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【公報種別】特許法第１７条の２の規定による補正の掲載
【部門区分】第６部門第１区分
【発行日】平成30年11月1日(2018.11.1)

【公表番号】特表2017-534851(P2017-534851A)
【公表日】平成29年11月24日(2017.11.24)
【年通号数】公開・登録公報2017-045
【出願番号】特願2017-515812(P2017-515812)
【国際特許分類】
   Ｇ０１Ｎ  33/48     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ  15/09     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/15     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/19     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   1/21     (2006.01)
   Ｃ１２Ｎ   5/10     (2006.01)
   Ｃ１２Ｑ   1/02     (2006.01)
   Ｇ０１Ｎ  33/53     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ   1/13     (2006.01)
   Ｃ０７Ｋ  19/00     (2006.01)
【ＦＩ】
   Ｇ０１Ｎ   33/48     ＺＮＡＰ
   Ｃ１２Ｎ   15/00     　　　Ａ
   Ｃ１２Ｎ    1/15     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/19     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    1/21     　　　　
   Ｃ１２Ｎ    5/10     　　　　
   Ｃ１２Ｑ    1/02     　　　　
   Ｇ０１Ｎ   33/53     　　　Ｄ
   Ｃ０７Ｋ    1/13     　　　　
   Ｃ０７Ｋ   19/00     　　　　

【手続補正書】
【提出日】平成30年9月18日(2018.9.18)
【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】
　Ｒｅｎｉｌｌａ緑色蛍光タンパク質（Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰ）またはＲｅｎｉｌｌａ
ルシフェラーゼタンパク質（Ｒｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃ）で標識された目的のタンパク質を
含む第１の構成成分と、
　Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰまたはＲｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃで標識された細胞区画標的化部
分を含む第２の構成成分と
を含み、
前記第１のタンパク質が前記Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰで標識される場合、前記細胞区画標
的化部分は前記Ｒｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃで標識され、前記第１のタンパク質が前記Ｒｅｎ
ｉｌｌａ　Ｌｕｃで標識される場合、前記細胞区画標的化部分は前記Ｒｅｎｉｌｌａ　Ｇ
ＦＰで標識される
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目的のタンパク質の輸送及び／または局在化を評価するバイオセンサー。
【請求項２】
　前記目的のタンパク質は前記Ｒｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃで標識され、前記細胞区画標的化
部分は前記Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰで標識される、請求項１に記載のバイオセンサー。
【請求項３】
　前記目的のタンパク質が、ｉ）エフェクタータンパク質、ｉｉ）低分子ＧＴＰアーゼに
結合するタンパク質、例えばＲｈｏ結合ポリペプチド、ｉｉｉ）β－アレスチンポリペプ
チド、ｉｖ）細胞表面受容体タンパク質、ｖ）Ｇタンパク質サブユニットポリペプチド、
ｖｉ）シグナル伝達ペプチド、ｖｉｉ）アダプタータンパク質、ｖｉｉｉ）受容体の刺激
により形質膜へ動員されるタンパク質、ｉｘ）受容体の刺激により形質膜から隔離される
タンパク質、またはｘ）それらのフラグメントである、請求項１または２に記載のバイオ
センサー。
【請求項４】
　前記目的のタンパク質が細胞表面受容体である、請求項３に記載のバイオセンサー。
【請求項５】
　前記細胞表面受容体がＧタンパク質共役型受容体（ＧＰＣＲ）または受容体チロシンキ
ナーゼ（ＲＴＫ）である、請求項４に記載のバイオセンサー。
【請求項６】
　前記目的のタンパク質がプレクストリン相同（ＰＨ）ドメインを含む、請求項３に記載
のバイオセサー。
【請求項７】
　前記目的のタンパク質がＰＬＣδ１のＰＨドメインを含む、請求項６に記載のバイオセ
