
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】渦鞭毛藻発光酵素を用いて、真核生物遺伝子の

転写活性を測定するシステムを提供する。

【解決手段】渦鞭毛藻発光酵素（ルシフェラーゼ）遺伝

子を、いずれかの真核細胞（特に哺乳動物細胞）のプロ

モーターと、安定発現可能なように組み込んでなる、遺

伝子構築物。

【選択図】図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か の 発 光 酵 素 を コ ー ド す る １ 以 上 の DNAを 真 核 細 胞 で 安 定
発 現 可 能 な よ う に 組 み 込 ん で な る 遺 伝 子 構 築 物 ：
（ １ ） 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子
（ ２ ） 配 列 番 号 ３ ， ７ お よ び ９ で 示 さ れ る 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 の 活 性 ド メ イ ン １
～ ３ の い ず れ か を コ ー ド す る 遺 伝 子
（ ３ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ２ ） の い ず れ か の 遺 伝 子 の 相 補 鎖
（ ４ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ２ ） の い ず れ か の 遺 伝 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 得 る 遺 伝 子 ； お よ び
（ ５ ） 配 列 番 号 ２ ， ４ ， ８ お よ び １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 複 数 個 の ア ミ ノ
酸 が 置 換 、 付 加 、 欠 失 ま た は 挿 入 さ れ 、 か つ 、 発 光 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 遺 伝 子
【 請 求 項 ２ 】
翻 訳 を 効 率 化 す る エ レ メ ン ト お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 エ レ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ る
少 な く と も １ 種 の エ レ メ ン ト を 含 む 請 求 項 １ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ３ 】
さ ら に 、 前 記 発 光 酵 素 と 発 光 波 長 及 び 発 光 基 質 の 異 な る 少 な く と も １ 種 の 発 光 酵 素 遺 伝 子
を 各 々 別 個 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 組 み 込 ん で な る 各 発 光 を 区 別 し て 測 定 可 能 で あ る 請
求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ４ 】
別 個 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 組 み 込 ま れ る ２ 以 上 の 発 光 酵 素 遺 伝 子 が 、 １ 以 上 の 発 光 性
渦 鞭 毛 藻 由 来 の 発 光 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 及 び １ 以 上 の 発 光 甲 虫 由 来 の 発 光 酵 素 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 を 含 む 請 求 項 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ５ 】
発 光 酵 素 が 分 泌 可 能 に 組 み 込 ま れ て な る 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 ま た は 請 求 項 ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形
質 転 換 さ れ た 真 核 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン を 含 み 、 発 現 し た 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 の 酵 素 活 性 を 測 定 す
る た め に ｐ H５ － ７ ． ５ の 間 に 調 整 さ れ た 発 光 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 ９ 】
ｐ H５ － ７ ． ５ の 緩 衝 剤 を 有 す る 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 光 測 定 試 薬 。
【 請 求 項 １ ０ 】
渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 濃 度 を １ ０ － ３ ０ μ Mに 調 整 さ れ た 請 求 項 ８ ま た は ９ に 記 載 の 発 光
測 定 試 薬 。
【 請 求 項 １ １ 】
発 現 し た １ 以 上 の 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 の 発 光 酵 素 及 び １ 以 上 の 発 光 甲 虫 由 来 の 発 光 酵 素 を
同 時 に 測 定 す る た め に 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 及 び 発 光 甲 虫 ル シ フ ェ リ ン を 共 存 さ せ た 発 光
測 定 試 薬 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 ７ に 記 載 の 真 核 細 胞 を 培 養 し 、 該 培 養 真 核 細 胞 ま た は そ の 破 砕 液 を 請 求 項 ８ ～ １ １
の い ず れ か に 記 載 の 発 光 測 定 試 薬 の 存 在 下 に 発 光 活 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 発 光
酵 素 遺 伝 子 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー の 遺 伝 子 転 写 活 性 の 測 定 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

