
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
以下の工程：
(ｉ )測定対象物質を宿主細胞内に異種タンパク質として発現させる、
および
(ii)該異種タンパク質の発現により誘導された該宿主細胞の原形質膜の

の変化を測定する

を含む、 物質のイオンチャンネル活性を
測定する方法。
【請求項２】
プロリン又はアデニン分子 、請求
項 記載の方法。
【請求項３】
宿主細胞が大腸菌である、請求項 1 記載の方法。
【請求項４】
宿主細胞からの の漏 検出する、請求項１から いずれかに記載の方法。
【請求項５】
宿主細胞からの の漏出を、以下の方法：
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イオンチャンネル
活性 、ここで、宿主細胞の原形質膜のイオンチャンネル活性の変化の測
定は、該異種タンパク質によって形成されるイオンチャンネルを直接透過しない細胞小分
子の原形質膜を介する全体としての移動の変化を検出することで行う、

ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質である

の原形質膜を介する全体としての移動の変化を検出する
1

または 2に

該細胞小分子 出を 3

該細胞小分子



(i)漏出される に対して栄養要求性である細胞と交差培養する、または
(ii)漏出される が培養用培地に存在しなければ が増殖できないことを
指標にする、
のいずれかによって検出する、請求項 記載の方法。
【請求項６】
以下の工程：
(i)イオンチャンネル活性を有する 物質
を異種タンパク質として宿主細胞内に発現させる；
(ii)該宿主細胞を被検物質と接触させる；および
(iii)被検物質により誘導される該異種タンパク質のイオンチャンネル活性の変化を測定
する、

を含む、 物質のイオンチャンネル調節活性をスクリーニングする方法。
【請求項７】

デニンまたはプロリン分子 変化に及ぼす被検物
質の影響を検出する、請求項 記載の方法。
【請求項８】
宿主細胞が大腸菌である、請求項 に記載の方法。
【請求項９】
イオンチャネル活性を有する物質が、異種カチオンチャンネルタンパク質である、請求項
～ いずれかに記載の方法。

【請求項１０】
イオンチャンネル活性を有する物質が異種ナトリウムチャンネルタンパク質である、請求
項 記載の方法。
【請求項１１】
イオンチャンネル活性を有する物質が、 HIV-1 Vpu複合膜タンパク質である、請求項 記載
の方法。
【請求項１２】

主細胞からの の漏出 検出する、請求項 ～ いずれかに記載の方法。
【請求項１３】
宿主細胞からの の漏出を、以下の方法：
(i)漏出される に対して栄養要求性である細胞と交差培養する、または
(ii)漏出される が培養用培地に存在しなければ が増殖できないことを
指標にする、
のいずれかによって検出する、請求項 記載の方法。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、ペプチド、ポリペプチドおよびタンパク質などの物質のイオンチャネル活性を
測定する方法に関する。さらに本発明は、イオンチャンネル機能を調節する能力に着目し
た治療用物質候補をスクリーニングする方法に関する。
背景技術
生物の細胞は、脂質二重層により形成される膜内に含まれており、この二重層が細胞内部
を外界から隔てている。この脂質二重層の「サンドイッチ」構造は内部が疎水性であり、
イオンなどの荷電粒子が通過するのを妨げる。しかしながら、この膜を貫通しているタン
パク質巨大分子があり、これはイオンが細胞の内部と外部の間を移動するための通り道と
なっている。直接のエネルギー供給なしにイオンが細胞膜を迅速に移動 (毎秒多数百万 )す
ることを可能とするこのような構造は「イオンチャンネル」といわれる。イオンのチャン
ネル通過に影響を与える力としては、電気的および化学的なものがある。電気的力は、膜
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ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質である

ここで、被検物質により誘導される該異種タンパク質のイオンチャンネル活性の変
化は、該異種タンパク質によって形成されるイオンチャンネルを直接透過しない細胞小分
子の宿主細胞の原形質膜を介する全体としての移動の変化に及ぼす被検物質の影響を検出
することで行う、

