
(57)【要約】
【課題】　刺激光依存的に蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）のアクセプターを出現さ
せることにより、任意の細胞内小器官、細胞又は組織を多色で標識することを可能とする
蛍光蛋白質を提供すること。
【解決手段】　ドナー蛍光蛋白質とアクセプター蛍光蛋白質との融合蛋白質から成り、刺
激光照射前はドナー蛋白質の励起光を照射することによりドナー蛋白質が蛍光を発するこ
とができ、刺激光照射後は、ドナー蛋白質の励起光を照射することによりドナー蛍光蛋白
質とアクセプター蛍光蛋白質との間で分子内 FRETが生じることによりアクセプター蛋白質
が蛍光を発することができ、ドナー蛋白質の蛍光とアクセプター蛋白質の蛍光とが互いに
異なる波長の蛍光であることを特徴とする、蛍光蛋白質。
【選択図】　　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 か ら 成 り 、 刺 激 光 照 射 前 は ド
ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き 、 刺 激
光 照 射 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ
ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが 生 じ る こ と に よ り ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る
こ と が で き 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 蛍 光 と ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 の 蛍 光 と が 互 い に 異 な る 波 長 の 蛍
光 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 蛍 光 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ２ 】
ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 が Ｃ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ り 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 が Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体
で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ３ 】
刺 激 光 が 紫 外 光 又 は 紫 色 光 で あ る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ４ 】
ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 が 、 Ｃ Ｆ Ｐ の Ｃ 末 端 の １ １ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た Ｃ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ り 、
ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 が 、 Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｎ 末 端 の ３ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ
Ｐ 変 異 体 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ３ の 何 れ か に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ５ 】
ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と が リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 融 合 し て い る 、 請
求 項 １ か ら ４ の 何 れ か に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 。
【 請 求 項 ６ 】
以 下 の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 １ か ら ５ の 何 れ か に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ； 又 は 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び
／ 又 は 付 加 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 組 み 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
請 求 項 ６ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は 請 求 項 ７ に 記 載 の 組 み 換 え ベ ク タ ー を 有 す る 形 質 転 換 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ か ら ６ に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 と 他 の 蛋 白 質 と か ら 成 る 融 合 蛍 光 蛋 白 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
請 求 項 １ ０ に 記 載 の 融 合 蛍 光 蛋 白 質 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 内 に お
け る 蛋 白 質 の 局 在 ま た は 動 態 を 分 析 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ か ら ６ の 何 れ か に 記 載 の 蛍 光 蛋 白 質 、 請 求 項 ７ に 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 、 請 求 項 ８ に 記 載
の 組 み 換 え ベ ク タ ー 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 形 質 転 換 体 、 又 は 請 求 項 １ ０ に 記 載 の 融 合 蛍 光 蛋
白 質 を 含 む 、 蛍 光 試 薬 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 な 蛍 光 蛋 白 質 に 関 す る 。 よ り 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 光 照 射 依 存 的 な 蛍 光
エ ネ ル ギ ー 移 動 を 利 用 し た 波 長 変 換 型 の 蛍 光 蛋 白 質 及 び そ の 利 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ク ラ ゲ の エ ク オ レ ア ・ ビ ク ト リ ア （ Aequorea victoria） に 由 来 す る 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 （
Ｇ Ｆ Ｐ ） は 、 生 物 系 に お い て 多 く の 用 途 を 有 す る 。 最 近 、 ラ ン ダ ム 突 然 変 異 誘 発 法 お よ び
半 合 理 的 (semi-rational)突 然 変 異 誘 発 法 に 基 づ い て 、 色 を 変 化 さ せ た り 、 折 り た た み 特
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性 を 改 善 し た り 、 輝 度 を 高 め た り 、 あ る い は ｐ Ｈ 感 受 性 を 改 変 し た と い っ た 様 々 な Ｇ Ｆ Ｐ
変 異 体 が 作 製 さ れ て い る 。 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ り 他 の 蛋 白 質 を Ｇ Ｆ Ｐ 等 の 蛍 光 蛋 白 質
に 融 合 さ せ て 、 そ れ ら の 発 現 お よ び 輸 送 の モ ニ タ リ ン グ を 行 う こ と が 行 わ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 も よ く 使 用 さ れ る Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 の 一 つ と し て 黄 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｙ Ｆ Ｐ ） が 挙 げ ら れ る
。 Ｙ Ｆ Ｐ は 、 ク ラ ゲ （ Aequorea） Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 の 中 で も 最 長 波 長 の 蛍 光 を 示 す 。 大 部 分 の
Ｙ Ｆ Ｐ の ε お よ び Φ は 、 そ れ ぞ れ 60,000～ 100,000M - 1 cm - 1 お よ び 0.6～ 0.8で あ り （ Tsien,
 R. Y. (1998). Ann. Rev. Biochem. 67, 509-544） 、 こ れ ら の 値 は 、 一 般 的 な 蛍 光 団 （
フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン な ど ） の 値 に 匹 敵 す る 。 ま た 、 Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 の 他 の 例 と
し て 、 シ ア ン 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｃ Ｆ Ｐ ） が あ り 、 Ｅ Ｃ Ｆ Ｐ （ enhanced cyan fluorescent prot
ein)が 知 ら れ て い る 。 ま た 、 イ ソ ギ ン チ ャ ク （ Discoma sp.） か ら は 赤 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｒ
Ｆ Ｐ ） も 単 離 さ れ て お り 、 DasRedが 知 ら れ て い る 。 こ の よ う に 蛍 光 蛋 白 質 は 、 緑 色 、 黄 色
、 シ ア ン 色 、 赤 色 の ４ 種 が 次 々 と 開 発 さ れ ス ペ ク ト ル の 範 囲 は 大 幅 に 広 が っ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ま た 、 光 照 射 に よ っ て 色 が 変 化 す る 蛍 光 蛋 白 質 を 利 用 す る こ と に よ り 、 光 に よ っ て 特 定
の 細 胞 や 器 官 を マ ー キ ン グ （ optical marking） す る こ と が 可 能 と な る 。 こ の よ う な 光 照
射 依 存 的 な 細 胞 や 組 織 な ど の 標 識 に つ い て は 、 Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ （ 非 特 許 文 献 １ ） や kaede（
非 特 許 文 献 ２ ） の 利 用 が 挙 げ ら れ る 。 し か し な が ら 、 Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ は 無 蛍 光 の 状 態 か ら 蛍
光 が 出 現 す る と い う 特 徴 ゆ え に 刺 激 光 照 射 前 は ど こ に 標 本 が あ る の か 分 か り づ ら い と い う
問 題 が あ る 。 ま た 、 kaedeは 刺 激 光 照 射 に よ り 緑 か ら 赤 に 変 換 す る が 、 双 方 の 色 に 応 じ た
励 起 光 が 必 要 と な り 煩 雑 で あ り 、 さ ら に kaedeは ４ 量 体 を 形 成 す る た め 任 意 の タ ン パ ク 質
と 連 結 さ せ た も の の 動 態 観 察 に は 向 い て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Patterson GH and Lippincott-Schwartz J, Science 297, 1873-1877 (
2002)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Ando R et al, Proc.Natl.Acad.Sci.USA 99, 12651-12656 (2002)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 は 、 刺 激 光 依 存 的 に 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ ） の ア ク セ プ タ ー を 出 現
さ せ る こ と に よ り 、 任 意 の 細 胞 内 小 器 官 、 細 胞 又 は 組 織 を 多 色 で 標 識 す る こ と を 可 能 と す
る 蛍 光 蛋 白 質 を 提 供 す る こ と を 解 決 す べ き 課 題 と し た 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 上 記 課 題 を 解 決 す る た め に 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 互 い に 異 な る 波 長 の 蛍 光 を
発 す る こ と が で き る ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と を 融 合 し 、 光 刺 激 前 は
ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き 、 光
刺 激 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー
蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが 生 じ て ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き る
蛍 光 蛋 白 質 を 構 築 す る こ と に よ り 、 刺 激 光 依 存 的 に 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 変
化 さ せ る こ と が で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 完 成 し た も の で
あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 即 ち 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 か
ら 成 り 、 刺 激 光 照 射 前 は ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光
を 発 す る こ と が で き 、 刺 激 光 照 射 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ
ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが 生 じ る こ と に よ り ア ク セ プ
タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 蛍 光 と ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 の 蛍 光
と が 互 い に 異 な る 波 長 の 蛍 光 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 蛍 光 蛋 白 質 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
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　 好 ま し く は 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 は Ｃ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ り 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 が Ｐ Ａ
－ Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 刺 激 光 は 紫 外 光 又 は 紫 色 光 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 は 、 Ｃ Ｆ Ｐ の Ｃ 末 端 の １ １ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た Ｃ Ｆ Ｐ
変 異 体 で あ り 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 は 、 Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｎ 末 端 の ３ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ
せ た Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と は リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 融
合 し て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 以 下 の 何 れ か の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。
（ ａ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 ； 又 は 、
（ ｂ ） 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及 び
／ 又 は 付 加 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 ：
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 提 供 さ
れ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ を 有 す る 組 み 換 え ベ ク タ ー
が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は 組 み 換 え ベ ク タ ー を 有
す る 形 質 転 換 体 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 と 他 の 蛋 白 質 と か ら 成
る 融 合 蛍 光 蛋 白 質 が 提 供 さ れ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 融 合 蛍 光 蛋 白 質 を 細 胞 内 で 発 現 さ
せ る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 内 に お け る 蛋 白 質 の 局 在 ま た は 動 態 を 分 析 す る 方 法 が 提 供 さ
れ る 。
　 本 発 明 の さ ら に 別 の 側 面 に よ れ ば 、 上 記 し た 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 組 み 換 え ベ
ク タ ー 、 形 質 転 換 体 、 又 は 融 合 蛍 光 蛋 白 質 を 含 む 、 蛍 光 試 薬 キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に よ り 、 刺 激 光 照 射 前 の 標 本 の 確 認 が 簡 便 に な っ た の み な ら ず 、 １ つ の 励 起 光 で
観 察 が 可 能 に な っ た 。 ま た 多 量 体 を 形 成 し な い た め 、 任 意 の タ ン パ ク 質 と 連 結 さ せ る こ と
に よ り 動 態 解 析 も よ り 定 量 的 に 行 え る よ う に な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 以 下 、 本 発 明 の 実 施 の 形 態 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
（ １ ） 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 融 合 蛋 白 質 か
ら 成 り 、 刺 激 光 照 射 前 は ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光
を 発 す る こ と が で き 、 刺 激 光 照 射 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ
ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが 生 じ る こ と に よ り ア ク セ プ
タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 蛍 光 と ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 の 蛍 光
と が 互 い に 異 な る 波 長 の 蛍 光 で あ る こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 蛋 白 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 で 用 い る ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 の 組 み 合 わ せ は 、 上 記 し た
本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 の 作 用 効 果 を 達 成 で き る も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 ド ナ ー 蛍 光
蛋 白 質 及 び ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と し て は 、 例 え ば 、 シ ア ン 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｃ Ｆ Ｐ ） 、 黄
色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｙ Ｅ Ｐ ） 、 緑 色 蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 赤 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｒ Ｅ Ｐ ） 、 青 色 蛍 光
蛋 白 質 （ Ｂ Ｆ Ｐ ） 又 は そ れ ら の 変 異 体 な ど が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 明 細 書 で 言 う 、 シ ア ン 蛍 光 蛋 白 質 、 黄 色 蛍 光 蛋 白 質 、 緑 色 蛋 白 質 、 赤 色 蛍 光 蛋 白 質 、
青 色 蛍 光 蛋 白 質 又 は そ れ ら の 変 異 体 と は 、 各 々 公 知 の 蛍 光 蛋 白 質 だ け で な く 、 そ れ ら の 変
異 体 （ 例 え ば 、 上 記 蛍 光 蛋 白 質 の 蛍 光 強 度 を 増 強 し た 、 Ｅ Ｃ Ｆ Ｐ 、 Ｅ Ｙ Ｆ Ｐ 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ 、
Ｅ Ｒ Ｆ Ｐ 、 Ｅ Ｂ Ｆ Ｐ な ど ） の 全 て を 包 含 す る 意 味 で あ る 。 例 え ば 、 緑 色 蛍 光 蛋 白 質 の 遺 伝
子 は 単 離 さ れ 配 列 も 決 定 さ れ て い る (Prasher， D.C． ら (1992)， "Primary structure of t
he Aequorea victoria green fluorescent protein"， Gene 111： 229－ 233)。 そ の 他 の 蛍
光 蛋 白 質 又 は そ の 変 異 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 も 多 数 報 告 さ れ て お り 、 例 え ば 、 Roger Y.Tsien,
 Annu.Rev.Biochem.1998. 67:509-44、 並 び に そ の 引 用 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。 緑 色 蛍 光
蛋 白 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 、 黄 色 蛍 光 蛋 白 質 （ Ｙ Ｆ Ｐ ） ま た は そ れ ら の 変 異 体 と し て は 、 例 え ば 、
オ ワ ン ク ラ ゲ （ 例 え ば 、 エ ク オ レ ア ・ ビ ク ト リ ア （ Aequorea victoria） ） 由 来 の も の を
使 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い る 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 な ど は 公 知 で あ る 。 蛍 光 蛋 白
質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 市 販 の も の を 使 用 す る こ と も で き る 。 例 え ば 、 ク ロ ン テ ッ ク 社 か
ら 市 販 さ れ て い る 、 Ｅ Ｇ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー 、 Ｅ Ｙ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー 、 Ｅ Ｃ Ｆ Ｐ ベ ク タ ー 、 Ｅ Ｂ Ｆ Ｐ
ベ ク タ ー な ど を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 蛍 光 ド ナ ー ／ 蛍 光 ア ク セ プ タ ー の 組 み 合 わ せ と し て は 、 Ｃ
Ｆ Ｐ 又 は そ の 変 異 体 ／ Ｇ Ｆ Ｐ 又 は そ の 変 異 体 、 又 は Ｂ Ｆ Ｐ 又 は そ の 変 異 体 ／ Ｇ Ｆ Ｐ 又 は そ
の 変 異 体 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 好 ま し く は 、 ド ナ ー 蛍
光 蛋 白 質 は Ｃ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ り 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 は Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 実 施 例 で は 、 Ｃ Ｆ Ｐ と Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ を そ れ ぞ れ Ｆ Ｒ Ｅ Ｔ の ド ナ ー 及 び ア ク セ プ
タ ー と し て 利 用 す る こ と に よ り 、 刺 激 光 依 存 的 に シ ア ン 色 か ら 緑 黄 色 に 変 換 す る 蛋 白 質 （
Phamret） を 作 製 す る こ と に 成 功 し た 。 具 体 的 に は 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と し て 、 Ｃ Ｆ Ｐ の
Ｃ 末 端 の １ １ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た Ｃ Ｆ Ｐ 変 異 体 を 使 用 し 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と し
