
(57)【要約】
【課題】　　　　　　低電位閾値作動型であるＴ型カルシウムイオンチャネルを修飾する
化合物を探索するための蛍光アッセイ法で、且つ、ハイスループットスクリーニングに対
応可能な蛍光アッセイ法を提供すること。
【解決手段】　　　　高電位閾値作動型カルシウムイオンチャネルを発現している細胞内
に取り込ませたフルオロフォアの存在下で高濃度カリウムイオン刺激によって活性化した
際の細胞内カルシウムイオン濃度の変化に基づく蛍光強度変化の検出により該高閾値チャ
ネルの活性化を測定した従来の蛍光アッセイ法を、Ｔ型カルシウムイオンチャネルを発現
している細胞の膜電位を人為的に低下させることにより、高濃度カリウムイオン刺激によ
る該Ｔ型チャネルの活性化が可能なように改良し、Ｔ型カルシウムイオンチャネルに対す
るハイスループットな蛍光アッセイを可能とした。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る
細 胞 を 前 記 Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 化 に 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン に よ り 処 理 す る こ と 、 及 び 、 そ
の 細 胞 に よ っ て 励 起 さ れ た 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 含 み 、
　 こ こ で 、 該 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 変 化 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む よ う に
修 飾 さ れ て お り 、 及 び
　 該 細 胞 は カ リ ウ ム イ オ ン で 処 理 す る 前 に 、 浸 透 圧 平 衡 溶 液 の 存 在 下 で 一 価 陽 イ オ ン 選 択
的 な 孔 を 形 成 す る 薬 物 で 処 理 さ れ て お り 、
　 励 起 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 は 該 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 示 す こ と を 特
徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 が カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 増 加 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 一 価 陽 イ オ ン 選 択 的 な 孔 を 形 成 す る 薬 物 が 、 グ ラ ミ シ ジ ン 、 人 工 ペ プ チ ド 、 又 は 、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ パ ー フ リ ン ゲ ン ス (Clostridium perfrigens)β ‐ ト キ シ ン か ら 選 択 さ
れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 浸 透 圧 平 衡 溶 液 が 、 １ 又 は そ れ 以 上 の Ｎ － メ チ ル － Ｄ － グ ル カ ミ ン （ Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ ） 、
コ リ ン 、 ト リ ス [ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ]ア ミ ノ メ タ ン （ Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ ） 及 び テ ト ラ -エ チ ル -ア ン モ
ニ ウ ム （ Ｔ Ｅ Ａ ） を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｔ 型 イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る
細 胞 を 前 記 Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 化 に 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン に よ り 処 理 す る こ と 、 及 び 、 そ
の 細 胞 に よ っ て 励 起 さ れ た 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 含 み 、
　 こ こ で 、 該 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 変 化 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む よ う に
修 飾 さ れ て お り 、 及 び
　 該 細 胞 は Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル と 共 に カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 共 発 現 し 、
　 励 起 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 は 該 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 示 す こ と を 特
徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 細 胞 が Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ ３ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ ２ 、
及 び Ｔ Ｒ Ａ Ａ Ｋ か ら 選 択 さ れ る カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル を 共 発 現 し て い る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル を 修 飾 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
被 検 化 合 物 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お い て 請 求 項 １ の 方 法 を 実 行 す る こ と 、 並 び に 、 励 起
さ れ る 蛍 光 の レ ベ ル を 変 化 さ せ る 被 検 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 但 し 、 該 化 合
物 の 存 在 下 に お い て 励 起 さ れ る 蛍 光 強 度 の 該 化 合 物 非 存 在 下 に お け る 蛍 光 強 度 と の 差 に よ
り 該 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 修 飾 物 質 と し て 該 化 合 物 を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 励 起 が カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 増 加 し 、 且 つ 、 被 検 化 合
物 が 存 在 す る 場 合 の 蛍 光 強 度 の 増 加 に よ っ て 、 該 被 検 化 合 物 を カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル
の 刺 激 薬 と し て 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 励 起 が カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 増 加 し 、 且 つ 、 被 検 化 合
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物 が 存 在 す る 場 合 の 非 存 在 の 場 合 に 対 す る 蛍 光 強 度 の 減 少 に よ っ て 、 該 チ ャ ネ ル の 阻 害 剤
と し て 被 検 化 合 物 を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 カ ル シ ウ ム イ オ ン が 存 在 す る 場 合 の 非 存 在 の 場 合 に 対 す る 励 起 の 変 化 を 示 す フ ル オ ロ フ
ォ ア ；
　 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る シ ス テ ム で 安 定
的 に 形 質 転 換 し た 細 胞 ;
　 Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ を 含 む バ ッ フ ァ ー ； 及 び 、
　 細 胞 膜 中 に 一 価 陽 イ オ ン 特 異 的 な 孔 を 形 成 出 来 る 成 分 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 評 価 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 成 分 が グ ラ ミ シ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 膜 中 に 一 価 陽 イ オ ン 特 異 的 な 孔 を 形 成 で き る 成 分 で 細 胞 を 処 理 す る こ と を 含 み 、 該
細 胞 は 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン が 実 質 的 に 欠 如 し て い る 等 張 性 培 養 液 に 懸 濁 さ れ て い る こ と を
特 徴 と す る 細 胞 の 膜 電 位 を 下 げ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 成 分 が グ ラ ミ シ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 培 養 液 が Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ を 含 む 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 関 連 出 願 の 相 互 参 照 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 出 願 の 請 求 の 範 囲 は 、 ２ ０ ０ ３ 年 １ 月 ７ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願  第 ６ ０ ／ ４
３ ８ ， ６ １ ６ 号 及 び ２ ０ ０ ３ 年 ３ 月 ２ ４ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 特 許 出 願  第 ６ ０ ／ ４ ５ ７
， ４ ０ ５ 号 に 基 づ き 、 米 国 特 許 法 第 １ １ ９ 条 （ ｅ ） 項 の 利 益 を 主 張 す る 。 上 記 出 願 の 内 容
は 引 用 を も っ て 本 書 に 組 み 込 む 。
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 本 発 明 は 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬 に 対 す る ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ に 関 す る 。 更
に 、 と り わ け 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 自 動 化 ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に よ り 、 電 位 依 存 性 Ｔ 型 カ
ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 活 性 を 調 節 す る 化 合 物 を 同 定 す る 目 的 で 設 計 さ れ た 蛍 光 ア ッ セ イ （ fluo
rescence-based assay） に 関 係 し て い る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 静 止 条 件 下 で は 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 は 非 常 に 低 い 。 細 胞 内 へ の カ ル シ ウ ム の 急 速 な
流 入 は 、 電 位 作 動 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル （ 細 胞 膜 上 の 一 過 的 か つ 可 逆 的 な カ ル シ ウ ム 選 択
的 な 開 孔 に よ っ て 膜 の 速 い 脱 分 極 に 反 応 す る 統 合 的 な 膜 タ ン パ ク 質 ） に よ っ て 仲 介 さ れ る
。 こ の 孔 は 、 細 胞 外 液 か ら 細 胞 内 へ の 濃 度 勾 配 に 従 っ た 急 速 な カ ル シ ウ ム イ オ ン の 拡 散 （
カ ル シ ウ ム 電 流 ） を 可 能 と す る 。 よ り 高 濃 度 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム イ オ ン は 、 広 範 な 種 類 の
