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【手続補正書】
【提出日】平成23年7月4日(2011.7.4)
【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】
　少なくとも1つのNLSおよび検出用部分を含む膜貫通型タンパク質を含むタンパク質をコ
ードする、少なくとも1つのヌクレオチド配列（ここで、野生型の膜貫通型タンパク質はN
LSおよび検出用部分を含まず、該膜貫通型タンパク質をコードするヌクレオチド配列がNL
S及び検出用部分をコードするように修飾されている。）を含む、単離された細胞。
【請求項２】
　該検出用部分が、該膜貫通型タンパク質のアミノ酸配列の抗原部分を含む検出用ペプチ
ドである、請求項1記載の細胞。
【請求項３】
　該ヌクレオチド配列が、少なくとも1つのNLSおよび検出用部分を含む膜貫通型タンパク
質を含む融合タンパク質をコードする、請求項1記載の細胞。
【請求項４】
　該ヌクレオチド配列が、RRR-(11 aa)-KRRK、KK-(15 aa)-KKRK、KRKRRP、PKKNRLRRK、KR
QR-(20 aa)-KKSKK、PAAKRVKLD、QRKRQK、HRIEEKRKRTYETFKSI、KKKYKLK、KSKKKAQ、PKKKRK
V、KKKKRKREK、LKRPRSPSS、KRK-(22 aa)-KELQKQITK、GKKKYKLKH、EED-(350 aa)-KKKRERLD
、CYFQKKAANMLQQSGSKNTGAKKRK、DILRR-(323 aa)-PKQKRK、SSDDEATADSQHSTPPKKKRKV、RKKR
K-(9 aa)KAKKSK、KR-(11 aa)-KKLR、RRPS-(22 aa)-RRKRQK、KR-(10 aa)-KKKL、RKRK-(7 a
a)-RRSRYRK、およびMISEALRKAから選択されるNLSをコードするように修飾されている、請
求項1～3のいずれか一項記載の細胞。
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【請求項５】
　該ヌクレオチド配列が、KKFKR、PKKKRKV、およびAFSAKKFKRからなる群より選択される
アミノ酸配列をコードするように修飾されている、請求項1～3のいずれか一項記載の細胞
。
【請求項６】
　該検出用部分が抗原ペプチドであり、細胞内における該抗原ペプチドの分布が、該抗原
ペプチドに特異的な抗体を含む抗体ベースの検出系に対する結合を可能とすることで決定
される、請求項3記載の細胞。
【請求項７】
　該抗体ベースの検出系が、該抗原ペプチドに特異的な第1の抗体、および検出用標識を
有し、かつ該第1の抗体に特異的な第2の抗体を含む、請求項6記載の細胞。
【請求項８】
　該抗体ベースの検出系が、該抗原ペプチドに特異的で、かつ検出用標識を有する第1の
抗体を含む、請求項6記載の細胞。
【請求項９】
　該検出用標識が、光学的に検出可能な標識である、請求項7または8記載の細胞。
【請求項１０】
　該検出用標識が、発光標識または蛍光標識である、請求項7または8記載の細胞。
【請求項１１】
　該検出用部分が、緑色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、およびこれらの修飾型異
型からなる群より選択されるポリペプチドである、請求項3記載の細胞。
【請求項１２】
　該膜貫通型タンパク質が、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）、輸送体、サイトカイン
受容体、チロシンキナーゼ受容体、および低密度リポタンパク質（LDL）受容体からなる
群より選択される、請求項1～11のいずれか一項記載の細胞。
【請求項１３】
　該膜貫通型タンパク質がGPCRである、請求項12記載の細胞。
【請求項１４】
　該GPCRが、ドーパミンD1受容体、ドーパミンD2受容体、ドーパミンD3受容体、ドーパミ
ンD5受容体、ヒスタミン1受容体、システイニルロイコトリエン受容体1、システイニルロ
イコトリエン受容体2、オピオイド受容体、ムスカリン受容体、セロトニン受容体、β2-
アドレナリン受容体、および代謝共役型グルタミン酸4受容体からなる群より選択される
、請求項13記載の細胞。
【請求項１５】
　該膜貫通型タンパク質が輸送体である、請求項12記載の細胞。
【請求項１６】
　該輸送体が、ドーパミン輸送体およびセロトニン輸送体からなる群より選択される、請
