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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】インスリン分泌促進剤などの薬物のスクリーニング方法の提供。
【解決手段】プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチドにより形質転換された細胞を用いて、細胞からのインスリン分泌を調節する物質
をスクリーニングする方法。プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコー
ドするポリヌクレオチド。前記ポリヌクレオチドを含有する組換えベクター。前記組換え
ベクターが導入された形質転換細胞。前記形質転換細胞を用いて、ＭＭＰ－２の細胞外分
泌を観察する方法。
【選択図】なし



(2) JP 2014-239684 A 2014.12.25

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドに
より形質転換された細胞を用いて、細胞からのインスリン分泌を調節する物質をスクリー
ニングする方法。
【請求項２】
　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである請求項１記載のスクリーニング方法。
【請求項３】
　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである請求項２記載のスクリーニン
グ方法。
【請求項４】
　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質であ
る請求項３記載のスクリーニング方法：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質。
【請求項５】
　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質であ
る請求項４記載のスクリーニング方法：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質。
【請求項６】
　プロＭＭＰ－２が、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチドである
請求項１～５のいずれかに記載のスクリーニング方法：
（ｅ）配列番号：１８のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項７】
　プロＭＭＰ－２が、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ）～（ｌ）のい
ずれかに記載のポリペプチドからなる請求項６記載のスクリーニング方法：
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（ｉ）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項８】
　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドが、配列番号：１６のアミノ酸配列からなるポリペ
プチドである、請求項７記載のスクリーニング方法。
【請求項９】
　融合タンパク質が、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドである請求
項１～８のいずれかに記載のスクリーニング方法：
（ｍ）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項１０】
　さらに、ＣＣＤカメラまたはフォトンカウンティングカメラを用いて発光を検出する工
程を含む、請求項１～９のいずれかに記載のスクリーニング方法。
【請求項１１】
　プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド。
【請求項１２】
　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである請求項１１記載のポリヌクレオチド。
【請求項１３】
　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである請求項１２記載のポリヌクレ
オチド。
【請求項１４】
　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質であ
る請求項１３記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質。
【請求項１５】
　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質であ
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る請求項１４記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質。
【請求項１６】
　プロＭＭＰ－２が、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチドである請求
項１１～１５のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ｅ）配列番号：１８のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項１７】
　プロＭＭＰ－２が、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ）～（ｌ）のい
ずれかに記載のポリペプチドからなる請求項１６記載のポリヌクレオチド：
（ｉ）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項１８】
　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドが、配列番号：１６のアミノ酸配列からなるポリペ
プチドである、請求項１７記載のポリヌクレオチド。
【請求項１９】
　融合タンパク質が、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドである請求
項１１～１８のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ｍ）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
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ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項２０】
　請求項１１～１９のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター。
【請求項２１】
　請求項２０記載の組換えベクターが導入された形質転換細胞。
【請求項２２】
　細胞株由来である請求項２１記載の形質転換細胞。
【請求項２３】
　細胞株が、哺乳動物由来である請求項２２記載の形質転換細胞。
【請求項２４】
　細胞が、膵臓β細胞由来である請求項２１～２３のいずれかに記載の形質転換細胞。
【請求項２５】
　請求項２１～２４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、ＭＭＰ－２の細胞外分泌
を観察する方法。
【請求項２６】
　請求項２１～２４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞におけるＭＭＰ－２
のエキソサイトーシス部位の局在を特定する方法。
【請求項２７】
　請求項２１～２４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞外に分泌されたＭＭ
Ｐ－２を定量する方法。
【請求項２８】
　請求項２１～２４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞におけるＭＭＰ－２
の分泌頻度を特定する方法。
【請求項２９】
　請求項２１～２４のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞外に分泌されたＭＭ
Ｐ－２の拡散動態を観察する方法。
【請求項３０】
　請求項２１～２４のいずれかに記載の形質転換細胞を含むキット。
【請求項３１】
　薬物のスクリーニングのためのキットである、請求項３０記載のキット。
【請求項３２】
　さらにルシフェリンを含む、請求項３０または３１記載のキット。
【請求項３３】
　プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質。
【請求項３４】
　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである請求項３３記載のタンパク質。
【請求項３５】
　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである請求項３４記載のタンパク質
。
【請求項３６】
　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質であ
る請求項３５記載のタンパク質：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
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ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質。
【請求項３７】
　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質であ
る請求項３６記載のタンパク質：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質。
【請求項３８】
　プロＭＭＰ－２が、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチドである請求
項３３～３７のいずれかに記載のタンパク質：
（ｅ）配列番号：１８のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【請求項３９】
　プロＭＭＰ－２が、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ）～（ｌ）のい
ずれかに記載のポリペプチドからなる請求項３８記載のタンパク質：
（ｉ）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
か
らなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
ト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド。
【請求項４０】
　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドが、配列番号：１６のアミノ酸配列からなるポリペ
プチドである請求項３９記載のタンパク質。
【請求項４１】
　以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドを含有する請求項３３～４０の
いずれかに記載のタンパク質：
（ｍ）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
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を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、インスリン分泌促進剤などの薬物のスクリーニング方法などに関する。より
詳しくは、発光イメージング法を用いたインスリン分泌促進剤などの薬物のスクリーニン
グ方法などに関する
【背景技術】
【０００２】
　インスリンは、グルコースの代謝調節において重要な役割を果たしているホルモンであ
る。膵臓ランゲルハンス島β細胞で産生されたインスリンは、エキソサイトーシスによっ
てβ細胞から分泌される。分泌されたインスリンは、インスリンレセプターを有する細胞
に作用し、細胞によるグルコースの取り込みを促す。インスリンの作用によって、生体の
血糖値は適切な範囲に維持されている。
　インスリンが関係する代表的な疾患である糖尿病は、インスリンの分泌が不全となった
Ｉ型糖尿病(Type I diabetes mellitus)と、ＩＩ型糖尿病(Type II diabetes mellitus)
とがある。
　Ｉ型糖尿病においては、インスリンに対する応答性は維持されているため、インスリン
製剤（例、ウシ、ブタの膵臓から抽出された動物インスリン製剤；大腸菌またはイースト
を用い、遺伝子工学的に合成したヒトインスリン製剤など）の投与、またはインスリン分
泌促進剤［例、スルホニルウレア剤（例、トルブタミド、グリペンクラミド、グリクラジ
ド、クロルプロパミド、トラザミド、アセトヘキサミド、グリクロピラミド、グルメピリ
ド、グリピザイド、グリブゾール等）、レパグリニド、セナグリニド、ナテグリニド、ミ
チグリニド等］の投与によって血糖値のコントロールが可能である。
　インスリン製剤は、作用時間により超速効型、速効型、中間型、持続型、混合型（超速
効型＋中間型、即効型＋中間型）、持効溶解型などに分けられる。これらのインスリン製
剤は、患者の症状、状態に応じて適宜選択して投与される。
　インスリン分泌促進剤としては、上記のように種々の薬物が知られているが、食前低血
糖、食後高血糖などが発生しやすいという問題がある。
【０００３】
　分泌型タンパク質の細胞外への放出（分泌）は、輸送小胞が細胞膜に融合する機構（エ
キソサイトーシス、開口分泌）によって行われる。エキソサイトーシスを可視化するため
の方法としては、全反射蛍光法(TIRF法)、２分子励起を利用した蛍光イメージ法（２分子
励起法）が知られている。
　全反射蛍光法によって、蛍光タンパク質の一種であるGFPの変異体とインスリンとの融
合タンパク質（インスリン－ＥＧＦＰ）の分泌を観察したことが報告されている（非特許
文献１：J. Biol. Chem. 277,3805-3808 (2002)）。より具体的には、ガラス底面結合部
位における、インスリン－ＥＧＦＰ融合タンパク質輸送小胞からのエキソサイトーシス現
象を観察したことが報告されている。
　２分子励起法によって、蛍光色素を細胞同士が密接に接着した空間に浸透させ、インス
リンを含む分泌小胞が細胞膜に融合して形成されるΩ型構造の出現を観察したことが報告
されている（非特許文献２：Science, 297, 1349-1352 (2002)）。
　しかし、全反射蛍光法および２分子励起法のいずれの方法も、細胞全体におけるエキソ
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サイトーシス部位の局在を特定することができない、分泌されたタンパク質の定量ができ
ない、などの問題がある。
【０００４】
　ウミホタルルシフェラーゼ(Vargula luciferase)を用いて、ルシフェラーゼの細胞外分
泌過程を発光イメージング法によって観察したことが報告されている（非特許文献３：Pr
oc. Natl. Acad. Sci., USA, 89, 9584-9587 (1992)）。
　ガウシアルシフェラーゼ(Gaussia Luciferase, GLuc)を用いて、ヒトＤＢＨ(dopamine 
β-hydroxylase)のシグナルペプチド(DBHsp)とガウシアルシフェラーゼ(GLase)との融合
タンパク質(DBHsp-GLase)の細胞外分泌過程を発光イメージング法によって観察したこと
が報告されている（非特許文献４：FEBS Letters, 581, 4551-4556 (2007)）。
　しかしながら、発光イメージング法による、ホルモン、成長因子等の機能するタンパク
質あるいはペプチドのエキソサイトーシスの観察については報告されていない。
【０００５】
　マトリックスメタロプロテイナーゼ(matrix metalloproteinase, MMP)は、細胞の動き
を制限する細胞外マトリックスおよび結合組織の主成分の分解に関与する、亜鉛依存性エ
ンドペプチダーゼのスーパーファミリーを構成する。
　ＭＭＰ、特にゼラチナーゼは、細胞外マトリックスのタンパク質分解による癌の転移拡
散に関与していることが知られている。例えば、ゼラチナーゼであるＭＭＰ－２およびＭ
ＭＰ－９は、特定の腫瘍進行事象において増加することが知られている。ＭＭＰ－２およ
びＭＭＰ－９は、基底膜の主成分であるＩＶ型コラーゲンおよび変性コラーゲン（ゼラチ
ン）を分解して、腫瘍転移を引き起こす。また、ＭＭＰ－２およびＭＭＰ－９による、主
にＩＶ型コラーゲンからなる血管膜の破壊は、腫瘍転移に重要な役割を果たすことが知ら
れている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】J. Biol. Chem. 277,3805-3808 (2002)
【非特許文献２】Science, 297, 1349-1352 (2002)
【非特許文献３】Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89, 9584-9587 (1992)
【非特許文献４】FEBS Letters, 581, 4551-4556 (2007)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上記状況において、より強力なインスリン分泌促進作用を有し、より副作用（低血糖誘
発など）の少ないインスリン分泌促進剤などの薬物のスクリーニング方法が望まれている
。
　また、より有効な腫瘍転移抑制剤（ＭＭＰ－２阻害剤など）などの薬物のスクリーニン
グ方法も望まれている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者等は、上記課題を解決するために鋭意研究を重ねた結果、プレプロインスリン
とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドにより形質転換され
た細胞を用いることによって、細胞からのインスリン分泌を発光イメージング方法によっ
て観察し、細胞全体におけるエキソサイトーシス部位の局在を特定しうること、細胞から
のインスリン分泌量を定量しうることなどを見いだした。
　また、プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオ
チドにより形質転換された細胞を用いることによって、細胞からのＭＭＰ－２分泌を発光
イメージング方法によって観察し、細胞からのＭＭＰ－２分泌量を定量しうること、細胞
外における拡散動態を評価しうることなどを見いだした。
　これらの知見に基づいてさらに検討を重ねた結果、本発明を完成するに至った。
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【０００９】
　すなわち、本発明は、
［１］　プレプロインスリンとルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチドにより形質転換された細胞を用いて、細胞からのインスリン分泌を調節する物質
をスクリーニングする方法、
［２］　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである上記［１］記載のスクリーニン
グ方法、
［３］　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである上記［２］記載のスク
リーニング方法、
［４］　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク
質である上記［３］記載のスクリーニング方法：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
［５］　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク
質である上記［４］記載のスクリーニング方法：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
［６］　プレプロインスリンが、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチド
である上記［１］～［５］のいずれかに記載のスクリーニング方法：
（ｅ）配列番号：１０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
［７］　プレプロインスリンが、プレプロインスリンのシグナルペプチドと、以下の（ｉ
）～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなる上記［６］記載のスクリーニング方
法：
（ｉ）配列番号：４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを
含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か



