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(57)【要約】
本発明は、非精製サンプルが、対象のリガンドと結合し
た標的タンパク質を含有するかどうか決定する方法であ
って、ａ）前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈
殿を発生又は増大させることが可能であるよりも高い程
度に、非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させ
ることが可能である温度に前記非精製サンプルを曝すス
テップ、ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タ
ンパク質から可溶性タンパク質を分離するステップ、及
びｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可
溶性タンパク質画分と不溶性タンパク質画分との一方又
は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質
が、前記標的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポ
リペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づいて検出さ
れない方法を対象とする。詳細には、本発明を使用して
、患者由来のサンプルにおけるそれらの標的タンパク質
に薬剤が結合し得るかどうか決定することができ、ある
特定の薬剤をその患者の治療において使用することがで
きるかどうか確認することができる。さらに本発明は、
本発明の方法中で使用するための器具、及び本発明の方
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非精製サンプルが、対象のリガンドと結合した標的タンパク質を含有するかどうか決定
する方法であって、
　ａ）前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能で
あるよりも高い程度に、非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能で
ある温度に前記非精製サンプルを曝すステップ、
　ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離す
るステップ、及び
　ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分と不溶性タン
パク質画分との一方又は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記標
的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づ
いて検出されない、方法。
【請求項２】
　ステップｃ）に従い可溶性画分を分析する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記非精製サンプルが細胞コロニー、細胞の液体培養液、又は患者若しくは動物サンプ
ルである、請求項１又は請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記リガンドがタンパク質、ＤＮＡ若しくはＲＮＡ分子、細胞代謝産物、薬剤又は別の
化学物質である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　温度が標的タンパク質の初期溶融温度以上である、請求項１～４のいずれか一項に記載
の方法。
【請求項６】
　温度が４０℃より高い、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　前記非精製サンプルを、標的の初期溶融温度以上である温度を含めた一連の異なる温度
に曝す、請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　抗体及び／又は非タンパク質融合タグを使用して標的タンパク質を同定する、請求項１
～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　処理ステップ（ｂ）が遠心分離、濾過又はアフィニティー分離のステップである、請求
項１～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　濾過ステップ由来の濾液中の標的タンパク質を分析ステップ（ｃ）の前に固体担体上に
捕捉する、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　標的タンパク質をサンプルに加えて前記サンプル中の対象のリガンドの有無を決定する
、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　対象のリガンドをサンプルに加えて前記サンプル中の標的タンパク質の有無を決定する
、請求項１～１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　標的タンパク質と結合することができるリガンドを同定するための方法であって、
　ａ）標的タンパク質の初期溶融温度以上である温度を含めた一連の異なる温度に、前記
標的タンパク質及び試験分子を含む非精製サンプルを曝すステップ、
　ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離す
るステップ、及び



(3) JP 2014-513293 A 2014.5.29

10

20

30

40

50

　ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分と不溶性タン
パク質画分との一方又は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記標
的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づ
いて検出されない、方法。
【請求項１４】
　対照反応において、試験分子を加えず前記標的タンパク質を含む非精製サンプルも、請
求項１３に記載の方法に供する、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　非精製サンプルが、対象のリガンドと結合した標的タンパク質を含有するかどうか決定
する方法であって、前記リガンドが融合タンパク質ではなく、
　ａ）非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能であるよりも高い程
度に、前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能で
ある温度に前記非精製サンプルを曝すステップ、
　ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離す
るステップ、及び
　ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分と不溶性タン
パク質画分との一方又は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記標
的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づ
いて検出されない方法。
【請求項１６】
　加熱手段、不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するための手段、及び標的タ
ンパク質の存在に関してタンパク質を分析するための手段を含む、請求項１～１５のいず
れか一項において使用するための器具。
【請求項１７】
　請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法中での、加熱手段、不溶性タンパク質から
可溶性タンパク質を分離するための手段、及び標的タンパク質の存在に関してタンパク質
を分析するための手段を含む器具の使用。
【請求項１８】
　標的タンパク質を検出するための、請求項１～１５のいずれか一項に記載の方法中での
抗体及び／又は非タンパク質融合タグを含むキットの使用。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、タンパク質とリガンドとの結合相互作用を調べる方法に関し、特にサーマル
シフト分析の使用による方法に関する。
【０００２】
　より詳細には、本発明は、非精製標的タンパク質とリガンドを加熱するステップ、及び
生成物を分析して可溶性標的タンパク質を検出するステップを含む、非精製標的タンパク
質とのリガンド結合を決定するための方法に関する。ある特定の実施形態では、本発明の
方法は、熱処理後に不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するための分離ステッ
プを使用して、可溶性標的タンパク質、及びしたがって熱安定性リガンド結合標的タンパ
ク質の量を推定する。さらに本発明は、加熱手段、不溶性タンパク質から可溶性タンパク
質を分離するための手段、及び標的タンパク質の存在に関して可溶性タンパク質又は不溶
性タンパク質を分析するための手段を含む、上記方法中で使用するための器具に関する。
本発明の方法中での抗体又は非タンパク質融合タグを含むキットの使用も記載する。
【０００３】
　タンパク質とのリガンド結合の検出は、生物学及び医学の多くの異なる分野において重
要である。特に、薬剤への化合物の開発中、化合物が薬剤標的と相互作用するかどうかを
知ることは重要である。したがって、標的タンパク質とリガンドとの相互作用のモニタリ
ングは、大規模な化合物ライブラリー由来のリガンドの相互作用に関する初期スクリーニ
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ング、及び候補薬剤への初期リガンドの最適化中に使用することができる。さらに、他の
タンパク質と薬剤との相互作用（いわゆる「オフターゲット相互作用」）を理解すること
が重要であり、この場合このような相互作用は治療の副作用をもたらす可能性がある。
【０００４】
　他の医学的用途では、特定薬剤が（疾患の）患者又は動物モデルにおいて標的タンパク
質と結合することができるかどうか、決定することは重要である。薬剤は有効であるため
に、胃／消化管中に吸収されること（又は注射の場合、薬剤は血液中に入らなければなら
ない）、身体中の正確な位置に運ばれることが必要である。薬剤が細胞外タンパク質又は
受容体を標的化しない場合、薬剤は、細胞内に運ばれて標的タンパク質にアクセスできる
ことがさらに必要である。全てのこれらの輸送プロセス中、薬剤は安定している必要があ
り、腎臓からの排出、及び例えば肝臓中での分解、又は細胞代謝酵素による分解を回避す
ることが必要である。さらに薬剤は、Ｐ４５０酵素による分解又は多剤排出チャンネルに
よる移動等の、細胞性薬剤耐性プロセスを生き延びることが必要である。最後に薬剤は、
薬剤標的タンパク質と結合可能であることが必要である。癌及び感染療法における薬剤耐
性は、標的タンパク質における薬剤結合部位の領域中の微妙な突然変異が時折原因である
。しかしながら、薬剤から標的への経路において、薬剤は身体の多くの異なる環境に遭遇
し、途中で多くの異なるタンパク質とおそらく相互作用し得る。
【０００５】
　薬剤が標的タンパク質における結合部位に達するまでの薬剤に関する経路の高い複雑性
は、おそらく、臨床診断、発現プロファイル及び配列決定のみに基づく現代の予想法が、
治療有効性の予想において成功が限られている１つの理由である。薬剤が標的に達したか
どうかを測定するための考えられる手段は、身体の標的細胞中での薬剤と標的タンパク質
との相互作用の直接的な測定を実施することである。これは薬剤標的の下流の事象は測定
し得ないが、前に記載したような薬剤から標的までの全てのステップを統合し得る。した
がって、このような測定は治療上有効な多くの重要なステップを包含することができ、多
くの薬剤の有効性、したがって臨床診断ツールとしての貴重な予想指標であり得る。した
がって、非精製サンプル、例えば患者由来のサンプルにおけるリガンドとタンパク質との
相互作用の検出を可能にして、薬剤の相互作用及び有効性を研究することが望ましい。
【０００６】
　サーマルシフトアッセイが当技術分野で開発されており、タンパク質が精製型である場
合、そのアッセイは、タンパク質とリガンドとの結合を評価することができる。これらの
アッセイは、２つの原理、すなわち特定温度で精製タンパク質が溶融しアンフォールディ
ング状態になること、及びタンパク質とリガンドとの結合がタンパク質を熱的に安定化さ
せることに基づいて開発されてきた。したがって、タンパク質とリガンドとの結合は、リ
ガンドが結合した後に精製タンパク質が熱安定性の増大を示すこと、したがってリガンド
が結合した後に、精製タンパク質単独より高い温度でタンパク質が溶融することに基づい
て検出することができる。Ｖｅｄａｄｉら（ＰＮＡＳ、１０３（４３）、１５８３５～１
５８４０、２００６）は、タンパク質の安定性、結晶化及び構造決定を助長するリガンド
を同定するための化学的スクリーニング法を評価した。これらの方法では、低分子ライブ
ラリーに対するスクリーニング後に組換え精製タンパク質の熱安定性を評価した。タンパ
ク質の熱安定性、したがってリガンド結合の増大は、蛍光測定法（蛍光プローブを使用し
た場合）又は静的光散乱法のいずれかを使用して測定した。しかしながら前に論じたよう
に、この方法は（非結合タンパク質を使用し参照サンプルによって決定したように）特定
温度で溶融した精製タンパク質を使用し、測定した溶融温度での安定性を増大させた。
【０００７】
　Ｍｏｒｅａｕら（Ｍｏｌ．ＢｉｏＳｙｓｔ、６、１２８５～１２９２、２０１０）は近
年、レポーター系としてＧＦＰを使用し、標的タンパク質の安定性及び標的タンパク質の
リガンド関連安定性を決定しており、この場合ＧＦＰは標的タンパク質と融合させた。し
かしながら、この方法は理想的ではない。第一にこの方法は、融合タンパク質の構築及び
発現を必要とし、したがって天然細胞及び組織では使用することはできないが、形質転換