て 、 Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｎ 末 端 の ３ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 で は 、 刺 激 光 照 射 前 は ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ り
ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 し 、 刺 激 光 照 射 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ
り ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが 生 じ る こ と に よ り ア
ク セ プ タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る 。 こ こ で 用 い る 刺 激 光 は 、 好 ま し く は 、 紫 外 光 又 は 紫 色
光 で あ る 。 紫 外 光 又 は 紫 色 光 の 照 射 時 間 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 数 ミ リ 秒 か ら １ ０
分 間 程 度 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 ま た 、 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と が リ ン カ ー 配 列 を 介 し て 融 合 し て
い て も よ い 。 リ ン カ ー 配 列 と し て は 数 個 （ 例 え ば １ ～ ５ 個 程 度 ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 挙 げ ら
れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 の 具 体 例 と し て は 、
（ １ ） 　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛍 光 蛋 白 質 、 又 は
（ ２ ） 　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ か ら 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 及
び ／ 又 は 付 加 を 有 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋
白 質 と の 融 合 蛋 白 質 か ら 成 り 、 刺 激 光 照 射 前 は ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照 射 す る こ と に よ
り ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き 、 刺 激 光 照 射 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 を 照
射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが 生 じ
る こ と に よ り ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 を 発 す る こ と が で き 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 蛍 光 と ア ク
セ プ タ ー 蛋 白 質 の 蛍 光 と が 互 い に 異 な る 波 長 の 蛍 光 で あ る こ と を 特 徴 と す る 蛍 光 蛋 白 質
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 本 明 細 書 で 言 う 「 １ か ら 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 欠 失 、 置 換 、 及 び ／ 又 は 付 加 を 有 す る ア ミ ノ
酸 配 列 」 に お け る 「 １ か ら 数 個 」 の 範 囲 は 特 に は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 １ か ら ２ ０ 個
、 好 ま し く は １ か ら １ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は １ か ら ７ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ か ら ５ 個 、
特 に 好 ま し く は １ か ら ３ 個 程 度 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 し た 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛍 光 蛋 白 質 （ Phamret） の 場 合 は 、
ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と し て 、 Ｃ Ｆ Ｐ の Ｃ 末 端 の １ １ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た Ｃ Ｆ Ｐ 変 異 体 を 使
用 し 、 ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と し て 、 Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ の Ｎ 末 端 の ３ ア ミ ノ 酸 を 欠 失 さ せ た
Ｐ Ａ － Ｇ Ｆ Ｐ 変 異 体 を 使 用 し て い る 。 そ し て 、 刺 激 光 （ ４ ０ ０ ｎ ｍ ） 照 射 前 は ド ナ ー 蛋 白
質 の 励 起 光 （ ４ ５ ８ ｎ ｍ ） を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 （ ４ ８ ０ ｎ ｍ ） を 発
す る こ と が で き 、 刺 激 光 （ ４ ０ ０ ｎ ｍ ） 照 射 後 は 、 ド ナ ー 蛋 白 質 の 励 起 光 （ ４ ５ ８ ｎ ｍ ）
を 照 射 す る こ と に よ り ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 と ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と の 間 で 分 子 内 FRETが
生 じ る こ と に よ り ア ク セ プ タ ー 蛋 白 質 が 蛍 光 （ ５ ２ ０ ｎ ｍ ） を 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 の 取 得 方 法 に つ い て は 特 に 制 限 は な く 、 化 学 合 成 に よ り 合 成 し た 蛋
白 質 で も よ い し 、 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ る 作 製 し た 組 み 換 え 蛋 白 質 で も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 組 み 換 え 蛋 白 質 を 作 製 す る 場 合 に は 、 先 ず 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 入 手 す る こ
と が 必 要 で あ る 。 ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 お よ び ア ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 と し て 使 用 す る 各 種 の
蛍 光 蛋 白 質 の ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 塩 基 配 列 は 当 業 者 に 公 知 で 、 こ れ ら を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ は
市 販 品 か ら 入 手 す る こ と が 可 能 で あ る か 、 ま た は Ｐ Ｃ Ｒ 等 の 通 常 の 遺 伝 子 組 み 換 え 手 法 に
よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 入 手 し た ド ナ ー 蛍 光 蛋 白 質 お よ び ア
ク セ プ タ ー 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 順 番 に 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ り 連 結 す る こ
と に よ り 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ
を 適 当 な 発 現 系 に 導 入 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を 産 生 す る こ と が で き る 。 発
現 系 で の 発 現 に つ い て は 本 明 細 書 中 後 記 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 提 供 さ れ る 。
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ と し て は 、 配
列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 配 列 番 号 １ に 記 載 の 塩 基
配 列 に お い て 、 １ か ら 数 個 の 塩 基 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 を 有 す る 塩 基 配 列 を 有 す る
Ｄ Ｎ Ａ で あ っ て 、 本 明 細 書 中 上 記 し た 特 徴 を 有 す る 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ も 、 本 発 明 の 範 囲 内 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 で 言 う 「 １ か ら 数 個 の 塩 基 の 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 を 有 す る 塩 基 配 列 」 に
お け る 「 １ か ら 数 個 」 の 範 囲 は 特 に は 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 １ か ら ５ ０ 個 、 好 ま し く
は １ か ら ３ ０ 個 、 よ り 好 ま し く は １ か ら ２ ０ 個 、 さ ら に 好 ま し く は １ か ら １ ０ 個 、 特 に 好
ま し く は １ か ら ５ 個 程 度 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 例 え ば ホ ス ホ ア ミ ダ イ ト 法 な ど に よ り 合 成 す る こ と が で き る し 、 特
異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ Ｐ Ｃ Ｒ ） に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る
。 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は そ の 断 片 の 作 製 方 法 に つ い て は 、 本 明 細 書 中 上 述 し た 通 り で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 所 定 の 核 酸 配 列 に 所 望 の 変 異 を 導 入 す る 方 法 は 当 業 者 に 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 部
位 特 異 的 変 異 誘 発 法 、 縮 重 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る Ｐ Ｃ Ｒ 、 核 酸 を 含 む 細 胞 の 変 異 誘
発 剤 又 は 放 射 線 へ の 露 出 等 の 公 知 の 技 術 を 適 宜 使 用 す る こ と に よ っ て 、 変 異 を 有 す る Ｄ Ｎ
Ａ を 構 築 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 公 知 の 技 術 は 、 例 え ば 、 Molecular Cloning: A l
aboratory Mannual, 2n d  Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N
Y.,1989、 並 び に Current Protocols in Molecular Biology, Supplement 1～ 38, John Wi
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（ ２ ） 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ



ley & Sons (1987-1997)に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 適 当 な ベ ク タ ー 中 に 挿 入 し て 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 用 い る
ベ ク タ ー の 種 類 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 自 立 的 に 複 製 す る ベ ク タ ー （ 例 え ば プ ラ ス ミ
ド 等 ） で も よ い し 、 あ る い は 、 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ た 際 に 宿 主 細 胞 の ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ
、 組 み 込 ま れ た 染 色 体 と 共 に 複 製 さ れ る も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 で 用 い る ベ ク タ ー は 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 発 現 ベ ク タ ー に お い て 本
発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 、 転 写 に 必 要 な 要 素 （ 例 え ば 、 プ ロ モ ー タ 等 ） が 機 能 的 に 連 結 さ れ て い る
。 プ ロ モ ー タ は 宿 主 細 胞 に お い て 転 写 活 性 を 示 す Ｄ Ｎ Ａ 配 列 で あ り 、 宿 主 の 種 類 に 応 じ て
適 宜 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 細 菌 細 胞 で 作 動 可 能 な プ ロ モ ー タ と し て は 、 バ チ ル ス ・ ス テ ア ロ テ ル モ フ ィ ル ス ・ マ ル
ト ジ ェ ニ ッ ク ・ ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (Bacillusstearothermophilus maltogenic amylase gen
e)、 バ チ ル ス ・ リ ケ ニ ホ ル ミ ス α ア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (Bacillus licheniformis alpha-amyl
ase gene)、 バ チ ル ス ・ ア ミ ロ リ ケ フ ァ チ エ ン ス ・ BANア ミ ラ ー ゼ 遺 伝 子 (Bacillus amylol
iquefaciens BAN amylase gene)、 バ チ ル ス ・ サ ブ チ リ ス ・ ア ル カ リ プ ロ テ ア ー ゼ 遺 伝 子 (
Bacillus Ｓ ubtilis alkaline protease gene)も し く は バ チ ル ス ・ プ ミ ル ス ・ キ シ ロ シ ダ
ー ゼ 遺 伝 子 (Bacillus pumilus xylosldase gene)の プ ロ モ ー タ 、 ま た は フ ァ ー ジ ・ ラ ム ダ
の Ｐ R 若 し く は Ｐ L プ ロ モ ー タ 、 大 腸 菌 の  lac、 trp若 し く は tacプ ロ モ ー タ な ど が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 哺 乳 動 物 細 胞 で 作 動 可 能 な プ ロ モ ー タ の 例 と し て は 、 Ｓ Ｖ ４ ０ プ ロ モ ー タ 、 Ｍ Ｔ － １ （
メ タ ロ チ オ ネ イ ン 遺 伝 子 ） プ ロ モ ー タ 、 ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス ２ 主 後 期 プ ロ モ ー タ な ど が
あ る 。 昆 虫 細 胞 で 作 動 可 能 な プ ロ モ ー タ の 例 と し て は 、 ポ リ ヘ ド リ ン プ ロ モ ー タ 、 Ｐ １ ０
プ ロ モ ー タ 、 オ ー ト グ ラ フ ァ ・ カ リ ホ ル ニ カ ・ ポ リ ヘ ド ロ シ ス 塩 基 性 蛋 白 プ ロ モ ー タ 、 バ
キ ュ ウ ロ ウ イ ル ス 即 時 型 初 期 遺 伝 子 １ プ ロ モ ー タ 、 ま た は バ キ ュ ウ ロ ウ イ ル ス ３ ９ Ｋ 遅 延
型 初 期 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ 等 が あ る 。 酵 母 宿 主 細 胞 で 作 動 可 能 な プ ロ モ ー タ の 例 と し て は 、
酵 母 解 糖 系 遺 伝 子 由 来 の プ ロ モ ー タ 、 ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ 、 Ｔ
Ｐ Ｉ １ プ ロ モ ー タ 、 Ａ Ｄ Ｈ 2-4cプ ロ モ ー タ な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 糸 状 菌 細 胞 で 作 動 可 能 な プ ロ モ ー タ の 例 と し て は 、 Ａ Ｄ Ｈ ３ プ ロ モ ー タ ま た は ｔ ｐ ｉ Ａ
プ ロ モ ー タ な ど が あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ は 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば ヒ ト 成 長 ホ ル モ ン タ ー ミ ネ ー タ ま た は 真
菌 宿 主 に つ い て は Ｔ Ｐ Ｉ １ タ ー ミ ネ ー タ 若 し く は Ａ Ｄ Ｈ ３ タ ー ミ ネ ー タ の よ う な 適 切 な タ
ー ミ ネ ー タ に 機 能 的 に 結 合 さ れ て も よ い 。 本 発 明 の 組 み 換 え ベ ク タ ー は 更 に 、 ポ リ ア デ ニ
レ ー シ ョ ン シ グ ナ ル (例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０ ま た は ア デ ノ ウ イ ル ス ５ Ｅ １ ｂ 領 域 由 来 の も の )、 転
写 エ ン ハ ン サ 配 列 （ 例 え ば Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ） お よ び 翻 訳 エ ン ハ ン サ 配 列 （ 例 え ば ア デ
ノ ウ イ ル ス  Ｖ Ａ  Ｒ Ｎ Ａ  を コ ー ド す る も の ） の よ う な 要 素 を 有 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 組 み 換 え ベ ク タ ー は 更 に 、 該 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 内 で 複 製 す る こ と を 可 能 に す
る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 具 備 し て も よ く 、 そ の 一 例 と し て は Ｓ Ｖ ４ ０ 複 製 起 点 （ 宿 主 細 胞 が 哺 乳 類
細 胞 の と き ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の 組 み 換 え ベ ク タ ー は さ ら に 選 択 マ ー カ ー を 含 有 し て も よ い 。 選 択 マ ー カ ー と し
て は 、 例 え ば 、 ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ （ Ｄ Ｈ Ｆ Ｒ ） ま た は シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ポ
ン ベ Ｔ Ｐ Ｉ 遺 伝 子 等 の よ う な そ の 補 体 が 宿 主 細 胞 に 欠 け て い る 遺 伝 子 、 ま た は 例 え ば ア ン
ピ シ リ ン 、 カ ナ マ イ シ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 、 ネ オ マ イ シ ン 若 し
く は ヒ グ ロ マ イ シ ン の よ う な 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 挙 げ る こ と が で き る 。
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（ ３ ） 本 発 明 の 組 み 換 え ベ ク タ ー



【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 、 プ ロ モ ー タ 、 お よ び 所 望 に よ り タ ー ミ ネ ー タ お よ び ／ ま た は 分 泌 シ グ
ナ ル 配 列 を そ れ ぞ れ 連 結 し 、 こ れ ら を 適 切 な ベ ク タ ー に 挿 入 す る 方 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は 組 み 換 え ベ ク タ ー を 適 当 な 宿 主 に 導 入 す る こ と に よ っ て 形 質 転 換 体
を 作 製 す る こ と が で き る 。
　 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ ま た は 組 み 換 え ベ ク タ ー を 導 入 さ れ る 宿 主 細 胞 は 、 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 構 築
物 を 発 現 で き れ ば 任 意 の 細 胞 で よ く 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 お よ び 高 等 真 核 細 胞 等 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 細 菌 細 胞 の 例 と し て は 、 バ チ ル ス ま た は ス ト レ プ ト マ イ セ ス 等 の グ ラ ム 陽 性 菌 又 は 大 腸
菌 等 の グ ラ ム 陰 性 菌 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら 細 菌 の 形 質 転 換 は 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 法 、 ま た は
公 知 の 方 法 で コ ン ピ テ ン ト 細 胞 を 用 い る こ と に よ り 行 え ば よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 哺 乳 類 細 胞 の 例 と し て は 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 Ｂ Ｈ Ｋ 細 胞
、 Ｃ Ｈ Ｌ 細 胞 ま た は Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 哺 乳 類 細 胞 を 形 質 転 換 し 、 該 細 胞 に 導 入
さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を 発 現 さ せ る 方 法 も 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン 法
、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 酵 母 細 胞 の 例 と し て は 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ま た は シ ゾ サ ッ カ ロ マ イ セ ス に 属 す る 細 胞 が
挙 げ ら れ 、 例 え ば 、 サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ シ エ (Saccharomyces cerevis1ae)ま た は サ
ッ カ ロ マ イ セ ス ・ ク ル イ ベ リ (Ｓ accharomyces kluyveri)等 が 挙 げ ら れ る 。 酵 母 宿 主 へ の
組 み 換 え ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 ス フ ェ ロ ブ
ラ ス ト 法 、 酢 酸 リ チ ウ ム 法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 他 の 真 菌 細 胞 の 例 は 、 糸 状 菌 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス 、 ニ ュ ー ロ ス ポ ラ 、 フ ザ リ ウ ム 、
ま た は ト リ コ デ ル マ に 属 す る 細 胞 で あ る 。 宿 主 細 胞 と し て 糸 状 菌 を 用 い る 場 合 、 Ｄ Ｎ Ａ 構
築 物 を 宿 主 染 色 体 に 組 み 込 ん で 組 換 え 宿 主 細 胞 を 得 る こ と に よ り 形 質 転 換 を 行 う こ と が で
き る 。 Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 宿 主 染 色 体 へ の 組 み 込 み は 、 公 知 の 方 法 に 従 い 、 例 え ば 相 同 組 換 え
ま た は 異 種 組 換 え に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 昆 虫 細 胞 を 宿 主 と し て 用 い る 場 合 に は 、 組 換 え 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー お よ び バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス を 昆 虫 細 胞 に 共 導 入 し て 昆 虫 細 胞 培 養 上 清 中 に 組 換 え ウ イ ル ス を 得 た 後 、 さ ら に 組 換
え ウ イ ル ス を 昆 虫 細 胞 に 感 染 さ せ 、 蛋 白 質 を 発 現 さ せ る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Baculovi
rus Expression Vectors, A Laboratory Manua1； 及 び カ レ ン ト ・ プ ロ ト コ ー ル ズ ・ イ ン
・ モ レ キ ュ ラ ー ・ バ イ オ ロ ジ ー 、 Bio/Technology, 6, 47(1988)等 に 記 載 ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス と し て は 、 例 え ば 、 ヨ ト ウ ガ 科 昆 虫 に 感 染 す る ウ イ ル ス で あ る ア ウ ト
グ ラ フ ァ ・ カ リ フ ォ ル ニ カ ・ ヌ ク レ ア ー ・ ポ リ ヘ ド ロ シ ス ・ ウ イ ル ス (Autographa califo
