素交換体）；環状ヌクレオチド感受性チャネル（ｃｙｃｌｉｃ
ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｇａｔｅｄ ｃｈａｎｎｅｌ）（ＣＮＧＡ２）、これは、カルシウ
ム読み出し情報と共にＨＴＳ基盤として使用され得る；またはＹＦＰハロゲン化物クエン
チングアッセイにおける使用のための黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰまたはＹＦＰ Ｈ１４
８Ｑ／Ｉ１５２Ｌなどのその変異体）。
【００５４】
　いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲをコードする核酸配列はタグをさらに含む。か
かるタグは、例えば、ＨＩＳタグ、ｍｙｃタグ、赤血球凝集素（ＨＡ）タグ、タンパク質
Ｃ、ＶＳＶ－Ｇ、ＦＬＵ、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、変異体ＹＦＰ（ｍｅＹＦＰ）
、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、ＦＬＡＧ、ＢＣＣＰ、マルトース結合タンパク質タグ
、Ｎｕｓ－ｔａｇ、Ｓｏｆｔａｇ－１、Ｓｏｆｔａｇ－２、Ｓｔｒｅｐ－ｔａｇ、Ｓ－ｔ
ａｇ、チオレドキシン、ＧＳＴ、Ｖ５、ＴＡＰまたはＣＢＰをコードしてもよい。タグを
マーカーとして使用し、ＣＦＴＲ発現レベル、細胞内局在性、タンパク質－タンパク質相
互作用、ＣＦＴＲ調節、またはＣＦＴＲ機能を測定してもよい。タグを使用してＣＦＴＲ
を精製または分画してもよい。タグの一例として、ｍｅＹＦＰ－Ｈ１４８０／Ｉ１５２Ｌ
（配列番号５）が挙げられる。
【００５５】
　本発明の細胞または細胞株を作製するために用いられる宿主細胞は、天然状態で内在性
ＣＦＴＲを発現するか、またはＣＦＴＲを全く発現しなくてもよい。この宿主細胞は、初
代の生殖細胞または、胚性幹細胞を含むがそれに限定されない初代の幹細胞であってもよ
い。この宿主細胞は、不死化細胞であってもよい。初代のもしくは不死化宿主細胞は、真
核生物の中胚葉、外胚葉または内胚葉の層に由来してもよい。この宿主細胞は、内皮細胞
、表皮細胞、間葉系細胞、神経細胞、腎臓細胞、肝臓細胞、造血細胞、または免疫細胞を
含んでもよいが、これらに限定されない。例えば、この宿主細胞は、腸陰窩または絨毛の
細胞、クララ細胞、結腸細胞、腸細胞、杯細胞、腸クロム親和性細胞、腸管内分泌細胞を
含んでもよいが、これらに限定されない。この宿主細胞は、真核細胞、原核細胞、哺乳類
細胞、ヒト細胞、霊長類細胞、ウシ細胞、ブタ細胞、ネコ細胞、げっ歯類細胞、有袋類細
胞、ネズミ細胞または他の細胞を含んでもよいが、これらに限定されない。この宿主細胞
は、酵母、昆虫、真菌、植物、下等真核生物および原核生物を含むが、これらに限定され
ない哺乳類ではない細胞であってもよい。かかる宿主細胞は、ＣＦＴＲモジュレーターの
試験についてより多岐にわたり、標的と相互作用し得る細胞によって提供される発現産物
は存在しない可能性が大いにある背景を提供し得る。好ましい実施形態において、宿主細
胞は哺乳類細胞である。本発明の細胞または細胞株を作製するために使用され得る宿主細
胞の例として、以下のものが含まれるがこれらに限定されない：チャイニーズハムスター
卵巣（ＣＨＯ）細胞、株化神経細胞、褐色細胞腫、神経芽細胞種、横紋筋肉腫、後根神経
節細胞、ＮＳ０細胞、ＣＶ－１（ＡＴＣＣ
ＣＣＬ ７０）、ＣＯＳ－１（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６５０）、ＣＯＳ－７（ＡＴＣＣ ＣＲ
Ｌ １６５１）、ＣＨＯ－Ｋ１（ＡＴＣＣ ＣＣＬ ６１）、３Ｔ３（ＡＴＣＣ ＣＣＬ
９２）、ＮＩＨ／３Ｔ３（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６５８）、ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ ＣＣＬ ２
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）、Ｃ１２７Ｉ（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １６１６）、ＢＳ－Ｃ－１（ＡＴＣＣ ＣＣＬ
２６）、ＭＲＣ－５（ＡＴＣＣ ＣＣＬ １７１）、Ｌ－細胞、ＨＥＫ－２９３（ＡＴＣＣ
 ＣＲＬ１５７３）およびＰＣ１２（ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１７２１）、ＨＥＫ２９３Ｔ（Ａ
ＴＣＣ
ＣＲＬ－１１２６８）、ＲＢＬ（ＡＴＣＣ ＣＲＬ－１３７８）、ＳＨ－ＳＹ５Ｙ（ＡＴ
ＣＣ ＣＲＬ－２２６６）、ＭＤＣＫ（ＡＴＣＣ ＣＣＬ－３４）、ＳＪ－ＲＨ３０（ＡＴ
ＣＣ
ＣＲＬ－２０６１）、ＨｅｐＧ２（ＡＴＣＣ ＨＢ－８０６５）、ＮＤ７／２３（ＥＣＡ
ＣＣ ９２０９０９０３）、ＣＨＯ（ＥＣＡＣＣ ８５０５０３０２）、Ｖｅｒｏ（ＡＴＣ
Ｃ
ＣＣＬ ８１）、Ｃａｃｏ－２（ＡＴＣＣ ＨＴＢ ３７）、Ｋ５６２（ＡＴＣＣ ＣＣＬ 
２４３）、Ｊｕｒｋａｔ（ＡＴＣＣ ＴＩＢ－１５２）、Ｐｅｒ.Ｃ６（Ｃｒｕｃｅｌｌ,
Ｌｅｉｄｅｎ,Ｔｈｅ
Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓ）、Ｈｕｖｅｃ（ＡＴＣＣ Ｈｕｍａｎ Ｐｒｉｍａｒｙ ＰＣＳ 
１００－０１０,Ｍｏｕｓｅ
ＣＲＬ ２５１４、ＣＲＬ ２５１５,ＣＲＬ ２５１６）、ＨｕＨ－７Ｄ１２（ＥＣＡＣＣ
 ０１０４２７１２）、２９３（ＡＴＣＣ
ＣＲＬ １０８５２）、Ａ５４９（ＡＴＣＣ ＣＣＬ １８５）、ＩＭＲ－９０（ＡＴＣＣ 
ＣＣＬ １８６）、ＭＣＦ－７（ＡＴＣ ＨＴＢ－２２）、Ｕ－２ ＯＳ（ＡＴＣＣ
ＨＴＢ－９６）、Ｔ８４（ＡＴＣＣ ＣＣＬ ２４８）または（分極したもしくは分極して
いない）任意の株化細胞、またはアメリカ培養細胞系統保存機関（ＡＴＣＣ,１０８０１ 
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｂｌｖｄ.Ｍａｎａｓｓａｓ,Ｖａ.２０１１０－２２０９ ＵＳＡ
）もしくはヨーロッパ培養細胞コレクション（Ｅｕｒｏｐｅａｎ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅｓ）（ＥＣＡＣＣ,Ｓａｌｉｓｂｕ
ｒｙ Ｗｉｌｔｓｈｉｒｅ ＳＰ４
０ＪＧ Ｅｎｇｌａｎｄ）などの貯蔵所から入手可能な任意の細胞株。本発明の細胞また
は細胞株を作製するために使用される宿主細胞は、懸濁液中に存在してもよい。例えば、
これらの宿主細胞は、懸濁液に適合する接着細胞であってもよい。
【００５６】
　特定の実施形態において、本明細書記載の方法は、不死化細胞の細胞株または不死化細
胞の培養などの細胞の集団における遺伝的可変性および遺伝的多様性による。特に、内因
的に、すなわちＣＦＴＲをコードする核酸を導入することなくＣＦＴＲを発現する細胞、
およびかかる細胞の作製方法を提供する。特定の実施形態において、ＣＦＴＲを発現する
単離細胞は、細胞の集団において、多くて１０細胞中１細胞、１００細胞中１細胞、１０
００細胞中１細胞、１０，０００細胞中１細胞、１００，０００細胞中１細胞、１，００
０，０００細胞中１細胞、１０，０００，０００細胞中１細胞の割合で示される。この細
胞の集団は、生物から収集された初代細胞であり得る。特定の実施形態において、この細
胞の集団は、ＣＦＴＲを発現することが知られていない。特定の実施形態において、遺伝
的可変性および遺伝的多様性を、当業者が知る天然のプロセスを用いて増加させてもよい
。遺伝的可変性および／または遺伝的多様性を創造するか増加させる任意の適切な方法を
、宿主細胞において実行してもよい。いくつかの場合において、遺伝的可変性は、ＣＦＴ
Ｒをコードする遺伝子の調節領域の修飾の結果であってもよい。その後、特定のＣＦＴＲ
を発現する細胞を、本明細書に記載のように選択することができる。
【００５７】
　他の実施形態において、遺伝的可変性を、ＵＶ光および／またはＸ線（例えば、ガンマ
－線）に細胞を曝露することによって達成してもよい。他の実施形態において、遺伝的可
変性を、ＥＭＳ（エチルメタンスルホン酸）に細胞を曝露することによって達成してもよ
い。いくつかの実施形態において、遺伝的可変性を、変異原、発癌物質、または化学薬品
に細胞を曝露することによって達成してもよい。かかる薬剤の非限定的な例として、亜硝
酸、挿入剤、およびアルキル化剤などの脱アミノ化剤が挙げられる。かかる薬剤の他の非
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限定的な例として、臭素、アジ化ナトリウム、およびベンゼンが挙げられる。具体的な実
施形態において、遺伝的可変性を、順最適、例えば、低酸素、低栄養、酸化的ストレスま
たは低窒素である増殖条件に細胞を曝露することによって達成してもよい。特定の実施形
態において、ＤＮＡ損傷をもたらすかまたはＤＮＡ重複もしくは修復（例えば、ミスマッ
チ修復）の忠実度を減少させる酵素を用いて、遺伝的可変性を増加させることができる。
特定の実施形態において、ＤＮＡ修復に関わる酵素の阻害剤を用いる。特定の実施形態に
おいて、ＤＮＡ重複に関わる酵素の忠実度を縮小させる化合物を用いる。特定の実施形態
において、ＤＮＡ損傷をもたらしかつ／またはＤＮＡ重複もしくは修復の忠実度を減少さ
せるタンパク質を、細胞に導入（共発現、注入、トランスフェクト、電気穿孔）する。
【００５８】
　特定の条件または薬剤への曝露期間は、用いる条件または薬剤に依存する。いくつかの
実施形態において、曝露の秒または分は十分である。他の実施形態において、時間、日ま
たは月の単位の期間の曝露が必要である。当業者は、どの程度の期間および条件の厳しさ
を用いることができるかを承知しているであろう。
【００５９】
　いくつかの場合において、遺伝的可変性を増加させる方法は、遺伝子のプロモーター領
域に変異または変更を起こし、ＣＦＴＲ遺伝子の転写調節、例えば、遺伝子活性化に変化
をもたらし、この遺伝子は、プロモーター領域が変更されない遺伝子よりも高発現する。
一般に、プロモーター領域は、転写開始点の上流にあり、遺伝子の転写を調節するゲノム
ＤＮＡ配列を含み、最小プロモーター領域および／またはエンハンサー領域および／また
はリプレッサー領域を含んでもよい。プロモーター領域は、約２０塩基対（ｂｐｓ）から
約１０，０００塩基対またはそれ以上の範囲であってもよい。具体的な実施形態において
、遺伝的可変性を増加させる方法は、ＣＦＴＲ遺伝子のイントロンに変異または変更を起
こし、この遺伝子の転写調節領域に変化、例えば、遺伝子活性化をもたらし、この遺伝子
は、イントロンが変更されない遺伝子よりも高発現する。特定の実施形態において、転写
されないゲノムＤＮＡを修飾する。例えば、プロモーター領域、エンハンサー領域、修飾
因子の領域、またはリプレッサー領域を、添加、除去、または修飾することができる。こ
れらの場合において、修飾された調節領域の制御下にあるＣＦＴＲ転写物の転写を、読み
出し情報として用いることができる。例えば、リプレッサーを除去する場合、増加する転
写レベルについて、リプレッサーによって抑制されるＣＦＴＲ遺伝子の転写物を調べる。
【００６０】
　特定の実施形態において、細胞または生物のゲノムを、部位特異的突然変異または相同
組換えによって突然変異させることができる。特定の実施形態において、オリゴヌクレオ
チドまたは三重鎖に媒介される組換えを使用することができる。例えば、Ｆａｒｕｑｉ
ｅｔ ａｌ.,２０００,Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ ２０：９９０－１０００およびＳｃｈｌｅｉｆｍａｎ ｅｔ ａｌ.,２０
０８,Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ４３５：１７５－９０を参照
されたい。
【００６１】
　特定の実施形態において、蛍光オリゴヌクレオチドプローブまたは分子ビーコンを用い
て、遺伝子修飾が成功した細胞、すなわち、トランス遺伝子または対象の遺伝子が発現す
る細胞を選択することができる。突然変異または相同組み換えの現象が成功した細胞を同
定するために、突然変異を起こさせるかまたは組換えられたＣＦＴＲ転写物と特異的にハ
イブリダイズする蛍光オリゴヌクレオチドを用いることができる。
【００６２】
　内因的にＣＦＴＲを発現する細胞を一度単離すると、これらの細胞を不死化することが
でき、細胞株を作製することができる。本明細書に開示されるアッセイおよびスクリーニ
ングの方法と共に、これらの細胞または細胞株を用いることができる。
【００６３】
　一実施形態において、この宿主細胞は、その後、トランスジェニック動物の作製の基礎
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として用いられる胚性幹細胞である。ＣＦＴＲ、および好ましくは、機能的な導入ＣＦＴ
Ｒを安定的に発現する胚性幹細胞を生物に直接移植するか、またはそれらの核を他の受容
細胞に移し、かつその後、これらの細胞を移植するか、またはそれらの胚性幹細胞を用い
てトランスジェニック動物を作製してもよい。
【００６４】
　当業者が理解するように、宿主細胞と共に用いるのに適する任意のベクターを用いて、
ＣＦＴＲをコードする核酸をこの宿主細胞に導入してもよい。ＣＦＴＲをコードする核酸
を宿主細胞に導入するのに使用してもよいベクターの例として、プラスミド、レトロウイ
ルスおよびレンチウイルスを含むウイルス、コスミド、人工染色体が含まれるが、これら
に限定されず、例えば、ｐＦＮ１１Ａ（ＢＩＮＤ）Ｆｌｅｘｉ（登録商標）、ｐＧＬ４．
３１、ｐＦＣ１４Ａ（ＨａｌｏＴａｇ（登録商標）７）ＣＭＶ
Ｆｌｅｘｉ（登録商標）、ｐＦＣ１４Ｋ（ＨａｌｏＴａｇ（登録商標）７）ＣＭＶ Ｆｌ
ｅｘｉ（登録商標）、ｐＦＮ２４Ａ（ＨａｌｏＴａｇ（登録商標）７）ＣＭＶｄ３ Ｆｌ
ｅｘｉ（登録商標）、ｐＦＮ２４Ｋ（ＨａｌｏＴａｇ（登録商標）７）ＣＭＶｄ３
Ｆｌｅｘｉ（登録商標）、ＨａｌｏＴａｇ（商標）ｐＨＴ２、ｐＡＣＴ、ｐＡｄＶＡｎｔ
ａｇｅ（商標）、ｐＡＬＴＥＲ（登録商標）－ＭＡＸ、ｐＢＩＮＤ、ｐＣＡＴ（登録商標
）３－Ｂａｓｉｃ、ｐＣＡＴ（登録商標）３－Ｃｏｎｔｒｏｌ、ｐＣＡＴ（登録商標）３
－Ｅｎｈａｎｃｅｒ、ｐＣＡＴ（登録商標）３－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ、ｐＣＩ、ｐＣＭＶＴ
ＮＴ（商標）、ｐＧ５ｌｕｃ、ｐＳＩ、ｐＴＡＲＧＥＴ（商標）、ｐＴＮＴ（商標）、ｐ
Ｆ１２Ａ
ＲＭ Ｆｌｅｘｉ（登録商標）、ｐＦ１２Ｋ ＲＭ Ｆｌｅｘｉ（登録商標）、ｐＲｅｇ ｎ
ｅｏ、ｐＹＥＳ２／ＧＳ、ｐＡｄ／ＣＭＶ／Ｖ５－ＤＥＳＴ Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標
）ベクター、ｐＡｄ／ＰＬ－ＤＥＳＴ（商標）Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）ベクター、Ｇ
ａｔｅｗａｙ（登録商標）ｐＤＥＳＴ（商標）２７ベクター、Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標
）ｐＥＦ－ＤＥＳＴ５１ベクター、Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）ｐｃＤＮＡ（商標）－Ｄ
ＥＳＴ４７ベクター、ｐＣＭＶ／Ｂｓｄベクター、ｐＥＦ６／Ｈｉｓ
Ａ、Ｂ、＆Ｃ、ｐｃＤＮＡ（商標）６．２－ＤＥＳＴ、ｐＬｅｎｔｉ６／ＴＲ、ｐＬＰ－
ＡｃＧＦＰ１－Ｃ、ｐＬＰＳ－ＡｃＧＦＰ１－Ｎ、ｐＬＰ－ＩＲＥＳｎｅｏ、ｐＬＰ－Ｔ
ＲＥ２、ｐＬＰ－ＲｅｖＴＲＥ、ｐＬＰ－ＬＮＣＸ、ｐＬＰ－ＣＭＶ－ＨＡ、ｐＬＰ－Ｃ
ＭＶ－Ｍｙｃ、ｐＬＰ－ＲｅｔｒｏＱ、ｐＬＰ－ＣＭＶｎｅｏ、ｐＣＭＶ－Ｓｃｒｉｐｔ
、ｐｃＤＮＡ３．１
Ｈｙｇｒｏ、ｐｃＤＮＡ３.１ｎｅｏ、ｐｃＤＮＡ３．１ｐｕｒｏ、ｐＳＶ２ｎｅｏ、ｐ
ＩＲＥＳ ｐｕｒｏ、およびｐＳＶ２
ｚｅｏを含んでもよい。いくつかの実施形態において、これらのベクターは、構成的また
は条件的プロモーターなどの発現制御配列を含む。当業者はかかる配列を選択することが
できるであろう。例えば、適切なプロモーターにはＣＭＶ、ＴＫ、ＳＶ４０、およびＥＦ
－１αが含まれるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態において、これらのプ
ロモーターは、誘導性プロモーター、温度制御されるプロモーター、組織特異的プロモー
ター、抑制可能なプロモーター、ヒートショックプロモーター、発生のプロモーター、細
胞系統別のプロモーター、真核生物のプロモーター、原核生物のプロモーターもしくは一
時的なプロモーター、または上記のうちの任意の１つ以上の、修飾されないかまたは突然
変異を起こさせた配列、ランダム化される配列、組換えられる配列の組み合わせもしくは
組換えである。他の実施形態において、ＣＦＴＲは、遺伝子活性化によって、またはＣＦ
ＴＲをコードする遺伝子がエピソームである時に発現する。ＣＦＴＲをコードする核酸を
、好ましくは構成的に発現させてもよい。
【００６５】
　いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲをコードするベクターは、選択的マーカーまた
は薬物耐性遺伝子を欠く。他の実施形態において、ベクターは、任意選択で、薬物耐性ま
たは抗生物質耐性を与えるタンパク質などの選択可能なマーカーをコードする核酸を含む
。薬物耐性マーカーの２つ以上が同じものである場合、薬物のレベルを増加させることに
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よって、同時選択を行ってもよい。適切なマーカーは当業者に周知であり、以下のもの、
ネオマイシン／Ｇ４１８、ピューロマイシン、ハイグロマイシン、ゼオシン、メトトレキ
サートおよびブラストサイジンのうちの任意の１つに耐性を与える遺伝子を含むが、これ
らに限定されない。薬物選択（または任意の他の適切な選択マーカーを用いた選択）は必
須のステップではないが、薬物選択を用いて、安定なトランスフェクト細胞についてトラ
ンスフェクト細胞集団を濃縮してもよく、ただし、トランスフェクト構築物は、薬物耐性
を与えるように設計される。ＣＦＴＲを発現する細胞の次の選択を、シグナルプローブを
用いて行う場合、トランスフェクションのすぐ後に続く選択は、単に一過的でありかつ安
定にトランスフェクトされていない可能性のあるいくつかの陽性細胞をもたらし得る。し
かし、これは、トランスフェクト細胞における一過的発現の希釈を可能にする十分な細胞
継代を行うことによって最小限にすることができる。
【００６６】
　いくつかの実施形態において、ベクターは、ＲＮＡタグ配列をコードする核酸配列を含
む。「タグ配列」は、シグナルプローブによって検出される発現ＲＮＡまたは一部のＲＮ
Ａである核酸配列をいう。シグナルプローブは、様々なＲＮＡ配列を検出してもよい。任
意のこれらのＲＮＡをタグとして使用してもよい。シグナルプローブは、タグの配列と相
補的な部分を含むプローブを設計することによって、ＲＮＡタグに対して作られてもよい
。このタグ配列は、共転写され、かつシグナルプローブが結合する標的配列を含むプラス
ミドの３’非翻訳領域であってもよい。対象の遺伝子をコードするＲＮＡがこのタグ配列
を含むか、またはこのタグ配列が５’非翻訳領域または３’非翻訳領域内に位置してもよ
い。いくつかの実施形態において、このタグは、対象の遺伝子をコードするＲＮＡと共に
存在しない。このタグ配列は、遺伝子のメッセージのタンパク質をコードする部分を有す
るフレーム内に存在するか、またはそれを有するフレーム外に存在することができ、産生
されるタンパク質にタグを付けることを望むか否かによって決まる。従って、このタグ配
列は、シグナルプローブによる検出のために翻訳される必要はない。このタグ配列は、同
じかまたは異なる複数の標的配列を含んでもよく、１つのシグナルプローブは、各標的配
列とハイブリダイズする。このタグ配列は、２次構造を有するＲＮＡをコードしてもよい
。この構造は、３本腕の接合構造であってもよい。本発明で使用され、かつシグナルプロ
ーブが調製され得るタグ配列の例として、例えば、ＨＩＳタグ、ｍｙｃタグ、赤血球凝集
素（ＨＡ）タグ、タンパク質Ｃ、ＶＳＶ－Ｇ、ＦＬＵ、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、
緑色蛍光タンパク質、ＦＬＡＧ、ＢＣＣＰ、マルトース結合タンパク質タグ、Ｎｕｓ－タ
グ、Ｓｏｆｔａｇ－１、Ｓｏｆｔａｇ－２、Ｓｔｒｅｐ－ｔａｇ、Ｓ－ｔａｇ、チオレド
キシン、ＧＳＴ、Ｖ５、ＴＡＰまたはＣＢＰが挙げられるが、これらに限定されない。本
明細書に記載されるように、当業者は、自分たち自身用のＲＮＡタグ配列を作製すること
ができる。
【００６７】
　本発明の別の態様において、本発明の細胞および細胞株は、従来法によって作製される
細胞および細胞株と比較して、安定性が増加した。安定的な発現を同定するために、細胞
または細胞株のＣＦＴＲ発現を、時間経過を追って測定し、それらの発現レベルを比較す
る。安定細胞株は、その時間経過の間中、ＣＦＴＲを発現し続けるであろう。本発明のい
くつかの態様において、この時間経過は、少なくとも１週間、２週間、３週間など、また
は少なくとも１カ月、もしくは少なくとも２か月、３ヶ月、４ヶ月、５ヶ月、６カ月、７
か月、８カ月もしくは９カ月、またはその中間の任意の時間の長さであってもよい。単離
細胞および単離細胞株を、ｑＲＴ－ＰＣＲおよび単一エンドポイントＲＴ－ＰＣＲなどに
よってさらに特徴づけ、発現しているＣＦＴＲの絶対量および相対量を決定することがで
きる。いくつかの実施形態において、時間経過を追って機能アッセイの結果を比較するこ
とにより、安定発現を測定する。機能アッセイに基づく安定性の測定は、適切に機能する
対象の遺伝子のｍＲＮＡを安定的に発現するだけでなく、適切に機能する対象の遺伝子に
よってコードされるタンパク質を安定的に産生し、正確にプロセシング（例えば、翻訳後
修飾、および細胞内の局在化）するクローンを同定する利点を提供する。
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【００６８】
　本発明の細胞および細胞株は、それらのＺ’因子によって証明されるように、高い再現
性を有するアッセイを提供するというさらに都合のよい特性を有する。Ｚｈａｎｇ
ＪＨ,Ｃｈｕｎｇ ＴＤ,Ｏｌｄｅｎｂｕｒｇ ＫＲ,“Ａ Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｔａｔｉｓｔｉ
ｃａｌ Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｆｏｒ Ｕｓｅ ｉｎ Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｖａｌ
ｉｄａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｈｉｇｈ Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ Ａｓｓａｙｓ.”Ｊ.
Ｂｉｏｍｏｌ.Ｓｃｒｅｅｎ.１９９９；４（２）：６７－７３を参照されたい。Ｚ’値は
、細胞または細胞株がモジュレーターに対して一貫して反応する程度を反映するので、細
胞または細胞株の質と関係がある。Ｚ’は、マルチウェルプレートの全域の参照化合物に
対する機能的反応のシグナル対ノイズの範囲およびシグナル変動（すなわち、ウェル間で
）を考慮する統計的計算値である。Ｚ’を、陽性対照を有するマルチウェルおよび陰性対
照を有するマルチウェルから得られるデータを用いて計算する。以下の式に従って、それ
らの平均値の差に対する、それらの標準偏差に３倍をかけ合計した値の比を１から引くこ
とで、Ｚ’因子を得る。
【００６９】
【数１】

