
(57)【要約】

本発明は、輸送タンパク質、特に多種薬物抵抗性関連タ

ンパク質（ＭＲＰ）の活性を測定する簡易な定量的蛍光

アッセイ方法に関する。本発明の方法は、透過性支持体

上に集密して生育した興味ある輸送タンパク質を発現す

る分極した細胞のウェル封入培養物で行われ、前記集密

細胞培養物は、ウェルの分離した頂端と側底部の区画を

形成する。細胞を、一区画の蛍光化合物の細胞透過性非

蛍光誘導体（例えばカルセインＡＭ）と接触させ、一定

時間のインキュベーション後、反対側の区画から採取し

たサンプルで検出された蛍光強度によって、細胞で発現

された興味ある輸送タンパク質の活性が示される。また

、本発明は、興味ある輸送タンパク質の抑制因子及び活

性化因子を定性及び定量的に測定する方法、及び分極し

た細胞における興味ある形質膜結合輸送タンパク質の側

底部及び／又は頂端の局在性を評価する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
分 極 し た 細 胞 の 側 底 部 又 は 頂 端 の 形 質 膜 の い ず れ か に 局 在 す る 、 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク
質 の 活 性 及 び ／ 又 は 量 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 、
（ ａ ） 　 透 過 性 支 持 体 上 で 生 育 し た 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細
胞 の ウ ェ ル 封 入 集 密 培 養 物 を 供 給 し 、 前 記 培 養 物 の 前 記 細 胞 間 の 密 着 結 合 の 形 成 を 確 実 に
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 集 密 細 胞 培 養 物 の 両 側 面 に 分 か れ た 側 底 部 及 び 頂 端 の 区 画 を 形 成
す る 工 程 、
（ ｂ ） 　 前 記 区 画 の 一 つ に 、 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 を 添 加 す る 工 程 で あ っ
て 、 前 記 区 画 の 一 つ が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 局 在 す る 前 記 分 極 し た 細 胞 の 形
質 膜 の 反 対 側 で あ り 、 前 記 誘 導 体 が 、 細 胞 内 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 前 記 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 基 質 で あ る 蛍 光 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｃ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
（ ｄ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 が 添 加 さ れ る 一 つ の 区 画 の 反 対 側 の 区 画 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ
ル の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 強 度 が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 存
在 及 び 活 性 を 示 す 工 程 、 及 び 任 意 に 、
（ ｅ ） 　 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 に 基 づ い て 、 か つ あ ら か じ め 確 立 さ れ た キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ 及 び ／ 又 は 経 験 的 相 関 に 基 づ い て 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 前 記 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 及 び ／ 又 は 量 の 測 定 を 計 算 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
分 極 し た 細 胞 の 側 底 部 又 は 頂 端 の 形 質 膜 の い ず れ か に 局 在 す る 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質
の 活 性 を 抑 制 又 は 向 上 さ せ る 、 興 味 の あ る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す る 方 法 で あ っ て 、
以 下 の 工 程 、
（ ａ ） 　 透 過 性 支 持 体 上 で 生 育 し た 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細
胞 の ウ ェ ル 封 入 集 密 培 養 物 を 供 給 し 、 前 記 培 養 物 の 前 記 細 胞 間 の 密 着 結 合 の 形 成 を 確 実 に
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 集 密 細 胞 培 養 物 の 両 側 面 に 分 か れ た 側 底 部 及 び 頂 端 の 区 画 を 形 成
す る 工 程 、
（ ｂ ） 　 前 記 区 画 の 一 つ に 、 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 を 添 加 す る 工 程 で あ っ
て 、 前 記 区 画 の 一 つ が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 局 在 す る 前 記 分 極 し た 細 胞 の 形