(5) JP 2014-513293 A 2014.5.29

10

20

30

40

50

細胞のみで使用することができる。さらにこの方法は、ＧＦＰより安定性が低いタンパク
質とのリガンド結合を検出するためのみに使用することができる。最後に、添加剤又は塩
の使用はＧＦＰの安定性に影響を与え、したがって各実験用に対照ＧＦＰを使用しなけれ
ばならない。
【０００８】
　このように、従来技術で記載されたサーマルシフトアッセイは、精製タンパク質に関し
て、又は一例（Ｍｏｒｅａｕら、上記）では、ＧＦＰと融合した精製後の１つの他のタン
パク質と混合した精製タンパク質に関してのみに使用された。これとは対照的に、本発明
者らは、融合した任意のタグ又はペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基
づいて検出されない非精製タンパク質とリガンドの結合を決定するために使用することが
できるアッセイを開発している。したがって本発明者らは、例えば細胞、細胞溶解物又は
多くの異なる生体分子を含有する他の複合液中の非精製タンパク質を、精製タンパク質と
類似した方法において特徴的な温度依存性で、アンフォールディング状態にし沈殿させる
ことが可能であることを示している。この発見は予想外であった。細胞中及び非精製サン
プル中に存在する条件は、精製サンプル中の条件とは全く異なるからである。したがって
、非精製サンプル中又は細胞中では、幾つかの異なるプロセスがタンパク質の可溶性に影
響を与える可能性があり、異なるタンパク質の凝集効果又は部分的にアンフォールディン
グ状態のタンパク質の異なるシャペロン又は膜相互作用等に並行して作用し得ると予想さ
れる。本発明者らは前に論じたようにこの発見を使用し、特徴的温度で溶融する非精製タ
ンパク質の能力に基づいて、非精製サンプルにおけるタンパク質とのリガンド結合を検出
することができるサーマルシフトアッセイを開発した。従来技術の方法とは異なり、この
方法は包括的であり、大部分の標的タンパク質とリガンドとの組合せに使用することがで
きる。このアッセイは特定温度における非精製型の標的タンパク質の熱安定性を調べ、こ
の場合熱安定性の増大はリガンド結合を示す。したがって、リガンドを加えた非精製標的
タンパク質の熱安定性を、リガンドを含まない非精製標的タンパク質の熱安定性と比較す
る。リガンドを含まない非精製標的タンパク質と比較した、リガンドを加えた非精製標的
タンパク質の熱安定性の任意の増大は、リガンドが非精製標的タンパク質と結合したこと
を示す。特に、熱処理後に標的タンパク質が可溶性であるかどうか検出することによって
、熱安定性の任意の増大を決定する。したがって本発明のアッセイは、不溶性タンパク質
から可溶性タンパク質を分離して任意の可溶性標的タンパク質を同定する、簡潔なステッ
プを利用する。前に論じたように、このような可溶性タンパク質は、サンプルに施した温
度で熱的に安定していること、したがって結合したリガンドを有することと関連している
。したがって、可溶性タンパク質と不溶性タンパク質とを区別するための分離ステップは
、任意の標的タンパク質を検出するための本発明のアッセイの使用を可能にし、したがっ
て包括的方法をもたらす。
【０００９】
　したがって、一態様において本発明は、標的タンパク質と結合することができるリガン
ドを同定するための方法であって、前記標的タンパク質が非精製状態であり、
　（ａ）前記標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能である温度に、前記
非精製標的タンパク質及び試験分子を含むサンプルを曝すステップ、
　（ｂ）ステップ（ａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分
離するステップ、及び
　（ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップ（ｂ）の可溶性タンパク質を分析するス
テップを含み、前記標的タンパク質が、前記標的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、
ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づいて検出されない方法を提供する。
【００１０】
　したがって前に論じたように、本発明の方法は、非精製サンプルにおける標的タンパク
質とのリガンド結合の検出に関するものであり、この場合驚くことに、このようなサンプ
ルにおける標的タンパク質は特徴的温度で溶融又はアンフォールディング状態になり得る
。標的タンパク質がリガンドと結合するとき、標的タンパク質の熱安定性は一般に増大し
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、したがって標的タンパク質は、リガンド不在時よりリガンド結合時により高温で溶融し
得る。したがって、非結合標的タンパク質を通常溶融する／アンフォールディング状態に
する温度をサンプルに施すことによって、アンフォールディング状態である非結合標的タ
ンパク質、及び高度にフォールディング状態であるリガンドが結合した標的タンパク質が
生じる可能性がある。したがって、高レベルのフォールディング状態の標的タンパク質の
検出は、リガンドの結合を示す。フォールディング状態の標的タンパク質は一般に可溶性
であり、一方アンフォールディング状態のタンパク質は一般に不溶性である。したがって
、タンパク質の溶解性はその熱安定性と関係がある。したがって、標的タンパク質が通常
沈殿し始め不溶状態になる温度を使用した、熱処理後の高レベルの可溶性標的タンパク質
の検出は、増大した熱安定性したがってリガンド結合がある、フォールディング状態の標
的タンパク質の存在を示す。
【００１１】
　本発明は不純物サンプルの分析に関する。これは、「バイオセンサー」型の方法で使用
される技術を可能にする。対象のリガンドを含有する可能性がある非精製サンプル、特に
臨床又は環境サンプルは、サンプルに標的タンパク質を、精製タンパク質として、又は非
精製サンプル状態のいずれかで（例えば、細胞溶解物として）加えることによって分析す
ることができる。このような方法は、標的タンパク質が血清中に元来存在しない場合でさ
え、血清サンプル中の薬剤又は他の検体の存在の定量化を可能にする。例えば薬剤の標的
細胞由来の、標的タンパク質を含有する細胞溶解物を、臨床サンプルに加えることができ
る。
【００１２】
　したがって本発明は、非精製サンプルが、対象のリガンドと結合した標的タンパク質を
含有するかどうか決定する一層包括的な方法であって、
　（ａ）前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能
であるよりも高い程度に、非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能
である温度に前記非精製サンプルを曝すステップ、
　（ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離
するステップ、及び
　（ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分と不溶性タ
ンパク質画分との一方又は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記
標的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基
づいて検出されない方法を提供する。
【００１３】
　当業者は、精製タンパク質のサーマルシフト分析、及び分析によって生じる溶融点曲線
に精通している。溶融点曲線の中間点はタンパク質の溶融点であると考えることができ、
この温度はリガンド結合によって変わる可能性がある。リガンド結合によって引き起こさ
れるシフトの性質に応じて、ある特定温度において、結合タンパク質と非結合タンパク質
との両方のある程度の溶融（沈殿）があり得るが、非結合タンパク質に関して高い程度で
沈殿が生じることは理解される。シフトが目に見え沈殿タンパク質の量が異なる温度は識
別可能な温度であり、その範囲内の温度は前述のステップ（ａ）に従い１つの識別可能な
温度として使用することができる。非結合及び結合標的タンパク質の溶融点が知られてい
るときこれは特に当てはまり、サンプル中の標的タンパク質及び／又はリガンドの存在に
関するアッセイとして方法を実施する。したがって、リガンドをサンプルに加えて標的タ
ンパク質の存在を確認することができる。
【００１４】
　本発明の方法は、非精製サンプルにおけるリガンドと標的タンパク質の結合を決定する
ための包括的方法である。文脈から他に明らかではない限り、「非精製タンパク質」とい
う本明細書中の論述は、必要な変更を加えて「非精製サンプル」に適用する。この方法は
、当技術分野の方法に優る多くの利点を有する。第一にこの方法は、タンパク質を精製す
る必要をなくしてリガンド結合を調べる。さらにこの方法は、標的タンパク質の組換え発
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現又は融合レポータータンパク質を含有するタンパク質の産生（Ｍｏｒｅａｕら、上記中
など）を必要としない。この方法は、細胞培養、動物又は患者サンプルにおけるリガンド
結合を調べることをさらに可能にし、これは以前にサーマルシフト結合アッセイを使用し
て不可能であった。前に論じたように、これは特定薬剤を有効に使用して特定患者におけ
る疾患を治療することができるか、及び薬剤の最適用量の決定に役立つことができるかど
うかを分析するのに重要である。例えば、薬剤耐性が頻繁に生じ得る場合、これは癌及び
感染症の治療に重要な効果がある。薬剤で有効に治療し得ない患者を検出することができ
るような場合、他の療法を開始することができるか、又は薬剤用量を調節することができ
る。
【００１５】
　さらに、本発明の方法の検出ステップは高価な装置又は器機の使用を必要とせず、実際
、フィルター及び、例えば抗体を使用して検出する標的タンパク質を使用して、分離ステ
ップを実施することができる。本発明の方法を任意のタンパク質に使用して、リガンドの
結合を検出することができる。方法中で検出するそれぞれのタンパク質に関して、特異的
プローブ等を設計する必要はない。したがって本発明の方法は、非精製サンプルにおける
タンパク質とリガンドとの結合を決定する有効で信頼できる方法となる。その上、以下で
さらに論じるように、本発明の方法は容易に多重化することができ、相互作用に関してリ
ガンド又はタンパク質のライブラリーをスクリーニングするために使用することができる
。
【００１６】
　本明細書中で使用する場合、用語「標的タンパク質」は、リガンド結合に関して本発明
の方法中で評価するタンパク質を指す。したがって標的タンパク質は、サンプル中に存在
する任意のタンパク質であってよい。標的タンパク質は、例えば細胞若しくは細胞溶解物
又は動物若しくは患者サンプル中に元来存在してもよく、組換えによって発現させること
が可能であり、例えば細胞中に形質転換したプラスミドから発現させることが可能である
。前述のように、標的タンパク質が最初はサンプル中に存在しない可能性はあるが、サン
プルに加えて開始サンプル中のリガンドの存在を調べることは可能である。したがって本
発明によれば、「サンプル」はステップ（ａ）中で処理される試験サンプルであり、この
サンプルは開始サンプル、例えば臨床サンプルとは異なる可能性がある。同様に、リガン
ドは開始サンプルに加えることができる。既知量の標的タンパク質又はリガンドの添加は
、定量データを得る際に役立ち得る。
【００１７】
　標的タンパク質はそれが通常天然に存在するような、すなわち野生型であってよく、又
は１つ若しくは複数の突然変異を含む可能性がある。したがって、タンパク質をコードす
る遺伝子／ｃＤＮＡ／コード領域を突然変異させて、そのタンパク質の変異体、例えばリ
ガンドと結合する様々な能力を有する突然変異体を生成することが可能である。以下でさ
らに論じるように、これらの突然変異体は発現系において生成することができ、例えば高
いリガンド結合性を有する変異体を、本発明の方法を使用して選択することができる。
【００１８】
　典型的には、標的タンパク質は天然又は天然様形状を有し、可溶性である。天然又は天
然様タンパク質は可溶型で発現される、及び／又は正確にフォールディング状態になる。
天然様膜タンパク質は溶液中に遊離状態で存在する必要はないが、封入体より細胞膜又は
膜小胞体中に存在し得る。したがって天然様タンパク質は一般に不溶性でなく、封入体に
存在せず、凝集又はミスフォールディング状態ではない。
【００１９】
　標的タンパク質は、動物集団中で多数の変異体の型で存在し得る。これらの変異体は健
常動物集団内に存在する可能性があり、又はタンパク質の変異が集団内の疾患若しくは薬
剤耐性をもたらす可能性がある。本発明の方法は、一定範囲の異なる標的タンパク質変異
体全体のリガンドをスクリーニングする手段をもたらす。このような情報は、ある特定の
タンパク質変異体と特異的に結合するリガンドを開発するため、又はどの型の療法が本来
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発現するタンパク質変異体に基づき患者に最も適切であり得るかを、決定するために有用
である可能性がある。したがって上記方法は、同じタンパク質の変異体である２つ以上の
標的タンパク質で反復することができる。
【００２０】
　「可溶性タンパク質」は、天然又は天然様形状の保持を参考にして定義することができ
る。さらに可溶性タンパク質は、サンプルの遠心分離後に（前記タンパク質が細胞内に存
在する場合、事前の溶解ステップあり）、上清中に残存するタンパク質として記載するこ
とができる。遠心分離は、典型的には１００ｇと２００００ｇの間で実施することができ
る。遠心分離の時間は１分から少なくとも１時間であってよく（典型的には少なくとも１
０分）、遠心力が増大すると必要とされる時間は一般に減少する。生成上清中に可溶性タ
ンパク質のみを与えるのに特に適した条件は、３０００ｇで３０分又は２００００ｇで１
５分を含む。
【００２１】
　用語「非精製標的タンパク質」は、単離型ではないとき、又は代替的に他の化合物、例
えばタンパク質と共に存在するときに見られる標的タンパク質を指す。本発明の方法中で
使用する非精製標的タンパク質は、試験分子（潜在的リガンド）の添加前又は試験分子の
不在下で非精製型である。したがって、非精製標的タンパク質は、標的タンパク質のリガ
ンドであるかどうか決定するために試験する試験分子（潜在的リガンド）以外の化合物と
共に存在する。したがって、非精製標的タンパク質は、患者（ヒト患者又は動物患者又は
疾患モデル、例えばイヌ、ネコ、サル、ウサギ、マウス、ラット等）から直接得た細胞、
細胞溶解物及びサンプル、例えば組織サンプル、血液、血清、血漿、リンパ等の内部又は
表面に含まれるとき標的タンパク質を含む。非精製標的タンパク質は、１つ又は複数の細
胞コロニー中に含まれるときの標的タンパク質を含み、この場合細胞コロニーは、固体又
は半固体培地（すなわち、０．１％以上の寒天を加えた培養培地）で増殖した単細胞又は
小細胞群に通常由来する限局性の群の細胞として定義される。非精製標的タンパク質は、
細胞の液体培養液中に含まれる可能性もある。細胞の液体培養液は全てが単細胞に由来す
る細胞を含む可能性がある、すなわち、液体培養液内の細胞はクローン性である可能性が
あり、又は液体培養液は異なる細胞の縣濁液を含む可能性がある。コロニー又は液体培養
液中の細胞は原核生物、すなわち細菌、又は真核生物細胞、例えば酵母、リーシュマニア
（Ｌｅｉｓｈｍａｉｎｉａ）等の単細胞真核生物、昆虫細胞若しくは哺乳動物細胞又は細
胞株である可能性がある。液体培養液中の細胞又はコロニーとして増殖する細胞は、大腸
菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）、枯草菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、ストレプトコッ
カスラクチス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）、ストレプトコッカスリビ
デンス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌｉｖｉｄｅｎｓ）、ラクトコッカスラクチス（
Ｌａｃｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｌａｃｔｉｓ）、スタフィロコッカスアウレス（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅａｓ）、クロコウジカビ（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｎｉｇ
ｅｒ）、ピチアパストリス（Ｐｉｃｉａ　ｐａｓｔｏｒｉｓ）、サッカロミセスセレビシ
エ（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ）又はシゾサッカロミセスポン
ベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃａｒｏｍｙｃｅｓ　ｐｏｍｂｅ）として形成され得る。前述の
全てが、標的タンパク質を含むサンプルの例である。
【００２２】
　前述のように、本発明の要所は、「不純」サンプルはサーマルシフト分析を施すと、信