被検
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をはさむ電位差であり、化学的力は、膜の両側におけるイオン濃度の相違である。これら
二つの力の組み合わせは、あるイオンにとっての電気化学的勾配である。あるイオンにと
っての電気化学的勾配がゼロでない場合、イオンはチャンネルが開いていれば (チャンネ
ルがイオンを通す限り )このチャンネルを通過する。
選択性、制御方法、コンダクタンスおよび運動性など、性質の異なる多くのイオンチャン
ネルがある。チャンネルとしては、ナトリウムイオンに特異的なもの、カリウムイオンに
特異的なもの、カルシウムイオンに特異的なもの、またはクロライドイオンに特異的なも
の、プロトンに特異的なものと様々あり、その最もよく通過させるイオンに基づいて分類
される。また、チャンネルはその調節または制御の方法によって分類される場合もある。
例えば、電圧活性化チャンネルは、膜電圧の変化に応答してチャンネルが開いたり閉じた
りする。リガンド -制御チャンネルでは、神経伝達物質やホルモンなどのリガンドがその
表面に結合した場合に開口する。リガンドが結合するタンパク質のことをは、通常レセプ
ターと呼ばれており、多くのレセプターがイオンチャンネルを形成するひとつの巨大分子
の一部を形成している。しかしながら、レセプターと第 2伝達系にて間接的に連結してい
るレセプターもあり、この場合には、チャンネルとレセプターは分離している。各チャン
ネルはまた、多くの異なるコンダクタンスを有する。コンダクタンスとは、抵抗と相互的
な用語であり、イオンがチャンネルを通過するしやすさの値であり、電流の推進力に対す
る比により示される。異なるチャンネルのコンダクタンスはピコジーメンスから数百ピコ
ジーメンスの間で変化し得る (これは 109から 101 2オームの抵抗に対応する )。最後に、各
チャンネルは非常に異なる「デューティーサイクル (duty cycle)」が存在する。チャンネ
ルには、ほとんどの時間開口しているものも、ほとんど開口しないものもある。開いたり
閉じたりせわしないものもあれば、そうでないものもある。チャンネルの環境の変化 (例
えば薬物の存在 )によって、この性質は変わり得る。実際に、多くの薬物の細胞および臓
器に対する効果は、表面レセプターに結合してチャンネルの挙動に影響を及ぼすことによ
って得られていることが明らかになってきている。
動物または他の生命体の全ての細胞の機能は膜タンパク質によって形成されるイオンチャ
ンネルが、細胞内のコンパートメント間、および細胞内部と外部の間のイオンの移動の通
り道となって働くことによって動いている。イオンの移動は正常な細胞の機能に欠かせな
いものであり、全てのイオンチャンネルを有する生物細胞 (細菌およびインフルエンザウ
イルスや HIVウイルスのごときエンベロープウイルスも含む )の機能にしても、そうである
。イオンチャンネルは、神経系のシグナルの伝達、細胞分化、白血球細胞による抗体の産
生、細胞内におけるウイルス粒子の複製および体液と電解液の分泌などの、細胞の機能の
基礎である。
嚢胞性繊維症、筋ジストロフィー、発作、癲癇、および心臓不斉脈などの広く様々な疾患
は、イオンチャンネルの不具合に関与する。さらに、いくつかのウイルスがイオンチャン
ネルを形成するタンパク質を有し、これがウイルスの正常なライフサイクルに必要である
ことが、最近判明した。例えば、インフルエンザ Aウイルスタンパク質 (M2)は、ウイルス
の複製に必須のイオンチャンネルを形成すること、そしてこのチャンネルをブロックする
アマタジンのごとき薬物がインフルエンザ Aウイルスの複製を阻害することが、今や証明
されている。アマンタジン (1-アミノアダマンタン塩酸塩 )およびその類縁体であるリマン
チジンは経験上からインフルエンザ Aウイルスによるインフルエンザの予防および治療に
有用であることが示されている。かかる薬物は、治療のための濃度において、インフルエ
ンザＡウイルスの複製をインビトロおよびインビボのいずれにおいても阻害する。しかし
ながら、抵抗性ウイルスの出現によって、これらの医薬は効力を失う可能性があり、また
医薬物としての価値が下がる可能性もある。
イオンチャンネルの機能を調節することによって働く他の医薬としては、抗アンギナ剤と
して用いられるカルシウムチャンネルブロッカー、高血圧抑制剤、およびガンマ -アミノ
ブチル酸 (GABA)によって活性化されたレセプターを通る塩素の移動を増加させることによ
って睡眠誘導と癲癇発作を抑える作用のあるバルビツレート類および GABAレセプター活性
を上げることによって不安を和らげ、麻酔作用を生じさせるベンゾジアゼピン類が例示さ
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れる。
旧来は、イオンチャンネルをブロックする薬物の発見は、偶然に依るものがほとんどであ
った。このようにして見出された薬物には、一般的な麻酔剤であるエーテルおよびハロタ
ン、バルビツレート類およびベンゾジアゼピン類が含まれる。例えば、エーテルは昔はパ
ーティーでアルコールのごとく供されており、ハロタンの可逆的麻酔効果が見出されたの
は、コンプレッサーから漏出した冷媒からである。同様に、キニジンの抗不整脈作用はキ
ニンを抗マラリア薬として使用したことから見出されたのである。
イオンチャンネルが薬物の活性の重要な部分を担っているとの認識により、イオンチャン
ネル活性に影響を及ぼす治療用物質候補のスクリーニングの有用な方法が導き出された。
電気生理学的手法がイオンがチャンネルを通って移動する場合の電流を検出するのに使用
できるのであるが、この方法は非常に時間がかかり、ルーチンとしてのイオンチャンネル
活性のスクリーニングに用いるのには足りない。
Vpuは HIV－ 1ゲノムによってコードされている小さなリン酸化複合膜タンパク質であり、
感染細胞のゴルジ体および細胞質内小胞体膜と相互作用するが、原形質膜にもウイルスエ
ンベロープにも認められていない。このタンパク質は単離されたウイルスによって異なる
が 80-82アミノ酸長を有し、膜通過アンカーである N－末端と、親水性細胞質 C－末端ドメ
インを有する。 C-末端ドメインは 12アミノ酸の配列を有し、これは全ての単離タンパク質
において保存されており、リン酸化されている 2つのセリン残基を有している。精製 HIV－
1 Vpuタンパク質の、二次元の脂質二重層内に再構築することに関する標準的な方法を用
いて、 Vpuタンパク質がカチオン選択性イオンチャンネルをリン脂質二重層内に形成する
ことが報告されている (8)。現在のさらなる研究の焦点は、このチャンネルをブロックす
る薬物を発見して、抗 -HIV-1治療用薬剤候補として試験することにある。かかる薬物のス
クリーニングは上述の二次元リン脂質二重層法によって行うことができるが、この方法は
、大量の高純度 Vpuタンパク質が必要である、そしてひとつの二重層あたりひとつの化合
物しか試験できないという不利益があるため、実用的ではなかった。
かかる不利益のため、生物的に重要なペプチドおよびタンパク質のイオンチャンネル活性
を調べるため、およびイオンチャンネルに作用してイオンチャンネルの機能を変え得る治
療薬候補の有用性スクリーニングのための両方に用いられるイオンチャンネルアッセイ系
に対する需要がある。
細菌のごときある生物はアミノ酸及び他の物質をカチオン濃度勾配のエネルギーを用いて
蓄積する。ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質のごときチャンネルを形成する物質