　Ｚ’因子の理論的最大値は１．０であり、これは、可変性も無限のダイナミックレンジ
も無い理想的なアッセイを示す。本明細書で使用される「高いＺ’’」は、少なくとも０
．６、少なくとも０．７、少なくとも０．７５もしくは少なくとも０．８、または０．６
から１．０の間の任意の少数であるＺ’のＺ’因子をいう。０未満のスコアは、陽性対照
と陰性対照との間に重複があることを示すので望ましくない。当業において、簡潔な細胞
に基づくアッセイについて、最高で０．３のＺ’スコアが最低限度のスコアであると考え
られ、０．３～０．５の間のＺ’スコアは許容範囲にあると考えられ、０．５を超えるＺ
’スコアは優れたスコアであると考えられる。無細胞アッセイまたは生化学アッセイは、
より高いＺ’スコアに達してもよいが、細胞に基づく系のＺ’因子スコアは、細胞に基づ
く系が複雑なので、より低くなる傾向にある。
【００７０】
　当業者が認識するように、さらに単鎖タンパク質を発現する細胞を用いる細胞に基づく
アッセイは、歴史的に、０．５～０．６より高いＺ’に一般的には達しない。一方で、本
発明の細胞および細胞株は高いＺ’値を有し、一貫性のあるアッセイの結果を都合よくも
たらす。本発明のＣＦＴＲを発現する細胞および細胞株は、概して、少なくとも０．８２
のＺ’因子を有するので、ハイスループットスクリーニング（ＨＴＳ）適合アッセイの基
盤を提供した。本発明のいくつかの態様において、これらの細胞および細胞株は、少なく
とも０．３、少なくとも０．４、少なくとも０．５、少なくとも０．６、少なくとも０．
７、または少なくとも０．８のＺ’をもたらす。本発明の他の態様において、複数継代、
例えば、５～２０の間の任意の整数を含む５～２０継代の間の複数継代期間で維持される
本発明の細胞および細胞株は、少なくとも０．７、少なくとも０．７５または少なくとも
０．８のＺ’をもたらす。本発明のいくつかの態様において、１、２、３、４もしくは５
週間、または２、３、４、５、６、７、８もしくは９カ月間、それらの間の任意の期間を
含む期間で維持されるこれらの細胞および細胞株は、少なくとも０．７、少なくとも０．
７５または少なくとも０．８のＺ’をもたらす。
【００７１】
　また、本発明によると、天然に存在する野生型ＣＦＴＲまたは変異体ＣＦＴＲの型を発
現する細胞および細胞株を、塩素イオンコンダクタンスについて特徴づけることができる
。いくつかの実施形態において、本発明の細胞および細胞株は「生理的に関連する」活性
を有するＣＦＴＲを発現する。本明細書で使用される生理的関連性とは、ＣＦＴＲを発現
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する細胞または細胞株の特性をいい、それによってこのＣＦＴＲは、天然に存在するのと
同じ型のＣＦＴＲとして塩素イオンを透過し、天然に存在するのと同じ型のＣＦＴＲが、
同じモジュレーターによって修飾されるのと同じ方法でモジュレーターに反応する。本発
明のＣＦＴＲを発現する細胞および細胞株は、好ましくは、ＣＦＴＲによって透過される
イオンとして塩素イオンもしくはヨウ素イオンを用いる膜電位アッセイまたはＹＦＰハロ
ゲン化物クエンチングアッセイ、電気生理学アッセイ（例えば、パッチクランプもしくは
ＵＳＳｉｎｇ）、またはフォルスコリンを用いた活性化などの適切なアッセイにおいて、
天然ＣＦＴＲを正常に発現する細胞に匹敵する機能を示す。かかる比較を用いて、細胞ま
たは細胞株の生理的関連性を調べる。
【００７２】
　いくつかの実施形態において、本発明の細胞および細胞株は、ＣＦＴＲのモジュレータ
ーに対する感受性を増加した。本発明の細胞および細胞株はモジュレーターに反応し、Ｃ
ＦＴＲの生理的範囲のＥＣ５０またはＩＣ５０の値で塩素イオンを透過する。本明細書で
使用されるＥＣ５０は、細胞または細胞株における最大の活性化反応の半分を誘導するの
に必要とされる化合物または物質の濃度をいう。本明細書で使用されるＩＣ５０は、細胞
または細胞株における最大の阻害反応の半分を誘導するのに必要とされる化合物または物
質の濃度をいう。ＥＣ５０またはＩＣ５０の値は、当技術分野において周知の技術、例え
ば、化合物または物質の濃度と、ＣＦＴＲ発現細胞株の反応との関連を示す用量反応曲線
を用いて決定してもよい。例えば、本発明の細胞株におけるフォルスコリンのＥＣ５０は
約２５０ｎＭであり、Ｇａｌｉｅｔｔａ
ｅｔ ａｌ.,Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ.２８１（５）:Ｃ１７３
４－１７４２（２００１）に開示され、ＣＦＴＲを安定的に発現するフィッシャーラット
甲状腺発現株におけるフォルスコリンのＥＣ５０は、２５０ｎＭ～５００ｎＭの間の値で
ある。
【００７３】
　ＣＦＴＲの生理的に関連する機能から生じる、ＣＦＴＲを発現する本発明の細胞および
細胞株のさらに都合のよい特性は、１次スクリーニングで同定されたモジュレーターが、
２次の機能アッセイ、例えば、膜電位アッセイ、電気生理学アッセイ、ＹＦＰハロゲン化
物クエンチングアッセイ、放射線ヨウ素流動アッセイ、ウサギ腸係蹄体液分泌測定アッセ
イ、動物の糞中排泄物の試験および測定アッセイ、またはＵｓｓｉｎｇチャンバーアッセ
イにおいて機能的であることである。当業者が認識するように、１次スクリーニングアッ
セイで同定された化合物は、典型的には、コンビナトリアルケミストリー、医薬品化学ま
たは合成化学などによって修飾され、それらの誘導体もしくは類似体は、２次の機能アッ
セイにおいて機能的でなければならない。しかし、本ＣＦＴＲ細胞および細胞株の高い生
理的関連性により、それらを用いて同定される多くの化合物は、粗い調整を行うことなく
機能的である。
【００７４】
　いくつかの実施形態において、安定性、生理的関連性、アッセイにおける再現性（Ｚ’
）、または生理的ＥＣ５０もしくはＩＣ５０の値などの本発明の細胞および細胞株の特性
は、特定の培養条件下で達成できる。いくつかの実施形態において、これらの培養条件は
標準化され、例えば自動化によって変化することなく厳密に維持される。培養条件は、細
胞または細胞株が増殖する任意の適切な条件を含んでもよく、当技術分野で知られる条件
を含んでもよい。様々な培養条件は、任意の苦み受容体、またはそれらの変異体もしくは
対立遺伝子多型について都合のよい生物学的特性をもたらしてもよい。
【００７５】
　他の実施形態において、安定性、生理的関連性、アッセイにおける再現性（Ｚ’）、ま
たは生理的ＥＣ５０もしくはＩＣ５０の値などの所望の特性を有する本発明の細胞および
細胞株を、１か月以内に得ることができる。例えば、これらの細胞または細胞株を、２、
３、４、５、もしくは６日間以内に、または１、２、３もしくは４週間以内に、またはそ
れらの間の任意の長さの時間で得てもよい。
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【００７６】
　本発明の一態様は、細胞および細胞株の収集物またはそれらのパネルを提供し、各々は
異なるＣＦＴＲの型（例えば、野生型、対立遺伝子多型、変異体、断片、スプライスバリ
アントなど）を発現する。この収集物は、例えば、ＣＦＴＲ、ＣＦＴＲΔＦ５０８および
様々な他の既知の変異体ＣＦＴＲを発現する細胞または細胞株を含んでもよい。いくつか
の実施形態において、これらの収集物またはパネルは、他のイオンチャネルタンパク質を
発現する細胞を含む。これらの収集物またはパネルは、対照タンパク質を発現する細胞を
さらに含んでもよい。化合物スクリーニングまたはプロファイリングのために、本発明の
収集物またはパネルを用いて、例えば、いくつかもしくは全てにおいて活性のあるモジュ
レーターを同定することができる。
【００７７】
　細胞もしくは細胞株の収集物またはパネルが、例えば、薬物スクリーニングのために作
製される時、この収集物またはパネル中の細胞または細胞株は、同じ宿主細胞に由来し、
１つ以上の選択的な生理的特性に関して、それらの細胞を、（同じ宿主細胞を実質的に含
む）同じ宿主細胞であるようにさらに調和させてもよい。この文脈の「同じ生理的特性」
とは、この細胞の収集物またはパネルが、薬物スクリーニングアッセイにおいて信頼性の
ある結果をもたらすことができるように、選択される生理的特性が、この収集物またはパ
ネルのメンバーのうちで十分に似ていることを意味し、例えば、薬物スクリーニングアッ
セイの読み出し情報の変化は、例えば、細胞の固有の変化というよりむしろ、ＣＦＴＲの
異なる型を発現する細胞における試験化合物の異なる生物活性によるものであろう。例え
ば、これらの細胞または細胞株を、同じ増殖速度、すなわち、細胞の収集物またはパネル
のメンバーのうちで、違いがわずか１、２、３、４、または５時間である増殖速度を有す
るように調和させてもよい。これを、例えば、細胞の増殖速度によって、５、６、７、８
、９、または１０グループに分類し、かつ同じ分類グループの細胞を用いてパネルを作る
ことによって達成してもよい。細胞の増殖速度を決定する方法は、当技術分野において周
知である。パネルの細胞または細胞株を、同じＺ’因子（例えば、０．１を上回って異な
らないＺ’因子）、同じＣＦＴＲ発現レベル（例えば、５％、１０％、１５％、２０％、
２５％、または３０％を上回って異ならないＣＦＴＲ発現レベル）、組織培養表面に対す
る同じ接着性などを有するように調和させることもできる。調和させる細胞および細胞株
を同一の条件下で増殖させ、例えば、自動化並行処理により調和させ、選択される生理的
特性を維持することができる。
【００７８】
　本発明の調和させた細胞パネルを用いて、例えば、ＣＦＴＲの既定の活性（例えば、ア
ゴニストまたはアンタゴニスト）を有するモジュレーターを同定すること；ＣＦＴＲの異
なる型にわたって化合物活性をプロファイルすること；ＣＦＴＲのまさに１つの型に対し
て活性のあるモジュレーターを同定すること；ＣＦＴＲのまさに一部に対して活性のある
モジュレーターを同定することができる。本発明の調和させた細胞パネルは、ハイスルー
プットスクリーニングを可能にする。完遂するのに数カ月かかっていたスクリーニングは
、今や数週間以内に完遂することができる。
【００７９】
　本発明の細胞および細胞株を作製するために、例えば、米国特許第６，６９２，９６５
号および国際特許公開ＷＯ／２００５／０７９４６２に記載の技術を用いることができる
。これらの文献の両方は、全ての目的のために、参照によりその全体が本明細書に組込ま
れる。この技術は、任意の所望のクローン数（数百～数千のクローン）が選択され得るよ
うな数百万細胞のリアルタイム評価を提供する。ハイスループットスクリーニングに適合
する細胞選別技術を含む、（例えば、ＦＡＣＳの機械を用いる）フローサイトメトリー細
胞選別、（例えば、ＭＡＣＳの機械を用いる）磁気細胞分離、または他の蛍光プレートリ
ーダーなどの細胞選別技術を用いて、高い統計的信頼性で、１ウェルあたり１細胞を（９
６ウェル培養プレートなどの）培養容器の中に自動的に入れてもよい。この技術のスピー
ド及び自動化により、多重遺伝子細胞株（ｍｕｌｔｉｇｅｎｅ