求項15記載の細胞。
【請求項１７】
　該膜貫通型タンパク質がサイトカイン受容体である、請求項12記載の細胞。
【請求項１８】
　該サイトカイン受容体が、エリスロポイエチン受容体およびインスリン受容体からなる
群より選択される、請求項17記載の細胞。
【請求項１９】
　該膜貫通型タンパク質がチロシンキナーゼ受容体である、請求項12記載の細胞。
【請求項２０】
　該チロシンキナーゼ受容体が、上皮成長因子受容体およびインスリン受容体からなる群
より選択される、請求項19記載の細胞。
【請求項２１】
　該膜貫通型タンパク質が低密度リポタンパク質受容体である、請求項12記載の細胞。
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【請求項２２】
　個々の配列が少なくとも1つのNLSを含む異なる膜貫通型タンパク質を含むタンパク質を
コードする、複数のヌクレオチド配列を含む、請求項1～21のいずれか一項記載の細胞。
【請求項２３】
　該個々のヌクレオチド配列が、異なる検出用部分を含むタンパク質をコードする、請求
項22記載の細胞。
【請求項２４】
　少なくとも1つの検出用部分が、少なくとも2種類のコードされたタンパク質に共通であ
る、請求項22記載の細胞。
【請求項２５】
　該細胞が、真核細胞または原核細胞である、請求項1～24のいずれか一項記載の細胞。
【請求項２６】
　該細胞が、哺乳類細胞、酵母細胞、昆虫細胞、線虫細胞、植物細胞、および真菌細胞か
らなる群より選択される真核細胞である、請求項25記載の細胞。
【請求項２７】
　該細胞が、HEK細胞、COS細胞、およびCHO細胞からなる群より選択される哺乳類細胞で
ある、請求項26記載の細胞。
【請求項２８】
　該細胞が、神経細胞である、請求項26記載の細胞。
【請求項２９】
　以下の段階を含む、少なくとも1つの膜貫通型タンパク質と相互作用する能力に関して
候補化合物をスクリーニングする方法：
　少なくとも1つの核局在配列（NLS）および検出用部分を含む膜貫通型タンパク質を含む
タンパク質をコードする少なくとも1つのヌクレオチド配列（ここで、野生型の膜貫通型
タンパク質はNLSを含む。）を含み、該コードされたタンパク質を細胞内で発現する細胞
に候補化合物を接触させる段階；ならびに
　細胞内における該検出用部分の分布を検出することで、該細胞内における該発現された
タンパク質の分布を決定する段階；
　ここで、候補化合物を接触させなかった対照細胞に対して、細胞膜において該検出用部
分が保持されることは、該化合物が該膜貫通型タンパク質と相互作用することを示す。
【請求項３０】
　該検出用部分が、該膜貫通型タンパク質のアミノ酸配列の抗原部分を含む検出用ペプチ
ドであり、および／または該ヌクレオチド配列が、少なくとも１つのNLSおよび検出用部
分を含む膜貫通型タンパク質を含む融合タンパク質をコードする、請求項29記載の方法。
【請求項３１】
　該NLSが、表1から選択されるか、またはKKFKR、PKKKRKV、およびAFSAKKFKRからなる群
より選択される、請求項29または30記載の方法。
【請求項３２】
　該細胞が真核細胞または原核細胞であり、好ましくは哺乳類細胞（好ましくはHEK細胞
、COS細胞、およびCHO細胞からなる群より選択される）、酵母細胞、昆虫細胞、線虫細胞
、植物細胞、および真菌細胞からなる群より選択される真核細胞である、請求項29～31の
いずれか一項記載の方法。
【請求項３３】
　該検出用部分が抗原ペプチドであり、細胞内における抗原ペプチドの分布が、抗原ペプ
チドに特異的な抗体を含む抗体ベースの検出系に対する結合を可能とすることで決定され
る（好ましくは、該抗体ベースの検出系が、抗原ペプチドに特異的な第1の抗体、および
検出用標識を有し、かつ第1の抗体に特異的な第2の抗体を含むか、または該抗体ベースの
検出系が、抗原ペプチドに特異的で、かつ検出用標識を有する第1の抗体を含む；　ここ
で、該検出用標識は、好ましくは、光学的に検出可能な標識であり、さらに好ましくは、
発光標識または蛍光標識である）、または、ここで、該検出用部分が、緑色蛍光タンパク
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質、赤色蛍光タンパク質、およびこれらの修飾型異型からなる群より選択されるポリペプ
チドである、請求項29記載の方法。
【請求項３４】
　該膜貫通型タンパク質が、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）（好ましくは、ドーパミ