rnica nuclear polyhedrosis virus)等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 昆 虫 細 胞 と し て は 、 Spodoptera frugiperdaの 卵 巣 細 胞 で あ る Ｓ ｆ ９ 、 Ｓ ｆ ２ １ 〔 バ キ
ュ ロ ウ イ ル ス ・ エ ク ス プ レ ッ シ ョ ン ・ ベ ク タ ー ズ 、 ア ・ ラ ボ ラ ト リ ー ・ マ ニ ュ ア ル 、 ダ ブ
リ ュ ー ・ エ イ チ ・ フ リ ー マ ン ・ ア ン ド ・ カ ン パ ニ ー (W. H. Freeman and Company)、 ニ ュ
ー ヨ ー ク (New York)、 (1992)〕 、 Trichoplusia niの 卵 巣 細 胞 で あ る Ｈ ｉ Ｆ ｉ ｖ ｅ (イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン 社 製 )等 を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 組 換 え ウ イ ル ス を 調 製 す る た め の 、 昆 虫 細 胞 へ の 組 換 え 遺 伝 子 導 入 ベ ク タ ー と 上 記 バ キ
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（ ４ ） 本 発 明 の 形 質 転 換 体



ュ ロ ウ イ ル ス の 共 導 入 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 又 は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン
法 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 上 記 の 形 質 転 換 体 は 、 導 入 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 構 築 物 の 発 現 を 可 能 に す る 条 件 下 で 適 切 な 栄 養
培 地 中 で 培 養 す る 。 形 質 転 換 体 の 培 養 物 か ら 、 本 発 明 の 蛍 光 融 合 蛋 白 質 を 単 離 精 製 す る に
は 、 通 常 の 蛋 白 質 の 単 離 、 精 製 法 を 用 い れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の 蛋 白 質 が 、 細 胞 内 に 溶 解 状 態 で 発 現 し た 場 合 に は 、 培 養 終 了 後 、 細 胞
を 遠 心 分 離 に よ り 回 収 し 水 系 緩 衝 液 に 懸 濁 後 、 超 音 波 破 砕 機 等 に よ り 細 胞 を 破 砕 し 、 無 細
胞 抽 出 液 を 得 る 。 該 無 細 胞 抽 出 液 を 遠 心 分 離 す る こ と に よ り 得 ら れ た 上 清 か ら 、 通 常 の 蛋
白 質 の 単 離 精 製 法 、 即 ち 、 溶 媒 抽 出 法 、 硫 安 等 に よ る 塩 析 法 、 脱 塩 法 、 有 機 溶 媒 に よ る 沈
殿 法 、 ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル (DEAE)セ フ ァ ロ ー ス 等 の レ ジ ン を 用 い た 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 法 、 S-Sepharose FF(フ ァ ル マ シ ア 社 製 )等 の レ ジ ン を 用 い た 陽 イ オ ン 交 換 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 ブ チ ル セ フ ァ ロ ー ス 、 フ ェ ニ ル セ フ ァ ロ ー ス 等 の レ ジ ン を 用 い た 疎
水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 、 分 子 篩 を 用 い た ゲ ル ろ 過 法 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ 一 法 、 ク ロ マ ト フ ォ ー カ シ ン グ 法 、 等 電 点 電 気 泳 動 等 の 電 気 泳 動 法 等 の 手 法 を 単 独 あ る
い は 組 み 合 わ せ て 用 い 、 精 製 標 品 を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を 他 の 蛋 白 質 と 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 融 合 蛋 白 質 を 構 築 す る こ と
が で き る 。
　 本 発 明 の 融 合 蛋 白 質 の 取 得 方 法 に つ い て は 特 に 制 限 は な く 、 化 学 合 成 に よ り 合 成 し た 蛋
白 質 で も よ い し 、 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ る 作 製 し た 組 み 換 え 蛋 白 質 で も よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 組 み 換 え 蛋 白 質 を 作 製 す る 場 合 に は 、 先 ず 当 該 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 入 手 す る こ
と が 必 要 で あ る 。 本 明 細 書 中 上 記 し た 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ を 入 手 す る こ と が で き る 。 ま た 同 様 に 、 融 合 す べ き 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 断 片 も 入
手 す る 。 次 い で 、 こ れ ら の Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 順 番 に 遺 伝 子 組 み 換 え 技 術 に よ り 連 結 す る こ と に
よ り 、 所 望 の 融 合 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 得 る こ と が で き る 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ を 適 当 な 発
現 系 に 導 入 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の 融 合 蛋 白 質 を 産 生 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 特 に 、 標 識 と し て の 利 用 価 値 が 高 い 。 即 ち 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白
質 を 被 検 ア ミ ノ 酸 配 列 と の 融 合 蛋 白 質 と し て 精 製 し 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 な ど の
手 法 に よ り 細 胞 内 に 導 入 し 、 該 融 合 蛋 白 質 の 分 布 を 経 時 的 に 観 察 す れ ば 、 被 検 ア ミ ノ 酸 配
列 の 細 胞 内 に お け る タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ 活 性 を 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を 融 合 さ せ る 他 の 蛋 白 質 （ 被 検 ア ミ ノ 酸 配 列 ） の 種 類 は 特 に 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 例 え ば 、 細 胞 内 に 局 在 す る 蛋 白 質 、 細 胞 内 小 器 官 に 特 異 的 な 蛋 白 質
、 タ ー ゲ テ ィ ン グ シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 核 移 行 シ グ ナ ル 、 ミ ト コ ン ド リ ア プ レ 配 列 ） 等 が 好
適 で あ る 。 な お 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 な ど に よ り 細 胞 内
に 導 入 す る 以 外 に 、 細 胞 内 で 発 現 さ せ て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の 場 合 に は 、 本 発 明
の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ が 発 現 可 能 に 挿 入 さ れ た ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 は 、 レ ポ ー タ ー 蛋 白 質 と し て プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 測 定 に 用 い
る こ と も 可 能 で あ る 。 即 ち 、 被 検 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 を コ ー ド す
る Ｄ Ｎ Ａ が 配 置 さ れ た ベ ク タ ー を 構 築 し 、 こ れ を 宿 主 細 胞 に 導 入 し 、 該 細 胞 か ら 発 せ ら れ
る 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 の 蛍 光 を 検 出 す る こ と に よ り 、 被 検 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 測 定 す る
こ と が 可 能 で あ る 。 被 検 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 宿 主 細 胞 内 で 機 能 す る も の で あ れ ば 、 特
に 制 限 は な い 。
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（ ５ ） 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 及 び そ れ を 含 む 融 合 蛋 白 質 の 利 用



【 ０ ０ ５ ５ 】
　 上 記 被 検 ア ミ ノ 酸 配 列 の タ ー ゲ テ ィ ン グ 活 性 の 検 出 や プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 測 定 に お い て
用 い ら れ る ベ ク タ ー と し て は 、 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 動 物 細 胞 用 ベ ク タ ー で は 、 「
pNEO」 （ P. Southern, and P. Berg (1982) J. MOl. Appl. Genet. 1:327） 、 「 pCAGGS」
（ H.Niwa,K.Yamamura,and J.Miyazaki. Gene 108,193-200(1991)） 、 「 pRc/CMV」 （ イ ン
ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） 、 「 pCDM8」 （ イ ン ビ ト ロ ゲ ン 社 製 ） な ど が 、 酵 母 用 ベ ク タ ー で は 、 「 p
RS303」 ,「 pRS304」 ,「 pRS305」 ,「 pRS306」 ,「 pRS313」 ,「 pRS314」 ,「 pRS315」 ,[pRS31
6]（ R.S.Sikorski and P.Hieter (1989) Genetics 122: 19-27） 、 「 pRS423」 ,「 pRS424
」 ,「 pRS425」 ,「 pRS426」 （ T.W.Christianson, R.S.Sikorski, M.Dante, J.H.Shero, an
d P. Hieter (1992) Gene 110: 119-122） な ど が 好 適 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 使 用 可 能 な 細 胞 の 種 類 も 特 に 限 定 さ れ ず 、 各 種 の 動 物 細 胞 、 例 え ば 、 L細 胞 、 Bal
bC-3T3細 胞 、 NIH3T3細 胞 、 CHO(Chinese hamster ovary)細 胞 、 HeLa細 胞 、 NRK(normal rat
 kidney)細 胞 、 「 Saccharomyces cerevisiae」 な ど の 酵 母 細 胞 や 大 腸 菌 （ E. coli） 細 胞
な ど を 使 用 す る こ と が で き る 。 ベ ク タ ー の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 例 え ば 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ
ム 法 や エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 な ど の 常 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 た 、 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 と 他 の 蛋 白 質 （ 蛋 白 質 Ｘ と す る ） と を 融 合
さ せ た 融 合 蛍 光 蛋 白 質 を 細 胞 内 で 発 現 さ せ 、 発 す る 蛍 光 を モ ニ タ ー す る こ と に よ り 、 細 胞
内 に お け る 蛋 白 質 Ｘ の 局 在 や 動 態 を 分 析 す る こ と が 可 能 に な る 。 即 ち 、 本 発 明 の 融 合 蛍 光
蛋 白 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で 形 質 転 換 ま た は ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 蛍 光 顕 微 鏡 で 観
