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【手続補正書】
【提出日】平成28年12月1日(2016.12.1)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ｉ）（ａ）細胞表面で異種タンパク質を発現するように、かつ（ｂ）第一の細胞質発
現蛍光タンパク質を発現するように、あるベクターで形質転換されていることにより、少
なくとも２つの異なるタイプの第一の異種タンパク質を発現する、第一の複数の浮遊培養
適合細胞株の細胞と、
　（ｉｉ）細胞表面で第二の異種タンパク質を発現するように、かつ第二の細胞質発現蛍
光タンパク質を発現するように、第二のベクターで形質転換されており、単一タイプの第
二の異種タンパク質を発現する、第二の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と
を含み、
　ｉ）第一の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞によって発現される各ベクターが、発現さ
れた異種タンパク質に対する独特な所定の１５～３５ヌクレオチド配列を含むか、または
　iｉ）第一及び第二の蛍光タンパク質の両者の共存が、ＦＡＣＳ分析により決定される
、
システム。
【請求項２】
　第一の複数の細胞の任意の個々の細胞が、細胞表面の唯一の異種タンパク質を発現する
、請求項１に記載のシステム。
【請求項３】
　複数の第一の異種タンパク質の異なるタイプが、所定の野生型タンパク質の各突然変異
体である、請求項１又は２に記載のシステム。
【請求項４】
　第二の異種タンパク質が、野生型タンパク質である、請求項１～３のいずれか一項に記
載のシステム。
【請求項５】
　第一の複数の異なるタンパク質の異種タンパク質の各タイプが、１、２、３、４又は５
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アミノ酸残基の点突然変異により複数の異種タンパク質の互いのタイプと異なっている、
請求項１～４のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項６】
　第一の又は第二の異種タンパク質が、イムノグロブリンスーパーファミリータンパク質
、ＴＮＦレセプタータンパク質、サイトカイン、ケモカイン、１型膜貫通レセプタータン
パク質、２型膜貫通レセプタータンパク質、イオンチャネルタンパク質、膜輸送タンパク
質、Ｔｏｌｌ様レセプター、Ｇタンパク質共役レセプター、増殖因子レセプター、ネクチ
ン、インターロイキン、又はインターロイキンレセプターである、請求項１～５のいずれ
か一項に記載のシステム。
【請求項７】
　第一の又は第二の異種タンパク質が、ＰＤ－１ポリペプチド、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド
、ＰＤ－Ｌ２ポリペプチド、Ｂ７－１ポリペプチド、Ｂ７－２ポリペプチド、ＣＤ２８ポ
リペプチド、ＣＴＬＡ－４ポリペプチド、ＩＣＯＳポリペプチド、またはＩＣＯＳ－Ｌポ
リペプチドである、請求項１～６のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項８】
　独特な配列が、１つ以上のユニバーサルプライマーにより鎖延長することが可能である
、請求項１～７のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項９】
　第一又は第二の蛍光タンパク質が、異なる色である、請求項１～８のいずれか一項に記
載のシステム。
【請求項１０】
　各複数の細胞が、複数の哺乳動物細胞または複数の昆虫細胞である、請求項１～９のい
ずれか一項に記載のシステム。
【請求項１１】
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが第二のタンパク質又はペプチドに結合するかど
うかを決定するための方法であって、
　第一の異種タンパク質を第二の異種タンパク質に結合させる条件下で、候補リガンドタ
ンパク質又はペプチドを請求項１～１０のいずれか一項に記載のシステムにおいて第一の
複数の細胞の第一の異種タンパク質として発現させ、かつ第二のタンパク質又はペプチド
を請求項１～１０のいずれか一項に記載のシステムにおいて第二の異種タンパク質として
発現させる段階、並びに
　任意で洗浄して非結合の第一の異種タンパク質をいずれも除去する段階、
　その後、第一及び第二の異種タンパク質が両方とも共存する細胞を回収する段階、並び
に
　任意で回収された細胞から核酸を得る段階、及び核酸をシークエンシングして、それに
含まれる独特な１５～３５ヌクレオチド配列を同定することで、第二のタンパク質又はペ
プチドに結合した独特な１５～３５ヌクレオチドに対応する候補リガンドタンパク質又は
ペプチドを同定する段階
を含む、前記方法。
【請求項１２】
　第二のタンパク質への第一のタンパク質の結合に及ぼす、第一のタンパク質の所定のア
ミノ酸残基の影響を決定するための方法であって、
　第一のタンパク質に対して１つ以上の点突然変異により変異されたタンパク質を、請求
項１～１０のいずれか一項に記載のシステムの第一の浮遊培養適合細胞株の複数の中の複
数の異なるタイプの異種タンパク質として発現させる段階、並びに
　該複数を、第二のタンパク質及び第二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換され
た請求項１～１０のいずれか一項に記載のシステムの第二の複数の細胞の第二の異種タン
パク質の形態の第二のタンパク質と接触させる段階、並びに
　第一及び第二の蛍光タンパク質の両方の共存を示す細胞を回収する段階、
　回収された細胞から核酸を得る段階、及び核酸をシークエンシングしてそれに含まれる
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独特な１５～３５ヌクレオチド配列を同定することで、第二のタンパク質又はペプチドに
結合した第一のタンパク質を同定する段階、並びに
　第二のタンパク質又はペプチドに結合したタンパク質のレベルを、所定の参照レベルと
比較する段階
を含み、
　第二のタンパク質又はペプチドに結合したタンパク質のレベルが所定の参照レベルより
も多ければ、タンパク質中で変異された１つ又は複数の残基が、第二のタンパク質への第
一のタンパク質の結合を増大させていることが示され、第二のタンパク質又はペプチドに
結合したタンパク質のレベルが所定の参照レベルよりも少なければ、タンパク質中で変異
された１つ又は複数の残基が、第二のタンパク質への第一のタンパク質の結合を阻害して
いることが示される、前記方法。
【請求項１３】
　所定のレベルが、対照であり、任意で、所定のレベルが、第二のタンパク質に結合する
未変異の第一のタンパク質のレベルをアッセイすることにより得られる、請求項１２に記
載の方法。
【請求項１４】
　第一及び第二の蛍光タンパク質の両方の共存を示す細胞が、ＦＡＣＳ分析により回収さ
れる、請求項１１～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　（ａ）各々が第一の蛍光タンパク質に融合した第一の異種ポリペプチドを発現する、第