質 膜 の 反 対 側 で あ り 、 前 記 誘 導 体 が 、 細 胞 内 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 前 記 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 基 質 で あ る 蛍 光 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｃ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
（ ｄ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 が 添 加 さ れ る 区 画 の 反 対 側 の 区 画 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル の 蛍
光 強 度 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 強 度 が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 存 在 及 び
活 性 を 示 す 工 程 、 及 び 任 意 に 、
（ ｅ ） 　 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 に 基 づ い て 、 か つ あ ら か じ め 確 立 さ れ た キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ 及 び ／ 又 は 経 験 的 相 関 に 基 づ い て 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 前 記 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 の 測 定 を 計 算 す る 工 程 、
（ ｆ ） 　 工 程 （ ａ ） で 供 給 さ れ た 同 一 の 分 極 し た 細 胞 培 養 物 又 は そ れ と 本 質 的 に 同 一 の 分
極 し た 細 胞 培 養 物 を 使 用 し て 、 工 程 （ ｂ ） － （ ｅ ） を 繰 り 返 し 、 一 方 、 前 記 興 味 の あ る テ
ス ト 化 合 物 又 は 前 記 細 胞 内 で 前 記 興 味 の あ る テ ス ト 化 合 物 か ら 生 成 さ れ た 興 味 の あ る 代 謝
生 成 物 を 、 繰 り 返 し 行 わ れ る 工 程 （ ｃ ） に お け る 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 と 接 触 さ
せ る こ と を 確 実 に す る 工 程 、 及 び
（ ｇ ） 　 工 程 （ ｄ ） 及 び 繰 り 返 し 行 わ れ た 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 を 比 較 す
る 工 程 、 及 び ／ 又 は 工 程 （ ｅ ） 及 び 繰 り 返 し 行 わ れ た 工 程 （ ｅ ） で 計 算 さ れ た 活 性 値 を 比
較 す る 工 程 、 及 び 前 記 興 味 の あ る テ ス ト 化 合 物 が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性
を 抑 制 又 は 向 上 さ せ る か ど う か を 判 定 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
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分 極 し た 細 胞 に お い て 興 味 の あ る 形 質 膜 結 合 輸 送 タ ン パ ク 質 の 側 底 部 及 び ／ 又 は 頂 端 の 局
在 性 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 工 程 、
（ ａ ） 　 透 過 性 支 持 体 上 で 生 育 し た 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細
胞 の ウ ェ ル 封 入 集 密 培 養 物 を 供 給 し 、 前 記 培 養 物 の 前 記 細 胞 間 の 密 着 結 合 の 形 成 を 確 実 に
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 集 密 細 胞 培 養 物 の 両 側 面 に 分 か れ た 側 底 部 及 び 頂 端 の 区 画 を 形 成
す る 工 程 、
（ ｂ ） 　 前 記 頂 端 及 び 側 底 部 の 区 画 の 両 方 に 、 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 を 添
加 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 誘 導 体 が 、 細 胞 内 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 前 記 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 基 質 で あ る 蛍 光 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｃ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
（ ｄ ） 　 両 方 の 区 画 か ら 採 取 し た サ ン プ ル の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｅ ） 　 異 な る 区 画 で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 比 較 が 、 前
記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 頂 端 及 び ／ 又 は 側 底 部 の 局 在 を 示 す 工 程 、 及 び 任 意 に 、