細 胞 生 理 学 的 な 反 応 （ 興 奮 収 縮 連 関 、 ホ ル モ ン 分 泌 及 び 遺 伝 子 発 現 を 含 む ） を 誘 発 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 正 常 な 生 理 的 機 能 は カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル に よ っ て 仲 介 さ れ て い る た め 、 こ の チ ャ ネ ル の
機 能 不 全 は 多 く の 疾 患 を も た ら す 。 例 え ば 、 ヒ ト 及 び マ ウ ス の カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遺 伝 子
で 同 定 さ れ た 変 異 が 、 家 族 性 半 身 偏 頭 痛 （ familial hemiplegic migraine） 、 偶 発 性 失 調
症 ２ 型 （ episodic ataxia type 2） 、 小 脳 失 調 症 、 欠 神 て ん か ん 、 及 び て ん か ん 発 作 の 原
因 で あ る こ と が 判 明 し た 。 Ophoff, et al., "Familial hemiplegic migraine and episod
ic ataxia type-2 are caused by mutations in the Ca2+gene CACNL1A4." Cell (1996) 
87, 543-552；  Fletcher, et al., "Absence epilepsy in tottering mutant mice is as
sociated with calcium channel defects." Cell (1996) 87, 607-617； 及 び 、 Zhuchenko
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, et al., "Autosomal dominant cerebellar ataxia (SCA6) associated with small pol
yglutamine expansions in the α 1 A -voltage-dependent calcium channel." Nature Gen
etics (1997) 15, 62-69。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 実 際 、 幾 つ か の 疾 患 の 臨 床 的 な 治 療 は 、 治 療 用 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬 の 開 発 に よ っ
て 助 け ら れ て き た 。 例 え ば 、 Janis, et al., Calcium Channels: Their Properties, Fun
ctions, Regulation and Clinical Relevance (1991). CRC Press, Londonを 参 照 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル は 、 電 気 生 理 学 的 及 び 薬 理 学 的 特 性 に よ っ て 、 Ｔ 、 Ｌ 、 Ｎ 、 Ｐ 及 び
Ｑ 型 に 分 類 さ れ て い る (以 下 の レ ビ ュ ー を 参 照 ； McCleskey, et al., Curr. Topics Membr
. (1991) 39:295-326、 Dunlap, et al., Trends Neurosci. (1995) 18:89-98)。 Ｔ 型 （ 又
は 低 電 位 作 動 型 ） チ ャ ネ ル は 、 相 対 的 に 負 の 膜 電 位 で 活 性 化 し 静 止 電 位 の 変 化 に 高 い 感 受
性 が あ る 。 Ｌ 、 Ｎ 及 び Ｐ ／ Ｑ 型 チ ャ ネ ル は 、 よ り 正 の 電 位 で 活 性 化 し 多 様 な カ イ ネ テ ィ ク
ス と 電 位 依 存 性 を 示 す 。 そ れ ら の 高 電 位 作 動 型 チ ャ ネ ル の 生 物 物 理 的 特 性 に は 幾 ら か 重 複
が あ る た め 、 そ れ ら を 区 別 す る た め に は 薬 理 学 的 な プ ロ フ ァ イ リ ン グ が 有 用 で あ る 。 Ｌ 型
チ ャ ネ ル は ジ ヒ ド ロ ピ リ ジ ン （ Ｄ Ｈ Ｐ ） 作 動 薬 及 び 遮 断 薬 に 感 受 性 が あ り 、 Ｎ 型 チ ャ ネ ル
は Conus geographusの ペ プ チ ド 毒 ω － コ ノ ト キ シ ン Ｇ Ｖ Ｉ Ａ に よ っ て 遮 断 さ れ 、 Ｐ 型 チ ャ
ネ ル は funnel web spider（ Agelenopsis aperta） の 毒 由 来 の ペ プ チ ド 性 ω -ア ガ ト キ シ ン
 Ｕ Ｖ Ａ に よ っ て 遮 断 さ れ る 。 Ｑ 及 び Ｐ 型 チ ャ ネ ル は 非 常 に 似 て お り 、 そ れ ら は 単 一 遺 伝
子 の 選 択 的 ス プ ラ イ シ ン グ に よ る も の と 示 唆 さ れ て い る （ Bourinet, et al., "Phenotype
 variants of P- and Q-type calcium channels are generated by alternative splicin
g of the α 1A subunit gene." Nature Neuroscience (1999) 2:407-415） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 高 電 位 閾 値 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル （ Ｌ 、 Ｎ 及 び Ｐ ／ Ｑ ） は ３ つ の 別 個 の サ ブ ユ ニ ッ ト か ら
成 る 複 合 体 で あ る (α １ 、 α ２ δ 及 び β )（ De Waardら に よ る レ ビ ュ ー 、 Ion Channels, Vo
lume 4, (1997) edited by Narahashi, T. Plenum Press, New York参 照 ） 。 α １ サ ブ ユ
ニ ッ ト は 孔 形 成 に 必 須 の 主 要 な サ ブ ユ ニ ッ ト で 、 電 位 セ ン サ ー と カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 修 飾
物 質 の 結 合 部 位 を 含 む 。 α ２ サ ブ ユ ニ ッ ト は 主 に 細 胞 外 に あ り 、 膜 貫 通 性 の δ サ ブ ユ ニ ッ
ト と ジ ス ル フ ィ ド 結 合 し て い る が 、 こ れ ら 両 者 は 同 一 の 遺 伝 子 由 来 で in vivoで タ ン パ ク
質 分 解 性 に 切 断 さ れ る 。 β サ ブ ユ ニ ッ ト は 糖 修 飾 さ れ ず 、 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト の 細 胞 内 領 域
と 高 い 親 和 性 で 結 合 す る 親 水 性 タ ン パ ク 質 で あ る 。 四 つ 目 の サ ブ ユ ニ ッ ト γ は 、 骨 格 筋 の
Ｔ 管 に 発 現 し て い る Ｌ 型 Ｃ ａ チ ャ ネ ル に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 分 子 ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 高 電 位 閾 値 チ ャ ネ ル で あ る ６ つ の 異 な る 型 の α チ ャ ネ ル （ α

１ Ａ 、 α １ Ｂ 、 α １ Ｃ 、 α １ Ｄ 、 α １ Ｅ 及 び α １ Ｓ ） 及 び ４ つ の 型 の β サ ブ ユ ニ ッ ト （ β

１ 、 β ２ 、 β ３ 及 び β ４ ） の 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ と 相 当 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 明 ら か に な っ た （ Stea
, A., Soong, T. W. and Snutch, T. P.に よ る レ ビ ュ ー 、 "Voltage-gated calcium chann
els." in Handbook of Receptors and Channels (1994), edited by R. A. North, CRC P
ress参 照 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 さ ら に 最 近 、 低 電 位 作 動 型 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル に 対 応 す る 幾 つ か の α １ サ ブ
ユ ニ ッ ト が ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 こ れ ら ク ロ ー ニ ン グ さ れ た α １ サ ブ ユ ニ ッ ト に 関 す る 記
述 は 、 例 え ば 、 米 国 特 許  第 ６ ， ３ ０ ９ ， ８ ５ ８ 号 及 び 第 ６ ， ３ ５ ８ ， ７ ０ ６ 号 並 び に Ｐ
Ｃ Ｔ 国 際 公 開 公 報  第 Ｗ Ｏ  ９ ８ ／ ３ ８ ３ ０ １ 号 及 び 第 Ｗ Ｏ  ０ １ ／ ０ ２ ５ ６ １ 号 に お い て
も 見 出 せ る が 、 こ れ ら 全 て は 参 照 に よ り 本 出 願 に 組 み 込 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 一 般 的 に は 、 ほ ぼ ２ ０ ０ ０ ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 ４ つ の 内 在 性
相 同 的 リ ピ ー ト （ internal homologous repeats） （ ド メ イ ン Ｉ ‐ Ｉ Ｖ ） を 含 み 、 そ の 各
々 は ６ つ の 推 定 α へ リ ッ ク ス 膜 貫 通 領 域 （ alpha helical membrane spanning segments）
（ Ｓ １ ‐ Ｓ ６ ） を 持 ち 、 こ の う ち の 一 つ （ Ｓ ４ ） は 正 に 荷 電 し た 残 基 を ３ 又 は ４ ア ミ ノ 酸
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残 基 毎 に 有 す る 。 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト に は 一 つ の 例 外 が あ る 。 ド メ イ ン IIと IIIの
間 に は 、 細 胞 内 領 域 が あ る が 、 こ の 領 域 は α １ S に お け る 興 奮 ‐ 収 縮 連 関 を 仲 介 し て い る
と 考 え ら れ 、 サ ブ タ イ プ に よ り １ ０ ０ -４ ０ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の 範 囲 に あ る 。 ド メ イ ン Ｉ ―
Ｉ Ｖ で 分 子 の 凡 そ ２ ／ ３ を 形 成 し 、 ド メ イ ン Ｉ Ｖ の Ｓ ６ 領 域 に 隣 接 す る カ ル ボ キ シ 末 端 は
カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 細 胞 内 側 に 存 在 す る と 考 え ら れ て い る 。 高 電 位 作 動 型 チ ャ ネ ル を コ
ー ド す る α １ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 、 ド メ イ ン Ｉ の Ｓ ６ 膜 貫 通 セ グ メ ン ト （ β サ ブ ユ ニ ッ
ト の 結 合 部 位 で あ る ） の 下 流 に コ ン セ ン サ ス モ チ ー フ （ Ｑ Ｑ ‐ Ｅ ‐ Ｌ ‐ Ｇ Ｙ ‐ Ｗ Ｉ ‐ Ｅ ）
が 存 在 す る 。 し か し な が ら 、 α １ Ｇ 、 α １ Ｈ 及 び α １ Ｉ （ 低 電 位 作 動 型 チ ャ ネ ル を コ ー ド
す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト は 今 の と こ ろ こ れ だ け で あ る ） は 、 結 合 部 位 を 欠 如
し て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 あ る 発 現 系 に お い て は 、 高 閾 値 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト 単 独 で 機 能 的 な カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル を
形 成 す る こ と が 可 能 で あ っ た も の の 、 そ の 電 気 生 理 学 的 及 び 薬 理 学 的 特 性 は ４ つ の β サ ブ
ユ ニ ッ ト の い ず れ か を 共 発 現 さ せ る と 各 々 異 な っ た 様 式 で 調 節 さ れ 、 ま た α ２ の 存 在 に よ
っ て そ れ ら の 効 率 が 高 め ら れ た 。 一 方 、 低 電 位 作 動 型 Ｔ 型 チ ャ ネ ル は 一 般 的 に 、 α １ サ ブ
ユ ニ ッ ト 単 独 で 存 在 し て い る 場 合 に も 、 完 全 に 問 題 な く 機 能 す る 。 Perez-Reyes, et al.,
 "Molecular characterization of a neuronal low-voltage-activated T-type calcium 
channel." Nature (1998) 391: 896-900；  Cribbs, et al., "Cloning and characteriza
tion of α 1H from human heart, a member of the T-type Ca2+channel gene family." 