一の複数の浮遊培養適合細胞と、
　（ｂ）ｉ）検出可能な標識部分を含むポリペプチドリンカーを介してマイクロビーズに
連結されている、第一の異種ポリペプチドに対するリガンドまたは共レセプターである第
二のポリペプチドを含む、マイクロビーズ、または
ｉｉ）第一の異種ポリペプチドに対するリガンドまたは共レセプターである第二のポリペ
プチドに融合した、検出可能な標識部分を含むイムノグロブリン（Ｉｇ）Ｆｃ
を含む、チャレンジ成分と
を含む、システム。
【請求項１６】
　第一の複数の細胞が、ｉ）表面に固定されているか、またはｉｉ）液体培地内に浮遊し
ている、請求項１５に記載のシステム。
【請求項１７】
　第一の複数の細胞が、空間的に制限される方法で表面に固定されている、請求項１５に
記載のシステム。
【請求項１８】
　第一の異種ポリペプチドが、細胞間の相互作用を仲介するポリペプチド、イムノグロブ
リンスーパーファミリーポリペプチド、ＴＮＦスーパーファミリーポリペプチド、ＴＮＦ
レセプタースーパーファミリーポリペプチド、Ｇタンパク質共役レセプター、増殖因子レ
セプター、ネクチン、インターロイキンレセプター、イオンチャネル、Ｔ細胞共刺激レセ
プター、Ｔ細胞共刺激レセプターリガンド、又はサイトカインレセプターである、請求項
１５～１７のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項１９】
　第一の異種ポリペプチドが、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド、ＰＤ１ポリペプチド、ＣＴＬＡ
－４ポリペプチド、Ｂ７－１ポリペプチド、ＣＤ２００Ｒポリペプチド、又はＣＤ２００
ポリペプチドである、請求項１５～１７のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２０】
　第一の異種ポリペプチドが、第一の異種ポリペプチドに独特の所定の１５～３５ヌクレ
オチド配列を含む発現ベクターによってコードされ、該独特の配列が１つ以上のユニバー
サルプライマーにより鎖延長することが可能である、請求項１５～１９のいずれか一項に
記載のシステム。
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【請求項２１】
　第一の複数の細胞の各々が第一の蛍光ポリペプチドに融合した異なる第一の異種ポリペ
プチドを発現し、異なる第一の異種ポリペプチドの各々が他の第一の異種ポリペプチドと
１～２５アミノ酸異なる、請求項１５～１９のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２２】
　チャレンジ成分が複数の異なる第二の異種ポリペプチドを含み、異なる第二の異種ポリ
ペプチドの各々が他の第二の異種ポリペプチドと１～２５アミノ酸異なる、請求項１５～
２１のいずれか一項に記載のシステム。
【請求項２３】
　第一の複数の細胞が、哺乳動物細胞または昆虫細胞である、請求項１５～２２のいずれ
か一項に記載のシステム。
【請求項２４】
　標的ポリペプチドに結合するポリペプチドを同定する方法であって、
ａ）各々が第一の蛍光タンパク質に融合した第一の異種ポリペプチドを発現する第一の複
数の浮遊培養適合細胞を、チャレンジ成分に接触させる段階であって、チャレンジ成分が
、
　ｉ）検出可能な標識部分を含むポリペプチドリンカーを介して、マイクロビーズに共有
結合している、第一の異種ポリペプチドに対するリガンドまたは共レセプターである第二
のポリペプチドを含む、マイクロビーズ、または
　ｉｉ）第一の異種ポリペプチドに対するリガンドまたは共レセプターである第二のポリ
ペプチドに融合した、検出可能な標識部分を含むイムノグロブリン（Ｉｇ）Ｆｃ
を含む、段階、および
ｂ）第二のポリペプチドが第一の異種ポリペプチドに結合しているかどうかを決定する段
階
を含む、前記方法。
【請求項２５】
　チャレンジ成分がマイクロビーズを含み、検出可能な標識部分が第一の蛍光ポリペプチ
ドと識別可能な第二の蛍光ポリペプチドであり、決定する段階が第一の蛍光タンパク質お
よび第二のポリペプチドからの蛍光の検出を含み、第一の複数の細胞中のある細胞上の第
一の蛍光ポリペプチドおよび第二のポリペプチドの両方の検出が、マイクロビーズに付着
している第二のポリペプチドが第一の異種ポリペプチドに結合していることを示す、請求
項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　第一の複数の細胞が哺乳動物細胞または昆虫細胞である、請求項２４または２５に記載
の方法。
【請求項２７】
　ＰＤ－１に特異的に結合するＰＤ－Ｌ１ポリペプチド突然変異体であって、該ＰＤ－Ｌ
1ポリペプチドがＧｌｙ１１９またはＧｌｙ１２０のアミノ酸残基点突然変異を含み、Ｇ
ｌｙ１１９およびＧｌｙ１２０が、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４の残基１０４および１０５に
それぞれ対応する、ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド突然変異体。
【請求項２８】
　点突然変異がＧ１１９Ａ、Ｇ１１９Ｄ、またはＧ１１９Ｒを含む、請求項２７に記載の
ＰＤ－Ｌ１ポリペプチド突然変異体。
【請求項２９】
　点突然変異がＧ１２０ＡまたはＧ１２０Ｄを含む、請求項２７に記載のＰＤ－Ｌ１ポリ
ペプチド突然変異体。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１９
【補正方法】変更
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【補正の内容】
【００１９】
　（ｉ）細胞表面で第一の異種標的タンパク質又はペプチドを発現するように、そして第
一の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するように、あるベクターで形質転換された第一の
複数の浮遊培養適合細胞株の細胞、及び細胞表面で第二の異種候補リガンドタンパク質又
はペプチドを発現するように、そして第二の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するように
、第二のベクターで形質転換された１つ以上の第二の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と
、（ｉｉ）表面に、候補リガンドタンパク質若しくはペプチドのいずれかに対する抗体、
又は標的タンパク質又はペプチドに対する抗体を貼付させた複数の磁気マイクロビーズと
、を含むシステムが提供される。候補リガンドタンパク質又はペプチドが標的タンパク質
又はペプチドに結合するかどうかを決定する方法であって、候補リガンドタンパク質又は
ペプチドと標的タンパク質又はペプチドを結合させる条件下で、候補リガンドタンパク質
又はペプチドを本発明のシステムにおいて第二の複数の細胞の第二の異種タンパク質とし
て発現させ、そして標的タンパク質又はペプチドを本発明のシステムのシステムにおいて
第一の異種タンパク質として発現させること、並びに第一の蛍光タンパク質発現細胞及び
