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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】標識化は、関心のあるタンパク質、細胞または
生物に印をつけるためのツールであり、生化学的な応用
、分子生物学的な応用および医学的診断への応用の多く
で突出した役割を果たしている。しかしながら、新しい
標識の開発が引き続き注目されている。特に注目される
ものは、蛍光タンパク質標識を含む新しいタンパク質標
識の開発である。
【解決手段】Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅ
ｎｓから得られる新規な無色のＧＦＰ様タンパク質（ａ
ｃＧＦＰ）、ならびにその蛍光性および非蛍光性の変異
体および誘導体をコードする核酸組成物、そしてまた、
これらの核酸組成物によってコードされるペプチドおよ
びタンパク質を提供する。該タンパク質および核酸組成
物は有色であり、かつ／または蛍光性であり、かつ／ま
たは光活性化が可能であり、従って、様々な異なる生物
学的適用において、特に標識化のために使用することが
できる。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の蛍光タンパク質をコードする、天
然の環境と異なる環境に存在する、核酸分子。
【請求項２】
　単離されている、請求項１に記載の核酸。
【請求項３】
　前記蛍光タンパク質が、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２
０、２２または２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を有する、請求項１に記載の
核酸。
【請求項４】
　配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３からな
る配列群から選ばれる少なくとも１０残基の長さの配列に対して少なくとも約７０％の配
列類似性を有する、請求項３に記載の核酸。
【請求項５】
　変異体蛍光タンパク質をコードする、請求項１に記載の核酸。
【請求項６】
　前記変異体タンパク質が、野生型タンパク質と比較して少なくとも１つの点変異を含む
、請求項５に記載の核酸。
【請求項７】
　前記変異体タンパク質が、野生型タンパク質と比較して少なくとも１つの欠失変異を含
む、請求項５に記載の核酸。
【請求項８】
　配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３から選
ばれる少なくとも１０残基の長さのヌクレオチド配列に対して実質的に類似または同一で
ある配列を有する、核酸分子。
【請求項９】
　ストリンジェントな条件のもとで、
（ａ）Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の蛍光タンパク質をコードする
単離された核酸；
（ｂ）配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３に
由来する少なくとも１０残基の長さのヌクレオチド配列に対して実質的に類似または同一
である配列を有する核酸；
（ｃ）Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の変異体蛍光タンパク質をコー
ドする単離された核酸；
（ｄ）核酸（ａ）～（ｃ）の相補体；または
（ｅ）核酸（ａ）～（ｃ）の断片
からなる群から選択される核酸にハイブリダイゼーションする、単離された核酸またはそ
のミメティック。
【請求項１０】
　ベクターと、請求項９に記載の核酸とを含む、構築物。
【請求項１１】
（ａ）発現宿主において機能し得る転写開始領域；
（ｂ）請求項９に記載の核酸；および
（ｃ）発現宿主において機能し得る転写終結領域
を含む、発現カセット。
【請求項１２】
　請求項１１に記載の発現カセットを含む、細胞またはその子孫。
【請求項１３】
　色素タンパク質または蛍光タンパク質を製造する方法であって、色素タンパク質または
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蛍光タンパク質が発現する条件のもとで請求項１２に記載の細胞を増殖させることを含む
、方法。
【請求項１４】
　他のタンパク質を実質的に含まない色素タンパク質または蛍光タンパク質を単離する工
程を更に含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　請求項９に記載の核酸によってコードされる、タンパク質またはその断片。
【請求項１６】
　請求項１５に記載のタンパク質または断片に対して少なくとも約９５％の配列類似性を
有する、タンパク質またはその断片。
【請求項１７】
　請求項１５に記載のタンパク質または断片を組み込んだ、融合タンパク質。
【請求項１８】
　請求項１５に記載のタンパク質に対して特異的に結合する抗体。
【請求項１９】
　請求項９に記載の核酸を含む、遺伝子組換え生物。
【請求項２０】
　請求項９に記載の核酸と、前記核酸を使用するための説明書とを含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光タンパク質に関する。
【背景技術】
【０００２】
　標識化は、関心のあるタンパク質、細胞または生物に印をつけるためのツールであり、
生化学的な応用、分子生物学的な応用および医学的診断への応用の多くで突出した役割を
果たしている。様々な異なる標識がこの分野で開発および使用されており、これらには、
様々な性質および最適な用途を有する放射性標識、発色性標識、蛍光性標識、化学発光性
標識などが含まれる。しかしながら、新しい標識の開発が引き続き注目されている。特に
注目されるものは、蛍光タンパク質標識を含む新しいタンパク質標識の開発である。
【０００３】
　注目される米国特許には、米国特許第６，０６６，４７６号、同第６，０２０，１９２
号、同第５，９８５，５７７号、同第５，９７６，７９６号、同第５，９６８，７５０号
、同第５，９６８，７３８号、同第５，９５８，７１３号、同第５，９１９，４４５号、
同第５，８７４，３０４号および同第５，４９１，０８４号が含まれる。注目される国際
特許出願公開には、ＷＯ００／４６２３３、ＷＯ９９／４９０１９、およびドイツ国特許
出願公開ＤＥ１９７１８６４０Ａが含まれる。また、Ａｎｄｅｒｌｕｈ等、Ｂｉｏｃｈｅ
ｍｉｃａｌ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｏｍｍｕｎｉｃａ
ｔｉｏｎｓ（１９９６）、２２０：４３７～４４２；Ｄｏｖｅ等、Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ（１９９５）、１８９：２８８～２９７；Ｆｒａｄｋｏｖ等、ＦＥＢ
Ｓ　Ｌｅｔｔ．（２０００）、４７９（３）：１２７～３０；Ｇｕｒｓｋａｙａ等、ＦＥ
ＢＳ　Ｌｅｔｔ．（２００１）、５０７（１）：１６～２０；Ｇｕｒｓｋａｙａ等、ＢＭ
Ｃ　Ｂｉｏｃｈｅｍ．（２００１）、２：６；Ｌｕｋｙａｎｏｖ，Ｋ．等（２０００）、
Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２７５（３４）：２５８７９～２５８８２；Ｍａｃｅｋ等、
Ｅｕｒ．Ｊ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１９９５）、２３４：３２９～３３５；Ｍａｒｔｙｎｏ
ｖ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（２００１）、２７６：２１０１２～６；Ｍａｔｚ，Ｍ
．Ｖ．等（１９９９）、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．、１７：９６９～９７３
；Ｔｅｒｓｈｉｋｈ等、Ｓｃｉｅｎｃｅ（２０００）、２９０：１５８５～８；Ｔｓｉｅ
ｎ、Ａｎｎｕａｌ　Ｒｅｖ．ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（１９９８）、６７：５０
９～５４４；Ｔｓｉｅｎ、Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．（１９９９）、１７：９５６～９５
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７；Ｗａｒｄ等、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９７９）、２５４：７８１～７８８；Ｗ
ｉｅｄｅｒｍａｎｎ等、Ｊａｒｈｒｅｓｔａｇｕｎｇ　ｄｅｒ　Ｄｅｕｔｓｃｈｅｎ　Ｇ
ｅｓｅｌｌｓｃｈａｃｔ　ｆｕｒ　Ｔｒｏｐｅｎｏｋｏｌｏｇｉｅ－ｇｔｏ．Ｕｌｍ．、
１９９９年２月１７日～１９日、ポスターＰ－４．２０；Ｙａｒｂｒｏｕｇｈ等、Ｐｒｏ
ｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ（２００１）、９８：４６２～７も注目される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の他に類のない無色のタ
ンパク質ならびにその蛍光性変異体および非蛍光性変異体をコードする核酸組成物を提供
し、また、そのような核酸によってコードされるタンパク質およびペプチドも提供する。
本発明のタンパク質は有色であり、かつ／または蛍光性であり、かつ／または光活性化が
可能であり、この場合、この光学的特徴はタンパク質の２つ以上のアミノ酸残基の相互作
用から生じている。また、本発明のペプチドが組み込まれた融合タンパク質を含む上記の
特定のタンパク質に実質的に類似するタンパク質やその誘導体または変異体に注目され、
また、これらのタンパク質に対する抗体も注目される。本発明のタンパク質および核酸組
成物は様々な異なる応用への用途がある。最後に、本発明は、標識化適用において使用さ
れるキットを提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、蛍光タンパク質ａｃＧＦＰ、その変異体またはその誘導体をコードする核酸
を提供する。ある実施形態においては、核酸は単離されているか、操作されているか、ま
たはその天然の環境とは異なる環境に存在する。ある実施形態においては、核酸は、配列
番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３に由来する少
なくとも１０残基の長さのヌクレオチド配列と実質的に同じであるか、または同一である
残基の配列を有する。
【０００６】
　ある実施形態においては、本発明の核酸は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３
、１５、１７、１９、２１または２３の配列と少なくとも約６０％の配列類似性を有し、
長さが少なくとも１０残基である。ある実施形態においては、本発明の核酸は、Ａｅｑｕ
ｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓの蛍光タンパク質の変異体タンパク質または誘導体
タンパク質をコードする、配列番号２、４、６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２
０、２２または２４からなる群から選択されるアミノ酸配列を有するタンパク質をコード
する。
【０００７】
　本発明の核酸の断片もまた提供される。更に、ストリンジェントな条件のもとで本発明
の核酸にハイブリダイゼーションする核酸またはそのミメティック（ｍｉｍｅｔｉｃ）が
提供される。ベクターおよび本発明の核酸を含む構築物もまた提供される。更に、本発明
は発現カセットを提供する。ここで、発現カセットは、発現宿主において機能し得る転写
開始領域と、本発明の核酸と、細胞内への発現カセットの導入の結果、染色体外エレメン
トの一部としての発現カセットにおいて、または細胞のゲノムに組み込まれる発現カセッ
トにおいて機能し得る転写終結領域とを含む。
【０００８】
　色素タンパク質および／または蛍光タンパク質を製造する方法もまた提供され、この方
法は、本発明の細胞を増殖させること、上記タンパク質を細胞において発現させること、
および他のタンパク質を実質的に含まない上記タンパク質を単離することを含む。
【０００９】
　更に、本発明の核酸によってコードされるタンパク質、断片またはペプチドが提供され
、また、本発明のタンパク質またはペプチドに対して特異的に結合する抗体も提供される
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。
【００１０】
　更に、本発明の核酸を含む遺伝子組換え細胞（またはその子孫）が提供され、また、本
発明の核酸を含む遺伝子組換え生物も提供される。
【００１１】
　また、本発明の色素タンパク質または蛍光タンパク質を用いる方法、あるいは、本発明
の色素タンパク質または蛍光タンパク質をコードする核酸を用いる方法が提供される。
【００１２】
　更に、本発明の核酸またはタンパク質と、その使用説明書とを含むキットが提供される
。
【００１３】
　本発明に従って、この分野の技術に含まれる、従来の、分子生物学、微生物学および組
換えＤＮＡ技術を用いることができる。そのような技術は文献に詳しく説明されている。
例えば、Ｍａｎｉａｔｉｓ、Ｆｒｉｔｓｃｈ＆Ｓａｍｂｒｏｏｋ、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（１９８２年）；ＤＮＡ　Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ、第１巻および第２巻（Ｄ．
Ｎ．Ｇｌｏｖｅｒ編、１９８５年）；Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓ
ｉｓ（Ｍ．Ｊ．Ｇａｉｔ編、１９８４年）；Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｈｙｂｒｉｄｉ
ｚａｔｉｏｎ（Ｂ．Ｄ．Ｈａｍｅｓ＆Ｓ．Ｊ．Ｈｉｇｇｉｎｓ編（１９８４年））；Ａｎ
ｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎｅｙ編（１９８６年））；
Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｃｅｌｌｓ　ａｎｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ（ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ（
１９８６年））；およびＢ．Ｐｅｒｂａｌ、Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ
　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ（１９８４年）を参照のこと。
【００１４】
　「ベクター」は、別のＤＮＡセグメントを結合させることができる、プラスミド、ファ
ージまたはコスミドなどのレプリコンである。
【００１５】
　「ＤＮＡ分子」は、デオキシリボヌクレオチド（アデニン、グアニン、チミンまたはシ
トシン）のポリマー形態を示し、一本鎖形態または二本鎖らせんのどちらでもよい。この
用語は、分子の一次構造および二次構造を示すだけであり、分子を何らかの特定の三次構
造に限定しない。従って、「ＤＮＡ分子」には、とりわけ、線状ＤＮＡ分子（例えば、制
限酵素断片）、ウイルス、プラスミドおよび染色体に見出される二本鎖ＤＮＡが含まれる
。
【００１６】
　ＤＮＡの「コード配列」は、適切な制御配列の制御下に置かれたとき、インビボで転写
され、ポリペプチドに翻訳されるＤＮＡ配列である。コード配列の境界は、５’（アミノ
）末端における開始コドンと、３’（カルボキシル）末端における翻訳終止コドンとによ
って決定される。コード配列には、原核生物配列、真核生物ｍＲＮＡ由来のｃＤＮＡ、真
核生物（例えば、哺乳動物）ＤＮＡ由来のゲノムＤＮＡ配列、および合成ＤＮＡ配列が含
まれ得るが、これらに限定されない。ポリアデニル化シグナルおよび転写終結配列がコー
ド配列の３’に存在し得る。
【００１７】
　本明細書中で使用される用語「ハイブリダイゼーション」は、２つの核酸鎖が会合して
、対になる核酸鎖の残基間の水素結合によって安定化される反平行の二重鎖を形成するプ
ロセスを示す。
【００１８】
　用語「オリゴヌクレオチド」は、短い（１００塩基未満の長さの）核酸分子を示す。
【００１９】
　本明細書中で使用される「ＤＮＡ制御配列」は、宿主細胞におけるコード配列の発現を
規定および／または調節する転写制御配列および翻訳制御配列（例えば、プロモーター、
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エンハンサー、ポリアデニル化シグナルおよびターミネーターなど）である。
【００２０】
　「プロモーター配列」は、細胞内のＲＮＡポリメラーゼと結合し、コード配列の転写を
開始させることができるＤＮＡ制御領域である。例えば、プロモーター配列は、転写開始
部位をその３’末端での境界とすることができ、そして、上流（５’方向）に広がり、バ
ックグラウンドを上回る検出可能なレベルで転写を開始させるために必要な最小数の塩基
またはエレメントを含むことができる。プロモーター配列内には、転写開始部位、ならび
に、ＲＮＡポリメラーゼの結合に関わるタンパク質結合ドメインが見出され得る。真核生
物のプロモーターは、常にというわけではないが、多くの場合、「ＴＡＴＡ」ボックスお
よび「ＣＡＴ」ボックスを含有する。誘導性プロモーターを含む様々なプロモーターを、
本発明の様々なベクターを駆動させるために使用することができる。
【００２１】
　本明細書中で使用される用語「制限エンドヌクレアーゼ」および用語「制限酵素」は、
特定のヌクレオチド配列でまたはその近くで二本鎖ＤＮＡを切断する細菌酵素を示す。
【００２２】
　細胞は、外因性または異種のＤＮＡが細胞の内部に導入されているとき、外因性または
異種のＤＮＡによって「形質転換」または「トランスフェクション（形質移入）」されて
いる。形質転換ＤＮＡは細胞のゲノムに組み込まれ（共有結合的に連結され）てもよく、
または組み込まれなくてもよい。例えば、原核生物、酵母細胞および哺乳動物細胞では、
形質転換ＤＮＡは、プラスミドなどのエピソームエレメントに維持され得る。真核細胞に
関して、安定に形質転換された細胞は、形質転換ＤＮＡが宿主細胞の染色体に組み込まれ
ているか、または染色体外に維持され、その結果、形質転換ＤＮＡが細胞複製のときに娘
細胞によって受け継がれる細胞である。そのような安定に形質転換された真核生物細胞は
、形質転換ＤＮＡを含有する娘細胞の集団から構成される細胞株またはクローンを樹立す
ることができる。「クローン」は、単一細胞または共通の祖先から有糸分裂によって得ら
れる細胞の集団である。「細胞株」は、多世代にわたってインビトロで安定に成長可能な
クローンまたは細胞である。
【００２３】
　ＤＮＡ構築物の「異種」領域は、より大きなＤＮＡ分子における同定可能なＤＮＡセグ
メントであって、そのより大きな分子に関連して天然に見出されないＤＮＡセグメントで
あり、例えば、非哺乳類生物のゲノムにおいて哺乳類のゲノムＤＮＡを異種領域がコード
するときのＤＮＡセグメントである。別の例では、異種ＤＮＡには、２つの異なる供給源
に由来する遺伝子の一部が一緒になり、その結果、融合タンパク質産物が産生されるよう
になっている構築物におけるコード配列が含まれる。
【００２４】
　本明細書中で使用される用語「レポーター遺伝子」は、異種のプロモーターエレメント
またはエンハンサーエレメントに結合されたコード配列で、構築物が組織または細胞に導
入されたとき、その産物を容易かつ定量的にアッセイすることができるコード配列を示す
。
【００２５】
　本明細書中に記載されるアミノ酸は「Ｌ」型であることが好ましい。アミノ酸配列は一
文字記号で示される（Ａ：アラニン、Ｃ：システイン、Ｄ：アスパラギン酸、Ｅ：グルタ
ミン酸、Ｆ：フェニルアラニン、Ｇ：グリシン、Ｈ：ヒスチジン、Ｉ：イソロイシン、Ｋ
：リシン、Ｌ：ロイシン、Ｍ：メチオニン、Ｎ：アスパラギン、Ｐ：プロリン、Ｑ：グル
タミン、Ｒ：アルギニン、Ｓ：セリン、Ｔ：トレオニン、Ｖ：バリン、Ｗ：トリプトファ
ン、Ｙ：チロシン、Ｘ：任意の残基）。ＮＨ２は、ポリペプチドのアミノ末端に存在する
遊離型アミノ基を示す。ＣＯＯＨは、ポリペプチドのカルボキシ末端に存在する遊離型カ
ルボキシ基を示す。標準的なポリペプチド命名法（Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２４３、
３５５２～５９（１９６９）を参照のこと）が使用されている。
【００２６】
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　用語「免疫学的に活性な」によって、天然型、組換え型または合成型の色素タンパク質
もしくは蛍光タンパク質またはそれらの任意のオリゴペプチドが特異的な免疫応答を適切
な動物または細胞において誘導し、特異的な抗体と結合する能力が規定される。本明細書
中で使用される「抗原性アミノ酸配列」は、単独でまたはキャリア分子と一緒になって、
哺乳動物において抗体応答を誘発することができるアミノ鎖配列を意味する。抗体が抗原
に結合するという状況における、用語「特異的に結合する」は、この分野で広く理解され
ている用語であり、ある抗体がその抗体を産生させた抗原には結合するが、関連性のない
他の抗原には結合しないことを示す。
【００２７】
　本明細書中で使用される用語「単離された」は、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、抗
体、または宿主細胞が天然に存在する環境とは異なる環境にあるポリヌクレオチド、ポリ
ペプチド、抗体または宿主細胞を記載することが意味される。
【００２８】
　生物発光は、暗所で見ることができる、生物による光の放射である（例えば、Ｈａｒｖ
ｅｙ、Ｂｉｏｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ：Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅ
ｓｓ（１９５２）；Ｃｅｌｌ　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ（Ｓｐｅｒａｌａｋｉｓ編）のＨａ
ｓｔｉｎｇｓ、「生物発光」の項、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、
６５１頁～８１頁（１９９５）；ＷｉｌｓｏｎおよびＨａｓｔｉｎｇｓ、「生物発光」、
Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｃｅｌｌ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．、１４、１９７頁～２３０頁（１９９
８）を参照のこと）。生物発光には、高感度な光度測定装置を使用して事実上すべての生
体構造体において検出され得るいわゆる超微弱な光放射は含まれず（Ｍｕｒｐｈｙおよび
Ｓｉｅｓ、「生物学システムにおける可視範囲の低レベル化学発光」、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ
ｙｍｏｌ．、１８６、５９５頁～６１０頁（１９９０）；Ｒａｄｏｔｉｃ等、「植物にお
ける自発的な超微弱な生物発光：起源、機構および性質」、Ｇｅｎ．Ｐｈｙｓｉｏｌ．Ｂ
ｉｏｐｈｙｓ．、１７、２８９頁～３０８頁（１９９８））、また、生物発光は、例えば
、タケの成長円錐の発光など、生態学的役割をおそらくは果たしていない弱い光放射から
生じるものではなく（Ｔｏｔｓｕｎｅ等、「筍切断体からの化学発光」、Ｂｉｏｃｈｅｍ
．Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍ．、１９４、１０２５頁～１０２９頁（１９９３）
）、動物の卵の受精時における光放射から生じるものでもない（Ｋｌｅｂａｎｏｆｆ等、
「受精と食作用との間における代謝的類似性」、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．、１４９、９３８
頁～５３頁（１９７９）；ＳｃｈｏｍｅｒおよびＥｐｅｌ、「海洋無脊椎動物の卵の受精
および成熟化の際の酸化還元変化」、Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．、２００３、１頁～１１頁（１
９９８））。
【００２９】
　本明細書中で使用される用語「ＧＦＰ様タンパク質」は、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔ
ｏｒｉａ由来の緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）に類似するタンパク質を記載することが意
味される。
【発明の効果】
【００３０】
　Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の無色のＧＦＰ様タンパク質である
ａｃＧＦＰ、その蛍光性誘導体および非蛍光性誘導体、またはそれらの変異体をコードす
る核酸組成物、そしてまた、これらの核酸組成物によってコードされるタンパク質および
ペプチドが提供される。注目されるタンパク質は、有色であり、かつ／または蛍光性であ
り、かつ／または光活性化され得るタンパク質であり、この場合、色、蛍光または光活性
化の特徴は、タンパク質の２つ以上のアミノ酸残基の相互作用から生じている。また、上
記の特定のタンパク質に実質的に類似するタンパク質、その誘導体タンパク質またはその
変異体タンパク質も注目される。また、核酸断片、およびそれによってコードされるペプ
チドが提供され、また、本発明のタンパク質およびペプチドに対する抗体が提供される。
更に、遺伝子組換え細胞および遺伝子組換え生物が提供される。本発明のタンパク質およ
び核酸組成物は、様々な異なる応用および方法における用途があり、特に、タンパク質標
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識への応用がある。最後に、そのような方法および適用において使用されるキットが提供
される。
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】本明細書中でａｃＧＦＰと表す、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ
由来の野生型ＧＦＰ様タンパク質をコードするアミノ酸配列および核酸配列である。
【図２】Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉａ　ＧＦＰおよびＡｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅ
ｒｕｌｅｓｃｅｎｓｓｃ　ＧＦＰのアミノ酸配列の比較である。
【図３】ａｃＧＦＰ変異体Ｚ１をコードするアミノ酸配列および核酸配列である。
【図４】変異体Ｚ１の励起－発光スペクトルである。
【図５】ａｃＧＦＰ変異体Ｚ２をコードするアミノ酸配列および核酸配列である。
【図６】ａｃＧＦＰ変異体Ｇ１をコードするアミノ酸配列および核酸配列である。
【図７】ａｃＧＦＰ変異体Ｇ２をコードするアミノ酸配列および核酸配列である。
【図８】変異体Ｇ２の励起－発光スペクトルである。
【図９】ａｃＧＦＰ変異体Ｇ２２をコードするアミノ酸配列および核酸配列である。
【図１０】変異体Ｇ２２の励起－発光スペクトルである。
【図１１ａ】Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａのＧＦＰに対する抗体を使用した、Ａ．ｃｏｅｒｕｌ
ｅｓｃｅｎｓから得られた可溶性タンパク質抽出物のウエスタンブロット分析である。レ
ーン１は、精製された組換えＡ．ｖｉｃｔｏｒｉａ　ＧＦＰであり、レーン２はＡ．ｃｏ
ｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ抽出物である。
【図１１ｂ】加熱処理（レーン１～３）対非加熱（レーン４～６）のタンパク質サンプル
の移動度が比較される。レーン１およびレーン４はＡ．ｖｉｃｔｏｒｉａのＧＦＰであり
、レーン２およびレーン５はＧ２２変異体であり、レーン３およびレーン６はＧ２２－Ｇ
２２２Ｅ変異体である。クーマシーブルー染色が示される。
【図１１ｃ】ＵＶ光のもとでの非加熱タンパク質の蛍光が示される。
【図１２】ａｃＧＦＰ変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅをコードするアミノ酸配列および核酸配
列である。
【図１３ａ】変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅの吸収スペクトルである。
【図１３ｂ】変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅの励起－発光スペクトルである。
【図１４】Ｇ２２－Ｇ２２２ＥのＵＶ誘導の光変換に対するスペクトルを示す。
【図１５】ａｃＧＦＰ変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌをコードするアミノ酸配列
および核酸配列である。
【図１６】変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌの励起－発光スペクトルである。
【図１７】ａｃＧＦＰ変異体２２０－ＩＩ－５をコードするアミノ酸配列および核酸配列
である。
【図１８ａ】変異体２２０－ＩＩ－５のスペクトル特性を示す。
【図１８ｂ】変異体２２０－ＩＩ－５のスペクトル特性を示す。
【図１９】ａｃＧＦＰ変異体ＣＦＰ－ｒａｎｄ３をコードするアミノ酸配列および核酸配
列である。
【図２０】変異体ＣＦＰ－ｒａｎｄ３に対する励起－発光スペクトルである。
【図２１】ａｃＧＦＰ変異体ＣＦＰ－３をコードするアミノ酸配列および核酸配列である
。
【図２２ａ】変異体ＣＦＰ－３のスペクトル特性を示す。
【図２２ｂ】変異体ＣＦＰ－３のスペクトル特性を示す。
【図２３】変異体Ｇ２２のヒト化体のアミノ酸配列および核酸配列である。
【図２４ａ】Ｇ２２－ｈ変異体（２９３Ｔ）を発現する哺乳動物細胞の顕微鏡写真を示す
。
【図２４ｂ】Ｇ２２－ｈ変異体（ｖｅｒｏ）を発現する哺乳動物細胞の顕微鏡写真を示す
。
【図２４ｃ】Ｇ２２－ｈ変異体（３Ｔ３）を発現する哺乳動物細胞の顕微鏡写真を示す。