頼できる情報をもたらし得るという発見である。したがって、（ａ）におけるサンプルは
非精製状態であるが、精製標的タンパク質を不純な開始サンプルに加えた情況があり得る
。このサンプルは非精製状態であり、「非精製標的タンパク質」の文脈で本明細書中に記
載する、例えば他のタンパク質、細胞残骸、核酸等の構成要素を含有する。
【００２３】
　典型的には、非精製標的タンパク質は、標的タンパク質の精製をもたらし得る精製プロ
セスに曝されていない。このような精製プロセスは幾つかのステップを含むことができ、
したがって本発明において使用する非精製標的タンパク質は、精製タンパク質を生成する
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のに必要な全てのこのようなステップに曝されていない。例えば、タンパク質が組織中に
存在する場合、例えば遠心分離又はクロマトグラフィーによる抽出、沈殿及び分離のステ
ップを使用してタンパク質を精製することができる。本発明の非精製標的タンパク質が全
てのこのようなステップに曝される可能性はなく、したがって精製標的タンパク質が単離
される可能性はない。精製プロセスが終了しておらず精製タンパク質が単離されていない
限り、非精製標的タンパク質が１つ又は複数のステップ、例えば精製プロセスの抽出ステ
ップに曝された可能性があると考えられる。したがって非精製標的タンパク質は典型的に
は他の化合物又はタンパク質と共に存在し、したがって標的タンパク質は単離型で存在し
ない。
【００２４】
　本明細書中で使用する場合、用語「試験分子」は、それが標的タンパク質のリガンドで
あるかどうか決定するため本発明の方法中で試験する、任意の分子又は化合物を指す。も
う１つの観点では、試験分子は標的タンパク質の潜在的リガンドである。したがって、試
験分子又はリガンドは、タンパク質、ポリペプチド、ペプチド、ＲＮＡ、又はＤＮＡ分子
であってもよい。特定の実施形態では、分子／リガンドは、例えば血清中の、薬剤又は医
薬品、細胞代謝産物又はホルモンであってもよい。試験分子又はリガンドは天然に存在し
てもよく、又は既に記載した若しくは以下でさらに論じる任意の方法を使用して、合成若
しくは組換えによって生成することができる。
【００２５】
　使用する試験分子は標的タンパク質と結合することができる、又は結合することができ
ない。一態様では、本発明の方法は、特定の分子又は化合物が標的タンパク質と結合する
ことができるかどうか、すなわち試験分子又は化合物がリガンドであるかどうか決定又は
評価する。したがって本発明を使用して、標的タンパク質と結合することができる分子に
関して、低分子ライブラリーをスクリーニングすることができる。幾つかの試験分子は標
的タンパク質と結合することができず、一方他の試験分子は標的タンパク質と結合するこ
とができる。さらに、本発明の方法を使用して、高いアフィニティーで（又は代替的に低
いアフィニティーで）標的タンパク質と結合することができる、標的タンパク質と結合す
ることが知られている低分子の変異体を同定することができ、これが熱安定性の度合いに
反映されることが多い。したがって試験分子は、突然変異リガンド又は知られている（若
しくは知られていない）標的タンパク質結合パートナーであり得る。このような突然変異
分子の生成は、本明細書に記載する任意の突然変異プロセスの使用によって実施される。
【００２６】
　したがって、一態様では、本発明は、標的タンパク質と結合することができるリガンド
を同定するための方法であって、
　（ａ）標的タンパク質の初期溶融温度以上である温度を含めた一連の異なる温度に、前
記標的タンパク質及び試験分子を含む非精製サンプルを曝すステップ、
　（ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離
するステップ、及び
　（ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分と不溶性タ
ンパク質画分との一方又は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記
標的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基
づいて検出されない方法を提供する。
【００２７】
　本明細書中で使用する場合、用語「リガンド」は、標的タンパク質と結合することがで
きる試験分子、又はより一般的には化合物を指す。標的タンパク質はそれと結合した補助
因子又は生理的基質を有する可能性があるが、本発明の方法は、リガンドと結合していな
いときの標的タンパク質（非結合標的タンパク質）と比較して、対象のリガンドと結合し
た標的タンパク質の溶融点を調べる。対象のリガンドはタンパク質上の他の箇所で結合す
る可能性があり、又は例えば生理的リガンドとの、結合に関して競合する可能性がある。
対象のリガンドは、薬剤若しくは薬剤候補、又は本来存在する結合パートナー、生理的基
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質等であってもよい。したがって、リガンドは標的タンパク質と結合して、より大きな複
合体を形成することができる。リガンドは標的タンパク質と任意のアフィニティー、すな
わち高い又は低いアフィニティーで結合することができる。一般に、高いアフィニティー
で標的タンパク質と結合するリガンドは、低いアフィニティーで標的タンパク質と結合す
るリガンドと比較して、より熱的に安定した標的タンパク質をもたらす可能性がある。典
型的には、標的タンパク質と結合することができるリガンドは、少なくとも０．２５又は
０．５℃、及び好ましくは少なくとも１、１．５又は２℃の標的タンパク質の熱安定化を
もたらす可能性がある。
【００２８】
　したがって、試験分子が標的タンパク質と結合する（したがって標的タンパク質のリガ
ンドである）ことが既に知られているとき、本発明の方法を使用して、標的タンパク質と
リガンドとの結合を評価する、例えば相互作用の強度を決定することができる。この態様
では、本発明は、標的タンパク質とのリガンド結合を評価するための方法であって、前記
標的タンパク質が非精製状態であり、ａ）前記標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させ
ることが可能である温度に、前記標的タンパク質と前記リガンドを含むサンプルを曝すス
テップ、ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を
分離するステップ、及びｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパ
ク質を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記標的タンパク質と融合した
タグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づいて検出されない方法を
提供する。
【００２９】
　非精製標的タンパク質とのリガンド結合を評価若しくは決定するため、又は非精製標的
タンパク質のリガンドを同定するため、試験分子又はリガンドを典型的にはサンプルに加
える。しかしながら、試験分子又はリガンドが非精製標的タンパク質を含むサンプル中に
既に存在する、例えば本来存在することが考えられる。したがって本発明は、標的タンパ
ク質と結合することができるリガンドを同定するための方法であって、前記標的タンパク
質が非精製状態であり、
　（ａｉ）前記非精製標的タンパク質に試験分子を加えるステップ、
　（ａ）前記標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能である温度にステッ
プ（ａｉ）の生成物を曝すステップ、
　（ｂ）ステップ（ａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分
離するステップ、及び
　（ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップ（ｂ）の可溶性タンパク質を分析するス
テップを含み、標的タンパク質の存在が、前記分子が前記標的タンパク質と結合し、前記
標的タンパク質と結合することができるリガンドであることを示し、前記標的タンパク質
が、前記標的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素
活性に基づいて検出されない方法も提供することができる。
【００３０】
　典型的には、試験分子（潜在的リガンド）が細胞外、例えば溶液中に存在する場合、試
験分子（潜在的リガンド）を非精製標的タンパク質に簡潔に加えることができる、例えば
これも溶液中に存在する場合非精製標的タンパク質と一緒に混合することができ、又は例
えば標的タンパク質が採取した細胞のアリコート中に存在する場合、標的タンパク質に滴
下することができる。あるいは、試験分子（潜在的リガンド）を、試験分子をコードする
ベクターから組換えによって発現させることが可能である。したがって試験分子を加える
ステップは、試験分子をコードするベクターを含む細胞サンプルの形質転換若しくはトラ
ンスフェクト及び／又は形質転換若しくはトランスフェクションを実施した後の、細胞サ
ンプル中のベクターからの試験分子の発現の誘導を含むことができる。試験分子を加える
ステップは、細胞サンプル中に本来存在する遺伝子によってコードされる試験分子の発現
の誘導をさらに含む。
【００３１】
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　さらに、標的タンパク質が細胞内に存在する場合、上記方法において、標的タンパク質
との接触のために、細胞外試験分子又はリガンドが細胞内に運ばれることが必要とされ得
る。しかしながら、細胞表面上の標的タンパク質と結合する試験分子又はリガンドに関し
ては、細胞中への輸送は必要とされない。代替的又は追加的に、標的タンパク質が細胞内
（又は細胞表面上）に存在する場合、溶解のステップを、試験分子若しくはリガンドを加
える前、それと同時又はその後に実施することができる。このような溶解ステップは、標
的タンパク質と試験分子若しくはリガンドとの間の接触、及び／又は、試験分子若しくは
リガンドと標的タンパク質との間の任意の結合の後評価を可能にする。したがって、任意
の必要な溶解ステップは一般に、本発明の方法の分離ステップの前に実施する。標的タン
パク質が細胞内に含まれる場合、溶解のステップのみをサンプルに実施することが必要と
され得ることは明らかである。溶解ステップは熱依存性であり得る、すなわち溶解は特定
温度、例えばサーマルサイクルの最後でのみ起こり得る。
【００３２】
　本発明の溶解ステップは、任意の溶解ステップ前後に細胞に熱処理を施すかどうかに応
じて、異なる要件を有する。熱処理前に溶解を施す細胞に関しては、溶解ステップは非変
性で、標的タンパク質を天然型、すなわち正確にフォールディングされた状態又は天然型
様形状に保持することが好ましい。これは本明細書中では天然型溶解（ｎａｔｉｖｅ　ｌ
ｙｓｉｓ）と呼ぶ。これは化学的に、又は他の場合は、当技術分野でよく知られている試
薬、例えば尿素、リゾチーム含有バッファー又は洗浄剤を使用して実施することができる
。溶解の程度は、細胞のタンパク質を細胞外に自由に移動させる程度に十分でなければな
らない。典型的には、膜結合タンパク質を処理するとき、洗浄剤又は両親媒性化合物、例
えばＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００又はドデシルマルトシドの存在下で溶解を実施して、膜か
らタンパク質を切り離す。あるいは、溶解ステップは、細胞又はコロニーの凍結解凍によ
って実施することができる。より好ましくは、天然型溶解バッファーと細胞の凍結解凍と
の両方を使用して溶解を実施する。溶解バッファーは好ましくは例えば５０～７５０μｇ
／ｍｌ、より好ましくは１００～２００μｇ／ｍｌのリゾチームを含有する。ＤＮＡｓｅ
も、好ましくは例えば２５０～７５０μｇ／ｍｌで天然型溶解バッファーにおいて見るこ
とができる。天然型溶解バッファーは、例えば２０ｍＭのトリス、ｐＨ８、１００ｍＭの
ＮａＣｌ、リゾチーム（２００μｇ／ｍｌ）及びＤＮＡｓｅＩ（７５０μｇ／ｍｌ）を含
有してもよい。細胞膜中に挿入されることが知られている標的タンパク質用に、１％ｎ－
ドデシル－β－マルトシド等の洗浄剤を、天然型の膜挿入タンパク質を可溶化することが
知られている典型濃度で、溶解バッファーに加えることが可能である。典型的には、細胞
は１５～６０分間、好ましくは約３０分間、溶解バッファーに曝す。凍結解凍のステップ
は反復することが好ましい、すなわち２サイクル以上、好ましくは３サイクル以上の凍結
解凍を実施する。好ましい一実施形態では、溶解バッファーと室温で３０分間のインキュ
ベーション及び３×１０分間の凍結解凍によって溶解を実施する。
【００３３】
　典型的には、溶解ステップ中のサンプル内の溶解細胞（例えば、細胞コロニー又は細胞
培養物）の割合は５～１００％である。したがって、溶解のステップを実施するとき、サ
ンプル内の全ての細胞を溶解することは必要ではない。十分な標的タンパク質を切り離し
てリガンドと接触させる及び／又は分離ステップを施すために、わずかな割合の細胞のみ
を溶解することが必要である。
【００３４】
　前で簡潔に論じたように、標的タンパク質を含むサンプル中に、試験分子又はリガンド
が既に存在することが考えられる。この場合、例えばバッファーでサンプルを希釈するこ
と、及びリガンド放出時に標的タンパク質の熱安定性の任意の負のシフトを検出すること
によって、標的タンパク質と天然リガンドとの結合を調べることが可能である。
【００３５】
　本発明の方法は、「前記標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能である
温度」に、非精製サンプルを曝すことを必要とする。これは、試験分子（潜在的リガンド
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）の不在下で標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能である温度を指す。
同様に非精製サンプルは、「前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増
大させることが可能であるよりも高い程度に、非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増
大させることが可能である温度」に曝す。「非結合」は、対象のリガンドと結合していな
いとき、すなわち対象のリガンドの不在下における標的タンパク質を指す。
【００３６】
　したがって前に論じたように、本発明者らは、非精製型のタンパク質は一般に、非精製
サンプル内及び特に細胞内で見られる様々な状態にもかかわらず、精製タンパク質と類似
した形式で、（すなわち、異なる溶融温度を有する）特定温度依存性で沈殿することを発
見している。したがってタンパク質は、狭い温度範囲で沈殿し得る。時折いくつかのタン
パク質は、一定温度範囲で加熱中に、その状態の数回の遷移を経る可能性があり、サンプ
ル中にいくつかの型のタンパク質が存在することを示す（例えば、異なるスプライシング
型、リン酸化型、又は他のタンパク質と結合した）。この状況では、試験分子／リガンド
は、全ての遷移状態で全ての型のタンパク質と結合するわけではないと考えられる。した
がって試験分子又はリガンドは、１つ又は複数のその遷移状態でのみタンパク質と結合す
ることができる。したがって、試験分子／リガンドはある特定の遷移状態又は型のタンパ
ク質を熱的に安定化させることが単に可能であり、安定性のサーマルシフトはこれら遷移
状態に関してのみ見られると考えられる。
【００３７】
　標的タンパク質が狭い温度範囲で沈殿する場合、初期溶融温度はその範囲内の最初の温
度であり、最終溶融温度はその範囲内の最後の温度である。したがって、初期溶融温度は
標的タンパク質が沈殿し始める、例えば少なくとも５％の標的タンパク質が沈殿する最も
低い温度であり、最終溶融温度は可溶性標的タンパク質が検出されない、例えば５％未満
の標的タンパク質が可溶型である最初の温度である。典型的には、少なくとも９５％の標
的タンパク質が溶融し沈殿する。
【００３８】
　したがって、標的タンパク質が一定温度範囲で沈殿するとき、標的タンパク質は、その
時点で存在する可溶性標的タンパク質の量が減り始め、存在する不溶性標的タンパク質の
量が増大する特定温度で（熱安定性は可溶性と関係があるので）、沈殿又はアンフォール
ディング状態になり始める可能性がある。したがって、その時点で可溶性タンパク質がほ
とんど又は全く検出可能でない若干高い温度を施すまで、初期溶融温度でいくつかの可溶
性タンパク質は依然として検出可能であり得る。
【００３９】
　したがって、タンパク質の最終溶融温度は、検出する可溶性タンパク質の顕著な減少が
ある、典型的には少なくとも９５％のタンパク質が不溶性である特定温度である。多数回
の遷移を有する問題のタンパク質に関して、これらの遷移の各々によって不溶性になる少
量のタンパク質が生じる可能性はあるが、これは依然として測定するのに十分顕著であり
得る（例えば、少なくとも１０％のタンパク質が各々の遷移で可溶状態になる）。タンパ
ク質が狭い温度範囲で沈殿する場合、可溶性タンパク質が検出可能ではなくなる、したが
ってタンパク質が完全にアンフォールディング又は沈殿状態になるまで可溶性タンパク質
