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(57)【要約】
蛍光マーカーの長さに沿って規則的に点在する既知コピー数の蛍光標識されたタンパク質
を含む蛍光マーカーが開示される。蛍光マーカーは、蛍光顕微鏡法において、蛍光標識さ
れた試料を定量化するために使用され得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　複数コピーの構造タンパク質（SP）によって形成された管状または円柱状の生物学的構
造を含む蛍光マーカーであって、該生物学的構造が、該生物学的構造の長さに沿って規則
的に点在する複数コピーの蛍光標識されたタンパク質（FP）を含む、蛍光マーカー。
【請求項２】
　生物学的構造の長さ96nm当たり2個のFPを含む、請求項1記載の蛍光マーカー。
【請求項３】
　構造タンパク質がらせん状の配置で集合している、請求項1または2記載の蛍光マーカー
。
【請求項４】
　構造タンパク質がチューブリンを含む、前記請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカー
。
【請求項５】
　チューブリンが、αチューブリン（SEQ ID NO:6もしくはそのバリアント）、βチュー
ブリン（SEQ ID NO:7もしくはそのバリアント）、またはヘテロダイマーとしてのαチュ
ーブリンとβチューブリンとの組み合わせである、請求項4記載の蛍光マーカー。
【請求項６】
　生物学的構造が微小管またはダブレット微小管である、前記請求項のいずれか一項記載
の蛍光マーカー。
【請求項７】
　生物学的構造がタンパク質性微小管またはタンパク質性ダブレット微小管である、前記
請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項８】
　生物学的構造が、A微小管およびB微小管を含むダブレット微小管である、前記請求項の
いずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項９】
　蛍光標識されたタンパク質が、
蛍光タンパク質のアミノ酸配列に融合した、微小管に関連したラジアルスポークタンパク
質（RSP）のアミノ酸配列
を含む融合タンパク質である、前記請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項１０】
　蛍光タンパク質のアミノ酸配列が、RSPのアミノ酸配列のC末端に融合している、請求項
9記載の蛍光マーカー。
【請求項１１】
　蛍光タンパク質が緑色蛍光タンパク質（GFP）、mNeonGreenタンパク質（NG）、または
それらの蛍光性バリアントである、請求項9または10記載の蛍光マーカー。
【請求項１２】
　RSPが、微小管構造へと集合するラジアルスポークタンパク質3（RSP3）またはそのバリ
アントである、請求項9～11のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項１３】
　RSP3が、SEQ ID NO:1、またはSEQ ID NO:1と少なくとも約50％、60％、70％、80％、90
％、95％、96％、97％、98％、もしくは99％の配列同一性を有するそのバリアントのアミ
ノ酸配列を含む、請求項12記載の蛍光マーカー。
【請求項１４】
　蛍光タンパク質が、SEQ ID NO:2もしくはSEQ ID NO:3、またはSEQ ID NO:2もしくはSEQ
 ID NO:3と少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、もし
くは99％の配列同一性を有するそれらのバリアントのアミノ酸配列を含む、請求項9～13
のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項１５】
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　融合タンパク質が、SEQ ID NO:4もしくはSEQ ID NO:5、またはSEQ ID NO:4もしくはSEQ
 ID NO:5と少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、もし
くは99％の配列同一性を有するそれらのバリアントのアミノ酸配列を含む、請求項9～12
のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項１６】
　蛍光標識されたタンパク質が、
蛍光標識に結合するアダプタータンパク質のアミノ酸配列に融合した、ラジアルスポーク
タンパク質（RSP）のアミノ酸配列
を含む融合タンパク質である、前記請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項１７】
　生物学的構造が、複数コピーの前記管状または円柱状の生物学的構造を含む軸糸である
、前記請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカー。
【請求項１８】
　生物学的構造が、9+2構造を含む軸糸である、請求項17記載の蛍光マーカー。
【請求項１９】
　生物学的構造が、軸糸を含む鞭毛である、前記請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカ
ー。
【請求項２０】
　軸糸が、複数コピーの前記管状または円柱状の生物学的構造を含む、請求項19記載の蛍
光マーカー。
【請求項２１】
　前記請求項のいずれか一項記載の蛍光マーカーが固定化されている、固体基板。
【請求項２２】
　スライドである、請求項21記載の固体基板。
【請求項２３】
　蛍光顕微鏡法の実施中に、請求項1～20のいずれか一項記載の蛍光マーカーからの、ま
たは該蛍光マーカーが固定化されている請求項21もしくは22記載の固体基板からの蛍光を
検出する工程を含む、蛍光顕微鏡法を実施するための方法。
【請求項２４】
　請求項1～20のいずれか一項記載の蛍光マーカーを基板に適用する工程、および蛍光顕
微鏡法の実施中に該蛍光マーカーからの蛍光を検出する工程を含む、蛍光顕微鏡法を実施
するための方法。
【請求項２５】
　固体基板がスライドである、請求項24記載の方法。
【請求項２６】
　蛍光試料を同じ基板または異なる基板に適用する工程、および蛍光顕微鏡法の実施中に
該試料からの蛍光を検出する工程をさらに含む、請求項24または25記載の方法。
【請求項２７】
　マーカーの蛍光標識が試料の蛍光標識と同じである、請求項26記載の方法。
【請求項２８】
　マーカーの蛍光標識が試料の蛍光標識と異なる、請求項26記載の方法。
【請求項２９】
　蛍光タンパク質のアミノ酸配列に融合した、微小管に関連したラジアルスポークタンパ
ク質（RSP）のアミノ酸配列
を含む、融合タンパク質。
【請求項３０】
　蛍光タンパク質のアミノ酸配列が、RSPのアミノ酸配列のC末端に融合している、請求項
29記載の融合タンパク質。
【請求項３１】
　蛍光タンパク質が緑色蛍光タンパク質（GFP）、mNeonGreenタンパク質（NG）、または
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それらの蛍光性バリアントである、請求項29または30記載の融合タンパク質。
【請求項３２】
　RSPが、微小管構造へと集合するラジアルスポークタンパク質3（RSP3）またはそのバリ
アントである、請求項29～31のいずれか一項記載の融合タンパク質。
【請求項３３】
　RSP3が、SEQ ID NO:1、またはSEQ ID NO:1と少なくとも約50％、60％、70％、80％、90
％、95％、96％、97％、98％、もしくは99％の配列同一性を有するそのバリアントのアミ
ノ酸配列を含む、請求項32記載の融合タンパク質。
【請求項３４】
　蛍光タンパク質が、SEQ ID NO:4もしくはSEQ ID NO:5、またはSEQ ID NO:4もしくはSEQ
 ID NO:5と少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、もし
くは99％の配列同一性を有するそれらのバリアントのアミノ酸配列を含む、請求項29～33
のいずれか一項記載の融合タンパク質。
【請求項３５】
　SEQ ID NO:4またはSEQ ID NO:5のアミノ酸配列を含む、請求項29～34のいずれか一項記
載の融合タンパク質。
【請求項３６】
　蛍光標識に結合するアダプタータンパク質のアミノ酸配列に融合した、ラジアルスポー
クタンパク質（RSP）のアミノ酸配列
を含む、融合タンパク質。
【請求項３７】
　請求項29～36のいずれか一項記載の融合タンパク質のアミノ酸配列をコードする、ポリ
ヌクレオチド。
【請求項３８】
　プロモーターに機能的に連結された請求項37記載のポリヌクレオチドを含む、発現ベク
ター。
【請求項３９】
　請求項38記載の発現ベクターを含む、単離された細胞。
【請求項４０】
　原核細胞である、請求項39記載の単離された細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連特許出願の相互参照
　本願は、その内容全体が参照によって本明細書に組み入れられる2016年3月24日に出願
された米国仮出願第62/312,772号に基づく35 U.S.C.§119(e)による優先権の恩典を主張
するものである。
【０００２】
　本発明は、蛍光顕微鏡法において有用であり得る蛍光マーカーおよび標準物質に関する
。具体的には、本発明は、蛍光顕微鏡法において有用であり得る蛍光標識された鞭毛に関
する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　生物学的分子マーカーは、多様な生物学的方法における貴重なツールである。例えば、
DNAマーカーまたはタンパク質マーカーは、生物医学における一般的な手法であるゲル電
気泳動において、それぞれの分子のサイズおよび存在量を推定するために不可欠である。
残念ながら、研究および診断において使用される極めて一般的な方法論である蛍光顕微鏡
法を実施する時に、関心対象の分子の数を推定するために容易に使用することができる等
価なマーカーは、存在しない。
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【０００４】
　本明細書において、本発明者らは、蛍光顕微鏡法において生物学的分子マーカーとして
使用され得る蛍光鞭毛を開示する。蛍光鞭毛は、典型的には、既知の周期で蛍光鞭毛に存
在する、換言すると、鞭毛の単位長さ当たりの既知の組換え蛍光タンパク質数で蛍光鞭毛
に存在する、組換え蛍光タンパク質を含む。従って、組換え蛍光タンパク質は、蛍光鞭毛
において既知の化学量論を有するため、鞭毛からの蛍光を測定することができ、組換え蛍
光タンパク質1個当たりの相対蛍光を容易に決定することができる。蛍光鞭毛の蛍光を、
蛍光標識された試料分子の蛍光と比較することによって、蛍光標識された試料分子の数を
、極めて容易に定量化することができる。従って、開示された蛍光鞭毛は、蛍光アッセイ
におけるマーカー標準物質として有用である。
【発明の概要】
【０００５】
概要
　蛍光マーカーが開示される。開示された蛍光マーカーは、蛍光標識された試料を定量化
するかまたは蛍光標識された試料を他の方法で査定するため、蛍光顕微鏡法において利用
され得る。
【０００６】
　開示された蛍光マーカーは、典型的には、蛍光マーカーを蛍光顕微鏡法において使用す
るのに適切であるようにする寸法を有する管状または円柱状の生物学的構造を含む。蛍光
マーカーの生物学的構造には、タンパク質性微小管、またはダブレット微小管、軸糸、も
しくは鞭毛（例えば、真核生物の鞭毛）などのタンパク質性微小管を含むマクロ構造が含
まれ得るが、これらに限定されるわけではない。
【０００７】
　開示された蛍光マーカーの生物学的構造は、典型的には、複数コピーの少なくとも1種
の構造タンパク質（SP）によって形成される。例えば、複数コピーの構造タンパク質は、
非共有結合的に相互に会合するかまたは集合し、らせん状のコンフォメーションを有して
いてもよい生物学的構造を形成することができる。生物学的構造を形成する適切な構造タ
ンパク質には、αチューブリン、βチューブリン、またはヘテロダイマーのようなそれら
の組み合わせなどの、チューブリンタンパク質が含まれ得る。
【０００８】
　蛍光マーカーの生物学的構造は、複数コピーの蛍光標識されたタンパク質（FP）を含む
。蛍光タンパク質は、生物学的構造の長さに沿って規則的に点在しており、従って、蛍光
タンパク質は生物学的構造において周期性を示すと言うことができる。蛍光タンパク質は
、生物学的構造の長さに沿って規則的に点在しているため、生物学的構造は、生物学的構
造の単位長さ当たりの蛍光タンパク質の既知の化学量論を有し、生物学的構造の長さを測
定することによって、構造内に存在する蛍光タンパク質の数を推定することができる。さ
らに、蛍光マーカーの蛍光強度を測定し、蛍光タンパク質1個当たりの強度を計算するこ
とができる。
【０００９】
　蛍光標識されたタンパク質は、蛍光タンパク質部分と、生物学的構造と会合するかまた
は生物学的構造内で融合タンパク質へと集合する部分とを含む融合タンパク質を含むか、
それから本質的になるか、またはそれからなることができる。生物学的構造と会合するか
または生物学的構造内で融合タンパク質へと集合する部分は、融合タンパク質のアンカー
部分とも呼ばれ、このアンカー部分は、蛍光タンパク質部分を生物学的構造にアンカリン
グされる。蛍光タンパク質部分は、直接またはペプチドリンカーを介して、アンカー部分
に融合しており、蛍光タンパク質部分は、アンカー部分のC末端、N末端、または任意の位
置に融合していてよい。
【００１０】
　例えば、生物学的構造が、微小管、または、軸糸もしくは鞭毛などの微小管およびダブ
レット微小管を含むマクロ構造である場合、例えば、融合タンパク質のアンカー部分とし
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て、生物学的構造の融合タンパク質のために適切なタンパク質またはそのバリアントには
、微小管に関連したラジアルスポーク（RS）タンパク質またはそのバリアントが含まれ得
る。適切なRSタンパク質には、ラジアルスポークタンパク質3（RSP3）が含まれ得る。例
えば、融合タンパク質の蛍光タンパク質部分として、生物学的構造の融合タンパク質のた
めに適切なタンパク質またはそのバリアントには、緑色蛍光タンパク質（GFP）、高感度
緑色蛍光タンパク質（EGFP）、mNeonGreenタンパク質（NG）、高感度青色蛍光タンパク質
（EBFP）、mCherry蛍光タンパク質、tdTomato蛍光タンパク質、高感度シアン蛍光タンパ
ク質（ECFP）、Midoriishi-Cyan1タンパク質、AmCyan1タンパク質、Azami-Greenタンパク
質、mAzami-Green1タンパク質、ZsGreen1、高感度黄色蛍光タンパク質（EYFP）、Venusタ