ンD1受容体、ドーパミンD2受容体、ドーパミンD3受容体、ドーパミンD5受容体、ヒスタミ
ン1受容体、システイニルロイコトリエン受容体1、システイニルロイコトリエン受容体2
、オピオイド受容体、ムスカリン受容体、セロトニン受容体、β2-アドレナリン受容体、
および代謝共役型グルタミン酸4受容体からなる群より選択される）、輸送体（好ましく
はドーパミン輸送体またはセロトニン輸送体）、サイトカイン受容体（好ましくは、エリ
スロポイエチン受容体またはインスリン受容体）、チロシンキナーゼ受容体（好ましくは
、上皮成長因子受容体またはインスリン受容体）、および低密度リポタンパク質（LDL）
受容体からなる群より選択される、請求項29～33のいずれか一項記載の方法。
【請求項３５】
　該細胞が、個々の配列が、少なくとも1つのNLSを含む異なる膜貫通型タンパク質を含む
タンパク質をコードする、複数のヌクレオチド配列（ここで、該個々のヌクレオチド配列
が、異なる検出用部分を含むタンパク質をコードするか、または少なくとも1つの検出用
部分が、少なくとも2種類のコードされたタンパク質に共通である）でトランスフェクト
されている、請求項29～34のいずれか一項記載の方法。
【請求項３６】
　細胞に、少なくとも1種類の膜貫通型タンパク質と相互作用することがわかっている化
合物を接触させてから、細胞に候補化合物を接触させる、請求項29記載の方法であって、
　ここで、膜貫通型タンパク質と相互作用することがわかっている化合物を接触させたが
候補化合物を接触させなかった対照細胞における検出用部分の分布に対して、細胞膜にお
いて該検出用部分が保持されることは、候補化合物が膜貫通型タンパク質と相互作用する
ことを示す、方法。
【請求項３７】
　以下の段階を含む、少なくとも1つの膜貫通型タンパク質と相互作用する能力に関して
候補化合物をスクリーニングする方法：
　細胞に、少なくとも１つの核局在配列（NLS）を含む膜貫通型タンパク質を含むタンパ
ク質をコードする少なくとも1つのヌクレオチド配列（ここで、野生型の膜貫通型タンパ
ク質はNLSを含む。）を含み、該コードされたタンパク質を細胞内で発現する細胞に候補
化合物を接触させる段階；ならびに
　細胞膜に残存したNLS含有膜貫通型タンパク質のレベルを、細胞の細胞膜画分を単離し
、同画分に膜貫通型タンパク質の標識リガンドを接触させ、同画分とリガンドの結合のレ
ベルを決定することで決定する段階；
　ここで、候補化合物を接触させなかった対照細胞の細胞膜におけるレベルに対して、細
胞膜において膜貫通型タンパク質が保持されることは、化合物が膜貫通型タンパク質と相
互作用することを示す。
【請求項３８】
　標識リガンドが放射標識リガンドであり、および該NLSが、表1から選択されるか、また
はKKFKR、PKKKRKV、およびAFSAKKFKRからなる群より選択される、請求項37記載の方法。
【請求項３９】
　該細胞が真核細胞または原核細胞であり、好ましくは哺乳類細胞（好ましくはHEK細胞
、COS細胞、およびCHO細胞からなる群より選択される）、酵母細胞、昆虫細胞、線虫細胞
、植物細胞、および真菌細胞からなる群より選択される真核細胞である、請求項37または
38記載の方法。
【請求項４０】
　該膜貫通型タンパク質が、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）（好ましくは、ドーパミ
ンD1受容体、ドーパミンD2受容体、ドーパミンD3受容体、ドーパミンD5受容体、ヒスタミ
ン1受容体、システイニルロイコトリエン受容体1、システイニルロイコトリエン受容体2
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、オピオイド受容体、ムスカリン受容体、セロトニン受容体、β2-アドレナリン受容体、
および代謝共役型グルタミン酸4受容体からなる群より選択される）、輸送体（好ましく
はドーパミン輸送体またはセロトニン輸送体）、サイトカイン受容体（好ましくは、エリ
スロポイエチン受容体またはインスリン受容体）、チロシンキナーゼ受容体（好ましくは
、上皮成長因子受容体またはインスリン受容体）、および低密度リポタンパク質（LDL）
受容体からなる群より選択される、請求項37～39のいずれか一項記載の方法。
【請求項４１】
　該細胞が、個々の配列が、少なくとも1つのNLSを含む異なる膜貫通型タンパク質を含む