の割合が減少する場合、初期及び最終溶融温度を決定することができる。したがって、こ
のような温度範囲の初期溶融温度、すなわち標的タンパク質が溶融又は沈殿し始める最も
低い温度では、少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、４５、５０
、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０又は９５％の標的タンパク質が溶融
又は沈殿する可能性がある。もう１つの観点では、一定温度範囲の初期溶融温度では、検
出する可溶性標的タンパク質の量は少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、３５
、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０又は９５％減少
する。さらに、存在する不溶性標的タンパク質の量は少なくとも５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９
０又は９５％増大する可能性がある。
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【００４０】
　１つの特定温度で、標的タンパク質がアンフォールディング及び沈殿状態になる可能性
があることも考えられる。この場合、少なくとも９５％の標的タンパク質が特定温度で不
溶型であることが好ましく、したがってタンパク質は狭い温度範囲で沈殿しない可能性が
ある。したがって、このようなタンパク質の初期溶融温度は最終溶融温度に近い可能性が
ある。
【００４１】
　本発明において施すことができる温度は、標的タンパク質がアンフォールディングし始
める初期溶融温度からの任意の温度であってよい。初期溶融温度以上の任意の温度は、標
的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能である。したがって、リガンド結合
が原因で高い熱安定性を有する標的タンパク質は、この温度では一般にアンフォールディ
ング又は沈殿状態ではなく、完全にアンフォールディング状態又はアンフォールディング
し始めたいずれかの標的タンパク質単独と比較して、より多量の可溶性タンパク質が検出
される。したがってこの温度は識別可能であり、対象のリガンドと結合した標的タンパク
質の沈殿を発生又は増大させることが可能であるよりも高い程度に、非結合標的タンパク
質の沈殿を発生又は増大させることが可能である。
【００４２】
　試験分子の不在時に存在する可溶性標的タンパク質の量と比較した、試験分子の存在時
の特定温度での多量の可溶性標的タンパク質の検出は、分子が標的タンパク質のリガンド
であること、及び試験分子が標的タンパク質と結合したことを示す。本発明中で使用する
温度が初期溶融温度、又は初期溶融温度と最終溶融温度との間の温度である（すなわち、
少なくとも９５％の標的タンパク質が不溶であることにつながる温度（最終溶融温度又は
これより高い温度）ではない）場合、リガンドが存在しない標的タンパク質に関する対照
反応を同時に実施して、両者で検出される可溶性タンパク質の量を比較すること、標的タ
ンパク質単独と比較して多量の可溶性標的タンパク質が存在する場合、リガンドを含むサ
ンプルを検出することが必要とされる可能性がある。これは典型的には、類似の非精製サ
ンプルにおけるタンパク質の溶融曲線を測定することによって行う。しかしながら、可溶
性標的タンパク質が全く検出されない又は非常にわずかな可溶性標的タンパク質（すなわ
ち、リガンドを含まない標的タンパク質）が検出される温度、例えば最終溶融温度を本発
明中で使用する場合、それぞれの測定に関する比較又は対照を使用する必要はない。この
場合、方法中の可溶性タンパク質の任意の検出が、熱安定性の存在を示し、したがってリ
ガンド結合した標的タンパク質の存在を示す。このような温度は、典型的には最終溶融温
度以上であり得る。
【００４３】
　さらに、高いアフィニティーで標的タンパク質と結合するリガンドのみをスクリーニン
グするための温度を、本発明中で選択することができる。したがって典型的には、可溶性
タンパク質、したがって熱安定性リガンド結合標的タンパク質が検出される温度が高くな
ると、標的タンパク質とのリガンド結合のアフィニティーは高くなる可能性がある。した
がって、高アフィニティー相互作用のみを検出することが必要とされる場合、最終溶融温
度より高い温度、例えば最終溶融温度より３、４、５、６、７、８、９、１０℃又はそれ
より高い温度を選択することができる。したがって、選択する温度は、一定温度範囲の最
終溶融温度より高いことが好ましい。あるいは、標的タンパク質と結合した全ての分子／
リガンドを同定することが望ましい場合、より低い温度、例えば一定範囲の初期溶融温度
と等しい温度を使用することができる。もう１つの観点では、高アフィニティー相互作用
を選択するとき、ステップ（ａ）の識別可能な温度は、それがリガンド結合標的タンパク
質の沈殿を発生又は増大させるよりはるかに高い程度、例えば少なくとも３０％超、好ま
しくは少なくとも５０％超、より好ましくは少なくとも６０、７０又は８０％超に、非結
合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させる温度である。
【００４４】
　標的タンパク質とリガンドの結合アフィニティーは、様々なリガンド濃度又は標的タン
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パク質濃度の範囲で、前に記載した方法ステップの実施によって決定することができる。
このような方法では、ステップ（ａ）で処理したサンプルに既知量の標的タンパク質又は
リガンドを加える。用量応答曲線をプロットすることができ、したがってリガンドの結合
定数（すなわち、半数の標的タンパク質がリガンドと結合するリガンド又は標的タンパク
質の濃度）を決定することができる。臨床、不純サンプルで得られるこのような結合情報
は、純サンプル由来の情報と比較して、生理条件下での標的タンパク質とリガンドとの結
合特性のより正確な解釈をもたらし得る。このような情報には、患者に関する用量レジメ
ンを設定するため、又は身体の異なる臓器における見かけの結合定数の研究によって薬剤
に関する治療範囲を見つけるための、有用な適用例がある可能性がある。したがって、本
発明のある特定の態様は、
　ｄ）１回又は複数回（例えば、２回以上、好ましくは３回又は４回又はそれより多く）
異なる濃度のリガンド又は標的タンパク質でステップａ）～ｃ）を反復する、
さらなるステップも含むことができる。
【００４５】
　特定温度までサンプルを加熱することができる任意の熱源を使用して、加熱ステップを
実施することができる。したがって、非精製標的タンパク質及び試験分子（潜在的リガン
ド）が液体型である場合、ＰＣＲ器機を使用して、加熱ステップを実施することができる
ことがしたがって好ましい。しかしながら、インキュベーター、水浴等を使用することも
できる。標的タンパク質が細胞コロニー中に存在する場合、インキュベーターを使用して
加熱ステップを実施することが好ましい。
【００４６】
　本発明は、一定範囲の温度を標的タンパク質と試験分子とに施すこと、及びそれぞれの
温度でのインキュベーション後に標的タンパク質を処理し分析して、それぞれの標的タン
パク質と試験分子との組合せに関する沈殿曲線を作成することをさらに包含する。したが
って、標的タンパク質（すなわち、結合リガンドを含まない）の沈殿を発生又は増大させ
ることが可能である１つの温度を使用する限り、任意の温度範囲で標的タンパク質とリガ
ンドとをインキュベートすることができる。したがって好ましくは、適用する温度範囲は
、初期溶融温度又は初期溶融温度より高い温度でのインキュベーションを含む。非精製標
的タンパク質及び試験分子を全温度範囲でインキュベートすることによって、リガンド結
合時に標的タンパク質が沈殿する温度を決定することができる。さらに、リガンドを含ま
ない非精製サンプルの対照を同じ温度でのインキュベーションに曝す場合、標的タンパク
質の溶融温度に関する事前の知識なしでリガンド結合タンパク質サンプルを同定すること
ができる。対照の任意のこのような加熱は、非精製サンプル及び試験分子／リガンドの加
熱と同時に実施することが好ましい。２つ以上のリガンドを調べるとき、沈殿曲線を使用
することによって、熱安定性に対して最大効果があるリガンドを決定することもできる。
【００４７】
　典型的には、使用する温度が互いに約２、３、４、５、６、７、８、９又は１０℃異な
る場合、１つの温度範囲を使用して沈殿曲線を作成することができる。したがって、温度
の１つが標的タンパク質の初期溶融温度以上である限り、標的タンパク質と試験分子は２
７、３０、３３、３６、３９、４２、４５、４８、５１、５４、５７、６０、６３、６６
、６９、７２及び７５℃のいずれか１つ又は複数でインキュベートすることができる。標
的タンパク質と試験分子とを一定温度範囲で加熱する場合、これはＰＣＲ器機で実施する
ことができ、この場合初期温度を設定し次いで特定量の時間、例えば１、２、３、４又は
５分後に望ましい量増大することができる。前に論じたように、わずかなアリコート又は
量のサンプル（例えば、１又は２μｌ）を各温度での加熱後に除去することができ、標的
タンパク質の可溶性を分析することができる。非精製標的タンパク質が１つ又は複数の細
胞コロニー中に存在する場合、コロニーの一部分は、例えばコロニーの上部にろ紙を置く
ことによって、各インキュベーション後に採取することができる。
【００４８】
　本発明の方法を適用するため、試験分子／リガンドの存在下における任意のサーマルシ
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フトを検出することができるように、試験分子／リガンドを含まない対象の標的タンパク
質の溶融温度（複数可）を決定することが必要である。したがって、標的タンパク質の溶
融温度（複数可）は本発明の方法を実施する前に決定することができ、又は本発明の方法
と同時の対照反応を実施することができ、この場合一定範囲の温度を、例えば前に論じた
ように対照及び標的タンパク質及び分子に施して沈殿曲線を作成する。精製サンプル中の
多くの標的タンパク質のＴｍｓ（５０％のタンパク質が沈殿する温度）も当技術分野では
知られており、非精製標的タンパク質に関するＴｍｓは若干異なるが、これらは非精製タ
ンパク質の溶融温度に関する指標として頻繁に使用され得る。
【００４９】
　したがって、標的タンパク質の「沈殿を発生又は増大させることが可能である温度」は
、低温での標的タンパク質と比較して、標的タンパク質の沈殿又はもう１つの観点ではア
ンフォールディング又は溶融の増大がある、前に論じた温度又は温度範囲を指す。この温
度は一般に、患者内の標的タンパク質に関して、標的タンパク質が通常見られる温度、例
えば３７℃と比較して高い温度である。したがって、適用する温度は典型的には３７℃超
、好ましくは４０℃超、例えば５０℃超である。
【００５０】
　したがって、本発明において使用する温度は、少なくとも５、１０、１５、２０、３０
、４０、５０、６０、７０、８０、９０又は９５％、標的タンパク質の沈殿の増大を引き
起こすことが好ましい。タンパク質沈殿の増大は不溶性タンパク質が生成する結果を通常
もたらし、したがってもう１つの観点では、本発明において使用する温度は、存在する不
溶性標的タンパク質の量の増大、例えば少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、
３５、４０、５０、６０、７０、８０、９０又は９５％の増大を引き起こす可能性がある
。本発明において、存在する可溶性標的タンパク質の量の減少又は低減、例えば少なくと
も５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０、５０、６０、７０、８０、９０又は
９５％の低減を測定することによって、任意の沈殿の増大を測定することができる。この
減少の測定は、例えばドット－ブロット又はＥＬＩＳＡ実験を使用して行うことが可能で
あり、この場合結合した抗体の量は、例えば蛍光標識抗体の蛍光シグナルの集積を使用し
て定量化することができる。
【００５１】
　本発明の方法は、不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するために、分離ステ
ップ（ｂ）の使用をさらに必要とする。分離ステップは、不溶性タンパク質から可溶性タ
ンパク質を分離することが可能である任意の分離法を含むことができる。例えば、遠心分
離のステップを前に記載したように、又は好ましい実施形態中で使用することができ、濾
過のステップを使用することができる。したがって、フィルターを使用して不溶性タンパ
ク質から可溶性タンパク質を分離することができ、この場合可溶性タンパク質はフィルタ
ーを通過する。標準的なフィルター膜を、加熱サンプルを濾過するのに使用することがで
き、この場合フィルターは典型的には０．０１５μｍ～１２μｍ、好ましくは０．３５～
１．２μｍ、より好ましくは０．４５μｍ～０．８μｍの孔径を有する。フィルターは、
好ましくは４．０μｍ未満、典型的には２．０μｍ未満、より好ましくは１．０μｍ未満
の孔径を有する。標的タンパク質が細菌、例えば大腸菌等の細胞中で産生又は発現される
とき、最適な孔径は０．１～１．５μｍであってよい。標的タンパク質が真核生物細胞又
はサンプルに由来する場合、好ましい孔径はさらに大きくなり得る。特定孔径を有するフ
ィルターが製造及び商品化されているが、製造プロセスは時折幾つかの小さい又は大きい
孔径をもたらす可能性があり、直径を指す列挙する大きさは、したがって所与のフィルタ
ーの最も一般的な孔径であることは理解される。一定範囲の考えられる孔径を言及するが
、任意のシングルフィルターは１つの指定孔径、例えば０．４５μｍを通常有する。適切
なフィルターは、（Ｐａｌｌからの）Ｓｕｐｅｒ　ａｎｄ　ＧＨ　ｐｏｌｙｐｒｏ及び（
Ｗｈａｔｍａｎからの）Ｎｕｃｌｅｏｐｏｒｅである。
【００５２】
　真核生物及び原核生物サンプル由来の標的タンパク質並びに異なる細胞型由来の標的タ
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ンパク質は、異なる孔径を有するフィルターの使用を必要とし得ることは理解される。適
切なフィルターの選択は、十分に当業者の能力の範囲内にある。例えば、望ましい細胞型
又はサンプル用に一組の試験タンパク質を使用すること、及び様々な孔径のフィルターを
用いてそれらの挙動を調べることによって、適切な孔径を選択することができる。
【００５３】
　前に論じたように、標的タンパク質が細胞内に存在する場合、分離ステップの前に細胞
溶解のステップを実施することができる。サンプルが細胞サンプルであり、標的タンパク
質を細胞サンプルに加えてリガンドの存在に関してアッセイするときも、細胞溶解は必要
とされる。本発明の方法を細胞コロニーで実施するとき、溶解はこれらのコロニーで直接
実施することができる。すなわち、コロニーを採取しそれらを液体培地中で増殖させる必
要はない（ただし、これを実施することはできる）。この場合、分離ステップが濾過の１
つであることが好ましい。さらに、本発明の方法を細胞コロニーで実施する場合、ろ紙（
フィルター紙）でコロニーを覆い、半固体又は固体増殖培地からコロニーを採取すること
が好ましい。あるいは、フィルターを増殖培地及びフィルター上に直接接種された細胞上
に置くことができ、次いでフィルターを、フィルター上に既に存在するコロニーから単に
採取することが可能である。このようなコロニーの採取は、溶解ステップの前に実施可能
であることが好ましい。前に示したように、溶解はフィルター上のコロニーで直接実施す
ることができる。コロニーが接着したフィルターは溶解バッファーで処理することができ
、溶解バッファーで処理した他の膜／フィルター上に載せることができる。
【００５４】
　濾過は、細胞の液体培養物、例えばマルチウェルプレート、例えば９６ウェルプレート
中で増殖した液体培養物に実施することもできる。
【００５５】
　任意の必要な溶解ステップを実施した後、濾過を実施する。しかしながら、幾つかの細
胞は他の細胞の前に溶解する可能性があり、したがって他の細胞の溶解前又はそれと同時
に濾過される可能性があるので、全コロニーを考慮したとき、濾過と溶解とは同時に起こ
る可能性があることは理解される。
【００５６】
　好ましくは、分離ステップが濾過である場合、フィルターを通過するタンパク質は固体
担体、例えば捕捉膜上に保持されて、標的タンパク質（複数可）のスクリーニング／検出
を可能にし、したがってリガンドと結合した標的タンパク質を含有するサンプル（複数可
）の同定を可能にする。このような捕捉膜は、ニトロセルロースを典型的には含むことが
できる。しかしながら、この方法中で不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離する
のは第一フィルターであることは理解される。好ましい実施形態では、おそらくキャピラ
リー作用の結果として、タンパク質は簡単にフィルターを通過させることが可能である。
別の実施形態では、力をろ紙に垂直に加えることができ、このような力は圧力又は真空圧
の施用を含むことができる。
【００５７】
　捕捉膜は個体サンプル（複数可）由来の可溶性タンパク質を固定することができ、この
ようにして、この方法を多重化することができる。したがって、細胞コロニー、又はサン
プルスポットで方法を実施する場合、捕捉膜上の標的タンパク質（複数可）の位置は原型