を細胞膜内に挿入し、この勾配を乱せば、この生物はそれ以上必須物質を取り込まなくな
り、生育が阻害される。この生育阻害は直接観察することができる。即ち、チャンネルの
機能に影響を及ぼすかもしれない治療物質候補の活性を、チャンネル -形成ペプチド、ポ
リペプチドもしくはタンパク質を含有する生物の生育状況から迅速に調べることができる
。
発明の概要
第一の態様において、本発明は以下の工程：
(i)物質を宿主細胞内に異種タンパク質として発現させる、および
(ii)該異種タンパク質の発現により誘導された該宿主細胞の原形質膜の透過性の変化を測
定する
を含む、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質などの物質のイオンチャンネル活性を測定
する方法を提供する。
好ましくは、宿主細胞原形質膜の透過性の測定は、小さな代謝物、例えばプロリンやアデ
ニン、の原形質膜に対する透過性の変化によって測定される。
本発明のこの態様において、被検化合物がイオンチャンネル活性を有する異種タンパク質
として発現されれば、この異種タンパク質の宿主細胞原形質膜内への発現は、該細胞のプ
ロリンやアデニンのごとき小代謝物であって、この細胞内への移動はが発現されたチャン
ネルを通過し得るイオンによって活性化されるような代謝物小分子の濃度勾配を維持する
能力を変化させる。この結果、代謝物分子の全体としての移動、すなわち細胞からの漏出
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が生じ、かかる代謝物分子の漏出は適当な方法にて検出することができる。細胞から漏出
した代謝物分子の好ましい検出方法は以下に示す。
本発明の別の態様においては、本発明は以下の工程：
(i)物質を宿主細胞内に異種タンパク質として発現させる、
(ii)該宿主細胞と被検物質とを接触させる、および
(iii)該異種タンパク質イオンチャンネル活性の、被検化合物により誘導される変化を測
定する、
を含む、被検物質のイオンチャンネル調節作用を測定するスクリーニング方法を提供する
。
この態様においては、異種タンパク質イオンチャンネル活性の、被検化合物により誘導さ
れる変化は、細胞内に異種タンパク質を発現させることによって誘導された縮主細胞の原
形質膜の透過性の変化に及ぼす被検物質の影響を調べることが好ましい。特に、宿主細胞
の原形質膜の、プロリン、アデニンなどのごとき代謝物小分子に対する透過性の変化に及
ぼす被検物質の影響を調べれば良い。
本明細書及びクレイムにおいて、特に断らない限りは「有する」という用語は、そこに述
べられている整数もしくは一群の整数を含むのであるが、他の全ての整数もしくは整数群
を除くことを意図するものではない。
発明の詳細な説明
好ましい態様において、本発明のアッセイ方法は代謝物小分子 (例えばプロリンまたはア
デニン )に対する生宿主細胞 (例えば大腸菌 )の原形質膜膜透過性の、異種カチオン (例えば
ナトリウム )チャンネルタンパク質 (例えば Vpu)の宿主細胞内発現により誘導される変化を
測定する。以下の詳細な説明は特に Vpuイオンチャンネルに関係するものとなっているが
、アッセイのコンセプトは大腸菌のごとき宿主細胞内に活性に発現され得るいずれのイオ
ンチャンネルタンパク質を用いてもかまわないことが理解されなくてはならない。
細胞の原形質膜は通常、細胞内に代謝物分子を吸収する機能のタンパク質を有している。
かかるタンパク質においては、吸収反応を駆動するエネルギーは様々なイオン (Na+， H+な
ど )の濃度勾配から得られており、吸収される代謝物が膜を通り移動し、細胞内へ入ると
いう移動は、自身の濃度勾配を減らすよう膜を通過するイオンの動きと密接に関与してい
る。異種チャンネル形成タンパク質が細胞膜内に存在し、その結果代謝物の取りこみを機
能させるイオンの濃度勾配を消失させることになれば、代謝物が細胞外へ出るネット移動
が生じる、特に、代謝物が該細胞に生合成される場合にはそうである。細胞外に漏出する
代謝物は、例えば i)漏出代謝物に対して栄養要求性である第二の細胞の生育をサポートす
る力、または ii)代謝物の生合成が増殖速度を律している場合には、異種チャンネル形成
タンパク質発現細胞が、外部添加代謝物のない状況で成長できなくなることを測定するこ
とによって、測定することができる。
第 1の検出方法の例として、大腸菌のプロリンの輸送が、プロリンと共に細胞内に取りこ
まれるナトリウムイオンによって駆動されている現象を利用する。 HIV-1 Vpuタンパク質
、このタンパク質はナトリウム濃度勾配を破壊してプロリンを漏出させる結果を招くもの
である、を発現した大腸菌の株および、プロリンを合成することができず、その代わりに
外部培地からプロリンを取りこむ必要のある第二の大腸菌株の交差培養を行う。かかる試
験はプロリン欠損培地にて、プロリンの供給源が Vpu-発現株内の生合成によるもののみで
ある環境下で行われる。
第二の検出方法の例としては、 Vpuを大腸菌株 XL-1ブルー内へ 37℃にて発現させると、細
胞の増殖が外部供給アデニン依存性となる現象を利用する。同じ株の Vpuを発現していな
いものは、アデニンが増殖培地から除かれている場合にも良好に増殖する。
上述のイオンチャンネル機能のインビボアッセイはまた、二次元脂質二重層アッセイ (8)
を、イオンチャンネル機能をブロック、阻害もしくはその他調節する治療用物質候補のス
クリーニングに使用する場合に比べて、一度に多く (数百 )の物質のスクリーニングが可能
であり、試験速度及び効率の点からも有利である。すなわち、本発明はまた、生細胞に発
現されたイオンチャンネル機能をブロック、阻害もしくはその他調節する能力に基づいた
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、化合物の迅速なスクリーニング方法に関する。
先に記載した通り、アッセイ方法はイオンチャンネル形成タンパク質の細胞原形質膜内へ
の発現に依存しており、イオンチャンネルの発現は、当該細胞において発現されたチャン
ネルを通過し得るイオンによって得られるエネルギーによって細胞内へ輸送される代謝物
の濃度勾配を維持する能力を変化させる。該細胞からの代謝物の漏出は好ましくは以下に
挙げた 1又は 2の方法にて検出することができる：
(i)漏出される代謝物に対して栄養要求性である第二の株と共に交差培養する、または
(ii)外部培地に供給される漏出代謝物が無い場合に、細胞が生育不可能性となることを指
標とする。
好ましくは、発現系には大腸菌プラスミド発現ベクター内にクローン化された、イオンチ
ャンネルタンパク質の対応する遺伝子 (好ましくは cDNAセグメント )からの、イオンチャン
ネルタンパク質の大腸菌内への発現を含む。かかるベクターの構築および大腸菌内への発
現は、大腸菌遺伝子工学および分子生物学に関する標準的な方法を用いて行えばよく、こ
のような方法は例えば、サムブルックら (9)に開示されている。
本発明のある好ましい態様においては、二つのセルライン、好ましくは細菌、の交差培養
において、発現された異種遺伝子はイオンチャンネル活性に応じて誘導される。大腸菌が
用いられ、ナトリウムチャンネルが発現される場合 (例えば、以下に詳しく述べられるよ
うな場合 )、チャンネル発現細胞からのプロリンの漏出 (この代謝物の細胞内への移動にあ
たってナトリウムの濃度勾配からエネルギーを得ている )が、プロリンに対して栄養要求
性である (即ち、プロリン合性能を欠いている )第二の大腸菌株との交差培養によって検出