ンパク質、ZsYellowタンパク質、Kusabira-Orange1タンパク質、およびmKusabira-Orange
1タンパク質が含まれ得るが、これらに限定されるわけではない。示されるように、本明
細書中に開示された融合タンパク質は、蛍光タンパク質またはそのバリアントのアミノ酸
配列に融合した、鞭毛のラジアルスポークタンパク質（RSP）またはそのバリアントのア
ミノ酸配列を含んでいてよい。
【００１１】
　蛍光タンパク質部分の代わりに、開示された融合タンパク質は、アダプタータンパク質
またはアダプタータンパク質の一部分（即ち、および「アダプター部分」）に融合したア
ンカー部分を含み、融合タンパク質のアダプター部分がフルオロフォア標識に結合しても
よい。適切なアダプタータンパク質には、非タンパク質性フルオロフォア標識を含んでい
てもよい、ストレプトアビジンがコンジュゲートされているフルオロフォア標識に結合す
るビオチン化ポリペプチドが含まれ得る。従って、開示された蛍光標識された融合タンパ
ク質は、ストレプトアビジンがコンジュゲートされているフルオロフォア標識に結合する
ビオチン化アダプターポリペプチドに融合したアンカー部分を含んでいてよい。
【００１２】
　本明細書中に開示された融合タンパク質のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド
も、本明細書において企図される。ポリヌクレオチドは、例えば、発現ベクターにおいて
、プロモーターに機能的に連結されていてよい。融合タンパク質を発現する発現ベクター
を含む単離された細胞も、企図される。例えば、本明細書に開示される蛍光マーカーが生
物学的構造を含む場合、融合タンパク質および/または融合タンパク質を含む生物学的構
造が産生されるよう、単離された細胞を培養することができる。
【００１３】
　開示された蛍光マーカーは、任意で、固体基板、例えば、蛍光顕微鏡法において利用さ
れ得る顕微鏡スライドに固定化されてもよい。従って、蛍光顕微鏡法を実施する方法も、
本明細書において企図される。本法は、本明細書中に開示された蛍光マーカーを利用し、
蛍光顕微鏡法を実施しかつ/または蛍光マーカーを画像化しながら、蛍光マーカーからの
または蛍光マーカーが固定化された固体基板からの蛍光を検出する工程を含み得る。
【００１４】
　蛍光顕微鏡法を実施するための開示された方法において、開示された蛍光マーカーを、
顕微鏡スライドなどの固体基板に適用することができる。その後、蛍光顕微鏡法を実施す
る前に、蛍光標識された試料をスライドに適用することができる。次いで、蛍光マーカー
からの蛍光を検出することができ、および/または蛍光マーカーを画像化することができ
る。次いで、同時にまたは非同時に、蛍光顕微鏡法の実施中に、蛍光標識された試料から
の蛍光を検出することができ、および/または蛍光標識された試料を画像化することがで
きる。蛍光顕微鏡法を実施する方法において、マーカーの蛍光標識は、試料の蛍光標識と
同じであってもよいしまたは異なっていてもよい。蛍光マーカーを、蛍光標識された試料
と別々に画像化してもよいし、および/または蛍光マーカーを、蛍光標識された試料と一
緒に画像化してもよい。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】クラミドモナス（Chlamydomonas）鞭毛の9+2軸糸。（A、B）軸糸の横断面および
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縦断面。ラジアルスポーク（白色矢印）は、9本の外側ダブレットの各々にアンカリング
されており、96nm毎に一対として出現した。（C）各ラジアルスポークは、2個のRSP3を含
有しており、C末端がスポークヘッド領域に近い。96nmリピートのデジタルレンディショ
ンは、RSP3（左、EMデータベースID、5845；Oda et al.,2014）およびRSP3-ストレプトア
ビジン（右、EMデータベースID、5847）を有する鞭毛の低温電子断層撮影法から得られた
。矢印、ストレプトアビジンタグ。バー、100nm。
【図２Ａ】RSP3-NG鞭毛はRSP3-GFP鞭毛より明るい。鞭毛内のRSP3-FP存在量のウェスタン
ブロット分析。野生型細胞（WT）、pf14細胞（RSP3変異体）、およびRSP3-NGトランスジ
ーンまたはRSP3-GFPトランスジーンを発現するpf14細胞から、鞭毛試料を採集した。RSP3
、および負荷対照としての外側ダイニンアームサブユニットIC78について、ブロットを探
索した。
【図２Ｂ】RSP3-NG鞭毛はRSP3-GFP鞭毛より明るい。RSP3-NGトランスジェニック細胞（左
）およびRSP3-GFPトランスジェニック細胞（右）の生細胞蛍光顕微鏡法。矢印、鞭毛。
【図２Ｃ】RSP3-NG鞭毛はRSP3-GFP鞭毛より明るい。バックグラウンドの減算前の画像（
上パネル）および減算後の画像における、RSP3-NG鞭毛およびRSP3-GFP鞭毛の蛍光強度の
比較。細胞は顕微鏡法の前に共に混合された。示された領域において代表的な区域（矢印
）の強度を測定し、強度プロファイルとしてプロットした。バー、10μm。
【図３Ａ】RSP3-NGを有する鞭毛の蛍光強度の定量化。個々のRSP3-NG鞭毛は、類似の強度
を有していた。各鞭毛を、ImageJプログラムを使用して、中央領域（上パネル）において
測定した。相対強度をチャートにプロットした（下パネル、左）。最高強度の平均値を、
ヒストグラムに提示した（下パネル、右）。
【図３Ｂ】RSP3-NGを有する鞭毛の蛍光強度の定量化。重複領域は非重複領域のほぼ2倍の
強度であった。重複領域（矢印、上パネル）および近傍の非重複領域の区域を測定した。
ピーク強度（左下パネル）および平均値（右下パネル）をヒストグラムにプロットした。
灰色、重複領域；青色、非重複領域。バー、10μm。
【図４】RSP3-NGを有する外側ダブレットの蛍光強度。（A）ポリ-L-リジンによってコー
ティングされたスライドに付着した展開されたRSP3-NG鞭毛。展開は、カバーガラスを前
後に穏やかに動かすことによる剪断力によって誘導された（上パネル）。部分展開された
鞭毛（四角で囲まれた領域）を拡大した（下パネル）。色付きの線でマークされた三つの
領域を測定した。赤色、3本のサブファイバー；オレンジ色、2本のサブファイバー；青色
、完全領域（中央パネル）。相対強度を測定し、プロファイルプロットとして提示する（
下パネル）。（B）未付着のRSP3-NG鞭毛の剪断によって生成された蛍光粒子（上パネル）
。部分展開された鞭毛および断片化粒子（四角で囲まれた領域）を拡大した（中央パネル
）。三つの領域における相対強度を測定し、プロットした（下パネル）。青色矢印、完全
領域；赤色矢印、展開されたサブファイバー；緑色矢印、小粒子。バー、5μm。
【図５Ａ】NGは、メタノール固定後、強度は低下したが蛍光を保持していた。メタノール
処理されたRSP3-NG鞭毛または未処理のRSP3-NG鞭毛。ポリ-L-リジンによってコーティン
グされたスライドに固定化されたRSP3-NG鞭毛を、最初に-20℃メタノールで固定した。再
水和および未固定鞭毛の添加の後に蛍光画像を得た（上パネル）。区域の相対強度（中央
パネル）および平均値（下パネル）を測定した。青色、未固定；赤色、固定；矢印および
灰色、固定された鞭毛における重複領域。
【図５Ｂ】NGは、メタノール固定後、強度は低下したが蛍光を保持していた。EB1-NGを発
現するWT細胞。ポリ-L-リジンによってコーティングされたスライドに固定化された細胞
を、最初にメタノールで固定した。再水和および生細胞の添加の後に蛍光画像を得た（左
パネル）。EB1-NGコメットは、1秒露光または10秒露光に関わらず、固定された細胞にお
いて類似した点状のヘッド（オレンジ色矢印）を有していた。対照的に、生細胞における
コメット（青色矢印）は、成長中の微小管の伸長のため、10秒曝露後に、より長く見えた
。マークされたコメットの相対強度を測定した（右パネル）。バー、10μm。
【図６Ａ】蛍光強度標準物質としてのRSP3-NG鞭毛の適用。（A、B）鞭毛の先端にEB1-NG
を有するRSP3-NG鞭毛と、細胞体にEB1-NGコメットを有するものとの比較。RSP3-NGまたは
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EB1-NGを発現する細胞を、同じ焦平面において鞭毛の蛍光を画像化するため、スライドガ
ラスに付着させた（A）。対応する強度測定値を右パネルにプロットした。青色、RSP3-NG
；赤色、EB1-NG。
【図６Ｂ】蛍光強度標準物質としてのRSP3-NG鞭毛の適用。（A、B）鞭毛の先端にEB1-NG
を有するRSP3-NG鞭毛と、細胞体にEB1-NGコメットを有するものとの比較。細胞体のコメ
ットを測定するため、画像取得の前に、EB1-NG細胞を、単離されたRSP3-NG鞭毛と混合し
た（B）。対応する強度測定値を右パネルにプロットした。青色、RSP3-NG；赤色、EB1-NG
。
【図６Ｃ】蛍光強度標準物質としてのRSP3-NG鞭毛の適用。（C、D）ミトコンドリアへタ
ーゲティングされたCOX4-GFPを発現するかまたはサイトゾルにSis1-GFPを発現する酵母株
との、単離されたRSP3-NG鞭毛の比較。COX4-GFPはミトコンドリアチューブを装飾した（C
中の緑色および赤色の矢印）。蛍光強度プロファイルは、Cox4-GFPの強度が、1個の細胞
についてはRSP3-NG鞭毛のものと類似しており、他については2倍超高輝度であることを示
した。
【図６Ｄ】蛍光強度標準物質としてのRSP3-NG鞭毛の適用。（C、D）ミトコンドリアへタ
ーゲティングされたCOX4-GFPを発現するかまたはサイトゾルにSis1-GFPを発現する酵母株
との、単離されたRSP3-NG鞭毛の比較。Sis1-GFPの画分はスポット（D中の赤色円）に濃縮
されていた。スポット（赤色円）の平均強度（全強度/選択された領域の面積）を、10本
のRSP3-NG鞭毛の2μmセグメントのものと比較した（青色四角）。ピーク強度の平均値を
、ヒストグラムにプロットした。
【図７】蛍光鞭毛の多様化。現在の蛍光鞭毛は、RSP3-GFPまたはRSP3-NeonGreenを発現す
る藻類株に由来する。多様化のための一つの方式は、mCherryもしくはtdTomatoなどの異
なる色の蛍光タンパク質に切り替えること；または化学反応を介してAlexa 488などの蛍
光化合物にコンジュゲートされ得るSNAPタグタンパク質に切り替えることである。現在の
DNA構築物は、タンパク質タグの容易な切り替えのために設計された。SNAPタグは、顧客
が独自の標準物質を作出することを可能にするであろう。あるいは、蛍光担体RSP3を、異
なる鞭毛タンパク質に切り替えることができる。これは、より高輝度である鞭毛を作成す
ること、または少なくとも2種を有することを可能にするであろう。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
詳細な説明
　本明細書中に開示された主題は、以下および本願全体に示されるようないくつかの定義
を使用して記載される。
【００１７】
　特記しない限り、本明細書において使用された用語は、関連技術分野の当業者による従
来の用法に従って理解されるべきである。以下に提供される用語の定義に加えて、明細書
、態様、および特許請求の範囲において使用されるように、「一つの（a）」、「一つの
（an）」、および「その（the）」という用語は、その用語が使用される前後関係に応じ
て、一つまたは複数を意味し得ることを理解すべきである。例えば、「鞭毛」という用語
は、「一つまたは複数の鞭毛」を意味すると解釈されるべきである。
【００１８】
　本明細書において使用されるように、「約」、「およそ」、「実質的に」、および「有
意に」は、当業者によって理解され、それらが使用される前後関係に応じてある程度変動
するであろう。それらが使用される前後関係があっても、当業者に明らかでないこれらの
用語の使用が存在する場合、「約」および「およそ」は、特定の用語のプラスまたはマイ
ナス≦10％を意味し、「実質的に」および「有意に」は、特定の用語のプラスまたはマイ
ナス＞10％を意味するであろう。
【００１９】
　本明細書において使用されるように、「含む（include）」および「含む（including）
」という用語は、「含む（comprise）」および「含む（comprising）」という用語と同じ
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意味を有する。「含む（comprise）」および「含む（comprising）」という用語は、特許
請求の範囲に記載された成分に加えて付加的な成分の内含を許容する「非制限的な」接続
用語であると解釈されるべきである。「なる」および「からなる」という用語は、特許請
求の範囲に記載された成分以外の付加的な成分の内含を許容しない「制限的な」接続用語
であると解釈されるべきである。「から本質的になる」という用語は、部分的に制限的で
あり、特許請求の範囲に記載された主題の性質を基本的に改変しない付加的な成分の内含
のみを可能にすると解釈されるべきである。
【００２０】
　本明細書において使用されるように、「タンパク質」、「ポリペプチド」、および「ペ
プチド」という用語は、アミド結合によって接合されたアミノ酸残基のポリマーを含む生
物学的分子をさす。「アミノ酸残基」という用語には、アラニン（AlaまたはA）、システ
イン（CysまたはC）、アスパラギン酸（AspまたはD）、グルタミン酸（GluまたはE）、フ
ェニルアラニン（PheまたはF）、グリシン（GlyまたはG）、ヒスチジン（HisまたはH）、
イソロイシン（IleまたはI）、リジン（LysまたはK）、ロイシン（LeuまたはL）、メチオ
ニン（MetまたはM）、アスパラギン（AsnまたはN）、プロリン（ProまたはP）、グルタミ
ン（GlnまたはQ）、アルギニン（ArgまたはR）、セリン（SerまたはS）、トレオニン（Th
rまたはT）、バリン（ValまたはV）、トリプトファン（TrpまたはW）、およびチロシン（
TyrまたはY）の残基からなる群に含有されるアミノ酸残基が含まれるが、これらに限定さ
れるわけではない。「アミノ酸残基」という用語には、ホモシステイン、2-アミノアジピ
ン酸、N-エチルアスパラギン、3-アミノアジピン酸、ヒドロキシリジン、βアラニン、β
アミノプロピオン酸、アロヒドロキシリジン酸、2-アミノ酪酸、3-ヒドロキシプロリン、
4-アミノ酪酸、4-ヒドロキシプロリン、ピペリジン酸、6-アミノカプロン酸、イソデスモ
シン、2-アミノヘプタン酸、アロイソロイシン、2-アミノイソ酪酸、N-メチルグリシン、
サルコシン、3-アミノイソ酪酸、N-メチルイソロイシン、2-アミノピメリン酸、6-N-メチ
ルリジン、2,4-ジアミノ酪酸、N-メチルバリン、デスモシン、ノルバリン、2,2'-ジアミ
ノピメリン酸、ノルロイシン、2,3-ジアミノプロピオン酸、オルニチン、およびN-エチル
