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(57)【要約】
【課題】単数または複数の機能性基を共有結合的に連結
(係留)した変異タンパク質、またその使用方法、随意に
関心タンパク質と融合させた変異ヒドロラーゼが提供さ
れる。
【解決手段】単数または複数の機能性基を、たとえば共
有結合または他の安定結合を介して、本発明のタンパク
質に、または本発明のタンパク質を含む融合タンパク質
(キメラ)に、係留(連結)する。変異ヒドロラーゼは、対
応する非変異(野生型)ヒドロラーゼの基質と、野生型ヒ
ドロラーゼと該基質の間で形成される結合よりも安定し
た結合を形成することができる。また、野生型ヒドロラ
ーゼと比べて2つのアミノ酸置換を含む。
【選択図】図５６
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式(I): R-リンカー-A-X
 (式中Rは単数または複数の機能性基である; リンカーは単数または複数の環を含む基で
ある; A-Xはデハロゲナーゼの基質である; そしてXはハロゲンである。)
で示される化合物。
【請求項２】
　ロードコッカス(Rhodococcus)デハロゲナーゼの基質である、請求項1に記載の化合物。
【請求項３】
　XはClまたはBrである、請求項1～2のいずれか1項に記載化合物。
【請求項４】
　Aは(CH2)nであり、またn=2～10である、請求項1～3のいずれか1項に記載化合物。
【請求項５】
　リンカーは炭素原子数約2～約30の二価分枝または非分枝炭素鎖であって、随意に単数
または複数の二重または三重結合を含み、また随意に単数または複数のヒドロキシル基ま
たはオキソ基(=O)を置換基として有し、該炭素鎖を構成する単数または複数の炭素原子は
随意に非ペルオキシド-O-、-S-または-NH-に置き換わり、また該炭素鎖を構成する単数ま
たは複数の炭素原子はアリールまたはヘテロアリール環に置き換わることを特徴とする、
請求項1～4のいずれか1項に記載化合物。
【請求項６】
　リンカーはRとAを少なくとも12原子だけ分け隔てる、請求項1～4のいずれか1項に記載
化合物。
【請求項７】
　Lおよび/またはAは単数または複数のアリールまたはヘテロアリール環を含む、請求項1
に記載の化合物。
【請求項８】
　少なくとも1つの機能性基はアミノ酸、アミノアシル化tRNA、化学療法薬、キレート剤
、タンパク質、糖タンパク質、多糖、酵素、デハロゲナーゼ以外の酵素の基質、酵素阻害
物質、自殺基質、補酵素、補因子、ビオチンまたは他のアビジン結合分子、光学検出適性
分子、光学検出適性分子の消光剤、核酸分子、金属、ヘム、金属キレート剤、グルタチオ
ン、スクシンイミジルエステルまたはアルデヒド、ヌクレオチド類似体、cAMP、NTA、cAM
Pのリガンド、ホスファチジルイノシトール、薬物、脂質、固体担体、Ca2+結合分子、K+

結合分子、Na+結合分子、pH感受性分子、放射性核種、高電子密度(electron opaque)分子
、発色団、MRI造影剤、X線造影剤、NOの存在下で蛍光を発する分子、三重項増感剤、反応
性酸素に対して感受性である分子、またはナノ粒子を含む、請求項1～7のいずれか1項に
記載の化合物。
【請求項９】
　固体担体は表面プラズモン共鳴センサーチップ、磁性体粒子、セファロースビーズ、セ
ルロースビーズまたは導電性担体である、請求項8に記載の化合物。
【請求項１０】
　核酸分子はオリゴヌクレオチド、関心遺伝子に対応するDNA、タンパク質に結合するDNA
、関心遺伝子に対応するRNA、終止コドンを欠くmRNA、またはRNAi用2本鎖RNAである、請
求項8に記載の化合物。
【請求項１１】
　タンパク質はimmunoglobin分子である、請求項8に記載の化合物。
【請求項１２】
　化学療法薬はドキソルビシン、5-フルオロウラシルまたはCPT-11である、請求項8に記
載の化合物。
【請求項１３】
　脂質はポリエチレングリコール修飾リン脂質である、請求項8に記載の化合物。
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【請求項１４】
　三重項増感剤はエオシンまたはマラカイトグリーンである、請求項8に記載の化合物。
【請求項１５】
　ナノ粒子は免疫金粒子、量子ドット、常磁性体ナノ粒子、またはアップコンバージョン
ナノ粒子である、請求項8に記載の化合物。
【請求項１６】
　機能性基はATP、ADP、AMP、GTP、GDP、NADP、NAD+、フラビンアデニンヌクレオチド(FA
D)、リン酸ピリドキサル、金属イオン、5'デオキシアデノシルコバラミン、テトラヒドロ
葉酸補酵素A、チアミン、リポフラビン、ニコチンアミド、CoAまたは補酵素B12である、
請求項8に記載の化合物。
【請求項１７】
　阻害物質は可逆的酵素阻害物質である、請求項8に記載の化合物。
【請求項１８】
　阻害物質は非可逆的酵素阻害物質である、請求項8に記載の化合物。
【請求項１９】
　阻害物質はキャスパーゼ阻害物質、随意に逆転写酵素阻害物質でもあるポリメラーゼ阻
害物質、キナーゼ阻害物質、テロメラーゼ阻害物質またはホスファターゼ阻害物質である
、請求項8に記載の化合物。
【請求項２０】
　光学検出適性分子は蛍光団である、請求項8に記載の化合物。
【請求項２１】
　機能性基はアルキルグアニンDNAアルキルトランスフェラーゼまたはアルキルグアニンD
NAアルキルトランスフェラーゼ基質、またはキャスパーゼ基質である、請求項8に記載の
化合物。
【請求項２２】
　2つの機能性基を含む、請求項1～7のいずれか1項に記載の化合物。
【請求項２３】
　蛍光団とビオチンとを含む、請求項22に記載の化合物。
【請求項２４】
　少なくとも2つの機能性基が2種類の酵素に対応する基質を含む、請求項22に記載の化合
物。
【請求項２５】
　1つの機能性基はルシフェリン基質であり、別の機能性基はプロテアーゼ基質である、
請求項24に記載の化合物。
【請求項２６】
　3つの機能性基を含む、請求項1～7のいずれか1項に記載の化合物。
【請求項２７】
　3つの機能性基は蛍光団、プロテアーゼ認識部位をもつタンパク質、および該蛍光団に
対応する消光剤を含む、請求項26に記載の化合物。
【請求項２８】
　式(I): R-リンカー-A-X
[式中Rは単数または複数の機能性基であり、リンカーはC、N、SまたはOを含む多原子直鎖
または分枝鎖であり、A-Xはデハロゲナーゼ基質であり、またXはハロゲン原子であり、少
なくとも1つの機能性基はアミノアシル化tRNA、化学療法薬、キレート剤、光学検出適性
分子の消光剤、多糖、表面プラズモン共鳴センサーチップ、セファロースビーズ、セルロ
ースビーズ、導電性担体、ポリエチレングリコール修飾リン、X線造影剤、三重項増感剤
、免疫金粒子、量子ドット、常磁性体ナノ粒子、アップコンバージョンナノ粒子、NADP、
NAD+、フラビンアデニンヌクレオチド(FAD)、リン酸ピリドキサル、金属イオン、5'デオ
キシアデノシルコバラミン、テトラヒドロ葉酸補酵素A、チアミン、リポフラビン、ニコ
チンアミド、CoA、補酵素B12、スクシンイミジルエステルまたはアルデヒド、グルタチオ
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ン、ヘム、ATP、ADP、AMP、GTP、GDP、ヌクレオチド類似体、NTA、cAMP、ホスファチジル
イノシトール、cAMPのリガンド、自殺基質、アルキルグアニンDNAアルキルトランスフェ
ラーゼ、可逆的酵素阻害物質または非可逆的酵素阻害物質であるか、または2以上の機能
性基が存在する場合には、それらの機能性基は随意に蛍光団とビオチンまたは2種類の酵
素に対応した2つの基質を含むか、または3以上の機能性基が存在する場合には、それらの
機能性基は随意に蛍光団、プロテアーゼ認識部位をもつタンパク質、および該蛍光団に対
応する消光剤を含む]
で示される化合物。
【請求項２９】
　対応する野生型デハロゲナーゼと比べて少なくとも2つのアミノ酸置換を含み、単数ま
たは複数の機能性基を含むデハロゲナーゼ基質と結合を形成する変異デハロゲナーゼであ
って、該結合は対応する野生型デハロゲナーゼと基質の間で形成される結合よりも安定し
ており、また変異デハロゲナーゼにおける少なくとも1つのアミノ酸置換は野生型デハロ
ゲナーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するア
ミノ酸残基の置換、または野生型デハロゲナーゼにあって基質とエステル中間体を形成す
るアミノ酸残基の置換であり、また第2の置換は野生型デハロゲナーゼにあって、活性部
位ポケット内の、しかも野生型デハロゲナーゼに結合したデハロゲナーゼ基質の3～5Å内
の、アミノ酸残基の置換であることを特徴とする変異デハロゲナーゼ。
【請求項３０】
　第2の置換は、単数または複数の電荷を導入する、単数または複数の水素結合を導入す
る、または立体障害を緩和することで、基質との結合を強めるようなアミノ酸の置換であ
る、請求項29に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３１】
　少なくとも1つの置換はロードコッカス・ロードクロウス(Rhodococcus rhodochrous)デ
ハロゲナーゼのアミノ酸残基272に対応する位置での置換である、請求項29～30のいずれ1
項に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３２】
　アミノ酸残基272に対応する位置の置換アミノ酸はフェニルアラニン、グリシンまたは
アラニンである、請求項31に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３３】
　少なくとも1つの置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基106に
対応する位置での置換である、請求項29～32のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３４】
　アミノ酸残基106に対応する位置の置換アミノ酸はシステインまたはグルタミン酸であ
る、請求項33に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３５】
　第2の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、176または27
3に対応する位置での置換である、請求項29～34のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ
。
【請求項３６】
　アミノ酸残基175に対応する位置の置換アミノ酸はメチオニン、バリン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、アラニン、ロイシン、セリンまたはシステインであり、アミノ酸残基
176に対応する位置の置換アミノ酸はセリン、グリシン、アスパラギン、アスパラギン酸
、トレオニン、アラニンまたはアルギニンであり、またはアミノ酸残基273に対応する位
置のアミノ酸置換はロイシン、メチオニンまたはシステインである、請求項35に記載の変
異デハロゲナーゼ。
【請求項３７】
　野生型デハロゲナーゼの活性部位ポケット内の、しかも野生型デハロゲナーゼに結合し
たデハロゲナーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基に第3の、また随意に第4の、置換をさ
らに含む、請求項29～36のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ。
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【請求項３８】
　第3または第4の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、17
6または273に対応する位置での置換である、請求項37に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３９】
　アミノ酸残基175に対応する位置の置換アミノ酸はメチオニン、バリン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、アラニン、ロイシン、セリンまたはシステインであり、アミノ酸残基
176に対応する位置の置換アミノ酸はセリン、グリシン、アスパラギン、アスパラギン酸
、トレオニン、アラニンまたはアルギニンであり、またはアミノ酸残基273に対応する位
置のアミノ酸置換はロイシン、メチオニンまたはシステインである、請求項38に記載の変
異デハロゲナーゼ。
【請求項４０】
　単数または複数の関心タンパク質をさらに含み、以って融合タンパク質を生成する、請
求項29～39のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項４１】
　対応する野生型デハロゲナーゼに対して少なくとも85%のアミノ酸配列同一性を有する
、請求項29～40のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項４２】
　対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも2つのアミノ酸置換を含み、少なくと
も1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される
結合よりも安定した結合を基質と形成する変異ヒドロラーゼであって、また変異ヒドロラ
ーゼにおける1つのアミノ酸置換は野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される
結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または野生型ヒドロラ
ーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であり、また第2の置
換は野生型ヒドロラーゼにあって、活性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに
結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基の置換であることを特徴とする変
異ヒドロラーゼ。
【請求項４３】
　第2の置換は、単数または複数の電荷を導入する、単数または複数の水素結合を導入す
る、または立体障害を緩和することで、基質との結合を強めるようなアミノ酸の置換であ
る、請求項42に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項４４】
　セリン-β-ラクタマーゼではない、請求項42に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項４５】
　第2の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、176または27
3に対応する位置での置換である、請求項42～44のいずれ1項に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項４６】
　アミノ酸残基175に対応する位置の置換アミノ酸はメチオニン、バリン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、アラニン、ロイシン、セリンまたはシステインであり、アミノ酸残基
176に対応する位置の置換アミノ酸はセリン、グリシン、アスパラギン、アスパラギン酸
、トレオニン、アラニンまたはアルギニンであり、またはアミノ酸残基273に対応する位
置のアミノ酸置換はロイシン、メチオニンまたはシステインである、請求項45に記載の変
異ヒドロラーゼ。
【請求項４７】
　野生型デハロゲナーゼの活性部位ポケット内の、しかも野生型デハロゲナーゼに結合し
たデハロゲナーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基に第3の、また随意に第4の置換をさら
に含む請求項42～46のいずれ1項に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項４８】
　第3または第4の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、17
6または273に対応する位置での置換である、請求項47に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項４９】
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　アミノ酸残基175に対応する位置の置換アミノ酸はメチオニン、バリン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、アラニン、ロイシン、セリンまたはシステインであり、アミノ酸残基
176に対応する位置の置換アミノ酸はセリン、グリシン、アスパラギン、アスパラギン酸
、トレオニン、アラニンまたはアルギニンであり、またはアミノ酸残基273に対応する位
置のアミノ酸置換はロイシン、メチオニンまたはシステインである、請求項48に記載の変
異ヒドロラーゼ。
【請求項５０】
　変異ヒドロラーゼの存在または量を検出または測定するための
　a)　請求項42～49のいずれか1項に記載の変異ヒドロラーゼを、単数または複数の機能
性基を含むヒドロラーゼ基質と接触させるステップ; および
　b)　該機能性基の存在または量を検出または測定し、以って変異ヒドロラーゼの存在ま
たは量を検出または測定するステップ
を含む方法。
【請求項５１】
　試料中の関心分子、細胞または細胞内小器官を単離するための
　a)　請求項42～49のいずれか1項に記載の変異ヒドロラーゼと単数または複数の機能性
基を含むヒドロラーゼ基質とを含み、かつ関心分子、細胞または細胞内小器官と結合する
タンパク質を含む融合タンパク質と試料を接触させるステップ; および
　b)　該関心分子、細胞または細胞内小器官を単離するステップ
を含む方法。
【請求項５２】
　少なくとも1つの機能性基は固体担体または固体担体と結合する分子である、請求項51
に記載の方法。
【請求項５３】
　関心分子はタンパク質である、請求項51に記載の方法。
【請求項５４】
　請求項42～49のいずれか1項に記載の変異ヒドロラーゼを含む細胞を、単数または複数
の機能性基を含むヒドロラーゼ基質と接触させて、細胞を標識するようにするステップを
含む細胞標識の方法。
【請求項５５】
　機能性基の存在または量を検出または測定するステップをさらに含む、請求項54に記載
の方法。
【請求項５６】
　変異ヒドロラーゼは細胞内または細胞表面に存在する、請求項50～55のいずれか1項に
記載の方法。
【請求項５７】
　変異ヒドロラーゼは単数または複数の関心タンパク質をさらに含み、以って融合タンパ
ク質を生成する、請求項50～56のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５８】
　関心タンパク質はGSTまたはFLAGである、請求項57に記載の方法。
【請求項５９】
　1つの関心タンパク質は変異ヒドロラーゼを細胞膜または小胞体に誘導する、請求項57
に記載の方法。
【請求項６０】
　関心タンパク質はインテグリンまたはそのドメイン、カドヘリンまたはそのドメイン、
リガンド依存性イオンチャンネルまたはそのドメイン、またはHERGチャンネルまたはその
ドメインである、請求項57に記載の方法。
【請求項６１】
　融合タンパク質は、変異ヒドロラーゼを小胞体へと誘導するタンパク質とグリコシルホ
スファチジルイノシトール(GPI)シグナル配列である別のタンパク質という2つの関心タン
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パク質を含む、請求項57に記載の方法。
【請求項６２】
　ヒドロラーゼはデハロゲナーゼである、請求項56～61のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６３】
　少なくとも1つの機能性基はアミノ酸、タンパク質、糖タンパク質、核酸分子、薬物、
脂質、ビオチン、固体担体、光学検出適性分子である、請求項50～62のいずれか1項に記
載の方法。
【請求項６４】
　少なくとも1つの機能性基は蛍光団である、請求項63に記載の方法。
【請求項６５】
　基質は2つの機能性基を含む、請求項50～64のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６６】
　基質は請求項1～28のいずれか1項に記載の化合物である、請求項50～65のいずれか1項
に記載の方法。
【請求項６７】
　変異ヒドロラーゼはさらに選択マーカータンパク質を含む、請求項51に記載の方法。
【請求項６８】
　基質に含まれる少なくとも1つの機能性基は蛍光団である、請求項67に記載の方法。
【請求項６９】
　細胞を、基質との接触の前または後に、固定剤と接触させるステップをさらに含む、請
求項51に記載の方法。
【請求項７０】
　細胞を基質と接触させるステップと同時並行で細胞を固定剤と接触させるステップをさ
らに含む、請求項51に記載の方法。
【請求項７１】
　細胞をメタノール、アセトンおよび/またはパラホルムアルデヒドで固定する、請求項6
9または70に記載の方法。
【請求項７２】
　変異デハロゲナーゼは特定宿主細胞で発現させるよう最適化した核酸配列によってコー
ドされる、請求項62に記載の方法。
【請求項７３】
　式XXIX～XXXIVのいずれかで示される化合物。
【請求項７４】
　変異ヒドロラーゼは変異デハロゲナーゼであり、また基質は式(I): R-リンカー-A-X
(式中Rは単数または複数の機能性基である; リンカーはRとAを隔てる基である; A-Xはヒ
ドロラーゼの基質である; またXはハロゲンである。)
で示される、請求項50～72のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７５】
　リンカーはC、N、SまたはOを含む多原子直鎖または分枝鎖である、請求項74に記載の方
法。
【請求項７６】
　次のステップを含む、変異ヒドロラーゼの存在または量を検出または測定する方法:
　a)　変異ヒドロラーゼを、単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質と接触さ
せるステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少な
くとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する
野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、ま
た変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラ
ーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ
酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成
するアミノ酸残基の置換であり、また該基質は請求項1～28のいずれか1項に記載の化合物
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であることを特徴とするステップ; および
　b)　該機能性基の存在または量を検出または測定し、以って変異ヒドロラーゼの存在ま
たは量を検出または測定するステップ。
【請求項７７】
　変異ヒドロラーゼは細胞内に存在する、請求項76に記載の方法。
【請求項７８】
　次のステップを含む、試料中の関心分子、細胞または細胞内小器官を単離する方法:
　a)　試料を、変異ヒドロラーゼと単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質と
を含む融合タンパク質と接触させるステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野
生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミ
ノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安
定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸
置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水
分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあっ
て基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であり、該融合タンパク質は関心
分子、細胞または細胞内小器官と結合するタンパク質を含み、また該基質は請求項1～28
のいずれか1項に記載の化合物であることを特徴とするステップ; および
　b)　該関心分子、細胞または細胞内小器官を単離するステップ。
【請求項７９】
　次のステップを含む、細胞を標識する方法:
　変異ヒドロラーゼを含む細胞を、単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質と
接触させて、細胞を標識するようにするステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応す
る野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つの
アミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合より
も安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミ
ノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させ
る水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼに
あって基質と、Rhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼの位置175、176または273に対応
するアミノ酸残基においてエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特
徴とするステップ。
【請求項８０】
　機能性基の存在または量を検出または測定するステップをさらに含む、請求項79に記載
の方法。
【請求項８１】
　請求項42～49のいずれか1項に記載の変異ヒドロラーゼをコードするポリヌクレオチド
。
【請求項８２】
　対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも2つのアミノ酸置換を含む変異ヒドロ
ラーゼであって、1つの置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基27
2に対応する位置またはRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基106に対
応する位置での置換であり、第2の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼの位置
175、176または273に対応するアミノ酸残基の置換であることを特徴とする変異ヒドロラ
ーゼ。
【請求項８３】
　さらに第3および随意に第4の置換を位置175、176または273に対応するアミノ酸残基に
含む、請求項82に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項８４】
　Rhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175および272に対応する位置
に置換がある変異デハロゲナーゼである、請求項82に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項８５】
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　アミノ酸残基176および/または273に対応する位置に置換をさらに含む、請求項84に記
載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項８６】
　Rhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175に対応する位置に少なくと
も1つの置換を含む熱安定性変異デハロゲナーゼであって、該置換はアミノ酸残基175に対
応する位置に変異を含まない変異デハロゲナーゼと比べた場合の熱安定性の向上と相関す
ることを特徴とする熱安定性変異デハロゲナーゼ。
【請求項８７】
　置換アミノ酸はメチオニンである、請求項86に記載の熱安定性デハロゲナーゼ。
【請求項８８】
　次のステップを含む、試料中の関心分子、細胞または細胞内小器官を単離する方法:
　試料を融合タンパク質と接触させて関心分子、細胞または細胞内小器官を単離しうるよ
うにするステップであって、該融合タンパク質は第1部分と変異ヒドロラーゼとに結合し
うる第1タンパク質、第3部分に結合しうる第2部分に連結した単数または複数の機能性基
を含むヒドロラーゼ基質、該第3部分と関心分子、細胞または細胞内小器官と結合するタ
ンパク質との融合体、および固定化されたまたは固定化しうる第1部分を含み、該変異ヒ
ドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み
、アミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よ
りも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける1つのアミノ酸置換は
対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の
活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質
とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴とするステップ。
【請求項８９】
　第1タンパク質はFlagタグまたはGSTである、請求項88に記載の方法。
【請求項９０】
　第1部分は抗体またはその断片である、請求項88に記載の方法。
【請求項９１】
　第3部分はHisタグである、請求項88に記載の方法。
【請求項９２】
　次のステップを含む、関心分子を単離する方法:
　a)　単数または複数の融合タンパク質を含む試料であってそのうちの少なくとも1つは
変異ヒドロラーゼと関心分子に結合したタンパク質とを含む融合タンパク質である試料と
単数または複数のヒドロラーゼ基質を含む固体担体とを準備するステップであって、該変
異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を
含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質
の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおけ
る該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で
形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応
する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換で
あることを特徴とするステップ; および
　b)　該試料と該固体担体を接触させて関心分子を単離しうるようにするステップ。
【請求項９３】
　次のステップを含む、関心タンパク質を単離する方法:
　a)　単数または複数の融合タンパク質を含む試料であってそのうちの少なくとも1つは
変異ヒドロラーゼと関心タンパク質とを含む融合タンパク質である試料と単数または複数
のヒドロラーゼ基質を含む固体担体とを準備するステップであって、該変異ヒドロラーゼ
は対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なく
とも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成され
る結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも
1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合
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を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒド
ロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴
とするステップ; および
　b)　該試料と該固体担体を接触させて関心タンパク質を単離しうるようにするステップ
。
【請求項９４】
　関心分子はクロマチンである、請求項92に記載の方法。
【請求項９５】
　固体担体は表面プラズモン共鳴チップ、磁性体粒子、膜、ガラス、セルロース、自己組
織化単分子膜、マルチウェルプレートのウェル、電子伝導性表面またはアガロースビーズ
である、請求項92～94のいずれか1項に記載の方法。
【請求項９６】
　複数の融合タンパク質は異なる関心分子にタンパク質を結合させている、請求項92に記
載の方法。
【請求項９７】
　複数の融合タンパク質は異なる関心タンパク質を含む、請求項92に記載の方法。
【請求項９８】
　変異ヒドロラーゼは少なくとも2つの置換を含み、第2の置換は野生型ヒドロラーゼの活
性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内
の、アミノ酸残基の置換である、請求項92～97のいずれか1項に記載の変異ヒドロラーゼ
。
【請求項９９】
　第2の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、176または27
3に対応する位置の置換である請求項98に記載の方法。
【請求項１００】
　野生型ヒドロラーゼの活性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒ
ドロラーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基に、第3の、また随意に第4の、置換をさらに
含む、請求項98に記載の方法。
【請求項１０１】
　第2の置換は、単数または複数の電荷を導入する、単数または複数の水素結合を導入す
る、または立体障害を緩和することで、基質との結合を強めるようなアミノ酸の置換であ
る、請求項98に記載の方法。
【請求項１０２】
　次のステップを含む、単数または複数の関心分子を試料から単離する方法:
　a)　変異ヒドロラーゼを含む固体担体、および少なくとも1つは単数または複数の関心
分子と結合することができる単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質を準備す
るステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なく
とも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野
生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また
変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラー
ゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸
残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成す
るアミノ酸残基の置換であることを特徴とするステップ; および
　b)　該試料、該固体担体および該ヒドロラーゼ基質を接触させて単数または複数の関心
分子を単離しうるようにするステップ。
【請求項１０３】
　固体担体は磁性体粒子、ナノ粒子、電子伝導性担体、マルチウェルプレートのウェル、
表面プラズモン共鳴センサーチップ、ガラス、膜、プラスチック表面またはアルギン酸で
ある、請求項102に記載の方法。
【請求項１０４】
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　1つの機能性基はグルタチオン、ビオチンまたは他のアビジン結合分子、金属、NTA、ス
クシンイミジルエステルまたはアルデヒド、酵素基質、酵素阻害物質、関心遺伝子に対応
するDNA、タンパク質に結合するDNA、または関心遺伝子に対応するRNAである、請求項102
または103に記載の方法。
【請求項１０５】
　機能性基は可逆的酵素害物質である、請求項104に記載の方法。
【請求項１０６】
　関心分子はタンパク質またはペプチドと融合している、請求項102に記載の方法。
【請求項１０７】
　タンパク質またはペプチドはGST、FLAG-タグ、Strep-タグ、カルモジュリン結合ペプチ
ド、NuA、マルトース結合ペプチド、ビオチン化ペプチド、チオレドキシン、低分子量の
ユビキチン様修飾因子またはHis-タグである、請求項106に記載の方法。
【請求項１０８】
　関心分子はタンパク質、遺伝子、RNAまたはペプチド核酸である、請求項102に記載の方
法。
【請求項１０９】
　変異ヒドロラーゼは少なくとも2つの置換を含み、第2の置換は野生型ヒドロラーゼの活
性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内
の、アミノ酸残基の置換である、請求項102～108のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１０】
　第2の置換は、単数または複数の電荷を導入する、単数または複数の水素結合を導入す
る、または立体障害を緩和することで、基質との結合を強めるようなアミノ酸の置換であ
る、請求項102～108のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１１】
　第2の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、176または27
3に対応する位置の置換である、請求項110に記載の方法。
【請求項１１２】
　野生型ヒドロラーゼの活性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒ
ドロラーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基に、第3の、また随意に第4の、置換をさらに
含む、請求項102～110のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１３】
　次のステップを含む、単数または複数の関心分子を試料から単離する方法:
　試料、変異ヒドロラーゼ、および少なくとも1つは関心分子と結合することができる単
数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質を接触させて単数または複数の関心分子
を単離しうるようにするステップであって、試料は変異ヒドロラーゼと少なくとも1つは
関心分子と結合することができる単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質を含
むか、または試料は少なくとも1つは関心分子および変異ヒドロラーゼと結合することが
できる単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質を含み、該変異ヒドロラーゼは
対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくと
も1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される
結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1
つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を
開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロ
ラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴と
するステップ。
【請求項１１４】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数の関心分子を検出する方法:
　a)　試料、変異ヒドロラーゼ、および少なくとも1つは関心分子と結合することができ
る単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質を接触させるステップであって、試
料は変異ヒドロラーゼと少なくとも1つは関心分子と結合することができる単数または複
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数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質を含むか、または試料は少なくとも1つは関心分子
および変異ヒドロラーゼと結合することができる単数または複数の機能性基を含むヒドロ
ラーゼ基質を含み、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくと
も1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生
型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変
異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼ
にあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残
基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成する
アミノ酸残基の置換であることを特徴とするステップ; および
　b)　関心分子の存在または量を検出または測定するステップ。
【請求項１１５】
　少なくとも1つの反応性基はルシフェリン、プロテアーゼ認識部位、蛍光団、蛍光団の
消光剤、DNAまたはRNA、関心遺伝子またはその一部分に対応し随意にタンパク質に結合す
るDNAまたはRNA、グルタチオン、金属、NTA、スクシンイミジルエステルまたはアルデヒ
ド、酵素基質、酵素阻害物質、ビオチンまたは他のアビジン結合分子、ホスファチジルイ
ノシトール、cAMP対応リガンド、蛍光cAMP、終止コドンを欠くmRNA、またはアミノアシル
化tRNAである、請求項113または114に記載の方法。
【請求項１１６】
　関心分子はタンパク質、酵素、cAMP、RNA、DNA、転写複合体、または翻訳複合体である
、請求項113または114に記載の方法。
【請求項１１７】
　酵素はキナーゼ、ホスホジエステラーゼまたはプロテアーゼである、請求項116に記載
の方法。
【請求項１１８】
　プロテアーゼはキャスパーゼである、請求項117に記載の方法。
【請求項１１９】
　キナーゼはホスファチジルイノシトール3キナーゼである、請求項117に記載の方法。
【請求項１２０】
　基質は少なくとも2つの機能性基を含む、請求項113または114に記載の方法。
【請求項１２１】
　1つの機能性基はホスファチジルイノシトールであり、別の機能性基は蛍光団である、
請求項120に記載の方法。
【請求項１２２】
　少なくとも1つの機能性基は関心分子に結合せず、また発光性または蛍光性である、請
求項120に記載の方法。
【請求項１２３】
　関心分子に結合しない少なくとも1つの機能性基ルシフェラーゼ基質である、請求項120
に記載の方法。
【請求項１２４】
　少なくとも1つの機能性基は光学検出適性の分子である、請求項113または114に記載の
方法。
【請求項１２５】
　少なくとも1つの機能性基は蛍光団である、請求項124に記載の方法。
【請求項１２６】
　基質は少なくとも3つの機能性基を含む、請求項124に記載の方法。
【請求項１２７】
　変異ヒドロラーゼは少なくとも2つの置換を含み、第2の置換は野生型ヒドロラーゼの活
性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内
の、アミノ酸残基の置換である、請求項113～126のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２８】
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　第2の置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、176または27
3に対応する位置の置換である、請求項127に記載の方法。
【請求項１２９】
　野生型ヒドロラーゼの活性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒ
ドロラーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基に、第3の、また随意に第4の、置換をさらに
含む、請求項113～128のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３０】
　第2の置換は、単数または複数の電荷を導入する、単数または複数の水素結合を導入す
る、または立体障害を緩和することで、基質との結合を強めるようなアミノ酸の置換であ
る、請求項113～129のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３１】
　変異ヒドロラーゼは固体担体に結合させる、請求項113に記載の方法。
【請求項１３２】
　基質はホスファチジルイノシトールを含み、また32P、ガリウムIII および/またはNTA
を使用してホスファチジルイノシトールキナーゼが検出される、請求項113または114に記
載の方法。
【請求項１３３】
　変異ヒドロラーゼを単数または複数のタンパク質に融合し、以って融合タンパク質を生
成させる、請求項92、93、102、113または114のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３４】
　単数または複数のタンパク質はHis-タグ、GST、Stret-タグ、ビオチン、免疫グロブリ
ンまたはその断片、またはカルモジュリン結合タンパク質である、請求項127に記載の方
法。
【請求項１３５】
　変異ヒドロラーゼは変異デハロゲナーゼであり、また基質は式(I): R-リンカー-A-X
(式中Rは単数または複数の機能性基であり、リンカーはRとAを隔てる基であり、A-Xはヒ
ドロラーゼ基質であり、またXはハロゲンであって、リンカーはC、N、SまたはOを含む多
原子直鎖または分枝鎖であるか、または単数または複数の環を含む基である。)
で示される化合物である、請求項92、93、102、113または114のいずれか1項に記載の方法
。
【請求項１３６】
　次のステップを含む、細胞内の単数または複数の関心分子を検出する方法:
　a)　変異ヒドロラーゼを含む細胞を、複数の機能性基であってそのうちの少なくとも第
1機能性基は関心分子に結合しその結合により第2機能性基の性質を変化させる機能性基を
含むヒドロラーゼ基質と接触させるステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野
生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミ
ノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安
定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸
置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水
分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあっ
て基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴とするステップ
; および
　b)　 第2機能性基の存在または量を検出または測定するステップ。
【請求項１３７】
　次のステップを含む、トランスジェニック動物の細胞を標識する方法:
　a)　トランスジェニック非ヒト動物であってその細胞のゲノムを随意に、変異ヒドロラ
ーゼまたは変異ヒドロラーゼを含む融合タンパク質を随意にターゲッティングペプチドと
併せてコードする核酸断片に作動可能に連結した・随意に組織特異的または細胞特異的な
・転写調節配列を含む発現カセットにより拡張したトランスジェニック動物を準備するス
テップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも
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1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型
ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異
ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼに
あって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基
の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するア
ミノ酸残基の置換であることを特徴とするステップ; および
　b)　該トランスジェニック非ヒト動物またはその細胞を、単数または複数の機能性基を
含むヒドロラーゼ基質と接触させるステップ。
【請求項１３８】
　変異ヒドロラーゼを血液細胞の細胞表面で発現させる、請求項137に記載の方法。
【請求項１３９】
　次のステップを含む、動物を標識する方法:
　単数または複数の機能性基を含む変異ヒドロラーゼまたは該変異ヒドロラーゼを含む融
合タンパク質を随意にターゲッティングペプチドと併せてコードする核酸断片に作動可能
に連結した・随意に組織特異的または細胞特異的な・転写調節配列を入れた発現カセット
を含む細胞を、非ヒト動物に導入するステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する
野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのア
ミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも
安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ
酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる
水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあ
って基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴とするステッ
プ。
【請求項１４０】
　次のステップを含む、細胞内の単数または複数の関心タンパク質または細胞活性を選択
的に阻害する方法:
　a)　変異ヒドロラーゼと関心タンパク質とを含む融合タンパク質を含む細胞を含む試料
をヒドロラーゼ基質と接触させ、または変異ヒドロラーゼと関心タンパク質とを含む融合
タンパク質をコードする発現カセットを細胞をヒドロラーゼ基質と接触させ、以って混合
体とするステップであって、該ヒドロラーゼ基質は単数または複数の機能性基を含み、そ
のうちの少なくとも1つはある種の波長の光を照射されると一重項酸素を生成し、該変異
ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含
み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の
間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける
該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形
成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応す
る野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であ
ることを特徴とするステップ; および
　b)　該混合体にある種の波長の光を照射するステップ。
【請求項１４１】
　1つの機能性基はエオシンまたはマラカイトグリーンである、請求項140に記載の方法。
【請求項１４２】
　変異ヒドロラーゼを含む固体担体であって、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒド
ロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換
の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結
合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対
応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活
性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質と
エステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴とする固体担体。
【請求項１４３】
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　磁性体粒子、プラスチック、表面プラズモン共鳴センサーチップ、膜、ガラス、セルロ
ース、自己組織化単分子膜、マルチウェルプレートのウェル、ナノ粒子、アガロースビー
ズ、または電子伝導性表面である、請求項142に記載の固体担体。
【請求項１４４】
　グルタチオン、NTA、ホスファチジルイノシトール、cAMP、第1ヒドロラーゼ基質以外の
酵素基質、酵素阻害物質、ビオチンまたは他のアビジン結合分子、アミノアシル化tRNA、
またはスクシンイミジルエステルまたはアルデヒド基を含む第1ヒドロラーゼ基質。
【請求項１４５】
　次のステップを含む、試料中の関心分子を検出する方法:
　a)　第1融合タンパク質と第2融合タンパク質とを含む複合体であって、第1融合タンパ
ク質は変異ヒドロラーゼと第3タンパク質に結合しうる第1タンパク質とを含み、第1融合
タンパク質中の変異ヒドロラーゼは単数または複数の・うち1つは蛍光団である・機能性
基を含む第1基質と結合し、また第2融合タンパク質は第2基質に結合する第2タンパク質と
該第3タンパク質とを含み、該第2タンパク質は単数または複数の・うち1つは第1基質の蛍
光団を消光するまたは外形公団とは異なる蛍光団である・機能性基を含む第2基質に結合
し、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ
酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラー
ゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラー
ゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質
との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、ま
たは対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基
の置換であることを特徴とする複合体を準備するステップ; 
　b)　該複合体を該試料と合わせるステップ; および
　c)　蛍光を検出または測定するステップ。
【請求項１４６】
　次のステップを含む、試料中の関心分子を検出する方法:
　a)　第1融合タンパク質と第2融合タンパク質とを含む複合体であって、第1融合タンパ
ク質は変異ヒドロラーゼと第2タンパク質に結合しうる第1タンパク質とを含み、第1融合
タンパク質中の変異ヒドロラーゼは単数または複数の・うち1つは蛍光団である・機能性
基を含む第1ヒドロラーゼ基質と結合し、また第2融合タンパク質は該第2タンパク質と蛍
光または発光レポータータンパク質とを含み、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒド
ロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換
の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結
合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対
応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活
性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質と
エステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であることを特徴とする複合体を準備する
ステップ; 
　b)　該複合体を該試料と合わせるステップ; および
　c)　蛍光および/または発光を検出または測定するステップ。
【請求項１４７】
　第1タンパク質はPKA調節サブユニットまたはPKA触媒サブユニット、またはその部分で
あって完全長サブユニットと実質的に同じ結合活性を有する部分である、請求項146に記
載の方法。
【請求項１４８】
　関心分子はcAMPである、請求項145または146に記載の方法。
【請求項１４９】
　第2タンパク質は第2基質と安定結合を形成する変異ヒドロラーゼである、請求項145に
記載の方法。
【請求項１５０】
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　次のステップを含む、細胞中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第1核酸断
片に連結した第1プロモーターを含む第1発現カセットと異種プロテアーゼ認識部位を含む
第1修飾転写抑制因子タンパク質をコードする第2核酸断片に連結した第2プロモーターを
含む第2発現カセットとを含む細胞または細胞溶解液であって、プロテアーゼの不存在下
では第1修飾転写抑制因子タンパク質が第1核酸断片に結合し以って第1プロモーターから
の転写を抑制することができ、またプロテアーゼの存在下では、第1修飾転写抑制因子タ
ンパク質の第1核酸断片への結合が阻害されることを特徴とする細胞または細胞溶解液を
準備するステップ; および
　b)　該細胞または細胞溶解液中のレポーター遺伝子の発現を検出または測定するステッ
プであって、レポーターの発現または発現増大はプロテアーゼの存在を示すことを特徴と
するステップ。
【請求項１５１】
　次のステップを含む、細胞中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第1核酸断
片に連結した第1プロモーターを含む第1発現カセット、該転写抑制因子タンパク質に対応
するコード領域に作動可能に連結した融合タンパク質の第1タンパク質に結合する第2核酸
断片に連結した第2プロモーターを含む第2発現カセット、および第2核酸断片に結合する
第1タンパク質と該第1タンパク質が該第2核酸断片に結合すると該第2プロモーターを活性
化する第2タンパク質と含む該融合タンパク質とを含む細胞または細胞溶解液を準備する
ステップ; および
　b)　該細胞または細胞溶解液中のレポーター遺伝子の発現を検出または測定するステッ
プであって、レポーターの発現または発現増大はプロテアーゼの存在を示すことを特徴と
するステップ。
【請求項１５２】
　レポーター遺伝子はヒドロラーゼ基質と安定結合を形成するルシフェラーゼまたは変異
ヒドロラーゼをコードする、請求項150または151に記載の方法。
【請求項１５３】
　転写抑制因子タンパク質はtet抑制因子またはlac抑制因子タンパク質である、請求項15
0または152に記載の方法。
【請求項１５４】
　検出または測定の前に、レポーター遺伝子の遺伝子産物に対応する基質を細胞または細
胞溶解液に添加する、請求項150または151に記載の方法。
【請求項１５５】
　基質は請求項1～28のいずれか1項に記載の化合物である、請求項154に記載の方法。
【請求項１５６】
　融合タンパク質はGa14、プロテアーゼ認識部位およびVP16、ユビキチンの一部、アデニ
ル酸シクラーゼまたはグアニル酸シクラーゼを含む、請求項151に記載の方法。
【請求項１５７】
　細胞は第2レポーター遺伝子に連結した第2転写抑制因子タンパク質に結合する第2核酸
断片に連結した第2プロモーターと第2プロテアーゼ認識部位を含む第2修飾転写抑制因子
タンパク質とを含む第2発現カセットを含み、該第2修飾転写抑制因子タンパク質は第2核
酸断片に結合し以って第2プロモーターからの転写を抑制することができるが、第2プロテ
アーゼの存在下では第2修飾転写抑制因子タンパク質の第2核酸断片への結合が阻害され、
また2種類のプロテアーゼが検出または測定されることを特徴とする、請求項150に記載の
方法。
【請求項１５８】
　細胞はさらに、第2レポーター遺伝子に連結した第2転写抑制因子タンパク質に結合する
第3核酸断片に連結した第3プロモーターを含む第3発現カセット、および第2転写抑制因子
タンパク質に対応するコード領域に作動可能に連結した第2融合タンパク質の第3タンパク
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質に結合する第4核酸断片に連結した第4プロモーターを含む第4発現カセットを含み、該
第2融合タンパク質は第4核酸断片に結合する第3タンパク質、プロテアーゼ認識部位、お
よび該第3タンパク質が該第4核酸断片に結合すると該第4プロモーターを活性化する第4タ
ンパク質と含み、また2種類のプロテアーゼが検出または測定されることを特徴とする、
請求項151に記載の方法。
【請求項１５９】
　次のステップを含む、細胞中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　タンパク質不安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含
む融合タンパク質をコードする核酸に連結されたプロモーターを含む発現カセットを含む
細胞を準備するステップ; および
　b)　レポーターの発現を検出または測定するステップであって、レポーターの発現また
は発現の延長はプロテーゼの存在を示すことを特徴とするステップ。
【請求項１６０】
　タンパク質不安定化配列はPESTを含む、請求項161に記載の方法。
【請求項１６１】
　1つのプロテアーゼはキャスパーゼである、請求項150～159のいずれか1項に記載の方法
。
【請求項１６２】
　レポータータンパク質はヒドロラーゼ基質と安定結合を形成するルシフェラーゼまたは
変異ヒドロラーゼをコードする、請求項150～159のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１６３】
　細胞は任意選択のタンパク質不安定化配列、別のプロテアーゼ認識部位および別のレポ
ータータンパク質を含む第2融合タンパク質をコードする核酸に連結された第2プロモータ
ーを含む第2発現カセットをさらに含む、請求項159に記載の方法。
【請求項１６４】
　細胞を単数または複数の作用物質に接触させ、該単数または複数の作用物質がレポータ
ー遺伝子の発現を阻害するか否かを、該単数または複数の作用物質に接触させない細胞と
の比較で、検出または測定するステップをさらに含む、請求項150～159のいずれか1項に
記載の方法。
【請求項１６５】
　別のレポーター遺伝子の発現を検出または測定し、以って別の分子の存在を検出または
測定するステップをさらに含む、請求項150～152のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１６６】
　プロテアーゼは感染因子または生物兵器に対して特異的である、請求項150～152のいず
れか1項に記載の方法。
【請求項１６７】
　少なくとも1つの異種タンパク質不安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポータ
ータンパク質を含む融合ポリペプチドをコードする核酸配列を含む単離核酸分子であって
、該融合ポリペプチドは該異種タンパク質不安定化配列を欠く対応するレポータータンパ
ク質と比べて半減期が短いことを特徴とする単離核酸分子。
【請求項１６８】
　プロモーターは調節可能なプロモーターである、請求項167に記載の単離核酸分子。
【請求項１６９】
　レポータータンパク質はヒドロラーゼ基質と安定結合を形成するルシフェラーゼまたは
変異ヒドロラーゼをコードする、請求項167に記載の方法。
【請求項１７０】
　次のステップを含む、タンパク質を標識する方法:
　細胞または翻訳反応混合体を、少なくとも1つはアミノアシル化tRNAまたはアミノ酸で
ある単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質に接触させて、新合成タンパク質
を標識するようにするステップ。
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【請求項１７１】
　新合成タンパク質を、ヒドロラーゼ基質と安定結合を形成する変異ヒドロラーゼと接触
させるステップをさらに含み、該変異ヒドロラーゼは随意に固体担体に固定化されており
、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸
置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼ
と基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼ
における該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質と
の間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、また
は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の
置換であることを特徴とする、請求項171に記載の方法。
【請求項１７２】
　変異ヒドロラーゼは変異デハロゲナーゼであり、また基質は式(I): R-リンカー-A-X
(式中Rは単数または複数の機能性基であり、リンカーはRとAを隔てる基であり、A-Xはヒ
ドロラーゼ基質であり、またXはハロゲンであって、リンカーはC、N、SまたはOを含む多
原子直鎖または分枝鎖であるか、または単数または複数の環を含む基である。)
で示される化合物である、請求項136～171のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１７３】
　変異ヒドロラーゼは少なくとも2つの置換を含み、第2置換は野生型ヒドロラーゼの活性
部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内の
、アミノ酸残基の置換である、請求項136～171のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１７４】
　プロモーター、ヒドロラーゼ基質と安定結合を形成する変異ヒドロラーゼに対応するコ
ード領域に作動可能に連結された転写抑制因子タンパク質に結合する核酸断片を含む単離
核酸分子。
【請求項１７５】
　試料は生理学的試料である、請求項114に記載の方法。
【請求項１７６】
　関心分子は少なくとも1つの感染因子に対して特異的である、請求項175に記載の方法。
【請求項１７７】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第1核酸断
片に連結した第1プロモーターを含む第1発現カセットを含む細胞または細胞溶解液を含む
試料と異種プロテーゼ認識部位を含む単離された修飾転写抑制因子タンパク質とを含む混
合体、または第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第1
核酸断片に連結した第1プロモーターを含む第1発現カセットを含む試料、細胞または細胞
溶解液、および異種プロテーゼ認識部位を含む単離された修飾転写抑制因子タンパク質を
含む混合体であって、該プロテアーゼの存在下では第1修飾転写抑制因子タンパク質は第1
核酸断片に結合し以って第1プロモーターからの転写を抑制することができ、またプロテ
アーゼの不存在下では、第1修飾転写抑制因子タンパク質の第1核酸断片への結合が阻害さ
れることを特徴とする混合体を準備するステップ; および
　b)　該混合体中のレポーター遺伝子の発現を検出または測定するステップであって、第
1レポーター遺伝子の発現または発現増大は試料中のプロテアーゼの存在を示すことを特
徴とするステップ。
【請求項１７８】
　細胞溶解液はS30、コムギ胚芽、ウサギ網状赤血球、昆虫細胞または哺乳動物細胞の溶
解液である、請求項177に記載の方法。
【請求項１７９】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　転写抑制因子タンパク質遺伝子に連結した転写活性化因子タンパク質に結合する第
1核酸断片に連結した第1プロモーターを含む第1発現カセット、レポーター遺伝子に作動
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可能に連結した転写抑制因子タンパク質に結合する第2核酸断片に連結した第2プロモータ
ーを含む第2発現カセット、およびDNA結合タンパク質、プロテアーゼ認識部位および該転
写活性化因子タンパク質を含む融合タンパク質をコードする核酸配列に連結した第3プロ
モーターを含む第3発現カセット含む細胞または細胞溶解液を含む試料を含む混合体を提
供するステップ、または試料と転写抑制因子タンパク質遺伝子に連結した転写活性化因子
タンパク質に結合する第1核酸断片に連結した第1プロモーターを含む第1発現カセット、
レポーター遺伝子に作動可能に連結した転写抑制因子タンパク質に結合する第2核酸断片
に連結した第2プロモーターを含む第2発現カセット、およびDNA結合タンパク質、プロテ
アーゼ認識部位および該転写活性化因子タンパク質を含む融合タンパク質をコードする核
酸配列に連結した第3プロモーターを含む第3発現カセット含む細胞または細胞溶解液とを
含む混合体提供するステップ; および
　b)　該混合体中のレポーター遺伝子の発現を検出または測定するステップであって、レ
ポーター遺伝子の発現または発現増大は試料中のプロテアーゼの存在を示すことを特徴と
するステップ。
【請求項１８０】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　タンパク質不安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含
む融合タンパク質をコードする核酸に連結したプロモーターを含む発現カセット含む細胞
または細胞溶解液を含む試料を含む混合体を提供するステップ、または試料とタンパク質
不安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む融合タンパク質
をコードする核酸に連結したプロモーターを含む発現カセット含む細胞または細胞溶解液
とを含む混合体を提供するステップ; および
　b)　該混合体中のレポーター遺伝子の発現を検出または測定するステップであって、レ
ポーター遺伝子の発現または発現増大は試料中のプロテアーゼの存在を示すことを特徴と
するステップ。
【請求項１８１】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法:
　a)　変異ヒドロラーゼ、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む融合
タンパク質にヒドロラーゼ基質を結合させて含む固体担体、ヒドロラーゼ基質と変異ヒド
ロラーゼ、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む融合タンパク質とを
含む固体担体であって、該変異ヒドロラーゼは随意に固体担体に固定化されており、該変
異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を
含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質
の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおけ
る該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で
形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または対応
する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換で
あることを特徴とする固体担体を提供するステップ; 
　b)　試料を、融合タンパク質にヒドロラーゼ基質を結合させて含む固体担体に、または
固体担体と融合タンパク質に、接触させるステップ; および
　c)　レポーター活性を検出または測定するステップ。
【請求項１８２】
　ヒドロラーゼ基質を、細胞の前に、動物に導入する、請求項139に記載の方法。
【請求項１８３】
　ヒドロラーゼ基質を、細胞の後に、動物に導入する、請求項139に記載の方法。
【請求項１８４】
　ヒドロラーゼ基質を細胞に導入した後、該細胞を動物に導入する、請求項139に記載の
方法。
【請求項１８５】
　単数または複数の機能性基を検出するステップをさらに含む、請求項138または139に記
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載の方法。
【請求項１８６】
　試料は単数または複数の単離プロテアーゼを含む、請求項177に記載の方法。
【請求項１８７】
　次のステップを含む、試料中の酵素基質を検出する方法:
　a)　試料、単数または複数の融合タンパク質であってそのうちの1つは本発明の変異ヒ
ドロラーゼと該酵素とを含む融合タンパク質、および単数または複数のヒドロラーゼ基質
を含む固体担体を準備するステップ、または試料と、単数または複数のヒドロラーゼ基質
を単数または複数の融合タンパク質であってそのうちの1つは本発明の変異ヒドロラーゼ
と該酵素とを含む融合タンパク質に結合させて含む固体担体を準備するステップであって
、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸
置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼ
と基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼ
における該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質と
の間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、また
は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の
置換であり、また変異ヒドロラーゼの該ヒドロラーゼ基質への結合は該固体担体の電気化
学的性質を変化させることを特徴とするステップ; 
　b)　試料と固体担体とを接触させるステップ; および
　c)　試料中の基質の存在を検出または測定するステップ。
【請求項１８８】
　酵素はオキシダーゼである、請求項187に記載の方法。
【請求項１８９】
　試料は生理液試料である、請求項187または188に記載の方法。
【請求項１９０】
　固体担体は電極または金ナノ粒子である、請求項187～189のいずれか1項に記載の方法
。
【請求項１９１】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数のプロテアーゼまたはキナーゼを検出す
る方法:
　a)　試料と、変異ヒドロラーゼとプロテアーゼまたはキナーゼ認識部位とを含む融合タ
ンパク質にヒドロラーゼ基質を結合させて含む固体担体とを準備するステップであって、
該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置
換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと
基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形成し、また変異ヒドロラーゼに
おける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質との
間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または
対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置
換であり、また変異ヒドロラーゼの該ヒドロラーゼ基質への結合は該固体担体の電気化学
的性質を変化させることを特徴とするステップ; 
　b)　試料を、融合タンパク質にヒドロラーゼ基質を結合させて含む固体担体に接触させ
るステップ; および
　c)　試料中のプロテアーゼまたはキナーゼの存在を検出または測定するステップ。
【請求項１９２】
　次のステップを含む、試料中の単数または複数のプロテアーゼまたはキナーゼ阻害物質
を検出する方法:
　a)　試料、単離プロテアーゼまたはキナーゼ、および変異ヒドロラーゼとプロテアーゼ
またはキナーゼ認識部位とを含む融合タンパク質にヒドロラーゼ基質を結合させて含む固
体担体を準備するステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼ
と比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結果と
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して対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を基質
と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応する野
生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関
連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエステル
中間体を形成するアミノ酸残基の置換であり、また変異ヒドロラーゼの該ヒドロラーゼ基
質への結合は該固体担体の電気化学的性質を変化させることを特徴とするステップ; 
　b)　試料、単離プロテアーゼまたはキナーゼ、および融合タンパク質にヒドロラーゼ基
質を結合させて含む固体担体を接触させるステップ; および
　c)　試料中の単数または複数のプロテアーゼまたはキナーゼ阻害物質を検出または測定
するステップ。
【請求項１９３】
　次のステップを含む、2分子の相互作用を検出する方法:
　a)　変異ヒドロラーゼと第2タンパク質に結合しうる第1タンパク質とを含む第1融合タ
ンパク質であって、第1融合タンパク質中の変異ヒドロラーゼは、そのうちの1つは蛍光団
である単数または複数の機能性基を含む第1ヒドロラーゼ基質に結合させてある第1融合タ
ンパク質、および第2タンパク質と発光または蛍光レポータータンパク質とを含む第2融合
タンパク質を準備するステップであって、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラ
ーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含み、該少なくとも1つのアミノ酸置換の結
果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合を
基質と形成し、また変異ヒドロラーゼにおける該少なくとも1つのアミノ酸置換は対応す
る野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化
に関連するアミノ酸残基の置換、または対応する野生型ヒドロラーゼにあって基質とエス
テル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であり、また第1タンパク質と第2タンパク質は
二量体であることを特徴とするステップ; および
　b)　蛍光および/または発光を検出するステップ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願へのクロスリファレンス
　本願は2004年12月6日付の米国出願第11/006,031号および2004年7月30日付の米国出願第
60/592,499号の出願日の利益を主張する。
【０００２】
　本発明は生化学アッセイおよび試薬の分野に関する。特に、本発明は単数または複数の
機能性基を共有結合的に連結(係留)した変異タンパク質に、またその使用方法に、関する
。
【背景技術】
【０００３】
　分子類の特異的検出は細胞内での分子の役割を理解するうえで不可欠である。標識たと
えば関心分子に共有結合的に連結した標識は複雑混合体中の該分子の検出を容易にする。
標識はin vitroで化学合成により付加してもよいし、in vivoで、組み換え技術などによ
り付加してもよい。たとえば蛍光標識等のタンパク質への付加は従来、タンパク質精製後
のin vitro化学修飾により行われてきた(Hermanson, 1996)。標識のin vivo付加ならば、
オワンクラゲAequorea victoria由来の緑色蛍光タンパク質(GFP)を多数の宿主タンパク質
と遺伝子操作で融合して蛍光キメラをin situで産生させることができる(Tsien, 1998; C
halfie et al, 1998)。しかし、GFP系の標識は目下、pH測定(Kneen et al. 1998; Llopis
 et al., 1998; Miesenboeck et al., 1998)、Ca2+測定(Miyawaki et al., 1997; Rosome
r et al., 1997)、膜電位測定(Siegel et al., 1997)など様々なアッセイに使用されてい
るものの、GFPなどのような内部標識タンパク質の蛍光はタンパク質構造の性質たとえば
限られた範囲の蛍光色や比較的低い絶対輝度などが限界となる(Cubitt et al., 1995; Or
moe et al., 1996)。
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【０００４】
　in situ GFP標識のこうした難点に対処するため、Griffen et al.(1998)は強結合ペア
の分子成分を合成した。すなわちわずか6個の天然アミノ酸からなる小さな受容体領域、
および種々の分光学的プローブまたは架橋に連結させることができる小さな(<700 Da)合
成リガンドである。受容体領域はαヘリックスのｉ、i+1、i+4およびi+5位置に4個のシス
テインを含み、またリガンドは4',5'-ビス(1,3,2-ジチオアルソラン-2-イル)フルオレセ
イン(FLASH)であった。Griffen et al.は、このリガンドが非トランスフェクト哺乳動物
細胞内では比較的少数の結合部位をもち、膜透過性であり、また組み換えタンパク質のテ
トラシステイン領域に高親和性、高特異性で結合して初めて蛍光性となり、ナノモル以下
の低解離定数で蛍光標識(FLASH標識)された細胞が結果的に得られることを明らかにして
いる。しかし、細胞内のバックグラウンド結合に関して、Stroffekova et al.(2001)はFL
ASH-EDT2が内因性システインリッチタンパク質に非特異的に結合すること明らかにしてい
る。さらに、FLASHによるタンパク質標識は使用可能な蛍光団の範囲によって限定される
。
【０００５】
　受容体を介したターゲティング方法は遺伝子コード化されたターゲティング配列を使用
して蛍光団を、標的タンパク質が正しい折りたたみを行える限りで、ほぼ任意の細胞部位
へと誘導する。たとえばFarinas et al.(1999)は、cDNAトランスフェクションを使用して
1本鎖抗体(sFv)を細胞内の特定部位に誘導したことを開示している。Farinas et al.の開
示によれば、ハプテン(4-エトキシメチレン-2-フェニル-2-オキサゾリン-5-オン、phOx)
と蛍光プローブ(たとえばBODIPY Fl、テトラメチルローダミン、フルオレセイン)の結合
体は生きたチャイニーズハムスター卵巣細胞内のsFv対応部位に高親和性(約5nM)で結合し
たが、それは標的抗体が細胞透過性のハプテン-蛍光団結合体の高親和性受容体として機
能したことを示す。それにもかかわらず、機能的なsFv発現は還元性環境では比較的弱い
という場合もある。
　従って、求められているのは所期分子に標識するための改良型の方法である。
【発明の概要】
【０００６】
発明の概要
　本発明は、単数または複数の機能性基を、たとえば共有結合または他の安定結合を介し
て、本発明のタンパク質に、または本発明のタンパク質を含む融合タンパク質(キメラ)に
、係留(連結)するための方法、組成物およびキットを提供する。本発明のタンパク質は構
造的には野生型(天然)ヒドロラーゼに関連するが、対応する野生型ヒドロラーゼと比べて
少なくとも1つ(また実施形態によっては少なくとも2つ)のアミノ酸置換を含み、また対応
する野生型ヒドロラーゼの基質に結合するものの、触媒活性は欠くかまたは対応する野生
型ヒドロラーゼよりも小さい(そうした変異タンパク質はここでは変異ヒドロラーゼとい
う)。前述の係留はたとえば溶液または懸濁液中で、細胞内で、または固体担体表面また
は溶液/表面界面で、反応性基を含む、および単数または複数の機能性基を含むよう修飾
した、ヒドロラーゼ基質を使用することによって、起こる。「基質」はここでは、反応性
基と随意に単数または複数の機能性基とを有する基質を含む。単数または複数の機能性基
を含む基質はここでは一般に本発明の基質という。「機能性基」はここでは検出可能なま
たは検出適性の分子であり、たとえば直接間接の手段で測定しうる分子(たとえば光活性
化可能分子、ジゴキシゲニン、ニッケルNTA(ニトリロトリ酢酸)、発色団、蛍光団、発光
団)、第2の分子に結合または付加しうる分子(ビオチン、ハプテン、または架橋基)、また
は固体担体である。
【０００７】
　機能性基は検出適性や他分子との結合能など複数の性質を有してもよい。「反応性基」
はここでは、本発明の特定の野生型または変異ヒドロラーゼにより特異的に認識される基
質中の最小数の原子である。基質中の反応性基と野生型ヒドロラーゼとの相互作用により
生成物が形成され、野生型ヒドロラーゼが再生される結果となる。基質たとえば本発明の
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基質は随意に、基質中の単数または複数の機能性基を反応性基から物理的に仕切るリンカ
ーたとえば開裂可能リンカーを含んでもよい。一実施形態では、リンカーは好ましくは鎖
長が12～30原子である。しかしリンカーは本発明の基質中にいつも存在するとは限らない
ため、実施形態によっては反応性基が変異ヒドロラーゼ中の反応性残基と相互作用して共
有結合を形成しうるようにするには、反応性基と機能性基を物理的に分離する必要がある
。好ましくは、リンカーは、存在するときには、野生型または変異ヒドロラーゼとのリン
カーをもつ基質の特異性または反応性を、野生型または変異ヒドロラーゼとのリンカーを
欠く対応基質の特異性または反応性と比べて、変える(たとえば損なう)ことがほとんどな
い。さらに、リンカーの存在は好ましくは機能性基の単数または複数の性質たとえば機能
を変える(たとえば損なう)ことがほとんどない。ある種の(たとえば深い触媒ポケットを
もつ)変異ヒドロラーゼに対応する本発明の基質は、本発明の基質の単数または複数の機
能性基により(野生型または変異)ヒドロラーゼの立体構造が乱されることのないよう、十
分な鎖長と構造を備えたリンカーを含んでもよい。たとえばデハロゲナーゼに対応する本
発明の基質の一例は反応性基たとえば(CH2)2-3X(ただしXはハライドである)と機能性基た
とえばカルボキシテトラメチルローダミンたとえばカルボキシテトラメチルローダミン-C