Circ. Res. (1998) 83: 103-109； 及 び 、 McRory, et al., "Molecular and functional c
haracterization of a family of rat brain T-type calcium channels." J. Biol. Chem
. (2001) 276: 3999-4011。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｔ 型 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 、 ４ 構 造 ド メ イ ン の 各 々 の 孔 の 領 域 （ Ｐ 領 域 ） は 、 チ ャ
ネ ル 透 過 性 に 関 係 す る 診 断 上 （ diagnostic） の ア ミ ノ 酸 配 列 ― 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ
ル タ ミ ン 酸 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Ｅ Ｅ Ｄ Ｄ ） ― を 含 む 。 こ の Ｔ 型 チ ャ ネ ル
に お け る 配 列 は 、 ４ ド メ イ ン の チ ャ ネ ル の Ｐ 領 域 が ア ス パ ラ ギ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸 ／ リ ジ
ン ／ ア ラ ニ ン （ Ｄ Ｅ Ｋ Ａ ） で あ る ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ ） チ ャ ネ ル と 区 別 す る も の で あ り 、 グ
ル タ ミ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸 （ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ ） で あ る 高 閾 値 カ ル
シ ウ ム チ ャ ネ ル と 区 別 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 全 て の 高 閾 値 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル が 、 あ る 種 の カ ル シ ウ ム 結 合 タ ン パ ク 質 で 見 ら
れ る Ｅ Ｆ -handド メ イ ン に 密 接 に 関 連 し た コ ン セ ン サ ス 配 列 を 含 有 し て い る の に 対 し て 、
Ｔ 型 チ ャ ネ ル で は 、 カ ル ボ キ シ ル 領 域 か ら ド メ イ ン Ｉ Ｖ の Ｓ ６ の 中 に Ｅ Ｆ -handカ ル シ ウ
ム 結 合 モ チ ー フ を 有 し て い な い 点 で も 区 別 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 チ ャ ネ ル 活 性 を 修 飾 す る 化 合 物 （ 例 え ば 、 カ ル シ ウ ム 流 束 を 遮 断 、 及 び ／ 又 は 、 カ ル シ
ウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 阻 害 す る こ と に よ る ） を 同 定 す る こ と は 、 重 要 な 課 題 で あ る 。 そ
の た め の 一 つ の 標 準 的 な 方 法 は 、 パ ッ チ ク ラ ン プ 実 験 を 利 用 す る こ と で あ る 。 こ れ ら の 実
験 で は 、 高 度 な 技 術 を 有 す る 実 験 者 が 膜 電 位 の 変 化 及 び ／ 又 は 被 検 化 合 物 の 処 理 に 対 応 し
た 細 胞 膜 の カ ル シ ウ ム 電 流 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 を 個 別 的 連 続 的 に 評 価 し な け れ
ば な ら な い 。 こ れ ら の 実 験 は 、 効 果 的 で 有 益 で あ る 一 方 、 多 大 な 時 間 を 消 費 し 、 ま た カ ル
シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル 活 性 を 修 飾 す る 化 合 物 を ハ イ ス ル ー プ ッ ト に ア ッ セ イ す る に は 不 適
で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 高 電 位 作 動 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬 の ハ イ ス ル ー プ ッ ト ア ッ セ イ に 関 し て は 、 商 業
的 に 利 用 可 能 な フ ル オ ロ フ ォ ア （ カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 に よ り 蛍 光 発 光 が 変 化 す る ） の
利 点 を 取 り 入 れ た 効 率 的 な ア ッ セ イ が 現 在 使 用 さ れ て い る 。 こ う し た フ ロ オ ロ フ ォ ア と 共
に 高 電 位 作 動 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル を 発 現 さ せ た 細 胞 を 乗 せ た （ loading） 後 、 細
胞 を 高 濃 度 の 細 胞 外 カ リ ウ ム イ オ ン に 暴 露 す る こ と に よ り 一 人 の 実 験 者 が 同 時 に 数 百 ウ ェ
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ル の カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 活 性 を 測 定 す る こ と が 出 来 る 。 こ の 単 純 な 技 術 は 、 細 胞 の 静 止 電
位 が ほ ぼ カ リ ウ ム イ オ ン 濃 度 の 細 胞 外 と 細 胞 内 の 比 で 決 定 さ れ る と い う 知 見 に 基 づ い て い
る 。 通 常 、 カ リ ウ ム は 細 胞 内 よ り 細 胞 外 で 低 く 、 細 胞 内 で 負 で あ る 静 止 電 位 を 形 成 す る 。
細 胞 外 の カ リ ウ ム レ ベ ル が 増 加 し て 現 時 点 の 細 胞 内 濃 度 に 近 く な る と 、 膜 が 脱 分 極 し （ 内
部 の 負 電 荷 が 消 失 す る ） 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル が 活 性 化 す る 。 細 胞 に 遮 断 薬 を 処 理 す る こ
と に よ り 、 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 化 の 減 少 が 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル （ 及 び 、 電 位 作 動 型 イ オ ン チ ャ ネ ル 一 般 ） は 、 ３ つ の 状 態 で 存 在 す
る ； 不 活 性 化 状 態 （ 開 孔 で き な い ） 、 静 止 状 態 （ 開 孔 で き る ） 、 活 性 化 状 態 （ 開 孔 す る ）
。 こ の パ タ ー ン に 基 づ い て 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル が カ リ ウ ム パ ル ス に 反 応 で き る よ
う に 、 チ ャ ネ ル の 相 当 数 は 、 不 活 性 化 状 態 と は 対 照 的 な 静 止 状 態 に な け れ ば な ら な い 。 典
型 的 に は 、 -３ ０ ｍ Ｖ の 自 発 的 静 止 膜 電 位 で は 、 ４ ０ ― ７ ０ ％ の Ｎ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル
が 静 止 状 態 に あ り 、 開 孔 で き る 状 態 に あ る 。 こ れ ら の 各 状 態 間 へ の 移 行 は 、 膜 の 電 圧 に よ
っ て 調 節 さ れ て い る 。 さ ら に 、 不 活 性 化 状 態 か ら 静 止 状 態 へ の 移 行 は 緩 徐 で あ る が 、 静 止
状 態 か ら 活 性 化 状 態 （ 活 性 化 し た チ ャ ネ ル は カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 束 を 許 容 す る ） は 非 常 に
速 い 。 チ ャ ネ ル が 活 性 化 状 態 か ら 不 活 性 化 状 態 へ 戻 る の も 、 ま た 比 較 的 緩 徐 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 化 合 物 が カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 活 性 化 を 遮 断 で き る 場 合 に は 、 カ ル シ ウ ム 流 束 は 生 じ な い
か 程 度 が 減 少 し 、 ま た 、 測 定 さ れ る 蛍 光 は 存 在 し な い か 低 下 し た も の と な り 、 そ し て 、 こ
の 現 象 を 化 合 物 の 同 定 に 利 用 す る 事 が 可 能 で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ で 、 低 電 位 作 動 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル （ Ｔ 型 ） を 用 い た 場 合 、 -
３ ０ ｍ Ｖ の 自 発 的 静 止 電 位 で チ ャ ネ ル が 不 活 性 化 状 態 に あ る 事 か ら 、 ア ッ セ イ が 成 功 し て
い な か っ た 。 こ の 電 位 に お い て は 、 本 質 的 に 全 て の Ｔ 型 チ ャ ネ ル が 不 活 性 化 さ れ て お り 、
そ の た め 高 カ リ ウ ム パ ル ス 又 は そ の 他 の 生 理 学 的 刺 激 に よ っ て も 活 性 化 す る こ と が 出 来 な
い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し か し 、 本 発 明 者 ら は 、 カ リ ウ ム イ オ ン で 活 性 化 さ せ る 前 に 膜 電 位 を 約 － ７ ０ ｍ Ｖ ま で
減 少 さ せ る こ と に よ っ て 十 分 な 数 の Ｔ 型 チ ャ ネ ル を 静 止 状 態 に 転 換 で き 、 上 述 の 蛍 光 ア ッ
セ イ を Ｔ 型 チ ャ ネ ル で の 要 求 を 満 た す よ う 改 良 で き る 事 を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ハ イ ス ル ー プ ッ ト 蛍 光 ア ッ セ イ を 、 低 閾 値 電 位 作 動 型 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 を
修 飾 す る 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 同 定 に 役 立 つ よ う に 改 良 し た 。 本 ア ッ セ イ は 、 低 電
位 作 動 型 Ｔ 型 チ ャ ネ ル を 不 活 性 で 有 効 で な い 状 態 か ら 静 止 状 態 に 転 換 す る た め に 、 カ リ ウ
