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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　所望の活性を有する活性ポリペプチドをコードする核酸分子を提供する方法であって、
　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の集団を得るステップであって
、前記集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードし、担体に結合して、担体結
合核酸分子の集団を提供する、得るステップと、
　（ｂ）　マイクロカプセル中に個々の担体結合核酸分子をカプセル化し、それぞれのマ
イクロカプセル内で、コードされたポリペプチド分子がそれをコードする前記核酸分子の
少なくとも１個のコピーと担体上で選択的に会合するように、ポリペプチドの発現を許容
する条件下で前記カプセル化された担体結合核酸分子をインキュベートするステップ、
　（ｃ）　前記マイクロカプセルを破壊し、個々のポリペプチドを、それぞれの担体とそ
れをコードする核酸とから解離させ、標的分子に対する応答について個々の解離したポリ
ペプチドを試験するステップと、
　（ｄ）　前記標的分子に対する応答を提供するポリペプチドを同定して、前記活性ポリ
ペプチドをコードする前記核酸分子を提供するステップと、を含む、方法。
【請求項２】
　前記標的分子が試験細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記標的分子が、前記試験細胞の表面に発現される、請求項２に記載の方法。
【請求項４】



(2) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

40

50

　（ｃ）前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する応答について標的分子を試験す
ることが、前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を
試験することを含む、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を試験する
ことが、５～１００個または１，０００～５，０００個の細胞上の前記メンバーポリペプ
チドを個別に試験することを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を試験する
ことが、前記メンバーポリペプチドをエマルジョンのマイクロカプセル中で単離された生
細胞と接触させることを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項７】
　各ポリペプチド分子が、ゲル、マイクロタイタープレートのウェル、またはエマルジョ
ンのマイクロカプセル中でそれをコードする前記核酸分子の少なくとも１個のコピーと会
合する、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記細胞が、細菌細胞、真菌細胞、昆虫細胞、または哺乳類細胞である、請求項４に記
載の方法。
【請求項９】
　生物学的応答について細胞を試験することが、前記細胞の光学または蛍光特性の変化を
検出することを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項１０】
　前記試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、前記細胞による蛍光染料
の取り込みまたは排除を検出することを含む、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、標識試薬の前記細胞への結合
を検出することを含む、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記標識試薬が抗体である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記細胞が前記ポリペプチドに対する生物学的応答を呈する場合にのみ、前記ポリペプ
チドをコードする前記核酸分子が前記細胞の成分に結合される、請求項４に記載の方法。
【請求項１４】
　前記生物学的応答が細胞溶解であり、前記試験細胞の前記成分が細胞内タンパク質であ
る、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記方法が、前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離する
ことをさらに含み、前記単離することが、前記成分に結合する結合部分を用いて前記試験
細胞の前記成分を精製することを含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ポリペプチドに対する生物学的応答について前記細胞を試験することが、前記核酸
分子が前記試験細胞の前記成分に結合されるかを決定することを含む、請求項１３に記載
の方法。
【請求項１７】
　前記核酸分子が検出可能なタグに結合される、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　生物学的応答について細胞を試験することが、前記担体に結合したタグの蛍光、発光、
または吸収特性の変化を検出することを含む、請求項４に記載の方法。
【請求項１９】
　前記担体に結合した前記タグの前記特性の前記変化が、前記所望の生物学的活性を呈す
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る前記試験細胞において遺伝子導入的に発現されるレポーター酵素によって媒介される、
請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記担体がビーズであり、前記ビーズまたは前記核酸分子が検出可能な標識を含む、請
求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記担体が磁気ビーズである、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記核酸集団の前記核酸分子がそれぞれ、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメン
トを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答が、細胞死、分化、増殖
、または増強された多分化能である、請求項４に記載の方法。
【請求項２４】
　前記細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答がアポトーシスである、
請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記細胞に結合するアネキシン
Ｖを検出すること、または前記細胞におけるカスパーゼ活性化を検出することを含む、請
求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記細胞が、癌細胞、神経細胞、免疫細胞、幹細胞、または人工多能性幹（ｉＰＳ）細
胞である、請求項２に記載の方法。
【請求項２７】
　前記細胞が、レポーター分子の発現のための導入遺伝子を含む、請求項２に記載の方法
。
【請求項２８】
　前記試験が、１ｍＬの試験体積当たり少なくとも１０，０００個の異なるメンバーポリ
ペプチドの濃度で行われ、前記異なるメンバーポリペプチドが、ゲル中の別個の区画また
はエマルジョンのマイクロカプセルに含まれる、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　前記ポリペプチドが、抗体または抗体断片を含む、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１２年２月２日出願の米国仮特許出願第６１／５９４，１４９号の利益
を主張するものであり、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
１．　発明の分野
　本発明は、概して、生化学および分子生物学の分野に関する。より具体的には、本発明
は、生物学的に活性なポリペプチドを単離および特定する方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
２．　関連技術の説明
　最も有効な現代の治療薬の多くは、モノクローナル抗体等のポリペプチド分子である。
抗体の場合、哺乳類の免疫系は、所与の治療標的に特異的な抗体分子の開発のために高度
に適応したシステムを提供する。現代の分子生物学技術は、抗体配列に基づく治療薬が発
酵システムにおいて大量生産され得るように、これらの抗体の配列の単離を可能にする。
残念なことに、治療標的が既知のものであり、抗原性であり、かつ標的細胞の表面に到達
可能でなければならないため、抗体治療薬の開発が限定されている。
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【０００４】
　したがって、分子ライブラリを用いて候補となる生物学的に活性なポリペプチドを特定
するための方法が探求されている。しかしながら、任意のそのようなシステムは、ライブ
ラリが広範囲の候補分子を調べるのに十分な多様性を有することを要求する。さらに、そ
のようなライブラリを用いた任意のアッセイは、結合または生物学的活性スクリーニング
において特定されるポリペプチドのコード配列を決定するためのシステムを提供しなけれ
ばならない。ある場合には、ポリペプチド配列は、質量分析等によって直接決定され得る
が、そのような方法は、大量の各所与のポリペプチドを必要とする。あるいは、ポリペプ
チドは、ある方法によってその核酸コード配列に繋ぎ止められ得る。繋ぎ止めに基づくそ
のような方法は、概して、生物学的ディスプレイ（例えば、ファージディスプレイ）と称
される。
【０００５】
　ファージディスプレイ技術は、核酸とコードされたポリペプチドの活性との間の本質的
な関連性を提供することによって提示されたタンパク質の選択を可能にするビヒクルの提
供に成功している（総説については、例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ，
１９９４（非特許文献１）を参照のこと）。この場合、繊維状ファージ粒子は、遺伝子提
示の役割を果たし、粒子の外側のタンパク質とそれらを内側にコードする遺伝子要素をパ
ッケージングする。しかしながら、ファージディスプレイは、細菌における生体内での核
酸ライブラリの作成に依存し、使用され得るライブラリの大きさに制限を課す。さらに、
すべての潜在的に有用な候補ポリペプチドは、提示のためにファージ配列に融合し、その
ような融合は、ポリペプチドが機能する能力を妨害し得る。したがって、生物学的に活性
なポリペプチド分子をスクリーニングおよび特定するための効率的なシステムが未だ存在
しない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ，１９９４
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本明細書に詳述される方法は、生細胞において生物学的応答を提供することができるポ
リペプチドを特定するための高度に効率的なシステムを提供することによってポリペプチ
ドスクリーニングシステムの重大な欠陥に対処する。このシステムは、個々のマイクロカ
プセル中に成分を提供することによって（例えば、エマルジョン系の使用によって）、ラ
イブラリの合成中のみならず細胞の試験中でもポリペプチドライブラリの個々のメンバー
の効果的な分離を可能にする。細胞がライブラリに曝露された後、ライブラリポリペプチ
ドをコードする核酸配列は、試験細胞（または試験細胞の成分）に結合したままの状態で
あり得、それによって、細胞における生物学的応答を生物学的に活性なポリペプチドの配
列を提供する分子と関連付ける。
【０００８】
　したがって、第１の実施形態において、所望の生物学的活性を有する生物学的に活性な
ポリペプチドをコードする核酸分子を単離する方法が提供され、この方法は、（ａ）少な
くとも５０，０００個の異なる分子を含むポリペプチド分子のライブラリを得るステップ
と、（ｂ）ポリペプチド分子に対する生物学的応答について生試験細胞上の異なるポリペ
プチド分子を個別に試験するステップと、（ｃ）生物学的に活性なポリペプチド分子のサ
ブセットをコードする核酸分子の配列を特定するステップを含む。例えば、いくつかの態
様において、ライブラリは、少なくとも５０，０００、１００，０００、２００，０００
、５００，０００、１００万、１，０００万、１億、または１０億個の異なる分子（例え
ば、約５０，０００～２００万、５００，０００～１５０万、１００万～２００万、５０
０万～２，０００万、５，０００万～２億、または２億～１０億個の異なる分子）を含む
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。ある特定の態様において、前述の実施形態のライブラリは、約－３０～＋３０、－２０
～＋２０、－１０～＋２０、または－５～＋１０（例えば、約－５～＋１４）等の広範囲
の正味電荷を有するポリペプチドをコードする。なおさらなる態様において、前述の実施
形態のライブラリは、約１％～約８０％の疎水性アミノ酸位置（例えば、約５％～７０％
、５％～６０％、または１０％～５０％の疎水性残基）を含むポリペプチド等の様々な疎
水性を有するポリペプチドをコードする。
【０００９】
　いくつかの態様において、異なるポリペプチド分子を個別に試験することは、単一細胞
上、または約５～５００、５００～１，０００、１，０００～５，０００、５，０００～
３０，０００、３０，０００～５０，０００、５～１００、もしくは１０～５０個の生細
胞上の異なるポリペプチド分子を個別に試験することを含む。さらなる態様において、異
なるポリペプチドを個別に試験することは、ゲル、ウェル（例えば、マイクロタイタープ
レートのウェル）、管、またはエマルジョンのマイクロカプセル中で単離された細胞（ま
たは細胞の集団）上の分子を試験することを含む。いくつかの態様において、異なるポリ
ペプチドの個々の試験を達成するために、各単離された細胞または細胞集団は、平均１個
の異なるポリペプチド分子と接触させられる（例えば、１個のマイクロカプセル当たり平
均１個の異なるポリペプチドを含むマイクロカプセルのエマルジョン中で）。なおさらな
る態様において、前述の実施形態の試験は、１ｍＬの試験体積当たり少なくとも１０，０
００個（例えば、少なくとも約１５，０００、１５０，０００、１，５００，０００、１
，５００万、または１億５，０００万個）のはっきりと異なるポリペプチドライブラリメ
ンバーの濃度で行われ、これらのはっきりと異なるポリペプチドは、別個のエマルジョン
のマイクロカプセルに含まれる。
【００１０】
　関連実施形態において、所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペプチドを
コードする核酸分子を単離するための方法が提供され、この方法は、（ａ）ポリペプチド
をコードする配列を含む核酸分子の集団を得るステップと（この集団の個々のメンバーは
異なるポリペプチドをコードする）、（ｂ）ポリペプチドの発現を許容する条件下で核酸
分子をインキュベートするステップと（ポリペプチド分子の集団が核酸集団の核酸分子か
ら発現され、各ポリペプチド分子がそれをコードする核酸分子の少なくとも１個のコピー
と会合する）、（ｃ）前述の集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答に
ついて細胞を試験するステップと、（ｄ）細胞において生物学的応答を呈するポリペプチ
ドと会合した核酸分子を単離して、生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子
を提供するステップを含む。
【００１１】
　したがって、さらなる実施形態において、複数の担体粒子を含むポリペプチドライブラ
リが提供され、各粒子は、（ａ）第１の結合部分によってその粒子と会合したはっきりと
異なる核酸分子の１個以上のコピーと、（ｂ）はっきりと異なる核酸分子によってコード
された複数のポリペプチド分子を含み、前述の複数のポリペプチドはそれぞれ、第２の結
合部分によってその粒子と会合する。例えば、いくつかの態様において、ライブラリは、
少なくとも約１０万、１００万、１０００万、１億、１０億、または５０億個の担体粒子
を含む。ある特定の態様において、担体粒子はそれぞれ、はっきりと異なる核酸分子の１
０、１００、１，０００、１０，０００、１００，０００、５００，０００、１，０００
，０００、５，０００，０００、１０，０００，０００、２，０００万、５，０００万個
、またはそれ以上のコピー（例えば、分子の約５０万～５，０００万、５０万～１，００
０万、または５０万～５００万個のコピー）を含む。したがって、いくつかの態様におい
て、担体粒子はそれぞれ、約１００万～１，０００万、２，０００万～５億、１，０００
万～１０億、５，０００万～５億、１００億～５００億、１０億～２００億、または１０
億～１００億個のポリペプチド分子等の複数のポリペプチド分子（例えば、ポリペプチド
分子の約１，０００万個を超えるコピー）を含む。なおさらなる態様において、前述の実
施形態のライブラリは、その多様性によってさらに定義され得、例えば、ライブラリは、
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約５０，０００～５００，０００、５，０００，０００、または５，０００，０００，０
００個のはっきりと異なる核酸分子を含み得る。なおさらなる態様において、ライブラリ
の担体粒子は、エマルジョンのマイクロカプセル（例えば、１個のマイクロカプセル当た
り平均１個の担体粒子およびはっきりと異なる核酸分子を含むエマルジョン）等のマイク
ロカプセルに含まれる。
【００１２】
　さらなる実施形態において、所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペプチ
ドをコードする核酸分子を単離するための方法が提供される。概して、そのような方法は
、以下のステップを含み得る：
　　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の集団を得るステップ（その
集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする）、
　　（ｂ）　（ｉ）（ａ）の核酸集団の核酸分子、（ｉｉ）ポリペプチドの発現のための
成分、および（ｉｉｉ）核酸と会合した結合部分を含むマイクロカプセルの第１の集団を
調製するステップ（マイクロカプセル集団の個々のメンバーが核酸集団のはっきりと異な
るメンバーを組み込む）、
　　（ｃ）　マイクロカプセルの第１の集団をインキュベートして、ポリペプチドの発現
を許容するステップ、
　　（ｄ）　試験細胞を含むマイクロカプセルの第２の集団を得るステップ、
　　（ｅ）　マイクロカプセルの第１の集団と第２の集団を融合させてマイクロカプセル
の第３の集団を提供するステップ（第３の集団の個々のメンバーが、発現したポリペプチ
ド、その発現したポリペプチドをコードする核酸分子、および試験細胞を含み、ポリペプ
チドをコードする核酸分子が、（ステップｂ－ｉｉｉの）結合部分により試験細胞または
試験細胞の成分に結合される）、
　　（ｆ）　ポリペプチドに対する生物学的応答について試験細胞を試験するステップ、
ならびに
　　（ｇ）　生物学的応答を呈する試験細胞または試験細胞の成分に結合した核酸分子を
単離して、生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を提供するステップ。
【００１３】
　なおさらなる実施形態において、所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペ
プチドをコードする核酸分子を単離するための方法が提供される。概して、そのような方
法は、以下のステップを含み得る：
　　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の集団を得るステップ（この
集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする）、
　　（ｂ）　（ｉ）核酸集団の核酸分子、（ｉｉ）ポリペプチドの発現のための成分、（
ｉｉｉ）核酸分子および担体（例えば、ビーズ）と会合した第１の結合部分、ならびに（
ｉｖ）核酸分子と会合した第２の結合部分を含むマイクロカプセルの第１の集団を調製す
るステップ（マイクロカプセル集団の個々のメンバーが核酸集団のはっきりと異なるメン
バーを組み込む）、
　　（ｃ）　マイクロカプセルの第１の集団をインキュベートしてポリペプチドの発現を
許容するステップ（発現したポリペプチドが前述の第２の結合部分によって結合されてポ
リペプチド－核酸複合体を形成する）、
　　（ｄ）　（ｉ）試験細胞および（ｉｉ）ポリペプチド－核酸複合体を含むマイクロカ
プセルの第２の集団を得るステップ、
　　（ｅ）　ポリペプチドに対する生物学的応答について試験細胞を試験するステップ、
ならびに
　　（ｇ）　前述の応答を呈する試験細胞の成分に結合した核酸分子を単離して、生物学
的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を提供するステップ。
【００１４】
　さらなる態様において、前述の実施形態方法は、以下のステップを含む：
　　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の集団を得るステップ（この
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集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする）、
　　（ｂ）　（ｉ）核酸集団の核酸分子、（ｉｉ）ポリペプチドの発現のための成分、（
ｉｉｉ）核酸分子および担体（例えば、ビーズ）と会合した第１の結合部分、ならびに（
ｉｖ）核酸分子と会合した第２の結合部分を含むマイクロカプセルの第１の集団を調製す
るステップ（マイクロカプセル集団の個々のメンバーが核酸集団のはっきりと異なるメン
バーを組み込む）、
　　（ｃ）　マイクロカプセルの第１の集団をインキュベートしてポリペプチドの発現を
許容するステップ（発現したポリペプチドが前述の第２の結合部分によって結合されてポ
リペプチド－核酸複合体を形成する）、
　　（ｄ）マイクロカプセルを破壊し（かつ任意で１回以上の洗浄を行い）、担体と会合
したポリペプチド－核酸複合体を単離するステップ（例えば、発現のための成分が除去さ
れるが、核酸分子およびこれらの同一の核酸分子から発現されるポリペプチド分子が担体
を介して結合したままであるように、単離／洗浄が行われ得る）、
　　（ｅ）　（ｉ）試験細胞および（ｉｉ）ポリペプチド－核酸複合体を含むマイクロカ
プセルの第２の集団を調製するステップ、
　　（ｆ）　ポリペプチドに対する生物学的応答について試験細胞を試験するステップ、
ならびに
　　（ｇ）　生物学的応答を呈する試験細胞または試験細胞の成分に結合した核酸分子を
単離して、生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を提供するステップ。
【００１５】
　前述の実施形態のなおさらなる態様において、マイクロカプセルの第２またはそれ以降
の集団は、（ｉ）試験細胞、（ｉｉ）ポリペプチド－核酸複合体、および（ｉｉｉ）（例
えば、ポリペプチドが溶液中で自由に拡散するように）ポリペプチドを担体から解離する
ことができる少なくとも１個の第１の解離剤を含む。使用される解離剤の種類は、例えば
、ポリペプチドを核酸および／または担体に結合させる結合部分に依存する。例えば、い
くつかの態様において、結合部分は、ペプチド結合部分（例えば、ライブラリにおいて発
現したポリペプチドの一部を形成したペプチド）であり、そのような態様において、解離
剤は、ペプチド結合部分を切断するプロテイナーゼであり得る。なおさらなる態様におい
て、マイクロカプセルの第２の集団は、核酸分子を担体から解離し得る第２の解離剤をさ
らに含む。
【００１６】
　したがって、前述の実施形態の方法の第１のステップは、（ａ）ポリペプチドをコード
する配列を含む核酸分子の核酸集団を得ることを含み得、その集団の個々のメンバーは、
異なるポリペプチドをコードする。核酸分子はＲＮＡであり得るが、好ましい態様では、
それらはＤＮＡ分子である。核酸分子は、例えばポリペプチドのオープンリーディングフ
レーム（ＯＲＦ）をコードする配列セグメント、１つ以上のプライマー結合部位（複数を
含む）、ポリメラーゼプロモーター配列、および／またはポリメラーゼターミネーター配
列を含み得る。ライブラリのポリペプチドをコードするＯＲＦは、それ自体がランダム化
された配列、（例えば、ヒト等の生物由来の）ｃＤＮＡ（もしくはゲノムＤＮＡ）配列も
しくはその部分、またはそのような配列の混合物を含み得る。ある場合には、ＯＲＦは、
膜輸送ドメインおよび／または核転座ドメインをコードする配列をさらに含む。さらなる
態様において、これらの核酸分子は、検出可能なタグ（例えば、蛍光タグ）または親和性
タグ（例えば、ビオチン）等の標識を含む。好ましい態様において、核酸分子は、（例え
ば、ビオチン－ストレプトアビジン相互作用またはアミン結合を介して）磁気ビーズ等の
ビーズ、ポリマーミクロスフェア上に固定化される。なおさらに、核酸分子、ビーズ、ま
たはこれら両方は、アネキシンＶ、抗体、またはレクチン等の細胞結合部分に結合され得
る。
【００１７】
　次に、前述の実施形態の方法の第２のステップは、（ｂ）マイクロカプセルの第１の集
団を調製することを含み得、マイクロカプセルは、（ｉ）上述の核酸集団の核酸分子、（
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ｉｉ）核酸によってコードされたポリペプチドの発現のための成分、ならびに（ｉｉｉ）
核酸分子および担体（例えば、ビーズ）と会合した第１の結合部分、ならびに（ｉｖ）前
述の核酸分子と会合した第２の結合部分（例えば、担体を介して核酸分子と会合した第２
の結合部分）を含む。したがって、いくつかの態様において、第１の集団のマイクロカプ
セルは、（第１の結合部分によって）担体と会合した核酸集団のはっきりと異なる核酸分
子を含み、この担体は、第２の結合部分を含むか、または第２の結合部分と会合する。あ
る特定の好ましい態様において、各担体は、核酸分子の約または少なくとも約１０，００
０、１００，０００、５００，０００、１，０００，０００、５，０００，０００、１０
，０００，０００、５０，０００，０００個、またはそれ以上のコピー等の複数の核酸分
子を含む。したがって、マイクロカプセル集団の個々のメンバーは、核酸集団のはっきり
と異なるメンバーを組み込み得る。本明細書で使用されるとき、「マイクロカプセル」は
、例えば、エマルジョンまたは二層もしくは多層脂質小胞中の逆ミセルであり得る。ある
特定の好ましい態様において、「マイクロカプセル」は、油中に懸濁され、かつ１個以上
の界面活性剤で安定化させた水滴であり得る。これらのマイクロカプセルは、転写および
翻訳のための成分等のポリペプチドの発現のための成分を含む。例えば、これらの成分は
、ＲＮＡポリメラーゼ（例えば、Ｔ７またはＳＰ６　ＲＮＡポリメラーゼ）およびＲＮＡ
ポリメラーゼ活性に必要な因子を含み得る。なおさらに、これらのマイクロカプセルは、
リボソーム（例えば、真核細胞または原核細胞リボソーム）およびタンパク質合成に必要
な翻訳因子を含み得る。例えば、これらのマイクロカプセルは、翻訳コンピテント細胞溶
解物、例えば、細菌（例えば、大腸菌溶解物）、酵母または哺乳類細胞溶解物（例えば、
ウサギ網状赤血球溶解物または小麦胚芽抽出物）からの抽出物、緩衝液（例えば、ＨＥＰ
ＥＳ）、還元剤、例えば、ジチオスレイトール（例えば、Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼを安
定化させるため）、ヌクレオチド、フォリン酸、ｔＲＮＡ（大腸菌ｔＲＮＡ等）、塩（例
えば、マグネシウム、カリウム、アンモニウム）、グルコース、環状ＡＭＰ、クレアチン
リン酸、クレアチンキナーゼ、プロテアーゼ阻害剤、ＲＮａｓｅ阻害剤、アミノ酸、およ
びＲＮＡポリメラーゼ阻害剤（例えば、リファンピシン）を含み得る。
【００１８】
　上述のように、ある特定の態様において、核酸分子は、担体と会合する。本明細書で使
用されるとき、「担体」は、例えば、ミクロスフェア、ビーズ、ナノ粒子、高分子、分子
、微細加工構造、またはナノ構造であり得る。第１および／または第２の結合部分は、制
限なく、抗体、アプタマー、レクチン、ポリペプチド、受容体タンパク質、リガンド、炭
水化物、またはタグ付けされたタンパク質に結合することができる金属荷電キレート基（
例えば、ヒスチジンタグ付けタンパク質に結合することができるニッケル－ニトリロ三酢
酸）であり得る。ある場合には、本明細書で使用される結合部分は、結合対の半分（例え
ば、ストレプトアビジン－ビオチン結合対のストレプトアビジンまたはビオチン）を指す
。結合部分と担体との間の結合は、制限なく、チオール、アミノ、カルボン酸、水酸化、
ヒスチジンタグ（例えば、ヘキサヒスチジンタグ）、またはビオチン－ストレプトアビジ
ンであり得る。例えば、担体は、ヒスチジンタグ付けタンパク質に結合することができる
ニッケル荷電キレート基で官能化された架橋アガロースビーズであり得る。あるいは、担
体は、ニッケル－ニトリロ三酢酸で官能化されたシリカビーズ、またはニッケル荷電ビオ
チン－ニトリロ三酢酸を事前装填したストレプトアビジン被覆ポリスチレンもしくはシリ
カビーズであり得る。そのようなビーズ（アガロース、ポリスチレン、またはシリカ）は
、例えば、ヒスチジンタグ結合部位の一部分がストレプトアビジン分子によって占有され
る濃度でヒスチジンタグ付けストレプトアビジン分子とともにインキュベートされ得る（
例えば、この場合、核酸分子は、アガロースビーズ上のストレプトアビジン分子に結合し
て、核酸と担体との間の結合を提供することができるビオチンタグを有し得る）。同様に
、いくつかの態様において、発現したポリペプチド分子がビーズ上の残りのヒスチジンタ
グ結合部位の一部分に結合して、ポリペプチドと担体（および核酸分子（複数を含む））
との間の結合を提供することができるように、発現したポリペプチドはヒスチジンタグを
含み得る。
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【００１９】
　上述のように、ある場合には、さらなる結合部分（例えば、第３の結合部分）は、ライ
ブラリの核酸分子と会合する。そのような結合部分は、制限なく、抗体、アプタマー、レ
クチン、ポリペプチド、受容体タンパク質、リガンド、または炭水化物であり得る。例え
ば、この結合部分は、細胞の表面上または細胞内のタンパク質等の成分に結合し得るか、
または細胞によって分泌され得るか、または細胞によって放出され得る。いくつかの態様
において、この結合部分は、試験細胞がライブラリによってコードされたポリペプチドに
対する生物学的応答を呈する場合にのみ、試験細胞（または試験細胞の成分）に結合し得
る。例えば、この結合部分は、試験細胞がアポトーシスを経るときにのみ試験細胞に結合
するアネキシンポリペプチドであり得る。さらなる例において、さらなる結合部分は、細
胞内成分に結合し、その結果、細胞溶解が生じたときにその標的にのみ結合し得る。例え
ば、細胞内成分は、タンパク質（例えば、導入遺伝子として細胞によって発現されたタン
パク質）であり得る。例えば、抗菌性ポリペプチド（例えば、大腸菌の細胞溶解を引き起
こすポリペプチド）についてスクリーニングするアッセイの場合、活性ペプチドは、（ｉ
）試験細胞においてマルトース結合タンパク質をヒスチジンタグを用いて発現し、かつ（
ｉｉ）ニッケル荷電キレート基を結合部分として用いて、溶解される試験細胞から放出さ
れるマルトース結合タンパク質のヒスチジンタグを捕捉することによって検出され得る。
したがって、いくつかの態様において、細胞は、（結合部分に結合した）核酸分子が試験
細胞に結合されるかを決定することによってポリペプチドに対する生物学的応答について
試験され得る。ある特定の好ましい態様において、さらなる結合部分は、（担体を介する
ことなく）核酸分子に直接結合され得る。
【００２０】
　第３のステップにおいて、前述の実施形態の方法は、（ｃ）マイクロカプセルの第１の
集団をインキュベートしてポリペプチドの発現を許容することを含み得る。上述のように
、マイクロカプセルは、翻訳および／または転写に必要な成分を含み得る。したがって、
マイクロカプセルのインキュベーションは、マイクロカプセルに発現を好む条件を適用す
ること、例えば、転写および／または翻訳を媒介する酵素が最も活性である温度にマイク
ロカプセルを加熱または冷却することを含み得る。
【００２１】
　前述の実施形態のなおさらなる態様において、前述の実施形態の担体またはビーズは、
ポリペプチドの第２の集団をコードする核酸分子の第２の集団を含む。したがって、ある
特定の態様において、第１の核酸集団および第２の核酸集団の両方が提供されるとき、こ
れらの両集団は同時に発現されて、担体と会合したポリペプチドの第１の集団および第２
の集団を産生し得る。いくつかの態様において、核酸（およびコードされたポリペプチド
）の第２の集団のメンバーはすべて本質的に同一であり、例えば、細胞の試験で用いる補
助因子をコードする。そのようなシステムの一例として、候補アンタゴニストポリペプチ
ドのライブラリをコードする核酸分子の第１の集団をスクリーニングする方法がある。こ
の場合、核酸分子の第２の集団はそれぞれアゴニストポリペプチドをコードし、細胞を試
験して、核酸の第２の集団によってコードされたポリペプチドのアゴニスト活性を効果的
に阻止するポリペプチドをコードする核酸分子（第１の集団からのもの）を特定すること
ができる。
【００２２】
　いくつかの態様において、この方法の第４の任意のステップは、（ｄ）発現のための成
分が除去されるが、核酸－ポリペプチド複合体（発現したポリペプチド分子およびそのポ
リペプチドをコードする核酸を含む）が担体を介して結合したままであるように、マイク
ロカプセルを破壊し、洗浄を行うことを含み得る。好ましくは、担体が洗浄後に所望の体
積密度または濃度で再製剤化され得るように、この担体は、洗浄緩衝液から単離され得る
。単離は、制限なく、磁力、遠心力、透析、またはカラム精製を用いて達成され得る。例
えば、担体／核酸－ポリペプチド複合体（例えば、架橋アガロースビーズ、シリカビーズ
、またはポリスチレンビーズ）は、（ｉ）担体懸濁液を管に分注し、（ｉｉ）この管およ
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びその内容物を遠心分離に供し、（ｉｉｉ）上澄みを洗浄緩衝液と取り換え、かつ所望の
純度に達するまでステップ（ｉｉ）および（ｉｉｉ）を繰り返すことによって洗浄され得
る。
【００２３】
　第５のステップにおいて、前述の実施形態の方法は、試験細胞を含むマイクロカプセル
の第２の集団を得るか、または製剤化することを含み得る。好ましくは、試験細胞は、生
細胞であるか、またはかなりの割合の生細胞を含む。これらの細胞は、原核細胞または真
核細胞、例えば、真菌細胞（例えば、酵母細胞）、植物細胞、昆虫細胞、哺乳類細胞、ま
たは古細菌細胞であり得る。例えば、本明細書で用いる細胞は、ヒト細胞、例えば、免疫
細胞、神経細胞、肝細胞、心筋細胞、胚幹細胞、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞、または癌
細胞を含み得る。そのような細胞は、制限なく、初代細胞または（例えば、樹立細胞株由
来の）不死化細胞（通常表面に付着して増殖するか、または懸濁液中で増殖する細胞）で
あり得、ある場合には、細胞は、遺伝子導入細胞である。いくつかの好ましい態様におい
て、マイクロカプセルの第２の集団は、１個のマイクロカプセル当たり（または１個のマ
イクロウェル当たり）平均１、１～１００、１００～５００、５００～５０００、５，０
００～３０，０００、３０，０００～５０，０００、または５～５０個の細胞を含む。
【００２４】
　したがって、いくつかの態様において、前述の実施形態の方法は、マイクロカプセルの
第２の集団を調製することを含み得、例えば、ポリペプチドおよび核酸分子が両方ともに
同一の担体に結合される場合、第２の集団の個々のメンバーは、発現したポリペプチド、
発現したポリペプチドをコードする核酸分子、および試験細胞を含む。いくつかの好まし
い態様において、マイクロカプセルの第２の集団は、１個のマイクロカプセル当たり平均
１個の担体を含む。ある特定の態様において、マイクロカプセルのこの第２の集団のポリ
ペプチドをコードする核酸分子は、さらなる結合部分により試験細胞または試験細胞の成
分と会合する。ある特定の好ましい態様において、結合部分が核酸分子に直接結合される
場合、核酸分子がさらなる結合部分により試験細胞または試験細胞の成分に結合するよう