細胞コロニーのいずれかを有するフィルターと比較することができる。したがって、濾過
ブロットから、標的タンパク質及び結合リガンドを含む原型サンプルを追跡し同定するこ
とができる。リガンドと結合した標的タンパク質を含むコロニーを同定するプロセスに助
力するため、陽性対照を使用することができる。これらは最終コロニー濾過ブロットにお
いて明らかに見られ、膜／ブロットを原型コロニーに対して適切に配向化することができ
る。したがって、任意の濾過ステップを実施した後、捕捉膜等の固体担体は、リガンドと
結合した標的タンパク質を有するサンプルの容易な同定を可能にする。
【００５８】
　別の実施形態では、熱処理サンプル（複数可）を含むフィルターをサンプルが捕捉され
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ている面が下になるように置くことができ、（ニトロセルロース）捕捉膜を次いでフィル
ターの上部に置くことができ、ろ紙（とペーパータオル）の数枚の層をこの上部に置くこ
とができる。次いで力をこの「サンドウィッチ」の上部に施すことができ、底部周辺に注
がれるバッファーを理想的に移動させて、捕捉膜へのタンパク質の濾過及び移動を容易に
することができる。
【００５９】
　別の実施形態では、フィルターをサンプルが捕捉されている面が上になるように捕捉膜
上に置き、真空圧を施し、フィルター紙を介して捕捉膜上にタンパク質を「引き出す」。
【００６０】
　濾過及び遠心分離の代わりに、可溶性タンパク質のアフィニティー捕捉を実施すること
ができる。タンパク質のフォールディング構造を認識する多くの抗体及びアフィニティー
試薬は、アンフォールディング及び沈殿状態のタンパク質よりはるかに高いアフィニティ
ーで可溶性タンパク質と結合する。金属複合体と結合するポリ－ヒスチジンタグ等の小さ
なタグの認識も、これらのタグが沈殿タンパク質中でのアクセス性が低いとき、可溶性と
関係があることが多い。抗体、金属複合体及び他のアフィニティー試薬は、熱処理非精製
サンプルと混合した磁気ビーズ又はカラム樹脂と結合させることが可能である。この混合
物は後のステップにおいて適切なバルブで配置し、不溶性タンパク質がアフィニティー試
薬に対して高いアフィニティーを有していないとき、洗浄して不溶性タンパク質を除去す
ることができる。アフィニティー試薬と結合したタンパク質の量は、例えばブラッドフォ
ードの技法、ゲル電気泳動、Ｅｌｉｓａ又は表面プラズモン共鳴による検出を使用して、
後に測定することができる。
【００６１】
　本発明の方法によれば、標的タンパク質の存在に関して不溶性画分又は可溶性画分の一
方（又は両方）を分析することができる。例えば実施例３中に記載するように分析前に、
不溶性画分を可溶化することが好ましく、沈殿したタンパク質は、分離ゲルに施す前にロ
ーディングバッファー中に溶かすことができる。本発明の方法は、標的タンパク質の存在
に関して可溶性タンパク質を分析するステップ（ｃ）を含むことが好ましい。したがって
、分離のステップ後に得る可溶性タンパク質は、標的タンパク質の存在に関して分析する
ことが好ましい。したがって、遠心分離による分離ステップを実施した場合、標的タンパ
ク質の存在に関して上清を分析することができ、濾過による分離ステップを実施した場合
、フィルターを通過するタンパク質、すなわち濾液を標的タンパク質の存在に関して分析
することができる。
【００６２】
　標的タンパク質は、様々な異なる方法によって検出することができる。したがって標的
タンパク質は、当技術分野でよく知られている様々なタグ、例えばヒスチジンタグ、ＶＳ
タグ、Ｔ７タグ、ＦＬＡＧタグ、又は特異的抗体が利用可能である任意の短鎖タンパク質
配列、チオレドキシン及びマルトース結合タンパク質を使用して検出することができる。
タグは好ましくは１～１００アミノ酸長、好ましくは１～７０、２～５０、１～３０又は
１～２０アミノ酸長である。より好ましくは、タグは３、４、５、６、７、８、９又は１
０アミノ酸長であってよい。しかしながら、標的タンパク質は、標的タンパク質と融合し
たタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質のいかなる酵素活性に基づいても検出さ
れない。したがって、例えば酵素活性が検出可能なシグナルの生成をもたらす、標的タン
パク質と融合した任意のこのようなタグ又はタンパク質によって示される酵素活性を使用
することで、標的タンパク質は検出されない。例えば、緑色蛍光タンパク質、ホースラデ
ィッシュペルオキシダーゼ、ルシフェラーゼ及びグルタチオン－Ｓ－トランスフェラーゼ
等の酵素活性を有する融合タグは、本発明中では標的タンパク質の検出用に使用しない。
したがって、任意のタグ／タンパク質を標的タンパク質と融合させることは可能であるが
、任意のこのようなタグ又はタンパク質によって保持される酵素活性を使用することで、
標的タンパク質は検出されない。したがってＧＦＰタグの場合、緑色蛍光が酵素反応によ
って生じ、したがってこのような反応を使用して検出する標的タンパク質は、本発明にお
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いては特異的に除外される。したがって、ＧＦＰタグから生じる蛍光による標的タンパク
質の検出は、このような蛍光がタグによって保持される酵素活性の結果であるので除外さ
れる。さらに、好ましい実施形態では、本発明の標的タンパク質は酵素活性を有するレポ
ータータンパク質と融合させない。特に好ましい実施形態では、標的タンパク質はＧＦＰ
と融合させない。したがってもう１つの観点では、標的タンパク質と融合した任意のタグ
は非タンパク質タグであることが好ましい。
【００６３】
　標的タンパク質と融合したタグに関して、それは一般に単分子として標的タンパク質と
共に転写及び翻訳される。したがって、標的タンパク質と結合し、ＨＲＰ等で標識するこ
とができる抗体は、標的タンパク質と融合しているとは考えられない。このような場合、
標的タンパク質はＨＲＰタグを使用して検出することができる。ＨＲＰタグは、標的タン
パク質との融合分子の一部分ではないからである。
【００６４】
　したがって、融合タンパク質としてこのようなタンパク質を発現させることによって、
タグを標的タンパク質と結合させることが可能である。このように、対象のタンパク質の
天然様形状の維持を可能にするためには、短いタグが好ましい。さらに、Ｃ末端タグが好
ましいが、Ｎ末端Ｈｉｓタグも使用される。標的タンパク質と融合したタグの使用を含む
検出ステップは、標的タンパク質が組換え発現系に由来する場合のみ使用することができ
ることは理解される。したがって、一般にこの検出法は、例えば患者から標的タンパク質
を得るときは使用されない。
【００６５】
　標的タンパク質は、酵素検出法中で基質として働く融合タグによって、さらに検出する
ことができる。Ｈｉｓタグはこの点で特に適している。例えば、標的タンパク質がポリ－
ヒスチジンタグ化状態又はヒスチジン多量状態のいずれかである場合、及び標的タンパク
質がＨｉｓタグと結合したホースラディッシュペルオキシダーゼのニッケル活性化誘導体
によって検出される場合、ＩＮＤＩＡ　Ｈｉｓプローブ－ＨＲＰ（Ｐｉｅｒｒｅ、Ｒｏｃ
ｋｆｏｒｄ　ＩＬ、ＵＳＡ）を検出に使用することができる。標的タンパク質は、それら
独自の酵素活性に基づいて検出することもできる。
【００６６】
　あるいは、検出は、標的タンパク質と検出部分との間、又は標的タンパク質と融合した
タグと、検出部分、例えば抗体、抗体断片若しくはアフィボディ（非抗体ベースのタンパ
ク質結合パートナー）との間の、アフィニティー結合に基づくものであってよい。標的タ
ンパク質は、タグを対象とするか又は（自力で発現するか又は融合体としての）標的タン
パク質を直接対象とするいずれかの、抗体、モノクローナル又はポリクローナル抗体を使
用して検出可能であることが好ましい。標的タンパク質を対象とする抗体を典型的には使
用して、患者サンプルから標的タンパク質を検出する。このような方法は、それ自体は触
媒活性を有さない標的タンパク質を含めた、広く様々な標的タンパク質の迅速で信頼でき
る分析を可能にする。
【００６７】
　標的タンパク質は、半定量的質量分析法（ＭＳ）を使用して検出することもできる。オ
ービトラップ型装置を使用するフーリエ変換型イオンサイクロトロン共鳴の実験では、典
型的には１０００～２０００のタンパク質を、溶解物由来のサンプル中で同時に検出する
ことができる。好ましい実施形態では、細胞の温度スキャン、次に溶解、濾過、及び最終
ステップ中では、スキャンの各温度での、質量分析法を使用した全ての残存可溶性タンパ
ク質の検出によって、多くのタンパク質に関して平行して沈殿曲線を測定することができ
る。例えば、この包括的プロテオーム溶融曲線の分析を使用して、薬剤のいわゆるオフタ
ーゲット効果を検出すること、すなわち細胞内の他のどのタンパク質が薬剤と結合し得る
かをモニタリングすることが可能である。その薬剤標的が知られていない薬剤又は薬剤候
補に関する薬剤標的を検索するときも、この包括的プロテオーム溶融曲線の分析を使用す
ることが可能である。例えば、細胞に施す化合物ライブラリーのスクリーニングは、これ
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らの細胞において好ましい表現型をもたらす化合物を同定することができ、ある特定疾患
の薬剤標的として有用である細胞中のプロセスに化合物が影響を与えることを示す。しか
しながら、細胞中のどのタンパク質（複数可）と薬剤候補とが相互作用するか確認するこ
とは、通常は非常に課題が多い。サーマルシフト変化に関する包括的プロテオーム溶融曲
線の分析によって、ＭＳによって検出するのに十分なレベルで利用可能なタンパク質に関
してこれを実施することができる。
【００６８】
　標的タンパク質と分子／リガンドの結合は組換え発現系で調べることができる。したが
って、標的タンパク質に関する遺伝子／ｃＤＮＡ／コード領域を、プラスミド、ウイルス
ベクター、コスミド及びＹＡＣＳ等のベクター／構築物において、発現系に形質転換又は
トランスフェクトすることができる。このようなベクターは、当技術分野でよく知られて
いる制御配列及び他のエレメントを含有することができる。例えば、遺伝子／ｃＤＮＡ／
コード領域は、ベクター中のプロモーターの制御下に置かれ得る。使用するプロモーター
は一般に、特定宿主内で標的タンパク質を発現させることが可能である。具体的な実施形
態では、使用するプロモーターは誘導性である、すなわち標的タンパク質の発現を制御す
ることができる。このような誘導性のプロモーター／系には、発現の誘導がＩＰＴＧ及び
ｔｅｔの添加によってオン／オフ制御され、発現の誘導がテトラサイクリンの有無によっ
て制御されるｌａｃがあり、他のプロモーター／系は当技術分野で知られている。
【００６９】
　前に記載したように、本発明の方法を使用して、標的タンパク質と結合する分子に関し
て低分子のライブラリーをスクリーニングすることができる。好ましい実施形態では、こ
れはマルチウェルプレートを使用して実施し、この場合それぞれの化合物ライブラリーを
細胞、又は細胞溶解物のアリコートに加える。あるいは、突然変異標的タンパク質のライ
ブラリーをスクリーニングして、特定リガンドとの改変型結合を示す突然変異標的タンパ
ク質を決定することができる。例えば、野生型標的タンパク質よりリガンドとの綿密又は
固い結合を有する、突然変異標的タンパク質を同定することができる。突然変異標的タン
パク質を評価する場合、リガンドを含まないタンパク質の安定性の測定は、安定化がリガ
ンドの相互作用によるものか、又は突然変異体自体がより安定している、すなわち突然変
異が突然変異タンパク質に対して安定効果を有することによるものなのかを決定するのに
望ましい。リガンドが別のタンパク質である場合、安定性の測定をこの非突然変異タンパ
ク質に代わりに実施することが可能であり、非突然変異タンパク質を安定化する突然変異
タンパク質の変異体を選択することができる。例えば、これを使用して、例えば抗体、Ｆ
ＡＢ－断片、単鎖抗体又はアフィボディ等の結合タンパク質（すなわち、リガンド）を成
熟状態にすることが可能であり、この場合ランダムな突然変異を結合タンパク質に加え、
明らかに改善された結合を有する変異体を、非突然変異タンパク質の改善された安定性を
測定することによって検出する。このような方法では、高いアフィニティーの結合剤を低
いアフィニティーの結合剤から選択することが可能である。結合タンパク質が例えば、特
異的受容体又はサイトカインを対象とするタンパク質薬剤として働き得るとき、この方法
を使用して、タンパク質薬剤の薬剤標的と、このような結合剤とのアフィニティーを改善
することが可能である。
【００７０】
　標的タンパク質の変異体又は標的タンパク質変異体のライブラリーを作製するために利
用することが可能である、多くの異なる突然変異誘発法が当技術分野で知られている。考
えられる手順には、配列の切断、エキソヌクレアーゼ酵素の使用、例えばエラープローン
ＰＣＲを使用したランダム部位突然変異の導入、ランダムカセット又は部位特異的突然変
異誘発の導入がある。切断に関して、除去されるヌクレオチドの数は２０００未満、好ま
しくは１０００未満、及びより好ましくは８００未満であってよい。突然変異誘発のため
のランダムカセットの導入は、１００未満のヌクレオチドを含有するカセットを使用する
ことが好ましい。
【００７１】
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　一組の異なる突然変異配列をスクリーニングし、それによって望ましいリガンド結合性
を有する標的タンパク質変異体を同定する確率を高めることができるように、突然変異誘
発を、標的タンパク質をコードする核酸配列の数コピーに実施することができる。どの特
定突然変異が、例えばより強くリガンドと結合する、すなわちリガンドに対して高いアフ
ィニティーを有する変異体を生成し得るかに関する事前の知識がない場合、ランダム突然
変異誘発の使用が特に好ましい。
【００７２】
　コード領域がランダムに突然変異誘発されている場合、及び異なる長さの構築物が塩基
削除又はランダムプライミング反応によって生成している場合、タンパク質のライブラリ
ーを作製することができる。
【００７３】
　したがって、本発明の方法を使用して、改変されており好ましくはリガンドに対して増
大した又は高いアフィニティー結合を有する、標的タンパク質変異体を検出することがで
きる。さらに、本発明の方法を使用して、細胞培養物又は患者サンプル中の標的タンパク
質が、特定試験分子、例えば薬剤と相互作用するかどうかを決定することができる。した
がって、本発明の方法の好ましい使用は、この細胞型で薬剤が標的タンパク質と結合する
ことを確認するための薬剤開発サイクル中に、細胞培養における薬剤とタンパク質の相互
作用を決定することである。同様に、本発明の方法を使用して、望ましくないタンパク質
と薬剤との結合、いわゆるオフターゲット結合をモニタリングすることができる。本発明
の方法の別の好ましい使用は、患者サンプル（例えば組織、血液、リンパ等）における薬
剤とタンパク質との相互作用を決定すること、特定薬剤療法がその患者に有効であり得る
かに関する指標を与えることである。組織サンプルを調べる場合、したがって本発明の方
法は、組織から標的タンパク質を抽出するステップを組み込むこともできる。追加的又は
代替的に、溶解のステップを使用することができる。適切な溶解条件は前に記載されてい
る。
【００７４】
　標的タンパク質とリガンドとの相互作用を、本発明の方法を使用して非精製サンプルに
おいて検出した後、特に標的タンパク質の変異体を調べている場合、標的タンパク質の配
列又は構造を同定することは望ましい可能性がある。あるいは、前に論じたように、得ら
れた結果を使用して、薬剤療法が患者において有効であり得るかを決定し、したがって患
者に施す療法を調整することができる。
【００７５】
　例えば実施例４、５、６及び７中に示す既知の薬剤標的と高アフィニティー薬剤との結
合は典型的には、高温への溶融温度の正のシフトによって支持される、標的タンパク質の
安定化をもたらす。しかしながら、標的タンパク質との結合時に、低温への溶融温度の負
のシフト、すなわち不安定化を引き起こすリガンドも存在する。例えば、（幾つかの金属
を含めた）標的タンパク質と共有型結合を形成するリガンドに関して、負のシフトが見ら
れる可能性がある。共有結合の結合エネルギー、及びこのような結合の形成によって生じ
るエネルギー学上好ましくない歪みは、幾つかの場合、タンパク質の不安定化を助長する
可能性があると推測される。例えば、Ｅｒｉｃｓｓｏｎら（Ａｎａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ３
５７（２００６）２８９～２９８頁）は、塩化ルテニウム（ＩＩＩ）六水和物等の重金属
原子を含有する化合物は、結合時に幾つかの細菌タンパク質を不安定化する可能性がある
ことを示す。
【００７６】
　したがって、さらなる態様において、本発明は、非精製サンプルが、対象のリガンドと
結合した標的タンパク質を含有するかどうか決定する方法であって、前記リガンドが融合
タンパク質ではなく、
　ａ）非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能であるよりも高い程
度に、前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能で
ある温度に前記非精製サンプルを曝すステップ、