ム イ オ ン に よ る 活 性 化 を 改 良 し て 、 膜 電 位 を 調 節 す る こ と に よ っ て 、 機 能 す る 。 そ し て 、
続 く 細 胞 外 液 の 高 カ リ ウ ム 処 理 に よ り チ ャ ネ ル が 活 性 化 さ れ 得 る 。 Ｔ 型 チ ャ ネ ル を 発 現 す
る 細 胞 を グ ラ ミ シ ジ ン 又 は 同 様 の 機 能 の 化 合 物 （ 細 胞 膜 に 挿 入 さ れ 一 価 陽 イ オ ン 選 択 的 な
孔 と し て 機 能 す る ） で 処 理 す る こ と に よ り 、 膜 電 位 は 低 下 す る 。 カ リ ウ ム イ オ ン （ 細 胞 内
で 高 濃 度 ） と ナ ト リ ウ ム イ オ ン （ 細 胞 外 で 高 濃 度 ） の 両 方 は グ ラ ミ シ ジ ン 孔 を 介 し て そ れ
ぞ れ 反 対 方 向 に 流 れ る た め 、 グ ラ ミ シ ジ ン 単 独 で 細 胞 を 処 理 し て も 膜 電 位 を 変 え る こ と は
出 来 な い 。 し か し な が ら 、 細 胞 外 液 中 の ナ ト リ ウ ム イ オ ン を Ｎ ‐ メ チ ル ‐ Ｄ ‐ グ ル カ ミ ン
（ Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ ） の よ う な 正 に 荷 電 し た 高 分 子 （ 該 高 分 子 は グ ラ ミ シ ジ ン で 誘 発 さ れ た 孔 を 通
過 で き な い ） で 置 換 す る こ と に よ り 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン 流 に よ る 補 正 を 妨 げ 、 カ リ ウ ム イ
オ ン に よ る 外 向 き 流 束 に よ っ て 、 不 活 性 状 態 か ら 静 止 状 態 に Ｔ 型 チ ャ ネ ル が 転 換 す る の に
十 分 な 膜 電 位 の 低 下 が 得 ら れ る 。 そ し て 、 こ れ ら の チ ャ ネ ル は 、 高 カ リ ウ ム 濃 度 に よ る 活
性 化 に 感 受 性 が あ る た め 、 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 化 （ 被 検 化 合 物 の 非 存 在 下 ） を
介 し た 内 部 の カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃 度 増 加 に 依 存 し た 蛍 光 シ グ ナ ル の 生 成 の メ カ ニ ズ ム を 提
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供 す る 。 そ れ ゆ え 、 一 つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 活 性 化
を 検 出 す る た め の 方 法 を 指 向 し て い る 。 本 方 法 は 、 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の
α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る 細 胞 を Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 化 に 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン で
処 理 し 当 該 細 胞 で 励 起 さ れ た 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 含 む 、 こ こ で 、 該 細 胞 は カ ル シ ウ ム イ
オ ン の 存 在 下 で 蛍 光 発 色 す る フ ロ オ ロ フ ォ ア を 含 有 す る よ う 修 飾 さ れ て お り 、 及 び 、 該 細
胞 は カ リ ウ ム イ オ ン パ ル ス の 前 に Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ 等 張 液 の 存 在 下 グ ラ ミ シ ジ ン で 処 理 さ れ て い る
。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 も う 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 阻 害 又
は カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 を 遮 断 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 を 指 向 す る も の で あ り 、 被 検 化 合
物 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 上 記 方 法 を 遂 行 し 、 励 起 す る 蛍 光 レ ベ ル を 減 少 さ せ る 被 検 化 合
物 の 能 力 を 決 定 し 、 そ れ に よ っ て 、 当 該 化 合 物 が Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化
又 は カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 を 阻 害 す る 能 力 を 同 定 す る こ と を 含 む 方 法 で あ る 。 も ち ろ ん 、 チ
ャ ネ ル を 介 す る カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 を 活 性 化 及 び 増 加 さ せ る 任 意 の 化 合 物 に つ い て は 、 蛍
光 は 増 加 す る 。 そ れ ゆ え 、 本 方 法 は 細 胞 内 へ の カ ル シ ウ ム 流 束 を 増 大 さ せ る 効 果 を 有 す る
化 合 物 を 同 定 す る こ と も 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 結 果 は 、 あ る 場 合 に は 望 ま し い か も し れ
な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 ア ッ セ イ の 遂 行 に 役 立 つ キ ッ ト 、 及 び 、 有 効 性 に つ い
て 結 果 を 評 価 す る 方 法 を 指 向 す る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 被 検 化 合 物 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で カ ル シ ウ ム イ オ ン 濃 度 に 反 応 す る フ ロ オ
ロ フ ォ ア を 含 有 す る 細 胞 の 蛍 光 を 比 較 す る こ と に よ り 、 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル 活
性 化 又 は 該 チ ャ ネ ル を 通 過 す る カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 を 遮 断 す る 化 合 物 を 同 定 す る 機 会 を 提
供 す る 。 蛍 光 度 を 減 少 さ せ る 被 検 化 合 物 の 能 力 は 、 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル を 抑 制 す る 能
力 を 示 し て い る 。 逆 に 、 蛍 光 度 を 増 加 さ せ る 化 合 物 は こ れ ら の チ ャ ネ ル の 活 性 化 剤 で あ る
こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ の 一 般 的 な タ イ プ の ア ッ セ イ は 、 Ｎ 型 チ ャ ネ ル に 代 表 さ れ る 高 電 位 作 動 型 カ ル シ ウ ム
イ オ ン チ ャ ネ ル へ の 適 用 で 成 功 し て い る 。 等 張 液 に 懸 濁 し た Ｈ Ｅ Ｋ  ２ ９ ３ 細 胞 の よ う な
典 型 的 な 培 養 細 胞 の 細 胞 膜 に お け る 膜 電 位 は 凡 そ -２ ０ ｍ Ｖ で あ る の で 、 こ の 適 用 が 可 能
で あ る 。 こ の 膜 電 位 に お い て 、 高 閾 値 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の ほ と ん ど が 静 止 状 態 （
こ の 静 止 状 態 は 、 懸 濁 液 中 に 加 え た 高 濃 度 の カ リ ウ ム イ オ ン へ の 応 答 に お け る 早 い 反 応 に
お け る 活 性 化 に 感 受 性 が あ る ） に あ る 。 そ の た め 、 フ ル オ ロ フ ォ ア を 処 理 さ れ 、 そ れ を 内
部 に 取 り 込 ん だ 高 閾 値 チ ャ ネ ル 発 現 細 胞 は 、 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン 濃 度 で 処 理 さ れ 膜 電 位
が 凡 そ ０ ｍ Ｖ に 変 わ り 該 チ ャ ネ ル が 活 性 化 さ れ 該 細 胞 内 に カ ル シ ウ ム 流 が 生 じ た 場 合 、 蛍
光 を 発 す る こ と に な る 。 カ ル シ ウ ム イ オ ン と フ ル オ ロ フ ォ ア と の 相 互 作 用 に よ り 蛍 光 の 読
み 取 り が 起 こ る が 、 こ れ は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 示 し て い る 。 こ の プ ロ
セ ス が 被 検 化 合 物 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 で 行 わ れ た 場 合 に 、 蛍 光 出 力 の 差 異 が カ ル シ ウ ム
チ ャ ネ ル の 活 性 化 に お け る 該 化 合 物 の 効 果 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 等 張 液 に 懸 濁 さ れ た 細 胞 を 取 り 巻 く 膜 電 位 は 凡 そ － ２ ０ ｍ Ｖ で あ る 。 高 電 位 閾 値 カ ル シ
ウ ム チ ャ ネ ル と は 対 照 的 に 、 こ の 膜 電 位 で は 、 低 電 位 閾 値 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル は 非 活
性 化 状 態 に あ り 急 速 な 活 性 化 は 無 理 で あ る 。 従 っ て 、 遮 断 薬 化 合 物 の 非 存 在 下 で も 、 何 ら
実 質 的 な 蛍 光 は 生 じ な い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 出 願 人 ら は 、 膜 電 位 を 人 工 的 に 凡 そ -７ ０ ｍ Ｖ ま で 下 げ る こ と に よ っ て 、 Ｔ 型 チ ャ ネ ル
を 不 活 性 化 状 態 か ら 静 止 状 態 に 転 換 す る こ と が 出 来 、 そ れ に よ り 、 膜 電 位 を 急 激 に ０ ｍ Ｖ
付 近 に ま で 増 加 さ せ る 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン の 素 早 い 添 加 に よ っ て 、 該 チ ャ ネ ル が 活 性 化