に、核酸分子を担体から解離する第２の解離剤が提供され得、そこで担体はもはや核酸分
子と会合しない。
【００２５】
　なおさらなる態様において、前述の実施形態の第２のマイクロカプセル集団は、マイク
ロカプセルの第１の集団を試験細胞を含むマイクロカプセルの集団と融合させることによ
って産生され得る。第２の集団を形成するためのマイクロカプセルの融合は、様々な方法
で達成され得る。例えば、融合のためのマイクロカプセル集団のうちの一方またはそれら
両方ともに、それらの外面上に親和性タグを含み得る。例えば、マイクロカプセルの第１
の集団は、試験細胞を含むマイクロカプセル上の親和性タグ（例えば、アビジン）と特異
的に相互作用する親和性タグ（例えば、ビオチン）を含み得る。この場合、融合は、親和
性タグの相互作用（親和性支援合体）によって支援され得る。マイクロカプセルの融合は
、電場をマイクロカプセルに印加することをさらに含み得る。例えば、マイクロカプセル
の集団は、電気合体を用いて融合し得る。いくつかの態様において、これらの方法の両方
が適用され得、融合は、親和性支援電気合体によって媒介され得る。ある場合には、マイ
クロカプセルの集団は、約１０：１、約５：１、または約２：１の比率で融合する。例え
ば、いくつかの態様において、融合は、マイクロカプセルの第１の集団の平均１個のメン
バー（および１個のメンバーのみ）が試験細胞を含む１個のマイクロカプセル（および１
個のマイクロカプセルのみ）と融合するように行われる。
【００２６】
　さらにさらなる実施形態において、実施形態に従うポリペプチドのライブラリは、標的
分子（すなわち、生細胞以外）に対する活性または応答について試験され得る。したがっ
て、いくつかの態様において、所望の活性を有する活性ポリペプチドをコードする核酸分
子を単離する方法は、（ａ）ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の集団を得る
こと（この集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする）、（ｂ）ポリペプ
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チドの発現を許容する条件下で核酸分子をインキュベートすること（ポリペプチド分子の
集団が核酸集団の核酸分子から発現され、各ポリペプチド分子がそれをコードする核酸分
子の少なくとも１個のコピーと会合する）、（ｃ）前述の集団の個々のメンバーポリペプ
チドに対する応答について標的分子を試験すること、および（ｄ）標的分子に対する応答
を提供するポリペプチドと会合した核酸分子を単離して、活性ポリペプチドをコードする
核酸分子を提供することを含む。例えば、この標的分子は、ポリペプチドまたはポリペプ
チド複合体、例えば、酵素、受容体、または抗原であり得る。したがって、応答について
のポリペプチドの試験は、標的分子のメンバーポリペプチドへの結合についての試験、標
的分子のリガンド（例えば、アゴニストまたはアンタゴニスト）への結合の阻害、標的分
子の酵素活性の阻害、または標的分子の酵素活性の活性化を含み得る。さらなる態様にお
いて、個々のメンバーポリペプチドに対する応答についての標的分子の試験は、ゲル、マ
イクロタイタープレートのウェル、またはエマルジョンのマイクロカプセル中の個々のメ
ンバーポリペプチドの試験を含む。例えば、標的分子は、ゲル区画もしくはマイクロタイ
タープレートのウェルに結合され得るか、またはさもなければその中に固定化され得る。
【００２７】
　上述のように、ある場合には、少なくとも１個の第１の解離剤は、マイクロカプセルの
第２の集団中に提供され、かなりの割合のポリペプチドが担体および核酸分子から解離さ
れることを可能にする。そのような解離剤は、制限なく、酵素、プロテアーゼ、エンドヌ
クレアーゼ、触媒、または溶出剤（例えば、イミダゾール）であり得る。例えば、解離剤
は、タバコエッチウイルス（ＴＥＶ）プロテアーゼであり得、発現したポリペプチドは、
試験配列および上述のヒスチジンタグに加えて、ＴＥＶプロテアーゼの認識部位（すなわ
ち、Ｇｌｕ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｔｙｒ－Ｐｈｅ－Ｇｌｎ－［Ｇｌｙ／Ｓｅｒ］）を有し得
る。この態様において、ＴＥＶプロテアーゼは、ポリペプチド配列を切断し得、それ故に
、ポリペプチドが溶液中で自由に拡散するようにポリペプチドを担体から解離する。
【００２８】
　第６のステップにおいて、前述の実施形態の方法は、（ｆ）ポリペプチドに対する生物
学的応答について試験細胞を試験することを含み得る。細胞を試験することは、例えば、
細胞による蛍光染料の取り込みまたは排除を検出するか、または標識試薬の結合を検出す
るか、またはレポータータンパク質（例えば、蛍光タンパク質）を発現することによって
、試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することを含み得る。あるいは、いくつか
の態様において、標識試薬の結合は、磁気分離または親和性分離によって検出され得る。
なおさらに、試験細胞の試験は、ある場合には、細胞によって分泌または放出される可溶
性因子の検出を含み得る。例えば、細胞の試験は、抗体、アプタマー、レクチン、ポリペ
プチド、受容体タンパク質、リガンド、または炭水化物の試験細胞またはその成分への結
合を検出することを含み得る。したがって、ある場合には、そのような結合の検出は、ラ
イブラリの核酸分子と会合したさらなる結合部分の結合を検出することを含み得る。ある
いは、細胞の試験は、酵素反応の生成物を検出することを含み得る。したがって、ある場
合には、生物学的活性は、基質を生成物に変換することができる酵素の放出または細胞表
面提示をもたらし得、この生成物は、ある方法（例えば、蛍光または発光）によって検出
可能である。例えば、レポーター細胞株は、生物学的活性の結果として、分泌タグを有す
るルシフェラーゼ酵素を発現し得る。ルシフェリン基質に繋ぎ止められたビーズの場合、
分泌酵素は、基質を発光生成物にすることができ、それを検出することができる。細胞が
マイクロカプセル中（例えば、エマルジョン内）もしくはマイクロウェル中に存在する間
、または細胞がマイクロウェルもしくはマイクロカプセルから除去された後に（例えば、
エマルジョンを破壊することによって）、細胞の試験を完了することができる。
【００２９】
　数多くの生物学的応答は、前述の実施形態の方法に従って試験され得る。いくつかの態
様において、生物学的応答は、細胞増殖の変化、細胞における発現の変化、細胞内のマー
カーの区画化の変化、細胞表現型の変化、細胞機能の変化、上皮層を通るポリペプチド透
過性、細胞表面上で発現されたマーカーの変化、薬物に対する応答の変化、分化、脱分化
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（すなわち、増強された多分化能）、または細胞死（例えば、壊死もしくはアポトーシス
による）であり得る。アポトーシスの場合、例えば、応答の検出は、試験細胞に結合する
アネキシンＶを検出することを含み得る。同様に、細胞分化の場合、応答の検出は、分化
マーカーの発現を検出することを含み得る。ある場合には、試験細胞は、レポーター（例
えば、蛍光タンパク質）の発現のための導入遺伝子等の導入遺伝子を含み得、生物学的応
答の検出は、レポーターの発現を検出することを含み得る。
【００３０】
　第７のステップにおいて、前述の実施形態の方法は、（ｇ）応答を呈する試験細胞と会
合した（例えば、それに結合した）核酸分子を単離して、生物学的に活性なポリペプチド
をコードする核酸分子を提供することを含み得る。例えば、試験細胞に結合した核酸分子
を単離することは、試験細胞の親和性精製および／もしくは磁気精製、または細胞（もし
くは試験細胞を含むマイクロカプセル）の蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）により得る。
いくつかの態様において、核酸を単離することは、核酸に結合した担体の親和性精製（例
えば、磁気カラムを用いた精製）ステップを含み得る。いったん核酸分子が単離されると
、これらの配列は、さらなる分析に供され得る。例えば、核酸は、増幅され、配列決定さ
れ、クローニングされ、かつ／または発現され得る。ある特定の態様において、試験細胞
と会合した核酸を単離することは、試験細胞に非特異的に結合した核酸を単離することを
含む。他の態様では、核酸分子は、試験細胞に特異的に結合される（例えば、核酸分子に
結合した結合部分によって）。
【００３１】
　さらにさらなる実施形態において、前述の実施形態に従うライブラリが提供される。い
くつかの態様において、ライブラリは、複数の個々の細胞複合体を含み、ライブラリの各
複合体は、１個以上のビーズと会合した細胞を含み、この細胞は、組換えポリペプチド（
もしくは同一の組換えポリペプチドの複数のコピー）を含み、この１個または複数のビー
ズは、組換えポリペプチドをコードする核酸分子に結合し、ライブラリの個々の細胞複合
体は、異なる組換えポリペプチドを含む。例えば、いくつかの態様において、複合体の組
換えポリペプチドは、細胞（例えば、細胞の細胞膜、サイトゾル、または核）に含まれる
。いくつかの態様において、組換えポリペプチドおよび／またはビーズ（複数を含む）は
、細胞の表面に結合される。前述の実施形態のライブラリで用いる細胞は、哺乳類または
細菌細胞等の本明細書で企図される細胞のうちのいずれかであり得、好ましくは、生存細
胞である。いくつかの態様において、複合体の１個または複数のビーズは、核酸分子の結
合のための第１の結合部分および／または組換えポリペプチド分子の結合のための第２の
結合部分を含む。
【００３２】
　なおさらなる態様において、異なる組換えポリペプチドを含む前述の実施形態のライブ
ラリの細胞複合体は、ゲル、マイクロタイタープレートのウェル、またはエマルジョンの
マイクロカプセル中の区画化等によって互いに単離される。したがって、いくつかの態様
において、ライブラリの各区画は、３０，０００～５０，０００、１，０００～５，００
０、５～５００、５～１００、または１０～５０個の細胞を含む。ある特定の態様におい
て、前述の実施形態のライブラリは、異なる組換えポリペプチドを含む少なくとも１０，
０００個のはっきりと異なる複合体（例えば、約５０，０００～５００，０００、５，０
００，０００、または５，０００，０００，０００個のはっきりと異なる複合体）を含む
。なおさらなる態様において、ライブラリの各複合体（または複合体を含む各区画）は、
組換えポリペプチドの少なくとも約１億個のコピー（例えば、組換えポリペプチドの約１
００万～１，０００万、２，０００万～５億、１，０００万～１０億、５，０００万～５
億、１００億～５００億、１０億～２００億、または１０億～１００億個のコピー）を含
む。
【００３３】
　さらにさらなる実施形態において、１００万～１，０００万個の核酸分子および１０億
～２００億個のポリペプチド分子に結合した官能化表面を含む担体ビーズが提供される。
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実施形態に従って用いるビーズには、例えば、磁気ビーズ、架橋アガロースビーズ、ポリ
スチレンビーズ、シリカビーズ、微粒子、およびミクロスフェアが含まれる。ビーズは、
限定的に、約１～１００または５～８０μｍの平均直径を有し得る。ある場合には、ビー
ズは、少なくとも５０億、１００億、もしくは１５０億個のポリペプチド分子、および／
または少なくとも５００万、１，０００万、もしくは１，５００万個の核酸分子を含み得
る。ある特定の態様において、核酸分子は、ビオチン－アビジン相互作用によってビーズ
に結合される。なおさらなる態様において、ポリペプチド分子は、ポリペプチド分子のＨ
ｉｓタグ配列によるビーズ上での荷電Ｎｉ基の結合によってビーズに結合される。ある場
合には、ビーズ上の核酸分子および／またはポリペプチド分子はすべて、本質的に同一の
配列を含む。なおさらなる態様において、ビーズ（複数を含む）に結合したポリペプチド
分子は、ビーズに結合した核酸分子によってコードされる。したがって、なおさらなる実
施形態において、前述の実施形態に従う複数のビーズを含むライブラリが提供され、各ビ
ーズは、ライブラリの他のビーズと比較してユニークな配列を含む核酸分子（およびポリ
ペプチド分子）に結合される。例えば、ライブラリは、異なる核酸配列に結合した約５０
，０００～１，５００万個のビーズ（例えば、異なる核酸配列に結合した少なくともまた
は多くとも約１５，０００、１５０，０００、１，５００，０００、１５，０００，００
０、１，０００，０００、または１５０，０００，０００，０００，０００個のビーズ）
を含み得る。さらなる態様において、ライブラリは、１ｍＬの体積当たり少なくとも１０
，０００、２０，０００、３０，０００、４０，０００、または５０，０００個のはっき
りと異なるポリペプチドライブラリメンバーの濃度を有する。
【００３４】
　なおさらなる実施形態において、発現したポリペプチド、発現したポリペプチドをコー
ドする組換え核酸分子、および細胞を含むエマルジョンマイクロカプセルが提供され、ポ
リペプチドをコードする組換え核酸分子は、組換え核酸分子と会合した結合部分により試
験細胞に結合される。ある特定の態様において、エマルジョンマイクロカプセルは、（例
えば、核酸分子および／もしくは結合部分に結合した）１個以上のビーズ、標識（蛍光標
識分子等）、ならびに／または細胞増殖培地をさらに含み得る。さらなる態様において、
ポリペプチドは、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメントを含む。したがって、い
くつかの態様において、ポリペプチドは、試験細胞に含まれる。
【００３５】
　なおさらなる実施形態において、単離細胞が提供され、この細胞は、組換え核酸分子と
会合した結合部分により細胞の表面に結合した組換え核酸分子を含む。例えば、いくつか
の態様において、組換え核酸分子は、ポリペプチドをコードし、この細胞は、コードされ
たポリペプチドを含む。なおさらなる態様において、組換え核酸分子および結合部分は、
ビーズ（例えば、標識を含むビーズ）にさらに結合される。
【００３６】
　ある特定の態様において、前述の実施形態の細胞は、生細胞である。いくつかの態様に
おいて、細胞は、原核細胞または真核細胞、例えば、真菌細胞、植物細胞、昆虫細胞、ま
たは哺乳類細胞である。なおさらなる態様において、細胞は、ヒト細胞、例えば、免疫細
胞、神経細胞、胚幹細胞、人工多能性幹細胞、または癌細胞である。さらにさらなる態様
において、細胞は、初代細胞または不死化細胞（例えば、樹立細胞株由来のもの）である
。
【００３７】
　本明細書で使用されるとき、「ａ」または「ａｎ」は、１個以上を意味し得る。特許請
求の範囲（複数を含む）で使用されるとき、「含む」という語とともに使用される際、「
ａ」または「ａｎ」という語は、１個または複数を意味する。
【００３８】
　特許請求の範囲における「または（もしくは）」という用語の使用は、代替物のみを指
すよう明確に示されないか、または代替物が相互排他的でない限り、「および／または」
を指すために使用されるが、本開示は、代替物のみ、ならびに「および／または」を指す
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定義を支援する。本明細書で使用されるとき、「別の」とは、少なくとも第２以降のもの
を意味し得る。
【００３９】
　本明細書を通して、「約」という用語は、値が、値を決定するために用いられるデバイ
スおよび方法の固有の誤差の変動または研究対象の間に存在する変動を含むことを示すた
めに使用される。
【００４０】
　本発明は、例えば、以下の項目も提供する。
（項目１）
　所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を単
離する方法であって、
　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の核酸集団を得るステップであ
って、前記集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする、得るステップと、
　（ｂ）　ポリペプチドの発現を許容する条件下で前記核酸分子をインキュベートするス
テップであって、ポリペプチド分子の集団が前記核酸集団の前記核酸分子から発現され、
各ポリペプチド分子がそれをコードする前記核酸分子の少なくとも１個のコピーと会合す
る、インキュベートするステップと、
　（ｃ）　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を
試験するステップと、
　（ｄ）　前記細胞において生物学的応答を呈するポリペプチドに会合した核酸分子を単
離して、前記生物学的に活性なポリペプチドをコードする前記核酸分子を提供するステッ
プと、を含む、方法。
（項目２）
　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を試験する
ことが、単一細胞上の前記メンバーポリペプチドを個別に試験することを含む、項目１に
記載の方法。
（項目３）
　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を試験する
ことが、約５～１００個または約１，０００～５，０００個の細胞上の前記メンバーポリ
ペプチドを個別に試験することを含む、項目１に記載の方法。
（項目４）
　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する生物学的応答について細胞を試験する
ことが、前記メンバーポリペプチドをエマルジョンのマイクロカプセル中で単離された生
細胞と接触させることを含む、項目１に記載の方法。
（項目５）
　各マイクロカプセルが、平均１個の前記メンバーポリペプチドを含む、項目４に記載の
方法。
（項目６）
　各ポリペプチド分子が、ゲル、マイクロタイタープレートのウェル、またはエマルジョ
ンのマイクロカプセル中でそれをコードする前記核酸分子の少なくとも１個のコピーと会
合する、項目１に記載の方法。
（項目７）
　前記細胞が、細菌細胞、真菌細胞、昆虫細胞、または哺乳類細胞である、項目１に記載
の方法。
（項目８）
　生物学的応答について細胞を試験することが、前記細胞の光学または蛍光特性の変化を
検出することを含む、項目１に記載の方法。
（項目９）
　前記試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、前記細胞による蛍光染料
の取り込みまたは排除を検出することを含む、項目２に記載の方法。
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（項目１０）
　前記細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、標識試薬の前記細胞への結合
を検出することを含む、項目９に記載の方法。
（項目１１）
　前記標識試薬が抗体である、項目１０に記載の方法。
（項目１２）
　生物学的応答を呈するポリペプチドと会合した核酸分子を単離することが、親和性精製
または蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を含む、項目１に記載の方法。
（項目１３）
　前記細胞が前記ポリペプチドに対する生物学的応答を呈する場合にのみ、前記ポリペプ
チドをコードする前記核酸分子が前記細胞の成分に結合される、項目１に記載の方法。
（項目１４）
　前記生物学的応答が細胞溶解であり、前記試験細胞の前記成分が細胞内タンパク質であ
る、項目１３に記載の方法。
（項目１５）
　前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離することが、前記
成分に結合する結合部分を用いて前記試験細胞の前記成分を精製することを含む、項目１
３に記載の方法。
（項目１６）
　前記ポリペプチドに対する生物学的応答について前記細胞を試験することが、前記核酸
分子が前記試験細胞の前記成分に結合されるかを決定することを含む、項目１３に記載の
方法。
（項目１７）
　前記核酸分子が検出可能なタグに結合される、項目１に記載の方法。
（項目１８）
　前記核酸分子が担体上に固定化される、項目１に記載の方法。
（項目１９）
　生物学的応答について細胞を試験することが、前記担体に結合したタグの蛍光、発光、
または吸収特性の変化を検出することを含む、項目１８に記載の方法。
（項目２０）
　前記担体に結合した前記タグの前記特性の前記変化が、前記所望の生物学的活性を呈す
る前記試験細胞において遺伝子導入的に発現されるレポーター酵素によって媒介される、
項目１９に記載の方法。
（項目２１）
　前記ビーズまたは前記核酸分子が検出可能な標識を含む、項目１８に記載の方法。
（項目２２）
　前記担体が磁気ビーズである、項目１８に記載の方法。
（項目２３）
　前記核酸集団の前記核酸分子がそれぞれ、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメン
トを含む、項目１に記載の方法。
（項目２４）
　前記細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答が、細胞死、分化、増殖
、または増強された多分化能である、項目１に記載の方法。
（項目２５）
　前記細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答がアポトーシスである、
項目１に記載の方法。
（項目２６）
　生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記細胞に結合するアネキシン
Ｖを検出すること、または前記細胞におけるカスパーゼ活性化を検出することを含む、項
目２５に記載の方法。
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（項目２７）
　前記細胞が、癌細胞、神経細胞、免疫細胞、幹細胞、または人工多能性幹（ｉＰＳ）細
胞である、項目１に記載の方法。
（項目２８）
　前記細胞が、レポーター分子の発現のための導入遺伝子を含む、項目１に記載の方法。
（項目２９）
　前記試験が、１ｍＬの試験体積当たり少なくとも１０，０００個のはっきりと異なるメ
ンバーポリペプチドの濃度で行われ、前記はっきりと異なるメンバーポリペプチドが、ゲ
ル中の別個の区画またはエマルジョンのマイクロカプセルに含まれる、項目１に記載の方
法。
（項目３０）
　所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を単
離する方法であって、
　（ａ）　少なくとも５０，０００個の異なる分子を含むポリペプチド分子のライブラリ
を得るステップと、
　（ｂ）　前記ポリペプチド分子に対する生物学的応答について生試験細胞上の前記異な
るポリペプチド分子を個別に試験するステップと、
　（ｃ）　生物学的に活性なポリペプチド分子のサブセットをコードする核酸分子の配列
を特定するステップと、を含む、方法。
（項目３１）
　生試験細胞上の前記異なるポリペプチド分子を個別に試験することが、単一細胞上の前
記異なるポリペプチド分子を個別に試験することを含む、項目３０に記載の方法。
（項目３２）
　生試験細胞上の前記異なるポリペプチド分子を個別に試験することが、約５～１００個
の細胞または約１，０００～５，０００個の細胞上の前記異なるポリペプチド分子を個別
に試験することを含む、項目３０に記載の方法。
（項目３３）
　生試験細胞上の前記異なる分子を個別に試験することが、前記ポリペプチド分子をゲル
、ウェル、またはエマルジョンのマイクロカプセル中で単離された生細胞と接触させるこ
とを含む、項目３０に記載の方法。
（項目３４）
　前記異なる分子を個別に試験することが、前記ポリペプチド分子をエマルジョンのマイ
クロカプセル中で単離された生細胞と接触させることを含む、項目３３に記載の方法。
（項目３５）
　各マイクロカプセルが、平均１個の前記異なるポリペプチド分子を含む、項目３４に記
載の方法。
（項目３６）
　前記試験が、１ｍＬの試験体積当たり少なくとも１０，０００個のはっきりと異なるポ
リペプチドライブラリメンバーの濃度で行われ、前記はっきりと異なるポリペプチドが、
エマルジョンの別個のマイクロカプセルに含まれる、項目３０に記載の方法。
（項目３７）
　前記試験細胞が、細菌細胞、真菌細胞、昆虫細胞、または哺乳類細胞である、項目３０
に記載の方法。
（項目３８）
　複数の担体粒子を含むポリペプチドライブラリであって、各粒子が、
　ａ）　第１の結合部分によって前記粒子と会合したはっきりと異なる核酸分子の１個以
上のコピーと、
　ｂ）　前記はっきりと異なる核酸分子によってコードされた複数のポリペプチド分子と
、を含み、前記複数のポリペプチドがそれぞれ、第２の結合部分によって前記粒子と会合
する、ライブラリ。
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（項目３９）
　各粒子が、前記はっきりと異なる核酸分子の２個以上のコピーを含む、項目３８に記載
のライブラリ。
（項目４０）
　各粒子が、前記はっきりと異なる核酸分子の約１００万～２０００万個のコピーを含む
、項目３９に記載のライブラリ。
（項目４１）
　前記複数のポリペプチド分子が、約１億～１００億個の分子を含む、項目３８に記載の
ライブラリ。
（項目４２）
　少なくとも５０，０００個のはっきりと異なる核酸分子を含む、項目３８に記載のライ
ブラリ。
（項目４３）
　前記担体粒子が検出可能な標識を含む、項目３８に記載のライブラリ。
（項目４４）
　前記担体粒子がビーズである、項目３８に記載のライブラリ。
（項目４５）
　各粒子がマイクロカプセルに含まれる、項目３８に記載のライブラリ。
（項目４６）
　前記マイクロカプセルが逆ミセルであり、前記ライブラリがエマルジョンに含まれる、
項目４５に記載のライブラリ。
（項目４７）
　前記はっきりと異なる核酸分子が、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメントを含
む、項目３８に記載のライブラリ。
（項目４８）
　所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を単
離する方法であって、
　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の核酸集団を得るステップであ
って、前記集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする、得るステップと、
　（ｂ）　マイクロカプセルの第１の集団を調製するステップであって、前記マイクロカ
プセルの第１の集団が、
　　ｉ）　前記核酸集団の核酸分子と、
　　ｉｉ）　前記ポリペプチドの発現のための成分と、
　　ｉｉｉ）　前記核酸分子および担体と会合した第１の結合部分と、
　　ｉｖ）　前記核酸分子と会合した第２の結合部分と、を含み、
　前記マイクロカプセル集団の個々のメンバーが前記核酸集団のはっきりと異なるメンバ
ーを組み込む、調製するステップと、
　（ｃ）　マイクロカプセルの前記第１の集団をインキュベートしてポリペプチドの発現
を許容するステップであって、発現したポリペプチドが前記第２の結合部分によって結合
されてポリペプチド－核酸複合体を形成する、許容するステップと、
　（ｄ）　マイクロカプセルの第２の集団を得るステップであって、前記マイクロカプセ
ルの第２の集団が、
　　ｉ）　試験細胞と、
　　ｉｉ）　前記ポリペプチド－核酸複合体と、を含む、得るステップと、
　（ｅ）　前記ポリペプチドに対する生物学的応答について前記試験細胞を試験するステ
ップと、
　（ｇ）　前記応答を呈するポリペプチドをコードする核酸分子を単離して、前記生物学
的に活性なポリペプチドをコードする前記核酸分子を提供するステップと、を含む、方法
。
（項目４９）
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　ステップ（ｄ）の前に前記ポリペプチド－核酸複合体を精製することをさらに含む、項
目４８に記載の方法。
（項目５０）
　ステップ（ｄ）が、ｉｉｉ）前記ポリペプチドを前記第２の結合部分から解離する第１
の解離剤をさらに含む、項目４８に記載の方法。
（項目５１）
　ステップ（ｂ）が、ｖ）前記核酸分子と会合したさらなる結合部分をさらに含み、ステ
ップ（ｄ）が、ｉｉｉ）前記核酸を前記ビーズから解離する第２の解離剤をさらに含み、
前記さらなる結合部分が前記核酸を前記細胞に結合させる、項目４８に記載の方法。
（項目５２）
　ステップ（ｄ）が、ｉｉｉ）前記核酸を前記ビーズから解離する第２の解離剤をさらに
含み、前記核酸が前記細胞に非特異的に結合する、項目４８に記載の方法。
（項目５３）
　生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記試験細胞の光学または蛍光
特性の変化を検出することを含む、項目４８に記載の方法。
（項目５４）
　前記試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、前記細胞による蛍光染料
の取り込みまたは排除を検出することを含む、項目５３に記載の方法。
（項目５５）
　前記試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、標識試薬の前記試験細胞
への結合を検出することを含む、項目５３に記載の方法。
（項目５６）
　前記標識試薬が抗体である、項目５５に記載の方法。
（項目５７）
　前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離することが、親和
性精製または蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を含む、項目４８に記載の方法。
（項目５８）
　マイクロカプセルの前記第２の集団を得ることが、マイクロカプセルの前記第１の集団
を試験細胞を含むマイクロカプセルの集団と融合させることを含む、項目４８に記載の方
法。
（項目５９）
　マイクロカプセルの前記第１の集団と第２の集団を融合させることが、電気合体または
親和性支援電気合体の使用を含む、項目５８に記載の方法。
（項目６０）
　前記試験細胞が前記ポリペプチドに対する生物学的応答を呈する場合にのみ、前記ポリ
ペプチドをコードする前記核酸分子が前記結合部分により前記試験細胞の前記成分に結合
される、項目４８に記載の方法。
（項目６１）
　前記生物学的応答が細胞溶解であり、前記試験細胞の前記成分が細胞内タンパク質であ
る、項目６０に記載の方法。
（項目６２）
　前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離することが、前記
成分に結合する結合部分を用いて前記試験細胞の前記成分を精製することを含む、項目６
１に記載の方法。
（項目６３）
　前記ポリペプチドに対する生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記
核酸分子が前記試験細胞の前記成分に結合されるかを決定することを含む、項目６０に記
載の方法。
（項目６４）
　前記核酸分子が検出可能なタグに結合される、項目６０に記載の方法。
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（項目６５）
　前記ポリペプチドに対する生物学的応答についての前記試験細胞を試験する前に、核酸
分子に結合した前記試験細胞を前記マイクロカプセルから除去することをさらに含む、項
目４８に記載の方法。
（項目６６）
　核酸分子に結合した前記試験細胞を前記マイクロカプセルから除去することが、エマル
ジョンを破壊することを含む、項目６５に記載の方法。
（項目６７）
　前記核酸集団の前記核酸分子がＤＮＡ分子である、項目４８に記載の方法。
（項目６８）
　前記ポリペプチドの発現のための前記成分が、転写および翻訳のための成分を含む、項
目４８に記載の方法。
（項目６９）
　前記核酸集団の前記核酸分子が前記第１の結合部分によって担体粒子と会合する、項目
４８に記載の方法。
（項目７０）
　前記担体粒子がビーズである、項目６９に記載の方法。
（項目７１）
　前記担体粒子または前記核酸分子が検出可能な標識を含む、項目６９に記載の方法。
（項目７２）
　前記ビーズが磁性である、項目７０に記載の方法。
（項目７３）
　前記マイクロカプセルがエマルジョン中のミセルである、項目４８に記載の方法。
（項目７４）
　前記核酸集団の前記核酸分子がそれぞれ、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメン
トを含む、項目４８に記載の方法。
（項目７５）
　前記試験細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答が、細胞死、分化、
増殖、または増強された多分化能である、項目４８に記載の方法。
（項目７６）
　前記試験細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答がアポトーシスであ
る、項目４８に記載の方法。
（項目７７）
　生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記試験細胞に結合するアネキ
シンＶを検出することを含む、項目７６に記載の方法。
（項目７８）
　前記試験細胞が、癌細胞、免疫細胞、幹細胞、または人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞であ
る、項目４８に記載の方法。
（項目７９）
　前記試験細胞が、レポーター分子の発現のための導入遺伝子を含む、項目４８に記載の
方法。
（項目８０）
　発現したポリペプチド、前記発現したポリペプチドをコードする組換え核酸分子、およ
び細胞を含むエマルジョンマイクロカプセルであって、前記ポリペプチドをコードする前
記組換え核酸分子が、前記組換え核酸分子と会合した結合部分により前記試験細胞の成分
に結合される、エマルジョンマイクロカプセル。
（項目８１）
　前記結合部分および前記組換え核酸分子がビーズに結合される、項目８０に記載のエマ
ルジョンマイクロカプセル。
（項目８２）
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　前記組換え核酸分子が、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメントを含む、項目８
０に記載のエマルジョンマイクロカプセル。
（項目８３）
　単離された細胞であって、前記組換え核酸分子と会合した結合部分により前記細胞の表
面に結合した組換え核酸分子を含む、単離された細胞。
（項目８４）
　複数の個々の細胞複合体を含むライブラリであって、前記ライブラリの各複合体が１個
以上のビーズと会合した細胞を含み、前記細胞が組換えポリペプチドを含み、前記１個ま
たは複数のビーズが前記組換えポリペプチドをコードする核酸分子に結合し、前記ライブ
ラリの個々の細胞複合体が異なる組換えポリペプチドを含む、ライブラリ。
（項目８５）
　前記組換えポリペプチド分子または前記１個または複数のビーズが前記細胞の表面に結
合される、項目８４に記載のライブラリ。
（項目８６）
　前記組換えポリペプチド分子が、前記細胞の細胞膜、サイトゾル、または核に含まれる
、項目８４に記載のライブラリ。
（項目８７）
　１ｍＬの体積当たり少なくとも１０，０００個のはっきりと異なるポリペプチドライブ
ラリメンバーの濃度を有する、項目８４に記載のライブラリ。
（項目８８）
　前記細胞複合体が標識をさらに含む、項目８４に記載のライブラリ。
（項目８９）
　前記標識が、前記ビーズ、前記核酸、または前記細胞に結合される、項目８８に記載の
ライブラリ。
（項目９０）
　異なる組換えポリペプチドを含む細胞複合体が互いに単離される、項目８４に記載のラ
イブラリ。
（項目９１）
　異なる組換えポリペプチドを含む細胞複合体が、ゲル、マイクロタイタープレートのウ
ェル、またはエマルジョンのマイクロカプセルに含まれる、項目９０に記載のライブラリ
。
（項目９２）
　前記１個または複数のビーズが、前記核酸分子の結合のための第１の結合部分と、前記
組換えポリペプチド分子の結合のための第２の結合部分と、を含む、項目８４に記載のラ
イブラリ。
（項目９３）
　前記細胞が、細菌細胞、真菌細胞、昆虫細胞、または哺乳類細胞である、項目８４に記
載のライブラリ。
（項目９４）
　前記細胞が生存細胞である、項目８４に記載のライブラリ。
（項目９５）
　異なる組換えポリペプチドを含む少なくとも１０，０００個のはっきりと異なる複合体
を含む、項目８４に記載のライブラリ。
（項目９６）
　各複合体が、前記組換えポリペプチドの少なくとも約１億個のコピーを含む、項目８４
に記載のライブラリ。
（項目９７）
　所望の生物学的活性を有する生物学的に活性なポリペプチドをコードする核酸分子を単
離する方法であって、
　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の核酸集団を得るステップであ