(21) JP 2014-513293 A 2014.5.29

10

20

30

40

50

　ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離す
るステップ、及び
　ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分と不溶性タン
パク質画分との一方又は両方を分析するステップを含み、前記標的タンパク質が、前記標
的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づ
いて検出されない、方法を提供する。
【００７７】
　本発明のさらに別の態様は、非精製サンプルが、対象のリガンドと結合した標的タンパ
ク質を含有するかどうか決定する方法であって、
　ａ）非結合標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能であるよりも高い程
度に、前記リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させることが可能で
ある温度に前記非精製サンプルを曝すステップ、
　ｂ）ステップａ）の生成物を処理して不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離す
るステップ、及び
　ｃ）標的タンパク質の存在に関してステップｂ）の可溶性タンパク質画分を分析するス
テップを含み、前記標的タンパク質が、前記標的タンパク質と融合したタグ、ペプチド、
ポリペプチド又はタンパク質の酵素活性に基づいて検出されない方法を提供する。
【００７８】
　前述の態様では、リガンドと結合した標的タンパク質の沈殿を発生又は増大させること
が可能である温度に非精製サンプルを曝すことが可能である。不安定状態のリガンドと結
合した標的タンパク質は、非結合標的タンパク質と比較して低温で沈殿し得るからである
。したがって、ステップａ）中に記載したのと異なる温度では、不溶性タンパク質画分中
により多くの結合タンパク質、及び可溶性タンパク質画分中により多くの非結合タンパク
質が見られると予想される。
【００７９】
　リガンド結合によって引き起こされる安定化に関して言及する、本発明の方法及び好ま
しい実施形態の様々な特徴の考察は、必要な変更を加えて、リガンド結合が不安定化を引
き起こす本発明のこれらの態様に適用する。
【００８０】
　幾つかの場合、リガンドをサンプルに加える前でさえ標的タンパク質と結合する、細胞
溶解物中に存在するＡＴＰ又はＮＡＤＰ等の、生理的基質又は補助因子が存在し得る。対
象のリガンドをこのような溶解物に加えるとき、生理的リガンドが溶解物中に存在しない
ケースと比較して、高温への溶融曲線のシフトは典型的には小さい。極端なケースでは、
初期薬剤リード化合物候補等の（わずかな正のサーマルシフトを典型的にもたらす）非常
に低いアフィニティーのリガンドは、非常に高い濃度で、ＮＡＤＰ等の（大きな正のサー
マルシフトを典型的にもたらす）より強力な生理的リガンドと競合し得る。生理的リガン
ドの置換は、このようなケースでは、負のシフト、すなわち低い溶融温度へのシフトをも
たらす可能性があり、このとき外見上のシフトは、２つのリガンド結合型タンパク質のシ
フト間の差である。このような状況下では、負のシフトは標的タンパク質の溶融温度の低
下として検出可能であるので、不安定化を引き起こすリガンドに関する本発明の態様はこ
こで適用可能である。
【００８１】
　本発明は、本発明の方法中で使用するための器具をさらに包含し、前記器具は加熱手段
、不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するための手段、及び標的タンパク質の
存在に関してタンパク質を分析するため、例えば適切なタンパク質を分析するための手段
を含む。
【００８２】
　もう１つの観点では、加熱手段、不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するた
めの手段、及び標的タンパク質の存在に関して（例えば可溶性）タンパク質を分析するた
めの手段を含む、本発明の方法を実施するための使用に構成された器具が包含される。
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【００８３】
　さらに本発明は、本発明の方法中での、加熱手段、不溶性タンパク質から可溶性タンパ
ク質を分離するための手段、及び標的タンパク質の存在に関して（例えば可溶性）タンパ
ク質を分析するための手段を含む器具の使用を対象とする。
【００８４】
　サンプルが最初に加熱手段、次いで分離手段、及び最後に分析手段と接触するように、
器具を配置する。
【００８５】
　本明細書中で使用する場合、用語「加熱手段」は、特定温度までサンプルを加熱するこ
とができる任意の熱源を指す。したがって加熱手段は、特定温度までサンプルを加熱する
ようプログラムすることができるホットプレートからなる、又はホットプレートを含むこ
とができ、例えばＰＣＲ器機を使用して、サンプルをこのように加熱することができる。
さらに、加熱手段はインキュベーター又は水浴を含むことが可能である。
【００８６】
　用語「不溶性タンパク質から可溶性タンパク質を分離するための手段」は、可溶性タン
パク質と不溶性タンパク質とを分離することができる任意の知られている装置を指す。し
たがって、この手段はろ紙を含むことができ、この場合可溶性タンパク質はろ紙を通過す
る。あるいは、この手段は、加熱サンプルに遠心力を与えることができる装置、例えば遠
心分離機を含むことができる。さらに、この手段は、可溶性タンパク質をアフィニティー
捕捉することができる装置を含むことができる。このような装置は、可溶性タンパク質の
フォールディング構造を認識することができる、抗体又は他のアフィニティー試薬を含む
ことができる。抗体、金属複合体又は他のアフィニティー試薬を、磁気ビーズ又はカラム
樹脂と結合させることが可能である。不溶性タンパク質は洗浄によって除去することがで
きる。
【００８７】
　本明細書中で使用する場合、用語「標的タンパク質の存在に関して（例えば可溶性）タ
ンパク質を分析するための手段」は、標的タンパク質を検出することが可能である任意の
装置を指す。したがって、この用語は質量分析装置を指すことが可能であるが、より好ま
しくは、例えば、標的タンパク質と結合したＨＲＰ又は蛍光分子で標識した抗体を検出す
るのに必要とされる装置（すなわち、ニトロセルロース膜又は蛍光測定装置）を指すこと
ができる。さらに、標的タンパク質の存在に関してタンパク質を分析するための手段は、
標的タンパク質との結合用のアフィニティーカラムを含むことができる。標的タンパク質
の存在に関してタンパク質を分析するための手段は、標的タンパク質を検出するのに必要
な任意の試薬をさらに含むことができ、又は代替的に、これらは別々に提供することがで
きる。
【００８８】
　最後に本発明は、本発明の方法中での抗体及び／又は非タンパク質タグを含むキットの
使用を包含する。
【００８９】
　ここで本発明を、以下の非制限的な実施例中にさらに記載する。
【図面の簡単な説明】
【００９０】
【図１】一定範囲の異なる温度への露出後に、大腸菌サンプル中で発現された３つの異な
るタンパク質に関して、可溶性タンパク質の存在の評価を示す図である。知られている精
製タンパク質の溶融温度を、この図の右手側に示す。
【図２】リガンドボルトマニン及び３－［４－（４－モルホリニリル）チエノ［３，２－
ｄ］ピリミジン－２－イル］－フェノール（化合物１５ｅ）（＋）を加えた後の、可溶性
ＰＩＫ３Ｃ３－タンパク質の存在の評価を示す図である。リガンドを加えない参照サンプ
ルも示す（－）。リガンドを含むサンプルにおいてサーマルシフトを見ることができる。
タンパク質及びリガンドを含むレーンは、リガンドを含まないサンプルより熱的に安定し
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ている。
【図３】標的サイクリン依存性キナーゼ－２（ＣＤＫ－２）（ａ）及びタンパク質キナー
ゼＣ（ＰＫＣ）（ｂ）のウエスタンブロット用膜を示す図である。黒いバンドは、可溶性
タンパク質の存在は特定温度まで検出され、かすかな状態になり、最終的には温度が上昇
すると消失することを示す（左から右）。最高温度から沈殿したタンパク質を含有するペ
レットはローディングバッファーに溶かし、ゲルの最終レーンに載せて、この画分中の標
的タンパク質の存在を示した。
【図４】哺乳動物細胞抽出物における、一定範囲の異なる温度への露出後に存在した、可
溶性チミジレートシンターゼ（ＴＳ）、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）、ＣＤＫ
－２又はＰＫＣタンパク質のレベルを示す図である。Ｘ軸は露出温度（℃）を表し、Ｙ軸
はウエスタンブロットからの集積強度を表す。
【図５】阻害剤メトトレキサート（菱形印）を加えた後の、ヒト細胞抽出物由来の可溶性
ＤＨＦＲタンパク質の熱溶融曲線を示す図である。阻害剤を含まない参照サンプルも示す
（四角印）。Ｘ軸は露出温度（℃）を表し、Ｙ軸はウエスタンブロットからの集積強度を
表す。
【図６】阻害剤ラルチトレキセド（＋）を加えた後の、ヒト細胞抽出物由来の可溶性ＴＳ
タンパク質の熱溶融曲線を示す図である。阻害剤を含まない参照サンプルも示す（黒丸印
）。Ｘ軸は露出温度（℃）を表し、Ｙ軸はウエスタンブロットからの集積強度を表す。
【図７】リガンドＴＮＰ－４７０（バツ印）を加えた後の、ウシ肝臓抽出物由来（ａ）又
はヒト細胞抽出物由来（ｂ）のいずれかの、可溶性メチオニン－アミノペプチダーゼ－２
の熱溶融曲線を示す図である。リガンドを含まない参照サンプルも示す（白丸印）。Ｘ軸
は露出温度（℃）を表し、Ｙ軸はウエスタンブロットからの集積強度を表す。
【図８】ウシ肝臓抽出物のＴＮＰ－４７０処理の用量応答曲線を示す図である。Ｘ軸は加
えたＴＮＰ－４７０の濃度を表し、Ｙ軸はウエスタンブロットからの集積強度を表す。
【図９】標的タンパク質を含有する細胞溶解物をスパイクすることによって作製したＴＮ
Ｐ－４７０の用量応答曲線を示す図である。Ｘ軸は加えたＴＮＰ－４７０の濃度を表し、
Ｙ軸はウエスタンブロットからの集積強度を表す。
【図１０】リガンドＳＢ５９０８８５を加えた後の、可溶性Ｖ６００Ｅ変異体Ｂ－ｒａｆ
タンパク質（菱形印）又は野生型Ｂ－ｒａｆタンパク質（三角印）のいずれかの熱溶融曲
線を示す図である。Ｖ６００Ｅ変異体Ｂ－ｒａｆタンパク質（四角印）と野生型Ｂ－ｒａ
ｆタンパク質（バツ印）の両方に関して、リガンドを含まない参照サンプルも示す。Ｘ軸
は露出温度（℃）を表し、Ｙ軸はウエスタンブロットからの集積強度を表す。
【実施例】
【００９１】
実施例１－４つの試験タンパク質の溶融温度の決定
　Ｎ末端ヒスタグを有する発現ベクターにおける３つのヒト可溶性タンパク質発現構築物
を使用して、細胞中の各タンパク質の溶融温度を決定した。これは、タンパク質含有細胞
を一連の高温に曝し、それぞれの温度ステップ後、溶解バッファーに浸した「溶解／濾過
サンドウィッチ」に細胞をスポッティングすることによって行った。この溶解／濾過ステ
ップを使用することによって、（そのタンパク質の特異的溶融温度まで）可溶性タンパク
質を黒いスポットとして捕捉ニトロセルロース膜で検出することができ、一方沈殿タンパ
ク質は（すなわち、その特異的溶融温度を超えた温度で）フィルター膜を通過することが
できず、したがって検出することができなかった。
【００９２】
　材料及び方法
　対象の３つのタンパク質を過剰発現する大腸菌細胞の液体培養を、９６ウェルディープ
ウェルプレート（Ｐｏｒｖａｉｒ　Ｐｌｃ、ＵＫ）中の、５０μｇ／ｍｌのカナマイシン
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ、ＵＳＡ）及び３５μｇ／ｍｌのクロラムフェニコ
ール（Ｄｕｃｈｅｆａ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ、オランダ）及びグリセロールストック由来
の凍結大腸菌を含有する１ｍｌのＬｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉブロス（ＬＢ）（Ｆｏｒｍ
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ｅｄｉｕｍ　Ｌｔｄ、ＵＫ）に接種することによって開始した。培養物は撹拌ボードにお
いて一晩、７００ｒｐｍ及び＋３７℃でインキュベートした。翌日、１００μｌの各一晩
培養物を、９００μｌのＬＢ、５０μｇ／ｍｌのカナマイシン、及び３５μｇ／ｍｌのク
ロラムフェニコールを含有する新たな９６ウェルディープウェルプレートの対応するウェ
ルに移した。培養物は撹拌ボードにおいて、７００ｒｐｍ及び＋３７℃でインキュベート
した。１．５時間後、温度を＋１８℃に下げ（３０分）、１００ｍＭのＩＰＴＧ（Ａｎａ
ｔｒａｃｅ／Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｃｏ、ＵＳＡ）を加えることによってタンパク質の
発現を誘導した。７００ｒｐｍ及び＋１８℃で撹拌ボードにおいて、一晩細胞を増殖させ
た。翌日１５００ｇで２分間の遠心分離によって細胞をペレット状にし、９００μｌの上
清を吸引によってそれぞれのウェルから除去し廃棄した。細胞ペレットは、残存１００μ
ｌ培地（すなわち１０倍濃縮）中に再縣濁した。細胞縣濁液は８チューブＰＣＲストリッ
プ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ＵＫ）に移し、サーモサイクラー中に置い
た。以下の温度プログラムを使用した。それぞれのステップで＋２７℃～＋７５℃、３℃