(9) JP 2010-46084 A 2010.3.4

10

20

30

40

50

【図２４ｄ】Ｇ２２－ｈ変異体（Ｌ９２９）を発現する哺乳動物細胞の顕微鏡写真を示す
。
【図２４ｅ】Ｇ２２－ｈ変異体（ＣＯＳ１）を発現する哺乳動物細胞の顕微鏡写真を示す
。
【図２４ｆ】Ｇ２２－β－アクチン融合タンパク質（３Ｔ３）を発現する哺乳動物細胞の
顕微鏡写真を示す。
【図２５】大腸菌コロニーにおける変異体２２０－１１－５の光活性化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３２】
　本発明を更に記載する前に、本発明は、下記に記載される本発明の特定の実施形態に限
定されないことを理解しなければならない。これは、そのような特定の実施形態の様々な
変化を行うことができ、そして、そのような変化は依然として本発明の範囲に含まれるか
らである。用いられている用語は、特定の実施形態を記載するためであり、限定的である
ことを意図しないこともまた理解しなければならない。
【００３３】
　本明細書において、単数形態（“ａ”、“ａｎ”および“ｔｈｅ”）は、文脈により、
別のことが明らかに示されない限り、複数である参照体を含む。別途定義されない限り、
本明細書中で使用されている技術的用語および科学的用語はすべて、本発明が属する分野
の当業者に一般に理解されているのと同じ意味を有する。本明細書中に記載されているも
のと類似している、または同等である、方法、デバイスおよび材料はどれも、本発明の実
施または試験において使用することができるが、好ましい方法、デバイスおよび材料が下
記に記載される。本明細書中で言及される刊行物はすべて、本発明を記載および開示する
目的のために参考として本明細書中に組み入れる。
【００３４】
　本発明を記載するにあたり、核酸組成物が最初に記載し、その後、タンパク質組成物、
抗体組成物、そして、遺伝子組換え細胞および遺伝子組換え生物を議論する。次に、本発
明のタンパク質が使用される例示的な方法を概説する。
【００３５】
　核酸組成物
【００３６】
　上で要約したように、本発明は、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の
無色のタンパク質であるａｃＧＦＰをコードする核酸組成物、または、ａｃＧＦＰの蛍光
性および非蛍光性の変異体または誘導体をコードする核酸組成物を提供し、それらの核酸
組成物の断片およびホモログも提供する。「蛍光タンパク質」という用語は、蛍光性であ
るタンパク質を意味する。例えば、蛍光タンパク質は、適切な励起波長の光で照射された
とき、弱い、中程度の、または強い蛍光を示すことができる。本発明のタンパク質は、蛍
光特性が、１つだけのアミノ酸残基からではなく、タンパク質の２つ以上のアミノ酸残基
の相互作用から生じる特性であるタンパク質である。そのため、本発明の蛍光タンパク質
には、固有的な蛍光体として単独で作用する残基（すなわち、トリプトファン、チロシン
およびフェニルアラニン）のみに由来する蛍光を示すタンパク質は含まれない。従って、
本発明の蛍光タンパク質は、上記に示された単一アミノ酸残基とは異なるタンパク質内の
何らかの構造からその蛍光が生じる蛍光タンパク質である。例えば、蛍光は２つ以上のア
ミノ酸残基の相互作用から生じている。
【００３７】
　本発明の核酸組成物の１つは、本発明のポリペプチドをコードするオープンリーディン
グフレーム（翻訳領域）を有するＤＮＡ配列を含む組成物（すなわち、蛍光タンパク質遺
伝子）である。そのような核酸組成物は、適切な条件のもとで蛍光タンパク質として発現
させることができる。核酸組成物の用語にはまた、本発明の核酸に対して相同的な核酸、
実質的に類似する核酸、もしくは同一である核酸、または本発明の核酸のミメティックが
包含される。本発明の核酸は、その天然の環境とは異なる環境に存在する。例えば、本発
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明の核酸は単離されているか、濃縮された量で存在するか、あるいは、インビトロにおい
てまたは天然に存在する環境とは異なる細胞もしくは生物において存在するか、または発
現させられる。
【００３８】
　本発明の別の実施形態において、核酸は、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、
１５、１７、１９、２１または２３によりコードされ得るか、そのような核酸に由来する
核酸であるか、またはそのような核酸のホモログである。
【００３９】
　上記の特定の核酸組成物に加えて、上記配列のホモログもまた注目される。本発明の核
酸のホモログに関して、相同的な遺伝子の供給源は植物または動物の任意の種であり得る
か、あるいは、配列は核酸ミメティックを取り込む配列を含む、全体または一部が合成さ
れたものであり得る。ある実施形態において、ホモログ間の配列類似性は少なくとも約４
０％であり、５０％、６０％、７０％またはそれ以上であってもよく、これには、７５％
、８０％、８５％、９０％および９５％またはそれ以上が含まれる。配列類似性は、より
大きな配列のサブセット（例えば、保存モチーフ、翻訳領域、隣接領域など）であり得る
基準配列に基づいて計算される。基準配列は、通常、長さが少なくとも約１８ヌクレオチ
ドであり、より一般的には、長さが少なくとも約３０ヌクレオチドであり、また、比較さ
れている完全な配列にまで及び得る。配列解析のための様々なアルゴリズムがこの分野で
は知られており、例えば、Ａｌｔｓｃｈｕｌ等、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２１５、４０
３頁～１０頁（１９９０）に記載されるＢＬＡＳＴ（例えば、デフォルト条件、すなわち
、ｗ＝４およびＴ＝１７のパラメーターを使用する）などがある。
【００４０】
　ホモログが多数の方法のいずれかによって同定される。本発明のｃＤＮＡのフラグメン
トは、目的とする標的生物から得られたｃＤＮＡライブラリーに対するハイブリダイゼー
ションプローブとして使用することができ、この場合には、低いストリンジェンシーの条
件が使用される。プローブは、大きいフラグメントであり得るか、または１つ以上の短い
縮重プライマーであり得る。配列類似性を有する核酸が、低いストリンジェンシーの条件
のもとでのハイブリダイゼーションによって、例えば、５０℃および６×ＳＳＣ（０．９
Ｍ塩化ナトリウム／０．０９Ｍクエン酸ナトリウム）におけるハイブリダイゼーションに
よって検出され、そして、１×ＳＳＣ（０．１５Ｍ塩化ナトリウム／０．０１５Ｍクエン
酸ナトリウム）における５５℃での洗浄に供されたとき、結合したままである。配列同一
性を、ストリンジェントな条件のもとでのハイブリダイゼーションによって、例えば、５
０℃以上および０．１×ＳＳＣ（１５ｍＭ塩化ナトリウム／１．５ｍＭクエン酸ナトリウ
ム）におけるハイブリダイゼーションによって決定することができる。示された配列に対
して実質的な同一性を有する領域を有する核酸、例えば、対立遺伝子変異体、遺伝子の遺
伝的に変化した形態などは、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件のもとで、
示された配列に結合する。プローブ（特に、ＤＮＡ配列の標識されたプローブ）を使用す
ることによって、ホモログまたは関連遺伝子を単離することができる。
【００４１】
　本発明の特定の実施形態において特に注目されるものは、配列番号１、３、５、７、９
、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３として同定された核酸と実質的に同じ
長さの核酸である。この場合、「実質的に同じ長さ」とは、長さの差が約２０％を超えず
、一般的には約１０％を超えず、より一般的には約５％を超えないことを意味する。好ま
しい実施形態において、実質的に同じ長さのヌクレオチドは、配列番号１、３、５、７、
９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３に対する配列同一性が、核酸の全長
について、少なくとも約９０％（例えば、少なくとも約９２％、９３％、９４％）であり
、通常は少なくとも約９５％、９６％、９７％、または９８％、または約９９％でさえあ
る。「実質的に類似する」とは、配列同一性が、一般には少なくとも約６０％であり、通
常は少なくとも約７５％であり、多くの場合には、少なくとも約８０％、８５％、９０％
（例えば、９２％、９３％、９４％）、または９５％でさえあり、例えば、９６％、９８
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％、９８％、９９％または９９．５％以上であるという意味である。
【００４２】
　更に、本発明には、先に記載された核酸によってコードされるタンパク質をコードする
が、遺伝暗号の縮重性のために、先に記載された核酸とは配列が異なる核酸が含まれる。
【００４３】
　また、先に記載された核酸にストリンジェントな条件のもとでハイブリダイゼーション
する核酸（すなわち、先に記載された核酸の相補体）も提供される。ストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件の例には、５０℃以上および０．１×ＳＳＣ（１５ｍＭ塩化
ナトリウム／１．５ｍＭクエン酸ナトリウム）におけるハイブリダイゼーションがある。
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件の別の例には、５０％ホルムアミド、５
×ＳＳＣ（１５０ｍＭ塩化ナトリウム、１５ｍＭクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭリン酸
ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハルト溶液、１０％デキストラン硫酸および２０μ
ｇ／ｍｌの変性剪断サケ精子ＤＮＡからなる溶液における４２℃での一晩のインキュベー
ション、その後、０．１×ＳＳＣにおいて約６５℃での洗浄がある。ストリンジェントな
ハイブリダイゼーション条件は、上記の代表的な条件と少なくとも８０％のストリンジェ
ンシーであるハイブリダイゼーション条件である。他の様々なストリンジェントなハイブ
リダイゼーション条件がこの分野では知られており、これらもまた、本発明のこの特定の
実施形態の核酸を同定するために用いることができる。
【００４４】
　本発明のタンパク質の変異体または誘導体をコードする核酸もまた提供される。変異型
核酸は、この分野で広く知られている技術を使用して、ランダム変異誘発または標的化変
異誘発によって作製することができる。目的とする変異には、欠失、付加および置換が含
まれる。ある実施形態においては、ホモログまたは変異体をコードする核酸によってコー
ドされる蛍光タンパク質は、野生型の蛍光タンパク質と同じ蛍光特性を有する。別の実施
形態においては、変異体のａｃＧＦＰタンパク質について本明細書中でより詳しく記載さ
れるように、ホモログまたは変異体の核酸は、変化したスペクトル特性を有する蛍光タン
パク質をコードする。
【００４５】
　本発明の核酸はｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡまたはそれらの断片であり得る。特定の実施形
態において、本発明の核酸は、特定の蛍光タンパク質およびポリペプチドをコードするオ
ープンリーディングフレーム、そしてイントロンを含む、また、翻訳領域を超えて約２０
ｋｂまでの配列（しかし、おそらくは更なる配列）をいずれかの方向で含む、発現の制御
に関与する隣接した５’及び３’の非翻訳ヌクレオチド配列の１つ以上を含む。本発明の
核酸は、染色体外での維持のために、または宿主ゲノム内への組み込みのために、適切な
ベクターに導入することができ、より詳しくは以下に記載される。
【００４６】
　本明細書中で使用される用語「ｃＤＮＡ」は、エキソンならびに５’及び３’非翻訳領
域である、天然の成熟ｍＲＮＡ種に見出される配列エレメントの配置を有する核酸を包含
することが意図される。通常、ｍＲＮＡ種は、タンパク質をコードする連続したオープン
リーディングフレームを生じさせるために、切れ目なく連続したエキソンを有しており、
介在するイントロンは、存在するときには、核でのＲＮＡスプライシングによって除かれ
ている。
【００４７】
　注目されるゲノム配列は、天然の染色体に通常存在するイントロンのすべてを含む、示
された配列において定義される開始コドンと終止コドンとの間に存在する核酸を含むこと
ができる。注目されるゲノム配列は更に、成熟ｍＲＮＡに見出される５’非翻訳領域およ
び３’非翻訳領域を含んでいてもよく、また、転写領域の５’末端または３’末端のいず
れかでの隣接ゲノムＤＮＡの約１ｋｂ（しかし、おそらくは更に多く）を含む特異的な転
写制御配列および翻訳制御配列（例えば、プロモーター、エンハンサーなど）を含むこと
ができる。ゲノムＤＮＡは、１００ｋｂ以下のフラグメントとして単離することができ、
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従って、隣接する染色体配列を実質的に含まない。翻訳領域と３’または５’のいずれか
で隣接するゲノムＤＮＡ、あるいはイントロン内で時々見出されることがある内部の制御
配列は、適切な組織特異的な発現および段階特異的な発現のために要求される配列を含有
することがある。
【００４８】
　本発明の核酸組成物は本発明のタンパク質の全体または一部をコードすることができる
。二本鎖フラグメントまたは一本鎖フラグメントは、従来の方法に従ってオリゴヌクレオ
チドを化学合成することによって、制限酵素消化によって、ＰＣＲ増幅によって、そして
他の方法によって、ＤＮＡ配列から得られる。たいていの場合、ＤＮＡ断片は長さが少な
くとも約１５ヌクレオチドであり、一般的には長さが少なくとも約１８ヌクレオチドであ
るか、または長さが約２５ヌクレオチドであり、そして長さが少なくとも約５０ヌクレオ
チドであり得る。ある実施形態においては、本発明の核酸分子は、長さが、約１００ヌク
レオチド、約２００ヌクレオチド、約３００ヌクレオチド、約４００ヌクレオチド、約５
００ヌクレオチド、約６００ヌクレオチド、約７００ヌクレオチドまたはそれ以上であり
得る。本発明の核酸は、本発明のタンパク質の断片または全長のタンパク質をコードし得
る。例えば、本発明の核酸は、約２５アミノ酸、約５０アミノ酸、約７５アミノ酸、約１
００アミノ酸、約１２５アミノ酸、約１５０アミノ酸、約２００アミノ酸のポリペプチド
から、全長のタンパク質までをコードし得る。
【００４９】
　本発明の核酸は、一般には、無傷の（インタクト）染色体としてではなく、他の核酸と
して、実質的な純度で単離され、得ることができる。通常、本発明の核酸またはそのフラ
グメントを含まない核酸配列が実質的に存在しないＤＮＡが得られる。実質的な純度とは
、核酸が少なくとも約５０％の純度であり、一般的には少なくとも約９０％の純度であり
、典型的には「組換え」であること、すなわち、核酸には、その天然の宿主生物での天然
に存在する染色体において通常の場合には関連しないヌクレオチドが１つ以上隣接するこ
とを意味する。
【００５０】
　本発明のポリヌクレオチド、例えば、配列番号１、３、５、７、９、１１、１３、１５
、１７、１９、２１または２３の配列を有するポリヌクレオチド、対応するｃＤＮＡ、全
長遺伝子および構築物を、当業者に知られている多数の異なるプロトコルによって合成的
に作製することができる。適切なポリヌクレオチド構築物は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ
等、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（
第２版）、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ、ＮＹ（１９８９）に記載されるような標準的な組換えＤＮＡ技術を、
例えば、米国保健社会福祉省、国立衛生研究所（ＮＩＨ）組換えＤＮＡ研究指針に記載さ
れる規制のもとで使用して精製される。
【００５１】
　また、第２のペプチドまたはタンパク質に融合された本発明の対象タンパク質またはペ
プチドの融合タンパク質またはそのフラグメントをコードする核酸が提供される。第２の
タンパク質は、例えば、分解配列、シグナルペプチド、または注目される任意のタンパク
質であり得る。ａｃＧＦＰポリペプチドまたは変異体ａｃＧＦＰポリペプチドと、ａｃＧ
ＦＰポリペプチドのＮ末端および／またはＣ末端においてインフレームで（翻訳領域内部
に）融合された第２のポリペプチド（「融合パートナー」）とを、例えば、融合タンパク
質は含むことができる。融合パートナーには、融合パートナーに対して特異的な抗体と結
合することができるポリペプチド（例えば、エピトープタグ）、抗体またはその結合性フ
ラグメント、触媒機能を提供するポリペプチドまたは細胞応答を誘導するポリペプチド、
そしてリガンドまたは受容体またはそのミメティックなどが含まれるが、これらに限定さ
れない。そのような融合タンパク質において、融合パートナーは、一般に天然では融合タ
ンパク質のａｃＧＦＰ部分と会合せず、典型的にはＡｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓ
ｃｅｎｓのタンパク質またはその誘導体／断片ではない。すなわち、融合パートナーはＡ