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可 能 と な る こ と を 見 出 し た 。 必 要 と さ れ る カ リ ウ ム イ オ ン 濃 度 は １ － １ ０ ０ ｍ Ｍ の 間 、 好
ま し く は ５ － ７ ０ ｍ Ｍ の 間 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ － ３ ０ ｍ Ｍ の 間 で あ る 。 こ れ に よ り Ｔ 型
チ ャ ネ ル を 介 す る カ ル シ ウ ム イ オ ン 流 が 生 じ 蛍 光 シ グ ナ ル が 提 供 さ れ る が 、 こ の 蛍 光 シ グ
ナ ル は 被 検 化 合 物 （ 該 化 合 物 の Ｔ 型 チ ャ ネ ル と 相 互 作 用 す る 能 力 が 試 験 さ れ る ） の 存 在 に
よ っ て 調 節 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 膜 電 位 の 引 き 下 げ は 、 膜 の 中 に 人 工 的 な 外 因 性 の 孔 （ こ の 孔 は 一 価 の 陽 イ オ ン の 内 向 き
及 び 外 向 き 流 束 を 許 容 す る ） を 挿 入 す る 事 に よ っ て 実 現 す る 。 こ の チ ャ ネ ル が 開 孔 し て い
る 間 、 カ リ ウ ム イ オ ン が 流 出 し 、 ま た 通 常 は ナ ト リ ウ ム イ オ ン が 細 胞 内 に 流 入 し て く る ；
よ っ て 実 質 的 に は 膜 電 位 に は 無 影 響 で あ る 。 し か し な が ら 、 同 時 に 等 張 液 の 中 の ナ ト リ ウ
ム イ オ ン を 孔 を 通 過 で き な い 代 償 成 分 で 置 換 す る こ と に よ り 、 カ リ ウ ム イ オ ン の 正 味 の 流
出 が 獲 得 さ れ 、 不 活 性 化 Ｔ 型 チ ャ ネ ル を 静 止 状 態 に 転 換 す る の に 十 分 な 高 い 負 の 膜 電 位 が
得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 そ の た め 、 二 つ の 追 加 的 な 構 成 要 素 が ア ッ セ イ の た め に 必 要 と な る ； 一 価 の 陽 イ オ ン の
た め の チ ャ ネ ル を 開 け る 物 質 、 及 び 、 細 胞 内 環 境 の 浸 透 圧 濃 度 の バ ラ ン ス を 取 る が チ ャ ネ
ル を 通 過 し な い 成 分 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 望 ま し い 性 質 （ 一 価 陽 イ オ ン 選 択 的 ） の 孔 を 膜 内 に 挿 入 す る 好 適 な 化 合 物 は 、 グ ラ ミ シ
ジ ン (Wallace, Common structural features in gramicidin and other ion channels. B
ioessays, 22:227-234, 2000を 参 照 )、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 を 含 む あ る 種 の 環 状 ペ プ チ ド の よ
う な 人 工 イ オ ン チ ャ ネ ル (Ishida, et al., Molecular design and synthesis of artific
ial ion channels based on cyclic peptides containing unnatural amino acids. J. O
rg. Chem., 66:2978-2989, 2001を 参 照 )、 及 び 、 あ る 種 の 細 菌 毒 素 (Shatursky, et al., 
Clostridium perfrigens beta-toxin forms potential-dependent, cation-selective ch
annels in lipid bilayers. Infection and Immunity, 68:5546-5551, 2000を 参 照 )を 含
む が こ れ に 限 定 さ れ な い 。 細 胞 の 膜 電 位 の 引 き 下 げ は 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル 、 例 え ば Ｉ Ｒ Ｋ
‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ ３ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ ２ 及 び Ｔ Ｒ Ａ Ａ Ｋ の 安 定
的 な 共 発 現 に よ っ て も 実 現 で き る 。 細 胞 に Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ チ ャ ネ ル を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
、 次 に Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ チ ャ ネ ル を 発 現 し て い る 細 胞 （ － ７ ０ ｍ Ｖ 以 下 の 膜 電 位 を 有 す る ） を 選
別 す る 。 次 に Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ チ ャ ネ ル を 安 定 的 に 発 現 し て い る 細 胞 に Ｔ 型 チ ャ ネ ル を ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て 、 － ７ ０ ｍ Ｖ の 静 止 電 位 で 、 そ の た め に Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 不 活 性 化
状 態 か ら 静 止 状 態 へ の 移 行 を 可 能 と す る Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ チ ャ ネ ル と Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 両 方 を 共 発
現 し て い る 細 胞 を 選 別 す る 。 細 胞 外 の カ リ ウ ム イ オ ン 濃 度 の 上 昇 に よ っ て 、 Ｔ 型 チ ャ ネ ル
は 活 性 化 さ れ 、 そ れ に よ り 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と の 結 合 に よ っ て 蛍 光 励 起 を も た ら す カ ル シ
ウ ム 流 入 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 浸 透 圧 の バ ラ ン ス を 取 る が グ ラ ミ シ ジ ン 又 は 他 の 人 工 孔 を 通 過 し な い 典 型 的 な 化 合 物 は
、 例 え ば 、 N-メ チ ル -D-グ ル カ ミ ン （ Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ ） 、 コ リ ン 、 ト リ ス [ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ]ア
ミ ノ メ タ ン （ Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ ） 、 及 び 、 テ ト ラ -エ チ ル -ア ン モ ニ ウ ム （ Ｔ Ｅ Ａ ） を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 あ る い は 、 細 胞 の 膜 電 位 の 引 き 下 げ は 、 カ リ ウ ム チ ャ ネ ル 、 例 え ば 、 こ れ に 限 定 す る も
の で は な い が 、 ヒ ト Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ ３ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ
‐ ２ 及 び Ｔ Ｒ Ａ Ａ Ｋ の 安 定 的 共 発 現 に よ っ て 達 成 し て も よ い 。 例 え ば 、 細 胞 を ｈ Ｉ Ｒ Ｋ －
１ チ ャ ネ ル 発 現 シ ス テ ム に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 膜 電 位 が － ７ ０ ｍ Ｖ 以 下 の ｈ Ｉ
Ｒ Ｋ － １ チ ャ ネ ル を 安 定 的 に 発 現 し て い る 細 胞 株 を 選 別 す る 。 そ し て 、 こ れ ら の 細 胞 を Ｔ
型 チ ャ ネ ル の 発 現 シ ス テ ム に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 そ し て 、 － ７ ０ ｍ Ｖ の 静 止 電
位 で 、 そ の た め に Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 不 活 性 化 状 態 か ら 静 止 状 態 へ の 移 行 を 可 能 と す る Ｉ Ｒ Ｋ
‐ １ チ ャ ネ ル と Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 両 方 を 共 発 現 し て い る 細 胞 を 選 別 す る 。 細 胞 外 の カ リ ウ ム
イ オ ン 濃 度 の 上 昇 に よ っ て 、 Ｔ 型 チ ャ ネ ル は 活 性 化 さ れ 、 そ れ に よ り 、 フ ル オ ロ フ ォ ア と
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の 結 合 に よ っ て 蛍 光 励 起 を も た ら す カ ル シ ウ ム 流 入 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 本 ア ッ セ イ を 行 う の に 必 須 の 要 素 は 、 好 適 な フ ル オ ロ フ ォ ア で あ る 。 フ ル オ ロ フ
ォ ア は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 に よ っ て 活 性 化 （ 又 は 、 不 活 性 化 ） さ れ な け れ ば な ら な
い 。 ま た 、 フ ル オ ロ フ ォ ア は 、 フ ル オ ロ フ ォ ア を 処 理 さ れ た 細 胞 が 化 合 物 を 吸 収 で き る よ
う に 、 膜 透 過 性 で な け れ ば な ら な い 。 好 適 な フ ル オ ロ フ ォ ア と し て は 、 Ｆ Ｌ Ｕ Ｏ ‐ ３ 、 Ｆ
Ｕ Ｒ Ａ 、 オ レ ゴ ン グ リ ー ン 、 及 び カ ル シ ウ ム グ リ ー ン の 他 、 Ｆ Ｌ Ｕ Ｏ ‐ ４ も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ク ロ ー ン 化 し た 高 閾 値 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル を 発 現 す る 哺 乳 動 物 細 胞 を 用 い た 典 型 的 な ア
ッ セ イ （ 当 業 者 に 既 知 の も の で 図 １ に 示 す ） に お い て は 、 細 胞 は ま ず Ｆ Ｌ Ｕ Ｏ ‐ ４ の よ う