（ ｆ ） 　 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 に 基 づ い て 、 か つ あ ら か じ め 確 立 さ れ た キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ 及 び ／ 又 は 経 験 的 相 関 に 基 づ い て 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 前 記 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の パ ー セ ン ト の 頂 端 及 び ／ 又 は 側 底 部 の 局 在 を 計 算 す る 工 程 、
を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 蛍 光 化 合 物 が 、 カ ル セ イ ン で あ っ て 、 か つ 前 記 蛍 光 化 合 物 の 非 蛍 光 誘 導 体 が 、 カ ル セ
イ ン の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 、 有 利 に は カ ル セ イ ン Ａ Ｍ で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ
か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
前 記 分 極 し た 細 胞 が 、 腎 臓 細 胞 で あ っ て 、 有 利 に は Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 　 Ｉ Ｉ 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １
～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 工 程 （ ｃ ） の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 、 約 ３ ７ ℃ で 約 ３ ０ 分 間 行 わ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５
の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 、 Ａ Ｂ Ｃ 輸 送 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る 、
請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 、 多 種 薬 物 輸 送 体 又 は 多 種 薬 物 輸 送 体 関 連 タ ン パ ク 質 で
あ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 、 Ｍ Ｒ Ｐ １ 又 は Ｍ Ｐ Ｒ で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
【 発 明 の 属 す る 技 術 分 野 】
本 発 明 は 、 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 、 特 に 、 多 種 薬 物 抵 抗 性 関 連 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｒ Ｐ ）
の 活 性 を 測 定 す る 、 簡 易 な 定 量 的 蛍 光 ア ッ セ イ に 関 す る 。
本 発 明 の 方 法 は 、 透 過 性 支 持 体 上 に 集 密 し て （ ｃ ｏ ｎ ｆ ｌ ｕ ｅ ｎ ｃ ｙ ） 生 育 し た 興 味 の あ
る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細 胞 の ウ ェ ル 封 入 培 養 物 で 行 わ れ 、 前 記 集 密 細 胞 培
養 物 は 、 ウ ェ ル の 分 離 し た 頂 端 （ ａ ｐ ｉ ｃ ａ ｌ ） の 及 び 側 底 部 （ ｂ ａ ｓ ｏ ｌ ａ ｔ ｅ ｒ ａ ｌ
） の 区 画 を 形 成 す る 。 細 胞 を 、 一 区 画 の 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 （ 例 え ば 、
カ ル セ イ ン Ａ Ｍ ） と 接 触 さ せ 、 一 定 時 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 反 対 側 の 区 画 か ら 採 取
さ れ た サ ン プ ル で 検 出 さ れ た 蛍 光 強 度 に よ っ て 、 細 胞 に 発 現 し た 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク
質 の 活 性 が 示 さ れ る 。
ま た 、 本 発 明 は 、 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 抑 制 因 子 及 び 活 性 化 因 子 の 定 性 及 び 定 量 的
測 定 方 法 、 及 び 分 極 し た 細 胞 の 興 味 の あ る 形 質 膜 結 合 輸 送 タ ン パ ク 質 の 側 底 部 及 び ／ 又 は
頂 端 の 局 在 性 を 評 価 す る 方 法 に 関 す る 。
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【 ０ ０ ０ ２ 】
【 発 明 の 背 景 】
多 種 薬 物 抵 抗 性 タ ン パ ク 質 （ Ｍ Ｄ Ｒ ） 及 び 多 種 薬 物 抵 抗 性 関 連 タ ン パ ク 質 、 即 ち Ｍ Ｒ Ｐ １
及 び Ｍ Ｒ Ｐ ２ は 、 Ａ Ｂ Ｃ 輸 送 体 ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ り 、 悪 性 腫 瘍 に 多 種 薬
物 抵 抗 性 を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 今 ま で に 、 少 な く と も ６ 種 類 の Ｍ Ｒ Ｐ 様 タ ン パ ク 質