することができる。発現されたチャンネルが、全ての小分子を細胞膜を通して非特異的に
漏出するものを含まないことを確認するためのコントロール実験として、メチオニン漏出
を検出する実験を行えばよい。大腸菌のメチオニン輸送は ATPの加水分解からエネルギー
を受けており、ナトリウム濃度勾配が無いことがメチオニンの細胞外への漏出を導くもの
であってはならない。
上述のように、本発明はまた、イオンチャンネル阻害剤として作用する治療用物質の候補
のスクリーニング方法を提供する。このスクリーニング方法は、上記のアッセイ方法を単
に拡大したものであり、好ましい態様はイオンチャンネルタンパク質を発現した細胞に対
して様々な物質を添加して、上述のごとき交差培養アッセイを行うというものである。イ
オンチャンネル活性をブロックまたは阻害する物質は、イオン勾配の恒久的濃度勾配の消
失を防止し、このため代謝物の漏出を導かない。同時に、被検物質が大腸菌の正常な増殖
に影響を及ぼさないことを確認するコントロール実験も行う必要がある。かかる物質は、
交差培養アッセイによるスクリーニングから除かれるべきである。
本発明のさらなる特徴は、以下の実施例により詳細に開示されている。しかしながら、詳
細な説明は、本発明を説明する目的のためだけに記載されているものであり、上述の広い
範囲の発明をいずれの意味においても制限するものではない。
添付の図面の説明：
図 1　大腸菌内に Vpuを発現されせるのに使用したプラスミドである。 Aは Vpuのオープンリ
ーディングフレーム (ORF)によりコード化されるアミノ酸配列であって、これは HIV-1の cD
NAクローン HXB2株から実施例 1に記載のごとく得られたものである。 Vpu ORFは p2GEX内の G
ST遺伝子の 3'末端にフレーム内クローン化し、 p2GEXVpu(B)を作成した。これを次いで pPL
451内にクローン化し、プラスミド pPL-Vpu(C)を調製した。
図 2　 Vpuの大腸菌内への発現と精製。 Aは SDS-PAGE後、ウエスタンブロッティング法を用
いて大腸菌抽出物内に発現された Vpuを検出した。 1-4レーンは様々な精製純度の GEXVpuか
ら発現された Vpu試料を含む：レーン 1、グルタチオンアガロースアフィニティークロマト
グラフィーにより単離された GST-Vpu融合タンパク質；レーン 2、トロンビン処理により融
合タンパク質から遊離された Vpu；レーン 3、 HPLC陰イオン交換クロマトグラフィーにて精
製された Vpu；レーン 4、免疫アフィニティーカラムを通した後の Vpu。レーン 5および 6は
、それぞれ pPL-Vpu pPL451を含有する 42℃で誘導された細胞から調製された膜小胞体であ
る。 B銀染色 SDS-PAGEゲル：レーン 1、 HPLC陰イオン交換クロマトグラフィーによって精製
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された Vpu；レーン 2、免疫アフィニティーカラムを通した後の Vpu。
図 3　細菌の交差培養アッセイ。このアッセイの詳細は実施例１に記載した。全てのプレ
ートにおいて、 Met-、 Pro-栄養要求性株を軟寒天オーバーレイへ接種した。プレート Aお
よび Bはメチオニンを添加した最小培地を含有する、プレート Cは同じ培地にプロリンを添
加したものである。バックグラウンドにおける細胞の生存のコントロールとして、 Pおよ
び Mと標識したディスクは、それぞれ添加されたプロリンまたはメチオニンを含むもので
ある。 Cおよび Vと標識したディスクはそれぞれ pPL451および pPL-Vpuを含有する Met+また
は Pro+の大腸菌細胞を接種したものである。プレートは 37℃ (Aおよび C)または 30℃ (B)に
て二日間インキュベートし、プレートの下に置いた蛍光光源から光線を当てて黒いバック
グラウンド上で写真撮影をした。イメージをノバリン (Novelize)ヴィデオゲルドキュメン
テーションシステム上に記録した。光は全てのプレートにおいてＰまたはＭと標識したデ
ィスクの周りに光輪を生成し、またプレート Aの Vと標識したディスクの周りにも光輪を生
成する。これは、バックグラウンドの株の増殖を示す。
図 4　 Vpu(B)またはインフルエンザ Bタンパク質 NB(C)を発現している大腸菌から調製され
た裏返された膜小胞体からの NADH依存性アテブリン蛍光クエンチング。コントロールの小
胞体は適当な発現ベクターを含有する株 (Aおよび D)から調製した。 NADHの添加時およびキ
ュベット溶液を無酸素状態とした時点を矢印で示した。
図 5　アデニン依存性増殖アッセイ。 pPL-Vpuの 38℃における Vpuの発現により、大腸菌細
胞は外部培地に存在するアデニンに依存するようになる。パネル A：左側に pPL-Vpuを含有
する大腸菌細胞を画線し、右側には pPL-451含有大腸菌細胞 (Vpuを含まない )を画線した最
少寒天培地プレート。パネル B:Aと同じ培地にアデニンを 0.002％ wt/v)を添加した培地へ
同じ細胞を画線した。 Vpu発現細胞はアデニンがプレートに存在する場合、よく増殖する
ことに注目されたい。
図 6　異なるチャンネル活性を有する Vpuイオンチャンネル変異体を検出するためのアデニ
ン依存性増殖アッセイの利用。パネル Aは、 1． pPL-Vpuを含有する (野生型 Vpuを発現して
いる )； 2． pPL-VpuRK37DI(Vpuの変異体を発現する )を含有するか、または、 3． pPL-451を
含有する (コントロールプラスミド、 Vpuを含まない )XL-1ブルー大腸菌細胞を画線した最
少寒天培地プレート (アデニンを含まない )の区画を示す。このプレートは、 38℃にて二日
間インキュベートしたものである。野生型 Vpuを発現する細胞が増殖しない (少数の復帰突
然変異体は別とする )のに対して、 Vpu変異体を発現している細胞は、 Vpuなしのコントロ
ールよりは少ないものの明らかに増殖しているのが認められる。
RK37DI変異体の Vpuタンパク質を二重層アッセイにて試験した場合 (パネル B)、チャンネル
は 3ピコジーメンスのコンダクタンスを有することが認められたが、これは野生型のチャ
ンネルコンダクタンスのおよそ 20％に該当する。この活性が残っていることにより、変異
体が、 Vpuのないコントロール細胞ほど増殖しないのかということを説明できるであろう
。
図 7　アデニン依存性増殖アッセイの、 Vpuイオンチャンネル活性を阻害する薬物のスクリ
ーニングへの使用。パネル Aはを含有する野生型 Vpu(pPL-Vpu)を発現している XL-1ブルー
大腸菌細胞を植え付けた最少寒天培地プレート (アデニンを含まない )の区画を示す。番号
をつけた輪は、様々な薬物の 1μ lの溶液をプレートに添加し、寒天内に染み込ませてある
部分である。プレートは、 38℃にて 2日間インキュベートした。 1－ 4の番号を付した個所
では、薬物は Vpuの細胞増殖抑制能を全く阻害しなかった。５番では、過剰のアデニンを
含有する溶液をコントロールとして添加した。５番の周りの明るい輪は大腸菌細胞の増殖
を示すものである。 6番においては、化合物 ANU-9を添加したところ、かすかではあるが検
出可能な増殖の輪が認められ、 ANU-9が Vpu活性を阻害した可能性を示している。これを、
ANU-9の二重層アッセイにて確認した：パネル Bは 50μ Mの ANU-9による部分的 Vpu阻害、お
よび 250μ Mの ANU-9による完全な Vpu阻害を示す。