10H21NO2-Clとを含む。
【０００８】
　一実施形態では、本発明は式(I): R-リンカー-A-Xで示される化合物を提供する。ただ
し、式中Rは単数または複数の機能性基であり、リンカーはC、N、SまたはOを含む多原子
直鎖または分枝鎖であるか、または単数または複数の環たとえば単数または複数のアリー
ル環、ヘテロアリール環またはそれらの任意の組み合わせを含む基であり、A-Xはデハロ
ゲナーゼたとえばハロアルカンデハロゲナーゼまたは脂肪族または芳香族ハロゲン化基質
の炭素-ハロゲン結合を開裂させるデハロゲナーゼに対応する基質、たとえば細菌(Rhodoc
occus、Sphingomonas、Staphylococcus、Pseudomonas、Burkholderia、Agrobacteriumま
たはXanthobacterなど)のデハロゲナーゼの基質であり、またXはハロゲン原子である。一
実施形態では、ハロゲン化アルキルをリンカーLに共有結合的に付加するが、該リンカー
は単数または複数の基であり、単数または複数の機能性基を共有結合的に付着させてデハ
ロゲナーゼ基質を形成する。後述のように、Rhodococcusデハロゲナーゼ(DhaA)の変異体D
haA.H272Fを、DhaAの基質に結合させたが(Rhodococcusデハロゲナーゼの野生型(DhaA.WT)
配列の例は図2を参照)、該基質は5(および6-)カルボキシフルオレセインたとえばカルボ
キシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl、カルボキシテトラメチルローダミンたとえばカルボ
キシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clおよびビオチンたとえばビオチン-C10H21NO2-
Clを含んでいた。また、この結合のカルボキシフルオレセインまたはカルボキシテトラメ
チルローダミン蛍光に対するまたはビオチン-ストレプトアビジン結合に対する有意の消
光効果は見られなかった。やはり後述するように、変異ヒドロラーゼたとえばDhaA.D106C
およびDhaA.D106EはDhaA.D106C:H272FおよびDhaA.D106E:H272Fと共にカルボキシフルオレ
セイン-C10H21NO2-Clおよび/またはカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clを
結合した。一実施態様では、基質はR-(CH2)2O(CH2)2O(CH2)2O(CH2)6Clである(式中Rは機
能性基である)。そうした基質を合成するには、機能性基をNH(CH2)2O(CH2)2O(CH2)2O(CH2
)6Clなどのような分子と機能性基を反応させてもよい。
【０００９】
　一実施形態では、本発明の基質は細胞の原形質膜に対して透過性である。たとえば、後
述するように、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clおよびビオチン-C10H21
NO2-Clは原核生物(E. coli)および真核生物(CHO-K1)細胞の原形質膜に対して透過性であ
り、またこれらの基質は変異ヒドロラーゼが存在しなければ、細胞内外への取り込みと洗
い出しが迅速かつ効率的に行われた。変異ヒドロラーゼが存在すると、基質の少なくとも
一部が細胞からの洗い出しを妨げられた。従って、そうした基質の結合部分は変異ヒドロ
ラーゼまたはその融合体のマーカーとして、または捕捉手段として、機能しうる。
【００１０】
　一実施形態では、本発明の基質は複数の機能性基を含む。一実施形態では、機能性基の
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うちの1つは酵素である。別の実施形態では、機能性基のうちの1つは酵素の基質である。
たとえば一機能性基はルシフェリンで、他機能性基はプロテアーゼ認識部位すなわちプロ
テアーゼが認識するに足る配列を、開裂部位を含めて、含む部位でもよいし、また一機能
性基はビオチンで、他機能性基は蛍光団でもよいし、また一機能性基はプロテアーゼ認識
部位で、他機能性基は蛍光団でもよい。
【００１１】
　本発明はさらに、単数または複数の機能性基を含むよう修飾されたヒドロラーゼの基質
を合成する方法を提供する。
　本発明の変異ヒドロラーゼは、後で詳述するように、対応する野生型ヒドロラーゼと比
べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含むが、その少なくとも1つのアミノ酸置換の結果と
して、野生型ヒドロラーゼと基質との間で形成される結合よりも安定した結合を基質と形
成する変異ヒドロラーゼが得られることになる。該変異ヒドロラーゼの少なくとも1つの
アミノ酸置換は、対応する野生型ヒドロラーゼと該基質の間で形成される結合を開裂させ
る水分子の活性化に関連する該野生型ヒドロラーゼのアミノ酸残基の置換、または該基質
とエステル中間体を形成する該野生型ヒドロラーゼのアミノ酸残基の置換である。一実施
形態では、該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも2つの
アミノ酸置換を含み、そのうちの1つの置換は野生型ヒドロラーゼにあって水分子の活性
化に関連する残基の置換、または野生型ヒドロラーゼにあってヒドロラーゼ基質の求核攻
撃によってエステル中間体を形成する残基の置換であり、またもう1つの置換は対応する
野生型ヒドロラーゼにあって、水分子の活性化に関連するまたは基質とエステル中間体を
形成する残基の置換ではなく、ヒドロラーゼ基質との結合部位またはその近傍に位置する
残基たとえば野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内の残基の置換で
ある。一実施形態では、第2置換は野生型ヒドロラーゼにあって該ヒドロラーゼの触媒ポ
ケットの基質入口に対応する部位の内側を覆う(lines)残基の置換、すなわち活性部位ポ
ケット内または野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内にある残基た
とえば基質ポケット内の残基であって対応する野生型ヒドロラーゼにあって、水分子の活
性化に関連する、または基質とエステル中間体を形成する残基ではない残基の置換である
。こうした追加置換は好ましくは、対応する野生型ヒドロラーゼの基質に対する変異体の
安定共有結合の形成速度を増す。
【００１２】
　変異ヒドロラーゼは融合タンパク質たとえば変異ヒドロラーゼと少なくとも1つの関心
タンパク質とをコードする組み換えDNAから発現される融合タンパク質または化学合成で
形成される融合タンパク質でもよい。たとえば融合タンパク質は変異ヒドロラーゼと関心
酵素たとえばルシフェラーゼ、RNasinまたはRNaseを、および/またはチャンネルタンパク
質、受容体、膜タンパク質、サイトゾルタンパク質、核タンパク質、構造タンパク質、リ
ンタンパク質、キナーゼ、シグナル伝達タンパク質、代謝性タンパク質、ミトコンドリア
タンパク質、受容体関連タンパク質、蛍光タンパク質、酵素基質、転写因子、(変異ヒド
ロラーゼたとえば融合タンパク質を特定部位に誘導する)輸送体タンパク質および/または
ターゲッティング配列たとえばミリスチル化配列、ミトコンドリア局在化配列または核局
在化配列と共に含んでもよい。関心タンパク質は変異ヒドロラーゼのN末端またはC末端に
融合させてもよい。一実施形態では、融合タンパク質は変異ヒドロラーゼのN末端に関心
タンパク質を、C末端にもう1つのタンパク質たとえば異なるタンパク質を、それぞれ含む
。たとえば関心タンパク質は蛍光タンパク質でも、抗体でもよい。随意に、融合体内のタ
ンパク質はコネクター配列たとえば好ましくは少なくとも2アミノ酸残基を含む配列(例: 
13～17アミノ酸残基を含む配列)により仕切られる。本発明の融合タンパク質におけるコ
ネクター配列の存在は融合体内のどちらのタンパク質の機能をも、各個別タンパク質の機
能と比べて、ほとんど変化させない。
【００１３】
　ヒドロラーゼたとえば本発明の変異ヒドロラーゼをコードする核酸配列を含む単離核酸
分子(ポリヌクレオチド)もまた提供される。一実施形態では、該単離核酸分子は少なくと
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も1つの特定宿主中で発現するよう最適化した核酸配列を含む。最適化配列はコドン最適
化配列すなわちある生物で別種の生物たとえば遠縁関係にある生物の場合より高頻度で使
用されるコドンだけでなく、Kozak配列および/またはイントロンを付加または変更するお
よび/または無用の配列たとえば潜在的な転写因子結合部位を除去する修飾をも、含む。
一実施形態では、該ポリヌクレオチドはデハロゲナーゼをコードする核酸配列であって、
特定宿主細胞で発現するよう最適化された核酸配列を含む。一実施形態では、該最適化ポ
リヌクレオチドは対応する非最適化配列とはもはや、たとえば中程度または高ストリンジ
ェンシー条件下で、ハイブリダイズしない。別の実施形態では、該ポリヌクレオチドは対
応する非最適化配列との核酸配列同一性が90%未満たとえば80%未満であり、また随意に、
非最適化配列がコードするポリペプチドとのアミノ酸配列同一性が80%以上たとえば85%以
上、90%以上であるポリペプチドをコードする。さらに、コンストラクトたとえば発現カ
セット、および単離核酸分子を含むベクターはもちろん、単離核酸分子、コンストラクト
またはベクターを含むキットもまた、提供される。
【００１４】
　本発明はまた、組成物およびキットであって、リンカーを含むヒドロラーゼ基質、単数
または複数の機能性基を随意にリンカーと共に含むヒドロラーゼ基質、単数または複数の
機能性基を含むリンカー、単数または複数の機能性基を欠きかつ随意にリンカーを含むヒ
ドロラーゼ基質、リンカー、または変異ヒドロラーゼ、またはそれらの組み合わせを含む
組成物およびキットを包含する。たとえば、本発明は本発明の基質を含む固体担体、本発
明の変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む固体担体、本発明の基質を含むキット、本
発明のデハロゲナーゼまたはその融合体をコードするベクターを含むキット、または本発
明のセリン-β-ラクタマーゼまたはその融合体をコードするベクターを含むキットを包含
する。
【００１５】
　本発明の基質および変異ヒドロラーゼは、関心分子の単離、検出、同定、画像化、ディ
スプレイまたは局在化; 生きた細胞の画像化を含む細胞類の標識; またはタンパク質のin
 vitroおよび/またはin vivo標識に有用である。たとえば固体担体に結合した本発明の基
質または固体担体に結合した変異ヒドロラーゼは、タンパク質アレイ、細胞アレイ、小胞
/細胞内小器官アレイ、遺伝子アレイ、および/または細胞膜アレイの作製に使用してもよ
い。従って、一実施形態では、本発明は関心分子を単離する方法を提供する。該方法は、
単数または複数の融合タンパク質を含む試料であってそのうちの少なくとも1つは本発明
の変異ヒドロラーゼと関心分子に結合したタンパク質とを含む融合タンパク質である試料
と単数または複数のヒドロラーゼ基質を含む固体担体とを準備するステップを含む。次に
、該試料と該固体担体を接触させて、関心分子を単離しうるようにする。該方法はたとえ
ば、変異ヒドロラーゼに融合させたタンパク質に結合したDNAの単離に使用してもよい。
【００１６】
　一実施形態では、本発明は変異ヒドロラーゼの存在または量を検出または測定する方法
を提供する。該方法は本発明の変異ヒドロラーゼを、単数または複数の機能性基を含むヒ
ドロラーゼ基質と接触させるステップを含む。機能性基の存在または量が検出または測定
されることより、変異ヒドロラーゼの存在または量が検出または測定される。一実施形態
では、変異ヒドロラーゼは細胞内または細胞表面に存在する。別の実施形態では、変異ヒ
ドロラーゼは細胞溶解液中に存在する。
【００１７】
　本発明の変異ヒドロラーゼと単数または複数の機能性基を含む対応するヒドロラーゼの
基質とを使用して、分子を単離する方法、または細胞内のある種の分子の存在または量、
局在位置たとえば細胞内または細胞外の局在位置、または移動を検出または測定する方法
もまた提供される。
【００１８】
　別の実施形態では、本発明は関心タンパク質と該関心タンパク質と相互作用する疑いの
ある分子との相互作用を変化させる薬剤を特定する方法を包含する。該方法は少なくとも
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1つの薬剤を、該関心タンパク質と相互作用する疑いのある分子、本発明の変異ヒドロラ
ーゼと関心分子とを含む融合タンパク質、および単数または複数の機能性基を含むヒドロ
ラーゼ基質と相互作用させるステップを含む。次いで、該薬剤が関心タンパク質と該関心
タンパク質と相互作用する疑いのある分子との相互作用を変化させるかどうかを判定する
。
【００１９】
　本発明は従って、細胞内でのタンパク質の発現、局在位置および/または移動(輸送)を
モニターし、また細胞内の微小環境の変化をモニターする方法を提供する。一実施形態で
は、本発明の変異ヒドロラーゼと本発明の基質の使用によりタンパク質類たとえばイオン
チャンネルの機能解明が可能になる。別の実施形態では、2つの変異ヒドロラーゼ/基質ペ
アの使用により多重処理、同時検出およびFRET-またはBRET-アッセイが可能になる。
【００２０】
　細胞を単離、分類または精製するために、本発明の変異ヒドロラーゼを細胞の外表面で
(たとえば原形質膜タンパク質または膜アンカー型シグナルとの融合により)発現させても
よい。たとえばインテグリンの細胞質/膜貫通領域と変異ヒドロラーゼの融合体またはグ
リコシルホスファチジルイノシトールシグナル配列と変異ヒドロラーゼの融合体を発現す
る細胞は、該細胞を本発明の基質たとえば固体担体に結合した本発明の基質と接触させる
ことにより単離(または捕捉)されよう。細胞内小器官を単離、分類または精製するには、
変異ヒドロラーゼを関心細胞内小器官のサイトゾル側表面で発現させる。別の実施形態で
は、異なる細胞を増殖させるための最適プラットホームを創出するために、変異ヒドロラ
ーゼを細胞外マトリックス成分または外膜タンパク質と融合させ、3次元細胞培養系また
は細胞組織工学用プラットホームに係留する。たとえば初代神経細胞または胚性幹細胞を
該プラットホーム上で培養し、細胞支持層を形成させてもよい。
【００２１】
　他の応用例には細胞の検出または標識などがある。従って、本発明の変異ヒドロラーゼ
と本発明の対応基質の使用は、たとえば動物への移植または注入後のin vitroまたはin v
ivo細胞移動の検出(たとえば血管新生/化学走性アッセイ、動物への移植神経細胞、移植/
注入正常、悪性または遺伝子組み換え細胞の移動)を目的とした細胞の検出、および生細
胞イメージングとそれに続く免疫細胞化学法を可能にする。別の実施形態では、本発明は
新規合成タンパク質に標識する方法を提供する。たとえば本発明の変異ヒドロラーゼまた
はその融合体を発現するベクターを含む細胞を、機能性基を欠くヒドロラーゼ基質と接触
させる。次いで、細胞を薬剤たとえば遺伝子発現誘導剤および単数または複数の機能性基
を含むヒドロラーゼ基質と接触させる。次いで、変異ヒドロラーゼまたはその融合体の存
在、量または局在位置を検出または測定する。変異ヒドロラーゼまたはその融合体の存在
、量または局在位置は新しく合成された変異ヒドロラーゼまたはその融合体の結果である
。あるいは、本発明の変異ヒドロラーゼまたはその融合体を発現するベクターを含む細胞
を、機能性基たとえば緑色蛍光団を有するヒドロラーゼ基質と接触させ、次いで薬剤およ
び異なる機能性基を有する基質たとえば赤色蛍光団と接触させる。一実施形態では、変異
ヒドロラーゼを膜局在化シグナルと融合させるため、膜内または膜近傍事象のモニターリ
ングに使用することができる。
【００２２】
　別の実施形態では本発明は、試料が単数または複数の融合タンパク質であって、そのう
ち少なくとも1つは関心変異ヒドロラーゼと関心タンパク質とを含む融合タンパク質を含
み、また固体担体が単数または複数のヒドロラーゼ基質を含む方法を提供する。該試料と
該固体担体は接触させ、関心タンパク質が単離されるようにする。
【００２３】
　別の実施形態では、本発明は単数または複数の関心分子を試料から単離する方法を提供
する。該方法は、本発明の変異ヒドロラーゼを含む固体担体および単数または複数の機能
性基(そのうちの少なくとも1つは単数または複数の関心分子を結合しうる機能性基である
)を含むヒドロラーゼ基質を準備するステップを含む。この試料、固体担体およびヒドロ
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ラーゼ基質を混ぜ合わせることで、単数または複数の関心分子を単離する。
【００２４】
　本発明はまた、細胞たとえばトランスジェニックまたは非トランスジェニック非ヒト動
物の細胞を標識する方法を提供する。たとえば細胞を標識するために、変異ヒドロラーゼ
を細胞の外表面で(たとえば原形質膜タンパク質または膜アンカー型シグナルとの融合に
より)発現させてもよい。たとえばインテグリンの細胞質/膜貫通領域と本発明の変異ヒド
ロラーゼの融合体またはグリコシルホスファチジルイノシトールシグナル配列と本発明の
変異ヒドロラーゼの融合体を発現する細胞は、該細胞を本発明の基質と接触させることに
より識別または標識されよう。一実施形態では、本発明はトランスジェニック動物の細胞
を標識する方法を包含する。該方法は、人間以外のトランスジェニック動物であって、そ
の細胞のゲノムを、随意に、本発明の変異ヒドロラーゼと随意にターゲッティングペプチ
ドとをコードする核酸断片に作動可能に連結した、随意に組織特異的または細胞特異的な
、転写調節配列を含む発現カセットにより拡張したトランスジェニック動物を準備するス
テップを含む。次に、この人間以外のトランスジェニック動物を単数または複数の機能性
基を含むヒドロラーゼ基質と接触させ、以って変異ヒドロラーゼを発現する細胞を標識す
る。
【００２５】
　細胞を外来DNAで安定的に形質転換させるには、選択マーカー(タンパク質)たとえばネ
オマイシン、ハイグロマイシンまたはピューロマイシンに対する耐性をコードするものを
発現する細胞を使用する。どの細胞が選択マーカータンパク質および蛍光標識分子を含む
のかを、観察するのが望ましいかもしれない。たとえば、生細胞に外から付加した蛍光分
子で選択マーカータンパク質を標識するのが好ましいかもしれない。従って一実施形態で
は、本発明は選択マーカータンパク質を発現する細胞を標識する方法を提供する。該方法
は、融合タンパク質をコードする核酸配列を収めた発現カセットを含む細胞を準備するス
テップを含む。該融合タンパク質は、選択マーカータンパク質たとえば少なくとも1つの
抗生物質に対する耐性を付与するタンパク質および光学的に検出可能な分子を含む基質ま
たはその一部分を安定的に、また随意に不可逆的に、結合することができる第2タンパク
質を含む。たとえば、該タンパク質はアルキル基と光学的に検出可能な分子とを基質から
自己自身へと不可逆的に転移させ、以ってアルキルトランスフェラーゼを標識するアルキ
ルトランスフェラーゼたとえばO6-アルキルグアニンDNAアルキルトランスフェラーゼなど
のようなアルキルトランスフェラーゼでもよい。本発明のこの実施形態に役立つタンパク
質の非限定的な例はアルキルトランスフェラーゼ、ペプヂジルグリシン-α-アミド化モノ
オキシゲナーゼ、Ｉ型トポイソメラーゼ、ヒドロラーゼたとえばセリンおよびエポキシ度
ヒドロラーゼそれにもちろん開示の変異ヒドロラーゼ、アミノトランスフェラーゼ、シト
クロムp450モノオキシゲナーゼ、アセチルトランスフェラーゼ、デカルボキシラーゼ、オ
キシダーゼたとえばモノアミンオキシダーゼ、レダクターゼたとえばリボヌクレオチドレ
ダクターゼ、合成酵素たとえば酸化窒素合成酵素(NOS)、ラクタマーゼ、シスタチオニン
γ-リアーゼ、ペプチダーゼたとえばカルボキシペプチダーゼA、アロマターゼ、プロテア
ーゼたとえばセリンプロテアーゼ、キシラナーゼ、グルコシダーゼ、マンノシダーゼ、お
よびデメチラーゼおよび単数または複数の基質と不可逆の結合または他の安定した結合を
形成する野生型を含む他タンパク質たとえば機構依存的に失活しうる酵素などである。従
って、この実施形態では安定的な結合すなわち基質と野生型または変異ヒドロラーゼの間
で形成される結合はt1/2が少なくとも30分、好ましくは少なくとも4時間、さらには少な
くとも10時間であり、また洗浄、タンパク質変性剤、および/または温度による分解に対
して耐性である。たとえば該結合はSDS中の沸騰に対して安定である。
【００２６】
　該融合タンパク質を発現する細胞は、標識するには、基質と接触させる。一実施形態で
は、細胞を固定してから基質と接触させる。別の実施形態では、細胞と固定剤を同時に基
質と接触させる。さらに別の実施形態では、細胞を基質と接触させた後に固定剤を細胞に
添加する。一実施形態では、該融合タンパク質は基質とエステル結合を形成する。別の実
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施形態では、該融合タンパク質は基質とチオエステル結合を形成する。
【００２７】
　一実施形態では、本発明は本発明の変異ヒドロラーゼと随意にターゲッティングペプチ
ドとをコードする核酸断片に作動可能に連結した、随意に組織特異的または細胞特異的な
、転写調節配列を含む発現カセットを含む細胞を、人間以外の動物たとえば人間以外の哺
乳動物または人間を含む動物に導入する方法を提供する。動物は、細胞と接触する前また
は後に、単数または複数の機能性基を同時に含むヒドロラーゼ基質と接触させ、以って該
変異ヒドロラーゼを発現する細胞を標識する。一実施形態では、次に該単数または複数の
機能性基を検出する。別の実施形態では、細胞をヒドロラーゼ基質と接触させた後に動物
に導入する。
【００２８】
　試料から単数または複数の関心分子を単離する方法もまた提供される。該方法は、試料
と本発明の変異ヒドロラーゼと単数または複数の・そのうちの少なくとも1つは関心分子
に結合する・機能性基を含むヒドロラーゼ基質とを、本発明の変異ヒドロラーゼを含む試
料と単数または複数の・そのうちの少なくとも1つは関心分子に結合する・機能性基を含
むヒドロラーゼ基質とを、または単数または複数の・そのうちの少なくとも1つは関心分
子に結合する・機能性基を含むヒドロラーゼ基質を含む試料と本発明の変異ヒドロラーゼ
とを、接触させ、以って該単数または複数の関心分子の単離を図るようにするステップを
含む。
【００２９】
　試料中の単数または複数の関心分子を検出する方法もまた提供される。該方法は、試料
と本発明の変異ヒドロラーゼと単数または複数の・そのうちの少なくとも1つは関心分子
に結合する・機能性基を含むヒドロラーゼ基質とを、本発明の変異ヒドロラーゼを含む試
料と単数または複数の・そのうちの少なくとも1つは関心分子に結合する・機能性基を含
むヒドロラーゼ基質とを、または単数または複数の・そのうちの少なくとも1つは関心分
子に結合する・機能性基を含むヒドロラーゼ基質を含む試料と本発明の変異ヒドロラーゼ
とを、接触させるステップを含む。次に該関心分子の存在または量が検出または測定され
る。
【００３０】
　本発明の変異ヒドロラーゼを含む細胞を、単数または複数の・そのうちの少なくとも1
つは関心分子に結合しその結合により第2機能性基の性質を変化させる・機能性基を含む
ヒドロラーゼ基質と接触させる方法もまた提供される。次に第2機能性基の存在または量
が検出または測定される。
【００３１】
　本発明はまた、細胞中の単数または複数の関心タンパク質および/または細胞活性を選
択的に不活性化する方法を提供する。該方法は、本発明の変異ヒドロラーゼと関心タンパ
ク質との融合タンパク質を含む試料を、または本発明の変異ヒドロラーゼと関心タンパク
質との融合タンパク質をコードする発現カセットを入れた細胞を、単数または複数の・そ
のうちの少なくとも1つはある波長の光に当てると一重項酸素を産生する・機能性基を含
むヒドロラーゼ基質と接触させ、混合物を生成するステップを規定する。該混合物に、特
定波長の光を、細胞中の単数または複数の関心タンパク質および/または細胞活性を選択
的にたとえば局所的に不活性化する量だけ、当てる。一実施形態では、単数または複数の
タンパク質の機能および/または細胞活性の変化を検出または測定する。
【００３２】
　試料中の関心分子を検出する方法もまた提供される。該方法は第1融合タンパク質と第2
融合タンパク質とを含む複合体を準備するステップを含むが、該第1融合タンパク質は本
発明の変異ヒドロラーゼと第2タンパク質に結合しうる第1タンパク質とを含み、該変異ヒ
ドロラーゼは単数または複数の・うち1つは蛍光団である・機能性基を含む第1ヒドロラー
ゼ基質と結合し、また該第2融合タンパク質は第3タンパク質たとえば本発明の変異ヒドロ
ラーゼと該第2タンパク質とを含み、該第3タンパク質は単数または複数の・うち1つは蛍
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光団を消光する・機能性基を含む第2基質に結合し、該第2基質が第3タンパク質の基質で
ある。該複合体を該試料と混合し、蛍光を検出または測定する。
【００３３】
　別の実施形態では、本発明は、本発明の変異ヒドロラーゼと第2タンパク質に結合しう
る第1タンパク質とを含む第1融合タンパク質であって、該変異ヒドロラーゼが単数または
複数の・うち1つは蛍光団である・機能性基を含む第1ヒドロラーゼ基質と結合することを
特徴とする第1融合タンパク質と該第2タンパク質と蛍光または発光レポータータンパク質
とを含む第2融合タンパク質とを含む複合体を準備する方法を包含する。該複合体を該試
料と混合し、相互作用を発光共鳴エネルギーの蛍光団への移動(BRET)により検出する。一
実施形態では、本発明は本発明の変異ヒドロラーゼと第2タンパク質に結合しうる第1タン
パク質とを含む第1融合タンパク質であって、該変異ヒドロラーゼが単数または複数の・
うち1つは蛍光団である・機能性基を含む第1ヒドロラーゼ基質と結合することを特徴とす
る第1融合タンパク質、および該第2タンパク質と蛍光または発光レポータータンパク質と
を含む第2融合タンパク質を準備する方法を包含する。該第1および第2タンパク質を混合
し、相互作用をBRETで検出する。
【００３４】
　別の実施形態では、細胞中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法が提供され
る。該方法は、第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第
1核酸断片に連結した第1プロモーターたとえば誘導的または構成的プロモーターを含む第
1発現カセットとプロテアーゼ認識部位を含む第1修飾転写抑制因子タンパク質をコードす
る第2核酸断片に連結した第2プロモーターたとえば誘導的または構成的プロモーターを含
む第2発現カセットとを含む細胞または細胞溶解液を準備するステップを含む。一実施形
態では、該レポーター遺伝子はルシフェラーゼまたは本発明の変異ヒドロラーゼである。
第1修飾転写抑制因子タンパク質は、プロテアーゼによる開裂がない場合には、第1核酸断
片に結合し以って第1プロモーターからの転写を抑制することができ、従ってレポーター
遺伝子の転写を抑制する。プロテアーゼが存在すると、該修飾転写抑制因子タンパク質は
開裂し、第1核酸断片との結合を失うまたは減じる。レポーター遺伝子の発現は検出また
は測定される。こうしてレポーターの発現または発現増大はプロテアーゼの存在を示すこ
とになる。別の実施形態では、該方法は、第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因
子タンパク質に結合する第1核酸断片に連結した第1プロモーターを含む発現カセットを含
む無細胞発現系たとえばS30、コムギ胚芽、ウサギ網状赤血球、昆虫細胞または哺乳動物
細胞溶解液を準備するステップを含む。一実施形態では、該レポーター遺伝子はルシフェ
ラーゼまたは本発明の変異ヒドロラーゼである。プロテアーゼ認識部位を含む単離体の修
飾転写抑制因子タンパク質、および/または単離体のプロテアーゼ、単数または複数のプ
ロテアーゼを含む溶解液、または単数または複数のプロテアーゼを含むとみられる試料を
、該無細胞溶解液に添加する。レポーター遺伝子の発現を検出または測定する。レポータ
ーの発現または発現増大はプロテアーゼの存在を示す。
【００３５】
　別の実施形態では、細胞または細胞溶解液であって、レポーター遺伝子に連結した第1
転写抑制因子タンパク質に結合する第1核酸断片に連結した第1プロモーターを含む第1発
現カセットと該転写抑制因子タンパク質および融合タンパク質のコード領域に作動可能に
連結した該融合タンパク質の第1タンパク質に結合する第2核酸断片に連結した第2プロモ
ーターを含む第2発現カセットとを含む細胞または細胞溶解液が提供される。一実施形態
では、レポーター遺伝子はルシフェラーゼまたは本発明の変異ヒドロラーゼである。融合
タンパク質は第2核酸断片に結合する第1タンパク質、プロテアーゼ認識部位、および第1
タンパク質が第2核酸断片に連結したときに第2プロモーターを活性化する第2タンパク質
を含む。レポーター遺伝子の発現を検出または測定する。レポーター遺伝子の発現または
発現増大はプロテアーゼの存在を示す。
【００３６】
　さらなる実施形態では、細胞または細胞溶解液であって、転写抑制因子タンパク質遺伝
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子に連結した転写活性化因子タンパク質に結合する第1核酸断片に連結した第1プロモータ
ーを含む第1発現カセット、レポーター遺伝子に作動可能に連結した転写抑制因子タンパ
ク質に結合する第2核酸断片に連結した第2プロモーターを含む第2発現カセット、およびD
NA結合タンパク質、プロテアーゼ認識部位および該転写活性化因子タンパク質を含む融合
タンパク質をコードする核酸配列に連結した第3プロモーターを含む第3発現カセット含む
細胞または細胞溶解液が提供される。一実施形態では、レポーター遺伝子はルシフェラー
ゼまたは本発明の変異ヒドロラーゼである。プロテアーゼが存在しなければ、融合タンパ
ク質は転写抑制因子タンパク質の発現を活性化するため、レポータータンパク質の発現が
抑制される。レポーター遺伝子の発現を検出または測定する。プロテアーゼが存在すれば
、融合タンパク質は開裂し、第1発現カセットからの転写抑制因子タンパク質の発現が抑
制され、その結果として第2発現カセットからレポータータンパク質が発現する。
【００３７】
　本発明はまた、細胞中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法であって、タン
パク質不安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む融合タン
パク質をコードする核酸に連結したプロモーターを含む発現カセットを含む細胞を準備す
るステップとその発現または発現延長がプロテアーゼの存在を示すレポーターの発現を検
出または測定するステップとを含む方法を提供する。
【００３８】
　さらに別の実施形態では、本発明は細胞中の単数または複数のプロテアーゼを検出する
方法を提供する。該細胞は、タンパク質不安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポ
ータータンパク質を含む融合タンパク質をコードする核酸に連結したプロモーターを含む
発現カセットを含む。レポーターの発現を検出または測定するが、その発現または発現増
大はプロテアーゼの存在を示す。一実施形態では、レポーター遺伝子はルシフェラーゼま
たは本発明の変異ヒドロラーゼである。
【００３９】
　試料中の単数または複数のプロテアーゼを検出する方法もまた提供される。該方法は、
本発明の変異ヒドロラーゼ、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む融
合タンパク質に結合したヒドロラーゼ基質を含む固体担体を準備するステップまたはヒド
ロラーゼ基質と本発明の変異ヒドロラーゼ、プロテアーゼ認識部位およびレポータータン
パク質を含む融合タンパク質とを含む固体担体を準備するステップを含む。随意に溶液相
を回収する。次いでレポーター活性を検出または測定する。
【００４０】
　さらに別の実施形態では、本発明は試料中の単数または複数のプロテアーゼを検出する
方法であって、混合体が準備されることを特徴とする方法を提供する。該混合体は、第1
レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第1核酸断片に連結し
た第1プロモーターを含む発現カセットを含む細胞または細胞溶解液を含む試料と、異種
プロテアーゼ認識部位を含む単離体の修飾転写抑制因子タンパク質とを含む。または該混
合体は試料と、第1レポーター遺伝子に連結した第1転写抑制因子タンパク質に結合する第
1核酸断片に連結した第1プロモーターを含む発現カセットを含む細胞または細胞溶解液と
、異種プロテアーゼ認識部位を含む単離体の修飾転写抑制因子タンパク質とを含む。プロ
テアーゼが存在しなければ、第1修飾転写抑制因子タンパク質は第1核酸断片に結合して、
第1プロモーターからの転写が抑制される。またプロテアーゼが存在すれば、第1修飾転写
抑制因子タンパク質の第1核酸断片との結合が抑制される。混合体中のレポーター遺伝子
を検出または測定する。第1レポーター遺伝子の発現または発現増大は試料中のプロテア
ーゼの存在を示す。
【００４１】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼ、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク
質を含む融合タンパク質をヒドロラーゼ基質に結合させて含む固体担体、またはヒドロラ
ーゼ基質と変異ヒドロラーゼ、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む
融合タンパク質とを含む固体担体が提供される。該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒ
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ドロラーゼと比べて少なくとも1つのアミノ酸置換を含むが、その少なくとも1つのアミノ
酸置換の結果として、野生型ヒドロラーゼと基質との間で形成される結合よりも安定した
結合を基質と形成する変異ヒドロラーゼが得られることになり、また該変異ヒドロラーゼ
内の少なくとも1つのアミノ酸置換は、対応する野生型ヒドロラーゼと該基質の間で形成
される結合を開裂させる水分子の活性化に関連する該野生型ヒドロラーゼのアミノ酸残基
の置換、または該基質とエステル中間体を形成する該野生型ヒドロラーゼのアミノ酸残基
の置換である。試料は、融合タンパク質をヒドロラーゼ基質に結合させて含む固体担体と
、または担体および融合タンパク質と、接触させる。レポーター活性を検出または測定す
る。
【００４２】
　本発明はまたバイオセンサーを提供する。一実施形態では、本発明は試料中の酵素に対
応する基質を検出する方法を提供する。該方法は、試料、単数または複数の融合タンパク
質であってそのうちの1つは変異ヒドロラーゼと該酵素とを含む融合タンパク質、および
単数または複数のヒドロラーゼ基質を含む固体担体を準備するステップ、または試料と、
単数または複数のヒドロラーゼ基質を単数または複数の融合タンパク質であってそのうち
の1つは本発明の変異ヒドロラーゼと該酵素とを含む融合タンパク質に結合させて含む固
体担体とを準備するステップを含む。該変異ヒドロラーゼの該ヒドロラーゼ基質への結合
は固体担体たとえば白金電極、金メッキ表面、金ナノ粒子またはカーボンナノチューブの
電気化学的性質を変化させる。一実施形態では、試料は生理学的試料たとえば生理液試料
である。試料と固体担体を接触させ、固体担体の電気化学的性質の変化を検出または測定
することにより試料中の基質の存在を検出または測定する。一実施形態では、酵素はグル
コースオキシダーゼである。別の実施形態では、酵素はコレステロールオキシダーゼであ
る。
【００４３】
　別の実施形態ではタンパク質を標識する方法が提供される。該方法は細胞またはin vit
ro翻訳混合体を単数または複数の機能性基であってそのうちの少なくとも1つはアミノア
シル化tRNAまたはアミノ酸である機能性基と接触させて新規合成タンパク質を標識するよ
うにするステップを含む。一実施形態では、本発明の変異ヒドロラーゼは新規合成タンパ
ク質の単離に使用される。
【００４４】
　単離核酸分子もまた提供される。単離核酸分子は、少なくとも1つの異種タンパク質不
安定化配列、プロテアーゼ認識部位およびレポータータンパク質を含む融合ポリペプチド
をコードする核酸配列を含むが、該融合ポリペプチドは該異種タンパク質不安定化配列を
欠く対応するレポータータンパク質と比べて半減期が短いことを特徴とする。
【００４５】
　さらに、プロモーター、本発明の変異ヒドロラーゼに対応するコード領域に作動可能に
連結した転写抑制因子タンパク質に結合する核酸断片を含む単離核酸分子も提供される。
　本発明はまた、本発明の化合物、組成物、核酸、タンパク質または他材料の調製に有用
である開示の方法および中間体を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１Ａ－Ｂ】図1A-BはDhaAの基質に対する2段階触媒機構の図解である。A) Asp106カル
ボキシレートによるハライド基の求核置換および共有結合エステル中間体。B) 活性化水
分子による共有結合中間体の加水分解に伴うアルコール放出および触媒基Aspの再生。
【図２Ａ】図2AはDhaA.H272Fの分子モデルである。らせん状のキャップ部分は明るい青で
示す。α/βヒドロラーゼコア部分(濃い青)は触媒残基3点セット(catalytic triad resid
ues)を含む。キャップ部とコア部の界面近くの、網掛けの赤で示す残基はH272FとD106求
核剤である。網掛け黄色の残基はE130とハライド-キレート化残基W107の位置を示す。
【図２Ｂ】図2BはRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼ(DhaA)タンパク質の配列(Kula
kova et al. 1997)(配列番号82)である。触媒残基3点セットのAsp(D)、Glu(E)およびHis(
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H)は下線で強調した。キャップ部を構成する残基は斜体で示す。ハロゲン化アルキル基質
との共有結合を再生することができるDhaA.H272FおよびDhaA.D106Cタンパク質変異体は触
媒残基3点セットのHis(H)とAsp(D)の、Phe(F)とCys(C)による置換をそれぞれ含む。
【図２Ｃ】図2CはDhaA.H272Fによるハロゲン化アルキル基質との共有結合中間体形成の機
構を示す。Asp106によるハライド基の求核置換に続いて共有結合エステル中間体の形成が
起こる。His272のPheによる置換は水の活性化を防ぎ、共有結合中間体をトラップする。
【図２Ｄ】図2DはDhaA.D106Cによるハロゲン化アルキル基質との共有結合中間体形成の機
構を示す。Cys106チオレートによるハライド基の求核置換により加水分解に対して安定な
チオエーテル中間体が形成される。
【図２Ｅ】図2E は共有結合カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clリガンドを
活性化のための活性部位に位置させたDhaA.H272F変異体の構造モデルである。キャップ部
とコア部の界面近くの、網掛けの赤で示す残基はH272FとD106求核剤である。網掛け黄色
の残基はE130とハライド-キレート化残基W107の位置を示す。
【図２Ｆ】図2FはDhaA.H272F基質結合ポケットの構造モデルを示す。
【図３Ａ】図3AはプラスミドpGEX5X3DahA.H272F.FLAGの物理地図である。該プラスミドと
pGEX5X3DahA.D106C.FLAG(非表示)を突然変異誘発およびスクリーニング研究で親鋳型とし
て使用した。DhaAコード領域がN末端でグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)と、また
C末端でFLAGエピトープと、それぞれ融合している。Xa因子開裂部位はGST、DhaA両コード
領域の間に位置する。
【図３Ｂ】図3BはGST-DhaA融合タンパク質の精製状況を示す。DhaA.WT(奇数番号のレーン
)とDhaA.H272F(偶数番号のレーン)の各融合タンパク質が可溶性であり、GSS-セファロー
ス4FFで効率的に精製されると判明した(レーン3および4 - 粗製E. coli上清; レーン5お
よび6 - 洗浄画分; レーン7～10 - 精製タンパク質)。融合タンパク質のXa因子による処
理は2つのタンパク質GSTとDhaA(WTまたはH272F変異体; それぞれレーン11および12)の形
成につながった。またGSTはGSS-セファロース4FF上で効率的に除去された(DhaA.WTまたは
変異体; それぞれレーン13および14)。タンパク質はどれも予想通りの分子量であった。
【図４】図4はDhaA.WTと変異DhaAによる1-Cl-ブタンの加水分解状況を示す。
【図５】図5は種々の濃度の(NH4)2SO4によるDhaA.WTおよびDhaA.H272F/A/G/Q変異体の沈
殿状況を示す。レーン1、5および9 : 0% (NH4)2SO4; レーン2、6および10 : 10% (NH4)2S
O4; レーン3、7および11: 10～45% (NH4)2SO4; レーン4、8および12 : 45～70% (NH4)2SO

4。パネルA: レーン1～4、DhaA.WT; レーン5～8、DhaA.H272G; レーン9～12、DhaA.H272Q
。パネルB: レーン1～4、DhaA.WT; レーン5～8、DhaA.H272F; レーン9～12、DhaA.H272A
。
【図６】図6は野生型DhaAの基質特異性を示す。フェノールレッド使用の試験(E558)によ
り、酵素添加直後60秒間に15秒ごとに4回読み取って所期反応速度を求めた。
【図７Ａ】図7A-Bは、機能性基[たとえば5-(および6-)カルボキシフルオレセイン、Anth(
アントラセン)またはビオチン]とリンカーとを含むDhaA基質を示す。「ビオチン-14-Cl」
、「ビオチン-X-14-Cl」、「ビオチン-PEG4-14-Cl」はそれぞれビオチン- C10H21NO2-Cl
、ビオチン- C16H32N2O3-Cl、ビオチン- C21H42N2O7-Clをいう。
【図７Ｂ】図7A-Bは、機能性基[たとえば5-(および6-)カルボキシフルオレセイン、Anth(
アントラセン)またはビオチン]とリンカーとを含むDhaA基質を示す。「ビオチン-14-Cl」
、「ビオチン-X-14-Cl」、「ビオチン-PEG4-14-Cl」はそれぞれビオチン- C10H21NO2-Cl
、ビオチン- C16H32N2O3-Cl、ビオチン- C21H42N2O7-Clをいう。
【図８Ａ－Ｂ】図8AはDhaA.WTとDhaA.H272Fによるカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-
Clの加水分解の生成物のHPLC分離を示す。図8BはDhaA.WTとDhaA.H272Fによるカルボキシ
フルオレセイン-C10H21NO2-Clの加水分解の生成物の経時的な変化を示すHPLC分析結果で
ある。
【図９Ａ－Ｂ】図9はDhaA.WT(パネルA: レーン1、3および5; パネルB: レーン1～8)とDha
A.H272F(パネルA: レーン2、4および6; パネルB: レーン9～14) の、カルボキシテトラメ
チルローダミン-C10H21NO2-Cl (パネルA: レーン1および2); カルボキシ-X-ローダミン-C
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10H21NO2-Cl (パネルA: レーン3および4); カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl (パ
ネルA: レーン5および6); またはビオチン-C10H21NO2-Cl (パネルB)に対する結合のSDS-P
AGE分析の結果である。パネルBのビオチン-C10H21NO2-Clの濃度は次のとおりである: 0 
μM(レーン1、8)、125μM(レーン2、9)、25μM(レーン3、10)、5μM(レーン4、11)、1μM
(レーン5、12)、0.2μM(レーン6、13)、および0.04μM(レーン7、14)。
【図１０】図10は、変異DhaAの基質、ビオチン-C10H21NO2-Cl、による前処理が別の基質
の結合を阻むことを示す。DhaA.WT- レーン1、2; DhaA.H272変異体- F: レーン3、4; G: 
レーン5、6; A: レーン7、8; Q: レーン9、10。ビオチン-C10H21NO2-Clで前処理したのは
試料2、4、6、8および10である。
【００４７】
【図１１Ａ－Ｂ】図11A-Bは酵素-基質複合体のMALDI-TOF質量分析結果である。DhaA.WTま
たはDhaA.H272Fの、カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl とインキュベートしたGST
との融合体のマススペクトル(それぞれパネルAまたはパネルB)。
【図１２】図12は、残基106に置換を含むDhaA変異体および残基106と残基272に置換を含
むDhaA変異体の、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clに対する結合特性のS
DS-PAGE分析結果である。2μgのタンパク質と25μMカルボキシテトラメチルローダミン-C

10H21NO2-Cl/32μlを室温で1時間インキュベートした。レーンあたり各反応液10μlを添
加した。レーン1 - DhaA.D106C; レーン2 - DhaA.D106C:H272F; レーン3 - DhaA.D106E; 
レーン4 - DhaA.D106E:H272F; レーン5 - DhaA.D106Q; レーン6 - DhaA.D106Q:H272F; レ
ーン7 - DhaA.WT; およびレーン8 - DhaA. H272F。ゲルは570nmフィルターで画像化した
。
【図１３】図13はRenillaルシフェラーゼ+DhaA.H272融合体を固体担体(ストレプトアビジ
ンコートプレート)に係留して含む試料中のルシフェラーゼ活性の分析結果である。該融
合体の捕捉にはDhaA基質(すなわちビオチン-C10H21NO2-Cl)を使用した。Renillaルシフェ
ラーゼ+DhaA.H272融合体を含む画分では活性が検出されなかった。
【図１４】図14は、DhaA.WT(各パネルのレーン1～4)かまたはDhaA.H272F(各パネルのレー
ン5～7)を発現するE. coli (由来タンパク質)の2倍系列希釈の、in vivoでビオチン-C10H

21NO2-Clにより処理した(パネルA)、またはカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO

2-Clにより処理した(パネルB)後の、SDS-PAGE分析結果である。矢印は、DhaAのMrに対応
するMrのタンパク質を示す。
【図１５】図15はカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clの真核細胞タンパク
質へのin vivo結合を示す。DhaA.WT(レーン1～4)かまたはDhaA.H272F-Flag(レーン5～8)
を発現するCHO-K1細胞由来のタンパク質の2倍系列希釈はカルボキシテトラメチルローダ
ミン-C10H21NO2-Clで処理した。矢印は、DhaA-FlagのMrに対応するMrのタンパク質を示す
。
【図１６Ａ－Ｃ】図16A-Cは、CHO-K1細胞に対するカルボキシテトラメチルローダミン-C1
0H21NO2-Clの透過性を示す。CHO-K1細胞(パネルA、明視野像)をカルボキシテトラメチル
ローダミン-C10H21NO2-Cl(25μM)で(37℃で5分間)処理し、素早くPBSで洗浄した(パネルB
)。パネルCは洗浄後の細胞を示す。
【００４８】
【図１７Ａ－Ｆ】図17はGFP-コネクター-DhaA.WT-FlagまたはGFP-コネクター-DhaA.H272F
-Flagでトランスフェクトした細胞の画像である。CHO-K1細胞にGFP-コネクター-DhaA.WT-
Flag(パネルA-C)またはGFP-コネクター-DhaA.H272F-Flag(パネルD-F)をコードするDNAを
トランスフェクトし、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで処理した。パ
ネルA、D-明視野; パネルB、E - GFPフィルターセット; およびパネルC、F-カルボキシテ
トラメチルローダミン フィルターセット。
【図１８】図18は、GFP-コネクター-DhaA.WT-Flag(レーン1～4)またはGFP-コネクター-Dh
aA.H272F-Flag(レーン5～8)でトランスフェクトした細胞に由来するタンパク質のウェス
タンブロット分析結果である。CHO-K1細胞にGFP-コネクター-DhaA.WT-FlagまたはGFP-コ
ネクター-DhaA.H272F-Flagをトランスフェクトし、次いでカルボキシテトラメチルローダ
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ミン-C10H21NO2-Cl(25μM)で0、5、15または60分間処理し、PBSで洗浄し(4×1.0ml)、SDS
-試料バッファーに回収した。試料をSDS-PAGE電気泳動で分離し、蛍光イメージャーで解
析した。レーン1～4、それぞれ0、5、15または60分間処理しGFP-コネクター-DhaA.WT-Fla
g。レーン5～8、それぞれ0、5、15または60分間処理しGFP-コネクター-DhaA.H272F-Flag
。矢印は、GFP-コネクター-DhaA.H272F-FlagのMrに対応するMrのタンパク質を示す。
【図１９Ａ】19A-Bは特定基質(パネルAはカルボキシテトラメチルローダミン、パネルBは
カルボキシ-X-ローダミン)のCHO-K1細胞に対する毒性を示す。
【図１９Ｂ】19A-Bは特定基質(パネルAはカルボキシテトラメチルローダミン、パネルBは
カルボキシ-X-ローダミン)のCHO-K1細胞に対する毒性を示す。
【図２０】図20はセリンβ-ラクタマーゼの反応スキームである。この反応は前共有結合
的な出会い複合体(precovalent encounter complex)の形成に始まり(図19A)、高エネルギ
ーのアシル化反応四面体中間体(図19B)を経て、一時的に安定なアシル-酵素中間体を形成
して、触媒残基Ser70を介してエステルを形成する(図19C)。次いでアシル-酵素は加水分
解水の攻撃を受けて(図19D)、高エネルギーの脱アシル化反応中間体(図19E)(Minasov et 
al. 2002)を形成し、それが崩壊して加水分解生成物を形成する(図19F)。該生成物は次い
で放出され、遊離型酵素が再生される。
【図２１】図21はGST-BlaZによるFAPの加水分解の経時変化を示す。
【図２２】図22はGSTとBlaZ.E166D、BlaZ.N170QまたはBlaZ.E166D:N170Qとの融合体へのB
OCELLINの結合を示す。レーン1-色素/無BlaZ(β-ラクタマーゼ); レーン2-BlaZ.WT; レー
ン3-BlaZ.E.166D; レーン4-BlaZ.N170Q; およびレーン2-BlaZ.E166D:N170Q。
【００４９】
【図２３】図23はCCF2の、GSTとBlaZ.E166D、BlaZ.N170QまたはBlaZ.E166D:N170Qとの融
合体への結合を示す。レーン1-色素/無BlaZ(β-ラクタマーゼ); レーン2-BlaZ.WT; レー
ン3-BlaZ.E.166D; レーン4-BlaZ.N170Q; およびレーン2-BlaZ.E166D:N170Q。
【図２４】図24は、GFP-コネクター-DhaA.H272F-NLS3をコードするコンストラクトをトラ
ンスフェクトし、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで染色したCHO-K1生
細胞の蛍光およびDIC画像である。カルボキシテトラメチルローダミンフィルター-上左; 
GFPフィルター-上右; “A”と“B”の重ね撮り-下左; 細胞のDIC画像-下右。NLS3=SV40 T
抗原由来の核局在化配列のタンデムリピート。
【図２５Ａ－Ｂ】図25はGFP-β-アレスチン2をコードするコンストラクトでトランスフェ
クトした(左)、およびDhaA.H272F-β-アレスチン2をコードするコンストラクトをトラン
スフェクトし、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで染色した(右)、CHO-K
1生細胞の蛍光画像である。
【図２６】図26はE. coliでのDhaA発現のSDS-PAGE分析の結果である。レーン1(分子量マ
ーカー); 2(DhaA.WT粗溶解液); 3(DhaA.WT無細胞溶解液); 4(DhaA.H272F粗溶解液); 5(Dh
aA.H272F無細胞溶解液); 6(ベクター対照粗溶解液); 7(ベクター対照無細胞溶解液); 8(D
haA.E130Q C1粗溶解液); 9(DhaA.E130Q C1無細胞溶解液); 10(DhaA.E130L A5粗溶解液); 
11(DhaA.E130L A5無細胞溶解液); 12(DhaA.E130A A12粗溶解液); 13(DhaA.E130A A12無細
胞溶解液); 14(分子量マーカー)。矢印はDhaAタンパク質の位置を示す。-sは遠心前の溶
解液であり、+sは遠心後の溶解液である。
【００５０】
【図２７】図27は含DhaA溶解液の免疫ブロット分析の結果である。レーン1(DhaA.WT粗溶
解液); 2(DhaA.WT無細胞溶解液); 3(DhaA.H272F粗溶解液); 4(DhaA.H272F無細胞溶解液);
 5(ベクター対照粗溶解液); 6(ベクター対照無細胞溶解液); 7(分子量マーカー); 8(DhaA
.E130Q C1粗溶解液); 9(DhaA.E130Q C1無細胞溶解液); 10(DhaA.E130L A5粗溶解液); 11(
DhaA.E130L A5無細胞溶解液); 12(DhaA.E130A A12粗溶解液); 13(DhaA.E130A A12無細胞
溶解液); 14(分子量マーカー)。矢印はDhaAタンパク質の位置を示す。
【図２８】図28はin vitro共有結合アルキル-酵素中間体形成の蛍光画像分析である。レ
ーン1(蛍光分子量マーカー); 2(DhaA.WT); 3　(DhaA.H272F変異体); 4(DhaA-(空ベクター
対照)); 5　(DhaA.E130Q変異体); 6(DhaA.E130L変異体); 7(DhaA.E130A変異体)。矢印は
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蛍光酵素-アルキル共有結合中間体の位置を示す。
【図２９】図29 は全細胞での共有結合アルキル-酵素中間体形成の蛍光画像分析である。
レーン1(蛍光分子量マーカー); 2(DhaA.WT); 3(DhaA.H272F); 4(DhaA-(空ベクター対照))
; 5　(DhaA.E130Q); 6(DhaA.E130L); 7(DhaA.E130A); 8(蛍光分子量マーカー)。矢印は蛍
光酵素-アルキル共有結合中間体の位置を示す。
【図３０Ａ－Ｂ】図30A-Bはストレプトアビジン(SA)コートビーズ表面に捕捉されたDhaA-
Flagのウェスタンブロット分析結果である。DhaA.H272F-Flagを一時的に発現するCHO-K1
細胞をビオチン-C10H21NO2-Cl(25μM、0.1%DMSO、60分、37℃)で処理するか(A)または非
処理とした(B)。過剰ビオチン-C10H21NO2-Clを洗い流し、細胞を溶解し、溶解液10μLを5
μLのSAコートビーズ(Pierce)と60分間、室温(RT)でインキュベートした。細胞溶解液(レ
ーン1)、ビーズ非結合タンパク質(レーン2)およびビーズ結合タンパク質(レーン3)をSDS-
PAGEで分離し、ニトロセルロース膜に転写し、抗Flag抗体(Sigma)でプローブした。
【００５１】
【図３０Ｃ－Ｄ】図30C-Dはストレプトアビジン(SA)コートビーズ表面に捕捉されたhR.Lu
c-DhaAの分析結果である。CHO-K1細胞をビオチン-C10H21NO2-Cl(25μM、0.1%DMSO、60分
、37℃)で処理するか、または非処理とした。細胞を溶解し、溶解液10μLを5μLのSAコー
トビーズ(Pierce)と60分間、室温(RT)でインキュベートした。未結合分を洗い流し、hR.L
uc活性をPromegaの“Renilla Luciferase Assay System”を使用して測定する(C)かまた
は捕捉したhR.Lucをウェスタンブロット法で分析した(D)。C)カラム1(ビオチン-C10H21NO