(21) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

40

50

って、前記集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする、得るステップと、
　（ｂ）　マイクロカプセルの第１の集団を調製するステップであって、前記マイクロカ
プセルの第１の集団が、
　　ｉ）　前記核酸集団の核酸分子と、
　　ｉｉ）　前記ポリペプチドの発現のための成分と、
　　ｉｉｉ）　前記核酸と会合した結合部分と、を含み、
　前記マイクロカプセル集団の個々のメンバーが前記核酸集団のはっきりと異なるメンバ
ーを組み込む、調製するステップと、
　（ｃ）　マイクロカプセルの前記第１の集団をインキュベートして、ポリペプチドの発
現を許容するステップと、
　（ｄ）　試験細胞を含むマイクロカプセルの第２の集団を得るステップと、
　（ｅ）　マイクロカプセルの前記第１の集団と第２の集団を融合させて、マイクロカプ
セルの第３の集団を提供するステップであって、前記第３の集団の個々のメンバーが、発
現したポリペプチド、前記発現したポリペプチドをコードする核酸分子、および前記試験
細胞を含み、前記ポリペプチドをコードする前記核酸分子が、前記結合部分により前記試
験細胞の成分に結合される、提供するステップと、
　（ｆ）　前記ポリペプチドに対する生物学的応答について前記試験細胞を試験するステ
ップと、
　（ｇ）　前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離して、前
記生物学的に活性なポリペプチドをコードする前記核酸分子を提供するステップと、を含
む、方法。
（項目９８）
　生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記試験細胞の光学または蛍光
特性の変化を検出することを含む、項目９７に記載の方法。
（項目９９）
　前記試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、前記細胞による蛍光染料
の取り込みまたは排除を検出することを含む、項目９８に記載の方法。
（項目１００）
　前記試験細胞の光学または蛍光特性の変化を検出することが、標識試薬の前記試験細胞
への結合を検出することを含む、項目９８に記載の方法。
（項目１０１）
　前記標識試薬が抗体である、項目１００に記載の方法。
（項目１０２）
　前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離することが、親和
性精製または蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を含む、項目９７に記載の方法。
（項目１０３）
　マイクロカプセルの前記第１の集団またはマイクロカプセルの前記第２の集団が、それ
らの外面上に親和性タグを含む、項目９７に記載の方法。
（項目１０４）
　マイクロカプセルの前記第１の集団と第２の集団を融合させることが、電気合体の使用
を含む、項目９７に記載の方法。
（項目１０５）
　マイクロカプセルの前記第１の集団と第２の集団を融合させることが、親和性支援電気
合体の使用を含む、項目１０４に記載の方法。
（項目１０６）
　前記試験細胞が前記ポリペプチドに対する生物学的応答を呈する場合にのみ、前記ポリ
ペプチドをコードする前記核酸分子が前記結合部分により前記試験細胞の前記成分に結合
される、項目９７に記載の方法。
（項目１０７）
　前記生物学的応答が細胞溶解であり、前記試験細胞の前記成分が細胞内タンパク質であ
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る、項目１０６に記載の方法。
（項目１０８）
　前記応答を呈する前記試験細胞の前記成分に結合した核酸分子を単離することが、前記
成分に結合する結合部分を用いて前記試験細胞の前記成分を精製することを含む、項目１
０７に記載の方法。
（項目１０９）
　前記ポリペプチドに対する生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記
核酸分子が前記試験細胞の前記成分に結合されるかを決定することを含む、項目１０６に
記載の方法。
（項目１１０）
　前記核酸分子が検出可能なタグに結合される、項目１０６に記載の方法。
（項目１１１）
　前記ポリペプチドに対する生物学的応答についての前記試験細胞を試験する前に、核酸
分子に結合した前記試験細胞を前記マイクロカプセルから除去することをさらに含む、項
目９７に記載の方法。
（項目１１２）
　核酸分子に結合した前記試験細胞を前記マイクロカプセルから除去することが、エマル
ジョンを破壊することを含む、項目１１１に記載の方法。
（項目１１３）
　前記核酸集団の前記核酸分子がＤＮＡ分子である、項目９７に記載の方法。
（項目１１４）
　前記ポリペプチドの発現のための前記成分が、転写および翻訳のための成分を含む、項
目９７に記載の方法。
（項目１１５）
　前記核酸集団の前記核酸分子がビーズ上に固定化される、項目９７に記載の方法。
（項目１１６）
　前記ビーズまたは前記核酸分子が検出可能な標識を含む、項目１１５に記載の方法。
（項目１１７）
　前記ビーズが磁性である、項目１１５に記載の方法。
（項目１１８）
　前記マイクロカプセルがエマルジョン中のミセルである、項目９７に記載の方法。
（項目１１９）
　前記核酸集団の前記核酸分子がそれぞれ、膜輸送ドメインをコードする配列のセグメン
トを含む、項目９７に記載の方法。
（項目１２０）
　前記試験細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答が、細胞死、分化、
増殖、または増強された多分化能である、項目９７に記載の方法。
（項目１２１）
　前記試験細胞における前記ポリペプチドに対する前記生物学的応答がアポトーシスであ
る、項目９７に記載の方法。
（項目１２２）
　生物学的応答について前記試験細胞を試験することが、前記試験細胞に結合するアネキ
シンＶを検出することを含む、項目１２１に記載の方法。
（項目１２３）
　前記試験細胞が、癌細胞、免疫細胞、幹細胞、または人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞であ
る、項目９７に記載の方法。
（項目１２４）
　前記試験細胞が、レポーター分子の発現のための導入遺伝子を含む、項目９７に記載の
方法。
（項目１２５）
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　所望の活性を有する活性ポリペプチドをコードする核酸分子を単離する方法であって、
　（ａ）　ポリペプチドをコードする配列を含む核酸分子の集団を得るステップであって
、前記集団の個々のメンバーが異なるポリペプチドをコードする、得るステップと、
　（ｂ）　ポリペプチドの発現を許容する条件下で前記核酸分子をインキュベートするス
テップであって、ポリペプチド分子の集団が前記核酸集団の前記核酸分子から発現され、
各ポリペプチド分子がそれをコードする前記核酸分子の少なくとも１個のコピーと会合す
る、インキュベートするステップと、
　（ｃ）　前記集団の個々のメンバーポリペプチドに対する応答について標的分子を試験
するステップと、
　（ｄ）　前記標的分子に対する応答を提供するポリペプチドと会合した核酸分子を単離
して、前記活性ポリペプチドをコードする前記核酸分子を提供するステップと、を含む、
方法。
（項目１２６）
　前記標的分子が、酵素、受容体、または抗原である、項目１２５に記載の方法。
（項目１２７）
　前記応答が、前記標的分子のメンバーポリペプチドへの結合、前記標的分子のリガンド
への結合の阻害、前記標的分子の酵素活性の阻害、または前記標的分子の酵素活性の活性
化である、項目１２５に記載の方法。
（項目１２８）
　個々のメンバーポリペプチドに対する応答について標的分子を試験することが、ゲル、
マイクロタイタープレートのウェル、またはエマルジョンのマイクロカプセル中の前記個
々のメンバーポリペプチドを試験することを含む、項目１２５に記載の方法。
（項目１２９）
　１００万～１，０００万個の核酸分子および１０億～２００億個のポリペプチド分子に
結合した官能化表面を含む、担体ビーズ。
（項目１３０）
　前記核酸分子がビオチン－アビジン相互作用によって前記ビーズに結合される、項目１
２９に記載のビーズ。
（項目１３１）
　前記ポリペプチド分子が、前記ポリペプチド分子のＨｉｓタグ配列による前記ビーズ上
での荷電Ｎｉ基の結合によって前記ビーズに結合される、項目１２９に記載のビーズ。
（項目１３２）
　前記ビーズが、架橋アガロースビーズ、ポリスチレンビーズ、またはシリカビーズであ
る、項目１２９に記載のビーズ。
（項目１３３）
　少なくとも５０億、１００億、もしくは１５０億個のポリペプチド分子、または少なく
とも５００万、１，０００万、もしくは１，５００万個の核酸分子を含む、項目１２９に
記載のビーズ。
（項目１３４）
　前記核酸分子または前記ポリペプチド分子がすべて本質的に同一の配列を含む、項目１
２９に記載のビーズ。
（項目１３５）
　前記ポリペプチド分子が前記核酸分子によってコードされる、項目１３４に記載のビー
ズ。
（項目１３６）
　少なくとも約５０，０００個の項目１３５に記載のビーズを含むライブラリであって、
各ビーズが前記ライブラリの他のビーズと比較してユニークな配列を含む核酸分子に結合
される、ライブラリ。
　本発明の他の目的、特徴、および利点は、以下の詳細な説明から明らかになるであろう
。しかしながら、詳細な説明および具体的な例が本発明の好ましい実施形態を示すが、こ
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れらは、本発明の精神および範囲内の様々な変更および修正がこの詳細な説明から当業者
に明らかになるため、例としてのみ提供されていることを理解されたい。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成し、本発明のある特定の態様をさらに明示するた
めに包含される。本発明は、本明細書に提示される特定の実施形態の詳細な説明と組み合
わせてこれらの図面のうちの１つ以上を参照することにより、よりよく理解され得る。
【図１Ａ】前述の実施形態に従うプロトコルの例のステップを示す概略図。この例におい
て、「ヒット」は、ＦＡＣＳによって収集される。
【図１Ｂ】同上
【図１Ｃ】同上
【図１Ｄ】同上
【図１Ｅ】同上
【図１Ｆ】同上
【図２Ａ】前述の実施形態に従うプロトコルの例のステップを示す概略図。この例におい
て、試験細胞溶解をもたらす「ヒット」は、溶解細胞から放出されたタンパク質のビーズ
への結合に基づいて親和性精製によって収集される。
【図２Ｂ】同上
【図２Ｃ】同上
【図２Ｄ】同上
【図２Ｅ】同上
【図２Ｆ】同上
【図３Ａ】前述の実施形態に従うプロトコルの例のステップを示す概略図。この例におい
て、試験細胞上でのマーカーの表面発現をもたらす「ヒット」は、マーカーの表面発現に
基づいて親和性精製によって収集される。この例において、ライブラリの核酸分子は、ビ
ーズから解離され、試験細胞に結合される。
【図３Ｂ】同上
【図３Ｃ】同上
【図３Ｄ】同上
【図３Ｅ】同上
【図３Ｆ】同上
【図４Ａ】前述の実施形態に従うプロトコルの例のステップを示す概略図。この例におい
て、ライブラリの核酸分子は、別個のマイクロカプセル中での単離によってそれらのコー
ドされたポリペプチドと会合したままである。細胞は、（細胞集団の）単離細胞を、ライ
ブラリメンバーを含む個々のマイクロカプセルと接触させることによってライブラリポリ
ペプチド／核酸で試験される。
【図４Ｂ】同上
【図４Ｃ】同上
【図５Ａ】前述の実施形態に従う最初のビーズ調製ステップの例。この例において、ビー
ズは、ビオチンタグならびにリンカーおよびプライマー結合部位を含む配列セグメントを
含むストレプトアビジンおよび核酸分子で被覆される。
【図５Ｂ】前述の実施形態に従うライブラリの構築において使用され得る核酸分子の概略
図。
【図５Ｃ】前述の実施形態に従う例となるライブラリ中の核酸分子の概略図。
【図５Ｄ】前述の実施形態に従うエマルジョンＰＣＲステップの例を示す概略図。
【図６】前述の実施形態のエマルジョンにおける非対称ＰＣＲステップの例を示す概略図
。
【図７】ビーズに結合した核酸ライブラリを含む前述の実施形態のエマルジョンを示す概
略図。
【図８】前述の実施形態に従う末端トランスフェラーゼステップの例を示す概略図。
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【図９】細胞表面結合部分の前述の実施形態のビーズ上ライブラリへの結合を示す概略図
。
【図１０】前述の実施形態のエマルジョンにおけるライブラリ発現ステップの例を示す概
略図。
【図１１】前述の実施形態のエマルジョン中の発現したペプチドライブラリの例を示す概
略図。
【図１２】前述の実施形態の試験細胞エマルジョンを生成するためのシステムの例を示す
概略図。
【図１３】前述の実施形態のエマルジョン由来のマイクロカプセルを融合させるためのシ
ステムの例を示す概略図。
【図１４】前述の実施形態に従う細胞タグ付けの例を示す概略図。この例において、細胞
表面結合部分はアネキシンＶであり、スクリーニングされる細胞表現型はアポトーシスの
誘導である。
【図１５】前述の実施形態に従う細胞タグ付け後のエマルジョンの破壊の例を示す概略図
。この例において、細胞表面結合部分は、アネキシンＶである。
【図１６】前述の実施形態に従う細胞タグ付け後の磁気ビーズ捕捉の例を示す概略図。こ
の例において、細胞表面結合部分は、アネキシンＶである。
【図１７】前述の実施形態に従うカラム上での細胞捕捉の例を示す概略図。この例におい
て、細胞表面結合部分は、アネキシンＶである。
【図１８Ａ】上のパネルは、セイヨウミツバチ由来のメリチンのアミノ酸配列および対応
する核酸配列（配列番号１６、１８、２０、および２２）を示す。配列に基づいてライブ
ラリ中で多様化された位置が示される。下のパネルは、メリチンポリペプチドの三次元図
を示し、多様化した位置は、暗灰色で示される（配列番号１７、１９、２１、および２３
）。
【図１８Ｂ】多様化されたメリチンライブラリ（配列番号２４）の構築に使用されるベク
ターの概略図。
【図１９】疎水性残基数対正味電荷（上のパネル）およびメリチン同一性対疎水性残基数
（下のパネル）の分布を示す散布図。この図は、広範囲の電荷および疎水性が線形化サブ
ライブラリにおいてどのように表されるかを示す。
【図２０】前述の実施形態のビーズに基づくエマルジョンＰＣＲの例の概略図。
【図２１】前述の実施形態のエマルジョンに基づくポリペプチド発現の例の概略図（配列
番号２５）。
【図２２】前述の実施形態のエマルジョンに基づくスクリーニングプロトコルの例の概略
図。
【図２３】生物学的に活性なポリペプチドの特定のための前述の実施形態の「ヒット」単
離プロトコルの例の概略図。
【図２４】実施例３に詳述される４回のスクリーニングのそれぞれのヒット数を示すベン
図。
【図２５】グラフは、実施例３で単離したメリチン、ヒット１、２、および３、ならびに
対照１、２、および３の計算された有効濃度ＥＣ５０データを示す。
【図２６】グラフは、実施例４に詳述される構築物を用いた蛍光に基づくＴＮＦαレポー
ターアッセイの結果を示す。
【図２７】核酸分子が試験細胞に結合される「ヒット」単離プロトコルの例の概略図。
【図２８】実施例４に詳述されるように核酸分子が試験細胞に結合するプロトコルを用い
たヒット単離の成功を示すアガロースゲル電気泳動の再現。
【図２９】それぞれ、１、２、または３回発現された試料由来のビーズの緑色蛍光タンパ
ク質の平均蛍光強度を示す棒線図。
【図３０】前述の実施形態の一本鎖抗体断片試験および対照タンパク質試験の概略図（上
のパネル）。一本鎖抗体断片試験の明視野および蛍光顕微鏡法に基づく検出の例が下のパ
ネルに示される。
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【図３１Ａ】単離細胞集団がマイクロタイタープレートのウェル中で試験される「ヒット
」単離プロトコルの例の概略図（例えば、実施例８を参照のこと）。
【図３１Ｂ】グラフは、マイクロタイタープレートのウェルにおける前述の実施形態の蛍
光に基づくスクリーニングの結果を示す。１ウェル当たり０個のビーズを有するウェルは
、対照ビーズで測定されたＧＦＰシグナルに匹敵するＧＦＰシグナルを有した。１ウェル
当たり１個および２個のビーズを有する試験ウェルは、基準を超えたシグナルの増加をも
たらすことができた。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　ポリペプチド分子の多様性に富んだライブラリの効率的なスクリーニングを可能にする
新たなシステムが本明細書に詳述される。これらの分子は、結合親和性のみならず、生細
胞上での生物学的活性についてもスクリーニングされ得る。所望の生物学的活性を提供す
るものと特定されるポリペプチドは、それらの核酸コード配列と好都合に会合され、それ
らの構造の迅速な決定を可能にする。一実施形態に従って、候補ポリペプチドをコードす
る溶液相ＤＮＡライブラリが使用され得る。ビーズと会合したライブラリＤＮＡ分子は、
（例えば、ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲを用いて）ポリペプチド結合部分等の結合
部分も含み得るビーズ上でクローン的に増幅され得る。いくつかの態様において、ライブ
ラリは、例えば、ＤＮＡ分子の溶液端部上にさらなる結合部分を含む。例えば、さらなる
結合部分は、タグ付けされたプライマー（例えば、ビオチンでタグ付けされたプライマー
）を用いて増幅中に付加され得る。その後、エマルジョンが破壊され、ＤＮＡライブラリ
を含有するビーズが精製され得る。
【００４３】
　ビーズライブラリのクローン発現は、無細胞転写および翻訳系を用いてＤＮＡ被覆ビー
ズを含有するエマルジョンを作製することによって達成され得る。このエマルジョン中、
発現したポリペプチドは、発現したポリペプチドがそれらのコーディング核酸分子（およ
びビーズ）と会合したままであるようにビーズ上の結合部分に結合してポリペプチド－核
酸複合体を生成し得る。その後、エマルジョンが破壊され、発現したポリペプチドととも
にＤＮＡライブラリを含有するビーズが精製され得る。生物活性の試験は、平均１個のビ
ーズ／ポリペプチド－核酸複合体が、（例えば、ウェル、ゲルマトリックス、またはマイ
クロカプセル中の）１個以上の試験細胞と単離して置かれるように、ビーズ／ポリペプチ
ド－核酸複合体を細胞と別々に接触させることによって達成され得る。例えば、この試験
は、所望のアッセイ試薬、例えば、試験細胞、アッセイレポーター分子、およびポリペプ
チド分子をビーズから解離することができるプロテアーゼ等の解離剤と組み合わせられた
ビーズを含むエマルジョンを作製することを含み得る。その後、マイクロカプセルは、Ｆ
ＡＣＳ、コロニー採取システム、磁気ビーズ収集、もしくは結合カラム、またはそれらの
組み合わせ等を用いてカプセル化された試験細胞への影響について直接スクリーニングさ
れ得る。あるいは、エマルジョンは、試験細胞への効果を評価する前に破壊され得る。あ
る場合には、ＤＮＡはビーズから解離され、さらなる結合部分を介して試験細胞に結合さ
れ得る。所与の生物学的効果を示す細胞が特定された時点で、候補ポリペプチドのコード
配列は、コードＤＮＡの試験細胞への結合により容易に決定され得る。
【００４４】
　３つの代替実施形態のポリペプチドスクリーニング方法の概観は、それぞれ、図１Ａ～
Ｆ、図２Ａ～Ｆ、および図３Ａ～Ｆに図で示される。この例において、ステップ１は、Ｄ
ＮＡ分子の溶液相ライブラリを生成することを含む。このステップにおいて、二本鎖ＤＮ
Ａ（ｄｓＤＮＡ）分子が生成され、これは、ポリペプチドの発現およびポリペプチドコー
ド配列の増幅を可能にする配列のセグメントに加えて、スクリーニングされるポリペプチ
ドコード配列のライブラリを含む。ライブラリ構築に用いられる配列の例が図４Ｂおよび
４Ｃに示される。ある場合には、配列は完全に合成であり得、分子は化学合成され得る。
他の場合では、ｄｓＤＮＡライブラリは、個別に合成または増幅される配列（図５Ｂに示
される配列等）の複数のセグメントを用いて構築される。例えば、構築に用いられるセグ
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メントは、（ｉ）プライマー結合部位およびＴ７プロモーター等のポリメラーゼプロモー
ター配列を含む順方向プライマー（「基本的な順方向プライマー」）、（ｉｉ）プライマ
ー結合部位およびポリメラーゼターミネーター配列を含む逆方向プライマー（ｒｅｖｅｒ
ｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ）（「逆方向プライマー（Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｐｒｉｍｅｒ）」）、な
らびに（ｉｉｉ）プライマー結合部位およびライブラリを構成するポリペプチド配列をコ
ードするオープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）を含み得るライブラリ鋳型（「ＤＮＡ
ライブラリ鋳型」）を含み得る。
【００４５】
　ライブラリ配列自体、当業者に周知の様々な方法によって生成され得る。そのような方
法のほんの数例に言及すると、ライブラリのＯＲＦは、（ランダム配列を化学合成するか
、または既知の配列のエラーを起こしやすい増幅を用いるかのいずれかによって）ランダ
ム化された組の配列から完全にまたは部分的に構成され得る。他の場合では、ライブラリ
ＯＲＦ配列は、生物由来のゲノムまたはｃＤＮＡ配列のセグメントであり得る。例えば、
ＯＲＦは、ヒトｃＤＮＡのセグメントから構成され得る。ＯＲＦ配列がどのように生成さ
れるかにかかわらず、ライブラリ鋳型は、好ましくは、原核生物または真核生物の翻訳開
始のために最適化されるＡＴＧ翻訳開始コドンおよび終止コドンを含む。
【００４６】
　内部リボソーム進入部位（ＩＲＥＳ）または鋳型のポリＡ尾部等の他の配列は、発現を
最適化するためにライブラリＯＲＦに隣接して包含され得る。なおさらに、図５Ｂに示さ
れるように、ある特定の態様において、細胞透過性ペプチドは、組み立てられたｄｓＤＮ
Ａライブラリによってコードされる。ある場合には、ＣＰＰコード配列は、順方向プライ
マーセグメント（「ＣＰＰ順方向プライマー」）に含まれ得、他の場合では、逆方向プラ
イマーまたはライブラリ鋳型自体に含まれ得る。当業者であれば、ある特定の態様におい
て、このライブラリが、発現されるときに、ＣＰＰがライブラリＯＲＦを有するアミノま
たはカルボキシ末端融合タンパク質を形成するように設計されることを認識するであろう
。この場合、スペーサーコード配列を含むことが好ましくあり得、そのような配列は、Ｃ
ＰＰとライブラリＯＲＦとの間の一続きのポリグリシン残基をコードする。他の態様では
、ライブラリＯＲＦおよびＣＰＰは、ＣＰＰがＯＲＦに共有結合されることなく膜輸送を
媒介することができる限り、別個のポリペプチドとして発現され得る。
【００４７】
　前述の実施形態の構築されたｄｓＤＮＡライブラリの例が図５Ｃに示される。ポリペプ
チドＯＲＦのみをコードするライブラリおよびＣＰＰを有するＯＲＦの両方が示される。
いくつかの態様において、これらの分子は、構築後およびビーズとの結合前に、例えば、
サイズ排除クロマトグラフィーまたはゲル精製によって精製され得る。
【００４８】
　構築された時点で、ＤＮＡライブラリは、ビーズ等の上に固定化され得る。前述の実施
形態に従って用いるビーズの例は、図５Ａに提供される（図１～３にも示される）。概し
て、ビーズは、ビーズが核酸分子と相互作用することを可能にする親和性部分を含む。例
えば、ビーズは、ストレプトアビジン被覆ビーズであり得、ビーズ上での固定化のための
核酸分子は、ビオチン部分を含み得る。ある場合には、各ＤＮＡ分子は、ＤＮＡをさらに
安定化させるためにビオチン等の２つの親和性部分を含み得る。ビーズは、核酸の固定化
で用いるか、または下流スクリーニングもしくは選択プロセスで使用され得るさらなる特
徴を含み得る。例えば、ビーズは、結合部分（例えば、アネキシンＶ）、蛍光標識、また
は蛍光消光剤を含み得る。ある場合には、ビーズは磁性であり得る。ライブラリを追加す
るようにビーズを調製するために、ビーズは、図５Ａに示されるように、ＤＮＡ分子の複
数のコピーで被覆され、それにより共通のプライマー結合配列（すなわち、ｄｓＤＮＡラ
イブラリからの配列にアニールすることができる配列）を含む複数の同一のＤＮＡ分子で
それぞれ被覆されるビーズの集団を生成する。
【００４９】
　溶液相ＤＮＡライブラリを被覆されたビーズと結合させるためのプロセスの例が図５～
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６に示される。最初に、被覆されたビーズとＤＮＡ分子が混合され、油中水エマルジョン
中に置かれる。重要なことに、この製剤は、エマルジョンのマイクロカプセル（または液
滴）の大部分がｄｓＤＮＡライブラリからの１個のビーズおよび１個の分子のみを含むよ
うに混合される（言うまでもなく、多くの液滴は、ビーズのみを含むか、ＤＮＡ分子のみ
を含むか、またはいずれも含まない）。ＤＮＡポリメラーゼ、遊離ヌクレオチド、および
「第２の順方向プライマー」として図５Ｄに示される過剰な遊離プライマー分子もエマル
ジョン系に含まれる。その後、マイクロカプセルの収集物は熱サイクリングに供されて、
ＰＣＲ、すなわち、図６に示されるエマルジョンＰＣＲ（ｅＰＣＲ）を媒介する。ＰＣＲ
を複数ラウンド行うことにより、ビーズに結合したＤＮＡ分子はライブラリ鋳型配列によ
って最初に伸長され、その後、第２の鎖が形成される。結果として生じる集団（それらは
個別に図７に示される）は、それぞれ複数の同一のライブラリＤＮＡ分子に結合したビー
ズから構成される。したがって、各ビーズは、ライブラリの異なるメンバーの複数のコピ
ーを担持する。
【００５０】
　ビーズとライブラリを結合させた後、ビーズ－ライブラリは、エマルジョンから除去さ
れ得る。例えば、エマルジョンは、有機溶媒または非イオン洗剤の添加、その後、機械的
破砕および勾配分離（例えば、ボルテックスおよび遠心分離）によって破壊され得る。あ
る場合には、ビーズ－ライブラリはさらに精製もされる（例えば、過剰なプライマーおよ
び遊離ＤＮＡ分子等を除去するために）。例えば、ライブラリは、ビーズをカラム（例え
ば、磁気カラム）に結合させることによって、またはサイズ排除クロマトグラフィーによ
って精製され得る。ある場合には、ビーズ－ライブラリは、このステップでさらに改変さ
れる場合もある。例えば、結合部分は、図８～９に示されるようにビーズ－ライブラリに
結合され得る。この場合、ビオチン等の親和性標識は、末端トランスフェラーゼを用いる
ことによってビーズを被覆したＤＮＡ分子に付加され得る（例えば、図８を参照されたい
）。他の態様では、親和性標識は、ｅＰＣＲに用いられるプライマーに含まれ、それによ
り、それらの合成時にＤＮＡ分子に直接組み込まれ得る。ビーズ－ライブラリが親和性標
識を含んだ時点で、ビーズは結合部分に結合され得る（図９に「一般的な細胞表面結合剤
」として示される）。そのような結合の例が図９に示されており、ビオチンおよびストレ
プトアビジンを用いて、ビーズ－ライブラリを細胞結合部分に結合させる。言うまでもな
く、当業者であれば、ビーズ自体が結合部分に結合され得、この場合、図８～９に示され
るビーズ－ライブラリを細胞結合部分に結合させるさらなるステップが必要ではないこと
を認識するであろう。
【００５１】
　次に、（結合部分を含む）ビーズ－ライブラリは、第２のエマルジョンに製剤化される
。この場合もやはり、エマルジョンは、ビーズ－ライブラリの単一のメンバーのみを含む
マイクロカプセルの数を最大化するように製剤化され（図１０を参照のこと）、したがっ
て、多くのマイクロカプセルは任意のビーズを含まない。エマルジョンの水性部分にライ
ブラリの発現のための試薬も含まれる。この場合、そのような試薬は、一緒になるとライ
ブラリの生体外転写および翻訳に適格である酵素および因子の混合物を含む。これらの因
子を別々に含むか、または完全な転写－翻訳系に予形成されるかのいずれかの多くの商業
系が利用可能である。概して、Ｔ７またはＳＰ６ポリメラーゼ酵素に基づく転写系等の原
核生物（例えば、ファージに基づく）転写系が用いられる。翻訳のために、原核生物系ま
たは真核生物系（例えば、ヌクレアーゼ処理ウサギ網状赤血球溶解物系またはＨｅＬａ細
胞溶解物系）のいずれかが用いられ得る。発現後、結果として生じるエマルジョンは、ビ
ーズに結合した発現ポリペプチドを含む個々のマイクロカプセルを含み、次いで、発現し
たポリペプチドをコードする核酸分子に結合される（例えば、図１１、図１Ｂ、図２Ｂ、
および図３Ｂを参照のこと）。したがって、各ビーズは、複数の同一のＤＮＡ分子および
それらの同一のＤＮＡ分子から発現され複数の同一のポリペプチド分子を有する。ある場
合には、ＤＮＡ増幅プロセスのランダム変化のため、ＤＮＡおよびポリペプチド配列の両
方におけるある特定の低レベルの変化が所与のビーズ上に存在し得る。
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【００５２】
　発現したポリペプチドのスクリーニングを媒介するために、ビーズライブラリは、試験
細胞およびポリペプチド分子をビーズから解放する解離剤も含むさらなるエマルジョンに
製剤化される。そのような細胞エマルジョンの製剤化に用いるための装置の例が図１２に
示される。概して、生細胞は、水性媒体中に分散および分離され、その後、油相と混合さ
れてエマルジョンを形成する。この場合もやはり、エマルジョンは、最大可能数のマイク
ロカプセルが最適数の細胞（例えば、１、１０、５０、５００、または５，０００個）を
含むように製剤化され得る。ある場合には、細胞は、エマルジョン系中に維持され得るか
、またはさらにはエマルジョン系中で増殖することができる。さらに、ある場合には、細
胞エマルジョンは、水相中に下流スクリーニングを媒介するレポーター分子（例えば、蛍
光染料）等のさらなる要素を含み得る。あるいは、ビーズ／核酸－ポリペプチド複合体を
含むマイクロカプセルは、試験細胞を含むマイクロカプセルと融合し得る（例えば、図１
３を参照のこと）。
【００５３】
　ある場合には、ポリペプチド発現手順は２回以上順次行われ、各ビーズ上に担持される
ポリペプチド分子の数が所望通りに増加し得るように、毎回新しい転写－翻訳試薬を用い
る。
【００５４】
　ある場合には、単一のマイクロカプセル中のライブラリビーズの数が増加して（例えば
、５個、１０個、またはそれを超えて）、生物学的応答を呈する細胞を特定するためにス
クリーニングされなければならないマイクロカプセルの数を減少させ得る。この場合、繰
り返しアッセイまたはライブラリ内の配列冗長性は、各「ヒット」と関連付けられた複数
のコーディング領域の存在にもかかわらず活性であるポリペプチド配列の特定を引き続き
可能にする。繰り返しアッセイについて、ヒットから回収したＤＮＡは、各連続的なスク
リーニングのためにライブラリとして再製剤化され得る。
【００５５】
　ライブラリのビーズを試験細胞を有するマイクロカプセルに導入すると、マイクロカプ
セルが直接スクリーニングされて、任意の所与のマイクロカプセルに含まれるポリペプチ
ドが所望の生物学的活性を有するかを決定することができる。そのようなマイクロカプセ
ルの例が図１４に図で示される。この場合、マイクロカプセルは、エマルジョンを破壊す
ることなく（例えば、ＦＡＣＳによって）選別され得る。標準のＦＡＣＳ装置が使用され
る場合、既存のエマルジョンを連続水層に入れることによって二重エマルジョンが形成さ
れ得る。これは、水性系のために設計される方法であるＦＡＣＳのための水溶液をもたら
す。例えば、ある場合には、生物学的活性は、生物学的活性に応答してレポーター遺伝子
（蛍光タンパク質等）を発現する細胞を用いて決定され得る。この場合、発現を示すマイ
クロカプセルは、ＦＡＣＳによって選択される。その後、生物学的応答を示すマイクロカ
プセルが単離され、ライブラリ核酸が配列決定されて、生物学的に活性なポリペプチドの
構造（配列）を決定する。
【００５６】
　ある場合には、エマルジョンは、生物学的活性のスクリーニングの前に破壊され得る。
この場合、結合部分により、ビーズ－ライブラリは、試験細胞に繋ぎ止められたままであ
る（例えば、図１５を参照のこと）。したがって、試験細胞（ビーズライブラリを含む）
は、発現したポリペプチドに対する生物学的応答について評価され得る。例えば、応答が
細胞の表面上に提示される分子の変化である場合、所望の分子（例えば、ポリペプチド）
に結合する抗体を用いて、生物学的応答を決定することができる。あるいは、ＤＮＡ分子
をビーズから解離することができ、それ故に、ビーズではなくＤＮＡ分子のみが結合部分
を介して試験細胞に結合されたままの状態である。生物学的応答を示す細胞をスクリーニ
ングまたは選択するために用いられる方法にかかわらず、細胞が特定された時点で、それ
らは分離され、繋ぎ止められた核酸分子が配列決定されて、生物学的に活性なポリペプチ
ドのコード配列を決定する。
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【００５７】
　ポリペプチドに対する応答について試験細胞をスクリーニングする方法の例が図１６～
１７に示される。この例において、ビーズライブラリに結合した結合部分も用いて、生物
学的応答を評価する（図１６を参照のこと）。言い換えると、ビーズライブラリは、発現
したポリペプチドに対する応答を呈する細胞にのみ結合する。そのような結合部分の例に
はアネキシンＶがあり、これはポリペプチドに応答してアポトーシスに入る細胞にのみ結
合する。しかしながら、実質的には、任意の細胞結合部分を同様に用いて試験細胞におけ
る様々な生物学的応答を調べることができることが認識される。したがって、スクリーニ
ングを行うマイクロカプセルにおいて、生物学的応答を呈する細胞のみがビーズに繋ぎ止
められる。したがって、生物学的応答を有する細胞は、ビーズを単離すること、例えば、
磁気単離方法を用いることによって他の細胞から精製して分けられ得る（例えば、図１６
を参照のこと）。応答を呈しない細胞が除去されると、細胞（および繋ぎ止められたビー
ズ）は、様々な方法によって繋ぎ止められていないビーズから単離され得る。例えば、図
１７に示されるように、（例えば、細胞結合部分を用いて）細胞に結合する親和性カラム
が用いられ得る。言うまでもなく、生物学的応答を呈しない細胞を除去するステップおよ
び細胞に繋ぎ止められていないビーズを除去するステップを任意の順序で行うことができ
ることが認識される。あるいは、ＤＮＡは、ＤＮＡ分子のみが試験細胞に繋ぎ止められた
ままであるようにビーズから解離され得る。いずれの場合にも、単離されたビーズ（ライ
ブラリ核酸および繋ぎ止められた細胞を含む）が配列決定されて、生物学的に活性なポリ
ペプチド配列を決定する。
【００５８】
　さらなる例において、上に詳述されるスクリーニング方法を用いて、（壊死またはアポ
トーシスのいずれかを介して）細胞死を誘導するポリペプチドを特定することができる。
例えば、結合部分は、試験細胞由来の細胞内成分に結合し得る。そのような結合部分は、
ハウスキーピングタンパク質等の一般的な頑強な細胞内タンパク質、ＲＮＡポリメラーゼ
サブユニット、Σ７０ファミリータンパク質、ＧＡＰＤＨもしくはアクチンに対する抗体
、または細胞内構造（例えば、クロマチンまたはミトコンドリア構造）に結合する抗体で
あり得る。あるいは、異種タンパク質は、細胞において遺伝子導入的に発現され得、この
異種タンパク質は、結合部分を介する回収を受け入れやすい特異的エピトープを有し得る
（例えば、金属荷電キレート基によって結合され得るＨｉｓタグを有するマルトース結合
タンパク質）。重要なことに、結合部分は、（翻訳能力のある細胞溶解物であり得る）ラ
イブラリ発現系に存在する成分と相互作用すべきではない。これを回避するために、いく
つかの態様において、発現系は、試験細胞とは異なる生物（例えば、異なる界由来の生物
）から得られ得る。例えば、試験細胞が細菌である場合、発現系は、ウサギ網状赤血球溶
解物または小麦胚芽抽出物であり得る。同様に、いくつかの態様において、関連種由来の