が 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 生 理 学 的 役 割 は 、 毒 剤 の 排 除 か ら 多 様 な 分 泌 機
能 の 範 囲 に 渡 る で あ ろ う 。 Ｍ Ｒ Ｐ １ は 、 様 々 な 組 織 に 広 く 発 現 さ れ 、 一 方 Ｍ Ｒ Ｐ ２ は 、 肝
細 胞 及 び 腎 臓 の 近 位 尿 細 管 の 上 皮 細 胞 に 優 勢 に 発 現 す る 。 従 っ て 、 こ の よ う な 輸 送 タ ン パ
ク 質 を 効 果 的 に 抑 制 す る 新 規 化 合 物 の 同 定 は 、 主 要 な 関 心 事 で あ り 、 薬 物 抵 抗 性 タ イ プ の
悪 性 疾 患 に 対 し て よ り 効 果 的 な 化 学 療 法 的 治 療 方 法 を 作 り 上 げ よ う と 試 み ら れ て い る 。 ま
た 、 前 記 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 化 因 子 の 同 定 は 、 そ れ ら の 活 性 の 向 上 が 幾 つ か の 望 ま し く
な い 生 理 学 的 状 態 の 除 去 を 助 け る で あ ろ う と い う 他 の 適 用 に 興 味 を も た れ て い る か も し れ
な い 。
Ｍ Ｒ Ｐ １ は 、 マ イ ナ ス に チ ャ ー ジ し た 蛍 光 化 合 物 、 例 え ば 、 カ ル セ イ ン 遊 離 酸 を 、 細 胞 か
ら 追 い 出 す こ と が 以 前 か ら 明 ら か に さ れ て い る （ Ｆ ｅ ｌ ｌ ｅ ｒ ら 、 Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ 　 Ｌ ｅ ｔ ｔ ．
３ ６ ８ 、 ３ ８ ５ － ３ ８ ８ （ １ ９ ９ ５ ） ； Ｈ ｏ ｌ ｌ ｏ ら 、 Ｆ Ｅ Ｂ Ｓ 　 Ｌ ｅ ｔ ｔ ． ３ ８ ３ 、 ９
９ － １ ０ ４ （ １ ９ ９ ６ ） ） 。 我 々 は 、 こ の 色 素 は 、 Ｍ Ｒ Ｐ ２ に よ っ て も 細 胞 か ら 迅 速 に 排
出 さ れ る こ と を 近 頃 発 見 し た 。 ま た 、 こ の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー の 他 の メ ン バ ー が こ の 化
合 物 を 輸 送 す る こ と も 可 能 で あ る 。 分 極 し た 細 胞 で の 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 分 布 は 、 均
一 で は な い 。 Ｍ Ｒ Ｐ １ の 発 現 は 、 側 底 部 表 面 に 限 定 さ れ 、 一 方 Ｍ Ｒ Ｐ ２ は 、 頂 端 膜 に 唯 一
発 現 さ れ る 。
こ の 特 徴 に よ り 、 透 過 性 の 固 体 支 持 体 （ 例 え ば 、 多 孔 性 膜 ） 上 で 生 育 し た 分 極 し た 細 胞 の
集 密 培 養 物 で 行 わ れ る 、 い わ ゆ る 有 向 （ ｖ ｅ ｃ ｔ ｏ ｒ ｉ ａ ｌ ） 輸 送 ア ッ セ イ に お い て 、 こ
れ ら 及 び 他 の 同 様 な タ ン パ ク 質 の 機 能 の 評 価 が 可 能 と な る 。 従 来 説 明 さ れ て い た 有 向 輸 送
ア ッ セ イ （ Ｅ ｖ ｅ ｒ ｓ ， Ｒ ら 、 Ｊ ． Ｃ ｌ ｉ ｎ ． Ｉ ｎ ｖ ｅ ｓ ｔ ． ９ ７ 、 １ ２ １ １ － １ ２ １ ８
（ １ ９ ９ ６ ） ） は 、 Ｍ Ｒ Ｐ １ 及 び Ｍ Ｒ Ｐ ２ の よ う な 輸 送 タ ン パ ク 質 の 局 在 性 と 活 性 を 実 験
的 に 調 査 す る の に 好 適 で あ る と 考 え ら れ る が 、 検 出 の た め に も っ ぱ ら 放 射 性 標 識 さ れ た 基
質 を 使 用 す る 一 連 の 欠 点 を 持 ち 、 当 然 、 特 別 の 実 験 室 安 全 装 置 及 び 規 制 の 適 用 が 必 要 と な
る 。 別 の 欠 点 は 、 前 述 の 有 向 輸 送 ア ッ セ イ で は 、 興 味 の あ る 細 胞 内 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性
を 評 価 す る の に 使 用 さ れ る 一 定 の 標 識 基 質 が 、 使 用 さ れ る 集 密 培 養 物 の 細 胞 が 接 触 し て い
る 密 着 結 合 を 通 過 す る か も し れ ず 、 従 っ て 、 輸 送 さ れ る こ と な く 、 反 対 側 の 区 画 に 到 着 で
き る と い う こ と で あ り 、 そ の 結 果 、 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 の 正 確 な 測 定 に 好 適
な 定 量 的 ア ッ セ イ を 開 発 す る の が 非 常 に 複 雑 に な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 前 述 の 方 法 よ り も ず っ と 簡 単 に 行 え 、 か つ 自 動 化 さ れ る 簡 易 な
定 性 及 び 定 量 的 有 向 輸 送 ア ッ セ イ 方 法 を 提 供 す る こ と に あ り 、 ま た 、 細 胞 貫 通 放 出 （ 分 極
し た 細 胞 の 密 着 結 合 を 通 り 抜 け 、 そ れ に よ り 、 細 胞 に よ る 取 り 込 み 及 び 排 出 を 避 け る と い
う 輸 送 で は な い ） を 測 定 す る だ け で 定 量 的 に な さ れ る 。 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 抑 制 因 子 及 び 活 性 化 因 子 を 同 定 す る ア ッ セ イ 方 法 、 ま た 側 底 部 及 び ／ 又
は 頂 端 の 形 質 膜 の 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 局 在 性 を 迅 速 に か つ 簡 単 に 評 価 す る ア ッ セ
イ 方 法 を 提 供 す る 。