タンパク質をコードする、複数のヌクレオチド配列（ここで、該個々のヌクレオチド配列
が、異なる検出用部分を含むタンパク質をコードするか、または少なくとも1つの検出用
部分が、少なくとも2種類のコードされたタンパク質に共通である）を含む、請求項37～4
0のいずれか一項記載の方法。
【請求項４２】
　以下の段階を含む、第1のタンパク質と第2のタンパク質がオリゴマーを形成可能か否か
を判定する方法：
　細胞に、NLSを含む第1のタンパク質をコードする第1のヌクレオチド配列（ここで、野
生型の第1のタンパク質はNLSを含む。）、および検出用部分を含む第2のタンパク質をコ
ードする第2のヌクレオチド配列を含み、該コードされた第1のタンパク質と第2のタンパ
ク質を細胞内で発現する細胞を得る段階（ここで、第1のタンパク質および第2のタンパク
質が、異なる膜貫通型タンパク質であり、好ましくはGPCRであり、または、同じ膜貫通型
タンパク質であり、または第1のタンパク質および第2のタンパク質の1つが膜貫通型タン
パク質であり、もう1つが非膜貫通型タンパク質である）；ならびに
　細胞内における、検出用部分の分布を決定する段階；
　ここで、細胞の核内および核の近傍で検出用部分が検出されること、または対照細胞に
対して、細胞表面での検出用部分のレベルの低下が検出されることは、第1のタンパク質
と第2のタンパク質が相互作用することを示す
【請求項４３】
　検出用部分が、第2のタンパク質のアミノ酸配列の抗原部分を含む検出用ペプチドであ
る、および／または第2のヌクレオチド配列が、第2のタンパク質および検出用部分を含む
融合タンパク質をコードする、請求項42記載の方法。
【請求項４４】
　該NLSが、表1から選択されるか、またはKKFKR、PKKKRKV、およびAFSAKKFKRからなる群
より選択される、請求項42または43記載の方法。
【請求項４５】
　該細胞が真核細胞または原核細胞であり、好ましくは哺乳類細胞（好ましくはHEK細胞
、COS細胞、およびCHO細胞からなる群より選択される）、酵母細胞、昆虫細胞、線虫細胞
、植物細胞、および真菌細胞からなる群より選択される真核細胞である、請求項42～44の
いずれか一項記載の方法。
【請求項４６】
　検出用部分が抗原ペプチドであり、また細胞内における抗原ペプチドの分布が、抗原ペ
プチドに特異的な抗体を含む抗体ベースの検出系に対する結合を可能とすることで決定さ
れる（好ましくは、該抗体ベースの検出系が、抗原ペプチドに特異的な第1の抗体、およ
び検出用標識を有し、かつ第1の抗体に特異的な第2の抗体を含むか、または該抗体ベース
の検出系が、抗原ペプチドに特異的で、かつ検出用標識を有する第1の抗体を含む；　こ
こで、該検出用標識は、好ましくは光学的に検出可能な標識であり、さらに好ましくは、
発光標識または蛍光標識である）、または、ここで、該検出用部分が、緑色蛍光タンパク
質、赤色蛍光タンパク質、およびこれらの修飾型異型からなる群より選択されるポリペプ
チドである、請求項42記載の方法。
【請求項４７】
　第1のタンパク質と第2のタンパク質が、Gタンパク質共役型受容体（GPCR）（好ましく
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は、ドーパミンD1受容体、ドーパミンD2受容体、ドーパミンD3受容体、ドーパミンD5受容
体、ヒスタミン1受容体、システイニルロイコトリエン受容体1、システイニルロイコトリ
エン受容体2、オピオイド受容体、ムスカリン受容体、セロトニン受容体、β2-アドレナ
リン受容体、および代謝共役型グルタミン酸4受容体からなる群より選択される）、輸送
体（好ましくはドーパミン輸送体またはセロトニン輸送体）、サイトカイン受容体（好ま
しくは、エリスロポイエチン受容体またはインスリン受容体）、チロシンキナーゼ受容体
（好ましくは、上皮成長因子受容体またはインスリン受容体）、および低密度リポタンパ
ク質（LDL）受容体からなる群より選択される、請求項42～46のいずれか一項記載の方法
。
【請求項４８】
　第1のヌクレオチド配列が、第2のタンパク質の検出用部分とは異なる検出用部分をさら
に含む第1のタンパク質をコードする、請求項42記載の方法であって、ここで、第1のタン
パク質の検出用部分と第2のタンパク質の検出用部分の間のエネルギー移動相互作用が検
出されることは、第1のタンパク質と第2のタンパク質がオリゴマーを形成することを示す
、方法。
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