第二の蛍光タンパク質発現細胞の両方と複合体化された任意のマイクロビーズを回収する
こと、を含み、第一の蛍光タンパク質発現細胞及び第二の蛍光タンパク質発現細胞の両方
の複合体に付着されたマイクロビーズが回収されれば、候補リガンドタンパク質又はペプ
チドが標的タンパク質又はペプチドに結合していることが示され、第一の蛍光タンパク質
発現細胞及び第二の蛍光タンパク質発現細胞の両方の複合体に付着されたマイクロビーズ
が回収されなければ、候補リガンドタンパク質が標的タンパク質又はペプチドに結合して
いないことが示される、方法も提供される。
[本発明1001]
　（ｉ）（ａ）第一の所定の異種タンパク質、及び（ｂ）第一の蛍光タンパク質を発現す
るように形質転換された第一の複数の細胞と、
　（ｉｉ）（ａ）第二の所定の異種タンパク質、及び（ｂ）第二の蛍光タンパク質を発現
するように形質転換された少なくとも第二の複数の細胞と
を含む細胞マイクロアレイであって、
　第一及び第二の複数の細胞が、該マイクロアレイの固体表面に接着されており、第一と
第二の複数の細胞が、該固体表面の空間的に別個の位置に存在する、前記細胞マイクロア
レイ。
[本発明1002]
　（ｉ）異種タンパク質の1つのための候補タンパク質若しくはペプチドリガンドと、（
ｉｉ）異種タンパク質の1つに結合した第三の蛍光タンパク質とを含む融合タンパク質を
さらに含むか、又は異種タンパク質の1つのためのペプチド若しくはタンパク質リガンド
を含む化合物をさらに含む、前記細胞マイクロアレイであって、
　該化合物が、非ペプチド結合により結合された第三の蛍光タンパク質を有し、細胞マイ
クロアレイの異種タンパク質の1つに結合されている、本発明1001の細胞マイクロアレイ
。
[本発明1003]
　第三の複数の細胞を対照としてさらに含む、前記細胞マイクロアレイであって、第三の
複数の細胞が、第一の蛍光タンパク質を発現するように任意で形質転換されているが、第
一又は第二の所定の異種タンパク質では形質転換されていない、本発明1001又は1002の細
胞マイクロアレイ。
[本発明1004]
　前記複数の細胞がそれぞれ、複数の哺乳動物細胞である、本発明1001、1002又は1003の
細胞マイクロアレイ。
[本発明1005]
　哺乳動物細胞が、単離されたヒト細胞である、本発明1001、1002、1003又は1004の細胞
マイクロアレイ。
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[本発明1006]
　前記細胞が、ヒト胎児腎（ＨＥＫ）細胞株の細胞である、本発明1001、1002、1003又は
1004の細胞マイクロアレイ。
[本発明1007]
　前記細胞が、ＨＥＫ293細胞株の細胞である、本発明1001、1002、1003、1004又は1006
の細胞マイクロアレイ。
[本発明1008]
　前記マイクロアレイが、少なくとも10の異なる複数の細胞を含み、複数の細胞がそれぞ
れ、所定の異種タンパク質及び第一の蛍光タンパク質を発現するように形質転換されてお
り、該異種タンパク質が、マイクロアレイ内の他の複数の形質転換された細胞それぞれに
より発現される異種タンパク質とは異なる、本発明1001～1007のいずれかの細胞マイクロ
アレイ。
[本発明1009]
　前記マイクロアレイが、少なくとも100の異なる複数の細胞を含み、複数の細胞がそれ
ぞれ、所定の異種タンパク質及び第一の蛍光タンパク質を発現するように形質転換されて
おり、該異種タンパク質が、マイクロアレイ内の他の複数の形質転換された細胞それぞれ
により発現される異種タンパク質とは異なる、本発明1001～1008のいずれかの細胞マイク
ロアレイ。
[本発明1010]
　第一のタンパク質及び／又は蛍光タンパク質が、緑色蛍光タンパク質又は黄色蛍光タン
パク質である、本発明1001～1009のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1011]
　第三の蛍光タンパク質が、赤色蛍光タンパク質である、本発明1002～1010のいずれかの
細胞マイクロアレイ。
[本発明1012]
　前記複数の細胞がそれぞれ、第一の所定の異種タンパク質及び第一の蛍光タンパク質を
発現するように形質転換されているに過ぎず、任意の他の異種タンパク質を発現するよう
には形質転換されていない、本発明1001～1011のいずれかの細胞マイクロアレイ。 
[本発明1013]
　第一の所定の異種タンパク質が、マルチサブユニット異種タンパク質のあるサブユニッ
トであり、前記複数の細胞が、マルチサブユニット異種タンパク質の1つ以上の残りのメ
ンバーも発現するように形質転換されている、本発明1001～1011のいずれかの細胞マイク
ロアレイ。
[本発明1014]
　第一の所定の異種タンパク質が、発現される際に、Ｃ末端を介して第一の蛍光タンパク
質に付着される、本発明1001～1013のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1015]
　第一の所定の異種タンパク質が、発現される際に、膜貫通アンカーペプチドに付着され
る、本発明1001～1013のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1016]
　第一の異種タンパク質及び蛍光タンパク質をコードする第一の複数の発現構築物を、マ
イクロアレイの固体表面に貼付すること、並びに第二の異種タンパク質及び蛍光タンパク
質をコードする少なくとも第二の複数の発現構築物を、貼付された第一の複数の発現構築
物とは異なる空間的に別個の位置の固体表面で、マイクロアレイの固体表面に貼付するこ
と、並びにトランスフェクション剤の存在を含む条件下で、発現構築物を複数の細胞と接
触させ、それにより各発現構築物によるそれぞれ空間的に別個の位置にある細胞の少なく
とも一部のトランスフェクションを可能にすること
により、前記細胞マイクロアレイが、組み立てられる、本発明1001～1015のいずれかの細
胞マイクロアレイ。
[本発明1017]
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　発現構築物が、ｐＥＧＦＰ－Ｎ1発現構築物を含む、本発明1016の細胞マイクロアレイ
。
[本発明1018]
　発現構築物が、ＣＭＶプロモータを含む、本発明1016又は1017の細胞マイクロアレイ。
[本発明1019]
　前記細胞が、昆虫細胞である、本発明1001、1002、1003、又は1008～1018のいずれかの
細胞マイクロアレイ。
[本発明1020]
　前記細胞が、ショウジョウバエＳ2細胞である、本発明1019の細胞マイクロアレイ。
[本発明1021]
　第一及び／又は第二の異種タンパク質が、イムノグロブリンスーパーファミリータンパ
ク質、ＴＮＦレセプタータンパク質、サイトカイン、ケモカイン、1型膜貫通レセプター
タンパク質、2型膜貫通レセプタータンパク質、イオンチャネルタンパク質、又は膜輸送
タンパク質である、本発明1001～1020のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1022]
　第一及び／又は第二の異種タンパク質が、Ｔｏｌｌ様レセプター、ＴＮＦレセプター、
ＧＰＣＲ、増殖因子レセプター、ネクチン、インターロイキン、又はインターロイキンレ