2-Clで処理し過剰ビオチン-C10H21NO2-Clを洗い流した細胞); カラム2(非処理細胞); カ
ラム3(ビオチン-C10H21NO2-Clで処理しただけで、過剰ビオチン-C10H21NO2-Clを洗い流さ
なかった細胞)。D)細胞溶解液(レーン1)、ビーズ非結合タンパク質(レーン2)およびビー
ズ結合タンパク質(レーン3)をSDS-PAGEで分離し、ニトロセルロース膜に転写し、抗hR.Lu
c抗体(Chemicon)でプローブした。
【図３１Ａ】図31A-Bは、in vivoカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl 標識
スクリーニングアッセイの使用によるDhaA.H272F K175/C176ライブラリー改善の可能性(
パネルA)と抗FLAG固定化タンパク質アッセイの使用によるDhaA.H272F K175/C176ライブラ
リー改善の可能性(パネルB)とを示す。パネルAでは、H272F親(水平線)より2倍高活性のDh
aA変異体を矢印で示す。パネルBでは、DhaA.H272Fよりも3～4倍高シグナル強度のDhaA変
異体が特定される。DhaA.H272F親-およびDhaA-対照(3連)はそれぞれウェル12C-E、12F-H
に位置する。
【図３１Ｂ】図31A-Bは、in vivoカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl 標識
スクリーニングアッセイの使用によるDhaA.H272F K175/C176ライブラリー改善の可能性(
パネルA)と抗FLAG固定化タンパク質アッセイの使用によるDhaA.H272F K175/C176ライブラ
リー改善の可能性(パネルB)とを示す。パネルAでは、H272F親(水平線)より2倍高活性のDh
aA変異体を矢印で示す。パネルBでは、DhaA.H272Fよりも3～4倍高シグナル強度のDhaA変
異体が特定される。DhaA.H272F親-およびDhaA-対照(3連)はそれぞれウェル12C-E、12F-H
に位置する。
【図３２】図32は、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clを使用するDhaAラ
イブラリーのハイスループットスクリーニング用に開発されたMagneGST（登録商標）アッ
セイの概観を示す。
【図３３Ａ－Ｂ】図33A-Bは変異体DhaAタンパク質ライブラリーの改善(すなわちヒット)
の可能性を示す。示したのはDhaA.H272F C176(パネルA)およびDhaA.D106C K175/C176 NNK
(パネルB)からの代表的なスクリーニングプレートである。矢印は改善の可能性があるク
ローンである。
【図３４】図34A-Bは変異体DhaAタンパク質ライブラリーの改善(すなわちヒット)の可能
性を示す。示したのは、MagneGST（登録商標）アッセイの使用によるDhaA.H272F Y273(NN
K)ライブラリーからの2つの代表的なスクリーニングプレートである。矢印は改善の可能
性があるクローンである。
【図３５Ａ】図35A-BはDhaA.H272Fに関する第175、176および273位のヒット配列(パネルA
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)とDhaA.D106に関する第175および176位のヒット配列(パネルB)を示す。
【図３５Ｂ】図35A-BはDhaA.H272Fに関する第175、176および273位のヒット配列(パネルA
)とDhaA.D106に関する第175および176位のヒット配列(パネルB)を示す。
【図３６Ａ－Ｂ】図36A-Bは2次アッセイでの、特定されたDhaAヒットの親タンパク質に対
する相対活性を示す。A) MagneGST（登録商標）アッセイとカルボキシテトラメチルロー
ダミン-C10H21NO2-Clを使用して、表示のDhaA変異体を再アッセイした(n=3)。B)タンパク
質固定化アッセイとビオチン-PEG4-14-Clを使用して、表示のDhaA変異体を分析した。
【００５２】
【図３７Ａ－Ｃ】図37A-Cは精製DhaA変異体のカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21
NO2-Clによる相対標識速度を示す。A) 標識の経時変化のSDS-PAGEおよび蛍光画像化ゲル
分析。レーン: 1、2 (DhaA.D106 30H4); 3、4 (H272F); 5、6 (DhaA.H272F ES); 7、8 (D
haA.H272F H11); 9、10 (DhaA.H272F A7); 11、12 (DhaA.H272F A7); 13、14 (DhaA.H272
F A7YM); 15、16 (DhaA.H272F YL); 17、18 (DhaA.H272F 2G7); 19、20 (DhaA.H272F 3A7
); 21、22 (DhaA.H272F H11YL)。奇数および偶数番号のレーンの反応物を室温で、それぞ
れ2分間、30分間、インキュベートした。B) 第1世代(DhaA.H272F A7)および第2世代(DhaA
.H272F H11YLおよびDhaA.H272F A7YM)変異体の標識の経時変化のSDS-PAGEおよび蛍光画像
化ゲル分析。レーン: 1(20秒); 2(40秒); 3(1分); 4(2分)および5(7分)。矢印は蛍光標識
DhaA融合タンパク質の存在を示す。C)カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl
によるDhaA標識速度。パネルB示す蛍光生成物を定量し、時系列にプロットした。
【図３８Ａ－Ｂ】図38A-BはDhaA.H272F H11YLの標識の経時変化を示す。A)カルボキシテ
トラメチルローダミン-C10H21NO2-Clによる精製DhaA.H272F H11YLのSDS-PAGEおよび蛍光
画像化ゲル分析。表示の時間の単位は秒である。矢印は蛍光DhaA.H272F H11YLの位置を示
す。B) DhaA.H272F H11YLの標識速度。パネルＢに示す蛍光生成物を定量し、時系列にプ
ロットした。
【図３９Ａ－Ｂ】図39A-Bはカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl とカルボ
キシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl の使用によるDhaA変異体の蛍光偏光分析の結果である
。
【図４０】図40は親(DhaA.H272F、DhaA.D106C)変異体および第1、第2世代DhaA変異体の、
蛍光偏光(FP)法で求めた2次速度定数(M-1sec-1)を示す。
【図４１】図41はDhaA.H272F H11YL(“Halo Tag”)のカルボキシテトラメチルローダミン
-C10H21NO2-Clへの、およびカルボキシテトラメチルローダミン結合ビオチンのストレプ
トアビジンへの、各標識速度の、蛍光偏光法の使用による比較である。
【００５３】
【図４２】図42は、DhaA.H272FおよびDhaA.H272F H11YL基質ポケットの構造モデルである
(パネルA、CとパネルB、Dはそれぞれカルボキシテトラメチルローダミン結合基質の有無
による)。
【図４３Ａ－Ｂ】図43は精製DhaAタンパク質の熱安定性研究の結果である。A) Dha.H272F
親変異体および特定第1世代DhaA変異体の分析。B) Dha.H272F系第2世代DhaA変異体の分析
。
【図４４】図44はDhaA.H272F H11YLの反応速度に対する低温の効果を示す。4℃かまた23
℃でのインキュベーションの後、反応混合物10μLを、予め95℃でインキュベートしてお
いた、等量のSDS-ローディングダイに手早く加えた。得られたSDS-PAGEゲルを蛍光画像化
分析で調べた。
【図４５Ａ－Ｂ】図45は固体担体へのDhaA固定化の説明である。A) DhaA.H272F変異体と
固定化ビオチン-クロロアルカンの間の一般反応スキーム。B) 特定DhaA変異体の固定化ビ
オチン-PEG-14-Clに対する滴定。
【図４６Ａ－Ｂ】図46A-BはCHO-K1細胞で発現した親および第1世代DhaA変異体のin vivo
標識を示す。A)カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl (5μM)によるin vivo
標識後のDhaA変異体のSDS-PAGE蛍光画像化ゲル分析。レーン: 1～4 (DhaA.H272F); 5～8 
(DhaA.H272F A7); 9～12 (DhaA.H272F H11); および13～16 (DhaA.D106C)。系列内の各レ
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ーンは5、15、30および120分の時点に対応する。矢印は標識DhaAの位置を示す。B) カル
ボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-ClのDhaA変異体への結合の定量。
【図４６Ｃ－Ｄ】図46C-DはCHO-K1細胞で発現した第1世代および第2世代DhaA変異体のin 
vivo標識を示す。C)カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl (5μM)によるin v
ivo標識後のDhaA変異体のSDS-PAGE蛍光画像化ゲル分析。レーン: 1～4 (DhaA.H272F A7);
 5～8 (DhaA.H272F H11YL); 9～12 (DhaA.D106C 30H4)。系列内の各レーンは5、15、30お
よび120分の時点に対応する。D) カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-ClのDha
A変異体への結合の定量。
【図４７Ａ－Ｃ】図47A-Cは哺乳動物細胞溶解液でのDhaA.H272F A7およびDhaA.H272F H11
YLの、種々の濃度のカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clによる標識を示す
。
【００５４】
【図４８Ａ－Ｂ】図48A-Bは親および第1世代DhaA変異体のin vivo安定性の比較を示す。A
) カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl標識DhaA変異体の蛍光画像化ゲル分
析。レーン: 1～3 (DhaA.H272F); 4～6 (DhaA.D106C); 7～9 (DhaA.H272F A7); 10～12 (
DhaA.H272F H11); および13 (マーカー)。レーン1、4、7および10はトランスフェクショ
ン12時間後に採取した試料であり、レーン2、5、8および11はトランスフェクション24時
間後に採取した試料であり、3、6、9および12はトランスフェクション48時間後に採取し
た試料である。矢印は標識DhaA変異体の位置を示す。B) 蛍光画像化ゲルの定量。
【図４８Ｃ－Ｄ】図48C-DはDhaA.H272F変異体のin vivo安定性の比較を示す。A) カルボ
キシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl標識DhaA変異体の蛍光画像化ゲル分析。レー
ン: 1～3 (DhaA.H272F A7); 4～6 (DhaA.H272F H11YL); および7 (マーカー)。レーン1、
4はトランスフェクション12時間後に採取した試料であり、レーン2、5はトランスフェク
ション24時間後に採取した試料であり、3、6はトランスフェクション48時間後に採取した
試料である。矢印は標識DhaA変異体の位置を示す。B) 蛍光画像化ゲルの定量。
【図４９－１】図49はpHT2に収めたDhaA.H272F H11YLのヌクレオチド配列(配列番号80)と
アミノ酸配列(配列番号81)を示す。記載の制限部位は、機能性NおよびC末端融合体の生成
を容易にするために組み込んだ。
【図４９－２】図49はpHT2に収めたDhaA.H272F H11YLのヌクレオチド配列(配列番号80)と
アミノ酸配列(配列番号81)を示す。記載の制限部位は、機能性NおよびC末端融合体の生成
を容易にするために組み込んだ。
【図４９－３】図49はpHT2に収めたDhaA.H272F H11YLのヌクレオチド配列(配列番号80)と
アミノ酸配列(配列番号81)を示す。記載の制限部位は、機能性NおよびC末端融合体の生成
を容易にするために組み込んだ。
【図５０Ａ－Ｂ】図50A-BはDhaA.H272F H11YLをコードするベクターでトランスフェクト
したHeLa生細胞の蛍光およびDIC画像である。細胞はカルボキシテトラメチルローダミン-
C10H21NO2-Clで染色しMitoTrackerR Green FMで対比染色した(左パネル)か、またはDiAc-
カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clで染色しMitoTrackerR Orange CMTMRosで対比染
色した(右パネル)。カルボキシフルオレセインフィルター-上左; カルボキシテトラメチ
ルローダミンフィルター-上右; カルボキシフルオレセイン+カルボキシテトラメチルロー
ダミン重ね撮り-下右; 細胞のDIC画像-下左。
【図５０Ｃ－Ｄ】図50C-DはDhaA.H272F H11YL HT2をコードするベクタープラスミドpHT2(
図49を参照)またはDhaA.H272FをコードするpCIneoでトランスフェクトしたCHO-K1生細胞
の蛍光およびDIC画像である。細胞は0.2、1.0または5.0 μMのカルボキシテトラメチルロ
ーダミン-C10H21NO2-Clで染色し3.7%パラホルムアルデヒドで固定した。カルボキシフル
オレセインフィルター-各パネルの左側画像; カルボキシテトラメチルローダミン+DIC重
ね撮り-各パネルの右側画像。
【図５０Ｅ－Ｆ】図50E-FはHeLa細胞中のβ-アレスチン2-DhaA.H272F H11YL HT2タンパク
質融合体の局在を示す。DiAc-カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl標識(E)細胞とカ
ルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl標識(F)細胞の顕微鏡写真。
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【図５１Ａ－Ｂ】図51A-BはCHO-K1細胞で一時的に発現させたhRLuc-DhaA.H272F H11YLHT2
融合タンパク質の捕捉を示す。ストレプトアビジンコート96穴プレート(A)上およびスト
レプトアビジン-MagneSphere常磁性体粒子(B)上の捕捉hRLuc活性。
【図５２Ａ－Ｃ】図52A-Cは、精製DhaA.H272F H11YLのカルボキシテトラメチルローダミ
ン-C10H21NO2-Cl、カルボキシテトラメチルローダミン-p-フェネチル-Clおよびカルボキ
シテトラメチルローダミン-フラニル-プロピル-Clによる相対標識速度と対応する蛍光生
成物の蓄積とを示す。A) 蛍光偏光(FP)分析。B) SDS-PAGEおよび蛍光画像化ゲル分析。C)
 蛍光生成物の蓄積の定量。
【図５３Ａ－Ｃ】図53A-Cは、精製DhaA.H272F H11YLのカルボキシフルオレセイン-C10H21
NO2-Cl、カルボキシフルオレセイン-p-フェネチル-Clおよびカルボキシフルオレセイン-
フラニル-プロピル-Clによる相対標識速度と対応する蛍光生成物の蓄積とを示す。A) 蛍
光偏光(FP)分析。B) SDS-PAGEおよび蛍光画像化ゲル分析。C) 蛍光生成物の蓄積の定量。
【図５４Ａ－Ｂ】図54A-Bは種々のカルボキシテトラメチルローダミン-クロロアルカンに
よるDhaA.H272F H11YLのin vivo標識を示す。A) 蛍光画像化ゲル分析。レーン: 1～3(カ
ルボキシテトラメチルローダミン-14-Cl; それぞれ5、15および60分); 4～6(カルボキシ
テトラメチルローダミン-フラニル-プロピル-Cl; それぞれ5、15および60分); 7～9(カル
ボキシテトラメチルローダミン-p-フェネチル-Cl; それぞれ5、15および60分)。B) 1、5
および20 μM基質の使用によるDhaA.H272F H11YL in vivo標識速度の定量。
【図５５Ａ－Ｂ】図55A-Bは固定化DhaA.H272F H11YLのビオチン結合クロロアルカン基質
に対する反応性を示す。A) 一般反応および検出スキーム。B) ビオチン-PEG4-14-Cl、ビ
オチン-14-Clおよびビオチン-p-フェネチル-14-Clの、固定化DhaA.H272F H11YL273Lタン
パク質との反応性。
【図５６】図56は例示的な環構造基質である。
【図５７】図57は本発明のヒドロラーゼ基質および本発明の変異ヒドロラーゼの、関心タ
ンパク質の固定化と捕捉への使用例である。
【図５８】図58は本発明のヒドロラーゼ基質と本発明の変異ヒドロラーゼによる免疫沈降
法の図解である。
【図５９Ａ】図59A-Bは本発明のヒドロラーゼ基質と本発明の変異ヒドロラーゼの使用に
よるcAMP検出の図解である。
【図５９Ｂ】図59A-Bは本発明のヒドロラーゼ基質と本発明の変異ヒドロラーゼの使用に
よるcAMP検出の図解である。
【図６０Ａ】図60Aは細胞系のプロテアーゼ検出系の図解である。
【図６０Ｂ】図60Bは細胞系のプロテアーゼ検出系の図解である。
【図６０Ｃ】図60Cは短寿命レポーターの使用による関心プロテアーゼ検出の図解である
。
【発明を実施するための形態】
【００５５】
発明の詳細な説明
用語の定義
　「求核剤」は電子を供与する分子である。
　「選択マーカー(タンパク質)」は、細胞にある種の必須栄養素を欠く培地で増殖する能
力を付与する酵素活性をコードする(たとえば酵母細胞のTRP1遺伝子)か、または抗生物質
または他の薬物を添加した培地で増殖する能力を付与する酵素活性をコードする。すなわ
ち選択マーカーをコードする遺伝子がある細胞で発現すると、該細胞には、該遺伝子を欠
く、対応する細胞にはない抗生物質または薬物に対する耐性が付与される。宿主細胞が選
択培地で増殖するには選択マーカーを発現しなければならないとき、該マーカーは陽性選
択マーカーという(たとえば、対応する抗生物質の存在下で増殖する能力を付与する抗生
物質耐性遺伝子など)。選択マーカーはまた、特定遺伝子を含む宿主細胞の選択に使用す
ることもできる(たとえば、発現すると5%ショ糖添加培地で増殖した細菌宿主細胞を殺し
てしまうsacB遺伝子など)。こうした使われ方をする選択マーカーは陰性選択マーカーま
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たは排除選択マーカーという。共通の選択マーカー遺伝子配列は抗生物質たとえばアンピ
シリン、テトラサイクリン、カナマイシン、ピューロマイシン、ブレオマイシン、ストレ
プトマイシン、ハイグロマイシン、ネオマイシン、Zeocin（登録商標）などに対する耐性
に対応する配列を含む。選択可能な栄養要求性遺伝子配列はたとえばヒスチジノール存在
下のヒスチジン無添加培地での増殖を可能にするhisDを含む。好適な選択マーカー遺伝子
はブレオマイシン耐性遺伝子、メタロチオルイン遺伝子、ハイグロマイシンB-ホスホトラ
ンスフェラーゼ遺伝子、AURI遺伝子、アデノシンデアミナーゼ遺伝子、チミンキナーゼ遺
伝子、キサンチン-グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼ遺伝子などを含む。
【００５６】
　「核酸」はここでは、共有結合でつながった一連のヌククレオチドであって、そこでは
あるヌクレオチドのペントースの3'位がホスホジエステル基を介して次のヌクレオチドの
ペントースの5'に結合しており、またそこではヌクレオチド残基(塩基)が特定の配列で連
結されていることを特徴とする一連のヌクレオチドすなわち線形順序のヌクレオチドであ
り、またその類似体たとえば塩基、糖鎖および/またはリン酸骨格に単数または複数の修
飾体をもつ類似体を包含する。「ポリヌクレオチド」はここでは、鎖長約100ヌクレオチ
ド以上の配列を含む核酸をいう。「オリゴヌクレオチド」または「プライマー」はここで
は、短いポリヌクレオチドまたはポリヌクレオチドの一部分をいう。用語「オリゴヌクレ
オチド」または「オリゴ」はここでは、2以上のデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌ
クレオチドを、好ましくは3以上、また通常は10以上の、ただし250以下の、好ましくは20
0以下のデオキシリボヌクレオチドまたはリボヌクレオチドをいう。オリゴヌクレオチド
は任意の方法で、たとえば化学合成、DNA複製、増幅たとえばPCR、逆転写(RT)、またはそ
れらの併用法で生成させてよい。「プライマー」は、プライマー伸張が開始される条件下
に置かれたときに核酸合成の開始点として機能しうるオリゴヌクレオチドである。プライ
マーはその3'末端に、標的(鋳型)の特定配列に対して実質的に相補的である領域をもつよ
うに選択する。プライマー伸張が起こるためには、プライマーは標的とハイブリダイズし
うるほど相補的でなければならない。プライマー配列は標的配列の厳密な反映である必要
はない。たとえば非相補的な配列断片がプライマーの5'末端に付着していても、プライマ
ーの残りの配列が標的と実質的に相補的であれば、かまわない。プライマー配列が標的配
列とハイブリダイズしうるほどの相補性を有し、従ってプライマー伸張産物の合成に必要
な複合体を形成しうる限り、プライマーの中に非相補的な塩基またはもっと長い配列を散
在させることも可能である。ある遺伝子配列とマッチするまたは相補的なプライマーは増
幅反応、RT-PCRなどに使用してもよい。
【００５７】
　核酸分子は5'末端と3'末端をもつと言われるが、それは核酸のホスホジエステル結合が
隣り合うモノヌクレオチドのペントース環の5'炭素と3'炭素の間で起こるためである。新
しい結合が5'炭素に対するものとなるポリヌクレオチド末端は5'末端ヌクレオチドである
。新しい結合が3'炭素に対するものとなるポリヌクレオチド末端は3'末端ヌクレオチドで
ある。末端ヌクレオチドはここでは3'または5'末端の末端位のヌクレオチドである。
【００５８】
　DNA分子は5'末端と3'末端をもつと言われるが、それはモノヌクレオチド同士が反応し
て、一方のモノヌクレオチドのペントース環の5'リン酸がその隣のペントース環の3'酸素
に、ホスホジエステル結合を介して一方向へと結合し、オリゴヌクレオチドを形成するか
らである。従って、オリゴヌクレオチドの末端は、5'リン酸がモノヌクレオチドのペント
ース環の3'酸素に結合していない場合には「5'末端」といい、また3'酸素が隣のモノヌク
レオチドのペントース環の5'リン酸に結合していない場合には「3'末端」という。
【００５９】
　核酸配列はここでは、たとえもっと大きなオリゴヌクレオチドまたはポリヌクレオチド
に内在する場合でも、やはり5'末端と3'末端をもつと言ってもよい。線状、環状いずれの
DNA分子でも、離散配列を「上流」(または5')または「下流」(または3')配列という。こ
の用語は転写がDNA鎖に沿って5'→3'へと進行することを反映している。一般に、結合し
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ている遺伝子(たとえばオープンリーディングフレームまたはコード領域)の転写を指揮す
るプロモーターまたはエンハンサー配列はコード領域の5'または上流に位置するのが普通
である。しかし、エンハンサー配列は、たとえプロモーター配列およびコード領域の3'に
位置する場合でも、その影響力を行使することができる。転写終結およびポリアデニル化
シグナルは3'すなわちコード領域の下流に位置する。
【００６０】
　用語「コドン」はここでは、ポリペプチド鎖に組み込まれるべき特定アミノ酸を指定す
る3個1組のヌクレオチドからなる基本的な遺伝暗号単位であるか、または開始または終止
シグナルである。用語「コード領域」は、構造遺伝子との関連で使用されるときは、mRNA
分子の翻訳の結果としての新生ポリペプチド中に見られるアミノ酸をコードするヌクレオ
チド配列をいう。一般に、コード領域は5'側がイニシエーターのメチオニンをコードする
トリプレット「ATG」を、また3'側が終止コドン(たとえばTAA、TAG、TGA)を、それぞれ境
界とする。コード領域はトリプレット「TTG」を開始コドンとする例もある。
【００６１】
　用語「単離(された)および/または精製(された)」は核酸分子、ポリペプチド、ペプチ
ドまたはタンパク質の、in vivo物質を伴わないin vitro合成、単離および/または精製を
いう。従って、用語「単離(された)」は「単離オリゴヌクレオチド」または「単離ポリヌ
クレオチド」などのように核酸に関連して使用されときは、その源泉では付随しているの
が普通である少なくとも1つの不純物から分離された、同定済みの核酸配列をいう。単離
核酸は天然で見られる状態とは異なる形で存在する。それに対して、非単離核酸(DNA、RN
Aなど)は天然に存在する状態で見られる。たとえば任意のDNA配列(例: 遺伝子)は宿主細
胞の染色体上に近隣遺伝子と隣接して存在し、またRNA配列(例: 特定のタンパク質をコー
ドする特定のmRNA配列)は多様なタンパク質をコードする多数の他mRNAと共に混合体とし
て細胞内に存在する。従って、ゲノム、cDNAまたは合成に由来するポリヌクレオチド、ま
たはそれらの混合体、を含む「単離核酸分子」に関しては、該「単離核酸分子」は(1)天
然に存在する状態では共に見られるポリヌクレオチドを全くまたは部分的に伴わない、(2
)天然では結合していないポリヌクレオチドに作動可能に連結している、または(3)より大
きな配列の一部として天然には存在しない。該単離核酸分子は1本鎖でも2本鎖でもよい。
核酸分子は、タンパク質の発現に使用されときは、少なくともセンス鎖またはコード鎖を
含む(すなわち該核酸は1本鎖でもよい)が、センス鎖とアンチセンス鎖の両方を含んでも(
すなわち2本鎖でも)よい。
【００６２】
　用語「野生型」はここでは、天然源から単離された遺伝子または遺伝子産物の特質をも
つ遺伝子または遺伝子産物をいう。野生型遺伝子は個体群の中で最も頻繁に見られる遺伝
子であり、そのため恣意的に「野生型」遺伝子と呼ばれる。それに対して、「変異(体)」
は野生型遺伝子または遺伝子産物と比べて配列および/または機能的性質の変化(すなわち
特質の変化)を示す遺伝子または遺伝子産物をいう。天然の変異体が単離されることもあ
るが、これらは野生型遺伝子または遺伝子産物と比べて特質が変化していることから識別
される。
【００６３】
　用語「組み換えDNA分子」は自然では一緒に見付からないのが普通である少なくとも2つ
のヌクレオチド配列を含むハイブリッドDNA配列を意味する。用語「ベクター」は、その
中にDNA断片を挿入またはクローニングされる核酸分子であって、DNA断片の細胞への導入
に使用することができ、また細胞内での複製が可能である核酸分子をいう。ベクターはプ
ラスミド、バクテリオファージ、ウイルス、コスミドなどに由来する。
【００６４】
　用語「組み換えベクター」、「発現ベクター」または「コンストラクト」はここでは、
所期のコード配列を含むDNAまたはRNA配列、および作動可能に連結したコード配列の、特
定宿主生物での発現に必要な適正なDNAまたはRNA配列をいう。原核生物発現ベクターは宿
主細胞での自己複製のためのプロモーター、リボソーム結合部位および複製起点を含み、
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またおそらく他の随意配列、たとえばオペレーター配列、制限酵素部位などを含む。プロ
モーターは、RNAポリメラーゼにDNAへの結合とRNA合成とを指示するDNA配列である。真核
生物発現ベクターはプロモーター、随意にポリアデニル化シグナル、および随意にエンハ
ンサー配列を含む。
【００６５】
　「ペプチド、タンパク質またはポリペプチドをコードする」ヌクレオチド配列を含むポ
リヌクレオチドは、対応する完全長ペプチド、タンパク質またはポリペプチドと実質的に
同じ活性をもつ遺伝子産物をコードする遺伝子のコード領域またはその断片を含む核酸配
列を意味する。コード領域はcDNA、ゲノムDNAまたはRNAのいずれの形で存在してもよい。
DNAの形で存在するときは、オリゴヌクレオチドは1本鎖(すなわちセンス鎖)でも2本鎖で
もよい。適正な転写開始および/または1次RNA転写産物の正しい加工に必要ならば、好適
な制御因子たとえばエンハンサー/プロモーター、スプライス部位、ポリアデニル化シグ
ナルなどを遺伝子のコード領域の近傍に配置してもよい。あるいは、本発明の発現ベクタ
ーに利用されるコード領域は内在性のエンハンサー/プロモーター、スプライス部位、介
在配列、ポリアデニル化シグナルなどを含んでもよい。さらなる実施形態では、コード領
域は内在性、外来性の両調節因子の組み合わせを含む。
【００６６】
　用語「転写調節因子」または「転写調節配列」は、核酸配列の発現のいくつかの側面を
制御する遺伝因子または配列をいう。たとえばプロモーターは作動可能に連結したコード
領域の転写開始を促す調節因子である。調節因子の他の非限定的な例は転写因子結合部位
、スプライシングシグナル、ポリアデニル化シグナル、転写終結シグナル、およびエンハ
ンサー配列などであり、また結合した配列の転写を、たとえばトランス作用性因子の存在
下に、増減させる配列などもある。
【００６７】
　真核生物の転写調節シグナルは「プロモーター」および「エンハンサー」配列を含む。
プロモーターおよびエンハンサーは転写に関与する細胞タンパク質と特異的に相互作用す
る短いDNA配列からなる。プロモーターおよびエンハンサー配列はすでに酵母、昆虫およ
び哺乳動物の各細胞内の遺伝子など種々の真核細胞源から単離されている。プロモーター
およびエンハンサー配列はウイルスからも単離されており、また類似の調節因子たとえば
プロモーターは原核生物でも見付かっている。特定プロモーターおよびエンハンサーの選
択は関心タンパク質の発現に使用する細胞型に左右される。真核生物プロモーターおよび
エンハンサーは宿主範囲が広いものもあれば、宿主が限られるものもある。たとえばSV40
初期遺伝子エンハンサーは多数の哺乳動物種に由来する多様な細胞型に対応するため、哺
乳動物細胞でのタンパク質発現に広く使用されてきた。広範囲の哺乳動物細胞型に対応す
るプロモーター/エンハンサー配列の他の2例はヒト伸張因子1遺伝子およびラウス肉腫ウ
イルスやヒトサイトメガロウイルスの長い末端反復配列に由来する。
【００６８】
　用語「プロモーター/エンハンサー」は、プロモーター、エンハンサー両機能(すなわち
前記のプロモーター配列とエンハンサー配列によって提供される機能)を提供しうる配列
を含むDNAセグメントを意味する。たとえばレトロウイルスの長い末端反復配列はプロモ
ーター、エンハンサー両機能を含む。エンハンサー/プロモーターは「内在性」、「外来
性」、「異種」のいずれでもよい。「内在性」エンハンサー/プロモーターはゲノム中の
任意の遺伝子と自然に連結されているものである。「外来性」または「異種」エンハンサ
ー/プロモーターは、結合されたエンハンサー/プロモーターにより遺伝子の転写が指示さ
れるよう、遺伝子操作(すなわち分子生物学的手法)により該遺伝子と並置されるものであ
る。
【００６９】
　発現ベクター上に「スプライシングシグナル」が存在するとしばしば、真核生物宿主細
胞での組み換え転写産物の発現レベルを上昇させる結果となる。スプライシングシグナル
は1次RNA転写産物からのイントロンの除去を媒介し、またスプライス供与および受容部位
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からなる(Sambrook et al. 1989)。常用のスプライス供与および受容部位はSV40の16S RN
Aに由来するスプライス部位である。
【００７０】
　組み換えDNA配列が真核細胞で効率的に発現するには、効率的な転写終結および転写産
物のポリアデニル化を指示するシグナルの発現が必要である。転写終結シグナルは一般に
ポリアデニル化シグナルの下流で見付かり、その長さは数百ヌクレオチドである。用語「
ポリ(A)部位」または「ポリ(A)配列」はここでは、転写終結と新生RNA転写産物のポリア
デニル化の両方を指示するDNA配列をいう。組み換え転写産物の効率的なポリアデニル化
が望ましいのは、ポリ(A)テールを欠く転写産物は不安定で、急速に分解するためである
。発現ベクターに利用されるポリ(A)シグナルは「異種」でも「内在性」でもよい。内在
性ポリ(A)シグナルは任意のゲノム遺伝子のコード領域の3'末端に自然に存在するもので
ある。異種ポリ(A)シグナルはある遺伝子から単離され、別の遺伝子の3'に置かれたもの
である。常用の異種ポリ(A)シグナルはSV40ポリ(A)シグナルである。SV40ポリ(A)シグナ
ルは237bpのBamHI/BclI制限断片に含まれ、転写終結とポリアデニル化の両方を指示する(
Sambrook et al. 1989)。
【００７１】
　真核生物発現ベクターはまた「ウイルスレプリコン」または「ウイルス複製起点」を含
んでもよい。ウイルスレプリコンは、適切な複製因子を発現するベクターの宿主細胞内で
の染色体外複製を可能にするウイルスDNA配列である。SV40またはポリオーマウイルス複
製起点を含むベクターは適切なウイルスT抗原を発現する細胞では高コピー数(最高104コ
ピー/細胞)へと複製する。一方、ウシパピローマウイルスまたはEpstein-Barrウイルスに
由来するレプリコンを含むベクターは染色体外で低コピー数(約100コピー/細胞)の複製を
する。
【００７２】
　用語「in vitro」は人工環境また人工環境内での過程または反応をいう。in vitro環境
の非限定的な例は試験管および細胞溶解液などである。用語「in situ」は細胞培養をい
う。用語「in vivo」は自然環境(たとえば動物または細胞)および自然環境内での過程ま
たは反応をいう。
【００７３】
　用語「発現系」は関心遺伝子の発現を判定(たとえば検出)するためのアッセイまたはシ
ステムをいう。分子生物学分野の当業者には自明であろうが、多種多様な発現系のうち任
意のものを使用してよい。広範囲の好適な哺乳動物細胞が広範囲のソース(たとえばAmeri
can Type Culture Collection, Rockland, MD)から入手可能である。形質転換またはトラ
ンスフェクション方法、および発現媒体の選択は選択される宿主系に依存しよう。形質転
換およびトランスフェクションの方法はSambrook et al. 1989などで開示されている。発
現系はin vitro遺伝子発現アッセイを含むが、そこでは関心遺伝子(たとえばレポーター
遺伝子)が調節配列に連結され、遺伝子の発現を抑制または誘導する薬剤による処理の後
に遺伝子の発現がモニターされる。遺伝子発現の検出は、発現mRNAまたはタンパク質(た
とえば検出可能なレポーター遺伝子産物)の検出または関心遺伝子を発現するの表現型の
検出可能な変化などを非限定的に含む任意好適の手段で行うことができる。発現系はまた
、開裂イベントまたは他の核酸または細胞変化を検出するアッセイを含んでもよい。
【００７４】
　用語「遺伝子」は、ポリペプチドの産生に必要なコード配列と随意に制御配列とを含む
DNA配列をいう。ポリペプチドをコードするのは完全長コード配列でもよいし、また完全
長ポリペプチドと実質的に同じ活性をもつ遺伝子産物をコードする限りで、該コード配列
の一部分でもよい。
【００７５】
　核酸は種々のタイプの変異を含むことが知られている。「点」変異はヌクレオチド配列
中の一塩基位置の、野生型配列からの変化をいう。変異はまた、参照配列たとえば野生型
配列との比較で単数または複数塩基の挿入または欠失をいう。
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【００７６】
　用語「ハイブリダイズする」および「ハイブリダイゼーション」は標的核酸に対する相
補配列のアニーリングを、すなわち相補性配列を含む2核酸ポリマー(ポリヌクレオチド)
の塩基対合によるアニーリングを、いう。用語「アニールした」および「ハイブリダイズ
した」は終始、互換的に使用されており、また相補配列と標的核酸の間の任意の特異的か
つ再現可能な相互作用を、部分的に相補性を有するだけの領域の結合を含めて、包摂する
。本発明の核酸には天然核酸には通常見られないある種の塩基が含まれてもよいが、イノ
シンおよび7-デアザグアニンなどはその一例である。核酸技術の当業者なら、相補鎖長、
オリゴヌクレオチドの塩基組成および配列、イオン強度、塩基対ミスマッチ頻度などを含
む数多くの変数を考慮して、2本鎖の安定性を経験的に求めることができる。核酸2本鎖の
安定性は融点Tmによって測定する。指定条件下の特定核酸2本鎖のTmは、塩基ペアの半数(
平均)が解離する温度である。
【００７７】
　用語「ストリンジェンシー」は核酸ハイブリダイゼーションを実行するときの温度、イ
オン強度および他化合物の存否といった条件に関連して使用される。「高ストリンジェン
シー」条件では、相補塩基配列の出現頻度が高い核酸断片の間でだけ核酸塩基の対合が起
こる。従って、互いに完全には相補的でない核酸を一緒にハイブリダイズまたはアニール
させたいときは「中」または「低」ストリンジェンシー条件がしばしば求められる。多数
の同等条件を採用して中または低ストリンジェンシー条件としうることは技術上周知であ
る。ハイブリダイゼーション条件の選択は一般に当業者には自明であり、またハイブリダ
イゼーションの目的、ハイブリダイゼーションのタイプ(DNA-DNAまたはDNA-RNA)、および
配列間の所期関連性レベルなどによって導かれるのが普通である(方法の一般的な論考に
ついてはSambrook et al. 1989; Nucleic Acid Hybridizations, A Practical Approach,
 IRL Press, Washington D.C. 1985などを参照)。
【００７８】
　核酸2本鎖の安定性はミスマッチ塩基数の増加に伴い低下していくことが、またハイブ
リッド2本鎖内の相対的なミスマッチ位置によっても多かれ少なかれ低下していくことが
、判明している。従って、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシーを利用して、そ
うした2本鎖の安定性を極大化または極小化することができる。ハイブリダイゼーション
のストリンジェンシーは次の方法で変化させることができる: ハイブリダイゼーション温
度の調整; ハイブリダイゼーションミックス中のらせん構造不安定化剤たとえばホルムア
ミドの百分率の調整; および洗浄液の温度および/または塩濃度の調整。フィルターハイ
ブリダイゼーションでは、ハイブリダイゼーションの最終ストリンジェンシーはしばしば
ハイブリダイゼーション後洗浄の塩濃度および/または温度で決まる。
【００７９】
　「高ストリンジェンシー条件」は、核酸ハイブリダイゼーションとの関連では、5×SSP
E(43.8g/L NaCl、6.9g/L NaH2PO4・H2Oおよび1.85g/L EDTA、NaOHでpHを7.4に調整)、0.5
% SDS、5×デンハルト試薬および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液による42℃での
結合またはハイブリダイゼーションとそれに続く0.1×SSPEと1.0% SDSとを含む溶液によ
る42℃での洗浄と同等の条件(鎖長約500ヌクレオチドのプローブを使用)を含む。
【００８０】
　「中ストリンジェンシー条件」は、核酸ハイブリダイゼーションとの関連では、5×SSP
E(43.8g/L NaCl、6.9g/L NaH2PO4・H2Oおよび1.85g/L EDTA、NaOHでpHを7.4に調整)、0.5
% SDS、5×デンハルト試薬および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶液による42℃での
結合またはハイブリダイゼーションとそれに続く1.0×SSPEと1.0% SDSとを含む溶液によ
る42℃での洗浄と同等の条件(鎖長約500ヌクレオチドのプローブを使用)を含む。
【００８１】
　「低ストリンジェンシー条件」は、核酸ハイブリダイゼーションとの関連では、5×SSP
E(43.8g/L NaCl、6.9g/L NaH2PO4・H2Oおよび1.85g/L EDTA、NaOHでpHを7.4に調整)、0.1
% SDS、5×デンハルト試薬[50×デンハルト試薬は500mlあたり5g Ficoll(Type 400, Phar
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macia), 5g BSA(Fraction V; Sigma)を含む]および100μg/ml変性サケ精子DNAからなる溶
液による42℃での結合またはハイブリダイゼーションとそれに続く5×SSPEと0.1% SDSと
を含む溶液による42℃での洗浄と同等の条件(鎖長約500ヌクレオチドのプローブを使用)
を含む。
【００８２】
　「ペプチド」、「タンパク質」および「ポリペプチド」は任意のアミノ酸を意味し、鎖
長または翻訳後修飾(糖鎖付加またはリン酸化など)の有無は問わない。これらの用語は特
に断らない限り互換可能である。本発明の核酸分子は、全長変異タンパク質と実質的に同
じ活性をもつ天然(野生型)タンパク質またはその断片をコードする。好ましくは、そうし
た変異タンパク質は対応する野生型タンパク質に対するアミノ酸配列の一致率が少なくと
も85%であり、より好ましくは90％であり、最も好ましくは95%または99%である。
【００８３】
　ポリペプチド分子は「アミノ末端」(N末端)および「カルボキシル末端」(C末端)をもつ
と言われる。それは第1アミノ酸残基の骨格アミノ基と第2アミノ酸残基の骨格アミノ基の
間でペプチド結合が起こるためである。用語「N末端」および「C末端」は、ポリペプチド
配列に関しては、それぞれポリペプチドのN末端およびC末端領域の一部分を含めたポリペ
プチドの領域をいう。ポリペプチドのN末端領域の一部分を含む配列はポリペプチド鎖のN
末端側半分に由来するアミノ酸を主に含むが、そうした配列に限定されない。たとえば、
N末端配列は該ポリペプチドのＮ末端側半分とC末端側半分の両方に由来する塩基を含むポ
リペプチド配列の内部を含んでもよい。C末端領域の場合も同じである。C末端およびN末
端領域はポリペプチドの最終的なN末端およびC末端をそれぞれ画定するアミノ酸を含んで
もよいが、その必要はない。
【００８４】
　用語「単離(された)」は、「単離タンパク質」または「単離ポリペプチド」などのよう
にポリペプチドとの関連で使用されるときには、その源泉では付随しているのが普通であ
る少なくとも1つの不純物から分離された同定済みのポリペプチドをいう。従って単離ポ
リペプチドは(1)天然タンパク質とは関係しない、(2)同じ源泉に由来する他タンパク質を
、たとえばヒトタンパク質を含まない、(3)別の種に由来する細胞で発現する、または(4)
天然には存在しない。一方、非単離ポリペプチド(たとえばタンパク質および酵素)は天然
に存在する状態で見付かる。用語「単離ポリペプチド」、「単離ペプチド」または「単離
タンパク質」は、合成起源のものを含めたcDNAまたは組み換えDNAまたはそれらの組み合
わせによってコードされるポリペプチド、ペプチドまたはタンパク質を含む。
【００８５】
　用語「組み換えタンパク質」または「組み換えポリペプチド」はここでは、組み換えDN
A分子から発現するタンパク質分子をいう。一方、用語「天然タンパク質」はここでは、
天然に存在する(すなわち非組み換え)源泉から単離したタンパク質を指すのに用いる。天
然タンパク質と同じ性質を備えた組み換え体のタンパク質の生産には分子生物学的手法を
用いてもよい。
【００８６】
　用語「融合ポリペプチド」はここでは、関心タンパク質(たとえばルシフェラーゼ、ア
フィニティータグ、またはターゲッティング配列)を別種のタンパク質たとえば変異ヒド
ロラーゼに結合させて含むキメラタンパク質をいう。
【００８７】
　用語「抗体」はここでは、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン遺伝子断片によ
って実質的にコードされる単数または複数のポリペプチドをもつタンパク質をいう。認定
された免疫グロブリン遺伝子には無数の免疫グロブリン可変部遺伝子だけでなく、κ、λ
、α、γ、δ、εおよびμ定常部遺伝子もある。軽鎖はκ、λのいずれかに分類される。
重鎖はγ、μ、α、δまたはεに分類され、それに応じて免疫グロブリンのクラスIgG、I
gM、IgA、IgDおよびIgEができる。
【００８８】
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　基本的な免疫グロブリン(抗体)構造単位は四量体を含むことが知られている。各四量体
は2つの同じポリペプチド鎖対からなり、各対は「軽」鎖(約25kD)と「重」鎖(約50～70 k
D)をもつ。各鎖のN末端は可変部であり、100～110超のアミノ酸からなる可変部をなし、
主に抗原認識に関与する。用語「軽鎖可変部」(VL)および「重鎖可変部」(VH)はそれぞれ
軽鎖、重鎖の可変部をいう。
【００８９】
　抗体は修飾型(intact)免疫グロブリンとして、または種々の形の修飾体として、たとえ
ばFabFc2、Fab、Fv、Fd、(Fab')2、軽鎖および重鎖の可変部だけを含むFv断片、可変部と
定常部の一部分とを含むFabまたは(Fab')2、単鎖抗体(たとえばscFv、CDRグラフト抗体)
などとして、存在してもよい。Fvの重鎖および軽鎖は同じ抗体に由来してもよいし、異な
る抗体に由来してキメラFvを形成してもよい。抗体は動物(特にマウスまたはラット)起源
でもヒト起源でもよいし、またキメラ体でもヒト化体でよい。用語「抗体」はここでは、
種々の形態を含む。
【００９０】
　用語「細胞」、「細胞系」、「宿主細胞」はここでは互換的に使用され、またそうした
呼称はすべてその子孫または潜在的な子孫を包摂する。「形質転換細胞」は本発明の核酸
分子をすでに導入してある細胞(またはその原細胞)を意味する。随意に、本発明の核酸分
子によってコードされるタンパク質またはポリペプチドを産生することができる安定的に
トランスフェクトした細胞系を創出するために、該核酸分子を好適な細胞系に導入しても
よい。そうした細胞系を構築するためのベクター、細胞および方法は技術上周知である。
用語「形質転換体」または「形質転換細胞」は導入数に関係なく、原初の形質転換細胞に
由来する初代培養株を包摂する。子孫はどれも、意図的または偶発的な突然変異のために
DNA含量が厳密には同じでなくてもよい。にもかかわらず、原初の形質転換細胞でスクリ
ーニングされた機能性をそのまま受け継ぐ変異体子孫は形質転換体に包摂される。
【００９１】
　用語「相同性」は相補性の度合いをいい、部分相同性でも完全相同性(同一性)でもよい
。相同性はしばしば配列分析ソフトウェア(たとえばSequence Analysis Software Packag
e of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, WI 53705)を使用して測定する。そうしたソフトウェ
アは種々の置換、欠失、挿入および他の修飾などに相同性の度合いを割り当てることによ
り、類似配列をマッチさせる。同類置換は一般に次のグループ内の置換を含む: グリシン
、アラニン; バリン、イソロイシン、ロイシン; アスパラギン酸、グルタミン酸、アスパ
ラギン、グルタミン; セリン、トレオニン; リジン、アルギニン; およびフェニルアラニ
ン、チロシン。
【００９２】
　用語「精製(された)」または「精製する」は、関心成分たとえばタンパク質または核酸
から若干の不純物を除去する任意の処理の結果を意味する。従って試料中の精製成分の百
分率は高まる。
【００９３】
　用語「作動可能に連結した」はここでは、任意の遺伝子の転写および/または初期タン
パク質分子の合成を指示しうる核酸分子が生成されるようにする核酸配列の結合をいう。
この用語はまた、機能性の(たとえば酵素的に活性の、結合相手に対する結合能のある、
阻害能のある)タンパク質またはポリペプチド、またはその前駆体たとえばプレ体または
プレプロ体のタンパク質またはポリペプチドが生成されるようにするアミノ酸コード化配
列の結合をもいう。
【００９４】
　ここで特定されるアミノ酸残基はすべて天然のL型である。標準ポリペプチド命名法に
従ったアミノ酸残基の略語を次の対応表に示す。
【００９５】
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【表１】

【００９６】
　用語「ポリヒスチジン配列(poly-histidine tract)」またはHisタグはHis残基2～10個
を含む分子たとえば5～10 His配列をいう。ポリヒスチジン配列は共有結合分子の、固定
化金属たとえばニッケル、亜鉛、コバルトまたは銅、キレートカラム表面での、または他
分子(たとえばHisタグに対して反応性である抗体)との相互作用による、アフィニティー
精製を可能にする。
【００９７】
　「純粋(な)」はここでは、支配種として存在する(すなわち組成物中のモルベースの存
在量が他のどの種よりも多い)目的種を意味し、また実質的に精製された画分は好ましく
は、高分子種の全存在量の少なくとも約50%(モルベース)を目的種が占めるような組成物
である。一般に、「実質的に純粋な」組成物は該組成物中に存在する全高分子種の約80%
超を含み、より好ましくは約85%、約90%、約95%および約99%超を含む。最も好ましくは、
目的種は本質的に均一に精製され(通常の検出法で組成物から不純物種が検出されない)、
また該組成物は本質的に単一高分子種からなる。
【００９８】
　「量子ドット」は広い励起帯と狭い発光帯をもつ極小の、明るい、高光安定性の半導体
結晶子、すなわち蛍光結晶ナノ粒子でである。
　「アップコンバージョンナノ粒子」は、赤外(IR)光によって励起される吸収体とIR光を
可視光に変換する結晶格子内の放出体イオンとが結合したナノ粒子を意味する。
【００９９】
　「三重項増感剤」はここでは、化学的にほぼ不活性であって、かつ基質による吸収がな
いかまたは弱い波長で光を吸収することができる分子または原子団である。該「増感剤」
はその後、該基質または化合物の酸素原子を一重項酸素状態へと励起させるようなエネル
ギーを放出することができる。一重項酸素状態の酸素原子をもつ基質は分子たとえば近傍
タンパク質を分解することができる。三重項増感剤の例はエオシンまたはマラカイトグリ
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ーンである。
【０１００】
　診断用途に有用な放射性核種の例は金属放射性核種(すなわち金属放射性同位体または
金属常磁性イオン)であり、たとえばアンチモン124、アンチモン125、ヒ素74、バリウム1
03、バリウム140、ベリリウム7、ビスマス206、ビスマス207、カドミウム109、カドミウ
ム115、カルシウム45、セリウム139、セリウム141、セリウム144、セシウム137、クロム5
1、コバルト55、コバルト56、コバルト57、コバルト58、コバルト60、コバルト64、銅67
、エルビウム169、ユウロピウム152、ガリウム64、ガリウム68、ガドリニウム153、ガド
リニウム157、金195、金199、ハフニウム175、ハフニウム175～181、ホルミウム166、イ
ンジウム110、インジウム111、イリジウム192、鉄55、鉄59、クリプトン85、鉛210、マン
ガン54、水銀197、水銀203、モリブデン99、ネオジム147、ネプツニウム237、ニッケル63
、ニオブ95、オスミウム185+191、パラジウム103、白金195m、プラセオジム143、プロメ
チウム147、プロトアクチニウム233、ラジウム106、レニウム186、レニウム188、ルビジ
ウム86、ルテニウム103、ルテニウム106、スカンジウム44、スカンジウム46、セレン75、
銀110m、銀111、ナトリウム22、ストロンチウム85、ストロンチウム89、ストロンチウム9
0、硫黄35、タンタル182、テクネチウム99m、テルル125、テルル132、タリウム204、トリ
ウム228、トリウム232、タリウム170、スズ113、スズ114、スズ117m、チタン44、タング
ステン185、バナジウム48、バナジウム49、イッテルビウム169、イットリウム86、イット
リウム88、イットリウム90、イットリウム91、亜鉛65およびジルコニウム95などである。
画像化に有用な放射性核種は銅(Cu)、ガリウム(Ga)、インジウム(In)、レニウム(Rh)およ
びテクネチウム(Tc)の放射性同位体たとえば64Cu、67Cu、111In、99mTc、67Gaまたは68Ga
などが含まれる。X線造影剤に有用な金属はRe、Sm、Ho、Lu、Yt、Pm、Bi、Pd、Gd、La、A
u、Yb、Dy、Cu、Rh、AgおよびIrの放射性同位体などである。
【０１０１】
　「タンパク質不安定化配列」または「タンパク質不安定化ドメイン」は、タンパク質の
N末端またはC末端に存在するとき、結合したタンパク質の半減期を、タンパク質不安定化
配列またはドメインを欠く対応するタンパク質と比べて、少なくとも80%、好ましくは少
なくとも90%、なお好ましくは少なくとも95%以上たとえば99%、増減させるような単数ま
たは複数のアミノ酸残基を含む。タンパク質不安定化配列の非限定的な例はPEST配列たと
えばサイクリン(例: 有指分裂サイクリン)由来PEST配列、ウラシルペルメアーゼまたはOD
C、短寿命タンパク質たとえばODCのC末端領域に由来する配列、初期応答タンパク質たと
えばサイトカイン、リンホカイン、プロトオンコジーンたとえばc-mycまたはc-fos、MyoD
、HMG CoAレダクターゼ、S-アデノシルメチオニンデカルボキシラーゼ、CL配列、サイク
リン分解シグナル、Nデグロン(N-degron、N末端分解シグナル)、またはin vivoでユビキ
チン化されるタンパク質またはその断片などである。
【０１０２】
　「関心タンパク質」の非限定的な例は選択マーカータンパク質、膜タンパク質、細胞質
タンパク質、核タンパク質、構造タンパク質、酵素、酵素基質、受容体タンパク質、輸送
体タンパク質、転写因子、チャンネルタンパク質、リンタンパク質、キナーゼ、シグナル
伝達タンパク質、代謝性タンパク質、ミトコンドリアタンパク質、受容体関連タンパク質
、核酸結合タンパク質、細胞外マトリックスタンパク質、分泌タンパク質、受容体リガン
ド、血清タンパク質、免疫原性タンパク質、蛍光タンパク質、または反応性システインを
もつタンパク質などである。たとえば、関心タンパク質は変異ヒドロラーゼを細胞膜また
は小胞体へと誘導してもよい。たとえば該関心タンパク質はインテグリンタンパク質また
はそのドメインであり、また一実施形態では変異ヒドロラーゼは、変異ヒドロラーゼ自体
を小胞体へと誘導する配列と、またグリコシルホスファチジルイノシトール(GPI)シグナ
ル配列と、融合される。
【０１０３】
　I.　変異ヒドロラーゼとその融合体
　本発明の範囲内の変異ヒドロラーゼの非限定的な例は遺伝子組み換え技術たとえば部位
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特異的変異誘発または再帰的変異誘発で合成されるものなどであり、また該変異ヒドロラ
ーゼに、対応する非変異(野生型)ヒドロラーゼの基質たとえば単数または複数の機能性基
を含むよう修飾した基質との安定した(たとえば共有)結合の形成を、対応する野生型ヒド
ロラーゼと基質の間で形成される結合よりも安定した結合の形成を、可能にさせる単数ま
たは複数のアミノ酸置換を含む。本発明の範囲内の変異ヒドロラーゼの非限定的な例はペ
プチダーゼ、エステラーゼ(例: コレステロールエステラーゼ)、グリコシダーゼ(例: グ
ルコサミラーゼ)、ホスファターゼ(例: アルカリホスファターゼ)などである。たとえば
ヒドロラーゼの非限定的な例はエステル結合に作用する酵素たとえばカルボン酸エステル
ヒドロラーゼ、チオールエステルヒドロラーゼ、リン酸モノエステルヒドロラーゼ、リン
酸ジエステルヒドロラーゼ、三リン酸モノエステルヒドロラーゼ、硫酸エステルヒドロラ
ーゼ、二リン酸モノエステルヒドロラーゼ、リン酸トリエステルヒドロラーゼ、5'-ホス
ホモノエステルを生成するエキソデオキシリボヌクレアーゼ、5'-ホスホモノエステルを
生成するエキソリボヌクレアーゼ、3'-ホスホモノエステルを生成するエキソリボヌクレ
アーゼ、リボ-またはデオキシリボ核酸のいずれかに作用するエキソヌクレアーゼ、リボ-
またはデオキシリボ核酸のいずれかに作用するエキソヌクレアーゼ、5'-ホスホモノエス
テルを生成するエンドデオキシリボヌクレアーゼ、5'-ホスホモノエステル以外を生成す
るエンドデオキシリボヌクレアーゼ、変異塩基に対して特異的な部位特異的エンドデオキ
シリボヌクレアーゼ、5'-ホスホモノエステルを生成するエンドリボヌクレアーゼ、5'-ホ
スホモノエステル以外を生成するエンドリボヌクレアーゼ、リボ-またはデオキシリボ核
のいずれかに作用するエンドリボヌクレアーゼ、リボ-またはデオキシリボ核グリコシダ
ーゼのいずれかに作用するエンドリボヌクレアーゼ; グリコシダーゼたとえばO-およびS-
グリコシルを加水分解する、またN-グリコシル化合物を加水分解する、酵素; 他の結合に
対して作用する(酵素)たとえばトリアルキルスルホニウムヒドロラーゼまたは他ヒドロラ
ーゼ; ペプチド結合に対して作用する酵素(ペプチドヒドロラーゼ)たとえばアミノペプチ
ダーゼ、ジペプチダーゼ、ジペプチジルペプチダーゼおよびトリペプチジルペプチダーゼ
、ペプチジルペプチダーゼ、セリン型カルボキシペプチダーゼ、メタロカルボキシペプチ
ダーゼ、システイン型カルボキシペプチダーゼ、オメガペプチダーゼ、セリンエンドペプ
チダーゼ、システインエンドペプチダーゼ、アスパラギン酸エンドペプチダーゼ、メタロ
エンドペプチダーゼ、トレオニンエンドペプチダーゼ、および触媒機構が未知のエンドペ
プチダーゼ; ペプチド結合以外の、たとえば線状アミド、環状アミド、線状アミジン、環
状アミジン、二トリルまたは他化合物に見られる炭素-窒素結合に作用する酵素; 酸無水
物たとえば含リン無水物や含スルホニル無水物に含まれる酸無水物に作用する酵素; 酸無
水物に作用する(膜透過運動を触媒する)酵素; 酸無水物に作用する(または細胞運動およ
び細胞内運動に関与する)酵素; 炭素-炭素結合(例: ケトン物質のそれ)に作用する酵素; 
ハライド結合(例: C-ハライドのそれ)に作用する酵素; リン-窒素結合に作用する酵素; 
硫黄-窒素結合に作用する酵素; 炭素-リン結合に作用する酵素; および硫黄-硫黄結合に
作用する酵素などである。
【０１０４】
　ハライド結合に作用する例示的なヒドロラーゼの非限定的な例はアルキルハライダーゼ
、2-ハロ酸デハロゲナーゼ、ハロ酢酸デハロゲナーゼ、チロキシンデヨードナーゼ、ハロ
アルカンデハロゲナーゼ、4-クロロベンゾアートデハロゲナーゼ、4-クロロベンゾイル-C
oAデハロゲナーゼおよびアトラジンクロロヒドロラーゼである。環状アミドの炭素-窒素
結合に作用する例示的なヒドロラーゼの非限定的な例はバルビツラーゼ(barbiturase)、
ジヒドロピリミジナーゼ、ジヒドロオロターゼ、カルボキシメチルヒダントイナーゼ、ア
ラントイナーゼ、β-ラクタマーゼ、イミダゾロンプロピオナーゼ、5-オキソプロリナー
ゼ(ATP加水分解性)、クレアチニナーゼ、L-リジンラクタマーゼ、6-アミノヘキサノアー
ト環状ダイマーヒドロラーゼ、2,5-ジオキソピペラジンヒドロラーゼ、N-メチルヒダント
イナーゼ(ATP加水分解性)、シアヌル酸アミノヒドラーゼ、マレイミドヒドロラーゼであ
る。「β-ラクタマーゼ」はここでは、クラスA、C、Dのβ-ラクタマーゼはもとより、D-a
la-カルボキシペプチダーゼ/トランスペプチダーゼ、エステラーゼEstB、ペニシリン結合
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タンパク質2X、ペニシリン結合タンパク質5およびD-アミノペプチダーゼをも包含する。
好ましくは、β-ラクタマーゼはセリン-β-ラクタマーゼであり、たとえばS. aureus PC1
のセリン-β-ラクタマーゼの残基70に対応する位置に触媒活性セリン残基を、またS. aur
eus PC1のセリンβラクタマーゼの残基166に対応する位置にグルタミン酸残基を、それぞ
れもち、随意にS. aureus PC1のセリン-β-ラクタマーゼの残基73の対応する位置にリジ
ン残基を、また随意に残基234に対応する位置にもリジン残基を、もつものである。
【０１０５】
　一実施形態では、本発明の変異ヒドロラーゼは野生型ヒドロラーゼでは水分子の活性化
に関連する残基たとえば触媒残基3点セット(catalytic triad residues)のうちの1残基ま
たは補助残基のアミノ酸置換を少なくとも1つ含み、活性化した水分子は野生型ヒドロラ
ーゼの触媒活性残基と該ヒドロラーゼの基質との間に形成される結合を開裂させる。「補
助残基」はここでは他残基の活性を変化させる残基、たとえば水分子を活性化する残基の
活性を増進する残基である。本発明の範囲内での水分子活性化残基の非限定的な例は酸塩
基触媒に関わる残基たとえばヒスチジン、アスパラギン酸、グルタミン酸などである。別
の実施形態では、本発明の変異ヒドロラーゼは野生型ヒドロラーゼでヒドロラーゼ基質の
求核攻撃によるエステル中間体を形成する残基のアミノ酸置換を少なくとも1つ含む。本
発明の変異ヒドロラーゼに対して有用な基質は変異ヒドロラーゼが特異的に結合する基質
であって、好ましくは該変異ヒドロラーゼのアミノ酸たとえば活性残基に対して、該基質
と対応する野生型ヒドロラーゼの間で形成される結合よりも安定した結合が形成される結
果となるような基質である。該変異ヒドロラーゼは対応する野生型ヒドロラーゼが特異的
に結合するような基質を特異的に結合するものの、変異ヒドロラーゼと基質の間の相互作
用からは、対応する野生型ヒドロラーゼと基質との反応で生成物が形成されるような条件
下で、生成物がまったくまたはずっと少量(たとえば2分の1、10分の1、100分の1または10
00分の1)しか、形成されない。変異ヒドロラーゼによる生成物の形成の欠落または減少は
変異ヒドロラーゼの少なくとも1つのアミノ酸置換のためであり、該置換のために、変異
ヒドロラーゼは基質と、対応する野生型ヒドロラーゼの間で形成される結合よりも安定し
た結合を形成する結果となる。本発明の変異ヒドロラーゼと基質の間で形成される結合は
半減期(t1/2)が、対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で生成物が形成されるような条
件下で形成される結合のt1/2と比べて、少なくとも2倍、より好ましくは少なくとも4倍さ
らには10倍ないし100倍、100倍または10,000倍超、長い。好ましくは、本発明の変異ヒド
ロラーゼと基質の間で形成される結合はt1/2が少なくとも30分、好ましくは少なくとも4
時間ないし少なくとも10時間であり、また洗浄、タンパク質変性、および/または高温に
よる破壊に対して耐性がある、たとえば該結合はSDS中での沸騰下でも安定である。
【０１０６】
　さらに別の実施形態では、本発明の変異ヒドロラーゼは少なくとも2つのアミノ酸置換
を含み、そのうちの1つの置換は野生型ヒドロラーゼにあって水分子の活性化に関連する
残基の置換、または野生型ヒドロラーゼにあってヒドロラーゼ基質の求核攻撃によってエ
ステル中間体を形成する残基の置換であり、またもう1つの置換は対応する野生型ヒドロ
ラーゼにあって、水分子の活性化に関連する、または基質とエステル中間体を形成する残
基の置換ではなく、ヒドロラーゼ基質との結合部位またはその近傍に位置する残基たとえ
ば野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内の残基の置換である。一実
施形態では、第2置換は野生型ヒドロラーゼにあって該ヒドロラーゼの触媒ポケットの基
質入り口に対応する部位の内側を覆う(lines)残基の置換、すなわち活性部位ポケット内
または野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内にある残基たとえば基
質ポケット内の残基であって対応する野生型ヒドロラーゼにあって、水分子の活性化に関
連する、または基質とエステル中間体を形成する残基ではない残基の置換である。こうし
た追加置換は好ましくは、対応する野生型ヒドロラーゼの基質に対する変異体の安定共有
結合の形成速度を増す。一実施形態では、1つの置換は野生型ヒドロラーゼにおいて水分
子を活性化する残基たとえばヒスチジン残基の置換、またRhodococcus rhodochrousデハ
ロゲナーゼのアミノ酸残基272に対応する位置での置換であって、たとえばアミノ酸残基2
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72に対応する位置の置換アミノ酸はフェニルアラニンまたはグリシンである。別の実施形
態では、1つの置換は野生型ヒドロラーゼにおいて基質とエステル中間体を形成する残基
たとえばアスパラギン酸残基の置換、またRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのア
ミノ酸残基106に対応する位置での置換である。一実施形態では、第2置換はRhodococcus 
rhodochrousデハロゲナーゼの位置175、176または273に対応するアミノ酸残基の置換であ
るが、たとえばアミノ酸残基175に対応する位置の置換アミノ酸残基はメチオニン、バリ
ン、グルタミン酸、アスパラギン酸、アラニン、ロイシン、セリンまたはシステインであ
り、アミノ酸残基176に対応する位置の置換アミノ酸残基はセリン、グリシン、アスパラ
ギン、アスパラギン酸、トレオニン、アラニンまたはアルギニンであり、および/または
アミノ酸残基273に対応する位置の置換アミノ酸残基はロイシン、メチオニンまたはシス
テインである。さらに別の実施形態では、変異ヒドロラーゼはさらに、野生型ヒドロラー
ゼの、活性部位ポケット内または野生型ヒドロラーゼに結合したヒドロラーゼ基質の3～5
Å内にあるアミノ酸残基の第3の、また随意に第4の、置換を含む。たとえば第3置換はRho
dococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基175、176または273に対応する位置
での置換であり、また第4置換はRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基
175、176または273に対応する位置での置換である。変異ヒドロラーゼはさらに、他の置
換たとえば対応遺伝子またはその一部分のクローニングを容易にするために導入される置
換を、および/またはN-および/またはC-末端またはその近傍に、対応遺伝子またはその一
部分のクローニングを容易にするために導入されるが必ずしも活性をもたない、たとえば
別個には検出できない、追加の残基を、含んでもよい。
【０１０７】
　たとえば、野生型デハロゲナーゼDhaAはハロゲン化炭化水素(ハロC3-ハロC10)の炭素-
ハロゲン結合を開裂させる。DhaAの触媒中心は古典的な触媒3点セット(catalytic triad)
であり、求核剤、酸およびヒスチジン残基を含む。3点セットを構成するアミノ酸はDhaA
の触媒ポケット(長さ約10Å、断面積約20Å2)の内側奥深くに位置する。DhaAのハロゲン
化基質のハロゲン原子たとえばCl-アルカン基質の塩素原子はDhaAの触媒中心近傍に位置
する。DhaAは基質に結合し、おそらく酵素基質複合体を形成し、またDhaAのAsp106(位置
番号はDhaAのタンパク質配列に基づく)による基質の求核攻撃によりエステル中間体が形
成される(図1A-B)。次にDhaAのHis272が水を活性化し、活性化した水が該中間体を加水分
解し、触媒中心から生成物を放出する。後述のように、変異DhaAたとえばDhaA.H272F変異
体はコンピューターモデリング研究に基づく3-D構造および野生型DhaA(DhaA.WT)の基本的
な物理化学的特質をおそらく保持するが、単数または複数の野生型酵素基質を加水分解す
ることが、たとえばCl-アルカンの場合には、野生型酵素によって放出される対応するア
ルコールを放出することが、できなかった。後で詳述するように、変異セリン-β-ラクタ
マーゼたとえばBlaZ.E166D変異体、BlaZ.N170Q変異体およびBlaZ.E166D:N170Q変異体は単
数または複数の野生型セリン-β-ラクタマーゼ基質を加水分解することができなかった。
【０１０８】
　従って、本発明の一実施形態では、変異ヒドロラーゼは野生型デハロゲナーゼでは水分
子の活性化に関連する残基たとえば触媒3点セットのうちの1残基または補助残基のアミノ
酸置換を少なくとも1つ含む変異デハロゲナーゼであり、活性化した水分子は野生型デハ
ロゲナーゼの触媒残基とデハロゲナーゼ基質の間に形成される結合を開裂させる。一実施
形態では、少なくとも1つの置換はRhodococcus rhodochrous由来のDhaAの残基272に対応
する残基の置換である。「対応残基」は、ある野生型タンパク質にあって参照野生型タン
パク質と比べて同じ活性(機能)をもつ残基であり、かつ随意に両タンパク質の1次配列を
アラインメントしたときに同じ相対位置にくる残基である。たとえば触媒3点セットの一
部を構成し、かつある酵素の水分子を活性化する残基は該酵素の残基272であるが、残基2
72は別の酵素の残基73に対応し、残基73は触媒3点セットの一部を構成しかつ水分子を活
性化する。従って一実施形態では、本発明の変異デハロゲナーゼはRhodococcus rhodochr
ous由来のDhaAの残基272に対応する位置にヒスチジン以外の残基たとえばフェニルアラニ
ン残基をもつ。本発明の別の実施形態では、変異ヒドロラーゼはRhodococcus rhodochrou
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s由来のDhaAの残基106に対応する残基の少なくとも1つのアミノ酸置換たとえばアスパラ
ギン酸以外の残基への置換を含む変異デハロゲナーゼである。たとえば本発明の変異デハ
ロゲナーゼはRhodococcus rhodochrous由来のDhaAの残基106に対応する位置にシステイン
またはグルタミン酸残基をもつ。さらなる実施形態では、変異ヒドロラーゼは少なくとも
2つのアミノ酸置換を含む変異デハロゲナーゼであり、うち1つはRhodococcus rhodochrou
s由来のDhaAの残基106に対応する残基の置換であり、もう1つは同残基272に対応する残基
の置換である。一実施形態では、変異ヒドロラーゼは少なくとも2つのアミノ酸置換を含
む変異デハロゲナーゼであり、うち1つはRhodococcus rhodochrous由来のDhaAの残基272
に対応する残基の置換であり、もう1つは同残基175、176、245および/または273に対応す
る残基の置換である。別のさらなる実施形態では、変異セリン-β-ラクタマーゼであり、
Staphylococcus aureus PC1のセリン-β-ラクタマーゼの残基166または残基170に対応す
る残基のアミノ酸置換を少なくとも1つ含む。
【０１０９】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼはハロアルカンデハロゲナーゼであり、たとえばハ
ロアルカン資化性細菌のグラム陰性菌(Keuning et al. 1985)および陽性菌(Keuning et a
l. 1985; Yokota et al., 1987; Scholtz et al., 1987; Sallis et al., 1990) で発見
されている。ハロアルカンデハロゲナーゼはXanthobacter autotrophicus GJ10由来DhaA(
Janssen et al. 1988, 1989)、Rhodococcus rhodochrous由来DhaAおよびSpingomonas pau
cimobilis UT26由来LinB (Nagata et al. 1997)などを含めて、対応する炭化水素の加水
分解的脱ハロゲン化反応を触媒する酵素である。変換対象のハロゲン化脂肪族炭化水素の
例は単数または複数のハロゲン基を結合させたC2-C10飽和脂肪族炭化水素であり、その場
合、少なくとも2つのハロゲンは隣接炭素原子上にあることを特徴とする。そうした脂肪
族炭化水素の例には揮発性塩素化脂肪族(VCA)炭化水素が含まれる。VCAの例はたとえばジ
クロロエタン、1,2-ジクロロプロパン、1,2-軸黒ブタン、1,2,3-トリクロロプロパンなど
のような脂肪族炭化水素である。用語「ハロゲン化炭化水素」はここではハロゲン化脂肪
族炭化水素を意味する。用語「ハロゲン」はここでは塩素、臭素、ヨウ素、フッ素、アス
タチンなどを含む。好ましいハロゲンは塩素である。
【０１１０】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼは熱安定性デハロゲナーゼなどのような熱安定性ヒ
ドロラーゼであり、少なくとも1つの置換をRhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのア
ミノ酸残基117および/または175に対応する位置に含むが、該置換は熱安定性の向上に関
連する。一実施形態では、該熱安定性ヒドロラーゼは低温たとえば0～25℃程度でヒドロ
ラーゼ基質に結合することができる。一実施形態では、該熱安定性ヒドロラーゼは熱安定
性変異ヒドロラーゼであり、Rhodococcus rhodochrousデハロゲナーゼのアミノ酸残基117
および/または175に対応する位置での置換に加えて、単数または複数の置換を含む。一実
施形態では、該熱安定性変異ヒドロラーゼは荷電残基たとえばリジンが除去される結果と
なる置換を含む。一実施形態では、該熱安定性変異ヒドロラーゼはRhodococcus rhodochr
ous由来DhaAの残基117および/または175に対応する位置にセリンまたはメチオニンを含む
。
【０１１１】
　本発明はまた、変異ヒドロラーゼと関心タンパク質(またはペプチド)に対応するアミノ
酸配列とを含む融合タンパク質を提供する。該関心タンパク質またはペプチドの例は、マ
ーカータンパク質たとえば選択マーカータンパク質、アフィニティータグたとえばポリヒ
スチジン配列、関心酵素たとえばルシフェラーゼ、RNasin、RNase、および/またはGFP、
核酸結合タンパク質、細胞外マトリックスタンパク質、分泌タンパク質、抗体またはその
一部分たとえばFc、生物発光タンパク質、受容体リガンド、調節タンパク質、血清タンパ
ク質、免疫原性タンパク質、蛍光タンパク質、反応性システインをもつタンパク質、受容
体タンパク質たとえばNMDA受容体、チャンネルタンパク質たとえばイオンチャンネルタン
パク質(例: HERGチャンネルタンパク質を含めたナトリウム-、カリウム-またはカルシウ
ム-感受性チャンネルタンパク質)、膜タンパク質、サイトゾルタンパク質、核タンパク質
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、構造タンパク質、リンタンパク質、キナーゼ、シグナル伝達タンパク質、代謝性タンパ
ク質、ミトコンドリアタンパク質、受容体関連タンパク質、蛍光タンパク質、酵素基質た
とえばプロテアーゼ基質、転写因子、タンパク質不安定化配列、または(変異ヒドロラー
ゼたとえば融合タンパク質を特定部位に誘導する)輸送体タンパク質(例: EAAT104グルタ
ミン酸輸送体)および/またはターゲッティング配列(例:ミトコンドリア局在化配列、核局
在化配列またはミリスチル化配列)などである。
【０１１２】
　融合タンパク質は、変異ヒドロラーゼと少なくとも1つの関心タンパク質とをコードす
る組み換えDNAから発現させてもよいし、化学合成で形成してもよい。関心タンパク質は
変異ヒドロラーゼのN末端またはC末端に融合させてもよい。一実施形態では、融合タンパ
ク質は変異ヒドロラーゼのN末端に関心タンパク質を、C末端にもう1つのタンパク質たと
えば異なるタンパク質を、それぞれ含む。たとえば関心タンパク質は蛍光タンパク質でも
抗体でもよい。随意に、融合体内のタンパク質はコネクター配列たとえば好ましくは少な
くとも2アミノ酸残基を含む配列(例: 13～17アミノ酸残基を含む配列)により仕切られる
。本発明の融合タンパク質におけるコネクター配列の存在は融合体内のどちらのタンパク
質の機能をも、各個別タンパク質の機能と比べて、ほとんど変化させない。従って、変異
デハロゲナーゼとRenillaルシフェラーゼの融合体では、コネクター配列の存在は変異デ
ハロゲナーゼとその基質の間の結合の安定性を、またはルシフェラーゼ活性を、ほとんど
変化させない。融合体を構成するタンパク質のいかなる特定の組み合わせでも、多様なコ
ネクター配列が使用可能である。一実施形態では、コネクター配列は酵素によって認識さ
れる配列たとえば開裂性配列である。たとえばコネクター配列はキャスパーゼによって認
識される配列たとえばDEVD(配列番号17)または光開裂性配列である。
【０１１３】
　一実施形態では、融合タンパク質は変異ヒドロラーゼのN末端に関心タンパク質を、ま
た随意にC末端に異なる関心タンパク質を含む。後述のように、変異DhaAとGST(N末端)、F
lag配列(C末端)およびRenillaルシフェラーゼ(N末端またはC末端)との融合体は、変異Dha
Aと機能性基を含む野生型DhaA基質との間で形成される結合に検出可能な作用を及ぼさな
かった。さらに、Flag配列とDhaA.H272Fの融合体はストレプトアビジン-ビオチン-C10H21
NO2-Cl-DhaA.H272Fブリッジを介して固体担体に結合させることができた(SFlag-ELISA実
験)。
【０１１４】
　一実施形態では、融合タンパク質は変異ヒドロラーゼと膜関連タンパク質またはその一
部分たとえばターゲティングタンパク質(例: 小胞体ターゲティング用タンパク質)、細胞
膜結合タンパク質(例: インテグリンタンパク質またはそのドメインたとえば細胞質-、膜
貫通-および/または細胞外茎部-ドメイン)、および/または変異ヒドロラーゼを細胞表面
に連結させるタンパク質(例: グリコシルホスホイノシトールシグナル配列)を含む。
【０１１５】
　II.　最適化ヒドロラーゼ配列と該ヒドロラーゼをコードするベクターおよび宿主細胞
　ヒドロラーゼまたはその融合体をコードする核酸配列を含む単離核酸分子(ポリヌクレ
オチド)もまた提供される。一実施形態では、該単離核酸分子は少なくとも1つの特定宿主
中で発現するよう最適化した核酸配列を含む。最適化配列はコドン最適化配列すなわちあ
る生物で別種の生物たとえば遠縁関係にある生物の場合より高頻度で使用されるコドンだ
けでなく、Kozak配列および/またはイントロンを付加または変更するおよび/または無用
の配列たとえば潜在的な転写因子結合部位を除去する修飾をも、含む。一実施形態では、
該ポリヌクレオチドはデハロゲナーゼをコードする核酸配列であって、特定宿主細胞で発
現するよう最適化された核酸配列を含む。一実施形態では、該最適化ポリヌクレオチドは
対応する非最適化配列とはもはや、たとえば中または高ストリンジェンシー条件下で、ハ
イブリダイズしない。別の実施形態では、該ポリヌクレオチドは対応する非最適化配列と
の核酸配列同一性が90%未満たとえば80%未満であり、また随意に、非最適化配列がコード
するポリペプチドとのアミノ酸配列同一性が80%以上たとえば85%以上、90%以上であるポ
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リペプチドをコードする。さらに、コンストラクトたとえば発現カセット、および単離核
酸分子を含むベクターはもちろん、単離核酸分子、コンストラクトまたはベクターを含む
キットもまた、提供される。
【０１１６】
　ヒドロラーゼとの融合体をコードする核酸配列を含む核酸分子は随意に特定宿主細胞で
発現するよう最適化され、また随意に転写調節配列たとえば単数または複数のエンハンサ
ー、1プロモーター、1転写終結配列、またはそれらの組み合わせに作動可能に連結されて
、発現カセットを形成する。
【０１１７】
　一実施形態では、ヒドロラーゼまたはその融合体をコードする核酸配列が、野生型また
は変異ヒドロラーゼ配列の中のコドンを特定細胞で優先的に使用されるコドンで置き換え
ることにより、最適化される。好ましいコドンは特定細胞での使用頻度が比較的高く、ま
た好ましくはその導入は特定宿主細胞に存在する転写因子向け転写因子結合部位、および
他の望ましくない構造的属性の導入が比較的少数にとどまる結果となる。従って最適化核
酸配列では、コドン使用頻度の向上に伴い発現レベルが上昇するし、また望ましくない転
写調節配列の数の減少に伴い不適切な転写挙動のリスクが低下する。
【０１１８】
　本発明の単離・最適化核酸分子はコドン組成が対応する野生型核酸配列のそれと比べて
30%余り、35%、40%または45%余りたとえば50%、55%、60%余りのコドンで異なってもよい
。本発明用の好ましいコドンは、特定生物の同じ核酸に対応する他の少なくとも1つのコ
ドンよりも使用頻度が高く、かつ該生物では低使用頻度ではなく、また該核酸配列の発現
クローニングまたはスクリーニングに使用される生物でも低使用頻度ではないコドンであ
る。さらに、ある種のアミノ酸(対応コドンが3つ以上あるアミノ酸)に対応する好ましい
コドンは他の(好ましくない)コドンよりも使用頻度の高い2つ以上のコドンを含んでもよ
い。ある生物での使用頻度が別種の生物と比べて高いコドンが核酸分子中に存在すると、
該核酸分子はそうしたコドンを高頻度で使用する生物の細胞に導入されたとき、該細胞に
おける野生型または親核酸配列の発現よりも高レベルで発現する結果となる。
【０１１９】
　本発明の一実施形態では、異なるコドンは哺乳動物で使用頻度の高いコドンであり、別
の実施形態では異なるコドンは植物で使用頻度の高いコドンである。個別生物に応じた好
ましいコドンは技術上周知であり、たとえばwww.kazusa.or.jp./codon/.を参照。特定種
の哺乳動物たとえばヒトは別種の哺乳動物とは異なる好ましいコドン・セットをもつであ
ろう。同様に、特定種の植物は別種の植物とは異なる好ましいコドン・セットをもつであ
ろう。本発明の一実施形態では、異なるコドンの大半は所期宿主細胞での好ましいコドン
である。哺乳動物(たとえばヒト)および植物を含む生物に応じた好ましいコドンは技術上
周知である(Wada et al. 1990; Ausubel et al., 1997) 。たとえば好ましいヒト・コド
ンの非限定的な例は
【化１】