標的タンパク質と比較して交差反応をほとんどまたは全く呈しない抗体等の高度に特異的
な結合部分が用いられ得る。この系は、（例えば、癌細胞中の）細胞死をもたらす抗生物
質またはペプチドについてのスクリーニングに有用な細胞溶解のアッセイを提供する。Ｄ
ＮＡ被覆ビーズがタンパク質に結合するのは、エマルジョン中の細胞が溶解し、その内容
物を流出するときのみである（例えば、図２Ｅを参照のこと）。「ヒット」と特定される
核酸は、上に概説される方法と同一の方法で、例えば、同一の細胞内標的上の異なるエピ
トープに対する二次抗体を有する親和性カラムを第１の抗体として用い、その後、ヒット
を磁気収集することによって精製され得る。これらの最後の２つのステップは、磁気収集
後に親和性精製、または親和性精製後に磁気収集のいずれかの順序で行われ得る。
【００５９】
　したがって、前述の実施形態のシステムは、他の可能性のあるスクリーニングシステム
に対して多くの重要な利点を提供する。例えば、ライブラリがｉｎ　ｓｉｔｕ生成される
ため、これは、ほぼ無限の大きさおよび配列多様性を有し得る。重要なことに、候補ポリ
ペプチドが、最初にビーズ、その後エマルジョン系（または他の区画化方法）によりそれ
らのコード配列と会合したままであるため、活性分子は、コード配列の配列決定によって
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特定され得る。しかしながら、ファージディスプレイ系とは異なり、候補ポリペプチドは
、不必要な配列（例えば、ファージタンパク質配列）に共有結合的に繋ぎ止められる必要
はない。これは、候補ポリペプチドがそのような配列とは無関係に折り重なることを可能
にし、立体的に妨害された融合タンパク質よりも高い活性を有する分子を提供し得る。さ
らに、特定されたポリペプチドの任意の生物学的活性は、非生物活性結合またはファージ
融合タンパク質の人為産物ではなく候補ポリペプチドの活性を偽りなく示す。なおさらに
、この系は、生細胞における生物学的活性を試験することを可能にし、言い換えると、こ
の系は、一般にファージディスプレイおよび他のディスプレイ手法の場合のように結合ア
ッセイに限定されない。したがって、前述の実施形態の方法は、広い配列多様性のスクリ
ーニングを提供するだけでなく、生物学的に活性な候補分子を提供する任意の以前の技法
よりもはるかに効果的であり得るスクリーニングも提供する。前述の実施形態の方法に適
用可能なさらなる態様は、以下でより詳細に論じられる。
【００６０】
Ｉ．　ＤＮＡライブラリ
　前述の実施形態のある特定の態様は、ＤＮＡ配列のライブラリに関し、その少なくとも
１つのサブセットは、翻訳オープンリーディングフレーム（ＯＲＦ）をコードし、それに
より鋳型タンパク質合成としての機能を果たし得る。したがって、本明細書で使用される
とき、「ライブラリ」という用語は、分子（例えば、核酸もしくはポリペプチド分子）ま
たは細胞の集合に関して使用され、ライブラリを成す複数の個々の種は、少なくとも１つ
の検出可能な特徴の点で同一のライブラリの他の細胞または分子とははっきりと異なる。
分子のライブラリの例として、核酸、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、融合タンパ
ク質、ポリヌクレオチド、またはオリゴヌクレオチドのライブラリが挙げられる。
【００６１】
　ある特定の実施形態において、前述の実施形態のＤＮＡライブラリは、（ｉ）翻訳開始
部位（例えば、好ましいコザックコンセンサスまたはシャイン・ダルガノリボソーム結合
部位（ＲＢＳ）中のＡＴＧコドン）および終止コドンを含むＯＲＦ、（ｉｉ）ポリメラー
ゼプロモーター配列（例えば、Ｔ７ポリメラーゼ結合部位）、（ｉｉｉ）ポリメラーゼタ
ーミネーター配列、ならびに（ｉｖ）ＯＲＦに隣接するプライマー配列を含む。いくつか
の好ましい態様において、核酸分子は、ビオチンタグ等の親和性タグをさらに含む。例え
ば、ライブラリは、５’から３’の順に、ビオチンタグ－順方向プライマー結合配列－ポ
リメラーゼプロモーター配列－ＯＲＦ－ポリメラーゼターミネーター配列－逆方向プライ
マー結合配列（例えば、５’－ビオチン－プライマー－Ｔ７プロモーター－ＯＲＦ－Ｔ７
ターミネーター－プライマー－３’）を含む分子から構成され得る。さらなる態様におい
て、ＯＲＦ配列は、５’から３’の順に、ビオチンタグ－順方向プライマー結合配列－ポ
リメラーゼプロモーター配列－さらなる順方向プライマー結合配列－ＯＲＦ－さらなる逆
方向プライマー結合配列－ポリメラーゼターミネーター配列－逆方向プライマー結合配列
等のさらなるまたは代替のプライマー結合配列によってさらに隣接され得る。
【００６２】
　前述の実施形態のＤＮＡライブラリは、天然に存在するか、または人工的に合成された
分子から構成され得る。例えば、ある特定の態様において、ライブラリは、ヒト等の生物
由来のゲノムＤＮＡ配列またはｃＤＮＡ配列（もしくはその部分）に相当する核酸配列か
ら構成される。さらなる態様において、ライブラリは、本質的にランダムなＯＲＦコード
配列を含み得る。ライブラリのＯＲＦコード配列は、２つの異なる生物由来の配列のセグ
メントまたはｃＤＮＡ由来の配列のセグメントおよびランダム化されるセグメントを含む
キメラ配列でもあり得る。同様に、ＤＮＡマイクロアレイは、前述の実施形態のＤＮＡラ
イブラリの構築のための鋳型として用いられ得る。いくつかの態様において、ＤＮＡライ
ブラリは、ヒト等の生物の全プロテオーム（またはほぼすべてのプロテオーム）に相当す
る。いくつかの好ましい態様において、ライブラリは、１つ以上の部位特異的なランダム
化された変異体を有するｃＤＮＡ由来の人工的に合成された核酸配列から構成される。い
くつかの態様において、ライブラリは、可変領域中の特異的配列セグメントがランダム化
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される人工的に合成された一本鎖抗体断片（例えば、免疫グロブリンの重鎖（ＶＨ）およ
び軽鎖（ＶＬ）の可変領域の融合タンパク質）から構成される。
【００６３】
　なおさらに、ある特定の態様において、ライブラリ配列は、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、
またはランダム化された配列（すなわち、融合タンパク質をコードするＯＲＦを生成する
）由来の配列とともに、ＯＲＦ配列中の細胞結合ドメインまたは細胞透過性ペプチド（Ｃ
ＰＰ）等の既知の機能を有するポリペプチドをコードする配列のセグメントを含み得る。
したがって、ある特定の態様において、前述の実施形態のＤＮＡ分子は、ＣＰＰコード配
列の５’、ＣＰＰコード配列の３’、またはこれら両方にライブラリ配列（ランダム化さ
れた配列等）のセグメントとともにＣＰＰコード配列を含むＯＲＦを含む。本明細書で使
用されるとき、「細胞透過性ペプチド」および「膜輸送ドメイン」という用語は同義に使
用され、ポリペプチドが細胞膜（例えば、真核細胞の場合、原形質膜）を通過することを
可能にするポリペプチド配列のセグメントを指す。ＣＰＰセグメントの例には、ＨＩＶ　
Ｔａｔ、ヘルペスウイルスＶＰ２２、ショウジョウバエアンテナペディアホメオボックス
遺伝子産物、またはプロテグリンＩ由来のセグメントが挙げられるが、これらに限定され
ない。なおさらなる態様において、ライブラリ配列は、エンドソームからの脱出を促進し
、核局在化またはミトコンドリア局在化を提供する配列等のライブラリポリペプチドの細
胞内局在化を促進するポリペプチドをコードする配列のセグメントを含み得る。
【００６４】
　前述の実施形態の核酸ライブラリを生成および増幅するための方法は、当技術分野にお
いて周知である。ある特定の実施形態において、核酸を操作、単離、または増幅するため
の１つ以上の技法を用いることが所望され得る。そのような技法には、例えば、ベクター
の調製、ならびに細胞由来の選択された核酸セグメントをクローニングする（例えば、ｃ
ＤＮＡ配列またはその断片をクローニングする）方法が含まれ得る。
【００６５】
　増幅のための鋳型として用いられる核酸は、標準の方法論（Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　
ａｌ．，１９８９）に従って細胞、組織、もしくは他の試料から単離され得るか、または
合成ＤＮＡから増幅され得、合成ＤＮＡは、直鎖、プラスミド、またはＤＮＡマイクロア
レイから得られる。ある特定の実施形態において、核酸は、（鋳型核酸の十分な精製の有
無にかかわらず）全細胞もしくは組織ホモジネートまたは生体液試料から増幅され得る。
核酸は、ゲノムＤＮＡまたは分画もしくは全細胞ＲＮＡであり得る。ＲＮＡが用いられる
場合、以下に概説されるように、逆転写酵素を用いて最初にＲＮＡを相補的ＤＮＡに変換
することが所望され得る。
【００６６】
　本明細書で使用されるとき、「プライマー」という用語は、鋳型依存的プロセスにおい
て新生核酸の合成を刺激することができる任意の核酸を包含するよう意図される。典型的
には、プライマーは、１０～２０個および／または３０個の塩基対長のオリゴヌクレオチ
ドであるが、より長い配列が用いられ得る。プライマーは二本鎖および／または一本鎖形
態で提供され得るが、一本鎖形態が好ましい。
【００６７】
　選択された核酸配列に対応する核酸に選択的にハイブリダイズするように設計されたプ
ライマー対は、選択的ハイブリダイゼーションを許容する条件下で鋳型核酸と接触させら
れる。所望の適用に応じて、プライマーに対して完全に相補的な配列へのハイブリダイゼ
ーションのみを可能にする高ストリンジェンシーハイブリダイゼーション条件が選択され
得る。他の実施形態では、ハイブリダイゼーションは、低下したストリンジェンシー下で
生じ得、プライマー配列との１つ以上のミスマッチを含む核酸の増幅を可能にし得る。ハ
イブリダイズされると、鋳型－プライマー複合体は、鋳型依存的核酸合成を促進する１個
以上の酵素と接触させられる。「サイクル」とも称される複数ラウンドの増幅は、十分な
量の増幅産物が産生されるまで行われる。
【００６８】
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　いくつかの鋳型依存的プロセスを利用して、所与の鋳型試料に存在するオリゴヌクレオ
チド配列を増幅することができる。最も既知の増幅方法のうちの１つは、それぞれ参照に
よりそれらの全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第４，６８３，１９５号、同第４
，６８３，２０２号、および同第４，８００，１５９号、ならびにＩｎｎｉｓ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９８８に詳細に記載されるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ（商標）と称される）
である。
【００６９】
　逆転写酵素ＰＣＲ（商標）増幅手順を行って、ｃＤＮＡ配列（またはｃＤＮＡ断片）を
生成することができる。ＲＮＡをｃＤＮＡに逆転写する方法は周知である（Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９を参照のこと）。代替の逆転写方法は、熱安定性のＤＮＡ
ポリメラーゼを利用する。これらの方法は、国際公開第９０／０７６４１号に記載されて
いる。ポリメラーゼ連鎖反応方法論は、当技術分野で周知である。代表的なＲＴ－ＰＣＲ
方法は、米国特許第５，８８２，８６４号に記載されている。
【００７０】
　別の増幅方法は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる欧州特許出願第３２０
　３０８号に開示のリガーゼ連鎖反応（「ＬＣＲ」）である。米国特許第４，８８３，７
５０号は、プローブ対を標的配列に結合させるＬＣＲと同様の方法を記載する。米国特許
第５，９１２，１４８号に開示のＰＣＲ（商標）およびオリゴヌクレオチドリガーゼアッ
セイ（ＯＬＡ）に基づく方法も用いられ得る。
【００７１】
　本発明の実践に用いられ得る標的核酸配列の代替の増幅方法は、米国特許第５，８４３
，６５０号、同第５，８４６，７０９号、同第５，８４６，７８３号、同第５，８４９，
５４６号、同第５，８４９，４９７号、同第５，８４９，５４７号、同第５，８５８，６
５２号、同第５，８６６，３６６号、同第５，９１６，７７６号、同第５，９２２，５７
４号、同第５，９２８，９０５号、同第５，９２８，９０６号、同第５，９３２，４５１
号、同第５，９３５，８２５号、同第５，９３９，２９１号、および同第５，９４２，３
９１号、英国特許出願第２　２０２　３２８号、ならびにＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ８９
／０１０２５号に開示されており、それぞれ参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
る。
【００７２】
　ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ８７／００８８０号に記載のＱβレプリカーゼも本発明にお
いて増幅方法として用いられ得る。この方法において、標的の複製配列に相補的な領域を
有するＲＮＡの複製配列は、ＲＮＡポリメラーゼの存在下で試料に付加される。ポリメラ
ーゼは複製配列をコピーし、その後、これが検出され得る。
【００７３】
　制限エンドヌクレアーゼおよびリガーゼを用いて制限部位の一本鎖中にヌクレオチド５
’－［α－チオ］－三リン酸塩を含有する標的分子の増幅を達成する等温増幅方法も、本
発明での核酸増幅に有用であり得る（Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２）。米国特
許第５，９１６，７７９号に開示の鎖置換増幅（ＳＤＡ）は、複数ラウンドの鎖置換およ
び合成、すなわち、ニックトランスレーションを含む核酸の等温増幅を行う別の方法であ
る。
【００７４】
　他の核酸増幅手順は、核酸配列に基づく増幅（ＮＡＳＢＡ）および３ＳＲを含む転写に
基づく増幅系（ＴＡＳ）を含む（参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる、Ｋ
ｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９、Ｇｉｎｇｅｒａｓ　ｅｔ　ａｌ．、ＰＣＴ出願国際公
開第８８／１０３１５号）。欧州特許出願第３２９　８２２号は、本発明に従って用いら
れ得る一本鎖ＲＮＡ（「ｓｓＲＮＡ」）、ｓｓＤＮＡ、および二本鎖ＤＮＡ（ｄｓＤＮＡ
）の周期的な合成を含む核酸増幅プロセスを開示する。
【００７５】
　ＰＣＴ出願国際公開第８９／０６７００号（参照によりその全体が本明細書に組み込ま
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れる）は、プロモーター領域／プライマー配列の標的一本鎖ＤＮＡ（「ｓｓＤＮＡ」）へ
のハイブリダイゼーションに続く配列の多くのＲＮＡコピーの転写に基づいた核酸配列増
幅スキームを開示する。このスキームは周期的ではなく、すなわち、新たな鋳型は結果と
して生じるＲＮＡ転写物からは産生されない。他の増幅方法には、「ＲＡＣＥ法」および
「片側ＰＣＲ法」が含まれる（Ｆｒｏｈｍａｎ，１９９０、Ｏｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，
１９８９）。
【００７６】
　本明細書に詳述されるように、ある特定の態様において、前述の実施形態のＤＮＡ分子
のライブラリは、ビーズ等の支持体に結合され得る。例えば、ビオチン部分を含むＤＮＡ
分子のライブラリの場合、ライブラリは、ストレプトアビジン被覆ビーズに結合され得る
。なおさらなる態様において、前述の実施形態で用いるビーズは、１つ以上の結合部分（
例えば、ポリペプチドおよび細胞結合部分）ならびに／またはビーズの精製に役立つ部分
を含み得る（例えば、ビーズは蛍光マーカーを含み得るか、またはビーズは磁性であり得
る）。
【００７７】
　本明細書で使用されるとき、「細胞結合部分」は、細胞表面タンパク質または細胞内タ
ンパク質等の試験細胞の成分に結合する分子を指す。そのような部分は、一般に細胞に結
合し得るか、または特定の細胞集団（例えば、幹細胞、ある特定の組織型の細胞、もしく
はアポトーシス細胞）に結合し得る。例えば、細胞結合部分は、抗体（例えば、モノクロ
ーナル抗体）、アプタマー、レクチン、プロテオグリカン、または、受容体もしくはリガ
ンドポリペプチドであり得る。いくつかの特定の態様において、細胞結合部分は、アネキ
シンＶまたは抗ＣＤ３４抗体である。別の例において、細胞結合部分は、活性化好塩基球
に結合する抗ＣＤ－６３抗体である。この場合、アレルギー反応の誘導についてポリペプ
チドをスクリーニングするためのアッセイが用いられ得る。細胞結合部分のさらなる例と
して、エストロゲン陰性乳癌細胞に結合するための抗ＣＤ４４＋、抗ＣＤ４９ｆｈｉ、ま
たはＣＤ１３３ｈｉ抗体が挙げられる。さらなる例として、細胞結合部分は、導入遺伝子
として細胞によって発現されるタンパク質であり得る。例えば、大腸菌の細胞溶解を引き
起こす抗菌性ポリペプチドは、（ｉ）大腸菌試験細胞においてヒスチジンタグを有するマ
ルトース結合タンパク質を発現させ、かつ（ｉｉ）結合部分としてニッケル荷電キレート
基を用いて、溶解した大腸菌細胞から放出されるマルトース結合タンパク質を捕捉するこ
とによって検出され得る。
【００７８】
ＩＩ．　エマルジョンＰＣＲ
　エマルジョンＰＣＲについて、エマルジョンＰＣＲ反応は、「油中水」混合物を活発に
振盪または撹拌して多数の微小水性区画を生成することによって生じる。ＤＮＡライブラ
リは限界希釈で混合されて、平均１個のみのＤＮＡ分子およびビーズを含有する区画を生
成する（最適な希釈度で多くの区画は空であり得る）。増幅効率を促進するために、上流
ＰＣＲプライマー（低濃度、ビーズ上のプライマー配列にマッチする）および下流ＰＣＲ
プライマー（高濃度）の両方が反応混合物に包含される。乳化ステップ中に生成される水
性区画の大きさに応じて、１μＬ当たり最大３×１０９の個々のＰＣＲ反応が同一の管内
で同時に行われ得る。本質的に、エマルジョン中の各小さい区画がマイクロＰＣＲ反応器
を形成する。エマルジョン中の区画の平均的な大きさは、乳化条件に応じて、直径１ミク
ロン未満から１００ミクロン超に及ぶ。
【００７９】
エマルジョン系
　多種多様のマイクロカプセル化手順が利用可能であり（Ｂｅｎｉｔａ，１９９６を参照
のこと）、本実施形態に従って使用されるマイクロカプセルを作製するために用いられ得
る。２００を超えるマイクロカプセル化方法が文献において特定されている（Ｆｉｎｃｈ
，１９９３）。これらは、脂質小胞（リポソーム、Ｎｅｗ，１９９０）および非イオン性
界面活性剤小胞（ｖａｎ　Ｈａｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６）等の膜エンベロープ化水性
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小胞を含む。これらは、非共有結合的に組み立てられた分子の単一または複数の二重層の
密閉膜状カプセルであり、各二重層は、水性区画によってその隣接物から分離されている
。リポソームの場合、膜は脂質分子から構成され、これらは、通常、リン脂質であるが、
コレステロール等のステロールも膜に組み込まれ得る（Ｎｅｗ，１９９０）。ＲＮＡおよ
びＤＮＡ重合ならびにＲＮＡ翻訳を含む様々な酵素触媒による生化学的反応は、リポソー
ム内で行われ得る（Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４、Ｏｂｅｒｈｏｌ
ｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５ａ、Ｏｂｅｒｈｏｌｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５ｂ
、Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４、Ｗｉｃｋ　＆　Ｌｕｉｓｉ，１９９６）。酵素
触媒による生化学的反応は、様々な他の方法によって生成されたマイクロカプセルにおい
て実証されている。多くの酵素は、ＡＯＴ－イソオクタン－水系（Ｍｅｎｇｅｒ　＆　Ｙ
ａｍａｄａ，１９７９）等の逆ミセル溶液中で活性である（Ｂｒｕ　＆　Ｗａｌｄｅ，１
９９１、Ｂｒｕ　＆　Ｗａｌｄｅ，１９９３、Ｃｒｅａｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３、
Ｈａｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３、Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９８９、Ｌｕｉｓ
ｉ　ａｎｄ　Ｓｔｅｉｎｍａｎｎ－Ｈｏｆｍａｎｎ，１９８７、Ｍａｏ　＆　Ｗａｌｄｅ
，１９９１、Ｍａｏ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２、Ｐｅｒｅｚ－Ｇｉｌａｂｅｒｔ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９２、Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４、Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９３、Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８）。
【００８０】
　膜に包まれた小胞系とともに、水相の大半は小胞の外側であり、それ故に区画化されな
い。いくつかの態様において、反応がマイクロカプセルに限定されるように、この連続水
相は除去されるか、またはその中の生物系は阻害もしくは破壊される（例えば、核酸のＤ
ＮａｓｅまたはＲＮａｓｅでの消化により）（Ｌｕｉｓｉ　ａｎｄ　Ｓｔｅｉｎｍａｎｎ
－Ｈｏｆｍａｎｎ，１９８７）。
【００８１】
　マイクロカプセル液滴は、界面重合および界面錯体形成によっても生成され得る（Ｗｈ
ａｔｅｌｅｙ，１９９６）。この種のマイクロカプセルは、剛性で非透過性の膜、または
半透過性の膜を有し得る。硝酸セルロース膜、ポリアミド膜、および脂質－ポリアミド膜
によって境される半透過性のマイクロカプセルはすべて、多酵素系を含む生化学的反応を
支持し得る（Ｃｈａｎｇ，１９８７、Ｃｈａｎｇ，１９９２、Ｌｉｍ，１９８４）。非常
に穏やかな条件下で形成され得るアルギン酸／ポリリシンマイクロカプセル（Ｌｉｍ　＆
　Ｓｕｎ，１９８０）が非常に生体適合性があることも証明されており、例えば、生細胞
および組織をカプセル化する効果的な方法を提供する（Ｃｈａｎｇ，１９９２、Ｓｕｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９２）。エマルジョン等のコロイド系における水性環境の相分配に基
づく非膜質マイクロカプセル化システムも用いられ得る。
【００８２】
　好ましくは、本実施形態のマイクロカプセル液滴は、エマルジョンから形成される。一
次油中水マイクロカプセル液滴は、２つの非混合性液相の不均一系から形成され、これら
の相のうちの一方の相は、顕微鏡的サイズまたはコロイドサイズの液滴として他方の相中
に分散される（Ｂｅｃｈｅｒ，１９５７、Ｓｈｅｒｍａｎ，１９６８、Ｌｉｓｓａｎｔ，
１９７４、Ｌｉｓｓａｎｔ，１９８４）。エマルジョンは、非混和性液体の任意の好適な
組み合わせから産生され得る。好ましくは、本実施形態のエマルジョンは、微粉化したマ
イクロカプセルの形態で存在する相（分散相、内相、または不連続相）として生化学的成
分を含有する水と、これらのマイクロカプセルが懸濁されるマトリックス（非分散相、連
続相、または外相）として疎水性非混和性液体（鉱油等の「油」）とを有する。そのよう
なエマルジョンは、「油中水」（ｗ／ｏ）と称される。これは、生化学的成分を含有する
分離マイクロカプセル（内相）内で区画化されるといった利点を有する。疎水性油相は、
概して、これらの生化学的成分のうちのいずれも含有せず、それ故に不活性である。
【００８３】
　一次エマルジョンは、１個以上の表面活性剤（界面活性剤）の添加によって安定し得る
。これらの界面活性剤は乳化剤と称され、水／油界面で作用して、相の分離を阻止する（
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または少なくとも遅延させる）。多くの油および多くの乳化剤を用いて油中水エマルジョ
ンを生成することができ、最近の編集物は１６，０００を超える界面活性剤を列記してお
り、それらのうちの多くが乳化剤として使用されている（Ａｓｈ　ａｎｄ　Ａｓｈ，１９
９３）。特に好適な油は、白色軽鉱油および非イオン性界面活性剤（Ｓｃｈｉｃｋ，１９
６６）、例えば、ソルビタンモノオレエート（Ｓｐａｎ（商標）８０、ＩＣＩ）、オクチ
ルフェノールエトキシレート（Ｔｒｉｔｏｎ（商標）Ｘ－１００）、およびポリオキシエ
チレンソルビタンモノオレエート（Ｔｗｅｅｎ（商標）８０、ＩＣＩ）を含む。使用され
得る他の乳化剤は、シリコーン系乳化剤、例えば、Ｂｉｓ－ＰＥＧ／ＰＰＧ－１４／１４
ジメチコーン、シクロペンタシロキサン（ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０）を含む。
【００８４】
　アニオン性界面活性剤の使用も有益であり得る。好適な界面活性剤は、コール酸ナトリ
ウムおよびタウロコール酸ナトリウムを含む。０．５ｗ／ｖ％以下等の濃度のデオキシコ
ール酸ナトリウムが特に好ましい。そのような界面活性剤の包含は、ある場合には、核酸
分子の発現および／またはコードされたポリペプチドの活性を増加させ得る。いくつかの
アニオン性界面活性剤の非乳化反応系への添加は、翻訳を完全に無効にする。しかしなが
ら、乳化中、界面活性剤は水相から界面に移され、活性は回復する。アニオン性界面活性
剤の乳化される混合物への添加は、反応が区画化後にのみ開始することを確実にする。
【００８５】
　エマルジョンの作製は、通常、機械的エネルギーを印加して相をともに混合させること
を必要とする。撹拌機（磁気撹拌棒、プロペラ、およびタービン撹拌機、ボルテックス機
、パドルデバイス、ならびに泡立て器等）、均質化装置（回転子固定子均質化装置、高圧
弁均質化装置、およびジェット均質化装置を含む）、コロイドミル、超音波デバイス、な
らびに「膜乳化」デバイス（Ｂｅｃｈｅｒ，１９５７、Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，１９９４）
を含む様々な機械デバイスを利用して作製を行う方法が多く存在する。
【００８６】
　本実施形態の油中水マイクロカプセルエマルジョンは、概して、たとえあったとしても
マイクロカプセル間の内容物（例えば、核酸）のわずかな交換で安定している。さらに、
生化学的反応は、エマルジョンマイクロカプセル内で進行する。さらに、複雑な生化学的
プロセス、特に遺伝子転写および翻訳もエマルジョンマイクロカプセル内で活性である。
最大何千リットルといった工業規模の量のエマルジョンを作製する技術が存在する（Ｂｅ
ｃｈｅｒ，１９５７、Ｓｈｅｒｍａｎ，１９６８、Ｌｉｓｓａｎｔ，１９７４、Ｌｉｓｓ
ａｎｔ，１９８４）。
【００８７】
　好ましいマイクロカプセルの大きさは、本発明に従って行われる任意の個々の選択プロ
セスの正確な要件によって異なる。あらゆる場合において、遺伝子産物の効率的な発現お
よび反応性を達成するために、遺伝子ライブラリの大きさと、個々のマイクロカプセル中
の成分の要求される濃縮と、要求される濃度との間に最適なバランスが存在する。
【００８８】
ＩＩＩ．　エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための多くの可能性のある利用可能なプロトコルが存在する。例え
ば、プロトコルは、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ　１９９８、Ｇｈａｄｅ
ｓｓｙ　ｅｔ　ａｌ．２００１、Ｇｈａｄｅｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ　２０
０４、ならびに米国特許公開第２００７００７７５７２号および同第２００９０１９７２
４８号に提供され、それぞれ参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。概して、発
現は、発現に必要な因子の存在下で核酸分子を提供することを含み、これは、組換え的に
産生され、細胞溶解物（もしくはその抽出物）またはこれら２つの組み合わせによって提
供され得る。ＲＮＡから構成された核酸分子の場合、翻訳機構のみ提供される必要がある
。しかしながら、好ましい態様において、核酸分子はＤＮＡであり、発現系は、ＲＮＡ合
成およびタンパク質合成（すなわち、転写および翻訳）のための因子を含む。そのような
組み合わせられた転写および翻訳（「ＴｎＴ」）の試薬は市販されており、前述の実施形
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態に従って用いられ得る（例えば、Ｐｒｏｍｅｇａ，Ｍａｄｉｓｏｎ　ＷＩから入手可能
なＴＮＴ（登録商標）システムを参照のこと）。
【００８９】
　発現プロセスは、本実施形態によって提供される各個々のマイクロカプセル内で生じな
ければならない。生体外転写および共役転写－翻訳は両方ともに、サブナノモルＤＮＡ濃
度で効率が悪くなる。限定された数のＤＮＡ分子のみが各マイクロカプセルに存在すると
いった要件のため、これは、可能なマイクロカプセルの大きさに実用的な上限を設ける。
いくつかの態様において、真核生物の翻訳系（哺乳類細胞溶解物等）は、発現系において
用いられる。この場合、タンパク質合成の効率は、ＲＮＡ転写物のキャッピングおよび／
またはポリＡ尾部のＲＮＡへの追加を媒介するための試薬を含む転写系を提供することに
よって大幅に高められ得る。なおさらなる態様において、一続きのポリＡ残基は、コード
ＤＮＡ分子（例えば、ＯＲＦコード配列に続く）の鋳型であり得る。
【００９０】
　効果的な遺伝要素、すなわち、ＤＮＡまたはＲＮＡのマイクロカプセル中の濃度を当業
者に周知の様々な方法によって人工的に増加させることができる。これらには、例えば、
ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等の体積排除化学物質の添加、ならびに様々な遺伝子
増幅技法（大腸菌等の細菌由来のＲＮＡポリメラーゼを含むＲＮＡポリメラーゼを用いた
転写（Ｒｏｂｅｒｔｓ，１９６９、Ｂｌａｔｔｎｅｒ　ａｎｄ　Ｄａｈｌｂｅｒｇ，１９
７２、Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９７５、Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，
１９７５）、例えば真核生物（Ｗｅｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９７９、Ｍａｎｌｅｙ　ｅｔ
　ａｌ．，１９８３）ならびにＴ７、Ｔ３、およびＳＰ６等のバクテリオファージ（Ｍｅ
ｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８４）、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）（Ｓａｉｋｉ　
ｅｔ　ａｌ．，１９８８）、Ｑβレプリカーゼ増幅（Ｍｉｅｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９８
３、Ｃａｈｉｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１、Ｃｈｅｔｖｅｒｉｎ　ａｎｄ　Ｓｐｉｒｉ
ｎ，１９９５、Ｋａｔａｎａｅｖ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣ
Ｒ）（Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８、Ｂａｒａｎｙ，１９９１）、なら
びに自立した配列複製系（Ｆａｈｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１）および鎖置換増幅（Ｗａ
ｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２）を含む）が含まれる。エマルジョンおよび生体外転
写または共役転写－翻訳系が熱安定性である場合、ＰＣＲおよびＬＣＲ等の熱サイクリン
グを必要とする遺伝子増幅技法を用いてもよい（例えば、共役転写－翻訳系は、サーマス
・アクアチクス等の熱安定性の生物から作製され得る）。効果的な局所核酸濃度の増加は
、より大きなマイクロカプセルの効果的な使用を可能にする。
【００９１】
　マイクロカプセルの大きさは、マイクロカプセル内で生じるのに必要とされる必須の生
化学的反応成分のすべてを収容するのに十分に大きくなければならない。例えば、生体外
で、転写反応および共役転写－翻訳反応は両方ともに、約２ｍＭの全ヌクレオシドトリホ
スフェート濃度を必要とする。翻訳を伴う反応の場合、翻訳が生じるのに必要なリボソー
ム自体が直径約２０ｎｍであることに留意されたい。したがって、マイクロカプセルの好
ましい下限は、直径約０．１μｍ（１００ｎｍ）である。
【００９２】
　エマルジョンマイクロカプセルの大きさは、単に選択系の要件に従ってエマルジョンを
形成するために用いられるエマルジョン条件を調整することによって変化し得る。最終的
な限定因子がマイクロカプセルの大きさであり、それ故に１単位体積当たりの可能なマイ
クロカプセルの数であるため、マイクロカプセルの大きさが大きいほど、所与のライブラ
リをカプセル化するのに必要とされる体積が大きくなる。
【００９３】
　マイクロカプセルの大きさは、転写／翻訳系の要件のみならず、用いられる下流選択／
スクリーニング系の要件および試験細胞の大きさも考慮して選択される。
【００９４】
ＩＶ．　細胞エマルジョン
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　様々な細胞を油中水エマルジョン中の水性マイクロカプセル等のマイクロカプセル中で
区画化することができる（例えば、Ｇｈａｄｅｓｓｙ，２００１を参照のこと）。ある特
定の態様において、エマルジョンの細胞は、懸濁液中で増殖するように適合された細胞で
ある。例えば、ＭＤＭ２を過剰発現する細胞は、懸濁液適合ＨｅＬａ　Ｓ３細胞、様々な
白血病細胞株（例えば、ジャーカット細胞）、および２９３Ｔ細胞のある特定の系統が用
いられ得るように、用いられ得る。いくつかの他の態様では、細胞は、懸濁液中で増殖す
るように適合されていないが、その細胞を含有するエマルジョンを調製する直前に懸濁さ
れる。例えば、基質上で増殖した組織から単離された細胞は、乳化前に機械的撹拌および
／またはプロテアーゼでの処理（例えば、トリプシン）によって破壊され、ある場合には
、そのような細胞は、クラスタまたはスフェロイドで増殖し、生物活性試験に望ましい特
性を呈する。さらなる場合において、接着細胞株は、Ｃｙｔｏｄｅｘ（商標）ビーズ（Ｓ
ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手可能）等のマイクロ担体ビーズ上で増殖し得る。その
後、これらの細胞被覆ビーズは、エマルジョン中に置かれ得る。
【００９５】
　細胞エマルジョンを産生するためのシステムを示す概略図が図１２に提供される。概し
て、エマルジョン形成は、上で詳述され、かつそれぞれ参照により本明細書に組み込まれ
る米国特許公開第２００７００７７５７２号および同第２００９０１９７２４８号に以前
に記載されたように行われ得る。単一細胞エマルジョンを生成するための方法は、それぞ
れ参照により本明細書に組み込まれる、Ｂｒｏｕｚｅｓ　ｅｔ　ａｌ．（２００９）、Ｂ
ａｒｅｔ　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）、および米国特許公開第２０１０００２２４１４号
にも提供される。
【００９６】
　細胞エマルジョン中のマイクロカプセルは、ライブラリポリペプチドの生物学的活性に
ついてアッセイするために用いられる成分をさらに含み得る。例えば、そのような成分は