(10) JP 2014-239684 A 2014.12.25

10

20

30

40

50

らなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
［８］　プレプロインスリンのシグナルペプチドが、配列番号：６のアミノ酸配列からな
るポリペプチドである、上記［７］記載のスクリーニング方法、
［９］　融合タンパク質が、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドであ
る上記［１］～［８］のいずれかに記載のスクリーニング方法：
（ｍ）配列番号：１２のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：１２のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：１２のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
［１０］　さらに、ＣＣＤカメラまたはフォトンカウンティングカメラを用いて発光を検
出する工程を含む、上記［１］～［９］のいずれかに記載のスクリーニング方法、
［１１］　プレプロインスリンとルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌ
クレオチド、
［１２］　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである上記［１１］記載のポリヌク
レオチド、
［１３］　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである上記［１２］記載の
ポリヌクレオチド、
［１４］　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパ
ク質である上記［１３］記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
［１５］　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパ
ク質である上記［１４］記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
［１６］　プレプロインスリンが、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチ
ドである上記［１１］～［１５］のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
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（ｅ）配列番号：１０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
［１７］　プレプロインスリンが、プレプロインスリンのシグナルペプチドと、以下の（
ｉ）～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなる上記［１６］記載のポリヌクレオ
チド：
（ｉ）配列番号：４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを
含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
［１８］　プレプロインスリンのシグナルペプチドが、配列番号：６のアミノ酸配列から
なるポリペプチドである、上記［１７］記載のポリヌクレオチド、
［１９］　融合タンパク質が、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドで
ある上記［１１］～［１８］のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ｍ）配列番号：１２のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：１２のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：１２のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
［２０］　上記［１１］～［１９］のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有する組換
えベクター、
［２１］　上記［２０］記載の組換えベクターが導入された形質転換細胞、
［２２］　細胞株由来である上記［２１］記載の形質転換細胞、
［２３］　細胞株が、哺乳動物由来である上記［２２］記載の形質転換細胞、
［２４］　細胞が、膵臓β細胞由来である上記［２１］～［２３］のいずれかに記載の形
質転換細胞、
［２５］　上記［２１］～［２４］のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、インスリ
ンの細胞外分泌を観察する方法、
［２６］　上記［２１］～［２４］のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞にお
けるインスリンのエキソサイトーシス部位の局在を特定する方法、
［２７］　上記［２１］～［２４］のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞外に
分泌されたインスリンを定量する方法、
［２８］　上記［２１］～［２４］のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞にお
けるインスリンの分泌頻度を特定する方法、
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［２９］　上記［２１］～［２４］のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、細胞外に
分泌されたインスリンの拡散動態を観察する方法、
［３０］　上記［２１］～［２４］のいずれかに記載の形質転換細胞を含むキット、
［３１］　薬物のスクリーニングのためのキットである、上記［３０］記載のキット、
［３２］　さらにルシフェリンを含む、上記［３０］または［３１］記載のキット、
［３３］　プレプロインスリンとルシフェラーゼとの融合タンパク質、
［３４］　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである上記［３３］記載のタンパク
質、
［３５］　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである上記［３４］記載の
タンパク質、
［３６］　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパ
ク質である上記［３５］記載のタンパク質：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
［３７］　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパ
ク質である上記［３６］記載のタンパク質：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
［３８］　プレプロインスリンが、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチ
ドである上記［３３］～［３７］のいずれかに記載のタンパク質：
（ｅ）配列番号：１０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
［３９］　プレプロインスリンが、プレプロインスリンのシグナルペプチドと、以下の（
ｉ）～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなる上記［３８］記載のタンパク質：
（ｉ）配列番号：４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを
含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
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らなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
［４０］　プレプロインスリンのシグナルペプチドが、配列番号：６のアミノ酸配列から
なるポリペプチドである上記［３９］記載のタンパク質、
［４１］　以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドを含有する上記［３３
］～［４０］のいずれかに記載のタンパク質：
（ｍ）配列番号：１２のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：１２のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：１２のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
などを提供する。
【００１０】
　さらに、本発明は、
　（１Ｂ）　プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチドにより形質転換された細胞を用いて、ＭＭＰ－２の分泌および／または活性を阻
害する物質、癌転移抑制剤などの薬物をスクリーニングする方法、
　（２Ｂ）　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである上記（１Ｂ）記載のスクリ
ーニング方法、
　（３Ｂ）　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである上記（２Ｂ）記載
のスクリーニング方法、
　（４Ｂ）　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタン
パク質である上記（３Ｂ）記載のスクリーニング方法：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
　（５Ｂ）　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタン
パク質である上記（４Ｂ）記載のスクリーニング方法：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
　（６Ｂ）　プロＭＭＰ－２が、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチド
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である上記（１Ｂ）～（５Ｂ）のいずれかに記載のスクリーニング方法：
（ｅ）配列番号：１８のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（７Ｂ）　プロＭＭＰ－２が、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ）～
（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなる上記（６Ｂ）記載のスクリーニング方法
：
（ｉ）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（８Ｂ）　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドが、配列番号：１６のアミノなるポリペ
プチドである上記（７Ｂ）記載のスクリーニング方法、
　（９Ｂ）　融合タンパク質が、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチド
である上記（１Ｂ）～（８Ｂ）のいずれかに記載のスクリーニング方法：
（ｍ）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
（１０Ｂ）　さらに、ＣＣＤカメラまたはフォトンカウンティングカメラを用いて発光を
検出する工程を含む、上記（１Ｂ）～（９Ｂ）のいずれかに記載のスクリーニング方法、
　（１１Ｂ）　プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌ
クレオチド、
　（１２Ｂ）　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである上記（１１Ｂ）記載のポ
リヌクレオチド、
　（１３Ｂ）　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである上記（１２Ｂ）
記載のポリヌクレオチド、
　（１４Ｂ）　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタ
ンパク質である上記（１３Ｂ）記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
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よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
　（１５Ｂ）　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタ
ンパク質である上記（１４Ｂ）記載のポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
　（１６Ｂ）　プロＭＭＰ－２が、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチ
ドである上記（１１Ｂ）～（１５Ｂ）のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ｅ）配列番号：１８のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（１７Ｂ）　プロＭＭＰ－２が、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ）
～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなる上記（１６Ｂ）記載のポリヌクレオチ
ド：
（ｉ）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（１８Ｂ）　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドが、配列番号：１６のアミノ酸配列か
らなるポリペプチドである上記（１７Ｂ）記載のポリヌクレオチド、
　（１９Ｂ）　融合タンパク質が、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチ
ドである上記（１１Ｂ）～（１７Ｂ）のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ｍ）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
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を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（２０Ｂ）　上記（１１Ｂ）～（１９Ｂ）のいずれかに記載のポリヌクレオチドを含有
する組換えベクター、
　（２１Ｂ）　上記（２０Ｂ）記載の組換えベクターが導入された形質転換細胞、
　（２２Ｂ）　細胞株由来である上記（２１Ｂ）記載の形質転換細胞、
　（２３Ｂ）　細胞株が、哺乳動物由来である上記（２２Ｂ）記載の形質転換細胞、
　（２４Ｂ）　細胞が、癌細胞由来である上記（２１Ｂ）～（２３Ｂ）のいずれかに記載
の形質転換細胞、
　（２５Ｂ）　上記（２１Ｂ）～（２４Ｂ）のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、
ＭＭＰ－２の細胞外分泌を観察する方法、
　（２６Ｂ）　上記（２１Ｂ）～（２４Ｂ）のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、
細胞におけるＭＭＰ－２のエキソサイトーシス部位の局在を特定する方法、
　（２７Ｂ）　上記（２１Ｂ）～（２４Ｂ）のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、
細胞外に分泌されたＭＭＰ－２を定量する方法、
　（２８Ｂ）　上記（２１Ｂ）～（２４Ｂ）のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、
細胞におけるＭＭＰ－２の分泌頻度を特定する方法、
　（２９Ｂ）　上記（２１Ｂ）～（２４Ｂ）のいずれかに記載の形質転換細胞を用いて、
細胞外に分泌されたＭＭＰ－２の拡散動態を観察する方法、
　（３０Ｂ）　上記（２１Ｂ）～（２４Ｂ）のいずれかに記載の形質転換細胞を含むキッ
ト、
　（３１Ｂ）　薬物のスクリーニングのためのキットである、上記（３０Ｂ）記載のキッ
ト、
　（３２Ｂ）　さらにルシフェリンを含む、上記（３０Ｂ）または（３１Ｂ）記載のキッ
ト、
　（３３Ｂ）　プロＭＭＰ－２とルシフェラーゼとの融合タンパク質、
　（３４Ｂ）　ルシフェラーゼが、分泌型ルシフェラーゼである上記（３３Ｂ）記載のタ
ンパク質、
　（３５Ｂ）　分泌型ルシフェラーゼが、ガウシアルシフェラーゼである上記（３４Ｂ）
記載のタンパク質、
　（３６Ｂ）　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタ
ンパク質である上記（３５Ｂ）記載のタンパク質：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
　（３７Ｂ）　ガウシアルシフェラーゼが、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタ
ンパク質である上記（３６Ｂ）記載のタンパク質：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
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び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
　（３８Ｂ）　プロＭＭＰ－２が、以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチ
ドである上記（３３Ｂ）～（３７Ｂ）のいずれかに記載のタンパク質：
（ｅ）配列番号：１８のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（３９Ｂ）　プロＭＭＰ－２が、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ）
～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなる上記（３８Ｂ）記載のタンパク質：
（ｉ）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、
　（４０Ｂ）　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドが、配列番号：１６のアミノ酸配列か
らなるポリペプチドである上記（３９Ｂ）記載のタンパク質、
　（４１Ｂ）　以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドを含有する上記（
３３Ｂ）～（４０Ｂ）のいずれかに記載のタンパク質：
（ｍ）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
、なども提供する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、インスリン分泌促進作用を有し、より副作用（低血糖誘発など）の少
ないインスリン分泌促進剤などの薬物のスクリーニング方法を提供することができる。ま
た、前記スクリーニング方法に使用される融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド
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が導入された形質転換細胞、前記形質転換細胞を含むスクリーニングキットなどを提供す
ることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、実施例１－２で得られたMIN6細胞株由来の形質転換細胞へ、グルコース
添加の有無（-, +）による細胞外へ分泌されたインスリン-GLase融合タンパク質の活性比
較を示す図である。
【図２】図２は、実施例１－3で得られたMIN6細胞株由来の形質転換細胞へ、グルコース
添加刺激により分泌されたインスリン-GLase融合タンパク質の発光イメージを示す図であ
る。（左）明視野像。（中央）発光シグナル画像。（左）明視野像に発光画像を重ね合わ
せた画像。
【図３】図３は、実施例１－3で得られたMIN6細胞株由来の形質転換細胞へ、グルコース
添加刺激により、周期的振動分泌するインスリン-GLase融合タンパク質の経緯時的変化を
、１００ミリ秒で取得した発光シグナル画像である。
【図４】図４は、図２で指定した細胞領域１-３について、グルコース添加刺激により分
泌するインスリン-GLase融合タンパク質の経時的変化を、定量化したグラフである。
【図５】図５は、実施例１－3で得られたMIN6細胞株由来の形質転換細胞へ、グルコース
添加刺激により分泌するインスリン-GLase融合タンパク質の分布を示す発光イメージを示
す図である。（上）明視野像。（中央）発光シグナル画像。（下）明視野像に発光画像を
重ね合わせた画像。
【図６】図６は、図５の画像領域において、グルコース添加刺激により周期的振動分泌分
泌するインスリン-GLase融合タンパク質の経緯時的変化を、平均発光強度から定量化した
グラフである。
【図７】図７は、実施例１－3で得られたMIN6細胞株由来の形質転換細胞へ、グルコース
添加刺激により周期的振動分泌しないエキソサイトーシスによるインスリン-GLase融合タ
ンパク質の分布を示す図と、短時間（１秒以内）における各発光スポットでの発光シグナ
ルの経時的変化を示す画像である。
【図８】図８は、実施例１－3で得られたMIN6細胞株由来の形質転換細胞へ、グルコース
添加刺激により周期的振動分泌しないエキソサイトーシスによるインスリン-GLase融合タ
ンパク質の分布を示す図と、長時間（１秒以上）における各発光スポットでの発光シグナ
ルの経時的変化を示す画像である。
【図９】図９は、インスリン-GLase 発現MIN6細胞を用いた血糖降下薬グリベンクラミド
の薬効評価のグラフである。
【図１０】図１０は、実施態様３－２で得られたHeLa細胞株由来の形質転換細胞から分泌
されたhMMP-2-GLase融合タンパク質（MMP2-GL）と天然型GLase活性（GL）を比較したグラ
フである。
【図１１】図１１は、実施態様３－２で得られたHeLa細胞株由来の形質転換体細胞からの
hMMP-2-GLase融合タンパク質の細胞膜への分布を示す発光画像である。　（左）明視野像
。（中央）発光シグナル画像。（左）明視野像に発光画像を重ね合わせた画像。
【図１２】図１２は実施態様３－２で得られたHeLa細胞株由来の形質転換体細胞からのhM
MP-2-GLase融合タンパク質の細胞膜での分布の経時的変化を示す発光画像である。
【図１３】図１３は実施態様３－２で得られたHeLa細胞株由来の形質転換体細胞からのhM
MP-2-GLase融合タンパク質の平均発光強度の経時的変化を示すグラフである。
【図１４】図１４は実施態様３－２で得られたHeLa細胞株由来の形質転換体細胞からのhM
MP-2-GLase融合タンパク質の細胞膜での発光画像である。（左）発光シグナル画像。（右
）明視野像に発光画像を重ね合わせた画像。
【図１５】図１５は、図１４で指定した発光スポット領域１-４について、hMMP-2-GLase
融合タンパク質の経時的変化を、定量化したグラフである。矢印が、強い分泌発光シグナ
ルである。
【図１６】図１６は、実施態様３－２で得られたHeLa細胞株由来の形質転換体細胞からの
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hMMP-2-GLase融合タンパク質のリーディングエッジでの発光画像である。（左上）明視野
像。（右上）発光シグナル画像。（左下）明視野像に発光画像を重ね合わせた画像。（右
下）１００秒間で現れるリーディングエッジでの発光スポット領域を示した画像。
【図１７】図１７は、図１６で指定した発光スポット２、３および４について、hMMP-2-G
Lase融合タンパク質の経時的変化を示した発光画像である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
１．本発明の薬物のスクリーニング方法
　本発明の薬物のスクリーニング方法は、プレプロインスリンまたはＭＭＰ－２などの分
泌タンパク質とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドにより
形質転換された細胞を用いて、細胞からのインスリン分泌を促進（または調節）する物質
またはＭＭＰ－２の分泌および／もしくは活性を阻害する物質、癌転移抑制剤などの薬物
をスクリーニングする方法である。
　本発明の薬物のスクリーニング方法は、より具体的には、例えば、プレプロインスリン
とルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドにより形質転換され
た細胞を用いて、細胞からのインスリン分泌を発光イメージング法によって観察し、試験
物質を添加した場合と添加しない場合とのインスリン分泌量などを比較することによって
、細胞からのインスリン分泌を促進（または調節）する物質をスクリーニングする方法で
ある。
　本発明の薬物のスクリーニング方法は、また、例えば、プロＭＭＰ－２とルシフェラー
ゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドにより形質転換された細胞を用いて
、試験物質を添加した場合と添加しない場合とのＭＭＰ－２分泌などを比較することによ
って、ＭＭＰ－２の分泌および／または活性を阻害する物質、癌転移抑制剤などの薬物を
スクリーニングする方法である。
　以下、本発明をその実施態様に基づいて詳細に説明する。
【００１４】
　本発の薬物のスクリーニング方法としては、例えば、以下の［スクリーニング方法１］
～［スクリーニング方法２］などがあげられる。
［スクリーニング方法１］
　以下の工程（ａ）～工程（ｄ）を含む、細胞からのインスリン分泌を調節する物質のス
クリーニング方法：
　工程（ａ）：プレプロインスリンと、ルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードする
ポリヌクレオチドにより形質転換した細胞を、試験物質の存在下および非存在下において
培地中で培養する工程；
　工程（ｂ）：本発明の形質転換体内で本発明の融合タンパク質を発現させ、本発明の融
合タンパク質を、ルシフェリンを含有する培地中（細胞外）に分泌させる工程；
　工程（ｃ）：細胞外に分泌された融合タンパク質を発光イメージング法により観察する
工程；および
　工程（ｄ）：試験物質の存在下と非存在下との融合タンパク質の発現を比較する工程。
【００１５】
　以下、各工程の詳細について説明する。
［工程（ａ）］
（１）ルシフェラーゼ
　本発明で用いられるルシフェラーゼとは、発光基質であるルシフェリンが酸素存在下で
酸化されてオキシルシフェリンとなる反応を触媒する酵素を意味する。このルシフェラー
ゼによって触媒される、ルシフェリンの酸素による酸化反応をルシフェリン－ルシフェラ
ーゼ反応という。ルシフェリン－ルシフェラーゼ反応により生じたオキシルシフェリンは
励起状態で生成し、それが基底状態になるときに発光する。
　本発明で用いられるルシフェラーゼとしては、分泌型ルシフェラーゼであるのが好まし
く、さらにセレンテラジン系ルシフェラーゼであるのが好ましく、特にガウシアルシフェ
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ラーゼ(Gaussia luciferase)が好ましい。セレンテラジン系ルシフェラーゼとしては、例
えば、ガウシアルシフェラーゼ、ウミシイタケ（レニラ、Renilla）ルシフェラーゼ、プ
レウロマンマルシフェラーゼ、メトリディアルシフェラーゼ、オプロフォーラス（ヒメオ
ドシエビ）ルシフェラーゼなどがあげられる。
　分泌型ルシフェラーゼとは、分泌シグナルペプチドを有し、細胞外に分泌されうるルシ
フェラーゼを意味する。
　本明細書において、ルシフェラーゼが分泌型ルシフェラーゼである場合には、シグナル
ペプチドを有していてもよく、シグナルペプチドを欠いていてもよい。
　ガウシアルシフェラーゼとは、Gaussia princeps由来のルシフェラーゼを意味する。本
明細書において、ガウシアルシフェラーゼとは、シグナルペプチドを有していてもよく、
シグナルペプチドを欠いていてもよい。すなわち、シグナルペプチドを欠くガウシアルシ
フェラーゼも、ガウシアルシフェラーゼに含まれる。
【００１６】
　本発明で用いられるガウシアルシフェラーゼには、配列番号：２のアミノ酸配列からな
るタンパク質、配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質、配列番号：２のアミノ
酸配列からなるタンパク質と実質的に同質の活性もしくは機能を有するタンパク質および
配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質と実質的に同質の活性もしくは機能を有
するタンパク質を含む。
　実質的に同質の活性もしくは機能とは、例えば、（i）前記タンパク質が、発光基質で
あるルシフェリンと、ルシフェリン－ルシフェラーゼ反応を示す機能、
（ii）前記タンパク質が示すルシフェリン－ルシフェラーゼ反応により生じる発光の最大
発光強度（Imax）が、配列番号：８のアミノ酸配列が示すルシフェリン－ルシフェラーゼ
反応により生じる発光の最大発光強度の１／４以上、好ましくは１／３以上、より好まし
くは１／２以上、さらに好ましくは１／１．５以上であること、（iii）前記タンパク質
が示すルシフェリン－ルシフェラーゼ反応により生じる発光の半減期（T1/2）が、配列番
号：８のアミノ酸配列が示すルシフェリン－ルシフェラーゼ反応により生じる発光の半減
期の４倍以下、好ましくは３倍以下、より好ましくは２倍以下、さらに好ましくは１．５
倍以下であることなどを意味する。上記の実質的に同質の活性もしくは機能を「ルシフェ
ラーゼ活性」と称することもある。上記の発光活性や発光パターンの測定は、例えば、Me
thods in Enzymology 326, 165-174 (2000)などに記載の方法によって測定することがで
きる。具体的には、例えば、前記タンパク質に、酸素存在下ルシフェリンを加えることに
より発光反応を開始させ、発光測定装置を用いて発光活性または発光パターンを測定する
ことができる。発光測定装置としては、市販されている装置、例えばＴＤ－４０００（ラ
ボサイエンス社製）、Ｂｅｒｔｈｏｌｄ９６０（ベルトール社製）などを使用することが
できる。
【００１７】
　本発明で用いられるガウシアルシフェラーゼとしては、より具体的には、例えば、（ａ
）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配
列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミノ酸配
列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；（ｃ）配列番号：８のアミノ
酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ
活性を有するタンパク質；（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポ
リヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによ
ってコードされるアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質、
（ａ’）配列番号：２のアミノ酸配列からなるタンパク質；（ｂ’）配列番号：２のアミ
ノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；（ｃ’）配列番号：８
のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなり、かつルシフ
ェラーゼ活性を有するタンパク質；および（ｄ’）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩
基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリ
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ヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有
するタンパク質などがあげられる。
　「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」については、後述する。
【００１８】
　本明細書において、「１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加し
たアミノ酸配列」における「１～複数個」の範囲は、例えば、１～１７個、１～１０個、
１～９個、１～８個、１～７個、１～６個（１～数個）、１～５個、１～４個、１～３個
、１～２個、１個である。欠失、置換、挿入もしくは付加したアミノ酸の数は、一般的に
少ないほど好ましい。上記アミノ酸残基の欠失、置換、挿入および付加のうち２種以上が
同時に生じてもよい。このような蛋白質は、「モレキュラークローニング第３版」、「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」、“Nuc. Acids. Res., 
10, 6487 (1982)”、“Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79, 6409 (1982)”、“Gene, 34, 
315 (1985)”、“Nuc. Acids. Res., 13, 4431 (1985)”、“Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 82, 488 (1985)”等に記載の部位特異的変異導入法を用いて、取得することができる
。
【００１９】
（２）ルシフェリン
　本発明で用いられるルシフェリンとは、ルシフェラーゼによる触媒作用により、酸素存
在下で酸化されてオキシルシフェリンとなる物質を意味する。このルシフェラーゼによっ
て触媒される、ルシフェリンの酸素による酸化反応をルシフェリン－ルシフェラーゼ反応
という。ルシフェリン－ルシフェラーゼ反応により生じたオキシルシフェリンは励起状態
で生成し、それが基底状態になるときに発光する。すなわち、ルシフェリンは、ルシフェ
リン－ルシフェラーゼ反応を示す発光性基質である。
　本発明で用いられるルシフェリンは、ルシフェリン－ルシフェラーゼ反応に基質特異性
があるため、用いられるルシフェラーゼに応じて適宜選択される。例えば、ルシフェリン
としてガウシアルシフェラーゼを使用する場合には、セレンテラジン（coelenterazine, 
CTZ）が用いられる。その他のセレンテラジン系ルシフェラーゼ（例、変異型ウミシイタ
ケ（レニラ、Renilla）ルシフェラーゼ、プレウロマンマルシフェラーゼ、メトリディア
ルシフェラーゼ、オプロフォーラス（ヒメオドシエビ）ルシフェラーゼなど）を使用する
場合にも、セレンテラジンが用いられる。
【００２０】
（３）プレプロインスリン、プロインスリン、インスリン
　インスリンは、２１個のアミノ酸残基からなるＡ鎖と、３０個のアミノ酸残基からなる
Ｂ鎖から構成されるペプチドホルモンであり、グルコースの代謝調節において重要な役割
を果たしている。インスリンは、８６個のアミノ酸残基からなる前駆体であるプロインス
リンが、２箇所の塩基性ジペプチド部位で酵素的に切断されてＡ鎖とＢ鎖となり、２箇所
でジスルフィド結合することにより生成される。プロインスリンは、Ｎ末端に２４個のア
ミノ酸残基からなるプレペプチド（シグナルペプチド）が結合したプレプロインスリンと
して合成されるが、粗面小胞体を貫通した直後にプレペプチドが切断されてプロインスリ
ンが生成される。
【００２１】
　本発明で用いられるプレプロインスリンには、配列番号：１０のアミノ酸配列からなる
タンパク質および配列番号：１０のアミノ酸配列からなるタンパク質と実質的に同質の活
性もしくは機能を有するタンパク質を含む。
　実質的に同質の活性もしくは機能とは、例えば、（i）前記タンパク質からシグナルペ
プチドの切断、２箇所の塩基性ジペプチド部位における切断および２箇所のジスルフィド
結合の形成により生成した物質が、血糖値を降下させる機能、（ii）前記タンパク質から
シグナルペプチドの切断、２箇所の塩基性ジペプチド部位における切断および２箇所のジ
スルフィド結合の形成により生成した物質の血糖値降下活性が、配列番号：１０のアミノ
酸配列からなるタンパク質から生成したインスリンの血糖降下活性の、１／４以上、好ま