この実施例は大腸菌宿主細胞内への Vpuの機能発現および宿主細胞の原形質膜のプロリン
透過性の変化を、宿主細胞から漏出するプロリン量を交差培養方法にて測定することによ
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る検出を実施する。同様の方法は、 Vpu以外のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク
質のイオンチャンネル活性の検出もしくは測定に用いることができる。

Vpuをコード化するオープンリーディングフレーム (配列番号 1-図 1A)を、 HIV-1ゲノム (単
離 HXB2、オーストラリア、メルボルンのマクファーレン・バーネット・センター、 N.ディ
ーコン博士より贈与 )の Nde1フラグメントの cDNAから PCR法により増幅して得た。天然の Fu
 DNAポリメラーゼ (ストラタジェン； 0.035U/μ l)を PCRのための酵素として選択して、酵
素の校正作用によって PCR中にエラーが読みこまれないようにした。 5’、センス、プライ
マー (AGTA ATGCAACCTATACC-配列番号 2)は BamH1部位 (下線部 )を、 GSTの 3’末端とイ
ンフレームにクローニングするため、 pGEX(1)内へ導入する。このプライマーは、また、 H
XB2単離物内のスレオニンコドンである、 Vpu遺伝子の開始コドンを修復する (太字 Tが Cを
置換する )。 3’アンチセンス、プライマー (TCT CTACAGATCATCAAC-配列番号 3)は PCR
産物の別の末端に EcoR1部位を導入して、クローニングしやすくする。 94℃で 45秒間、 55
℃で 1分間、および 72℃で 1分間のサイクルを 30サイクル、 0.5mlの薄壁エッペンドルフチ
ューブを用い、パーキン -エルマー・サーモサイクラーを用いて行った。得られた 268bpの
フラグメントは精製し、 BamH1および EcoR1にて消化し、同じ二つの酵素にて調製された p2
GEXVへライゲートした。得られた組換えプラスミド p2GEXVpuを図 1Bに示した。 Vpuオープ
ンリーディングフレーム全体および、 BamH1と EcoR1のライゲーション部位の配列を、アプ
ライドバイオシステムズのダイ－ターミネーター (dye-terminator)キットを用いてサイク
ルシークエンシングにより決定して DNA配列を確認した。
pPL451発現プラスミド (2)内へ挿入するための Vpuオープンリーディングフレームを調製す
るため、 pGEXVpuを最初に BamH1で消化し、 5’塩基の張り出し部分を dNTPの存在下、クレ
ノウ DNAポリメラーゼにて埋めた。 Vpuコード化フラグメントを次いで EcoR1にて消化して
遊離させ、アガロースゲルから精製し予め Hpa1および RcoR1で消化しておいた pPL451内に
ライゲートした。培養物を 42℃に誘導して PRおよび PLプロモーターの cI857リプレッサー
不活性化したあと、次いでウエスタンブロットにより pPL-Vpu構築物 (図 1C)が Vpuを発現し
ていることを確認した。
pPL-Vpu構築物は次いで大腸菌宿主細胞に既知の手法 (9)を用いて挿入した。