、蛍光染料、緩衝液、イオン（例えば、Ｃａ２＋、またはＭｇ２＋）、酵素、抗体、補助
因子等を含み得る。同様に、結合部分とその標的との間の非特異的または低親和性相互作
用を低下させるためのヌクレアーゼ阻害剤、プロテアーゼ阻害剤、および／または非特異
的ブロッカーが含まれ得る。非特異的ブロッカーは、例えば、アルブミン（例えば、ウシ
血清アルブミン（ＢＳＡ））等の豊富な血清タンパク質であり得る。さらなる態様におい
て、前述の成分のうちのいずれかは、生物学的応答を呈する細胞を特定するためのアッセ
イを行う直前（ライブラリと細胞エマルジョンの合体の後）にその系に添加され得る。
【００９７】
Ｖ．　エマルジョン合体
　いくつかの態様において、マイクロカプセルは、融合または分割され得る。例えば、水
性マイクロカプセルは、マイクロ流体システムを用いて合体（および分割）される（Ｓｏ
ｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，２００３）。マイクロカプセル融合は、ライブラリ成分および試験
細胞等の試薬の混合を可能にする。例えば、一組の実施形態において、例えば、組成、表
面張力、マイクロカプセルの大きさ、界面活性剤の存在または不在等のため２個以上のマ
イクロカプセルが通常融合または癒合することができない場合に、２個以上のマイクロカ
プセル（例えば、不連続流体流に起因する）を融合または癒合させて１個のマイクロカプ
セルに入れることができるシステムおよび方法が提供される。ある特定のマイクロ流体シ
ステムにおいて、マイクロカプセルの大きさに対するマイクロカプセルの表面張力は、あ
る場合には、マイクロカプセルの融合または癒合の発生も防ぎ得る。
【００９８】
　一実施形態において、２個の流体マイクロカプセルは、反対電荷（すなわち、正電荷お
よび負電荷（必ずしも同一の程度ではない））が与えられ得、これは、例えば、本明細書
に記載の技法を用いてマイクロカプセルの融合または癒合がそれらが反対電荷を有すると
いった理由から生じ得るように、２個のマイクロカプセルの電気的相互作用を増大させ得
る。例えば、電場はマイクロカプセルに印加され得、このマイクロカプセルはキャパシタ
を通過し得、化学反応はマイクロカプセルを帯電した状態にし得る等である。このマイク
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ロカプセルは、界面活性剤がマイクロカプセルの表面張力を低下させるために適用された
としても、ある場合には融合することができない場合もある。しかしながら、流体マイク
ロカプセルが反対電荷で帯電した場合（同一の程度であり得るが、必ずしも同一とは限ら
ない）、マイクロカプセルは、融合または癒合することができ得る。
【００９９】
　別の実施形態において、流体マイクロカプセルは、必ずしも反対電荷が与えられるとは
限らず（かつある場合には、所与のいかなる電荷も与えられないこともある）、流体マイ
クロカプセルを癒合させる流体マイクロカプセル中で誘導される双極子を用いて融合され
る。そのような方法で用いる電場は、交流電場または直流電場であり得、例えば電極を用
いて作成され得る。それぞれの流体マイクロカプセル中の誘導された双極子は、それらの
局所的反対電荷のため流体マイクロカプセルを互いに電気的に引きつけさせ、それ故にマ
イクロカプセルを融合させ得る。
【０１００】
　様々な実施形態において、癒合できる２個以上のマイクロカプセルは、必ずしも「ヘッ
ドオン」を満たすことを要求されない。任意の接触角は、マイクロカプセルの少なくとも
いくつかの融合が最初に生じる限り、十分である。流体マイクロカプセルの他の融合また
は癒合例は、参照により本明細書に組み込まれる国際（ＰＣＴ）特許出願第ＰＣＴ／ＵＳ
２００４／０１０９０３号に記載されている。
【０１０１】
ＶＩ．　生物活性ポリペプチドのアッセイ
　さらなる態様において、前述の実施形態は、液体（例えば、マイクロカプセルの液体）
、ウェル、管、またはゲル中の試験細胞および／またはマイクロカプセルをスクリーニン
グまたは選別し、ポリペプチドの生物学的活性を評価するためのシステムおよび方法を提
供する。例えば、細胞またはマイクロカプセルの特徴は、いくつかの方法（例えば、以下
にさらに説明されるような方法）で感知および／または決定され得、その後、マイクロカ
プセルまたは細胞が選択されるか、または例えば選別もしくはスクリーニング目的のため
に、デバイスの特定の領域に向けて指向され得る。さらなる態様において、細胞またはマ
イクロカプセルは、ポリペプチドの検出可能な生物活性に基づいて精製され得る。例えば
、細胞表面の組成を変化させる活性の場合、この変化を検出する抗体等の部分を用いて細
胞を精製することができる。アポトーシスを誘導する生物学的活性の場合、例えば、アネ
キシンの細胞への結合を用いて細胞を精製することができる。
【０１０２】
　上述のように、いくつかの態様において、マイクロカプセル（または合体されたマイク
ロカプセル）は、生物学的応答を呈する細胞を検出または選択するアッセイが行われる前
に破壊される。したがって、選択またはスクリーニングで用いる試薬は、エマルジョンの
破壊の直前、破壊中、または破壊直後に水相に添加され得る。例えば、そのような成分は
、蛍光染料、緩衝液、イオン（例えば、Ｃａ２＋、またはＭｇ２＋）、酵素、抗体、補助
因子等を含み得る。同様に、血清タンパク質（例えば、ＢＳＡ）等の非特異的ブロッカー
が添加され得る。さらなる態様において、ヌクレアーゼ阻害剤および／または過剰量の無
関連の核酸を添加して、ライブラリを構成する核酸分子の保存を支援することができる。
【０１０３】
　ある場合には、核酸ライブラリと会合した結合部分によって認識される過剰量の可溶性
成分等の特異的ブロッカーが添加され得る。結合部分が抗体である場合、抗体認識エピト
ープを含有するペプチドが添加され得る。そのようなブロッカーは、非結合抗体（すなわ
ち、生物学的活性に対して陰性であった液滴由来のもの）の大半の結合部分をブロックし
、それにより、エマルジョンが破壊された後（水相が混合したとき）にそれらが陽性細胞
または細胞成分に結合するのを防ぐ。例えば、ＤＮＡ被覆ビーズは、多くの場合、結合部
分の複数のコピーを有し、１個のビーズ当たりの複数の結合事象は、結合の強度を大幅に
増加させる。しかしながら、いったん水相が混合されると、マイクロカプセルのすべての
ビーズは、生物学的応答を呈する細胞に結合する可能性がある。このステップでのそのよ
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うな特異的ブロッカーの使用は、これらの相互作用を低下させ、それにより、特定され得
る偽陽性の数を減少させる。このステップを大規模な希釈および／または低温で行い、結
合反応速度を遅延させ、かつ偽陽性結合を減少させることができる。
【０１０４】
　いくつかの態様において、生物学的に活性なポリペプチドは、酵素活性または蛍光シグ
ナルを検出し得る。例えば、いくつかの態様において、試験細胞は、望ましい生物学的活
性が検出可能な酵素触媒作用をもたらすように酵素を含む遺伝子導入細胞であり得る。例
えば、試験細胞は、細胞溶解が酵素を放出する（基質の存在下で）ときに細胞溶解を示す
検出可能な発光シグナルが産生されるように、ルシフェラーゼを発現し得る。別の例では
、試験細胞は、レポーター遺伝子（ＧＦＰ等の）発現を制御する所望の生物学的活性に応
答するプロモーターを有し得る。この場合、プロモーターの活性化は、ポリペプチドの生
物学的活性を示す遺伝子の検出可能な発現をもたらすであろう。
【０１０５】
　前述の実施形態の方法に従ってスクリーニングまたは選択され得る生物学的応答の一例
は、細胞死または溶解である。例えば、油中水エマルジョン中の生体外転写／翻訳反応の
産物とともにインキュベートされた細菌細胞の溶解は、Σ７０ファミリータンパク質、ハ
ウスキーピングタンパク質、またはＲＮＡポリメラーゼサブユニット等の細胞内標的に対
する抗体を用いて検出され得る。あるいは、検出される細胞内標的は、導入遺伝子として
細胞によって発現されたタンパク質であり得る。類似の方法を同様に用いて、ハウスキー
ピングタンパク質またはＲＮＡポリメラーゼサブユニットＧＡＰＤＨもしくはアクチン等
の細胞内標的に特異的な抗体を用いて真核細胞の溶解を測定することができる。いずれの
場合にも、ＤＮＡライブラリを含むビーズは、一次抗体に共役され得る。その後、ビーズ
は、油中水エマルジョン中のエマルジョン転写／翻訳反応のために用いられ、細菌（また
は真核）細胞と融合し、ある期間インキュベートされ得る（必要に応じてプロテアーゼ阻
害剤をエマルジョンに添加して、標的タンパク質の完全性を保護することができる）。そ
の後、油中水エマルジョンは、前述の方法を用いて破壊され、水相は、二次結合部分（一
次抗体と同一の標的上の異なるエピトープに結合する抗体等）に結合した樹脂上を通過す
る。一次抗体に結合した目的とするタンパク質を含有しないビーズは、樹脂から洗浄され
、収集される。一次抗体に結合した目的とするタンパク質を含有するビーズは、標準の方
法を用い、かつ以下で詳述されるようにカラムから溶出され、単離された核酸（例えば、
溶出されたビーズから単離された核酸）が配列決定される。
【０１０６】
　いくつかの態様において、生物学的応答の検出は、決定され得る細胞もしくはマイクロ
カプセルの蛍光等の特徴を検出することを含み得、電場は、細胞もしくはマイクロカプセ
ルに印加されるか、または細胞もしくはマイクロカプセルから除去されて、それを特定の
チャネルに指向する。ある場合には、高速選別は、本発明のある特定のシステムおよび方
法を用いて達成可能であり得る。したがって、本発明の一実施形態において、蛍光活性化
細胞選別（ＦＡＣＳ）スクリーニングまたは他の自動フローサイトメトリー法を用いて、
候補ポリペプチドに対する応答を呈する試験細胞またはマイクロカプセル（および会合し
た核酸分子）を効率的に単離することができる。フローサイトメトリーを行うための器具
は当業者に既知であり、市販されているものである。そのような器具の例として、Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，Ｃａｌｉｆ．）のＦＡＣＳ　Ｓ
ｔａｒ　Ｐｌｕｓ、ＦＡＣＳｃａｎ、およびＦＡＣＳｏｒｔ器具；Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｅｐ
ｉｃｓ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ（Ｈｉａｌｅａｈ，Ｆｌａ．）のＥｐｉｃｓ　Ｃ；ならびにＣ
ｙｔｏｍａｔｉｏｎ（Ｃｏｌｏｒａｄｏ　Ｓｐｒｉｎｇｓ，Ｃｏ）のＭＯＦＬＯ（商標）
が挙げられる。
【０１０７】
　フローサイトメトリー法は、概して、液体試料中の細胞、エマルジョンマイクロカプセ
ル、または他の粒子の分離を含む。典型的には、フローサイトメトリーの目的は、分離し
た細胞または粒子をそれらの１つ以上の特徴、例えば、標識リガンドまたは他の分子の存
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在について分析することである。フローサイトメトリーの基本的なステップは、液体流が
感知領域を通過するように流体試料を装置を通して指向させることを含む。粒子は１つず
つ感知器を通過するはずであり、大きさ、屈折、光散乱、不透明度、粗度、形状、蛍光等
に基づいて分類される。
【０１０８】
　したがって、細胞の高速定量分析は、ＦＡＣＳを用いて達成され得る。このシステムは
、１秒当たり数千個の細胞の速度の細胞特性の多パラメータ定量分析を可能にする。これ
らの器具は、例えば、細胞分化促進分子を特定するためのアッセイにおいて、細胞型を区
別する能力も提供する。重要なことに、所望のパラメータ（例えば、蛍光）を呈する細胞
または粒子は、別個の流動流に流され、それにより細胞および／または粒子を単離する。
したがって、細胞分析のみならず、細胞選別もフローサイトメトリーを用いて行われる。
米国特許第３，８２６，３６４号において、機能的に異なる細胞型等の粒子を物理的に分
離する装置が開示されている。この機械において、レーザーは、中の粒子から高度に局在
化した散乱が存在するように、好適なレンズまたはレンズシステムによって粒子流に焦点
を合わせられる照明を提供する。加えて、高強度の照明源は、粒子流中の蛍光粒子を励起
させるために粒子流上に指向される。粒子流中のある特定の粒子は選択的に帯電され、そ
の後、それらを屈折させて指定されたレセプタクルに入れることによって分離され得る。
この分離の古典的形態は、分離のために１個以上の細胞型に印を付けるために用いられる
蛍光タグ付け抗体による。
【０１０９】
　フローサイトメトリー法の他の例として、米国特許第４，２８４，４１２号、同第４，
９８９，９７７号、同第４，４９８，７６６号、同第５，４７８，７２２号、同第４，８
５７，４５１号、同第４，７７４，１８９号、同第４，７６７，２０６号、同第４，７１
４，６８２号、同第５，１６０，９７４号、および同第４，６６１，９１３号に記載のも
のが挙げられるが、これらに限定されず、これらの開示はそれぞれ参照により本明細書に
明確に組み込まれる。
【０１１０】
　本発明において、当業者に既知の別の利点は、フローサイトメトリーを用いて非生存細
胞を回収することができることである。フローサイトメトリーが本質的に粒子選別技術で
あるため、細胞の増殖または繁殖する能力は必要ではない。したがって、ＦＡＣＳを用い
て、アポトーシス等の細胞死を誘導するポリペプチドをスクリーニングすることができる
。核酸をそのような非生存細胞から回収する技法は当技術分野で周知であり、例えば、Ｐ
ＣＲを含む鋳型依存的増幅技法の使用を含み得る。
【０１１１】
　様々な実施形態が生物学的活性のスクリーニングのためにマイクロ流体方法の使用を企
図するが、細胞が、例えば、ゲル中、ウェル中、またはスライド上で区画化または固定化
されると同時にスクリーニングされ得ることも企図される。例えば、試験細胞は、各区画
または単離区域が試験細胞および試験用のライブラリの（平均）１個のメンバーを含んだ
アレイを含み得る。活性を評価するための方法を上で概説されるように用いることができ
（例えば、酵素活性、蛍光、発光等）、陽性ヒットは、それぞれの単離細胞集団から選択
され得る。フローサイトメトリー法と同様に、細胞集団のプレートまたはアレイを用いた
方法は、自動化に非常に従順であるため、ハイスループットスクリーニングに好ましい。
なおさらに、固定化細胞の使用を含む方法も抗体または他の結合部分を用いて細胞におけ
る生物学的活性を検出することができる（例えば、改変されたＥＬＩＳＡアッセイと同様
に）。
【０１１２】
　いったん細胞および会合した核酸が単離されると、核酸を配列決定して、所望の生物学
的活性を有するポリペプチドの構造を提供することができる。例えば、核酸分子に含まれ
るプライマー結合配列を用いて、分子を迅速に増幅および／または配列決定することがで
きる。ある場合には、特定された生物学的活性を有するコード配列は、本明細書で詳述さ
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れる方法等のスクリーニング方法において新たなライブラリの基礎として用いられる。例
えば、特定されたコード配列は、部分的にランダム化され、１つ以上のさらなるスクリー
ニングステップに供されて、増強された生物学的活性を有するコード配列を特定するか、
またはコード配列のどの部分が生物学的活性に必要であるかを決定することができる。
【０１１３】
実施例
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために包含される。当業者であ
れば、以下の実施例に開示される技法が本発明の実践において十分に機能する本発明者に
よって発見された技法に相当するものであり、したがって、その実践に好ましい様式を構
成すると見なされ得ることを認識するはずである。しかしながら、当業者であれば、本開
示に照らして、本発明の精神および範囲から逸脱することなく、開示される特定の実施形
態において多くの変更を加えることができるが、依然として同様または類似の結果を得る
ことができることを認識するはずである。
【実施例１】
【０１１４】
真核細胞における生物学的に活性なポリペプチドのスクリーニング
一般的な細胞のＤＮＡビーズタグ付け
　装置：
－熱サイクラー装置（ＰＣＲ（商標）機）
－ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度計
【０１１５】
　試薬：
－ＤＮＡオリゴヌクレオチド
【０１１６】
　ＤＮＡライブラリ構築のために、ビーズをＤＮＡオリゴヌクレオチド分子から増幅され
たライブラリコード配列で標識化する。オリゴヌクレオチド分子を施設内で化学的に合成
するか、またはＩＤＴ（ｗｗｗ．ｉｄｔｄｎａ．ｃｏｍ／Ｈｏｍｅ／Ｈｏｍｅ．ａｓｐｘ
のワールドワイドウェブを参照のこと）等の商業的供給業者から入手することができる。
概して、各末端に順方向および逆方向普遍的プライマー配列を有し、かつ翻訳開始部位に
ＡＴＧを有するペプチドライブラリをコードする縮重ＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いる
。基本的な順方向プライマーは、５’ビオチン、スペーサー、Ｔ７プロモーター、スペー
サー、シャイン・ダルガノリボソーム結合部位（ＲＢＳ）、スペーサー、および普遍的プ
ライマー配列を含む。基本的な逆方向プライマーは、Ｔ７終止配列および普遍的プライマ
ーを含む。例えば、図５を参照されたい。
【０１１７】
　いくつかの態様において、細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）をライブラリコード配列内に
含むことができる。この場合、順方向プライマーは、５’ビオチン、スペーサー、Ｔ７プ
ロモーター、スペーサー、シャイン・ダルガノＲＢＳ、スペーサー、ＡＴＧ部位で始まる
ＣＰＰコード領域、順方向普遍的プライマーをこの順に含む。
【０１１８】
　基本的なＰＣＲ（商標）手順は、以下の通りである。
【０１１９】
　１．　水またはＴＥ中のＤＮＡを標準のストック濃度にする。２つのプライマーセット
を作製する。第１のプライマーセットは細胞内標的のためであり、ＣＰＰプライマーを含
む。他方のプライマーセットは細胞外標的のためであり、基本的なプライマーのみを用い
る。細胞内標的の場合、基本的なプライマーとＣＰＰ順方向プライマーを等モル濃度およ
び一定分量で混合する。
【０１２０】
　２．　ＤＮＡライブラリオリゴをＤＮＡ鋳型として用い、プールされた順方向プライマ
ーおよびそのプライマー基本的な逆方向プライマーに用いてＰＣＲ反応をセットアップす
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る。標準のＰＣＲプロトコルを実行する。
【０１２１】
　３．　標準の方法を用いてＰＣＲ（商標）産物を精製し、分光光度計を用いてＤＮＡを
定量化する。
【０１２２】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図５～７に示される。
【０１２３】
　装置：
－ＵＬＴＲＡ－ＴＵＲＲＡＸ（登録商標）Ｔｕｂｅ　Ｄｒｉｖｅ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏ
ｎ（ＩＫＡ）
ＳＴ－２０　Ｔｕｂｅ（ＩＫＡ）
－オーバーヘッド撹拌機
－マイクロ遠心分離機
－ＰＣＲ機
－真空遠心分離機
【０１２４】
　試薬：
－ストレプトアビジンで被覆し、シリカで被覆した磁気ビーズ（例えば、ｗｗｗ．ｐｒｏ
ｄｕｃｔｓ．ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．ｃｏｍ／ｉｖｇｎ／ｐｒｏｄｕｃｔｓ／６５６０１
のワールドワイドウェブを参照のこと）。
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－５’ヌクレアーゼ耐性ホスホロチオエート結合を有するＤＮＡ順方向プライマー（ある
いは、ロックド核酸（ＬＮＡ）をホスホロチオエート結合の代わりに用いてもよい）。
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－ｄＮＴＰ（Ｒｏｃｈｅ）
－ジエチルエーテル（水飽和、Ｒｉｅｄｅｌ－ｄｅ－Ｈａｅｎ）
－酢酸エチル（水飽和、Ｒｉｅｄｅｌ－ｄｅ－Ｈａｅｎ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－Ｐｆｕ　Ｔｕｒｂｏ　ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／ｕＬ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、界面活性剤（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ）
－Ｔｗｅｅｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
【０１２５】
　手順：
【０１２６】
　１．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で摂氏２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　２．２５ｍＬ
　Ｔｗｅｅｎ　８０　　２００μＬ
　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　２５μＬ
　鉱油　　５０Ｍｌまで
【０１２７】
　油－界面活性剤混合物をより安定化させるために、２％ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０および０
．０５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を用いてもよい。
【０１２８】
　２．　以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
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－約１０９個のビーズを添加する（上記参照のこと）
－ライブラリ由来の約１０９個のＤＮＡ分子を添加する
【０１２９】
　順方向および逆方向プライマーを添加する。
【０１３０】
　３．　ＰＣＲ反応混合物を撹拌した油－界面活性剤混合物に滴加して、エマルジョンを
作製する。ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、標準のプロトコルを実行する。
【０１３１】
　４．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０１３２】
　５．　ジエチルエーテルおよび磁石を用いてビーズをエマルジョンから抽出する。
【０１３３】
　６．　ビーズをエタノールおよびハイブリダイゼーション緩衝液の混合物で洗浄する。
【０１３４】
　７．　末端トランスフェラーゼを用いてビーズ上のＤＮＡをビオチンで末端標識する。
【０１３５】
　８．　ストレプトアビジン／ビオチン相溶性の結合緩衝液中で、使用する細胞株の等モ
ル濃度のストレプトアビジンとビオチン標識化関連細胞表面結合剤（例えば、幹細胞のＣ
Ｄ３４に対するビオチンタグ付けモノクローナル抗体）を混合して、ストレプトアビジン
／細胞表面結合剤共役体を調製する。
【０１３６】
　９．ストレプトアビジン／ビオチン相溶性の緩衝液中にビーズを再懸濁し、かつ１：１
０００（ビーズ対細胞表面結合剤）未満のモル比でストレプトアビジン／細胞表面結合剤
共役体と混合して、この関連細胞表面結合剤／ストレプトアビジン共役体を添加して、ビ
ーズに結合させる。例えば、図８～９を参照されたい。
【０１３７】
　１０．ビーズを磁気精製し、洗浄し、乾燥させる。
【０１３８】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：６５２－６５６、Ｇｈａｄｅｓｓ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＮＡＳ，９８：４５５２－４５５７、またはＧｈａｄｅ
ｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５を参照されたい。例示の概略図が図１０～１１に示される。
【０１３９】
　装置：
－Ｕｌｔｒａ－Ｔｕｒｒａｘ　Ｔｕｂｅ　Ｄｒｉｖｅ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（ＩＫＡ
）
－Ｓｔ－２０　Ｔｕｂｅ（ＩＫＡ）
【０１４０】
　試薬：
－製品　　　　　　　　　　　　販売業者
大腸菌Ｓ３０抽出物　　　　　　Ｐｒｏｍｅｇａ
Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　Ｐｒｏｍｅｇａ
デオキシコール酸ナトリウム　　Ｓｉｇｍａ
Ｓｐａｎ　８０　　　　　　　　Ｓｉｇｍａ
鉱油　　　　　　　　　　　　　Ｓｉｇｍａ
Ｔｗｅｅｎ　８０　　　　　　　Ｐｉｅｒｃｅ
【０１４１】
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　手順：
【０１４２】
　１．Ｐｒｏｍｅｇａ大腸菌Ｓ３０抽出キットに、ビーズとともに、１０ｎＭ　Ｇ３担体
ＤＮＡ、１００Ｕ　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ（１０４単位）、４０Ｕ　ＲＮａｓｅ阻害
剤、デオキシコール酸ナトリウム（０．５ｗ／ｖ％、乳化反応のため）を４℃で補充する
。
【０１４３】
　２．鉱油中に４．５ｖ／ｖ％のＳｐａｎ　８０を溶解し、その後、０．５％のＴｗｅｅ
ｎ　８０を溶解して油相を作製する。
【０１４４】
　３．ビーズを補充した発現キット試薬をＣｒｙｏＴｕｂｅバイアル中の撹拌した油－界
面活性剤混合物に滴加する（約２分間にわたって５×１０μＬ）。反応混合物を油に添加
した後、１分間撹拌する。
【０１４５】
　４．３７℃で２時間インキュベートする。
【０１４６】
細胞乳化
　装置：
－細胞乳化剤
－細胞培養系
－滅菌フード
－オートクレーブ
－インキュベーター
【０１４７】
　試薬：
－懸濁液中で増殖することができるＭＤＭ２過剰発現細胞株由来の細胞
－増殖培地
【０１４８】
　手順：
【０１４９】
　１．滅菌フード内で、１エマルジョン液滴当たり平均１個の細胞をもたらす濃度で細胞
を細胞乳化剤系に添加する。
【０１５０】
　２．血清を補充するか、血清を補充せず、かつＣａＣｌ２を補充した選択された細胞株
に適切な増殖培地中の細胞をカプセル化して、油中約１００μｍの水滴中約２．５ｍＭに
する。
【０１５１】
　３．１～４時間インキュベートして、新たな環境に対する細胞の平衡化を可能にする。
細胞乳化のシステムの例が図１２に示される。
【０１５２】
細胞へのペプチド送達
　装置：
－別個の油中水エマルジョン流を合体させるためのカスタムマイクロ流体チップ
－エマルジョン流を合体チップに送達するためのシリンジポンプ
－合体エマルジョン流を収集するための一定分量収集システム
－インキュベーター
【０１５３】
　手順：
【０１５４】
　１．大きいシリンジに細胞エマルジョンを装填する。
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【０１５５】
　２．小さいシリンジにペプチドエマルジョンを装填する。
【０１５６】
　３．マイクロ流体チップ上の合体モジュールを通る両方のエマルジョン流をポンプで通
す。
【０１５７】
　４．合体させたエマルジョン流を１～３時間の一定分量収集し、インキュベートする。
インキュベーション中、細胞表面結合剤タグ付けＤＮＡ被覆ビーズは細胞に結合する。エ
マルジョンを合体させるためのシステムの例が図１３に示される。
【０１５８】
表現型標識化およびヒット特定
　装置：
－磁気ビーズ収集装置
－フローサイトメーター
－ＰＣＲ機
【０１５９】
　試薬：
－表現型特異的標識化試薬（例えば、蛍光標識されたアネキシンＶまたは生／死染色剤）
－標準のＰＣＲ試薬
【０１６０】
　手順：
【０１６１】
　１．エーテルを添加してエマルジョンを破壊する。
【０１６２】
　２．磁気ビーズ収集装置を用いてビーズおよび結合した細胞を収集する。
【０１６３】
　３．細胞を標識試薬とともにインキュベートする。標識試薬は、アネキシンＶ等の表現
型特異的結合タンパク質に結合した蛍光標識であり得る。あるいは、それらは、生細胞と
死細胞を区別するための生／死染色染料であり得る。
【０１６４】
　４．標識ヒットを非標識陰性から分離する細胞選別デバイスを用いてヒットを収集する
。
【０１６５】
　５．適切なプライマーを用いて収集したヒットに結合したビーズ由来のＤＮＡをＰＣＲ
増幅し、配列決定のためにＤＮＡを調製する。
【０１６６】
　６．増幅ＤＮＡを配列決定するか、または増幅ＤＮＡを配列決定サービス会社に送る。
配列決定結果は、所望の表現型を誘導したペプチドを特定する。
【実施例２】
【０１６７】
アポトーシス誘導ポリペプチドのスクリーニング
一般的な細胞のＤＮＡビーズタグ付け
　装置：
－熱サイクラー装置（ＰＣＲ（商標）機）
－ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度計
【０１６８】
　試薬：
－ＤＮＡオリゴヌクレオチド
【０１６９】
　ＤＮＡライブラリ構築のために、ビーズをＤＮＡオリゴヌクレオチド分子から増幅され
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たライブラリコード配列で標識化する。オリゴヌクレオチド分子を施設内で化学的に合成
するか、またはＩＤＴ（ｗｗｗ．ｉｄｔｄｎａ．ｃｏｍ／Ｈｏｍｅ／Ｈｏｍｅ．ａｓｐｘ
のワールドワイドウェブを参照のこと）等の商業的供給業者から入手することができる。
概して、各末端に順方向および逆方向普遍的プライマー配列を有し、かつ翻訳開始部位に
ＡＴＧを有するペプチドライブラリをコードする縮重ＤＮＡオリゴヌクレオチドを用いる
。基本的な順方向プライマーは、５’ビオチン、スペーサー、Ｔ７プロモーター、スペー
サー、シャイン・ダルガノリボソーム結合部位（ＲＢＳ）、スペーサー、および普遍的プ
ライマー配列を含む。基本的な逆方向プライマーは、Ｔ７終止配列および普遍的プライマ
ーを含む。例えば、図５を参照されたい。
【０１７０】
　いくつかの態様において、細胞透過性ペプチド（ＣＰＰ）をライブラリコード配列内に
含むことができる。この場合、順方向プライマーは、５’ビオチン、スペーサー、Ｔ７プ
ロモーター、スペーサー、シャイン・ダルガノＲＢＳ、スペーサー、ＡＴＧ部位で始まる
ＣＰＰコード領域、順方向普遍的プライマーをこの順に含む。
【０１７１】
　基本的なＰＣＲ（商標）手順は、以下の通りである。
【０１７２】
　１．　水またはＴＥ中のＤＮＡを標準のストック濃度にする。２つのプライマーセット
を作製する。第１のプライマーセットは細胞内標的のためであり、ＣＰＰプライマーを含
む。他方のプライマーセットは細胞外標的のためであり、基本的なプライマーのみを用い
る。細胞内標的の場合、基本的なプライマーとＣＰＰ順方向プライマーを等モル濃度およ
び一定分量で混合する。
【０１７３】
　２．　ＤＮＡライブラリオリゴをＤＮＡ鋳型として用い、プールされた順方向プライマ
ーおよびそのプライマー基本的な逆方向プライマーとして用いてＰＣＲ反応をセットアッ
プする。標準のＰＣＲプロトコルを実行する。
【０１７４】
　３．　標準の方法を用いてＰＣＲ（商標）産物を精製し、分光光度計を用いてＤＮＡを
定量化する。
【０１７５】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図５～７に示される。
【０１７６】
　装置：
－ＵＬＴＲＡ－ＴＵＲＲＡＸ（登録商標）Ｔｕｂｅ　Ｄｒｉｖｅ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏ
ｎ（ＩＫＡ）
ＳＴ－２０　Ｔｕｂｅ（ＩＫＡ）
－オーバーヘッド撹拌機
－マイクロ遠心分離機
－ＰＣＲ機
－真空遠心分離機
【０１７７】
　試薬：
－ストレプトアビジンで被覆し、シリカで被覆した磁気ビーズ（例えば、ｗｗｗ．ｐｒｏ
ｄｕｃｔｓ．ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ．ｃｏｍ／ｉｖｇｎ／ｐｒｏｄｕｃｔｓ／６５６０１
のワールドワイドウェブを参照のこと）。
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－５’ヌクレアーゼ耐性ホスホロチオエート結合を有するＤＮＡ順方向プライマー（ある
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いは、ロックド核酸（ＬＮＡ）をホスホロチオエート結合の代わりに用いてもよい）。
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－ｄＮＴＰ（Ｒｏｃｈｅ）
－ジエチルエーテル（水飽和、Ｒｉｅｄｅｌ－ｄｅ－Ｈａｅｎ）
－酢酸エチル（水飽和、Ｒｉｅｄｅｌ－ｄｅ－Ｈａｅｎ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－Ｐｆｕ　Ｔｕｒｂｏ　ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／ｕＬ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、界面活性剤（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ）
－Ｔｗｅｅｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
【０１７８】
　手順：
【０１７９】
　１．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で摂氏２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　２．２５ｍＬ
　Ｔｗｅｅｎ　８０　　２００ｕＬ
　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００　２５ｕＬ
　鉱油　　５０ｍＬまで
【０１８０】
　油－界面活性剤混合物をより安定化させるために、２％ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０および０
．０５％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を用いてもよい。
【０１８１】
　２．　以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
－約１０９個のビーズを添加する（上記参照のこと）
－ライブラリ由来の約１０９個のＤＮＡ分子を添加する
【０１８２】
　プライマー濃度を非対称ＰＣＲのために調整し、順方向プライマーの濃度を逆方向プラ
イマーの濃度の８倍にする。
【０１８３】
　３．　ＰＣＲ反応混合物を撹拌した油－界面活性剤混合物に滴加して、エマルジョンを
作製する。ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、標準のプロトコルを実行する。
【０１８４】
　４．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０１８５】
　５．　ジエチルエーテルおよび磁石を用いてビーズをエマルジョンから抽出する。
【０１８６】
　６．　ビーズをエタノールおよびハイブリダイゼーション緩衝液の混合物で洗浄する。
【０１８７】
　７．　末端トランスフェラーゼを用いてビーズ上のＤＮＡをビオチンで末端標識する。
【０１８８】
　８．ストレプトアビジン／ビオチン相溶性の結合緩衝液中で、使用する細胞株の等モル
濃度のストレプトアビジンとビオチン標識化関連細胞表面結合剤（例えば、幹細胞のＣＤ
３４に対するビオチンタグ付けモノクローナル抗体）を混合して、ストレプトアビジン／
細胞表面結合剤共役体を調製する。
【０１８９】
　９．ストレプトアビジン／ビオチン相溶性の緩衝液中にビーズを再懸濁し、かつ１：１
０００（ビーズ対細胞表面結合剤）未満のモル比でストレプトアビジン／細胞表面結合剤
共役体と混合して、この関連細胞表面結合剤／ストレプトアビジン共役体を添加してビー