(22) JP 2014-239684 A 2014.12.25

10

20

30

40

50

しくは１／３以上、より好ましくは１／２以上、さらに好ましくは１／１．５以上である
ことなどを意味する。上記の実質的に同質の活性もしくは機能を「インスリン活性」と称
することもある。上記の血糖降下活性は、例えば、試験動物（マウス、ラット、自然発症
糖尿病モデルマウスＫＫＡｙ、など）に被検物質を投与し、投与前後の血糖値を公知の血
糖値測定方法、市販の血糖値測定器、血糖値測定キットなどを用いて測定することができ
る。試験等物としては、例えば、ＫＫＡｙ／Ｔａマウス（日本クレア株式会社）、血糖測
定器、血糖測定キットなどとしては、例えば、グルコカード　ダイアメーターα、ダイア
センサー（アークレイ株式会社）、血糖測定器グルテストエース（ＧＴ－１６４０）（株
式会社三和化学研究所）、血糖測定装置デキスターＺ（バイエルメディカル株式会社）、
血糖測定器アントセンスII（バイエル－三共株式会社）、血糖測定装置アキュチェック・
コンフォート（ロシュ・ダイアグノスティクス）、グルコースＣＩＩ－テストワコー（和
光純薬株式会社）などを用いることができる。
　インスリン濃度は、公知の方法、市販のインスリン測定キットなどを用いて測定するこ
とができる。例えば、インスリン測定キット（森永生科学研究所）などを用いてインスリ
ン濃度を測定することができる。
【００２２】
　本発明で用いられるプレプロインスリンとしては、より具体的には、例えば、（ａ）配
列番号：１０のアミノ酸配列を含有するタンパク質；（ｂ）配列番号：１０のアミノ酸配
列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミノ酸配
列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；（ｃ）配
列番号：１０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からなり
、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；（ｄ）配列番号：９
の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下で
ハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からなり、かつ
インスリン活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質などがあげられる。
【００２３】
　プレプロインスリンとしては、プレプロインスリンのシグナルペプチドと、以下の（ｉ
）～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドであるのが好ましい：
（ｉ）配列番号：４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを
含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド。
　プレプロインスリンのシグナルペプチドとしては、配列番号：６のアミノ酸からなるペ
プチドが好ましい。
【００２４】
　本発明で用いられるプロインスリンには、配列番号：１０のアミノ酸配列からなるタン
パク質および配列番号：１０のアミノ酸配列からなるタンパク質と実質的に同質の活性も
しくは機能を有するタンパク質を含む。
　実質的に同質の活性もしくは機能とは、例えば、（i）前記タンパク質からシグナルペ
プチドの切断、２箇所の塩基性ジペプチド部位における切断および２箇所のジスルフィド
結合の形成により生成した物質が、血糖値を降下させる機能、（ii）前記タンパク質から
シグナルペプチドの切断、２箇所の塩基性ジペプチド部位における切断および２箇所のジ
スルフィド結合の形成により生成した物質の血糖値降下活性が、配列番号：１０のアミノ
酸配列からなるタンパク質から生成したインスリンの血糖降下活性の、１／４以上、好ま
しくは１／３以上、より好ましくは１／２以上、さらに好ましくは１／１．５以上である
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ことなどを意味する。
【００２５】
（４）プレプロインスリンと、ルシフェラーゼとの融合タンパク質
　本明細書において、プレプロインスリンと、ルシフェラーゼとの融合タンパク質とは、
上述のプレプロインスリンと、上述のルシフェラーゼとの融合タンパク質を意味する。
　上述したように、ルシフェラーゼが分泌型ルシフェラーゼである場合には、シグナルペ
プチドを有していてもよく、シグナルペプチドを欠いていてもよい。
　本明細書において、プレプロインスリンと、ルシフェラーゼとの融合タンパク質を、「
本発明の融合タンパク質」と称することがある。
【００２６】
　本発明の融合タンパク質には、以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチド
が含まれる：
（ｍ）配列番号：１２のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：１２のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：１２のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
。
【００２７】
（５）本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド
　本明細書において、前述したプレプロインスリンと、ルシフェラーゼとの融合タンパク
質をコードするポリヌクレオチドを「本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオ
チド」と称することがある。
　本明細書において、本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを、「本発
明のポリヌクレオチド」と称することがある。
【００２８】
　本発明のポリヌクレオチドとしては、本発明の融合タンパク質をコードする塩基配列を
含有するポリヌクレオチドであればいかなるものであってもよいが、好ましくはＤＮＡで
ある。
　ＤＮＡとしては、ゲノムＤＮＡ、ゲノムＤＮＡライブラリー、細胞・組織由来のｃＤＮ
Ａ、細胞・組織由来のｃＤＮＡライブラリー、合成ＤＮＡなどが挙げられる。ライブラリ
ーに使用するベクターは、特に制限はなく、バクテリオファージ、プラスミド、コスミド
、ファージミドなどいずれであってもよい。また、前記した細胞・組織からtotalＲＮＡ
またはｍＲＮＡ画分を調製したものを用いて直接 Reverse Transcription Polymerase Ch
ain Reaction（以下、RT-PCR法と略称する）によって増幅することもできる。
【００２９】
　本発明のポリヌクレオチドには、（ｍ）配列番号：１２のアミノ酸配列からなるポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチド；（ｎ）配列番号：１２のアミノ酸配列において１
～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミノ酸配列からなり、か
つインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチドをコードするポリヌクレ
オチド；（ｏ）配列番号：１２のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；
および（ｐ）配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドと
ハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードさ
れるアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペ
プチドをコードするポリヌクレオチドが含まれる。本発明のポリヌクレオチドとしては、



(24) JP 2014-239684 A 2014.12.25

10

20

30

40

50

さらに（ｐ２）配列番号：１１の塩基配列を含有するポリヌクレオチドが好ましく、特に
（ｐ３）配列番号：１１の塩基配列からなるポリヌクレオチドが好ましい。
【００３０】
　ここで、「ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチド（例、DN
A）」とは、目的とするポリヌクレオチド（例、配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩
基配列からなるポリヌクレオチド（例、DNA）または目的とするポリペプチド（例、配列
番号：１２のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド（例、DNA））の全部または一
部をプローブとして、コロニーハイブリダイゼーション法、プラークハイブリダイゼーシ
ョン法またはサザンハイブリダイゼーション法などを用いることにより得られるポリヌク
レオチド（例、DNA）をいう。具体的には、例えば、コロニーあるいはプラーク由来のＤ
ＮＡを固定化したフィルターを用いて、０．７～１．０ｍｏｌ／ＬのＮａＣｌ存在下、６
５℃でハイブリダイゼーションを行った後、０．１～２倍濃度のＳＳＣ（Saline-sodium 
citrate）溶液（１倍濃度のＳＳＣ溶液の組成は、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ塩化ナトリウム、
１５ｍｍｏｌ／Ｌクエン酸ナトリウムよりなる）を用い、６５℃条件下でフィルターを洗
浄することにより同定できるポリヌクレオチドをあげることができる。
【００３１】
　ハイブリダイゼーションは、Sambrook J. et al., Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual, Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press (2001)（以下、モレキ
ュラー・クローニング第３版と略す）、Ausbel F. M. et al., Current Protocols in Mo
lecular Biology, Supplement 1～38, John Wiley and Sons (1987-1997)、Glover D. M.
 and Hames B. D., DNA Cloning 1: Core Techniques, A practical Approach, Second E
dition, Oxford University Press (1995)等の実験書に記載されている方法に準じて行う
ことができる。
　本明細書でいう「ストリンジェントな条件」は、低ストリンジェントな条件、中ストリ
ンジェントな条件及び高ストリンジェントな条件のいずれでもよい。「低ストリンジェン
トな条件」は、例えば、5×SSC、5×デンハルト溶液、0.5％(w/v)SDS、50％(v/v)ホルム
アミド、32℃の条件である。また、「中ストリンジェントな条件」は、例えば、5×SSC、
5×デンハルト溶液、0.5％(w/v)SDS、50％(v/v)ホルムアミド、42℃の条件である。「高
ストリンジェントな条件」は、例えば、5×SSC、5×デンハルト溶液、0.5(w/v)％SDS、50
％(v/v)ホルムアミド、50℃の条件である。条件を厳しくするほど、二本鎖形成に必要と
する相補性が高くなる。具体的には、例えば、これらの条件において、温度を上げるほど
高い相同性を有するＤＮＡが効率的に得られることが期待できる。ただし、ハイブリダイ
ゼーションのストリンジェンシーに影響する要素としては温度、プローブ濃度、プローブ
の長さ、イオン強度、時間、塩濃度など複数の要素が考えられ、当業者であればこれら要
素を適宜選択することで同様のストリンジェンシーを実現することが可能である。
【００３２】
　なお、ハイブリダイゼーションに市販のキットを用いる場合は、例えばAlkphos Direct
 Labelling Reagents（アマシャムファルマシア社製）を用いることができる。この場合
は、キットに添付のプロトコルにしたがい、標識したプローブとのインキュベーションを
一晩行った後、メンブレンを55℃の条件下で0.1% (w/v) SDSを含む1次洗浄バッファーで
洗浄後、ハイブリダイズしたDNAを検出することができる。
【００３３】
　これ以外にハイブリダイズ可能なDNAとしては、FASTA、BLAST等の解析プログラムによ
り、デフォルトのパラメータを用いて計算したときに、目的とするポリヌクレオチド（例
、DNA）の塩基配列と約80％以上、85％以上、88％以上、90％以上、92％以上、95％以上
、97％以上、98％以上、99％以上、99.3％以上、99.5％以上、99.7％以上、99.8％以上、
99.9％以上の同一性を有するポリヌクレオチド（例、DNA）をあげることができる。なお
、アミノ酸配列や塩基配列の同一性は、前述した方法を用いて決定できる。
【００３４】
　あるアミノ酸配列に対して、１もしくは複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／
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または付加したアミノ酸配列を有する蛋白質をコードするポリヌクレオチドは、部位特異
的変異導入法（例えば、Gotoh, T. et al., Gene 152, 271-275 (1995)、Zoller, M.J., 
and Smith, M., Methods Enzymol. 100, 468-500 (1983)、Kramer, W. et al., Nucleic 
Acids Res. 12, 9441-9456 (1984)、Kramer W, and Fritz H.J., Methods. Enzymol. 154
, 350-367 (1987)、Kunkel,T.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82, 488-492 (1985)、K
unkel, Methods Enzymol. 85, 2763-2766 (1988)、など参照）、アンバー変異を利用する
方法（例えば、Gapped duplex法、Nucleic Acids Res. 12, 9441-9456 (1984)、など参照
）などを用いることにより得ることができる。
　また目的の変異（欠失、付加、置換および／または挿入）を導入した配列をそれぞれの
５’端に持つ１組のプライマーを用いたＰＣＲ（例えば、Ho S. N. et al., Gene 77, 51
 (1989)、など参照）によっても、ポリヌクレオチドに変異を導入することができる。
【００３５】
　本発明のポリヌクレオチド（すなわち、プレプロインスリンとルシフェラーゼとの融合
タンパク質をコードするポリヌクレオチド）の具体例としては、例えば、
（i）プレプロインスリンと分泌型ルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリ
ヌクレオチド；
 
（ii）プレプロインスリンとガウシアルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポ
リヌクレオチド；
 
（iii）プレプロインスリンと、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質（
ガウシアルシフェラーゼ）との融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク
質；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；および
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリン
ジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸
配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
 
（iv）プレプロインスリンと、以下の（ａ）～（ｄ）のいずれかに記載のタンパク質（ガ
ウシアルシフェラーゼ）との融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド：
（ａ）配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｂ）配列番号：８のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質
；
（ｃ）配列番号：８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
（ｄ）配列番号：７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつルシフェラーゼ活性を有するタンパク質；
 
（v）以下の（ｅ）～（ｈ）のいずれかに記載のポリペプチド（プレプロインスリン）と
、前記（i）～（iv）のいずれかに記載のルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードす
るポリヌクレオチド：
（ｅ）配列番号：１０のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｆ）配列番号：１０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
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を含有するポリペプチド；
（ｇ）配列番号：１０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｈ）配列番号：９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド;
 
（vi）プレプロインスリンのシグナルペプチドと、以下の（ｉ）～（ｌ）のいずれかに記
載のポリペプチドからなるポリペプチド（プレプロインスリン）：
（ｉ）配列番号：４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを
含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
と、前記（i）～（iv）のいずれかに記載のルシフェラーゼとの融合タンパク質をコード
するポリヌクレオチド；
 
（vii）配列番号：６のアミノ酸配列からなるポリペプチド（プレプロインスリンのシグ
ナルペプチド）と、以下の（ｉ）～（ｌ）のいずれかに記載のポリペプチドからなるポリ
ペプチド（プレプロインスリン）：
（ｉ）配列番号：４のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｊ）配列番号：４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入およ
び／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを
含有するポリペプチド；
（ｋ）配列番号：４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列か
らなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｌ）配列番号：３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイスト
リンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミ
ノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド、
と、前記（１）～（４）のいずれかに記載のルシフェラーゼとの融合タンパク質をコード
するポリヌクレオチド；
 