(13) JP 2010-46084 A 2010.3.4

10

20

30

40

50

ｅｑｕｏｒｅａ属の種において見出されない。
【００５２】
　本発明の核酸を含むベクターおよび他の核酸構築物もまた提供され、この場合、そのよ
うな構築物は、増殖、タンパク質製造などを含む数多くの応用のために使用することがで
きる。ウイルスベクターおよび非ウイルスベクターを調製し、使用することができ、これ
には、プラスミドが含まれる。ベクターの選択は、増殖が所望される細胞のタイプ、およ
び増殖の目的に依存する。ある種のベクターが、多量の所望するＤＮＡ配列を増幅し、作
製するために有用である。他の様々なベクターが、培養での細胞における発現のために好
適である。更に他の様々なベクターが、動物での細胞における移入および発現のために好
適である。適切なベクターの選択は十分にこの分野の技術の範囲内であり、多くのそのよ
うなベクターが市販されている。構築物を調製するために、部分ポリヌクレオチドまたは
全長ポリヌクレオチドが、典型的にはベクター内の切断された制限酵素部位へのＤＮＡリ
ガーゼ結合によってベクター内に挿入される。あるいは、所望されるヌクレオチド配列を
、インビボでの相同的組換えによって、典型的には、相同性の領域を所望するヌクレオチ
ド配列の両側においてベクターに結合することによって挿入することができる。相同性の
領域は、例えば、オリゴヌクレオチドの連結によって、または、相同性の領域と、所望す
るヌクレオチド配列の一部との両方を含むプライマーを使用するポリメラーゼ連鎖反応に
よって付加される。
【００５３】
　また、他の適用の中でも、本発明の色素タンパク質または蛍光タンパク質またはその融
合タンパク質の合成において使用される発現カセットまたは発現系も提供される。発現の
ために、本発明のポリヌクレオチドによってコードされる遺伝子産物が、例えば、細菌、
酵母、昆虫、両生類および哺乳類の系を含む任意の好都合な発現系において発現させられ
る。そのようなベクターおよび宿主細胞が米国特許第５，６５４，１７３号に記載される
。発現ベクターにおいて、本発明のポリヌクレオチド、例えば、配列番号１、３、５、７
、９、１１、１３、１５、１７、１９、２１または２３に示されるようなポリヌクレオチ
ドが、所望する発現特性を得るために適するように制御配列に連結される。これらの制御
配列には、プロモーター（センス鎖の５’端またはアンチセンス鎖の３’端のいずれかに
結合している）、エンハンサー、ターミネーター、オペレーター、リプレッサーおよびイ
ンデューサーが含まれ得る。プロモーターは制御型または構成型であり得る。状況により
、例えば、組織特異的プロモーターまたは発達段階特異的プロモーターなどの条件的に活
性なプロモーターを使用することが望ましい場合がある。これらは、ベクターへの連結に
ついて上記に記載される技術を使用して、所望するヌクレオチド配列に連結される。この
分野で知られている技術はどれも使用することができる。すなわち、発現ベクターは、転
写開始領域および翻訳開始領域（これらは誘導型でも構成型でもよい）を提供するが、こ
の場合、転写開始領域、転写終結領域および翻訳終結領域の転写制御下に機能的に連結さ
れる。これらの制御領域は、問題とする核酸が得られる問題とする種に対して生来的であ
り得るか、または外因性の供給源に由来し得る。
【００５４】
　発現ベクターは、一般には、異種タンパク質をコードする核酸配列の挿入をもたらすた
めに、好都合な制限部位がプロモーター配列の近くに存在する。発現宿主において機能的
な選択マーカーを存在させることができる。発現ベクターは、とりわけ、上述のように、
融合タンパク質を産生させるために使用することができる。
【００５５】
　転写開始領域、遺伝子またはその断片、および転写終結領域を含む発現カセットを調製
することができる。特に注目されるものは、一般的には長さが少なくとも約８アミノ酸で
あり、より一般的には長さが少なくとも約１５アミノ酸であり、また、約２５アミノ酸ま
でであり、そして遺伝子の完全なオープンリーディングフレームまでである、機能的なエ
ピトープまたはドメインの発現を可能にする、配列の使用である。ＤＮＡの導入後、構築
物を含有する細胞を選択マーカーによって選択することができ、その後、拡大培養された
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細胞を発現のために使用することができる。
【００５６】
　先に記載された発現系は、発現させる目的に依存して、従来の方法に従って原核生物ま
たは真核生物と一緒に用いることができる。タンパク質の大規模な生産の場合、単細胞生
物（Ｅ．Ｃｏｌｉ（大腸菌）、Ｂ．ｓｕｂｔｉｌｉｓ（枯草菌）、Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉ
ａｅなど）、バキュロウイルスベクターと組合せた昆虫細胞、または脊椎動物などの高等
生物の細胞（例えば、ＣＯＳ７細胞、ＨＥＫ２９３、ＣＨＯ、アフリカツメガエル卵母細
胞など）を発現宿主細胞として使用することができる。状況により、発現タンパク質が本
来の折畳みおよび翻訳後修飾から利益を受けられる真核生物細胞において、遺伝子を発現
させることが望ましい。小ペプチドは実験室で合成することもできる。完全なタンパク質
配列のサブセットであるポリペプチドは、機能について重要なタンパク質の一部分を同定
し、調べるために使用することができる。
【００５７】
　注目される特異的な発現系には、細菌、酵母、昆虫細胞および哺乳動物細胞に由来する
発現系が含まれる。これらのカテゴリーのそれぞれから代表的なシステムに対して引かれ
る参考文献が下記に示される。
【００５８】
　細菌における発現系には、Ｃｈａｎｇ等、Ｎａｔｕｒｅ、２７５：６１５（１９７８）
；Ｇｏｅｄｄｅｌ等、Ｎａｔｕｒｅ、２８１：５４４（１９７９）；Ｇｏｅｄｄｅｌ等、
Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、８：４０５７（１９８０）；欧州特許第００３
６，７７６号、米国特許第４，５５１，４３３号；ＤｅＢｏｅｒ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）、８０：２１～２５（１９８３）；Ｓｉｅｂｅｎｌｉｓ
ｔ等、Ｃｅｌｌ、２０：２６９（１９８０）に記載される発現系が含まれる。
【００５９】
　酵母における発現系には、Ｈｉｎｎｅｎ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．
（ＵＳＡ）、７５：１９２９（１９７８）；Ｉｔｏ等、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、１５
３：１６３（１９８３）；Ｋｕｒｔｚ等、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．、６：１４２（
１９８６）；Ｋｕｎｚｅ等、Ｊ．Ｂａｓｉｃ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、２５：１４１（１
９８５）；Ｇｌｅｅｓｏｎ等、Ｊ．Ｇｅｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、１３２：３４５９（
１９８６）；Ｒｏｇｇｅｎｋａｍｐ等、Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．、２０２：３０２
（１９８６）；Ｄａｓ等、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、１５８：１１６５（１９８４）；
Ｄｅ　Ｌｏｕｖｅｎｃｏｕｎｔ等、Ｊ．Ｂａｃｔｅｒｉｏｌ．、１５４：７３７（１９８
３）；Ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｅｒｇ等、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、８：１３５（１９
９０）；Ｋｕｎｚｅ等、Ｊ．Ｂａｓｉｃ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、２５：１４１（１９８
５）；Ｃｒｅｇｇ等、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ．、５：３３７６（１９８５）；米国
特許第４，８３７，１４８号および同第４，９２９，５５５号；ＢｅａｃｈおよびＮｕｒ
ｓｅ、Ｎａｔｕｒｅ、３００：７０６（１９８１）；Ｄａｖｉｄｏｗ等、Ｃｕｒｒ．Ｇｅ
ｎｅｔ．、１０：３８０（１９８５）；Ｇａｉｌｌａｒｄｉｎ等、Ｃｕｒｒ．Ｇｅｎｅｔ
．、１０：４９（１９８５）；Ｂａｌｌａｎｃｅ等、Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．
Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．、１１２：２８４～２８９（１９８３）；Ｔｉｌｂｕｒｎ等、Ｇ
ｅｎｅ、２６：２０５～２２１（１９８３）；Ｙｅｌｔｏｎ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａ
ｃａｄ．Ｓｃｉ．（８１：１４７０～１４７４（１９８４）；ＫｅｌｌｙおよびＨｙｎｅ
ｓ、ＥＭＢＯ　Ｊ．、４：４７５４７９（１９８５）；欧州特許第０２４４，２３４号；
国際特許出願公開ＷＯ９１／００３５７に記載される発現系が含まれる。
【００６０】
　昆虫における異種遺伝子の発現は、米国特許第４，７４５，０５１号；Ｆｒｉｅｓｅｎ
等、「バキュロウイルス遺伝子発現における制御」、Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｂａｃｕｌｏｖｉｒｕｓｅｓ（Ｗ．Ｄｏｅｒｆｌｅｒ編）（１９８６
）；欧州特許第０１２７，８３９号；欧州特許第０１５５，４７６号；Ｖｌａｋ等、Ｊ．
Ｇｅｎ．Ｖｉｒｏｌ．、６９：７６５～７７６（１９８８）；Ｍｉｌｌｅｒ等、Ａｎｎ．
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Ｒｅｖ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．、４２：１７７（１９８８）；Ｃａｒｂｏｎｅｌｌ等、Ｇ
ｅｎｅ、７３：４０９（１９８８）；Ｍａｅｄａ等、Ｎａｔｕｒｅ、３１５：５９２～５
９４（１９８５）；Ｌａｂａｃｑ－Ｖｅｒｈｅｙｄｅｎ等、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｌ
．、８：３１２９（１９８８）；Ｓｍｉｔｈ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．、８２：８８４４（１９８５）；Ｍｉｙａｊｉｍａ等、Ｇｅｎｅ、５８：２７３（１９
８７）；Ｍａｒｔｉｎ等、ＤＮＡ、７：９９（１９８８）に記載されるように達成される
。宿主に由来する数多くのバキュロウイルス株および変異株ならびに対応する許容性の昆
虫宿主細胞が、Ｌｕｃｋｏｗ等、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、６：４７～５５（１９
８８）；Ｍｉｌｌｅｒ等、Ｇｅｎｅｔｉｃ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、８：２７７～２７
９（１９８６）；Ｍａｅｄａ等、Ｎａｔｕｒｅ、３１５：５９２～５９４（１９８５）に
記載される。
【００６１】
　哺乳動物発現は、Ｄｉｊｋｅｍａ等、ＥＭＢＯ　Ｊ．、４：７６１（１９８５）；Ｇｏ
ｒｍａｎ等、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）、７９：６７７７（１
９８２）；Ｂｏｓｈａｒｔ等、Ｃｅｌｌ、４１：５２１（１９８５）；米国特許第４，３
９９，２１６号に記載されるように達成される。哺乳動物の発現の他の特徴が、Ｈａｍｍ
およびＷａｌｌａｃｅ、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚ．、５８：４４（１９７９）；Ｂａｒｎｅｓお
よびＳａｔａ、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．、１０２：２５５（１９８０）；米国特許第
４，７６７，７０４号、同第４，６５７，８６６号、同第４，９２７，７６２号、同第４
，５６０，６５５号；国際特許出願公開ＷＯ９１／１０３４３０、同ＷＯ８７／００１９
５；米国再発行特許第３０，９８５号に記載されるように容易に行われる。
【００６２】
　上記の宿主細胞のいずれか、あるいは他の適切な宿主細胞または宿主生物を使用して、
本発明のポリヌクレオチドまたは核酸を複製し、かつ／または発現させるとき、得られる
複製された核酸、ＲＮＡ、発現タンパク質またはポリペプチドは、宿主細胞または宿主生
物の産物として本発明の範囲内である。産物は、この分野で知られている適切な手段によ
って回収することができる。
【００６３】
　選択されたポリヌクレオチドに対応する遺伝子が同定されると、遺伝子が生来的である
細胞において、その発現を調節することができる。例えば、細胞の内因性遺伝子を、細胞
における遺伝子の発現を少なくとも増強するために十分な位置において細胞のゲノム内に
挿入された外因性の制御配列によって制御することができる。制御配列は、米国特許第５
，６４１，６７０号および同第５，７３３，７６１号（これらの開示は参考として本明細
書中に組み入れる）に開示されるような相同的な組換えによってゲノム内に組み込まれる
ように設計することができ、または、国際特許出願公開ＷＯ９９／１５６５０（この開示
もまた参考として本明細書中に組み入れる）に開示されるような非相同的な組換えによっ
てゲノム内に組み込まれるように設計することができる。そのため、コード核酸自体の操
作を伴わず、しかし、その代わり、所望するタンパク質をコードする遺伝子を既に含む細
胞のゲノムに調節配列を組み込むことによるタンパク質の産生もまた本発明に包含される
。
【００６４】
　本発明のゲノム配列のプロモーター配列もまた注目される。この場合、５’隣接領域の
配列を、例えば、本発明のタンパク質遺伝子が発現する細胞／組織における発現の制御を
もたらす、エンハンサー結合部位を含むプロモーターエレメントのために利用することが
できる。
【００６５】
　本発明の核酸の小さいＤＮＡ断片もまた注目され、これらは、ＰＣＲ用プライマー、ハ
イブリダイゼーションスクリーニングプローブなどとして有用である。より大きいＤＮＡ
断片は、先に記載されたように、コードされるポリペプチドを産生させるために有用であ
る。しかしながら、幾何級数的ＰＣＲなどの幾何級数的増幅反応において使用される場合
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、一対の小さいＤＮＡフラグメント（すなわち、プライマー）が使用される。プライマー
配列の正確な組成は本発明にとって重要ではなく、しかし、ほとんどの適用の場合、プラ
イマーは、この分野で知られているように、ストリンジェントな条件のもとで、対象とす
る配列にハイブリダイゼーションする。少なくとも約５０ヌクレオチド（好ましくは少な
くとも約１００ヌクレオチド）の増幅産物を生じさせる一対のプライマーを選ぶことが好
ましい。プライマー配列を選択するための様々なアルゴリズムが一般に知られており、市
販のソフトウエアパッケージで入手可能である。増幅プライマーはＤＮＡの相補鎖にハイ
ブリダイゼーションし、互いに向かって伸張を開始する。
【００６６】
　本発明の核酸組成物はまた、生物学的試料における遺伝子の発現を確認するために使用
することができる。特定のヌクレオチド配列（例えば、ゲノムＤＮＡまたはＲＮＡなど）
の存在について細胞をプローブする様式はこの分野では十分に確立されている。簡単に記
載すると、ＤＮＡまたはｍＲＮＡが細胞サンプルから単離される。ｍＲＮＡは、相補的Ｄ
ＮＡ鎖を形成させるために逆転写酵素を使用し、その後、対象ＤＮＡ配列に対して特異的
なプライマーを使用するポリメラーゼ連鎖反応増幅を行うＲＴ－ＰＣＲによって増幅する
ことができる。あるいは、ｍＲＮＡサンプルはゲル電気泳動によって分離され、好適な担
体（例えば、ニトロセルロース、ナイロンなど）に移され、その後、対象ＤＮＡの断片を
プローブとして用いてプローブされる。他の技術、例えば、オリゴヌクレオチドライゲー
ションアッセイ、インサイチュハイブリダイゼーション、および固体チップ上に配列され
たＤＮＡプローブに対するハイブリダイゼーションなどもまた使用することができる。対
象配列にハイブリダイゼーションしているｍＲＮＡの検出により、サンプルにおける遺伝
子発現が示される。
【００６７】
　本発明の核酸（これは隣接プロモーター領域および翻訳領域を含む）は、プロモーター
強度の目的とする変化を生じさせるために、あるいはコードされるタンパク質の配列また
はコードされるタンパク質の性質（これには、コードされるタンパク質の蛍光特性が含ま
れる）を変化させるために、この分野で知られている様々な方法で変異させることができ
る。そのような変異を有するＤＮＡ配列またはタンパク質産物は、本明細書中に示される
配列番号１～２４に対して実質的に類似している。これらの配列の配列変化は、置換、挿
入、欠失またはそれらの組合せであり得る。欠失は更に、ドメインまたはエキソンの欠失
などの大きな変化、例えば、１０、２０、５０、７５、１００、１５０アミノ酸残基また
はそれ以上のアミノ酸残基の領域の欠失を含むことがある。インビトロ変異誘発のための
様々な技術を、Ｇｕｓｔｉｎ等、Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ、１４：２２（１９９３）
；Ｂａｒａｎｙ、Ｇｅｎｅ、３７：１１１～２３（１９８５）；Ｃｏｌｉｃｅｌｌｉ等、
Ｍｏｌ．Ｇｅｎ．Ｇｅｎｅｔ．１９９：５３７～９（１９８５）に見出すことができる。
部位特異的変異誘発のための様々な方法を、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、ＣＨＳ　Ｐｒｅｓｓ、１５
．３頁～１５．１０８頁（１９８６）に見出すことができる。そのような変異させられた
核酸誘導体は、特定の色素性蛍光タンパク質の構造－機能の関係を研究するために、ある
いはその機能または制御に影響を及ぼすタンパク質の性質を変化させるために使用するこ
とができる。
【００６８】
　また、本明細書中に記載されるａｃＧＦＰのｈＧ２２変異体などの、本発明の核酸のヒ
ト化体も注目される。本明細書中で使用される用語「ヒト化（された）」は、ヒト細胞に
おけるタンパク質の発現のためにコドンを最適化するために核酸配列になされた変化を示
す（Ｙａｎｇ等、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２４：４５９２～９
３（１９９６））。タンパク質のヒト化を記載する米国特許第５，７９５，７３７号もま
た参照のこと（この開示は参考として本明細書中に組み入れる）。
【００６９】
　ペプチド組成物
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【００７０】