(49) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

40

50

ズに結合させる。例えば、図８～９を参照されたい。
【０１９０】
　１０．ビーズを磁気精製し、洗浄し、乾燥させる。
【０１９１】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
）、Ｇｈａｄｅｓｓｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）、またはＧｈａｄｅｓｓｙ　ａｎｄ　
Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）を参照されたい。例示の概略図が図１０～１１に示され
る。
【０１９２】
　装置：
－Ｕｌｔｒａ－Ｔｕｒｒａｘ　Ｔｕｂｅ　Ｄｒｉｖｅ　Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ（ＩＫＡ
）
－Ｓｔ－２０　Ｔｕｂｅ（ＩＫＡ）
【０１９３】
　試薬：
－製品　　　　　　　　　　　　販売業者
大腸菌Ｓ３０抽出物　　　　　　Ｐｒｏｍｅｇａ
Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ　　　Ｐｒｏｍｅｇａ
デオキシコール酸ナトリウム　　Ｓｉｇｍａ
Ｓｐａｎ　８０　　　　　　　　Ｓｉｇｍａ
鉱油　　　　　　　　　　　　　Ｓｉｇｍａ
Ｔｗｅｅｎ　８０　　　　　　　Ｐｉｅｒｃｅ
【０１９４】
　手順：
【０１９５】
　１．Ｐｒｏｍｅｇａ大腸菌Ｓ３０抽出キットに、ビーズとともに、１０ｎＭ　Ｇ３担体
ＤＮＡ、１００Ｕ　Ｔ７　ＲＮＡポリメラーゼ（１０４単位）、４０Ｕ　ＲＮａｓｅ阻害
剤、デオキシコール酸ナトリウム（０．５ｗ／ｖ％、乳化反応のため）を４℃で補充する
。
【０１９６】
　２．鉱油中に４．５ｖ／ｖ％のＳｐａｎ　８０を溶解し、その後、０．５％のＴｗｅｅ
ｎ　８０を溶解して油相を作製する。
【０１９７】
　３．ビーズを補充した発現キット試薬をＣｒｙｏＴｕｂｅバイアル中の撹拌した油－界
面活性剤混合物に滴加する（約２分間にわたって５×１０μＬ）。反応混合物を油に添加
した後、１分間撹拌する。
【０１９８】
　４．３７℃で２時間インキュベートする。
【０１９９】
細胞乳化
　装置：
－細胞乳化剤
－細胞培養系
－滅菌フード
－オートクレーブ
－インキュベーター
【０２００】
　試薬：
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－懸濁液中で増殖することができるＭＤＭ２過剰発現細胞株由来の細胞
－増殖培地
【０２０１】
　手順：
【０２０２】
　１．滅菌フード内で、１エマルジョン液滴当たり平均１個の細胞をもたらす濃度で細胞
を細胞乳化剤系に添加する。
【０２０３】
　２．血清を補充するか、血清を補充せず、かつＣａＣｌ２を補充した選択された細胞株
に適切な増殖培地中の細胞をカプセル化して、油中約１００μｍの水滴中約２．５ｍＭに
する。
【０２０４】
　３．１～４時間インキュベートして、新たな環境に対する細胞の平衡化を可能にする。
細胞乳化のシステムの例が図１２に示される。
【０２０５】
細胞へのペプチド送達
　装置：
－別個の油中水エマルジョン流を合体させるためのカスタムマイクロ流体チップ
－エマルジョン流を合体チップに送達するためのシリンジポンプ
－合体エマルジョン流を収集するための一定分量収集システム
－インキュベーター
【０２０６】
　手順：
【０２０７】
　１．大きいシリンジに細胞エマルジョンを装填する。
【０２０８】
　２．小さいシリンジにペプチドエマルジョンを装填する。
【０２０９】
　３．マイクロ流体チップ上の合体モジュールを通る両方のエマルジョン流をポンプで通
す。
【０２１０】
　４．合体させたエマルジョン流を１～３時間の一定分量収集し、インキュベートする。
インキュベーション中、アポトーシスを誘導するペプチドを有する細胞は、細胞外膜上に
ホスファチジルセリンを提示し、アネキシンＶタグ付けＤＮＡ被覆ビーズはその細胞に結
合する。エマルジョンを合体させるためのシステムの例が図１３に示される。
【０２１１】
ヒット特定
　装置：
－磁気ビーズ収集装置
－ＰＣＲ機
【０２１２】
　試薬：
－細胞結合カラム
－標準のＰＣＲ試薬
【０２１３】
　手順：
【０２１４】
　１．エーテルを添加してエマルジョンを破壊する（例えば、図１５を参照のこと）。
【０２１５】
　２．磁気ビーズ収集装置を用いてビーズを収集する（図１６を参照のこと）。
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【０２１６】
　３．収集したビーズを細胞結合カラム上で泳動させて、アポトーシス細胞および結合し
たビーズを収集する（図１７を参照のこと）。
【０２１７】
　４．適切なプライマーを用いてアポトーシス細胞に結合したビーズ由来のＤＮＡをＰＣ
Ｒ増幅し、配列決定のためにＤＮＡを調製する。
【０２１８】
　５．増幅ＤＮＡを配列決定するか、または増幅ＤＮＡを配列決定サービス会社に送る。
配列決定結果は、アポトーシスを誘導したペプチドを特定する。
【実施例３】
【０２１９】
抗菌性ペプチドのスクリーニング
ライブラリ調製
　装置：
－ＮａｎｏＤｒｏｐ分光光度計
【０２２０】
　試薬：
－生体外発現に最適化されたハチ毒メリチンの部位特異的ランダム化変異体を有するマス
ターＤＮＡライブラリ（ＤＮＡ２．０（ｗｗｗ．ｄｎａ２０．ｃｏｍのワールドワイドウ
ェブを参照のこと）から入手し、ｐＩＶＥＸベクター（５　Ｐｒｉｍｅ，Ｉｎｃ．）にク
ローニングしたもの）
－Ｉｌｌｕｓｔｒａ　ＧｅｎｏｍｉＰｈｉ　Ｖ２　ＤＮＡ増幅キット（ＧＥ　Ｈｅａｌｔ
ｈｃａｒｅ）を用いてマスターライブラリから増幅された未加工のサブライブラリ
－制限酵素ＣＬＡ１（切断されたＤＮＡ）を用いて未加工のサブライブラリから作製した
線形化サブライブラリ
【０２２１】
　ＤＮＡライブラリは、ミツバチ（セイヨウミツバチ）由来のメリチンの野生型配列（Ｇ
ＩＧＡＶＬＫＶＬＴＴＧＬＰＡＬＩＳＷＩＫＲＫＲＱＱ（配列番号１））に基づいた。ラ
イブラリを構築するために、縮重手段を用いて５、６、１０、１５、２２、２５、および
２６番の残基をランダムに変化させ、対応するコドンをＮＮＫ（Ｎが任意の塩基であり、
Ｋがデオキシグアノシン（Ｇ）またはデオキシチミジン（Ｔ）のいずれかである）で置換
した。縮重手段を用いて１４番の残基をランダムに変化させ、そのコドンをＣＳＫ（Ｃが
デオキシシチジンであり、ＳがＣまたはＧのいずれかであり、ＫがＧまたはＴのいずれか
である）で置換した。縮重配列が図１８Ａに図示される。Ｔ７プロモーター、スペーサー
、シャイン・ダルガノリボソーム結合部位（ＲＢＳ）、翻訳開始部位のＡＴＧ、Ｈｉｓタ
グ（商標）（すなわち、ヘキサヒスチジンＨＨＨＨＨＨ、配列番号２６）、タバコエッチ
ウイルス（ＴＥＶ）プロテアーゼの切断部位配列、メリチン変異体配列、２つの連続終止
コドン（すなわち、ＴＡＡ、ＴＡＧ、またはＴＧＡ）、スペーサー、Ｔ７終止配列もベク
ターに含めた。例えば、図１８Ｂを参照されたい。ライブラリ中のユニーク配列の理論数
は、１００億（すなわち、１０１０）である。
【０２２２】
　６．９ｎｇ／μＬの濃度の１．５μＬのマスターライブラリおよび標準のＩｌｌｕｓｔ
ｒａ　Ｇｅｎｏｍｉｐｈｉプロトコル（ワールドワイドウェブ上のｗｗｗ．ｇｅｌｉｆｅ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ．ｃｏｍ／ｇｅｈｃｌｓ＿ｉｍａｇｅｓ／ＧＥＬＳ／Ｒｅｌａｔｅｄ％
２０Ｃｏｎｔｅｎｔ／Ｆｉｌｅｓ／１３１４７７４４４３６７２／ｌｉｔｄｏｃＧＰＨＩ
＿Ｖ２＿２５６６００３０＿ｒｅｖＢ＿２０１１０８３１１０２６１０．ｐｄｆ）を用い
てマスターライブラリを増幅し、制限酵素ＣＬＡ１で切断した。
【０２２３】
　線形化サブライブラリの多様性を評価するために、Ｉｌｌｕｍｉｎａ　ＭｉＳｅｑ次世
代配列決定器具を用いて小試料を配列決定した。多重実行時、約３１０万個の読み取りを
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線形化サブライブラリの配列決定に充て、およそ１９０万個の配列がユニークであった。
コンピュータープログラムを用いて線形化サブライブラリの多様性を評価した。
－ＤＮＡ配列をアミノ酸配列に翻訳した。
－正味電荷を計算した。
－疎水性残基を計数した。
－上に列記した８個の可変残基のうち、野生型メリチンと同一の残基を計数した。
【０２２４】
　疎水性残基数対正味電荷およびメリチン同一性対疎水性残基数の分布を示す散布図が図
１９に示される。この図は、様々な電荷および疎水性がどのように線形化サブライブラリ
に表されるかを示す。いくつかの配列は、メリチンと同一の変化させた残基の８個すべて
を有し、これらのうちいくつかは、１２個のメリチン様の疎水性残基を有する。他の配列
は、変化させた残基の外側で変異を取得し、意図的に変化させた残基の８個すべてがメリ
チンと同一であるにもかかわらず、１３個の疎水性残基をもたらした。
【０２２５】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図２０に示される。
【０２２６】
　装置：
－振動タービュレーター（Ｕｎｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｃｏｒｐ．）
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【０２２７】
　試薬：
－ストレプトアビジンを被覆したＨｉｓタグ結合能力を有する二官能性ビーズ
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－ｄＮＴＰ（Ｒｏｃｈｅ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－Ｐｆｕ　Ｔｕｒｂｏ　ＤＮＡポリメラーゼ（２．５Ｕ／ｕＬ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ＰＣＲ緩衝液（２０ｍＭトリス（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ）
－線形化サブライブラリ（ライブラリ調製の項を参照のこと）
【０２２８】
　手順：
【０２２９】
　１．二官能性ビーズにビオチン化逆方向プライマーを事前装填する。
【０２３０】
　２．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　１ｗ／ｗ％
　ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０　４ｗ／ｗ％
　鉱油　　９５ｗ／ｗ％
【０２３１】
　３．以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
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－ＴＥ緩衝液中のＤＮＡを標準のストック濃度にする。
－線形化サブライブラリをＤＮＡ鋳型としてＰＣＲ反応をセットアップする。ライブラリ
由来の約１．５×１０６個の分子を反応物に添加する。
－約１．５×１０６個のビーズを添加する（上記参照のこと）。
－Ｔ７プロモーター、ＲＢＳ結合部位、ヘキサヒスチジン、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位
、縮重配列、およびＴ７ターミネーターを含む、ベクターＤＮＡ配列の１０１５塩基対セ
グメントを増幅する順方向および逆方向プライマーを添加する。
【０２３２】
　４．　エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９００μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－１００μＬのＰＣＲ反応混合物をこの管に添加する。
－微小遠心分離管を振動タービュレーター上の水平な管ラック内に設置する。
－管を０．０７～０．０９インチの振幅で２．５分間振盪してエマルジョンを作製する。
－このプロセスは、５～１００μｍの範囲の液滴直径を有するエマルジョンを作製し、ビ
ーズの大半は１液滴当たり１個である。
【０２３３】
　５．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを４０回：
　－９４℃で３０秒間
　－５７℃で３０秒間
　－７２℃で２分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
【０２３４】
　５．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０２３５】
　６．　ビーズをエマルジョンから抽出し、破壊緩衝液で３回連続洗浄する。
【０２３６】
　７．　ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０２３７】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ヌクレアーゼを含まない水中に保存す
る。
【０２３８】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：６５２－６５６、Ｇｈａｄｅｓｓ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＮＡＳ，９８：４５５２－４５５７、またはＧｈａｄｅ
ｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５を参照されたい。例示の概略図が図２１に示される。
【０２３９】
　装置：
－振動タービュレーター（Ｕｎｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｃｏｒｐ．）
【０２４０】
　試薬：
－ＲＴＳ　１００　ＨＹ無細胞発現キット（５　Ｐｒｉｍｅ）
－Ｓｐａｎ　８０（Ｓｉｇｍａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ）
－Ａｂｉｌ　ＥＭ９０（Ｄｅｇｕｓｓａ）
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－ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡを含まない）（Ｔｈｅｒｍｏ）
－リファンピシン（Ｓｉｇｍａ）
－ニシン精子ＤＮＡ
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ部分由来のＤＮＡ装填ビーズ
【０２４１】
　手順：
【０２４２】
　１．５　Ｐｒｉｍｅ　ＲＴＳ　１００　ＨＹ抽出キットに、ビーズとともに、２０Ｕ　
ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ、Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤、２μｇ／ｍＬリファンピシン、
１ｕｇニシン精子ＤＮＡを４℃で補充する。
【０２４３】
　２．鉱油中に４ｖ／ｖ％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０、１ｖ／ｖ％Ｓｐａｎ　８０を溶解して油
相を調製する。
【０２４４】
　３．エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬの補充した発現キットを管に添加する。
－マイクロ流体管を振動タービュレーター上の水平な管ラック内に設置する。
－管を０．０７～０．０９インチの振幅で２．５分間振盪してエマルジョンを作製する。
【０２４５】
　４．室温で４時間インキュベートする。
【０２４６】
　５．油相の上部を廃棄する。
【０２４７】
　６．ビーズをエマルジョンから抽出し、破壊緩衝液で３回連続洗浄する。
【０２４８】
　７．ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０２４９】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ＰＢＳ中に保存する。
【０２５０】
細胞乳化およびスクリーニング
　装置：
－インキュベーター／振盪機（Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－３０℃の水浴（ＶＷＲ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
【０２５１】
　試薬：
－大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ３）Ｔｕｎｅｒ＿Ｈｉｓ＿ＭＢＰ＿ｐＪｅｘｐｒｅｓｓ４１４の
グリセロールストック
（すなわち、Ｈｉｓタグ付けマルトース結合タンパク質を担持するｐＪｅｘｐｒｅｓｓ４
１４ベクター［ＤＮＡ２．０　Ｉｎｃ．］でトランスフェクトした大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ
３）Ｔｕｎｅｒ株［Ｎｏｖａｇｅｎ／ＥＭＤ－Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ／Ｍｅｒｃｋ］）
－Ｍ９最小培地
－ＬＢ培地
－１０００倍アンピシリン
－０．１Ｍ　ＤＴＴ
－１Ｍ　ＩＰＴＧ
－鉱油＋４％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０＋１％Ｓｐａｎ８０
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－１４ｍＬポリプロピレン丸底管
－ＨａｌｏＴＥＶプロテアーゼ
－ＢａｃＬｉｇｈｔ生存能力キット（任意）
【０２５２】
　手順：
【０２５３】
　１日目
１）蓋付き１４ｍＬ丸底管中の５ｍＬのＬＢ＋アンピシリン（１ｍＬのＬＢ当たり１μＬ
の１０００倍アンピシリン）中でのグリセロールストック由来の細菌株の一晩培養を開始
する。
２）２００ｒｐｍで振盪して３０℃の振盪機内で一晩インキュベートする。
【０２５４】
　２日目
１）１ｍＬの一晩培養物を蓋付き１４ｍＬ丸底管中の４ｍＬのＬＢ＋５μＬの１０００倍
アンピシリンに添加してＨｉｓタグ付けＭＢＰの発現を誘導するために誘導培養を確立す
る。振盪機内で３０℃で１時間インキュベートする。
２）２．５μＬの１Ｍ　ＩＰＴＧを培養物に添加して培養を誘導する。振盪機内で３０℃
で２時間インキュベートする。
３）スクリーニングで用いるためにＭ９混合物（以下で説明されるように調製したもの）
を用いて細菌をＯＤ６００＝０．０５に希釈する。この希釈をビーズのスクリーニング準
備が整う直前に行うべきである。
　Ｍ９混合物
　０．１Ｍ　ＤＴＴ　　　　１０μＬ
　Ｍ９最小培地　　　９９０μＬ
　Ｂａｃｌｉｇｈｔ染料（任意）　　１．５μＬ（各染料）
４）スクリーニングのためにＨａｌｏＴＥＶ／細菌試料を調製する：
　　　　　　　　　　　　　　　　　１試料当たりの体積（μＬ）
　Ｍ９混合物中の細菌希釈物　　　　　　　９０
　ＨａｌｏＴｅｖ　　　　　　　　　　　　１０
５）１００μＬのＨａｌｏＴＥＶ／細菌希釈物をエマルジョン発現由来の各ビーズセット
に添加する。ビーズを迅速に再懸濁する。
６）９００μＬの鉱油混合物を各試料に添加する。底を軽く叩いて油層と水層を概ね混合
する。
７）管を０．０７～０．０９インチの振幅で２．５分間振盪して振動タービュレーターを
用いてエマルジョンを作製する。これによって、８～４０個の範囲の細菌細胞（エマルジ
ョン中の１個のマイクロカプセル当たり平均１個のビーズ）が提供される。
８）３０℃で４時間インキュベートして、（ａ）ＴＥＶプロテアーゼの活性によるペプチ
ド分子のビーズからの解離、（ｂ）細胞のペプチドへの暴露、（ｃ）抗菌性活性を有する
ペプチドに暴露したこれらの細菌の溶解、（ｄ）Ｈｉｓタグ付けマルトース結合タンパク
質（ＭＢＰ）の溶解細胞からの放出、および（ｅ）Ｈｉｓタグを介した放出されたＭＢＰ
のビーズへの結合を可能にする。スクリーニングプロセスを図示する概略図が図２２に示
される。
【０２５５】
ヒット単離
　装置：
－磁気ビーズ収集装置
－ＰＣＲ機
【０２５６】
　試薬：
－標準のＰＣＲ試薬