カ ル セ イ ン は 、 周 知 の 蛍 光 基 質 で あ り （ モ レ キ ュ ラ ー プ ロ ー ブ ス 社 、 Ｕ Ｓ Ａ か ら 市 販 さ れ
て い る ） 、 前 記 化 合 物 の 非 蛍 光 ア セ ト キ シ メ チ ル エ ス テ ル 誘 導 体 （ カ ル セ イ ン Ａ Ｍ ） は 、
そ の 疎 水 性 の 性 質 の た め 、 細 胞 透 過 性 で あ る こ と が 知 ら れ る 。 我 々 は 、 Ｍ Ｄ Ｒ １ 、 又 は 細
胞 か ら カ ル セ イ ン Ａ Ｍ を 追 い 出 す こ と が で き る が カ ル セ イ ン 自 体 は 追 い 出 さ な い 他 の 輸 送
タ ン パ ク 質 の 活 性 を 評 価 す る の に カ ル セ イ ン Ａ Ｍ を 使 用 す る 、 既 に 開 発 さ れ た 異 な る ア ッ
セ イ の 組 み 合 わ せ 方 を 持 っ て い る （ 米 国 特 許 第 ５ ， ８ ７ ２ ， ０ １ ４ 号 明 細 書 ； 欧 州 特 許 第
０ ， ７ ８ ４ ， ６ ９ ９ 号 明 細 書 ） 。 我 々 は 、 カ ル セ イ ン 及 び カ ル セ イ ン Ａ Ｍ （ 及 び 同 様 の 性
質 の 他 の 化 合 物 ） を 、 Ｍ Ｒ Ｐ １ 、 Ｍ Ｒ Ｐ ２ 及 び 細 胞 か ら カ ル セ イ ン を 効 果 的 に 追 い 出 す 同
様 の 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 評 価 す る ア ッ セ イ 方 法 を 作 り 上 げ る の に も 使 用 で き る こ と を
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認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
【 発 明 の 実 施 の 形 態 】
本 発 明 の 方 法 は 、 透 過 性 支 持 体 （ 例 え ば 多 孔 性 膜 又 は コ ラ ー ゲ ン マ ト リ ッ ク ス ） 上 に （ 形
成 さ れ た 密 着 結 合 で ） 密 集 し て 生 育 し た 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 し 、 そ れ に よ っ
て ウ ェ ル の 分 離 し た 頂 端 と 側 底 部 の 区 画 を 形 成 す る 、 分 極 し た 細 胞 の ウ ェ ル 封 入 培 養 物 で
行 わ れ る 。 細 胞 培 養 物 を 、 １ つ の 区 画 で 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 （ 例 え ば カ
ル セ イ ン Ａ Ｍ ） に 接 触 さ せ 、 次 に そ の 誘 導 体 が 、 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ て 切 断 さ れ 、 蛍 光 化
合 物 （ 例 え ば カ ル セ イ ン ） が 生 成 さ れ 、 そ の 蛍 光 化 合 物 は 、 興 味 の あ る 膜 結 合 輸 送 タ ン パ
ク 質 の 基 質 に な る 。 次 に 、 反 対 側 の 区 画 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル で 検 出 さ れ る 蛍 光 強 度 に
よ っ て 、 細 胞 か ら 前 記 蛍 光 化 合 物 を 排 出 す る 興 味 の あ る 膜 結 合 輸 送 タ ン パ ク 質 の 実 際 の 活
性 が 示 さ れ る （ 図 １ 参 照 の こ と ） 。 コ ン ト ロ ー ル 実 験 は 、 Ｍ Ｒ Ｐ を 発 現 し な い 同 様 の 培 養
物 で 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 局 在 性 、 抑 制 因 子
及 び ／ 又 は 活 性 化 因 子 の 定 性 及 び 定 量 的 測 定 方 法 に 関 す る 。 あ る 化 合 物 と 興 味 の あ る 輸 送
タ ン パ ク 質 間 の 相 互 作 用 を 測 定 す る た め に 、 本 発 明 の 方 法 は 、 試 験 さ れ る 化 合 物 の 存 在 下
で 行 わ れ る 。 答 え る 問 題 に よ っ て 、 調 べ た 化 合 物 を セ ル 培 養 物 の 頂 端 又 は 側 底 部 又 は 両 側
い ず れ か に 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
従 っ て 、 本 発 明 は 、 分 極 し た 細 胞 の 側 底 部 又 は 頂 端 の 形 質 膜 の い ず れ か に 局 在 す る 、 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 及 び ／ 又 は 量 を 測 定 す る 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の 工 程 、
（ ａ ） 　 透 過 性 支 持 体 上 で 生 育 し た 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細
胞 の ウ ェ ル 封 入 集 密 培 養 物 を 供 給 し 、 前 記 培 養 物 の 前 記 細 胞 間 の 密 着 結 合 の 形 成 を 確 実 に
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 集 密 細 胞 培 養 物 の 両 側 面 に 分 か れ た 側 底 部 及 び 頂 端 の 区 画 を 形 成
す る 工 程 、
（ ｂ ） 　 前 記 区 画 の 一 つ に 、 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 を 添 加 す る 工 程 で あ っ
て 、 前 記 区 画 の 一 つ が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 局 在 す る 前 記 分 極 し た 細 胞 の 形