察 す る こ と に よ り 細 胞 内 に お け る 蛋 白 質 Ｘ の 局 在 や 動 態 を 可 視 化 し て 分 析 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 例 え ば 、 蛋 白 質 Ｘ と し て 細 胞 内 オ ル ガ ネ ラ に 特 異 的 な 蛋 白 質 を 利 用 す る こ と に よ り 、 核
、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 小 胞 体 、 ゴ ル ジ 体 、 分 泌 小 胞 、 ペ ル オ キ ソ ー ム な ど の 分 布 や 動 き を 観
察 で き る 。
　 ま た 、 例 え ば 、 神 経 細 胞 の 軸 索 、 樹 状 突 起 な ど は 発 生 途 中 の 個 体 の 中 で 著 し く 複 雑 な 走
向 の 変 化 を 示 す の で 、 こ う い っ た 部 位 を 蛍 光 ラ ベ ル す る こ と に よ り 動 的 解 析 が 可 能 に な る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 の 蛍 光 は 、 生 細 胞 の ま ま 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ の 検 出 は 、
例 え ば 、 蛍 光 顕 微 鏡 （ カ ー ル ツ ァ イ ス 社  ア キ シ オ フ ォ ト  フ ィ ル タ ー セ ッ ト 09） や 画 像 解
析 装 置 （ ATTO デ ジ タ ル イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー ） な ど を 用 い て 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 顕 微 鏡 の 種 類 は 目 的 に 応 じ て 適 宜 選 択 で き る 。 経 時 変 化 を 追 跡 す る な ど 頻 回 の 観 察 を 必
要 と す る 場 合 に は 、 通 常 の 落 射 型 蛍 光 顕 微 鏡 が 好 ま し い 。 細 胞 内 の 詳 細 な 局 在 を 追 及 し た
い 場 合 な ど 、 解 像 度 を 重 視 す る 場 合 は 、 共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 の 方 が 好 ま し い 。 顕 微 鏡 シ
ス テ ム と し て は 、 細 胞 の 生 理 状 態 を 保 ち 、 コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン を 防 止 す る 観 点 か ら 、 倒 立
型 顕 微 鏡 が 好 ま し い 。 正 立 顕 微 鏡 を 使 用 す る 場 合 、 高 倍 率 レ ン ズ を 用 い る 際 に は 水 浸 レ ン
ズ を 用 い る こ と が で き る 。 フ ィ ル タ ー セ ッ ト は 蛍 光 蛋 白 質 の 蛍 光 波 長 に 応 じ て 適 切 な も の
を 選 択 で き る 。 ま た 、 蛍 光 顕 微 鏡 を 用 い た 生 細 胞 で の 経 時 観 察 を 行 う 場 合 に は 、 短 時 間 で
撮 影 を 行 う べ き な の で 、 高 感 度 冷 却 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ を 使 用 す る 。 冷 却 Ｃ Ｃ Ｄ カ メ ラ は 、 Ｃ Ｃ
Ｄ を 冷 却 す る こ と に よ り 熱 雑 音 を 下 げ 、 微 弱 な 蛍 光 像 を 短 時 間 露 光 で 鮮 明 に 撮 影 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 本 明 細 書 に 記 載 し た 蛋 白 質 、 融 合 蛋 白 質 、 Ｄ Ｎ Ａ 、 組 み 換 え ベ ク タ ー
又 は 形 質 転 換 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1種 以 上 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 内 成 分
の 局 在 の 分 析 及 び ／ 又 は 生 理 活 性 物 質 の 分 析 の た め の キ ッ ト が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 の キ ッ
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（ ６ ） 本 発 明 の キ ッ ト



ト は 、 そ れ 自 体 既 知 の 通 常 用 い ら れ る 材 料 及 び 手 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 蛍 光 蛋 白 質 又 は Ｄ Ｎ Ａ な ど の 試 薬 は 、 適 当 な 溶 媒 に 溶 解 す る こ と に よ り 保 存 に 適 し た 形
態 に 調 製 す る こ と が で き る 。 溶 媒 と し て は 、 水 、 エ タ ノ ー ル 、 各 種 緩 衝 液 な ど を 用 い る こ
と が で き る 。
　 以 下 の 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 実 施 例 に よ っ て 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ６ ３ 】
実 施 例 １ ： Phamretの 遺 伝 子 構 築
　 先 ず 、 pEGFP-N1（ ク ロ ン テ ッ ク ） 及 び pECFP-N1（ ク ロ ン テ ッ ク ） を 鋳 型 に 、
5'-ATTGGATCCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3'（ 配 列 番 号 ３ ） と 、 5'-GCAGAATTCTTACTTGTACAGC
TCGTCCATG-3'（ 配 列 番 号 ４ ） を プ ラ イ マ ー に 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ を 行 い 、 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 制 限 酵 素
BamHIと EcoRIで 切 断 し 、 pRSETBの BamHI-EcoRIサ イ ト に 挿 入 し て 、 そ れ ぞ れ EGFP/pRSETB、
ECFP/pRSETBを 構 築 し た 。
　 次 に 、 文 献 (Patterson and Lippincott-Schwartz Science 297, 1873-1877, 2002)を 参
考 に し て EGFP遺 伝 子 か ら PA-GFP遺 伝 子 を 構 築 し た 。 EGFPタ ン パ ク 質 の ６ ４ 番 目 の ロ イ シ ン
を フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ６ ５ 番 目 の ス レ オ ニ ン を セ リ ン 、 ２ ０ ３ 番 目 の ス レ オ ニ ン を ヒ ス チ
ジ ン 、 ２ ０ ６ 番 目 の ア ラ ニ ン を リ ジ ン に 置 換 す る た め に 、 EGFP/pRSETBを 鋳 型 に 以 下 の 3つ
の プ ラ イ マ ー を 用 い 、 文 献 (Sawano and Miyawaki Nucleic Acids Res. 28:E78, 2000)に
記 載 の 方 法 に よ り 変 異 導 入 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
5'-GTGACCACCTTCAGCTACGGCGTG-3'（ 配 列 番 号 ５ ）
5'-TACCTGAGCCACCAGTCCGCC-3'（ 配 列 番 号 ６ ）
5'-TACCAGTCCAAGCTGAGCAAA-3'（ 配 列 番 号 ７ ）
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 次 に 、 ECFPタ ン パ ク 質 の 成 熟 効 率 を 向 上 さ せ 、 か つ 多 量 体 形 成 を 防 ぐ た め に ７ ２ 番 目 の
セ リ ン を ア ラ ニ ン 、 １ ７ ５ 番 目 の セ リ ン を グ リ シ ン に 、 ２ ０ ６ 番 目 の ア ラ ニ ン を リ ジ ン に
置 換 し た mSECFPを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 構 築 し た 。 方 法 は 上 記 と 同 様 で 、 ECFP/pRSETBを 鋳
型 と し て 以 下 の プ ラ イ マ ー を 用 い て 変 異 を 導 入 し た 。
5'-CAGTGCTTCGCCCGCTACCCC-3'（ 配 列 番 号 ８ ）
5'-GAGGACGGCGGCGTGCAGCTC-3'（ 配 列 番 号 ９ ）
5'-CACCAGTCCAAGCTGAGCAAA-3'（ 配 列 番 号 １ ０ ）
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 次 に 、 mSECFP/pRSETBを 鋳 型 に 、 5'-ATTGGATCCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAG-3'（ 配 列 番 号 ３
） , 5'-CGGGGTACCGGCGGCGGTCACGAACTCCAG-3'（ 配 列 番 号 １ １ ） を プ ラ イ マ ー に 用 い て PCR
を 行 い 、 PCR産 物 を 制 限 酵 素 BamHIと KpnIで 切 断 し 、 PRSETBの BamHI-KpnIサ イ ト に 挿 入 し た
（ mSEGFPdC11/pRSETB） 。 次 い で 、 PA-GFP/pRSETBを 鋳 型 に 、 5'-CGGGGTACCAAGGGCGAGGAGCT
GTTCACC-3'（ 配 列 番 号 １ ２ ） , 5'-GCAGAATTCTTACTTGTACAGCTCGTCCATG-3'（ 配 列 番 号 ４ ）
を プ ラ イ マ ー に 用 い て PCRを 行 い 、 PCR産 物 を 制 限 酵 素 KpnIと EcoRIで 切 断 し 、 mSEGFPdC11/
pRSETBの KpnI-EcoRIサ イ ト に 挿 入 し て Phamret/pRSETBを 構 築 し た 。 本 発 明 の 蛍 光 蛋 白 質 Ph
amretの 塩 基 配 列 を 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 し 、 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示
す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 哺 乳 類 細 胞 で Phamretを 発 現 さ せ る た め に Phamret/pRSETBを BamHIと EcoRIで 切 断 し て 、 p
cDNA3の BamHI-EcoRIサ イ ト に 挿 入 し 、 Phamret/pcDNA3を 構 築 し た 。 Phamretの 構 造 を 図 １
に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 35mmプ ラ ス チ ッ ク 皿 上 で 培 養 さ れ て い る 1x10 5 個 の HeLaS3細 胞 に リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 に
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実 施 例 ２ ： Phamretを 安 定 発 現 す る 哺 乳 類 培 養 細 胞 の 作 成



よ り 1μ gの Phamret/pcDNA3を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 24時 間 後 ト リ プ シ ン 処 理 に よ り
分 散 さ せ 、 10cmプ ラ ス チ ッ ク 皿 に 撒 き な お し た 。 さ ら に ２ ４ 時 間 後 500μ g/mlの ジ ェ ネ テ
ィ シ ン を 加 え た 。 ２ 週 間 後 、 蛍 光 性 の 細 胞 コ ロ ニ ー を ピ ッ ク ア ッ プ し 35mmプ ラ ス チ ッ ク 皿
に 撒 き 、 増 殖 さ せ た 後 -80℃ に 凍 結 保 存 し た 。 保 存 に は セ ル バ ン カ ー を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 凍 結 保 存 し て い る Phamret安 定 発 現 HeLaS3細 胞 を 融 解 し 、 10cmプ ラ ス チ ッ ク 皿 に 撒 い た
。 ２ 日 後 ト リ プ シ ン 処 理 に よ り 、 分 散 さ せ コ ラ ー ゲ ン コ ー ト し た 35mmの ガ ラ ス ボ ト ム 皿 に
3x10 5 個 撒 い た 。 24時 間 後 、 培 地 を Hank's balanced salt solutionに 置 換 し 、 顕 微 鏡 下 に
お け る 色 変 換 実 験 を 行 っ た 。 顕 微 鏡 に は オ リ ン パ ス 社 の FV1000共 焦 点 レ ー ザ ー 顕 微 鏡 を 、
対 物 レ ン ズ に は PLANApo x60 NA1.2 Waterを 使 用 し た 。 マ ル チ ア ル ゴ ン レ ー ザ ー の 458nmラ
イ ン (最 大 出 力 3mW)の レ ー ザ ー 光 (レ ー ザ ー パ ワ ー 2％ )で Phamretを 励 起 し 、 470～ 500nm(ド
ナ ー チ ャ ネ ル )と 510～ 560nm（ ア ク セ プ タ ー チ ャ ネ ル ） の ２ つ の 蛍 光 を 同 時 に 取 得 し た 。 4
05nmの レ ー ザ ー 光 照 射 前 は ド ナ ー チ ャ ネ ル の 蛍 光 が 強 い の に 対 し (図 ２ Ａ 、 Ｄ )、 405nmの
レ ー ザ ー 光 (最 大 出 力 25mW)を 1.2％ の レ ー ザ ー パ ワ ー で 細 胞 質 (○ 印 １ )に 照 射 す る と 、 速
や か に Phamretが 色 変 換 し ア ク セ プ タ ー チ ャ ネ ル の 蛍 光 が 強 く な っ た （ 図 ２ Ｂ 、 Ｃ ） 。 別
の 細 胞 の 核 領 域 （ ○ 印 ２ ） に 405nmレ ー ザ ー を 照 射 す る と 、 核 領 域 の み 色 変 換 が 生 じ ア ク