10

20

30

40

50

(2) JP 2005-192565 A 2005.7.21



　 本 発 明 は 、 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 を 用 い て 真 核 生 物 細 胞 内 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 検
出 す る た め の 遺 伝 子 構 築 物 、 該 構 築 物 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 、 該 構 築 物 ま た は 発 現 ベ ク タ ー
を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 真 核 細 胞 、 該 真 核 細 胞 を 使 用 す る プ ロ モ ー タ ー の 転 写 活 性 を 単 独 に
、 或 い は デ ュ ア ル に 測 定 す る シ ス テ ム に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 命 科 学 の 分 野 で は 、 細 胞 内 で 起 き る 遺 伝 子 の 転 写 活 性 を 測 定 す る こ と が 一 般 的 に 行 わ
れ 、 細 胞 に 与 え る 外 来 因 子 の 影 響 の 評 価 、 細 胞 内 情 報 伝 達 の 伝 播 、 或 い は 個 々 の タ ン パ ク
群 の 発 現 解 析 等 に 用 い ら れ て い る 。 こ れ ま で 、 遺 伝 子 転 写 活 性 の 測 定 は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ
ト 法 等 で 直 接 測 定 す る か 、 或 は 発 色 タ ン パ ク や 発 光 酵 素 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 間 接 的
に 測 定 す る 方 法 が あ り 、 特 に ホ タ ル 発 光 酵 素 遺 伝 子 を 用 い て 発 光 量 か ら 転 写 活 性 を 定 量 化
す る こ と が 一 般 化 し て い る 。 ま た 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 細 胞 内 で 発 現 と ほ ぼ 同 時 期 に 、 補 因
子 を 必 要 と せ ず 、 蛍 光 活 性 を 持 つ 。 蛍 光 タ ン パ ク 質 は 、 細 胞 内 で 蛍 光 活 性 を 指 標 と し て 蛋
白 質 の 局 在 等 に 関 す る モ ニ タ ー 蛋 白 質 と し て 利 用 さ れ て い る が 、 定 量 化 は 難 し く 遺 伝 子 発
現 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て は 活 用 さ れ に く い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 タ ン パ ク の 遺 伝 子 発 現 の 定 量 的 且 つ 時 間 的 な 動 態 変 化 解 析 を 行 う こ と が 重 要 で は あ る が
、 従 来 の レ ポ ー タ ー 技 術 で は 一 つ の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 解 析 す る こ と が 中 心 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 ホ タ ル 発 光 酵 素 遺 伝 子 に A転 写 活 性 領 域 を 、 同 時 に ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 遺 伝 子
に B転 写 活 性 領 域 を 挿 入 、 細 胞 内 に 2つ の 遺 伝 子 構 築 物 を 導 入 す る こ と で 2つ の 転 写 活 性 を
測 定 す る シ ス テ ム （ デ ュ ア ル ア ッ セ イ シ ス テ ム 、 Promega社 ） が 市 販 さ れ て い る 。 し か し
、 こ の 方 法 で 用 い ら れ る ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 ル シ フ ェ リ ン は ホ タ ル 発 光 ル シ フ ェ リ ン に 比 べ
て 化 学 発 光 に 伴 う バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 高 く 、 わ ず か な 転 写 活 性 の 変 化 の 正 確 な 測 定 が 難 し
い 。 よ っ て 、 ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 遺 伝 子 は コ ン ト ロ ー ル 発 現 遺 伝 子 と し て は 有 用 で あ る
が 、 対 象 遺 伝 子 の 解 析 に は 不 向 き で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 細 胞 内 で は 複 数 の 情 報 が 行 き 交 っ て お り 、 複 数 の 転 写 活 性 を 、 定 量 的 に 測 定 す る 技 術 の
構 築 が 必 須 で あ る 。 細 胞 内 の 3つ 以 上 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 測 定 す る シ ス テ ム と し て マ ル チ
遺 伝 子 転 写 活 性 測 定 シ ス テ ム が あ る （ 特 許 文 献 １ ） 。 本 発 明 は 、 発 光 酵 素 を 基 盤 に 、 発 光
色 の 異 な る （ 赤 、 緑 、 青 色 な ど ） 或 は 発 光 基 質 が 多 様 で あ る こ と に 着 目 し て 、 ２ つ 以 上 、
好 ま し く は ３ つ 以 上 の 発 光 酵 素 由 来 の 光 を 区 別 し て 定 量 化 で き る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 構 築 物
で あ る 。 各 発 光 酵 素 由 来 の 発 光 量 は 、 各 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 活 性 、 す な わ ち 各 プ ロ モ ー タ
ー が 本 来 連 結 さ れ た 遺 伝 子 活 性 に 対 応 す る の で 、 本 発 明 に よ り 、 ２ つ 以 上 、 好 ま し く は ３
つ 以 上 の 遺 伝 子 活 性 を 、 好 ま し く は 同 時 、 或 い は 同 時 期 に 測 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、
発 光 波 長 が 測 定 条 件 （ pHな ど ） に よ っ て 変 化 し な い た め 、 正 確 な 測 定 が 可 能 で あ る 。 例 え
ば 、 本 発 明 の １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 鉄 道 虫 由 来 赤 、 緑 色 発 光 酵 素 な ど の レ ポ ー タ
ー 遺 伝 子 構 築 物 を 作 成 、 ま た 、 ウ ミ シ イ タ ケ 等 の 青 色 発 光 酵 素 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 同 時 に
用 い る こ と で 、 簡 便 且 つ 定 量 性 良 く 、 複 数 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 測 定 す る シ ス テ ム で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 マ ル チ 遺 伝 子 転 写 活 性 測 定 シ ス テ ム で は 青 色 発 光 酵 素 と し て 、 ウ ミ シ イ タ ケ 、 ウ ミ ホ タ
ル や 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 使 用 を 想 定 し て い る が 、 こ れ ま で 、 ウ ミ シ イ タ ケ や ウ ミ ホ タ ル 発
光 酵 素 を 用 い た 例 は あ る が 、 そ れ ぞ れ の ル シ フ ェ リ ン が 血 清 成 分 や そ の 他 の タ ン パ ク で 酸
化 さ れ 発 光 す る た め 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 高 く な り や す い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 真 核 生 物 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 測 定 す る 発 光 酵 素 （ 発 光 甲 虫 、 ウ ミ シ イ タ ケ 、 及 び ウ ミ ボ
タ ル 由 来 ） の 最 適 pＨ は pＨ ７ － ８ の 中 性 か ら ア ル カ リ 性 で あ り 、 酸 性 側 に 最 適 pＨ を 持 つ
発 光 酵 素 は な い 。 酵 母 な ど 酸 性 pＨ 下 で 生 育 す る 真 核 生 物 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 測 定 す る 上
で 、 最 適 pＨ が 酸 性 で あ る 発 光 酵 素 が 望 ま し い が 適 当 な 発 光 酵 素 は な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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　 青 色 発 光 酵 素 と し て 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 が あ る が 、 本 酵 素 は ク ロ ー ニ ン グ さ れ 構 造 が 決 定
さ れ （ 特 許 文 献 １ ， ２ ， 非 特 許 文 献 １ （ 部 分 配 列 を 記 載 ） ， 非 特 許 文 献 ２ （ 全 配 列 を 記 載
） ； 配 列 番 号 １ ） 、 原 核 生 物 で あ る 大 腸 菌 に お い て 発 現 は 確 認 さ れ て い た が 、 哺 乳 類 細 胞
を 含 め た 真 核 生 物 細 胞 で の 発 現 を 確 認 し た 例 は な い 。 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン は テ ト ラ ピ ロ
ー ル 環 を 基 本 と す る 構 造 を 持 ち 、 こ れ ま で 実 用 化 さ れ た 発 光 シ ス テ ム の 基 質 構 造 と は 全 く
異 な っ て い る 。 ま た 、 本 酵 素 は 酸 性 pＨ 下 で 高 い 酵 素 活 性 が あ る と 報 告 さ れ て い る 。 し か
し な が ら 、 本 発 光 系 が 哺 乳 類 細 胞 を 含 め た 真 核 生 物 の 遺 伝 子 転 写 活 性 の 測 定 に 成 功 し た 例
は な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 願 ２ ０ ０ ３ － １ ２ ７ ６ ２ ９
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － ３ ３ ５ ９ ６ １
【 非 特 許 文 献 １ 】 Morishita H., Ohashi S., Oku T., Nakaijma Y., Kojima S., Ryufuku
 M., Nakamura H. and Ohmiya Y.: Cloning and Characterization of an Active Fragme
nt of Luciferase from a Luminescent Marine Alga, Pyrocystis lunula. Photochem. P
hotobiol. 75, 311-315, 2002
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Okamoto, O. K., Liu, Liyun, Robertson, D. L. and Hastings, J. Wo
odland (2001) Members of a Dinoflagellate Luciferase Gene Family Differ in Synon
ymous Substitution Rates.  Biochemistry 40: 15862-15868
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
本 発 明 は 、 真 核 生 物 細 胞 内 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 、 単 独 に 、 或 い は 他 の 発 光 酵 素 と 併 用 す る
こ と で 同 時 期 に 測 定 、 定 量 化 で き る 低 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 青 色 発 光 酵 素 と し て 渦 鞭 毛 藻 発
光 酵 素 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 構 築 及 び 最 適 化 、 さ ら に 本 レ ポ ー タ ー 酵 素 の 活 性 を 安 定 に 測 定
で き る 遺 伝 子 転 写 活 性 測 定 シ ス テ ム を 開 発 し 、 生 命 科 学 で の 細 胞 機 能 解 析 、 更 に は 病 態 の
治 療 ， 検 査 及 び 新 薬 開 発 に 利 用 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 で は 、 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 を 真 核 生 物 で 発 現 さ せ る こ と が 可 能 な 遺 伝 子
構 築 物 を 作 製 し 、 そ の 酵 素 活 性 を 、 或 い は 他 の 発 光 酵 素 の 活 性 と 同 時 に 測 定 で き る 反 応 条
件 を 最 適 化 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 を 用 い た 遺 伝 子 構 築 物 、 哺 乳 類 細 胞 、 該
哺 乳 類 細 胞 を 使 用 す る 薬 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 お よ び 各 プ ロ モ ー タ ー の 転 写 活 性 を 測 定
す る シ ス テ ム 及 び 最 適 反 応 測 定 条 件 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 １ ． 　 以 下 の （ １ ） ～ （ ５ ） の い ず れ か の 発 光 酵 素 を コ ー ド す る １ 以 上 の DNAを 真 核 細
胞 で 安 定 発 現 可 能 な よ う に 組 み 込 ん で な る 遺 伝 子 構 築 物 ：
（ １ ） 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子
（ ２ ） 配 列 番 号 ３ ， ７ お よ び ９ で 示 さ れ る 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 の 活 性 ド メ イ ン １
～ ３ の い ず れ か を コ ー ド す る 遺 伝 子
（ ３ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ２ ） の い ず れ か の 遺 伝 子 の 相 補 鎖
（ ４ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ２ ） の い ず れ か の 遺 伝 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 得 る 遺 伝 子 ； お よ び
（ ５ ） 配 列 番 号 ２ ， ４ ， ８ お よ び １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 複 数 個 の ア ミ ノ
酸 が 置 換 、 付 加 、 欠 失 ま た は 挿 入 さ れ 、 か つ 、 発 光 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 遺 伝 子
　 ２ ． 　 翻 訳 を 効 率 化 す る エ レ メ ン ト お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 エ レ メ ン ト か ら な る 群 か ら
選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の エ レ メ ン ト を 含 む 項 １ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ３ ． 　 さ ら に 、 前 記 発 光 酵 素 と 発 光 波 長 及 び 発 光 基 質 の 異 な る 少 な く と も １ 種 の 発 光 酵