セプターである、本発明1001～1020のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1023]
　第一及び／又は第二の異種タンパク質が、哺乳動物のものである、本発明1001～1022の
いずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1024]
　第一及び／又は第二の異種タンパク質が、細胞膜に局在化した位置に発現される、本発
明1001～1022のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1025]
　第一及び／又は第二の所定の異種タンパク質が、分泌タンパク質、膜貫通タンパク質、
又は細胞表面タンパク質である、本発明1001～1024のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1026]
　前記細胞マイクロアレイが、異種タンパク質を発現するように形質転換された、500以
上の異なる複数の細胞を含み、複数の細胞がそれぞれ、他の複数の形質転換細胞により発
現された異種タンパク質と互いに異なる異種タンパク質を発現する、本発明1001～1025の
いずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1027]
　異種タンパク質が、分泌タンパク質であり、膜貫通へリックスに融合されて発現される
、本発明1001～1026のいずれかの細胞マイクロアレイ。
[本発明1028]
　第一の蛍光タンパク質と第二の蛍光タンパク質が、同じタイプであり、第三の蛍光タン
パク質が、異なるタイプのものである、本発明1001～1027のいずれかの細胞マイクロアレ
イ。
[本発明1029]
　第一の異種タンパク質及び第一の蛍光タンパク質をコードする第一の複数の発現構築物
を、マイクロアレイの固体表面に貼付する段階、並びに
　第二の異種タンパク質及び第二の蛍光タンパク質をコードする少なくとも第二の複数の
発現構築物を、貼付された第一の複数の発現構築物とは異なる空間的に別個の位置でマイ
クロアレイの固体表面に貼付する段階、並びに
　細胞を固体表面に接着させるように、かつそれぞれ空間的に別個の位置にある細胞の少
なくとも一部に各発現構築物によるトランスフェクションを起こさせるために、トランス
フェクション剤の存在を含む条件下で、発現構築物を複数の細胞と接触させる段階
を含む、本発明1001～1028のいずれかの細胞マイクロアレイを作製するための方法。
[本発明1030]
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　ライゲーション非依存性クローニング（ＬＩＣ）を用いて、発現構築物を調製する、本
発明1029の方法。
[本発明1031]
　候補タンパク質又はペプチドが第二のタンパク質又はペプチドに結合するかどうかを決
定する方法であって、
　第二のタンパク質を本発明1001～1028のいずれかの細胞マイクロアレイの異種タンパク
質として発現させる段階、及び細胞マイクロアレイを第三の蛍光タンパク質又はペプチド
に貼付された候補タンパク質又はペプチドと接触させる段階、候補タンパク質又はペプチ
ドと接触させた細胞マイクロアレイを洗浄して、非結合候補タンパク質又はペプチドを除
去する段階、及び洗浄後に細胞マイクロアレイに結合された任意の候補タンパク質又はペ
プチドが存在するかどうかを決定する段階を含み、
　第一の異種タンパク質で形質転換された細胞に対応する第一の空間的位置に洗浄後の細
胞マイクロアレイに結合された候補タンパク質又はペプチドが存在すれば、候補タンパク
質又はペプチドが第一の異種タンパク質に結合していることが示され、洗浄後の第一の空
間的位置に細胞マイクロアレイに結合された候補タンパク質又はペプチドが存在しなけれ
ば、候補タンパク質又はペプチドが異種タンパク質に結合していないことが示される、前
記方法。
[本発明1032]
　洗浄後に細胞マイクロアレイに結合された任意の候補タンパク質又はペプチドが存在す
るかどうかを決定する段階が、第三の蛍光タンパク質の蛍光を測定すること、及び細胞マ
イクロアレイでの位置を決定することにより実行され、
　第三の蛍光タンパク質と、第一又は第二の蛍光タンパク質が空間的に別個の位置に共存
することにより、第一のタンパク質又はペプチドが、空間的に別個の位置に対応する異種
タンパク質に結合されていることが示される、本発明1031の方法。
[本発明1033]
　（ｉ）マイクロアレイの固体表面、及び、細胞表面で候補リガンドタンパク質又はペプ
チドを発現するように、かつ第一のＣ－末端細胞質発現蛍光タンパク質を発現するように
形質転換された、浮遊培養適合細胞株と、
　（ｉｉ）少なくとも（ａ）所定の異種タンパク質を細胞表面で発現するように、かつ第
二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換された、第二の複数の細胞、又は（ｂ）異
種タンパク質を表面に貼付させ、かつ第二の蛍光タンパク質を貼付させた、複数のマイク
ロビーズと
を含むシステムであって、（ａ）又は（ｂ）が、前記マイクロアレイの固体表面に貼付さ
れている、前記システム。
[本発明1034]
　（ｃ）異なる所定の異種タンパク質を細胞表面で発現するように、かつ第二の蛍光タン
パク質を発現するように形質転換された、1つ以上のさらなる複数の細胞、又は
　（ｄ）異なる所定の異種タンパク質を表面に貼付させ、かつ第二の蛍光タンパク質を貼
付させた、1つ以上のさらなる複数のマイクロビーズ
をさらに含み、（ｃ）又は（ｄ）が、複数の（ａ）及び／又は（ｂ）とは空間的に別個の
位置でマイクロアレイ固体表面に貼付されている、本発明1033のシステム。
[本発明1035]
　異種タンパク質が、プロテインＡ分子を介してマイクロビーズに貼付されている、本発
明1033又は1034のシステム。
[本発明1036]
　細胞表面で候補リガンドタンパク質又はペプチドを発現するように形質転換された浮遊
培養適合細胞株が、候補リガンドタンパク質又はペプチドをコードする核酸構築物で一過
性にトランスフェクトされている、本発明1033、1034又は1035のシステム。
[本発明1037]
　異種タンパク質が、マイクロビーズに付着された抗体により結合させることによりマイ
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クロビーズに貼付されている、本発明1033～1036のいずれかのシステム。
[本発明1038]
　第一の蛍光タンパク質と第二の蛍光タンパク質が、異なる色である、本発明1033～1037
のいずれかのシステム。
[本発明1039]
　一方の蛍光タンパク質が、緑色であり、他方の蛍光タンパク質が、赤色である、本発明
1038のシステム。
[本発明1040]
　前記複数の細胞が、複数の哺乳動物細胞である、本発明1033～1039のいずれかのシステ
ム。
[本発明1041]
　前記細胞が、単離されたヒト細胞である、本発明1033～1040のいずれかのシステム。
[本発明1042]
　前記細胞が、ヒト胎児腎（ＨＥＫ）細胞株の細胞である、本発明1033～1041のいずれか
のシステム。
[本発明1043]