である。
【０１２０】
　従って一実施形態では本発明の合成核酸分子は、好ましいヒト・コドンたとえば
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またはその任意の組み合わせの数が多く、野生型核酸配列とは異なるコドン組成を有する
。たとえば、本発明の核酸分子はロイシンをコードするコドンCTGまたはTTG、バリンをコ
ードするコドンGTGまたはGTC、グリシンをコードするコドンGGCまたはGGT、イソロイシン
をコードするコドンATCまたはATT、プロリンをコードするコドンCCAまたはCCT、アルギニ
ンをコードするコドンCGCまたはCGT、セリンをコードするコドンAGCまたはTCT、トレオニ
ンをコードするコドンACCまたはACT、アラニンをコードするコドンGCCまたはGCT、または
それらの任意の組み合わせの数が野生型核酸配列と比べて多くてもよい。
【０１２１】
　別の実施形態では、好ましいC. elegansコドンの非限定的な例は

【化３】

またはその任意の組み合わせである。さらに別の実施形態では、好ましいDrosophiliaコ
ドンの非限定的な例は

【化４】

またはその任意の組み合わせである。好ましい酵母コドンの非限定的な例は
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【化５】

またはその任意の組み合わせである。同様に、植物での使用頻度が高いコドンの数が多い
核酸分子は、

【化６】

またはその任意の組み合わせを非限定的に含む植物コドンの数が多く、野生型または親核
酸配列とは異なるコドン組成を有する(Murray et al. 1989)。好ましいコドンは個別植物
種に応じて異なる場合もあろう(Wada et al. 1990)。
【０１２２】
　一実施形態では、ヒドロラーゼまたはその融合体をコードする最適化核酸配列は、対応
するヒドロラーゼまたはその融合体をコードする非最適化核酸配列に対する核酸配列同一
性が100%未満たとえば90%未満または80%未満である。たとえばDhaAをコードする最適化核
酸配列は、対応するDhaAをコードする非最適化(野生型)核酸配列に対する核酸配列同一性
がおよそ80%未満であり、また最適化核酸配列によってコードされるDhaAは野生型DhaAに
対するアミノ酸配列同一性が85%以上である。一実施形態では、最適化核酸配列によって
コードされるDhaAの活性は非最適化核酸配列によってコードされるDhaAの活性の10%以上
たとえば50%以上である。たとえば最適化核酸配列によってコードされる変異DhaAが基質
に結合する効率は、非最適化核酸配列によってコードされる変異DhaAが同じ基質に結合す
る場合とほぼ同じである。
【０１２３】
　例示的な最適化DhaA遺伝子の配列は次のとおりである: hDhaA.v2.1-6F(最終、+隣接配
列)
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【化７】

【０１２４】
　核酸分子または発現カセットは、随意に選択マーカー遺伝子を含むベクターたとえばプ
ラスミド-またはウイルス-ベクターに導入してもよいが、該ベクターの導入先は関心細胞
たとえばE. coli、Streptomyces spp.、Bacillus spp.、Staphylococcus spp.などの原核
細胞や植物(双子葉植物または単子葉植物)、真菌、酵母(Pichia、Saccharomyces、Schizo
saccharomycesなど)、または哺乳動物などの真核細胞である。好ましい哺乳動物細胞系の
非限定的な例はCHO、COS、293、Hela、CV-1、SH-SY5Y(ヒト神経芽腫細胞)、HEK293、NIH3
T3細胞である。
【０１２５】
　コード化された変異ヒドロラーゼの発現は原核細胞または真核細胞での発現が可能な任
意のプロモーターで調節してもよい。好ましい原核細胞プロモーターの非限定的な例はSP
6-、T7-、T5-、tac-、bla-、gal-、lac-またはマルトース-プロモーターである。好まし
い真核細胞プロモーターの非限定的な例は構成的プロモーター(例: ウイルスプロモータ
ーたとえばCMV、SV40およびRSVプロモーターなど)、それに調節可能なプロモーター(例: 
誘導性または抑制性プロモーターたとえばtetプロモーター、hsp70プロモーター、CREの
調節を受ける合成プロモーターなど)である。好ましい細菌発現用ベクターの例はpGEX-5X
-3であり、また好ましい真核細胞発現用ベクターの例はpCIneo-CMVである。
　本発明の核酸分子、発現カセットおよび/またはベクターは、リン酸カルシウム法、エ
レクトロポレーション法、マイクロインジェクション法、リポフェクション法、遺伝子銃
法などを非限定的に含む任意の方法で細胞に導入してもよい。
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【０１２６】
　III .　機能性基
　本発明の基質および方法に有用な機能性基は検出可能なまたは検出適性の分子である。
本発明の範囲内の機能性基は、二官能性リンカーまたはヒドロラーゼ基質の1つの反応性
置換基への共有結合が可能な分子であり、また本発明の基質の一部として、天然に見られ
る基質には結合していない機能性基とほぼ同じ活性を有し、かつ変異ヒドロラーゼと安定
複合体を形成することができる。従って、機能性基は該機能性基をもつ基質と変異ヒドロ
ラーゼの間の安定複合体の検出を、また随意にその単離を、容易にするような単数または
複数の特性を有する。たとえば、機能性基は特有の電磁放射または吸収スペクトル特性、
磁性、電子スピン共鳴、静電容量、誘電率または導電率を有するものや、強磁性、常磁性
、反磁性、発光性、電界発光性、蛍光性、リン光性、発色性、免疫原性、または独特の質
量を有するものを含む。機能性基の非限定的な例は、核酸分子すなわちDNAまたはRNAたと
えばオリゴヌクレオチドまたはヌクレオチド、たとえばヌクレオチド類似体をもつもの、
タンパク質結合能をもつDNA、関心遺伝子に対応する1本鎖DNA、関心遺伝子に対応するRNA
、終止コドンを欠くmRNA、アミノアシル化開始tRNA、アミノアシル化アンバーサプレッサ
ーtRNAまたはRNAi用2本鎖RNA、タンパク質たとえば発光タンパク質、ペプチド、ペプチド
核酸、リガンドによって認識されるエピトープたとえばビオチンまたはストレプトアビジ
ン、ハプテン、アミノ酸、脂質、脂質二分子膜、固体担体、蛍光団、発色団、レポーター
分子、放射性核種たとえば放射性測定用の放射性同位体、同位体コード化アフィニティー
タグ(ICAT)法などの方法に用いる安定同位体、高電子密度(electron opaque)分子、X線造
影剤、MRI造影剤たとえばマンガン、ガドリニウム(III )または酸化鉄粒子などである。
一実施形態では、機能性基はアミノ酸、タンパク質、糖タンパク質、多糖、三重項増感剤
たとえばCALI、核酸分子、薬物、毒素、脂質、ビオチンまたは固体担体たとえば自己組織
化単分子膜(Kwon et al., 2004などを参照)であり、Ca2+を結合し、K+を結合し、Na+を結
合し、pH感受性であり、高電子密度であり、発色団であり、MRI造影剤であり、NOの存在
下で蛍光を発し、あるいは反応性酸素に対して感受性があり、ナノ粒子、酵素、酵素基質
、酵素阻害物質たとえば自殺基質(Kwon et al., 2004などを参照)、補因子たとえばNADP
、補酵素、スクシンイミジルエステルまたはアルデヒド、ルシフェリン、グルタチオン、
NTA、ビオチン、cAMP、ホスファチジルイノシトール、cAMP対応リガンド、金属、スピン
トラップ用ニトロキシドまたはニトロン(電子スピン共鳴(ESR)法で検出)、金属キレート
剤(例: 造影剤用、時間分解蛍光分析用または金属捕集用)、ホトケージド(photocaged)分
子(例:光照射により蛍光団などのケージド化合物が放出されるようにしたもの)、インタ
ーカレーターたとえばDNAの結合に有用なまたは光活性化可能な分子として有用なプソラ
ーレンまたは別のインターカレーター、三リン酸またはホスホロアミダイト(たとえばDNA
またはRNAへの基質の取り込みを可能にするための)、抗体、またはヘテロ二官能性架橋剤
たとえばタンパク質または他分子を共役させるのに有用な架橋剤、ヒドラジド、アリール
アジド、マレイミド、ヨードアセトアミド/ブロモアセトアミド、N-ヒドロキシスクシン
イミジルエステル、混合ジスルフィドたとえばピリジルジスルフィド、グリオキサル/フ
ェニルグリオキサル、ビニルスルホン/ビニルスルホンアミド、アクリルアミド、ボロン
酸エステル、ヒドロキサム酸、イミダートエステル、イソシアナート/イソチオシアナー
ト、またはクロロトリアジン/ジクロロトリアジンなどである。
【０１２７】
　たとえば機能性基の非限定的な例は単数または複数のアミノ酸たとえば天然アミノ酸ま
たは非天然アミノ酸、ペプチドまたはポリペプチド(タンパク質)たとえば抗体またはその
断片、Hisタグ、FLAGタグ、Strepタグ、酵素、補因子、補酵素、酵素基質のペプチドまた
はタンパク質たとえば分枝ペプチド(例: Z-アミノベンゾイル(Abz)-Gly-Pro-Ala-Leu-Ala
-4-ニトロベンジルアミド(NBA))、自殺基質、または受容体、単数または複数のヌクレオ
チド(例: ATP、ADP、AMP、GTPまたはGDP)およびその類似体、たとえばオリゴヌクレオチ
ド、遺伝子またはその一部分に対応する2本鎖または1本鎖DNAたとえば転写因子などのよ
うなタンパク質に結合しうるDNA、遺伝子に対応するRNAたとえば終止コドンを欠くmRNA、
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またはその一部分、RNAi用2本鎖RNAまたはそのベクター、糖タンパク質、多糖、ペプチド
核酸(PNA)、脂質二分子膜を含む脂質; 固体担体たとえば沈降性粒子(磁性体粒子など)、
セファロースまたはセルロースビーズ、膜、ガラス(スライドガラスなど)、セルロース、
アルギン酸、プラスチックまたは他の合成高分子たとえばエッペンドルフチューブまたは
マルチウェルプレートのウェル、自己組織化単分子膜、表面プラズモン共鳴チップ、また
は電子伝導表面をもつ固体担体、薬物たとえば化学療法薬(ドキソルビシン、5-フルオロ
ウラシルまたはカンプトサール(CPT-11; Irinotecan))、アミノアシル化tRNAたとえばア
ミノアシル化開始tRNAまたはアミノアシル化アンバーサプレッサーtRNA、Ca2+結合分子、
K+結合分子、Na+結合分子、pH感受性分子、放射性核種、高電子密度(electron opaque)分
子、造影剤たとえばバリウム、ヨウ素または他のMRI造影剤またはX線造影剤、NOの存在下
で蛍光を発する分子または反応性酸素に対して感受性である分子、ナノ粒子たとえば免疫
金粒子、常磁性体ナノ粒子、アップコンバージョンナノ粒子、または量子ドット、酵素の
非タンパク質基質、酵素阻害物質、可逆的または不可逆的阻害物質、キレート剤、架橋基
たとえばスクシンイミジルエステルまたはアルデヒド、グルタチオン、ビオチンまたは他
のアビジン結合分子、アビジン、ストレプトアビジン、cAMP、ホスファチジルイノシトー
ル、ヘム、cAMP対応リガンド、金属、NTA、および一実施形態では単数または複数の色素
たとえばキサンテン色素、カルシウム感受性色素たとえば1-[2-アミノ-5-(2,7-ジクロロ-
6-ヒドロキシ-3-オキシ-9-キサンテニル)-フェノキシ]-2-(2'-アミノ-5'-メチルフェノキ
シ)エタン-N,N,N',N'-テトラ酢酸(Fluo-3)、ナトリウム感受性色素たとえば1,3-ベンゼン
ジカルボン酸、4,4'-[1,4,10,13-テトラオキサ-7,16-ジアザシクロオクタデカン-7,16-ジ
イルビス(5-メトキシ-6,2-ベンゾフランジイル)]ビス(PBFI)、NO感受性色素たとえば4-ア
ミノ-5-メチルアミノ-2',7'-ジフルオレセイン、または他の蛍光団である。一実施形態で
は、機能性基はハプテンまたは免疫原性分子すなわち該分子に対して特異的な抗体が結合
する分子である。別の実施形態では、機能性基は放射性核種であり、たとえば3H、14C、3

5S、125I、131Iであり、診断方法に有用な分子を含む。
【０１２８】
　特定機能性基を検出する方法は技術上周知である。たとえば核酸分子の検出はハイブリ
ダイゼーション法、増幅法、該核酸に対して特異的な核酸結合タンパク質への結合法、酵
素法(たとえば核酸分子がリボザイムの場合)で行うことができるし、また核酸分子自体が
検出可能なまたは検出適性の分子たとえば放射性標識またはビオチンを含む場合には、そ
の分子に適した試験法で検出することができる。
【０１２９】
　例示的な機能性基に含まれるのはハプテン、たとえば免疫原性の増進に資する分子たと
えばキーホールリンペットヘモシアニン(KLH)、開裂性標識たとえば光開裂性ビオチン、
および蛍光標識たとえばN-ヒドロキシスクシンイミド(NHS)修飾クマリンおよびスクシン
イミドまたはスルホノスクシンイミド修飾BODIPY(UVおよび/または可視光励起蛍光検出法
で検出可能)、ローダミンたとえばR110、ロードール、GRG6、Texas Methyl Red(カルボキ
シテトラメチルローダミン)、5-カルボキシ-X-ローダミン、またはフルオレセイン、クマ
リン誘導体たとえば7-アミノクマリンおよび7-ヒドロキシクマリン、2-アミノ-4-メトキ
シナフタレン、1-ヒドロキシピレン、レゾルフィン、フェナレノンまたはベンズフェナレ
ノン(米国特許第4,812,409号明細書)、アクリジノン(米国特許第4,810,636)、アントラセ
ン、およびα-およびβ-ナフトール誘導体、フッ素化フルオレセインおよびロードールを
含むフッ素化キサンテン誘導体(例: 米国特許第6,162,931号明細書)、生物発光分子たと
えばルシフェリン、セレンテラジン、ルシフェラーゼ、化学発光分子たとえば安定化ジオ
キセタン、および電気化学発光分子などである。野生型ヒドロラーゼの基質との結合を介
して対応する変異ヒドロラーゼに連結した蛍光(または発光)機能性基は、系の変化たとえ
ばリン酸化をリアルタイムで検知するために使用してもよい。さらに、金属イオン用化学
センサーなどのような蛍光分子たとえばCu2+検出用の9-カルボニルアントラセン修飾グリ
シル-ヒスチジル-リジン(GHK)を本発明の基質に取り込んでおいて、該基質に結合するタ
ンパク質の標識に使用してもよい。BODIPY、ローダミングリーン、GFPまたは赤外色素な
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どのような発光または蛍光機能性基はまた、機能性基としての用途もあり、たとえばBRET
、ERET、LRETまたは電気泳動法などを使用するたとえば相互作用研究に使用してもよい。
　別種の機能性基は、受容基を含む分子類と選択的に相互作用する分子(「アフィニティ
ー」分子)である。従って、アフィニティー分子を含むヒドロラーゼ基質はそうした基質
と変異ヒドロラーゼとをもつ複合体の分離を容易にすることができる。これは該アフィニ
ティー分子と別の分子たとえば生物起源でも非生物起源でもよい受容体分子との選択的相
互作用のためである。たとえばアフィニティー分子と相互作用する特定分子(受容体分子
という)は小分子、化学基たとえばスルフヒドリル基(-SH)、または大きな生体分子たとえ
ば抗体またはアフィニティー分子に対応する他の天然リガンドである。この結合は通常、
化学結合であり、共有または非共有結合またはイオン結合または水素結合などのような相
互作用を伴う場合がある。受容体分子は溶液中に遊離していることもあれば、それ自体が
固体または半固体表面、ポリマーマトリックスに結合しているか、または固体または半固
体表面に存在することもある。相互作用は外的因子たとえば光、温度、圧力、または触媒
として作用する化学または生体分子の添加が引き金となってもよい。反応混合物からの複
合体の検出および/または分離が起こるのは、アフィニティー分子と受容体分子の間の通
常は結合という形のこの相互作用のためである。
【０１３０】
　アフィニティー分子の例は、免疫原性分子たとえばタンパク質のエピトープ、ペプチド
、糖質または脂質などのような分子すなわち特異抗体の作製に役立つ任意の分子; ビオチ
ン、アビジン、ストレプトアビジン、およびその誘導体; 金属結合分子; およびこれらの
分子の断片および組み合わせなどである。例示的なアフィニティー分子はHis5(HHHHH)(配
列番号19)、HisX6(HHHHHH)(配列番号20)、C-myc(EQKLISEEDL)(配列番号21)、Flag(DYKDDD
DK)(配列番号22)、SteptTag (WSHPQFEK)(配列番号23)、HA Tag (YPYDVPDYA)(配列番号24)
、チオレドキシン、セルロース結合ドメイン、キチン結合ドメイン、S-ペプチド、T7ペプ
チド、カルモジュリン結合ペプチド、C末端RNAタグ、金属結合ドメイン、金属結合反応性
基、アミノ酸反応性基、インテイン、ビオチン、ストレプトアビジン、マルトース結合タ
ンパク質などを含む。たとえばビオチンを含むヒドロラーゼ基質を変異ヒドロラーゼと接
触させる。変異ヒドロラーゼと基質の複合体の中にビオチンが存在すると、該複合体のア
ビジン分子たとえば表面(ビーズ、マイクロウェル、ニトロセルロースなど)コートストレ
プトアビジン分子への選択的結合が可能になる。好適な表面はクロマトグラフィー分離用
レジン、組織培養表面または結合プレートなどのようなプラスチック、マイクロタイター
ディッシュおよびビーズ、セラミックス、ガラス、磁性体粒子を含む粒子、ポリマーおよ
び他マトリックスを含む。処理表面はたとえばリン酸緩衝生理食塩水(PBS)で洗浄してビ
オチンを欠く分子を除去し、含ビオチン複合体を単離する。場合によっては、これらの材
料は光ファイバー、ChemFETおよびプラズモン検出器などのような生体分子センサーの一
部でもよい。
【０１３１】
　アフィニティー分子の別の例はダンシルリジンである。このダンシル環と相互作用する
抗体は市販されている(Sigma Chemical; St. Louis, MO)か、または周知のプロトコール
たとえばAntibodies: A Laboratory Manual (Harlow and Lane, 1988)に記載のプロトコ
ールを使用して作製することができる。たとえば抗ダンシル抗体をクロマトグラフィーカ
ラムの充填材表面に固定化する。この方法(アフィニティーカラムクロマトグラフィー)は
本発明の変異ヒドロラーゼと基質の複合体を固定化抗体との相互作用によりカラムに保持
させる一方で、他の分子はカラムを通過させる。後は、抗体-抗原相互作用を壊して複合
体を溶出させる。特定のクロマトグラフィーカラム材たとえばイオン交換またはアフィニ
ティーSepharose、Sephacryl、Sephadexおよび他クロマトグラフィーレジンは市販されて
いる(Sigma Chemical: St. Louis, MO; Pharmacia Biotech: Piscataway, N.J.)。ダンシ
ルリジンはその蛍光特性のために都合よく検出されよう。
【０１３２】
　受容体分子として抗体を使用するときは、他の生化学分離法たとえば(フィルターまた
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は他のビーズ、プレートまたはレジンなどの表面を使用した)免疫沈降および固定化など
によって分離を行うこともできる。たとえば本発明の変異ヒドロラーゼと基質の複合体は
磁気ビーズをアフィニティー分子特異抗体またはヒドロラーゼ特異抗体でコートすること
により単離してもよい。混合物からビーズの分離はしばしば磁界が利用される。
【０１３３】
　別種の機能性分子は電磁放射線を使用して検出しうる分子を含み、またキサンテン蛍光
団、ダンシル蛍光団、クマリンおよびクマリン誘導体、蛍光アクリジニウム基、ベンゾピ
レン系蛍光団、それに7-ニトロベンゾ-2-オキサ-1,3-ジアゾールおよび3-N-(7-ニトロベ
ンゾ-2-オキサ-1,3-ジアゾール-4-イル)-2,3-ジアミノ-プロピオン酸を非限定的に含む。
好ましくは、蛍光団分子は天然アミノ酸とは異なる波長で蛍光量子収量が高く、またなお
好ましくは可視光または可視光+紫外光の波長領域で励起可能な蛍光の量子収量が高い。
予め選択した波長で励起すると、該分子は低濃度で目視により、または通常の蛍光検出法
により、検出可能になる。電気化学発光分子たとえばルテニウムキレートとその誘導体ま
たはニトロキシドアミノ酸とその誘導体はフェムトモル以下の濃度範囲で検出可能である
。
【０１３４】
　一実施形態では、随意に検出可能な機能性基は次のうちの1つを含む:
【化８】
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【化９】

(式中R1はC1-C8である。)
【０１３５】
　本発明の変異ヒドロラーゼと基質の複合体の検出には、蛍光分子に加え、該相互作用と
電磁界/放射への分子の応答とに基づく物理特性をもつ多様な分子を使用することができ
る。これらの特性は紫外、可視および赤外スペクトル領域の吸収、ラマン活性であり発色
団の存在などを含み、共鳴ラマン分光法、電子スピン共鳴、核磁気共鳴、分子質量たとえ
ば質量分析装置でさらに増進しうる。
　アフィニティー分子をもつ複合体を検出および/または単離する方法にはゲルろ過、高
速または高圧液体、逆相、アフィニティー、イオン交換などのクロマトグラフィー技術が
ある。本発明の変異ヒドロラーゼと基質の複合体の検出には電気泳動法、等電点分離法、
質量分析法など他のタンパク質分離法もまた有用である。
　IV.　リンカー
　用語「リンカー」(記号Lで示す場合もある)は、反応性基を含む基質に、または反応性
基に、単数または複数の機能性基を共有結合的に付着させる基または基群をいう。リンカ
ーはここでは単一共有結合ではない。リンカーの構造は、標的酵素によって結合されうる
基質をもたらす限り、あまり重要ではない。一実施形態では、リンカーは機能性基(R)と
反応性基を約5オングストローム～約1000オングストロームの距離だけ引き離す二価基と
することができる。他の好適なリンカーは、Rと反応性基を約5オングストローム～約100
オングストロームの距離だけ引き離すリンカー、およびRと反応性基を約5オングストロー
ム～約50オングストロームの距離だけ、約5オングストローム～約25オングストロームの
距離だけ、約5オングストローム～約500オングストロームの距離だけ、または約30オング
ストローム～約100オングストロームの距離だけ引き離すリンカーなどである。
【０１３６】
　一実施形態では、リンカーはアミノ酸である。
　一実施形態では、リンカーはペプチドである。
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基または
オキソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖であ
って、該炭素鎖を構成する単数または複数(たとえば1ないし4)の炭素原子は随意に非ペル
オキシド-O-、-S-または-NH-に置き換わり、かつ該炭素鎖を構成する単数または複数(た
とえば1ないし4)の炭素原子はアリールまたはヘテロアリール環に置き換わることを特徴
とする。
【０１３７】
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基または
オキソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖であ
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って、該炭素鎖を構成する単数または複数(たとえば1ないし4)の炭素原子は随意に非ペル
オキシド-O-、-S-または-NH-に置き換わり、かつ該炭素鎖を構成する単数または複数(た
とえば1ないし4)の炭素原子は単数または複数(たとえば1ないし4)のアリールまたはヘテ
ロアリール環に置き換わることを特徴とする。
【０１３８】
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基または
オキソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖であ
って、該炭素鎖を構成する単数または複数(たとえば1ないし4)の炭素原子は随意に非ペル
オキシド-O-、-S-または-NH-に置き換わり、かつ該炭素鎖を構成する単数または複数(た
とえば1ないし4)の炭素原子は単数または複数(たとえば1ないし4)のヘテロアリール環に
置き換わることを特徴とする。
【０１３９】
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基または
オキソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖であ
って、該炭素鎖を構成する単数または複数(たとえば1ないし4)の炭素原子は随意に非ペル
オキシド-O-、-S-または-NH-に置き換わることを特徴とする。
【０１４０】
　別の実施形態では、リンカーは式-W-F-W-で示される二価基であり、式中Fは(C1-C30)ア
ルキル、(C2-C30)アルケニル、(C2-C30)アルキニル、(C3-C8)シクロアルキルまたは(C6-C

10)であり、Wは-N(Q)C(=O)-、-C(=O)N(Q)-、-OC(=O)-、-C(=O)O-、-O-、-S-、-S(O)-、-S
(O)2-、-N(Q)-、-C(=O)-、または直接結合であり、各Qは独立にHまたは(C1-C6)アルキル
である。
【０１４１】
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基または
オキソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖であ
る。
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含む炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖である。
　別の実施形態では、リンカーは炭素原子数約2～約30の分枝または非分枝炭素鎖である
。
【０１４２】
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基または
オキソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約2～約20の分枝または非分枝炭素鎖であ
る。
　別の実施形態では、リンカーは随意に単数または複数(たとえば1ないし4)の二重または
三重結合を含む炭素原子数約2～約20の分枝または非分枝炭素鎖である。
　別の実施形態では、リンカーは炭素原子数約2～約20の分枝または非分枝炭素鎖である
。
【０１４３】
　別の実施形態では、リンカーは-(CH2CH2O)1-10-である。
　別の実施形態では、リンカーは
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【化１０】

である。
【０１４４】
　別の実施形態では、リンカーは単数または複数の二価ヘテロアリール基を含む。
　特に、(C1-C30)アルキルはメチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチル、イソブ
チル、sec-イソブチル、ペンチル、3-ペンチル、ヘキシル、ヘプチル、オクチル、ノニル
またはデシルなどである; (C3-C8)シクロアルキルはシクロプロピル、シクロプチル、シ
クロペンチルまたはシクロヘキチルなどてある; (C2-C30)アルケニルはビニル、アリル、
1-プロペニル、2-プロペニル、1-ブテニル、2-ブテニル、3-ブテニル、1-ペンテニル、2-
ペンテニル、3-ペンテニル、4-ペンテニル、1-ヘキセニル、2-ヘキセニル、3-ヘキセニル
、4-ヘキセニル、5-ヘキセニル、ヘプテニル、オクテニル、ノネニルまたはデセニルなど
である; (C2-C30)アルキニルはエチニル、1-プロピニル、2-プロピニル、1-ブチニル、2-
ブチニル、3-ブチニル、1-ペンチニル、2-ペンチニル、3-ペンチニル、4-ペンチニル、1-
ヘキシニル、2-ヘキシニル、3-ヘキシニル、4-ヘキシニル、5-ヘキシニル、ヘプチニル、
オクチニル、ノニニルまたはデシニルなどである; (C6-C10)アリールはフェニル、インデ
ニルまたはナフチニルなどである; またヘテロアリールはフリル、イミダゾリル、トリア
ゾリル、トリアジニル、オキサゾリル、イソオキサゾリル、チアゾリル、イソチアゾリル
、ピラゾリル、ピロリル、ピラジニル、テトラゾリル、ピリジル(またはそのN-オキシド)
、チエニル、ピリミジニル(またはそのN-オキシド)、インドリル、イソキノリル(または
そのN-オキシド)またはキノリル(またはそのN-オキシド)などである。
　用語「芳香族(の)」はアリールおよびヘテロアリール基を含む。
【０１４５】
　アリールはフェニル基であるか、または少なくとも1環が芳香環である環員原子数約9～
10のオルト縮合二環式炭素環基である。
　ヘテロアリールは、炭素と非ペルオキシド酸素、硫黄およびN(X)(ただしXは存在しない
か、またはH、O、(C1-C4)アルキル、フェニルまたはベンジルである)からなる群より選択
される1～4個のヘテロ原子とからなる5または6個の環員原子を含む単環式芳香環の環員炭
素を介して結合した基、およびそれから誘導される環員原子数約8～10のオルト縮合二環
式ヘテロ環の基、特にベンゾ誘導体またはプロピレン、トリメチレンまたはテトラメチレ
ンのジラジカルを縮合させた誘導体を包含する。
【０１４６】
　用語「アミノ酸」はリンカーとの関連では、D型またはL型の天然アミノ酸(例: Ala, Ar
g, Asn, Asp, Cys, Glu, Gln, Gly, His, Hyl, Hyp, Ile, Leu, Lsy, Met, Phe, Pro, Se
r, Thr, Trp, TyrおよびVal)と非天然アミノ酸(例: ホスホセリン、ホスホトレオニン、
ホスホチロシン、ヒドロキシプロリン、γ-カルボキシグルタミン酸; 馬尿酸、オクタヒ
ドロインドール-2-カルボン酸、スタチン、1,2,3,4-テトラヒドロイソキノリン-3-カルボ
ン酸、ペニシラミン、オルニチン、シトルリン、α-メチルアラニン、パラベンゾイルフ
ェニルアラニン、フェニルグリシン、プロパルギルグリシン、サルコシン、tert-ブチル
グリシン)の残基を含む。この用語はまた、C末端を(たとえば(C1-C6)アルキル、フェニル
またはベンジルエステルまたはアミドとして)保護した天然および非天然アミノ酸だけで
なく、通常のアミノ保護基(例: アセチル基またはベンジルオキシカルボニル基)をつけた
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天然および非天然アミノ酸をも包含する。他の好適なアミノおよびカルボキシル保護基は
技術上周知である(たとえばGreene, Protecting Groups in Organic Synthesis; Wiley: 
New York, 1981および同書で引用されている他の文献を参照)。アミノ酸はC末端またはN
末端を介して、または他の任意幸便の結合点を介して、たとえばシステインの硫黄を介し
て、別の分子に連結することができる。
【０１４７】
　用語「ペプチド」はリンカーとの関連では、2～25個の(たとえば前述のような)アミノ
酸またはペプチジル残基の配列をいう。該配列は直鎖状でも環状でもよい。たとえば環状
ペプチドはある配列中の2個のシステイン残基間のジスルフィド架橋の形成により合成す
ることができる、または得られる。ペプチドはC末端またはN末端を介して、または他の任
意幸便の結合点を介して、たとえばシステインの硫黄を介して、別の分子に連結すること
ができる。好ましくは、ペプチドは3～25個の、または5～21個のアミノ酸を含む。ペプチ
ド誘導体は米国特許第4,612,302号、4,853,371号および4,684,620号の各明細書で開示さ
れている要領で合成することができる。ここで具体的に引用したペプチド配列はアミノ末
端を左側に、カルボキシル末端を右側にして記載してある。
【０１４８】
　一実施形態では、本発明のデハロゲナーゼ基質はリンカーを有し、式(I)で示される:
　R-リンカー-A-X　　　　　　　(I)
式中Rは単数または複数の機能性基(蛍光団、ビオチン、発光団または蛍光性または発光性
分子など)であるか、または固体担体たとえばミクロスフェア、膜、ポリマープレート、
ガラスビーズ、スライドガラスなどであるが、該リンカーはC、N、SまたはOを含む多原子
直鎖または分枝鎖であり、A-Xはデハロゲナーゼ基質であり、またXはハロゲン原子である
。一実施形態では、A-Xはハロ脂肪族またはハロ芳香族のデハロゲナーゼ基質である。一
実施形態では、該リンカーは随意に単数または複数の(たとえば1ないし4)の二重または三
重結合を含み、また随意に単数または複数(たとえば2ないし4)のヒドロキシル基またはオ
キソ基(=O)を置換基として有する炭素原子数約12～約30の二価分枝または非分枝炭素鎖で
あって、該炭素鎖を構成する単数または複数(たとえば1ないし4)の炭素原子は随意に非ペ
ルオキシド-O-、-S-または-NH-に置き換わることを特徴とする。一実施形態では、リンカ
ーは3～30個の、たとえば11～30個の原子を含む。一実施形態では、リンカーは(CH2CH2O)

yを含み、yは2ないし8である。一実施形態では、Aは(CH2)nであり、nは2ないし10、たと
えば4ないし10である。一実施形態では、AはCH2CH2またはCH2CH2CH2である。別の実施形
態では、Aはアリールまたはヘテロアリール基を含む。一実施形態では、リンカーはデハ
ロゲナーゼたとえばRhodococcusデハロゲナーゼの基質である、C、N、SまたはOを、かつ
機能性基Rが芳香環系を含むときには好ましくは11～30個の原子を、含む多原子直鎖また
は分枝鎖である、または固体担体である。
【０１４９】
　一実施形態では、本発明のデハロゲナーゼ基質はリンカーを有し、式(II)で示される:R
-リンカー-CH2-CH2-CH2-X　　　 (II)
式中Xはハロゲン好ましくは塩素である。一実施形態では、Rは単数または複数の機能性基
たとえば蛍光団、ビオチン、発光団、または蛍光性または発光性分子であるか、または固
体担体たとえばミクロスフェア、膜、ポリマープレート、ガラスビーズなどである。Rが
放射性標識であるか、または小さな検出適性原子たとえば分光学的に活性な同位体である
とき、リンカーは0～30個の原子を含みうる。
【０１５０】
　V.　例示的な基質の合成
　[2-(2-ヒドロキシ-エトキシ)-エチル]-カルバミン酸アントラセン-9-イルメチルエステ
ル。9-アントラセンメタノール(10g, 48mmol)、クロロギ酸4-ニトロフェニル(13.6g, 67.
5mmol)および200ml CH2Cl2の撹拌スラリーにトリエチルアミン(6.7ml, 0.19mol)を添加し
た。得られた金色溶液を室温で16時間撹拌させた。その時点で、2-(2-アミノエトキシ)エ
タノール(14.4ml, 0.144mol)を加え、撹拌をさらに24時間続行させた。次いでCH2Cl2反応
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混合物を2%水酸化ナトリウム(w/w)溶液で、有機層にp-ニトロフェノールが観測されるま
で、洗浄した。ジクロロメタンを硫酸ナトリウムで脱水し、ろ過し、減圧留去した。
【０１５１】
　粗生成物をシリカゲル60カラムクロマトグラフィーで1%→3%メタノール/ジクロロメタ
ンにより段階的に溶出しながらさらに精製し黄色固形物7.6g(収率58%)を単離した:
【化１１】

。質量スペクトル、m/e: C20H22NO4
+の計算値340.15、実測値340.23; C20H21NNaO4

+の計
算値340.15、実測値340.23。
【化１２】

【０１５２】
　｛2-[2-(6-クロロ-ヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-カルバミン酸アントラセン-9
-イルメチルエステル。100ml丸底フラスコに[2-(2-ヒドロキシ-エトキシ)-エチル]-カル
バミン酸アントラセン-9-イルメチルエステル(1.12g, 3mmol)と新鮮な水素化ナトリウム6
0%鉱油混合物(360mg, 9mmol)を不活性雰囲気下に入れた。20mlの無水THFを加え、反応混
合物を30分間撹拌した。次にフラスコを氷/NaCl浴で-10～-20℃に冷却する。この温度に
到達したら、1-クロロ-6-ヨードヘキサン(1ml, 6mmol)をシリンジで加える。反応系を氷/
NaCl浴温度に2時間保ち、次いで一晩かけて自然にゆっくりと室温に戻す。ここで減圧下
に溶媒を留去しながらシリカゲル60を反応系に共吸着させる。シリカゲルクロマトグラフ
ィーは当初はヘプタンを溶離液とし、ついで10%、20%および25%酢酸エチルを溶離液とし
て行う。合計0.57g(収率41%)の生成物が然るべき画分から単離される。
【化１３】

質量スペクトル、m/e: C26H32ClNO4・H2Oの計算値457.21(100%)、476.22(26%); 実測値45
7.21、456.52。
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【化１４】

【０１５３】
　2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル-アンモニウムトリフルオロ酢酸。4
mlのジクロロメタンに溶解した｛2-[2-(6-クロロ-ヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-
カルバミン酸アントラセン-9-イルメチルエステル(0.56g, 1.2mmol)に、アニソールを2滴
添加した。反応混合物を氷/NaCl浴で冷却し、10分後にトリフルオロ酢酸(2ml)を添加する
。反応混合物は添加と同時に暗褐色に変わるが、30分間撹拌させる。揮発物をすべて減圧
留去する。残渣をCH2Cl2に再溶解し、水で2回洗う。水性画分を終夜、凍結乾燥させる。
油性残渣が残るので、無水DMFに溶解し、後続反応でストック液として使用する。質量ス
ペクトル、m/e: C10H23ClNO2

+の計算値224.14(100%)、226.14(32%); 実測値224.2、226.2
。

【化１５】

【０１５４】
　2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチルアミンへのレポーター基付加のため
の一般手順。1当量のレポーター基スクシンイミジルエステル/DMFに3当量の2-[2-(6-クロ
ロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル-アンモニウムトリフルオロ酢酸ストック液を添加
し、次いでジイソプロピルエチルアミンを添加する。反応系を室温で8～16時間撹拌する
。精製には分取用HPLCまたはシリカゲルクロマトグラフィーを使用する。
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-フルオレセイン-5-アミド。
前記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用HPLCを使用した。質量スペクトル
、m/e: C31H31ClNO8

-の計算値580.17(100%)、581.18(32%); 実測値580.18、581.31。
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【化１６】

【０１５５】
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-ビオチン-アミド。前記手順
により標記化合物を合成した。精製はシリカゲルクロマトグラフィーで行った(溶離液: 2
%→5%メタノール/ジクロロメタン)。質量スペクトル、m/e: C20H37ClN3O4S

+の計算値450.
22(100%)、452.22(32%); 実測値449.95、451.89。

【化１７】

【０１５６】
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-テトラメチルローダミン-5(
および-6)-アミド。前記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用HPLCを使用し
た。構造異性体の分離が実現した。質量スペクトル、m/e: C35H43ClN3O6

+の計算値636.28
(100%)、637.29(39.8%)、638.28(32.4%); 実測値636.14、637.15、638.14。
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【化１８】

【０１５７】
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-ローダミンR110-5(および-6
)-アミド。前記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用HPLCを使用した。構造
異性体の分離が実現した。質量スペクトル、m/e: C31H35ClN3O6

+の計算値580.2(100%)、5
81.2(35.6%)、582.2(32.4%); 実測値580.4、581.4、582.2。

【化１９】

【０１５８】
　6-(｛4-[4,4-ジフルオロ-5-(チオフェン-2-イル)-4-ボラ-3a-4a-ジアザ-s-インダセン-
3-イル]フェノキシ｝-アセチルアミノ)-ヘキサン酸｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エ
トキシ]-エチル｝-アミド。前記手順により標記化合物を合成した。精製はシリカゲルク
ロマトグラフィーで行った(溶離液: 3%→5%メタノール/ジクロロメタン)。質量スペクト
ル、m/e: C37H47BClF2N4O5S

+の計算値743.3(100%); 実測値743.4。
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【化２０】

【０１５９】
　6-(｛4-[4,4-ジフルオロ-5-(チオフェン-2-イル)-4-ボラ-3a-4a-ジアザ-s-インダセン-
3-イル]スチリルオキシ｝-アセチルアミノ)-ヘキサン酸｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ
)-エトキシ]-エチル｝-アミド。前記手順により標記化合物を合成した。精製はシリカゲ
ルクロマトグラフィーで行った(溶離液: 3%メタノール/ジクロロメタン)。質量スペクト
ル、m/e: C39H48BClF2N4NaO5S

+の計算値791.3(100%); 実測値791.3。
【化２１】

【０１６０】
　トリエチルアンモニウム3-[5-[2-(4-tert-ブチル-7-ジエチルアミノ-クロメン-2-イリ
デン)-エチリデン]-3-(5-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチルカルボニ
ル｝-ペンチル-2,4,6-トリオキソ-テトラヒドロ-ピリミジン-1-イル)-プロパン-1-スルホ
ン酸アニオン。前記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用HPLCを使用した。
質量スペクトル、m/e: C42H65ClN4O10S

-の計算値849.4(100%)、850.4(48.8%)、851.4(36.
4%); 実測値849.6、850.0、851.5。
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【化２２】

【０１６１】
　2-tert-ブチル-4-｛3-[1-(5-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチルカル
バモイル｝-ペンチル)-3,3-ジメチル-5-スルホ-1,3-ジヒドロ-インドール-2-イリデン]-
プロペニル｝-7-ジエチルアミノ-クロメニリウム塩化物。前記手順により標記化合物を合
成した。精製には分取用HPLCを使用した。質量スペクトル、m/e: C46H67ClN3O7S

-の計算
値840.4(100%)、841.4(54.4%);実測値840.5、841.5。

【化２３】

【０１６２】
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-3-｛4-[5-(4-ジメチルアミ
ノフェニル)-オキサゾール-2-イル]-ベンゼンスルホニルアミノ｝-プロピオンアミド。前
記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用HPLCを使用した。質量スペクトル、
m/e: C30H40ClN4O6S

-の計算値619.2(100%)、620.2(35%); 実測値619.5、620.7。
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【化２４】

【０１６３】
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-9'-クロロセミナフトフルオ
レセイン-5-(および-6)-アミド。前記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用
HPLCを使用した。構造異性体の分離が実現した。質量スペクトル、m/e: C35H34Cl2NO8

+の
計算値666.17(100%)、666.18(64%)、667.17(39.8%); 実測値666.46、668.44、667.51。

【化２５】

【０１６４】
　N-｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝-セミナフトジメチルローダ
ミン-5-(および-6)-アミド。前記手順により標記化合物を合成した。精製には分取用HPLC
を使用した。質量スペクトル、m/e: C37H38ClN2O7

-の計算値657.24(100%)、658.24(42%)
、659.23(32%); 実測値657.46、658.47、659.45。
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【化２６】

【０１６５】
　6-(3',6'-ジピバロイルフルオレセイン-5(および-6)-カルボキサド)ヘキサン酸｛2-[2-
(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝アミド。6-(3',6'-ジピバロイルフルオレ
セイン-5(および-6)-カルボキサド)ヘキサン酸スクシンイミジルエステル(0.195g, 0.26m
mol)を入れた100ml丸底フラスコに2-[2-(2-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチルア
ミン(-0.44mmol)/Et2O(25ml)を加え、次いで2mlのピリジンを加えた。反応混合物を終夜
撹拌させた。減圧濃縮後、残渣をシリカゲル60クロマトグラフィーで、2%→5%メタノール
/ジクロロメタンを溶離液として処理した。然るべき画分を収集し、減圧乾燥させた(0.18
6g, 0.216 mmol。収率84%)。質量スペクトル、m/e: C47H60ClN2O11

+の計算値863.39(100%
)、864.39(54.4%)、865.39(34.6%); 実測値862.94、864.07、864.94。

【化２７】

【０１６６】
　6-(フルオレセイン-5(および-6)-カルボキサミド)ヘキサン酸｛2-[2-(6-クロロヘキシ
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ルオキシ)-エトキシ]-エチル｝アミド。6-(3',6'-ジピバロイルフルオレセイン-5(および
-6)-カルボキサド)ヘキサン酸｛2-[2-(6-クロロヘキシルオキシ)-エトキシ]-エチル｝ア
ミド(0.186g, 0.216mmol)を5mlのメタノールに溶解し、0.5mlの2M炭酸ナトリウム(水溶液
)を加えた。反応混合物を16時間撹拌してからろ過した。精製には分取用HPLCを使用した
。構造異性体の分離が実現した。質量スペクトル、m/e: C37H44ClN2O9

+の計算値659.27(1
00.0%)、696.28(42.2%)、697.27(32.3%); 実測値:
【化２８】

【０１６７】
　｛2-[2-(4-クロロブトキシ)-エトキシ]-エチル｝-カルバミン酸アントラセン-9-イルメ
チルエステル。50ml丸底フラスコに[2-(2-ヒドロキシエトキシ)-エチル]-カルバミン酸ア
ントラセン-9-イルメチルエステル(0.25g, 0.74mmol)と新鮮な水素化ナトリウム60%鉱油
混合物(150mg, 3.75mmol)を不活性雰囲気下に入れた。10mlの無水THFを加え、反応系を5
分間撹拌した。その時点で1-クロロ-6-ヨードブタン(180μl, 1.5mmol)をシリンジで加え
る。反応系を室温で終夜撹拌する。減圧下に溶媒を留去しながらシリカゲル60を反応系に
共吸着させる。シリカゲルクロマトグラフィーは当初はヘプタンを溶離液とし、ついで10
%、20%および30%酢酸エチルを溶離液として行う。合計0.1g(収率32%)の生成物が然るべき
画分から単離される:
【化２９】