　本発明は、蛍光タンパク質ａｃＧＦＰおよびその誘導体、ならびに関連するポリペプチ
ド断片を提供する。本明細書中で使用される用語の蛍光タンパク質は、光を照射されたと
き、例えば、白色光または特定の波長の光（または励起波長などの狭い波長バンド）で照
射されたとき、蛍光を発するタンパク質を示す。本明細書中で使用される用語のポリペプ
チドは、全長タンパク質、ならびにタンパク質の一部分または断片の両方を示す。また、
この用語には、天然に存在するタンパク質の変異体が含まれ、この場合、そのような変異
体は、より詳細には下に記載されるように、天然に存在するタンパク質に対して相同的ま
たは実質的に類似し、そして天然に存在するタンパク質の変異体である。本発明のポリペ
プチドは、その天然の環境とは異なる環境に存在する。
【００７１】
　多くの実施形態において、本発明のタンパク質は、約３００ｎｍ～７００ｎｍ、一般的
には約３５０ｎｍ～５５０ｎｍ、より一般的には約４００ｎｍ～５００ｎｍ、多くの場合
には約４５０ｎｍ～４９０ｎｍ、例えば、４７０ｎｍ～４９０ｎｍ、の範囲に及ぶ吸収極
大を有し、一方で、本発明のタンパク質の発光スペクトルは、典型的には、約４００ｎｍ
～７００ｎｍ、一般的には約４５０ｎｍ～６５０ｎｍ、より一般的には約５００ｎｍ～６
００ｎｍ、の範囲にあり、その一方で、多くの実施形態において、発光スペクトルは約５
００ｎｍ～５５０ｎｍ、例えば、５００ｎｍ～５２５ｎｍ、または５００ｎｍ～５１０ｎ
ｍ、の範囲にある。本発明のタンパク質は、一般に、約２５，０００～１５０，０００、
一般的には約４５，０００～１２０，０００、例えば、５０，０００～１００，０００、
の範囲に及ぶ最大吸光係数を有する。本発明のタンパク質は、典型的には、長さが約１５
０アミノ酸～３００アミノ酸、一般的には約２００アミノ酸残基～３００アミノ酸残基、
の範囲にあり、そして一般に、分子量が約１５ｋＤａ～３５ｋＤａ、一般的には約１７．
５ｋＤａ～３２．５ｋＤａ、の範囲にある。
【００７２】
　特定の実施形態において、本発明のタンパク質は鮮明（ｂｒｉｇｈｔ）である。この場
合、「鮮明」とは、色素タンパク質およびその蛍光性誘導体が一般的な方法（例えば、目
視スクリーニング、分光測定法、分光蛍光法、蛍光顕微鏡観察、ＦＡＣＳ計測など）によ
って検出され得ることを意味する。特定の蛍光タンパク質の蛍光輝度は、最大吸光係数を
乗じたその量子収量によって決定される。色素タンパク質の輝度はその最大吸光係数によ
って表されることがある。
【００７３】
　特定の実施形態において、本発明のタンパク質は、宿主細胞で発現した後、迅速に折り
たたまれる。「迅速に折りたたまれる」とは、タンパク質が、短い時間で、その発色性ま
たは蛍光性を生じさせる三次構造を達成することを意味する。これらの実施形態において
、タンパク質は、一般には約３日を超えない期間で、一般的には約２日を超えない期間で
、より一般的には約１日を超えない期間で折りたたまれる。
【００７４】
　注目される具体的なタンパク質には、野生型ａｃＧＦＰ蛍光タンパク質およびその変異
体が含まれるが、それらは、例えば、ａｃＧＦＰ、Ｚ１、Ｚ２、Ｇ１、Ｇ２、Ｇ２２、Ｇ
２２－Ｇ２２Ｅ、Ｇ２２－Ｇ２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌ、２２０－１１－５、ＣＦＰ－ｒａｎｄ
３およびＣＦＰ－３ならびにヒト化Ｇ２２をコードする、配列番号２、４、６、８、１０
、１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４で提供される。
【００７５】
　上記に提供された具体的なアミノ酸配列、すなわち、配列番号２、４、６、８、１０、
１２、１４、１６、１８、２０、２２または２４、とは配列が異なるタンパク質のホモロ
グ（またはその断片）もまた提供される。「ホモログ」は、Ｄ．Ｇ．Ｈｉｇｇｉｎｓおよ
びＰ．Ｍ．Ｓｈａｒｐ、「マイクロコンピューターによる迅速かつ高感度な多重配列アラ
インメント」、ＣＡＢＩＯＳ、５、１５１頁～３頁（１９８９）に記載されるようなＭｅ
ｇＡｌｉｇｎのＤＮＡｓｔａｒクラスターアルゴリズム（ｋｔｕｐｌｅ＝１、ｇａｐ　ｐ
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ｅｎａｌｔｙ＝３、ｗｉｎｄｏｗ＝５およびｄｉａｇｏｎａｌｓ　ｓａｖｅｄ＝５のパラ
メーターを使用する）を使用して決定されたとき、配列番号２、４、６、８、１０、１２
、１４、１６、１８、２０、２２または２４のアミノ酸配列に対する少なくとも約３５％
、一般的には少なくとも約４０％、より一般的には少なくとも約６０％、のアミノ酸配列
同一性を有するタンパク質を意味する。多くの実施形態において、注目されるホモログは
、特にタンパク質の機能的な領域を提供するアミノ酸配列について、はるかにより大きい
配列同一性を有し、例えば、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％（例えば
、９２％、９３％、９４％）またはそれ以上、例えば、９５％、９６％、９７％、９８％
、９９％、９９．５％の配列同一性を有する。
【００７６】
　野生型タンパク質に対して実質的に同一であるタンパク質もまた提供される。この場合
、「実質的に同一」は、タンパク質が、野生型タンパク質の配列に対して少なくとも約６
０％、一般的には少なくとも約６５％、より一般的には少なくとも約７０％、のアミノ酸
配列同一性を有すること、そして、場合により、同一性がはるかにより大きく、例えば、
７５％、８０％、８５％、９０％（例えば、９２％、９３％、９４％）、９５％またはそ
れ以上、例えば、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％、９９．５％であり得ること
を意味する。
【００７７】
　先に記載された天然に存在するタンパク質の誘導体または変異体であるタンパク質もま
た提供される。変異体は、野生型（例えば、天然に存在する）タンパク質の生物学的性質
を保持し得るか、または野生型タンパク質とは異なる生物学的性質を有し得る。本発明の
タンパク質の用語「生物学的性質」は、（例えば、野生型タンパク質、またはＡ．ｖｉｃ
ｔｏｒｉａ由来の緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）などの別の基準タンパク質と比較される
ような）スペクトル特性、例えば、吸収極大、発光極大、最大吸光係数、輝度など；イン
ビボおよび／またはインビトロでの安定性（例えば、半減期）；ならびに他のそのような
性質を示すが、これらに限定されない。変異には、単一アミノ酸変化、１つ以上のアミノ
酸の欠失、Ｎ末端切断（トランケーション）、Ｃ末端切断、挿入などが含まれる。
【００７８】
　変異体タンパク質は、分子生物学の標準的な技術を使用して、例えば、先に記載された
ようなランダム変異誘発および標的化変異誘発を使用して作製することができる。いくつ
かの変異体が本明細書中に記載される。実施例に示される指針に従い、そして標準的な技
術を使用して、当業者は、広範囲の様々な更なる変異体を容易に作製し、そして、生物学
的性質が変化しているかどうかを調べることができる。例えば、蛍光強度を、分光光度計
を様々な励起波長で使用して測定することができる。
【００７９】
　天然に存在するタンパク質である本発明のそのようなタンパク質は、天然に存在しない
環境に存在し、例えば、その天然に存在する環境から分離される。特定の実施形態におい
て、本発明のタンパク質は、天然に存在する環境と比較して、本発明のタンパク質につい
て濃縮された組成物に存在する。例えば、精製されたタンパク質が提供され、この場合、
「精製された」は、タンパク質が、目的とする色素タンパク質または蛍光タンパク質でな
いタンパク質を実質的に含まない組成物に存在することを意味し、この場合、「実質的に
含まない」は、組成物の９０％未満、一般的に６０％未満、より一般的には５０％未満、
が非色素タンパク質または非蛍光タンパク質またはその変異体から構成されることを意味
する。本発明のタンパク質はまた、単離体として存在し得る。この場合、単離体により、
タンパク質が、他のタンパク質および他の天然に存在する生物学的分子（例えば、オリゴ
糖、ポリヌクレオチドおよびその断片など）を実質的に含まないことが意味され、ただし
、この場合の用語「実質的に含まない」は、単離されたタンパク質を含有する組成物の７
０％未満、一般的には６０％未満、より一般的には５０％未満、が何らかの他の天然に存
在する生物学的分子であることを意味する。特定の実施形態において、タンパク質は実質
的に純粋な形態で存在する。この場合、「実質的に純粋な形態」により、純度が少なくと
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も９５％、一般的には少なくとも９７％、より一般的には少なくとも９９％、であること
が意味される。
【００８０】
　天然に存在するタンパク質に加えて、天然に存在するタンパク質とは異なるポリペプチ
ド、例えば、先に記載された変異体タンパク質もまた提供される、一般に、そのようなポ
リペプチドは、本発明の野生型タンパク質をコードする遺伝子のオープンリーディングフ
レーム（ＯＲＦ）によってコードされるアミノ酸配列を含み、これらには、全長タンパク
質およびその断片、特に、生物学的に活性な断片、および／または機能的ドメインに対応
する断片などが含まれ、また、他のタンパク質またはペプチドに対する本発明のポリペプ
チドの融合体が含まれる。注目される断片は、典型的には、長さが少なくとも約１０アミ
ノ酸であり、一般的には長さが少なくとも約５０アミノ酸であり、そして、長さが３００
アミノ酸またはそれ以上もの長さである場合があるが、一般的には約２５０アミノ酸の長
さを超えない。この場合、断片は、少なくとも約１０アミノ酸、一般的には少なくとも約
１５アミノ酸、多くの実施形態では少なくとも約５０アミノ酸、の長さである本発明のタ
ンパク質に対して同一であるアミノ酸領域を有する。いくつかの実施形態では、本発明の
ポリペプチドは、長さが、約２５アミノ酸、約５０アミノ酸、約７５アミノ酸、約１００
アミノ酸、約１２５アミノ酸、約１５０アミノ酸、約２００アミノ酸または約２５０アミ
ノ酸から、タンパク質の全長までである。いくつかの実施形態において、タンパク質断片
は、野生型タンパク質の特異的な性質のすべてまたは実質的にすべてを保持する。
【００８１】
　本発明のタンパク質およびポリペプチドは、天然に存在する供給源から得ることができ
、または合成的に作製することができる。例えば、野生型タンパク質を、そのタンパク質
を発現する生物学的供給源から、例えば、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ
から得ることができる。本発明のタンパク質はまた、合成的手段から、例えば、先に記載
されたように、目的とするタンパク質をコードする組換え遺伝子または核酸コード配列を
好適な宿主において発現させることによって得ることができる。任意の好都合なタンパク
質精製手法を用いることができ、様々な好適なタンパク質精製方法論が、Ｇｕｉｄｅ　ｔ
ｏ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ（Ｄｅｕｔｈｓｅｒ編）（Ａｃａｄｅｍ
ｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９９０）に記載される。例えば、可溶化液（ライセート）を元の供
給源から調製し、そして、ＨＰＬＣ、排除クロマトグラフィー、ゲル電気泳動、アフィニ
ティークロマトグラフィーなどを使用して精製することができる。
【００８２】
　抗体組成物
【００８３】
　本発明の蛍光タンパク質に対して特異的に結合する抗体もまた提供される。好適な抗体
が、タンパク質の全体または一部を含むペプチドで宿主動物を免疫化することによって得
られる。好適な宿主動物は、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ、ハムスター、ウサギなどが
含まれる。免疫源は、完全なタンパク質、またはその断片および誘導体を含み得る。好ま
しい免疫源はタンパク質の全体または一部を含み、この場合、タンパク質は、天然の標的
タンパク質において見出される翻訳後修飾を含む。免疫源は、この分野で知られている様
々な方法で作製され、そのような方法には、例えば、従来の組換え方法を使用するクロー
ン化遺伝子の発現、または、直接的にＡｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓから
の単離がある。
【００８４】
　ポリクローナル抗体を調製する場合、最初の工程には、ペプチド免疫源による宿主動物
の免疫化が伴い、この場合、ペプチドタンパク質免疫源は、好ましくは、約１％未満の混
入物を含む実質的に純粋な形態である。免疫源は、完全なタンパク質あるいはその断片ま
たは誘導体を含み得る。宿主動物の免疫応答を増大させるために、標的タンパク質はアジ
ュバントと組み合わせることができ、この場合、好適なアジュバントには、ミョウバン、
デキストラン硫酸、大きなポリマーアニオン、油および水のエマルション、フロイントア
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ジュバント、フロイント完全アジュバントなどが含まれる。ペプチド免疫源はまた、合成
キャリアタンパク質または合成抗原にコンジュゲート化することができる。
【００８５】
　ペプチド免疫源は、一般的には皮内投与で宿主に投与されるが、初期投与の
後、１回以上、一般的には少なくとも２回、の更なる追加免疫投与が行われる。免疫後、
宿主からの血液が採取され、この場合、血清が血液細胞から分離される。得られた抗血清
に存在する免疫グロブリンを、知られている方法を使用して、例えば、アンモニウム塩分
画化、ＤＥＡＥクロマトグラフィーなどを使用して精製することができる。
【００８６】
　あるいは、モノクローナル抗体を従来の技術によって作製することができる。一般には
、免疫化された宿主動物の脾臓および／またはリンパ節が形質細胞の供給源となる。形質
細胞はミエローマ細胞との融合によって不死化され、ハイブリドーマ細胞が作製される。
個々のハイブリドーマから得られる培養上清が、所望する特異性を有する抗体を産生する
ハイブリドーマを同定するために、標準的な技術を使用してスクリーニングされる。ヒト
タンパク質に対するモノクローナル抗体を作製するための好適な動物には、マウス、ラッ
ト、ハムスターなどが含まれる。マウスタンパク質に対する抗体を産生するためには、動
物は、一般に、ハムスター、モルモットまたはウサギである。抗体は、従来の技術によっ
て、例えば、プロテインＡセファロースのような不溶性担体に結合させたタンパク質を使
用するアフィニティークロマトグラフィーなどによってハイブリドーマ細胞上清または腹
水から精製することができる。
【００８７】
　抗体は、通常の多量体構造の代わりに、単鎖体（ｓｉｎｇｌｅ　ｃｈａｉｎ）として作
製することができる。単鎖抗体が、Ｊｏｓｔ等、Ｊ．Ｂ．Ｃ．、２６９：２６２６７～７
３（１９９４）などに記載される。重鎖の可変領域および軽鎖の可変領域をコードするＤ
ＮＡ配列を、グリシンおよび／またはセリンを含む小さい中性アミノ酸の少なくとも４個
のアミノ酸をコードするスペーサーに連結することができる。この融合体によってコード
されるタンパク質は、元の抗体の特異性および親和性を保持する機能的な可変領域の組み
立てを可能にする。
【００８８】
　特定の実施形態では、ヒト化抗体もまた注目される。抗体をヒト化する様々な方法がこ
の分野では知られている。ヒト化抗体は、遺伝子組換えされたヒト免疫グロブリン定常領
域遺伝子を有する動物の産物であり得る（例えば、国際特許出願公開ＷＯ９０／１００７
７および同第ＷＯ９０／０４０３６を参照のこと）。あるいは、注目される抗体は、ＣＨ
１、ＣＨ２、ＣＨ３、ヒンジドメインおよび／またはフレームワークドメインを対応する
ヒト配列で置換するために組換えＤＮＡ技術によって操作することができる（国際特許出
願公開ＷＯ９２／０２１９０を参照のこと）。
【００８９】
　キメラな免疫グロブリン遺伝子を構築するために免疫グロブリンｃＤＮＡを使用するこ
とがこの分野では知られている（Ｌｉｕ等、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎ
ａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、８４：３４３９（１９８７
）、およびＪ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．、１３９：３５２１（１９８７））。本質的には、ｍＲ
ＮＡが、抗体を産生するハイブリドーマまたは他の細胞から単離され、ｃＤＮＡを作製す
るために使用される。目的とするｃＤＮＡを、特異的なプライマーを使用するポリメラー
ゼ連鎖反応によって増幅することができる（米国特許第４，６８３，１９５号および同第
４，６８３，２０２号）。あるいは、目的とする配列を単離するために、ライブラリーが
作製され、スクリーニングされる。その後、抗体の可変領域をコードするＤＮＡ配列がヒ
ト定常領域配列に融合される。ヒト定常領域遺伝子の配列は、Ｋａｂａｔ等、「免疫学的
に注目されるタンパク質の配列」、Ｎ．Ｉ．Ｈ．刊行物番号９１－３２４２（１９９１）
に見出され得る。ヒトＣ領域遺伝子を知られているクローンから容易に入手することがで
きる。アイソタイプの選択は、補体固定、または抗体依存的な細胞の細胞毒性における活
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性などの所望するエフェクター機能によって導かれる。好ましいアイソタイプは、ＩｇＧ
１、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４である。ヒト軽鎖定常領域のカッパまたはラムダのいずれか
を使用することができる。キメラなヒト化抗体は、その後、従来の方法によって発現され
る。
【００９０】
　抗体断片、例えば、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ’）２およびＦ（ａｂ）などを、インタクトなタン
パク質を、例えば、プロテアーゼまたは化学的切断により切断することによって調製する
ことができる。あるいは、切断された（ｔｒｕｎｃａｔｅｄ）遺伝子を設計することがで
きる。例えば、Ｆ（ａｂ’）２断片の一部をコードするキメラな遺伝子により、Ｈ鎖のＣ
Ｈ１ドメインおよびヒンジ領域、その後に翻訳終止コドンをコードして、切断型分子を生
じさせるＤＮＡ配列が示される。
【００９１】
　Ｈ鎖およびＬ鎖のＪ領域のコンセンサス配列を使用して、Ｖ領域セグメントをヒトＣ領
域セグメントにその後で連結するために有用な制限部位をＪ領域に導入するためのプライ
マーとして使用されるオリゴヌクレオチドを設計することができる。Ｃ領域のｃＤＮＡを
、制限部位をヒト配列において類似する位置に設置するために部位特異的変異誘発によっ
て改変することができる。
【００９２】
　発現ベクターには、プラスミド、レトロウイルス、ＹＡＣ、ＥＢＶ由来エピソームなど