増分、及び３分間保持。それぞれの温度で３分間保持した後、サーモサイクラーを止め、
２μｌのそれぞれの細胞縣濁液を、０．４５μｍの孔径を有するＤｕｒａｐｏｒｅフィル
ター膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｉｎｃ、ＵＳＡ）（上部層）、Ｐｒｏｔｒａｎ　ＢＡ４５
ニトロセルロース膜（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｅｌｌ、ドイツ）（中間層）
、及び３ＭＭ　Ｗｈａｔｍａｎ紙（ＶＷＲ　Ｉｎｔ’ｌ．Ｌｔｄ、ＵＫ）からなる「溶解
／濾過サンドウィッチ」に直ぐにスポッティングした。「溶解／濾過サンドウィッチ」は
、天然型溶解バッファー（２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、１００ｍＭのＮａＣ
ｌ、１０ｍｇ／ｍｌのライソザイム（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ、ＵＳＡ）、２
５Ｕ／μｌのベンゾナーゼヌクレアーゼ（Ｎｏｖａｇｅｎ、デンマーク）及び完全プロテ
アーゼ阻害剤ＥＤＴＡ無含有錠剤（Ｒｏｃｈｅ、スイス）中に浸した。「溶解／濾過サン
ドウィッチ」に細胞をスポッティングした後、前述の手順をそれぞれの温度ステップで繰
り返した。最後の細胞アリコートをスポッティングした後、「溶解／濾過サンドウィッチ
」を室温で１５分間インキュベートして、完全溶解バッファー及び液状細胞物質をフィル
ター膜に移した。その後「溶解／濾過サンドウィッチ」を１０分間－８０℃に凍結し、次
いで＋３７℃で１０分間解凍した。この凍結／解凍手順は３回繰り返した。ニトロセルロ
ース膜は、１％ＢＳＡ（ＶＷＲ　Ｉｎｔ’ｌ．Ｌｔｄ、ＵＫ）を含有するＴＢＳＴバッフ
ァー（２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、５００ｍＭのＮａＣｌ、０．０５％のＴ
ｗｅｅｎ－２０）中で１時間ブロッキングした。次いでブロットを、ある程度撹拌しなが
ら（卓上型振とう機）ＴＢＳＴ中で１０分間３回洗浄した。ＴＢＳＴ中に１：５０００希
釈したＩＮＤＩＡ　ＨｉｓＰｒｏｂｅ－ＨＲＰ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、
ＵＳＡ）と共に、１時間膜をインキュベートした。次いでブロットを、ＴＢＳＴ中で１０
分間３回洗浄した。ブロット上の各スポットにおける標的タンパク質発現レベルの化学発
光の検出は、ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｄｕｒａ（Ｐｉｅｒｃｅ）Ｅｘｔｅｎ
ｄｅｄ　Ｄｕｒａｔｉｏｎ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
、ＵＳＡ）を使用して実施した。化学発光を検出し、ＣＣＤカメラ（ＢｉｏＲａｄ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｉｎｃ、ＵＳＡ）を使用して記録した。
【００９３】
　結果
　可溶性タンパク質の存在を示す黒いスポットを特定温度まで検出し、それらはかすかな
状態になり、最終的には高温で消失した（図１）。３個のＩＭＡＣ精製タンパク質の溶融
温度に関する以前のデータとの比較（右図）は、２組の結果の間の十分な相関関係を示し
た。溶融点が正確であるとは予想されない。タンパク質は、細胞中及び精製バッファー中
で異なる溶媒環境を有するからである。この実験は、これらのタンパク質は細胞環境中で
異なる溶融点を有すること、及びタンパク質の沈殿をモニタリングすることによって、こ
れらの溶融点を容易に検出することができることを示す。
【００９４】
実施例２－リガンドとの結合後の溶融温度の上昇の検出。
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　Ｎ末端ヒスタグを有する発現ベクターにおけるヒト可溶性ＰＩＫ３Ｃ３タンパク質の発
現構築物を使用して、２つのＰＩＫ３Ｃ３特異的阻害剤、ボルトマニン及び化合物１５ｅ
の一方の添加及び結合後、ＰＩＫ３Ｃ３構築物の溶融温度の上昇の可能性を調べた。２つ
の阻害剤の一方を用いたか又は用いない処理後、ＰＩＫ３Ｃ３構築物を発現する細胞を一
連の高温に曝し、それぞれの温度ステップ後、これらのタンパク質を発現した細胞は、溶
解バッファーに浸した「溶解／濾過サンドウィッチ」にスポッティングした。この溶解／
濾過ステップを「溶解／濾過サンドウィッチ」において使用することによって、（その構
築物の特異的溶融温度まで）可溶性タンパク質を黒いスポットとして捕捉ニトロセルロー
ス膜で検出することができ、一方沈殿タンパク質は（すなわち、その特異的溶融温度を超
えた温度で）フィルター膜を通過することができず、したがって検出することができなか
った。化合物１５ｅ又はボルトマニンで処理した構築物の溶融温度は、未処理サンプルの
溶融温度と比較した。
【００９５】
　材料及び方法
　ＰＩＫ３Ｃ３構築物を過剰発現する大腸菌細胞の液体培養を、９６ウェルディープウェ
ルプレート（Ｐｏｒｖａｉｒ　Ｐｌｃ、ＵＫ）中の、５０μｇ／ｍｌのカナマイシン（Ｓ
ｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ、ＵＳＡ）及び３５μｇ／ｍｌのクロラムフェニコール
（Ｄｕｃｈｅｆａ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｅ、オランダ）及びグリセロールストック由来の凍
結大腸菌を含有する１ｍｌのＬｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉブロス（ＬＢ）（Ｆｏｒｍｅｄ
ｉｕｍ　Ｌｔｄ、ＵＫ）に接種することによって開始した。培養物は撹拌ボードにおいて
一晩、７００ｒｐｍ及び＋３７℃でインキュベートした。翌日、１００μｌの各一晩培養
物を、９００μｌのＬＢ、５０μｇ／ｍｌのカナマイシン、及び３５μｇ／ｍｌのクロラ
ムフェニコールを含有する新たな９６ウェルディープウェルプレートの対応するウェルに
移した。培養物は撹拌ボードにおいて、７００ｒｐｍ及び＋３７℃でインキュベートした
。１．５時間後、温度を＋１８℃に下げ（３０分）、１００ｍＭのＩＰＴＧ（Ａｎａｔｒ
ａｃｅ／Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｃｏ、ＵＳＡ）を加えることによってタンパク質の発現
を誘導した。７００ｒｐｍ及び＋１８℃で撹拌ボードにおいて、一晩細胞を増殖させた。
翌日１５００ｇで２分間の遠心分離によって細胞をペレット状にし、９００μｌの上清を
吸引によってそれぞれのウェルから除去し廃棄した。細胞ペレットは、残存１００μｌ培
地（すなわち１０倍濃縮）中に再縣濁した。それぞれの実験用に、ＤＭＳＯ（Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ、ＵＳＡ）中に溶かした１ｍＭのＰＩＫ３Ｃ３阻害剤化合物１５
ｅ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｉｎｃ、ＵＳＡ）若しくは５
００μＭのボルトマニン（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｉｎｃ
、ＵＳＡ）、又は等体積（それぞれ１μｌ及び０．５μｌ）の純ＤＭＳＯを加え、サンプ
ルは室温で３０分間軽く撹拌した。細胞縣濁液は８チューブＰＣＲストリップ（Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、ＵＫ）に移し、サーモサイクラー中に置いた。以下の温
度プログラムを使用した。それぞれのステップで＋２７℃～＋７５℃、３℃増分、及び３
分間保持。それぞれの温度で３分間保持した後、サーモサイクラーを止め、２μｌのそれ
ぞれの細胞縣濁液を、０．４５μｍの孔径を有するＤｕｒａｐｏｒｅフィルター膜（Ｍｉ
ｌｌｉｐｏｒｅ　Ｉｎｃ、ＵＳＡ）（上部層）、Ｐｒｏｔｒａｎ　ＢＡ４５ニトロセルロ
ース膜（Ｓｃｈｌｅｉｃｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｅｌｌ、ドイツ）（中間層）、及び３ＭＭ
　Ｗｈａｔｍａｎ紙（ＶＷＲ　Ｉｎｔ’ｌ．Ｌｔｄ、ＵＫ）からなる「溶解／濾過サンド
ウィッチ」に直ぐにスポッティングした。「溶解／濾過サンドウィッチ」は、天然型溶解
バッファー（２０ｍＭのトリス－ＨＣｌ　ｐＨ８．０、１００ｍＭのＮａＣｌ、１０ｍｇ
／ｍｌのライソザイム（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ、ＵＳＡ）、２５Ｕ／μｌの
ベンゾナーゼヌクレアーゼ（Ｎｏｖａｇｅｎ、デンマーク）及び完全プロテアーゼ阻害剤
ＥＤＴＡ無含有錠剤（Ｒｏｃｈｅ、スイス）中に浸した。「溶解／濾過サンドウィッチ」
に細胞をスポッティングした後、前述の手順をそれぞれの温度ステップで繰り返した。最
後の細胞アリコートをスポッティングした後、「溶解／濾過サンドウィッチ」を室温で１
５分間インキュベートして、完全溶解バッファー及び液状細胞物質をフィルター膜に移し
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た。その後「溶解／濾過サンドウィッチ」を１０分間－８０℃に凍結し、次いで＋３７℃
で１０分間解凍した。この凍結／解凍手順は３回繰り返した。ニトロセルロース膜は、１
％ＢＳＡ（ＶＷＲ　Ｉｎｔ’ｌ．Ｌｔｄ、ＵＫ）を含有するＴＢＳＴバッファー（２０ｍ
Ｍのトリス－ＨＣｌ　ｐＨ７．５、５００ｍＭのＮａＣｌ、０．０５％のＴｗｅｅｎ－２
０）中で１時間ブロッキングした。次いでブロットを、ある程度撹拌しながら（卓上型振
とう機）ＴＢＳＴ中で１０分間３回洗浄した。ＴＢＳＴ中に１：５０００希釈したＩＮＤ
ＩＡ　ＨｉｓＰｒｏｂｅ－ＨＲＰ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、ＵＳＡ）と共
に、１時間膜をインキュベートした。次いでブロットを、ＴＢＳＴ中で１０分間３回洗浄
した。ブロット上の各スポットにおける標的タンパク質発現レベルの化学発光の検出は、
ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ　Ｗｅｓｔ　Ｄｕｒａ（Ｐｉｅｒｃｅ）Ｅｘｔｅｎｄｅｄ　Ｄｕ
ｒａｔｉｏｎ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、ＵＳＡ）を
使用して実施した。化学発光を検出し、ＣＣＤカメラ（ＢｉｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ、Ｉｎｃ、ＵＳＡ）を使用して記録した。
【００９６】
　結果
　可溶性タンパク質の存在を示す黒いスポットを特定温度まで検出し、その温度を超える
とスポットはもはや目に見えなくなった（図２）。化合物１５ｅの添加は約＋５５℃～＋
５８℃の溶融温度の上昇をもたらし、一方ボルトマニンの添加は約＋５５℃と＋６５℃と
の間の溶融温度の上昇をもたらした。化合物１５ｅ又はボルトマニンの添加有り又は無し
での、ＩＭＡＣ精製ＰＩＫ３Ｃ３構築物の溶融温度に関する以前のデータとの比較は、２
組の結果の間の十分な相関関係を示した。この実験は、２つのＰＩＫ３Ｃ３阻害剤ボルト
マニンと化合物１５ｅとの一方の添加及び結合後に、細胞環境中でＰＩＫ３Ｃ３構築物の
溶融温度の上昇を検出することができることを示す。
【００９７】
実施例３－哺乳動物細胞系における４つの試験タンパク質の溶融温度の決定
　４つのタンパク質の溶融温度を決定するため、溶解物を培養哺乳動物細胞から調製し、
一連の高温に曝した。温度ステップ後、沈殿したタンパク質を除去し、（すなわち、タン
パク質の特異的溶融温度まで）検出する可溶性タンパク質のみを残した。
【００９８】
　材料及び方法
　溶解物を培養ヒト腺癌細胞（Ａ５４９）から調製した。細胞は氷上ハイポトニックバッ
ファー中で破壊し均質化した。縣濁液は多数回凍結－解凍し、全ての不溶性凝集体及び細
胞残骸を、溶解終了後に遠心分離によってペレット状にした。光学的に透明なサイトゾル
画分を含有する上清を８チューブＰＣＲストリップに等分し、一連の高温に曝した。３分
間の加熱後、サンプルを冷却し、沈殿したタンパク質は遠心分離によってペレット状にし
た。可溶性タンパク質を含有する上清は分離ゲル上に載せた。さらに、最高温度から沈殿
したタンパク質を含有するペレットはローディングバッファーに溶かし、ゲルの最終レー
ンに載せて、この画分中のタンパク質の存在を示した。ゲルはウエスタンブロット用ニト
ロセルロース膜でブロッティングした。膜を洗浄しブロッキング試薬でブロッキングし、
ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）、チミジレートシンターゼ（ＴＳ）、サイクリン
依存性キナーゼ－２（ＣＤＫ－２）及びタンパク質キナーゼＣ（ＰＫＣ）に対する一次抗
体でプローブ処理した。二次抗体を結合させ、結合した二次抗体からのシグナルは化学発
光によって検出し、ＣＣＤカメラで記録した。強度を測定しプロットした。
【００９９】
　結果
　可溶性タンパク質の存在を示す黒いスポットを特定温度まで検出し、それらはかすかな
状態になり、最終的には高温で消失した（図３）。この実験は、これらのタンパク質は細
胞環境中で異なる溶融点及び挙動を有すること、並びにタンパク質の沈殿をモニタリング
することによって、これらの溶融点を容易に検出することができることを示す（図４）。
【０１００】
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実施例４－哺乳動物細胞におけるリガンドとの結合後の溶融温度の上昇の検出。