グリシンからなる群に含有されるアミノ酸残基も含まれ得る。典型的には、ペプチドのア
ミド結合は、1個のアミノ酸の骨格のアミノ基と、もう1個のアミノ酸の骨格のカルボキシ
ル基とから形成される。
【００２１】
　本明細書において使用されるように、「タンパク質」または「ポリペプチド」とは、「
ペプチド」と比べて比較的長いアミノ酸のポリマーと定義される。タンパク質またはポリ
ペプチドは、典型的には、50アミノ酸、60アミノ酸、70アミノ酸、80アミノ酸、90アミノ
酸、または100アミノ酸を超えるアミノ酸長を有し、「ペプチド」とは、典型的には、50
アミノ酸、40アミノ酸、30アミノ酸、20アミノ酸、またはそれ未満の長さの、短いアミノ
酸のポリマーと定義される（Garrett & Grisham,Biochemistry,2nd edition,1999,Brooks
/Cole,110）。
【００２２】
　本明細書において企図されるタンパク質、ポリペプチド、またはペプチドは、非アミノ
酸モエティを含むよう、さらに修飾されてもよい。修飾には、アシル化（例えば、O-アシ
ル化（エステル）、N-アシル化（アミド）、S-アシル化（チオエステル））、アセチル化
（例えば、タンパク質のN末端またはリジン残基のいずれかにおけるアセチル基の付加）
、ホルミル化、リポイル化（例えば、C8官能基であるリポ酸の付加）、ミリストイル化（
例えば、C14飽和酸であるミリスチン酸の付加）、パルミトイル化（例えば、C16飽和酸で
あるパルミチン酸の付加）、アルキル化（例えば、リジン残基またはアルギニン残基にお
けるメチルなどのアルキル基の付加）、イソプレニル化またはプレニル化（例えば、ファ
ルネソールまたはゲラニルゲラニオールなどのイソプレノイド基の付加）、C末端におけ
るアミド化、グリコシル化（例えば、糖タンパク質をもたらす、アスパラギン、ヒドロキ
シリジン、セリン、またはトレオニンのいずれかへのグリコシル基の付加）が含まれ得る
が、これらに限定されるわけではない。糖の非酵素的付加と見なされる糖化とは別に、ポ
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リシアリル化（例えば、ポリシアル酸の付加）、グリピエーション（glypiation）（例え
ば、グリコシルホスファチジルイノシトール（GPI）アンカー形成、水酸化、（例えば、
甲状腺ホルモンの）ヨウ素化、およびリン酸化（例えば、一般的には、セリン、チロシン
、トレオニン、またはヒスチジンへのリン酸基の付加）。
【００２３】
　開示されたタンパク質、ポリペプチド、およびペプチドのバリアントも、本明細書にお
いて企図される。本明細書において使用されるように、「バリアント」とは、参照タンパ
ク質、参照ポリペプチド、または参照ペプチド分子と異なるアミノ酸配列を有するタンパ
ク質、ポリペプチド、またはペプチド分子をさす。バリアントは、参照タンパク質、参照
ポリペプチド、または参照ペプチドと比べて、アミノ酸残基の1個または複数個の挿入、
欠失、または置換を有していてよい。バリアントには、参照タンパク質、参照ポリペプチ
ド、または参照ペプチドの断片が含まれ得る。例えば、参照タンパク質、参照ポリペプチ
ド、または参照ペプチドは、SEQ ID NO:1～7のアミノ酸配列のいずれかを含むか、それか
ら本質的になるか、またはそれからなることができる。RSP3バリアント分子は、SEQ ID N
O:1として提示されるRSP3全長ポリペプチドと比べて、少なくとも1個のアミノ酸残基の1
個または複数個の挿入、欠失、または置換を有する。
【００２４】
　「欠失」とは、参照タンパク質、参照ポリペプチド、または参照ペプチドと比べて、1
個または複数個のアミノ酸残基の欠如をもたらすアミノ酸の変化をさす。欠失は、参照タ
ンパク質、参照ポリペプチド、または参照ペプチドと比べて、少なくとも1個、2個、3個
、4個、5個、10個、20個、50個、100個、200個、またはそれ以上のアミノ酸残基を除去す
る。欠失には、内部欠失または末端欠失（例えば、参照ポリペプチドのN末端短縮、C末端
短縮、もしくは両方）が含まれ得る。
【００２５】
　「断片」とは、配列は同一であるが、参照配列より長さが短いアミノ酸配列の一部分で
ある。断片には、参照配列の全長より少なくとも1アミノ酸残基短いものまでが含まれ得
る。例えば、断片は、それぞれ、参照ポリペプチドの5～1000個の連続アミノ酸残基を含
み得る。いくつかの態様において、断片は、参照ポリペプチドの少なくとも5個、10個、1
5個、20個、25個、30個、40個、50個、60個、70個、80個、90個、100個、150個、250個、
または500個の連続アミノ酸残基を含んでいてもよい。断片は、好ましくは、分子の特定
の領域から選択され得る。「少なくとも断片」という用語には、全長ポリペプチドが包含
される。断片には、全長と比べた（即ち、SEQ ID NO:1～7のいずれかと比べた）N末端短
縮、C末端短縮、または両方が含まれ得る。RSP3の断片は、RSP3の連続アミノ酸配列を含
むかまたはから本質的になることができる。
【００２６】
　「挿入」および「付加」という単語は、1個または複数個のアミノ酸残基の付加をもた
らすアミノ酸配列の変化をさす。挿入または付加とは、1個、2個、3個、4個、5個、10個
、20個、30個、40個、50個、60個、70個、80個、90個、100個、150個、200個、またはそ
れ以上のアミノ酸残基をさすことができる。
【００２７】
　融合タンパク質も本明細書において企図される。「融合タンパク質」とは、本明細書中
に開示される少なくとも1個の第1のタンパク質（例えば、RSP3またはそのバリアント）の
、本明細書中に開示される少なくとも1個の第2の異種タンパク質またはそのバリアント（
例えば、GFPまたはNG）の分子との融合によって形成されたタンパク質をさす。異種タン
パク質は、第1のタンパク質のN末端、C末端、または両端において融合していてよい。融
合タンパク質は、好ましくは、遺伝子融合によって、相互に会合した、第1のタンパク質
の少なくとも断片またはバリアントと、第2の異種タンパク質の少なくとも断片またはバ
リアントとを含む（即ち、融合タンパク質は、第1のタンパク質の全部または一部分をコ
ードするポリヌクレオチドが、第2の異種タンパク質の全部または一部分をコードするポ
リヌクレオチドとインフレームで接合されている核酸の翻訳によって生成される）。第1



(11) JP 2019-510494 A 2019.4.18

10

20

30

40

50

のタンパク質および第2の異種タンパク質は、融合タンパク質に含まれた後、各々、融合
タンパク質の「部分」、「領域」、または「モエティ」と本明細書において呼ばれる場合
がある（例えば、RSP3もしくはそのバリアントを含んでいてよい「タンパク質部分」、ま
たは蛍光タンパク質もしくはそのバリアントを含んでいてよい「第2の異種タンパク質部
分」）。
【００２８】
　「相同性」とは、二つ以上のポリペプチド配列の間の配列類似性、または交換可能に、
配列同一性をさす。相同性、配列類似性、および配列同一率は、当技術分野における方法
を使用して決定され、本明細書中に記載され得る。
【００２９】
　ポリペプチド配列に適用される「パーセント同一性」および「％同一性」という語句は
、標準化されたアルゴリズムを使用して整列化された少なくとも二つのポリペプチド配列
の間の残基マッチの割合をさす。ポリペプチド配列整列化の方法は周知である。いくつか
の整列化方法は、保存的アミノ酸置換を考慮に入れる。前記においてより詳細に説明され
たそのような保存的置換は、一般に、置換の部位における電荷および疎水性を維持し、従
って、ポリペプチドの構造（従って、機能）を保存する。アミノ酸配列のパーセント同一
性は、当技術分野において理解されるように決定され得る（例えば、その全体が参照によ
って本明細書に組み入れられる米国特許第7,396,664号を参照）。一般的に使用されてお
り、自由に利用可能な配列比較アルゴリズムのスイートは、NCBI（Bethesda,Md.）を含む
いくつかの供給元からそのウェブサイトで入手可能である、National Center for Biotec
hnology Information（NCBI）Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）（Altschul,
S.F.et al.(1990)J.Mol.Biol.215:403 410）によって提供される。BLASTソフトウェアス
イートは、既知のアミノ酸配列を多様なデータベースからの他のアミノ酸配列と整列化す
るために使用される「blastp」を含む様々な配列分析プログラムを含む。
【００３０】
　パーセント同一性は、例えば、特定のSEQ ID番号によって定義される明確なポリペプチ
ド配列の全長において測定されてもよいし、またはより短い長さにおいて、例えば、より
大きい明確なポリペプチド配列から得られた断片、例えば、少なくとも15個、少なくとも
20個、少なくとも30個、少なくとも40個、少なくとも50個、少なくとも70個、もしくは少
なくとも150個の連続残基の断片の長さにおいて測定されてもよい。そのような長さは、
例示的なものに過ぎず、本明細書、表、図面、または配列表に示された配列によってサポ
ートされる任意の断片長が、パーセント同一性を測定することができる長さを記載するた
めに使用され得る。
【００３１】
　特定のポリペプチド配列の「バリアント」とは、National Center for Biotechnology 
Informationのウェブサイトで入手可能な「BLAST 2 Sequences」ツールと共にblastpを使
用して、ポリペプチド配列のうちの一つのある長さにおいて特定のポリペプチド配列と少
なくとも50％の配列同一性を有するポリペプチド配列と定義され得る（Tatiana A.Tatuso
va,Thomas L.Madden(1999),"Blast 2 sequences - a new tool for comparing protein a
nd nucleotide sequences",FEMS Microbiol Lett.174:247-250を参照）。そのようなポリ
ペプチドの対は、例えば、ポリペプチドのうちの一つのある明確な長さにおいて、少なく
とも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なく
とも92％、少なくとも93％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なく
とも97％、少なくとも98％、または少なくとも99％、またはそれ以上の配列同一性を示し
得る。「バリアント」は、参照ポリペプチドと実質的に同じ機能的活性を有し得る。例え
ば、バリアントは、PEDFに関連する一つまたは複数の生物学的活性を示し得る。「実質的
に単離されたまたは精製された」核酸またはアミノ酸の配列が、本明細書において企図さ
れる。「実質的に単離されたまたは精製された」という用語は、天然環境から除去された
核酸またはアミノ酸の配列を意味し、天然に関連している他の成分を、少なくとも60％含
まず、好ましくは、少なくとも75％含まず、より好ましくは、少なくとも90％含まず、さ
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らに好ましくは、少なくとも95％含まない。
【００３２】
　本明細書において企図されるアミノ酸配列またはタンパク質、ポリペプチド、およびペ
プチドは、参照アミノ酸配列に対する保存的アミノ酸置換を含んでいてよい。例えば、バ
リアント、変異体、もしくは誘導体ペプチドは、参照分子に対する保存的アミノ酸置換を
含んでいてよい。「保存的アミノ酸置換」とは、参照ポリペプチドの特性に最小に干渉す
ると予測される、あるアミノ酸の異なるアミノ酸との置換である置換である。換言すると
、保存的アミノ酸置換は、参照ポリペプチドの構造および機能を実質的に保存する。以下
の表は、本明細書において企図される例示的な保存的アミノ酸置換のリストを提供する。

【００３３】
　保存的アミノ酸置換は、一般に、（a）例えば、βシートもしくはαヘリックスコンフ
ォメーションとしての、置換の区域におけるポリペプチド骨格の構造、（b）置換の部位
における分子の電荷もしくは疎水性、および/または（c）側鎖のかさを維持する。
【００３４】
　開示されたタンパク質、ポリペプチド、ペプチド、またはそれらのバリアントは、参照
ポリペプチドによって示される一つまたは複数の機能的または生物学的な活性（例えば、
RSP3によって示される一つまたは複数の機能的または生物学的な活性）を有し得る。例え
ば、断片などのバリアントタンパク質は、RSP3、GFP、またはNGなどの参照タンパク質に
関連した一つまたは複数の生物学的活性を示し得る。RSP3のバリアントは、ダイマー形成
ならびに微小管および軸糸との会合を含むが、これらに限定されるわけではない、RSP3に
関連した一つまたは複数の生物学的活性を示し得る。
【００３５】
　ポリヌクレオチド、例えば、本明細書中に開示されるポリペプチドおよびタンパク質を
コードするポリヌクレオチド配列（例えば、SEQ ID NO:1～7のいずれかのアミノ酸配列を
有するポリペプチドをコードするDNA、またはSEQ ID NO:1～7のいずれかと少なくとも約2
0％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％、もしくは9
9％の配列同一性を有するアミノ酸配列を有するポリペプチドバリアントをコードするDNA
）も、本明細書中に開示される。
【００３６】
　「ポリヌクレオチド」、「ポリヌクレオチド配列」、「核酸」、および「核酸配列」と
いう用語は、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレオチド（これらの用語は交
換可能に使用され得る）、またはそれらの断片をさす。これらの語句は、（一本鎖であっ
てもよいしまたは二本鎖であってもよく、センス鎖を表してもよいしまたはアンチセンス
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鎖を表してもよい）ゲノム起源、天然起源、または合成起源のDNAまたはRNAもさす。
【００３７】
　ポリヌクレオチド配列に関して、「パーセント同一性」および「％同一性」という用語
は、標準化されたアルゴリズムを使用して整列化された少なくとも二つのポリヌクレオチ
ド配列の間の残基マッチの割合をさす。そのようなアルゴリズムは、二つの配列の間の整
列化を最適化し、従って、二つの配列のより有意義な比較を達成するため、標準化された
再現可能な方式で、比較される配列にギャップを挿入することができる。核酸配列のパー
セント同一性は、当技術分野において理解されるように決定され得る（例えば、その全体
が参照によって本明細書に組み入れられる米国特許第7,396,664号を参照）。一般的に使
用されており自由に利用可能な配列比較アルゴリズムのスイートは、NCBI（Bethesda,Md.