。質量スペクトル、m/e: C24H28ClNO4・H2Oの計算値447.18 (100.0%)、448.18(27.1%); 
実測値447.17、448.41。
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【化３０】

【０１６８】
　2-(2-｛2-[2-(2-クロロエトキシ)-エトキシ]-エトキシ｝-エチル)-イソインドール-1,3
-ジオン。2-(2-｛2-[2-(2-ヒドロキシ-エトキシ)-エトキシ]-エトキシ｝-エチル)-イソイ
ンドール-1,3-ジオン(0.5g, 1.55mmol)をNielsen, J. and Janda, K.D.の方法(Methods: 
A Companion to Methods in Enzymology 6, 361-371 (1994))で合成した。還流式冷却器
を付けた25ml丸底フラスコを使用してこの試薬にポリスチレン担持トリフェニルホスフィ
ン約3mmol P/g(0.67g, 2mmol)と6mlの四塩化炭素を加えた。この反応系にアルゴンを拡散
させ、次いで2時間、加熱還流した。冷却後、追加のポリスチレン担持トリフェニルホス
フィン(0.1g, 0.3mmol)を加え、さらに1時間還流した。冷却した溶液をろ過し、レジンを
追加の四塩化炭素で洗った。溶媒を留去して0.4g(収率75.5%)の、純粋な標記化合物を得
た:
【化３１】

。質量スペクトル、m/e: C16H21ClNO5
+の計算値342.11 (100.0%)、344.11(32.0%); 実測

値341.65、343.64。
【化３２】

【０１６９】
　2-[2-(2-｛2-[2-(2-クロロエトキシ)-エトキシ]-エトキシ｝-エトキシ)-エチル]-イソ
インドール-1,3-ジオン。標記化合物を前実施例の要領で合成した(収率89%):
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。質量スペクトル、m/e: C18H25ClNO6
+の計算値386.14 (100.0%)、388.13(32.0%); 実測

値385.88、387.83。

【化３４】

【０１７０】
　2-｛2-[2-(2-｛2-[2-(2-クロロエトキシ)-エトキシ]-エトキシ｝-エトキシ)-エトキシ]
-エチル｝-イソインドール-1,3-ジオン。標記化合物を2-[2-(2-｛2-[2-(2-クロロエトキ
シ)-エトキシ]-エトキシ｝-エトキシ)-エチル]-イソインドール-1,3-ジオンの合成と同様
の要領で合成した(収率92%):

【化３５】

。質量スペクトル、m/e: C20H29ClNO7
+の計算値430.16 (100.0%); 実測値429.85。

【化３６】

【０１７１】
　本発明の基質の合成に使用することができる中間化合物2-｛2-[4-(2-クロロエトキシ)
フェノキシ]エトキシ｝エタンアミニウム塩化物は、次に図解しかつステップa～cで説明
する要領で、合成することができる。



(76) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

40

50

【化３７】

【０１７２】
　a.　2-｛2-[4-(2-ヒドロキシエチル)フェノキシ]エトキシ｝-エチルカルバミン酸tert-
ブチル。100mlフラスコに4-ヒドロキシフェネチルアルコール(1.14g, 8.2mmol)、炭酸セ
シウム(4.02g, 12.4mmol)および2-(2-｛[(4-メチルフェノキシ)スルホニル]オキシ｝エト
キシ)-エチルカルバミン酸tert-ブチル(2.96g, 8.2mmol)を入れた。この反応混合物を10m
lのDMFでスラリーにし、油浴により60℃に加熱した。反応を19時間進行させ、その時点で
反応系を冷却し、DMFを減圧留去した。ジクロロメタンを加えてから反応混合物をセライ
トプラグでろ過し、次に溶媒を留去した。得られた固形物を高真空下に乾燥させた。ほぼ
定量収率の生成物を単離した:
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【化３８】

。質量スペクトル、m/e: C17H28NO5
+の計算値326.20 (100%)、327.20(19.5%); 実測値326

.56、327.57。
【０１７３】
　b.　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝-エチルカルバミン酸tert-ブチ
ル。10mlの四塩化炭素に溶解した2-｛2-[4-(2-ヒドロキシエチル)フェノキシ]エトキシ｝
-エチルカルバミン酸tert-ブチルにスチレン担持トリフェニルホスフィン(約3mmol/g-レ
ジン)(861mg, 2.6mmol)を加えた。反応混合物を加熱し2時間還流した。次いで、反応系を
冷却し、ろ過した。乾燥後、定量収率の生成物を単離した:
【化３９】

。質量スペクトル、m/e: C17H27ClNO4
+の計算値344.16 (100%)、346.16(32%); 実測値344

.57、346.55。
【０１７４】
　c.　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝エタンアミニウム塩化物。2-｛
2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝-エチルカルバミン酸tert-ブチル(1.7mmol
)を5mlのジクロロメタンに溶解し、トリエチルシラン(0.5ml, 5%v/v)を加えた。この溶液
にトリフルオロ酢酸(5ml)を室温で滴下した。滴下と同時に反応混合物が黄褐色になるが
、それを1時間撹拌させた。揮発物をすべて減圧留去し、残渣をジクロロメタンに再溶解
し、希塩酸で2回洗った。水性画分を終夜、凍結乾燥させた。残った油性残渣を無水DMFに
溶解し、後続反応でストック液として使用するようにした。
【０１７５】
　本発明の基質の合成に使用することができる中間化合物2-(2-｛[5-(3-クロロプロピル)
-2-フリル]メトキシ]エトキシ｝エタンアミンは、次に図解しかつステップd～gで説明す
る要領で、合成することができる。
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【０１７６】
　d.　2-(t-ブチルジメチルシリルオキシメチル)フラン。ジメチルホルムアミド(150mL)
を入れた1Lフラスコにフルフリルアルコール(17.7mL, 0.20mol)、塩化t-ブチルジメチル
シリル(33.7g, 0.22mol)およびイミダゾール(15.3g, 0.22mol)を加えた。室温で22時間撹
拌後、反応系をろ過し、揮発物を減圧留去した。得られた物質をジエチルエーテル(500mL
)とクエン酸飽和水溶液(100mL)に分配し、さらにエーテル層をクエン酸飽和水溶液(2×10
0mL)で洗った。水層を合わせ、1×50mLエーテルで逆抽出した。有機層を合わせ、水1×10
0mLと塩水1×100mLで順に洗浄した。エーテル層を無水硫酸ナトリウムで乾燥させ、ろ過
し、濃縮して生成物28.1g(収率65%)を得た。

【化４１】

【０１７７】
　e.　2-(3-クロロプロピル)-5-(t-ブチルジメチルシリルオキシメチル)フラン。2-(t-ブ
チルジメチルシリルオキシメチル)フラン(5g, 0.023mol)/THF(48mL)溶液を3Åの分子ふる
いで乾燥させた。ふるいを除去した後、追加のTHF 10mLをTMEDA(3.47 mL, 0.023mol)と共
に加え、溶液を氷浴で0℃に冷却した。BuLi/ヘキサン溶液(2.5M, 10.1mL, 0.025mol)を25
分間に滴下した。混合物を1時間撹拌した。1-クロロ-3-ヨードプロパン(5.64g, 0.028mol
)を一挙に注入した。2時間後、反応の完了をTLCで確認した。溶媒を留去し、残渣をエー
テル(100mL)と5%クエン酸(100mL)に分配した。エーテル層を水(50ML)と塩水(50mL)で順次
洗った。エーテル溶液を硫酸ナトリウムで乾燥させ、ろ過し、濃縮した。残渣をシリカ(
溶離液: 20/1ヘプタン/EtOAc)で精製した。然るべき画分を合わせ、濃縮して生成物4.9g(
収率75%)を得た。TLC-Rf 0.6(ヘプタン/EtOAc 5/1)。
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【化４２】

【０１７８】
　f.　[5-(3-クロロプロピル)-2-フリル]メタノール。2-(3-クロロプロピル)-5-(t-ブチ
ルジメチルシリルオキシメチル)フラン(4.88g, 0.017mol)/THF(50mL)溶液を0℃に冷却し
た。この溶液にフッ化テトラブチルアンモニウム/THF冷却溶液(1M, 18.2mL, 0.018mol)を
加えた。20分後、TLCで反応の完了を確認した。溶液に酢酸(2mL)を加えた。溶液を濃縮し
た。得られたシロップをエーテル(150mL)とクエン酸飽和水溶液(100mL)に分配し、さらに
エーテル層を炭酸水素塩飽和水溶液(60mL)で、次いで水(60mL)で、洗った。水層を合わせ
、50mLのエーテルで逆抽出した。エーテル層を合わせ、硫酸ナトリウムで乾燥させ、ろ過
、濃縮して黄色シロップ3.4g(粗収率99%)を得た。これをシリカ(溶離液: ヘプタン/EtOAc
 (5/1))でさらに精製し、生成物1.6g(収率47%)を得た。TLC-Rf 0.5(ヘプタン/EtOAc 1/1)
。
【化４３】

【０１７９】
　g.　2-(2-｛[5-(3-クロロプロピル)-2-フリル]メトキシ]エトキシ｝エタンアミン。[5-
(3-クロロプロピル)-2-フリル]メタノール(500mg, 2.5mmol)/エーテル(6mL)溶液を3Åの
分子ふるいで乾燥させた。ふるいを除去した後、溶液にピリジン(245μL, 3.0mmol)を加
えた。臭化チオニル(215μL, 2.9mmol)を溶液に滴下した。7時間撹拌後、この溶液をナト
リウム2-[2-アミノエトキシ]エトキシド(534mg, 4.2mmol)/DMF(3mL)溶液中に一挙に注入
した。(ナトリウム2-[2-アミノエトキシ]エトキシドは、60%NaH鉱油混合物(2.85g, 0.07m
ol)をヘプタンで洗浄後に2-アミノエトキシエタノール(5g, 0.04mol)/ジグリム(10mL)溶
液に添加し、5時間撹拌した後、濃縮するという方法で予め合成しておいた。) 2時間後、
反応系をフリーザーに入れた。18時間後、反応系をジクロロメタン(DCM)(50mL)と水(50mL
)に分配した。水層を追加の30mL DCMで抽出し、DCM層を合わせて水(30mL)で洗った。DCM
層を希塩酸(1N, 30mL)と水(20mL)で順次抽出した。酸性水溶液を希釈水酸化ナトリウムで
pH=10に調整し、2×20mL DCMで逆抽出した。DCM層を塩水で洗い、硫酸ナトリウムで乾燥
させ、ろ過し、濃縮して生成物380mg(収率58%)を得た。これは再精製せずに使用した。TL
C-Rf 0.5 (IPA/NH4OH/水 8/1/1; ニンヒドリン溶液をスプレー)。質量スペクトル、m/e: 
C12H21ClNO3

+の計算値262.1 (100%)、264.1(32%); 実測値262.6、264.6。
【０１８０】
　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝エタンアミンまたは2-(2-｛[5-(3-
クロロプロピル)-2-フリル]メトキシ｝エトキシ)エタンアミンへのレポーター基付加のた
めの一般手順。1当量のレポーター基スクシンイミジルエステル/DMFに1.5当量のストック
液を添加し、次いでジイソプロピルエチルアミンを添加する。反応系を室温で8～16時間
撹拌する。精製には分取用HPLCまたはシリカゲルクロマトグラフィーを使用する。
【０１８１】
　前記の一般手順に従い、次の本発明基質(XXIX～XXXIV)を合成した。
　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝エチル-テトラメチルローダミン-6-
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カルボキサミド。標記化合物を、6-カルボキシテトラメチルローダミンスクシンイミジル
エステルから出発する一般手順で合成した。精製は分取用HPLCで行った。構造異性体の分
離も実現した。UV/Vis (MeOH): 544(max)。質量スペクトル、m/e: C37H39ClN3O6

+の計算
値656.25 (100%)、658.25(32.4%); 実測値656.37、658.37。この化合物はここではカルボ
キシテトラメチルローダミン-p-フェネチル-Clという。
【化４４】

【０１８２】
　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝エチル-フルオレセイン-5(および-6
)-カルボキサミド。標記化合物を、5(6)-カルボキシフルオレセインスクシンイミジルエ
ステルから出発する一般手順で合成した。精製と異性体の分離には分取用HPLCを使用した
。質量スペクトル、m/e: C33H27ClNO8

-の計算値600.14 (100%)、601.15(37.4%)、602.14(
32.1%); 実測値600.18、601.24、602.21。この化合物はここではカルボキシフルオレセイ
ン-p-フェネチル-Clという。
【化４５】

【０１８３】
　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝エチル-ビオチン-カルボキサミド。
標記化合物を、D-ビオチンスクシンイミジルエステルから出発する一般手順で合成した。
精製と異性体の分離には分取用HPLCを使用した。質量スペクトル、m/e: C22H33ClN3O4S

+

の計算値470.19(100%); 実測値470.19。この化合物はここではビオチン-p-フェネチル-Cl
という。
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【０１８４】
　2-｛2-[4-(2-クロロエチル)フェノキシ]エトキシ｝エチル-3',6'-ジアセチルフルオレ
セイン-6-カルボキサミド。エーテルN-｛2-[4-(2-クロロエチル)-1-エトキシフェニル]エ
チル｝-フルオレセイン-6-カルボキサミド(12.3mg)に2mlの無水酢酸と0.25mlのピリジン
を順次加えた。反応混合物を1時間(撹拌)させた。減圧濃縮後、残渣を2回、トルエンと共
濃縮した。次いで固形物を減圧乾燥した(0.186g, 0.216mmol, 収率84%)。質量スペクトル
、m/e: C37H33ClNO10

+の計算値686.18 (100%)、687.18(41.9%)、688.18(34.1%); 実測値6
86.55、687.61、688.60。
【化４７】

【０１８５】
　N-[2-(2-｛[5-(3-クロロプロピル)-2-フリル]メトキシ｝エトキシ)エチル]-フルオレセ
イン-6-カルボキサミド。標記化合物を、6-カルボキシテトラメチルローダミンスクシン
イミジルエステルから出発する一般手順で合成した。精製は分取用HPLCで行った。



(82) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

【化４８】

質量スペクトル、m/e: C37H41ClN3O7
+の計算値674.26 (100.0%)、675.27(42.0%)、676.26

(32.4%); 実測値674.5、675.5、676.5。この化合物はここではカルボキシテトラメチルロ
ーダミン-フラニル-プロピル-Clという。
【化４９】

【０１８６】
　N-[2-(2-｛[5-(3-クロロプロピル)-2-フリル]メトキシ｝エトキシ)エチル]-フルオレセ
イン-6-カルボキサミド。標記化合物を、5(6)-カルボキシフルオレセインスクシンイミジ
ルエステルから出発する一般手順で合成した。精製と異性体の分離は分取用HPLCで行った
。質量スペクトル、m/e: C33H31ClNO9

+の計算値620.17 (100%)、602.7(32.1%); 実測値62
0.47、622.49。この化合物はここではカルボキシフルオレセイン-フラニル-プロピル-Cl
という。
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【化５０】

【０１８７】
　VI.　例示的な使用方法
　本発明は細胞内の微小環境の変化をモニターするだけでなく細胞内での分子の発現、局
在位置および/または輸送をもモニターし、また試料たとえば細胞中に存在する可能性の
ある単数または複数の分子を単離、画像化、同定、局在化、ディスプレイまたは検出する
ための、本発明のヒドロラーゼ基質および/または変異ヒドロラーゼの使用を特徴とする
方法を提供する。本発明の基質は好ましくは水や約pH 6以上の水溶液を含めた水性の溶液
またはほぼ水性の溶液に対して可溶性である。本発明の基質のストック液は有機溶媒に溶
解してから水性の溶液またはバッファーで希釈してもよい。好ましい有機溶媒は非プロト
ン性の極性溶媒たとえばDMSO、DME、N-メチルピロリドン、アセトン、アセトニトリル、
ジオキサン、テトラヒドロフラン、および他のヒドロキシル基を含まない完全に水混和性
の溶媒などである。本発明の基質および対応する変異ヒドロラーゼの使用濃度は試験条件
や所期目的たとえばバックグラウンドのまたは望ましくない標識を最小限に抑えながら妥
当な時間内に結果を得るといった目的に左右される。本発明の基質の濃度は一般にナノモ
ル～マイクロモルの範囲である。本発明基質の所要濃度は対応する変異ヒドロラーゼとの
関係で、満足な標識が実現されるまで系統的に変動させていくことで求められる。出発範
囲は技術上周知の方法で容易に求められる。
【０１８８】
　一実施形態では、光学特性をもつ機能性基を含む基質を変異ヒドロラーゼと併用して試
料を標識する。そうした基質は変異ヒドロラーゼを含む関心試料と、変異ヒドロラーゼが
基質に結合するに足る時間だけ、混合し、次いで試料を、機能性基の光学応答を誘発する
特定波長で照射する。随意に、試料を洗浄し残量、過剰または未結合基質を除去する。一
実施形態では、標識を使用して試料の特定の性質を測定するが、それにはさらに該光学応
答を標準または期待応答と比較する。たとえば変異ヒドロラーゼが結合した基質を使用し
て、試料の特定成分を、試料中の時間空間分布の点からモニターする。あるいは、変異ヒ
ドロラーゼが結合した基質を使用して、特定分子の存否または量を測定または検出する。
別の実施形態では、変異ヒドロラーゼが結合した基質を使用して、機能性基に特異的に応
答する分子の存否について試料を分析する。
【０１８９】
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　内在性蛍光タンパク質たとえばGFPとは対照的に、蛍光基質に結合した変異ヒドロラー
ゼは蛍光の保持に天然タンパク質構造を必要としない。変異ヒドロラーゼは蛍光基質が結
合した後に、たとえばSDS-PAGEなどの変性電気泳動ゲル中で、または有機溶媒たとえばパ
ラホルムアルデヒドで固定した細胞中で、検出してもよい。反応性の求核アミノ酸を含む
変異ヒドロラーゼの断片を、たとえばタンパク質分解過程をモニターするために、結合蛍
光団によって検出してもよい。
【０１９０】
　検出可能な光学応答は、試験系における、直接観測または計器による感知が可能なある
パラメーターの変化または出現を意味する。そうした検出可能な応答の例は色、蛍光、反
射率、化学発光、光偏光、光散乱またはX線散乱の変化または出現などである。一般に、
検出可能な応答は蛍光の変化たとえば蛍光強度、励起または発光波長分布、蛍光寿命、蛍
光偏光またはこれらの組み合わせの変化である。検出可能な光学応答は変異ヒドロラーゼ
またはその融合体を含む試料全体で起きてもよいし、そうした試料の限局部分でおきても
よい。光学応答の度合いの標準または期待応答との比較は、変異ヒドロラーゼまたはその
融合体を含む試料が特定の性質を有するかどうか、またどの程度有するかの判定に使用す
ることができる。
【０１９１】
　別の実施形態では、機能性基は受容体分子に対応するリガンドである。基質が特異的結
合ペアの1要素(リガンド)であるような機能性基を含む場合には、相補的な要素(受容体)
または基質は固体または半固体たとえばポリマー、ポリマー膜またはポリマー粒子(ポリ
マービーズなど)の表面に固定化してもよいし、両方が溶解していてもよい。一実施形態
では、導電性基質コート表面を使用してタンパク質-タンパク質相互作用を検出する。代
表的な特異的結合ペアの例はビオチンとアビジン(またはストレプトアビジンまたは抗ビ
オチン)、IgGとAタンパク質またはGタンパク質、薬物と薬物受容体、毒素と毒素受容体、
糖とレクチンまたは糖受容体、ペプチドまたはタンパク質とペプチドまたはタンパク質受
容体、相互作用する複数タンパク質たとえばプロテインキナーゼA(PKA)調節サブユニット
とPKA触媒サブユニット、酵素とその基質たとえばプロテアーゼ、キナーゼ、またはルシ
フェラーゼとその基質、酵素の補因子と該酵素、センスDNAまたはRNAとアンチセンス(相
補)DNAまたはRNA、ホルモンとホルモン受容体、それにイオンとキレート剤などである。
対応する天然受容体が存在するリガンドの例は天然または合成タンパク質たとえばアビジ
ンとストレプトアビジン、抗体、酵素およびホルモン; ヌクレオチドと天然または合成オ
リゴヌクレオチドたとえばRNA用または1本鎖および2本鎖DNA用のプライマー; 脂質; 多糖
および糖質; 種々の薬物たとえば治療用薬物、乱用薬物および農薬などである。機能性基
がカルシウム、ナトリウム、マグネシウム、カリウムまたは生物学的に重要な他金属イオ
ンのキレート剤である場合には、そうした機能性基を含む基質は該イオンの標識として機
能する。あるいはそうした基質はpH指標として機能してもよい。好ましくは、イオン標識
の検出可能な光学応答は蛍光の変化である。
【０１９２】
　変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む試料は一般に受動的な手段で、すなわち基質
とのインキュベーションによって、標識する。しかし、変異ヒドロラーゼまたはその融合
体を含む試料に基質を導入するには、変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む試料に基
質を導入する任意の方法たとえば細胞またはオルガネラへの基質のマイクロインジェクシ
ョンが使用可能である。本発明の基質は一般に、その使用濃度内では、生細胞または他の
生物学的構成要素に対して無害である。
【０１９３】
　変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む試料は本発明の基質との接触直後に観測可能
である。変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む試料は随意に、標識化の過程で、他溶
液たとえば洗液、透過化および/または固定化液、および他の、追加検出試薬を含む溶液
と混合する。基質との接触後の洗浄は一般に、非特異的バックグラウンドを減少させるた
め、光学応答の検出改善に資する。標識化濃度を引き下げれば、洗浄に俟たなくとも満足
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な可視化が可能である。ホルムアルデヒド、ホルマリン、グルタルアルデヒド、冷メタノ
ール、および3:1メタノール:酢酸など、多数の固定剤や固定条件が技術上周知である。固
定化を用いるのは一般に、細胞形態像を保存し、また病原性試料を取り扱う際のバイオハ
ザードを軽減するためである。固定化は随意に、本発明の嵩だかな基質が細胞膜を通れる
ようにするための、技術上周知の方法によるアセトン、エタノール、DMSOまたは種々の界
面活性剤を用いた透過化が後に続くまたは伴う。随意に、基質の使用を、変異ヒドロラー
ゼまたはその融合体を含む試料における特定細胞成分、細胞内物質または細胞状態の存在
に起因する検出可能な応答を生み出す追加の検出試薬の使用と組み合わせてもよい。追加
の検出試薬がもつスペクトル特性が基質のそれと異なれば、多色化が可能となる。
【０１９４】
　変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む試料は、光学特性をもつ機能性基を含む基質
との接触後または接触中の任意の時点で、検出可能な光学応答を生じる結果となる波長の
光で照射し、光学応答を検出するための手段より観測する。基質によっては、周囲光を使
用した比色法での検出や親蛍光団の蛍光特性による検出が行われる。紫外光または可視光
ランプ、アーク灯、レーザーによる照射を受けると、または日光や通常の室内灯による照
射でも、基質は、特異的結合ペアの相補要素に結合した基質を含めて、蛍光発光だけでな
く強い可視光吸収をも示す。本発明の基質の照射に有用な特定装置の非限定的な例は携帯
型の紫外光ランプ、水銀灯、キセノンランプ、アルゴンレーザー、レーザーダイオード、
YAGレーザーなどである。これらの照射源は随意にレーザースキャナー、蛍光マイクロプ
レートリーダー、標準型または小型蛍光光度計、またはクロマトグラフィー用検出器など
と連結する。この可視光吸収または蛍光発光の検出には随意に目視法または次のうち任意
の装置が使用される: CCDカメラ、ビデオカメラ、写真フィルム、レーザースキャナー、
分光光度計、フォトダイオード、量子カウンター、落射蛍光顕微鏡、走査型顕微鏡、フロ
ーサイトメーター、蛍光プレートリーダー、またはシグナル増幅手段たとえば光増倍管。
変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む試料をフローサイトメーター、蛍光顕微鏡また
は蛍光光度計で検査する場合には随意に、蛍光団である機能性基を含む基質と検出可能に
異なる光学特性をもつ第2の蛍光団とを、一般に基質の蛍光応答を第2蛍光団のそれと弁別
することにより、弁別および識別するために、該装置を使用する。変異ヒドロラーゼまた
はその融合体を含む試料をフローサイトメーターで検査する場合には、変異ヒドロラーゼ
またはその融合体を含む試料の検査は随意に、変異ヒドロラーゼまたはその融合体を含む
試料中の粒子の、基質の蛍光応答に基づく、選別装置の使用による、単離を含む。
【０１９５】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼと機能性基を含む対応する基質とを使用して細胞ま
たは細胞成分を標識するが、細胞の例は生物の細胞たとえばトランスジェニック動物の細
胞、本発明の変異ヒドロラーゼおよび/または基質を含む細胞を導入した動物の細胞、ま
たは培養細胞などである。たとえば細胞を、変異ヒドロラーゼをコードするベクターたと
えば変異ヒドロラーゼと核局在化シグナルとの融合体をコードするベクターと接触させる
。該細胞はトランスジェニック動物の細胞でも、動物に導入された細胞でもよいが、該細
胞内での該ベクターの発現は一時性、制御性または安定性のいずれでもよい。次いで、該
細胞または該細胞を含む動物を、変異ヒドロラーゼによって認識される本発明の基質と接
触させる。あるいは、細胞を該ベクターおよび基質と同時並行的に接触させる。次いで、
動物体内、細胞内または細胞溶解液または細胞亜分画中の機能性基の存在および局在位置
を検出または測定する。別の実施形態では、変異ヒドロラーゼと三重項増感剤を含む機能
性基を含む対応する基質とを使用して、たとえば細胞内の分子および/または細胞活性を
選択的に不活性化または破壊する。この実施形態では、変異ヒドロラーゼまたはその融合
体を含む試料を、三重項増感剤を含む基質と接触させた後に、試料にUV光を当てる。
【０１９６】
　タンパク質をin vitroまたはin vivo標識するには、ヒドロラーゼ基質をアミノ酸また
はtRNAたとえばin vitro合成タンパク質のN末端修飾のためのアミノアシル化開始メチオ
ニルtRNAなどのようなアミノアシル化tRNAに、変異tRNAシンターゼを使用してtRNAに付加
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したアミノ酸を含めたタンパク質のN末端標識のためのアンバーサプレッサーtRNAに、付
加してもよい。ヒドロラーゼ基質はまた、インテイン媒介法(intein-mediated method)で
タンパク質に付加してもよい。関心タンパク質は、C末端インテインドメイン(好ましくは
ホーミングエンドヌクレアーゼドメインを欠く「ミニインテイン」、なお好ましくはMyco
bacterium xenopi (Mxe) GyrAミニインテイン)との融合タンパク質として発現する。該融
合タンパク質を、システイン-ヒドロラーゼ基質たとえばシステイン-ハロアルカンの存在
下に、還元性チオール試薬たとえば還元型2-メルカプトエタンスルホン酸ナトリウムまた
は2-メルカプトエタノールで処理すると、該融合タンパク質が融合体のインテイン部分の
N末端システイン残基で開裂し、またシステイン-ヒドロラーゼ基質たとえばシステイン-
ハロアルカンが関心タンパク質のC末端に共有結合的に付加する結果となる。
【０１９７】
　従って、タンパク質は融合タンパク質を作製する必要もなくcDNAまたはmRNAから発現さ
せることができ、また変異ヒドロラーゼを使用して精製することができる。しかも、in v
itro翻訳タンパク質からは、たとえば固定化変異ヒドロラーゼを使用して、融合タグの必
要もなく、タンパク質マイクロアレイを作製することできるし、また翻訳タンパク質だけ
でなく翻訳タンパク質と相互作用するタンパク質もまた単離することができる。さらに、
蛍光団を含む基質の使用は発現タンパク質の精製だけでなく迅速な検出をも可能にする。
細胞内のタンパク質のin vivo標識には、メチオニンまたは他の天然型または非天然型ア
ミノ酸を含む基質を使用してもよいが、新合成タンパク質および新合成タンパク質と相互
作用するタンパク質は随意に固定化変異ヒドロラーゼを使用して、融合タグの必要もなく
、精製することができる。このアプローチはまた、差次的タンパク質発現分析用のマーカ
ータンパク質の単離に使用しても、質量分析装置と併用してもよい。種々の蛍光団を含む
基質を使用すれば多重処理も可能である。
【０１９８】
　本発明の基質と変異ヒドロラーゼは試料中の分子の単離、ディスプレイまたは検出に特
に有用である。一実施形態ではタンパク質マイクロアレイを作製するが、そこでは変異ヒ
ドロラーゼを固体担体表面に固定化し、また本発明の基質を修飾して、タンパク質固定化
用に、単一タンパク質、機能性または構造タンパク質またはタンパク質一般に結合する単
数または複数の機能性基を含むようにする(図57)。たとえば融合タンパク質システムたと
えばチオレドキシンパッチ、インテイン媒介法または他の方法を使用して、固体表面に変
異ヒドロラーゼを固定化する。次にタンパク質固定化用の修飾基質を加える。基質の修飾
にはスクシンイミジルエステル/アルデヒド(タンパク質固定化用)、グルタチオン(GST融
合タンパク質固定化用)、NTAまたは金属(Hisタグ付きタンパク質固定化用)、または特異
リガンド(特異タンパク質固定化用)を用いてもよい。たとえば酵素基質またはヒドロラー
ゼ基質に連結した酵素の阻害物質を使用して、特定種の酵素類たとえばキャスパーゼまた
は逆転写酵素を固定化するようにしてもよいし、またヒドロラーゼ基質に連結したある種
のタンパク質に結合するDNAを使用してDNA結合タンパク質用の、またはチップ系アッセイ
開発用の、タンパク質マイクロアレイを作製するようにしてもよい。同様に、タンパク質
複合体の単離を含めたタンパク質-タンパク質相互作用を研究するには、磁性または非磁
性体粒子たとえばMagneSil粒子の表面に変異ヒドロラーゼを固定化することができる。こ
れらの方法は新融合タンパク質たとえば新ライブラリーの作製を避けることができる。と
いうのは、たとえばGST融合ライブラリー用に作製する必要があるのは関心タンパク質用
基質だけだからである。
【０１９９】
　あるいは、基質を表面に固定化して、変異ヒドロラーゼおよびその融合体を該表面に安
定結合させるようにしてもよい。変異ヒドロラーゼは生細胞から、または無細胞法により
、たとえば細胞溶解液中での転写+翻訳により、獲得してもよい。他分子への結合または
酵素活性などの性質の分析には結合タンパク質が有用な場合もある。それはまた、バイオ
変換または検出能のための酵素活性を安定的に固定化するのに有用な場合もある。複数の
基質を表面に、位置をずらして、または混合体として、固定化して、複数の変異ヒドロラ
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ーゼが結合されるようにしてもよい。基質はまた、他の結合性分子たとえばビオチンまた
はパラ置換ベンジルグアニンなどで固定化してもよい。
【０２００】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼとの融合体を使用して、該融合体に結合するタンパ
ク質を同定する。融合タンパク質に結合するタンパク質は、表面に固定化した基質に変異
ヒドロラーゼを結合させておくことにより、他の未結合タンパク質から分離してもよい。
この方法では、溶液中の未結合タンパク質を固定化された結合タンパク質から洗い流して
もよい。融合タンパク質に結合する他分子をこの方法で同定してもよい。変異ヒドロラー
ゼに結合する分子の結合安定性を高めるために、種々の化学架橋法を使用して結合分子を
共有結合的に相互連結してもよい。結合分子を後に結合解除して分析たとえば同定および
/または単離に回せるという意味では、可逆的架橋剤の使用が好ましい。
【０２０１】
　変異ヒドロラーゼを基質と結合させた後は、混合体中の残りの未反応基質を不活性化す
る必要があるかもしれない。これは野生型ヒドロラーゼを混合体に加えて残りの未反応基
質を生成物に変換するという方法で行ってもよい。たとえば、未反応クロロアルカン基質
は野生型のまたは他の触媒能を有するデハロゲナーゼを加えて対応するアルコールへと変
換してもよい。未反応基質は溶液中に遊離した状態または表面に結合した状態のいずれか
であろう。表面に結合している場合には、触媒能を有するヒドロラーゼを加えれば該基質
は対応する生成物へと変換するため、変異ヒドロラーゼの表面への新たな結合は妨げられ
よう。
【０２０２】
　本発明の基質と変異ヒドロラーゼはタンデムアフィニティー精製(TAP)法に使用しても
よい。これは2連続のアフィニティー精製ステップを使用するタンパク質またはタンパク
質複合体の精製法である。各精製ステップではアフィニティータグたとえばHisタグ、GST
タグ、Strepタグ、ビオチンタグ、メンエキグロブリン結合性ドメインたとえばIgG結合性
ドメイン、カルモジュリン結合性ドメインなどに対応するリガンドを、関心タンパク質と
融合させて使用する。本発明の変異ヒドロラーゼはアフィニティータグとして使用しても
よい。たとえば変異ヒドロラーゼとカルモジュリン結合性ペプチド(CBP)とを含む融合体
またはそのタンパク質複合体は、固相に結合させたカルモジュリンにより、次いで固相に
結合させヒドロラーゼ基質により、精製してもよい。精製後のタンパク質または複合体は
ウェスタンブロット方または質量分析法で分析してもよい。TAPを使用すると、タンパク
質またはタンパク質複合体は種々の宿主細胞たとえば細菌、Drosophila、植物、哺乳動物
の細胞から、また無細胞タンパク質発現系から精製されるし、またタンパク質-タンパク
質相互作用を同定することができる。TAPへの、たとえば最終アフィニティー精製ステッ
プへの、変異ヒドロラーゼと基質の使用は、TAPに先立つ種々の時点で、または種々の薬
物治療後の、タンパク質のリアルタイム分析を可能にする。変異ヒドロラーゼ融合体は基
質に共有結合されるため、精製タンパク質複合体が該ヒドロラーゼを含むことはないであ
ろう。
【０２０３】
　別の実施形態では、ビオチン化ヒドロラーゼ基質が、抗原に結合するアビジン標識抗体
に結合する。この複合体は、固定化変異ヒドロラーゼを含むエッペンドルフチューブを使
用して免疫沈降させてもよい(図58)。
【０２０４】
　ある種の分子を検出するために、溶液(遊離)系または固定化系を用いてもよい。一実施
形態では、小分子または化合物で修飾したヒドロラーゼ基質を該付加小分子または化合物
の修飾の検出に使用する。たとえばホスファチジルイノシトール3(PI3)キナーゼなどのよ
うなキナーゼを検出するために、ホスファチジルイノシトールなどのような脂質で修飾し
たヒドロラーゼ基質を、PI3キナーゼを含む試料と接触させると、ホスファチジルイノシ
トールがリン酸化される。得られる修飾ヒドロラーゼ基質を次にヒドロラーゼに共有結合
させる。リン酸化ホスファチジルイノシトールを電気泳動法または蛍光法で検出する。電
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気泳動検出法には、放射性標識ヌクレオチドたとえばγ32PATPを使用する標準キナーゼア
ッセイとそれに続くオートラジオグラフィー、または蛍光標識NTA-Ga3+または-Fe3+錯体
を使用する蛍光検出などがある。リン酸基へのNTA-Ga3+または-Fe3+錯体の特異的結合は
リン酸化ホスファチジルイノシトールの電気泳動による検出を可能にする。PI3キナーゼ
活性は自由溶液中でFRETまたは蛍光偏光(FP)法を用いて検出してもよい。それには蛍光標
識した、ヒドロラーゼ基質を含むホスファチジルイノシトールを使用してもよい。リン酸
化ホスファチジルイノシトールは別の蛍光団標識NTA-Ga3+または-Fe3+錯体を使用して検
出する。蛍光偏光(FP)法では、ヒドロラーゼ基質を含む非蛍光ホスファチジルイノシトー
ルを分析用試料に加え、次いでGa3+または-Fe3+を添加する。得られるヒドロラーゼ基質
を固定化または遊離変異ヒドロラーゼに加える。Ga3+または-Fe3+に結合する蛍光標識NTA
を使用して蛍光偏光を測定する。
【０２０５】
　ホスホジエステラーゼを検出するには、蛍光標識cAMPと別の蛍光団とを含むヒドロラー
ゼ基質を使用してもよい。cAMPの加水分解はホスホジエステラーゼ活性を示す。ホスホジ
エステラーゼ活性は、たとえばタンパク質マイクロアレイで、遊離または固定化デハロゲ
ナーゼで基質を捕捉した後にFRETを使用して検出することができる。
【０２０６】
　基質に付加した核酸分子は、他の核酸分子、タンパク質またはタンパク質複合体の精製
またはディスプレイに使用してもよい。定向進化法用などのリボソームディスプレイまた
は精製では、終始コドンを欠くmRNAの3'末端にヒドロラーゼ基質を結合させる。該基質を
in vitro翻訳反応液に加えて、得られたタンパク質-DNA-mRNA複合体を、固定化変異ヒド
ロラーゼを使用して精製する。同様にして、特定遺伝子を単離、検出またはディスプレイ
するために、蛍光団で標識したDNAまたはRNAたとえば蛍光団で標識した、関心遺伝子に結
合する1本鎖DNAと別の蛍光団または消光剤とを含むヒドロラーゼ基質を使用して、FRET法
などのような蛍光ベースの方法により該遺伝子を複雑な混合系から単離、検出またはディ
スプレイするようにする。そうした方法は診断や生物兵器検出に有用でありうる。
【０２０７】
　本発明の基質と変異ヒドロラーゼは種々の形態でcAMPの検出に使用してもよい(図59A-B
)。一実施形態では、蛍光消光を2つの融合タンパク質および2つの基質と併用する。基質
の一方はある蛍光団を含み、他方はその蛍光団に対応する消光色素を含む。融合タンパク
質の一方は変異ヒドロラーゼとPKA調節サブユニットとを含み、他方は変異ヒドロラーゼ
とPKA触媒サブユニットとを含む(図59A)。各融合タンパク質を基質の一方と接触させ、次
いで複合体を一緒に混ぜ合わせる。cAMPが存在すると、消光色素はもはや蛍光団に近接し
ない。従って、cAMPは蛍光測定によって測定される。別の実施形態では、異なる蛍光団を
もつ2つのヒドロラーゼ基質を使用してFRET測定によりcAMPを測定する。
【０２０８】
　別の実施形態では、融合タンパク質の一方は第1変異ヒドロラーゼとPKA調節サブユニッ
トとを含み、他方は第1変異ヒドロラーゼとは異なりかつ第2基質に結合するタンパク質(
第2タンパク質)とPKA触媒サブユニットとを含む。変異ヒドロラーゼは、少なくとも1つの
蛍光団を含むヒドロラーゼ基質に結合する。第2タンパク質は第2基質に結合し、第2基質
は該少なくとも1つの蛍光団に対応する消光剤による修飾を受けるが、該消光剤は該基質
の第2タンパク質に対する結合には影響を及ぼさない。第2タンパク質の冷はGST、チオレ
ドキシン、AGT、第1変異ヒドロラーゼの場合とは異なる基質に対して特異的である別種の
変異ヒドロラーゼ、第1変異ヒドロラーゼの場合と同じ基質に結合することができる変異
ヒドロラーゼ、または他の基質結合タンパク質などである。各融合タンパク質を対応基質
と接触させ、複合体を一緒に混ぜ合わせ、cAMPを蛍光測定により測定する。cAMPが存在す
ると、消光剤はもはや蛍光団に近接しない。別の実施形態では、第2タンパク質は第2基質
に結合し、第2基質はヒドロラーゼ基質に連結した蛍光団とは異なる蛍光団による修飾を
受けるが、該蛍光団は該基質の第2タンパク質に対する結合には影響を及ぼさない。各融
合タンパク質を対応基質と接触させ、複合体を一緒に混ぜ合わせ、FRET法によりcAMPを測
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定する。cAMPが存在すると、2つの蛍光団はもはや近接しない。さらに別の実施形態では
、融合タンパク質の一方は変異ヒドロラーゼとPKA調節サブユニットとを含み、他方は蛍
光タンパク質とPKA触媒サブユニットとを含む。蛍光タンパク質の非限定的な例はGFP、YF
P、EGFP、DsRedなどである。各融合タンパク質を対応基質と接触させ、次いで複合体を一
緒に混ぜ合わせる。cAMPが存在すると、蛍光タンパク質と該蛍光団を含む基質に結合した
変異ヒドロラーゼとはもはや近接しない。別の実施形態では、BRET法でcAMPを検出する。
蛍光団を含む一方の基質は、変異ヒドロラーゼとPKA調節サブユニットとを含む融合タン
パク質と接触させ、またルシフェラーゼとPKA調節サブユニットとを含む別の融合タンパ
ク質と接触させる。各融合タンパク質に由来する調節サブユニットが二量体化するとき、
BRETが観測される。BRETはcAMPが存在すると妨げられる(図59B参照)。
【０２０９】
　変異ヒドロラーゼと基質は分子インプリント法に使用してもよい。これは分析物特異的
なポリマーを生成するために考案された技術である。分子インプリント法は特定化合物(
プリント分子)に対して選択性であるポリマーの合成法である(Arshady et al., 1981)。
この技術は次のステップを含む: (1)プリント分子とモノマーを予め準備し、相補的相互
作用(非共有結合または可逆的共有結合)を起こさせる; (2)プリント分子-モノマー複合体
のまわりをポリマー化させる; および(3)抽出によりプリント分子をポリマーから除去す
る。従ってポリマー化により、プリント分子の相補性が保存され、該ポリマーはプリント
分子を選択的に吸着することになる。ヒドロラーゼ基質で分子インプリントしたポリマー
(MIPS)はヒドロラーゼとその融合体に結合するので融合タンパク質の精製、タンパク質マ
イクロアレイの作製、タンパク質相互作用の研究、およびTAPに使用してもよい。
【０２１０】
　基質の機能性基は別のタンパク質に可逆的または共有的に結合してもよい。タンパク質
に可逆的に結合する機能性基の例は抗体たとえば単鎖抗体(scFv)に結合するハプテンであ
る。別のタンパク質に共有結合する機能性基の例は変異デハロゲナーゼに結合するクロロ
アルカンまたはO-アルキルグアニン-DNAアルキルトランスフェラーゼ(AGT)に結合するパ
ラ置換ベンジルグアニンである。変異ヒドロラーゼを含む第1融合タンパク質は、生化学
的または生物学的プロセスを実現または調節する手段として、第2タンパク質に結合させ
てもよい。たとえば遺伝子転写は、転写活性化因子たとえばVP16に結合した変異ヒドロラ
ーゼと融合したDNA結合タンパク質によって調節されてもよい。そうした例では、遺伝子
転写はDNA結合タンパク質に融合した変異ヒドロラーゼを転写活性化因子に結合させる基
質の添加によって増進されよう。別の例では、細胞中のあるタンパク質の活性がその細胞
内局在位置によって調節されよう。たとえばあるタンパク質の活性は、該タンパク質を第
2タンパク質と融合した変異ヒドロラーゼに結合させると、その結合と同時に該第2タンパ
ク質が該タンパク質を別の細胞内区画へと再誘導または選択的に再分配することにより、
変化するようにしてもよい。例はほぼ非細胞核部分に局在する転写因子であり、核ターゲ
ティング配列と融合した変異ヒドロラーゼに結合すると同時に、転写因子は核へと移行す
る結果となる。そうした例では、該転写因子を変異ヒドロラーゼへと結合させる基質の添
加はそれにより、該転写因子に依存する遺伝子の発現を調節することもあろう。
【０２１１】
　該基質は複数の反応性基を有し、変異ヒドロラーゼの相互連結を可能にしてもよい。結
合活性を有するタンパク質と融合するときは、変異ヒドロラーゼの相互連結は多価結合性
の複合体を生成する。そうした多価複合体は有用な特性たとえば高い見かけ結合効率(高
アビディティーなど)をもつ。たとえば複数の単鎖抗体を相互連結すると対応抗原と結合
効率が高まる。別の実施形態では、変異ヒドロラーゼと融合したλファージ抑制因子タン
パク質のDNA結合領域は、基質を添加して変異ヒドロラーゼを相互連結しようとすると、
より効率的にDNAに結合する。変異ヒドロラーゼに融合した種々の結合性タンパク質をも
つ多価複合体は、種々の分子たとえば抗原が該複合体を介して結合し合うことを可能にす
る。
【０２１２】
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　変異ヒドロラーゼ間の融合は単一タンパク質への複数基質の結合を可能にしようが、複
数基質は同種でも異種でもよい。これにより、融合変異ヒドロラーゼは基質間の架橋分子
として働こう。これは分子たとえば官能性基、表面または他分子の共有結合的な相互連結
に有用であろう。たとえば表面に結合した基質は基質に結合したポリヌクレオチドに、二
価の融合変異ヒドロラーゼを介して、共有結合的に付加されよう。異種変異ヒドロラーゼ
を融合して、または安定した共有結合をつくれる他のタンパク質たとえばAGTに変異ヒド
ロラーゼを融合して、ヘテロ多価分子を作製してもよい。
【０２１３】
　一実施形態では、基質は複数の官能性基を含む。たとえば光学的に検出可能な分子と受
容体分子に対応するリガンド、2つの異種タンパク質たとえばAGTと蛍光タンパク質または
ルシフェラーゼ、光学的に検出可能な分子とプロテアーゼ認識部位、それに光学的に検出
可能な分子の消光剤などである。たとえば本発明の基質は蛍光団、プロテアーゼ認識部位
および消光剤分子を含む。該基質は変異ヒドロラーゼを発現する細胞によって取り込まれ
る。プロテアーゼが存在すると消光剤は基質から除去され、結果として蛍光シグナルが生
じる。そうした基質の使用はリアルタイムのプロテアーゼアッセイを可能にする。該変異
体は感染因子の検出にも使用可能であり、従って臨床診断や生物兵器の検出に使用しても
よい。
【０２１４】
　他の形態を使用してプロテアーゼたとえばキャスパーゼまたはプロテオソームを検出し
てもよい。たとえば分枝ペプチド基質で20Sプロテオソームを検出(または単離)してもよ
い。一実施形態では、変異ヒドロラーゼまたは別のレポータータンパク質たとえばルシフ
ェラーゼに対応する遺伝子を哺乳動物細胞発現系に使用する。一実施形態では、プロテア
ーゼたとえばキャスパーゼ認識部位を、転写抑制因子たとえばtet抑制因子またはlac抑制
因子であるタンパク質に導入する。一実施形態では、プロテアーゼ認識部位は抑制因子タ
ンパク質のループ領域または該タンパク質の抑制因子機能を抑制しない別の領域に導入す
る。レポーター遺伝子に連結した転写抑制因子タンパク質に結合するDNAに連結したプロ
モーターを含むベクターを、該修飾転写抑制因子タンパク質を含む細胞に導入する。プロ
テアーゼが存在しなければ、修飾転写抑制因子タンパク質はレポーター遺伝子の発現を抑
制する。プロテアーゼが存在すると、修飾転写抑制因子タンパク質はプロテアーゼ認識部
位のタンパク質分解による開裂のため不活性化される。そのため、修飾転写抑制因子タン
パク質は転写を抑制することができず、その結果としてレポーター遺伝子が発現する(図6
0A)。一実施形態では、修飾転写抑制因子タンパク質遺伝子および/またはレポーター遺伝
子を細胞中に安定的にトランスフェクトする。そうしたアッセイ系は、別のレポーター遺
伝子を使用するおよび/または別の分子たとえば別のプロテアーゼを検出するアッセイ系
を含めた他のアッセイ系と併用して、多重処理が行えるようにしてもよい。該アッセイ系
はまた、たとえば生物兵器の検出にだけでなく臨床診断で感染因子の検出に用いてもよい
。
【０２１５】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼと別のタンパク質との融合体をクロマチン免疫沈降
法に用いる。変異ヒドロラーゼとDNA結合タンパク質とを含む融合体を細胞内で発現させ
る。一定期間の培養後、細胞を固定化し、超音波処理し、クロマチン-ハイブリッドタン
パク質複合体を、ヒドロラーゼ基質を含む固体担体で単離するかまたは細胞を超音波処理
で破砕し、固体担体に付加したヒドロラーゼ基質を用いてクロマチン複合体を単離する。
未結合複合体またはタンパク質は洗浄により除去し、次いで融合タンパク質をクロマチン
に架橋結合させるか、または官能性基たとえばビオチンを含むヒドロラーゼ基質を細胞に
添加し、一定期間培養する。次いで細胞を固定化し、超音波処理し、クロマチン複合体を
固体担体で、たとえばストレプトアビジンに連結した固体担体で、単離する。単離したク
ロマチンの解析には増幅反応を用いる。
【０２１６】
　さらに別の実施家形態では、変異ヒドロラーゼと核酸結合タンパク質との融合体をin v
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itro核酸結合アッセイに使用する。該融合体はヒドロラーゼ基質を含む固相表面に固定化
する。細胞溶解液または精製核酸を固定化融合タンパク質とインキュベートし、結合核酸
をゲル電気泳動またはポリメラーゼ反応により検出する。あるいは該融合体を、ヒドロラ
ーゼ基質を含む電気化学的感受性表面に固定化する。核酸結合は電気化学的変化によって
検出する。これらの方法は複数の核酸結合タンパク質を対象とした多重アッセイだけでな
くハイスループットアッセイにも使用可能である。
【０２１７】
　別の実施形態では、3個のベクターを使用する。第1ベクターはGAL4、プロテアーゼ認識
部位、およびVP16融合体を発現し、第2ベクターはプロモーターを、転写抑制因子タンパ
ク質遺伝子に連結したGAL4結合部位に連結させて含み、また第3ベクターはプロモーター
を、レポーター遺伝子に連結した転写抑制因子タンパク質結合部位に連結させて含む(図6
0B)。GAL4融合体をGAL4結合部位に結合させると、結果としてRNAポリメラーゼの構成的転
写活性化が起こる。転写抑制因子タンパク質が構成的に発現しているときは、レポーター
遺伝子の発現は抑制される。しかし、プロテアーゼが存在すると、GAL4とVP16は分離され
るため、転写抑制因子タンパク質は合成されない。結果としてレポーター遺伝子が発現す
る。他の実施形態では、分割ユビキチン(米国特許第5,503,977号明細書を参照)またはア
デニルシクラーゼ、グアニルシクラーゼおよび/またはその調節因子(米国特許第6,333,15
4号明細書を参照)系を使用する。そうした系は、複数種のレポーターの組み合わせたとえ
ばルシフェラーゼとGFPまたはルシフェラーゼと変異ヒドロラーゼを使用する多重アッセ
イに、複数のプロテアーゼ認識部位を使用するプロテアーゼ多重アッセイに、プロテアー
ゼたとえばキャスパーゼの阻害物質のスクリーニングアッセイに、使用してもよい。該ア
ッセイ系はまた、たとえば生物兵器の検出にだけでなく臨床診断で感染因子の検出に用い
てもよい。
【０２１８】
　さらなる実施形態では、分解/不安定性ドメイン(タンパク質不安定化ドメイン)の存在
下で短いまたは短縮された半減期をもつレポーターたとえば変異ヒドロラーゼまたはルシ
フェラーゼを使用する細胞系アッセイを使用して単数または複数のプロテアーゼを検出す
る(図60C)。プロテアーゼ(たとえばキャスパーゼ)認識部位をレポータータンパク質とタ
ンパク質不安定化ドメインの間に導入する。プロテアーゼが存在しないと、レポータータ
ンパク質は急速に分解される。プロテアーゼが存在すると、不安定化ドメインが除去され
る結果として半減期の長いレポータータンパク質が生成する。そうした系は、複数種のレ
ポーターの組み合わせたとえばルシフェラーゼとGFPまたはルシフェラーゼと変異ヒドロ
ラーゼを使用する多重アッセイに、複数のプロテアーゼを使用するプロテアーゼ多重アッ
セイに、プロテアーゼたとえばキャスパーゼの阻害物質のスクリーニングアッセイに、使
用してもよい。
【０２１９】
　一実施形態では、本発明の変異ヒドロラーゼの融合体を使用して細胞内移動をモニター
する。たとえばβアレスチンはGタンパク質結合受容体の調節因子であり、活性化される
と細胞質から細胞膜へと移動する。本発明の変異ヒドロラーゼ/βアレスチン融合体と基
質とを含む細胞は、βアレスチンが活性化Gタンパク質結合受容体と会合すると、βアレ
スチンの細胞質から細胞膜への移動の検出を可能にする。該アッセイ系は感染因子の検出
に用いてもよいし、また臨床診断や生物兵器の検出に用いてもよい。
【０２２０】
　他の形態を使用してプロテアーゼたとえばキャスパーゼを検出してもよい。一実施形態
では、変異ヒドロラーゼと別のレポータータンパク質たとえばルシフェラーゼとの融合体
を該融合体の結合部にプロテアーゼ認識部位を導入して構築する。この融合タンパク質を
固体担体の表面に固定化し、試料中のプロテアーゼの検出に使用する。融合タンパク質を
固定化した固相表面を分析用試料の溶解液および/または単離プロテアーゼとインキュベ
ートする。一定期間のインキュベーション後、溶解液を取り出し、レポータータンパク質
の有無を調べる。プロテアーゼが存在すればレポータータンパク質たとえばルシフェラー
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ゼは固体担体から溶液中に放出される。このアッセイ系はタンパク質マイクロアレイまた
はマルチウェルフォーマットに、また他のアッセイ系たとえば別種のレポーター遺伝子を
使用するおよび/または別種の分子たとえば別種のプロテアーゼを検出するためのアッセ
イ系との併用による多重処理に、使用してもよい。この方法はまた、感染因子の検出にも
使用可能であり、従って臨床診断や生物兵器の検出に有用である。
【０２２１】
　別の実施形態では、FRET法を、変異ヒドロラーゼと蛍光タンパク質たとえばGFPとの融
合体、または蛍光分子に結合するタンパク質たとえばO-アルキルグアニン-DNAアルキルト
ランスフェラーゼ(AGT)(Keppler et al., 2003)との融合体と併用する。あるいは変異ヒ
ドロラーゼと関心タンパク質との融合体および蛍光タンパク質と該関心タンパク質と相互
作用するとみられる分子との第2融合体を使用して、関心タンパク質と該分子の相互作用
を、たとえばFRET法で調べるようにしてもよい。ある細胞に変異ヒドロラーゼと関心タン
パク質との融合体を含ませ、別の細胞に蛍光タンパク質と該関心タンパク質と相互作用す
るとみられる分子との第2融合体を含ませてもよい。これら2つの細胞集団は基質および作
用物質たとえば薬物と接触させた後に細胞をモニターして、2細胞集団に対する作用物質
投与の効果を検出するようにしてもよい。一実施形態では、変異ヒドロラーゼと第2タン
パク質と相互作用する関心タンパク質との融合体および該第2タンパク質と変異ヒドロラ
ーゼとの第2融合体を使用して、関心タンパク質と第2タンパク質の相互作用を調べるか、
または一方または両方のタンパク質と相互作用してそれらの相互作用を変化させる分子た
とえばPKA調節サブユニット、PKA触媒サブユニットおよびcAMPを検出するようにする。こ
の実施形態では、少なくとも1つの異なる機能性基をもつ2つの基質を使用してもよい。
【０２２２】
　さらに別の実施形態では、変異ヒドロラーゼを蛍光タンパク質に融合させる。従って、
該融合タンパク質は細胞内で、該蛍光タンパク質を検出することによって、または細胞を
本発明の基質と接触させ基質中の機能性基を検出することによって、検出することができ
る。蛍光タンパク質の検出は機能性基の検出の前に行ってもよい。あるいは機能性基の検
出を蛍光タンパク質の前に行ってもよい。さらに、それらの細胞は追加の基質たとえば別
種の機能性基をもつ基質と接触させて、最初の基質と未だ結合していない変異ヒドロラー
ゼに共有結合で連結した該別種の機能性基を、細胞中で検出することも可能である。
【０２２３】
　さらに別の実施形態では、変異ヒドロラーゼと転写因子との融合体を使用して転写活性
化経路の活性をモニターする。たとえば、細胞質中に不活性型で存在するが活性化に伴い
核移行する転写因子(たとえばNFκβ)と変異ヒドロラーゼとの融合体は転写活性化経路を
モニターすることができる。
【０２２４】
　別の実施形態では、ビオチンを基質の中の機能性基として使用し、また融合体は変異ヒ
ドロラーゼを、別の分子たとえばタンパク質と細胞内で相互作用するとみられる関心タン
パク質に融合させて含む。そうした試薬の使用は、変異ヒドロラーゼに融合させたタンパ
ク質と細胞内で相互作用する該他分子の捕捉を、以って相互作用性分子の同定および/ま
たは捕捉(単離)を、可能にする。
【０２２５】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼを分泌タンパク質に融合させる。該融合体と本発明
の基質を使用して、該分泌タンパク質を検出および/またはモニターしてもよい。同様に
、変異ヒドロラーゼを、異なる小胞状区画の間に輸送される膜タンパク質へと融合させる
と、これらの区画内でのタンパク質プロセッシングを基質の存在下に検出することができ
る。さらに別の実施形態では、変異ヒドロラーゼをイオンチャンネルまたは輸送タンパク
質または該チャンネルまたは輸送タンパク質と密接に関連するタンパク質へと融合させる
と、イオンの細胞膜またはオルガネラ膜透過移動を、イオン感受性蛍光団を含む本発明の
基質の存在下にモニターすることができる。同様に、変異ヒドロラーゼを小胞または細胞
骨格に関連するタンパク質へと融合させると、基質の存在下に、骨格細胞構造に沿ったタ
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ンパク質または小胞輸送を容易に検出することができる。
【０２２６】
　別の実施形態では、機能性基は薬物または毒素である。そうした機能性基をもつ基質を
変異ヒドロラーゼとターゲッティング分子(抗体たとえば特定の腫瘍細胞に関連する抗原
に結合する抗体)との融合体と結合させると、細胞内または動物体内での薬物または毒素
の誘導が可能になる。あるいは、官能性基は蛍光団でもよい。該蛍光団が基質中に存在し
ていて、変異ヒドロラーゼとターゲッティング分子たとえば単鎖抗体との融合体と結合す
ると、ターゲッティング分子が標識され、たとえばELISAなどのようなin vitro用途向け
の標識抗体が得られる結果となる。
【０２２７】
　さらに別の実施形態では、変異ヒドロラーゼを細胞表面で発現するタンパク質と融合さ
せ、細胞表面の変異ヒドロラーゼを本発明の基質たとえば蛍光団を含む基質と結合させて
、細胞移動(例:がん細胞移動)のin vivoまたはin vitroモニタリングに使用する。一実施
形態では、本発明の基質は細胞膜透過性が低いまたはない基質である。あるいは、そうし
た系は種々の作用物質たとえば薬物の種々の細胞プールに対する効果のモニタリングに使
用することもできる。さらに別の実施形態では、変異ヒドロラーゼはHERGチャンネルへと
融合させる。K+感受性蛍光団を含む本発明の基質の存在下でそうした融合体を発現する細
胞は、HERGチャンネルの活性をモニターするために、たとえば薬物-毒性をモニターする
ために使用してもよい。さらなる実施形態では、そうした融合体を血液細胞の表面で、た
とえば動物に導入した外来細胞またはトランスジェニック動物体内の外来性細胞の表面で
、発現させてもよい。
【０２２８】
　別の実施形態では、本発明の基質は細胞または生体内の疎水性領域のモニタリングに有
用な機能性基たとえばナイルレッドを含む。
　従って、本発明の変異ヒドロラーゼと基質は多様なアッセイ法たとえばファージディス
プレイ、パニング、ELISA、質量分析、ウェスタンブロット、FMAT(fluorometric microvo
lume assay technology)、動物全身画像化、Ｘ線画像化および細胞/亜細胞染色などに有
用であり、またはバイオセンサーとして有用である。たとえば変異ヒドロラーゼまたはそ
の融合体を含むまたは発現する細胞を、動物たとえば人間または人間以外の動物たとえば
哺乳動物または霊長類に、導入たとえば移植または注入する。該細胞は一時的にトランス
フェクトしてもよいし、変異ヒドロラーゼまたはその融合体を安定的に発現させるように
してもよいし、他の形で変異ヒドロラーゼまたはその融合体と接触させて会合させるよう
にしてもよい。種々の細胞型が、細胞系、初代培養、または幹細胞(例: 胚または成人幹
細胞)を非限定的に含めて、使用可能である。一実施形態では、変異ヒドロラーゼを発現
するまたは含む細胞は本発明のヒドロラーゼ基質と接触させてから動物に導入する。別の
実施形態では、変異ヒドロラーゼを発現するまたは含む細胞の動物への導入の後または前
に本発明のヒドロラーゼ基質の動物への導入を行う。動物全身または(組織生検または切
片、生理学的試料から単離した細胞、またはホモジナイズ処理した組織を含む)組織標本
、または血液等の生理液試料におけるヒドロラーゼ基質の機能性基の存否、局在位置また
は量が検出または測定される。該変異ヒドロラーゼ、該変異ヒドロラーゼを含む融合体、
および/または単数または複数の本発明の基質は、たとえば生物学的過程の画像化、内在
性遺伝子の転写調節の画像化、および細胞(骨髄由来細胞、血液細胞など)移動の画像化に
、単独でまたは他の発光または核レポーター系(発光タンパク質、ルシフェラーゼ、放射
性核種など)と共に使用することができる。光イメージング系には、顕微鏡的な解像度を
実現するもの(落射、共焦点および2光子型などの顕微鏡)、メゾスコピックな解像度を実
現するもの(光投射断層撮影法、光コヒーレンス断層撮影法、レーザースペックル画像化
法など)、および固有コントラストまたは分子コンストラクトを伴う肉眼解像度を実現す
るもの(ハイパースペクトル画像化法、内視鏡法、偏光イメージング法、蛍光反射画像化
法、拡散光断層撮影法、蛍光共鳴画像化法、蛍光分子画像化法、または発光画像化法)な
どがある。
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【０２２９】
　該変異ヒドロラーゼ、該変異ヒドロラーゼを含む融合体、および/または単数または複
数の本発明の基質はまた種々の高光学密度/造影剤と併用することもできるが、そうした
造影剤は別個の薬剤として、またはヒドロラーゼ基質に化学的に結合させて、使用しても
よい。一実施形態では、造影剤を含むヒドロラーゼ基質を、変異ヒドロラーゼまたはその
融合体を発現する細胞を含む動物(たとえば変異ヒドロラーゼまたはその融合体をコード
する遺伝子を入れたトランスジェニック動物)に導入する。別の実施形態では、造影剤を
含むヒドロラーゼ基質を、変異ヒドロラーゼまたはその融合体を発現する細胞に導入し、
それらの細胞を動物に導入する。造影剤はX線、MRI等の技術により検出することができる
。
【０２３０】
　一実施形態では、変異ヒドロラーゼと別のタンパク質との融合体および電気化学的感受
性表面に結合させたヒドロラーゼ基質を、分子たとえば生理的分子の検出に(すなわちバ
イオセンサーとして)使用する。たとえば該表面は固定化ヒドロラーゼ基質を含み、また
試験液中の関心分子の存否は電気化学的な変化によって判定される。たとえば変異ヒドロ
ラーゼとグルコースオキシダーゼとを含む融合体は、ヒドロラーゼ基質を含む白金電極、
金表面、金ナノ粒子またはカーボンナノチューブ上に固定化し、試験試料を加え、試料中
のグルコースの存否または量を測定する。同様に、電気化学的感受性表面に固定化した変
異ヒドロラーゼ-コレステロールオキシダーゼ融合体を使用して、試料中のコレステロー
ルを測定してもよい。
【０２３１】
　別の実施形態では、変異ヒドロラーゼをバイオセンサーとして、プロテアーゼ、プロテ
アーゼ阻害物質、キナーゼまたはキナーゼ阻害物質などの検出に使用する。たとえばプロ
テアーゼ認識部位を変異ヒドロラーゼタンパク質に融合させ、得られた融合体を、ヒドロ
ラーゼ基質を含む電極、金表面、金ナノ粒子またはカーボンナノチューブなどの電気化学
的感受性表面に固定化する。プロテアーゼまたはキナーゼなどのような分子が存在すると
、分子量がシフトするが、それを電気化学的変化によって検出してもよい。これらの変化
の阻害物質には、変異ヒドロラーゼに融合させたタンパク質の阻害物質たとえばプロテア
ーゼ阻害物質などがあるが、それもまたこの方法で検出してもよい。
【０２３２】
　別の実施形態では、変異ヒドロラーゼはヒドロラーゼ基質以外の基質にたとえば変異ヒ
ドロラーゼのC末端で結合させる、および/または変異ヒドロラーゼとタンパク質との融合
体をヒドロラーゼ基質以外の基質に結合させる。バイオセンサーの表面は固定化ヒドロラ
ーゼ基質を含む。試験液中の生体分子の存否は電気化学的な変化によって判定する。この
方法はある種の分子の捕捉、結合、または他の形でのアッセイ手段の提供に使用してもよ
いし、また農薬や工業用の有毒化合物の検出、臨床診断、感染因子および生物兵器の検出
などにも使用可能である。一実施形態では、この方法をプロテアーゼ、プロテアーゼ阻害
物質、キナーゼ、キナーゼ阻害物質を非限定的に含む分子類の検出に、またタンパク質の
翻訳後修飾の検出に、使用する。
　以下、非限定的な実施例を以って本発明をさらに詳しく説明する。
【実施例】
【０２３３】
実施例Ｉ
一般手順
　特に断らない限り、ここで使用する専門/学術用語はすべて分子生物学および細胞シグ
ナル伝達およびモデリングの分野の当業者が一般に理解しているのと同じ意味をもつ。一
般にここで使用する命名法、および後述の分光法、創薬、細胞培養、分子遺伝学、プラス
チック製造、高分子化学、診断、アミノ酸/核酸化学、アルカン化学の分野のラボ作業手
順は、技術上周知でありまた常用されている。プラスチック製造、シグナル検出、組み換
え核酸法、ポリヌクレオチド合成、細菌培養および形質転換(エレクトロポレーション、
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リポフェクションなど)には一般に標準技法を使用する。
【０２３４】
　種々の技法や手順は一般に技術上通常の方法および種々の一般参考書に従って行う(一
般的にはSambrook et al. Molecular Cloning: A laboratory manual, 2d ed. (1989) Co
ld Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,を、また蛍光技法につ
いてはLakowicz, J.R. Principles of Fluorescence Spectroscopy, New York: Plenum P
ress (1983)を、参照。両書は参照により開示される)。化学合成、化学分析および生物ア
ッセイには標準技法を用いる。
【０２３５】
材料
　オリゴヌクレオチドはすべてPromega Corporation (Madison, WI)またはUniversity of
 Iowa DNA Facility (Iowa City, Iowa)が合成、生成および配列分析した。制限酵素とDN
A修飾酵素はPromega Corporation (Madison, WI)、New England Biolabs, Inc. (Beverly
, MA)またはStratagene Cloning Systems (La Jolla, CA)から入手し、メーカーのプロト
コールに従って使用した。コンピテントE. coli JM109はPromegaから提供を受けたか、St
ratagene Cloning Systemsから購入した。小規模のプラスミドDNA単離はQiagen Plasmid 
Mini Kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA)を使用して行った。DNAライゲーションはStrat
agene Cloning Systemsから購入した予備試験済み試薬キットを使用して行った。DNA断片
の精製にはQiagen Inc.から購入したQIAquick Gel抽出キットまたはQIAquick PCR精製キ
ットを使用した。
【０２３６】
　DhaA変異体およびその融合体の生成に使用したベクターは次のとおりであった: pET21 
(Invitrogen, Carlsbad, CA); pRL-null (Promega, Madison, WI); pGEX-5x-3 (Amersham
 Biosciences, Piscataway, NJ); EGFPおよびDsRED2(どちらもCLONTECH, Palo Alto, CA
に由来) 。
【０２３７】
　SDS-PAGEと関連バッファーおよび色素、それにエレクトロブロット転写バッファーはBi
oWhittaker Molecular Applications (Rockland, ME)から入手した。タンパク質分子量マ
ーカーはInvitrogenから購入した。
【０２３８】
　Sigma-Aldrichは抗FLAGRモノクローナル抗体類[抗FLAGR M2モノクローナル抗体(マウス
)(F3165)、抗FLAGR M2 HRP標識体(A8592)および抗 FLAGR M2 FITC標識体(F4049)]の供給
元であった。Chemicon (Temecula, CA)はモノクローナル抗Renillaルシフェラーゼ抗体(M
AB4410)の供給元であった。Promega Corp.はHRP標識ヤギ抗マウスIgG(W4021)およびHRP標
識ストレプトアビジン(G714)の供給元であった。
【０２３９】
　1-Cl-ブタン、1-Cl-ヘキサン、1-Cl-オクタン、1-Cl-デカン、1-Cl-ブタノール、1-Cl-
ヘキサノール、1-Cl-オクタノールおよび1-Cl-デカノールはAldrichまたはFluka(USA)か
ら入手した。諸々の塩類、リン酸一カリウム、リン酸二カリウム、イミダゾール、HEPES
、ナトリウムEDTA、硫酸アンモニウムおよびトリス遊離塩基はFisher (Biotech Grade)に
由来した。
【０２４０】
　Glutathione Sepharose 4 FF、グルタチオン、MonoQおよびSephadex G-25プレパック型
カラムはAmersham Biosciencesに由来した。
　Luria-Broth (LB)はPromega Corp.から提供を受けた。
【０２４１】
方法
　PCR反応:　DNA増幅はPromega Corp.提供の標準PCRバッファーを使用して行った。一般
に、50μl反応系は1x濃度のメーカー提供バッファー、1.5mM MgCl2、125μM dATP、125μ
M dCTP、125μM dGTP、125μM dTTP、0.10-1.0μM順方向および逆方向プライマー、5U Am