(109) JP 2012-516686 A 2012.7.26

10

20

30

40

50

ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ）を容易に単離することが可能である。
【００８０】
　いくつかの実施形態において、本発明は、少なくとも３、５、１０、２５、５０、１０
０、２５０、５００、７５０、または１０００細胞または細胞株を含む細胞株のパネルで
あって、各々は表１または表２に記載のＣＦＴＲ変異体から選択される異なるＣＦＴＲ変
異体を発現する。特定の実施形態において、かかるパネルは、少なくとも３、５、１０、
２５、５０、または７５細胞または細胞株を含み、各々は表２に記載のＣＦＴＲ変異体か
ら選択される異なるＣＦＴＲ変異体を発現する。例えば、このパネルは、ＣＦＴＲ－ΔＦ
５０８を発現する細胞株を含んでもよい。特定の実施形態において、このパネルは、少な
くとも３、５、１０、２５、５０、または１００細胞または細胞株を含み、各々は異なる
ＣＦＴＲ変異体を発現し、各ＣＦＴＲ変異体はミスセンス、ナンセンス、フレームシフト
またはＲＮＡスプライシング変異である。特定の実施形態において、かかるパネルは、少
なくとも３、５、１０、２５、５０、または１００細胞または細胞株を含み、各々は異な
るＣＦＴＲ変異体を発現し、各ＣＦＴＲ変異体は嚢胞性線維症と関連する。特定の実施形
態において、かかるパネルは、少なくとも３、５、１０、２５、５０、または１００細胞
または細胞株を含み、各々は異なるＣＦＴＲ変異体を発現し、各ＣＦＴＲ変異体は先天性
両側精管欠損と関連する。かかるパネルは、ＣＦＴＲタンパク質の様々なアイソフォーム
に対して有効性のある小分子の並行ハイスループットスクリーニングおよび交差比較特性
化のために使用することができる。特定の実施形態において、かかるパネルは、ＣＦＴＲ
もしくはＣＦＴＲ変異体以外の対象のタンパク質を発現するように遺伝子工学処理または
選択される１つ以上の細胞もしくは細胞株も含む。
【００８１】
　この技術を用いて、ＣＦＴＲのＲＮＡ配列を、分子ビーコンまたは蛍光プローブとも称
されるシグナルプローブを用いて検出してもよい。例えば、米国特許第６，６９２，９６
５号に記載の分子ビーコンは、典型的には、特定の核酸配列の存在を認識し、かつ報告す
る核酸プローブである。これらのプローブは、標的配列と相補的な中央に長く伸びたヌク
レオチド、および短く互いに相補的な配列を含む終端を有するヘアピン型配列であっても
よい。一方の終端はフルオロフォアと、もう一方はクエンチング部分と共有結合している
。末端同士がハイブリダイズしているネイティブな状態にある時、フルオロフォアおよび
クエンチング剤近傍には、蛍光は発生しない。このビーコンは、その標的核酸とハイブリ
ダイズした時に、自発的に蛍光を発生する構造変化を行う。いくつかの実施形態において
、この分子ビーコン（または蛍光プローブ）は、上記の標的タグ配列を認識する。別の実
施形態において、この分子ビーコン（または蛍光プローブ）は、ＣＦＴＲ自体の中の配列
を認識する。シグナルプローブは、タグまたはＣＦＴＲのＲＮＡ配列と相補的な部分を含
むようにプローブを設計することによって、ＲＮＡタグまたはＣＦＴＲ配列に対してそれ
ぞれ作られてもよい。
【００８２】
　ＣＦＴＲをコードする配列を含む核酸、またはＣＦＴＲの配列およびタグ配列、ならび
に任意選択で、選択マーカーをコードする核酸を、周知の方法によって、選択される宿主
細胞に導入してもよい。これらの方法には、トランスフェクション、ウイルス送達、タン
パク質もしくはペプチドにより媒介される挿入、共沈法、脂質に基づく送達試薬（リポフ
ェクション）、サイトフェクション（ｃｙｔｏｆｅｃｔｉｏｎ）、リポポリアミン送達、
デンドリマー送達試薬、電気穿孔法または機械的送達が含まれるが、これらに限定されな
い。トランスフェクション試薬の例として、ＧＥＮＥＰＯＲＴＥＲ、ＧＥＮＥＰＯＲＴＥ
Ｒ２、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）２０
００、ＦＵＧＥＮＥ（登録商標）６、ＦＵＧＥＮＥ（登録商標）ＨＤ、ＴＦＸ（商標）－
１０、ＴＦＸ（商標）－２０、ＴＦＸ（商標）－５０、ＯＬＩＧＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ、
ＴＲＡＮＳＦＡＳＴ、ＴＲＡＮＳＦＥＣＴＡＭ、ＧＥＮＥＳＨＵＴＴＬＥ、ＴＲＯＪＥＮ
Ｅ、ＧＥＮＥＳＩＬＥＮＣＥＲ、Ｘ－ＴＲＥＭＥＧＥＮＥ、ＰＥＲＦＥＣＴＩＮ、ＣＹＴ
ＯＦＥＣＴＩＮ、ＳＩＰＯＲＴ、ＵＮＩＦＥＣＴＯＲ、ＳＩＦＥＣＴＯＲ、ＴＲＡＮＳＩ
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Ｔ－ＬＴ１、ＴＲＡＮＳＩＴ－ＬＴ２、ＴＲＡＮＳＩＴ－ＥＸＰＲＥＳＳ、ＩＦＥＣＴ、
ＲＮＡＩ
ＳＨＵＴＴＬＥ、ＭＥＴＡＦＥＣＴＥＮＥ、ＬＹＯＶＥＣ、ＬＩＰＯＴＡＸＩ、ＧＥＮＥ
ＥＲＡＳＥＲ、ＧＥＮＥＪＵＩＣＥ、ＣＹＴＯＰＵＲＥ、ＪＥＴＳＩ、ＪＥＴＰＥＩ、Ｍ
ＥＧＡＦＥＣＴＩＮ、ＰＯＬＹＦＥＣＴ、ＴＲＡＮＳＭＥＳＳＡＮＧＥＲ、ＲＮＡｉＦＥ
ＣＴ、ＳＵＰＥＲＦＥＣＴ、ＥＦＦＥＣＴＥＮＥ、ＴＦ－ＰＥＩ－ＫＩＴ、ＣＬＯＮＦＥ
ＣＴＩＮ、およびＭＥＴＡＦＥＣＴＩＮＥが挙げられる。
【００８３】
　ＣＦＴＲコード配列またはＣＦＴＲ活性化配列の宿主細胞への導入および任意選択であ
る次の薬物選択の後に、分子ビーコン（例えば、蛍光プローブ）をこの宿主細胞に導入し
、細胞選別を用いてそれらのシグナルに対して陽性の細胞を単離する。必要に応じて、選
別を複数ラウンド行ってもよい。一実施形態において、フローサイトメトリー細胞選別装
置は、ＦＡＣＳの機械である。ＭＡＣＳ（磁気細胞選別装置）またはレーザーが使用可能
な解析および処理を用いる陰性細胞のレーザー切断も使用することができる。ハイスルー
プットスクリーニングに適合する蛍光プレートリーダーを含む他の蛍光プレートリーダー
も使用することができる。この方法に従って、ＣＦＴＲを発現する細胞を検出および収集
をする。このＣＦＴＲ配列は、この細胞のゲノムの異なる位置に組込まれてもよい。ＣＦ
ＴＲをコードする導入遺伝子の発現レベルは、組込み部位に基づいて変化し得る。当業者
は、任意の所望の発現レベルについて選別を行うことができると認識するであろう。さら
に、安定細胞株を取得してもよく、ここで、ＣＦＴＲをコードする１つ以上の導入遺伝子
はエピソームであるかまたは遺伝子活性化に起因する。
【００８４】
　本発明に有用なシグナルプローブは当技術分野で知られており、一般的に、標的配列と
相補的な配列を含むオリゴヌクレオチドであり、プローブがこの標的配列に結合しない時
にはシグナルは発せず、プローブが標的配列と結合する時にシグナルを発するように、シ
グナル発生システムを配置する。非限定的な説明として、このシグナルプローブは、この
プローブの中に位置付けられるフルオロフォアおよびクエンチング剤を含んでもよく、そ
の結果、このクエンチング剤およびフルオロフォアは非結合プローブの中にまとまる。こ
のプローブと標的配列とが結合する際に、クエンチング剤とフルオロフォアは分離し、シ
グナルが発する。国際特許公開ＷＯ／２００５／０７９４６２は、例えば、本発明の細胞
および細胞株の作製に用いられ得るいくつかのシグナルプローブについて記載している。
【００８５】
　シグナルプローブをコードする核酸は、トランスフェクション、共沈法、脂質に基づく
送達試薬（リポフェクション）、サイトフェクション、リポポリアミン送達、デンドリマ
ー送達試薬、電気穿孔法または機械的送達を含むが、これらに限定されない当業者に周知
であろう任意の多くの手段により、選択される宿主細胞に導入されてもよい。トランスフ
ェクション試薬の例として、ＧＥＮＥＰＯＲＴＥＲ、ＧＥＮＥＰＯＲＴＥＲ２、ＬＩＰＯ
ＦＥＣＴＡＭＩＮＥ、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ
２０００、ＦＵＧＥＮＥ ６、ＦＵＧＥＮＥ ＨＤ、ＴＦＸ－１０、ＴＦＸ－２０、ＴＦＸ
－５０、ＯＬＩＧＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ、ＴＲＡＮＳＦＡＳＴ、ＴＲＡＮＳＦＥＣＴＡＭ
、ＧＥＮＥＳＨＵＴＴＬＥ、ＴＲＯＪＥＮＥ、ＧＥＮＥＳＩＬＥＮＣＥＲ、Ｘ－ＴＲＥＭ
ＥＧＥＮＥ、ＰＥＲＦＥＣＴＩＮ、ＣＹＴＯＦＥＣＴＩＮ、ＳＩＰＯＲＴ、ＵＮＩＦＥＣ
ＴＯＲ、ＳＩＦＥＣＴＯＲ、ＴＲＡＮＳＩＴ－ＬＴ１、ＴＲＡＮＳＩＴ－ＬＴ２、ＴＲＡ
ＮＳＩＴ－ＥＸＰＲＥＳＳ、ＩＦＥＣＴ、ＲＮＡＩ
ＳＨＵＴＴＬＥ、ＭＥＴＡＦＥＣＴＥＮＥ、ＬＹＯＶＥＣ、ＬＩＰＯＴＡＸＩ、ＧＥＮＥ
ＥＲＡＳＥＲ、ＧＥＮＥＪＵＩＣＥ、ＣＹＴＯＰＵＲＥ、ＪＥＴＳＩ、ＪＥＴＰＥＩ、Ｍ
ＥＧＡＦＥＣＴＩＮ、ＰＯＬＹＦＥＣＴ、ＴＲＡＮＳＭＥＳＳＡＮＧＥＲ、ＲＮＡｉＦＥ
ＣＴ、ＳＵＰＥＲＦＥＣＴ、ＥＦＦＥＣＴＥＮＥ、ＴＦ－ＰＥＩ－ＫＩＴ、ＣＬＯＮＦＥ
ＣＴＩＮ、およびＭＥＴＡＦＥＣＴＩＮＥが挙げられる。
【００８６】
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　一実施形態において、このシグナルプローブを、ＣＦＴＲをコードするＲＮＡの部分か
またはそれらの５’もしくは３’非翻訳領域の部分のいずれか一方と相補的であるように
設計する。対象のメッセンジャーＲＮＡを認識するように設計されるシグナルプローブが
、内因的に存在する標的配列を疑似的に検出することができるとしても、ある割合の対象
の配列と比較してある割合のシグナルプローブがトランスフェクト細胞により産生される
、その結果、この選別装置が２つの細胞型を区別することができる。
【００８７】
　ＣＦＴＲの発現レベルは、細胞間でまたは細胞株間で異なってもよい。細胞または細胞
株中の発現レベルは、ＤＮＡメチル化および遺伝子発現抑制および導入遺伝子のコピーの
喪失などのエピジェネティックな現象により、時間とともに減少してもよい。これらの変
化は、様々な要因、例えば、細胞が取り込む導入遺伝子のコピー数、導入遺伝子のゲノム
の組込み部位、ゲノム組込み後の導入遺伝子の完全性に起因し得る。発現レベルを調べる
ために、ＦＡＣＳまたは他の細胞選別法（すなわち、ＭＡＣＳ）を使用してもよい。シグ
ナルプローブを導入する追加のラウンドを使用して、例えば、これらの細胞が本来単離さ
れた任意の１つ以上のＲＮＡについて、これらの細胞が長期にわたって陽性のままでいる
かどうか、かつどの程度陽性のままでいるかどうかを調べてもよい。
【００８８】
　本発明の別の実施形態において、接着細胞を、細胞選別および単一細胞の単離の前後に
懸濁液に適合させることができる。他の実施形態において、単離細胞を個々に増殖させる
か、または貯蔵し、細胞の集団を生じさせてもよい。個々のまたは多数の細胞株を別々に
増殖させるか、または貯蔵してもよい。細胞株のプールが所望の活性を生み出している場
合、または所望の特性を有する場合、この効果を有する細胞株もしくは細胞株のセットを
同定するまで、さらに分画することができる。細胞または細胞株の貯蔵は、各々別々に維
持することを必要とせず、多数の細胞株を維持することを容易にし得る。したがって、細
胞または細胞株のプールを、陽性細胞について濃縮してもよい。濃縮プールは、所望の特
性または活性について、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少な
くとも８０％、少なくとも９０％もしくは少なくとも１００％陽性であり得る。
【００８９】
　さらなる態様において、本発明は、本発明の細胞および細胞株の作製法を提供する。一
実施形態において、本方法は、
　ａ）ＣＦＴＲをコードするｍＲＮＡを発現する多数の細胞を提供するステップと；
　ｂ）細胞を個々の培養容器に１つ１つ分散させ、それによって多数の別々の細胞培養を
提供するステップと；
　ｃ）培養条件が別々の細胞培養物の各々と実質的に同一であり、その培養中、別々の各
細胞培養物中の細胞数を正規化し、別々の培養物を同じスケジュールで継代することを特
徴とする自動化細胞培養法を用いて一連の所望の培養条件下で細胞を培養するステップと
；
　ｄ）ＣＦＴＲの少なくとも１つ所望の特徴について別々の培養細胞物を少なくとも２回
アッセイするステップと；
　ｅ）両方のアッセイにおいて所望の特徴を有する別々の細胞培養物を同定するステップ
と
を含む。
【００９０】
　本方法に従って、これらの細胞を所望の一連の培養条件下で培養する。これらの条件は
、任意の所望の条件であり得る。当業者は、どのパラメーターが一連の培養条件の中に含
まれるかを理解するであろう。例えば、培養条件には、当業者に周知であろう以下の条件
が含まれるが、これらに限定されない：培地（基本の培地（ＤＭＥＭ、ＭＥＭ、ＲＰＭＩ
、血清を含まない培地、血清を含む培地、十分に化学的に定義された培地、動物由来の成
分を含まない培地）、一価および二価のイオン（ナトリウム、カリウム、カルシウム、マ
グネシウム）の濃度、添加する追加の成分（アミノ酸、抗生物質、グルタミン、グルコー
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スまたは他の炭素源、ＨＥＰＥＳ、チャネル遮断薬、他の標的のモジュレーター、ビタミ
ン、微量元素、重金属、補助因子、増殖因子、抗アポトーシス薬）、新鮮な培地またはＨ
ＥＰＥＳ、ｐＨ、特定の栄養素を枯渇させるか（アミノ酸、炭素源を）制限する条件培地
）、細胞が分裂／継代前に到達することができる集密度のレベル、細胞の支持細胞層、ま
たはガンマ線照射細胞、ＣＯ２、３種類のガス系（酸素、窒素、二酸化炭素）、湿度、温
度、静置培養または振盪機上での培養など。
【００９１】
　細胞培養条件は、便利さについてまたは細胞の特定の所望の使用について選択してもよ
い。都合よく、本発明は、好ましくは、特定の所望の使用に適する細胞および細胞株を提
供する。すなわち、特定の所望の使用のための条件下で細胞を培養する本発明の実施形態
において、所望の使用のための条件下で所望の特徴を有する細胞を選択する。
【００９２】
　例証として、細胞が接着することが望まれるプレート中でのアッセイに細胞を用いる場
合、このアッセイの条件下で接着性を示す細胞を選択してもよい。同様に、細胞をタンパ
ク質産生のために使用する場合、タンパク質産生に適する条件下で細胞を培養し、この用
途に都合のよい特性について細胞を選択してよい。
【００９３】
　いくつかの実施形態において、本方法は、別々の細胞培養の増殖速度を測定する追加の
ステップを含む。増殖速度を、当業者に周知であろう任意の様々な技術手段を用いて測定
してもよい。かかる技術には、ＡＴＰ、細胞集密度、光散乱、光学濃度（例えば、ＤＮＡ
についてはＯＤ２６０）を測定することが含まれるが、これらに限定されない。好ましく
は、これらの培養物が選択される培養条件以外で費やす時間を最小限する手段を用いて、
増殖速度を決定する。
【００９４】
　いくつかの実施形態において、細胞集密度を測定し、増殖速度を集密度の値から計算す
る。いくつかの実施形態において、正確度を高めるために、細胞を分散させ、凝集塊を除
去した後、細胞集密度を測定する。細胞を単分散させる手段は周知であり、例えば、測定
する培養物への分散剤の添加により達成することができる。分散剤は周知であり、容易に
入手でき、トリプシンなどの酵素的分散剤、およびＥＤＴＡに基づく分散剤などを含むが
、これらに限定されない。ＨＡＭＩＬＴＯＮ
ＶＥＣＴＯＲなどのこの目的のための市販のソフトウェアを用いて、集密度の日付から増
殖速度を計算することができる。顕微鏡を用いた自動化プレートリーダーを用いるなどの
自動化集密度測定が特に有用である。集密度を測定するプレートリーダーは商業的に入手
可能であり、ＣＬＯＮＥ
ＳＥＬＥＣＴ ＩＭＡＧＥＲ（Ｇｅｎｅｔｉｘ）を含むがそれに限定されない。典型的に
は、増殖速度を計算する前に、細胞集密度を少なくとも２回測定する。増殖速度を決定す
るために使用する集密度の数値は、培養に都合のよいまたは適する任意の数値であり得る
。例えば、集密度を、例えば、１週間、２週間、３週間にわたって、または望ましい任意
の長さの時間および任意の頻度で複数回測定することができる。
【００９５】
　増殖速度が分かっている時、本方法に従って、多数の別々の細胞培養を、増殖速度の類
似度によりグループ分けする。培養物を増殖速度ごとにグループ分けすることにより、培
養物を操作して一緒のグループにし、それによって、培養物間の変動を低減する別の標準
化レベルを提供することができる。例えば、同じグループの培養物を同時に継代し、同時
に所望の試薬で処理することなどが可能である。さらに、機能アッセイの結果は、典型的
には、アッセイウェル中の細胞密度に依存する。個々のクローンの真の比較は、同じ密度
でクローンをプレーティングし、アッセイすることによってのみ達成される。特定の増殖
速度のコホートに分類することで、クローンを特定の密度でプレーティングすることが可
能であり、ハイスループット形式でクローンを機能的に特徴づけることができる。
【００９６】
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　各グループの増殖速度の範囲は、任意の都合のよい範囲であり得る。細胞を同時に継代
し、細胞数の頻繁な再正規化を回避することができる増殖速度の範囲を選択することは特
に都合がよい。増殖速度群は、密接なグループ分けに関して非常に狭い範囲、例えば、互
いに１時間以内の平均倍加時間を含み得る。しかし本方法によると、この範囲は、互いに
最高で２時間、最高で３時間、最高で４時間、最高で５時間もしくは最高で１０時間また
はさらに広範囲であり得る。グループの増殖速度が同じではなく、その結果、いくつかの
培養物中の細胞数が他よりも速く増加する時、再正規化の必要性が生じる。グループ内の
全ての培養物に対して実質的に同一の条件を維持するために、定期的に細胞を除去し、グ
ループ全体の中の数を再正規化することが必要である。増殖速度が異なれば異なるほど、
より頻繁に再正規化が必要となる。
【００９７】
　ステップｄ）において、細胞および細胞株は、以下を含むがこれらに限定されない任意
の生理的特性について試験され、選択されてもよい：ゲノムによりコードされる細胞プロ
セスの変化；ゲノムにより調節される細胞プロセスの変化；染色体活性のパターンの変化
；染色体サイレンシングのパターンの変化；遺伝子サイレンシングのパターンの変化；遺
伝子活性化のパターンもしくは効率の変化；遺伝子発現のパターンもしくは効率の変化；
ＲＮＡ発現のパターンもしくは効率の変化；ＲＮＡｉ発現のパターンもしくは効率の変化
；ＲＮＡプロセシングのパターンもしくは効率の変化；ＲＮＡ輸送のパターンもしくは効
率の変化；タンパク質翻訳のパターンもしくは効率の変化；タンパク質の折り畳みのパタ
ーンもしくは効率の変化；タンパク質構築のパターンもしくは効率の変化；タンパク質修
飾のパターンもしくは効率の変化；タンパク質輸送のパターンもしくは効率の変化；細胞
表面への膜タンパク質の輸送のパターンもしくは効率の変化；増殖速度の変化；細胞のサ
イズの変化；細胞形状の変化；細胞形態の変化；ＲＮＡ含有率の変化；タンパク質含有率
の変化；水分含有率の変化；脂質含有率の変化；リボソーム含有量の変化；ミトコンドリ
ア含有量の変化；ＥＲ質量の変化；細胞膜表面積の変化；細胞容積の変化；細胞膜の脂質
組成の変化；核膜の脂質組成の変化；細胞膜のタンパク質組成の変化；タンパク質の変化
；核膜の組成の変化；分泌小胞の数の変化；リソソームの数の変化；液胞の数の変化；以
下についての細胞の能力もしくは潜在力の変化：タンパク質産生、タンパク質分泌、タン
パク質の折り畳み、タンパク質構築、タンパク質修飾、タンパク質の酵素修飾、タンパク
質のグリコシル化、タンパク質のリン酸化、タンパク質の脱リン酸化、代謝産物の生合成
、脂質生合成、ＤＮＡ合成、ＲＮＡ合成、タンパク質合成、栄養の吸収、細胞増殖、有糸
分裂、減数分裂、細胞分裂、脱分化すること、幹細胞にトランスフォームすること、多能
性細胞にトランスフォームすること、全能性細胞にトランスフォームすること、任意の臓
器（すなわち、肝臓、肺、皮膚、筋肉、膵臓、脳、精巣、卵巣、血液、免疫系、神経系、
骨、心臓血管系、中枢神経系、胃腸管、胃、甲状腺、舌、胆嚢、腎臓、鼻、目、爪、髪、
味蕾）の幹細胞型にトランスフォームすること、分化した任意の細胞型（すなわち、核酸
配列の導入に使用することができ、すでに記載した動物もしくはヒト細胞型のいずれかも
含む、筋肉、心筋、ニューロン、皮膚、膵臓、血液、免疫、赤血球、白血球、キラーＴ細
胞、腸管内分泌細胞、味覚、分泌細胞、腎臓、上皮細胞、内皮細胞）にトランスフォーム
すること、ＤＮＡを取り込むこと、小分子を取り込むこと、蛍光プローブを取り込むこと
、ＲＮＡを取り込むこと、固体表面に接着すること、血清を含まない条件に適合すること
、血清を含まない懸濁条件に適合すること、細胞培養のスケールアップに適合すること、
大規模細胞培養のための使用、創薬における使用、ハイスループットスクリーニングにお
ける使用、機能的な細胞に基づくアッセイにおける使用、膜電位アッセイにおける使用、
レポーター細胞に基づくアッセイにおける使用、ＥＬＩＳＡ研究における使用、インビト
ロアッセイにおける使用、インビボへの適用における使用、二次試験における使用、化合
物試験における使用、結合アッセイにおける使用、パニングアッセイにおける使用、抗体
パニングアッセイにおける使用、画像解析における使用、顕微鏡画像解析における使用、
マルチウェルプレートにおける使用、自動化細胞培養との適合、小型自動化細胞培養との
適合、大規模自動化細胞培養との適合、マルチウェルプレート（６、１２、２４、４８、
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９６、３８４、１５３６以上の密度）中での細胞培養との適合、細胞チップにおける使用
、スライド上での使用、ガラススライド上での使用、スライドもしくはガラススライド上
でのマイクロアレイ用、免疫蛍光研究用、タンパク質精製における使用、および生物製剤
生産における使用。当業者は、上記の特性のいずれかに適した試験を容易に認識するであ
ろう。
【００９８】
　本発明の細胞および細胞株ならびに／または本発明の調和されたパネルを特徴づけるた
めに使用され得る試験には、アミノ酸解析、ＤＮＡ配列決定、タンパク質配列決定、ＮＭ
Ｒ、タンパク質輸送に関する試験、核原形質輸送に関する試験、タンパク質の細胞内局在
に関する試験、核酸の細胞内局在に関する試験、顕微鏡解析、超顕微鏡解析、蛍光顕微鏡
法、電子顕微鏡法、共焦点顕微鏡法、レーザーアブレーション技術、細胞計数および透析
が含まれるが、これらに限定されない。当業者は、上記の試験のいずれかの使用法を理解
するであろう。
【００９９】
　本方法によると、増殖速度を測定するステップに先立って、細胞または細胞株が個々の
培養物中で分散している限り、細胞を任意の細胞培養形式で培養してもよい。例えば、便
宜上、細胞を所望の条件下で培養のために最初に貯蔵し、その後、１つのウェルまたは容
器につき１細胞の割合で個々の細胞を分離してもよい。細胞を、任意の都合のよいウェル
数を有するマルチウェル組織培養プレート中で培養してもよい。かかるプレートは商業的
に容易に入手可能であり、当業者に周知であろう。いくつかの場合において、細胞をバイ
アルまたは任意の他の都合のよい形式で培養することが好ましい可能性があり、様々な形
式が当業者に知られており、商業的に容易に入手可能である。
【０１００】
　増殖速度を測定するステップを含む実施形態において、増殖速度の測定に先立ち、これ
らの細胞を細胞にとって十分な長さの期間培養し、培養条件に順化させる。当業者が認め
るであろう時間の長さは、細胞型、選択する条件、培養形式などのいくつかの要因により
変化し、１日から数日、１週間以上の任意の長さの時間であってもよい。
【０１０１】
　好ましくは、多数の別々の細胞培養物中のそれぞれ個々の培養物を、標準的な維持スケ
ジュールを含む以下で論じる実質的に同一の条件下で維持する。本方法の別の都合のよい
特徴は、多数の個々の培養物を同時に維持することができ、その結果、非常に稀である場
合でも、所望の一組の形質を有する細胞を同定することが可能である。これらのおよび他
の理由で、本発明によると、多数の別々の細胞培養物を、自動化細胞培養を用いて培養し
、その結果、条件は、各ウェルに関して実質的に同一である。自動化細胞培養は、手動の
細胞培養に固有の不可避の可変性を防ぐ。
【０１０２】
　任意の自動化細胞培養システムを本発明の方法において使用してもよい。いくつかの自
動化細胞培養システムが市販されており、当業者に周知であろう。いくつかの実施形態に
おいて、この自動化システムはロボットシステムである。好ましくは、このシステムは、
独立して、移動チャネル、マルチチャネルヘッド（例えば、９６チップヘッド）およびグ
リッパーまたはチェリーピッキングアームならびに作動中、無菌状態を維持するためのＨ
ＥＰＡ濾過装置を含む。ピペッターのチャネル数は、培養形式に適しなければならない。
都合のよいピペッターは、例えば、９６または３８４チャネルを有する。かかるシステム
は知られており、商業的に入手可能である。例えば、ＭＩＣＲＯＬＡＢ
ＳＴＡＲ（商標）装置（Ｈａｍｉｌｔｏｎ）を、本発明の方法において使用してもよい。
この自動化システムは、様々な所望の細胞培養作業を実行することができなければならな
い。かかる作業を、当業者は知っているであろう。それらには、培地の除去、培地交換、
試薬の添加、細胞洗浄、洗浄液の除去、分散剤の添加、培養容器からの細胞の除去、培養
容器への細胞の添加などが含まれるが、これらに限定されない。
【０１０３】
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　本発明の細胞または細胞株の作製は、任意の数の別々の細胞培養物を含んでもよい。し
かし、細胞数が増加するにつれて、本方法によって提供される利点は増加する。本方法に
おいて利用することができる細胞数または別々の細胞培養物には、理論的上限はない。本
発明によると、別々の細胞培養物の数は２つ以上であり得るが、少なくとも３、４、５、
６、６、７、８、９、１０以上の別々の細胞培養物、例えば少なくとも１２、少なくとも
１５、少なくとも２０、少なくとも２４、少なくとも２５、少なくとも３０、少なくとも
３５、少なくとも４０、少なくとも４５、少なくとも４８、少なくとも５０、少なくとも
７５、少なくとも９６、少なくとも１００、少なくとも２００、少なくとも３００、少な
くとも３８４、少なくとも４００、少なくとも５００、少なくとも１０００、少なくとも
１０，０００、少なくとも１００，０００、少なくとも５００，０００以上であることが
さらに都合がよい。
【０１０４】
　本発明のＣＦＴＲ細胞および細胞株のさらに都合のよい特性は、選択圧がない場合に、
これらの細胞および細胞株はＣＦＴＲを安定的に発現することである。選択圧は、所望の
配列または特徴を有する細胞を選択するために培養細胞において適用され、所望のポリペ
プチドの発現と、対応する選択剤または選択圧に対する耐性をこれらの細胞に授ける選択
マーカーの発現とを関連付けることによって通常達成される。抗生物質選択には、抗生物
質（例えば、ピューロマイシン、ネオマイシン、Ｇ４１８、ハイグロマイシン、ブレオマ
イシンなど）の使用が含まれるが、これらに限定されない。抗生物質ではない選択には、
栄養枯渇の使用、選択的温度への曝露、変異原性条件への曝露および蛍光マーカーの発現
が含まれるが、これらに限定されず、この選択マーカーは、例えば、グルタミン合成酵素
、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）、ウアバイン、チミジンキナーゼ（ＴＫ）、ヒポキ
サンチングアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（ＨＧＰＲＴ）またはＧＦＰなどの
蛍光タンパク質であってもよい。したがって、いくつかの実施形態において、本発明の細
胞および細胞株を、いかなる選択圧もない培養で維持する。さらなる実施形態において、
細胞および細胞株を、いかなる抗生物質も含めずに維持する。本明細書で使用される細胞
維持とは、細胞がそれらのＣＦＴＲ発現について上記のように選択された後に細胞を培養
することをいう。これらの細胞に導入される（１つまたは複数の）薬物耐性マーカーが、
混合集団中の安定なトランスフェクタントの濃縮を可能にする細胞選別に先立って、選択
薬（例えば、抗生物質）中で細胞を増殖させる任意のステップを、維持とはいわない。
【０１０５】
　薬物を含まない細胞の維持は、いくつかの利点を提供する。例えば、導入遺伝子があろ
うとなかろうと、選択は薬剤耐性遺伝子を取り込んだ細胞の生存によるので、薬剤耐性細
胞は、所望の同時導入される導入遺伝子を必ずしも適切なレベルで発現するとは限らない
。さらに、多くの場合、選択薬は変異原性であるか、そうでなければ細胞の生理機能に干
渉し、細胞に基づくアッセイにおいて歪んだ結果をもたらす。例えば、選択薬は、アポト
ーシスに対する感受性を減少させる（Ｒｏｂｉｎｓｏｎ ｅｔ ａｌ.,Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ,３６（３７）：１１１６９－１１１７８（１９９７））、ＤＮＡ修復および薬物
代謝を増加させる（Ｄｅｆｆｉｅ ｅｔ ａｌ.,Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ.４８（１３）：３５
９５－３６０２（１９８８))、細胞内ｐＨを増加させる（Ｔｈｉｅｂａｕｔ ｅｔ
ａｌ.,Ｊ Ｈｉｓｔｏｃｈｅｍ Ｃｙｔｏｃｈｅｍ.３８（５）：６８５－６９０（１９９
０）；Ｒｏｅｐｅ ｅｔ ａｌ.,Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ.３２（４１）：１１０４２－
１１０５６（１９９３）；Ｓｉｍｏｎ ｅｔ ａｌ.,Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ
Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ.９１（３）：１１２８－１１３２（１９９４））、リソソームおよびエ
ンドソームｐＨを減少させる（Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ
ｅｔ ａｌ.,Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ.３５（９）：２８１１－２８１７（１９９６）；
Ａｌｔａｎ
ｅｔ ａｌ.,Ｊ Ｅｘｐ Ｍｅｄ.１８７（１０）：１５８３－１５９８（１９９８））、細
胞膜電位を減少させる（Ｒｏｅｐｅ ｅｔ ａｌ.,Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ.３２（４１
）：１１０４２－１１０５６（１９９３））、塩素イオンに対する細胞膜コンダクタンス
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を増加させる（Ｇｉｌｌ ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ.７１（１）：２３－３２（１９９２））
およびＡＴＰに対する細胞膜コンダクタンスを増加させる（Ａｂｒａｈａｍ
ｅｔ ａｌ.,Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ.９０（１）：３１２－３１６
（１９９３））、小胞輸送速度を増加させる（Ａｌｔａｎ
ｅｔ ａｌ.,Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ.９６（８）：４４３２－４４
３７（１９９９））ことができる。一般的に使用される非抗生物質選択マーカーであるＧ
ＦＰは、特定の細胞株において細胞死を引き起こすことができる（Ｈａｎａｚｏｎｏ ｅ
ｔ ａｌ.,Ｈｕｍ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ.８（１１）：１３１３－１３１９（１９９７））。
したがって、本発明の細胞および細胞株は、選択薬またはマーカーによってもたらされる
任意の人工産物が存在しないスクリーニングアッセイを可能にする。いくつかの好ましい
実施形態において、本発明の細胞および細胞株を、細胞選別前後に抗生物質などの選択薬
と共に培養せず、その結果、濃縮細胞の集団を発端にせずとも、所望の特性を有する細胞
および細胞株を選別により単離する。
【０１０６】
　別の態様において、本発明は本発明の細胞および細胞株の使用法を提供する。本発明の
細胞および細胞株を、機能的ＣＦＴＲまたは変異体ＣＦＴＲが必要とされる任意の応用に
使用してもよい。これらの細胞および細胞株を、例えば、インビトロの細胞に基づくアッ
セイまたはインビボアッセイに使用し、そのアッセイにおいて、これらの細胞を動物（例
えば、ヒトではない哺乳類）に移植し、例えば、ＣＦＴＲ（例えば、ＣＦＴＲ変異体）モ
ジュレーターについてスクリーニングし、結晶学研究および結合研究のためにタンパク質
を産生し、化合物の選択性および用量、受容体／化合物の結合動態および安定性、ならび
に細胞内生理機能（例えば、電気生理、タンパク質輸送、タンパク質の折り畳み、および
タンパク質調節）に対する受容体発現の効果を調べる。本発明の細胞および細胞株を、ノ
ックダウン研究において使用し、変異体ＣＦＴＲの役割を研究することもできるが、これ
らに限定されない。
【０１０７】
　ＣＦＴＲの異なる型を発現する細胞および細胞株を別々に使用するか、または共に使用
して、特定の変異体ＣＦＴＲに特異的なモジュレーターを含むＣＦＴＲモジュレーターを
同定すること、かつ個々の変異体ＣＦＴＲの活性についての情報を取得することができる
。本細胞および細胞株を使用して、様々なモジュレーターに対するそれらの反応に基づい
て、変異体ＣＦＴＲのインビボ型の同定をＣＦＴＲの既知の型の同定と相関させることに
よって、異なるＣＦＴＲ病態におけるＣＦＴＲの異なる型の役割を同定してもよい。これ
は、かかるＣＦＴＲ関連病態の高度の標的化された治療に対する疾患特異的または組織特
異的ＣＦＴＲモジュレーターの選択を可能にする。
【０１０８】
　モジュレーターには、ＣＦＴＲの活性を変える任意の物質または化合物が含まれる。Ｃ
ＦＴＲ病態（すなわち、様々なＣＦＴＲチャネルを通過するイオンコンダクタンスに関連
する病態）に結び付けられる関連性のある変異体ＣＦＴＲを同定し、かかる病態の選択的
治療またはそれらの治療に有用な関連化合物の開発のための組織特異的化合物を選択する
ことに役立つ。他の態様において、モジュレーターは、ＣＦＴＲの機能に影響を与える別
のモジュレーターの能力を変更してもよい。例えば、フォルスコリンによって活性化され
ない変異体ＣＦＴＲのモジュレーターは、ＣＦＴＲの変異体型を、フォルスコリンによる
活性化の影響を受けやすくさせてもよい。
【０１０９】
　ＣＦＴＲ変異体を安定的に発現する細胞株およびかかる細胞株のパネル（上記参照）を
用いて、例えば、ハイスループット適合アッセイにおいて、（アゴニスト、アンタゴニス
ト、増強物質およびインバースアゴニストを含む）モジュレーターをスクリーニングする
ことができる。そのようにして同定したモジュレーターを、その後、他のＣＦＴＲ対立遺
伝子に対してアッセイし、既定のＣＦＴＲ変異体に特異的な特定のモジュレーターを同定
することができる。
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【０１１０】
　いくつかの実施形態において、本発明は、所望のインビボの生理的特性に関してインビ
トロ相関関係（ｉｎ－ｖｉｔｒｏ－ｃｏｒｒｅｌａｔｅ）（「ＩＶＣ」）を作る方法を提
供する。異なるＣＦＴＲ変異体のインビボの生理的特性を有する化合物の活性プロファイ
ル、例えば、異なるＣＦＴＲ変異体の生理的特性に対する化合物の効果のプロファイルを
確立することによって、ＩＶＣを作る。これは、上記で開示された細胞または細胞株のパ
ネルを用いることによって達成することができる。この活性プロファイルは、インビボの
生理的特性を代表し、それゆえに、生理的特性についてのフィンガープリントのＩＶＣで
ある。いくつかの実施形態において、インビトロ相関関係は、薬物の負の副作用について
のインビトロ相関関係である。他の実施形態において、このインビトロ相関関係は、薬物
の有益な効果についてのインビトロ相関関係である。
【０１１１】
　いくつかの実施形態において、このＩＶＣを用いて、所望の化合物の１つ以上の生理的
特性を予測または確認することができる。この化合物を、異なるＣＦＴＲ変異体に対する
その活性について試験してもよく、結果として得られる活性プロファイルを、本明細書に
記載されるように作られるＩＶＣの活性プロファイルと比較する。所望の化合物の活性プ
ロファイルと最も似ている活性プロファイルを有するＩＶＣの生理的特性を、所望の化合
物の生理的特性であると予測しかつ／または確認する。
【０１１２】
　いくつかの実施形態において、ＩＶＣを、異なるＣＦＴＲ変異体に対する化合物の活性
またはそれらの組み合わせをアッセイすることによって確立する。同様に、化合物の生理
的活性を予測または確認するために、この化合物の活性を異なるＣＦＴＲ変異体に対して
試験することができる。
【０１１３】
　いくつかの実施形態において、本発明の方法を用いて、どの程度、特定の生理的効果が
所望の化合物によってもたらされるかを決定および／または予測および／または確認する
ことができる。特定の実施形態において、本発明の方法を用いて、所望の化合物の生理的
効果の組織特異性を決定および／または予測および／または確認することができる。
【０１１４】
　より具体的な実施形態において、所望の化合物の活性プロファイルを、異なるＣＦＴＲ
変異体を発現するように遺伝子工学処理された細胞株（例えば、異なるＣＦＴＲ変異体を
発現する細胞パネル）を用いて、多数のインビトロアッセイにおける化合物の活性を試験
することによって確立する。いくつかの実施形態において、ＣＦＴＲ変異体のパネルに対
する候補薬物の試験を用いて、特定の目的物を、診療所で観察される有害な副作用もしく
は望ましくない副作用または有害な治療効果もしくは望ましくない治療効果と関連付ける
ことができる。この情報を用いて、ハイスループットスクリーニングにおいて、または活
性が最高に望ましく、的外れが最小限である薬物の開発中に、洗練された目的物を選択し
てもよい。
【０１１５】
　特定の実施形態において、生理的パラメーターを、機能的磁気共鳴画像法（「ｆＭＲＩ
」）を用いて測定する。他の画像検査法、例えば、コンピューター断層撮影法（ＣＴ）、
コンピューター体軸断層撮影法（ＣＡＴ）、拡散光イメージング（ＤＯＩ）、拡散光断層
撮影法（ＤＯＴ）、事象関連光学信号（ＥＲＯＳ）、近赤外分光法（ＮＩＲＳ）、磁気共
鳴画像法（ＭＲＩ）、脳磁図（ＭＥＧ）、陽電子放出断層撮影法（ＰＥＴ）および単光子
放出コンピューター断層撮影法（ＳＰＥＣＴ）も用いることができる。
【０１１６】
　特定の実施形態において、ＩＶＣが中枢神経系（「ＣＮＳ」）に対する化合物の効果を
示す場合、ＣＮＳのｆＭＲＩパターンと関連するＩＶＣを確立してもよい。ヒトおよび動
物試験モデルを含む様々な試験およびモデルにおいて、化合物の活性と関連するＩＶＣを
作ってもよい。ヒトの疾患および障害は、例えば、Ｔｈｅ
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Ｍｅｒｃｋ Ｍａｎｕａｌ,１８ｔｈ Ｅｄｉｔｉｏｎ（Ｈａｒｄｃｏｖｅｒ）,Ｍａｒｋ
Ｈ.Ｂｅｅｒｓ（Ａｕｔｈｏｒ）,Ｒｏｂｅｒｔ Ｓ.Ｐｏｒｔｅｒ（Ｅｄｉｔｏｒ）,Ｔｈ
ｏｍａｓ Ｖ.Ｊｏｎｅｓ（Ｅｄｉｔｏｒ）にまとめられている。精神の疾患および障害は
、例えば、米国精神学会によるＤｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ Ｍａｎｕａｌ ｏｆ Ｍｅｎｔａｌ Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ（ＤＳＭ
－ＩＶ－ＴＲ）第４版（Ｔｅｘｔ Ｒｅｖｉｓｉｏｎ）にまとめられている。
【０１１７】
　以下の特性について、ＣＦＴＲを用いてＩＶＣを作ることもできる：（特に、肺、腎臓
、血管組織、目、腸、小腸、大腸の）上皮組織の全域にわたる調節、分泌、質、クリアラ
ンス、産生、粘性、もしくは粘膜の厚さ、水の吸収率、保持率、バランス、通過、輸送；
化合物の感覚もしくは味覚の認知；活性化合物に反応するニューロン発火もしくはＣＮＳ
活性；肺の徴候；腸内洗浄、過敏性腸症候群（ＩＢＳ）、薬物誘発性（すなわちオピオイ
ド）便秘、寝たきり患者の便秘／ＣＩＣ、急性感染性下痢、大腸菌、コレラ、ウイルス性
胃腸炎、ロタウイルス、吸収不良症候群の調節、（ウイルス、細菌、原性動物性の）小児
の下痢、ＨＩＶ、もしくは短腸症候群などの胃腸の徴候；精子の運動性もしくは精子の受
精能獲得などの受精能の徴候；女性の生殖の徴候、頸管粘液／膣分泌物の粘性（すなわち
、不敵な頸管粘液）；精子の運動性もしくは精子の運動性に関連のある頸管粘液の質に負
の影響を与える化合物などの避妊；口渇、ドライアイ、緑内障、鼻水の垂れている鼻；ま
たは内分泌の徴候、すなわちＣＦ患者の膵臓機能。
【０１１８】
　ＣＦＴＲモジュレーターを同定するために、このＣＦＴＲが機能的であると期待される
条件下で、本発明の新規の細胞または細胞株を試験化合物に曝露し、その後、適切な対照
、例えば、試験化合物に曝露されない細胞と比較して、ＣＦＴＲ活性の統計的に有意な変
化（例えば、ｐ＜０．０５）を検出することができる。既知のアゴニストもしくはアンタ
ゴニストを用いた陽性および／もしくは陰性対照ならびに／または異なる変異体ＣＦＴＲ
を発現する細胞も用いてもよい。いくつかの実施形態において、検出および／または測定
されるＣＦＴＲ活性は、膜の脱分極、膜電位の変化、またはかかる膜変化に起因する蛍光
発光である。当業者は、様々なアッセイパラメーター、例えば、シグナル対ノイズ比を最
適化し得ることを理解するであろう。
【０１１９】
　いくつかの実施形態において、本発明の１つ以上の細胞または細胞株を、多数の試験化
合物、例えば、試験化合物のライブラリーに曝露する。試験化合物のライブラリーを本発
明の細胞株を用いてスクリーニングし、１つ以上のモジュレーターを同定することができ
る。これらの試験化合物は、それらの小分子、ポリペプチド、ペプチド、ペプチド模倣薬
、抗体または抗原結合部分を含む化学的成分であり得る。抗体の場合、これらの試験化合
物は、ヒトではない抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、または完全ヒト抗体であってもよい
。これらの抗体は、（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｄ、Ｆｖ、ｄＡｂなどの）
抗体断片、一本鎖抗体（ｓｃＦｖ）、単一ドメイン抗体、重鎖もしくは軽鎖可変領域の全
てのまたは１つの抗原結合部分を含む任意の抗体の重鎖および軽鎖または抗原結合部分の
完全補体を含むインタクトな抗体であってもよい。
【０１２０】
　いくつかの実施形態において、試験化合物への曝露に先立ち、本発明の細胞または細胞
株を、例えば、哺乳類または他の動物の酵素、植物酵素、細菌酵素、溶解させた細胞由来
の酵素、タンパク質修飾酵素、脂質修飾酵素、および口腔、消化管、胃もしくは唾液中の
酵素を含む酵素で事前処理することによって修飾してもよい。かかる酵素には、例えば、
キナーゼ、プロテアーゼ、ホスファターゼ、グリコシダーゼ、酸化還元酵素、トランスフ
ェラーゼ、加水分解酵素、リアーゼ、異性化酵素、リガーゼなどが含まれ得る。あるいは
、細胞および細胞株を最初に試験化合物に曝露し、続いて処理し、この処理によりＣＦＴ
Ｒの修飾を変える化合物を同定してもよい。
【０１２１】
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　いくつかの実施形態において、巨大化合物収集物を、細胞に基づく、機能的なハイスル
ープットスクリーニング（ＨＴＳ）において、例えば、９６ウェル、３８４ウェル、１５
３６ウェル以上の密度のウェル形式を用いて、ＣＦＴＲ調節活性について試験する。いく
つかの実施形態において、試験化合物のライブラリーを含む１つの試験化合物または複数
の試験化合物を、本発明の２つ以上の細胞または細胞株を用いてスクリーニングしてもよ
い。各々が異なる非変異型ＣＦＴＲまたは変異型ＣＦＴＲを発現する複数の細胞または細
胞株を用いる場合、ＣＦＴＲの複数型に対して効果的なモジュレーター、あるいは、特定
の変異型または非変異型ＣＦＴＲに特異的で、かつ他の変異型ＣＦＴＲを調節しないモジ
ュレーターを同定することができる。ヒトＣＦＴＲを発現する本発明の細胞または細胞株
の場合においては、これらの細胞を試験化合物に曝露し、望ましくないＣＦＴＲ活性、ま
たは所望のＣＦＴＲ活性の減少もしくは所望のＣＦＴＲ活性がないことによって特徴づけ
られる疾患もしくは症状の治療において使用するための、ＣＦＴＲ活性を調節（増加もし
くは減少のいずれか一方を）する化合物を同定することができる。
【０１２２】
　特定の実施形態において、ＣＦＴＲ活性のアッセイを、ＣＦＴＲ変異体（例えば、表１
および表２参照）を発現する細胞もしくは細胞株、または変異体パネルを用いて行う。一
実施形態において、このパネルは、野生型ＣＦＴＲを発現する細胞または細胞株も含む。
特定の実施形態において、タンパク質輸送補正物質をこのアッセイに加える。かかるタン
パク質輸送補正物質には、１）グリセロール（例えば、Ｂｒｏｗｎ
ＣＲ ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ（１９９６）ｖ
１（２）：１１７－１２５を参照されたい）；２）ＤＭＳＯ（例えば、Ｂｒｏｗｎ ＣＲ 
ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ
Ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ（１９９６）ｖ１（２）：１１７－１２５を
参照されたい）；３）重水素化水（Ｄ２Ｏ）（例えば、Ｂｒｏｗｎ
ＣＲ ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ（１９９６）ｖ
１（２）：１１７－１２５を参照されたい）；４）トリメチルアミンオキシドなどのメチ
ルアミン（例えば、Ｂｒｏｗｎ ＣＲ ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ Ｃｈａ
ｐｅｒｏｎｅｓ（１９９６）ｖ１（２）：１１７－１２５を参照されたい）；５）アダマ
ンチルスルホガラクトシルセラミド（Ａｄａｍａｎｔｙｌ ｓｕｌｆｏｇａｌａｃｔｏｓ
ｙｌ
ｃｅｒａｍｉｄｅ）（ａｄａＳＧＣ）（例えば、Ｐａｒｋ ＨＪ ｅｔ ａｌ.,Ｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ ａｎｄ Ｂｉｏｌｏｇｙ（２００９）ｖ１６：４６１－４７０を参照されたい）
；６）血管作用性小腸ペプチド（ＶＩＰ）（例えば、Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇ
ｉｃａｌ
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９９９）ｖ１１２：８８７－８９４を参照されたい）；７）フェ
ニル酪酸ナトリウム（Ｓ－ＰＢＡ）（例えば、Ｓｉｎｇｈ ＯＶ ｅｔ ａｌ.,Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ
ａｎｄ Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ（２００８）ｖ７：１０９９－１１１０
を参照されたい）；８）ＶＲＴ－３２５（例えば、Ｗａｎｇ Ｙ ｅｔ ａｌ.,Ｊｏｕｒｎ
ａｌ ｏｆ
Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２００７）ｖ２８２（４６）：３３２４７
－３３２５７を参照されたい）；９）ＶＲＴ－４２２（例えば、Ｖａｎ Ｇｏｏｒ Ｆ ｅ
ｔ ａｌ.,Ａｍｅｒｉｃａｎ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ Ｌｕｎｇ Ｃｅｌｌ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐ
ｈｙｓｉｏｌｏｇｙ（２００６）ｖ２９０：Ｌ１１１７－１１３０を参照されたい）；１
０）補正物質（Ｃｏｒｒｅｃｔｏｒ）２ｂ（例えば、Ｗａｎｇ
Ｙ ｅｔ ａｌ.,Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２０
０７）ｖ２８２（４６）：３３２４７－３３２５７を参照されたい）；１１）補正物質３
ａ（例えば、Ｗａｎｇ Ｙ ｅｔ ａｌ.,Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２００７）ｖ２８２（４６）：３３２
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４７－３３２５７を参照されたい）；１２）補正物質４ａ（例えば、Ｗａｎｇ
Ｙ ｅｔ ａｌ.,Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（２０
０７）ｖ２８２（４６）：３３２４７－３３２５７を参照されたい）；１３）クルクミン
（例えば、Ｒｏｂｅｒｔ Ｒ ｅｔ ａｌ.,Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ
（２００８）ｖ７３：４７８－４８９を参照されたい）；１４）シルデナフィル類似体（
ＫＭ１１０６０）（例えば、Ｒｏｂｅｒｔ Ｒ ｅｔ ａｌ.,Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ（２００８）ｖ７３：４７８－４８９を参照されたい）；１５
）アラニン、グルタミン酸、プロリン、ＧＡＢＡ、タルイン（Ｔａｒｕｉｎｅ）、スクロ
ース、トレハロース、ミオイノシトール、アラビトール、マンニトール、マンノース、ス
クロース、ベタイン、グリセロホスホリルコリン、サルコシン（例えば、Ｗｅｌｃｈ
ＷＪ ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ Ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ Ｃｈａｐｅｒｏｎｅｓ（１９９６）ｖ
１（２）：１０９－１１５を参照されたい）；および１６）式
【０１２３】
【化３】