）を含むいくつかの供給元からそのウェブサイトで入手可能である、National Center fo
r Biotechnology Information（NCBI）Basic Local Alignment Search Tool（BLAST）に
よって提供される。BLASTソフトウェアスイートは、既知のポリヌクレオチド配列を、多
様なデータベースからの他のポリヌクレオチド配列と整列化するために使用される「blas
tn」を含む様々な配列分析プログラムを含む。二つのヌクレオチド配列の直接的な対比較
のために使用される「BLAST 2 Sequences」と呼ばれるツールも、利用可能である。「BLA
ST 2 Sequences」は、NCBIウェブサイトにおいてアクセスされ、インタラクティブに使用
され得る。「BLAST 2 Sequences」ツールは、blastnおよびblastp（前述）の両方のため
に使用され得る。
【００３８】
　ポリヌクレオチド配列に関して、パーセント同一性は、例えば、特定のSEQ ID番号によ
って定義される明確なポリヌクレオチド配列の全長において測定されてもよいし、または
、より短い長さにおいて、例えば、より大きい明確な配列から得られた断片、例えば、少
なくとも20個、少なくとも30個、少なくとも40個、少なくとも50個、少なくとも70個、少
なくとも100個、もしくは少なくとも200個の連続ヌクレオチドの断片の長さにおいて測定
されてもよい。そのような長さは、例示的なものに過ぎず、本明細書、表、図面、または
配列表に示された配列によってサポートされる任意の断片長が、パーセント同一性を測定
することができる長さを記載するために使用され得ることが理解される。
【００３９】
　ポリヌクレオチド配列に関して、「バリアント」、「変異体」、または「誘導体」とは
、National Center for Biotechnology Informationのウェブサイトで入手可能な「BLAST
 2 Sequences」ツールと共にblastnを使用して、核酸配列のうちの一つのある長さにおい
て特定の核酸配列と少なくとも50％の配列同一性を有する核酸配列と定義され得る（Tati
ana A.Tatusova,Thomas L.Madden(1999),"Blast 2 sequences - a new tool for compari
ng protein and nucleotide sequences",FEMS Microbiol Lett.174:247-250を参照）。そ
のような核酸の対は、ある明確な長さにおいて、例えば、少なくとも20％、少なくとも30
％、少なくとも40％、少なくとも50％、少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80
％、少なくとも85％、少なくとも90％、少なくとも91％、少なくとも92％、少なくとも93
％、少なくとも94％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98
％、または少なくとも99％、またはそれ以上の配列同一性を示し得る。
【００４０】
　複数のコドンが単一のアミノ酸をコードし得る遺伝暗号の縮重のため、高度の同一性を
示さない核酸配列であっても、類似のアミノ酸配列をコードする場合がある。全て実質的
に同じタンパク質をコードする複数の核酸配列を作製するため、この縮重を使用して、核
酸配列を変化させ得ることが理解される。例えば、本明細書において企図されるポリヌク
レオチド配列は、タンパク質をコードすることができ、特定の宿主における発現のために
コドン最適化され得る。当技術分野において、ヒト、マウス、ラット、ブタ、大腸菌、植
物、およびその他の宿主細胞を含む多数の宿主生物について、コドン使用頻度表が準備さ
れている。
【００４１】
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　「組換え核酸」は、天然に存在しない配列であるか、またはそうでなければ分離されて
いる2個以上の配列のセグメントの人工的な組み合わせによって作成される配列を有する
。この人工的な組み合わせは、しばしば、化学合成によって達成され、より一般的には、
核酸の単離されたセグメントの人工的操作によって、例えば、当技術分野において公知の
遺伝子加工技術によって達成される。組換えという用語には、核酸の一部分の付加、置換
、または欠失によってのみ改変された核酸が含まれる。組換え核酸は、プロモーター配列
に機能的に連結された核酸配列を含むことが多い。そのような組換え核酸は、例えば、細
胞を形質転換するために使用されるベクターの一部であり得る。
【００４２】
　本明細書中に開示された核酸は、「実質的に単離されたまたは精製された」ものであり
得る。「実質的に単離されたまたは精製された」という用語は、天然環境から除去されて
おり、天然に関連している他の成分を少なくとも60％含まず、好ましくは、少なくとも75
％含まず、より好ましくは、少なくとも90％含まず、さらに好ましくは、少なくとも95％
含まない核酸をさす。
【００４３】
　「形質転換」または「トランスフェクトされた」とは、外来性の核酸（例えば、DNAま
たはRNA）がレシピエント細胞へ導入される過程を記載する。形質転換またはトランスフ
ェクションは、当技術分野において周知の様々な方法に従って、天然または人工の条件の
下で行われてよく、原核宿主細胞または真核宿主細胞への外来核酸配列の挿入の任意の公
知の方法によることができる。形質転換またはトランスフェクションの方法は、形質転換
される宿主細胞のタイプに基づき選択され、バクテリオファージまたはウイルス感染また
は非ウイルス送達を含み得るが、これらに限定されるわけではない。核酸の非ウイルス送
達の方法には、リポフェクション、ヌクレオフェクション、微量注入、電気穿孔、熱ショ
ック、粒子衝撃、遺伝子銃、ビロソーム、リポソーム、イムノリポソーム、ポリカチオン
、または脂質:核酸コンジュゲート、裸のDNA、人工ビリオン、およびDNA取り込みの薬剤
による増強が含まれる。リポフェクションは、例えば、米国特許第5,049,386号、第4,946
,787号；および第4,897,355号に記載されており、リポフェクション試薬は、市販されて
いる（例えば、Transfectam（商標）およびLipofectin（商標））。ポリヌクレオチドの
効率的な受容体認識リポフェクションのために適切なカチオン性および中性の脂質には、
Feigner、WO91/17424；WO91/16024のものが含まれる。送達は、細胞になされてもよいし
（例えば、インビトロ投与もしくはエクスビボ投与）、または標的組織になされてもよい
（例えば、インビボ投与）。「形質転換された細胞」または「トランスフェクトされた細
胞」という用語には、挿入されたDNAが自律複製性プラスミドまたは宿主染色体の一部の
いずれかとして複製可能である、安定的に形質転換されたまたはトランスフェクトされた
細胞が含まれ、限定された期間、挿入されたDNAまたはRNAを発現する、一過性に形質転換
されたまたはトランスフェクトされた細胞も含まれる。
【００４４】
　本明細書において企図されるポリヌクレオチド配列は、発現ベクター内に存在してもよ
い。例えば、ベクターは、（a）タンパク質のORFをコードするポリヌクレオチド；（b）
標的DNA配列のRNAによって媒介される結合、ニッキング、および/または切断を指図するR
NAを発現するポリヌクレオチド；ならびに（a）および（b）の両方を含み得る。ベクター
内に存在するポリヌクレオチドは、原核生物または真核生物のプロモーターに機能的に連
結されていてよい。「機能的に連結された」とは、第1の核酸配列が第2の核酸配列と機能
的な関係に置かれている状況をさす。例えば、プロモーターがコード配列の転写または発
現に影響する場合、そのプロモーターはそのコード配列に機能的に連結されている。機能
的に連結されたDNA配列は、近接または隣接していてよく、二つのタンパク質コード領域
を接合する必要がある場合、同じリーディングフレーム内にあってよい。本明細書におい
て企図されるベクターは、タンパク質をコードするポリヌクレオチドに機能的に連結され
た異種プロモーター（例えば、真核生物または原核生物のプロモーター）を含み得る。「
異種プロモーター」とは、発現されるタンパク質またはRNAのためのネイティブまたは内
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在性のプロモーターではないプロモーターをさす。
【００４５】
　本明細書において使用されるように、「発現」とは、ポリヌクレオチドが、DNA鋳型か
ら（例えば、mRNAもしくはその他のRNA転写物へ）転写される過程、および/または転写さ
れたmRNAが、その後、ペプチド、ポリペプチド、もしくはタンパク質へ翻訳される過程を
さす。転写物およびコードされたポリペプチドは、集合的に「遺伝子産物」と呼ばれ得る
。ポリヌクレオチドがゲノムDNAに由来する場合、発現には、真核細胞におけるmRNAのス
プライシングが含まれ得る。
【００４６】
　「ベクター」という用語は、核酸（例えば、DNA）を宿主生物または宿主組織に導入す
ることができる手段をさす。プラスミドベクター、バクテリオファージベクター、コスミ
ドベクター、細菌ベクター、およびウイルスベクターを含む様々なタイプのベクターが存
在する。本明細書において使用されるように、「ベクター」とは、異種ポリペプチド（例
えば、本明細書中に開示された融合タンパク質）を発現するよう加工された組換え核酸を
さすことができる。組換え核酸は、典型的には、異種ポリペプチドの発現のためのシス作
用性要素を含む。
【００４７】
　真核細胞における発現のために使用される従来のベクターのいずれかを、DNAを対象へ
直接導入するために使用することができる。真核生物ウイルス由来の制御要素を含有して
いる発現ベクターは、真核生物発現ベクターにおいて使用され得る（例えば、SV40、CMV
、またはレトロウイルスのプロモーターまたはエンハンサーを含有しているベクター）。
例示的なベクターには、SV40初期プロモーター、SV40後期プロモーター、メタロチオネイ
ンプロモーター、ヒトサイトメガロウイルスプロモーター、マウス乳癌ウイルスプロモー
ター、およびラウス肉腫ウイルスプロモーターなどのプロモーターの指図の下でタンパク
質を発現するものが含まれる。本明細書において企図される発現ベクターは、異種タンパ
ク質（例えば、本明細書中に開示された融合タンパク質）の発現をモジュレートする真核
生物または原核生物の調節配列を含んでいてよい。原核生物発現調節配列には、構成性も
しくは誘導性のプロモーター（例えば、T3、T7、Lac、trp、もしくはphoA）、リボソーム
結合部位、または転写ターミネーターが含まれ得る。
【００４８】
　本明細書において企図されるベクターを、原核生物へ導入し、繁殖させ、それを、真核
細胞へ導入されるベクターのコピーを増幅するため、または真核細胞へ導入されるベクタ
ーの作製における中間ベクターとして使用することができる（例えば、ウイルスベクター
パッケージング系の一部としてのプラスミドの増幅）。原核生物は、ベクターのコピーを
増幅し、1種または複数種の核酸を発現させるため、例えば、宿主細胞または宿主生物へ
の送達のための1種または複数種のタンパク質の起源を提供するため、使用され得る。原
核生物におけるタンパク質の発現は、タンパク質またはタンパク質を含む融合タンパク質
またはそれらの断片のいずれかの発現を指図する構成性または誘導性のプロモーターを含
有しているベクターを含む大腸菌を使用して実施され得る。融合ベクターは、そこにコー
ドされたタンパク質に、例えば、組換えタンパク質のアミノ末端に、多数のアミノ酸を付
加する。そのような融合ベクターは、一つまたは複数の目的のため、例えば、（i）組換
えタンパク質の発現を増加させるため；（ii）組換えタンパク質の溶解度を増加させるた
め、（iii）アフィニティ精製におけるリガンド（例えば、Hisタグ）として作用すること
によって組換えタンパク質の精製を補助するため；（iv）（例えば、緑色蛍光タンパク質
（GFP）または標識された抗体によって認識され得る抗原（例えば、HA）などの）同定の
ためのタグを組換えタンパク質に付加するため；（v）細胞の特定の区域への組換えタン
パク質の局在化を促進するため（例えば、SV40のNLSを含み得る核移行シグナル（NLS）、
ヌクレオプラスミン、C-myc、hnRNP A1のM9ドメイン、または合成NLSに（例えば、N末端
またはC末端で）タンパク質が融合している場合）役立ち得る。NLSにおける中性アミノ酸
および酸性アミノ酸の重要性が研究されている（Makkerh et al.(1996)Curr Biol 6(8):1
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025-1027を参照）。しばしば、融合発現ベクターにおいては、融合タンパク質の精製後の
組換えタンパク質の融合モエティからの分離を可能にするため、融合モエティと組換えタ
ンパク質との接合部にタンパク質切断部位が導入される。そのような酵素およびそれらの
同族認識配列には、第Xa因子、トロンビン、およびエンテロキナーゼが含まれる。
【００４９】
例示的な態様
　以下の態様は、例示的なものであって、特許請求の範囲に記載される本発明の範囲を限
定するものと解釈されるべきではない。
【００５０】
　蛍光マーカーが開示される。開示された蛍光マーカーは、蛍光標識された試料を定量化
するか、または蛍光標識された試料を他の方法で査定するため、蛍光顕微鏡法において利
用され得る。
【００５１】
　開示された蛍光マーカーは、典型的には、管状または円柱状の生物学的構造を含む。典
型的には、蛍光マーカーの生物学的構造は、蛍光顕微鏡法において使用するために適切で
あるような寸法を有する。いくつかの態様において、生物学的構造は、約2mm未満、約1mm
未満、約0.5mm未満、約0.2mm未満、約0.1mm未満、約0.05mm未満、約0.02mm未満、約0.01m
m未満、約0.005mm未満、約0.002mm未満、もしくはそれ未満の長さを有し；かつ/または生
物学的構造は、約0.001mm超、約0.002mm超、約0.005mm超、約0.01mm超、約0.02mm超、約0
.05mm超、約0.1mm超、約0.2mm超、約0.5mm超、もしくは約1mm超の長さを有するか；また
は生物学的構造は、これらの値のいずれかの二つによって囲まれた範囲内の長さを有して
いてよい。蛍光マーカーの生物学的構造は、典型的には、直径（D）より有意に大きい長
さ（L）を有し、例えば、比L/Dは、典型的には、約5超、約10超、約20超、約30超、約40
超、約50超、約100超、約200超、約500超、約1000超、もしくはそれ以上であるか、また
は比L/Dは、これらの値のいずれかの二つによって囲まれた範囲内である。マーカーの生
物学的構造は、典型的には、約1000nm未満、約500nm未満、約400nm未満、約300nm未満、
約200nm未満、約100nm未満、約50nm未満、約40nm未満、約30nm未満、約20nm未満、約10nm
未満の直径を有し；かつ/または生物学的構造は、約0.5nm超、約1nm超、約5nm超、もしく
はそれ以上の直径を有するか：または生物学的構造は、これらの値のいずれかの二つによ
って囲まれた範囲内、例えば、20～30nmもしくは100～400nmの長さを有していてよい。
【００５２】
　いくつかの態様において、生物学的構造は、微小管、または、ダブレット微小管、軸糸
、もしくは鞭毛、例えば、真核生物の鞭毛などの、微小管を含むマクロ構造である。開示
された蛍光マーカーにおいて、微小管の寸法は変動し得るが、典型的には、開示されたマ
ーカーの微小管は、約100nm未満、約50nm未満、約40nm未満、約30nm未満、約20nm未満、
もしくは約10nm未満の外径を有し：かつ/または微小管は、約1nm超、約5nm超、約10nm超
、約20nm超、約30nm超、約40nm超、もしくは約50nm超の外径を有するか；または微小管は
、これらの値のいずれかの二つによって囲まれた範囲内、例えば、20～30nm、もしくはお
よそ24nmの外径を有する。開示された蛍光マーカーにおいて、微小管は、典型的には、約
0.001mm超、約0.002mm超、約0.005mm超、約0.01mm超、約0.02mm超、約0.05mm超、約0.1mm
超、約0.2mm超、約0.5mm超、もしくは約1mm超の長さを有し；かつ/または微小管は、約2m
m未満、約1mm未満、約0.5mm未満、約0.2mm未満、約0.1mm未満、約0.05mm未満、約0.02mm
未満、約0.01mm未満、約0.005mm未満、もしくは約0.002mm未満の長さを有していてよく；
または微小管は、これらの値のいずれかの二つによって囲まれた範囲内の長さを有してい
てよい。
【００５３】
　いくつかの態様において、生物学的構造は、当技術分野において公知のA微小管およびB
微小管を含むダブレット微小管である。開示された蛍光マーカーにおいて、ダブレット微
小管の寸法は変動し得るが、典型的には、開示されたマーカーのダブレット微小管は、約
100nm未満、約50nm未満、約40nm未満、約30nm未満、約20nm未満、もしくは約10nm未満の
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平均有効外径を有し；かつ/または微小管は、約1nm超、約5nm超、約10nm超、約20nm超、
約30nm超、約40nm超、もしくは約50nm超の外径を有するか；またはダブレット微小管は、
これらの値のいずれかの二つによって囲まれた範囲内、例えば、20～30nm、もしくはおよ
そ24nmの平均有効外径を有する。開示された蛍光マーカーにおいて、ダブレット微小管は
、典型的には、約0.001mm超、約0.002mm超、約0.005mm超、約0.01mm超、約0.02mm超、約0
.05mm超、約0.1mm超、約0.2mm超、約0.5mm超、もしくは約1mm超の長さを有し；かつ/また
はダブレット微小管は、約2mm未満、約1mm未満、約0.5mm未満、約0.2mm未満、約0.1mm未
満、約0.05mm未満、約0.02mm未満、約0.01mm未満、約0.005mm未満、もしくは約0.002mm未
満の長さを有していてよく；または微小管は、これらの値のいずれかの二つによって囲ま
れた範囲内の長さを有していてよい。
【００５４】
　いくつかの態様において、生物学的構造は、軸糸、または軸糸を含む鞭毛（例えば、細
胞膜に囲まれた軸糸）である。軸糸は、当技術分野において公知の微小管およびダブレッ
ト微小管の9+2構成を含む。開示された蛍光マーカーにおいて、軸糸または鞭毛の寸法は
変動し得るが、典型的には、軸糸もしくは鞭毛は、約100nm超、約150nm超、約200nm超、
約250nm超、約300nm超、約350nm超、約400nm超、約450nm超、もしくは約500nm超の直径を
有し；かつ/または軸糸もしくは鞭毛は、約500nm未満、約450nm未満、約400nm未満、約35
0nm未満、約300nm未満、約250nm未満、約200nm未満、約150nm未満、もしくは約100nm未満
の直径を有するか；または軸糸もしくは鞭毛は、これらの値のいずれかの二つによって囲
まれた範囲内、例えば、100～400nm、もしくは約250nmの直径を有する。開示された蛍光
マーカーにおいて、軸糸もしくは鞭毛は、典型的には、約0.001mm超、約0.002mm超、約0.