10

20

30

40

50

(4) JP 2005-192565 A 2005.7.21



素 遺 伝 子 を 各 々 別 個 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 組 み 込 ん で な る 各 発 光 を 区 別 し て 測 定 可 能
で あ る 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ４ ． 　 別 個 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 組 み 込 ま れ る ２ 以 上 の 発 光 酵 素 遺 伝 子 が 、 １ 以 上
の 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 の 発 光 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 及 び １ 以 上 の 発 光 甲 虫 由 来 の 発 光 酵
素 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 項 ３ に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 ５ ． 　 発 光 酵 素 が 分 泌 可 能 に 組 み 込 ま れ て な る 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 構 築
物 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ６ ． 　 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ７ ． 　 項 １ ～ ５ の い ず れ か に 記 載 の 遺 伝 子 構 築 物 ま た は 項 ６ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形
質 転 換 さ れ た 真 核 細 胞 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ８ ． 　 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン を 含 み 、 発 現 し た 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 の 酵 素 活 性
を 測 定 す る た め に ｐ H５ － ７ ． ５ の 間 に 調 整 さ れ た 発 光 測 定 試 薬 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 ９ ． 　 ｐ H５ － ７ ． ５ の 緩 衝 剤 を 有 す る 項 ８ に 記 載 の 発 光 測 定 試 薬 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 １ ０ ． 　 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 濃 度 を １ ０ － ３ ０ μ Mに 調 整 さ れ た 項 ８ ま た は ９ に 記 載
の 発 光 測 定 試 薬 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 １ １ ． 　 発 現 し た １ 以 上 の 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 の 発 光 酵 素 及 び １ 以 上 の 発 光 甲 虫 由 来 の
発 光 酵 素 を 同 時 に 測 定 す る た め に 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 及 び 発 光 甲 虫 ル シ フ ェ リ ン を 共 存
さ せ た 発 光 測 定 試 薬 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 １ ２ ． 　 項 ７ に 記 載 の 真 核 細 胞 を 培 養 し 、 該 培 養 真 核 細 胞 ま た は そ の 破 砕 液 を 項 ８ ～ １
１ の い ず れ か に 記 載 の 発 光 測 定 試 薬 の 存 在 下 に 発 光 活 性 を 測 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 発
光 酵 素 遺 伝 子 に 連 結 さ れ た プ ロ モ ー タ ー の 遺 伝 子 転 写 活 性 の 測 定 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 渦 鞭 毛 藻 由 来 青 色 発 光 酵 素 は 真 核 生 物 で も 発 現 が
可 能 で あ り 、 適 切 な 測 定 条 件 で 最 大 の 発 光 量 を 得 る こ と が で き る 。 本 シ ス テ ム を 使 用 す る
こ と で 、 真 核 細 胞 内 の 転 写 活 性 を 、 ま た 、 マ ル チ 遺 伝 子 発 現 検 出 シ ス テ ム の 青 色 発 光 酵 素
と し て 転 写 活 性 を 同 時 に 測 定 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 病 態 の 治 療 ， 検 査 及 び 新 薬 開 発
に 利 用 が 可 能 で あ る ．
本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 酵 母 や ヒ ト を 含 む 哺 乳 類 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 に 導 入 さ れ て 、 プ
ロ モ ー タ ー ア ッ セ イ 系 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 酵 母 は そ の 遺 伝 的 性 質 が 詳 細 に 明 ら か に さ れ 、 多 く の 翻 訳 修 飾 が 行 わ れ る こ と が 知 ら れ
、 単 細 胞 の 真 核 生 物 と し て 規 定 さ れ た 培 養 液 で 速 や か に 増 殖 で き 、 他 の 真 核 生 物 よ り 作 業
が 簡 単 且 つ 容 易 で あ る こ と か ら 、 最 近 で は 環 境 ホ ル モ ン の 細 胞 の 影 響 評 価 、 薬 剤 の 細 胞 毒
性 評 価 や ス ク リ ー ニ ン グ に 積 極 的 に 用 い ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 環 境 ホ ル モ ン の 細 胞 の 影 響 評 価 、 薬 剤 の 細 胞 毒 性 評 価 や ス ク
リ ー ニ ン グ な ど を ヒ ト な ど の 哺 乳 類 細 胞 を 用 い て 精 密 に 行 え る だ け で な く 、 酵 母 を 使 用 し
て 簡 便 な 評 価 を す る こ と も で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 真 核 細 胞 と し て は 、 細 菌 お よ び シ ア ノ バ ク テ リ ア を 除 く 細 胞 を 広 く 包
含 し 、 例 え ば 酵 母 や 、 植 物 、 動 物 （ 哺 乳 類 、 鳥 類 、 昆 虫 な ど ） な ど の 真 核 生 物 の 細 胞 が 挙
げ ら れ る 。 好 ま し い 真 核 生 物 は 、 ヒ ト 、 ウ シ 、 ウ マ 、 ヒ ツ ジ 、 サ ル 、 ブ タ 、 マ ウ ス 、 ラ ッ
ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 イ ヌ な ど の 哺 乳 類 細 胞 お よ び 酵 母 が 挙 げ ら れ 、 好
ま し く は ヒ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 、 そ の 全 遺 伝 子 配 列 お よ び 全 ア ミ ノ 酸 が 非 特 許 文 献 ２ に 記 載 さ れ て
い る 。 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 、 そ の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 で も 発 光 す る が 、 ド メ イ ン １ ～ ３ の い ず
れ か １ つ の ド メ イ ン で あ っ て も 発 光 酵 素 と し て の 性 質 を 有 し て い る 。 好 ま し く は 、 特 開 ２
０ ０ ２ － ３ ３ ５ ９ ６ １ に 記 載 さ れ て い る ド メ イ ン ３ の 遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ド メ イ ン １ ～ ３ を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 各 々 ９ ０ ％ 程 度 以 上 の 相 同 性 を 有 し て い る 。 発
光 酵 素 の 由 来 と な る 渦 鞭 毛 藻 と し て は 、 Gonyaulaceae科 の Gonyaulax polyedraと Pyrocyta
nceae科 の Pyrocystis lunulaが 挙 げ ら れ 、 こ れ ら 由 来 の 発 光 酵 素 ま た は そ の 発 光 ド メ イ ン
の い ず れ を 用 い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 具 体 的 に は 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 遺 伝 子 と し て 、 以 下 の （ １ ） ～ （ ５ ） の 遺 伝 子 を 使 用 す
る こ と が で き る
（ １ ） 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 を コ ー ド す る 遺 伝 子
（ ２ ） 配 列 番 号 ３ ， ７ お よ び ９ で 示 さ れ る 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 の 活 性 ド メ イ ン １
～ ３ の い ず れ か を コ ー ド す る 遺 伝 子
（ ３ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ２ ） の い ず れ か の 遺 伝 子 の 相 補 鎖
（ ４ ） 前 記 （ １ ） ～ （ ２ ） の い ず れ か の 遺 伝 子 と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ し 得 る 遺 伝 子 ； お よ び
（ ５ ） 配 列 番 号 ２ ， ４ ， ８ お よ び １ ０ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ま た は 複 数 個 の ア ミ ノ
酸 が 置 換 、 付 加 、 欠 失 ま た は 挿 入 さ れ 、 か つ 、 発 光 酵 素 活 性 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る 遺 伝 子 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は ， 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
の み が 起 き ， 非 特 異 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン が 起 き な い よ う な 条 件 を い う 。 こ の よ う
な 条 件 は ， 通 常 ， 「 1xSSC,0.1%SDS,37℃ 」 程 度 で あ り ， 好 ま し く は 「 0.5xSSC,0.1%SDS,42
℃ 」 程 度 で あ り ， 更 に 好 ま し く は 「 0.2xSSC,0.1%SDS,65℃ 」 程 度 で あ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン に よ っ て 得 ら れ る DNAは 配 列 番 号 １ 、 ３ ， ７ ま た は ９ 記 載 の 塩 基 配 列 に よ り 表 わ
さ れ る DNAと 通 常 高 い 相 同 性 を 有 す る 。 高 い 相 同 性 と は ， 60％ 以 上 の 相 同 性 ， 好 ま し く は 7