(96) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

40

50

pliTaq（登録商標） DNAポリメラーゼおよび<1ng標的DNAを含む。特に断らない限り、DNA
増幅のサーマルプロファイルは35サイクル×(94℃で0.5分、55℃で1分、および72℃で1分
)であった。
【０２４２】
　DNA配列分析:　ジデオキシ法(Sanger et al., 1977)とPerkin-Elmer Model 310 DNAシ
ーケンサーを使用するDNA配列分析によりすべてのクローンを確認した。
【０２４３】
　SDS-PAGE:　タンパク質は試料バッファー(1%SDS、10%グリセロールおよび1.0mM β-メ
ルカプトエタノール、pH 6.8; Promega)中で可溶化し、5分間煮沸し、SDS-PAGE(4-20%グ
ラジエントゲル; BioWhittaker Molecular Applications)電気泳動で分離した。ゲルをク
ーマシーブルー(Promega)で染色してウェスタンブロット法で分析するか、蛍光イメージ
ャー(日立、日本)により、評価対象の各蛍光団に対応した適正なEex/Eemで分析した。
【０２４４】
　ウェスタンブロット法: XcellIIBlotモジュール(Invitrogen)を用いてタンパク質のニ
トロセルロース膜(0.2μm; Scheicher & Schuell, Germany)への電気泳動的転写を25mMト
リス塩基/188mMグリシン(pH 8.3)、20%(v/v)メタノール中で80mAの定電流(4℃)より2.0時
間行った。ニトロセルロース膜をTBSTバッファー(10mMトリス塩酸、150mM NaCl、pH 7.6;
 0.05% Tween 20添加)で洗浄し、ブロッキング液(3%粉乳または1%BSA/TBSTバッファー)に
浸して室温で30分間、または4℃で終夜、インキュベートした。次いでニトロセルロース
膜を50mlのTBSTバッファーで洗い、抗FLAGRモノクローナル抗体M2(希釈1:5,000)、抗Reni
llaルシフェラーゼモノクローナル抗体(希釈1:5,000)、またはHRP標識ストレプトアビジ
ン(希釈1:10,000)と室温で45分間インキュベートした。次いでニトロセルロース膜をTBST
バッファーで洗った(50ml、5分間、3回)。抗体によるプローブをすでに済ませたニトロセ
ルロース膜をHRP標識ロバ抗マウスIgGでインキュベートし(30分間、室温)、次いで洗浄手
順を繰り返した。タンパク質の可視化には改良化学発光(ECL)システム(Pharmacia-Amersh
am)をメーカー説明書に従って用いた。タンパク質の定量にはコンピューター援用濃度計
を用いた。
【０２４５】
　タンパク質濃度: タンパク質定量はPierce BCA Proteinアッセイ(Pierce, Rockford, I
L)のマイクロタイタープロトコールにより、ウシ血清アルブミン(BSA)を標準として使用
して行った。
　統計分析: データは4連実験に由来する平均値±標準誤差(SEM)として表記したが、これ
は同様の結果を示す少なくとも3回の独立実験を代表する。統計的有意性はスチューデン
トのt検定により評価し、p<0.05なら有意とみなした。
【０２４６】
　細菌細胞: Rhodococcus rodochorus (DhaA)を入れたpET-3aを含むDha5α細胞の当初ス
トックはDr. Clifford J. Unkefer (Los Alamos National Laboratory, Los Alamos, NM)
より提供を受けた(Schindler et al., 1999; Newman et al., 1999)。細菌はPromega提供
のプレミックス試薬を使用してLB培地で培養した。E. coli BL21(λDE3) pET3aの冷凍ス
トック(10%グリセロールに浸して-80℃で保存)を使用してアンピシリン(50μg/ml)添加Lu
ria-Bertani寒天平板に植菌した(Sambrook et al., 1989)。単一コロニーを選択し、アン
ピシリン(50μg/ml)添加Luria-Bertani培地10mlへの植菌に使用した。細胞を8時間、37℃
で振とう(220rpm)培養し、次いで2mlを分取し、アンピシリン(50μg/ml)添加Luria-Berta
ni培地50ml×2への植菌に使用し、それを37℃で終夜、振とう培養した。この培養液10ml
をアンピシリン添加Luria-Bertani培地0.5L×2への植菌に使用した。培養液がA600 = 0.6
に達したら、イソプロピル-1-β-D-ガラクトピラノシド(IPTG)を添加して終濃度を0.5mM
とし、培養液をさらに4時間、振とうしながら30℃に維持した。次いで細胞を遠心で回収
し、10mM Tris-SO4、1mM EDTA、pH 7.5で洗浄した。細胞ペレットは-70℃で保存し細胞溶
解に回した。
【０２４７】
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　哺乳動物細胞: CHO-K1細胞(ATCC-CCL61)をHam’s F12栄養素とDulbecco’s改良最小必
須培地の1:1混合培地[10%ウシ胎児血清(FBS)、100U/mlペニシリンおよび100mg/mlストレ
プトマイシンを添加]により95%空気+5%CO2雰囲気下、37℃で培養した。
【０２４８】
　ラット(E18)海馬初代培養神経細胞を次の要領で単離した。要するに、Dr. Brewer (Sou
thern Illinois University)より提供を受けたHibernate（登録商標）E培地(GIBCO, Invi
trogen, Carlsbad, CA)中の胎児(E18)ラット海馬の断片を解離し、ポリ-D-リシンコート(
0.28mg/cm2; Sigma)ガラス/プラスチック器具上にまき、B27添加無血清Neurobasal（登録
商標）培地(NB27, GIBCO)中で培養した。培地は2-3日おきに完全に交換した。
【０２４９】
　トランスフェクション: 種々のタンパク質の一時的発現を調べるため、35mm培養皿また
は24ウェルプレートに細胞をまいた。約80-90%コンフルエンシーで、細胞をリポフェクタ
ミン/DNA/抗生物質無添加培地の混合体と、メーカー(GIBCO)の説明書に従って、接触させ
た。翌日培地を新鮮培地と交換して、細胞を種々の期間にわたり増殖させた。
【０２５０】
　蛍光: 96ウェルプレート中の細胞内の蛍光を蛍光プレートリーダーCytoFluorII(Beckma
n)により、特定の蛍光団に対応した適正なEex/Eem(たとえばカルボキシテトラメチルロー
ダミンのEex/Eemは540/575nmである)で測定した。
【０２５１】
実施例ＩＩ
DhaA系係留システム
A.　野生型および変異DhaAタンパク質とその融合体
　Rhodococcus rhodochrous由来ハロアルカンデハロゲナーゼ遺伝子dhaAがコードする単
量体33kDa酵素は、種々のハロアルカンの不可逆的加水分解を触媒する(Kulakova et al. 
1997)、たとえば脂肪族および芳香族ハロゲン化化合物(例: ハロC3-ハロC10)の炭素-ハロ
ゲン結合を開裂させる。ハロアルカンデハロゲナーゼの作用メカニズムと構造については
相当量の情報が得られる。DhaA酵素は293個のアミノ酸を含み、α/βヒドロラーゼフォー
ルドを含むタンパク質スーパーファミリーに属する(図2A)。Rhodococcus、Xanthobacter
およびSphingomonasに由来するハロアルカンデハロゲナーゼの全体構造は類似しており、
それぞれがハライド-炭素結合の開裂に関与する触媒残基3点セットを含む。DhaAではこれ
らの残基はAsp106、E130およびHis272である(Newman et al., 1999; 図2B)。図1A-BはDha
A酵素の全触媒機構を示す。基質に結合後、Asp残基のカルボキシレートによる基質への求
核攻撃により、ハロゲン-炭素結合の開裂とアルキル-エステル中間体の形成が起こる(図1
A)。デハロゲナーゼ反応経路の次のステップは、活性部位His残基により活性化される水
分子による該中間体エステルの加水分解である(図1B)。触媒His残基は共有結合中間体の
脱アルキル化塩基触媒であるが、活性部位Aspの最初の求核攻撃には必ずしも不可欠では
ない。重要な触媒His残基を欠くタンパク質変異体はアルキル化半反応を起こし、以って
安定した、共有結合エステル中間体を生成することが判明している(Pries et al., 1995)
。
【０２５２】
　基質がDhaAに結合してES複合体を形成し、その後にAsp106による求核攻撃によりエステ
ル中間体が形成され、次いでHis272により活性化されたH2Oが該中間体を加水分解し、生
成物を触媒中心から放出するということらしい。触媒His272残基の点突然変異がDhaAの酵
素活性を損なうことでこのタンパク質への機能性基(FG)の共有結合的係留を可能にするか
どうかを調べるために、変異DhaAを合成した。
【０２５３】
材料と方法
　変異DhaAベクターを作製するために、4プライマー重複伸張法に基づくPromegaのin vit
ro変異誘発キットを使用してDhaA.H272F/A/GまたはH変異を生成させた。外部プライマー
はオリゴヌクレオチド
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【化５１】

であり、また内部変異誘発プライマーは次のとおりであった:
【化５２】

 (下線部分が変異コドン)。変異デハロゲナーゼ遺伝子をpET-3aベクター中にサブクロー
ニングした。変異デハロゲナーゼを過剰発現させるために、pET-3aベクターをコンピテン
トE. coli BL21　(DE3)に導入した。クローン中のDhaA配列をDNA配列分析で確認した。特
に断らない限り、DhaA.WTおよびDhaA.H272Fタンパク質は一般にN末端にGSTを、C末端にFL
AGエピトープを、それぞれ含む。
【０２５４】
　適当なDhaAコード領域をpGEX5x3ベクターのSalI/NotI部位にクローニングすることで、
GST-DhaA(WTまたはH272F/A/G/H変異体)融合体カセットを構築した。2つのプライマー

【化５３】

を設計して、DhaAの5'コード領域にSalI部位とKozakコンセンサス配列を付加し、DhaAの3
'コード領域にNotI、EcoR47III およびAgeI制限部位ならびに終止コドンを付加し、以っ
てDhaA(WTまたは変異)鋳型から897bp断片を増幅するようにした。得られた断片はpGEX5x3
ベクターのSalI/NotI部位に挿入した。これはグルタチオンS-トランスフェラーゼ(GST)遺
伝子、Xa因子切断部位をコードする配列、およびマルチクローニング部位(MCS)とそれに
続く終止コドンを含むベクターである。
【０２５５】
　次に、pGEX5x3ベクターのAgeI/EcoR47III 制限部位にFlagコード配列を挿入した。この
6ヌクレオチドAgeI部位とは11アミノ酸ペプチドに対応する配列がインフレームであるが
、そのうちの8アミノ酸ペプチドがFlagペプチド(Kodak Imaging Systems, Rochester, NY
)に対応する。このFlag (Kodak Imaging Systems, Rochester, NY)ペプチドをコードする
2つの相補オリゴヌクレオチド
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【化５４】

をアニールした。アニールしたDNAは5'にAgeI部位を、また3'にEcoR47III 部位を、それ
ぞれ有した。該DNAをAgeIとEcoR47III で消化し、次いでGST-DhaA.WTまたはGST-DhaA.H27
2F変異体コンストラクトへ、AgeIおよびEcoR47III 部位でクローニングした。遺伝子融合
体コンストラクトはすべてDNA配列分析で確認した。特に断らない限り、DhaA.WTまたDhaA
.H272Fタンパク質は一般にN末端にGSTを、またC末端にFLAGを、それぞれ含む。
【０２５６】
　DhaA融合タンパク質を生成させるために、培養液が600nmでの光学密度=0.6に達したと
きにイソプロピル-b-D-チオガラクトピラノシドを(終濃度0.5mMで)添加して酵素の発現を
誘導した。細胞はバッファーA(10mM Tris-SO4、1mM EDTA、1mM β-メルカプトエタノール
、および10%グリセロール、pH 7.5)に回収し、Vibra Cell（登録商標）超音波細胞溶解装
置(Sonics & Materials, Danbury, CT, USA)で処理した。細胞残屑は19,800×gで1時間の
遠心で除去した。粗抽出物をGSS-Sepharose 4高流速カラム(Amersham Biosciences; Pisc
ataway, NJ)で、メーカーの説明書に従って、さらに精製した。GST-DhaA融合タンパク質
を含む溶出画分をプールし、10mM Tris-SO4バッファー(20mM Na2SO4と1mM EDTA-Na2を添
加)に対して、終夜、4℃で透析し、-20℃で保存し用時に備えた。DhaA(WTまたは変異体)
を生成させるために、融合タンパク質からGSTをXa因子で切断し、生成物をGSS-Sepharose
 4高流速カラム(Amersham Biosciences)でメーカーの説明書に従って精製した。タンパク
質の均一性はSDS-PAGEで検証した。実験によっては、Newman et al. (1999)で開示されて
いる要領で、45-70%飽和硫酸アンモニウムを使用して無細胞抽出液を分画した。
【０２５７】
結果
　図3はDhaA.WT(レーン1)およびDhaA.H272F(レーン2)融合タンパク質の、ロバストな、IP
TG誘導産生を示す。さらに、これらのタンパク質は可溶性であり、グルタチオン-Sepharo
se 4FFで効率的に精製することができた(レーン5～10: 奇数レーンはDhaA.WTに、偶数レ
ーンはDhaA.H272Fに、それぞれ対応する)。該融合タンパク質をXa因子で処理すると結果
的に2つのタンパク質、GSTとDhaA(WTまたはH272F変異体; それぞれ11、12レーン)が形成
されるので、GSTはグルタチオン-Sepharose 4FFで効率的に除去した(WTまたは変異体; そ
れぞれ13、14レーン)。また、タンパク質はみな分子量が予想通りであった。
【０２５８】
B.　DhaAのCl-アルカン加水分解能を損なうH272の変異
　この係留システムでは、酵素が酵素反応生成物を周辺培地に放出する能力を欠くことが
最も重要である。こうした能力の欠如は該酵素の加水分解能の著しい低下から検出するこ
とができる。
　DhaA(WTまたは変異体)のCl-アルカン加水分解能に対する点突然変異の効果を調べるに
は、Hollway et al. (1998)が開示しているpH指示薬を使用した。
【０２５９】
材料と方法
　pH指示薬用の反応バッファーは1mM HEPES-SO4(pH 8.2)、20mM Na2SO4および1mM EDTAか
らなった。フェノールレッドを加えて終濃度を25μg/mlとした。ハロゲン化化合物を加え
て、上限の脱ハロゲン化反応速度を実現するに足る基質の溶存分が確保されるような見か
け濃度とした。基質-バッファーは30秒間激しくボルテックスし、基質の著しい蒸発を防
ぐために蓋をし、また1-2時間以内に使用した。各速度論的定量に先立って、フェノール
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レッドを標準HCl溶液で滴定して見かけの吸光係数を与えた。DhaAに関する定常状態の反
応速度定数をBeckman Du640分光光度計(Beckman Coulter, Fullerton, CA)により室温下
、558nmで求めた。反応速度定数は初期速度からコンピュータープログラムSigmaPlotを使
用して計算した。1単位の酵素活性は特定条件下で1.0mM-基質/分を脱ハロゲン化するため
の所要量として定義する。
【０２６０】
結果
　図4に示すように、0.1mg/mlの酵素と10mMの基質をpH 7.0-8.2で使用すると、4変異体の
いずれでも触媒活性が見られなかった。これらの条件下では、野生型酵素は1-Cl-ブタン
に対して5単位/mg-タンパク質の活性を有した。従って、変異体の活性は700分の1以下に
低下したことになる。
【０２６１】
　DhaA(WTまたは1変異体)を発現するE. coliから得られた一定分量の上清を逓増濃度の(N
H4)2SO4で処理した。タンパク質は各濃度の(NH4)2SO4と(4℃で)2時間接触させ、遠心でペ
レット化し、バッファーAに対して終夜透析し、SDS-PAGEで分離した。
【０２６２】
　図5に示すように、DhaA.WTおよびDhaA.H272F変異体の主要画分を45-70% (NH4)2SO4で沈
殿させた。低濃度の(NH4)2SO4ではこれらのタンパク質の沈殿は観測されなかった。一方
、DhaA.H2722Q、DhaA.H272G、DhaA.H272Aの各変異体は10% (NH4)2SO4で沈殿させることが
できた。これはDhaA.H2722Q、DhaA.H272G、DhaA.H272Aの各変異体の物理化学的性質の有
意の変化を強く示唆する。それと同時に、DhaA.H272F変異はこれらのパラメーターに有意
の効果を及ぼさなかった。これらのデータは、DhaAの3D構造に対する変異の効果に関する
コンピューターモデリングの結果ともよく一致しており、試験したすべての変異体の中で
DhaA.H272F変異だけが予測3Dモデルに有意の効果を及ぼさないことを示唆する(図2参照)
。これらの結果に基づき、DhaA.H272Fをさらなる実験対象として選んだ。
【０２６３】
　共有結合付加体を形成するには、Cl-アルカンの塩素原子はDhaA(WTまたは変異体)の触
媒アミノ酸に近接する可能性が高い(図2A-B)。DhaAの結晶構造(Newman et al., 1999)は
、こられのアミノ酸がDhaAの触媒ポケット(長さ約10Å、断面積約20Å2)の内側深くに位
置することを示している。機能性基を含むDhaA基質中の反応性基がDhaAの触媒ポケットの
中に入れるようにするため、含Cl基質を機能性基と結合させて該機能性基が触媒ポケット
の外側に位置してDhaAの3D構造を乱す/壊すことがないようにするためのリンカーを設計
した。
【０２６４】
　DhaAが長い疎水性炭素鎖をもつCl-アルカンを加水分解しうるかを判定するため、DhaA.
WTを種々のCl-アルカンアルコールと接触させた。図6に示すように、DhaA.WTは炭素原子
数4～10の1-Cl-アルカンアルコールを加水分解することができる。さらに、Cl-アルカン
の初期加水分解速度(IRH)は炭素鎖の長さと反比例の関係にあった。ただし、長鎖Cl-アル
カンの水性バッファーに対する可溶性は酵素-基質相互作用の効率に影響を及ぼす可能性
がある。実際、図6に示すように、1-Cl-アルカン-10-デカノールのIRHは1-Cl-デカンのIR
Hを大幅にしのぐ。さらに重要なことに、これらのデータはDhaAが比較的極性の高い基(HO
-基など)を含むCl-アルカンを加水分解しうることを示している。
【０２６５】
　様々な鎖長および/または疎水性のリンカーをもつカルボキシフルオレセイン修飾Cl-ア
ルカンを合成した(図7)。DhaA.WTは、比較的かさ高な機能性基(カルボキシフルオレセイ
ン)をもつCl-アルカンを、リンカーの長さが12原子以上である場合に、効率的に加水分解
した。試験したいずれのCl-アルカンでもDhaA.H272F/A/G/Q変異体の活性は検出されなか
った(データは非表示)。加えて、Cl原子に近接する(CH2)6領域の修飾は14原子リンカーの
DhaA.WTによるIRHを著しく低下させる結果となった。それにもかかわらず、該リンカーの
長さと構造がヒドロラーゼの触媒部位と適合するとすれば、本発明の基質中にリンカーが
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【０２６６】
　試料の一部は自動HPLC(Hewlett-Packard Model 1050)システムで分析した。DAD検出装
置で紫外-可視スペクトルを200-600nm範囲にわたって記録した。蛍光は、カルボキシフル
オレセイン修飾基質については480/520nmに、またカルボキシテトラメチルローダミン修
飾基質については540/575nmに、それぞれ等しいEex/Eemで検出した。Cl-アルカンのエタ
ノール抽出物またはCl-アルカン加水分解生成物を、分析用逆相C18カラムにより10mM酢酸
アンモニウム(pH 7.0):ACN　(アセトニトリル)の25:75→1:99(v/v)リニアグラジエントを
30分間にわたり1.0ml/分でかけて分析した。分離化合物の定量は回収したピークの積分表
面に基づいた。
【０２６７】
　図8Aは基質と反応生成物の完全分離を示す。図8BはDhaA.WTがカルボキシフルオレセイ
ン-C10H21NO2-Clを極めて効率的に加水分解したことを示す。同様の結果は、基質として
カルボキシテトラメチルローダミン- C10H21NO2-Clまたは5-カルボキシ-X-ローダミン- C

10H21NO2-Clを使用した場合にも得られた(データ非表示)。総合すれば、これらのデータ
は、DhaA.H272F変異によるDhaA触媒活性の完全喪失を示すpH指示薬系アッセイの結果を裏
付ける。
【０２６８】
C.　DhaA変異体への機能性基のin vitro共有結合的係留
材料と方法
　タンパク質のMALDI分析はUniversity of Wisconsin Biotechnology Centerで、マトリ
ックス支援レーザー脱離イオン化-飛行時間型(MALDI-TOF)質量分析装置Bruker BiflexIII
 (Bruker, USA)を使用して行った。試料の合成では、100μgの精製DhaA(WTまたはH272F変
異体)またはGST-DhaA (WTまたはH272F変異体)融合タンパク質(約90%の均一性に精製)を20
0μlのバッファー(1mM HEPES-SO4, pH 7.4, 20mM Na2SO4および1mM EDTA)に加え、基質(
カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl、終濃度1.0mM)と共に/または抜きで、室温で15
分間インキュベートした後、反応混合体を4℃で終夜、20mM CH3COONH4(pH 7.0)に対して
透析し、タンパク質およびタンパク質-基質複合体のM/Z値を求めた。
　DhaA.D106変異体の合成に使用したオリゴヌクレオチドは次のとおりである:
【化５５】



(102) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

40

50

【化５６】

。アニールしたオリゴヌクレオチドは5'末端にStyI部位を、また3'末端にBlpI部位を、含
んだ。アニールしたオリゴヌクレオチドをStyIとBlpIで消化し、DhaA.WTまたはDhaA.H272
FのStyIおよびBlpI部位にクローニングした。変異体はすべてDNA配列分析で確認した。
【０２６９】
結果
　DhaA.H272変異体は機能性基+Cl-アルカンに結合しうることを確認するため、これらの
変異体またはそのGST融合体ならびに対応する野生型タンパク質または融合体をカルボキ
シフルオレセイン-C10H21NO2-Cl、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl、5-
カルボキシ-X-ローダミン- C10H21NO2-Clまたはビオチン-C10H21NO2-Clと15分間、室温で
接触させた。次に、これらのタンパク質をSDS-PAGEで分離した。タンパク質を含むゲルを
カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO

2-Clまたは5-カルボキシ-X-ローダミン- C10H21NO2-Clとインキュベートし蛍光イメージ
ャー(日立/日本)により、各蛍光団に対応する適正なEex/Eemで分析した。ビオチン-C10H2
1NO2-Clとインキュベートしたタンパク質を含むゲルはニトロセルロース膜に転写し、HRP
標識ストレプトアビジンでプローブした。
【０２７０】
　図9に示すように、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl(パネルAのレーン
1および2)、カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl(パネルAのレーン3および4)および5
-カルボキシ-X-ローダミン- C10H21NO2-Cl(パネルAのレーン5および6)はDhaA.H272Fには
結合したが(パネルAのレーン2、4および6)、DhaA.WTには結合しなかった(パネルAのレー
ン1、3および5)。ビオチン-C10H21NO2-ClはDhaA.H272Fには結合したが(パネルBのレーン9
～14)、DhaA.WTには結合しなかった(パネルBのレーン1～8)。そのうえ、ビオチン-C10H21
NO2-ClのDhaA.H272Fへの結合(パネルBのレーン9～14)は用量依存的であり、また0.2μMで
検出することができた。さらに、基質とDhaA.H272Fとの結合はSDSによる煮沸でも壊せず
、きわめて強力であった。
【０２７１】
　試験したすべてのDhaA.H272変異体すなわちDhaA.H272 F/G/A/Qはカルボキシテトラメチ
ルローダミン-C10H21NO2-Clに結合した(図10)。さらに、DhaA.H272変異体は基質を極めて
特異的に結合する。というのは、変異体を基質の1つ(ビオチン-C10H21NO2-Cl)で予め処理
すると、別の基質(カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl)の結合が完全に阻
止されたからである。
【０２７２】
　Cl-アルカンとDhaA.H272F変異体(またはGST- DhaA.H272F変異体の融合タンパク質)との
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結合の性質を調べるため、これらのタンパク質をカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-C
lと共に/または抜きでインキュベートし、MALDIで分析した。図11に示すように、DhaA.H2
72Fとカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clとの結合は強力である。そのうえ、ES複合
体の分析からは、基質(例: カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl)とDhaA.H272Fとの
結合の共有結合的な性質が判明した。MALDI-TOF分析もこの基質/タンパク質付加体が1:1
の関係で形成されることを裏付けている。
【０２７３】
　触媒3点セットの別の残基、すなわち残基106におけるDhaA変異体を合成した。野生型Dh
aAの残基106は周知の求核アミノ酸残基の1つ、Dである。DhaAの残基106のDはD以外の求核
アミノ酸残基たとえばC、YおよびEと置換したが、それは野生型DhaAと基質との結合より
も安定した結合を基質と形成する可能性がある。特に、システインはシステイン系酵素の
周知の求核剤であり、該酵素は水を活性化しないことが知られている。
【０２７４】
　対照変異体DhaA.D106Q、シングル変異体DhaA.D106C、DhaA.D106YおよびDhaA.D106E、そ
れにダブル変異体DhaA.D106C:H272F、DhaA.D106E:H272F、DhaA.D106Q: H272FおよびDhaA.
D106Y:H272Fを、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clへの結合の点から分析
した(図12)。図12に示すように、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-ClはDha
A.D106C、DhaA.D106C:H272F、DhaA.D106E、およびDhaA.H272Fに結合した。従って、カル
ボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clと変異体DhaAの残基106でのシステインまた
はグルタミン酸との結合は、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-ClとDhaA.WT
との間で形成される結合よりも安定的である。残基106における他の置換もまた単独で、
またはDhaAの他残基における置換と組み合わせて、類似の結果を生じる可能性がある。さ
らに、残基106におけるある種の置換は単独で、またはDhaAの他残基における置換と組み
合わせて、ある種の基質だけを相手に結合を形成する変異DhaAを生じる可能性がある。
【０２７５】
実施例ＩＩＩ
本発明の変異DhaAと基質とを介した固体担体へのルシフェラーゼの係留
材料と方法
　ミリスチン酸付加ペプチドコード配列(MAS)を含むpCIneoベクターのNheI/SalI部位にph
RLucコード領域をクローニングして、phRLuc-コネクター-DhaA.WT-FlagおよびphRLuc-コ
ネクター-DhaA.H272F-Flag融合体カセットを構築した。2つのプライマー
【化５７】

を設計して、NheIおよびSalI部位をphRLucの5'および3'コード領域にそれぞれ付加し、ph
RLuc鋳型から900bp断片を増幅するようにした(pGL3ベクター、Promega)。次いで、ミリス
チン酸付加ペプチドコード配列をNheIおよびSalI制限酵素で切り取り、phRLucを含む増幅
断片をpCIneo.DhaA(WTまたはH272F)-FlagベクターのNheI/SalI制限部位に挿入した。各コ
ンストラクトの配列はDNA配列分析で確認した。次にPromegaのTNT（登録商標） T7Quick
システムを使用して、融合タンパク質をin vitro生成させた。
【０２７６】
結果
　DhaA.H272F-Cl-アルカンブリッジによる固体担体へのタンパク質の係留を明示するため
に、Renillaルシフェラーゼ(hRLuc、融合体のN末端)の融合タンパク質をコードするベク
ター、タンパク質コネクター(17アミノ酸、表I参照)、およびDhaA(WTまたはH272F変異体)
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を用意した。次いでFlagエピトープをDhaAのC末端に融合させた。
【０２７７】
【表２】

【０２７８】
　SDS-PAGEとそれに続くウェスタンブロット法による分析により、タンパク質は所期の分
子量となり、また抗R.Lucおよび抗FlagR M2抗体によって認識されたことが判明した。加
えて、諸々の融合タンパク質はRenillaルシフェラーゼ活性をもっていた(PromegaのRenil
la Luciferase Assay Systemで、PBS pH 7.4バッファー中で測定)。
【０２７９】
　DhaA.H272F-Cl-アルカンブリッジによる固体担体へのタンパク質の係留は、ビオチン-C

10H21NO2-Clを基質として、またストレプトアビジン(SA)コート96ウェルプレート(Pierce
, USA)を固体担体として、それぞれ使用して示した。翻訳されたタンパク質をビオチン-C

10H21NO2-Cl基質(終濃度25μM)と、室温で60分間接触させた。未結合ビオチン-C10H21NO2
-ClをSephadex G-25プレパックカラム(Amersham Biosciences)によるゲルろ過で除去した
。収集したR.Luc-コネクター-DhaA融合体画分をSAコート96ウェルプレート中に室温で1時
間置き、未結合タンパク質を洗い流し、ルシフェラーゼ活性を測定した。
【０２８０】
　図13Aはプレートに捕捉されたRenillaルシフェラーゼの活性を示す。これらのデータの
分析から、変異DhaAを含む融合体だけが捕捉されたと判明した。捕捉効率はきわめて高か
った(プレートに添加されたRenillaルシフェラーゼ活性の50%あまりが捕捉された)。それ
に対して、DhaA.WTおよびRenillaルシフェラーゼを含む融合体の捕捉効率はほんのわずか
(<0.1%)であった。R.Luc-コネクター-DhaA.H272Fを非ビオチン化基質(カルボキシテトラ
メチルローダミン-C10H21NO2-Cl)で予め処理すると、捕捉効率は約80%低下した。さらに
、非ビオチン化基質による予備処理はR.Luc-コネクター-DhaA.WTまたはRenillaルシフェ
ラーゼの捕捉に対しては効果がなかった。
　総合すれば、これらのデータは活性酵素(例: Renillaルシフェラーゼ)を本発明の基質
の一部(Cl-アルカン-DhaA.H272F-ブリッジ)をなす固体担体に係留し、酵素活性を維持さ
せうることを示す。
【０２８１】
実施例ＩＶ
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in vivo変異DhaA/基質系
A.　原核生物と真核生物での、DhaA変異体への機能性基のin vivo共有結合的係留
材料と方法
　原核生物で発現した変異ヒドロラーゼへの本発明の基質の結合を調べるために、E. col
i細胞BL21(λDE3)pLys65をpGEX-5X-3.DhaA.WT-FlagまたはpGEX-5X-3.DhaA.H272F-Flagで
形質転換し、液体培養で増殖し、IPTGで誘導した。カルボキシテトラメチルローダミン-C

10H21NO2-Clまたはビオチン-C10H21NO2-Clを誘導細胞に添加した(終濃度25μM)。1時間後
、細胞を回収し、冷PBS(pH 7.3)で洗い、超音波破砕し、19,800×gで１時間遠心して分画
した。可溶性画分をSDS-PAGEにかけた。カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-C
lで処理した細胞から分離されたタンパク質を含むゲルを蛍光イメージャーで分析し、ま
たビオチン-C10H21NO2-Clで処理した細胞に由来するタンパク質はニトロセルロース膜に
転写し、HRP標識ストレプトアビジンでプローブした。
【０２８２】
　哺乳動物細胞でのカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clの結合を調べるた
めに、pGEX-5X-3.DhaA.WT-FlagまたはpGEX-5X-3.DhaA.H272F-FlagからそれぞれDhaA.WT-F
lagおよびDhaA.H272F-Flagコード領域を切り取り、ゲル精製し、pCIneo.CMVベクター(Pro
mega)のSalI/NotI制限部位に挿入した。これらのコンストラクトはDNA配列分析で確認し
た。
【０２８３】
　CHO-K1細胞を24ウェルプレート(Labsystems)にまき、pCIneo-CMV.DhaA.WT-Flagまたはp
CIneo-CMV.DhaA. H272F-Flagベクターでトランスフェクトした。24時間後、培地を、25μ
Mのカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clを含む新鮮培地に交換し、細胞をCO

2インキュベーター中に60分間置いた。インキュベーション終了後、培地を捨て、細胞を
素早くPBSで洗い(pH 7.4; 連続4回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)、細胞を試料バッファー(1%SD
S、10%グリセロールなど; 250μl/ウェル)中で可溶化した。SDS-PAGE(4-20%グラジエント
ゲル)でタンパク質(10μl/レーン)を分離し、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21
NO2-Clの結合を蛍光イメージャー(日立/日本)により、540/575nmに等しいEex/Eemで検出
した。
【０２８４】
結果
　図14AおよびBは、ビオチン-C10H21NO2-Cl(A)およびカルボキシテトラメチルローダミン
-C10H21NO2-Cl(B)のE. coliタンパク質へのin vivo結合を示す。図14Aの低分子バンドはH
RP標識SAによる識別が可能なE. coliタンパク質であり、パネルB下部の被検出蛍光は遊離
したカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clの蛍光であった。図15はカルボキ
シテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clの真核細胞タンパク質へのin vivo結合を示す。
【０２８５】
　図14および図15の分析から、DhaA. H272F-Flag変異体はカルボキシテトラメチルローダ
ミン-C10H21NO2-Clまたはビオチン-C10H21NO2-Clをin vivoで結合するが、DhaA.WT-Flag
はそうでないことが判明した。そのうえ、DhaA. H272F-Flagと基質の結合はきわめて強か
った(おそらく共有結合)、というのはSDSによる煮沸とそれに続くSDS-PAGEでも該変体と
基質の結合は壊れなかったからである。
【０２８６】
B.　本発明の基質の細胞膜透過性
材料と方法
　CHO-K1細胞(ATCC-CCL61)をHam’s F12栄養素とDulbecco’s改良最小必須培地の1:1混合
培地[10%ウシ胎児血清(FBS)、100U/mlペニシリンおよび100mg/mlストレプトマイシンを添
加]により95%空気+5%CO2雰囲気下、37℃で培養した。
【０２８７】
　種々の基質の取り込みを調べるために、細胞をLT-IIチャンバー(Nunc)または96ウェル
プレート(Labsytems)に30,000細胞/cm2の密度でまいた。翌日、培地を種々の濃度の基質
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を含む培地に交換し、細胞をCO2インキュベーターに戻し2、5または15分間置いた。イン
キュベーション終了後、基質を含む培地を捨て、細胞を素早くPBSで洗った(pH 7.4; 連続
4回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)。次いで新鮮培地を細胞に加え、細胞をCO2インキュベーター
(37℃)に戻した。96ウェルプレート内の細胞の蛍光レベルを蛍光プレートリーダーCytoFl
uorII(Beckman)により、カルボキシフルオレセイン-およびカルボキシテトラメチルロー
ダミン-修飾基質にそれぞれ対応する480/520nmおよび540/575nmに等しいEex/Eemで計測し
た。細胞の蛍光画像は、FITCおよびカルボキシテトラメチルローダミンに対応するフィル
ターセットを備えた倒立落射蛍光顕微鏡Axiovert-100 (Carl Zeiss)で撮影した。
【０２８８】
結果
　図16に示すように、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl で処理(25μM、
37℃で5分間)したCHO-K1細胞は、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clを短
時間で効率的に取り込ませることができた。画像分析により蛍光色素は細胞膜を通過した
ことが判明した。図16はまたカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clが細胞か
ら効率的に洗い落とせることも示している。総合すると、これらのデータはCHO-K1細胞の
細胞膜がカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl透過性であることを示してい
る。
【０２８９】
　一方、カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl のほうはCHO-K1細胞を予め高濃度(す
なわち100μM)のカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clで、ずっと長い時間(60分)処理
しても、細胞膜を通過しなかった(データ非表示)。従って、該細胞膜の本発明の様々な基
質(たとえばカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clやカルボキシフルオレセイ
ン-C10H21NO2-Cl)に対する透過性の差異は、細胞表面で発現するタンパク質と細胞内で発
現するタンパク質を別々の蛍光団で標識するという独特の機会をもたらし、従って二重処
理(biplexing)を可能にする。
【０２９０】
実施例Ｖ
in vivo細胞画像化のためのDhaA系係留
A.　生きた哺乳動物細胞中のGFPとカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clの共
局在
材料と方法
　GFP-DEVD-Rluc(h)をコードするPackardベクター(Packard #6310066)のRenillaルシフェ
ラーゼ・コード領域をDhaA.WT-FlagまたはDhaA.H272F-Flagコード領域に置き換えること
でGFP-コネクター-DhaA融合体カセットを構築した。2つのプライマー
【化５８】

を設計して、ApaIおよびBamHI部位(下線で強調)をDhaAの5'および3'コード領域にそれぞ
れ付加し、pGEX-5X-3.DhaA.WT-FlagまたはpGEX-5X-3.DhaA.H272F-Flag鋳型から980bp断片
を増幅するようにした。R.Lucコード領域をApaIおよびBamHI制限酵素で切り取った。次い
でDhaAを含む980bp断片をGFP-DEVD-Rluc(h)コード化ベクターのApaI/BamHI部位に挿入し
た。遺伝子融合コンストラクトの配列はDNA配列分析で確認した。
【０２９１】
　GFP-コネクター-DhaA.WT-FlagまたはGFP-コネクター-DhaA.H272F-Flagを一時的に発現
する細胞をLT-IIチャンバー(Nunc)に30,000細胞/cm2の密度でまいた。翌日、培地を25μM
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のカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clを含む新鮮培地に交換し、細胞をCO2
インキュベーターに戻し60分間置いた。インキュベーション終了後、基質を含む培地を捨
て、細胞を素早くPBSで洗い(pH 7.4; 連続4回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)、新しい培地を細
胞に加えた。細胞をCO2インキュベーターに戻し、60分後に細胞を素早くPBSで洗った(pH 
7.4; 連続4回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)。細胞の蛍光画像を、GFPおよびカルボキシテトラ
メチルローダミンに対応するフィルターセットを備えた倒立落射蛍光顕微鏡Axiovert-100
 (Carl Zeiss)で撮影した。
【０２９２】
結果
　図17の画像が示すように、GFP-コネクター-DhaA.WT-FlagまたはGFP-コネクター-DhaA.H
272F-Flagでトランスフェクトした細胞は、GFPの発光特性を有するタンパク質のロバスト
な発現を示した。GFP-コネクター-DhaA.H272F-Flagに対応するフィルターセットで撮影し
た同じ細胞の画像を分析すると、GFP-コネクター-DhaA.WT-Flagを発現する細胞は暗く、
この融合タンパク質を発現しない細胞と区別できなかった。一方、GFP-コネクター-DhaA.
H272F-Flagを発現する細胞は非常に明るく、紛れようがなかった。
【０２９３】
　GFP-コネクター-DhaA.WT-FlagまたはGFP-コネクター-DhaA.H272F-Flagベクターでトラ
ンスフェクトしたCHO-K1細胞に由来するタンパク質のウェスタンブロット分析では、これ
らの細胞が抗Flag抗体によって認識され、融合タンパク質に対応した所期分子量を有する
タンパク質を発現したと判明した(データ非表示)。これらのタンパク質を含むSDS-PAGEゲ
ルのフルオロスキャンは、カルボキシテトラメチルローダミンのGFP-コネクター-DhaA.H2
72F-Flagに対する強い/共有結合的な結合を、またGFP-コネクター-DhaA.WT-Flagに対する
無結合を、それぞれ示した(図18)。
【０２９４】
B.　DhaA.WT-FlagおよびDhaA.H272F-FlagにおけるDhaAの融合相手は機能性分子である
　2つのタンパク質の融合が一方または両方のタンパク質の活性低下を招くかどうかを見
るために、融合体のC末端またはN末端にDhaAを有し2タンパク質の間にコネクター配列た
とえば13～17アミノ酸の配列を有するDhaA系融合タンパク質をいくつか合成した(表IIを
参照)。データは融合体を構成する両タンパク質の機能活性が保たれたことを示す。
【０２９５】
【表３】

【０２９６】
C.　Cl-アルカンの毒性
材料と方法
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　Cl-アルカンの毒性を調べるために、CHO-K1細胞を96ウェルプレートに5,000細胞/ウェ
ルの密度でまいた。翌日、培地を0～100μM濃度のCl-アルカンを含む新鮮培地に交換し、
細胞をCO2インキュベーターに戻し、種々の時間置いた。細胞生存率は、CellTiter-Glo（
登録商標） Luminescence Cell Viability Assay (Promega)を使用しメーカーのプロトコ
ールに従って、計測した。一般に、100μlのCellTiter-Glo（登録商標）試薬を細胞に直
接添加し、DYNEX MLKマイクロタイタープレート照度計を使用して発光を10分に(?)(at 10
 minutes)記録した。実験によっては、蛍光/発光干渉を防ぐために、蛍光Cl-アルカンを
含む培地を捨て、細胞を素早くPBSで洗って(pH 7.4; 連続4回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)か
ら、CellTiter-Glo（登録商標）試薬を添加した。対照実験は、この手順がCellTiter-Glo
（登録商標）アッセイの感度または精度に何ら影響しないことを示した。
【０２９７】
結果
　図19に示すように、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl は濃度100μM (
最高試験濃度)で4時間処理した後でもCHO-K1細胞に対して毒性を示さなかった。濃度6.25
μM(「最高無毒性濃度」)では、24時間後も毒性が検出されなかった。濃度>6.25μMでは
、CHO-K1細胞の相対発光が用量依存的に低下し、IC50は約100μMであった。ビオチン-C10
H21NO2-Clは濃度100μMで4時間処理した後でも毒性が検出されなかった。それに対してカ
ルボキシ-X-ローダミン-C10H21NO2-Clは、1時間処理後にCHO-K1細胞内のRLUの低下が検出
されたことから毒性効果が顕著であった。この効果のIC50値は約75μMであり、濃度25μM
では明らかなATPの低下が見られなかった。5-カルボキシ-X-ローダミン-C10H21NO2-Cl毒
性のIC50値と5-カルボキシ-X-ローダミン-C10H21NO2-Clの最高無毒性濃度は時間依存的に
低下し、それぞれ12.5μMおよび6.25μMとなった。
【０２９８】
D.　カルボキシテトラメチルローダミンまたはDiAc-カルボキシフルオレセインを含む基
質と固定剤とを接触させたCHO細胞内でのDhaA.D106Cの検出
　8ウェルのチャンバースライド(German coverglass system)を使用して 10%FBSと1mMグ
ルタミン酸を含む抗生物質無無添加のDMEM:F12培地(Gibco)(増殖培地)にCHO細胞(ATCC、
継代4)を低密度でまいた。2日後、倒立位相差顕微鏡で細胞を検査した。トランスフェク
ション試薬を添加する前に、次の2つの視覚的判定基準を確認した: 1)チャンバーあたり
の細胞コンフルエンシーは約60～80%であった; 2) >90%の細胞は接着性であり、扁平な形
態像を示した。培地を150μlの新鮮な、予温した増殖培地と交換し、細胞を約1時間培養
した。
【０２９９】
　トランスフェクションにはTransIt TKOシステム(Miris)を使用した。TKO脂質は無血清D
MEM:F12培地100μlあたり7μlの脂質を加えて希釈し、次いで含脂質培地100μlあたり1.2
μgのトランスフェクション用DhaA.D106C DNAを加えた。この混合体を室温で15分間イン
キュベートし、次いで25μlを個別の培養チャンバーに分注した(0.3μg DNA)。細胞をイ
ンキュベーターに戻して5～6時間置いてから、増殖培地で2回洗い、300μlの新鮮培地を
加え、次いで細胞をさらに24時間培養した。
【０３００】
　トランスフェクト細胞または非トランスフェクト対照細胞を12.5μMのカルボキシテト
ラメチルローダミン-C10H21NO2-Clまたは12.5μMのDiAc-カルボキシフルオレセイン-C10H

21NO2-Clと10% FBS/DMEM中で30分間、37℃、5%CO2条件下にインキュベートした。細胞を
温増殖培地で3回洗い、300μlの新鮮培地を加え、次いで細胞をさらに1時間培養した。
【０３０１】
　増殖培地を温PBSと交換し、生細胞を可視化した。生細胞の可視化にはローダミンフィ
ルターセット(励起フィルター=540、吸収フィルター=560LP)とフルオレセインフィルター
セット(励起フィルター=490、吸収フィルター=520)とSpot CCDカメラとを備えたZeiss Ax
iovert 100倒立顕微鏡を使用した。画像は露出時間0.15～0.60秒、ゲイン設定4または16
で記録した。
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　カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl標識細胞とDiAc-カルボキシフルオレ
セイン-C10H21NO2-Cl標識細胞の両方で、個々の、特異的に標識したトランスフェクト細
胞が明白であった。大半の細胞は非トランスフェクト細胞であり、標識を保持しなかった
。
【０３０３】
　PBSを捨て、3.7%パラホルムアルデヒド/0.1%Triton添加PBS溶液で15分間、細胞を固定
化した。この固定液を捨て、PBSを加え、カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-
Cl標識細胞とDiAc-カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl標識細胞の両方について、2
組目の画像を記録した。
【０３０４】
　PBSを50%メタノール/PBSに交換し、細胞を15分間インキュベートし、次いで95%メタノ
ール中でインキュベートした。3組目の画像を記録し、次いでメタノール:アセトン等量混
合体を細胞に加え、15分間インキュベートした。培地をPBSに交換し。4組目の画像を記録
した。
【０３０５】
　結果は、基質のDhaA.D106C変異体への結合がパラホルムアルデヒドによる固定化と後に
続く固定化細胞試料のメタノール/アセトン中の処理により安定したことを示す。さらに
、これらの条件下ではカルボキシテトラメチルローダミンまたはカルボキシフルオレセイ
ンの蛍光輝度に変化がなかった。
【０３０６】
実施例ＶＩ
変異β-ラクタマーゼ(BlaZ)系係留
　β-ラクタム系抗生物質耐性を細菌に付与する酵素であるセリン-β-ラクタマーゼはセ
リン残基(Ambler et al. (1991)のクラスAコンセンサス番号付け方式に従えばSer70)のヒ
ドロキシル基を使用して広範囲のβ-ラクタム化合物を分解すると思われる。この反応は
前共有結合的な出会い複合体(precovalent encounter complex)の形成に始まり(図20A)、
高エネルギーのアシル化反応四面体中間体(図20B)を経て、一時的に安定なアシル-酵素中
間体を形成して、触媒残基Ser70を介してエステルを形成する(図20C)。次いでアシル-酵
素は加水分解水の攻撃を受けて(図20D)、高エネルギーの脱アシル化反応中間体(図20E)(M
inasov et al., 2002)を形成し、それが崩壊して加水分解生成物を形成する(図19F)。該
生成物は次いで放出され、遊離型酵素が再生される。セリンプロテアーゼの場合と同様に
、この機構はセリン求核剤を活性化して基質のアミド結合を攻撃させ、またアシル-酵素
中間体の形成後に、加水分解水を活性化して該付加体のエステル中心を攻撃させるように
するには、触媒塩基を必要とする。
【０３０７】
A.　変異β-ラクタマーゼとその融合体
材料と方法
　Dr. O. Herzberg (University of Maryland Biotechnology Institute)より、Staphylo
coccus aureus PC1 blaZ遺伝子(Zawadzke et al., 1995)を入れたプラスミドpTS32の提供
を受けた。blaZ遺伝子の配列は次のとおりである: 
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【化５９】

【化６０】

【０３０８】
　blaZ遺伝子に点変異を導入し、またblaZコード領域をpGEX5x3ベクターのSalI/AgeI部位
にクローニングすることにより、GST-blaZ(WTおよびE166D、N170QまたはE166D: N170Q変
異体)融合体カセットを構築した。変異導入用の内部プライマーは次のとおりであった:
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【化６１】