005mm超、約0.01mm超、約0.02mm超、約0.05mm超、約0.1mm超、約0.2mm超、約0.5mm超、も
しくは約1mm超の長さを有し；かつ/または軸糸もしくは鞭毛は、約2mm未満、約1mm未満、
約0.5mm未満、約0.2mm未満、約0.1mm未満、約0.05mm未満、約0.02mm未満、約0.01mm未満
、約0.005mm未満、もしくは約0.002mm未満の長さを有していてよく；または軸糸もしくは
鞭毛は、これらの値のいずれかの二つによって囲まれた範囲内の長さを有していてよい。
【００５５】
　開示された蛍光マーカーの生物学的構造は、典型的には、複数コピーの少なくとも1種
の構造タンパク質（SP）によって形成される。例えば、複数コピーの構造タンパク質は、
非共有結合的に相互に会合するかまたは集合して、生物学的構造を形成していてよい。い
くつかの態様において、複数コピーの構造タンパク質は、（例えば、ヘリックスの1ター
ン当たり13コピーの構造タンパク質を有する）らせん状のコンフォメーションへと集合す
る。適切な構造タンパク質には、αチューブリン、βチューブリン、またはヘテロダイマ
ーのようなそれらの組み合わせ、などのチューブリンタンパク質が含まれ得る。構造タン
パク質は、集合して、微小管またはダブレット微小管を形成していてよい。従って、生物
学的構造には、微小管もしくはダブレット微小管、または微小管およびダブレット微小管
の9+2構成を有する軸糸、もしくは軸糸を含む鞭毛（例えば、細胞膜に囲まれた軸糸）な
どの、1個もしくは複数個の微小管もしくはダブレット微小管を含むマクロ構造が含まれ
得る。
【００５６】
　蛍光マーカーの生物学的構造は、複数コピーの蛍光標識されたタンパク質（FP）を含む
。蛍光タンパク質は、生物学的構造の長さに沿って規則的に点在しており、従って、蛍光
タンパク質は、生物学的構造において周期性を示すと言うことができる。例えば、生物学
的構造は、生物学的構造の単位長さ当たり（例えば、生物学的構造の長さおよそ100nm当
たり、96nm当たり）2個、4個、6個、8個、10個、12個、14個、16個、18個、20個、22個、
24個、26個、28個、30個、32個、34個、36個、38個、40個、42個、44個、46個、48個、50
個、52個、54個、56個、58個、60個、62個、64個、66個、68個、70個、72個、74個、76個
、78個、80個、82個、84個、86個、88個、90個、92個、94個、96個、98個、100個、102個
、104個、106個、108個、110個、112個、114個、116個、118個、120個、122個、124個、1
26個、128個、130個、132個、134個、136個、138個、140個、142個、144個、146個、148
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個、150個、152個、154個、156個、158個、160個、162個、164個、166個、168個、170個
、172個、174個、176個、178個、180個、182個、184個、186個、188個、190個、192個、1
94個、196個、198個、もしくは200個の蛍光タンパク質より選択される任意の数の蛍光タ
ンパク質を含むか、それから本質的になるか、もしくはそれからなっていてもよいし、ま
たは生物学的構造は、生物学的構造の単位長さ当たり、これらの値のいずれかの二つによ
って囲まれた範囲内の任意の数の蛍光タンパク質を含むか、それから本質的になるか、も
しくはそれからなっていてもよい。例えば、いくつかの態様において、生物学的構造は、
（例えば、生物学的構造が微小管である場合）生物学的構造の長さ96nm当たり、およそ2
個の蛍光タンパク質を有していてよく、または生物学的構造は、（例えば、生物学的構造
がダブレット微小管である場合）生物学的構造の長さ96nm当たりおよそ4個の蛍光タンパ
ク質を有していてよく、または生物学的構造は、（例えば、生物学的構造が軸糸である場
合）生物学的構造の長さ96nm当たりおよそ36個の蛍光タンパク質を有していてよい。蛍光
タンパク質は、生物学的構造の長さに沿って規則的に点在しているため、生物学的構造は
、生物学的構造の単位長さ当たりの蛍光タンパク質の既知の化学量論を有し、生物学的構
造の長さを測定することによって、構造内に存在する蛍光タンパク質の数を推定すること
ができる。
【００５７】
　蛍光標識されたタンパク質は、蛍光タンパク質部分と、生物学的構造へと会合または集
合する部分とを含む融合タンパク質を含むか、それから本質的になるか、またはそれから
なることができる。生物学的構造へと会合または集合する融合タンパク質の部分は、融合
タンパク質のアンカー部分とも呼ばれ、このアンカー部分は、蛍光タンパク質部分を生物
学的構造にアンカリングする。蛍光タンパク質部分は、アンカー部分のN末端、C末端、ま
たは任意の位置に融合していてよいが、典型的には、蛍光タンパク質部分は、直接、また
は約10アミノ酸未満、9アミノ酸未満、8アミノ酸未満、7アミノ酸未満、6アミノ酸未満、
5アミノ酸未満、4アミノ酸未満、3アミノ酸未満、2アミノ酸未満、もしくは1アミノ酸未
満のアミノ酸リンカーを介して、アンカー部分のC末端に融合している。
【００５８】
　例えば、融合タンパク質のアンカー部分として、生物学的構造の融合タンパク質のため
に適切なタンパク質またはそのバリアントには、微小管、ダブレット微小管、または軸糸
の長さに沿って規則的に点在しているタンパク質が含まれ得るが、これらに限定されるわ
けではない。いくつかの態様において、例えば、生物学的構造が、微小管、または軸糸も
しくは鞭毛などの微小管およびダブレット微小管を含むマクロ構造である場合、生物学的
構造は、微小管と会合したラジアルスポークタンパク質（RS）もしくはそのバリアントの
融合タンパク質を含む。適切なRSタンパク質には、ラジアルスポークタンパク質3が含ま
れ得る。コナミドリムシ（Chlamydomonas reinhardtii）のRSP3のアミノ酸配列は、SEQ I
D NO:1として提供される。従って、融合タンパク質のために適切なタンパク質には、SEQ 
ID NO:1のアミノ酸配列、または少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％、96
％、97％、98％、もしくは99％の配列同一性を示すそのバリアントが含まれ得、好ましく
は、タンパク質またはバリアントは、生物学的構造へと会合または集合する。
【００５９】
　蛍光マーカーのために適切な他のタンパク質には、鞭毛関連タンパク質20（FAP20）な
どの鞭毛関連タンパク質が含まれ得る（例えば、コナミドリムシFAP20の配列は、SEQ ID 
NO:8として提供される）。例えば、FAP20は、ふさわしい鞭毛タンパク質担体であり（Yan
agisawa et al.,2014）、RSP3より多く存在する可能性が高い。（例えば、以下の実施例
セクションに記載されるクラミドモナスの株において）FAP20-NGおよびFAP20-mCherryな
どの融合タンパク質を作出するため、FAP20を利用することができる。FAP20は、RSP3より
多く鞭毛中に存在するため、FAP20-NG鞭毛は、RSP3-NG鞭毛より高輝度である可能性があ
る。FAP20-mCherryも、赤色蛍光標準物質を提供することができる。（例えば、クラミド
モナスなどの）生物のFAP20-mCherry株をRSP3-NG株と交配して、二重変異体を作出するこ
とができる。RSP3-NGおよびFAP20-mCherryの両方を有する二重タグ付き鞭毛は、二重標識
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試料のための標準物質として役立つであろう。もう一つの生成物は、下記のRSP3-SNAPタ
グ-グアニン-Alexa488鞭毛へ変換され得るRSP3-SNAPタグ鞭毛である（例えば、融合タン
パク質がアダプター部分を含む場合）。他の適切な担体には、ラジアルスポークのサブユ
ニット（Oda et al.,2014）、ダイニンモーター（Hom et al.,2012）、中心対装置（Teve
s et al.,2016）、および軸糸内の微小管関連複合体（例えば、King and Patel-King,201
5；Norrander et al.,2000）が含まれるが、これらに限定されるわけではない。テトラヒ
メナ（Tetrahymena）およびゾウリムシ（Paramecium）などの他の線毛生物において、類
似の戦略を再現することができる。
【００６０】
　例えば、融合タンパク質の蛍光タンパク質部分として、生物学的構造の融合タンパク質
のために適切なタンパク質またはそのバリアントには、緑色蛍光タンパク質（GFP）、高
感度緑色蛍光タンパク質（EGFP）、mNeonGreenタンパク質（NG）、高感度青色蛍光タンパ
ク質（EBFP）、mCherry蛍光タンパク質、tdTomato蛍光タンパク質、高感度シアン蛍光タ
ンパク質（ECFP）、Midoriishi-Cyan1タンパク質、AmCyan1タンパク質、Azami-Greenタン
パク質、mAzami-Green1タンパク質、ZsGreen1、高感度黄色蛍光タンパク質（EYFP）、Ven
usタンパク質、ZsYellowタンパク質、Kusabira-Orange1タンパク質、およびmKusabira-Or
ange1タンパク質が含まれ得るが、これらに限定されるわけではない（内容全体が参照に
よって本明細書に組み入れられるSuzuki et al.,"Recent Advanced in Fluorescent Labe
ling Techniques for Fluorescence Microscopy,Acta Histochem.Cytochem.40(5):131-13
7,2007を参照）。GFPのアミノ酸配列は、SEQ ID NO:2として提供され、NGのアミノ酸配列
は、SEQ ID NO:3として提供される。従って、融合タンパク質のために適切なタンパク質
には、SEQ ID NO:2もしくはSEQ ID NO:3、または少なくとも約50％、60％、70％、80％、
90％、95％、96％、97％、98％、もしくは99％の配列同一性を示すそれらのバリアントの
アミノ酸配列が含まれ得、好ましくは、タンパク質またはバリアントは、生物学的構造へ
と会合または集合する。
【００６１】
　例示的な融合タンパク質には、GFP、NG、またはそれらのバリアントなどの蛍光タンパ
ク質のアミノ酸配列のC末端に融合した、RSP3（例えば、コナミドリムシのRSP3またはそ
のバリアント）のアミノ酸配列を含む融合タンパク質が含まれ得る。いくつかの態様にお
いて、融合タンパク質は、SEQ ID NO:4もしくはSEQ ID NO:5、またはSEQ ID NO:4もしく
はSEQ ID NO:5と少なくとも約50％、60％、70％、80％、90％、95％、96％、97％、98％
、もしくは99％の配列同一性を有するそれらのバリアントのアミノ酸配列を含む。
【００６２】
　示されるように、本明細書中に開示された融合タンパク質は、蛍光タンパク質またはそ
のバリアントのアミノ酸配列に融合した、微小管に関連したラジアルスポークタンパク質
（RSP）またはそのバリアントのアミノ酸配列を含んでいてよい。いくつかの態様におい
て、蛍光タンパク質のアミノ酸配列は、RSPのアミノ酸配列のC末端に融合している。適切
なRSPには、ラジアルスポークタンパク質3（RSP3）が含まれ得るが、これに限定されるわ
けではない。適切な蛍光タンパク質には、GFP、EGFP、NG、EBFP、ECFP、Midoriishi-Cyan
1タンパク質、AmCyan1タンパク質、Azami-Greenタンパク質、mAzami-Green1タンパク質、
ZsGreen1、EYFP、Venusタンパク質、ZsYellowタンパク質、Kusabira-Orange1タンパク質
、およびmKusabira-Orange1タンパク質が含まれ得るが、これらに限定されるわけではな
い。
【００６３】
　いくつかの態様において、開示された融合タンパク質は、蛍光タンパク質ではなく非タ
ンパク質フルオロフォアを含み得る、蛍光標識としてのフルオロフォアに結合するための
アダプタータンパク質（またはアダプターの一部分（即ち、「アダプター部分」））のア
ミノ酸配列に融合した、微小管に関連したラジアルスポークタンパク質（RSP）またはそ
のバリアントのアミノ酸配列を含んでいてもよい。例えば、開示された融合タンパク質は
、アダプター部分に融合したアンカー部分を含んでいてよく、融合タンパク質のアダプタ
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ー部分がフルオロフォア標識に結合する。適切なアダプタータンパク質には、非タンパク
質フルオロフォア標識を含み得る、ストレプトアビジンがコンジュゲートされているフル
オロフォア標識に結合するビオチン化ポリペプチドが含まれ得る。従って、開示された蛍
光標識された融合タンパク質は、ストレプトアビジンがコンジュゲートされているフルオ
ロフォア標識に結合するビオチン化アダプターポリペプチドに融合したアンカー部分を含
んでいてよい。アダプタータンパク質の例には、AviTagまたはビオチンカルボキシルキャ
リアタンパク質（BCCP）などのビオチン化ポリペプチドおよびSNAPタグ（New England Bi
oLabsより入手可能）が含まれ得るが、これらに限定されるわけではない。融合タンパク
質の15アミノ酸AviTagまたは9kD BCCPの部分は、BirA酵素を使用して、インビボまたはイ
ンビトロでビオチン化され得る。精製された融合タンパク質、または融合タンパク質を含
む精製された生物学的構造（例えば、ビオチン化鞭毛）は、インビトロで、ストレプトア
ビジンがコンジュゲートされている蛍光を発する化合物と共にインキュベートされ得る。
SNAPタグは、フルオロフォアのベンジルグアニン（BG）誘導体と特異的かつ迅速に反応し
、BGフルオロフォアによるSNAPタグの不可逆的な共有結合性の標識をもたらす、DNA修復
タンパク質O6-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼの20kDa変異体である（
図7を参照）。
【００６４】
　従って、融合タンパク質のいくつかの態様において、蛍光タンパク質部分は、蛍光標識
としてのフルオロフォアに共有結合的または非共有結合的に結合するアダプタータンパク
質部分により交換される。適切なフルオロフォアには、1,5 IAEDANS；1,8-ANS；4-メチル
ウンベリフェロン；5-カルボキシ-2,7-ジクロロフルオレセイン；5-カルボキシフルオレ
セイン（5-FAM）；5-カルボキシテトラメチルローダミン（5-TAMRA）；5-FAM（5-カルボ
キシフルオレセイン）；5-HAT（ヒドロキシトリプタミン）；5-ヒドロキシトリプタミン
（HAT）；5-ROX（カルボキシ-X-ローダミン）；5-TAMRA（5-カルボキシテトラメチルロー
ダミン）；6-カルボキシローダミン6G；6-CR 6G；6-JOE；7-アミノ-4-メチルクマリン；7
-アミノアクチノマイシンD（7-AAD）；7-ヒドロキシ-4-メチルクマリン；9-アミノ-6-ク
ロロ-2-メトキシアクリジン；ABQ；酸性フクシン；ACMA（9-アミノ-6-クロロ-2-メトキシ
アクリジン）；アクリジンオレンジ；アクリジンレッド；アクリジンイエロー；アクリフ
ラビン；アクリフラビンフォイルゲン（Feulgen）SITSA；Alexa Fluor 350（商標）；Ale
xa Fluor 430（商標）；Alexa Fluor 488（商標）；Alexa Fluor 532（商標）；Alexa Fl
uor 546（商標）；Alexa Fluor 568（商標）；Alexa Fluor 594（商標）；Alexa Fluor 6
33（商標）；Alexa Fluor 647（商標）；Alexa Fluor 660（商標）；Alexa Fluor 680（
商標）；アリザリンコンプレキソン；アリザリンレッド；アロフィコシアニン（APC）；A
MC；AMCA-S；AMCA（アミノメチルクマリン）；AMCA-X；アミノアクチノマイシンD；アミ
ノクマリン；アミノメチルクマリン（AMCA）；アニリンブルー；ステアリン酸アンスロシ