を有するＮ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メチル－４，５’－ビ－
１，３－チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸が含まれるが、これらに限定
されない。
【０１２４】
　特定の実施形態において、上記の細胞または細胞株のパネルを用いて、タンパク質輸送
補正物質を試験することができる。特定の実施形態において、上記の細胞または細胞株の
パネルを用いて、タンパク質輸送補正物質のスクリーニングを行うことができる。
【０１２５】
　他の実施形態において、ＣＦＴＲ変異体におけるＣＦＴＲ活性のアッセイを、タンパク
質輸送補正物質がない状態で行う。いくつかの場合において、ＣＦＴＲ活性のアッセイの
感度は、タンパク質輸送補正物質を使用しようとしまいと同じである。
【０１２６】
　本発明のこれらのおよび他の実施形態は、以下の非限定的な実施例において、さらに説
明され得る。
【実施例】
【０１２７】
（実施例１）
　ＣＦＴＲを安定的に発現する発現細胞株の作製
　発現コンストラクトの作製
　ｐＣＭＶ－ＳＣＲＩＰＴ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）に基づいて、合理的なクローニング
を可能にするプラスミド発現ベクターを作製し、これに、ＣＭＶおよびＳＶ４０真核生物
プロモーター；ＳＶ４０およびＨＳＶ－ＴＫポリアデニル化配列；マルチクローニング部
位；コザック配列；ならびに薬物耐性カセット（すなわち、ピューロマイシン）含む、対
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象の遺伝子の転写および翻訳に必要な様々な構成要素を含めた。アンピシリンまたはネオ
マイシン耐性カセットを、ピューロマイシンと置換して使用することもできる。その後、
タグ配列（配列番号８）を、このプラスミドのマルチクローニング部位に挿入した。その
後、ヒトＣＦＴＲをコードするｃＤＮＡカセットを、Ａｓｃ１およびＰａｃ１制限酵素を
用いて、このタグ配列の上流のマルチクローニング部位にサブクローニングした。
【０１２８】
　細胞株の作製
　ステップ１：トランスフェクション
　標準的な技術を用いて、ＣＨＯ細胞を、ヒトＣＦＴＲ（配列番号１）をコードするプラ
スミドでトランスフェクトした。（宿主細胞に核酸を導入するために使用され得る試薬の
例として、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）
２０００、ＯＬＩＧＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＴＦＸ（商標）試薬、ＦＵＧＥＮＥ
（登録商標）６、ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＥ、メタフェクチン（Ｍｅｔａｆｅｃｔｉｎｅ）ま
たはＦＥＣＴＵＲＩＮ（商標）が挙げられるが、これらに限定されない。）
【０１２９】
　薬物選択は、本発明の細胞または細胞株を作製することには任意選択であるが、プラス
ミド中に１つの薬物耐性マーカー（すなわち、ピューロマイシン）を含めた。ＣＦＴＲ配
列は、ＣＭＶプロモーターの制御下にあった。シグナルプローブによる検出のための標的
配列をコードする非翻訳配列も、薬物耐性マーカーをコードする配列と共に存在した。利
用する標的配列は、標的配列２（配列番号８）であり、かつ、この実施例において、ＣＦ
ＴＲ遺伝子を含むベクターは、標的配列２（配列番号８）を含んだ。
【０１３０】
　ステップ２：選択
　トランスフェクト細胞を、抗生物質を含まないＨａｍ’ｓ Ｆ１２－ＦＢＳ培地（Ｓｉ
ｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ,Ｓｔ Ｌｏｕｉｓ,ＭＯ）中で２日間増殖させ、その後、１２．５μｇ／
ｍｌのピューロマイシンを含むＨａｍ’ｓ
Ｆ１２－ＦＢＳ培地中で１０日間増殖させた。その後、残りの時間、これらの細胞を、抗
生物質を含まないＨａｍ’ｓ Ｆ１２－ＦＢＳ培地に移し、シグナルプローブを加えた。
【０１３１】
　ステップ３：細胞継代
　抗生物質による濃縮後、抗生物質選択がない状態で細胞を５～１４回継代して、選択す
る期間にわたって安定的ではない発現の時間を低下させることができた。
【０１３２】
　ステップ４：細胞の蛍光プローブへの曝露
　標準的な技術を用いて、細胞を収集し、シグナルプローブ２（配列番号９）でトランス
フェクトした。（宿主細胞に核酸を導入するために使用され得る試薬の例として、ＬＩＰ
ＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）２０００、ＯＬＩ
ＧＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＴＦＸ（商標）試薬、ＦＵＧＥＮＥ（登録商標）６、
ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＥ、メタフェクチン（Ｍｅｔａｆｅｃｔｉｎｅ）またはＦＥＣＴＵＲ
ＩＮ（商標）が挙げられるが、これらに限定されない。）シグナルプローブ２（配列番号
９）を標的配列２（配列番号８）に結合させた。その後、これらの細胞を解析のために収
集し、蛍光活性化細胞選別装置を用いて選別した。
【０１３３】
　シグナルプローブにより検出される標的配列
　標的配列２
　５’－ＧＡＡＧＴＴＡＡＣＣＣＴＧＴＣＧＴＴＣＴＧＣＧＡＣ－３’（配列番号８）
【０１３４】
　シグナルプローブ
　シグナルプローブ２（１００μＭストックとして供給される）