(56) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

40

50

－アミロース被覆磁気ビーズ
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
【０２５７】
　手順：
【０２５８】
　１．エマルジョンを以下によって破壊する：
ｉ．　遠心分離して油層除去
ｉｉ．　破壊緩衝液で数回洗浄してエマルジョン破壊
ｉｉｉ．　ＰＢＳでビーズ洗浄
【０２５９】
　２．二官能性ビーズをアミロース被覆磁気ビーズと合わせ、４５分間インキュベートす
る。
【０２６０】
　３．磁気ビーズ収集装置を用いてアミロース被覆磁気ビーズおよび結合した二官能性ビ
ーズを単離してヒットを収集する。
【０２６１】
　４．ＰＢＳ＋１０ｍＭマルトースとともに４５分間インキュベートしてヒットを磁気ビ
ーズから溶出する。
【０２６２】
　５．適切なプライマーを用いてヒットとして収集した二官能性ビーズ由来のＤＮＡをＰ
ＣＲ増幅し、配列決定のためにＤＮＡを調製する。
【０２６３】
　６．増幅ＤＮＡを配列決定サービス会社に送った。
【０２６４】
　ヒットを単離するために用いたプロセスが図２３に図示される。
【０２６５】
ヒット特定
　装置：
－ＤＮＡ分析ソフトウェアを備えたパソコン
【０２６６】
　手順：
【０２６７】
　１．未加工のＤＮＡ配列を含むデータファイルを配列決定サービス会社から回収する。
【０２６８】
　２．縮重メリチン配列を特定し、アミノ酸配列に翻訳する。
【０２６９】
　３．各実験における各ユニーク配列の出現についての情報を収集し、各配列についての
情報（正味電荷、疎水性残基数、野生型メリチンと同一の残基数）を抽出する。
【０２７０】
　４．偽陽性を最小限に抑えるために、反復スクリーニングを４回行い、２回以上のスク
リーニングで生じたヒットのみを検証に進めた。図２４は、４回のスクリーニングのそれ
ぞれのヒット数と、それらがどのように重なり合うかを示すベン図である。
【０２７１】
ヒット検証
　装置：
－吸収および蛍光プレートリーダー（Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅ）
－ＣＯ２インキュベーター
【０２７２】
　試薬：
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－６個の化学合成されたペプチド（Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｉｎｃ．）
－大腸菌ＭＧ１６５５（ＡＴＣＣ）
－ＬＢ培地（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－アラマーブルーアッセイキット（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈ）
【０２７３】
　手順：
１）３つのヒットを検証用に選択した。選択基準は以下の通りである：
－ランダムに変化させたアミノ酸のうちの少なくとも３つがメリチンと同一でなければな
らない。
－４回の反復スクリーニングにおいて、ヒットは２回のスクリーニングまたは３回のスク
リーニングのいずれかで特定された。
－３つのヒットの配列は以下の通りである：
ヒット１：ＧＩＧＡＶＬＫＶＬＴＴＧＬＰＴＬＩＳＷＩＫＳＫＲＱＫ（配列番号２）
ヒット２：ＧＩＧＡＬＩＫＶＬＴＴＧＬＰＭＬＩＳＷＩＫＲＫＲＮＫ（配列番号３）
ヒット３：ＧＩＧＡＷＴＫＶＬＴＴＧＬＰＧＬＩＳＷＩＫＲＫＲＬＲ（配列番号４）
２）３つの配列を対照としてランダムに選択した。対照配列は、ライブラリについて説明
される残基と同一のランダムに変化させた残基を有した。対照配列は、メリチンと同一の
ランダムに変化させたアミノ酸のうちの少なくとも３つも有した。
－対照ペプチドの配列は以下の通りである：
対照１：ＧＩＧＡＴＶＫＶＬＳＴＧＬＲＦＬＩＳＷＩＫＲＫＲＫＹ（配列番号５）
対照２：ＧＩＧＡＩＡＫＶＬＳＴＧＬＰＲＬＩＳＷＩＫＧＫＲＩＲ（配列番号６）
対照３：ＧＩＧＡＶＬＫＶＬＧＴＧＬＰＡＬＩＳＷＩＫＦＫＲＦＰ（配列番号７）
３）５ｍＬのＬＢ中での大腸菌ＭＧ１６５５の一晩培養を開始し、２００ｒｐｍで振盪し
て３７℃で増殖させる。
４）翌朝、１０ｍＬ　ＬＢ＋１ｍＬアラマーブルー染色剤中で一晩培養物をＯＤ６００＝
０．０００７５に希釈する。
５）７個の１：２連続希釈物を作製し、各ペプチドを最終体積７０μＬのＰＢＳ中５００
μＭから始める。
６）２０μＬのペプチド連続希釈物を白色の低容量９６ウェルプレートに三重に添加する
。２０μＬのＰＢＳのみを８番目のウェルに添加する。
７）１２０μＬの大腸菌／アラマーブルー希釈物をそれぞれの試験ウェルに添加する。
８）３５℃で一晩（１８時間）インキュベートする。
９）表１に示されるように、１８時間時点の各ペプチドの最小阻害濃度（ＭＩＣ）を決定
する。
【表１】

１０）吸収プレートリーダーで測定した用量曲線への４パラメータｌｏｇ－ロジスティッ
ク関数の曲線当てはめに基づいて各ペプチドの５０％有効濃度（ＥＣ５０）も計算した。
メリチン、ヒット１、２、および３、ならびに対照１、２、および３のＥＣ５０データが
図２５に示される。
【実施例４】
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【０２７４】
マイクロタイタープレートにおける生物学的活性試験
ヌクレオチド配列調製
　試薬：
　－生体外発現のために最適化された腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）の２つの異なる変異体
を表すＤＮＡ構築物（ＤＮＡ　２．０（ｗｗｗ．ｄｎａ２０．ｃｏｍのワールドワイドウ
ェブを参照のこと）から入手し、ｐＩＶＥＸベクター（５　Ｐｒｉｍｅ，Ｉｎｃ．）にク
ローニングしたもの）。
【０２７５】
【化１】

【０２７６】
　２個のＤＮＡ構築物を作製した。構築物１は、Ｈｉｓタグ、ＴＥＶ切断部位、および可
溶性形態のＴＮＦαから成った。構築物２は、Ｈｉｓタグ、スペーサー、ＴＥＶ切断部位
、および可溶性形態のＴＮＦαから成った。これらの構築物を用いて、アミノ酸スペーサ
ー領域（配列：ＧＳＧＧＳＧ（上の構築物２の配列の太字下線部分））の配置がＴＮＦ構
築物の活性にどのように影響を与えるかを試験した。構築物１をいかなるスペーサー領域
も用いずに設計した。構築物２をＨｉｓタグとＴＥＶ－プロテアーゼ部位との間のスペー
サー領域の配置を試験するように設計した。
【０２７７】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図２０に示される。
【０２７８】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【０２７９】
　試薬：
－ストレプトアビジンを被覆したＨｉｓタグ結合能力を有する二官能性ビーズ
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
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－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－１－ブタノール（Ｓｉｇｍａ）
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ＰＣＲ緩衝液（２０ｍＭトリス（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ）
－ｐＩＶＥＸ　２．３ｄ（ＤＮＡ　２．０／５　Ｐｒｉｍｅ）にクローニングしたＴＮＦ
α構築物
【０２８０】
　手順：
【０２８１】
　１．二官能性ビーズにビオチン化逆方向プライマーを事前装填する。
【０２８２】
　２．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　１ｗ／ｗ％
　ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０　４ｗ／ｗ％
　鉱油　　９５ｗ／ｗ％
【０２８３】
　３．以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
－ＴＥ緩衝液中のＤＮＡを標準のストック濃度にする。
－ｐＩＶＥＸベクター（１００ｎｇ／試料）中のＤＮＡ構築物とのＰＣＲ反応をセットア
ップする。
－約３×１０５個のビーズを添加する（上記参照のこと）。
－Ｔ７プロモーター、ＲＢＳ結合部位、ヘキサヒスチジン、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位
、ＴＮＦα配列、およびＴ７ターミネーターを含む、それぞれ、構築物１および２のベク
ターＤＮＡ配列の１４０８および１４２６塩基対セグメントを増幅する順方向および逆方
向プライマーを添加する。
【０２８４】
　４．　エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬのＰＣＲ反応混合物を管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
－このプロセスは、５～１００μｍの範囲の液滴直径を有するエマルジョンを作製し、ビ
ーズの大半は１液滴当たり１個である。
【０２８５】
　５．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを４０回：
　－９４℃で３０秒間
　－５７℃で３０秒間
　－７２℃で４分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
【０２８６】
　５．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０２８７】
　６．　１－ブタノールおよび破壊緩衝液で交互に２回洗浄してビーズをエマルジョンか
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ら抽出する。
【０２８８】
　７．　ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０２８９】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ヌクレアーゼを含まない水中に保存す
る。
【０２９０】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：６５２－６５６、Ｇｈａｄｅｓｓ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＮＡＳ，９８：４５５２－４５５７、またはＧｈａｄｅ
ｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５を参照されたい。例示の概略図が図２１に示される。
【０２９１】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
【０２９２】
　試薬：
－ＲＴＳ　１００　ＨＹ無細胞発現キット（５　Ｐｒｉｍｅ）
－Ｓｐａｎ　８０（Ｓｉｇｍａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ）
－Ａｂｉｌ　ＥＭ９０（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡを含まない）（Ｔｈｅｒｍｏ）
－リファンピシン（Ｓｉｇｍａ）
－ニシン精子ＤＮＡ
－ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ部分由来のＤＮＡ装填ビーズ
【０２９３】
　手順：
【０２９４】
　１．５　Ｐｒｉｍｅ　ＲＴＳ　１００　ＨＹ抽出キットに、ビーズとともに、２０Ｕ　
ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ、Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤、２μｇ／ｍＬリファンピシン、
１μｇニシン精子ＤＮＡを４℃で補充する。
【０２９５】
　２．鉱油中に４ｖ／ｖ％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０、１ｖ／ｖ％Ｓｐａｎ　８０を溶解して油
相を調製する。
【０２９６】
　３．エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬの補充した発現キットを管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
【０２９７】
　４．室温で３時間インキュベートする。
【０２９８】
　５．遠心分離管して油層の上部を除去する。
【０２９９】
　６．破壊緩衝液で３回洗浄してエマルジョンを破壊する。
【０３００】
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　７．ビーズをＰＢＳで２回洗浄する。
【０３０１】
　８．ＰＢＳ中にビーズを再懸濁する。
【０３０２】
生物活性試験
　装置：
－細胞培養インキュベーター（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロプレートリーダー（Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅ）
－黒色の底が透明な９６ウェルマイクロタイタープレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）
【０３０３】
　試薬：
－ＮＦ－κ－ＢのＧＦＰレポーター構築物でトランスフェクトしたジャーカット細胞（Ｓ
ｙｓｔｅｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．）
－ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ウシ胎児血清＋ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈ）
－ＨａｌｏＴＥＶプロテアーゼ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（Ｓｉｇｍａ）
－０．１Ｍジチオスレイトール（Ｓｉｇｍａ）
－ＴＮＦα（５０ｕｇ／ｍＬ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）
－ビーズ上のＴＮＦ構築物１（ＤＮＡおよびタンパク質）
－ビーズ上のＴＮＦ構築物２（ＤＮＡおよびタンパク質）
【０３０４】
　手順：
１）補充ＲＰＭＩ１６４０増殖培地を用いてＮＦ－κＢ－ジャーカット細胞を１００，０
００細胞／ｍＬに希釈する。
２）２５μＬのＰＢＳを列１、行２～１２に添加する。
３）３７．５μＬのＴＮＦαを列１、行１に添加する。１２．５μＬを移して１～３回連
続希釈をこの列にした。
４）約１５０個のＴＮＦ－ビーズが送達されるように、８μＬの構築物１および構築物２
のビーズを希釈し、それぞれ列２および３の行１に添加する。
５）以下のＨａｌｏＴｅｖプロテアーゼ混合物を作製する：
　ＨａｌｏＴｅｖ　３５０ｕＬ
　０．１Ｍ　ＤＴＴ　３５ｕＬ
６）５μＬのＨａｌｏＴｅｖプロテアーゼ混合物をそれぞれの試験ウェルに添加する。
７）１００μＬのＮＦ－κＢ－ジャーカット細胞をプレートのすべてのウェルに添加する
。
８）プレートを３７℃および５％ＣＯ２で１８時間インキュベートする。
９）Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅプレートリーダーを用いて各ウェルのＧＦＰ蛍光を測定す
る。
【０３０５】
　発現し、捕捉され、ビーズからうまく切断され、かつＮＦ－κＢレポーター細胞株を刺
激することができたＴＮＦαタンパク質の有効濃度を蛍光に基づくマイクロタイタープレ
ートアッセイおよび標準曲線を用いて計算した。ジャーカット細胞株をＮＦ－κＢ経路が
活性化されたときにＧＦＰが発現するように操作した。ＴＮＦαの添加は、ＮＦ－κＢシ
グナル経路を活性化し、ＧＦＰレポーターの発現を開始する。商業的供給源からの純粋な
ＴＮＦαを用いて、一連の濃度のＴＮＦαによって生成されたＧＦＰ蛍光を測定すること
によって標準曲線を生成した（図２６の塗りつぶされた四角形）。試験構築物によって生
成された蛍光は標準曲線に当てはめられ、１５０個のビーズから生成された活性ＴＮＦの
濃度が計算された（図２６の塗りつぶされていない三角形および円）。１個のビーズ当た
りの理論負荷および１００μｍエマルジョン液滴中の１個のビーズ当たりの送達され得る
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理論濃度を各構築物に対して計算された濃度を用いて計算した（表２）。
【表２】

【実施例５】
【０３０６】
ＤＮＡハンドオフおよび単離
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図２０に示される。
【０３０７】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
－管回転子
【０３０８】
　試薬：
－ストレプトアビジンを被覆したＨｉｓタグ結合能力を有する二官能性ビーズ
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー＋５’ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－１－ブタノール（Ｓｉｇｍａ）
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ＰＣＲ緩衝液（２０ｍＭトリス（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ）
－ｐＩＶＥＸ　２．３ｄ（ＤＮＡ　２．０／５　Ｐｒｉｍｅ）にクローニングしたＴＮＦ
α構築物（この構築物は、Ｈｉｓタグ、スペーサー、ＴＥＶ切断部位、および可溶性形態
のＴＮＦαを含み、構築物の配列は、以下の通りである）
ＭＨＨＨＨＨＨＧＳＧＧＳＧＥＮＬＹＦＱＧＶＲＳＳＳＲＴＰＳＤＫＰＶＡＨＶＶＡＮＰ
ＱＡＥＧＱＬＱＷＬＮＲＲＡＮＡＬＬＡＮＧＶＥＬＲＤＮＱＬＶＶＰＳＥＧＬＹＬＩＹＳ
ＱＶＬＦＫＧＱＧＣＰＳＴＨＶＬＬＴＨＴＩＳＲＩＡＶＳＹＱＴＫＶＮＬＬＳＡＩＫＳＰ
ＣＱＲＥＴＰＥＧＡＥＡＫＰＷＹＥＰＩＹＬＧＧＶＦＱＬＥＫＧＤＲＬＳＡＥＩＮＲＰＤ
ＹＬＤＦＡＥＳＧＱＶＹＦＧＩＩＡＬ＊＊（配列番号１０）
－ストレプトアビジン（Ｓｉｇｍａ）
－ビオチン化スノードロップレクチン（Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｓ）
【０３０９】
　手順：
【０３１０】
　１．二官能性ビーズにビオチン化逆方向プライマーを事前装填する。
【０３１１】
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　２．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　１ｗ／ｗ％
　ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０　４ｗ／ｗ％
　鉱油　　９５ｗ／ｗ％
【０３１２】
　３．以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
－ＴＥ緩衝液中のＴＮＦα構築物ＤＮＡを標準のストック濃度にする。
－ｐＩＶＥＸベクター（１００ｎｇ／試料）中のＤＮＡ構築物とのＰＣＲ反応をセットア
ップする。
－約３×１０５個のビーズ／試料を添加する（上記参照のこと）。
－Ｔ７プロモーター、ＲＢＳ結合部位、ヘキサヒスチジン、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位
、ＴＮＦα配列、およびＴ７ターミネーターを含む、ベクターＤＮＡ配列の１４２６塩基
対セグメントを増幅する順方向および逆方向プライマーを添加する。２個の試料を調製し
、試料１には基本的な順方向プライマーを用い、試料２には５’ビオチン化順方向プライ
マーを用いた。
【０３１３】
　４．　エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬのＰＣＲ反応混合物を管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
－このプロセスは、５～１００μｍの範囲の液滴直径を有するエマルジョンを作製し、ビ
ーズの大半は１液滴当たり１個である。
【０３１４】
　５．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを４０回：
　－９４℃で３０秒間
　－５７℃で３０秒間
　－７２℃で４分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
【０３１５】
　５．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０３１６】
　６．　１－ブタノールおよび破壊緩衝液で交互に２回洗浄してビーズをエマルジョンか
ら抽出する。
【０３１７】
　７．　ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０３１８】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ヌクレアーゼを含まない水中に保存す
る。
【０３１９】
　９．（ビオチン化順方向プライマーを有する）試料２由来のビーズをストレプトアビジ
ンで、その後、ビオチン化レクチンで連続処理する。
【０３２０】
ＤＮＡ単離
　装置：
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－インキュベーター
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－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【０３２１】
　試薬：
－ジャーカット細胞
－ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ウシ胎児血清＋ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈ）
－ＢａｍＨＩ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）
－アミロース被覆磁気ビーズ（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ）
－Ｈｉｓタグ付けマルトース結合タンパク質（Ｈｉｓ－ＭＢＰ）
－磁気ビーズ収集装置
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
－２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
【０３２２】
　手順：
【０３２３】
　１．　ＰＣＲビーズを有し、かつＢａｍＨＩを有するか、またはＢａｍＨＩを有しない
ジャーカット細胞を３７℃および５％ＣＯ２で１時間インキュベートしてＤＮＡをビーズ
から切断し、特異的（レクチンを介する）または非特異的結合を介してジャーカット細胞
に移し、対照をＢａｍＨＩの不在下で泳動させる。４個の試料を調製した：
－試料１ａ：ＢａｍＨＩを有しない試料１由来のビーズ
－試料１ｂ：ＢａｍＨＩを有する試料１由来のビーズ
－試料２ａ：ビオチン化プライマー、ストレプトアビジン、ビオチン化レクチンを有し、
かつＢａｍＨＩを有しない試料２由来のビーズ
－試料２ｂ：ビオチン化プライマー、ストレプトアビジン、ビオチン化レクチンを有し、
かつＢａｍＨＩを有する試料２由来のビーズ
【０３２４】
　２．アミロース磁気ビーズをＨｉｓ－ＭＢＰとともにインキュベートする。
【０３２５】
　３．細胞＋ビーズをＨｉｓ－ＭＢＰを事前装填したアミロース被覆磁気ビーズとともに
室温で５分間インキュベートする。
【０３２６】
　４．　磁気ビーズ収集装置を用いてＨｉｓ－ＭＢＰを介してアミロース被覆磁気ビーズ
に結合した二官能性ビーズの試料を枯渇させる。
【０３２７】
　５．細胞を含有する非結合溶液を５００×ｇで１分間遠心分離し、細胞を水で洗浄し、
再度遠心分離する。
【０３２８】
　６．　６８９塩基対セグメントを増幅する最初の線形鋳型の内側のプライマーを用いて
細胞由来のＤＮＡを２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘおよび標準のＰＣＲ調製物
で増幅する。
【０３２９】
　７．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを２５回：
　－９４℃で３０秒間
　－６０℃で３０秒間
　－７２℃で１分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
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【０３３０】
　８．精製されていないＰＣＲ産物の一部をＴＢＥ中の１％アガロースゲル上で泳動させ
て、細胞上のＤＮＡの存在または不在を検証する。
【０３３１】
　図２７は、ＤＮＡハンドオフプロセスの概略図を示し、図２８は、アガロースゲルの結
果を示すものであり、試料１ｂ、２ａ、および２ｂ中で、ＴＮＦα構築物由来の試験ＤＮ
Ａが細胞の表面に存在し、かつ配列のＰＣＲ増幅を支援したことを示す。対照的に、ＤＮ
Ａは、試料１ａ由来の細胞上には存在しなかった。ＤＮＡが試料２ａ中のビーズから切断
されなかったにもかかわらず、レクチンを介する特異的結合が原因でいくつかのビーズが
最後まで細胞とともにあり、試料１ａの場合のように洗い流されなかった。
【実施例６】
【０３３２】
ビーズ由来のタンパク質投与
ヌクレオチド配列調製
　試薬：
－生体外発現のために最適化されたＤａｓｈｅｒ緑色蛍光タンパク質配列を含むＤＮＡ構
築物（（ＤＮＡ　２．０（ｗｗｗ．ｄｎａ２０．ｃｏｍのワールドワイドウェブを参照の
こと）から入手し、ｐＩＶＥＸベクター（５　Ｐｒｉｍｅ，Ｉｎｃ．）にクローニングし
たもの）。
【０３３３】
　Ｄａｓｈｅｒ構築物の配列は以下の通りである：
ＭＨＨＨＨＨＨＥＮＬＹＦＱＧＳＡＧＱＳＳＧＲＡＴＡＬＴＥＧＡＫＬＦＥＫＥＩＰＹＩ
ＴＥＬＥＧＤＶＥＧＭＫＦＩＩＫＧＥＧＴＧＤＡＴＴＧＴＩＫＡＫＹＩＣＴＴＧＤＬＰＶ
ＰＷＡＴＬＶＳＴＬＳＹＧＶＱＣＦＡＫＹＰＳＨＩＫＤＦＦＫＳＡＭＰＥＧＹＴＱＥＲＴ
ＩＳＦＥＧＤＧＶＹＫＴＲＡＭＶＴＹＥＲＧＳＩＹＮＲＶＴＬＴＧＥＮＦＫＫＤＧＨＩＬ
ＲＫＮＶＡＦＱＣＰＰＳＩＬＹＩＬＰＤＴＶＮＮＧＩＲＶＥＦＮＱＡＹＤＩＥＧＶＴＥＫ
ＬＶＴＫＣＳＱＭＮＲＰＬＡＧＳＡＡＶＨＩＰＲＹＨＨＩＴＹＨＴＫＬＳＫＤＲＤＥＲＲ
ＤＨＭＣＬＶＥＶＶＫＡＶＤＬＤＴＹＱＡＧＡＭＡＳＭＴＧＧＱＱＭＧ＊（配列番号１１
）
【０３３４】
　ＤＮＡ　２．０　Ｉｎｃ．から入手した、Ｈｉｓタグ、ＴＥＶ切断部位、およびＤＮＡ
緑色蛍光タンパク質配列から成るＤａｓｈｅｒ構築物。この構築物は、組み合わせたエマ
ルジョンＰＣＲおよびエマルジョン発現の収量を落射蛍光顕微鏡または蛍光プレートリー
ダーを用いて監視することを可能にする。
【０３３５】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図２０に示される。
【０３３６】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
－分光光度計（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ、Ｎａｎｏｄｒｏｐ）
【０３３７】
　試薬：
－ストレプトアビジンを被覆したＨｉｓタグ結合能力を有する二官能性ビーズ
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
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－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－１－ブタノール（Ｓｉｇｍａ）
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ＰＣＲ緩衝液（２０ｍＭトリス（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ）
－ｐＩＶＥＸ　２．３ｄ（ＤＮＡ　２．０／５　Ｐｒｉｍｅ）にクローニングし、ＤＮＡ
順方向および逆方向プライマーを用いて増幅して線形構築物にしたＤａｓｈｅｒ構築物
【０３３８】
　手順：
【０３３９】
　１．二官能性ビーズにビオチン化逆方向プライマーを事前装填する。
【０３４０】
　２．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　１ｗ／ｗ％
　ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０　４ｗ／ｗ％
　鉱油　　９５ｗ／ｗ％
【０３４１】
　３．以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
－ｐＩＶＥＸベクター（１００ｎｇ／試料、分光光度計を用いて定量化したもの）由来の
線形Ｄａｓｈｅｒ構築物とのＰＣＲ反応をセットアップする。
－約３×１０５個のビーズを添加する（上記参照のこと）。
－Ｔ７プロモーター、ＲＢＳ結合部位、ヘキサヒスチジン、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位
、およびＴ７ターミネーターを含む、Ｄａｓｈｅｒ構築物由来のベクターＤＮＡ配列の１
７０８塩基対セグメントを増幅する順方向および逆方向プライマーを添加する。
【０３４２】
　４．　エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬのＰＣＲ反応混合物を管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
－このプロセスは、５～１００μｍの範囲の液滴直径を有するエマルジョンを作製し、ビ
ーズの大半は１液滴当たり１個である。
【０３４３】
　５．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを４０回：
　－９４℃で３０秒間
　－５７℃で３０秒間
　－７２℃で４分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
【０３４４】
　５．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０３４５】
　６．　１－ブタノールおよび破壊緩衝液で交互に２回洗浄してビーズをエマルジョンか
ら抽出する。
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【０３４６】
　７．　ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０３４７】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ヌクレアーゼを含まない水中に保存す
る。
【０３４８】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：６５２－６５６、Ｇｈａｄｅｓｓ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＮＡＳ，９８：４５５２－４５５７、またはＧｈａｄｅ
ｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５を参照されたい。例示の概略図が図２１に示される。
【０３４９】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
【０３５０】
　試薬：
－ＲＴＳ　１００　ＨＹ無細胞発現キット（５　Ｐｒｉｍｅ）
－Ｓｐａｎ　８０（Ｓｉｇｍａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ）
－Ａｂｉｌ　ＥＭ９０（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡを含まない）（Ｔｈｅｒｍｏ）
－リファンピシン（Ｓｉｇｍａ）
－ニシン精子ＤＮＡ
－ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ部分由来のＤＮＡ装填ビーズ
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
【０３５１】
　手順：
【０３５２】
　１．５　Ｐｒｉｍｅ　ＲＴＳ　１００　ＨＹ抽出キットに、ビーズとともに、２０Ｕ　
ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ、Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤、２ｕｇ／ｍＬリファンピシン、
１ｕｇニシン精子ＤＮＡを４℃で補充する。
【０３５３】
　２．鉱油中に４ｖ／ｖ％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０、１ｖ／ｖ％Ｓｐａｎ　８０を溶解して油
相を調製する。
【０３５４】
　３．エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬの補充した発現キットを管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
【０３５５】
　４．室温で２時間インキュベートする。
【０３５６】
　５．遠心分離管して油層の上部を除去する。
【０３５７】
　６．破壊緩衝液で３回洗浄エマルジョンを破壊する。
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【０３５８】
　７．ビーズをＰＢＳで２回洗浄する。
【０３５９】
　８．ＰＢＳ中にビーズを再懸濁する。
【０３６０】
　９．３個の試料を調製した：
－試料１：上のステップ１～８を１回行った。
－試料２：上のステップ１～８を２回連続して行った。
－試料３：上のステップ１～８を３回連続して行った。
【０３６１】
タンパク質収量定量化
　装置：
－カメラを備えた落射蛍光顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｓｋｏｐ）
－ＣｅｌｌＰｒｏｆｉｌｅｒソフトウェア（ｗｗｗ．ｃｅｌｌｐｒｏｆｉｌｅｒ．ｏｒｇ
のワールドワイドウェブを参照のこと）
【０３６２】
　試薬および供給物：
－顕微鏡スライド
－カバースリップ（ＣａｐｉｔｏｌＢｒａｎｄ　Ｍ３４５３－２２２２、長さ２２ｍｍ、
幅２２ｍｍ、厚さ＃１）
【０３６３】
　手順：
１）試料１、２、および３由来のビーズを顕微鏡スライド上に別々に分注し、カバースリ
ップで覆った。試料にわたって先の発現ラウンド由来の既存のＧＦＰの平等な折り畳みを
可能にするために３つすべての試料の分析を同時に行った。
２）カメラを備えた落射蛍光顕微鏡を用いて顕微鏡写真を捕捉した。
３）検出された各ビーズの積分蛍光強度を決定するためにＣｅｌｌＰｒｏｆｉｌｅｒソフ
トウェアを用いて顕微鏡写真を分析した。
【０３６４】
　図２９は、それぞれ、１回、２回、および３回発現した試料１、２、および３由来のビ
ーズの平均蛍光強度の棒線図を示す。このデータは、各連続発現ラウンドが各ビーズ上に
担持されたタンパク質量を増加させることを示す。
【実施例７】
【０３６５】
一本鎖抗体断片の生物学的活性試験
ヌクレオチド配列調製
　試薬：
－一本鎖抗体断片（ｓｃＦｖ）を表す試験ＤＮＡ構築物、非関連タンパク質（キングコブ
ラ由来のＯｐｈｉｏｌｕｘｉｎサブユニットα）を表す対照ＤＮＡ構築物（これら両方の
構築物を生体外発現のために最適化し、ＤＮＡ　２．０（ｗｗｗ．ｄｎａ２０．ｃｏｍの
ワールドワイドウェブを参照のこと）から入手し、ｐＩＶＥＸベクター（５　Ｐｒｉｍｅ
，Ｉｎｃ．）にクローニングする）。
【０３６６】
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【化２】