5％ 以 上 の 相 同 性 ， 更 に 好 ま し く は 90％ 以 上 の 相 同 性 、 特 に ９ ５ ％ 以 上 の 相 同 性 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 置 換 、 付 加 、 欠 失 ま た は 挿 入 に よ り 変 異 し た ア ミ ノ 酸 の 数 は ， 発 光 酵 素 作 用 が 失 わ れ な
い 限 り ， そ の 個 数 は 制 限 さ れ な い が ， 好 ま し く は 20ア ミ ノ 酸 以 下 で あ り ， よ り 好 ま し く は
15ア ミ ノ 酸 以 下 ， 更 に 好 ま し く は 10ア ミ ノ 酸 以 下 ， 最 も 好 ま し く は 5ア ミ ノ 酸 以 下 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 者 は 様 々 な 発 現 系 を 検 討 す る こ と に よ り 、 発
光 酵 素 の 真 核 細 胞 （ 例 え ば 哺 乳 類 細 胞 、 酵 母 ） で の 安 定 発 現 の た め に は 、 翻 訳 を 効 率 化 す
る エ レ メ ン ト お よ び ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 エ レ メ ン ト か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種
の エ レ メ ン ト を 遺 伝 子 構 築 物 に 導 入 す る こ と が 有 用 で あ る こ と を 見 出 し た 。 翻 訳 を 効 率 化
す る エ レ メ ン ト と し て は 、 kozak配 列 (Ko)な ど が 例 示 さ れ 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 安 定 化 エ レ メ ン ト
と し て は 、 β -globin intron IIな ど が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 真 核 細 胞 （ 例 え ば 哺 乳 類 細 胞 、 酵 母 ） で の 発 現 プ ロ モ ー タ ー と し て は 、 SV40、 CMV、 CAG
、 TK、 GAL1な ど が 例 示 さ れ 、 好 ま し く は 発 光 酵 素 の 発 現 量 の 高 い CAGが 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 １ つ の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て 、 本 発 明 の 遺 伝 子 構 築 物 は 、 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光
酵 素 を 分 泌 可 能 に 組 み 込 む 。 ま た 、 該 遺 伝 子 構 築 物 が 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 酵 素 と と も
に 、 ウ ミ シ イ タ ケ ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 発 光 甲 虫 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を
コ ー ド す る 遺 伝 子 を 組 み 込 む 場 合 に は 、 こ れ ら の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 又 は 発 光 酵 素 を 分 泌 可 能
に 組 み 込 む こ と が 好 ま し い 。 こ れ ら の 発 光 酵 素 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 分 泌 さ せ る こ と で 、 真
核 細 胞 を 破 砕 す る こ と な く 、 こ れ ら の 酵 素 量 を 定 量 す る こ と が で き る の で 好 ま し い 。 ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 又 は 発 光 酵 素 は 、 分 泌 の た め の リ ー ダ ー 配 列 を そ の 前 に 連 結 す れ ば よ く 、 例 え
ば 哺 乳 動 物 細 胞 で は ウ ミ ボ タ ル 発 光 酵 素 分 泌 シ グ ナ ル （ Nakajima Y, Kobayashi K,  Yamag
ishi K, Enomoto T and Ohmiya Y: cDNA cloning and characterization of a secreted 
luciferase from the luminous Japanese ostracod, Cypridina noctiluca. Biosci. Bio
technol. Biochem. 68, 565-70, 2004） が 挙 げ ら れ 、 酵 母 で は 、 酵 母 分 泌 シ グ ナ ル （ Clem
ents M. J., Catlin G. H., Price M. J., Edwards R. M. (1991): Secretion of human 
epidermal growth factor from Saccharomyces cerevisiae using synthetic leader seq
uences. Gene. 106, 267-272） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 を 真 核 細 胞 中 で 発 現 さ れ る と 以 下 の よ う な 特 徴 を 有 す る ：
(i) 真 核 細 胞 へ の 導 入 遺 伝 子 （ 発 現 プ ラ ス ミ ド ） 量 に 相 関 し て 発 光 活 性 が 増 加 す る 定 量 性
を 有 す る レ ポ ー タ ー 酵 素 で あ る ：
(ii) 一 定 量 の 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン の 存 在 下 に お け る 発 光 活 性 が 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 濃 度
に 比 例 す る ：
(iii) ｐ H５ ． ０ ～ ７ ． ５ に お い て 、 発 光 活 性 が 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 発 光 酵 素 の ２ 倍 前 後
高 い
(iv) ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 等 の 従 来 の 発 光 酵 素 と 比 較 し て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 極 め て
低 い
　 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 、 細 胞 内 の ｐ Hが ５ ～ ７ ． ５ の 中 性 （ 弱 ア ル カ リ 性 ） か ら 弱 酸 性 の
領 域 に お い て 、 高 い 発 光 活 性 を 有 し 、 か つ 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド も 極 め て 低 い た め 、 異 な る
２ 種 以 上 の 遺 伝 子 転 写 活 性 を 測 定 す る た め の レ ポ ー タ ー 酵 素 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 真 核 細 胞 で 発 現 可 能 な 渦 鞭 毛 藻 以 外 に 由 来 す る 発 光 酵 素 と し て 、 ウ ミ シ イ タ ケ ・ ル シ フ
ェ ラ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 発 光 甲 虫 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 発 光 酵 素 」 は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ な ど 、 ル シ フ ェ リ ン 光 化 学 反 応 を
触 媒 す る 発 光 タ ン パ ク 群 を 意 味 し 、 発 光 酵 素 に は エ ク オ リ ン の よ う な 発 光 タ ン パ ク 質 も 含
ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 渦 鞭 毛 藻 由 来 の 発 光 酵 素 遺 伝 子 を 含 む 形 質 転 換 さ れ た 真 核 細 胞 は 、 適 切 な 培 養 培 地 で 培
養 さ れ た 後 、 超 音 波 等 に よ り 破 砕 さ れ 、 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン な ど の ル シ フ ェ リ ン を 添 加
し た 後 、 発 光 活 性 を 測 定 す る 。 発 光 酵 素 と し て 、 渦 鞭 毛 藻 由 来 の 発 光 酵 素 遺 伝 子 の 他 に ウ
ミ シ イ タ ケ ・ ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 な ど の 他 の 発 光 酵 素 遺
伝 子 を 同 時 に 発 現 さ せ た 場 合 に は 、 ウ ミ シ イ タ ケ ・ ル シ フ ェ リ ン 、 ホ タ ル ル シ フ ェ リ ン な
ど の 対 応 す る ル シ フ ェ リ ン を 添 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン な ど の ル シ フ ェ リ ン の 濃 度 は 、 通 常 １ ～ ４ ０ μ Ｍ 程 度 、 好 ま し く
は １ ０ ～ ３ ０ μ Ｍ 程 度 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 細 胞 破 砕 液 な ど の 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 を 含 む サ ン プ ル は 、 好 ま し く は ｐ Ｈ ５ ． ０ ～ ７ ． ５
、 よ り 好 ま し く は ｐ Ｈ ５ ． ５ ～ ６ ． ５ の 範 囲 で 測 定 す る の が 、 発 光 活 性 が 高 い た め に 好 ま
し い 。
【 実 施 例 】
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【 ０ ０ ４ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に 基 づ き よ り 詳 細 に 説 明 す る 。
実 施 例 １
　 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 2種 及 び よ り 発 光 酵 素 が ク
ロ ー ン 化 さ れ て い る 。 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 酵 素 活 性 部 位 を そ れ ぞ れ 含 む ド メ イ ン が
3つ 並 ん だ 分 子 量 約 １ ４ ０ 万 の 蛋 白 質 （ 配 列 番 号 １ ） で あ る 。 こ の う ち 大 腸 菌 で の 発 現 が
確 認 さ れ て い る ド メ イ ン ３ を 含 む pTH-PlL(Morishita H., Ohashi S., Oku T., Nakaijma 
Y., Kojima S., Ryufuku M., Nakamura H. and  .: Cloning and Characterizat
ion of an Active Fragment of Luciferase from a Luminescent Marine Alga, Pyrocyst
is lunula. Photochem. Photobiol. 75, 311-315, 2002)よ り 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ ラ ー ゼ ・
ド メ イ ン 3を コ ー ド し た 1.1Kbpの フ ラ グ メ ン ト (配 列 番 号 ５ )を BglIIと EcoRＩ サ イ ト で 切 り
出 し 、 CMVプ ロ モ ー タ ー を 持 つ pcDNA3.1/HisC (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )の BamHＩ ・ EcoR１ サ イ
ト に 挿 入 し た pcDNA3.1-DLを 作 製 し た 。 NIH3T3細 胞 ・ COS7細 胞 ・ A549細 胞 を 10% FBS入 り の