(122) JP 2012-516686 A 2012.7.26

10

20

30

40

50

　５’－ＣＹ５．５ＧＣＧＡＧＴＣＧＣＡＧＡＡＣＧＡＣＡＧＧＧＴＴＡＡＣＴＴＣＣＴ
ＣＧＣＢＨＱ２－３’（配列番号９）
【０１３５】
　シグナルプローブ２のＢＨＱ２を、ＢＨＱ３または金粒子と置換することができる。
【０１３６】
　標的配列２およびシグナルプローブ２は、それぞれ、標的配列１およびシグナルプロー
ブ１と置き換えることができる。
　標的配列１
　５’－ＧＴＴＣＴＴＡＡＧＧＣＡＣＡＧＧＡＡＣＴＧＧＧＡＣ－３’（配列番号３）
　シグナルプローブ１（１００μＭストックとして供給される）
　５’－Ｃｙ５ＧＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＴＡＡＧＡＡＣＣＴＣＧ
ＣＢＨＱ２－３’（配列番号６）
【０１３７】
　シグナルプローブ１のＢＨＱ２を、ＢＨＱ３または金粒子と置換することができる。
【０１３８】
　さらに、Ｃｙ５と似たスペクトル特性を有するＱｕａｓａｒ（登録商標）Ｄｙｅ（Ｂｉ
ｏＳｅａｒｃｈ）を用いる類似のプローブを、標的配列１に対する特定の実験において使
用する。
【０１３９】
　いくつかの実験において、ＤＮＡプローブの代わりに、５－ＭｅｄＣおよび２－アミノ
ｄＡミックスマー（ｍｉｘｍｅｒ）を使用する。
【０１４０】
　非標的ＦＡＭ標識プローブも、ローディングコントロールとして使用する。
【０１４１】
　ステップ５：陽性細胞の単離
　蛍光活性化細胞選別装置（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ,Ｍｉａｍｉ,ＦＬ）を用い
る解析および選別のために、これらの細胞を解離させ、収集した。標準的な解析法を用い
て、バックグラウンド以上に蛍光を発している細胞をゲーティングし、そのゲートの範囲
に入る個々の細胞を、バーコード化した９６ウェルプレートに単離した。以下のゲーティ
ング階層を用いた：
　一致のゲーティング→一重項ゲーティング→生存ゲーティング→ＦＡＭ対Ｃｙ５．５の
プロットにおける選別ゲーティング：本分野の標準的手順に従って、細胞の０．１～０．
４％。
【０１４２】
　ステップ６：ステップ１～５および／または３～５の追加のサイクル
　ステップ１～５および／または３～５を繰り返し、より多くの細胞を取得した。ステッ
プ１～５を２ラウンド行い、これらのラウンドの各々について、ステップ３～５の内部サ
イクルを２回行った。
【０１４３】
　ステップ７：細胞の集団の増殖速度の推定
　これらのプレートをＭｉｃｒｏｌａｂ Ｓｔａｒ（Ｈａｍｉｌｔｏｎ
Ｒｏｂｏｔｉｃｓ）に移した。１００ユニット／ｍｌのペニシリンおよび０．１ｍｇ／ｍ
ｌのストレプトマイシンを補完した、新鮮な完全増殖培地および２～３日馴化した増殖培
地の１：１の混合物１００μｌ中で、細胞を９日間インキュベートした。その後、これら
の細胞を１回または２回、トリプシン処理により分散させ、凝集塊を最小化し、その後、
新しい９６ウェルプレートに移した。プレートを画像化し、ウェルの集密度を決定した（
Ｇｅｎｅｔｉｘ）。プレート全体の信頼性のある画像収集のために、各プレートに焦点を
合わせた。集密度が７０％を超えると報告されたものは信頼しなかった。分散後１～１０
日間の連続した日に、集密度の測定値を取得し、それを用いて増殖速度を計算した。
【０１４４】
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　ステップ８：増殖速度推定値による細胞の集団のグループ分け
　ステップ７の分散ステップ後２週間以内の増殖速度に従って、細胞をグループ分けした
（独立してグループ化し、コホートとしてプレーティングした）。３つの増殖グループの
各々を、個々の９６ウェルプレートに分離した。いくつかの増殖グループは２つ以上の９
６ウェルプレートが必要になった。増殖速度の隔たりを考慮し、かつ細胞の集団の総数の
高い割合を一まとめにすることによって、グループ分けを行った。増殖速度における１２
～１６時間の違いをまとめて、グループ分けを行った。
【０１４５】
　細胞は、１日未満～２週間を越える倍加時間を有し得る。増殖速度に従って、同時に、
合理的にグループ分けすることができる最も多様性のあるクローンを処理するために、グ
ループ間で０．２５～０．７日の違いを有する３～９グループを用いることが好ましい。
当業者は、グループの堅固さおよびグループ数を特定の状況に対して調節できること、か
つ細胞をグループの細胞周期に同調させる場合、グループの堅固さおよびグループ数をさ
らに調節することができることを理解するであろう。
【０１４６】
　ステップ９：並行処理を加速させ、ストリンジェントな品質管理を提供するためのレプ
リカ平板法
　これらのプレートを、抗生物質を含まない標準化した一定条件（すなわち、Ｈａｍ’ｓ
Ｆ１２－ＦＢＳ培地、３７℃／５％ＣＯ２）下でインキュベートした。これらの細胞のプ
レートを分割し、４セットの９６ウェルプレート（凍結用に３セット、アッセイおよび継
代用に１セット）を作り出した。これらのプレートのセットのそれぞれに対して、別々の
独立した組織培養試薬、インキュベーター、担当者、および二酸化炭素源を用いた。品質
管理ステップを設け、全組織培養試薬の適切な調製および品質を確実にした。一人の指定
された人が、フードの中に調製用試薬のみを有する１つの指定されたフードの中で、使用
するために調製した培地の各ボトルに各成分を加え、その間、第二の指定された人が監視
をして間違いを避けた。液体処理に必要な条件を設定し、ウェル全域の相互汚染を排除し
た。全ステップについて新しいチップを用いるか、またはストリンジェントなチップ洗浄
手順を用いた。正確な量を移すこと、効率的な細胞操作、洗浄サイクル、ピペッティング
の速度および位置、細胞分散のためのピペッティングサイクル数、ならびにチップのプレ
ートに対する相対的位置について、液体処理条件を設定した。
【０１４７】
　ステップ１０：細胞の集団の初期継代ストックの凍結
　３セットのプレートを、－７０～－８０℃で凍結させた。最初に、各セットのプレート
を７０～１００％の集密度に到達させた。培地を吸引し、９０％ＦＢＳおよび１０％ＤＭ
ＳＯを加えた。これらのプレートをそれぞれパラフィで密封し、それぞれ１～５ｃｍの発
泡体で囲み、その後、－８０℃の冷凍庫の中に入れた。
【０１４８】
　ステップ１１：生存能力のある、安定的でかつ機能的な（ＶＳＦ）細胞株を作製するた
めの最初の形質転換ステップの方法および条件
　残りのセットのプレートを、ステップ９で記載した通りに維持した。培地除去、細胞洗
浄、トリプシン添加およびインキュベーション、クエンチングならびに細胞分散ステップ
を含む自動化液体処理ステップを用いて、全細胞をバラバラにした。
【０１４９】
　ステップ１２：増殖速度の任意の余分な変動を補正するための正規化法
　全細胞の集団について、細胞条件および培養条件の一貫性および標準化をコントロール
した。プレート全域の細胞数の正規化により、増殖速度のわずかな違いによるプレート全
域の違いをコントロールし、再配列後８継代ごとに正規化を行った。異常値である細胞の
集団を検出し、排除した。
【０１５０】
　ステップ１３：細胞の集団の特徴づけ
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　これらの細胞を、培養液中の再配列後６～１０週間維持した。この期間中、所定の内部
品質管理の一部として、サイズ、形態、微小集密度（ｍｉｃｒｏｃｏｎｆｌｕｅｎｃｙ）
への傾向、ぜい弱性、トリプシン処理に対する反応およびトリプシン処理後の平均円形度
、または培養プレート表面への接着および液体添加の際の吹き飛びに対する抵抗などの細
胞維持の他の態様を観察し、頑強な細胞を同定した。その後、機能評価を目的として、か
かるベンチマーク細胞を認めた。
【０１５１】
　ステップ１４：ＶＳＦ条件下での細胞の集団の潜在的な機能性の評価
　機能基準を用いて、細胞の集団を試験した。製造元の取扱説明書に従って、膜電位染色
キット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ,ＭＤＳ）を用いた。
【０１５２】
　３８４ウェルプレート中で密度を変えて（すなわち、１ウェルあたり１２．５×１０３

～２０×１０３細胞）細胞を試験し、反応を解析した。細胞プレーティングとアッセイ読
み込みとの間の時間を吟味した。色素濃度も吟味した。潜在的な機能性評価の一部として
、用量反応曲線およびＺ’スコアの両方を計算した。
【０１５３】
　以下のステップ（すなわち、ステップ１５～１８）も実施し、最終的な、予備の、生存
可能で、安定的で、かつ機能的な細胞株を選択することができる。
【０１５４】
　ステップ１５：
　少ない継代数および多い継代数で行った実験の機能的反応を比較して、所定の期間にわ
たって（例えば、３～９週間）最も一貫性のある反応を有する細胞を同定する。時間とと
もに変化する細胞の他の特徴にも留意する。
【０１５５】
　ステップ１６：
　機能的でかつ他の基準を満たす細胞の集団をさらに評価し、生存可能で、安定的でかつ
機能的な細胞株の作製が最も可能な細胞の集団を見つけ出す。選択される細胞の集団を、
より大きな組織培養容器の中で増やし、これらの条件下で、上記の特徴づけのステップを
継続するか繰り返す。この時点で、一貫性があり、信頼できる継代を目的に、異なる細胞
密度、プレーティング時間、細胞培養継代の長さ、細胞培養皿の形式およびコーディング
、速度およびせん断力を含む流動性の最適化、継代期間、および洗浄ステップなどのさら
なる標準化ステップを導入する。
【０１５６】
　さらに、各継代における細胞の生存能力を調べる。手動の介入を増やし、細胞をより入
念に観察および監視する。この情報を用いて、所望の特性を保持する最終的な細胞株を同
定および選択するのに役立たせる。このプロセス後にかつこれらの条件下で作製される時
に、適切な接着性／粘着性、増殖速度、さらに（微小な集密度のない）プレーティングを
示す最終的な細胞株および予備の細胞株を選択する。
【０１５７】
　ステップ１７：細胞バンクの確立
　最終的な細胞株および予備の細胞株に相当する継代数の少ない凍結ストックを３７℃で
解凍し、Ｈａｍ’ｓ
Ｆ１２－ＦＢＳで２回洗浄し、その後Ｈａｍ’ｓ Ｆ１２－ＦＢＳ中でインキュベートす
る。その後、これらの細胞を２～４週間増やす。各々の最終的でかつ予備の細胞株のクロ
ーンの細胞バンクを確立し、各クローン細胞の２５バイアルを凍結保存する。
【０１５８】
　ステップ１８：
　この細胞バンクから少なくとも１バイアルを解凍し、培養液中で増やす。得られた細胞
を試験して、それらの細胞が最初に選択された特徴と同じ特徴を満たすかどうかを調べる
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【０１５９】
（実施例２）
　天然のＣＦＴＲ機能についての安定細胞株の特徴づけ
　ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイを用いて、作製された、ＣＦＴＲを安定的に
発現する細胞株における天然のＣＦＴＲ機能を特徴づけた。
【０１６０】
　ＣＦＴＲを安定的に発現するＣＨＯ細胞株を、１０％ウシ胎仔血清およびグルタミンを
補完したＨａｍ’ｓ
Ｆ１２培地中の標準的細胞培養条件下で維持した。アッセイの前日に、ストックプレート
からこれらの細胞を収集し、アッセイの日に９０％集密度に達成するのに十分な密度で、
黒色透明の底を有する３８４ウェルアッセイプレートにプレーティングした。これらのア
ッセイプレートを、５％ＣＯ２下の３７℃の細胞培養インキュベーターの中で２２～２４
時間維持した。その後、この培地をこれらのアッセイプレートから除去し、ローディング
緩衝液（１３７ｍＭ
ＮａＣｌ、５ｍＭ ＫＣｌ、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ
　グルコース）で希釈した青色膜電位色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｉｎｃ.）を加え、３７℃で１時間インキュベートした。その後、これら
のアッセイプレートを蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ
ＦＤＳＳ）に載せ、化合物緩衝液（１３７ｍＭ　グルコン酸ナトリウム、５ｍＭ　グルコ
ン酸カリウム、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ
ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ　グルコース）に溶解させたフォルスコリンとＩＢＭＸの混合物を
加えた。
【０１６１】
　蛍光膜電位アッセイの代表的なデータを図１Ａおよび１Ｂに示す。ＣＦＴＲを安定的に
発現するＣＨＯ細胞株（細胞株１、Ｍ１１、Ｊ５、Ｅ１５、およびＯ１５）の中の機能的
ＣＦＴＲに起因するイオン流束は、アッセイ反応により示されるように、ＣＦＴＲを欠く
対照細胞よりも全て高かった。
【０１６２】
　ＣＦＴＲを安定的に発現するＣＨＯ細胞株（細胞株１、Ｍ１１、Ｊ５、Ｅ１５、および
Ｏ１５）の中の機能的ＣＦＴＲに起因するイオン流束は、一過的にＣＦＴＲをトランスフ
ェクトしたＣＨＯ細胞（図１Ａおよび１Ｂ）よりも全て高かった。１枚の１０ｃｍの組織
培養皿あたり５００～１６００万細胞の割合でＣＨＯ細胞をプレーティングし、トランス
フェクション前の１８～２０時間インキュベートすることにより、一過的にＣＦＴＲをト
ランスフェクトした細胞を作製した。脂質トランスフェクション試薬およびＣＦＴＲをコ
ードするプラスミドからなるトランスフェクション複合体を各々の皿に直接加えた。その
後、これらの細胞を３７℃で、ＣＯ２インキュベーターの中で６～１２時間インキュベー
トした。インキュベーション後、これらの細胞を取り出し、黒色透明な底を有する３８４
ウェルアッセイプレートにプレーティングし、上記の蛍光膜電位アッセイを用いて機能に
ついてアッセイした。
【０１６３】
　フォルスコリン用量反応実験については、作製された、ＣＦＴＲを安定的に発現する細
胞株の細胞を、３８４ウェルプレートに１５，０００細胞／ウェルの密度でプレーティン
グし、既知のＣＦＴＲアゴニストであるフォルスコリンの濃度を増加させながら検証する
。蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ ＦＤＳＳ）により、細胞蛍光の変化に応
じて細胞反応を、時間をかけて監視する。その後、データをフォルスコリン濃度に応じて
プロットし、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５．０ソフトウェアを用いる非線形回帰分析
を用いて分析し、２５６ｎＭのＥＣ５０を得た（図２）。作製されたＣＦＴＲを発現する
細胞株は、以前に他の細胞株で報告されたフォルスコリンのＥＣ５０の範囲内（２５０～
５００ｎＭ）（Ｇａｌｉｅｔｔａ
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ｅｔ ａｌ.,Ａｍ Ｊ Ｐｈｙｓｉｏｌ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌ.２８１（５）：Ｃ１７３
４－１７４２（２００１））にフォルスコリンのＥＣ５０値を示し、このことは、このク
ローンの有効性を示す。
【０１６４】
（実施例３）
　ＣＦＴＲ細胞に基づくアッセイに関するＺ’値の決定
　作製された、ＣＦＴＲを安定的に発現する細胞株のＺ’値を、ハイスループット適合蛍
光膜電位アッセイを用いて計算した。この蛍光膜電位アッセイの手順を、実施例２の手順
に実質的に従って行った。具体的には、Ｚ’アッセイについて、（１５，０００細胞／ウ
ェルの密度でプレーティングした）３８４ウェルアッセイプレート中の陽性対照の２４ウ
ェルを、ＣＦＴＲを活性化するフォルスコリンとＩＢＭＸの混合物を用いて検証した。等
しい数のウェルを、（活性化因子を含まない）溶媒のみ、およびＤＭＳＯを含む溶媒を用
いて検証した。２つの条件における細胞反応を、蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔ
ｓｕ ＦＤＳＳ）を用いて監視した。２つの条件における平均値および標準偏差を計算し
、Ｚｈａｎｇ
ｅｔ ａｌ.,Ｊ Ｂｉｏｍｏｌ
Ｓｃｒｅｅｎ,４（２）：６７－７３,（１９９９）に開示される方法を用いてＺ’を算出
した。作製されたＣＦＴＲを安定的に発現する細胞株のＺ’値が、０．８２より高いかま
たは０．８２と等しいと決定した。
【０１６５】
（実施例４）
　ＣＦＴＲモジュレーターのハイスループットスクリーニングおよび同定
　ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイを用いて、ＣＦＴＲモジュレーターをスクリ
ーニングおよび同定する。アッセイの前日に、ストックプレートから抗生物質を含まない
増殖培地にこれらの細胞を収集し、黒色透明の底を有する３８４ウェルアッセイプレート
にプレーティングした。これらのアッセイプレートを、５％ＣＯ２下の３７℃の細胞培養
インキュベーターの中で１９～２４時間維持する。その後、この培地をこれらのアッセイ
プレートから除去し、ローディング緩衝液（１３７ｍＭ
ＮａＣｌ、５ｍＭ ＫＣｌ、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ
　グルコース）で希釈した青色膜電位色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｉｎｃ.）を加え、これらの細胞を３７℃で１時間インキュベートする。
試験化合物をアッセイ緩衝液（１３７ｍＭ　グルコン酸ナトリウム、５ｍＭ　グルコン酸
カリウム、１．２５ｍＭ
ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ　グルコース）で希釈したジメチルスルホ
キシドに溶解させ、その後、３８４ウェルポリプロピレンマイクロタイタープレートに供
する。この細胞および化合物プレートを蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ
ＦＤＳＳ）に載せ、３分間稼働させ、試験化合物活性を同定する。この機器は、３００ｎ
Ｍ～１μＭの濃度でフォルスコリン溶液をこれらの細胞に加え、事前に加えた化合物のモ
ジュレーターまたは遮断薬活性のいずれか一方の観察を可能にする。試験化合物をこれら
の細胞に添加した後および／またはそれに続くアゴニスト添加後に生成される蛍光の変化
を測定することによって、この化合物の活性を決定する。
【０１６６】
（実施例５）
　短絡回路電流測定を用いた天然ＣＦＴＲ機能についてのＣＦＴＲを安定的に発現する細
胞株の特徴づけ
　ＣＦＴＲを発現する細胞（肺および腸を含むがこれらに限定されない初代上皮細胞また
は不死化上皮細胞）をカルチャーインサート（Ｓｎａｐｗｅｌｌ,Ｃｏｒｎｉｎｇ Ｌｉｆ
ｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上にプレーティングした７～１４日後に、Ｕｓｓｉｎｇチャンバ
ー実験を行う。カルチャーインサート上の細胞を軽くすすぎ、Ｕｓｓｉｎｇ型装置（Ｅａ
ｓｙＭｏｕｎｔ
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Ｃｈａｍｂｅｒ Ｓｙｓｔｅｍ,Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）に載
せ、１２０ｍＭ ＮａＣｌ、２５ｍＭ
ＮａＨＣＯ３、３．３ｍＭ ＫＨ２ＰＯ４、０．８ｍＭ Ｋ２ＨＰＯ４、１．２ｍＭ
ＣａＣｌ２、１．２ｍＭ ＭｇＣｌ２、および１０ｍＭ　グルコースを含み、連続的にガ
スが供給され、３７℃で維持されるリンガー液（Ｏ２中５％ＣＯ２、ｐＨ７．４）に浸す
。ヘミチャンバー（ｈｅｍｉｃｈａｍｂｅｒ）を、マルチチャネル電圧および電流固定（
ＶＣＣ－ＭＣ８
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）に接続する。電極[寒天架橋（１Ｍ　
ＫＣｌ中４％）Ａｇ－ＡｇＣｌ]を使用し、インサートを０ｍＶに電圧固定する。経上皮
の電流、電圧および抵抗を、実験期間中１０秒ごとに測定する。２００ｍΩ未満の抵抗を
有する膜は廃棄する。
【０１６７】
（実施例６）
　電気生理学的アッセイを用いた天然ＣＦＴＲ機能についてのＣＦＴＲを安定的に発現す
る細胞株の特徴づけ
　手動の電気生理学的アッセイおよび自動化された電気生理学的アッセイの両方が開発さ
れ、両方とも天然ＣＦＴＲ機能をアッセイするのに適用することができ、以下に、手動の
パッチクランプ実験の手順を記載する。
【０１６８】
　細胞を低密度で播種し、プレーティングの２～４日後に使用する。ホウケイ酸ガラスピ
ペットを火炎処理し、２～４メガΩのチップ抵抗を得る。電流をサンプリングし、低域を
濾過する。細胞外（浴槽）溶液には、１５０ｍＭ
ＮａＣｌ、１ｍＭ ＣａＣｌ２、１ｍＭ ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ　グルコース、１０ｍＭ 
マンニトール、および１０ｍＭ ＴＥＳ、ｐＨ７．４が含まれる。ピペット溶液には、１
２０ｍＭ
ＣｓＣｌ、１ｍＭ ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ ＴＥＡ－Ｃｌ、０．５ｍＭ ＥＧＴＡ、１ｍＭ 
Ｍｇ－ＡＴＰ、および１０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３）が含まれる。－８０ｍＶ～－
１００ｍＶの間に膜電位を変化させることによって、膜コンダクタンスを監視する。段階
的に２０ｍＶずつ、－１００ｍＶ～＋１００ｍＶの間の電圧パルスを加えることによって
、電流－電圧曲線を作成する。
【０１６９】
（実施例７）
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現する細胞株の作製
　発現構築物の作製
　ｐＣＭＶ－ＳＣＲＩＰＴ（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）に基づいて、合理的なクローニング
を可能にするプラスミド発現ベクターを作製し、これには、ＣＭＶおよびＳＶ４０真核生
物プロモーター；ＳＶ４０およびＨＳＶ－ＴＫポリアデニル化配列；マルチクローニング
部位；コザック配列；ならびに薬物耐性カセット（すなわち、ピューロマイシン）含む、
対象の遺伝子の転写および翻訳に必要な様々な構成要素が含まれた。アンピシリンまたは
ネオマイシン耐性カセットを、ピューロマイシンと置換して使用することもできる。その
後、タグ配列（配列番号８）を、このプラスミドのマルチクローニング部位に挿入した。
その後、ヒトＣＦＴＲをコードするｃＤＮＡカセットを、Ａｓｃ１およびＰａｃ１制限酵
素を用いて、このタグ配列の上流のマルチクローニング部位にサブクローニングした。そ
の後、部位特異的変異誘発（Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）を用いて、５０８番目の単一フェニ
ルアラニンアミノ酸を除去し、ヒトＣＦＴＲ－ΔＦ５０８（配列番号７）をコードするプ
ラスミドを作製した。上記の変異誘発法は、任意の数の様々なＣＦＴＲ対立遺伝子（現在
知られているものか、または将来的に知られるようになるもののいずれか一方）の、ハイ
スループット作製に適合する。
【０１７０】
　細胞株の作製
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　ステップ１：トランスフェクション
　標準的な方法を用いて、ＣＨＯ細胞を、ヒトＣＦＴＲ－ΔＦ５０８（配列番号７）をコ
ードするプラスミドでトランスフェクトした。（宿主細胞に核酸を導入するために使用さ
れ得る試薬の例として、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩ
ＮＥ（商標）２０００、ＯＬＩＧＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＴＦＸ（商標）試薬、
ＦＵＧＥＮＥ（登録商標）６、ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＥ、メタフェクチン（Ｍｅｔａｆｅｃ
ｔｉｎｅ）またはＦＥＣＴＵＲＩＮ（商標）が挙げられるが、これらに限定されない。）
【０１７１】
　薬物選択は、本発明の細胞または細胞株を作製することには任意選択であるが、プラス
ミド中に１つの薬物耐性マーカー（すなわち、ピューロマイシン）を含めた。ＣＦＴＲ－
ΔＦ５０８配列は、ＣＭＶプロモーターの制御下にあった。シグナルプローブによる検出
のための標的配列をコードする非翻訳配列も、薬物耐性マーカーをコードする配列と共に
存在した。利用される標的配列は、標的配列２（配列番号８）であり、この実施例におい
て、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を含むベクターは、標的配列２（配列番号８）を含んだ。
【０１７２】
　ステップ２：選択
　トランスフェクト細胞を、抗生物質を含まないＨａｍ’ｓ Ｆ１２－ＦＢＳ培地（Ｓｉ
ｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ,Ｓｔ Ｌｏｕｉｓ,ＭＯ）中で２日間増殖させ、その後、１２．５μｇ／
ｍｌのピューロマイシンを含むＨａｍ’ｓ
Ｆ１２－ＦＢＳ培地中で１０日間増殖させた。その後、残りの時間、これらの細胞を、抗
生物質を含まないＨａｍ’ｓ Ｆ１２－ＦＢＳ培地に移し、シグナルプローブを加えた。
【０１７３】
　ステップ３：細胞継代
　抗生物質による濃縮後、抗生物質選択がない状態で細胞を５～１４回継代して、選択す
る期間にわたって安定的ではない発現の時間を低下させることができた。
【０１７４】
　ステップ４：細胞の蛍光プローブへの曝露
　標準的な技術を用いて、細胞を収集し、シグナルプローブ２（配列番号９）でトランス
フェクトした。（宿主細胞に核酸を導入するために使用され得る試薬の例として、ＬＩＰ
ＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）２０００、ＯＬＩ
ＧＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）、ＴＦＸ（商標）試薬、ＦＵＧＥＮＥ（登録商標）６、
ＤＯＴＡＰ／ＤＯＰＥ、メタフェクチン（Ｍｅｔａｆｅｃｔｉｎｅ）またはＦＥＣＴＵＲ
ＩＮ（商標）が挙げられるが、これらに限定されない。）シグナルプローブ２（配列番号
９）を標的配列２（配列番号８）に結合させた。その後、これらの細胞を解析のために収
集し、蛍光活性化細胞選別装置を用いて選別した。
【０１７５】
　シグナルプローブにより検出される標的配列
　標的配列２
　５’－ＧＡＡＧＴＴＡＡＣＣＣＴＧＴＣＧＴＴＣＴＧＣＧＡＣ－３’（配列番号８）
【０１７６】
　シグナルプローブ
　シグナルプローブ２（１００μＭストックとして供給される）
　５’－ＣＹ５．５ＧＣＧＡＧＴＣＧＣＡＧＡＡＣＧＡＣＡＧＧＧＴＴＡＡＣＴＴＣＣＴ
ＣＧＣＢＨＱ２－３’（配列番号９）
【０１７７】
　シグナルプローブ２のＢＨＱ２を、ＢＨＱ３または金粒子と置換することができる。
【０１７８】
　標的配列２およびシグナルプローブ２は、それぞれ、標的配列１およびシグナルプロー
ブ１と置き換えることができる。
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　標的配列１
　５’－ＧＴＴＣＴＴＡＡＧＧＣＡＣＡＧＧＡＡＣＴＧＧＧＡＣ－３’（配列番号３）
　シグナルプローブ１（１００μＭストックとして供給される）
　５’－Ｃｙ５ＧＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＴＡＡＧＡＡＣＣＴＣＧ
ＣＢＨＱ２－３’（配列番号６）
【０１７９】
　シグナルプローブ１のＢＨＱ２を、ＢＨＱ３または金粒子と置換することができる。
【０１８０】
　さらに、Ｃｙ５と似たスペクトル特性を有するＱｕａｓａｒ（登録商標）Ｄｙｅ（Ｂｉ
ｏＳｅａｒｃｈ）を用いる類似のプローブを、標的配列１に対する特定の実験において使
用する。
【０１８１】
　いくつかの実験において、ＤＮＡプローブの代わりに、５－ＭｅｄＣおよび２－アミノ
ｄＡミックスマー（ｍｉｘｍｅｒ）を使用する。
【０１８２】
　非標的ＦＡＭ標識プローブは、また、ローディングコントロールとして使用する。
【０１８３】
　ステップ５：陽性細胞の単離
　蛍光活性化細胞選別装置（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ,Ｍｉａｍｉ,ＦＬ）を用い
る解析および選別のために、これらの細胞を解離させ、収集した。標準的な解析法を用い
て、バックグラウンド以上に蛍光を発している細胞をゲーティングし、そのゲートの範囲
に入る個々の細胞を、バーコード化した９６ウェルプレートに単離した。以下のゲーティ
ング階層を用いた：
　一致のゲーティング→一重項ゲーティング→生存ゲーティング→ＦＡＭ対Ｃｙ５．５の
プロットにおける選別ゲーティング：本分野の標準的手順に従って、細胞の０．１～０．
５％。
【０１８４】
　ステップ６：ステップ１～５および／または３～５の追加のサイクル
　ステップ１～５および／または３～５を繰り返し、より多くの細胞を取得した。ステッ
プ１～５を２ラウンド行い、これらのラウンドの各々について、ステップ３～５の内部サ
イクルを２回行った。
【０１８５】
　ステップ７：細胞の集団の増殖速度の推定
　これらのプレートをＭｉｃｒｏｌａｂ Ｓｔａｒ（Ｈａｍｉｌｔｏｎ
Ｒｏｂｏｔｉｃｓ）に移した。１００ユニット／ｍｌのペニシリンおよび０．１ｍｇ／ｍ
ｌのストレプトマイシンを補完した、新鮮な完全増殖培地および２～３日馴化した増殖培
地の１：１の混合物１００μｌ中で、細胞を９日間インキュベートした。その後、これら
の細胞を１回または２回、トリプシン処理により分散させ、凝集塊を最小化し、その後、
新しい９６ウェルプレートに移した。プレートを画像化し、ウェルの集密度を測定した（
Ｇｅｎｅｔｉｘ）。プレート全体の信頼性のある画像収集のために、各プレートに焦点を
合わせた。集密度が７０％を超えると報告されたものは信頼しなかった。分散後１～１０
日間の連続した日に、集密度の測定値を取得し、それを用いて増殖速度を計算した。
【０１８６】
　ステップ８：増殖速度推定値による細胞の集団のグループ分け
　ステップ７の分散ステップ後２週間以内の増殖速度に従って、細胞をグループ分けした
（独立してグループ化し、コホートとしてプレーティングした）。３つの増殖グループの
各々を、個々の９６ウェルプレートに分離した。いくつかの増殖グループは２つ以上の９
６ウェルプレートが必要になった。増殖速度の隔たりを考慮し、かつ細胞の集団の総数の
高い割合を一まとめにすることによって、グループ分けを行った。増殖速度の１２～１６
時間の違いをまとめて、グループ分けを行った。
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【０１８７】
　細胞は、１日未満～２週間を越える倍加時間を有し得る。増殖速度に従って、同時に、
合理的にグループ分けすることができる最も多様性のあるクローンを処理するために、グ
ループ間で０．２５～０．７日の違いを有する３～９グループを用いることが好ましい。
当業者は、グループの堅固さおよびグループ数を特定の状況に対して調節できること、か
つ細胞をグループの細胞周期に同調させる場合、グループの堅固さおよびグループ数をさ
らに調節することができることを理解するであろう。
【０１８８】
　ステップ９：並行処理を加速させ、ストリンジェントな品質管理を提供するためのレプ
リカ平板法
　これらのプレートを、抗生物質を含まない標準化した一定条件（すなわち、Ｈａｍ’ｓ
Ｆ１２－ＦＢＳ培地、３７℃／５％ＣＯ２）下でインキュベートした。これらの細胞のプ
レートを分割し、２セットの９６ウェルプレート（凍結用に１セット、アッセイおよび継
代用に１セット）を作り出した。これらのプレートのセットのそれぞれに対して、別々の
独立した組織培養試薬、インキュベーター、担当者、および二酸化炭素源を用いた。品質
管理ステップを設け、全組織培養試薬の適切な調製および品質を確実にした。一人の指定
された人が、フードの中に調製用試薬のみを有する１つの指定されたフードの中で、使用
するために調製した培地の各ボトルに各成分を加え、その間、第二の指定された人が監視
をして間違いを避けた。液体処理に必要な条件を設定し、ウェル全域の相互汚染を排除し
た。全ステップについて新しいチップを用いるか、またはストリンジェントなチップ洗浄
手順を用いた。正確な量を移すこと、効率的な細胞操作、洗浄サイクル、ピペッティング
の速度および位置、細胞分散のためのピペッティングサイクル数、ならびにチップのプレ
ートに対する相対的位置について、液体処理条件を設定した。
【０１８９】
　ステップ１０：細胞の集団の初期継代ストックの凍結
　１セットのプレートを、－７０～－８０℃で凍結させた。最初に、プレートを７０～１
００％の集密度に到達させた。培地を吸引し、９０％ＦＢＳおよび１０％ＤＭＳＯを加え
た。これらのプレートをそれぞれパラフィで密封し、それぞれ１～５ｃｍの発泡体で囲み
、その後、－８０℃の冷凍庫の中に置いた。
【０１９０】
　ステップ１１：生存能力のある、安定的でかつ機能的な（ＶＳＦ）細胞株を作製するた
めの最初の形質転換ステップの方法および条件
　残りのセットのプレートを、ステップ９で記載した通りに維持した。培地除去、細胞洗
浄、トリプシン添加およびインキュベーション、クエンチングならびに細胞分散ステップ
を含む自動化液体処理ステップを用いて、全細胞をバラバラにした。
【０１９１】
　ステップ１２：増殖速度の任意の余分な変動を補正するための正規化法
　細胞の全集団について、細胞条件および培養条件の一貫性および標準化をコントロール
した。プレート全域の細胞数の正規化により、増殖速度のわずかな違いによるプレート全
域の違いをコントロールし、再配列後８継代ごとに正規化を行った。異常値である細胞の
集団を検出し、排除した。
【０１９２】
　ステップ１３：細胞の集団の特徴づけ
　これらの細胞を、培養液中の再配列後６～１０週間維持した。この期間中、所定の内部
品質管理の一部として、サイズ、形態、微小集密度（ｍｉｃｒｏｃｏｎｆｌｕｅｎｃｙ）
への傾向、ぜい弱性、トリプシン処理に対する反応およびトリプシン処理後の平均円形度
、または培養プレート表面への接着および液体添加の際の吹き飛びに対する抵抗などの細
胞維持の他の態様を観察し、頑強な細胞を同定した。その後、機能評価を目的として、か
かるベンチマーク細胞を認めた。
【０１９３】
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　ステップ１４：ＶＳＦ条件下での細胞の集団の潜在的な機能性の評価
　ハイスループット適合蛍光に基づく膜電位染色キット（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ,ＭＤＳ）を用いて、製造元の取扱説明書に従って、受容体機能について
細胞の集団を試験した。
【０１９４】
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するＣＨＯ細胞の集団を、１０％ウシ胎仔血清お
よびグルタミンを補完したＨａｍ’ｓ
Ｆ１２培地中の標準的細胞培養条件下で維持した。アッセイの前日に、ストックプレート
からこれらの細胞を収集した。アッセイの日に９０％集密度に達するのに十分な密度で、
タンパク質輸送補正物質であるＣｈｅｍｂｒｉｄｇｅ社の化合物番号５９３２７９４（Ｃ
ｈｅｍｂｒｉｄｇｅ,Ｓａｎ Ｄｉｅｇｏ,ＣＡ）（Ｙｏｏ ｅｔ ａｌ.,（２００８）Ｂｉ
ｏｏｒｇａｎｉｃ＆Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ Ｌｅｔｔｅｒｓ；１８（８
）：２６１０－２６１４）を含むまたは含まない、黒色透明の底を有する３８４ウェルア
ッセイプレートに、これらの細胞をプレーティングした。この化合物は、Ｎ－｛２－[（
２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メチル－４，５’－ビ－１，３－チアゾ－ル－
２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸であり、式
【化４】