質 膜 の 反 対 側 で あ り 、 前 記 誘 導 体 が 、 細 胞 内 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 前 記 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 基 質 で あ る 蛍 光 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｃ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
（ ｄ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 が 添 加 さ れ る 区 画 の 反 対 側 の 区 画 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル の 蛍
光 強 度 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 強 度 が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 存 在 及 び
活 性 を 示 す 工 程 、 及 び 任 意 に 、
（ ｅ ） 　 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 に 基 づ い て 、 か つ あ ら か じ め 確 立 さ れ た キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ 及 び ／ 又 は 経 験 的 相 関 に 基 づ い て 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 前 記 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 及 び ／ 又 は 量 の 測 定 を 計 算 す る 工 程 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
ま た 、 本 発 明 は 、 分 極 し た 細 胞 の 側 底 部 又 は 頂 端 の 形 質 膜 の い ず れ か に 局 在 す る 興 味 の あ
る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 を 抑 制 又 は 向 上 さ せ る 、 興 味 の あ る テ ス ト 化 合 物 の 能 力 を 測 定 す
る 方 法 を 提 供 し 、 以 下 の 工 程 、
（ ａ ） 　 透 過 性 支 持 体 上 で 生 育 し た 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細
胞 の ウ ェ ル 封 入 集 密 培 養 物 を 供 給 し 、 前 記 培 養 物 の 前 記 細 胞 間 の 密 着 結 合 の 形 成 を 確 実 に
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 集 密 細 胞 培 養 物 の 両 側 面 に 分 か れ た 側 底 部 及 び 頂 端 の 区 画 を 形 成
す る 工 程 、
（ ｂ ） 　 前 記 区 画 の 一 つ に 、 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 を 添 加 す る 工 程 で あ っ
て 、 前 記 区 画 の 一 つ が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 が 局 在 す る 前 記 分 極 し た 細 胞 の 形
質 膜 の 反 対 側 で あ り 、 前 記 誘 導 体 が 、 細 胞 内 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 前 記 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 基 質 で あ る 蛍 光 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｃ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
（ ｄ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 が 添 加 さ れ る 区 画 の 反 対 側 の 区 画 か ら 採 取 さ れ た サ ン プ ル の 蛍
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光 強 度 を 測 定 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 強 度 が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 存 在 及 び
活 性 を 示 す 工 程 、 及 び 任 意 に 、
（ ｅ ） 　 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 に 基 づ い て 、 か つ あ ら か じ め 確 立 さ れ た キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ 及 び ／ 又 は 経 験 的 相 関 に 基 づ い て 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 前 記 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性 の 測 定 を 計 算 す る 工 程 、
（ ｆ ） 　 工 程 （ ａ ） で 供 給 さ れ た 同 一 の 分 極 し た 細 胞 培 養 物 又 は そ れ と 本 質 的 に 同 一 の 分
極 し た 細 胞 培 養 物 を 使 用 し て 、 工 程 （ ｂ ） － （ ｅ ） を 繰 り 返 し 、 一 方 、 前 記 興 味 の あ る テ
ス ト 化 合 物 又 は 前 記 細 胞 内 で 前 記 興 味 の あ る テ ス ト 化 合 物 か ら 生 成 さ れ た 興 味 の あ る 代 謝