富栄養培地 (例えばグルコース添加ルリアブロス )の寒天プレート上で、 pPL-Vpuを含有す
る大腸菌細胞は 30℃および 37℃にて培養した場合には増殖したが、 42℃で培養した場合に
は増殖しなかった。一方、コントロール株は 42℃でよく増殖した。 pPL-Vpuを含有する細
胞の液体培養物を 30℃にて OD600=0.84となるまで増殖させ、次いで 42℃で 2時間増殖させ
た (最終細胞密度は OD=0.75であった )。原形質膜フラクションを調製し、ウエスタンブロ
ットによっておよそ 16KDaに 1本のバンドを検出した。これは、 Vpuが発現されており膜と
相互作用していることを示す (図 2A、レーン 5)

大腸菌によるプロリンの吸収はよく研究されており、このアミノ酸を細胞内へ取りこむ積
極的輸送は、ナトリウム勾配をエネルギー源として用いることが知られている (3)。この
ナトリウム勾配が原形質膜のナトリウムチャンネルによって消失されれば、細胞質内で生
合成されるプロリンは細胞外へ拡散するものと予測される。かかるプロリン漏出の発生を
検出するために、以下の交差培養アッセイを用いた。プロリン及びメチオニンに対して栄
養要求性である大腸菌株 (Met－， Pro－ )を接種した軟寒天をプロリンを欠くがメチオニン
を含有する最少培地上に積層した。滅菌多孔性フィルターディスクに、 pPL451コントロー
ルプラスミドまたは pPL-Vpuプラスミドのいずれかを含有する Met＋ Pro＋株 (XL-1ブルー )
を接種し、このフィルターを軟寒天上に置いた。プレートを 37℃もしくは 30℃にて 2日間
インキュベートした。その後、 37℃でインキュベートした pPL-Vpu含有細胞を接種したデ
ィスクの周囲には Met－ Pro－株の増殖の光輪が明確に観察された (図 3A)。この増殖は、デ
ィスク上の Vpu-発現細胞からの漏出プロリンのみによるものである。かかる漏出はコント
ロール株の 37℃における培養にも、 30℃にて培養したいずれの株においても認められなか
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組換えプラスミド p2GEXVpuおよび pPL-Vpuの構築