を有する。これらのアッセイプレートを、５％ＣＯ２下の３７℃の細胞培養インキュベー
ターの中で２２～２４時間維持した。その後、この培地をこれらのアッセイプレートから
除去し、ローディング緩衝液（１３７ｍＭ
ＮａＣｌ、５ｍＭ ＫＣｌ、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ
　グルコース）で希釈した膜電位色素（青色またはＡｎａＳｐｅｃ,Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ 
Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｉｎｃ.）を、膜電位色素のクエンチャーと共にまたはこのクエンチャー
を含めないで加え、３７℃で１時間インキュベートした。このクエンチャーは、当技術分
野で知られる任意のクエンチャー、例えば、ジピクリルアミン（ＤＰＡ）、アシッドバイ
オレット１７（ＡＶ１７）、ジアジンブラック（ＤＢ）、ＨＬＢ３０８１８、トリパンブ
ルー、ブルモフェノールブルー、ＨＬＢ３０７０１、ＨＬＢ３０７０２、ＨＬＢ３０７０
３、ニトラジンイエロー、ニトロレッド、ＤＡＢＣＹＬ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｐｒｏｂｅｓ）、ＱＳＹ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ）、金属イオンクエンチャ
ー（例えば、Ｃｏ２＋、Ｎｉ２＋、Ｃｕ２＋）、およびヨウ化物イオンであり得る。
【０１９５】
　その後、これらのアッセイプレートを蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ
ＦＤＳＳ）に載せ、化合物緩衝液（１３７ｍＭ　グルコン酸ナトリウム、５ｍＭ　グルコ
ン酸カリウム、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ　グルコース
）に溶解させたフォルスコリンとＩＢＭＸの混合物を加えた。
【０１９６】
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　蛍光膜電位アッセイの代表的なデータを図３Ａ～３Ｆに示す。タンパク質輸送補正物質
であるＣｈｅｍｂｒｉｄｇｅ社の化合物番号５９３２７９４が存在するか、または存在し
ない状態のいずれか一方において、フォルスコリン（３０μＭ）＋ＩＢＭＸ（１００μＭ
）混合物に対する受容体の反応を、ＤＭＳＯ＋緩衝液対照と比較することによって（図３
Ａ～３Ｆ）、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するＣＨＯ細胞株における機能的なＣ
ＦＴＲ－ΔＦ５０８に起因するイオン流束を同定した。図３Ａおよび３Ｂは、タンパク質
輸送補正物質（１５～２５μＭ）の存在下で青色膜電位染色を用いてアッセイされる反応
するクローンおよび反応しないクローン（対照）を示す。図３Ｃおよび３Ｄは、タンパク
質輸送補正物質（１５～２５μＭ）の存在下でＡｎａＳｐｅｃ膜電位染色を用いてアッセ
イした反応するクローンおよび反応しないクローン（対照）を示す。図３Ｅおよび３Ｆは
、タンパク質輸送補正物質がない状態で、ＡｎａＳｐｅｃ膜電位染色を用いてアッセイし
た反応するクローンおよび反応しないクローン（対照）を示す。
【０１９７】
　３８４ウェルプレート中で密度を変えて（すなわち、１ウェルあたり１２．５×１０３