（viii）以下の（ｍ）～（ｐ）のいずれかに記載のポリペプチドをコードする、前記（i
）～（vii）のいずれかに記載のポリヌクレオチド：
（ｍ）配列番号：１２のアミノ酸配列からなるポリペプチド；
（ｎ）配列番号：１２のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入お
よび／または付加したアミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチド
を含有するポリペプチド；
（ｏ）配列番号：１２のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列
からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド；および
（ｐ）配列番号：１１の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイス
トリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるア
ミノ酸配列からなり、かつインスリン活性を有するポリペプチドを含有するポリペプチド
；などがあげられる。
【００３６】
　本発明によれば、さらに上述した本発明のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター
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および形質転換体を提供することができる。
（６）組換えベクター
　適当なベクターにプレプロインスリンとルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードす
るポリヌクレオチド（本発明のポリヌクレオチド（ＤＮＡ））を連結(挿入)することによ
り、本発明の融合タンパク質を発現しうるベクターを得ることができる。
　本明細書において、本発明のポリヌクレオチドを含有する組換えベクターを「本発明の
組換えベクター」と称することがある。
　より具体的には、精製されたポリヌクレオチド（ＤＮＡ）を適当な制限酵素で切断し、
適当なベクターの制限酵素部位またはマルチクローニングサイトに挿入して、ベクターに
連結することにより得ることができる。本発明のポリヌクレオチドを挿入するためのベク
ターは、宿主中で複製可能なものであれば特に限定されず、例えば、プラスミド、バクテ
リオファージ、動物ウイルス等が挙げられる。プラスミドとしては、例えば、大腸菌由来
のプラスミド（例えばpBR322, pBR325, pUC118, pUC119等）、枯草菌由来のプラスミド（
例えばpUB110, pTP5等)、酵母由来のプラスミド（例えばYEp13, YEp24, YCp50等)などが
あげられる。バクテリオファージとしては、例えば、λファージなどがあげられる。動物
ウイルスとしては、例えば、レトロウイルス、ワクシニアウイルス、昆虫ウイルス（例え
ば、バキュロウイルスなど）などがあげられる。
　本発明のポリヌクレオチドは、通常、適当なベクター中のプロモーターの下流に、発現
可能なように連結される。用いられるプロモーターとしては、形質転換する際の宿主が動
物細胞である場合には、ＳＶ４０由来のプロモーター、レトロウイルスのプロモーター、
メタロチオネインプロモーター、ヒートショックプロモーター、サイトメガロウイルスプ
ロモーター、ＳＲαプロモーターなどが好ましい。宿主がエシェリヒア属菌である場合は
、Ｔｒｐプロモーター、Ｔ７プロモーター、ｌａｃプロモーター、ｒｅｃＡプロモーター
、λＰＬプロモーター、ｌｐｐプロモーターなどが好ましい。宿主がバチルス属菌である
場合は、ＳＰＯ１プロモーター、ＳＰＯ２プロモーター、ｐｅｎＰプロモーターなどが好
ましい。宿主が酵母である場合は、ＰＨＯ５プロモーター、ＰＧＫプロモーター、ＧＡＰ
プロモーター、ＡＤＨ１プロモーター、ＧＡＬプロモーターなどが好ましい。宿主が昆虫
細胞である場合は、ポリヘドリンプロモーター、Ｐ１０プロモーターなどが好ましい。
　本発明の組換えベクターには、以上の他に、所望によりエンハンサー、スプライシング
シグナル、ポリＡ付加シグナル、リボソーム結合配列（SD配列）、選択マーカーなどを含
有しているものを用いることができる。選択マーカーとしては、例えば、ジヒドロ葉酸還
元酵素遺伝子、アンピシリン耐性遺伝子、ネオマイシン耐性遺伝子などがあげられる。
【００３７】
（７）形質転換体
　このようにして得られた、本発明のポリヌクレオチド（すなわち、本発明の融合タンパ
ク質をコードするポリヌクレオチド）を含有する組換えベクターを、適当な宿主中に導入
することによって、形質転換体を作成することができる。
　本明細書において、本発明の組換えベクターを含有する形質転換体を「本発明の形質転
換体」と称することがある。
　本発明の形質転換体を作成するための宿主としては、本発明のポリヌクレオチド（ＤＮ
Ａ）を発現できるものであれば特に限定されるものではなく、例えば、エシェリヒア属菌
、バチルス属菌、シュードモナス属菌、リゾビウム属菌、酵母、動物細胞または昆虫細胞
などがあげられる。エシェリヒア属菌としては、例えば、エシェリヒア・コリ(Escherich
ia coli）などがあげられる。バチルス属菌としては、例えば、バチルス・ズブチリス(Ba
cillus subtilis)などがあげられる。シュードモナス属菌としては、例えば、シュードモ
ナス・プチダ(Pseudomonas putida)などがあげられる。リゾビウム属菌としては、例えば
、リゾビウム・メリロティ(Rhizobium meliloti)などがあげられる。酵母としては、例え
ば、サッカロミセス・セレビシエ(Saccharomyces cerevisiae)、シゾサッカロミセス・ポ
ンベ(Schizosaccharomyces pombe)などがあげられる。動物細胞としては、例えば、COS細
胞、CHO細胞などがあげられる。昆虫細胞としては、例えば、Sf9、Sf21などがあげられる
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。
【００３８】
　宿主としては、なかでも動物細胞または動物細胞由来の細胞株が好ましい。さらに、イ
ンスリン分泌能を有する動物細胞、膵臓ランゲルハンス島β細胞およびこれらの細胞由来
の細胞株が好ましい。
【００３９】
　組換えベクターの宿主への導入方法およびこれによる形質転換方法は、一般的な各種方
法によって行うことができる。組換えベクターの宿主細胞への導入方法としては、例えば
、例えばリン酸カルシウム法（Virology, 52, 456-457 (1973)）、リポフェクション法（
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 7413 (1987)）、エレクトロポレーション法（EMBO J.
, 1, 841-845 (1982)）などがあげられる。エシェリヒア属菌の形質転換方法としては、
例えば、Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 69, 2110 (1972)、Gene, 17, 107 (1982)などに
記載の方法などがあげられる。バチルス属菌の形質転換方法としては、例えば、Molecula
r ＆ General Genetics，168, 111 (1979)に記載の方法などがあげられる。酵母の形質転
換方法としては、例えば、Proc. Natl. Acad. Sci. USA,７５,1929 (1978)に記載の方法
などがあげられる。動物細胞の形質転換方法としては、例えば、Virology,52, 456 (1973
)に記載の方法などがあげられる。昆虫細胞の形質転換方法としては、例えば、Bio/Techn
ology, 6, 47-55 (1988)に記載の方法などがあげられる。このようにして、本発明の蛋白
質をコードするポリヌクレオチド（本発明のポリヌクレオチド）を含有する組換えベクタ
ーで形質転換された形質転換体を得ることができる。
【００４０】
（８）本発明の形質転換体の培養
　本発明の形質転換体の培養は、宿主の培養に用いられる通常の方法に従って行うことが
できる。該培養によって、本発明の融合タンパク質が生成され、培養液中に本発明の融合
タンパク質が分泌される。
　宿主がエシェリヒア属菌、バチルス属菌である形質転換体を培養する培地としては、該
形質転換体の生育に必要な炭素源、窒素源、無機塩類等を含有し、形質転換体の培養を効
率的に行うことができる培地であれば、天然培地、合成培地のいずれを用いてもよい。炭
素源としては、グルコース、フラクトース、スクロース、デンプンなどの炭水化物、酢酸
、プロピオン酸などの有機酸、エタノール、プロパノール等のアルコール類が用いられる
。窒素源としては、アンモニア、塩化アンモニウム、硫酸アンモニウム、酢酸アンモニウ
ム、リン酸アンモニウムなどの無機酸もしくは有機酸のアンモニウム塩またはその他の含
窒素化合物のほか、ペプトン、肉エキス、コーンスティープリカーなどが用いられる。無
機塩類としては、リン酸第一カリウム、リン酸第二カリウム、リン酸マグネシウム、硫酸
マグネシウム、塩化ナトリウム、硫酸第一鉄、硫酸マンガン、硫酸銅、炭酸カルシウムな
どが用いられる。培養中は必要に応じてアンピシリンやテトラサイクリン等の抗生物質を
培地に添加してもよい。プロモーターとして誘導性のプロモーターを用いた発現ベクター
で形質転換した形質転換体を培養する場合は、必要に応じてインデューサーを培地に添加
してもよい。例えば、Lacプロモーターを用いた発現ベクターで形質転換した形質転換体
を培養するときにはイソプロピル-β-D-チオガラクトピラノシド(IPTG)などを、trpプロ
モーターを用いた発現ベクターで形質転換した形質転換体を培養するときにはインドール
アクリル酸(IAA)などを培地に添加してもよい。
　宿主がエシェリヒア属菌の場合、培養は通常約１５～４３℃で約３～２４時間行い、必
要により、通気や撹拌を加える。宿主がバチルス属菌の場合、培養は通常約３０～４０℃
で約６～２４時間行ない、必要により通気や撹拌を加える。
　宿主が酵母である形質転換体を培養する培地としては、たとえばバークホールダー（Bu
rkholder）最小培地（Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77, 4505 (1980)）や０.５％(w/v)
カザミノ酸を含有するＳＤ培地（Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81, 5330 (1984)）があ
げられる。培地のｐＨは約５～８に調整するのが好ましい。培養は通常約２０℃～３５℃
で約２４～７２時間行い、必要に応じて通気や撹拌を加える。
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　宿主が動物細胞である形質転換体を培養する培地としては、たとえば約５～２０％(v/v
)の胎児牛血清を含むＭＥＭ培地（Science, 122, 501 (1952)），ＤＭＥＭ培地（Virolog
y, 8, 396 (1959)）などが用いられる。ｐＨは約６～８であるのが好ましい。培養は通常
約３０℃～４０℃で約１５～６０時間行い、必要に応じて通気や撹拌を加える。
　宿主が昆虫細胞である形質転換体を培養する培地としては、Grace's Insect Medium（N
ature,195,788(1962)）に非働化した１０％(v/v)ウシ血清等の添加物を適宜加えたものな
どが用いられる。培地のｐＨは約６．２～６．４に調整するのが好ましい。培養は通常約
２７℃で約３～５日間行い、必要に応じて通気や撹拌を加える。
【００４１】
　本発明の形質転換細胞を、（i）試験物質非存在下、または（ii）試験物質存在下、上
記培養条件で培養する。試験物質としては、例えばペプチド、タンパク質、抗体、非ペプ
チド性化合物、合成化合物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動物組織抽出液、血
漿などがあげられる。試験物質は塩を形成していてもよく、試験物質の塩としては、生理
学的に許容される塩が好ましい。生理的に許容される塩としては、例えば、金属塩、アン
モニウム塩、有機塩基との塩、無機酸との塩、有機酸との塩、塩基性または酸性アミノ酸
との塩などが挙げられる。金属塩としては、例えばナトリウム塩、カリウム塩などのアル
カリ金属塩；カルシウム塩、マグネシウム塩、バリウム塩などのアルカリ土類金属塩；ア
ルミニウム塩などがあげられる。有機塩基との塩としては、例えばトリメチルアミン、ト
リエチルアミン、ピリジン、エタノールアミン、ジエタノールアミン、トリエタノールア
ミン、シクロヘキシルアミン、ジシクロヘキシルアミン、Ｎ，Ｎ'－ジベンジルエチレン
ジアミンなどとの塩があげられる。無機酸との塩としては、例えば塩酸、臭化水素酸、硝
酸、硫酸、リン酸などとの塩があげられる。有機酸との塩としては、例えばギ酸、酢酸、
トリフルオロ酢酸、プロピオン酸、フタル酸、フマル酸、シュウ酸、酒石酸、マレイン酸
、クエン酸、コハク酸、リンゴ酸、メタンスルホン酸、安息香酸、ベンゼンスルホン酸、
ｐ－トルエンスルホン酸などとの塩があげられる。塩基性アミノ酸との塩としては、例え
ばアルギニン、リジン、オルニチンなどとの塩があげられる。酸性アミノ酸との塩として
は、例えばアスパラギン酸、グルタミン酸などとの塩があげられる。
［工程（ｂ）］
（８）本発明の融合タンパク質の発現（生成）と細胞外への分泌
【００４２】
　以上のようにして、本発明の形質転換体を培養することにより、本発明の融合タンパク
質を形質転換体内で発現（生成）させ、細胞外（培地中）に分泌させることができる。
　培地中には、本発明の融合タンパク質中のルシフェラーゼと特異的にルシフェリン－ル
シフェラーゼ反応を起こすことができるルシフェリンを添加しておく。本発明の融合タン
パク質が細胞外に分泌されると、培地中のルシフェリンとルシフェリン－ルシフェラーゼ
反応を起こし、発光する。この発光を観察、検出または測定することによって、本発明の
融合タンパク質の局在（分布）、分泌、定量などを観察、検出または測定することができ
る。
【００４３】
［工程（ｃ）］
（９）発光イメージング
　本明細書において、発光イメージングとは、発光を観察、検出または測定することを意
味する。
　本発明の形質転換体は、本発明の融合タンパク質を発現、分泌することができる。本発
明の融合タンパク質は、融合タンパク質中のルシフェラーゼと、前記ルシフェラーゼに特
異的なルシフェリンとの間でルシフェリン－ルシフェラーゼ反応を起こすことができる。
前述したように、このルシフェリン－ルシフェラーゼ反応により発光を生じる。この発光
を観察、検出または測定することにより、本発明の融合タンパク質の局在（分布）、分泌
、定量などを観察、検出または測定することができる。
【００４４】
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　発光イメージングは、具体的には、例えばＣＣＤカメラ、フォトンカウンティングカメ
ラなどの電子的に光を検出するカメラ（電子的カメラ）、フィルムカメラなどの科学的に
光を検出するカメラ（化学的（ケミカル）カメラまたは銀塩カメラ）などの光検出装置（
例、カメラ）を使用して行うことができる。モノクロＣＣＤカメラ、３ＣＣＤカメラ、単
板カラーＣＣＤカメラ、デジタルＣＣＤカメラなどを使用することができる。さらに、極
微弱光検出ＣＣＤカメラとしては、電子冷却型ＣＣＤ,液体窒素型ＣＣＤ,イメージインテ
ンシファイア付きＣＣＤなどがあげられる。
　極微弱光検出ＣＣＤイネージングカメラとしては、ＥＭ－ＣＣＤカメラ（例、浜松ホト
ニクス株式会社製モデルC9100-13、浜松ホトニクス株式会社製モデルC9100-14、プリンス
トンインスルメント社製モデルQuantEM、ホトメトリクス社製Evolve,  ベルトール社製モ
デルNightOWL II LB983 em100など）が好ましい。フォトンカウンティングカメラとして
は、市販されている装置、例えば浜松ホトニクス株式会社製ＶＩＭカメラ（例、モデルC2
741-35Aなど）などを使用することができる。なお、浜松ホトニクス社製ＶＩＭカメラは
、光増幅装置およびＣＣＤカメラを備えている。
　発光イメージングは、光検出装置に加えて、さらに顕微鏡を使用して行ってもよく、顕
微鏡を使用するのが好ましい。顕微鏡としては、市販されている顕微鏡、例えば、オリン
パス株式会社製倒立型顕微鏡モデルＩＸ７１、ＩＸ８１などを使用してもよい。
　発光イメージングは、光検出装置に加えて、さらに光増幅管、半導体光増幅装置などの
イメージインテンシファイア（光増幅装置）を使用して行ってもよく、光増幅装置を使用
するのが好ましい。光増幅装置としては、半導体受光素子を使用した光増幅装置（例、Ｇ
ａＡｓＰ（ガリウムヒ素リン）イメージインテンシファイアなど）、光電子増倍管などを
使用することができる。光増幅装置としては、ＧａＡｓＰイメージインテンシファイア（
例、浜松ホトニクス株式会社製モデルC8600-04など）が好ましい。
【００４５】
［工程（ｄ）］
（１０）細胞からの本発明の融合タンパク質分泌またはインスリン分泌を促進（または調
節）する化合物のスクリーニング
　上述したように、試験物質非存在下および試験物質存在下、本発明の形質転換体を培養