ル（Anthrocyl）；APC（アロフィコシアニン）；APC-Cy7；APTS；アストラゾンブリリア
ントレッド4G；アストラゾンオレンジR；アストラゾンレッド6B；アストラゾンイエロー7
 GLL；アタブリン（Atabrine）；ATTO-TAG（商標）CBQCA；ATTO-TAG（商標）FQ；オーラ
ミン；オーロホスフィン（Aurophosphine）G；オーロホスフィン；BAO 9（ビスアミノフ
ェニルオキサジアゾール）；ベルベリン硫酸塩；βラクタマーゼ；ビマン（Bimane）；ビ
スベンズアミド；ビスベンズイミド（ヘキスト）；ブランコホル（Blancophor）FFG；ブ
ランコホルSV；BOBO（商標）-1；BOBO（商標）-3；Bodipy 492/515；Bodipy 493/503；Bo
dipy 500/510；Bodipy 505/515；Bodipy 530/550；Bodipy 542/563；Bodipy 558/568；Bo
dipy 564/570；Bodipy 576/589；Bodipy 581/591；Bodipy 630/650-X；Bodipy 650/665-X
；Bodipy 665/676；Bodipy FL；Bodipy FL ATP；Bodipy Fl-セラミド；Bodipy R6G SE；B
odipy TMR；Bodipy TMR-Xコンジュゲート；Bodipy TMR-X、SE；Bodipy TR；Bodipy TR AT
P；Bodipy TR-X SE；BO-PRO（商標）-1；BO-PRO（商標）-3；ブリリアントスルホフラビ
ン（Brilliant Sulphoflavin）FF；カルセイン；カルセインブルー；Calcium Crimson（
商標）；カルシウムグリーン；カルシウムオレンジ；カルコフロール（Calcofluor）ホワ
イト；カルボキシ-X-ローダミン（5-ROX）；Cascade Blue（商標）；カスケードイエロー
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；カテコールアミン；CCF2（GeneBlazer）；CFDA；クロロフィル；クロモマイシンA；CL-
NERF（Ratio Dye、pH）；CMFDA；セレンテラジンf；セレンテラジンfcp；セレンテラジン
h；セレンテラジンhcp；セレンテラジンip；セレンテラジンn；セレンテラジンO；クマリ
ンファロイジン；C-フィコシアニン；CPMメチルクマリン；CTC；CTCホルマザン；Cy2（商
標）；Cy3.1 8；Cy3.5（商標）；Cy3（商標）；Cy5.1 8；Cy5.5（商標）；Cy5（商標）；
Cy7（商標）；サイクリックAMPフルオロセンサー（FiCRhR）；ダブシル；ダンシル；ダン
シルアミン；ダンシルカダベリン；ダンシルクロリド；ダンシルDHPE；ダンシルフルオリ
ド；DAPI；ダポキシル（Dapoxyl）；ダポキシル2；ダポキシル3；DCFDA；DCFH（ジクロロ
ジヒドロフルオレセインジアセテート）；DDAO；DHR（ジヒドロローダミン123）；ジ-4-A
NEPPS；ジ-8-ANEPPS（non-ratio）；DiA（4-ジ-16-ASP）；ジクロロジヒドロフルオレセ
インジアセテート（DCFH）；DiD-親油性トレーサー；DiD（DiIC18(5)）；DIDS；ジヒドロ
ローダミン123（DHR）；DiI（DiIC18(3)）；ジニトロフェノール；DiO（DiOC18(3)）；Di
R；DiR（DiIC18(7)）；DNP；ドーパミン；DsRed；DTAF；DY-630-NHS；DY-635-NHS；ELF 9
7；エオシン；エリスロシン；エリスロシンITC；臭化エチジウム；エチジウムホモダイマ
ー1（EthD-1）；ユークリシン（Euchrysin）；EukoLight；ユーロピウム（III）クロリド
；ファーストブルー（Fast Blue）；FDA；フォイルゲン（パラローズアニリン）；FITC；
フラゾオレンジ（Flazo Orange）；フルオ（Fluo）-3；フルオ-4；フルオレセイン（FITC
）；フルオレセインジアセテート；フルオロエメラルド（Fluoro-Emerald）；フルオロゴ
ールド（Fluoro-Gold）（ヒドロキシスチルバミジン）；Fluor-Ruby；FluorX；FM 1-43（
商標）；FM 4-46；Fura Red（商標）；Fura Red（商標）/フルオ-3；フラ（Fura）-2；フ
ラ-2/BCECF；ゲナクリル（Genacryl）ブリリアントレッドB；ゲナクリルブリリアントイ
エロー10GF；ゲナクリルピンク3G；ゲナクリルイエロー5GF；GeneBlazer（CCF2）；グロ
キサル（Gloxalic）酸；グラニュラーブルー（Granular Blue）；ヘマトポルフィリン；
ヘキスト33258；ヘキスト33342；ヘキスト34580；HPTS；ヒドロキシクマリン；ヒドロキ
シスチルバミジン（FluoroGold）；ヒドロキシトリプタミン；インド（Indo）-1；インド
ジカルボシアニン（DiD）；インドトリカルボシアニン（DiR）；イントラホワイト（Intr
awhite）Cf；JC-1；JO-JO-1；JO-PRO-1；ラウロダン（Laurodan）；LDS 751（DNA）；LDS
 751（RNA）；Leucophor PAF；Leucophor SF；Leucophor WS；リサミンローダミン；リサ
ミンローダミンB；カルセイン/エチジウムホモダイマー；LOLO-1；LO-PRO-1；ルシファー
イエロー；リゾトラッカー（Lyso Tracker）ブルー；リゾトラッカーブルーホワイト；リ
ゾトラッカーグリーン；リゾトラッカーレッド；リゾトラッカーイエロー；リゾセンサー
（LysoSensor）ブルー；リゾセンサーグリーン；リゾセンサーイエロー/ブルー；マグ（M
ag）グリーン；マグダラ（Magdala）レッド（フロキシン（Phloxin）B）；マグフラ（Mag
-Fura）レッド；マグフラ-2；マグフラ-5；マグインド（Mag-Indo）-1；マグネシウムグ
リーン；マグネシウムオレンジ；マラカイトグリーン；マリーナブルー；マキシロン（Ma
xilon）ブリリアントフラビン10 GFF；マキシロンブリリアントフラビン8 GFF；メロシア
ニン；メトキシクマリン；ミトトラッカー（Mitotracker）グリーンFM；ミトトラッカー
オレンジ；ミトトラッカーレッド；ミトラマイシン（Mitramycin）；モノブロモビマン（
Monobromobimane）；モノブロモビマン（mBBr-GSH）；モノクロロビマン（Monochlorobim
ane）；MPS（メチルグリーンピロニンスチルベン）；NBD；NBDアミン；ナイルレッド（Ni
le Red）；ニトロベンゾキサジドール（Nitrobenzoxadidole）；ノルアドレナリン；ヌク
レア（Nuclear）ファーストレッド；ヌクレアイエロー；ナイロサン（Nylosan）ブリリア
ントイアビン（Iavin）E8G；オレゴングリーン；オレゴングリーン488-X；Oregon Green
（商標）；Oregon Green（商標）488；Oregon Green（商標）500；Oregon Green（商標）
514；パシフィックブルー；パラローズアニリン（フォイルゲン）；PBFI；PE-Cy5；PE-Cy
7；PerCP；PerCP-Cy5.5；PE-TexasRed[レッド613]；フロキシンB（マグダラレッド）；ホ
ルワイト（Phorwite）AR；ホルワイトBKL；ホルワイトRev；ホルワイトRPA；ホスフィン3
R；フィコエリトリンB [PE]；フィコエリトリンR［PE］；PKH26（Sigma）；PKH67；PMIA
；ポントクローム（Pontochrome）ブルーブラック；POPO-1；POPO-3；PO-PRO-1；PO-PRO-
3；プリムリン；プロシオンイエロー；ヨウ化プロピジウム（PI）；PyMPO；ピレン；ピロ
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ニン；ピロニンB；ピロザール（Pyrozal）ブリリアントフラビン7GF；QSY 7；キナクリン
マスタード；レッド613［PE-TexasRed］；レゾルフィン；RH 414；Rhod-2；ローダミン；
ローダミン110；ローダミン123；ローダミン5 GLD；ローダミン6G；ローダミンB；ローダ
ミンB 200；ローダミンBエキストラ；ローダミンBB；ローダミンBG；ローダミングリーン
；ローダミンファリシジン（Phallicidine）；ローダミンファロイジン（Phalloidine）
；ローダミンレッド；ローダミンWT；ローズベンガル；R-フィコシアニン；R-フィコエリ
トリン（PE）；SBFI；セロトニン；セブロン（Sevron）ブリリアントレッド2B；セブロン
ブリリアントレッド4G；セブロンブリリアントレッドB；セブロンオレンジ；セブロンイ
エローL；SITS（スチルベンイソチオスルホン酸）；SNAFLカルセイン；SNAFL-1；SNAFL-2
；SNARFカルセイン；SNARF1；ナトリウム（Sodium）グリーン；SpectrumAqua；SpectrumG
reen；SpectrumOrange；スペクトラムレッド（Spectrum Red）；SPQ（6-メトキシ-N-(3-
スルホプロピル)キノリニウム）；スチルベン；スルホローダミンB can C；スルホローダ
ミンGエキストラ；SYTO 11；SYTO 12；SYTO 13；SYTO 14；SYTO 15；SYTO 16；SYTO 17；
SYTO 18；SYTO 20；SYTO 21；SYTO 22；SYTO 23；SYTO 24；SYTO 25；SYTO 40；SYTO 41
；SYTO 42；SYTO 43；SYTO 44；SYTO 45；SYTO 59；SYTO 60；SYTO 61；SYTO 62；SYTO 6
3；SYTO 64；SYTO 80；SYTO 81；SYTO 82；SYTO 83；SYTO 84；SYTO 85；SYTOXブルー；S
YTOXグリーン；SYTOXオレンジ；テトラサイクリン；テトラメチルローダミン（TRITC）；
Texas Red（商標）；Texas Red-X（商標）コンジュゲート；チアジカルボシアニン（DiSC
3）；チアジンレッドR；チアゾールオレンジ；チオフラビン5；チオフラビンS；チオフラ
ビンTCN；チオライト（Thiolyte）；チオゾール（Thiozole）オレンジ；チノポール（Tin
opol）CBS（カルコフロールホワイト）；TMR；TO-PRO-1；TO-PRO-3；TO-PRO-5；TOTO-1；
TOTO-3；TriColor（PE-Cy5）；TRITCテトラメチルローダミンイソチオシアネート；トゥ
ルー（True）ブルー；TruRed；ウルトラライト（Ultralite）；ウラニンB；ユビテックス
SFC；WW 781；X-ローダミン；XRITC；キシレンオレンジ；Y66F；Y66H；Y66W；YO-PRO-1；
YO-PRO-3；YOYO-1；およびYOYO-3が含まれ得るが、これらに限定されるわけではない。
【００６５】
　本明細書中に開示された融合タンパク質のアミノ酸配列をコードするポリヌクレオチド
も、本明細書において企図される。ポリヌクレオチドは、例えば、発現ベクター内で、プ
ロモーターに機能的に連結されていてよい。
【００６６】
　融合タンパク質を発現する発現ベクターを含む単離された細胞、例えば、形質転換また
はトランスフェクトされた細胞も、企図される。融合タンパク質を作製するため、かつ/
または、例えば、本明細書中に開示された蛍光マーカーが生物学的構造を含む場合、微小
管、軸糸、および/もしくは鞭毛などの、融合タンパク質を含む生物学的構造を作製する
ために、単離された細胞を培養することができる。鞭毛の調製および単離および/または
精製の方法は、当技術分野において公知である（内容全体が参照によって本明細書に組み
入れられるCraige et al.,"Isolation of Chlamydomonas Flagella,"Curr.Prot.Cell Bio
l.2013 June;0 3:Unit-3.41.9.を参照）。本明細書中に開示されたように調製された単離
された蛍光鞭毛は、軸糸および/または微小管を単離するために、さらに処理されてもよ
い。
【００６７】
　開示された蛍光マーカーを、任意で、固体基板、例えば、顕微鏡スライドに固定化する
ことができる。蛍光標識された試料の分析および画像化のため、蛍光マーカーが固定化さ
れた顕微鏡スライドを、蛍光顕微鏡法において利用することができる。
【００６８】
　蛍光顕微鏡法を実施する方法も、本明細書において企図される。方法は、本明細書中に
開示された蛍光マーカーを利用し、蛍光顕微鏡法を実施しかつ/または蛍光マーカーを画
像化しながら、蛍光マーカーからのまたは蛍光マーカーが固定化された固体基板からの蛍
光を検出する工程を含み得る。方法のいくつかの態様において、蛍光マーカーを顕微鏡ス
ライドなどの固体基板に適用することができ、その後、蛍光標識された試料を蛍光顕微鏡
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法を実施する前にスライドに適用する。次いで、蛍光顕微鏡法の実施中に、蛍光マーカー
からの蛍光を検出し、かつ/または蛍光マーカーを画像化し、次いで、同時にまたは非同
時に、蛍光標識された試料からの蛍光を検出し、かつ/または蛍光標識された試料を画像
化する。
【００６９】
　あるいは、使用者が固体基板に蛍光マーカーを適用する必要がないよう、蛍光マーカー
が固定化された顕微鏡スライドなどのように、固体基板上に蛍光マーカーが予め準備され
ていてもよく、次いで、使用者が、蛍光標識された試料を固体基板に適用する。次いで、
蛍光顕微鏡法の実施中に、蛍光マーカーからの蛍光を検出し、かつ/または蛍光マーカー
を画像化し、次いで、同時にまたは非同時に、蛍光標識された試料からの蛍光を検出し、
かつ/または蛍光標識された試料を画像化する。
【００７０】
　蛍光顕微鏡法を実施する方法において、マーカーの蛍光標識は、試料の蛍光標識と同じ
であってもよいしまたは異なっていてもよい。蛍光マーカーは、蛍光標識された試料と別
々にまたは一緒に画像化され得る。
【実施例】
【００７１】
　以下の実施例は、例示的なものに過ぎず、特許請求の範囲に記載される主題の範囲を限
定するものではない。
【００７２】
蛍光顕微鏡法用の鞭毛マーカー
要旨
　定量分析における高まる関心にも関わらず、蛍光顕微鏡法を使用して分子数を推定する
ことは、依然として煩雑である。本明細書において、本発明者らは、電気泳動用のタンパ
ク質マーカーまたはDNAマーカーと等価な生物学的蛍光強度標準物質の作出を報告する。
本発明者らは、クラミドモナスの鞭毛のよく定義されているタンパク質RSP3と、高感度緑
色蛍光タンパク質（EGFP）と類似の励起スペクトルおよび発光スペクトルを有するが、よ
り高輝度であり、切り替え可能である、新しい蛍光タンパク質mNeonGreen（NG）とを利用
した。RSP3は、正確な32～64nmの周期で軸糸の9本の微小管ダブレットの各々へと集合す
るラジアルスポーク複合体内のホモダイマーである。96nm当たり平均36個のNG分子によっ
て、クラミドモナスRSP3-NGトランスジェニック株の鞭毛は均一に光る。メタノール固定
後、強度が60％低下したが、好都合なことに、クロロフィル由来の自己蛍光も減衰した。
強度は、重複領域においてほぼ倍増し、展開されたダブレットおよび断片化されたダブレ
ット粒子において比例配分された。RSP3-NG鞭毛を、クラミドモナスのNG融合タンパク質
およびサッカロマイセス・セレビシエ（Saccharomyces cerevisiae）のGFP融合タンパク
質と比較することによって、強度標準物質としての利用可能性が証明された。異なる蛍光
タグおよび軸糸担体タンパク質を有する蛍光鞭毛は、定量的蛍光画像法を簡単にするであ
ろう。
【００７３】
導入
　生物医科学のための蛍光顕微鏡法は、大きな進歩を遂げた。フルオロフォアは、様々な
適用のための異なるスペクトル特性適性を有する極めて多様な化学的化合物および蛍光タ
ンパク質に拡張された。様々な独創的なツール、デジタルソフトウェア、ならびに新しい
顕微鏡および画像処理の発明によって、十年前には想像もできなかった診断および研究に