が含まれる。好都合なベクターは、機能的に完全なヒトＣＨ免疫グロブリン配列またはＣ
Ｌ免疫グロブリン配列を、任意のＶＨ配列またはＶＬ配列が容易に挿入および発現され得
るように設計された適切な制限部位とともにコードするベクターである。そのようなベク
ターでは、スプライシングが、通常、挿入されたＪ領域内のスプライスドナー部位と、ヒ
トＣ領域に先行するスプライスアクセプター部位との間において、そしてまた、ヒトＣＨ
エキソンの中に存在するスプライス領域において生じる。ポリアデニル化および転写終結
が、翻訳領域の下流にある生来的な染色体部位において生じる。得られるキメラな抗体は
、レトロウイルスＬＴＲを含む任意の強いプロモーターに、例えば、ＳＶ－４０初期プロ
モーター（Ｏｋａｙａｍａ等、Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏ．、３：２８０（１９８３））
、ラウス肉腫ウイルスＬＴＲ（Ｇｏｒｍａｎ等、Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　ｏｆ　ｔｈｅ
　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ａｃａｄｅｍｙ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、７９：６７７７（１９
８２））、またはモロニーマウス白血病ウイルスＬＴＲ（Ｇｒｏｓｓｃｈｅｄｌ等、Ｃｅ
ｌｌ、４１：８８５（１９８５））、あるいは生来的なＩｇプロモーターなどに結合する
ことができる。
【００９３】
　遺伝子組換え体
【００９４】
　本発明の核酸は、遺伝子組み換えされた非ヒトの植物または動物または部位特異的遺伝
子改変体を細胞株において作製するために使用することができる。本発明の遺伝子組換え
細胞は、導入遺伝子として存在する本発明による１つ以上の核酸を含む。この場合、この
定義には、導入遺伝子を含むように形質転換された親細胞およびその子孫が含まれる。多
くの実施形態において、遺伝子組換え細胞は、本発明による核酸を通常の場合には保有ま
たは含有しない細胞である。遺伝子組換え細胞が本発明の核酸を通常の場合には含有しな
いそのような実施形態において、核酸は、細胞内では、非天然の位置において細胞のゲノ
ム物質に組み込まれるなどの、その天然の位置とは異なる位置に存在する。遺伝子組換え
動物は、内因性遺伝子座が変化する相同的組換えによって作製することができる。あるい
は、核酸構築物をゲノム内にランダムに組み込むことができる。安定な組み込みのための
ベクターには、プラスミド、レトロウイルスおよび他の動物ウイルス、ＹＡＣなどが含ま
れる。
【００９５】
　注目される遺伝子組換え生物には、タンパク質またはその変異体が、通常の場合には発
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現しない細胞または組織で発現し、かつ／あるいはそのような細胞または組織に通常の場
合には存在しないレベルで発現する細胞および多細胞生物（植物および動物の両方）が含
まれる。
【００９６】
　相同的組換えのためのＤＮＡ構築物は本発明の核酸の一部を少なくとも含む。この場合
、遺伝子は、所望する遺伝子修飾を有し、そして標的遺伝子座に対する相同性の領域を含
む。ランダム組み込みのためのＤＮＡ構築物は、組換えを媒介するための相同性の領域を
含む必要はない。好都合なことに、正の選択および負の選択を行うためのマーカーを含む
ことができる。標的化された遺伝子修飾を相同的組換えにより有する細胞を作製するため
の様々な方法がこの分野では知られている。哺乳動物細胞をトランスフェクションするた
めの技術については、Ｋｅｏｗｎ等、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．、１８５：５２７～３
７（１９９０）を参照のこと。
【００９７】
　胚性幹（ＥＳ）細胞の場合、ＥＳ細胞株を用いることができ、または胚細胞を、マウス
、ラット、モルモットなどの宿主から新たに得ることができる。そのような細胞は、適切
な繊維芽細胞フェーダー層上で成長し、または白血病阻害因子（ＬＩＦ）の存在下で成長
する。ＥＳ細胞または胚細胞が形質転換されているとき、それらを使用して、遺伝子組換
え動物を作製することができる。形質転換後、細胞は適切な培地においてフィーダー層に
置床される。構築物を含有する細胞を、選択培地を用いることによって検出することがで
きる。十分な時間が、コロニーが成長するために与えられた後、コロニーは選ばれ、構築
物の相同的組換えまたは組み込みが生じているかどうか解析される。陽性であるそのよう
なコロニーは、その後、胚操作および胚盤胞への注入のために使用することができる。胚
盤胞は、４週齢～６週齢の過排卵処理されたメスから得られる。ＥＳ細胞はトリプシン処
理され、改変された細胞が胚盤胞の胞胚腔に注入される。注入後、胚盤胞は、偽妊娠メス
のそれぞれの子宮角に戻される。その後、メスは出産させられ、得られた子が、構築物に
ついてスクリーニングされる。キメラな子孫は、形質転換された細胞の表現型が、天然に
存在する細胞と何らかの点で異なる場合（例えば、蛍光を示すことなど）、容易に検出す
ることができる。
【００９８】
　キメラな動物は、改変された遺伝子の存在についてスクリーニングされ、その改変を有
するオスおよびメスが、ホモ接合の子孫を作製するためにかけ合わせられる。特に本発明
の融合タンパク質に関しては可能性があるが、遺伝子の変化が発達における何らかのとこ
ろで致死性を生じさせる場合、組織または器官を、同種（アロジェニック）または類似遺
伝子（コンジェニック）の移植片または移植体として維持することができ、あるいはイン
ビボ培養で維持することができる。遺伝子組換え動物は、任意の非ヒト哺乳動物であり、
例えば、実験室動物、家畜などであり、機能的研究、薬物スクリーニングなどにおいて使
用することができる。遺伝子組換え動物の使用の代表的な例には、下に記載される例が含
まれる。
【００９９】
　遺伝子組換え植物もまた作製することができる。遺伝子組換えされた植物細胞および植
物を調製する様々な方法が、米国特許第５，７６７，３６７号、同第５，５７０，８７０
号、同第５，７３９，４０９号、同第５，６８９，０４９号、同第５，６８９，０４５号
、同第５，６７４，７３１号、同第５，６５６，４６６号、同第５，６３３，１５５号、
同第５，６２９，４７０号、同第５，５９５，８９６号、同第５，５７６，１９８号、同
第５，５３８，８７９号、同第５，４８４，９５６号（これらの開示は参考として本明細
書中に組み入れる）に記載される。遺伝子組換え植物を作製する様々な方法がまた、Ｐｌ
ａｎｔ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｌ
ｅａおよびＬｅｅｇｏｏｄ編、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）、２７５頁～２９５頁
（１９９３）に総説される。簡単に記載すると、好適な植物細胞または植物組織が、植物
種の特性に依存して集められる。そのため、特定の場合には、プロトプラストが単離され
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、この場合、そのようなプロトプラストを様々な異なる植物組織（例えば、葉、胚軸、根
など）から単離することができる。プロトプラストを単離する場合、集められた細胞は、
細胞壁を除くためにセルラーゼの存在下でインキュベーションされる。この場合、正確な
インキュベーション条件は、細胞が得られる植物および／または組織のタイプに依存して
変化する。得られたプロトプラストは、その後、生じた細胞破片からふるい分けおよび遠
心分離によって分離される。
【０１００】
　あるいは、体細胞を含む胚性外植片を、遺伝子組換え宿主を調製するために使用するこ
とができる。細胞または組織を集めた後、目的とする外因性ＤＮＡが植物細胞に導入され
る。この場合、様々な異なる技術をそのような導入のために利用することができる。単離
されたプロトプラストの場合、プロトプラストを裸のＤＮＡ（例えば、目的とする外因性
のコード配列を含むプラスミドなど）を多価カチオン（例えば、ＰＥＧまたはＰＬＯ）の
存在下でインキュベーションすること、または、目的とする外因性のコード配列を含む裸
のＤＮＡの存在下でプロトプラストをエレクトポレーションすることを含むＤＮＡ媒介遺
伝子移入プロトコルによる導入を行うことができる。外因性ＤＮＡを取り込むことに成功
したプロトプラストは、その後、選択され、カルスに成長させられ、そして最終的には、
適切な量および比率の刺激因子（例えば、オーキシンおよびサイトカイニンなど）との接
触によって遺伝子組換え植物に成長させられる。
【０１０１】
　胚性外植片の場合、外因性ＤＮＡを標的の体細胞に導入する好都合な方法は、粒子加速
プロトコル、すなわち、「遺伝子銃」プロトコルの使用による。得られる外植片は、その
後、キメラな植物に成長させられ、交配され、その後、遺伝子組換え子孫が得られる。
【０１０２】
　先に記載された裸のＤＮＡ法の代わりに、遺伝子組換え植物を作製する別の方法には、
アグロバクテリウム媒介形質転換による方法がある。アグロバクテリウム媒介形質転換の
場合、外因性ＤＮＡを含む同時組み込みベクターまたはバイナリーベクターが調製され、
その後、適切なアグロバクテリウム株（例えば、Ａ．ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ）に導入さ
れる。得られた細菌が、その後、調製されたプロトプラストまたは組織外植片（例えば、
リーフディスクなど）とインキュベーションされ、カルスが作製される。その後、カルス
は、選択条件のもとで成長させられ、選択され、そして根および苗条（シュート）の成長
を誘導し、最終的には遺伝子組換え植物を得るために成長培地に供される。
【０１０３】
　使用方法
【０１０４】
　本発明の蛍光タンパク質およびペプチドは様々な異なる応用において使用される。これ
らのタイプのタンパク質のそれぞれについて代表的な使用が以下に記載されるが、この場
合、本明細書中に記載される使用は、単なる例示にすぎず、本発明のタンパク質の使用を
記載される方法に限定することを決して意図していない。
【０１０５】
　注目される第１の応用は、本発明のタンパク質を蛍光共鳴エネルギー転移（ＦＲＥＴ）
法において使用することである。これらの方法では、本発明のタンパク質は、下記のよう
な第２の蛍光タンパク質または蛍光色素と組合せてドナーおよび／またはアクセプターと
して役立つ：例えば、Ｍａｔｚ等、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、１７：
９６９～９７３（１９９９）に記載されるような蛍光タンパク質；例えば、米国特許第６
，０６６，４７６号、同第６，０２０，１９２号、同第５，９８５，５７７号、同第５，
９７６，７９６号、同第５，９６８，７５０号、同第５，９６８，７３８号、同第５，９
５８，７１３号、同第５，９１９，４４５号、同第５，８７４，３０４号（これらの開示
は参考して本明細書中に組み入れる）に記載される、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉ
ａ由来の緑色蛍光タンパク質またはその蛍光変異体、；他の蛍光性色素、例えば、クマリ
ンおよびその誘導体（７－アミノ－４－メチルクマリンおよびアミノクマリン）など；ｂ
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ｏｄｉｐｙ色素；カスケードブルー；またはフルオレセインおよびその誘導体、例えば、
フルオレセインイソチオシアナートおよびオレゴングリーンなど；ローダミン色素、例え
ば、テキサスレッド、テトラメチルローダミン、エオシン類およびエリトロシン類など；
Ｃｙ３およびＣｙ５などのシアニン色素；ランタニドイオンの大環状キレート、例えば、
量子色素など；そして、ルシフェラーゼなどの化学発光色素、これには、米国特許第５，
８４３，７４６号、同第５，７００，６７３号、同第５，６７４，７１３号、同第５，６
１８，７２２号、同第５，４１８，１５５号、同第５，３３０，９０６号、同第５，２２
９，２８５号、同第５，２２１，６２３号、同第５，１８２，２０２号（これらの開示は
参考して本明細書中に組み入れる）に記載される色素が含まれる。
【０１０６】
　本発明の蛍光タンパク質を用いるＦＲＥＴアッセイが使用され得る具体的な例には、下
記の例が含まれるが、これらに限定されない。例えば、哺乳動物ツーハイブリッドシステ
ム、転写因子の二量体化、膜タンパク質の多量体化、多タンパク質複合体形成などにおけ
るタンパク質－タンパク質相互作用の検出；多数の異なる事象に対するバイオセンサーと
して、この場合、ペプチドまたはタンパク質により、本発明の蛍光タンパク質を含むＦＲ
ＥＴ蛍光性組合せが共有結合的に連結され、連結用のペプチドまたはタンパク質には、例
えば、カスパーゼが媒介する切断のためのプロテアーゼ特異的基質、ＦＲＥＴを増大また
は減少させるシグナルを受け取ったときに立体配座的変化を受けるペプチド、例えば、Ｐ
ＫＡ調節ドメイン（ｃＡＭＰセンサー）、リン酸化部位（例えば、リン酸化部位がペプチ
ドに存在する場合、または、ペプチドが別のタンパク質のリン酸化／脱リン酸化ドメイン
に対する結合特異性を有する場合、あるいは、ペプチドがＣａ２＋結合ドメインを有する
場合）がある。更に、本発明のタンパク質が使用される蛍光共鳴エネルギー転移適用、す
なわち、ＦＲＥＴの応用には、米国特許第６，００８，３７３号、同第５，９９８，１４
６号、同第５，９８１，２００号、同第５，９４５，５２６号、同第５，９４５，２８３
号、同第５，９１１，９５２号、同第５，８６９，２５５号、同第５，８６６，３３６号
、同第５，８６３，７２７号、同第５，７２８，５２８号、同第５，７０７，８０４号、
同第５，６８８，６４８号、同第５，４３９，７９７号（これらの開示は参考して本明細
書中に組み入れる）に記載される適用が含まれるが、それらに限定されない。
【０１０７】
　本発明の蛍光タンパク質はまた、原核生物細胞および真核生物細胞におけるバイオセン
サーとして、例えば、Ｃａ２＋イオン指示薬、ｐＨ指示薬、リン酸化指示薬、または他の
イオン（例えば、マグネシウム、ナトリウム、カリウム、塩化物およびハロゲン化物など
）の指示薬などとして使用される。例えば、Ｃａ２＋イオンを検出する場合、ＥＦハンド
モチーフを含有するタンパク質は、Ｃａ２＋が結合したとき、細胞質ゾルから膜に移動す
ることが知られている。これらのタンパク質は、タンパク質の他の領域との疎水性相互作
用により分子内に埋もれているミリストイル基を含有する。Ｃａ２＋の結合は、ミリスト
イル基を露出させる立体配座の変化を誘導し、その後、ミリストイル基は、脂質二重層内
への挿入のために使用され得る（「Ｃａ２＋－ミリストイルスイッチ」と呼ばれる）。そ
のようなＥＦハンド含有タンパク質の蛍光タンパク質への融合は、細胞質ゾルから形質膜
への移動を共焦点顕微鏡観察によりモニターすることによって、ＥＦハンド含有タンパク
質を細胞内Ｃａ２＋の指示薬にする。このシステムにおいて使用される好適なＥＦハンド
タンパク質には、リカバリン、カルシニューリンＢ、トロポニンＣ、ビシニン、ニューロ
カルシン、カルモジュリン、パルブアルブミンなどが含まれるが、これらに限定されない
。
【０１０８】
　ｐＨ指示の場合、ヒサクトフィリン類（ｈｉｓａｃｔｏｐｈｉｌｉｎｓ）に基づくシス
テムを用いることができる。ヒサクトフィリン類は、ジクチオステリウム（Ｄｙｃｔｙｏ
ｓｔｅｌｉｕｍ）属に存在することが知られているミリストイル化されたヒスチジンリッ
チなタンパク質である。アクチンおよび酸性脂質に対するそれらの結合は、細胞質のｐＨ
変化の範囲内において鋭いｐＨ依存性を有する。生細胞では、膜に結合することにより、
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ヒサクトフィリン類はアクチンフィラメントと相互作用しなくなるようである。６．５以
下のｐＨにおいて、ヒサクトフィリン類は形質膜および核に移動する。対照的に、７．５
のｐＨでは、ヒサクトフィリン類は細胞質空間全体に一様に分布する。分布のこの変化は
可逆的であり、分子表面にループ状に露出したヒスチジンクラスターに起因する。細胞質
のｐＨ変化の範囲における細胞内分布の反転は、ヒスチジン残基の６．５のｐＫと一致し
ている。細胞分布はタンパク質のミリストイル化とは無関係である。蛍光タンパク質をヒ
サクトフィリンに融合することによって、融合タンパク質の細胞内分布をレーザー走査共
焦点顕微鏡観察または標準的な蛍光顕微鏡観察によって追跡することができる。
【０１０９】
　そのような研究の場合、定量的な蛍光分析を、細胞を通るライン操作（レーザー走査共
焦点顕微鏡観察）または他の電子的データ分析（例えば、メタモルフソフトウエア（Ｕｎ
ｉｖｅｒｓａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｃｏｒｐ）を使用する）を行い、細胞集団において集
められたデータを平均化することによって行うことができる。細胞質ゾルから形質膜への
ヒサクトフィリン／蛍光タンパク質の実質的なｐＨ依存的再分布は１分～２分のうちに生
じ、５分～１０分の後に定常状態レベルに達する。逆反応が、類似する時間スケールで生
じる。そのため、類似した様式で作用するヒサクトフィリン－蛍光タンパク質の融合タン
パク質は、生きた哺乳動物細胞においてリアルタイムで細胞質ゾルのｐＨ変化をモニター
するために使用することができる。そのような方法は、ハイスループットへの応用におい
て、例えば、増殖因子受容体活性化（例えば、上皮増殖因子または血小板由来増殖因子）
、走化性刺激／細胞移動の結果としてのｐＨ変化の測定において、二次メッセンジャーと
しての細胞内ｐＨ変化の検出において、ｐＨ操作実験における細胞内ｐＨのモニターリン
グなどにおいて使用される。
【０１１０】
　ＰＫＣ活性を検出する場合、レポーターシステムでは、ＭＡＲＣＫＳ（ミリストイル化
アラニンリッチＣキナーゼ基質）と呼ばれる分子がＰＫＣの基質であるという事実が利用
される。ＭＡＲＣＫＳは、ミリストイル化と、静電的相互作用により負にチャージした形
質膜に結合する正にチャージしたアミノ酸の領域（ＥＤドメイン）と、を介して形質膜に
固定される。ＰＫＣが活性化されると、ＥＤドメインがＰＫＣによってリン酸化され、そ
れにより、負荷電となり、そして、静電的反発の結果として、ＭＡＲＣＫＳが形質膜から
細胞質に移動する（これは「ミリストイル－静電的スイッチ」と呼ばれる）。ＭＡＲＣＫ
Ｓのミリストイル化モチーフからＥＤドメインまでのＭＡＲＣＫＳのＮ末端を本発明の蛍
光タンパク質に融合することにより、ＰＫＣ活性に対する検出器システムが提供される。
ＰＫＣによってリン酸化されたとき、融合タンパク質は形質膜から細胞質ゾルに移動する
。この移動は、例えば、Ｃｅｌｌｏｍｉｃｓ　Ｉｎｃ．の技術、または他のハイコンテン
トスクリーニングシステム（例えば、Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．
またはＢｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎから得られるシステムなど）を使用することに
より、標準的な蛍光顕微鏡観察または共焦点顕微鏡観察によって追跡することができる。
上記のレポーターシステムは、ＰＫＣ阻害剤に対するハイコンテントスクリーニングに応
用され、また、このシグナル伝達経路を妨害する潜在的な試薬についてのスクリーニング
アッセイにおけるＰＫＣ活性に対する指示薬として適用される。蛍光タンパク質をバイオ
センサーとして使用する方法にはまた、米国特許第５，９７２，６３８号、同第５，８２
４，４８５号および同第５，６５０，１３５号（ならびにそれらにおいて引用される参考
文献）（これらの開示は参考して本明細書中に組み入れる）に記載される方法が含まれる
。
【０１１１】
　本発明の蛍光タンパク質はまた、顕微鏡画像化および電子的解析を使用することによる
、蛍光性のレポーター基を発現する細胞のアレイの自動化されたスクリーニングを伴う適
用において使用される。スクリーニングは、薬物探索のために、また、機能的ゲノミクス
の分野で使用することができ、この場合、本発明のタンパク質は、多細胞性の再編成およ
び遊走における変化、例えば、内皮細胞による多細胞細管の形成（血管形成）、Ｆｌｕｏ
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ｒｏｂｌｏｋ　Ｉｎｓｅｒｔシステム（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　Ｃｏ．）を
介する細胞の遊走、創傷治癒、または神経突起の伸長における変化を検出するために細胞
全体のマーカーとして使用される。本発明のタンパク質が、例えば、シグナル伝達におけ
る細胞活性についての指示薬として細胞内位置の変化（刺激に対するキナーゼおよび転写
因子の移動など）を検出するペプチド（例えば、標的配列など）またはタンパク質に融合
されたマーカーとして使用されるスクリーニングもまた用いることができる。例には、プ
ロテインキナーゼＣ、プロテインキナーゼＡ、転写因子ＮＦκＢおよびＮＦＡＴ；細胞周
期タンパク質、例えば、サイクリンＡ、サイクリンＢ１およびサイクリンＥなど；引き続
いて切断基質が移動するプロテアーゼ切断；リン脂質が、細胞内構造体（例えば、小胞体
、ゴルジ装置、ミトコンドリア、ペルオキシソーム、核、核小体、形質膜、ヒストン、エ
ンドソーム、リソソームまたは微小管など）に対するマーカーとともに含まれる。
【０１１２】
　本発明のタンパク質は、局在化マーカーを細胞内蛍光タンパク質／ペプチドの移動の指
示薬として、またはマーカー単独として他の蛍光性融合タンパク質の同時局在化を検出す
るためのハイコンテントスクリーニングにおいて使用することもできる。本発明の蛍光タ
ンパク質が使用される細胞アレイの自動化されたスクリーニングを伴う適用の例には、米
国特許第５，９８９，８３５号、ならびに、国際特許出願公開ＷＯ００１７６２４、同Ｗ
Ｏ００／２６４０８、同ＷＯ００／１７６４３および同００／０３２４６（これらの開示
は参考して本明細書中に組み入れる）が含まれる。
【０１１３】
　本発明の蛍光タンパク質は、ハイスループットスクリーニングアッセイにおいて使用さ
れる。本発明の蛍光タンパク質は、２４時間を超える半減期を有する安定なタンパク質で
ある。また、薬物探索のための転写リポーターとして使用することができる、低下した半
減期を有する本発明の蛍光タンパク質の脱安定化体が提供される。例えば、本発明による
タンパク質は、より短い半減期を有するタンパク質に由来する推定的なタンパク質分解シ
グナル配列（例えば、マウスオルニチンデカルボキシラーゼ遺伝子に由来するＰＥＳＴ配
列など）、マウスサイクリンＢ１破壊ボックスまたはユビキチンなどと融合させることが
できる。脱安定化されたタンパク質、およびそのようなタンパク質を作製するために用い
られ得るベクターの記載については、例えば、米国特許第６，１３０，３１３号（この開
示は参考して本明細書中に組み入れる）を参照のこと。本発明の蛍光タンパク質の脱安定
化体を薬物スクリーニングのために使用して、シグナル伝達経路におけるプロモーターを
検出することができ、例えば、ＡＰ１、ＮＦＡＴ、ＮＦκＢ、Ｓｍａｄ、ＳＴＡＴ、ｐ５
３、Ｅ２Ｆ、Ｒｂ、ｍｙｃ、ＣＲＥ、ＥＲ、ＧＲおよびＴＲＥなどである。
【０１１４】
　本発明のタンパク質は、例えば、ＰａｔｔｅｒｓｏｎおよびＬｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｓ
ｃｏｔｔ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１３：１８７３～７７（２００２）；Ａｎｄｏ等、Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、９９：１２６５１～５６（２００２）に記載さ
れるように、タンパク質、オルガネラまたは細胞の正確なインビボ光標識、そして、その
輸送を追跡するための光活性化標識として使用することができる。
【０１１５】
　更に、本発明のタンパク質は、本発明のタンパク質を特異的なドメイン（例えば、ＰＫ
ＣγのＣａ結合ドメイン、ＰＫＣγのＤＡＧ結合ドメイン、ＳＨ２ドメインまたはＳＨ３
ドメインなど）に融合することによって二次メッセンジャー検出器として使用することが
できる。
【０１１６】
　分泌リーディング配列（ｓｅｃｒｅｔｅｄ　ｌｅａｄｉｎｇ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ）を本
発明のタンパク質に融合して、本発明のタンパク質の分泌型形態を構築することによって
、本発明のタンパク質の分泌型形態を調製することができ、そのような分泌型形態は次い
で様々な異なる適用において使用することができる。
【０１１７】
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　本発明のタンパク質は、蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）適用において使用される。そ
のような適用において、本発明の蛍光タンパク質は、細胞集団に標識をつけるための標識
として使用され、そして、得られる標識された細胞集団が、その後、この分野で知られて
いるように、蛍光活性化細胞分取装置で分取される。様々なＦＡＣＳ法が米国特許第５，
９６８，７３８号および同第５，８０４，３８７号（これらの開示は参考して本明細書中
に組み入れる）に記載される。
【０１１８】
　本発明のタンパク質はまた、遺伝子組換え動物におけるインビボマーカーとしても使用
される。例えば、本発明のタンパク質の発現を組織特異的なプロモーターによって行わせ
ることができる。この場合、そのような方法は、他の適用の中でも、導入遺伝子の発現効
率を調べることなどの、遺伝子治療のための研究において使用される。そのような適用を
例示する、遺伝子組換え動物における蛍光タンパク質の代表的な適用が、国際特許出願公
開ＷＯ００／０２９９７（この開示は参考して本明細書中に組み入れる）に見出される。
【０１１９】
　本発明のタンパク質の更なる適用には、細胞または動物に注入された後、定量的測定の
ための校正におけるマーカーとしての使用；細胞生存性をモニターするための酸素バイオ
センサーデバイスにおけるマーカーまたはレポーターとしての使用；動物、ペット、玩具
、食物などに対するマーカーまたは標識としての使用が含まれる。
【０１２０】
　本発明のタンパク質はまた、プロテアーゼ切断アッセイにおいて使用される。例えば、
切断不活性型蛍光アッセイを、本発明のタンパク質を使用して開発することができ、この
場合、本発明のタンパク質は、タンパク質の蛍光性を破壊することなく、プロテアーゼ特
異的切断配列を含むために設計される。活性化されたプロテアーゼによって蛍光タンパク
質が切断されたとき、機能的な発色団が破壊されることにより、蛍光が急激に減少する。
あるいは、切断により活性化される蛍光を、本発明のタンパク質を使用して生じさせるこ
とができ、この場合、タンパク質は、発色団のすぐ近くおよび／または内部に更なるスペ
ーサー配列を含有するために設計される。この変異体は、機能的な発色団の一部がスペー
サーによって分割されているので、その蛍光活性が著しく減少する。スペーサーは２つの
同一のプロテアーゼ特異的切断部位によって組み立てられる。活性化されたプロテアーゼ
によって切断されると、スペーサーは切り離され、蛍光タンパク質の２つの残った「サブ
ユニット」が再び会合して、機能的な蛍光タンパク質を生じさせることができる。上記適
用はともに、様々な異なるタイプのプロテアーゼ（例えば、カスパーゼなど）に対するア
ッセイにおいて開発することができる。
【０１２１】
　本発明のタンパク質は、生物学的膜におけるリン脂質組成を明らかにするためのアッセ
イにおいて使用することもできる。例えば、特異的なリン脂質に結合して、生物学的膜に
おけるリン脂質分布のパターンを局在化／可視化することを可能し、その一方で、特定の
リン脂質領域における膜タンパク質の同時局在化を可能にする、本発明のタンパク質の融
合タンパク質（または本発明のタンパク質の任意の他の種類の共有結合的修飾もしくは非
共有結合的修飾）を、本発明のタンパク質を用いて達成することができる。例えば、ＧＲ
Ｐ１のＰＨドメインは、大きい親和性をホスファチジルイノシトール三リン酸（ＰＩＰ３
）に対して有するが、ＰＩＰ２に対しては有していない。そのため、ＧＲＰ１のＰＨドメ
インと本発明のタンパク質との融合タンパク質を、生物学的膜におけるＰＩＰ３リッチ領
域を特異的に標識するために構築することができる。
【０１２２】
　本発明のタンパク質の更に別の適用は、蛍光性タイマーとしてであり、この場合、蛍光
タンパク質の経時変化に付随するある蛍光色から別の蛍光色への変化（例えば、緑色から
赤色への変化）が、発生上の遺伝子発現、細胞周期に依存する遺伝子発現、および概日リ
ズム特異的な遺伝子発現などの遺伝子発現の活性化／不活化を明らかにするために使用さ
れる。
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【０１２３】
　上術の本発明の抗体はまた、本発明のタンパク質を他の蛍光タンパク質から区別するこ
とを含む多数の適用において使用される。
【０１２４】
　キット
【０１２５】
　先に記載された適用の１つ以上を実施する際に使用されるキットもまた本発明によって
提供される。この場合、キットは、典型的には、本発明のタンパク質を発現させるための
要素、例えば、本発明のタンパク質に対する翻訳領域を含むベクターを構成する構築物を
含む。キットの構成要素は、典型的には好適な容器において、典型的には、好適な貯蔵媒
体（例えば、緩衝化溶液など）に存在する。また、キットには、提供されたタンパク質に
対する抗体を存在させることができる。特定の実施形態において、キットは、本発明のタ
ンパク質をそれぞれがコードする多数の異なるベクターを含む。この場合、ベクターは、
異なる環境および／または異なる条件下での発現のために、例えば、ベクターが哺乳動物
細胞における発現のために強力なプロモーターを含む構成的発現のために設計されている
か、あるいは、プロモーターを独自に挿入するための多数のクローニング部位を有し、発
現が独自に調節される無プロモーターベクターなどである。
【０１２６】
　上記の構成要素に加えて、本発明のキットは更に、本発明の方法を実施するための説明
書を含む。このような説明書は、キットにはそのうちの１つ以上が存在し得る様々な形態
で本発明のキットに存在させることができる。これらの説明書が存在し得る１つの形態は
、キットを包装する際に含められる印刷情報（例えば、包装添付文書など）としてである
。更に別の手段には、情報が記録されているコンピューター読み取り可能な媒体（例えば
、ディスケット、ＣＤなど）がある。存在させることができる更に別の手段には、離れた
場所でインターネットを介して情報を入手するために使用され得るウェブサイトアドレス
がある。好都合な手段はどれも、キットに存在させることができる。
【実施例】
【０１２７】
　下記の実施例は、限定としてではなく、例示として提供される。
　大きいｈｙｄｒｏｍｅｄｕｓａの数個の試料が、２００１年８月に、ウラジオストック
近くの日本海のロシア沿岸で集められた。１組の特徴により、これらのクラゲをＡｅｑｕ
ｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓとして同定することが可能である（Ｋｒａｍｐ、Ｄ
ａｎａ．Ｒｅｐｔ．、７２：２０１～２０２（１９６８）；ＰｏｇｏｄｉｎおよびＹａｋ
ｏｖｌｅｖ、Ｒｕｓ．Ｊ．Ｍａｒ．Ｂｉｏｌ．、２５：４１７～４１９（１９９９））。
Ａ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓおよびＡ．ｖｉｃｔｏｒｉａ（Ａ．ｆｏｒｓｃａｌｅａ、
Ａ．ａｅｑｕｏｒｅａの異名）は類似しているが、それらの特徴のいくつかは非常に異な
る。最も明白な差は触手の数である。すなわち、Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａは放射状導管１つ
あたり１つの触手を有するだけであり、一方、Ａ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓは、隣接す
る放射状導管の各対の間に４つ～６つの触手を有する。
【０１２８】
　捕まえられたＡ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ試料は生物発光性であった。Ａ．ｖｉｃｔ
ｏｒｉａとは対照的に、それらは、緑色ではなく、青色の発光を示した。検出可能な蛍光
は、ＵＶ光において、または蛍光顕微鏡を使用したとき、Ａ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ
クラゲでは観測されなかった。それにもかかわらず、Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａのＧＦＰに対
するモノクローナル抗体により、Ａ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓから得られたタンパク質
抽出物においてＧＦＰ様タンパク質が検出された。図１１は、ａｃＧＦＰのタンパク質ゲ
ル電気泳動分析を示す。図１１ａは、Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａのＧＦＰに対する抗体を使用
した、Ａ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓから得られた可溶性タンパク質抽出物のウエスタン
ブロット分析である。レーン１は、精製された組換えＡ．ｖｉｃｔｏｒｉａ　ＧＦＰであ
り、レーン２はＡ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ抽出物である。
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【０１２９】
　ＧＦＰ様タンパク質をクローン化するために、保存されたアミノ酸配列に対応する縮重
プライマーを用いてＰＣＲを行った。ＧＦＰ様タンパク質をコードするｃＤＮＡがクロー
ン化された。野生型ａｃＧＦＰタンパク質のヌクレオチド配列およびアミノ酸配列が図１
に示される。このａｃＧＦＰタンパク質は、ＧＦＰに対して非常に大きい類似性を示し、
９２％のアミノ酸配列類似性を有した（図２参照）。すべての知られている重要な残基（
これらには、発色団を形成するＳｅｒ６５、Ｔｙｒ６６およびＧｌｙ６７、進化的に変化
していないＡｒｇ９６およびＧｌｕ２２２、そして発色団に対して空間的に近い残基のＨ
ｉｓ１４８、Ｐｈｅ１６５、Ｉｌｅ１６７およびＴｈｒ２０３が含まれる）が、ａｃＧＦ
Ｐでは変化していないことが見出された。３個の内部アミノ酸のみが、これらのタンパク
質の間では異なっていた。
【０１３０】
　非常に大きい配列類似性を考慮に入れると、ａｃＧＦＰのスペクトル特性はＧＦＰのス
ペクトル特性と非常に類似していることが予想された。それにもかかわらず、ａｃＧＦＰ
を発現する大腸菌コロニーは蛍光または着色のいずれも示さなかった。この事実の最も単
純な説明、すなわち、大腸菌ではａｃＧＦＰの折りたたみが完全ではないということは、
ほんの部分的には正しく、それは更なる実験で明らかにされた。
【０１３１】
　クラゲの様々な部分におけるａｃＧＦＰ　ｃＤＮＡの存在を、特異的なプライマーを使
用するＰＣＲによって調べた。クラゲの傘縁、放射状導管および口盤に対応する３つのｃ
ＤＮＡサンプルが調べられた。ａｃＧＦＰ　ｃＤＮＡが傘縁において明瞭に検出されたが
、２つの他のサンプルには存在しなかった。従って、Ａ．ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓにお
けるａｃＧＦＰの分布は、Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａの傘縁において蛍光性の環を形成するＡ
．ｖｉｃｔｏｒｉａにおけるＧＦＰの分布と類似している。
【０１３２】
　ａｃＧＦＰのランダム変異誘発により、多数の緑色蛍光クローンが得られ、そのうちの
一部が特徴づけられた。それらの性質および考えられる適用は、Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａの
増強型ＧＦＰ（ＥＧＦＰ）についての性質および適用と類似する。
【０１３３】
　変異体Ｚ１は、図３に示されるように、１つのアミノ酸置換Ｅ２２２Ｇ（２２２位のグ
ルタミン酸の代わりにグリシン）を含有した。変異体Ｚ１タンパク質は、低い輝度、非常
に遅い折りたたみを有し、２０℃未満の温度が成熟化のために必要であった。３０℃で成
長させた後、Ｚ１を発現する大腸菌コロニーは、蛍光が見えるようになるためには、室温
または４℃で３日間～５日間貯蔵しなければならない。Ｚ１変異体に対する励起スペクト
ルおよび発光スペクトルは、それぞれ、４８０ｎｍおよび５０４ｎｍに極大を有する（図
４参照）。
【０１３４】
　変異体Ｚ２は、図５に示されるように、２つのアミノ酸置換、具体的には、Ｎ１９Ｄ（
１９位のアスパラギンの代わりにアスパラギン酸）およびＥ２２２Ｇ（２２２位のグルタ
ミン酸の代わりにグリシン）を含有した。変異体Ｚ２は、低い輝度、非常に遅い折りたた
み効率を有し、２０℃未満の温度が成熟化のために必要であった。３７℃で一晩成長させ
た後、Ｚ２を発現する大腸菌コロニーは、蛍光が見えるようになるためには、室温または
４℃で３日間～５日間貯蔵しなければならない。Ｚ２変異体に対する励起スペクトルおよ
び発光スペクトルは変異体Ｚ１の励起スペクトルおよび発光スペクトルと非常に類似して
いる。
【０１３５】
　変異体Ｇ１は、図６に示されるように、Ｖ１１Ｉ（１１位のバリンの代わりにイソロイ
シン）、Ｋ１０１Ｅ（１０１位のリシンの代わりにグルタミン酸）およびＥ２２２Ｇ（２
２２位のグルタミン酸の代わりにグリシン）の置換を有する。変異体Ｇ１は別のランダム
変異誘発処理で作製された。置換Ｅ２２２Ｇがこれらの変異体の３つで見出されたので、