な フ ル オ ロ フ ォ ア に よ り 十 分 な 時 間 （ フ ル オ ロ フ ォ ア が 膜 を 通 過 し て 入 り 込 む の に 十 分 な
時 間 で 、 例 え ば ４ ５ 分 ） 処 理 し 、 そ れ か ら 洗 浄 し 、 フ ル オ ロ フ ォ ア 色 素 の 細 胞 内 分 布 が 平
衡 に な る よ う 凡 そ ２ ０ 分 間 静 置 す る 。 遮 断 又 は 活 性 化 を 調 べ る た め の 化 合 物 を 添 加 す る の
で あ れ ば 、 そ の 後 に 、 化 合 物 を 加 え 、 凡 そ １ ０ 分 間 平 衡 化 す る よ う に 放 置 す る 。 そ し て 、
細 胞 内 へ の カ ル シ ウ ム 流 を 引 き 起 こ す の に 必 要 な 、 凡 そ － ２ ０ ｍ Ｖ か ら ０ ｍ Ｖ へ と 膜 電 位
の 増 加 を も た ら す 濃 度 の カ リ ウ ム イ オ ン で 、 細 胞 を 活 性 化 さ せ る 。 そ し て 標 準 的 な 手 法 に
よ り 蛍 光 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 し か し な が ら 、 図 ２ に 示 す よ う に 、 ヒ ト 及 び ラ ッ ト Ｔ 型 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト は よ り 低 い 電
位 で 活 性 化 さ れ る 。 図 ２ で は 、 電 圧 の 関 数 と し て の 活 性 化 と 不 活 性 化 を 示 し て い る 。 － １
１ ０ ｍ Ｖ の 保 持 電 位 か ら １ ５ 秒 毎 の ス ク エ ア 試 験 パ ル ス （ ５ ０ ｍ ｓ 間 隔 ） の 適 用 に よ り 、
Ｔ 型 電 流 が 惹 起 さ れ た 。 不 活 性 化 カ ー ブ （ 三 角 ） に お い て 、 試 験 パ ル ス は － ４ ０ ｍ Ｖ に 固
定 し 、 プ レ パ ル ス （ １ 秒 ） の サ イ ズ を 図 示 し た 値 に 変 え た 。 活 性 化 カ ー ブ に お い て 、 試 験
パ ル ス の サ イ ズ を 図 示 し た 値 に 変 え た 。 外 液 は １ ｍ Ｍ カ ル シ ウ ム イ オ ン を 含 ん で い る 。 図
２ の グ ラ フ で 、 Ｘ 軸 は チ ャ ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る 細 胞 の 膜 電 圧 を プ ロ ッ ト し て
お り 、 Ｙ 軸 は 静 止 状 態 に あ っ て 活 性 化 可 能 な 該 チ ャ ネ ル の 割 合 を プ ロ ッ ト し て い る 。 図 に
示 さ れ た よ う に 、 不 活 性 化 か ら 活 性 化 状 態 へ の 移 行 は － ６ ０ ｍ Ｖ か ら － ５ ０ ｍ Ｖ の 範 囲 で
起 こ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 図 ３ は 、 外 液 の ナ ト リ ウ ム を Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ で 置 換 す る こ と に よ り 細 胞 内 の 等 張 性 が 得 ら れ る
よ う な 懸 濁 バ ッ フ ァ ー で 維 持 し た 場 合 に 、 グ ラ ミ シ ジ ン の 存 在 下 で 細 胞 の 膜 電 位 を 変 え ら
れ る こ と を 示 し て い る 。 外 液 に ナ ト リ ウ ム が 無 い 状 態 で ５ μ ｇ ／ ｍ ｌ の グ ラ ミ シ ジ ン を 添
加 し た 場 合 、 膜 電 位 が 凡 そ － ７ ０ ｍ Ｖ ま で 低 下 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 図 ４ に 示 し た も の は 、 図 ３ の 現 象 を 利 用 し て 、 図 １ の ア ッ セ イ を 改 良 し た 方 法 で あ る 。
最 初 の ス テ ッ プ は 図 １ の 最 初 の ス テ ッ プ に 似 て い る が 、 ア ッ セ イ は ナ ト リ ウ ム イ オ ン が Ｎ
Ｍ Ｄ Ｇ に 置 換 さ れ た 等 張 液 の 中 で 行 わ れ 、 ま た 被 検 化 合 物 の 添 加 後 約 １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ー
ベ ー ト し て か ら グ ラ ミ シ ジ ン を 添 加 し 約 ２ 分 間 平 衡 化 さ せ て い る 。 グ ラ ミ シ ジ ン 処 理 後 、
膜 電 位 が 凡 そ -７ ０ ｍ Ｖ ま で 低 下 す る が 、 素 早 い カ リ ウ ム イ オ ン パ ル ス に よ り 膜 電 位 が ０
ｍ Ｖ に 変 わ り Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 化 が 誘 導 さ れ 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム の 増 加 が 蛍 光 の 変 化 と
な り 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 の ア ッ セ イ に 従 っ て Ｔ 型 チ ャ ネ ル 活 性 の 修 飾 に 成 功 し た 化 合 物 は 、 Ｔ 型 チ ャ ネ ル
の 不 適 切 な 活 性 に よ っ て 仲 介 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る 種 々 の 状 態 の 治 療 に お け る 医 薬 の
有 用 な 候 補 で あ る 。 カ ル シ ウ ム イ オ ン 情 報 伝 達 は 様 々 な 代 謝 系 で 非 常 に 重 要 で あ る た め 、
影 響 を 受 け る 状 態 （ condition） は 多 数 に の ぼ る 。 用 語 「 治 療 」 と は 、 状 態 の 負 の 影 響 を
寛 解 す る か 、 又 は 、 少 な く と も そ の 可 能 性 を 有 し て い る 、 任 意 の 薬 理 学 的 な 処 置 を 意 味 す
る 。 完 全 な 「 治 癒 」 又 は 完 全 な 「 予 防 」 は 、 必 要 で も な く 現 実 的 で も な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ヒ ト Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 に 影 響 さ れ る 状 態 （ condition） に は 、 て ん か ん 、 う つ 病 、 統
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合 失 調 症 、 及 び 心 臓 の リ ズ ム の よ う な 神 経 系 の 興 奮 /弛 緩 リ ズ ム に よ っ て 制 御 さ れ て い る
筋 関 連 疾 患 な ど の 神 経 系 と 関 連 し た 状 態 、 並 び に 、 そ の 他 の 心 臓 血 管 系 の 疾 患 が あ る 。 血
管 拡 張 若 し く は 血 管 弛 緩 及 び 血 圧 の よ う な 細 胞 の 増 殖 と 関 連 し た 状 態 （ condition） も 、
ま た 影 響 を 受 け る 。 ま た 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 は 、 腎 機 能 の 他 、 性 機 能
及 び 生 殖 機 能 の 障 害 を 含 む 、 生 殖 ／ 泌 尿 器 系 の 状 態 （ condition） に も 影 響 を 与 え る 。 そ
の 他 の 適 応 症 と し て は 、 麻 酔 へ の 反 応 性 及 び パ ー キ ン ソ ン 病 を 含 む 。 こ れ ら の 状 態 （ cond
ition） （ ま た 、 そ の 他 ） が Ｔ 型 チ ャ ネ ル 活 性 と 関 連 し て い る こ と が 当 業 者 に よ く 知 ら れ
て い る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 説 明 の た め の も の で あ り 、 本 発 明 を 限 定 す る た め の も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
（ 調 製 Ａ ）
（ 哺 乳 類 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 安 定 的 に 発 現 す る 細 胞 株 の 構 築 ）
　 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 安 定 し て 発 現 す る 哺 乳 類 細 胞 は 、 Ｈ Ｅ Ｋ
 ２ ９ ３ 細 胞 に α １ カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル サ ブ ユ ニ ッ ト Ｄ Ｎ Ａ を ト ラ ン ス フ ェ ク ト し 、 抗 生
物 質 抵 抗 性 に よ り 選 別 す る こ と に よ り 構 築 し た 。 簡 潔 に 述 べ る と 、 完 全 長 の Ｔ 型 カ ル シ ウ
ム チ ャ ネ ル の α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 選 択 マ ー カ ー と 共 に 発 現 ベ ク タ ー ｐ ｃ Ｄ Ｎ Ａ ３  (Invitr
oGen, San Diego, Calif.)に サ ブ コ ロ ー ニ ン グ し た 。 そ の ベ ク タ ー を リ ポ フ ェ ク シ ョ ン に
よ り Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 細 胞 を １ ６ ‐ ２ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン し た 。 そ の 細 胞 を 非 選 択 培 養 液 で 培 養 し 、 さ ら に ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 そ
れ か ら 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ６ ０ ０ か ら ８ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 の ジ ェ ネ テ ィ シ ン （ Ｇ ４
１ ８ ） を 添 加 し た 選 択 培 養 液 中 に 低 密 度 で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 非 選 択 培 養 液 中 で １ ２ か
ら １ ６ 日 後 に 、 Ｇ ４ １ ８ に 抵 抗 性 を 持 つ 細 胞 が 目 に 見 え る よ う に な り 、 ピ ペ ッ ト チ ッ プ テ
ク ニ ッ ク を 用 い て 単 離 コ ロ ニ ー を 拾 い だ し た 。 各 単 離 コ ロ ニ ー が 細 胞 株 を 確 立 す る ほ ど に
集 密 し て 生 育 し た 後 に 、 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 発 現 を ノ ー ザ ン 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト に