おいて蛍光を使用することが現在では可能である。
【００７４】
　驚異的な進歩にも関わらず、蛍光画像の強度のみに基づき分子数を推測することは依然
として煩雑である。蛍光強度は、励起光の強度およびスペクトルによって影響され、それ
らは、ランプの経年数および状態によって影響を受ける。さらに、強い励起光は、フルオ
ロフォアを飽和させ、重要なことに、フルオロフォアを消光させる場合がある。輝度、コ
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ントラスト、および直線範囲は、画像取得時のゲイン、ならびに感度および画像品質を最
大にするために設計されるその後の画像処理によって、操作され得る。従って、蛍光画像
の定量分析は、しばしば、相対的に表されるか、または精巧な計測および計算を必要とす
る。
【００７５】
　一つの解決策は、移動距離に基づき未知の分子のサイズを明らかにし、色素による染色
後の強度に基づき存在量を明らかにする、電気泳動において広く使用されているタンパク
質マーカーまたはDNAラダーに類似した標準物質を、理想的には画像化時に、含めること
である。量子ドットからDNA-origamiに至るまで、異なる適用のための様々な蛍光標準物
質が存在するが（Michalet et al.,2005；Schmied et al.,2012,2014）、本発明者らは、
真核細胞の運動性鞭毛は、平均的な生物学的試料の画像化に含めるために適切な強度、規
模、および生体適合性の蛍光標準物質へと容易に変換することができると考える。
【００７６】
　運動性鞭毛または同義の線毛は、律動的に波打ち運動をして周囲の液体の中を進む。多
様な真核細胞が、交配、捕食、および有害環境の回避などの重大な行為のためにこの運動
を使用する。異なる運動にも関わらず、線毛および鞭毛の大部分が、9本の微小管ダブレ
ットが中心の2本のシングレット微小管を取り囲んでいる9+2軸糸によって力を供給されて
いる。いずれのタイプの微小管も、独特の機能を有する多様な分子複合体と会合する。最
もよく特徴決定されているのは、鞭毛の全長にわたって規則的に正確な位置において9本
の各外側ダブレットにアンカリングされている軸糸ダイニンおよびラジアルスポークであ
る。ダイニンモーターは、律動的な波打ち運動へ変換される、ダブレット間の滑り運動を
駆動するため、隣接するダブレットに向かって突き出している。ラジアルスポークは、ダ
イニンによって駆動された運動性をさらに調節するため、中心対に向かっている。これら
の複合体は、隣接する構造を反復的に連動させ、軸糸が、ナノマシンとして高頻度に律動
的に波打ち運動をすることを可能にする。本発明者らは、既知の化学量論の明確に定義さ
れたラジアルスポークタンパク質が蛍光タンパク質を保持している蛍光軸糸を有する鞭毛
を生成するために、二鞭毛藻類クラミドモナスを利用した。従って、既知量の蛍光タンパ
ク質が、鞭毛の全長にわたって類似の存在量で正確な位置に分布している。本発明者らは
、さらに、蛍光画像の定量分析のための強度標準物質としての利用可能性を証明するため
、三つの例を使用した。
【００７７】
結果
フルオロフォア担体としてのRSP3を有する蛍光鞭毛の生成
　チューブリンの他に、軸糸は、96nmリピート内で周期が変動する多数の分子複合体の中
の400種を超える異なるタンパク質から構成されている。理論上、多くの軸糸タンパク質
が、機能に影響することなく、フルオロフォアを保持することができる。RSおよびRSP3の
化学量論が既知であるため、この実証研究のため、ラジアルスポーク（RS）複合体内のよ
く特徴決定されているRSP3を、蛍光タンパク質担体として使用した。電子顕微鏡法（EM）
において、RSは、柄によって外側ダブレットにアンカリングされており、拡大されたヘッ
ドが中心対装置に向かって突き出しているY字型複合体のように見える（Huang et al.,19
81；Pigino et al.,2011；図1A）。RSと中心対との物理的相互作用は、外側ダブレット上
のダイニンモーターの活性化と協調し、律動的な波打ち運動にとって決定的である。クラ
ミドモナスにおいては、各外側ダブレットの長さに沿って96nm毎に2個のRSが32nm間隔で
位置している（図1B）。これは、9本の外側ダブレットを有する鞭毛96nm毎に18個のRSに
相当する。
【００７８】
　RSP3は、他のラジアルスポークサブユニットのドッキングのための足場としてRSに架か
る（span）ホモダイマーとして存在する（Wirschell et al.,2008；Sivadas,et al.,2012
；Oda et al.,2014）。クラミドモナスRSP3変異体pf14は、RSを欠く無力化した鞭毛を生
じる（Huang et al.,1981；Diener et al.,1993）。この欠損は、オリジナルのRSP3ゲノ
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ムDNAまたはタグ付きRSP3ゲノムDNAを形質転換することによって回復し得る（Williams e
t al.,1989；Gupta et al.,2012；Oda et al.,2014）。RSP3欠失変異体の分析およびタグ
付きRSP3株の低温電子断層撮影（図1C）によると、C末端テールがスポークヘッドに向か
って位置していた（Sivadas et al.,2012；Oda et al.,2014）。従って、蛍光タンパク質
（FP）によってタグ付けされた完全に回復されたRSP3を有するトランスジェニックpf14株
の鞭毛は、96nm毎に、36個のRSP3を含有し、従って、36個のFPを含有するはずである。
【００７９】
　この目標に向けて、本発明者らは、高感度緑色蛍光タンパク質（GFP）またはmNeonGree
n（NG）をコードするDNA断片を、終止コドンの前に挿入して、RSP3ゲノム構築物を作出し
た。2種の軸糸タンパク質により、GFPがタグ付けされ（Bower et al.,2013；Yanagisawa 
et al.,2014）、伸長中の微小管の先端に優先的に結合し、鞭毛の先端において濃縮され
るタンパク質EB1により、NGがタグ付けされた（Pederson et al.,2003；Harris et al.,2
015）。NGは、三つの理由のために選択された。それは、高輝度である、即ち、EGFPより2
.7倍高輝度であり、2.07倍高い吸光係数に起因し、量子収率が1.33倍高い（Shaner et al
.,2013）。実際、その輝度は、既存のFPの大部分より高くないにしてもそれに匹敵する。
さらに、その光安定性は、広視野照明下でGFPに匹敵する。最後に、NGは、GFPと類似の励
起スペクトルおよび発光スペクトルを有する。
【００８０】
RSP3-GFPおよびRSP3-NGを有する鞭毛の比較
　RSP3-FPゲノム構築物およびパロモマイシン耐性遺伝子を含有しているプラスミドを、
無力化RSP3変異体pf14へ形質転換した。細胞へ導入された後、プラスミドは、ゲノムにラ
ンダムに挿入されるであろう。挿入イベントの一部は、パロモマイシン耐性遺伝子および
ゲノム構築物の発現をもたらした。抗生物質耐性クローンのおよそ30％が運動性であった
。完全に回復されたクローン、野生型（WT）と同様に泳ぐ全ての細胞を、選択した。鞭毛
のウェスタンブロットは、RSP3-GFPおよびRSP3-NGが、WTにおけるRSP3と類似の存在量で
あることを示した（図2A）。陰性対照は、pf14であった。負荷対照は、4種の株全てにお
いて正常である外側ダイニンアームのサブユニットIC78であった。
【００８１】
　蛍光顕微鏡法のため、本発明者らは、藻類の走光性応答を利用した。藻類細胞は、顕微
鏡の光源に向かってまたは光源から離れて泳ぎ、従って、スライドまたはカバーガラスに
遭遇した。このため、鞭毛がガラス表面に付着し、静止するようになる一方で、主として
クロロフィルからの強い自己蛍光の細胞体は、焦点から外れた。静止鞭毛を、典型的な広
視野落射蛍光顕微鏡および40倍の対物レンズによって画像化した。特記しない限り、全て
の画像が類似の方式で取得された。RSP3-NGおよびRSP3-GFPの両方が、外側ダブレットが
漸減する端部を除き、鞭毛全体に均一に分布して見えた（図2B）。一緒に画像化された場
合、RSP3-GFP鞭毛の方が低輝度であり、1秒露光で、かろうじて自己蛍光から区別可能で
あることが明らかになった（図2C、上パネル）。それらは、バックグラウンドの減算の後
に、より明瞭になった（下パネル）。鞭毛の蛍光強度を測定するため、ImageJ Plot Prof
ileを使用した（図2C、右パネル）。ピーク値は、RSP3-NG鞭毛がRSP3-GFP鞭毛より約4倍
高輝度であることを示した。EGFPを使用した大部分の研究に強度レベルが近いため、残り
の研究は、RSP3-NG鞭毛に焦点を当てた。
【００８２】
RSP3-NG鞭毛の特徴決定
　RSP3-NG鞭毛を、さらなる特徴決定のため、トランスジェニック細胞から切り出した。
大部分の単離された鞭毛が10～12μmであり、不均一な焦平面のため、いくつかは蛍光強
度が変動した（図3A、上パネル）。焦点が合っている最も高輝度の領域を決定するため、
各鞭毛に沿ってプロファイルプロットを作成した。全ての鞭毛についての最も高輝度の領
域のプロファイルプロットを一緒にコンパイルした（下パネル）。ピーク値の平均値およ
び標準偏差を、ヒストグラムに示した（右パネル）。
【００８３】
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　RSP3-NG分子の強度レベルが分子数に対して直線的であるか否かを試験するため、本発
明者らは、2本の鞭毛が重複した領域の強度と、近傍の非重複領域の強度とを比較した（
図3B、上パネル）。2種の領域のピーク強度（下左パネル）および平均値（右下パネル）
は、予想通り、二鞭毛領域における強度が一鞭毛領域より約2倍高輝度であることを示し
た。
【００８４】
　RSP3-GFP鞭毛は低輝度であったが可視であったため、本発明者らは、分裂したRSP3-NG
外側ダブレットサブファイバーが可視であり得ると推論した。典型的には、鞭毛膜を溶解
するための界面活性剤、内側ダブレット滑り運動のための力を供給するためにダイニンモ
ーターによって消費されるATP、およびRSを含む機械的制約を切断するプロテアーゼを含
有する緩衝液において、外側ダブレットを展開した。完全なRSを維持するため、本発明者
らは、カバーガラスを手動で前後に移動させることによって、ポリ-L-リジンに固定化さ
れた鞭毛に剪断力を適用した。蛍光顕微鏡法において、多くの鞭毛が展開されており（図
4A）、9本の外側ダブレット束は、2本以上のサブファイバーに分裂していた。100倍レン
ズで得られた拡大画像の分析（図4A、中央パネル）は、蛍光がサブファイバーに沿って依
然として均一に分布していることを示した。蛍光強度の測定は、サブファイバーが展開さ
れるほど、個々のサブファイバーの強度が低くなることを示した（下パネル）。未付着の
鞭毛については、展開の程度が低かった（図4B、上部パネル）。しかし、100倍対物レン
ズおよび増強されたコントラストによって、本発明者らは、いくつかの外側ダブレットが
粒子へ断片化されていることを見出した（図4B、中央パネル）。個々の粒子の強度が完全
な領域と比べてほぼ1/9であったことから（図4B、下パネル）、それらは1本の外側ダブレ
ット、おそらく96nmリピートからなることが示唆された。従って、RSP3-NGを有する鞭毛
または外側ダブレットは、NG分子の存在量にほぼ比例するようである。
【００８５】
メタノール固定後のNG蛍光
　FPは、生細胞画像化において価値があるが、時には、固定された細胞において可視化さ
れる必要がある。急速メタノール固定は、組織内の動的微小管を保存するため、植物およ
びクラミドモナスについては、強い自己蛍光に寄与する色素を抽出するため、一般的に使
用されている。しかしながら、GFPは、しばしば、メタノール固定後に不可視となり、代
わりに免疫蛍光によって可視化される。NGに対するメタノールの効果を知るため、RSP3-N
G鞭毛を含むスライドを、20分間、-20℃のメタノールに浸漬した。脱水および再水和の後
、画像化する前に、新鮮なRSP3-NG鞭毛をスライドに添加した（図5A、上パネル）。固定
された鞭毛（赤色ドット）および未固定の鞭毛（青色ドット）のプロファイルプロット（
中央左パネル）を分析した。ピーク値（中央右パネル）の平均値は、メタノール固定が、
NG蛍光強度をおよそ60％低下させることを示した。同様に、固定された鞭毛の重複領域（
白色矢印および灰色バー）は、非重複領域（赤色バー）の約2倍高輝度であった。
【００８６】
　本発明者らは、EB1-NGを発現しているクラミドモナストランスジェニック野生型株（Ha
rris et al.,2016）をメタノール固定によってさらに試験した。伸長中の微小管のプラス
端への優先的な結合は、蛍光EB1の典型的なコメットパターンを与えた。ポリ-L-リジンに
よってコーティングされたスライドに固定化されたEB1-NG細胞を、まず、メタノールで固
定した。再水和の後、生細胞をスライドに添加し、画像を取得した。メタノール固定細胞
におけるEB1-NGコメット（図5B、左パネルのオレンジ色矢印）の強度は、生細胞（青色矢
印）より低輝度であったが、自己蛍光も実質的に減少した（図5B）。プロファイルプロッ
ト（右パネル）は、メタノール処理がシグナル/バックグラウンド比に有意に影響しない
ことを示した。コメットは、10秒露光後に可視であり（上パネル）、その後の1秒露光の
後にも可視のままであり（下パネル）、このことから、メタノール固定にも関わらず、励
起光のこの強度でNGが安定していることが示された。予想通り、異なる露光による2枚の
画像における固定細胞におけるコメットパターンは同一であるようであったが、生細胞に
おける移動するコメットヘッドの長さは、1秒露光の画像においては、報告されているよ
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うにおよそ500nmであり（Seetapun et al.,2012）、10秒画像においては、より長いよう
であった（青色矢印）。従って、NG鞭毛およびRSP3-NG鞭毛は、メタノール固定を含む実
験のための実行可能なツールである。
【００８７】
異なる分子および異なる生物へのRSP3-NG鞭毛の適用
　RSP3-NG数と蛍光強度との直線的な関係のため、本発明者らは、細胞区画および細胞型
に関係なく蛍光分子数を推測することが可能であると推論した。最初に、RSP3-NG鞭毛をE
B1-NG細胞と比較する。細胞体におけるEB1-NGコメットとは別に、EB1-NGは、鞭毛が全長
に達した後にも微小管プラス端が一定の代謝回転を受ける鞭毛先端においても濃縮されて
いる（Pederson et al.,2003；Harris et al.,2016；Marshall and Rosenbaum,2001）。
蛍光退色後回復測定（FRAP）分析は、先端集団が、不動のEB1-NG集団と、プラス端におけ
るチューブリン代謝回転を説明し得る高度に動的な集団との両方を含有していることを示
唆している（Harris et al.,2016）。鞭毛先端におけるEB1-NGの量を評価するため、同じ
焦平面でガラス表面に付着した鞭毛に焦点を当てて、RSP3-NG細胞およびEB1-NG細胞を一
緒に画像化する（図6A）。EB1-NG先端は、約500nm長であった。プロファイルプロットは
、EB1-NG先端の強度が、RSP3-NG鞭毛に類似しているかまたはそれより低輝度であること
を示した。細胞体におけるEB1-NGコメットを分析するため、細胞を、単離された鞭毛と同
時に画像化した。類似の焦平面におけるコメットおよび鞭毛の分析は、個々の微小管プラ
ス端におけるコメットヘッドの前方の端部（図6B、赤色矢印）が、RSP3-NG鞭毛より高輝
度ではないにしても、それに匹敵する輝度であることを示した。本発明者らは、36個のRS
P3-NG分子を各々含有している5.2個の96nmリピートに相当する500nmコメットヘッドが、1
本の伸長中の微小管の先端に動員されたおよそ187個のEB1-NGまたは93個のEB1-NGダイマ
ーを含有していると推測した。類似の存在量のタグなしEB1の存在のため（Harris et al.