し、それぞれの場合における本発明の融合タンパク質の分泌量などを、ルシフェリン－ル
シフェラーゼ反応による発光を観察することによって測定する。試験物質非存在下と、試
験物質存在下とにおける本発明の融合タンパク質の分泌量などを比較することによって、
細胞からの本発明の融合タンパク質分泌またはインスリン分泌などを促進（または調節）
する物質をスクリーニングすることができる。
　より具体的には、（i）試験物質非存在下、本発明の形質転換体を培養した場合の本発
明の融合タンパク質の分泌量などと、（ii）試験物質存在下、本発明の形質転換体を培養
した場合の本発明の融合タンパク質の分泌量などを発光イメージングによって測定し、比
較することにより、細胞からの本発明の融合タンパク質分泌またはインスリン分泌を促進
（または調節）する物質をスクリーニングすることができる。
【００４６】
　より具体的には、例えば、上記（ii）の場合における本発明の融合タンパク質の分泌量
を上記（i）の場合に比べて、約１０％以上、好ましくは約２０％以上、より好ましくは
約３０％以上、さらに好ましくは約４０％以上、特に好ましくは約５０％以上促進する試
験物質を、本発明の融合タンパク質分泌またはインスリン分泌などを促進（または調節）
する物質として選択することができる。
【００４７】
［スクリーニング方法２］
　以下の工程（ａ’）～工程（ｄ’）を含む、細胞からのＭＭＰ－２分泌を調節する物質
のスクリーニング方法：
　工程（ａ’）：ルシフェラーゼと、プロＭＭＰ－２との融合タンパク質をコードするポ
リヌクレオチドにより形質転換した細胞を、試験物質の存在下および非存在下において培
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地中で培養する工程；
　工程（ｂ’）：本発明の形質転換体内で本発明の融合タンパク質を発現させ、本発明の
融合タンパク質を、ルシフェリンを含有する培地中（細胞外）に分泌させる工程；
　工程（ｃ’）：細胞外に分泌された融合タンパク質を発光イメージング法により観察す
る工程；および
　工程（ｄ’）：試験物質の存在下と非存在下との融合タンパク質の発現および／または
活性、もしくは癌転移抑制活性などを比較する工程。
【００４８】
　以下、各工程の詳細について説明する。
［工程（ａ’）］
（１’）ルシフェラーゼ
　本発明で用いられるルシフェラーゼは、前記［スクリーニング方法１］で説明した通り
である。ルシフェラーゼとしては、前記［スクリーニング方法１］に記載したものと同様
のものがあげられ、同様のものが好ましい。
【００４９】
（２’）ルシフェリン
　本発明で用いられるルシフェリンは、前記［スクリーニング方法１］で説明した通りで
ある。ルシフェリンとしては、前記［スクリーニング方法１］に記載したものと同様のも
のがあげられ、同様のものが好ましい。
【００５０】
（３’）プロＭＭＰ－２、ＭＭＰ－２
　マトリックスメタロプロテイナーゼ（ＭＭＰ）－２は、細胞外マトリックスおよび結合
組織の主成分の分解および修復に関与する、亜鉛依存性エンドペプチダーゼである。ＭＭ
Ｐ－２は、基底膜の主成分であるＩＶ型コラーゲンおよび変性コラーゲン（ゼラチン）を
分解する活性を有している。また、ＭＭＰ－２は、主にＩＶ型コラーゲンからなる血管膜
を破壊する活性を有している。このような活性により、ＭＭＰ－２は腫瘍転移に重要な役
割を果たしている。
　ＭＭＰ－２は、Ｎ末端にシグナルペプチドが結合したプロＭＭＰ－２として合成される
。プロＭＭＰ－２は、シグナルペプチドが切断されることにより活性化され、ＭＭＰ－２
が生成される。
【００５１】
　本発明で用いられるプロＭＭＰ－２には、配列番号：１８のアミノ酸配列からなるタン
パク質および配列番号：１８のアミノ酸配列からなるタンパク質と実質的に同質の活性も
しくは機能を有するタンパク質を含む。
　実質的に同質の活性もしくは機能とは、例えば、（i）前記タンパク質からシグナルペ
プチドの切断により生成した活性タンパク質のＩＶコラーゲン分解活性または変性コラー
ゲン（ゼラチン）分解活性が、配列番号：８のアミノ酸配列からなるタンパク質から生成
したＭＭＰ－２の活性のＩＶコラーゲン分解活性または変性コラーゲン（ゼラチン）分解
活性の、１／４以上、好ましくは１／３以上、より好ましくは１／２以上、さらに好まし
くは１／１．５以上であることなどを意味する。上記の実質的に同質の活性もしくは機能
を「ＭＭＰ－２活性」と称することもある。前記のＩＶコラーゲン分解活性または変性コ
ラーゲン（ゼラチン）分解活性は、ＩＶコラーゲンまたは変性コラーゲン（ゼラチン）に
前記タンパク質またはＭＭＰ－２を添加して一定時間分解反応を行い、残存したＩＶコラ
ーゲンまたは変性コラーゲン（ゼラチン）をＨＰＬＣ法、ゲル電気泳動法などを用いて定
量することにより測定することができる。
【００５２】
　本発明で用いられるプロＭＭＰ－２としては、より具体的には、例えば、（ａ’）配列
番号：１８のアミノ酸配列を含有するタンパク質；（ｂ’）配列番号：１８のアミノ酸配
列において１～複数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミノ酸配
列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；（ｃ’）
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配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配列からな
り、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；（ｄ’）配列番号
：１７の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条
件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からなり
、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質などがあげられる。
【００５３】
　本発明で用いられるプロＭＭＰ－２としては、例えば、（ａ’）配列番号：１８のアミ
ノ酸配列を含有するタンパク質；（ｂ’）配列番号：１８のアミノ酸配列において１～複
数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミノ酸配列からなり、かつ
前記アミノ酸配列からシグナルペプチドが切断された活性型タンパク質がＭＭＰ－２活性
を有するタンパク質；（ｃ’）配列番号：１８のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一
性を有するアミノ酸配列からなり、かつ前記アミノ酸配列からシグナルペプチドが切断さ
れた活性型タンパク質がＭＭＰ－２活性を有するタンパク質；（ｄ’）配列番号：１７の
塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとストリンジェントな条件下でハ
イブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされるアミノ酸配列からなり、かつ前
記アミノ酸配列からシグナルペプチドが切断された活性型タンパク質がＭＭＰ－２活性を
有するタンパク質などもあげられる。
【００５４】
　プロＭＭＰ－２としては、プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドと、以下の（ｉ’）～（
ｌ’）のいずれかに記載のタンパク質であるのが好ましい：
（ｉ’）配列番号：１４のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｊ’）配列番号：１４のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチ
ドを含有するタンパク質；
（ｋ’）配列番号：１４のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；および
（ｌ’）配列番号：１３の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイ
ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされる
アミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質
。
　プロＭＭＰ－２のシグナルペプチドとしては、配列番号：１６のアミノ酸からなるペプ
チドが好ましい。
【００５５】
（４’）プロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質
　本明細書において、プロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質とは、上述
のプロＭＭＰ－２と、上述のルシフェラーゼとの融合タンパク質を意味する。
　上述したように、ルシフェラーゼが分泌型ルシフェラーゼである場合には、シグナルペ
プチドを有していてもよく、シグナルペプチドを欠いていてもよい。
　本明細書において、プロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質も、「本発
明の融合タンパク質」と称することがある。
【００５６】
　本発明の融合タンパク質には、以下の（ｍ’）～（ｐ’）のいずれかに記載のタンパク
質が含まれる：
（ｍ’）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるタンパク質；
（ｎ’）配列番号：２０のアミノ酸配列において１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入
および／または付加したアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチ
ドを含有するタンパク質；
（ｏ’）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するアミノ酸配
列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；および
（ｐ’）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチドとハイ
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ストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコードされる
アミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質
。
【００５７】
（５’）プロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードするポリヌクレ
オチド
　本明細書において、プロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードす
るポリヌクレオチドも、本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドと称する
ことがある。
　本明細書において、前述の本発明の融合タンパク質をコードするポリヌクレオチドを、
「本発明のポリヌクレオチド」と称することもある。
【００５８】
　本発明のポリヌクレオチドとしては、本発明の融合タンパク質をコードする塩基配列を
含有するポリヌクレオチドであればいかなるものであってもよいが、好ましくはＤＮＡで
ある。
【００５９】
　本発明のポリヌクレオチドには、（ｍ’）配列番号：２０のアミノ酸配列からなるタン
パク質をコードするポリヌクレオチド；（ｎ’）配列番号：２０のアミノ酸配列において
１～数個のアミノ酸が欠失、置換、挿入および／または付加したアミノ酸配列からなり、
かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質をコードするポリヌクレ
オチド；（ｏ’）配列番号：２０のアミノ酸配列に対して９０％以上の同一性を有するア
ミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタンパク質；
および（ｐ’）配列番号：１９の塩基配列に相補的な塩基配列からなるポリヌクレオチド
とハイストリンジェントな条件下でハイブリダイズするポリヌクレオチドによってコード
されるアミノ酸配列からなり、かつＭＭＰ－２活性を有するポリペプチドを含有するタン
パク質をコードするポリヌクレオチドが含まれる。本発明のポリヌクレオチドとしては、
さらに（ｐ２’）配列番号：１９の塩基配列を含有するポリヌクレオチドが好ましく、特
に（ｐ３’）配列番号：１９の塩基配列からなるポリヌクレオチドが好ましい。
【００６０】
　本発明によれば、さらに上述した本発明のポリヌクレオチドを含有する組換えベクター
および形質転換体を提供することができる。
（６'）組換えベクター
　適当なベクターにプロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質をコードする
ポリヌクレオチド（本発明のポリヌクレオチド（ＤＮＡ））を連結(挿入)することにより
、本発明の融合タンパク質を発現しうるベクターを得ることができる。
　本明細書において、前記の本発明のポリヌクレオチドを含有する組換えベクターを「本
発明の組換えベクター」と称することがある。
　本発明の組換えベクターは、より具体的には、前記と同様にして作成することができる
。
【００６１】
（７’）形質転換体
　このようにして得られた、本プロＭＭＰ－２と、ルシフェラーゼとの融合タンパク質を
コードするポリヌクレオチド（すなわち、本発明の融合タンパク質をコードするポリヌク
レオチド）を含有する組換えベクターを、適当な宿主中に導入することによって、形質転
換体を作成することができる。
　本明細書において、前記の本発明の組換えベクターを含有する形質転換体も「本発明の
形質転換体」と称することがある。
　本発明の形質転換体は、より具体的には、前記と同様にして作成することができる。
【００６２】
（８’）本発明の形質転換体の培養
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　本発明の形質転換体の培養は、前記と同様に、宿主の培養に用いられる通常の方法に従
って行うことができる。該培養によって、本発明の融合タンパク質が生成され、培養液中
に本発明の融合タンパク質が分泌される。
【００６３】
［工程（ｃ’）］
（９’）発光イメージング
　発光イメージングは、前記と同様にして実施することができる。
【００６４】
［工程（ｄ’）］
（１０’）細胞からの本発明の融合タンパク質分泌またはＭＭＰ－２分泌を促進（または
調節）する化合物のスクリーニング
　上述したように、試験物質非存在下および試験物質存在下、本発明の形質転換体を培養
し、それぞれの場合における本発明の融合タンパク質の分泌量などを、ルシフェリン－ル
シフェラーゼ反応による発光を観察することによって測定する。試験物質非存在下と、試
験物質存在下とにおける本発明の融合タンパク質の分泌量などを比較することによって、
細胞からの本発明の融合タンパク質分泌またはＭＭＰ－２分泌などを促進（または調節）
する物質をスクリーニングすることができる。
　より具体的には、（i'）試験物質非存在下、本発明の形質転換体を培養した場合の本発
明の融合タンパク質の分泌量などと、（ii'）試験物質存在下、本発明の形質転換体を培
養した場合の本発明の融合タンパク質の分泌量などを発光イメージングによって測定し、
比較することにより、細胞からの本発明の融合タンパク質分泌またはＭＭＰ－２分泌を促
進（または調節）する物質をスクリーニングすることができる。
【００６５】
　より具体的には、例えば、上記（ii'）の場合における本発明の融合タンパク質の分泌
量を上記（i'）の場合に比べて、約１０％以上、好ましくは約２０％以上、より好ましく
は約３０％以上、さらに好ましくは約４０％以上、特に好ましくは約５０％以上促進する
試験物質を、本発明の融合タンパク質分泌またはＭＭＰ－２分泌などを促進（または調節
）する物質として選択することができる。
【実施例】
【００６６】
［実施例１－１］ヒトプレプロインスリン（hINS）とガウシアルシフェラーゼ（GLase）
融合タンパク質発現ベクターの構築
　ヒト由来のプレプロインスリンとガウシアルシフェラーゼとの融合タンパク質を発現さ
せるための発現ベクターpcDNA3-hINS-GLucを、下記の方法に従って作成した。
　ヒトプレプロインスリンをコードするBamHI-EcoRI cDNAフラグメントは、IMAGE cDNA 
クローン3950204(http://image.llnl.gov/image/html/vectors.shtml参照)を鋳型として
、PCR法によって取得した。PCR反応は、KOD-plus-DNAポリメラーゼ（東洋紡績株式会社製
）と、プライマーであるhINS-P1 (5'ctc GGATCC AGCCACC ATG GCC CTG TGG ATG CGC CT 3