。2つの外部プライマー
【化６２】

を設計して、blaZの5'コード領域にN末端SalI部位とKozak配列を付加し、3'コード領域に
AgeI部位を付加し、以ってblaZ WT鋳型から806bp断片を増幅するようにした。得られた断
片はpGEX-5X-3ベクターのSalI/AgeI部位に挿入した。これはグルタチオンS-トランスフェ
ラーゼ(GST)遺伝子、Xa因子切断部位をコードする配列、およびマルチクローニング部位(
MCS)とそれに続くFlag対応配列および終止コドンを含むベクターである。これらの遺伝子
融合体コンストラクトはDNA配列分析で確認した。
【０３０９】
　GST-BlaZ(WTまたは変異体)融合タンパク質をコンピテントE. coli BL21(λDE3)細胞で
過剰発現させ、DhaAおよびGST-DhaA融合タンパク質の場合と実質的に同じ要領で精製した
(ただしバッファーAの代りにリン酸カリウムバッファー(0.1M, pH 6.8)を使用)。タンパ
ク質の均一性はSDS-PAGEで検証した。
【０３１０】
　発色基質6-β-[(フリルアクリロイル)アミド]ペニシラン酸トリエチルアミン塩(FAP)を
Calbiochem (La Jolla, Ca)より購入した。FAPの加水分解を、Beckman Du640分光光度計(
Beckman Coulter, Fullerton, CA)を使用して344nmでの吸光度の低下によってモニターし
た(ΔE=1330M-1cm-1)。アッセイはすべて25℃で、0.1Mリン酸カリウムバッファー(pH 6.8
)中で行った。
【０３１１】
　CCF2では、セファロスポリンコアが7-ヒドロキシクマリンをフルオロセインに結合させ
る。インタクトの分子では、クマリンが励起されると(Eex-409nm)、結果としてフルオレ
セインへのFRETが起こり、緑色光を発する(Eem-520nm)。β-ラクタマーゼによるCCF2の開
裂は結果として2つの色素の空間的分離を招き、FRETを妨げるため、今度はクマリンの励
起により青色の蛍光が生じる(Eex-447nm)。CCF2はAurora Biosciences Corporation(San 
Diego, CA)より購入した。FRETシグナルの減少と青色蛍光の増加は蛍光マルチウェルプレ
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【０３１２】
結果
　β-ラクタマーゼはStaphylococcus aureus PC1由来のものも含めてすべて、種々の化学
構造のβ-ラクタムを加水分解する。加水分解効率は酵素の種類と基質の化学構造に左右
される。ペニシリンはStaphylococcus aureus PC1由来β-ラクタマーゼの好ましい基質と
考えられる。
【０３１３】
　β-ラクタマーゼのペニシリン加水分解能に対する点変異の効果を、Zawadzke et al.(1
995)で開示されている要領で調べた。図20に示すように、GST-β-ラクタマーゼ PC1融合
タンパク質は効率的にFAPを加水分解した。BlaZ.E166D、BlaZ.N170QまたはBlaz.E.166D:N
170Qの各変異体によるFAPの加水分解は共インキュベーションの60分後でも検出できなか
った。従って、これらの変異はBlaZの著しい不活性化を招いた。
【０３１４】
　BlaZ.E166D、BlaZ.N170QまたはBlaz.E.166D:N170Qの各変異体はβ-ラクタムに結合する
こと、従ってこれらのタンパク質にはβ-ラクタムを介して種々の機能性基を係留しうる
ことを示すために、これらの変異体のGSTとの融合体を蛍光ペニシリンBOCELLIN（登録商
標）FL(Molecular Probes Inc., Eugene, OR)とインキュベートした。タンパク質をSDS-P
AGEで分離し、蛍光イメージャー(日立/日本)により特定蛍光団に対応するEex/Eemで分析
した。図22のデータは、どのBlaZ変異体もBOCELLINに結合することを示す。そのうえ、Bl
aZ変異体と蛍光基質の結合は、SDSによる煮沸とその後のSDA-PAGEでも壊れず、非常に強
力であり、おそらく共有結合であった。またダブル変異体Blaz.E.166D:N170Qの(タンパク
質結合蛍光団の蛍光シグナルの強さで判定した)結合効率はいずれのシングル変異体の結
合効率よりもずっと高かったし、またBlaZ.N170Q の結合効率はBlaZ.E166Dの結合効率よ
りも高かった。これらのデータは、β-ラクタムの加水分解における個別アミノ酸の役割
に関する現時点の理解と相俟って、追加の変異(たとえば補助的なアミノ酸の変異)が変異
タンパク質への機能性基の係留効率を改善しうることを示す。
【０３１５】
　β-ラクタマーゼのセファロスポリン加水分解能に対する点変異の効果もまた、Zlokami
k et al.(1998)で開示されているFRET系基質であるCCF2を使用して、調べた。図23に示す
ように、GST-β-ラクタマーゼ PC1融合タンパク質は効率的にCCF2を加水分解した(レーン
2)。単一点変異(すなわちE166DまたはN170Q)は融合タンパク質のCCF2加水分解能を低下さ
せた(レーン3および4)。2つのアミノ酸の置換(Blaz.E.166D:N170Q、レーン5)はCCF2の加
水分解にさらに著しい効果を及ぼした。しかし、BlaZ変異体はいずれもCCF2を加水分解す
ることができた。
【０３１６】
　従って、位置166または170でのアミノ酸置換たとえばGlu166AspまたはAsn170Glyは変異
β-ラクタマーゼによる基質のトラッピングを、従って該基質の機能性基の、安定した(た
とえば共有)結合を介した変異β-ラクタマーゼへの係留を可能にする。そのうえ、H2O活
性化に補助的な効果を及ぼすアミノ酸の変異も係留効率を高めた。
【０３１７】
実施例ＶＩＩ
生きた細胞の核およびサイトゾルへのDhaA.H272Fの誘導
材料と方法
　NLS3(シミアンウイルス大型T抗原に由来する核局在化配列(NLS)の3タンデムリピート)
をpCIneo.GFP-コネクター-DhaA.H272F-FlagベクターのAgeI/BamHI部位に挿入することに
より、GFP-コネクター-DhaA.H272F-NLS3融合体カセットを構築した。NSL3ペプチドをコー
ドする2つの相補オリゴヌクレオチド
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【化６３】

をアニールした。アニールしたDNAは5'にAgeI部位を、また3'にBamHI部位を、それぞれ有
した。該DNAをGST-コネクター-DhaA.H272F-Flagコンストラクトへ、AgeI/BamHI部位でク
ローニングした。
【０３１８】
　GFP2-β-アレスチン2をコードするPackardベクター(Packard#6310176-1F1)のpGFP2コー
ド領域をDhaA.H272F -Flagコード領域に置き換え、DhaA.H272F-β-アレスチン2融合体カ
セットを構築した。2つのプライマー
【化６４】

を設計して、KpnI部位をDhaAの3'コード領域に付加し、pGEX-5X-3.DhaA.H272F-Flag鋳型
から930bp断片を増幅するようにした。pGFP2コード領域をNheIおよびKpnI制限酵素で切り
取り、次いでDhaA.H272Fをコードする該930bp断片をGFP2-β-アレスチン2コード化ベクタ
ーのNheI/KpnI部位に挿入した。遺伝子融合コンストラクトの配列はDNA配列分析で確認し
た。
【０３１９】
　GFP-コネクター-DhaA.H272F-NLS3、GFP2-β-アレスチン2またはDhaA.H272F-β-アレス
チン2融合タンパク質を一時的に発現するCHO-K1または3T3細胞をLT-IIチャンバー(Nunc)
に30,000細胞/cm2の密度でまいた。翌日、培地を25μMのカルボキシテトラメチルローダ
ミン-C10H21NO2-Clを含む新鮮培地に交換し、細胞をCO2インキュベーターに戻し60分間置
いた。インキュベーション終了後、基質を含む培地を捨て、細胞を素早くPBSで洗い(pH 7
.4; 連続4回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)、新しい培地を細胞に加えた。細胞をCO2インキュベ
ーターに戻し、60分後に細胞を素早くPBSで洗った(pH 7.4; 1.0 ml/cm2)。細胞の蛍光画
像を、GFPおよびカルボキシテトラメチルローダミンに対応するフィルターセットを備え
た共焦点顕微鏡Pascal 5 (Carl Zeiss)で撮影した。
【０３２０】
結果
　図24の画像で示すように、GFPとカルボキシテトラメチルローダミンは、GFP-コネクタ
ー-DhaA.H272F-NLS3をコードするコンストラクトをトランスフェクトし、カルボキシテト
ラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで染色した細胞の細胞核に共局在した。
　図25の画像で示すように、GFP-β-アレスチン2発現細胞は代表的なβ-アレスチン2サイ
トゾル共局在を示した。DhaA.H272F-β-アレスチン2を含むSDS-PAGEゲルのフルオロスキ
ャンは、カルボキシテトラメチルローダミンを含むDhaA基質のDhaA.H272F-β-アレスチン
2発現細胞への強い結合を示す。
【０３２１】
実施例ＶＩＩＩ
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DhaA触媒残基130の部位特異的変異誘発
　ハロアルカンデハロゲナーゼは炭素-ハロゲン結合の開裂に3ステップ機構を使用する(
図1A-B)。この反応は求核剤、塩基および酸からなるアミノ酸残基3点セットによって触媒
される。該3点セットはXanthobacter autotrophicus由来のハロアルカンデハロゲナーゼ(
DhlA)では、それぞれAsp124、His289、Asp260であり(Franken et al. 1991)、またそれぞ
れSphingomonas、Rhodococcus由来のデハロゲナーゼ酵素であるLinB、DhaAでは、類似の
残基3点セットはそれぞれAsp108、His272、Glu132(Hynkova et al. 1999)およびAsp106、
His272、Glu130(Newman et al. 1999)と同定されている。基質に結合後、Asp残基のカル
ボキシレートによる基質への求核攻撃により、ハロゲン-炭素結合の開裂とアルキル-エス
テル中間体の形成が起こる。DhlA Asp124残基に関する部位特異的変異誘発研究によれば
、この最初の反応は共有結合触媒作用によって進行し、アルキル-酵素中間体の形成を伴
う(Pries et al. 1994)。デハロゲナーゼ反応経路の次のステップは、活性部位His残基に
より活性化される水分子による該中間体エステルの加水分解である。触媒His残基は共有
結合中間体の脱アルキル化塩基触媒であるが、活性部位Aspの最初の求核攻撃には必ずし
も不可欠ではない。重要な触媒His残基を欠くタンパク質変異体はアルキル化半反応を起
こし、以って安定した、共有結合エステル中間体を生成することが判明している。たとえ
ばDhlAのHis289Gln変異体は共有結合アルキル-酵素中間体を蓄積することがすでに示され
ている(Pries et al., 1995)。
【０３２２】
　ハロアルカンデハロゲナーゼの求核剤残基および塩基残基と異なり、3点セットの第3残
基の役割は十分には解明されていない。触媒酸は触媒His残基に結合した水素であり、ま
たHis残基の機能を、イミダゾール環の窒素の塩基性度を高めることにより、手助けする
可能性がある。Krooshof et al. (1997)は部位特異的変異誘発法を用いてDhlA触媒酸Asp2
60の研究を行い、D260N変異体が触媒能を欠くことを示した。さらに、この残基は重要な
構造的役割を果たしているように見受けられた。というのは、該変異タンパク質は主に封
入体に蓄積したからである。Sphingomonas paucimobilis由来のハロアルカンデハロゲナ
ーゼ(LinB)はγ-ヘキサクロロシクロヘキサンの分解に関与する酵素である(Nagata et al
. 1997)。Hynkova et al. (1999)はLinBの推定触媒残基(Glu-132)をグルタミン(Q)残基で
置換した。しかしこのE132Qでは、たとえ基質濃度を非常に高くしても、活性は観測され
なかった。
【０３２３】
　DhaA触媒3点セット中の酸触媒Glu130のタンパク質産生での役割と該変異タンパク質の
蛍光標識ハロアルカン基質と共有結合アルキル-酵素中間体を形成する能力を調べるため
、部位特異的変異誘発法によりDhaAの位置130のグルタミン酸(E)残基をグルタミン、ロイ
シンおよびアラニンで置換してみた。
【０３２４】
材料と方法
　細胞株とプラスミド: ウルトラコンピテントE. coli XL10 Gold (Stratagene; TetrΔ(
mcrA)183 Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac The 
[F' proAB lacIqZΔM15 Tn10(Tetr) Amy Camr])を、部位特異的変異誘発反応による形質
転換の宿主として使用した。E. coli株JM109(el4-(McrA-)recA endA1 gyrA96 thi-1 hsdR
17(rK-mK+) supE44 relA1 Δ(lac-proAB) [F' traD36 proAB lacIq ZΔM15])を、遺伝子
発現および全細胞酵素標識研究用の宿主として使用した。GST-DhaA-FLAG遺伝子融合体を
クローニングしたプラスミドpGEX5X3 (pGEX5X3DhaAWT-FLAGと命名)をE130変異誘発用の出
発鋳型として使用した。標識研究ではDhaAのH272F変異を含む変異体プラスミド(pGEX5X3D
haAH272F-FLAGと命名)を陽性対照として使用し、クローニングベクターpGEX5X3を陰性対
照として使用した。
【０３２５】
　DhaA E130残基の部位特異的変異誘発: 変異誘発に使用したオリゴヌクレオチドの配列
は下記のとおりである。下線で強調したヌクレオチドは変異コドンの位置を示す。これら
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のオリゴヌクレオチドはIntegrated DNA Technologies (Coralville, IA)が100nmolスケ
ールで合成し、5'末端リン酸化により修飾した。
【化６５】

【０３２６】
　部位特異的変異誘発はQuickChange Multiキットを使用して、メーカー(Stratagene, La
 Jolla, Ca)説明書に従って行った。変異誘発反応をコンピテントE. coli XL10 Gold細胞
に導入し、形質転換体をアンピシリン(100μg/ml)添加LB寒天培地で選択した。個別形質
転換体から単離したプラスミドDNAについてまず、グルタミン酸コドン(GAAttc)の置換に
よるEcoRI部位の欠失をスクリーニングした。各反応に由来する、所期のコドン変異を含
むと見られるクローンを選択し、DNA配列分析(SeqWright, Houston, TX)にかけた。pGEX5
X3ベクター中の変異体の配列を確認するために使用したプライマーは次のとおりであった
:
【化６６】

【０３２７】
　DhaA変異分析: 3つのDhaA.E130置換変異体を次のコンストラクトと比較した: 野生型Dh
aA、DhaA.H272FおよびDhaA陰性対照(pGEX5X3空ベクター)。各クローンの終夜培養液を2ml
のアンピシリン(100μg/ml)添加LB中、30℃で振とう培養した。50ml新鮮LB培地+アンピシ
リン(100μg/ml)を入れた滅菌フラスコにこの終夜培養液を加え、1:50希釈した。これを2
5℃で振とう培養して、不溶性タンパク質種の生成を極力抑えるようにした。培養液が中
期対数期(OD600=0.6)に達したところで、IPTG(0.1mM)を加え、25℃でさらに22時間振とう
培養した。カルボキシテトラメチルローダミン標識ハロアルカン基質で全細胞を標識する
ために、各培養液の細胞密度をOD600=1に調節してから基質を濃度15μMとなるように加え
た。細胞を穏やかにかき混ぜながら4℃で約18時間インキュベートした。インキュベーシ
ョン後、各標識反応液に由来する20μlの細胞を6μlの4X SDSローディングダイに加え、
試料を約3分間煮沸してから4-20%アクリルアミドゲル(Trisグリシン)上に添加した。in v
itro標識研究では、IPTG誘導培養物の粗溶解液を、3mlの細胞(OD600=1)を回収して得られ
たペレットを75μlのPBSに再懸濁させて、調製した。凍結/解凍ステップを経て、リゾチ
ーム(1.25mg/ml)添加1X Cell Culture Lysis Reagent (Promega Corp., Madison, WI) 22
5μlを加えて、細胞溶解を促進するようにした。各溶解液の試料20μlを25μlの1X PBSと
合わせた。カルボキシテトラメチルローダミン標識ハロアルカン基質を加え、終濃度を25
μMとした。この標識反応液を室温で2時間インキュベートした。各標識反応液の試料25μ
lを6μlの4X SDSローディングダイに加え、試料を約3分間煮沸してから4-20%アクリルア
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ミドゲル(Trisグリシン)上に添加した。570nmでの発光を検出するようセットしたFluoroI
mager SI装置(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ)を使用してゲルを画像化した。
【０３２８】
　粗溶解液を14,000 RPMで15分間遠心して無細胞溶解液を調製した。タンパク質の生成を
SDA-PAGEとウェスタンブロット分析でモニターした。PVDF膜に転写されたタンパク質をア
ルカリホスファターゼ(AP)標識抗FLAGR抗体(Sigma, St. Louis, MO)とインキュベートし
た。ブロットはアルカリホスファターゼ用のWestern Blue安定化基質(Promega Corp., Ma
dison, WI)で発色させた。
【０３２９】
結果
　アルキル-酵素中間体の加水分解でのDhaA酸触媒の役割を部位特異的変異誘発法で調べ
た。DhaA.WT.E130コドンをグルタミン(Q)、ロイシン(L)またはアラニン(A)のコドンで置
換した。これらの置換は該酵素の構造に破壊的影響を与えるおそれが最も少なそうだった
からである。変異誘発後、制限酵素スクリーニングおよびDNA配列分析により所期のコド
ン変異を検証した。配列検証を経たDhaA.E130Q、DhaA.E130LおよびDhaA.E130Aクローン(
それぞれC1、A5およびA12と命名)を選び出してさらに分析した。これらのE130変異体の分
析項目はタンパク質発現、それにカルボキシテトラメチルローダミン標識ハロアルカン基
質と共有結合アルキル-酵素中間体を形成する能力であった。3つのE130遺伝子変異体をE.
 coli JM109細胞で、IPTG誘導後、過剰発現させた。粗細胞溶解液のSDS-PAGE分析により
、野生型および変異dhaA遺伝子を発現する培養物ではタンパク質の蓄積がほぼ同じレベル
となることが判明した(図26; レーン2、4、6、8、10、12)。さらに、DhaA.WTおよびDhaA.
H272Fをコードするコンストラクトによって生成されたタンパク質は大部分が可溶性であ
った。というのは遠心後もタンパク質量がほとんど変わらなかったからである(図26; レ
ーン3、5)。空ベクターのレーン(図26; レーン6、7)に存在する豊富な22kDaタンパク質バ
ンドはGSTタンパク質を表す。しかし、これらの結果はDhaA.E130Q、DhaA.E130LおよびDha
A.E130A変異体とは好対照をなしており、それらの変異体は主に不溶性DhaAタンパク質を
蓄積するように見受けられた。この結論は、遠心後に無細胞溶解液中のDhaAタンパク質量
が著しく減少したという観測結果(図26; レーン9、11、13)に基づく。それにもかかわら
ず、DhaAと共移動するタンパク質バンドが遠心後に(+s)、各DhaA.E130変異体レーンで観
測された。これは可溶性酵素の存在を示唆する。そこで、DhaA.E130変異体で遠心後に観
測されたタンパク質バンドが可溶性DhaA物質を表わすのかどうかを、ウェスタン法で調べ
た。図27に示す免疫ブロットは、各DhaA.E130変異体無細胞溶解液(レーン9、11、13)に可
溶性DhaAタンパク質が存在することを確認してくれた。
【０３３０】
　DhaA.E130変異体はまた、アルキル-酵素共有結合中間体の成性能についても調べた。種
々のコンストラクトのIPTG培養物に由来する粗溶解液をカルボキシテトラメチルローダミ
ン標識基質の存在下にインキュベートした。図28はDhaA.H272F変異体(レーン3)の中間体
生成能がきわめて高いことを示した。そうした生成物は、DhaA.WT、陰性対照いずれの溶
解液でも検出されなかった。DhaA.E130変異体は最初の検査では、検出可能レベルの共有
結合中間体を生成しないように見えた。しかし、蛍光画像を詳しく調べると、微量の共有
結合中間体を表す可能性のあるかすかなバンドが観察された(図28; レーン5～7)。これら
の結果に基づき、全細胞の蛍光アルキル-酵素共有結合中間体の生成能を調べた。
【０３３１】
　図29は各DhaA.E130変異体と陽性対照(DhaA.H272F変異体)、陰性対照(DhaA-)とを比較し
たin vivo標識実験の結果である。予想通り、DhaA.H272F変異体はアルキル-酵素共有結合
中間体を生成することができた。それはこのDhaA融合体の予想分子量の近傍に見られる単
一蛍光バンドが裏付けている(図29、レーン3)。前にin vitro標識の結果から観測された
ように、野生型、陰性対照いずれの培養液でもそうした生成物は検出しえなかった(図29;
 レーン2、3)が、3つのDhaA.E130置換変異体ではいずれも、正しい位置で移動するかすか
なバンドが観察された(図29; レーン5～7)。これらの結果はDhaA.E130Q/L/A変異体が共有
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結合アルキル-酵素中間体を捕捉しうるという可能性を示す。しかし、この反応の効率はD
haA.H272F酵素と比べると著しく低い模様である。
【０３３２】
　この変異誘発研究の結果は、DhaAの酸触媒残基DhaA.E130が該酵素の正しい折りたたみ
で重要な構造的役割演じることを示唆する。このDhaAタンパク質はこのアミノ酸残基の置
換に対して明らかに敏感であり、それはDhaA.E130Q、DhaA.E130LおよびDhaA.E130A粗溶解
液にほぼ不溶性のタンパク質複合体が存在することからも裏付けられる。それにもかかわ
らず、SDS-PAGEおよび免疫ブロット分析によれば、これら3つのDhaA.E130変異体の無細胞
溶解液ではいずれも、かなりの量の可溶性DhaAタンパク質が検出された。
【０３３３】
実施例ＩＸ
生きた哺乳動物細胞で発現するDhaA.H272F-FlagおよびDhaA.H272F-Flag Renillaルシフェ
ラーゼ融合タンパク質の捕捉
材料と方法
　CHO-K1細胞を24ウェルプレート(Labsystems)に30,000細胞/cm2の密度でまき、pCIneo.D
haA.WT-FlagまたはpCIneo-hR.Luc-コネクター-DhaA.H272F-Flagベクターでトランスフェ
クトした。24時間後、培地を、25μMのビオチン-C10H21NO2-Clと0.1% DMSOまたは0.1% DM
SOだけを含む新鮮培地に交換し、細胞をCO2インキュベーター中に60分間置いた。インキ
ュベーション終了後、培地を捨て、細胞を素早くPBSで洗って(pH 7.4; 連続4回: 1.0 ml/
cm2; 各5秒間)から、新しい培地を細胞に加えた。実験によっては培地を交換しなかった
。細胞をCO2インキュベーターに戻した。
【０３３４】
　60分後、培地を捨て、プロテアーゼ阻害物質(Sigma #P8340)を添加したPBS(pH=7.4、20
0μl/ウェル、室温)中に細胞を回収した。細胞を針(IM1 23GTW)粉砕法で破砕した。次い
で細胞溶解液をMagnaBindストレプトアビジンコートビーズ(Pierce #21344)と、メーカー
のプロトコールに従って、インキュベートした。要するに、回転ディスクを使用して細胞
溶解液をビーズと60分間、室温(RT)でインキュベートした。未結合物質を回収し、ビーズ
はPBSで洗って(3×500μl、pH=7.4、室温)から、SDS-試料バッファーに(SDS-PAGE分析用)
またはPBS(pH=7.4)に(R.Luc活性測定用)、再懸濁させた。タンパク質をSDS-PAGEで分離し
、ニトロセルロース膜に転写させ、抗Flag-Abまたは抗R.Luc-Abで分析し、また結合抗体
を改良化学発光(ECL)システム(Pharmacia-Amersham)で検出した。ビーズに結合したhR.Lu
cの活性はPromegaのRenilla Luciferase Assay Systemを使用して、メーカーのプロトコ
ールに従って測定した。
【０３３５】
結果
　生細胞で発現するタンパク質の捕捉は様々な分析法/技術によるタンパク質分析を可能
にする。多数の捕捉手段が利用可能であるが、ほとんどの手段は非常に特異的な抗体の生
成または関心タンパク質と特異標識ペプチド/タンパク質との遺伝子的な融合を必要とす
る(Jarvik and Telmer, 1998; Ragaut et al. 1999)。しかし、そうした標識は生細胞の
画像化では用途が限られる。Dha.H272FおよびDha.H272Fと融合した機能性タンパク質の捕
捉にはSAコートビーズが使用された(Savage et al. 1992)。
【０３３６】
　ビオチン-C10H21NO2-ClはDhaA.WTにより効率的に加水分解され、またin vitroまたはin
 vivoでDha.H272FおよびDha.H272F融合タンパク質に共有結合した。そのうえ、結合はE. 
coli細胞、哺乳動物細胞のどちらでも観測された。対照実験では、CHO-K1細胞で発現した
Dha.H272F-Flagタンパク質の約80%は60分処理後に標識された。
【０３３７】
　Dha.H272F-Flagを一時的に発現するCHO-K1細胞をビオチン-C10H21NO2-Clで処理した。
ビオチン-C10H21NO2-Cl処理細胞を溶解し、細胞溶解液SAコートビーズインキュベートし
た。Dha.H272Fのビーズとの結合をウェスタンブロット法により、抗FlagR抗体を使用して
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分析した。図30Dに示すように、ビオチン-C10H21NO2-Cl処理を欠くとDha.H272F-Flagの捕
捉は検出されなかった。と同時に、ビオチン-C10H21NO2-Cl処理した細胞では、発現したD
ha.H272F-Flagの50%余りがSAコートビーズ表面に捕捉された。
【０３３８】
　Dha.H272F-Flagと融合した機能性タンパク質の捕捉を示すために、hR.Luc-コネクター-
DhaA.H272F-Flagをコードするベクターで細胞をトランスフェクトし、またビーズ表面に
捕捉されたルシフェラーゼ活性を測定した。図30Cに示すように、ビオチン-C10H21NO2-Cl
処理細胞の溶解液とインキュベートしたビーズ表面では、かなりのルシフェラーゼ活性が
検出された。と同時に、ビオチン-C10H21NO2-Cl処理をしない細胞の溶解液とインキュベ
ートしたビーズ表面では、ルシフェラーゼ活性が検出されなかった。さらに、遊離のビオ
チン-C10H21NO2-Clを洗い流さないときは、ビオチン-C10H21NO2-Cl処理細胞の溶解液とイ
ンキュベートしたビーズ表面でもhR.Luc活性が検出されなかった。
【０３３９】
　総合すれば、Dha.H272F-Flagと融合した機能性タンパク質(hR.Luc)がビオチン-C10H21N
O2-Cl とSAコートビーズを使用して効率的に捕捉しうることをこれらのデータは示す。こ
の捕捉はビオチン依存的であり、過剰量のビオチン-C10H21NO2-Clによって競合阻害する
ことができる。hR.Luc活性へのビーズの相当な阻害効果が観測された(データ非表示)ので
、SDS-PAGEと抗R.Luc抗体によるウェスタンブロット分析とを使用して、hR.Luc-コネクタ
ー-DhaA.H272F-Flag融合タンパク質の捕捉効率を推計した。図30Dに示すように、hR.Luc-
コネクター-DhaA.H272F-Flag融合タンパク質の50%あまりをビオチン依存的に捕捉するこ
とができた。これはDhaA.H272F-Flagの捕捉効率とも十分に一致する(図30A)。
【０３４０】
実施例Ｘ
共有結合形成速度を増したDhaA変異体
　DhaA触媒塩基His272のフェニルアラニン残基による置換はAsp求核剤に対して適合性が
あり、DhaA.H272Fと命名した組み換えタンパク質を結果したが、これは相当量の共有結合
アルキル-酵素中間体を蓄積する(図2C)。水を活性化するHis残基が存在しないと、共有結
合エステル中間体のトラッピングが可能になる(図2C)。こうした変異体の基質結合前およ
び基質結合後の構造モデルを示すと、それぞれ図2E、2Fのようになる。さらに、求核残基
Asp106のシステイン置換を含むDhaA変異体もまた、共有結合中間体をトラップすることが
できる。この変異体(DhaA.D106Cと命名)(図2D)は求核剤チオレートの作用によりハライド
基を置換する。それによって得られるチオエーテル結合は、水活性化H272残基の存在下で
も、加水分解に対して安定である(図2D)。
【０３４１】
　タンパク質とハロアルカンリガンドの間に安定した共有結合を形成する能力は、哺乳動
物細胞中のタンパク質を部位特異的に標識し、局在化し、固定化しおよび/または蛍光的
に可視化することができる汎用レポーター技術を提供する(実施例II～IXを参照)。一実施
例では、デハロゲナーゼ(DhaA)の活性部位変体がそうした変異体との融合タンパク質を安
定した共有結合を介して合成ハロアルカン標識基質へと係留する。DhaA.H272FおよびDhaA
.D106Cの反応速度を上げるために、タンパク質-リガンド(タンパク質-基質)複合体のモデ
リングにより、DhaAと基質の間の有利な相互作用を特定し共有結合形成速度を最適化する
ように努めた。
【０３４２】
材料と方法
　細胞株、増殖条件およびプラスミド: E. coli株DH10B (F-mcrA Δ[mrr-hsdRMS-mcrBC] 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 deoR recA1 endA1 araD139 Δ(ara, leu)7697 galU galK rpsL 
nupG)およびJM109(el4-(McrA-)recA1 endA1 gyrA96 thi-l hsdR17(rκ-mκ+)supE44 relA
1 Δ(lac-proAB)[F' traD36 proAB lacＩq ZΔM15])を、遺伝子発現およびライブラリー
スクリーニング用の宿主として使用した。E. coliは定法によりLuria-Bertani(LB)培地ま
たはTerrific Broth(TB)培地で増殖させた(Sambrook et al. 2001)。培地には必要に応じ



(119) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

てDifco寒天を1.5%(w/v)加えた。組み換えプラスミドを選択する培地にはアンピシリン(1
00μg/ml; Amp)を添加した。GSTのDhaA.H272FおよびDhaA.D106C との融合体をそれぞれ含
むE. coli発現プラスミドpGEX5X3.DhaA.H272F-FLAGおよびpGEX5X3.DhaA. D106C-FLAGを変
異誘発用の出発鋳型として使用した。哺乳動物細胞でのDhaA変異体の発現および標識の検
査には発現ベクターpCI-Neo(Promega Corporation, Madison, WI)を使用した。
【０３４３】
　試薬と化学物質: 化学物質はすべてSigma-Aldrich (Milwaukee, WI)から購入した。酵
素は特に断らない限りすべてPromega(Madison， WI)に由来した。変異誘発およびPCRプラ
イマーはPromega Corp、SeqWright (Houston, TX)およびIntegrated DNA Technologies (
Coralville, IA)が合成した。DhaAの変異誘発はQuikChange Multiキット(Stratagene, La
 Jolla, CA)を使用して行った。カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl、カル
ボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl、ジアセチルカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-
Cl、およびビオチンを含むクロロアルカンリガンド(例: ビオチン-14-Cl、ビオチン-X-14
-Cl、ビオチン-PEG4-14-Cl; 図7を参照)はPromega Biosciences Inc. (San Luis Abispo,
 CA)が合成した。
【０３４４】
　DNA分析とタンパク質モデリング: DNA分析はVector NTIソフトウェアパッケージversio
n 8を使用して行った。タンパク質の構造情報はProtein Data Bank(PDB http://www.rcsb
.org/pdb/)より入手した。構造分析およびモデリングはBiopolymer、Discover、Homology
、Modelerの各モジュールを含めたInsightII2000.1を使用して行った(Accelrys http://w
ww.accelrys.com/)。
【０３４５】
　変異誘発とライブラリー構築: 組み換えDNA作業はSambrook et al. 2001で開示されて
いるような標準プロトコールを使用して行った。変異誘発の前に、次のオリゴヌクレオチ
ドを使用してDhaA鋳型の配列を確認した:
【化６７】

。
【０３４６】
　DhaA.H272FまたはDhaA.D106C残基175(Lys)、175(Cys)および273(Tyr)のsite-saturatio
n変異誘発に用いたオリゴヌクレオチドの配列を次に示す:
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【化６８】

【０３４７】
　下線で強調したヌクレオチドは変異コドンの位置を示す。部位特異的変異誘発はQuikCh
ange Multiキット(Stratagene, La Jolla, CA)を使用しメーカーの説明書に従って行った
。コンピテントE. coli細胞に変異誘発反応系を導入し、形質変換体をAmp(100μg/ml)添
加LB寒天培地上で選択した。ライブラリー品質を、各ライブリーから無作為抽出した12～
48クローンのDNA配列分析によって評価した。配列分析用プラスミドはE. coliから、Wiza
rd SV Miniprep Kits (Promega Corp.)を使用して分離した。DNA配列分析はSeqWright DN
A Technology Services(Houston, TX)が行った。
【０３４８】
　175、176および175/176ライブラリーを分析するための配列分析用プライマーは次のも
のを含んだ:

【化６９】

。
【０３４９】
スクリーニングアッセイ開発
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DhaA基質への結合のin vivo検出
　DhaA.H272FまたはDhaA.D106Cコード化プラスミドを入れたE. coliのコロニーを200μl 
LB + 100μg/ml Ampに植菌し、平底96ウェルプレートに入れ、37℃で終夜培養した。終夜
培養液を200μl LB (+100μg/ml Amp + 0.1mM IPTG)で20倍希釈し、30℃で終夜培養した
。in vivo標識に使用した細胞の体積を増殖(OD600)に対して正規化した。50～100μlの発
現誘導細胞をU底96ウェルプレートに移し、ペレット化し、50μl PBS + 15μMカルボキシ
テトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで再懸濁し、室温で60分間、回転振とう機にかけ
て標識した。未結合リガンドを除去するために2500rpmで5分間遠心分離して細胞を回収し
、上清を捨て、細胞を100μlの10mM Tris-HCl pH 7.5、0.9% NaClおよび0.05% Tritonで
再懸濁して、15分間洗浄した。この洗浄手順は3回繰り返した。蛍光強度をTecan Safire
プレートリーダーにより次のパラメーターを使用して測定した: 励起545nm; 発光575nm。
DhaA変異体の蛍光強度をDha-、DhaA.H272FおよびDhaA.D106Cの各対照細胞と比較した。
【０３５０】
固定化DhaAの使用による基質捕捉
　精製DhaA.H272FおよびDhaA.D106C変異タンパク質[FastBreak（登録商標）細胞溶解試薬
(Promega)を使用して得られたE. coli細胞溶解液から精製、50ng]を、抗Flag M2 IgG(Sig
ma)コート済み96ウェルのマイクロタイタープレート(平底; Nunc MaxiSorp)に固定化した
。コーティングは100μlの抗Flag(5μg/ml)/0.1M NaHCO3(pH 9.6)を使用して4℃で終夜行
った。翌日、プレートを空にし、300μlのPBS(3% BSA添加)により25℃で1時間ブロッキン
グ処理した。プレートを空にし、0.1% Tween 20添加PBS (PBST)で4回洗浄し、ビオチン化
基質(様々な濃度のビオチン-14-Cl、ビオチン-X-14-Clまたはビオチン-PEG-14-Clを使用)
を、100μlのPBS + 0.05% Tween 20 + 0.5% BSA (PBSTB)を入れたウェルに加え、25℃で
種々の時間にわたりインキュベートした。プレートを空にし、PBSTで4回洗浄することに
より、固定化DhaAと基質の反応を停止させた。次いで、100μlのストレプトアビジン(SA)
-HRP(PBSTBで5,000倍希釈; Prozyme)をウェルに加え、25℃で1時間インキュベートした。
プレートを空にし、PBSTで8回洗浄し、TMBを100μl加えた。15分後、等量の0.2M H2SO4を
加えて発色を停止させ、450nmでの吸光度を測定してシグナルを定量化した。
【０３５１】
MagneGST（登録商標）常磁性体粒子(PMPs)の使用によるタンパク質捕捉
　細菌コロニーを掻き取ってLB+Amp入り96ウェルプレートに入れ、30℃で振とう培養した
。培養液を20倍希釈で、新鮮TB培地、Ampおよび0.1mM IPTGを入れた96ウェルプレートに
加えた。プレートを30℃で終夜振とう培養した。このIPTG発現誘導培養液を含む96ウェル
プレートを遠心し、上清を捨てた。MagneGST（登録商標） PMPs表面のタンパク質捕捉を
飽和させることにより、DhaA変異体をタンパク質濃度について正規化した。MagneGST（登
録商標）細胞溶解試薬、MagneGST（登録商標）PMPsおよびカルボキシテトラメチルローダ
ミン-C10H21NO2-Cl (15μM)を含むカクテルを、細胞ペレットを入れた96ウェルプレート
に分注した。プレートを室温、約900rpmで10分間振とうした。粒子をMagnaBlot（登録商
標） 96磁性体粒子分離装置によりPBSTで3回洗浄した。洗浄液を捨て、MagneGST（登録商
標）溶離液を加え、プレートを室温で振とう(約900rpm、5分間)させた。上清を新しい平
底の透明96ウェルプレートに移し、550nmの励起波長と580nmの発光波長を使用して蛍光強
度を測定した。
【０３５２】
　自動ライブラリースクリーニング: 特注のTecan Freedomロボットワークステーション
を使用してMagneGST（登録商標）系アッセイにより、DhaA変異体ライブラリーをスクリー
ニングした。アッセイのパラメーター設定はFACTSスケジュール管理ソフトを使用して自
動化して、複数の96ウェルプレートの並行処理を可能にした。細胞ペレットは、プレート
が次の処理のために自動的に回収されるときまで、保冷Storexインキュベーター(4℃)に
保存した。試薬類をTeMo液体ハンドリングシステム(Tecan US)でプレートに分注した。Te
can Te-Shake（登録商標）を使用してプレートを室温、約900rpmで10分間振とうした。Te
Mo液体分注システムとの併用やFACTSスケジュール管理ソフトにも対応する改造したMagna
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Blot（登録商標） 96磁性体粒子分離装置により粒子をPBSTで洗浄した。蛍光強度の測定
にはTecan Safire蛍光光度計を使用した。生の蛍光強度データは分析のためにExcelスプ
レッドシートに取り込んだ。改良DhaAクローンの存在の可能性を示唆する親対照より高強
度のウェルについて、スクリーニングデータを詳しく調べた。
【０３５３】
　2次ライブラリースクリーニング: 1次スクリーニング後、親クローン(すなわちDhaA.H2
72FまたはDhaA.D106C)と比べて少なくとも20%の改良を示すすべてのクローンをAmp添加LB
平板培地に画線塗抹した。各確認済みヒットの４コロニーを無作為に、200μl LB + Amp
に植菌し、平底96ウェルプレートで終夜30℃培養した。終夜培養液を200μl TBアンピシ
リン(+0.1M IPTG)で50倍希釈し、30℃と37℃で終夜培養した。発現誘導培養液をMagneGST
（登録商標）系スクリーンにより再アッセイした。改良クローンをすべて配列分析し、保
存した。Qiagen Mini Prepキットにより配列分析用プラスミドDNAを合成した。すべての
改良クローンにつき2mlの培養液を1% DMSOの存在下、-70℃で保存した。
【０３５４】
　DhaAタンパク質精製: MagneGST（登録商標）タンパク質精製システム(Promega, Madiso
n, WI)を用いてタンパク質の小規模精製を行った。タンパク質精製では、コロニーを1ml 
LB + 100 μg/ml Ampに植菌し、30℃で終夜培養した。終夜培養液を10ml新鮮LB μ(+100
μg/ml Amp)で50倍希釈し、A600 = 0.6まで培養し、そこで0.1mM IPTGを加えて発現誘導
し、25℃で終夜培養した。発現誘導した培養液の細胞ペレットを-75℃で15分間凍結させ
た。細胞溶解液を得るため、ペレットを1Xプロテアーゼ阻害物質カクテル(Becton-Dickin
son Biosciences)の存在下に2mlの(1mM DTT + 20μl RQ DNase添加)溶解バッファーに再
懸濁し、回転振とう機上で30分間インキュベートした。MagneGST粒子は使用前に、25%ス
ラリー4mlをMagneGST結合/洗浄バッファーで3回平衡化した。最終洗浄後、該粒子を1X容
量の結合/洗浄バッファー中に再懸濁させた。該粒子を細胞溶解液に直接加え、混合物を
回転振とう機上、室温で30分間インキュベートし、GST-DhaA融合タンパク質を該磁性体粒
子に結合させた。粒子を2.5X容量の結合/洗浄バッファー+1mM DTTで3回洗浄した後、GST-
DhaA融合タンパク質を溶離バッファー(100mMグルタチオン、50mM Tris-HCl, pH 8.1、1mM
 DTTおよび1X BDプロテアーゼ阻害物質カクテル)と15分間インキュベートして溶出した。
溶出タンパク質を保存用バッファー(50mM Tris-HCl, pH 7.5、200mM NaCl、1mM DTT、1mM
 EDTA、20%グリセロール)に対して2回透析した。
【０３５５】
　DhaA融合タンパク質の大規模精製はGlutathione Sepharose 4 Fast Flowレジン(Amersh
am Biosciences)を使用して行った。要するに、500ml発現誘導細胞培養液に由来するペレ
ットを1mM DTT添加1Xリン酸緩衝生理食塩水(PBS) (バッファーA) 20mlに再懸濁させた。
リゾチーム(10mg/ml)添加後、混合物を4℃で30分間インキュベートさせた。プロテアーゼ
阻害物質PMSFを加えて終濃度を2mMとしてから、超音波破砕を行った。清澄化した溶解液
をレジンに添加し、撹拌しながら2時間～終夜、4℃でインキュベートした。バッファーA
による2回の40mlバッチ洗浄の後、レジンをWizard Maxiカラム(Promega)に添加した。カ
ラム内容物を0.3M NaCl添加10mlバッファーAにより2回洗浄した。融合タンパク質は20mM
グルタチオン添加バッファーAの2ml画分に溶出した。含タンパク質画分を、20%グリセロ
ールを含む1LのバッファーAで2回透析した。
【０３５６】
　精製DhaA変異体のin vitro標識: DhaA変異体への蛍光基質の共有結合係留は蛍光イメー
ジゲル分析により検出した。GST-DhaA変異体(9nM)を50mM Tris-HCl (pH 7.5)中、カルボ
キシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl、カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clま
たはローダミングリーン-C10H21NO2-Clと種々の濃度、温度でインキュベートした。基質
の添加により反応を開始させ、また経時変化実験のために18μl分量の反応液を、6μl SD
Sゲルローディングバッファーを入れた試験管に移し、5分間煮沸し、プレキャストの(pre
-poured) 4～20% (Tris-グリシン)グラジエントSDS-PAGE (Invitrogen, Carlsbad, CA)で
分離した。Hitachi FM BioII(535nm励起、580nm発光)を使用してゲルを蛍光画像化し、バ
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ンドを濃度測定法またはImageQuant(Amersham)を使用して定量した。次の2次反応速度式(
Cornish-Bowden, 1995)から反応速度定数を計算した:
【０３５７】
　kt = (1/B0-A0)ln[(B0-x)A0/(A0-x)B0]
【０３５８】
式中k　 = 反応速度定数; B0= 時間=0における[反応物B], mol/L (M); A0 = 時間=0にお
ける[反応物A], mol/L (M); B0-x = 時間=tにおける[反応物B], mol/L (M); A0 = 時間=t
における[反応物A], mol/L (M)。ln[(B0-x)A0/(A0-x)B0]と時間の関係を表すグラフは直
線となるはずであり、kはその直線の傾きk(B0-A0)によって決まる。
【０３５９】
　蛍光偏光(FP)法:　蛍光偏光法によりDhaA.変異体の反応速度を分析した。測定はBeacon
 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA)で、またはUltraプレートリーダー(Tecan, Research 
Triangle Park, NC)を使用して96ウェルフォーマットで、行った。カルボキシテトラメチ
ルローダミン-C10H21NO2-Clまたはカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl基質(7.5～10
nM)を過剰量の精製GST-DhaAタンパク質とインキュベートした。カルボキシテトラメチル
ローダミン-C10H21NO2-Cl標識研究では、使用タンパク質は次の濃度とした: 親タンパク
質15μM; 第1世代DhaA変異体1.5～0.15μM; 第2世代DhaA変異体0.035μM。カルボキシフ
ルオレセイン-C10H21NO2-Cl標識研究では、使用タンパク質は次の濃度とした: 親タンパ
ク質15μM; 第1世代クローン1.5～0.15μM; 第2世代クローン0.15μM。反応はタンパク質
を基質に添加して開始させた。蛍光偏光および蛍光強度の測定は10～30秒刻みで0.5～12
時間にわたって行った。速度定数は2次反応速度式を使用して計算した。
【０３６０】
　熱安定性の分析:　DhaAの熱安定性を、精製タンパク質の4、22、30、37、42、50または
60℃で15、30または60分放置後の残留活性を測定して、評価した。FPアッセイは室温(約2
5℃)で行った。これらの研究では、15μMの親クローンまたは1.5～0.15μMの第1世代クロ
ーンをカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで標識し、また0.15μMの第2世
代クローンをカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clで標識した。各クローンにつき、
各条件での標識速度(直線範囲の傾き)を計算した。4℃で15分放置後に観測された速度を
便宜的に100%活性とした。各条件での残留活性(%)を計算した。安定性の評価では、放置
時間ごとに残留活性(%)を放置温度と対応させてプロットした。半減期の計算では、放置
温度ごとに残留活性(%)を放置時間と対応させてプロットした。このグラフから、50%活性
が失われた時間を外挿した。
【０３６１】
　固定化DhaAの使用によるクロロアルキル化分子の捕捉:　抗Flag M2 IgGをコートしたマ
イクロタイタープレートを使用して、変異DhaA(50ng)を前記の要領で固定化した。変動濃
度のクロロアルカンを関心モデル分子と溶液(PBSTB)中、25℃でインキュベートした。ビ
オチン化クロロアルカンの場合には、関心分子はSA-HRPであった。カルボキシテトラメチ
ルローダミン-C10H21NO2-Clの場合には、関心分子は抗TMR IgG(プローブ)であった。クロ
ロアルキル化反応を1時間進行させ、次いで反応液を、固定化DhaAを含む洗浄済みプレー
トに加えた。これらのインキュベーションを25℃で1～2時間続けてから、プレートを空に
しPBSTで4回洗浄することにより停止した。SA-HRP反応では、プレートにTMBを100μl加え
た。発色を15分間持続させ、次いで等容量の0.2M H2SO4を加えて発色を止めた。450nmで
の吸光度を測定してシグナルを定量した。カルボキシテトラメチルローダミン反応では、
2次抗ウサギIgG-HRP結合体(PBSTB 5,000倍希釈液100μl; 25℃で1時間)を使用して結合済
み抗カルボキシテトラメチルローダミンIgGを検出した。プレートをPBSTで8回洗浄し、TM
Bで発色させ、前述の要領で定量した。
【０３６２】
　固定化クロロアルカン基質の使用によるDhaAの捕捉:　ストレプトアビジン高結合能コ
ート96ウェルマイクロタイタープレート(平底、Pierce)を使用して、ビオチン化クロロア
ルカン基質、ビオチン-14-Cl、ビオチン-X-14-Clおよびビオチン-PEG4-14-Clを固定化し
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た。過剰量(約2μmol)の基質を使用すると、プレートにはウェルあたり約75pmolのビオチ
ンを結合させることができた。100μl のPBS+0.05%Tween 20+0.5% BSAを含むバッファー(
PBSTB)中で基質を25℃で1時間固定化した後、プレートを空にし、0.1% Tween 20添加PBS(
PBST)で4回洗浄した。固定化基質と変異DhaAの反応は精製GST-DhaA-Flag融合体を使用し
て行った。種々の濃度のタンパク質(100μl ; PBSTBで希釈)を固定化基質と25℃で、種々
の時間にわたりインキュベートした後、プレートを空にし、PBSTで4回洗浄して反応を止
めた。結合済みDhaAを検出するために、100μlの抗GST-HRP(Amersham)を各ウェルに加え(
PBSTBで1万倍希釈)、プレートを25℃で1時間放置した。プレートを空にし、PBSTで8回洗
浄し、次いでTMBを100μl加えた。15分後、等容量の0.2M H2SO4を加えて発色を止め、450
nmでの吸光度を測定してシグナルを定量した。
【０３６３】
　哺乳動物細胞中のDhaA変異体の特性解析:　配列確認済みの精選DhaA変異体を哺乳動物
発現ベクターpCI-neoに、次の要領でクローニングした: 変異体遺伝子のDhaA-FLAG部分を
pGEX5X3からSalIおよびNotI制限酵素で除去し、断片を1%アガロース電気泳動(1XTAE)で分
離し、切り出し、QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN)を使用して精製した。pCI-neo
ベクターバックボーンもまた同様に、SalIとNotIで消化し、断片を分離し、精製した。ラ
イゲーションはインサート-ベクター近似比5:1で、PromegaのLigaFast Systemを使用して
行った。DNAを化学的にコンピテントにしたJM109細胞に導入し、Amp添加LB寒天平板で培
養した。形質転換体コロニーを掻き取って、1mlのLB+Ampを含む96ウェルアッセイブロッ
ク(Fisher Scientific)に植菌し、終夜37℃で振とうした。細胞を回収し、Wizard 96プラ
スミド精製キット(Promega)によりプラスミドを精製した。プラスミドをSalI-NotI酵素で
消化し、DhaAインサートの有無を1%アガロース電気泳動(1XTAE)で検査した。陽性クロー
ンをDNA配列分析法で確認した。
【０３６４】
　哺乳動物細胞でのタンパク質産生と融合タンパク質の生成を促進するためにプラスミド
pHT2を作製した。オリゴヌクレオチド
【化７０】

を使用して、DhaA.H272F YL-FLAGを含むpCIneoからDhaA.H272F YLを増幅した。PCR産物と
目的ベクターの両方をEcoRV/NotIで切断し、ゲル精製し、ライゲートして、JM109に導入
した。pHT2によってコードされるDhaAタンパク質(HT2と命名)はDhaA.H272F YLのアミノ酸
配列に対する追加の変異を含んだ。追加の変異はH272F、K175M、C176GおよびY273L置換に
加えて、1) 改良Kozak配列を生成させるための位置2へのグリシンの挿入; 2) SmaI/XmaI/
AvaI部位を生成させるためのAla292Gly置換; およびNaeI部位を生成させるためのC末端へ
のアラニンとグリシン(AlaGly)の挿入を含んだ(図49)。
【０３６５】
　哺乳動物細胞の培養:　CHO-K1細胞(ATCC-CCL61)またはHeLa細胞(ATCC-CCL2)を、Ham’s
 F12栄養素またはDulbecco’s改良最小必須培地[それぞれ10%ウシ胎児血清(FBS)、100U/m
lペニシリンおよび100mg/mlストレプトマイシンを添加]により95%空気+5%CO2雰囲気下、3
7℃で培養した。
【０３６６】
　哺乳動物細胞のトランスフェクション:　種々のタンパク質の一時的発現を調べるため
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に、細胞を24ウェルプレート(Labsystems)または8ウェルLTチャンバースライド(Nunc)に3
0,000細胞/cm2の密度でまいた。約80-90%コンフルエンシーで、細胞をリポフェクタミン/
DNA/抗生物質無添加培地の混合体と、メーカー(Invitrogen)の説明書に従って、接触させ
た。翌日培地を新鮮培地と交換して、細胞を種々の期間にわたり増殖させた。
【０３６７】
　Cell-to-Gel分析:　CHO-K1細胞を24ウェルプレート(Labsystems)にまき、pCIneo-CMV.D
haA変異体-Flagベクターでトランスフェクトした。24時間(実験によっては12、24または4
8時間)後、培地を、0.2～25.0μMのカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clま
たはDiAcカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clを含む新鮮培地に交換し、細胞をCO2イ
ンキュベーター中に1、5、15または60分間置いた。このインキュベーション終了後、培地
を捨て、細胞を素早くPBSで洗い(pH 7.4; 連続2回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)、細胞を試料
バッファー(1%SDS、10%グリセロールなど; 200μl/ウェル)中で可溶化した。SDS-PAGE(4-
20%グラジエントゲル)でタンパク質(2～10μl/レーン)を分離し、タンパク質へのカルボ
キシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clの結合を蛍光イメージャー(日立/日本)により
、540/575nmに等しいEex/Eemで検出した。
【０３６８】
　細胞画像化:　HeLa細胞を8ウェルLTチャンバースライド(Nunc)にまき、pCIneo-CMV.Dha
A変異体またはβ-アレスチン2-コネクター-DhaA.H11YLベクターでトランスフェクトした
。24時間後、培地を、種々の濃度(0.2～10.0μM)のカルボキシテトラメチルローダミン-C

10H21NO2-ClまたはDiAcカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clを含む新鮮培地に交換し
、細胞をCO2インキュベーター中に15分間置いた。このインキュベーション終了後、培地
を捨て、細胞を素早くPBSで洗った(pH 7.4; 連続2回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)。生細胞の
画像化実験のために、新しい培地を細胞に加えた。細胞をCO2インキュベーターに戻し、6
0分後に培地を新鮮培地と交換した。細胞の蛍光画像を、カルボキシフルオレセインおよ
びカルボキシテトラメチルローダミンに対応するフィルターセットを備えた共焦点顕微鏡
FluorView 500 (Olympus)で撮影した。細胞を固定化するために、3.7%パラホルムアルデ
ヒド/0.1%Triton-X100添加PBS(pH 7.4)溶液 200mlを細胞に加えた。室温(RT)で15分後、
細胞を1.0% Triton-X100添加PBS(pH 7.4)で洗浄した(10分間、RT)。界面活性剤溶液をPBS
(pH 7.4)に交換し、細胞画像を共焦点顕微鏡FluorView 500 (Olympus)で撮影した。実験
によっては、細胞を100nMのMitoTrackerR Green FM(Invitrogen, M-7514)またはMitoTrac
kerR Orange CMTMRos (Invitrogen, M-7510)により、15分間、37℃で対比染色した。
【０３６９】
　DhaA融合体の生産:　β-アレスチン2-コネクター-HT2融合体カセットを、pHT2ベクター
(Promega)のNheI/BamHI制限部位にβ-アレスチン2(実施例VII を参照)をサブクローニン
グすることにより、構築した。コネクターとBamHI部位とをコードする配列をβ-アレスチ
ン2コード領域の3'末端に付加し、またβ-アレスチン2-コネクター-DhaA.H272F鋳型から
該断片を増幅するために、2つのプライマー
【化７１】

を設計した。
【０３７０】
　phRLuc-コネクター-DhaA.H272F-Flag(実施例IXを参照)をコードするベクター中のDhaA.
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H272Fコード領域をHT2コード領域に置換することでphRLuc-コネクター-HT2-Flag融合体カ
セットを構築した。HT2コード領域の5'末端にXbaI部位を、3'末端にAgeI部位をそれぞれ
付加し、またpHT2鋳型から925bp断片を増幅するために、2つのプライマー
【化７２】

を設計した。DhaA.H272Fコード領域をXbaI、AgeI制限酵素で切断し、次いでHT2をコード
する925bp断片をphRLuc-コネクター-DhaA.H272F-Flagコード化ベクターのXbaI、AgeI部位
に挿入した。融合体コンストラクトの配列はDNA配列分析法で確認した。
【０３７１】
　生きた哺乳動物細胞で発現したRenillaルシフェラーゼ-HT2-Flag融合タンパク質:　CHO
-K1細胞を24ウェルプレート(Labsystems)にまき、pCIneo-hR.Luc-コネクター-HT2-Flagベ
クターでトランスフェクトした。24時間後、培地を、25μMのビオチン-X-14-Clと0.1% DM
SOまたは0.1% DMSOだけを含む新鮮培地に交換し、細胞をCO2インキュベーター中に60分間
置いた。インキュベーション終了後、培地を捨て、細胞を素早くPBSで洗って(pH 7.4; 連
続2回: 1.0 ml/cm2; 各5秒間)から、新しい培地を細胞に加えた。実験によっては培地を
交換しなかった。細胞をCO2インキュベーターに戻した。
【０３７２】
　60分後、培地を捨て、プロテアーゼ阻害物質(Sigma #P8340)を添加したPBS(pH=7.4、20
0μl/ウェル、RT)中に細胞を回収した。細胞を針(IM1 23GTW)粉砕法で溶解した。次いで
細胞溶解液をStreptavidin Magnasphere Paramagnetic Particles (Promega #Z5481)と、
メーカーのプロトコールに従って、インキュベートした。要するに、回転ディスクを使用
して細胞溶解液をビーズと60分間、RTでインキュベートした。未結合物質を回収し、ビー
ズは0.5% Triton-X100添加PBSで洗って(3×500μl、pH=7.4、室温)から、SDS-試料バッフ
ァーに(SDS-PAGE分析用)またはPBS(pH=7.4)に(R.Luc活性測定用)、再懸濁させた。タンパ
ク質をSDS-PAGEで分離し、ニトロセルロース膜に転写させ、抗Flag-Abで分析し、また結
合抗体を改良化学発光(ECL)システム(Pharmacia-Amersham)で検出した。ビーズに結合し
たhR.Lucの活性はPromegaのRenilla Luciferase Assay Systemを使用して、メーカーのプ
ロトコールに従って測定した。
【０３７３】
結果
DhaA.H272Fの構造モデルの生成
　InsightII Modelerを使用してDhaA.H272Fの構造モデルを構築した。モデル計算用の参
照構造は1BN6.pdb (Rhodococcus species DhaA)であった。5つの高最適化モデルを計算し
、全体としての最低エネルギーおよび最低構造パラメーター違反を基に1つの最良モデル
を選択した。次に、最良モデルを参照構造1BN6.pdbと構造アラインメントして、アライン
メントさせたCα原子の平均原子間距離(RMSD)(単位Å)で表わされる全体およびペア間の
差の指標を求めた(図2A)。
【０３７４】
基質ポケットの同定
　基質存在下のDhaAの構造はすでに発表されており、触媒3点セット近傍に埋め込み型の
活性部位ポケットを示す(図2A; Newman et al. 1999)。しかし、該活性部位ポケット(こ
こでは「基質ポケット」または「リガンドポケット」という)に基質が進入する方向は示
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していない。基質ポケットが存在しそうな位置は異種基質と複合体を形成した関連ハロア
ルカンデハロゲナーゼの構造分析により特定された(Protein Database)。これらの複合体
では、いずれの基質もリガンドポケット全体を満たすわけではないが、それらの基質はや
や異なる位置に存在するものの、総合すれば、基質ポケットの全般的な位置を推定するこ
とが可能であると構造重ね合わせにより判明した。次いで無基質のDhaA構造(1BN6.pbd)の
重ね合わせにより、DhaA.H272Fで、対応するポケット位置の特定が可能となった。
【０３７５】
DhaA-基質モデルの生成
　基質を共有結合させたDhaA.H272Fの構造モデル(「DhaA-基質モデル」)を生成させた。
まず、カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-ClをDhaA.H272Fの基質ポケットに手操作で
ドッキングさせた。次に、DhaAの求核性アスパラギン酸のカルボキシル酸素の1つとCl除
去後に利用可能になる末端Cとの間に共有結合を形成させた(図2E)。この共有結合の長さ
は約3Åに抑えて、遷移状態に近似させるようにした。共有結合させた基質はエネルギー
極小化を別個に、次いで基質近傍のDhaA.H272F残基と共に、行った。エネルギー極小化は
Discover-3により、CFF91力場を用いて行った。
【０３７６】
変異誘発用残基の同定
　残基の番号付けはDhaAの1次配列に基づいており、公表結晶構造(1BN6.pdb)の番号付け
とは異なる。DhaA-基質モデルを使用して、結合基質の3Åおよび5Å以内のデハロゲナー
ゼの残基を同定した。これらの残基は変異誘発用の第1標的候補であった。このリストか
ら、置換されたときに立体障害または不都合な相互作用をなくすまたは好都合な電荷、極
性または他の相互作用を導入する見込みのある残基を選んだ。たとえば位置175のLys残基
は基質ポケット入口のDhaA表面に存在する: この大きな荷電側鎖を除去すればポケットへ
の基質の進入が容易になるかもしれない(図2F)。位置176のCys残基は基質ポケットの内側
を覆っており、そのかさ高な側鎖はポケットを狭窄させている: この側鎖を除去すればポ
ケットが広がり、基質が進入し易くなるかもしれない(図2F)。位置245のVal残基は基質ポ
ケットの内側を覆っており、また結合基質の2つの酸素に近接している: この残基をトレ
オニンで置換すれば、水素結合の機会が増え、基質の結合を容易にするかもしない(図2F)
。最後に、Bosma et al. (200)はアミノ酸置換Tyr273Pheのある触媒活性DhaA変異体の単
離を報告している。この変異はCys176Tyr置換と再結合させると、1,2,3-トリクロロプロ
パン(TCP)の脱ハロゲン効率が野生型デハロゲナーゼと比べて8倍近く高い酵素をもたらし
た。これらの構造分析に基づき、部位特異的V245T変異を生成させたうえに、位置175、17
6および273のコドンをランダム化した。得られた変異体をスクリーニングして、蛍光(式V
IまたはVIIIの化合物)およびビオチン(図7)結合DhaA基質との共有結合形成速度の改善の
有無を調べた。
【０３７７】
ライブラリーの生成とスクリーニング
　諸々のライブラリーおよび変異体構築の出発物は、DhaA.H272FおよびDhaA.D106C(図2B)
をコードする遺伝子を収めたpGEX5X3系プラスミド(図3A)であった。これらのプラスミド
は、ハロアルカンリガンドと安定共有結合を形成しうる親DhaA変異体をコードする遺伝子
を入れてある。NNK site-saturation変異誘発法を使用してDhaA.H272FおよびDhaA.D106C
鋳型の位置の175、176および273のコドンをランダム化した。これらの位置のシングル部
位ライブラリーに加えて、複合175/176 NNKライブラリーもまた構築した。しかし、これ
らのライブラリーに由来するランダムクローンの配列分析から、無変異の野生型配列をも
つクローンが高頻度(50%)で存在することが判明した。鋳型濃度の変更およびDpnI処理の
回数と時間の拡大によるQuickChange Multiプロトコールのトラブルシューティングも、
こうした頻度にはあまり効果がなかった。そこで、各ライブラリーからのスクリーニング
対象クローン数の決定ではライブラリーの野生型配列汚染率を勘案した。たとえば、ある
シングル部位NNKライブラリーは20種類すべてのアミノ酸をコードするコドン多様性が32
であり、可能な配列変異の99%をカバーするにはライブリーの約5倍のオーバーサンプリン
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グが必要である(L=-V ln0.01)。このオーバーサンプリングは少なくとも160個体のクロー
ンをスクリーニングする必要があることを意味する。しかし、これらのライブラリーは野
生型配列により著しく(約50%)汚染されていたため、一般にシングル部位ライブラリーか
ら約400クローンを調べた。複合175/176NNKライブリーは400種類のアミノ酸をコードする
理論コドン多様性が1024である。各ダブル部位に由来する約3,000～4,000クローンを調べ
た。従って、都合約10,000クローンを選び出してスクリーニングしたことになる。
【０３７８】
　DhaA変異体ライブラリーの1次スクリーニングツールとして3つのアッセイ法を評価した
。第1のin vivo標識アッセイ法は、E. coli中の改良DhaA変異体は優れた標識特性を有す
るであろうとの前提に立つ。優秀なクローンではカルボキシテトラメチルローダミン-C10
H21NO2-Clによる短時間の標識と細胞洗浄の後、575nmでの蛍光強度が増しているはずであ
る。図31Aは、96ウェルプレートただ1枚のDhaA.H272F 175/176ライブラリーのスクリーニ
ングで、いくつかの潜在的な改良(すなわちヒット)を首尾よく特定したことを示す。4個
のクローンで親クローンの2倍の蛍光強度が検出された。しかし、このアッセイ法は潜在
的有用性にもかかわらず、1次スクリーンとして採らなかった。自動化に難があり、また
活性DhaA変異体が過剰発現しただけで偽陽性を生じさせるためである。
【０３７９】
　1次スクリーンとして検討した第2のアッセイ法は、96ウェルプレートに固定化した抗FL
AG抗体表面に飽和量のDhaA変異体を捕捉することにより、タンパク質濃度を効果的に正規
化するin vitroアッセイ法であった。図31Bはこのアッセイ方法を使用して、プレート1枚
のDhaA.H272F 175/176複合ライブラリーから得たスクリーニング結果を示す。このアッセ
イ法もまた、in vivo法と同様に、大きな親活性バックグラウンドから潜在的な改良DhaA
変異体を明確に同定することができた。数クローンは親DhaA.H272Fよりも最高4倍も強い
シグナルを生成した。しかし、このアッセイ法は試薬代、アッセイ準備時間、多重インキ
ュベーション/洗浄ステップの自動化などの点で、費用がかかった。加えて、このアッセ
イ法では、以前に優秀として単離、評価された若干の変異体が捕捉できなかった。
【０３８０】
　1次DhaAスクリーンとして最終的に採択されたのはMagneGST（登録商標）タンパク質精
製レジン(Promega)を使用するアッセイ法であった。このin vitroスクリーニングアッセ
イ法の概要は図32に示す。要するに、96ウェルプレートで増殖させた培養物に由来する細
胞ペレットを、溶解バッファーと標識試薬(基質カルボキシテトラメチルローダミン-C10H