生 成 物 を 、 繰 り 返 し 行 わ れ る 工 程 （ ｃ ） に お け る 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 と 接 触 さ
せ る こ と を 確 実 に す る 工 程 、 及 び
（ ｇ ） 　 工 程 （ ｄ ） 及 び 繰 り 返 し 行 わ れ た 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 を 比 較 す
る 工 程 、 及 び ／ 又 は 工 程 （ ｅ ） 及 び 繰 り 返 し 行 わ れ た 工 程 （ ｅ ） で 計 算 さ れ た 活 性 値 を 比
較 す る 工 程 、 及 び 前 記 興 味 の あ る テ ス ト 化 合 物 が 、 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 活 性
を 抑 制 又 は 向 上 さ せ る か ど う か を 判 定 す る 工 程 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
更 に 、 本 発 明 は 、 分 極 し た 細 胞 の 興 味 の あ る 形 質 膜 結 合 輸 送 タ ン パ ク 質 の 側 底 部 及 び ／ 又
は 頂 端 の 局 在 を 評 価 す る 方 法 に 関 し 、 以 下 の 工 程 、
（ ａ ） 　 透 過 性 支 持 体 上 で 生 育 し た 前 記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 分 極 し た 細
胞 の ウ ェ ル 封 入 集 密 培 養 物 を 供 給 し 、 前 記 培 養 物 の 前 記 細 胞 間 の 密 着 結 合 の 形 成 を 確 実 に
し 、 そ れ に よ っ て 、 前 記 集 密 細 胞 培 養 物 の 両 側 面 に 分 か れ た 側 底 部 及 び 頂 端 の 区 画 を 形 成
す る 工 程 、
（ ｂ ） 　 前 記 頂 端 及 び 側 底 部 の 区 画 の 両 方 に 、 蛍 光 化 合 物 の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 を 添
加 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 誘 導 体 が 、 細 胞 内 の 酵 素 に よ っ て 切 断 さ れ 得 、 前 記 興 味 の あ る
輸 送 タ ン パ ク 質 の 基 質 で あ る 蛍 光 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、
（ ｃ ） 　 前 記 非 蛍 光 誘 導 体 の 存 在 下 で 前 記 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 工 程 、
（ ｄ ） 　 両 方 の 区 画 か ら 採 取 し た サ ン プ ル の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 工 程 、
（ ｅ ） 　 異 な る 区 画 で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 を 比 較 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 比 較 が 、 前
記 興 味 の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の 頂 端 及 び ／ 又 は 側 底 部 の 局 在 を 示 す 工 程 、 及 び 任 意 に 、
（ ｆ ） 　 工 程 （ ｄ ） で 測 定 さ れ た 蛍 光 強 度 の 値 に 基 づ い て 、 か つ あ ら か じ め 確 立 さ れ た キ
ャ リ ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ 及 び ／ 又 は 経 験 的 相 関 に 基 づ い て 、 前 記 細 胞 に 存 在 す る 前 記 興 味
の あ る 輸 送 タ ン パ ク 質 の パ ー セ ン ト の 頂 端 及 び ／ 又 は 側 底 部 の 局 在 を 計 算 す る 工 程 、
を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
本 発 明 の 方 法 に 使 用 さ れ る 前 記 蛍 光 化 合 物 は 、 カ ル セ イ ン が 有 利 で あ り 、 前 記 蛍 光 化 合 物
の 非 蛍 光 誘 導 体 は 、 カ ル セ イ ン の 細 胞 透 過 性 非 蛍 光 誘 導 体 、 有 利 に は カ ル セ イ ン Ａ Ｍ で あ
る 。
本 発 明 の 方 法 は 、 有 利 に は 、 分 極 し た 腎 臓 細 胞 で 、 よ り 有 利 に は 、 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 　 Ｉ Ｉ 細 胞 で
行 い 、 約 ３ ７ ℃ で 約 ３ ０ 分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
本 発 明 の 幾 つ か の 有 利 な 態 様 は 、 以 下 に 示 す 実 験 例 に よ っ て 更 に 説 明 さ れ 、 ま た 、 付 加 し
た ク レ ー ム よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 に つ い て 制 限 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 実 施 例 】
例 １ 　 有 向 カ ル セ イ ン 輸 送 の Ｍ Ｒ Ｐ ２ 基 質 の 抑 制 効 果
分 極 し た イ ヌ の 腎 臓 細 胞 （ Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 　 Ｉ Ｉ ） 及 び ヒ ト Ｍ Ｒ Ｐ ２ を 安 定 し て 発 現 す る Ｍ Ｄ Ｃ
Ｋ 　 Ｉ Ｉ 由 来 の 培 養 細 胞 株 を 、 ト ラ ン ス ウ ェ ル － コ ル （ Ｔ ｒ ａ ｎ ｓ ｗ ｅ ｌ ｌ － Ｃ ｏ ｌ ） 膜