　前記細胞が、ＨＥＫ293細胞株の細胞である、本発明1033～1042のいずれかのシステム
。
[本発明1044]
　所定の異種タンパク質が、マルチサブユニット異種タンパク質のあるサブユニットであ
り、前記複数の細胞が、マルチサブユニット異種タンパク質の1つ以上の残りのメンバー
も発現するように形質転換されている、本発明1033～1043のいずれかのシステム。
[本発明1045]
　所定の異種タンパク質が、分泌タンパク質、膜タンパク質、又は細胞表面タンパク質で
ある、本発明1033～1044のいずれかのシステム。
[本発明1046]
　所定の異種タンパク質が、発現される際に、Ｃ末端を介して蛍光タンパク質に付着され
る、本発明1033～1045のいずれかのシステム。
[本発明1047]
　所定の異種タンパク質が、分泌タンパク質であり、発現される際に、膜貫通アンカーペ
プチド又はタンパク質に付着される、本発明1033～1046のいずれかのシステム。
[本発明1048]
　発現構築物が、ｐＥＧＦＰ－Ｎ1発現構築物及び／又はＣＭＶプロモータを含む、本発
明1033～1047のいずれかのシステム。
[本発明1049]
　異種タンパク質が、イムノグロブリンスーパーファミリータンパク質、ＴＮＦレセプタ
ータンパク質、サイトカイン、ケモカイン、1型膜貫通レセプタータンパク質、2型膜貫通
レセプタータンパク質、イオンチャネルタンパク質、又は膜輸送タンパク質である、本発
明1033～1048のいずれかのシステム。
[本発明1050]
　異種タンパク質が、Ｔｏｌｌ様レセプター、ＴＮＦレセプター、ＧＰＣＲ、増殖因子レ
セプター、ネクチン、インターロイキン、又はインターロイキンレセプターである、本発
明1033～1049のいずれかのシステム。
[本発明1051]
　異種タンパク質が、哺乳動物のものである、本発明1033～1050のいずれかのシステム。
[本発明1052]
　異種タンパク質が、細胞膜に局在化した位置で発現される、本発明1033～1051のいずれ
かのシステム。
[本発明1053]
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが、第二のタンパク質又はペプチドに結合するか
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どうかを決定する方法であって、
　本発明1033～1052のいずれかのシステムの浮遊培養適合細胞株の複数において候補リガ
ンドタンパク質又はペプチド及び第一の蛍光タンパク質を発現させる段階、並びに
　前記細胞株の複数を、（ａ）異種タンパク質及び第二の蛍光タンパク質を発現するよう
に形質転換された第二の複数の細胞、又は（ｂ）異種タンパク質及び第二の蛍光タンパク
質を表面に貼付させた複数のマイクロビーズ、と接触させる段階、並びに
　洗浄して非結合候補リガンドタンパク質又はペプチドを除去する段階、並びに
　ＦＡＣＳ分析又は磁気分離により第一及び第二の両方の蛍光タンパク質の共存を示す細
胞を同定する段階
を含み、
　細胞が空間的に別個の位置の第一及び第二の両方の蛍光タンパク質の共存を示していれ
ば、第一のタンパク質又はペプチドが空間的に別個の位置に対応する異種タンパク質に結
合していることが示される、前記方法。
[本発明1054]
　第一及び第二の両方の蛍光タンパク質の共存が、ＦＡＣＳ分析により決定される、本発
明1053の方法。
[本発明1055]
　細胞表面で第一の異種候補リガンドタンパク質又はペプチドを発現するように、かつ第
一の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するようにあるベクターで形質転換された、第一の
複数の浮遊培養適合細胞株の細胞であって、該ベクターが第一の異種候補リガンドタンパ
ク質又はペプチドに対する独特な所定の15～35ヌクレオチド配列を含み、独特な配列が1
つ以上のユニバーサルプライマーにより鎖延長することが可能である、第一の複数の浮遊
培養適合細胞株の細胞と、
　細胞表面で第二の異種候補リガンドタンパク質又はペプチドを発現するように、かつ第
一の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するように第二のベクターで形質転換された、第二
の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞であって、第二のベクターが第二の異種候補リガンド
タンパク質又はペプチドに対する別の独特な所定の15～35ヌクレオチド配列を含む、第二
の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と、
　（ｉ）細胞表面でレセプタータンパク質若しくはペプチドを発現するように、かつ第二
の蛍光タンパク質を発現するように形質転換された、1つ以上のさらなる複数の浮遊培養
適合細胞株の細胞であって、第二の浮遊培養適合細胞株が、安定して発現されるペプチド
細胞表面エピトープを含む、1つ以上のさらなる複数の浮遊培養適合細胞株の細胞、又は
（ｉｉ）表面にレセプタータンパク質を貼付させ、かつ第二の蛍光タンパク質を貼付させ
た、複数の磁気マイクロビーズと
を含むシステム。
[本発明1056]
　細胞表面で第一の異種タンパク質を発現するように、かつ第一の細胞質発現蛍光タンパ
ク質を発現するようにあるベクターで形質転換された、第一の複数の浮遊培養適合細胞株
の細胞であって、該ベクターが第一の異種タンパク質に対する独特な所定の15～35ヌクレ
オチド配列を含み、独特な配列が1つ以上のユニバーサルプライマーにより鎖延長するこ
とが可能である、第一の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と、
　細胞表面で第二の異種タンパク質を発現するように、かつ第一の細胞質発現蛍光タンパ
ク質を発現するように第二のベクターで形質転換された、第二の複数の浮遊培養適合細胞
株の細胞であって、第二のベクターが第二の異種タンパク質に対する別の独特な所定の15
～35ヌクレオチド配列を含む、第二の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と、
　（ｉ）細胞表面で候補リガンドタンパク質若しくはペプチドを発現するように、かつ第
二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換された、1つ以上のさらなる複数の浮遊培
養適合細胞株の細胞であって、第二の浮遊培養適合細胞株が、安定して発現されるペプチ
ド細胞表面エピトープを含む、1つ以上のさらなる複数の浮遊培養適合細胞株の細胞、又
は（ｉｉ）表面に候補リガンドタンパク質若しくはペプチドを貼付させ、かつ第二の蛍光
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タンパク質を貼付させた、複数の磁気マイクロビーズと
を含むシステム。
[本発明1057]
　ユニバーサルプライマーが、Ｔ7フォワード及びリバースユニバーサルプライマーを含
む、本発明1055又は1056のシステム。
[本発明1058]
　ペプチド細胞表面エピトープが、ＦＬＡＧエピトープ（ＤＹＫＤＤＤＤＫ）である、本
発明1055、1056又は1057のシステム。