よ り 判 別 し た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 安 定 し て 形 質 転 換 さ れ た 細 胞 に お け る Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 機 能 的 な 確 認 は 、 電 気
生 理 学 的 に 、 ホ ー ル パ ッ チ ク ラ ン プ 法 、 又 は 単 一 チ ャ ネ ル 解 析 、 又 は そ の 両 方 に よ っ て 調
べ た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
（ 実 施 例 １ ）
（ Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 修 飾 物 質 に 関 す る ア ッ セ イ ）
　 調 製 Ａ に お い て 調 製 し た 形 質 転 換 さ れ た Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 を ポ リ -Ｄ － リ ジ ン で コ ー ト
さ れ た ３ ８ ４ ウ ェ ル の マ イ ク ロ ウ エ ル プ レ ー ト に 約 １ ． １ × １ ０ ５ 細 胞 ／ ウ ェ ル の 密 度 で
播 き 、 ３ ７ ℃ で 約 ２ ４ 時 間 そ の 後 ２ ９ ℃ で 約 １ ８ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 そ の 後 、 細 胞 は 、 培 養 液 を 除 く た め 、 Bio-tek ELX405 Select plate washerを 用 い て Ｍ
Ｋ Ｈ バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 し た ； バ ッ フ ァ ー の 残 余 体 積 が １ ５ μ ｌ ／ ウ ェ ル と な る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 各 ウ ェ ル を 、 ５ ０ μ ｇ の Ｆ Ｌ Ｕ Ｏ ‐ ４  Ａ Ｍ  (Molecular Probes, F-14201); ４ ５ ． ５
μ ｌ の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ ; ４ ５ ． ５ μ ｌ の ２ ０ ％  Pluronic Ｆ ‐ １ ２ ７ （ Molecular Probes, P-68
67） 及 び ４ ｍ ｌ の Ｍ Ｋ Ｈ バ ッ フ ァ ー の 混 合 液 を 含 む 蛍 光 色 素 溶 液 で 処 理 し た 。 ２ ９ ℃ で ４
５ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 溶 液 を 完 全 に 置 換 す る た め 細 胞 を 上 述 の よ う に Ｅ Ｂ バ
ッ フ ァ ー で 洗 浄 し 、 そ し て 細 胞 を ２ ０ ℃ で １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ネ ガ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 被 検 化 合 物 の 場 合 と 同 濃 度 の Ｄ Ｍ Ｓ Ｏ 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン
ト ロ ー ル と し て 既 知 の 遮 断 薬 ペ ン フ ル オ リ ド ー ル を ２ ． ５ μ Ｍ 、 及 び 被 検 化 合 物 （ Ｄ Ｍ Ｓ
Ｏ で 希 釈 ） を 、 各 々 Ｅ Ｂ バ ッ フ ァ ー に 含 む 形 で 、 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 そ し て 細 胞 を 室 温
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で さ ら に １ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 Fluoroskan Ascent microplate readerに 置 い
た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 を 全 て の ウ ェ ル で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 そ し て 、 Ｅ Ｂ バ ッ フ ァ ー 中 に １ ５ μ ｇ /ｍ ｌ の グ ラ ミ シ ジ ン 溶 液 を 、 各 ウ ェ ル に １ ５ μ
ｌ /ウ ェ ル の 量 を 添 加 し 、 約 ２ 分 間 以 上 し て か ら ２ ０ μ ｌ の Ｍ Ｋ Ｈ バ ッ フ ァ ー 中 に ６ ０ ｍ
Ｍ の Ｋ Ｃ ｌ を 、 各 ウ ェ ル に 、 一 度 に １ ウ ェ ル づ つ 、 添 加 し た 。 ２ 秒 後 に 励 起 さ れ た 蛍 光 を
測 定 し た 。 コ ン ト ロ ー ル に 関 す る 結 果 を 図 ５ に 示 し た 。 図 示 し た よ う に 、 様 々 な 濃 度 の ペ
ン フ ル オ リ ド ー ル に よ り 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン 輸 送 の 遮 断 が 成 功 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
（ バ ッ フ ァ ー 組 成 ）
　 Ｍ Ｋ Ｈ バ ッ フ ァ ー :１ １ ８ ｍ Ｍ  Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ４ ． ７ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 ０ ． ５  ｍ Ｍ  Ｍ ｇ Ｓ Ｏ

４ 、 １ ． ２ ｍ Ｍ  Ｋ Ｈ ２ Ｐ Ｏ ４ 、 １ １ ． ７ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 、 ２ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ ８ ． ４
ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７ ． ２ (含 Ｎ ａ Ｏ Ｈ )。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Ｅ Ｂ バ ッ フ ァ ー :１ ４ ０ ｍ Ｍ  Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ （ ｐ Ｈ ９ ． ０  含 Ｈ Ｃ ｌ ） 、 ２ ｍ Ｍ  Ｋ Ｃ ｌ 、 １ ｍ
Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ ２ 、 ５ ｍ Ｍ グ ル コ ー ス 、 １ ｍ Ｍ  Ｃ ａ Ｃ ｌ ２ 、 １ ６ ｍ Ｍ  Ｈ Ｅ Ｐ Ｅ Ｓ 、 ｐ Ｈ ７
． ４ （ 含 Ｈ Ｃ ｌ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 図 １ 】 細 胞 内 蛍 光 を 用 い た 標 準 的 な Ｎ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ア ッ セ イ に お け る 電 圧 パ タ
ー ン を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ２ 種 の 哺 乳 動 物 の Ｔ 型 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト に 対 す る 活 性 化 及 び 不 活 性 化 の カ ー ブ を
示 し た 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ 存 在 下 で の グ ラ ミ シ ジ ン の 、 細 胞 膜 に お け る 膜 電 位 を 劇 的 に 低 下 さ せ る
作 用 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 蛍 光 を 用 い た Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル ア ッ セ イ に お け る 膜 電 位 の 変 化 を 示 し た 図
で あ る 。
【 図 ５ 】 既 知 の Ｔ 型 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル 遮 断 薬 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お け る 、 図 ４ の ア
ッ セ イ の 結 果 を 示 し た 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 5月 14日 (2005.5.14)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る
細 胞 を 前 記 Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 化 に 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン に よ り 処 理 す る こ と 、 及 び 、 そ
の 細 胞 に よ っ て 励 起 さ れ た 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 含 み 、
　 こ こ で 、 該 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 変 化 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む よ う に
修 飾 さ れ て お り 、 及 び
　 該 細 胞 は カ リ ウ ム イ オ ン で 処 理 す る 前 に 、 浸 透 圧 平 衡 溶 液 の 存 在 下 で 一 価 陽 イ オ ン 選 択
的 な 孔 を 形 成 す る 薬 物 で 処 理 さ れ て お り 、
　 励 起 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 は 該 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 示 す こ と を 特
徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 励 起 が カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 増 加 す る こ と を 特 徴 と す る 請
求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 一 価 陽 イ オ ン 選 択 的 な 孔 を 形 成 す る 薬 物 が 、 グ ラ ミ シ ジ ン 、 人 工 ペ プ チ ド 、 又 は 、
ク ロ ス ト リ ジ ウ ム ・ パ ー フ リ ン ゲ ン ス (Clostridium perfrigens)β ‐ ト キ シ ン か ら 選 択 さ
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れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 浸 透 圧 平 衡 溶 液 が 、 １ 又 は そ れ 以 上 の Ｎ － メ チ ル － Ｄ － グ ル カ ミ ン （ Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ ） 、