,2016）、C末端タグがプラス端トラッキングに実質的に影響しないと仮定すると、最も高
輝度の500nmコメットヘッドは、タグ付きEB1およびタグなしEB1を含む187個のEB1ダイマ
ーを有するはずである。室温での緑藻におけるこの測定は、37℃で測定された上皮細胞に
おける1μm微小管プラス端についての270個のEBダイマーと一致している（Seetapun et a
l.,2012）。1本の微小管の先端におけるEB1-NG強度と、9本の外側ダブレット微小管およ
び2本の微小管シングレットからの20本の微小管を含有している全長鞭毛の先端におけるE
B1-NG強度とが類似していることから、全長鞭毛の先端における一定のチューブリン代謝
回転にも関わらず、細胞体における速度が、伸長中の微小管のプラス端のおよそ20分の1
であることが示された。
【００８８】
　本発明者らはまた、2種のトランスジェニックサッカロマイセス・セレビシエ株と、RSP
3-NG鞭毛を比較した。一方の株は、シトクロムcオキシダーゼサブユニット4（COX4）の最
初の21アミノ酸にタグ付けされたGFPを発現した（Jensen et al.,2000）。シトクロムc複
合体は、ミトコンドリアにおいて内膜のマトリックス表面と会合する。酵母におけるミト
コンドリア網状ネットワークを明るくするCOX4-GFPは、分裂、融合、および形状が異なる
酵母ミトコンドリアバリアントをスクリーニングするための強力なツールである。COX4-G
FPレベルは、個々の酵母細胞の間で変動する（Jensen et al.,2000）。低存在量細胞にお
けるピーク強度（図6C、右）は、RSP3-NG鞭毛のものと類似していた。GFPはNGより2.7倍
低輝度であるため、全ての96nm長ミトコンドリア細管は、およそ97（2.7×36）個のCOX4-
GFP分子を含有していると予想される。管状ミトコンドリアの平均直径は、およそ220nmで
ある軸糸の直径（Westermann,2008）より大きく、300～400nmであるため、この推定値は
、実際の数よりわずかに低い。COX4-GFPの存在量は、左の細胞において2倍高い。
【００８９】
　他方の酵母株は、GFPタグ付きSis1（HSP70のHSP40コシャペロン）を発現した。それは
、タンパク質凝集を調節するための細胞戦略の一部としての、ミスフォールドポリペプチ
ドの不溶性タンパク質沈着物（IPOD）区画への輸送に関与している（Kaganovich et al.,
2008；Specht et al.,2011；Nillegoda et al.,2015）。非膜結合型IPODに濃縮されたSis
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1-GFP分子は、鞭毛より大きい直径の点として見えた（図6D）。材料および方法に概説さ
れた基本原則に基づき、各スポットは、許容温度30℃で、平均しておよそ2,000個のSis1-
GFP分子を含有しており、それは、1個の酵母細胞において推定されたSis1分子20,500個の
およそ1/10である（Ghaemmaghami et al.,2003）。
【００９０】
多様な適用のための鞭毛標準物質の種類の拡張
　現在までに、本発明者らは、RSP3-GFPまたはRSP3-NGのいずれかを有する蛍光鞭毛を作
出し、単一細胞でそれらを試験したのみである。両方の鞭毛は、異なる強度であるが緑色
光を発する。異なる特性、色、および適用を有する多様な蛍光ツールを利用して、様々な
適用を包含する広大な市場に参入するためには、鞭毛標準物質を多様化する必要がある。
（2A）一つは、NeonGreenを二つの主要なタイプのタグに切り替えることである（図3）。
既存のDNA構築物は、タグの容易な交換のために設計されている。一つは、赤色光範囲に
あるmCherryまたはtdTomatoなどの他の色の蛍光タンパク質である。蛍光タンパク質は、
細胞によって発現されなければならないため、一般的には生細胞画像化において使用され
る。他のオプションは、図3に例示されるように、それ自体は光を発しないが、化学反応
を介して、光を発する市販の化合物に連結され得る多用途SNAPタグタンパク質である。生
細胞に限定される蛍光タンパク質とは対照的に、蛍光を発する化合物は、通常は固定され
た試料において、関心対象の分子に捕らえられる抗体などの様々なプローブに化学的にカ
ップリングされる（免疫蛍光）。SNAPタグ鞭毛は、そのような適用のために適切であろう
。さらに、顧客は、SNAPタグ鞭毛のアリコートを購入し、次いで、具体的な必要性に合わ
せて、特定の蛍光化合物と共にそれをインキュベートすることができる。同一の蛍光を発
する分子を比較することによって、分子数を計算することは、より容易になるであろう。
免疫蛍光は、特に診断において、蛍光顕微鏡法における最も一般的なアプローチである。
免疫蛍光と適合性の試薬は、大きな市場を有するであろう。（2B）RSP3を異なる鞭毛タン
パク質に切り替える。周期がより高頻度である場合、蛍光強度は増加するであろう。特に
、NeonGreenを保持するタンパク質およびmCherryまたはSNAPタグを保持する他のタンパク
質を有する多色鞭毛を産生する第2世代を回収するため、1種類の蛍光融合タンパク質を発
現する株を作出した後、それらを交配することができる。そのような二重タグ標準物質は
、多色蛍光顕微鏡法に適している。（2C）蛍光ナノマシンを9本の線維または96nm粒子の
量子（quant）に分解する。完全な鞭毛ではなく、32～64nmの交互の周期で2個のNeonGree
n分子を有する個々の線維または粒子を、一部には最近のノーベル賞のために人気が爆発
した超解像顕微鏡法および単一分子分析のため、分子定規として使用することができる。
DNAに基づく分子定規は、この目的のために既に存在するが、鞭毛定規が、作製コストな
どの特徴的な利点を有するか否かを、本発明者らは探究する。（2D）3D画像化における蛍
光標準物質の適用を探究する。現在までに、本発明者らは、小さい単一細胞でのみ鞭毛標
準物質を試験している。典型的には、異なるタイプの顕微鏡を必要とする、昆虫またはゼ
ブラフィッシュなどの、広い焦平面範囲の大きい試料のために、適用を改変する必要があ
る可能性が高い。焦平面は、蛍光強度に対して実質的な効果を及ぼすと考えられる。本発
明者らは、本発明者らの部門において共焦点顕微鏡を使用してGFPを発現する虫で標準物
質を試験し、必要と見なされた場合には定量化尺度を調整する。（2E）商業化と適合性の
パッケージング戦略を開発する。顧客にとって便利であり安定性を最大にする方式で生成
物をパッケージングする最適な方式を知ることが望まれる。現在、液体の形態が試験され
ている。ガラススライドに固定化された固定鞭毛が試験中である。これは、診断領域にお
ける日常的な使用を簡単にし得る。
【００９１】
考察
　この研究は、明確な数の蛍光RSP3を有する鞭毛を作出するため、9+2軸糸における明確
なRS周期およびRSP3化学量論、ならびにクラミドモナスRSP3変異体を利用する。様々な方
式でRSP3-NG鞭毛を画像化することによって、この研究は、蛍光鞭毛の強度標準物質とし
ての利用可能性および限界を示した。
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【００９２】
　非重複領域のおよそ2倍であった重複領域の強度（図3）、ならびに軸糸のサブファイバ
ーおよび粒子の比例配分された強度は、RSP3-NGによる個々の外側ダブレットから鞭毛に
至るまでのほぼ20倍の直線範囲を示した。NGおよびGFPのスペクトルおよび安定性は類似
しているため、2種のフルオロフォアの異なる輝度を考慮に入れて、RSP3-NGをGFP融合タ
ンパク質のための標準物質として使用することができる。
【００９３】
　しかしながら、いくつかの因子が推定値から逸脱する可能性がある。例えば、NGの輝度
はEGFPと比較して2.7倍であると報告されているにも関わらず、RSP3-NG鞭毛はRSP3-GFPよ
り4倍高輝度である。一つの可能性のある説明は、クラミドモナスにおいて一般的に使用
されるGFP配列が、一般的に使用されるバージョンの配列と同一ではないというものであ
る。または、担体タンパク質が、FP強度、隣接する三次分子状況、または単に担体タンパ
ク質のサイズに影響する可能性もある。分子サイズは、GFP強度に逆に影響することが示
されている。およそ30kDのEB1にタグ付けされたNGが、およそ60kDのRSP3におけるNGより
高輝度であるか否かは不明である。
【００９４】
　画像取得において使用されるパラメータも重要である。一つは、焦平面である。蛍光顕
微鏡法の広視野の焦平面は、鞭毛の直径に近い約200nmであるため、焦点外領域の強度が
実質的に低下した（図3A）。他は、ゲインの程度である。本発明者らは、直線性の範囲を
犠牲にして画像コントラストを増強するためにゲインを使用することを回避した。他は励
起光強度である。GFP鞭毛の急速な光退色は、報告されている懸念事項であった。これは
、弱いGFPシグナルを補償するための強い励起光による。これは、より高輝度のNGについ
てはそれほど懸念されない。より長い露光時間の代わりに、光路にニュートラルフィルタ
を配置することによって、最小限の励起光を使用することが推奨される。この実践は、光
退色および光毒性も低下させる。図5Bに示されるように、10秒露光は、その後の1秒画像
取得を妨害しなかった。画像が取得された後、画像のさらなる調整は、プロファイルプロ
ット分析に影響しないであろう。
【００９５】
　その輝度のため、NGは、メタノール固定を必要とする試料のために適切である。メタノ
ールは、FPを変性させ、蛍光を不可視にするという一般的な誤解に反して、この研究は、
RSP3-NGの輝度のおよそ40％が保持されることを示した。これはNGまたはRSP3に特有では
ない。鞭毛先端のEB1-NGは、メタノール固定後、強度は極めて低いが、CCDカメラを使用
して取得され得る（示されていない）。メタノール固定は、急速に移動するかまたは強い
自己蛍光を有する物体の画像化において考慮する価値がある。クラミドモナスにおいて、
自己蛍光を低下させるメタノールの効果は、低下したNG強度を補償しないが、その処理は
、低下した自己蛍光、より高コントラストの画像によるEB1-NGコメット強度の独立した査
定、および長い露光時間の画像取得が困難な運動性細胞の固定化を提供する。
【００９６】
　三つの例は、分子存在量の推定からの新たな洞察を示す。鞭毛先端の微小管プラス端は
、プラス端をキャッピングする構造を有する全長鞭毛ですら一定の代謝回転を受けること
が、十分確立されている。鞭毛先端およびコメットのEB1-NGの存在量を比較することによ
って、EB1プラストラッキング、従って、鞭毛先端のチューブリン代謝回転速度が、比較
的低いことが明らかとなる。EB1-NGの先端に向かう拡散速度は、およそ10μm/秒の範囲に
あるため、遅い代謝回転は、EB1の限定された供給によるのではなく、次第に少なくなるG
TP-チューブリンの輸送（Craft et al.,2015）、または全長鞭毛におけるチューブリン代
謝回転を妨害し得るキャップ構造によるものである可能性がより高い。標準物質としてRS
P3-NG蛍光鞭毛を用いれば、未知の分子の数を推定するために必要となるのは画像化定量
化ソフトウェアのみである。寸法が類似しているため、蛍光鞭毛を標準物質として使用し
たミトコンドリアにおける蛍光タンパク質の推定は、極めて簡単である。変異体における
ミトコンドリアの改変された動力学を明らかにするためのマーカーとして、COX4-GFPが使
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用されているが、多様な条件の下で発現されたミトコンドリアタンパク質の数を推定する
ことが今や可能である。同様に、鞭毛標準物質を用いれば、異なる温度で、異なる変異体
において、細胞区画において輸送されるSis1およびその他のシャペロンならびにミスフォ
ールドタンパク質の存在量の変化を、より正確に推定することが可能である。
【００９７】
　この研究は、鞭毛蛍光強度マーカーの原理を証明するため、RSP3-NG鞭毛および広視野
落射蛍光顕微鏡法を使用している。それは、3Dで画像を取得する共焦点またはデコンボリ
ューション顕微鏡法のために適用可能である。正確な周期で構築された鞭毛メーカーは、
異なる周期の担体タンパク質および異なる特性のタグタンパク質によって、さらに改変さ
れ得る。RSP3-NGの展開された外側ダブレットの利用可能性は、未だ探究されていない。
ダブレット粒子の交互の32nmおよび64nmの周期の蛍光は、超解像または単一分子分析にお
いて潜在的に有用であり得る。トランスジェニッククラミドモナスから大量の鞭毛を採集
することは容易であるため、日常の蛍光画像取得において蛍光鞭毛強度標準物質を適用す
ることは、極めて経済的であろう。
【００９８】
参照
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【００９９】
　上記の説明において、本発明の範囲および精神から逸脱することなく、様々な置換およ
び改変が、本明細書中に開示された発明に対してなされ得ることが、当業者には容易に明
らかであろう。本明細書中に例示的に記載された本発明は、本明細書中に具体的に開示さ
れていない要素または限定の非存在下で、適切に実施され得る。利用されている用語およ
び表現は、限定ではなく説明のために使用されており、そのような用語および表現の使用
において、示され記載された特色の等価物またはその一部分を排除する意図は存在せず、
本発明の範囲内で様々な改変が可能であることが認識される。従って、具体的な態様およ



(34) JP 2019-510494 A 2019.4.18

び任意での特色によって本発明を例示してきたが、本明細書中に開示された概念の改変お
よび/または変動が当業者によってなされ得ること、ならびにそのような改変および変動
は本発明の範囲内にあると見なされることが、理解されるべきである。
【０１００】
　多数の参照の引用が、本明細書中になされている。引用された参照は、その全体が参照
によって本明細書に組み入れられる。本明細書中の用語の定義と、引用された参照におけ
る用語の定義との比較において不一致が存在した場合、その用語は、本明細書中の定義に
基づき解釈されるべきである。

【図１】 【図２Ａ】

【図２Ｂ】
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【図２Ｃ】 【図３Ａ】

【図３Ｂ】 【図４】
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【図５Ａ】 【図５Ｂ】

【図６Ａ】 【図６Ｂ】
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【図６Ｃ】 【図６Ｄ】
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