セ プ タ ー チ ャ ネ ル の 蛍 光 が 強 く な っ た (図 ２ Ｃ 、 Ｆ )。 405nmを 細 胞 質 の 局 所 あ る い は 核 の
一 部 領 域 に 照 射 し て い る に も か か わ ら ず 、 細 胞 質 全 体 ま た は 核 全 体 が 色 変 換 し て い る の は
Phamretの 拡 散 に よ る も の で あ る 。 ま た 、 色 変 換 し た Phamretが 核 内 に 進 入 し な い (図 ２ Ｅ )
、 あ る い は 核 外 に 流 出 し な い (図 ２ Ｆ )の は Phamretの 分 子 量 が 60Kdaあ り 、 核 膜 孔 を 自 由 拡
散 で き る 最 大 分 子 量 の 50Kdaよ り も 大 き い た め で あ る 。 以 上 の 結 果 か ら 、 Phamretに よ る 細
胞 内 コ ン パ ー ト メ ン ト の マ ー キ ン グ が 可 能 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 Phamretの 405nm光 照 射 に よ る 色 変 換 が mSECFPか ら PA-GFPへ の FRETに よ る も の で あ る こ と
を 定 量 的 に 調 べ る た め に FV1000の 波 長 ス キ ャ ン 機 能 を 利 用 し て 色 変 換 前 後 の ス ペ ク ト ル を
測 定 し た 。 本 測 定 の た め に 、 405nmの 紫 色 光 を １ 分 以 上 に わ た っ て 細 胞 に 照 射 す る こ と に
よ り 完 全 に 色 変 換 を 行 っ た 。 色 変 換 前 の ス ペ ク ト ル は mSECFPか ら の 蛍 光 が 優 勢 で あ る の に
対 し (図 ３ の 白 丸 )、 色 変 換 後 は PA-GFPか ら の 蛍 光 が 優 勢 に な っ て い る (図 ３ の 黒 丸 )。 こ の
時 mSECFPか ら の 蛍 光 が 減 少 し て い る こ と か ら mSECFPか ら PA-GFPへ の FRETが 生 じ て い る こ と
、 そ の 効 率 は 約 90%で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 上 記 の 実 施 例 １ か ら ４ に 記 載 し た 通 り 、 Phamret（ Ｃ 末 端 側 11ア ミ ノ 酸 を 削 っ た Ｃ Ｆ Ｐ
と Ｎ 末 端 側 3ア ミ ノ 酸 を 削 っ た Ｐ Ａ -Ｇ Ｆ Ｐ を Ｋ ｐ ｎ Ｉ サ イ ト （ Gly－ Thr） を 介 し て タ ン デ
ム に 連 結 さ せ た タ ン パ ク 質 ） に お い て は 、 刺 激 光 （ 紫 外 光 又 は 紫 色 光 ） （ 例 え ば 、 400nm
） を 照 射 す る 前 は 、 455～ 490nm（ 例 え ば 、 458nm） の 光 励 起 に よ り CFPか ら の 発 光 （ 480nm
） が 見 ら れ る の に 対 し 、 刺 激 光 照 射 後 は PA-GFPが 光 変 換 す る 結 果 、 CFPの 励 起 エ ネ ル ギ ー
が 分 子 内 蛍 光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ 分 子 内 FRET） に よ り PA-GFPに 移 動 し 、 PA-GFPか ら の 発
光 （ 520nm） が 見 ら れ る よ う に な る （ 図 ４ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 Phamretの 構 造 模 式 図 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 Phamret発 現 HeLa細 胞 の 光 刺 激 に よ る 色 変 換 を 示 す 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 Phamretの 色 変 換 前 後 の ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 Phamretの 構 造 及 び 特 徴 の 模 式 図 を 示 す 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
SEQUENCE LISTING
<110> RIKEN
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実 施 例 ３ ： Phamretの 紫 色 光 照 射 に よ る 色 変 換

実 施 例 ４ ： 色 変 換 後 の Phamret内 に お け る mSECFPか ら PA-GFPへ の FRET効 率



<120> Fluorescent proteins
<130> A41842A
<160> 12
<210> 1
<211> 1401
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: recombinant DNA
<400> 1
atg gtg agc aag ggc gag gag ctg ttc acc ggg gtg gtg ccc atc ctg 48
Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu
  1               5                  10                  15
gtc gag ctg gac ggc gac gta aac ggc cac agg ttc agc gtg tcc ggc 96
Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Arg Phe Ser Val Ser Gly
             20                  25                  30
gag ggc gag ggc gat gcc acc tac ggc aag ctg acc ctg aag ttc atc 144
Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile
         35                  40                  45
tgc acc acc ggc aag ctg ccc gtg ccc tgg ccc acc ctc gtg acc acc 192
Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr
     50                  55                  60
ctg acc tgg ggc gtg cag tgc ttc gcc cgc tac ccc gac cac atg aag 240
Leu Thr Trp Gly Val Gln Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys
 65                  70                  75                  80
cag cac gac ttc ttc aag tcc gcc atg ccc gaa ggc tac gtc cag gag 288
Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu
                 85                  90                  95
cgc acc atc ttc ttc aag gac gac ggc aac tac aag acc cgc gcc gag 336
Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu
            100                 105                 110
gtg aag ttc gag ggc gac acc ctg gtg aac cgc atc gag ctg aag ggc 384
Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly
        115                 120                 125
atc gac ttc aag gag gac ggc aac atc ctg ggg cac aag ctg gag tac 432
Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr
    130                 135                 140
aac tac atc agc cac aac gtc tat atc acc gcc gac aag cag aag aac 480
Asn Tyr Ile Ser His Asn Val Tyr Ile Thr Ala Asp Lys Gln Lys Asn
145                 150                 155                 160
ggc atc aag gcc cac ttc aag atc cgc cac aac atc gag gac ggc ggc 528
Gly Ile Lys Ala His Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Gly
                165                 170                 175
gtg cag ctc gcc gac cac tac cag cag aac acc ccc atc ggc gac ggc 576
Val Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly
            180                 185                 190
ccc gtg ctg ctg ccc gac aac cac tac ctg agc acc cag tcc aag ctg 624
Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Lys Leu
        195                 200                 205
agc aaa gac ccc aac gag aag cgc gat cac atg gtc ctg ctg gag ttc 672
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Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe
    210                 215                 220
gtg acc gcc gcc ggt acc aag ggc gag gag ctg ttc acc ggg gtg gtg 720
Val Thr Ala Ala Gly Thr Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val
225                 230                 235                 240
ccc atc ctg gtc gag ctg gac ggc gac gta aac ggc cac aag ttc agc 768
Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser
                245                 250                 255
gtg tcc ggc gag ggc gag ggc gat gcc acc tac ggc aag ctg acc ctg 816
Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu
            260                 265                 270
aag ttc atc tgc acc acc ggc aag ctg ccc gtg ccc tgg ccc acc ctc 864
Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu
        275                 280                 285
gtg acc acc ttc agc tac ggc gtg cag tgc ttc agc cgc tac ccc gac 912
Val Thr Thr Phe Ser Tyr Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp
    290                 295                 300
cac atg aag cag cac gac ttc ttc aag tcc gcc atg ccc gaa ggc tac 960
His Met Lys Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr
305                 310                 315                 320
gtc cag gag cgc acc atc ttc ttc aag gac gac ggc aac tac aag acc 1008
Val Gln Glu Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr
                325                 330                 335
cgc gcc gag gtg aag ttc gag ggc gac acc ctg gtg aac cgc atc gag 1056
Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu
            340                 345                 350
ctg aag ggc atc gac ttc aag gag gac ggc aac atc ctg ggg cac aag 1104