'; 下線はBamHI認識部位)（配列番号：２１）およびhINS-P2 （5'ctt GAA TTC GTT GCA G
TA GTT CTC CAG CTG 3'; 下線はEcoRI 認識部位）（配列番号：２２）を用い、サイクル
条件は、25サイクル；15秒／96℃、15秒／55℃、45秒／68℃で実施した。得られたDNAフ
ラグメントは、制限酵素BamHIおよびEcoRIを用いて消化した後、pcDNA3-GLuc-BEベクター
（FEBS Letters, 581, 4551-4556 (2007)記載）のBamHI/EcoRI部位に挿入することによっ
て、発現ベクターpcDNA3-hINS-GLucを構築した。
　得られた発現ベクターpcDNA3-hINS-GLucにより発現されるタンパク質は、インスリンの
シグナルペプチド配列、プロインスリンおよびガウシアルシフェラーゼからなる融合タン
パク質である。
【００６７】
［実施例１－２］発現ベクターpcDNA3-hINS-GLucによる形質転換細胞の作成及び形質転換
細胞の評価。
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　マウス膵臓β細胞であるMIN6株は、10%ウシ胎仔血清（インビトロジェン社製）および2
-メルカプトエタノール50μMを添加した、高グルコース濃度のDMEM培地（シグマ社製）中
で培養した。
　実施例１－１で得られた発現ベクターのMIN6細胞株へのトランスフェクションは、Lipo
fectAMINE2000（インビトロジェン社製）を使用し、トランスフェクション後、細胞はCO2
インキュベーターにて、37度で24時間培養した。
　形質転換細胞における融合ガウシアルシフェラーゼ蛋白質の分泌発現の確認は、セレン
テラジンを発光基質として、Biochem. Biophys. Res. Commun. 365, 96-101(2007)記載の
方法に従い、発光活性をルミノメーターAB2200 (アトー社製)により測定した。 その結果
、形質転換したMIN6細胞への高グルコース（20 mMグルコース ）刺激による培養液での、
発光活性は、処理前と比較して約７倍増加した（図１）。
　このことは、本発現ベクターpcDNA3-hINS-GLuc-動物培養細胞系において、インスリン
の分泌評価するこができることが明らかとなった。
【００６８】
［実施例１－３］ヒトインスリン-ガウシアルシフェラーゼ融合タンパク質発現によるイ
ンスリンの細胞外分泌のイメージング方法
　インスリンの分泌を可視化するためのMIN6細胞は、ガラス表面がポリ-Ｄ-リジンで処理
された35 mm培養皿（Mat-Tek社製）で培養した。
　高濃度グルコースを添加刺激することにより細胞より分泌するインスリンを、インスリ
ン-GLase融合タンパク質の発光シグナルを用いて可視化するために、ＥＭ－ＣＣＤカメラ
を使用した、
【００６９】
　より具体的には、形質転換を行ったMIN6細胞株を3 mlの生理食塩水（PBS）で３回洗浄
した後、セレンテラジン3 μg/mlを含む緩衝液1 mlに浸した。使用した緩衝液としては、
低グルコース改変KRHB緩衝液（Krebs-Ringer Hepes buffer; 130 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 
1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 1.5 mM CaCl2, 10 mM Hepes (pH 7.4)、2 mMグルコース
を含有）を用いた。上記の緩衝液1 mlによる洗浄後、セレンテラジン3 μg/mlを含有する
低グルコースKRHB緩衝液（2 mMグルコース）中における細胞の発光ビデオイメージを取得
した。つづいて、前記と同一の細胞について、高グルコース緩衝液における発光ビデオイ
メージを取得するために、培養液中に38 mMグルコースおよびセレンテラジン3 μg/mlを
含有するKRHB緩衝液1 mlを添加して発光ビデオイメージ取得した。
【００７０】
　発光イメージング法による可視化は以下のとおりである。ガウシアルシフェラーゼとセ
レンテラジンによりルシフェリン－ルシフェラーゼ反応の結果、細胞より生成する発光シ
グナルは、暗箱中で、サーモスタットインキュベーター（株式会社東海ヒット社製）およ
びEM-CCDカメラ（モデルC9100-13；512 × 512ピクセル、ピクセルサイズ= 16 μm；浜松
ホトニクス株式会社製）を備えたモデルIX71顕微鏡（オリンパス株式会社製）を用いて、
37℃で測定した。以下のような、高開口数(NA)の対物レンズを使用した。UPLFLN 40×O (
NA 1.30)、ApoN 60×OTIRFM (NA 1.49)およびPlanApo 100×OTIRFM (NA 1.45)（オリンパ
ス株式会社製）。
【００７１】
　発光ビデオイメージは、AQUACOSMOSソフトウェア　バージョン2.6（浜松ホトニクス株
式会社製）を用いて、コンピューターのハードディスクに記録した。前記AQUACOSMOSソフ
トウェアを用いた発光シグナルデータの取得モード(acquisition mode)は、1×1 binning
、fast scanningおよびphoto-counting level=1で使用した。取得した発光ビデオイメー
ジは、前記ソフトウェアを用いて処理し、解析した。いくつかのケースでは、前記ソフト
ウェアの"sequential calculation"メニューの"MaxTrace"法を使用して、連続した発光イ
メージを取得し、最大発光強度を表示する画像イメージとして表示した。
【００７２】
　連続発光画像イメージにより取得した画像発光イメージは、明視野像に重ね合わせて、
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個々の細胞における発光シグナルの局在を表示させた。ビデオイメージにおける経時的な
発光強度の変化を解析するために、特定の発光領域内の平均発光強度および最大発光強度
を算出した。
【００７３】
　前記したインスリン-GLase融合タンパク質を一過的に発現するMIN6細胞株由来の形質転
換体は、EM-CCDカメラ-顕微鏡装置（60倍対物レンズ：開口数1.49）を用いて、発光イメ
ージング法によって解析した。
【００７４】
　低グルコース条件（2 mMグルコース）の培地で培養したMIN6細胞株由来の形質転換細胞
からのエキソサイトーシスによるインスリン-GLase融合タンパク質の発光シグナルは、10
0-500 ms/frameの時間分解能での観察において、ほとんど検出されなかった。
【００７５】
　前記実施例１－１で調製したインスリン-GLase発現ベクターをトランスフェクション後
、24時間培養した。　この一過的に形質転換されたMIN6細胞株由来の細胞塊（図２-左：
明視野像）に、セレンテラジンを含む高グルコース（20 mMグルコース）培地で刺激した
。刺激開始１分後から、発光ビデオイメージを、100 ms/フレームで7000フレームまで、
約11.8分間取得した。
　20 mMグルコースでの刺激後、インスリン-GLase融合タンパク質の分泌を示す発光スポ
ットが頻繁に観察された（図２-中央：発光シグナルの画像）。　細胞の明視野像画像と
発光画像を重ね合わすことにより、細胞からのインスリンの分泌画像をえることができ、
細胞における分泌部位の特定が可能である（図２-右）。
　さらに、100ミリ秒での高速発光画像を連続的に、編集することにより、インスリンの
リアルタイムに分泌を映像化することができる（図３）。その結果、すべての発光画像の
最大発光強度から作成された連続合成画像の編集により、MIN6細胞の形質転換体の細胞塊
の細胞間隙から、インスリン-GLase融合タンパク質が分泌していることが示された。
　分泌発光を示した細胞について、それぞれ図２-中央の細胞領域１～３で示し、細胞領
域１～３内の平均発光強度の経時的な変化を算出した（図４）。
【００７６】
　領域２内の発光シグナルは、細胞が相互作用している狭い細胞間領域内に検出され、高
グルコース刺激の数分後から発光強度が周期的パターンを示した。領域２および３内の２
個の細胞のインスリン-GLase分泌の典型的なピークをそれぞれ解析した（図４）。これら
のピークは、発光スポットの連続的な出現により生じる強い発光シグナルは、大量のイン
スリン-GLaseの分泌を表している。これらの大量の分泌の発光シグナルは、細胞の縁の周
囲に多く連続的に現れ、その後、細胞間隙領域で拡散した。この現象は、とくに領域２の
細胞において顕著であった。このことは、インスリン分泌の動的解析と同時に定量化が可
能となった。
【００７７】
　いくつかの他の実験において、緊密な細胞間相互作用関係にある細胞は、細胞塊の周辺
領域にある細胞と比較して、周期的なインスリン分泌を示す傾向が見られた（図５、図６
）。
【００７８】
　さらに、細胞内部におけるインスリン-GLase融合タンパク質の分泌による強い発光スポ
ットの集団は、細胞体の底部から1 μm以内の深さに集中していた。これらのデータは、
インスリン分泌が細胞接着に依存している可能性を示唆している。また、これらのデータ
は、生理的条件において、細胞間相互作用している細胞塊形成が、インスリンの周期的分
泌において重要である可能性も示唆している。
【００７９】
　インスリン-GLase融合タンパク質分泌は、エキソサイトーシスによる散発的な発光スポ
ットは、周期的振動発光する集合した発光スポットと比較して、インスリン-GLase蛋白質
分泌による発光スポットの大きさおよび持続時間を解析しやすい。多くの発光スポットは
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、大きさが1 μm以内であり、発光スポットの持続時間は0.1～1秒の間であった。これら
のデータは、個々のインスリン-GLaseによる分泌の発光シグナルは、一個の細胞顆粒の融
合によって生じたことを示唆している（図７）。
【００８０】
　これに対して、いくつかの発光シグナルは、1秒から30秒以上にわたって持続すること
もあった。これらの持続的なスポットは、主に細胞体の底部側で観察された（図８）。イ
ンスリン分泌について、種々の分泌形態があることが、初めて明らかとなった。
【００８１】
［実施例２－１］
　スルホニル尿素系の血糖降下薬であるグリベンクラミドは、内因性インスリンの分泌を
促進することにより、血糖降下させる。このインスリンの分泌促進をインスリン-GLase 
発現MIN6細胞を用いて、その効果を評価した。具体的には、実施例１-１で調製した発現
ベクターpcDNA3-hINS-GLucを、実施例１-２の記載の方法によりMIN6細胞に形質転換を行
ない、インスリン-GLase 発現細胞を調製した。MIN6細胞株を3 mlの生理食塩水（PBS）で
２回洗浄した後、それぞれ、コントロール（未処理）は２ mMグルコース、２０ mMグルコ
ース、１０ (M グリベンクラミド(和光純薬社製)を含む２(lの低グルコース改変KRHB緩衝
液を添加し、０、３、４、６、８、１０、１５、３０分ごとに、２ml分得し、ルシフェラ
ーゼ活性を実施例１-２の記載の方法で測定した。図９に示すように、グリベンクラミド
処理することにより、インスリンの分泌が促進することが明らかとなり、本ベクター発現
細胞系において、薬剤評価が可能であることが示された。
【００８２】
［実施態様３－１］ヒト由来のプロマトリックスメタロプロテイナーゼ２(pro-hMMP-2)-
ガウシアルシフェラーゼ(GLase)融合タンパク質の発現ベクターの構築
　ヒト由来のマトリックスメタロプロテイナーゼ２(hMMP-2)のシグナルペプチドを有する
プロヒトマトリックスメタロプロテイナーゼ２(pro-hMMP-2)とガウシアルシフェラーゼ（
GLase）との融合タンパク質を発現させるための発現ベクターpcDNA3-hMMP2-GLucを、下記
の方法に従って作成した。
　hMMP-2プロタンパク質のコード領域を、IMAGE cDNA クローン3161383（Ｉ．Ｍ．Ａ．Ｇ
．Ｅ．コンソーシアムの作成したcDNAクローン）から、PCR法（サイクル条件：25サイク
ル；15秒／98℃、15秒／55℃、2分／68℃）によって調製した。PCR法は、KOD-plus-DNAポ
リメラーゼ（東洋紡績株式会社製）と、プライマーセットhMMP-2-P1 （5' ggc AAGCTT AG
CCACC ATG GAG GCG CTA ATG GCC C 3'; 下線はBamHI 認識部位）（配列番号：２３）およ
びhMMP2-P2 （5'ggc GAATTC GCA GCC TAG CCA GTC GGA T 3'; 下線はEcoRI認識部位）（
配列番号：２４）を用いて実施した。得られたPCRフラグメントは、制限酵素BamHIおよび
EcoRIを用いて消化した後、pcDNA3-GLuc-BEベクター（FEBS Letters, 581, 4551-4556 (2
007)記載）のBamHI/EcoRI部位に挿入することによって、発現ベクターpcDNA3-hMMP2-GLuc
を構築した。
　得られた発現ベクターpcDNA3-hMMP2-GLucにより発現されるタンパク質は、hMMP-2のシ
グナルペプチド配列、hMMP-2およびGLaseからなる融合タンパク質である。
【００８３】
［実施態様３－２］発現ベクターpcDNA3-hMMP2-GLucによる形質転換体の作成
　ヒト子宮頚癌細胞由来細胞株であるHeLa細胞を、10%ウシ胎仔血清（インビトロジェン
社製）を添加したDMEM培地（シグマ社製）中で培養した。実施態様３－１で得られた発現
ベクターpcDNA3-hMMP2-GLucによるHeLa細胞株の形質転換体の作成は、Fugene HD（ロッシ
ュ社製）を使用し、トランスフェクション後、細胞はCO2インキュベーターにて、37度で2
4時間培養した。
【００８４】
［実施態様３－３］ヒトメタロプロテイナーゼ２(hMMP-2)-GLase融合タンパク質の細胞外
分泌のイメージング
　ヒトメタロプロテイナーゼ２(hMMP-2)-GLase融合タンパク質の細胞外分泌のイメージン
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グは、ガラス表面が未処理35 mm培養皿（旭硝子株式会社製）で培養し、前記実施例１－
３と同様の方法に従って実施した。
【００８５】
　hMMP-2と融合したGLase（hMMP-2-GLase融合タンパク質）をHeLa細胞中で24時間、一過
性に発現させると、培地中のMMP-2-GLaseは、GLase単独の場合に比べて約１／３程度の発
光強度を示した（図１０）。一過性にhMMP-2-GLase融合タンパク質および野生型hMMP-2を
発現するHeLa細胞を、抗MMP-2抗体および抗GLase抗体を用いて免疫蛍光法およびウェスタ
ンブロット法で分析したところ、hMMP-2-GLase融合タンパク質は、野生型hMMP-2と同様の
局在を示した。これらの結果は、hMMP-2-GLaseの分泌経路は、野生型hMMP-2と同様である
ことを示している。
【００８６】
　一方、hMMP-2-GLase融合タンパク質を発現する形質転換したHeLa細胞において、発光ビ
デオイメージ（500 ミリ秒／フレーム）解析の結果、MMP-2分泌は細胞極性を示すことが
、示された（図１１）。発光画像において、hMMP-2-GLase融合タンパク質を発現するHeLa
細胞は、GLase単独で発現するHeLa細胞とは異なり、発光基質セレンテラジンの添加直後
に、多くの明るい発光スポットが観察された。これらの最初に現れる発光スポットは、同
一の場所に留まり、セレンテラジン添加後1分間以内に、ゆっくりとバックグラウンドレ
ベルまで消失した。一方、発光を持続する発光スポットの存在は、細胞膜表面に結合した
hMMP-2-GLase融合タンパク質を示すものである。これらの継続する発光スポットは、移動
する細胞の前方部分に向かって集まり、かつ分散した分布を示す。MMP-2は細胞表面のイ
ンテグリンまたはMT1-MMP (MMP14)（これはMMP-2のアクチベーターである）に結合するこ
とが知られている。これらのMMP-2-GLase融合タンパク質の継続する発光スポットは、前
記タンパク質に結合した、細胞表面におけるMMP-2の局在を示すものである。
【００８７】
　継続する発光スポットが消滅する間または消滅した後、hMMP-2-GLase融合タンパク質の
エキソサイトーシス（開口分泌）を示す一過性に表れる発光スポットが観察された。同一
のイメージング条件（500 ミリ秒／フレーム、40×対物レンズ；図１２）において、融合
されていないGLaseだけの発光スポットとは異なり、hMMP-2-GLaseの一過性に表れる発光
スポットは、狭い領域に維持され、かつ数秒間かけてゆっくりと拡散した。
【００８８】
　hMMP-2-GLase融合タンパク質の分泌による発光スポットは、主に細胞のリーディングエ
ッジ付近に出現した。数秒間にわたるhMMP-2-GLase融合タンパク質の連続的な分泌が、リ
ーディングエッジに沿って観察されることもあった（図１２）。MMP-2プロテアーゼ活性
は、細胞接着タンパク質を分解してラッフル膜を持ち上げるために必要である可能性があ
るので、hMMP-2-GLaseの連続的な分泌は、リーディングエッジにおけるラッフル膜の形成
および移動に関係する可能性がある。なお、hMMP-2-GLase分泌による発光シグナルは、K+