[本発明1059]
　磁気分子物質を含む抗ＦＬＡＧエピトープ抗体をさらに含み、該抗体がＦＬＡＧエピト
ープに結合されている、本発明1058のシステム。
[本発明1060]
　磁気分子物質が、超常磁性鉄含浸ビーズである、本発明1059のシステム。
[本発明1061]
　独特な所定の15～35ヌクレオチド配列が、28ヌクレオチド長である、本発明1055～1060
のいずれかのシステム。
[本発明1062]
　表面に候補リガンドタンパク質又はペプチドを貼付させ、かつ第二の蛍光タンパク質を
貼付させた、複数の磁気マイクロビーズを含む、本発明1055～1061のいずれかのシステム
。
[本発明1063]
　細胞表面で候補リガンドタンパク質又はペプチドを発現するように、かつ第二の蛍光タ
ンパク質を発現するように形質転換された、1つ以上の更なる複数の浮遊培養適合細胞株
の細胞を含み、第二の浮遊培養適合細胞株が、安定して発現されるペプチド細胞表面エピ
トープを含む、本発明1055～1061のいずれかのシステム。
[本発明1064]
　表面に候補リガンドタンパク質又はペプチドを貼付させ、かつ第二の蛍光タンパク質を
貼付させた、複数の磁気マイクロビーズを、少なくとも1つのウェルが含み、表面に異な
る候補リガンドタンパク質又はペプチドを貼付させ、かつ第二の蛍光タンパク質を貼付さ
せた、異なる複数の磁気マイクロビーズを、第二のウェルが含む、マルチウェルプレート
を含む、本発明1056～1063のいずれかのシステム。
[本発明1065]
　細胞表面で候補リガンドタンパク質又はペプチドを発現するように、かつ第二の蛍光タ
ンパク質を発現するように形質転換された、更なる複数の浮遊培養適合細胞株の細胞を、
少なくとも1つのウェルが含み、更なる複数の浮遊培養適合細胞株が、安定して発現され
るペプチド細胞表面エピトープを含み、細胞表面で候補リガンドタンパク質又はペプチド
を発現するように、かつ第二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換された、異なる
複数の浮遊培養適合細胞株の細胞を、第二のウェルが含み、異なる複数の浮遊培養適合細
胞株が、安定して発現されるペプチド細胞表面エピトープを含む、マルチウェルプレート
を含む、本発明1055～1063のいずれかのシステム。
[本発明1061]
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが、第二の所定のタンパク質に結合するかどうか
を決定する方法であって、
　第二の所定のタンパク質を本発明1055～1060のいずれかのシステムの異種タンパク質と
して発現させる段階、及び
　　（ｉ）細胞表面で候補リガンドタンパク質若しくはペプチドを発現するように、かつ
第二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換された、1つ以上のさらなる複数の浮遊
培養適合細胞株の細胞であって、第二の浮遊培養適合細胞株が、安定して発現されるペプ
チド細胞表面エピトープを含む、1つ以上のさらなる複数の浮遊培養適合細胞株の細胞、
又は
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　　（ｉｉ）表面に候補リガンドタンパク質若しくはペプチドを貼付させ、かつ第二の蛍
光タンパク質を貼付させた、複数の磁気マイクロビーズ
　の候補リガンドタンパク質又はペプチドと接触させる段階；
　第二の複数の細胞の1つ以上に又は複数の磁気マイクロビーズに結合された第一の複数
の浮遊培養適合細胞株の細胞のいずれかを、磁気引力により分離する段階；
　そのような分離された細胞間又は細胞－マイクロビーズのコンジュゲートからＤＮＡを
得て、存在するならばＤＮＡ中の独特な配列を、ユニバーサルプライマーを用いて増幅さ
せる段階；
　独特な配列の複数のコピーをシークエンシングして独特な配列の存在を確認する段階；
　そのように同定された独特な配列をデータベースに対して比較して、独特な所定の15～
35ヌクレオチド配列を特異的異種タンパク質又はペプチドに相関させ、それによりそのよ
うに相関された任意の異種タンパク質又はペプチド結合を同定し、それにより特異的異種
タンパク質又はペプチドを、候補タンパク質又はペプチドに結合しているとして同定する
段階
を含む、前記方法。
[本発明1062]
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが、プロテインＡ分子を介してマイクロビーズに
貼付されている、本発明1061の方法。
[本発明1063]
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが、マイクロビーズに付着された抗体により結合
させることによりマイクロビーズに貼付されている、本発明1061又は1062の方法。
[本発明1064]
　第一の蛍光タンパク質と第二の蛍光タンパク質が、異なる色である、本発明1061～1063
のいずれかの方法。
[本発明1065]
　一方の蛍光タンパク質が、緑色であり、他方の蛍光タンパク質が、赤色である、本発明
1061～1064のいずれかの方法。
[本発明1066]
　前記複数の細胞が、複数の哺乳動物細胞である、本発明1061～1065のいずれかの方法。
[本発明1067]
　哺乳動物細胞が、単離されたヒト細胞である、本発明1061～1066のいずれかの方法。
[本発明1068]
　哺乳動物細胞が、ヒト胎児腎（ＨＥＫ）細胞株の細胞である、本発明1061～1067のいず
れかの方法。
[本発明1069]
　哺乳動物細胞が、ＨＥＫ293細胞株の細胞である、本発明1068の方法。
[本発明1070]
　所定の異種タンパク質が、マルチサブユニット異種タンパク質のあるサブユニットであ
り、前記複数の細胞が、マルチサブユニット異種タンパク質の1つ以上の残りのメンバー
も発現するように形質転換されている、本発明1061～1069のいずれかの方法。
[本発明1071]
　所定の異種タンパク質が、発現される際に、Ｃ末端を介して蛍光タンパク質に付着され
る、本発明1061～1070のいずれかの方法。
[本発明1072]
　所定の異種分泌タンパク質が、発現される際に、膜貫通アンカーペプチドに付着される
、本発明1061～1071のいずれかの方法。
[本発明1073]
　異種タンパク質が、イムノグロブリンスーパーファミリータンパク質、ＴＮＦレセプタ
ータンパク質、サイトカイン、ケモカイン、1型膜貫通レセプタータンパク質、2型膜貫通
レセプタータンパク質、イオンチャネルタンパク質、又は膜輸送タンパク質である、本発
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明1061～1072のいずれかの方法。
[本発明1074]
　異種タンパク質が、Ｔｏｌｌ様レセプター、ＴＮＦレセプター、ＧＰＣＲ、増殖因子レ
セプター、ネクチン、インターロイキン、又はインターロイキンレセプターである、本発
明1061～1073のいずれかの方法。
[本発明1075]
　異種タンパク質が、哺乳動物のものである、本発明1061～1074のいずれかの方法。
[本発明1076]
　異種タンパク質が、細胞膜に局在化した位置で発現される、本発明1061～1075のいずれ
かの方法。