Leu Lys Gly Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys
        355                 360                 365
ctg gag tac aac tac aac agc cac aac gtc tat atc atg gcc gac aag 1152
Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys
    370                 375                 380
cag aag aac ggc atc aag gcc aac ttc aag atc cgc cac aac atc gag 1200
Gln Lys Asn Gly Ile Lys Ala Asn Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu
385                 390                 395                 400
gac ggc acg gtg cag ctc gcc gac cac tac cag cag aac acc ccc atc 1248
Asp Gly Thr Val Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile
                405                 410                 415
ggc gac ggc ccc gtg ctg ctg ccc gac aac cac tac ctg agc cac cag 1296
Gly Asp Gly Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser His Gln
            420                 425                 430
tcc aag ctg agc aaa gac ccc aac gag aag cgc gat cac atg gtc ctg 1344
Ser Lys Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu
        435                 440                 445
ctg gag ttc gtg acc gcc gcc ggg atc act ctc ggc atg gac gag ctg 1392
Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu
    450                 455                 460
tac aag taa                                                     1401
Tyr Lys
465
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<210> 2
<211> 466
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: recombinant fused fluorescent protein
<400> 2
Met Val Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu
  1               5                  10                  15
Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Arg Phe Ser Val Ser Gly
             20                  25                  30
Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile
         35                  40                  45
Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu Val Thr Thr
     50                  55                  60
Leu Thr Trp Gly Val Gln Cys Phe Ala Arg Tyr Pro Asp His Met Lys
 65                  70                  75                  80
Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu
                 85                  90                  95
Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu
            100                 105                 110
Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly
        115                 120                 125
Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys Leu Glu Tyr
    130                 135                 140
Asn Tyr Ile Ser His Asn Val Tyr Ile Thr Ala Asp Lys Gln Lys Asn
145                 150                 155                 160
Gly Ile Lys Ala His Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Gly
                165                 170                 175
Val Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly
            180                 185                 190
Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser Thr Gln Ser Lys Leu
        195                 200                 205
Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu Leu Glu Phe
    210                 215                 220
Val Thr Ala Ala Gly Thr Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val
225                 230                 235                 240
Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser
                245                 250                 255
Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly Lys Leu Thr Leu
            260                 265                 270
Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu
        275                 280                 285
Val Thr Thr Phe Ser Tyr Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp
    290                 295                 300
His Met Lys Gln His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr
305                 310                 315                 320
Val Gln Glu Arg Thr Ile Phe Phe Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr
                325                 330                 335
Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val Asn Arg Ile Glu
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            340                 345                 350
Leu Lys Gly Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys
        355                 360                 365
Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys
    370                 375                 380
Gln Lys Asn Gly Ile Lys Ala Asn Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu
385                 390                 395                 400
Asp Gly Thr Val Gln Leu Ala Asp His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile
                405                 410                 415
Gly Asp Gly Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr Leu Ser His Gln
            420                 425                 430
Ser Lys Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu
        435                 440                 445
Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr Leu Gly Met Asp Glu Leu
    450                 455                 460
Tyr Lys
465
<210> 3
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 3
attggatccc accatggtga gcaagggcga g              31
<210> 4
<211> 31
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 4
gcagaattct tacttgtaca gctcgtccat g              31
<210> 5
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 5
gtgaccacct tcagctacgg cgtg                      24
<210> 6
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 6
tacctgagcc accagtccgc c                         21
<210> 7
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<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 7
taccagtcca agctgagcaa a                         21
<210> 8
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 8
cagtgcttcg cccgctaccc c                         21
<210> 9
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 9
gaggacggcg gcgtgcagct c                         21
<210> 10
<211> 21
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 10
caccagtcca agctgagcaa a                         21
<210> 11
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 11
cggggtaccg gcggcggtca cgaactccag                30
<210> 12
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic DNA
<400> 12
cggggtacca agggcgagga gctgttcacc                30
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【 図 １ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ２ 】
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