濃度上昇による刺激されなかったことから、細胞内のイオン影響を受けないことが明らか
となった。
【００８９】
　前記連続する分泌発光が消滅した後（図１３）、hMMP-2-GLase融合タンパク質のエキソ
サイトーシスによって生じる最大発光シグナル（図１４-左）を細胞の明視野像に重ねあ
わせた合成画像を作成し（100フレーム、約５０秒間；図１４-右）、hMMP-2-GLase融合タ
ンパク質のエキソサイトーシス現象を局在および頻度を推定した。この合成画像は、移動
する細胞中のリーディングエッジ付近に、MMP-2が極性のある分布を示すことを明確に示
している。エキソサイトーシスによる発光スポットの分布は、初期に観察される連続する
発光スポットの分布と比較して、よりリーディングエッジに近かった（図１４）。発光ビ
デオイメージおよび合成画像（図１４-右）は、移動する細胞のhMMP-2-GLase融合タンパ
ク質の分泌も示している。これらのデータは、エキソサイトーシス現象によるMMP-2分泌
のホットスポットおよび細胞表面に残留するMMP-2の点状のスポットは、原形質膜の別個
の極小領域局在することを示唆している。
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【００９０】
　次に、細胞の極小領域におけるエキソサイトーシスの頻度を推定した。図１３の合成イ
メージ中の丸印で囲まれた４つの領域（領域1-4）における最大発光強度の経時的な変化
は、それぞれの領域において、いくつかの発光ピークを示した（図１５）。領域1-4にお
ける顕著な発光ピーク（図１４において矢印で示す）を計測したところ、それぞれ３個、
４個、１個および２個であった。これらの数は、この期間内（100フレーム、約50秒間）
に少なくとも起こった顕著なエキソサイトーシスの数を示す。これらのデータは、hMMP-2
-GLase融合タンパク質のエキソサイトーシスは、移動する細胞の細胞表面における限られ
た極小領域内において繰り返し起きていることを示している。
【００９１】
　次に、100×対物レンズ（開口数(NA) 1.45）を使用してイメージングを行った。40×対
物レンズを使用した発光ビデオイメージ取得直後に、100×対物レンズを使用い、同一の
移動細胞のhMMP-2-GLaseに関する発光ビデオイメージを、500 ms／フレーム（200フレー
ム、約100秒間）で、取得した。高100×対物レンズ使用による発光画像から、リーディン
グエッジにおける個々のhMMP-2-GLase融合タンパク質分泌の発光スポットが、より明確に
観察された。矢印で示された発光ビデオイメージの１フレーム中の発光スポット（図１６
、スポット1-5）は、画像から、エキソサイトーシス現象により生成されたシグナルと判
断された。スポット2-4は、このフレームで新たに現れたスポットである。スポット2およ
び3において、エキソサイトーシスによる発光スポットの発光強度は、2-3秒間でバックグ
ラウンドレベルまで減少した（図１７）。スポット2などのいくつかの繰り返し現れる発
光スポットは、エキソサイトーシス分泌顆粒の連続的な膜融合によるhMMP-2分泌を示唆し
ている（図１７）。
【００９２】
　これらのスポットと同様に、hMMP-2-GLase融合タンパク質の発光スポットの大多数は、
1μm未満程度である。一つのエキソサイトーシス顆粒の発光スポットの直径は、TIRFおよ
び２光子イメージング法（Science, 297, 1349-1352 (2002)）によって0.1-0.4 μmと測
定されている。したがって、これらの発光スポットは、１つのエキソサイトーシス分泌顆
粒由来のMMP-2-GLase融合タンパク質分泌によるものであるか、または極小領域内での連
続的な分泌小胞の融合によるものである。また、ビデオ画像の最大発光強度の合成画像は
、リーディングエッジでのエキソサイトーシススポットの分布を、高解像度で解析できる
。領域1および領域2における一過性に表れる発光スポットの数は、それぞれ70個および20
個と計測された（図１６右下）。
【００９３】
　hMMP-2-GLase融合タンパク質分泌の発光スポットは、細胞の底面側の約1μm以内の深さ
に集中していた。このことから、hMMP-2は、主に細胞表面の底面側から分泌されることが
示唆される。
【００９４】
　これらのデータは、MMP-2を含むエキソサイトーシス分泌顆粒の融合の多くは、短時間
のうちにリーディングエッジで起こり、細胞接着および細胞外マトリックスを破壊するこ
とを示唆している。
【産業上の利用可能性】
【００９５】
　本発明のスクリーニング方法は、インスリン分泌促進作用を有し、より副作用（低血糖
誘発など）の少ないインスリン分泌促進剤などの薬物のスクリーニングに有用である。ま
た、前記スクリーニング方法に使用される融合タンパク質をコードするポリヌクレオチド
が導入された形質転換細胞、前記形質転換細胞を含むスクリーニングキットなども、同様
に優れた薬物のスクリーニングなどに有用である。
【配列表フリーテキスト】
【００９６】
［配列番号：１］ガウシアルシフェラーゼ(Gaussia Luciferase, GLase)をコードするポ
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リヌクレオチドの塩基配列を示す。
［配列番号：２］ガウシアルシフェラーゼのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：３］ヒトプロインスリンをコードするポリヌクレオチドの塩基配列を示す。
［配列番号：４］ヒトプロインスリンのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：５］ヒトプレプロインスリンのシグナルペプチドをコードするポリヌクレオ
チドの塩基配列を示す。
［配列番号：６］ヒトプレプロインスリンのシグナルペプチドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：７］実施例(Example)１－１および実施態様(Embodiment)３－１で用いられ
た、シグナル配列を欠くガウシアルシフェラーゼ(GLase(K18-D185))をコードするポリヌ
クレオチドの塩基配列を示す。
［配列番号：８］配列番号：７で表される塩基配列からなるポリヌクレオチドにコードさ
れるポリペプチド(GLase(K18-D185))のアミノ酸配列を示す。
［配列番号：９］実施例(Example)１－１で用いられた、ヒトプレプロインスリンをコー
ドするポリヌクレオチドの塩基配列を示す。
［配列番号：１０］配列番号：９で表される塩基配列からなるポリヌクレオチドにコード
されるポリペプチド（ヒトプレプロインスリン）のアミノ酸配列を示す。
［配列番号：１１］実施例(Example)１－１で用いられたヒトプレプロインスリンと、シ
グナル配列を欠くガウシアルシフェラーゼ(GLase(K18-D185))との融合タンパク質をコー
ドするポリヌクレオチドの塩基配列を示す。
［配列番号：１２］配列番号：１１で表される塩基配列からなるポリヌクレオチドにコー
ドされるポリペプチドのアミノ酸配列を示す。
［配列番号：１３］ヒトＭＭＰ－２をコードするポリヌクレオチドの塩基配列。
［配列番号：１４］ヒトＭＭＰ－２のアミノ酸配列。
［配列番号：１５］ヒトプロＭＭＰ－２のシグナル配列をコードするポリヌクレオチド。
［配列番号：１６］ヒトプロＭＭＰ－２のシグナル配列のアミノ酸配列。
［配列番号：１７］実施態様(Embodiment)３－１で用いられた、ヒトプロＭＭＰ－２をコ
ードするポリヌクレオチドの塩基配列。
［配列番号：１８］配列番号:１７で表されるポリヌクレオチドにコードされるポリペプ
チド（ヒトプロＭＭＰ－２）のアミノ酸配列。
［配列番号：１９］実施態様(Embodiment)３－１で用いられた、ヒトプロＭＭＰ－２と、
シグナル配列を欠くガウシアルシフェラーゼ(GLase(K18-D185))との融合タンパク質をコ
ードするポリヌクレオチドの塩基配列。
［配列番号：２０］配列番号：１９で表されるポリヌクレオチドにコードされるポリペプ
チドのアミノ酸配列。
［配列番号：２１］実施例１－１で用いられたプライマーの塩基配列。
［配列番号：２２］実施例１－１で用いられたプライマーの塩基配列。
［配列番号：２３］実施態様３－１で用いられたプライマーの塩基配列。
［配列番号：２４］実施態様３－１で用いられたプライマーの塩基配列。