(30) JP 2010-46084 A 2010.3.4

10

20

30

40

50

この変異はこれらの変異体の緑色蛍光のために重要であり得ることが考えられた。変異体
Ｇ１はかなり低い輝度を有する。この変異体の蛍光は、大腸菌を一晩成長させた後の第１
日目に見えるようになる。変異体Ｇ１の励起スペクトルおよび発光スペクトルは変異体Ｚ
１の励起スペクトルおよび発光スペクトルと非常に類似している。
【０１３６】
　変異体Ｇ２は、図７に示されるように、Ｖ１１Ｉ（１１位のバリンの代わりにイソロイ
シン）、Ｆ６４Ｌ（６４位のフェニルアラニンの代わりにロイシン）、Ｋ１０１Ｅ（１０
１位のリシンの代わりにグルタミン酸）およびＥ２２２Ｇ（２２２位のグルタミン酸の代
わりにグリシン）の置換を有する。変異体Ｇ２は、２回目のランダム変異誘発を使用して
変異体Ｇ１に基づいて作製された。Ｇ１と比較して、Ｇ２変異体タンパク質は、輝度およ
びタンパク質折りたたみ速度の改善された特徴を有する。興味深いことに、Ｇ２は、増強
型ＧＦＰ（ＥＧＦＰ）についてもまた特徴づけられている置換Ｆ６４Ｌを含有する（Ｃｏ
ｒｍａｃｋ等、Ｇｅｎｅ、１７３：３３～３８（１９９６）；Ｙａｎｇ等、Ｎｕｃ．Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．、２４：４５９２～４５９３（１９９６））。Ｇ２のスペクトル特性が
下記の表１に示される。Ｇ２に対する励起－発光スペクトルが図８に示される。
【０１３７】
　変異体Ｇ２２は、図９に示されるように、Ｖ１１Ｉ（１１位のバリンの代わりにイソロ
イシン）、Ｆ６４Ｌ（６４位のフェニルアラニンの代わりにロイシン）、Ｋ１０１Ｅ（１
０１位のリシンの代わりにグルタミン酸）、Ｔ２０６Ａ（２０６位のトレオニンの代わり
にアラニン）およびＥ２２２Ｇ（２２２位のグルタミン酸の代わりにグリシン）の置換を
有する。変異体Ｇ２２は、３回目のランダム変異誘発を使用して変異体Ｇ２から作製され
た。Ｇ２と比較して、Ｇ２２は、更に大きく改善された輝度を有する。Ｇ２２のスペクト
ル特性が表１に報告される。Ｇ２２に対する励起－発光スペクトルが図１０に示される。
５０，０００Ｍ－１ｃｍ－１の吸光係数および０．５５の量子収量により、このタンパク
質は、広く使用されている増強型ＧＦＰとほぼ同じくらい明るくなっている。非加熱の変
異体Ｇ２２タンパク質のゲルろ過試験ならびにＳＤＳ－ＰＡＧＥは、Ｇ２２が単量体であ
ることを明らかにした。図１１Ｂでは、加熱処理（レーン１～３）対非加熱（レーン４～
６）のタンパク質サンプルの移動度が比較される。レーン１およびレーン４はＡ．ｖｉｃ
ｔｏｒｉａのＧＦＰであり、レーン２およびレーン５はＧ２２変異体であり、レーン３お
よびレーン６はＧ２２－Ｇ２２２Ｅ変異体である。クーマシーブルー染色が図１１ｂに示
され、ＵＶ光のもとでの非加熱タンパク質の蛍光が図１１ｃに示される。
【０１３８】
　上述のａｃＧＦＰの蛍光性変異体のすべてが、４７０ｎｍ～４８０ｎｍおよび５００ｎ
ｍ～５１０ｎｍをそれぞれピークとした、類似した励起スペクトルおよび発光スペクトル
を有する。それらの励起スペクトルの形状は、野生型Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａ　ＧＦＰでは
なく、増強型ＧＦＰの励起スペクトル形状と類似している。ａｃＧＦＰ変異体の蛍光団は
、増強型ＧＦＰについて示されているように、常に脱プロトン化形態であると考えられる
。考えられる説明は、Ｇｌｕ２２２の非存在であり、このことはプロトン移動のために重
要であると考えられ得る（Ｅｈｒｉｇ等、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．、３６７：１６３～１６
７（１９９５））。
【０１３９】
　蛍光に対するＥ２２２Ｇ置換の重要性を明らかにするために、逆のＧ２２２Ｅ置換を変
異体Ｇ２２（Ｖ１１Ｉ、Ｆ６４Ｌ、Ｋ１０１Ｅ、Ｔ２０６Ａの置換）に対して行った。こ
の逆変異体Ｇ２２－Ｅ２２２Ｇの核酸配列およびアミノ酸配列が図１２に示される。この
逆変異はＧ２２－Ｅ２２２Ｇ変異体タンパク質を無色の状態に容易に変換した。Ｇ２２－
Ｇ２２２Ｅを発現する大腸菌コロニーは着色または検出可能な蛍光のいずれも示さなかっ
た。
【０１４０】
　Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅは、問題なく、３７℃で大腸菌において発現し、折りたたまれるが
、これは可溶性組換えタンパク質の収量が大きいこと（総タンパク質の約２０％）によっ
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て明白に示される。精製されたＧ２２－Ｇ２２２Ｅは、２８０ｎｍでの主ピークおよび３
９０ｎｍでの副ピークを有する吸収スペクトルを示した（図１３ａ参照）。アルカリ変性
処理されたＧ２２－Ｇ２２２Ｅタンパク質は、ＧＦＰ発色団のアニオン型に明らかに対応
する吸収ピークを４４６ｎｍに示した。発色団について４４，０００Ｍ－１ｃｍ－１の吸
光係数を仮定すると、３９０ｎｍにおける未変性Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅの吸光は３３，００
０Ｍ－１ｃｍ－１であると推定された。２８０ｎｍピークと３９０ｎｍピークとの測定さ
れた比（２８０ｎｍにおけるモル吸光係数は２３，５００Ｍ－１ｃｍ－１であると計算さ
れた）は、可溶性Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅの約３％のみが成熟形態で存在することを示した。
３９０ｎｍでの励起は、０．０７の量子収量で４６０ｎｍおよび５０５ｎｍにピークを有
する弱い二色蛍光をもたらした（図１３ｂ参照）。
【０１４１】
　ＧＦＰ様タンパク質は、タンパク質サンプルがゲルへの負荷前に加熱されない限り、そ
のスペクトル特性およびオリゴマー化状態を一般的なＳＤＳ－ＰＡＧＥの条件のもとで保
持することが広く知られている。この試験が、Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅの折りたたみ状態を調
べるために使用された。ゲル電気泳動により、明瞭な違いが非変性タンパク質および変性
タンパク質の移動度において明らかにされた（図１１参照）。更に、非加熱Ｇ２２－Ｇ２
２２Ｅタンパク質のバンドはＵＶ光のもとで非常に弱い蛍光をもたらした（再度、図１１
参照）。このタンパク質の約９７％が非吸収性形態で存在するので、これらの結果は、こ
の非吸収性形態の立体配座が、変性状態にではなく、未変性状態に近いことを示している
。
【０１４２】
　これらの結果により勢いづけられ、組換え野生型ａｃＧＦＰを得て、特徴づける試みを
繰り返した。ａｃＧＦＰを発現する大腸菌を、誘導することなく、室温で成長させ、その
後、４℃で数日間インキュベーションすることにより、可溶性ａｃＧＦＰの小さい画分の
出現がもたらされた（総ａｃＧＦＰの約５％）。可溶性の野生型ａｃＧＦＰに対する吸収
スペクトルおよび蛍光スペクトルの形状は、Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅのスペクトル形状と非常
に類似していた。Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ変異体は、大腸菌で発現させられたとき、天然型ａ
ｃＧＦＰの性質を反映し、しかし、改善されたタンパク質折りたたみおよび温度安定性を
有すると結論された。
【０１４３】
　これらのデータは、可溶性Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅが、野生型ａｃＧＦＰと同様に、２つの
形態で存在することを示していた。これらのタンパク質の大部分は、スペクトル的に検出
可能な発色団を有しない、折りたたまれたが、未熟な形態で存在する。少ない３３０ｎｍ
吸収性形態は、中性状態ではＧＦＰ様発色団を含有し、弱い二色蛍光を有する。
【０１４４】
　新規なタイプの光変換が変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅで観測された。Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ
タンパク質サンプルに２５０ｎｍ～３００ｎｍのＵＶ光を照射すると、４８０ｎｍのピー
クが吸収／励起スペクトルに出現した。図１４において、照射前のＧ２２－Ｇ２２２Ｅの
励起スペクトル（線１）、および２５０ｎｍ～３００ｎｍの光をタンパク質サンプルに照
射したことによる曲線のゆっくりした変化に留意すること。番号のない線は光変換後の発
光スペクトルを表す（４８０ｎｍでの励起）。これは、３９０ｎｍの吸収ピークが、この
光変換の間、低下しなかったので、タンパク質のスペクトル的に検出できない未成熟な形
態から生じていると考えられる。４８０ｎｍのピークにおける励起は、大きい量子収量（
０．４５）で、５０５ｎｍでの緑色蛍光をもたらした。１０００倍を超える、緑色蛍光強
度のＵＶ誘導増強が達成された（４８０ｎｍでの励起）。
【０１４５】
　変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌは、図１５に示されるように、野生型ｓｃＧＦ
Ｐと比較して、Ｖ１１Ｉ（１１位のバリンの代わりにイソロイシン）、Ｆ６４Ｌ（６４位
のフェニルアラニンの代わりにロイシン）、Ｖ６８Ａ（６８位のバリンの代わりにアラニ
ン）、Ｋ１０１Ｅ（１０１位のリシンの代わりにグルタミン酸）、Ｔ２０６Ａ（２０６位
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のトレオニンの代わりにアラニン）およびＹ２２０Ｌ（２２０位のチロシンの代わりにロ
イシン）の置換を有する。この変異体は３７℃でタンパク質の折りたたみを示し、５０８
ｎｍでの明瞭な緑色蛍光を有した。Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌに対する励起スペク
トルは３９６ｎｍでの主ピークおよび４９３ｎｍでの副ピークを有した（１０：１の比率
）（励起スペクトルが点線であり、発光スペクトルが実線である図１６を参照のこと）。
この変異体のスペクトル特性は、Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉａ由来の野生型ＧＦ
Ｐのスペクトル特性と非常に類似していた。
【０１４６】
　変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌを基礎として使用したとき、Ｖ１１Ｉ（１１位
のバリンの代わりにイソロイシン）、Ｆ６４Ｌ（６４位のフェニルアラニンの代わりにロ
イシン）、Ｋ１０１Ｅ（１０１位のリシンの代わりにグルタミン酸）、Ｅ１１５Ｋ（１１
５位のグルタミン酸の代わりにリシン）、Ｈ１４８Ｑ（１４８位のヒスチジンの代わりに
グルタミン）、Ｔ２０６Ａ（２０６位のトレオニンの代わりにアラニン）、Ｙ２２０Ｌ（
２２０位のチロシンの代わりにロイシン）、Ｆ２２１Ｌ（２２１位のフェニルアラニンの
代わりにロイシン）およびＫ２３８Ｑ（２３８位のリシンの代わりにグルタミン）の置換
を有する変異体２２０－ＩＩ－５が得られた。この変異体に対する核酸配列およびアミノ
酸配列が図１７に示される。この変異体は、主励起ピークを３９５ｎｍに有するが、約４
８０ｎｍには励起ピークを有さず、５１２ｎｍに発光ピークを有する（図１８ａ参照）。
長波長側の励起ピークの抑制は、発色団の荷電部分の消失を生じさせる置換Ｈ１４８Ｑに
よって説明できると考えられる。蛍光顕微鏡下で約４００ｎｍの光による比較的強い照射
を数分間行った後、変異体Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／Ｙ２２０Ｌの励起スペクトルが変化した
。同時に、３９５ｎｍのピークが低下し、４８０ｎｍの励起ピークが出現した（図１８ｂ
参照）。結果として、５１０ｎｍでの発光の蛍光輝度における１００倍を超えるコントラ
ストを、４００ｎｍの波長の強い光を照射する前と、光を照射した後とを比較したとき、
４８０ｎｍの励起光で得ることができる。図２５には、変異体２２０－１１－５を発現す
る２つの大腸菌コロニーが蛍光顕微鏡下で示される。上部コロニーにおける２つの領域が
、強い４００ｎｍの光によって予備的に光活性化された。従って、Ｇ２２－Ｇ２２２Ｅ／
Ｙ２２０Ｌ変異体は、ＰａｔｔｅｒｓｏｎおよびＬｉｐｐｉｎｃｏｔｔ－Ｓｃｈｗａｒｔ
ｚ、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１３：１８７３～１８７７（２００２）におけるＰＡ－ＧＦＰ変異
体の使用に関する最近発表された方法と類似する、生物を光標識するための光活性化蛍光
マーカーとして使用することができる。
【０１４７】
　シアン蛍光タンパク質変異体ＣＦＰ－ｒａｎｄ３は、Ｖ１１Ｉ（１１位のバリンの代わ
りにイソロイシン）、Ｔ６２Ａ（６２位のトレオニンの代わりにアラニン）、Ｆ６４Ｌ（
６４位のフェニルアラニンの代わりにロイシン）、Ｋ１０１Ｅ（１０１位のリシンの代わ
りにグルタミン酸）、Ｎ１２１Ｓ（１２１位のアスパラギンの代わりにセリン）、Ｈ１４