GGATCC

GGAATT

pPL-Vpuの増殖および発現上の特徴

交差培養実験は Vpuを発現している細胞からプロリンが漏出することを示す。



った (図 3B)．

プロリンの輸送に対し、大腸菌へのメチオニンの透過酵素は ABCトランスポーターファミ
リーに属しいることが知られており (4)、従って ATPからエネルギーを受けている。 Met-Pr
o-株をメチオニンを含有しないがプロリンを含有する最少培地上に塗りつける以外は、上
記と同様の交差培養実験を行った。この株がいずれのディスクの周辺においても増殖しな
かった (図 3C)ことは、メチオニンが Vpuが発現している細胞であっても、 XL－ 1ブルー細胞
から漏出されないことを示す。

大腸菌内に発現されている Vpuナトリウム伝導性チャンネルが H＋の透過性を有するかどう
かを調べるため、 NADH依存性アテブリン蛍光クエンチングアッセイ (5)を用いた。この方
法は大腸菌膜小胞体が酸化的リン酸化における電子伝達鎖によって精製されるプロトン勾
配を保持する能力を測定するのに用い得る。蛍光アテブリン分子は 2つのプロトン化され
うる窒素原子を有する。非プロトン化型は電気的に中性であり、小胞体の内部と外部の間
を平衡させることができる。 NADH， ADPおよび酸素の存在下で生じる内部プロトン濃度の
増加は、小胞体内部のアテブリン分子のプロトン化を導き、次いで最終的に小胞体内部へ
のアテブリンの蓄積が、その蛍光のクエンチングを導く結果となる。プロトンに対して漏
出性の小胞体、即ち高い H+内部 /H+外部比を保持することのできない小胞体は、コントロ
ール小胞体ほど効果的にアテブリンの蛍光をクエンチしない。
本試験では、 pPL-Vpuからの Vpuを発現している大腸菌細胞から調製した膜小胞体は、バッ
クグラウンド株から調製したコントロールの小胞体より高くないプロトン透過性を示した
(図 4Aおよび B)。 Vpuタンパク質は膜内に存在しており (図 2A、レーン 5及び 6参照 )従って蛍
光クエンチング方法にて検出されるに充分なプロトンを透過させ得るチャンネルが形成さ
れていないと、結論付けられる。
インフルエンザ Bウイルスの NBタンパク質は、カチオン選択性チャンネルを二重層 (6)内に
形成すること、そして水素イオンチャンネルであることが示されているインフルエンザ A
ウイルスの M2タンパク質と等価であり得ること (7)が示されている。膜小胞体をプラスミ
ド pQE+NBを含む株から調製した。かかる小胞体には NBタンパク質を含んでいることはウエ
スタン分析 (記載せず )により明らかであり、そして、コントロール株と比較して明らかに
少ないアテブリンクエンチング活性を有することが示された (図 4Cおよび 4D)。これは、 NB
チャンネルが水素イオンに対して透過性であることを確認するものである。蛍光クエンチ
ング手法が、プロトン伝導チャンネルの存在を検出するのに使用し得ることは明らかであ
り、このコントロール試験は Vpuタンパク質が大腸菌内に発現された場合でもプロトン－
伝導性チャンネルを形成しないという結果を支持するものである。

この実施例は、 Vpuタンパク質の機能を大腸菌内に発現させ、宿主細胞原形質膜のアデニ
ンに対する透過性の変化を、宿主細胞をアデニンを含有しない最少培地で培養した場合に
増殖しないということを指標にして検出するものである。実施例 1と同じく同様の方法は
、 Vpu以外のペプチド、ポリペプチドもしくはタンパク質のイオンチャンネル活性の検出
もしくは測定に用いることができる。
上記実施例 1に記載されたごとき同じ発現およびコントロールプラスミドを用いた (それぞ
れ pPL-Vpuおよび pPL451)。 Vpu発現プラスミド pPL-Vpuを含む大腸菌株 XL-1ブルーを 37℃に
て最少培地プレート上で培養した場合、宿主細胞は増殖しなかった (図 5)。大腸菌株 XL-1
ブルーのアデニン生合成経路において同定されていない温度感受性変異を有するため、こ
の株は Vpuナトリウムチャンネルの発現の結果として誘導されるアデニン漏出に応じたア
デニン生合成の上方制御が不可能なのである。 Vpu-発現細胞の増殖は、細胞からこの分子
を消失させる方向に駆動力全体が向かうのを打ち消すのに充分な高い濃度のアデニンが栄
養培地内に含まれていれば復活させるこができる。
これに対して、同じ宿主細胞であってもコントロールプラスミド pPL451(Vpuタンパク質を
コード化する DNA断片が含まれていない以外は、 pPL-Vpuと同一 )を含む細胞は、通常 37℃
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メチオニンは Vpu発現細胞からは漏出しない。