(41) JP 2014-239684 A 2014.12.25

【図１】

【図２】

【図３】



(42) JP 2014-239684 A 2014.12.25

【図４】

【図５】



(43) JP 2014-239684 A 2014.12.25

【図６】

【図７】

【図８】

【図９】



(44) JP 2014-239684 A 2014.12.25

【図１０】

【図１１】

【図１２】



(45) JP 2014-239684 A 2014.12.25

【図１３】

【図１４】

【図１５】



(46) JP 2014-239684 A 2014.12.25

【図１６】

【図１７】

【配列表】
2014239684000001.app



(47) JP 2014-239684 A 2014.12.25

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    １０１　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   9/50     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   5/00    １０２　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   9/02     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   9/50    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/50     (2006.01)           Ｃ１２Ｎ   9/02    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/52     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/50    　　　Ｚ          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/15     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/52    　　　　          　　　　　
   Ｇ０１Ｎ  33/58     (2006.01)           Ｇ０１Ｎ  33/15    　　　Ｚ          　　　　　
   　　　　                                Ｇ０１Ｎ  33/58    　　　Ｚ          　　　　　

Ｆターム(参考) 4B063 QA01  QQ08  QQ22  QS32  QX02 
　　　　 　　  4B065 AA90X AB01  AC14  AC15  BA02  CA28  CA46 


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