サー。
【請求項８】
　前記目的のタンパク質がホルボールエステル／ジアシルグリセロール結合ドメインを含
む、請求項３に記載のバイオセサー。
【請求項９】
　前記目的のタンパク質がＰＫＣ（Ｃ１ｂ）のホルボールエステル／ジアシルグリセロー
ル結合ドメインを含む、請求項８に記載のバイオセサー。
【請求項１０】
　前記目的のタンパク質が、少なくとも１つのＳＨ２及び／またはＳＨ３ドメインを含む
アダプタータンパク質あるいはそのフラグメントである、請求項３に記載のバイオセサー
。
【請求項１１】
　前記細胞区画標的化部分が、形質膜（ＰＭ）標的化部分、エンドソーム標的化部分、ゴ
ルジ標的化部分、リソソーム標的化部分、ペルオキシソーム標的化部分、オートファゴソ
ーム標的化部分、リボソーム標的化部分、ミトコンドリア標的化部分、細胞骨格標的化部
分または核標的化部分である、請求項１～１０のいずれか一項に記載のバイオセンサー。
【請求項１２】
　前記細胞区画標的化部分が形質膜（ＰＭ）標的化部分またはエンドソーム標的化部分で
ある、請求項１１に記載のバイオセンサー。
【請求項１３】
　前記ＰＭ標的化部分が、（ａ）パルミトイル化、ミリストイル化及び／もしくはプレニ
ル化シグナル配列、ならびに／または（ｂ）多塩基配列を含む、請求項１２に記載のバイ
オセンサー。
【請求項１４】
　前記ＰＭ標的化部分が、アミノ酸配列ＭＧＣＩＫＳＫＧＫＤＳ（配列番号１）、ＧＫＫ
ＫＫＫＫＳＫＴＫＣＶＩＭ（配列番号７）、ＣＭＳＣＫＣＶＬＳ（配列番号４７）、ＣＭ
ＳＣＫＣＣＩＬ（配列番号４３）、またはＳＰＫＫＧＬＬＱＲＬＦＫＲＱＨＱＮＮＳＫＳ
（配列番号８）を含む、請求項１３に記載のバイオセンサー。
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【請求項１５】
　前記エンドソーム標的化部分が、ＦＹＶＥドメインを含む、請求項１２に記載のバイオ
センサー。
【請求項１６】
　前記エンドソーム標的化部分が、ヒトｅｎｄｏｆｉｎの残基７３９～８０６（配列番号
２０）を含む、請求項１５に記載のバイオセンサー。
【請求項１７】
　前記エンドソーム標的化部分が、前記Ｒｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃもしくは前記Ｒｅｎｉｌ
ｌａ　ＧＦＰのＣ末端に融合している、及び／または、前記目的のタンパク質が、前記Ｒ
ｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃもしくは前記Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰのＮ末端に融合している、請
求項１２、１５及び１６のいずれか一項に記載のバイオセンサー。
【請求項１８】
　前記目的のタンパク質が、前記Ｒｅｎｉｌｌａ　ＬｕｃのＮ末端に融合しているβ－ア
レスチンポリペプチドであり、かつ、前記細胞区画標的化部分が、前記Ｒｅｎｉｌｌａ　
ＧＦＰのＣ末端の端部に融合している、形質膜（ＰＭ）標的化部分またはエンドソーム標
的化部分である、請求項３に記載のバイオセサー。
【請求項１９】
　前記目的のタンパク質が、前記Ｒｅｎｉｌｌａ　ＬｕｃのＮ末端に融合しているＧＰＣ
Ｒであり、かつ、前記細胞区画標的化部分が、前記Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰのＣ末端の端
部に融合している、形質膜（ＰＭ）標的化部分またはエンドソーム標的化部分である、請
求項４に記載のバイオセサー。
【請求項２０】
　前記第１及び第２の構成成分が、約５０～約５００個のアミノ酸の可動性ポリペプチド
リンカーにより共有結合的に連結している、請求項１～１９のいずれか一項に記載のバイ
オセンサー。
【請求項２１】
　請求項１～２０のいずれか一項に記載のバイオセンサーの前記第１及び／または第２の
構成成分をコードする、核酸。
【請求項２２】
　請求項１～２０のいずれか一項に記載のバイオセンサーを発現する、宿主細胞。
【請求項２３】
　作用物質が細胞中の目的のタンパク質の輸送を調節するかを決定する方法であって、
　前記作用物質の存在及び不在下で請求項１～２０のいずれか一項に記載のバイオセンサ
ーにおけるＢＲＥＴシグナルを測定することを含み、
前記作用物質の不在下と比べた存在下での前記ＢＲＥＴシグナルの差が、前記作用物質が
前記細胞中の前記目的のタンパク質の前記輸送を調節することを示す、前記方法。
【請求項２４】
　第１及び第２の条件間の細胞区画における生体分子の量の調節を評価する方法であって
、
　　前記生体分子に結合するタンパク質マーカーで標識されたＲｅｎｉｌｌａ緑色蛍光タ
ンパク質（Ｒｅｎｉｌｌａ　ＧＦＰ）を含む第１の構成成分と
　　前記タンパク質マーカーで標識されたＲｅｎｉｌｌａルシフェラーゼタンパク質（Ｒ
ｅｎｉｌｌａ　Ｌｕｃ）を含む第２の構成成分と
を含むバイオセンサーを提供することと、
　前記第１及び第２の条件下のＢＲＥＴ受容体シグナルを測定することと
を含み、
前記第１及び第２の条件間の前記ＢＲＥＴシグナルの差が、前記第１及び第２の条件間の
前記細胞区画における前記生体分子の量の調節を示す、前記方法。
【請求項２５】
　前記第１の条件が作用物質の存在であり、前記第２の条件が作用物質の不在である、請
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求項２４に記載の方法。
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