　阻害剤の添加及び結合後の溶融温度の上昇又は低下の可能性を調べるため、タンパク質
ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）及びチミジレートシンターゼ（ＴＳ）を培養哺乳
動物細胞において試験した。
【０１０１】
　培養腺癌細胞由来の溶解物を２つの阻害剤、ラルチトレキセド又はメトトレキサートの
１つで処理し、メトトレキサートの考えられる安定又は不安定効果はＤＨＦＲに関して分
析し、ラルチトレキセドはＴＳに関して分析した。阻害剤有り又は無しで処理した後、サ
ンプルを加熱ステップに施し、次に沈殿したタンパク質を除去した。処理サンプルの溶融
温度は、未処理サンプルの溶融温度と比較した。
【０１０２】
　材料及び方法
　溶解物を培養ヒト腺癌細胞（Ａ５４９）から調製した。細胞は氷上ハイポトニックバッ
ファー中で破壊し均質化した。縣濁液は多数回凍結－解凍し、全ての不溶性凝集体及び細
胞残骸を、溶解終了後に遠心分離によってペレット状にした。光学的に透明なサイトゾル
画分を含有する上清は４つのアリコートに分け、２つのアリコートには、そのそれぞれの
リガンド及び１つの対応する陰性対照を補充した。加えたリガンドの濃度は、薬剤／標的
相互作用に関して記載したＩＣ５０値の１０倍であった。それぞれのリガンドはＤＭＳＯ
中に溶かし、最終濃度は１％に設定した。
【０１０３】
　インキュベーション後、それぞれのアリコートは８チューブＰＣＲストリップに分け、
ＤＨＦＲに関して＋３６℃～６０℃、及びＴＳに関して＋５１℃～＋６９℃の範囲の一連
の温度に曝した（実施例３からの溶融曲線によって示される）。３分間の加熱後、沈殿し
たタンパク質は遠心分離によってペレット状にした。生成した上清は分離ゲル上に載せ、
ウエスタンブロット用ニトロセルロース膜に移した。膜のブロッキング後、膜は一次抗体
及び二次抗体でプローブ処理した。結合した二次抗体からのシグナルは化学発光によって
検出し、ＣＣＤカメラで記録した。リガンド処理後、強度をプロットして溶融温度の変化
を目に見える状態にした。
【０１０４】
　結果
　メトトレキサート又はラルチトレキセドの添加は溶融温度の上昇をもたらした（図５及
び６）。この実験は、それぞれの阻害剤メトトレキサート及びラルチトレキセドの添加及
び結合後、細胞環境中でＤＨＦＲ又はＴＳの溶融温度の上昇を検出することができること
を示す。
【０１０５】
実施例５－リガンド結合による溶融温度の変化を決定するために、異なる細胞系及び生物
において研究した細胞のサーマルシフト
　異なる系におけるリガンド結合の影響を研究するため、抗血管新生薬であるリガンドＴ
ＮＰ－４７０の添加による、タンパク質メチオニン－アミノペプチダーゼ－２に対して安
定又は不安定効果の可能性を決定した。研究は２つの異なる系由来の細胞：ａ）ＴＮＰ－
４７０とインキュベートした完全ウシ肝臓生検、及びｂ）ＴＮＰ－４７０とインキュベー
トしたヒト培養細胞に行った。全てのサンプルは、ＴＮＰ－４７０に曝さなかった参照サ
ンプルと比較した。阻害剤有り又は無しの処理後に、サンプルを調製し一連の高温に曝し
た。沈殿したタンパク質画分は遠心分離によってペレット状にし、それぞれの温度ステッ
プからの上清はゲルにおいてウエスタンブロットによって分析した。ＴＮＰ－４７０で処
理したタンパク質の溶融融温度は、未処理サンプルの溶融温度と比較した。
【０１０６】
　材料及び方法
　溶解物を培養ヒト細胞（Ｋ５６２）及びウシ肝臓サンプルに関して調製し、これらを氷
上ハイポトニックバッファー中で破壊し均質化した。縣濁液は多数回凍結－解凍し、全て
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の不溶性凝集体及び細胞残骸を、溶解終了後に遠心分離によってペレット状にした。各細
胞型の溶解物を２つのアリコートに分け、１つには（純ＤＭＳＯに溶かした）ＴＮＰ－４
７０を補充し、もう１つには等体積の純ＤＭＳＯを補充した。室温でのインキュベーショ
ン後、サンプルは８チューブＰＣＲストリップにおいて５０マイクロリットルの画分に分
け、その後Ｖｅｒｉｔｉサーモサイクラー中に置いた。
【０１０７】
　次に、それぞれのステップで＋５６℃と＋８８℃との間の範囲、２又は４℃増分、及び
３分間保持で、一連の温度を異なるサンプルに施した。加熱後、サンプルを冷却し、沈殿
したタンパク質は遠心分離によってペレット状にした。２０マイクロリットルの各上清を
除去し、ゲルローディングバッファーを補充し、加熱によって完全に変性させた。サンプ
ルは分離ゲル上に載せ、全泳動時間経過後ニトロセルロース膜にブロッティングした。膜
を洗浄し、ブロッキング試薬でブロッキングし、一次抗体及び二次抗体でプローブ処理し
た。結合した二次抗体からのシグナルは化学発光によって検出し、ＣＣＤカメラで記録し
た。リガンド処理後、強度をプロットして溶融温度の変化を目に見える状態にした。
【０１０８】
　結果
　ウエスタンブロット膜上の黒いバンドは、上清中に依然として存在する可溶性タンパク
質の存在を示す。その温度を超えるとタンパク質がもはや目に見えなくなる特定温度まで
、可溶性タンパク質を検出した。ＴＮＰ－４７０の添加は溶融温度のシフト、ヒト細胞溶
解物に関して６２℃～８０℃（１８℃のシフト）、及びウシ肝臓溶解物に関して６６℃～
８０℃（１４℃のシフト）をもたらした（図７）。
【０１０９】
実施例６－熱安定化の濃度依存性からの用量応答曲線
　見かけの結合定数を推定する目的の用量応答曲線を構築する目的で、ウシ肝臓溶解物を
、メチオニンアミノペプチダーゼ－２を特異的に標的化するリガンドＴＮＰ－４７０の希
釈系に曝した。この実施例の前に、用量を飽和レベルで設定した、処理及び未処理サンプ
ルに対応する曲線を得ている（実施例５参照）。次いで溶融温度の差を使用して、処理サ
ンプルが依然存在し、一方で未処理サンプルが沈殿する温度を決定することができる。こ
の実施例用に、温度は＋７６℃に設定した。希釈系は１０倍希釈の系として構築した。作
製した曲線は、溶解物中の標的タンパク質を保証するのに必要なリガンド濃度の指標を与
える。
【０１１０】
　材料及び方法
　溶解物をウシ肝臓サンプルから調製した。細胞は氷上ハイポトニックバッファー中で破
壊し均質化した。縣濁液は多数回凍結－解凍し、全ての不溶性凝集体及び細胞残骸を、溶
解終了後に遠心分離によってペレット状にした。光学的に透明なサイトゾル画分を含有す
る上清は８チューブＰＣＲストリップに分け、それぞれのチューブは、リガンドの濃度が
１ピコモルと１００ナノモルの間の範囲であり、ＤＭＳＯ濃度が最終体積の１％であるよ
うに増加量のリガンドＴＮＰ－４７０を含有した。サンプルをインキュベートし、その後
３分間で７６℃に加熱した。加熱処理後、サンプルを冷却し、沈殿した画分は遠心分離に
よってペレット状にした。２０マイクロリットルの各上清を除去し、ゲルローディングバ
ッファーを補充し、加熱によって完全に変性させた。サンプルは分離ゲル上に載せ、全泳
動時間経過後ニトロセルロース膜にブロッティングした。膜を洗浄し、ブロッキング試薬
でブロッキングし、一次抗体及び二次抗体でプローブ処理した。結合した二次抗体からの
シグナルは化学発光によって検出し、ＣＣＤカメラで記録した。強度を測定しプロットし
た。
【０１１１】
　結果
　ウエスタンブロット膜上の黒いバンドは、上清中のタンパク質の存在を示す。タンパク
質が全く存在しない、又は非常にわずかなタンパク質が存在する場合、シグナルは全く目
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に見えない、又は非常にわずかなシグナルが目に見える。リガンドの濃度が増大すると、
安定化タンパク質の量も増大する。ウエスタンブロット膜上の黒いバンドの徐々に増大す
るシグナルとして、これを観察する。集積強度のプロットは用量応答曲線をもたらし（図
８）、これによってサンプル中の半分のタンパク質が結合リガンドによって保証された見
かけの濃度（すなわち安定状態）を正確に決定することができる。これには患者に関する
用量レジメンを設定する、又は身体の異なる器官における見かけの結合定数の研究によっ
て薬剤に関する治療範囲を発見するのに有用な用途がある。
【０１１２】
実施例７－バイオセンサー的用途－複合液中のリガンドの存在の測定
　同族リガンド結合タンパク質（例えば、薬剤標的）が存在するリガンド（例えば、薬剤
）の存在は、標的タンパク質を欠く複合試験サンプルにおいてさえ示され得る。これは、
タンパク質（例えば、標的細胞の溶解物又は精製タンパク質）を含有するサンプルのアリ
コートを、生体液試験サンプルに加えることによって実施する。実施例６と一致して、対
象のリガンドを含有する生体液（例えば、血漿又は血清）の連続希釈液を使用して、用量
応答曲線を構築することもできる。このようにして作製した曲線をスパイクによって作製
した用量応答曲線に適合させ、生体液中リガンドの推定濃度を得ることができる。
【０１１３】
　材料及び方法
　溶解物を培養ヒト腺癌細胞（Ａ５４９）から調製した。細胞は氷上ハイポトニックバッ
ファー中で破壊し均質化した。縣濁液は多数回凍結－解凍し、全ての不溶性凝集体及び細
胞残骸を、溶解終了後に遠心分離によってペレット状にした。光学的に透明なサイトゾル
画分を含有する上清を８チューブＰＣＲストリップに等分し、それぞれのチューブは、熱
処理Ａ５４９溶解物中に溶けた増加量のリガンドＴＮＰ－４７０を含有していた（７６℃
での熱処理によって全ての標的タンパク質（メチオニンアミノペプチダーゼ－２）が沈殿
し、リガンドが全く消費されないことが確実になった）。実施例６中と同様に、濃度は１
ピコモルと１００ナノモルとの間の有効濃度の範囲であった。
【０１１４】
　サンプルをインキュベートし、その後３分間７６℃に加熱した。熱処理後、サンプルを
冷却し、沈殿した画分は遠心分離によってペレット状にした。２０マイクロリットルの各
上清を除去し、ゲルローディングバッファーを補充し、加熱によって完全に変性させた。
サンプルは分離ゲル上に載せ、全泳動時間経過後ニトロセルロース膜にブロッティングし
た。膜を洗浄し、ブロッキング試薬でブロッキングし、一次抗体及び二次抗体でプローブ
処理した。結合した二次抗体からのシグナルは化学発光によって検出し、ＣＣＤカメラで
記録した。強度を測定しプロットした。
【０１１５】
　結果
　熱処理した溶解物を作製して、標的タンパク質を欠く生体液を模倣した。リガンド及び
その連続希釈液による熱処理溶解物のスパイクによって、したがって応答曲線が生じ（図
９）、ｉｎ　ｖｉｔｒｏに関して作製した用量応答曲線と比較及び適合させて、どの程度
のリガンドがサンプル中に存在するかの推定値を得ることができた。
【０１１６】
実施例８－特定タンパク質変異体を標的化するリガンド
　ヒト集団内では、通常少数のアミノ酸が置換された異なる変異体として、タンパク質が
存在する。幾つかの場合これらの置換は、例えば癌等の疾患を助長する。タンパク質Ｂ－
ｒａｆは、制御又は機能のかく乱がこのような疾患を引き起こし得る経路と関係がある。
発癌性タンパク質をもたらす、Ｂ－ｒａｆに関する多くの異なるアミノ酸置換が記載され
ている。アミノ酸置換によって薬剤との結合能力が低いタンパク質が生じる可能性もあり
、それは癌治療中の耐性発達の背景にある一誘導要因である。
【０１１７】
　リガンドＳＢ５９０８８５は、ソラフェニブ等の医薬品で治療するのが困難であり得る
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Ｂ－ｒａｆのＶ６００Ｅ変異体と結合することが知られている。この実施例中、本発明者
らは、置換タンパク質と野生型タンパク質との安定性に違いがあること、及びリガンドの
結合が異なる程度でタンパク質変異体に影響を与えることを示す。
【０１１８】
　材料及び方法
　Ｂ－ｒａｆのＶ６００Ｅ置換体を含有する培養ヒトＡ３７５細胞、及びその野生型を含
有するＫ５６２細胞から溶解物を調製した。細胞は氷上ハイポトニックバッファー中で破
壊し均質化した。縣濁液は多数回凍結－解凍し、全ての不溶性凝集体及び細胞残骸を、溶
解終了後に遠心分離によってペレット状にした。光学的に透明なサイトゾル画分を含有す
る上清を２本のチューブにそれぞれ等分し、それぞれのチューブはＤＭＳＯに溶かしたリ
ガンドＳＢ５９０８８５、又は対照用に純ＤＭＳＯのいずれかを含有していた。サンプル
をインキュベートし、その後５０マイクロリットルの画分で８チューブＰＣＲストリップ
に等分した。それぞれのステップで＋４４℃と＋６２℃の間の範囲、２℃増分、及び３分
間保持で、一連の温度を異なるサンプルに施した。加熱後、サンプルを冷却し、沈殿した
タンパク質は遠心分離によってペレット状にした。２０マイクロリットルの各上清を除去
し、ゲルローディングバッファーを補充し、加熱によって完全に変性させた。サンプルは
分離ゲル上に載せ、全泳動時間経過後ニトロセルロース膜にブロッティングした。膜を洗
浄し、ブロッキング試薬でブロッキングし、一次抗体及び二次抗体でプローブ処理した。
結合した二次抗体からのシグナルは化学発光によって検出し、ＣＣＤカメラで記録した。
リガンド処理後、強度を標準化及びプロットして溶融温度の変化を目に見える状態にした
（図１０）。
【０１１９】
　結果
　図１０中の溶融曲線は、安定状態のリガンドが存在しない場合、置換Ｖ６００Ｅ　Ｂ－
ｒａｆは野生型より安定性が低いことを示す。処理によって、Ｖ６００Ｅ置換Ｂ－ｒａｆ
は約６℃の溶融温度の上昇で安定化し、一方野生型タンパク質は安定化後わずか３℃の溶
融温度の上昇を示した。安定化後、Ｖ６００Ｅ　Ｂ－ｒａｆと野生型Ｂ－ｒａｆの両方が
５５℃の溶融温度を示した。
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