【０３６７】
　ｓｃＦｖ試験構築物は、Ｈｉｓタグ、スペーサー（配列：ＧＳＧＧＳＧ（上の配列の太
字下線部分））、ＴＥＶ切断部位、スペーサー（配列：ＧＳＧＧＳＧ（上の配列の太字下
線部分））、および腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）に結合することで知られている可変配列
を有する一本鎖抗体断片から成った。対照構築物は、Ｈｉｓタグ、スペーサー（配列：Ｇ
ＳＧＧＳＧ（上の配列の太字下線部分））、ＴＥＶ切断部位、およびＴＮＦαに結合する
見込みのないキングコブラタンパク質（対照）から成った。
【０３６８】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図２０に示される。
【０３６９】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【０３７０】
　試薬：
－ストレプトアビジンを被覆したＨｉｓタグ結合能力を有する二官能性ビーズ
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－１－ブタノール（Ｓｉｇｍａ）
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ＰＣＲ緩衝液（２０ｍＭトリス（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ）
－ｐＩＶＥＸ　２．３ｄ（ＤＮＡ　２．０／５　Ｐｒｉｍｅ）にクローニングし、ＤＮＡ
順方向および逆方向プライマーを用いて増幅して線形構築物にしたｓｃＦｖ構築物
－ｐＩＶＥＸ　２．３ｄ（ＤＮＡ　２．０／５　Ｐｒｉｍｅ）にクローニングし、ＤＮＡ
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順方向および逆方向プライマーを用いて増幅して線形構築物にした対照構築物
【０３７１】
　手順：
【０３７２】
　１．二官能性ビーズにビオチン化逆方向プライマーを事前装填する。
【０３７３】
　２．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　１ｗ／ｗ％
　ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０　４ｗ／ｗ％
　鉱油　　９５ｗ／ｗ％
【０３７４】
　３．以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
－ｐＩＶＥＸベクター（１００ｎｇ／試料）由来の線形ＤＮＡ構築物とのＰＣＲ反応をセ
ットアップする。
－約３×１０５個のビーズを添加する（上記参照のこと）。
－Ｔ７プロモーター、ＲＢＳ結合部位、ヘキサヒスチジン、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位
、ｓｃＦｖ（または対照）配列、およびＴ７ターミネーターを含む、それぞれ、ｓｃＦｖ
および対照構築物由来のベクターＤＮＡ配列の１７０８および１０１５塩基対セグメント
を増幅する順方向および逆方向プライマーを添加する。
【０３７５】
　４．　エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬのＰＣＲ反応混合物を管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
－このプロセスは、５～１００μｍの範囲の液滴直径を有するエマルジョンを作製し、ビ
ーズの大半は１液滴当たり１個である。
【０３７６】
　５．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを４０回：
　－９４℃で３０秒間
　－５７℃で３０秒間
　－７２℃で４分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
【０３７７】
　５．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０３７８】
　６．　１－ブタノールおよび破壊緩衝液で交互に２回洗浄してビーズをエマルジョンか
ら抽出する。
【０３７９】
　７．　ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０３８０】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ヌクレアーゼを含まない水中に保存す
る。
【０３８１】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
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）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：６５２－６５６、Ｇｈａｄｅｓｓ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＮＡＳ，９８：４５５２－４５５７、またはＧｈａｄｅ
ｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５を参照されたい。例示の概略図が図２１に示される。
【０３８２】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
【０３８３】
　試薬：
－ＲＴＳ　１００　ＨＹ無細胞発現キット（５　Ｐｒｉｍｅ）
－Ｓｐａｎ　８０（Ｓｉｇｍａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ）
－Ａｂｉｌ　ＥＭ９０（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡを含まない）（Ｔｈｅｒｍｏ）
－リファンピシン（Ｓｉｇｍａ）
－ニシン精子ＤＮＡ
－ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ部分由来のＤＮＡ装填ビーズ
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
【０３８４】
　手順：
【０３８５】
　１．５　Ｐｒｉｍｅ　ＲＴＳ　１００　ＨＹ抽出キットに、ビーズとともに、２０Ｕ　
ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ、Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤、２ｕｇ／ｍＬリファンピシン、
１ｕｇニシン精子ＤＮＡを４℃で補充する。
【０３８６】
　２．鉱油中に４ｖ／ｖ％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０、１ｖ／ｖ％Ｓｐａｎ　８０を溶解して油
相を調製する。
【０３８７】
　３．エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬの補充した発現キットを管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
【０３８８】
　４．室温で３時間インキュベートする。
【０３８９】
　５．遠心分離管して油層の上部を除去する。
【０３９０】
　６．破壊緩衝液で３回洗浄エマルジョンを破壊する。
【０３９１】
　７．ビーズをＰＢＳで２回洗浄する。
【０３９２】
　８．ＰＢＳ中にビーズを再懸濁する。
【０３９３】
ＴＮＦα無細胞発現
　装置：
－　Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－　インキュベーター－振盪機（Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
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－　－細胞培養インキュベーター（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
【０３９４】
　試薬：
－ＲＴＳ　１００　ＨＹ無細胞発現キット（５　Ｐｒｉｍｅ）
－ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡを含まない）（Ｔｈｅｒｍｏ）
－リファンピシン（Ｓｉｇｍａ）
－ニシン精子ＤＮＡ
－実施例４のＨｉｓ－スペーサー－ＴＥＶ－ＴＮＦα構築物２
－ジチオスレイトール（ＤＴＴ）
－ＨａｌｏＴＥＶ
【０３９５】
　手順：
【０３９６】
　１．５　Ｐｒｉｍｅ　ＲＴＳ　１００　ＨＹ抽出キットに、２０Ｕ　ＲＮａｓｉｎ　Ｐ
ｌｕｓ、Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤、２ｕｇ／ｍＬリファンピシン、１ｕｇニシン精子
ＤＮＡ、および１μｇＤＮＡ構築物を４℃で補充する。
【０３９７】
　４．振盪しながらインキュベーター内で３７℃で２時間インキュベートする。
【０３９８】
　５．Ｈｉｓタグ結合ビーズ（約１５００万個のビーズ）を添加し、室温で１０分間イン
キュベートする。
【０３９９】
　６．ＰＢＳで２回洗浄して非結合ＴＮＦαを洗い流す。
【０４００】
　７．インキュベーター内でビーズをＤＴＴおよびＨａｌｏＴＥＶとともに３７℃で一晩
インキュベートする。
【０４０１】
　８．試料を遠心分離し、切断されたＴＮＦαを含有する上澄みを次の項で用いる。
【０４０２】
抗体断片結合の試験
　装置：
－カメラを備えた落射蛍光顕微鏡（Ｚｅｉｓｓ　Ａｘｉｏｓｋｏｐ）
【０４０３】
　試薬および備品：
－洗浄緩衝液（ＰＢＳ＋２０ｍＭイミダゾール＋０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０）
－抗ＴＮＦα－ＦＩＴＣ抗体（Ａｂｃａｍ、ａｂ６５０９９）
－顕微鏡スライド（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－カバースリップ（ＣａｐｉｔｏｌＢｒａｎｄ　Ｍ３４５３－２２２２、長さ２２ｍｍ、
幅２２ｍｍ、厚さ＃１）
－タンパク質およびＤＮＡ装填二官能性ビーズ（ｓｃＦｖおよび対照）
－切断されたＴＮＦαの上澄み
【０４０４】
　手順：
【０４０５】
　１．発現したｓｃＦｖまたは対照タンパク質を有する切断されたＴＮＦαの上澄みで１
時間処理した。
【０４０６】
　２．ビーズを洗浄緩衝液で２回洗浄した。
【０４０７】
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　３．ビーズを１μｇ抗ＴＮＦα－ＦＩＴＣ抗体を含有する洗浄緩衝液中で１時間インキ
ュベートした。
【０４０８】
　４．ｓｃＦｖおよび対照試料由来のビーズを顕微鏡スライド上に別々に分注し、カバー
スリップで覆った。
【０４０９】
　５．カメラを備えた落射蛍光顕微鏡を用いて顕微鏡写真を捕捉した。
【０４１０】
　６．検出された各ビーズの積分蛍光強度を決定するためにＣｅｌｌＰｒｏｆｉｌｅｒソ
フトウェアを用いて顕微鏡写真を分析した。
【０４１１】
　図３０は、一本鎖抗体断片試験および対照タンパク質試験の概略図を示す。これらの２
個の試料由来のビーズの平均蛍光強度の棒線図。このデータは、ビーズ上で発現したｓｃ
Ｆｖが予想したＴＮＦαに結合することを示す。
【実施例８】
【０４１２】
マイクロタイタープレート内の単一のビーズの生物学的活性試験
ヌクレオチド配列調製
　試薬：
－２個の異なるＤＮＡ構築物（一方の構築物は腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）を表し、他方
の構築物は一本鎖抗体断片（対照として使用）を表し、これら両方の構築物を生体外発現
のために最適化し、それぞれＤＮＡ　２．０（ｗｗｗ．ｄｎａ２０．ｃｏｍのワールドワ
イドウェブを参照のこと）から入手し、ｐＩＶＥＸベクター（５　Ｐｒｉｍｅ，Ｉｎｃ．
）にクローニングする）
【０４１３】
【化３】

【０４１４】
　ＴＮＦα試験構築物は、Ｈｉｓタグ、スペーサー（配列：ＧＳＧＧＳＧ（上の配列の太
字下線部分））、ＴＥＶ切断部位、スペーサー（配列：ＧＳＧＧＳＧ（上の配列の太字下
線部分））、および可溶性形態のＴＮＦαから成った。対照ＳｃＦＶ構築物は、Ｈｉｓタ
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グ、スペーサー、ＴＥＶ切断部位、スペーサー、およびＮＦｋＢシグナル経路における応
答を誘発することが予想されないＳｃＦＶタンパク質から成った。
【０４１５】
ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ
　ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲのプロトコルを、例えば、参照により本明細書に組
み込まれるＷｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．２００６において見出すことができる。プロ
セスの略図および結果として生じる産物が図２０に示される。
【０４１６】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロ遠心分離機（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）
－ＰＣＲ機（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）
【０４１７】
　試薬：
－ストレプトアビジンを被覆したＨｉｓタグ結合能力を有する二官能性ビーズ
－ＤＮＡ逆方向プライマー＋５’二重ビオチンを有するリンカー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ逆方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＤＮＡ順方向プライマー（ＩＤＴ）
－ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０、界面活性剤（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
－２ｘ　ＧｏＴａｑ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｓｐａｎ（商標）８０、界面活性剤（Ｆｌｕｋａ）
－１－ブタノール（Ｓｉｇｍａ）
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
－ＰＣＲ緩衝液（２０ｍＭトリス（ｐＨ８．４）、５０ｍＭ　ＫＣｌ）
－ｐＩＶＥＸ　２．３ｄ（ＤＮＡ　２．０／５　Ｐｒｉｍｅ）にクローニングしたＴＮＦ
α構築物
【０４１８】
　手順：
【０４１９】
　１．二官能性ビーズにビオチン化逆方向プライマーを事前装填する。
【０４２０】
　２．油－界面活性剤混合物を５０ｍＬの管内で２５℃で混合して調製する。
　Ｓｐａｎ　８０　　１ｗ／ｗ％
　ＡＢＩＬ　ＥＭ　９０　４ｗ／ｗ％
　鉱油　　９５ｗ／ｗ％
【０４２１】
　３．以下の修正を加えて標準のＰＣＲ（商標）反応混合物を調製する：
－ＴＥ緩衝液中のＤＮＡを標準のストック濃度にする。
－ｐＩＶＥＸベクター（１００ｎｇ／試料）中のＤＮＡ構築物とのＰＣＲ反応をセットア
ップする。
－約３×１０５個のビーズを添加する（上記参照のこと）。
－Ｔ７プロモーター、ＲＢＳ結合部位、ヘキサヒスチジン、ＴＥＶプロテアーゼ切断部位
、ＴＮＦα（または対照）配列、およびＴ７ターミネーターを含む、それぞれ、構築物１
および２のベクターＤＮＡ配列の１４０８および１４２６塩基対セグメントを増幅する順
方向および逆方向プライマーを添加する。
【０４２２】
　４．　エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
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－５０μＬのＰＣＲ反応混合物を管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
－このプロセスは、５～１００μｍの範囲の液滴直径を有するエマルジョンを作製し、ビ
ーズの大半は１液滴当たり１個である。
【０４２３】
　５．ＰＣＲ管およびＰＣＲ機に移し、以下のプロトコルを実行する：
－９４℃で５分間
－サイクルを４０回：
　－９４℃で３０秒間
　－５７℃で３０秒間
　－７２℃で４分間
－７２℃で７分間
－４℃に冷却
【０４２４】
　５．　ＰＣＲ産物をプールし、遠心分離する。油相の上部を廃棄する。
【０４２５】
　６．　１－ブタノールおよび破壊緩衝液で交互に２回洗浄してビーズをエマルジョンか
ら抽出する。
【０４２６】
　７．　ビーズをＰＣＲ緩衝液で洗浄する。
【０４２７】
　８．遠心分離によってビーズを精製し、洗浄し、ヌクレアーゼを含まない水中に保存す
る。
【０４２８】
エマルジョン発現
　エマルジョン発現のための様々なプロトコルが利用可能であり、例えば、それぞれ参照
により本明細書に組み込まれる、Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ（１９９８
）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，１６：６５２－６５６、Ｇｈａｄｅｓｓ
ｙ　ｅｔ　ａｌ．（２００１）ＰＮＡＳ，９８：４５５２－４５５７、またはＧｈａｄｅ
ｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ（２００４）ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５を参照されたい。例示の概略図が図２１に示される。
【０４２９】
　装置：
－Ｖｏｒｔｅｘ　Ｇｅｎｉｅ　２（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
【０４３０】
　試薬：
－ＲＴＳ　１００　ＨＹ無細胞発現キット（５　Ｐｒｉｍｅ）
－Ｓｐａｎ　８０（Ｓｉｇｍａ）
－鉱油（Ｓｉｇｍａ）
－Ａｂｉｌ　ＥＭ９０（Ｄｅｇｕｓｓａ）
－ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤カクテル（ＥＤＴＡを含まない）（Ｔｈｅｒｍｏ）
－リファンピシン（Ｓｉｇｍａ）
－ニシン精子ＤＮＡ
－ビーズに基づくエマルジョンＰＣＲ由来のＤＮＡ装填ビーズ
－破壊緩衝液（１０ｍＭトリス（ｐＨ７．５）、１００ｍＭ　ＮａＣｌ、１％Ｔｒｉｔｏ
ｎＸ－１００）
【０４３１】
　手順：
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　１．５　Ｐｒｉｍｅ　ＲＴＳ　１００　ＨＹ抽出キットに、ビーズとともに、２０Ｕ　
ＲＮａｓｉｎ　Ｐｌｕｓ、Ｈａｌｔプロテアーゼ阻害剤、２ｕｇ／ｍＬリファンピシン、
１ｕｇニシン精子ＤＮＡを４℃で補充する。
【０４３３】
　２．鉱油中に４ｖ／ｖ％Ａｂｉｌ　ＥＭ９０、１ｖ／ｖ％Ｓｐａｎ　８０を溶解して油
相を調製する。
【０４３４】
　３．エマルジョンを以下の通りに作製する：
－９５０μＬの油－界面活性剤混合物を微小遠心分離管に分注する。
－５０μＬの補充した発現キットを管に添加する。
－管を数回軽く叩いて油中水を分散させる。
－最高設定（８）で管を１５秒間ボルテックスする。
【０４３５】
　４．室温で３時間インキュベートする。
【０４３６】
　５．管を遠心分離して油層の上部を除去する。
【０４３７】
　６．破壊緩衝液で３回洗浄してエマルジョンを破壊する。
【０４３８】
　７．ビーズをＰＢＳで２回洗浄する。
【０４３９】
　８．ＰＢＳ中にビーズを再懸濁する。
【０４４０】
生物活性試験
　装置：
－細胞培養インキュベーター（Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）
－マイクロプレートリーダー（Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅ）
－黒色の底が透明な１５３６－ウェルマイクロタイタープレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ）
【０４４１】
　試薬：
－ＮＦ－κ－ＢのＧＦＰレポーター構築物でトランスフェクトしたジャーカット細胞（Ｓ
ｙｓｔｅｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｉｎｃ．）
－ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ウシ胎児血清＋ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈ）
－ＨａｌｏＴＥＶプロテアーゼ（Ｐｒｏｍｅｇａ）
－リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（Ｓｉｇｍａ）
－０．１Ｍジチオスレイトール（Ｓｉｇｍａ）
－ＴＮＦα（５０ｕｇ／ｍＬ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）
－ビーズ上のＴＮＦα
－ビーズ上の対照ＳｃＦＶ
－エマルジョン発現由来のタンパク質およびＤＮＡ装填ビーズ
【０４４２】
　手順：
１）補充ＲＰＭＩ１６４０増殖培地を用いてＮＦ－κＢ－ジャーカット細胞を４×１０６

細胞／ｍＬに希釈する。
２）以下のレイアウトの１５３６ウェルを調製する：
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【表３】

Ｍ＝培地、Ａ＝ＴＮＦビーズ、Ｂ＝対照ビーズ
３）７．μＬの補充ＲＭＰＩ１６４０培地を上のプレートレイアウトにおける「Ｍ」でラ
ベル付けされたすべてのウェルに添加する。
４）以下の細胞マスター混合物を作製する：
　ＮＦｋＢ－ジャーカット細胞　　４０ｕＬ
　０．１Ｍ　ＤＴＴ　　　１ｕＬ
　ＨａｌｏＴＥＶ　　　１０ｕＬ
　補充ＲＭＰＩ１６４０　４９ｕＬ
５）試験および対照ビーズを添加するときに細胞の最終的な数が１ウェル当たり４，８０
０個になるように、３μＬの細胞マスター混合物を「Ａ」および「Ｂ」でラベル付けされ
たウェルに添加する。
６）ＴＮＦビーズおよび対照ビーズを補充ＲＰＭＩ１６４０中で希釈して、２μＬ当たり
１～２個のビーズにする。
７）２μＬのＴＮＦビーズを「Ａ」でラベル付けされたプレートのウェルに添加し、２μ
Ｌの対照ビーズを「Ｂ」でラベル付けされたプレートのウェルに添加する。
８）プレートを３７Ｃおよび５％ＣＯ２で１８時間インキュベートする。
９）Ｔｅｃａｎ　Ｓａｆｉｒｅプレートリーダーを用いて各ウェルのＧＦＰ蛍光を測定す
る。
【０４４３】
　単一のビーズをマイクロタイタープレート中の細胞レポーターを誘導するタンパク質の
活性についてスクリーニングするために用いることができるかを決定する実験を行った。
この実験を示す概略図が図３１Ａに示される。１５３６ウェルプレートを用いて、アッセ
イを行った量を減少させた。試験ＴＮＦビーズと同一のプロトコルを用いてｓｃＦｖ抗体
断片から成る対照ビーズを生成した。対照ビーズを用いて、アッセイのベースラインシグ
ナルを確立した。試験ビーズウェルは、１ウェル当たり０～２個のビーズの範囲であった
。１ウェル当たり０個のビーズを有するウェルは、対照ビーズで測定されたＧＦＰシグナ
ルと同程度のＧＦＰシグナルを有した（図３１Ｂ）。１ウェル当たり１個および２個のビ
ーズを有する試験ウェルは、基準を超えたシグナルの増加をもたらすことができた。
＊　　＊　　＊
【０４４４】
　本明細書に開示され、かつ特許請求される方法はすべて、本開示を踏まえて、必要以上
に実験することなく実行および遂行され得る。本発明の組成物および方法が好ましい実施
形態の観点から説明されているが、本発明の概念、精神、および範囲から逸脱することな
く、変形例を本明細書に記載の方法および本明細書に記載の方法のステップまたはステッ
プの順序に適用することができることは当業者には明らかである。より具体的には、同一
または同様の結果が得られるのであれば、本明細書に記載の作用物質の代わりに化学的に
も生理学的にも関連したある特定の作用物質を用いてもよいことは明らかである。当業者
に明らかであるそのようなすべての同様の代替物および修正点は、添付の特許請求の範囲
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によって定義される本発明の精神、範囲、および概念の範囲内であると見なされる。
【０４４５】
参考文献
 
　以下の参考文献は、それらが本明細書に記載されるものの補足となる例示の手順または
他の詳細を提供する限り、参照により本明細書に明確に組み込まれる。
 
米国特許第３，８２６，３６４号
米国特許第４，２８４，４１２号
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米国特許第５，８４６，７８３号
米国特許第５，８４９，４９７号
米国特許第５，８４９，５４６号
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米国特許第５，８８２，８６４号
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米国特許第５，９２２，５７４号
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米国特許第５，９３２，４５１号
米国特許第５，９３５，８２５号
米国特許第５，９３９，２９１号
米国特許第５，９４２，３９１号
米国特許公開第２００７００７７５７２号
米国特許公開第２００９０１９７２４８号
米国特許公開第２０１０００２２４１４号
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ｒｆａｃｔａｎｔｓ，Ｇｏｗｅｒ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．，１９９３．
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Ｂａｒｅｔ　ｅｔ　ａｌ．Ｃｈｅｍ．ａｎｄ　Ｂｉｏｌ．，１７：５２８－５３６，２０
１０．



(79) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

40

50

Ｂｅｃｈｅｒ，Ｉｎ：Ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ：Ｔｈｅｏｒｙ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，
Ｒｅｉｎｈｏｌｄ　Ｐｕｂ．Ｃｏｒｐ．，１８９，ＮＹ，１９５７．
Ｂｅｎｉｔａ，Ｉｎ：Ｄｒｕｇｓ　ａｎｄ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎ
ｃｅｓ，Ｓｗａｒｂｒｉｃｋ（Ｅｄ．），ＮＹ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，１９９６
．
Ｂｌａｔｔｎｅｒ　ａｎｄ　Ｄａｈｌｂｅｒｇ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｎｅｗ　Ｂｉｏｌ．，２
３７：２２７－２３２，１９７２．
Ｂｒｏｕｚｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，１０
６（３４）：１４１９５－１４２００，２００９
Ｂｒｕ　＆　Ｗａｌｄｅ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１９９（１）：９５－１０３
，１９９１．
Ｂｒｕ　＆　Ｗａｌｄｅ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．Ｉｎｔ．，３１（４）：
６８５－６９２，１９９３．
Ｃａｈｉｌｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．，３７：１４８２－１４８５，１９
９１．
Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｅｖｏｌ．，３９（６），５５５
－５５９，１９９４．
Ｃｈａｎｇ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．，１３６（６７）：６７－８２，１９８
７．
Ｃｈａｎｇ，Ｉｎ　Ｄｒｏｐｌｅｔｓ　ａｎｄ　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｉｎ　Ｍ
ｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，Ｄｏｎｂｒｏｗ（Ｅｄ．），３２３－３３
９，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｆｌ．，１９９２．
Ｃｈｅｔｖｅｒｉｎ　ａｎｄ　Ｓｐｉｒｉｎ，Ｐｒｏｇ．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒ
ｅｓ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，５１：２２５－２７０，１９９５．
Ｃｌａｃｋｓｏｎ　ａｎｄ　Ｗｅｌｌｓ，Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１２
：１７３－１８４，１９９４．
Ｃｒｅａｇｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｎｚｙｍｅ　Ｍｉｃｒｏｂ．Ｔｅｃｈｎｏｌ．１５（５
）：３８３－３９２，１９９３．
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｉｎ：Ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｄｒｏｐｌｅｔ　Ｓｉｚｅ　
Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｗｅｄｌｏｃｋ（Ｅｄ．），Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅｍａ
ｎｎ，Ｏｘｆｏｒｄ，１９１－２５７，１９９４．
欧州特許出願第３２０　３０８号
欧州特許出願第３２９　８２２号
Ｆａｈｙ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＣＲ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ａｐｐｌ．，１：２５－３３，１９
９１．
Ｆｉｎｃｈ，Ｓｐｅｃ．Ｐｕｂｌ．－Ｒ．Ｓｏｃ．Ｃｈｅｍ．，１３８：３５，１９９３
．
Ｆｒｏｈｍａｎ，Ｉｎ：ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　Ｔｏ　Ｍｅｔｈ
ｏｄｓ　Ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，ＮＹ，１
９９０．
英国特許出願第２　２０２　３２８号
Ｇｈａｄｅｓｓｙ　ａｎｄ　Ｈｏｌｌｉｎｇｅｒ，ＤＯＩ：１０．１０９３／ｐｒｏｔｅ
ｉｎ／ｇｚｈｏ２５，２００４．
Ｇｈａｄｅｓｓｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９
８：４５５２－４５５７，２００１．
Ｈａｂｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２１７（２）：５６７－５
７３，１９９３．
Ｉｎｎｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５（２
４）：９４３６－９４４０，１９８８．
Ｋａｔａｎａｅｖ　ｅｔ　ａｌ．，Ｆｅｂｓ　Ｌｅｔｔ．，３５９：８９－９２，１９９



(80) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

40

50

５．
Ｋｕｍａｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｉｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ａｃｔａ，９９６（１－
２）：１－６，１９８９．
Ｋｗｏｈ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６：１１
７３，１９８９．
Ｌａｎｄｅｇｒｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４１：１０７７－１０８０，１
９８８．
Ｌｉｍ　＆　Ｓｕｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２１０（４４７２）：９０８－９１０，１９８０
．
Ｌｉｍ，Ｉｎ：Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ　Ａｐｐｌｎｓ．ｏｆ　Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕ
ｌａｔｉｏｎ，Ｆｌａ．，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，１９８４．
Ｌｉｓｓａｎｔ，Ｉｎ：Ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｅｍｕｌｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，ＮＹ，１９７４．
Ｌｉｓｓａｎｔ，Ｉｎ：Ｅｍｕｌｓｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｅｍｕｌｓｉｏｎ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，ＮＹ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，１９８４．
Ｌｕｉｓｉ　ａｎｄ　Ｓｔｅｉｎｍａｎｎ－Ｈｏｆｍａｎｎ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌ．，１３６：１８８－２１６，１９８７．
Ｍａｎｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．，１０１：５６８－５
８２，１９８３．
Ｍａｏ　＆　Ｗａｌｄｅ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．，
１７８（３）：１１０５－１１１２，１９９１．
Ｍａｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，２０８（１）：１６５－１７０
，１９９２．
Ｍｅｌｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｒｅｓ．，１２：７０３５
５６，１９８４．
Ｍｅｎｇｅｒ　＆　Ｙａｍａｄａ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１０１：６７３１－
６７３４，１９７９．
Ｍｉｅｌｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，１７１：２８１－２９５，１９８
３．
Ｎｅｗ，Ｉｎ：Ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，Ｒｉ
ｃｈｗｏｏｄ　ａｎｄ　Ｈａｍｅｓ（Ｅｄｓ．），Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ
，Ｏｘｆｏｒｄ，１９９０．
Ｏｂｅｒｈｏｌｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．，２：６７７－６８２，１
９９５ａ．
Ｏｂｅｒｈｏｌｚｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏ
ｍｍ．，２０７（１）：２５０－２５７，１９９５ｂ．
Ｏｈａｒａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８６：５
６７３－５６７７，１９８９．
ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ２００４／０１０９０３号
ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ８７／００８８０号
ＰＣＴ出願第ＰＣＴ／ＵＳ８９／０１０２５号
ＰＣＴ出願国際公開第８８／１０３１５号
ＰＣＴ出願国際公開第８９／０６７００号
ＰＣＴ出願国際公開第９０／０７６４１号
Ｐｅｒｅｚ－Ｇｉｌａｂｅｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．，２８８（Ｐｔ．
３）：１０１１－１０１５，１９９２．
Ｒｏｂｅｒｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７２
：１９２２－１９２６，１９７５．
Ｒｏｂｅｒｔｓ，Ｎａｔｕｒｅ，２２４：１１６８－１１７４，１９６９．
Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２５０：４７５５－４



(81) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

７６４，１９７５．
Ｓａｉｋｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２３９：４８７－４９１，１９８８．
Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，３ｒｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎ．Ｙ．，１９８９．
Ｓｃｈｉｃｋ，Ｉｎ：Ｎｏｎｉｏｎｉｃ　Ｓｕｒｆａｃｔａｎｔｓ，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅ
ｋｋｅｒ，ＮＹ，１９６６．
Ｓｈｅｒｍａｎ，Ｉｎ：Ｅｍｕｌｓｉｏｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ，１９６８．
Ｓｏｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ：Ａ　Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍ　ｆｏｒ
　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｎｅｔｗｏｒｋｓ　ｉｎ　Ｔｉｍｅ，Ａ
ｎｇｅｗａｎｄｔｅ　Ｃｈｅｍｉｅ，４２（７）：７６８－７７２，２００３．
Ｓｕｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ；Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｎａｎ
ｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ａｎｄ　Ｐｈａｒｍａｃｙ，Ｄｏｎｂ
ｒｏｗ（ｅｄ．），３１５－３２２，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｆｌ，１９９２．
Ｔａｗｆｉｋ　ａｎｄ　Ｇｒｉｆｆｉｔｈｓ，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，１６：
６５２－６５６，１９９８．
ｖａｎ　Ｈａｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎ：Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ：Ｍｅｔ
ｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｂｅｎｉｔａ（
Ｅｄ．），３２９－３４７，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，ＮＹ，１９９６．
Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．，１７３（２）：４０１－４
０９，１９８８．
Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３２（１５），４０２９－４０
３４，１９９３．
Ｗａｌｄｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１１６：７５４１－７５４
７，１９９４．
Ｗａｌｋｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２０：１６９１
－１６９６，１９９２．
Ｗｅｉｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ，１８：４６９－４８４，１９７９．
Ｗｈａｔｅｌｅｙ，Ｉｎ：Ｍｉｃｒｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｉｏｎ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａ
ｎｄ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ｂｅｎｉｔａ（Ｅｄ．），３
４９－３７５，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，ＮＹ，１９９６．
Ｗｉｃｋ　＆　Ｌｕｉｓｉ，Ｃｈｅｍ．Ｂｉｏｌ．，３（４）：２７７－２８５，１９９
６
Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，３（７）：５４５，
２００６．



(82) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図１Ａ】

【図１Ｂ】

【図１Ｃ】

【図１Ｄ】

【図１Ｅ】

【図１Ｆ】

【図２Ａ】

【図２Ｂ】

【図２Ｃ】

【図２Ｄ】

【図２Ｅ】

【図２Ｆ】



(83) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図３Ａ】

【図３Ｂ】

【図３Ｃ】

【図３Ｄ】

【図３Ｅ】

【図３Ｆ】 【図４Ａ】



(84) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図４Ｂ】 【図４Ｃ】

【図５Ａ】 【図５Ｂ】



(85) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図５Ｃ】 【図５Ｄ】

【図６】 【図７】



(86) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図８】 【図９】

【図１０】 【図１１】



(87) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図１２】 【図１３】

【図１４】 【図１５】



(88) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図１６】 【図１７】

【図１８Ａ】 【図１８Ｂ】



(89) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図１９】 【図２０】

【図２１】 【図２２】



(90) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図２３】 【図２４】

【図２５】 【図２６】



(91) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図２７】 【図２８】

【図２９】 【図３０】



(92) JP 6196241 B2 2017.9.13

【図３１Ａ】 【図３１Ｂ】

【配列表】
0006196241000001.app



(93) JP 6196241 B2 2017.9.13

10

20

30

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                                        
   Ｃ４０Ｂ  30/06     (2006.01)           Ｃ４０Ｂ   30/06     　　　　        　　　　　

(72)発明者  グリーン，　ローランド
            アメリカ合衆国　ウィスコンシン　５３７１９，　マディソン，　チャーマニー　ドライブ　５１
            ０，　スイート　２６５，　ユニバーシティー　リサーチ　パーク　気付
(72)発明者  グレーザー，　ブライアン
            アメリカ合衆国　ウィスコンシン　５３７１９，　マディソン，　チャーマニー　ドライブ　５１
            ０，　スイート　２６５，　ユニバーシティー　リサーチ　パーク　気付
(72)発明者  メイバントッソン，　イバー
            アメリカ合衆国　ウィスコンシン　５３７１９，　マディソン，　チャーマニー　ドライブ　５１
            ０，　スイート　２６５，　ユニバーシティー　リサーチ　パーク　気付
(72)発明者  カウフマン，　キンバリー
            アメリカ合衆国　ウィスコンシン　５３７１９，　マディソン，　チャーマニー　ドライブ　５１
            ０，　スイート　２６５，　ユニバーシティー　リサーチ　パーク　気付
(72)発明者  グリーン，　マディソン
            アメリカ合衆国　ウィスコンシン　５３７１９，　マディソン，　チャーマニー　ドライブ　５１
            ０，　スイート　２６５，　ユニバーシティー　リサーチ　パーク　気付

    審査官  中村　勇介

(56)参考文献  国際公開第２０１１／００５２２１（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第１９９８／０５８０８５（ＷＯ，Ａ１）　　
              特表２００３－５０５０４１（ＪＰ，Ａ）　　　
              Eric Brouzes，Droplet microfluidic technology for single-cell high-throughput screenin
              g，PNAS，米国，２００９年　８月２５日，Vol.106, No.34，p.14195-14200
              Anthony D.Keefe，Functional proteins from a random-sequence library，Nature，米国，２
              ００１年　４月　５日，Vol.410，p.715-718

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｎ　　１５／００
              Ｃ１２Ｑ　　　１／６８　　　　
              ＣＡｐｌｕｓ／ＲＥＧＩＳＴＲＹ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）
              　　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