DMEM中 に て 、 37℃ 、 CO 2  5%で 培 養 し 、 細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 6× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル に
播 き 1日 培 養 し た 後 、 200ng/ウ エ ル の pcDNA3.1-DLを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ
ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 ２ 日 間 培 養 し
、 細 胞 を 500μ l PBSで 一 度 洗 浄 、 300μ lの 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)中 で 超 音 波 破 砕
し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)
中 の １ μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン  10μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活
性 を 測 定 し た 。 同 時 に 、 BCA タ ン パ ク 定 量 試 薬 (ピ ア ス )を 用 い て 各 ラ イ ゼ ー ト の 蛋 白 質 量
を 測 定 し 、 蛋 白 質 量 あ た り の 発 光 量 を 算 出 し た 。 NIH3T3細 胞 及 び COS7細 胞 に お い て 高 い 発
光 活 性 が 確 認 さ れ た （ 図 １ ） 。 ま た 、 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 6× 10 4 細 胞 数 /ウ
エ ル 播 き 1日 培 養 し た 。 50, 100, 200, 400ng/ウ エ ル の pcDNA3.1-DLを 、 10ng/ウ エ ル の  pG
V-C2（ 東 洋 イ ン キ ） を 内 部 標 準 と し て リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )
を 用 い て コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 1日 間 培 養 し 、 細 胞 を 500
μ l PBSで 一 度 洗 浄 、 300μ lの 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ
ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で １ μ M渦 鞭
毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 10μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た 。
得 ら れ た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 発 光 値 は 、 共 発 現 さ せ た ホ タ ル 発 光 酵 素 の 発 光 値 を コ ン ト ロ
ー ル と し て 標 準 化 し た 。 発 光 活 性 は 用 い た pcDNA3.1-DLプ ラ ス ミ ド の 量 に 相 関 し て 増 加 （
図 ２ ） 、 本 結 果 は 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 が 導 入 遺 伝 子 量 に 依 存 し て 発 光 量 が 変 化 す る 定 量 性 を
持 つ レ ポ ー タ ー 酵 素 で あ る こ と を 示 し て い る 。
実 施 例 ２
　 NIH3T3細 胞 を 48ウ エ ル プ レ ー ト に 3× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 い た 。 1日 培 養 し た 後 、 250ng/
ウ エ ル の pcDNA3.1-DLを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 間 培 養 し 、 細 胞 を 150μ l PBSで 一 度 洗
浄 、 150μ lの 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。
回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに １ μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 50μ lを 加 え 、 ア ト ー 社 製 ル ミ ネ
ッ セ ン サ AB2100で ３ ０ 分 間 の 発 光 活 性 を 測 定 し た （ 図 ３ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 測 定 開 始 約 １ 分 間 は 安 定 な 発 光 を 示 し た 後 、 漸 次 活 性 は 低 下 し 約 ５ 分 間 で 半 減 し た 。 ま
た 、 得 ら れ た ラ イ ゼ ー ト を 50, 40, 30, 20, 10, 5μ l/50μ lに な る よ う 0.1M リ ン 酸 バ ッ
フ ァ ー (pH6.0)に て 希 釈 し た 。 各 希 釈 溶 液 50μ l に 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で １ μ M
渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 10μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 の 発 光 活 性 を 測 定
し 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し た （ 図 ４ Ａ ） 。 発 光 活 性 は 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵
素 濃 度 に 依 存 し て 直 線 的 に 変 化 、 発 光 酵 素 と し て の 定 量 性 を 示 し た 。 さ ら に 得 ら れ た ラ イ
ゼ ー ト を 1, 10 - 1 , 10 - 2 , 10 - 3 , 10 - 4 , 10 - 5 倍 に な る よ う 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)
に て 希 釈 し た 。 各 希 釈 溶 液 50μ l に 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で ２ μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ
フ ェ リ ン 10μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 の 発 光 活 性 を 測 定 し 、 渦 鞭 毛 藻
発 光 酵 素 濃 度 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 ラ イ ゼ ー ト は 、 よ り 大 き な 発 光 活 性 を 示 し 、 広 い レ
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ン ジ で 定 量 性 が あ る こ と を 示 し た （ 図 ４ Ｂ ） 。
実 施 例 ３
　 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 6× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 い た 。 1日 培 養 し た 後 、 200ng/
ウ エ ル の pcDNA3.1-DLを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 1日 培 養 し 、 シ ク ロ ヘ キ サ イ ミ ド  (シ グ マ )
を 最 終 濃 度 250μ Mに な る よ う 培 地 中 に 加 え た 。 シ ク ロ ヘ キ サ イ ミ ド 添 加 30分 後 、 細 胞 を 30
0μ l PBSで 一 度 洗 浄 し た 時 間 を 処 理 時 間 0時 間 と し て 順 次 細 胞 を 300μ lの 20mM ト リ ス バ ッ
フ ァ ー (pH7.5)中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト と し て 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ l
に 20mMト リ ス バ ッ フ ァ ー  (pH7.5)で ２ μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 50μ lを 加 え 、 LB9506(ベ
ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た （ 図 ５ ） 。 そ の 結 果 、 発 現 し た 渦 鞭 毛 藻 発 光
酵 素 の 生 細 胞 内 で の 半 減 期 は 約 ４ ５ 分 で あ る 。
実 施 例 ４
　 哺 乳 類 細 胞 で 発 現 し た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 酵 素 活 性 の 測 定 条 件 を 検 討 し た 。 渦 鞭 毛 藻 ル
シ フ ェ リ ン の 持 つ バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 確 認 す る た め 、 血 清 濃 度 を 0～ 10%に な る よ う 20mMト
リ ス バ ッ フ ァ ー (pH7.5)で 希 釈 し た 。 各 希 釈 液 50μ lに 5μ M ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ リ ン （
セ レ ン テ ラ ジ ン ）  50μ lま た は 、 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で １ μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ
ェ リ ン 50μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た 。 ウ ミ シ イ タ
ケ ル シ フ ェ リ ン は 血 清 濃 度 に 依 存 し て 発 光 活 性 が 上 昇 す る が 、 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン は 発
光 し な か っ た （ 図 ６ ） 。 よ っ て 、 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 活 性 を 測 定 す る 際 に は 、 血 清
が １ － １ ０ ％ で も 酵 素 活 性 の 測 定 は 可 能 で あ り 、 従 来 コ ン ト ロ ー ル 発 光 酵 素 と し て 用 い ら
れ て い る ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 よ り 測 定 に お け る バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が 低 い こ と が 確 認 で き
た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 NIH3T3細 胞 を 35mmデ ィ ッ シ ュ に 2.5× 10 5 細 胞 数 /ウ エ ル 播 き 1日 培 養 し た 後 、 1μ g/ウ エ
ル の pcDNA3.1-DLを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 間 培 養 し 、 細 胞 を 1μ l PBSで 一 度 洗 浄 、 0.1
Mリ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー
ト 50μ lに 、 最 終 濃 度 が 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30μ Mに な る よ う  0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー
(pH6.0)で 希 釈 し た  渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン  50μ lを 加 え 、 LB9506 (ベ ル ト ー ル ド )に て 20
秒 間 の 発 光 活 性 を 測 定 し た (図 ７ )。 ル シ フ ェ リ ン 濃 度 20μ M前 後 で 高 い 活 性 を 示 し た 。 よ
っ て 、 最 適 な ル シ フ ェ リ ン 濃 度 は 10－ 30μ M程 度 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 6× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 い た 。 1日 培 養 し た 後 、 400ng/
ウ エ ル の pcDNA3.1-DLを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 間 培 養 し 、 細 胞 を 500μ l PBSで 一 度 洗
浄 、 300μ lの 純 水 中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ l
に 、 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5)で 希 釈 し た 2μ M渦 鞭 毛 藻
ル シ フ ェ リ ン 50μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た （ 図 ８
） 。 ま た 、 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た 発 光 性 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 発 光 活 性 も 同 様 な 条 件 で 測 定 し
た 。 そ の 結 果 、 大 腸 菌 で 生 産 し た 発 光 酵 素 で は pH5.5に て 最 大 発 光 量 を 示 す が 、 哺 乳 類 細
胞 で 作 ら れ た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 最 大 発 光 を 示 す 最 適 pHは 6.0で あ り 、 pH5～ 6.5の 間 で 約 6
0％ 以 上 の 酵 素 活 性 が 保 持 さ れ て い る 。 従 来 、 ホ タ ル 、 ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 の 最 適 pHが 7
－ 8で あ る こ と に 対 し て 、 酸 性 側 で 発 光 活 性 を 測 定 す る こ と が で き る こ と を 示 し て い る 。
実 施 例 ５
　 哺 乳 類 細 胞 で の 活 性 を 持 つ 蛋 白 質 の 発 現 に つ い て 、 発 現 を 調 節 す る 挿 入 プ ロ モ ー タ ー 領
域 の 違 い が 及 ぼ す 発 光 活 性 の 違 い を 検 討 し た 。 pcDNA3.1-DLを テ ン プ レ ー ト に 、 5’ 末 端 に
NcoＩ サ イ ト ・ KoZ配 列 ・ 開 始 コ ド ン を 付 加 し た プ ラ イ マ ー PlD3-F-NcoＩ +Koz(5’ -AAG CCA
 CCA TGG CCT TCG CCG ATG TTT GTG AG-3’ ； 配 列 番 号 １ １ )、 3’ 末 端 に XbaＩ サ イ ト を 付
加 し た プ ラ イ マ ー PlD3-R-XbaＩ (5’ -CCT CTA GAT CAT GCT TTA AAG CTT GTG GCC AC-3’
； 配 列 番 号 １ ２ )を 用 い て DLフ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ３ ） を PCRに て 増 幅 し た 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 こ の PCR産 物 を pCR2.1-TOPO(イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 NcoＩ ・ Xba
Ｉ サ イ ト で ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ を 切 り 出 し た pGV-C2（ 東 洋 イ ン キ ） の NcoＩ ・ XbaＩ サ イ
ト に PCR産 物 で あ る DLを 挿 入 し た SV４ ０ プ ロ モ ー タ ー を 持 つ pGC2-DLを 作 製 し た 。 pGC2-DL
を テ ン プ レ ー ト に 5’ 末 端 に XbaＩ サ イ ト ・ KoZ配 列 を 付 加 し た プ ラ イ マ ー PlD3-F-XbaＩ +Ko
z (5’ -GCT CTA GAC CAC CAT GGC CTT CGC CGA TG-3’  ’ ； 配 列 番 号 １ ３ )、 3’ 末 端 に Ec
oRＩ サ イ ト を 付 加 し た プ ラ イ マ ー PlD3-R-EcoRＩ (5’ -GGA TTC TCA TGC  TTT AAA GCT TGT
 GGC-3’  ’ ； 配 列 番 号 １ ４ )を 用 い て DLフ ラ グ メ ン ト を PCRに て 増 幅 し た 。 一 方 、 pMK10よ
り BlnＩ ・ BspT104Ｉ サ イ ト で 切 り 出 し セ ル フ ラ イ ゲ ー シ ョ ン し て IRESの 一 部 と Neomyinを
除 き 、 さ ら に XbaＩ ・ EcoRＩ サ イ ト に 、 PCR産 物 を XbaＩ ・ EcoRIで 制 限 酵 素 処 理 し 挿 入 し た
pCAG-DLを 作 製 し た （ CAGプ ロ モ ー タ ー を 持 つ ） 。 さ ら に 、 pGC2-DLを テ ン プ レ ー ト に 5’ 末
端 に XbaＩ サ イ ト ・ KoZ配 列 を 付 加 し た プ ラ イ マ ー PlD3-F-NheＩ +Koz (5’ -CTA GCT AGC CA
C CAT GGC CTT CGC CGA TG-3’  ’ ； 配 列 番 号 １ ５ )、 3’ 末 端 に XbaＩ サ イ ト を 付 加 し た プ
ラ イ マ ー PlD3-R-XbaＩ (5’ -CCT CTA GAT CAT GCT TTA AAG CTT GTG GCC AC-3’  ’ ； 配 列
番 号 １ ６ )を 用 い て DLフ ラ グ メ ン ト を PCRに て 増 幅 し た 。 こ の PCR産 物 を pCR2.1-TOPO(イ ン
ビ ト ロ ジ ェ ン )に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 NheＩ ・ XbaＩ サ イ ト で 切 り 出 し ウ ミ シ イ タ ケ
ル シ フ ェ ラ ー ゼ RLを 除 い た phRL-TK（ プ ロ メ ガ ） の NheＩ ・ XbaＩ サ イ ト に 挿 入 し た TKプ ロ
モ ー タ ー を 持 つ pTK-DLを 作 製 し た 。 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル  プ レ ー ト に 6× 10 4 細 胞 数 /ウ エ
ル 播 い た 。 1日 培 養 し た 後 、 CMVプ ロ モ ー タ ー を も つ pcDNA3.1-DL、 SV40プ ロ モ ー タ ー を も
つ pGC2-DL、 CAGプ ロ モ ー タ ー を も つ pCAG-DL、 TKプ ロ モ ー タ ー を も つ pTK-DL　 各 200ng/ウ
エ ル を  リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 間 培 養 し 、 細 胞 を 500μ l PBSで 一 度 洗 浄 、 300μ lの 滅
菌 水 中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに 20μ M 渦 鞭
毛 藻 ル シ フ ェ リ ン （ 1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)） 50μ lを 加 え 、 LB9506 (ベ ル ト ー ル ド )
に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し 、 ウ エ ル あ た り の 発 光 量 を 算 出 し た 。 ４ つ の プ ロ モ ー タ ー 共
に 発 光 活 性 が 検 出 で き 、 特 に CAGプ ロ モ ー タ ー に お い て 、 高 い 発 光 活 性 が 検 出 で き た （ 図
９ ） 。 こ れ ら の 結 果 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 遺 伝 子 は 異 な る 遺 伝 子 転 写 活 性 を 測 定 で き る レ ポ
ー タ ー 酵 素 で あ る こ と を 示 し て い る 。
実 施 例 ６ Ａ
　 NIH3T3細 胞 を 48ウ エ ル プ レ ー ト に 4.5× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 い た 。 1日 培 養 し た 後 、 レ ポ
ー タ ー  E54TK-FL（ Perプ ロ モ ー タ ー の E54エ レ メ ン ト ＋ ホ タ ル 発 光 酵 素 ） 40ng, E54TK-DL 
（ Perプ ロ モ ー タ ー の E54エ レ メ ン ト ＋ 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 ） 40ng、 と 時 計 遺 伝 子 hBMAL1、 hC
LOCK、 mCRY1各 50ngと 、 イ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル phRL-TK （ ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 ） 2ng
, pCAG-DL 20ngを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て コ ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 1日 培 養 し 、 細 胞 を 200μ l PBSで 一 度 洗 浄 後 2
00μ lの DW中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに DL活 性
は 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で 希 釈 し た 20μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン （ 1M リ ン 酸 バ ッ
フ ァ ー (pH6.0)）  50μ l、 ホ タ ル 発 光 酵 素 活 性 は ピ ッ カ ジ ー ン 発 光 試 薬 （ 東 洋 イ ン キ ） 50
μ l、 ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 活 性 は 10mM ト リ ス バ ッ フ ァ ー (pH7.4)で 希 釈 し た 500nM セ レ
ン テ ラ ジ ン  50μ lを 加 え 、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た （ 図 1０
） 。 Aは ホ タ ル 発 光 酵 素 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 遺 伝 子 を コ ン ト
ロ ー ル 遺 伝 子 と し た 結 果 、 Bは ホ タ ル 発 光 酵 素 を レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 と し て 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵
素 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 と し た 結 果 、 さ ら に Cは 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 を レ ポ ー タ ー 遺
伝 子 と し て ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 と し た 結 果 で あ る 。 ど の 組
み 合 わ せ に お い て も 遺 伝 子 転 写 活 性 を 評 価 で き る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ れ ら の 結 果 よ