支 持 体 （ 孔 径 ４ □ ｍ ） に 播 き 、 培 養 物 を 、 １ ０ ％ Ｆ Ｂ Ｓ 及 び 抗 生 物 質 を 含 む Ｄ － Ｍ Ｅ Ｍ 培
地 で ７ 日 間 維 持 し た 。 培 養 物 を 洗 浄 後 、 ２ ０ ０ μ ｌ 及 び ４ ０ ０ μ ｌ の リ ン ガ ー 緩 衝 液 を 上
方 及 び 下 方 の 区 画 に 、 そ れ ぞ れ 添 加 し た 。 細 胞 を 、 指 示 さ れ た よ う に 試 験 し た 薬 物 で ５ 分
間 、 相 互 に プ レ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 細 胞 を 、 側 底 部 側 （ 下 方 の チ ャ ン バ ー ） で 、
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５ μ ｌ の カ ル セ イ ン Ａ Ｍ に ３ ７ ℃ で ３ ０ 分 間 暴 露 し た 。 １ ０ ０ μ ｌ の サ ン プ ル を 、 頂 端 の
区 画 （ 上 方 の チ ャ ン バ ー ） か ら 採 取 し 、 そ の 蛍 光 を 測 定 し た 。 図 ２ に お い て 、 左 の カ ラ ム
は 、 親 細 胞 で の 結 果 を 示 し 、 一 方 右 の カ ラ ム は 、 Ｍ Ｒ Ｐ ２ を 発 現 し た 細 胞 で 得 ら れ た 結 果
を 示 す 。 黒 ベ タ の バ ー は 、 薬 物 の 不 存 在 下 で 測 定 さ れ た 任 意 の 単 位 で の 蛍 光 を 描 き 、 白 抜
き 及 び 灰 色 の バ ー は 、 そ れ ぞ れ 、 ２ ５ μ Ｍ ベ ン ズ ブ ロ マ ロ ン 及 び １ ｍ Ｍ プ ロ ベ ネ シ ド の 存
在 下 で 得 ら れ た 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ０ 】
例 ２ 　 Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 　 Ｉ Ｉ 細 胞 単 層 に よ る カ ル セ イ ン の 放 出
分 極 し た 細 胞 を マ イ ク ロ ポ ー ラ ス ポ リ カ ー ボ ネ ー ト フ ィ ル タ ー （ 孔 径 ３ □ ｍ 、 直 径 ２ ４ ．
５ ｍ ｍ ） に 播 き 、 毎 日 培 地 交 換 し て ３ 日 間 培 養 し た 。 実 験 は 、 細 胞 層 の 頂 端 又 は 基 底 側 の
い ず れ か で 培 地 を 交 換 す る こ と に よ り 開 始 し た 。 カ ル セ イ ン の 放 出 を 、 カ ル セ イ ン Ａ Ｍ （
１ □ Ｍ ） を 含 む Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ で 室 温 で 、 単 層 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 測 定 し た 。 各
区 画 の サ ン プ ル （ ２ ０ ０ ｍ ｌ ） を 指 示 し た 時 点 で 採 取 し た 。 ８ ０ ０ ｍ ｌ の Ｈ Ｂ Ｓ Ｓ を 添 加
し 、 蛍 光 を 測 定 し た 。 放 出 さ れ た カ ル セ イ ン の 量 を 、 遊 離 カ ル セ イ ン で 作 成 さ れ た キ ャ リ
ブ レ ー シ ョ ン カ ー ブ を 使 っ て 計 算 し た 。 結 果 を 図 ３ に 示 す 。
上 に 示 し た よ う に 、 本 発 明 の 有 利 な 態 様 を 通 じ て 、 本 発 明 の 方 法 は 、 興 味 の あ る 輸 送 タ ン
パ ク 質 の よ う な Ｍ Ｒ Ｐ の 活 性 の 簡 易 な 定 性 及 び 定 量 評 価 、 前 記 輸 送 タ ン パ ク 質 の 抑 制 因 子
及 び 活 性 化 因 子 の 同 定 、 及 び 側 底 部 及 び ／ 又 は 頂 端 の 形 質 膜 の こ の よ う な タ ン パ ク 質 の 局
在 性 を 迅 速 に 簡 単 に 評 価 す る の に 好 適 で あ る 。 当 業 者 は 、 前 述 の 本 発 明 の 方 法 の 様 々 な 変
更 、 改 良 が 、 こ こ で 説 明 さ れ た も の に 、 代 わ り の 解 釈 を 等 価 に 適 用 す る こ と に よ っ て 作 り
上 げ ら れ 、 し か し な が ら 、 こ の よ う な 変 化 及 び 改 良 は 、 本 発 明 の 最 初 の 精 神 か ら 逸 脱 す る
こ と な く 、 従 っ て 、 付 随 す る ク レ ー ム に よ っ て 定 義 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る こ と を 確
実 に 理 解 す る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 図 １ 】
本 発 明 の 輸 送 測 定 ア ッ セ イ の ス キ ー ム で あ る 。 （ 省 略 ： Ｃ は 、 蛍 光 化 合 物 、 Ｃ － Ａ Ｍ は 、
Ｃ の 非 蛍 光 誘 導 体 で あ る 。 ）
【 図 ２ 】
本 発 明 の ア ッ セ イ に よ っ て 測 定 し た 、 有 向 細 胞 貫 通 カ ル セ イ ン 輸 送 の ２ 種 類 の Ｍ Ｒ Ｐ ２ 基
質 の 抑 制 効 果 を 示 す 。
【 図 ３ 】
Ｍ Ｄ Ｃ Ｋ 　 Ｉ Ｉ 細 胞 単 層 に よ る 、 カ ル セ イ ン 放 出 を 示 す 。 カ ル セ イ ン Ａ Ｍ を 、 頂 端 及 び 側
底 部 の 培 地 の 両 方 に 添 加 し 、 培 地 に 現 れ た カ ル セ イ ン の 量 を 測 定 し た 。 サ ン プ ル を 、 １ 及
び ２ 時 間 で 採 取 し た 。 四 角 ： 頂 端 の 区 画 に 放 出 。 丸 ： 側 底 部 の 区 画 に 放 出 。
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【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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