[本発明1077]
　（ｉ）マイクロアレイの固体表面と、
　（ｉｉ）（ａ）複数の異なるタンパク質の各タンパク質タイプが、1～25アミノ酸残基
の点突然変異により複数のタンパク質の他のタイプそれぞれと異なる、複数の異なる第一
の異種タンパク質のうちの単一タイプを、複数の細胞の細胞表面で、および
　　　（ｂ）第一の細胞質発現蛍光タンパク質を
　発現するように形質転換された浮遊培養適合細胞株の複数の細胞と、
　（ｉｉｉ）少なくとも（1）所定の第二の異種タンパク質を細胞表面で発現するように
、かつ第二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換された、第二の複数の細胞、又は
（2）浮遊培養適合細胞株に関して異種の第二のタンパク質を表面に貼付させ、かつ第二
の蛍光タンパク質を貼付させた、複数のマイクロビーズと
を含み、（1）又は（2）が、前記マイクロアレイの固体表面に貼付されている、システム
。
[本発明1078]
　前記複数の第一の異種タンパク質の異なるタイプが、野生型タンパク質の各突然変異体
である、本発明1077のシステム。
[本発明1079]
　第二の異種タンパク質が、野生型タンパク質である、本発明1078のシステム。
[本発明1080]
　複数の異なるタンパク質の各タンパク質タイプが、1、2、3、4又は5アミノ酸残基の点
突然変異により複数のタンパク質の互いのタイプと異なっている、本発明1077、1078又は
1079のシステム。
[本発明1081]
　複数の異なるタンパク質の各タンパク質タイプが、1アミノ酸残基の点突然変異により
複数のタンパク質の互いのタイプと異なっている、本発明1077、1078又は1079のシステム
。
[本発明1082]
　第一又は第二の蛍光タンパク質が、緑色である、本発明1077～1081のいずれかのシステ
ム。
[本発明1083]
　他の蛍光タンパク質が、赤色である、本発明1077～1082のいずれかのシステム。
[本発明1084]
　野生型タンパク質中の残基を、野生型タンパク質と第二のタンパク質との物理的相互作
用に影響を及ぼすものであると決定する方法であって、
　野生型タンパク質に関して変異されたタンパク質を、本発明1077～1083のいずれかのシ
ステムの浮遊培養適合細胞株の複数のうちの異なる複数として発現させる段階、並びに
　前記複数を、第二のタンパク質及び第二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換さ
れた本発明1077～1083のいずれかのシステムの第二の複数の細胞の形態の第二のタンパク
質と、又は（ｂ）表面に第二のタンパク質及び第二の蛍光タンパク質を貼付させた複数の
マイクロビーズと、接触させる段階、並びに
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　洗浄して非結合細胞を除去する段階、並びに
　ＦＡＣＳ分析により第一及び第二の両方の蛍光タンパク質の共存を示す細胞を同定する
段階
を含み、空間的に別個の位置において細胞が第一及び第二の両方の蛍光タンパク質の共存
を示していれば、空間的に別個の位置に対応する共存する浮遊培養適合細胞株の細胞上の
タンパク質中で変異された1つ又は複数の残基が、野生型タンパク質と第二のタンパク質
との物理的相互作用に必要でないことが示される、前記方法。
[本発明1085]
　野生型タンパク質及び第二のタンパク質が、互いに物理的に相互作用することが公知で
ある、本発明1084の方法。
[本発明1086]
　第一及び第二の蛍光タンパク質の両方の共存が、ＦＡＣＳ分析により決定される、本発
明1085の方法。
[本発明1087]
　（ｉ）（ａ）細胞表面で異種タンパク質を発現するように、かつ（ｂ）第一の細胞質発
現蛍光タンパク質を発現するように、あるベクターで形質転換された、第一の複数の浮遊
培養適合細胞株の細胞であって、該ベクターが発現された異種タンパク質に対する独特な
所定の15～35ヌクレオチド配列を含むことで、第一の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞が
少なくとも2つの異なるタイプの第一の異種タンパク質を発現する、第一の複数の浮遊培
養適合細胞株の細胞と、
　（ｉｉ）細胞表面で第二の異種タンパク質を発現するように、かつ第二の細胞質発現蛍
光タンパク質を発現するように、第二のベクターで形質転換されており、単一タイプの第
二の異種タンパク質を発現する、第二の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と
を含むシステム。
[本発明1088]
　第一の複数の細胞の任意の個々の細胞が、細胞表面の唯一の異種タンパク質を発現する
、本発明1087のシステム。
[本発明1089]
　第二の異種タンパク質が、膜レセプターである、本発明1087又は1088のシステム。
[本発明1090]
　第一の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞中で発現された異種タンパク質のそれぞれが、
分泌されたペプチド、ポリペプチド、又はタンパク質である、本発明1087、1088又は1089
のシステム。
[本発明1091]
　複数の第一の異種タンパク質の異なるタイプが、所定の野生型タンパク質の各突然変異
体である、本発明1087、1088、1089又は1090のシステム。
[本発明1092]
　第二の異種タンパク質が、野生型タンパク質である、本発明1087～1091のいずれかのシ
ステム。
[本発明1093]
　第一の複数の異なるタンパク質の異種タンパク質の各タイプが、1、2、3、4又は5アミ
ノ酸残基の点突然変異により複数の異種タンパク質の互いのタイプと異なっている、本発
明1087～1092のいずれかのシステム。
[本発明1094]
　複数の異なるタンパク質の各タンパク質タイプが、1アミノ酸残基の点突然変異により
複数の異種タンパク質の互いのタイプと異なっている、本発明1087～1093のいずれかのシ
ステム。
[本発明1095]
　独特な配列が、1つ以上のユニバーサルプライマーにより鎖延長することが可能である
、本発明1087～1094のいずれかのシステム。
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[本発明1096]
　第一又は第二の蛍光タンパク質が、緑色である、本発明1087～1095のいずれかのシステ
ム。
[本発明1097]
　他の蛍光タンパク質が、赤色である、本発明1096のシステム。
[本発明1098]
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが第二のタンパク質又はペプチドに結合するかど
うかを決定する方法であって、
　第一の異種タンパク質を第二の異種タンパク質に結合させる条件下で、候補リガンドタ
ンパク質又はペプチドを本発明1087～1097のいずれかのシステムにおいて第一の複数の細
胞の第一の異種タンパク質として発現させ、かつ第二のタンパク質又はペプチドを本発明
1087～1097のいずれかのシステムにおいて第二の異種タンパク質として発現させる段階、
並びに
　任意で洗浄して非結合の第一の異種タンパク質をいずれも除去する段階、