21NO2-Cl)とMagneGSTレジンとを含む試薬カクテルに再懸濁させた。これは細胞溶解、標
識、タンパク質捕捉を単一ステップに集約するものであり、アッセイ法を著しく簡素化し
た。レジンを振とうさせながら短時間のインキュベーションを行いその間にタンパク質を
磁気的に捕捉した後、ウェルを洗浄してから標識DhaA変異体を溶出させた。溶出液を対象
に580nmでの蛍光強度を求めた。この簡素化スクリーニングアッセイ法は、96ウェルプレ
ート約20枚を6.5時間で検査する自動Tecanロボットプラットフォームに容易に適合させる
ことができた。
【０３８１】
　MagneGST（登録商標）系の自動アッセイ法を使用してDhaA変異タンパク質ライブラリー
をスクリーニングした。DhaA.H272F系およびDhaA.D106C系の175シングル部位ライブラリ
ーのスクリーニングでは、親クローンを有意にしのぐヒット(データ非表示)が見付からな
かった。図33A-Bはそれぞれ176シングル部位ライブラリーと175/176複合ライブラリーの
代表的なスクリーニング結果である。親クローンをしのぐ標識特性を示す数個のクローン
が特定された。図34はDhaA.H272F Y273 NNKライブラリーの2つの代表的なスクリーニング
プレートを示す。標識特性の有意の改善を示す3個のクローンが、DhaA.H272F親クローン
を含むバックグラウンドから明確に識別可能である。スクリーニング対象ライブラリーで
は、DhaA.H272F親クローンよりも50%以上高活性のクローンの全ヒット率は1～3%であった
。DhaA.D106Cライブラリーでも同様のスクリーニング結果が得られた(データ非表示)。最
初の1次スクリーンで同定されたヒットをマスタープレートに移し、養生し、再増殖させ
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、MagneGST（登録商標）アセッイ法で再スクリーニングした。対照親クローンの2倍以上
のシグナルを示すDhaA変異体だけを選んで配列分析に回した。
【０３８２】
DhaAヒットの配列分析
　図35AはDhaA.H272Fライブラリーのスクリーニングで絞られたDhaA変異体のコドンを示
す。この分析で7つのシングル176アミノ酸置換(C176G、C176N、C176S、C176D、C176T、C1
76AおよびC176R)が判明した。興味深いことに、3種のSerコドンが分離された。位置175お
よび176では多数のダブルアミノ酸置換も同定された(K175E/C176S、K175C/C176G、K175M/
C176G、K175L/C176G、K175S/C176G、K175V/C176N、K175A/C176SおよびK175M/C176N)。こ
れらのダブル変異体では、位置175で7種のアミノ酸が見付かったが、位置176で見付かっ
たのは3種のアミノ酸(Ser、Gly、Asn)にすぎない。分析対象には、ライブラリー品質評価
時に同定されたシングルK175M変異を含めた。さらに、標識特性に優れたいくつかのシン
グルY273置換(Y273C、Y273M、Y273L)もまた同定された。
【０３８３】
　図35BはDhaA.D106Cライブラリーで同定されたDhaA変異体の変異コドンを示す。シング
ルC176G変異を除いて、同定されたクローンはほとんどがダブル175/176変異を含んでいた
。位置175では合計11種のアミノ酸が同定された。一方、位置176では3種のアミノ酸(Gly
、Ala、Gln)が同定されただけであり、そのうちGlyはD176ダブル変異体のほぼ3/4で出現
している。
【０３８４】
DhaA変異体の特性解析
　スクリーニングにより同定された数種のDhaA.H272F系およびDhaA.D106C系の変異体はMa
gneGSTアッセイで親クローンよりも有意に高いシグナルを生成した。図36AによればDhaA.
H272F系変異体のA7とH11、それにDhaA.D106C系変異体のD9がカルボキシテトラメルチロー
ダミン-C10H21NO2-Clでは親クローンを大幅にしのぐ高いシグナルを生成している。加え
て、位置273で同定されたDhaA.H272F系変異体(T273L　“YL”、Y273M “YM”、Y273C “Y
C”)はみな、ビオチン-PEG4-14-Clでは、親クローンに比べて有意に改善しているように
見受けられる(図36B)。これらの分析結果は、SDS-PAGE蛍光画像ゲル分析によるタンパク
質標識研究結果(データ非表示)とも合致した。同定されたDhaA.H272F系の最良変異の組み
合わせが相加的であるか否かを判定するために、残基273の3変異をDhaA.H272F系A7および
H11変異と組み換えてみた。これらの組み換えタンパク質変異体は、第1ラウンドのスクリ
ーニングで同定された変異体(第1世代)と区別するために、「第2世代」DhaA変異体と呼ぶ
。
【０３８５】
　比較反応速度論研究を容易にするために、いくかつの改良DhaA変異体を選んで、Glutat
hione Sepharose 4Bレジンにより精製した。一般に、DhaA.H272F系およびDhaA.D106C系の
融合体のE. coliでの産生はロバストであった。ただし、アミノ酸シングル変異がDhaA産
生に負の影響を及ぼしている可能性もある。こうしたタンパク質産生の変動の結果として
、DhaA変異体の全般的な収量もまた大幅に(1～15mg/ml)変動した。いくつかのDhaA.272F
系変異体を使用して予備的な速度論的標識研究を行った。図37Aによれば、分析用に選び
出した変異体の標識速度は総じて親H272Fをしぐ。実際、経時変化を詳しく調べると、第1
世代変異体YL(レーン15)や2つの第2世代変異体A7YM、H11YL(それぞれレーン13、21)を含
めたいくつかのDhaA変異体の標識は2分時点までに完了している模様であった。もっと広
範囲の経時分析を、DhaA.272F A7と2つの第2世代DhaA変異体A7YM、H11YLを対象に行った
。図37Bから明らかなように、第2世代クローンの標識反応は第1時点(20秒)までにほぼ完
了している。他方、A7変異体は最終時点(7分)でやっと完了に近づいている模様である。
ゲル上の蛍光バンドを定量したが、相対的な生成物形成速度を図37Cに示す。標識速度を
求めるために、H11YLの濃度を50ngから10ngに下げ、もっと精密な経時分析を行った。図3
8Aに示す結果によれば、これらの標識条件の下では線形初期速度を測定することができた
。蛍光画像化ゲルデータの定量により、2次速度定数の計算が可能となった(図38B)。観測
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された傾きに基づくと、DhaA.272F H11YLのカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO

2-Cl標識に関する2次速度定数は5.0×105M-1sec-1であった。
【０３８６】
　蛍光偏光(FP)法はタンパク質に結合する小蛍光リガンドの研究にうってつけである。FP
法は基質結合体/遊離体比の直接的な指標をほぼ瞬時に与えてくれるという点で、分子結
合の分析に使用される方法のなかでは特異である。そこで、精製DhaA変異体の蛍光画像ゲ
ル分析の代替法としてFPアッセイ法を開発した。図39AはH272F親クローンのA7およびH11Y
L変異体に対する相対標識速度を示す。この実験で使用した標識条件の下では、第2世代変
異体DhaA.H272F H11YLは比較対象のA7およびH272F変異体よりも有意に高速であった。こ
の速度を別の視点から眺めると、A7およびDhaA.H272F(親)タンパク質である程度の速度を
実現するためには、それぞれ約40倍および420倍の量が必要であった。図39Bは、カルボキ
シフルオレセイン-C10H21NO2-Clを使用したFP結果を示す。この実験に使用した標識条件
の下では、フルオレセイン系基質を使用すると、H11YL変異体もまたA7および親DhaA.H272
Fタンパク質よりもずっと高速であることが明らかである。しかし、カルボキシフルオレ
セイン-C10H21NO2-ClによるH11YLの標識は対応するカルボキシテトラメチルローダミン-C

10H21NO2-Cl基質による標識よりもずっと低速であるように見受けられる。H11YLタンパク
質の所要量はカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clとの反応では(150nM)カルボキシテ
トラメチルローダミン-C10H21NO2-Clとの反応の場合(35nM)と比べて4倍あまりも多かった
が、それでも図39Bで実測された速度は図39Aに示されるカルボキシテトラメチルローダミ
ン-C10H21NO2-Clとの実測速度を質的に下回るように見受けられる。
【０３８７】
　FPアッセイ法は、その感受性や真の均一性を踏まえて、蛍光標識基質による、精製DhaA
変異体の標識特性の解析に使用した。次に、これらの研究に由来するデータを使用して各
DhaA変異体-基質ペアについて2次速度定数を計算した。これらの研究の結果は図40に示す
。研究に使用した2つの親タンパク質DhaA.H272FおよびDhaA.D106Cはカルボキシテトラメ
チルローダミン系およびカルボキシフルオレセイン系基質で同等の速度となることが判明
した。しかし、どちらの場合にもカルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl基質による標
識のほうが低速となった。FP法で特性を解析した第1世代DhaA変異体の標識速度はみな、
対応する親タンパク質よりも7～3555倍も高速であった。標識速度に断然最大のインパク
トを及ぼしたアミノ酸シングル置換は、DhaA.H272F系の273位置での3種の置換(Y273L、Y2
73M、Y273C)であった。にもかかわらず、試験した各第1世代DhaA.H272F変異体では、カル
ボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl基質による標識がいつも(1.6～46倍)低速であった。
ほとんどの第2世代DhaA.H272F変異体は改良が最も著しい第1世代変異体と比べても有意に
高速であった。特にH11YL変異体は基質がカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-
Clだと2次速度定数の計算値がDhaA.H272F親を4桁余りも上回った。H11YLの速度定数2.2×
106M-1sec-1はカルボキシテトラメチルローダミン結合ビオチン/ストレプトアビジン相互
作用(図41)に関する速度定数計算値とほぼ同じであった。この値はビオチン-ストレプト
アビジン相互作用に関して表面プラズモン共鳴法で求めた5×106M-1sec-1という結合速度
(on-rate)とも合っている(Qureshi et al. 2001)。第2世代変異体のいくつかは、カルボ
キシフルオレセイン-C10H21NO2-Cl基質でも速度が向上したが、前述のように、その速度
はいつもカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl基質の場合を下回った。たと
えばDhaA.H272F H11YL変異体の、カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clによる標識速
度はカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clによる標識速度の100分の1以下で
あった。
【０３８８】
改良DhaA.H272F H11YL変異体の構造分析
　InsightII Modelerを使用してDhaA.H272FとDhaA.H272F H11YLの構造モデルを構築した
。モデル計算用の参照構造は1BN6.pdb (Rhodococcus species DhaA)であった。DhaA.H272
F H11YLモデルの計算では、2つの追加関連ハロアルカンデハロゲナーゼの参照構造を含め
た。すなわち1CV2.pdb (Sphingomonas paucimobilis)と2DHD.pdb (Xanthobacter autotro
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phicus)である。各配列につき5つの高最適化モデルを計算し、全体としての最低エネルギ
ーおよび最低構造パラメーター違反を基に1つの最良モデルを選択した。次に、これらの
最良モデルを参照構造1BN6.pdbと構造アラインメントして、アラインメントさせたCα原
子の平均原子間距離(RMSD)(単位Å)で表わされる全体およびペア間の差の指標を求めた。
【０３８９】
　基質カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clを共有結合させたDhaA.H272FとD
haA.H272F H11YLの最良構造モデルに共有結合させた。まず、該基質を基質ポケットに手
操作でドッキングさせ、次に該タンパク質の求核性アスパラギン酸のカルボキシル酸素の
1つとCl除去後に利用可能になる末端Cとの間に共有結合を形成させた。基質のコンフォメ
ーションを、両モデルで可能な限り類似するよう、調節した。次に、DhaA.H272FとDhaA.H
272F H11YLの、基質未結合状態または基質共有結合状態の初期モデルを、エネルギー極小
化を図るべく、pH 7.0で水素を添加し、またCFF91力場を用いてポテンシャルを割り当て
て作製した。両モデルはDiscover-3により、非結合相互作用を使用して、残基間距離また
は原子間距離を基準にしたカットオフ、距離依存の比誘電率1.0、および最後の極小化ス
テップに対応する最終収束0.01の条件で、エネルギーを極小化した。基質未結合モデルに
は次の極小化カスケードを使用した: a)系全体の水素を極力減らし、また他の原子は固定
化する; b)基質の約8 Å以内の残基の側鎖を極力減らし、また他の原子は固定化する; d)
 基質の約8 Å以内の、高調波Cα拘束のある残基を極力減らし、また他の原子は固定化す
る。基質結合モデルには次の極小化カスケードを使用した: a)系全体の水素を極力減らし
、また他の原子は固定化する; b)基質を極力減らし、また他の原子は固定化する; c)基質
と基質の約8 Å以内の残基の側鎖を極力減らし、また他の原子は固定化する; d) 基質と
基質の約8 Å以内の、高調波Cα拘束のある残基を極力減らし、また他の原子は固定化す
る。すべての極小化モデルについて、基質と基質の約8 Å以内の残基の間のバンプ(bump;
 かち合い)検査を行い、立体障害を測定した。基質ポケットの形状と大きさを、プローブ
半径をデフォルト値の1.4Åとし基質の約5 Å以内の残基を対象にコノリー面(Connolly s
urface)を計算することにより、可視化した。すべてのモデルを構造的に重ね合わせて、
特定残基の位置の変化を評価した。
【０３９０】
　関連残基の位置: 求核性Asp106は、どちらの変異体でもカルボキシテトラメチルローダ
ミン-C10H21NO2-Clの結合に伴い、ポケット内へとやや移動した。W107は、求核剤に隣接
していて、活性部位に結合した基質を求核攻撃に備えて正しい配向に保持する役目を果た
すが、自身の位置をほとんど変化させない。DhaA.H272Fでは、F272の側鎖は基質が存在し
なければポケット内に突き刺さり、また基質が存在するとポケットから約45度回転して抜
け出る。DhaA.H272F H11YLでは、F272の側鎖は基質が存在しなければポケット内に突き刺
さらず、また基質が存在するとその位置を微調整するだけである。これは基質へのDhaA.H
272F H11YLの結合を容易にするはずである。Glu130はどの構造でも類似の配向を示すが、
基質結合状態のDhaA.H272Fの場合に限り、Glu側鎖は基質の受け入れに必要なF272側鎖の
回転によりポケットから押し退けられる。
【０３９１】
　基質ポケットへの基質の全般的なフィット: エネルギー極小化タンパク質-基質構造に
ついてバンプ(bump; かち合い)検査を行い、基質のどの原子がタンパク質のどの原子と「
かち合う」かを示すようにした。2つの原子がvan der Waals半径の少なくとも10%オーバ
ーラップしていれば、バンプ(かち合い)が存在することになる。カルボキシテトラメチル
ローダミン-C10H21NO2-ClはDhaA.H272FのLys175とCys176に対してバンプを示すが、DhaA.
H272F H11YLのいずれの残基に対してもバンプを示さない。これはDhaA.H272F H11YLに導
入された変異がポケットの幅をある程度広げたことを示唆する。
【０３９２】
　基質ポケットの形状と大きさ: 基質ポケットを、プローブ半径デフォルト値1.4Åでの
コノリー面(Connolly surface)として可視化した。基質が存在しなければ、DhaA.H272Fは
触媒3点セットの近くに、Cys176を囲みTyr273へと延びるポケット内の狭窄部または不連



(132) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

40

50

続部によって隔てられた、特徴のあるポケット入口と大きなポケットとを見せる(図42A)
。この狭窄部は基質が結合すると押し開かれる(図42B)。DhaA.H272F H11Y変異体は位置17
6、273でポケット狭窄を示さず、基質の不存在下(図42C)、存在下(図42D)のいずれでも、
一貫して広い、開放されたポケットを有するが、それは基質の進入がきわめて容易である
ことを示唆する。DhaA.H272F H11YへのK175M変異の導入はポケットの開放にあまり寄与し
ない模様である。
【０３９３】
　DhaA変異体の熱安定性研究: 特定の第1および第2世代DhaA.H272F変異体の熱安定性を、
種々の温度で60分放置後の精製タンパク質の残留活性を測定して、評価した。図43は第1
世代Dha.H272F変異体と対応するタンパク質の熱安定性プロファイルである。最高活性の
第1世代変異体(Dha.H272F YL、Dha.H272F YCおよびDha.H272F YM)は30℃超の温度では比
較的熱不安定性であった。一方、Dha.H272F親およびDha.H272F A7変異タンパク質のほう
は最高40℃の温度まで熱安定性であった。Dha.H272F H11変異体は50℃でも有意の標識活
性を保持した(50℃での半減期58分)。第2世代DhaA.H272F変異体のうち、Dha.H272F H11YL
は42℃でも大部分の活性を保持した(図43B)が、もちろんDha.H272F H11 (図43A)には及ば
なかった。Dha.H272F H11に熱安定性を付与する同じ変異(すなわちK175MおよびC176G)はD
ha.H272F YL変異体の熱安定化にも寄与している可能性がある。
【０３９４】
　Dha.H272F H11YLの反応速度に対する温度の効果: 反応速度に対する温度の効果を調べ
るために、標識経時実験を室温と氷浴(0℃)で行った。蛍光画像ゲル分析によれば、温度
が下がってもカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clによる標識速度には悪影
響がなかった(図44)。むしろ、低い温度のほうが反応速度は増すように見える。計算では
2次速度定数は0℃では3.1×106M-1sec-1であるが、25℃では5×105M-1sec-1である。
【０３９５】
DhaA変異体と固定化ビオチンクロロアルカン基質との反応
　改良DhaA変異体と固定化基質との反応がどれだけ改善するかを調べるために、ストレプ
トアビジンをプレコートしたプレートを使用してELISA式のアッセイを行った(図45A)。8
つのDhaA.H272F変異体(A7、H11、YL、YM、H11YL、H11YM、A7YLおよびA7YM)を3種類の含ビ
オチン基質で力価を測定した(図7)。図45Bに示すビオチン-PEG4-14-Clの結果によれば、D
haA.H272F YL、DhaA.H272F YMの両変異タンパク質が該基質と最も効率的に反応する。加
えて、DhaA.H272F A7YL、DhaA.H272F A7YMの双方はDhaA.H272F H11YL、DhaA.H272F H11YM
よりも効率的であった。ビオチン-PEG4-14-Clで最高効率を示したこれらのクローンはい
ずれも他の2つのビオチン基質には結合しなかったが、これはビオチン-PEG4-14-Clが好ま
しい基質であることを示唆する(データ非表示)。第1世代DhaA変異体のDhaA.H272F A7およ
びH11は試験したいずれのビオチンともうまく反応しなかった。
【０３９６】
哺乳動物細胞中のDhaA変異体の特性解析
　DhaA変異体のin vivoおよびin vitro標識: 一部のDhaA変異タンパク質のE. coliでの産
生は37℃で低下したが、他の改良DhaA変異体はもっと高い温度で増殖、誘発させても相当
の活性を保持した。これらのクローンは高温で折りたたみ面の選択的優位性をもち、その
結果として哺乳動物細胞の条件にうまく耐えられるようになるのかもしれない。その優れ
た速度論的および/または生産性能に基づき、変異タンパク質DhaA.H272F A7およびH11を(
親のDhaA.H272FおよびDhaA.D106Cと共に)をコードする遺伝子を、哺乳動物発現ベクターp
CI-neoにクローニングし、CHO細胞にトランスフェクトした。速度論的なin vivo標識研究
によれば、2種類の第2世代変異体DhaA.H272F A7およびH11は基質濃度5μMで親のDhaA.H27
2Fをしのぐ性能特性を示した(図46AおよびB)。従って、E. coli中、37℃で著しい活性/産
生を保持するというDhaA.H272F変異体A7およびH11の能力は、哺乳動物細胞中でのその優
れた性能と関連していた。
【０３９７】
　3種類の追加のDhaA変異体について、一時的に発現するCHO-K1細胞でのカルボキシテト
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ラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl標識効率を調べた。図46C-Dは標識結果のDhaA.H272F A
7、DhaA.H272F H11YLおよびDhaA.D106C 30H4間比較である。カルボキシテトラメチルロー
ダミン-C10H21NO2-Cl基質濃度5μMでは、第2世代DhaA.H272F H11YLは15分で標識が完了し
た。これは同じ条件でDhaA.H272F A7の標識完了に要する時間の半分であった。それと対
照的に、DhaA.D106C 30H4(DhaA.H272F H11YLに対応するDhaA.D106C系)は同程度の標識に2
時間を要した。
【０３９８】
　DhaA.H272F A7およびH11YLについて、標識効率の基質濃度への依存も調べた。図46A-C
は哺乳動物細胞溶解液中での、特に低カルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl
基質濃度(すなわち0.1および1.0μM)での、DhaA.H272F H11YLの優れた標識特性を示す。
この試験結果は精製DhaAタンパク質を使用したin vitro反応速度研究の結果と一致する。
in vivoではDhaA.H272F H11YLのカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clへの結
合速度の若干の低下が観測されたが、それは哺乳動物の細胞膜が蛍光リガンドの細胞内へ
の透過を制限する可能性があることを示唆する(データ非表示)。
【０３９９】
　DhaA変異体のin vivo安定性: 一時的にトランスフェクトした哺乳動物細胞中での特定D
haA変異体の安定性を調べた。図48Aは、トランスフェクション後12時間、24時間および48
時間の時点でカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Clで細胞標識した後に、親
変異体と2つの第1世代変異体DhaA.H272F A7およびDhaA.H272F H11YLから得られた蛍光シ
グナルを示す。蛍光画像化ゲルの定量から、試験した4クローンからのタンパク質産生は
いずれもトランスフェクション後24時間でピークに達したあと、減少に転じて48時間時点
の観測レベルに至ると判明した(図48B)。しかし、DhaA.H272F A7およびH11をコードする
コンストラクトをトランスフェクトしたCHO-K1細胞は、48時間後にも2種類の親変異体を
いずれもしのぐ活性タンパク質産生能を保持した。これは、カルボキシテトラメチルロー
ダミン-C10H21NO2-Cl標識後に生成したロバストな蛍光シグナルから明白である。この結
果は、DhaA.H272F A7およびH11変異体はin vivoで有意に安定性が高いことを示唆する。
図47C-Dは同様の安定性分析の結果であるが、DhaA.H272F A7を第2世代変異体のDhaA.H272
F H11YLと比較している。DhaA.H272F H11YLをコードするコンストラクトをトランスフェ
クトしたCHO-K1細胞は、48時間後にも著しい標識能力を保持した。というより、24～48時
間の間にDhaA.H272F H11YLによって生成されるシグナルに検出可能な減衰はほとんどまた
はまったく見られなかった。
【０４００】
生きたまたは固定化した哺乳動物細胞中のDhaA.H272F H11YLの画像化
　図50A-Bの画像が示すように、哺乳動物細胞で発現したDhaA.H272F H11YLはカルボキシ
テトラメチルローダミン-C10H21NO2-ClまたはDiAc-カルボキシフルオレセイン-C10H21NO2
-Clで効率的に標識することができる。画像は明るく、卓越したSN比を示す。図50C-Dの画
像が示すように、DhaA.H272F H11YL HT2(図49)とDhaA.H272FはTAMRA- C11H21NO3-Clで効
率的に標識し、また3.7%パラホルムアルデヒドで固定化することができた。DhaA.H272F H
11YL HT2を発現する細胞であって0.2、1.0または5.0μM TAMRA- C11H21NO3-Clで5分間染
色した細胞の画像は、DhaA.H272Fを発現する細胞であって5.0μMカルボキシテトラメチル
ローダミン-C10H21NO2-Clで30分間染色した細胞よりも明るい。これで明らかなように、
哺乳動物細胞ではカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-ClはDhaA.H272F よりも
DhaA.H272F H11YL HT2のほうを効率的に標識する。
【０４０１】
生きた哺乳動物細胞で発現したβ-アレスチン2-コネクター-DhaA. H272F H11YL HT2融合
タンパク質の画像化
　図50E-Fの画像が示すように、β-アレスチン2-コネクター-DhaA. H272F H11YL HT2発現
細胞は一般にβ-アレスチン2を細胞質に局在させる。融合タンパク質の標識にはDiAc-カ
ルボキシフルオレセイン-C10H21NO2-Clまたはカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21
NO2-Clを使用。
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【０４０２】
生きた哺乳動物細胞で発現したDhaA. H272F H11YL-Renillaルシフェラーゼ融合タンパク
質の画像化
　図51A-Bに示すように、ビオチン-X-14-Clで処理し過剰なビオチン-X-14-Clを洗い流し
た細胞の溶解液とインキュベートしたビーズ表面で有意のルシフェラーゼ活性が検出され
た。ビオチン-X-14-Clで処理しなかった細胞の溶解液とインキュベートしたビーズ表面で
は有意のルシフェラーゼ活性が検出されなかった。そのうえ、ビオチン-X-14-Clで処理し
た細胞の溶解液とインキュベートしたビーズ表面でも、遊離ビオチン-X-14-Clを洗い流さ
なかったときは、hR.Luc活性が検出されなかった。総合すると、これらのデータはDhaA.H
272F H11YLHT2と融合した機能性タンパク質(hR.Luc)がビオチン-X-14-ClとSAコートビー
ズを使用して効率的に捕捉しうることを示している。この捕捉はビオチン依存的であり、
また過剰量のビオチン-X-14-Clにより競合阻害することができる。hR.Luc活性へのビーズ
の相当の阻害効果が観測された(データ非表示)ので、SDS-PAGEと抗R.Luc抗体によるウェ
スタンブロット分析とを使用して、hR.Luc-コネクター-DhaA.H272F H11YL HT2融合タンパ
ク質の捕捉効率を推計した。図51Bに示すように、hR.Luc-コネクター-DhaA.H272F H11YL 
HT2融合タンパク質の50%あまりをビオチン依存的に捕捉することができた。
【０４０３】
　修飾リンカーを含むハロアルカン基質とのDhaA.H272F H11YLの反応性: Rhodococcusデ
ハロゲナーゼ(DhaA)タンパク質の基質ポケットはXanthobacter DhlAタンパク質の基質ポ
ケットよりも深さ、幅の両面で著しく大きい(Newman et al. 1999)。標識技術の進化に伴
い、DhaA変異体は種々のリンカー構造を含む多様な基質に対応しうるはずである。代替基
質の一例はp-フェネルチルおよびフラニルプロピル誘導体たとえば図56に示すような化合
物である。これらの修飾ハロアルカン基質の反応性を、精製DhaA.H272F H11YLタンパク質
で試験した。
【０４０４】
　図52AはFP分析で求めた種々のカルボキシテトラメチルローダミン系基質の結合速度を
示す。カルボキシテトラメチルローダミン-p-フェネチル-Cl基質のDhaA.H272F H11YLに対
する相互作用に関して求めた見かけ結合速度定数はカルボキシテトラメチルローダミン-C

10H21NO2-Clの場合の3分の1にすぎなかった。しかし、これらの反応条件の下ではカルボ
キシテトラメチルローダミン-フラニル-プロピル-Cl基質に関しては結合が検出されなか
った。カルボキシテトラメチルローダミン系基質の相対標識速度を蛍光画像化ゲル分析に
より確認した。使用反応条件下では、3種のカルボキシテトラメチルローダミン基質がみ
な該タンパク質と反応すると判明した(図52B)。ゲル上の蛍光バンドを定量化して蛍光生
成物形成の相対速度を測定した。生成物蓄積の傾きの比較からは、カルボキシテトラメチ
ルローダミン-p-フェネチル-Cl基質はDhaA.H272F H11YL標識速度がカルボキシテトラメチ
ルローダミン-C10H21NO2-Cl基質よりもずっと遅いと判明する(図52C)。カルボキシテトラ
メチルローダミン-フラニル-プロピル-Cl基質の標識速度はカルボキシテトラメチルロー
ダミン-C10H21NO2-Cl基質のそれの100分の1以下であった。
【０４０５】
　同様のin vitro標識試験を、カルボキシフルオレセイン修飾p-フェネチルおよびフラニ
ル基質を使用して行った。図53はFP分析による種々のカルボキシフルオレセイン系基質の
結合速度を示す。カルボキシフルオレセイン-p-フェネチル-Cl基質の見かけ結合速度定数
(5.6×103M-1sec-1)はカルボキシフルオレセイン-14-Clの場合の約5分の1であった(図53A
)。前のカルボキシテトラメチルローダミン-クロロアルカン結合試験でも観測されたよう
に、これらの反応条件の下ではカルボキシフルオレセイン-フラニル基質に関しては結合
が検出されなかった。カルボキシフルオレセイン系基質の相対標識速度を蛍光画像化ゲル
分析でも測定した。使用反応条件下では、3種のカルボキシフルオレセイン基質がみな該
タンパク質と反応すると判明した(図53B)。蛍光生成物バンドを定量化により、DhaA.H272
F H11YL標識速度はカルボキシフルオレセイン-p-フェネチル-Cl基質がカルボキシフルオ
レセイン-C10H21NO2-Cl基質の約3分の1であると判明した(図53C)。しかし、カルボキシフ
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ルオレセイン-フラニル-プロピル-Cl基質の標識速度はカルボキシフルオレセイン-C10H21
NO2-Cl基質のそれの100分の1以下であった。
【０４０６】
　種々のカルボキシテトラメチルローダミン系基質のin vivo標識速度を哺乳動物細胞で
測定した。pHT2ベクター(DhaA.H272F H11YL)で一時的にトランスフェクトしたCHO-K1細胞
を、種々の濃度のカルボキシテトラメチルローダミン-Cl-アルカンで60分間にわたり標識
した。様々な時点で回収し、細胞を回収し、溶解し、タンパク質をSDS-PAGEで分離した。
標識タンパク質の存在を蛍光イメージャーで検出した。図54は基質濃度1、5および20μM
での標識生成物の蓄積を経時的に示す。蛍光生成物の蓄積の定量化は、カルボキシテトラ
メチルローダミン-p-フェネチル-Cl基質によるDhaA.H272F H11YLの標識が試験したどの濃
度でもカルボキシテトラメチルローダミン-C10H21NO2-Cl基質に匹敵することを示す(図54
B)。しかし、カルボキシテトラメチルローダミン-フラニル-プロピル-Cl基質によるDhaA.
H272F H11YL変異体の標識速度は基質濃度1および5μMでは著しく遅かった。
【０４０７】
　ビオチン-p-フェネチル-Cl基質の、固定化DhaAタンパク質との反応性を試験した。図55
Aに示すような、ELISA式アッセイ用の一般的な反応スキームを行った。抗FLAG抗体を使用
して2pmolのDhaA.H272F H11YLをマイクロタイタープレートのウェルに固定化した。ハロ
アルカン基質(17μM)とのインキュベーションと洗浄の後、ストレプトアビジン-HRP結合
体を使用して結合済み基質を検出した。発色後の色の量は各ビオチン-ハロアルカン基質
の反応性の指標であった。図55Bはビオチン-p-フェネチル-Cl基質が固定化DhaAタンパク
質と反応したものの、反応性はビオチン-14-Cl基質、ビオチン-PEG4-14-Cl基質のいずれ
にも劣った。
【０４０８】
実施例ＸＩ
細胞表層ディスプレイ用の例示的なDhaA融合体
　多数の膜性の酵素、受容体、分化抗原および他の活性タンパク質は脂肪酸、イソプレノ
イド、ジアシルグリセロールおよびグリコシルホスファチジルイノシトール(GPI)に翻訳
後プロセッシングを通じて結合し、またこれらの脂質によって膜にアンカーされる。GPI
アンカー型タンパク質は多様な細胞型で発現しており、また細胞接着の制御(CD48、CD58
、Thy-1/CD90)から補体制御(CD55、CD59)や酵素活性(アルカリホスファターゼ)に至るま
で多様な機能をもつ。これらの分子は細胞膜の外葉にだけアンカーされ、従って細胞質の
中には至らないという点でユニークである。GPIアンカーは例外なくタンパク質のC末端に
共有結合する。真核生物のGPIアンカーのコア構造はエタノールアミンリン酸、トリマン
ノシド、グルコサミンおよびイノシトールリン脂質から、この順序で構成される。既知の
GPIアンカー型タンパク質はみなC末端開裂性ペプチドから合成される(Stevens, 1995; Ti
ede et al. 1999; Sevelever et al. 2000で概説)。このC末端ペプチドは(a)一般に疎水
性である15～30アミノ酸からなり、(b)下流細胞質ドメインを含まず(Medof and Tykocins
ki, 1990)、また(c)「開裂-付加」部位の周りにある種のアミノ酸群を特徴とするパター
ンを確立する。この部位はC末端シグナル除去とGPIアンカー付加の後に残されるアミノ酸
であるが、ωアミノ酸と呼ばれてきた。
【０４０９】
　GPIは小胞体(ER)内での糖とエタノールアミンリン酸のホスファチジルイノシトールへ
の逐次付加により合成される(Udenfriend and Kodukula, 1995; Kinoshita and Inoue, 2
000)。GPIの骨格構造は異種間で共通である。プレフォームのGPIがER内でタンパク質に付
加される。GPIによる修飾を受ける前駆タンパク質は2つのシグナルペプチドをもつ。1つ
はN末端にあり、ER膜透過に必要なシグナルである。もう1つはC末端にあるGPI付加シグナ
ルである。このGPI付加シグナルペプチドはGPIアミド基転移酵素によって認識されるが、
この酵素は該シグナルペプチドを切断し、GPIに取って代える。
【０４１０】
　GPIアンカー型DhaA変異体を生成させるには、De Angelis et al. (1998)提案のGPIアン
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カー型GFP生成法を用いてもよい。この方法は新生ポリペプチドをER膜へと誘導するため
の追加のN末端リーダーペプチドおよびGPI付加のための追加のC末端配列たとえば
【化７３】

を必要とする。Hiscox et al. (2002)はこの方法により、CHO細胞表面でGFPを発現させる
ことに成功した。このGFPは、3段階PCRによりヒトCD59のシグナルペプチドの下流側(アミ
ノ酸-25～1、たとえば
【化７４】

)とヒトCD59のアミノ酸67～102の(残基77にGPI付加部位を含む)上流側(たとえば
【化７５】

)にライゲートされた。
【０４１１】
　GFPとDhaAは構造がまったく異なる。従って、哺乳動物細胞用にGPIアンカー型DhaA変異
体の融合体を生成させるには、たとえば5'-ヌクレオチダーゼ(CD73)、CAMPATH(CD52)、崩
壊加速因子(DAFまたはCD55)、MIRL(membrane inhibitor of reactive lysis)　(CD59)、
白血球機能関連抗原3(LFA-3またはCD90)、胎盤アルカリホスファターゼ(PLAP)、アセチル
コリンエステラーゼ(AchE)、Thy-1(CD90)、プリオンなど種々のGPIアンカー型タンパク質
のシグナル配列とGPI付加配列とを使用してもよい。触媒ポケットへの基質のアクセス可
能性を改善するために、DhaAとGPI付加配列の間にペプチドコネクターを導入してもよい
。
【０４１２】
　インテグリンは細胞を周囲の細胞外マトリックスに接着させる主要な受容体である(Dan
en & Yamada, 2001; Hohesnester & Engel, 2002)。細胞接着をサポートするほかに、可
溶性因子の受容体と協力して生存、分化、増殖を調節する。in vitroでは、フィブロネク
チンへのインテグリンα5β1媒介型細胞接着は繊維芽、上皮および内皮細胞のマイトジェ
ン依存性増殖を特に効率的にサポートする。インテグリンはヘテロ二量体の膜貫通型受容
体であり、足場タンパク質を介して皮質アクチン細胞骨格に結合している。αおよびβサ
ブユニットの細胞外領域は非共有結合により球状頭部ドメインを形成する。該ドメインは
特定の細胞外マトリックス(ECM)に結合するが、結合の特異性はαおよびβサブユニット
の組み合わせによって決まる。ヒトゲノム配列の分析が進み、24種のαサブユニットと9
種のβサブユニットが同定されるに至り、また哺乳動物には目下24種の機能的インテグリ
ンが存在すると判明している。
【０４１３】
　DhaA変異体を細胞表面で発現させるには、DhaA変異体とインテグリンたとえばαまたは
βインテグリンとの融合体を使用する。そうした融合タンパク質はインテグリンの膜貫通
ドメイン、細胞質ドメインおよび/または細胞外茎部ドメイン(extracellular stalk doma
in)、それにDhaA変異体を含む。インテグリンの細胞質ドメインは不完全ドメインでもよ
いし、またインテグリンの細胞外茎部ドメインは別のタンパク質(たとえばフラクタルカ
イン)の細胞外茎部ドメイン、茎部ドメインの一部分、および/または遺伝子組み換えペプ
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チドたとえば合成ペプチドと置換してもよい。インテグリンと他の関心タンパク質(たと
えばGFPなどのレポータータンパク質またはルシフェラーゼなどの酵素)との融合体はまた
、たとえば関心タンパク質の細胞表層ディスプレイ用にも見込まれる。
【０４１４】
　カドヘリンは固形組織細胞間の付着接触を形成維持するカルシウム依存性細胞接着分子
のファミリーを含む(Takeichi et al. 1981; Hatta and Takeichi, 1986; Hatta et al. 
1998)。カドヘリンは、細胞外領域にある特有のカドヘリンリピート配列を特徴とする膜1
回貫通タンパク質である(Patel et al. 2003)。これらのリピートは各々110アミノ酸から
なり、βサンドイッチドメインを形成する。カドヘリンは一般にこうした「カドヘリンド
メイン」をいくつか、タンデムリピートとして細胞外領域にもつ。これらのドメインの連
結は各連続ドメインペア間の3個のCa2+イオンの特異的結合によって強化される。カドヘ
リンは次のようにいくつかのサブファミリーに分類しうる(Nollet et al. 2000): 最終的
にアクチン細胞骨格に結合するタイプＩ(クラシカル)およびタイプIIカドヘリン; 中間径
フィラメントに結合するデスモゾームカドヘリン(デスモコリンおよびデスモグレイン); 
それに主に神経系で発現するプロトカドヘリン。加えて、いくつかの「非定型」カドヘリ
ンもまた報告されている。これは単数または複数のカドヘリンリピート配列を含むほかは
カドヘリンの特徴をまったく欠くタンパク質である。
【０４１５】
　DhaA変異体を細胞表面で発現させるには、DhaA変異体とカドヘリンたとえばタイプＩま
たはタイプIIカドヘリンとの融合体を使用する。そうした融合タンパク質は膜貫通ドメイ
ン、細胞質ドメイン、単数または複数の細胞外カドヘリンドメイン、それにDhaA変異体を
含む。カドヘリンの細胞質ドメインは不完全ドメインでもよいし、また細胞カドヘリンド
メインは除去しても、別のタンパク質または遺伝子組み換えペプチドと置換してもよい。
不完全カドヘリン(T-カドヘリン)は一種のカドヘリンであり、膜貫通領域と保存W2を欠く
もののGPIアンカーを保持するという点でユニークである。
【０４１６】
　細胞表面でDhaAまたはDhaA融合体を発現させるには、新生ポリペプチドをリン脂質二分
子膜(たとえばER膜)へと誘導するためのN末端リーダーペプチドが必要である。このN末端
リーダーペプチドはDhaA融合相手のリーダーペプチド、または別のポリペプチドのリーダ
ーペプチドでもよい。一実施形態では、追加のポリペプチドたとえばコネクターを、DhaA
とN末端リーダーペプチドの間、DhaAと融合相手の膜貫通ドメインの間、および/またはDh
aAと融合相手の細胞外ドメインの間に、挿入する。
【０４１７】
　一般に、細胞表面でDhaA変異体を発現させるために、DhaA変異体と明確なN末端細胞外
ドメインをもつ任意の膜タンパク質[例: n-メチル-D-アスパラギン酸(NMDA)受容体、5-メ
チル-4-イソオキサゾロプロピオン酸(AMPA)受容体、グリシン受容体、ニコチン性アセチ
ルコリン受容体(nAChRs)、P2X受容体、5-ヒドロキシトリプタミン3(5-HT3)受容体など; G
alligan, 2002参照]との融合体を使用してもよい。一実施形態では、DhaA変異体と細胞外
C末端ドメインをもつ任意の膜タンパク質(たとえば抑制性グリシン受容体。Breitinger a
nd Becker, 2002を参照)との融合体を使用する。DhaAはタンパク質のC末端ドメインに付
加または挿入する。油剛体の性能(DhaAの触媒ポケットに対するCl-アルカン系リガンドの
アクセス可能性など)を改善するには、DhaAとタンパク質の間にペプチドコネクターを導
入してもよい。別の実施形態では、DhaA変異体と細胞外ループドメイン[タンパク質の膜
貫通ドメインに結合するペプチド鎖、たとえばHERGチャンネル(Blaustein and Miller, 2
004)のαサブユニット内のS1とS2、S3とS4、S6とS6の各幕貫通ドメインに結合するペプチ
ド鎖]をもつ任意の膜タンパク質との融合体を使用する。融合体の性能を改善するために
、DhaAと該ループのN-および/またはC-末端フラグメントの間にペプチドコネクターを導
入してもよい。
【０４１８】
　さらに別の実施形態では、細胞表面で発現するタンパク質と融合させるときに、細胞表
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面の変異ヒドロラーゼを使用して、本発明のリガンドたとえば蛍光団を含むリガンドと結
合した形で、膜タンパク質の内部化をモニターする。本発明のリガンドが微小環境感受性
であれば、膜タンパク質を取り巻く環境の変化をモニターするシステムを使用してもよい
。一実施形態では、本発明のリガンドは細胞膜透過性が低いまたは無い。一実施形態では
、細胞表面で発現したDhaAの非透過性リガンドによる標識とそれに続く細胞透過性リガン
ドによる細胞処理とを使用して、膜タンパク質の表面および内部プールの移動を同時にモ
ニターする。あるいは、そうしたシステムを使用して種々の作用物質たとえば薬物の、膜
タンパク質の種々のプールに対する効果をモニターしてもよい。
　さらに別の実施形態では、細胞表面で発現するタンパク質と融合させるときに、細胞表
面の変異ヒドロラーゼを使用して、本発明のリガンドたとえば検出可能な機能性基を含む
リガンドと結合した形で、膜タンパク質の修飾(たとえばタンパク質分解、グリコシル化
など)をモニターする。あるいは、そうしたシステムを使用して種々の作用物質たとえば
薬物の、膜タンパク質の修飾に対する効果をモニターしてもよい。
【０４１９】
　さらに別の実施形態では、イオンチャンネルと融合させるとき、細胞表面の変異ヒドロ
ラーゼを使用して、本発明のリガンドたとえば微小環境感受性の機能性基を含むリガンド
と結合した形で、該チャンネルの機能的活動をモニターする。あるいは、そうしたシステ
ムを使用して種々の作用物質(および/または条件)たとえば薬物(および/または温度変化
、細胞膜の伸展、細胞の固体表面・他細胞・タンパク質との相互作用)の、イオンチャン
ネルの活動に対する効果をモニターしてもよい。
【０４２０】
参考文献



(139) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

【化７６】



(140) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

【化７７】



(141) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

30

40

【化７８】

【化７９】



(142) JP 2012-44995 A 2012.3.8

10

20

【化８０】

【０４２１】
　諸々の刊行物、特許および特許出願明細書は参照をもって開示する。以上、本発明をあ
る種の好ましい実施形態との関連で説明し、また多数の詳細も説明目的のために示したが
、本発明が追加の実施形態を受け入れうること、またある種の明細が本発明の基本的な趣
旨から逸脱することなく大幅な変更を許すことは当業者には自明であろう。
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【図２８】

【図２９】

【図３０Ａ－Ｂ】

【図３０Ｃ－Ｄ】 【図３１Ａ】



(150) JP 2012-44995 A 2012.3.8

【図３１Ｂ】 【図３２】
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【図４８Ｃ－Ｄ】 【図４９－１】
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【図５０Ａ－Ｂ】 【図５０Ｃ－Ｄ】
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【図５６】 【図５７】
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【配列表】
2012044995000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成23年11月2日(2011.11.2)
【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】
　対応する野生型デハロゲナーゼと比べて少なくとも2つのアミノ酸置換を含み、単数ま
たは複数の機能性基を含むデハロゲナーゼ基質と結合を形成する変異デハロゲナーゼであ
って、該結合は対応する野生型デハロゲナーゼと基質の間で形成される結合よりも安定し
ており、また変異デハロゲナーゼにおける少なくとも1つのアミノ酸置換は野生型デハロ
ゲナーゼにあって基質との間で形成される結合を開裂させる水分子の活性化に関連するア
ミノ酸残基の置換、または野生型デハロゲナーゼにあって基質とエステル中間体を形成す
るアミノ酸残基の置換であり、また第2の置換は野生型デハロゲナーゼにあって、活性部
位ポケット内の、しかも野生型デハロゲナーゼに結合したデハロゲナーゼ基質の3～5Å内
の、アミノ酸残基の置換であることを特徴とする変異デハロゲナーゼ。
【請求項２】
　少なくとも1つの置換はロードコッカス・ロードクロウス　デハロゲナーゼのアミノ酸
残基272に対応する位置での置換である、請求項１に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項３】
　少なくとも1つの置換はロードコッカス・ロードクロウス　デハロゲナーゼのアミノ酸
残基106に対応する位置での置換である、請求項１又は２に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項４】
　単数または複数の関心タンパク質をさらに含み、以って融合タンパク質を生成する、請
求項１～３のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項５】
　対応する野生型デハロゲナーゼに対して少なくとも85%のアミノ酸配列同一性を有する
、請求項１～４のいずれ1項に記載の変異デハロゲナーゼ。
【請求項６】
　対応する野生型ヒドロラーゼと比べて少なくとも2つのアミノ酸置換を含み、少なくと
も１つのアミノ酸置換の結果として対応する野生型ヒドロラーゼと基質の間で形成される
結合よりも安定した結合を基質と形成する変異ヒドロラーゼであって、また変異ヒドロラ
ーゼにおける１つのアミノ酸置換は野生型ヒドロラーゼにあって基質との間で形成される
結合を開裂させる水分子の活性化に関連するアミノ酸残基の置換、または野生型ヒドロラ
ーゼにあって基質とエステル中間体を形成するアミノ酸残基の置換であり、また第２の置
換は野生型ヒドロラーゼにあって、活性部位ポケット内の、しかも野生型ヒドロラーゼに
結合したヒドロラーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基の置換であることを特徴とする変
異ヒドロラーゼ。
【請求項７】
　第２の置換は、単数または複数の電荷を導入する、単数または複数の水素結合を導入す
る、または立体障害を緩和することで、基質との結合を強めるようなアミノ酸の置換であ
る、請求項１に記載の変異デハロゲナーゼ又は請求項６に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項８】
　セリン-β-ラクタマーゼではない、請求項６に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項９】
　第2の置換はロードコッカス・ロードクロウス　デハロゲナーゼのアミノ酸残基175、17
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6または273に対応する位置での置換である、請求項１～３のいずれ１項に記載の変異デハ
ロゲナーゼまたは請求項６～８のいずれ１項に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項１０】
　アミノ酸残基175に対応する位置の置換アミノ酸はメチオニン、バリン、グルタミン酸
、アスパラギン酸、アラニン、ロイシン、セリンまたはシステインであり、アミノ酸残基
176に対応する位置の置換アミノ酸はセリン、グリシン、アスパラギン、アスパラギン酸
、トレオニン、アラニンまたはアルギニンであり、またはアミノ酸残基273に対応する位
置のアミノ酸置換はロイシン、メチオニンまたはシステインである、請求項９に記載の変
異ヒドロラーゼ。
【請求項１１】
　野生型デハロゲナーゼの活性部位ポケット内の、しかも野生型デハロゲナーゼに結合し
たデハロゲナーゼ基質の3～5Å内の、アミノ酸残基に第３の、また随意に第４の置換をさ
らに含む請求項１～３のいずれ１項に記載の変異デハロゲナーゼおよび請求項６～１０の
いずれ１項に記載の変異ヒドロラーゼ。
【請求項１２】
　第３または第４の置換はロードコッカス・ロードクロウス　デハロゲナーゼのアミノ酸
残基175、176または273に対応する位置での置換である、請求項１１に記載の変異ヒドロ
ラーゼ。
【請求項１３】
　変異デハロゲナーゼまたは変異ヒドラーゼの存在または量を検出または測定するための
方法であって、
　　a) 請求項１～５のいずれか１項に記載の変異デハロゲナーゼを、単数または複数の
機能性基を含むデハロゲナーゼ基質と接触させる工程、または請求項６～１２のいずれか
１項に記載の変異ヒドロラーゼを、単数または複数の機能性基を含むヒドロラーゼ基質と
接触させる工程、および
　　b) 該機能性基の存在または量を検出または測定し、以って変異デハロゲナーゼまた
は変異ヒドロラーゼの存在または量を検出または測定する工程、
を含む方法。
【請求項１４】
　試料中の関心分子、細胞または細胞内小器官を単離するための方法であって、
　　　a) 請求項１～５のいずれか１項に記載の変異デハロゲナーゼと、単数または複数
　　　の機能性基を含むデハロゲナーゼ基質とを含む融合タンパク質、または請求項６～
　　　１２のいずれか１項に記載の変異ヒドロラーゼと、単数または複数の機能性基を含
　　　むヒドロラーゼ基質とを含む融合タンパク質に、試料を接触させる工程であって、
　　　前記融合タンパク質が、関心分子、細胞または細胞内小器官と結合するタンパク質
　　　を含む工程、および
　　　b) 該関心分子、細胞または細胞内小器官を単離する工程、
を含む方法。
【請求項１５】
　少なくとも1つの機能性基は固体担体または固体担体と結合する分子である、請求項１
４に記載の方法。
【請求項１６】
　前記関心分子はタンパク質である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１７】
　細胞を標識する方法であって、
　請求項１～５のいずれか１項に記載の変異デハロゲナーゼを含む細胞を、単数または複
数の機能性基を含むデハロゲナーゼ基質と接触させるか、または請求項６～１２のいずれ
か１項に記載の変異ヒドロラーゼを含む細胞を、単数または複数の機能性基を含むヒドロ
ラーゼ基質と接触させることにより、細胞を標識する工程を含む、細胞標識の方法。
【請求項１８】
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　前記機能性基の存在または量を検出または測定する工程をさらに含む、請求項１７に記
載の方法。
【請求項１９】
　変異デハロゲナーゼまたは変異ヒドロラーゼは細胞内または細胞表面に存在する、請求
項１３～１８のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２０】
　変異デハロゲナーゼまたは変異ヒドロラーゼは単数または複数の関心タンパク質をさら
に含み、以って融合タンパク質を生成する、請求項１３～１９のいずれか１項に記載の方
法。
【請求項２１】
　１つの関心タンパク質は変異デハロゲナーゼまたは変異ヒドロラーゼを細胞膜または小
胞体に誘導する、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記基質は２つの機能性基を含む、請求項１３～２１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記基質は、式(I): R-リンカー-A-X
(式中、
　Rは、単数または複数の機能性基である; 
　リンカーは、１つ以上の環を含み、
　A-Xは、デハロゲナーゼの基質であり、
　Xは、ハロゲンである。)
で示される、請求項１３～２２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記基質中の少なくとも１つの機能性基が蛍光団である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記変異デハロゲナーゼは特定宿主細胞で発現させるよう最適化した核酸配列によって
コードされる、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
　前記基質が式XXIX～XXXIVのいずれかで示される化合物である請求項１３～２２のいず
れか１項に記載の方法。
【請求項２７】
　前記リンカーはC、N、SまたはOを含む多原子直鎖または分枝鎖である、請求項２６に記
載の方法。
【請求項２８】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の変異デハロゲナーゼまたは請求項６～１２のいず
れか１項に記載の変異ヒドロラーゼをコードするポリヌクレオチド。
【請求項２９】
　ロードコッカス・ロードクロウス　デハロゲナーゼのアミノ酸残基175に対応する位置
に少なくとも１つの置換を含む熱安定性変異デハロゲナーゼであって、該置換はアミノ酸
残基175に対応する位置に変異を含まない変異デハロゲナーゼと比べた場合の熱安定性の
向上と相関することを特徴とする熱安定性変異デハロゲナーゼ。
【請求項３０】
　前記置換アミノ酸はメチオニンである請求項２９に記載の熱安定性デハロゲナーゼ。
【請求項３１】
　前記変異デハロゲナーゼまたは変異ヒドロラーゼが固体表面に固定化されている請求項
１４に記載の方法。
【請求項３２】
　前記固体担体は表面プラズモン共鳴チップ、磁性体粒子、膜、ガラス、セルロース、自
己組織化単分子膜、マルチウェルプレートのウェル、電子伝導性表面またはアガロースビ
ーズである、請求項３１に記載の方法。
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【請求項３３】
　前記機能性基が、アミノ酸、タンパク質、糖タンパク質、核酸分子、薬物、脂質、ビオ
チン、固体担体、光学検出可能分子、グルタチオン、ビオチンまたは他のアビジン結合分
子、金属、NTA、スクシンイミジルエステルまたはアルデヒド、酵素基質、酵素阻害物質
、関心遺伝子に対応する1本鎖DNA、タンパク質結合能をもつDNA、関心遺伝子に対応するR
NA、ルシフェリン、プロテアーゼ認識部位、蛍光団、蛍光団の消光剤、ホスファチジルイ
ノシトール、cAMP対応リガンド、蛍光cAMP、終止コドンを欠くmRNA、またはアミノアシル
化tRNAである請求項１３～３２のいずれかに記載の方法。
【請求項３４】
　請求項１～５のいずれか１項に記載の変異デハロゲナーゼまたは請求項６～１２のいず
れか１項に記載の変異ヒドロラーゼを含む固体担体。
【請求項３５】
　磁性体粒子、プラスチック、表面プラズモン共鳴センサーチップ、膜、ガラス、セルロ
ース、自己組織化単分子膜、マルチウェルプレートのウェル、ナノ粒子、アガロースビー
ズ、または電子伝導性表面である、請求項３４に記載の固体担体。
【請求項３６】
　i)関心のあるタンパク質と、ii)請求項６～１２のいずれか１項に記載の変異ヒドロラ
ーゼまたは請求項１～５のいずれか１項に変異デハロゲナーゼとを含む融合ポリペプチド
をコードする核酸配列を含む単離核酸分子。
【請求項３７】
　２分子の相互作用を検出する方法であって、以下の工程、
　　　a) 請求項１～６のいずれか１項に記載の変異ヒドロラーゼと、第２タンパク質と
　　　結合しうる第１タンパク質とを含む第１融合タンパク質であって、前記第１融合タ
　　　ンパク質中の前記変異ヒドロラーゼは、単数または複数の機能性基を含む第１ヒド
　　　ロラーゼ基質と結合し、前記機能性基の１つは、蛍光団である第１融合タンパク質
　　　と、
　　　　前記第２タンパク質と、発光または蛍光レポータータンパク質とを含む第２融合
　　　タンパク質と、
　　　を提供する工程であって、前記第１タンパク質および第２タンパク質が二量体であ
　　　る工程、および
　　　b) 蛍光および/または発光を検出する工程、
を含むことを特徴とする方法。
【請求項３８】
　２分子の相互作用を検出する方法であって、以下の工程、
　　　a) 請求項１～５のいずれか１項に記載の変異デハロゲナーゼと、第２タンパク質
　　　と結合しうる第１タンパク質とを含む第１融合タンパク質であって、前記第１融合
　　　タンパク質中の前記変異デハロゲナーゼは、単数または複数の機能性基を含む第１
　　　デハロゲナーゼ基質と結合し、前記機能性基の１つは、蛍光団である第１融合タン
　　　パク質と、
　　　　前記第２タンパク質と、発光または蛍光レポータータンパク質とを含む第２融合
　　　タンパク質と
　　　を提供する工程であって、前記第１タンパク質および第２タンパク質が二量体であ
　　　る工程、および
　　　b) 蛍光および/または発光を検出する工程、
を含むことを特徴とする方法。
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摘要(译)

要解决的问题：提供与单个或多个官能团共价连接（连接）的突变蛋白
质或其使用方法，以及任选与目标蛋白质融合的突变体水解酶。溶解情
况：提供用于将例如通过共价或其他稳定键，一个或多个官能团与蛋白
质或包含该蛋白质的融合蛋白（嵌合体）连接（连接）的方法。突变体
水解酶能够与相应的非突变（野生型）水解酶的底物形成键，其比野生
型水解酶和底物之间形成的键更稳定。突变水解酶包括相对于野生型水
解酶的两个氨基酸取代。
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