～２０×１０３細胞）細胞を試験し、反応を解析する。細胞プレーティングとアッセイデ
ータの読み込みとの間の時間を吟味する。色素濃度も吟味する。潜在的な機能性評価の一
部として、用量反応曲線およびＺ’スコアを計算することができる。
【０１９８】
　以下のステップ（すなわち、ステップ１５～１８）を実施し、最終的な、予備の、生存
可能で、安定的で、かつ機能的な細胞株も選択することができる。
【０１９９】
　ステップ１５：
　少ない継代数および多い継代数で行った実験の機能的反応を比較して、所定の期間にわ
たって（例えば、３～９週間）最も一貫性のある反応を有する細胞を同定する。時間とと
もに変化する細胞の他の特徴にも留意する。
【０２００】
　ステップ１６：
　機能的でかつ他の基準を満たす細胞の集団をさらに評価し、生存可能で、安定的でかつ
機能的な細胞株の作製が最も可能な細胞の集団を見つけ出す。選択される細胞の集団を、
より大きな組織培養容器の中で増やし、これらの条件下で、上記の特徴づけのステップを
継続するか繰り返えす。この時点で、一貫性があり、信頼できる継代を目的に、異なる細
胞密度、プレーティング時間、細胞培養継代の長さ、細胞培養皿の形式（注釈：研究して
いない）、速度およびせん断力を含む流動性の最適化、継代期間、および洗浄ステップな
どのさらなる標準化ステップを導入する。
【０２０１】
　さらに、各継代における細胞の生存能力を調べる。手動の介入を増やし、細胞をより入
念に観察および監視する。この情報を用いて、所望の特性を保持する最終的な細胞株を同
定および選択するのに役立たせる。このプロセス後にかつこれらの条件下で作製される時
に、適切な接着性／粘着性、増殖速度、さらに（微小な集密度のない）プレーティングを
示す最終的な細胞株および予備の細胞株を選択する。
【０２０２】
　ステップ１７：細胞バンクの確立
　最終的な細胞株および予備の細胞株に相当する継代数の少ない凍結ストックを３７℃で
解凍し、Ｈａｍ’ｓ
Ｆ１２－ＦＢＳで１回洗浄し、その後Ｈａｍ’ｓ Ｆ１２－ＦＢＳ中でインキュベートす
る。その後、これらの細胞を２～４週間増やす。各々の最終的でかつ予備の細胞株のクロ
ーンの細胞バンクを確立し、各クローン細胞の２５バイアルを凍結保存する。
【０２０３】
　ステップ１８：
　この細胞バンクの少なくとも１バイアルを解凍し、培養液中で増やす。得られた細胞を
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試験して、それらの細胞が最初に選択された特徴と同じ特徴を満たすかどうかを調べる。
【０２０４】
（実施例８）
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８機能についての安定細胞株の特徴づけ
　ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイを用いて、作製されたＣＦＴＲ－ΔＦ５０８
を安定的に発現する細胞株におけるＣＦＴＲ－ΔＦ５０８の機能を特徴づける。
【０２０５】
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現するＣＨＯ細胞株を、１０％ウシ胎仔血清および
グルタミンを補完したＨａｍ’ｓ
Ｆ１２培地中、標準的細胞培養条件下で維持する。アッセイの前日に、ストックプレート
からこれらの細胞を収集し、タンパク質輸送補正物質（例えば、Ｃｈｅｍｂｒｉｄｇｅ社
の化合物番号５９３２７９４、Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メ
チル－４，５’－ビ－１，３－チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸）が存
在するかまたは存在しない状態で、黒色透明の底を有する３８４ウェルアッセイプレート
にプレーティングする。これらのアッセイプレートを、５％ＣＯ２下の３７℃の細胞培養
インキュベーターの中で２２～２４時間維持する。その後、この培地をこれらのアッセイ
プレートから除去し、ローディング緩衝液（１３７ｍＭ
ＮａＣｌ、５ｍＭ ＫＣｌ、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ
　グルコース）で希釈した青色膜電位色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｉｎｃ.）を加え、３７℃で１時間インキュベートする。その後、これら
のアッセイプレートを蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ
ＦＤＳＳ）に載せ、化合物緩衝液（１３７ｍＭ　グルコン酸ナトリウム、５ｍＭ　グルコ
ン酸カリウム、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ　グルコース
）に溶解させたフォルスコリンとＩＢＭＸの混合物を加える。アゴニスト混合物の添加後
に生じる蛍光変化を測定することによって、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８タンパク質を発現する
安定細胞株を同定する。
【０２０６】
　その後、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８タンパク質を発現する安定細胞株を、フォルスコリンの
用量を増加させて特徴づける。フォルスコリン用量反応実験については、作製されたＣＦ
ＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現する細胞株の細胞を、３８４ウェルプレートに１５，０
００細胞／ウェルの密度でプレーティングし、ＣＦＴＲアゴニストであるフォルスコリン
の濃度を増加させながら検証する。蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ ＦＤＳ
Ｓ）により、細胞蛍光の変化能に応じてた細胞反応を、時間をかけて監視する。その後、
データをフォルスコリン濃度に応じてプロットし、ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５．０
ソフトウェアを用いる非線形回帰分析を用いて分析し、ＥＣ５０値を測定する。
【０２０７】
（実施例９）
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８細胞に基づくアッセイに関するＺ’値の測定
　作製された、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発現する細胞株のＺ’値を、ハイスルー
プット適合蛍光膜電位アッセイを用いて計算する。この蛍光膜電位アッセイの手順を、実
施例８の手順に実質的に従って行う。具体的には、Ｚ’アッセイについて、（１５，００
０細胞／ウェルの密度でプレーティングした）３８４ウェルアッセイプレート中の陽性対
照の２４ウェルを、ＣＦＴＲを活性化するフォルスコリンとＩＢＭＸの混合物を用いて検
証する。等しい数のウェルを、（活性化因子を含まない）溶媒のみ、およびＤＭＳＯを含
む溶媒を用いて検証する。タンパク質輸送補正物質（例えば、Ｃｈｅｍｂｒｉｄｇｅ社の
化合物番号５９３２７９４、Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メチ
ル－４，５’－ビ－１，３－チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸）が存在
するかまたは存在しない状態で、このアッセイを行うことができる。２つの条件における
細胞反応を、蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ ＦＤＳＳ）を用いて監視する
。２つの条件における平均値および標準偏差を計算し、Ｚｈａｎｇ
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ｅｔ ａｌ.,Ｊ Ｂｉｏｍｏｌ
Ｓｃｒｅｅｎ,４（２）：６７－７３,（１９９９）に開示される方法を用いてＺ’を算出
した。
【０２０８】
（実施例１０）
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８モジュレーターのハイスループットスクリーニングおよび同定
　ハイスループット適合蛍光膜電位アッセイを用いて、１つまたは複数のＣＦＴＲ－ΔＦ
５０８モジュレーターをスクリーニングおよび同定する。修飾をする化合物は、アゴニス
ト活性を増強させるかまたは減少させることにより、細胞表面へのタンパク質輸送を高め
るか、またはＣＦＴＲ－ΔＦ５０８アゴニスト（例えば、フォルスコリン）を修飾するか
のいずれか一方であり得る。アッセイの前日に、ストックプレートから抗生物質を含まな
い増殖培地にこれらの細胞を収集し、タンパク質輸送補正物質（例えば、Ｃｈｅｍｂｒｉ
ｄｇｅ社の化合物番号５９３２７９４、Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－
４’－メチル－４，５’－ビ－１，３－チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素
酸）が存在するかまたは存在しない状態で、黒色透明の底を有する３８４ウェルアッセイ
プレートにプレーティングした。これらのアッセイプレートを、５％ＣＯ２下の３７℃の
細胞培養インキュベーターの中で１９～２４時間維持する。その後、培地をこれらのアッ
セイプレートから除去し、ローディング緩衝液（１３７ｍＭ
ＮａＣｌ、５ｍＭ ＫＣｌ、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ
　グルコース）で希釈した青色膜電位色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｉｎｃ.）を加え、これらの細胞を３７℃で１時間インキュベートする。
試験化合物をアッセイ緩衝液（１３７ｍＭ　グルコン酸ナトリウム、５ｍＭ　グルコン酸
カリウム、１．２５ｍＭ
ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ　グルコース）で希釈したジメチルスルホ
キシドに溶解し、その後、３８４ウェル　ポリプロピレンマイクロタイタープレートに入
れる。これらの細胞および化合物のプレートを蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓ
ｕ
ＦＤＳＳ）に載せ、３分間稼働させ、試験化合物活性を同定する。この機器は、３００ｎ
Ｍ～１μＭの濃度でフォルスコリン溶液をこれらの細胞に加え、事前に加えた化合物のモ
ジュレーターまたは遮断薬活性のいずれか一方の観察を可能にする。試験化合物をこれら
の細胞に添加した後および／またはそれに続くアゴニスト添加後に生じる蛍光の変化を測
定することによって、この化合物の活性を測定する。
【０２０９】
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８タンパク質の細胞表面輸送を促進し得る化合物の同定のために、
アッセイの前日に、これらの細胞をストックプレートから抗生物質を含まない増殖培地に
収集し、黒色透明の底を有する３８４ウェルアッセイプレートにプレーティングし、２４
時間試験化合物の存在下で培養する。３８４ウェルプレート中のいくつかのウェルには、
陰性対照として任意の試験化合物を加えない一方で、３８４ウェルプレート中の他のウェ
ルには、タンパク質輸送補正物質（例えば、Ｃｈｅｍｂｒｉｄｇｅ社の化合物番号５９３
２７９４、Ｎ－｛２－[（２－メトキシフェニル）アミノ]－４’－メチル－４，５’－ビ
－１，３－チアゾ－ル－２’－イル｝ベンズアミド臭化水素酸）を加え、陽性対照として
役立たせる。これらのアッセイプレートを、５％ＣＯ２下の３７℃の細胞培養インキュベ
ーターの中で１９～２４時間維持する。その後、この培地をこれのアッセイプレートから
除去し、ローディング緩衝液（１３７ｍＭ
ＮａＣｌ、５ｍＭ ＫＣｌ、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ
　グルコース）で希釈した青色膜電位色素（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ Ｉｎｃ.）を加え、これらの細胞を３７℃で１時間インキュベートする。
その後、これらのアッセイプレートを蛍光プレートリーダー（Ｈａｍａｍａｔｓｕ
ＦＤＳＳ）に載せ、化合物緩衝液（１３７ｍＭ　グルコン酸ナトリウム、５ｍＭ　グルコ
ン酸カリウム、１．２５ｍＭ ＣａＣｌ２、２５ｍＭ ＨＥＰＥＳ、１０ｍＭ　グルコース
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）に溶解させたフォルスコリンとＩＢＭＸの混合物を加える。アゴニスト混合物（すなわ
ち、フォルスコリン＋ＩＢＭＸ）の添加後に生じる蛍光の変化を測定することにより、試
験化合物を調べる。
【０２１０】
（実施例１１）
　短絡回路電流測定を用いたＣＦＴＲ－ΔＦ５０８機能についてのＣＦＴＲ－ΔＦ５０８
を安定的に発現する細胞株の特徴づけ
　ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８発現細胞（例えば、肺および腸を含むがこれらに限定されない初
代上皮細胞または不死化上皮細胞）をカルチャーインサート（Ｓｎａｐｗｅｌｌ,Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ）上にプレーティングした７～１４日後に、Ｕｓｓ
ｉｎｇチャンバー実験を行う。カルチャーインサート上の細胞を軽くすすぎ、Ｕｓｓｉｎ
ｇ型装置（ＥａｓｙＭｏｕｎｔ
Ｃｈａｍｂｅｒ Ｓｙｓｔｅｍ,Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）に載
せ、１２０ｍＭ ＮａＣｌ、２５ｍＭ
ＮａＨＣＯ３、３．３ｍＭ ＫＨ２ＰＯ４、０．８ｍＭ Ｋ２ＨＰＯ４、１．２ｍＭ
ＣａＣｌ２、１．２ｍＭ ＭｇＣｌ２、および１０ｍＭ　グルコースを含み、連続的にガ
スが供給され、３７℃で維持されるリンガー液（Ｏ２中５％ＣＯ２、ｐＨ７．４）に浸す
。ヘミチャンバー（ｈｅｍｉｃｈａｍｂｅｒ）を、マルチチャネル電圧および電流固定（
ＶＣＣ－ＭＣ８
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ）に接続する。電極[寒天架橋（１Ｍ　
ＫＣｌ中４％）Ａｇ－ＡｇＣｌ]を使用し、インサートを０ｍＶに電圧固定する。経上皮
の電流、電圧および抵抗を、実験期間中１０秒ごとに測定する。２００ｍΩ未満の抵抗を
有する膜を廃棄する。
（実施例１２）
　電気生理学的アッセイを用いたＣＦＴＲ－ΔＦ５０８機能についてのＣＦＴＲ－ΔＦ５
０８を安定的に発現する細胞株の特徴づけ
【０２１１】
　手動の電気生理学的アッセイおよび自動化された電気生理学的アッセイの両方が開発さ
れ、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８機能について、両方とも、ＣＦＴＲ－ΔＦ５０８を安定的に発
現する細胞株を特徴づけるのに適用することができ、以下に、手動のパッチクランプ実験
の手順を記載する。
【０２１２】
　細胞を低密度で播種し、プレーティングの２～４日後に使用する。ホウケイ酸ガラスピ
ペットを火炎処理し、２～４メガΩのチップ抵抗を得る。電流をサンプリングし、低域を
濾過する。細胞外（浴槽）溶液には、１５０ｍＭ
ＮａＣｌ、１ｍＭ ＣａＣｌ２、１ｍＭ ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ グルコース、１０ｍＭ マ
ンニトール、および１０ｍＭ ＴＥＳ、ｐＨ７．４が含まれる。ピペット溶液には、１２
０ｍＭ
ＣｓＣｌ、１ｍＭ ＭｇＣｌ２、１０ｍＭ ＴＥＡ－Ｃｌ、０．５ｍＭ ＥＧＴＡ、１ｍＭ 
Ｍｇ－ＡＴＰ、および１０ｍＭ ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．３）が含まれる。－８０ｍＶ～－
１００ｍＶの間に膜電位を変化させることによって、膜コンダクタンスを監視する。段階
的に２０ｍＶずつ、－１００ｍＶ～＋１００ｍＶの間の電圧パルスを加えることによって
、電流－電圧曲線を作成する。
[配列リスト]
【０２１３】
　ホモサピエンス（Ｈ．ｓ．）嚢胞性線維症膜コンダクタンス制御因子（ＣＦＴＲ）ヌク
レオチド配列（配列番号１）：
ａｔｇｃａｇａｇｇｔｃｇｃｃｔｃｔｇｇａａａａｇｇｃｃａｇｃｇｔｔｇｔｃｔｃｃａ
ａａｃｔｔｔｔｔｔｔｃａｇｃｔｇｇａｃｃａｇａｃｃａａｔｔｔｔｇａｇｇａａａｇｇ
ａｔａｃａｇａｃａｇｃｇｃｃｔｇｇａａｔｔｇｔｃａｇａｃａｔａｔａｃｃａａａｔｃ
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ｃｃｔｔｃｔｇｔｔｇａｔｔｃｔｇｃｔｇａｃａａｔｃｔａｔｃｔｇａａａａａｔｔｇｇ
ａａａｇａｇａａｔｇｇｇａｔａｇａｇａｇｃｔｇｇｃｔｔｃａａａｇａａａａａｔｃｃ
ｔａａａｃｔｃａｔｔａａｔｇｃｃｃｔｔｃｇｇｃｇａｔｇｔｔｔｔｔｔｃｔｇｇａｇａ
ｔｔｔａｔｇｔｔｃｔａｔｇｇａａｔｃｔｔｔｔｔａｔａｔｔｔａｇｇｇｇａａｇｔｃａ
ｃｃａａａｇｃａｇｔａｃａｇｃｃｔｃｔｃｔｔａｃｔｇｇｇａａｇａａｔｃａｔａｇｃ
ｔｔｃｃｔａｔｇａｃｃｃｇｇａｔａａｃａａｇｇａｇｇａａｃｇｃｔｃｔａｔｃｇｃｇ
ａｔｔｔａｔｃｔａｇｇｃａｔａｇｇｃｔｔａｔｇｃｃｔｔｃｔｃｔｔｔａｔｔｇｔｇａ
ｇｇａｃａｃｔｇｃｔｃｃｔａｃａｃｃｃａｇｃｃａｔｔｔｔｔｇｇｃｃｔｔｃａｔｃａ
ｃａｔｔｇｇａａｔｇｃａｇａｔｇａｇａａｔａｇｃｔａｔｇｔｔｔａｇｔｔｔｇａｔｔ
ｔａｔａａｇａａｇａｃｔｔｔａａａｇｃｔｇｔｃａａｇｃｃｇｔｇｔｔｃｔａｇａｔａ
ａａａｔａａｇｔａｔｔｇｇａｃａａｃｔｔｇｔｔａｇｔｃｔｃｃｔｔｔｃｃａａｃａａ
ｃｃｔｇａａｃａａａｔｔｔｇａｔｇａａｇｇａｃｔｔｇｃａｔｔｇｇｃａｃａｔｔｔｃ
ｇｔｇｔｇｇａｔｃｇｃｔｃｃｔｔｔｇｃａａｇｔｇｇｃａｃｔｃｃｔｃａｔｇｇｇｇｃ
ｔａａｔｃｔｇｇｇａｇｔｔｇｔｔａｃａｇｇｃｇｔｃｔｇｃｃｔｔｃｔｇｔｇｇａｃｔ
ｔｇｇｔｔｔｃｃｔｇａｔａｇｔｃｃｔｔｇｃｃｃｔｔｔｔｔｃａｇｇｃｔｇｇｇｃｔａ
ｇｇｇａｇａａｔｇａｔｇａｔｇａａｇｔａｃａｇａｇａｔｃａｇａｇａｇｃｔｇｇｇａ
ａｇａｔｃａｇｔｇａａａｇａｃｔｔｇｔｇａｔｔａｃｃｔｃａｇａａａｔｇａｔｔｇａ
ａａａｔａｔｃｃａａｔｃｔｇｔｔａａｇｇｃａｔａｃｔｇｃｔｇｇｇａａｇａａｇｃａ
ａｔｇｇａａａａａａｔｇａｔｔｇａａａａｃｔｔａａｇａｃａａａｃａｇａａｃｔｇａ
ａａｃｔｇａｃｔｃｇｇａａｇｇｃａｇｃｃｔａｔｇｔｇａｇａｔａｃｔｔｃａａｔａｇ
ｃｔｃａｇｃｃｔｔｃｔｔｃｔｔｃｔｃａｇｇｇｔｔｃｔｔｔｇｔｇｇｔｇｔｔｔｔｔａ
ｔｃｔｇｔｇｃｔｔｃｃｃｔａｔｇｃａｃｔａａｔｃａａａｇｇａａｔｃａｔｃｃｔｃｃ
ｇｇａａａａｔａｔｔｃａｃｃａｃｃａｔｃｔｃａｔｔｃｔｇｃａｔｔｇｔｔｃｔｇｃｇ
ｃａｔｇｇｃｇｇｔｃａｃｔｃｇｇｃａａｔｔｔｃｃｃｔｇｇｇｃｔｇｔａｃａａａｃａ
ｔｇｇｔａｔｇａｃｔｃｔｃｔｔｇｇａｇｃａａｔａａａｃａａａａｔａｃａｇｇａｔｔ
ｔｃｔｔａｃａａａａｇｃａａｇａａｔａｔａａｇａｃａｔｔｇｇａａｔａｔａａｃｔｔ
ａａｃｇａｃｔａｃａｇａａｇｔａｇｔｇａｔｇｇａｇａａｔｇｔａａｃａｇｃｃｔｔｃ
ｔｇｇｇａｇｇａｇｇｇａｔｔｔｇｇｇｇａａｔｔａｔｔｔｇａｇａａａｇｃａａａａｃ
ａａａａｃａａｔａａｃａａｔａｇａａａａａｃｔｔｃｔａａｔｇｇｔｇａｔｇａｃａｇ
ｃｃｔｃｔｔｃｔｔｃａｇｔａａｔｔｔｃｔｃａｃｔｔｃｔｔｇｇｔａｃｔｃｃｔｇｔｃ
ｃｔｇａａａｇａｔａｔｔａａｔｔｔｃａａｇａｔａｇａａａｇａｇｇａｃａｇｔｔｇｔ
ｔｇｇｃｇｇｔｔｇｃｔｇｇａｔｃｃａｃｔｇｇａｇｃａｇｇｃａａｇａｃｔｔｃａｃｔ