　その後、第一及び第二の異種タンパク質が両方とも共存する細胞を回収する段階、
　回収された細胞から核酸を得る段階、及び核酸をシークエンシングして、それに含まれ
る独特な15～35ヌクレオチド配列を同定することで、第二のタンパク質又はペプチドに結
合した独特な15～35ヌクレオチドに対応する候補リガンドタンパク質又はペプチドを同定
する段階
を含む、前記方法。
[本発明1099]
　第二のタンパク質への第一のタンパク質の結合に及ぼす、第一のタンパク質の所定のア
ミノ酸残基の影響を決定する方法であって、
　第一のタンパク質に対して1つ以上の点突然変異により変異されたタンパク質を、本発
明1087～1097のシステムの第一の浮遊培養適合細胞株の複数の中の複数の異なるタイプの
異種タンパク質として発現させる段階、並びに
　該複数を、第二のタンパク質及び第二の蛍光タンパク質を発現するように形質転換され
た本発明1087～1097のシステムの第二の複数の細胞の第二の異種タンパク質の形態の第二
のタンパク質と接触させる段階、並びに
　第一及び第二の蛍光タンパク質の両方の共存を示す細胞を回収する段階、
　回収された細胞から核酸を得る段階、及び核酸をシークエンシングしてそれに含まれる
独特な15～35ヌクレオチド配列を同定することで、第二のタンパク質又はペプチドに結合
された第一のタンパク質を同定する段階、並びに
　第二のタンパク質又はペプチドに結合されたタンパク質のレベルを、所定の参照レベル
と比較する段階
を含み、
　第二のタンパク質又はペプチドに結合されたタンパク質のレベルが所定の参照レベルよ
りも多ければ、タンパク質中で変異された1つ又は複数の残基が、第二のタンパク質への
第一のタンパク質の結合を増大させていることが示され、第二のタンパク質又はペプチド
に結合されたタンパク質のレベルが所定の参照レベルよりも少なければ、タンパク質中で
変異された1つ又は複数の残基が、第二のタンパク質への第一のタンパク質の結合を阻害
していることが示される、前記方法。
[本発明1100]
　所定のレベルが、対照である、本発明1099の方法。
[本発明1101]
　所定のレベルが、第二のタンパク質に結合する未変異の第一のタンパク質のレベルをア
ッセイすることにより得られる、本発明1099の方法。
[本発明1102]
　第一及び第二の蛍光タンパク質の両方の共存を示す細胞が、ＦＡＣＳ分析により回収さ
れる、本発明1098～1101のいずれかの方法。
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[本発明1103]
　（ｉ）細胞表面で第一の異種候補リガンドタンパク質又はペプチドを発現するように、
かつ第一の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するようにあるベクターで形質転換された、
第一の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞、及び細胞表面で第二の異種候補リガンドタンパ
ク質又はペプチドを発現するように、かつ第二の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するよ
うに第二のベクターで形質転換された、第二の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と
　（ｉｉ）表面に標的タンパク質、ペプチド、又は抗体を貼付させた、複数の磁気マイク
ロビーズと
を含む、システム。
[本発明1104]
　2つの候補リガンドタンパク質又はペプチドの1つ以上が標的タンパク質、ペプチド、又
は抗体に結合するかどうかを決定する方法であって、
　第一の異種タンパク質及び第二の異種タンパク質を、標的タンパク質、ペプチド、又は
抗体に結合させる条件下で、第一の候補リガンドタンパク質又はペプチドを、本発明1103
のシステムにおいて第一の複数の細胞の第一の異種タンパク質として発現させ、かつ第二
の候補リガンドタンパク質又はペプチドを、本発明1103のシステムにおいて第二の異種タ
ンパク質として発現させる段階、並びに
　第一の蛍光タンパク質発現細胞と複合体化されかつ／又は第二の蛍光タンパク質発現細
胞と複合体化された任意のマイクロビーズを回収する段階、並びに
　複合体中の候補リガンドタンパク質を同定する段階
を含み、
　第一の蛍光タンパク質発現細胞の複合体に付着されたマイクロビーズが回収されれば、
第一の候補リガンドタンパク質又はペプチドが標的タンパク質又はペプチドに結合してい
ることが示され、第二の蛍光タンパク質発現細胞の複合体に付着されたマイクロビーズが
回収されれば、第二の候補リガンドタンパク質又はペプチドが標的タンパク質又はペプチ
ドに結合していることが示され、第一の蛍光タンパク質発現細胞又は第二の蛍光タンパク
質発現細胞の複合体に付着されたマイクロビーズが回収されなければ、それぞれ第一の候
補リガンドタンパク質が標的タンパク質又はペプチドに結合していないこと、及び第二の
候補リガンドタンパク質が標的タンパク質又はペプチドに結合していないことが示される
、前記方法。
[本発明1105]
　（ｉ）細胞表面で第一の異種標的タンパク質又はペプチドを発現するように、かつ第一
の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するようにあるベクターで形質転換された、第一の複
数の浮遊培養適合細胞株の細胞、及び細胞表面で第二の異種候補リガンドタンパク質又は
ペプチドを発現するように、かつ第二の細胞質発現蛍光タンパク質を発現するように第二
のベクターで形質転換された、1つ以上の第二の複数の浮遊培養適合細胞株の細胞と、
　（ｉｉ）候補リガンドタンパク質若しくはペプチドのいずれかに対する抗体又は標的タ
ンパク質若しくはペプチドに対する抗体を表面に貼付させた、複数の磁気マイクロビーズ
と
を含むシステム。
[本発明1106]
　候補リガンドタンパク質又はペプチドが標的タンパク質又はペプチドに結合するかどう
かを決定する方法であって、
　候補リガンドタンパク質又はペプチドと標的タンパク質又はペプチドを結合させる条件
下で、候補リガンドタンパク質又はペプチドを本発明1105のシステムにおいて第二の複数
の細胞の第二の異種タンパク質として発現させ、かつ標的タンパク質又はペプチドを本発
明1105のシステムにおいて第一の異種タンパク質として発現させる段階、並びに
　第一の蛍光タンパク質発現細胞及び第二の蛍光タンパク質発現細胞の両方と複合体化さ
れた任意のマイクロビーズを回収する段階
を含み、
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　第一の蛍光タンパク質発現細胞及び第二の蛍光タンパク質発現細胞の両方の複合体に付
着されたマイクロビーズが回収されれば、候補リガンドタンパク質又はペプチドが標的タ
ンパク質又はペプチドに結合していることが示され、第一の蛍光タンパク質発現細胞及び
第二の蛍光タンパク質発現細胞の両方の複合体に付着されたマイクロビーズが回収されな
ければ、候補リガンドタンパク質が標的タンパク質又はペプチドに結合していないことが
示される、前記方法。
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