り 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は ホ タ ル 及 び ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 の イ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル 酵
素 と し て 、 或 い は ホ タ ル 及 び ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 を イ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル 酵 素 と し
渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 が レ ポ ー タ ー 酵 素 と し て 活 用 で き る こ と を 示 し て い る 。
実 施 例 ６ Ｂ
　 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 2.5× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 い た 。 1日 培 養 し た 後 、 レ ポ
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ー タ ー  E54TK-FL（ マ ウ ス Per1プ ロ モ ー タ ー の E54エ レ メ ン ト ＋ ホ タ ル 発 光 酵 素 ） 20ng、 RO
RE-RL （ マ ウ ス Bmal1プ ロ モ ー タ ー 内 の REV-ERV/RORエ レ メ ン ト ＋ ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 ）
20ngと 、 時 計 遺 伝 子 ヒ ト BMAL1、 ヒ ト CLOCK、 マ ウ ス RORα 各 50ngと 、 イ ン タ ー ナ ル コ ン ト
ロ ー ル pCAG-DL 20ngを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て コ ト ラ
ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 培 養 し 、 細 胞 を 500μ l PBSで 一 度 洗
浄 後 300μ lの DW中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに
、 DL活 性 は 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で 希 釈 し た 14μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン  50μ l
、 ホ タ ル 発 光 酵 素 活 性 は ピ ッ カ ジ ー ン 発 光 試 薬 （ 東 洋 イ ン キ ） 50μ l、 ウ ミ シ イ タ ケ 発 光
酵 素 活 性 は 20mM ト リ ス バ ッ フ ァ ー (pH7.4)で 希 釈 し た 70nM セ レ ン テ ラ ジ ン  50μ lを 加 え
、 LB9506(ベ ル ト ー ル ド )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た 。 そ し て 、 レ ポ ー タ ー の ホ タ ル 発
光 酵 素 と ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 の 活 性 値 を イ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル の 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素
の 活 性 値 で 標 準 化 し た 。 こ れ ま で 個 別 の 実 験 に お い て 、 ヒ ト BMAL1及 び ヒ ト CLOCKタ ン パ ク
は E54エ レ メ ン ト に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 し 、 RORエ レ メ ン ト に 連 結 し た プ ロ モ ー
タ ー を 不 活 性 化 す る の に 対 し て 、 マ ウ ス RORα は E54エ レ メ ン ト に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を
不 活 性 化 し 、 RORエ レ メ ン ト に 連 結 し た プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 す る こ と が 知 ら れ て い る が
、 本 実 験 に お い て 、 同 一 細 胞 の ラ イ ゼ ー ト を 測 定 す る こ と で も 同 様 の 転 写 活 性 の 違 い を 測
定 で き た （ 図 ６ Ｂ ） 。 本 結 果 は 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 が 他 の ２ つ の 異 な る 基 質 で 発 光 す る レ
ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 同 一 細 胞 で の ３ つ 以 上 の 遺 伝 子 転 写 活 性 測 定 が 可
能 で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 実 施 例 ７
　 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 6× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 き 1日 培 養 し た 後 、 400ng/ウ エ
ル の pcDNA3.1-DL、 pGV-C2を そ れ ぞ れ 単 独 で リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ
ェ ン )を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 間 培 養 し 、 細 胞 を
500μ l PBSで 一 度 洗 浄 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 0.1M リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー  (pH6.0)300μ l、 ホ
タ ル 発 光 酵 素 は 10mMト リ ス バ ッ フ ァ ー (pH7.5)中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た
。 回 収 し た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト 20μ lに ホ タ ル 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト  0.35μ lを 混
ぜ 、 10μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 1μ lと ピ ッ カ ジ ー ン 発 光 試 薬  10μ lを 加 え て 高 感 度 ス ペ
ク ト ル メ ー タ ー (ア ト ー )を 用 い て 発 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し た （ 図 １ １ Ａ ） 。 ま た 、 渦 鞭 毛
藻 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト 15μ lに ホ タ ル 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト  1μ lを 混 ぜ 、 同 様 な 条 件 で 測 定
し た （ 図 １ １ Ｂ ） 。 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 約 470nmを 最 大 発 光 波 長 と し た 青 色 を 、 ホ タ ル 発
光 酵 素 は 約 610nmを 最 大 発 光 波 長 と し た 赤 色 を 示 し 、 色 識 別 可 能 な 発 光 ス ペ ク ト ル で あ る
。 ホ タ ル 発 光 酵 素 は 測 定 溶 液 が 酸 性 ｐ H下 に あ る た め 、 黄 緑 色 か ら 赤 色 に 変 化 し て い る 。
一 方 、 加 え た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 及 び ホ タ ル 発 光 酵 素 量 に 依 存 し て ス ペ ク ト ル が 変 化 す る こ
と か ら 個 々 の 酵 素 活 性 量 を 発 光 ス ペ ク ト ル か ら 算 出 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 さ ら に 、 NIH3T3細 胞 を 24ウ エ ル プ レ ー ト に 5× 10 4 細 胞 数 /ウ エ ル 播 き 1日 培 養 し た 後 、 プ
ラ ス ミ ド DNA量 比 が DL:FL=1:1, 2:1, 4:1, 8:1と な る よ う pCAG-DL 250ngと pGV-C2 0, 31, 
63, 125, 250ngを リ ポ フ ェ ク タ ミ ン プ ラ ス 試 薬  (イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン )を 用 い て コ ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 後 2日 間 培 養 し 、 細 胞 を 500μ l PBSで 一 度 洗 浄
後 、 DW中 で 超 音 波 破 砕 し 、 ラ イ ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 15μ lに 、 0.05Mリ
ン 酸 バ ッ フ ァ ー (pH6.0)で 希 釈 し た 7μ M渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 、 470μ Mホ タ ル ル シ フ ェ リ
ン 、 530μ M ATP、 4mM MgSO 4 、 270μ M CoA、 33.3mM DTTを 加 え て 高 感 度 ス ペ ク ト ル メ ー タ
ー (ア ト ー )を 用 い て 発 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 し 、 渦 鞭 毛 藻 の 最 大 発 光 波 長 470nmの 値 を 用 い
て 標 準 化 し た （ 図 １ ２ Ａ ） 。 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 約 470nmを 最 大 発 光 波 長 と し た 青 色 を 、
ホ タ ル 発 光 酵 素 は 、 酸 性 pH下 で 長 波 長 側 に 移 行 し た 約 615nmを 最 大 発 光 波 長 と し た 赤 色 を
示 し 、 色 識 別 可 能 な 発 光 ス ペ ク ト ル で あ る 。 ま た 、 相 対 発 光 強 度 （ 発 光 強 度 615nm/発 光 強
度 470nm） を 、 ホ タ ル 発 光 酵 素 の プ ラ ス ミ ド DNA量 に 対 し て プ ロ ッ ト し た と こ ろ 、 発 光 活 性
と プ ラ ス ミ ド 量 が 直 線 的 に 変 化 し て お り 、 ホ タ ル 発 光 酵 素 の 発 現 量 を 標 準 化 、 定 量 で き る
こ と が 確 認 で き た （ 図 １ ２ B） 。 本 結 果 は 、 異 な る 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン 及 び ホ タ ル ル シ
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フ ェ リ ン を 混 在 さ せ た 条 件 下 で 、 ２ つ の 発 光 酵 素 活 性 を 定 量 的 に 同 時 測 定 で き る こ と を 示
し て い る 。
実 施 例 ８
　 酵 母 発 現 系 に お い て 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 発 光 活 性 を 確 認 し た 。 pSV40-DLを テ ン プ レ ー
ト に 、 5’ 末 端 に EcoRＩ サ イ ト ・ 酵 母 KoZ配 列 ・ 開 始 コ ド ン を 付 加 し た プ ラ イ マ ー DL-F-Eco