ｔｃｔａａｔｇｇｔｇａｔｔａｔｇｇｇａｇａａｃｔｇｇａｇｃｃｔｔｃａｇａｇｇｇｔ
ａａａａｔｔａａｇｃａｃａｇｔｇｇａａｇａａｔｔｔｃａｔｔｃｔｇｔｔｃｔｃａｇｔ
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ＬＷＬＬＧＮＴＰＬＱＤＫＧＮＳＴＨＳＲＮＮＳＹＡＶＩＩＴＳＴＳＳＹＹＶＦＹＩＹＶ
ＧＶＡＤＴＬＬＡＭＧＦＦＲＧＬＰＬＶＨＴＬＩＴＶＳＫＩＬＨＨＫＭＬＨＳＶＬＱＡＰ
ＭＳＴＬＮＴＬＫＡＧＧＩＬＮＲＦＳＫＤＩＡＩＬＤＤＬＬＰＬＴＩＦＤＦＩＱＬＬＬＩ
ＶＩＧＡＩＡＶＶＡＶＬＱＰＹＩＦＶＡＴＶＰＶＩＶＡＦＩＭＬＲＡＹＦＬＱＴＳＱＱＬ
ＫＱＬＥＳＥＧＲＳＰＩＦＴＨＬＶＴＳＬＫＧＬＷＴＬＲＡＦＧＲＱＰＹＦＥＴＬＦＨＫ
ＡＬＮＬＨＴＡＮＷＦＬＹＬＳＴＬＲＷＦＱＭＲＩＥＭＩＦＶＩＦＦＩＡＶＴＦＩＳＩＬ
ＴＴＧＥＧＥＧＲＶＧＩＩＬＴＬＡＭＮＩＭＳＴＬＱＷＡＶＮＳＳＩＤＶＤＳＬＭＲＳＶ
ＳＲＶＦＫＦＩＤＭＰＴＥＧＫＰＴＫＳＴＫＰＹＫＮＧＱＬＳＫＶＭＩＩＥＮＳＨＶＫＫ
ＤＤＩＷＰＳＧＧＱＭＴＶＫＤＬＴＡＫＹＴＥＧＧＮＡＩＬＥＮＩＳＦＳＩＳＰＧＱＲＶ
ＧＬＬＧＲＴＧＳＧＫＳＴＬＬＳＡＦＬＲＬＬＮＴＥＧＥＩＱＩＤＧＶＳＷＤＳＩＴＬＱ
ＱＷＲＫＡＦＧＶＩＰＱＫＶＦＩＦＳＧＴＦＲＫＮＬＤＰＹＥＱＷＳＤＱＥＩＷＫＶＡＤ
ＥＶＧＬＲＳＶＩＥＱＦＰＧＫＬＤＦＶＬＶＤＧＧＣＶＬＳＨＧＨＫＱＬＭＣＬＡＲＳＶ
ＬＳＫＡＫＩＬＬＬＤＥＰＳＡＨＬＤＰＶＴＹＱＩＩＲＲＴＬＫＱＡＦＡＤＣＴＶＩＬＣ
ＥＨＲＩＥＡＭＬＥＣＱＱＦＬＶＩＥＥＮＫＶＲＱＹＤＳＩＱＫＬＬＮＥＲＳＬＦＲＱＡ
ＩＳＰＳＤＲＶＫＬＦＰＨＲＮＳＳＫＣＫＳＫＰＱＩＡＡＬＫＥＥＴＥＥＥＶＱＤＴＲＬ
【０２１５】
　標的配列１（配列番号３）：
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　５’－ＧＴＴＣＴＴＡＡＧＧＣＡＣＡＧＧＡＡＣＴＧＧＧＡＣ－３’
【０２１６】
　Ｈ．ｓ．ＣＦＴＲ変異体（ΔＦ５０８）ヌクレオチド配列（配列番号４）
ａｔｇｃａｇａｇｇｔｃｇｃｃｔｃｔｇｇａａａａｇｇｃｃａｇｃｇｔｔｇｔｃｔｃｃａ
ａａｃｔｔｔｔｔｔｔｃａｇｃｔｇｇａｃｃａｇａｃｃａａｔｔｔｔｇａｇｇａａａｇｇ
ａｔａｃａｇａｃａｇｃｇｃｃｔｇｇａａｔｔｇｔｃａｇａｃａｔａｔａｃｃａａａｔｃ
ｃｃｔｔｃｔｇｔｔｇａｔｔｃｔｇｃｔｇａｃａａｔｃｔａｔｃｔｇａａａａａｔｔｇｇ
ａａａｇａｇａａｔｇｇｇａｔａｇａｇａｇｃｔｇｇｃｔｔｃａａａｇａａａａａｔｃｃ
ｔａａａｃｔｃａｔｔａａｔｇｃｃｃｔｔｃｇｇｃｇａｔｇｔｔｔｔｔｔｃｔｇｇａｇａ
ｔｔｔａｔｇｔｔｃｔａｔｇｇａａｔｃｔｔｔｔｔａｔａｔｔｔａｇｇｇｇａａｇｔｃａ
ｃｃａａａｇｃａｇｔａｃａｇｃｃｔｃｔｃｔｔａｃｔｇｇｇａａｇａａｔｃａｔａｇｃ
ｔｔｃｃｔａｔｇａｃｃｃｇｇａｔａａｃａａｇｇａｇｇａａｃｇｃｔｃｔａｔｃｇｃｇ
ａｔｔｔａｔｃｔａｇｇｃａｔａｇｇｃｔｔａｔｇｃｃｔｔｃｔｃｔｔｔａｔｔｇｔｇａ
ｇｇａｃａｃｔｇｃｔｃｃｔａｃａｃｃｃａｇｃｃａｔｔｔｔｔｇｇｃｃｔｔｃａｔｃａ
ｃａｔｔｇｇａａｔｇｃａｇａｔｇａｇａａｔａｇｃｔａｔｇｔｔｔａｇｔｔｔｇａｔｔ
ｔａｔａａｇａａｇａｃｔｔｔａａａｇｃｔｇｔｃａａｇｃｃｇｔｇｔｔｃｔａｇａｔａ
ａａａｔａａｇｔａｔｔｇｇａｃａａｃｔｔｇｔｔａｇｔｃｔｃｃｔｔｔｃｃａａｃａａ
ｃｃｔｇａａｃａａａｔｔｔｇａｔｇａａｇｇａｃｔｔｇｃａｔｔｇｇｃａｃａｔｔｔｃ
ｇｔｇｔｇｇａｔｃｇｃｔｃｃｔｔｔｇｃａａｇｔｇｇｃａｃｔｃｃｔｃａｔｇｇｇｇｃ
ｔａａｔｃｔｇｇｇａｇｔｔｇｔｔａｃａｇｇｃｇｔｃｔｇｃｃｔｔｃｔｇｔｇｇａｃｔ
ｔｇｇｔｔｔｃｃｔｇａｔａｇｔｃｃｔｔｇｃｃｃｔｔｔｔｔｃａｇｇｃｔｇｇｇｃｔａ
ｇｇｇａｇａａｔｇａｔｇａｔｇａａｇｔａｃａｇａｇａｔｃａｇａｇａｇｃｔｇｇｇａ
ａｇａｔｃａｇｔｇａａａｇａｃｔｔｇｔｇａｔｔａｃｃｔｃａｇａａａｔｇａｔｔｇａ
ａａａｔａｔｃｃａａｔｃｔｇｔｔａａｇｇｃａｔａｃｔｇｃｔｇｇｇａａｇａａｇｃａ
ａｔｇｇａａａａａａｔｇａｔｔｇａａａａｃｔｔａａｇａｃａａａｃａｇａａｃｔｇａ
ａａｃｔｇａｃｔｃｇｇａａｇｇｃａｇｃｃｔａｔｇｔｇａｇａｔａｃｔｔｃａａｔａｇ
ｃｔｃａｇｃｃｔｔｃｔｔｃｔｔｃｔｃａｇｇｇｔｔｃｔｔｔｇｔｇｇｔｇｔｔｔｔｔａ
ｔｃｔｇｔｇｃｔｔｃｃｃｔａｔｇｃａｃｔａａｔｃａａａｇｇａａｔｃａｔｃｃｔｃｃ
ｇｇａａａａｔａｔｔｃａｃｃａｃｃａｔｃｔｃａｔｔｃｔｇｃａｔｔｇｔｔｃｔｇｃｇ
ｃａｔｇｇｃｇｇｔｃａｃｔｃｇｇｃａａｔｔｔｃｃｃｔｇｇｇｃｔｇｔａｃａａａｃａ
ｔｇｇｔａｔｇａｃｔｃｔｃｔｔｇｇａｇｃａａｔａａａｃａａａａｔａｃａｇｇａｔｔ
ｔｃｔｔａｃａａａａｇｃａａｇａａｔａｔａａｇａｃａｔｔｇｇａａｔａｔａａｃｔｔ
ａａｃｇａｃｔａｃａｇａａｇｔａｇｔｇａｔｇｇａｇａａｔｇｔａａｃａｇｃｃｔｔｃ
ｔｇｇｇａｇｇａｇｇｇａｔｔｔｇｇｇｇａａｔｔａｔｔｔｇａｇａａａｇｃａａａａｃ
ａａａａｃａａｔａａｃａａｔａｇａａａａａｃｔｔｃｔａａｔｇｇｔｇａｔｇａｃａｇ
ｃｃｔｃｔｔｃｔｔｃａｇｔａａｔｔｔｃｔｃａｃｔｔｃｔｔｇｇｔａｃｔｃｃｔｇｔｃ
ｃｔｇａａａｇａｔａｔｔａａｔｔｔｃａａｇａｔａｇａａａｇａｇｇａｃａｇｔｔｇｔ
ｔｇｇｃｇｇｔｔｇｃｔｇｇａｔｃｃａｃｔｇｇａｇｃａｇｇｃａａｇａｃｔｔｃａｃｔ
ｔｃｔａａｔｇｇｔｇａｔｔａｔｇｇｇａｇａａｃｔｇｇａｇｃｃｔｔｃａｇａｇｇｇｔ
ａａａａｔｔａａｇｃａｃａｇｔｇｇａａｇａａｔｔｔｃａｔｔｃｔｇｔｔｃｔｃａｇｔ
ｔｔｔｃｃｔｇｇａｔｔａｔｇｃｃｔｇｇｃａｃｃａｔｔａａａｇａａａａｔａｔｃａｔ
ｃｇｇｔｇｔｔｔｃｃｔａｔｇａｔｇａａｔａｔａｇａｔａｃａｇａａｇｃｇｔｃａｔｃ
ａａａｇｃａｔｇｃｃａａｃｔａｇａａｇａｇｇａｃａｔｃｔｃｃａａｇｔｔｔｇｃａｇ
ａｇａａａｇａｃａａｔａｔａｇｔｔｃｔｔｇｇａｇａａｇｇｔｇｇａａｔｃａｃａｃｔ
ｇａｇｔｇｇａｇｇｔｃａａｃｇａｇｃａａｇａａｔｔｔｃｔｔｔａｇｃａａｇａｇｃａ
ｇｔａｔａｃａａａｇａｔｇｃｔｇａｔｔｔｇｔａｔｔｔａｔｔａｇａｃｔｃｔｃｃｔｔ
ｔｔｇｇａｔａｃｃｔａｇａｔｇｔｔｔｔａａｃａｇａａａａａｇａａａｔａｔｔｔｇａ
ａａｇｃｔｇｔｇｔｃｔｇｔａａａｃｔｇａｔｇｇｃｔａａｃａａａａｃｔａｇｇａｔｔ
ｔｔｇｇｔｃａｃｔｔｃｔａａａａｔｇｇａａｃａｔｔｔａａａｇａａａｇｃｔｇａｃａ
ａａａｔａｔｔａａｔｔｔｔｇｃａｔｇａａｇｇｔａｇｃａｇｃｔａｔｔｔｔｔａｔｇｇ
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ｇａｃａｔｔｔｔｃａｇａａｃｔｃｃａａａａｔｃｔａｃａｇｃｃａｇａｃｔｔｔａｇｃ
ｔｃａａａａｃｔｃａｔｇｇｇａｔｇｔｇａｔｔｃｔｔｔｃｇａｃｃａａｔｔｔａｇｔｇ
ｃａｇａａａｇａａｇａａａｔｔｃａａｔｃｃｔａａｃｔｇａｇａｃｃｔｔａｃａｃｃｇ
ｔｔｔｃｔｃａｔｔａｇａａｇｇａｇａｔｇｃｔｃｃｔｇｔｃｔｃｃｔｇｇａｃａｇａａ
ａｃａａａａａａａｃａａｔｃｔｔｔｔａａａｃａｇａｃｔｇｇａｇａｇｔｔｔｇｇｇｇ
ａａａａａａｇｇａａｇａａｔｔｃｔａｔｔｃｔｃａａｔｃｃａａｔｃａａｃｔｃｔａｔ
ａｃｇａａａａｔｔｔｔｃｃａｔｔｇｔｇｃａａａａｇａｃｔｃｃｃｔｔａｃａａａｔｇ
ａａｔｇｇｃａｔｃｇａａｇａｇｇａｔｔｃｔｇａｔｇａｇｃｃｔｔｔａｇａｇａｇａａ
ｇｇｃｔｇｔｃｃｔｔａｇｔａｃｃａｇａｔｔｃｔｇａｇｃａｇｇｇａｇａｇｇｃｇａｔ
ａｃｔｇｃｃｔｃｇｃａｔｃａｇｃｇｔｇａｔｃａｇｃａｃｔｇｇｃｃｃｃａｃｇｃｔｔ
ｃａｇｇｃａｃｇａａｇｇａｇｇｃａｇｔｃｔｇｔｃｃｔｇａａｃｃｔｇａｔｇａｃａｃ
ａｃｔｃａｇｔｔａａｃｃａａｇｇｔｃａｇａａｃａｔｔｃａｃｃｇａａａｇａｃａａｃ
ａｇｃａｔｃｃａｃａｃｇａａａａｇｔｇｔｃａｃｔｇｇｃｃｃｃｔｃａｇｇｃａａａｃ
ｔｔｇａｃｔｇａａｃｔｇｇａｔａｔａｔａｔｔｃａａｇａａｇｇｔｔａｔｃｔｃａａｇ
ａａａｃｔｇｇｃｔｔｇｇａａａｔａａｇｔｇａａｇａａａｔｔａａｃｇａａｇａａｇａ
ｃｔｔａａａｇｇａｇｔｇｃｔｔｔｔｔｔｇａｔｇａｔａｔｇｇａｇａｇｃａｔａｃｃａ
ｇｃａｇｔｇａｃｔａｃａｔｇｇａａｃａｃａｔａｃｃｔｔｃｇａｔａｔａｔｔａｃｔｇ
ｔｃｃａｃａａｇａｇｃｔｔａａｔｔｔｔｔｇｔｇｃｔａａｔｔｔｇｇｔｇｃｔｔａｇｔ
ａａｔｔｔｔｔｃｔｇｇｃａｇａｇｇｔｇｇｃｔｇｃｔｔｃｔｔｔｇｇｔｔｇｔｇｃｔｇ
ｔｇｇｃｔｃｃｔｔｇｇａａａｃａｃｔｃｃｔｃｔｔｃａａｇａｃａａａｇｇｇａａｔａ
ｇｔａｃｔｃａｔａｇｔａｇａａａｔａａｃａｇｃｔａｔｇｃａｇｔｇａｔｔａｔｃａｃ
ｃａｇｃａｃｃａｇｔｔｃｇｔａｔｔａｔｇｔｇｔｔｔｔａｃａｔｔｔａｃｇｔｇｇｇａ
ｇｔａｇｃｃｇａｃａｃｔｔｔｇｃｔｔｇｃｔａｔｇｇｇａｔｔｃｔｔｃａｇａｇｇｔｃ
ｔａｃｃａｃｔｇｇｔｇｃａｔａｃｔｃｔａａｔｃａｃａｇｔｇｔｃｇａａａａｔｔｔｔ
ａｃａｃｃａｃａａａａｔｇｔｔａｃａｔｔｃｔｇｔｔｃｔｔｃａａｇｃａｃｃｔａｔｇ
ｔｃａａｃｃｃｔｃａａｃａｃｇｔｔｇａａａｇｃａｇｇｔｇｇｇａｔｔｃｔｔａａｔａ
ｇａｔｔｃｔｃｃａａａｇａｔａｔａｇｃａａｔｔｔｔｇｇａｔｇａｃｃｔｔｃｔｇｃｃ
ｔｃｔｔａｃｃａｔａｔｔｔｇａｃｔｔｃａｔｃｃａｇｔｔｇｔｔａｔｔａａｔｔｇｔｇ
ａｔｔｇｇａｇｃｔａｔａｇｃａｇｔｔｇｔｃｇｃａｇｔｔｔｔａｃａａｃｃｃｔａｃａ
ｔｃｔｔｔｇｔｔｇｃａａｃａｇｔｇｃｃａｇｔｇａｔａｇｔｇｇｃｔｔｔｔａｔｔａｔ
ｇｔｔｇａｇａｇｃａｔａｔｔｔｃｃｔｃｃａａａｃｃｔｃａｃａｇｃａａｃｔｃａａａ
ｃａａｃｔｇｇａａｔｃｔｇａａｇｇｃａｇｇａｇｔｃｃａａｔｔｔｔｃａｃｔｃａｔｃ
ｔｔｇｔｔａｃａａｇｃｔｔａａａａｇｇａｃｔａｔｇｇａｃａｃｔｔｃｇｔｇｃｃｔｔ
ｃｇｇａｃｇｇｃａｇｃｃｔｔａｃｔｔｔｇａａａｃｔｃｔｇｔｔｃｃａｃａａａｇｃｔ
ｃｔｇａａｔｔｔａｃａｔａｃｔｇｃｃａａｃｔｇｇｔｔｃｔｔｇｔａｃｃｔｇｔｃａａ
ｃａｃｔｇｃｇｃｔｇｇｔｔｃｃａａａｔｇａｇａａｔａｇａａａｔｇａｔｔｔｔｔｇｔ
ｃａｔｃｔｔｃｔｔｃａｔｔｇｃｔｇｔｔａｃｃｔｔｃａｔｔｔｃｃａｔｔｔｔａａｃａ
ａｃａｇｇａｇａａｇｇａｇａａｇｇａａｇａｇｔｔｇｇｔａｔｔａｔｃｃｔｇａｃｔｔ
ｔａｇｃｃａｔｇａａｔａｔｃａｔｇａｇｔａｃａｔｔｇｃａｇｔｇｇｇｃｔｇｔａａａ
ｃｔｃｃａｇｃａｔａｇａｔｇｔｇｇａｔａｇｃｔｔｇａｔｇｃｇａｔｃｔｇｔｇａｇｃ
ｃｇａｇｔｃｔｔｔａａｇｔｔｃａｔｔｇａｃａｔｇｃｃａａｃａｇａａｇｇｔａａａｃ
ｃｔａｃｃａａｇｔｃａａｃｃａａａｃｃａｔａｃａａｇａａｔｇｇｃｃａａｃｔｃｔｃ
ｇａａａｇｔｔａｔｇａｔｔａｔｔｇａｇａａｔｔｃａｃａｃｇｔｇａａｇａａａｇａｔ
ｇａｃａｔｃｔｇｇｃｃｃｔｃａｇｇｇｇｇｃｃａａａｔｇａｃｔｇｔｃａａａｇａｔｃ
ｔｃａｃａｇｃａａａａｔａｃａｃａｇａａｇｇｔｇｇａａａｔｇｃｃａｔａｔｔａｇａ
ｇａａｃａｔｔｔｃｃｔｔｃｔｃａａｔａａｇｔｃｃｔｇｇｃｃａｇａｇｇｇｔｇｇｇｃ
ｃｔｃｔｔｇｇｇａａｇａａｃｔｇｇａｔｃａｇｇｇａａｇａｇｔａｃｔｔｔｇｔｔａｔ
ｃａｇｃｔｔｔｔｔｔｇａｇａｃｔａｃｔｇａａｃａｃｔｇａａｇｇａｇａａａｔｃｃａ
ｇａｔｃｇａｔｇｇｔｇｔｇｔｃｔｔｇｇｇａｔｔｃａａｔａａｃｔｔｔｇｃａａｃａｇ
ｔｇｇａｇｇａａａｇｃｃｔｔｔｇｇａｇｔｇａｔａｃｃａｃａｇａａａｇｔａｔｔｔａ
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ｔｔｔｔｔｔｃｔｇｇａａｃａｔｔｔａｇａａａａａａｃｔｔｇｇａｔｃｃｃｔａｔｇａ
ａｃａｇｔｇｇａｇｔｇａｔｃａａｇａａａｔａｔｇｇａａａｇｔｔｇｃａｇａｔｇａｇ
ｇｔｔｇｇｇｃｔｃａｇａｔｃｔｇｔｇａｔａｇａａｃａｇｔｔｔｃｃｔｇｇｇａａｇｃ
ｔｔｇａｃｔｔｔｇｔｃｃｔｔｇｔｇｇａｔｇｇｇｇｇｃｔｇｔｇｔｃｃｔａａｇｃｃａ
ｔｇｇｃｃａｃａａｇｃａｇｔｔｇａｔｇｔｇｃｔｔｇｇｃｔａｇａｔｃｔｇｔｔｃｔｃ
ａｇｔａａｇｇｃｇａａｇａｔｃｔｔｇｃｔｇｃｔｔｇａｔｇａａｃｃｃａｇｔｇｃｔｃ
ａｔｔｔｇｇａｔｃｃａｇｔａａｃａｔａｃｃａａａｔａａｔｔａｇａａｇａａｃｔｃｔ
ａａａａｃａａｇｃａｔｔｔｇｃｔｇａｔｔｇｃａｃａｇｔａａｔｔｃｔｃｔｇｔｇａａ
ｃａｃａｇｇａｔａｇａａｇｃａａｔｇｃｔｇｇａａｔｇｃｃａａｃａａｔｔｔｔｔｇｇ
ｔｃａｔａｇａａｇａｇａａｃａａａｇｔｇｃｇｇｃａｇｔａｃｇａｔｔｃｃａｔｃｃａ
ｇａａａｃｔｇｃｔｇａａｃｇａｇａｇｇａｇｃｃｔｃｔｔｃｃｇｇｃａａｇｃｃａｔｃ
ａｇｃｃｃｃｔｃｃｇａｃａｇｇｇｔｇａａｇｃｔｃｔｔｔｃｃｃｃａｃｃｇｇａａｃｔ
ｃａａｇｃａａｇｔｇｃａａｇｔｃｔａａｇｃｃｃｃａｇａｔｔｇｃｔｇｃｔｃｔｇａａ
ａｇａｇｇａｇａｃａｇａａｇａａｇａｇｇｔｇｃａａｇａｔａｃａａｇｇｃｔｔｔｇａ
【０２１７】
　ＹＦＰ変異体（ｍｅＹＦＰ－Ｈ１４８Ｑ／Ｉ１５２Ｌ）ヌクレオチド配列（配列番号５
）：
ａｔｇｇｔｇａｇｃａａｇｇｇｃｇａｇｇａｇｃｔｇｔｔｃａｃｃｇｇｇｇｔｇｇｔｇｃ
ｃｃａｔｃｃｔｇｇｔｃｇａｇｃｔｇｇａｃｇｇｃｇａｃｇｔａａａｃｇｇｃｃａｃａａ
ｇｔｔｃａｇｃｇｔｇｔｃｃｇｇｃｇａｇｇｇｃｇａｇｇｇｃｇａｔｇｃｃａｃｃｔａｃ
ｇｇｃａａｇｃｔｇａｃｃｃｔｇａａｇｔｔｃａｔｃｔｇｃａｃｃａｃｃｇｇｃａａｇｃ
ｔｇｃｃｃｇｔｇｃｃｃｔｇｇｃｃｃａｃｃｃｔｃｇｔｇａｃｃａｃｃｔｔｃｇｇｃｔａ
ｃｇｇｃｃｔｇｃａｇｔｇｃｔｔｃｇｃｃｃｇｃｔａｃｃｃｃｇａｃｃａｃａｔｇａａｇ
ｃａｇｃａｃｇａｃｔｔｃｔｔｃａａｇｔｃｃｇｃｃａｔｇｃｃｃｇａａｇｇｃｔａｃｇ
ｔｃｃａｇｇａｇｃｇｃａｃｃａｔｃｔｔｃｔｔｃａａｇｇａｃｇａｃｇｇｃａａｃｔａ
ｃａａｇａｃｃｃｇｃｇｃｃｇａｇｇｔｇａａｇｔｔｃｇａｇｇｇｃｇａｃａｃｃｃｔｇ
ｇｔｇａａｃｃｇｃａｔｃｇａｇｃｔｇａａｇｇｇｃａｔｃｇａｃｔｔｃａａｇｇａｇｇ
ａｃｇｇｃａａｃａｔｃｃｔｇｇｇｇｃａｃａａｇｃｔｇｇａｇｔａｃａａｃｔａｃａａ
ｃａｇｃｃａａａａｃｇｔｃｔａｔｃｔｃａｔｇｇｃｃｇａｃａａｇｃａｇａａｇａａｃ
ｇｇｃａｔｃａａｇｇｔｇａａｃｔｔｃａａｇａｔｃｃｇｃｃａｃａａｃａｔｃｇａｇｇ
ａｃｇｇｃａｇｃｇｔｇｃａｇｃｔｃｇｃｃｇａｃｃａｃｔａｃｃａｇｃａｇａａｃａｃ
ｃｃｃｃａｔｃｇｇｃｇａｃｇｇｃｃｃｃｇｔｇｃｔｇｃｔｇｃｃｃｇａｃａａｃｃａｃ
ｔａｃｃｔｇａｇｃｔａｃｃａｇｔｃｃｇｃｃｃｔｇａｇｃａａａｇａｃｃｃｃａａｃｇ
ａｇａａｇｃｇｃｇａｔｃａｃａｔｇｇｔｃｃｔｇｃｔｇｇａｇｔｔｃｇｔｇａｃｃｇｃ
ｃｇｃｃｇｇｇａｔｃａｃｔｃｔｃｇｇｃａｔｇｇａｃｇａｇｃｔｇｔａｃａａｇｔａａ
【０２１８】
　シグナルプローブ１（配列番号６）：
５’－Ｃｙ５ＧＣＣＡＧＴＣＣＣＡＧＴＴＣＣＴＧＴＧＣＣＴＴＡＡＧＡＡＣＣＴＣＧＣ
ＢＨＱ２－３’
【０２１９】
　Ｈ．ｓ．ＣＦＴＲ変異体（ΔＦ５０８）アミノ酸配列（配列番号７）
ＭＱＲＳＰＬＥＫＡＳＶＶＳＫＬＦＦＳＷＴＲＰＩＬＲＫＧＹＲＱＲＬＥＬＳＤＩＹＱＩ
ＰＳＶＤＳＡＤＮＬＳＥＫＬＥＲＥＷＤＲＥＬＡＳＫＫＮＰＫＬＩＮＡＬＲＲＣＦＦＷＲ
ＦＭＦＹＧＩＦＬＹＬＧＥＶＴＫＡＶＱＰＬＬＬＧＲＩＩＡＳＹＤＰＤＮＫＥＥＲＳＩＡ
ＩＹＬＧＩＧＬＣＬＬＦＩＶＲＴＬＬＬＨＰＡＩＦＧＬＨＨＩＧＭＱＭＲＩＡＭＦＳＬＩ
ＹＫＫＴＬＫＬＳＳＲＶＬＤＫＩＳＩＧＱＬＶＳＬＬＳＮＮＬＮＫＦＤＥＧＬＡＬＡＨＦ
ＶＷＩＡＰＬＱＶＡＬＬＭＧＬＩＷＥＬＬＱＡＳＡＦＣＧＬＧＦＬＩＶＬＡＬＦＱＡＧＬ
ＧＲＭＭＭＫＹＲＤＱＲＡＧＫＩＳＥＲＬＶＩＴＳＥＭＩＥＮＩＱＳＶＫＡＹＣＷＥＥＡ
ＭＥＫＭＩＥＮＬＲＱＴＥＬＫＬＴＲＫＡＡＹＶＲＹＦＮＳＳＡＦＦＦＳＧＦＦＶＶＦＬ
ＳＶＬＰＹＡＬＩＫＧＩＩＬＲＫＩＦＴＴＩＳＦＣＩＶＬＲＭＡＶＴＲＱＦＰＷＡＶＱＴ
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ＷＹＤＳＬＧＡＩＮＫＩＱＤＦＬＱＫＱＥＹＫＴＬＥＹＮＬＴＴＴＥＶＶＭＥＮＶＴＡＦ
ＷＥＥＧＦＧＥＬＦＥＫＡＫＱＮＮＮＮＲＫＴＳＮＧＤＤＳＬＦＦＳＮＦＳＬＬＧＴＰＶ
ＬＫＤＩＮＦＫＩＥＲＧＱＬＬＡＶＡＧＳＴＧＡＧＫＴＳＬＬＭＶＩＭＧＥＬＥＰＳＥＧ
ＫＩＫＨＳＧＲＩＳＦＣＳＱＦＳＷＩＭＰＧＴＩＫＥＮＩＩＧＶＳＹＤＥＹＲＹＲＳＶＩ
ＫＡＣＱＬＥＥＤＩＳＫＦＡＥＫＤＮＩＶＬＧＥＧＧＩＴＬＳＧＧＱＲＡＲＩＳＬＡＲＡ
ＶＹＫＤＡＤＬＹＬＬＤＳＰＦＧＹＬＤＶＬＴＥＫＥＩＦＥＳＣＶＣＫＬＭＡＮＫＴＲＩ
ＬＶＴＳＫＭＥＨＬＫＫＡＤＫＩＬＩＬＨＥＧＳＳＹＦＹＧＴＦＳＥＬＱＮＬＱＰＤＦＳ
ＳＫＬＭＧＣＤＳＦＤＱＦＳＡＥＲＲＮＳＩＬＴＥＴＬＨＲＦＳＬＥＧＤＡＰＶＳＷＴＥ
ＴＫＫＱＳＦＫＱＴＧＥＦＧＥＫＲＫＮＳＩＬＮＰＩＮＳＩＲＫＦＳＩＶＱＫＴＰＬＱＭ
ＮＧＩＥＥＤＳＤＥＰＬＥＲＲＬＳＬＶＰＤＳＥＱＧＥＡＩＬＰＲＩＳＶＩＳＴＧＰＴＬ
ＱＡＲＲＲＱＳＶＬＮＬＭＴＨＳＶＮＱＧＱＮＩＨＲＫＴＴＡＳＴＲＫＶＳＬＡＰＱＡＮ
ＬＴＥＬＤＩＹＳＲＲＬＳＱＥＴＧＬＥＩＳＥＥＩＮＥＥＤＬＫＥＣＦＦＤＤＭＥＳＩＰ
ＡＶＴＴＷＮＴＹＬＲＹＩＴＶＨＫＳＬＩＦＶＬＩＷＣＬＶＩＦＬＡＥＶＡＡＳＬＶＶＬ
ＷＬＬＧＮＴＰＬＱＤＫＧＮＳＴＨＳＲＮＮＳＹＡＶＩＩＴＳＴＳＳＹＹＶＦＹＩＹＶＧ
ＶＡＤＴＬＬＡＭＧＦＦＲＧＬＰＬＶＨＴＬＩＴＶＳＫＩＬＨＨＫＭＬＨＳＶＬＱＡＰＭ
ＳＴＬＮＴＬＫＡＧＧＩＬＮＲＦＳＫＤＩＡＩＬＤＤＬＬＰＬＴＩＦＤＦＩＱＬＬＬＩＶ
ＩＧＡＩＡＶＶＡＶＬＱＰＹＩＦＶＡＴＶＰＶＩＶＡＦＩＭＬＲＡＹＦＬＱＴＳＱＱＬＫ
ＱＬＥＳＥＧＲＳＰＩＦＴＨＬＶＴＳＬＫＧＬＷＴＬＲＡＦＧＲＱＰＹＦＥＴＬＦＨＫＡ
ＬＮＬＨＴＡＮＷＦＬＹＬＳＴＬＲＷＦＱＭＲＩＥＭＩＦＶＩＦＦＩＡＶＴＦＩＳＩＬＴ
ＴＧＥＧＥＧＲＶＧＩＩＬＴＬＡＭＮＩＭＳＴＬＱＷＡＶＮＳＳＩＤＶＤＳＬＭＲＳＶＳ
ＲＶＦＫＦＩＤＭＰＴＥＧＫＰＴＫＳＴＫＰＹＫＮＧＱＬＳＫＶＭＩＩＥＮＳＨＶＫＫＤ
ＤＩＷＰＳＧＧＱＭＴＶＫＤＬＴＡＫＹＴＥＧＧＮＡＩＬＥＮＩＳＦＳＩＳＰＧＱＲＶＧ
ＬＬＧＲＴＧＳＧＫＳＴＬＬＳＡＦＬＲＬＬＮＴＥＧＥＩＱＩＤＧＶＳＷＤＳＩＴＬＱＱ
ＷＲＫＡＦＧＶＩＰＱＫＶＦＩＦＳＧＴＦＲＫＮＬＤＰＹＥＱＷＳＤＱＥＩＷＫＶＡＤＥ
ＶＧＬＲＳＶＩＥＱＦＰＧＫＬＤＦＶＬＶＤＧＧＣＶＬＳＨＧＨＫＱＬＭＣＬＡＲＳＶＬ
ＳＫＡＫＩＬＬＬＤＥＰＳＡＨＬＤＰＶＴＹＱＩＩＲＲＴＬＫＱＡＦＡＤＣＴＶＩＬＣＥ
ＨＲＩＥＡＭＬＥＣＱＱＦＬＶＩＥＥＮＫＶＲＱＹＤＳＩＱＫＬＬＮＥＲＳＬＦＲＱＡＩ
ＳＰＳＤＲＶＫＬＦＰＨＲＮＳＳＫＣＫＳＫＰＱＩＡＡＬＫＥＥＴＥＥＥＶＱＤＴＲＬ
【０２２０】
　標的配列２（配列番号８）：
５’－ＧＡＡＧＴＴＡＡＣＣＣＴＧＴＣＧＴＴＣＴＧＣＧＡＣ－３’
【０２２１】
　シグナルプローブ２（配列番号９）：
５’－ＣＹ５．５ＧＣＧＡＧＴＣＧＣＡＧＡＡＣＧＡＣＡＧＧＧＴＴＡＡＣＴＴＣＣＴＣ
ＧＣＢＨＱ２－３’
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【図１Ａ】 【図１Ｂ】

【図２】 【図３Ａ】
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【図３Ｂ】 【図３Ｃ】

【図３Ｄ】 【図３Ｅ】
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【図３Ｆ】

【配列表】
2012516686000001.xml
【手続補正書】
【提出日】平成24年1月6日(2012.1.6)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】０００１
【補正方法】変更
【補正の内容】
【０００１】
　本出願は、２００９年２月２日に出願された米国特許仮出願第６１／１４９，３１２号
の利益を請求し、この内容は参照によりその全体が本明細書に組込まれる。
　配列表
　本出願は、ＥＦＳ－Ｗｅｂを介して提出された配列表を包含し、その内容は参照により
その全体が本明細書に組込まれる。２０１０年３月１６日に作製された前記ＡＳＣＩＩコ
ピーは、００２２９８ＷＯ．ｔｘｔと名付けられ、そのサイズは４０，５４０バイトであ
る。
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