膜小胞体のプロトン透過性は、 Vpuの存在に影響されない

実施例２



最少培地プレート上にてアデニンの非存在下 (存在下であっても )で増殖する (図 5)。
かかる結果は XL-1ブルー細胞内への Vpuの発現は、実施例 1に記載したプロリン漏出と同様
の機構にてアデニンの漏出を導くことを支持する。この場合、大腸菌原形質膜内に発現さ
れたナトリウムチャンネルの機能の指標は、宿主細胞がアデニンのない場所で増殖するこ
とである。

この実施例は、アデニン依存性増殖アッセイ用いてチャンネル活性に影響のある Vpuタン
パク質の変異体を検出するものである。
部位特異的変異を Vpu遺伝子に誘導して、変異遺伝子から発現されるタンパク質において
、 37位および 38位の Argと Lysがそれぞれ Gluと Ileに変異するようにした (Vpu変異体 RK371
と命名 )。チャンネル機能の電気生理学アッセイにおいて、この変異によってイオンチャ
ンネルのコンダクタンスが野生型チャンネルの約 20％となったことが示された (変異体 3ピ
コジーメンスに対して野生型 15ピコジーメンス )。図 6Bは変異体および野生型チャンネル
により二次元脂質二重層に生成された電流の大きさの比較を示す。
最少培地 (アデニンを含まない、図 5と同様 )のプレートにおいて、 Vpu変異体 RK37D1をコー
ド化しているプラスミドを含有する細胞は、野生型 Vpu遺伝子を含有する細胞 (全く増殖し
ない )および Vpu遺伝子を含有しない細胞 (増殖は影響を受けない )と比べた場合に、一部増
殖のフェノタイプを有していた。図 6参照。
この結果は、生物的アッセイ (アデニン依存性増殖 )およびインビトロアッセイ (電気生理
学アッセイ )それぞれにおいて、 Vpuチャンネル活性を反映する能力の関係を示す。

本実施例は被検物質のイオンチャンネル阻害活性をスクリーニングする本発明のスクリー
ニング方法であって、実施例１および２の方法を用いて大腸菌内に Vpuを機能するように
発現させ、プロリンもしくはアデニンの宿主細胞からの漏出を交差培養法によって検出す
るものである。
交差培養方法 (例えば実施例 1)をチャンネル活性の検出に用いるにあたって、チャンネル
発現宿主細胞を接種したフィルターディスクに、少量の被検物質を含有する溶液を添加す
る。添加する薬物がチャンネル活性を阻害する場合、交差培養バックグラウンド株の増殖
は検出されない。
チャンネル活性の検出のために増殖時のアデニン要求性を検出する場合には、チャンネル
タンパク質を発現している XL-1ブルー宿主細胞をアデニンを含まない最少培地プレート上
へ塗布してローンを形成する。被検物質は、プレート上の規定された領域に適用し、当該
領域周囲に XL-1ブルー細胞が増殖すれば、チャンネル活性が阻害されてアデニン漏出が抑
制されたことを示すことになる (図 7A)。
実施例として、ある化合物 (ANU-9)は、上述のごとく最少培地 (アデニン含まず )上の不連
続な位置へ添加した場合、 Vpu発現大腸菌の添加位置周囲における増殖を可能とするもの
として同定されている (図 7A)。これは、増殖領域においては化合物 ANU-9の濃度が Vpuイオ
ンチャンネルの活性を抑制するのに充分な量であり、このためアデニンがないのに細胞増
殖が可能となったことを示す。
次いで ANU-9の Vpuイオンチャンネル活性をブロックする活性を電気生理学アッセイにて調
べた (図 7B)。 50μ Mにおいては、チャンネルはかなり阻害されており、頻度の低い小さな
開口が検出されたのみである (図 7Bの中 )。一方、 250μ Mではチャンネル活性は完全に阻害
されていた (図 7Bの下 )。

プロリンを含有しないがメチオニンを含有する最少培地プレート上にプロリン及びメチオ
ニンに対して栄養要求性である大腸菌株を接種し軟寒天層としたローンを積層した。滅菌
多孔性フィルターディスクにスクリーニングに供する被検物質を染み込ませ、 pPL-Vpu構
築物を含有する Met＋ Pro＋ (XL-1ブルー )株 (実施例 1に従って調製 )を接種し、このフィル
ターを軟寒天上に置いた。プレートを 37℃もしくは 30℃にて 2日間インキュベートした。
所定時間が経過した後、被検物質が Vpuチャンネルをブロックしないものである場合には
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実施例３

実施例４

被検物質によるイオンチャンネル調節活性の検出



、 pPL-Vpu含有細胞を接種したディスクの周囲には Met－ Pro－株の増殖の光輪が明確に観
察される .被検物質が Vpuイオンチャンネルをブロックするものである場合には、ディスク
の周囲の Met－ Pro－株は増殖は認められない。コントロール実験は、被検物質が正常な大
腸菌の増殖自体を阻害するものではないことを確認するために行われる。
当業者であれば、本発明の精神及び範囲から逸脱しない範囲で、広く開示された本発明の
誘導および改変することができることを認識するであろう。本発明はかかる誘導及び改変
をも含むと、理解されなくてはならない。
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