RＩ +s.Koz,ATG(5’ -GGA ATT CTA AAA ATG TCT GTT TGT GAG AAG GGA TTC G -3’ ； 配 列 番
号 １ ７ )、 3’ 末 端 に XbaＩ サ イ ト を 付 加 し HindIIIサ イ ト を 削 除 し た プ ラ マ ー DL-R-XbaＩ (
Δ HindIII)(5’ -GCT CTA GAT CAT GCT TTA AAA CTT GTG GCC AC-3’ ； 配 列 番 号 １ ８ )を 用
い て DLフ ラ グ メ ン ト （ 配 列 番 号 ３ ） を PCRに て 増 幅 し た 。 こ の PCR産 物 を pCR2.1-TOPO(イ ン
ビ ト ロ ジ ェ ン )に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 後 EcoRＩ ・ XbaＩ サ イ ト で 切 り 出 し 、 酵 母 発 現 用 ベ
ク タ ー pYES2/CTベ ク タ ー （ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） の EcoRＩ ・ XbaＩ サ イ ト に 挿 入 、 GAL1プ ロ
モ ー タ ー を も つ pYES2/CT -DLを 作 製 し た （ 発 現 す る タ ン パ ク の 遺 伝 子 配 列 は 配 列 番 号 １ ９
、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ２ ０ ） 。 こ の ベ ク タ ー を 酵 母 INVSc1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ）
に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し SD寒 天 培 地 に て 4日 間 培 養 し
た 。 pYES2/CT -DL導 入 株 を BMD液 体 培 地 に て １ 日 培 養 し た 後 、 15%グ リ セ ロ ー ル を 加 え て 発
現 誘 導 を 行 い 、 誘 導 後 ５ 時 間 と ８ 時 間 に 回 収 を 行 っ た 。 回 収 し た 酵 母 は 、 滅 菌 水 に て 洗 浄
し た 後 に 、 1mM EDTA, 50mM KCl, 5%グ リ セ ロ ー ル ,イ ン ヒ ビ タ ー カ ク テ ル Complate Mini（
ロ ッ シ ュ ） 含 む を 20mM ト リ ス バ ッ フ ァ ー (pH7.5)中 で ガ ラ ス ビ ー ズ を 用 い て 破 砕 し 、 ラ イ
ゼ ー ト を 回 収 し た 。 回 収 し た ラ イ ゼ ー ト 50μ lに 14μ M 渦 鞭 毛 藻 ル シ フ ェ リ ン （ 1M リ ン 酸
バ ッ フ ァ ー (pH6.0)） 50μ lを 加 え 、 AB2200 (ア ト ー )に て 20秒 間 発 光 活 性 を 測 定 し た （ 図
１ ３ ） 。 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 は 5時 間 後 よ り 酵 母 で 発 現 し 発 光 活 性 を 有 し て い た 。 本 結 果 は
、 酵 母 に お い て 、 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 が レ ポ ー タ ー 酵 素 と し て 有 用 で あ る こ と を 示 し て い る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ま た 、 GAL1プ ロ モ ー タ ー を も つ pYES2/CT -DL酵 母 分 泌 シ グ ナ ル （ Clements M. J., Catl
in G. H., Price M. J., Edwards R. M. (1991): Secretion of human epidermal growth
 factor from Saccharomyces cerevisiae using synthetic leader sequences. Gene. 10
6, 267-272） を 導 入 し た 遺 伝 子 （ 遺 伝 子 配 列 は 配 列 番 号 ２ １ 、 そ の ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番
号 ２ ２ ） の pYES2/CT -SDLベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ の ベ ク タ ー に つ い て 、 上 記 と 同 様 に 酵
母 INVSc1（ イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン ） に エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 に よ り ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン
す る こ と で 、 分 泌 特 性 を 有 す る 酵 母 発 現 系 を 構 築 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
【 図 １ 】 各 種 哺 乳 類 細 胞 に 導 入 し た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 遺 伝 子 構 築 体 pcDNA3.1-DLの 転 写 活
性 量 。
【 図 ２ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3に お け る 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 遺 伝 子 構 築 体 pcDNA3.1-DL量 と 発 光
量 の 相 関 。
【 図 ３ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3産 生 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 反 応 速 度 曲 線 。
【 図 ４ Ａ 】 濃 度 の 異 な る 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3産 生 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 と 発 光 量 の 相 関 。
【 図 ４ Ｂ 】 濃 度 の 異 な る 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3産 生 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 と 発 光 量 の 相 関 。
【 図 ５ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3生 細 胞 内 に お け る 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 安 定 性 。
【 図 ６ Ａ 】 渦 鞭 毛 藻 由 来 発 光 基 質 ル シ フ ェ リ ン 及 び 生 ウ ミ シ イ タ ケ ル シ フ ェ リ ン の 自 家 発
光 の 血 清 濃 度 依 存 性 。
【 図 ６ Ｂ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3に お い て 時 計 遺 伝 子 Per1プ ロ モ ー タ ー 内 の E54エ レ メ ン ト の
転 写 活 性 を ホ タ ル 発 光 酵 素 、 Bmal1プ ロ モ ー タ ー 内 の RORエ レ メ ン ト の 転 写 活 性 を ウ ミ シ イ
タ ケ 発 光 酵 素 、 イ ン タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル を 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 に よ っ て 測 定 、 標 準 化 し た
例 。
【 図 ７ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3産 生 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 発 光 活 性 の ル シ フ ェ リ ン 濃 度 依 存 性 。
【 図 ８ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3及 び 大 腸 菌 産 生 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 発 光 活 性 の pH依 存 性 。
【 図 ９ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3に お け る 異 な る 転 写 因 子 を 挿 入 し た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 遺 伝 子 構
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築 体 と 発 光 量 の 相 関 。
【 図 １ ０ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3に お い て 時 計 遺 伝 子 Perの 転 写 活 性 を TKプ ロ モ ー タ ー の イ ン
タ ー ナ ル コ ン ト ロ ー ル に よ っ て 測 定 、 標 準 化 し た 例 。 （ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 ＋ コ ン ト ロ ー ル
遺 伝 子 ） A： ホ タ ル 発 光 酵 素 ＋ ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素 遺 伝 子 、 B： ホ タ ル 発 光 酵 素 ＋ 渦 鞭 毛
藻 発 光 酵 素 遺 伝 子 を コ ン ト ロ ー ル 遺 伝 子 、 C： 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 ＋ ウ ミ シ イ タ ケ 発 光 酵 素
遺 伝 子 。
【 図 １ １ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3に お い て 産 生 し た ホ タ ル 発 光 酵 素 及 び 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 遺 伝
子 を ２ つ の ル シ フ ェ リ ン を 混 ぜ 、 同 時 に 測 定 し た 例 。 A： 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト 20
μ lに ホ タ ル 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト  0.35μ l、 B： 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト 15μ lに ホ タ
ル 発 光 酵 素 ラ イ ゼ ー ト  1μ l。
【 図 １ ２ 】 哺 乳 類 細 胞 NIH3T3に お い て 共 発 現 さ せ た 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 と ホ タ ル 発 光 酵 素 の
発 光 ス ペ ク ト ル を 測 定 、 標 準 化 し た 例 。 A： プ ラ ス ミ ド DNA量 比 が 異 な る 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素
と ホ タ ル 発 光 酵 素 の 発 光 ス ペ ク ト ル 、 B： ホ タ ル 発 光 酵 素 発 現 ベ ク タ ー 量 と 標 準 化 し た ホ
タ ル 発 光 酵 素 の 最 大 発 光 波 長 で の 発 光 強 度 の 相 関 。
【 図 １ ３ 】 酵 母 に お け る 回 収 時 間 毎 の 渦 鞭 毛 藻 発 光 酵 素 の 活 性 。
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【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ Ａ 】 【 図 ６ Ｂ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 配 列 表 】
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