コ リ ン 、 ト リ ス [ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ]ア ミ ノ メ タ ン （ Ｔ Ｒ Ｉ Ｓ ） 及 び テ ト ラ -エ チ ル -ア ン モ
ニ ウ ム （ Ｔ Ｅ Ａ ） を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｔ 型 イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 方 法 は 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 し て い る
細 胞 を 前 記 Ｔ 型 チ ャ ネ ル の 活 性 化 に 十 分 な カ リ ウ ム イ オ ン に よ り 処 理 す る こ と 、 及 び 、 そ
の 細 胞 に よ っ て 励 起 さ れ た 蛍 光 を 測 定 す る こ と を 含 み 、
　 こ こ で 、 該 細 胞 は 、 カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 変 化 す る フ ル オ ロ フ ォ ア を 含 む よ う に
修 飾 さ れ て お り 、
　 該 細 胞 は
　 励 起 さ れ た 蛍 光 強 度 の 変 化 は 該 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 示 す こ と を 特
徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Ｉ Ｒ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ １
、 Ｔ Ａ Ｓ Ｋ ‐ ３ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ １ 、 Ｔ Ｒ Ｅ Ｋ ‐ ２ 、 Ｔ Ｒ Ａ Ａ Ｋ
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル を 修 飾 す る 化 合 物 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
被 検 化 合 物 の 存 在 下 及 び 非 存 在 下 に お い て 請 求 項 １ の 方 法 を 実 行 す る こ と 、 並 び に 、 励 起
さ れ る 蛍 光 の レ ベ ル を 変 化 さ せ る 被 検 化 合 物 の 能 力 を 決 定 す る こ と を 含 み 、 但 し 、 該 化 合
物 の 存 在 下 に お い て 励 起 さ れ る 蛍 光 強 度 の 該 化 合 物 非 存 在 下 に お け る 蛍 光 強 度 と の 差 に よ
り 該 Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 修 飾 物 質 と し て 該 化 合 物 を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す
る 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 励 起 が カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 増 加 し 、 且 つ 、 被 検 化 合
物 が 存 在 す る 場 合 の 蛍 光 強 度 の 増 加 に よ っ て 、 該 被 検 化 合 物 を カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル
の 刺 激 薬 と し て 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 フ ル オ ロ フ ォ ア の 蛍 光 励 起 が カ ル シ ウ ム イ オ ン の 存 在 下 で 増 加 し 、 且 つ 、 被 検 化 合
物 が 存 在 す る 場 合 の 非 存 在 の 場 合 に 対 す る 蛍 光 強 度 の 減 少 に よ っ て 、 該 チ ャ ネ ル の 阻 害 剤
と し て 被 検 化 合 物 を 同 定 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ３ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 カ ル シ ウ ム イ オ ン が 存 在 す る 場 合 の 非 存 在 の 場 合 に 対 す る 励 起 の 変 化 を 示 す フ ル オ ロ フ
ォ ア ；
　 少 な く と も Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル α １ サ ブ ユ ニ ッ ト を 発 現 す る シ ス テ ム で 安 定
的 に 形 質 転 換 し た 細 胞 ;
　 Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ を 含 む バ ッ フ ァ ー ； 及 び 、
　 細 胞 膜 中 に 一 価 陽 イ オ ン 特 異 的 な 孔 を 形 成 出 来 る 成 分 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る Ｔ 型 カ ル シ ウ ム イ オ ン チ ャ ネ ル の 活 性 化 を 評 価 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 成 分 が グ ラ ミ シ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 細 胞 膜 中 に 一 価 陽 イ オ ン 特 異 的 な 孔 を 形 成 で き る 成 分 で 細 胞 を 処 理 す る こ と を 含 み 、 該
細 胞 は 、 ナ ト リ ウ ム イ オ ン が 実 質 的 に 欠 如 し て い る 等 張 性 培 養 液 に 懸 濁 さ れ て い る こ と を
特 徴 と す る 細 胞 の 膜 電 位 を 下 げ る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 成 分 が グ ラ ミ シ ジ ン で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
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安 定 的 に カ リ ウ ム チ ャ ネ ル を 発 現 す る よ う に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ 、 及 び

前 記 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た 細 胞 の カ リ ウ ム チ ャ ネ ル が
又 は カ リ ウ ム チ ャ ネ ル で あ る



【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 培 養 液 が Ｎ Ｍ Ｄ Ｇ を 含 む 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ０
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト は 、 一 般 的 に は 、 ほ ぼ ２ ０ ０ ０ ア ミ ノ 酸 の 長 さ で あ り 、 ４ つ の 内 在 性
相 同 的 リ ピ ー ト （ internal homologous repeats） （ ド メ イ ン Ｉ ‐ Ｉ Ｖ ） を 含 み 、 そ の 各
々 は ６ つ の 推 定 α へ リ ッ ク ス 膜 貫 通 領 域 （ alpha helical membrane spanning segments）
（ Ｓ １ ‐ Ｓ ６ ） を 持 ち 、 こ の う ち の 一 つ （ Ｓ ４ ） は 正 に 荷 電 し た 残 基 を ３ 又 は ４ ア ミ ノ 酸
残 基 毎 に 有 す る 。 ス プ ラ イ シ ン グ バ リ ア ン ト に は 一 つ の 例 外 が あ る 。 ド メ イ ン IIと IIIの
間 に は 、 細 胞 内 領 域 が あ る が 、 こ の 領 域 は α １ S に お け る 興 奮 ‐ 収 縮 連 関 を 仲 介 し て い る
と 考 え ら れ 、 サ ブ タ イ プ に よ り １ ０ ０ -４ ０ ０ ア ミ ノ 酸 残 基 の 範 囲 に あ る 。 ド メ イ ン Ｉ ―
Ｉ Ｖ で 分 子 の 凡 そ ２ ／ ３ を 形 成 し 、 ド メ イ ン Ｉ Ｖ の Ｓ ６ 領 域 に 隣 接 す る カ ル ボ キ シ 末 端 は
カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル の 細 胞 内 側 に 存 在 す る と 考 え ら れ て い る 。 高 電 位 作 動 型 チ ャ ネ ル を コ
ー ド す る α １ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 、 ド メ イ ン Ｉ の Ｓ ６ 膜 貫 通 セ グ メ ン ト （ β サ ブ ユ ニ ッ
ト の 結 合 部 位 で あ る ） の 下 流 に コ ン セ ン サ ス モ チ ー フ （ Ｑ Ｑ ‐ Ｅ ‐ Ｌ ‐ Ｇ Ｙ ‐ Ｗ Ｉ ‐ Ｅ ）

が 存 在 す る 。 し か し な が ら 、 α １ Ｇ 、 α １ Ｈ 及 び α １ Ｉ （ 低 電 位 作 動 型 チ
ャ ネ ル を コ ー ド す る ク ロ ー ニ ン グ さ れ た サ ブ ユ ニ ッ ト は 今 の と こ ろ こ れ だ け で あ る ） は 、
結 合 部 位 を 欠 如 し て い る 。
【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ １ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 Ｔ 型 α １ サ ブ ユ ニ ッ ト に お い て 、 ４ 構 造 ド メ イ ン の 各 々 の 孔 の 領 域 （ Ｐ 領 域 ） は 、 チ ャ
ネ ル 透 過 性 に 関 係 す る 診 断 上 （ diagnostic） の ア ミ ノ 酸 配 列 ― 例 え ば 、 グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ
ル タ ミ ン 酸 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ／ ア ス パ ラ ギ ン 酸 （ Ｅ Ｅ Ｄ Ｄ ） ― を 含 む 。 こ
の Ｔ 型 チ ャ ネ ル に お け る 配 列 は 、 ４ ド メ イ ン の チ ャ ネ ル の Ｐ 領 域 が ア ス パ ラ ギ ン 酸 ／ グ ル
タ ミ ン 酸 ／ リ ジ ン ／ ア ラ ニ ン （ Ｄ Ｅ Ｋ Ａ ） で あ る ナ ト リ ウ ム （ Ｎ ａ ） チ ャ
ネ ル と 区 別 す る も の で あ り 、 グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸 ／ グ ル タ ミ ン 酸
（ Ｅ Ｅ Ｅ Ｅ ） で あ る 高 閾 値 カ ル シ ウ ム チ ャ ネ ル と 区 別 す る も の で あ る 。
【 手 続 補 正 ４ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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