８Ｔ（１４８位のヒスチジンの代わりにトレオニン）、Ｅ１７２Ｋ（１７２位のグルタミ
ン酸の代わりにリシン）およびＴ２０６Ａ（２０６位のトレオニンの代わりにアラニン）
における置換を有する。ＣＦＰ－ｒａｎｄ３変異体のアミノ酸配列および核酸配列が図１
９に示される。この変異体は励起ピークを４０２ｎｍに有し、１つだけの発光ピークを４
６７ｎｍに有する（図２０参照）。
【０１４８】
　別の変異体シアン蛍光タンパク質ＣＦＰ－３が作製されたが、これは、Ｖ１１Ｉ（１１
位のバリンの代わりにイソロイシン）、Ｆ６４Ｌ（６４位のフェニルアラニンの代わりに
ロイシン）、Ｋ１０１Ｅ（１０１位のリシンの代わりにグルタミン酸）、Ｈ１４８Ｓ（１
４８位のヒスチジンの代わりにセリン）、Ｆ１６５Ｌ（１６５位のフェニルアラニンの代
わりにロイシン）、Ｅ１７２Ａ（１７２位のグルタミン酸の代わりにアラニン）およびＴ
２０６Ａ（２０６位のトレオニンの代わりにアラニン）の置換を有する。この変異体に対
するアミノ酸配列および核酸配列が図２１に示される。この変異体は励起ピークを３９０
ｎｍに有し、１つだけの発光ピークを４７０ｎｍに有する（図２２ａ）。４００ｎｍでの
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光による比較的強い照射を数分間行った後、励起スペクトルおよび発光スペクトルの下記
の変化が観測された：（ｉ）３９０ｎｍの励起ピークのかなり大きい低下、および（ｉｉ
）５０５ｎｍでの発光を伴う４８０ｎｍの励起ピークの出現（図２２ｂ参照）。
【０１４９】
　結果として、５０５ｎｍでの発光の蛍光輝度における３０倍を超えるコントラストが、
４０５ｎｍでの強い照射の前後でスペクトルを比較したとき、４８０ｎｍでの励起光を使
用して得ることができる。励起パラメーターおよび発光パラメーターの同時変化により、
シアン変異体ＣＦＰ－３は、強い４００ｎｍの照射に応答して緑色蛍光タンパク質に変換
させられる。従って、ＣＦＰ－３変異体は、生物を光標識するための、光活性化または「
光スイッチ」の蛍光性マーカーとして使用することができる。
【０１５０】
　１つの例示的な実験において、Ｇ２２変異体が、哺乳動物細胞におけるタンパク質発現
を調べるための蛍光性タグとして使用された。しかしながら、予想外ではあったが、変異
体Ｇ２２はヒト細胞株において非常に弱い蛍光シグナルをもたらした。これは、最適でな
いコドン使用頻度またはＧ２２変異体遺伝子における潜在性イントロンの存在のいずれか
によって説明され得ると考えられる。これらの問題の両方を克服するために、哺乳動物に
最適化されたコドン使用頻度を取り込むＧ２２－ｈ変異体遺伝子を合成した。このヒト化
変異体に対するアミノ酸配列および核酸配列が図２３に示される。種々の細胞株における
Ｇ２２－ｈの一過性発現は、凝集を伴わない明るい緑色シグナルを示した。
【０１５１】
　図２４には、種々の哺乳動物細胞株におけるＧ２２－ｈ変異体（パネルＡ～Ｅ）および
Ｇ２２－β－アクチン融合タンパク質（パネルＦ）の一過性発現が示される。パネルＡ－
２９３Ｔ；パネルＢ－ｖｅｒｏ；パネルＣ－３Ｔ３；パネルＤ－Ｌ９２９；パネルＥ－Ｃ
ＯＳ１；パネルＦ－３Ｔ３。蛍光がトランスフェクションの２４時間後に明瞭に検出され
た。毒性は観測されなかった。タンパク質を標識するＧ２２－ｈの能力が、細胞質β－ア
クチンとの融合タンパク質を構築することによって明らかにされた。３Ｔ３細胞における
この融合体の一過性発現は、明るい正確なアクチン標識化を示した（図２４ｆ参照）。ス
トレスファイバー、限局的接着域および細胞集団を明瞭に認めることができた。細胞の接
着性または生存生に対して有害であることは観測されず、また、何らかの非特異的なタン
パク質凝集は観測されなかった。
【０１５２】
　方法
【０１５３】
　トータルＲＮＡを、傘縁および放射状導管を含むＡｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓ
ｃｅｎｓ生物の小さい生体解剖物から、ＮｕｃｌｅｏＳｐｉｎ　ＲＮＡ　ＩＩキット（Ｃ
ｌｏｎｔｅｃｈ）を使用して単離した。ｃＤＮＡが、ＳＭＡＲＴ　ＰＣＲ　ｃＤＮＡ合成
キット（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用いて合成され、また増幅された。新規な蛍光タンパク質
遺伝子の断片が、縮重プライマーを用いたＰＣＲによって得られた。ステップアウトＰＣ
Ｒ　ＲＡＣＥ法を使用して、標的ｃＤＮＡの５’端断片をクローン化した。新規な蛍光タ
ンパク質ａｃＧＦＰをコードするｃＤＮＡのヌクレオチド配列はアクセション番号ＡＹ１
５１０５２でＧｅｎＢａｎｋに提出されている。ａｃＧＦＰの細菌発現の場合、全長の翻
訳領域が、特異的なプライマーを使用して増幅され、ｐＱＥ３０ベクター（Ｑｉａｇｅｎ
）にクローン化された。
【０１５４】
　ダイバーシティＰＣＲランダム変異誘発キット（ＣＬＯＮＴＥＣＨ）が、１０００塩基
対あたり５つ～６つの変異のために最適な条件で、ａｃＧＦＰのランダム変異誘発のため
に使用された。変異体タンパク質を発現する大腸菌コロニーは、蛍光実体顕微鏡ＳＺＸ－
１２（Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用いて目視によりスクリーニングされた。最も明るい変異体が
選択され、更なるランダム変異誘発処理に供された。部位特異的変異誘発が、適切な標的
置換を含有するプライマーを用いて重複伸張法を使用するＰＣＲによって行われた（例え
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【０１５５】
　Ｎ末端の６ヒスチジンタグに融合されたタンパク質を大腸菌ＸＬ１　ｂｌｕｅ株（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ）において発現させ、ＴＡＬＯＮ金属アフィニティー樹脂（Ｃｌｏｎｔ
ｅｃｈ）を使用して精製した。吸収スペクトルはＢｅｃｋｍａｎ　ＤＵ５２０ＵＶ／ＶＩ
Ｓ分光光度計により記録された。Ｖａｒｉａｎ　Ｃａｒｙ　Ｅｃｌｉｐｓｅ蛍光分光光度
計が、励起－発光スペクトルを測定するために使用された。
【０１５６】
　モル吸光係数を測定する場合、成熟発色団の濃度の推定が使用された。タンパク質を等
量の２Ｍ　ＮａＯＨでアルカリ変性した。これらの条件のもとで、Ａ．ｖｉｃｔｏｒｉａ
のＧＦＰ発色団は４４６ｎｍで吸収し、そのモル吸光係数は４４，０００Ｍ－１ｃｍ－１

に等しい（Ｗａｒｄ等、Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍ．Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌ．、３１：６１１～６
１５（１９８０））。未変性タンパク質およびアルカリ変性タンパク質に対する吸収スペ
クトルを測定した。未変性状態に対するモル吸光係数を、基礎としての変性タンパク質の
吸収を使用して推定した。量子収量を測定する場合、変異体の蛍光が増強型ＧＦＰの量子
収量（０．６０の蛍光収量）と比較された。
【０１５７】
　ａｃＧＦＰ－Ｇ２２２ＥのＵＶ誘導による光変換を、Ｃａｒｙ　Ｅｃｌｉｐｓｅ蛍光分
光光度計を使用して行った。タンパク質サンプルには、走査モードで２５０ｎｍ～３００
ｎｍの波長の光が数時間照射された（励起スリット：２０ｎｍ、走査速度：３０ｎｍ／分
、平均化時間：１秒、サイクルモード）。
【０１５８】
　精製されたタンパク質のサンプル（～１ｍｇ／ｍｌ）をＳｅｐｈａｄｅｘ－１００カラ
ム（０．７×６０ｃｍ）に負荷し、１００ｍＭのＮａＣｌを含む５０ｍＭリン酸塩緩衝液
（ｐＨ７．０）で溶出した。ＥＧＦＰ、ＨｃＲｅｄ１およびＤｓＲｅｄ２（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ）が、それぞれ、単量体、二量体および四量体の標準物として使用された。
【０１５９】
　タンパク質のゲル分析の場合、加熱サンプルおよび非加熱サンプルを一般的な１２％Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥに負荷し、電気泳動を１５ｍＡ／ゲルで行った。ウエスタンブロッティン
グの場合、タンパク質を、標準的な手法を使用してＨｙｄｏｎｄ　Ｃメンブラン（Ａｍｅ
ｒｓｈａｍ）に転写した。メンブランを、ＧＦＰに対するマウス抗体（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ
）（１：２５００）でプローブし、その後、ＨＲＰコンジュゲート化抗マウス抗体（Ａｍ
ｅｒｓｈａｍ）で１：２５００にてプローブした。染色パターンを発色させるために、Ｅ
ＣＬウエスタンブロティング分析システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂ
ｉｏｔｅｃｈ）が使用された。これには、検出試薬１および２、そしてＨｙｐｅｒｆｉｌ
ｍ　ＥＣＬが含まれる。
【０１６０】
　真核生物における発現の場合、ａｃＧＦＰが、ＡｇｅＩおよびＢｇｌＩＩの制限部位の
間で（ＥＧＦＰ翻訳領域の代わりに）、ｐＥＧＦＰ－Ｃ１およびｐＥＧＦＰ－Ａｃｔｉｎ
の両ベクター（ＣＬＯＮＴＥＣＨ）にクローン化された。下記の細胞株が使用された：ヒ
ト腎臓上皮細胞２９３Ｔ、マウス胚繊維芽細胞３Ｔ３、マウス皮下繊維芽細胞Ｌ９２９、
アフリカミドリサル腎臓上皮細胞Ｖｅｒｏ、およびアフリカミドリサル腎臓繊維芽細胞Ｃ
ＯＳ１。細胞は、ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてト
ランスフェクションされ、トランスフェクションの２０時間後に試験された。ＣＣＤカメ
ラＤＰ－５０（Ｏｌｙｍｐｕｓ）を備えたＯｌｙｍｐｕｓ　ＣＫ４０蛍光顕微鏡が細胞画
像化のために使用された。
【０１６１】
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【表１】

【０１６２】
　本明細書に引用されたすべての刊行物および特許明細書は、それぞれの個々の刊行物ま
たは特許明細書が、参考として組み入れられるために具体的かつ個々に示されていたかの
ように、参考として本明細書中に組み入れる。何らかの刊行物の引用は、出願日前におけ
るこの開示のためであり、本発明は、先行発明によるそのような公開がより以前であった
とする権利を有しないという承認として解釈してはならない。
【０１６３】
　前述の発明は理解の明確化のための例示および例として幾分詳しく記載されているが、
ある種の様々な変化および改変が、添付された請求項の精神または範囲から逸脱すること
なく本発明に対してなされ得ることが、本発明の教示に照らして当業者には容易に明らか
である。
【産業上の利用可能性】
【０１６４】
　Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の無色のＧＦＰ様タンパク質である
ａｃＧＦＰ、その蛍光性誘導体および非蛍光性誘導体、またはそれらの変異体をコードす
る核酸組成物、そしてまた、これらの核酸組成物によってコードされるタンパク質および
ペプチドが提供される。注目されるタンパク質は、有色であり、かつ／または蛍光性であ
り、かつ／または光活性化され得るタンパク質であり、この場合、色、蛍光または光活性
化の特徴は、タンパク質の２つ以上のアミノ酸残基の相互作用から生じている。また、上
記の特定のタンパク質に実質的に類似するタンパク質、その誘導体タンパク質またはその
変異体タンパク質も注目される。また、核酸断片、およびそれによってコードされるペプ
チドが提供され、また、本発明のタンパク質およびペプチドに対する抗体が提供される。
更に、遺伝子組換え細胞および遺伝子組換え生物が提供される。本発明のタンパク質およ
び核酸組成物は、様々な異なる応用および方法における用途があり、特に、タンパク質標
識への応用がある。最後に、そのような方法および適用において使用されるキットが提供
される。
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【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】
　配列番号２のアミノ酸配列を含むＡｅｑｕｏｒｅａ　ｃｏｅｒｕｌｅｓｃｅｎｓ由来の
無色のタンパク質の、蛍光性変異体をコードする核酸であって、
　（ａ）配列番号１４、１６または１８から選択されるアミノ酸配列をコードする核酸；
　（ｂ）前記核酸（ａ）のアミノ酸配列に対して９８％以上の配列同一性を有するアミノ
酸配列をコードする核酸；
からなる群から選択される、単離された核酸。
【請求項２】
　（ａ）請求項１に記載の核酸；および
　（ｂ）細胞において核酸を発現させるために必要な調節エレメント
を含む、発現カセット。
【請求項３】
　請求項２に記載の発現カセットを含む、細胞またはその子孫。
【請求項４】
　請求項１に記載の核酸によってコードされる、単離された蛍光タンパク質。
【請求項５】
　請求項４に記載の蛍光タンパク質を含む、融合ペプチド。
【請求項６】
　請求項２に記載の発現カセットが導入され、請求項４に記載の蛍光タンパク質を発現す
ることができる、ヒトを除く遺伝子組換え生物。
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